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(57)【要約】　　　（修正有）
【課題】ムスカリン受容体Ｍ２（Ｍ２Ｒ）に対して指向されるおよび／または特異的に結
合することができる立体構造選択的な結合剤。
【解決手段】立体構造的に特異的な形でムスカリン性アセチルコリン受容体に特異的に結
合する薬剤は、受容体において立体構造変化を誘導するために使用することができる。こ
のような薬剤は、治療的用途を有し、受容体のＸ線結晶学研究において用いることができ
る。また、このような薬剤は、化合物スクリーニングおよび／または構造ベースの薬物設
計を介した創薬を向上させるために使用することができる。
【選択図】なし
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　ムスカリン受容体Ｍ２（Ｍ２Ｒ）に対して指向されるおよび／または特異的に結合する
ことができる立体構造選択的な結合剤。
【請求項２】
　受容体の活性立体構造に選択的である、請求項１に記載の結合剤。
【請求項３】
　受容体の細胞外立体構造エピトープに結合する、請求項１または２のいずれかに記載の
結合剤。
【請求項４】
　受容体の細胞内立体構造エピトープに結合する、請求項１または２のいずれかに記載の
結合剤。
【請求項５】
　受容体のＧタンパク質結合部位を占有する、請求項４に記載の結合剤。
【請求項６】
　Ｇタンパク質模倣物である、請求項１から５のいずれかに記載の結合剤。
【請求項７】
　４つのフレームワーク領域（ＦＲ１からＦＲ４）および３つの相補性決定領域（ＣＤＲ
１からＣＤＲ３）を含むアミノ酸配列またはその任意の適切な断片を含む、請求項１から
６のいずれかに記載の結合剤。
【請求項８】
　免疫グロブリン単一可変ドメインである、請求項１から７のいずれかに記載の結合剤。
【請求項９】
　免疫グロブリン単一可変ドメインが重鎖抗体に由来する、請求項８に記載の結合剤。
【請求項１０】
　免疫グロブリン単一可変ドメインがナノボディである、請求項８に記載の結合剤。
【請求項１１】
　ムスカリン受容体Ｍ２Ｒが、哺乳動物由来、特にヒト由来である、請求項１から９のい
ずれかに記載の結合剤。
【請求項１２】
　ポリペプチドに含まれる、請求項１から１０のいずれかに記載の結合剤。
【請求項１３】
　固体支持体に固定化されている、請求項１から１２のいずれかに記載の結合剤。
【請求項１４】
　ムスカリン受容体Ｍ２（Ｍ２Ｒ）および立体構造選択的なＭ２Ｒ結合剤を含む複合体。
【請求項１５】
　少なくとも１種の他の立体構造選択的な受容体リガンドをさらに含む、請求項１４に記
載の複合体。
【請求項１６】
　結晶性である、請求項１４または１５のいずれかに記載の複合体。
【請求項１７】
　請求項１４から１６のいずれかに記載の複合体を含む組成物。
【請求項１８】
　細胞組成物または膜組成物である、請求項１７に記載の組成物。
【請求項１９】
　請求項１から１２のいずれかに記載の結合剤のアミノ酸配列をコードする核酸配列を含
む核酸分子。
【請求項２０】
　請求項１９に記載の核酸配列を含む宿主細胞。
【請求項２１】
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　（ｉ）ムスカリン受容体Ｍ２（Ｍ２Ｒ）および立体構造選択的なＭ２Ｒ結合剤を含む複
合体を用意する工程と、
　（ｉｉ）試験化合物を用意する工程と、
　（ｉｉｉ）複合体に含まれるＭ２Ｒに対する試験化合物の選択的結合を評価する工程と
を含む、ムスカリン受容体Ｍ２を標的とする立体構造選択的な化合物を同定する方法。
【請求項２２】
　Ｍ２Ｒが活性立体構造である、請求項２１に記載の方法。
【請求項２３】
　試験化合物が小分子または生物学的製剤である、請求項２１に記載の方法。
【請求項２４】
　結晶化するための手段としての、請求項１から１２のいずれかに記載の結合剤の使用。
【請求項２５】
　化合物スクリーニングおよび創薬のための手段としての、請求項１から１２のいずれか
に記載の結合剤または請求項１４から１６のいずれかに記載の複合体の使用。
【請求項２６】
　分子を捕捉するおよび／または精製するための手段としての、請求項１から１２のいず
れかに記載の結合剤または請求項１４もしくは１５のいずれかに記載の複合体の使用。
【請求項２７】
　治療的有効量の請求項１から１２のいずれかに記載の立体構造選択的な結合剤と、医薬
として許容される担体、アジュバントまたは希釈剤の少なくとも１種とを含む医薬組成物
。
【請求項２８】
　Ｍ２Ｒシグナル伝達活性を調節するための、請求項１から１２のいずれかに記載の立体
構造選択的な結合剤または請求項２７に記載の医薬組成物の使用。
【請求項２９】
　アルツハイマー病および認識機能障害、疼痛、ＩＢＤ、神経膠芽細胞腫などのＭ２Ｒ関
連疾患の治療において使用するための、請求項１から１２のいずれかに記載の立体構造選
択的な結合剤または請求項２７に記載の医薬組成物。

【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　Ｇタンパク質共役受容体（ＧＰＣＲ）などの多数の膜貫通受容体は、これらの活性また
はリガンド結合状態に応じて、多数の相互変換可能な三次元立体構造に存在する。立体構
造的に特異的な形で膜貫通受容体に特異的に結合する薬剤は、膜貫通受容体において立体
構造変化を誘導するために使用することができる。このような薬剤は、治療的用途を有し
、膜貫通受容体のＸ線結晶学研究において用いることができる。また、このような薬剤は
、化合物スクリーニングおよび／または構造ベースの薬物設計を介して創薬を向上させる
ために使用することができる。
【背景技術】
【０００２】
　ムスカリン性アセチルコリン受容体（Ｍ１－Ｍ５）は、アセチルコリンの副交感神経作
用を含む、ヒト生体における中枢機能および末梢機能の多様性アレイの活性を調節するＧ
タンパク質共役受容体（ＧＰＣＲ）ファミリーのメンバーである（Ｗｅｓｓら　２００７
）。ムスカリン受容体のサブタイプは、心機能、ならびに認知および疼痛知覚などの多数
の重要な中心プロセスの調節において重要な役割を果たす（Ｗｅｓｓら　２００７）。そ
れは、精製され（Ｐｅｔｅｒｓｏｎら　１９８４）、クローニングされた（Ｋｕｂｏら　
１９８６）最初のＧＰＣＲであったため、Ｍ２受容体は、ＧＰＣＲ生物学および薬理学に
おけるモデルシステムとしての役割を果たしてきた。ムスカリン受容体は、小分子アロス
テリック調節因子に結合するそれらの能力に起因して特に関心を集めている（Ｍｏｈｒら
　２００３）。アロステリック部位が、配列および構造においてオルソステリック結合部
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位よりも保存性が小さい受容体領域を含むことができるため、ムスカリン受容体における
アロステリック部位に結合するいくつかのリガンドは実質的なサブタイプの選択性を示す
（Ｄｉｇｂｙら　２０１０；Ｋｅｏｖら　２０１１）。このような薬剤は、中枢神経系の
疾患および代謝障害を含む様々な臨床症状を治療するための新規なムスカリン薬物の開発
にかなり有望である。最近、結晶構造がＭ２およびＭ３ムスカリン受容体の非活性状態に
ついて得られたが（Ｈａｇａら　２０１２：Ｋｒｕｓｅら　２０１２）、薬物様分子によ
るムスカリン受容体活性化とアロステリック調節についての構造的基礎に関する実験デー
タは報告されていない。このような情報は、効力および選択性が増加した新規な薬剤の開
発を大いに促進する。
【０００３】
　ＧＰＣＲの細胞外部位への活性化リガンド（アゴニスト）の結合は、受容体がヘテロ三
量体Ｇタンパク質を活性化し得る立体構造変化をもたらす。このプロセスの重要性にもか
かわらず、β－アドレナリン受容体とロドプシンだけが結晶化され、それらの構造は、ア
ゴニストに結合した活性状態の立体構造において解決されている（Ｃｈｏｅら　２０１１
；Ｒａｓｍｕｓｓｅｎら　２０１１ａ；Ｒａｓｍｕｓｓｅｎら　２０１１ｂ；Ｄｅｕｐｉ
ら　２０１２；Ｓｃｈｅｅｒｅｒら　２００８）。アゴニストに結合した活性状態のＧＰ
ＣＲの結晶化は、それらの固有の立体構造の柔軟性に起因して非常に難しい。蛍光および
ＮＭＲ実験は、アゴニストに結合した活性状態の立体構造の安定化は、受容体がアゴニス
トとそのＧタンパク質との複合体、または活性な立体構造を安定化させるいくつかの他の
結合タンパク質を形成しなければならないことを必要とすることを示している（Ｙａｏら
　２００９；Ｎｙｇａａｒｄら　２０１３）。
【先行技術文献】
【非特許文献】
【０００４】
【非特許文献１】Ｗｅｓｓ，Ｊ．，Ｅｇｌｅｎ，Ｒ　Ｍ．＆　Ｇａｕｔａｍ，Ｄ．Ｍｕｓ
ｃａｒｉｎｉｃ　ａｃｅｔｙｌｃｈｏｌｉｎｅ　ｒｅｃｅｐｔｏｒｓ：ｍｕｔａｎｔ　ｍ
ｉｃｅ　ｐｒｏｖｉｄｅ　ｎｅｗ　ｉｎｓｉｇｈｔｓ　ｆｏｒ　ｄｒｕｇ　ｄｅｖｅｌｏ
ｐｍｅｎｔ．Ｎａｔ　Ｒｅｖ．Ｄｒｕｇ　Ｄｉｓｃｏｖ．６、７２１－７３３（２００７
）．
【非特許文献２】Ｐｅｔｅｒｓｏｎ，Ｇ．Ｌ．，Ｈｅｒｒｏｎ，Ｇ．Ｓ．，Ｙａｍａｋｉ
，Ｍ．，Ｆｕｌｌｅｒｔｏｎ，Ｄ．Ｓ．＆　Ｓｃｈｉｍｅｒｌｉｋ，Ｍ．Ｉ．Ｐｕｒｉｆ
ｉｃａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｍｕｓｃａｒｉｎｉｃ　ａｃｅｔｙｌｃｈｏｌｉｎｅ　
ｒｅｃｅｐｔｏｒ　ｆｒｏｍ　ｐｏｒｃｉｎｅ　ａｔｒｉａ．Ｐｒｏｃ　Ｎａｔｌ　Ａｃ
ａｄ　Ｓｃｉ　ＵＳＡ　８１、４９９３－４９９７（１９８４）．
【非特許文献３】Ｋｕｂｏ，Ｔ．ら　Ｐｒｉｍａｒｙ　ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ　ｏｆ　ｐｏ
ｒｃｉｎｅ　ｃａｒｄｉａｃ　ｍｕｓｃａｒｉｎｉｃ　ａｃｅｔｙｌｃｈｏｌｉｎｅ　ｒ
ｅｃｅｐｔｏｒ　ｄｅｄｕｃｅｄ　ｆｒｏｍ　ｔｈｅ　ｃＤＮＡ　ｓｅｑｕｅｎｃｅ．Ｆ
ＥＢＳ　Ｌｅｔｔ　２０９、３６７－３７２（１９８６）．
【非特許文献４】Ｍｏｈｒ，Ｋ．，Ｔｒａｎｋｌｅ，Ｃ．＆　Ｈｏｌｚｇｒａｂｅ，Ｕ．
Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ／ａｃｔｉｖｉｔｙ　ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｓ　ｏｆ　Ｍ２　ｍ
ｕｓｃａｒｉｎｉｃ　ａｌｌｏｓｔｅｒｉｃ　ｍｏｄｕｌａｔｏｒｓ．Ｒｅｃｅｐｔｏｒ
ｓ　Ｃｈａｎｎｅｌｓ　９、２２９－２４０（２００３）．
【非特許文献５】Ｄｉｇｂｙ，Ｇ．Ｊ．，Ｓｈｉｒｅｙ，Ｊ．Ｋ．＆　Ｃｏｎｎ，Ｐ．Ｊ
．Ａｌｌｏｓｔｅｒｉｃ　ａｃｔｉｖａｔｏｒｓ　ｏｆ　ｍｕｓｃａｒｉｎｉｃ　ｒｅｃ
ｅｐｔｏｒｓ　ａｓ　ｎｏｖｅｌ　ａｐｐｒｏａｃｈｅｓ　ｆｏｒ　ｔｒｅａｔｍｅｎｔ
　ｏｆ　ＣＮＳ　ｄｉｓｏｒｄｅｒｓ．Ｍｏｌ　Ｂｉｏｓｙｓｔ　６、１３４５－１３５
４、ｄｏｉ：１０．１０３９／ｃ００２９３８ｆ（２０１０）．
【非特許文献６】Ｋｅｏｖ，Ｐ．，Ｓｅｘｔｏｎ，Ｐ．Ｍ．＆　Ｃｈｒｉｓｔｏｐｏｕｌ
ｏｓ，Ａ．Ａｌｌｏｓｔｅｒｉｃ　ｍｏｄｕｌａｔｉｏｎ　ｏｆ　Ｇ　ｐｒｏｔｅｉｎｃ
ｏｕｐｌｅｄ　ｒｅｃｅｐｔｏｒｓ：ａ　ｐｈａｒｍａｃｏｌｏｇｉｃａｌ　ｐｅｒｓｐ
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ｅｃｔｉｖｅ．Ｎｅｕｒｏｐｈａｒｍａｃｏｌｏｇｙ　６０、２４－３５、ｄｏｉ：１０
．１０１６／ｊ．ｎｅｕｒｏｐｈａｒｍ．２０１０．０７．０１０（２０１１）．
【非特許文献７】Ｈａｇａ，Ｋ．ら　Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｈｕｍａｎ　
Ｍ２　ｍｕｓｃａｒｉｎｉｃ　ａｃｅｔｙｌｃｈｏｌｉｎｅ　ｒｅｃｅｐｔｏｒ　ｂｏｕ
ｎｄ　ｔｏ　ａｎ　ａｎｔａｇｏｎｉｓｔ．Ｎａｔｕｒｅ　４８２、５４７－５５１、ｄ
ｏｉ：１０．１０３８／ｎａｔｕｒｅ１０７５３（２０１２）．
【非特許文献８】Ｋｒｕｓｅ，Ａ．Ｃ．ら　Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ　ａｎｄ　ｄｙｎａｍｉ
ｃｓ　ｏｆ　ｔｈｅ　Ｍ３　ｍｕｓｃａｒｉｎｉｃ　ａｃｅｔｙｌｃｈｏｌｉｎｅ　ｒｅ
ｃｅｐｔｏｒ．Ｎａｔｕｒｅ　４８２、５５２－５５６（２０１２）．
【非特許文献９】Ｃｈｏｅ，Ｈ．Ｗ．ら　Ｃｒｙｓｔａｌ　ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ　ｏｆ　
ｍｅｔａ　ｒｈｏｄｏｐｓｉｎ　ＩＩ．Ｎａｔｕｒｅ　４７１、６５１－６５５、（２０
１１）．
【非特許文献１０】Ｒａｓｍｕｓｓｅｎ，Ｓ．Ｇ．ら　Ｃｒｙｓｔａｌ　ｓｔｒｕｃｔｕ
ｒｅ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｂｅｔａ２　ａｄｒｅｎｅｒｇｉｃ　ｒｅｃｅｐｔｏｒ－Ｇｓ　ｐ
ｒｏｔｅｉｎ　ｃｏｍｐｌｅｘ．Ｎａｔｕｒｅ　４７７、５４９－５５５、ｄｏｉ：１０
．１０３８／ｎａｔｕｒｅ１０３６１（２０１１ａ）．
【非特許文献１１】Ｒａｓｍｕｓｓｅｎ，Ｓ．Ｇ．，Ｈ．Ｊ．Ｃｈｏｉ、Ｊ．Ｊ．Ｆｕｎ
ｇ、Ｅ．Ｐａｒｄｏｎ、Ｐ．Ｃａｓａｒｏｓａ、Ｐ．Ｓ．Ｃｈａｅ、Ｂ．Ｔ．Ｄｅｖｒｅ
ｅ、Ｄ．Ｍ．Ｒｏｓｅｎｂａｕｍ、Ｆ．Ｓ．Ｔｈｉａｎ、Ｔ．Ｓ．Ｋｏｂｉｌｋａ、Ａ．
Ｓｃｈｎａｐｐ、Ｉ．Ｋｏｎｅｔｚｋｉ、Ｒ．Ｋ．Ｓｕｎａｈａｒａ、Ｓ．Ｈ．Ｇｅｌｌ
ｍａｎ、Ａ．Ｐａｕｔｓｃｈ、Ｊ．Ｓｔｅｙａｅｒｔ、Ｗ．Ｉ．Ｗｅｉｓ　ａｎｄ　Ｂ．
Ｋ．Ｋｏｂｉｌｋａ　（２０１１ｂ）．「Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ　ｏｆ　ａ　ｎａｎｏｂｏ
ｄｙ－ｓｔａｂｉｌｉｚｅｄ　ａｃｔｉｖｅ　ｓｔａｔｅ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｂｅｔａ（２
）　ａｄｒｅｎｏｃｅｐｔｏｒ．」Ｎａｔｕｒｅ　４６９（７３２９）：１７５－１８０
．
【非特許文献１２】Ｄｅｕｐｉ，Ｘ．ら　Ｓｔａｂｉｌｉｚｅｄ　Ｇ　ｐｒｏｔｅｉｎ　
ｂｉｎｄｉｎｇ　ｓｉｔｅ　ｉｎ　ｔｈｅ　ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ　ｏｆ　ｃｏｎｓｔｉｔ
ｕｔｉｖｅｌｙ　ａｃｔｉｖｅ　ｍｅｔａｒｈｏｄｏｐｓｉｎ－ＩＩ．Ｐｒｏｃ　Ｎａｔ
ｌ　Ａｃａｄ　Ｓｃｉ　ＵＳＡ　１０９、１１９－１２４、ｄｏｉ：１０．１０７３／ｐ
ｎａｓ．１１１４０８９１０８（２０１２）．
【非特許文献１３】Ｓｃｈｅｅｒｅｒ，Ｐ．ら　Ｃｒｙｓｔａｌ　ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ　
ｏｆ　ｏｐｓｉｎ　ｉｎ　ｉｔｓ　Ｇ－ｐｒｏｔｅｉｎ－ｉｎｔｅｒａｃｔｉｎｇ　ｃｏ
ｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ．Ｎａｔｕｒｅ　４５５、４９７－５０２、ｄｏｉ：１０．１０３
８／ｎａｔｕｒｅ０７３３０（２００８）．
【非特許文献１４】Ｙａｏ　ＸＪ、Ｖｅｌｅｚ　Ｒｕｉｚ　Ｇ、Ｗｈｏｒｔｏｎ　ＭＲ、
Ｒａｓｍｕｓｓｅｎ　ＳＧ、ＤｅＶｒｅｅ　ＢＴ、Ｄｅｕｐｉ　Ｘ、Ｓｕｎａｈａｒａ　
ＲＫ、Ｋｏｂｉｌｋａ　Ｂ．Ｔｈｅ　ｅｆｆｅｃｔ　ｏｆ　ｌｉｇａｎｄ　ｅｆｆｉｃａ
ｃｙ　ｏｎ　ｔｈｅ　ｆｏｒｍａｔｉｏｎ　ａｎｄ　ｓｔａｂｉｌｉｔｙ　ｏｆ　ａ　Ｇ
ＰＣＲ－Ｇ　ｐｒｏｔｅｉｎ　ｃｏｍｐｌｅｘ．Ｐｒｏｃ　Ｎａｔｌ　Ａｃａｄ　Ｓｃｉ
　ＵＳＡ．２００９年６月９日；１０６（２３）：９５０１－６．
【非特許文献１５】Ｎｙｇａａｒｄ，Ｒ．ら　Ｔｈｅ　ｄｙｎａｍｉｃ　ｐｒｏｃｅｓｓ
　ｏｆ　ｂｅｔａ（２）－ａｄｒｅｎｅｒｇｉｃ　ｒｅｃｅｐｔｏｒ　ａｃｔｉｖａｔｉ
ｏｎ．Ｃｅｌｌ　１５２，５３２－５４２，ｄｏｉ：１０．１０１６／ｊ．ｃｅｌｌ．２
０１３．０１．００８（２０１３）．
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００５】
　したがって、ＧＰＣＲ薬剤標的の構造的および薬理学的分析のための新しい容易なツー
ルの開発が必要とされる。
【課題を解決するための手段】
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【０００６】
（発明の要旨）
　第１の態様において、本発明は、ムスカリン性アセチルコリン受容体ファミリーのＧＰ
ＣＲに対して指向されるおよび／または特異的に結合することができる立体構造選択的な
結合剤に関する。好ましい実施形態において、上記した立体構造選択的な結合剤は、ムス
カリン受容体Ｍ２（Ｍ２Ｒ）に対して指向されるおよび／または特異的に結合することが
できる。Ｍ２Ｒは、いずれの由来であってもよく、好ましくは哺乳動物由来、具体的には
ヒト由来であってもよいことが認識される。
【０００７】
　本発明は、特に、立体構造選択的な結合剤が、活性立体構造、不活性立体構造、基本立
体構造などの機能的立体構造、または任意の他の機能的立体構造においてＭ２Ｒを安定化
させることができることを想定している。好ましくは、立体構造選択的な結合剤は、受容
体の活性立体構造に選択的である。
【０００８】
　より具体的な実施形態において、上記した結合剤は、受容体の立体構造エピトープに結
合する。好ましい実施形態において、結合剤は、受容体の細胞外立体構造エピトープに結
合する。別の好ましい実施形態において、結合剤は、受容体の細胞内立体構造エピトープ
に結合する。本発明で想定される特定の実施形態は、上記の結合剤が、受容体のＧタンパ
ク質結合部位を占有することである。具体的な一実施形態において、上記した結合剤は、
Ｇタンパク質模倣物である。
【０００９】
　好ましい実施形態によれば、上記した結合剤は、４つのフレームワーク領域（ＦＲ１か
らＦＲ４）および３つの相補性決定領域（ＣＤＲ１からＣＤＲ３）を含むアミノ酸配列、
またはその任意の適切な断片を含む。好ましくは、結合剤は免疫グロブリン単一可変ドメ
インであり、より好ましくは、結合剤は重鎖抗体に由来する。最も好ましくは、結合剤は
ナノボディである。
【００１０】
　また、上記した結合剤を含むポリペプチドが想定される。
【００１１】
　一実施形態において、上記した結合剤はまた、固体支持体に固定化されてもよい。
【００１２】
　別の態様において、本発明は、ムスカリン受容体Ｍ２（Ｍ２Ｒ）および立体構造選択的
なＭ２Ｒ結合剤を含む複合体に関する。複合体は、少なくとも１つの他の立体構造選択的
な受容体リガンドをさらに含んでもよい。また、複合体は結晶性であってもよい。さらな
る態様において、本発明はまた、上記した複合体を含む組成物を包含する。このような組
成物は、任意の組成物であってもよいが、好ましくは、細胞組成物または膜組成物である
。
【００１３】
　さらに、本発明は、上記した結合剤のいずれかのアミノ酸配列をコードする核酸配列を
含む核酸分子に関する。また、本発明の核酸配列を含む宿主細胞が想定される。
【００１４】
　ムスカリン受容体Ｍ２を標的とする上記した立体構造選択的な化合物は、機能的立体構
造における受容体の捕捉および／または精製、リガンドスクリーニングならびに（構造ベ
ースの）創薬、結晶化研究を含む適用の範囲において使用され得るが、また治療薬もしく
は診断薬として使用され得る。
【００１５】
　本発明のアミノ酸配列およびポリペプチドの他の適用および使用は、本明細書における
さらなる開示から当業者に明らかになる。
【００１６】
　当業者は、以下に説明される図面が、例示の目的のためだけであることを理解する。図
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面は、いかなる方法においても本技術の範囲を限定することを意図しない。
【図面の簡単な説明】
【００１７】
【図１－１】免疫後のラマＶＨＨライブラリーからのＭ２　Ｇｉ模倣ナノボディの選択の
結果を示す図である。
【図１－２】免疫後のラマＶＨＨライブラリーからのＭ２　Ｇｉ模倣ナノボディの選択の
結果を示す図である。
【図２】選択されたＭ２　Ｇｉ模倣物の配列およびＭ２受容体放射性リガンド結合アッセ
イにおけるそれらの影響を概説した図である。非限定的な例として、Ｎｂ９＿８は、Ｇタ
ンパク質Ｇｉに類似した競合結合アッセイにおけるイペロキソ親和性の実質的な増強を引
き起こす。
【図３－１】Ｇｉ模倣物Ｎｂ９－８を用いた、免疫後のラマＶＨＨライブラリーからの機
能的Ｍ２ナノボディリガンドの選択の結果を示す図である。
【図３－２】Ｇｉ模倣物Ｎｂ９－８を用いた、免疫後のラマＶＨＨライブラリーからの機
能的Ｍ２ナノボディリガンドの選択の結果を示す図である。
【図３－３】Ｇｉ模倣物Ｎｂ９－８を用いた、免疫後のラマＶＨＨライブラリーからの機
能的Ｍ２ナノボディリガンドの選択の結果を示す図である。
【図４】選択された機能的な細胞外Ｍ２ナノボディリガンドの配列と、放射性リガンド結
合アッセイにおけるＭ２受容体へのそれらの影響の概要を示す図である。
【図５】オルソステリックアゴニストのイペロキソと活性化状態の安定しているナノボデ
ィＮｂ９－８の複合体における活性化状態のＭｚ受容体（オレンジ）の全体的な構造が示
される。
【図６】データ回収および精密化統計を示す図である。
【発明を実施するための形態】
【００１８】
定義
　本発明は、特定の実施形態に関して、およびある特定の図面に関して記載されるが、本
発明はそれらに限定されることはなく、特許請求の範囲にのみ限定される。特許請求の範
囲におけるいかなる参照記号も範囲を限定するものと解釈すべきではない。記載された図
面は、単なる図解であって、非限定的なものである。図面において、いくつかの要素のサ
イズは、誇張されている場合もあるし、図解を目的とし、正しい寸法で描かれたものでは
ない。用語「含む」が本明細書および特許請求の範囲で用いられる場合、それは他の要素
または工程を除外しない。単数名詞を参照して定冠詞または不定冠詞、例えば、「１つの
（ａ）」または「１つの（ａｎ）」、「その（ｔｈｅ）」が用いられる場合、これは、何
か他に特別に述べられない限り、その名詞の複数を含む。さらに、本明細書および特許請
求の範囲中の用語である第１の、第２の、第３のなどは、同様の要素間を区別するために
用いられるのであって、必ずしも連続的な順番または時間的順番を記載するために用いら
れるわけではない。そのように用いられる用語は、適切な環境下では互換的であり、本明
細書に記載される本発明の実施形態は、本明細書で記載されまたは例示される順番以外の
順番で操作することも可能であると理解されるべきである。
【００１９】
　本明細書で特に定義しない限り、本発明と関連して使用される科学技術用語および語句
は、当業者に通常理解されている通りの意味を有する。一般に、本明細書に記載される分
子細胞生物学、構造生物学、生物物理学、薬理学、遺伝学ならびにタンパク質および核酸
化学と関連して使用される命名法とそれらの技術は、当該技術分野において周知であり、
通常使用されているものである。Ｓｉｎｇｌｅｔｏｎら、Ｄｉｃｔｉｏｎａｒｙ　ｏｆ　
Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ　ａｎｄ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ、第２版、Ｊ
ｏｈｎ　Ｗｉｌｅｙ　ａｎｄ　Ｓｏｎｓ、Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ（１９９４）、およびＨａｌ
ｅ　＆　Ｍａｒｈａ、Ｔｈｅ　Ｈａｒｐｅｒ　Ｃｏｌｌｉｎｓ　Ｄｉｃｔｉｏｎａｒｙ　
ｏｆ　Ｂｉｏｌｏｇｙ、Ｈａｒｐｅｒ　Ｐｅｒｅｎｎｉａｌ、ＮＹ（１９９１）は、本開
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示において使用されている多数の用語の一般的な辞書を当業者に与える。特に指定しない
限り、本発明の方法および技術は、本明細書の全体を通して引用および検討されている種
々の一般的なおよびより具体的な文献に記載されているように、当該技術分野において周
知の従来の方法に従って一般に実施される。例えば、Ｓａｍｂｒｏｏｋら、Ｍｏｌｅｃｕ
ｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ：Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ、第３版、Ｃｏｌｄ
　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｐｒｅｓｓ、Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒ
ｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ、Ｎ．Ｙ．（２００１）；Ａｕｓｕｂｅｌら、Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｐ
ｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ、Ｇｒｅｅｎｅ　Ｐｕｂ
ｌｉｓｈｉｎｇ　Ａｓｓｏｃｉａｔｅｓ（１９９２、および２００２までの補遺）；Ｒｕ
ｐ、Ｂｉｏｍｏｌｅｃｕｌａｒ　ｃｒｙｓｔａｌｌｏｇｒａｐｈｙ：ｐｒｉｎｃｉｐｌｅ
ｓ、Ｐｒａｃｔｉｃｅ　ａｎｄ　Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ　ｔｏ　Ｓｔｒｕｃｔｕｒａ
ｌ　Ｂｉｏｌｏｇｙ、第１版、Ｇａｒｌａｎｄ　Ｓｃｉｅｎｃｅ、Ｔａｙｌｏｒ　＆　Ｆ
ｒａｎｃｉｓ　Ｇｒｏｕｐ，ＬＬＣ、ａｎ　ｉｎｆｏｒｍａ　Ｂｕｓｉｎｅｓｓ、Ｎ．Ｙ
．（２００９）；Ｌｉｍｂｉｒｄ、Ｃｅｌｌ　Ｓｕｒｆａｃｅ　Ｒｅｃｅｐｔｏｒｓ、第
３版、Ｓｐｒｉｎｇｅｒ（２００４）を参照されたい。
【００２０】
　本明細書で使用するとき、「ポリペプチド」、「タンパク質」、「ペプチド」は、本明
細書において互換的に使用され、任意の長さのアミノ酸のポリマー形態を指し、コードさ
れたおよびコードされていないアミノ酸、化学的もしくは生化学的に修飾されたまたは誘
導体化されたアミノ酸、および修飾されたペプチド主鎖を有するポリペプチドを含むこと
ができる。本出願の全体を通して、アミノ酸の標準的な一文字表記が使用される。典型的
には、用語「アミノ酸」とは、「タンパク質原性アミノ酸」、すなわち、タンパク質にお
いて天然に存在するそれらのアミノ酸を指す。とりわけ、アミノ酸は、Ｌ異性体型である
が、Ｄアミノ酸もまた想定される。
【００２１】
　本明細書で使用するとき、用語「核酸分子」、「ポリヌクレオチド」、「ポリ核酸」、
「核酸」は、互換的に使用され、任意の長さのヌクレオチドのポリマー形態、デオキシリ
ボヌクレオチドもしくはリボヌクレオチドまたはそれらの類似体のいずれかのポリマー形
態を指す。ポリヌクレオチドは、任意の三次元構造を有してもよく、既知または未知の任
意の機能を果たすことができる。ポリヌクレオチドの非限定的な例としては、遺伝子、遺
伝子断片、エキソン、イントロン、メッセンジャーＲＮＡ（ｍＲＮＡ）、転移ＲＮＡ、リ
ボソームＲＮＡ、リボザイム、ｃＤＮＡ、組換えポリヌクレオチド、分岐ポリヌクレオチ
ド、プラスミド、ベクター、任意の配列の単離されたＤＮＡ、制御領域、任意の配列の単
離されたＲＮＡ、核酸プローブ、およびプライマーが挙げられる。核酸分子は、直鎖状ま
たは環状であってもよい。
【００２２】
　本明細書で開示されている任意のペプチド、ポリペプチド、核酸、化合物などは、「単
離されて」または「精製されて」いてもよい。「単離された」は、本明細書で使用され、
言及される材料が、（ｉ）天然に存在する１つ以上の物質から分離され（例えば、少なく
ともいくつかの細胞材料から分離され、他のポリペプチドから分離され、その自然の配列
関係から分離され）、および／または（ｉｉ）例えば組換えＤＮＡ技術、化学合成などの
人間の手を伴うプロセスによって製造され；および／または（ｉｉｉ）天然で見出されな
い配列、構造、もしくは化学組成を有する。「単離された」とは、実質的に目的の化合物
に濃縮されている試料内にある化合物、および／または目的の化合物が部分的もしくは実
質的に精製されている化合物を含むことを意味する。「精製された」とは、本明細書で使
用するとき、言及される材料が、その天然の環境から除去され、「実質的に純粋である」
とも呼ばれ、自然に会合している他の成分を少なくとも６０％含まない、少なくとも７５
％含まない、または少なくとも９０％含まないことを示す。
【００２３】
　用語「配列同一性」は、本明細書で使用するとき、配列が、比較ウィンドウ上でヌクレ
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オチド対ヌクレオチド基準またはアミノ酸対アミノ酸基準で同一である程度を指す。した
がって、「配列同一性のパーセンテージ」は、比較ウィンドウ上で２つの最適に整列され
た配列を比較し、両配列において同じ核酸塩基（例えば、Ａ、Ｔ、Ｃ、Ｇ、Ｉ）または同
じアミノ酸残基（例えば、Ａｌａ、Ｐｒｏ、Ｓｅｒ、Ｔｈｒ、Ｇｌｙ、Ｖａｌ、Ｌｅｕ、
Ｉｌｅ、Ｐｈｅ、Ｔｙｒ、Ｔｒｐ、Ｌｙｓ、Ａｒｇ、Ｈｉｓ、Ａｓｐ、Ｇｌｕ、Ａｓｎ、
Ｇｌｎ、ＣｙｓおよびＭｅｔ）が現れる位置の数を求めて合致する位置の数を出し、合致
する位置の数を比較ウィンドウ内の位置の総数（すなわち、ウィンドウサイズ）で割り、
結果に１００をかけて配列同一性のパーセンテージを出して計算する。配列同一性のパー
センテージの決定は、手動で、または当該技術分野において利用可能なコンピュータープ
ログラムを利用することによって行うことができる。有用なアルゴリズムの例は、ＰＩＬ
ＥＵＰ（Ｈｉｇｇｉｎｓ　＆　Ｓｈａｒｐ、ＣＡＢＩＯＳ　５：１５１（１９８９）、Ｂ
ＬＡＳＴ　ａｎｄ　ＢＬＡＳＴ　２．０（Ａｌｔｓｃｈｕｌら、Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．
２１５：４０３（１９９０）である。ＢＬＡＳＴ分析を実施するためのソフトウェアは、
Ｎａｔｉｏｎａｌ　Ｃｅｎｔｅｒ　ｆｏｒ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　Ｉｎｆｏｒｍ
ａｔｉｏｎ（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／）を通じて公
衆に利用可能である。
【００２４】
　「類似性」は、同一であるまたは保存的置換を構成するアミノ酸の数のパーセンテージ
を指す。類似性は、ＧＡＰ（Ｄｅｖｅｒａｕｘら、１９８４）などの配列比較プログラム
を用いて決定されてもよい。このようにして、本明細書において引用された配列と類似し
たまたは実質的に異なった長さの配列は、例えば、ＧＡＰによって用いられる比較アルゴ
リズムによって決定されるギャップをアラインメントに挿入することによって比較されて
もよい。本明細書で使用するとき、「保存的置換」とは、アミノ酸を、その側鎖が類似し
た生化学的特性を有する（例えば、脂肪族である、芳香族である、正に帯電している、・
・・）他のアミノ酸で置換することであり、当業者に周知である。次に、非保存的置換は
、アミノ酸を、その側鎖が同様の生化学的性質を有しない他のアミノ酸で置換すること（
例えば、疎水性残基を極性残基で置換すること）である。保存的置換は、典型的には、も
はや同一でないが、なおも非常に類似している配列を生じさせる。保存的置換によって、
ｇｌｙ、ａｌａ；ｖａｌ、ｉｌｅ、ｌｅｕ、ｍｅｔ；ａｓｐ、ｇｌｕ；ａｓｎ、ｇｌｎ；
ｓｅｒ、ｔｈｒ；ｌｙｓ、ａｒｇ；ｃｙｓ、ｍｅｔ；およびｐｈｅ、ｔｙｒ、ｔｒｐなど
の組合せが意図される。
【００２５】
　「欠失」は、本明細書において、１つ以上のアミノ酸残基またはヌクレオチド残基が、
それぞれ、親のポリペプチドまたは核酸のアミノ酸配列またはヌクレオチド配列と比較し
て存在しないアミノ酸配列またはヌクレオチド配列のいずれかにおける変化として定義さ
れる。タンパク質との関連では、欠失は、約２個、約５個、約１０個、最大約２０個、最
大約３０個もしくは最大約５０個またはそれらを超えるアミノ酸の欠失を含むことができ
る。タンパク質またはその断片は、２個以上の欠失を含有してもよい。ＧＰＣＲとの関連
では、欠失は、ループ欠失、またはＮ末端および／もしくはＣ末端欠失であってもよい。
当業者に明らかになるように、ＧＰＣＲのＮ末端欠失および／またはＣ末端欠失はまた、
ＧＰＣＲのアミノ酸配列の切断または切断型ＧＰＣＲと呼ばれる。
【００２６】
　「挿入」または「付加」は、親タンパク質のアミノ酸配列またはヌクレオチド配列と比
較して、それぞれ、１つ以上のアミノ酸残基またはヌクレオチド残基の付加をもたらすア
ミノ酸配列またはヌクレオチド配列におけるその変化である。「挿入」とは、一般的に、
ポリペプチドのアミノ酸配列内の１つ以上のアミノ酸残基への付加を指し、一方、「付加
」とは、挿入であってもよく、またはＮ末端もしくはＣ末端または両末端に付加されたア
ミノ酸残基を指す。タンパク質またはその断片との関連では、挿入または付加は、約１個
、約３個、約５個、約１０個、最大約２０個、最大約３０個もしくは最大約５０個または
それらを超えるアミノ酸のものである。タンパク質またはその断片は、２個以上の挿入を
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含有してもよい。
【００２７】
　「置換」は、本明細書で使用されるとき、親タンパク質またはその断片のアミノ酸配列
またはヌクレオチド配列と比較して、それぞれ、異なるアミノ酸またはヌクレオチドによ
る１つ以上のアミノ酸またはヌクレオチドの置換をもたらす。タンパク質またはその断片
は、タンパク質の活性に実質的に影響を及ぼさない保存的アミノ酸置換を有してもよいこ
とが理解される。保存的置換によって、ｇｌｙ、ａｌａ；ｖａｌ、ｉｌｅ、ｌｅｕ、ｍｅ
ｔ；ａｓｐ、ｇｌｕ；ａｓｎ、ｇｌｎ；ｓｅｒ、ｔｈｒ；ｌｙｓ、ａｒｇ；ｃｙｓ、ｍｅ
ｔ；およびｐｈｅ、ｔｙｒ、ｔｒｐなどの組合せが意図される。
【００２８】
　用語「組換え」とは、細胞、核酸、タンパク質またはベクターに関して用いるとき、細
胞、核酸、タンパク質またはベクターが、異種の核酸もしくはタンパク質の導入または天
然の核酸もしくはタンパク質の改変によって修飾されていること、または細胞がこのよう
に修飾された細胞に由来することを示す。したがって、例えば、組換え細胞は、細胞の天
然（非組換え）形態内において見出されない核酸もしくはポリペプチドを発現し、または
他には異常に発現され、発現中であり、過剰発現されもしくは全く発現されない天然の遺
伝子を発現する。
【００２９】
　本明細書で使用するとき、用語「発現」とは、ポリペプチドが遺伝子の核酸配列に基づ
いて生成されるプロセスを指す。プロセスは、転写と翻訳の両方を含む。
【００３０】
　用語「作動可能に連結される」とは、本明細書で使用するとき、調節配列が、目的とす
る遺伝子を制御するために、目的とする遺伝子と連続している連結、および目的とする遺
伝子を制御するためにトランスでまたはある距離で作用する調節配列を指す。例えば、Ｄ
ＮＡ配列は、プロモーターの転写開始部位に関して下流でプロモーターに連結され、転写
伸長がＤＮＡ配列全体でプロセッシングを可能にする場合、プロモーターに作動可能に連
結される。シグナル配列のＤＮＡは、ポリペプチドの輸送に関与するプレタンパク質とし
て発現される場合、ポリペプチドをコードするＤＮＡに作動可能に連結される。調節配列
へのＤＮＡ配列の連結は、典型的には、適切な制限部位でのライゲーションによって、ま
たは当業者に公知の制限エンドヌクレアーゼを使用して、その代わりに挿入されたアダプ
ターもしくはリンカーでのライゲーションによって達成される。
【００３１】
　用語「調節配列」とは、本明細書で使用されるとき、「制御配列」とも呼ばれ、作動可
能に連結されているコード配列の発現に影響を及ぼすのに必要とされるポリヌクレオチド
配列を指す。調節配列は、核酸配列の転写、転写後の事象および翻訳を制御する配列であ
る。調節配列としては、適切な転写開始配列、終止配列、プロモーター配列およびエンハ
ンサー配列；効率的ＲＮＡプロセッシングシグナル、例えば、スプライシングシグナルお
よびポリアデニル化シグナル；細胞質ｍＲＭＡを安定化する配列；翻訳効率を高める配列
（例えば、リボソーム結合部位）；タンパク質の安定性を高める配列；ならびに必要に応
じて、タンパク質の分泌を高める配列が挙げられる。このような制御配列の性質は、宿主
生物に応じて異なる。用語「調節配列」は、最低限として、その存在が発現に必須である
全ての成分を含むことが意図され、また、その存在が有利である追加の成分、例えば、リ
ーダー配列および融合パートナー配列を含むことができる。
【００３２】
　用語「ベクター」は、本明細書で使用するとき、連結されている別の核酸分子を輸送す
ることができる核酸分子を指すことが意図される。ベクターは、限定されないが、ファー
ジ、ウイルス、プラスミド、ファージミド、コスミド、バクミドまたは人工染色体をも含
む任意の適切なタイプのものであってもよい。ある種のベクターは、それらが導入される
宿主細胞において自律複製可能である（例えば、宿主細胞において機能する複製起点を有
するベクター）。他のベクターは、宿主細胞への導入時に宿主細胞のゲノムに組み込むこ
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とができ、それによって宿主ゲノムと一緒に複製される。さらに、ある種の好ましいベク
ターは、目的とするある種の遺伝子の発現を指向することができる。このようなベクター
は、本明細書において、「組換え発現ベクター」（または単に「発現ベクター」）と呼ば
れる。適切なベクターは、必要に応じておよび特定の宿主生物（例えば、細菌細胞、酵母
細胞）に従って、プロモーター配列、エンハンサー配列、ターミネーター配列などの調節
配列を有する。典型的には、本発明の組換えベクターは、少なくとも１つの「キメラ遺伝
子」または「発現カセット」を含む。発現カセットは、一般的に、好ましくは（転写方向
で５’から３’に）プロモーター領域、転写開始領域と作動可能に連結された本発明のポ
リヌクレオチド配列、そのホモログ、変異体または断片、およびＲＮＡポリメラーゼに対
する終止シグナルを含む終止配列、およびポリアデニル化シグナルを含むＤＮＡ構築物で
ある。これらの領域の全ては、形質転換されるために、原核細胞または真核細胞などの生
物学的細胞において操作され得なければならないことが理解される。好ましくはＲＮＡポ
リメラーゼ結合部位を含む転写開始領域を含むプロモーター領域、およびポリアデニル化
シグナルは、形質転換される生物学的細胞に由来するものであってもよく、または代替的
な供給源に由来してもよく、この場合、領域は生物学的細胞において機能的である。
【００３３】
　用語「宿主細胞」は、本明細書で使用するとき、組換えベクターが導入されている細胞
を指すことが意図される。このような用語は、特定の対象細胞だけでなく、このような細
胞の子孫も指すことが意図されるものと理解されるべきである。ある種の修飾が変異また
は環境の影響のいずれかに起因して、続く世代において起こり得るため、このような子孫
は、実際に、親細胞と同一ではない場合があるが、本明細書で使用される用語「宿主細胞
」の範囲内になおも含まれる。宿主細胞は、単離された細胞もしくは培養液中で増殖させ
た細胞株であってもよく、または生体組織もしくは生物に存在する細胞であってもよい。
特に、宿主細胞は、細菌または真菌由来のものであるが、植物もしくは哺乳動物由来のも
のでもあってもよい。表現「宿主細胞」、「組換え宿主細胞」、「発現宿主細胞」、「発
現宿主系」、「発現系」は、同じ意味を有することが意図され、本明細書において互換的
に使用される。
【００３４】
　「Ｇタンパク質共役受容体」または「ＧＰＣＲ」は、それぞれ膜を貫通する７つのアル
ファヘリックスを形成する、２２から２４個の間の疎水性アミノ酸の７つの領域を有する
共通の構造的モチーフを共有するポリペプチドである。それぞれの貫通領域（ｓｐａｎ）
は、番号によって同定され、すなわち、膜貫通－１（ＴＭ１）、膜貫通－２（ＴＭ２）な
どとする。膜貫通ヘリックスは、それぞれ、「細胞外」領域１、２および３（ＥＣ１、Ｅ
Ｃ２およびＥＣ３）と呼ばれる、細胞膜の外部または「細胞外」側における膜貫通－２と
膜貫通－３との間、膜貫通－４と膜貫通－５との間、および膜貫通－６と膜貫通－７との
間のアミノ酸の領域によって連結されている。また、膜貫通ヘリックスは、それぞれ、「
細胞内」領域１、２および３（ＩＣ１、ＩＣ２およびＩＣ３）と呼ばれる、細胞膜の内部
または「細胞内」側における膜貫通－１と膜貫通－２との間、膜貫通－３と膜貫通－４と
の間および膜貫通－５と膜貫通－６との間のアミノ酸の領域によって連結されている。受
容体の「カルボキシ」（「Ｃ」）末端は、細胞内にある細胞内空間に位置し、受容体の「
アミノ」（「Ｎ」）末端は、細胞外にある細胞外空間に位置する。ＧＰＣＲ構造および分
類は、一般に、当該技術分野において周知であり、ＧＰＣＲに関するさらなる考察は、Ｐ
ｒｏｂｓｔ、ＤＮＡ　Ｃｅｌｌ　Ｂｉｏｌ．，１９９２、１１：１－２０；Ｍａｒｃｈｅ
ｓｅら、Ｇｅｎｏｍｉｃｓ　２３：６０９－６１８、１９９４；以下の書籍：Ｊｕｒｇｅ
ｎ　Ｗｅｓｓ（編）Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ－Ｆｕｎｃｔｉｏｎ　Ａｎａｌｙｓｉｓ　ｏｆ　
Ｇ　Ｐｒｏｔｅｉｎ－Ｃｏｕｐｌｅｄ　Ｒｅｃｅｐｔｏｒｓ　ｐｕｂｌｉｓｈｅｄ　ｂｙ
　Ｗｉｌｅｙ　Ｌｉｓｓ（第１版；１９９９年１０月１５日）；Ｋｅｖｉｎ　Ｒ．　Ｌｙ
ｎｃｈ　（編）　Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ　ａｎｄ　Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ｏｆ
　Ｇ　Ｐｒｏｔｅｉｎ－Ｃｏｕｐｌｅｄ　Ｒｅｃｅｐｔｏｒｓ　ｐｕｂｌｉｓｈｅｄ　ｂ
ｙ　Ｊｏｈｎ　Ｗｉｌｅｙ　＆　Ｓｏｎｓ（１９９８年３月）およびＴａｔｓｕｙａ　Ｈ
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ａｇａ（編）、Ｇ　Ｐｒｏｔｅｉｎ－Ｃｏｕｐｌｅｄ　Ｒｅｃｅｐｔｏｒｓ、ｐｕｂｌｉ
ｓｈｅｄ　ｂｙ　ＣＲＣ　Ｐｒｅｓｓ（１９９９年９月２４日）；およびＳｔｅｖｅ　Ｗ
ａｔｓｏｎ（編）Ｇ－Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｌｉｎｋｅｄ　Ｒｅｃｅｐｔｏｒ　Ｆａｃｔｓｂ
ｏｏｋ、Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓにより発行（第１版；１９９４）に見出すことが
できる。
【００３５】
　ＧＰＣＲに関して、用語「生物学的に活性な」とは、天然に存在するＧＰＣＲの生化学
的機能（例えば、結合機能、シグナル伝達機能、またはリガンド結合の結果として立体構
造を変化させる能力）を有するＧＰＣＲを指す。
【００３６】
　一般的に、ＧＰＣＲに関して、用語「天然に存在する」とは、（例えば、ヒトなどの野
生型哺乳動物によって）天然に産生されるＧＰＣＲを意味する。このようなＧＰＣＲは天
然に見出される。ＧＰＣＲに関して、用語「天然に存在しない（ｎｏｎ－ｎａｔｕｒａｌ
ｌｙ　ｏｃｃｕｒｒｉｎｇ）」とは、天然には存在しないＧＰＣＲを意味する。変異を介
して構成的に活性にされた天然に存在するＧＰＣＲ、ならびに天然に存在する膜貫通型受
容体の変異体、例えば、エピトープでタグ付けされたＧＰＣＲおよびそれらの元のＮ末端
を欠損しているＧＰＣＲは、天然に存在しないＧＰＣＲの例である。天然に存在するＧＰ
ＣＲの天然に存在しないバージョンは、多くの場合、天然に存在するＧＰＣＲと同じリガ
ンドによって活性化される。本発明との関連で、天然に存在するまたは天然に存在しない
ＧＰＣＲのいずれかの非限定的な例は、本明細書において、特にムスカリン性アセチルコ
リン受容体についてさらに与えられる。
【００３７】
　「エピトープ」とは、本明細書で使用するとき、ポリペプチドの抗原決定基を指す。エ
ピトープは、エピトープに固有の空間的立体構造における３個のアミノ酸を含み得る。一
般的に、エピトープは、少なくとも４、５、６、７個のこのようなアミノ酸からなり、さ
らに通常は、少なくとも８、９、１０個のこのようなアミノ酸からなる。アミノ酸の空間
的立体構造を決定する方法は、当該技術分野において公知であり、例えば、Ｘ線結晶構造
解析および多次元核磁気共鳴を含む。「立体構造エピトープ」とは、本明細書で使用する
とき、ポリペプチドの折り畳まれた三次元立体構造に固有の空間的な立体構造におけるア
ミノ酸を含むエピトープを指す。一般的に、立体構造エピトープは、タンパク質の折り畳
み構造において一体となる、直鎖状配列において非連続的なアミノ酸からなる。しかしな
がら、立体構造エピトープはまた、ポリペプチドの折り畳まれた三次元立体構造に固有の
立体構造をとる（変性状態には存在しない。）アミノ酸の直鎖状配列からなる場合がある
。
【００３８】
　タンパク質の用語「立体構造」または「立体構造状態」とは、一般的に、タンパク質が
任意の瞬間においてとり得る構造の範囲を指す。当業者は、立体構造または立体構造状態
の決定因子が、タンパク質のアミノ酸配列（修飾されたアミノ酸を含む。）に反映される
タンパク質の一次構造、およびタンパク質を取り巻く環境を含むことを認識する。また、
タンパク質の立体構造または立体構造状態は、タンパク質二次構造（例えば、とりわけα
－ヘリックス、β－シート）、三次構造（例えば、ポリペプチド鎖の三次元フォールディ
ング）、および四次構造（例えば、ポリペプチド鎖と他のタンパク質サブユニットとの相
互作用）などの構造的特徴に関する。とりわけリガンド結合、リン酸化、硫酸化、グルコ
シル化、または疎水性基の付着などのポリペプチド鎖に対する翻訳後および他の修飾は、
タンパク質の立体構造に影響を及ぼし得る。さらに、とりわけ周囲の溶液のｐＨ、塩濃度
、イオン強度および浸透圧、ならびに他のタンパク質および補助因子との相互作用などの
環境要因が、タンパク質立体構造に影響を及ぼし得る。タンパク質の立体構造状態は、活
性もしくは別の分子との結合の機能アッセイまたは他の方法の中でもＸ線結晶構造解析、
ＮＭＲもしくはスピン標識などの物理的方法のいずれかによって決定され得る。タンパク
質立体構造および立体構造状態の総合的な考察のため、Ｃａｎｔｏｒ　ａｎｄ　Ｓｃｈｉ
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ｍｍｅｌ、Ｂｉｏｐｈｙｓｉｃａｌ　Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ、第Ｉ部：Ｔｈｅ　Ｃｏｎｆｏ
ｒｍａｔｉｏｎ　ｏｆ　Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ．Ｍａｃｒｏｍｏｌｅｃｕｌｅｓ、Ｗ．Ｈ
．Ｆｒｅｅｍａｎ　ａｎｄ　Ｃｏｍｐａｎｙ、１９８０、およびＣｒｅｉｇｈｔｏｎ、Ｐ
ｒｏｔｅｉｎｓ：Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓ　ａｎｄ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｐｒｏｐｅｒｔ
ｉｅｓ、Ｗ．Ｈ．Ｆｒｅｅｍａｎ　ａｎｄ　Ｃｏｍｐａｎｙ、１９９３を参照されたい。
【００３９】
　「機能的立体構造」または「機能的立体構造状態」とは、本明細書で使用するとき、タ
ンパク質が、活性のダイナミックレンジ、特に活性なしから最大活性にわたる活性のダイ
ナミックレンジを有する様々な立体構造状態を保有するという事実を指す。「機能的立体
構造状態」とは、活性がないことを含むいかなる活性も有する、タンパク質の任意の立体
構造状態を網羅することを意味し、タンパク質の変性状態を網羅することは意味しないこ
とは明らかなはずである。機能的立体構造の非限定的な例としては、活性な立体構造、不
活性な立体構造または基本立体構造（本明細書においてさらに定義される。）が挙げられ
る。特定のクラスの機能的立体構造は、「新薬の開発につながる立体構造」として定義さ
れ、一般的に、標的タンパク質の固有の治療関連立体構造状態を指す。実例として、ムス
カリン性アセチルコリン受容体Ｍ２のアゴニストに結合する活性立体構造は、疼痛および
膠芽細胞腫に関連するこの受容体の新薬の開発につながる立体構造に対応する。したがっ
て、新薬の開発につながることは、治療徴候に応じて特定の立体構造に限定されることが
理解される。より詳細は本明細書においてさらに与えられる。
【００４０】
　本明細書で使用するとき、用語「活性立体構造」および「活性型」とは、活性となるよ
うな方法で折り畳まれているＧＰＣＲ、特にムスカリン性アセチルコリン受容体Ｍ２を指
す。ＧＰＣＲは、受容体のアゴニストを用いて、活性立体構造に配置され得る。例えば、
その活性立体構造のＧＰＣＲは、ヘテロ三量体Ｇタンパク質に結合し、下流のシグナル伝
達経路を活性化するためにＧタンパク質のヌクレオチド交換を触媒する。活性化されたＧ
ＰＣＲは、ヘテロ三量体Ｇタンパク質の不活性な、ＧＤＰ結合形態に結合し、Ｇタンパク
質にそれらのＧＤＰを放出させ、そのためＧＴＰが結合することができる。ＧＴＰが結合
することができる、このプロセスに起因する一過性の「ヌクレオチド不含」状態がある。
ＧＴＰが結合されると、受容体とＧタンパク質は解離し、ＧＴＰ結合Ｇタンパク質は、例
えば、アデニリルシクラーゼ、イオンチャネル、ＲＡＳ／ＭＡＰＫなどの下流のシグナル
伝達経路を活性化し得る。用語「不活性立体構造」および「不活性形態」とは、不活性と
なるような方法で折り畳まれている、ＧＰＣＲ、特にムスカリン性アセチルコリン受容体
Ｍ２を指す。ＧＰＣＲは、受容体のインバースアゴニストを用いて、不活性立体構造に配
置され得る。例えば、その不活性立体構造のＧＰＣＲは、高親和性でヘテロ三量体Ｇタン
パク質に結合しない。用語「活性立体構造」および「不活性立体構造」は、本明細書にお
いてさらに例証される。本明細書で使用するとき、用語「基本的立体構造」とは、アゴニ
ストの非存在下でさえ、特定のシグナル伝達経路に対する活性を示す方法で折り畳まれて
いる、ＧＰＣＲ、特にムスカリン性アセチルコリン受容体Ｍ２を指す（基本的活性または
構成的活性とも呼ばれる。）。インバースアゴニストは、この基礎的活性を阻害すること
ができる。したがって、ＧＰＣＲの基礎的立体構造は、リガンドまたは付属タンパク質の
非存在下で安定な立体構造または顕著な構造種に対応する。
【００４１】
　ＧＰＣＲの機能的立体構造状態に関して、用語「安定している」または「安定化された
」とは、本明細書中で使用するとき、本発明の結合剤とＧＰＣＲの相互作用の効果に起因
して、他には仮定され得る可能な立体構造のサブセットにおけるＧＰＣＲタンパク質の維
持または保持を指す。こうした中で、タンパク質の特定の立体構造または立体構造状態に
選択的に結合する結合剤は、タンパク質が仮定し得る他の立体構造または立体構造状態に
対するよりも、立体構造または立体構造状態のサブセットにおけるタンパク質に対して高
い親和性で結合する結合剤を指す。当業者は、タンパク質の特定の立体構造または立体構
造状態に特異的または選択的に結合する結合剤が、この特定の立体構造または立体構造状
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態、およびその関連する活性を安定化させることを認識する。より詳細は、本明細書にお
いてさらに提供される。
【００４２】
　用語「親和性」とは、本明細書で使用するとき、標的タンパク質とリガンドの平衡を、
それらの結合によって形成される複合体の存在に向かってシフトさせるように、リガンド
（本明細書においてさらに定義される。）が標的タンパク質に結合する程度を指す。した
がって、例えば、ＧＰＣＲとリガンドが相対的に等濃度で組み合わせられる場合、高親和
性のリガンドは、得られる複合体の高濃度に向かって平衡をシフトさせるように、ＧＰＣ
Ｒ上の利用可能な抗原に結合する。解離定数は、一般的に、リガンドと標的タンパク質間
の親和性を説明するために用いられる。典型的には、解離定数は１０－５Ｍよりも低い。
好ましくは、解離定数は１０－６Ｍよりも低く、より好ましくは１０－７Ｍよりも低い。
最も好ましくは、解離定数は１０－８Ｍよりも低い。リガンドとその標的タンパク質間の
親和性を説明するための他の方法は、会合定数（Ｋａ）、阻害定数（Ｋｉ）であり、また
は間接的には、最大半阻害濃度（ＩＣ５０）もしくは最大半有効濃度（ＥＣ５０）を測定
することによって、リガンドの効力を評価することによる。本発明の範囲内で、リガンド
は、ＧＰＣＲ上の立体構造エピトープに結合する結合剤、好ましくは免疫グロブリン、例
えば抗体、または免疫グロブリン断片、例えばＶＨＨもしくはナノボディであってもよい
。本発明の範囲内で、用語「親和性」は、標的ＧＰＣＲの立体構造エピトープに結合する
結合剤、特に免疫グロブリンまたは免疫グロブリン断片、例えばＶＨＨまたはナノボディ
との関連において、および標的ＧＰＣＲ、とりわけ標的ＧＰＣＲのオルソステリックまた
はアロステリック部位に結合する試験化合物（本明細書においてさらに定義される。）と
の関連で使用されることが認識される。
【００４３】
　用語「特異性」とは、本明細書で使用するとき、結合剤、特に免疫グロブリンまたは免
疫グロブリン断片、例えばＶＨＨまたはナノボディが、異なる抗原と対比して、１つの抗
原に優先的に結合する能力を指し、必ずしも高親和性を意味しない。
【００４４】
　用語「特異的に結合する」および「特異的結合」とは、本明細書で使用するとき、一般
的に、結合剤、特に免疫グロブリン、例えば、抗体、または免疫グロブリン断片、例えば
、ＶＨＨまたはナノボディが、異なる抗原の均一な混合物に存在する特定の抗原に優先的
に結合する能力を指す。ある特定の実施形態において、特異的結合相互作用は、試料中の
望ましい抗原と望ましくない抗原の間を識別し、一部の実施形態において、約１０倍超か
ら１００倍以上（例えば、約１０００倍超または１０，０００倍超）で識別する。ＧＰＣ
Ｒ、特にムスカリン性アセチルコリン受容体Ｍ２の立体構造状態のスペクトルとの関連で
、これらの用語は、特に、結合剤（本明細書において定義されている。）が、別の立体構
造状態と比較して、ＧＰＣＲの特定の立体構造状態を優先的に認識および／または結合す
る能力を指す。
【００４５】
　本明細書で使用するとき、本発明との関連で、用語「立体構造選択的な結合剤」とは、
立体構造選択的な方式で標的タンパク質に結合する結合剤を指す。タンパク質の特定の立
体構造または立体構造状態に選択的に結合する結合剤は、タンパク質が仮定し得る他の立
体構造または立体構造状態と比較して、立体構造または立体構造状態のサブセットにおけ
るタンパク質に対してより高い親和性で結合する結合剤を指す。当業者は、タンパク質の
特定の立体構造または立体構造状態に選択的に結合する結合剤が、この特定の立体構造ま
たは立体構造状態においてタンパク質を安定化させまたは維持することを認識する。例え
ば、活性立体構造選択的な結合剤は、活性立体構造状態におけるＧＰＣＲに優先的に結合
し、不活性立体構造状態におけるＧＰＣＲに結合しないまたはその程度がより小さく、し
たがって、前記活性立体構造状態に対してより高い親和性を有し；またはその反対もある
。用語「特異的に結合する」、「選択的に結合する」、「優先的に結合する」、ならびに
その文法的に同等なものは、本明細書において互換的に使用される。また、用語「立体構
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造特異的」または「立体構造選択的」とは、本明細書において互換的に使用される。
【００４６】
　用語「化合物」または「試験化合物」または「候補化合物」または「薬物候補化合物」
は、本明細書で使用するとき、スクリーニングアッセイまたは創薬アッセイなどのアッセ
イにおいて試験される天然に存在するまたは合成のいずれかの任意の分子を説明する。こ
のようなものとして、これらの化合物は、有機化合物および無機化合物を含む。化合物は
、低分子量によって特徴付けられたポリヌクレオチド、脂質またはホルモンアナログを含
む。他のバイオポリマー有機試験化合物は、抗体、抗体断片または抗体コンジュゲートな
どの、約２から約４０個のアミノ酸を含む小ペプチドまたはペプチド様分子（ペプチド模
倣物）および約４０から約５００個のアミノ酸を含むより大きなポリペプチドを含む。試
験化合物はまた、タンパク質スキャフォールドであってもよい。ハイスループットな目的
で、十分な範囲の多様性をもたらすコンビナトリアルライブラリーまたは無作為化ライブ
ラリーなどの試験化合物ライブラリーが使用されてもよい。例としては、限定されないが
、天然化合物ライブラリー、アロステリック化合物ライブラリー、ペプチドライブラリー
、抗体断片ライブラリー、合成化合物ライブラリー、断片ベースのライブラリー、ファー
ジディスプレイライブラリーなどが挙げられる。より詳細な説明は、本明細書においてさ
らに見出すことができる。
【００４７】
　本明細書で使用するとき、用語「リガンド」とは、ＧＰＣＲ、特にムスカリン性アセチ
ルコリン受容体Ｍ２に特異的に結合する分子を意味する。リガンドは、限定的であること
を目的としないが、ポリペプチド、脂質、小分子、抗体、抗体断片、核酸、炭水化物であ
ってもよい。リガンドは、合成であるまたは天然に存在してもよい。リガンドはまた、固
有のＧＰＣＲに対する内因性の天然リガンドである「固有のリガンド」を含む。本発明と
の関連で、リガンドは、細胞内または細胞外のいずれかでＧＰＣＲに結合することができ
る。リガンドは、アゴニスト、部分アゴニスト、インバースアゴニスト、アンタゴニスト
、アロステリックモジュレーターであってもよく、オルソステリック部位またはアロステ
リック部位のいずれかに結合することができる。特定の実施形態において、リガンドは、
「立体構造選択的なリガンド」または「立体構造特異的なリガンド」であってもよく、こ
れは、このようなリガンドが立体構造選択的な方式でＧＰＣＲに結合することを意味する
。立体構造選択的なリガンドは、ＧＰＣＲがとる他の立体構造よりも、ＧＰＣＲの特定の
立体構造に、より高い親和性で結合する。例証の目的で、アゴニストは、活性立体構造選
択的なリガンドの一例であり、一方、インバースアゴニストは、不活性立体構造選択的な
リガンドの一例である。明確性のために、ニュートラルアンタゴニストは、立体構造選択
的なリガンドとして考慮されない。これは、ニュートラルアンタゴニストがＧＰＣＲの異
なる立体構造間で区別しないためである。
【００４８】
　「オルソステリックリガンド」は、本明細書で使用するとき、ＧＰＣＲ、特にムスカリ
ン性アセチルコリン受容体Ｍ２の活性部位に結合し、それらの有効性に従って、または換
言すると、それらが特定の経路を介したシグナル伝達において有する効果に従ってさらに
分類される。本明細書で使用するとき、「アゴニスト」とは、受容体タンパク質の結合に
よって、受容体のシグナル伝達活性を増加させるリガンドを指す。完全アゴニストは、最
大のタンパク質刺激が可能であり；部分アゴニストは、飽和濃度でさせ完全な活性を誘発
することができない。部分アゴニストはまた、より強固なアゴニストの結合を妨げること
によって、「ブロッカー」として機能することができる。「アンタゴニスト」は、「ニュ
ートラルアンタゴニスト」とも呼ばれ、任意の活性を刺激することなしに、受容体に結合
するリガンドを指す。「アンタゴニスト」はまた、他のリガンドの結合を妨げ、したがっ
て、アゴニストによって誘導される活性をブロックするその能力のため、「ブロッカー」
として知られている。さらに、「インバースアゴニスト」とは、アゴニスト効果をブロッ
クすることに加えて、リガンドが結合していないタンパク質を下回る、受容体の基礎的活
性または構成的活性を減少させるアンタゴニストを指す。
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【００４９】
　本明細書で使用されるリガンドはまた、受容体のシグナル伝達活性のサブセット、例え
ば、ＧＰＣＲの場合では、Ｇタンパク質またはβ－アレスチン機能の選択的な活性化を選
択的に刺激する能力を有する「バイアスをかけたリガンド」であってもよい。このような
リガンドは、「バイアスをかけたリガンド」、「バイアスをかけたアゴニスト」または「
機能的な選択的アゴニスト」として知られている。とりわけ、リガンドのバイアスは、異
なるシグナルの異なる相対的な有効性（非絶対的な選択性）を有する複数の受容体活性の
リガンド刺激によって特徴付けられる不完全なバイアスであってもよく、または別の公知
の受容体タンパク質活性のいかなる刺激もなしに、１つの受容体タンパク質活性のリガン
ド刺激によって特徴付けられる完全なバイアスであってもよい。
【００５０】
　別の種類のリガンドは、アロステリック調節因子として知られている。「アロステリッ
ク調節因子」またはそうでなければ「アロステリックモジュレーター」、「アロステリッ
クリガンド」もしくは「エフェクター分子」とは、本明細書で使用するとき、ＧＰＣＲ、
特にムスカリン性アセチルコリン受容体Ｍ２のアロステリック部位（すなわち、タンパク
質の活性部位と物理的に区別される調節部位）で結合するリガンドを指す。オルソステリ
ックリガンドとは対照的に、アロステリックモジュレーターは非競合的であり、これは、
内因性リガンドがまた結合している場合でさえ、異なる部位で受容体タンパク質に結合し
、それらの機能を修飾するためである。タンパク質の活性を高めるアロステリック調節因
子は、本明細書において「アロステリック活性化因子」または「正のアロステリックモジ
ュレーター」（ＰＡＭ）と呼ばれ、一方、タンパク質活性を減少させるものは、本明細書
において「アロステリック阻害剤」またはそうでなければ「負のアロステリックモジュレ
ーター」（ＮＡＭ）と呼ばれる。
【００５１】
　本明細書で使用するとき、用語「決定すること」、「測定すること」、「評価すること
」、「アッセイすること」は互換的に使用され、定量的決定と定性的決定の両方を含む。
【００５２】
　用語「抗体」は、抗原結合することができる免疫グロブリンまたはその任意の断片を意
味することが意図される。用語「抗体」は、単鎖抗体と唯一の結合ドメインを有する抗体
を指す。
【００５３】
　本明細書で使用するとき、抗体との関連で、用語「相補性決定領域」または「ＣＤＲ」
とは、Ｈ（重）鎖またはＬ（軽）鎖（それぞれ、ＶＨおよびＶＬと略記される。）のいず
れかの可変領域を指し、抗原性標的に特異的に結合することができるアミノ酸配列を含有
する。これらのＣＤＲ領域は、特定の抗原決定基構造に対する抗体の基本的な特異性の主
要因である。このような領域はまた「超可変領域」とも呼ばれる。ＣＤＲは、可変領域内
のアミノ酸の非連続的ストレッチを表すが、種にかかわらず、可変重鎖領域および軽鎖領
域内のこれらの重要なアミノ酸配列の位置的配置は、可変鎖のアミノ酸配列内で類似した
配置を有することが見出されている。全ての標準的な抗体の可変重鎖および軽鎖は、それ
ぞれ、３つのＣＤＲ領域を有し、それぞれ、各軽（Ｌ）鎖および重（Ｈ）鎖について他の
もの（Ｌ１、Ｌ２、Ｌ３、Ｈ１、Ｈ２、Ｈ３と呼ばれる。）と非連続的である。免疫グロ
ブリン単一可変ドメイン、特にナノボディは、一般的に、４つの「フレームワーク配列も
しくは領域」またはＦＲと３つの「相補性決定領域」またはＣＤＲを含むものと考えるこ
とができる単一のアミノ酸鎖を含む。ナノボディは、３つのＣＤＲ領域を有し、それぞれ
、他のもの（ＣＤＲ１、ＣＤＲ２、ＣＤＲ３と呼ばれる。）と非連続である。ＦＲおよび
ＣＤＲ配列の描写は、例えば、ＶドメインおよびＶ様ドメインのＩＭＧＴ固有の番号付け
システム（Ｌｅｆｒａｎｃら、２００３）に基づくことができる。
【００５４】
詳細な説明
　ムスカリン性アセチルコリン受容体に対する立体構造選択的な結合剤とそれを含む複合
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体
　本発明の第一の態様は、ムスカリン性アセチルコリン受容体ファミリー（ｍＡＣｈＲ）
のＧＰＣＲに対して指向されるおよび／または特異的に結合することができる立体構造選
択的な結合剤に関する。
【００５５】
　ムスカリン性アセチルコリン受容体（ｍＡＣｈＲ）は、ＧＰＣＲのスーパーファミリー
（本明細書において定義されている。）、とりわけファミリーＡのＧＰＣＲに属し、Ｍ１
からＭ５と称する５つのサブタイプを含む。古典的には、これらの受容体は、Ｇタンパク
質に対するそれらの一次結合効率に基づいて、２つの広いグループにサブ分割される。Ｍ
２とＭ４ムスカリン受容体は、Ｇｉ／ｏ－タンパク質に結合することができ、一方、Ｍ１
、Ｍ３とＭ５ムスカリン受容体は、Ｇｑ／１１－タンパク質に結合し、ホスホリパーゼＣ
を活性化することができる。神経伝達物質アセチルコリン（ＡＣｈ）は、受容体のこのフ
ァミリーに対する天然アゴニストである。ムスカリン性アセチルコリン受容体のアミノ酸
配列（およびそれらをコードするｃＤＮＡのヌクレオチド配列）は、例えば、ＧｅｎＢａ
ｎｋ（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／ｅｎｔｒｅｚ）を参
照することによって容易に入手可能である。ヒト遺伝子に対するＨＧＮＣ標準化命名法、
異なる生物由来の異なるアイソフォームの受託番号は、Ｕｎｉｐｒｏｔ（ｗｗｗ．ｕｎｉ
ｐｒｏｔ．ｏｒｇ）から入手可能である。さらに、ムスカリン性アセチルコリン受容体に
関する受容体の命名法、薬理学的、機能的および病態生理学的情報の包括的な概要は、Ｉ
ＵＰＨＡＲデータベース（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｉｕｐｈａｒ－ｄｂ．ｏｒｇ／）から
検索することができる。用語「ムスカリン性アセチルコリン受容体」と「ムスカリン受容
体」は、本明細書において互換的に使用される。
【００５６】
　好ましい実施形態によれば、本発明の立体構造選択的な結合剤は、ムスカリン性アセチ
ルコリン受容体Ｍ２（Ｍ２Ｒ）に対して指向されるおよび／または特異的に結合する。ム
スカリン性アセチルコリン受容体、具体的にはムスカリン受容体Ｍ２の性質は、本発明に
とって重要ではなく、任意の生物、例えば、真菌（酵母を含む。）、線虫、ウイルス、昆
虫、植物、鳥類（例えば、ニワトリ、シチメンチョウ）、爬虫類または哺乳動物（例えば
、マウス、ラット、ウサギ、ハムスター、スナネズミ、イヌ、ネコ、ヤギ、ブタ、ウシ、
ウマ、クジラ、サル、ラクダ、またはヒト）由来であってもよい。好ましくは、ムスカリ
ン性アセチルコリン受容体は、哺乳動物由来、さらにより好ましくはヒト由来のものであ
る。
【００５７】
　具体的な実施形態において、本発明の立体構造選択的な結合剤は、ヒトムスカリン性ア
セチルコリン受容体Ｍ２（配列番号１５３）、および／またはマウスムスカリン性アセチ
ルコリン受容体Ｍ２（配列番号１５４）、および／またはラットムスカリン性アセチルコ
リン受容体Ｍ２（配列番号１５５）に特異的に結合する。好ましくは、本発明の立体構造
選択的な結合剤は、ヒトムスカリン性アセチルコリン受容体Ｍ２（配列番号１５３）に結
合する。
【００５８】
　特定の実施形態において、本発明の立体構造選択的な結合剤は、ムスカリン性アセチル
コリン受容体Ｍ３（例えば、ヒトムスカリン受容体Ｍ３；Ｕｎｉｐｒｏｔ識別子Ｐ２０３
０９）に対して指向されず、および／または特異的に結合しない。他の一実施形態におい
て、本発明の立体構造選択的な結合剤は、ムスカリン性アセチルコリン受容体Ｍ４（例え
ば、ヒトムスカリン受容体Ｍ４；Ｕｎｉｐｒｏｔ識別子Ｐ０８１７３）に対して指向され
ず、および／または特異的に結合しない。他の一実施形態において、本発明の立体構造選
択的な結合剤は、ムスカリン性アセチルコリン受容体Ｍ５（例えば、ヒトムスカリン受容
体Ｍ５；Ｕｎｉｐｒｏｔ識別子Ｐ０８９１２）に対して指向されず、および／または特異
的に結合しない。他の一実施形態において、本発明の立体構造選択的な結合剤は、ムスカ
リン性アセチルコリン受容体Ｍ１（例えば、ヒトムスカリン受容体Ｍ１；Ｕｎｉｐｒｏｔ
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識別子Ｐ１１２２９）に対して指向されず、および／または特異的に結合しない。
【００５９】
　結合剤の必要条件は、（本明細書で定義されているように）ムスカリン性アセチルコリ
ン受容体、好ましくはムスカリン受容体Ｍ２に特異的に結合するその能力である。したが
って、結合剤は、ムスカリン受容体の任意の立体構造エピトープ（本明細書で定義されて
いる。）に対して指向されてもよい。「立体構造エピトープ」に特異的に結合する結合剤
は、折り畳まれたタンパク質の三次（すなわち、三次元）構造に特異的に結合し、非常に
減少した（すなわち、少なくとも２、５、１０、５０倍の）親和性で、タンパク質の直鎖
状（すなわち、折り畳まれていない、変性した）形態に結合する。特に、前記立体構造エ
ピトープは、細胞内もしくは細胞外領域の一部、または膜内領域の一部、またはムスカリ
ン受容体のドメインもしくはループ構造の一部であり得る。したがって、特定の実施形態
によれば、結合剤は、ムスカリン受容体の細胞外領域、ドメイン、ループまたは他の細胞
外立体構造エピトープに対して指向されてもよいが、好ましくは、膜貫通ドメインの細胞
外部分に対して、または膜貫通ドメインに連結している細胞外ループに対して指向される
。または、結合剤は、ムスカリン受容体の細胞内領域、ドメイン、ループまたは他の細胞
内立体構造エピトープに対して指向されてもよいが、好ましくは、膜貫通ドメインの細胞
内部分に対して、または膜貫通ドメインに連結している細胞内ループに対して指向される
。他の具体的な実施形態において、結合剤は、天然リガンドの結合部位の一部を形成する
立体構造エピトープに対して指向されてもよく、限定されないが、内因性オルソステリッ
クアゴニストが挙げられる。なお他の実施形態において、結合剤は、下流のシグナル伝達
タンパク質に対する結合部位、例えば、限定されないが、Ｇタンパク質結合部位またはβ
－アレスチン結合部位に含まれる、立体構造エピトープ、特に細胞内立体構造エピトープ
に対して指向されてもよい。具体的な実施形態によれば、結合剤は、ムスカリン受容体Ｍ
２の細胞内立体構造エピトープに結合してもよく、立体構造エピトープは、以下のアミノ
酸残基：Ｔ５６、Ｎ５８、Ｒ１２１、Ｃ１２４、Ｖ１２５、Ｐ１３２、Ｖ１３３、Ｒ１３
５、Ｙ２０６、Ｉ２０９、Ｓ２１３、Ｓ３８０、Ｖ３８５、Ｔ３８８、Ｉ３８９、Ｒ３８
１、Ｃ４３９、Ｙ４４０、Ｃ４４３、Ａ４４５、Ｔ４４６の少なくとも１種を含み、この
場合、アミノ酸番号付けは、ヒトムスカリン受容体Ｍ２Ｒ（配列番号１５３）において定
義される通りである。これらの残基は、当業者によって日常的に実施される、下記配列の
アラインメントから容易に導くことができるように、マウスＭ２Ｒ（配列番号１５４）お
よびラットＭ２Ｒ（配列番号１５５）を含む他の種において保存されることに留意された
い。
【００６０】
　立体構造選択的な結合剤は、特定の立体構造のムスカリン受容体を安定化させ得ること
が理解される。用語「安定化している」または文法的に同等の用語は、本明細書において
先に定義されているように、構造（例えば、立体構造状態）に関してムスカリン受容体の
安定性の増加、および／または特定の生物活性（例えば、細胞内シグナル伝達活性、リガ
ンド結合活性、・・・）の増加を意味する。構造および／または生物活性に対する安定の
増加に関連して、これは、他の方法の中で、活性（例えば、Ｃａ２＋放出、ｃＡＭＰ産生
もしくは転写活性、β－アレスチン動員、・・・）またはリガンド結合についての機能的
アッセイ、または物理的方法、例えば、Ｘ線結晶学、ＮＭＲ、またはスピン標識などの物
理的方法の手段によって容易に決定され得る。また、用語「安定化する」は、変性剤また
は変性条件によって誘導される非生理的条件下での受容体の熱安定性の増加を含む。用語
「熱安定化する」、「熱安定化している」、「の熱安定性を増加させること」とは、本明
細書で使用するとき、受容体の熱力学的特性というよりはむしろ機能特性を意味し、限定
されないが、加熱、冷却、凍結、化学変性剤、ｐＨ、界面活性剤、塩、添加剤、プロテア
ーゼまたは温度を含む熱的および／または化学的アプローチによって誘導される不可逆的
変性に対するタンパク質の耐性を指す。不可逆的変性は、タンパク質の機能的立体構造の
不可逆的アンフォールディング、生物活性の喪失および変性タンパク質の凝集をもたらす
。加熱に対する安定性の増加に関連して、これは、リガンド結合を測定することによって
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、または温度上昇でのアンフォールディングに感受性である、蛍光、ＣＤまたは光散乱な
どの分光学的方法を用いることによって、容易に決定され得る。好ましくは、結合剤は、
少なくとも２℃、少なくとも５℃、少なくとも８℃、およびより好ましくは少なくとも１
０℃または１５℃または２０℃で機能的立体構造状態におけるムスカリン受容体の熱的安
定性の増加によって測定したとき、安定性を増加させることができる。界面活性剤または
カオトロピック剤に対する安定性の増加に関連して、典型的には、ムスカリン受容体は、
試験界面活性剤または試験カオトロピック剤の存在下で所定時間インキュベートされ、安
定性は、例えば、リガンド結合または分光法を用いて、場合により、上記で検討されたよ
うに温度上昇で決定される。そうでなければ、結合剤は、ムスカリン受容体の機能的立体
構造状態の極端なｐＨに対する安定性を増加させることができる。極端なｐＨ値に関連し
て、典型的な試験ｐＨは、例えば、６から８の範囲、５．５から８．５の範囲、５から９
の範囲、４．５から９．５の範囲、より具体的には４．５から５．５の範囲（低ｐＨ）ま
たは８．５から９．５の範囲（高ｐＨ）で選択される。用語「（熱）安定化させる」、「
（熱）安定化している」、「の（熱）安定性を増加させること」は、本明細書で使用する
とき、脂質粒子または脂質層（例えば、脂質単層、脂質二重層など）に埋め込まれたムス
カリン受容体、および界面活性剤において安定化されているムスカリン受容体に適用する
。
【００６１】
　したがって、特に、本発明の立体構造選択的な結合剤は、結合剤の結合の際に機能的立
体構造のムスカリン受容体を安定化させることが想定される。本発明の好ましい実施形態
によれば、ムスカリン受容体、より具体的にはムスカリン受容体Ｍ２は、活性立体構造に
ついて立体構造選択的である結合剤の結合の際に活性立体構造で安定化される。用語「活
性立体構造」とは、本明細書で使用するとき、Ｇタンパク質依存性シグナル伝達および／
またはＧタンパク質非依存性シグナル伝達（例えば、β－アレスチンのシグナル伝達）な
どの細胞内エフェクター系に向かってシグナル伝達を可能にする受容体立体構造のスペク
トルを指す。したがって、「活性立体構造」は、ある範囲のリガンド特異的立体構造を包
含し、例えば、アゴニスト特異的な活性状態の立体構造、部分アゴニスト特異的な活性状
態の立体構造またはバイアスをかけたアゴニスト特異的な活性状態の立体構造が挙げられ
、その結果、細胞内エフェクタータンパク質の協同的結合を誘導する。好ましくは、ムス
カリン受容体、より具体的にはムスカリンＭ２受容体は、活性立体構造選択的な結合剤の
結合の際に活性立体構造で安定化され、この場合、受容体は、Ｇタンパク質依存性シグナ
ル伝達を誘導することによって活性化される方法で折り畳まれる。または、ムスカリン受
容体、より具体的にはムスカリン受容体Ｍ２は、不活性立体構造について立体構造選択的
である結合剤の結合の際、不活性立体構造で安定化される。用語「不活性立体構造」とは
、本明細書で使用するとき、細胞内エフェクター系に向かってシグナル伝達を許容しない
またはブロックする受容体立体構造のスペクトルを指す。したがって、「不活性立体構造
」は、ある範囲のリガンド特異的立体構造を包含し、例えば、インバースアゴニスト特異
的な不活性状態の立体構造が挙げられ、その結果、細胞内エフェクタータンパク質の協同
的結合を妨げる。リガンドの結合部位は、活性または不活性立体構造を得るために重要で
はないことが理解される。したがって、オルソステリックリガンドおよびアロステリック
モジュレーターは、同等に、活性または不活性立体構造のムスカリン受容体を安定化させ
ることが可能であってもよい。本発明の特定の実施形態によれば、ムスカリン受容体を安
定化させることができる結合剤は、オルソステリック部位またはアロステリック部位で結
合し得る。他の特定の実施形態において、ムスカリン受容体を安定化させることができる
結合剤は、オルソステリック部位またはアロステリック部位のいずれかで結合することに
よって、活性立体構造選択的な結合剤、または不活性立体構造選択的な結合剤であっても
よい。
【００６２】
　一般的に、ムスカリン受容体、より具体的にはムスカリン受容体Ｍ２の活性立体構造を
安定化させる立体構造選択的な結合剤は、結合剤の非存在下（またはムスカリン受容体Ｍ
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２に対して指向されないおよび／または特異的に結合しない－対照結合剤または無関係な
結合剤とも呼ばれる－模擬結合剤の存在下）での受容体と比較して、活性立体構造選択的
リガンド、例えば、アゴニスト、より具体的には、完全アゴニスト、部分アゴニストまた
はバイアスをかけたアゴニストに対する受容体の親和性を増加させるまたは増強させる。
また、ムスカリン受容体の活性立体構造を安定化させる結合剤は、結合剤の非存在下（ま
たは模擬結合剤の存在下）での受容体と比較して、不活性立体構造選択的なリガンド、例
えば、インバースアゴニストに対する受容体の親和性を減少させる。対照的に、ムスカリ
ン受容体の不活性立体構造を安定化させる結合剤は、インバースアゴニストに対する受容
体の親和性を増強し、結合剤の非存在下（または模擬結合剤の存在下）での受容体と比較
して、アゴニスト、特に完全アゴニスト、部分アゴニストまたはバイアスをかけたアゴニ
ストに対する受容体の親和性を減少させる。リガンドに対する親和性の増加または減少は
、直接測定されてもよく、および／または、それぞれ、ＥＣ５０、ＩＣ５０、Ｋｄ、Ｋｉ

または当業者に公知の親和性もしくは効力の任意の他の測定値の減少もしくは増加から計
算されてもよい。特に好ましくは、ムスカリン受容体の特定の立体構造を安定化させる結
合剤が、受容体への結合の際、少なくとも２倍、少なくとも５倍、少なくとも１０倍、少
なくとも５０倍、より好ましくは少なくとも１００倍、さらにより好ましくは少なくとも
１０００倍以上で立体構造選択的なリガンドに対する親和性を増加または減少させること
ができる。特定のシグナル伝達経路を引き起こす／阻害する立体構造選択的なリガンドに
対する親和性測定は、任意のタイプのリガンド、例えば、天然のリガンド、小分子、およ
び生物学的製剤を用いて；オルソステリックリガンドおよびアロステリックモジュレータ
ーを用いて；単一化合物および化合物ライブラリーを用いて；リード化合物または断片を
用いてなど、行われ得ることが認識される。
【００６３】
　特に好ましい実施形態によれば、ムスカリン受容体、より具体的にはＭ２Ｒに対して指
向されおよび／または特異的に結合している、本発明の立体構造選択的な結合剤は、Ｇタ
ンパク質模倣物である。用語「Ｇタンパク質模倣物」とは、本明細書で使用するとき、ム
スカリン受容体に結合すると、天然Ｇタンパク質のムスカリン受容体への結合の際と同程
度まで、オルソステリックまたはアロステリックアゴニストに対する受容体の親和性を高
める。好ましくは、Ｇタンパク質模倣物である結合剤は、ムスカリン受容体のＧタンパク
質結合部位を占有する。
【００６４】
　本発明の立体構造選択的な結合剤が結合するムスカリン性アセチルコリン受容体、より
具体的にはＭ２Ｒは、天然に存在するまたは天然に存在しない（すなわち、ヒトによって
変更された）受容体（本明細書において定義されている。）であり得ることが理解される
。特に、野生型の多型変異体およびムスカリン性アセチルコリン受容体のアイソフォーム
、ならびに異なる種を超えたオルソログは、天然に存在するタンパク質の例であり、例え
ば、限定されないが、哺乳動物、より具体的には、とりわけヒト、またはウイルス、また
は植物、または昆虫動物において見出される。このような受容体は天然に見出される。例
えば、「ヒトムスカリン性アセチルコリン受容体Ｍ２」は、Ｇｅｎｂａｎｋ受託番号ＡＡ
Ａ５１５７０．１の天然に存在する「ヒトムスカリン性アセチルコリン受容体Ｍ２」と少
なくとも９５％同一（例えば、少なくとも９５％同一または少なくとも９８％同一）であ
るアミノ酸配列を有する。変異した野生型ムスカリン性アセチルコリン受容体および天然
に存在するムスカリン性アセチルコリン受容体の他の変異体は、天然に存在しないタンパ
ク質の例である。天然に存在しないムスカリン性アセチルコリン受容体の非限定的な例と
しては、限定されないが、変異を介して構成的に活性にされているムスカリン性アセチル
コリン受容体、ループが欠失しているムスカリン性アセチルコリン受容体、Ｎ末端および
／もしくはＣ末端が欠失しているムスカリン性アセチルコリン受容体、アミノ酸またはヌ
クレオチド配列に関して、置換、挿入もしくは付加、またはこれらの任意の組合せを含む
ムスカリン性アセチルコリン受容体、または天然に存在するムスカリン性アセチルコリン
受容体の他の変異体が挙げられる。また、本発明の範囲には、キメラもしくはハイブリッ
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ド構造、例えば、１つのムスカリン性アセチルコリン受容体由来のＮ末端および／または
Ｃ末端と第２のムスカリン性アセチルコリン受容体のループを有するキメラムスカリン性
アセチルコリン受容体を含むムスカリン性アセチルコリン受容体、またはＧＰＣＲ結晶化
（Ｃｈｕｎら、２０１２、およびさらには特許出願ＷＯ２０１２／１５８５５５、ＷＯ２
０１２／０３０７３５、ＷＯ２０１２／１４８５８６に記載されている。）における有用
性として、Ｔ４リゾチーム、フラボドキシン、キシラナーゼ、ルブレドキシンまたはシト
クロムｂなどの部分に融合したムスカリン性アセチルコリン受容体を含むムスカリン性ア
セチルコリン受容体が含まれる。本発明の範囲内の具体的な実施形態によれば、天然に存
在しないムスカリン性アセチルコリン受容体、特にＭ２Ｒは、対応する天然に存在するム
スカリン性アセチルコリン受容体に対して、少なくとも８０％同一、少なくとも９０％同
一、少なくとも９５％同一、または少なくとも９９％同一であるアミノ酸配列を有しても
よい。
【００６５】
　したがって、好ましい実施形態によれば、立体構造選択的な結合剤は、天然に存在する
および天然に存在しないムスカリン性アセチルコリン受容体の両方、特にＭ２Ｒを認識す
ることができる。これは、ある特定の状況において特に有利であってもよく、および目的
または用途に応じてもよい。例えば、および例示の目的のためにのみ、本発明の立体構造
選択的な結合剤によって可能とされる特定の立体構造において安定化されたムスカリン性
アセチルコリン受容体の結晶を得る可能性を高めるために、立体構造（例えば、アゴニス
トに対する親和性が増加した活性立体構造）に影響を与えずにまたはほんの最小限に影響
を与えて、一部のタンパク質工学を行うことが望ましい場合がある。または、代替的にま
たは追加的に、ムスカリン性アセチルコリン受容体の細胞発現レベルを増加させるために
、または安定性を増加させるために、目的とする受容体にある種の変異を導入することを
考慮してもよい。
【００６６】
　用語「結合剤」は、本明細書で使用するとき、ムスカリン性アセチルコリン受容体、よ
り具体的にはＭ２Ｒに、特定の分子間相互作用を用いて結合することができるタンパク性
（タンパク質、タンパク質様またはタンパク質含有）分子の全体または一部を意味する。
特定の実施形態において、用語「結合剤」は、Ｇタンパク質、アレスチン、内因性リガン
ドなどの、ムスカリン性アセチルコリン受容体の天然に存在する結合パートナー；および
その変異体もしくは誘導体（断片を含む。）を含むことを意味しない。より具体的には、
用語「結合剤」とは、ポリペプチド、とりわけタンパク質ドメインを指す。適切なタンパ
ク質ドメインは、自己安定であり、タンパク質鎖の残り部分から独立して折り畳まれる全
体的なタンパク質構造の要素であり、多くの場合、「結合ドメイン」と呼ばれる。このよ
うな結合ドメインは、約２５個のアミノ酸と最大５００個のアミノ酸またはそれを超える
アミノ酸の間で長さが変化する。多くの結合ドメインは、折り畳み構造で分類され得、認
識され得る、識別可能な３次元構造である。いくつかの折り畳み構造は、それらが特定の
名称を与えられている多数の異なるタンパク質において非常に一般的である。非限定的な
例としては、とりわけ３－または４－ヘリックスバンドル、アルマジロリピートドメイン
、ロイシンリッチ反復ドメイン、ＰＤＺドメイン、ＳＵＭＯまたはＳＵＭＯ様ドメイン、
カドヘリンドメイン、免疫グロブリン様ドメイン、ホスホチロシン結合ドメイン、プレク
ストリン相同性ドメイン、ｓｒｃホモロジー２ドメインから選択される結合ドメインが挙
げられる。したがって、結合ドメインは、天然に存在する分子、例えば、先天性もしくは
適応免疫系の構成要素に由来してもよく、または完全に人工的に設計されてもよい。
【００６７】
　一般的に、結合ドメインは、免疫グロブリンベースであってもよく、または限定されな
いが、微生物タンパク質、プロテアーゼインヒビター、毒素、フィブロネクチン、リポカ
リン、一本鎖逆平行コイルドコイルタンパク質もしくは反復モチーフタンパク質などのタ
ンパク質に存在するドメインに基づくものであってもよい。当該技術分野において公知で
ある結合ドメインの特定の例としては、限定されないが、抗体、重鎖抗体（ｈｃＡｂ）、
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単一ドメイン抗体（ｓｄＡｂ）、ミニボディ、ラクダ重鎖抗体に由来する可変ドメイン（
ＶＨＨまたはナノボディ）、サメ抗体に由来する新規抗原受容体の可変ドメイン（ＶＮＡ
Ｒ）、アルファボディ、プロテインＡ、プロテインＧ、設計されたアンキリンリピートド
メイン（ＤＡＲＰｉｎ）、フィブロネクチンＩＩＩ型リピート、アンチカリン、ノッチン
、操作されたＣＨ２ドメイン（ナノ抗体）、操作されたＳＨ３ドメイン、アフィボディ、
ペプチドおよびタンパク質、リポペプチド（例えば、ペプデュシン）（例えば、Ｇｅｂａ
ｕｅｒ　＆　Ｓｋｅｒｒａ，２００９；Ｓｋｅｒｒａ、２０００；Ｓｔａｒｏｖａｓｎｉ
ｋら、１９９７；Ｂｉｎｚら、２００４；Ｋｏｉｄｅら、１９９８；Ｄｉｍｉｔｒｏｖ、
２００９；Ｎｙｇｒｅｎら、２００８；ＷＯ２０１００６６７４０）が挙げられる。多く
の場合、選択方法を用いて結合ドメインの特定のタイプを生じさせる場合、無作為化され
た潜在的な相互作用残基を含有する、コンセンサスまたはフレームワーク配列を含むコン
ビナトリアルライブラリーは、タンパク質などの目的の分子への結合についてスクリーニ
ングするために使用される。
【００６８】
　好ましい実施形態によれば、特に、本発明の結合剤は、先天性または適応免疫系に由来
することが想定される。好ましくは、前記結合剤は、免疫グロブリンに由来する。好まし
くは、本発明の結合剤は、抗体または抗体断片に由来する。用語「抗体」（Ａｂ）とは、
一般的に、抗原に特異的に結合し、認識し、当業者に公知である免疫グロブリン遺伝子ま
たはその機能的断片によってコードされるポリペプチドを指す。抗体は、ポリペプチド鎖
の２つの同一の対を含む従来の４本鎖の免疫グロブリンを含むことを意味し、それぞれの
対は、１つの「軽」鎖（約２５ｋＤａ）と１つの「重」鎖（約５０ｋＤａ）を有する。典
型的には、従来の免疫グロブリンにおいて、重鎖可変ドメイン（ＶＨ）および軽鎖可変ド
メイン（ＶＬ）は、抗原結合部位を形成するために相互作用する。用語「抗体」とは、一
本鎖抗体全体を含む全抗体、および抗原結合断片を含むことを意味する。一部の実施形態
において、抗原結合断片は、抗原結合抗体断片であってもよく、例えば、限定されないが
、Ｆａｂ、Ｆａｂ’とＦ（ａｂ’）２、Ｆｄ、一本鎖Ｆｖ（ｓｃＦｖ）、一本鎖抗体、ジ
スルフィド結合したＦｖ（ｄｓＦｖ）、およびＶＬもしくはＶＨドメインのいずれかを含
むまたはそれからなる断片、ならびにそれらまたは標的抗原に結合することができる免疫
グロブリンペプチドの任意の他の機能部分のいずれかの組合せが挙げられる。また、用語
「抗体」とは、本明細書でさらに定義されている免疫グロブリン単一可変ドメインを含む
重鎖抗体またはそれらの断片を含むことを意味する。
【００６９】
　用語「免疫グロブリン単一可変ドメイン」は、抗原結合部位が、単一免疫グロブリンド
メイン（典型的には、２つの免疫グロブリン可変ドメインが相互作用して、抗原結合部位
を形成する従来の免疫グロブリンまたはそれらの断片とは異なる。）上に存在し、および
それによって形成される分子を定義する。しかしながら、用語「免疫グロブリン単一可変
ドメイン」は、抗原結合部位が単一可変ドメインによって形成される従来の免疫グロブリ
ンの断片を含むことは明らかであるべきである。好ましくは、本発明の範囲内の結合剤は
、免疫グロブリン単一可変ドメインである。
【００７０】
　一般的に、免疫グロブリンの単一可変ドメインは、好ましくは以下の式（１）：ＦＲ１
－ＣＤＲ１－ＦＲ２－ＣＤＲ２－ＦＲ３－ＣＤＲ３－ＦＲ４（１）による、４つのフレー
ムワーク領域（ＦＲ１からＦＲ４）および３つの相補性決定領域を含むアミノ酸、または
任意の適切なその断片（続いて、通常は、相補性決定領域の少なくとも１つを形成するア
ミノ酸残基の少なくとも一部を含有する。）である。４つのＦＲと３つのＣＤＲを含む免
疫グロブリン単一可変ドメインは、当業者に公知であり、非限定的な例としてＷｅｓｏｌ
ｏｗｓｋｉら、２００９において記載されている。免疫グロブリン単一可変ドメインの典
型的であるが、非限定的な例としては、単一の抗原結合単位を形成することができる限り
、軽鎖可変ドメイン配列（例えば、ＶＬドメイン配列）もしくはその適切な断片、または
重鎖可変ドメイン配列（例えば、ＶＨドメイン配列もしくはＶＨＨドメイン配列）もしく
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はその適切な断片が挙げられる。したがって、好ましい実施形態によれば、結合剤は、軽
鎖可変ドメイン配列（例えば、ＶＬドメイン配列）または重鎖可変ドメイン配列（例えば
、ＶＨドメイン配列）である免疫グロブリンの単一可変ドメインである；より具体的には
、免疫グロブリン単一可変ドメインは、従来の４本鎖抗体に由来する重鎖可変ドメイン配
列、または重鎖抗体に由来する重鎖可変ドメイン配列である。免疫グロブリンの単一可変
ドメインは、ドメイン抗体、または単一ドメイン抗体、または「ｄＡＢ」もしくはｄＡｂ
、またはナノボディ（本明細書において定義されている。）、または別の免疫グロブリン
単一可変ドメイン、またはそれらのいずれか１つの任意の適切な断片であってもよい。単
一ドメイン抗体の一般的な説明については、以下の書籍：「Ｓｉｎｇｌｅ　ｄｏｍａｉｎ
　ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ」、Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｉｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇ
ｙ、ＳａｅｒｅｎｓおよびＭｕｙｌｄｅｒｍａｎｓ編、２０１２、第９１１巻が参照され
る。免疫グロブリン単一可変ドメインは、一般的に、４つの「フレームワーク配列」また
はＦＲ’と３つの「相補性決定領域」またはＣＤＲ（本明細書において上記で定義されて
いる。）を含むものと考えることができる単一アミノ酸鎖を含む。免疫グロブリン単一可
変ドメインのフレームワーク領域はまた、それらの抗原の結合に寄与し得ることは明らか
であるべきである（Ｄｅｓｍｙｔｅｒら、２００２；Ｋｏｒｏｔｋｏｖら、２００９）。
ＣＤＲ配列（したがって、同様にＦＲ配列）の描写は、ＶドメインおよびＶ様ドメイン（
Ｌｅｆｒａｃら、２００３）に関するＩＭＧＴ固有の番号付けシステムに基づくことがで
きる。または、ＦＲ配列およびＣＤＲ配列の描写は、ＲｉｅｃｈｍａｎｎおよびＭｕｙｌ
ｄｅｒｍａｎｓ（２０００）の論文における、ラクダ由来のＶＨＨドメインに適用される
カバット番号付けシステムを使用することによって行うことができる。
【００７１】
　最も広い意味において結合剤としての免疫グロブリン単一可変ドメインは、具体的な生
物学的供給源または具体的な製造方法に限定されないことに留意すべきである。用語「免
疫グロブリン単一可変ドメイン」は、マウス、ラット、ウサギ、ロバ、ヒト、サメ、ラク
ダの可変ドメインを含む、異なる由来の可変ドメインを包含する。具体的な実施形態によ
れば、免疫グロブリン単一可変ドメインは、サメ抗体（いわゆる免疫グロブリンの新規な
抗原受容体またはＩｇＮＡＲ）に由来し、より具体的には、軽鎖を欠損している、天然に
存在している重鎖サメ抗体由来であり、ＶＮＡＲドメイン配列として知られている。好ま
しくは、免疫グロブリン単一可変ドメインは、ラクダ抗体に由来する。より好ましくは、
免疫グロブリン単一可変ドメインは、軽鎖を欠損している、天然に存在する重鎖ラクダ抗
体に由来し、ＶＨＨドメイン配列またはナノボディとして知られている。
【００７２】
　特に好ましい実施形態によれば、本発明の結合剤は、ナノボディ（本明細書においてさ
らに定義され、限定されないが、ＶＨＨを含む。）である免疫グロブリン単一可変ドメイ
ンである。用語「ナノボディ」（Ｎｂ）は、本明細書で使用するとき、単一ドメイン抗原
結合断片である。それは、特に、天然に存在する重鎖抗体に由来する単一可変ドメインを
指し、当業者に公知である。ナノボディは、通常、ラクダに見られる重鎖抗体のみ（軽鎖
を欠損している。）（Ｈａｍｅｒｓ－Ｃａｓｔｅｒｍａｎら、１９９３；Ｄｅｓｍｙｔｅ
ｒら、１９９６）に由来し、その結果、多くの場合、ＶＨＨ抗体またはＶＨＨ配列と呼ば
れる。ラクダは、旧世界のラクダ（カメルス・バクトリアヌス（Ｃａｍｅｌｕｓ　ｂａｃ
ｔｒｉａｎｕｓ）とカメルス・ドロメダリウス（Ｃａｍｅｌｕｓ　ｄｒｏｍｅｄａｒｉｕ
））および新世界のラクダ（例えば、ラマ・パコス（Ｌａｍａ　ｐａｃｃｏｓ）、ラマ・
グラマ（Ｌａｍａ　ｇｌａｍａ）、ラマ・グアニコエ（Ｌａｍａ　ｇｕａｎｉｃｏｅ）お
よびラマ・ビキューナ（Ｌａｍａ　ｖｉｃｕｇｎａ））を含む。Ｎａｎｏｂｏｄｙ（登録
商標）およびＮａｎｏｂｏｄｉｅｓ（登録商標）は、Ａｂｌｙｎｘ　ＮＶ（ベルギー）の
登録商標である。ＶＨＨ’またはナノボディのさらなる説明のために、書籍「Ｓｉｎｇｌ
ｅ　ｄｏｍａｉｎ　ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ」、Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｉｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａ
ｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ、ＳａｅｒｅｎｓおよびＭｕｙｌｄｅｒｍａｎｓ編、２０１２、第９
１１巻、特にＶｉｎｃｋｅおよびＭｕｙｌｄｅｒｍａｎｓ（２０１２）による章、ならび
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に一般的な背景技術として言及される特許出願の非限定的なリストを参照されたい。例え
ば、Ｖｒｉｊｅ　Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｅｉｔ　ＢｒｕｓｓｅｌのＷＯ９４／０４６７８、
ＷＯ９５／０４０７９、ＷＯ９６／３４１０３；ＵｎｉｌｅｖｅｒのＷＯ９４／２５５９
１、ＷＯ９９／３７６８１、ＷＯ００／４０９６８、ＷＯ００／４３５０７、ＷＯ００／
６５０５７、ＷＯ０１／４０３１０、ＷＯ０１／４４３０１、ＥＰ１１３４２３１および
ＷＯ０２／４８１９３；Ｖｌａａｍｓ　Ｉｎｓｔｉｔｕｕｔ　ｖｏｏｒ　Ｂｉｏｔｅｃｈ
ｎｏｌｏｇｉｅ（ＶＩＢ）のＷＯ９７／４９８０５、ＷＯ０１／２１８１７、ＷＯ０３／
０３５６９４、ＷＯ０３／０５４０１６およびＷＯ０３／０５５５２７；Ａｂｌｙｎｘ　
Ｎ．Ｖ．のＷＯ０４／０４１８６７、ＷＯ０４／０４１８６２、ＷＯ０４／０４１８６５
、ＷＯ０４／０４１８６３、ＷＯ０４／０６２５５１、ＷＯ０５／０４４８５８、ＷＯ０
６／４０１５３、ＷＯ０６／０７９３７２、ＷＯ０６／１２２７８６、ＷＯ０６／１２２
７８７およびＷＯ０６／１２２８２５、ならびにＡｂｌｙｎｘ　Ｎ．Ｖ．によるさらに公
開された特許出願が挙げられる。当業者に知られているように、ナノボディは、例えば、
参照により本明細書に組み込まれるＷＯ０８／０２００７９、７５頁、表Ａ－３に記載さ
れているように、フレームワーク配列の１つ以上（カバット番号付けによる。）における
１つ以上のラクダの「特徴残基」の存在によって、特に特徴付けられる。最も広い意味に
おいて本発明のナノボディは、具体的な生物学的供給源または具体的な製造方法に限定さ
れないことに留意すべきである。例えば、ナノボディは、一般的に、（１）天然に存在す
る重鎖抗体のＶＨＨドメインを単離することによって；（２）天然に存在するＶＨＨドメ
インをコードするヌクレオチド配列を発現させることによって；（３）天然に存在するＶ
ＨＨドメインを「ヒト化させる」ことによって、もしくはこのようなヒト化ＶＨＨドメイ
ンをコードする核酸を発現させることによって；（４）任意の動物種由来、特に哺乳動物
種由来、例えばヒト由来の、天然に存在するＶＨドメインを「ラクダ化させる」ことによ
って、もしくはこのようなラクダ化ＶＨドメインをコードする核酸を発現させることによ
って；（５）当該技術分野において説明されている「ドメイン抗体」または「Ｄａｂ」を
「ラクダ化」させることによって、もしくはこのようなラクダ化ＶＨドメインをコードす
る核酸を発現させることによって；それ自体が知られているタンパク質、ポリペプチドも
しくは他のアミノ酸配列を調製するための合成技術または半合成技術を用いることによっ
て；（７）それ自体が知られている核酸合成の技術を用いて、ナノボディをコードする核
酸を調製することによって、続いて、このようにして得られた核酸を発現させることによ
って；および／または（８）前述の１つ以上を任意に組み合わせることによって、得るこ
とができる。ヒト化および／またはラクダ化のナノボディを含むナノボディのさらなる説
明は、例えば、ＷＯ０８／１０１９８５およびＷＯ０８／１４２１６４に見出され、なら
びにさらに本明細書に見出され得る。天然の標的物の立体構造エピトープに結合する特定
クラスのナノボディは、グザペロン（Ｘａｐｅｒｏｎｅ）と呼ばれ、ここでは特に想定さ
れる。Ｘａｐｅｒｏｎｅ（商標）は、ＶＩＢとＶＵＢ（ベルギー）の商標である。Ｘａｐ
ｅｒｏｎｅ（商標）は、固有の、疾患に関連した新薬につながる立体構造に薬物標的を制
約するラクダ単一ドメイン抗体である。
【００７３】
　本発明の範囲内で、用語「免疫グロブリン単一可変ドメイン」はまた、「ヒト化」また
は「ラクダ化」されている可変ドメイン、特に「ヒト化」または「ラクダ化」されている
ナノボディを包含する。例えば、「ヒト化」と「ラクダ化」はともに、それぞれ、天然に
存在するＶＨＨドメインをコードするヌクレオチド配列を用意し、次に、それ自体が知ら
れている方法で、新規なヌクレオチド配列が、それぞれ、本発明の「ヒト化」または「ラ
クダ化」の免疫グロブリン単一可変ドメインをコードするようにして、前記ヌクレオチド
配列において１つ以上のコドンを変化させることによって行うことができる。次に、この
核酸は、本発明の所望の免疫グロブリン単一可変ドメインを提供するように、それ自体が
知られている方法で発現させることができる。または、天然に存在する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、それぞれ、本発明の所望のヒト化またはラ
クダ化免疫グロブリン単一可変ドメインのアミノ酸配列は、それぞれ、それ自体が知られ
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ているペプチド合成のための技術を用いて、設計され、次に、デノボで合成され得る。ま
た、天然に存在する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、それぞれ、本発明の所望のヒト化またはラクダ化免疫グロブリン単一
可変ドメインをコードするヌクレオチド配列は、それぞれ、それ自体が知られている核酸
合成のための技術を用いて、設計され、次に、デノボで合成され得、その後、このように
して得られた核酸は、本発明の所望の免疫グロブリン単一可変ドメインを提供するように
、それ自体が知られている方法で発現させることができる。天然に存在するＶＨ配列また
は好ましくはＶＨＨ配列か開始して、本発明の免疫グロブリンの単一可変ドメインおよび
／またはそれをコードする核酸を得るための他の適切な方法および技術は、当業者に明ら
かであり、本発明のナノボディまたはそれをコードするヌクレオチド配列もしくは核酸配
列を提供するように、例えば、１つ以上の天然に存在するＶＨ配列（例えば、１つ以上の
ＦＲ配列および／またはＣＤＲ配列）の１つ以上の部分、１つ以上の天然に存在するＶＨ
Ｈ配列（例えば、１つ以上のＦＲ配列またはＣＤＲ配列）の１つ以上の部分、１つ以上の
合成もしくは半合成の配列を、適切な方法で組み合わせることを含んでもよい。
【００７４】
　さらなる具体的な実施形態によれば、本発明は、立体構造選択的な結合剤、特に立体構
造選択的な免疫グロブリン単一可変ドメインを包含し、これは、ムスカリン性アセチルコ
リン受容体Ｍ２を標的とし、以下の式（１）：
ＦＲ１－ＣＤＲ１－ＦＲ２－ＣＤＲ２－ＦＲ３－ＣＤＲ３－ＦＲ４（１）
（式中、ＣＤＲ１は、
ａ）配列番号３１から４１、１０５から１１２、
ｂ）配列番号３１から４１、１０５から１１２と少なくとも８０％のアミノ酸同一性を有
するポリペプチド、
ｃ）配列番号３１から４１、１０５から１１２と３つ、２つまたは１つのアミノ酸が異な
るポリペプチド
からなる群から選択され、
　ＣＤＲ２は、
ａ）配列番号５３から６３、１２１から１２８、
ｂ）配列番号５３から６３、１２１から１２８と少なくとも８０％のアミノ酸同一性を有
するポリペプチド、
ｃ）配列番号５３から６３、１２１から１２８と３つ、２つまたは１つのアミノ酸が異な
るポリペプチド
からなる群から選択され、
　ＣＤＲ３は、
ａ）配列番号７５から８５、１３７から１４４、
ｂ）配列番号７５から８５、１３７から１４４と少なくとも８０％のアミノ酸同一性を有
するポリペプチド、
ｃ）配列番号７５から８５、１３７から１４４と３つ、２つまたは１つのアミノ酸が異な
るポリペプチド
からなる群から選択される）に従う、４つのフレームワーク領域（ＦＲ１からＦＲ４）お
よび３つの相補性決定領域（ＣＤＲ１からＣＤＲ３）を含むアミノ酸配列を含む。
【００７５】
　本発明の特定の実施形態において、ムスカリン性アセチルコリン受容体に対して指向さ
れるおよび／または特異的に結合する立体構造選択的な免疫グロブリンの単一可変ドメイ
ンは、ナノボディまたはＶＨＨであり、ナノボディは、配列番号１から１９からなる群か
ら選択されるアミノ酸配列またはその変異体を有する。特に好ましい実施形態において、
本発明は、以下の式（１）：
ＦＲ１－ＣＤＲ１－ＦＲ２－ＣＤＲ２－ＦＲ３－ＣＤＲ３－ＦＲ４（１）
（式中、ＣＤＲ１は配列番号３１であり、ＣＤＲ２は配列番号５３であり、ＣＤＲ３は配
列番号７５であり；またはＣＤＲ１は配列番号３２であり、ＣＤＲ２は配列番号５４であ



(26) JP 2019-122378 A 2019.7.25

10

20

30

40

50

り、ＣＤＲ３は配列番号７６であり；またはＣＤＲ１は配列番号３３であり、ＣＤＲ２は
配列番号５５であり、ＣＤＲ３は配列番号７７であり；またはＣＤＲ１は配列番号３４で
あり、ＣＤＲ２は配列番号５６であり、ＣＤＲ３は配列番号７８であり；またはＣＤＲ１
は配列番号３５であり、ＣＤＲ２は配列番号５７であり、ＣＤＲ３は配列番号７９であり
；またはＣＤＲ１は配列番号３６であり、ＣＤＲ２は配列番号５８であり、ＣＤＲ３は配
列番号８０であり；またはＣＤＲ１は配列番号３７であり、ＣＤＲ２は配列番号５９であ
り、ＣＤＲ３は配列番号８１であり；またはＣＤＲ１は配列番号３８であり、ＣＤＲ２は
配列番号６０であり、ＣＤＲ３は配列番号８２であり；またはＣＤＲ１は配列番号３９で
あり、ＣＤＲ２は配列番号６１であり、ＣＤＲ３は配列番号８３であり；またはＣＤＲ１
は配列番号４０であり、ＣＤＲ２は配列番号６２であり、ＣＤＲ３は配列番号８４であり
；またはＣＤＲ１は配列番号４１であり、ＣＤＲ２は配列番号６３であり、ＣＤＲ３は配
列番号８５であり；またはＣＤＲ１は配列番号１０５であり、ＣＤＲ２は配列番号１２１
であり、ＣＤＲ３は配列番号１３７であり；またはＣＤＲ１は配列番号１０６であり、Ｃ
ＤＲ２は配列番号１２２であり、ＣＤＲ３は配列番号１３８であり；またはＣＤＲ１は配
列番号１０７であり、ＣＤＲ２は配列番号１２３であり、ＣＤＲ３は配列番号１３９であ
り；またはＣＤＲ１は配列番号１０８であり、ＣＤＲ２は配列番号１２４であり、ＣＤＲ
３は配列番号１４０であり；ＣＤＲ１は配列番号１０９であり、ＣＤＲ２は配列番号１２
５であり、ＣＤＲ３は配列番号１４１であり；またはＣＤＲ１は配列番号１１０であり、
ＣＤＲ２は配列番号１２６であり、ＣＤＲ３は配列番号１４２であり；またはＣＤＲ１は
配列番号１１１であり、ＣＤＲ２は配列番号１２７であり、ＣＤＲ３は配列番号１４３で
あり；またはＣＤＲ１は配列番号１１２であり、ＣＤＲ２は配列番号１２８であり、ＣＤ
Ｒ３は配列番号　１４４である。）
に従う、４つのフレームワーク領域（ＦＲ１からＦＲ４）および３つの相補性決定領域（
ＣＤＲ１からＣＤＲ３）を含むアミノ酸配列を含む免疫グロブリン単一可変ドメインを提
供する。
【００７６】
　より好ましくは、ムスカリン性アセチルコリン受容体Ｍ２に対して指向されるおよび／
または特異的に結合する立体構造選択的な結合剤、特に免疫グロブリンの単一可変ドメイ
ンは、配列番号１から１９からなる群から選択されるアミノ酸配列を有する。特定の一実
施形態において、本発明の立体構造選択的な結合剤は、配列番号１から１９によって定義
される。
【００７７】
　特に、Ｇタンパク質模倣物（本明細書において上記で定義されている。）として具体的
に特徴付けられる、ムスカリン性アセチルコリン受容体Ｍ２に対して指向されるおよび／
または特異的に結合する立体構造選択的な結合剤の非限定的な例としては、配列番号１か
ら１１からなる群から選択されるアミノ酸配列を有する免疫グロブリンの単一可変ドメイ
ンが挙げられる。したがって、好ましい実施形態によれば、ムスカリン性アセチルコリン
受容体Ｍ２に対して指向されるおよび／または特異的に結合する立体構造選択的な結合剤
は、配列番号１から１１からなる群から選択されるアミノ酸配列を有する。好ましくは、
本発明の立体構造選択的な結合剤は、配列番号１によって定義されるアミノ酸配列を有す
る。細胞外立体構造エピトープに結合するものとして具体的に特徴付けられる、ムスカリ
ン性アセチルコリン受容体Ｍ２に対して指向されるおよび／または特異的に結合する立体
構造選択的な結合剤の非限定的な例は、配列番号１２から１９からなる群から選択される
アミノ酸配列を有する免疫グロブリンの単一可変ドメインである。したがって、好ましい
実施形態によれば、ムスカリン性アセチルコリン受容体Ｍ２に対して指向されるおよび／
または特異的に結合する立体構造選択的な結合剤は、配列番号１２から１９からなる群か
ら選択されるアミノ酸配列を有する。
【００７８】
　また、本発明の範囲内には、免疫グロブリン単一可変ドメインの天然もしくは合成の類
似体、突然変異体、変異体、対立遺伝子、部分または断片、特に本明細書において定義さ
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れるナノボディ、特に配列番号１から１９の免疫グロブリンの単一可変ドメインの変異体
が含まれる（表１から２参照）。したがって、本発明の一実施形態によれば、最も広い意
味において、用語「本発明の免疫グロブリン単一可変ドメイン」または「本発明のナノボ
ディ」はまた、このような変異体を含む。一般に、このような変異体において、１種以上
のアミノ酸残基は、本明細書で定義される本発明の免疫グロブリン単一可変ドメインと比
較して、置換、欠失および／または付加されていてもよい。このような置換、挿入または
欠失は、１つ以上のＦＲにおいて、および／または１つ以上のＣＤＲにおいて、特に配列
番号１から１９の免疫グロブリンの単一可変ドメインのＦＲおよびＣＤＲの変異体におい
てなされてもよい（表１から２参照）。変異体は、本明細書で使用するとき、各々または
任意のフレームワーク領域と各々または任意の相補性決定領域が、ＰＩＬＥＵＰおよびＢ
ＬＡＳＴ（５０、５１）などのアルゴリズムを利用することによって電子的に測定し得る
場合、参照配列における対応する領域（すなわち、ＦＲ１＿変異体対ＦＲ１＿参照、ＣＤ
Ｒ１＿変異体対ＣＤＲ１＿参照、ＦＲ２＿変異体対ＦＲ２＿参照、ＣＤＲ２＿変異体対Ｃ
ＤＲ２＿参照、ＦＲ３＿変異体対ＦＲ３＿参照、ＣＤＲ３＿変異体対ＣＤＲ３＿参照、Ｆ
Ｒ４＿変異体対ＦＲ４＿参照）と少なくとも８０％の同一性、好ましくは少なくとも８５
％の同一性、より好ましくは９０％の同一性、さらにより好ましくは９５％の同一性、ま
たはなおさらにより好ましくは９９％の同一性を示す配列である。ＢＬＡＳＴ分析を行う
ためのソフトウェアは、国立バイオテクノロジー情報センター（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ／
ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／）から公衆に入手可能である。免疫グロブリン単一
可変ドメインの１つ以上の配列のＣＤＲのアミノ酸配列のアミノ酸同一性の程度を決定す
るために、フレームワーク領域を形成するアミノ酸残基は無視されることが理解される。
同様に、本発明の免疫グロブリン単一可変ドメインの１つ以上の配列のＦＲのアミノ酸配
列のアミノ酸同一性の程度を決定するために、相補性領域を形成するアミノ酸残基は無視
される。免疫グロブリンの単一可変ドメインのこのような変異体は、それらが効力／親和
性を向上させた可能性があるため、特に有利であり得る。
【００７９】
　非限定的な例として、置換は、例えば、保存的置換（本明細書において記載されている
。）であってもよく、および／またはアミノ酸残基は、別のＶＨＨドメインにおいて同じ
位置で天然に存在する別のアミノ酸残基によって置換されてもよい。したがって、免疫グ
ロブリン単一可変ドメインの特性を改善し、または所望の特性もしくは免疫グロブリンの
単一可変ドメインの所望の特性のバランスもしくは組合せから損なわない（すなわち、免
疫グロブリンの単一可変ドメインが意図された使用にもはや適さない程度に）任意の１つ
以上の置換、欠失または挿入は、本発明の範囲内である。当業者は、一般に、本明細書に
おける開示に基づいて、場合により、限定された程度の日常的な実験後に、適切な置換、
欠失もしくは挿入、またはそれらの適した組合せを決定し、選択することができ、それは
、例えば、制限された数の可能な置換を導入し、このようにして得られた免疫グロブリン
の単一可変ドメインの特性におけるそれらの影響を決定することを伴う場合がある。
【００８０】
　また、本発明の範囲内には、２つ以上の一価の免疫グロブリン単一可変ドメインが一緒
になって、「多価」形態であり、結合によって、化学的に、または組換えＤＮＡ技術によ
って形成される免疫グロブリン単一可変ドメインがある。多価構築物の非限定的な例とし
ては、「二価」構築物、「三価」構築物、「四価」構築物などが挙げられる。多価構築物
に含まれる免疫グロブリンの単一可変ドメインは、同一または異なっていてもよい。別の
特定の実施形態において、本発明の免疫グロブリン単一可変ドメインは、少なくとも１つ
が異なった特異性を有する、２つ以上の免疫グロブリン単一可変ドメインと一緒になって
、「多重特異的」形態であり、結合によって形成される。多重特異的構築物の非限定的な
例としては、「二重特異的」構築物、「三重特異的」構築物、「四重特異的」構築物など
が挙げられる。これをさらに例証するために、本発明の任意の多価または多重特異的（本
明細書において定義されている。）免疫グロブリンの単一可変ドメインは、適切には、同
一抗原上の２つ以上の異なるエピトープに対して、例えば、ムスカリン性アセチルコリン
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受容体Ｍ２の２つ以上の異なるエピトープに対して指向されてもよく；または２つ以上の
異なる抗原に対して、例えば、ムスカリン性アセチルコリン受容体Ｍ２のエピトープとム
スカリン性アセチルコリン受容体Ｍ２の天然の結合パートナー（例えば、Ｇタンパク質、
β－アレスチン）のエピトープに対して指向されてもよい。特に、本発明の一価の免疫グ
ロブリン単一可変ドメインは、５００ｎＭ未満、好ましくは２００ｎＭ未満、より好まし
くは１０ｎＭ未満、例えば、５００ｐＭ未満の親和性で標的受容体に結合するようなもの
である。また、本発明の多価または多重特異的な免疫グロブリン単一可変ドメインは、増
加した結合力、ならびに／または所望の受容体に関して、および／もしくはこのような多
価もしくは多重特異的な免疫グロブリン単一可変ドメインの使用によって得ることができ
る任意の他の所望の特性もしくは所望の特性の組合せに関して改善された選択性を有して
もよい（またはそれらのために操作されおよび／もしくは選択されてもよい。）。特定の
実施形態において、本発明のこのような多価または多重特異的な結合ドメインはまた、Ｇ
ＰＣＲのシグナル伝達活性の調節において改善された有効性を有してもよい（またはその
ために操作されおよび／もしくは選択されてもよい。）。本発明の多価または多重特異的
な結合ドメインは、追加的に、異なる抗原、例えば、限定されないが、ムスカリン性アセ
チルコリン受容体または１つ以上の下流のシグナル伝達タンパク質と相互作用するリガン
ドに適切に指向されてもよい。
【００８１】
　さらに、本発明の結合剤を発現させるために使用される宿主生物に応じて、結合剤内の
欠失および／または置換は、当業者の能力の範囲内であるため、例えば、翻訳後修飾に関
する１つ以上の部位（例えば、１つ以上のグリコシル化部位）が除去されるようにして設
計されてもよい。または、置換または挿入は、官能基（本明細書においてさらに記載され
る。）が結合するための１つ以上の部位を導入するように設計されてもよい。
【００８２】
　また、立体構造選択的な結合剤は、一般的に、ムスカリン性アセチルコリン受容体、具
特にＭ２Ｒの全ての天然に存在するもしくは合成の類似体、変異体、突然変異体、対立遺
伝子、部分、断片およびアイソフォームに結合することができ；または本発明の結合剤が
ムスカリン性アセチルコリン受容体に結合する抗原性決定基（単数もしくは複数）または
エピトープ（単数もしくは複数）と本質的に同じである１つ以上の抗原性決定基またはエ
ピトープを含有するムスカリン性アセチルコリン受容体の類似体、変異体、突然変異体、
対立遺伝子、部分、断片およびアイソフォームに結合することができる。
【００８３】
　別の態様において、本発明はまた、ムスカリン受容体、好ましくはムスカリン受容体Ｍ
２と、およびムスカリン受容体に対して指向されるおよび／または特異的に結合する立体
構造選択的な結合剤を含む複合体を提供する。非限定的な例として、安定した複合体は、
サイズ排除クロマトグラフィーによって精製されてもよい。一実施形態によれば、上述し
た複合体は、少なくとも１つの他の立体構造選択的な受容体リガンド（本明細書において
定義されている。）をさらに含む。立体構造選択的な受容体リガンドの非限定的な例とし
ては、完全アゴニスト、部分アゴニスト、インバースアゴニスト、天然の結合パートナー
、アロステリックモジュレーターなどが挙げられる。これをさらに例証するために、限定
的することを目的とせずに、ムスカリン受容体Ｍ２のアゴニストは、当該技術分野におい
て公知であり、とりわけキサノメリン、オキソトレモリン、アセチルコリン、カルバコー
ル、ピロカルピン、フルメチド、ベタネコールを含む。ムスカリン受容体Ｍ２のアンタゴ
ニストは、当該技術分野において公知であり、とりわけアトロピン、トリピトラミン、プ
ロパンテリン、スコポラミンを含む。ムスカリン受容体Ｍ２のインバースアゴニストは、
当該技術分野において公知であり、とりわけトルテロジン、オキシブチニン、ダリフェナ
シンを含む。ムスカリン受容体Ｍ２のアロステリックモジュレーターは、当該技術分野に
おいて公知であり、とりわけスタウロスポリン、ビンカミン、ブルシン、ガラミンを含む
。さらなる例としては、ＩＵＰＨＡＲデータベース（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｉｕｐｈａ
ｒ－ｄｂ．ｏｒｇ／）に見出すことができる。
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【００８４】
　好ましい実施形態において、本発明の立体構造選択的な結合剤および／または複合体は
、可溶化形態であり、例えば、界面活性剤の状態である。代替の好ましい実施形態におい
て、本発明の立体構造選択的な結合剤および／または複合体は、固体支持体に固定化され
る。固体支持体の非限定的な例、ならびに固定化のための方法および技術は、詳細な説明
においてさらに説明される。さらに別の実施形態において、本発明の立体構造選択的な結
合剤および／または複合体は、生物、組織、細胞、細胞株などの細胞組成物の状態であり
、または前記生物、組織、細胞または細胞株に由来する膜組成物もしくはリポソーム組成
物の状態である。膜またはリポソーム組成物の例としては、限定されないが、細胞小器官
、膜調製物、ウイルス、ウイルス様リポ粒子などが挙げられる。細胞組成物、または膜も
しくはリポソーム組成物は、天然または合成の脂質を含んでもよいことが認識される。さ
らに別の好ましい実施形態において、複合体は結晶性である。そのため、複合体の結晶は
また提供され、および以下により詳細に説明されている上記結晶を製造する方法が提供さ
れる。好ましくは、本発明の複合体と受容体リガンドの結晶形態が想定される。
【００８５】
ムスカリン性アセチルコリン受容体に対する立体構造選択的な結合剤のスクリーニングお
よび選択
　立体構造選択的な結合剤、特に免疫グロブリン単一可変ドメインは、いくつかの方法で
同定することができ、非限定的な方法で以下にＶＨＨについて例証される。ＶＨＨのナイ
ーブもしくは合成ライブラリー（このようなライブラリーの例については、ＷＯ９９３７
６８１、ＷＯ００４３５０７、ＷＯ０１９０１９０、ＷＯ０３０２５０２０およびＷＯ０
３０３５６９４を参照されたい。）は、機能的立体構造でムスカリン受容体に対する立体
構造結合剤を含有してもよいが、本発明の好ましい実施形態は、特定の立体構造である受
容体（例えば、活性な立体構造状態での受容体に対して指向される抗体を生じさせるよう
なアゴニストが結合するムスカリン受容体）に固有の立体構造エピトープで動物の免疫系
を曝露するために、場合により受容体リガンドに結合されている、機能的立体構造のムス
カリン受容体を用いたラクダの免疫化を含む。場合により、特定のリガンドは、化学的架
橋によって、対象とする受容体に結合することができる。したがって、本明細書において
さらに記載されるように、このようなＶＨＨ配列は、好ましくは、ある種のラクダをムス
カリン受容体、好ましくは機能的立体構造状態の受容体で適切に免疫することによって（
すなわち、前記受容体に対して指向される免疫応答および／または重鎖抗体を生じさせる
ように）、前記ラクダからの適切な生物学的試料（例えば、血液試料、またはＢ細胞の任
意の試料）を得ることによって、および前記試料から開始して前記受容体に対して指向さ
れるＶＨＨ配列を生じさせることによって、生じることができまたは得ることができる。
このような技術は、当業者には明らかである。しかし、所望のＶＨＨ配列を得るための別
の技術は、適切には、それ自体が知られている任意の適切な技術を用いて、重鎖抗体を発
現することができるトランスジェニック哺乳動物を適切に免疫すること（すなわち、機能
的立体構造状態のムスカリン受容体に対して指向される免疫応答および／または重鎖抗体
を生じさせるように）、前記トランスジェニック哺乳動物からの適切な生物学的試料（例
えば、血液試料、またはＢ細胞の任意の試料）を得ること、次に、前記試料から開始して
前記受容体に対して指向されるＶＨＨ配列を生じさせることを伴う。例えば、この目的の
ために、ＷＯ０２０８５９４５とＷＯ０４０４９７９４に記載されている。重鎖抗体を発
現するマウスならびにさらなる方法および技術を用いることができる。
【００８６】
　ムスカリン性アセチルコリン受容体を用いて動物を免疫化するために、受容体は、宿主
細胞においてタンパク質の組換え形態を発現させ、アフィニティークロマトグラフィーお
よび／または抗体ベースの方法を用いてタンパク質を精製することを採用してもよい従来
の方法を用いて産生させ、精製させてもよい。特定の実施形態において、バキュロウイル
ス／Ｓｆ－９のシステムは発現のために使用されてもよいが、他の発現系（例えば、細菌
、酵母または哺乳動物細胞系）も使用してもよい。ムスカリン性アセチルコリン受容体の
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ようなＧＰＣＲを発現させ、精製させるための例示的な方法は、例えば、とりわけＫｏｂ
ｉｌｋａ（１９９５）、Ｅｒｏｇｌｕら（２００２）、Ｃｈｅｌｉｋａｎｉら（２００６
）および書籍「Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ　ａｎｄ　Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ｏｆ　
Ｇ　Ｐｒｏｔｅｉｎ－Ｃｏｕｐｌｅｄ　Ｒｅｃｅｐｔｏｒｓ」（Ｋｅｖｉｎ　Ｒ．Ｌｙｎ
ｃｈ（編）、１９９８）に記載されている。また、ムスカリン性アセチルコリン受容体な
どのＧＰＣＲは、リン脂質ベシクルにおいて再構成されてもよい。同様に、リン脂質ベシ
クルにおいて活性ＧＰＣＲを再構成する方法は公知であり、とりわけＬｕｃａら（２００
３）、Ｍａｎｓｏｏｒら（２００６）、Ｎｉｕら（２００５）、Ｓｈｉｍａｄａら（２０
０２）およびＥｒｏｇｌｕら（２００３）に報告されている。ある特定の場合において、
ＧＰＣＲおよびリン脂質は、高密度（例えば、リン脂質１ｍｇあたり１ｍｇの受容体）で
再構成されてもよい。特定の実施形態において、リン脂質ベシクルは、ＧＰＣＲが活性で
あることを確認するために試験されてもよい。多くの場合において、ＧＰＣＲは、両方の
配向で（通常の配向、および細胞内ループがベシクルの外側にある「逆さまの」配向で）
リン脂質ビヒクルに存在してもよい。他の免疫方法には、限定されないが、とりわけ（例
えば、ＷＯ２０１００７０１４５、ＷＯ２０１１０８３１４１に記載されている。）ムス
カリン性アセチルコリン受容体またはその断片を発現する完全な細胞の使用、ムスカリン
性アセチルコリン受容体をコードする核酸配列を用いたワクチン接種（例えば、ＤＮＡワ
クチン接種）、ムスカリン性アセチルコリン受容体を発現する粒子のようなウイルス（複
数または単数）を用いた免疫化が挙げられる。
【００８７】
　任意の適切な動物、とりわけウサギ、マウス、ラット、ラクダ、ヒツジ、ウシ、ブタな
どの哺乳動物、またはニワトリもしくはシチメンチョウなどの鳥、またはサメなどの魚は
、免疫応答を生じさせるために適切な当該技術分野において周知の技術のいずれかを用い
て免疫化されてもよい。
【００８８】
　非限定的な例として、ムスカリン受容体の機能的立体構造状態の立体構造エピトープに
特異的に結合するＶＨＨまたはナノボディの選択は、例えば、それ自体が知られている方
法において全てが行われてもよい、表面に重鎖抗体を発現する細胞のセット、回収もしく
はライブラリー、または表面にｇｅｎＩＩＩおよびナノボディの誘導体を提示するバクテ
リオファージ、または接合因子タンパク質Ａｇａ２Ｐの融合体を提示する酵母細胞をスク
リーニングすることによって、ＶＨＨ配列またはナノボディ配列の（自然もしくは免疫）
ライブラリーをスクリーニングすることによって、またはＶＨＨ配列またはナノボディ配
列をコードする核酸配列の（自然もしくは免疫）ライブラリーをスクリーニングすること
によって行われてもよい。前記方法は、場合により、１つ以上の他の適切な工程をさらに
含んでもよく、前記工程としては、例えば、限定されないが、親和性変異の工程、所望の
アミノ酸配列を発現する工程、所望の抗原（本件においては、特定の立体構造であるムス
カリン受容体）に対する結合および／または活性についてスクリーニングする工程、所望
のアミノ酸配列またはヌクレオチド配列を決定するための工程、１つ以上のヒト化置換を
導入する工程、適切な多価および／または多重特異的フォーマットを整える工程、所望の
生物学的および／または物理的特性を（すなわち、当該技術分野において知られている適
切なアッセイを用いて）スクリーニングする工程、ならびに／または任意の適した順番で
、このような１つ以上の工程の任意の組合せが挙げられる。
【００８９】
　様々な方法が、結合剤と標的ムスカリン受容体の間の特異的結合（本明細書において上
記で定義されている。）を決定するために使用されてもよく、前記方法としては、例えば
、酵素結合免疫吸着アッセイ（ＥＬＩＳＡ）、フローサイトメトリー、放射性リガンド結
合アッセイ、表面プラズモン共鳴アッセイ、ファージディスプレイなどが挙げられ、これ
らは、当該技術分野において一般的な実施であり、例えば、Ｓａｍｂｒｏｏｋら、（２０
０１）、Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ、　Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕ
ａｌ．第３版、Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｐｒｅ
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ｓｓ，Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ，ＮＹにおいて検討され、さらに、実施例
の節において例証されている。この目的のために、多くの場合、本明細書にさらに記載さ
れるように、固有の標識またはタグ、例えば、ペプチド標識、核酸標識、化学標識、蛍光
標識、または放射性同位体標識が使用されることが認識される。
【００９０】
　立体構造選択的な結合剤を選択するための特に好ましい方法は、例えば、ＷＯ２０１２
／００７５９３に記載されているものである。代替の好ましい実施形態において、立体構
造選択的な結合剤の選択はまた、両方ではないが、活性立体構造のムスカリン受容体また
は不活性立体構造のムスカリン受容体いずれかに特異的に結合する細胞を、細胞外の結合
剤がつながれた細胞表面のライブラリーを含む細胞集団から選択するために細胞分類を用
いることによって行われ得る。限定することを目的とせずに、立体構造選択的な結合剤の
選択はまた、実施例の節においてさらに例証される。
【００９１】
立体構造選択的な結合剤の修飾
　本発明の立体構造選択的な結合剤は、本明細書においてさらに記載されるように、さら
に修飾されてもよくおよび／または他の部分を含んでもよい（またはそれと融合され得る
。）。修飾の例、ならびに（すなわち、タンパク質骨格上であるが、好ましくは側鎖上の
いずれかで）修飾され得る本発明の結合剤内のアミノ酸残基の例、このような修飾を導入
するために使用され得る方法および技術、このような修飾の潜在的な使用および利点は、
当業者に明らかとなる。例えば、このような修飾は、結合剤中にまたはその上に１つ以上
の官能基または部分の導入（例えば、共有連結によって、または別の適切な方法による。
）を伴ってもよい。このような官能基およびそれらを導入するための技術の例は、当業者
に明らかとなり、一般的に、当該技術分野において言及されている全ての官能基および技
術、ならびに医薬タンパク質の修飾に対して、特に抗体または抗体断片（ＳｃＦｖ’およ
び単一ドメイン抗体を含む。）に対して、それ自体が知られている官能基および技術を含
むことができ、例えば、Ｒｅｍｉｎｇｔｏｎ’ｓ　Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ　Ｓｃ
ｉｅｎｃｅｓ、第１６版、Ｍａｃｋ　Ｐｕｂｌｉｓｈｉｎｇ　Ｃｏ．，Ｅａｓｔｏｎ、Ｐ
Ａ（１９８０）を参照されたい。このような官能基は、例えば、結合剤に直接的に（例え
ば共有結合で）連結され、または場合により適切なリンカーまたはスペーサーを介して連
結されてもよく、同様に、当業者に明確になる。
【００９２】
　半減期を増大させおよび／または医薬タンパク質の免疫原性を低下させるために最も広
く使用される技術の１つは、ポリ（エチレングリコール）（ＰＥＧ）またはその誘導体（
例えば、メトキシポリ（エチレングリコール）もしくはｍＰＥＧ）などの適切な薬理学的
に許容されるポリマーの結合を含む。一般的に、ペグ化の任意の適切な形態が使用され得
、例えば、抗体および抗体断片（限定されないが、（単一）ドメイン抗体およびＳｃＦｖ
’を含む。）について、当該技術分野において使用されるペグ化が挙げられる；例えば、
Ｃｈａｐｍａｎ、Ｎａｔ．　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ．，５４、５３１－５４５（２００２
）；ＶｅｒｏｎｅｓｅおよびＨａｒｒｉｓによる、Ａｄｖ．Ｄｒｕｇ　Ｄｅｌｉｖ．Ｒｅ
ｖ．５４、４５３－４５６（２００３）、ＨａｒｒｉｓおよびＣｈｅｓｓによる、Ｎａｔ
．Ｒｅｖ．Ｄｒｕｇ．Ｄｉｓｃｏｖ．，２、（２００３）およびＷＯ０４０６０９６５を
参照されたい。また、タンパク質のペグ化のための種々の試薬は、例えば、Ｎｅｋｔａｒ
　Ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃｓ、ＵＳＡから市販されている。好ましくは、部位特異的ペグ
化は、システイン残基を介して、特に、使用されている（Ｙａｎｇら、タンパク質工学、
１６、１０、７６１－７７０（２００３）を参照）。例えば、この目的のために、ＰＥＧ
は、結合剤において天然に存在するシステイン残基に結合させてもよく、または結合剤は
、ＰＥＧの結合のために１つ以上のシステイン残基を適切に導入するように修飾されても
よく、またはＰＥＧの結合のために１つ以上のシステイン残基を含むアミノ酸は、結合剤
のＮ末端および／またはＣ末端に融合されてもよく、これら全ては、それら自体が当業者
に知られているタンパク質工学の技術を用いるものである。好ましくは、本発明の結合剤
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について、５０００を超える分子量、例えば、１０，０００超であり、２００，０００未
満、例えば１００，０００未満である分子量；例えば、２０，０００－８０，０００の範
囲の分子量を有するＰＥＧが使用される。別の、通常あまり好ましくない修飾は、本発明
の免疫グロブリン単一可変ドメインまたはポリペプチドを発現させるために使用される宿
主細胞に応じて、通常、同時翻訳および／または翻訳後修飾の一部として、Ｎ結合型また
はＯ結合型グリコシル化を含む。結合剤の半減期を増加させるための別の技術は、二官能
性構築物（例えば、標的Ｍ２Ｒに対する１つのナノボディと、アルブミンなどの血清タン
パク質に対するもの）、または結合剤とペプチド（例えば、アルブミンなどの血清タンパ
ク質に対するペプチド）の融合体への操作を含んでもよい。
【００９３】
　通常あまり好ましくない修飾は、本発明の結合剤を発現させるために使用される宿主細
胞に応じて、通常、同時翻訳および／または翻訳後の修飾の一部として、Ｎ結合型または
Ｏ結合型グリコシル化を含む。
【００９４】
　さらに別の修飾は、標識された結合剤の意図された目的に応じて、１つ以上の検出可能
な標識または他のシグナル生成基もしくは部分の導入を含んでもよい。それらを結合させ
、使用し、および検出するための適切な標識および技術は、当業者に明らかであり、例え
ば、限定されないが、蛍光標識、（例えば、ＩＲＤｙｅ８００、ＶｉｖｏＴａｇ８００、
フルオレセイン、イソチオシアネート、ローダミン、フィコエリトリン、フィコシアニン
、アロフィコシアニン、ｏ－フタルアルデヒド、およびフルオレサミン、ならびにＥｕな
どの蛍光金属またはランタニド系列からの他の金属）、燐光標識、化学発光標識または生
物発光標識（例えば、ルミナル、イソルミノール、セロマティックアクリジニウムエステ
ル、イミダゾール、アクリジニウム塩、シュウ酸エステル、ジオキセタンまたはＧＦＰお
よびその類似体など）、放射性同位体、金属、金属キレート剤または金属カチオンまたは
他の金属またはインビボ、インビトロもしくはインサイチュの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（リンゴ酸デヒドロゲナー
ゼ、ブドウ球菌ヌクレアーゼ、デルタ－Ｖ－ステロイドイソメラーゼ、酵母アルコールデ
ヒドロゲナーゼ、α－グリセロリン酸デヒドロゲナーゼ、トリオースリン酸イソメラーゼ
、ビオチナアビジンペルオキシダーゼ、西洋ワサビペルオキシダーゼ、アルカリホスファ
ターゼ、アスパラギナーゼ、グルコースオキシダーゼ、ベータ－ガラクトシダーゼ、リボ
ヌクレアーゼ、ウレアーゼ、カタラーゼ、グルコース－ＶＩ－リン酸デヒドロゲナーゼ、
グルコアミラーゼおよびアセチルコリンエステラーゼなど）が挙げられる。他の適切な標
識は、当業者に明らかであり、例えば、ＮＭＲまたはＥＳＲ分光法を用いて検出すること
ができる部分を含む。本発明のこのような標識された結合剤は、特定の標識の選択に応じ
て、例えば、インビボまたはインサイチュのアッセイ（それ自体が知られているイムノア
ッセイ、例えば、ＥＬＩＳＡ、ＲＩＡ、ＥＩＡおよび他の「サンドイッチアッセイなどを
含む。）において使用されてもよく、ならびにインビボの診断および造影の目的で使用さ
れてもよい。当業者には明らかなように、例えば、上記で言及されている金属または金属
カチオンの１つをキレートするために、別の修飾は、キレート基の導入を伴ってもよい。
適切なキレート基としては、例えば、限定されないが、２，２’，２’’－（１０－（２
－（（２，５－ジオキソピロリジン－１－イル）オキシ）－２－オキソエチル）－１，４
，７，１０－テトラアザシクロドデカン－１，４，７－トリイル）三酢酸（ＤＯＴＡ）、
２，２’－（７－（２－（（２，５－ジオキソピロリジン－１－イル）オキシ）－２－オ
キソエチル）－１，４，７－トリアゾナン－１，４－ジイル）二酢酸（ＮＯＴＡ）、ジエ
チレントリアミンペンタ酢酸（ＤＴＰＡ）またはエチレンジアミン四酢酸（ＥＤＴＡ）が
挙げられる。さらに別の修飾は、結合対、例えば、ビオチン－（ストレプト）アビジン結
合対などの特定の結合対の一部である官能基の導入を含んでもよい。このような官能基は
、すなわち、結合対の形成を介して、結合対の他の半分に結合される別のタンパク質、ポ
リペプチドまたは化合物に結合剤を連結するために使用することができる。例えば、本発
明の結合剤は、ビオチンにコンジュゲートされてもよく、アビジンまたはストレプトアビ
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ジンとコンジュゲートされる別のタンパク質、ポリペプチド、化合物または担体に連結さ
れてもよい。例えば、このようなコンジュゲートされた結合剤は、例えば、診断系におけ
るレポーターとして使用されてもよく、この場合、検出可能なシグナル生成剤はアビジン
またはストレプトアビジンとコンジュゲートされる。このような結合対は、例えば、医薬
目的に適した担体などの担体に本発明の結合剤を結合させるために使用されてもよい。１
つの非限定的な例としては、ＣａｏおよびＳｕｒｅｓｈ、Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｄｒｕ
ｇ　Ｔａｒｇｅｔｔｉｎｇ、８、４、２５７（２０００）によって記載されるリポソーム
製剤である。このような結合対はまた、本発明の結合剤に治療的に活性な薬剤を連結する
ために使用されてもよい。
【００９５】
　立体構造選択的な結合剤が特定の官能基、残基または部分（以上に記載されている。）
を結合剤に連結させることによって修飾される場合において、しばしば、リンカー分子が
使用される好ましい「リンカー分子」または「リンカー」は、長さが１から２００個のア
ミノ酸のペプチドであり、典型的には、必ずしも必要ではないが、構造化されず、柔軟で
あるように選択または設計される。例えば、特定の二次構造を形成しないアミノ酸を選択
することができる。または、アミノ酸は、それらが安定した三次構造を形成しないように
選択することができる。または、アミノ酸リンカーは、ランダムコイルを形成してもよい
。このようなリンカーとしては、限定されないが、Ｇｌｙ、Ｓｅｒ、Ｔｈｒ、Ｇｌｎ、Ｇ
ｌｕ、または天然タンパク質において非構造化領域と頻繁に関連付けられるさらなるアミ
ノ酸に富んだ合成ペプチドが挙げられる（Ｄｏｓｚｔａｎｙｉ，Ｚ．，Ｃｓｉｚｍｏｋ，
Ｖ．，Ｔｏｍｐａ，Ｐ．およびＳｉｍｏｎ，Ｉ．（２００５）．ＩＵＰｒｅｄ：推定エネ
ルギー量に基づくタンパク質の本質的な非構造化領域を予測するためのウェブサーバー。
Ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ（Ｏｘｆｏｒｄ、Ｅｎｇｌａｎｄ）、２１（１６）、３４
３３－４）。適切なリンカー配列の非限定的な例としては、（ＧＳ）５（ＧＳＧＳＧＳＧ
ＳＧＳ；配列番号１５６）、（ＧＳ）１０（ＧＳＧＳＧＳＧＳＧＳＧＳＧＳＧＳＧＳＧＳ
；配列番号１５７）、（Ｇ４Ｓ）３（ＧＧＧＧＳＧＧＧＧＳＧＧＧＧＳ；配列番号ＮＯ：
１５８）、ラマＩｇＧ２ヒンジ（ＡＨＨＳＥＤＰＳＳＫＡＰＫＡＰＭＡ；配列番号１５９
）またはヒトＩｇＡヒンジ（ＳＰＳＴＰＰＴＰＳＰＳＴＰＰＡＳ；配列番号１６０）リン
カーが挙げられる。
【００９６】
　したがって、具体的な実施形態によれば、アミノ酸（ＡＡ）リンカー配列は、０と２０
０個のＡＡの間、０と１５０個のＡＡの間、０と１００個のＡＡの間、０と９０個のＡＡ
の間、０と８０個のＡＡの間、０と７０個のＡＡの間、０と６０個のＡＡの間、０と５０
個のＡＡの間、０と４０個のＡＡの間、０と３０個のＡＡの間、０と２０個のＡＡの間、
０と１０個のＡＡの間、０と５個のＡＡの間のペプチドである。短いリンカー配列の例と
しては、限定されないが、ＰＰＰ、ＰＰまたはＧＳが挙げられる。
【００９７】
　特定の用途について、リンカー分子が１つ以上の特定の配列モチーフを含むまたはそれ
からなることは有利であり得る。例えば、タンパク質分解性切断部位は、検出可能な標識
または部分が放出され得るように、リンカー分子に導入することができる。有用な切断部
位は、当該技術分野において公知であり、配列ＩＥＧＲ（配列番号１６１）を有する第Ｘ
ａ因子切断部位、配列ＬＶＰＲ（配列番号１６２）を有するトロンビン切断部位、配列Ｄ
ＤＤＤＫ（配列番号１６３）を有するエンテロキナーゼ切断部位、またはＬＥＶＬＦＱＧ
Ｐ（配列番号１６４）を有するプレシジョン切断部位などのプロテアーゼ切断部位を含む
。
【００９８】
　または、タンパク質修飾のための化学酵素的方法を使用して、結合剤が検出可能な標識
または部分に連結される場合において、インビボまたはインビトロで共有結合した分子を
製造するために使用される酵素または合成化学に応じて、異なる化学的実在物のリンカー
部分が存在してもよい（Ｒａｂｕｋａ　２０１０、Ｃｕｒｒ　Ｏｐｉｎ　Ｃｈｅｍ　Ｂｉ
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ｏｌ　１４：７９０－７９６に概説されている。）。
【００９９】
発現系
　他の一態様において、本発明は、以上に記載した本発明の立体構造選択的な結合剤のい
ずれかをコードする核酸配列を含む核酸分子に関する。さらに、本発明はまた、本発明の
立体構造選択的な結合剤のいずれかをコードする核酸配列を含む発現ベクター、およびこ
のような発現ベクターを発現する宿主細胞を想定する。適切な発現系としては、細菌また
は酵母における構成的および誘導性の発現系、ウイルス発現系、例えば、バキュロウイル
ス、セムリキ森林ウイルスおよびレンチウイルス、または昆虫もしくは哺乳動物細胞にお
ける一過性トランスフェクションが挙げられる。本発明の立体構造選択的な結合剤のクロ
ーニングおよび／または発現は、当業者に公知の技術に従って行うことができる。
【０１００】
　本発明の「宿主細胞」は、任意の原核生物または真核生物であってもよい。好ましい実
施形態によれば、宿主細胞は真核細胞であり、任意の真核生物であってもよいが、特定の
実施形態において、酵母、植物、哺乳動物および昆虫細胞が想定される。使用される細胞
の性質は、典型的には、結合剤を製造する容易さと費用、所望のグリコシル化特性、結合
剤の由来、意図された用途、またはそれらの任意の組合せに依存する。哺乳動物細胞は、
例えば、複雑なグリコシル化を達成するために使用されてもよいが、哺乳動物細胞系にお
いてタンパク質を製造するには費用効率が高くない場合がある。植物および昆虫細胞、な
らびに酵母は、典型的には、高い生産レベルを達成し、より費用効率が高いが、哺乳動物
タンパク質の複雑なグリコシル化パターンを模倣するには、追加の修飾が必要とされるこ
とがある。酵母細胞は、多くの場合、タンパク質の発現に使用され、これは、それらが経
済的に培養され、高収率のタンパク質を与えるためであり、適切に修飾された場合、適し
たグリコシル化パターンを有するタンパク質を製造することができる。さらに、酵母は、
迅速な形質転換、試験されたタンパク質の局在化戦略、および簡便な遺伝子ノックアウト
技術を可能にする確立された遺伝学を提供する。また、昆虫細胞は、ムスカリン受容体を
含むＧＰＣＲを発現させるための魅力的なシステムであり、これは、昆虫細胞が、ＧＰＣ
Ｒを干渉することなく、Ｇタンパク質セットが限定された発現系を提供するためである。
タンパク質産生用の真核細胞または細胞株は、当該技術分野において周知であり、修飾さ
れたグリコシル化経路を有する細胞株を含み、非限定的な例を以下に提供する。
【０１０１】
　タンパク質を有し、発現させ、および産生させ、その後の単離および／または精製に適
した動物または哺乳動物の宿主細胞としては、チャイニーズハムスターオバレイ細胞（Ｃ
ＨＯ）、例えば、ＣＨＯ－Ｋ１（ＡＴＣＣ　ＣＣＬ－６１）、ＤＧ４４（Ｃｈａｓｉｎら
、１９８６；Ｋｏｌｋｅｋａｒら、１９９７）、ＣＨＯ－Ｋ１　Ｔｅｔ－Ｏｎ細胞株（Ｃ
ｌｏｎｔｅｃｈ）、ＥＣＡＣＣ　８５０５０３０２として指定されたＣＨＯ（ＣＡＭＲ、
Ｓａｌｉｓｂｕｒｙ、Ｗｉｌｔｓｈｉｒｅ、ＵＫ）、ＣＨＯクローン１３（ＧＥＩＭＧ、
Ｇｅｎｏｖａ、ＩＴ）、ＣＨＯクローンＢ（ＧＥＩＭＧ、Ｇｅｎｏｖａ、ＩＴ）、ＥＣＡ
ＣＣ　９３０６１６０７として指定されたＣＨＯ－Ｋ１／ＳＦ（ＣＡＭＲ、Ｓａｌｉｓｂ
ｕｒｙ、Ｗｉｌｔｓｈｉｒｅ、ＵＫ）、ＥＣＡＣＣ　９２０５２１２９として指定された
ＲＲ－ＣＨＯＫ１（ＣＡＭＲ、Ｓａｌｉｓｂｕｒｙ、Ｗｉｌｔｓｈｉｒｅ、ＵＫ）、ジヒ
ドロ葉酸還元酵素ネガティブＣＨＯ細胞（ＣＨＯ／－ＤＨＦＲ、Ｕｒｌａｕｂ　ａｎｄ　
Ｃｈａｓｉｎ、１９８０）、およびｄｐ１２．ＣＨＯ細胞（Ｕ．Ｓ．Ｐａｔ．Ｎｏ．５，
７２１，１２１）；ＳＶ４０によって形質転換されたサル腎臓ＣＶ１細胞（ＣＯＳ細胞、
ＣＯＳ－７、ＡＴＣＣ　ＣＲＬ－１６５１）；ヒト胎児腎臓細胞（例えば、懸濁培養にお
ける増殖のためにサブクローニングされた２９３細胞、または２９３Ｔ細胞、または２９
３細胞、Ｇｒａｈａｍら、１９７７、Ｊ．Ｇｅｎ．Ｖｉｒｏｌ．，３６：５９、またはＧ
ｎＴＩ　ＫＯ　ＨＥＫ２９３Ｓ細胞、Ｒｅｅｖｅｓら、２００２）；ベビーハムスター腎
臓細胞（ＢＨＫ、ＡＴＣＣ　ＣＣＬ－１０）；サル腎臓細胞（ＣＶ１、ＡＴＣＣ　ＣＣＬ
－７０）；アフリカミドリザル腎臓細胞（ＶＥＲＯ－７６、ＡＴＣＣ　ＣＲＬ－１５８７
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；ＶＥＲＯ、ＡＴＣＣ　ＣＣＬ－８１）；マウスセルトリ細胞（ＴＭ４、Ｍａｔｈｅｒ、
１９８０、Ｂｉｏｌ．Ｒｅｐｒｏｄ．，２３：２４３－２５１）；ヒト子宮頚癌細胞（Ｈ
ＥＬＡ、ＡＴＣＣ　ＣＣＬ－２）；イヌ腎臓細胞（ＭＤＣＫ、ＡＴＣＣ　ＣＣＬ－３４）
；ヒト肺細胞（Ｗ１３８、ＡＴＣＣ　ＣＣＬ－７５）；ヒトヘパトーマ細胞（ＨＥＰ－Ｇ
２、ＨＢ　８０６５）；マウス乳癌細胞（ＭＭＴ　０６０５６２、ＡＴＣＣ　ＣＣＬ－５
１）；バッファローラット肝細胞（ＢＲＬ　３Ａ、ＡＴＣＣ　ＣＲＬ－１４４２）；ＴＲ
Ｉ細胞（Ｍａｔｈｅｒ，１９８２）；ＭＣＲ５細胞；ＦＳ４細胞が挙げられる。特定の実
施形態によれば、細胞は、Ｈｅｋ２９３細胞またはＣＯＳ細胞から選択される哺乳動物細
胞である。
【０１０２】
　例示的な非哺乳動物細胞株としては、限定されないが、昆虫細胞、例えば、Ｓｆ９細胞
／バキュロウイルス発現系（例えば、Ｊａｒｖｉｓ、Ｖｉｒｏｌｏｇｙ　Ｖｏｌｕｍｅ　
３１０、第１刊、２００３年５月２５日、１－７頁参照）、植物細胞、例えば、タバコ細
胞、トマト細胞、トウモロコシ細胞、藻類細胞、または酵母、例えば、サッカロミセス属
種、シゾサッカロミセス属種、ハンゼヌラ属種、ヤロウイア属種もしくはピキア属種が挙
げられる。特定の実施形態によれば、真核生物細胞は、サッカロミセス属種（例えば、サ
ッカロミセス・セレビシエ（Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ　ｃｅｒｅｖｉｓｉａｅ））、
シゾサッカロミセス属種（例えば、シゾサッカロミセス・ポンベ（Ｓｃｈｉｚｏｓａｃｃ
ｈａｒｏｍｙｃｅｓ　ｐｏｍｂｅ）、ハンゼヌラ属種（例えば、ハンゼヌラ・ポリモルフ
ァ（Ｈａｎｓｅｎｕｌ　ｐｏｌｙｍｏｒｐｈａ））、ヤロウィア属種（例えば、ヤロウィ
ア・リポリティカ（Ｙａｒｒｏｗｉａ　ｌｉｐｏｌｙｔｉｃａ））、クルイベロミセス属
種（例えば、クルイベロミセス・ラクティス（Ｋｌｕｙｖｅｒｏｍｙｃｅｓ　ｌａｃｔｉ
ｓ））、ピキア属種（例えば、ピキア・パストリス（Ｐｉｃｈｉａ　ｐａｓｔｏｒｉｓ）
）、またはコマガタエラ種（例えば、コマガタエラ・パストリス（Ｋｏｍａｇａｔａｅｌ
ｌａ　ｐａｓｔｏｒｉｓ）由来の酵母細胞である。特定の実施形態によれば、真核生物細
胞は、ピキア細胞、および最も特定の態様においては、ピキア・パストリス細胞である。
【０１０３】
　標的細胞（例えば、哺乳動物細胞）のトランスフェクションは、Ｓａｍｂｒｏｏｋおよ
びＲｕｓｓｅｌ（Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ、Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍ
ａｎｕａｌ、第３版、第３巻、第１６章、第１６項　１－１６．５４）で概説されている
原理に従って行うことができる。さらに、ウイルス形質導入はまた、アデノウイルスベク
ターなどの試薬を用いて行うことができる。適切なウイルスベクター系、調節領域および
宿主細胞の選択は、当業者のレベル内で一般的な知識である。得られた、トランスフェク
トされた細胞は、培養中で維持される、または標準的な慣行に従って、後の使用のために
凍結される。
【０１０４】
　したがって、本発明の別の態様は、本発明の立体構造選択的な結合剤を製造する方法に
関し、該方法は、少なくとも
ａ）適切な細胞発現系（上記で定義されている。）において、本発明の立体構造選択的な
結合剤をコードする核酸を発現させる工程、ならびに場合により
ｂ）前記結合剤を単離および／または精製する工程
を含む。
【０１０５】
　上述された立体構造選択的な結合剤ならびにそれを含む複合体は、スクリーニングおよ
び創薬（その最も広い意味で）に特に有用であり、これら全ては本明細書においてさらに
詳述される。
【０１０６】
応用
　本明細書に記載されており立体構造選択的な結合剤は、様々な事情および適用において
、例えば、限定されないが、（１）結合に応じて、立体構造選択的な結合剤が受容体を特
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定の立体構造に維持させる、ムスカリン性アセチルコリン受容体、より具体的にはＭ２Ｒ
の捕捉および／または精製のため；（２）立体構造選択的な結合剤と複合体を形成させ、
場合によりさらに別の立体構造選択的受容体リガンドに結合させて、ムスカリン性アセチ
ルコリン受容体、より具体的にはＭ２Ｒの同時結晶化研究および高分解能構造分析のため
；（３）リガンドスクリーニング、および（構造ベースの）創薬のため；（４）治療薬お
よび／または診断薬として、使用され得、これらの全ては、以下にさらに詳細に説明され
る。
【０１０７】
機能的立体構造のムスカリン性アセチルコリン受容体に対する捕捉、分離および精製
　別の態様において、本発明は、上記の立体構造選択的な結合剤のいずれかを利用するこ
とによって機能的立体構造のムスカリン性アセチルコリン受容体、より具体的にはＭ２Ｒ
を捕捉および／または精製するための方法を提供する。機能的立体構造の受容体を捕捉お
よび／または精製することは、とりわけそれに続く結晶化、リガンド特徴付けおよび化合
物スクリーニング、免疫化を可能にする。
【０１０８】
　したがって、特定の実施形態において、本発明はまた、活性または不活性立体構造のム
スカリン性アセチルコリン受容体を捕捉するために、本発明の立体構造選択的な結合剤の
使用に関する。場合により、必ずしもそうではないが、上記で記載される特定の立体構造
の受容体を捕捉することには、別の立体構造選択的受容体リガンド（例えば、オルソステ
リックリガンド、アロステリックリガンド、Ｇタンパク質またはアレスチンなどの天然の
結合パートナーなど）との複合体における受容体を捕捉することを含んでもよい。
【０１０９】
　したがって、本発明はまた、機能的立体構造のムスカリン性アセチルコリン受容体、特
にＭ２Ｒを捕捉する方法を提供し、該方法は、
（ｉ）本発明の立体構造選択的な結合剤をムスカリン性アセチルコリン受容体、より具体
的にはＭ２Ｒを含む溶液と接触させる工程、および
（ｉｉ）結合剤をムスカリン性アセチルコリン受容体Ｍ２に特異的に結合させ、それによ
って、ムスカリン性アセチルコリン受容体Ｍ２が機能的立体構造で捕捉される工程
を含む。
【０１１０】
　より具体的には、本発明はまた、機能的立体構造のムスカリン性アセチルコリン受容体
、特にＭ２Ｒを捕捉する方法を想定し、該方法は、
（ｉ）本発明の固定化された立体構造選択的な結合剤を有する固相支持体に、複数の立体
構造でムスカリン性アセチルコリン受容体、より具体的にはＭ２Ｒを含有する溶液を提供
する工程、および
（ｉｉ）結合剤をムスカリン性アセチルコリン受容体Ｍ２に特異的に結合させ、それによ
って、ムスカリン性アセチルコリン受容体Ｍ２が機能的立体構造で捕捉される工程、およ
び
（ｉｉｉ）弱く結合したまたは非結合の分子を除去する工程
を含む。
【０１１１】
　上記されている方法のいずれかは、上述した方法の工程（ｉｉ）において形成された複
合体を単離する工程をさらに含んでもよく、前記複合体は、立体構造選択的な結合剤と特
定の立体構造のムスカリン性アセチルコリン受容体を含む。
【０１１２】
　ムスカリン受容体を単離／精製するための上記の方法は、限定されないが、親和性ベー
スの方法、例えば、とりわけアフィニティークロマトグラフィー、アフィニティー精製、
免疫沈降、タンパク質検出、免疫化学、表面ディスプレイ、サイズ排除クロマトグラフィ
ー、イオン交換クロマトグラフィーを含み、これらの全ては当該技術分野において周知で
ある。
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【０１１３】
構造ベースの薬物設計における結晶学と応用
　本発明の一態様は、ムスカリン性アセチルコリン受容体、特にＭ２のＸ線結晶構造解析
における本発明の立体構造選択的な結合剤の有用性、および構造ベースの薬物設計のその
応用に関する。当該技術分野において利用可能であるムスカリン性アセチルコリン受容体
Ｍ２とＭ３の非活性状態の構造を用いて、薬剤師は、現在、いくつかの活性な治療標的に
対するリガンド開発を導くために実験データを有している。しかしながら、インシリコス
クリーニングのためのこれらの分解能構造の価値が制限される。一方、例証の問題として
、アゴニストが結合した受容体結晶は、ムスカリン性アセチルコリン受容体の活性状態の
三次元表現を提供することができる。これらの構造は、リガンド結合とＧタンパク質の相
互作用部位を接続する立体構造変化の明確化に役立ち、より正確なメカニズムの仮説、最
終的に新しい治療法へと導く。リガンドによって活性化されたＧＰＣＲに固有の立体構造
の柔軟性と、アゴニスト結合受容体によって示されるより大きな不均一性が示されると、
このような状態を安定化させることは容易ではない。このような努力は、受容体の活性立
体構造状態に特異的である結合剤を添加することによって、アゴニストが結合した受容体
の立体構造の安定化から利益を得ることができる。その点で、Ｇタンパク質様の挙動を示
し、アゴニスト結合に関する協同特徴を示す立体構造選択的な結合剤が見出されることは
、本発明の特別な利点である。これはまた、創薬の発見を手助けするために大きな利点と
なる。特に、効力、選択性、または薬物動態パラメータを向上させるために、薬理学的ま
たは生物学的活性を有し、化学構造が化学修飾のための出発点として使用されるリード化
合物に結合する受容体の構造を取得するための方法は、非常に価値があり、本明細書にお
いて提供される。当業者は、本発明の立体構造選択的な結合剤は、結合剤によって誘導さ
れる新薬につながる立体構造に関して選択的であるリード化合物を用いて、受容体：結合
剤の同時結晶化に特に適しており、それは、この結合剤が、立体構造選択的受容体リガン
ドの親和性を実施鉄的に増加させることができるためである。
【０１１４】
　したがって、結合剤が、受容体上の立体構造エピトープに結合することは、本発明の立
体構造選択的な結合剤の特別の利点であり、このようにして、その特定の立体構造の受容
体を安定化させ、その立体構造の柔軟性を低下させ、その極性表面を増加させ、結晶化を
促進させる。本発明の立体構造選択的な結合剤は、標的ムスカリン性アセチルコリン受容
体の立体構造不均一性を最小化させることによって、十分に配向した結晶を得る確率を高
めるための特有のツールである。
【０１１５】
　したがって、一実施形態によれば、結晶化のために、本発明の立体構造選択的な結合剤
を使用することが想定される。有利には、結晶は、立体構造選択的な結合剤とムスカリン
性アセチルコリン受容体の複合体で形成することができ、受容体は、特定の受容体の立体
構造、とりわけ治療に関連する受容体立体構造（例えば、活性立体構造）にトラップされ
、立体構造選択的な結合剤の選択によって確認される。結合剤はまた、受容体への結合に
応じて細胞外領域の柔軟性を減少させ、十分に配向した結晶を成長させる。特に、ナノボ
ディを含む免疫グロブリン単一可変ドメインは、この目的のために特に適した結合剤であ
り、これは、それらが、立体構造エピトープに結合し、従来の抗体またはＦａｂ’などの
誘導された断片とは異なり、柔軟なリンカー領域を欠いた１つの単一の剛性球状ドメイン
で構成されるためである。
【０１１６】
　したがって、好ましい実施形態によれば、本発明は、立体構造選択的な結合剤と、結合
剤が特異的に結合するムスカリン性アセチルコリン受容体の複合体を結晶化させるための
ツールとして有用な立体構造選択的な結合剤を提供し、最終的には複合体の構造を解明す
る。特定の実施形態によれば、本発明はまた、立体構造選択的な結合剤、前記結合剤が特
異的に結合するムスカリン性アセチルコリン受容体、および別の立体構造選択的受容体リ
ガンド（本明細書において上記で定義されている。）の複合体を結晶化することを想定す
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る。したがって、本発明の立体構造選択的な結合剤と、特定の立体構造で維持されるムス
カリン性アセチルコリン受容体を含む複合体は、膜タンパク質に関する多数の特定の結晶
化法のいずれかを用いて結晶化されてもよく、その多くは、Ｃａｆｆｒｅｙ（２００３お
よび２００９）に概説されている。一般論として、方法は、結晶化前の複合体に脂質を加
えることを含む脂質ベースの方法である。このような方法は、以前に、他の膜タンパク質
を結晶化するために使用されている。これらの方法の多くは、脂質立方相結晶化法および
バイセル結晶化法を含み、ベシクル（ベシクル融合法）、円盤状ミセル（バイセル法）、
および液晶または中間相（中間相または立方相法）として、脂質および界面活性剤の自発
的な自己組織化脂質の性質を利用する。脂質立方相結晶化方法は、例えば、Ｌａｎｄａｕ
ら、１９９６；Ｇｏｕａｕｘ　１９９８；Ｒｕｍｍｅｌら、１９９８；Ｎｏｌｌｅｒｔら
、２００４、Ｒａｓｍｕｓｓｅｎら、２０１１に記載され、これらの刊行物は、それらの
方法の開示について参照により組み込まれる。バイセル結晶化法は、例えば、Ｆａｈａｍ
ら、２００５；Ｆａｈａｍら、２００２に記載され、これらの刊行物は、それらの方法の
開示について参照により組み込まれる。
【０１１７】
　別の実施形態によれば、本発明は、立体構造選択的な結合剤との複合体において、場合
により別の立体構造選択的な受容体リガンドとの複合体において、ムスカリン性アセチル
コリン受容体の構造を解明するために、本明細書において記載されている立体構造選択的
な結合剤の使用に関する。「構造を解明すること」とは、本明細書で使用するとき、タン
パク質の原子または原子座標の配置を決定することを意味し、多くの場合、Ｘ線結晶学な
どの生物物理学的方法によって行われる。
【０１１８】
　多数の場合において、回折質結晶を得ることは、その原子分解能構造を解明するための
主要障壁である。したがって、具体的な実施形態によれば、本明細書に記載されている立
体構造選択的な結合剤は、受容体：結合剤の複合体の結晶構造が解明されるように、結晶
の回折質を向上させるために使用され得る。
【０１１９】
　したがって、本発明は、機能的立体構造のムスカリン性アセチルコリン受容体、特にＭ
２Ｒの結晶構造を決定するための方法を包含し、該方法は、
ａ）本発明の立体構造選択的な結合剤とムスカリン性アセチルコリン受容体Ｍ２、および
場合により受容体リガンドを用意する工程、および
ｂ）結合剤、ムスカリン性アセチルコリン受容体Ｍ２と場合により受容体リガンドの複合
体を形成させる工程、
ｃ）工程ｂ）の前記複合体を結晶化させて、結晶を形成する工程
を含む。
【０１２０】
　結晶構造の決定は、Ｘ線結晶学などの生物物理的方法によって行うことができる。方法
は、さらに、結晶の原子座標を得るための工程（本明細書において以上に定義されている
。）を含んでもよい。
【０１２１】
リガンドスクリーニングおよび創薬
　特に、本明細書においてさらに説明される、化合物スクリーニングおよび免疫化を含む
本発明の立体構造選択的な結合剤を利用することができる他の用途が想定される。
【０１２２】
　化合物スクリーニング、リード最適化および創薬（抗体発見を含む。）のプロセスにお
いて、様々な化合物の特徴における同時の情報、および様々な細胞経路におけるそれらの
効果（すなわち、有効性、特異性、毒性および薬物代謝）を与える、より速く、より効果
的な、より安価で、特に情報が豊富なスクリーニングアッセイが必要とされる。したがっ
て、潜在的な新規な薬剤候補であり得る、対象とするタンパク質の新規な特定のリガンド
、好ましくは立体構造選択的リガンドを同定するために、非常に多数の化合物を迅速およ
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び安価にスクリーニングする必要がある。本発明は、機能的立体構造、好ましくは活性立
体構造のムスカリン性アセチルコリン受容体、特にＭ２Ｒを安定化または固定する立体構
造選択的な結合剤を提供することによって、この問題を解決する。これは、受容体アゴニ
スト、インバースアゴニスト、アンタゴニストおよび／またはモジュレーターならびにム
スカリン性アセチルコリン受容体の阻害剤を迅速および確実にスクリーニングし、これら
を区別できるようにし、そのため、所望の薬理学的特性を有するリガンドを同定する可能
性を増加させる。特に、立体構造選択的な結合剤、それを含む複合体、それを含む宿主細
胞、ならびに宿主細胞培養物またはそれらに由来する膜調製物が提供され、それに対する
特定の選択性は本明細書において以上で説明され、この目的に特に適切であり、さらに、
様々な事情でスクリーニングするための免疫原または選択試薬として用いることができる
。
【０１２３】
　これをさらに例証するために、ムスカリン性アセチルコリン受容体Ｍ２の活性立体構造
を認識する本発明の立体構造選択的な結合剤は、好ましくは、アゴニストをスクリーニン
グするためにスクリーニングアッセイにおいて使用され、これは、それらが、インバース
アゴニストまたはアンタゴニストと比較して、アゴニストの親和性を増加させるためであ
る。相互に、ムスカリン性アセチルコリン受容体Ｍ２の不活性状態の立体構造を安定化さ
せる結合剤は、アゴニストまたはアンタゴニストと比較して、インバースアゴニストに対
する親和性を増加させる。このような結合剤は、好ましくは、インバースアゴニストをス
クリーニングするために使用される。
【０１２４】
　したがって、好ましい実施形態によれば、本発明は、本発明の立体構造選択的な結合剤
、それを含む複合体、それを含む宿主細胞、宿主細胞培養物、またはそれらに由来する膜
調製物を、ムスカリン性アセチルコリン受容体、特にＭ２Ｒの立体構造選択的結合パート
ナーのスクリーニングおよび／または同定プログラムにおいて使用することを包含し、最
終的には、潜在的な新規の薬物候補を導く可能性がある。
【０１２５】
　一実施形態によれば、本発明は、立体構造選択的な化合物を同定する方法を想定し、該
方法は、
（ｉ）ムスカリン性アセチルコリン受容体、特にＭ２Ｒと、前記受容体に特異的に結合す
る立体構造選択的な結合剤を含む複合体を用意する工程、および
（ｉｉ）試験化合物を用意する工程、および
（ｉｉｉ）複合体において構成されたＭ２Ｒに対する試験化合物の選択的結合を評価する
工程
を含む。
【０１２６】
　立体構造選択的な結合剤、複合体、宿主細胞、宿主細胞培養物およびそれらの膜調製物
に対する特定の優先性は、本発明の先の態様に関して上記で定義された通りである。
【０１２７】
　好ましい実施形態において、立体構造選択的な結合剤、ムスカリン性アセチルコリン受
容体または立体構造選択的な結合剤とムスカリン性アセチルコリン受容体を含む複合体は
、本明細書に記載されるスクリーニング方法のいずれかにおいて使用されるとき、全細胞
、または細胞（細胞小器官）抽出物、例えば、その膜抽出物もしくは画分として提供され
、または脂質層またはベシクル（天然および／もしくは合成の脂質を含む。）、高密度脂
質粒子、または任意のナノ粒子、例えば、ナノディスクに組み込まれてもよく、またはウ
イルスまたはウイルス様粒子（ＶＬＰ）として提供され、その結果、それぞれのタンパク
質の十分な機能性が保持される。膜断片または膜界面活性剤抽出物からのＧＰＣＲを調製
するための方法は、参照により本明細書に組み込まれるＣｏｏｐｅｒ（２００４）におい
て詳細に概説されている。または、受容体および／または複合体はまた、界面活性剤に可
溶化することができる。可溶化された受容体調製物の非限定的な例としてはまた、実施例
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の節において提供される。
【０１２８】
　創薬のためのスクリーニングアッセイは、固相（例えば、ビーズ、カラム、スライド、
チップもしくはプレート）または溶液相アッセイ、例えば、放射性リガンド結合アッセイ
などの結合アッセイであってもよい。ハイスループットアッセイでは、９６、３８４また
は１５３６ウェルのフォーマットで１日に最大数千個の異なる化合物をスクリーニングす
ることができる。例えば、マイクロタイタープレートの各ウェルは、選択された潜在的な
モジュレーターに対する別々のアッセイを行うために使用することができ、または濃度も
しくはインキュベート時間効果が観察されなければならない場合、５から１０ウェル毎に
単一モジュレーターを試験することができる。したがって、単一の標準的なマイクロタイ
タープレートは、約９６個のモジュレーターをアッセイすることができる。１日あたり多
数のプレートをアッセイすることができる；約６，０００個、２０，０００個、５０，０
００個またはそれらを超える異なる化合物のアッセイスクリーニングは、当日可能である
。好ましくは、ムスカリン受容体の立体構造選択的化合物のスクリーニングは、宿主細胞
、または宿主細胞培養物、またはそれらに由来する膜調製物から開始して行われる。
【０１２９】
　様々な方法が、安定化されたムスカリン受容体と試験化合物の間の結合を決定するため
に使用され得、例えば、フローサイトメトリー、放射性リガンド結合アッセイ、酵素結合
免疫吸着アッセイ（ＥＬＩＳＡ）、表面プラズモン共鳴アッセイ、チップベースアッセイ
、イムノサイトフルオレッセンス、酵母ツーハイブリッド技術およびファージディスプレ
イが挙げられ、これらは、当該技術分野において、例えば、Ｓａｍｂｒｏｏｋら、（２０
０１）、Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ、Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａ
ｌ．第３版　Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｐｒｅｓ
ｓ、Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ、ＮＹにおいて記載され、一般的な方法であ
る。試験化合物と膜タンパク質の間の結合を検出するための他の方法としては、イオンス
プレー質量分析／ＨＰＬＣ法または他の（生物）物理学的および分析的方法を伴う限外濾
過が挙げられる。蛍光共鳴エネルギー移動は（ＦＲＥＴ）法はまた、例えば、当業者に周
知であり、使用されてもよい。結合した試験化合物は、本明細書においてさらに記載され
るように、ペプチド標識、核酸標識、化学標識、蛍光標識、または放射性同位体標識など
の、化合物と結合した固有の標識またはタグを用いて検出することができることが認識さ
れる。
【０１３０】
　特に好ましい実施形態によれば、立体構造選択的化合物を同定するための上記方法は、
リガンド結合アッセイまたは競合アッセイ、さらにより好ましくは、放射性リガンド結合
または競合アッセイによって行われる。最も好ましくは、立体構造選択的な化合物を同定
するための上記方法は、比較アッセイ、より具体的には、比較リガンド競合アッセイ、さ
らにより具体的には、比較放射性リガンド競合アッセイにおいて行われる。
【０１３１】
　上述の方法が比較アッセイで行われる場合には、前記方法は、対象とする機能的立体構
造、好ましくは活性立体構造の立体構造選択的な結合剤によって安定化されたＭ２Ｒにつ
いての試験化合物の結合を、対照への試験化合物の結合と比較する工程を含むことが理解
される。本発明の範囲内で、対照は、立体構造選択的な結合剤の非存在下、または対応す
るＭ２Ｒに対して指向されずおよび／または特異的に結合しない結合剤である模擬結合剤
（対照結合剤もしくは無関係結合部分とも呼ばれる。）の存在下で、対応するＭ２Ｒであ
ってもよい。
【０１３２】
　特定の好ましい実施形態において、上記で記載される方法のいずれかにおいて、受容体
への試験化合物の選択的結合を評価する工程は、受容体についての試験化合物の親和性（
本明細書において定義されている。）を測定および／または計算することによって行われ
る。
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【０１３３】
　多くの場合、受容体の立体構造選択的な結合パートナーについてのハイスループットス
クリーニングが好ましい。これは、整列され得、または他には多重化され得る適切な固体
表面または表面への、本発明の立体構造選択的な結合剤、ムスカリン性アセチルコリン受
容体、または立体構造選択的な結合剤とムスカリン性アセチルコリン受容体を含む複合体
のいずれかの固定化によって促進されてもよい。適切な固体支持体の非限定的な例として
は、ビーズ、カラム、スライドガラス、チップまたはプレートが含まれる。
【０１３４】
　より具体的には、固体支持体は、粒子（例えば、一般に抽出カラムに使用される、ビー
ズもしくは顆粒）または平面、ひだ状またはホローファーバーもしくはチューブであり得
るシート形態（例えば、膜もしくはフィルター、ガラスもしくはプラスチックスライド、
マイクロタイターアッセイプレート、ディップスティック、キャピラリー充填デバイスも
しくはそのようなもの）であってもよい。以下のマトリックスが例として与えられ、網羅
的ではないが、このような例としては、シリカ（多孔性非晶質シリカ）、すなわち、Ｂｉ
ｏｔａｇｅ（Ｄｙａｘ　Ｃｏｒｐ．の一部門）によって供給される６０Ａ不規則シリカ（
３２－６３μｍもしくは３５－７０μｍ）、アガロースもしくはポリアクリルアミド支持
体、例えば、Ａｍｅｒｓｈａｍ　Ｐｈａｒｍａｃｉａ　Ｂｉｏｔｅｃｈによって供給され
る製品のＳｅｐｈａｒｏｓｅレンジ、またはＢｉｏ－Ｒａｄによって供給されるＡｆｆｉ
－Ｇｅｌ支持体を挙げることができる。さらに、Ｂｉｏ－Ｒａｄによって供給される圧安
定性Ａｆｆｉ－Ｐｒｅｐ支持体などのマクロ多孔性ポリマーがある。利用することができ
る他の支持体としては、デキストラン、コラーゲン、ポリスチレン、メタクリル酸塩、ア
ルギン酸カルシウム、制御された細孔ガラス、アルミニウム、チタン、および多孔質セラ
ミックスが挙げられる。または、固体表面は、質量依存センサーの一部、例えば、表面プ
ラズモン共鳴検出器を含んでもよい。市販の支持体のさらなる例としては、例えば、Ｐｒ
ｏｔｅｉｎ　Ｉｍｍｏｂｉｌｉｓａｔｉｏｎ、Ｒ．Ｆ．Ｔａｙｌｏｒ編、Ｍａｒｃｅｌ　
Ｄｅｋｋｅｒ，Ｉｎｃ．，Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ、（１９９１）において検討されている。
【０１３５】
　固定化は、非共有結合または共有結合のいずれであってもよい。特に、立体構造選択的
な結合剤、ムスカリン性アセチルコリン受容体または立体構造選択的な結合剤とムスカリ
ン性アセチルコリン受容体を含む複合体の固体表面上の非共有結合固定化または吸着は、
当業者によって公知の標準的な技術に従って、結合剤に結合した分子タグ（例えば、ビオ
チンタグ、ヒスチジンタグなど）を認識する、抗体、またはストレプトアビジンもしくは
アビジン、または金属イオンのいずれかを用いた表面コーティングを介して生じさせても
よい。
【０１３６】
　特に、立体構造選択的な結合剤、ムスカリン性アセチルコリン受容体または立体構造選
択的な結合剤とムスカリン性アセチルコリン受容体を含む複合体は、従来のカップリング
化学を用いて、共有結合架橋によって固体表面に結合させてもよい。固体表面は、共有結
合に適した架橋性残基を自然に含んでもよく、または当該技術分野において周知の方法に
従って、適切な架橋性基を導入するためにコーティングされもしくは誘導体化されてもよ
い。特定の一実施形態において、固定化されたタンパク質の十分な官能性は、化学スペー
サーアームを含んでいない反応性部分を介して、所望のマトリックスに直接共有結合の後
に保持される。固体支持体上の抗体（断片）の固定化法に関するさらなる例およびより詳
細な情報は、Ｊｕｎｇら（２００８）において報告され；同様に、膜受容体の固定化法は
、Ｃｏｏｐｅｒ（２００４）に概説されている；ともに参照により本明細書に組み込まれ
る。
【０１３７】
　特に部位特異的変異誘発法を介した分子生物学の進歩は、タンパク質配列中の特定のア
ミノ酸残基の変異を可能にする。特定のアミノ酸の（公知のまたは推定される構造を有す
るタンパク質における）リジンまたはシステイン（または所望のアミノ酸）への変異は、
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例えば、共有結合のための特定の部位を提供し得る。また、結合したタンパク質の配向を
制御する効果において、化学的結合（Ｋａｌｌｗａｓｓら、１９９３）に関与する表面の
利用可能なアミノ酸の分布を変更するために、特定のタンパク質を再操作することが可能
である。同様のアプローチは、複合体に含まれるかどうかに関わりなく、本発明の立体構
造選択的な結合剤、ならびに立体構造的に安定化されたムスカリン受容体に適用し得、そ
の結果、天然または非天然アミノ酸のいずれかを含む他のペプチドテールまたはドメイン
を付加することなしに配向固定化の手段を与える。抗体または抗体断片、例えばナノボデ
ィの場合には、フレームワーク領域における変異の導入が好ましく、抗体（断片）の抗原
結合活性の崩壊を最小限に抑える。
【０１３８】
　好都合には、固定化されたタンパク質は、当該技術分野において従来の標準的な方法に
従って、本発明の固定化されたタンパク質を試験試料と接触させることによって、イムノ
アッセイなどの免疫吸着プロセス、例えば、ＥＬＩＳＡ、または免疫親和性精製プロセス
において使用されてもよい。または、特にハイスループット目的のために、固定化された
タンパク質は、配列され得るまたは他には多重化され得る。好ましくは、本発明の固定化
されたタンパク質は、ムスカリン受容体、特にＭ２Ｒの特定の立体構造に特異的に結合す
る化合物のスクリーニングおよび選択のために使用される。
【０１３９】
　立体構造選択的な結合剤または標的ムスカリン受容体のいずれかは、実施するために必
要とする応用のタイプまたはスクリーニングのタイプに依存して固定化されてもよいこと
が認識される。また、（受容体の特定の立体構造エピトープを標的とする）立体構造選択
的な結合剤の選択は、受容体の配向、したがって、化合物同定の所望の結果、例えば、前
記立体構造的に安定化された受容体の細胞外部分、膜内部分または細胞内部分に特異的に
結合する化合物を決定する。
【０１４０】
　代替の実施形態において、試験化合物（または試験化合物のライブラリー）は、チップ
表面などの固相表面上に固定化されてもよく、一方、立体構造選択的な結合剤およびムス
カリン受容体は、例えば、界面活性剤溶液中または膜状調製物で提供される。
【０１４１】
　したがって、特定の一実施形態において、本発明の立体構造選択的な結合剤を固定化さ
せる固体支持体は、上記のスクリーニング法のいずれかにおいて使用するために提供され
る。
【０１４２】
　最も好ましくは、立体構造選択的な結合剤、およびムスカリン受容体、および試験化合
物のいずれも、例えば、溶液のファージディスプレイ選択、または放射性リガンド結合ア
ッセイにおいて固定化されない。
【０１４３】
　試験されるべき化合物は、任意の小化合物、または巨大分子、例えば、タンパク質、糖
、核酸もしくは脂質であってもよい。典型的には、試験化合物は、小化合物、ペプチド、
抗体またはそれらの断片である。いくつかの例において、試験化合物が、試験化合物のラ
イブラリーであってもよいことが認識される。特に、本発明のアゴニスト、アンタゴニス
トまたはインバースアゴニストおよび／またはモジュレーターなどの治療用化合物につい
てのハイスループットスクリーニングアッセイは、本発明の一部を形成する。ハイスルー
プットの目的のために、化合物ライブラリーまたはコンビナトリアルライブラリー、例え
ば、アロステリック化合物ライブラリー、ペプチドライブラリー、抗体ライブラリー、断
片ベースのライブラリー、合成化合物ライブラリー、天然化合物ライブラリー、ファージ
ディスプレイライブラリーなどが用いられてもよい。このようなライブラリーを調製およ
びスクリーニングするための方法は当業者に公知である。
【０１４４】
　試験化合物は、場合により、検出可能な標識に共有結合または非共有結合されてもよい
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。それらを結合し、使用しおよび検出するための適切な検出可能な標識および技術は、当
業者に明確であり、限定されないが、分光学的、光化学的、生化学的、免疫化学的、電気
的、光学的または化学的手段によって検出可能な任意の組成物が挙げられる。有用な標識
としては、磁気ビーズ（例えば、ダイナビーズ）、蛍光色素（例えば、全てのアレクサフ
ルオロ色素、フルオレセインイソチオシアネート、テキサスレッド、ローダミン、緑色蛍
光タンパク質など）、放射標識（例えば、３Ｈ、１２５Ｉ、３５Ｓ、１４Ｃまたは３２Ｐ
）、酵素（例えば、西洋ワサビペルオキシダーゼ、アルカリホスファターゼ）、比色標識
、例えば、コロイド金または着色ガラスもしくはプラスチック（例えば、ポリスチレン、
ポリプロピレン、ラテックスなど）のビーズが挙げられる。このような標識を検出する手
段は、当業者に周知である。したがって、例えば、放射性標識は、写真フィルムまたはシ
ンチレーションカウンターを用いて検出されてもよく、蛍光マーカーは、発光を検出する
ために光検出器を用いて検出されてもよい。酵素標識は、典型的には、酵素に基質を与え
、基質における酵素の作用によって産生された反応生成物を検出することによって検出さ
れ、比色標識は、単に着色標識を可視化することによって検出される。他の適切な検出可
能な標識は、結合剤に関する本発明の第一の態様との関連で先に記載された。
【０１４５】
　したがって、特定の実施形態によれば、上記のスクリーニング方法のいずれかにおいて
使用される試験化合物は、本明細書において先に定義されるように、ポリペプチド、ペプ
チド、小分子、天然産物、ペプチド模倣物、核酸、脂質、リポペプチド、炭水化物、抗体
またはそれに由来する任意の断片、例えば、Ｆａｂ、Ｆａｂ’およびＦ（ａｂ’）２、Ｆ
ｄを、一本鎖Ｆｖ（ｓｃＦｖ）、一本鎖抗体、ジスルフィド連結されたＦｖ（ｄｓＦｖ）
およびＶＬまたはＶＨドメインを含む断片、重鎖抗体（ｈｃＡＢ）、単一ドメイン抗体（
ｓｄＡｂ）、ミニボディ、ラクダ重鎖抗体に由来する可変ドメイン（ＶＨＨまたはナノボ
ディ）、サメ抗体に由来する新規な抗原受容体の可変ドメイン（ＶＮＡＲ）、タンパク質
スキャフォールド、例えば、アルファボディ、プロテインＡ、プロテインＧ、設計された
アンキリンリピートドメイン（ＤＡＲＰｉｎ）、ＩＩＩ型フィブロネクチンリピート、ア
ンチカリン、ノッチン、操作されたＣＨ２ドメイン（ナノ抗体）を含む群から選択される
。
【０１４６】
　好ましい一実施形態において、ハイスループットスクリーニング法は、大多数の潜在的
な治療的リガンドを含むコンビナトリアルケミカルまたはペプチドライブラリーを提供す
ることを伴う。次に、このような「コンビナトリアルライブラリー」または「化合物ライ
ブラリー」は、所望の特徴的な活性を示すそれらのライブラリーメンバー（特定の化学種
またはサブクラス）を同定するために、本明細書に記載されるように、１つ以上のアッセ
イでスクリーニングされる。「化合物ライブラリー」は、通常、最終的にはハイスループ
ットスクリーニングに使用される保存された化学物質の集合体である。「コンビナトリア
ルライブラリー」は、試薬などの多数の化学的「ビルディングブロック」を組み合わせる
ことによって、化学合成または生物学的合成のいずれかによって生成された多様な化合物
の集合体である。コンビナトリアルライブラリーの調製およびスクリーニングは、当業者
に周知である。このようにして同定された化合物は、従来の「リード化合物」として機能
することができ、または、それ自体が潜在的なもしくは実際の治療薬として使用すること
ができる。したがって、さらなる一実施形態において、本明細書において上記で記載され
るスクリーニング法は、特定の立体構造のムスカリン受容体に選択的に結合することが示
されている試験化合物を修飾し、特定の立体構造に存在する場合、修飾された試験化合物
が受容体に結合するかどうかを決定することをさらに含む。
【０１４７】
　一実施形態において、化合物が、受容体リガンド（本明細書において定義されている。
）へのムスカリン受容体の結合を変更するかどうかが決定される。リガンドに対する受容
体の結合は、本明細書に記載されるように、当該技術分野において公知の標準的なリガン
ド結合法を用いてアッセイすることができる。例えば、リガンドは、蛍光標識または放射
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性標識され得る。アッセイは、全細胞上で、または細胞から得られた膜もしくは界面活性
剤を用いて水溶化された受容体上で行ってもよい。化合物は、標識されたリガンドの結合
を変更するその能力によって特徴付けられる（実施例の節を参照されたい。）。化合物は
、受容体とそのリガンドの間の結合を減少させることができ、または受容体とそのリガン
ドの間の結合を少なくとも２倍、３倍、４倍、５倍、１０倍、２０倍、３０倍、５０倍、
１００倍で増加させることができる。
【０１４８】
　したがって、より具体的な実施形態によれば、本発明の立体構造選択的な結合剤、ムス
カリン受容体と受容体リガンドを含む複合体は、上記のスクリーニング方法のいずれかに
おいて使用することができる。好ましくは、受容体リガンドは、小分子、ポリペプチド、
抗体またはそれらに由来する任意の断片、天然物などを含む群から選択される。より好ま
しくは、受容体リガンドは、本明細書において以前に記載されているように、完全アゴニ
スト、または部分アゴニスト、偏ったアゴニスト、アンタゴニスト、またはインバースア
ゴニストである。
【０１４９】
　特定の実施形態によれば、上記のスクリーニング法のいずれかにおいて使用される試験
化合物は、生物学的試料として提供される。特に、試料は、個体から採取された任意の適
切な試料であり得る。例えば、試料は、血液、血清、血漿、脊髄液などの体液試料であっ
てもよい。
【０１５０】
　また、対象とする特定の立体構造のムスカリン受容体、特にＭ２Ｒへの結合を確立する
ことに加えて、受容体における化合物の機能的効果を決定することが望まれる。例えば、
化合物は、受容体の生物学的機能、特に下流の受容体シグナル伝達の調節（活性化または
阻害）をもたらすムスカリン受容体に結合することができる。細胞内シグナル伝達のこの
調節は、オルトまたはアロステリック的に発生する可能性がある。化合物は、受容体シグ
ナル伝達を活性化もしくは増加させるように；または、受容体シグナル伝達を減少もしく
は阻害させるように、ムスカリン受容体に結合してもよい。化合物はまた、受容体の構成
的活性を遮断するように、ムスカリン受容体に結合することができる。化合物はまた、ア
ロステリック調節を媒介する（例えば、アロステリック部位で受容体に結合する。）よう
に、ムスカリン受容体に結合してもよい。このような方法で、化合物は、受容体において
異なる領域（例えば、アロステリック部位）に結合することによって受容体機能を調節し
得る。例えば、Ｇｅｏｒｇｅら、２００２；Ｋｅｎａｋｉｎ、２００２；Ｒｉｏｓら、２
００１を参照されたい。本発明の化合物はまた、受容体を介したシグナル伝達の持続時間
を延長し、またはそれらは、受容体－リガンド親和性を増大させることによって、受容体
シグナル伝達を増強するように、ムスカリン受容体に結合することができる。さらに、化
合物はまた、受容体の機能的ホモマーまたはヘテロマーの集合を阻害または増強するよう
に、ムスカリン受容体に結合することができる。化合物および／またはそれらを含む組成
物の有効性は、関与する特定の疾患または障害に応じて、任意の適したインビトロのアッ
セイ、細胞ベースのアッセイ、それ自体が公知であるインビボのアッセイおよび／または
動物モデル、または任意のそれらの組合せを用いて試験することができる。
【０１５１】
　本発明の立体構造選択的結合因子、複合体、宿主細胞およびそれらの誘導体は、さらに
操作されてもよく、したがって、細胞ベースのアッセイを開発または改良するために特に
有用なツールであることが理解される。細胞ベースのアッセイは、化合物の新規な生物学
的標的および生物活性の作用機序を評価するために重要である。例えば、限定する目的で
なく、ＧＰＣＲに関する現在の細胞ベースのアッセイとしては、経路の活性化（Ｃａ２＋

放出、ｃＡＭＰ生成または転写活性）；ＧＦＰを用いたＧＰＣＲおよび下流の要素をタグ
化することによって、タンパク質輸送の測定；ならびに、Ｆｏｒｓｔｅｒ共鳴エネルギー
移動（ＦＲＥＴ）、生物発光共鳴エネルギー移動（ＢＲＥＴ）または酵母ツーハイブリッ
ドアプローチを用いた、タンパク質間の相互作用を直接測定が挙げられる。
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【０１５２】
　さらに、ムスカリン受容体に対する抗体、好ましくは立体構造選択的抗体を生じさせる
ために、ムスカリン受容体、特にＭ２Ｒと、前記受容体に対して指向されるおよび／もし
くは特異的に結合する立体構造選択的な結合剤を含む複合体を用いて、または前記複合体
もしくはその誘導体を含む宿主細胞を用いて、動物を免疫することが特に有利であり得る
。したがって、このような免疫法はまたここに想定される。インビボで抗体を生じさせる
ための方法は、当該技術分野において公知であり、また本明細書において以上に記載され
ている。任意の適切な動物、例えば、温血動物、特に哺乳動物、例えば、ウサギ、マウス
、ラット、ラクダ、ヒツジ、ウシ、サメもしくはブタ、またはニワトリもしくは七面鳥な
どの鳥類は、免疫応答の生成に適した当該技術分野において周知の技術のいずれかを用い
て免疫化され得る。免疫化後、細菌、酵母、糸状ファージ、リボソームもしくはリボソー
ムサブユニットまたは他のディスプレイ系において発現させる、免疫グロブリン遺伝子ま
たはその一部をコードする発現ライブラリーは、当該技術分野において周知の技術に従っ
て作製することができる。それだけでなく、生成される抗体ライブラリーは、本明細書に
おいて以上に記載されているスクリーニング法のいずれかにおいて使用するための適切な
試験化合物の集合体を含む。本明細書において上記に記載される、生じされた抗体はまた
、特定の立体構造のムスカリン受容体を特異的に検出するための有用な診断ツールであっ
てもよく、したがって、本発明の部分を形成してもよい。
【０１５３】
　一実施形態において、ムスカリン受容体、特にＭ２Ｒと、ムスカリン受容体に対して指
向されおよび／または特異的に結合する立体構造選択的な結合剤を含む複合体は、上記で
記載されるスクリーニング法のいずれかによって、受容体に結合する抗体または抗体断片
を含む立体構造選択的な結合剤を選択するために使用されてもよい。当業者は、このよう
な結合剤は、非限定的な例として、とりわけ、細胞表面上に結合剤を発現する細胞、バク
テリオファージ表面でｇｅｎＩＩＩと結合剤の融合体を表示するバクテリオファージ、も
しくは接合因子タンパク質Ａｇａ２Ｐの融合体を表示する酵母細胞のセット、集合体また
はライブラリーをスクリーニングすることによって、またはリボソームディスプレイによ
って選択され得る。
【０１５４】
治療的および診断的適用
　本発明のさらなる態様は、本発明の治療的有効量の立体構造選択的な結合剤と、医薬と
して許容される担体、アジュバントまたは希釈剤の少なくとも１つを含む医薬組成物に関
する。
【０１５５】
　「担体」または「アジュバント」、特に「医薬として許容される担体」または「医薬と
して許容されるアジュバント」は、それ自体が組成物を受ける個人に有害な抗体の産生を
誘導せず、およびそれらが防御を誘発しない任意の適切な賦形剤、希釈剤、担体および／
またはアジュバントである。そのため、医薬として許容される担体は、本質的に無毒性お
よび非治療的であり、当業者に公知である。適切な担体またはアジュバントは、典型的に
は、以下の非網羅的リスト：タンパク質、多糖類、ポリ乳酸、ポリグリコール酸、重合ア
ミノ酸、アミノ酸コポリマーおよび不活性ウイルス粒子などの大きなゆっくり代謝される
巨大分子に含まれる化合物のうちの１つ以上を含む。担体またはアジュバントは、非限定
的な例として、リンゲル液、デキストロース溶液またはハンクス液であってもよい。また
、固定油およびオレイン酸エチルなどの非水溶液が使用されてもよい。好ましい賦形剤は
、生理食塩水中の５％デキストロースである。賦形剤は、緩衝剤および保存剤を含む、等
張性および化学的安定性を増強する物質などの少量の添加剤を含有してもよい。
【０１５６】
　本発明の立体構造選択的な結合剤またはその医薬組成物の投与は、経口、吸入または非
経口投与によってもよい。特定の実施形態において、結合剤は、髄腔内または脳室内投与
を通じて送達される。活性化合物は、単独で投与されてもよく、または好ましくは医薬組
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成物として処方されてもよい。タンパク質結合ドメインによって認識される抗原を発現し
ているある種の疾患または障害を治療するのに有効な量は、治療を受けている障害の性質
および重症度ならびに哺乳動物の体重などの通常の要因に依存する。しかしながら、単位
用量は、通常、タンパク質結合ドメインまたはその医薬組成物の０．１ｍｇから１ｍｇ、
例えば、０．１から５００ｍｇ、例えば、０．１から５０ｍｇまたは０．１から２ｍｇの
範囲である。単位用量は、通常、１カ月に１回、１週間に１回または１週間に２回、１日
に１回以上、例えば、１日に２、３もしくは４回、より通常には１日に１から３回投与さ
れる。大いに好ましくは、結合剤またはその医薬組成物は、単位用量経口、非経口または
吸入組成物などの単位用量組成物の形態で投与される。このような組成物は、混合によっ
て調製され、経口、吸入または非経口投与のために適切に適合され、したがって、錠剤、
カプセル、経口液体調製物、粉末、顆粒、トローチ、再構成可能粉末、注射可能および注
入可能な溶液または懸濁液または坐薬またはエアロゾルの形態であってもよい。経口投与
のための錠剤およびカプセルは、通常、単位用量で提示され、結合剤、充填剤、希釈剤、
成形剤、潤滑剤、崩壊剤、着色剤、香味料および湿潤剤などの従来の賦形剤を含有する。
錠剤は、当該技術分野において周知の方法に従ってコーティングされてもよい。使用に適
した充填剤としては、セルロース、マンニトール、ラクトースおよび他の類似の薬剤が挙
げられる。適切な崩壊剤としては、デンプン、ポリビニルピロリドンおよびデンプングリ
コール酸ナトリウムなどのデンプン誘導体が挙げられる。適切な潤滑剤としては、例えば
、ステアリン酸マグネシウムが挙げられる。適切な医薬として許容される湿潤剤としては
、ラウリル硫酸ナトリウムが挙げられる。これらの固形経口組成物は、混和、充填、成形
などの従来の方法によって調製され得る。繰り返し混和操作は、活性薬剤を大量の充填剤
を用いてそれらの組成物全体に分配するために使用されてもよい。このような操作は、当
然のことながら、当該技術分野において慣習的である。経口液体調製物は、例えば、水性
もしくは油性懸濁液、溶液、乳濁液、シロップもしくはエリキシル剤の形態であってもよ
く、または使用前に水もしくは他の適切な溶媒を用いて再構成するための乾燥製品として
提示されてもよい。このような液体調製物は、懸濁剤、例えば、ソルビトール、シロップ
、メチルセルロース、ゼラチン、ヒドロキシエチルセルロース、カルボキシメチルセルロ
ース、ステアリン酸アルミニウムゲルもしくは水素化食用脂肪、乳濁剤、例えば、レシチ
ン、ソルビタンモノオレエートまたはアカシア；非水性ベシクル（食用油を含んでもよい
。）、例えば、アーモンド油、ヤシ油、グリセリン、プロピレングリコールもしくはエチ
ルアルコールのエステルなどの油性エステル；保存剤、例えば、メチルもしくはプロピル
ｐ－ヒドロキシベンゾエートまたはソルビン酸などの従来の添加剤、および必要に応じて
従来の香味剤または着色剤を含有してもよい。また、経口製剤は、腸溶コーティングを有
する錠剤または顆粒などの従来の持続放出製剤を含む。好ましくは、吸入のための組成物
は、スナッフまたはネブライザー用のエアロゾルもしくは溶液としてまたは吹送のための
超微粒粉末として、単独またはラクトースなどの不活性担体と組み合わせて気道に投与す
るために提示される。このような場合、活性化合物の粒子は、適切には、５０ミクロン未
満、好ましくは１０ミクロン未満、例えば、２から５ミクロンなどの１から５ミクロンの
直径を有する。好適な吸入用量は、０．０５から２ｍｇ、例えば、０．０５から０．５ｍ
ｇ、０．１から１ｍｇまたは０．５から２ｍｇの範囲である。非経口投与に関して、本発
明の化合物および無菌ベシクルを含有する液体単位剤形が調製される。活性化合物は、ベ
シクルおよび濃度に応じて、懸濁または溶解することが可能である。非経口溶液は、通常
、化合物をベシクルに溶解させ、濾過殺菌後、適切なバイアルまたはアンプルに充填して
密封することにより調製されてもよい。有利には、局所麻酔薬、保存剤および緩衝剤など
のアジュバントはまたベシクルに溶解させる。安定性を増強させるために、組成物は、バ
イアルに充填し、真空下で水を除去した後に凍結させることができる。非経口懸濁液は、
溶解させる代わりに、化合物をベシクルに懸濁させ、無菌溶媒に懸濁させる前にエチレン
オキシドに曝露して殺菌すること以外は、実質的に同じ方法で調製される。有利には、界
面活性剤または湿潤剤が組成物に含まれて、活性化合物の均一分布を促進する。必要に応
じて、少量の気管支拡張剤、例えば、イソプレナリン、イソエタリン、サルブタモール、
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フェニレフリンおよびエフェドリンなどの交感神経刺激アミン；テオフィリンおよびアミ
ノフィリンなどのキサンチン誘導体ならびにプレドニゾロンなどの副腎皮質ステロイドな
らびにＡＣＴＨなどの副腎刺激剤を含んでもよい。一般的方法であるように、組成物は、
通常、関連する医学的処置において使用するための文書または印刷された説明書を伴う。
【０１５７】
　生物製剤の場合では、立体構造選択的な結合剤の細胞内への送達は、ペプチド、ポリペ
プチドおよびタンパク質について記載された通りに実施されてもよい。抗原が細胞外であ
るまたは細胞外ドメインである場合、結合剤は、細胞内に送達する必要なしで、このドメ
インに結合することによってその機能を発揮し得る。本明細書に記載される本発明の結合
剤は、ムスカリン受容体の細胞内立体構造エピトープを標的としてもよい。これらの結合
剤を細胞内部で効果的で安全な治療薬として使用するために、細胞内送達は、当該技術分
野において公知のタンパク質形質導入または送達システムによって増強され得る。タンパ
ク質形質導入ドメイン（ＰＴＤ）は、生体膜を通過して移動するそれらの能力のために薬
物送達分野においてかなりの関心を集めてきた。ＰＴＤは、この明らかな移動活性を、そ
れらがコンジュゲートしている、複合体化しているまたは融合しているタンパク質および
他の巨大分子カーゴに与える比較的短い（１－３５アミノ酸）配列である（Ｓａｗａｎｔ
　ａｎｄ　Ｔｏｒｃｈｉｌｉｎ、２０１０）。例えば、ＨＩＶ由来ＴＡＴペプチド（ＹＧ
ＲＫＫＲＲＱＲＲＲ）は、小分子からタンパク質、ペプチド、医薬としてのナノ担体およ
び造影剤の範囲までに及ぶ様々な薬剤の細胞内送達に広く使用されてきた。または、受容
体媒介性エンドサイトーシス機構はまた、細胞内薬物送達に使用することができる。例え
ば、トランスフェリン受容体媒介性の内在化経路は、薬物およびタンパク質の部位特異的
送達のために開発されてきた効率的な細胞取り込み経路である（Ｑｉａｎら、２００２）
。これは、化学的には、トランスフェリンと治療薬もしくはタンパク質のコンジュゲーシ
ョンによって、または一般的には治療ペプチドもしくはタンパク質のトランスフェリンの
構造内への注入によって達成される。天然に存在するタンパク質（例えば、鉄結合タンパ
ク質トランスフェリン）は、これらのタンパク質が生分解性、無毒性および非免疫原性で
あるので薬物ターゲティングのこの分野では非常に有用である。さらに、それらは、それ
らの受容体が細胞表面に大量に存在するために部位特異的ターゲティングを達成すること
ができる。さらに他の送達システムとしては、限定する目的でなく、ポリマーおよびリポ
ソームに基づく送達システムが含まれる。
【０１５８】
　本発明の立体構造選択的な結合剤の効力およびそれを含む組成物の効力は、関係する特
定の疾患または障害に応じて、任意の適切なインビトロのアッセイ、細胞ベースのアッセ
イ、インビボのアッセイおよび／もしくはそれ自体が公知の動物モデルまたはそれらの任
意の組合せを用いて試験することができる。
【０１５９】
　本発明の別の態様は、Ｍ２Ｒシグナル伝達活性を調節するための、本明細書に以前に記
載されている立体構造選択的な結合剤または組成物の使用に関する。
【０１６０】
　本明細書に記載されている本発明の立体構造選択的な結合剤は、受容体シグナル伝達を
活性化するもしくは増加するように；または代わりに受容体シグナル伝達を減少するもし
くは阻害するようにムスカリン受容体に結合してもよい。本発明の結合剤はまた、受容体
の構成的活性を遮断するように受容体に結合してもよい。本発明の結合剤はまた、アロス
テリック調節を媒介する（例えば、受容体にアロステリック部位で結合する。）ように受
容体に結合してもよい。このように、本発明の結合剤は、受容体中の異なる領域に（例え
ば、アロステリック部位に）結合させることによって受容体機能を調節し得る。例えば、
Ｇｅｏｒｇｅら（２００２）、Ｋｅｎａｋｉｎ（２００２）およびＲｉｏｓら（２００１
）を参照されたい。本発明の結合剤はまた、受容体を媒介したシグナル伝達の持続時間を
延長する、または受容体－リガンド親和性を増加させることによって受容体シグナル伝達
を増強するように受容体に結合してもよい。さらに、本発明の結合剤はまた、受容体機能
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的ホモマーまたはヘテロマーの組立てを阻害するまたは増強するように受容体に結合して
もよい。
【０１６１】
　特定の一実施形態において、本明細書に記載されている立体構造選択的な結合剤または
医薬組成物は、Ｇタンパク質を媒介したシグナル伝達をブロックする。
【０１６２】
　別の実施形態において、本発明はまた、ムスカリン受容体関連疾患、特にＭ２Ｒ関連疾
患の治療に使用するための、本明細書において上記で記載されている立体構造選択的な結
合剤または医薬組成物を想定する。
【０１６３】
　したがって、上記の立体構造選択的な結合剤のうちのいくらかは、治療的有用性を有し
得、状態を有する対象に、対象の状態を治療するために投与されてもよいことが理解され
る。立体構造選択的な結合剤の治療的有用性は、その受容体を介したシグナル伝達が状態
と連結している点で、結合剤が結合するムスカリン受容体によって決定され得る。立体構
造選択的な結合剤は、ムスカリン受容体を媒介した状態、特にＭ２Ｒを媒介した状態、例
えば、とりわけアルツハイマー病および認知障害、疼痛、ＩＢＤ、膠芽細胞腫（ｇｌｉｏ
ｍａｂｌａｓｔｏｍａ）を治療するために用いられてもよい。Ｏｎ－ｌｉｎｅ　Ｍｅｎｄ
ｅｌｉａｎ　Ｉｎｈｅｒｉｔａｎｃｅ　ｉｎ　Ｍａｎ　ｄａｔａｂａｓｅでの追加の例と
なるムスカリン受容体関連状態は、ＮＣＢＩのワールドワイドウェブサイトに見出される
。そのため、本発明の特定の実施形態はまた、ムスカリン受容体関連疾患または障害、特
にＭ２Ｒ関連疾患または障害を治療するための立体構造選択的な結合剤または医薬組成物
の使用を想定する。
【０１６４】
　ある特定の実施形態において、立体構造選択的な結合剤は、他の薬物物質と組み合わせ
て使用するための同時治療薬として、例えば、このような薬物の治療活性の増強剤として
、またはこのような薬物の投薬必要量もしくは潜在的な副作用を低減させる手段として用
いられてもよい。立体構造選択的な結合剤は、固定された医薬組成物中の他の薬剤物質と
混合され得るまたは他の薬剤物質の前に、それと同時に、その後に、別々に投与されても
よい。一般的に言えば、これらのプロトコールは、ムスカリン受容体関連疾患または障害
、具体的にはＭ２Ｒ関連疾患または障害を被っている個体に、宿主における受容体を調節
し、障害について個体を治療するために、ムスカリン受容体、特にＭ２Ｒを調節する有効
量の立体構造選択的な結合剤を投与することを伴う。
【０１６５】
　一部の実施形態において、ムスカリン受容体、特にＭ２Ｒの活性の減少が望ましい場合
、受容体の活性を減少させる１つ以上の化合物が投与されてもよく、一方、ムスカリン受
容体、特にＭ２Ｒの活性の上昇が望ましい場合、受容体の活性を上昇させる１つ以上の化
合物が投与されてもよい。
【０１６６】
　種々の個体が、本方法に従って治療可能である。一般的に、このような個体は、哺乳動
物または哺乳類であり、この場合、これらの用語は、肉食動物目（例えば、イヌおよびネ
コ）、齧歯目（例えば、マウス、モルモットおよびラット）および霊長目（例えば、ヒト
、チンパンジーおよびサル）を含む、哺乳動物綱内の生物を記載するのに広く使用されて
いる。多くの実施形態において、個体はヒトである。本治療法は、典型的には、このよう
な障害を有する個体またはこのような障害を避けたいと考えている個体に実施される。
【０１６７】
　さらに別の実施形態によれば、立体構造選択的な結合剤はまた、本明細書において上記
で記載されているムスカリン受容体関連疾患、特にＭ２Ｒ関連疾患または障害の診断また
は予後に有用であり得る。
【０１６８】
キットオブパーツ
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　本発明のさらに別の態様は、ムスカリン受容体、特にＭ２Ｒを標的とする立体構造選択
的な結合剤を含むキット、または本発明のムスカリン受容体を標的とする立体構造選択的
な結合剤を含む宿主細胞もしくは宿主細胞培養物もしくは膜調製物を含むキットに関する
。キットは、緩衝液、分子タグ、ベクター構築物、参照試料物質、および適切な固体支持
体などをさらに含んでもよい。このようなキットは、本明細書に記載されている本発明の
適用のいずれに有用であり得る。例えば、キットは、化合物スクリーニング適用に有用な
試験化合物（のライブラリー）を含んでいてもよい。
【実施例】
【０１６９】
実施例のための方法
　Ｍ２ムスカリン受容体の発現および精製。ヒトＭ２ムスカリン受容体遺伝子は、グリコ
シル化部位を除去し、アミノ末端ＦＬＡＧタグおよびカルボキシ末端８×Ｈｉｓタグを追
加するように修飾された。さらに、細胞内ループ３の残基２３３－３７４を削除した。こ
の領域は、以前には、構造化されていないことが示され（Ｉｃｈｉｙａｍａら、２００６
）、Ｇタンパク質結合に必須ではない（Ｓｈａｐｉｒｏら、１９８９）。アミノ末端ＦＬ
ＡＧエピトープタグとカルボキシ末端８×Ｈｉｓタグを有するヒトＭ２ムスカリン性受容
体は、ＢｅｓｔＢａｃバキュロウイルス系（発現系；Ｄａｖｉｓ、ＣＡ）を用いてＳｆ９
細胞において発現させた。細胞を４×１０６細胞／ｍＬの密度で感染させ、次に、２日間
、２７℃でインキュベートした。受容体を抽出し、Ｍ３ムスカリン受容体について以前に
記載されている方法（Ｋｒｕｓｅら、２０１２）で精製した。簡単に述べると、受容体を
、最初にＮｉ－ＮＴＡクロマトグラフィー、ＦＬＡＧアフィニティークロマトグラフィー
、次にサイズ排除クロマトグラフィーによって精製した。１μＭアトロピンは、全ての緩
衝液に含まれた。次に、受容体は、２５ｍＭのＨＥＰＥＳ　ｐＨ７．２を含有する緩衝液
中の５倍モル過剰のビオチン－ＮＨＳエステル（Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ；Ｓｔ．Ｌ
ｏｕｉｓ、ＭＯ）で標識された。室温にて３０分間のインキュベートおよび氷上で３０分
間のインキュベーション後、未反応の標識を５０ｍＭのＴｒｉｓ　ｐＨ８でクエンチした
。蛍光色素－ＮＨＳエステルで直接標識した試料を同時に調製した。その後、受容体は、
１０μＭチオトロピウム、１０μＭイペロキソ、またはリガンドを含まない緩衝液のいず
れかを含有する緩衝液中で脱塩された。リガンドを含有しない緩衝液中に溶出された受容
体は、室温で２０分間、５０μＭイペロキソマスタード（Ｍ２受容体への共有結合を可能
にするイペロキソの誘導体）で処理された。次に、試料を濃縮し、分注し、２０％（ｖ／
ｖ）グリセロールでフラッシュ凍結した。
【０１７０】
　ラマ免疫化試料。Ｍ２受容体は、上記のように調製され、ＦＬＡＧ洗浄工程で１０μＭ
で開始し、および全てのその後の緩衝液においてそれを含ませることによってイペロキソ
に結合させた。受容体は、１０：１（ｗ：ｗ）比のＤＯＰＣ（１，２－ジオレオイル－ｓ
ｎ－グリセロ－３－ホスホコリン、Ａｖａｎｔｉ　Ｐｏｌａｒ　Ｌｉｐｉｄｓ）とリピド
Ａで構成されるリン脂質ベシクルに再構成され、その後、１ｍｇ／ｍｌの受容体濃度で分
注し、注入前に１００μＬアリコートで凍結された。
【０１７１】
　ラマ免疫化。一頭のラマ（ラマ・グラマ）は、合計１ｍｇ受容体で６週間免疫された。
末梢血リンパ球を免疫した動物から単離し、総ＲＮＡを抽出した。ｃＤＮＡは、５０μｇ
の総ＲＮＡと２．５μｇのオリゴ－ｄＮ６プライマーを用いて調製された。ナノボディの
オープンリーディングフレームを記載（Ｃｏｎｒａｔｈら、２００１）されているように
増幅した。
【０１７２】
　免疫後Ｍ２ラマナノボディ酵母ライブラリーの構築。ＰＣＲのナノボディライブラリか
ら開始し、ナノボディＶＨＨ断片は、プライマーｐＹａｌＮＢ８０ＡＭＰＦ（ＣＡＴＴＴ
ＴＣＡＡＴＴＡＡＧＡＴＧＣＡＧ　ＴＴＡＣＴＴＣＧＣＴ　ＧＴＴＴＴＴＣＡＡＴ　ＡＴ
ＴＴＴＣＴＧＴＴ　ＡＴＴＧＣＴＡＧＣＧ　ＴＴＴＴＡＧＣＡＡＴ　ＧＧＣＣＣＡＧＧＴ
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Ｇ　ＣＡＧＣＴＧＣＡＧＧ　ＡＧ；配列番号１６５）とｐＹａｌＮＢ８０ＡＭＰＲ５ＣＣ
ＡＣＣＡＧＡＴＣ　ＣＡＣＣＡＣＣＡＣＣ　ＣＡＡＧＧＴＣＴＴＣＴ　ＴＣＧＧＡＧＡＴ
ＡＡ　ＧＣＴＴＴＴＧＴＴＣ　ＧＧＡＴＣＣＴＧＡＧ　ＧＡＧＡＣＧＧＴＧＡ　ＣＣＴＧ
ＧＧＴＣＣＣ；配列番号１６６）を用いたＰＣＲによって増幅された。次に、ＰＣＲ産物
は、線形化したｐＹａｌとともに酵母菌ＥＢＹ１００に同時形質転換され、０．６×１０
８個の形質転換体のライブラリーサイズを得た。
【０１７３】
　免疫後Ｍ２ラマナノボディライブラリーからのＭ２　Ｇｉ模倣ナノボディの選択。選択
の第１ラウンドについて、対抗選択は、膜タンパク質または二次染色試薬に対して非特異
的に結合する酵母クローンを除去するために、β２アドレナリン受容体に対して行われた
。１．０×１０９個の誘導された酵母をＰＢＥＭ緩衝液で洗浄し、その後、１時間、４℃
でカラゾロールと結合した１μＭのビオチン化β２受容体を含有する５ｍＬのＰＢＥＭ緩
衝液中で染色した。酵母をＰＢＥＭ緩衝液で洗浄し、次に、１５分間、４℃でＰＢＥＭ緩
衝液中の二次試薬としてストレプトアビジン－６４７を用いて染色した。酵母を再びＰＢ
ＥＭ緩衝液で洗浄し、１５分間、４℃で４．７５ｍＬのＰＢＥＭ緩衝液中の抗６４７マイ
クロビーズ（Ｍｉｌｔｅｎｙｉ）を用いて磁気標識した。その後、陽性標識された酵母、
β２受容体を結合する細胞は、ＬＤカラム（Ｍｉｌｔｅｎｙｉ）への適用によって除去さ
れた；次に、除かれたフロースルーを次の選択に用いた。Ｍ２受容体の活性状態を認識す
るクローンの陽性選択は、１時間、４℃にて２μＭイペロキソを用いて補足された５ｍＬ
のＰＢＥＭ緩衝液中のアゴニストのイペロキソと結合した２μＭのビオチン化Ｍ２受容体
を用いて酵母を染色することによって行われた。その後、酵母を洗浄し、ストレプトアビ
ジン－６４７で染色し、抗６４７マイクロビーズで磁気標識したが、全ての工程でＰＢＥ
Ｍ緩衝液中に１μＭイペロキソを含む。Ｍ２受容体結合酵母クローンの磁気分離は、製造
業者の指示に従って、ＬＳカラム（Ｍｉｌｔｅｎｙｉ）を用いて行われた。磁気的にソー
トされた酵母をＳＤＣＡＡ培地に再懸濁し、３０℃で培養した。ラウンド２－４を同様に
して選択し、１μＭのビオチン化β２受容体＋カラゾロールに対する対抗選択と、１μＭ
のビオチン化Ｍ２受容体＋イペロキソを用いた陽性選択であった。これらのラウンドにつ
いて、スケールは、１０倍減少させて１×１０８個の誘導された酵母とし、０．５ｍＬの
染色体積とした。
【０１７４】
　立体構造選択をラウンド５－９について行った。ラウンド５－８について、酵母は、１
時間、４℃で高親和性アンタゴニストのチオトロピウムとともにプレインキュベートされ
た１μＭのビオチン化されたＭ２受容体を用いて染色された。次に、酵母は、ストレプト
アビジン－６４７またはストレプトアビジン－ＰＥのいずれかを用いて蛍光標識され、対
応する抗６４７または抗ＰＥマイクロビーズ（Ｍｉｌｔｅｎｙｉ）を用いて磁気標識され
た。チオトロピウムを有したＭ２受容体に結合する酵母細胞だけが標識され、非活性化状
態の結合物の枯渇は、ＬＳカラムを用いて行われた。次に、浄化された酵母は、１時間、
４℃にて、イペロキソに予め結合させた、０．５μＭ（ラウンド５－７）または０．１μ
Ｍ（ラウンド８）のビオチン化されたＭ２受容体を用いて染色することによって陽性選択
された。次に、酵母は、先の手順において対抗選択とは異なる蛍光色素を用いて、ストレ
プトアビジン－ＰＥまたはストレプトアビジン－６４７のいずれかで蛍光標識された。イ
ペロキソを有するＭ２受容体に結合する酵母細胞が標識され、アゴニストが占有したＭ２
受容体の磁気分離は、工程１－４と同様に、ＬＳカラムを用いて行われた。ラウンド９に
ついて、二色ＦＡＣＳを行った。誘導された酵母は、同時に、イペロキソマスタードと反
応した１μＭのＡｌｅｘａ６４７で標識されたＭ２受容体と、１時間、４℃でチオトロピ
ウムと予め結合された、１μＭのＡｌｅｘａ６４７標識されたＭ２受容体で染色された。
Ａｌｅｘａ６４７陽性／Ａｌｅｘａ４８８陰性の酵母をＦＡＣＳ　Ｊａｚｚ細胞（ＢＤ　
Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ）ソーターを用いて精製した。ソート後の酵母をＳＤＣＡＡ寒天
プレート上に播種し、いくつかのコロニーのナノボディをコードする配列について配列決
定した。アゴニスト親和性を高めることが確認されたクローンの完全配列は、Ｎｂ９－１
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（配列番号８）、Ｎｂ９－８（配列番号１０）およびＮｂ９－２０（配列番号１１）であ
る。
【０１７５】
Ｍ２　Ｇｉ模倣ナノボディＮｂ９－８を用いた機能性ナノボディの選択
　選択は、立体構造選択前に、Ｍ２　Ｇｉ模倣ナノボディについて選択の最初の４ラウン
ド後に残っている酵母から開始された。ラウンド５＆６について、酵母は、ビオチン化さ
れたＮｂ９－８にコンジュゲートされた５００ｎＭのＰＥ標識されたストレプトアビジン
四量体に対するＭＡＣＳを用いて予め浄化され、Ｎｂ９－８に直接結合するクローンを除
いた。四量体は、氷上で１０分間、ＰＢＥＭ緩衝液中の０．５μＭストレプトアビジン－
ＰＥとともに、２μＭのビオチン化されたＮｂ９－８をプレインキュベートすることによ
って形成された。次に、酵母は、イペロキソマスタードと反応した１μＭのＡｌｅｘａ４
８８標識されたＭ２受容体を用いて酵母を最初に染色後、５００ｎＭストレプトアビジン
－ＰＥ／Ｎｂ９－８四量体を用いて陽性に選択された。ＭＡＣＳを用いた磁気分離は、抗
ＰＥマイクロビーズおよびＬＳカラムを用いて達成された。Ｍ２受容体の細胞外のアロス
テリック／オルソステリック部位で結合するクローンをさらに選択するために、ラウンド
７および８について、対抗選択は、２ｍＭのアロステリック／オルソステリックリガンド
ガラミンの存在下で、イペロキソで占有された１μＭのビオチン化Ｍ２受容体に対して行
われた。その後、ガラミンの非存在下でのＭ２受容体の陽性選択は、ラウンド７について
はイペロキソとＭＡＣＳで占有された１μＭのビオチン化Ｍ２受容体を用いて、およびラ
ウンド８についてはイペロキソマスタードとＦＡＣＳと反応した１μＭのＡｌｅｘａ４８
８標識されたＭ２受容体を用いて行われた。
【０１７６】
　イー・コリ（Ｅ．ｃｏｌｉ）におけるＭＢＰ－ナノボディ融合体の発現。ナノボディ配
列は、アミノ末端、３Ｃプロテアーゼ切断可能なマルトース結合タンパク質（ＭＢＰ）タ
グおよびカルボキシ末端８×ヒスチジンタグを含有する、修飾されたｐＭａｌｐ２×ベク
ター（Ｎｅｗ　Ｅｎｇｌａｎｄ　Ｂｉｏｌａｂｓ）にサブクローニングされた。プラスミ
ドは、ＢＬ２１（ＤＥ３）細胞に形質転換され、タンパク質発現は、ＯＤ６００が０．８
で１ｍＭまでＩＰＴＧを添加することによって、テリフィックブロスにおいて誘導された
。２２℃で２４時間のインキュベーション後、細胞を回収し、ペリプラズムタンパク質を
浸透圧ショックによって得た。ＭＢＰ－ナノボディ融合体は、Ｎｉ－ＮＴＡクロマトグラ
フィーによって精製され、ＭＢＰは３Ｃプロテアーゼを用いて除去された。切断されたＭ
ＢＰは、追加のＮｉ－ＮＴＡ精製工程によって、８×Ｈｉｓでタグ化されたナノボディか
ら分離された。続いて、８×Ｈｉｓタグは、カルボキシペプチダーゼＡを用いて除去され
た。ビオチン化されたナノボディを得るために、タンパク質は、カルボキシ末端のビオチ
ン受容体ペプチドタグ（ＧＬＮＤＩＦＥＡＱＫＩＥＷＨＥ）とともに発現させ、上記の通
りに精製された。精製されたタンパク質は、ＢｉｒＡリガーゼを用いてインビトロでビオ
チニル化され、次に、サイズ排除クロマトグラフィーによって反応混合物から再精製され
た。
【０１７７】
　Ｇタンパク質の発現および精製。ヘテロ三量体Ｇｉは、ヒトＧαｉ１サブユニットにつ
いて単一のバキュロウイルス、およびヒトＧβ１とＧγ２サブユニットについて第２の２
シストロン性ウイルスを用いて発現させることによって調製された。Ｇタンパク質は、Ｈ
ｉｇｈＦｉｖｅ昆虫細胞において発現させ、次に、ＧＳについて以前に記載（Ｒａｓｍｕ
ｓｓｅｎら、２０１１年）されているように精製された。簡単に言えば、Ｇタンパク質は
、コール酸で抽出され、Ｎｉ－ＮＴＡクロマトグラフィーによって精製され、ドデシルマ
ルトシド緩衝液に界面活性剤交換され、次に、イオン交換によって精製され、使用前に透
析された。
【０１７８】
　Ｍ２受容体放射性リガンド結合アッセイ。Ｍ２受容体を発現させ、上記のように精製し
た。次に、受容体は、アポリポタンパク質Ａ１と３：２（モル：モル）の脂質ＰＯＰＣ：



(52) JP 2019-122378 A 2019.7.25

10

20

30

40

50

ＰＯＰＧ（それぞれ、１－パルミトイル－２－オレオイル－ｓｎ－グリセロ－３－ホスホ
コリン：１－パルミトイル－２－オレオイル－ｓｎ－グリセロ－３－ホスホコリンおよび
１－ヘキサデカノイル－２－（９Ｚ－オクタデセノイル）－ｓｎ－グリセロ－３－ホスホ
－（１’－ｒａｃ－グリセロール）、Ａｖａｎｔｉ　Ｐｏｌａｒ　Ｌｉｐｉｄｓ）の混合
物からなるＨＤＬ粒子に再構成された。結合反応は、５０ｆｍｏｌの機能性受容体、０．
６ｎＭの３Ｈ　Ｎ－メチルスコポラミン（ＮＭＳ）、１００ｍＭのＮａＣｌ、２０ｍＭの
ＨＥＰＥＳ　ｐＨが７．５、０．１％のＢＳＡ、および指示されるリガンドとナノボディ
を含んだ。ナノボディの一点アロステリック効果は、１０ｎＭのイペロキソの存在下で測
定された。ナノボディの濃度依存性効果は、１０ｎＭのイペロキソの存在下で測定された
。全ての反応は、体積が５００μＬであった。反応物を混合し、次に、２時間インキュベ
ートした。その後、試料は、０．１％ポリエチレンイミンで前処理されたフィルター上に
、４８ウェルのハーベスター（Ｂｒａｎｄｅｌ）で濾過された。全ての測定は、液体シン
チレーション計数によって行われ、実験を少なくとも３点測定で実施した。
【０１７９】
　結晶化試料。結晶化のためのＭ２受容体を上記のように調製した。ＦＬＡＧ樹脂に結合
したとき、試料は、ドデシルマルトシド緩衝液（ＤＤＭ）と、０．２％ラウリルマルトー
スネオペンチルグリコール界面活性剤（ＭＮＧ；Ａｎａｔｒａｃｅ）を含有する緩衝液の
混合物で洗浄された。これらの緩衝液は、最初に１：１の比（ＤＤＭ：ＭＮＧ緩衝液）で
、次に１：４の比、および１：１０の比で混合された。それぞれの工程で、５ｍＬのカラ
ムを１ｍＬ／分の流速で１０ｍＬの緩衝液を用いて洗浄し、全ての緩衝液は１μＭアトロ
ピンを含有した。最後に、カラムを１０ｍＬのＭＮＧ緩衝液で洗浄し、次に、アゴニスト
を含む１０ｍＬの低界面活性剤緩衝液（０．０１％ＭＮＧ、０．００１％コレステロール
ヘミスクシネート、２０ｍＭのＨＥＰＥＳ　ｐＨ７．５、１００ｍＭのＮａＣｌ、１０Ｉ
ＩＭイペロキソ）で洗浄した。試料を溶出し、１．５倍の化学量論的に過剰なＮｂ９－８
と第２のナノボディ、ＮｂＢ４と混合した。このナノボディは、Ｎｂ９－８と異なるエピ
トープに結合するが、結晶構造において解明されていなかった。混合後、試料を氷上で３
０分間インキュベートし、次に、低い界面活性剤緩衝液中でサイズ排除によって濃縮およ
び精製した。溶出されたタンパク質は、Ａ２８０＝９６になるまで濃縮され、７μＬのア
リコート中にて液体窒素で凍結させた。
【０１８０】
　結晶化。精製されたＭ２受容体は、質量で１．５倍過剰の１０：１（ｗ：ｗ）モノオレ
インコレステロール脂質混合と混合することによって脂質立方相に再構成された。タンパ
ク質と脂質は、ガラスシリンジ（Ａｒｔ　Ｒｏｂｂｉｎｓ　Ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔｓ、Ｓ
ｕｎｎｙｖａｌｅ、ＣＡ）に充填され、次に、連結シリンジ法（Ｃａｆｆｒｅｙ　ａｎｄ
　Ｃｈｅｒｅｚｏｖ　２００９）によって１００回混合された。体積にして３０－１００
ｎＬの試料を９６ウェルガラスプレート上にスポットし、各ウェルに対して６００ｎＬの
沈殿剤溶液を用いてまとめて覆った。沈殿剤溶液は、１０－２０％のＰＥＧ３００、１０
０ｍＭのＨＥＰＥＳ　ｐＨ７．２－７．９、１．２％の１，２，３－ヘプタントリル（ｈ
ｅｐｔａｎｅｔｒｉｌ）、および２０－８０ｍＭのＥＤＴＡ　ｐＨ８．０で構成された。
【０１８１】
　データ回収。結晶の格子は、Ａｄｖａｎｃｅｄ　Ｐｈｏｔｏｎ　Ｓｏｕｒｃｅビームラ
イン２３ＩＤ－Ｂおよび２３ＩＤ－Ｄでラスタリング（ｒａｓｔｅｒ）された。初期のラ
スタリングは、５倍減衰および１秒曝露で８０μｍ×３０μｍビームで行われ、強い回折
のある領域は、同等のＸ線線量で１０μｍの平行ビームを用いてサブラスターされた。デ
ータ回収は、同様に、１０μｍビームを用いて、減衰なしおよび典型的には１－５秒曝露
で行われた。１－２度の振動幅は、それぞれの場合に使用され、５－１０度のくさびは、
最終的なデータセットを作成するために集められた。
【０１８２】
　データ整理と精緻化。回折データは、ＨＫＬ２０００（ＯｔｗｉｎｏｗｓｋｉおよびＭ
ｉｎｏｒ、１９９７）で処理し、統計値は、図６に概要されている。構造は、Ｐｈａｓｅ
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ｒ（ＭｃＣｏｙら、２００７）における検索モデルとして、不活性Ｍ２受容体（ＰＤＢ　
ＩＤ：３ＵＯＮ）とＮｂ８０（ＰＤＢ　ＩＤ：３ＰＯＧ）の構造で分子置換を用いて解明
された。得られた構造は、ＰｈｅｎｉＸ（Ａｆｏｎｉｎｅら、２０１２）において反復し
て精緻化され、Ｃｏｏｔ（Ｅｍｓｌｅｙら、２００４）において手動で再構築された。最
終的な精密化統計値は、図６にまとめられる。数値はＰｙＭｏｌ（Ｓｃｈｒｏｄｉｎｇｅ
ｒ）において調製された。
【０１８３】
［実施例１］
　酵母ディスプレイによるＭ２　Ｇｉ－模倣ナノボディの立体構造選択
　立体構造特異的なＧｉ模倣タンパク質は、Ｍ２ムスカリン受容体について同定された（
実験の詳細については、上記の「実施例のための方法」の節を参照されたい。）。最初に
、ラマは、アゴニストであるイペロキソに結合されたＭ２受容体を用いて免疫され、ファ
ージディスプレイされた免疫後単一可変ドメイン（ＶＨＨ）ライブラリーが構築された。
β２ＡＲの場合とは異なり、標準的なバイオパニング技術は、立体構造選択的なＭ２受容
体結合ナノボディの同定において成功しなかった。このようなナノボディを特異的に単離
するために、本発明者らは、酵母表面ディスプレイを使用して、立体構造選択戦略を用い
た。ラマナノボディ変異体の免疫後ライブラリーは、酵母表面上に表示され、アゴニスト
であるイペロキソで占有されたＭ２受容体に結合する能力について選択された。選択の４
ラウンドは、最初にＭＡＣＳによって行われ、無関係な膜タンパク質（β２アドレナリン
受容体）に対する第１の対抗選択後、アゴニストが結合した受容体を用いてそれぞれのラ
ウンドを選択した。これは、ＭＡＣＳを用いて立体構造選択のいくつかのラウンドに続き
、この場合、酵母は、最初に、アンタゴニスト（チオトロピウム）が占有したＭ２受容体
に対して対抗選択され、続いて、アゴニスト（イペロキソ）が占有したＭ２受容体による
陽性選択が行われた。９番目と最終ラウンドの選択については、ＦＡＣＳベースの選択を
用いた。酵母は、共有結合したアゴニストであるイペロキソが結合したＡｌｅｘａ６４７
標識されたＭ２受容体と、チオトロピウムに結合したＡｌｅｘａ４８８標識されたＭ２受
容体を用いて同時に染色された。Ａｌｅｘａ６４７標識に対してのみ陽性な酵母細胞が精
製され、したがって、アゴニストが占有した受容体を優先的に結合している酵母細胞を選
択した。全体として選択プロセス中におけるライブラリーの染色は、アゴニストであるイ
ペロキソによって占有されたＭ２受容体に結合するが、特にラウンド５－９において立体
構造選択を適用した後、アンタゴニストであるチオトロピウムに結合したＭ２受容体に結
合しない、ナノボディ変異体の富化を示す（図１）。
【０１８４】
［実施例２］
　放射性リガンド結合アッセイは選択されたナノボディがＭ２受容体の活性状態を安定化
することを確認する
　アゴニストが結合したＭ２受容体を特異的に染色するナノボディ変異体が、Ｍ２受容体
の活性状態を安定化し得るかどうかを決定するために、結合アッセイを行った。ＧＰＣＲ
のアロステリック特性に起因して、受容体の活性立体構造を安定化させる分子はアゴニス
ト親和性を増加させる。いくつかの立体構造特異的な結合体を単離し、非共有結合したア
ゴニストであるイペロキソの親和性の増加を誘導するそれらの能力について試験した。こ
れらのうちの１つであるナノボディクローンＮｂ９－８についての結果を図２に示す。さ
らに、Ｎｂ９－８および他の立体構造特異的な結合体は、放射性プローブを置き換えるア
ゴニスト能力における用量依存的な効果を示した（図２）。Ｎｂ９－８が最も強力であり
、ＥＣ５０は約１００ｎＭであった。高濃度で、Ｎｂ９－８は、ヘテロ三量体Ｇタンパク
質Ｇｉの存在下で観察されたものとほぼ同程度に、イペロキソに対するＭ２受容体の親和
性を増強した。
【０１８５】
［実施例３］
　Ｇｉ模倣ナノボディはアゴニストが結合したＭ２受容体の結晶化を促進する
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　アゴニストに結合したＭ２受容体を用いた初期の結晶化の試みは成功しなかった。β２
－アドレナリン受容体について元々記載されているように（Ｒｏｓｅｎｂａｕｍら、２０
０７）、アミノ末端Ｔ４リソザイム（Ｔ４Ｌ）にＭ２受容体を融合させることによって、
または第３の細胞内ループにＴ４Ｌを挿入することによって、いくつかの試みがなされた
。これは、安定性タンパク質の非存在下で、細胞内受容体表面の柔軟性に起因して最も可
能性が高い。したがって、Ｍ２受容体に対するＧｉタンパク質模倣ナノボディは、活性立
体構造のＭ２受容体の結晶化を可能にするために使用された。
【０１８６】
　Ｍ２受容体は、１０μＭのイペロキソの存在下で精製され、本発明者らは、脂質メソ相
結晶学によって、Ｎｂ９－８との複合体においてイペロキソが結合したＭ２の結晶を得る
ことができた（実験の詳細については、上記される「実施例のための方法」の節を参照さ
れたい。）。構造は、Ａｄｖａｎｃｅｄ　Ｐｈｏｔｏｎ　Ｓｏｕｒｃｅビームライン２３
ＩＤ－Ｂと２３ＩＤ－Ｄで微小回折によって解明された。いくつかのＧＰＣＲはアゴニス
トとの複合体で結晶化されているが、β２ＡＲとロドプシンだけは、Ｇタンパク質結合を
可能にするための十分な空間を有する完全な活性状態を示す（Ｒａｓｍｕｓｓｅｎら、２
０１１；Ｐａｒｋら、２００８）。機能的研究に基づいて予想されるように、Ｎｂ９－８
との複合体におけるＭ２受容体は、類似した構造変化を示し、Ｎｂ９－８は受容体の細胞
内表面に結合する（図５）。Ｎｂ９－８とイペロキソの複合体における活性Ｍ２受容体に
対する座標と構造因子は、タンパク質データバンクに寄託されている。
【０１８７】
［実施例４］
　Ｍ２　Ｇｉ模倣ナノボディＮｂ９－８の結合エピトープ
　Ｎｂ９－８は、Ｍ２Ｒ（配列番号１５３）の細胞内の空洞に結合する。結合エピトープ
は、以下の要素：ＴＭ１とＴＭ２を連結する細胞内ループにおける残基Ｔ５６とＮ５８の
側鎖、ＴＭ３のＲ１２１、Ｃ１２４とＶ１２５の側鎖、ＴＭ３とＴＭ４を連結する細胞内
ループのＰ１３２、Ｖ１３３とＲ１３５の側鎖、ＴＭ５のＹ２０６、Ｉ２０９とＳ２１３
の側鎖、Ｍ６の一部である、Ｓ３８０、Ｖ３８５、Ｔ３８８とＩ３８９の側鎖およびＲ３
８１の主鎖原子、Ｃ４３９とＹ４４０の主鎖原子、およびＴＭ７のＣ４４３、Ａ４４５と
Ｔ４４６の側鎖で構成されている。
【０１８８】
［実施例５］
　Ｍ２　Ｇｉ模倣ナノボディＮｂ９－８を用いた機能性ナノボディの選択
　Ｍ２受容体に対する機能性リガンドを選択するために、上記したＭＡＣＳ選択の最初の
４ラウンドから得られたライブラリーは、受容体の細胞外側に結合するナノボディ変異体
を同定するために、さらなる選択に供された。最初に、ＭＡＣＳ選択の２ラウンドは、Ｍ
２受容体の存在下で、Ｎｂ９－８を集める変異体の能力の選択によって行われ、一方、Ｍ
２受容体の不存在下で、Ｎｂ９－８に結合する変異体についての対抗選択によって行われ
た。この選択戦略は、Ｍ２受容体の活性立体構造を誘導するまたはそれと適合するが、さ
らに、Ｎｂ９－８の活性立体構造とは異なる部位に結合するクローンについて強化する。
Ｍ２受容体の細胞外側に特異的に結合する変異体をさらに選択するために、ガラミンの不
存在下でＭ２受容体に結合するクローンを陽性選択しながら、アロステリックなムスカリ
ン性リガンドガラミンの存在下でＭ２受容体に対して、対抗選択を行った。全体として選
択プロセスの染色は、Ｍ２受容体とＮｂ９－８に同時に結合するナノボディ変異体の富化
を示す（図３）。さらに、これらのクローンは、ガラミンの存在に感受性であり、それら
が受容体のアロステリック／オルソステリック部位に結合することを示唆する。これらの
クローンのいくつかについてアロステリック結合特性を結合アッセイによって測定した（
図４）。特徴付けられた変異体のうち、クローンＢ４（配列番号１６）などは、アゴニス
トの存在下でのみ、放射性リガンドのＮ－メチルスコポラミンの結合を減少させた。これ
は、Ｍ２受容体のアロステリック部位で結合するクローンの能力と一致した。
【０１８９】
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【手続補正書】
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【手続補正１】
【補正対象書類名】特許請求の範囲
【補正対象項目名】全文
【補正方法】変更
【補正の内容】
【特許請求の範囲】
【請求項１】
　ムスカリン受容体Ｍ２（Ｍ２Ｒ）の活性な立体構造に特異的に結合することができる活
性な立体構造に選択的なＶＨＨ抗体であって、前記ＶＨＨ抗体は、以下の式（１）：
ＦＲ１－ＣＤＲ１－ＦＲ２－ＣＤＲ２－ＦＲ３－ＣＤＲ３－ＦＲ４（１）
［式中、ＣＤＲ１は、配列番号３１であり、ＣＤＲ２は、配列番号５３であり、ＣＤＲ３
は、配列番号７５である］
に従う４つのフレームワーク領域（ＦＲ１～ＦＲ４）及び３つの相補性決定領域（ＣＤＲ
１～ＣＤＲ３）を含むアミノ酸配列を含む、ＶＨＨ抗体。
【請求項２】
　受容体の細胞内立体構造エピトープに結合する、請求項１に記載のＶＨＨ抗体。
【請求項３】
　受容体のＧタンパク質結合部位を占有する、請求項２に記載のＶＨＨ抗体。
【請求項４】
　Ｇタンパク質模倣物である、請求項１～３のいずれか１項に記載のＶＨＨ抗体。
【請求項５】
　ムスカリン受容体Ｍ２Ｒが、哺乳動物由来である、請求項１～４のいずれか１項に記載
のＶＨＨ抗体。
【請求項６】
　ポリペプチドに含まれる、請求項１～５のいずれか１項に記載のＶＨＨ抗体。
【請求項７】
　固体支持体に固定化されている、請求項１～６のいずれか１項に記載のＶＨＨ抗体。
【請求項８】
　請求項１～７のいずれか１項に記載の活性な立体構造に選択的なムスカリン受容体Ｍ２
（Ｍ２Ｒ）に結合するＶＨＨ抗体及びムスカリン受容体Ｍ２（Ｍ２Ｒ）を含む複合体。
【請求項９】
　少なくとも１種の他の活性な立体構造に選択的な受容体リガンドをさらに含む、請求項
８に記載の複合体。
【請求項１０】
　結晶性である、請求項８又は９に記載の複合体。
【請求項１１】
　請求項８～１０のいずれか１項に記載の複合体を含む組成物。
【請求項１２】
　細胞組成物又は膜組成物である、請求項１１に記載の組成物。
【請求項１３】
　請求項１～６のいずれか１項に記載のＶＨＨ抗体のアミノ酸配列をコードする核酸配列
を含む核酸分子。
【請求項１４】
　請求項１３に記載の核酸分子を含む宿主細胞。
【請求項１５】
　（ｉ）請求項１～７のいずれか１項に記載の活性な立体構造に選択的なムスカリン受容
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体Ｍ２（Ｍ２Ｒ）に結合するＶＨＨ抗体及び活性な立体構造であるムスカリン受容体Ｍ２
（Ｍ２Ｒ）を含む複合体を用意する工程と、
　（ｉｉ）試験化合物を用意する工程と、
　（ｉｉｉ）複合体に含まれるＭ２Ｒに対する試験化合物の選択的結合を評価する工程と
を含む、ムスカリン受容体Ｍ２を標的とする立体構造選択的な化合物を同定する方法。
【請求項１６】
　試験化合物が小分子又は生物学的製剤である、請求項１５に記載の方法。
【請求項１７】
　請求項１～６のいずれか１項に記載のＶＨＨ抗体の、結晶化するための手段としての使
用。
【請求項１８】
　請求項１～６のいずれか１項に記載のＶＨＨ抗体又は請求項８～１０のいずれか１項に
記載の複合体の、化合物スクリーニング及び創薬のための手段としての使用。
【請求項１９】
　請求項１～６のいずれか１項に記載のＶＨＨ抗体又は請求項８若しくは９に記載の複合
体の、分子を捕捉する及び／又は精製するための手段としての使用。
【請求項２０】
　請求項１～６のいずれか１項に記載の活性な立体構造に選択的なＶＨＨ抗体の、Ｍ２Ｒ
シグナル伝達活性を調節するためのインビトロでの使用。
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