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(57)【要約】
本発明は、活性型に特異的な抗Ｒｈｏ　ＧＴＰａｓｅコンホーメーションシングルドメイ
ン抗体、ならびに特に、治療及び診断分野におけるその使用に関する。特に、本発明は、
ＣＤＲ１－ＩＭＧＴ、ＣＤＲ２－ＩＭＧＴ、及びＣＤＲ３－ＩＭＧＴのアミノ酸配列が、
表Ｂで定義されたシングルドメイン抗体（ｈｓ２ｄＡｂ）Ｈ１２、Ｂ６、４Ｐ７５、４Ｓ
Ｐ１、４ＳＮＰ３６、４ＳＮＰ６１、５ＳＰ１０、５ＳＰ１１、５ＳＰ５８、５ＳＮＰ４
７、５ＳＮＰ４８、５ＳＮＰ６５、Ｂ２０、Ｂ１５、Ｂ５、Ｂ７１、Ｅ３、Ａ６、Ｇ１２
、ＮＢ６１、２１２Ｂ、１１１Ｂ、又は４０４ＦのＣＤＲ１－ＩＭＧＴ、ＣＤＲ２－ＩＭ
ＧＴ、及びＣＤＲ３－ＩＭＧＴのアミノ酸配列に対して少なくとも９０％の同一性を有す
る、シングルドメイン抗体に関する。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　ＣＤＲ１－ＩＭＧＴ、ＣＤＲ２－ＩＭＧＴ、及びＣＤＲ３－ＩＭＧＴのアミノ酸配列が
、表Ｂで定義されたシングルドメイン抗体（ｈｓ２ｄＡｂ）Ｈ１２、Ｂ６、４Ｐ７５、４
ＳＰ１、４ＳＮＰ３６、４ＳＮＰ６１、５ＳＰ１０、５ＳＰ１１、５ＳＰ５８、５ＳＮＰ
４７、５ＳＮＰ４８、５ＳＮＰ６５、Ｂ２０、Ｂ１５、Ｂ５、Ｂ７１、Ｅ３、Ａ６、Ｇ１
２、ＮＢ６１、２１２Ｂ、１１１Ｂ、又は４０４ＦのＣＤＲ１－ＩＭＧＴ、ＣＤＲ２－Ｉ
ＭＧＴ、及びＣＤＲ３－ＩＭＧＴのアミノ酸配列に対して少なくとも９０％の同一性を有
する、
シングルドメイン抗体。
【請求項２】
　シングルドメイン抗体（ｈｓ２ｄＡｂ）Ｈ１２、Ｂ６、４Ｐ７５、４ＳＰ１、４ＳＮＰ
３６、４ＳＮＰ６１、５ＳＰ１０、５ＳＰ１１、５ＳＰ５８、５ＳＮＰ４７、５ＳＮＰ４
８、５ＳＮＰ６５、Ｂ２０、Ｂ１５、Ｂ５、Ｂ７１、Ｅ３、Ａ６、Ｇ１２、ＮＢ６１、２
１２Ｂ、１１１Ｂ、又は４０４ＦのＣＤＲ１－ＩＭＧＴ、ＣＤＲ２－ＩＭＧＴ、及びＣＤ
Ｒ３－ＩＭＧＴを含む、請求項１記載のシングルドメイン抗体。
【請求項３】
　配列番号：１に対して少なくとも９０％の同一性を有するフレームワーク領域ＦＲ１を
含む、請求項１記載のシングルドメイン抗体。
【請求項４】
　配列番号：２に対して少なくとも９０％の同一性を有するフレームワーク領域ＦＲ２を
含む、請求項１記載のシングルドメイン抗体。
【請求項５】
　配列番号：３に対して少なくとも９０％の同一性を有するフレームワーク領域ＦＲ３を
含む、請求項１記載のシングルドメイン抗体。
【請求項６】
　配列番号：４に対して少なくとも９０％の同一性を有するフレームワーク領域ＦＲ４を
含む、請求項１記載のシングルドメイン抗体。
【請求項７】
　配列番号：６２～８０及び配列番号：９３～９６で表わされるアミノ酸配列に対して少
なくとも７０％の同一性を有するアミノ酸配列を含む、請求項１記載のシングルドメイン
抗体。
【請求項８】
　配列番号：６２～８０及び配列番号：９３～９６で表わされるアミノ酸配列からなる群
より選択されるアミノ酸配列を含む、請求項１記載のシングルドメイン抗体。
【請求項９】
　異種ポリペプチドに融合して、融合タンパク質を形成している、請求項１記載のシング
ルドメイン抗体。
【請求項１０】
　免疫グロブリンドメイン、シグナルドメイン抗体、キャリアポリペプチド、蛍光ポリペ
プチド、酵素、融合タンパク質の精製もしくは単離を容易にするポリペプチド、細胞透過
性ペプチド、又はユビキチンリガーゼドメインに融合している、請求項１記載のシングル
ドメイン抗体。
【請求項１１】
　Ｆボックスドメインに融合している、請求項１記載のシングルドメイン抗体。
【請求項１２】
　請求項１記載のシングルドメイン抗体をコードする、核酸分子。
【請求項１３】
　請求項１２記載の核酸分子を含む、ベクター。
【請求項１４】
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　請求項１２記載の核酸分子によりトランスフォーメーションされている、ホスト細胞。
【請求項１５】
　少なくとも１つの活性型Ｒｈｏ　ＧＴＰａｓｅの存在を検出する方法であって、
　ｉ）対象からサンプルを得る工程と、
　ｉｉ）ｉｎ　ｖｉｔｒｏにおいて、サンプルを請求項１記載のシングルドメイン抗体と
接触させる工程と、
　ｉｉｉ）前記シングルドメイン抗体の前記サンプルへの結合を検出する工程と、
　ｉｖ）工程（ｉｉｉ）で検出された結合を標準と比較する工程とを含み、
　前記サンプルに対する結合の差が、活性型Ｒｈｏ　ＧＴＰａｓｅの存在を示す、
方法。
【請求項１６】
　医薬として使用するための、請求項１記載のシングルドメイン抗体又は請求項１２記載
の核酸分子。
【請求項１７】
　ガンの処置を必要とする対象において、ガンを処置するための方法であって、治療的に
有効量の、請求項１記載のシングルドメイン抗体又は請求項１２記載の核酸分子を、対象
に投与することを含む、
方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
［発明の分野］
　本発明は、抗Ｒｈｏ　ＧＴＰａｓｅコンホーメーションシングルドメイン抗体、ならび
に特に、治療及び診断分野におけるその使用に関する。
【０００２】
［発明の背景］
　Ｒｈｏ　ＧＴＰａｓｅは、アンドラッガブルタンパク質と主に考えられているＲａｓに
相同な２０個の低分子量ＧＴＰａｓｅのファミリーに属する。その生理活性は、そのグア
ニンヌクレオチド三リン酸ヒドラーゼの非常に遅い触媒活性よりも、スイッチＩとスイッ
チＩＩとの高度に保存されたドメインのコンホーメーション変化にある。したがって、低
分子量Ｇタンパク質は、不活性なＧＤＰ結合状態と活性なＧＴＰ結合コンホーメーション
との間をサイクルする分子スイッチである。Ｒｈｏサブファミリーは、８５％超の配列同
一性を共有するＲｈｏＡ、ＲｈｏＢ、及びＲｈｏＣを含み、広い範囲の主な細胞プロセス
に関与する多面的なタンパク質である。同細胞プロセスには、アクトミオシン細胞骨格の
制御、細胞接着、細胞質分裂、細胞遊走、ストレス応答、及び細胞生存又はアポトーシス
が含まれる。これらのＧＴＰａｓｅは、細胞膜へのそのアンカーに必須であるカルボキシ
末端イソプレノイド基の付加により、翻訳後に修飾される。この場合、ＧＴＰａｓｅは、
グアニンヌクレオチド交換因子（ＧＥＦ）により触媒されるヌクレオチド交換による種々
の刺激に基づいて活性化することができる。ついで、活性化工程は、ＧＴＰａｓｅ活性化
タンパク質（ＧＡＰ）により向上されるＧＴＰ加水分解によりつり合わせられる。したが
って、活性型Ｒｈｏの細胞プールは、細胞膜において、限られたプールに維持される。主
な画分は、膜から抽出され、グアニンヌクレオチド解離阻害剤（ＧＤＩ）により、細胞質
中に捕捉される。これらの大型のタンパク質は、そのアミノ末端部分により、Ｒｈｏのス
イッチドメインと相互作用するため、ＧＤＰの放出を妨害し、そのカルボキシ末端部によ
っても、イソプレニル基に対して、Ｒｈｏタンパク質の可溶性を維持するが、膜から締め
出すために、この疎水性部分を遮断する。
【０００３】
　これらのレギュレーターは共に、エフェクタータンパク質と相互作用して、細胞伝達経
路を開始するであろう、非常に小さな集団を素早く活性化させるために、細胞中で不活性
なＲｈｏタンパク質の最も大きな画分、多くの場合、９５％程度を維持している。さらに



(4) JP 2018-506302 A 2018.3.8

10

20

30

40

50

、３つのＧＤＩと全ての相互作用しているＲｈｏとの間のクロストークの研究から、ある
１つのＲｈｏの過剰発現が、他のＲｈｏの移動及び分解を人工的に誘導することができ、
導入遺伝子により直接制御されていないシグナル伝達経路を損なわせることができること
が証明された。この重要な点により、選択的な方法において、個々のＲｈｏをターゲット
とする複雑性が強調される。
【０００４】
　独特なＲｈｏＢは、その最も近いホモログであるＲｈｏＡ及びＲｈｏＣとは異なる細胞
機能及びレギュレーションに関与していると考えられる。ＲｈｏＢは、パルミトイル化す
ることができ、ファルネシル化又はゲラニルゲラニル化のいずれかをすることができる。
プレニル化は、細胞膜又はエンドソームそれぞれへの局在を画定する。細胞内輸送及び接
着における一部の主なＲｈｏＢの機能は、従来の分子ツール、例えば、野生型もしくは変
異型の過剰発現又はＲＮＡ干渉による遺伝子ノックダウンを使用して特徴決定されてきた
。他の機能は、サイトカイン又は成長因子及びＤＮＡ損傷剤又は放射線に対する最初期応
答としての、ＲｈｏＢ遺伝子発現に関連付けられてきた。加えて、ＲｈｏＢは、ガンの進
行において、矛盾する役割を果たす。ＲｈｏＢは、腫瘍形成を変化させることができ、多
くの場合、頭部及び頚部又は肺のガンにおいてダウンレギュレーションされる。
【０００５】
　それにも関わらず、ＲｈｏＢは、腫瘍の血管新生を促進し、ゲノム不安定性を有する細
胞におけるアポトーシスを防止する。現在では、ＲｈｏＢが細胞及び環境依存性の多面的
な機能を発揮するという明確な証拠が存在している。以前の研究では、ＲｈｏＢは、マウ
スにおける、過剰発現、ＲＮＡｉ、又は遺伝子ノックアウトによる遺伝子レベルでターゲ
ットにされた。しかしながら、これらの方法では、細胞中の全てのＲｈｏＢ活性をノック
ダウンさせる全体的な方法において、ＲｈｏＢの機能を変化させてしまい、ＧＤＩ－Ｒｈ
ｏ相互作用における不均衡を誘導する場合があるＧＤＰ結合の主な画分と、より少ないＧ
ＴＰ結合活性プールとの両方の大部分を変化させてしまった。他のＲｈｏ活性と干渉せず
にＲｈｏＢ機能を解明するために、タンパク質レベルで、ＲｈｏＢをターゲットにする必
要があるであろう。Ｒｈｏ　ＧＴＰａｓｅをターゲットにする小分子阻害剤は存在しない
が、Claustridium butulinum又はBacillus cereusからのＣ３細胞外酵素は、ＲｈｏのＡ
ＤＰリボシル化を誘導し、ＧＥＦによるその活性化を妨害し、遊離ＲｈｏのＧＤＩへの結
合を更に増大させる、天然の阻害剤である。実際に、真核生物細胞におけるＣ３遺伝子の
発現又は細胞透過性ｔａｔ－Ｃ３とのインキュベーションが、３つ全てのＲｈｏの機能を
全体的に変化させるのにうまく使用されてきた。これにより、アクチン繊維を失い、細胞
が丸まった、強力な表現型がもたらされた。複数の他の細菌トキシンも、Ｒｈｏタンパク
質をターゲットにしている。それにも関わらず、これら全てのトキシンは、特異性を欠い
ている。ＲｈｏＡ、ＲｈｏＢ、又はＲｈｏＣ間を区別せず、大部分は、活性型Ｒｈｏを直
接ブロックしないためである。
【０００６】
　幾つかの以前の研究では、活性なＧＴＰ結合状態のＲｈｏタンパク質に選択的な結合分
子を特定するために、ファージディスプレイライブラリからのリコンビナント一本鎖抗体
の選択が確立された。実際に、大きなディスプレイライブラリから選択されたリコンビナ
ント抗体が、多くのバイオテクノロジー的又は生物医学的用途に使用されてきた。大部分
のリコンビナント抗体は、安定性のために、ＶＨ又はＶＬ可変ドメイン内に、標準的なジ
スルフィド結合を必要とするが、一部の特有な細胞内抗体（細胞内抗体（ｉｎｔｒａｂｏ
ｄｙ）と呼ばれる）は、還元環境において安定な状態にある。このため、抗体フォーマッ
ト、足場特性、及びライブラリの多様性に応じて、幾つかの稀なリコンビナント抗体は機
能性であるが、真核生物細胞の細胞質ゾル中で発現されることが報告されている（Tanaka
, T., Williams, R. L. & Rabbitts, T. H. Tumour prevention by a single antibody d
omain targeting the interaction of signal transduction proteins with RAS. EMBO J
 26, 3250-3259, doi:7601744 [pii] 10.1038/sj.emboj.7601744 (2007)；Nizak, C. et 
al. Recombinant antibodies to the small GTPase Rab6 as conformation sensors. Sci
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ence 300,984-987, doi:10.1126/science.1083911 (2003).；Meli, G., Visintin, M., C
annistraci, I. & Cattaneo, A. Direct in vivo intracellular selection of conforma
tion-sensitive antibody domains targeting Alzheimer's amyloid-beta oligomers. J 
Mol Biol 387, 584-606, doi:10.1016/j.jmb.2009.01.061 (2009)）。最初の活性型Ｒｈ
ｏコンホーメーション一本鎖可変フラグメント（ｓｃＦｖ）、いわゆる、ｓｃＦｖＣ１は
、ｉｎ　ｖｉｔｒｏでの生化学アッセイ法において、ＧＴＰ結合状態の３つ全てのＲｈｏ
を認識した（Goffinet, M. et al. Identification of a GTP-bound Rho specific scFv 
molecular sensor by phage display selection. BMC Biotechnol 8, 34, doi:1472-6750
-8-34 [pii] 10.1186/1472-6750-8-34 (2008).）。ｓｃＦｖＣ１の分子進化により、ｓｃ
ＦｖＣ１より高い親和性のｐａｎ活性なＲｈｏバインダーであるｓｃＦｖＦ７、及び、活
性なＲｈｏＢを優先的に認識するが、細胞内抗体として機能的ではないｓｃＦｖＥ３の特
定がもたらされた。
【発明の概要】
【０００７】
　本発明は、活性型に特異的な抗Ｒｈｏ　ＧＴＰａｓｅコンホーメーションシングルドメ
イン抗体、ならびに特に、治療及び診断分野におけるその使用に関する。特に、本発明は
、特許請求の範囲により定義される。
【０００８】
［発明の詳細な説明］
　本発明者らは、一般的には、camelidae由来のシングルドメインＶＨと呼ばれる、ヒト
化ナノボディの完全な合成ライブラリを生成した。この新規なファージディスプレイライ
ブラリは、安定性について最適化された固有のスキャホールドに基づいており、非常に機
能的な結合分子の系統的な選択が可能である。同分子は、ヒト化合成シングルドメイン抗
体（ｈｓ２ｄＡｂ）に相当する。このため、本発明者らは、特に、種々のターゲットに対
して、複数の機能的な細胞内抗体を選択した。それらの中でも、活性なＧＴＰ結合状態の
Ｒｈｏタンパク質の１つのコンホーメーションセンサは、Ｈ１２　ｈｓ２ｄＡｂと呼ばれ
るクローンである。Ｈ１２　ｈｓ２ｄＡｂは、ＲｈｏサブファミリーメンバーＲｈｏＡ、
ＲｈｏＢ、及びＲｈｏＣ間を区別せず、Ｒａｓのホモログである低分子量Ｇタンパク質に
近いＲａｃ１ファミリーのメンバーにも結合するｐａｎＲｈｏバインダーであることが証
明された。さらに、本発明者らは、より競合的な選択スキームを使用することにより、Ｒ
ｈｏサブファミリーに対してより特異性を有する、すなわち、Ｒａｃ１又は他の低分子量
Ｇタンパク質を認識しない、複数の活性なＲｈｏ選択的ｈｓ２ｄＡｂ分子を単離した。こ
れらのｈｓ２ｄＡｂの一部は、Ｒｈｏの構成的に活性なリコンビナントＬ６３変異体に対
して、ナノモル濃度未満の親和性を有したことが証明された。これらの分子の細胞内発現
により、アクチン細胞骨格の明確な再構築がもたらされる。このことから、これらの分子
は、培養細胞におけるＲｈｏシグナル伝達の強力な細胞内阻害剤として機能することが示
唆される。ついで、本発明者らは、同じ戦略を、そのＧＴＰ結合状態にあるＲｈｏＢを特
異的に認識するシングルドメイン抗体を選択するのに適用した。特に、本発明者らは、活
性なＲｈｏＢタンパク質ノックダウンを誘導することができる、機能的な細胞内抗体の視
覚的な細胞内スクリーニングを確立した。このタンパク質ノックダウンは、選択されたシ
ングルドメイン抗体に遺伝的に融合されたＦボックスドメインの使用に基づいていた。同
使用により、結合したターゲットのユビキチン化及びその後のプロテアーゼ依存性分解が
誘導される。二重の困難性は、ＲｈｏＢを最も近いホモログから生理学的に区別すること
ができ、活性なＧＴＰ結合状態に選択的であることができる細胞内抗体を特定することで
あった。種々のＲｈｏ変異体を発現する細胞株を使用して、本発明者らは、その活性状態
に選択的な、遺伝的にコードされた堅牢なＲｈｏＢ阻害剤を選択するのに成功し、内因性
ＲｈｏＢ活性画分をノックダウンし、その基底活性を枯渇させるだけでなく、成長因子処
理後のその細胞内活性化もブロックする、この固有のツールの効率性を証明した。さらに
、原理証明の研究において、本発明者らは、巧妙なＲｈｏＢ活性ノックダウンがＲｈｏＢ
の全細胞画分を置換えなかったが、ヒト気管支上皮細胞の遊走及び浸潤においてＲＮＡｉ
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と同様の表現型を誘導したことを証明した。したがって、本発明は、抗Ｒｈｏ　ＧＴＰａ
ｓｅコンホーメーションシングルドメイン抗体、ならびに特に、治療及び診断分野におけ
るその使用に関する。
【０００９】
　本明細書で使用する場合、「Ｒｈｏ－ＧＴＰａｓｅ」という用語は、当技術分野におけ
るその一般的な意味を有し、低分子量グアノシントリホスファターゼＲｈｏ　ＧＴＰａｓ
ｅのＲｈｏ（ｒａｓホモロジー）ファミリーを意味する。同ファミリーは、細胞骨格組織
化、遺伝子発現、細胞サイクル進行、細胞運動性、及び他の細胞プロセスをレギュレーシ
ョンするシグナル伝達経路を制御する分子スイッチである（Cell Communication and Sig
naling, 2010, 8, 23）。ＲｈｏファミリーＧＴＰａｓｅは、ガンの進行に関連する多様
な細胞機能を制御する、重要なシグナル伝達タンパク質である。同機能は、アクチン細胞
骨格組織化、転写レギュレーション、細胞サイクル進行、アポトーシス、小胞輸送、なら
びに、細胞－細胞及び細胞－細胞外マトリックス間接着を含む（Cell Communication and
 Signaling, 2010, 8 (23), 1 -14；Genes Dev., 1997, 1 1 , 2295-2322）。特に、Ｒｈ
ｏ－ＧＴＰａｓｅは、ＲｈｏＡ、ＲｈｏＢ、及びＲｈｏＣを含む。
【００１０】
　本発明者らにより生成されたシングルドメイン抗体は、少なくとも１つのＲｈｏ－ＧＴ
Ｐａｓｅに対して、およびとりわけ、１つのＲｈｏ－ＧＴＰａｓｅに対してのみ特異的で
ある（例えば、「Ｂ６」ｈｓ２ｄＡｂは、ＲｈｏＢに対して特異的である）。ただし、本
発明の一部の抗体は、複数のＲｈｏ－ＧＴＰａｓｅと相互作用することができる（例えば
、Ｈ１２　ｈｓ２ｄＡｂは、ＲｈｏＡ、ＲｈｏＢ、及びＲｈｏＣならびにＲａｃ１に対す
る親和性を有する）。したがって、本発明のシングルドメイン抗体は、ヒト化され、１つ
のＲｈｏ－ＧＴＰａｓｅ又は複数のＲｈｏ－ＧＴＰａｓｅに対して特異的な親和性を有し
、１つの活性型Ｒｈｏ－ＧＴＰａｓｅ（すなわち、コンホーメーション）に対して特異的
であり、活性型Ｒｈｏ－ＧＴＰａｓｅを阻害することができ、非常に安定したシングルド
メイン抗体であり、高い親和性を表わし、細胞内環境において活性な、１つ以上の機能性
により特徴付けられる。
【００１１】
　本明細書で使用する場合、「シングルドメイン抗体」という用語は、当技術分野におけ
るその一般的な意味を有し、天然に軽鎖を欠いているラクダ科哺乳類に見出すことができ
る種類の抗体の１つの重鎖可変ドメインを意味する。このようなシングルドメイン抗体は
、「nanobody（登録商標）」でもある。（シングル）ドメイン抗体の全般的な説明につい
ては、上記引用された従来技術ならびに欧州特許第０３６８６８４号、Ward et al.（Nat
ure 1989 Oct 12; 341 (6242): 544-6）、Holt et al., Trends Biotechnol., 2003, 21(
11):484-490；及び国際公開公報第０６／０３０２２０号、同第０６／００３３８８号も
参照される。シングルドメイン抗体のアミノ酸配列及び構造は、４つのフレームワーク領
域又は「ＦＲ」を含むと考えることができる。４つのフレームワーク領域又は「ＦＲ」は
、当技術分野及び本明細書において、それぞれ「フレームワーク領域１」又は「ＦＲ１」
；「フレームワーク領域２」又は「ＦＲ２」；「フレームワーク領域３」又は「ＦＲ３」
；及び「フレームワーク領域４」又は「ＦＲ４」と呼ばれる。該フレームワーク領域は、
３つの相補性決定領域又は「ＣＤＲ」により中断される。３つの相補性決定領域又は「Ｃ
ＤＲ」は、当技術分野において、それぞれ「相補性決定領域１」又は「ＣＤＲ１」；「相
補性決定領域２」又は「ＣＤＲ２」、及び「相補性決定領域３」又は「ＣＤＲ３」と呼ば
れる。したがって、シングルドメイン抗体は、全体的な構造：ＦＲｌ－ＣＤＲｌ－ＦＲ２
－ＣＤＲ２－ＦＲ３－ＣＤＲ３－ＦＲ４を有するアミノ酸配列として定義することができ
る。同構造において、ＦＲ１～ＦＲ４はそれぞれ、フレームワーク領域１～４を意味し、
ＣＤＲ１～ＣＤＲ３は、相補性決定領域１～３を意味する。本発明の文脈において、シン
グルドメイン抗体のアミノ酸残基は、ＩＭＧＴナンバリングシステムにより与えられるＶ
Ｈドメインについて一般的なナンバリングに従ってナンバリングされる（Lefranc M.-P.,
 「Unique database numbering system for immunogenetic analysis」 Immunology Toda



(7) JP 2018-506302 A 2018.3.8

10

20

30

40

y, 18, 509 (1997)）。ＩＭＧＴ固有のナンバリングは、抗原レセプター、鎖種、又は種
が何であっても、可変ドメインを比較するのに定義されている（Lefranc M.-P., 「Uniqu
e database numbering system for immunogenetic analysis」 Immunology Today, 18, 5
09 (1997)；Lefranc M.-P., 「The IMGT unique numbering for Immunoglobulins, T cel
l receptors and Ig-like domains」 The Immunologist, 7, 132-136 (1999).；Lefranc,
 M.-P., Pommie, C., Ruiz, M., Giudicelli, V., Foulquier, E., Truong, L., Thouven
in-Contet, V. and Lefranc, G., 「IMGT unique numbering for immunoglobulin and T 
cell receptor variable domains and Ig superfamily V-like domains」 Dev. Comp. Im
munol., 27, 55-77 (2003)）。ＩＭＧＴ固有のナンバリングにおいて、保存アミノ酸は、
通常、同じ位置、例えば、システイン２３、トリプトファン４１、疎水性アミノ酸８９、
システイン１０４、フェニルアラニン又はトリプトファン１１８を有する。ＩＭＧＴ固有
のナンバリングは、フレームワーク領域（ＦＲ１－ＩＭＧＴ：１～２６位、ＦＲ２－ＩＭ
ＧＴ：３９～５５位、ＦＲ３－ＩＭＧＴ：６６～１０４位、及びＦＲ４－ＩＭＧＴ：１１
８～１２８位）及び相補性決定領域：ＣＤＲ１－ＩＭＧＴ：２７～３８位、ＣＤＲ２－Ｉ
ＭＧＴ：５６～６５位、及びＣＤＲ３－ＩＭＧＴ：１０５～１１７位の標準化された範囲
設定を提供する。ギャップが空白位置を表わすため、ＣＤＲ－ＩＭＧＴ長は、重要な情報
になる。ＣＤＲ１－ＩＭＧＴ及びＣＤＲ２－ＩＭＧＴ（それぞれ、１２未満及び１０未満
のアミノ酸長）におけるギャップは、ＣＤＲ－ＩＭＧＴループの頂点に存在している。例
えば、ＣＤＲ１－ＩＭＧＴ長が７個のアミノ酸である場合、２７、２８、２９、３０、３
６、３７、及び３８位を含む。ＣＤＲ２－ＩＭＧＴ長が７個のアミノ酸である場合、５６
、５７、５８、５９、６３、６４、及び６５位を含む。再配置されたＣＤＲ３－ＩＭＧＴ
の基本長は、１３個のアミノ酸（１０５～１１７位）である。同アミノ酸は、１５個のア
ミノ酸（２番目のＣＹＳ１０４～Ｊ－ＴＲＰ又はＪ－ＰＨＥ１１８）。のＪＵＮＣＴＩＯ
Ｎに相当する。この長さ及び対応するナンバリングは、使用するのに都合が良いため選択
された。実際には、ＩＭＧＴ／ＬＩＧＭ－ＤＢ中のＩＧ及びＴＲ再配置配列の８０％は、
１３個以下のアミノ酸のＣＤＲ３－ＩＭＧＴ長を有する。ＣＤＲ３－ＩＭＧＴ長が１３個
未満のアミノ酸である場合、ギャップは、下記順序１１１、１１２、１１０、１１３、１
０９、１１４等において、ループの頂点から形成される。したがって、ＣＤＲ３－ＩＭＧ
Ｔ長が９個のアミノ酸である場合、１０５；１０６；１０７；１０８；１０９；１１４；
１１５；１１６；及び１１７位を含む。ＣＤＲ３－ＩＭＧＴ長が９個のアミノ酸である場
合、１０５；１０６；１０７；１０８；１０９；１１０；１１２；１１３；１１４；１１
５；１１６；及び１１７位を含む。ＣＤＲ３－ＩＭＧＴ長が１３個超のアミノ酸である場
合、更なる位置が、ＣＤＲ３－ＩＭＧＴループの頂点における１１１と１１２位との間に
、下記順序１１２．１，１１１．１、１１２．２、１１１．２、１１２．３、１１１．３
等において形成される。したがって、ＣＤＲ３－ＩＭＧＴ長が１５個のアミノ酸である場
合、更なる１１１．１及び１１２．１位を含む。
【００１２】
　本発明者らにより生成された全てのシングルドメイン抗体（ｈｓ２ｄＡｂ）は、表Ａに
記載されたのと同じフレームワーク領域ＦＲ１～ＦＲ４により特徴付けられ、表Ｂに記載
された、７個のアミノ酸長を有するＣＤＲ１－ＩＭＧＴ及びＣＤＲ２－ＩＭＧＴ、ならび
に９、１２、又は１５個のアミノ酸長を有するＣＤＲ３－ＩＭＧＴを含む。
【００１３】
表Ａ：本発明者らにより生成されたシングルドメイン抗体（ｈｓ２ｄＡｂ）のフレームワ
ーク領域ＦＲ１～ＦＲ４（ＩＭＧＴ）
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【表１】

【００１４】
表Ｂ：本発明者らにより生成されたシングルドメイン抗体（ｈｓ２ｄＡｂ）のＣＤＲ－Ｉ
ＭＧＴ領域
【表２】
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【００１５】
　抗体（ｈｓ２ｄＡｂ）は、表Ｃの配列により特徴付けられる。
【００１６】
表Ｃ：本発明者らにより生成されたシングルドメイン抗体（ｈｓ２ｄＡｂ）の配列
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【表３】
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【００１７】
　本発明の第１の目的は、ＣＤＲ１－ＩＭＧＴ、ＣＤＲ２－ＩＭＧＴ、及びＣＤＲ３－Ｉ
ＭＧＴのアミノ酸配列が、シングルドメイン抗体（ｈｓ２ｄＡｂ）Ｈ１２、４Ｐ７５、４
ＳＰ１、４ＳＮＰ３６、４ＳＮＰ６１、５ＳＰ１０、５ＳＰ１１、５ＳＰ５８、５ＳＮＰ
４７、５ＳＮＰ４８、５ＳＮＰ６５、Ｂ６、Ｂ２０、Ｂ１５、Ｂ５、Ｂ７１、Ｅ３、Ａ６
、Ｇ１２、ＮＢ６１、２１２Ｂ、１１１Ｂ、又は４０４ＦのＣＤＲ１－ＩＭＧＴ、ＣＤＲ
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２－ＩＭＧＴ、及びＣＤＲ３－ＩＭＧＴのアミノ酸配列に対して少なくとも９０％の同一
性を有する、シングルドメイン抗体に関する。
【００１８】
　本発明によれば、第２のアミノ酸配列に対して少なくとも９０％の同一性を有する第１
のアミノ酸配列は、第１の配列が第２のアミノ酸配列に対して、９０；９１；９２；９３
；９４；９５；９６；９７；９８；９９、又は１００％の同一性を有することを意味する
。アミノ酸配列の同一性は、典型的には、適切な配列アライメントアルゴリズム及びデフ
ォルトパラメータ、例えば、BLAST P（Karlin and Altschul, 1990）を使用して決定され
る。
【００１９】
　一部の実施態様では、本発明のシングルドメイン抗体は、シングルドメイン抗体（ｈｓ
２ｄＡｂ）Ｈ１２、４Ｐ７５、４ＳＰ１、４ＳＮＰ３６、４ＳＮＰ６１、５ＳＰ１０、５
ＳＰ１１、５ＳＰ５８、５ＳＮＰ４７、５ＳＮＰ４８、５ＳＮＰ６５、Ｂ６、Ｂ２０、Ｂ
１５、Ｂ５、Ｂ７１、Ｅ３、Ａ６、Ｇ１２、ＮＢ６１、２１２Ｂ、１１１Ｂ、又は４０４
ＦのＣＤＲ１－ＩＭＧＴ、ＣＤＲ２－ＩＭＧＴ、及びＣＤＲ３－ＩＭＧＴを含む。
【００２０】
　一部の実施態様では、本発明のシングルドメイン抗体は、配列番号：１に対して少なく
とも９０％の同一性を有するフレームワーク領域ＦＲ１を含む。
【００２１】
　一部の実施態様では、本発明のシングルドメイン抗体は、配列番号：２に対して少なく
とも９０％の同一性を有するフレームワーク領域ＦＲ２を含む。
【００２２】
　一部の実施態様では、本発明のシングルドメイン抗体は、配列番号：３に対して少なく
とも９０％の同一性を有するフレームワーク領域ＦＲ３を含む。
【００２３】
　一部の実施態様では、本発明のシングルドメイン抗体は、配列番号：４に対して少なく
とも９０％の同一性を有するフレームワーク領域ＦＲ４を含む。
【００２４】
　一部の実施態様では、本発明のシングルドメイン抗体は、それぞれ配列番号：１～４に
対して少なくとも９０％の同一性を有するフレームワーク領域ＦＲ１～ＦＲ４を含む。
【００２５】
　一部の実施態様では、本発明のシングルドメイン抗体は、配列番号：６２～８０及び配
列番号：９３～９６で表わされるアミノ酸配列に対して少なくとも７０％の同一性を有す
るアミノ酸配列を含む。
【００２６】
　本発明によれば、第２のアミノ酸配列に対して少なくとも７０％の同一性を有する第１
のアミノ酸配列は、第１の配列が第２のアミノ酸配列に対して、７０；７１；７２；７３
；７４；７５；７６；７７；７８；７９；８０；８１；８２；８３；８４；８５；８６；
８７；８８；８９；９０；９１；９２；９３；９４；９５；９６；９７；９８；又は９９
％の同一性を有することを意味する。
【００２７】
　一部の実施態様では、本発明のシングルドメイン抗体は、配列番号：６２～８０及び配
列番号：９３～９６で表わされるアミノ酸配列に対して少なくとも９０％の同一性を有す
るアミノ酸配列を含む。
【００２８】
　一部の実施態様では、本発明のシングルドメイン抗体は、配列番号：６２～８０及び配
列番号：９３～９６で表わされるアミノ酸配列からなる群より選択されるアミノ酸配列を
含む。
【００２９】
　一部の実施態様では、本発明のシングルドメイン抗体は、異種ポリペプチドに融合して
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、融合タンパク質を形成している。本明細書で使用する場合、「融合タンパク質」は、異
種ポリペプチド（すなわち、同じシングルドメイン抗体以外のポリペプチド）に操作可能
に連結している、本発明のシングルドメイン抗体の内の（典型的には、生物学的に活性な
）全部又は一部を含む。融合タンパク質内において、「操作可能に連結している」という
用語は、本発明のポリペプチドと異種ポリペプチドとが互いにインフレームに融合してい
ることを示すのを意図している。異種ポリペプチドは、本発明のシングルドメイン抗体の
Ｎ末端又はＣ末端に融合していることができる。一部の実施態様では、異種ポリペプチド
は、本発明のシングルドメイン抗体のＣ末端に融合している。
【００３０】
　一部の実施態様では、本発明のシングルドメイン抗体と異種ポリペプチドとは、互いに
直接（すなわち、リンカーを使用することなく）融合しているか、又は、リンカーを介し
て融合している。リンカーは、典型的には、リンカーペプチドであり、本発明によれば、
シングルドメイン抗体を異種ポリペプチドに結合させることができるように選択されるで
あろう。適切なリンカーは、本明細書における開示に基づいて、場合により、幾らかの限
られた程度のルーチンな試行錯誤の後に、当業者に明らかであろう。適切なリンカーは、
本明細書に記載されており、例えば、アミノ酸配列を含むことができるが、これに限定さ
れない。同アミノ酸配列は、好ましくは、２以上のアミノ酸長を有する。典型的には、リ
ンカーは、２、３、４、５、６、７、８、９、１０、１１、１２、１３、１４、１５、１
６、１７、１８、１９、２０、２１、２２、２３、２４、２５、２６、２７、２８、２９
、又は３０個のアミノ酸を有する。ただし、上限は、重要ではなく、例えば、このような
融合タンパク質のバイオ医薬品製造に関する便宜のために選択される。リンカー配列は、
天然の配列又は非天然の配列であることができる。治療目的で使用される場合、リンカー
は、好ましくは、本発明の融合タンパク質が投与される対象において非免疫原性である。
リンカー配列の１つの有用なグループは、国際公開公報第９６／３４１０３号及び同第９
４／０４６７８号に記載された重鎖抗体のヒンジ領域から得られるリンカーである。他の
例は、ポリアラニンリンカー配列、例えば、Ａｌａ－Ａｌａ－Ａｌａである。リンカー配
列の更に好ましい例は、（ｇｌｙ４ｓｅｒ）３、（ｇｌｙ４ｓｅｒ）４、（ｇｌｙ４ｓｅ
ｒ）、（ｇｌｙ３ｓｅｒ）、ｇｌｙ３、及び（ｇｌｙ３ｓｅｒ２）３を含む、種々の長さ
のＧｌｙ／Ｓｅｒリンカーである。
【００３１】
　一部の実施態様では、本発明のシングルドメイン抗体は、免疫グロブリンドメインに融
合している。例えば、本発明の融合タンパク質は、Ｆｃ部分（例えば、ヒトＦｃ）に融合
している本発明のシングルドメイン抗体を含むことができる。前記Ｆｃ部分は、半減期を
延長させ、本発明のシングルドメイン抗体の生成をも向上させるのに有用であることがで
きる。例えば、Ｆｃ部分は、血清タンパク質に結合させることにより、シングルドメイン
抗体の半減期を延長させることができる。一部の実施態様では、少なくとも１つのシング
ルドメイン抗体は、１つ以上の（典型的には、ヒトの）ＣＨ１及び／又はＣＨ２及び／又
はＣＨ３ドメインにも、場合により、リンカー配列を介して融合していることができる。
例えば、適切なＣＨ１ドメインに融合しているシングルドメイン抗体は、例えば、適切な
軽鎖と共に使用されて、従来のＦａｂフラグメント又はＦ（ａｂ’）２フラグメントに類
似するが、同フラグメントにおいて、従来のＶＨドメインの一方、又は、（Ｆ（ａｂ’）
２フラグメントの場合には）一方もしくは両方が、本発明のシングルドメイン抗体により
置き換えられている、抗体フラグメント／構造を生じさせることができる。一部の実施態
様では、１つ以上の本発明のシングルドメイン抗体は、１つ以上の定常ドメイン（例えば
、Ｆｃ部分の一部として使用することができる／Ｆｃ部分を形成するのに使用することが
できる、２又は３つの定常ドメイン）に、Ｆｃ部分に、ならびに／又は、１つ以上のエフ
ェクター機能を付与し、及び／もしくは、１つ以上のＦｃレセプターに結合する能力を付
与することができる１つ以上の抗体部分、フラグメント、もしくはドメインに融合してい
ることができる。例えば、この目的で、そして、この目的に制限されることなく、１つ以
上の更なるアミノ酸配列は、抗体、例えば、重鎖抗体、及びより典型的には、従来のヒト
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鎖抗体の１つ以上のＣＨ２及び／もしくはＣＨ３ドメインを含むことができ、ならびに／
又は、例えば、ＩｇＧ（例えば、ＩｇＧｌ、ＩｇＧ２、ＩｇＧ３、もしくはＩｇＧ４）、
ＩｇＥ、又は別のヒトＩｇ、例えば、ＩｇＡ、ＩｇＤ、もしくはＩｇＭからのＦｃ領域を
形成することができる。例えば、国際公開公報第９４／０４６７８号には、ラクダ科ＶＨ
Ｈドメイン又はそのヒト化誘導体（すなわち、シングルドメイン抗体）を含む重鎖抗体が
記載されている。同誘導体において、ラクダ科ＣＨ２及び／又はＣＨ３ドメインは、それ
ぞれジシングルドメイン抗体ならびにヒトＣＨ２及びＣＨ３ドメインを含む（が、ＣＨＩ
ドメインを含まない）２つの重鎖からなる免疫グロブリンを提供するために、ヒトＣＨ２
及びＣＨ３ドメインにより置き換えられている。同免疫グロブリンは、ＣＨ２及びＣＨ３
ドメインにより提供されたエフェクター機能を有し、同免疫グロブリンは、任意の軽鎖の
存在なしに機能することができる。
【００３２】
　一部の実施態様では、異種ポリペプチドは、シングルドメイン抗体である。したがって
、一部の実施態様では、本発明の融合タンパク質は、二重パラトープ型ポリペプチドであ
る。本明細書で使用する場合、「二重パラトープ型」ポリペプチドという用語は、本明細
書で定義された第１のシングルドメイン抗体と第２のシングルドメイン抗体とを含み、こ
れら２つのシングルドメイン抗体が、１つの抗原（すなわち、Ｒｈｏ　ＧＴＰａｓｅ）の
２種類のエピトープに結合することができる、ポリペプチドを意味する。本発明の二重パ
ラトープ型ポリペプチドは、異なるエピトープ特異性を有するシングルドメイン抗体から
構成され、同じエピトープに結合する相互に相補的な可変ドメインペアを含有しない。し
たがって、シングルドメイン抗体は、Ｒｈｏ　ＧＴＰａｓｅに対する結合について、互い
に競合しない。
【００３３】
　一部の実施態様では、異種ポリペプチドは、キャリアポリペプチドである。適切なキャ
リアは、当技術分野において周知であり、例えば、チログロブリン、アルブミン、例えば
、ヒト血清アルブミン、破傷風トキソイド；ジフテリアトキソイド；ポリアミノ酸、例え
ば、ポリ（Ｄ－リシン：Ｄ－グルタミン酸）；ロタウイルスのＶＰ６ポリペプチド；イン
フルエンザウイルスヘマグルチニン、インフルエンザウイルス核タンパク質；Ｂ型肝炎ウ
イルスコアタンパク質、Ｂ型肝炎ウイルス表面抗原；Mycobacterium tuberculosisからの
ツベルクリンの精製タンパク質誘導体（ＰＰＤ）；不活化Pseudomonas aeruginosaエキソ
トキシンＡ（トキシンＡ）；キーホール・リンペット・ヘモシアニン（ＫＬＨ）；Bordet
ella pertussisの糸状菌ヘマグルチニン（ＦＨＡ）；破傷風トキソイド（ＴＴ）及び無菌
化牛型結核菌（ＢＣＧ）細胞壁のＴヘルパー細胞（Ｔｈ）エピトープ；M. lepraeもしく
はM. tuberculosisからのリコンビナント１０kDa、１９kDa、及び３０～３２kDaタンパク
質、又はこれらのタンパク質の任意の組み合わせ等を含む。
【００３４】
　一部の実施態様では、異種ポリペプチドは、蛍光ポリペプチドである。適切な蛍光ポリ
ペプチドは、緑色蛍光タンパク質（ＧＦＰ）を含むが、これに限定されない。ＧＦＰは、
例えば、天然のヌクレオチド配列のコドンがヒトコドンバイアスにより近く一致するよう
に変更されている「ヒト化」版のＧＦＰ；Aequoria victoriaから得られるＧＦＰ又はそ
の誘導体、例えば、「ヒト化」誘導体、例えば、高感度ＧＦＰ（例えば、Clontech Inc.
から市販されている）；別の種、例えば、Renilla reniformis、Renilla mulleri、又はP
tilosarcus guernyiからのＧＦＰ（例えば、国際公開公報第９９／４９０１９号及びPeel
le et al. (2001) J. Protein Chem. 20:507-519に記載）；「ヒト化」リコンビナントＧ
ＦＰ（ｈｒＧＦＰ）（Stratagene）；Anthozoan種から得られる各種の蛍光及び着色タン
パク質（例えば、Matz et al. (1999) Nature Biotechnol. 17:969-973に記載）のいずれ
か等を含むが、これに限定されない。
【００３５】
　一部の実施態様では、異種ポリペプチドは、酵素である。典型的には、前記酵素は、β
－ガラクトシダーゼ、アルカリホスファターゼ、ルシフェラーゼ、及び西洋ワサビペルオ
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キシダーゼからなる群より選択することができる。異種ポリペプチドが検出可能な生成物
を生成する酵素である場合、この生成物は、適切な手段を使用して検出することができる
。例えば、β－ガラクトシダーゼは、基質に応じて、分光光度計により検出される着色生
成物又は蛍光生成物を生成することができ、ルシフェラーゼは、ルミノメーターにより検
出可能な発光生成物を生成することができる等である。
【００３６】
　一部の実施態様では、異種ポリペプチドは、融合タンパク質の精製又は単離を容易にす
るポリペプチド、例えば、金属イオン結合ポリペプチド、例えば、６Ｈタグ（例えば、ア
セチル化Ｔａｔ／６Ｈｉｓ）又はグルタチオン－Ｓ－トランスフェラーゼである。
【００３７】
　一部の実施態様では、異種ポリペプチドは、細胞透過性ペプチドである。「細胞透過性
ペプチド」という用語は、当技術分野において周知であり、細胞透過性配列又は膜透過性
配列、例えば、ペネトラチン、ＴＡＴミトコンドリア透過性配列、ならびに、Bechara an
d Sagan, 2013；Jones and Sayers, 2012；Khafagy el and Morishita, 2012；及びMalhi
 and Murthy, 2012に記載された化合物を意味する。特定の実施態様では、異種ポリペプ
チドは、細胞透過性ＨＩＶ　ｔａｔペプチドから最初に得られた転写のトランスアクチベ
ータ（ＴＡＴ）細胞透過性配列である。
【００３８】
　一部の実施態様では、異種ポリペプチドは、ユビキチンリガーゼ、例えば、Ｅ３ユビキ
チンリガーゼのドメインである。種々のＥ３ユビキチンリガーゼドメインの例は、ＲＩＮ
Ｇ、ＨＥＣＴ、Ｕボックス、ＲＩＢＲＲ、Ｆボックスドメイン、ＤＣＡＦドメイン、ＤＤ
Ｓ２、ＨＩＦ－疑似ペプチド、ＩｋＢ－疑似配列、ＢＴＢドメイン、又はそれらの組み合
わせを含む。これらのＥ３リガーゼドメインは、ユビキチン化を容易にし、本発明のシン
グルドメイン抗体と融合した場合、抗原－抗体複合体の分解を可能にする。公知のＥ２結
合ドメイン又はその後に発見されもしくは開発されるドメインを含めた任意のＥ３リガー
ゼドメインを使用することができる。リコンビナントＥ３リガーゼドメインを使用するこ
とができる。一部の実施態様では、異種ポリペプチドは、Ｆボックスドメインである。Ｆ
ボックスドメインは、典型的には、約５０個のアミノ酸のタンパク質モチーフである。Ｆ
ボックスドメインは、Ｆボックスタンパク質をＳＣＦ複合体の他のコンポーネントに、コ
アＳＣＦコンポーネントであるＳｋｐ１を結合させることにより繋ぎ止める。
【００３９】
　一部の実施態様では、異種ポリペプチドは、切替え可能なドメインである。同ドメイン
は、小分子により又は光活性化により活性化させることができる。小分子の切替え可能な
系の例は、ホルモンリガンド結合ドメイン、例えば、ＥＲａｌｐｈａ　ＬＢＤ、オーキシ
ンＡＩＤ系、ＨａｌｏＴａｇ２誘導体系ＨｙＴ、又はＨＡＬＴＳ、ＦＫＢ－ＦＲＢラパマ
イシン、又はｓｈｉｅｌｄ１系を含む。光活性化系の例は、Ｌｏｖ２ドメイン、ＰｈｙＢ
－ＰＩＦ、Ｃｒｙ２、ＵＶＲ８、又はＤｒｏｎｐａを含む。これらの切替え可能な系は、
典型的には、コンホーメーション変化又は再局在化によるタンパク質機能の正確な空間的
又は時間的制御に使用される。
【００４０】
　本発明のシングルドメイン抗体（異種ポリペプチドに融合しているか、又は、融合して
いない）は、当技術分野において公知の任意の技術により生成される。同技術は、例えば
、任意の化学的、生物学的、遺伝的、又は酵素的な技術を、いずれかの単独又は組み合わ
せで含むが、これらに限定されない。例えば、所望の配列のアミノ酸配列を知ることで、
当業者であれば、前記シグナルドメイン抗体（異種ポリペプチドに融合しているか、又は
、融合していない）を、ポリペプチドの生成に標準的な技術により容易に生成することが
できる。例えば、前記シグナルドメイン抗体は、周知の固相法を使用して、好ましくは、
市販のペプチド合成装置（例えば、Applied Biosystems, Foster City, California製の
装置）を使用し、製造メーカーの説明に従って合成することができる。あるいは、本発明
のシングルドメイン抗体（異種ポリペプチドに融合しているか、又は、融合していない）
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は、当技術分野において周知のリコンビナントＤＮＡ技術により合成することができる。
例えば、本発明のシングルドメイン（異種ポリペプチドに融合しているか、又は、融合し
ていない）は、シグナルドメイン抗体（異種ポリペプチドに融合しているか、又は、融合
していない）をコードするＤＮＡ配列の発現ベクターへの組込み及びこのようなベクター
の所望のシングルドメイン抗体を発現させるであろう適切な真核生物又は原核生物ホスト
への導入後に、ＤＮＡ発現生成物として得ることができる。その後、同ホストから、シグ
ナルドメイン抗体を、周知の技術を使用して単離することができる。各種の発現ベクター
／ホスト系が、本発明のシングルドメイン抗体（異種ポリペプチドに融合しているか、又
は、融合していない）を含有し、発現させるのに利用することができる。これらは、微生
物、例えば、リコンビナントバクテリオファージ、プラスミド、又はコスミドＤＮＡ発現
ベクターによりトランスフォーメーションされた細菌；酵母発現ベクターによりトランス
フォーメーションされた酵母（Giga-Hama et al., 1999）；ウイルス発現ベクターにより
感染された昆虫細胞系（例えば、バキュロウイルス、Ghosh et al., 2002を参照のこと）
；ウイルス発現ベクター（例えば、カリフラワーモザイクウイルスＣａＭＶ；タバコモザ
イクウイルスＴＭＶ）によりトランスフェクションされ、もしくは、細菌発現ベクター（
例えば、ＴｉもしくはｈｐＢＲ３２２プラスミド、例えば、Babe et al., 2000を参照の
こと）によりトランスフォーメーションされた植物細胞系；又は動物細胞系を含むが、こ
れらに限定されない。当業者であれば、タンパク質の哺乳類における発現を最適化させる
種々の技術を知っている。例えば、Kaufman, 2000；Colosimo et al., 2000を参照のこと
。リコンビナントタンパク質生成に有用な哺乳類細胞は、ＶＥＲＯ細胞、ＨｅＬａ細胞、
チャイニーズハムスター卵巣（ＣＨＯ）細胞株、ＣＯＳ細胞（例えば、ＣＯＳ－７）、Ｗ
１３８、ＢＨＫ、ＨｅｐＧ２、３Ｔ３、ＲＩＮ、ＭＤＣＫ、Ａ５４９、ＰＣ１２、Ｋ５６
２、及び２９３細胞を含むが、これらに限定されない。細菌、酵母、及び他の無脊椎動物
におけるペプチド基質又は融合ポリペプチドのリコンビナント発現についての例示的なプ
ロトコールは、当業者に公知であり、本明細書において、以下で簡潔に記載されている。
また、リコンビナントタンパク質の発現用のほ乳類ホスト系も、当業者に周知である。ホ
スト細胞株は、発現されたタンパク質を処理し、又は、タンパク質活性を提供するのに有
用であろう特定の翻訳後修飾を生じさせる特定の能力について選択することができる。ポ
リペプチドのこのような修飾は、アセチル化、カルボキシル化、グルコシル化、ホスホリ
ル化、リピデーデョン、及びアシル化を含むが、これらに限定されない。また、「プレプ
ロ」型のタンパク質を開裂させる翻訳後処理も、正確な挿入、折畳み、及び／又は機能に
重要である場合がある。種々のホスト細胞、例えば、ＣＨＯ、ＨｅＬａ、ＭＤＣＫ、２９
３、ＷＩ３８等は、このような翻訳後活性についての特異的な細胞機構及び特徴的なメカ
ニズムを有し、導入された外因性タンパク質の正確な修飾及び処理を確保するのに選択す
ることができる。本発明のシングルドメイン抗体（異種ポリペプチドに融合しているか、
又は、融合していない）のリコンビナント生成において、前記シングルドメイン抗体をコ
ードするポリヌクレオチド分子を含むベクターを利用する必要があるであろう。このよう
なベクターを調製する方法及びこのようなベクターによりトランスフォーメーションされ
たホスト細胞を製造する方法は、当業者に周知である。このような試みに使用されるポリ
ヌクレオチド分子は、ベクターに連結させることができる。同ベクターは、一般的には、
ホスト中での伝播のための選択マーカー及び複製起点を含む。発現構築物のこれらのエレ
メントは、当業者に周知である。一般的には、発現ベクターは、適切な転写又は翻訳レギ
ュラトリー配列、例えば、哺乳類、微生物、ウイルス、又は昆虫遺伝子から得られるもの
に操作可能に連結している所定のタンパク質をコードするＤＮＡを含む。レギュラトリー
配列の例は、転写プロモーター、オペレーター、又はエンハンサー、ｍＲＮＡリボソーム
結合部位、ならびに、転写及び翻訳を制御するのに適した配列を含む。「発現ベクター」
、「発現構築物」、又は「発現カセット」という用語は、この明細書全体を通して互換的
に使用され、遺伝子産物をコードする核酸を含有する任意の種類の遺伝子構築物を含むこ
とを意味している。同遺伝子産物において、一部又は全部の核酸コード配列を転写させる
ことができる。本発明のシングルドメイン抗体の発現に適した発現ベクターの選択は、当
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然、使用される特定のホスト細胞により決まるであろうし、当業者のスキルの範囲内であ
る。発現には、ベクターに提供される適切なシグナル、例えば、ホスト細胞中での対象と
なる核酸の発現を駆動させるのに使用することができるウイルス及び哺乳類ソースの両方
からのエンハンサー／プロモーターが必要とされる。通常、発現される核酸は、プロモー
ターの転写制御下にある。典型的には、ヌクレオチド配列は、レギュラトリー配列が対象
となるタンパク質（例えば、シングルドメイン抗体）をコードするＤＮＡに機能的に関連
する場合に、操作可能に連結している。このため、プロモーターヌクレオチド配列は、プ
ロモーターヌクレオチド配列が配列の転写を指揮する場合、所定のＤＮＡ配列に操作可能
に連結している。ついで、対象となるタンパク質は、必要に応じて、それ自体当業者に公
知である従来法により、例えば、分画沈殿法、特に、硫酸アンモニウム沈殿、電気泳動、
ゲルろ過、親和性クロマトグラフィー等により精製することができる。特に、リコンビナ
ントタンパク質を調製し、精製するための従来法は、本発明に基づいてタンパク質を生成
するのに使用することができる。
【００４１】
　本発明の更なる目的は、本発明のシングルドメイン抗体（異種ポリペプチドに融合して
いるか、又は、融合していない）をコードする核酸分子に関する。
【００４２】
　本明細書で使用する場合、「核酸分子」という用語は、当技術分野におけるその一般的
な意味を有し、ＤＮＡ又はＲＮＡ分子を意味する。ただし、この用語は、ＤＮＡ及びＲＮ
Ａの公知の塩基類似体のいずれかを含む配列を表現する。同類似体は、例えば、４－アセ
チルシトシン、８－ヒドロキシ－Ｎ６－メチルアデノシン、アジリジニルシトシン、プソ
イドイソシトシン、５－（カルボキシヒドロキシルメチル）ウラシル、５－フルオロウラ
シル、５－ブロモウラシル、５－カルボキシメチルアミノメチル－２－チオウラシル、５
－カルボキシメチル－アミノメチルウラシル、ジヒドロウラシル、イノシン、Ｎ６－イソ
ペンテニルアデニン、１－メチルアデニン、１－メチルプソイドウラシル、１－メチルグ
アニン、１－メチルイノシン、２，２－ジメチルグアニン、２－メチルアデニン、２－メ
チルグアニン、３－メチルシトシン、５－メチルシトシン、Ｎ６－メチルアデニン、７－
メチルグアニン、５－メチルアミノメチルウラシル、５－メトキシアミノ－メチル－２－
チオウラシル、ベータ－Ｄ－マンノシルキューオシン、５’－メトキシカルボニルメチル
ウラシル、５－メトキシウラシル、２－メチルチオ－Ｎ６－イソペンテニルアデニン、ウ
ラシル－５－オキシ酢酸メチルエステル、ウラシル－５－オキシ酢酸、オキシブトキソシ
ン、プソイドウラシル、キューオシン、２－チオシトシン、５－メチル－２－チオウラシ
ル、２－チオウラシル、４－チオウラシル、５－メチルウラシル、－ウラシル－５－オキ
シ酢酸メチルエステル、ウラシル－５－オキシ酢酸、プソイドウラシル、キューオシン、
２－チオシトシン、及び２，６－ジアミノプリンを含むが、これらに限定されない。
【００４３】
　一部の実施態様では、本発明の核酸分子は、適切なベクター、例えば、プラスミド、コ
スミド、エピソーム、人工染色体、ファージ、又はウイルスベクターに含まれる。したが
って、本発明の更なる目的は、本発明のシングルドメイン抗体（異種ポリペプチドに融合
しているか、又は、融合していない）をコードする核酸を含むベクターに関する。典型的
には、ベクターは、アデノ関連ウイルス（ＡＡＶ）、レトロウイルス、ウシパピローマウ
イルスであるウイルスベクター、アデノウイルスベクター、レンチウイルスベクター、ワ
クシニアウイルス、ポリオーマウイルス、又は感染性ウイルスである。一部の実施態様で
は、ベクターは、ＡＡＶベクターである。本明細書で使用する場合、「ＡＡＶベクター」
という用語は、アデノ関連ウイルス血清型から得られるベクターを意味する。同血清型は
、ＡＡＶ１、ＡＡＶ２、ＡＡＶ３、ＡＡＶ４、ＡＡＶ５、ＡＡＶ６、ＡＡＶ７、ＡＡＶ８
、ＡＡＶ９、及びそれらの変異型を含むが、これらに限定されない。ＡＡＶベクターは、
全体又は一部において、好ましくは、ｒｅｐ及び／又はｃａｐ遺伝子を欠失しているが、
機能的な隣接ＩＴＲ配列を保持している、１つ以上のＡＡＶ野生型遺伝子を有することが
できる。レトロウイルスは、その遺伝子をホストゲノム内に組み込み、大量の外因性遺伝



(18) JP 2018-506302 A 2018.3.8

10

20

30

40

50

子材料を輸送し、広いスペクトルの種及び細胞種に感染し、特定の細胞株にパッケージン
グされるその能力のために、遺伝子送達ベクターとして選択することができる。レトロウ
イルスベクターを構築するために、特定のウイルス配列の代わりに、対象となる遺伝子を
コードする核酸が、ウイルスゲノム内に挿入されて、複製欠損のウイルスを生成する。ビ
リオンを生成するために、ｇａｇ、ｐｏｌ、及び／又はｅｎｖ遺伝子を含有するが、ＬＴ
Ｒ及び／又はパッケージングコンポーネントを含有しないパッケージング細胞株が構築さ
れる。ｃＤＮＡを含有するリコンビナントプラスミドが、レトロウイルスＬＴＲ及びパッ
ケージング配列と共にこの細胞株に（例えば、リン酸カルシウム沈殿により）導入される
場合、パッケージング配列により、ウイルス粒子内にパッケージングされるリコンビナン
トプラスミドのＲＮＡ転写が可能となる。ついで、同粒子は、培養培地中に分泌される。
ついで、リコンビナントレトロウイルスを含有する培地は、回収され、場合により、濃縮
され、遺伝子導入に使用される。レトロウイルスベクターは、広い各種の細胞種に感染す
ることができる。レンチウイルスは、複雑なレトロウイルスである。同レトロウイルスは
、共通するレトロウイルス遺伝子であるｇａｇ、ｐｏｌ、及びｅｎｖに加えて、レギュラ
トリー又は構造的な機能を有する他の遺伝子を含有する。より高度な複雑性により、ウイ
ルスは、一連の潜伏感染と同様に、そのライフサイクルをモデュレーションすることが可
能となる。レンチウイルスの幾つかの例は、ヒト免疫不全ウイルス（ＨＩＶ１、ＨＩＶ２
）及びサル免疫不全ウイルス（ＳＩＶ）を含む。レンチウイルスベクターは、ＨＩＶ病原
遺伝子を複数回弱毒化することにより生成されてきた。例えば、遺伝子ｅｎｖ、ｖｉｆ、
ｖｐｒ、ｖｐｕ、及びｎｅｆは、生物学的に安全なベクターを作製するのに欠失される。
レンチウイルスベクターは、当技術分野において公知である。例えば、米国特許第６，０
１３，５１６号及び同第５，９９４，１３６号を参照のこと。両文献は、参照により本明
細書に組み入れられる。一般的には、ベクターは、プラスミド系又はウイルス系であり、
外因性核酸を組み込み、核酸を選択し、核酸をホスト細胞内に輸送するのに必須の配列を
有するように構成されている。対象となるベクターのｇａｇ、ｐｏｌ、及びｅｎｖ遺伝子
も、当技術分野において公知である。このため、関連する遺伝子は、選択されたベクター
内でクローニングされ、ついで、対象となるターゲット細胞をトランスフォーメーション
するのに使用される。適切なホスト細胞がパッケージング機能、すなわち、ｇａｇ、ｐｏ
ｌ、及びｅｎｖならびにｒｅｖ及びｔａｔを有する２つ以上のベクターによりトランスフ
ェクションされる非分裂細胞に感染することができるリコンビナントレンチウイルスは、
米国特許第５，９９４，１３６号に記載されている。同文献は、参照により本明細書に組
み入れられる。ここには、ウイルスｇａｇ及びｐｏｌ遺伝子をコードする核酸を提供する
ことができる第１のベクターと、ウイルスｅｎｖをコードする核酸を提供し、パッケージ
ング細胞を生成することができる別のベクターとが記載されている。異種遺伝子をそのパ
ッケージング細胞内に提供するベクターを導入することにより、対象となる外因性遺伝子
を有する感染性ウイルス粒子を放出するプロデューサー細胞を生じさせる。ｅｎｖは、好
ましくは、ヒト及び他の種の細胞の形質導入を可能にする、広宿主性エンベロープタンパ
ク質である。典型的には、本発明の核酸分子又はベクターは、「制御配列」を含む。同配
列は、まとめて、プロモーター配列、ポリアデニル化シグナル、転写終了配列、上流レギ
ュラトリードメイン、複製起点、配列内リボソーム進入部位（「ＩＲＥＳ」）、エンハン
サー等を意味する。同配列は、まとめて、レシピエント細胞において、コード配列の複製
、転写、及び翻訳を提供する。これらの制御配列は、選択されたコード配列を適切なホス
ト細胞中で複製し、転写し、翻訳することができる限りにおいて、常に存在する必要は必
ずしもない。別の核酸配列は、「プロモーター」配列である。同配列は、本明細書におい
て、ＤＮＡレギュラトリー配列を含むヌクレオチド領域を意味する、その通常の意味で使
用される。そしてここで、レギュラトリー配列は、ＲＮＡポリメラーゼに結合し、下流（
３’方向）のコード配列の転写を開始することができる遺伝子から得られる。転写プロモ
ーターは、「誘導可能なプロモーター」（この場合、このプロモーターに操作可能に連結
しているポリヌクレオチド配列の発現は、分析物、補助因子、レギュラトリータンパク質
等により誘導される）、「リプレッシブルプロモーター」（この場合、このプロモーター
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に操作可能に連結しているポリヌクレオチド配列の発現は、分析物、補助因子、レギュラ
トリータンパク質等により誘導される）、及び「構成的プロモーター」を含むことができ
る。
【００４４】
　本発明の更なる目的は、本発明の核酸分子によりトランスフォーメーションされたホス
ト細胞を意味する。「トランスフォーメーション」という用語は、「外来（ｆｏｒｅｉｇ
ｎ）」（すなわち、外因性（ｅｘｔｒｉｎｓｉｃ）又は細胞外）遺伝子、ＤＮＡ又はＲＮ
Ａ配列のホスト細胞への導入を意味する。これにより、ホスト細胞は、導入された遺伝子
又は配列を発現して、所望の物質、典型的には、導入された遺伝子又は配列によりコード
されたタンパク質又は酵素を生成するであろう。導入されたＤＮＡ又はＲＮＡを受容し、
発現しているホスト細胞は、「トランスフォーメーション」されている。例えば、上記開
示されたように、本発明のシングルドメイン抗体を発現させ、生成するために、原核生物
細胞、及び特に、大腸菌細胞が選択されるであろう。実際に、本発明によれば、本発明の
シングルドメイン抗体を、翻訳後修飾（例えば、グリコシル化）が望まれるであろう真核
生物環境において生成するのは必須ではない。典型的には、ホスト細胞は、上記された本
発明のシングルドメイン抗体（異種ポリペプチドに融合しているか、又は、融合していな
い）を生成するのに適していることができる。一部の場合には、ホスト細胞は、例えば、
実施例に記載された対象となる細胞におけるＲｈｏ　ＧＴＰａｓｅの活性化又は不活性化
（例えば、機能的なノックダウン）の影響を研究するための調査ツールとして使用される
。一部の実施態様では、ホスト細胞は、ヒト、ウマ、イヌ、ネコ、マウス、ラット、ウシ
、及びヒツジからなる群より選択される哺乳類の対象から単離される。一部の実施態様で
は、ホスト細胞は、ヒト細胞である。一部の実施態様では、ホスト細胞は、培養細胞であ
る。この細胞は、哺乳類（好ましくは、ヒト）から、又は、商業的な供給元から、もしく
は組織から直接得ることができ、又は、例えば、培養細胞の状態で得ることができ、オン
サイトで調製することができ、又は、商業的な細胞供給元から購入する等をすることがで
きる。細胞は、任意の起源からのものであることができる。同起源は、血液又はリンパ系
、筋肉、任意の臓器、腺、皮膚、脳、肺．．．を含むが、これらに限定されない。一部の
実施態様では、細胞は、上皮細胞、神経細胞、表皮細胞、ケラチノサイト、造血細胞、メ
ラノサイト、軟骨細胞、肝細胞、Ｂ細胞、Ｔ細胞、赤血球、マクロファージ、単球、線維
芽細胞、筋肉細胞、血管平滑筋細胞、肝細胞、脾臓細胞、膵臓β細胞．．．からなる群よ
り選択される。一部の実施態様では、ホスト細胞は、ガン細胞である。典型的には、ガン
細胞は、乳ガン、前立腺ガン、リンパ腫、皮膚ガン、膵臓ガン、結腸ガン、メラノーマ、
悪性メラノーマ、卵巣ガン、脳ガン、原発性脳ガン腫、頭頚部ガン、グリオーマ、グリオ
ブラストーマ、肝臓ガン、膀胱ガン、非小細胞肺ガン、頭部又は頚部のガン腫、乳房のガ
ン腫、卵巣のガン腫、肺のガン腫、小細胞肺ガン腫、ウィルムス腫瘍、子宮頚管のガン腫
、精巣のガン腫、膀胱のガン腫、膵臓のガン腫、胃のガン腫、結腸のガン腫、前立腺のガ
ン腫、尿生殖器のガン腫、甲状腺のガン腫、食道のガン腫、骨髄腫、多発性骨髄腫、副腎
のガン腫、腎細胞のガン腫、子宮内膜のガン腫、副腎皮質のガン腫、悪性膵臓インスリノ
ーマ、悪性カルチノイドのガン腫、絨毛ガン腫、菌状息肉腫、悪性高カルシウム血症、子
宮頚管過形成、白血病、急性リンパ球性白血病、慢性リンパ球性白血病、慢性顆粒球性白
血病、急性顆粒球性白血病、急性骨髄性白血病、慢性骨髄性白血病、ヘアリー細胞白血病
、神経芽細胞腫、横紋筋肉腫、カポジ肉腫、真性多血症、本態性血小板増加症、ホジキン
病、非ホジキンリンパ腫、柔組織肉腫、骨原性肉腫、原発性マクログロブリン血症、及び
レチノブラストーマからなる群より選択されるガンから単離される。一部の実施態様では
、ホスト細胞は、幹細胞である。本明細書で使用する場合、「幹細胞」という用語は、増
殖を誘導することができる未分化細胞を意味する。幹細胞は、自己維持又は自己再生可能
である。これらは、各細胞分裂について、１つの娘細胞がまた幹細胞であろうことを意味
する。幹細胞は、胚、出産後、若年、又は成体組織から得ることができる。幹細胞は、多
能性又は多分化性であることができる。本明細書で使用する場合、「前駆細胞」という用
語は、幹細胞から得られた未分化細胞を意味し、それ自体は幹細胞ではない。一部の前駆
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細胞は、２つ以上の細胞種に分化することができる子孫を生成することができる。幹細胞
は、多能性幹細胞を含む。同多能性幹細胞は、身体の組織系統：中胚葉、内胚葉、及び外
胚葉のいずれかの細胞を形成することができる。したがって、例えば、幹細胞は、ヒト胚
性幹（ＥＳ）細胞、ヒト内部細胞塊（ＩＣＭ）／原外胚葉細胞、ヒト原始外胚葉細胞、ヒ
ト原始内胚葉細胞、ヒト原始中胚葉細胞、及びヒト始原生殖（ＥＧ）細胞から選択するこ
とができる。また、幹細胞は、多分化性幹細胞を含む。同多分化性幹細胞は、組織全体又
は複数の組織を構成する複数の細胞系統を形成することができる。同多分化性幹細胞は、
例えば、造血幹細胞又は神経前駆細胞を含むが、これらに限定されない。また、幹細胞は
、全能性幹細胞を含む。同全能性幹細胞は、生物全体を形成することができる。一部の実
施態様では、幹細胞は、間葉系幹細胞である。「間葉系幹細胞」又は「ＭＳＣ」という用
語は、最後まで分化していない成体細胞について、互換的に使用される。同細胞は、いず
れかの幹細胞である細胞を生成するように分裂することができ、又は、生理活性因子、例
えば、サイトカインからの種々の影響に応じて、間葉系細胞系統の細胞、例えば、脂肪、
骨、軟骨、弾性及び線維性結合組織、筋原細胞、ならびに、胚性中胚葉起源の組織以外の
組織（例えば、神経細胞）を生じるように、不可逆的に分化することができる。一部の実
施態様では、幹細胞は、部分的に分化された又は分化している細胞である。一部の実施態
様では、幹細胞は、人工多能性幹細胞（ｉＰＳＣ）である。ｉＰＳＣは、再プログラミン
グされ、又は、脱分化している。幹細胞は、胚、胎児、又は成体組織から得ることができ
る。
【００４５】
　本発明のシングルドメイン抗体（異種ポリペプチドに融合しているか、又は、融合して
いない）を、調査及び診断分野に使用することができる。このため、例えば、本発明のシ
ングルドメイン抗体は、活性型Ｒｈｏ　ＧＴＰａｓｅの存在を検出するのに特に適してい
る。前記検出は、調査又は診断目的についての有用性を見出すことができる。
【００４６】
　このため、本発明の更なる態様は、少なくとも１つの活性型Ｒｈｏ　ＧＴＰａｓｅ（例
えば、ＲｈｏＡ、ＲｈｏＢ、及び／又はＲｈｏＣ）の存在を検出する方法であって、ｉ）
対象からサンプルを得る工程と、ｉｉ）ｉｎ　ｖｉｔｒｏにおいて、サンプルを、本発明
のシングルドメイン抗体（異種ポリペプチドに融合しているか、又は、融合していない）
と接触させる工程と、ｉｉｉ）前記シングルドメイン抗体の前記サンプルへの結合を検出
する工程と、ｉｖ）工程（ｉｉｉ）で検出された結合を標準と比較する工程とを含み、前
記サンプルに対する結合の差異が活性型Ｒｈｏ　ＧＴＰａｓｅの存在を示す、方法を提供
する。典型的には、検出は、任意の適切な手段、例えば、顕微鏡又は自動分析システムに
より行われる。
【００４７】
　本明細書で使用する場合、「サンプル」という用語は、対象から得られる各種のサンプ
ル型を包含し、診断又は調査のアッセイ法に使用することができる。生体サンプルは、血
液及び生体起源の他の液体サンプル、固体組織サンプル、例えば、生検標本、又はそれら
から得られる組織培養物もしくは細胞、ならびにそれらの子孫を含むが、これらに限定さ
れない。一部の実施態様では、サンプルは、腫瘍組織サンプルである。「腫瘍サンプル」
という用語は、対象の腫瘍から得られる任意の組織サンプルを意味する。組織サンプルは
、ｉｎ　ｖｉｔｒｏでの評価の目的で得られ、典型的には、対象の腫瘍に行われた生検か
ら得られる。サンプルは、新鮮であり、凍結し、又は、包埋する（例えば、ＦＦＰＥ生検
）ことができる。
【００４８】
　したがって、一部の実施態様では、本発明のシングルドメイン抗体（異種ポリペプチド
に融合しているか、又は、融合していない）は、検出可能なラベルとコンジュゲートして
いる。適切な検出可能なラベルは、例えば、放射性同位体、蛍光ラベル、化学発光ラベル
、酵素ラベル、生物発光ラベル、又はコロイド状金を含む。このような検出可能にラベル
された免疫コンジュゲートを作製し、検出する方法は、当業者に周知であり、以下により
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詳細に記載されている。例えば、検出可能なラベルは、オートラジオグラフィーにより検
出される放射性同位体であることができる。本発明の目的に特に有用な同位体は、３Ｈ、
１２５Ｉ、１３１Ｉ、３５Ｓ、及び１４Ｃである。本発明のシングルドメイン抗体（異種
ポリペプチドに融合しているか、又は、融合していない）は、蛍光化合物によりラベルす
ることもできる。本発明の蛍光ラベルされたシングルドメイン抗体の存在は、免疫コンジ
ュゲートを適切な波長の光に曝し、得られた蛍光を検出することにより決定される。蛍光
ラベル化合物は、フルオレセインイソチオシアナート、ローダミン、フィコエリセリン、
フィコシアニン、アロフィコシアニン、ｏ－フタルデヒド、及びフルオレサミン、ならび
にAlexa Fluor染料を含む。あるいは、本発明のシングルドメイン抗体は、前記シングル
ドメイン抗体を化学発光化合物にカップリングさせることにより検出可能にラベルするこ
とができる。化学発光タグ付き免疫コンジュゲートの存在は、一連の化学反応の間に生じ
る発光の存在を検出することにより決定される。化学発光ラベル化合物の例は、ルミノー
ル、イソルミノール、芳香族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
、及びオキサラートエステルを含む。同様に、生物発光化合物を、本発明のシングルドメ
イン抗体をラベルするのに使用することができる。生物発光は、触媒タンパク質が化学発
光反応の効率を向上させる、生体系において見出される種類の化学発光である。生体発光
タンパク質の存在は、発光の存在を検出することにより決定される。ラベリングに有用な
生物発光化合物は、ルシフェリン、ルシフェラーゼ、及びエクオリンを含む。典型的には
、シングルドメイン抗体が上記された蛍光ポリペプチドに融合している場合、融合タンパ
ク質の存在は、当技術分野において周知の任意の手段、例えば、顕微鏡もしくは顕微鏡又
は自動分析システムにより検出することができる。典型的には、シングルドメイン抗体が
酵素に融合している場合には、融合タンパク質は、適切な基質の存在下においてインキュ
ベーションされ、酵素部分は、基質と反応して、例えば、分光光度測定的、蛍光測定的、
又は視覚的な手段により検出することができる化学部分を生じさせる。多重特異性免疫コ
ンジュゲートを検出可能にラベルするのに使用することができる酵素の例は、β－ガラク
トシダーゼ、グルコースオキシダーゼ、ペルオキシダーゼ、及びアルカリホスファターゼ
を含む。当業者であれば、本発明に基づいて利用することができる他の適切なラベルを知
っているであろう。マーカー部分の本発明のシングルドメイン抗体への結合は、当技術分
野において公知の標準的な技術を使用して達成される。これに関する典型的な方法は、Ke
nnedy et al., Clin. Chim. Acta 70: 1, 1976；Schurs et al., Clin. Chim. Acta 81: 
1, 1977；Shih et al., Int'U. Cancer 46: 1101, 1990；Stein et al, Cancer Res. 50:
 1330, 1990；及び前記Coliganに記載されている。さらに、免疫化学検出の便宜及び多様
性は、アビジン、ストレプトアビジン、及びビオチンとコンジュゲートしている、本発明
のシングルドメイン抗体（異種ポリペプチドに融合しているか、又は、融合していない）
を使用することにより向上させることができる｛例えば、Wilchek et al. (eds.), 「Avi
din-Biotin Technology」, Methods In Enzymology (Vol. 184) (Academic Press 1990)
；Bayer et al., 「Immunochemical Applications of Avidin-Biotin Technology,」 in 
Methods In Molecular Biology (Vol. 10) 149- 162 (Manson, ed., The Humana Press, 
Inc. 1992)を参照のこと｝。一部の実施態様では、シングルドメイン抗体（異種ポリペプ
チドに融合しているか、又は、融合していない）の存在は、本発明のシングル抗体（異種
ポリペプチドに融合しているか、又は、融合していない）に特異的な二次抗体により検出
される。典型的には、前記二次抗体は、上記されたのと同じ方法によりラベルされる。例
えば、本発明のシングルドメイン抗体がタグ（例えば、ヒスチジンタグ）に融合している
場合、二次抗体は、前記タグに特異的である。免疫アッセイ法を行うための方法は、十分
確立されている｛例えば、Cook and Self, 「Monoclonal Antibodies in Diagnostic Imm
unoassays」, in Monoclonal Antibodies: Production, Engineering, and Clinical App
lication 180-208 (Ritter and Ladyman, eds., Cambridge University Press 1995)；Pe
rry, 「The Role of Monoclonal Antibodies in the Advancement of Immunoassay Techn
ology」, in Monoclonal Antibodies: Principles and Applications 107-120 (Birch an
d Lennox, eds., Wiley-Liss, Inc. 1995)；Diamandis, Immunoassay (Academic Press, 



(22) JP 2018-506302 A 2018.3.8

10

20

30

40

50

Inc. 1996)を参照のこと｝。
【００４９】
　本発明のシングルドメイン抗体（異種ポリペプチドに融合しているか、又は、融合して
いない）及びそれをコードする核酸分子を、医薬として使用することができる。特に、本
発明の核酸分子（ベクター内に挿入されているか、又は、挿入されていない）は、遺伝子
治療に特に適している。
【００５０】
　一部の実施態様では、本発明のシングルドメイン抗体及び核酸分子（ベクター内に挿入
されているか、又は、挿入されていない）は、ガンの処置に特に適している。本明細書で
使用する場合、「ガン」という用語は、当技術分野におけるその一般的な意味を有し、固
体腫瘍及び血液骨腫瘍を含むが、これらに限定されない。ガンという用語は、皮膚、組織
、臓器、骨、軟骨、血液、及び血管の疾患を含む。「ガン」という用語は、原発性及び転
移性の両方のガンを更に包含する。本発明の方法及び組成物により処置することができる
ガンの例は、膀胱、血液、骨、骨髄、脳、乳房、結腸、食道、消化管、歯茎、頭部、腎臓
、肝臓、肺、鼻咽頭、頸部、卵巣、前立腺、皮膚、胃、精巣、舌、又は子宮からのガン細
胞を含むが、これらに限定されない。加えて、ガンは、下記組織型：悪性新生物、ガン腫
、未分化ガン腫、巨大紡錘型細胞種、小細胞ガン、乳頭ガン、扁平上皮ガン、リンパ上皮
ガン、基底細胞ガン、石灰化ガン、移行上皮ガン、乳頭状移行上皮ガン、腺ガン、悪性ガ
ストリノーマ、胆管細胞ガン、肝細胞ガン、肝細胞ガンと胆管細胞ガンとの組み合わせ、
小柱状腺ガン、腺様嚢胞ガン、腺腫性ポリープにおける腺ガン、家族性ポリポーシス腺ガ
ン、固形ガン、悪性カルチノイドガン、細気管支肺胞性腺ガン、乳頭腺ガン、色素嫌性ガ
ン、好酸性ガン、酸親和性腺ガン、塩基好性ガン、明細胞腺ガン、顆粒細胞ガン、濾胞腺
ガン、乳頭及び濾胞腺ガン、非被包性硬化性ガン、副腎皮質ガン、類内膜ガン、皮膚付属
器ガン、アポクリン腺ガン、皮脂腺ガン、耳垢腺ガン、粘表皮ガン、嚢胞腺ガン、乳頭嚢
胞腺ガン、乳頭漿液嚢胞腺ガン、粘液性嚢胞腺ガン、粘液性腺ガン、印環細胞ガン、浸潤
性乳管ガン、髄様ガン、小葉ガン、炎症性ガン、パジェット病、乳房、腺房細胞ガン、腺
扁平上皮ガン、腺ガンｗ／扁平上皮化、悪性胸腺腫、悪性卵巣間質腫、悪性英膜細胞腫、
悪性顆粒膜細胞腫、及び悪性セルトリ間質細胞腫、セルトリ細胞ガン、悪性ライディッヒ
細胞腫、悪性脂質細胞腫、悪性傍神経節腫、悪性乳房外傍神経節腫、クロム親和性細胞腫
、血管球血管肉腫、悪性メラノーマ、無色素性メラノーマ、表層進展性メラノーマ、巨大
色素性母斑における悪性メラノーマ、上皮細胞メラノーマ、悪性青色母斑、肉腫、線維肉
腫、悪性線維性組織球腫、粘液肉腫、脂肪肉腫、平滑筋肉腫、横紋筋肉腫、胎児性横紋筋
肉腫、胞巣性横紋筋肉腫、間質性肉腫、悪性混合腫瘍、ミュラー管混合腫瘍、腎芽細胞腫
、肝芽細胞腫、ガン肉腫、悪性間葉細胞腫、悪性ブレンナー腫瘍、悪性葉状腫瘍、滑膜肉
腫、悪性中皮腫、未分化胚細胞腫、胎児性ガン、悪性奇形腫、悪性卵巣甲状腺腫、絨毛ガ
ン、悪性中腎腫、血管肉腫、悪性血管内皮腫、カポジ肉腫、悪性血管外皮腫、リンパ肉腫
、骨肉腫、傍骨性骨肉腫、軟骨肉腫、悪性軟骨芽細胞腫、間葉性軟骨肉腫、骨の巨大細胞
腫瘍、ユーイング肉腫、悪性歯原性腫瘍、エナメル上皮歯牙肉腫、悪性エナメル上皮腫、
エナメル上皮線維肉腫、悪性松果体腫、脊索腫、悪性グリオーマ、上衣腫、星状細胞腫、
原形質性星状細胞腫、線維性星状細胞腫、星芽細胞腫、グリオブラストーマ、乏突起神経
膠腫、乏突起神経膠芽細胞腫、原始神経外胚葉性腫瘍、小脳肉腫、神経節芽細胞腫、神経
芽細胞腫、網膜芽細胞腫、嗅神経腫瘍、悪性骨髄腫、神経線維肉腫、悪性神経鞘腫、悪性
顆粒細胞腫瘍、悪性リンパ腫、ホジキン病、ホジキンリンパ腫、側肉芽腫、悪性小リンパ
球性リンパ腫、悪性びまん性大細胞リンパ腫、悪性濾胞性リンパ腫、歯状息肉腫、他の指
定された非ホジキンリンパ腫、悪性組織球増殖症、多発性骨髄腫、マスト細胞肉腫、免疫
増殖性小腸疾患、白血病、リンパ球性白血病、形質細胞白血病、赤血白血病、リンパ肉腫
細胞性白血病、骨髄性白血病、好塩基球性白血病、好酸球性白血病、単球性白血病、マス
ト細胞性白血病、巨核芽球性白血病、骨髄性肉腫、及びヘアリー細胞白血病に特異的であ
ることができるが、これらに限定されない。
【００５１】
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　したがって、本発明の更なる目的は、ガンの処置を必要とする対象において、ガンを処
置するための方法であって、対象に、治療的に有効な量の、本発明のシングルドメイン抗
体（異種ポリペプチドに融合しているか、又は、融合していない）、又は、上記されたよ
うにベクター内に挿入されているか、又は、挿入されていない本発明の核酸分子を投与す
ることを含む、方法に関する。
【００５２】
　本明細書で使用する場合、「処置」又は「処置する」という用語は、予防的（ｐｒｏｐ
ｈｙｌａｃｔｉｃ）又は予防的（ｐｒｅｖｅｎｔｉｖｅ）な処置及び治癒的又は疾患改善
的処置の両方（疾患にかかるリスクにあるか、又は、疾患にかかっていると疑われる患者
、及び、病気であるか、又は、疾患もしくは症状を患っていると診断されている患者の処
置を含む）を意味し、臨床的な再発のサプレッションを含む。処置は、障害を予防し、治
癒し、障害の開始を遅延させ、障害の重症度を低下させ、又は、障害の１つ以上の兆候を
改善し、もしくは、障害を回復させるために、又は、このような処置を行わない場合に予
測される生存を超えて対象の生存を延長させるために、医的障害を有する対象、又は、最
終的に疾患になるおそれがある対象に投与することができる。「治療的に有効な量」は、
任意の医療的処置に適用可能で合理的な利益／リスク比で、疾患の処置に十分な量の本発
明のシングルドメイン抗体又はその核酸分子を意味する。活性剤の総日量は、主治医によ
り通常の医療的判断の範囲内で決定されるであろうことが理解されるであろう。任意の特
定の対象について具体的な治療的に有効な用量レベルは、各種の要因により決まるであろ
う。同要因は、対象の年齢、体重、健康全般、性別、及び食事；投与のタイミング、投与
経路、及び利用される具体的な化合物の排泄速度；処置の持続期間；利用される具体的な
ポリペプチドと組み合わせで又は同時に使用される薬剤；医療分野において周知の要因等
を含む。例えば、化合物の用量を、所望の治療効果を達成するのに必要とされる用量より
低いレベルで開始し、所望の効果が達成されるまで、用量を徐々に増加させることは、当
業者に周知である。ただし、製品の日量は、成人１日当たりに、０．０１～１，０００mg
の広い範囲にわたって変動させることができる。典型的には、組成物は、処置される対象
に対する用量の症候調節のために、０．０１、０．０５、０．１、０．５、１．０、２．
５、５．０、１０．０、１５．０、２５．０、５０．０、１００、２５０、及び５００mg
 活性成分を含有する。医薬は、典型的には、約０．０１mg～約５００mg 活性成分、好ま
しくは、１mg～約１００mg 活性成分を含有する。有効量の薬剤は、通常、１日当たりに
、０．０００２mg/kg 体重～約２０mg/kg 体重、特に、１日当たりに、約０．００１mg/k
g 体重～７mg/kg 体重の用量レベルで供給される。
【００５３】
　本発明によれば、本発明のシングルドメイン抗体（異種ポリペプチドに融合しているか
、又は、融合していない）又は核酸分子（ベクター内に挿入されているか、又は、挿入さ
れていない）は、医薬組成物の形態で対象に投与される。典型的には、本発明のシングル
ドメイン抗体又は核酸分子（ベクター内に挿入されているか、又は、挿入されていない）
は、薬学的に許容し得る賦形剤、及び場合により、持続性放出マトリックス、例えば、生
分解性ポリマーと組み合わせられて、医薬組成物を形成することができる。「薬学的に」
又は「薬学的に許容し得る」は、哺乳類、特にヒトに適切に投与された場合、有害、アレ
ルギー、又は他の不都合な反応を生じさせない分子実体及び組成物を意味する。薬学的に
許容し得る担体又は賦形剤は、非毒性の固体、半固体、又は液体充填材、希釈剤、カプセ
ル化材料、又は任意の種類の配合補助剤を意味する。経口、舌下、皮下、筋肉内、静脈内
、経皮、局所、又は直腸投与用の本発明の医薬組成物において、活性成分は、単独又は別
の活性成分との組み合わせで、単位投与形態において、従来の薬学的支持体との混合物と
して、動物及びヒトに投与することができる。適切な単位投与形態は、経口経路形態、例
えば、錠剤、ゲルカプセル剤、粉末剤、顆粒剤、及び経口懸濁剤又は液剤、舌下及び側頬
の投与形態、エアロゾル剤、インプラント、皮下、経皮、局所、腹腔内、筋肉内、静脈内
、真皮下、経皮、くも膜下腔内、及び鼻内の投与形態、ならびに直腸投与形態を含む。典
型的には、医薬組成物は、注入可能な配合用に薬学的に許容し得る媒体を含有する。これ



(24) JP 2018-506302 A 2018.3.8

10

20

30

40

50

らは、特に、等張性で無菌の生理食塩水（リン酸一ナトリウムもしくは二ナトリウム、塩
化ナトリウム、カリウム、カルシウム、もしくはマグネシウム等、又はこのような塩の混
合物）、又は、場合により、滅菌水もしくは生理食塩水を添加することで注射液の構成が
可能な、乾燥、特に、凍結乾燥成分の場合がある。注射用途に適した剤型は、無菌の水溶
液剤又は分散剤；ゴマ油、ピーナッツ油、又は水性プロピレングリコールを含む製剤、及
び、無菌注射液剤又は分散剤の即時調製用の無菌粉末剤を含む。全ての場合において、製
剤は、無菌である必要があり、容易に注入できるよう程度に流動性である必要がある。製
剤は、製造及び保存の条件下において安定である必要があり、微生物、例えば、細菌及び
真菌の汚染作用を防いで保存される必要がある。本発明の化合物を遊離塩基又は薬学的に
許容し得る塩として含む液剤は、界面活性剤、例えば、ヒドロキシプロピルセルロースと
共に安定的に混合された水中で調製することができる。分散剤も、グリセロール、液状ポ
リエチレングリコール、及びそれらの混合物中及び油中で調製することができる。保存及
び使用の通常の条件下において、これらの調製物は、微生物の増殖を防止するための保存
剤を含有する。本発明のシングルドメイン抗体又は核酸分子（ベクター内に挿入されてい
るか、又は、挿入されていない）は、中性型又は塩型で組成物中に配合することができる
。薬学的に許容し得る塩は、（タンパク質の遊離アミノ基と共に形成された）酸付加塩を
含む。同酸付加塩は、無機酸、例えば、塩酸、リン酸等、又は、有機酸、例えば、酢酸、
シュウ酸、酒石酸、マンデル酸等により形成される。遊離カルボキシル基により形成され
る塩は、無機塩基、例えば、ナトリウム、カリウム、アンモニウム、カルシウム、又は鉄
の水酸化物等、及び、有機塩基、例えば、イソプロピルアミン、トリメチルアミン、ヒス
チジン、プロカイン等から得ることもできる。また、担体は、溶媒、分散媒体であること
もでき、例えば、水、エタノール、ポリオール（例えば、グリセロール、プロピレングリ
コール、及び液状ポリエチレングリコール等）、それらの適切な混合物、及び植物油を含
む。適切な流動性は、例えば、コーティング、例えば、レシチンの使用により、分散剤の
場合には、必要とされる粒径の維持により、及び、界面活性剤の使用により維持すること
ができる。微生物作用の防止は、種々の抗菌剤及び抗真菌剤、例えば、パラベン、クロロ
ブタノール、フェノール、ソルビン酸、チメロサール等によりもたらすことができる。多
くの場合には、等張剤、例えば、糖又は塩化ナトリウムを含むのが好ましいであろう。注
射組成物の持続性吸収は、吸収を遅延させる作用剤、例えば、モノステアリン酸アルミニ
ウム及びゼラチンの組成物中での使用によりもたらすことができる。無菌の注射液剤は、
活性化合物を、必要とされる量で適切な溶媒中に、必要に応じて上記で挙げられた複数の
他の成分と共に包含させ、続けて、無菌ろ過することにより調製される。一般的には、分
散剤は、種々の無菌の活性成分を基本的な分散媒体及び上記で挙げられたものから必要と
される他の成分を含有する無菌媒体中に包含させることにより調製される。無菌注射液剤
を調製するための無菌粉末剤の場合には、調製の典型的な方法は、活性成分と任意の更な
る所望の成分との粉末をそれらの予め無菌ろ過された溶液から生成する、真空乾燥及び凍
結乾燥技術である。直接注入用のより高い濃度の液剤の調製も想到される。この場合、溶
媒としてのＤＭＳＯの使用が極度に素早い浸透をもたらし、高濃度の活性剤を小さな腫瘍
領域に送達するのが明らかである。配合に基づいて、液剤は、剤形に適合可能な方法で、
例えば、治療的に有効な量で投与されるであろう。製剤は、各種の剤形、例えば、上記さ
れた注射液剤の種類において、容易に投与されるが、薬剤放出カプセル剤等も利用するこ
とができる。水溶液剤における非経口投与のために、例えば、液剤は、必要であれば、適
切に緩衝化されるべきである。まず、液体希釈剤を、十分な生理食塩水又はグルコースに
より等張性にする。これらの特定の水溶液剤は、特に、静脈内、筋肉内、皮下、及び腹腔
内投与に適している。これに関して、利用することができる無菌水性媒体は、本開示を考
慮して、当業者に公知であろう。用量の幾らかの変動は、処置される対象の状態に応じて
当然生じるであろう。投与を担う人物は、任意の事象において、個々の対象に適した用量
を決定するであろう。
【００５４】
　本発明は、下記図面及び実施例により更に例示されるであろう。ただし、これらの実施
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例及び図面は、本発明の範囲を限定すると何ら解釈されるべきではない。
【図面の簡単な説明】
【００５５】
図面
【図１】Ｈ１２　ｈｓ２ｄＡｂはその活性なコンホーメーションにあるＲｈｏに選択的で
ある。（Ａ）Ｈ１２は、ＧＴＰ結合活性化状態のＲｈｏＡ　ＧＴＰａｓｅにのみ結合する
コンホーメーションｈｓ２ｄＡｂである。ＥＬＩＳＡにより、１００μM ＧＴＰガンマＳ
（黒色）もしくは１mM ＧＤＰ（白色）のいずれかをロードされたリコンビナントＧＳＴ
－ＲｈｏＡ野生型、又は、ＲｈｏＡの構成的に活性な変異体であるＱ６３Ｌの精製された
ＧＳＴ融合物（チェック）を明らかにしている。（Ｂ）インプットとして１００μM ＧＴ
ＰガンマＳ（ＧＴＰ）又は１mM ＧＤＰをロードされたＨｅＬａ細胞抽出物からのＣＢＤ
タグ付きＨ１２プルダウン。ウェスタンブロットから、ＣＢＤ－Ｈ１２プルダウンにおい
て、ＧＴＰロード抽出物でのみ、両インプットの５％における同レベルでＲｈｏＡが証明
される。Ｄ５抗チューブリンを、陰性対照として使用し、標準ＧＳＴ－ＲＢＤ（Ｒｈｏｔ
ｅｋｉｎのＲｈｏ結合ドメイン）を活性Ｒｈｏプルダウンの陽性対照として使用した。（
Ｃ）不活性な変異体であるＧＦＰ－ＲｈｏＡＴ１９Ｎ又はＧＦＰＲｈｏＡＱ６３Ｌを過剰
発現するＨｅＬａ細胞における免疫蛍光。ｍｙｃタグ抗体を使用して検出されたＨ１２染
色から、構成的に活性な変異体を過剰発現している細胞のみがＧＦＰ蛍光に類似するパタ
ーンを有することが証明された。
【図２】Ｈ１２　ｈｓ２ｄＡｂは、細胞質ゾル中で発現された場合、内因性Ｒｈｏ活性を
撹乱させることができる。ＨｅＬａ細胞を、ＧＦＰ融合物として発現させる、対照となる
無関係のｈｓ２ｄＡｂ又はクローンＨ１２抗Ｒｈｏ－ＧＴＰでトランスフェクションした
。細胞を、トランスフェクション後２０時間固定し、ＤＡＰＩ及びAlexa 594ファロイジ
ンで染色して、アクチンストレスファイバーをラベリングした。
【図３－１】選択されたＦ－Ｉｂの特徴決定。（Ａ）Ｈｍ及びＨｍＢ細胞株におけるフロ
ーサイトメトリーによるｍＣｈｅｒｒｙ蛍光定量。Ｈｍ及びＨｍＢ細胞株におけるＦ－Ｉ
ｂトランスフェクションの４８時間後、ｍＣｈｅｒｒｙ蛍光を、トランスフェクションさ
れた部分集団及びトランスフェクションされていない部分集合において、各Ｆ－Ｉｂにつ
いて定量した。蛍光の各中央値の比（トランスフェクション集団対非トランスフェクショ
ン集団）から、あるＦ－ＩｂについてのｍＣｈｅｒｒｙ蛍光強度の割合が与えられる。（
Ｂ）Ｆボックスドメインは、ＨｍＢ細胞株において、ＲｈｏＢ分解を担っている。Ｆ－ｈ
ｓ２ｄＡｂ及びｈｓ２ｄＡｂを、ＨｍＢ細胞株にトランスフェクションした。ｍＣｈｅｒ
ｒｙ蛍光の中央値を、（Ａ）においてと同様に、フローサイトメトリーにより決定した。
ｍＣｈｅｒｒｙ蛍光の減少は、Ｆ－Ｉｂについてのみ観察される。一方、ｈｓ２ｄＡｂ単
独では、このような減衰を誘導することができない。
【図３－２】選択されたＦ－Ｉｂの特徴決定。（Ｃ）ＨｍＢ細胞株における分解は、プロ
テアソーム依存性である。ＨｍＢ細胞を、Ｆ－Ｉｂでトランスフェクションし、１μM Ｍ
Ｇ１３２（プロテアソーム阻害剤）又はＤＭＳＯで、３６時間処理した。ＭＧ１３２処理
により、蛍光レベルが対照レベル近くに回復する。蛍光の中央値を、ＮＲ対照に正規化す
る。（Ｄ）Ｆ－Ｈ１２及びＦ－Ｂ５は、Ｒａｃ１変異体を分解する。Ｆ－Ｉｂトランスフ
ェクションの４８時間後、ｍＣｈｅｒｒｙ蛍光を、Ｈｍ、ＨｍＢ、及びＨ２Ｂ－ｍＣｈｅ
ｒｒｙ－Ｒａｃ１Ｌ６３細胞株において、（Ａ）に記載されたのと同様に、フローサイト
メトリーにより定量した。各細胞株についての蛍光の中央値を、ＮＲ対照に正規化した。
Ｆ－Ｈ１２及びＦ－Ｂ５は、他のＦ－Ｉｂと比較して、Ｒａｃ１Ｌ６３細胞株におけるｍ
Ｃｈｅｒｒｙ蛍光の顕著な減少を誘導する。
【図３－３】選択されたＦ－Ｉｂの特徴決定。（Ｅ）ＲｈｏＢ陽性Ｆ－Ｉｂは全て、コン
ホ―メーション感受性であり、活性な変異体であるＲｈｏＢＬ６３に対して選択的である
。上記されたように、ｍＣｈｅｒｒｙ蛍光を、Ｈｍ、ＨｍＢ、及びＨ２Ｂ－ｍＣｈｅｒｒ
ｙ－ＲｈｏＢＮ１９細胞株へのＦ－Ｉｂトランスフェクション後に、フローサイトメトリ
ーにより定量した。各細胞株についての蛍光の中央値を、ＮＲ対照に正規化した。ｍＣｈ
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ｅｒｒｙ蛍光の顕著な減少は、対照細胞株であるＨｍと比較して、各Ｆ－Ｉｂについて、
ＲｈｏＢＮ１９細胞株において観察されなかった。
【図４－１】内因性ＲｈｏＢ細胞活性化ノックダウン。（Ａ）Ｈｅｌａ　Ｓ３細胞を、Ｆ
－Ｉｂプラスミドで４８時間トランスフェクションした。ＧＳＴ－ＲＢＤプルダウンを、
各Ｆ－Ｉｂについて、Ｒｈｏ－ＧＴＰレベル（ライン　ＲｈｏＢ－ＧＴＰ、ＲｈｏＡ－Ｇ
ＴＰ、及びＲｈｏＣ－ＧＴＰ）を制御するために行った。Ｒｈｏタンパク質の総レベルが
、インプット（ライン　総ＲｈｏＢ、総ＲｈｏＡ、及び総ＲｈｏＣ）の２％をロードする
ことにより証明された。Ｆ－Ｉｂ生成は、ｍｙｃタグ顕色により示される。チューブリン
を、ロード対照とする。（Ｂ）３つの独立したＧＳＴ－ＲＢＤプルダウン実験の定量。Ｆ
－Ｂ６は、ＲｈｏＡ又はＲｈｏＣより選択的にＲｈｏＢ－ＧＴＰを分解すると考えられる
。Ｆ－Ｈ１２及びＦ－Ｂ１５は、ｐａｎＲｈｏバインダーである。相対活性を、チューブ
リンに正規化されたインプットレベルに対するＧＴＰレベル間の比として算出した。正規
化平均±ＳＥＭを示す。
【図４－２】内因性ＲｈｏＢ細胞活性化ノックダウン。（Ｃ）ＥＧＦ処理後のＲｈｏＢ活
性化速度論。ＨｅＬａ　Ｓ３細胞を、Ｆ－ＮＲ対照により４８時間トランスフェクション
した。この４８時間には、２４時間の血清飢餓を含む。４８時間のトランスフェクション
中に、細胞を、示されたタイミングで、濃度５０ng.mL-1 ＥＧＦで処理した。ＧＳＴ－Ｒ
ＢＤプルダウンを、この処理後のＲｈｏ－ＧＴＰ誘導をモニターするのに行った。Ｒｈｏ
Ｂは、３０分までに５分以内で活性化される。活性化の２回目の波は、１２０分で示され
る。ＲｈｏＡ及びＲｈｏＣは、５～３０分の間でのみ活性化され、５分において最大であ
る。（Ｃ、Ｄ、Ｅ）ＥＧＦ処理の１５分後及びＦ－Ｉｂによる細胞トランスフェクション
の４８時間後に、ＲｈｏＢ－ＧＴＰ（Ｂ）、ＲｈｏＡ－ＧＴＰ（Ｃ）、及びＲｈｏＣ－Ｇ
ＴＰ（Ｄ）レベルを確認した。Ｆ－Ｈ１２及びＦ－Ｂ６は、陰性対照と比較して、ＥＧＦ
処理後に、ＲｈｏＢ活性化を阻害することができる。Ｆ－Ｈ１２は、部分的にＲｈｏＡ活
性化を阻害し（５０％）、ＥＧＦ処理下において、ＲｈｏＣ－ＧＴＰレベルを、基底レベ
ル（処理なし）近くに低下させる。一方、Ｆ－Ｂ６は、これら２つのＲｈｏ　ＧＴＰａｓ
ｅ活性化について、ＥＧＦ処理後に阻害作用を有さない。定量は、正規化平均±ＳＥＭに
ついて示される。
【図４－３】内因性ＲｈｏＢ細胞活性化ノックダウン。（Ｃ、Ｄ、Ｅ）ＥＧＦ処理の１５
分後及びＦ－Ｉｂによる細胞トランスフェクションの４８時間後に、ＲｈｏＢ－ＧＴＰ（
Ｂ）、ＲｈｏＡ－ＧＴＰ（Ｃ）、及びＲｈｏＣ－ＧＴＰ（Ｄ）レベルを確認した。Ｆ－Ｈ
１２及びＦ－Ｂ６は、陰性対照と比較して、ＥＧＦ処理後に、ＲｈｏＢ活性化を阻害する
ことができる。Ｆ－Ｈ１２は、部分的にＲｈｏＡ活性化を阻害し（５０％）、ＥＧＦ処理
下において、ＲｈｏＣ－ＧＴＰレベルを、基底レベル（処理なし）近くに低下させる。一
方、Ｆ－Ｂ６は、これら２つのＲｈｏ　ＧＴＰａｓｅ活性化について、ＥＧＦ処理後に阻
害作用を有さない。定量は、正規化平均±ＳＥＭについて示される。
【図４－４】内因性ＲｈｏＢ細胞活性化ノックダウン。（Ｃ、Ｄ、Ｅ）ＥＧＦ処理の１５
分後及びＦ－Ｉｂによる細胞トランスフェクションの４８時間後に、ＲｈｏＢ－ＧＴＰ（
Ｂ）、ＲｈｏＡ－ＧＴＰ（Ｃ）、及びＲｈｏＣ－ＧＴＰ（Ｄ）レベルを確認した。Ｆ－Ｈ
１２及びＦ－Ｂ６は、陰性対照と比較して、ＥＧＦ処理後に、ＲｈｏＢ活性化を阻害する
ことができる。Ｆ－Ｈ１２は、部分的にＲｈｏＡ活性化を阻害し（５０％）、ＥＧＦ処理
下において、ＲｈｏＣ－ＧＴＰレベルを、基底レベル（処理なし）近くに低下させる。一
方、Ｆ－Ｂ６は、これら２つのＲｈｏ　ＧＴＰａｓｅ活性化について、ＥＧＦ処理後に阻
害作用を有さない。定量は、正規化平均±ＳＥＭについて示される。
【実施例】
【００５６】
実施例１：コンホーメーション感受性抗体の選択
　ディスプレイ技術を使用する完全にｉｎ　ｖｉｔｒｏでの免疫化の主な利点の１つは、
所望のアウトカムに対して選択させるための、抗原のコンホーメーション及び濃度の制御
である。例えば、選択スキームは、低いオフレート速度論を備えた、高い親和性バインダ
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受性バインダーを特定するように策定することができる。リンコンビナント抗体フラグメ
ントライブラリスクリーニングにより、例えば、活性なコンホーメーションの低分子量Ｇ
ＴＰａｓｅを選択的にターゲットにする、複数のバインダーが提供されてきた。（国際出
願第ＥＰ２０１４／０７３７１３号に記載された）本発明者らの合成ライブラリは、選択
的なコンホーメーションバインダーの特定を可能にするのに十分な多様性及び機能性を有
したと仮定した。Ｒｈｏサブファミリーから、低分子量ＧＴＰａｓｅに対するコンホーメ
ーション特異的抗体を選択するために、減法パニングを行った。低分子量ＧＴＰａｓｅは
、ＧＤＰ又はＧＴＰヌクレオチドそれぞれに結合した場合、不活性状態と活性状態との間
をサイクルする分子スイッチである。活性又は不活性なコンホーメーションを安定的にと
る低分子量ＧＴＰａｓｅの変異体を設計することができる。構成的に活性な変異体（例え
ば、ＲｈｏＡ　Ｑ６３Ｌ、ＲｈｏＢ　Ｑ６３Ｌ、又はＲｈｏＣ　Ｑ６３Ｌ）を、ベイトと
してＨＥＫ２９３中で発現させ、ついで、そのネイティブなコンホーメーションを保存す
るパニングのために新鮮にプルダウンさせた。ＧＴＰ結合ＲｈｏＡに特異的なファージ中
で濃縮するために、枯渇工程を、ＧＤＰ結合ＲｈｏＡタンパク質を使用する２回目のラウ
ンドのパニングから導入して、活性変異体に対する選択前に、汎用バインダーを除去した
。４回のラウンドの選択後に、クローンを、ファージＥＬＩＳＡを使用し、ＧＴＰγＳ（
ＧＴＰの非加水分解性類似物）ロードＲｈｏ　ＧＴＰａｓｅ又はＧＤＰロードＲｈｏ　Ｇ
ＴＰａｓｅのいずれかに対して分析した。選択されたシングルドメイン抗体の基本的な特
徴を、表１に示す。
【００５７】
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【００５８】
実施例２：Ｈ１２抗体の機能的な特徴
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　クローンＨ１２を、ＥＬＩＳＡにより更に分析した。本事例では、大腸菌中でＧＳＴ融
合物として発現された複数の精製Ｒｈｏタンパク質について、可溶型の抗体を使用する。
Ｈ１２　ｈｓ２ｄＡｂは、構成的に活性な変異体であるＲｈｏＡＬ６３及びＧＴＰγＳで
ロードされた野生型ＲｈｏＡに効率的に結合したことが示された。対照的に、不活性なＲ
ｈｏＡＮ１９変異体又はＧＤＰロード野生型ＲｈｏＡへの結合は観察されなかった（図１
Ａ）。ついで、Ｈ１２がＧＴＰロードＲｈｏＡを哺乳類の細胞抽出物から特異的にプルダ
ウンすることができたかどうかを試験した。大腸菌中で発現させたＣＢＤタグ付きＨ１２
構築物を、キチンビーズに固定し、ＧＴＰγＳ又はＧＤＰのいずれかで予め処理されたＨ
ｅＬａ細胞抽出物と共にインキュベーションした。ＧＳＴに融合されたＲｈｏｔｅｋｉｎ
のＲｈｏ結合ドメイン（ＧＳＴ－ＲＢＤ）を、対照として使用した。このドメインは、活
性なコンホーメーションのＲｈｏ　ＧＴＰａｓｅに結合するのが公知であり、現時点でＲ
ｈｏ活性をアッセイするのに標準的な方法である。Ｈ１２　ｈｓ２ｄＡｂは、ＧＴＰγＳ
でロードされたＲｈｏに非常に選択的であり、ＧＤＰロード抽出物ではシグナルを与えな
いことが見出された（図１Ｂ）。次に、Ｈ１２により、ＲｈｏＡ活性コンホーメーション
を免疫蛍光において特異的に検出したかどうかを試験した。ＧＦＰ－ＲｈｏＡＬ６３活性
変異体又は不活性なＧＦＰ－ＲｈｏＡＮ１９を発現しているＨｅＬａ細胞を固定し、Ｈ１
２　ｈｓ２ｄＡｂで染色した。不活性な変異体であるＧＦＰ－ＲｈｏＡＮ１９の過剰発現
は、ＲｈｏＡ経路においても、又は、細胞の形状においても、ドミナントネガティブな作
用を有さず、トランスフェクションされていない細胞のバックグラウンドを上回って増大
されたシグナルをもたらさなかった。対照的に、強力な染色が、ＧＦＰ－ＲｈｏＡＬ６３

活性変異体を発現している細胞において、選択的に得られた。これらの細胞は、束ねられ
たアクチンストレスファイバーを示すことに留意。この特徴的な表現型は、向上したＲｈ
ｏＡ活性に関連付けられる（図１Ｂ）。要するに、これらの結果から、Ｈ１２　ｈｓ２ｄ
Ａｂは、その活性なコンホーメーションにあるＲｈｏに選択的であることが示された。
【００５９】
　さらに、結果から、Ｈ１２抗体は、細胞質ゾル中で発現された場合、内因性Ｒｈｏ活性
を攪乱することができたことが示唆される。まず、Ｈ１２－ＧＦＰを、ＨｅＬａ細胞中で
、ＲｈｏＡＮ１９不活性変異体又はＲｈｏＡＬ６３構成的活性変異体のいずれかと共発現
させ、抗ＧＦＰモノクローナル抗体を使用する共免疫沈降実験を行った。活性なＲｈｏＡ
は、Ｈ１２－ＧＦＰと共免疫沈降された。一方、不活性なＲｈｏＡは、共沈降されなかっ
た。このことから、Ｈ１２は、細胞内抗体として機能し、細胞質ゾル中でそのコンホーメ
ーション感受性を維持したことが示された。Ｒｈｏ　ＧＴＰａｓｅがアクチン細胞骨格重
合を促進するシグナル伝達経路に関与しているため、Ｈ１２過剰発現により誘導される機
能的作用が見られた。トランスフェクションされていない細胞又は種々の無関係なＧＦＰ
融合ｈｓ２ｄＡｂでトランスフェクションされた細胞とは対照的に、Ｈ１２－ＧＦＰを発
現している細胞は、総じて、アクチンストレスファイバーを欠くことが観察された（図２
）。アクチンフィラメント組織化のこの変化は、細胞内の機械的な力及び張力の損失に特
徴的な細胞形状の相当な変化に関連している（図２）。ＲｈｏＡがミオシンＩＩの活性化
及びアクチン細胞骨格再組織化において主要な役割を果たしているため、この結果から、
Ｈ１２は、Ｒｈｏ依存性シグナル伝達を効率的に攪乱し、Ｃ３細胞外酵素Ｒｈｏ阻害剤に
より誘導される作用を模倣したことが示唆された。
【００６０】
実施例３：ＲｈｏＢ活性をターゲットにする機能性コンホーメーション細胞内抗体
蛍光タンパク質ノックダウンの視覚的スクリーニングによる細胞内抗体の直接選択
　細胞内抗体を使用して細胞内でのＲｈｏＢ活性に干渉する目的で、ファージディスプレ
イ選択で開始し、続けて、機能的な阻害性細胞内抗体の特定を目的として細胞内をスクリ
ーニングする戦略が確立された。過去１０年間に、Ｒｈｏタンパク質のＧＴＰコンホ―メ
ーションを区別するバインダーを単離するために、精緻なファージディスプレイ選択スキ
ームが確立された。選択中にＲｈｏＢのネイティブなコンホ―メーションを保持するため
に、ベイト抗原を、哺乳類細胞中で発現させ、新鮮に抽出し、ＮａＬｉ－Ｈ１ライブラリ
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ファージとのインキュベーション中に、ナノモル濃度範囲で使用した。競合的パニング選
択を、過剰のＧＤＰロード野生型ＲｈｏＢの存在下における事前洗浄工程後に、構成的に
活性な変異体であるＲｈｏＢＬ６３を使用して行い、その最も近いホモログより、Ｒｈｏ
Ｂに対して選択的なバインダーを濃縮した。２回のラウンドの濃縮後に、５モル濃度過剰
のＲｈｏＡＬ６３及びＲｈｏＣＬ６３を加えて、ベイトと更に競合させた。細菌により発
現され、精製されたＧＳＴ－ＲｈｏＢＬ６３に対する結合ファージの陽性濃縮をファージ
ＥＬＩＳＡにおいて制御した後に、ＲｈｏＢ細胞内抗体についての直接スクリーニングの
開発が望まれた。このようなモノクローナル結合ドメインの有効性は、非常にアッセイ法
依存的である場合がある、すなわち、ＥＬＩＳＡスクリーニングにおいて陽性のものが免
疫蛍光においては作用しない、又は、その逆もある場合があることを、リコンビナント抗
体技術における過去の経験から学んだ。また、ターゲットに対するナノボディの蛍光融合
物の共局在に基づく選択スキームも使用して、細胞内抗体を単離した。ついで、１セット
のこれらのトラッキング細胞内抗体を機能化し、抗原を分解するために、ＧＦＰをプロテ
アソームターゲットドメインにより置き換えた時点では、驚くべきことに、最良のトラッ
カーと最良のデグレーダーとの間の相関関係は明らかではなかった。したがって、特定の
アッセイ法において作用する細胞内抗体を特定する最良の方法は、最終的なフォーマット
において直接スクリーニングすることであろうと判断した。
【００６１】
　ここで、そのプロテアソーム媒介性分解を誘導することによりＲｈｏＢを阻害するよう
に選択する。細胞内抗体の複数の機能化は、ターゲットの分解を誘導するのを目的とした
。それらの内の１つは、Ｆボックスタンパク質のＦボックスドメインを融合させることで
ある。Ｆボックスタンパク質は、２つのモジュールドメインを含有する。１つは、ターゲ
ット認識のためのものであり、Ｆボックスドメインは、Ｓｋｉｐ１と相互作用する。Ｓｋ
ｉｐ１は、ＳＣＦ　Ｅ３ユビキチンリガーゼ複合体のコンポーネントである。同複合体は
、Ｆボックスタンパク質ターゲットのポリユビキチン化を誘導し、続けて、その後のプロ
テアソーム分解を誘導する。ターゲット結合ドメインの細胞内抗体による置換えにより、
ターゲットを指定することができるため、抗原の分解を誘導することができる。そのノッ
クダウン戦略の１つの利点は、Ｆボックス－細胞内抗体（Ｆ－Ｉｂ）が触媒的なやり方で
作用し、共分解されないことである。別の利点は、分解が観察されない場合、これにより
、抗原とナノボディとの間の細胞内相互作用が間接的に報告されるという事実にある。主
な欠点は、ターゲットされた抗原がユビキチン化部位を提示しない場合があることである
。ただし、それが、低分子量ＧＴＰａｓｅ又はプロテアソームにより自然に分解すること
ができる任意のタンパク質であるという訳ではない。この戦略を、複数の抗ＧＦＰ　ｈｓ
２ｄＡｂ細胞内抗体について以前に試験し、ｈｓ２ｄＡｂに融合されたdrosophilaのｓｌ
ｍｂ遺伝子からのアミノ末端Ｆボックスドメイン及びＩＲＥＳから翻訳された第２のシス
トロンとして発現されたミトコンドリア蛍光レポーター遺伝子カルボキシ末端ｍｙｃタグ
上流の発現を可能にするプラスミドを構築してきた。ＲｈｏＢを蛍光タンパク質に融合さ
せることにより、ターゲット分解の視覚的なスクリーニングを設定するために選択する。
活性なＲｈｏＢを模倣するために、構成的に活性な変異体であるＲｈｏＢＬ６３を発現さ
せるのを選択する。同変異体は、ＧＴＰヌクレオチド加水分解の触媒が強く損なわれてい
るため、ＧＴＰロードされた活性状態のままである。内因性ＲｈｏＢとの結合クロストー
クを避けるために、ＲＨＯＢ－／－肺上皮細胞株Ｈ２８８２を使用した。ＲｈｏＢＬ６３
発現毒性により安定した細胞株を生成することができなかったため、アミノ末端ヒストン
Ｈ２Ｂ、続けて、ｍＣｈｅｒｒｙ蛍光タンパク質ならびに、パルミトイル化及びプレニル
化シグナルに対応する５つの末端アミノ酸を欠失しているカルボキシ末端ＲｈｏＢＬ６３
をコードする配列からなるキメラを構築した。この融合タンパク質は、膜アンカー能を失
っており、クロマチンヌクレオソームに人工的に取り込まれ、核中に蛍光シグナルを与え
る一方で、ＨｍＢと呼ばれる安定した細胞株を作成するのに無毒性であると考えられる位
置で、活性なＲｈｏＢＬ６３変異体を提示した。ＲｈｏＢＬ６３への結合特異性を制御す
るために、同様に、Ｈ２Ｂ－ｍＣｈｅｒｒｙのみを発現している細胞株（Ｈｍと呼ばれる
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）が作成された。Ｆボックス－ｈｓ２ｄＡｂが安定したＦ－Ｉｂであり、相互作用がＲｈ
ｏＢＬ６３と特異的に生じる場合、核でのｍＣｈｅｒｒｙ蛍光の減少が、ＨｍＢ細胞株に
おいて観察され、Ｈｍ細胞において観察されないであろうと仮定された。したがって、Ｒ
ｈｏＢＬ６３分解に関連する蛍光減衰は、Ｆ－Ｉｂ　ＲｈｏＢ阻害剤についての視覚的な
スクリーニングの根拠かもしれない。クロマチンの量及び密度は、細胞依存性であり、細
胞周期に従って変動し、細胞核蛍光におけるわずかな不均一性を与える。一過性のプラス
ミドトランスフェクションに基づくスクリーニングにおける細胞依存性不均一性の別の原
因は、変動するプラスミドコピー数、トランスフェクション効率、及びＦ－Ｉｂの相対的
な発現レベルに由来する。これらのパラメータをより良好に評価するために、レポーター
遺伝子としてミトコンドリア基質にターゲットされる単量体ＧＦＰを有するＦ－Ｉｂ二重
シストロン発現ベクターを使用し、このスクリーニングにおける２つの陰性ｈｓ２ｄＡｂ
を使用するアッセイ法を設定した。これら２つは、ＲｈｏＢファージディスプレイに無関
係なＦ－ＮＲと、以前にＲｈｏＢに対して選択されたが、分解性細胞内抗体でないＦ－２
０と呼ばれる。まとめると、視覚的なスクリーニングは、ＧＦＰ蛍光ミトコンドリアを示
す細胞における、ｍＣｈｅｒｒｙ核蛍光減衰の観察による。４ラウンドのパニング後、ｈ
ｓ２ｄＡｂ配列を、プール中で消化し、Ｆ－Ｉｂ二重シストロンベクターに直接挿入した
。このようなポリクローナルサブクローニングにより、ファージミドサブライブラリと比
較して、ある程度の多様性の損失がもたらされる場合があるが、従来のファージディスプ
レイ戦略において、１セットのランダムに採取されたコロニーのみをスクリーニングし、
ファージ選択中に特異的なバインダーの効果的な濃縮がサブクローニング中にトランスフ
ェクションされない可能性がほとんどないと考えられる。１回のクローニング工程後に、
数百のＦ－ｈｓ２ｄＡｂを、両細胞株（ＨｍＢ及びＨｍ）における個々のプラスミドクロ
ーンの一過性トランスフェクションによりスクリーニングし、倒立型顕微鏡において、ｍ
Ｃｈｅｒｒｙ蛍光強度を観察した。陽性ヒットをシークエンシングした後、２つの陰性内
部対照であるＦ－ＮＲ及びＦ－Ｂ２０と比較して、トランスフェクション細胞であるＨｍ
Ｂ細胞においてのみ、ｍＣｈｅｒｒｙ蛍光の強力な減衰を誘導した、４つの固有のクロー
ンを特定した。選択されたクローンの内の１つは、Ｈ１２　ｈｓ２ｄＡｂであった。Ｈ１
２　ｈｓ２ｄＡｂは、そのＮａＬｉ－Ｈ１ライブラリから以前に特定されたｐａｎ活性な
Ｒｈｏである。一部の選択された領域における蛍光減衰定量から、これらのＦ－Ｉｂは、
ＲｈｏＢＬ６３の存在に応じて、Ｈ２Ｂ－ｍＣｈｅｒｒｙ－ＲｈｏＢＬ６３の分解を誘導
したことが示唆された。ついで、これらの結果は、フローサイトメトリーにより更に定量
された。このことから、Ｆ－Ｈ１２、Ｆ－Ｂ６、Ｆ－Ｂ１５、及びＦ－Ｂ５が、Ｈ２Ｂｍ
Ｃｈｅｒｒｙ－ＲｈｏＢＬ６３を選択的に分解することが確認され、Ｆ－Ｈ１２及びＦ－
Ｂ６が、最も効率的なＦ－Ｉｂであることが示された（図３Ａ）。
【００６２】
選択されたＦ－Ｉｂの特徴決定
　Ｆボックスドメインのペプチド又は細胞内抗体への融合が、種々の細胞環境におけるプ
ロテアソームによるターゲット分解を媒介することが報告されている。Ｆボックスドメイ
ンの存在が分解を担うかどうかを確認するために、ｈｓ２ｄＡｂを単独で、Ｈｍ及びＨｍ
Ｂ細胞株中で発現させたが、ｍＣｈｅｒｒｙ蛍光の減少は観察されなかった（図３Ｂ）。
次に、ＭＧ１３２プロテアソーム阻害剤を使用して、観察された分解がプロテアソーム依
存性であったことの対照実験を行った。フローサイトメトリーにより定量された４つのＦ
－Ｉｂ誘導蛍光減衰をわずかに減少させるＤＭＳＯ処理と比較して、３６時間の間の１μ
M ＭＧ１３２の処置により、ｍＣｈｅｒｒｙ蛍光は、ほぼ対照レベルに回復した（図３Ｃ
）。最後に、蛍光減衰が、トランスフェクションにおけるプラスミド濃度を２μgから０
に減少させた後に蛍光を定量することにより、Ｆ－Ｉｂ発現の直接的な作用であったかど
うかを分析した。用量応答性の直接的な作用が、プラスミド濃度が低いほど、蛍光シグナ
ルが大きくなるように、効果的なＦ－Ｈ１２及びＦ－Ｂ６について観察された（データを
示さず）。これらの結果と共に、直接的な視覚的スクリーニングにより選択されたＦ－Ｉ
ｂが特異的にターゲッティングし、プロテアソーム依存法において、クロマチンで濃縮さ
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れたＲｈｏＢＬ６３デルタＣＡＡＸタンパク質を分解することが証明された。
【００６３】
選択されたＦ－Ｉｂの特異性及びコンホーメーション選択性
　Ｈ１２　ｈｓ２ｄＡｂは、コンホーメーションセンサであり、ＲｈｏＡ、ＲｈｏＢ、Ｒ
ｈｏＣホモログ間を区別しないＧＴＰロードＲｈｏタンパク質のブロッキング細胞内抗体
であり、近くの関連するＧＴＰａｓｅであるＲａｃ１及びＣＤＣ４２をも認識する。本研
究において、Ｈ１２　ｈｓ２ｄＡｂが再度濃縮され、選択されたという事実は、以前のパ
ニングにおいて、その提示がＲｈｏＡＬ６３での３回目のラウンドのパニングにおいてク
ローンの５０％を上回ったように、その濃縮が初期のラウンドの選択において非常に高か
ったため、驚くべきことではなかった。ここで、活性なＲｈｏＡ及びＲｈｏＣにより競合
を導入したにも関わらず、Ｈ１２は、総じて、選択から排除されなかった。このことは、
他の新たに選択されたｈｓ２ｄＡｂも、ｐａｎＲｈｏであった場合があることを示唆して
いる。それにも関わらず、Ｈ１２濃縮は非常に低かった。このことは、新たな減法選択が
、少なくとも部分的に効果的であったことを示唆している。選択されたＦ－ｈｓ２ｄＡｂ
の選択性を決定するために、Ｈ２Ｂ－ｍＣｈｅｒｒｙ－ＲｈｏＢＬ６３以外で、同じ基礎
において種々の安定した細胞株を生成した。Ｈ２Ｂ－ｍＣｈｅｒｒｙ－ＲｈｏＡＬ６３及
びＨ２Ｂ－ｍＣｈｅｒｒｙ－ＲｈｏＣＬ６３のトランスフェクションでは、安定した細胞
株を生成することができず、一過性発現の不均一性は、蛍光減衰の決定的な定量をもたら
さなかった（データを示さず）。しかしながら、類似する細胞株の生成は、Ｈ２Ｂ－ｍＣ
ｈｅｒｒｙ－Ｒａｃ１Ｌ６１によって可能であった。Ｒａｃ１は、主にスイッチドメイン
において、Ｒｈｏサブファミリーの最も近いホモログである。予想通りに、Ｆ－Ｈ１２は
、後者の細胞株において、蛍光減衰を誘導した。他の選択されたＦ－Ｉｂの中でも、Ｆ－
Ｂ５は、Ｈ２Ｂ－ｍＣｈｅｒｒｙ－Ｒａｃ１Ｌ６３の蛍光レベルにも影響を及ぼしたが、
Ｆ－６Ｂ及びＦ－Ｂ１５は、活性型Ｒａｃ１を分解することができなかった（図３Ｄ）。
この点において、ｈｓ２ｄＡｂ５又はそのＦ－５機能化なしに、研究を続行したが、ｈｓ
２ｄＡｂ　Ｈ１２を、ｐａｎ活性なＲｈｏ対照として維持した。ついで、同じ変異が他の
Ｒａｓホモログに結合するヌクレオチドにおいてＧＴＰａｓｅ欠損をもたらすため、主に
不活性であると考えられているＲｈｏＢＮ１９変異体に対するその作用を比較することに
より、残りのＦ－Ｉｂのコンホーメーション選択性に取り組んだ。Ｆ－Ｉｂとして発現さ
せたｈｓ２ｄＡｂのコンホーメーション選択性を、蛍光減衰アッセイ法において決定する
ために、Ｈ２Ｂ－ｍＣｈｅｒｒｙ－ＲｈｏＢＮ１９の安定した細胞株を生成した。ＦＡＣ
Ｓ分析後に、全ての効果的なＦ－Ｉｂは、ＲｈｏＢの活性な変異体のみを分解し、不活性
型を分解しなかった（図３Ｅ）。これらの結果から、Ｆ－Ｂ６及びＦ－Ｂ１５は、その活
性なコンホーメーションにあるＲｈｏＢを優先的に認識するコンホーメーションｈｓ２ｄ
Ａｂであることが示される。
【００６４】
内因性ＲｈｏＢ活性ノックダウン
　ついで、これらの細胞内抗体が、内因性の活性型ＲｈｏＢを分解できたかどうかを調査
した。この目的を達成するために、顕著な量のＲｈｏＢタンパク質を検出可能な基底レベ
ルの活性なＲｈｏＢを伴って発現する一般的な細胞株であるＨｅＬａ　Ｓ３細胞を使用し
た。Ｒｈｏ　ＧＴＰａｓｅ活性をアッセイするための標準的な方法は、ＧＳＴ－ＲＢＤを
使用するプルダウンに基づいている。ＲＢＤは、ＧＴＰ結合Ｒｈｏとのみ相互作用する３
つのＲｈｏの共通するエフェクターであるＲｈｏｔｅｋｉｎからのＲｈｏ結合ドメインで
ある。Ｆ－Ｉｂの一過性トランスフェクションの４８時間後、ＲｈｏＢ基底活性画分のプ
ルダウンは、対照であるＦ－Ｂ２０及びＦ－ＮＲより、Ｆ－Ｂ６、Ｆ－Ｂ１５、又はＦ－
Ｈ１２によりトランスフェクションされた細胞において低かった。ＲｈｏＡ及びＲｈｏＣ
の検出から、それらの基底活性も影響を受けたかどうかを評価することが可能であった。
予想通りに、Ｆ－Ｈ１２は、３つ全てのＲｈｏ活性画分のレベルの強力な低下を誘導した
。しかしながら、３つの活性なＲｈｏのレベルは、Ｆ－Ｂ１５及びＦ－Ｂ６の発現につい
て、等しく低下しなかった。このことから、これらは、Ｆ－Ｈ１２と同じ選択性を有さな
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いことが示唆される。活性なＲｈｏＢ及びＲｈｏＡの両方の分解を誘導したＦ－Ｂ１５　
ｈｓ２ｄＡｂとは対照的に、Ｆ－Ｂ６は、ＲｈｏＡ又はＲｈｏＣプルダウン画分の明らか
なモデュレーションを誘導しなかった（図４Ａ）。定量から、Ｆ－Ｂ６は、この細胞環境
及びアッセイ条件において、ＲｈｏＢ活性のみを低下させることが示された（図４Ｂ）。
この結果は、それらのＧＴＰロード状態にあるＲｈｏＢとＲｈｏＡとを区別し、その細胞
内タンパク質分解を可能にするであろう分子の最初の例である。
【００６５】
　Ｆ－６によるトランスフェクションの４８時間後に観察されたタンパク質ノックダウン
が直接的で、特異的であったかどうかを調査するために、Ｒｈｏタンパク質の細胞内活性
化の素早いプロセスをターゲットにした。実際には、ＲｈｏＢ及びＲｈｏＡ及びより低い
程度のＲｈｏＣが、ＥＧＦ処理後数分で活性化されることが報告された。血清飢餓の２４
時間後に、ＥＧＦによる各Ｒｈｏの活性化速度論を、ＨｅＬａ　Ｓ３細胞中で評価した。
活性化は、３つ全てのＲｈｏについて刺激後５分程度で観察され、１５分で最大に達した
。同最大への到達を、更なる実験についての活性化時間として選択した（図５Ｃ及び図５
Ｄ）。Ｆ－Ｈ１２及びＦ－Ｂ６の作用を、Ｒｈｏ活性化について特徴決定し、ＲｈｏＡ／
Ｂ活性の選択的に観察された低下を確認した。一方、Ｆ－ＮＲ又はＦ－Ｂ２０対照は、Ｅ
ＧＦ媒介性Ｒｈｏ活性化を妨害しなかった。Ｆ－Ｂ６は、ＥＧＦにより誘導されたＲｈｏ
Ｂ活性のみを低下させる。一方、ＦＨ１２は、全く全てのＲｈｏ活性を阻害する（図５Ｃ
及び図５Ｄ）。
【００６６】
　まとめると、ｈｓ２ｄＡｂ　Ｂ６は、ＲｈｏＢ－ＧＴＰに非常に選択的な細胞内抗体で
あると考えられる。同細胞内抗体は、細胞内ＲｈｏＢの主な画分をダウンレギュレーショ
ンすることなく、Ｆ－Ｉｂとして機能化されると、ＲｈｏＢ基底活性及びその刺激活性を
ブロックすることができる。
【００６７】
参考文献
　本願全体を通して、種々の参考文献が、本発明が属する分野の水準を説明している。こ
れらの参考文献の開示は、参照により本開示に組み入れられる。
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