
(57)【要約】

【課題】

【解決手段】本発明は、（ｉ）膜貫通ドメインを除くTC

Rα鎖の全部又は一部と、（ｉｉ）膜貫通ドメインを除

くTCRβ鎖の全部又は一部とを備えた可溶性Ｔ細胞受容

体（sTCR）を提供する。（ｉ）及び（ｉｉ）は、それぞ

れ、TCR鎖の機能的可変ドメインと定常ドメインの少な

くとも一部とを備え、定常ドメイン残基の間が天然のTC

R中には存在しないジスルフィド結合によって連結され

ている。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
（ ｉ ） 膜 貫 通 ド メ イ ン を 除 く TCRα 鎖 の 全 部 又 は 一 部 と 、 （ ｉ ｉ ） 膜 貫 通 ド メ イ ン を 除 く T
CRβ 鎖 の 全 部 又 は 一 部 と を 備 え た 可 溶 性 Ｔ 細 胞 受 容 体 （ sTCR） で あ っ て 、 （ ｉ ） 及 び （ ｉ
ｉ ） が 、 そ れ ぞ れ 、 TCR鎖 の 機 能 的 可 変 ド メ イ ン と 定 常 ド メ イ ン の 少 な く と も 一 部 と を 備
え 、 定 常 ド メ イ ン 残 基 の 間 が 天 然 の TCR中 に は 存 在 し な い ジ ス ル フ ィ ド 結 合 に よ っ て 連 結
さ れ て い る 、 可 溶 性 Ｔ 細 胞 受 容 体 。
【 請 求 項 ２ 】
（ ｉ ） 及 び （ ｉ ｉ ） の 一 方 又 は 双 方 が 、 TCR鎖 の 細 胞 外 定 常 Ｉ ｇ ド メ イ ン の 全 部 を 備 え る
、 請 求 項 １ に 記 載 の sTCR。
【 請 求 項 ３ 】
（ ｉ ） 及 び （ ｉ ｉ ） の 一 方 又 は 双 方 が 、 TCR鎖 の 細 胞 外 ド メ イ ン の 全 部 を 備 え る 、 請 求 項
１ 又 は ２ に 記 載 の sTCR。
【 請 求 項 ４ 】
可 溶 性 α β 型 Ｔ 細 胞 受 容 体 （ sTCR） で あ っ て 、 共 有 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 が 、 α 鎖 の 定 常 ド メ
イ ン の 免 疫 グ ロ ブ リ ン 領 域 の 残 基 を 、 β 鎖 の 定 常 ド メ イ ン の 免 疫 グ ロ ブ リ ン 領 域 の 残 基 に
連 結 す る 、 可 溶 性 α β 型 Ｔ 細 胞 受 容 体 。
【 請 求 項 ５ 】
天 然 の TCR中 の 鎖 間 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 が 存 在 し な い 、 先 行 す る 請 求 項 の 何 れ か に 記 載 の sTC
R。
【 請 求 項 ６ 】
天 然 の 鎖 間 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 を 形 成 す る シ ス テ イ ン 残 基 が 除 外 さ れ る よ う に 、 天 然 の α 及
び β 　 TCR鎖 の Ｃ 末 端 が 切 断 さ れ て い る 、 請 求 項 ５ に 記 載 の sTCR。
【 請 求 項 ７ 】
天 然 の 鎖 間 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 を 形 成 す る シ ス テ イ ン 残 基 が 別 の 残 基 に 置 換 さ れ て い る 、 請
求 項 ５ に 記 載 の sTCR。
【 請 求 項 ８ 】
天 然 の 鎖 間 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 を 形 成 す る シ ス テ イ ン 残 基 が セ リ ン 又 は ア ラ ニ ン に 置 換 さ れ
て い る 、 請 求 項 ７ に 記 載 の sTCR。
【 請 求 項 ９ 】
天 然 の TCR　 β 鎖 中 に 存 在 す る 対 を 成 し て い な い シ ス テ イ ン 残 基 が 存 在 し な い 、 先 行 す る
請 求 項 の 何 れ か に 記 載 の sTCR。
【 請 求 項 １ ０ 】
天 然 の TCR中 に 存 在 し な い 前 記 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 が 、 天 然 の TCR構 造 中 に お い て β 炭 素 原 子
が ０ ． ６ ｎ ｍ 未 満 離 れ て い る 残 基 を 置 換 す る シ ス テ イ ン の 間 で な さ れ て い る 、 先 行 す る 請
求 項 の 何 れ か に 記 載 の sTCR。
【 請 求 項 １ １ 】
天 然 の TCR中 に 存 在 し な い 前 記 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 が 、 TRAC＊ ０ １ の エ キ ソ ン １ の Ｔ ｈ ｒ ４
８ を 置 換 す る シ ス テ イ ン 残 基 と TRBC１ ＊ ０ １ 又 は TRBC２ ＊ ０ １ の エ キ ソ ン １ の Ｓ ｅ ｒ ５ ７
を 置 換 す る シ ス テ イ ン 残 基 と の 間 で な さ れ て い る 、 先 行 す る 請 求 項 の 何 れ か に 記 載 の sTCR
。
【 請 求 項 １ ２ 】
天 然 の TCR中 に 存 在 し な い 前 記 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 が 、 TRAC＊ ０ １ の エ キ ソ ン １ の Ｔ ｈ ｒ ４
５ を 置 換 す る シ ス テ イ ン 残 基 と TRBC１ ＊ ０ １ 又 は TRBC２ ＊ ０ １ の エ キ ソ ン １ の Ｓ ｅ ｒ ７ ７
を 置 換 す る シ ス テ イ ン 残 基 と の 間 で な さ れ て い る 、 請 求 項 １ 乃 至 １ ０ の 何 れ か １ 項 に 記 載
の sTCR。
【 請 求 項 １ ３ 】
天 然 の TCR中 に 存 在 し な い 前 記 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 が 、 TRAC＊ ０ １ の エ キ ソ ン １ の Ｔ ｙ ｒ １
０ を 置 換 す る シ ス テ イ ン 残 基 と TRBC１ ＊ ０ １ 又 は TRBC２ ＊ ０ １ の エ キ ソ ン １ の Ｓ ｅ ｒ １ ７
を 置 換 す る シ ス テ イ ン 残 基 と の 間 で な さ れ て い る 、 請 求 項 １ 乃 至 １ ０ の 何 れ か １ 項 に 記 載
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の sTCR。
【 請 求 項 １ ４ 】
天 然 の TCR中 に 存 在 し な い 前 記 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 が 、 TRAC＊ ０ １ の エ キ ソ ン １ の Ｔ ｈ ｒ ４
５ を 置 換 す る シ ス テ イ ン 残 基 と TRBC１ ＊ ０ １ 又 は TRBC２ ＊ ０ １ の エ キ ソ ン １ の Ａ ｓ ｐ ５ ９
を 置 換 す る シ ス テ イ ン 残 基 と の 間 で な さ れ て い る 、 請 求 項 １ 乃 至 １ ０ の 何 れ か １ 項 に 記 載
の sTCR。
【 請 求 項 １ ５ 】
天 然 の TCR中 に 存 在 し な い 前 記 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 が 、 TRAC＊ ０ １ の エ キ ソ ン １ の Ｓ ｅ ｒ １
５ を 置 換 す る シ ス テ イ ン 残 基 と TRBC１ ＊ ０ １ 又 は TRBC２ ＊ ０ １ の エ キ ソ ン １ の Ｇ ｌ ｕ １ ５
を 置 換 す る シ ス テ イ ン 残 基 と の 間 で な さ れ て い る 、 請 求 項 １ 乃 至 １ ０ の 何 れ か １ 項 に 記 載
の sTCR。
【 請 求 項 １ ６ 】
請 求 項 １ 、 ２ 、 及 び ５ 乃 至 １ ５ の 何 れ か １ 項 に 記 載 の sTCRで あ っ て 、 （ ｉ ） 及 び （ ｉ ｉ ）
が 、 そ れ ぞ れ 、 第 二 の TCRの 定 常 ド メ イ ン の 全 部 又 は 一 部 に 融 合 さ れ た 第 一 の TCRの 機 能 的
可 変 ド メ イ ン を 備 え 、 前 記 第 一 及 び 第 二 の TCRが 同 一 の 種 か ら 得 ら れ た も の で あ る 、 sTCR
。
【 請 求 項 １ ７ 】
前 記 第 二 の TCRの 定 常 ド メ イ ン が 、 前 記 天 然 に 存 在 し な い 鎖 間 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 を 形 成 す
る 残 基 の Ｎ 末 端 側 に お い て 切 断 さ れ て い る 、 請 求 項 １ ６ に 記 載 の sTCR。
【 請 求 項 １ ８ 】
前 記 鎖 の 一 方 又 は 双 方 の Ｃ 末 端 又 は Ｎ 末 端 が 或 る 成 分 で 誘 導 体 化 さ れ 又 は 該 成 分 に 融 合 さ
れ て い る 、 先 行 す る 請 求 項 の 何 れ か に 記 載 の sTCR。
【 請 求 項 １ ９ 】
前 記 鎖 の 一 方 又 は 双 方 が 、 成 分 を 融 合 す る こ と が で き る シ ス テ イ ン 残 基 を Ｃ 末 端 及 び ／ 又
は Ｎ 末 端 に 有 す る 、 先 行 す る 請 求 項 の 何 れ か に 記 載 の sTCR。
【 請 求 項 ２ ０ 】
検 出 可 能 な 標 識 を さ ら に 備 え る 、 先 行 す る 請 求 項 の 何 れ か に 記 載 の sTCR。
【 請 求 項 ２ １ 】
治 療 剤 が 会 合 さ れ た 、 先 行 す る 請 求 項 の 何 れ か に 記 載 の sTCR。
【 請 求 項 ２ ２ 】
先 行 す る 請 求 項 の 何 れ か に 記 載 の sTCRを 複 数 備 え た 、 多 価 Ｔ 細 胞 受 容 体 （ TCR） 複 合 体 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
sTCR多 量 体 を 備 え た 、 請 求 項 ２ ２ に 記 載 の 複 合 体 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
好 ま し く は リ ン カ ー 分 子 を 介 し て 互 い に 会 合 し た ２ 又 は ３ 又 は ４ 以 上 の Ｔ 細 胞 受 容 体 分 子
を 備 え た 、 請 求 項 ２ ３ に 記 載 の 複 合 体 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
前 記 sTSR又 は sTCR多 量 体 が 脂 質 二 重 層 中 に 存 在 す る か 又 は 粒 子 に 付 着 さ れ て い る 、 請 求 項
２ ２ 、 ２ ３ 、 又 は ２ ４ に 記 載 の 複 合 体 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
Ｍ Ｈ Ｃ － ペ プ チ ド 複 合 体 を 検 出 す る 方 法 で あ っ て 、
　 （ ｉ ） 請 求 項 １ 乃 至 ２ １ の 何 れ か １ 項 に 記 載 さ れ た 可 溶 性 TCR又 は 請 求 項 ２ ２ 乃 至 ２ ５
の 何 れ か １ 項 に 記 載 さ れ た 多 価 Ｔ 細 胞 受 容 体 複 合 体 を 準 備 す る こ と と 、
　 （ ｉ ｉ ） 前 記 可 溶 性 TCR又 は 多 価 TCR複 合 体 を Ｍ Ｈ Ｃ － ペ プ チ ド 複 合 体 と 接 触 さ せ る こ と
と 、
　 （ ｉ ｉ ｉ ） 前 記 Ｍ Ｈ Ｃ － ペ プ チ ド 複 合 体 へ の 前 記 可 溶 性 TCR又 は 多 価 TCR複 合 体 の 結 合 を
検 出 す る こ と と 、
を 備 え た 方 法 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
薬 学 的 に 許 容 さ れ る 担 体 と と も に 、 請 求 項 １ 乃 至 ２ １ の 何 れ か １ 項 に 記 載 の sTCR及 び ／ 又
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は 請 求 項 ２ ２ 乃 至 ２ ５ の 何 れ か １ 項 に 記 載 の 多 価 TCR複 合 体 を 備 え た 薬 学 的 製 剤 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
請 求 項 １ 乃 至 ２ １ の 何 れ か １ 項 に 記 載 の sTCRの （ ｉ ） 若 し く は （ ｉ ｉ ） を コ ー ド す る 配 列
又 は こ れ に 相 補 的 な 配 列 を 備 え た 核 酸 分 子 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
請 求 項 ２ ８ に 記 載 の 核 酸 分 子 を 備 え た ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
請 求 項 ２ ９ に 記 載 の ベ ク タ ー を 備 え た 宿 主 細 胞 。
【 請 求 項 ３ １ 】
請 求 項 １ 乃 至 ２ １ の 何 れ か １ 項 に 記 載 さ れ た （ ｉ ） 又 は （ ｉ ｉ ） を 得 る 方 法 で あ っ て 、 前
記 ペ プ チ ド を 発 現 せ し め る 条 件 下 で 、 請 求 項 ３ ０ に 記 載 の 宿 主 細 胞 を イ ン キ ュ ベ ー ト し た
後 に 、 前 記 ポ リ ペ プ チ ド を 精 製 す る こ と を 備 え た 方 法 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
適 切 な リ フ ォ ー ル デ ィ ン グ 条 件 下 で 、 （ ｉ ） と （ ｉ ｉ ） を 混 合 す る こ と を さ ら に 備 え た 、
請 求 項 ３ １ に 記 載 の 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 発 明 の 背 景 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 可 溶 性 Ｔ 細 胞 受 容 体 （ TCR） に 関 す る 。
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 WO99/60120号 に 記 載 さ れ て い る よ う に 、 TCRは 、 Ｔ 細 胞 に よ る 特 異 的 主 要 組 織 適 合 複 合
体 （ Ｍ Ｈ Ｃ ） － ペ プ チ ド 複 合 体 の 認 識 を 媒 介 し 、 こ の た め 、 免 疫 系 の 細 胞 性 免 疫 が 機 能 す
る 上 で 不 可 欠 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 抗 体 と TCRと い う ２ 種 類 の 分 子 の み が 抗 原 を 特 異 的 に 認 識 す る の で 、 TCRは 、 Ｍ Ｈ Ｃ に 提
示 さ れ た ペ プ チ ド 抗 原 に 対 す る 唯 一 の 受 容 体 で あ っ て 、 外 来 ペ プ チ ド は 細 胞 内 の 異 常 を 示
す 唯 一 の 兆 候 と な る こ と が 多 い 。 Ｔ 細 胞 の 認 識 は 、 Ｔ 細 胞 と 抗 原 提 示 細 胞 （ Ａ Ｐ Ｃ ） が 物
理 的 に 直 接 接 触 し た と き に 起 こ り 、 抗 原 特 異 的 TCRと ｐ Ｍ Ｈ Ｃ 複 合 体 の 連 結 に よ っ て 開 始
さ れ る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 TCRは 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン ス ー パ ー フ ァ ミ リ ー に 属 す る ヘ テ ロ 二 量 体 の 細 胞 表 面 タ ン パ ク
質 で あ り 、 シ グ ナ ル 伝 達 の 媒 介 に 関 与 す る Ｃ Ｄ ３ 複 合 体 の イ ン バ リ ア ン ト タ ン パ ク 質 と 会
合 し て い る 。 TCRは α β 及 び γ δ 型 と し て 存 在 し て お り 、 こ れ ら は 構 造 的 に 類 似 し て い る
が 、 そ れ ら を 発 現 し て い る Ｔ 細 胞 は 極 め て 異 な る 解 剖 学 的 分 布 を 有 し 、 お そ ら く 機 能 も 異
な っ て い る と 思 わ れ る 。 TCRの 細 胞 外 部 分 は 、 ２ つ の 膜 近 位 定 常 ド メ イ ン と ２ つ の 膜 遠 位
可 変 ド メ イ ン と か ら な っ て お り 、 可 変 ド メ イ ン は 、 抗 体 の 相 補 性 決 定 領 域 （ CDR） と 同 様
の 多 型 ル ー プ を 有 し て い る 。 TCR分 子 の 結 合 部 位 を 形 成 し て 、 ペ プ チ ド の 特 異 性 を 決 定 す
る の は こ れ ら の ル ー プ で あ る 。 Ｍ Ｈ Ｃ ク ラ ス Ｉ 及 び ク ラ ス Ｉ Ｉ リ ガ ン ド も 、 免 疫 グ ロ ブ リ
ン ス ー パ ー フ ァ ミ リ ー の タ ン パ ク 質 で あ る が 、 抗 原 提 示 に 特 化 し て お り 、 Ａ Ｐ Ｃ 細 胞 表 面
に 多 様 な 短 い ペ プ チ ド 断 片 を 提 示 す る こ と を 可 能 と す る 多 型 ペ プ チ ド 結 合 部 位 を 有 し て い
る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 可 溶 性 TCRは 、 特 異 的 な TCR－ ｐ Ｍ Ｈ Ｃ 相 互 作 用 の 研 究 の た め に 有 用 で あ る の み な ら ず 、
感 染 又 は 自 己 免 疫 疾 患 マ ー カ ー を 検 出 す る 診 断 ツ ー ル と し て も 有 用 で あ ろ う 。 可 溶 性 TCR
は 、 染 色 に も 使 用 さ れ る （ 例 え ば 、 Ｍ Ｈ Ｃ の 中 に 提 示 さ れ た ペ プ チ ド 抗 原 の 存 在 を 調 べ る
た め に 細 胞 を 染 色 す る ） 。 同 様 に 、 可 溶 性 TCRは 、 特 定 の 抗 原 を 提 示 し て い る 細 胞 に 、 治
療 剤 （ 例 え ば 、 細 胞 毒 性 化 合 物 又 は 細 胞 刺 激 化 合 物 ） を 送 達 す る た め に 使 用 す る こ と が で
き る 。 可 溶 性 TCRは 、 Ｔ 細 胞 （ 例 え ば 、 自 己 免 疫 ペ プ チ ド 抗 原 に 反 応 す る Ｔ 細 胞 ） を 阻 害
す る た め に 使 用 す る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
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　 多 く の 場 合 、 タ ン パ ク 質 は 膜 貫 通 領 域 に よ っ て 安 定 化 さ れ て い る の で 、 ２ 以 上 の ポ リ ペ
プ チ ド サ ブ ユ ニ ッ ト か ら 構 成 さ れ 且 つ 膜 貫 通 ド メ イ ン を 有 す る タ ン パ ク 質 を 可 溶 型 と し て
作 製 す る こ と は 困 難 な こ と が あ る 。 こ の こ と は TCRに つ い て も 当 て は ま り 、 細 胞 外 ド メ イ
ン の み 又 は 細 胞 外 ド メ イ ン と 細 胞 質 ド メ イ ン の 何 れ か を 含 有 す る 末 端 切 断 型 の TCRで あ っ
て 、 TCR特 異 的 抗 体 に よ っ て 認 識 す る こ と が で き る が （ 抗 体 に よ っ て 認 識 さ れ る 組 換 え TCR
の 一 部 が 正 し く フ ォ ー ル デ ィ ン グ さ れ て い る こ と を 示 し て い る ） 、 高 い 収 率 で 製 造 す る こ
と が で き ず 、 低 濃 度 で は 不 安 定 で あ り 及 び ／ 又 は Ｍ Ｈ Ｃ － ペ プ チ ド 複 合 体 を 認 識 す る こ と
が で き な い こ と が 科 学 文 献 に も 記 載 さ れ て い る こ と は 、 そ の 反 映 で あ る 。 こ の 文 献 は 、 WO
99/60120号 で 概 説 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 各 サ ブ ユ ニ ッ ト を 接 続 す る 天 然 の ジ ス ル フ ィ ド 架 橋 を 含 ん だ TCRヘ テ ロ 二 量 体 の 作 製 を
、 数 多 く の 文 献 が 記 載 し て い る (Garboczi, et al., (1996), Nature 384 (6605)： 134-41
;Garboczi, et al., (1996), J Immunol 157(12)： 5403-10; Chang et al., (1994), PNA
S USA 91： 11408-11412; Davodeau et al., (1993) J.Biol. Chem. 268(21)： 15455-1546
0; Golden et al., (1997), J. Imm. Meth. 206： 163-169; 米 国 特 許 第 6080840号 )。 し か
し 、 か か る TCRは TCR特 異 的 抗 体 に よ っ て 認 識 さ れ 得 る が 、 何 れ も 比 較 的 高 濃 度 で な け れ ば
天 然 リ ガ ン ド を 認 識 せ ず 及 び ／ 又 は 安 定 で な い こ と が 示 さ れ た 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 WO99/60120号 に は 、 そ の 天 然 リ ガ ン ド を 認 識 す る こ と が で き る よ う に 正 し く フ ォ ー ル デ
ィ ン グ さ れ 、 長 時 間 に わ た っ て 安 定 で あ り 、 相 当 な 量 を 作 製 す る こ と が で き る 可 溶 性 TCR
が 記 載 さ れ て い る 。 こ の TCRは 、 Ｃ 末 端 の 二 量 体 化 ペ プ チ ド 対 （ ロ イ シ ン ジ ッ パ ー な ど ）
に よ っ て 、 そ れ ぞ れ 、 TCR　 β 鎖 又 は δ 鎖 細 胞 外 ド メ イ ン と 二 量 体 を 形 成 し た TCR　 α 鎖 又
は γ 鎖 細 胞 外 ド メ イ ン を 備 え て い る 。 こ の TCR作 製 法 は 、 概 ね 全 て の TCRに 適 用 す る こ と が
可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 Reiterら 、 Immunity、 1995、 2： 281-287は 、 ジ ス ル フ ィ ド で 安 定 化 さ れ た TCRα 及 び β
可 変 ド メ イ ン を 備 え 、 そ の う ち の １ つ が 末 端 切 断 型 の Pseudomonas exotoxin(PE38)に 連 結
さ れ た 可 溶 性 分 子 の 構 築 に つ い て 詳 述 し て い る 。 こ の 分 子 を 作 製 し た 理 由 の １ つ と し て 記
載 さ れ て い る の は 、 一 本 鎖 TCRに 固 有 の 不 安 定 性 を 克 服 す る こ と で あ っ た 。 TCR可 変 ド メ イ
ン 中 の 新 規 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 の 位 置 は 、 以 前 に こ れ ら を 導 入 し た 抗 体 の 可 変 ド メ イ ン と の
相 同 性 を 通 じ て 確 定 さ れ た (例 え ば 、 Brinkmann, et al. (1993), Proc. Natl. Acad. Sci
. USA 90： 7538-7542、 及 び  Reiter, et al. (1994) Biochemistry 33： 5451-5459)。 し
か し 、 抗 体 と TCR定 常 ド メ イ ン 間 に は こ の よ う な 相 同 性 は 存 在 し な い の で 、 TCR定 常 ド メ イ
ン の 間 に 新 し い 鎖 間 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 を 導 入 す る の に 適 し た 部 位 を 同 定 す る た め に 、 こ の
よ う な 技 術 を 用 い る こ と は で き な か っ た 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 可 溶 性 TCRの 重 要 性 に 鑑 み れ ば 、 こ の よ う な 分 子 を 作 製 す る た め の 代 替 的 な 方 法 を 提 供
す る こ と が 望 ま し い で あ ろ う 。
【 発 明 の 開 示 】
【 ０ ０ １ １ 】
　 第 一 の 側 面 に よ れ ば 、 本 発 明 は 、 （ ｉ ） 膜 貫 通 ド メ イ ン を 除 く TCRα 鎖 の 全 部 又 は 一 部
と 、 （ ｉ ｉ ） 膜 貫 通 ド メ イ ン を 除 く TCRβ 鎖 の 全 部 又 は 一 部 と を 備 え た 可 溶 性 Ｔ 細 胞 受 容
体 （ sTCR） で あ っ て 、 （ ｉ ） 及 び （ ｉ ｉ ） が 、 そ れ ぞ れ 、 TCR鎖 の 機 能 的 可 変 ド メ イ ン と
定 常 ド メ イ ン の 少 な く と も 一 部 と を 備 え 、 天 然 の TCR中 に は 存 在 し な い ジ ス ル フ ィ ド 結 合
に よ っ て 、 （ ｉ ） 及 び （ ｉ ｉ ） の 定 常 ド メ イ ン の 残 基 が 連 結 さ れ て い る 、 可 溶 性 Ｔ 細 胞 受
容 体 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 別 の 側 面 で は 、 本 発 明 は 、 可 溶 性 α β 型 Ｔ 細 胞 受 容 体 （ sTCR） で あ っ て 、 共 有 ジ ス ル フ
ィ ド 結 合 が 、 α 鎖 の 定 常 ド メ イ ン の 免 疫 グ ロ ブ リ ン 領 域 の 残 基 を 、 β 鎖 の 定 常 ド メ イ ン の
免 疫 グ ロ ブ リ ン 領 域 の 残 基 に 連 結 す る 、 可 溶 性 α β 型 Ｔ 細 胞 受 容 体 を 提 供 す る 。
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【 ０ ０ １ ３ 】
　 本 発 明 の sTCRに は 、 免 疫 原 性 を 示 す か 、 あ る い は 体 外 か ら 速 や か に sTCRが 排 出 さ れ て し
ま う 可 能 性 が あ る 異 種 ポ リ ペ プ チ ド を 含 有 し て い な い と い う 利 点 が あ る 。 さ ら に 、 本 発 明
の TCRは 、 元 に な っ た 天 然 の TCRと 極 め て 類 似 し た 三 次 元 構 造 を 有 し て お り 、 こ の 構 造 的 類
似 性 の 故 に 、 本 発 明 の TCRは 免 疫 原 性 を 示 さ な い も の と 思 わ れ る 。 本 発 明 の sTCRは 、 ク ラ
ス Ｉ 　 Ｍ Ｈ Ｃ － ペ プ チ ド 複 合 体 又 は ク ラ ス Ｉ Ｉ 　 Ｍ Ｈ Ｃ － ペ プ チ ド 複 合 体 を 認 識 す る た め
に 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 本 発 明 の TCRは 可 溶 性 で あ る 。 本 出 願 に お い て 、 可 溶 性 (solubility)と は 、 単 分 散 へ テ
ロ 二 量 体 と し て 、 リ ン 酸 緩 衝 生 理 食 塩 水 （ Ｐ Ｂ Ｓ ） (KCL 2.7mM、 KH 2 PO 4  1.5mM、 NaCl 137
mM、 及 び Na 2 PO 4  8mM、  pH 7.1-7.5. Life Technologies, Gibco BRL)中 に 、 １ ｍ ｇ ／ ｍ Ｌ
の 濃 度 で TCRを 精 製 す る こ と が 可 能 で あ り 、 且 つ ２ ５ ℃ で １ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 後 に
お い て も 、 前 記 TCRの ９ ０ ％ 超 が な お 単 分 散 へ テ ロ 二 量 体 で あ る こ と を い う 。 TCRの 溶 解 性
を 評 価 す る た め に は 、 ま ず 、 実 験 例 ２ に 記 載 さ れ て い る よ う に TCRを 精 製 す る 。 こ の 精 製
を 行 っ た 後 に 、 分 析 用 サ イ ズ 排 除 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー （ 例 え ば 、 Ｐ Ｂ Ｓ で 平 衡 化 し た Phar
maciaの Superdex　 ７ ５ 　 Ｈ Ｒ カ ラ ム を 用 い て ） １ ０ ０ μ ｇ の TCRを 分 析 す る 。 ２ ５ ℃ で １
時 間 、 さ ら に １ ０ ０ ｇ の TCRを イ ン キ ュ ベ ー ト し た 後 、 前 述 の と お り に 、 サ イ ズ 排 除 ク ロ
マ ト グ ラ フ ィ ー に よ っ て 分 析 す る 。 次 い で 、 サ イ ズ 排 除 の ト レ ー ス を 積 算 に よ り 分 析 し 、
単 分 散 へ テ ロ 二 量 体 に 対 応 す る ピ ー ク 下 領 域 面 積 を 比 較 す る 。 当 該 ピ ー ク は 、 分 子 量 既 知
の タ ン パ ク 質 標 準 の 溶 出 位 置 と 比 較 す る こ と に よ っ て 同 定 す る こ と が で き る 。 単 分 散 へ テ
ロ 二 量 体 可 溶 性 TCRは 、 約 ５ ０ ｋ Ｄ ａ の 分 子 量 を 有 す る 。 上 述 し た よ う に 、 本 発 明 の TCRは
可 溶 性 で あ る 。 し か し 、 以 下 で さ ら に 詳 述 さ れ て い る よ う に 、 得 ら れ た 複 合 体 が 不 溶 性 と
な る よ う に 、 又 は TCRが 不 溶 性 固 相 支 持 体 の 表 面 上 に 提 示 さ れ 得 る よ う に 、 あ る 成 分 （ ｍ
ｏ ｉ ｅ ｔ ｙ ） に TCRを カ ッ プ ル さ せ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 本 明 細 書 で 用 い ら れ て い る TCRア ミ ノ 酸 の 番 号 は 、 「 The T Cell Receptor Factsbook, 
2001, LeFranc & LeFranc, Academic Press」 に 記 載 さ れ て い る Ｉ Ｍ Ｇ Ｔ シ ス テ ム に 従 っ
て い る 。 こ の シ ス テ ム で は 、 α 鎖 定 常 ド メ イ ン は 、 TRAC＊ ０ １ と い う 表 記 を 有 し て い る （
こ こ で 、 「 Ｔ Ｒ 」 は Ｔ 細 胞 受 容 体 遺 伝 子 を 表 し 、 「 Ａ 」 は α 鎖 遺 伝 子 を 表 し 、 「 Ｃ 」 は 定
常 領 域 を 表 し 、 「 ＊ ０ １ 」 は 対 立 遺 伝 子 １ を 表 す ） 。 β 鎖 定 常 ド メ イ ン は 、 TRBC＊ ０ １ と
い う 表 記 を 有 し て い る 。 こ の 例 で は 、 ２ つ の 定 常 領 域 遺 伝 子 「 Ｃ １ 」 及 び 「 Ｃ ２ 」 が 存 在
し 得 る 。 各 対 立 遺 伝 子 に よ っ て コ ー ド さ れ る 翻 訳 さ れ た ド メ イ ン は 、 複 数 の エ キ ソ ン の 遺
伝 コ ー ド か ら 構 成 さ れ る こ と も あ る の で 、 こ れ ら も 特 定 さ れ る 。 ア ミ ノ 酸 は 、 そ れ ら が 存
在 す る ド メ イ ン の エ キ ソ ン に 従 っ て 番 号 が 付 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 天 然 の TCRの 細 胞 外 部 分 は 、 各 々 が 膜 近 位 定 常 ド メ イ ン と 膜 遠 位 可 変 ド メ イ ン を 有 す る
２ つ の ポ リ ペ プ チ ド （ α β 又 は γ δ ） か ら な る （ 図 １ 参 照 ） 。 前 記 定 常 ド メ イ ン と 可 変 ド
メ イ ン の そ れ ぞ れ に は 、 鎖 内 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 が 含 ま れ る 。 可 変 ド メ イ ン は 、 抗 体 の 相 補
性 決 定 領 域 （ CDR） に 類 似 し た 多 型 性 が 高 い ル ー プ を 含 有 す る 。 TCRの CDR３ は 、 Ｍ Ｈ Ｃ に
よ っ て 提 示 さ れ る ペ プ チ ド と 相 互 作 用 し 、 CDR１ と CDR２ は ペ プ チ ド 及 び Ｍ Ｈ Ｃ と 相 互 作 用
す る 。 TCR配 列 の 多 様 性 は 、 連 結 さ れ る 可 変 （ Ｖ ） 、 多 様 （ Ｄ ） 、 連 結 （ Ｊ ） 、 及 び 定 常
遺 伝 子 の 体 細 胞 で の 再 構 成 を 通 じ て 生 成 さ れ る 。 機 能 的 な α 鎖 ポ リ ペ プ チ ド は 、 再 構 成 さ
れ た Ｖ － Ｊ － Ｃ 領 域 に よ っ て 形 成 さ れ る の に 対 し て 、 β 鎖 は Ｖ － Ｄ － Ｊ － Ｃ 領 域 か ら な る
。 細 胞 外 定 常 ド メ イ ン は 、 膜 近 位 領 域 と 免 疫 グ ロ ブ リ ン 領 域 を 有 し て い る 。 膜 近 位 領 域 は
、 膜 貫 通 ド メ イ ン と 膜 近 位 シ ス テ イ ン 残 基 の 間 に 位 置 す る ア ミ ノ 酸 か ら な る 。 定 常 免 疫 グ
ロ ブ リ ン ド メ イ ン は 、 残 り の 定 常 ド メ イ ン ア ミ ノ 酸 残 基 か ら な り 、 膜 近 位 シ ス テ イ ン か ら
連 結 領 域 (joining region)の 先 頭 に ま で 及 び 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 型 の 折 り 畳 み (fold)の 存 在
を 特 徴 と す る 。 Ｃ α １ 又 は TRAC＊ ０ １ と し て 知 ら れ る 単 一 の α 鎖 定 常 ド メ イ ン と 、 Ｃ β １
又 は TRBC＊ ０ １ 及 び Ｃ β ２ 又 は TRBC２ ＊ ０ １ と し て 知 ら れ る ２ つ の 異 な る β 定 常 ド メ イ ン
と が 存 在 す る 。 こ れ ら の 異 な る β 定 常 ド メ イ ン 間 の 差 は 、 エ キ ソ ン １ の ア ミ ノ 酸 残 基 ４ 、
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５ 、 及 び ３ ７ に 存 す る 。 こ の た め 、 TRBC１ ＊ ０ １ は 、 そ の エ キ ソ ン １ の 中 に ４ Ｎ 、 ５ Ｋ 、
及 び ３ ７ を 有 し 、 TRBC２ ＊ ０ １ は 、 そ の エ キ ソ ン １ の 中 に ４ Ｋ 、 ５ Ｎ 、 及 び ３ ７ Ｙ を 有 す
る 。 各 TCR細 胞 外 ド メ イ ン の 範 囲 は 、 若 干 変 化 し 得 る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 本 発 明 で は 、 各 鎖 の 定 常 ド メ イ ン （ 又 は そ の 一 部 ） 中 に 位 置 す る 残 基 の 間 に ジ ス ル フ ィ
ド 結 合 が 導 入 さ れ る 。 TCRの 各 鎖 は 、 ｐ Ｍ Ｈ Ｃ 複 合 体 と 相 互 作 用 で き る の に 十 分 な 、 そ れ
ら の 可 変 ド メ イ ン を 備 え る 。 こ の よ う な 相 互 作 用 は 、 そ れ ぞ れ 、 本 明 細 書 の 実 験 例 ３ 又 は
WO99/6120号 に 記 載 さ れ て い る よ う に 、 BIAcore３ ０ ０ ０ Ｔ Ｍ 又 は BIAcore２ ０ ０ ０ Ｔ Ｍ 装
置 を 用 い て 測 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 あ る 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 の sTCRの 各 鎖 は 、 そ の 鎖 内 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 も 備 え る 。 本 発
明 の TCRは 、 各 TCR鎖 の 細 胞 外 定 常 Ｉ ｇ 領 域 を 全 て 、 好 ま し く は 各 鎖 の 細 胞 外 ド メ イ ン を 全
て （ す な わ ち 、 膜 近 位 領 域 を 含 む ） 備 え て も よ い 。 天 然 の TCRに は 、 各 鎖 の 保 存 さ れ た 膜
近 位 領 域 を 連 結 す る ジ ス ル フ ィ ド 結 合 が 存 在 す る 。 本 発 明 の 一 実 施 形 態 で は 、 こ の ジ ス ル
フ ィ ド 結 合 が 存 在 し な い 。 こ れ は 、 適 切 な シ ス テ イ ン 残 基 （ そ れ ぞ れ 、 ア ミ ノ 酸 ４ 、 TRAC
＊ ０ １ 遺 伝 子 の エ キ ソ ン ２ 、 並 び に TRBC１ ＊ ０ １ 及 び TRBC２ ＊ ０ １ の ア ミ ノ 酸 ２ ） を 別 の
ア ミ ノ 酸 に 変 異 さ せ る こ と に よ っ て 、 又 は シ ス テ イ ン 残 基 が 含 ま れ な い よ う に 各 鎖 を 末 端
切 断 す る こ と に よ っ て 行 う こ と が で き る 。 本 発 明 の 好 ま し い 可 溶 性 TCRは 、 天 然 の 鎖 間 ジ
ス ル フ ィ ド 結 合 を 形 成 す る シ ス テ イ ン 残 基 が 除 外 さ れ る よ う に Ｃ 末 端 が 切 断 さ れ た （ す な
わ ち 、 前 記 シ ス テ イ ン 残 基 の Ｎ 末 端 側 残 基 １ 、 ２ 、 ３ 、 ４ 、 ５ 、 ６ ， ７ 、 ８ 、 ９ 、 又 は １
０ の 箇 所 で 切 断 さ れ た ） 天 然 の α 及 び β 　 TCR鎖 を 備 え る 。 し か し 、 天 然 の 鎖 間 ジ ス ル フ
ィ ド 結 合 が 本 発 明 の TCR中 に 存 在 し て も よ く 、 一 部 の 実 施 形 態 で は 、 TCR鎖 の う ち １ つ の み
が 、 天 然 の 鎖 間 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 を 形 成 す る 天 然 の シ ス テ イ ン 残 基 を 有 す る こ と に 留 意 し
な け れ ば な ら な い 。 こ の シ ス テ イ ン は 、 成 分 を TCRに 付 着 さ せ る た め に 使 用 す る こ と が で
き る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 し か し 、 各 TCR鎖 は 、 さ ら に 短 く し て も よ い 。 定 常 ド メ イ ン は 、 ペ プ チ ド － Ｍ Ｈ Ｃ リ ガ
ン ド と の 接 触 に 直 接 関 与 し て い な い の で 、 実 質 的 に 機 能 性 を 失 わ せ ず に 、 Ｃ 末 端 切 断 点 を
変 化 さ せ る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 あ る い は 、 本 発 明 で 好 ま れ る も の よ り 大 き な 定 常 ド メ イ ン の 断 片 が 存 在 し て も よ い （ す
な わ ち 、 定 常 ド メ イ ン は 、 必 ず し も 、 鎖 間 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 を 形 成 す る シ ス テ イ ン の 直 前
で 切 断 す る 必 要 は な い ） 。 例 え ば 、 膜 貫 通 ド メ イ ン を 除 く 定 常 ド メ イ ン 全 体 （ す な わ ち 、
細 胞 外 ド メ イ ン と 細 胞 質 ド メ イ ン ） を 含 め る こ と も で き る で あ ろ う 。 こ の 場 合 に は 、 細 胞
の TCR中 で 鎖 間 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 を 形 成 し て い る １ 以 上 の シ ス テ イ ン 残 基 を 変 異 さ せ て 、
ジ ス ル フ ィ ド 結 合 の 形 成 に 関 与 し な い 別 の ア ミ ノ 酸 残 基 に す る か 、 こ れ ら の 残 基 を １ 以 上
欠 失 さ せ る の が 有 利 と な り 得 る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 シ グ ナ ル ペ プ チ ド は 、 成 熟 TCR中 で は 、 そ の リ ガ ン ド 結 合 能 力 に 関 し て 何 の 意 味 も な く
、 環 境 に よ っ て は 、 機 能 的 な 可 溶 性 TCRの 形 成 を 妨 げ る こ と も あ る の で 、 可 溶 性 TCRを 原 核
細 胞 、 例 え ば 、 E.Coli中 で 発 現 さ せ る の で あ れ ば 、 シ グ ナ ル ペ プ チ ド は 省 略 し て も よ い 。
多 く の 場 合 に は 、 シ グ ナ ル ペ プ チ ド が 成 熟 TCR鎖 か ら 除 去 さ れ る 切 断 部 位 は 予 測 さ れ 、 実
験 的 に 決 定 さ れ る わ け で は な い 。 そ の Ｎ 末 端 が 数 ア ミ ノ 酸 （ す な わ ち 、 例 え ば 、 最 大 約 １
０ ア ミ ノ 酸 ） 長 い 又 は 短 い よ う に 、 発 現 さ れ る TCR鎖 を 設 計 す る と 、 可 溶 性 TCRの 機 能 性 （
す な わ ち 、 ｐ Ｍ Ｈ Ｃ を 認 識 す る 能 力 ） に 影 響 が な い で あ ろ う 。 元 の タ ン パ ク 質 配 列 中 に 存
在 し な い 付 加 を 加 え る こ と も で き る 。 例 え ば 、 TCRの 抗 原 結 合 部 位 の 正 し い 構 造 と フ ォ ー
ル デ ィ ン グ を 妨 害 し な い の で あ れ ば 、 TCR鎖 の 精 製 を 容 易 に し 得 る 短 い タ グ 配 列 を 付 加 し
て も よ い 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 E.Coli中 で 発 現 さ せ る た め に は 、 翻 訳 の 開 始 を 可 能 と す る た め に 、 予 想 さ れ る 成 熟 タ ン
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パ ク 質 配 列 の Ｎ 末 端 開 始 点 上 に メ チ オ ニ ン 残 基 を 工 作 し て も よ い 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 TCR鎖 の 可 変 ド メ イ ン 中 に 存 在 す る 全 て の 残 基 が 、 抗 原 特 異 性 と 機 能 性 に 不 可 欠 だ と い
う わ け で は な い 。 こ の た め 、 抗 原 特 異 性 と 機 能 性 に 影 響 を 与 え ず に 、 こ の ド メ イ ン 中 に 多
数 の 変 異 を 導 入 す る こ と が で き る 。 TCR鎖 の 定 常 ド メ イ ン 中 に 存 在 す る 全 て の 残 基 が 、 抗
原 特 異 性 と 機 能 性 に 不 可 欠 だ と い う わ け で は な い 。 こ の た め 、 抗 原 特 異 性 に 影 響 を 与 え ず
に 、 こ の ド メ イ ン 中 に 多 数 の 変 異 を 導 入 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 TCRの β 鎖 は 、 細 胞 の TCR又 は 天 然 の TCR中 に 、 対 を 形 成 し て い な い シ ス テ イ ン 残 基 を 含
有 し て い る 。 不 適 切 な 鎖 内 又 は 鎖 間 対 形 成 を 避 け る た め に 、 こ の シ ス テ イ ン 残 基 は 除 去 す
る か 、 あ る い は 別 の 残 基 に 変 異 さ せ る こ と が 好 ま し い 。 こ の シ ス テ イ ン 残 基 を 別 の 残 基 （
例 え ば 、 セ リ ン 又 は ア ラ ニ ン ） に 置 換 す る こ と に よ っ て 、 イ ン ビ ト ロ で の リ フ ォ ー ル デ ィ
ン グ 効 率 に 著 し く 好 ま し い 効 果 が も た ら さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 各 鎖 上 に 存 在 す る 非 シ ス テ イ ン 残 基 を シ ス テ イ ン に 変 異 さ せ 、 変 異 さ れ た 残 基 間 に 結 合
を 形 成 さ せ る こ と に よ っ て 、 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 は 形 成 さ せ る こ と が で き る 。 天 然 の 残 基 の
代 わ り に 導 入 さ れ た シ ス テ イ ン 残 基 の 間 に 、 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 が 形 成 さ れ 得 る よ う に 、 天
然 の TCR中 で 、 そ れ ぞ れ の β 炭 素 の 距 離 が 約 ６ Å （ ０ ． ６ ｎ ｍ ） 以 下 で あ り 、 好 ま し く は
３ ． ５ Å （ ０ ． ３ ５ ｎ ｍ ） 乃 至 ５ ． ９ Å （ ０ ． ５ ９ ｎ ｍ ） 離 れ て い る 残 基 が 好 ま し い 。 ジ
ス ル フ ィ ド 結 合 は 膜 近 位 領 域 の 残 基 間 に あ っ て も よ い が 、 定 常 免 疫 グ ロ ブ リ ン 領 域 中 の 残
基 の 間 に あ る こ と が 好 ま し い 。 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 を 形 成 さ せ る た め に シ ス テ イ ン を 導 入 す
る こ と が で き る 好 ま し い 部 位 は 、 TCRの α 鎖 に 関 し て は TRAC＊ ０ １ の エ キ ソ ン １ 、 TCRの β
鎖 に 関 し て は TRBC１ ＊ ０ １ 又 は TRBC２ ＊ ０ １ の エ キ ソ ン １ に 存 在 す る 以 下 の 残 基 で あ る 。
【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　 本 発 明 の sTCRの う ち １ つ は 、 Ａ ６ 　 Ｔ ａ ｘ 　 TCRに 由 来 す る (Garboczi et al, Nature, 
1996,384 (6605)：  134-141)。 あ る 実 施 形 態 で は 、 前 記 sTCRは 、 TRAC＊ ０ １ の エ キ ソ ン ２
、 残 基 ４ の Ｎ 末 端 に あ る TCRの α 鎖 全 体 （ Garbocziら が 用 い た 番 号 に よ る と 、 α 鎖 の ア ミ
ノ 酸 残 基 １ － １ ８ ２ ） と 、 TRBC１ ＊ ０ １ 及 び TRBC２ ＊ ０ １ の 両 方 の エ キ ソ ン ２ 、 残 基 ２ の
Ｎ 末 端 に あ る TCRの β 鎖 全 体 （ Garbocziら が 用 い た 番 号 に よ る と 、 β 鎖 の ア ミ ノ 酸 残 基 １
－ ２ １ ０ ） と を 備 え る 。 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 を 形 成 さ せ る た め に は 、 TRAC＊ ０ １ 中 の エ キ ソ
ン １ の ト レ オ ニ ン ４ ８ （ Garbocziら が 用 い た 番 号 に よ る と 、 α 鎖 の ト レ オ ニ ン １ ５ ８ ） と
TRBC１ ＊ ０ １ 及 び TRBC２ ＊ ０ １ 中 に 存 在 す る エ キ ソ ン １ の セ リ ン ５ ７ （ Garbocziら が 用 い
た 番 号 に よ る と 、 β 鎖 の セ リ ン １ ７ ２ ） を 、 そ れ ぞ れ シ ス テ イ ン に 変 異 さ せ 得 る 。 こ れ ら
の ア ミ ノ 酸 は 、 そ れ ぞ れ 、 α 及 び β 　 TCR鎖 の 定 常 ド メ イ ン の β ス ト ラ ン ド Ｄ の 中 に 位 置
す る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 図 ３ ａ と ３ ｂ で は 、 残 基 １ （ Garbocziら の 用 い た 番 号 に よ る ） は 、 そ れ ぞ れ Ｋ と Ｎ で あ
る こ と に 留 意 し な け れ ば な ら な い 。 天 然 の Ａ ６ 　 Ｔ ａ ｘ 　 TCR中 に は 、 Ｎ 末 端 の メ チ オ ニ
ン 残 基 は 存 在 せ ず 、 上 述 し た よ う に 、 細 菌 の 発 現 系 の 中 で 、 各 鎖 が 作 製 さ れ る 場 合 に は 存
在 す る こ と が あ る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 新 し い 鎖 間 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 を 形 成 さ せ る た め に 、 シ ス テ イ ン 残 基 に 変 異 さ せ る こ と が
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で き る ヒ ト TCR中 の 残 基 は 特 定 さ れ て い る の で 、 当 業 者 で あ れ ば 、 同 じ よ う に 、 任 意 の TCR
を 変 異 さ せ て 、 新 し い 鎖 間 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 を 有 す る 可 溶 型 の TCRを 作 製 す る こ と が で き
る で あ ろ う 。 ヒ ト の 場 合 、 当 業 者 は 、 各 TCR鎖 中 に 以 下 の モ チ ー フ を 探 し て 、 変 異 さ せ る
べ き 残 基 を 同 定 す る 必 要 が あ る に す ぎ な い （ 影 が 付 さ れ て い る 残 基 は 、 シ ス テ イ ン に 変 異
さ れ る 残 基 で あ る ） 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
α 鎖 　 Ｔ ｈ ｒ ４ ８ ： 　 Ｄ Ｓ Ｄ Ｖ Ｙ Ｉ Ｔ Ｄ Ｋ Ｖ Ｌ Ｄ Ｍ Ｒ Ｓ Ｍ Ｄ Ｆ Ｋ （ TRAC＊ ０ １ 遺 伝 子 の
エ キ ソ ン １ の ア ミ ノ 酸 ３ ９ － ５ ８ ）
α 鎖 　 Ｔ ｈ ｒ ４ ５ ： 　 Ｑ Ｓ Ｋ Ｄ Ｓ Ｄ Ｖ Ｙ Ｉ Ｄ Ｋ Ｔ Ｖ Ｌ Ｄ Ｍ Ｒ Ｓ Ｍ （ TRAC＊ ０ １ 遺 伝 子 の
エ キ ソ ン １ の ア ミ ノ 酸 ３ ６ － ５ ５ ）
α 鎖 　 Ｔ ｙ ｒ １ ０ ： 　 Ｄ Ｉ Ｑ Ｎ Ｐ Ｄ Ｐ Ａ Ｖ Ｑ Ｌ Ｒ Ｄ Ｓ Ｋ Ｓ Ｓ Ｄ Ｋ （ TRAC＊ ０ １ 遺 伝 子 の
エ キ ソ ン １ の ア ミ ノ 酸 １ － ２ ０ ）
α 鎖 　 Ｓ ｅ ｒ １ ５ ： 　 Ｄ Ｐ Ａ Ｖ Ｙ Ｑ Ｌ Ｒ Ｄ Ｋ Ｓ Ｓ Ｄ Ｋ Ｓ Ｖ Ｃ Ｌ Ｆ （ TRAC＊ ０ １ 遺 伝 子 の
エ キ ソ ン １ の ア ミ ノ 酸 ６ － ２ ５ ）
β 鎖 　 Ｓ ｅ ｒ ５ ７ ： 　 Ｎ Ｇ Ｋ Ｅ Ｖ Ｈ Ｓ Ｇ Ｖ Ｔ Ｄ Ｐ Ｑ Ｐ Ｌ Ｋ Ｅ Ｑ Ｐ （ TRBC１ ＊ ０ １ 遺 伝 子
と TRBC２ ＊ ０ １ 遺 伝 子 の エ キ ソ ン １ の ア ミ ノ 酸 ４ ８ － ６ ７ ）
β 鎖 　 Ｓ ｅ ｒ ７ ７ ： 　 Ａ Ｌ Ｎ Ｄ Ｓ Ｒ Ｙ Ａ Ｌ Ｓ Ｒ Ｌ Ｒ Ｖ Ｓ Ａ Ｔ Ｆ Ｗ （ TRBC１ ＊ ０ １ 及 び TR
BC２ ＊ ０ １ 遺 伝 子 の エ キ ソ ン １ の ア ミ ノ 酸 ６ ８ － ８ ７ ）
β 鎖 　 Ｓ ｅ ｒ １ ７ ： 　 Ｐ Ｐ Ｅ Ｖ Ａ Ｖ Ｆ Ｅ Ｐ Ｅ Ａ Ｅ Ｉ Ｓ Ｈ Ｔ Ｑ Ｋ Ａ （ TRBC１ ＊ ０ １ 及 び TR
BC２ ＊ ０ １ 遺 伝 子 の エ キ ソ ン １ の ア ミ ノ 酸 ８ － ２ ７ ）
β 鎖 　 Ａ ｓ ｐ ５ ９ ： 　 Ｋ Ｅ Ｖ Ｈ Ｓ Ｇ Ｖ Ｓ Ｔ Ｐ Ｑ Ｐ Ｌ Ｋ Ｅ Ｑ Ｐ Ａ Ｌ （ TRBC１ ＊ ０ １ 及 び TR
BC２ ＊ ０ １ 遺 伝 子 の エ キ ソ ン １ の ア ミ ノ 酸 ５ ０ － ６ ９ ）
β 鎖 　 Ｇ ｌ ｕ １ ５ ： 　 Ｖ Ｆ Ｐ Ｐ Ｅ Ｖ Ａ Ｖ Ｆ Ｐ Ｓ Ｅ Ａ Ｅ Ｉ Ｓ Ｈ Ｔ Ｑ （ TRBC１ ＊ ０ １ 及 び TR
BC２ ＊ ０ １ 遺 伝 子 の エ キ ソ ン １ の ア ミ ノ 酸 ６ － ２ ５ ）
　 そ の 他 の 種 で は 、 TCR鎖 は 、 上 記 モ チ ー フ と １ ０ ０ ％ の 同 一 性 を 有 す る 領 域 を 有 し て い
な い こ と が あ る 。 し か し な が ら 、 当 業 者 で あ れ ば 、 TCRの α 鎖 又 は β 鎖 の 等 価 な 部 分 を 同
定 し て 、 シ ス テ イ ン に 変 異 さ せ る べ き 残 基 を 同 定 す る た め に 上 記 モ チ ー フ を 用 い る こ と が
可 能 で あ ろ う 。 こ の 点 で は 、 ア ラ イ ン メ ン ト 技 法 を 用 い る こ と が で き る 。 例 え ば 、 TCR配
列 の 変 異 に 適 し た 部 分 の 位 置 を 決 定 す る た め に 、 European Bioinformatics Institute we
bsite(http： //www.ebi.ac.uk/index.html)か ら 入 手 で き る Clustal Wを 用 い て 、 上 記 モ チ
ー フ を 、 特 定 の TCR鎖 配 列 と 比 較 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 ヒ ト の ジ ス ル フ ィ ド 連 結 α β 　 TCRの み な ら ず 、 他 の 哺 乳 動 物 （ マ ウ ス 、 ラ ッ ト 、 ブ タ
、 ヤ ギ 、 及 び ヒ ツ ジ が 含 ま れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い ） の ジ ス ル フ ィ ド 連 結 α β 　 TC
Rも 、 本 発 明 の 範 囲 に 属 す る 。 上 述 し た よ う に 、 当 業 者 で あ れ ば 、 シ ス テ イ ン 残 基 を 導 入
し て 鎖 間 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 を 形 成 さ せ る こ と が で き る 、 上 記 ヒ ト の 部 位 と 等 価 な 部 位 を 決
定 す る こ と が で き る で あ ろ う 。 例 え ば 、 TCR鎖 間 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 を 形 成 さ せ る た め に シ
ス テ イ ン に 変 異 さ せ る こ と が で き る 、 上 記 ヒ ト の 残 基 と 等 価 な マ ウ ス の 残 基 を 示 す モ チ ー
フ と と も に 、 マ ウ ス Ｃ α 及 び Ｃ β 可 溶 性 ド メ イ ン の ア ミ ノ 酸 配 列 が 、 以 下 に 示 さ れ て い る
（ 当 該 残 基 に 影 が 付 さ れ て い る ） 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
マ ウ ス の Ｃ α 可 溶 性 ド メ イ ン ：
PYIQNPEPAVYQLKDPRSQDSTLCLFTDFDSQINVPKTMESGTFITDKTVLDMKAMDSKSNGAIAWSNQTSFTCQDIFKE
TNATYPSSDVP
マ ウ ス の Ｃ β 可 溶 性 ド メ イ ン ：
EDLRNVTPPKVSLFEPSKAEIANKQKATLVCLARGFFPDHVELSWWVNGREVHSGVSTDPQAYKESNYSYCLSSRLRVSA
TFWHNPRNHFRCQVQFHGLSEEDKWPEGSPKPVTQNISAEAWGRAD
ヒ ト α 鎖 Ｔ ｈ ｒ ４ ８ の マ ウ ス に お け る 等 価 物 ： ESGTFITDK VLDMKAMDSK
ヒ ト α 鎖 Ｔ ｈ ｒ ４ ５ の マ ウ ス に お け る 等 価 物 ： KTMESGTFI DKTVLDMKAM
ヒ ト α 鎖 Ｔ ｙ ｒ １ ０ の マ ウ ス に お け る 等 価 物 ： YIQNPEPAV QLKDPRSQDS
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ヒ ト α 鎖 Ｓ ｅ ｒ １ ５ の マ ウ ス に お け る 等 価 物 ： AVYQLKDPR QDSTLCLFTD
ヒ ト β 鎖 Ｓ ｅ ｒ ５ ７ の マ ウ ス に お け る 等 価 物 ： NGREVHSGV TDPQAYKESN
ヒ ト β 鎖 Ｓ ｅ ｒ ７ ７ の マ ウ ス に お け る 等 価 物 ： KESNYSYCL SRLRVSATFW
ヒ ト β 鎖 Ｓ ｅ ｒ １ ７ の マ ウ ス に お け る 等 価 物 ： PPKVSLFEP KAEIANKQKA
ヒ ト β 鎖 Ａ ｓ ｐ ５ ９ の マ ウ ス に お け る 等 価 物 ： REVHSGVST PQAYKESNYS
ヒ ト β 鎖 Ｇ ｌ ｕ １ ５ の マ ウ ス に お け る 等 価 物 ： VTPPKVSLF PSKAEIANKQ。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 本 発 明 の 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 前 記 TCRの （ ｉ ） 及 び （ ｉ ｉ ） の 各 々 が 、 第 二 の TCRの
定 常 ド メ イ ン の 全 部 又 は 一 部 に 融 合 さ れ た 第 一 の TCRの 機 能 的 可 変 ド メ イ ン を 備 え 、 前 記
第 一 及 び 第 二 の TCRは 同 一 の 種 か ら 得 ら れ た も の で あ り 、 天 然 の TCRに は 存 在 し な い 前 記 各
定 常 ド メ イ ン の 全 部 又 は 一 部 中 の 残 基 の 間 に 鎖 間 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 が 存 在 す る 。 あ る 実 施
形 態 で は 、 前 記 第 一 及 び 第 二 の TCRは ヒ ト の も の で あ る 。 換 言 す れ ば 、 ジ ス ル フ ィ ド 結 合
に よ っ て 連 結 さ れ た 定 常 ド メ イ ン は 、 そ の 上 に 可 変 ド メ イ ン を 融 合 さ せ る こ と が で き る フ
レ ー ム ワ ー ク と し て 機 能 す る 。 得 ら れ た TCRは 、 第 一 の TCRの 元 と な っ た 天 然 の TCRと 実 質
的 に 同 一 で あ ろ う 。 こ の よ う な 系 に よ っ て 、 安 定 な 定 常 ド メ イ ン フ レ ー ム ワ ー ク 上 に あ ら
ゆ る 機 能 的 可 変 ド メ イ ン を 容 易 に 発 現 す る こ と が 可 能 と な る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 そ の 上 に 異 種 の 可 変 ド メ イ ン を 融 合 す る こ と が で き る フ レ ー ム ワ ー ク と し て 、 上 記 Ａ ６
　 Ｔ ａ ｘ 　 sTCRの 定 常 ド メ イ ン 、 あ る い は 、 実 際 に は 、 上 述 し た 新 し い 鎖 間 ジ ス ル フ ィ ド
結 合 を 有 す る 任 意 の 変 異 α β 　 TCRの 定 常 ド メ イ ン を 用 い る こ と が で き る 。 融 合 タ ン パ ク
質 は 、 異 種 可 変 ド メ イ ン の コ ン フ ォ メ ー シ ョ ン を で き る 限 り 保 持 し て い る こ と が 好 ま し い
。 従 っ て 、 導 入 さ れ る シ ス テ イ ン 残 基 と 定 常 ド メ イ ン の Ｎ 末 端 と の 間 に あ る 何 れ か の 部 位
で 、 異 種 の 可 変 ド メ イ ン が 定 常 ド メ イ ン に 連 結 さ れ て い る こ と が 好 ま し い 。 Ａ ６ 　 Ｔ ａ ｘ
　 TCRの 場 合 、 α 及 び β 鎖 上 の 導 入 さ れ た シ ス テ イ ン 残 基 は 、 そ れ ぞ れ 、 TRAC＊ ０ １ 中 の
エ キ ソ ン １ の ト レ オ ニ ン ４ ８ （ Garbocziら が 用 い た 番 号 に よ る と 、 α 鎖 の ト レ オ ニ ン １ ５
８ ） 、 及 び TRBC１ ＊ ０ １ と TRBC２ ＊ ０ １ 中 の エ キ ソ ン １ の セ リ ン ５ ７ （ Garbocziら が 用 い
た 番 号 に よ る と 、 β 鎖 の セ リ ン １ ７ ２ ） に 位 置 す る こ と が 好 ま し い 。 従 っ て 、 異 種 の α 及
び β 鎖 可 変 ド メ イ ン 付 着 点 は 、 そ れ ぞ れ 、 残 基 ４ ８ （ Garbocziら が 用 い た 番 号 に よ る と １
５ ９ ） 又 は 残 基 ５ ８ （ Garbocziら が 用 い た 番 号 に よ る と １ ７ ３ ） と α 又 は β 定 常 ド メ イ ン
の Ｎ 末 端 と の 間 に 存 在 す る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 Ａ ６ 　 Ｔ ａ ｘ 　 TCR中 の 前 記 付 着 点 に 対 応 す る 異 種 α 及 び β 鎖 の 定 常 ド メ イ ン 中 の 残 基
は 、 配 列 の 相 同 性 に よ っ て 同 定 す る こ と が で き る 。 融 合 タ ン パ ク 質 は 、 好 ま し く は 、 付 着
点 の Ｎ 末 端 の 異 種 配 列 を 全 て 包 含 す る よ う に 構 築 す る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 以 下 で さ ら に 詳 細 に 論 述 さ れ て い る よ う に 、 本 発 明 の sTCRは 、 そ の Ｃ 末 端 又 は Ｎ 末 端 を
成 分 (moiety)で 誘 導 体 化 し 、 又 は 成 分 に 融 合 さ せ て も よ い 。 結 合 ド メ イ ン か ら 遠 位 に あ る
の で 、 Ｃ 末 端 が 好 ま し い 。 あ る 実 施 形 態 で は 、 TCR鎖 の 一 方 又 は 双 方 が 、 こ の よ う な 成 分
を 融 合 さ せ る こ と が で き る シ ス テ イ ン 残 基 を 、 そ の Ｃ 末 端 及 び ／ 又 は Ｎ 末 端 に 有 す る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 本 発 明 の 可 溶 性 TCR（ 好 ま し く は 、 ヒ ト の も の ） は 、 実 質 的 に 純 粋 な 形 態 で 、 又 は 精 製
さ れ た 若 し く は 単 離 さ れ た 調 製 物 と し て 提 供 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 本 発 明 の 可 溶 性
TCRは 、 他 の タ ン パ ク 質 が 実 質 的 に 存 在 し な い 形 態 で 提 供 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 本 発 明 の 複 数 の 可 溶 性 TCRを 、 多 価 複 合 体 中 に 与 え て も よ い 。 こ の よ う に 、 本 発 明 は 、
あ る 側 面 に お い て 、 本 明 細 書 に 記 載 さ れ て い る 可 溶 性 Ｔ 細 胞 受 容 体 を 複 数 備 え た 、 多 価 Ｔ
細 胞 受 容 体 （ TCR） 複 合 体 を 提 供 す る 。 前 記 複 数 の 可 溶 性 TCRは 各 々 、 同 一 で あ る こ と が 好
ま し い 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 別 の 側 面 で は 、 本 発 明 は 、 Ｍ Ｈ Ｃ － ペ プ チ ド 複 合 体 を 検 出 す る 方 法 で あ っ て 、
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　 （ ｉ ） 本 明 細 書 に 記 載 さ れ た 可 溶 性 Ｔ 細 胞 受 容 体 又 は 多 価 Ｔ 細 胞 受 容 体 複 合 体 を 準 備 す
る こ と と 、
　 （ ｉ ｉ ） 前 記 可 溶 性 Ｔ 細 胞 受 容 体 又 は 多 価 TCR複 合 体 を 前 記 Ｍ Ｈ Ｃ － ペ プ チ ド 複 合 体 と
接 触 さ せ る こ と と 、
　 （ ｉ ｉ ｉ ） 前 記 Ｍ Ｈ Ｃ － ペ プ チ ド 複 合 体 へ の 前 記 可 溶 性 Ｔ 細 胞 受 容 体 又 は 多 価 TCR複 合
体 の 結 合 を 検 出 す る こ と と 、
を 備 え た 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 本 発 明 の 多 価 複 合 体 に お い て 、 前 記 TCRは 多 量 体 の 形 態 を と る か 、 及 び ／ 又 は 、 脂 質 二
重 層 （ 例 え ば 、 リ ポ ソ ー ム ） 上 に 存 在 し 若 し く は 脂 質 二 重 層 （ 例 え ば 、 リ ポ ソ ー ム ） と 会
合 し て も よ い 。  
　 最 も 単 純 な 形 態 で は 、 本 発 明 の 多 価 TCR複 合 体 は 、 好 ま し く は リ ン カ ー 分 子 を 介 し て 、
（ 例 え ば 、 共 有 結 合 で 、 又 は そ の 他 の 結 合 で ） 互 い に 会 合 (associate)し た ２ 又 は ３ 又 は
４ 以 上 の Ｔ 細 胞 受 容 体 分 子 の 多 量 体 を 備 え る 。 適 切 な リ ン カ ー 分 子 に は 、 ア ビ ジ ン 、 ス ト
レ プ ト ア ビ ジ ン 、 ニ ュ ー ト ラ ビ ジ ン 、 及 び エ キ ス ト ラ ビ ジ ン （ こ れ ら は 、 そ れ ぞ れ 、 ビ オ
チ ン の 結 合 部 位 を ４ つ 有 し て い る ） 等 の 多 価 接 着 分 子 (attachment molecuLe)が 含 ま れ る
が こ れ ら に 限 定 さ れ る も の で は な い 。 こ の よ う に 、 複 数 の TCR結 合 部 位 を 有 す る Ｔ 細 胞 受
容 体 の 多 量 体 中 に 、 ビ オ チ ン 化 さ れ た TCR分 子 を 形 成 す る こ と が で き る 。 多 量 体 中 に 存 在
す る TCR分 子 の 数 は 、 多 量 体 を 作 る た め に 用 い ら れ る リ ン カ ー 分 子 の 量 に 対 す る TCRの 量 に
依 存 す る と と も に 、 他 の あ ら ゆ る ビ オ チ ン 化 さ れ た 分 子 の 有 無 に も 依 存 す る で あ ろ う 。 好
ま し い 多 量 体 は 、 二 量 体 、 三 量 体 、 又 は 四 量 体 の TCR複 合 体 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 特 定 の Ｍ Ｈ Ｃ － ペ プ チ ド 複 合 体 を 発 現 し て い る 細 胞 を 追 跡 し 又 は 誘 導 す る 際 に は 、 TCR
四 量 体 よ り 大 き な 構 造 体 を 用 い て も よ い 。 前 記 構 造 体 は 、 直 径 １ ０ ｎ ｍ 乃 至 １ ０ μ ｍ の 範
囲 に あ る こ と が 好 ま し い 。 該 構 造 体 上 に 存 在 す る ２ 以 上 の TCR分 子 が 細 胞 上 の ２ 以 上 の Ｍ
Ｈ Ｃ － ペ プ チ ド 複 合 体 に 同 時 に 結 合 し て 、 多 量 体 の 結 合 成 分 の 細 胞 に 対 す る 結 合 親 和 性 が
増 大 し 得 る よ う に 十 分 な 距 離 を 置 い て 、 各 構 造 体 に 、 複 数 の TCR分 子 を デ ィ ス プ レ イ し て
も よ い 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 本 発 明 で 使 用 す る の に 適 し た 構 造 体 に は 、 リ ポ ソ ー ム 等 の 膜 構 造 体 、 及 び 固 体 構 造 体 (s
olid structures)（ ビ ー ス 、 例 え ば 、 ラ テ ッ ク ス ビ ー ズ な ど の 粒 子 で あ る こ と が 好 ま し い
） が 含 ま れ る 。 Ｔ 細 胞 受 容 体 分 子 で 外 部 を 被 覆 す る こ と が で き る 他 の 構 造 体 も 適 切 で あ る
。 前 記 構 造 体 は 、 各 個 の Ｔ 細 胞 受 容 体 分 子 で 被 覆 す る よ り も 、 Ｔ 細 胞 受 容 体 多 量 体 で 被 覆
す る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 リ ポ ソ ー ム の 場 合 に は 、 Ｔ 細 胞 受 容 体 分 子 又 は そ の 多 量 体 を 膜 に 付 着 (attach)さ せ る か
、 あ る い は 、 膜 と 会 合 さ せ て も よ い 。 こ の た め の 技 術 は 、 当 業 者 に 周 知 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 標 識 又 は そ れ 以 外 の 成 分 （ 毒 性 成 分 又 は 治 療 成 分 な ど ） を 、 本 発 明 の 多 価 TCR複 合 体 中
に 包 含 さ せ て も よ い 。 例 え ば 、 混 合 分 子 多 量 体 の 中 に 、 標 識 そ の 他 の 成 分 を 包 含 さ せ る こ
と が で き る 。 こ の よ う な 多 量 体 分 子 の 例 は 、 ３ つ の TCR分 子 と １ つ の ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 分
子 を 含 有 す る テ ト ラ マ ー で あ る 。 こ れ は 、 TCRと 酵 素 を ３ ： １ の モ ル 比 で 混 合 し て 四 量 体
複 合 体 を 生 成 さ せ 、 分 子 を 正 し い 比 率 で 含 有 し て い な い 全 て の 複 合 体 か ら 、 所 望 の 複 合 体
を 単 離 す る こ と に よ っ て 達 成 す る こ と が で き る で あ ろ う 。 立 体 的 な 障 害 が 生 じ な い か 、 又
は 分 子 の 所 望 の 機 能 が 著 し く 損 な わ れ な け れ ば 、 こ れ ら の 混 合 分 子 は 、 あ ら ゆ る 組 合 せ の
分 子 を 含 有 す る こ と が で き る 。 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン 分 子 上 の 結 合 部 位 の 位 置 関 係 は 、 立 体
的 な 障 害 が 起 こ り に く い の で 、 混 合 型 四 量 体 に 適 し て い る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 TCRを ビ オ チ ン 化 す る 他 の 手 段 も 可 能 で あ ろ う 。 例 え ば 、 化 学 的 な ビ オ チ ン 化 を 使 用 す
る こ と が で き る 。 ビ オ チ ン タ グ 配 列 中 の 一 定 の ア ミ ノ 酸 は 不 可 欠 で あ る が (Schatz、 (1993
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).Biotechnology NY11(10)： 1138-43)、 別 の ビ オ チ ン 化 タ グ を 用 い て も よ い 。 ビ オ チ ン 化
に 用 い る 混 合 物 を 変 化 さ せ る こ と も で き る 。 前 記 酵 素 は 、 Ｍ ｇ － Ａ Ｔ Ｐ と 低 イ オ ン 強 度 を
必 要 と す る が 、 こ れ ら の 条 件 は 何 れ も 変 化 さ せ る こ と が で き る （ 例 え ば 、 さ ら に 高 い イ オ
ン 強 度 と さ ら に 長 い 反 応 時 間 を 使 用 す る こ と も 可 能 で あ ろ う ） 。 TCRの 多 量 体 を 形 成 さ せ
る た め に 、 ア ビ ジ ン 又 は ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン 以 外 の 分 子 を 使 用 す る こ と も 可 能 で あ ろ う 。
ビ オ チ ン を 多 価 で 結 合 す る あ ら ゆ る 分 子 が 適 し て い る で あ ろ う 。 あ る い は 、 全 く 異 な る 連
結 （ キ レ ー ト さ れ た ニ ッ ケ ル イ オ ン へ の ポ リ ヒ ス チ ジ ン タ グ な ど (Quiagen Product Guide
 1999,Chapter 3“ Protein Expression, Purification, Detection and Assay”  p.35-37
))を 考 案 す る こ と も で き る で あ ろ う 。 ペ プ チ ド － Ｍ Ｈ Ｃ 複 合 体 と の 相 互 作 用 に お け る 構 造
的 な 障 害 の 程 度 を 最 少 に 抑 え る た め に 、 前 記 タ グ は 、 タ ン パ ク 質 の Ｃ 末 端 方 向 に 位 置 す る
こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 前 記 TCR鎖 の 一 方 又 は 双 方 を 、 検 出 可 能 な 標 識 （ 例 え ば 、 診 断 用 途 に 適 し た 標 識 ） で 標
識 す る こ と も で き る 。 こ の よ う に 、 本 発 明 は 、 Ｍ Ｈ Ｃ － ペ プ チ ド 複 合 体 を 検 出 す る 方 法 で
あ っ て 、 Ｍ Ｈ Ｃ － ペ プ チ ド 複 合 体 を 、 該 Ｍ Ｈ Ｃ － ペ プ チ ド 複 合 体 に 特 異 的 で あ る 本 発 明 の
TCR又 は 多 量 体 TCR複 合 体 と 接 触 さ せ る こ と と 、 前 記 TCR又 は 多 量 体 TCR複 合 体 の 前 記 Ｍ Ｈ Ｃ
－ ペ プ チ ド 複 合 体 へ の 結 合 を 検 出 す る こ と と 、 を 備 え た 方 法 を 提 供 す る 。 ビ オ チ ン 化 さ れ
た ヘ テ ロ 二 量 体 を 用 い て 形 成 さ れ た 四 量 体 TCRで は 、 検 出 可 能 な 標 識 を 与 え る た め に 、 蛍
光 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン （ 市 販 さ れ て い る ） を 使 用 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 TCRが 特 異
性 を 示 す ペ プ チ ド を 担 持 す る 抗 原 提 示 細 胞 を 検 出 す る た め に 、 蛍 光 標 識 さ れ た テ ト ラ マ ー
は 、 Ｆ Ａ Ｃ Ｓ 分 析 で 使 用 す る の に 適 し て い る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 本 発 明 の 可 溶 性 TCRを 検 出 す る こ と が で き る 別 の 方 法 は 、 TCR特 異 的 な 抗 体 、 特 に モ ノ ク
ロ ー ナ ル 抗 体 を 使 用 す る こ と で あ る 。 そ れ ぞ れ 、 α 鎖 と β 鎖 の 定 常 領 域 を 認 識 す る α Ｆ １
や β Ｆ １ 等 の 市 販 の 抗 TCR抗 体 が 数 多 く 存 在 す る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 こ れ に 代 え て 又 は こ れ に 加 え て 、 本 発 明 の TCR（ 又 は そ の 多 価 複 合 体 ） に 、 例 え ば 、 細
胞 を 死 滅 さ せ る の に 使 用 す る 毒 性 成 分 又 は イ ン タ ー ロ イ キ ン 若 し く は サ イ ト カ イ ン 等 の 免
疫 刺 激 因 子 で あ り 得 る 治 療 剤 を （ 例 え ば 、 共 有 結 合 そ の 他 の 結 合 で ） 結 合 さ せ て も よ い 。
本 発 明 の 多 価 TCR複 合 体 は 、 多 量 体 で な い Ｔ 細 胞 受 容 体 ヘ テ ロ 二 量 体 と 比 べ て 、 ｐ Ｍ Ｈ Ｃ
に 対 す る 結 合 能 が 増 強 さ れ て い る 場 合 が あ る 。 こ の よ う に 、 本 発 明 の 多 価 TCR複 合 体 は 、
イ ン ビ ト ロ 又 は イ ン ビ ボ で 、 特 定 の 抗 原 を 提 示 す る 細 胞 を 追 跡 し 又 は 標 的 と す る の に 特 に
有 用 で あ り 、 こ の よ う な 用 途 を 有 す る 多 価 TCR複 合 体 を さ ら に 作 製 す る た め の 中 間 体 と し
て も 有 用 で あ る 。 従 っ て 、 前 記 TCR又 は 多 価 TCR複 合 体 は 、 イ ン ビ ボ で 使 用 す る た め の 薬 学
的 に 許 容 さ れ る 製 剤 に 加 え る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 本 発 明 は 、 標 的 細 胞 に 治 療 剤 を 送 達 す る 方 法 で あ っ て 、 TCR又 は 多 価 TCR複 合 体 を 前 記 標
的 細 胞 に 付 着 さ せ る こ と が 可 能 な 条 件 下 で 、 本 発 明 の TCR又 は 多 価 TCR複 合 体 を 標 的 細 胞 と
な り 得 る 細 胞 に 接 触 さ せ る こ と を 備 え 、 前 記 TCR又 は 多 価 TCR複 合 体 が Ｍ Ｈ Ｃ － ペ プ チ ド 複
合 体 に 対 し て 特 異 的 で あ り 、 且 つ TCR又 は 多 価 TCR複 合 体 に 前 記 治 療 剤 が 結 合 さ れ て い る 、
方 法 も 提 供 す る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 特 に 、 前 記 可 溶 性 TCR又 は 多 価 TCR複 合 体 を 用 い て 、 あ る 抗 原 を 提 示 す る 細 胞 が 存 在 す る
場 所 に 治 療 剤 を 送 達 す る こ と が で き る 。 こ れ は 、 多 く の 状 況 に お い て 、 と り わ け 、 癌 を 攻
撃 す る 上 で 有 用 で あ ろ う 。 治 療 剤 は 、 そ の 効 果 が 局 所 的 で あ る が 、 当 該 治 療 剤 が 結 合 す る
細 胞 の み に 効 果 が 限 定 さ れ な い よ う に 、 送 達 す る こ と も で き る で あ ろ う 。 こ の よ う に 、 あ
る 方 法 で は 、 Ｔ 細 胞 受 容 体 又 は 多 価 TCR複 合 体 に 連 結 さ れ た 腫 瘍 抗 原 特 異 的 抗 腫 瘍 分 子 を
想 定 し て い る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 多 く の 治 療 剤 、 例 え ば 、 放 射 性 化 合 物 、 酵 素 （ 例 え ば 、 パ ー フ ォ リ ン ） 、 又 は 化 学 療 法
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剤 （ 例 え ば 、 シ ス プ ラ チ ン ） を こ の 用 途 に 利 用 す る こ と が で き る で あ ろ う 。 所 望 の 場 所 で
確 実 に 毒 性 効 果 が 発 揮 さ れ る よ う に す る た め に 、 化 合 物 が ゆ っ く り 放 出 さ れ る よ う に 、 ス
ト レ プ ト ア ビ ジ ン に ト キ シ ン を 連 結 し て 、 リ ポ ソ ー ム の 内 側 に 入 れ る こ と も で き る で あ ろ
う 。 こ れ に よ っ て 、 体 内 で の 輸 送 中 に 効 果 が 損 な わ れ る こ と が 防 止 さ れ 、 TCRが 所 定 の 抗
原 提 示 細 胞 に 結 合 し た 後 に 、 ト キ シ ン が 最 大 の 効 果 を 有 す る こ と が 確 保 さ れ る で あ ろ う 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 他 の 適 切 な 治 療 剤 に は 、
　 ・ 小 分 子 細 胞 毒 性 物 質 （ す な わ ち 、 ７ ０ ０ ダ ル ト ン 未 満 の 分 子 量 を 有 し 、 哺 乳 類 細 胞 を
死 滅 さ せ る こ と が で き る 化 合 物 ） 。 こ の よ う な 化 合 物 は 、 細 胞 毒 性 効 果 を 有 す る こ と が で
き る 有 毒 金 属 も 含 有 し 得 る で あ ろ う 。 さ ら に 、 こ れ ら の 小 分 子 細 胞 毒 性 物 質 に は 、 プ ロ ド
ラ ッ グ （ す な わ ち 、 生 理 的 条 件 下 で 崩 壊 し 、 又 は 変 換 を 受 け て 、 細 胞 毒 性 物 質 を 放 出 す る
化 合 物 ） も 含 ま れ る こ と を 理 解 し な け れ ば な ら な い 。 こ の よ う な 物 質 の 例 と し て 、 シ ス プ
ラ チ ン 、 メ イ タ イ シ ン 誘 導 体 、 レ イ チ ェ ル マ イ シ ン (rachelmycin)、 カ リ チ ェ ア マ イ シ ン
、 ド セ タ キ セ ル 、 エ ト ポ シ ド 、 ゲ ム シ タ ビ ン 、 イ フ ォ ス フ ァ ミ ド 、 イ リ ノ テ カ ン 、 メ ル フ
ァ ラ ン 、 ミ ト キ サ ン ト ロ ン 、 ソ ル フ ァ イ マ ー (sorfimer)、 ナ ト リ ウ ム フ ォ ト フ リ ン Ｉ Ｉ 、
テ モ ゾ ル ミ ド (temozolmide)、 ト ポ テ カ ン 、 ト リ メ ト レ エ ー ト グ ル ク ロ ネ ー ト (trimetreat
e glucuronate)、 ア ウ リ ス タ チ ン Ｅ (auristatin E)、 ビ ン ク リ ス チ ン 、 及 び ド キ ソ ル ビ シ
ン が 挙 げ ら れ る ；
　 ・ ペ プ チ ド サ イ ト ト キ シ ン （ す わ ち 、 哺 乳 類 細 胞 を 死 滅 さ せ る こ と が で き る タ ン パ ク 質
又 は そ の 断 片 ） 。 例 と し て 、 リ シ ン 、 ジ フ テ リ ア ト キ シ ン 、 シ ュ ー ド モ ナ ス バ ク テ リ ア ト
キ シ ン Ａ 、 Ｄ Ｎ Ａ ア ー ゼ 及 び Ｒ Ｎ Ａ ア ー ゼ が 含 ま れ る ；
　 ・ 放 射 線 核 種 （ す な わ ち 、 α 若 し く は β 粒 子 又 は γ 線 の う ち １ 以 上 を 放 出 し な が ら 崩 壊
す る 、 元 素 の 非 安 定 同 位 体 ） 。 例 と し て 、 ヨ ウ 素 １ ３ １ 、 レ ニ ウ ム １ ８ ６ 、 イ ン ジ ウ ム １
１ １ 、 イ ッ ト リ ウ ム ９ ０ 、 ビ ス マ ス ２ １ ０ 及 び ２ １ ３ 、 ア ク チ ニ ウ ム ２ ２ ５ 、 並 び に ア ス
タ チ ン ２ １ ３ な ど が 含 ま れ る ；
　 ・ 抗 体 に 誘 導 さ れ る 酵 素 プ ロ ド ラ ッ グ (antibody directed enzyme pro-drug)な ど の プ
ロ ド ラ ッ グ ；
　 ・ 免 疫 刺 激 物 質 (immuno-stimulant)（ す な わ ち 、 免 疫 反 応 を 刺 激 す る 成 分 ） 。 例 と し て
、 Ｉ Ｌ － ２ な ど の サ イ ト カ イ ン 、 Ｉ Ｌ － ８ 、 血 小 板 因 子 ４ 、 メ ラ ノ ー マ 増 殖 刺 激 タ ン パ ク
質 な ど の ケ モ カ イ ン 、 抗 体 又 は そ の 断 片 、 補 体 活 性 化 因 子 、 異 種 タ ン パ ク 質 ド メ イ ン 、 同
種 タ ン パ ク 質 ド メ イ ン 、 ウ イ ル ス ／ 細 菌 タ ン パ ク 質 ド メ イ ン 、 並 び に ウ イ ル ス ／ 細 菌 ペ プ
チ ド が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 本 発 明 の 可 溶 性 TCR又 は 多 価 TCR複 合 体 は 、 プ ロ ド ラ ッ グ を 薬 物 に 転 換 す る こ と が で き る
酵 素 に 連 結 さ せ て も よ い 。 こ れ に よ り 、 プ ロ ド ラ ッ グ は 、 必 要 と さ れ て い る 部 位 に 限 っ て
、 薬 物 に 転 換 す る こ と が 可 能 と な る （ す な わ ち 、 TCRに よ っ て 誘 導 さ れ る ） 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 本 発 明 の TCRに 対 す る 適 切 な Ｍ Ｈ Ｃ － ペ プ チ ド 標 的 の 例 に は 、 Ｈ Ｔ Ｌ Ｖ － １ エ ピ ト ー プ
（ 例 え ば 、 Ｈ Ｌ Ａ － Ａ ２ に 拘 束 さ れ る Ｔ ａ ｘ ペ プ チ ド 、 Ｈ Ｔ Ｌ Ｖ － １ は 白 血 病 に 関 連 し て
い る 。 ） 、 Ｈ Ｉ Ｖ エ ピ ト ー プ 、 Ｅ Ｂ Ｖ エ ピ ト ー プ 、 Ｃ Ｍ Ｖ エ ピ ト ー プ な ど の ウ イ ル ス エ ピ
ト ー プ 、 メ ラ ノ ー マ エ ピ ト ー プ （ 例 え ば 、 Ｍ Ａ Ｇ Ｅ － １ 　 Ｈ Ｌ Ａ － Ａ １ 拘 束 エ ピ ト ー プ ）
、 及 び 他 の 癌 特 異 的 エ ピ ト ー プ （ 例 え ば 、 Ｈ Ｌ Ａ － Ａ ２ に よ っ て 拘 束 さ れ る 腎 細 胞 癌 腫 随
伴 抗 原 Ｇ ２ ５ ０ ） 、 慢 性 関 節 リ ウ マ チ な ど の 自 己 免 疫 疾 患 に 関 連 す る エ ピ ト ー プ が 含 ま れ
る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 疾 病 に 関 連 す る ｐ Ｍ Ｈ Ｃ で あ っ て 本 発 明 で の 使 用 に 適 し た
ｐ Ｍ Ｈ Ｃ 標 的 が 、 さ ら に 、 「 HLA Factbook(Barclay(Ed) Academic Press)」 に 列 記 さ れ て
お り 、 他 に も 多 く の も の が 同 定 さ れ つ つ あ る 。 可 溶 性 TCRの 特 異 性 に よ っ て 薬 物 を 局 在 化
さ せ る こ と に よ っ て 、 複 数 の 疾 病 の 治 療 を 強 化 さ せ 得 る 可 能 性 も あ る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 薬 物 が 存 在 す る ウ イ ル ス 疾 患 （ 例 え ば 、 Ｈ Ｉ Ｖ 、 Ｓ Ｉ Ｖ 、 Ｅ Ｂ Ｖ 、 Ｃ Ｍ Ｖ ） で は 、 感 染
細 胞 の 近 傍 で 放 出 又 は 活 性 化 さ れ る 薬 物 が 有 益 で あ ろ う 。 癌 の 場 合 、 腫 瘍 又 は 転 移 の 近 傍
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に 局 在 化 さ せ る こ と に よ っ て 、 ト キ シ ン 又 は 免 疫 刺 激 物 質 の 効 果 が 増 強 す る で あ ろ う 。 自
己 免 疫 疾 患 で は 、 患 者 の 全 体 的 な 免 疫 能 へ の 影 響 を 最 小 限 に 抑 え つ つ 、 免 疫 抑 制 剤 を ゆ っ
く り 放 出 さ せ 、 長 期 間 に わ た っ て 、 よ り 局 所 的 な 効 果 を 与 え る こ と が で き る で あ ろ う 。 移
植 片 の 拒 絶 を 抑 制 す る 場 合 に は 、 免 疫 抑 制 剤 の 効 果 を 同 様 に 最 適 化 す る こ と が で き る で あ
ろ う 。 ワ ク チ ン を 送 達 す る 場 合 、 抗 原 提 示 細 胞 の 近 傍 に ワ ク チ ン 抗 原 を 局 在 化 さ せ る こ と
に よ り 、 抗 原 の 効 力 を 増 強 さ せ る こ と が で き る で あ ろ う 。 本 方 法 は 、 画 像 診 断 に も 適 用 す
る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 本 発 明 の 可 溶 性 TCRは 、 特 異 的 な ｐ Ｍ Ｈ Ｃ を 結 合 さ せ て Ｔ 細 胞 の 活 性 化 を モ ジ ュ レ ー ト
す る こ と に よ り 、 Ｔ 細 胞 の 活 性 化 を 阻 害 す る た め に 使 用 す る こ と も で き る 。 Ｔ 細 胞 を 介 し
た 炎 症 及 び ／ 又 は 組 織 傷 害 を 伴 う 自 己 免 疫 疾 患 、 例 え ば 、 Ｉ 型 糖 尿 病 は 、 こ の ア プ ロ ー チ
に 適 し て い る で あ ろ う 。 こ の 用 途 で は 、 当 該 ｐ Ｍ Ｈ Ｃ に よ っ て 提 示 さ れ る 特 異 的 な ペ プ チ
ド エ ピ ト ー プ を 知 る こ と が 必 要 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 本 発 明 の 医 薬 は 、 無 菌 の 薬 学 的 組 成 物 （ 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 担 体 を 含 む の が 通 常 で あ る
） の 一 部 と し て 供 給 さ れ る の が 通 常 で あ ろ う 。 こ の 薬 学 的 組 成 物 は 、 （ 患 者 に 投 与 す る 所
望 の 方 法 に 応 じ て ） 任 意 の 適 切 な 形 態 で あ り 得 る 。 前 記 薬 学 的 組 成 物 は 、 単 位 投 薬 形 態 と
し て 提 供 す る こ と が で き 、 密 封 さ れ た 容 器 中 に 入 れ る の が 一 般 的 で あ り 、 キ ッ ト の 一 部 と
し て 提 供 し て も よ い 。 こ の よ う な キ ッ ト に は 、 （ 必 ず と い う わ け で は な い が ） 通 常 、 使 用
説 明 書 が 添 付 さ れ て い る で あ ろ う 。 キ ッ ト に は 、 複 数 の 単 位 投 薬 形 態 が 含 ま れ て い て も よ
い 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 前 記 薬 学 的 組 成 物 は 、 任 意 の 適 切 な 経 路 、 例 え ば 、 経 口 （ 口 腔 粘 膜 (buccal)又 は 舌 下 を
含 む ） 、 直 腸 、 経 鼻 、 局 所 （ 口 腔 粘 膜 、 舌 下 、 又 は 経 皮 を 含 む ） 、 膣 又 は 非 経 口 （ 皮 下 、
筋 肉 内 、 静 脈 内 、 又 は 皮 内 を 含 む ） 経 路 に よ る 投 与 に 適 合 さ せ 得 る 。 こ の よ う な 組 成 物 は
、 薬 学 の 分 野 で 公 知 の あ ら ゆ る 方 法 に よ っ て 、 例 え ば 、 滅 菌 条 件 下 で 、 活 性 成 分 を 担 体 又
は 賦 形 剤 と 混 合 す る こ と に よ っ て 、 調 製 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 経 口 投 与 向 け の 薬 学 的 組 成 物 は 、 カ プ セ ル 又 は 錠 剤 な ど の 分 離 し た ユ ニ ッ ト と し て 、 粉
末 又 は 顆 粒 と し て 、 溶 液 、 シ ロ ッ プ 、 又 は 懸 濁 液 と し て （ 水 性 又 は 非 水 性 液 中 に 、 又 は 食
べ ら れ る フ ォ ー ム (foam)又 は ホ イ ッ プ と し て 、 又 は エ マ ル ジ ョ ン と し て ） 与 え る こ と が で
き る 。 錠 剤 又 は ハ ー ド ゼ ラ チ ン カ プ セ ル に 適 し た 賦 形 剤 に は 、 ラ ク ト ー ス 、 ト ウ モ ロ コ シ
の デ ン プ ン 又 は そ の 誘 導 体 、 ス テ ア リ ン 酸 又 は そ の 塩 が 含 ま れ る 。 ソ フ ト ゼ ラ チ ン カ プ セ
ル と と も に 使 用 す る の に 適 し た 賦 形 剤 に は 、 例 え ば 、 植 物 油 、 蝋 (wax)、 脂 肪 、 半 固 体 又
は 液 体 の ポ リ オ ー ル な ど が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 溶 液 及 び シ ロ ッ プ を 調 製 す る 場 合 に は 、 使 用 し 得 る 賦 形 剤 に は 、 例 え ば 、 水 、 ポ リ オ ー
ル 、 及 び 糖 が 含 ま れ る 。 懸 濁 油 （ 例 え ば 、 植 物 油 ） の 調 製 に は 、 水 中 油 又 は 油 中 水 懸 濁 液
を 与 え る た め に 使 用 す る こ と が で き る 。 経 皮 投 与 向 け の 薬 学 的 組 成 物 は 、 長 期 間 に わ た っ
て 、 受 療 者 の 表 皮 と 密 接 し た 状 態 を 保 つ た め の 分 離 し た パ ッ チ (discrete patch)と し て 与
え る こ と が で き る 。 例 え ば 、 活 性 成 分 は 、 「 Pharmaceutical Research 3(6)： 318(1986)
」 に 概 説 さ れ て い る イ オ ン ト フ ォ レ ー シ ス に よ り 、 パ ッ チ か ら 送 達 す る こ と が で き る 。 局
所 投 与 向 け の 薬 学 的 組 成 物 は 、 軟 膏 、 ク リ ー ム 、 懸 濁 液 、 ロ ー シ ョ ン 、 パ ウ ダ ー 、 溶 液 、
ペ ー ス ト 、 ゲ ル 、 ス プ レ ー 、 エ ア ロ ゾ ル 、 又 は オ イ ル と し て 調 合 す る こ と が で き る 。 目 又
は そ の 他 の 外 部 組 織 （ 例 え ば 、 口 や 皮 膚 ） の 感 染 症 に は 、 前 記 組 成 物 を 局 所 軟 膏 又 は ク リ
ー ム と し て 与 え る こ と が 好 ま し い 。 軟 膏 中 に 調 合 す る 場 合 に は 、 パ ラ フ ィ ン 又 は 水 混 和 性
軟 膏 基 剤 と と も に 、 前 記 活 性 成 分 を 用 い る こ と が で き る 。 あ る い は 、 前 記 活 性 成 分 は 、 水
中 油 ク リ ー ム 基 剤 又 は 油 中 水 基 剤 と と も に 、 ク リ ー ム 中 に 調 合 し て も よ い 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 目 へ の 局 所 投 与 向 け の 薬 学 的 組 成 物 に は 、 適 切 な 担 体 （ 特 に 、 水 性 溶 媒 ） 中 に 前 記 活 性
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成 分 を 溶 解 又 は 懸 濁 さ せ た 点 眼 薬 が 含 ま れ る 。 口 腔 中 へ の 局 所 投 与 向 け の 薬 学 的 組 成 物 に
は 、 ト ロ ー チ 剤 、 芳 香 錠 剤 、 及 び う が い 薬 が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 直 腸 投 与 向 け の 薬 学 的 組 成 物 は 、 座 剤 又 は 浣 腸 と し て 与 え る こ と が で き る 。 経 鼻 投 与 向
け の 薬 学 的 組 成 物 で あ っ て 、 担 体 が 固 体 で あ る 組 成 物 に は 、 例 え ば 、 ２ ０ 乃 至 ５ ０ ０ ミ ク
ロ ン の 範 囲 の 粒 子 サ イ ズ を 有 し 、 鼻 か ら 吸 い 込 む 様 式 で （ す な わ ち 、 鼻 に 近 付 け た 粉 末 の
容 器 か ら 鼻 を 通 じ て 素 早 く 吸 引 す る こ と に よ っ て ） 投 与 さ れ る 粗 い 粉 末 が 含 ま れ る 。 点 鼻
ス プ レ ー 又 は 点 鼻 薬 と し て 適 し た 、 担 体 が 液 体 で あ る 組 成 物 に は 、 活 性 成 分 の 水 溶 液 又 は
油 溶 液 が 含 ま れ る 。 吸 引 に よ る 投 与 向 け の 薬 学 的 組 成 物 に は 、 様 々 な タ イ プ の 定 量 加 圧 エ
ア ロ ゾ ル 、 噴 霧 器 、 又 は 吸 入 器 に よ っ て 生 成 す る こ と が で き る 微 粒 子 ダ ス ト 又 は ミ ス ト が
含 ま れ る 。 経 膣 投 与 向 け の 薬 学 的 組 成 物 は 、 ペ ッ サ リ ー 、 タ ン ポ ン 、 ク リ ー ム 、 ゲ ル 、 ペ
ー ス ト 、 フ ォ ー ム 、 又 は ス プ レ ー 調 合 物 と し て 与 え る こ と が で き る 。 非 経 口 投 与 向 け の 薬
学 的 組 成 物 に は 、 抗 酸 化 剤 、 緩 衝 液 、 静 菌 剤 、 及 び 前 記 製 剤 を 対 象 と な る 受 療 者 の 血 液 と
ほ ぼ 等 張 に す る 溶 質 を 含 有 し 得 る 水 性 及 び 非 水 性 滅 菌 注 射 溶 液 と 、 懸 濁 剤 及 び 濃 縮 剤 を 含
み 得 る 水 性 及 び 非 水 性 滅 菌 懸 濁 液 と が 含 ま れ る 。 注 射 溶 液 に 使 用 で き る 賦 形 剤 に は 、 例 え
ば 、 水 、 ア ル コ ー ル 、 ポ リ オ ー ル 、 グ リ セ リ ン 、 及 び 植 物 油 が 含 ま れ る 。 前 記 組 成 物 は 、
単 一 投 薬 又 は 複 数 投 薬 容 器 、 例 え ば 、 密 閉 さ れ た ア ン プ ル や バ イ ア ル 中 に 入 れ 、 使 用 直 前
に 、 滅 菌 さ れ た 液 体 担 体 (carried)（ 例 え ば 、 注 射 水 ） を 加 え る だ け で よ い フ リ ー ズ ド ラ
イ （ 凍 結 乾 燥 ） 状 態 で 保 存 す る こ と が で き る 。 即 時 調 合 注 射 溶 液 及 び 懸 濁 液 は 、 滅 菌 粉 末
、 顆 粒 、 及 び 錠 剤 か ら 調 製 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 前 記 薬 学 的 組 成 物 は 、 防 腐 剤 、 可 溶 化 剤 、 安 定 化 剤 、 湿 潤 剤 、 乳 化 剤 、 甘 味 剤 、 着 色 剤
、 着 臭 剤 、 塩 （ 本 発 明 の 物 質 自 体 を 、 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 塩 の 形 態 で 与 え て も よ い ） 、 緩
衝 液 、 被 覆 剤 、 又 は 抗 酸 化 剤 を 含 有 し て も よ い 。 前 記 薬 学 的 組 成 物 は 、 本 発 明 の 物 質 に 加
え て 、 治 療 的 に 活 性 な 物 質 を 含 有 し て も よ い 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 本 発 明 の 物 質 の 投 薬 量 は 、 治 療 す べ き 疾 病 又 は 疾 患 、 治 療 す べ き 個 体 の 年 齢 と 症 状 な ど
に 応 じ て 、 幅 広 く 変 動 さ せ る こ と が で き 、 終 局 的 に は 、 使 用 す べ き 適 切 な 投 薬 量 を 医 師 が
決 定 す る こ と に な ろ う 。 適 切 な 頻 度 で 複 数 回 投 薬 を 行 っ て も よ い 副 作 用 が 生 じ た 場 合 に は
、 一 般 的 な 治 療 の 方 法 に 従 っ て 、 投 薬 の 量 及 び ／ 又 は 頻 度 を 減 少 さ せ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 本 発 明 の TCRを 好 ま し く は 実 質 的 に 純 粋 な 形 態 で 提 供 す る た め に 、 遺 伝 子 ク ロ ー ニ ン グ
技 術 を 用 い る こ と が で き る 。 こ れ ら の 技 術 は 、 例 え ば 、 「 J.Sambrook et al Molecular C
loning 2nd Edition,Cold Spring Harbor Laboratory Press(1989)」 に 開 示 さ れ て い る 。
こ の た め 、 さ ら な る 側 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 本 発 明 の 可 溶 性 TCRの 鎖 を コ ー ド す る 配 列
又 は こ れ と 相 補 的 な 配 列 を 備 え た 核 酸 分 子 を 提 供 す る 。 こ の よ う な 核 酸 配 列 は 、 TCRを コ
ー ド す る 核 酸 を Ｔ 細 胞 ク ロ ー ン か ら 単 離 し 、 （ 挿 入 、 欠 失 、 又 は 置 換 に よ っ て ） 適 切 な 変
異 を 作 製 す る こ と に よ っ て 得 る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 前 記 核 酸 分 子 は 、 単 離 さ れ た 形 態 又 は 組 換 え 形 態 と す る こ と が で き る 。 前 記 核 酸 分 子 を
ベ ク タ ー 中 に 取 り 込 ま せ 、 そ の ベ ク タ ー を 宿 主 細 胞 中 に 取 り 込 ま せ て も よ い 。 こ の よ う な
ベ ク タ ー 及 び 適 切 な 宿 主 も 、 本 発 明 の さ ら な る 側 面 を 構 成 す る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 本 発 明 は 、 TCR鎖 を 得 る 方 法 で あ っ て 、 TCR鎖 の 発 現 が 引 き 起 こ さ れ る 条 件 下 で 、 こ の よ
う な 宿 主 細 胞 を イ ン キ ュ ベ ー ト す る こ と と 、 次 い で 、 前 記 ポ リ ペ プ チ ド を 精 製 す る こ と と
を 備 え た 方 法 も 提 供 す る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 本 発 明 の 可 溶 性 TCRは 、 封 入 体 と し て E.Coliな ど の 細 菌 中 で 発 現 さ せ た 後 、 イ ン ビ ト ロ
で リ フ ォ ー ル デ ィ ン グ さ せ る こ と に よ っ て 得 る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
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　 TCR鎖 の リ フ ォ ー ル デ ィ ン グ は 、 適 切 な リ フ ォ ー ル デ ィ ン グ 条 件 の 下 、 イ ン ビ ト ロ で 行
う こ と が で き る 。 あ る 実 施 形 態 で は 、 正 し い コ ン フ ォ メ ー シ ョ ン を 有 す る TCRは 、 可 溶 化
剤 （ 例 え ば 、 尿 素 ） を 含 む リ フ ォ ー ル デ ィ ン グ 緩 衝 液 中 で 可 溶 化 さ れ た TCR鎖 を リ フ ォ ー
ル デ ィ ン グ す る こ と に よ っ て 取 得 さ れ る 。 有 利 に は 、 前 記 尿 素 は 、 少 な く と も ０ ． １ Ｍ 又
は 少 な く と も １ Ｍ 又 は 少 な く と も ２ ． ５ Ｍ 又 は 約 ５ Ｍ の 濃 度 で 存 在 し 得 る 。 使 用 可 能 な 別
の 可 溶 化 剤 は 、 ０ ． １ Ｍ と ８ Ｍ の 間 、 好 ま し く は 、 少 な く と も １ Ｍ 又 は 少 な く と も ２ ． ５
Ｍ の 濃 度 の グ ア ニ ジ ン で あ る 。 リ フ ォ ー ル デ ィ ン グ の 前 に 、 シ ス テ イ ン 残 基 を 完 全 に 還 元
さ せ る た め に 、 還 元 剤 を 用 い る こ と が 好 ま し い 。 必 要 で あ れ ば 、 Ｄ Ｔ Ｔ や グ ア ニ ジ ン な ど
の 変 性 剤 を さ ら に 使 用 し て も よ い 。 リ フ ォ ー ル デ ィ ン グ 工 程 の 前 に 、 異 な る 変 性 剤 と 還 元
剤 を 用 い て も よ い （ 例 え ば 、 尿 素 、 β － メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル ） 。 リ フ ォ ー ル デ ィ ン グ の
間 に 、 シ ス タ ミ ン ／ シ ス テ ア ミ ン 酸 化 還 元 対 、 Ｄ Ｔ Ｔ 又 は β － メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル ／ 大
気 の 酸 素 、 及 び 還 元 型 と 酸 化 型 の シ ス テ イ ン な ど の 別 の 酸 化 還 元 対 を 用 い て も よ い 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 フ ォ ー ル デ ィ ン グ 効 率 は 、 他 の タ ン パ ク 質 成 分 、 例 え ば 、 シ ャ ペ ロ ン タ ン パ ク 質 を リ フ
ォ ー ル デ ィ ン グ 混 合 物 に 加 え る こ と に よ っ て 増 加 さ せ る こ と も で き る 。 リ フ ォ ー ル デ ィ ン
グ は 、 ミ ニ － シ ャ ペ ロ ン が 固 定 化 さ れ た カ ラ ム に タ ン パ ク 質 を 通 過 さ せ る こ と に よ っ て 、
改 善 さ れ る (Altamirano et al. (1999). Nature Biotechnology 17： 187-191 ; Altamira
no, et al. (1997). Proc Natl Acad Sci USA 94(8)： 3576-8)。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 あ る い は 、 昆 虫 細 胞 な ど の 真 核 細 胞 系 の 中 に 発 現 さ せ る こ と に よ っ て 、 本 発 明 の 可 溶 性
TCRを 取 得 し て も よ い 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 TCRの 精 製 は 、 多 く の 様 々 な 手 段 に よ っ て 行 う こ と が で き る 。 他 の 様 式 の イ オ ン 交 換 を
利 用 し て も よ い し 、 ゲ ル 濾 過 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 又 は ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー
な ど の そ れ 以 外 の 様 式 の タ ン パ ク 質 精 製 を 使 用 し て も よ い 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 本 発 明 の 可 溶 性 TCR及 び 多 価 TCR複 合 体 は 、 TCRが ｐ Ｍ Ｈ Ｃ 複 合 体 に 結 合 す る の を 阻 害 で
き る 物 質 （ 小 さ な 化 学 的 化 合 物 な ど ） を ス ク リ ー ニ ン グ す る 際 に も 使 用 で き る 。 従 っ て 、
さ ら な る 側 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 Ｔ 細 胞 受 容 体 の ペ プ チ ド － Ｍ Ｈ Ｃ 複 合 体 へ の 結 合 を 阻
害 す る 物 質 を ス ク リ ー ニ ン グ す る 方 法 で あ っ て 、 物 質 の 存 在 下 で 、 本 発 明 の 可 溶 性 Ｔ 細 胞
受 容 体 の ペ プ チ ド － Ｍ Ｈ Ｃ 複 合 体 と の 結 合 を モ ニ タ リ ン グ す る こ と と 、 こ の よ う な 結 合 を
阻 害 す る 物 質 を 選 択 す る こ と と を 備 え た 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 こ の よ う な ス ク リ ー ニ ン グ 法 に 適 し た 技 術 に は 、 WO01/22084号 に 記 載 さ れ て い る 表 面 プ
ラ ズ モ ン 共 鳴 に 基 づ く 方 法 が 含 ま れ る 。 こ の ス ク リ ー ニ ン グ 法 の 基 礎 を 成 し 得 る 他 の 周 知
の 技 術 は 、 シ ン チ レ ー シ ョ ン 近 接 分 析 （ Ｓ Ｐ Ａ ） や 増 幅 ル ミ ネ ッ セ ン ト 近 接 ア ッ セ イ で あ
る 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 本 発 明 の ク リ ー ニ ン グ 法 に よ っ て 選 択 さ れ た 物 質 は 、 薬 物 と し て 使 用 す る こ と が で き 、
あ る い は 、 創 薬 プ ロ グ ラ ム の 基 礎 と し て 、 医 薬 と し て 投 与 す る の に さ ら に 適 す る 特 徴 を 有
す る よ う に 修 飾 し 又 は そ の 他 の 改 良 を 施 す こ と が で き る 。 こ の よ う な 医 薬 は 、 望 ま し く な
い Ｔ 細 胞 反 応 成 分 を 有 す る 症 状 を 治 療 す る た め に 使 用 す る こ と が で き る 。 こ の よ う な 症 状
に は 、 癌 （ 例 え ば 、 腎 臓 、 卵 巣 、 腸 、 頭 部 及 び 頸 部 ） 、 精 巣 、 肺 、 胃 、 子 宮 頚 (cervical)
、 膀 胱 、 前 立 腺 、 又 は メ ラ ノ ー マ ） 、 自 己 免 疫 疾 患 、 移 植 片 の 拒 絶 、 移 植 片 対 宿 主 病 が 含
ま れ る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 本 発 明 の 各 側 面 の 好 ま し い 特 徴 は 、 相 互 に 、 他 の 側 面 の 好 ま し い 特 徴 と な る 。 本 明 細 書
に 記 載 さ れ て い る 従 来 技 術 の 文 献 は 、 法 が 許 容 す る 最 大 限 度 ま で 、 本 明 細 書 に 組 み 込 ま れ
る 。
【 実 験 の 詳 細 】
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【 ０ ０ ７ ５ 】
　 本 発 明 を さ ら に 以 下 の 実 験 例 で 説 明 す る が 、 こ れ ら の 例 は 決 し て 本 発 明 を 限 定 す る も の
で は な い 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 以 下 の 添 付 の 図 面 を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 以 下 の 実 験 例 の す べ て に お い て 、 別 段 の 記 載 が な い 限 り 、 産 生 さ れ た 可 溶 性 TCR鎖 は 、
天 然 鎖 間 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 を 形 成 す る シ ス テ イ ン 残 基 の Ｃ 末 端 直 近 で 切 断 さ れ る 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 実 験 例 １ ： 　 Ａ ６ 　 Ｔ ａ ｘ 　 TCRα 鎖 及 び β 鎖 の プ ラ イ マ ー 設 計 及 び 突 然 変 異 誘 発
　 TRAC＊ ０ １ 中 の エ キ ソ ン １ の Ａ ６ 　 Ｔ ａ ｘ ト レ オ ニ ン ４ ８ を シ ス テ イ ン に 突 然 変 異 さ せ
る た め に 、 以 下 の プ ラ イ マ ー を 設 計 し た （ 突 然 変 異 を 小 文 字 で 示 す ） 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 5’ -C ACA GAC AAA tgT GTG CTA GAC AT
　 5’ -AT GTC TAG CAC Aca TTT GTC TGT G
　 TRBC１ ＊ ０ １ 及 び TRBC２ ＊ ０ １ の 両 方 に お け る エ キ ソ ン １ の Ａ ６ 　 Ｔ ａ ｘ セ リ ン ５ ７ を
シ ス テ イ ン に 突 然 変 異 さ せ る た め に 、 以 下 の プ ラ イ マ ー を 設 計 し た （ 突 然 変 異 を 小 文 字 で
示 す ） 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 5’ -C AGT GGG GTC tGC ACA GAC GC
　 5’ -GG GTC TGT GCa GAC CCC ACT G
　 Ｐ Ｃ Ｒ 突 然 変 異 誘 発 ：
　 Ａ ６ 　 Ｔ ａ ｘ 　 TCRα 鎖 又 は β 鎖 の 各 遺 伝 子 を 含 む 発 現 プ ラ ス ミ ド を 、 そ れ ぞ れ α 鎖 プ
ラ イ マ ー 又 は β 鎖 プ ラ イ マ ー を 用 い て 、 以 下 の よ う に 突 然 変 異 さ せ た 。 プ ラ ス ミ ド １ ０ ０
ｎ ｇ を １ ０ ｍ Ｍ 　 ｄ Ｎ Ｔ Ｐ 　 ５ μ Ｌ 、 １ ０ ｘ Ｐ ｆ ｕ 緩 衝 剤 (Stratagene)２ ５ μ Ｌ 、 Ｐ ｆ ｕ
ポ リ メ ラ ー ゼ (Stratagene)１ ０ 単 位 と 混 合 し 、 最 終 体 積 を Ｈ ２ Ｏ で ２ ４ ０ μ Ｌ に 調 節 し た
。 こ の 混 合 物 ４ ８ μ Ｌ に 、 最 終 反 応 体 積 ５ ０ μ Ｌ 中 最 終 濃 度 が ０ ． ２ μ Ｍ に な る よ う に 希
釈 し た プ ラ イ マ ー を 補 充 し た 。 ９ ５ ℃ ３ ０ 秒 の 初 期 変 性 ス テ ッ プ の 後 、 Ｈ ｙ ｂ ａ ｉ ｄ 　 Ｐ
Ｃ Ｒ 発 現 Ｐ Ｃ Ｒ 装 置 を 用 い て 、 反 応 混 合 物 を １ ５ ラ ウ ン ド の 変 性 （ ９ ５ ℃ 、 ３ ０ 秒 ） 、 ア
ニ ー リ ン グ （ ５ ５ ℃ 、 ６ ０ 秒 ） 及 び 伸 長 （ ７ ３ ℃ 、 ８ 分 ） に 供 し た 。 次 い で 、 こ の 生 成 物
を 、 Ｄ ｐ ｎ Ｉ 制 限 酵 素 (New England Biolabs)１ ０ 単 位 を 用 い て ３ ７ ℃ で ５ 時 間 消 化 し た
。 消 化 さ れ た 反 応 物 １ ０ μ Ｌ を コ ン ピ テ ン ト Ｘ Ｌ １ － Ｂ ｌ ｕ ｅ 細 菌 に 形 質 転 換 し て 、 ３ ７
℃ で １ ８ 時 間 増 殖 さ せ た 。 単 一 コ ロ ニ ー を 選 択 し 、 Ｔ Ｙ Ｐ ＋ ア ン ピ シ リ ン （ １ ６ ｇ ／ Ｌ バ
ク ト ト リ プ ト ン 、 １ ６ ｇ ／ Ｌ 酵 母 抽 出 物 、 ５ ｇ ／ Ｌ Ｎ ａ Ｃ ｌ 、 ２ ． ５ ｇ ／ Ｌ Ｋ ２ Ｈ Ｐ Ｏ ４

、 １ ０ ０ ｍ ｇ ／ Ｌ ア ン ピ シ リ ン ） ５ ｍ Ｌ 中 で 終 夜 増 殖 さ せ た 。 Ｑ Ｉ Ａ ｇ ｅ ｎ ミ ニ プ レ ッ プ
カ ラ ム を 用 い て 製 造 者 の 指 示 に 従 っ て プ ラ ス ミ ド Ｄ Ｎ Ａ を 精 製 し 、 オ ッ ク ス フ ォ ー ド 大 学
生 化 学 科 の 配 列 決 定 施 設 に お け る 自 動 配 列 決 定 に よ っ て そ の 配 列 を 確 認 し た 。 α 鎖 の 突 然
変 異 核 酸 配 列 及 び ア ミ ノ 酸 配 列 の そ れ ぞ れ を 図 ２ ａ 及 び ３ ａ に 、 β 鎖 の 突 然 変 異 核 酸 配 列
及 び ア ミ ノ 酸 配 列 の そ れ ぞ れ を 図 ２ ｂ 及 び ３ ｂ に 示 す 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 実 験 例 ２ ： 　 可 溶 性 TCRの 発 現 、 リ フ ォ ー ル デ ィ ン グ 及 び 精 製
　 突 然 変 異 α 鎖 及 び β 鎖 を 含 む 各 発 現 プ ラ ス ミ ド を そ れ ぞ れ E.Coli菌 株 Ｂ Ｌ ２ １ ｐ Ｌ ｙ ｓ
Ｓ に 別 個 に 形 質 転 換 し 、 単 一 の ア ン ピ シ リ ン 耐 性 コ ロ ニ ー を Ｔ Ｙ Ｐ （ ア ン ピ シ リ ン １ ０ ０
μ ｇ ／ ｍ Ｌ ） 培 地 中 ３ ７ ℃ で Ｏ Ｄ ６ ０ ０ が ０ ． ４ に な る ま で 増 殖 さ せ て か ら ０ ． ５ ｍ Ｍ 　
Ｉ Ｐ Ｔ Ｇ に よ っ て タ ン パ ク 質 発 現 を 誘 導 し た 。 誘 導 か ら ３ 時 間 後 に Beckman J-6Bを 用 い て
４ ０ ０ ０ ｒ ｐ ｍ で ３ ０ 分 間 遠 心 分 離 し て 細 胞 を 回 収 し た 。 細 胞 の ペ レ ッ ト を 、 ５ ０ ｍ Ｍ ト
リ ス － Ｈ Ｃ ｌ 、 ２ ５ ％ （ ｗ ／ ｖ ） ス ク ロ ー ス 、 １ ｍ Ｍ 　 Ｎ ａ Ｅ Ｄ Ｔ Ａ 、 ０ ． １ ％ （ ｗ ／ ｖ
） ア ジ 化 ナ ト リ ウ ム 、 １ ０ ｍ Ｍ 　 Ｄ Ｔ Ｔ 、 ｐ Ｈ ８ ． ０ を 含 有 す る 緩 衝 液 に 再 懸 濁 し た 。 終
夜 の 凍 結 融 解 ス テ ッ プ 後 、 再 懸 濁 し た 細 胞 を 、 Ｍ ｉ ｌ ｓ ｏ ｎ ｉ ｘ 　 Ｘ Ｌ ２ ０ ２ ０ 超 音 波 処
理 器 中 で 直 径 １ ２ ｍ ｍ の 標 準 プ ロ ー ブ を 用 い て １ 分 の バ ー ス ト で 合 計 約 １ ０ 分 間 超 音 波 処
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理 し た 。 封 入 体 の ペ レ ッ ト を Ｂ ｅ ｃ ｋ ｍ ａ ｎ 　 Ｊ ２ － ２ １ 遠 心 分 離 器 を 用 い て １ ３ ０ ０ ０
ｒ ｐ ｍ で ３ ０ 分 間 遠 心 分 離 し て 回 収 し た 。 次 い で 、 洗 浄 剤 に よ る 洗 浄 を ３ 回 実 施 し て 細 胞
片 及 び メ ン ブ レ ン 成 分 を 除 去 し た 。 毎 回 、 ト リ ト ン 緩 衝 液 （ ５ ０ ｍ Ｍ ト リ ス － Ｈ Ｃ ｌ 、 ０
． ５ ％ ト リ ト ン Ｘ １ ０ ０ 、 ２ ０ ０ ｍ Ｍ 　 Ｎ ａ Ｃ ｌ 、 １ ０ ｍ Ｍ 　 Ｎ ａ Ｅ Ｄ Ｔ Ａ 、 ０ ． １ ％ （
ｗ ／ ｖ ） ア ジ 化 ナ ト リ ウ ム 、 ２ ｍ Ｍ 　 Ｄ Ｔ Ｔ 、 ｐ Ｈ ８ ． ０ ） で 封 入 体 ペ レ ッ ト を ホ モ ジ ナ
イ ズ し た 後 に 、 Ｂ ｅ ｃ ｋ ｍ ａ ｎ 　 Ｊ ２ － ２ １ を 用 い て １ ３ ０ ０ ０ ｒ ｐ ｍ で １ ５ 分 間 遠 心 分
離 し て ペ レ ッ ト 化 し た 。 次 い で 、 以 下 の 緩 衝 液 、 す な わ ち 、 ５ ０ ｍ Ｍ ト リ ス － Ｈ Ｃ ｌ 、 １
ｍ Ｍ 　 Ｎ ａ Ｅ Ｄ Ｔ Ａ 、 ０ ． １ ％ （ ｗ ／ ｖ ） ア ジ 化 ナ ト リ ウ ム 、 ２ ｍ Ｍ 　 Ｄ Ｔ Ｔ 、 ｐ Ｈ ８ ．
０ 中 で 同 様 に 洗 浄 し て 、 洗 浄 剤 及 び 塩 を 除 去 し た 。 最 後 に 、 封 入 体 を ３ ０ ｍ ｇ の 一 定 分 量
に 分 割 し て 、 － ７ ０ ℃ で 凍 結 さ せ た 。 ６ Ｍ グ ア ニ ジ ン － Ｈ Ｃ ｌ で 可 溶 化 し 、 Bradford色 素
結 合 ア ッ セ イ （ Ｐ ｅ ｒ Ｂ ｉ ｏ ） で 測 定 す る こ と に よ っ て 、 封 入 体 タ ン パ ク 質 収 率 を 定 量 し
た 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 可 溶 化 し た 各 封 入 体 鎖 約 ３ ０ ｍ ｇ （ す な わ ち 、 １ μ モ ル ） を 凍 結 貯 蔵 物 か ら 融 解 し 、 次
い で 試 料 を 混 合 し 、 そ の 混 合 物 を グ ア ニ ジ ン 溶 液 （ ６ Ｍ グ ア ニ ジ ン － 塩 酸 塩 、 １ ０ ｍ Ｍ 酢
酸 ナ ト リ ウ ム 、 １ ０ ｍ Ｍ 　 Ｅ Ｄ Ｔ Ａ ） １ ５ ｍ Ｌ に 希 釈 し て 、 鎖 が 完 全 に 変 性 さ れ た こ と を
確 認 し た 。 次 い で 、 十 分 に 還 元 さ れ 変 性 さ れ た TCR鎖 を 含 有 す る グ ア ニ ジ ン 溶 液 を 、 １ リ
ッ ト ル の 以 下 の リ フ ォ ー ル デ ィ ン グ 緩 衝 液 、 す な わ ち 、 １ ０ ０ ｍ Ｍ ト リ ス 　 ｐ Ｈ ８ ． ５ 、
４ ０ ０ ｍ Ｍ 　 Ｌ － ア ル ギ ニ ン 、 ２ ｍ Ｍ 　 Ｅ Ｄ Ｔ Ａ 、 ５ ｍ Ｍ 還 元 グ ル タ チ オ ン 、 ０ ． ５ ｍ Ｍ
酸 化 グ ル タ チ オ ン 、 ５ Ｍ 尿 素 、 ０ ． ２ ｍ Ｍ 　 Ｐ Ｍ Ｓ Ｆ 中 に 注 入 し た 。 こ の 溶 液 を ２ ４ 時 間
静 置 し た 。 次 い で 、 リ フ ォ ー ル デ ィ ン グ 体 を ２ 回 、 す な わ ち 、 最 初 に １ ０ リ ッ ト ル の １ ０
０ ｍ Ｍ 尿 素 で 、 次 に １ ０ リ ッ ト ル の １ ０ ０ ｍ Ｍ 尿 素 、 １ ０ ｍ Ｍ ト リ ス 　 ｐ Ｈ ８ ． ０ で 透 析
し た 。 リ フ ォ ー ル デ ィ ン グ と 透 析 の 両 方 の ス テ ッ プ を ６ ～ ８ ℃ で 実 施 し た 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 透 析 し た リ フ ォ ー ル デ ィ ン グ 体 を POROS 50HQ陰 イ オ ン 交 換 カ ラ ム に 充 填 し 、 Ａ ｋ ｔ ａ 精
製 装 置 (Pharmacia)を 用 い て ５ ０ カ ラ ム 体 積 に わ た る ０ ～ ５ ０ ０ ｍ Ｍ の Ｎ ａ Ｃ ｌ 勾 配 で 、
結 合 し た タ ン パ ク 質 を 図 ４ の よ う に 溶 出 さ せ る こ と に よ っ て 、 分 解 生 成 物 及 び 不 純 物 か ら
sTCRを 分 離 さ せ た 。 ピ ー ク 画 分 を ４ ℃ で 貯 蔵 し 、 ク ー マ シ ー 染 色 Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ （ 図 ５
） に よ っ て 分 析 し た 後 、 プ ー ル し 濃 縮 し た 。 最 後 に 、 Ｈ Ｂ Ｓ － Ｅ Ｐ 緩 衝 液 （ １ ０ ｍ Ｍ 　 Ｈ
Ｅ Ｐ Ｅ Ｓ 　 ｐ Ｈ ７ ． ４ 、 １ ５ ０ ｍ Ｍ 　 Ｎ ａ Ｃ ｌ 、 ３ ． ５ ｍ Ｍ 　 Ｅ Ｄ Ｔ Ａ 、 ０ ． ０ ５ ％ ノ ニ
デ ッ ト ｐ ４ ０ ） 中 で 予 め 平 衡 化 さ せ た Superdex　 ２ ０ ０ Ｈ Ｒ ゲ ル ろ 過 カ ラ ム （ 図 ６ ） を 用
い て sTCRを 精 製 し そ の 特 徴 を 調 べ た 。 約 ５ ０ ｋ Ｄ ａ の 相 対 分 子 量 で 溶 出 し た ピ ー ク を プ ー
ル し 濃 縮 し た 後 、 BIAcore表 面 プ ラ ズ モ ン 共 鳴 分 析 に よ っ て そ の 特 徴 を 調 べ た 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 実 験 例 ３ ： 　 特 定 の ｐ Ｍ Ｈ Ｃ に 結 合 す る sTCRの BIAcore表 面 プ ラ ズ モ ン 共 鳴 キ ャ ラ ク タ
リ ゼ ー シ ョ ン
　 表 面 プ ラ ズ モ ン 共 鳴 バ イ オ セ ン サ ー （ BIAcore 3000（ 商 標 ） ） を 用 い て 、 ペ プ チ ド － Ｍ
Ｈ Ｃ リ ガ ン ド に 対 す る sTCRの 結 合 性 を 分 析 し た 。 こ の 分 析 は 、 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン で 被 覆
さ れ た 結 合 表 面 に 半 配 向 し て 固 定 さ れ た （ 以 下 に 記 載 す る ） 単 一 の ｐ Ｍ Ｈ Ｃ 複 合 体 を 作 製
す る こ と に よ っ て 容 易 に な り 、 （ 別 個 の フ ロ ー セ ル 上 に 固 定 さ れ た ） 最 高 ４ 種 類 の 異 な る
ｐ Ｍ Ｈ Ｃ に 対 す る 可 溶 性 Ｔ 細 胞 受 容 体 の 結 合 性 を 同 時 に 効 率 的 に 試 験 す る こ と が 可 能 に な
る 。 Ｈ Ｌ Ａ 複 合 体 を 手 動 で 注 入 す る こ と に よ っ て 、 固 定 ク ラ ス Ｉ 分 子 の 正 確 な 濃 度 を 容 易
に 操 作 で き る よ う に な る 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 こ の よ う な 固 定 複 合 体 は 、 可 溶 相 に い ず れ も 注 入 す る こ と が で き る Ｔ 細 胞 受 容 体 及 び 補
助 受 容 体 Ｃ Ｄ ８ α α の 両 方 に 結 合 す る こ と が で き る 。 TCRの 特 異 的 結 合 は 低 濃 度 （ 少 な く
と も ４ ０ μ ｇ ／ ｍ Ｌ ） で も 得 ら れ 、 こ の こ と は TCRが 比 較 的 安 定 で あ る こ と を 意 味 す る 。 s
TCRは 、 可 溶 相 で 使 用 し て も 固 定 相 で 使 用 し て も 、 そ の ｐ Ｍ Ｈ Ｃ 結 合 諸 特 性 が 定 性 的 及 び
定 量 的 に 類 似 し て い る こ と が 認 め ら れ て い る 。 こ れ は 、 可 溶 性 種 の 活 性 を 部 分 的 に 制 御 す
る の に 重 要 で あ り 、 ビ オ チ ン 化 ｐ Ｍ Ｈ Ｃ 複 合 体 が 非 ビ オ チ ン 化 複 合 体 と 生 物 学 的 に 同 等 の
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活 性 を 有 す る こ と も 示 唆 し て い る 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 構 成 要 素 の サ ブ ユ ニ ッ ト タ ン パ ク 質 及 び 合 成 ペ プ チ ド を 含 有 し 細 菌 に よ っ て 発 現 さ れ る
封 入 体 か ら 、 ビ オ チ ン 化 ク ラ ス Ｉ 　 Ｈ Ｌ Ａ － Ａ ２ － ペ プ チ ド 複 合 体 を イ ン ビ ト ロ で リ フ ォ
ー ル デ ィ ン グ さ せ 、 次 い で 精 製 し 、 イ ン ビ ト ロ で 酵 素 に よ っ て ビ オ チ ン 化 し た (O’ Callag
han等 (1999)Anal.Biochem.266： 9～ 15)。 Ｈ Ｌ Ａ 重 鎖 は 、 適 切 な 構 築 物 に お い て タ ン パ ク
質 の 膜 貫 通 領 域 及 び 細 胞 質 領 域 を 置 換 す る Ｃ 末 端 ビ オ チ ン 化 タ グ と 共 に 発 現 さ れ た 。 約 ７
５ ｍ ｇ ／ リ ッ ト ル 細 菌 培 養 物 の 封 入 体 発 現 レ ベ ル が 得 ら れ た 。 Ｈ Ｌ Ａ 軽 鎖 又 は β ２ － ミ ク
ロ グ ロ ブ リ ン も 、 E.Coliに お い て 適 切 な 構 築 物 か ら 約 ５ ０ ０ ｍ ｇ ／ リ ッ ト ル 細 菌 培 養 物 の
濃 度 で 封 入 体 と し て 発 現 さ れ た 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 E.Coli細 胞 を 溶 解 し 封 入 体 を 純 度 約 ８ ０ ％ に 精 製 し た 。 封 入 体 か ら の タ ン パ ク 質 を ６ Ｍ
グ ア ニ ジ ン － Ｈ Ｃ ｌ 、 ５ ０ ｍ Ｍ ト リ ス 　 ｐ Ｈ ８ ． １ 、 １ ０ ０ ｍ Ｍ 　 Ｎ ａ Ｃ ｌ 、 １ ０ ｍ Ｍ 　
Ｄ Ｔ Ｔ 、 １ ０ ｍ Ｍ 　 Ｅ Ｄ Ｔ Ａ 中 で 変 性 し 、 単 一 パ ル ス の 変 性 タ ン パ ク 質 を ５ ℃ 未 満 の リ フ
ォ ー ル デ ィ ン グ 緩 衝 液 に 添 加 す る こ と に よ っ て 、 ３ ０ ｍ ｇ ／ リ ッ ト ル 重 鎖 、 ３ ０ ｍ ｇ ／ リ
ッ ト ル β ２ ｍ の 濃 度 で 、 ０ ． ４ Ｍ 　 Ｌ － ア ル ギ ニ ン － Ｈ Ｃ ｌ 、 １ ０ ０ ｍ Ｍ ト リ ス 　 ｐ Ｈ ８
． １ 、 ３ ． ７ ｍ Ｍ 　 シ ス タ ミ ン 、 ｍ Ｍ 　 シ ス テ ア ミ ン 、 ４ ｍ ｇ ／ ｍ Ｌ ペ プ チ ド （ 例 え ば 、
ｔ ａ ｘ 　 １ １ － １ ９ ） 中 に リ フ ォ ー ル デ ィ ン グ し た 。 リ フ ォ ー ル デ ィ ン グ は 、 ４ ℃ に お い
て 、 １ 時 間 以 上 で 完 結 さ せ る こ と が で き た 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 １ ０ 倍 容 量 の １ ０ ｍ Ｍ 　 ト リ ス 　 ｐ Ｈ ８ ． １ 中 で 透 析 し て 緩 衝 液 を 交 換 し た 。 溶 液 の イ
オ ン 強 度 を 十 分 低 下 さ せ る に は ２ 回 緩 衝 液 を 変 え る 必 要 が あ っ た 。 次 い で 、 タ ン パ ク 質 溶
液 を 、 １ ． ５ μ ｍ 酢 酸 セ ル ロ ー ス フ ィ ル タ ー を 通 し て ろ 過 し 、 POROS 50HQ陰 イ オ ン 交 換 カ
ラ ム に 充 填 し た （ 総 容 積 ８ ｍ Ｌ ） 。 タ ン パ ク 質 を 線 状 ０ ～ ５ ０ ０ ｍ Ｍ 　 Ｎ ａ Ｃ ｌ 勾 配 で 溶
出 さ せ た 。 Ｈ Ｌ Ａ － Ａ ２ － ペ プ チ ド 複 合 体 は 約 ２ ５ ０ ｍ Ｍ 　 Ｎ ａ Ｃ ｌ で 溶 出 し 、 ピ ー ク 画
分 を 収 集 し 、 プ ロ テ ア ー ゼ 阻 害 剤 の カ ク テ ル (Calbiochem)を 添 加 し 、 そ の 画 分 を 氷 上 で 冷
却 し た 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 ビ オ チ ン 化 タ グ 付 き Ｈ Ｌ Ａ 複 合 体 の 緩 衝 液 を 、 同 じ 緩 衝 液 で 平 衡 化 さ せ た Ｐ ｈ ａ ｒ ｍ ａ
ｃ ｉ ａ の 急 速 脱 塩 カ ラ ム を 用 い て 、 １ ０ ｍ Ｍ ト リ ス 　 ｐ Ｈ ８ ． １ 、 ５ ｍ Ｍ 　 Ｎ ａ Ｃ ｌ と 交
換 し た 。 タ ン パ ク 質 含 有 画 分 を 、 溶 出 後 速 や か に 氷 冷 し 、 プ ロ テ ア ー ゼ 阻 害 剤 カ ク テ ル (C
albiochem)を 添 加 し た 。 次 い で 、 ビ オ チ ン 化 試 薬 を 添 加 し た ： １ ｍ Ｍ ビ オ チ ン 、 ５ ｍ Ｍ 　
Ａ Ｔ Ｐ （ ｐ Ｈ ８ に 緩 衝 ） 、 ７ ． ５ ｍ Ｍ 　 Ｍ ｇ Ｃ ｌ ２ 、 及 び ５ μ ｇ ／ ｍ Ｌ 　 Ｂ ｉ ｒ Ａ 酵 素 （
O’ Callaghan等 (1999)Anal.Biochem.266： 9～ 15に 従 っ て 精 製 し た ） 。 次 い で 、 こ の 混 合
物 を 室 温 で 終 夜 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 ゲ ル ろ 過 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ を 用 い て ビ オ チ ン 化 Ｈ Ｌ Ａ 複 合 体 を 精 製 し た 。 ろ 過 し た Ｐ Ｂ
Ｓ を 用 い て Pharmacia Superdex 75 HR 10/30カ ラ ム を 予 め 平 衡 化 し 、 １ ｍ Ｌ の ビ オ チ ン 化
反 応 混 合 物 を 充 填 し 、 Ｐ Ｂ Ｓ を 用 い て ０ ． ５ ｍ Ｌ ／ ｍ ｉ ｎ で 展 開 し た 。 ビ オ チ ン 化 Ｈ Ｌ Ａ
複 合 体 は 、 約 １ ５ ｍ Ｌ で 単 一 ピ ー ク と し て 溶 出 し た 。 タ ン パ ク 質 を 含 有 す る 画 分 を プ ー ル
し 、 氷 冷 し 、 プ ロ テ ア ー ゼ 阻 害 剤 カ ク テ ル を 添 加 し た 。 ク ー マ シ ー 結 合 ア ッ セ イ （ Ｐ ｅ ｒ
Ｂ ｉ ｏ ） に よ っ て タ ン パ ク 質 濃 度 を 決 定 し 、 一 定 量 の ビ オ チ ン 化 Ｈ Ｌ Ａ 複 合 体 を － ２ ０ ℃
で 凍 結 保 存 し た 。 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン を 標 準 ア ミ ン カ ッ プ リ ン グ 法 に よ っ て 固 定 し た 。
【 ０ ０ ９ １ 】
　 新 規 鎖 間 結 合 を 含 む Ａ ６ 　 Ｔ ａ ｘ 　 sTCRと 、 そ の リ ガ ン ド ／ Ｍ Ｈ Ｃ 複 合 体 又 は そ の 生 成
に つ い て 上 述 し た 無 関 係 な Ｈ Ｌ Ａ － ペ プ チ ド 化 合 物 と の 相 互 作 用 を 、 BIAcore　 ３ ０ ０ ０
（ 商 標 ） 表 面 プ ラ ズ モ ン 共 鳴 （ Ｓ Ｐ Ｒ ） バ イ オ セ ン サ ー を 用 い て 分 析 し た 。 受 容 体 リ ガ ン
ド 相 互 作 用 を 検 出 し 、 そ れ ら の 親 和 性 及 び 動 力 学 パ ラ メ ー タ を 解 析 す る の に 用 い る こ と が
で き る 原 理 で あ る 、 小 さ な フ ロ ー セ ル 内 の セ ン サ ー 表 面 近 く の 応 答 単 位 （ Ｒ Ｕ ） で 表 さ れ
る 屈 折 率 変 化 が 、 Ｓ Ｐ Ｒ に よ っ て 測 定 さ れ る 。 β ２ ｍ 上 に 架 橋 結 合 さ れ た ビ オ チ ン と 、 フ
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ロ ー セ ル の 活 性 化 さ れ た 表 面 に 化 学 的 に 架 橋 結 合 さ れ た ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン と を 結 合 さ せ
て 、 個 々 の Ｈ Ｌ Ａ － ペ プ チ ド 複 合 体 を 別 個 の フ ロ ー セ ル 中 に 固 定 す る こ と に よ っ て 、 プ ロ
ー ブ フ ロ ー セ ル を 調 製 し た 。 次 い で 、 異 な る フ ロ ー セ ル の 表 面 を 一 定 流 量 で sTCRを 通 過 さ
せ 、 そ の Ｓ Ｐ Ｒ 応 答 を 測 定 す る こ と に よ っ て ア ッ セ イ を 実 施 し た 。 ま ず 、 ２ つ の 異 な る 表
面 、 す な わ ち 、 約 ５ ０ ０ ０ Ｒ Ｕ の 特 異 的 ペ プ チ ド － Ｈ Ｌ Ａ 複 合 体 で 被 覆 さ れ た 表 面 と 約 ５
０ ０ ０ Ｒ Ｕ の 非 特 異 的 ペ プ チ ド － Ｈ Ｌ Ａ 複 合 体 で 被 覆 さ れ た も う １ つ の 表 面 に わ た っ て ５
μ Ｌ ／ ｍ ｉ ｎ の 一 定 流 量 で sTCRを 通 過 さ せ る こ と に よ っ て 相 互 作 用 の 特 異 性 を 確 認 し た （
図 ７ 挿 入 グ ラ フ ） 。 可 溶 性 sTCRを 、 一 定 流 量 か つ 様 々 な 濃 度 で ペ プ チ ド － Ｈ Ｌ Ａ 複 合 体 に
注 入 し て バ ッ ク グ ラ ウ ン ド 共 鳴 を 確 定 し た 。 図 ７ に 示 す よ う に 、 こ れ ら の 対 照 測 定 の 値 を
特 異 的 ペ プ チ ド － Ｈ Ｌ Ａ 複 合 体 に よ っ て 得 ら れ る 値 か ら 差 し 引 き 、 そ の 値 を 用 い て 解 離 定
数 Ｋ ｄ と し て 表 さ れ る 結 合 親 和 性 を 計 算 し た (Price&Dwek、 Principles and Problems in 
Physical Chemistry for Biochemists(2n d  Edition)1979、 Clarendon Press、 Oxford)。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 得 ら れ た Ｋ ｄ 値 （ １ ． ８ μ Ｍ ） は 、 新 規 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 の な い Ａ ６ 　 Ｔ ａ ｘ 　 sTCRと
ｐ Ｍ Ｈ Ｃ の 相 互 作 用 に 対 す る 報 告 値 (0.91μ M-Ding等 、 1999、 Inmmunity 11： 45～ 56)に 近
い 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 実 験 例 ４ ： 　 新 規 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 を 含 む 可 溶 性 Ｊ Ｍ ２ ２ 　 TCRの 生 成
　 実 験 例 １ に お い て 調 製 し た 可 溶 性 A6 TCRの β 鎖 は 、 連 結 部 位 と し て 使 用 す る の に 適 し た
Ｂ ｇ ｌ Ｉ Ｉ 制 限 酵 素 切 断 部 位 （ Ａ Ａ Ｇ Ｃ Ｔ Ｔ ） を 天 然 配 列 中 に 含 む 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 Ｐ Ｃ Ｒ 突 然 変 異 誘 発 を 以 下 の よ う に 実 施 し て Ｂ ａ ｍ Ｈ １ 制 限 酵 素 切 断 部 位 （ Ｇ Ｇ Ａ Ｔ Ｃ
Ｃ ） を 可 溶 性 A6 TCRの α 鎖 、 新 規 シ ス テ イ ン コ ド ン の ５ ’ に 導 入 し た 。 図 ２ ａ に 記 載 し た
配 列 を こ の 突 然 変 異 誘 発 用 テ ン プ レ ー ト と し て 用 い た 。 以 下 の プ ラ イ マ ー を 使 用 し た 。
【 化 １ 】
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 プ ラ ス ミ ド １ ０ ０ ｎ ｇ を １ ０ ｍ Ｍ 　 ｄ Ｎ Ｔ Ｐ ５ μ Ｌ 、 １ ０ ｘ Ｐ ｆ ｕ 緩 衝 液 (Stratagene)
２ ５ μ Ｌ 、 Ｐ ｆ ｕ ポ リ メ ラ ー ゼ (Stratagene)１ ０ 単 位 と 混 合 し 、 Ｈ ２ Ｏ を 用 い て 最 終 体 積
を ２ ４ ０ μ Ｌ に 調 整 し た 。 こ の 混 合 物 ４ ８ μ Ｌ に 、 最 終 反 応 体 積 ５ ０ μ Ｌ 中 最 終 濃 度 が ０
． ２ μ Ｍ に な る よ う に 希 釈 し た プ ラ イ マ ー を 補 充 し た 。 ９ ５ ℃ ３ ０ 秒 の 初 期 変 性 ス テ ッ プ
の 後 、 Ｈ ｙ ｂ ａ ｉ ｄ 　 Ｐ Ｃ Ｒ 発 現 Ｐ Ｃ Ｒ 装 置 を 用 い て 、 反 応 混 合 物 を １ ５ ラ ウ ン ド の 変 性
（ ９ ５ ℃ 、 ３ ０ 秒 ） 、 ア ニ ー リ ン グ （ ５ ５ ℃ 、 ６ ０ 秒 ） 及 び 伸 長 （ ７ ３ ℃ 、 ８ 分 ） に 供 し
た 。 次 い で 、 こ の 生 成 物 を 、 Ｄ ｐ ｎ Ｉ 制 限 酵 素 (New England Biolabs)１ ０ 単 位 を 用 い て
３ ７ ℃ で ５ 時 間 消 化 し た 。 消 化 さ れ た 反 応 物 １ ０ μ Ｌ を コ ン ピ テ ン ト Ｘ Ｌ １ － Ｂ ｌ ｕ ｅ 細
菌 に 形 質 転 換 し て 、 ３ ７ ℃ で １ ８ 時 間 増 殖 さ せ た 。 単 一 コ ロ ニ ー を 選 択 し 、 Ｔ Ｙ Ｐ ＋ ア ン
ピ シ リ ン （ １ ６ ｇ ／ Ｌ バ ク ト ト リ プ ト ン 、 １ ６ ｇ ／ Ｌ 酵 母 抽 出 物 、 ５ ｇ ／ Ｌ Ｎ ａ Ｃ ｌ 、 ２
． ５ ｇ ／ Ｌ Ｋ ２ Ｈ Ｐ Ｏ ４ 、 １ ０ ０ ｍ ｇ ／ Ｌ ア ン ピ シ リ ン ） ５ ｍ Ｌ 中 で 終 夜 増 殖 さ せ た 。 Ｑ
Ｉ Ａ ｇ ｅ ｎ ミ ニ プ レ ッ プ カ ラ ム を 用 い て 製 造 者 の 指 示 に 従 っ て プ ラ ス ミ ド Ｄ Ｎ Ａ を 精 製 し
、 オ ッ ク ス フ ォ ー ド 大 学 生 化 学 科 の 配 列 決 定 施 設 に お け る 自 動 配 列 決 定 に よ っ て そ の 配 列
を 確 認 し た 。 α 鎖 に 導 入 さ れ た 突 然 変 異 は 「 サ イ レ ン ト 」 で あ り 、 し た が っ て こ の 鎖 の ア
ミ ノ 酸 配 列 は 、 図 ３ Ａ に 詳 述 さ れ た も の と 同 じ で あ る 。 突 然 変 異 α 鎖 の Ｄ Ｎ Ａ 配 列 を 図 ８
Ａ に 示 す 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 新 規 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 が 組 み 込 ま れ た 可 溶 性 Ｊ Ｍ ２ ２ 　 TCRを 生 成 さ せ る た め に 、 α 鎖
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Ｂ ａ ｍ Ｈ １ 及 び β 鎖 Ｂ ｇ ｌ Ｉ Ｉ 制 限 酵 素 切 断 部 位 を 含 む A6 TCRプ ラ ス ミ ド を テ ン プ レ ー ト
と し て 使 用 し た 。 以 下 の プ ラ イ マ ー を 使 用 し た 。
【 化 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 Ｊ Ｍ ２ ２ 　 TCRα 鎖 及 び β 鎖 構 築 物 を 以 下 の よ う に Ｐ Ｃ Ｒ ク ロ ー ニ ン グ に よ っ て 得 た 。
上 述 の プ ラ イ マ ー 及 び Ｊ Ｍ ２ ２ 　 TCR鎖 を 含 む テ ン プ レ ー ト を 用 い て Ｐ Ｃ Ｒ 反 応 を 実 施 し
た 。 Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 を 該 当 す る 制 限 酵 素 で 消 化 し 、 ｐ Ｇ Ｍ Ｔ ７ に ク ロ ー ン 化 し て 発 現 プ ラ ス ミ
ド を 得 た 。 プ ラ ス ミ ド 挿 入 断 片 の 配 列 を 、 自 動 Ｄ Ｎ Ａ 配 列 決 定 に よ っ て 確 認 し た 。 図 ８ ｂ
及 び ８ ｃ に 、 Ｊ Ｍ ２ ２ 　 TCRの 突 然 変 異 α 鎖 及 び β 鎖 そ れ ぞ れ の Ｄ Ｎ Ａ 配 列 を 示 す 。 図 ９
ａ 及 び ９ ｂ に 、 得 ら れ た ア ミ ノ 酸 配 列 を 示 す 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
　 実 験 例 １ 及 び ２ に 記 載 し た よ う に 、 そ れ ぞ れ の TCR鎖 が 発 現 さ れ 、 共 に リ フ ォ ー ル デ ィ
ン グ さ れ 、 精 製 さ れ た 。 図 １ ０ に 、 点 線 で 示 し た ０ ～ ５ ０ ０ ｍ Ｍ の Ｎ ａ Ｃ ｌ 勾 配 を 用 い た
POROS 50HQカ ラ ム か ら 溶 出 し た 可 溶 性 ジ ス ル フ ィ ド 連 結 Ｊ Ｍ ２ ２ 　 TCRタ ン パ ク 質 の 溶 出
を 示 す 。 図 １ １ に 、 図 １ ０ に 示 し た カ ラ ム 分 析 画 分 の 還 元 Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ （ ク ー マ シ ー
染 色 ） 及 び 非 還 元 Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ （ ク ー マ シ ー 染 色 ） の 両 方 の ゲ ル の 結 果 を 示 す 。 ピ ー
ク １ が 鎖 間 ジ ス ル フ ィ ド 連 結 さ れ た TCRヘ テ ロ ダ イ マ ー を 含 む こ と は 明 ら か で あ る 。 図 １
２ に 、 図 １ ０ の ピ ー ク １ か ら プ ー ル さ れ た 画 分 の サ イ ズ 排 除 カ ラ ム か ら の タ ン パ ク 質 溶 出
を 示 す 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
　 ｐ Ｍ Ｈ Ｃ に 対 す る Ｊ Ｍ ２ ２ 　 TCRの 結 合 の BIAcore分 析 を 、 実 験 例 ３ に 記 載 し た よ う に 実
施 し た 。 図 １ ３ ａ に 、 Ｈ Ｌ Ａ － Ｆ ｌ ｕ 複 合 体 に 対 す る ジ ス ル フ ィ ド 連 結 Ｊ Ｍ ２ ２ 可 溶 性 TC
Rの 特 異 的 結 合 の BIAcore分 析 結 果 を 示 す 。 図 １ ３ ｂ に 、 ジ ス ル フ ィ ド 連 結 Ｊ Ｍ ２ ２ 可 溶 性
TCRの 単 回 投 与 の 対 照 と 比 較 し た 結 合 応 答 を 示 す 。 Ｈ Ｌ Ａ － Ｆ Ｌ Ｕ 複 合 体 に 対 す る こ の ジ
ス ル フ ィ ド 連 結 TCRの Ｋ ｄ は ７ ． ９ ± ０ ． ５ １ μ Ｍ と 決 定 さ れ た 。
【 ０ １ ０ ０ 】
　 実 験 例 ５ ： 　 新 規 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 を 含 む 可 溶 性 NY-ESO TCRの 生 成
　 NY-ESO TCRを コ ー ド す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 、 Enzo Cerundolo(Institute of MolecuLar Medici
ne、 University of Oxford)に よ っ て 提 供 さ れ た Ｔ 細 胞 か ら 既 知 の 技 術 に 従 っ て 単 離 し た
。 NY-ESO TCRを コ ー ド す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 、 ｍ Ｒ Ｎ Ａ を 逆 転 写 酵 素 で 処 理 す る こ と に よ っ て 生
成 さ せ た 。
【 ０ １ ０ １ 】
　 新 規 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 が 組 み 込 ま れ た 可 溶 性 NY-ESO TCRを 生 成 さ せ る た め に 、 α 鎖 Ｂ ａ
ｍ Ｈ Ｉ 及 び β 鎖 Ｂ ｇ ｌ Ｉ Ｉ 制 限 酵 素 切 断 部 位 を 含 む A6 TCRプ ラ ス ミ ド を 実 験 例 ４ に 記 載 し
た よ う に テ ン プ レ ー ト と し て 使 用 し た 。 以 下 の プ ラ イ マ ー を 使 用 し た 。

10

20

30

40

50

(21) JP 2005-514006 A 2005.5.19



【 化 ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ０ ２ 】
　 NY-ESO TCRα 鎖 及 び β 鎖 構 築 物 を 以 下 の よ う に Ｐ Ｃ Ｒ ク ロ ー ニ ン グ に よ っ て 得 た 。 上 述
の プ ラ イ マ ー 及 び NY-ESO TCR鎖 を 含 む テ ン プ レ ー ト を 用 い て Ｐ Ｃ Ｒ 反 応 を 実 施 し た 。 Ｐ Ｃ
Ｒ 産 物 を 該 当 す る 制 限 酵 素 で 消 化 し 、 ｐ Ｇ Ｍ Ｔ ７ に ク ロ ー ン 化 し て 発 現 プ ラ ス ミ ド を 得 た
。 プ ラ ス ミ ド 挿 入 断 片 の 配 列 を 、 自 動 Ｄ Ｎ Ａ 配 列 決 定 に よ っ て 確 認 し た 。 図 １ ４ ａ 及 び １
４ ｂ に 、 NY-ESO TCRの 突 然 変 異 α 鎖 及 び β 鎖 そ れ ぞ れ の Ｄ Ｎ Ａ 配 列 を 示 す 。 図 １ ５ ａ 及 び
１ ５ ｂ に 、 得 ら れ た ア ミ ノ 酸 配 列 を 示 す 。
【 ０ １ ０ ３ 】
　 プ ロ ト コ ル に お け る 以 下 の 変 更 点 を 除 い て 実 験 例 １ 及 び ２ に 記 載 し た よ う に 、 そ れ ぞ れ
の TCR鎖 が 発 現 さ れ 、 共 に リ フ ォ ー ル デ ィ ン グ さ れ 、 精 製 さ れ た 。
【 ０ １ ０ ４ 】
　 可 溶 性 TCRの 変 性 ； 可 溶 化 さ れ た TCRβ 鎖 封 入 体 ３ ０ ｍ ｇ 及 び 可 溶 化 さ れ た TCRα 鎖 封 入
体 ６ ０ ｍ ｇ を 凍 結 貯 蔵 物 か ら 融 解 し た 。 封 入 体 を ６ Ｍ グ ア ニ ジ ン 溶 液 中 ５ ｍ ｇ ／ ｍ Ｌ の 最
終 濃 度 に 希 釈 し 、 Ｄ Ｔ Ｔ （ ２ Ｍ 貯 蔵 物 ） を 添 加 し て 最 終 濃 度 １ ０ ｍ Ｍ に し た 。 こ の 混 合 物
を ３ ７ ℃ で ３ ０ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。
【 ０ １ ０ ５ 】
　 可 溶 性 TCRの リ フ ォ ー ル デ ィ ン グ ： リ フ ォ ー ル デ ィ ン グ 緩 衝 液 １ Ｌ を ５ ℃ ± ３ ℃ で 激 し
く 撹 拌 し た 。 酸 化 還 元 対 （ ２ － メ ル カ プ ト エ チ ル ア ミ ン 及 び シ ス タ ミ ン （ そ れ ぞ れ 最 終 濃
度 ６ ． ６ ｍ Ｍ 及 び ３ ． ７ ｍ Ｍ ） ） を 添 加 し 、 そ の 約 ５ 分 後 に 変 性 TCR鎖 を 添 加 し た 。 次 い
で 、 こ の タ ン パ ク 質 を 、 ５ ℃ ± ３ ℃ で 約 ５ 時 間 ± １ ５ 分 撹 拌 し な が ら リ フ ォ ー ル デ ィ ン グ
さ せ た 。
【 ０ １ ０ ６ 】
　 リ フ ォ ー ル デ ィ ン グ さ れ た 可 溶 性 TCRの 透 析 ： リ フ ォ ー ル デ ィ ン グ さ れ た TCRを 、 Spectr
apor　 １ メ ン ブ レ ン （ Spectrum； 製 品 番 号 132670） を 用 い て 、 １ ０ Ｌ の １ ０ ｍ Ｍ ト リ ス 　
ｐ Ｈ ８ ． １ に 対 し て ５ ℃ ± ３ ℃ で １ ８ ～ ２ ０ 時 間 透 析 し た 。 こ の 時 間 が 経 過 し た 後 、 透 析
緩 衝 液 を 新 し い １ ０ ｍ Ｍ ト リ ス 　 ｐ Ｈ ８ ． １ （ １ ０ Ｌ ） に 変 え 、 ５ ℃ ± ３ ℃ で さ ら に ２ ０
～ ２ ２ 時 間 透 析 を 続 け た 。
【 ０ １ ０ ７ 】
　 図 １ ６ に 、 点 線 で 示 し た ０ ～ ５ ０ ０ ｍ Ｍ の Ｎ ａ Ｃ ｌ 勾 配 を 用 い た POROS 50HQカ ラ ム か ら
溶 出 し た 可 溶 性 Ｎ Ｙ － Ｅ Ｓ Ｏ ジ ス ル フ ィ ド 連 結 TCRタ ン パ ク 質 の 溶 出 を 示 す 。 図 １ ７ に 、
図 １ ６ に 示 し た カ ラ ム 分 析 画 分 の 還 元 Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ （ ク ー マ シ ー 染 色 ） 及 び 非 還 元 Ｓ
Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ （ ク ー マ シ ー 染 色 ） の 両 方 の ゲ ル の 結 果 を 示 す 。 ピ ー ク １ 及 び ２ が 鎖 間 ジ
ス ル フ ィ ド 連 結 さ れ た TCRヘ テ ロ ダ イ マ ー を 含 む こ と は 明 ら か で あ る 。 図 １ ８ に 、 図 １ ７
の ピ ー ク １ （ Ａ ） 及 び ピ ー ク ２ （ Ｂ ） か ら プ ー ル さ れ た 画 分 の サ イ ズ 排 除 ク ロ マ ト グ ラ フ
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ィ を 示 す 。 タ ン パ ク 質 は 、 ヘ テ ロ ダ イ マ ー に 対 応 す る 単 一 の 主 ピ ー ク と し て 溶 出 す る 。
【 ０ １ ０ ８ 】
　 ｐ Ｍ Ｈ Ｃ に 対 す る ジ ス ル フ ィ ド 連 結 NY-ESO TCRの 結 合 の BIAcore分 析 を 、 実 験 例 ３ に 記
載 し た よ う に 実 施 し た 。 図 １ ９ に 、 Ｈ Ｌ Ａ － NYESO複 合 体 に 対 す る ジ ス ル フ ィ ド 連 結 Ｎ Ｙ
－ Ｅ Ｓ Ｏ 可 溶 性 TCRの 特 異 的 結 合 の BIAcore分 析 結 果 を 示 す 。 Ａ ． ピ ー ク １ 、 Ｂ ． ピ ー ク ２
。
【 ０ １ ０ ９ 】
　 HLA-NY-ESO複 合 体 に 対 す る こ の ジ ス ル フ ィ ド 連 結 TCRの Ｋ ｄ は 、 ９ ． ４ ± ０ ． ８ ４ μ Ｍ
と 決 定 さ れ た 。
【 ０ １ １ ０ 】
　 実 験 例 ６ ： 　 新 規 ジ ス ル フ ィ ド 鎖 間 結 合 、 及 び 天 然 ジ ス ル フ ィ ド 鎖 間 結 合 を 形 成 す る の
に 必 要 な ２ つ の シ ス テ イ ン の う ち 少 な く と も １ つ を 含 む 可 溶 性 NY-ESO TCRの 生 成
　 新 規 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 、 及 び 天 然 ジ ス ル フ ィ ド 鎖 間 結 合 に 関 与 す る シ ス テ イ ン 残 基 の 少
な く と も １ つ が 組 み 込 ま れ た 可 溶 性 NY-ESO TCRを 生 成 さ せ る た め に 、 実 験 例 ４ に 記 載 し た
よ う に 、 α 鎖 Ｂ ａ ｍ Ｈ Ｉ 及 び β 鎖 Ｂ ｇ ｌ Ｉ Ｉ 制 限 酵 素 切 断 部 位 を 含 む プ ラ ス ミ ド を フ レ ー
ム ワ ー ク と し て 使 用 し た 。 以 下 の プ ラ イ マ ー を 使 用 し た 。
【 化 ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ １ １ 】
　 NY-ESO TCRα 鎖 及 び β 鎖 構 築 物 を 以 下 の よ う に Ｐ Ｃ Ｒ ク ロ ー ニ ン グ に よ っ て 得 た 。 上 述
の プ ラ イ マ ー 及 び NY-ESO TCR鎖 を 含 む テ ン プ レ ー ト を 用 い て Ｐ Ｃ Ｒ 反 応 を 実 施 し た 。 Ｐ Ｃ
Ｒ 産 物 を 該 当 す る 制 限 酵 素 で 消 化 し 、 ｐ Ｇ Ｍ Ｔ ７ に ク ロ ー ン 化 し て 発 現 プ ラ ス ミ ド を 得 た
。 プ ラ ス ミ ド 挿 入 断 片 の 配 列 を 、 自 動 Ｄ Ｎ Ａ 配 列 決 定 に よ っ て 確 認 し た 。 図 ２ ０ ａ 及 び ２
０ ｂ に 、 NY-ESO TCRの 突 然 変 異 α 鎖 及 び β 鎖 そ れ ぞ れ の Ｄ Ｎ Ａ 配 列 を 示 す 。 図 ２ １ ａ 及 び
２ １ ｂ に 、 得 ら れ た ア ミ ノ 酸 配 列 を 示 す 。
【 ０ １ １ ２ 】
　 非 天 然 ジ ス ル フ ィ ド 鎖 間 結 合 及 び 天 然 ジ ス ル フ ィ ド 鎖 間 結 合 の 両 方 を 含 む 可 溶 性 NY-ESO
 TCRを 生 成 さ せ る た め に 、 上 記 プ ラ イ マ ー の 両 方 を 用 い て 単 離 さ れ た Ｄ Ｎ Ａ を 使 用 し た 。
非 天 然 ジ ス ル フ ィ ド 鎖 間 結 合 、 及 び 天 然 ジ ス ル フ ィ ド 鎖 間 結 合 に 関 与 す る シ ス テ イ ン 残 基
の １ つ の み を 含 む 可 溶 性 NY-ESO TCRを 生 成 さ せ る た め に 、 上 記 プ ラ イ マ ー の １ つ と 実 験 例
５ か ら の 適 切 な プ ラ イ マ ー と を 用 い て 単 離 さ れ た Ｄ Ｎ Ａ を 使 用 し た 。
【 ０ １ １ ３ 】
　 実 験 例 ５ に 記 載 し た よ う に 、 そ れ ぞ れ の TCR鎖 が 発 現 さ れ 、 共 に リ フ ォ ー ル デ ィ ン グ さ
れ 、 精 製 さ れ た 。
【 ０ １ １ ４ 】
　 図 ２ ２ ～ ２ ４ に 、 点 線 で 示 し た ０ ～ ５ ０ ０ ｍ Ｍ の Ｎ ａ Ｃ ｌ 勾 配 を 用 い た POROS 50HQ陰 イ
オ ン 交 換 カ ラ ム か ら 溶 出 し た 可 溶 性 NY-ESO TCRα ｃ ｙ ｓ β ｃ ｙ ｓ （ す な わ ち 、 両 方 の 鎖 の
非 天 然 及 び 天 然 シ ス テ イ ン を 含 む ） 、 TCRα ｃ ｙ ｓ （ 両 方 の 鎖 の 非 天 然 シ ス テ イ ン を 含 む
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が α 鎖 の み の 天 然 シ ス テ イ ン し か 含 ま な い ） 、 及 び TCRβ ｃ ｙ ｓ （ 両 方 の 鎖 の 非 天 然 シ ス
テ イ ン を 含 む が β 鎖 の み の 天 然 シ ス テ イ ン し か 含 ま な い ） タ ン パ ク 質 の 溶 出 を 示 す 。 図 ２
５ 及 び ２ ６ に 、 図 ２ ２ ～ ２ ４ に 示 し た NY-ESO TCRα ｃ ｙ ｓ β ｃ ｙ ｓ 、 TCRα ｃ ｙ ｓ 及 び TCR
β ｃ ｙ ｓ カ ラ ム 分 析 画 分 の 還 元 Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ （ ク ー マ シ ー 染 色 ） ゲ ル 及 び 非 還 元 Ｓ Ｄ
Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ （ ク ー マ シ ー 染 色 ） ゲ ル そ れ ぞ れ の 結 果 を 示 す 。 こ れ ら は 、 鎖 間 ジ ス ル フ ィ
ド に よ っ て 連 結 さ れ た TCRヘ テ ロ ダ イ マ ー が 形 成 さ れ た こ と を 明 瞭 に 示 し て い る 。 図 ２ ７
～ ２ ９ に 、 そ れ ぞ れ 図 ２ ２ ～ ２ ４ に 示 し た NY-ESO TCRα ｃ ｙ ｓ β ｃ ｙ ｓ 、 TCRα ｃ ｙ ｓ 及
び TCRβ ｃ ｙ ｓ 陰 イ オ ン 交 換 カ ラ ム 分 析 か ら プ ー ル さ れ た 画 分 の ゲ ル ろ 過 ク ロ マ ト グ ラ フ
ィ の タ ン パ ク 質 溶 出 プ ロ フ ァ イ ル を 示 す 。 タ ン パ ク 質 は 、 TCRヘ テ ロ ダ イ マ ー に 対 応 す る
単 一 の 主 ピ ー ク と し て 溶 出 す る 。
【 ０ １ １ ５ 】
　 ｐ Ｍ Ｈ Ｃ に 対 す る sTCRの 結 合 の BIAcore分 析 を 、 実 験 例 ３ に 記 載 し た よ う に 実 施 し た 。
図 ３ ０ ～ ３ ２ に 、 Ｈ Ｌ Ａ － NYESO複 合 体 に 対 す る NY-ESO TCRα ｃ ｙ ｓ β ｃ ｙ ｓ 、 TCRα ｃ ｙ

ｓ 及 び TCRβ ｃ ｙ ｓ そ れ ぞ れ の 特 異 的 結 合 の BIAcore分 析 結 果 を 示 す 。
【 ０ １ １ ６ 】
　 TCRα ｃ ｙ ｓ β ｃ ｙ ｓ の Ｋ ｄ は １ ８ ． ０ ８ ± ２ ． ０ ７ ５ μ Ｍ で あ り 、 TCRα ｃ ｙ ｓ の Ｋ ｄ
は １ ９ ． ２ ４ ± ２ ． ０ １ μ Ｍ で あ り 、 TCRβ ｃ ｙ ｓ の Ｋ ｄ は ２ ２ ． ５ ± ４ ． ０ ６ ９ ２ μ Ｍ
で あ っ た 。
【 ０ １ １ ７ 】
　 実 験 例 ７ ： 　 新 規 ジ ス ル フ ィ ド 鎖 間 結 合 を 含 む 可 溶 性 Ａ Ｈ － １ ． ２ ３ 　 TCRの 生 成
　 Ａ Ｈ － １ ． ２ ３ 　 TCRを コ ー ド す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 、 Hill Gaston(Medical School、 Addenbr
ooke’ s Hospital、 Cambridge)に よ っ て 提 供 さ れ た Ｔ 細 胞 か ら 既 知 の 技 術 に 従 っ て 単 離 し
た 。 NY-ESO TCRを コ ー ド す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 、 ｍ Ｒ Ｎ Ａ を 逆 転 写 酵 素 で 処 理 す る こ と に よ っ て
生 成 さ せ た 。
【 ０ １ １ ８ 】
　 新 規 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 が 組 み 込 ま れ た 可 溶 性 Ａ Ｈ － １ ． ２ ３ 　 TCRを 生 成 さ せ る た め に
、 α 鎖 Ｂ ａ ｍ Ｈ Ｉ 及 び β 鎖 Ｂ ｇ ｌ Ｉ Ｉ 各 制 限 酵 素 切 断 部 位 を 含 む 各 TCRプ ラ ス ミ ド を 実 験
例 ４ に 記 載 し た よ う に フ レ ー ム ワ ー ク と し て 使 用 し た 。 以 下 の プ ラ イ マ ー を 使 用 し た 。
【 化 ５ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ １ ９ 】
　 Ａ Ｈ － １ ． ２ ３ 　 TCRα 鎖 及 び β 鎖 構 築 物 を 以 下 の よ う に Ｐ Ｃ Ｒ ク ロ ー ニ ン グ に よ っ て
得 た 。 上 述 の プ ラ イ マ ー 及 び Ａ Ｈ － １ ． ２ ３ 　 TCR鎖 を 含 む テ ン プ レ ー ト を 用 い て Ｐ Ｃ Ｒ
反 応 を 実 施 し た 。 Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 を 該 当 す る 制 限 酵 素 で 消 化 し 、 ｐ Ｇ Ｍ Ｔ ７ に ク ロ ー ン 化 し て
発 現 プ ラ ス ミ ド を 得 た 。 プ ラ ス ミ ド 挿 入 断 片 の 配 列 を 、 自 動 Ｄ Ｎ Ａ 配 列 決 定 に よ っ て 確 認
し た 。 図 ３ ３ ａ 及 び ３ ３ ｂ に 、 Ａ Ｈ － １ ． ２ ３ 　 TCRの 突 然 変 異 α 鎖 及 び β 鎖 そ れ ぞ れ の
Ｄ Ｎ Ａ 配 列 を 示 す 。 図 ３ ４ ａ 及 び ３ ４ ｂ に 、 得 ら れ た ア ミ ノ 酸 配 列 を 示 す 。
【 ０ １ ２ ０ 】
　 実 験 例 ５ に 記 載 し た よ う に 、 そ れ ぞ れ の TCR鎖 が 発 現 さ れ 、 共 に リ フ ォ ー ル デ ィ ン グ さ
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れ 、 精 製 さ れ た 。
【 ０ １ ２ １ 】
　 図 ３ ５ に 、 点 線 で 示 し た ０ ～ ５ ０ ０ ｍ Ｍ の Ｎ ａ Ｃ ｌ 勾 配 を 用 い た POROS 50HQ陰 イ オ ン 交
換 カ ラ ム か ら 溶 出 し た 可 溶 性 Ａ Ｈ － １ ． ２ ３ ジ ス ル フ ィ ド 連 結 TCRタ ン パ ク 質 の 溶 出 を 示
す 。 図 ３ ６ 及 び ３ ７ に 、 図 ３ ５ に 示 し た カ ラ ム 分 析 画 分 の そ れ ぞ れ 還 元 Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ
（ ク ー マ シ ー 染 色 ） ゲ ル 及 び 非 還 元 Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ （ ク ー マ シ ー 染 色 ） ゲ ル の 結 果 を 示
す 。 こ れ ら の ゲ ル は 、 鎖 間 ジ ス ル フ ィ ド 連 結 さ れ た TCRヘ テ ロ ダ イ マ ー の 存 在 を 明 示 し て
い る 。 図 ３ ８ は 、 図 ３ ５ に 示 し た 陰 イ オ ン 交 換 カ ラ ム 分 析 か ら プ ー ル さ れ た 画 分 の Superd
ex 75 HRゲ ル ろ 過 カ ラ ム の 溶 出 プ ロ フ ァ イ ル で あ る 。 タ ン パ ク 質 は 、 ヘ テ ロ ダ イ マ ー に 対
応 す る 単 一 の 主 ピ ー ク と し て 溶 出 す る 。
【 ０ １ ２ ２ 】
　 実 験 例 ８ ： 　 定 常 ド メ イ ン の 免 疫 グ ロ ブ リ ン 領 域 内 の 別 の 位 置 に お け る 新 規 ジ ス ル フ ィ
ド 鎖 間 結 合 を 含 む 可 溶 性 A6 TCRの 生 成
　 TRAC＊ ０ １ の エ キ ソ ン １ の ト レ オ ニ ン ４ ８ と TRBC１ ＊ ０ １ ／ TRBC２ ＊ ０ １ 両 方 の エ キ ソ
ン １ の セ リ ン ５ ７ と の 間 以 外 の 位 置 に あ る TCR免 疫 グ ロ ブ リ ン 領 域 に お い て 、 新 規 ジ ス ル
フ ィ ド 結 合 を 含 む 機 能 的 可 溶 性 TCRを 形 成 で き る か ど う か を 検 討 す る た め に 以 下 の 実 験 を
実 施 し た 。
【 ０ １ ２ ３ 】
　 A6 TCRα 鎖 を 突 然 変 異 さ せ る た め に 、 以 下 の プ ラ イ マ ー を 設 計 し た （ プ ラ イ マ ー 名 称 内
の 番 号 は TRAC＊ ０ １ の エ キ ソ ン １ 中 で 突 然 変 異 す る ア ミ ノ 酸 残 基 の 位 置 を 示 し 、 突 然 変 異
し た 残 基 を 小 文 字 で 示 す ） 。
【 ０ １ ２ ４ 】
　 Ｔ ４ ８ → Ｃ 　 突 然 変 異
　 5’ -CACAGACAAAtgTGTGCTAGACAT-3’
　 5’ -ATGTCTAGCACAcaTTTGTCTGTG-3’
　 Ｙ １ ０ → Ｃ 　 突 然 変 異
　 5’ -CCCTGCCGTGTgCCAGCTGAGAG-3”
　 5’ -CTCTCAGCTGGcACACGGCAGGG-3’
　 Ｌ １ ２ → Ｃ 　 突 然 変 異
　 5’ -CCGTGTACCAGtgcAGAGACTCTAAATC-3’
　 5’ -GATTTAGAGTCTCTgcaCTGGTACACGG-3’
　 Ｓ １ ５ → Ｃ 　 突 然 変 異
　 5’ -CAGCTGAGAGACTgTAAATCCAGTGAC-3’
　 5’ -GTCACTGGATTTAcAGTCTCTCAGCTG-3’
　 Ｖ ２ ２ → Ｃ 　 突 然 変 異
　 5’ -CAGTGACAAGTCTtgCTGCCTATTCAC-3’
　 5’ -GTGAATAGGCAGcaAGACTTGTCACTG-3’
　 Ｙ ４ ３ → Ｃ 　 突 然 変 異
　 5’ -GATTCTGATGTGTgTATCACAGACAAAT-3’
　 5’ -ATTTGTCTGTGATAcACACATCAGAATC-3’
　 Ｔ ４ ５ → Ｃ 　 突 然 変 異
　 5’ -CTGATGTGTATATCtgtGACAAAACTGTGC-3’
　 5’ -GCACAGTTTTGTCacaGATATACACATCAG-3’
　 Ｌ ５ ０ → Ｃ 　 突 然 変 異
　 5’ -AGACAAAACTGTGtgtGACATGAGGTCT-3’
　 5’ -AGACCTCATGTCacaCACAGTTTTGTCT-3’
　 M52→ C　 突 然 変 異
　 5’ -ACTGTGCTAGACtgtAGGTCTATGGAC-3’
　 5’ -GTCCATAGACCTacaGTCTAGCACAGT-3’
　 S61→ C　 突 然 変 異

10

20

30

40

50

(25) JP 2005-514006 A 2005.5.19



　 5’ -CTTCAAGAGCAACtGTGCTGTGGCC-3’
　 5’ -GGCCACAGCACaGTTGCTCTTGAÅ G-3’
　 TCR　 Ａ ６ β 鎖 を 突 然 変 異 さ せ る た め に 、 以 下 の プ ラ イ マ ー を 設 計 し た （ プ ラ イ マ ー 名
称 内 の 番 号 は TRBC２ ＊ ０ １ の エ キ ソ ン １ 中 で 突 然 変 異 す る ア ミ ノ 酸 残 基 の 位 置 を 示 し 、 突
然 変 異 し た 残 基 を 小 文 字 で 示 す ） 。
【 ０ １ ２ ５ 】
　 S57→ Ｃ 　 突 然 変 異
　 5’ -CAGTGGGGTCtGCACAGACCC-3’
　 5’ -GGGTCTGTGCaGACCCCACTG-3’
　 V13→ Ｃ 　 突 然 変 異
　 5’ -CCGAGGTCGCTtgtTTTGAGCCATCAG-3’
　 5’ -CTGATGGCTCAAAacaAGCGACCTCGG-3’
　 F14→ Ｃ 　 突 然 変 異
　 5’ -GGTCGCTGTGtgtGAGCCATCAGA-3’
　 5’ -TCTGATGGCTCacaCACAGCGACC-3’
　 S17→ Ｃ 　 突 然 変 異
　 5’ -GTGTTTGAGCCATgtGAAGCAGAGATC-3’
　 5’ -GATCTCTGCTTCacATGGCTCAAACAC-3’
　 G55→ Ｃ 　 突 然 変 異
　 5’ -GAGGTGCACAGTtGtGTCAGCACAGAC-3’
　 5’ -GTCTGTGCTGACaCaACTGTGCACCTC-3’
　 D59→ Ｃ 　 突 然 変 異
　 5’ -GGGTCAGCACAtgCCCGCAGCCC-3’
　 5’ -GGGCTGCGGGcaTGTGCTGACCC-3’
　 L63→ Ｃ 　 突 然 変 異
　 5’ -CCCGCAGCCCtgCAAGGAGCAGC-3’
　 5’ -GCTGCTCCTTGCaGGGCTGCGGG-3’
　 S77→ Ｃ 　 突 然 変 異
　 5’ -AGATACGCTCTGtGCAGCCGCCT-3’
　 5’ -AGGCGGCTGCaCAGAGCGTATCT-3’
　 R79→ Ｃ 　 突 然 変 異
　 5’ -CTCTGAGCAGCtGCCTGAGGGTC-3’
　 5’ -GACCCTCAGGCaGCTGCTCAGAG-3’
　 E15→ Ｃ 　 突 然 変 異
　 5’ -GCTGTGTTTtgtCCATCAGAA-3’
　 5’ -TTCTGATGGacaAAACACAGC-3’
　 以 下 の ア ミ ノ 酸 対 間 に 新 規 ジ ス ル フ ィ ド 鎖 間 結 合 を 含 む 可 溶 性 TCRを 生 成 さ せ る た め に
、 Ｐ Ｃ Ｒ 突 然 変 異 誘 発 、 α 及 び β TCR構 築 物 増 幅 、 ラ イ ゲ ー シ ョ ン 及 び プ ラ ス ミ ド 精 製 を
、 上 記 プ ラ イ マ ー の 適 切 な 組 み 合 わ せ を 用 い て 、 実 験 例 １ に 記 載 し た よ う に 実 施 し た 。
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【 表 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ２ ６ 】
　 図 ３ ９ ～ ５ ８ に 、 上 記 プ ラ イ マ ー に よ っ て 増 幅 さ れ た 突 然 変 異 A6 TCR鎖 の Ｄ Ｎ Ａ 配 列 及
び ア ミ ノ 酸 配 列 を 示 す 。 突 然 変 異 シ ス テ イ ン を コ ー ド す る コ ド ン を 強 調 し て 示 す 。
【 ０ １ ２ ７ 】
　 実 験 例 ５ に 記 載 し た よ う に 、 そ れ ぞ れ の TCR鎖 が 発 現 さ れ 、 共 に リ フ ォ ー ル デ ィ ン グ さ
れ 、 精 製 さ れ た 。 POROS 50HQ陰 イ オ ン 交 換 カ ラ ム で 精 製 し た 後 、 正 確 に リ フ ォ ー ル デ ィ ン
グ さ れ た 可 溶 性 TCRが 形 成 さ れ た か ど う か を 評 価 す る た め に 、 得 ら れ た タ ン パ ク 質 を Ｓ Ｄ
Ｓ － Ｐ ａ ｇ ｅ ゲ ル に か け た 。 精 製 材 料 に お け る 正 確 な 分 子 量 の ジ ス ル フ ィ ド 連 結 タ ン パ ク
質 の 有 無 を 確 認 す る た め に こ れ ら の ゲ ル も 評 価 し た 。 以 下 の 新 規 ジ ス ル フ ィ ド 鎖 間 結 合 を
含 む 研 究 対 象 の TCRは 、 こ の 細 菌 発 現 シ ス テ ム で は 正 確 な 分 子 量 の ジ ス ル フ ィ ド 連 結 タ ン
パ ク 質 が 生 成 せ ず 、 こ れ ら を さ ら に 評 価 す る こ と は し な か っ た 。 し か し 、 別 の 原 核 生 物 又
は 真 核 生 物 発 現 シ ス テ ム が 利 用 可 能 で あ る 。
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【 表 ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ２ ８ 】
　 図 ５ ９ ～ ６ ４ に 、 点 線 で 示 し た ０ ～ ５ ０ ０ ｍ Ｍ の Ｎ ａ Ｃ ｌ 勾 配 を 用 い た Ｐ Ｏ Ｒ Ｏ Ｓ 　 ２
０ ０ Ｈ Ｑ 陰 イ オ ン 交 換 カ ラ ム か ら の 以 下 の 残 基 間 、 す な わ ち 、 Ｔ ｈ ｒ 　 ４ ８ － Ｓ ｅ ｒ 　 ５
７ 、 Ｔ ｈ ｒ 　 ４ ５ － Ｓ ｅ ｒ 　 ７ ７ 、 Ｔ ｙ ｒ 　 １ ０ － Ｓ Ｅ Ｒ 　 １ ７ 、 Ｔ ｈ ｒ 　 ４ ５ － Ａ ｓ ｐ
　 ５ ９ 、 Ｍ ｅ ｔ 　 ５ ２ － Ｇ ｌ ｙ 　 ５ ５ 及 び Ｓ ｅ ｒ 　 １ ５ － Ｇ ｌ ｕ 　 １ ５ 間 そ れ ぞ れ の 新 規
ジ ス ル フ ィ ド 鎖 間 結 合 を 含 む 可 溶 性 TCRの 溶 出 を 示 す 。 図 ６ ５ ～ ７ ０ に 、 図 ５ ９ ～ ６ ４ に
示 し た カ ラ ム 分 析 画 分 の 還 元 Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ （ ク ー マ シ ー 染 色 ） ゲ ル 及 び 非 還 元 Ｓ Ｄ Ｓ
－ Ｐ Ａ Ｇ Ｅ （ ク ー マ シ ー 染 色 ） ゲ ル そ れ ぞ れ の 結 果 を 示 す 。 こ れ ら の ゲ ル は 、 鎖 間 ジ ス ル
フ ィ ド 連 結 さ れ た TCRヘ テ ロ ダ イ マ ー の 存 在 を 明 示 し て い る 。
【 ０ １ ２ ９ 】
　 図 ７ １ ～ ７ ６ は 、 図 ５ ９ ～ ６ ４ に 示 し た 陰 イ オ ン 交 換 カ ラ ム 分 析 か ら プ ー ル さ れ た 画 分
の Superdex　 ２ ０ ０ 　 Ｈ Ｒ ゲ ル ろ 過 カ ラ ム か ら の 溶 出 プ ロ フ ァ イ ル で あ る 。
【 ０ １ ３ ０ 】
　 ｐ Ｍ Ｈ Ｃ に 対 す る TCRの 結 合 の BIAcore分 析 を 、 実 験 例 ３ に 記 載 し た よ う に 実 施 し た 。 図
７ ７ ～ ８ ２ は 、 Ｈ Ｌ Ａ － Ａ ２ 　 ｔ ａ ｘ 　 ｐ Ｍ Ｈ Ｃ 複 合 体 に 対 す る 精 製 可 溶 性 TCRの 結 合 能
力 を 示 す BIAcoreト レ ー ス で あ る 。
【 ０ １ ３ １ 】
　 Ｔ ｈ ｒ 　 ４ ８ － Ｓ ｅ ｒ 　 ５ ７ の Ｋ ｄ は ７ ． ８ μ Ｍ で あ り 、 Ｔ ｈ ｒ 　 ４ ５ － Ｓ ｅ ｒ 　 ７ ７
の Ｋ ｄ は １ ２ ． ７ μ Ｍ で あ り 、 Ｔ ｙ ｒ 　 １ ０ － Ｓ ｅ ｒ 　 １ ７ の Ｋ ｄ は ３ ４ μ Ｍ で あ り 、 Ｔ
ｈ ｒ 　 ４ ５ － Ａ ｓ ｐ 　 ５ ９ の Ｋ ｄ は １ ４ ． ９ μ Ｍ で あ り 、 Ｓ ｅ ｒ 　 １ ５ － Ｇ ｌ ｕ 　 １ ５ の
Ｋ ｄ は ６ ． ３ μ Ｍ で あ っ た 。 Ｍ ｅ ｔ 　 ５ ２ － Ｇ ｌ ｙ 　 ５ ５ は 、 そ の 天 然 の 「 標 的 」 で あ る
Ｈ Ｌ Ａ － Ａ ２ 　 ｔ ａ ｘ 複 合 体 に 結 合 可 能 で あ る が 、 「 無 関 係 な 」 標 的 で あ る Ｈ Ｌ Ａ － Ａ ２
－ Ｎ Ｙ － Ｅ Ｓ Ｏ 複 合 体 に も 同 様 に 結 合 し た （ 図 ８ １ 参 照 ） 。
【 ０ １ ３ ２ 】
　 実 験 例 ９ ： 　 Ｎ Ｙ － Ｅ Ｓ Ｏ － Ｈ Ｌ Ａ － Ａ ２ 複 合 体 に 特 異 的 な ジ ス ル フ ィ ド 連 結 Ｎ Ｙ － Ｅ
Ｓ Ｏ 　 Ｔ 細 胞 受 容 体 の Ｘ 線 結 晶 学
　 Ｎ Ｙ － Ｅ Ｓ Ｏ 　 dsTCRを 実 験 例 ５ に 記 載 し た よ う に ク ロ ー ン 化 し 以 下 の よ う に 発 現 さ せ
た 。
【 ０ １ ３ ３ 】
　 突 然 変 異 α 鎖 及 び β 鎖 を 含 む 各 発 現 プ ラ ス ミ ド を そ れ ぞ れ E.Coli菌 株 Ｂ Ｌ ２ １ ｐ Ｌ ｙ ｓ
Ｓ に 別 個 に 形 質 転 換 し 、 単 一 の ア ン ピ シ リ ン 耐 性 コ ロ ニ ー を Ｔ Ｙ Ｐ （ ア ン ピ シ リ ン １ ０ ０
μ ｇ ／ ｍ Ｌ ） 培 地 中 ３ ７ ℃ で Ｏ Ｄ ６ ０ ０ が ０ ． ７ に な る ま で 増 殖 さ せ て か ら ０ ． ５ ｍ Ｍ 　
Ｉ Ｐ Ｔ Ｇ に よ っ て タ ン パ ク 質 発 現 を 誘 導 し た 。 誘 導 後 １ ８ 時 間 し て Ｂ ｅ ｃ ｋ ｍ ａ ｎ 　 Ｊ －
６ Ｂ を 用 い て ４ ０ ０ ０ ｒ ｐ ｍ で ３ ０ 分 間 遠 心 分 離 し て 細 胞 を 回 収 し た 。 細 胞 の ペ レ ッ ト を
、 １ ０ ｍ Ｍ ト リ ス － Ｈ Ｃ ｌ 　 ｐ Ｈ ８ ． １ 、 １ ０ ｍ Ｍ 　 Ｍ ｇ Ｃ ｌ ２ 、 １ ５ ０ ｍ Ｍ 　 Ｎ ａ Ｃ ｌ
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、 ２ ｍ Ｍ 　 Ｄ Ｔ Ｔ 、 １ ０ ％ グ リ セ リ ン を 含 有 す る 溶 解 緩 衝 液 に 再 懸 濁 し た 。 細 菌 培 養 物 １
Ｌ ご と に 、 リ ゾ チ ー ム （ ２ ０ ｍ ｇ ／ ｍ Ｌ ） １ ０ ０ μ Ｌ 及 び Ｄ ｎ ａ ｓ ｅ Ｉ （ ２ ０ μ ｇ ／ ｍ Ｌ
） １ ０ ０ μ Ｌ を 添 加 し た 。 細 菌 懸 濁 液 を 、 氷 上 で ３ ０ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 後 、 直
径 １ ２ ｍ ｍ の 標 準 プ ロ ー ブ の 付 い た Ｍ ｉ ｌ ｓ ｏ ｎ ｉ ｘ 　 Ｘ Ｌ ２ ０ ２ ０ 超 音 波 処 理 器 を 用 い
て １ 分 の バ ー ス ト で 合 計 １ ０ 分 間 超 音 波 処 理 し た 。 Ｂ ｅ ｃ ｋ ｍ ａ ｎ 　 Ｊ ２ － ２ １ 遠 心 分 離
器 （ ４ ℃ ） を 用 い て １ ３ ０ ０ ０ ｒ ｐ ｍ で ３ ０ 分 間 遠 心 分 離 し て 封 入 体 の ペ レ ッ ト を 回 収 し
た 。 次 い で 、 ト リ ト ン 洗 浄 緩 衝 液 （ ５ ０ ｍ Ｍ ト リ ス － Ｈ Ｃ ｌ 、 ｐ Ｈ ８ ． １ 、 ０ ． ５ ％ ト リ
ト ン Ｘ １ ０ ０ 、 １ ０ ０ ｍ Ｍ 　 Ｎ ａ Ｃ ｌ 、 １ ０ ｍ Ｍ 　 Ｎ ａ Ｅ Ｄ Ｔ Ａ 、 ０ ． １ ％ （ ｗ ／ ｖ ） 、
２ ｍ Ｍ 　 Ｄ Ｔ Ｔ ） に よ る 洗 浄 を ３ 回 実 施 し て 、 細 胞 片 及 び メ ン ブ レ ン 成 分 を 除 去 し た 。 毎
回 、 封 入 体 ペ レ ッ ト を ト リ ト ン 洗 浄 緩 衝 液 に ホ モ ジ ナ イ ズ し た 後 、 Ｂ ｅ ｃ ｋ ｍ ａ ｎ 　 Ｊ ２
－ ２ １ を 用 い て １ ３ ０ ０ ０ ｒ ｐ ｍ で １ ５ 分 間 遠 心 分 離 し て ペ レ ッ ト 化 し た 。 次 い で 、 再 懸
濁 緩 衝 液 （ ５ ０ ｍ Ｍ ト リ ス － Ｈ Ｃ ｌ 　 ｐ Ｈ ８ ． １ 、 １ ０ ０ ｍ Ｍ 　 Ｎ ａ Ｃ ｌ 、 １ ０ ｍ Ｍ 　 Ｎ
ａ Ｅ Ｄ Ｔ Ａ 、 ０ ． １ ％ （ ｗ ／ ｖ ） ア ジ 化 ナ ト リ ウ ム 、 ２ ｍ Ｍ 　 Ｄ Ｔ Ｔ ） 中 で 同 様 に 洗 浄 し
て 、 洗 浄 剤 及 び 塩 を 除 去 し た 。 最 後 に 、 封 入 体 を 、 ６ Ｍ グ ア ニ ジ ン 緩 衝 液 （ ６ Ｍ グ ア ニ ジ
ン － 塩 酸 塩 、 ５ ０ ｍ Ｍ ト リ ス 　 ｐ Ｈ ８ ． １ 、 １ ０ ０ ｍ Ｍ 　 Ｎ ａ Ｃ ｌ 、 １ ０ ｍ Ｍ 　 Ｅ Ｄ Ｔ Ａ
、 １ ０ ｍ Ｍ 　 Ｄ Ｔ Ｔ ） に 可 溶 化 し 、 １ ２ ０ ｍ ｇ の 一 定 分 量 に 分 割 し 、 － ７ ０ ℃ で 凍 結 さ せ
た 。 ６ Ｍ グ ア ニ ジ ン － Ｈ Ｃ ｌ で 可 溶 化 し Ｂ ｒ ａ ｄ ｆ ｏ ｒ ｄ 色 素 結 合 ア ッ セ イ （ Ｐ ｅ ｒ Ｂ ｉ
ｏ ） で 測 定 す る こ と に よ っ て 封 入 体 を 定 量 し た 。
【 ０ １ ３ ４ 】
　 凍 結 可 溶 化 さ れ た ア ル フ ァ 鎖 約 ６ ０ ｍ ｇ （ す な わ ち 、 ２ ． ４ μ モ ル ） を 凍 結 可 溶 化 さ れ
た ベ ー タ 鎖 ３ ０ ｍ ｇ （ す な わ ち 、 １ ． ２ μ モ ル ） と 混 合 し た 。 こ の TCR混 合 物 を ６ Ｍ グ ア
ニ ジ ン 緩 衝 液 で 最 終 体 積 １ ８ ｍ Ｌ に 希 釈 し 、 ３ ７ ℃ に ３ ０ 分 間 加 熱 し て 鎖 変 性 を 確 実 に 終
了 さ せ た 。 次 い で 、 完 全 に 還 元 さ れ 変 性 さ れ た TCR鎖 を 含 有 す る グ ア ニ ジ ン 溶 液 を 冷 リ フ
ォ ー ル デ ィ ン グ 緩 衝 液 （ １ ０ ０ ｍ Ｍ ト リ ス 　 ｐ Ｈ ８ ． １ 、 ４ ０ ０ ｍ Ｍ 　 Ｌ － ア ル ギ ニ ン －
Ｈ Ｃ ｌ 、 ２ ｍ Ｍ 　 Ｅ Ｄ Ｔ Ａ 、 ６ ． ６ ｍ Ｍ 　 ２ － メ ル カ プ ト エ チ ル ア ミ ン 、 ３ ． ７ ｍ Ｍ シ ス
タ ミ ン 、 ５ Ｍ 尿 素 ） １ リ ッ ト ル に 撹 拌 し な が ら 混 合 し た 。 こ の 溶 液 を ５ 時 間 低 温 室 （ ５ ℃
± ３ ℃ ） に 静 置 し て リ フ ォ ー ル デ ィ ン グ さ せ た 。 次 い で 、 リ フ ォ ー ル デ ィ ン グ 体 を 水 １ ２
リ ッ ト ル で １ ８ ～ ２ ０ 時 間 透 析 し 、 そ の 後 １ ２ リ ッ ト ル の １ ０ ｍ Ｍ ト リ ス 　 ｐ Ｈ ８ ． １ で
１ ８ ～ ２ ０ 時 間 （ ５ ℃ ± ３ ℃ ） 透 析 し た 。 分 子 量 カ ッ ト オ フ が ６ ～ ８ ０ ０ ０ ｋ Ｄ ａ で あ る
Spectrapor　 １ （ Spectrum Laboratories　 製 品 番 号 132670） 透 析 メ ン ブ レ ン を こ の 透 析
プ ロ セ ス に 使 用 し た 。 透 析 し た タ ン パ ク 質 を 、 Ｎ ａ ｌ ｇ ｅ ｎ ｅ ろ 過 ユ ニ ッ ト に 装 着 し た 細
孔 サ イ ズ ０ ． ４ ５ μ ｍ の フ ィ ル タ ー (Schleicher and Schuell、 参 照 番 号 10 404012)を 通
し て ろ 過 し た 。
【 ０ １ ３ ５ 】
　 透 析 し た リ フ ォ ー ル デ ィ ン グ 体 を POROS 50HQ(Applied Bio Systems)陰 イ オ ン 交 換 カ ラ
ム に 充 填 し Ａ Ｋ Ｔ Ａ 精 製 装 置 （ Ａ ｍ ｅ ｒ ｓ ｈ ａ ｍ 　 Ｂ ｉ ｏ ｔ ｅ ｃ ｈ ） を 用 い て 、 リ フ ォ ー
ル デ ィ ン グ さ れ た NY-ESO TCRを 分 解 生 成 物 及 び 不 純 物 か ら 分 離 さ せ た 。 Ｐ Ｏ Ｒ Ｏ Ｓ 　 ５ ０
　 Ｈ Ｑ カ ラ ム を １ ０ カ ラ ム 体 積 の 緩 衝 液 Ａ （ １ ０ ｍ Ｍ ト リ ス 　 ｐ Ｈ ８ ． １ ） で 予 め 平 衡 化
し た 後 、 そ れ に タ ン パ ク 質 を 充 填 し た 。 ７ カ ラ ム 体 積 に わ た る ０ ～ ５ ０ ０ ｍ Ｍ の Ｎ ａ Ｃ ｌ
勾 配 に よ っ て 、 結 合 し た タ ン パ ク 質 を 溶 出 さ せ た 。 還 元 及 び 非 還 元 試 料 緩 衝 液 を 用 い た 変
性 Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ で ピ ー ク 画 分 （ １ ｍ Ｌ ） を 分 析 し た 。 ２ ５ ｍ Ｍ 　 Ｍ Ｅ Ｓ 　 ｐ Ｈ ６ ． ５
で 予 め 平 衡 化 し た Superdex　 ７ ５ Ｈ Ｒ ゲ ル ろ 過 カ ラ ム を 用 い て 、 ア ル フ ァ － ベ ー タ ヘ テ ロ
ダ イ マ ー 複 合 体 を 含 有 す る ピ ー ク 画 分 を さ ら に 精 製 し た 。 相 対 分 子 量 約 ５ ０ ｋ Ｄ ａ で 溶 出
し た タ ン パ ク 質 ピ ー ク を プ ー ル し 、 Ultrafree遠 心 濃 縮 装 置 （ Millipore、 部 品 番 号 UFV2BG
C40） で ４ ２ ｍ ｇ ／ ｍ Ｌ に 濃 縮 し 、 － ８ ０ ℃ で 保 存 し た 。
【 ０ １ ３ ６ 】
　 当 量 の 結 晶 化 緩 衝 液 と 混 合 し た 、 ５ ｍ Ｍ 　 Ｍ ｅ ｓ 　 ｐ Ｈ ６ ． ５ に 希 釈 し た タ ン パ ク 質 溶
液 （ ８ ． ４ ｍ ｇ ／ ｍ Ｌ ） １ μ Ｌ を 用 い て 、 ハ ン ギ ン グ ド ロ ッ プ 法 に よ っ て １ ８ ℃ で NY-ESO
 TCRの 結 晶 化 を 実 施 し た 。 Crystal Screen緩 衝 液 (Hampton Research)を 用 い た い く つ か の
異 な る 条 件 下 で 結 晶 が 出 現 し た 。 単 一 の 立 方 晶 （ ＜ １ ０ ０ μ ｍ ） が ３ ０ ％ Ｐ Ｅ Ｇ ４ ０ ０ ０
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、 ０ ． １ Ｍ ク エ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 　 ｐ Ｈ ５ ． ６ 、 ０ ． ２ Ｍ 酢 酸 ア ン モ ニ ウ ム 緩 衝 液 中 で 成 長
し 、 構 造 決 定 に 使 用 さ れ た 。
【 ０ １ ３ ７ 】
　 NY-ESO TCRの 結 晶 を 急 速 冷 凍 し 、 Daresburyシ ン ク ロ ト ロ ン の Ｘ 線 回 折 試 験 に 供 し た 。
こ の 結 晶 は ０ ． ２ ５ ｎ ｍ （ ２ ． ５ Å ） の 分 解 能 で 回 折 し た 。 １ 組 の デ ー タ を 収 集 し 処 理 し
て 、 約 ０ ． ２ ７ ｎ ｍ （ ２ ． ７ Å ） が 妥 当 で あ る が ０ ． ２ ５ ｎ ｍ （ ２ ． ５ Å ） ま で 使 用 可 能
で あ る ９ ８ ． ６ ％ 完 全 な 振 幅 セ ッ ト が 得 ら れ た 。 組 み 合 わ せ Ｒ 因 子 (merging R-factor)、
す な わ ち 結 晶 学 的 に 等 価 な 反 射 を 複 数 回 測 定 し た 一 致 度 は 、 す べ て の デ ー タ に 対 し て １ ０
． ８ ％ で あ っ た 。 こ れ は 、 最 高 分 解 能 シ ェ ル で は 限 界 で あ る 。 空 間 群 は 、 細 胞 サ イ ズ Ａ ＝
４ ． ２ ５ ｎ ｍ （ ４ ２ ． ５ Å ） 、 ｂ ＝ ５ ． ９ ５ ｎ ｍ （ ５ ９ ． ５ Å ） 、 ｃ ＝ ８ ． １ ７ ｎ ｍ （ ８
１ ． ７ Å ） 、 β ＝ ９ １ ． ５ ° の Ｐ ２ １ で あ っ た 。 細 胞 サ イ ズ 及 び 対 称 性 か ら 、 細 胞 中 に は
２ つ の コ ピ ー が 存 在 す る こ と が 示 さ れ た 。 検 討 を 要 す る 非 対 称 単 位 ａ ｕ 又 は 最 小 体 積 は 一
方 の 分 子 の み で あ り 、 細 胞 中 の 他 方 の 分 子 は ２ １ 対 称 操 作 に よ っ て 作 製 さ れ る 。 ａ ｕ に お
け る 分 子 の 位 置 決 め は ｙ 方 向 で 任 意 で あ る 。 ｘ － ｚ 面 内 で 正 確 な 位 置 に あ る 限 り 、 ｙ 方 向
に 自 由 に 移 動 さ せ る こ と が で き る 。 こ れ は 、 こ の 「 極 性 」 空 間 群 で は フ リ ー パ ラ メ ー タ と
呼 ば れ る 。
【 ０ １ ３ ８ 】
　 Ｐ Ｄ Ｂ デ ー タ ベ ー ス に は 、 Ａ ／ Ｂ ヘ テ ロ ダ イ マ ー TCRを 含 有 す る エ ン ト リ ー は 、 １ Ｂ Ｄ
２ の １ つ し か な い 。 こ の エ ン ト リ ー は 、 TCRを 含 む 複 合 体 に お け る Ｈ Ｌ Ａ 同 族 ペ プ チ ド (co
gnate peptide)の 座 標 も 有 す る 。 TCR鎖 Ｂ は Ｎ Ｙ － Ｅ Ｓ Ｏ で 同 じ で あ っ た が 、 鎖 Ａ は Ｃ ド
メ イ ン で 僅 か な 差 が あ り Ｎ ド メ イ ン で か な り の 差 が あ っ た 。 １ Ｂ Ｄ ２ 　 Ａ ／ Ｂ モ デ ル を 分
子 置 換 Ｍ Ｒ に 使 用 す る と 、 対 称 等 価 な 分 子 と の 広 範 な 重 複 に よ っ て 示 さ れ る よ う に 、 不 正
確 な 解 が 得 ら れ た 。 Ｂ 鎖 の み を 使 用 す る と 、 近 隣 分 子 と さ ほ ど 衝 突 し な い よ り 良 い 解 が 得
ら れ た 。 相 関 係 数 は ４ ９ ％ で あ り 、 結 晶 学 的 Ｒ 因 子 は ５ ０ ％ で あ り 、 最 短 近 接 （ 重 心 ～ 重
心 ） は ０ ． ４ ９ ｎ ｍ （ ４ ９ Å ） で あ っ た 。 鎖 Ｂ の 出 発 モ デ ル を Ｍ Ｒ 等 価 物 に 変 換 す る た め
に 必 要 な 回 転 及 び 並 進 操 作 を 鎖 Ａ に 適 用 し た 。 こ の よ う に し て 生 成 さ れ た ハ イ ブ リ ッ ド Ｍ
Ｒ 解 は 、 細 胞 内 に う ま く 充 填 さ れ 、 衝 突 は 最 小 に 抑 え ら れ た 。
【 ０ １ ３ ９ 】
　 電 子 密 度 地 図 は こ の モ デ ル と ほ ぼ 一 致 し 、 NY-ESO TCRの 配 列 に 合 致 す る よ う に 調 節 さ れ
た 。 し か し 、 出 発 モ デ ル に は 多 数 の 相 違 が あ り 、 特 に 、 こ の モ デ ル の 不 規 則 に 配 列 し た 部
分 に 特 徴 的 で あ る 側 鎖 の 欠 損 が あ っ た 。 鎖 間 の ヘ ア ピ ン ル ー プ の 多 く は 極 め て 低 い 密 度 を
有 し 、 モ デ ル 化 が 困 難 で あ っ た 。 こ の モ デ ル の 結 晶 学 的 Ｒ 因 子 は ３ ０ ％ で あ る 。 Ｒ 因 子 は
、 残 差 、 す な わ ち 、 振 幅 の 計 算 値 と 測 定 値 の 差 で あ る 。
【 ０ １ ４ ０ 】
　 図 ８ ３ ａ 及 び ８ ３ ｂ に 示 す よ う に 、 １ Ｂ Ｄ ２ か ら の 入 力 配 列 は 、 密 度 と あ ま り 一 致 し な
い 。 モ デ ル の 鎖 Ａ の １ ６ ４ 位 及 び 鎖 Ｂ の １ ７ ４ 位 を Ｃ ｙ ｓ に 変 更 し 、 そ の 後 さ ら に 改 良 す
る と 、 こ の 配 列 指 定 が 密 度 と 極 め て 良 く 適 合 す る こ と が 明 ら か に な っ た 。 し か し 、 側 鎖 の
サ イ ズ の 差 は 極 め て わ ず か で 、 こ の モ デ ル に 乱 れ は ほ と ん ど な か っ た 。 こ の 領 域 の 電 子 密
度 は ほ と ん ど 変 化 し な か っ た 。
【 ０ １ ４ １ 】
　 こ の 研 究 の 最 も 重 要 な 側 面 は 、 新 し い TCRが 、 発 表 さ れ た モ デ ル （ １ Ｂ Ｄ ２ ） に 構 造 的
に 極 め て 類 似 し て い る こ と で あ る 。 こ の 比 較 に は 、 TCRの す べ て 、 定 常 ド メ イ ン 、 又 は 突
然 変 異 点 近 く の 小 部 分 を 含 め る こ と が で き る 。
【 ０ １ ４ ２ 】
　 ｒ ． ｍ ． ｓ 偏 差 値 を 下 表 に 列 記 す る 。 構 造 の 比 較 を 図 ８ ４ に 示 す 。
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【 表 ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ４ ３ 】
　 シ ョ ー ト ス ト レ ッ チ と は 、 目 下 ジ ス ル フ ィ ド 架 橋 に よ っ て 連 結 さ れ て い る 鎖 Ａ か ら の 一
本 鎖 （ Ａ １ ５ ７ ～ Ａ １ ６ ９ ） 及 び 鎖 Ｂ か ら の 一 本 鎖 （ Ｂ １ ７ ０ ～ Ｂ １ ８ ３ ） を 指 す 。 主 鎖
の 原 子 に 対 し て の み 偏 差 を 計 算 し た 。
【 ０ １ ４ ４ 】
　 こ れ ら の 結 果 か ら 、 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 を 導 入 し て も 、 そ の 周 囲 の TCRの 局 所 構 造 が ほ と
ん ど 影 響 を 受 け な い こ と が わ か る 。 A6 TCRの 発 表 さ れ た 構 造 （ １ Ｂ Ｄ ２ ） と TCRを 比 較 す
る と 、 い く つ か の よ り 大 き な 効 果 が 認 め ら れ る が 、 Ｒ Ｍ Ｓ 変 移 の 増 加 は ル ー プ コ ン ホ メ ー
シ ョ ン の 違 い に よ る と こ ろ が 大 き い （ 図 ８ ４ 参 照 ） 。 こ れ ら の ル ー プ は 、 特 徴 的 な Ｉ ｇ フ
ォ ー ル ド (Ig fold)を 形 成 す る 一 連 の β シ ー ト に よ っ て 形 成 さ れ る TCRの コ ア 構 造 の 一 部 を
形 成 し な い 。 α 鎖 全 体 に 対 す る Ｒ Ｍ Ｓ 偏 差 は 、 A6 TCR（ １ Ｂ Ｄ ２ ） と NY-ESO TCRと の 可 変
ド メ イ ン 配 列 の 違 い の た め に 特 に 大 き い 。 し か し 、 A6 TCR及 び NY-ESO TCRは 同 じ 可 変 β ド
メ イ ン を 有 し 、 β 鎖 全 体 の Ｒ Ｍ Ｓ 偏 差 か ら 、 新 し い ジ ス ル フ ィ ド 結 合 を 含 む TCRに お い て
も こ の 可 変 ド メ イ ン の 構 造 が 維 持 さ れ る こ と が わ か る 。 し た が っ て 、 こ れ ら の デ ー タ は 、
新 し い ジ ス ル フ ィ ド 結 合 を 含 む TCRの 結 晶 構 造 に お い て も 、 TCRの コ ア 構 造 が 維 持 さ れ る こ
と を 示 し て い る 。
【 ０ １ ４ ５ 】
　 実 験 例 １ ０ ： 　 新 規 ジ ス ル フ ィ ド 鎖 間 結 合 及 び Ｃ 末 端 β 鎖 タ ギ ン グ 部 位 を 含 む 可 溶 性 NY
-ESO TCRの 生 成
　 新 規 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 が 組 み 込 ま れ た 可 溶 性 NY-ESO TCRを 生 成 さ せ る た め に 、 実 験 例 ４
に 記 載 し た よ う に 、 α 鎖 Ｂ ａ ｍ Ｈ Ｉ 及 び β 鎖 Ｂ ｇ ｌ Ｉ Ｉ 制 限 酵 素 切 断 部 位 を 含 む A6 TCRプ
ラ ス ミ ド を フ レ ー ム ワ ー ク と し て 使 用 し た 。
【 ０ １ ４ ６ 】
　 NY-ESO TCRβ 鎖 構 築 物 を 、 以 下 の よ う に Ｐ Ｃ Ｒ ク ロ ー ニ ン グ に よ っ て 得 た 。 以 下 に 示 す
プ ラ イ マ ー 、 及 び NY-ESO TCR鎖 を 含 む テ ン プ レ ー ト を 用 い て Ｐ Ｃ Ｒ 反 応 を 実 施 し た 。
【 化 ６ 】
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ４ ７ 】
　 Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 を 該 当 す る 制 限 酵 素 で 消 化 し 、 ビ オ チ ン 認 識 配 列 を 含 む ｐ Ｇ Ｍ Ｔ ７ に ク ロ ー
ン 化 し て 発 現 プ ラ ス ミ ド を 得 た 。 プ ラ ス ミ ド 挿 入 断 片 の 配 列 を 、 自 動 Ｄ Ｎ Ａ 配 列 決 定 に よ
っ て 確 認 し た 。 図 ８ ５ ａ に 、 ビ オ チ ン 認 識 部 位 が 組 み 込 ま れ た NY-ESO TCRの β 鎖 の Ｄ Ｎ Ａ
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配 列 を 示 す 。 図 ８ ５ ｂ に 得 ら れ た ア ミ ノ 酸 配 列 を 示 す 。
【 ０ １ ４ ８ 】
　 α 鎖 構 築 物 を 実 験 例 ５ に 記 載 し た よ う に 生 成 さ せ た 。 実 験 例 ５ に 記 載 し た よ う に 、 そ れ
ぞ れ の TCR鎖 が 発 現 さ れ 、 共 に リ フ ォ ー ル デ ィ ン グ さ れ 、 精 製 さ れ た 。
【 ０ １ ４ ９ 】
　 非 天 然 ジ ス ル フ ィ ド 鎖 間 結 合 と β 鎖 Ｃ 末 端 の ヘ キ サ － ヒ ス チ ジ ン タ グ と を 含 む 可 溶 性 NY
-ESO TCRを 生 成 さ せ る た め に 、 同 じ プ ラ イ マ ー 及 び Ｎ Ｙ － Ｅ Ｓ Ｏ テ ン プ レ ー ト を 上 述 の よ
う に 使 用 し た 。 Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 を 該 当 す る 制 限 酵 素 で 消 化 し 、 ヘ キ サ － ヒ ス チ ジ ン 配 列 を 含 む
ｐ Ｇ Ｍ Ｔ ７ に ク ロ ー ン 化 し て 発 現 プ ラ ス ミ ド を 得 た 。 図 ８ ６ ａ に 、 ヘ キ サ － ヒ ス チ ジ ン タ
グ が 組 み 込 ま れ た NY-ESO TCRの β 鎖 の Ｄ Ｎ Ａ 配 列 を 示 す 。 図 ８ ６ ｂ に 得 ら れ た ア ミ ノ 酸 配
列 を 示 す 。
【 ０ １ ５ ０ 】
　 図 ８ ７ に 、 点 線 で 示 し た ０ ～ ５ ０ ０ ｍ Ｍ の Ｎ ａ Ｃ ｌ 勾 配 を 用 い た POROS 50HQ陰 イ オ ン 交
換 カ ラ ム か ら の 、 新 規 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 及 び ビ オ チ ン 認 識 配 列 を 含 む 可 溶 性 NY-ESO TCRの
溶 出 を 示 す 。 図 ８ ８ に 、 点 線 で 示 し た ０ ～ ５ ０ ０ ｍ Ｍ の Ｎ ａ Ｃ ｌ 勾 配 を 用 い た POROS 50HQ
陰 イ オ ン 交 換 カ ラ ム か ら の 、 新 規 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 及 び ヘ キ サ － ヒ ス チ ジ ン タ グ を 含 む 可
溶 性 NY-ESO TCRの 溶 出 を 示 す 。
【 ０ １ ５ １ 】
　 図 ８ ９ 及 び ９ ０ は 、 図 ８ ７ 及 び ８ ８ に よ っ て 示 さ れ た そ れ ぞ れ Ｎ Ｙ － Ｅ Ｓ Ｏ － ビ オ チ ン
及 び Ｎ Ｙ － Ｅ Ｓ Ｏ － ヘ キ サ － ヒ ス チ ジ ン タ グ 付 き 陰 イ オ ン 交 換 カ ラ ム 分 析 か ら プ ー ル さ れ
た 画 分 の ゲ ル ろ 過 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ か ら の タ ン パ ク 質 溶 出 プ ロ フ ァ イ ル で あ る 。 タ ン パ ク
質 は 、 TCRヘ テ ロ ダ イ マ ー に 対 応 す る 単 一 の 主 ピ ー ク と し て 溶 出 す る 。
【 ０ １ ５ ２ 】
　 ｐ Ｍ Ｈ Ｃ に 対 す る sTCRの 結 合 の BIAcore分 析 を 、 実 験 例 ３ に 記 載 し た よ う に 実 施 し た 。
Ｎ Ｙ － Ｅ Ｓ Ｏ － ビ オ チ ン TCRの Ｋ ｄ は ７ ． ５ μ Ｍ で あ っ た 。 Ｎ Ｙ － Ｅ Ｓ Ｏ － ヘ キ サ － ヒ ス
チ ジ ン タ グ 付 き TCRの Ｋ ｄ は ９ ． ６ μ Ｍ で あ っ た 。
【 ０ １ ５ ３ 】
　 実 験 例 １ １ ： 　 新 規 ジ ス ル フ ィ ド 鎖 間 結 合 を 含 む 可 溶 性 NY-ESO TCRの 蛍 光 標 識 四 量 体 を
用 い た 細 胞 染 色
　 TCR四 量 体 の 調 製
　 実 験 例 １ ０ の よ う に 調 製 し た 、 新 規 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 及 び ビ オ チ ン 認 識 配 列 を 含 む Ｎ Ｙ
－ Ｅ Ｓ Ｏ 可 溶 性 TCRを 利 用 し て 、 細 胞 染 色 に 必 要 な 可 溶 性 TCR四 量 体 を 形 成 さ せ た 。 精 製 可
溶 性 TCR溶 液 （ 約 ０ ． ２ ｍ ｇ ／ ｍ Ｌ ） ２ ． ５ ｍ Ｌ の 緩 衝 液 を 、 Ｐ Ｄ － １ ０ カ ラ ム (Pharmaci
a)を 用 い て ビ オ チ ン 化 反 応 緩 衝 液 （ ５ ０ ｍ Ｍ ト リ ス 　 ｐ Ｈ ８ ． ０ 、 １ ０ ｍ Ｍ 　 Ｍ ｇ Ｃ ｌ ２

） に 置 換 し た 。 分 子 量 カ ッ ト オ フ が １ ０ ｋ Ｄ ａ で あ る centricon濃 縮 装 置 (Amicon)を 用 い
て 溶 出 液 （ ３ ． ５ ｍ Ｌ ） を １ ｍ Ｌ に 濃 縮 し た 。 こ れ に 、 貯 蔵 物 （ ｐ Ｈ ７ ． ０ に 調 整 さ れ た
０ ． １ ｇ ／ ｍ Ｌ ） か ら Ａ Ｔ Ｐ を 添 加 し て １ ０ ｍ Ｍ に し た 。 次 い で 、 多 量 の プ ロ テ ア ー ゼ 阻
害 剤 の カ ク テ ル （ プ ロ テ ア ー ゼ 阻 害 剤 カ ク テ ル Ｓ ｅ ｔ 　 １ 、 Calbiochem Biochemicals）
を 、 供 給 さ れ た 貯 蔵 溶 液 の １ ／ １ ０ ０ の 最 終 プ ロ テ ア ー ゼ カ ク テ ル 濃 度 に す る の に 十 分 な
量 添 加 し 、 そ の 後 （ ０ ． ２ Ｍ 貯 蔵 物 か ら 添 加 さ れ た ） １ ｍ Ｍ 　 ビ オ チ ン 及 び （ ０ ． ５ ｍ ｇ
／ ｍ Ｌ の 貯 蔵 物 か ら の ） ２ ０ μ ｇ ／ ｍ Ｌ 　 酵 素 を 添 加 し た 。 次 い で 、 こ の 混 合 物 を 終 夜 室
温 で イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 Ｓ ７ ５ 　 Ｈ Ｒ カ ラ ム の サ イ ズ 排 除 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ に よ っ て 、
こ の 溶 液 か ら 過 剰 の ビ オ チ ン を 除 去 し た 。 NY-ESO TCRの ビ オ チ ン 化 レ ベ ル を 、 以 下 の よ う
に 、 サ イ ズ 排 除 Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ ベ ー ス の 方 法 に よ っ て 決 定 し た 。 ５ ０ ｕ Ｌ 一 定 量 の ビ オ チ ン 化 NY
-ESO TCR（ ２ ｍ ｇ ／ ｍ Ｌ ） を 、 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン で 被 覆 し た ア ガ ロ ー ス ビ ー ズ (Sigma)
５ ０ ｕ Ｌ と 共 に １ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 次 い で 、 こ の ビ ー ズ を 遠 心 沈 殿 さ せ 、 未 結 合
試 料 ５ ０ μ Ｌ を 、 Ｔ Ｓ Ｋ 　 ２ ０ ０ ０ 　 Ｓ Ｗ カ ラ ム (Tosoohaas)に 流 量 ０ ． ５ ｍ Ｌ ／ ｍ ｉ ｎ
（ ２ ０ ０ ｍ Ｍ リ ン 酸 緩 衝 液 　 ｐ Ｈ ７ ． ０ ） で ３ ０ 分 間 か け た 。 ビ オ チ ン 化 NY-ESO TCRの 存
在 を 、 Ｕ Ｖ 分 光 計 に よ っ て ２ １ ４ ｎ ｍ 及 び ２ ８ ０ ｎ ｍ で 検 出 し た 。 ビ オ チ ン 化 Ｎ Ｙ － Ｅ Ｓ
Ｏ を 非 ビ オ チ ン 化 NY-ESO TCR対 照 と 対 比 し て 測 定 し た 。 非 ビ オ チ ン 化 タ ン パ ク 質 の ピ ー ク
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面 積 か ら ビ オ チ ン 化 タ ン パ ク 質 の ピ ー ク 面 積 を 減 算 し て ビ オ チ ン 化 の 割 合 を 計 算 し た 。
【 ０ １ ５ ４ 】
　 ビ オ チ ン 化 可 溶 性 TCRの 四 量 体 化 を 、 neutravidin－ フ ィ コ エ リ ト リ ン 複 合 体 (Cambridge
 Biosciences、 UK)を 用 い て 行 っ た 。 ビ オ チ ン 化 可 溶 性 TCRの 濃 度 を ク ー マ シ ー タ ン パ ク 質
ア ッ セ イ （ Ｐ ｉ ｅ ｒ ｃ ｅ ） に よ っ て 測 定 し 、 可 溶 性 TCR　 ０ ． ８ ｍ ｇ ／ ｍ ｇ 　 neutravidin
－ フ ィ コ エ リ ト リ ン 複 合 体 の 比 を 、 ビ オ チ ン 化 TCRに よ る neutravidin－ Ｐ Ｅ の 飽 和 を １ ：
４ の 比 で 達 成 す る よ う に 計 算 し た 。 リ ン 酸 緩 衝 食 塩 水 （ Ｐ Ｂ Ｓ ） で 希 釈 し た ６ ． １ ５ ｍ ｇ
／ ｍ Ｌ ビ オ チ ン 化 Ｎ Ｙ － Ｅ Ｓ Ｏ 可 溶 性 TCR溶 液 １ ９ ． ５ μ Ｌ を 、 氷 上 の １ ｍ ｇ ／ ｍ Ｌ 可 溶
性 neutravidin-PE １ ５ ０ μ Ｌ に 静 か に 撹 拌 し な が ら 徐 々 に 添 加 し た 。 次 い で 、 Ｐ Ｂ Ｓ 　
１ ０ ０ ． ５ μ Ｌ を こ の 溶 液 に 添 加 し て 最 終 NY-ESO TCR四 量 体 濃 度 を １ ｍ ｇ ／ ｍ Ｌ に し た 。
【 ０ １ ５ ５ 】
　 染 色 手 順
　 Ｐ Ｂ Ｓ 　 ０ ． ５ ｍ Ｌ で 希 釈 し た ０ ． ３ × １ ０ ６ Ｈ Ｌ Ａ － Ａ ２ 陽 性 Ｅ Ｂ Ｖ 形 質 転 換 Ｂ 細 胞
系 （ Ｐ Ｐ 　 Ｌ Ｃ Ｌ ） の ４ つ の ア リ コ ー ト を 、 Ｈ Ｌ Ａ － Ａ ２ 　 NYESOペ プ チ ド （ Ｓ Ｌ Ｌ Ｍ Ｗ
Ｉ Ｔ Ｑ Ｃ ） の 濃 度 を 変 え て （ ０ 、 １ ０ － ４ 、 １ ０ － ５ 及 び １ ０ － ６ Ｍ ） ３ ７ ℃ で ２ 時 間 イ
ン キ ュ ベ ー ト し た 。 次 い で 、 こ れ ら の Ｐ Ｐ 　 Ｌ Ｃ Ｌ 細 胞 を 、 ハ ン ク ス 緩 衝 食 塩 水 溶 液 （ Ｈ
Ｂ Ｓ Ｓ ） （ Gibco、 Ｕ Ｋ ） で ２ 回 洗 浄 し た 。
【 ０ １ ５ ６ 】
　 ４ つ の ア リ コ ー ト の 各 々 を 等 分 し 、 ｎ ｅ ｕ ｔ ｒ ａ ｖ ｉ ｄ ｉ ｎ － フ ィ コ エ リ ト リ ン を 用 い
て 新 た に 四 量 体 化 し た ビ オ チ ン 化 Ｎ Ｙ － Ｅ Ｓ Ｏ ジ ス ル フ ィ ド 連 結 TCRで 染 色 し た 。 ５ 又 は
１ ０ μ ｇ フ ィ コ エ リ ト リ ン 標 識 dsTCR複 合 四 量 体 と 共 に 細 胞 を 氷 上 で ３ ０ 分 間 イ ン キ ュ ベ
ー ト し 、 Ｈ Ｂ Ｓ Ｓ で 洗 浄 し た 。 細 胞 を 再 度 洗 浄 し 、 Ｈ Ｂ Ｓ Ｓ に 再 懸 濁 さ せ 、 FACSVantage
で 分 析 し た 。 ２ ５ ， ０ ０ ０ 回 測 定 し 、 Ｗ ｉ ｎ Ｍ Ｉ Ｄ Ｉ ソ フ ト ウ エ ア を 用 い て デ ー タ を 解 析
し た 。
【 ０ １ ５ ７ 】
　 結 果
　 図 ９ １ ａ ～ ｈ に 、 上 述 し た よ う に 調 製 し た 試 料 の 各 々 に 対 し て 得 ら れ た Ｆ Ａ Ｃ Ｓ Ｖ ａ ｎ
ｔ ａ ｇ ｅ デ ー タ を ヒ ス ト グ ラ ム と し て 示 す 。 以 下 の 表 に 、 各 々 の 試 料 に 対 し て 観 察 さ れ た
陽 性 染 色 細 胞 の 割 合 を 列 記 す る 。
【 表 ５ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ５ ８ 】
　 こ れ ら の デ ー タ は 、 NY-ESO TCR四 量 体 に よ っ て 標 識 さ れ た 細 胞 の 比 率 が 、 イ ン キ ュ ベ ー
ト し た ペ プ チ ド （ Ｓ Ｌ Ｌ Ｍ Ｗ Ｉ Ｔ Ｑ Ｃ ） 濃 度 に 相 関 し て 増 加 す る こ と を 明 示 し て い る 。 し
た が っ て 、 こ れ ら の NY-ESO TCR四 量 体 は 、 Ｈ Ｌ Ａ － Ａ ２ 　 Ｎ Ｙ － Ｅ Ｓ Ｏ 複 合 体 の 発 現 に 基
づ く 特 異 的 細 胞 標 識 に 適 し た 成 分 で あ る 。
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【 ０ １ ５ ９ 】
　 本 実 験 例 で は 、 蛍 光 性 の 複 合 化 さ れ た NY-ESO TCR四 量 体 を 使 用 し た 。 し か し 、 適 切 な 治
療 成 分 (therapeutic moiety)で こ の 標 識 を 置 換 し て も 、 同 様 な レ ベ ル の 細 胞 結 合 が 期 待 さ
れ る 。
【 ０ １ ６ ０ 】
　 実 験 例 １ ２ ： 　 Ｃ β １ 定 常 領 域 が 組 み 込 ま れ た 、 新 規 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 を 含 む 可 溶 性 A6
 TCRの 生 成
　 上 記 実 験 例 は す べ て 、 Ｃ β ２ 定 常 領 域 が 組 み 込 ま れ た 、 新 規 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 を 含 む 可
溶 性 TCRの 生 成 に つ い て 説 明 し て い る 。 本 実 験 例 で は 、 Ｃ β １ 定 常 領 域 が 組 み 込 ま れ た 、
可 溶 性 TCRを 首 尾 よ く 生 成 可 能 で あ る こ と を 示 す 。
【 ０ １ ６ １ 】
A6 TCRβ 鎖 Ｖ － ド メ イ ン を Ｃ β １ に Ｐ Ｃ Ｒ ス テ ッ チ ン グ す る た め の プ ラ イ マ ー の 設 計
　 A6 TCRβ 鎖 Ｖ － ド メ イ ン の Ｐ Ｃ Ｒ 構 築 用 に 以 下 の プ ラ イ マ ー を 設 計 し た 。
【 ０ １ ６ ２ 】
　 5’ -GGAGATATACATATGAACGCTGGTGTCACT-3’
　 5’ -CCTTGTTCAGGTCCTCTGTGACCGTGAG-3’
　 Ｃ β １ の Ｐ Ｃ Ｒ 構 築 用 に 以 下 の プ ラ イ マ ー を 設 計 し た 。
【 ０ １ ６ ３ 】
　 5’ -CTCACGGTCACAGAGGACCTGAACAAGG-3’
　 5’ -CCCAAGCTTAGTCTGCTCTACCCCAGGCCTCGGC-3’
　 ベ ー タ Ｖ TCR構 築 物 及 び Ｃ β １ 構 築 物 を 標 準 Ｐ Ｃ Ｒ 法 に よ っ て 別 々 に 増 幅 し た 。 こ れ ら
を 、 ス テ ッ チ ン グ Ｐ Ｃ Ｒ に よ っ て 連 結 さ せ た 。 Ｑ Ｉ Ａ ｇ ｅ ｎ ミ ニ プ レ ッ プ カ ラ ム を 用 い て
製 造 者 の 指 示 に 従 っ て プ ラ ス ミ ド Ｄ Ｎ Ａ を 精 製 し 、 オ ッ ク ス フ ォ ー ド 大 学 生 化 学 科 の 配 列
決 定 施 設 に お け る 自 動 配 列 決 定 に よ っ て そ の 配 列 を 確 認 し た 。 Ａ ６ ＋ Ｃ β １ の 配 列 を 図 ９
２ に 示 す 。
【 ０ １ ６ ４ 】
　 そ の 結 果 、 Ａ ６ ＋ Ｃ β １ 鎖 は 、 両 方 の 鎖 の Ｃ ド メ イ ン に シ ス テ イ ン が 導 入 さ れ 、 鎖 間 ジ
ス ル フ ィ ド 結 合 に よ っ て Ａ ６ ア ル フ ァ TCRと 一 対 に な っ た 。
【 ０ １ ６ ５ 】
　 実 験 例 ２ に 記 載 し た よ う に 、 可 溶 性 TCRが 発 現 さ れ 、 リ フ ォ ー ル デ ィ ン グ さ れ た 。
【 ０ １ ６ ６ 】
　 リ フ ォ ー ル デ ィ ン グ さ れ た 可 溶 性 TCRの 精 製 ：
　 透 析 し た リ フ ォ ー ル デ ィ ン グ 体 を POROS 50HQ陰 イ オ ン 交 換 カ ラ ム に 充 填 し 、 Ａ ｋ ｔ ａ 精
製 装 置 (Pharmacia)を 用 い て ５ ０ カ ラ ム 体 積 に わ た る ０ ～ ５ ０ ０ ｍ Ｍ の Ｎ ａ Ｃ ｌ 勾 配 で 、
結 合 し た タ ン パ ク 質 を 図 ９ ３ の よ う に 溶 出 さ せ る こ と に よ っ て 、 分 解 生 成 物 及 び 不 純 物 か
ら sTCRを 分 離 さ せ た 。 ピ ー ク 画 分 を ４ ℃ で 貯 蔵 し 、 ク ー マ シ ー 染 色 Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ （ 図
９ ４ ） に よ っ て 分 析 し た 後 、 プ ー ル し 濃 縮 し た 。 最 後 に 、 Ｈ Ｂ Ｓ － Ｅ Ｐ 緩 衝 液 （ １ ０ ｍ Ｍ
　 Ｈ Ｅ Ｐ Ｅ Ｓ 　 ｐ Ｈ ７ ． ４ 、 １ ５ ０ ｍ Ｍ 　 Ｎ ａ Ｃ ｌ 、 ３ ． ５ ｍ Ｍ 　 Ｅ Ｄ Ｔ Ａ 、 ０ ． ０ ５ ％
ノ ニ デ ッ ト ｐ ４ ０ ） 中 で 予 め 平 衡 化 さ せ た Superdex　 ２ ０ ０ Ｈ Ｒ ゲ ル ろ 過 カ ラ ム （ 図 ９ ５
） を 用 い て sTCRを 精 製 し そ の 特 徴 を 調 べ た 。 約 ５ ０ ｋ Ｄ ａ の 相 対 分 子 量 で 溶 出 し た ピ ー ク
を プ ー ル し 濃 縮 し た 後 、 BIAcore表 面 プ ラ ズ モ ン 共 鳴 分 析 に よ っ て そ の 特 徴 を 調 べ た 。
【 ０ １ ６ ７ 】
　 ｐ Ｍ Ｈ Ｃ に 対 す る ジ ス ル フ ィ ド 連 結 A6 TCRの 結 合 の BIAcore分 析 を 、 実 験 例 ３ に 記 載 し
た よ う に 実 施 し た 。 図 ９ ６ に 、 そ の 同 族 ｐ Ｍ Ｈ Ｃ に 対 す る ジ ス ル フ ィ ド 連 結 Ａ ６ 可 溶 性 TC
Rの 特 異 的 結 合 の BIAcore分 析 結 果 を 示 す 。
【 ０ １ ６ ８ 】
　 Ｃ β １ 定 常 領 域 が 組 み 込 ま れ た 、 新 規 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 を 含 む 可 溶 性 A6 TCRは 、 そ の 同
族 ｐ Ｍ Ｈ Ｃ に 対 し て ２ ． ４ ２ ± ０ ． ５ ５ μ Ｍ の Ｋ ｄ を 有 し た 。 こ の 値 は 、 Ｃ β ２ 定 常 領 域
が 組 み 込 ま れ た 、 新 規 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 を 含 む 可 溶 性 A6 TCRに 対 し て 実 験 例 ３ で 決 定 さ れ
た Ｋ ｄ の １ ． ８ μ Ｍ に 極 め て 近 い 。
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【 ０ １ ６ ９ 】
　 実 験 例 １ ３ ： 　 β 鎖 に 「 遊 離 の 」 シ ス テ イ ン が 組 み 込 ま れ た 、 新 規 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 を
含 む 可 溶 性 A6 TCRの 生 成
　 TCRの β 鎖 定 常 領 域 に は 、 鎖 間 又 は 鎖 内 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 形 成 に 関 与 し な い シ ス テ イ ン
残 基 （ TRBC１ ＊ ０ １ 及 び TRBC２ ＊ ０ １ の エ キ ソ ン １ に お け る 残 基 ７ ５ ） が 含 ま れ る 。 上 記
実 験 例 は す べ て 、 機 能 性 TCRの 収 率 低 下 を も た ら し 得 る 「 不 適 切 な 」 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 が
形 成 さ れ る 可 能 性 を 回 避 す る た め に 、 こ の 「 遊 離 の 」 シ ス テ イ ン が ア ラ ニ ン に 突 然 変 異 し
た 、 新 規 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 を 有 す る 可 溶 性 TCRの 生 成 に つ い て 述 べ て い る 。 本 実 験 例 で は
、 こ の 「 遊 離 の 」 シ ス テ イ ン が 組 み 込 ま れ た 可 溶 性 TCRを 生 成 さ せ 得 る こ と を 示 す 。
【 ０ １ ７ ０ 】
　 TCRβ 鎖 の プ ラ イ マ ー 設 計 及 び 突 然 変 異 誘 発
　 TCRβ 鎖 ア ラ ニ ン （ TRBC１ ＊ ０ １ 及 び TRBC２ ＊ ０ １ の エ キ ソ ン １ の 残 基 ７ ５ ） を シ ス テ
イ ン に 突 然 変 異 さ せ る た め に 、 以 下 の プ ラ イ マ ー を 設 計 し た （ 突 然 変 異 を 小 文 字 で 示 す ）
。
【 ０ １ ７ １ 】
　 5’ -T GAC TCC AGA TAC tgT CTG AGC AGC CG
　 5’ -CG GCT GCT CAG Aca GTA TCT GGA GTC A
　 可 溶 性 TCRの Ｐ Ｃ Ｒ 突 然 変 異 誘 発 、 発 現 及 び リ フ ォ ー ル デ ィ ン グ を 、 実 験 例 ２ に 記 載 し
た よ う に 実 施 し た 。
【 ０ １ ７ ２ 】
　 リ フ ォ ー ル デ ィ ン グ さ れ た 可 溶 性 TCRの 精 製 ：
　 透 析 し た リ フ ォ ー ル デ ィ ン グ 体 を POROS 50HQ陰 イ オ ン 交 換 カ ラ ム に 充 填 し 、 Ａ ｋ ｔ ａ 精
製 装 置 (Pharmacia)を 用 い て ５ ０ カ ラ ム 体 積 に わ た る ０ ～ ５ ０ ０ ｍ Ｍ の Ｎ ａ Ｃ ｌ 勾 配 で 、
結 合 し た タ ン パ ク 質 を 図 ９ ８ の よ う に 溶 出 さ せ る こ と に よ っ て 、 分 解 生 成 物 及 び 不 純 物 か
ら sTCRを 分 離 さ せ た 。 ピ ー ク 画 分 を ４ ℃ で 貯 蔵 し 、 ク ー マ シ ー 染 色 Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ （ 図
９ ９ ） に よ っ て 分 析 し た 後 、 プ ー ル し 濃 縮 し た 。 最 後 に 、 Ｈ Ｂ Ｓ － Ｅ Ｐ 緩 衝 液 （ １ ０ ｍ Ｍ
　 Ｈ Ｅ Ｐ Ｅ Ｓ 　 ｐ Ｈ ７ ． ４ 、 １ ５ ０ ｍ Ｍ 　 Ｎ ａ Ｃ ｌ 、 ３ ． ５ ｍ Ｍ 　 Ｅ Ｄ Ｔ Ａ 、 ０ ． ０ ５ ％
ノ ニ デ ッ ト ｐ ４ ０ ） 中 で 予 め 平 衡 化 さ せ た Superdex　 ２ ０ ０ Ｈ Ｒ ゲ ル ろ 過 カ ラ ム （ 図 １ ０
０ ） を 用 い て sTCRを 精 製 し そ の 特 徴 を 調 べ た 。 約 ５ ０ ｋ Ｄ ａ の 相 対 分 子 量 で 溶 出 し た ピ ー
ク を プ ー ル し 濃 縮 し た 後 、 BIAcore表 面 プ ラ ズ モ ン 共 鳴 分 析 に よ っ て そ の 特 徴 を 調 べ た 。
【 ０ １ ７ ３ 】
　 ｐ Ｍ Ｈ Ｃ に 対 す る ジ ス ル フ ィ ド 連 結 A6 TCRの 結 合 の BIAcore分 析 を 、 実 験 例 ３ に 記 載 し
た よ う に 実 施 し た 。 図 １ ０ １ に 、 そ の 同 族 ｐ Ｍ Ｈ Ｃ に 対 す る ジ ス ル フ ィ ド 連 結 Ａ ６ 可 溶 性
TCRの 特 異 的 結 合 の BIAcore分 析 結 果 を 示 す 。
【 ０ １ ７ ４ 】
　 β 鎖 に 「 遊 離 の 」 シ ス テ イ ン が 組 み 込 ま れ た 新 規 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 を 含 む 可 溶 性 A6 TCR
は 、 そ の 同 族 ｐ Ｍ Ｈ Ｃ に 対 し て ２ １ ． ３ ９ ± ３ ． ５ ５ μ Ｍ の Ｋ ｄ を 有 し た 。
【 ０ １ ７ ５ 】
　 実 験 例 １ ４ ： 　 β 鎖 の 「 遊 離 の 」 シ ス テ イ ン が セ リ ン に 突 然 変 異 し た 、 新 規 ジ ス ル フ ィ
ド 結 合 を 含 む 可 溶 性 A6 TCRの 生 成
　 本 実 験 例 で は 、 β 鎖 の 「 遊 離 の 」 シ ス テ イ ン （ TRBC１ ＊ ０ １ 及 び TRBC２ ＊ ０ １ の エ キ ソ
ン １ の 残 基 ７ ５ ） が セ リ ン に 突 然 変 異 し た 、 新 規 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 を 含 む 可 溶 性 TCRが 首
尾 よ く 生 成 可 能 で あ る こ と を 示 す 。
【 ０ １ ７ ６ 】
　 TCRβ 鎖 の プ ラ イ マ ー 設 計 及 び 突 然 変 異 誘 発
　 天 然 シ ス テ イ ン （ TRBC１ ＊ ０ １ 及 び TRBC２ ＊ ０ １ の エ キ ソ ン １ の 残 基 ７ ５ ） を 予 め 置 換
し た TCRβ 鎖 ア ラ ニ ン を セ リ ン に 突 然 変 異 さ せ る た め に 、 以 下 の プ ラ イ マ ー を 設 計 し た （
突 然 変 異 を 小 文 字 で 示 す ） 。
【 ０ １ ７ ７ 】
　 5’ -T GAC TCC AGA TAC tCT CTG AGC AGC CG
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　 5’ -CG GCT GCT CAG AGa GTA TCT GGA GTC A
　 可 溶 性 TCRの （ 図 １ ０ ２ に 示 す 突 然 変 異 ベ ー タ 鎖 を も た ら す ） Ｐ Ｃ Ｒ 突 然 変 異 誘 発 、 発
現 及 び リ フ ォ ー ル デ ィ ン グ を 、 実 験 例 ２ に 記 載 し た よ う に 実 施 し た 。
【 ０ １ ７ ８ 】
　 リ フ ォ ー ル デ ィ ン グ さ れ た 可 溶 性 TCRの 精 製 ：
　 透 析 し た リ フ ォ ー ル デ ィ ン グ 体 を POROS 50HQ陰 イ オ ン 交 換 カ ラ ム に 充 填 し 、 Akta精 製 装
置 (Pharmacia)を 用 い て ５ ０ カ ラ ム 体 積 に わ た る ０ ～ ５ ０ ０ ｍ Ｍ の Ｎ ａ Ｃ ｌ 勾 配 で 、 結 合
し た タ ン パ ク 質 を 図 １ ０ ３ に 示 す よ う に 溶 出 さ せ る こ と に よ っ て 、 分 解 生 成 物 及 び 不 純 物
か ら sTCRを 分 離 さ せ た 。 ピ ー ク 画 分 を ４ ℃ で 貯 蔵 し 、 ク ー マ シ ー 染 色 Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ （
図 １ ０ ４ ） に よ っ て 分 析 し た 後 、 プ ー ル し 濃 縮 し た 。 最 後 に 、 Ｈ Ｂ Ｓ － Ｅ Ｐ 緩 衝 液 （ １ ０
ｍ Ｍ 　 Ｈ Ｅ Ｐ Ｅ Ｓ 　 ｐ Ｈ ７ ． ４ 、 １ ５ ０ ｍ Ｍ 　 Ｎ ａ Ｃ ｌ 、 ３ ． ５ ｍ Ｍ 　 Ｅ Ｄ Ｔ Ａ 、 ０ ． ０
５ ％ ノ ニ デ ッ ト ｐ ４ ０ ） 中 で 予 め 平 衡 化 さ せ た Superdex　 ２ ０ ０ Ｈ Ｒ ゲ ル ろ 過 カ ラ ム （ 図
１ ０ ５ ） を 用 い て sTCRを 精 製 し そ の 特 徴 を 調 べ た 。 約 ５ ０ ｋ Ｄ ａ の 相 対 分 子 量 で 溶 出 し た
ピ ー ク を プ ー ル し 濃 縮 し た 後 、 BIAcore表 面 プ ラ ズ モ ン 共 鳴 分 析 に よ っ て そ の 特 徴 を 調 べ
た 。
【 ０ １ ７ ９ 】
　 ｐ Ｍ Ｈ Ｃ に 対 す る ジ ス ル フ ィ ド 連 結 A6 TCRの 結 合 の BIAcore分 析 を 、 実 験 例 ３ に 記 載 し
た よ う に 実 施 し た 。 図 １ ０ ６ に 、 そ の 同 族 ｐ Ｍ Ｈ Ｃ に 対 す る ジ ス ル フ ィ ド 連 結 Ａ ６ 可 溶 性
TCRの 特 異 的 結 合 の BIAcore分 析 結 果 を 示 す 。
【 ０ １ ８ ０ 】
　 β 鎖 の 「 遊 離 の 」 シ ス テ イ ン が セ リ ン に 突 然 変 異 し た 、 新 規 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 を 含 む 可
溶 性 A6 TCRは 、 そ の 同 族 ｐ Ｍ Ｈ Ｃ に 対 し て ２ ． ９ ８ ± ０ ． ２ ７ μ Ｍ の Ｋ ｄ を 有 し た 。 こ の
値 は 、 β 鎖 の 「 遊 離 の 」 シ ス テ イ ン が ア ラ ニ ン に 突 然 変 異 し た 、 新 規 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 を
含 む 可 溶 性 A6 TCRに 対 し て 実 験 例 ３ で 決 定 さ れ た Ｋ ｄ の １ ． ８ μ Ｍ に 極 め て 近 い 。
【 ０ １ ８ １ 】
　 実 験 例 １ ５ ： 　 新 規 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 を 含 む Ｎ Ｙ － Ｅ Ｎ Ｏ 　 TCRα 鎖 及 び β 鎖 の 酵 母 発
現 ベ ク タ ー へ の ク ロ ー ニ ン グ
　 NY-ESO TCRα 鎖 及 び β 鎖 を 、 Saccharomyces cerevisiae由 来 の プ レ プ ロ α 接 合 因 子 配 列
の Ｃ 末 端 に 融 合 さ せ 、 そ れ ぞ れ 酵 母 発 現 ベ ク タ ー ｐ Ｙ Ｘ １ ２ ２ 及 び ｐ Ｙ Ｘ １ １ ２ に ク ロ ー
ン 化 し た （ 図 １ ０ ７ 及 び １ ０ ８ 参 照 ） 。
【 ０ １ ８ ２ 】
　 S.cerevisiae菌 株 Ｓ Ｅ Ｙ ６ ２ １ ０ (Robinson等 (1991)、 Mol Cell Biol.11(12)： 5813～ 2
4)由 来 の プ レ プ ロ α 接 合 因 子 配 列 を Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 し て TCRα 鎖 に 融 合 さ せ る た め に 、 以 下 の
プ ラ イ マ ー を 設 計 し た 。
【 ０ １ ８ ３ 】
　 5’ -TCT GAA TTC ATG AGA TTT CCT TCA ATT TTT AC-3’
　 5’ -TCA CCT CCT GGG CTT CAG CCT CTC TTT TAT C-3’
　 S.cerevisiae菌 株 Ｓ Ｅ Ｙ ６ ２ １ ０ 由 来 の プ レ プ ロ α 接 合 因 子 配 列 を Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 し て TCR
β 鎖 に 融 合 さ せ る た め に 、 以 下 の プ ラ イ マ ー を 設 計 し た 。
【 ０ １ ８ ４ 】
　 5’ -TCT GAA TTC ATG AGA TTT CCT TCA ATT TTT AC-3’
　 5’ -GTG TCT CGA GTT AGT CTG CTC TAC CCC AGG C-3’
　 S.cerevisiae菌 株 Ｓ Ｅ Ｙ ６ ２ １ ０ の コ ロ ニ ー を ０ ． ２ ５ ％ Ｓ Ｄ Ｓ 水 溶 液 ３ ０ μ Ｌ に 再 懸
濁 し 、 ９ ０ ℃ で ３ 分 間 加 熱 し て 、 酵 母 Ｄ Ｎ Ａ を 調 製 し た 。 TCRα 鎖 及 び β 鎖 に 融 合 さ せ る
た め の プ レ プ ロ α 接 合 因 子 配 列 を 、 そ れ ぞ れ 上 述 の プ ラ イ マ ー 対 を 用 い て 以 下 の Ｐ Ｃ Ｒ 条
件 で 酵 母 Ｄ Ｎ Ａ ０ ． ２ ５ μ Ｌ を Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 す る こ と に よ っ て 生 成 さ せ た 。 各 プ ラ イ マ ー １
２ ． ５ ｐ モ ル を 、 ２ ０ ０ μ Ｍ 　 ｄ Ｎ Ｔ Ｐ 、 １ ０ ｘ Ｐ ｆ ｕ 緩 衝 液 ５ μ Ｌ 及 び Ｐ ｆ ｕ ポ リ メ ラ
ー ゼ (Stratagene)１ ． ２ ５ 単 位 と 最 終 体 積 ５ ０ μ Ｌ 中 で 混 合 し た 。 ９ ２ ℃ ３ ０ 秒 の 初 期 変
性 ス テ ッ プ の 後 、 反 応 混 合 物 を Ｈ ｙ ｂ ａ ｉ ｄ 　 Ｐ Ｃ Ｒ 発 現 Ｐ Ｃ Ｒ 装 置 に よ っ て ３ ０ ラ ウ ン
ド の 変 性 （ ９ ２ ℃ 、 ３ ０ 秒 ） 、 ア ニ ー リ ン グ （ ４ ６ ． ９ ℃ 、 ６ ０ 秒 ） 及 び 伸 長 （ ７ ２ ℃ 、
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２ 分 ） に 供 し た 。
【 ０ １ ８ ５ 】
　 上 述 の プ レ プ ロ α 接 合 因 子 配 列 に 融 合 さ せ る TCRα 鎖 を Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 す る た め に 、 以 下 の
プ ラ イ マ ー を 設 計 し た 。
【 ０ １ ８ ６ 】
　 5’ -GGC TGA AGC CCA GGA GGT GAC ACA GAT TCC-3’
　 5’ -CTC CTC TCG AGT TAG GAA CTT TCT GGG CTG GG-3’
　 上 述 の プ レ プ ロ α 接 合 因 子 配 列 に 融 合 さ せ る TCRβ 鎖 を Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 す る た め に 、 以 下 の
プ ラ イ マ ー を 設 計 し た 。
【 ０ １ ８ ７ 】
　 5’ -GGC TGA AGC CGG CGT CAC TCA GAC CCC AAA AT-3’
　 5’ -GTG TCT CGA GTT AGT CTG CTC TAC CCC AGG C-3’
　 TCRα 鎖 及 び β 鎖 を 増 幅 す る た め の Ｐ Ｃ Ｒ 条 件 は 、 以 下 の 変 更 点 以 外 上 述 し た の と 同 じ
で あ っ た 。 す な わ ち 、 TCRα 鎖 及 び β 鎖 を 増 幅 す る た め に 使 用 し た Ｄ Ｎ Ａ テ ン プ レ ー ト は
、 そ れ ぞ れ （ 実 験 例 ５ に お い て 調 製 し た ） NY-ESO TCRα 鎖 及 び β 鎖 で あ り 、 使 用 し た ア ニ
ー リ ン グ 温 度 は ６ ０ ． １ ℃ で あ っ た 。
【 ０ １ ８ ８ 】
　 次 い で 、 初 期 Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 に 導 入 し た 相 補 的 重 複 配 列 を 利 用 し た Ｐ Ｃ Ｒ ス テ ッ チ ン グ 反 応
に Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 を 用 い て 、 完 全 長 キ メ ラ 遺 伝 子 を 作 製 し た 。 得 ら れ た Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 を 制 限 酵 素
Ｅ ｃ ｏ Ｒ 　 Ｉ 及 び Ｘ ｈ ｏ 　 Ｉ で 消 化 し 、 同 じ 酵 素 で 消 化 し た ｐ Ｙ Ｘ １ ２ ２ 又 は ｐ Ｙ Ｘ １ １
２ に ク ロ ー ン 化 し た 。 得 ら れ た プ ラ ス ミ ド を Ｑ ｉ ａ ｇ ｅ ｎ （ 商 標 ） ミ ニ プ レ ッ プ カ ラ ム を
用 い て 製 造 者 の 指 示 に 従 っ て 精 製 し 、 そ の 配 列 を 、 Genetics Ltd、 Queensway、 New Milto
n、 Hampshire、 United Kingdomの 配 列 決 定 施 設 に お け る 自 動 配 列 決 定 に よ っ て 確 認 し た 。
図 １ ０ ９ 及 び １ １ ０ に 、 ク ロ ー ン 化 さ れ た キ メ ラ 産 物 の Ｄ Ｎ Ａ 配 列 及 び タ ン パ ク 質 配 列 を
示 す 。
【 ０ １ ８ ９ 】
　 実 験 例 １ ６ ： 　 新 規 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 を 含 む 可 溶 性 NY-ESO TCRの 酵 母 中 で の 発 現
　 そ れ ぞ れ 実 験 例 １ ５ に 記 載 し た よ う に 生 成 さ れ た TCRα 鎖 及 び β 鎖 を 含 む 酵 母 発 現 プ ラ
ス ミ ド を 、 Agatep等 (1998)(Technical Tips Online(http： //tto.trends.com)1： 51： P01
525)に よ る プ ロ ト コ ル を 用 い て 、 S.cerevisiae菌 株 Ｓ Ｅ Ｙ ６ ２ １ ０ に 同 時 形 質 転 換 し た 。
ヒ ス チ ジ ン 及 び ウ ラ シ ル を 含 有 す る 合 成 ド ロ ッ プ ア ウ ト (SD、 synthetic dropout)寒 天 (Qb
iogene、 Illkirch、 France)上 で 増 殖 さ せ た 単 一 の コ ロ ニ ー を 、 ヒ ス チ ジ ン 及 び ウ ラ シ ル
を 含 有 す る Ｓ Ｄ 培 地 １ ０ ｍ Ｌ 中 ３ ０ ℃ で 終 夜 培 養 し た 。 そ の 終 夜 培 養 し た も の を 、 ヒ ス チ
ジ ン 及 び ウ ラ シ ル を 含 有 す る 新 鮮 な Ｓ Ｄ 培 地 １ ０ ｍ Ｌ 中 １ ： １ ０ で 継 代 培 養 し 、 ３ ０ ℃ で
４ 時 間 増 殖 さ せ た 。 そ の 培 養 物 を 、 Heraeus Megafuge 2.0R(Kendro Laboratory Products
 Ltd、 Bishop’ s Stortford、 Hertfordshire、 UK)を 用 い て ３ ８ ０ ０ ｒ ｐ ｍ で ５ 分 間 遠 心
分 離 し 、 上 清 を 回 収 し た 。 StratClean Resin(Stratagene)５ μ Ｌ を 上 清 と 混 合 し 、 ブ ラ ッ
ド ホ イ ー ル 中 ４ ℃ で 終 夜 回 転 さ せ た 。 StratClean Resinを Heraeus Megafuge　 ２ ． ０ Ｒ を
用 い て ３ ８ ０ ０ ｒ ｐ ｍ で 遠 心 沈 殿 さ せ 、 培 地 を 廃 棄 し た 。 還 元 試 料 緩 衝 液 （ ２ Ｍ 　 Ｄ Ｔ Ｔ
５ ０ μ Ｌ を 含 有 す る LaemmLi試 料 緩 衝 液 (Biorad)９ ５ ０ μ Ｌ ） ２ ５ μ Ｌ を 樹 脂 に 添 加 し 、
そ の 試 料 を ９ ５ ℃ で ５ 分 間 加 熱 し 、 次 い で 、 氷 冷 し た 後 、 混 合 物 ２ ０ μ Ｌ を Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ
Ｇ Ｅ ゲ ル に ０ ． ８ ｍ Ａ 一 定 ／ ｃ ｍ ２ ゲ ル 表 面 で １ 時 間 か け た 。 ゲ ル 中 の タ ン パ ク 質 を 、 以
下 の 変 更 点 以 外 下 記 実 験 例 １ ７ に 記 載 し た よ う に 、 Immuno-Blot PVDFメ ン ブ レ ン （ Ｂ ｉ ｏ
－ Ｒ ａ ｄ ） に 移 し 、 TCR抗 α 鎖 抗 体 で プ ロ ー ブ し た 。 １ 次 抗 体 （ TCR抗 α 鎖 ） 及 び ２ 次 抗 体
を そ れ ぞ れ １ ／ ２ ０ ０ 及 び １ ／ １ ０ ０ ０ に 希 釈 し て 用 い た 。 図 １ １ １ に 、 展 開 し た メ ン ブ
レ ン の 写 真 を 示 す 。 そ の 結 果 、 酵 母 培 養 に よ っ て 培 地 中 に 低 レ ベ ル の TCRが 分 泌 さ れ る こ
と が 判 明 し た 。
【 ０ １ ９ ０ 】
　 実 験 例 １ ７ ： 　 バ キ ュ ロ ウ イ ル ス に お け る ジ ス ル フ ィ ド Ａ ６ 　 Ｔ ａ ｘ 　 TCRα 鎖 及 び β
鎖 発 現
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　 ク ロ ー ニ ン グ 戦 略
　 ジ ス ル フ ィ ド Ａ ６ 　 Ｔ ａ ｘ 　 TCRの α 鎖 及 び β 鎖 を 、 ｐ Ｇ Ｍ Ｔ ７ か ら ｐ Ｅ Ｘ １ ７ ２ と 称
す る ｐ Ｂ ｌ ｕ ｅ Ｓ ｃ ｒ ｉ ｐ ｔ 　 Ｋ Ｓ ２ ベ ー ス の ベ ク タ ー に ク ロ ー ン 化 し た 。 こ の ベ ク タ ー
は 、 Ｄ Ｒ Ｂ １ ＊ ０ １ ０ １ の リ ー ダ ー 配 列 、 様 々 な ペ プ チ ド コ ー ド 配 列 を 挿 入 す る た め の Ａ
ｇ ｅ Ｉ 部 位 、 リ ン カ ー 領 域 、 次 い で Ｊ ｕ ｎ ロ イ シ ン ジ ッ パ ー 配 列 の 前 の Ｄ Ｒ β 鎖 を ク ロ ー
ン 化 す る Ｍ ｌ ｕ Ｉ 及 び Ｓ ａ ｌ Ｉ 部 位 を 用 い て 、 昆 虫 細 胞 を 発 現 さ せ る た め の 様 々 な Ｍ Ｈ Ｃ
ク ラ ス Ｉ Ｉ β 鎖 を ク ロ ー ニ ン グ す る よ う に 設 計 さ れ た 。 ｐ Ｂ ｌ ｕ ｅ Ｓ ｃ ｒ ｉ ｐ ｔ 　 Ｉ Ｉ 　
Ｋ Ｓ － の Ｋ ｐ ｎ Ｉ 部 位 と Ｅ ｃ ｏ Ｒ Ｉ 部 位 の 間 に 位 置 し 、 ｐ Ｅ Ｘ 　 １ ７ ２ が ｐ Ｂ ｌ ｕ ｅ Ｓ ｃ
ｒ ｉ ｐ ｔ 　 Ｉ Ｉ 　 Ｋ Ｓ － と 異 な る 配 列 を 図 １ １ ２ に 示 す 。 昆 虫 細 胞 に お い て TCR鎖 を ク ロ
ー ニ ン グ す る た め に 、 こ の ｐ Ｅ Ｘ １ ７ ２ が Ａ ｇ ｅ Ｉ 及 び Ｓ ａ ｌ Ｉ と 共 に 切 断 さ れ て リ ン カ
ー 領 域 及 び Ｍ ｌ ｕ Ｉ 部 位 が 除 去 さ れ 、 ペ プ チ ド 配 列 が 始 ま る 箇 所 に TCR鎖 が 入 る 。 TCR配 列
は 、 ５ ’ 末 端 に Ｂ ｓ ｐ Ｅ Ｉ 部 位 （ こ れ は Ａ ｇ ｅ Ｉ 適 合 付 着 末 端 を 含 ん で い た ） 及 び ３ ’ 末
端 に Ｓ ａ ｌ Ｉ 部 位 を 含 む ｐ Ｇ Ｍ Ｔ ７ か ら ク ロ ー ン 化 さ れ た 。 Ｄ Ｒ β リ ー ダ ー 配 列 の 除 去 用
切 断 部 位 を 用 意 す る た め に 、 Ｄ Ｒ β 鎖 の 最 初 の ３ つ の 残 基 （ Ｇ Ｄ Ｔ ） を 保 存 し た 。 Ｊ ｕ ｎ
ロ イ シ ン ジ ッ パ ー 配 列 が 転 写 さ れ る の を 防 止 す る た め に 、 Ｓ ａ ｌ Ｉ 部 位 の 前 に 終 止 コ ド ン
を 挿 入 す る 必 要 が あ っ た 。 こ の 構 築 物 の 概 略 に つ い て は 、 図 １ １ ３ を 参 照 さ れ た い 。 TCR
鎖 が こ の プ ラ ス ミ ド に 入 っ た 後 、 Ｂ ａ ｍ Ｈ Ｉ 断 片 を 切 り 出 し 、 バ キ ュ ロ ウ イ ル ス に 対 し て
相 同 組 換 え 部 位 を 有 す る ｐ Ａ ｃ Ａ Ｂ ３ ベ ク タ ー に サ ブ ク ロ ー ニ ン グ し た 。 ｐ Ａ ｃ Ａ Ｂ ３ ベ
ク タ ー は 、 ２ つ の 異 な る プ ロ モ ー タ ー を 有 し 、 １ つ は Ｂ ａ ｍ Ｈ Ｉ 部 位 を 含 み 、 １ つ は Ｂ ｇ
ｌ Ｉ Ｉ ク ロ ー ニ ン グ 部 位 を 含 む 。 A6 TCRβ 鎖 に は Ｂ ｇ ｌ Ｉ Ｉ 部 位 が あ る の で 、 A6 TCRα 鎖
が Ｂ ｇ ｌ Ｉ Ｉ 部 位 に 挿 入 さ れ 、 次 い で β 鎖 が Ｂ ａ ｍ Ｈ Ｉ 部 位 に サ ブ ク ロ ー ニ ン グ さ れ る 。
【 ０ １ ９ １ 】
　 上 記 ク ロ ー ニ ン グ 戦 略 に 従 い 、 以 下 の プ ラ イ マ ー を 設 計 し た （ ベ ク タ ー に 相 同 な 部 分 を
大 文 字 で 示 す ） 。
【 ０ １ ９ ２ 】
　 Ａ ６ α ： Ｆ ： 5’ -gtagtccggagacaccggaCAGAAGGAAGTGGAGCAGAAC
　 　 　 　 　 Ｒ ： 5’ -gtaggtcgacTAGGAACTTTCTGGGCTGGG
　 Ａ ６ β ： Ｆ ： 5’ -gtagtccggagacaccggaAACGCTGGTGTCACTCAGA
　 　 　 　 　 Ｒ ： 5’ -gtaggtcgacTAGTCTGCTCTACCCCAGG
　 Ｐ Ｃ Ｒ 、 ク ロ ー ニ ン グ 及 び サ ブ ク ロ ー ニ ン グ ：
　 ジ ス ル フ ィ ド Ａ ６ 　 Ｔ ａ ｘ 　 TCRα 鎖 又 は β 鎖 の 遺 伝 子 を 含 有 す る 発 現 プ ラ ス ミ ド を 、
以 下 の Ｐ Ｃ Ｒ 反 応 に お い て テ ン プ レ ー ト と し て 使 用 し た 。 プ ラ ス ミ ド １ ０ ０ ｎ ｇ を １ ０ ｍ
Ｍ 　 ｄ Ｎ Ｔ Ｐ 　 １ μ Ｌ 、 １ ０ ｘ Ｐ ｆ ｕ 緩 衝 液 (Stratagene)５ μ Ｌ 、 Ｐ ｆ ｕ ポ リ メ ラ ー ゼ (S
tratagene)１ ． ２ ５ 単 位 、 上 記 Ａ ６ α プ ラ イ マ ー ５ ０ ｐ モ ル と 混 合 し 、 最 終 体 積 を Ｈ ２ Ｏ
で ５ ０ μ Ｌ に 調 節 し た 。 同 様 の 反 応 混 合 物 を 、 β プ ラ ス ミ ド 及 び β プ ラ イ マ ー 対 を 用 い て
β 鎖 用 に 準 備 し た 。 こ れ ら の 反 応 混 合 物 を 、 Ｈ ｙ ｂ ａ ｉ ｄ 　 Ｐ Ｃ Ｒ 発 現 Ｐ Ｃ Ｒ 装 置 を 用 い
て ３ ５ ラ ウ ン ド の 変 性 （ ９ ５ ℃ 、 ６ ０ 秒 ） 、 ア ニ ー リ ン グ （ ５ ０ ℃ 、 ６ ０ 秒 ） 及 び 伸 長 （
７ ２ ℃ 、 ８ 分 ） に 供 し た 。 次 い で 、 生 成 物 を 、 Ｂ ｓ ｐ Ｅ Ｉ 制 限 酵 素 １ ０ 単 位 を 用 い て ３ ７
℃ で ２ 時 間 消 化 し 、 Ｓ ａ ｌ Ｉ (New England Biolabs)１ ０ 単 位 で さ ら に ２ 時 間 消 化 し た 。
こ れ ら の 消 化 さ れ た 反 応 物 を 、 Ａ ｇ ｅ Ｉ 及 び Ｓ ａ ｌ Ｉ で 消 化 し た ｐ Ｅ Ｘ １ ７ ２ に 連 結 し 、
こ れ ら を コ ン ピ テ ン ト な Ｘ Ｌ １ － Ｂ ｌ ｕ ｅ 細 菌 に 形 質 転 換 し 、 ３ ７ ℃ で １ ８ 時 間 増 殖 さ せ
た 。 単 一 の コ ロ ニ ー を α 及 び β 調 製 物 の 各 々 か ら 選 択 し 、 Ｔ Ｙ Ｐ ＋ ア ン ピ シ リ ン （ １ ６ ｇ
／ Ｌ バ ク ト ト リ プ ト ン 、 １ ６ ｇ ／ Ｌ 酵 母 抽 出 物 、 ５ ｇ ／ Ｌ Ｎ ａ Ｃ ｌ 、 ２ ． ５ ｇ ／ Ｌ Ｋ ２ Ｈ
Ｐ Ｏ ４ 、 １ ０ ０ ｍ ｇ ／ Ｌ ア ン ピ シ リ ン ） ５ ｍ Ｌ 中 で 終 夜 増 殖 さ せ た 。 Ｑ Ｉ Ａ ｇ ｅ ｎ ミ ニ プ
レ ッ プ カ ラ ム を 用 い て 製 造 者 の 指 示 に 従 っ て プ ラ ス ミ ド Ｄ Ｎ Ａ を 精 製 し 、 Ｇ ｅ ｎ ｅ ｔ ｉ ｘ
の 配 列 決 定 施 設 に お け る 自 動 配 列 決 定 に よ っ て そ の 配 列 を 確 認 し た 。 α 鎖 及 び β 鎖 そ れ ぞ
れ に つ い て 、 Ｂ ａ ｍ Ｈ Ｉ 挿 入 断 片 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 図 １ １ ４ 及 び １ １ ５ に 示 す 。
【 ０ １ ９ ３ 】
　 ｐ Ｅ Ｘ １ ７ ２ に お け る こ れ ら α 及 び β ジ ス ル フ ィ ド Ａ ６ 　 Ｔ ａ ｘ 　 TCR鎖 構 築 物 を 、 Ｂ
ａ ｍ Ｈ Ｉ 制 限 酵 素 （ New England Biolabs） を 用 い て ３ ７ ℃ で ２ 時 間 消 化 し て 除 去 し た 。
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α 鎖 の Ｂ ａ ｍ Ｈ Ｉ 挿 入 断 片 を 、 Ｂ ｇ ｌ Ｉ Ｉ 酵 素 で 消 化 し た ｐ Ａ ｃ Ａ Ｂ ３ ベ ク タ ー （ Pharmi
ngen-BD Biosciences： 21216P） に 連 結 し た 。 こ れ を コ ン ピ テ ン ト な Ｘ Ｌ １ － Ｂ ｌ ｕ ｅ 細
菌 に 形 質 転 換 し 、 ３ ７ ℃ で １ ８ 時 間 増 殖 さ せ た 。 こ の プ レ ー ト か ら 単 一 の コ ロ ニ ー を 選 択
し 、 Ｔ Ｙ Ｐ ＋ ア ン ピ シ リ ン ５ ｍ Ｌ 中 で 終 夜 増 殖 さ せ 、 プ ラ ス ミ ド Ｄ Ｎ Ａ を 先 と 同 様 に 精 製
し た 。 次 い で 、 こ の プ ラ ス ミ ド を Ｂ ａ ｍ Ｈ Ｉ で 消 化 し 、 β 鎖 Ｂ ａ ｍ Ｈ Ｉ 挿 入 断 片 を 連 結 し
、 コ ン ピ テ ン ト な Ｘ Ｌ １ － Ｂ ｌ ｕ ｅ 細 菌 に 形 質 転 換 し 、 終 夜 増 殖 さ せ 、 Ｔ Ｙ Ｐ － ア ン ピ シ
リ ン で 選 択 し 、 増 殖 さ せ た 後 、 Ｑ Ｉ Ａ ｇ ｅ ｎ ミ ニ プ レ ッ プ カ ラ ム を 用 い て 先 と 同 様 に ミ ニ
プ レ ッ プ を 行 っ た 。 α 鎖 及 び β 鎖 両 方 の 正 確 な 配 向 を 、 以 下 の 配 列 決 定 プ ラ イ マ ー を 用 い
て 配 列 を 決 定 す る こ と に よ っ て 確 認 し た 。
【 ０ １ ９ ４ 】
　 ｐ Ａ ｃ Ａ Ｂ ３ 　 α 　 順 方 向 ： 5’ -gaaattatgcatttgaggatg
　 ｐ Ａ ｃ Ａ Ｂ ３ 　 β 　 順 方 向 ： 5’ -attaggcctctagagatccg
　 昆 虫 細 胞 内 に お け る ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 、 感 染 、 発 現 及 び A6 TCRの 分 析
　 Ｂ ａ ｃ ｕ Ｌ ｏ ｇ ｏ ｌ ｄ 形 質 移 入 キ ッ ト (Pharmingen-BD Biosciences:21100K)を 用 い て 製
造 者 の 指 示 に 従 っ て 、 無 血 清 培 地 （ Pharmingen-BD Biosciences： 551411） で 増 殖 さ せ た
ｓ ｆ ９ 細 胞 （ Pharmingen-BD Biosciences： 21300C） に 、 α 鎖 及 び β 鎖 を 含 む 発 現 プ ラ ス
ミ ド を 形 質 移 入 し た 。 ２ ７ ℃ で ５ 日 後 、 こ れ ら の 形 質 移 入 細 胞 を 増 殖 さ せ た 培 地 ２ ０ ０ μ
Ｌ を 、 無 血 清 培 地 中 の １ × １ ０ ６ 細 胞 ／ ｍ Ｌ の High Five細 胞 １ ０ ０ ｍ Ｌ に 添 加 し た 。 ２
７ ℃ で さ ら に ６ 日 後 、 こ の 培 地 １ ｍ Ｌ を 取 り 出 し 、 Hereus microfugeを 用 い て １ ３ ， ０ ０
０ Ｒ Ｐ Ｍ で ５ 分 間 遠 心 し て 細 胞 片 を ペ レ ッ ト 化 し た 。
【 ０ １ ９ ５ 】
　 こ の 昆 虫 Ａ ６ ジ ス ル フ ィ ド 連 結 TCR上 清 １ ０ μ Ｌ を 、 正 の 対 照 の 細 菌 Ａ ６ ジ ス ル フ ィ ド
連 結 TCR５ μ ｇ 及 び １ ０ μ ｇ と 一 緒 に プ レ キ ャ ス ト ４ ～ ２ ０ ％ ト リ ス ／ グ リ シ ン ゲ ル （ Inv
itrogen： EC60252） 上 に 流 し た 。 還 元 試 料 緩 衝 液 （ ９ ５ ０ μ Ｌ の LaemmLi試 料 緩 衝 液 （ Bio
-Rad： 161-0737） ５ ０ μ Ｌ の ２ Ｍ 　 Ｄ Ｔ Ｔ ） １ ０ μ Ｌ を 添 加 し 、 ９ ５ ℃ で ５ 分 間 加 熱 し 、
室 温 で １ ０ 分 間 冷 却 し 、 次 い で ２ ０ μ Ｌ を 充 填 す る こ と に よ っ て 還 元 試 料 を 調 製 し た 。 Ｌ
ａ ｅ ｍ ｍ Ｌ ｉ 試 料 緩 衝 液 １ ０ μ Ｌ を 添 加 し 、 ２ ０ μ Ｌ を 充 填 す る こ と に よ っ て 非 還 元 試 料
を 調 製 し た 。
【 ０ １ ９ ６ 】
　 Novex-Xcellゲ ル タ ン ク 中 で １ 時 間 こ の ゲ ル に １ ５ ０ ボ ル ト を か け 、 そ の 後 ゲ ル を 静 か
に 撹 拌 し な が ら ク ー マ シ ー ゲ ル 染 料 ５ ０ ｍ Ｌ で １ 時 間 染 色 し た （ メ タ ノ ー ル ５ ０ ０ ｍ Ｌ 中
で ク ー マ シ ー 粉 １ ． １ ｇ を １ 時 間 撹 拌 し 、 酢 酸 １ ０ ０ ｍ Ｌ を 添 加 し 、 Ｈ ２ Ｏ で １ リ ッ ト ル
と し 、 １ 時 間 撹 拌 し 、 次 い で ０ ． ４ ５ μ ｍ フ ィ ル タ ー で ろ 過 す る ） 。 脱 染 剤 (destain)（
ク ー マ シ ー 粉 を 除 い た ク ー マ シ ー ゲ ル 染 料 ） ５ ０ ｍ Ｌ 中 で ゲ ル を 静 か に 撹 拌 し な が ら ３ ０
分 間 ３ 回 脱 染 し た 。
【 ０ １ ９ ７ 】
　 先 と 同 様 に Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ ゲ ル を 操 作 し て ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト を 実 施 し た 。 但 し 、 ク
ー マ シ ー で ゲ ル を 染 色 す る の で は な く 、 タ ン パ ク 質 を Immuno-Blot PVDFメ ン ブ レ ン （ Ｂ ｉ
ｏ － Ｒ ａ ｄ ： １ ６ ２ － ０ １ ７ ４ ） に 移 し た 。 ６ 枚 の ろ 紙 を ゲ ル の サ イ ズ に 合 わ せ て 切 り 、
転 写 緩 衝 液 （ グ リ シ ン ２ ． ３ ９ ｇ 、 ト リ ス 塩 基 ５ ． ８ １ ｇ 、 Ｄ Ｔ Ｔ ０ ． ７ ７ ｇ を Ｈ ２ Ｏ 　
５ ０ ０ ｍ Ｌ に 溶 解 し 、 メ タ ノ ー ル ２ ０ ０ ｍ Ｌ を 添 加 し 、 次 い で Ｈ ２ Ｏ で １ ０ ０ ０ ｍ Ｌ に し
た ） に 浸 漬 し た 。 Ｐ Ｖ Ｄ Ｆ メ ン ブ レ ン を 、 メ タ ノ ー ル に １ 分 間 、 次 い で 転 写 緩 衝 液 に ２ 分
間 浸 漬 し て 調 製 し た 。 Immno-Blot装 置 (Pharmacia-Novablot)の ア ノ ー ド 表 面 に ３ 枚 の ろ 紙
を 置 き 、 次 い で そ の 上 に メ ン ブ レ ン を 置 き 、 そ の 上 に ゲ ル を 置 き 、 最 後 に 別 の ３ 枚 の ろ 紙
を カ ソ ー ド 側 に 置 い た 。 ０ ． ８ ｍ Ａ 一 定 ／ ｃ ｍ ２ ゲ ル 表 面 で １ 時 間 Immuno-blotを 用 い て
分 析 し た 。
【 ０ １ ９ ８ 】
　 ブ ロ ッ テ ィ ン グ 後 、 ブ ロ ッ キ ン グ 緩 衝 液 （ ト リ ス 緩 衝 食 塩 錠 剤 (Sigma:T5030)４ 個 、 脱
脂 粉 乳 (Sigma:M7409)３ ｇ 、 Tween 20　 ３ ０ μ Ｌ を Ｈ ２ Ｏ で ３ ０ ｍ Ｌ に 調 整 ） ７ ． ５ ｍ Ｌ
中 で ６ ０ 分 間 静 か に 撹 拌 し な が ら メ ン ブ レ ン を ブ ロ ッ ク し た 。 Ｔ Ｂ Ｓ 洗 浄 緩 衝 液 （ Ｔ Ｂ Ｓ

10

20

30

40

50

(39) JP 2005-514006 A 2005.5.19



錠 剤 ２ ０ 個 、 Tween 20　 １ ５ ０ μ Ｌ を Ｈ ２ Ｏ で ３ ０ ０ ｍ Ｌ に 調 整 ） で メ ン ブ レ ン を ３ 回 ５
分 間 洗 浄 し た 。 次 い で 、 ブ ロ ッ キ ン グ 緩 衝 液 ７ ． ５ ｍ Ｌ で 希 釈 し た 抗 TCRα 鎖 ク ロ ー ン ３
Ａ ８ （ Serotec:MCA987） 又 は 抗 TCRβ 鎖 ク ロ ー ン ８ Ａ ３ （ Serotec:MCA988） で １ ／ ５ ０ に
希 釈 し た １ 次 抗 体 中 で １ 時 間 静 か に 撹 拌 し な が ら メ ン ブ レ ン を イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 先 と
同 様 に し て メ ン ブ レ ン を Ｔ Ｂ Ｓ 洗 浄 緩 衝 液 で 洗 浄 し た 。 次 に 、 ブ ロ ッ キ ン グ 緩 衝 液 ７ ． ５
ｍ Ｌ で １ ／ １ ０ ０ ０ に 希 釈 し た Ｈ Ｒ Ｐ 標 識 ヤ ギ 抗 マ ウ ス 抗 体 （ Santa Cruz Biotech： Sc-2
005） の ２ 次 抗 体 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン を 、 静 か に 撹 拌 し な が ら ３ ０ 分 間 実 施 し た 。 先 と 同
様 に し て メ ン ブ レ ン を 洗 浄 し 、 次 い で Ｔ Ｂ Ｓ 錠 剤 ２ 個 を 含 む Ｈ ２ Ｏ ３ ０ ｍ Ｌ で 洗 浄 し た 。
【 ０ １ ９ ９ 】
　 Ｏ ｐ ｔ ｉ － ４ Ｃ Ｎ 色 度 検 出 （ Biorad： 170-8235） （ Ｏ ｐ ｔ － ４ Ｃ Ｎ 希 釈 剤 １ ． ４ ｍ Ｌ 、
Ｈ ２ Ｏ １ ２ ． ６ ｍ Ｌ 、 Ｏ ｐ ｔ ｉ － ４ Ｃ Ｎ 基 質 ０ ． ２ ８ ｍ Ｌ ） に よ っ て 抗 体 結 合 を 検 出 し た
。 メ ン ブ レ ン を ３ ０ 分 間 着 色 し 、 次 い で Ｈ ２ Ｏ で １ ５ 分 間 洗 浄 し た 。 メ ン ブ レ ン を 室 温 で
乾 燥 し 、 走 査 イ メ ー ジ を ク ー マ シ ー 染 色 ゲ ル の イ メ ー ジ と 並 べ た （ 図 １ １ ６ ） 。
【 ０ ２ ０ ０ 】
　 結 果
　 図 １ １ ６ か ら 、 両 方 の ジ ス ル フ ィ ド TCRが 、 Ｓ Ｄ Ｓ ゲ ル 中 で 安 定 な ヘ テ ロ ダ イ マ ー と し
て 形 成 さ れ る こ と が わ か る 。 こ れ ら は 両 方 と も 、 還 元 す る と α 鎖 と β 鎖 に 分 解 す る 。 昆 虫
ジ ス ル フ ィ ド TCRヘ テ ロ ダ イ マ ー は 、 お そ ら く 昆 虫 細 胞 に よ る グ リ コ シ レ ー シ ョ ン の た め
に 、 細 菌 に よ っ て 産 生 さ れ た も の よ り も や や 大 き な 分 子 量 を 有 す る 。 こ の 場 合 、 昆 虫 細 胞
は α 鎖 を 過 剰 に 産 生 し 、 遊 離 の α 鎖 が 抗 α ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト の 非 還 元 レ ー ン に 見 ら れ る
こ と が 判 明 し た 。
【 ０ ２ ０ １ 】
　 こ れ ら の デ ー タ か ら 、 上 述 の バ キ ュ ロ ウ イ ル ス 発 現 シ ス テ ム が 、 新 規 ジ ス ル フ ィ ド 結 合
を 含 む 可 溶 性 TCRの 原 核 生 物 発 現 に 対 し て 、 実 行 可 能 な 代 替 シ ス テ ム と な る こ と が 明 確 に
示 さ れ た 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ２ ０ ２ 】
【 図 １ 】 図 １ は 、 本 発 明 に よ っ て 導 入 さ れ た 鎖 間 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 を 有 す る 可 溶 性 TCRの
概 略 図 で あ る 。
【 図 ２ 】 図 ２ ａ 及 び ２ ｂ は 、 シ ス テ イ ン コ ド ン を 導 入 す る よ う に 突 然 変 異 し た 可 溶 性 A6 T
CRの そ れ ぞ れ α 鎖 及 び β 鎖 の 核 酸 配 列 で あ る 。 陰 影 付 き の 部 分 は 、 導 入 し た シ ス テ イ ン コ
ド ン で あ る 。
【 図 ３ 】 図 ３ ａ は 、 新 規 ジ ス ル フ ィ ド 鎖 間 結 合 を 生 成 さ せ る た め に 使 用 し た Ｔ ４ ８ → Ｃ 突
然 変 異 （ 下 線 部 ） を 含 め た A6 TCRα 鎖 細 胞 外 ア ミ ノ 酸 配 列 で あ る 。 図 ３ ｂ は 、 新 規 ジ ス ル
フ ィ ド 鎖 間 結 合 を 生 成 さ せ る た め に 使 用 し た Ｓ ５ ７ → Ｃ 突 然 変 異 （ 下 線 部 ） を 含 め た A6 T
CRβ 鎖 細 胞 外 ア ミ ノ 酸 配 列 で あ る 。
【 図 ４ 】 図 ４ は 、 点 線 で 示 し た ０ ～ ５ ０ ０ ｍ Ｍ の Ｎ ａ Ｃ ｌ 勾 配 を 用 い た POROS 50HQカ ラ ム
か ら の タ ン パ ク 質 溶 出 を 示 す 、 可 溶 性 A6 TCRの 陰 イ オ ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ に よ っ て 得
ら れ た ト レ ー ス で あ る 。
【 図 ５ 】 図 ５ － Ａ ． 図 ４ に 示 し た カ ラ ム 分 析 画 分 の 還 元 Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ （ ク ー マ シ ー 染
色 ） を 示 す 図 で あ る 。 Ｂ ． 図 ４ に 示 し た カ ラ ム 分 析 画 分 の 非 還 元 Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ （ ク ー
マ シ ー 染 色 ） を 示 す 図 で あ る 。 ピ ー ク １ は ジ ス ル フ ィ ド に よ っ て 連 結 さ れ て い な い β 鎖 を
主 と し て 含 ん で い る こ と が 明 ら か で あ り 、 ピ ー ク ２ は 鎖 間 ジ ス ル フ ィ ド に よ っ て 連 結 さ れ
た TCRヘ テ ロ ダ イ マ ー を 含 み 、 シ ョ ル ダ ー は 鎖 間 ジ ス ル フ ィ ド 連 結 sTCRに 混 入 し た Ｅ ． ｃ
ｏ ｌ ｉ 汚 染 物 質 に よ る も の で あ り 、 こ の 複 製 で は 見 え 難 い 。
【 図 ６ 】 図 ６ は 、 図 ５ の ピ ー ク １ か ら プ ー ル さ れ た 画 分 の サ イ ズ 排 除 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ に
よ っ て 得 ら れ た ト レ ー ス で あ る 。 こ の タ ン パ ク 質 は 、 ヘ テ ロ ダ イ マ ー に 対 応 す る 単 一 の 主
ピ ー ク と し て 溶 出 す る 。
【 図 ７ 】 図 ７ は 、 Ｈ Ｌ Ａ － Ａ ２ － ｔ ａ ｘ 複 合 体 に 対 す る ジ ス ル フ ィ ド 連 結 Ａ ６ 可 溶 性 TCR
の 特 異 的 結 合 の BIAcore応 答 曲 線 で あ る 。 挿 入 グ ラ フ は 、 ジ ス ル フ ィ ド 連 結 Ａ ６ 可 溶 性 TCR
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の 単 回 投 与 の 対 照 と 比 較 し た 結 合 応 答 で あ る 。
【 図 ８ 】 図 ８ ａ は 、 突 然 変 異 し て Ｂ ａ ｍ Ｈ ｌ 制 限 酵 素 切 断 部 位 が 組 み 込 ま れ た 新 規 シ ス テ
イ ン 残 基 を 含 む A6 TCRα 鎖 配 列 で あ る 。 陰 影 付 き の 部 分 は 、 導 入 さ れ て Ｂ ａ ｍ Ｈ ｌ 制 限 酵
素 切 断 部 位 を 形 成 し た 突 然 変 異 を 示 す 。 図 ８ ｂ 及 び ８ ｃ は 、 突 然 変 異 し て 追 加 の シ ス テ イ
ン 残 基 を 含 み 非 天 然 (non-native)ジ ス ル フ ィ ド 結 合 を 形 成 す る Ｊ Ｍ ２ ２ 　 TCRの α 鎖 及 び
β 鎖 の Ｄ Ｎ Ａ 配 列 で あ る 。
【 図 ９ 】 図 ９ ａ 及 び ９ ｂ は 、 そ れ ぞ れ 図 ８ ａ 及 び ８ ｂ の Ｄ Ｎ Ａ 配 列 か ら 産 生 さ れ る Ｊ Ｍ ２
２ 　 TCRα 鎖 及 び β 鎖 の 細 胞 外 ア ミ ノ 酸 配 列 で あ る 。
【 図 １ ０ 】 図 １ ０ は 、 点 線 で 示 し た ０ ～ ５ ０ ０ ｍ Ｍ の Ｎ ａ Ｃ ｌ 勾 配 を 用 い た POROS 50HQカ
ラ ム か ら の タ ン パ ク 質 溶 出 を 示 す 、 可 溶 性 ジ ス ル フ ィ ド 連 結 Ｊ Ｍ ２ ２ 　 TCRの 陰 イ オ ン 交
換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ に よ っ て 得 ら れ た ト レ ー ス で あ る 。
【 図 １ １ 】 図 １ １ ａ は 、 図 １ ０ に 示 す カ ラ ム 分 析 画 分 の 還 元 Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ （ ク ー マ シ
ー 染 色 ） を 示 す 図 で あ る 。 図 １ １ ｂ は 、 図 １ ０ に 示 す カ ラ ム 分 析 画 分 の 非 還 元 Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ
Ａ Ｇ Ｅ （ ク ー マ シ ー 染 色 ） を 示 す 図 で あ る 。 ピ ー ク １ が 鎖 間 ジ ス ル フ ィ ド 連 結 さ れ た TCR
ヘ テ ロ ダ イ マ ー を 含 ん で い る の は 明 ら か で あ る 。
【 図 １ ２ 】 図 １ ２ は 、 図 １ ０ の ピ ー ク １ か ら プ ー ル さ れ た 画 分 の サ イ ズ 排 除 ク ロ マ ト グ ラ
フ ィ に よ っ て 得 ら れ た ト レ ー ス で あ る 。 こ の タ ン パ ク 質 は 、 ヘ テ ロ ダ イ マ ー に 対 応 す る 単
一 の 主 ピ ー ク と し て 溶 出 す る 。 収 率 は ８ ０ ％ で あ る 。
【 図 １ ３ 】 図 １ ３ － Ａ ． Ｈ Ｌ Ａ － Ｆ ｌ ｕ 複 合 物 に 対 す る ジ ス ル フ ィ ド 連 結 Ｊ Ｍ ２ ２ 可 溶 性
TCRの 特 異 的 結 合 の BIAcore応 答 曲 線 で あ る 。 Ｂ ． ジ ス ル フ ィ ド 連 結 Ｊ Ｍ ２ ２ 可 溶 性 TCRの
単 回 投 与 の 対 照 と 比 較 し た 結 合 応 答 で あ る 。
【 図 １ ４ 】 図 １ ４ ａ 及 び １ ４ ｂ は 、 突 然 変 異 し て 追 加 の シ ス テ イ ン 残 基 を 含 み 非 天 然 ジ ス
ル フ ィ ド 結 合 を 形 成 し た Ｎ Ｙ － Ｅ Ｓ Ｏ の α 鎖 及 び β 鎖 の Ｄ Ｎ Ａ 配 列 で あ る 。
【 図 １ ５ 】 図 １ ５ ａ 及 び １ ５ ｂ は 、 そ れ ぞ れ 図 １ ４ ａ 及 び １ ４ ｂ の Ｄ Ｎ Ａ 配 列 か ら 産 生 さ
れ た NY-ESO TCRα 鎖 及 び β 鎖 の 細 胞 外 ア ミ ノ 酸 配 列 で あ る 。
【 図 １ ６ 】 図 １ ６ は 、 点 線 で 示 し た ０ ～ ５ ０ ０ ｍ Ｍ の Ｎ ａ Ｃ ｌ 勾 配 を 用 い た POROS 50HQカ
ラ ム か ら の タ ン パ ク 質 溶 出 を 示 す 、 可 溶 性 Ｎ Ｙ － Ｅ Ｓ Ｏ ジ ス ル フ ィ ド 連 結 TCRの 陰 イ オ ン
交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ に よ っ て 得 ら れ た ト レ ー ス で あ る 。
【 図 １ ７ 】 図 １ ７ － Ａ ． 図 １ ６ に 示 し た カ ラ ム 分 析 画 分 の 還 元 Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ （ ク ー マ
シ ー 染 色 ） を 示 す 図 で あ る 。 Ｂ ． 図 １ ６ に 示 し た カ ラ ム 分 析 画 分 の 非 還 元 Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ
Ｅ （ ク ー マ シ ー 染 色 ） を 示 す 図 で あ る 。 ピ ー ク １ 及 び ２ が 、 鎖 間 ジ ス ル フ ィ ド に よ っ て 連
結 さ れ た TCRヘ テ ロ ダ イ マ ー を 含 ん で い る こ と は 明 ら か で あ る 。
【 図 １ ８ 】 図 １ ８ 　 図 １ ７ の ピ ー ク １ （ Ａ ） 及 び ピ ー ク ２ （ Ｂ ） か ら プ ー ル さ れ た 画 分 の
サ イ ズ 排 除 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ を 示 す グ ラ フ で あ る 。 こ の タ ン パ ク 質 は 、 ヘ テ ロ ダ イ マ ー に
対 応 す る 単 一 の 主 ピ ー ク と し て 溶 出 す る 。
【 図 １ ９ 】 図 １ ９ は 、 Ｈ Ｌ Ａ － NYESO複 合 体 に 対 す る ジ ス ル フ ィ ド 連 結 Ｎ Ｙ － Ｅ Ｓ Ｏ 可 溶
性 TCRの 特 異 的 結 合 の BIAcore応 答 曲 線 で あ る 。 Ａ ． ピ ー ク １ 、 Ｂ ． ピ ー ク ２ 。
【 図 ２ ０ 】 図 ２ ０ ａ 及 び ２ ０ ｂ は 、 （ 陰 影 付 き で 示 さ れ た ） 新 規 シ ス テ イ ン コ ド ン を 導 入
す る よ う に 突 然 変 異 し た 可 溶 性 NY-ESO TCRの そ れ ぞ れ α 鎖 及 び β 鎖 の Ｄ Ｎ Ａ 配 列 で あ る 。
こ れ ら の 配 列 は 、 （ 太 字 の コ ド ン で 示 さ れ た ） 天 然 ジ ス ル フ ィ ド 鎖 間 結 合 に 関 与 す る シ ス
テ イ ン を 含 む 。
【 図 ２ １ 】 図 ２ １ ａ 及 び ２ １ ｂ は 、 そ れ ぞ れ 図 ２ ０ ａ 及 び ２ １ ｂ の Ｄ Ｎ Ａ 配 列 か ら 産 生 さ
れ る NY-ESO TCRα 鎖 及 び β 鎖 の 細 胞 外 ア ミ ノ 酸 配 列 で あ る 。
【 図 ２ ２ 】 図 ２ ２ は 、 点 線 で 示 し た ０ ～ ５ ０ ０ ｍ Ｍ の Ｎ ａ Ｃ ｌ 勾 配 を 用 い た POROS 50HQカ
ラ ム か ら の タ ン パ ク 質 溶 出 を 示 す 、 可 溶 性 NY-ESO TCRα ｃ ｙ ｓ β ｃ ｙ ｓ の 陰 イ オ ン 交 換 ク
ロ マ ト グ ラ フ ィ か ら 得 ら れ た ト レ ー ス で あ る 。
【 図 ２ ３ 】 図 ２ ３ は 、 点 線 で 示 し た ０ ～ ５ ０ ０ ｍ Ｍ の Ｎ ａ Ｃ ｌ 勾 配 を 用 い た POROS 50HQカ
ラ ム か ら の タ ン パ ク 質 溶 出 を 示 す 、 可 溶 性 NY-ESO TCRα ｃ ｙ ｓ の 陰 イ オ ン 交 換 ク ロ マ ト グ
ラ フ ィ か ら 得 ら れ た ト レ ー ス で あ る 。
【 図 ２ ４ 】 図 ２ ４ は 、 点 線 で 示 し た ０ ～ ５ ０ ０ ｍ Ｍ の Ｎ ａ Ｃ ｌ 勾 配 を 用 い た POROS 50HQカ
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ラ ム か ら の タ ン パ ク 質 溶 出 を 示 す 、 可 溶 性 NY-ESO TCRβ ｃ ｙ ｓ の 陰 イ オ ン 交 換 ク ロ マ ト グ
ラ フ ィ か ら 得 ら れ た ト レ ー ス で あ る 。
【 図 ２ ５ 】 図 ２ ５ は 、 図 ２ ２ ～ ２ ４ の 陰 イ オ ン 交 換 カ ラ ム 分 析 か ら の そ れ ぞ れ NY-ESO TCR
α ｃ ｙ ｓ β ｃ ｙ ｓ 、 TCRα ｃ ｙ ｓ 、 TCRβ ｃ ｙ ｓ 各 画 分 の 還 元 Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ （ ク ー マ シ
ー 染 色 ） を 示 す 図 で あ る 。 レ ー ン １ 及 び ７ は Ｍ Ｗ マ ー カ ー で あ り 、 レ ー ン ２ は NYESOdsTCR
lg4　 α -cys　 β ピ ー ク （ EB/084/033） で あ り 、 レ ー ン ３ は NYESOdsTCRlg4　 α -cys　 β 小
ピ ー ク （ EB/084/033） で あ り 、 レ ー ン ４ は NYESOdsTCRlg4　 α 　 β -cys（ EB/084/034） で
あ り 、 レ ー ン ５ は NYESOdsTCRlg4　 α -cys　 β -cys小 ピ ー ク （ EB/084/035） で あ り 、 レ ー
ン ６ は NYESOdsTCRlg4　 α -cys　 β -cysピ ー ク （ EB/084/035） で あ る 。
【 図 ２ ６ 】 図 ２ ６ は 、 図 ２ ２ ～ ２ ４ そ れ ぞ れ の 陰 イ オ ン 交 換 カ ラ ム 分 析 か ら の NY-ESO TCR
α ｃ ｙ ｓ β ｃ ｙ ｓ 、 TCRα ｃ ｙ ｓ 、 及 び TCRβ ｃ ｙ ｓ 各 画 分 の 非 還 元 Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ （ ク
ー マ シ ー 染 色 ） を 示 す 図 で あ る 。 レ ー ン １ 及 び ７ は Ｍ Ｗ マ ー カ ー で あ り 、 レ ー ン ２ は NYES
OdsTCRlg4　 α -cys　 β ピ ー ク （ EB/084/033） で あ り 、 レ ー ン ３ は NYESOdsTCRlg4　 α -cys
　 β 小 ピ ー ク （ EB/084/033） で あ り 、 レ ー ン ４ は NYESOdsTCRlg4　 α 　 β -cys（ EB/084/03
4） で あ り 、 レ ー ン ５ は NYESOdsTCRlg4　 α -cys　 β -cys小 ピ ー ク （ EB/084/035） で あ り 、
レ ー ン ６ は NYESOdsTCRlg4　 α -cys　 β -cysピ ー ク （ EB/084/035） で あ る 。
【 図 ２ ７ 】 図 ２ ７ は 、 図 ２ ２ か ら プ ー ル さ れ た 画 分 の タ ン パ ク 質 溶 出 を 示 す 、 可 溶 性 NY-E
SO TCRα ｃ ｙ ｓ β ｃ ｙ ｓ の サ イ ズ 排 除 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ か ら 得 ら れ た ト レ ー ス で あ る
。 こ の タ ン パ ク 質 は 、 ヘ テ ロ ダ イ マ ー に 対 応 す る 単 一 の 主 ピ ー ク と し て 溶 出 す る 。
【 図 ２ ８ 】 図 ２ ８ は 、 図 ２ ２ か ら プ ー ル さ れ た 画 分 の タ ン パ ク 質 溶 出 を 示 す 、 可 溶 性 NY-E
SO TCRα ｃ ｙ ｓ の サ イ ズ 排 除 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ か ら 得 ら れ た ト レ ー ス で あ る 。 こ の タ
ン パ ク 質 は 、 ヘ テ ロ ダ イ マ ー に 対 応 す る 単 一 の 主 ピ ー ク と し て 溶 出 す る 。
【 図 ２ ９ 】 図 ２ ９ は 、 図 ２ ２ か ら プ ー ル さ れ た 画 分 の タ ン パ ク 質 溶 出 を 示 す 、 可 溶 性 NY-E
SO TCRβ ｃ ｙ ｓ の サ イ ズ 排 除 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ か ら 得 ら れ た ト レ ー ス で あ る 。 こ の タ
ン パ ク 質 は 、 ヘ テ ロ ダ イ マ ー に 対 応 す る 単 一 の 主 ピ ー ク と し て 溶 出 す る 。
【 図 ３ ０ 】 図 ３ ０ は 、 HLA-NY-ESO複 合 体 に 対 す る NY-ESO TCRα ｃ ｙ ｓ β ｃ ｙ ｓ の 特 異 的 結
合 の BIAcore応 答 曲 線 で あ る 。
【 図 ３ １ 】 図 ３ １ は 、 HLA-NY-ESO複 合 体 に 対 す る NY-ESO TCRα ｃ ｙ ｓ の 特 異 的 結 合 の BIAc
ore応 答 曲 線 で あ る 。
【 図 ３ ２ 】 図 ３ ２ は 、 HLA-NY-ESO複 合 体 に 対 す る NY-ESO TCRβ ｃ ｙ ｓ の 特 異 的 結 合 の BIAc
ore応 答 曲 線 で あ る 。
【 図 ３ ３ 】 図 ３ ３ ａ 及 び ３ ３ ｂ は 、 （ 陰 影 付 き で 示 さ れ た ） 新 規 シ ス テ イ ン コ ド ン を 導 入
す る よ う に 突 然 変 異 し た 可 溶 性 Ａ Ｈ － １ ． ２ ３ 　 TCRの そ れ ぞ れ α 鎖 及 び β 鎖 の Ｄ Ｎ Ａ 配
列 で あ る 。 こ れ ら の 配 列 は 、 （ 太 字 の コ ド ン に よ っ て 示 さ れ る ） 天 然 ジ ス ル フ ィ ド 鎖 間 結
合 に 関 与 す る シ ス テ イ ン を 含 む 。
【 図 ３ ４ 】 図 ３ ４ ａ 及 び ３ ４ ｂ は 、 図 ３ ３ ａ 及 び ３ ３ ｂ の 各 Ｄ Ｎ Ａ 配 列 か ら 産 生 さ れ る Ａ
Ｈ － １ ． ２ ３ 　 TCRα 鎖 及 び β 鎖 の 細 胞 外 ア ミ ノ 酸 配 列 で あ る 。
【 図 ３ ５ 】 図 ３ ５ は 、 点 線 で 示 し た ０ ～ ５ ０ ０ ｍ Ｍ の Ｎ ａ Ｃ ｌ 勾 配 を 用 い た POROS 50HQカ
ラ ム か ら の タ ン パ ク 質 溶 出 を 示 す 、 可 溶 性 Ａ Ｈ － １ ． ２ ３ 　 TCRの 陰 イ オ ン 交 換 ク ロ マ ト
グ ラ フ ィ か ら 得 ら れ た ト レ ー ス で あ る 。
【 図 ３ ６ 】 図 ３ ６ は 、 図 ３ ５ に お け る 陰 イ オ ン 交 換 カ ラ ム 分 析 の Ａ Ｈ － １ ． ２ ３ 　 TCR画
分 の 還 元 Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ （ １ ０ ％ Ｂ ｉ ｓ － Ｔ ｒ ｉ ｓ ゲ ル 、 ク ー マ シ ー 染 色 ） を 示 す 図 で
あ る 。 試 験 し た タ ン パ ク 質 は 、 リ フ ォ ー ル デ ィ ン グ 体 ３ か ら の TCR　 １ ． ２ ３ 　 Ｓ － Ｓ の
陰 イ オ ン 交 換 画 分 で あ る 。 レ ー ン １ は Ｍ Ｗ マ ー カ ー で あ り 、 レ ー ン ２ は Ｂ ４ で あ り 、 レ ー
ン ３ は Ｃ ２ で あ り 、 レ ー ン ４ は Ｃ ３ で あ り 、 レ ー ン ５ は Ｃ ４ で あ り 、 レ ー ン ６ は Ｃ ５ で あ
り 、 レ ー ン ７ は Ｃ ６ で あ り 、 レ ー ン ８ は Ｃ ７ で あ り 、 レ ー ン ９ は Ｃ ８ で あ り 、 レ ー ン １ ０
は Ｃ ９ で あ る 。
【 図 ３ ７ 】 図 ３ ７ は 、 図 ３ ５ に お け る 陰 イ オ ン 交 換 カ ラ ム 分 析 の Ａ Ｈ － １ ． ２ ３ 　 TCR画
分 の 非 還 元 Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ （ １ ０ ％ Ｂ ｉ ｓ － Ｔ ｒ ｉ ｓ ゲ ル 、 ク ー マ シ ー 染 色 ） を 示 す 図
で あ る 。 試 験 し た タ ン パ ク 質 は 、 リ フ ォ ー ル デ ィ ン グ 体 ３ か ら の TCR　 １ ． ２ ３ 　 Ｓ － Ｓ
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の 陰 イ オ ン 交 換 画 分 で あ る 。 レ ー ン １ は Ｍ Ｗ マ ー カ ー で あ り 、 レ ー ン ２ は Ｂ ４ で あ り 、 レ
ー ン ３ は Ｃ ２ で あ り 、 レ ー ン ４ は Ｃ ３ で あ り 、 レ ー ン ５ は Ｃ ４ で あ り 、 レ ー ン ６ は Ｃ ５ で
あ り 、 レ ー ン ７ は Ｃ ６ で あ り 、 レ ー ン ８ は Ｃ ７ で あ り 、 レ ー ン ９ は Ｃ ８ で あ り 、 レ ー ン １
０ は Ｃ ９ で あ る 。
【 図 ３ ８ 】 図 ３ ８ は 、 図 ３ ５ か ら プ ー ル さ れ た 画 分 の タ ン パ ク 質 溶 出 を 示 す 、 可 溶 性 Ａ Ｈ
－ １ ． ２ ３ 　 TCRの サ イ ズ 排 除 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ か ら 得 ら れ た ト レ ー ス で あ る 。 こ の
タ ン パ ク 質 は 、 ヘ テ ロ ダ イ マ ー に 対 応 す る 単 一 の 主 ピ ー ク と し て 溶 出 す る 。
【 図 ３ ９ 】 図 ３ ９ ａ 及 び ３ ９ ｂ は 、 TRAC＊ ０ １ の エ キ ソ ン １ 中 の 残 基 ４ ８ に 新 規 シ ス テ イ
ン を 導 入 す る よ う に 突 然 変 異 し た 可 溶 性 A6 TCRの α 鎖 の そ れ ぞ れ Ｄ Ｎ Ａ 配 列 及 び ア ミ ノ 酸
配 列 で あ る 。 陰 影 付 き の ヌ ク レ オ チ ド は 導 入 さ れ た 新 規 シ ス テ イ ン コ ド ン を 示 し 、 下 線 の
ア ミ ノ 酸 は 導 入 さ れ た シ ス テ イ ン を 示 す 。
【 図 ４ ０ 】 図 ４ ０ ａ 及 び ４ ０ ｂ は 、 TRAC＊ ０ １ の エ キ ソ ン １ 中 の 残 基 ４ ５ に 新 規 シ ス テ イ
ン を 導 入 す る よ う に 突 然 変 異 し た 可 溶 性 A6 TCRの α 鎖 の そ れ ぞ れ Ｄ Ｎ Ａ 配 列 及 び ア ミ ノ 酸
配 列 で あ る 。 陰 影 付 き の ヌ ク レ オ チ ド は 導 入 さ れ た 新 規 シ ス テ イ ン コ ド ン を 示 し 、 下 線 の
ア ミ ノ 酸 は 導 入 さ れ た シ ス テ イ ン を 示 す 。
【 図 ４ １ 】 図 ４ １ ａ 及 び ４ １ ｂ は 、 TRAC＊ ０ １ の エ キ ソ ン １ 中 の 残 基 ６ １ に 新 規 シ ス テ イ
ン を 導 入 す る よ う に 突 然 変 異 し た 可 溶 性 A6 TCRの α 鎖 の そ れ ぞ れ Ｄ Ｎ Ａ 配 列 及 び ア ミ ノ 酸
配 列 で あ る 。 陰 影 付 き の ヌ ク レ オ チ ド は 導 入 さ れ た 新 規 シ ス テ イ ン コ ド ン を 示 し 、 下 線 の
ア ミ ノ 酸 は 導 入 さ れ た シ ス テ イ ン を 示 す 。
【 図 ４ ２ 】 図 ４ ２ ａ 及 び ４ ２ ｂ は 、 TRAC＊ ０ １ の エ キ ソ ン １ 中 の 残 基 ５ ０ に 新 規 シ ス テ イ
ン を 導 入 す る よ う に 突 然 変 異 し た 可 溶 性 A6 TCRの α 鎖 の そ れ ぞ れ Ｄ Ｎ Ａ 配 列 及 び ア ミ ノ 酸
配 列 で あ る 。 陰 影 付 き の ヌ ク レ オ チ ド は 導 入 さ れ た 新 規 シ ス テ イ ン コ ド ン を 示 し 、 下 線 の
ア ミ ノ 酸 は 導 入 さ れ た シ ス テ イ ン を 示 す 。
【 図 ４ ３ 】 図 ４ ３ ａ 及 び ４ ３ ｂ は 、 TRAC＊ ０ １ の エ キ ソ ン １ 中 の 残 基 １ ０ に 新 規 シ ス テ イ
ン を 導 入 す る よ う に 突 然 変 異 し た 可 溶 性 A6 TCRの α 鎖 の そ れ ぞ れ Ｄ Ｎ Ａ 配 列 及 び ア ミ ノ 酸
配 列 で あ る 。 陰 影 付 き の ヌ ク レ オ チ ド は 導 入 さ れ た 新 規 シ ス テ イ ン コ ド ン を 示 し 、 下 線 の
ア ミ ノ 酸 は 導 入 さ れ た シ ス テ イ ン を 示 す 。
【 図 ４ ４ 】 図 ４ ４ ａ 及 び ４ ４ ｂ は 、 TRAC＊ ０ １ の エ キ ソ ン １ 中 の 残 基 １ ５ に 新 規 シ ス テ イ
ン を 導 入 す る よ う に 突 然 変 異 し た 可 溶 性 A6 TCRの α 鎖 の そ れ ぞ れ Ｄ Ｎ Ａ 配 列 及 び ア ミ ノ 酸
配 列 で あ る 。 陰 影 付 き の ヌ ク レ オ チ ド は 導 入 さ れ た 新 規 シ ス テ イ ン コ ド ン を 示 し 、 下 線 の
ア ミ ノ 酸 は 導 入 さ れ た シ ス テ イ ン を 示 す 。
【 図 ４ ５ 】 図 ４ ５ ａ 及 び ４ ５ ｂ は 、 TRAC＊ ０ １ の エ キ ソ ン １ 中 の 残 基 １ ２ に 新 規 シ ス テ イ
ン を 導 入 す る よ う に 突 然 変 異 し た 可 溶 性 A6 TCRの α 鎖 の そ れ ぞ れ Ｄ Ｎ Ａ 配 列 及 び ア ミ ノ 酸
配 列 で あ る 。 陰 影 付 き の ヌ ク レ オ チ ド は 導 入 さ れ た 新 規 シ ス テ イ ン コ ド ン を 示 し 、 下 線 の
ア ミ ノ 酸 は 導 入 さ れ た シ ス テ イ ン を 示 す 。
【 図 ４ ６ 】 図 ４ ６ ａ 及 び ４ ６ ｂ は 、 TRAC＊ ０ １ の エ キ ソ ン １ 中 の 残 基 ２ ２ に 新 規 シ ス テ イ
ン を 導 入 す る よ う に 突 然 変 異 し た 可 溶 性 A6 TCRの α 鎖 の そ れ ぞ れ Ｄ Ｎ Ａ 配 列 及 び ア ミ ノ 酸
配 列 で あ る 。 陰 影 付 き の ヌ ク レ オ チ ド は 導 入 さ れ た 新 規 シ ス テ イ ン コ ド ン を 示 し 、 下 線 の
ア ミ ノ 酸 は 導 入 さ れ た シ ス テ イ ン を 示 す 。
【 図 ４ ７ 】 図 ４ ７ ａ 及 び ４ ７ ｂ は 、 TRAC＊ ０ １ の エ キ ソ ン １ 中 の 残 基 ５ ２ に 新 規 シ ス テ イ
ン を 導 入 す る よ う に 突 然 変 異 し た 可 溶 性 A6 TCRの α 鎖 の そ れ ぞ れ Ｄ Ｎ Ａ 配 列 及 び ア ミ ノ 酸
配 列 で あ る 。 陰 影 付 き の ヌ ク レ オ チ ド は 導 入 さ れ た 新 規 シ ス テ イ ン コ ド ン を 示 し 、 下 線 の
ア ミ ノ 酸 は 導 入 さ れ た シ ス テ イ ン を 示 す 。
【 図 ４ ８ 】 図 ４ ８ ａ 及 び ４ ８ ｂ は 、 TRAC＊ ０ １ の エ キ ソ ン １ 中 の 残 基 ４ ３ に 新 規 シ ス テ イ
ン を 導 入 す る よ う に 突 然 変 異 し た 可 溶 性 A6 TCRの α 鎖 の そ れ ぞ れ Ｄ Ｎ Ａ 配 列 及 び ア ミ ノ 酸
配 列 で あ る 。 陰 影 付 き の ヌ ク レ オ チ ド は 導 入 さ れ た 新 規 シ ス テ イ ン コ ド ン を 示 し 、 下 線 の
ア ミ ノ 酸 は 導 入 さ れ た シ ス テ イ ン を 示 す 。
【 図 ４ ９ 】 図 ４ ９ ａ 及 び ４ ９ ｂ は 、 TRAC＊ ０ １ の エ キ ソ ン １ 中 の 残 基 ５ ７ に 新 規 シ ス テ イ
ン を 導 入 す る よ う に 突 然 変 異 し た 可 溶 性 A6 TCRの α 鎖 の そ れ ぞ れ Ｄ Ｎ Ａ 配 列 及 び ア ミ ノ 酸
配 列 で あ る 。 陰 影 付 き の ヌ ク レ オ チ ド は 導 入 さ れ た 新 規 シ ス テ イ ン コ ド ン を 示 し 、 下 線 の
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ア ミ ノ 酸 は 導 入 さ れ た シ ス テ イ ン を 示 す 。
【 図 ５ ０ 】 図 ５ ０ ａ 及 び ５ ０ ｂ は 、 TRBC２ ＊ ０ １ の エ キ ソ ン １ 中 の 残 基 ７ ７ に 新 規 シ ス テ
イ ン を 導 入 す る よ う に 突 然 変 異 し た 可 溶 性 A6 TCRの β 鎖 の そ れ ぞ れ Ｄ Ｎ Ａ 配 列 及 び ア ミ ノ
酸 配 列 で あ る 。 陰 影 付 き の ヌ ク レ オ チ ド は 導 入 さ れ た 新 規 シ ス テ イ ン コ ド ン を 示 し 、 下 線
の ア ミ ノ 酸 は 導 入 さ れ た シ ス テ イ ン を 示 す 。
【 図 ５ １ 】 図 ５ １ ａ 及 び ５ １ ｂ は 、 TRBC２ ＊ ０ １ の エ キ ソ ン １ 中 の 残 基 １ ７ に 新 規 シ ス テ
イ ン を 導 入 す る よ う に 突 然 変 異 し た 可 溶 性 A6 TCRの β 鎖 の そ れ ぞ れ Ｄ Ｎ Ａ 配 列 及 び ア ミ ノ
酸 配 列 で あ る 。 陰 影 付 き の ヌ ク レ オ チ ド は 導 入 さ れ た 新 規 シ ス テ イ ン コ ド ン を 示 し 、 下 線
の ア ミ ノ 酸 は 導 入 さ れ た シ ス テ イ ン を 示 す 。
【 図 ５ ２ 】 図 ５ ２ ａ 及 び ５ ２ ｂ は 、 TRBC２ ＊ ０ １ の エ キ ソ ン １ 中 の 残 基 １ ３ に 新 規 シ ス テ
イ ン を 導 入 す る よ う に 突 然 変 異 し た 可 溶 性 A6 TCRの β 鎖 の そ れ ぞ れ Ｄ Ｎ Ａ 配 列 及 び ア ミ ノ
酸 配 列 で あ る 。 陰 影 付 き の ヌ ク レ オ チ ド は 導 入 さ れ た 新 規 シ ス テ イ ン コ ド ン を 示 し 、 下 線
の ア ミ ノ 酸 は 導 入 さ れ た シ ス テ イ ン を 示 す 。
【 図 ５ ３ 】 図 ５ ３ ａ 及 び ５ ３ ｂ は 、 TRBC２ ＊ ０ １ の エ キ ソ ン １ 中 の 残 基 ５ ９ に 新 規 シ ス テ
イ ン を 導 入 す る よ う に 突 然 変 異 し た 可 溶 性 A6 TCRの β 鎖 の そ れ ぞ れ Ｄ Ｎ Ａ 配 列 及 び ア ミ ノ
酸 配 列 で あ る 。 陰 影 付 き の ヌ ク レ オ チ ド は 導 入 さ れ た 新 規 シ ス テ イ ン コ ド ン を 示 し 、 下 線
の ア ミ ノ 酸 は 導 入 さ れ た シ ス テ イ ン を 示 す 。
【 図 ５ ４ 】 図 ５ ４ ａ 及 び ５ ４ ｂ は 、 TRBC２ ＊ ０ １ の エ キ ソ ン １ 中 の 残 基 ７ ９ に 新 規 シ ス テ
イ ン を 導 入 す る よ う に 突 然 変 異 し た 可 溶 性 A6 TCRの β 鎖 の そ れ ぞ れ Ｄ Ｎ Ａ 配 列 及 び ア ミ ノ
酸 配 列 で あ る 。 陰 影 付 き の ヌ ク レ オ チ ド は 導 入 さ れ た 新 規 シ ス テ イ ン コ ド ン を 示 し 、 下 線
の ア ミ ノ 酸 は 導 入 さ れ た シ ス テ イ ン を 示 す 。
【 図 ５ ５ 】 図 ５ ５ ａ 及 び ５ ５ ｂ は 、 TRBC２ ＊ ０ １ の エ キ ソ ン １ 中 の 残 基 １ ４ に 新 規 シ ス テ
イ ン を 導 入 す る よ う に 突 然 変 異 し た 可 溶 性 A6 TCRの β 鎖 の そ れ ぞ れ Ｄ Ｎ Ａ 配 列 及 び ア ミ ノ
酸 配 列 で あ る 。 陰 影 付 き の ヌ ク レ オ チ ド は 導 入 さ れ た 新 規 シ ス テ イ ン コ ド ン を 示 し 、 下 線
の ア ミ ノ 酸 は 導 入 さ れ た シ ス テ イ ン を 示 す 。
【 図 ５ ６ 】 図 ５ ６ ａ 及 び ５ ６ ｂ は 、 TRBC２ ＊ ０ １ の エ キ ソ ン １ 中 の 残 基 ５ ５ に 新 規 シ ス テ
イ ン を 導 入 す る よ う に 突 然 変 異 し た 可 溶 性 A6 TCRの β 鎖 の そ れ ぞ れ Ｄ Ｎ Ａ 配 列 及 び ア ミ ノ
酸 配 列 で あ る 。 陰 影 付 き の ヌ ク レ オ チ ド は 導 入 さ れ た 新 規 シ ス テ イ ン コ ド ン を 示 し 、 下 線
の ア ミ ノ 酸 は 導 入 さ れ た シ ス テ イ ン を 示 す 。
【 図 ５ ７ 】 図 ５ ７ ａ 及 び ５ ７ ｂ は 、 TRBC２ ＊ ０ １ の エ キ ソ ン １ 中 の 残 基 ６ ３ に 新 規 シ ス テ
イ ン を 導 入 す る よ う に 突 然 変 異 し た 可 溶 性 A6 TCRの β 鎖 の そ れ ぞ れ Ｄ Ｎ Ａ 配 列 及 び ア ミ ノ
酸 配 列 で あ る 。 陰 影 付 き の ヌ ク レ オ チ ド は 導 入 さ れ た 新 規 シ ス テ イ ン コ ド ン を 示 し 、 下 線
の ア ミ ノ 酸 は 導 入 さ れ た シ ス テ イ ン を 示 す 。
【 図 ５ ８ 】 図 ５ ８ ａ 及 び ５ ８ Ｂ は 、 TRBC２ ＊ ０ １ の エ キ ソ ン １ 中 の 残 基 １ ５ に 新 規 シ ス テ
イ ン を 導 入 す る よ う に 突 然 変 異 し た 可 溶 性 A6 TCRの β 鎖 の そ れ ぞ れ Ｄ Ｎ Ａ 配 列 及 び ア ミ ノ
酸 配 列 で あ る 。 陰 影 付 き の ヌ ク レ オ チ ド は 導 入 さ れ た 新 規 シ ス テ イ ン コ ド ン を 示 し 、 下 線
の ア ミ ノ 酸 は 導 入 さ れ た シ ス テ イ ン を 示 す 。
【 図 ５ ９ 】 図 ５ ９ は 、 点 線 で 示 し た ０ ～ ５ ０ ０ ｍ Ｍ の Ｎ ａ Ｃ ｌ 勾 配 を 用 い た Ｐ Ｏ Ｒ Ｏ Ｓ 　
５ ０ カ ラ ム か ら の タ ン パ ク 質 溶 出 を 示 す 、 そ れ ぞ れ TRAC＊ ０ １ の エ キ ソ ン １ の 残 基 ４ ８ と
TRBC２ ＊ ０ １ の エ キ ソ ン １ の 残 基 ５ ７ と の 間 、 TRAC＊ ０ １ の エ キ ソ ン １ の 残 基 ４ ５ と TRBC
２ ＊ ０ １ の エ キ ソ ン １ の 残 基 ７ ７ と の 間 、 TRAC＊ ０ １ の エ キ ソ ン １ の 残 基 １ ０ と TRBC２ ＊

０ １ の エ キ ソ ン １ の 残 基 １ ７ と の 間 、 TRAC＊ ０ １ の エ キ ソ ン １ の 残 基 ４ ５ と TRBC２ ＊ ０ １
の エ キ ソ ン １ の 残 基 ５ ９ と の 間 、 TRAC＊ ０ １ の エ キ ソ ン １ の 残 基 ５ ２ と TRBC２ ＊ ０ １ の エ
キ ソ ン １ の 残 基 ５ ５ と の 間 、 TRAC＊ ０ １ の エ キ ソ ン １ の 残 基 １ ５ と TRBC２ ＊ ０ １ の エ キ ソ
ン １ の 残 基 １ ５ と の 間 の 新 規 ジ ス ル フ ィ ド 鎖 間 結 合 を 含 む 可 溶 性 A6 TCRの 陰 イ オ ン 交 換 ク
ロ マ ト グ ラ フ ィ か ら 得 ら れ た ト レ ー ス で あ る 。
【 図 ６ ０ 】 図 ６ ０ は 、 点 線 で 示 し た ０ ～ ５ ０ ０ ｍ Ｍ の Ｎ ａ Ｃ ｌ 勾 配 を 用 い た Ｐ Ｏ Ｒ Ｏ Ｓ 　
５ ０ カ ラ ム か ら の タ ン パ ク 質 溶 出 を 示 す 、 そ れ ぞ れ TRAC＊ ０ １ の エ キ ソ ン １ の 残 基 ４ ８ と
TRBC２ ＊ ０ １ の エ キ ソ ン １ の 残 基 ５ ７ と の 間 、 TRAC＊ ０ １ の エ キ ソ ン １ の 残 基 ４ ５ と TRBC
２ ＊ ０ １ の エ キ ソ ン １ の 残 基 ７ ７ と の 間 、 TRAC＊ ０ １ の エ キ ソ ン １ の 残 基 １ ０ と TRBC２ ＊
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０ １ の エ キ ソ ン １ の 残 基 １ ７ と の 間 、 TRAC＊ ０ １ の エ キ ソ ン １ の 残 基 ４ ５ と TRBC２ ＊ ０ １
の エ キ ソ ン １ の 残 基 ５ ９ と の 間 、 TRAC＊ ０ １ の エ キ ソ ン １ の 残 基 ５ ２ と TRBC２ ＊ ０ １ の エ
キ ソ ン １ の 残 基 ５ ５ と の 間 、 TRAC＊ ０ １ の エ キ ソ ン １ の 残 基 １ ５ と TRBC２ ＊ ０ １ の エ キ ソ
ン １ の 残 基 １ ５ と の 間 の 新 規 ジ ス ル フ ィ ド 鎖 間 結 合 を 含 む 可 溶 性 A6 TCRの 陰 イ オ ン 交 換 ク
ロ マ ト グ ラ フ ィ か ら 得 ら れ た ト レ ー ス で あ る 。
【 図 ６ １ 】 図 ６ １ は 、 点 線 で 示 し た ０ ～ ５ ０ ０ ｍ Ｍ の Ｎ ａ Ｃ ｌ 勾 配 を 用 い た Ｐ Ｏ Ｒ Ｏ Ｓ 　
５ ０ カ ラ ム か ら の タ ン パ ク 質 溶 出 を 示 す 、 そ れ ぞ れ TRAC＊ ０ １ の エ キ ソ ン １ の 残 基 ４ ８ と
TRBC２ ＊ ０ １ の エ キ ソ ン １ の 残 基 ５ ７ と の 間 、 TRAC＊ ０ １ の エ キ ソ ン １ の 残 基 ４ ５ と TRBC
２ ＊ ０ １ の エ キ ソ ン １ の 残 基 ７ ７ と の 間 、 TRAC＊ ０ １ の エ キ ソ ン １ の 残 基 １ ０ と TRBC２ ＊

０ １ の エ キ ソ ン １ の 残 基 １ ７ と の 間 、 TRAC＊ ０ １ の エ キ ソ ン １ の 残 基 ４ ５ と TRBC２ ＊ ０ １
の エ キ ソ ン １ の 残 基 ５ ９ と の 間 、 TRAC＊ ０ １ の エ キ ソ ン １ の 残 基 ５ ２ と TRBC２ ＊ ０ １ の エ
キ ソ ン １ の 残 基 ５ ５ と の 間 、 TRAC＊ ０ １ の エ キ ソ ン １ の 残 基 １ ５ と TRBC２ ＊ ０ １ の エ キ ソ
ン １ の 残 基 １ ５ と の 間 の 新 規 ジ ス ル フ ィ ド 鎖 間 結 合 を 含 む 可 溶 性 A6 TCRの 陰 イ オ ン 交 換 ク
ロ マ ト グ ラ フ ィ か ら 得 ら れ た ト レ ー ス で あ る 。
【 図 ６ ２ 】 図 ６ ２ は 、 点 線 で 示 し た ０ ～ ５ ０ ０ ｍ Ｍ の Ｎ ａ Ｃ ｌ 勾 配 を 用 い た Ｐ Ｏ Ｒ Ｏ Ｓ 　
５ ０ カ ラ ム か ら の タ ン パ ク 質 溶 出 を 示 す 、 そ れ ぞ れ TRAC＊ ０ １ の エ キ ソ ン １ の 残 基 ４ ８ と
TRBC２ ＊ ０ １ の エ キ ソ ン １ の 残 基 ５ ７ と の 間 、 TRAC＊ ０ １ の エ キ ソ ン １ の 残 基 ４ ５ と TRBC
２ ＊ ０ １ の エ キ ソ ン １ の 残 基 ７ ７ と の 間 、 TRAC＊ ０ １ の エ キ ソ ン １ の 残 基 １ ０ と TRBC２ ＊

０ １ の エ キ ソ ン １ の 残 基 １ ７ と の 間 、 TRAC＊ ０ １ の エ キ ソ ン １ の 残 基 ４ ５ と TRBC２ ＊ ０ １
の エ キ ソ ン １ の 残 基 ５ ９ と の 間 、 TRAC＊ ０ １ の エ キ ソ ン １ の 残 基 ５ ２ と TRBC２ ＊ ０ １ の エ
キ ソ ン １ の 残 基 ５ ５ と の 間 、 TRAC＊ ０ １ の エ キ ソ ン １ の 残 基 １ ５ と TRBC２ ＊ ０ １ の エ キ ソ
ン １ の 残 基 １ ５ と の 間 の 新 規 ジ ス ル フ ィ ド 鎖 間 結 合 を 含 む 可 溶 性 A6 TCRの 陰 イ オ ン 交 換 ク
ロ マ ト グ ラ フ ィ か ら 得 ら れ た ト レ ー ス で あ る 。
【 図 ６ ３ 】 図 ６ ３ は 、 点 線 で 示 し た ０ ～ ５ ０ ０ ｍ Ｍ の Ｎ ａ Ｃ ｌ 勾 配 を 用 い た Ｐ Ｏ Ｒ Ｏ Ｓ 　
５ ０ カ ラ ム か ら の タ ン パ ク 質 溶 出 を 示 す 、 そ れ ぞ れ TRAC＊ ０ １ の エ キ ソ ン １ の 残 基 ４ ８ と
TRBC２ ＊ ０ １ の エ キ ソ ン １ の 残 基 ５ ７ と の 間 、 TRAC＊ ０ １ の エ キ ソ ン １ の 残 基 ４ ５ と TRBC
２ ＊ ０ １ の エ キ ソ ン １ の 残 基 ７ ７ と の 間 、 TRAC＊ ０ １ の エ キ ソ ン １ の 残 基 １ ０ と TRBC２ ＊

０ １ の エ キ ソ ン １ の 残 基 １ ７ と の 間 、 TRAC＊ ０ １ の エ キ ソ ン １ の 残 基 ４ ５ と TRBC２ ＊ ０ １
の エ キ ソ ン １ の 残 基 ５ ９ と の 間 、 TRAC＊ ０ １ の エ キ ソ ン １ の 残 基 ５ ２ と TRBC２ ＊ ０ １ の エ
キ ソ ン １ の 残 基 ５ ５ と の 間 、 TRAC＊ ０ １ の エ キ ソ ン １ の 残 基 １ ５ と TRBC２ ＊ ０ １ の エ キ ソ
ン １ の 残 基 １ ５ と の 間 の 新 規 ジ ス ル フ ィ ド 鎖 間 結 合 を 含 む 可 溶 性 A6 TCRの 陰 イ オ ン 交 換 ク
ロ マ ト グ ラ フ ィ か ら 得 ら れ た ト レ ー ス で あ る 。
【 図 ６ ４ 】 図 ６ ４ は 、 点 線 で 示 し た ０ ～ ５ ０ ０ ｍ Ｍ の Ｎ ａ Ｃ ｌ 勾 配 を 用 い た Ｐ Ｏ Ｒ Ｏ Ｓ 　
５ ０ カ ラ ム か ら の タ ン パ ク 質 溶 出 を 示 す 、 そ れ ぞ れ TRAC＊ ０ １ の エ キ ソ ン １ の 残 基 ４ ８ と
TRBC２ ＊ ０ １ の エ キ ソ ン １ の 残 基 ５ ７ と の 間 、 TRAC＊ ０ １ の エ キ ソ ン １ の 残 基 ４ ５ と TRBC
２ ＊ ０ １ の エ キ ソ ン １ の 残 基 ７ ７ と の 間 、 TRAC＊ ０ １ の エ キ ソ ン １ の 残 基 １ ０ と TRBC２ ＊

０ １ の エ キ ソ ン １ の 残 基 １ ７ と の 間 、 TRAC＊ ０ １ の エ キ ソ ン １ の 残 基 ４ ５ と TRBC２ ＊ ０ １
の エ キ ソ ン １ の 残 基 ５ ９ と の 間 、 TRAC＊ ０ １ の エ キ ソ ン １ の 残 基 ５ ２ と TRBC２ ＊ ０ １ の エ
キ ソ ン １ の 残 基 ５ ５ と の 間 、 TRAC＊ ０ １ の エ キ ソ ン １ の 残 基 １ ５ と TRBC２ ＊ ０ １ の エ キ ソ
ン １ の 残 基 １ ５ と の 間 の 新 規 ジ ス ル フ ィ ド 鎖 間 結 合 を 含 む 可 溶 性 A6 TCRの 陰 イ オ ン 交 換 ク
ロ マ ト グ ラ フ ィ か ら 得 ら れ た ト レ ー ス で あ る 。
【 図 ６ ５ 】 図 ６ ５ ａ 及 び ６ ５ ｂ は 、 TRAC＊ ０ １ の エ キ ソ ン １ の 残 基 ４ ８ と TRBC２ ＊ ０ １ の
エ キ ソ ン １ の 残 基 ５ ７ と の 間 の 新 規 ジ ス ル フ ィ ド 鎖 間 結 合 を 含 む 可 溶 性 A6 TCRの そ れ ぞ れ
還 元 及 び 非 還 元 Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ （ ク ー マ シ ー 染 色 ） を 示 す 図 で あ る 。 画 分 を 図 ５ ９ の 陰
イ オ ン 交 換 カ ラ ム 分 析 か ら 収 集 し た 。
【 図 ６ ６ 】 図 ６ ６ ａ 及 び ６ ６ ｂ は 、 TRAC＊ ０ １ の エ キ ソ ン １ の 残 基 ４ ５ と TRBC２ ＊ ０ １ の
エ キ ソ ン １ の 残 基 ７ ７ と の 間 の 新 規 ジ ス ル フ ィ ド 鎖 間 結 合 を 含 む 可 溶 性 A6 TCRの そ れ ぞ れ
還 元 及 び 非 還 元 Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ （ ク ー マ シ ー 染 色 ） を 示 す 図 で あ る 。 画 分 を 図 ６ ０ の 陰
イ オ ン 交 換 カ ラ ム 分 析 か ら 収 集 し た 。
【 図 ６ ７ 】 図 ６ ７ ａ 及 び ６ ７ ｂ は 、 TRAC＊ ０ １ の エ キ ソ ン １ の 残 基 １ ０ と TRBC２ ＊ ０ １ の
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エ キ ソ ン １ の 残 基 １ ７ と の 間 の 新 規 ジ ス ル フ ィ ド 鎖 間 結 合 を 含 む 可 溶 性 A6 TCRの そ れ ぞ れ
還 元 及 び 非 還 元 Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ （ ク ー マ シ ー 染 色 ） を 示 す 図 で あ る 。 画 分 を 図 ６ １ の 陰
イ オ ン 交 換 カ ラ ム 分 析 か ら 収 集 し た 。
【 図 ６ ８ 】 図 ６ ８ ａ 及 び ６ ８ ｂ は 、 TRAC＊ ０ １ の エ キ ソ ン １ の 残 基 ４ ５ と TRBC２ ＊ ０ １ の
エ キ ソ ン １ の 残 基 ５ ９ と の 間 の 新 規 ジ ス ル フ ィ ド 鎖 間 結 合 を 含 む 可 溶 性 A6 TCRの そ れ ぞ れ
還 元 及 び 非 還 元 Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ （ ク ー マ シ ー 染 色 ） を 示 す 図 で あ る 。 画 分 を 図 ６ ２ の 陰
イ オ ン 交 換 カ ラ ム 分 析 か ら 収 集 し た 。
【 図 ６ ９ 】 図 ６ ９ ａ 及 び ６ ９ ｂ は 、 TRAC＊ ０ １ の エ キ ソ ン １ の 残 基 ５ ２ と TRBC２ ＊ ０ １ の
エ キ ソ ン １ の 残 基 ５ ５ と の 間 の 新 規 ジ ス ル フ ィ ド 鎖 間 結 合 を 含 む 可 溶 性 A6 TCRの そ れ ぞ れ
還 元 及 び 非 還 元 Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ （ ク ー マ シ ー 染 色 ） を 示 す 図 で あ る 。 画 分 を 図 ６ ３ の 陰
イ オ ン 交 換 カ ラ ム 分 析 か ら 収 集 し た 。
【 図 ７ ０ 】 図 ７ ０ ａ 及 び ７ ０ ｂ は 、 TRAC＊ ０ １ の エ キ ソ ン １ の 残 基 １ ５ と TRBC２ ＊ ０ １ の
エ キ ソ ン １ の 残 基 １ ５ と の 間 の 新 規 ジ ス ル フ ィ ド 鎖 間 結 合 を 含 む 可 溶 性 A6 TCRの そ れ ぞ れ
還 元 及 び 非 還 元 Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ （ ク ー マ シ ー 染 色 ） を 示 す 図 で あ る 。 画 分 を 図 ６ ４ の 陰
イ オ ン 交 換 カ ラ ム 分 析 か ら 収 集 し た 。
【 図 ７ １ 】 図 ７ １ は 、 Superdex　 ２ ０ ０ 　 Ｈ Ｌ ゲ ル ろ 過 カ ラ ム か ら の タ ン パ ク 質 溶 出 を 示
す 、 TRAC＊ ０ １ の エ キ ソ ン １ の 残 基 ４ ８ と TRBC２ ＊ ０ １ の エ キ ソ ン １ の 残 基 ５ ７ と の 間 の
新 規 ジ ス ル フ ィ ド 鎖 間 結 合 を 含 む 可 溶 性 A6 TCRの サ イ ズ 排 除 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ か ら 得 ら れ
た ト レ ー ス で あ る 。 画 分 を 図 ５ ９ の 陰 イ オ ン 交 換 カ ラ ム 分 析 か ら 収 集 し た 。
【 図 ７ ２ 】 図 ７ ２ は 、 Superdex　 ２ ０ ０ 　 Ｈ Ｌ ゲ ル ろ 過 カ ラ ム か ら の タ ン パ ク 質 溶 出 を 示
す 、 TRAC＊ ０ １ の エ キ ソ ン １ の 残 基 ４ ５ と TRBC２ ＊ ０ １ の エ キ ソ ン １ の 残 基 ７ ７ と の 間 の
新 規 ジ ス ル フ ィ ド 鎖 間 結 合 を 含 む 可 溶 性 A6 TCRの サ イ ズ 排 除 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ か ら 得 ら れ
た ト レ ー ス で あ る 。 画 分 を 図 ６ ０ の 陰 イ オ ン 交 換 カ ラ ム 分 析 か ら 収 集 し た 。
【 図 ７ ３ 】 図 ７ ３ は 、 Superdex　 ２ ０ ０ 　 Ｈ Ｌ ゲ ル ろ 過 カ ラ ム か ら の タ ン パ ク 質 溶 出 を 示
す 、 TRAC＊ ０ １ の エ キ ソ ン １ の 残 基 １ ０ と TRBC２ ＊ ０ １ の エ キ ソ ン １ の 残 基 １ ７ と の 間 の
新 規 ジ ス ル フ ィ ド 鎖 間 結 合 を 含 む 可 溶 性 A6 TCRの サ イ ズ 排 除 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ か ら 得 ら れ
た ト レ ー ス で あ る 。 画 分 を 図 ６ １ の 陰 イ オ ン 交 換 カ ラ ム 分 析 か ら 収 集 し た 。
【 図 ７ ４ 】 図 ７ ４ は 、 Superdex　 ２ ０ ０ 　 Ｈ Ｌ ゲ ル ろ 過 カ ラ ム か ら の タ ン パ ク 質 溶 出 を 示
す 、 TRAC＊ ０ １ の エ キ ソ ン １ の 残 基 ４ ５ と TRBC２ ＊ ０ １ の エ キ ソ ン １ の 残 基 ５ ９ と の 間 の
新 規 ジ ス ル フ ィ ド 鎖 間 結 合 を 含 む 可 溶 性 A6 TCRの サ イ ズ 排 除 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ か ら 得 ら れ
た ト レ ー ス で あ る 。 画 分 を 図 ６ ２ の 陰 イ オ ン 交 換 カ ラ ム 分 析 か ら 収 集 し た 。
【 図 ７ ５ 】 図 ７ ５ は 、 Superdex　 ２ ０ ０ 　 Ｈ Ｌ ゲ ル ろ 過 カ ラ ム か ら の タ ン パ ク 質 溶 出 を 示
す 、 TRAC＊ ０ １ の エ キ ソ ン １ の 残 基 ５ ２ と TRBC２ ＊ ０ １ の エ キ ソ ン １ の 残 基 ５ ５ と の 間 の
新 規 ジ ス ル フ ィ ド 鎖 間 結 合 を 含 む 可 溶 性 A6 TCRの サ イ ズ 排 除 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ か ら 得 ら れ
た ト レ ー ス で あ る 。 画 分 を 図 ６ ３ の 陰 イ オ ン 交 換 カ ラ ム 分 析 か ら 収 集 し た 。
【 図 ７ ６ 】 図 ７ ６ は 、 Superdex　 ２ ０ ０ 　 Ｈ Ｌ ゲ ル ろ 過 カ ラ ム か ら の タ ン パ ク 質 溶 出 を 示
す 、 TRAC＊ ０ １ の エ キ ソ ン １ の 残 基 １ ５ と TRBC２ ＊ ０ １ の エ キ ソ ン １ の 残 基 １ ５ と の 間 の
新 規 ジ ス ル フ ィ ド 鎖 間 結 合 を 含 む 可 溶 性 A6 TCRの サ イ ズ 排 除 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ か ら 得 ら れ
た ト レ ー ス で あ る 。 画 分 を 図 ６ ４ の 陰 イ オ ン 交 換 カ ラ ム 分 析 か ら 収 集 し た 。
【 図 ７ ７ 】 図 ７ ７ は 、 Ｈ Ｌ Ａ － Ａ ２ － ｔ ａ ｘ 　 ｐ Ｍ Ｈ Ｃ に 対 す る 、 そ れ ぞ れ TRAC＊ ０ １ の
エ キ ソ ン １ の 残 基 ４ ８ と TRBC２ ＊ ０ １ の エ キ ソ ン １ の 残 基 ５ ７ と の 間 、 TRAC＊ ０ １ の エ キ
ソ ン １ の 残 基 ４ ５ と TRBC２ ＊ ０ １ の エ キ ソ ン １ の 残 基 ７ ７ と の 間 、 TRAC＊ ０ １ の エ キ ソ ン
１ の 残 基 １ ０ と TRBC２ ＊ ０ １ の エ キ ソ ン １ の 残 基 １ ７ と の 間 、 及 び TRAC＊ ０ １ の エ キ ソ ン
１ の 残 基 ４ ５ と TRBC２ ＊ ０ １ の エ キ ソ ン １ の 残 基 ５ ９ と の 間 の 新 規 ジ ス ル フ ィ ド 鎖 間 結 合
を 含 む 可 溶 性 A6 TCRの 結 合 を 示 す BIAcore応 答 曲 線 で あ る 。
【 図 ７ ８ 】 図 ７ ８ は 、 Ｈ Ｌ Ａ － Ａ ２ － ｔ ａ ｘ 　 ｐ Ｍ Ｈ Ｃ に 対 す る 、 そ れ ぞ れ TRAC＊ ０ １ の
エ キ ソ ン １ の 残 基 ４ ８ と TRBC２ ＊ ０ １ の エ キ ソ ン １ の 残 基 ５ ７ と の 間 、 TRAC＊ ０ １ の エ キ
ソ ン １ の 残 基 ４ ５ と TRBC２ ＊ ０ １ の エ キ ソ ン １ の 残 基 ７ ７ と の 間 、 TRAC＊ ０ １ の エ キ ソ ン
１ の 残 基 １ ０ と TRBC２ ＊ ０ １ の エ キ ソ ン １ の 残 基 １ ７ と の 間 、 及 び TRAC＊ ０ １ の エ キ ソ ン
１ の 残 基 ４ ５ と TRBC２ ＊ ０ １ の エ キ ソ ン １ の 残 基 ５ ９ と の 間 の 新 規 ジ ス ル フ ィ ド 鎖 間 結 合

10

20

30

40

50

(46) JP 2005-514006 A 2005.5.19



を 含 む 可 溶 性 A6 TCRの 結 合 を 示 す BIAcore応 答 曲 線 で あ る 。
【 図 ７ ９ 】 図 ７ ９ は 、 Ｈ Ｌ Ａ － Ａ ２ － ｔ ａ ｘ 　 ｐ Ｍ Ｈ Ｃ に 対 す る 、 そ れ ぞ れ TRAC＊ ０ １ の
エ キ ソ ン １ の 残 基 ４ ８ と TRBC２ ＊ ０ １ の エ キ ソ ン １ の 残 基 ５ ７ と の 間 、 TRAC＊ ０ １ の エ キ
ソ ン １ の 残 基 ４ ５ と TRBC２ ＊ ０ １ の エ キ ソ ン １ の 残 基 ７ ７ と の 間 、 TRAC＊ ０ １ の エ キ ソ ン
１ の 残 基 １ ０ と TRBC２ ＊ ０ １ の エ キ ソ ン １ の 残 基 １ ７ と の 間 、 及 び TRAC＊ ０ １ の エ キ ソ ン
１ の 残 基 ４ ５ と TRBC２ ＊ ０ １ の エ キ ソ ン １ の 残 基 ５ ９ と の 間 の 新 規 ジ ス ル フ ィ ド 鎖 間 結 合
を 含 む 可 溶 性 A6 TCRの 結 合 を 示 す BIAcore応 答 曲 線 で あ る 。
【 図 ８ ０ 】 図 ８ ０ は 、 Ｈ Ｌ Ａ － Ａ ２ － ｔ ａ ｘ 　 ｐ Ｍ Ｈ Ｃ に 対 す る 、 そ れ ぞ れ TRAC＊ ０ １ の
エ キ ソ ン １ の 残 基 ４ ８ と TRBC２ ＊ ０ １ の エ キ ソ ン １ の 残 基 ５ ７ と の 間 、 TRAC＊ ０ １ の エ キ
ソ ン １ の 残 基 ４ ５ と TRBC２ ＊ ０ １ の エ キ ソ ン １ の 残 基 ７ ７ と の 間 、 TRAC＊ ０ １ の エ キ ソ ン
１ の 残 基 １ ０ と TRBC２ ＊ ０ １ の エ キ ソ ン １ の 残 基 １ ７ と の 間 、 及 び TRAC＊ ０ １ の エ キ ソ ン
１ の 残 基 ４ ５ と TRBC２ ＊ ０ １ の エ キ ソ ン １ の 残 基 ５ ９ と の 間 の 新 規 ジ ス ル フ ィ ド 鎖 間 結 合
を 含 む 可 溶 性 A6 TCRの 結 合 を 示 す BIAcore応 答 曲 線 で あ る 。
【 図 ８ １ 】 図 ８ １ は 、 Ｈ Ｌ Ａ － Ａ ２ － ｔ ａ ｘ 及 び Ｈ Ｌ Ａ － Ａ ２ － Ｎ Ｙ － Ｅ Ｓ Ｏ 　 ｐ Ｍ Ｈ Ｃ
に 対 す る 、 TRAC＊ ０ １ の エ キ ソ ン １ の 残 基 ５ ２ と TRBC２ ＊ ０ １ の エ キ ソ ン １ の 残 基 ５ ５ と
の 間 の 新 規 ジ ス ル フ ィ ド 鎖 間 結 合 を 含 む 可 溶 性 A6 TCRの 非 特 異 的 結 合 を 示 す BIAcoreト レ
ー ス で あ る 。
【 図 ８ ２ 】 図 ８ ２ は 、 Ｈ Ｌ Ａ － Ａ ２ － ｔ ａ ｘ 　 ｐ Ｍ Ｈ Ｃ に 対 す る 、 TRAC＊ ０ １ の エ キ ソ ン
１ の 残 基 １ ５ と TRBC２ ＊ ０ １ の エ キ ソ ン １ の 残 基 １ ５ と の 間 の 新 規 ジ ス ル フ ィ ド 鎖 間 結 合
を 含 む 可 溶 性 A6 TCRの 結 合 を 示 す BIAcore応 答 曲 線 で あ る 。
【 図 ８ ３ 】 図 ８ ３ ａ は 、 １ Ｂ Ｄ ２ 配 列 を 含 む モ デ ル の 周 囲 の 電 子 密 度 地 図 で あ る （ 鎖 Ａ 　
Ｔ ｈ ｒ １ ６ ４ 、 鎖 Ｂ 　 Ｓ ｅ ｒ 　 １ ７ ４ ） 。 地 図 に は 、 １ ． ０ 、 ２ ． ０ 及 び ３ ． ０ σ の 等 高
線 が 記 さ れ て い る 。 図 ８ ３ ｂ は 、 ２ つ の 位 置 Ａ １ ６ ４ 及 び Ｂ １ ７ ４ に お い て Ｃ ｙ ｓ で 改 良
（ ｒ ｅ ｆ ｉ ｎ ｅ ｍ ｅ ｎ ｔ ） し た 後 の 電 子 密 度 地 図 で あ る 。 こ の 地 図 も 、 図 ８ ３ ａ と 同 じ σ
レ ベ ル で 等 高 線 が 記 さ れ て い る 。
【 図 ８ ４ 】 図 ８ ４ は 、 １ Ｂ Ｄ ２ 　 TCRの 構 造 を 本 発 明 の NY-ESO TCRの 構 造 と 、 リ ボ ン 表 示
及 び コ イ ル 表 示 で 前 記 各 構 造 を 重 ね 合 わ せ る こ と に よ っ て 比 較 し た 図 で あ る 。
【 図 ８ ５ 】 図 ８ ５ ａ 及 び ８ ５ ｂ は 、 ビ オ チ ン 認 識 部 位 が 導 入 さ れ た NY-ESO TCRの β 鎖 の そ
れ ぞ れ Ｄ Ｎ Ａ 配 列 及 び ア ミ ノ 酸 配 列 で あ る 。 ビ オ チ ン 認 識 部 位 を 強 調 し て 示 す 。
【 図 ８ ６ 】 図 ８ ６ ａ 及 び ８ ６ ｂ は 、 ヘ キ サ － ヒ ス チ ジ ン タ グ を 導 入 し た NY-ESO TCRの β 鎖
の そ れ ぞ れ Ｄ Ｎ Ａ 配 列 及 び ア ミ ノ 酸 配 列 で あ る 。 ヘ キ サ － ヒ ス チ ジ ン タ グ を 強 調 し て 示 す
。
【 図 ８ ７ 】 図 ８ ７ は 、 点 線 で 示 し た ０ ～ ５ ０ ０ ｍ Ｍ の Ｎ ａ Ｃ ｌ 勾 配 を 用 い た POROS 50HQ陰
イ オ ン 交 換 カ ラ ム か ら の 新 規 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 及 び ビ オ チ ン 認 識 配 列 を 含 む 可 溶 性 NY-ESO
 TCRの 溶 出 を 示 す グ ラ フ で あ る 。
【 図 ８ ８ 】 図 ８ ８ は 、 点 線 で 示 し た ０ ～ ５ ０ ０ ｍ Ｍ の Ｎ ａ Ｃ ｌ 勾 配 を 用 い た POROS 50HQ陰
イ オ ン 交 換 カ ラ ム か ら の 新 規 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 及 び ヘ キ サ － ヒ ス チ ジ ン タ グ を 含 む 可 溶 性
NY-ESO TCRの 溶 出 を 示 す グ ラ フ で あ る 。
【 図 ８ ９ 】 図 ８ ９ は 、 図 ８ ７ に 示 し た Ｎ Ｙ － Ｅ Ｓ Ｏ － ビ オ チ ン タ グ 付 き 陰 イ オ ン 交 換 カ ラ
ム 分 析 か ら プ ー ル さ れ た 画 分 の ゲ ル ろ 過 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ に よ る タ ン パ ク 質 溶 出 プ ロ フ ァ
イ ル で あ る 。
【 図 ９ ０ 】 図 ９ ０ は 、 図 ８ ８ に 示 し た Ｎ Ｙ － Ｅ Ｓ Ｏ － ヘ キ サ － ヒ ス チ ジ ン タ グ 付 き 陰 イ オ
ン 交 換 カ ラ ム 分 析 か ら プ ー ル さ れ た 画 分 の ゲ ル ろ 過 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ に よ る タ ン パ ク 質 溶
出 プ ロ フ ァ イ ル で あ る 。
【 図 ９ １ － １ 】 図 ９ １ ａ ～ ｈ は 、 そ れ ぞ れ 以 下 の 濃 度 の Ｎ Ｙ － Ｅ Ｓ Ｏ ペ プ チ ド 及 び 蛍 光 NY
-ESO TCR四 量 体 と 共 に イ ン キ ュ ベ ー ト し た Ｈ Ｌ Ａ － Ａ ２ 陽 性 Ｅ Ｂ Ｖ 形 質 転 換 Ｂ 細 胞 系 （ Ｐ
Ｐ 　 Ｌ Ｃ Ｌ ） を ２ ５ ， ０ ０ ０ 回 測 定 し て 得 ら れ た 染 色 強 度 を 示 す Ｆ Ａ Ｃ Ｓ ヒ ス ト グ ラ ム で
あ る 。 NYESO　 ０ 　 TCR　 ５ μ ｇ 、 NYESO　 １ ０ － ４ Ｍ 　 TCR　 ５ μ ｇ 、 NYESO　 １ ０ － ５ Ｍ
　 TCR　 ５ μ ｇ 、 NYESO　 １ ０ － ６ Ｍ 　 TCR　 ５ μ ｇ 、 NYESO　 ０ 　 TCR　 １ ０ μ ｇ 、 NYESO　
１ ０ － ４ Ｍ 　 TCR　 １ ０ μ ｇ 、 NYESO　 １ ０ － ５ Ｍ 　 TCR　 １ ０ μ ｇ 、 NYESO　 １ ０ － ６ Ｍ 　
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TCR　 １ ０ μ ｇ 。
【 図 ９ １ － ２ 】 図 ９ １ － １ の 説 明 に 同 じ 。
【 図 ９ １ － ３ 】 図 ９ １ － １ の 説 明 に 同 じ 。
【 図 ９ ２ 】 図 ９ ２ は 、 TRBC１ ＊ ０ １ 定 常 領 域 が 組 み 込 ま れ た A6 TCRの ベ ー タ 鎖 の Ｄ Ｎ Ａ 配
列 で あ る 。
【 図 ９ ３ 】 図 ９ ３ は 、 点 線 で 示 し た ０ ～ ５ ０ ０ ｍ Ｍ の Ｎ ａ Ｃ ｌ 勾 配 を 用 い た POROS 50HQカ
ラ ム か ら の タ ン パ ク 質 溶 出 を 示 し た 、 TRBC１ ＊ ０ １ 定 常 領 域 が 組 み 込 ま れ た 可 溶 性 A6 TCR
の 陰 イ オ ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ の ト レ ー ス で あ る 。
【 図 ９ ４ 】 図 ９ ４ － Ａ ． 図 ９ ３ に 示 し た カ ラ ム 分 析 画 分 の 還 元 Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ （ ク ー マ
シ ー 染 色 ） を 示 す 図 で あ る 。 Ｂ ． 図 ９ ３ に 示 し た カ ラ ム 分 析 画 分 の 非 還 元 Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ
Ｅ （ ク ー マ シ ー 染 色 ） を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ９ ５ 】 図 ９ ５ は 、 図 ９ ３ の ピ ー ク ２ か ら プ ー ル さ れ た 画 分 の サ イ ズ 排 除 ク ロ マ ト グ ラ
フ ィ を 示 す グ ラ フ で あ る 。 ピ ー ク １ は 、 鎖 間 ジ ス ル フ ィ ド 連 結 さ れ た TCRヘ テ ロ ダ イ マ ー
を 含 む 。
【 図 ９ ６ 】 図 ９ ６ － Ａ ． Ｈ Ｌ Ａ － Ｆ ｌ ｕ 複 合 体 に 対 す る ジ ス ル フ ィ ド 連 結 Ａ ６ 可 溶 性 TCR
の 特 異 的 結 合 の BIAcore分 析 結 果 を 示 す グ ラ フ で あ る 。 Ｂ ． ジ ス ル フ ィ ド 連 結 Ａ ６ 可 溶 性 T
CRの 単 回 投 与 の 対 照 と 比 較 し た 結 合 応 答 を 示 す グ ラ フ で あ る 。
【 図 ９ ７ 】 図 ９ ７ は 、 「 フ リ ー の 」 シ ス テ イ ン が 組 み 込 ま れ た A6 TCRの 突 然 変 異 ベ ー タ 鎖
の 核 酸 配 列 で あ る 。
【 図 ９ ８ 】 図 ９ ８ は 、 点 線 で 示 し た ０ ～ ５ ０ ０ ｍ Ｍ の Ｎ ａ Ｃ ｌ 勾 配 を 用 い た POROS 50HQカ
ラ ム か ら の タ ン パ ク 質 溶 出 を 示 す 、 「 フ リ ー の 」 シ ス テ イ ン が 組 み 込 ま れ た 可 溶 性 A6 TCR
の 陰 イ オ ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ を 示 す グ ラ フ で あ る 。
【 図 ９ ９ 】 図 ９ ９ － Ａ ． 図 ９ ８ に 示 し た カ ラ ム 分 析 画 分 の 還 元 Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ （ ク ー マ
シ ー 染 色 ） を 示 す 図 で あ る 。 Ｂ ． 図 ９ ８ に 示 し た カ ラ ム 分 析 画 分 の 非 還 元 Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ
Ｅ （ ク ー マ シ ー 染 色 ） を 示 す 図 で あ る 。
【 図 １ ０ ０ 】 図 １ ０ ０ は 、 図 ９ ８ の ピ ー ク ２ か ら プ ー ル さ れ た 画 分 の サ イ ズ 排 除 ク ロ マ ト
グ ラ フ ィ を 示 す 図 で あ る 。 ピ ー ク １ は 、 鎖 間 ジ ス ル フ ィ ド 連 結 さ れ た TCRヘ テ ロ ダ イ マ ー
を 含 む 。
【 図 １ ０ １ 】 図 １ ０ １ － Ａ ． Ｈ Ｌ Ａ － Ｆ ｌ ｕ 複 合 体 に 「 フ リ ー の 」 シ ス テ イ ン が 組 み 込 ま
れ た ジ ス ル フ ィ ド 連 結 Ａ ６ 可 溶 性 TCRの 特 異 的 結 合 の BIAcore分 析 結 果 を 示 す グ ラ フ で あ る
。 Ｂ ． ジ ス ル フ ィ ド 連 結 Ａ ６ 可 溶 性 TCRの 単 回 投 与 の 対 照 と 比 較 し た 結 合 応 答 を 示 す グ ラ
フ で あ る 。
【 図 １ ０ ２ 】 図 １ ０ ２ は 、 「 フ リ ー の 」 シ ス テ イ ン が 突 然 変 異 し た セ リ ン 残 基 が 組 み 込 ま
れ た A6 TCRの 突 然 変 異 ベ ー タ 鎖 の 核 酸 配 列 で あ る 。
【 図 １ ０ ３ 】 図 １ ０ ３ は 、 点 線 で 示 し た ０ ～ ５ ０ ０ ｍ Ｍ の Ｎ ａ Ｃ ｌ 勾 配 を 用 い た POROS 50
HQカ ラ ム か ら の タ ン パ ク 質 溶 出 を 示 す 、 「 フ リ ー の 」 シ ス テ イ ン が 突 然 変 異 し た セ リ ン 残
基 が 組 み 込 ま れ た 可 溶 性 A6 TCRの 陰 イ オ ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ を 示 す グ ラ フ で あ る 。
【 図 １ ０ ４ 】 図 １ ０ ４ － Ａ ． 図 １ ０ ３ に 示 し た カ ラ ム 分 析 画 分 の 還 元 Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ （
ク ー マ シ ー 染 色 ） を 示 す 図 で あ る 。 Ｂ ． 図 １ ０ ３ に 示 し た カ ラ ム 分 析 画 分 の 非 還 元 Ｓ Ｄ Ｓ
－ Ｐ Ａ Ｇ Ｅ （ ク ー マ シ ー 染 色 ） を 示 す 図 で あ る 。 ピ ー ク ２ が 、 鎖 間 ジ ス ル フ ィ ド 連 結 さ れ
た TCRヘ テ ロ ダ イ マ ー を 含 ん で い る こ と は 明 ら か で あ る 。
【 図 １ ０ ５ 】 図 １ ０ ５ は 、 図 １ ０ ３ の ピ ー ク ２ か ら プ ー ル さ れ た 画 分 の サ イ ズ 排 除 ク ロ マ
ト グ ラ フ ィ を 示 す グ ラ フ で あ る 。 ピ ー ク １ は 、 鎖 間 ジ ス ル フ ィ ド 連 結 さ れ た TCRヘ テ ロ ダ
イ マ ー を 含 む 。
【 図 １ ０ ６ 】 図 １ ０ ６ － Ａ ． 「 フ リ ー の 」 シ ス テ イ ン が 突 然 変 異 し た セ リ ン 残 基 が 組 み 込
ま れ た ジ ス ル フ ィ ド 連 結 Ａ ６ 可 溶 性 TCRの Ｈ Ｌ Ａ － Ｆ ｌ ｕ 複 合 体 に 対 す る 特 異 的 結 合 の BIA
core分 析 結 果 を 示 す グ ラ フ で あ る 。 Ｂ ． ジ ス ル フ ィ ド 連 結 Ａ ６ 可 溶 性 TCRの 単 回 投 与 の 対
照 と 比 較 し た 結 合 応 答 を 示 す グ ラ フ で あ る 。
【 図 １ ０ ７ － １ 】 図 １ ０ ７ は 、 ｐ Ｙ Ｘ １ １ ２ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 で あ る 。
【 図 １ ０ ７ － ２ 】 図 １ ０ ７ － １ の 説 明 に 同 じ 。
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【 図 １ ０ ８ － １ 】 図 １ ０ ８ は 、 ｐ Ｙ Ｘ １ ２ ２ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 で あ る 。
【 図 １ ０ ８ － ２ 】 図 １ ０ ７ － １ の 説 明 に 同 じ 。
【 図 １ ０ ９ 】 図 １ ０ ９ は 、 TCRα 鎖 に 融 合 し た プ レ プ ロ α 接 合 因 子 の Ｄ Ｎ Ａ 配 列 及 び タ ン
パ ク 質 配 列 で あ る 。
【 図 １ １ ０ 】 図 １ １ ０ は 、 TCRβ 鎖 に 融 合 し た プ レ プ ロ α 接 合 因 子 の Ｄ Ｎ Ａ 配 列 及 び タ ン
パ ク 質 配 列 で あ る 。
【 図 １ １ １ 】 図 １ １ １ は 、 Ｓ ． ｃ ｅ ｒ ｅ ｖ ｉ ｓ ｉ ａ ｅ 菌 株 Ｓ Ｅ Ｙ ６ ２ １ ０ に お い て 発 現 さ
れ る 可 溶 性 TCRの ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト の 写 真 で あ る 。 レ ー ン Ｃ は 、 対 照 と し て 精 製 可 溶 性 N
Y-ESO TCR　 ６ ０ ｎ ｇ を 含 む 。 レ ー ン １ 及 び ２ は 、 ２ つ の 別 個 の TCR形 質 転 換 酵 母 培 養 物 か
ら 収 集 し た タ ン パ ク 質 を 含 む 。
【 図 １ １ ２ 】 図 １ １ ２ は 、 ｐ Ｅ Ｘ １ ７ ２ プ ラ ス ミ ド の Ｋ ｐ ｎ Ｉ ～ Ｅ ｃ ｏ Ｒ Ｉ 挿 入 断 片 の 核
酸 配 列 で あ る 。 プ ラ ス ミ ド の 残 部 は 、 ｐ Ｂ ｌ ｕ ｅ Ｓ ｃ ｒ ｉ ｐ ｔ 　 Ｉ Ｉ 　 Ｋ Ｓ － で あ る 。
【 図 １ １ ３ 】 図 １ １ ３ は 、 バ キ ュ ロ ウ イ ル ス に ク ロ ー ニ ン グ す る た め の TCR鎖 の 概 略 図 で
あ る 。
【 図 １ １ ４ 】 図 １ １ ４ は 、 ｐ Ａ ｃ Ａ Ｂ ３ 発 現 プ ラ ス ミ ド に 挿 入 す る た め の Ｂ ａ ｍ Ｈ Ｉ 挿 入
断 片 と し て の ジ ス ル フ ィ ド Ａ ６ 　 α 　 TCR構 築 物 の 核 酸 配 列 で あ る 。
【 図 １ １ ５ 】 図 １ １ ５ は 、 ｐ Ａ ｃ Ａ Ｂ ３ 発 現 プ ラ ス ミ ド に 挿 入 す る た め の Ｂ ａ ｍ Ｈ Ｉ 挿 入
断 片 と し て の ジ ス ル フ ィ ド Ａ ６ 　 β 　 TCR構 築 物 を 示 す 図 で あ る 。
【 図 １ １ ６ 】 図 １ １ ６ は 、 細 菌 に よ っ て 産 生 さ れ た ジ ス ル フ ィ ド A6 TCR及 び 昆 虫 ジ ス ル フ
ィ ド A6 TCRに 対 す る ク ー マ シ ー 染 色 ゲ ル 及 び ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト を 示 す 写 真 で あ る 。
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【 配 列 表 】

【 手 続 補 正 書 】
【 提 出 日 】 平 成 15年 11月 18日 (2003.11.18)
【 手 続 補 正 １ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 特 許 請 求 の 範 囲
【 補 正 対 象 項 目 名 】 全 文
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
（ ｉ ） 膜 貫 通 ド メ イ ン を 除 く TCRα 鎖 の 全 部 ま た は 一 部 と 、 （ ｉ ｉ ） 膜 貫 通 ド メ イ ン を 除
く TCRβ 鎖 の 全 部 ま た は 一 部 と を 備 え た 可 溶 性 Ｔ 細 胞 受 容 体 （ sTCR） で あ っ て 、 （ ｉ ） お
よ び （ ｉ ｉ ） が 、 そ れ ぞ れ 、 TCR鎖 の 機 能 的 可 変 ド メ イ ン と 定 常 ド メ イ ン の 少 な く と も 一
部 と を 備 え 、 ま た （ ｉ ） お よ び （ ｉ ｉ ） が 、 下 記 を 置 換 し て い る シ ス テ イ ン 残 基 間 の ジ ス
ル フ ィ ド 結 合 に よ っ て 連 結 さ れ て い る こ と を 特 徴 と す る 、 可 溶 性 Ｔ 細 胞 受 容 体 ：
　 ・ TRAC*01の エ キ ソ ン １ に お け る Thr 48、 お よ び TRBC1*01ま た は TRBC2*01の エ キ ソ ン １
に お け る Ser 57；
　 ・ TRAC*01の エ キ ソ ン １ に お け る Thr 45、 お よ び TRBC1*01ま た は TRBC2*01の エ キ ソ ン 1に
お け る Ser 77；
　 ・ TRAC*01の エ キ ソ ン 1に お け る Tyr 10、 お よ び TRBC1*01ま た は TRBC2*01の エ キ ソ ン 1に
お け る Ser 17；
　 ・ TRAC*01の エ キ ソ ン 1に お け る Thr 45、 お よ び TRBC1*01ま た は TRBC2*01の エ キ ソ ン 1に
お け る Asp 59 ； ま た は
　 TRAC*01の エ キ ソ ン 1に お け る Ser 15、 お よ び TRBC1*01ま た は TRBC2*01の エ キ ソ ン 1に お
け る  Glu 15。
【 請 求 項 ２ 】
（ ｉ ） お よ び （ ｉ ｉ ） の 一 方 ま た は 双 方 が 、 TCR鎖 の 細 胞 外 定 常 Ｉ ｇ ド メ イ ン の 全 部 を 備
え る 、 請 求 項 １ に 記 載 の sTCR。
【 請 求 項 ３ 】
（ ｉ ） お よ び （ ｉ ｉ ） の 一 方 ま た は 双 方 が 、 TCR鎖 の 細 胞 外 ド メ イ ン の 全 部 を 備 え る 、 請
求 項 １ ま た は ２ に 記 載 の sTCR。
【 請 求 項 ４ 】
可 溶 性 α β 型 Ｔ 細 胞 受 容 体 （ sTCR） で あ っ て 、 共 有 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 が 、 下 記 を 置 換 し て
い る シ ス テ イ ン 残 基 間 を 連 結 す る 、 可 溶 性 α β 型 Ｔ 細 胞 受 容 体 ：
　 ・ TRAC*01の エ キ ソ ン １ に お け る Thr 48、 お よ び TRBC1*01ま た は TRBC2*01の エ キ ソ ン １
に お け る Ser 57；
　 ・ TRAC*01の エ キ ソ ン １ に お け る Thr 45、 お よ び TRBC1*01ま た は TRBC2*01の エ キ ソ ン 1に
お け る Ser 77；
　 ・ TRAC*01の エ キ ソ ン 1に お け る Tyr 10、 お よ び TRBC1*01ま た は TRBC2*01の エ キ ソ ン 1に
お け る Ser 17；
　 ・ TRAC*01の エ キ ソ ン 1に お け る Thr 45、 お よ び TRBC1*01ま た は TRBC2*01の エ キ ソ ン 1に
お け る Asp 59 ； ま た は
　 TRAC*01の エ キ ソ ン 1に お け る Ser 15、 お よ び TRBC1*01ま た は TRBC2*01の エ キ ソ ン 1に お
け る  Glu 15。
【 請 求 項 ５ 】
（ ｉ ） 膜 貫 通 ド メ イ ン を 除 く TCRα 鎖 の 全 部 ま た は 一 部 と 、 （ ｉ ｉ ） 膜 貫 通 ド メ イ ン を 除
く TCRβ 鎖 の 全 部 ま た は 一 部 と を 備 え た 可 溶 性 Ｔ 細 胞 受 容 体 （ sTCR） で あ っ て 、 （ ｉ ） お
よ び （ ｉ ｉ ） が 、 そ れ ぞ れ 、 TCR鎖 の 機 能 的 可 変 ド メ イ ン と 定 常 ド メ イ ン の 少 な く と も 一
部 と を 備 え 、 定 常 ド メ イ ン 残 基 の 間 が 天 然 の TCR中 に は 存 在 し な い ジ ス ル フ ィ ド 結 合 に よ
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っ て 連 結 さ れ て お り 、 且 つ 天 然 の TCR中 の 鎖 間 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 は 存 在 し な い 、 可 溶 性 Ｔ
細 胞 受 容 体 。
【 請 求 項 ６ 】
（ ｉ ） お よ び （ ｉ ｉ ） の 一 方 ま た は 双 方 が 、 TCR鎖 の 細 胞 外 定 常 Ｉ ｇ ド メ イ ン の 全 部 を 備
え る 、 請 求 項 ５ に 記 載 の sTCR。
【 請 求 項 ７ 】
（ ｉ ） お よ び （ ｉ ｉ ） の 一 方 ま た は 双 方 が 、 TCR鎖 の 細 胞 外 ド メ イ ン の 全 部 を 備 え る 、 請
求 項 ５ ま た は ６ に 記 載 の sTCR。
【 請 求 項 ８ 】
可 溶 性 α β 型 Ｔ 細 胞 受 容 体 （ sTCR） で あ っ て 、 共 有 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 が 、 α 鎖 の 定 常 ド メ
イ ン の 免 疫 グ ロ ブ リ ン 領 域 の 残 基 を 、 β 鎖 の 定 常 ド メ イ ン の 免 疫 グ ロ ブ リ ン 領 域 の 残 基 に
連 結 し 、 且 つ 天 然 の TCR中 の 鎖 間 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 は 存 在 し な い 、 可 溶 性 α β 型 Ｔ 細 胞 受
容 体 。
【 請 求 項 ９ 】
天 然 の TCR中 に 存 在 し な い 前 記 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 が 、 天 然 の TCR構 造 中 に お い て β 炭 素 原 子
が ０ ． ６ ｎ ｍ 未 満 離 れ て い る 残 基 を 置 換 す る シ ス テ イ ン の 間 で な さ れ て い る 、 請 求 項 ５ 乃
至 ８ の 何 れ か １ 項 に 記 載 の sTCR。
【 請 求 項 １ ０ 】
天 然 の TCR中 に 存 在 し な い 前 記 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 が 、 TRAC＊ ０ １ の エ キ ソ ン １ の Ｔ ｈ ｒ ４
８ を 置 換 す る シ ス テ イ ン 残 基 と TRBC１ ＊ ０ １ ま た は TRBC２ ＊ ０ １ の エ キ ソ ン １ の Ｓ ｅ ｒ ５
７ を 置 換 す る シ ス テ イ ン 残 基 と の 間 で な さ れ て い る 、 請 求 項 ５ 乃 至 ９ の 何 れ か １ 項 に 記 載
の sTCR。
【 請 求 項 １ １ 】
天 然 の TCR中 に 存 在 し な い 前 記 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 が 、 TRAC＊ ０ １ の エ キ ソ ン １ の Ｔ ｈ ｒ ４
５ を 置 換 す る シ ス テ イ ン 残 基 と TRBC１ ＊ ０ １ ま た は TRBC２ ＊ ０ １ の エ キ ソ ン １ の Ｓ ｅ ｒ ７
７ を 置 換 す る シ ス テ イ ン 残 基 と の 間 で な さ れ て い る 、 請 求 項 ５ 乃 至 ９ の 何 れ か １ 項 に 記 載
の sTCR。
【 請 求 項 １ ２ 】
天 然 の TCR中 に 存 在 し な い 前 記 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 が 、 TRAC＊ ０ １ の エ キ ソ ン １ の Ｔ ｙ ｒ １
０ を 置 換 す る シ ス テ イ ン 残 基 と TRBC１ ＊ ０ １ ま た は TRBC２ ＊ ０ １ の エ キ ソ ン １ の Ｓ ｅ ｒ １
７ を 置 換 す る シ ス テ イ ン 残 基 と の 間 で な さ れ て い る 、 請 求 項 ５ 乃 至 ９ の 何 れ か １ 項 に 記 載
の sTCR。
【 請 求 項 １ ３ 】
天 然 の TCR中 に 存 在 し な い 前 記 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 が 、 TRAC＊ ０ １ の エ キ ソ ン １ の Ｔ ｈ ｒ ４
５ を 置 換 す る シ ス テ イ ン 残 基 と TRBC１ ＊ ０ １ ま た は TRBC２ ＊ ０ １ の エ キ ソ ン １ の Ａ ｓ ｐ ５
９ を 置 換 す る シ ス テ イ ン 残 基 と の 間 で な さ れ て い る 、 請 求 項 ５ 乃 至 ９ の 何 れ か １ 項 に 記 載
の sTCR。
【 請 求 項 １ ４ 】
天 然 の TCR中 に 存 在 し な い 前 記 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 が 、 TRAC＊ ０ １ の エ キ ソ ン １ の Ｓ ｅ ｒ １
５ を 置 換 す る シ ス テ イ ン 残 基 と TRBC１ ＊ ０ １ ま た は TRBC２ ＊ ０ １ の エ キ ソ ン １ の Ｇ ｌ ｕ １
５ を 置 換 す る シ ス テ イ ン 残 基 と の 間 で な さ れ て い る 、 請 求 項 ５ 乃 至 ９ の 何 れ か １ 項 に 記 載
の sTCR。
【 請 求 項 １ ５ 】
天 然 の TCR中 の 鎖 間 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 が 存 在 し な い 、 請 求 項 １ 乃 至 ４ の 何 れ か １ 項 に 記 載
の sTCR。
【 請 求 項 １ ６ 】
天 然 の 鎖 間 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 を 形 成 す る シ ス テ イ ン 残 基 が 除 外 さ れ る よ う に 、 天 然 の α お
よ び β 　 TCR鎖 の Ｃ 末 端 が 切 断 さ れ て い る 、 請 求 項 ５ 乃 至 １ ５ の 何 れ か １ 項 に 記 載 の sTCR
。
【 請 求 項 １ ７ 】
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天 然 の 鎖 間 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 を 形 成 す る シ ス テ イ ン 残 基 が 別 の 残 基 に 置 換 さ れ て い る 、 請
求 項 ５ 乃 至 １ ５ の 何 れ か １ 項 に 記 載 の sTCR。
【 請 求 項 １ ８ 】
天 然 の 鎖 間 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 を 形 成 す る シ ス テ イ ン 残 基 が セ リ ン ま た は ア ラ ニ ン に 置 換 さ
れ て い る 、 請 求 項 １ ７ に 記 載 の sTCR。
【 請 求 項 １ ９ 】
天 然 の TCR　 β 鎖 中 に 存 在 す る 対 を 成 し て い な い シ ス テ イ ン 残 基 が 存 在 し な い 、 先 行 す る
請 求 項 の 何 れ か に １ 項 に 記 載 の sTCR。
【 請 求 項 ２ ０ 】
請 求 項 １ 、 ２ 、 ５ ， ６ お よ び ９ 乃 至 １ ９ の 何 れ か １ 項 に 記 載 の sTCRで あ っ て 、 （ ｉ ） お よ
び （ ｉ ｉ ） が 、 そ れ ぞ れ 、 第 二 の TCRの 定 常 ド メ イ ン の 全 部 ま た は 一 部 に 融 合 さ れ た 第 一
の TCRの 機 能 的 可 変 ド メ イ ン を 備 え 、 前 記 第 一 お よ び 第 二 の TCRが 同 一 の 種 か ら 得 ら れ た も
の で あ る 、 sTCR。
【 請 求 項 ２ １ 】
前 記 第 二 の TCRの 定 常 ド メ イ ン が 、 前 記 天 然 に 存 在 し な い 鎖 間 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 を 形 成 す
る 残 基 の Ｎ 末 端 側 に お い て 切 断 さ れ て い る 、 請 求 項 １ ６ に 記 載 の sTCR
【 請 求 項 ２ ２ 】
前 記 鎖 の 一 方 ま た は 双 方 が 、 そ の Ｃ 末 端 ま た は Ｎ 末 端 に お い て 、 或 る 成 分 で 誘 導 体 化 さ れ
ま た は 該 成 分 に 融 合 さ れ て い る 、 先 行 す る 請 求 項 の 何 れ か １ 項 に 記 載 の sTCR。
【 請 求 項 ２ ３ 】
前 記 鎖 の 一 方 ま た は 双 方 が 、 或 る 成 分 に 融 合 す る こ と が で き る シ ス テ イ ン 残 基 を Ｃ 末 端 お
よ び ／ ま た は Ｎ 末 端 に 有 す る 、 先 行 す る 請 求 項 の 何 れ か １ 項 に 記 載 の sTCR。
【 請 求 項 ２ ４ 】
検 出 可 能 な 標 識 を さ ら に 備 え る 、 先 行 す る 請 求 項 の 何 れ か １ 項 に 記 載 の sTCR。
【 請 求 項 ２ ５ 】
治 療 剤 と 会 合 さ れ た 、 先 行 す る 請 求 項 の 何 れ か １ 項 に 記 載 の sTCR。
【 請 求 項 ２ ６ 】
先 行 す る 請 求 項 の 何 れ か に １ 項 に 記 載 の sTCRを 複 数 備 え た 、 多 価 Ｔ 細 胞 受 容 体 （ TCR） 複
合 体 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
sTCR多 量 体 を 備 え た 、 請 求 項 ２ ６ に 記 載 の 複 合 体 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
好 ま し く は リ ン カ ー 分 子 を 介 し て 互 い に 会 合 し た ２ ま た は ３ ま た は ４ 以 上 の Ｔ 細 胞 受 容 体
分 子 を 備 え た 、 請 求 項 ２ ７ に 記 載 の 複 合 体 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
前 記 sTSRま た は sTCR多 量 体 が 脂 質 二 重 層 中 に 存 在 す る か ま た は 粒 子 に 付 着 さ れ て い る 、 請
求 項 ２ ６ 、 ２ ７ 、 ま た は ２ ８ に 記 載 の 複 合 体 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
Ｍ Ｈ Ｃ － ペ プ チ ド 複 合 体 を 検 出 す る 方 法 で あ っ て 、
　 （ ｉ ） 請 求 項 １ 乃 至 ２ ５ の 何 れ か １ 項 に 記 載 さ れ た 可 溶 性 TCRま た は 請 求 項 ２ ６ 乃 至 ２
９ の 何 れ か １ 項 に 記 載 さ れ た 多 価 Ｔ 細 胞 受 容 体 複 合 体 を 準 備 す る こ と と 、
　 （ ｉ ｉ ） 前 記 可 溶 性 TCRま た は 多 価 TCR複 合 体 を Ｍ Ｈ Ｃ － ペ プ チ ド 複 合 体 と 接 触 さ せ る こ
と と 、
　 （ ｉ ｉ ｉ ） 前 記 Ｍ Ｈ Ｃ － ペ プ チ ド 複 合 体 へ の 前 記 可 溶 性 TCRま た は 多 価 TCR複 合 体 の 結 合
を 検 出 す る こ と と 、
を 備 え た 方 法 。
【 請 求 項 ３ １ 】
薬 学 的 に 許 容 さ れ る 担 体 と と も に 、 請 求 項 １ 乃 至 ２ ５ の 何 れ か １ 項 に 記 載 の sTCR、 お よ び
／ ま た は 請 求 項 ２ ６ 乃 至 ２ ９ の 何 れ か １ 項 に 記 載 の 多 価 TCR複 合 体 を 含 有 す る 薬 学 的 製 剤
。
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【 請 求 項 ３ ２ 】
請 求 項 １ 乃 至 ２ ５ の 何 れ か １ 項 に 記 載 の sTCRの （ ｉ ） 若 し く は （ ｉ ｉ ） を コ ー ド す る 配 列
ま た は こ れ に 相 補 的 な 配 列 を 備 え た 核 酸 分 子 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
請 求 項 ３ ２ に 記 載 の 核 酸 分 子 を 備 え た ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
請 求 項 ３ ３ に 記 載 の ベ ク タ ー を 備 え た 宿 主 細 胞 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
請 求 項 １ 乃 至 ２ ５ の 何 れ か １ 項 に 記 載 さ れ た （ ｉ ） ま た は （ ｉ ｉ ） を 得 る 方 法 で あ っ て 、
前 記 ペ プ チ ド を 発 現 せ し め る 条 件 下 で 、 請 求 項 ３ ０ に 記 載 の 宿 主 細 胞 を イ ン キ ュ ベ ー ト し
、 次 い で 前 記 ポ リ ペ プ チ ド を 精 製 す る こ と を 備 え た 方 法 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
適 切 な リ フ ォ ー ル デ ィ ン グ 条 件 下 で 、 （ ｉ ） と （ ｉ ｉ ） を 混 合 す る こ と を さ ら に 備 え た 、
請 求 項 ３ ５ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
可 溶 性 Ｔ 細 胞 受 容 体 （ sTCR） を 得 る 方 法 で あ っ て ：
　 膜 貫 通 ド メ イ ン を 除 く TCRα 鎖 の 全 部 ま た は 一 部 （ ｉ ） を コ ー ド す る 核 酸 分 子 を 備 え た
ベ ク タ ー を 含 む 宿 主 細 胞 、 お よ び 膜 貫 通 ド メ イ ン を 除 く TCRβ 鎖 の 全 部 ま た は 一 部 （ ｉ ｉ
） を コ ー ド す る 核 酸 分 子 を 備 え た ベ ク タ ー を 含 む 宿 主 細 胞 を 、 前 記 （ ｉ ） お よ び （ ｉ ｉ ）
を 発 現 さ せ る 条 件 の 下 で イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 前 記 （ ｉ ） お よ び （ ｉ ｉ ） が 、 そ れ ぞ れ TCR
鎖 の 機 能 的 可 変 ド メ イ ン と 定 常 ド メ イ ン の 少 な く と も 一 部 と を 備 え る こ と と ；
　 （ ｉ ） お よ び （ ｉ ｉ ） を 精 製 す る こ と と ；
　 （ ｉ ） お よ び （ ｉ ｉ ） を 、 そ れ ら が 天 然 の TCR中 に は 存 在 し な い 定 常 ド メ イ ン 残 基 の 間
の ジ ス ル フ ィ ド 結 合 に よ っ て 連 結 さ れ る よ う に 、 再 折 り 畳 み 条 件 下 で 混 合 す る こ と と
を 含 ん で な る 方 法 。
【 請 求 項 ３ ８ 】
（ ｉ ） お よ び （ ｉ ｉ ） の 一 方 ま た は 両 方 が 、 TCRっ 鎖 の 細 胞 外 定 常 Igド メ イ ン の 全 部 を 備
え る 、 請 求 項 ３ ７ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ９ 】
（ ｉ ） お よ び （ ｉ ｉ ） の 一 方 ま た は 双 方 が 、 TCR鎖 の 細 胞 外 ド メ イ ン の 全 部 を 備 え る 、 請
求 項 ３ ７ ま た は ３ ８ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ０ 】
可 溶 性 α β 型 Ｔ 細 胞 受 容 体 （ sTCR） を 得 る 方 法 で あ っ て ：
　 TCRα 鎖 を コ ー ド す る 核 酸 分 子 を 備 え た ベ ク タ ー を 含 む 宿 主 細 胞 、 お よ び TCRβ 鎖 を コ ー
ド す る 核 酸 分 子 を 備 え た ベ ク タ ー を 含 む 宿 主 細 胞 を 、 夫 々 の TCR鎖 を 発 現 さ せ る 条 件 の 下
で イ ン キ ュ ベ ー ト す る こ と と ；
　 （ ｉ ） お よ び （ ｉ ｉ ） を 精 製 す る こ と と ；
　 前 記 α 鎖 の 定 常 ド メ イ ン に お け る 免 疫 グ ロ ブ リ ン 領 域 の 残 基 が 、 共 有 ジ ス ル フ ィ ド 結 合
に よ っ て β 鎖 の 定 常 ド メ イ ン に お け る 免 疫 グ ロ ブ リ ン 領 域 の 残 渣 に 連 結 さ れ る よ う に 、 前
記 そ れ ぞ れ の TCR鎖 を 再 折 り 畳 み 条 件 下 で 混 合 す る こ と と
を 含 ん で な る 方 法 。
【 請 求 項 ４ １ 】
天 然 の TCR中 の 鎖 間 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 は 存 在 し な い 、 請 求 項 ３ ７ 乃 至 ４ ０ の 何 れ か １ 項 に
記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ２ 】
天 然 の 鎖 間 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 を 形 成 す る シ ス テ イ ン 残 基 が 除 外 さ れ る よ う に 、 天 然 の α お
よ び β 　 TCR鎖 の Ｃ 末 端 が 切 断 さ れ て い る 、 請 求 項 ４ １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ３ 】
天 然 の 鎖 間 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 を 形 成 す る シ ス テ イ ン 残 基 が 別 の 残 基 に 置 換 さ れ て い る 、 請
求 項 ４ １ に 記 載 の 方 法 。
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【 請 求 項 ４ ４ 】
天 然 の 鎖 間 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 を 形 成 す る シ ス テ イ ン 残 基 が セ リ ン ま た は ア ラ ニ ン に 置 換 さ
れ て い る 、 請 求 項 ４ １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ５ 】
天 然 の TCR　 β 鎖 中 に 存 在 す る 対 を 成 し て い な い シ ス テ イ ン 残 基 が 存 在 し な い 、 請 求 項 ３
７ 乃 至 ４ ４ の 何 れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ６ 】
天 然 の TCR中 に 存 在 し な い 前 記 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 が 、 天 然 の TCR構 造 中 に お い て β 炭 素 原 子
が ０ ． ６ ｎ ｍ 未 満 離 れ て い る 残 基 を 置 換 す る シ ス テ イ ン の 間 で な さ れ て い る 、 請 求 項 ３ ７
乃 至 ４ ５ の 何 れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ７ 】
天 然 の TCR中 に 存 在 し な い 前 記 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 が 、 TRAC＊ ０ １ の エ キ ソ ン １ の Ｔ ｈ ｒ ４
８ を 置 換 す る シ ス テ イ ン 残 基 と TRBC１ ＊ ０ １ ま た は TRBC２ ＊ ０ １ の エ キ ソ ン １ の Ｓ ｅ ｒ ５
７ を 置 換 す る シ ス テ イ ン 残 基 と の 間 で な さ れ て い る 、 請 求 項 ３ ７ 乃 至 ４ ６ の 何 れ か に 記 載
の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ８ 】
天 然 の TCR中 に 存 在 し な い 前 記 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 が 、 TRAC＊ ０ １ の エ キ ソ ン １ の Ｔ ｈ ｒ ４
５ を 置 換 す る シ ス テ イ ン 残 基 と TRBC１ ＊ ０ １ ま た は TRBC２ ＊ ０ １ の エ キ ソ ン １ の Ｓ ｅ ｒ ７
７ を 置 換 す る シ ス テ イ ン 残 基 と の 間 で な さ れ て い る 、 請 求 項 ３ ７ 乃 至 ４ ６ の 何 れ か １ 項 に
記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ９ 】
天 然 の TCR中 に 存 在 し な い 前 記 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 が 、 TRAC＊ ０ １ の エ キ ソ ン １ の Ｔ ｙ ｒ １
０ を 置 換 す る シ ス テ イ ン 残 基 と TRBC１ ＊ ０ １ ま た は TRBC２ ＊ ０ １ の エ キ ソ ン １ の Ｓ ｅ ｒ １
７ を 置 換 す る シ ス テ イ ン 残 基 と の 間 で な さ れ て い る 、 請 求 項 ３ ７ 乃 至 ４ ６ の 何 れ か １ 項 に
記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ０ 】
天 然 の TCR中 に 存 在 し な い 前 記 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 が 、 TRAC＊ ０ １ の エ キ ソ ン １ の Ｔ ｈ ｒ ４
５ を 置 換 す る シ ス テ イ ン 残 基 と TRBC１ ＊ ０ １ ま た は TRBC２ ＊ ０ １ の エ キ ソ ン １ の Ａ ｓ ｐ ５
９ を 置 換 す る シ ス テ イ ン 残 基 と の 間 で な さ れ て い る 、 請 求 項 ３ ７ 乃 至 ４ ６ の 何 れ か １ 項 に
記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ １ 】
天 然 の TCR中 に 存 在 し な い 前 記 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 が 、 TRAC＊ ０ １ の エ キ ソ ン １ の Ｓ ｅ ｒ １
５ を 置 換 す る シ ス テ イ ン 残 基 と TRBC１ ＊ ０ １ ま た は TRBC２ ＊ ０ １ の エ キ ソ ン １ の Ｇ ｌ ｕ １
５ を 置 換 す る シ ス テ イ ン 残 基 と の 間 で な さ れ て い る 、 請 求 項 ３ ７ 乃 至 ４ ６ の 何 れ か １ 項 に
記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ２ 】
請 求 項 ３ ７ 、 ３ ８ 、 お よ び ４ １ 乃 至 ５ １ の 何 れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 で あ っ て 、 （ ｉ ） お よ
び （ ｉ ｉ ） が 、 そ れ ぞ れ 、 第 二 の TCRの 定 常 ド メ イ ン の 全 部 ま た は 一 部 に 融 合 さ れ た 第 一
の TCRの 機 能 的 可 変 ド メ イ ン を 備 え 、 前 記 第 一 お よ び 第 二 の TCRが 同 一 の 種 か ら 得 ら れ た も
の で あ る 方 法 。
【 請 求 項 ５ ３ 】
前 記 第 二 の TCRの 定 常 ド メ イ ン が 、 前 記 天 然 に 存 在 し な い 鎖 間 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 を 形 成 す
る 残 基 の Ｎ 末 端 側 に お い て 切 断 さ れ て い る 、 請 求 項 ５ ２ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ４ 】
前 記 鎖 の 一 方 ま た は 双 方 の Ｃ 末 端 ま た は Ｎ 末 端 が 或 る 成 分 で 誘 導 体 化 さ れ ま た は 該 成 分 に
融 合 さ れ て い る 、 請 求 項 ３ ７ 乃 至 ５ ３ の 何 れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ５ 】
前 記 鎖 の 一 方 ま た は 双 方 が 、 或 る 成 分 に 融 合 す る こ と が で き る シ ス テ イ ン 残 基 を Ｃ 末 端 お
よ び ／ ま た は Ｎ 末 端 に 有 す る 、 請 求 項 ３ ７ 乃 至 ５ ４ の 何 れ か に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ６ 】
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前 記 sTCRは 検 出 可 能 な 標 識 を さ ら に 備 え る 、 請 求 項 ３ ７ 乃 至 ５ ５ の 何 れ か に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ７ 】
前 記 sTCRは 治 療 剤 と 会 合 さ れ て い る 、 請 求 項 ３ ７ 乃 至 ５ ６ の 何 れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ８ 】
複 数 の 前 記 sTCRを 組 合 わ せ て 多 価 Ｔ 細 胞 受 容 体 （ TCR） 複 合 体 を 形 成 す る こ と を 更 に 備 え
た 、 請 求 項 ３ ７ 乃 至 ５ ７ の 何 れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。 。
【 請 求 項 ５ ９ 】
前 記 sTCRが 、 sTCR多 量 体 を 形 成 す る よ う に 組 み 合 わ さ れ る 、 請 求 項 ５ ８ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ０ 】
２ ま た は ３ ま た は ４ 以 上 の Ｔ 細 胞 受 容 体 分 子 が 、 好 ま し く は リ ン カ ー 分 子 を 介 し て 互 い に
会 合 さ れ る 、 請 求 項 ５ ９ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ １ 】
前 記 sTSRま た は sTCR多 量 体 が 脂 質 二 重 層 の 中 に 組 み 込 ま れ る か 、 ま た は 粒 子 に 付 着 さ れ る
、 請 求 項 ５ ８ 、 ５ ９ 、 ま た は ６ ０ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ２ 】
Ｍ Ｈ Ｃ － ペ プ チ ド 複 合 体 を 検 出 す る 方 法 で あ っ て 、
　 （ ｉ ） 請 求 項 ３ ７ 乃 至 ５ ７ の 何 れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 に よ り 製 造 さ れ た 可 溶 性 TCRま た
は 請 求 項 ５ ８ 乃 至 ６ １ の 何 れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 に よ り 製 造 さ れ た 多 価 Ｔ 細 胞 受 容 体 複 合
体 を 準 備 す る こ と と 、
　 （ ｉ ｉ ） 前 記 可 溶 性 TCRま た は 多 価 TCR複 合 体 を Ｍ Ｈ Ｃ － ペ プ チ ド 複 合 体 と 接 触 さ せ る こ
と と 、
　 （ ｉ ｉ ｉ ） 前 記 Ｍ Ｈ Ｃ － ペ プ チ ド 複 合 体 へ の 前 記 可 溶 性 TCRま た は 多 価 TCR複 合 体 の 結 合
を 検 出 す る こ と と 、
を 備 え た 方 法 。
【 請 求 項 ６ ３ 】
薬 学 的 に 許 容 さ れ る 担 体 と と も に 、 請 求 項 ３ ７ 乃 至 ５ ７ の 何 れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 に よ り
製 造 さ れ た sTCR、 お よ び ／ ま た は 請 求 項 ５ ８ 乃 至 ６ １ の 何 れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 に よ り 製
造 さ れ た 多 価 TCR複 合 体 を 含 有 す る 薬 学 的 製 剤 。
【 手 続 補 正 書 】
【 提 出 日 】 平 成 16年 5月 7日 (2004.5.7)
【 手 続 補 正 １ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ０ １ ６
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ０ １ ６ 】
　 天 然 の TCRの 細 胞 外 部 分 は 、 各 々 が 膜 近 位 定 常 ド メ イ ン と 膜 遠 位 可 変 ド メ イ ン を 有 す る
２ つ の ポ リ ペ プ チ ド （ α β 又 は γ δ ） か ら な る （ 図 １ 参 照 ） 。 前 記 定 常 ド メ イ ン と 可 変 ド
メ イ ン の そ れ ぞ れ に は 、 鎖 内 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 が 含 ま れ る 。 可 変 ド メ イ ン は 、 抗 体 の 相 補
性 決 定 領 域 （ CDR） に 類 似 し た 多 型 性 が 高 い ル ー プ を 含 有 す る 。 TCRの CDR３ は 、 Ｍ Ｈ Ｃ に
よ っ て 提 示 さ れ る ペ プ チ ド と 相 互 作 用 し 、 CDR１ と CDR２ は ペ プ チ ド 及 び Ｍ Ｈ Ｃ と 相 互 作 用
す る 。 TCR配 列 の 多 様 性 は 、 連 結 さ れ る 可 変 （ Ｖ ） 、 多 様 （ Ｄ ） 、 連 結 （ Ｊ ） 、 及 び 定 常
遺 伝 子 の 体 細 胞 で の 再 構 成 を 通 じ て 生 成 さ れ る 。 機 能 的 な α 鎖 ポ リ ペ プ チ ド は 、 再 構 成 さ
れ た Ｖ － Ｊ － Ｃ 領 域 に よ っ て 形 成 さ れ る の に 対 し て 、 β 鎖 は Ｖ － Ｄ － Ｊ － Ｃ 領 域 か ら な る
。 細 胞 外 定 常 ド メ イ ン は 、 膜 近 位 領 域 と 免 疫 グ ロ ブ リ ン 領 域 を 有 し て い る 。 膜 近 位 領 域 は
、 膜 貫 通 ド メ イ ン と 膜 近 位 シ ス テ イ ン 残 基 の 間 に 位 置 す る ア ミ ノ 酸 か ら な る 。 定 常 免 疫 グ
ロ ブ リ ン ド メ イ ン は 、 残 り の 定 常 ド メ イ ン ア ミ ノ 酸 残 基 か ら な り 、 膜 近 位 シ ス テ イ ン か ら
連 結 領 域 (joining region)の 先 頭 に ま で 及 び 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 型 の 折 り 畳 み (fold)の 存 在
を 特 徴 と す る 。 Ｃ α １ 又 は TRAC＊ ０ １ と し て 知 ら れ る 単 一 の α 鎖 定 常 ド メ イ ン と 、 Ｃ β １
又 は TRBC＊ ０ １ 及 び Ｃ β ２ 又 は TRBC２ ＊ ０ １ と し て 知 ら れ る ２ つ の 異 な る β 定 常 ド メ イ ン
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と が 存 在 す る 。 こ れ ら の 異 な る β 定 常 ド メ イ ン 間 の 差 は 、 エ キ ソ ン １ の ア ミ ノ 酸 残 基 ４ 、
５ 、 及 び ３ ７ に 存 す る 。 こ の た め 、 TRBC１ ＊ ０ １ は 、 そ の エ キ ソ ン １ の 中 に ４ Ｎ 、 ５ Ｋ 、
及 び ３ ７ を 有 し 、 TRBC２ ＊ ０ １ は 、 そ の エ キ ソ ン １ の 中 に ４ Ｋ 、 ５ Ｎ 、 及 び ３ ７ Ｙ を 有
す る 。 各 TCR細 胞 外 ド メ イ ン の 範 囲 は 、 若 干 変 化 し 得 る 。
【 手 続 補 正 ２ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ０ ８ ７
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 E.Coli細 胞 を 溶 解 し 封 入 体 を 純 度 約 ８ ０ ％ に 精 製 し た 。 封 入 体 か ら の タ ン パ ク 質 を ６ Ｍ
グ ア ニ ジ ン － Ｈ Ｃ ｌ 、 ５ ０ ｍ Ｍ ト リ ス 　 ｐ Ｈ ８ ． １ 、 １ ０ ０ ｍ Ｍ 　 Ｎ ａ Ｃ ｌ 、 １ ０ ｍ Ｍ 　
Ｄ Ｔ Ｔ 、 １ ０ ｍ Ｍ 　 Ｅ Ｄ Ｔ Ａ 中 で 変 性 し 、 単 一 パ ル ス の 変 性 タ ン パ ク 質 を ５ ℃ 未 満 の リ フ
ォ ー ル デ ィ ン グ 緩 衝 液 に 添 加 す る こ と に よ っ て 、 ３ ０ ｍ ｇ ／ リ ッ ト ル 重 鎖 、 ３ ０ ｍ ｇ ／ リ
ッ ト ル β ２ ｍ の 濃 度 で 、 ０ ． ４ Ｍ 　 Ｌ － ア ル ギ ニ ン － Ｈ Ｃ ｌ 、 １ ０ ０ ｍ Ｍ ト リ ス 　 ｐ Ｈ ８
． １ 、 ３ ． ７ ｍ Ｍ 　 シ ス タ ミ ン 、 ｍ Ｍ 　 シ ス テ ア ミ ン 、 ４ ｍ ｇ ／ ｍ Ｌ ペ プ チ ド （
例 え ば 、 ｔ ａ ｘ 　 １ １ － １ ９ ） 中 に リ フ ォ ー ル デ ィ ン グ し た 。 リ フ ォ ー ル デ ィ ン グ は 、 ４
℃ に お い て 、 １ 時 間 以 上 で 完 結 さ せ る こ と が で き た 。
【 手 続 補 正 ３ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ２ ０ ２
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ２ ０ ２ 】
【 図 １ 】 図 １ は 、 本 発 明 に よ っ て 導 入 さ れ た 鎖 間 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 を 有 す る 可 溶 性 TCRの
概 略 図 で あ る 。
【 図 ２ 】 図 ２ ａ 及 び ２ ｂ は 、 シ ス テ イ ン コ ド ン を 導 入 す る よ う に 突 然 変 異 し た 可 溶 性 A6 T
CRの そ れ ぞ れ α 鎖 及 び β 鎖 の 核 酸 配 列 で あ る 。 陰 影 付 き の 部 分 は 、 導 入 し た シ ス テ イ ン コ
ド ン で あ る 。
【 図 ３ 】 図 ３ ａ は 、 新 規 ジ ス ル フ ィ ド 鎖 間 結 合 を 生 成 さ せ る た め に 使 用 し た Ｔ ４ ８ → Ｃ 突
然 変 異 （ 下 線 部 ） を 含 め た A6 TCRα 鎖 細 胞 外 ア ミ ノ 酸 配 列 で あ る 。 図 ３ ｂ は 、 新 規 ジ ス ル
フ ィ ド 鎖 間 結 合 を 生 成 さ せ る た め に 使 用 し た Ｓ ５ ７ → Ｃ 突 然 変 異 （ 下 線 部 ） を 含 め た A6 T
CRβ 鎖 細 胞 外 ア ミ ノ 酸 配 列 で あ る 。
【 図 ４ 】 図 ４ は 、 点 線 で 示 し た ０ ～ ５ ０ ０ ｍ Ｍ の Ｎ ａ Ｃ ｌ 勾 配 を 用 い た POROS 50HQカ ラ ム
か ら の タ ン パ ク 質 溶 出 を 示 す 、 可 溶 性 A6 TCRの 陰 イ オ ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ に よ っ て 得
ら れ た ト レ ー ス で あ る 。
【 図 ５ 】 図 ５ － Ａ ． 図 ４ に 示 し た カ ラ ム 分 析 画 分 の 還 元 Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ （ ク ー マ シ ー 染
色 ） を 示 す 図 で あ る 。 Ｂ ． 図 ４ に 示 し た カ ラ ム 分 析 画 分 の 非 還 元 Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ （ ク ー
マ シ ー 染 色 ） を 示 す 図 で あ る 。 ピ ー ク １ は ジ ス ル フ ィ ド に よ っ て 連 結 さ れ て い な い β 鎖 を
主 と し て 含 ん で い る こ と が 明 ら か で あ り 、 ピ ー ク ２ は 鎖 間 ジ ス ル フ ィ ド に よ っ て 連 結 さ れ
た TCRヘ テ ロ ダ イ マ ー を 含 み 、 シ ョ ル ダ ー は 鎖 間 ジ ス ル フ ィ ド 連 結 sTCRに 混 入 し た Ｅ ． ｃ
ｏ ｌ ｉ 汚 染 物 質 に よ る も の で あ り 、 こ の 複 製 で は 見 え 難 い 。
【 図 ６ 】 図 ６ は 、 図 ５ の ピ ー ク １ か ら プ ー ル さ れ た 画 分 の サ イ ズ 排 除 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ に
よ っ て 得 ら れ た ト レ ー ス で あ る 。 こ の タ ン パ ク 質 は 、 ヘ テ ロ ダ イ マ ー に 対 応 す る 単 一 の 主
ピ ー ク と し て 溶 出 す る 。
【 図 ７ 】 図 ７ は 、 Ｈ Ｌ Ａ － Ａ ２ － ｔ ａ ｘ 複 合 体 に 対 す る ジ ス ル フ ィ ド 連 結 Ａ ６ 可 溶 性 TCR
の 特 異 的 結 合 の BIAcore応 答 曲 線 で あ る 。 挿 入 グ ラ フ は 、 ジ ス ル フ ィ ド 連 結 Ａ ６ 可 溶 性 TCR
の 単 回 投 与 の 対 照 と 比 較 し た 結 合 応 答 で あ る 。
【 図 ８ 】 図 ８ ａ は 、 突 然 変 異 し て Ｂ ａ ｍ Ｈ ｌ 制 限 酵 素 切 断 部 位 が 組 み 込 ま れ た 新 規 シ ス テ
イ ン 残 基 を 含 む A6 TCRα 鎖 配 列 で あ る 。 陰 影 付 き の 部 分 は 、 導 入 さ れ て Ｂ ａ ｍ Ｈ ｌ 制 限 酵
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素 切 断 部 位 を 形 成 し た 突 然 変 異 を 示 す 。 図 ８ ｂ 及 び ８ ｃ は 、 突 然 変 異 し て 追 加 の シ ス テ イ
ン 残 基 を 含 み 非 天 然 (non-native)ジ ス ル フ ィ ド 結 合 を 形 成 す る Ｊ Ｍ ２ ２ 　 TCRの α 鎖 及 び
β 鎖 の Ｄ Ｎ Ａ 配 列 で あ る 。
【 図 ９ 】 図 ９ ａ 及 び ９ ｂ は 、 そ れ ぞ れ 図 ８ ａ 及 び ８ ｂ の Ｄ Ｎ Ａ 配 列 か ら 産 生 さ れ る Ｊ Ｍ ２
２ 　 TCRα 鎖 及 び β 鎖 の 細 胞 外 ア ミ ノ 酸 配 列 で あ る 。
【 図 １ ０ 】 図 １ ０ は 、 点 線 で 示 し た ０ ～ ５ ０ ０ ｍ Ｍ の Ｎ ａ Ｃ ｌ 勾 配 を 用 い た POROS 50HQカ
ラ ム か ら の タ ン パ ク 質 溶 出 を 示 す 、 可 溶 性 ジ ス ル フ ィ ド 連 結 Ｊ Ｍ ２ ２ 　 TCRの 陰 イ オ ン 交
換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ に よ っ て 得 ら れ た ト レ ー ス で あ る 。
【 図 １ １ 】 図 １ １ ａ は 、 図 １ ０ に 示 す カ ラ ム 分 析 画 分 の 還 元 Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ （ ク ー マ シ
ー 染 色 ） を 示 す 図 で あ る 。 図 １ １ ｂ は 、 図 １ ０ に 示 す カ ラ ム 分 析 画 分 の 非 還 元 Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ
Ａ Ｇ Ｅ （ ク ー マ シ ー 染 色 ） を 示 す 図 で あ る 。 ピ ー ク １ が 鎖 間 ジ ス ル フ ィ ド 連 結 さ れ た TCR
ヘ テ ロ ダ イ マ ー を 含 ん で い る の は 明 ら か で あ る 。
【 図 １ ２ 】 図 １ ２ は 、 図 １ ０ の ピ ー ク １ か ら プ ー ル さ れ た 画 分 の サ イ ズ 排 除 ク ロ マ ト グ ラ
フ ィ に よ っ て 得 ら れ た ト レ ー ス で あ る 。 こ の タ ン パ ク 質 は 、 ヘ テ ロ ダ イ マ ー に 対 応 す る 単
一 の 主 ピ ー ク と し て 溶 出 す る 。 収 率 は ８ ０ ％ で あ る 。
【 図 １ ３ 】 図 １ ３ － Ａ ． Ｈ Ｌ Ａ － Ｆ ｌ ｕ 複 合 物 に 対 す る ジ ス ル フ ィ ド 連 結 Ｊ Ｍ ２ ２ 可 溶 性
TCRの 特 異 的 結 合 の BIAcore応 答 曲 線 で あ る 。 Ｂ ． ジ ス ル フ ィ ド 連 結 Ｊ Ｍ ２ ２ 可 溶 性 TCRの
単 回 投 与 の 対 照 と 比 較 し た 結 合 応 答 で あ る 。
【 図 １ ４ 】 図 １ ４ ａ 及 び １ ４ ｂ は 、 突 然 変 異 し て 追 加 の シ ス テ イ ン 残 基 を 含 み 非 天 然 ジ ス
ル フ ィ ド 結 合 を 形 成 し た Ｎ Ｙ － Ｅ Ｓ Ｏ の α 鎖 及 び β 鎖 の Ｄ Ｎ Ａ 配 列 で あ る 。
【 図 １ ５ 】 図 １ ５ ａ 及 び １ ５ ｂ は 、 そ れ ぞ れ 図 １ ４ ａ 及 び １ ４ ｂ の Ｄ Ｎ Ａ 配 列 か ら 産 生 さ
れ た NY-ESO TCRα 鎖 及 び β 鎖 の 細 胞 外 ア ミ ノ 酸 配 列 で あ る 。
【 図 １ ６ 】 図 １ ６ は 、 点 線 で 示 し た ０ ～ ５ ０ ０ ｍ Ｍ の Ｎ ａ Ｃ ｌ 勾 配 を 用 い た POROS 50HQカ
ラ ム か ら の タ ン パ ク 質 溶 出 を 示 す 、 可 溶 性 Ｎ Ｙ － Ｅ Ｓ Ｏ ジ ス ル フ ィ ド 連 結 TCRの 陰 イ オ ン
交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ に よ っ て 得 ら れ た ト レ ー ス で あ る 。
【 図 １ ７ 】 図 １ ７ － Ａ ． 図 １ ６ に 示 し た カ ラ ム 分 析 画 分 の 還 元 Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ （ ク ー マ
シ ー 染 色 ） を 示 す 図 で あ る 。 Ｂ ． 図 １ ６ に 示 し た カ ラ ム 分 析 画 分 の 非 還 元 Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ
Ｅ （ ク ー マ シ ー 染 色 ） を 示 す 図 で あ る 。 ピ ー ク １ 及 び ２ が 、 鎖 間 ジ ス ル フ ィ ド に よ っ て 連
結 さ れ た TCRヘ テ ロ ダ イ マ ー を 含 ん で い る こ と は 明 ら か で あ る 。
【 図 １ ８ 】 図 １ ８ 　 図 １ ７ の ピ ー ク １ （ Ａ ） 及 び ピ ー ク ２ （ Ｂ ） か ら プ ー ル さ れ た 画 分 の
サ イ ズ 排 除 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ を 示 す グ ラ フ で あ る 。 こ の タ ン パ ク 質 は 、 ヘ テ ロ ダ イ マ ー に
対 応 す る 単 一 の 主 ピ ー ク と し て 溶 出 す る 。
【 図 １ ９ 】 図 １ ９ は 、 Ｈ Ｌ Ａ － NYESO複 合 体 に 対 す る ジ ス ル フ ィ ド 連 結 Ｎ Ｙ － Ｅ Ｓ Ｏ 可 溶
性 TCRの 特 異 的 結 合 の BIAcore応 答 曲 線 で あ る 。 Ａ ． ピ ー ク １ 、 Ｂ ． ピ ー ク ２ 。
【 図 ２ ０ 】 図 ２ ０ ａ 及 び ２ ０ ｂ は 、 （ 陰 影 付 き で 示 さ れ た ） 新 規 シ ス テ イ ン コ ド ン を 導 入
す る よ う に 突 然 変 異 し た 可 溶 性 NY-ESO TCRの そ れ ぞ れ α 鎖 及 び β 鎖 の Ｄ Ｎ Ａ 配 列 で あ る 。
こ れ ら の 配 列 は 、 （ 太 字 の コ ド ン で 示 さ れ た ） 天 然 ジ ス ル フ ィ ド 鎖 間 結 合 に 関 与 す る シ ス
テ イ ン を 含 む 。
【 図 ２ １ 】 図 ２ １ ａ 及 び ２ １ ｂ は 、 そ れ ぞ れ 図 ２ ０ ａ 及 び ２ １ ｂ の Ｄ Ｎ Ａ 配 列 か ら 産 生 さ
れ る NY-ESO TCRα 鎖 及 び β 鎖 の 細 胞 外 ア ミ ノ 酸 配 列 で あ る 。
【 図 ２ ２ 】 図 ２ ２ は 、 点 線 で 示 し た ０ ～ ５ ０ ０ ｍ Ｍ の Ｎ ａ Ｃ ｌ 勾 配 を 用 い た POROS 50HQカ
ラ ム か ら の タ ン パ ク 質 溶 出 を 示 す 、 可 溶 性 NY-ESO TCRα ｃ ｙ ｓ β ｃ ｙ ｓ の 陰 イ オ ン 交 換 ク
ロ マ ト グ ラ フ ィ か ら 得 ら れ た ト レ ー ス で あ る 。
【 図 ２ ３ 】 図 ２ ３ は 、 点 線 で 示 し た ０ ～ ５ ０ ０ ｍ Ｍ の Ｎ ａ Ｃ ｌ 勾 配 を 用 い た POROS 50HQカ
ラ ム か ら の タ ン パ ク 質 溶 出 を 示 す 、 可 溶 性 NY-ESO TCRα ｃ ｙ ｓ の 陰 イ オ ン 交 換 ク ロ マ ト グ
ラ フ ィ か ら 得 ら れ た ト レ ー ス で あ る 。
【 図 ２ ４ 】 図 ２ ４ は 、 点 線 で 示 し た ０ ～ ５ ０ ０ ｍ Ｍ の Ｎ ａ Ｃ ｌ 勾 配 を 用 い た POROS 50HQカ
ラ ム か ら の タ ン パ ク 質 溶 出 を 示 す 、 可 溶 性 NY-ESO TCRβ ｃ ｙ ｓ の 陰 イ オ ン 交 換 ク ロ マ ト グ
ラ フ ィ か ら 得 ら れ た ト レ ー ス で あ る 。
【 図 ２ ５ 】 図 ２ ５ は 、 図 ２ ２ ～ ２ ４ の 陰 イ オ ン 交 換 カ ラ ム 分 析 か ら の そ れ ぞ れ NY-ESO TCR
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α ｃ ｙ ｓ β ｃ ｙ ｓ 、 TCRα ｃ ｙ ｓ 、 TCRβ ｃ ｙ ｓ 各 画 分 の 還 元 Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ （ ク ー マ シ
ー 染 色 ） を 示 す 図 で あ る 。 レ ー ン １ 及 び ７ は Ｍ Ｗ マ ー カ ー で あ り 、 レ ー ン ２ は NYESOdsTCR
lg4　 α -cys　 β ピ ー ク （ EB/084/033） で あ り 、 レ ー ン ３ は NYESOdsTCRlg4　 α -cys　 β 小
ピ ー ク （ EB/084/033） で あ り 、 レ ー ン ４ は NYESOdsTCRlg4　 α 　 β -cys（ EB/084/034） で
あ り 、 レ ー ン ５ は NYESOdsTCRlg4　 α -cys　 β -cys小 ピ ー ク （ EB/084/035） で あ り 、 レ ー
ン ６ は NYESOdsTCRlg4　 α -cys　 β -cysピ ー ク （ EB/084/035） で あ る 。
【 図 ２ ６ 】 図 ２ ６ は 、 図 ２ ２ ～ ２ ４ そ れ ぞ れ の 陰 イ オ ン 交 換 カ ラ ム 分 析 か ら の NY-ESO TCR
α ｃ ｙ ｓ β ｃ ｙ ｓ 、 TCRα ｃ ｙ ｓ 、 及 び TCRβ ｃ ｙ ｓ 各 画 分 の 非 還 元 Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ （ ク
ー マ シ ー 染 色 ） を 示 す 図 で あ る 。 レ ー ン １ 及 び ７ は Ｍ Ｗ マ ー カ ー で あ り 、 レ ー ン ２ は NYES
OdsTCRlg4　 α -cys　 β ピ ー ク （ EB/084/033） で あ り 、 レ ー ン ３ は NYESOdsTCRlg4　 α -cys
　 β 小 ピ ー ク （ EB/084/033） で あ り 、 レ ー ン ４ は NYESOdsTCRlg4　 α 　 β -cys（ EB/084/03
4） で あ り 、 レ ー ン ５ は NYESOdsTCRlg4　 α -cys　 β -cys小 ピ ー ク （ EB/084/035） で あ り 、
レ ー ン ６ は NYESOdsTCRlg4　 α -cys　 β -cysピ ー ク （ EB/084/035） で あ る 。
【 図 ２ ７ 】 図 ２ ７ は 、 図 ２ ２ か ら プ ー ル さ れ た 画 分 の タ ン パ ク 質 溶 出 を 示 す 、 可 溶 性 NY-E
SO TCRα ｃ ｙ ｓ β ｃ ｙ ｓ の サ イ ズ 排 除 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ か ら 得 ら れ た ト レ ー ス で あ る
。 こ の タ ン パ ク 質 は 、 ヘ テ ロ ダ イ マ ー に 対 応 す る 単 一 の 主 ピ ー ク と し て 溶 出 す る 。
【 図 ２ ８ 】 図 ２ ８ は 、 図 ２ ２ か ら プ ー ル さ れ た 画 分 の タ ン パ ク 質 溶 出 を 示 す 、 可 溶 性 NY-E
SO TCRα ｃ ｙ ｓ の サ イ ズ 排 除 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ か ら 得 ら れ た ト レ ー ス で あ る 。 こ の タ
ン パ ク 質 は 、 ヘ テ ロ ダ イ マ ー に 対 応 す る 単 一 の 主 ピ ー ク と し て 溶 出 す る 。
【 図 ２ ９ 】 図 ２ ９ は 、 図 ２ ２ か ら プ ー ル さ れ た 画 分 の タ ン パ ク 質 溶 出 を 示 す 、 可 溶 性 NY-E
SO TCRβ ｃ ｙ ｓ の サ イ ズ 排 除 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ か ら 得 ら れ た ト レ ー ス で あ る 。 こ の タ
ン パ ク 質 は 、 ヘ テ ロ ダ イ マ ー に 対 応 す る 単 一 の 主 ピ ー ク と し て 溶 出 す る 。
【 図 ３ ０ 】 図 ３ ０ は 、 HLA-NY-ESO複 合 体 に 対 す る NY-ESO TCRα ｃ ｙ ｓ β ｃ ｙ ｓ の 特 異 的 結
合 の BIAcore応 答 曲 線 で あ る 。
【 図 ３ １ 】 図 ３ １ は 、 HLA-NY-ESO複 合 体 に 対 す る NY-ESO TCRα ｃ ｙ ｓ の 特 異 的 結 合 の BIAc
ore応 答 曲 線 で あ る 。
【 図 ３ ２ 】 図 ３ ２ は 、 HLA-NY-ESO複 合 体 に 対 す る NY-ESO TCRβ ｃ ｙ ｓ の 特 異 的 結 合 の BIAc
ore応 答 曲 線 で あ る 。
【 図 ３ ３ 】 図 ３ ３ ａ 及 び ３ ３ ｂ は 、 （ 陰 影 付 き で 示 さ れ た ） 新 規 シ ス テ イ ン コ ド ン を 導 入
す る よ う に 突 然 変 異 し た 可 溶 性 Ａ Ｈ － １ ． ２ ３ 　 TCRの そ れ ぞ れ α 鎖 及 び β 鎖 の Ｄ Ｎ Ａ 配
列 で あ る 。 こ れ ら の 配 列 は 、 （ 太 字 の コ ド ン に よ っ て 示 さ れ る ） 天 然 ジ ス ル フ ィ ド 鎖 間 結
合 に 関 与 す る シ ス テ イ ン を 含 む 。
【 図 ３ ４ 】 図 ３ ４ ａ 及 び ３ ４ ｂ は 、 図 ３ ３ ａ 及 び ３ ３ ｂ の 各 Ｄ Ｎ Ａ 配 列 か ら 産 生 さ れ る Ａ
Ｈ － １ ． ２ ３ 　 TCRα 鎖 及 び β 鎖 の 細 胞 外 ア ミ ノ 酸 配 列 で あ る 。
【 図 ３ ５ 】 図 ３ ５ は 、 点 線 で 示 し た ０ ～ ５ ０ ０ ｍ Ｍ の Ｎ ａ Ｃ ｌ 勾 配 を 用 い た POROS 50HQカ
ラ ム か ら の タ ン パ ク 質 溶 出 を 示 す 、 可 溶 性 Ａ Ｈ － １ ． ２ ３ 　 TCRの 陰 イ オ ン 交 換 ク ロ マ ト
グ ラ フ ィ か ら 得 ら れ た ト レ ー ス で あ る 。
【 図 ３ ６ 】 図 ３ ６ は 、 図 ３ ５ に お け る 陰 イ オ ン 交 換 カ ラ ム 分 析 の Ａ Ｈ － １ ． ２ ３ 　 TCR画
分 の 還 元 Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ （ １ ０ ％ Ｂ ｉ ｓ － Ｔ ｒ ｉ ｓ ゲ ル 、 ク ー マ シ ー 染 色 ） を 示 す 図 で
あ る 。 試 験 し た タ ン パ ク 質 は 、 リ フ ォ ー ル デ ィ ン グ 体 ３ か ら の TCR　 １ ． ２ ３ 　 Ｓ － Ｓ の
陰 イ オ ン 交 換 画 分 で あ る 。 レ ー ン １ は Ｍ Ｗ マ ー カ ー で あ り 、 レ ー ン ２ は Ｂ ４ で あ り 、 レ ー
ン ３ は Ｃ ２ で あ り 、 レ ー ン ４ は Ｃ ３ で あ り 、 レ ー ン ５ は Ｃ ４ で あ り 、 レ ー ン ６ は Ｃ ５ で あ
り 、 レ ー ン ７ は Ｃ ６ で あ り 、 レ ー ン ８ は Ｃ ７ で あ り 、 レ ー ン ９ は Ｃ ８ で あ り 、 レ ー ン １ ０
は Ｃ ９ で あ る 。
【 図 ３ ７ 】 図 ３ ７ は 、 図 ３ ５ に お け る 陰 イ オ ン 交 換 カ ラ ム 分 析 の Ａ Ｈ － １ ． ２ ３ 　 TCR画
分 の 非 還 元 Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ （ １ ０ ％ Ｂ ｉ ｓ － Ｔ ｒ ｉ ｓ ゲ ル 、 ク ー マ シ ー 染 色 ） を 示 す 図
で あ る 。 試 験 し た タ ン パ ク 質 は 、 リ フ ォ ー ル デ ィ ン グ 体 ３ か ら の TCR　 １ ． ２ ３ 　 Ｓ － Ｓ
の 陰 イ オ ン 交 換 画 分 で あ る 。 レ ー ン １ は Ｍ Ｗ マ ー カ ー で あ り 、 レ ー ン ２ は Ｂ ４ で あ り 、 レ
ー ン ３ は Ｃ ２ で あ り 、 レ ー ン ４ は Ｃ ３ で あ り 、 レ ー ン ５ は Ｃ ４ で あ り 、 レ ー ン ６ は Ｃ ５ で
あ り 、 レ ー ン ７ は Ｃ ６ で あ り 、 レ ー ン ８ は Ｃ ７ で あ り 、 レ ー ン ９ は Ｃ ８ で あ り 、 レ ー ン １
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０ は Ｃ ９ で あ る 。
【 図 ３ ８ 】 図 ３ ８ は 、 図 ３ ５ か ら プ ー ル さ れ た 画 分 の タ ン パ ク 質 溶 出 を 示 す 、 可 溶 性 Ａ Ｈ
－ １ ． ２ ３ 　 TCRの サ イ ズ 排 除 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ か ら 得 ら れ た ト レ ー ス で あ る 。 こ の
タ ン パ ク 質 は 、 ヘ テ ロ ダ イ マ ー に 対 応 す る 単 一 の 主 ピ ー ク と し て 溶 出 す る 。
【 図 ３ ９ 】 図 ３ ９ ａ 及 び ３ ９ ｂ は 、 TRAC＊ ０ １ の エ キ ソ ン １ 中 の 残 基 ４ ８ に 新 規 シ ス テ イ
ン を 導 入 す る よ う に 突 然 変 異 し た 可 溶 性 A6 TCRの α 鎖 の そ れ ぞ れ Ｄ Ｎ Ａ 配 列 及 び ア ミ ノ 酸
配 列 で あ る 。 陰 影 付 き の ヌ ク レ オ チ ド は 導 入 さ れ た 新 規 シ ス テ イ ン コ ド ン を 示 し 、 下 線 の
ア ミ ノ 酸 は 導 入 さ れ た シ ス テ イ ン を 示 す 。
【 図 ４ ０ 】 図 ４ ０ ａ 及 び ４ ０ ｂ は 、 TRAC＊ ０ １ の エ キ ソ ン １ 中 の 残 基 ４ ５ に 新 規 シ ス テ イ
ン を 導 入 す る よ う に 突 然 変 異 し た 可 溶 性 A6 TCRの α 鎖 の そ れ ぞ れ Ｄ Ｎ Ａ 配 列 及 び ア ミ ノ 酸
配 列 で あ る 。 陰 影 付 き の ヌ ク レ オ チ ド は 導 入 さ れ た 新 規 シ ス テ イ ン コ ド ン を 示 し 、 下 線 の
ア ミ ノ 酸 は 導 入 さ れ た シ ス テ イ ン を 示 す 。
【 図 ４ １ 】 図 ４ １ ａ 及 び ４ １ ｂ は 、 TRAC＊ ０ １ の エ キ ソ ン １ 中 の 残 基 ６ １ に 新 規 シ ス テ イ
ン を 導 入 す る よ う に 突 然 変 異 し た 可 溶 性 A6 TCRの α 鎖 の そ れ ぞ れ Ｄ Ｎ Ａ 配 列 及 び ア ミ ノ 酸
配 列 で あ る 。 陰 影 付 き の ヌ ク レ オ チ ド は 導 入 さ れ た 新 規 シ ス テ イ ン コ ド ン を 示 し 、 下 線 の
ア ミ ノ 酸 は 導 入 さ れ た シ ス テ イ ン を 示 す 。
【 図 ４ ２ 】 図 ４ ２ ａ 及 び ４ ２ ｂ は 、 TRAC＊ ０ １ の エ キ ソ ン １ 中 の 残 基 ５ ０ に 新 規 シ ス テ イ
ン を 導 入 す る よ う に 突 然 変 異 し た 可 溶 性 A6 TCRの α 鎖 の そ れ ぞ れ Ｄ Ｎ Ａ 配 列 及 び ア ミ ノ 酸
配 列 で あ る 。 陰 影 付 き の ヌ ク レ オ チ ド は 導 入 さ れ た 新 規 シ ス テ イ ン コ ド ン を 示 し 、 下 線 の
ア ミ ノ 酸 は 導 入 さ れ た シ ス テ イ ン を 示 す 。
【 図 ４ ３ 】 図 ４ ３ ａ 及 び ４ ３ ｂ は 、 TRAC＊ ０ １ の エ キ ソ ン １ 中 の 残 基 １ ０ に 新 規 シ ス テ イ
ン を 導 入 す る よ う に 突 然 変 異 し た 可 溶 性 A6 TCRの α 鎖 の そ れ ぞ れ Ｄ Ｎ Ａ 配 列 及 び ア ミ ノ 酸
配 列 で あ る 。 陰 影 付 き の ヌ ク レ オ チ ド は 導 入 さ れ た 新 規 シ ス テ イ ン コ ド ン を 示 し 、 下 線 の
ア ミ ノ 酸 は 導 入 さ れ た シ ス テ イ ン を 示 す 。
【 図 ４ ４ 】 図 ４ ４ ａ 及 び ４ ４ ｂ は 、 TRAC＊ ０ １ の エ キ ソ ン １ 中 の 残 基 １ ５ に 新 規 シ ス テ イ
ン を 導 入 す る よ う に 突 然 変 異 し た 可 溶 性 A6 TCRの α 鎖 の そ れ ぞ れ Ｄ Ｎ Ａ 配 列 及 び ア ミ ノ 酸
配 列 で あ る 。 陰 影 付 き の ヌ ク レ オ チ ド は 導 入 さ れ た 新 規 シ ス テ イ ン コ ド ン を 示 し 、 下 線 の
ア ミ ノ 酸 は 導 入 さ れ た シ ス テ イ ン を 示 す 。
【 図 ４ ５ 】 図 ４ ５ ａ 及 び ４ ５ ｂ は 、 TRAC＊ ０ １ の エ キ ソ ン １ 中 の 残 基 １ ２ に 新 規 シ ス テ イ
ン を 導 入 す る よ う に 突 然 変 異 し た 可 溶 性 A6 TCRの α 鎖 の そ れ ぞ れ Ｄ Ｎ Ａ 配 列 及 び ア ミ ノ 酸
配 列 で あ る 。 陰 影 付 き の ヌ ク レ オ チ ド は 導 入 さ れ た 新 規 シ ス テ イ ン コ ド ン を 示 し 、 下 線 の
ア ミ ノ 酸 は 導 入 さ れ た シ ス テ イ ン を 示 す 。
【 図 ４ ６ 】 図 ４ ６ ａ 及 び ４ ６ ｂ は 、 TRAC＊ ０ １ の エ キ ソ ン １ 中 の 残 基 ２ ２ に 新 規 シ ス テ イ
ン を 導 入 す る よ う に 突 然 変 異 し た 可 溶 性 A6 TCRの α 鎖 の そ れ ぞ れ Ｄ Ｎ Ａ 配 列 及 び ア ミ ノ 酸
配 列 で あ る 。 陰 影 付 き の ヌ ク レ オ チ ド は 導 入 さ れ た 新 規 シ ス テ イ ン コ ド ン を 示 し 、

ア ミ ノ 酸 は 導 入 さ れ た シ ス テ イ ン を 示 す 。
【 図 ４ ７ 】 図 ４ ７ ａ 及 び ４ ７ ｂ は 、 TRAC＊ ０ １ の エ キ ソ ン １ 中 の 残 基 ５ ２ に 新 規 シ ス テ イ
ン を 導 入 す る よ う に 突 然 変 異 し た 可 溶 性 A6 TCRの α 鎖 の そ れ ぞ れ Ｄ Ｎ Ａ 配 列 及 び ア ミ ノ 酸
配 列 で あ る 。 陰 影 付 き の ヌ ク レ オ チ ド は 導 入 さ れ た 新 規 シ ス テ イ ン コ ド ン を 示 し 、 下 線 の
ア ミ ノ 酸 は 導 入 さ れ た シ ス テ イ ン を 示 す 。
【 図 ４ ８ 】 図 ４ ８ ａ 及 び ４ ８ ｂ は 、 TRAC＊ ０ １ の エ キ ソ ン １ 中 の 残 基 ４ ３ に 新 規 シ ス テ イ
ン を 導 入 す る よ う に 突 然 変 異 し た 可 溶 性 A6 TCRの α 鎖 の そ れ ぞ れ Ｄ Ｎ Ａ 配 列 及 び ア ミ ノ 酸
配 列 で あ る 。 陰 影 付 き の ヌ ク レ オ チ ド は 導 入 さ れ た 新 規 シ ス テ イ ン コ ド ン を 示 し 、 下 線 の
ア ミ ノ 酸 は 導 入 さ れ た シ ス テ イ ン を 示 す 。
【 図 ４ ９ 】 図 ４ ９ ａ 及 び ４ ９ ｂ は 、 TRAC＊ ０ １ の エ キ ソ ン １ 中 の 残 基 ５ ７ に 新 規 シ ス テ イ
ン を 導 入 す る よ う に 突 然 変 異 し た 可 溶 性 A6 TCRの α 鎖 の そ れ ぞ れ Ｄ Ｎ Ａ 配 列 及 び ア ミ ノ 酸
配 列 で あ る 。 陰 影 付 き の ヌ ク レ オ チ ド は 導 入 さ れ た 新 規 シ ス テ イ ン コ ド ン を 示 し 、 下 線 の
ア ミ ノ 酸 は 導 入 さ れ た シ ス テ イ ン を 示 す 。
【 図 ５ ０ 】 図 ５ ０ ａ 及 び ５ ０ ｂ は 、 TRBC２ ＊ ０ １ の エ キ ソ ン １ 中 の 残 基 ７ ７ に 新 規 シ ス テ
イ ン を 導 入 す る よ う に 突 然 変 異 し た 可 溶 性 A6 TCRの β 鎖 の そ れ ぞ れ Ｄ Ｎ Ａ 配 列 及 び ア ミ ノ
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酸 配 列 で あ る 。 陰 影 付 き の ヌ ク レ オ チ ド は 導 入 さ れ た 新 規 シ ス テ イ ン コ ド ン を 示 し 、 下 線
の ア ミ ノ 酸 は 導 入 さ れ た シ ス テ イ ン を 示 す 。
【 図 ５ １ 】 図 ５ １ ａ 及 び ５ １ ｂ は 、 TRBC２ ＊ ０ １ の エ キ ソ ン １ 中 の 残 基 １ ７ に 新 規 シ ス テ
イ ン を 導 入 す る よ う に 突 然 変 異 し た 可 溶 性 A6 TCRの β 鎖 の そ れ ぞ れ Ｄ Ｎ Ａ 配 列 及 び ア ミ ノ
酸 配 列 で あ る 。 陰 影 付 き の ヌ ク レ オ チ ド は 導 入 さ れ た 新 規 シ ス テ イ ン コ ド ン を 示 し 、 下 線
の ア ミ ノ 酸 は 導 入 さ れ た シ ス テ イ ン を 示 す 。
【 図 ５ ２ 】 図 ５ ２ ａ 及 び ５ ２ ｂ は 、 TRBC２ ＊ ０ １ の エ キ ソ ン １ 中 の 残 基 １ ３ に 新 規 シ ス テ
イ ン を 導 入 す る よ う に 突 然 変 異 し た 可 溶 性 A6 TCRの β 鎖 の そ れ ぞ れ Ｄ Ｎ Ａ 配 列 及 び ア ミ ノ
酸 配 列 で あ る 。 陰 影 付 き の ヌ ク レ オ チ ド は 導 入 さ れ た 新 規 シ ス テ イ ン コ ド ン を 示 し 、 下 線
の ア ミ ノ 酸 は 導 入 さ れ た シ ス テ イ ン を 示 す 。
【 図 ５ ３ 】 図 ５ ３ ａ 及 び ５ ３ ｂ は 、 TRBC２ ＊ ０ １ の エ キ ソ ン １ 中 の 残 基 ５ ９ に 新 規 シ ス テ
イ ン を 導 入 す る よ う に 突 然 変 異 し た 可 溶 性 A6 TCRの β 鎖 の そ れ ぞ れ Ｄ Ｎ Ａ 配 列 及 び ア ミ ノ
酸 配 列 で あ る 。 陰 影 付 き の ヌ ク レ オ チ ド は 導 入 さ れ た 新 規 シ ス テ イ ン コ ド ン を 示 し 、 下 線
の ア ミ ノ 酸 は 導 入 さ れ た シ ス テ イ ン を 示 す 。
【 図 ５ ４ 】 図 ５ ４ ａ 及 び ５ ４ ｂ は 、 TRBC２ ＊ ０ １ の エ キ ソ ン １ 中 の 残 基 ７ ９ に 新 規 シ ス テ
イ ン を 導 入 す る よ う に 突 然 変 異 し た 可 溶 性 A6 TCRの β 鎖 の そ れ ぞ れ Ｄ Ｎ Ａ 配 列 及 び ア ミ ノ
酸 配 列 で あ る 。 陰 影 付 き の ヌ ク レ オ チ ド は 導 入 さ れ た 新 規 シ ス テ イ ン コ ド ン を 示 し 、 下 線
の ア ミ ノ 酸 は 導 入 さ れ た シ ス テ イ ン を 示 す 。
【 図 ５ ５ 】 図 ５ ５ ａ 及 び ５ ５ ｂ は 、 TRBC２ ＊ ０ １ の エ キ ソ ン １ 中 の 残 基 １ ４ に 新 規 シ ス テ
イ ン を 導 入 す る よ う に 突 然 変 異 し た 可 溶 性 A6 TCRの β 鎖 の そ れ ぞ れ Ｄ Ｎ Ａ 配 列 及 び ア ミ ノ
酸 配 列 で あ る 。 陰 影 付 き の ヌ ク レ オ チ ド は 導 入 さ れ た 新 規 シ ス テ イ ン コ ド ン を 示 し 、 下 線
の ア ミ ノ 酸 は 導 入 さ れ た シ ス テ イ ン を 示 す 。
【 図 ５ ６ 】 図 ５ ６ ａ 及 び ５ ６ ｂ は 、 TRBC２ ＊ ０ １ の エ キ ソ ン １ 中 の 残 基 ５ ５ に 新 規 シ ス テ
イ ン を 導 入 す る よ う に 突 然 変 異 し た 可 溶 性 A6 TCRの β 鎖 の そ れ ぞ れ Ｄ Ｎ Ａ 配 列 及 び ア ミ ノ
酸 配 列 で あ る 。 陰 影 付 き の ヌ ク レ オ チ ド は 導 入 さ れ た 新 規 シ ス テ イ ン コ ド ン を 示 し 、 下 線
の ア ミ ノ 酸 は 導 入 さ れ た シ ス テ イ ン を 示 す 。
【 図 ５ ７ 】 図 ５ ７ ａ 及 び ５ ７ ｂ は 、 TRBC２ ＊ ０ １ の エ キ ソ ン １ 中 の 残 基 ６ ３ に 新 規 シ ス テ
イ ン を 導 入 す る よ う に 突 然 変 異 し た 可 溶 性 A6 TCRの β 鎖 の そ れ ぞ れ Ｄ Ｎ Ａ 配 列 及 び ア ミ ノ
酸 配 列 で あ る 。 陰 影 付 き の ヌ ク レ オ チ ド は 導 入 さ れ た 新 規 シ ス テ イ ン コ ド ン を 示 し 、 下 線
の ア ミ ノ 酸 は 導 入 さ れ た シ ス テ イ ン を 示 す 。
【 図 ５ ８ 】 図 ５ ８ ａ 及 び ５ ８ Ｂ は 、 TRBC２ ＊ ０ １ の エ キ ソ ン １ 中 の 残 基 １ ５ に 新 規 シ ス テ
イ ン を 導 入 す る よ う に 突 然 変 異 し た 可 溶 性 A6 TCRの β 鎖 の そ れ ぞ れ Ｄ Ｎ Ａ 配 列 及 び ア ミ ノ
酸 配 列 で あ る 。 陰 影 付 き の ヌ ク レ オ チ ド は 導 入 さ れ た 新 規 シ ス テ イ ン コ ド ン を 示 し 、 下 線
の ア ミ ノ 酸 は 導 入 さ れ た シ ス テ イ ン を 示 す 。
【 図 ５ ９ 】 図 ５ ９ は 、 点 線 で 示 し た ０ ～ ５ ０ ０ ｍ Ｍ の Ｎ ａ Ｃ ｌ 勾 配 を 用 い た Ｐ Ｏ Ｒ Ｏ Ｓ 　
５ ０ カ ラ ム か ら の タ ン パ ク 質 溶 出 を 示 す 、 そ れ ぞ れ TRAC＊ ０ １ の エ キ ソ ン １ の 残 基 ４ ８ と
TRBC２ ＊ ０ １ の エ キ ソ ン １ の 残 基 ５ ７ と の 間 、 TRAC＊ ０ １ の エ キ ソ ン １ の 残 基 ４ ５ と TRBC
２ ＊ ０ １ の エ キ ソ ン １ の 残 基 ７ ７ と の 間 、 TRAC＊ ０ １ の エ キ ソ ン １ の 残 基 １ ０ と TRBC２ ＊

０ １ の エ キ ソ ン １ の 残 基 １ ７ と の 間 、 TRAC＊ ０ １ の エ キ ソ ン １ の 残 基 ４ ５ と TRBC２ ＊ ０ １
の エ キ ソ ン １ の 残 基 ５ ９ と の 間 、 TRAC＊ ０ １ の エ キ ソ ン １ の 残 基 ５ ２ と TRBC２ ＊ ０ １ の エ
キ ソ ン １ の 残 基 ５ ５ と の 間 、 TRAC＊ ０ １ の エ キ ソ ン １ の 残 基 １ ５ と TRBC２ ＊ ０ １ の エ キ ソ
ン １ の 残 基 １ ５ と の 間 の 新 規 ジ ス ル フ ィ ド 鎖 間 結 合 を 含 む 可 溶 性 A6 TCRの 陰 イ オ ン 交 換 ク
ロ マ ト グ ラ フ ィ か ら 得 ら れ た ト レ ー ス で あ る 。
【 図 ６ ０ 】 図 ６ ０ は 、 点 線 で 示 し た ０ ～ ５ ０ ０ ｍ Ｍ の Ｎ ａ Ｃ ｌ 勾 配 を 用 い た Ｐ Ｏ Ｒ Ｏ Ｓ 　
５ ０ カ ラ ム か ら の タ ン パ ク 質 溶 出 を 示 す 、 そ れ ぞ れ TRAC＊ ０ １ の エ キ ソ ン １ の 残 基 ４ ８ と
TRBC２ ＊ ０ １ の エ キ ソ ン １ の 残 基 ５ ７ と の 間 、 TRAC＊ ０ １ の エ キ ソ ン １ の 残 基 ４ ５ と TRBC
２ ＊ ０ １ の エ キ ソ ン １ の 残 基 ７ ７ と の 間 、 TRAC＊ ０ １ の エ キ ソ ン １ の 残 基 １ ０ と TRBC２ ＊

０ １ の エ キ ソ ン １ の 残 基 １ ７ と の 間 、 TRAC＊ ０ １ の エ キ ソ ン １ の 残 基 ４ ５ と TRBC２ ＊ ０ １
の エ キ ソ ン １ の 残 基 ５ ９ と の 間 、 TRAC＊ ０ １ の エ キ ソ ン １ の 残 基 ５ ２ と TRBC２ ＊ ０ １ の エ
キ ソ ン １ の 残 基 ５ ５ と の 間 、 TRAC＊ ０ １ の エ キ ソ ン １ の 残 基 １ ５ と TRBC２ ＊ ０ １ の エ キ ソ
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ン １ の 残 基 １ ５ と の 間 の 新 規 ジ ス ル フ ィ ド 鎖 間 結 合 を 含 む 可 溶 性 A6 TCRの 陰 イ オ ン 交 換 ク
ロ マ ト グ ラ フ ィ か ら 得 ら れ た ト レ ー ス で あ る 。
【 図 ６ １ 】 図 ６ １ は 、 点 線 で 示 し た ０ ～ ５ ０ ０ ｍ Ｍ の Ｎ ａ Ｃ ｌ 勾 配 を 用 い た Ｐ Ｏ Ｒ Ｏ Ｓ 　
５ ０ カ ラ ム か ら の タ ン パ ク 質 溶 出 を 示 す 、 そ れ ぞ れ TRAC＊ ０ １ の エ キ ソ ン １ の 残 基 ４ ８ と
TRBC２ ＊ ０ １ の エ キ ソ ン １ の 残 基 ５ ７ と の 間 、 TRAC＊ ０ １ の エ キ ソ ン １ の 残 基 ４ ５ と TRBC
２ ＊ ０ １ の エ キ ソ ン １ の 残 基 ７ ７ と の 間 、 TRAC＊ ０ １ の エ キ ソ ン １ の 残 基 １ ０ と TRBC２ ＊

０ １ の エ キ ソ ン １ の 残 基 １ ７ と の 間 、 TRAC＊ ０ １ の エ キ ソ ン １ の 残 基 ４ ５ と TRBC２ ＊ ０ １
の エ キ ソ ン １ の 残 基 ５ ９ と の 間 、 TRAC＊ ０ １ の エ キ ソ ン １ の 残 基 ５ ２ と TRBC２ ＊ ０ １ の エ
キ ソ ン １ の 残 基 ５ ５ と の 間 、 TRAC＊ ０ １ の エ キ ソ ン １ の 残 基 １ ５ と TRBC２ ＊ ０ １ の エ キ ソ
ン １ の 残 基 １ ５ と の 間 の 新 規 ジ ス ル フ ィ ド 鎖 間 結 合 を 含 む 可 溶 性 A6 TCRの 陰 イ オ ン 交 換 ク
ロ マ ト グ ラ フ ィ か ら 得 ら れ た ト レ ー ス で あ る 。
【 図 ６ ２ 】 図 ６ ２ は 、 点 線 で 示 し た ０ ～ ５ ０ ０ ｍ Ｍ の Ｎ ａ Ｃ ｌ 勾 配 を 用 い た Ｐ Ｏ Ｒ Ｏ Ｓ 　
５ ０ カ ラ ム か ら の タ ン パ ク 質 溶 出 を 示 す 、 そ れ ぞ れ TRAC＊ ０ １ の エ キ ソ ン １ の 残 基 ４ ８ と
TRBC２ ＊ ０ １ の エ キ ソ ン １ の 残 基 ５ ７ と の 間 、 TRAC＊ ０ １ の エ キ ソ ン １ の 残 基 ４ ５ と TRBC
２ ＊ ０ １ の エ キ ソ ン １ の 残 基 ７ ７ と の 間 、 TRAC＊ ０ １ の エ キ ソ ン １ の 残 基 １ ０ と TRBC２ ＊

０ １ の エ キ ソ ン １ の 残 基 １ ７ と の 間 、 TRAC＊ ０ １ の エ キ ソ ン １ の 残 基 ４ ５ と TRBC２ ＊ ０ １
の エ キ ソ ン １ の 残 基 ５ ９ と の 間 、 TRAC＊ ０ １ の エ キ ソ ン １ の 残 基 ５ ２ と TRBC２ ＊ ０ １ の エ
キ ソ ン １ の 残 基 ５ ５ と の 間 、 TRAC＊ ０ １ の エ キ ソ ン １ の 残 基 １ ５ と TRBC２ ＊ ０ １ の エ キ ソ
ン １ の 残 基 １ ５ と の 間 の 新 規 ジ ス ル フ ィ ド 鎖 間 結 合 を 含 む 可 溶 性 A6 TCRの 陰 イ オ ン 交 換 ク
ロ マ ト グ ラ フ ィ か ら 得 ら れ た ト レ ー ス で あ る 。
【 図 ６ ３ 】 図 ６ ３ は 、 点 線 で 示 し た ０ ～ ５ ０ ０ ｍ Ｍ の Ｎ ａ Ｃ ｌ 勾 配 を 用 い た Ｐ Ｏ Ｒ Ｏ Ｓ 　
５ ０ カ ラ ム か ら の タ ン パ ク 質 溶 出 を 示 す 、 そ れ ぞ れ TRAC＊ ０ １ の エ キ ソ ン １ の 残 基 ４ ８ と
TRBC２ ＊ ０ １ の エ キ ソ ン １ の 残 基 ５ ７ と の 間 、 TRAC＊ ０ １ の エ キ ソ ン １ の 残 基 ４ ５ と TRBC
２ ＊ ０ １ の エ キ ソ ン １ の 残 基 ７ ７ と の 間 、 TRAC＊ ０ １ の エ キ ソ ン １ の 残 基 １ ０ と TRBC２ ＊

０ １ の エ キ ソ ン １ の 残 基 １ ７ と の 間 、 TRAC＊ ０ １ の エ キ ソ ン １ の 残 基 ４ ５ と TRBC２ ＊ ０ １
の エ キ ソ ン １ の 残 基 ５ ９ と の 間 、 TRAC＊ ０ １ の エ キ ソ ン １ の 残 基 ５ ２ と TRBC２ ＊ ０ １ の エ
キ ソ ン １ の 残 基 ５ ５ と の 間 、 TRAC＊ ０ １ の エ キ ソ ン １ の 残 基 １ ５ と TRBC２ ＊ ０ １ の エ キ ソ
ン １ の 残 基 １ ５ と の 間 の 新 規 ジ ス ル フ ィ ド 鎖 間 結 合 を 含 む 可 溶 性 A6 TCRの 陰 イ オ ン 交 換 ク
ロ マ ト グ ラ フ ィ か ら 得 ら れ た ト レ ー ス で あ る 。
【 図 ６ ４ 】 図 ６ ４ は 、 点 線 で 示 し た ０ ～ ５ ０ ０ ｍ Ｍ の Ｎ ａ Ｃ ｌ 勾 配 を 用 い た Ｐ Ｏ Ｒ Ｏ Ｓ 　
５ ０ カ ラ ム か ら の タ ン パ ク 質 溶 出 を 示 す 、 そ れ ぞ れ TRAC＊ ０ １ の エ キ ソ ン １ の 残 基 ４ ８ と
TRBC２ ＊ ０ １ の エ キ ソ ン １ の 残 基 ５ ７ と の 間 、 TRAC＊ ０ １ の エ キ ソ ン １ の 残 基 ４ ５ と TRBC
２ ＊ ０ １ の エ キ ソ ン １ の 残 基 ７ ７ と の 間 、 TRAC＊ ０ １ の エ キ ソ ン １ の 残 基 １ ０ と TRBC２ ＊

０ １ の エ キ ソ ン １ の 残 基 １ ７ と の 間 、 TRAC＊ ０ １ の エ キ ソ ン １ の 残 基 ４ ５ と TRBC２ ＊ ０ １
の エ キ ソ ン １ の 残 基 ５ ９ と の 間 、 TRAC＊ ０ １ の エ キ ソ ン １ の 残 基 ５ ２ と TRBC２ ＊ ０ １ の エ
キ ソ ン １ の 残 基 ５ ５ と の 間 、 TRAC＊ ０ １ の エ キ ソ ン １ の 残 基 １ ５ と TRBC２ ＊ ０ １ の エ キ ソ
ン １ の 残 基 １ ５ と の 間 の 新 規 ジ ス ル フ ィ ド 鎖 間 結 合 を 含 む 可 溶 性 A6 TCRの 陰 イ オ ン 交 換 ク
ロ マ ト グ ラ フ ィ か ら 得 ら れ た ト レ ー ス で あ る 。
【 図 ６ ５ 】 図 ６ ５ ａ 及 び ６ ５ ｂ は 、 TRAC＊ ０ １ の エ キ ソ ン １ の 残 基 ４ ８ と TRBC２ ＊ ０ １ の
エ キ ソ ン １ の 残 基 ５ ７ と の 間 の 新 規 ジ ス ル フ ィ ド 鎖 間 結 合 を 含 む 可 溶 性 A6 TCRの そ れ ぞ れ
還 元 及 び 非 還 元 Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ （ ク ー マ シ ー 染 色 ） を 示 す 図 で あ る 。 画 分 を 図 ５ ９ の 陰
イ オ ン 交 換 カ ラ ム 分 析 か ら 収 集 し た 。
【 図 ６ ６ 】 図 ６ ６ ａ 及 び ６ ６ ｂ は 、 TRAC＊ ０ １ の エ キ ソ ン １ の 残 基 ４ ５ と TRBC２ ＊ ０ １ の
エ キ ソ ン １ の 残 基 ７ ７ と の 間 の 新 規 ジ ス ル フ ィ ド 鎖 間 結 合 を 含 む 可 溶 性 A6 TCRの そ れ ぞ れ
還 元 及 び 非 還 元 Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ （ ク ー マ シ ー 染 色 ） を 示 す 図 で あ る 。 画 分 を 図 ６ ０ の 陰
イ オ ン 交 換 カ ラ ム 分 析 か ら 収 集 し た 。
【 図 ６ ７ 】 図 ６ ７ ａ 及 び ６ ７ ｂ は 、 TRAC＊ ０ １ の エ キ ソ ン １ の 残 基 １ ０ と TRBC２ ＊ ０ １ の
エ キ ソ ン １ の 残 基 １ ７ と の 間 の 新 規 ジ ス ル フ ィ ド 鎖 間 結 合 を 含 む 可 溶 性 A6 TCRの そ れ ぞ れ
還 元 及 び 非 還 元 Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ （ ク ー マ シ ー 染 色 ） を 示 す 図 で あ る 。 画 分 を 図 ６ １ の 陰
イ オ ン 交 換 カ ラ ム 分 析 か ら 収 集 し た 。
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【 図 ６ ８ 】 図 ６ ８ ａ 及 び ６ ８ ｂ は 、 TRAC＊ ０ １ の エ キ ソ ン １ の 残 基 ４ ５ と TRBC２ ＊ ０ １ の
エ キ ソ ン １ の 残 基 ５ ９ と の 間 の 新 規 ジ ス ル フ ィ ド 鎖 間 結 合 を 含 む 可 溶 性 A6 TCRの そ れ ぞ れ
還 元 及 び 非 還 元 Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ （ ク ー マ シ ー 染 色 ） を 示 す 図 で あ る 。 画 分 を 図 ６ ２ の 陰
イ オ ン 交 換 カ ラ ム 分 析 か ら 収 集 し た 。
【 図 ６ ９ 】 図 ６ ９ ａ 及 び ６ ９ ｂ は 、 TRAC＊ ０ １ の エ キ ソ ン １ の 残 基 ５ ２ と TRBC２ ＊ ０ １ の
エ キ ソ ン １ の 残 基 ５ ５ と の 間 の 新 規 ジ ス ル フ ィ ド 鎖 間 結 合 を 含 む 可 溶 性 A6 TCRの そ れ ぞ れ
還 元 及 び 非 還 元 Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ （ ク ー マ シ ー 染 色 ） を 示 す 図 で あ る 。 画 分 を 図 ６ ３ の 陰
イ オ ン 交 換 カ ラ ム 分 析 か ら 収 集 し た 。
【 図 ７ ０ 】 図 ７ ０ ａ 及 び ７ ０ ｂ は 、 TRAC＊ ０ １ の エ キ ソ ン １ の 残 基 １ ５ と TRBC２ ＊ ０ １ の
エ キ ソ ン １ の 残 基 １ ５ と の 間 の 新 規 ジ ス ル フ ィ ド 鎖 間 結 合 を 含 む 可 溶 性 A6 TCRの そ れ ぞ れ
還 元 及 び 非 還 元 Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ （ ク ー マ シ ー 染 色 ） を 示 す 図 で あ る 。 画 分 を 図 ６ ４ の 陰
イ オ ン 交 換 カ ラ ム 分 析 か ら 収 集 し た 。
【 図 ７ １ 】 図 ７ １ は 、 Superdex　 ２ ０ ０ 　 Ｈ Ｌ ゲ ル ろ 過 カ ラ ム か ら の タ ン パ ク 質 溶 出 を 示
す 、 TRAC＊ ０ １ の エ キ ソ ン １ の 残 基 ４ ８ と TRBC２ ＊ ０ １ の エ キ ソ ン １ の 残 基 ５ ７ と の 間 の
新 規 ジ ス ル フ ィ ド 鎖 間 結 合 を 含 む 可 溶 性 A6 TCRの サ イ ズ 排 除 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ か ら 得 ら れ
た ト レ ー ス で あ る 。 画 分 を 図 ５ ９ の 陰 イ オ ン 交 換 カ ラ ム 分 析 か ら 収 集 し た 。
【 図 ７ ２ 】 図 ７ ２ は 、 Superdex　 ２ ０ ０ 　 Ｈ Ｌ ゲ ル ろ 過 カ ラ ム か ら の タ ン パ ク 質 溶 出 を 示
す 、 TRAC＊ ０ １ の エ キ ソ ン １ の 残 基 ４ ５ と TRBC２ ＊ ０ １ の エ キ ソ ン １ の 残 基 ７ ７ と の 間 の
新 規 ジ ス ル フ ィ ド 鎖 間 結 合 を 含 む 可 溶 性 A6 TCRの サ イ ズ 排 除 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ か ら 得 ら れ
た ト レ ー ス で あ る 。 画 分 を 図 ６ ０ の 陰 イ オ ン 交 換 カ ラ ム 分 析 か ら 収 集 し た 。
【 図 ７ ３ 】 図 ７ ３ は 、 Superdex　 ２ ０ ０ 　 Ｈ Ｌ ゲ ル ろ 過 カ ラ ム か ら の タ ン パ ク 質 溶 出 を 示
す 、 TRAC＊ ０ １ の エ キ ソ ン １ の 残 基 １ ０ と TRBC２ ＊ ０ １ の エ キ ソ ン １ の 残 基 １ ７ と の 間 の
新 規 ジ ス ル フ ィ ド 鎖 間 結 合 を 含 む 可 溶 性 A6 TCRの サ イ ズ 排 除 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ か ら 得 ら れ
た ト レ ー ス で あ る 。 画 分 を 図 ６ １ の 陰 イ オ ン 交 換 カ ラ ム 分 析 か ら 収 集 し た 。
【 図 ７ ４ 】 図 ７ ４ は 、 Superdex　 ２ ０ ０ 　 Ｈ Ｌ ゲ ル ろ 過 カ ラ ム か ら の タ ン パ ク 質 溶 出 を 示
す 、 TRAC＊ ０ １ の エ キ ソ ン １ の 残 基 ４ ５ と TRBC２ ＊ ０ １ の エ キ ソ ン １ の 残 基 ５ ９ と の 間 の
新 規 ジ ス ル フ ィ ド 鎖 間 結 合 を 含 む 可 溶 性 A6 TCRの サ イ ズ 排 除 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ か ら 得 ら れ
た ト レ ー ス で あ る 。 画 分 を 図 ６ ２ の 陰 イ オ ン 交 換 カ ラ ム 分 析 か ら 収 集 し た 。
【 図 ７ ５ 】 図 ７ ５ は 、 Superdex　 ２ ０ ０ 　 Ｈ Ｌ ゲ ル ろ 過 カ ラ ム か ら の タ ン パ ク 質 溶 出 を 示
す 、 TRAC＊ ０ １ の エ キ ソ ン １ の 残 基 ５ ２ と TRBC２ ＊ ０ １ の エ キ ソ ン １ の 残 基 ５ ５ と の 間 の
新 規 ジ ス ル フ ィ ド 鎖 間 結 合 を 含 む 可 溶 性 A6 TCRの サ イ ズ 排 除 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ か ら 得 ら れ
た ト レ ー ス で あ る 。 画 分 を 図 ６ ３ の 陰 イ オ ン 交 換 カ ラ ム 分 析 か ら 収 集 し た 。
【 図 ７ ６ 】 図 ７ ６ は 、 Superdex　 ２ ０ ０ 　 Ｈ Ｌ ゲ ル ろ 過 カ ラ ム か ら の タ ン パ ク 質 溶 出 を 示
す 、 TRAC＊ ０ １ の エ キ ソ ン １ の 残 基 １ ５ と TRBC２ ＊ ０ １ の エ キ ソ ン １ の 残 基 １ ５ と の 間 の
新 規 ジ ス ル フ ィ ド 鎖 間 結 合 を 含 む 可 溶 性 A6 TCRの サ イ ズ 排 除 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ か ら 得 ら れ
た ト レ ー ス で あ る 。 画 分 を 図 ６ ４ の 陰 イ オ ン 交 換 カ ラ ム 分 析 か ら 収 集 し た 。
【 図 ７ ７ 】 図 ７ ７ は 、 Ｈ Ｌ Ａ － Ａ ２ － ｔ ａ ｘ 　 ｐ Ｍ Ｈ Ｃ に 対 す る 、 そ れ ぞ れ TRAC＊ ０ １ の
エ キ ソ ン １ の 残 基 ４ ８ と TRBC２ ＊ ０ １ の エ キ ソ ン １ の 残 基 ５ ７ と の 間 、 TRAC＊ ０ １ の エ キ
ソ ン １ の 残 基 ４ ５ と TRBC２ ＊ ０ １ の エ キ ソ ン １ の 残 基 ７ ７ と の 間 、 TRAC＊ ０ １ の エ キ ソ ン
１ の 残 基 １ ０ と TRBC２ ＊ ０ １ の エ キ ソ ン １ の 残 基 １ ７ と の 間 、 及 び TRAC＊ ０ １ の エ キ ソ ン
１ の 残 基 ４ ５ と TRBC２ ＊ ０ １ の エ キ ソ ン １ の 残 基 ５ ９ と の 間 の 新 規 ジ ス ル フ ィ ド 鎖 間 結 合
を 含 む 可 溶 性 A6 TCRの 結 合 を 示 す BIAcore応 答 曲 線 で あ る 。
【 図 ７ ８ 】 図 ７ ８ は 、 Ｈ Ｌ Ａ － Ａ ２ － ｔ ａ ｘ 　 ｐ Ｍ Ｈ Ｃ に 対 す る 、 そ れ ぞ れ TRAC＊ ０ １ の
エ キ ソ ン １ の 残 基 ４ ８ と TRBC２ ＊ ０ １ の エ キ ソ ン １ の 残 基 ５ ７ と の 間 、 TRAC＊ ０ １ の エ キ
ソ ン １ の 残 基 ４ ５ と TRBC２ ＊ ０ １ の エ キ ソ ン １ の 残 基 ７ ７ と の 間 、 TRAC＊ ０ １ の エ キ ソ ン
１ の 残 基 １ ０ と TRBC２ ＊ ０ １ の エ キ ソ ン １ の 残 基 １ ７ と の 間 、 及 び TRAC＊ ０ １ の エ キ ソ ン
１ の 残 基 ４ ５ と TRBC２ ＊ ０ １ の エ キ ソ ン １ の 残 基 ５ ９ と の 間 の 新 規 ジ ス ル フ ィ ド 鎖 間 結 合
を 含 む 可 溶 性 A6 TCRの 結 合 を 示 す BIAcore応 答 曲 線 で あ る 。
【 図 ７ ９ 】 図 ７ ９ は 、 Ｈ Ｌ Ａ － Ａ ２ － ｔ ａ ｘ 　 ｐ Ｍ Ｈ Ｃ に 対 す る 、 そ れ ぞ れ TRAC＊ ０ １ の
エ キ ソ ン １ の 残 基 ４ ８ と TRBC２ ＊ ０ １ の エ キ ソ ン １ の 残 基 ５ ７ と の 間 、 TRAC＊ ０ １ の エ キ
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ソ ン １ の 残 基 ４ ５ と TRBC２ ＊ ０ １ の エ キ ソ ン １ の 残 基 ７ ７ と の 間 、 TRAC＊ ０ １ の エ キ ソ ン
１ の 残 基 １ ０ と TRBC２ ＊ ０ １ の エ キ ソ ン １ の 残 基 １ ７ と の 間 、 及 び TRAC＊ ０ １ の エ キ ソ ン
１ の 残 基 ４ ５ と TRBC２ ＊ ０ １ の エ キ ソ ン １ の 残 基 ５ ９ と の 間 の 新 規 ジ ス ル フ ィ ド 鎖 間 結 合
を 含 む 可 溶 性 A6 TCRの 結 合 を 示 す BIAcore応 答 曲 線 で あ る 。
【 図 ８ ０ 】 図 ８ ０ は 、 Ｈ Ｌ Ａ － Ａ ２ － ｔ ａ ｘ 　 ｐ Ｍ Ｈ Ｃ に 対 す る 、 そ れ ぞ れ TRAC＊ ０ １ の
エ キ ソ ン １ の 残 基 ４ ８ と TRBC２ ＊ ０ １ の エ キ ソ ン １ の 残 基 ５ ７ と の 間 、 TRAC＊ ０ １ の エ キ
ソ ン １ の 残 基 ４ ５ と TRBC２ ＊ ０ １ の エ キ ソ ン １ の 残 基 ７ ７ と の 間 、 TRAC＊ ０ １ の エ キ ソ ン
１ の 残 基 １ ０ と TRBC２ ＊ ０ １ の エ キ ソ ン １ の 残 基 １ ７ と の 間 、 及 び TRAC＊ ０ １ の エ キ ソ ン
１ の 残 基 ４ ５ と TRBC２ ＊ ０ １ の エ キ ソ ン １ の 残 基 ５ ９ と の 間 の 新 規 ジ ス ル フ ィ ド 鎖 間 結 合
を 含 む 可 溶 性 A6 TCRの 結 合 を 示 す BIAcore応 答 曲 線 で あ る 。
【 図 ８ １ 】 図 ８ １ は 、 Ｈ Ｌ Ａ － Ａ ２ － ｔ ａ ｘ 及 び Ｈ Ｌ Ａ － Ａ ２ － Ｎ Ｙ － Ｅ Ｓ Ｏ 　 ｐ Ｍ Ｈ Ｃ
に 対 す る 、 TRAC＊ ０ １ の エ キ ソ ン １ の 残 基 ５ ２ と TRBC２ ＊ ０ １ の エ キ ソ ン １ の 残 基 ５ ５ と
の 間 の 新 規 ジ ス ル フ ィ ド 鎖 間 結 合 を 含 む 可 溶 性 A6 TCRの 非 特 異 的 結 合 を 示 す BIAcoreト レ
ー ス で あ る 。
【 図 ８ ２ 】 図 ８ ２ は 、 Ｈ Ｌ Ａ － Ａ ２ － ｔ ａ ｘ 　 ｐ Ｍ Ｈ Ｃ に 対 す る 、 TRAC＊ ０ １ の エ キ ソ ン
１ の 残 基 １ ５ と TRBC２ ＊ ０ １ の エ キ ソ ン １ の 残 基 １ ５ と の 間 の 新 規 ジ ス ル フ ィ ド 鎖 間 結 合
を 含 む 可 溶 性 A6 TCRの 結 合 を 示 す BIAcore応 答 曲 線 で あ る 。
【 図 ８ ３ 】 図 ８ ３ ａ は 、 １ Ｂ Ｄ ２ 配 列 を 含 む モ デ ル の 周 囲 の 電 子 密 度 地 図 で あ る （ 鎖 Ａ 　
Ｔ ｈ ｒ １ ６ ４ 、 鎖 Ｂ 　 Ｓ ｅ ｒ 　 １ ７ ４ ） 。 地 図 に は 、 １ ． ０ 、 ２ ． ０ 及 び ３ ． ０ σ の 等 高
線 が 記 さ れ て い る 。 図 ８ ３ ｂ は 、 ２ つ の 位 置 Ａ １ ６ ４ 及 び Ｂ １ ７ ４ に お い て Ｃ ｙ ｓ で 改 良
（ ｒ ｅ ｆ ｉ ｎ ｅ ｍ ｅ ｎ ｔ ） し た 後 の 電 子 密 度 地 図 で あ る 。 こ の 地 図 も 、 図 ８ ３ ａ と 同 じ σ
レ ベ ル で 等 高 線 が 記 さ れ て い る 。
【 図 ８ ４ 】 図 ８ ４ は 、 １ Ｂ Ｄ ２ 　 TCRの 構 造 を 本 発 明 の NY-ESO TCRの 構 造 と 、 リ ボ ン 表 示
及 び コ イ ル 表 示 で 前 記 各 構 造 を 重 ね 合 わ せ る こ と に よ っ て 比 較 し た 図 で あ る 。
【 図 ８ ５ 】 図 ８ ５ ａ 及 び ８ ５ ｂ は 、 ビ オ チ ン 認 識 部 位 が 導 入 さ れ た NY-ESO TCRの β 鎖 の そ
れ ぞ れ Ｄ Ｎ Ａ 配 列 及 び ア ミ ノ 酸 配 列 で あ る 。 ビ オ チ ン 認 識 部 位 を 強 調 し て 示 す 。
【 図 ８ ６ 】 図 ８ ６ ａ 及 び ８ ６ ｂ は 、 ヘ キ サ － ヒ ス チ ジ ン タ グ を 導 入 し た NY-ESO TCRの β 鎖
の そ れ ぞ れ Ｄ Ｎ Ａ 配 列 及 び ア ミ ノ 酸 配 列 で あ る 。 ヘ キ サ － ヒ ス チ ジ ン タ グ を 強 調 し て 示 す
。
【 図 ８ ７ 】 図 ８ ７ は 、 点 線 で 示 し た ０ ～ ５ ０ ０ ｍ Ｍ の Ｎ ａ Ｃ ｌ 勾 配 を 用 い た POROS 50HQ陰
イ オ ン 交 換 カ ラ ム か ら の 新 規 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 及 び ビ オ チ ン 認 識 配 列 を 含 む 可 溶 性 NY-ESO
 TCRの 溶 出 を 示 す グ ラ フ で あ る 。
【 図 ８ ８ 】 図 ８ ８ は 、 点 線 で 示 し た ０ ～ ５ ０ ０ ｍ Ｍ の Ｎ ａ Ｃ ｌ 勾 配 を 用 い た POROS 50HQ陰
イ オ ン 交 換 カ ラ ム か ら の 新 規 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 及 び ヘ キ サ － ヒ ス チ ジ ン タ グ を 含 む 可 溶 性
NY-ESO TCRの 溶 出 を 示 す グ ラ フ で あ る 。
【 図 ８ ９ 】 図 ８ ９ は 、 図 ８ ７ に 示 し た Ｎ Ｙ － Ｅ Ｓ Ｏ － ビ オ チ ン タ グ 付 き 陰 イ オ ン 交 換 カ ラ
ム 分 析 か ら プ ー ル さ れ た 画 分 の ゲ ル ろ 過 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ に よ る タ ン パ ク 質 溶 出 プ ロ フ ァ
イ ル で あ る 。
【 図 ９ ０ 】 図 ９ ０ は 、 図 ８ ８ に 示 し た Ｎ Ｙ － Ｅ Ｓ Ｏ － ヘ キ サ － ヒ ス チ ジ ン タ グ 付 き 陰 イ オ
ン 交 換 カ ラ ム 分 析 か ら プ ー ル さ れ た 画 分 の ゲ ル ろ 過 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ に よ る タ ン パ ク 質 溶
出 プ ロ フ ァ イ ル で あ る 。
【 図 ９ １ － １ 】 図 ９ １ ａ ～ ｈ は 、 そ れ ぞ れ 以 下 の 濃 度 の Ｎ Ｙ － Ｅ Ｓ Ｏ ペ プ チ ド 及 び 蛍 光 NY
-ESO TCR四 量 体 と 共 に イ ン キ ュ ベ ー ト し た Ｈ Ｌ Ａ － Ａ ２ 陽 性 Ｅ Ｂ Ｖ 形 質 転 換 Ｂ 細 胞 系 （ Ｐ
Ｐ 　 Ｌ Ｃ Ｌ ） を ２ ５ ， ０ ０ ０ 回 測 定 し て 得 ら れ た 染 色 強 度 を 示 す Ｆ Ａ Ｃ Ｓ ヒ ス ト グ ラ ム で
あ る 。 NYESO　 ０ 　 TCR　 ５ μ ｇ 、 NYESO　 １ ０ － ４ Ｍ 　 TCR　 ５ μ ｇ 、 NYESO　 １ ０ － ５ Ｍ
　 TCR　 ５ μ ｇ 、 NYESO　 １ ０ － ６ Ｍ 　 TCR　 ５ μ ｇ 、 NYESO　 ０ 　 TCR　 １ ０ μ ｇ 、 NYESO　
１ ０ － ４ Ｍ 　 TCR　 １ ０ μ ｇ 、 NYESO　 １ ０ － ５ Ｍ 　 TCR　 １ ０ μ ｇ 、 NYESO　 １ ０ － ６ Ｍ 　
TCR　 １ ０ μ ｇ 。
【 図 ９ １ － ２ 】 図 ９ １ － １ の 説 明 に 同 じ 。
【 図 ９ １ － ３ 】 図 ９ １ － １ の 説 明 に 同 じ 。
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【 図 ９ ２ 】 図 ９ ２ は 、 TRBC１ ＊ ０ １ 定 常 領 域 が 組 み 込 ま れ た A6 TCRの ベ ー タ 鎖 の Ｄ Ｎ Ａ 配
列 で あ る 。
【 図 ９ ３ 】 図 ９ ３ は 、 点 線 で 示 し た ０ ～ ５ ０ ０ ｍ Ｍ の Ｎ ａ Ｃ ｌ 勾 配 を 用 い た POROS 50HQカ
ラ ム か ら の タ ン パ ク 質 溶 出 を 示 し た 、 TRBC１ ＊ ０ １ 定 常 領 域 が 組 み 込 ま れ た 可 溶 性 A6 TCR
の 陰 イ オ ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ の ト レ ー ス で あ る 。
【 図 ９ ４ 】 図 ９ ４ － Ａ ． 図 ９ ３ に 示 し た カ ラ ム 分 析 画 分 の 還 元 Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ （ ク ー マ
シ ー 染 色 ） を 示 す 図 で あ る 。 Ｂ ． 図 ９ ３ に 示 し た カ ラ ム 分 析 画 分 の 非 還 元 Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ
Ｅ （ ク ー マ シ ー 染 色 ） を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ９ ５ 】 図 ９ ５ は 、 図 ９ ３ の ピ ー ク ２ か ら プ ー ル さ れ た 画 分 の サ イ ズ 排 除 ク ロ マ ト グ ラ
フ ィ を 示 す グ ラ フ で あ る 。 ピ ー ク １ は 、 鎖 間 ジ ス ル フ ィ ド 連 結 さ れ た TCRヘ テ ロ ダ イ マ ー
を 含 む 。
【 図 ９ ６ 】 図 ９ ６ － Ａ ． Ｈ Ｌ Ａ － Ｆ ｌ ｕ 複 合 体 に 対 す る ジ ス ル フ ィ ド 連 結 Ａ ６ 可 溶 性 TCR
の 特 異 的 結 合 の BIAcore分 析 結 果 を 示 す グ ラ フ で あ る 。 Ｂ ． ジ ス ル フ ィ ド 連 結 Ａ ６ 可 溶 性 T
CRの 単 回 投 与 の 対 照 と 比 較 し た 結 合 応 答 を 示 す グ ラ フ で あ る 。
【 図 ９ ７ 】 図 ９ ７ は 、 「 フ リ ー の 」 シ ス テ イ ン が 組 み 込 ま れ た A6 TCRの 突 然 変 異 ベ ー タ 鎖
の 核 酸 配 列 で あ る 。
【 図 ９ ８ 】 図 ９ ８ は 、 点 線 で 示 し た ０ ～ ５ ０ ０ ｍ Ｍ の Ｎ ａ Ｃ ｌ 勾 配 を 用 い た POROS 50HQカ
ラ ム か ら の タ ン パ ク 質 溶 出 を 示 す 、 「 フ リ ー の 」 シ ス テ イ ン が 組 み 込 ま れ た 可 溶 性 A6 TCR
の 陰 イ オ ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ を 示 す グ ラ フ で あ る 。
【 図 ９ ９ 】 図 ９ ９ － Ａ ． 図 ９ ８ に 示 し た カ ラ ム 分 析 画 分 の 還 元 Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ （ ク ー マ
シ ー 染 色 ） を 示 す 図 で あ る 。 Ｂ ． 図 ９ ８ に 示 し た カ ラ ム 分 析 画 分 の 非 還 元 Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ
Ｅ （ ク ー マ シ ー 染 色 ） を 示 す 図 で あ る 。
【 図 １ ０ ０ 】 図 １ ０ ０ は 、 図 ９ ８ の ピ ー ク ２ か ら プ ー ル さ れ た 画 分 の サ イ ズ 排 除 ク ロ マ ト
グ ラ フ ィ を 示 す 図 で あ る 。 ピ ー ク １ は 、 鎖 間 ジ ス ル フ ィ ド 連 結 さ れ た TCRヘ テ ロ ダ イ マ ー
を 含 む 。
【 図 １ ０ １ 】 図 １ ０ １ － Ａ ． Ｈ Ｌ Ａ － Ｆ ｌ ｕ 複 合 体 に 「 フ リ ー の 」 シ ス テ イ ン が 組 み 込 ま
れ た ジ ス ル フ ィ ド 連 結 Ａ ６ 可 溶 性 TCRの 特 異 的 結 合 の BIAcore分 析 結 果 を 示 す グ ラ フ で あ る
。 Ｂ ． ジ ス ル フ ィ ド 連 結 Ａ ６ 可 溶 性 TCRの 単 回 投 与 の 対 照 と 比 較 し た 結 合 応 答 を 示 す グ ラ
フ で あ る 。
【 図 １ ０ ２ 】 図 １ ０ ２ は 、 「 フ リ ー の 」 シ ス テ イ ン が 突 然 変 異 し た セ リ ン 残 基 が 組 み 込 ま
れ た A6 TCRの 突 然 変 異 ベ ー タ 鎖 の 核 酸 配 列 で あ る 。
【 図 １ ０ ３ 】 図 １ ０ ３ は 、 点 線 で 示 し た ０ ～ ５ ０ ０ ｍ Ｍ の Ｎ ａ Ｃ ｌ 勾 配 を 用 い た POROS 50
HQカ ラ ム か ら の タ ン パ ク 質 溶 出 を 示 す 、 「 フ リ ー の 」 シ ス テ イ ン が 突 然 変 異 し た セ リ ン 残
基 が 組 み 込 ま れ た 可 溶 性 A6 TCRの 陰 イ オ ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ を 示 す グ ラ フ で あ る 。
【 図 １ ０ ４ 】 図 １ ０ ４ － Ａ ． 図 １ ０ ３ に 示 し た カ ラ ム 分 析 画 分 の 還 元 Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ （
ク ー マ シ ー 染 色 ） を 示 す 図 で あ る 。 Ｂ ． 図 １ ０ ３ に 示 し た カ ラ ム 分 析 画 分 の 非 還 元 Ｓ Ｄ Ｓ
－ Ｐ Ａ Ｇ Ｅ （ ク ー マ シ ー 染 色 ） を 示 す 図 で あ る 。 ピ ー ク ２ が 、 鎖 間 ジ ス ル フ ィ ド 連 結 さ れ
た TCRヘ テ ロ ダ イ マ ー を 含 ん で い る こ と は 明 ら か で あ る 。
【 図 １ ０ ５ 】 図 １ ０ ５ は 、 図 １ ０ ３ の ピ ー ク ２ か ら プ ー ル さ れ た 画 分 の サ イ ズ 排 除 ク ロ マ
ト グ ラ フ ィ を 示 す グ ラ フ で あ る 。 ピ ー ク １ は 、 鎖 間 ジ ス ル フ ィ ド 連 結 さ れ た TCRヘ テ ロ ダ
イ マ ー を 含 む 。
【 図 １ ０ ６ 】 図 １ ０ ６ － Ａ ． 「 フ リ ー の 」 シ ス テ イ ン が 突 然 変 異 し た セ リ ン 残 基 が 組 み 込
ま れ た ジ ス ル フ ィ ド 連 結 Ａ ６ 可 溶 性 TCRの Ｈ Ｌ Ａ － Ｆ ｌ ｕ 複 合 体 に 対 す る 特 異 的 結 合 の BIA
core分 析 結 果 を 示 す グ ラ フ で あ る 。 Ｂ ． ジ ス ル フ ィ ド 連 結 Ａ ６ 可 溶 性 TCRの 単 回 投 与 の 対
照 と 比 較 し た 結 合 応 答 を 示 す グ ラ フ で あ る 。
【 図 １ ０ ７ － １ 】 図 １ ０ ７ は 、 ｐ Ｙ Ｘ １ １ ２ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 で あ る 。
【 図 １ ０ ７ － ２ 】 図 １ ０ ７ － １ の 説 明 に 同 じ 。
【 図 １ ０ ８ － １ 】 図 １ ０ ８ は 、 ｐ Ｙ Ｘ １ ２ ２ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 で あ る 。
【 図 １ ０ ８ － ２ 】 図 １ ０ ７ － １ の 説 明 に 同 じ 。
【 図 １ ０ ９ 】 図 １ ０ ９ は 、 TCRα 鎖 に 融 合 し た プ レ プ ロ α 接 合 因 子 の Ｄ Ｎ Ａ 配 列 及 び タ ン
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パ ク 質 配 列 で あ る 。
【 図 １ １ ０ 】 図 １ １ ０ は 、 TCRβ 鎖 に 融 合 し た プ レ プ ロ α 接 合 因 子 の Ｄ Ｎ Ａ 配 列 及 び タ ン
パ ク 質 配 列 で あ る 。
【 図 １ １ １ 】 図 １ １ １ は 、 Ｓ ． ｃ ｅ ｒ ｅ ｖ ｉ ｓ ｉ ａ ｅ 菌 株 Ｓ Ｅ Ｙ ６ ２ １ ０ に お い て 発 現 さ
れ る 可 溶 性 TCRの ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト の 写 真 で あ る 。 レ ー ン Ｃ は 、 対 照 と し て 精 製 可 溶 性 N
Y-ESO TCR　 ６ ０ ｎ ｇ を 含 む 。 レ ー ン １ 及 び ２ は 、 ２ つ の 別 個 の TCR形 質 転 換 酵 母 培 養 物 か
ら 収 集 し た タ ン パ ク 質 を 含 む 。
【 図 １ １ ２ 】 図 １ １ ２ は 、 ｐ Ｅ Ｘ １ ７ ２ プ ラ ス ミ ド の Ｋ ｐ ｎ Ｉ ～ Ｅ ｃ ｏ Ｒ Ｉ 挿 入 断 片 の 核
酸 配 列 で あ る 。 プ ラ ス ミ ド の 残 部 は 、 ｐ Ｂ ｌ ｕ ｅ Ｓ ｃ ｒ ｉ ｐ ｔ 　 Ｉ Ｉ 　 Ｋ Ｓ － で あ る 。
【 図 １ １ ３ 】 図 １ １ ３ は 、 バ キ ュ ロ ウ イ ル ス に ク ロ ー ニ ン グ す る た め の TCR鎖 の 概 略 図 で
あ る 。
【 図 １ １ ４ 】 図 １ １ ４ は 、 ｐ Ａ ｃ Ａ Ｂ ３ 発 現 プ ラ ス ミ ド に 挿 入 す る た め の Ｂ ａ ｍ Ｈ Ｉ 挿 入
断 片 と し て の ジ ス ル フ ィ ド Ａ ６ 　 α 　 TCR構 築 物 の 核 酸 配 列 で あ る 。
【 図 １ １ ５ 】 図 １ １ ５ は 、 ｐ Ａ ｃ Ａ Ｂ ３ 発 現 プ ラ ス ミ ド に 挿 入 す る た め の Ｂ ａ ｍ Ｈ Ｉ 挿 入
断 片 と し て の ジ ス ル フ ィ ド Ａ ６ 　 β 　 TCR構 築 物 を 示 す 図 で あ る 。
【 図 １ １ ６ 】 図 １ １ ６ は 、 細 菌 に よ っ て 産 生 さ れ た ジ ス ル フ ィ ド A6 TCR及 び 昆 虫 ジ ス ル フ
ィ ド A6 TCRに 対 す る ク ー マ シ ー 染 色 ゲ ル 及 び ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト を 示 す 写 真 で あ る 。
【 手 続 補 正 ４ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 図 面
【 補 正 対 象 項 目 名 】 図 ５ ８
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 図 ５ ８ 】
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【 国 際 調 査 報 告 】
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