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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
少なくとも：
(ａ)個体の血液試料又は生検からのヒトゲノム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)DNA標識化剤の存在下、ゲルでの電気泳動による、増幅されたgDNA断片の分離；及び
ｄ)UV領域内又は他の適切な波長での励起後の、再構成されたか又は組換えられたセグメ
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ントのゲル上での直接検出
を含むことを特徴とする、個体のT細胞受容体αδ(TCRAD)遺伝子座の再構成の定量的評価
の方法。
【請求項２】
ａ)個体の血液試料又は生検からのヒトゲノム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遺伝子の組換
えシグナル配列(RSS)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)DNA標識化剤の存在下、ゲルでの電気泳動による、増幅されたgDNA断片の分離、及び
ｄ)UV領域内又は他の適切な波長での励起後の、組換えられたV(D)Jセグメントのゲル上で
の直接検出
を含むことを特徴とする、請求項１に記載の個体のTCRAD遺伝子座の遺伝子再構成を分析
することによるヒト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、
－　プライマ二量体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
－　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】
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工程(ｃ)が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項に記載の方法。
【請求項９】
－　治療の始めに請求項２～８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
治療のフォローアップを補助するデータを取得する方法。
【請求項１０】
－　病理のさまざまな段階で請求項２～８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１１】
前記生体試料が、胸腺細胞、末梢血からのTリンパ球、他のリンパ系器官からの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からのTリンパ球からなる群より選択
されるTリンパ球からなることを特徴とする請求項１～１０のいずれか１つに記載の方法
。
【請求項１２】
PCRを行うための通常のバッファー及び試薬に加えて、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一対のプライマを含むことを特徴とする、請求項１～１１のい
ずれか１項に記載の方法を実施するためのキット。
【請求項１３】
　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一対のプライマの、請求項
１～１１のいずれか１項に記載の方法を実施するための使用。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　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】
【０００２】
　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)。
【０００３】
　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αβ又はγδ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。
【０００４】
　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。
【０００５】
　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。
【０００６】
　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)。
【０００７】
　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)。
【０００８】
　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。
【０００９】
　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。
【００１０】
　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



(5) JP 5709341 B2 2015.4.30

10

20

30

40

50

る(22)。
　ほとんどのTリンパ球は、膜に結合したαβヘテロダイマーで構成されるクロノタイプT
CRαβ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
。
【００１１】
　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。
【００１２】
　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。
【００１３】
　よって、V(D)Jランダム組換えにより作り出されたTCR-αβ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1015であると見積
もられる(2、23)。
【００１４】
　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)。
【００１５】
-     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。
【００１６】
　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
。
【００１７】
　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TCRαβ多様性のサイズを決定するのは困難である。
【００１８】
　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。
【００１９】
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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。
【００２０】
　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。
【００２１】
　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。
【００２２】
　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。
【００２３】
　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。
【００２４】
　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。
【００２５】
　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。
【００２６】
-     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。
【００２７】
　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。
【００２８】
　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。
【００２９】
　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。
【００３０】
　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、TCRαβ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。
【００３１】
　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。
【００３２】
-     サザントランスファーによる分析(DNA)
　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μg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。
【００３３】
-     Immunoscope (登録商標)による分析(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。
【００３４】
-     Immunoscope (登録商標)による"CDR3"組換え領域の多様性の分析(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：
【００３５】
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。
【００３６】
　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。
【００３７】
-     V-J結合の分析
　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。
【００３８】
　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。
【００３９】
　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。
【００４０】
-     フローサイトメトリ(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】
【００４１】



(9) JP 5709341 B2 2015.4.30

10

20

30

40

50

　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】
【００４２】
　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。
【００４３】
　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。
【００４４】
　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】
【００４５】
　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。
【００４６】
　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。
【００４７】
　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、Vx-Jy、Vx-Jy+1、Vx-Jy+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；
【００４８】
-     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；
【００４９】
-     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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【００５０】
-     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。
【００５１】
　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。
【００５２】
　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。
【００５３】
　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。
【００５４】
　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。
【００５５】
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【表１】

【００５６】
　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。
【００５７】
　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。
【００５８】
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【表２】

【００５９】
　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、32P、33P、35S
又は3H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。
【００６０】
　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。
【００６１】
　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。
【００６２】
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【表３】

【００６３】
　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。
【００６４】
　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。
【００６５】
　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。
【００６６】
　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。
【００６７】
　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。
【００６８】
　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。
【００６９】
　反応チューブ(反応容量：20～50μl)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)、MgCl2 (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。
【００７０】
　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。
【００７１】
　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。
【００７２】
　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。
【００７３】
　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5～20μl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。
【００７４】
　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1μl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。
【００７５】
　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。
【００７６】
　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。
【００７７】
　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 + 32PγATP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。
【００７８】
　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。
【００７９】
　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
。
【００８０】
　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。
【００８１】
　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。
【００８２】
　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、1014～1018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。
【００８３】
　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。
【００８４】
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。
【００８５】
　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。
【００８６】
　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。
【００８７】
*     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。
【００８８】
　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、
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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。
【００８９】
　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。
【００９０】
　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。
【００９１】
　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。
【００９２】
　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。
【００９３】
　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；
【００９４】
-     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)。
【００９５】
-     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。
【００９６】
-     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。
【００９７】
-     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。
【００９８】
-     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：Vα1、40、41及
びJα56、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。
【００９９】
-     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
。
【０１００】
　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。
【０１０１】
　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】
【０１０２】
実施例1：材料及び方法
      - 命名法：
　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.
【０１０３】
　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。
【０１０４】
      - gDNAの抽出
　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)。
【０１０５】
      -     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。
【０１０６】
　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。
【０１０７】
      - DNA試料：
      * 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。
【０１０８】
      * 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。
【０１０９】
      - マルチプレックスPCR：
　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。
【０１１０】
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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。
【０１１１】
　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。
【０１１２】
　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。
【０１１３】
　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。
【０１１４】
      - プライマ設計：
　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。
【０１１５】
　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。
【０１１６】
・    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。
【０１１７】



(22) JP 5709341 B2 2015.4.30

10

20

30

40

50

      - gDNAのリアルタイム定量PCR：
　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)。
【０１１８】
　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。
【０１１９】
      - cDNAのリアルタイム定量PCR：
　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。
【０１２０】
　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。
【０１２１】
　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-CαPCR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。
【０１２２】
　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。
【０１２３】
実施例2：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。
【０１２４】
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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　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Jα61～Jα3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。
【０１２５】
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Jα51、59及び60が特徴付けられているだけである(25)。
【０１２６】
　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、Jα55、Jα25、Jα19、J
α2及びJα1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Jα46、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。
【０１２７】
実施例3：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。
【０１２８】
　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)。
【０１２９】
　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、Jα48、Jα41、Jα29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。
【０１３０】
　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。
【０１３１】
実施例4：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。
【０１３２】
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　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。
【０１３３】
　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。
【０１３４】
　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。
【０１３５】
実施例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)。
【０１３６】
　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。
【０１３７】
　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。
【０１３８】
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】

【０１３９】
　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。
【０１４０】
　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。
【０１４１】
　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。
【０１４２】
- 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：
　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。
【０１４３】
　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。
【０１４４】
　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。
【０１４５】
-     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。
【０１４６】
-     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。
【０１４７】
-     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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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。
【０１４８】
　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。
【０１４９】
【表５】

【０１５０】
　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。
【０１５１】
　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。
【０１５２】
　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。
【０１５３】
　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)：Vα21、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：Vα27、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。
【０１５４】
・    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)：Vα7、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。
【０１５５】
　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。
【０１５６】
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【図面の簡単な説明】
【０１６０】
【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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