
(57)【要約】

個体の再構成又は標的遺伝的組換え及び個体の免疫レパ

トアの定量的評価の方法、並びに特に治療のフォローア

ップ又はある病理の診断及び／又は予測の場合のその使

用。該方法は、少なくとも：(a) 生体試料からのヒトゲ

ノムDNAの抽出、(b) 該ゲノムDNAの数百塩基対～数十kb

のサイズのセグメントのマルチプレックスPCRによる、1

又はいくつかのプライマ対と、ゲノムDNAの数百塩基対

～数十kbのサイズのセグメントの増幅が可能で、伸長を

実質的に向上することが可能な訂正活性を有するDNAポ

リメラーゼ又はDNAポリメラーゼ混合物の存在下での増

幅であって、最初の変性工程、変性、ハイブリダイゼー

ション及び伸長のサイクルを含み、伸長工程が68～72℃

で少なくとも10分間行われる増幅、(c) 増幅されたgDNA

断片の分離及び(d) 再構成又は組換えされたセグメント

の検出を含む。

【選択図】図３
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 少 な く と も ：
(a)   生 体 試 料 か ら の ヒ ト ゲ ノ ム DNAの 抽 出 、
(b)   マ ル チ プ レ ッ ク ス PCRに よ る 、
*     次 の 特 徴 ：
　 　 - 一 つ の プ ラ イ マ 対 の 少 な く と も 1つ の プ ラ イ マ が 、 遺 伝 子 再 構 成 に 関 係 し 得 る 、 増
幅 さ れ る Vx遺 伝 子 の 上 流 及 び ／ 又 は 5'末 端 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ し ；
　 　 - 一 つ の プ ラ イ マ 対 の 少 な く と も 他 方 の プ ラ イ マ が 、 遺 伝 子 再 構 成 に 関 係 し 得 る 、 増
幅 さ れ る Jy遺 伝 子 の 下 流 及 び ／ 又 は 3'末 端 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る
に 対 応 す る よ う に 選 択 さ れ る 1又 は そ れ よ り 多 い プ ラ イ マ 対 と 、
*     数 百 塩 基 対 ～ 数 十 kbの サ イ ズ 、 好 ま し く は 10 kbよ り 大 き い サ イ ズ の ゲ ノ ム DNAセ グ
メ ン ト を 増 幅 す る た め の 、 伸 長 を 実 質 的 に 向 上 さ せ る こ と が で き る 訂 正 活 性 を 有 す る DNA
ポ リ メ ラ ー ゼ 又 は DNAポ リ メ ラ ー ゼ の 混 合 物
と の 存 在 下 で の 、 前 記 ゲ ノ ム DNAの 数 百 塩 基 対 ～ 数 十 kbの サ イ ズ の セ グ メ ン ト の 増 幅 で あ
っ て 、
最 初 の 変 性 工 程 に 加 え て 、 変 性 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 及 び 伸 長 の サ イ ク ル を 含 み 、 伸
長 工 程 は 68℃ ～ 72℃ で 少 な く と も 10分 間 行 わ れ る 増 幅 ；
c)    増 幅 さ れ た gDNA断 片 の 分 離 ； 及 び
d)    再 構 成 さ れ た か 又 は 組 換 え ら れ た セ グ メ ン ト の 検 出
を 含 む こ と を 特 徴 と す る 、 個 体 の 再 構 成 又 は 標 的 遺 伝 的 組 換 え の 定 量 的 評 価 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
　 a) 生 体 試 料 か ら の ヒ ト ゲ ノ ム DNAの 抽 出 、
b) マ ル チ プ レ ッ ク ス ロ ン グ PCRに よ る ：
* 次 の 特 徴 ：
　 　 　 - プ ラ イ マ Vと よ ば れ る 、 一 つ の プ ラ イ マ 対 の 少 な く と も 1つ の プ ラ イ マ が 、 T細 胞
受 容 体 の α 鎖 の 可 変 ド メ イ ン (TCRAD)の Vセ グ メ ン ト に 対 応 す る 、 増 幅 さ れ る Vx遺 伝 子 の RS
S配 列 の 上 流 に 位 置 す る 領 域 に 特 異 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ し 、
　 　 　 - プ ラ イ マ Jと よ ば れ る 、 一 つ の プ ラ イ マ 対 の 少 な く と も 1つ の プ ラ イ マ が 、 T細 胞
受 容 体 の α 鎖 の Jセ グ メ ン ト に 対 応 す る 、 増 幅 さ れ る Jy遺 伝 子 の RSS配 列 の 下 流 に 位 置 す る
領 域 、 増 幅 さ れ る 前 記 Jy遺 伝 子 の 3'末 端 又 は 増 幅 さ れ る 前 記 Jy遺 伝 子 内 に 特 異 的 に ハ イ ブ
リ ダ イ ズ す る
に 対 応 す る よ う に 選 択 さ れ る 1又 は そ れ よ り 多 い プ ラ イ マ 対 と 、
* 数 百 塩 基 対 ～ 数 十 kbの サ イ ズ の ゲ ノ ム DNAセ グ メ ン ト を 増 幅 す る た め の 、 伸 長 を 実 質 的
に 向 上 さ せ る こ と が で き る 訂 正 活 性 を 有 す る DNAポ リ メ ラ ー ゼ 又 は DNAポ リ メ ラ ー ゼ 混 合 物
と の 存 在 下 で の 、 前 記 ゲ ノ ム DNAの 数 百 塩 基 対 ～ 数 十 kbの サ イ ズ の セ グ メ ン ト の 増 幅 で あ
っ て 、
最 初 の 変 性 工 程 に 加 え て 、 変 性 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 及 び 伸 長 の サ イ ク ル を 含 み 、 該
伸 長 工 程 は 68～ 72℃ で 少 な く と も 10分 間 行 わ れ る 増 幅 、
c) 増 幅 さ れ た gDNA断 片 の 分 離 、 及 び
d) 組 換 え ら れ た V(D)Jセ グ メ ン ト の 検 出
を 含 む こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 1に 記 載 の 遺 伝 子 再 構 成 に よ る 個 体 の 免 疫 レ パ ト ア の 定
量 的 評 価 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
　 増 幅 工 程 (b)に お い て 、 プ ラ イ マ の 選 択 が ：
- 関 係 す る 遺 伝 子 座 全 体 、 特 に ヒ ト TCRAD遺 伝 子 座 の 、 適 切 な ソ フ ト ウ ェ ア を 用 い る 系 統
的 分 析 、
- 3'OH末 端 が 興 味 対 象 の 領 域 に の み 相 補 的 な プ ラ イ マ の 選 択 、
- オ ー ト ダ イ マ ー 又 は 安 定 な ヘ ア ピ ン を 形 成 す る プ ラ イ マ の 、 特 に 、 適 切 な ソ フ ト ウ ェ ア
で の 分 析 に よ る 排 除 、 及 び
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- 互 い に ハ イ ブ リ ッ ド を 形 成 す る プ ラ イ マ 対 の 排 除
に よ り 行 わ れ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 1又 は 2に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
　 プ ラ イ マ 対 V/Jの プ ラ イ マ V及 び Jが 、 配 列 番 号 1～ 21の 配 列 の プ ラ イ マ か ら な る 群 よ り 選
択 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 3に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
　 増 幅 工 程 (b)が 、 さ ら に 、 次 の セ グ メ ン ト ： TCRβ 、 γ 、 δ 鎖 の Dセ グ メ ン ト 、 Vセ グ メ ン
ト 及 び Jセ グ メ ン ト 並 び に 任 意 に 免 疫 グ ロ ブ リ ン 鎖 の セ グ メ ン ト の 少 な く と も 1つ を 増 幅 す
る た め の 追 加 の プ ラ イ マ を 有 利 に 用 い る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 1～ 4の い ず れ か 1つ に 記
載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
　 増 幅 工 程 (b)に お い て 、 マ ル チ プ レ ッ ク ス ロ ン グ PCR (LPCR)反 応 が 、 DNA精 製 の 後 に 又 は
細 胞 溶 解 物 に 対 し て 直 接 行 わ れ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 1～ 5の い ず れ か 1つ に 記 載 の 方
法 。
【 請 求 項 ７ 】
　 増 幅 工 程 (b)に お い て 、 伸 長 工 程 を 、 追 加 の 伸 長 サ イ ク ル 当 た り 15～ 20秒 増 加 さ せ る こ
と を 特 徴 と す る 請 求 項 1～ 6の い ず れ か 1つ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
　 増 幅 さ れ た DNA断 片 の 分 離 か ら な る 工 程 (c)が 、 ゲ ル で の 電 気 泳 動 、 好 ま し く は パ ル ス フ
ィ ー ル ド 泳 動 に よ り 行 わ れ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 1～ 7の い ず れ か 1つ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
　 増 幅 さ れ た DNA断 片 の 分 離 か ら な る 工 程 (c)が 、 マ イ ク ロ キ ャ ピ ラ リ 分 離 に よ り 行 わ れ る
こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 1～ 7の い ず れ か 1つ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 検 出 工 程 (d)が 、 増 幅 産 物 の ナ イ ロ ン メ ン ブ レ ン へ の サ ザ ン ト ラ ン ス フ ァ ー 、 続 い て 放
射 性 同 位 体 又 は 蛍 光 色 素 で 標 識 さ れ た 1種 又 は そ れ よ り 多 い ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ と の ハ
イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 後 の 視 覚 化 に よ り 行 わ れ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 1～ 9の い ず れ か
1つ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 前 記 プ ロ ー ブ が 、 配 列 番 号 22～ 37の 配 列 か ら な る 群 よ り 有 利 に 選 択 さ れ る こ と を 特 徴 と
す る 請 求 項 10に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 検 出 工 程 (d)が 、 標 識 さ れ た 塩 基 (放 射 性 同 位 体 又 は 蛍 光 色 素 で 標 識 )を 増 幅 の 間 に 用 い
る こ と に よ り 、 次 い で ゲ ル の 中 で 直 接 そ の 取 り 込 み を 測 定 す る こ と に よ り 有 利 に 行 わ れ 得
る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 1～ 9の い ず れ か 1つ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 検 出 工 程 (d)が 、 DNA標 識 化 剤 を 泳 動 の 間 に 用 い 、 そ し て UV領 域 内 又 は 他 の 適 切 な 波 長 で
の 励 起 後 に 検 出 す る こ と に よ り 有 利 に 行 わ れ 得 る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 1～ 9の い ず れ か
1つ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 検 出 工 程 (d)が 、 蛍 光 色 素 又 は そ の 他 の 酵 素 的 明 示 手 段 で 標 識 さ れ た プ ラ イ マ を 増 幅 の
間 に 用 い る こ と に よ り 有 利 に 行 わ れ 得 る 請 求 項 1～ 9の い ず れ か 1つ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 - 治 療 の 始 め に 請 求 項 1～ 14の い ず れ か 1つ に 記 載 の 免 疫 レ パ ト ア の 評 価 の 方 法 を 実 行 し
、
- 前 記 評 価 方 法 が 、 治 療 の さ ま ざ ま な 段 階 で 反 復 さ れ 、 か つ
- 個 体 の 前 記 治 療 に 対 す る 応 答 を 評 価 す る た め に 、 毎 回 得 ら れ る 免 疫 レ パ ト ア の プ ロ フ ィ
ー ル を 標 準 免 疫 レ パ ト ア の プ ロ フ ィ ー ル と 比 較 す る
こ と を 特 徴 と す る 、 関 係 す る 個 体 に お い て 免 疫 レ パ ト ア が 初 め に 改 変 さ れ た 病 理 に 対 す る
治 療 を フ ォ ロ ー ア ッ プ す る 方 法 。
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【 請 求 項 １ ６ 】
　 - 病 理 の さ ま ざ ま な 段 階 で 請 求 項 1～ 14の い ず れ か 1つ に 記 載 の 免 疫 レ パ ト ア の 評 価 の 方
法 を 実 行 し 、 か つ
- 前 記 病 理 の 進 展 を 評 価 す る た め に 、 毎 回 得 ら れ る 免 疫 レ パ ト ア の プ ロ フ ィ ー ル を 標 準 免
疫 レ パ ト ア の プ ロ フ ィ ー ル と 比 較 す る
こ と を 特 徴 と す る 、 関 係 す る 個 体 に お い て 免 疫 レ パ ト ア が 改 変 さ れ る 病 理 の さ ま ざ ま な 段
階 で の 抗 原 受 容 体 レ パ ト ア を 測 定 す る 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 前 記 生 体 試 料 が 、 い ず れ の 起 源 の Tリ ン パ 球 か ら な る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 1～ 16の い
ず れ か 1つ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 前 記 Tリ ン パ 球 が 、 胸 腺 細 胞 、 末 梢 血 か ら の Tリ ン パ 球 、 そ の 他 の リ ン パ 器 官 か ら の Tリ
ン パ 球 、 種 々 の 器 官 か ら の Tリ ン パ 球 及 び 腫 瘍 又 は 炎 症 部 位 に 由 来 す る Tリ ン パ 球 か ら な る
群 よ り 選 択 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 17に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 PCRを 行 う た め の 通 常 の バ ッ フ ァ ー 及 び 試 薬 に 加 え て 、 請 求 項 4～ 11で 規 定 さ れ る プ ラ イ
マ 及 び プ ロ ー ブ を 含 む こ と を 特 徴 と す る 、 個 体 の 免 疫 レ パ ト ア の 定 量 的 評 価 の た め の キ ッ
ト 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 配 列 番 号 1～ 21の 配 列 に 対 応 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ
る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 1～ 18の い ず れ か 1つ に 記 載 の 方 法 に お い て 用 い る こ と が で き
る プ ラ イ マ 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 配 列 番 号 22～ 37の 配 列 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る こ と を
特 徴 と す る 、 請 求 項 1～ 18の い ず れ か 1つ に 記 載 の 方 法 に お い て 用 い る こ と が で き る 検 出 プ
ロ ー ブ 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 請 求 項 20又 は 21に 記 載 の 増 幅 プ ラ イ マ 及 び 検 出 プ ロ ー ブ の 、 個 体 の 免 疫 レ パ ト ア の 定 量
的 評 価 の た め の 使 用 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 個 体 の 再 構 成 (rearrangement)又 は 標 的 遺 伝 的 組 換 え 、 特 に 個 体 の 免 疫 レ パ
ト ア (immune repertoire)の 定 量 的 評 価 の 方 法 、 並 び に 特 に 治 療 の フ ォ ロ ー ア ッ プ の 場 合
あ る い は あ る 病 理 の 診 断 及 び ／ 又 は 予 測 (prognosis)に お け る そ の 使 用 に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 T及 び Bリ ン パ 球 は 、 免 疫 応 答 の 適 応 (adaptation)に お い て 主 要 な 役 割 を 演 じ る 。 こ れ ら
は 、 特 異 的 受 容 体 の 2つ の 群 ： T細 胞 受 容 体 (TCR)及 び 免 疫 グ ロ ブ リ ン (Ig)に よ り 多 数 の 抗
原 を 認 識 す る こ と が で き る 。 TCRは 、 MHCク ラ ス I又 は ク ラ ス II分 子 に 結 合 し た 形 で 、 抗 原
提 示 細 胞 に よ り 該 TCRに 提 示 さ れ る 抗 原 に よ り 刺 激 さ れ る (1、 2)。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 各 TCR (抗 原 特 異 的 )は 、 T細 胞 表 面 で 発 現 さ れ 、 膜 に 結 合 し た 2つ の ヘ テ ロ ダ イ マ ー か ら
な り 、 CD3複 合 体 と 連 結 し て い る 。 こ れ ら の ヘ テ ロ ダ イ マ ー は 、 互 い に ジ ス ル フ ィ ド ブ リ
ッ ジ を 介 し て 連 結 し て い る 2つ の α β 又 は γ δ ポ リ ペ プ チ ド 鎖 で 構 成 さ れ る (3)。 各 鎖 は 可
変 ド メ イ ン (V)及 び 定 常 ド メ イ ン (C)を 含 む 。 可 変 領 域 の α と β 又 は γ と δ は 、 抗 原 結 合 ゾ
ー ン を 形 成 す る (4、 5)。 TCRの 抗 原 認 識 ド メ イ ン は 、 V(D)J組 換 え と 呼 ば れ る 部 位 特 異 的 体
細 胞 DNA組 換 え 反 応 に 実 質 的 に 続 い て 、 Tリ ン パ 球 の 分 化 の 間 に Tリ ン パ 球 に お い て つ く ら
れ る (9、 10)。 T細 胞 の 発 達 の 間 に 、 TCRの α 、 β 、 γ 及 び δ 鎖 は 、 種 々 の 遺 伝 子 座 (TCRAD
、 TCRB、 TCRG)に 依 存 せ ず に 、 適 切 な 遺 伝 子 の 再 構 成 に 続 い て 組 み 立 て ら れ る 。 ヒ ト に お
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い て は 、 TCR遺 伝 子 は 染 色 体 7及 び 14に 位 置 す る 。 TCRD鎖 を コ ー ド す る 遺 伝 子 は 、 染 色 体 14
q11-12上 の TCRA鎖 の 遺 伝 子 座 に 位 置 す る が 、 TCRB及 び TCRG鎖 を コ ー ド す る 遺 伝 子 は 、 染 色
体 7上 の 位 置 7q32-35及 び 7p15に そ れ ぞ れ 位 置 す る 。 4つ の 遺 伝 子 座 が 、 4つ の 鎖 の 定 常 及 び
可 変 ド メ イ ン を コ ー ド す る 。 TCRA鎖 の Vド メ イ ン は 、 V及 び J遺 伝 子 セ グ メ ン ト か ら 組 み 立
て ら れ る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 よ っ て 、 す べ て の Tリ ン パ 球 が 、 受 容 体 の 種 々 の 形 及 び そ れ ら の 抗 原 特 異 性 の レ ジ ス タ
ー を 構 成 す る 免 疫 レ パ ト ア を 規 定 す る 。 レ パ ト ア は 、 抗 原 受 容 体 の 構 造 の 広 い 多 様 性 に 基
づ く 。 こ の 多 様 性 を 作 り 出 す た め に 、 リ ン パ 球 は い く つ か の 機 構 を 持 ち 、 そ の 主 要 な も の
が V(D)J組 換 え で あ る 。 簡 単 に 、 抗 原 受 容 体 を コ ー ド す る 遺 伝 子 は 、 生 物 の 細 胞 の ゲ ノ ム
の レ ベ ル で 、 こ れ ら の 遺 伝 子 が 不 活 性 に な る よ う に 中 断 さ れ る 。 い く つ か の 遺 伝 子 セ グ メ
ン ト が 区 別 さ れ る ：
a)    定 常 領 域 (C)、 こ れ は フ ァ ミ リ ー の 受 容 体 の す べ て に そ の 特 異 性 に 関 係 な く 共 通 で
あ る ；
b)    可 変 領 域 (V)、 こ の 数 は 、 考 慮 す る TCR鎖 に 応 じ て い く つ か の 遺 伝 子 か ら 数 百 遺 伝 子
ま で 変 化 す る ；
c)    結 合 領 域 (J)、 こ れ は Vと Cと の 間 の 中 間 の 遺 伝 子 で あ り 、 そ の 数 は 、 考 慮 す る TCR鎖
に 応 じ て 1か ら 数 十 ま で 変 化 す る ； そ し て
d)    多 様 性 領 域 (D)、 こ れ は 、 TCRの β 及 び δ 鎖 中 に の み 存 在 す る 数 ヌ ク レ オ チ ド の 小 さ
い 遺 伝 子 で あ り 、 Vと Jの 間 に 介 在 す る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 再 構 成 プ ロ セ ス は 、 酵 素 複 合 体 (V(D)Jリ コ ン ビ ナ ー ゼ )を 用 い (14)、 こ れ は 、 散 在 す る V
及 び J遺 伝 子 セ グ メ ン ト を コ ー ド す る 配 列 の 側 面 に あ る 組 換 え シ グ ナ ル 配 列 (RSS)を 特 異 的
に 標 的 す る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 よ り 具 体 的 に は 、 リ コ ン ビ ナ ー ゼ の 主 要 な 構 成 要 素 は 、 2つ の 組 換 え 活 性 化 遺 伝 子 (reco
mbination activating genes) RAG-1及 び RAG-2の 産 物 で あ る (15、 16)。 RAG-1及 び RAG-2タ
ン パ ク 質 は 、 各 V、 D及 び J遺 伝 子 の 側 面 に あ る 、 組 換 え シ グ ナ ル 配 列 (RSS)と よ ば れ る 保 存
さ れ た ヌ ク レ オ チ ド モ チ ー フ に 結 合 す る (17、 18)。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 共 通 の (consensus) RSSは 、 コ ー デ ィ ン グ エ レ メ ン ト に 直 接 接 す る ヘ プ タ マ ー 配 列 と 、 1
2又 は 23の 比 較 的 保 存 さ れ て い な い ヌ ク レ オ チ ド を 含 む ス ペ ー サ ー ア ー ム に よ り 分 離 さ れ
て い る ノ ナ マ ー 配 列 と か ら な る 。 結 合 部 位 は RSSに よ り 決 め ら れ 、 12ヌ ク レ オ チ ド の ス ペ
ー サ ー ア ー ム を 有 す る RSSと 、 23ヌ ク レ オ チ ド の ス ペ ー サ ー ア ー ム を 有 す る RSSと の 間 の 組
換 え の 確 立 さ れ た 選 択 は 、 異 な る 種 類 の 2つ の セ グ メ ン ト 間 (例 え ば Vα と Jα )の V(D)J組 換
え を 確 実 に す る (19、 20)。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 よ り 一 般 的 に は 、 V(D)J組 換 え は 、 特 異 的 切 断 で あ る エ キ ソ ヌ ク レ ア ー ゼ 及 び ポ リ メ ラ
ー ゼ 活 性 を 含 む 一 連 の 酵 素 反 応 並 び に DNAラ イ ゲ ー シ ョ ン を 含 み 、 こ れ ら の こ と に よ り リ
ン パ 球 当 た り に 一 つ の 機 能 的 遺 伝 子 要 素 (entity)が 形 成 さ れ る 。 こ の 機 能 的 遺 伝 子 は 、 C
領 域 及 び Vと J (と 任 意 に D)と の 組 み 合 わ せ か ら な り 、 こ れ は リ ン パ 球 の 分 子 的 個 性 の 目 印
及 び 抗 原 受 容 体 の 特 異 性 の 分 子 的 基 礎 を 構 成 す る 。
　 よ っ て 、 リ ン パ 球 は 、 多 様 化 し た TCRレ パ ト ア を 作 り 出 す 精 巧 な 機 構 を 有 す る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 組 換 え プ ロ セ ス (組 み 合 わ せ 多 様 性 (combinatory diversity))に 加 え て 、 V-J又 は V-DJ結
合 に お い て も 欠 失 又 は 挿 入 が 観 察 さ れ る (9、 21)。 こ れ ら の 種 々 の 機 構 は 、 TCRレ パ ト ア の
多 様 性 、 よ っ て 認 識 さ れ る 抗 原 の 数 を 増 加 さ せ る こ と を 可 能 に す る 。 後 者 の 機 構 は コ ー ド
さ れ な い が 、 TCRレ パ ト ア を か な り 増 加 さ せ る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 別 の 多 様 化 因 子 は 、 TCRヘ テ ロ ダ イ マ ー を 形 成 す る α と β 鎖 (又 は γ と δ )と の 結 合 で あ
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る (22)。
　 ほ と ん ど の Tリ ン パ 球 は 、 膜 に 結 合 し た α β ヘ テ ロ ダ イ マ ー で 構 成 さ れ る ク ロ ノ タ イ プ T
CRα β を 発 現 す る 。
　 各 鎖 は 定 常 ド メ イ ン と 可 変 ド メ イ ン と を 含 有 し 、 後 者 は 、 Vド メ イ ン の CDR (相 補 性 決 定
領 域 )ル ー プ と の 相 互 作 用 に よ り 、 常 に 同 様 の 様 式 で 起 こ る MHC-ペ プ チ ド 認 識 を 担 当 す る
。
【 ０ ０ １ １ 】
　 Vド メ イ ン の 組 成 や 認 識 さ れ る MHC-ペ プ チ ド 複 合 体 に 応 じ て 、 い く つ か の ジ オ メ ト リ が
観 察 さ れ る 。 例 え ば 、 TCRは ペ プ チ ド -MHC複 合 体 の 面 の 上 方 の 対 角 線 方 向 に 位 置 し 、 TCRα
鎖 の CDR1及 び CDR2ル ー プ は 該 ペ プ チ ド の N-末 端 側 の 半 分 の 上 方 に 位 置 し 、 TCRβ の 対 応 す
る 領 域 は 該 ペ プ チ ド の C-末 端 側 の 半 分 の 同 じ 高 さ に 位 置 す る こ と が 示 さ れ て い る 。 い く つ
か の CDR1及 び CDR2は 、 MHCの 残 基 と 相 互 作 用 す る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 TCRの 最 も 可 変 的 な ル ー プ で あ る 、 TCRα 及 び TCRβ 鎖 の CDR3ル ー プ は 、 中 央 付 近 に 位 置
し 、 好 ま し く は ペ プ チ ド と 接 触 し て い る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 よ っ て 、 V(D)Jラ ン ダ ム 組 換 え に よ り 作 り 出 さ れ た TCR-α β の 可 能 な 多 様 性 は 、 い ず れ
の V遺 伝 子 が い ず れ の D及 び ／ 又 は J遺 伝 子 と 再 構 成 さ れ る と (2、 23)、 約 10 1 5 で あ る と 見 積
も ら れ る (2、 23)。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 理 論 的 多 様 性 は 、 い く つ か の レ ベ ル で 過 大 評 価 さ れ て い る 。
-     Tレ パ ト ア の 評 価 は 、 い ず れ の V遺 伝 子 も い ず れ の D及 び ／ 又 は J遺 伝 子 と 再 構 成 で き
る と い う 仮 説 を 用 い て 算 出 さ れ た 。
　 し か し 、 マ ウ ス の 胸 腺 か ら 得 ら れ た 最 近 の デ ー タ は 、 V-Jα 組 換 え の 数 が 、 ラ ン ダ ム 再
構 成 モ デ ル に よ り 予 測 さ れ た も の よ り も か な り 小 さ い こ と 、 及 び Vα と Jα セ グ メ ン ト の 間
に 、 そ れ ら の 位 置 及 び 遺 伝 子 座 に 応 じ て 優 先 的 な 連 結 が 存 在 し て 、 調 節 さ れ 調 和 さ れ た (c
oordinated)使 用 を も た ら す こ と を 示 す (24)。
【 ０ ０ １ ５ 】
-     ヘ テ ロ ダ イ マ ー 受 容 体 を 形 成 す る よ う に α 及 び β 鎖 を 作 製 す る の に 、 種 々 の サ ブ ユ
ニ ッ ト 間 の 構 造 的 な 適 合 性 の た め に 制 限 が 存 在 し 、 こ の こ と は レ パ ト ア を も 制 限 す る 。
-     胸 腺 に お い て は 、 作 り 出 さ れ た レ パ ト ア は 、 間 質 細 胞 上 に 発 現 さ れ た MHC分 子 と の
相 互 作 用 に よ り 、 正 の 選 択 及 び 負 の 選 択 の 両 方 に 付 さ れ る 。 こ れ ら の 選 択 は 、 作 製 さ れ た
レ パ ト ア の サ イ ズ を 約 100分 の 1に 減 じ 、 成 熟 T細 胞 の 多 様 性 の プ ロ フ ィ ー ル を 提 供 す る 。
こ れ ら の リ ン パ 球 (CD4 + 又 は CD8 + )は 末 梢 に 移 動 し 、 こ こ で こ れ ら は 循 環 Tリ ン パ 球 の ナ イ
ー ブ プ ー ル を 構 成 す る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 末 梢 Tリ ン パ 球 プ ー ル は 、 リ ン パ 球 集 団 の 数 及 び 機 能 を 維 持 す る こ と を 可 能 に す る 複 雑
な 恒 常 性 機 構 に 付 さ れ る 。
　 こ れ は 、 産 生 速 度 、 成 熟 細 胞 分 裂 、 細 胞 内 通 行 (trafficking)及 び 細 胞 死 の 制 御 を 含 む
。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 よ っ て 、 正 常 な 個 体 で の 末 梢 Tレ パ ト ア の 確 立 は 、 各 T細 胞 の そ れ ぞ れ の リ ガ ン ド と の 相
互 作 用 だ け で な く 、 他 の リ ン パ 球 部 分 集 団 と の 競 合 に も 基 づ く 。
　 よ っ て 、 末 梢 TCRα β 多 様 性 の サ イ ズ を 決 定 す る の は 困 難 で あ る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 最 近 、 CDR3セ グ メ ン ト 長 の 分 析 を 用 い て 、 TCR多 様 性 の 分 子 測 定 か ら の 外 挿 に よ り 推 定
が 行 わ れ て い る 。
　 し か し 、 こ れ ら の 分 析 は 、 Vα 鎖 の 遺 伝 子 座 の 複 雑 性 の た め に 、 β 鎖 の 多 様 性 に 主 に 関
係 す る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
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　 ヒ ト の TCRAD遺 伝 子 座 は 、 約 1000 kbを 含 み 、 41の フ ァ ミ リ ー に 属 す る 54個 の Vα 遺 伝 子
及 び 8個 の 偽 遺 伝 子 と 、 3個 の J偽 遺 伝 子 を 含 む 61個 の Jα 遺 伝 子 と 、 単 一 の Cα 遺 伝 子 と か
ら な る (25、 26)。
　 ヒ ト と マ ウ ス の TCR遺 伝 子 座 間 の 配 列 同 一 性 の 程 度 が 高 い に も か か わ ら ず 、 V及 び J遺 伝
子 の 機 構 は 、 2つ の 種 間 で 一 部 分 し か 保 存 さ れ て い な い 。
　 α 及 び β 鎖 の J遺 伝 子 セ グ メ ン ト の 数 は 2つ の 種 で よ く 保 存 さ れ て い る が 、 Vα 及 び Vβ セ
グ メ ン ト の 数 に は 大 き な 差 が 存 在 す る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 特 に 、 マ ウ ス に は ヒ ト よ り 少 な く と も 2倍 多 い Vα 遺 伝 子 が あ り 、 マ ウ ス に 比 べ て ヒ ト に
は Vβ 遺 伝 子 が 1／ 3多 い 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 進 化 の 間 に 、 マ ウ ス TCRAD遺 伝 子 座 は 、 遺 伝 子 座 の 大 部 分 を 伴 う 多 重 重 複 プ ロ セ ス に 付
さ れ た が 、 ヒ ト に お い て は 、 重 複 は TCRAD遺 伝 子 座 の 限 ら れ た 一 部 分 で の み 起 こ っ た (26)
。
　 こ れ ら の 種 々 の プ ロ セ ス は 、 マ ウ ス で 観 察 さ れ る デ ー タ を ヒ ト に そ の ま ま 置 き 換 え る こ
と が で き な い こ と を 示 す 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 診 断 を 目 的 と し て 、 ヒ ト の 免 疫 レ パ ト ア の 分 析 が 提 案 さ れ て い る 。
　 例 え ば 、 Hodges E.ら (46)は 、 T細 胞 受 容 体 (TCR)遺 伝 子 評 価 試 験 の 診 断 的 役 割 を ま と め
て い る 。 特 に 、 こ の 文 献 の 著 者 ら は 、 ゲ ノ ム レ ベ ル で 疾 患 の 病 因 の 研 究 を す る こ と が 現 在
で は 可 能 で あ る こ と を 示 し て い る 。 T細 胞 受 容 体 (TCR)遺 伝 子 再 構 成 は 、 T細 胞 個 体 発 生 に
お い て 重 要 な 事 象 で あ り 、 こ の こ と が T細 胞 が 特 異 的 に 抗 原 を 認 識 す る こ と を 許 容 す る 。
　 こ の 高 度 に 複 雑 な プ ロ セ ス に お け る 軽 微 な 規 制 解 除 が 、 疾 患 の 原 因 と な り 得 る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 こ の 文 献 は 、 TCR遺 伝 子 再 構 成 の 機 構 に 関 す る 知 見 を 再 検 討 し 、 ク ロ ー ン 増 殖 (clonal e
xpansions)及 び T細 胞 の 増 殖 が 観 察 さ れ る 疾 患 を 記 載 し て い る 。
　 種 々 の T細 胞 集 団 を 研 究 す る た め に 現 在 用 い ら れ て い る 方 法 、 そ れ ら の 診 断 的 役 割 及 び
こ れ ら の 方 法 の 限 界 が 、 こ の 文 献 に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 こ の 文 献 の 表 Iは 、 TCR鎖 を コ ー ド す る 種 々 の 遺 伝 子 ： α (A)、 β (B)、 γ (G)及 び δ (D)に
つ い て ま と め 、 TCRAD遺 伝 子 座 の 複 雑 性 を 特 に 示 し て い る 。 正 常 な 個 体 に お い て は 、 TCRレ
パ ト ア は 安 定 で ポ リ ク ロ ー ナ ル で あ る が 、 ク ロ ー ン 集 団 は 、 腫 瘍 病 理 又 は 感 染 性 病 理 に 対
す る 特 異 的 免 疫 応 答 の 兆 候 で あ る 。 よ っ て 、 ク ロ ー ン 及 び オ リ ゴ ク ロ ー ン 集 団 は 、 非 腫 瘍
、 例 え ば HIV又 は EBV感 染 の 条 件 下 か つ 特 定 の 状 態 、 例 え ば 年 配 の 個 体 、 自 己 免 疫 、 後 天 性
免 疫 グ ロ ブ リ ン 血 症 (CVID)及 び 重 症 複 合 免 疫 不 全 (SCID)で 観 察 さ れ 、 こ こ で は V(D)J組 換
え に 含 ま れ る 機 構 に お け る 異 常 は 、 TCR遺 伝 子 の 正 し い 再 構 成 を 限 ら れ た 数 し か 許 容 し な
い 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 こ の 文 献 の 著 者 ら は 、 以 下 の よ う に 考 察 し て い る 。
-     表 現 型 を 研 究 す る た め に 、 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ が TCRレ パ ト ア を 分 析 す る た め の 迅
速 で 比 較 的 安 価 な 方 法 を 構 成 す る 。 さ ら に 、 こ の よ う な 方 法 は 、 再 現 性 が あ り か つ 種 々 の
T細 胞 の 部 分 集 合 (CD4 + 及 び CD8 + 細 胞 )の 種 々 の V遺 伝 子 の 発 現 の 定 量 的 評 価 を 許 容 す る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
-     遺 伝 子 型 を 研 究 す る た め に 、 サ ザ ン ブ ロ ッ ト 分 析 を 大 き く 置 き 換 え た PCRが 、 PCRが
い く つ か の 利 点 、 特 に 迅 速 な 実 行 及 び 少 量 の DNAを 使 用 す る 可 能 性 を 提 供 す る 範 囲 で ク ロ
ー ン 性 (clonality)の 研 究 に 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 い く つ か の 異 な る PCRプ ロ ト コ ル を 有 利 に 用 い る こ と が で き る 。
1.    全 て の TCRV遺 伝 子 に 相 補 的 な フ ァ ミ リ ー に 特 異 的 な プ ラ イ マ と 定 常 領 域 に 位 置 す る
プ ラ イ マ と を 用 い る 全 て の Vセ グ メ ン ト の 増 幅 (半 定 量 的 方 法 の み ) (フ ラ ン ス 特 許 出 願 第 2
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 671 356号 ； Panzara M.A.ら , Biotechniques, 1992, 12, 5, 728～ 735及 び Langerak A.W
.ら , Blood, 2001, 98, 165～ 173)。
2.    全 て の TCR転 写 産 物 を 、 そ れ ら が 単 一 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド で 増 幅 で き る よ う に 修
飾 す る こ と か ら な る 工 程 を 含 む PCR (ア ン カ ー PCR)。
3.    ラ イ ゲ ー シ ョ ン に よ り 環 状 転 写 産 物 の 産 生 を 許 容 す る PCR。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 後 の 2つ の 方 法 は 、 実 行 す る た め に 、 高 度 な 技 術 的 知 識 を 必 要 と す る (日 常 的 使 用 の 問 題
)が 、 T細 胞 集 団 の 定 量 的 分 析 を 許 容 し 、 ク ロ ー ン 性 の 研 究 及 び 種 々 の 病 理 で の TCRレ パ ト
ア の 評 価 に す で に 適 用 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 こ の 文 献 か ら 、 ク ロ ー ン 性 を 日 常 的 に 評 価 す る 方 法 は 、 次 の 特 徴 を 満 足 す る こ と が 好 ま
し い こ と が わ か る 。
-     単 純 性 ；
-     良 好 な 検 出 収 率 及 び 良 好 な 感 度 を 伴 う 堅 牢 性 ；
-     DNAへ の 試 験 の 実 行 ；
-     選 択 さ れ た プ ラ イ マ を 用 い る こ と に よ る 検 出 及 び 感 度 の 増 加 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 ま た 、 こ の 文 献 か ら ：
-     TCRG遺 伝 子 の PCR分 析 は こ れ ら の 条 件 を 満 足 す る (臨 床 的 病 理 に お け る ク ロ ー ン 性 の
研 究 )。 な ぜ な ら 、 TCRG遺 伝 子 の レ パ ト ア が 限 ら れ て お り 、 よ っ て 必 要 な PCRプ ラ イ マ の 数
が 減 る か ら で あ る 。 し か し 、 こ の 選 択 は 、 付 随 的 に 発 生 す る 好 ま し く な い 増 幅 を も た ら す
と い う 問 題 点 を 有 す る (正 常 細 胞 に お け る 類 似 の 再 構 成 )；
-     TCRD遺 伝 子 の PCR分 析 は あ る 腫 瘍 、 特 に MRDの 分 析 に 有 用 な 手 段 で あ る ；
-     TCRB遺 伝 子 座 は 、 TCRα β を 発 現 す る 腫 瘍 の ク ロ ー ン 性 を 確 立 す る た め に よ い 遺 伝
子 座 で あ る が 、
-     TCRA遺 伝 子 座 は 、 ク ロ ー ン DNA分 析 の た め に は 複 雑 す ぎ る
こ と も 明 ら か に な る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 こ の こ と が 、 現 在 提 案 さ れ て い る 、 種 々 の TCRレ パ ト ア 分 析 方 法 が TCRAレ パ ト ア の 分 析
を 推 奨 し な い こ と の 理 由 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
-     
　 こ の 技 術 は 、 実 行 す る の が 面 倒 で あ り 、 あ ま り 綿 密 で は な く 、 ま た 、 あ ま り 定 量 的 で は
な い 。 こ れ は V(D)J再 構 成 を 評 価 す る こ と を 可 能 に す る が 、 数 μ gの DNAを 必 要 と す る の で
感 度 が あ ま り よ く な く 、 V及 び J遺 伝 子 を 同 定 す る た め の 分 離 (resolution)が よ く な い 。 さ
ら に 、 自 動 化 に は ほ と ん ど 向 か な い 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
-     (特 許 US 5,635,354； Pannetierら , Immunol. T
oday, 1995, 16, 4, 176～ 181)； こ の 方 法 は 、 一 義 的 に 定 性 的 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
-     (mRNA) (PCT国 際
出 願 WO 02/084567)。
　 現 在 、 こ の 技 術 は 、 抗 原 受 容 体 の 多 様 性 の 評 価 の た め に 最 も 用 い ら れ て い る 。 こ の 方 法
は 、 逆 転 写 に よ り cDNAに 一 旦 変 換 さ れ て PCR増 幅 反 応 に 付 さ れ る RNAの 使 用 に 基 づ く 。 増 幅
さ れ る 遺 伝 子 断 片 は 短 く (数 十 ヌ ク レ オ チ ド )、 V遺 伝 子 と C又 は J遺 伝 子 と の 間 に 伸 び 、 抗
原 受 容 体 の 最 も 多 様 な 形 の 領 域 で あ る CDR3を 含 む 。 こ の 方 法 は 、 再 構 成 の 間 に 作 り 出 さ れ
た 多 様 性 を 推 定 す る こ と を 可 能 に す る 。 こ の 方 法 は 、 レ パ ト ア の 相 対 的 多 様 性 を 示 す が 、
レ パ ト ア 全 体 の 定 量 は 可 能 で は な い 。 こ の 方 法 の 弱 点 は ：
【 ０ ０ ３ ５ 】
1)    容 易 に 分 解 さ れ 、 特 別 な 取 り 扱 い 条 件 を 必 要 と す る 遺 伝 的 材 料 で あ る RNAの 使 用 、
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2)    全 て の V遺 伝 子 が 必 ず し も 同 じ 効 率 で 転 写 さ れ な い と い う 事 実 の た め に 、 再 構 成 の
評 価 に お い て 偏 り が 存 在 す る と い う 事 実 、
3)    cDNAの 合 成 が 、 転 写 産 物 に よ っ て 変 動 し 得 る 。 こ の 工 程 は 、 よ っ て 、 制 御 困 難 な 偏
り を 導 入 し 得 る
こ と に 存 在 す る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 こ の 方 法 は 、 受 容 体 の 多 様 性 を 完 全 に 分 析 す る こ と を 困 難 に す る 、 非 常 に 多 数 の 増 幅 反
応 を 必 要 と す る 。 よ っ て 、 ヒ ト TCRの β 鎖 に つ い て 、 Vsに つ い て 25の 独 立 し た 反 応 が 必 要
で あ り 、 そ の 一 つ 一 つ が 、 変 性 ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル で の 電 気 泳 動 分 析 に つ い て 、 13個
の 機 能 的 Jsの 一 つ を 用 い て 繰 り 返 さ れ な く て は な ら な い 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
-     
　 2002年 10月 11日 の 出 願 日 の 利 益 を 享 受 す る が 、 2004年 4月 22日 、 す な わ ち 本 出 願 が 利 益
を 享 受 す る 出 願 日 の 後 に 公 開 さ れ た PCT国 際 出 願 WO 2004/033728は 、 標 準 マ ル チ プ レ ッ ク
ス PCRプ ラ イ マ の 組 み 合 わ せ を 提 案 す る 方 法 、 及 び リ ン パ 系 統 の 増 殖 が 疑 わ れ る 試 料 中 の I
g遺 伝 子 及 び T細 胞 受 容 体 (TCR)遺 伝 子 の ク ロ ー ン 性 組 換 え を 検 出 す る た め の 標 準 化 さ れ た
プ ロ ト コ ル を 記 載 し て い る 。 記 載 さ れ た 方 法 は 、 サ イ ズ が 300～ 700 pb、 好 ま し く は 300 p
b未 満 (よ り 好 ま し く は 100～ 300 pb)の 産 物 を 作 り 出 す PCR条 件 下 で マ ル チ プ レ ッ ク ス PCR法
を 用 い る 。 よ り 具 体 的 に は 、 用 い ら れ た PCRは 、 1分 30秒 間 の 伸 長 工 程 を 含 み 、 こ れ は 最 大
で 1～ 2 Kbの 増 幅 を 可 能 に し 、 「 本 来 の (natural)」 多 重 化 に 必 要 な 大 き い サ イ ズ の 増 幅 は
不 可 能 で あ る 。 さ ら に 、 用 い ら れ た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 位 置 は 、 V遺 伝 子 の 間 で 保 存 さ
れ た 領 域 を 標 的 と し て い る 。 こ の 方 法 で 試 験 さ れ た 種 々 の 遺 伝 子 は 、 次 の と お り で あ る ：
TCRB、 TCRG、 TCRD。 TCRA遺 伝 子 は 含 ま れ て い な い 。 こ れ は そ の 複 雑 性 か ら 、 意 図 的 に 除 外
さ れ た の で あ る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 こ の 方 法 は 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 増 幅 を 特 徴 付 け る こ と を 可 能 に す る 。 一 方 、 こ の 方 法 か ら
は 、 レ パ ト ア 全 体 の 分 離 を 得 る こ と が で き な い 。 よ っ て 、 こ の ア プ ロ ー チ は 、 オ ン ／ オ フ
タ イ プ の 結 果 を 与 え 、 こ れ は 分 離 を ほ と ん ど 与 え ず 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 増 幅 を 特 徴 付 け る が
、 マ ッ ピ ン グ の 形 で レ パ ト ア 全 体 を 明 ら か に す る こ と が で き な い 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 よ っ て 、 こ の 方 法 に よ っ て は 、 V-S結 合 の み が 研 究 さ れ る と い う 事 実 の た め に 、 レ パ ト
ア の 再 構 成 の 相 対 的 頻 度 を 決 定 す る こ と が で き ず 、 所 定 の 再 構 成 に つ い て の い ず れ の 区 別
可 能 な 観 点 が 得 ら れ な い 。 実 際 に 、 種 々 の PCR産 物 の ス ー パ ー イ ン ポ ー ズ を 防 止 せ ず に 同
じ チ ュ ー ブ 内 で す べ て の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 多 重 化 さ せ る こ と は 、 予 想 さ れ る 全 て の 再
構 成 に つ い て 200～ 700 pbの サ イ ズ の 産 物 を 得 る こ と を 可 能 に す る だ け で あ り 、 特 定 の 再
構 成 へ の バ ン ド の 割 り 当 て を 妨 げ る 。 こ の 方 法 は 、 TCR遺 伝 子 座 の 「 本 来 の 」 多 重 化 の 原
理 を 用 い る も の で は な い 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
-     (上 記 の Hodges E.ら , 46を 参 照 )
　 こ の 方 法 は 、 受 容 体 V領 域 に 特 異 的 な 蛍 光 標 識 抗 体 を 用 い る 。 こ の 方 法 は 、 リ ン パ 球 の
表 面 で の 抗 原 受 容 体 の 発 現 を 測 定 す る 利 点 を 有 す る 。 し か し 、 こ の 方 法 は ：
・     抗 体 の 欠 如 ： こ の こ と に よ り 、 レ パ ト ア の 完 全 な 分 析 が 可 能 で は な い ；
・     弱 い 感 度 ： こ の こ と に よ り 、 多 量 の 細 胞 試 料 が 必 要 で あ る (数 千 万 の リ ン パ 球 )；
・     乏 し い 分 離 ： こ の 方 法 は 、 Jと の 組 み 合 わ せ に つ い て の い ず れ の 情 報 も 与 え ず に Vを
同 定 す る こ と を の み を 可 能 に す る ；
・     細 胞 を 用 い て 作 業 す る 必 要 性
に よ り 、 非 常 に 限 定 的 で あ る 。
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ ４ １ 】
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　 よ っ て 、 本 発 明 は 、 遺 伝 子 、 特 に 、 従 来 技 術 の 上 記 の 方 法 よ り も よ り 実 用 的 な 必 要 性 に
対 応 す る TCR受 容 体 の 再 構 成 又 は 組 換 え の 評 価 の 方 法 を 提 供 す る こ と を 目 的 と す る 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 実 行 が 簡 単 で 、 堅 牢 で 、 信 頼 性 が あ り か つ 定 量 的 で あ る 定 量 法 を 得 る た め に 、 本 発 明 は
、 い く つ か の 遺 伝 子 再 構 成 、 特 に 、 TCRADを コ ー ド す る 遺 伝 子 の い く つ か の V(D)J再 構 成 を
、 ゲ ノ ム DNAの レ ベ ル で 直 接 、 単 一 の 酵 素 反 応 を 用 い て 検 出 す る (マ ル チ プ レ ッ ク ス PCR)た
め 、 規 定 さ れ た 条 件 下 で 、 「 ロ ン グ PCR」 (LPCR)と よ ば れ る 限 定 さ れ た 数 の 酵 素 的 DNA合 成
連 鎖 反 応 を 用 い る こ と を 推 奨 す る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 よ っ て 、 本 発 明 は 、 抗 原 特 異 的 受 容 体 を コ ー ド す る V(D)J遺 伝 子 の 再 構 成 を 単 一 工 程 で
検 出 す る た め に 、 gDNAの 増 幅 を 用 い る 。 本 発 明 は 、 規 定 さ れ た 部 位 を 有 す る 他 の 遺 伝 子 再
構 成 又 は 遺 伝 子 組 換 え 事 象 に 適 用 で き る 。
　 よ っ て 、 本 発 明 は 、 い ず れ の 標 的 遺 伝 子 組 換 え の 評 価 の 方 法 に も 関 す る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 よ っ て 、 本 発 明 の 主 題 は 、 個 体 の 再 構 成 又 は 標 的 遺 伝 子 組 換 え の 定 量 的 評 価 方 法 で あ り
、 該 方 法 は 、 少 な く と も ：
(a)   生 体 試 料 か ら の ヒ ト ゲ ノ ム DNAの 抽 出 ；
(b)   マ ル チ プ レ ッ ク ス PCRに よ る 、
*     次 の 特 徴 ：
　 　 - 一 つ の プ ラ イ マ 対 の 少 な く と も 1つ の プ ラ イ マ が 、 遺 伝 子 再 構 成 に 関 係 し 得 る 、 増
幅 さ れ る べ き Vx遺 伝 子 の 上 流 及 び ／ 又 は 5'末 端 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ し ；
　 　 - 一 つ の プ ラ イ マ 対 の 少 な く と も 他 方 の プ ラ イ マ が 、 遺 伝 子 再 構 成 に 関 係 し 得 る 、 増
幅 さ れ る べ き Jy遺 伝 子 の 下 流 及 び ／ 又 は 3'末 端 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る
に 対 応 す る よ う に 選 択 さ れ る 1又 は そ れ よ り 多 い プ ラ イ マ 対 と 、
*     数 百 塩 基 対 ～ 数 十 kbの サ イ ズ 、 好 ま し く は 10 kbよ り 大 き い サ イ ズ の ゲ ノ ム DNAセ グ
メ ン ト を 増 幅 す る た め の 、 伸 長 を 実 質 的 に 向 上 さ せ る こ と が で き る 訂 正 活 性 を 有 す る DNA
ポ リ メ ラ ー ゼ 又 は DNAポ リ メ ラ ー ゼ の 混 合 物
と の 存 在 下 で の 、 上 記 ゲ ノ ム DNAの 数 百 塩 基 対 ～ 数 十 kbの サ イ ズ の セ グ メ ン ト の 増 幅 で あ
っ て 、
最 初 の 変 性 工 程 に 加 え て 、 変 性 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 及 び 伸 長 の サ イ ク ル を 含 み 、 伸
長 工 程 は 68℃ ～ 72℃ で 少 な く と も 10分 間 行 わ れ る 増 幅 ；
c)    増 幅 さ れ た gDNA断 片 の 分 離 ； 及 び
d)    再 構 成 さ れ た か 又 は 組 換 え ら れ た セ グ メ ン ト の 検 出
を 含 む こ と を 特 徴 と す る 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 用 語 「 個 体 」 は 、 TCRA発 現 プ ロ フ ィ ー ル を 測 定 す る 利 点 が あ る 哺 乳 動 物 (ヒ ト 、 そ の 他
の 霊 長 類 、 家 畜 、 食 物 鎖 に お い て 用 い ら れ る 動 物 、 例 え ば 畜 牛 (cattle)、 羊 、 豚 な ど )を
好 ま し く は 意 味 す る こ と を 意 図 す る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 再 構 成 又 は 標 的 遺 伝 子 組 み 換 え が TCRAD受 容 体 に 関 係 す る と き 、 該 方 法 は ：
a)    生 体 試 料 か ら の ヒ ト ゲ ノ ム DNAの 抽 出 、
b)    マ ル チ プ レ ッ ク ス ロ ン グ PCRに よ る 、
*     次 の 特 徴 ：
　 　 - プ ラ イ マ Vと よ ば れ る 、 一 つ の プ ラ イ マ 対 の 少 な く と も 1つ の プ ラ イ マ が 、 T細 胞 受
容 体 の α 鎖 の 可 変 ド メ イ ン (TCRAD)の Vセ グ メ ン ト に 対 応 す る 、 増 幅 さ れ る べ き Vx遺 伝 子 の
RSS配 列 の 上 流 に 位 置 す る 領 域 と 特 異 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ し ；
　 　 - プ ラ イ マ Jと よ ば れ る 、 一 つ の プ ラ イ マ 対 の 少 な く と も 1つ の プ ラ イ マ が 、 T細 胞 受
容 体 の α 鎖 の Jセ グ メ ン ト に 対 応 す る 、 増 幅 さ れ る べ き Jy遺 伝 子 の RSS配 列 の 下 流 に 位 置 す
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る 領 域 、 増 幅 さ れ る べ き Jy遺 伝 子 の 3'末 端 又 は 増 幅 さ れ る べ き Jy遺 伝 子 内 に 特 異 的 に ハ イ
ブ リ ダ イ ズ す る
に 対 応 す る よ う に 選 択 さ れ る 1又 は そ れ よ り 多 い プ ラ イ マ 対 と 、
*     数 百 塩 基 対 ～ 数 十 kbの サ イ ズ 、 好 ま し く は 10 kbよ り 大 き い サ イ ズ の ゲ ノ ム DNAセ グ
メ ン ト を 増 幅 す る た め の 、 伸 長 を 実 質 的 に 向 上 さ せ る こ と を 可 能 に す る 訂 正 活 性 を 有 す る
DNAポ リ メ ラ ー ゼ 又 は DNAポ リ メ ラ ー ゼ の 混 合 物
と の 存 在 下 で の 、 上 記 ゲ ノ ム DNAの 数 百 塩 基 対 ～ 数 十 kbの サ イ ズ の セ グ メ ン ト の 増 幅 で あ
っ て 、
最 初 の 変 性 工 程 に 加 え て 、 変 性 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 及 び 伸 長 の サ イ ク ル を 含 み 、 伸
長 工 程 は 68℃ ～ 72℃ で 少 な く と も 10分 間 行 わ れ る 増 幅 ；
c)    増 幅 さ れ た gDNA断 片 の 分 離 ； 及 び
d)    組 換 え ら れ た V(D)Jセ グ メ ン ト の 検 出
を 含 む 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 こ の 方 法 は 、 い く つ か の 利 点 を 有 す る 。
-     こ の 方 法 は 、 Immunoscope (登 録 商 標 )法 が 行 わ な い 、 ゲ ノ ム の レ ベ ル で の V(D)J組
み 合 わ せ の 分 析 を 許 容 す る ；
-     こ の 方 法 は 、 大 き い 断 片 を 得 る こ と を 可 能 に し 、 V x -J y 、 V x -J y + 1 、 V x -J y + 2 な ど の
各 断 片 が 互 い に 明 確 に 区 別 さ れ る こ と が 可 能 で あ り 、 こ の こ と は 良 好 な 分 離 を 意 味 す る ；
-     こ の 方 法 は 、 そ の ま ま の V/J対 合 (pairing)の 分 析 を 許 容 す る ；
-     こ の 方 法 は 、 ゲ ノ ム DNAレ ベ ル で の 分 子 分 析 を 可 能 に す る 。 V(D)J遺 伝 子 の 所 定 の 組
換 え の 量 を 測 定 す る こ と に よ り 、 こ の 再 構 成 を 有 す る リ ン パ 球 の 数 の 評 価 を 得 る こ と が で
き る 。 な ぜ な ら 、 再 構 成 さ れ た 遺 伝 子 数 と リ ン パ 球 数 の 間 に は 比 例 関 係 が あ る か ら で あ る
。 リ ン パ 球 は 、 受 容 体 の あ る 種 類 に つ い て 2つ の 再 構 成 し か 有 す る こ と が で き ず 、 す な わ
ち 染 色 体 当 た り 1つ の 再 構 成 で あ る 。 こ の 種 類 に つ い て の 情 報 は 、 「 CDR3」 組 換 え 領 域 で
の 多 様 性 の 分 析 を 介 し て も 、 V/J結 合 の 分 析 を 介 し て も 入 手 可 能 で な い ；
【 ０ ０ ４ ８ 】
-     こ の 方 法 は 、 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ で も サ ザ ン 法 で も 可 能 で は な い 、 抗 原 受 容 体 の 多
様 性 の 綿 密 な 評 価 を 許 容 す る ；
-     こ の 方 法 は 、 レ パ ト ア の 完 全 な 分 析 の た め の PCR反 応 の 数 を 実 質 的 に 減 少 さ せ る こ
と を 可 能 に す る 。 こ の こ と は 、 同 じ 増 幅 反 応 及 び 同 じ 電 気 泳 動 レ ー ン で の い く つ か の V及
び J遺 伝 子 の 同 時 の 分 析 の お か げ で あ る 。 例 え ば 、 ヒ ト に お け る TCRα 鎖 に つ い て 、 再 構 成
を 検 出 し 定 量 す る た め に 、 種 々 の VJ組 み 合 わ せ に 対 応 す る 3355の 反 応 が 必 要 で あ る 。 本 発
明 に よ る 方 法 は 、 10分 の 1の 反 応 (ten times fewer reactions)で 分 析 を 行 う こ と を 可 能 に
す る 。 特 に 、 本 発 明 に よ る 方 法 の 工 程 の 組 み 合 わ せ 、 よ り 具 体 的 に 増 幅 工 程 (b)と の 分 離
工 程 (c)の 組 み 合 わ せ は 、 本 発 明 に よ る 方 法 の 効 率 を 、 特 に も っ と も 適 切 な 分 離 系 を 選 択
す る こ と に よ り 、 有 意 に 向 上 さ せ る よ う に 連 係 す る ；
【 ０ ０ ４ ９ 】
-     こ の 方 法 は 、 同 じ 反 応 に 由 来 し か つ 同 じ 電 気 泳 動 の レ ー ン で 分 析 さ れ る 電 気 泳 動 の
バ ン ド の 相 対 的 強 度 の 測 定 に よ り 再 構 成 を 定 量 す る こ と を 可 能 に す る 。 サ イ ズ の 違 い を 考
慮 に 入 れ た 標 準 化 に よ り 、 特 に 、 値 を 標 準 化 し 、 か つ 全 体 に 対 す る 各 再 構 成 の 割 合 を 定 量
化 す る こ と が 可 能 に な る (非 常 に 良 好 な 分 離 )。 目 下 、 こ れ ら の 結 果 を 得 る こ と を 可 能 に す
る 技 術 は な い ；
-     こ の 方 法 は 、 受 容 体 の V及 び J遺 伝 子 の 同 定 を 許 容 す る 。 V遺 伝 子 の 同 一 性 (identity
)は 、 増 幅 の 間 に 用 い ら れ る プ ラ イ マ に よ り 得 ら れ 、 J遺 伝 子 の 同 一 性 は 、 用 い ら れ る プ ラ
イ マ Jで 増 幅 さ れ る 断 片 の サ イ ズ の 測 定 に よ り 及 び 発 表 さ れ た ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 参 照 し
て 得 ら れ る 。 こ の 操 作 は 、 配 列 ア ラ イ ン メ ン ト 及 び モ チ ー フ 比 較 ソ フ ト ウ ェ ア 、 例 え ば Bl
ast (www.ensembl.org)、 IMGT/GeneInfo (http://imgt.cines.fr/GeneInfo)な ど の 使 用 に
よ り 促 進 さ れ る 。 こ の 情 報 は 、 Immunoscope (登 録 商 標 )で の 分 析 に よ り 得 る こ と が で き る
が 、 Jセ グ メ ン ト の 同 定 は ケ ー ス バ イ ケ ー ス で 行 わ れ る 。 一 方 、 本 発 明 に よ る 方 法 で は 、
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い く つ か の Jセ グ メ ン ト が 同 じ 反 応 で 同 定 で き る ；
【 ０ ０ ５ ０ 】
-     こ の 方 法 は 、 混 合 物 中 に 特 に 豊 富 な V(D)J組 み 合 わ せ を 明 ら か に す る こ と を 可 能 に
す る 。 こ の こ と は 、 免 疫 優 性 な 特 異 的 応 答 、 す な わ ち 1つ (モ ノ ク ロ ー ナ ル 応 答 )又 は い く
つ か (オ リ ゴ ク ロ ー ナ ル 応 答 )の リ ン パ 球 ク ロ ー ン に よ る 応 答 の 検 出 の た め に 有 用 で あ る こ
と を 示 す こ と が で き る 。 さ ら に 、 こ れ は 、 リ ン パ 球 増 殖 の 検 出 、 例 え ば リ ン パ 球 の 癌 (リ
ン パ 腫 、 骨 髄 腫 、 白 血 病 )に お い て 観 察 さ れ る も の の た め に 用 い る こ と が で き る 。 Bリ ン パ
球 か ら 生 じ る 白 血 病 は 、 血 清 中 の 循 環 Igの 直 接 分 析 に よ り 検 出 で き る 。 し か し 、 血 清 中 に
Igを 産 生 し な い 白 血 病 の 検 出 及 び Tリ ン パ 球 白 血 病 の 検 出 は 、 困 難 で か つ あ ま り 定 量 的 で
は な い ま ま で あ る 。 本 発 明 に よ る 方 法 は 、 異 常 に 豊 富 な V(D)J組 み 合 わ せ を 同 定 す る こ と
を 可 能 に し 、 よ っ て 白 血 病 に よ る 増 殖 の 検 出 を 許 容 す る 。 ゲ ノ ム の レ ベ ル で の 分 析 を 介 し
て 、 本 発 明 に よ る 方 法 は 、 B及 び ／ 又 は Tリ ン パ 球 に 由 来 す る 癌 細 胞 数 の よ り 容 易 で よ り 感
度 の 高 い 検 出 を 許 容 し 、 そ の 結 果 、 現 存 す る 方 法 、 例 え ば サ ザ ン 法 又 は Immunoscope (登
録 商 標 )法 に 比 べ て 、 よ り 迅 速 で よ り 綿 密 な TCRβ 鎖 の 診 断 を 提 供 す る こ と を 可 能 に す る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 抽 出 工 程 (a)は 、 サ ザ ン ト ラ ン ス フ ァ ー 法 に 用 い ら れ る 、 gDNAの 精 製 の た め に 設 定 さ れ
た 注 意 事 項 (Sambrook J., Fritsch E.F., Maniatis T., 1989, Molecular cloning. A la
boratory manual. Second Edition. Cold Spring Harbor, New York, USAを 参 照 )を 遵 守
す る 既 知 の 技 術 に よ り 行 わ れ る 。 こ の 工 程 に 続 い て 、 有 利 に 、 通 常 の 分 子 生 物 学 の 技 法 に
よ る gDNAの 精 製 か ら な る 工 程 を 行 う こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 増 幅 工 程 (b)の 有 利 な 実 施 形 態 に よ る と 、 プ ラ イ マ の 選 択 は 、
-     関 係 す る 遺 伝 子 座 全 体 、 特 に ヒ ト TCRAD遺 伝 子 座 の 、 上 記 で 規 定 す る よ う な 適 切 な
配 列 ア ラ イ ン メ ン ト 及 び モ チ ー フ 比 較 ソ フ ト ウ ェ ア を 用 い る 、 特 に 相 同 配 列 検 索 ソ フ ト ウ
ェ ア (例 え ば Informax Inc.社 か ら の "Vector NTI suite 8.0")を 用 い る 系 統 的 分 析 、
-     上 記 で 規 定 す る よ う な 、 3'OH末 端 が 興 味 対 象 の 領 域 に の み 相 補 的 で あ る プ ラ イ マ の
選 択 、
-     特 に 、 適 切 な 配 列 ア ラ イ ン メ ン ト 及 び モ チ ー フ 比 較 ソ フ ト ウ ェ ア を 用 い る こ と 、 特
に 相 同 配 列 検 索 ソ フ ト ウ ェ ア (例 え ば Informax Inc.社 か ら の "Vector NTI suite 8.0")を
用 い る こ と に よ る 、 オ ー ト ダ イ マ ー 又 は 安 定 ヘ ア ピ ン を 形 成 す る プ ラ イ マ の 排 除 、 及 び
-     互 い に ハ イ ブ リ ッ ド を 形 成 す る プ ラ イ マ 対 の 排 除
に よ り 行 わ れ る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 よ っ て 、 こ れ ら 全 て の 種 々 の 選 択 工 程 は 、 プ ラ イ マ 間 の 競 合 又 は 選 択 し た も の 以 外 の 他
の 標 的 配 列 と の 競 合 の よ う な PCRの 偏 り を 減 少 さ せ 、 そ の 結 果 、 マ ル チ プ レ ッ ク ス ロ ン グ P
CRで の 再 構 成 分 析 を 行 う た め に 必 要 な PCRの 収 率 及 び 特 異 性 を 向 上 さ せ る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 本 発 明 に よ る と 、 プ ラ イ マ 、 特 に プ ラ イ マ 対 V/Jの プ ラ イ マ V及 び Jは 、 以 下 の 表 1に 示 さ
れ る プ ラ イ マ か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
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【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 よ っ て 、 工 程 (b)で 選 択 さ れ る プ ラ イ マ は 、 良 質 の 結 果 を 得 る こ と を 可 能 に す る 。 PCR産
物 の 特 異 性 は 、 増 幅 産 物 の 配 列 決 定 に よ り 、 10個 の プ ラ イ マ V (配 列 番 号 1～ 10)に つ い て
特 に 確 立 さ れ 、 こ の こ と は 、 標 的 V遺 伝 子 に 対 応 す る 独 特 の 配 列 の 存 在 (表 3を 参 照 )及 び プ
ラ イ マ の 選 択 の 堅 牢 性 を 示 す 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 プ ラ イ マ の 特 異 性 は 、 増 幅 産 物 の 内 部 の 配 列 を 認 識 す る 標 識 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー
ブ 、 例 え ば 以 下 の 表 2で 規 定 さ れ る も の を 用 い て 観 測 で き る 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に
よ り 、 増 幅 断 片 の 観 察 さ れ た サ イ ズ が 、 プ ラ イ マ Vと Jと を 隔 て る 距 離 及 び そ の 再 構 成 を 考
慮 に 入 れ て 、 ヒ ト TCRα 遺 伝 子 座 の 配 列 か ら 導 き 出 さ れ る 予 測 サ イ ズ に 相 当 す る か を 確 か
め る こ と が で き る 。 こ れ ら の プ ロ ー ブ は 、 本 発 明 に よ る 方 法 の 工 程 (d)に お い て 有 利 に 用
い る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
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【 表 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 本 発 明 に よ る プ ロ ー ブ 及 び プ ラ イ マ は 、 検 出 可 能 及 び ／ 又 は 定 量 可 能 な シ グ ナ ル を 得 る
た め に 、 当 業 者 に 公 知 の 方 法 に よ り 、 放 射 性 又 は 非 放 射 性 の 化 合 物 を 用 い て 直 接 的 又 は 間
接 的 に 標 識 す る こ と が で き る 。 本 発 明 に よ る プ ラ イ マ 又 は プ ロ ー ブ の 標 識 は 、 放 射 活 性 元
素 又 は 非 放 射 性 分 子 を 用 い て 行 わ れ る 。 用 い ら れ る 放 射 性 同 位 体 の う ち 、 3 2 P、 3 3 P、 3 5 S
又 は 3 Hを 挙 げ る こ と が で き る 。 非 放 射 性 の 物 質 は 、 ビ オ チ ン 、 ア ビ ジ ン 、 ス ト レ プ ト ア ビ
ジ ン 又 は ジ ゴ キ シ ゲ ニ ン の よ う な リ ガ ン ド 、 ハ プ テ ン 、 色 素 お よ び 発 光 性 の 剤 、 例 え ば 放
射 線 発 光 、 化 学 発 光 、 生 物 発 光 、 蛍 光 又 は り ん 光 の 剤 か ら 選 択 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 TCRAD遺 伝 子 座 の 外 側 の 隣 接 す る 配 列 の 増 幅 を 防 ぐ た め か つ 非 特 異 性 を 減 少 さ せ る た め
に 、 工 程 (b)に お い て 、 プ ラ イ マ を 選 択 す る た め に ヒ ト TCRAD遺 伝 子 座 全 体 に わ た っ て 行 わ
れ る 系 統 的 分 析 は 、 www.ensembl.orgデ ー タ ベ ー ス を 用 い る ヒ ト ゲ ノ ム 全 体 に わ た る 検 索
に よ り 行 わ れ る の が 好 ま し く 、 こ れ は 、 ヒ ト ゲ ノ ム 上 の 全 て の 位 置 (fix)を 3つ の 強 度 の カ
ラ ー コ ー ド ： 赤  = 100%、 緑  = 85、 青  = 70を 用 い て 視 覚 化 す る こ と を 可 能 に す る 。
　 TCRAD遺 伝 子 座 を 赤 で 認 識 し 、 ゲ ノ ム の 残 り で 限 ら れ た 数 の 位 置 (fix) (緑 又 は 青 の )を
有 す る 候 補 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド だ け が 選 択 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 以 下 の 表 3に 記 載 さ れ る プ ラ イ マ を 用 い る PCRに よ る 増 幅 か ら の 産 物 が 、 右 欄 に 記 載 さ れ
る 増 幅 配 列 を 与 え る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
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【 表 ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 各 Vx遺 伝 子 に つ い て 、 該 Vx遺 伝 子 に 対 応 す る プ ラ イ マ Vを 上 記 で 規 定 し た プ ラ イ マ J (配
列 番 号 11～ 22)の そ れ ぞ れ と の 組 み 合 わ せ で 含 む プ ラ イ マ 対 を 用 い る こ と が 好 ま し い 。 増
幅 工 程 (b)は 、 次 い で 、 種 々 の プ ラ イ マ 対 と 並 行 し て 行 わ れ る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 本 発 明 に よ る 方 法 の 別 の 実 施 形 態 に よ る と 、 工 程 (b)は 、 さ ら に 、 少 な く と も 1つ の 次 の
セ グ メ ン ト ： TCRβ 、 γ 、 δ 鎖 の Dセ グ メ ン ト 、 Vセ グ メ ン ト 及 び Jセ グ メ ン ト 並 び に 任 意 に
免 疫 グ ロ ブ リ ン 鎖 の セ グ メ ン ト を 増 幅 す る た め の 追 加 の プ ラ イ マ を 有 利 に 用 い る こ と が で
き る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 よ っ て 、 多 様 性 を 有 す る Dセ グ メ ン ト を 含 む TCR鎖 又 は Ig鎖 の 場 合 は 特 に 、 V及 び D遺 伝 子
の 間 の PCR反 応 は 、 す べ て の 再 構 成 に 共 通 の V-J反 応 に 加 え て 行 わ れ る 。 こ の 工 程 は 、 V遺
伝 子 と と も に 用 い ら れ る D及 び Jセ グ メ ン ト の 両 方 の レ パ ト ア を 決 定 す る こ と を 可 能 に す る
。 V及 び Jに 加 え て Dも 有 す る 鎖 の 分 析 の 場 合 に 、 TCRβ 及 び TCRδ 鎖 並 び に 免 疫 グ ロ ブ リ ン
重 鎖 の よ う に 、 同 じ こ と が D遺 伝 子 に つ い て も 言 え る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 増 幅 工 程 (b)で 用 い ら れ る DNAポ リ メ ラ ー ゼ は 、 非 常 に 長 い DNA分 子 を 増 幅 す る た め の 、
米 国 特 許 US 6,410,277に 記 載 さ れ る よ う な 種 類 の DNAポ リ メ ラ ー ゼ の 混 合 物 が 好 ま し い 。
こ の よ う な 酵 素 混 合 物 は 、 伸 長 を 実 質 的 に 向 上 さ せ る こ と を 可 能 に す る 訂 正 活 性 (correct
ion activity)を 有 す る 。 よ っ て 、 数 kbの DNAの 増 幅 に よ り 、 用 い ら れ た 2つ の プ ラ イ マ 間
に 位 置 す る す べ て の 可 能 性 の あ る 遺 伝 子 を 用 い て 起 こ っ た 連 続 的 な (successive)組 換 え を
検 出 す る こ と を 可 能 に す る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 工 程 (b)の 別 の 有 利 な 実 施 形 態 に よ る と 、 マ ル チ プ レ ッ ク ス ロ ン グ PCR (LPCR)反 応 は 、
通 常 の 分 子 生 物 学 の 方 法 に よ る DNAの 精 製 後 に 、 又 は 細 胞 溶 解 物 に 直 接 行 わ れ る 。
　 し か し 、 こ れ は 、 可 能 な 限 り 純 粋 な gDNA (ヌ ク レ オ ソ ー ム の よ う な タ ン パ ク 質 を 含 ま な
い )を 用 い て 行 う こ と が 好 ま し く 、 そ れ に よ り 大 き い 産 物 (＞ 10 kb)の 最 適 な 増 幅 を 促 進 す
る 。 こ の た め に 、 ゲ ノ ム DNAを 壊 さ な い こ と が 重 要 で あ る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 DNAの 精 製 を い っ た ん 行 っ た ら (分 子 生 物 学 で 公 知 の フ ェ ノ ー ル ／ ク ロ ロ ホ ル ム V/Vを 用
い る 抽 出 法 に よ る か 、 又 は DNAの 抽 出 及 び 精 製 用 の 市 販 の キ ッ ト を 用 い る か の い ず れ か に
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よ り )、 DNAを マ ル チ プ レ ッ ク ス LPCRに 直 接 用 い る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 反 応 チ ュ ー ブ (反 応 容 量 ： 20～ 50μ l)は 、 超 純 水 、 Taq酵 素 又 は DNA合 成 酵 素 の 混 合 物 、
例 え ば 特 許 US 6,410,277に 記 載 さ れ た も の  (LATaqと 呼 ば れ る 混 合 物 )、 MgCl 2  (Taq酵 素 補
因 子 )、 dNTPs、 研 究 す る V遺 伝 子 の 転 写 の 方 向 に 特 異 的 な オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ (配
列 番 号 1～ 10の プ ラ イ マ の 一 つ )、 研 究 す る D又 は J遺 伝 子 セ グ メ ン ト の 転 写 の 逆 方 向 に 特 異
的 な オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ (配 列 番 号 11～ 21の プ ラ イ マ の 一 つ )、 及 び マ ト リ ッ ク ス
と も よ ば れ る 、 こ こ か ら 増 幅 が 起 こ る 、 分 析 さ れ る DNAで 構 成 さ れ る 。 第 一 の プ ラ イ マ Vの
下 流 か つ V遺 伝 子 の RSSの 上 流 に 位 置 す る 、 V遺 伝 子 の 内 部 配 列 に 対 応 す る 第 二 の オ リ ゴ ヌ
ク レ オ チ ド 及 び ／ 又 は 第 一 の プ ラ イ マ Jの 上 流 か つ J遺 伝 子 の RSSの 下 流 に 位 置 す る 、 J遺 伝
子 の 内 部 配 列 に 対 応 す る 第 二 の ヌ ク レ オ チ ド Jを 、 PCRバ ッ ク グ ラ ウ ン ド ノ イ ズ を 減 少 さ せ
る た め に 、 LPCR反 応 の 半 分 で 加 え る こ と が で き る 。 こ れ ら の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 増 幅
産 物 の 直 接 検 出 を 許 容 す る た め に 、 蛍 光 色 素 で 標 識 し て も し な く て も よ い 。 増 幅 反 応 を 行
う た め の サ ー モ サ イ ク ル の プ ロ グ ラ ム は 、 所 望 の 条 件 に 従 っ て 変 動 で き る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 上 記 で 規 定 す る よ う に 、 プ ラ イ マ 対 V/J当 た り 1回 の PCR (増 幅 工 程 (b))が 行 わ れ る 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 工 程 (b)の 別 の 有 利 な 実 施 形 態 に よ る と 、 伸 長 工 程 は 、 追 加 の 伸 長 サ イ ク ル 当 た り 15～ 2
0秒 間 増 加 さ せ る の が 有 利 で あ る 。
　 し か し 、 長 い DNA断 片 の 増 幅 を 許 容 す る た め に 、 ：
-     媒 質 の 酸 性 化 及 び DNAの 分 解 を 防 ぐ た め に 、 増 幅 さ れ る ゲ ノ ム DNAを 非 常 に 短 期 間 の
間 (10～ 30秒 程 度 )、 90℃ を 超 え る 温 度 に 曝 露 し （ 変 性 ） 、
-     特 に PCR媒 質 に 基 づ い て 、 追 加 の サ イ ク ル 当 た り 15～ 20秒 間 伸 長 工 程 を 増 加 す る こ
と に よ り 、 用 い る DNAポ リ メ ラ ー ゼ の 「 消 耗 」 を 考 慮 す る
こ と (工 程 (b))が 必 要 で あ る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 10 kb～ 20 kb程 度 の 産 物 の 増 幅 の 限 定 し な い 例 は 、 次 の と お り で あ る 。
-     94℃ で 1～ 2分 間 の 最 初 の 変 性 、
-     変 性 工 程 ： 90～ 94℃ で 5～ 30秒 間 、 プ ラ イ マ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 工 程 ： 58～ 62
℃ で 15～ 30秒 間 及 び 伸 長 工 程 ： 68～ 72℃ で 14～ 20分 間 を 含 む 15の 連 続 サ イ ク ル 、 及 び
-     変 性 工 程 ： 90～ 94℃ で 5～ 30秒 間 、 プ ラ イ マ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 工 程 ： 58～ 62
℃ で 15～ 30秒 間 及 び 伸 長 工 程 ： 68～ 72℃ で 14～ 20分 間  + 各 追 加 サ イ ク ル で 15～ 20秒 の 追
加 を 含 む 15の 連 続 サ イ ク ル 、 及 び
-     72℃ で 10分 間 の 1回 の 伸 長 サ イ ク ル 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 該 方 法 の 別 の 有 利 な 実 施 形 態 に よ る と 、 増 幅 さ れ た DNA断 片 の 分 離 か ら な る 工 程 (c)は 、
ア ガ ロ ー ス 又 は ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル で の 電 気 泳 動 、 好 ま し く は パ ル ス フ ィ ー ル ド 泳 動
に よ り 行 わ れ る 。
　 PCR産 物 の 分 離 の 条 件 は 、 所 望 の 条 件 の 関 数 と し て 変 動 し 得 る 。 次 の も の は 、 15 kb程 度
の 産 物 を 、 1× TBE中 の ア ガ ロ ー ス 電 気 泳 動 で の 移 動 に よ り 分 離 す る た め の 条 件 で あ る (こ
の 工 程 は 、 現 在 の 技 術 で 公 知 で あ る )。
　 LPCR産 物 5～ 20μ lを 1.2% (W/V)ア ガ ロ ー ス ゲ ル に の せ る 。 電 源 を 用 い て 8時 間 当 た り 100
～ 150ボ ル ト で 泳 動 。 大 き い 産 物 の 分 離 を 向 上 さ せ る た め に 、 パ ル ス フ ィ ー ル ド 泳 動 を 用
い る こ と も 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 該 方 法 の 別 の 有 利 な 実 施 形 態 に よ る と 、 増 幅 さ れ た DNA断 片 の 分 離 か ら な る 工 程 (c)は 、
バ イ オ ア ナ ラ イ ザ 上 で の マ イ ク ロ キ ャ ピ ラ リ 分 離 に よ り 行 わ れ る 。 よ り 具 体 的 に は 、 サ イ
ズ が 10 kbを 超 え る LPCR断 片 を 分 離 す る た め に 、 AGILENT Technologiesの バ イ オ ア ナ ラ イ
ザ を 用 い る マ イ ク ロ キ ャ ピ ラ リ 泳 動 を 用 い る こ と が で き る 。 こ の よ う な 場 合 、 検 出 工 程 (d
)に お い て 、 増 幅 断 片 の 検 出 シ グ ナ ル を 増 加 さ せ る た め に 、 蛍 光 色 素 (例 え ば Cy-5)で 標 識
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さ れ た プ ラ イ マ の 使 用 が 考 え ら れ る 。 AGILENTチ ッ プ は 、 設 計 者 の 指 示 ； PCR産 物 1μ lの 沈
積 (deposition)、 装 置 の 使 用 者 の た め の ガ イ ド に 従 っ た 定 量 に 従 っ て 作 製 し 使 用 さ れ る 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 驚 く べ き こ と に 、 工 程 (b)の 次 の 要 素 の 組 み 合 わ せ ：
-     ヒ ト に お け る 抗 原 受 容 体 の 再 構 成 の 研 究 用 の プ ラ イ マ 配 列 の 選 択 ；
-     増 幅 反 応 中 の サ ー モ サ イ ク ル の プ ロ グ ラ ム ；
-     大 き い 断 片 の 増 幅 を 向 上 さ せ る の に 用 い る 酵 素 の 選 択 ；
及 び 工 程 (c)に お け る 増 幅 断 片 の 分 離 の た め の プ ロ ト コ ル に よ り 、 検 出 さ れ る べ き 組 換 え
の 定 量 評 価 を 効 率 的 に 行 う こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 こ の 関 係 に お い て 、 PCR反 応 当 た り 1～ 11の 再 構 成 を 検 出 し 、 J領 域 で 起 こ っ た 再 構 成 の 1
00%を 視 覚 化 す る こ と が で き 、 所 定 の V遺 伝 子 に つ い て 最 小 で 11回 の PCRで 充 分 で あ る 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 該 方 法 の 別 の 実 施 形 態 に よ る と 、 検 出 工 程 (d)は 、 次 の 方 法 の 一 つ を 用 い て 行 う の が 有
利 で あ る 。
-     増 幅 産 物 の ナ イ ロ ン メ ン ブ レ ン へ の サ ザ ン ト ラ ン ス フ ァ ー 、 続 い て 増 幅 産 物 の 内 部
配 列 に 特 異 的 な 、 放 射 性 同 位 体 又 は 蛍 光 色 素 で 標 識 さ れ た 1つ 又 は そ れ よ り 多 い ヌ ク レ オ
チ ド プ ロ ー ブ (特 に 配 列 番 号 22～ 37の プ ロ ー ブ )を 用 い る ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 後 の 視 覚
化 。 よ り 具 体 的 に は 、 こ の 方 法 は 、 ブ ロ ッ テ ィ ン グ ペ ー パ ー 毛 管 作 用 に よ る 、 例 え ば 20×
SSCバ ッ フ ァ ー を 用 い る ナ イ ロ ン 又 は セ ル ロ ー ス ナ イ ト レ ー ト メ ン ブ レ ン へ の サ ザ ン ト ラ
ン ス フ ァ ー 、 700キ ロ ジ ュ ー ル の UV照 射 後 の gDNAの メ ン ブ レ ン へ の 架 橋 (現 在 の 技 術 で 公 知
の 方 法 )、 非 特 異 的 バ ッ ク グ ラ ウ ン ド ノ イ ズ を 減 少 さ せ る こ と を 可 能 に す る 条 件 下 で の ハ
イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 媒 質 で の プ レ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 、 PCR産 物 を 特 異 的 に 明 示 す
る た め の 、 1又 は そ れ よ り 多 い 放 射 性 標 識 さ れ た 内 部 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ で の ハ
イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン (T4 キ ナ ー ゼ  + 3 2 Pγ ATP法 )、 及 び PCR産 物 の サ イ ズ の 測 定 に よ る
再 構 成 の 特 異 性 の 確 認 を 含 む 。 イ メ ー ジ ャ ー 及 び 適 切 な ソ フ ト ウ ェ ア 、 例 え ば Biorad社 か
ら の Quantity-Oneを 用 い る 、 種 々 の 再 構 成 に 対 応 す る 各 DNAバ ン ド の 強 度 の 相 対 的 定 量 化
は ：
-     標 識 さ れ た 塩 基 (放 射 性 同 位 体 又 は 蛍 光 色 素 に よ り 標 識 )を 増 幅 の 間 に 用 い 、 次 い で
ゲ ル の 中 で 直 接 、 取 り 込 ま れ た 標 識 さ れ た 塩 基 を 測 定 す る こ と に よ る か ；
-     DNA-標 識 化 剤 (例 え ば エ チ ジ ウ ム ブ ロ ミ ド 、 SybrGreen Iな ど )を 泳 動 の 間 に 用 い 、 U
V範 囲 又 は 他 の 適 切 な 波 長 で の 励 起 後 に 検 出 す る こ と に よ る か ；
-     蛍 光 色 素 又 は そ の 他 の 明 示 手 段 (例 え ば ア ビ ジ ン － ビ オ チ ン 、 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ な
ど )で 標 識 し た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 増 幅 の 間 に 用 い る こ と に よ る 。
　 い ず れ の 他 の 検 出 方 法 も 想 定 で き る 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 こ の 実 施 形 態 の 有 利 な 態 様 に よ る と 、 プ ロ ー ブ は 、 表 2に 規 定 す る よ う に 、 配 列 番 号 22
～ 37の 配 列 か ら な る 群 よ り 有 利 に 選 択 さ れ る 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 所 定 の 再 構 成 は 、 ま ず 、 増 幅 産 物 の 泳 動 さ れ た 距 離 に よ り 、 次 に 、 特 異 的 内 部 プ ロ ー ブ
と の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に よ り 増 幅 産 物 か ら 規 定 さ れ る 。 単 一 の 反 応 で 、 い く つ か の
再 構 成 を 個 別 に 検 出 す る こ と が で き る 。 充 分 な 数 の 反 応 を 組 み 合 わ せ る こ と に よ り 、 直 接
ゲ ノ ム DNAレ ベ ル で 免 疫 レ パ ト ア を 構 成 す る す べ て の V(D)J再 構 成 を 定 量 す る こ と が で き る
。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 有 利 に は 、 本 発 明 に よ る 方 法 は 、 種 々 の 生 体 試 料 ： 培 養 細 胞 、 細 胞 系 統 、 生 検 、 顕 微 解
剖 、 血 液 試 料 、 分 類 さ れ た 細 胞 か ら の 試 料 、 好 ま し く は 血 液 試 料 に つ い て 行 う こ と が で き
る 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 本 発 明 に よ る 方 法 は 、 上 記 で 規 定 す る よ う に 、 V(D)J組 み 合 わ せ の 分 析 に よ り 、 特 に 増
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幅 工 程 (b)を 種 々 の プ ラ イ マ 対 と 同 時 に 行 う こ と に よ り 、 特 に 免 疫 レ パ ト ア の 全 体 又 は 部
分 的 な 分 析 を 許 容 す る 。 こ の 方 法 は 、 定 性 的 か つ 定 量 的 で あ る 。 V(D)J遺 伝 的 組 換 え の 検
出 に よ り 、 特 定 の 免 疫 レ パ ト ア を 観 測 し 、 そ の 多 様 性 を 種 々 の 病 理 条 件 下 で 及 び 種 々 の 治
療 の 後 に 動 的 に 評 価 す る こ と が で き る 。 DNA増 幅 の 原 理 に 基 づ い て 、 こ の 方 法 は 、 免 疫 レ
パ ト ア を 早 期 に か つ 少 量 の 生 物 材 料 を 用 い て 検 出 す る こ と を 可 能 に す る 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 こ れ ら の レ パ ト ア の 測 定 は 、 V(D)Jレ パ ト ア の 組 み 合 わ せ が 多 数 で あ る 観 点 か ら 、 困 難
な 課 題 を 構 成 す る 。 さ ら に 、 各 レ パ ト ア は 2つ の 鎖 か ら な り 、 あ る 受 容 体 に つ い て の 全 レ
パ ト ア は そ れ を 構 成 す る 鎖 の そ れ ぞ れ の 構 造 多 様 性 の 産 物 で あ る 。 Ig又 は TCR受 容 体 の 可
能 な 形 の 数 は 、 10 1 4 ～ 10 1 8 程 度 の 異 な る 、 可 能 性 の あ る 受 容 体 で あ る と 見 積 も ら れ る 。 し
か し 、 レ パ ト ア の 評 価 は 、 生 理 病 理 学 的 条 件 下 で の 特 異 的 免 疫 応 答 、 例 え ば 感 染 、 癌 の 進
行 、 ア レ ル ギ ー 、 自 己 免 疫 疾 患 、 免 疫 不 全 及 び そ れ ら の 回 復 (reconstruction)な ど に 対 す
る 応 答 を 評 価 す る た め の 重 要 な 投 資 (investment)の ま ま で あ る 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 ま ず 、 免 疫 レ パ ト ア の 多 様 性 は 、 生 物 の 健 康 に 関 係 す る と 考 え る こ と が で き る 。 弱 く 多
様 化 し た レ パ ト ア は 、 免 疫 不 全 に 相 当 す る こ と が で き 、 生 物 を 種 々 の 病 理 に 感 受 性 に す る
。 あ る 特 定 の 数 の 医 療 及 び 臨 床 の 分 野 に お い て 、 レ パ ト ア の 変 動 を 観 測 す る こ と が 重 要 で
あ る 。 遺 伝 性 リ ン パ 球 減 少 (先 天 性 免 疫 不 全 )又 は 感 染 性 リ ン パ 球 減 少 (例 え ば AIDS)、 又 は
血 液 の 癌 (白 血 病 、 リ ン パ 腫 な ど )の 治 療 の 場 合 の 体 の 照 射 に よ る 免 疫 系 統 の 除 去 (ablatio
n)の 場 合 の よ う な 誘 発 リ ン パ 球 減 少 の 状 況 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
次 に 、 あ る 数 の 治 療 試 験 は 、 特 定 的 免 疫 応 答 を 誘 導 す る こ と を 狙 い と す る 。 こ れ は 、 例 え
ば 、 種 々 の 注 入 経 路 、 製 剤 、 ア ジ ュ バ ン ト 、 種 々 の ベ ク タ ー な ど を 用 い る 種 々 の 抗 菌 及 び
抗 腫 瘍 ワ ク チ ン 接 種 の プ ロ ト コ ル の 場 合 で あ る 。 他 の 場 合 で は 、 免 疫 応 答 の 抑 制 を 調 べ て
、 例 え ば 自 己 免 疫 症 候 群 を 妨 げ た り ア レ ル ギ ー 症 状 の 発 現 と 闘 っ た り す る 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 こ れ ら の す べ て の 場 合 に お い て 、 本 発 明 に よ る 方 法 は 、 第 一 に 、 疾 患 の さ ま ざ ま な 段 階
で の 抗 原 受 容 体 の レ パ ト ア を 測 定 す る こ と を 、 第 二 に 、 分 子 の 刺 激 又 は 抑 制 作 用 を 評 価 す
る こ と (特 異 的 免 疫 応 答 を 調 節 す る 医 薬 品 を そ こ か ら 導 き 出 す こ と を 狙 い と し て )を 可 能 に
す る 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 よ っ て 、 本 発 明 の 主 題 は ：
*     関 係 す る 個 体 に お い て 免 疫 レ パ ト ア が 初 め に 改 変 さ れ た 病 理 に 対 す る 治 療 を フ ォ ロ
ー ア ッ プ す る 方 法 で あ っ て 、 該 方 法 は ：
-     治 療 の 始 め に 上 記 で 規 定 す る よ う な 免 疫 レ パ ト ア の 評 価 の 方 法 を 実 行 す る こ と 、 及
び
-     上 記 の 評 価 方 法 が 、 治 療 の さ ま ざ ま な 段 階 で 反 復 さ れ る こ と 、 及 び
-     上 記 の 治 療 に 対 す る 上 記 の 個 体 の 応 答 を 評 価 す る た め に 、 毎 回 得 ら れ る 免 疫 レ パ ト
ア の プ ロ フ ィ ー ル を 標 準 免 疫 レ パ ト ア の プ ロ フ ィ ー ル と 比 較 す る こ と
を 特 徴 と す る 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
*     関 係 す る 個 体 に お い て 免 疫 レ パ ト ア が 改 変 さ れ る 病 理 の さ ま ざ ま な 段 階 で の 抗 原 受
容 体 レ パ ト ア を 測 定 す る 方 法 で あ っ て 、 該 方 法 は ：
-     病 理 の さ ま ざ ま な 段 階 で 上 記 で 規 定 す る よ う な 免 疫 レ パ ト ア の 評 価 の 方 法 を 実 行 す
る こ と 、 及 び
-     上 記 の 病 理 の 進 展 を 評 価 す る た め に 、 毎 回 得 ら れ る 免 疫 レ パ ト ア の プ ロ フ ィ ー ル を
標 準 免 疫 レ パ ト ア の プ ロ フ ィ ー ル と 比 較 す る こ と
を 特 徴 と す る 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 本 発 明 に よ る と 、 生 体 試 料 は 、 い ず れ の 起 源 の Tリ ン パ 球 か ら な る 。 よ り 具 体 的 に は 、

10

20

30

40

50

(18) JP 2007-515955 A 2007.6.21



生 体 試 料 は 、 胸 腺 細 胞 、 末 梢 血 若 し く は 他 の リ ン パ 系 器 官 か ら の Tリ ン パ 球 又 は 他 の 組 織
か ら の Tリ ン パ 球 、 特 に 腫 瘍 、 炎 症 部 位 若 し く は 小 腸 、 肺 、 肝 臓 な ど の 種 々 の 器 官 由 来 の T
リ ン パ 球 か ら な る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 本 発 明 の 主 題 は 、 PCRを 行 う た め の 通 常 の バ ッ フ ァ ー 及 び 試 薬 に 加 え て 、 上 記 で 規 定 す
る プ ラ イ マ 及 び プ ロ ー ブ を 含 む こ と を 特 徴 と す る 、 個 体 の 免 疫 レ パ ト ア の 定 量 的 評 価 の た
め の キ ッ ト で も あ る 。
　 関 係 す る 病 理 は 、 リ ン パ 球 及 び リ ン パ 球 関 連 細 胞 の 両 方 の 腫 瘍 、 並 び に 免 疫 応 答 に 関 係
す る そ の 他 の い ず れ の 病 理 、 例 え ば ウ イ ル ス 性 疾 患 、 自 己 免 疫 疾 患 、 生 理 病 理 学 的 状 態 、
免 疫 不 全 、 ア レ ル ギ ー 又 は V(D)J組 換 え 機 構 に お け る 異 常 で あ る 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 本 発 明 の 主 題 は 、 配 列 番 号 1～ 21の 配 列 に 対 応 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ か ら な
る 群 よ り 選 択 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 、 上 記 で 規 定 す る 方 法 に お い て 用 い る こ と が で き る
プ ラ イ マ で も あ る 。
【 ０ ０ ９ １ 】
　 本 発 明 の 主 題 は 、 配 列 番 号 22～ 37の 配 列 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ か ら な る 群 よ り
選 択 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 、 上 記 で 規 定 す る 方 法 に お い て 用 い る こ と が で き る 検 出 プ ロ
ー ブ で も あ る 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 本 発 明 の 主 題 は 、 上 記 で 規 定 す る 増 幅 プ ラ イ マ 及 び 検 出 プ ロ ー ブ の 、 個 体 の 免 疫 レ パ ト
ア の 定 量 的 評 価 の た め の 使 用 で も あ る 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 上 記 の 態 様 の ほ か に 、 本 発 明 は 、 本 発 明 の 主 題 で あ る 方 法 の 実 施 例 及 び 添 付 の 図 面 に 言
及 す る 以 下 の 記 載 か ら 明 ら か に な る そ の 他 の 態 様 を も 含 む 。 以 下 の 図 面 に お い て ：
-     図 1は 、 胸 腺 の V8-Jα 再 構 成 を 評 価 す る よ う に 行 わ れ た 本 発 明 に よ る 方 法 (マ ル チ プ
レ ッ ク ス ロ ン グ PCR)の 結 果 、 つ ま り Jα 領 域 の 全 体 的 な 分 析 を 示 す 。 マ ル チ プ レ ッ ク ス PCR
反 応 は 、 gDNAに 対 し て 、 hV8フ ァ ミ リ ー の プ ラ イ マ Vα (表 1参 照 )を 11個 の 異 な る プ ラ イ マ J
α (表 1参 照 ： 配 列 番 号 11～ 21)と 組 み 合 わ せ て 用 い て 行 わ れ る 。 産 物 は 、 V8フ ァ ミ リ ー に
特 異 的 な プ ロ ー ブ (配 列 番 号 24)を 用 い て サ ザ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ に よ り 分 析 さ れ る 。 各 レ ー
ン は 、 個 別 の PCR反 応 に 対 応 す る 。 各 バ ン ド は 、 レ ー ン の 左 側 に 記 載 さ れ る Jα セ グ メ ン ト
と の 再 構 成 に 対 応 す る 。 PCR増 幅 が 大 き い 産 物 よ り も 小 さ い 産 物 に 対 し て よ り 効 率 的 で あ
る こ と か ら 、 各 レ ー ン の 下 に 位 置 す る バ ン ド が よ り 濃 い 。 星 印 は 、 移 動 距 離 に よ り 決 定 さ
れ た 非 特 異 的 産 物 を 示 す 。 J領 域 の 図 (一 定 の 比 で 描 か れ て い な い )： 選 択 さ れ た 11個 の プ
ラ イ マ は 、 こ の 図 に 示 す よ う に 、 Jα 領 域 に わ た っ て 分 布 す る 。 点 は 、 プ ラ イ マ Jα 及 び プ
ロ ー ブ Jα の 位 置 を 示 す 。 対 応 す る 線 は 、 各 レ ー ン に お い て 検 出 可 能 な Jα セ グ メ ン ト の 範
囲 を 示 す 。 破 線 は 、 転 写 さ れ て い な い Jα 偽 遺 伝 子 を 示 す ；
【 ０ ０ ９ ４ 】
-     図 2は 、 Jα 領 域 と の 再 構 成 の 分 布 に お け る Vα 遺 伝 子 の 位 置 の 役 割 を 示 す 。 V-Jα 再
構 成 は 、 6日 齢 の 幼 児 の 全 胸 腺 か ら 抽 出 し た DNAに つ い て の マ ル チ プ レ ッ ク ス PCRに よ り 分
析 さ れ る 。 Vα 遺 伝 子 に 特 異 的 な プ ラ イ マ が 記 載 さ れ 、 上 記 の 表 に 記 載 さ れ た プ ラ イ マ に
対 応 す る 。 こ れ ら の プ ラ イ マ を 、 各 レ ー ン の 上 に 示 す 7つ の プ ラ イ マ Jと と も に 用 い る (上
記 の 表 1の 配 列 も 参 照 )。
【 ０ ０ ９ ５ 】
-     図 3は 、 ヒ ト V-Jα レ パ ト ア マ ト リ ッ ク ス の 図 を 示 し 、 再 構 成 は 遺 伝 子 座 上 の 該 遺 伝
子 の 位 置 に 依 存 す る 。 図 3a： 図 2の PCR産 物 の シ グ ナ ル の 積 算 (integration)に よ る V-Jα 再
構 成 の 相 対 的 定 量 化 の パ ネ ル 図 。 こ の 積 算 は 、 対 数 期 に PCR反 応 を 停 止 し た PCR産 物 に 対 し
て 、 積 算 が 直 線 的 で あ る こ と を 証 明 し た 後 に 行 わ れ る 。 Z軸 は 、 検 出 さ れ た 再 構 成 の 相 対
的 シ グ ナ ル 強 度 を 示 す 。 J軸 は 、 研 究 し た Jα セ グ メ ン ト の 相 対 的 順 序 (relative order)を
表 す 。 研 究 し た Vα 遺 伝 子 は 、 V軸 に 示 す 。 矢 印 は 、 Vα -Jα 再 構 成 の 進 行 の 傾 向 を 示 す 。
図 3b左 ： 図 3aで 研 究 し た 7つ の Jα セ グ メ ン ト の 積 算 に よ る 全 体 的 な Vα 領 域 利 用 の 分 析 。
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図 3b右 ： 図 3aで 研 究 し た 10個 の Vα 遺 伝 子 の 積 算 に よ る 全 体 的 な Jα 領 域 利 用 の 分 析 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
-     図 4は 、 V8-J組 換 え の 検 出 に 適 用 さ れ る 本 発 明 に よ る 方 法 の 原 理 を 示 す 。 用 い ら れ
た プ ラ イ マ は 次 の と お り で あ る ： 配 列 番 号 5 (hTRAV8)及 び 配 列 番 号 13 (hTRAJ41)。 検 出 プ
ロ ー ブ は hAJ41pプ ロ ー ブ (配 列 番 号 29)で あ る 。
-     図 5は 、 ヒ ト Vα 遺 伝 子 の RSSス コ ア 、 遺 伝 子 座 内 の 位 置 及 び 主 に 用 い ら れ た Jセ グ メ
ン ト の 比 較 を 表 す 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
-     図 6は 、 末 梢 血 リ ン パ 球 に お け る ヒ ト TCRα 鎖 の 再 構 成 プ ロ フ ィ ー ル を 表 す 。 ド ナ ー
の TCRα 再 構 成 プ ロ フ ィ ー ル の 例 を 表 す (マ ル チ プ レ ッ ク ス PCR)。 6つ の Vα 特 異 的 オ リ ゴ ヌ
ク レ オ チ ド を 選 択 し 、 9つ の Jα 特 異 的 プ ラ イ マ と 組 み 合 わ せ て 用 い た (各 レ ー ン の 上 を 参
照 )。 こ の 分 析 は 、 正 常 個 体 (25～ 55歳 )の 末 梢 血 リ ン パ 球 か ら 得 ら れ た 3つ の 追 加 の DNAを
用 い て 行 わ れ 、 比 較 デ ー タ を 得 た 。 マ ル チ プ レ ッ ク ス PCR分 析 を 各 DNAに つ い て 数 回 再 現 し
た 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
-     図 7は 、 定 量 的 ゲ ノ ム PCR分 析 に よ り 測 定 さ れ た 、 6人 の 正 常 個 体 に お け る 特 異 的 V-J
α 再 構 成 の 相 対 的 存 在 度 を 示 す 。 選 択 さ れ た 再 構 成 は 次 の と お り で あ る ： Vα 1、 40、 41及
び Jα 56、 53、 41、 33、 10。 各 再 構 成 に つ い て 、 産 物 が 検 出 さ れ る サ イ ク ル を 記 載 す る 。 6
日 、 10日 及 び 3ヶ 月 齢 の 子 供 を そ れ ぞ れ 起 源 と す る 胸 腺 (A)か ら の 3つ の DNA、 及 び 25～ 55歳
の 6人 の 正 常 個 体 を 起 源 と す る 末 梢 血 リ ン パ 球 (PBL) (B)を 分 析 し た 。 各 試 料 の DNA含 量 は
、 G3PDHハ ウ ス キ ー ピ ン グ 遺 伝 子 の 増 幅 に よ り 標 準 化 し た 。 示 し た デ ー タ は 、 同 様 の 結 果
を 与 え た 3つ の 異 な る 実 験 か ら 得 ら れ た も の に 相 当 す る 。 結 果 は 、 種 々 の 個 体 に お い て 特
異 的 再 構 成 に 関 係 す る 産 物 の 出 現 に 必 要 な サ イ ク ル 数 と し て 表 す 。 比 較 的 小 さ い 数 の サ イ
ク ル は 、 よ り 多 量 の DNAの 存 在 、 よ っ て よ り 多 く の 組 換 え を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
-     図 8は ：
(A)に お い て 、 TCRα 転 写 産 物 の 定 量 を 表 す 。 10人 の 正 常 個 体 か ら 得 ら れ た 末 梢 血 リ ン パ 球
試 料 か ら 抽 出 し た cDNAを 、 α 鎖 の 定 常 断 片 に 特 異 的 な プ ラ イ マ (プ ラ イ マ AC)と 組 み 合 わ せ
た 種 々 の ADVフ ァ ミ リ ー の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 用 い て 増 幅 し た 。 図 8(A)で 描 か れ る 増 幅
曲 線 は 、 分 析 し た 10個 の 試 料 の 1つ の 代 表 で あ る 結 果 は 、 ADV1、 3、 5、 6、 7、 8、 10、 13、
16、 17、 19、 20、 22、 25、 26、 27、 30、 36、 38、 40及 び DV3に つ い て 表 す 。 曲 線 は 、 サ イ
ク ル 数 の 関 数 と し て の 蛍 光 強 度 の logに 相 当 す る 。
(B)に お い て 、 リ ア ル タ イ ム 定 量 PCRに よ る ADV-AC転 写 産 物 の 相 対 的 存 在 度 を 表 す 。 ADVフ
ァ ミ リ ー は 、 産 物 が 検 出 さ れ る サ イ ク ル に つ い て 、 ADVフ ァ ミ リ ー の 数 に よ っ て の み 示 す
。
【 ０ １ ０ ０ 】
　 3ヶ 月 齢 の 子 供 か ら の 4つ の 末 梢 血 リ ン パ 球 cDNAと 1つ の 胸 腺 cDNAと の 比 較 を 確 立 し た 。
　 他 の 試 料 に お い て も Vα フ ァ ミ リ ー の 発 現 の 頻 度 が 類 似 す る こ と が 観 察 さ れ 、 得 ら れ た
結 果 は 再 現 性 が あ っ た 。
【 ０ １ ０ １ 】
　 こ れ ら の 試 料 は 本 発 明 の 主 題 の 例 証 と し て 示 さ れ る だ け で あ っ て 、 限 定 を 構 成 し な い こ
と が 理 解 さ れ る べ き で あ る 。
【 実 施 例 】
【 ０ １ ０ ２ 】

      - ：
　 TRAV (Vα )遺 伝 子 及 び TRAJ (Jα )セ グ メ ン ト の 命 名 は 、 IMGTベ ー ス (http://imgt.cines
.fr)の も の に 従 う 。 ヒ ト TCRAD遺 伝 子 座 及 び マ ウ ス TCRAD遺 伝 子 座 の 詳 細 な マ ッ プ は 、 次 の
ア ド レ ス の IMGTサ イ ト か ら ア ク セ ス 可 能 で あ る ：
http://imgt.cines.fr/textes/IMGTrepertoire/LocusGenes/locus/human/TRA/Hu TRAmap.
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html.
【 ０ １ ０ ３ 】
　 各 プ ラ イ マ を 確 立 す る の に 用 い た 配 列 は 、 ア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 NG_001332で Genbankデ ー
タ ベ ー ス か ら 抽 出 し た 。
【 ０ １ ０ ４ 】
      - 
　 ゲ ノ ム DNA (gDNA)の 完 全 性 、 特 に サ イ ズ 、 純 度 並 び に RNA及 び 塩 混 入 が な い こ と を 保 持
す る た め に 、 一 連 の 予 防 策 を 行 わ な け れ ば な ら な い 。 DNAの 長 鎖 PCR増 幅 か ら の 収 率 は 、 こ
の 条 件 に よ り 左 右 さ れ る 。 全 体 的 に 、 サ ザ ン ト ラ ン ス フ ァ ー 法 で 用 い ら れ る gDNAの 精 製 で
規 定 さ れ る 予 防 策 を 遵 守 す る べ き で あ る (Sambrook J., Fritsch E.F., Maniatis T. 1989
. Molecular cloning. A laboratory manual. Second Edition. Cold Spring Harbor, Ne
w York, USAを 参 照 )。
【 ０ １ ０ ５ 】
      -     gDNAを ボ ル テ ッ ク ス す る こ と は 避 け る べ き で あ る 。 ボ ル テ ッ ク ス す る ほ ど gD
NAは 分 解 す る 。
      -     gDNAは 、 弱 塩 基 性 バ ッ フ ァ ー 中 に 保 存 す る べ き で あ る (例 え ば 10 mM TRIS； 7
.5～ 8.5の 間 の pH)。
      -     激 し い ピ ペ ッ ト 操 作 は 避 け る べ き で あ る (ピ ペ ッ ト の チ ッ プ で DNAが 破 壊 さ れ
る )。
      -     gDNAは 、 分 解 を 防 ぐ た め に 4℃ で 保 存 す る べ き で あ る 。
      -     長 期 保 存 の 場 合 、 gDNAは ア ル コ ー ル 中 に 入 れ る べ き で あ る 。
【 ０ １ ０ ６ 】
　 Quiagenの 抽 出 キ ッ ト ： Genomic-Tip Systemが 推 奨 さ れ る 。
http://www1.qiagen.com/Products/GenomicDnaStabilizationPurification/QiagenGenomi
cTipSystem/
　 こ の キ ッ ト は 、 150 Kb程 度 の DNA断 片 を 保 存 す る こ と を 可 能 に す る 。
　 キ ッ ト で 用 い る 抽 出 プ ロ ト コ ル の 種 類 は 、 種 々 の 細 胞 起 源 、 例 え ば 血 液 、 細 胞 培 養 物 、
細 胞 分 類 由 来 の 細 胞 、 組 織 (胸 腺 、 リ ン パ 節 な ど 、 列 挙 は 網 羅 的 で は な い )に 対 す る 操 作 に
用 い る こ と が で き る 。 組 織 の 場 合 、 キ ッ ト で 処 理 す る 前 に 、 1) あ ま り 結 合 性 (cohesive)
の な い 組 織 (胸 腺 、 リ ン パ 節 な ど )に つ い て 、 ト リ プ シ ン － EDTAで の 穏 や か な 処 理 に よ り 細
胞 を 個 別 化 す る 試 み を 行 い 、 2) 結 合 性 の 高 い 組 織 (例 え ば 筋 肉 )に つ い て 、 ド ラ イ ア イ ス
の 存 在 下 の 冷 却 条 件 下 で 乳 棒 で の 処 理 に よ り 粉 末 に す る 。
【 ０ １ ０ ７ 】
      - ：
      * 胸 腺
　 3つ の 全 胸 腺 (1つ は 6日 齢 の 雌 性 幼 児 、 2つ は 10及 び 90日 齢 の 雄 性 幼 児 )か ら の ヒ ト ゲ ノ ム
DNAを 、 Gallagherら  (28)に 記 載 さ れ る よ う に し て 抽 出 し て 増 幅 し た 。 マ ル チ プ レ ッ ク ス P
CR及 び サ ザ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ は Manciniら  (27)に 記 載 さ れ る よ う に し て 行 う 。
【 ０ １ ０ ８ 】
      * 末 梢 血 単 核 細 胞 (PBMC)
　 細 胞 は 、 フ ィ コ ー ル 密 度 勾 配 に よ り 分 離 さ れ る 。 試 料 は 、 25～ 55歳 の 正 常 個 体 を 起 源 と
す る 。 cDNAは 、 Pernollet M.ら に 記 載 さ れ る よ う に し て 抽 出 さ れ る 。
【 ０ １ ０ ９ 】
      - ：
　 簡 単 に 、 マ ル チ プ レ ッ ク ス PCRは 、 Vの 上 流 及 び Jの 下 流 に 位 置 す る プ ラ イ マ (上 記 の 表 1
参 照 )を 用 い て 行 わ れ 、 こ れ は 10 kbま で を 増 幅 す る こ と を 可 能 に す る 。 各 反 応 の 後 、 PCR
産 物 の 特 異 性 を 、 内 部 プ ロ ー ブ V (配 列 番 号 22～ 26)及 び J (配 列 番 号 27～ 37) (上 記 の 表 2
参 照 )の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 並 び に 移 動 距 離 の コ ン ピ ュ ー タ 分 析 (Quantity One 4.2.1
 Software-Biorad, France)に よ り 確 認 す る 。
【 ０ １ １ ０ 】
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　 増 幅 は 、 以 下 の 条 件 下 で 、 反 応 当 た り 1.3単 位 の "エ ク ス ペ ン ド ハ イ フ ィ デ リ テ ィ PCRシ
ス テ ム (expend high fidelity PCR system)" (Roche Diagnostics, Meylan, France)を 用
い て 行 う 。
      - 94℃ で 1～ 2分 間 の 最 初 の 変 性 、
      - 変 性 工 程 ： 90～ 94℃ で 5～ 30秒 間 、 プ ラ イ マ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 工 程 ： 58～ 6
2℃ で 15～ 30秒 間 及 び 伸 長 工 程 ： 68～ 72℃ で 14～ 20分 間 を 含 む 15回 の 連 続 サ イ ク ル 、 及 び
      - 変 性 工 程 ： 90～ 94℃ で 5～ 30秒 間 、 プ ラ イ マ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 工 程 ： 58～ 6
2℃ で 15～ 30秒 間 及 び 伸 長 工 程 ： 68～ 72℃ で 14～ 20分 間  + 各 追 加 サ イ ク ル で 15～ 20秒 の 追
加 を 含 む 15回 の 連 続 サ イ ク ル 、 及 び
      - 72℃ で 10分 間 の 1回 の 最 後 の 伸 長 サ イ ク ル 。
【 ０ １ １ １ 】
　 あ る い は 、 条 件 は 次 の と お り に す る こ と も で き る 。
      - 94℃ で 5分 間 の 最 初 の 変 性 、
      - 変 性 工 程 ： 94℃ で 30秒 間 、 プ ラ イ マ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 工 程 ： 58℃ で 30秒 間
及 び 伸 長 工 程 ： 72℃ で 10分 間 を 含 む 26回 の 連 続 サ イ ク ル 、 及 び
      - 72℃ で 10分 間 の 最 後 の 伸 長 サ イ ク ル 。
【 ０ １ １ ２ 】
　 各 反 応 に お い て DNA量 の 標 準 化 は 、 同 じ PCRサ イ ク ル に お け る 、 再 構 成 に 付 さ れ な い 遺 伝
子 の 増 幅 に よ り 決 定 さ れ る 。 プ ラ イ マ の 効 率 は 、 マ ト リ ッ ク ス の 連 続 希 釈 に よ り 証 明 さ れ
る (28)。
　 選 択 さ れ た す べ て の プ ラ イ マ (表 1： 配 列 番 号 1～ 21を 参 照 )は 、 98%の 増 幅 効 率 を 示 し 、
直 接 の 相 対 比 較 を 許 容 す る 。
【 ０ １ １ ３ 】
　 DNA断 片 を 電 気 泳 動 (ア ガ ロ ー ス ゲ ル 、 ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 、 AGILENTバ イ オ ア ナ ラ
イ ザ で の マ イ ク ロ キ ャ ピ ラ リ 分 離 又 は パ ル ス フ ィ ー ル ド 泳 動 )に よ り 分 離 す る 。
　 視 覚 化 は 、 限 定 さ れ な い が 、 次 の 方 法 に よ り 行 う こ と が で き る 。 i) ナ イ ロ ン メ ン ブ レ
ン へ の サ ザ ン ト ラ ン ス フ ァ ー 及 び 標 識 プ ロ ー ブ (放 射 性 同 位 体 又 は 蛍 光 色 素 )の ハ イ ブ リ ダ
イ ゼ ー シ ョ ン 、 ii) 標 識 塩 基 の 増 幅 の 間 の 使 用 及 び ゲ ル 中 で 直 接 の そ の 取 り 込 み の 測 定 、
iii) DNA標 識 化 剤 (EtBr又 は サ イ バ ー グ リ ー ン )の 増 幅 の 間 の 使 用 、 あ る い は iv) 蛍 光 色 素
又 は そ の 他 の 酵 素 的 視 覚 化 手 段 (ア ビ ジ ン － ビ オ チ ン 、 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ )で 標 識 さ れ た オ
リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 増 幅 の 間 の 使 用 。
【 ０ １ １ ４ 】
      - ：
　 ヒ ト TCRAD遺 伝 子 座 の Vα 及 び Jα 遺 伝 子 セ グ メ ン ト に 特 異 的 な プ ラ イ マ を 、 NTI vector-
8suiteソ フ ト ウ ェ ア 、 Informaxを 用 い て 、 上 記 の よ う に し て そ れ ら の 配 列 特 異 性 に つ い て
選 択 し た 。 非 特 異 的 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は 、 Blastの www.ensembl.orgの サ イ ト で 確 認
さ れ る 。 選 択 さ れ た プ ラ イ マ は 、 上 記 の 表 1に 記 載 さ れ た も の に 相 当 す る 。
【 ０ １ １ ５ 】
　 よ り 具 体 的 に は ：
・     V遺 伝 子 に つ い て ： ゲ ノ ム レ ベ ル に お い て 、 遺 伝 子 の 前 の プ ロ モ ー タ タ イ プ の 調 節
領 域 、 シ グ ナ ル ペ プ チ ド 又 は 「 リ ー ダ ー 」 を コ ー ド す る 領 域 (エ キ ソ ン 1)、 イ ン ト ロ ン 及
び 可 変 領 域 を コ ー ド す る 領 域 (エ キ ソ ン 2)並 び に 再 構 成 の 空 間 的 特 異 性 を 確 実 に す る 非 翻
訳 RSS領 域 に 対 応 す る 各 要 素 が 見 出 さ れ る 。 よ っ て 、 可 変 プ ラ イ マ (V)を 、 コ ー デ ィ ン グ 又
は 非 コ ー デ ィ ン グ 領 域 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る が 、 す べ て の 場 合 に お い て V遺 伝 子 の RSS配 列
に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る よ う に 選 択 す る 。
【 ０ １ １ ６ 】
・     J遺 伝 子 に つ い て ： プ ラ イ マ は 、 研 究 す る J遺 伝 子 の 下 流 (転 写 さ れ る 鎖 の 3'に 相 当 )
が 選 択 さ れ る 。 こ れ は 、 J遺 伝 子 の コ ー デ ィ ン グ 領 域 又 は 2つ の J遺 伝 子 間 の 非 コ ー デ ィ ン
グ 領 域 内 に あ り 得 る 。
【 ０ １ １ ７ 】
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      - ：
　 PCR反 応 は 、 反 応 当 た り 1単 位 で FastStart (登 録 商 標 )キ ッ ト を 用 い て ラ イ ト サ イ ク ラ ー
(Roche Diagnostics)で 行 う 。
　 50 ngの DNAを 各 反 応 に 用 い 、 試 料 間 の DNA量 を 、 G3PDHハ ウ ス キ ー ピ ン グ 遺 伝 子 の 増 幅 に
よ り 標 準 化 す る 。
　 DNA試 料 の 増 幅 条 件 は 、 次 の と お り で あ る ： 94℃ で 10分 間 、 次 い で 41サ イ ク ル (94℃ で 15
秒 間 、 67℃ で 7秒 間 、 72℃ で 7秒 間 )。
【 ０ １ １ ８ 】
　 単 一 増 幅 産 物 の 特 異 性 を 、 製 造 業 者 (Roche Diagnostics)の 指 示 に 従 う 融 解 曲 線 の 分 析
、 並 び に ア ガ ロ ー ス ゲ ル で の 移 動 及 び 特 定 の 再 構 成 の サ イ ズ の 決 定 に よ り 決 定 す る 。
　 各 試 料 は 、 3回 の 異 な る ア ッ セ イ で 三 重 に 分 析 す る 。
　 結 果 は 、 種 々 の 胸 腺 及 び 末 梢 血 リ ン パ 球 の 分 析 し た DNA試 料 で の 特 定 の 再 構 成 に つ い て
の サ イ ク ル 数 (相 対 的 存 在 度 )と し て 表 す 。
【 ０ １ １ ９ 】
      - 
　 胸 腺 (10日 齢 及 び 3ヶ 月 齢 の 子 供 )か ら 及 び 10個 の 末 梢 血 リ ン パ 球 試 料 か ら の RNAを 、 製 造
業 者 の 指 示 に 従 っ て 、 RNeasy RNA単 離 キ ッ ト (Qiagen)を 用 い て 単 離 す る 。
　 逆 転 写 を 、 製 造 業 者 に よ り 推 奨 さ れ る プ ロ ト コ ル に 従 っ て SuperScript II RNase H- キ
ッ ト (Life Technologies)を 用 い て 行 う 。
　 種 々 の 合 成 反 応 の cDNAを 混 合 し 、 同 じ 試 料 を す べ て の PCRに 用 い る 。
　 G3PDHハ ウ ス キ ー ピ ン グ 遺 伝 子 及 び CD3遺 伝 子 で の 標 準 化 に よ り 、 等 量 の 産 物 を 得 る よ う
に 、 各 試 料 の 適 切 な 希 釈 を 選 択 す る 。
【 ０ １ ２ ０ 】
　 cDNA試 料 に つ い て の 増 幅 条 件 は 、 次 の と お り で あ る 。 95℃ で 10分 間 、 次 い で 47サ イ ク ル
(95℃ で 15秒 間 、 70℃ で 10秒 間 、 72℃ で 15秒 間 )。 同 じ PCR条 件 下 で 、 Vα 遺 伝 子 フ ァ ミ リ ー
の メ ン バ ー の 最 大 数 を 特 異 的 に 増 幅 す る た め に 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 温 度 は 、 よ り ス
ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 に 増 大 さ せ た 。
【 ０ １ ２ １ 】
　 製 造 業 者 (Roche Molecular Biochemicals)の 指 示 に よ る と 、 所 定 の PCR反 応 の 増 幅 効 率
は 、 次 の よ う に 計 算 さ れ る 。
      E = 10 - 1 / 勾 配 。
　 PCRに つ い て の 最 大 限 可 能 な 効 率 は E = 2で あ る 。 各 PCR産 物 は 、 各 サ イ ク ル で 複 製 さ れ
、 -3.3の 勾 配 に 相 当 す る (2 = 10 - 1 / - 3 . 3 )
　 選 択 さ れ た 実 験 条 件 下 で は 、 す べ て の V-Cα PCR反 応 は 、 3.67～ 3.73の よ く 似 た 増 幅 曲 線
勾 配 を 示 し 、 こ の こ と は 類 似 の 反 応 効 率 を 示 し 、 か つ 85～ 87%の ADV-AC反 応 の 平 均 収 率 を
与 え る 。
【 ０ １ ２ ２ 】
　 単 一 増 幅 産 物 の 特 異 性 は 、 融 解 曲 線 の 分 析 、 ア ガ ロ ー ス ゲ ル で の 移 動 及 び 特 定 の 再 構 成
の サ イ ズ 測 定 、 並 び に 配 列 決 定 に よ り 確 立 さ れ る 。
　 PCR産 物 の 融 解 曲 線 は 、 製 造 業 者 (Roche Diagnostics)の 指 示 に 従 っ て 測 定 さ れ る 。 各 試
料 は 、 2つ の 異 な る ア ッ セ イ に お い て 三 重 に 分 析 さ れ る 。
【 ０ １ ２ ３ 】

： ヒ ト J領 域 の 、 そ の マ ウ ス ホ モ ロ グ (胸 腺 )と 比 較 し た 分 析
　 マ ル チ プ レ ッ ク ス PCR (実 施 例 1の 条 件 )を 、 個 別 の V遺 伝 子 に つ い て の プ ラ イ マ と 図 1に
示 す よ う に J領 域 を カ バ ー す る AJの 下 流 の 11の 異 な る プ ラ イ マ (J1、 J5、 J10、 J18、 J24、 J
29、 J33、 J41、 J48、 J53、 J56)と を 組 み 合 わ せ る こ と に よ り 行 う 。 各 列 は 、 個 別 の PCR反
応 に 対 応 し 、 各 バ ン ド は Vの Jセ グ メ ン ト と の 再 構 成 に 対 応 し 、 各 レ ー ン の 左 側 の 数 と し て
示 さ れ る 。
【 ０ １ ２ ４ 】
V-J再 構 成 で 用 い ら れ る 可 能 な Jセ グ メ ン ト の 数 の 決 定
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cDNAの リ ア ル タ イ ム 定 量 PCR：

実 施 例 2



　 そ れ ぞ れ Cα 遺 伝 子 の 701、 653及 び 569 kbに 位 置 す る ヒ ト V8フ ァ ミ リ ー の 6つ の メ ン バ ー
の う ち の 3つ (V8.2、 V8.4及 び V8.6)を 、 上 記 で 規 定 す る プ ラ イ マ を 用 い て 、 上 記 の マ ル チ
プ レ ッ ク ス PCR法 に よ り 増 幅 す る 。
　 図 1に 示 す 結 果 は 、 ヒ ト V8メ ン バ ー が Jα 61～ Jα 3の 範 囲 の Jセ グ メ ン ト と 再 構 成 さ れ る
こ と を 示 す 。 全 体 の J領 域 は 、 よ っ て 、 組 換 え の 影 響 を 受 け や す い 。
【 ０ １ ２ ５ 】
非 機 能 的 遺 伝 子 セ グ メ ン ト の 決 定
　 TCR遺 伝 子 座 の 非 機 能 的 遺 伝 子 セ グ メ ン ト は 、 「 再 構 成 偽 遺 伝 子 」 と も よ ば れ る 。 本 発
明 に よ る 方 法 は 、 こ れ ら の 偽 遺 伝 子 を 特 徴 付 け る こ と を 可 能 に す る 。 マ ウ ス 及 び ヒ ト の 両
方 に お い て 、 あ る セ グ メ ン ト は 機 能 的 で な い (偽 遺 伝 子 )と 同 定 さ れ て い る 。
　 マ ウ ス に お い て 、 60個 の う ち 16個 の Jα 遺 伝 子 が 偽 遺 伝 子 で あ る (24、 29)が 、 ヒ ト に お
い て は 、 現 在 ま で 、 偽 遺 伝 子 Jα 51、 59及 び 60が 特 徴 付 け ら れ て い る だ け で あ る (25)。
【 ０ １ ２ ６ 】
　 図 1に 示 す よ う に 、 5つ の 追 加 の ヒ ト Jα セ グ メ ン ト が 、 V8フ ァ ミ リ ー の メ ン バ ー と の 再
構 成 を 与 え る こ と が で き な い 。 こ れ ら の 5つ の Jα セ グ メ ン ト は 、 Jα 55、 Jα 25、 Jα 19、 J
α 2及 び Jα 1で あ る 。 他 の Vフ ァ ミ リ ー に つ い て 同 じ こ と が 観 察 さ れ る (図 2)。
　 さ ら に 、 マ ウ ス に お い て 記 載 さ れ る 非 再 構 成 遺 伝 子 Jα 46、 41、 36、 29、 20、 14、 8及 び
3は 、 ヒ ト に お い て 機 能 的 で あ る 。 ヒ ト Jα 領 域 は 、 再 構 成 可 能 な 機 能 的 Jα セ グ メ ン ト を
マ ウ ス よ り 多 く 含 み 、 こ の こ と は よ り 多 様 化 し た Jレ パ ト ア を 意 味 す る 。
【 ０ １ ２ ７ 】

： ヒ ト V-J再 構 成 の 定 性 的 分 析
　 Jα 領 域 か ら 最 も 遠 い 4つ の Vα 遺 伝 子 (V1、 V2、 V3及 び V5)及 び Jα 領 域 に 近 い 5つ の Vα 遺
伝 子 (V26.2、 V35、 V38、 V40、 V41、 Cα 遺 伝 子 に 対 し て -345と -227 kbの 間 に 位 置 す る )を
、 さ ら に 具 体 的 に 研 究 し た 。
【 ０ １ ２ ８ 】
　 V8多 重 遺 伝 子 (multigene)フ ァ ミ リ ー を 、 J領 域 の 使 用 の コ ン ト ロ ー ル と し て 用 い る 。 こ
れ は 、 こ の フ ァ ミ リ ー が 遺 伝 子 座 の 中 間 に 位 置 し 、 Cα 領 域 の -701、 -653、 -569 kbに 位 置
す る メ ン バ ー で 構 成 さ れ て い る か ら で あ る 。
　 V遺 伝 子 に 特 異 的 な プ ラ イ マ (表 1参 照 )を 、 Jα 領 域 に 特 異 的 な 7つ の プ ラ イ マ (53、 48、 4
1、 29、 18、 10及 び 5)と 組 み 合 わ せ て 用 い る (図 2)。 分 析 を 容 易 に す る た め に 、 一 回 に 1つ
の V遺 伝 子 の み を Jα 領 域 と の 再 構 成 に 供 す る 。 研 究 を 、 実 施 例 1の マ ル チ プ レ ッ ク ス PCR条
件 下 で 行 う (図 4も 参 照 )。
【 ０ １ ２ ９ 】
　 図 2は 、 個 別 の V遺 伝 子 の Jα 領 域 と の 再 構 成 の プ ロ フ ィ ー ル を 表 す 。 Jα 領 域 に 関 し て 近
い V遺 伝 子 が 、 最 も 近 い 5' J遺 伝 子 と 主 に 再 構 成 す る (V26.2、 V35、 V38、 V40及 び V41が Jα
53、 Jα 48、 Jα 41、 Jα 29セ グ メ ン ト と )こ と を 観 察 す る こ と が で き る 。
　 こ れ ら の 結 果 は 、 Jα 領 域 に 関 し て 遠 い V遺 伝 子 が 、 こ の 領 域 の 中 心 及 び 3'部 分 に 位 置 す
る Jα セ グ メ ン ト と 主 に 再 構 成 す る こ と も 示 す 。
【 ０ １ ３ ０ 】
　 コ ン ト ロ ー ル の V8遺 伝 子 は 、 Jα 領 域 に か か わ ら ず 組 換 え が 均 質 で あ る こ と を 証 明 す る
こ と を 可 能 に す る 。 図 4は 、 配 列 番 号 5及 び 13の プ ラ イ マ 並 び に 配 列 番 号 29の 検 出 プ ロ ー ブ
を 用 い て 得 た 組 換 え を 示 す 。
　 よ っ て 、 V-J再 構 成 は 、 染 色 体 上 の セ グ メ ン ト の 位 置 に 依 存 し 、 各 V遺 伝 子 は 、 Jセ グ メ
ン ト の 限 ら れ た 量 と 再 構 成 す る 。
【 ０ １ ３ １ 】

： ヒ ト V-J再 構 成 の 定 量 的 分 析
　 V-J再 構 成 は 、 実 施 例 1の 条 件 の 下 で は 、 種 々 の 再 構 成 に 対 応 す る 各 DNAバ ン ド の 強 度 の
相 対 的 定 量 化 を 用 い て 、 イ メ ー ジ ャ ー 及 び Quantity-One (Biorad)の よ う な 適 切 な ソ フ ト
ウ ェ ア を 用 い て 定 量 的 に 分 析 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ３ ２ 】
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実 施 例 4



　 図 3aは 、 ヒ ト V-Jα レ パ ト ア の マ ト リ ッ ク ス 図 を 示 す 。 Z軸 は 、 検 出 さ れ た 再 構 成 の 相 対
的 強 度 の 積 算 を 示 し 、 J軸 は 、 セ グ メ ン ト の 分 析 の 順 序 を 示 し 、 V軸 は 、 近 位 か ら 遠 位 の 範
囲 の 、 研 究 し た V遺 伝 子 を 表 す 。
【 ０ １ ３ ３ 】
　 こ の 図 に お い て 、 V41と V26.2の 間 に 位 置 す る 遺 伝 子 (TCRD遺 伝 子 座 の 345 kbに 位 置 す る )
は 、 そ れ ぞ れ 798及 び 925 kbに 位 置 す る V5と V1の 間 の も の よ り 3～ 7倍 多 く 再 構 成 す る こ と
が 注 目 さ れ る 。 J領 域 に 関 し て は 、 最 も 近 い 5'領 域 は 、 遠 い 遺 伝 子 よ り 3～ 7倍 多 く 再 構 成
す る 。 最 後 に 、 V8多 重 遺 伝 子 フ ァ ミ リ ー は 、 す べ て の J遺 伝 子 セ グ メ ン ト と そ の 位 置 に か
か わ ら ず 等 し い 頻 度 で 結 合 す る 。 こ の こ と は 、 再 構 成 が 遺 伝 子 座 上 の 遺 伝 子 の 位 置 に 依 存
す る と い う 仮 定 を 確 か に す る 。
【 ０ １ ３ ４ 】
　 図 3bは 、 V遺 伝 子 (左 側 )及 び J遺 伝 子 (右 側 )に つ い て 、 セ グ メ ン ト の そ れ ぞ れ の 全 体 的 な
使 用 を 表 す 。
【 ０ １ ３ ５ 】

： ヒ ト 末 梢 Tリ ン パ 球 の TCRα レ パ ト ア
　 末 梢 Tリ ン パ 球 の TCRα 遺 伝 子 組 換 え プ ロ フ ィ ー ル を 決 定 す る た め に 、 胸 腺 に つ い て 用 い
た の と 同 様 の ア プ ロ ー チ を 用 い る (実 施 例 2参 照 )。
【 ０ １ ３ ６ 】
　 Vα フ ァ ミ リ ー の 6つ の 遺 伝 子 を 選 択 し (TRAV)、 こ れ ら は 遺 伝 子 座 の 遠 位 の 領 域 (V1及 び V
2)、 遺 伝 子 座 の 中 央 の 領 域 (V8)、 及 び 遺 伝 子 座 の 近 位 の 領 域 (V38、 V40及 び V41)に 分 布 し
て い た 。
　 こ れ ら の 再 構 成 プ ロ フ ィ ー ル を 、 9つ の プ ラ イ マ Jα を 用 い て 研 究 し た 。
　 分 析 を 、 4人 の 正 常 個 体 (25～ 55歳 )を 起 源 と す る 4つ の 個 別 の 試 料 に つ い て 行 っ た 。
【 ０ １ ３ ７ 】
　 得 ら れ た 結 果 は 、 TCRAD遺 伝 子 座 の 組 換 え プ ロ フ ィ ー ル が 種 々 の 正 常 個 体 に お い て 著 し
く 類 似 し て い る こ と を 示 す 。
【 ０ １ ３ ８ 】
正 常 な 個 体 の 末 梢 血 リ ン パ 球 か ら 得 ら れ た 4つ の DNA試 料 (PBL1～ PBL4)に つ い て の マ ル チ プ
レ ッ ク ス PCRか ら の デ ー タ
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【 表 ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ３ ９ 】
　 得 ら れ た 結 果 は 、 胸 腺 で 観 察 さ れ た 近 接 の 「 規 則 」 が こ こ で も 適 用 さ れ る こ と を 示 す 。
【 ０ １ ４ ０ 】
　 リ ン パ 球 試 料 の 再 構 成 プ ロ フ ィ ー ル (分 析 し た 4つ の 試 料 の う ち )を 図 6に 示 す 。
　 特 に 、 も っ と も 近 い Vα 遺 伝 子 (V38、 V40及 び V41)は 、 近 い Jα 遺 伝 子 と 主 に 再 構 成 す る
。
　 Vα 遺 伝 子 座 の 中 間 に 位 置 す る V8多 重 遺 伝 子 フ ァ ミ リ ー は 、 遺 伝 子 座 の Jα セ グ メ ン ト の
す べ て と 等 し く 再 構 成 す る 。
　 遠 い Vα 遺 伝 子 (V1及 び V2)は 、 中 央 及 び 3'の 部 分 と そ し て 最 も 近 い Jα 遺 伝 子 と 好 ん で 再
構 成 す る 。
【 ０ １ ４ １ 】
　 あ る 個 体 に お い て は 、 そ れ ら の 組 み 合 わ せ プ ロ フ ィ ー ル (combinatorial profile)に お
い て 別 々 の 違 い が 観 察 さ れ る (表 5参 照 )。 例 え ば 、 V1-J41、 V2-J41及 び V2を 最 も 距 離 の あ
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る J遺 伝 子 、 又 は Vα に と っ て は 最 も 近 い J遺 伝 子 と 含 む 再 構 成 、 V40-J56、 J29及 び V41-J53
、 J24を 含 む 再 構 成 は 、 胸 腺 と 比 較 す る と 、 常 に 検 出 さ れ る わ け で は な い 。
　 し か し 、 こ れ ら の 差 異 は 一 般 的 な 組 み 合 わ せ の 規 則 に 影 響 せ ず 、 正 常 個 体 間 で プ ロ フ ィ
ー ル が 類 似 す る こ と を 確 認 す る 。
【 ０ １ ４ ２ 】
- 
　 組 換 え プ ロ フ ィ ー ル は 胸 腺 及 び 末 梢 リ ン パ 球 に お い て 類 似 で あ る が 、 マ ル チ プ レ ッ ク ス
PCRプ ロ フ ィ ー ル は 、 特 定 の 組 み 合 わ せ に つ い て 異 な る 再 構 成 頻 度 を 示 す 。
【 ０ １ ４ ３ 】
　 こ れ ら の 差 異 を よ り 精 密 に 分 析 す る た め に 、 gDNAを 用 い る リ ア ル タ イ ム 定 量 PCRを 開 発
し た 。
　 再 構 成 は 、 6人 の 正 常 個 体 の 末 梢 リ ン パ 球 か ら 得 ら れ た DNAを 用 い て 分 析 し た 。 こ れ ら は
、 マ ル チ プ レ ッ ク ス PCRに よ り 試 験 し た 4つ の 試 料 の う ち 3つ 及 び マ ル チ プ レ ッ ク ス PCRに よ
り 試 験 さ れ た 3つ の 胸 腺 DNAを 含 む 。
　 近 い 遺 伝 子 J56及 び J53、 中 央 の 遺 伝 子 J41及 び J33並 び に 遠 い 遺 伝 子 J10と の 組 み 合 わ せ
で の V1、 V40及 び V41の 再 構 成 を 、 よ り 具 体 的 に 研 究 し た 。
【 ０ １ ４ ４ 】
　 結 果 を 図 7に 示 す 。 こ の 結 果 は 、 各 再 構 成 の 産 物 が 出 現 す る サ イ ク ル 数 と し て 表 し 、 最
初 に 出 現 す る 産 物 が 最 も 豊 富 で あ る 。
　 こ れ ら の 結 果 に 基 づ い て 、 次 の 知 見 が 得 ら れ る 。
-     い く つ か の V-Jα 組 み 合 わ せ は PCR分 析 に よ り 検 出 可 能 で は な く 、 こ の こ と は 、 こ れ
ら が あ ま り 頻 度 が 高 く な い (V1-J56、 V1-J53、 V40-J10及 び V41-J10)と い う 事 実 の た め で あ
る こ と は 疑 い が な い 。 こ の 結 果 は 、 遺 伝 子 座 内 の Vα 及 び Jα 遺 伝 子 の 互 い の 位 置 に 依 存 し
か つ 試 験 し た DNAす べ て に つ い て 近 い Vα -近 い Jα 及 び 遠 い Vα -遠 い Jα の 組 み 合 わ せ を 意
味 す る 、 す で に 観 察 さ れ た (図 2及 び 6参 照 )組 み 合 わ せ プ ロ フ ィ ー ル を 確 か に す る 。
【 ０ １ ４ ５ 】
-     再 構 成 は 、 胸 腺 に 比 べ て 末 梢 の 細 胞 で は 量 的 に わ ず か に 少 な い (図 7A及 び 7B)。
　 特 に 、 V40-J56又 は V41-J56及 び V41-、 V40-J53の よ う な V-Jα の 近 い 再 構 成 は 、 試 験 し た
リ ン パ 球 の DNAで は 、 胸 腺 で 見 出 さ れ た も の に 比 べ て 少 量 し か 見 出 さ れ な い (8～ 64倍 少 な
い )。
　 こ れ ら の 差 異 は 、 い く つ か の 方 法 で 説 明 で き る 。
1) 胸 腺 と 末 梢 血 と の 間 で T細 胞 の 数 が 異 な る ； 2) 胸 腺 で は 増 幅 さ れ る か も し れ な い 切 り
出 し サ ー ク ル (excision circles)に 対 す る 再 構 成 の 寄 与 が 末 梢 T細 胞 で は 希 釈 さ れ る ； 3) 
胸 腺 で の 二 次 再 構 成 又 は 末 梢 で の 受 容 体 修 正 事 象 が 発 生 し て お り 、 こ の こ と が よ り 遠 い V-
Jα セ グ メ ン ト の 結 合 部 と の 近 い 再 構 成 を 置 き 換 え て い る か も し れ な い ； 4) 負 の 選 択 事 象
が あ る 。
【 ０ １ ４ ６ 】
-     V1-J33の よ う な い く つ か の 組 み 合 わ せ は 、 試 験 し た 個 体 す べ て に お い て 末 梢 で 好 ま
し い (高 頻 度  = 低 い サ イ ク ル 数 )。
-     特 定 の 再 構 成 の 拡 張 ／ 収 縮 が 、 あ る 個 体 で 同 定 で き る ： V40-J41、 V1-J41、 V1-J10
、 V41-J41、 V41-J33、 V40-J33。
　 他 の 再 構 成 、 例 え ば V41-J41は 、 あ る 個 体 で は 見 出 さ れ ず 、 お そ ら く 、 負 の 選 択 事 象 を
反 映 し て い る 。
　 こ れ ら の 結 果 は 、 種 々 の 胸 腺 試 料 の 間 で は 組 換 え プ ロ フ ィ ー ル が 量 的 に 類 似 で あ る が 、
末 梢 Tリ ン パ 球 試 料 の 間 で は よ り 大 き い 不 均 質 性 が 観 察 さ れ る こ と を 示 す 。
　 こ の 個 体 間 の 相 違 は 、 種 々 の 事 象 、 例 え ば 胸 腺 の 選 択 、 免 疫 応 答 又 は 恒 常 性 維 持 力 に よ
り 誘 導 さ れ る 、 あ る ク ロ ノ タ イ プ の 拡 張 に 関 係 す る 。
【 ０ １ ４ ７ 】
-     い く つ か の 個 体 に お け る Vフ ァ ミ リ ー 転 写 産 物 の 頻 度 ：
　 Vα 遺 伝 子 の 半 定 量 的 分 析 を 用 い る 以 前 の 試 験 (48)は 、 CD4+又 は CD8+細 胞 で の あ る Vα セ
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種 々 の ヒ ト 末 梢 Tリ ン パ 球 DNA試 料 に お け る 特 異 的 再 配 列 の 頻 度 の 分 析 ：



グ メ ン ト の 選 択 的 な 発 現 の 点 に お い て 偏 り を 示 し て い る 。
　 し か し 、 あ る 特 定 の Vα フ ァ ミ リ ー の 普 及 の 詳 細 な 分 析 は 、 特 異 的 Vα 試 剤 が な い こ と か
ら 、 確 立 さ れ て い な い 。
　 こ の 問 題 点 を 克 服 す る た め に 、 リ ア ル タ イ ム 定 量 PCR分 析 を 開 発 し た 。
【 ０ １ ４ ８ 】
　 フ ァ ミ リ ー の 約 77%を カ バ ー で き る 特 異 的 プ ラ イ マ を 選 択 し た (34個 の Vα フ ァ ミ リ ー の
う ち 26に つ い て )。 得 ら れ た 効 率 は 、 選 択 し た プ ラ イ マ の た め に 、 種 々 の 個 体 に お け る Vα
フ ァ ミ リ ー の 発 現 の 頻 度 を 比 較 す る こ と を 可 能 に す る 。
　 表 5は 、 Vフ ァ ミ リ ー 転 写 産 物 の 頻 度 を 測 定 す る の に 用 い た プ ラ イ マ を 表 す 。
【 ０ １ ４ ９ 】
【 表 ５ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ５ ０ 】
　 定 量 PCRの 結 果 は 、 各 V-Cα フ ァ ミ リ ー に つ い て 所 定 の 産 物 が 出 現 す る サ イ ク ル 数 で 表 す
。
　 種 々 の V-Cα 産 物 の 出 現 の 順 序 は 、 試 料 中 の 考 慮 す る cDNAで の そ れ ら の 相 対 的 存 在 度 に
対 応 し 、 最 も 豊 富 な 転 写 産 物 が 最 初 に 検 出 さ れ る 。
【 ０ １ ５ １ 】
　 10人 の 個 体 か ら 得 ら れ た 正 常 末 梢 Tリ ン パ 球 か ら の cDNAを 代 表 す る 増 幅 曲 線 を 、 図 8Aに
示 す 。
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　 こ の デ ー タ は 、 ヒ ト Vα フ ァ ミ リ ー が 、 選 択 が 胸 腺 か ら 及 び 成 熟 末 梢 Tリ ン パ 球 か ら で あ
る と き に 、 Tリ ン パ 球 で は 同 じ 度 合 で 発 現 さ れ な い こ と を 示 す 。 こ れ ら の デ ー タ は 、 異 な
る 種 の 個 体 に お け る 、 種 々 の タ イ プ の MHCと の Vα 発 現 の 頻 度 が 、 や は り 同 様 で あ る こ と も
示 す (図 8B)。
　 よ っ て 、 ADVフ ァ ミ リ ー 発 現 プ ロ フ ィ ー ル は 、 Vα 遺 伝 子 の 頻 度 を 分 析 す る こ と に よ り 同
定 で き る 。
【 ０ １ ５ ２ 】
　 増 幅 効 率 に お け る 最 大 の 差 異 が 、 種 々 の V-Cα 組 み 合 わ せ の 間 で 、 例 え ば 30回 の 増 幅 サ
イ ク ル に わ た っ て 、 サ イ ク ル 当 た り 2%で あ る と 考 え ら れ る 場 合 、 こ の こ と は 、 種 々 の 産 物
の 測 定 に お い て 1回 の サ イ ク ル の 差 が あ り 得 る こ と を 意 味 す る 。
【 ０ １ ５ ３ 】
　 よ っ て 、 い く つ か の 群 が 規 定 さ れ る 。
・     グ ル ー プ 1： 1回 目 又 は 2回 目 の サ イ ク ル で 出 現 (高 発 現 )： Vα 21、 13、 38、 19及 び 17
；
・     グ ル ー プ 2： グ ル ー プ 1の も の よ り 発 現 が 4～ 16少 な い ： Vα 27、 26、 16、 5、 36、 29
、 10、 20、 30、 6、 25及 び 24。
　 い く つ か の Vα フ ァ ミ リ ー 、 例 え ば V1、 V2、 V3及 び V8は 、 個 体 に よ り グ ル ー プ 1、 又 は グ
ル ー プ 2で 見 出 す こ と が で き る 。
【 ０ １ ５ ４ 】
・     グ ル ー プ 3： 常 に 弱 く 発 現 し て い る 遺 伝 子 (最 も 発 現 さ れ て い る 遺 伝 子 か ら 5サ イ ク
ル 以 上 の 差 )： Vα 7、 14、 22、 40、 34及 び 25。
　 Vα 発 現 が 確 立 さ れ て い る レ ベ ル を 評 価 す る た め に 、 胸 腺 DNAに 対 し て 追 加 の 分 析 を 行 っ
た 。 胸 腺 で は (図 8B参 照 )、 胸 腺 で よ り 多 く 発 現 し て い る と み ら れ る V40を 除 い て 、 末 梢 Tリ
ン パ 球 に お け る の と 同 じ プ ロ フ ィ ー ル が 観 察 さ れ る 。
【 ０ １ ５ ５ 】
　 Vα フ ァ ミ リ ー の こ れ ら の 種 々 の レ ベ ル の 発 現 は 、 TCRレ パ ト ア の 作 製 に 更 な る 偏 り を 追
加 し 、 分 析 さ れ る の は V/J対 そ の も の で あ る と い う 本 発 明 に よ る 方 法 の 利 点 を 示 す 。
【 ０ １ ５ ６ 】
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【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ １ ６ ０ 】
【 図 １ 】 胸 腺 の V8-Jα 再 構 成 を 評 価 す る よ う に 行 わ れ た 本 発 明 に よ る 方 法 (マ ル チ プ レ ッ
ク ス ロ ン グ PCR)の 結 果 、 つ ま り Jα 領 域 の 全 体 的 な 分 析 を 示 す 。
【 図 ２ 】 Jα 領 域 と の 再 構 成 の 分 布 に お け る Vα 遺 伝 子 の 位 置 の 役 割 を 示 す 。
【 図 ３ 】 ヒ ト V-Jα レ パ ト ア マ ト リ ッ ク ス の 図 を 示 し 、 再 構 成 は 遺 伝 子 座 上 の 該 遺 伝 子 の
位 置 に 依 存 す る 。
【 図 ４ 】 V8-J組 換 え の 検 出 に 適 用 さ れ る 本 発 明 に よ る 方 法 の 原 理 を 示 す 。
【 図 ５ 】 ヒ ト Vα 遺 伝 子 の RSSス コ ア 、 遺 伝 子 座 内 の 位 置 及 び 主 に 用 い ら れ た Jセ グ メ ン ト
の 比 較 を 表 す 。
【 図 ６ 】 末 梢 血 リ ン パ 球 に お け る ヒ ト TCRα 鎖 の 再 構 成 プ ロ フ ィ ー ル を 表 す 。
【 図 ７ 】 定 量 的 ゲ ノ ム PCR分 析 に よ り 測 定 さ れ た 、 6人 の 正 常 個 体 に お け る 特 異 的 V-Jα 再
構 成 の 相 対 的 存 在 度 を 示 す 。
【 図 ８ 】 (A)に お い て 、 TCRα 転 写 産 物 の 定 量 を 表 す 。 (B)に お い て 、 リ ア ル タ イ ム 定 量 PCR
に よ る ADV-AC転 写 産 物 の 相 対 的 存 在 度 を 表 す 。
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【 図 １ 】 【 図 ２ 】

【 図 ３ 】 【 図 ４ 】
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【 図 ５ 】 【 図 ６ 】

【 図 ７ 】 【 図 ８ 】
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