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(57)【要約】
【課題】ＴＣＲ分子への新規な機能の導入する際の課題の解決手段を提供すること。
【解決手段】Ｔ細胞受容体ドメインポリペプチドの構造ループ領域に少なくとも１つの修
飾を有し、抗原のエピトープへの前記Ｔ細胞受容体ドメインポリペプチドの結合を決定す
る、Ｔ細胞受容体ドメインポリペプチドのエンジニアリング（ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ）
方法。未修飾のＴ細胞受容体ドメインポリペプチドは前記エピトープと顕著に結合しない
。上記方法は、以下のステップからなる：少なくとも１つの構造ループ領域からなるＴ細
胞受容体ドメインポリペプチドをコードする核酸を準備するステップと、少なくとも１つ
の前記構造ループ領域の少なくとも１つのヌクレオチド残基を修飾するステップと、発現
システム中に前記修飾された核酸を移すステップと、前記修飾されたＴ細胞受容体ドメイ
ンポリペプチドを発現させるステップと、前記エピトープと、発現された修飾されたＴ細
胞受容体ドメインポリペプチドとを接触させるステップと、前記修飾されたＴ細胞受容体
ドメインポリペプチドが前記エピトープと結合するか否かを測定するステップ。
【選択図】なし
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　Ｔ細胞受容体ドメインポリペプチドのエンジニアリング方法であって、前記ポリペプチ
ドが、
少なくとも１つの修飾を前記Ｔ細胞受容体ドメインポリペプチドの構造ループ領域に有し
、抗原のエピトープへの前記Ｔ細胞受容体ドメインポリペプチドの結合を決定し、未修飾
のＴ細胞受容体ドメインポリペプチドが前記エピトープと顕著に結合しない、前記方法で
あって、
－少なくとも１つの構造ループ領域からなるＴ細胞受容体ドメインポリペプチドをコード
する核酸を準備するステップと、
－少なくとも１つの前記構造ループ領域の少なくとも１つのヌクレオチド残基を修飾する
ステップと、
－発現システム中に前記修飾された核酸を移すステップと、
－前記修飾されたＴ細胞受容体ドメインポリペプチドを発現させるステップと、
－前記エピトープと、発現された修飾されたＴ細胞受容体ドメインポリペプチドとを接触
させるステップと、
－前記修飾されたＴ細胞受容体ドメインポリペプチドが前記エピトープと結合するか否か
を測定するステップと、
を有してなる方法。
【請求項２】
　前記Ｔ細胞受容体ドメインポリペプチドが、少なくとも２つのエピトープに対して特異
的に結合する、請求項１記載の方法。
【請求項３】
　前記Ｔ細胞受容体ドメインポリペプチドが、ヒト若しくはマウス由来である、請求項１
及び２のいずれか１項記載の方法。
【請求項４】
　前記Ｔ細胞受容体ドメインポリペプチドが、可変若しくは定常ドメインから、好ましく
はＶ－α、Ｖ－β、Ｖ－γ、Ｖ－δ、Ｃ－α、Ｃ－β、Ｃ－γ、Ｃ－δからなる群から選
択されるＴ細胞受容体ドメインに由来する、請求項１から３のいずれか１項記載の方法。
【請求項５】
　前記可変ドメインの前記修飾されたループ領域が、アミノ酸１１～１９、アミノ酸４３
～５１、アミノ酸６７～８０又はアミノ酸９０～９９の範囲内で少なくとも１つの修飾を
有し、これらのドメインのアミノ酸位の付番がＩＭＧＴに従う、請求項１から４のいずれ
か１項記載の方法。
【請求項６】
　前記定常ドメインの前記修飾されたループ領域が、アミノ酸９～２０、アミノ酸２７～
３６、アミノ酸４１～７８、アミノ酸８２～８５、アミノ酸９０～１０２又はアミノ酸１
０７～１１６の範囲内で少なくとも１つの修飾を有し、それらのドメインのアミノ酸位の
付番がＩＭＧＴに従う、請求項１～４のいずれか１項記載の方法
【請求項７】
　核酸の少なくとも１つのヌクレオチドの修飾が、前記核酸によってコードされるＴ細胞
受容体ドメインポリペプチドの１つ以上のアミノ酸の置換、欠失及び／又は挿入を生じさ
せる、請求項１から６のいずれか１項記載の方法。
【請求項８】
　少なくとも１つの構造ループ領域の少なくとも１つのアミノ酸が、部位特異的ランダム
変異導入により修飾される、請求項１から７のいずれか１項記載の方法。
【請求項９】
　ランダムに修飾された核酸分子が、コード配列ＮＮＳ、ＮＮＮ、ＮＮＫ、ＴＭＴ、ＷＭ
Ｔ、ＲＭＣ、ＲＭＧ、ＭＲＴ、ＳＲＣ、ＫＭＴ、ＲＳＴ、ＹＭＴ、ＭＫＣ、ＲＳＡ、ＲＲ
Ｃを有する少なくとも１つのヌクレオチドの反復単位を有してなり、これらのコードがＩ
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ＵＰＡＣに従う、請求項８記載の方法。
【請求項１０】
　変異型のＴ細胞受容体ドメインポリペプチドのタンパク質ライブラリの調製への、請求
１から９のいずれか１項記載の方法により得られるＴ細胞受容体ドメインポリペプチドの
使用。
【請求項１１】
　少なくとも１つの構造ループ領域中に修飾を有する、請求項１から９のいずれか１項記
載の方法により得られる、少なくとも１０個のＴ細胞受容体ドメインポリペプチドを含ん
でなるライブラリ。
【請求項１２】
　少なくとも１つの構造ループ領域中に少なくとも３つのアミノ酸位の突然変異を有し、
請求項１から９のいずれか１項記載の方法により得られる、少なくとも１０個のＴ細胞受
容体ドメインポリペプチドを含んでなるライブラリ。
【請求項１３】
　Ｖ－α、Ｖ－β、Ｖ－γ、Ｖ－δ、Ｃ－α、Ｃ－β、Ｃ－γ、Ｃ－δからなる群から選
抜されるＴ細胞受容体ドメインポリペプチドを含んでなる、請求項１１又は１２に記載の
ライブラリ。
【請求項１４】
　少なくとも１つの構造ループ領域中に少なくとも１つの修飾を有し、請求項１から９の
いずれか１項記載の方法により得られる、少なくとも１０個のＴ細胞受容体を含んでなる
ライブラリ。
【請求項１５】
　Ｖ－α、Ｖ－β、Ｖ－γ、Ｖ－δ、Ｃ－α、Ｃ－β、Ｃ－γ、Ｃ－δからなる群から選
抜されるドメインの、少なくとも１つの構造ループ領域中に修飾を有し、請求項１から９
のいずれか１項記載の方法により得られる、少なくとも１０個のＴ細胞受容体を含んでな
るライブラリ。
【請求項１６】
　少なくとも１つの構造ループ領域中に少なくとも３つの修飾を有し、請求項１から９の
いずれか１項記載の方法により得られる、少なくとも１０個のＴ細胞受容体を含んでなる
ライブラリ。
【請求項１７】
　分子を特異的に結合及び／又は検出する方法であって、
（ａ）請求項１０から１６のいずれか１項記載の修飾されたＴ細胞受容体のライブラリ、
又は請求項１から９のいずれか１項記載の方法で得られる修飾されたＴ細胞受容体ドメイ
ンポリペプチドを、前記分子を含有する試験サンプルと接触させるステップと、任意に、
（ｂ）特異的なＴ細胞受容体／分子複合体の潜在的形成を検出するステップと、を有して
なる方法。
【請求項１８】
　分子に特異的に結合する修飾されたＴ細胞受容体を分離する方法であって、
（ａ）請求項１０から１６のいずれか１項記載の修飾されたＴ細胞受容体のライブラリ、
又は請求項１から９のいずれか１項記載の方法により得られる修飾されたＴ細胞受容体を
、前記分子を含有するサンプルと接触させるステップと、
（ｂ）形成された特異的な修飾されたＴ細胞受容体／分子複合体を分離するステップと、
（ｃ）任意に修飾されたＴ細胞受容体を前記複合体から分離するステップと、を有してな
る方法。
【請求項１９】
　結合パートナーのキットであって、
（ａ）請求項１０から１６のいずれか１項記載の修飾されたＴ細胞受容体のライブラリ、
又は請求項１から９のいずれか１項記載の方法により得られる修飾されたＴ細胞受容体ド
メインポリペプチドと、
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（ｂ）抗原のエピトープを有する結合分子と、を含んでなるキット。
【請求項２０】
　請求項１０から１９のいずれか１項記載のライブラリから得られる、請求項１から９の
いずれか１項記載の修飾されたＴ細胞受容体ドメインポリペプチドを選抜するための、請
求項１９記載のキットの結合分子の使用。
【請求項２１】
　少なくとも１つの構造ループ領域を有してなるＴ細胞受容体ドメインポリペプチドであ
って、前記少なくとも１つのループ領域が、抗原のエピトープへの、前記少なくとも１つ
の修飾されたループ領域の結合を可能にする、少なくとも１つの修飾を有してなり、未修
飾のＴ細胞受容体ドメインポリペプチドが、前記エピトープと結合しない、Ｔ細胞受容体
ドメインポリペプチド。
【請求項２２】
　血清タンパク質、Ｆｃ受容体、補体分子及び血清アルブミンからなる群から選択される
抗原のエピトープに結合する、請求項２１記載のＴ細胞受容体ドメインポリペプチド。
【請求項２３】
　少なくとも２つの修飾された構造ループ領域を有する、請求項２１又は２２記載の修飾
されたＴ細胞受容体ドメインポリペプチド
【請求項２４】
　請求項２１から２３のいずれか１項記載の、少なくとも１つの修飾されたＴ細胞受容体
ドメインを有してなるＴ細胞受容体であって、前記修飾されたドメインが、Ｖ－α、Ｖ－
β、Ｖ－γ、Ｖ－δ、Ｃ－α、Ｃ－β、Ｃ－γ、Ｃ－δ又はそれらの一部からなる群から
選抜され、前記少なくとも１つの修飾された構造ループ領域が、少なくとも３つのアミノ
酸変異を有してなる、Ｔ細胞受容体。
【請求項２５】
　請求項２１から２４のいずれか１項記載の少なくとも１つの修飾されたＴ細胞受容体ド
メインと、少なくとも１つの他の結合分子と、有してなる分子であって、前記他の結合分
子が、請求項２１から２４のいずれか１項記載の修飾されたＴ細胞受容体ドメイン、免疫
グロブリン、可溶性受容体、リガンド、核酸及び炭水化物からなる群から選択される分子
。
【請求項２６】
　Ｖ－α、Ｖ－β、Ｖ－γ、Ｖ－δの修飾されたループ領域が、アミノ酸１１～１９、ア
ミノ酸４３～５１、アミノ酸６７～８０又はアミノ酸９０～９９の範囲内で少なくとも１
つの修飾を有し、これらのドメインのアミノ酸位の付番がＩＭＧＴに従う、請求項２１か
ら２５のいずれか１項記載の分子。
【請求項２７】
　Ｃ－α、Ｃ－β、Ｃ－γ、Ｃ－δのループ領域が、アミノ酸９～２０、アミノ酸２７～
３６、アミノ酸４１～７８、アミノ酸８２～８５、アミノ酸９０～１０２又はアミノ酸１
０７～１１６の範囲内で少なくとも１つの修飾を有し、ドメインのアミノ酸位の付番がＩ
ＭＧＴに従う、請求項２１から２５のいずれか１項記載の分子。
【請求項２８】
　Ｔ細胞受容体又はその一部をコードする、請求項２１から２７のいずれか１項記載の核
酸。
【請求項２９】
　請求項１から９のいずれか１項記載の方法により得られる、Ｔ細胞受容体ドメインポリ
ペプチド。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、修飾されたＴ細胞受容体及びＴ細胞受容体ドメインポリペプチドのエンジニ
アリング及び調製のための新規な方法であって、特異的な結合特性をそれらに付与するこ
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とを目的とする、前記方法に関する。更に、前記方法によって得られた修飾されたＴ細胞
受容体ドメインポリペプチド、それを用いたライブラリの構築、並びにそれを用いた結合
構造の検出及びスクリーニング法の開発に関する。
【背景技術】
【０００２】
　Ｔ細胞受容体（ＴＣＲｓ）は免疫系の重要な分子である。その細胞外ドメインは、抗体
Ｆａｂ断片と相同であり、構造的に類似する。
【０００３】
　Ｔ細胞受容体は通常、α／β及びγ／δヘテロ二量体膜タンパク質としてＴ細胞の表面
上にて発現する。各サブユニットは、短い細胞内部分、単一の膜内外α－ヘリックス及び
２つの球状の細胞外Ｉｇ－スーパーファミリードメインからなる。ＴＣＲ－ヘテロ二量体
は、細胞外の、膜近位側の、鎖間ジスルフィド結合により安定化されている（非特許文献
１：Ｉｍｍｕｎｏｂｉｏｌｏｇｙ．５ｔｈ　ｅｄ．Ｊａｎｅｗａｙ，Ｃｈａｒｌｅｓ　Ａ
、Ｔｒａｖｅｒｓ，Ｐａｕｌ、Ｗａｌｐｏｒｔ，Ｍａｒｋ、Ｓｈｌｏｍｃｈｉｋ，Ｍａｒ
ｋ．Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ　ａｎｄ　Ｌｏｎｄｏｎ：Ｇａｒｌａｎｄ　Ｐｕｂｌｉｓｈｉｎｇ
、２００１）。したがってＴＣＲｓは、４つの細胞外ドメイン、２つの膜近位（Ｃ末端）
ドメイン（不変）、及び２つのＮ－末端ドメイン（可変）を有する。可変ドメインは、遺
伝子の接合部及び定常部（β鎖の場合は多様性遺伝子部分）によって再編成される可変的
な遺伝子部分によってコードされ、それにより、成熟した免疫系において観察されるＴＣ
Ｒ多様性が生じる。
【０００４】
　Ｔ細胞受容体の定常ドメインと同様に両方の可変ドメインは、抗体ドメインと構造的に
類似し、典型的な「免疫グロブリンフォールディング構造」を示す。各ドメインは、圧縮
された逆平行βバレルの各々に対して強固にパッケージされた、２つのβシートと類似す
る構造を有する。ＴＣＲ－定常ドメイン（Ｃ－ドメイン）の免疫グロブリンフォールディ
ング構造は、４鎖シートに対してパッケージされた３鎖シートを有する。上記のフォール
ディング構造は、各シートのβ鎖間の水素結合によって、内部の逆向きシートの残基間の
疎水性結合によって、及びシート間のジスルフィド結合によって安定化されている。３鎖
のシートは、鎖Ｃ、Ｆ及びＧを有し、４鎖のシートは鎖Ａ、Ｂ、Ｅ及びＤを有する。Ａか
らＧの文字は、免疫グロブリンフォールディング構造のアミノ酸配列に沿った、β鎖中の
連続的な位置のことを意味する。可変ドメイン中のフォールディング構造は、４鎖及び５
鎖の２つのシート中に整列された、９つのβ鎖を有する。５鎖シートは、構造的に定常ド
メインの３鎖シートに対応するが、余分のＣ鎖及びＣ’鎖を有する。残りの鎖（Ａ、Ｂ、
Ｃ、Ｄ、Ｅ、Ｆ、Ｇ）は、定常ドメインの免疫グロブリンフォールディング構造中のそれ
らの対応する鎖と同じトポロジー及び類似の構造を有する。定常ドメインの場合と同様、
ジスルフィド結合は逆向きシート中のＢ鎖とＦ鎖を連結する。
【０００５】
　アミノ酸配列及びＴＣＲｓのタンパク質ループ及びシートの指定の全ての付番は、ＩＭ
ＧＴ付番号に従い行う（ＩＭＧＴ，ｔｈｅ　ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ　ＩｍＭｕｎｏ
ＧｅｎｅＴｉｃｓ　ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ　ｓｙｓｔｅｍ＠ｉｍｇｔ．ｃｉｎｅｓ．ｆ
ｒ、ｈｔｔｐ：／／ｉｍｇｔ．ｃｉｎｅｓ．ｆｒ、非特許文献２：Ｌｅｆｒａｎｃら、，
（２００３）Ｄｅｖ　Ｃｏｍｐ　Ｉｍｍｕｎｏｌ　２７：５５　７７．、非特許文献３：
Ｌｅｆｒａｎｃら、（２００５）Ｄｅｖ　Ｃｏｍｐ　Ｉｍｍｕｎｏｌ　２９：１８５－２
０３）。
【０００６】
　両方のＴＣＲ鎖の可変ドメインは、３つの超可変ループ又は相補性決定領域（ＣＤＲｓ
）を有する。Ｖ－ドメイン（ＣＤＲ１、ＣＤＲ２、ＣＤＲ３）中の３つのＣＤＲｓは、β
バレルの端部でクラスターとして形成されている。ＣＤＲｓは、免疫グロブリンフォール
ディング構造中のβ鎖のＢ－Ｃ、Ｃ’－Ｃ”及びＦ－Ｇを連結するループである。ＣＤＲ
ｓ中の残基はＴＣＲ分子ごとに異なり、各ＴＣＲに抗原特異性を付与する役割を果たす。
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ＴＣＲ分子の先端のＶ－ドメインは密接にパッケージされ、それにより、６つのＣＤＲｓ
（各可変ドメイン上に３つずつ）が共同し、抗原への特異的な結合のための表面（又は空
腔）を形成する。ＴＣＲの天然の抗原結合部位はすなわち、軽鎖可変ドメイン中の鎖Ｂ－
Ｃ、Ｃ’－Ｃ”及びＦ－Ｇ、並びに重鎖可変ドメイン中の鎖Ｂ－Ｃ、Ｃ’－Ｃ”及びＦ－
Ｇを連結するループからなる。６つのＣＤＲループによる抗原結合に対する特異的な貢献
の程度は、ＴＣＲｓ間で多様に変化しうる。
【０００７】
　Ｔ細胞受容体には治療及び診断への応用可能性があり、抗体分子と同様に操作できるこ
とが証明されている（例えば非特許文献４：Ｍｏｌｌｏｙら、Ｃｕｒｒ　Ｏｐｉｎ　Ｐｈ
ａｒｍａｃｏｌ．（２００５）５：４３８－４４３、非特許文献５：Ｂｏｕｌｔｅｒ＆Ｊ
ａｋｏｂｓｅｎ　（２００５）Ｃｌｉｎ　Ｅｘｐ　Ｉｍｍｕｎｏｌ．１４２：４５４－４
６０）。
【０００８】
　様々なフォーマットによる、可溶性の及び細胞に固定された形のＴ細胞受容体のクロー
ニング及び発現がなされている（例えば非特許文献６：Ｍｏｙｓｅｙら、（２００４）Ａ
ｎａｌ　Ｂｉｏｃｈｅｍ．３２６：２８４－２８６、非特許文献７：Ｗｕｌｆｉｎｇ＆Ｐ
ｌｕｅｃｋｔｈｕｎ（１９９４）Ｊ　Ｍｏｌ　Ｂｉｏｌ．２４２：６５５－６６９、非特
許文献８：Ｂｏｕｌｔｅｒら、（２００３）Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｅｎｇ．１６：７０７－７
１１、非特許文献９：Ｓｃｈｏｄｉｎら、（１９９６）Ｍｏｌ　Ｉｍｍｕｎｏｌ　３３：
８１９　８２９、非特許文献１０：Ｃｈｕｎｇら、（１９９４）Ｐｒｏｃ　Ｎａｔｌ　Ａ
ｃａｄ　Ｓｃｉ　ＵＳＡ　９１：１２６５４　１２６５８、非特許文献１１：Ｐｌａｋｓ
ｉｎら、（１９９７）Ｊ　Ｉｍｍｕｎｏｌ　１５８：２２１８　２２２７、非特許文献１
２：Ｗｉｌｌｃｏｘら、（１９９９）Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｓｃｉ　８：２４１８　２４２３
、非特許文献１３：Ｗｅｂｅｒら、（２００５）Ｐｒｏｃ　Ｎａｔｌ　Ａｃａｄ　Ｓｃｉ
　ＵＳＡ．１０２：１９０３３－１９０３８、特許文献１：国際公開第０４０５０７０５
Ａ２号、特許文献２：国際公開第９６１８１０５Ａ１号、特許文献３：国際公開第０４０
３３６８５Ａ１号、特許文献４：国際公開第０２０６６６３６Ａ２号）。特許文献５：国
際公開第０２０５９２６３Ｃ２号は、ヒト化免疫系を有する遺伝子移入動物を用いたヒト
ＴＣＲ分子の開発を記載している。
【０００９】
　これまで高い親和性結合の形成が報告され、抗体親和性成熟技術と同様に研究が行われ
ている（例えば非特許文献１４：Ｂｏｕｌｔｅｒら、Ｎａｔ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ．（
２００５）２３：３４９－３５４、非特許文献１５：Ｃｈｌｅｗｉｃｋｉら、（２００５
）Ｊ　Ｍｏｌ　Ｂｉｏｌ．３４６：２２３－２３９、非特許文献１６：Ｓｈｕｓｔａら、
（２０００）１８：７５４－７５９、非特許文献１７：Ｈｏｌｌｅｒら、（２０００）Ｐ
ｒｏｃ　Ｎａｔｌ　Ａｃａｄ　Ｓｃｉ　ＵＳＡ　９７：５３８７－９２）。特許文献６：
国際公開第０４０４４００４Ａ２号、特許文献７：国際公開第０５１１６６４６Ａ１号及
び特許文献８：国際公開第９８３９４８２Ａ１号は、ＴＣＲ鎖のリボソーム及びファージ
ディスプレイ、及び特異的な抗原に対するＴＣＲ分子の選抜方法を記載している。特許文
献９：国際公開第０１４８１４５Ａ２は、高親和性ＴＣＲｓを記載している。また、Ｔ細
胞受容体の細胞外可変ドメインの操作が、ＣＤＲ－ドメインの修飾を介した特異性エンジ
ニアリングを目的として行われている（特許文献１０：国際公開第０５１１４２１５Ａ２
、特許文献１１：国際公開第０１５５３６６Ｃ２）。
【００１０】
　ＴＣＲ可変ドメインのＣＤＲループは、抗原特異性を定める。当該ドメイン残り部分は
フレームワーク（ＦＲ）と称される。これらのフレームワークドメインはβ鎖及びループ
構造からなる。
【００１１】
　天然のＴＣＲドメイン中のＣＤＲループでないループは、抗原結合又はエピトープ結合
特異性を有さず、ＴＣＲドメインの正しいフォールディングに関与し、またＣＤＲｓの正
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しい配置、ドメインの間の相互作用に関与する。これらのループは本発明では構造ループ
と呼ばれる。
【００１２】
　ＴＣＲドメインのフレームワーク領域は、例えば二量体の安定化のために修飾されてき
た。特許文献１２：国際公開第０６／０３７９６０Ａ２及び特許文献１３：国際公開第０
６／０５６７３３Ａ１は、非天然のジスルフィド結合による鎖間結合の導入を記載してい
る。特許文献１４：国際公開第０１５７２１１Ａ１は、ロイシンジッパーペプチドとの融
合による、ＴＣＲ鎖のヘテロ二量体化を記載している。
【００１３】
　特許文献１５：欧州特許出願公告第０６４０１３０Ｂ１は、複数の生物学的結合部位（
１つのＶドメイン又はＦｖｓ）を有するキメラ免疫グロブリンスーパーファミリータンパ
ク質のアナログ（χタンパク質）を記載している。これらのタンパク質上の結合部位は分
子の免疫グロブリンスーパーファミリーに関連する分子に由来する超可変ドメインからな
り、例えば免疫グロブリン、細胞表面抗原（例えばＴ細胞抗原）及び細胞受容体（例えば
Ｆｃ受容体）などが挙げられる。超可変ドメインとは「ＣＤＲ様ドメイン」と呼ばれ、リ
ガンド結合部位を定める。更に、χタンパク質は少なくとも更に１つのリガンド結合部位
部分、及びＣＤＲ様ドメインを有し、β－バレルドメインのＦＲ様領域にスプライスされ
る。χタンパク質の各リガンド結合部位はゆえに、免疫グロブリンスーパーファミリーの
分子に由来するＣＤＲ様ドメインからなる。例えば、リガンド結合部位はリガンドが抗原
である免疫グロブリン分子に由来するＣＤＲｓからなる。特許文献１５：欧州特許出願公
告第０６４０１３０Ｂ１はすなわち、可変ドメインの構造ループに、免疫グロブリンスー
パーファミリー分子に由来する所定の特異性を有するＣＤＲ様ドメインをスプライシング
する方法を教示する。χタンパク質の発明者は、機能的な二重特異的な抗体がこの技術に
より調製できることを示唆している。しかしながら、この技術の要件として、可変ドメイ
ンのためのＣＤＲ様ループの相対的な方向（ＣＤＲループの左右対称性）が、構造ループ
の相対的な方向と近似するように再生されていることが挙げられる。特許文献１５：欧州
特許出願公告第０６４０１３０Ｂ１は、ＣＤＲ様ループ左右対称のかかる近似が、構造ル
ープにとり必要であることを記載している。しかしながら、ＣＤＲループ及び構造ループ
の相対的な方向が、充分な詳細及び解像度において同様であることは疑わしい。ゆえに、
この技術によって二重特異的な分子を開発することが可能であることは、実は現在まで開
示されていなかった。特許文献１５：欧州特許出願公告第０６４０１３０Ｂ１は、Ｒ１９
．９（ｐ－アゾベンゼンアルソネートに特異的なマウスモノクローナル抗体）、及び２６
－１０（ウアバインに特異的なマウスモノクローナル抗体）が、それぞれ主要なＣＤＲル
ープを提供するフレームワークとして使用できることを例示している。マウス抗リゾチー
ム抗体Ｄ１．３のＣＤＲループは、構造ループ領域とグラフトしている。しかしながら、
グラフト後の機能的な特異性は記載されていない。他の実施例では、ウアバインに特異的
な単鎖抗体２６－１０は、ウアバインに特異的な単鎖Ｆｖ抗体断片の構造ループ中にリゾ
チームに特異的な抗体からの２つのＣＤＲｓをグラフトした後にそのウアバイン特異性が
保持されていることを記載している。しかしながら、この方法に従って作られた抗体断片
が、リゾチーム特異的な結合特異性を有することは記載されていない。
【００１４】
　ＴＣＲ分子に更なる機能を提供するために、様々な融合分子がデザインされている。非
特許文献１８：Ｍｏｓｑｕｅｒａら、（２００５）Ｊ　Ｉｍｍｕｎｏｌ　１７４：４３８
１－４３８８は、新規な抗体様の単鎖ＴＣＲヒトＩｇＧ１融合タンパク質を開示している
。非特許文献１９：Ｅｐｅｌら、（２００２）Ｃａｎｃｅｒ　Ｉｍｍｕｎｏｌ　Ｉｍｍｕ
ｎｏｔｈｅｒ　５１：５６５－５７３は、外毒素Ａタンパク質に融合させた機能的な組換
え単鎖Ｔ細胞受容体断片が、抗原提示細胞を選択的に標的としうることを開示している。
また、ＩＬ－２に対する単鎖ＴＣＲｓの融合により、トランスジェニックマウス腫瘍モデ
ルにおける肺転移が減少することが報告されている（非特許文献２０：Ｃａｒｄら、（２
００４）Ｃａｎｃｅｒ　Ｉｍｍｕｎｏｌ　Ｉｍｍｕｎｏｔｈｅｒ　５３：３４５－３５７
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）。特許文献１６：国際公開第０６０５４０９６Ａ２号はＴ細胞受容体（ＴＣＲ）及びス
ーパー抗原との間で会合した、可溶性の二官能性タンパク質を記載している。
【先行技術文献】
【特許文献】
【００１５】
【特許文献１】国際公開第０４／０５０７０５Ａ２号
【特許文献２】国際公開第９６／１８１０５Ａ１号
【特許文献３】国際公開第０４／０３３６８５Ａ１号
【特許文献４】国際公開第０２／０６６６３６Ａ２号
【特許文献５】国際公開第０２０５９２６３Ｃ２号
【特許文献６】国際公開第０４／０４４００４Ａ２号
【特許文献７】国際公開第０５／１１６６４６Ａ１号
【特許文献８】国際公開第９８／３９４８２Ａ１号
【特許文献９】国際公開第０１／４８１４５Ａ２号
【特許文献１０】国際公開第０５／１１４２１５Ａ２号
【特許文献１１】国際公開第０１／５５３６６Ｃ２号
【特許文献１２】国際公開第０６／０３７９６０Ａ２号
【特許文献１３】国際公開第０６／０５６７３３Ａ１号
【特許文献１４】国際公開第０１／５７２１１Ａ１号
【特許文献１５】欧州特許出願公告第０６４０１３０Ｂ１号
【特許文献１６】国際公開第０６０５４０９６Ａ２号
【非特許文献】
【００１６】
【非特許文献１】Ｉｍｍｕｎｏｂｉｏｌｏｇｙ．５ｔｈ　ｅｄ．Ｊａｎｅｗａｙ，Ｃｈａ
ｒｌｅｓ　Ａ、Ｔｒａｖｅｒｓ，Ｐａｕｌ、Ｗａｌｐｏｒｔ，Ｍａｒｋ、Ｓｈｌｏｍｃｈ
ｉｋ，Ｍａｒｋ．Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ　ａｎｄ　Ｌｏｎｄｏｎ：Ｇａｒｌａｎｄ　Ｐｕｂｌ
ｉｓｈｉｎｇ、２００１
【非特許文献２】Ｌｅｆｒａｎｃら、，（２００３）Ｄｅｖ　Ｃｏｍｐ　Ｉｍｍｕｎｏｌ
　２７：５５　７７．
【非特許文献３】Ｌｅｆｒａｎｃら、（２００５）Ｄｅｖ　Ｃｏｍｐ　Ｉｍｍｕｎｏｌ　
２９：１８５－２０３
【非特許文献４】Ｍｏｌｌｏｙら、Ｃｕｒｒ　Ｏｐｉｎ　Ｐｈａｒｍａｃｏｌ．（２００
５）５：４３８－４４３
【非特許文献５】Ｂｏｕｌｔｅｒ＆Ｊａｋｏｂｓｅｎ（２００５）Ｃｌｉｎ　Ｅｘｐ　Ｉ
ｍｍｕｎｏｌ．１４２：４５４－４６０
【非特許文献６】Ｍｏｙｓｅｙら、（２００４）Ａｎａｌ　Ｂｉｏｃｈｅｍ．３２６：２
８４－２８６
【非特許文献７】Ｗｕｌｆｉｎｇ＆Ｐｌｕｅｃｋｔｈｕｎ（１９９４）Ｊ　Ｍｏｌ　Ｂｉ
ｏｌ．２４２：６５５－６６９
【非特許文献８】Ｂｏｕｌｔｅｒら、（２００３）Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｅｎｇ．１６：７０
７－７１１
【非特許文献９】Ｓｃｈｏｄｉｎら、（１９９６）Ｍｏｌ　Ｉｍｍｕｎｏｌ　３３：８１
９　８２９
【非特許文献１０】Ｃｈｕｎｇら、（１９９４）Ｐｒｏｃ　Ｎａｔｌ　Ａｃａｄ　Ｓｃｉ
　ＵＳＡ　９１：１２６５４　１２６５８
【非特許文献１１】Ｐｌａｋｓｉｎら、（１９９７）Ｊ　Ｉｍｍｕｎｏｌ　１５８：２２
１８　２２２７
【非特許文献１２】Ｗｉｌｌｃｏｘら、（１９９９）Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｓｃｉ　８：２４
１８　２４２３
【非特許文献１３】Ｗｅｂｅｒら、（２００５）Ｐｒｏｃ　Ｎａｔｌ　Ａｃａｄ　Ｓｃｉ
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　ＵＳＡ．１０２：１９０３３－１９０３８
【非特許文献１４】Ｂｏｕｌｔｅｒら、Ｎａｔ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ．（２００５）２
３：３４９－３５４
【非特許文献１５】Ｃｈｌｅｗｉｃｋｉら、（２００５）Ｊ　Ｍｏｌ　Ｂｉｏｌ．３４６
：２２３－２３９
【非特許文献１６】Ｓｈｕｓｔａら、（２０００）１８：７５４－７５９
【非特許文献１７】Ｈｏｌｌｅｒら、（２０００）Ｐｒｏｃ　Ｎａｔｌ　Ａｃａｄ　Ｓｃ
ｉ　ＵＳＡ　９７：５３８７　９２
【非特許文献１８】Ｍｏｓｑｕｅｒａら、（２００５）Ｊ　Ｉｍｍｕｎｏｌ　１７４：４
３８１－４３８８
【非特許文献１９】Ｅｐｅｌら、（２００２）Ｃａｎｃｅｒ　Ｉｍｍｕｎｏｌ　Ｉｍｍｕ
ｎｏｔｈｅｒ　５１：５６５－５７３
【非特許文献２０】Ｃａｒｄら、（２００４）Ｃａｎｃｅｒ　Ｉｍｍｕｎｏｌ　Ｉｍｍｕ
ｎｏｔｈｅｒ　５３：３４５－３５７
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【００１７】
　ＴＣＲ分子に更なる治療、診断用及びアッセイ用途に適する機能をもたらすことは、大
きな前進である。融合タンパク質の生成は、この目的を達成するための１方法である。し
かしながら、融合タンパク質が治療に用いられる場合、それを産生するのはしばしば困難
であり、免疫原性の強化につながりうる。可変ドメインの構造ループ領域へのＣＤＲルー
プのグラフティングは、二重特異的な分子のエンジニアリングにおいては示されていない
。本発明は、ＴＣＲ分子への新規な機能の導入する際の課題の解決手段を提供する。
【課題を解決するための手段】
【００１８】
　本発明は好適には、前記Ｔ細胞受容体ドメインポリペプチドの構造ループ領域に少なく
とも１つの修飾を有し、抗原のエピトープへの前記Ｔ細胞受容体ドメインポリペプチドの
結合を決定する、Ｔ細胞受容体ドメインポリペプチドのエンジニアリング（ｅｎｇｉｎｅ
ｅｒｉｎｇ）方法を提供する。未修飾のＴ細胞受容体ドメインポリペプチドは前記エピト
ープと顕著に結合しない。上記方法は、以下のステップからなる、
－　少なくとも１つの構造ループ領域からなるＴ細胞受容体ドメインポリペプチドをコー
ドする核酸を準備するステップと、
－　少なくとも１つの前記構造ループ領域の少なくとも１つのヌクレオチド残基を修飾す
るステップと、
－　発現システム中に前記修飾された核酸を移すステップと、
－　前記修飾されたＴ細胞受容体ドメインポリペプチドを発現させるステップと、
－　前記エピトープと、発現された修飾されたＴ細胞受容体ドメインポリペプチドとを接
触させるステップと、
－　前記修飾されたＴ細胞受容体ドメインポリペプチドが前記エピトープと結合するか否
かを測定するステップ。
【００１９】
　本発明によれば、そのように得られたＴ細胞受容体ドメインポリペプチドは、１つのエ
ピトープのみならず、２つ以上のエピトープにも特異的に結合できる。本発明に係るＴ細
胞受容体ドメインポリペプチドはヒト若しくは動物の由来であってもよく、好ましくはヒ
ト若しくはマウス由来である。本発明のＴ細胞受容体ドメインは、可変若しくは定常ドメ
インから、好ましくはＶ－α、Ｖ－β、Ｖ－γ、Ｖ－δ、Ｃ－α、Ｃ－β、Ｃ－γ、Ｃ－
δドメインから選抜できる。
【００２０】
　本発明の特定の実施形態では、可変ドメインの修飾されたループ領域は、アミノ酸１１
～１９、アミノ酸４３～５１、アミノ酸６７～８０又はアミノ酸９０～９９の範囲内で少
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なくとも１つの修飾を有することができる。定常ドメインの修飾されたループ領域は、ア
ミノ酸９～２０、アミノ酸２７～３６、アミノ酸４１～７８、アミノ酸８２～８５、アミ
ノ酸９０～１０２又はアミノ酸１０７～１１６の範囲内で少なくとも１つの修飾を有する
ことができる。ドメインのアミノ酸位の付番はＩＭＧＴに従う。
【００２１】
　本発明に係る方法は、例えば、前記核酸によってコードされるＴ細胞受容体ドメインポ
リペプチドの１つ以上のアミノ酸の置換、欠失及び／又は挿入を生じさせる核酸の少なく
とも１つのヌクレオチドの修飾を提供する。あるいは、少なくとも１つの構造ループ領域
の少なくとも１つのアミノ酸は部位特異的ランダム変異導入により修飾される。ランダム
に修飾された核酸分子は少なくとも１つのヌクレオチドの反復単位（コード配列ＮＮＳ、
ＮＮＮ、ＮＮＫ、ＴＭＴ、ＷＭＴ、ＲＭＣ、ＲＭＧ、ＭＲＴ、ＳＲＣ、ＫＭＴ、ＲＳＴ、
ＹＭＴ、ＭＫＣ、ＲＳＡ、ＲＲＣ）を有してもよく、コードはＩＵＰＡＣに従う。本発明
は更に、この方法により得られるＴ細胞受容体ドメインポリペプチド、及び、タンパク質
の調製のための、変異型のＴ細胞受容体ドメインポリペプチドのライブラリへのそれらの
使用を提供する。本発明の方法は特に、Ｔ細胞受容体ドメインポリペプチド又はＴ細胞受
容体の少なくとも１つの構造ループ領域に、少なくとも１０の修飾を有するライブラリを
提供し、あるいは、少なくとも１つの構造ループ領域に少なくとも３つのアミノ酸の突然
変異を有する。Ｔ細胞受容体ドメインポリペプチドは、Ｖ－α、Ｖ－β、Ｖ－γ、Ｖ－δ
、Ｃ－α、Ｃ－β、Ｃ－γ又はＣ－δであってもよい。
【００２２】
　本発明はまた、分子の特異的な結合及び／又は検出方法の提供に関する。当該方法は、
以下のステップを有してなる：
（ａ）修飾されたＴ細胞受容体のライブラリ又は本発明の方法により得られる修飾された
Ｔ細胞受容体ドメインポリペプチドを、前記分子を含有する試験サンプルと接触させるス
テップと、任意に、
（ｂ）特異的なＴ細胞受容体／分子複合体の潜在的形成を検出するステップ。
【００２３】
　更に、本発明はまた、以下のステップからなる、分子に特異的に結合する修飾されたＴ
細胞受容体を分離する方法の提供に関する：
（ａ）修飾されたＴ細胞受容体のライブラリ又は本発明に係る方法により得られる修飾さ
れたＴ細胞受容体を、前記分子を含有するサンプルと接触させるステップと、
（ｂ）形成された特異的な修飾されたＴ細胞受容体／分子複合体を分離するステップと、
（ｃ）任意に修飾されたＴ細胞受容体を前記複合体から分離するステップ。
【００２４】
　また、以下を含む結合パートナーのキットの提供にも関する：
（ａ）修飾されたＴ細胞受容体のライブラリ、又は本発明の方法によって得た修飾された
Ｔ細胞受容体ドメインポリペプチドと、
（ｂ）抗原のエピトープを含有する結合分子。
【００２５】
　キットの結合分子は、修飾されたＴ細胞受容体ドメインポリペプチドを本発明に係るラ
イブラリから選抜するために使用できる。
【００２６】
　本発明はまた、少なくとも１つの構造ループ領域を有してなるＴ細胞受容体ドメインポ
リペプチドの提供に関し、前記少なくとも１つのループ領域は、少なくとも１つの修飾を
有し、それにより、抗原のエピトープへの、前記少なくとも１つの修飾されたループ領域
の結合を可能にしている。未修飾のＴ細胞受容体ドメインポリペプチドは、前記エピトー
プと結合しない。
【００２７】
　前記Ｔ細胞受容体ドメインポリペプチドは、抗原（例えば血清タンパク質、Ｆｃ受容体
、補体分子及び血清アルブミン）のエピトープと好ましくは結合できる。天然のＴＣＲｓ
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がいかなるエフェクター機能も有しないため、これらの抗原に対する結合は有利であると
考えられる。ＦｃγＩ、ＩＩ又はＩＩＩ又は新生児Ｆｃ受容体又は補体タンパク質のよう
なＦｃ受容体と結合する修飾されたＴ細胞受容体ドメインポリペプチドを開発することに
より、ＴＣＲｓはエフェクター機能を取得することが可能となる。あるいは、適当な場合
、修飾されたＴＣＲｓが新生児Ｆｃ受容体へ結合することにより、血清中の半減期が長く
なる。これは、特に治療において非常に有利でありうる。
【００２８】
　本発明に係る修飾されたＴ細胞受容体ドメインポリペプチドは、少なくとも２つの修飾
された構造ループ領域を有してもよい。
【００２９】
　更に、上記の少なくとも１つの修飾されたＴ細胞受容体ドメインからなるＴ細胞受容体
は、Ｖ－α、Ｖ－β、Ｖ－γ、Ｖ－δ、Ｃ－α、Ｃ－β、Ｃ－γ、Ｃ－δ又はその一部で
あってもよく、前記少なくとも１つの修飾された構造ループ領域は、少なくとも３つのア
ミノ酸修飾を有してもよい。
【００３０】
　本発明はまた、本発明に係る少なくとも１つの修飾されたＴ細胞受容体ドメイン、並び
に少なくとも１つの他の結合分子を有する分子若しくは組成物の提供に関する。修飾され
たＴ細胞受容体ドメインの当該他の結合分子は、免疫グロブリン、可溶性の受容体、リガ
ンド、核酸及び炭水化物からなる群から選択される。前記分子又は組成物は更に、Ｖ－α
、Ｖ－β、Ｖ－γ、Ｖ－δの修飾されたループ領域が、アミノ酸１１～１９、アミノ酸４
３～５１、アミノ酸６７～８０又はアミノ酸９０～９９の範囲内で、少なくとも１つの修
飾を有することを特徴とする（ドメインのアミノ酸位の付番はＩＭＧＴに従う）。
【００３１】
　あるいは、前記分子又は組成物は、Ｃ－α、Ｃ－β、Ｃ－γ、Ｃ－δのループ領域中の
、アミノ酸９～２０、アミノ酸２７～３６、アミノ酸４１～７８、アミノ酸８２～８５、
アミノ酸９０～１０２又はアミノ酸１０７～１１６の範囲内で、少なくとも１つの修飾を
有する（ドメインのアミノ酸位の付番はＩＭＧＴに従う）。
【００３２】
　当然ながら、本発明は更に、前記Ｔ細胞受容体ドメインをコードする核酸又はその一部
を提供する。
【発明を実施するための形態】
【００３３】
　本発明に係る「構造ループ」又は「非－ＣＤＲループ」は、以下のとおり理解される。
Ｔ細胞受容体は、いわゆる免疫グロブリンフォールディング構造を有するドメインででき
ている。本質的には、逆平行βシートがループにより連結され、圧縮逆平行βバレルを形
成する。可変ドメインにおいて、ドメインのループの幾つかは、基本的にＴＣＲの特異性
（すなわち抗原に対する結合）に関与する。これらのループは、ＣＤＲループと呼ばれて
いる。抗体可変ドメインの他の全てのループはむしろ、分子の構造及び／又は他のドメイ
ンとの相互作用に関与する。これらのループは、構造ループ又は非ＣＤＲループとして本
願明細書において定められる。
【００３４】
　Ｔ細胞受容体はＴ細胞上の分子であり、本発明においてはそれはまた、Ｔ細胞受容体に
由来する分子を有してもよく、限定されないが、融合タンパク質、他の免疫グロブリンド
メイン配列を有するＴ細胞受容体配列のキメラ、異なる種の配列を有する１つの種のＴ細
胞受容体配列のキメラ、可溶性Ｔ細胞受容体、単鎖Ｔ細胞受容体、ジッパー二量体化Ｔ細
胞受容体などが挙げられる。
【００３５】
　ＴＣＲ－ドメインポリペプチドは、少なくとも１つの構造ループからなるＴＣＲ可変若
しくは定常ドメインに由来するアミノ酸のストレッチである。
【００３６】
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　本願明細書において、用語「免疫グロブリン」とは、抗体、その断片、可変ドメイン、
定常部及びその融合分子のことを指す。
【００３７】
　特に本発明は、修飾された構造ループによるＴ細胞受容体ドメインポリペプチドであっ
て、アレルゲン、腫瘍関連抗原、自己抗原、酵素、Ｆｃ受容体、補体系のタンパク質、血
清分子、細菌抗原、菌類の抗原、原生動物の抗原及びウイルス抗原からなる群から選択さ
れる抗原のエピトープに対して特異的に結合するポリペプチドをエンジニアリングするた
めの方法に関する。好ましい実施形態では、Ｔ細胞受容体ドメインポリペプチドは、その
修飾された構造ループにより、少なくとも２つのかかるエピトープ（各々異なり、同じ抗
原に存在するか、又は異なる抗原に存在する）と特異的に結合する。
【００３８】
　用語「Ｔ細胞受容体ドメインポリペプチド」、「修飾されたＴ細胞受容体ドメイン」、
又は「本発明に係るＴ細胞受容体ドメイン」は、同様にＴ細胞受容体の誘導体を含むもの
と理解される。誘導体とは、本発明の１つ以上のＴ細胞受容体ドメイン及び／又は融合タ
ンパク質のいかなる組合せであってもよく、詳細には、本発明のＴ細胞受容体ドメインは
、他の１つ以上のタンパク質（例えば限定されないが、他のＴ細胞受容体ドメイン、免疫
グロブリンドメイン、Ｆｃパーツ、リガンド、足場タンパク質、酵素、毒素、血清タンパ
ク質など）のいかなる部位で融合してもよい。本発明のＴ細胞受容体の誘導体はまた、組
換え技術又は様々な化学的方法（例えば共有結合、静電的な相互作用、ジスルフィド結合
など）によって、Ｔ細胞受容体ドメインポリペプチドを他の物質と結合させることにより
調製できる。Ｔ細胞受容体ドメインポリペプチドに結合させる他の物質は、脂質、炭水化
物、核酸、有機及び無機分子（例えばＰＥＧ、プロドラッグ又は薬剤）、又はそれらの任
意の組み合わせでもよい。誘導体とは、同じアミノ酸配列を有するが、全部又は部分的に
、非天然の又は化学的に合成したアミノ酸で修飾されたＴ細胞受容体ドメインポリペプチ
ドでもある。
【００３９】
　本発明に係る設計された分子は、同様にそれ単独のタンパク質としても有用であるが、
融合タンパク質又は誘導体としても有用であり、典型的には、大きなＴ細胞受容体構造の
一部、又は完全なＴ細胞受容体分子の一部として融合してもよく、例えば二重特異的及び
多重特異的な単鎖Ｔ細胞受容体又は複合物として融合してもよく、設計されたポリペプチ
ドは、必要に応じて結合する。二重特異的、三重特異的な分子、あるいは同時により多く
の特異性を有する分子の作製を目的として、設計されたタンパク質を使用することができ
、それにより、かかる分子の所望の使用条件に従って、同時に結合の多重性を制御し、あ
らかじめ選択することが可能となる。
【００４０】
　本発明では、抗原対する結合領域又は各種のアレルゲン、腫瘍関連抗原、自己抗原、酵
素、Ｆｃ受容体、補体系のタンパク質、血清分子、細菌抗原、菌類の抗原、原生動物の抗
原及びウイルス抗原に対する抗原結合部位を、所定のＴ細胞受容体ドメイン構造の構造ル
ープ領域に導入することができる。抗原は、天然に存在する分子でもよく、又は化学的に
合成した分子又は組換え分子であってもよく、それらは溶液中に存在してもよく、又は固
体などの粒子であってもよく、又は細胞内若しくはウイルス表面に存在してもよい。
【００４１】
　好適な抗原は血清タンパク質、Ｆｃ受容体（ＦｃγＩ、ＩＩ又はＩＩ等）、新生児Ｆｃ
受容体、補体分子及び血清アルブミンである。
【００４２】
　本発明に係る用語「アレルゲン、腫瘍関連抗原、自己抗原、酵素、Ｆｃ受容体、補体系
のタンパク質、血清分子、細菌抗原、菌類の抗原、原生動物の抗原及びウイルス抗原」に
は、Ｔ細胞受容体又は抗体によって認識されうる全てのアレルゲン及び抗原及び標的、そ
れらの断片、並びに小分子（例えばハプテン）などが包含される。本発明に係る用語「エ
ピトープ」とは、本発明のＴ細胞受容体ドメインポリペプチドの結合ドメインとの、特異
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的な結合パートナー又は特異的な結合パートナーの一部を完全に形成できる分子構造のこ
とを意味する。エピトープは、炭水化物、ペプチド、脂肪酸、有機物質、生体物質若しく
は無機物質又はその誘導体、並びにそれらの任意の組み合わせから化学的に調製してもよ
く、それらに由来してもよい。エピトープがポリペプチドである場合、通常少なくとも３
アミノ酸、好ましくは８～５０アミノ酸、より好ましくは約１０～２０アミノ酸からなる
ペプチドである。特にペプチド長に関して上限はなく、ほとんどポリペプチド配列の全長
であってもよい。エピトープは、直鎖状であってもよく、高次構造を有するエピトープで
あってもよい。直鎖状のエピトープは、ポリペプチド鎖の一次配列の単一セグメントから
なる。直鎖状エピトープは隣接若しくは重複していてもよい。高次構造を有するエピトー
プは、ポリペプチドのフォールディングによる三次構造を形成するアミノ酸からなり、当
該アミノ酸は、直鎖状配列中で必ずしも互いに隣接する必要はない。具体的には、エピト
ープは診断にとり有用な分子の少なくとも一部である（すなわち、サンプル中のエピトー
プの不在又は存在が、質的又は量的に、疾患若しくは健康状態、製造プロセス中の状況、
又は環境及び食品の状況と対応する）。エピトープは、治療にとり有用な分子の少なくと
も一部でもよい（すなわち、特異的結合ドメインの標的となり、疾患の過程を変化させる
）。
【００４３】
　好適な「アレルゲン、腫瘍関連抗原、自己抗原、酵素、Ｆｃ受容体、補体系のタンパク
質、血清分子、細菌抗原、菌類の抗原、原虫性抗原及びウイルス抗原」、免疫学的に又は
治療的に同等であることが既に証明されたか又はそうでありうるアレルゲン又は抗原であ
り、特に臨床有効性が試験されているそれらである。本発明の別の態様では、Ｔ細胞受容
体ドメインポリペプチドの構造ループ領域中に、他の結合能力を導入することができ、例
えば小分子、薬剤若しくは酵素、酵素の触媒部位若しくは酵素基質に対する結合能、又は
、酵素基質の遷移状態アナログに対する結合能である。
【００４４】
　好ましくは、構造ループ中の新しい抗原結合部位は、未修飾のＴ細胞受容体ドメインポ
リペプチドとは適合しない。すなわち、エフェクター分子、血清タンパク質又はＦｃ受容
体及び細胞表面分子などの標的は、本発明に係るＴ細胞受容体ドメインポリペプチドの結
合パートナーとして好ましい。
【００４５】
　本発明で使用する「特異的に結合する」という用語は、異質な分子集団の中から、関心
の同族リガンドのみと結合する反応のことを指す。すなわち、所定のＴ細胞受容体ドメイ
ンポリペプチドは、所定の条件（例えば免疫グロブリンの場合、イムノアッセイ条件）下
で、その特異的な「標的」と結合し、一方サンプル中に存在する他の分子とは顕著な量に
おいて結合しない。
【００４６】
　「発現システム」という用語は、コード配列と、操作可能に結合した所望の制御配列と
を含む核酸分子のことを指し、これらの配列によって形質転換又はトランスフェクション
された宿主は、コードされたタンパク質を産生できる。形質転換を遂行するため、発現シ
ステムをベクター中に導入してもよいが、同様のＤＮＡを宿主の染色体に導入してもよい
。あるいは、発現システムをｉｎ　ｖｉｔｒｏ転写／翻訳のために使用してもよい。
【００４７】
　本発明の好ましい実施形態では、ＴＣＲドメインポリペプチドはヒト若しくは動物の由
来であり、好ましくはラクダ科の動物、ウサギ、チキン、マウス、イヌ、ウマ、ヒツジ又
はマウス由来である。
【００４８】
　修飾されたＴ細胞受容体ポリペプチドは様々な目的のために使用されることができるた
め、特に医薬組成物では、Ｔ細胞受容体ドメインポリペプチドはヒト若しくはマウス由来
であるのが好ましい。当然ながら、修飾されたＴ細胞受容体ポリペプチドは、ヒト化若し
くはキメラＴ細胞受容体ドメインポリペプチドでもよい。最も多くの本発明の好ましい実
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施形態では、修飾されたＴ細胞受容体ドメインポリペプチドは、ヒト由来又はいかなる種
のＴ細胞受容体ドメインポリペプチドのヒト化ポリペプチドである。
【００４９】
　Ｔ細胞受容体可変ドメインポリペプチドの構造ループ領域は、アミノ酸１１～１９、ア
ミノ酸４３～５１、アミノ酸６７～８０又はアミノ酸９０～９９を含む構造ループから、
好ましくは選抜される、（ドメイン中のアミノ酸位の付番はＩＭＧＴに従う）。
【００５０】
　Ｔ細胞受容体定常ドメインポリペプチドの構造ループ領域は、アミノ酸９～２０、アミ
ノ酸２７～３６、アミノ酸４１～７８、アミノ酸８２～８５、アミノ酸９０～１０２又は
アミノ酸１０７～１１６を含む構造ループから、好ましくは選抜される、（ドメイン中の
アミノ酸位の付番はＩＭＧＴに従う）。
【００５１】
　好ましくは、構造ループ中の新しい抗原結合部位は、少なくとも１つのヌクレオチドの
置換、欠失及び／又は挿入により選抜された核酸によってコードされるＴ細胞受容体ドメ
インポリペプチドにおいて導入される。他の本発明の好ましい実施形態では、少なくとも
１つの構造ループ領域の少なくとも１つのヌクレオチドの修飾は、前記核酸によってコー
ドされるＴ細胞受容体ドメインポリペプチドへの置換、欠失及び／又は挿入に結びつく。
少なくとも１つのＴ細胞受容体ドメインポリペプチドのループ領域中の修飾が、１つ以上
のアミノ酸の置換、欠失及び／又は挿入を生じさせることもあり、好ましくは点変異導入
、ループ中の全アミノ酸の変異であり、より好ましくは少なくとも２、３、４、５、６、
７、８、９、１０、最高３０のアミノ酸の変異である。
【００５２】
　修飾を導入する好適な方法は、部位特異的なランダム突然変異導入である。この方法に
より、ループ内の２つ以上の特異的なアミノ酸残基が、かかる構造ループへのランダムに
生成された挿入物により、置換若しくは挿入される。他の好適な方法は、コンビナトリア
ルアプローチの使用である。少なくとも１つの領域は、好ましくはランダム、セミランダ
ム若しくは特に部位特異的ランダム変異導入方法により、変異導入若しくは修飾される。
他の好ましい実施形態では、少なくとも２つの、他の好ましい実施形態では少なくとも３
つのＴ細胞受容体ドメインポリペプチドの構造ループ領域がランダム、セミランダム、特
に部位特異的ランダム変異導入方法によって変異導入若しくは修飾される。これらの方法
は、本発明のＴ細胞受容体ドメインポリペプチドの所望の位置でアミノ酸修飾を行うため
に使用できる。これらの場合、当該位置はランダムに選択されるか、又はアミノ酸変化が
特異的な規則によりもたらされる。例えば、特定の残基をいかなるアミノ酸にも変異でき
るが、他の残基は一定限度内のアミノ酸に変異できる。これは、突然変異及び選抜のサイ
クルを変化させることによる、段階的な方法により、又は同時に実施することが可能であ
る。本発明に係る好適な方法は、Ｔ細胞受容体ドメインポリペプチドをコードする核酸分
子をランダムに修飾することである。詳細には、配列５’－ＮＮＳ－３’、５－ＮＮＮ－
３又は５－ＮＮＫ－３を有する構造ループコーディングドメイン中の、少なくとも１つの
ヌクレオチドの反復単位を有する。若干の実施形態では、修飾された核酸は、ＴＭＴ、Ｗ
ＭＴ、ＲＭＣ、ＲＭＧ、ＭＲＴ、ＳＲＣ、ＫＭＴ、ＲＳＴ、ＹＭＴ、ＭＫＣ、ＲＳＡ、Ｒ
ＲＣ、ＮＮＫ、ＮＮＮ、ＮＮＳ又はそれらの組み合わせからなる群から選択されるヌクレ
オチドコドンからなる（コードはＩＵＰＡＣによる）。
【００５３】
　ランダムに修飾された核酸分子は上記の同定された繰り返し単位を有してもよく、それ
は全ての周知の天然アミノ酸又はそのサブセットをコードする。核酸分子の修飾は、核酸
のより大きな部分に合成オリゴヌクレオチドを導入することにより、又は新たに完全な核
酸分子の合成によって実施できる。核酸の合成はトリヌクレオチドのビルディングブロッ
クを用いて実施でき、それにより、アミノ酸のサブセットがコードされる場合、ナンセン
ス配列が組合わされる数を減少させることができる（例えばＹａｎｅｚら、Ｎｕｃｌｅｉ
ｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ．（２００４）３２：ｅｌ５８、Ｖｉｒｎｅｋａｓら、ｕｃｌｅ



(15) JP 2009-540838 A 2009.11.26

10

20

30

40

50

ｉｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ．（１９９４）２２：５６００－５６０７）。好ましくは、修
飾される位置は表層に露出するアミノ酸である。構造ループのアミノ酸の表層への露出は
、Ｔ細胞受容体ドメインポリペプチドの周知のタンパク質構造から、実験的に決定された
構造が利用できないかかるアミノ酸配列に対する類似性（相同性）により判断できる。本
発明の好ましい実施形態では、少なくとも１つの構造ループに導入される修飾は、非修飾
Ｔ細胞受容体ドメインポリペプチドの構造ループのそれぞれの部位で天然に発生しない、
少なくとも１、２、３、４、５、又は６個のアミノ酸からなる。アミノ酸の修飾はバイア
スを有するのが好ましく、それにより、タンパク質－タンパク質相互作用に通常関与する
ことが公知であるアミノ酸を構造ループ領域に導入できる（例えばＬｅａ＆Ｓｔｅｗａｒ
ｔ（１９９５）ＦＡＳＥＢ　Ｊ．９：８７－９３、Ｆｅｌｌｈｏｕｓｅら、（２００６）
Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．３５７：１００－１１４、Ａｄｉｂ－Ｃｏｎｑｕｕｙら、（１９
９８）Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ　１０：３４１－３４６、Ｌ
ｏ　Ｃｏｎｔｅら、（１９９９）Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．２８５：２１７７－２１９８、
Ｚｅｍｌｉｎら、（２００３）Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．３３４：７３３－７４９）。好ま
しい実施例では、本発明のＴ細胞受容体ドメインポリペプチドからなるポリペプチドの変
異型のライブラリを、選抜のためのプールとして使用できる。当該修飾は、好ましくはア
ミノ酸のトリプトファン、チロシン、フェニルアラニン、ヒスチジン、イソロイシン、セ
リン、メチオニン、アラニン及びアスパラギンからなる群のうちの少なくとも１つ（好ま
しくは修飾された構造ループあたり少なくとも２つのアミノ酸）を含有するか又は導入す
る。本発明に係るＴ細胞受容体ドメインポリペプチドの中の構造ループの修飾は、好まし
くは１つ以上のアミノ酸の欠失、置換又は挿入である。本発明では、少なくとも１つの、
好ましくは少なくとも、２、３、４、５、６、７、８、９、１０及び最高３０個のアミノ
酸が、他のアミノ酸（また、修飾されたアミノ酸によって、）により削除若しくは置換さ
れるか、又はＴ細胞受容体ドメインポリペプチドの構造ループ領域に挿入される。しかし
ながら、Ｔ細胞受容体ドメインポリペプチドの構造ループ領域に挿入されるアミノ酸の数
は３０、好ましくは２５、好ましくは２０を上回らないのが好ましい。
【００５４】
　周知のように、特異的な結合特性及び類似性を有するタンパク質の同定及び単離に使用
できる様々な選抜技術が存在する。例えばディスプレイ技術（例えばファージディスプレ
イ、リボソームディスプレイ、細胞表面ディスプレイなど（後述））である。変異型ＴＣ
Ｒの産生及びスクリーニング方法は、公知技術である。修飾されたＴ細胞受容体ドメイン
ポリペプチドをコードする核酸分子（常に下記の全部の明細書の全体にわたって含まれる
：Ｔ細胞受容体及び修飾されたＴ細胞受容体ドメインポリペプチドを有するＴ細胞受容体
断片）は、宿主細胞にクローニングでき、発現させることができ、それらの結合特性をア
ッセイできる。これらは周知の手順用して実施でき、本発明で使用できる様々な方法は、
Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ－－Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ，３
．ｓｕｐ．ｒｄ　Ｅｄ．（Ｍａｎｉａｔｉｓ，Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　
Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｐｒｅｓｓ，Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ，２００１），ａｎｄ　Ｃｕｒｒ
ｅｎｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ　（Ｊｏｈｎ
　Ｗｉｌｅｙ＆Ｓｏｎｓ）に記載されている。本発明の修飾されたＴ細胞受容体ドメイン
ポリペプチドをコードする核酸は、前記Ｔ細胞受容体ドメインポリペプチドを発現させる
ために、発現ベクターに組み込まれることができる。発現ベクターは典型的には、調節若
しくは制御配列、選抜可能なマーカー、いかなる融合パートナー、及び／又は更なるエレ
メントと、使用可能な状態で連結されている（すなわち機能的な関係に置かれている）Ｔ
細胞受容体ドメインポリペプチドを有してなる。本発明の修飾されたＴ細胞受容体ドメイ
ンポリペプチドは、核酸、好ましくは発現ベクター（修飾されたＴ細胞受容体ドメインポ
リペプチドをコードする核酸を含む）によって形質転換されて宿主細胞を、修飾されたＴ
細胞受容体ドメインポリペプチドの発現を誘導するか又は生じさせる適当な条件下で培養
することによって得られる。外生の核酸分子を宿主にもたらす方法は公知技術で、使用す
る宿主によって適宜変更できる。当然ながら、修飾されたＴ細胞受容体ドメインポリペプ
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チドの発現のために、無細胞発現システムを使用できる。
【００５５】
　本発明の好ましい実施形態では、修飾されたＴ細胞受容体ドメインポリペプチドは、発
現させた後、精製若しくは単離されうる。修飾されたＴ細胞受容体ドメインポリペプチド
を、当業者に公知の様々な方法で分離又は精製できる。標準的な精製方法としては、クロ
マトグラフィ技術が挙げられ、例えば親和性クロマトグラフィ、イオン交換又は疎水性ク
ロマトグラフィ、電気泳動、免疫学的、沈殿、透析、濾過、濃縮及びクロマトフォーカス
技術が挙げられる。精製は通常、特異的な融合パートナーを用いて行われる。例えば、Ｇ
ＳＴ融合タンパクの場合、抗体はグルタチオン樹脂を使用して精製でき、Ｈｉｓ－タグの
場合、Ｎｉ2+親和性クロマトグラフィを使用し、ｆｌａｇ－タグの場合、固定した抗ｆｌ
ａｇ抗体を使用する。適切な精製技術の一般的なガイダンスは、Ａｎｔｉｂｏｄｙ　Ｐｕ
ｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ：Ｐｒｉｎｃｉｐｌｅｓ　ａｎｄ　Ｐｒａｃｔｉｃｅ，３．ｓｕｐ
．ｒｄ　Ｅｄ．，Ｓｃｏｐｅｓ，Ｓｐｒｉｎｇｅｒ－　Ｖｅｒｌａｇ，ＮＹ，１９９４を
参照。当然ながら、宿主の表面に本発明に係るＴ細胞受容体ドメインポリペプチドを発現
させることも可能であり、特に細菌、昆虫又は酵母細胞の表面、又は、ファージ又はウイ
ルスの表面に発現させてもよい。Ｔ細胞受容体ドメインポリペプチドは、限定されないが
ｉｎ　ｖｉｔｒｏ分析、ｉｎ　ｖｉｖｏ及び細胞ベースの分析及び選抜技術などの、様々
な方法を使用して選抜できる。オートメーション及びハイスループットスクリーニング技
術を、スクリーニング手順に利用してもよい。スクリーニングでは融合パートナー又はラ
ベルを使用してもよく、例えば酵素、イムノラベル、アイソトープラベル又は小分子ラベ
ル（例えば蛍光若しくは比色色素若しくは発光分子）を使用してもよい。好ましい実施形
態では、Ｔ細胞受容体ドメインポリペプチドの機能的及び／又は生物物理学的特性を、ｉ
ｎ　ｖｉｔｒｏアッセイにおいてスクリーニングされる。好ましい実施形態では、ＴＣＲ
は、機能（例えば反応を触媒する能力、結合特異性、交叉反応性又は標的に対する親和性
）を基に選抜される。他の好ましい例として、好ましい修飾されたＴ細胞受容体ドメイン
ポリペプチドを、例えば細胞又は生物体に導入することによって、ｉｎ　ｖｉｖｏで選抜
できる。修飾されたドメインの必要な特性に応じて、特異的に結合する変異型物質を、血
液又はリンパ液などの体液から、又は特定の器官から分離することもできる。アッセイで
は、発色、蛍光、発光又はアイソトープラベルを含むがこれに限らない様々な検出方法を
使用できる。周知のように、スクリーニング方法のサブセットは、ライブラリの好ましい
メンバーを選抜するものである。上記方法は本願明細書では「選抜方法」と称し、これら
の方法では本発明のＴ細胞受容体ドメインポリペプチドのスクリーニングのために使用で
きる。変異Ｔ細胞受容体ドメインポリペプチドライブラリが選抜方法を使用してスクリー
ニングされるとき、ライブラリ中の好適な（すなわち幾つかの選抜基準を満たす）メンバ
ーのみが選抜され、分離され、及び／又は観察される。明らかなように、最も適当な変異
型だけが観察されるため、かかる方法は、ライブラリメンバーの合理性を個々に検定する
方法によってスクリーニングできるものより大きなライブラリのスクリーニングが可能と
なる。選抜は、いかなる方法、技術又は融合パートナー（共有結合又は非共有結合的）に
よっても行うことができる。Ｔ細胞受容体ドメインポリペプチドの発現型はその遺伝子型
と連結し、すなわち、抗体の機能は、それをコードする核酸と連結している。例えば、選
抜方法としてのファージディスプレイの使用は、遺伝子ＩＩＩタンパク質へのライブラリ
メンバーの融合によって可能となる。繊維状のファージ遺伝子ＩＩＩタンパク質が最も頻
繁に使われるが、タンパク質ＶＩＩＩのような他のコートタンパク質、タンパク質ＶＩＩ
、タンパク質ＶＩ及びタンパク質ＩＸも同様に使用できる。このようにして、また、若干
の基準（例えばＴ細胞受容体ドメインポリペプチドの標的に対する結合親和性）を満たす
修飾されたＴ細胞受容体ドメインポリペプチドの選抜又は単離においては、それをコード
する核酸の選抜又は分離が行われる。一旦分離されると、修飾Ｔ細胞受容体ドメインポリ
ペプチドをコードする遺伝子を更に増幅できる。この単離及び増幅のプロセスはパニング
と呼ばれ、繰り返すことができ、それによりライブラリ中の良好なＴ細胞受容体ドメイン
ポリペプチドの変異体を増加させることができる。結合する核酸の塩基配列決定により、
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最終的な遺伝子同定が可能となる。
【００５６】
　様々な選抜方法が公知であり、本発明においてＴ細胞受容体ドメインポリペプチドのラ
イブラリのスクリーニング技術において使用できる（国際公開第０４０４４００４Ａ２号
、国際公開第０５１１６６４６Ａ１号及び国際公開第９８３９４８２Ａ１号、Ｄｕｎｎら
、（２００６）Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｓｃｉ．１５：７１０－７２１、Ｒｉｃｈｍａｎｎら、
（２００６）Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｅｎｇ　Ｄｅｓ　Ｓｅｌ．１９：２５５－２６４）。これ
らには、例えば特異的抗体及びペプチドの選抜のために用いられる全ての技術が挙げられ
、限定されないが、かかる技術としては、限定されないが、ファージディスプレイ（Ｐｈ
ａｇｅ　ｄｉｓｐｌａｙ　ｏｆ　ｐｅｐｔｉｄｅｓ　ａｎｄ　ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ：ａ
　ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　ｍａｎｕａｌ，Ｋａｙら、，１９９６，Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐ
ｒｅｓｓ，Ｓａｎ　Ｄｉｅｇｏ，Ｃａｌｉｆ．，１９９６；Ｌｏｗ－ｍａｎら、，１９９
１，Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ　３０：１０８３２－１０８３８；Ｓｍｉｔｈ，１９８５
，Ｓｃｉｅｎｃｅ　２２８：１３１５－１３１７）、およびその変形方法（例えば選択的
ファージ感染）、（Ｍａｌｍｂｏｒｇら、１９９７，Ｊ　ＭｏＩ　Ｂｉｏｌ　２７３：５
４４－５５１），選択的感染ファージ（Ｋｒｅｂｂｅｒら、，１９９７，Ｊ　ＭｏＩ　Ｂ
ｉｏｌ　２６８：６１９－６３０）、及び遅延感染性パニング（Ｂｅｎｈａｒら、，２０
００，Ｊ　ＭｏＩ　Ｂｉｏｌ　３０１：８９３－９０４）、細胞表面ディスプレイ（Ｗｉ
ｔｒｒｕｐ，２００１，ＣｕｒｒＯｐｉｎ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ，１２：３９５－３９
９）、例えば細菌ディスプレイ（Ｇｅｏｒｇｉｏｕら、，１９９７，Ｎａｔ　Ｂｉｏｔｅ
ｃｈｎｏｌ　１５：２９－３４；Ｇｅｏｒｇｉｏｕら、，１９９３，Ｔｒｅｎｄｓ　Ｂｉ
ｏｔｅｃｈｎｏｌ　１１：６－１０；Ｌｅｅら、，２０００，Ｎａｔ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎ
ｏｌ　１８：６４５－６４８；Ｊｕｎら、，１９９８，Ｎａｔ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ　
１６：５７６－８０）、酵母（Ｂｏｄｅｒ＆Ｗｉｔｔｒｕｐ，２０００，Ｍｅｔｈｏｄｓ
　Ｅｎｚｙｍｏｌ　３２８：４３０－４４；Ｂｏｄｅｒ＆Ｗｉｔｔｒｕｐ，１９９７，Ｎ
ａｔ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ　１５：５５３－５５７）、及び哺乳動物細胞（Ｗｈｉｔｅ
ｈｏｒｎら、，１９９５，Ｂｉｏ／ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　１３：１２１５－１２１９）
、並びにｉｎ　ｖｉｔｒｏディスプレイ技術（Ａｍｓｔｕｔｚら、，２００１，Ｃｕｒｒ
　Ｏｐｉｎ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ’１２：４００－４０５）、例えばポリソームディス
プレイ（Ｍａｔｔｈｅａｋｉｓら、，１９９４，Ｐｒｏｃ　Ｎａｔｌ　Ａｃａｄ　Ｓｃｉ
　ＵＳＡ　９１：９０２２－９０２６）、リボソームディスプレイ（Ｈａｎｅｓら、，１
９９７，Ｐｒｏｃ　Ｎａｔｌ　Ａｃａｄ　Ｓｃｉ　ＵＳＡ　９４：４９３７－４９４２）
、ｍＲＮＡディスプレイ（Ｒｏｂｅｒｔｓ＆Ｓｚｏｓｔａｋ，１９９７，Ｐｒｏｃ　Ｎａ
ｔｌ　Ａｃａｄ　Ｓｃｉ　ＵＳＡ　９４：１２２９７－１２３０２；Ｎｅｍｏｔｏら、，
１９９７，ＦＥＢＳ　Ｌｅｔｔ　４１４：４０５－４０８）、及びリボソーム不活化ディ
スプレイシステム（Ｚｈｏｕら、，２００２，Ｊ　Ａｍ　Ｃｈｅｍ　Ｓｏｃ　１２４，５
３８－５４３）などが挙げられる。
【００５７】
　本発明で使用できる他の選抜方法には、ディスプレイに依存しない方法も含まれ、例え
ばペリプラズム発現及びサイトメトリによるスクリーニングなどのｉｎ　ｖｉｖｏ方法（
Ｃｈｅｎら、，２００１，Ｎａｔ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ　１９：５３７－５４２）、抗
体フラグメント相補性アッセイ（Ｊｏｈｎｓｓｏｎ＆Ｖａｒｓｈａｖｓｋｉｙ，１９９４
，Ｐｒｏｃ　Ｎａｔｌ　Ａｃａｄ　Ｓｃｉ　ＵＳＡ　９１：１０３４０－１０３４４；　
Ｐｅｌｌｅｔｉｅｒら、，１９９８，Ｐｒｏｃ　Ｎａｔｌ　Ａｃａｄ　Ｓｃｉ　ＵＳＡ　
９５：１２１４１－１２１４６）、酵母ツーハイブリッド法（Ｆｉｅｌｄｓ＆Ｓｏｎｇ，
１９８９，Ｎａｔｕｒｅ　３４０：２４５－２４６）選抜モード（Ｖｉｓｉｎｔｉｎその
他、１９９９、Ｐｒｏｃ　Ｎａｔｌ　Ａｃａｄ　Ｓｃｉ　ＵＳＡ　９６：１１７２３－１
１７２８）などが挙げられる。
【００５８】
　代替的な実施形態では、発現ベクター上の特異的な配列と結合する融合パートナーによ
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って選抜が可能となり、すなわち、融合パートナー及び付随するＴ細胞受容体ドメインポ
リペプチドのライブラリメンバーを、共有結合又は非共有結合的に、それらをコードする
核酸と結合させることを特徴とする。例えば、国際公開第９３０８２７８号では、本発明
で使用できるかかる融合パートナー及び技術を記載している。代替的な実施形態では、Ｔ
細胞受容体ドメインポリペプチドの発現が細胞の成長、再生又は生存にとり有利である場
合、ｉｎ　ｖｉｖｏ選抜を実施できる。
【００５９】
　選抜方法として、「誘導型進化」と言われる方法が存在する。これらの方法は、選抜の
間、好ましい配列の交雑又は繁殖が行われ、しばしば新しい突然変異の取り込みも行われ
る。当業者に周知のように、誘導型進化方法は、複数のポリペプチドの中からの最も好ま
しい配列の同定を容易に可能とし、スクリーニングされる配列の多様性を増加させること
ができる。様々な誘導型進化方法が公知であり、本発明においてＴ細胞受容体ドメインポ
リペプチドのスクリーニング技術として使用でき、限定されないが例えばＤＮＡシャッフ
リング（国際公開第００／４２５６１Ａ３号、国際公開第０１／７０９４７Ａ３号）、エ
キソンシャッフリング（米国特許第６３６５３７７号；Ｋｏｌｋｍａｎ＆Ｓｔｅｉｎｍｅ
ｒ，２００１，Ｎａｔ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ　１９：４２３－４２８）、ファミリーシ
ャッフリング（Ｃｒａｍｅｒｉら、，１９９８，Ｎａｔｕｒｅ３９１：２８８－２９１；
米国特許第６３７６２４６号）、選抜的なコンビナトリアルランダム化（国際公開第０３
０１２１００号、国際公開第０４０１８６７４Ａ１号）、トランジェントテンプレートに
おけるランダムキメラ生成（Ｃｏｃｏら、２００１，Ｎａｔ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ　１
９：３５４－３５９）、ゆらぎ伸長プロセスによる分子進化（ＳｔＥＰ）によるｉｎ　ｖ
ｉｔｒｏ組み換え（Ｚｈａｏら、１９９８，　Ｎａｔ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ　１６：２
５８－２６１；ら、１９９８，Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ　２６：６８１－６
８３）、エキソヌクレアーゼによる遺伝子アセンブリ（米国特許第６３５２８４２号；米
国特許第６３６１９７４号）、遺伝子部位飽和変異導入（商標）（米国特許第６３５８７
０９号）、遺伝子リアセンブリ（商標）（米国特許第６３５８７０９号）、ＳＣＲＡＴＣ
ＨＹ（Ｌｕｔｚら、，２００１，Ｐｒｏｃ　Ｎａｔｌ　Ａｃａｄ　Ｓｃｉ　ＵＳＡ　９８
：１１２４８－１１２５３）、ＤＮＡ断片化方法（Ｋｉｋｕｃｈｉら、，Ｇｅｎｅ　２３
６：１５９－１６７）、一本鎖ＤＮＡシャッフリング（Ｋｉｋｕｃｈｉら、，２０００，
Ｇｅｎｅ　２４３：１３３－１３７）、誘導進化による抗体工学（Ａｐｐｌｉｅｄ　Ｍｏ
ｌｅｃｕｌａｒ　Ｅｖｏｌｕｔｉｏｎ）（米国特許第５８２４５１４号、米国特許第５８
１７４８３号、米国特許第５８１４４７６号、米国特許第５７６３１９２号、米国特許第
５７２３３２３号）。
【００６０】
　好ましい実施形態では、Ｔ細胞受容体ドメインポリペプチドを、１つ以上の細胞ベース
若しくはｉｎ　ｖｉｖｏアッセイを使用してスクリーニングする。かかるアッセイでは典
型的には、精製若しくは未精製の修飾免疫グロブリンを外因的に添加し、細胞を、個々の
Ｔ細胞受容体ドメインポリペプチド又はライブラリに属するＴ細胞受容体ドメインポリペ
プチドのプールに曝露する。しかしこれらのアッセイは典型的には、常にではないがＴ細
胞受容体ドメインポリペプチドの機能に基づく。すなわち、その標的と結合し、若干の生
化学応答を媒介する、本発明の方法により修飾されたＴ細胞受容体ドメインポリペプチド
の能力（例えばエフェクター機能、リガンド／受容体結合阻害、アポトーシスなど）であ
る。かかるアッセイでは、Ｔ細胞受容体ドメインポリペプチドに対する細胞の応答（例え
ば細胞生存、細胞死、細胞形態の変化）又は転写活性化（例えば天然遺伝子又はリポータ
ー遺伝子の細胞発現）をモニターすることが必要な場合もある。例えば、かかるアッセイ
では、ＡＤＣＣ、ＡＤＣＰ又はＣＤＣを引き出す変異Ｔ細胞受容体ドメインポリペプチド
の能力を測定できる。
【００６１】
　幾つかのアッセイでは、標的細胞以外にも、例えば血清補体、又はエフェクター細胞（
例えば末梢血単球（ＰＢＭＣｓ）、ＮＫ細胞、大食細胞など）などの細胞若しくは構成要
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素を添加する必要がある場合もある。かかる更なる細胞は、いかなる生物体（好ましくは
ヒト、マウス、ネズミ、ウサギ及びサル）から調製してもよい。Ｔ細胞受容体ドメインポ
リペプチドは標的を発現する特異的な細胞系のアポトーシスを引き起こすことができ、又
は、アッセイに加えられた免疫細胞による標的細胞への攻撃を媒介できる。細胞死又は生
存度のモニタリング方法は公知技術で、色素、免疫化学的手段、細胞化学的手段及び放射
性物質の使用に基づくものが挙げられる。例えば、カスパーゼ染色アッセイはアポトーシ
スの測定を可能とし、放射性基質若しくは蛍光色素の取り込み若しくは放出により、細胞
増殖若しくは活性化をモニターすることが可能となる。あるいは、死細胞若しくは傷害性
標的細胞を、１つ以上の天然の細胞内構成要素（例えば乳酸脱水素酵素）の放出を測定す
ることによってモニターしてもよい。転写活性化は、細胞ベースのアッセイにおいて、機
能をアッセイする方法として有用でありうる。この場合、上方制御されうる天然遺伝子又
は免疫グロブリンをアッセイすることにより、反応をモニターできる。例えば、特異的な
インターロイキンの放出を測定するか、あるいはリポーター構築物を測定してもよい。細
胞ベースのアッセイでは、修飾免疫グロブリンの存在への応答としての、細胞の形態的な
変化の測定を行ってもよい。かかるアッセイのための細胞タイプは原核生物でも真核生物
でもよく、従来技術において周知である様々な細胞系を使用できる。
【００６２】
　あるいは、細胞ベースのスクリーニングは、変異型のＴ細胞受容体ドメインポリペプチ
ドをコードする核酸によって形質転換又はトランスフェクションされた細胞を使用して実
施できる。この場合、本発明の変異型のＴ細胞受容体ドメインポリペプチドを外因的に細
胞に添加するのではない（例えばＡｕｆ　ｄｅｒ　Ｍａｕｒ，２００４，Ｍｅｔｈｏｄｓ
，３４：２１５－２２４と同様の方法）。他の代替的な方法では、細胞ベースのスクリー
ニングにおいて細胞表面ディスプレイを利用する。細胞表面上の修飾されたＴ細胞受容体
ドメインポリペプチドのディスプレイを可能にする融合パートナーを使用してもよい（抗
体断片に関して示されたのと同様に：Ｗｉｔｒｒｕｐ，２００１，Ｃｕｒｒ　Ｏｐｉｎ　
Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ，１２：３９５－３９９）。好ましい実施形態では、修飾されたＴ
細胞受容体ドメインポリペプチドの免疫原性を、１つ以上の免疫学的又は細胞ベースのア
ッセイを使用して実験的に測定できる（例えばＫｏｒｅｎら、，２００２，Ｃｕｒｒｅｎ
ｔ　Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　３：３４９－３６０
、Ｃｈｉｒｉｎｏら、，２００４，Ｄｒｕｇ　Ｄｉｓｃｏｖｅｒｙ　Ｔｏｄａｙ　９：８
２－９０、Ｔａｎｇｒｉら、，２００５，Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．１７４：３１８７－３１
９６、Ｈｅｒｍｅｌｉｎｇら、，２００４，Ｐｈａｒｍ．Ｒｅｓ．２１：８９７－９０３
）。
【００６３】
　好ましい実施形態では、ｅｘ　ｖｉｖｏでのＴ細胞活性化アッセイを、実験により免疫
原性を定量するために用いる。この方法では、マッチされたドナーからの抗原提示細胞及
びナイーブなＴ細胞を、１回以上、ペプチド又は目的の全長Ｔ細胞受容体ドメインポリペ
プチドで曝露する。Ｔ細胞活性化は、例えばサイトカイン放出をモニターするか又はトリ
チル化されたチミジンの取り込みを測定するなど、多くの方法を使用して検出できる。
【００６４】
　他の好ましい実施形態では、ＬＵＭＩＮＥＸ技術を用いてサイトカイン放出を測定する
（例えばｄｅ　Ｊａｇｅｒら、，Ｃｌｉｎ．Ｄｉａｇｎ．Ｌａｂ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．，２
００３，１０：１３３－１３９）か、又はインターフェロンγ産生をＥｌｉｓｐｏｔアッ
セイ（Ｓｃｈｍｉｔｔｅｌ　ｅｔ．ａｌ．，２０００，Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．Ｍｅｔｈ．
，２４：１７－２４）を使用してモニターする。本発明の修飾Ｔ細胞受容体ドメインポリ
ペプチドの生物学的特性は、ｅｘ　ｖｉｖｏによる細胞、組織及び全生物体を用いた実験
により特徴づけることが可能である。周知のように、限定されないがマウス、ネズミ、ウ
サギ、イヌ、ネコ、ブタ及びサルなどの動物において、ｉｎ　ｖｉｖｏにおいて薬剤を試
験し、それにより当該薬の、治療への有効性を疾患又は疾患モデルと比較し、あるいは薬
物動態学、薬力学、毒性及び他の特性を測定することが可能となる。当該動物は疾患モデ
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ルと称することもある。当該治療は、ヌードマウス、ＳＣＩＤマウス、異種移植片マウス
及びトランスジェニックマウス（ノックイン及びノックアウトを含む）などのマウスを用
いて通常試験される。かかる実験により、当該抗体を治療薬として使用する際における、
適当な半減期、エフェクター機能、アポトーシス活性、細胞障害若しくは細胞溶解活性な
どの、使用可能性を決定するために有用なデータが提供されうる。
【００６５】
　いかなる生物体（好ましくは哺乳類）も、試験に使用できる。例えばサルは、ヒト（霊
長類）に対するそれらの遺伝子の類似性のため、適切な治療のモデルであり、ゆえに、本
発明の修飾Ｔ細胞受容体ドメインポリペプチドの有効性、毒性、薬物動態学、薬力学、半
減期又は他の特性を試験するために使用できる。ヒトにおける臨床試験は、薬剤として承
認を受けるために最終的に必要とされ、また当然ながら、これらの試験も本発明に包含さ
れる。すなわち、本発明の修飾Ｔ細胞受容体ドメインポリペプチドは、それらの治療有効
性、毒性、免疫原性、薬物動態学及び／又は他の臨床特性を決定するため、ヒトにおける
試験にも使用できる。
【００６６】
　本発明の修飾Ｔ細胞受容体ドメインポリペプチドの使用により、広範囲にわたる抗体製
品の応用が可能となる。一実施形態では、本発明の変異Ｔ細胞受容体ドメインポリペプチ
ドは、治療又は予防に使用でき、例えば能動又は受動免疫療法、調製、産業的若しくはア
ッセイ用途、診断用途、工業用化合物又は試験用試薬など（好ましくは治療用途）への応
用が可能である。修飾Ｔ細胞受容体ドメインポリペプチドの使用により、モノクローナル
若しくはポリクローナルなＴ細胞受容体ドメインポリペプチドの合成が可能となる。好ま
しい実施形態では、本発明の修飾Ｔ細胞受容体ドメインポリペプチドを用いて、標的抗原
を運ぶ標的細胞（例えば癌細胞）を捕捉するか又は殺傷する。
【００６７】
　代替的な実施形態では、本発明の修飾Ｔ細胞受容体ドメインポリペプチドを用いて、標
的抗原をブロック、アンタゴナイズ又はアゴナイズし、例えばサイトカイン又はサイトカ
イン受容体をアンタゴナイズする。他の好適な実施形態では、本発明の修飾Ｔ細胞受容体
ドメインポリペプチドを用いて、標的抗原をブロック、アンタゴナイズ又はアゴナイズし
、それにより標的抗原を運ぶ標的細胞の殺傷が可能となる。他の好適な実施形態では、本
発明の修飾Ｔ細胞受容体ドメインポリペプチドを用いて、成長因子又は成長因子受容体を
ブロック、アンタゴナイズ又はアゴナイズし、それにより標的抗原を運ぶか又は必要とす
る標的細胞の殺傷が可能となる。好適な代替的実施形態では、本発明の修飾Ｔ細胞受容体
ドメインポリペプチドを用いて、酵素及び酵素基質をブロック、アンタゴナイズ又はアゴ
ナイズする。他の好適な実施形態では、本発明の修飾されたＴ細胞受容体ドメインポリペ
プチドを用いて、伝染性の物体（例えばウイルス、バクテリア又は菌類）を中和する。
【００６８】
　他の好適な実施形態では、本発明の修飾されたＴ細胞受容体ドメインポリペプチドによ
り、血清半減期が長期化する。他の好適な実施形態では、本発明のの修飾されたＴ細胞受
容体ドメインポリペプチドにより、エフェクター機能が示される。本発明の修飾されたＴ
細胞受容体ドメインポリペプチドは、様々な治療に使用できる。好ましい実施形態では、
修飾されたＴ細胞受容体ドメインポリペプチドからなるＴ細胞受容体を患者に投与し、特
異性障害を治療する。本発明のための「患者」は、ヒト及び他の動物（好ましくは哺乳類
及び最も好ましくはヒト）を指す。本願明細書における「特異性障害」とは、本発明の修
飾Ｔ細胞受容体ドメインポリペプチドを含有する医薬組成物の投与により改善されうる障
害のことを意味する。一実施形態では、本発明に係る修飾Ｔ細胞受容体ドメインポリペプ
チドは、患者に投与される唯一の治療的有効成分である。
【００６９】
　あるいは、本発明に係る修飾Ｔ細胞受容体ドメインポリペプチドは、１つ以上の他の治
療薬と組み合わせて投与してもよく、かかるものとしては限定されないが、細胞障害剤、
化学療法剤、サイトカイン、成長抑制剤、抗ホルモン剤、キナーゼ阻害剤、抗血管新生剤
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、心臓保護剤又は他の治療薬が挙げられる。上記修飾Ｔ細胞受容体ドメインポリペプチド
は、１つ以上の他の治療に付随して投与してもよい。例えば、本発明の変異Ｔ細胞受容体
を、化学療法、放射線療法、又は化学療法及び放射線療法の両方において、患者に投与で
きる。一実施形態では、本発明の修飾Ｔ細胞受容体ドメインポリペプチドは、１つ以上の
抗体との組み合わせで投与してもよい。本発明の他の実施形態では、本発明の修飾Ｔ細胞
受容体ドメインポリペプチド及び１つ以上の他の制癌治療を用いて、癌細胞をｅｘ　ｖｉ
ｖｏで治療してもよい。かかるｅｘ　ｖｉｖｏな治療は、骨髄移植、及び特に自家骨髄移
植において有用であると考えられる。本発明のＴ細胞受容体ドメインポリペプチドが更に
他の治療技術（例えば手術）と組み合わせて使用できることは当然である。
【００７０】
　様々な他の治療薬を、本発明の修飾Ｔ細胞受容体ドメインポリペプチドと組み合わせて
投与することができる。一実施形態では、上記修飾Ｔ細胞受容体ドメインポリペプチドを
、抗血管新生剤（血管の形成をブロックするか、ある程度阻害する化合物）と共に投与す
る。抗血管形成因子とは、例えば、成長因子又は成長因子受容体に結合することにより、
脈管形成を促進しうる、小分子又はタンパク質（例えば抗体、Ｆｃ融合分子又はサイトカ
イン）である。本願明細書において、好適な抗血管新生因子とは、血管内皮細胞増殖因子
（ＶＥＧＦ）と結合する抗体である。代替の実施形態では、上記修飾Ｔ細胞受容体ドメイ
ンポリペプチドは、適応免疫反応を誘発するか又は強化する治療薬（例えばＣＴＬＡ－４
を標的とする抗体）と共に投与される。代替的な実施形態では、修飾Ｔ細胞受容体ドメイ
ンポリペプチドはチロシンキナーゼ阻害剤（ある程度チロシンキナーゼのチロシンキナー
ゼ活性を阻害する分子）と共に投与される。代替的な実施形態では、本発明の修飾Ｔ細胞
受容体ドメインポリペプチドは、サイトカインと共に投与される。
【００７１】
　本明細書で用いられる「サイトカイン」とは、１つの細胞集団から放出され、細胞間メ
ディエータ（ケモカインなど）として他の細胞において機能する、タンパク質の総称を意
味する。医薬組成物とは、本発明に係る修飾Ｔ細胞受容体ドメインポリペプチド及び１つ
以上の治療的活性薬剤を処方したものである。本発明の変異抗体を含有する安定な製剤は
、所望の純度の前記免疫グロブリンと、任意の薬理学的に許容できる担体、賦形剤又は安
定化剤（Ｒｅｍｉｎｇｔｏｎ’ｓ　Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ　
１６ｔｈ　ｅｄｉｔｉｏｎ，Ｏｓｏｌ，Ａ．Ｅｄ．，１９８０）を混合することによって
調製され、保存の際には凍結乾燥又は水溶液の形で調製される。ｉｎ　ｖｉｖｏ投与のた
めに使用される製剤は、好ましくは無菌状態である。これは滅菌フィルター又は他の方法
による濾過によって容易に実施できる。本願明細書に開示される修飾Ｔ細胞受容体ドメイ
ンポリペプチドと他の治療的有効成分は、免疫リポソームとして製剤化でき、及び／又は
マイクロカプセル中に封入できる
【００７２】
　本発明の修飾されたＴ細胞受容体ドメインポリペプチドからなる医薬組成物又は異なる
修飾されたＴ細胞受容体ドメインポリペプチドの混合物の投与は、好ましくは滅菌水溶液
の形で、限定されないが以下のような様々な形態で実施できる：経口的、皮下、静脈注射
、鼻腔内、耳内、経真皮、局所投与（例えばゲル、塗剤、ローション剤、クリームなど）
、腹膜内、筋肉注射、肺内、経膣、非経口、直腸内又は眼内投与。
【００７３】
　本発明の好ましい実施形態では、上記発現システムはベクターを有してなる。公知技術
のいかなる発現ベクターも、必要に応じて本発明に使用できる。
【００７４】
　修飾されたＴ細胞受容体ドメインポリペプチドを、好ましくは、宿主（より好ましくは
バクテリア、イースト、植物細胞、昆虫細胞、動物細胞若しくは哺乳動物細胞、又は植物
若しくは動物の器官、又は完全な植物体又は動物体）において発現させる。限定されない
が、哺乳動物細胞（動物の細胞）、植物細胞、バクテリア（例えば枯草菌、大腸菌）、昆
虫細胞及びイースト（例えばＰｉｃｈｉａ　ｐａｓｔｏｒｉｓ、酵母）などの多様な適当
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な宿主細胞を、本発明の修飾されたポリペプチドを発現させるために使用できる。例えば
、本発明で使用できる様々な細胞系は、ＡＴＣＣ細胞カタログ（アメリカンタイプカルチ
ャーコレクションから入手可能）に記載されている。更に、動植物を、本発明に係るＴ細
胞受容体ドメインポリペプチドの発現のための宿主として使用できる。発現若しくはトラ
ンスフェク用のションベクター若しくはカセットは、使用する宿主に応じて適宜選択でき
る。当然ながら、非細胞若しくは無細胞タンパク質発現システムを使用できる。ｉｎ　ｖ
ｉｔｒｏ転写／翻訳タンパク質発現プラットフォーム（充分な量のタンパク質を産生する
）は無細胞タンパク質発現において多くの効果を発揮し、細胞ベースの発現システムにお
いて典型的に存在する面倒な上流及び下流の工程（例えば宿主細胞の形質転換、培養又は
溶解）の必要がない。本発明の別の態様は、前記Ｔ細胞受容体ドメインポリペプチドの構
造ループ中に少なくとも１つの修飾を有し、抗原のエピトープに前記分子の結合を決定す
る、Ｔ細胞受容体ドメインポリペプチドを有してなる分子の調製方法、又はそれを含有す
る医薬品の提供に関する。未修飾の分子は前記エピトープと顕著に結合しない。
【００７５】
　上記方法は、以下のステップからなる：
－少なくとも１つの構造ループ領域を有するＴ細胞受容体ドメインポリペプチドをコード
する核酸を準備するステップと、
－前記少なくとも１つの構造ループ領域の少なくとも１つのヌクレオチド残基を修飾する
ステップと、
－発現システム中に前記修飾された核酸を移すステップと、
－前記修飾されたＴ細胞受容体ドメインポリペプチドを発現させるステップと、
－発現された修飾されたＴ細胞受容体ドメインポリペプチドとエピトープとを接触させる
ステップと、
－前記修飾されたＴ細胞受容体ドメインポリペプチドが前記エピトープと結合するか否か
を測定するステップと、
－前記エピトープに結合する修飾されたＴ細胞受容体ドメインポリペプチドを準備し、任
意に医薬品として調製するステップ。
【００７６】
　特に本発明は、少なくとも１つの第１の分子に特異的に結合する多重特異的分子、又は
それを含有する医薬品の調製方法に関する。当該分子は、前記Ｔ細胞受容体ドメインポリ
ペプチドの少なくとも１つの構造ループ領域の各々に少なくとも１つの修飾を有し、前記
少なくとも１つのループ領域の、アレルゲン、腫瘍関連抗原、自己抗原、酵素、Ｆｃ受容
体、補体系のタンパク質、血清分子、細菌抗原、菌類の抗原、原虫性抗原及びウイルス抗
原からなる群から選択される少なくとも１つの第２の分子に対する特異的な結合を決定し
、未修飾の構造ループ領域を含有するＴ細胞受容体ドメインポリペプチドは、前記少なく
とも１つの第２の分子と特異的に結合しない。
【００７７】
　上記方法は、以下のステップからなる：
－少なくとも１つの第１の分子に特異的に結合する、少なくとも１つの構造ループ領域を
有するＴ細胞受容体ドメインポリペプチドをコードする核酸を準備するステップと、
－前記核酸によってコードされる少なくとも１つの前記ループ領域の少なくとも１つのヌ
クレオチド残基を修飾するステップと、
－発現システム中に前記修飾された核酸を移すステップと、
－前記修飾されたＴ細胞受容体ドメインポリペプチドを発現させるステップと、
－前記少なくとも１つの第２の分子と、発現された修飾されたＴ細胞受容体ドメインポリ
ペプチドとを接触させるステップと、
－前記修飾されたＴ細胞受容体ドメインポリペプチドが特に第２の分子と結合する否かを
測定するステップと、
－前記少なくとも１つの第２の分子に特異的に結合する修飾されたＴ細胞受容体ドメイン
ポリペプチドを準備し、任意に医薬品として調製するステップ。
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【００７８】
　本発明のＴＣＲはα（又はγ）鎖、及びβ（又はδ）鎖を有してもよく、それらは共に
、特異的な結合パートナーと結合する可変領域を形成し、第２の特性は、α（又はγ）鎖
、又はβ（又はδ）鎖の可変若しくは定常ドメインの修飾された構造ループにより形成さ
れうる。結合部位は、少なくとも１又は２つの可変若しくは定常ドメイン（例えば構造的
に隣接されることができる重鎖可変ドメイン及び軽鎖可変ドメイン）上の複数の非ＣＤＲ
ループにより形成される場合もある。
【００７９】
　修飾されたＴ細胞受容体又は誘導体は、少なくとも１つの修飾されたＴ細胞受容体ドメ
インポリペプチドを有する、全長Ｔ細胞受容体又はＴ細胞受容体断片（例えば可溶性ＴＣ
Ｒ、単鎖－ＴＣＲ）でもよい。デザイン次第で、それは同じ若しくは異なる結合パートナ
ーに、一価的、又は多価的に結合してもよく、又は異なる結合パートナーごとに異なる価
数で結合してもよい。例えば、Ｔ細胞受容体の断片、又は同等にｓｃＴＣＲを設計する際
は、両方の可変ドメインの構造ループが別に設計され、ＣＤＲｓによって形成される結合
部位と同じエピトープと結合するような方法で行い、それにより、それぞれ三価Ｔ細胞受
容体又はｓｃＴＣＲが得られる。例えば、ＣＤＲｓにより形成される天然の結合部位が、
設計された可変ドメインとは異なる標的エピトープを認識する場合、得られるＴＣＲ断片
又はｓｃＴＣＲは、一価で第１の標的と結合し、二価で第２の標的に結合する。その際、
それぞれ可変ドメインの修飾された構造ループにより独立に結合する。当業者にとり自明
であるが、このモジュラー設計の原理は、多数の異なる方法で応用することが可能である
。α（γ）及びβ（δ）ドメインの非ＣＤＲドメインに、特異的な結合部位の選抜及び設
計に利用できる、多くの様々な構造ループが存在するため、２つ以上の特異性を有するＴ
細胞受容体誘導体を設計することも可能である。例えば、ＣＤＲｓによって第１の標的を
認識するＶα及びＶβドメインを別に設計し、それにより、それぞれの可変ドメインの修
飾された構造ループによって媒介される相互作用により、異なる（第２及び第３の）標的
と特異的に結合させることが可能となる。すなわち、三重特異的なＴ細胞受容体又はＴ細
胞受容体の断片（単鎖など）を調製し、それにより、その様々な標的の各々に対して一価
結合させてもよい。１つのポリペプチド鎖内の特異的な結合ドメインは、ペプチドリンカ
ーの有無にかかわらず連結できて、それらは必ずしも天然の順序でなくともよい。
【００８０】
　Ｔ細胞受容体の定常ドメイン若しくは可変ドメインでもない部分はエフェクター機能を
媒介する。Ｔ細胞受容体断片がＡＤＣＣ、ＡＤＣＰ又はＣＤＣを示さない理由がそれであ
る。本発明では、エフェクター分子（例えばＦｃ受容体及び補体タンパク質）にＴ細胞受
容体結合を設計することは可能である。Ｔ細胞受容体ドメインの修飾されたループは、修
飾されたループ構造のライブラリから選抜してもよく、又は１つ以上のエフェクター分子
と結合するように設計してもよい。Ｔ細胞受容体又はかかるエフェクター分子結合部位を
有する断片単独は、抗体と同様のエフェクター機能を可能にし、強い若しくは弱いＡＤＣ
Ｃ及びＡＤＣＰ及び／又は補体活性化を示すよう、適宜設計できる。本発明に係るかかる
Ｔ細胞受容体ドメインポリペプチドの潜在的エフェクター機能を選抜するためには、変異
体Ｔ細胞受容体ドメインポリペプチドからなるライブラリを、Ｆｃ受容体及び／又は補体
因子（例えばＣ１ｑ）に対する結合に関して選抜するのが好ましい。選抜に供されるＦｃ
γ受容体は、天然にそれぞれの受容体を発現する細胞の表面に提示させてもよく、又は受
容体の細胞外部分を各々発現及び精製してもよい。ＩＦＮ－ｇ刺激されたＵ９３７細胞（
ＣＲＬ－１５０３、ＡＴＣＣ）を標的細胞として用いて、ファージディスプレイされた修
飾Ｔ細胞受容体ドメインポリペプチドを単離してもよい。具体的には、高親和性ＩｇＧ受
容体（ＦｃγＲＩ）に対して結合する（Ｂｅｒｎｔｚｅｎら、，２００６，Ｐｒｏｔｅｉ
ｎ　Ｅｎｇ　Ｄｅｓ　Ｓｅｌ．１９（３）：１２１－８と同様）。Ｆｃ受容体に対する結
合は、選抜された修飾されたＴ細胞受容体ドメインポリペプチドで特異的に染色される標
的として、Ｕ９３７細胞を使用したＦＡＣＳによって試験できる。更に、ヒトのＦｃγ受
容体の細胞外ドメインをクローニングし、可溶性タンパク質又は融合タンパク質として発
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現させることができ、潜在的結合パートナーの特異的な結合アッセイに使用できる（例え
ばＢｅｒｎｔｚｅｎら、，２００５，Ｊ　Ｉｍｍｕｎｏｌ　Ｍｅｔｈｏｄｓ．２９８（１
－２）：９３－１０４）。補体因子Ｃ１ｑに対して特異的に結合する修飾されたＴ細胞受
容体ドメインポリペプチドの同定及び評価は、基本的に同様に実施できる（例えばＬａｕ
ｖｒａｋら、１９９７　Ｂｉｏｌ　Ｃｈｅｍ．３７８（１２）：１５０９－１９）。
【００８１】
　かかるＴ細胞受容体ドメインポリペプチドを有する分子のｉｎ　ｖｉｖｏ半減期を長期
化させるため、ＦｃＲｎに対する結合を基に、本発明に係る変異体Ｔ細胞受容体ドメイン
ポリペプチドのライブラリを用いて選抜してもよい。選抜に供されるＦｃＲｎ受容体は、
それぞれの受容体を天然に発現する細胞の表面に、又は、それぞれの受容体の細胞外部分
のディスプレイ及び精製により調製できる。本発明においては、ＦｃＲｎの第１のスクリ
ーニングにより、変異体Ｔ細胞受容体ドメインポリペプチド（又はかかる変異体Ｔ－細胞
受容体ドメインポリペプチドを有する分子）を選抜でき、それを更にｉｎ　ｖｉｔｒｏで
試験し、ＦｃＲｎ受容体を発現する細胞への結合を基に、ＦＡＣＳ実験において更に解析
できる。スクリーニング及び選抜は、ＦｃＲｎへの結合のｐＨ依存を考慮してもよい（国
際公開第０２／０６０９１９号、国際公開第９７／３４６３１号）。それは更に、例えば
表面プラスモン共鳴技術などにより、様々な組換えＦｃＲｎ、アイソフォーム及びアロタ
イプへの結合親和性のランキングによって特徴づけることが可能である（例えばＤａｌｌ
’　Ａｃｑｕａら、Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ，２００２，１６９：
５１７１　５１８０）。
【００８２】
　Ｔ細胞受容体は、好ましくはＴ細胞受容体又はその部分の、α及びβ鎖、又はγ及びδ
鎖を有してなる。修飾されたＴ細胞受容体は、α又はβ鎖、又はγ及びδ鎖（少なくとも
１つの可変ドメイン）を有してもよい。本発明に係るＴ細胞受容体は好ましくは、Ｔ細胞
受容体又はその一部の、少なくとも１つの定常及び／又は少なくとも１つの可変ドメイン
を有してなる。
【００８３】
　本発明に係る他の好適なＴ細胞受容体は、少なくとも２つの構造ループ領域を有する、
α、β、γ又はδ鎖のドメイン又はその一部からなり、前記少なくとも２つの構造ループ
領域は、少なくとも２つの修飾された構造ループ領域を形成する少なくとも２つのアミノ
酸修飾を有する点を特徴とし、前記少なくとも２つの修飾された構造ループ領域は、抗原
の少なくとも１つのエピトープと特異的に結合する。
【００８４】
　本発明の好ましい実施形態では、分子に対する修飾Ｔ細胞受容体ドメインポリペプチド
の特異的な結合は、以下からなる群から選択される結合アッセイにより測定される：免疫
学的アッセイ、好ましくは酵素結合免疫吸着アッセイ（ＥＬＩＳＡ）、表面プラスモン共
鳴アッセイ、飽和転送差核磁気共鳴分光アッセイ、転送ＮＯＥ（ｔｒＮＯＥ）核磁気共鳴
分光アッセイ、競争的アッセイ、組織結合アッセイ、生細胞結合アッセイ及び細胞抽出ア
ッセイ。当該結合アッセイは、限定されないが、以下のような公知の様々な方法を用いて
実施することができる：ＦＲＥＴ（蛍光共鳴エネルギー移動）及びＢＲＥＴ（生物発光共
鳴エネルギー移動）－ベースのアッセイ、ΑｌｐｈａＳｃｒｅｅｎ（ＴＭ）（増幅蛍光近
接ホモジニアスアッセイ）、シンチレーション近接アッセイ、ＥＬＩＳＡ（酵素結合イム
ノソルベントアッセイ）、ＳＰＲ（表層プラスモン共鳴、別名「ＢＩＡＣＯＲＥ」（ＴＭ
））、等温滴定熱量測定、示差走査熱量測定、ゲル電気泳動、及びクロマトグラフィなど
のゲル濾過。修飾ポリペプチドは、好ましくは以下からなる群から選択されるラベル又は
リポーター分子とコンジュゲートしている：有機分子、酵素ラベル、放射性ラベル、染色
ラベル、蛍光ラベル、発色ラベル、発光ラベル、ハプテン、ジゴキシゲニン、ビオチン、
金属複合体、金属、コロイド状金及びそれらの混合物。修飾Ｔ細胞受容体ドメインポリペ
プチドを他の分子にコンジュゲートさせることにより、例えば結合アッセイ（例えばＥＬ
ＩＳＡ）や結合試験において前記コンジュゲートを単純に検出することができる。
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【００８５】
　本発明の別の態様は、少なくとも２つの構造ループ領域を有する、Ｔ細胞受容体のドメ
イン又はそれらの組み合わせからなるポリペプチドに関し、前記少なくとも２つの構造ル
ープ領域は各々、少なくとも２つの修飾された構造ループ領域を形成する少なくとも１つ
のアミノ酸修飾を有するという点を特徴とし、前記少なくとも２つの修飾された構造ルー
プ領域は、抗原の少なくとも１つのエピトープと特異的に結合する。少なくとも１つの修
飾されたＴ細胞受容体ドメインポリペプチド（非可変的な配列又は構造ループを介して特
定のパートナーと結合する）と、少なくとも１つの他の結合分子（抗体、抗体断片、可溶
性の受容体、リガンド若しくは他の修飾されたＴ細胞受容体ドメインポリペプチドであっ
てもよい）を結合させた分子であるのが好ましい。少なくとも１つの本発明に係るＴ細胞
受容体ドメインポリペプチドと組み合わせる多の結合分子は、好ましくはタンパク性分子
、核酸分子及び炭水化物からなる群から選択される。修飾Ｔ細胞受容体ドメインポリペプ
チドのループ領域は、特に抗原、タンパク性分子、タンパク質、ペプチド、ポリペプチド
、核酸、グリカン、炭水化物、脂質、小さい有機分子、無機分子、又はその組合せ又は融
合物など、あらゆる種類の結合分子又は構造とも特異的に結合できる。もちろん、上記修
飾Ｔ細胞受容体ドメインポリペプチドは、少なくとも２つのループ又はループ領域を有し
てもよく、それにより、当該ループ又はループ領域の各々が異なる分子又はエピトープと
特異的に結合することができる。
【００８６】
　本発明の好ましい実施形態では、修飾された構造ループ領域に対する分子結合は、以下
からなる群から選択される：腫瘍関連抗原、特にＥｐＣＡＭ、腫瘍関連のグリコプロテイ
ン－７２（ＴＡＧ－７２）腫瘍関連抗原ＣＡ１２５、前立腺特異的な膜抗原（ＰＳＭＡ）
、高分子量黒色腫関連抗原（ＨＭＷ－ＭＡＡ）、ルイスＹ関連炭水化物、癌胎児性抗原（
ＣＥＡ）、ＣＥＡＣＡＭ５、ＨＭＦＧ　ＰＥＭ、ムチンＭＵＣ１、ＭＵＣ１８及びサイト
ケラチン腫瘍関連抗原、細菌抗原、ウイルス抗原、アレルゲン、アレルギー関連分子Ｉｇ
Ｅ、ｃＫＩＴ及びＦｃ－ε－受容体Ｉを発現する腫瘍関連抗原、ＩＲｐ６０、ＩＬ－５受
容体、ＣＣＲ３、赤血球受容体（ＣＲ１）、ヒト血清アルブミン、マウス血清アルブミン
、マウス血清アルブミン、新生児Ｆｃ－γ－受容体ＦｃＲｎ、Ｆｃ－γ－受容体Ｆｃ－γ
ＲＩ、Ｆｃ－γ－ＲＩＩ、Ｆｃ－γＲＩＩＩ、Ｆｃ－α受容体、Ｆｃ－ε－受容体、フル
オレセイン、リゾチーム、Ｔｏｌｌ様受容体９、エリトロポイエチン、ＣＤ２、ＣＤ３、
ＣＤ３Ｅ、ＣＤ４、ＣＤ１０、ＣＤ１１、ＣＤ１１ａ、ＣＤ１４、ＣＤ１６、ＣＤ１８、
ＣＤ１９、ＣＤ２０、ＣＤ２２、ＣＤ２３、ＣＤ２５、ＣＤ２８、ＣＤ２９、ＣＤ３０、
ＣＤ３２、ＣＤ３３（ｐ６７タンパク質）、ＣＤ３８、ＣＤ４０、ＣＤ４０Ｌ、ＣＤ５２
、ＣＤ５４、ＣＤ５６、ＣＤ６４、ＣＤ８０、ＣＤ１４７、ＧＤ３、ＩＬ－１、ＩＬ－１
Ｒ、ＩＬ－２、ＩＬ－２Ｒ、ＩＬ－４、ＩＬ－５、ＩＬ－６、ＩＬ－６Ｒ、ＩＬ－８、Ｉ
Ｌ－１２、ＩＬ－１５、ＩＬ－１８、ＩＬ－２３、インターフェロンα、インターフェロ
ンβ、インターフェロンγ、ＦＧＦ２０、ＴＮＦ－α、ＴＮＦβ２、ＴＮＦα、ＴＮＦα
β、ＴＮＦ－Ｒ１、ＴＮＦ－ＲＩＩ、ＦａｓＬ、ＣＤ２７Ｌ、ＣＤ３０Ｌ、４－１ＢＢＬ
、ＴＲＡＩＬ、ＲＡＮＫＬ、ＴＷＥＡＫ、ＡＰＲＩＬ、ＢＡＦＦ、ＬＩＧＨＴ、ＶＥＧ１
、ＯＸ４０Ｌ、ＴＲＡＩＬ受容体－１、Ａ１　アデノシン受容体、リンホトキシンΒ受容
体、ＴＡＣＩ、ＢＡＦＦ－Ｒ、ＥＰＯ、ＬＦＡ－３、ＩＣＡＭ－１、ＩＣＡＭ－３、イン
テグリンβ１、インテグリンβ２、インテグリンα４／β７、インテグリンα２、インテ
グリンα３、インテグリンα４、インテグリンα５、インテグリンα６、インテグリンα
ｖ、αＶβ３インテグリン、ＦＧＦＲ－３、ケラチノサイト成長因子、ＶＬＡ－１、ＶＬ
Ａ－４、Ｌ－セレクチン、抗Ｉｄ、Ｅセレクチン、ＨＬＡ、ＨＬＡ－ＤＲ、ＣＴＬＡ－４
、Ｔ細胞受容体、Ｂ７－１、Ｂ７－２、ＶＮＲインテグリン、ＴＧＦβ１、ＴＧＦβ２、
エオタキシン１、ＢＬｙＳ（Ｂ－リンパ球刺激因子）、補体Ｃ５、ＩｇＥ、ＩｇＡ、Ｉｇ
Ｄ、ＩｇＭ、ＩｇＧ、因子ＶＩＩ、ＣＢＬ、ＮＣＡ９０、ＥＧＦＲ（ＥｒｂＢ－１）、Ｈ
ｅｒ２／ｎｅｕ（ＥｒｂＢ－２）、Ｈｅｒ３（ＥｒｂＢ－３）、Ｈｅｒ４（ＥｒｂＢ４）
、組織因子、ＶＥＧＦ、ＶＥＧＦＲ、エンドセリン受容体、ＶＬＡ－４、血液型抗原など
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の炭水化物及び関連する炭水化物、ガリリ－グリコシル化、ガストリン、ガストリン受容
体、腫瘍関連の炭水化物、ハプテンＮＰ－キャップ又はＮＩＰ－キャップ、Ｔ細胞受容体
α／β、Ｅセレクチン、Ｐ糖タンパク質、ＭＲＰ３、ＭＲＰ５、グルタチオン－Ｓ－転移
酵素π（多剤耐性タンパク質）、α－顆粒膜タンパク質（ＧＭＰ）１４０、ジゴキシン、
胎盤アルカリホスファターゼ（ＰＬＡＰ）、睾丸ＰＬＡＰ様アルカリホスファターゼ、ト
ランスフェリン受容体、ヘパラナーゼＩ、ヒト心臓ミオシン、グリコプロテインＩＩｂ／
ＩＩＩａ（ＧＰＩＩｂ／ＩＩＩａ）、ヒトサイトメガロウイルス（ＨＣＭＶ）ｇＨエンベ
ロープグリコプロテイン、ＨＩＶ　ｇｐ１２０、ＨＣＭＶ、ＲＳウイルス（ＲＳＶ）　Ｆ
、ＲＳＶＦ　Ｆｇｐ、ＶＮＲインテグリン、ＨｅｐＢ　ｇｐ１２０、ＣＭＶ、ｇｐＩＩｂ
ＩＩＩａ、ＨＩＶ　ＩＩＩＢ　ｇｐ１２０　Ｖ３ループ、ＲＳウイルス（ＲＳＶ）Ｆｇｐ
、ヘルペスシンプレックスウイルス（ＨＳＶ）ｇＤグリコプロテイン、ＨＳＶ　ｇＢグリ
コプロテイン、ＨＣＭＶ　ｇＢエンベロープグリコプロテイン、ウェルシュ菌毒素、並び
にそれらの断片。好ましくは、上記抗原は、病原抗原、腫瘍関連抗原、酵素、基質、自己
抗原、有機分子又はアレルゲンからなる群から選択される。より好適な抗原は、ウイルス
抗原、細菌抗原又は真核生物若しくはファージの病原体に由来する抗原からなる群から選
択される。好適なウイルス抗原としては、ＨＡＶ、ＨＢＶ、ＨＣＶ、ＨＩＶＩ、ＨＩＶＩ
Ｉ、パルヴォウイルス、インフルエンザ、ＨＳＶ、肝炎ウイルス、フラビウイルス、ウェ
ストニルウイルス、エボラウイルス、Ｐｏｘウイルス、小ｐｏｘウイルス、麻疹ウイルス
、ヘルペスウイルス、アデノウイルス、パピロマウイルス、ポリオーマウイルス、パルヴ
ォウイルス、ライノウイルス、コクサッキーウイルス、ポリオウイルス、エコウイルス、
日本脳炎ウイルス、デングウイルス、ダニ媒介性脳炎ウイルス、黄熱病ウイルス、コロナ
ウイルス、ＲＳウイルス、パラインフルエンザウイルス、ラクロスウイルス、ラサウイル
ス、狂犬病ウイルス、ロタウイルス抗原が挙げられる。好適な細菌抗原としては、シュー
ドモナス、マイコバクテリウム、スタフィロコッカス、サルモネラ、メニンゴコッカル、
ボレリア、リステリア、ネイセリア、クロストリジウム、エシェリチア、レジオネラ、バ
シラス、ラクトバシラス、ストレプトコッカス、エンテロコッカス、コリネバクテリウム
、ノカルジア、ロードコッカス、モラキセラ、ブルセラ、カンピロバクター、カルジオバ
クテリウム、フランシセラ、ヘリコバクター、ハエモフィラス、クレブシエラ、シゲラ、
イエルシニア、ビブリオ、クラミジア、レプトスピラ、リケッチア、マイコバクテリウム
、トレポネマ、バルトネラ抗原が挙げられる。病原性真核生物の好適な真核生物抗原とし
ては、ジアルジア、トキソプラズマ、シクロスポラ、クリプトスポリジウム、トリチネラ
、酵母、カンディダ、アスペルギルス、クリプトコッカス、ブラストマイセス、ヒストプ
ラズマ、コッキジオイデスに由来する抗原が挙げられる。
【００８７】
　本発明に係る修飾されたＴ細胞受容体ドメインポリペプチドは好ましくは、上で開示さ
れる分子のうちの１つと結合できる。これらの分子はまた、アレルゲンを含んでなる。
【００８８】
　本発明の修飾ポリペプチドは、好ましくは以下からなる群から選択されるラベル又はリ
ポーター分子とコンジュゲートしている：有機分子、酵素ラベル、放射性ラベル、染色ラ
ベル、蛍光ラベル、発色ラベル、発光ラベル、ハプテン、ジゴキシゲニン、ビオチン、金
属複合体、金属、コロイド状金及びそれらの混合物。ラベル又はリポーター分子にコンジ
ュゲートした上記の修飾ポリペプチドは、例えば診断で使用できる。本発明の別の態様は
、本発明に係るか若しくは本発明の方法によって入手できるＴ細胞受容体ドメインポリペ
プチドの、能動免疫のためのワクチンの調製のための使用に関する。これによって、Ｔ細
胞受容体ドメインポリペプチドを、ワクチンを調製する際の抗原性薬剤として用いるか、
又はワクチンを調製する際の、抗原性構造をフィッシング又は捕捉するための物質として
用いることとなる。
【００８９】
　本発明の別の態様は、修飾されたＴ細胞受容体ドメインポリペプチドからなる分子のタ
ンパク質ライブラリの調製のための、本発明に係る、又は本発明の方法によって入手でき
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るＴ細胞受容体ドメインポリペプチドの使用に関する。
【００９０】
　本発明の更に別の態様は、以下のステップからなる、標的分子を特異的に結合させる、
及び／又は検出する方法に関する：
（ａ）本発明に係る修飾されたＴ細胞受容体ドメインポリペプチドか、又は、本発明に係
る方法によって入手できる修飾されたＴ細胞受容体ドメインポリペプチドを有する分子を
含有する、分子と、前記標的分子を含むと考えられる試験サンプルと、を接触させるステ
ップと、
（ｂ）特異的なＴ細胞受容体ドメインポリペプチド／標的分子複合体の潜在的形成を検出
するステップ。
【００９１】
　本発明の別の態様は、以下のステップからなる、標的分子を特異的に分離する方法に関
する：
（ａ）本発明に係る修飾されたＴ細胞受容体ドメインポリペプチドか、又は、本発明に係
る方法によって入手できる修飾されたＴ細胞受容体ドメインポリペプチドを有する分子を
含有する、分子と、前記標的分子を含むと考えられる試験サンプルと、を接触させるステ
ップと、
（ｂ）形成された、特異的なＴ細胞受容体ドメインポリペプチド／標的分子複合体を分離
するステップと、
（ｃ）任意に標的分子を前記複合体から分離するステップ。
【００９２】
　本発明に係るＴ細胞受容体ドメインポリペプチドは、標的分子をサンプルから特異的に
分離するのに使用できる。多重特異的Ｔ細胞受容体ドメインポリペプチドが用いられる場
合、複数の標的分子をサンプルから分離できる。かかる方法において修飾されたＴ細胞受
容体ドメインポリペプチドを使用することは特に有利である。なぜなら、例えば、所定の
量の結合パートナー（すなわち修飾されたＴ細胞受容体ドメインポリペプチド）を表面上
に固定した、均一な表面を有するマトリックスを調製して、標的分子と結合させ、分離す
ることが可能となるからである。それに対して、単一の特異的結合パートナーを用いる場
合、１つの結合パートナーはマトリックスに同じ効率で結合しないため、均一なマトリッ
クスの調製が困難である。
【００９３】
　本発明の別の態様は、以下のステップを有してなる、標的への化合物のターゲッティン
グ方法に関する：
（ａ）特異的に結合できる、本発明に係る修飾されたＴ細胞受容体ドメインポリペプチド
を有する分子か、又は、本発明による方法により得られる修飾されたＴ細胞受容体ドメイ
ンポリペプチドを有する分子を、前記化合物と接触させるステップと、
（ｂ）標的にＴ細胞受容体ドメインポリペプチド／化合物複合体からなる分子を輸送する
ステップ。
【００９４】
　本発明に係る修飾Ｔ細胞受容体ドメインポリペプチドは、ＣＤＲｓ及び／又は修飾ルー
プ領域と結合した、少なくとも１つの化合物を標的に輸送するために使用できる。かかる
Ｔ細胞受容体を用いることにより、疾患の治療の経過で、好適な標的部位に、治療用の物
質をターゲッティングできる。本発明の別の態様は、本発明に係るＴ細胞受容体ドメイン
ポリペプチドを含有するか、又は本発明に係る方法により得られるタンパク質ライブラリ
に関する。前記ライブラリを構築する好適な方法は、上記、及び実施例に記載されている
。本発明に係るライブラリは、様々な分子に対するＴ細胞受容体ドメインポリペプチドの
結合を同定するために使用できる。
【００９５】
　特に本発明は、本発明に係るＴ細胞受容体ドメインポリペプチドを含有するか、又は本
発明に係る方法により得られるタンパク質ライブラリの、Ｔ細胞受容体誘導体の設計のた
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めの使用に関する。既存のＴ細胞受容体は、それぞれの修飾された野生型ドメインのタン
パク質ライブラリを用いて、抗原結合部位をドメインに導入するために変化させることが
でき、ライブラリは少なくとも１０、好ましくは１００、好ましくは１０００、より好ま
しくは１００００、より好ましくは１０００００、最も好ましくは１００００００の変異
型のドメインを有し、各々、少なくとも１つの修飾された構造ループを有する。好ましく
は、変異型の構造ループドメインは少なくとも２の修飾を有する。ライブラリは更に、抗
原との特異的な結合に関してスクリーニングされる。所望の特性に関する分子評価の後、
選抜されたドメイン又はミニドメインを、遺伝子工学的方法によって元のＴ細胞受容体に
クローニングし、それにより野生型ドメインの置換を行う。あるいは、ループ領域のみを
コードするか、又は変異アミノ酸のみをコードするＤＮＡを交換することにより、特異的
な抗原との更なる結合部位を有するＴ細胞受容体を得ることもできる。あるいは、ドメイ
ンの構造ループの修飾は、例えば細胞に結合したＴ細胞受容体の形、可溶性Ｔ細胞受容体
、単鎖ＴＣＲ、ジッパー二量体化ＴＣＲ又は他のあらゆる分子を有するそれらの組み合わ
せを、その天然型の前後関係のドメインと共に実施できる。この設計の効果は、スクリー
ニングがそれらの意図された前後関係の修飾により実施されるということであり、ゆえに
構造上の様々な修飾のいかなる影響又は分子の残余部分の機能を容易に観察することが可
能となる。
【００９６】
　変異した、抗原特異的な構造ループの位置の選択は、元のＴ細胞受容体の構造、及び更
なる結合部位の目的に依存する。例えば、元のＴ細胞受容体が単鎖である場合、２つの可
変ドメイン中の構造ループのＴＣＲ修飾が可能である。元のＴ細胞受容体が、定常及び可
変ドメインを有する可溶性ＴＣＲである場合、各可変ドメイン一方の側の構造ループは各
定常ドメインの２つの側部の構造ループと同様に修飾できる。
【００９７】
　ライブラリを構築するために、１つ以上のＴ細胞受容体ドメインにおける１つ以上の構
造ループ中に突然変異を有する元の変異体分子のライブラリを調製できる。完全な変異型
の元の分子を用いた選抜は、修飾された構造ループと抗原との結合の選抜を行うことによ
り、立体配置的に有利な修飾が得られるため、有効であると考えられる。例えば、完全な
分子が単鎖ＴＣＲである場合、抗原への結合を基に、変異型の元の単鎖ＴＣＲｓのライブ
ラリをスクリーニングし、更にＣＤＲループ（元の特性）により認識される抗原への結合
のための特異的な結合物質をスクリーニングすることは有利であると考えられる。代替的
な選抜手順では、元の（最初の）抗原は、修飾された構造ループと抗原との結合のスクリ
ーニングの間、ＣＤＲループに結合するのが好ましい。この同時スクリーニングは、構造
ループ中に突然変異を有するクローンの優先的な選抜を可能とする。それは、そのＣＤＲ
ループを介して認識する修飾されたＴ細胞受容体ドメインの、その元の標的への結合に負
の影響を及ぼさない。本発明の好ましい実施形態は、少なくとも１つの構造ループ中に、
少なくとも１つの変異型のアミノ酸を有する、変異型のＴ細胞受容体ドメインポリペプチ
ドのライブラリである。上記ライブラリは、α、β、γ及びδ鎖又は混合物、並びにそれ
らの分子組み合わせのＴＣＲドメインを含有してもよい。好ましくは、ライブラリ中の変
異型のＴ細胞受容体ドメインポリペプチドは、少なくとも１つの構造ループ中に少なくと
も２、少なくとも３、少なくとも４個の変異型アミノ酸を有する。他の本発明の好ましい
実施形態は、ｓｃＴＣＲのドメインのいずれかの少なくとも１つの構造ループ中に、少な
くとも１つの変異型のアミノ酸を有する、単鎖ＴＣＲライブラリである。他の本発明の好
ましい実施形態は、ロイシン－ジッパー二量体化ＴＣＲのドメイン中の、少なくとも１つ
のいずれかの構造ループ中に、少なくとも１つの変異型アミノ酸を有するジッパー－二量
体化されたＴＣＲライブラリである。他の本発明の好ましい実施形態は、ＴＣＲのドメイ
ン中の少なくとも１つのいずれかの構造ループ中に、少なくとも１つの変異型アミノ酸を
有するＴＣＲライブラリである。更に別の本発明の好ましい実施形態は、可溶性ＴＣＲの
ドメイン中の、少なくとも１つのいずれかの構造ループ中に、少なくとも１つの変異型ア
ミノ酸を有する可溶性のＴＣＲライブラリである。
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【００９８】
　変異型Ｔ細胞受容体ドメインポリペプチド、又は変異型Ｔ細胞受容体ドメインポリペプ
チドの融合分子を含んでなるタンパク質ライブラリのサイズ条件（すなわち変異型のタン
パク質の数）は、その使用目的に応じて変化する。一般に、抗原結合部位をｄｅ　ｎｏｖ
ｏで生成するためのライブラリは、修飾された構造ループにより形成される、既存の設計
された抗原結合部位を、（例えば親和性を強化するか又は抗原の良好な特異性を変化させ
るために）更に修飾したライブラリより大きい必要がある。
【００９９】
　本発明はまた、Ｔ細胞受容体ドメイン又はミニドメインに含まれる少なくとも１つの構
造ループ領域からなる複数のポリペプチド、又はそれをコードする核酸分子からなる、ポ
リペプチドライブラリ又は核酸ライブラリに関する。上記ライブラリは異なる修飾を有す
るメンバーを有し、それらの複数は、少なくとも１つの構造ループ領域中に修飾を有する
として定義される。上記核酸ライブラリは好ましくは、少なくとも１０の異なるメンバー
（少なくとも１つ、好ましくは少なくとも２つ、より好ましくは少なくとも３つ、より好
ましくは４つのアミノ酸修飾をしうる）、より好ましくは少なくとも１００、より好まし
くは１０００又は１００００の異なるメンバー（例えばランダム化ストラテジー又はコン
ビナトリアル技術でデザイン）を有してなる。更に多くのメンバー、例えば少なくとも１
００００００又は少なくとも１０００００００を有するのも好ましい。
【０１００】
　本発明の更なる態様は、本発明に係る少なくとも２つのライブラリから選抜される２つ
の異なるＴ細胞受容体ドメインポリペプチドを組合せて、多重特異性Ｔ細胞受容体を生成
することである。これらの選抜された特異的なＴ細胞受容体ドメインポリペプチドを、各
々他の分子と組み合わせ（建築用ブロックと同様）、所望の特性（例えば特異性及び／又
は価数の組合せ）となるようにドメインの最適配列をデザインする。
【０１０１】
　更に、本発明に係る１つ以上のＴ細胞受容体ドメインポリペプチドを、タンパク質構造
の崩壊を生じさせることなく、タンパク質中の様々な又は全部の部位に導入することもで
きる。かかる「ドメインシャッフリング」テクニックによって、所望の特性に基づき再度
選抜されうる新規なライブラリが構築できる。
【０１０２】
　好適なライブラリは、本発明に係るＴ細胞受容体ドメインポリペプチド又はその誘導体
を含む。
【０１０３】
　本発明の好ましい実施形態は、少なくとも１つのＴ細胞受容体ドメインポリペプチド、
及びその少なくとも１つの構造ループ領域（本発明により修飾され、抗原と結合する）を
含んでなる、抗原（抗原結合分子）に対する結合分子である。前記結合分子は、そのＣＤ
Ｒループとは同様の及び／又は特異的な結合活性を有しないが、構造ループ領域中に新し
く導入された特異的な結合活性を有する。また、本発明にかかる抗原結合分子においては
、ランダム化技術によって（すなわちランダム化技術によってループ中の１つ以上のアミ
ノ酸残基を置換すること）、又はランダムに生成されたインサートをかかる構造ループ中
に導入することによって、構造ループ中に新しい抗原結合部位を導入してもよい。その他
の好適な方法としては、コンビナトリアル技術の使用が挙げられる。他の態様では、本発
明は、未修飾のＴ細胞受容体とは異質の、１つ、２つ若しくは３つ以上の構造ループに導
入された特性を示す抗原結合部位を有する、修飾Ｔ細胞受容体に関する。「異質の」とい
う用語は、当該抗原結合部位が、Ｔ細胞受容体の特異的な構造ループ領域により形成され
ないことを意味する。更に別の態様では、本発明は、未修飾のＴ細胞受容体とは異質であ
り、少なくとも１つのドメイン中の、少なくとも１つ、２つ、３つ又はそれ以上の構造ル
ープ中に導入された抗原結合部位を有する、修飾されたＴ細胞受容体に関する。前記修飾
されたＴ細胞受容体は、少なくとも１０3ｍｏｌ-1、少なくとも１０4ｍｏｌ-1、少なくと
も１０5ｍｏｌ-1、少なくとも１０6ｍｏｌ-1、少なくとも１０7ｍｏｌ-1、少なくとも１
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０8ｍｏｌ-1又は少なくとも１０9ｍｏｌ-1の親和性で前記抗原と結合する。
【０１０４】
　本発明に係る好適なＴ細胞受容体ドメインポリペプチドは、少なくとも２つの抗原結合
部位、第１のエピトープに結合する第１の部位、及び第２のエピトープに結合する第２の
部位を有してなる。好適な実施形態では、本発明のＴ細胞受容体ドメインポリペプチドは
少なくとも３つのループ領域（第１のエピトープに結合する第１のループ領域、第２のエ
ピトープに結合する第２及び第３のループ領域）からなる。少なくとも第１のループ領域
又は少なくとの第２及び第３のループ領域のいずれか、又はそれらの両方は、構造ループ
を有してなるのが好ましい。本発明に係るＴ細胞受容体は、従来技術において機能的であ
ることが公知の断片を有し、それは本発明において必須の要素、すなわち本発明により修
飾された構造ループ領域を有してなる。
【０１０５】
　好ましくは、本発明に係るＴ細胞受容体は、少なくとも２つのＴ細胞受容体ドメイン又
はその一部（ミニドメインを含む）から構成され、各ドメインは少なくとも１つの抗原結
合部位を含む。
【０１０６】
　また本発明に係る好適なＴ細胞受容体ドメインポリペプチドは、Ｔ細胞受容体の可変領
域の少なくとも１つのドメイン、及びＴ細胞受容体の定常領域の少なくとも１つのドメイ
ンを有してなり、例えば、可変ドメインは、定常ドメインに連結する少なくとも２つの構
造ループにおいて修飾される。
【０１０７】
　本発明に係る好適なＴ細胞受容体ドメインポリペプチドは、未修飾のドメインと少なく
とも５０％の相同性を有するドメインを有してなる。
【０１０８】
　「相同性」という用語は、ポリペプチドがそれらの一次若しくは二次若しくは三次構造
において、対応する位置で同じ若しくは保存された残基を有することを意味する。当該用
語はまた、相応するポリペプチドをコードする２つ以上のヌクレオチド配列にも適用され
る。
【０１０９】
　「相同なＴＣＲドメイン」とは、本願明細書に開示されるＴＣＲドメインであって、本
発明に係る、全長の天然配列を有するＴＣＲドメイン配列、又は全長のＴＣＲドメイン配
列の他のいかなる断片と、少なくとも約５０％のアミノ酸配列同一性を有するＴＣＲドメ
インのことを意味する。好ましくは、相同なＴＣＲドメインとは、少なくとも約５０％の
アミノ酸配列同一性、好ましくは少なくとも５５％のアミノ酸配列同一性、より好ましく
は少なくとも６０％のアミノ酸配列同一性、より好ましくは少なくとも約６５％のアミノ
酸配列同一性、より好ましくは少なくとも７０％のアミノ酸配列同一性、より好ましくは
少なくとも約７５％のアミノ酸配列同一性、より好ましくは少なくとも８０％のアミノ酸
配列同一性、より好ましくは少なくとも約８５％のアミノ酸配列同一性、より好ましくは
少なくとも９０％のアミノ酸配列同一性、より好ましくは少なくとも約９５％のアミノ酸
配列同一性を、天然のＴＣＲドメイン配列、あるいは本願明細書において開示される他の
全長ＴＣＲドメイン配列の断片の配列と共有するＴＣＲドメインのことを指す。
【０１１０】
　本願明細書において同定されるＴＣＲドメイン配列に関する「アミノ酸配列同一性パー
セント（％）」とは、特異的なＴＣＲドメイン配列中のアミノ酸残基と同一な、候補配列
のアミノ酸残基のパーセンテージとして定義される。それは、配列をアラインして、必要
に応じてギャップを導入することにより、最大のパーセント配列同一性となるようにした
ものであり、但し保存的な置換は配列同一性の一部としてはカウントしないことに留意す
べきである。アミノ酸配列同一性パーセントの決定のためのアラインメントは、従来技術
に公知の様々な方法により実施可能であり、一般公開されているコンピュータソフトウェ
ア（例えばＢＬＡＳＴ、ＢＬＡＳＴ－２、ＡＬＩＧＮ又はＭｅｇａｌｉｇｎ（ＤＮＡＳＴ
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ＡＲ）ソフトウェア）を使用して行われる。当業者はアラインメントを測定するために適
当なパラメータを決定できる。例えば、比較される配列の全長にわたり最大限のアライン
メントを可能とする、必要なあらゆるアルゴリズムなどである。
【０１１１】
　後述するように、ＷＵ－ＢＬＡＳＴ－２コンピュータプログラム（Ａｌｔｓｃｈｕｌら
、Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｉｎ　Ｅｎｚｙｍｏｌｏｇｙ　２６６：４６０－４８０（１９９６）
）を用いてアミノ酸配列同一性パーセント（％）の数値を得ることができる。大部分のＷ
Ｕ－ＢＬＡＳＴ－２サーチパラメータは、デフォルト値に設定される。デフォルト値にセ
ットされないそれら（すなわち可調パラメータ）は、以下の値に設定される：
ｏｖｅｒｌａｐ　ｓｐａｎ＝１、
ｏｖｅｒｌａｐ　ｆｒａｃｔｉｏｎ＝０．１２５、
ｗｏｒｄ　ｔｈｒｅｓｈｏｌｄ（Ｔ）＝１１、
及びｓｃｏｒｉｎｇ　ｍａｔｒｉｘ＝ＢＬＯＳＵＭ６２。
ＷＵ－ＢＬＡＳＴ－２を使用するとき、アミノ酸配列同一性％は、以下の（ａ）／（ｂ）
により算出される：
（ａ）天然のＴＣＲドメインに由来する、目的の配列を有するＴＣＲドメインのアミノ酸
配列と、目的の比較用アミノ酸配列（すなわち、目的のＴＣＲドメインと比較するための
配列。未修飾のＴＣＲドメインであってもよい）との間で一致する同一アミノ酸残基の数
（ＷＵ－ＢＬＡＳＴ－２として定義される）；
（ｂ）目的のＴＣＲドメイン中の非ランダム化部分のアミノ酸残基の総数。
例えば「アミノ酸配列Ａを含んでなり、アミノ酸配列Ｂと少なくとも８０％のアミノ酸配
列同一性を有するポリペプチド」というときは、アミノ酸配列Ａが、目的の比較用アミノ
酸配列であり、アミノ酸配列Ｂが、目的のＴＣＲドメインのアミノ酸配列である。
【０１１２】
　好ましい実施形態では、本発明に係るポリペプチドは、Ｔ細胞受容体、又は二重特異的
な単鎖Ｔ細胞受容体、又は二重特異的なジッパー二量体化Ｔ細胞受容体、又は二重特異的
可溶性Ｔ細胞受容体である。更に好適には、当該ポリペプチドは二重特異的なドメイン又
はその一部を有してなる。
【０１１３】
　本発明に係るポリペプチドは、Ｔ細胞受容体及び免疫グロブリンにおいて公知のいかな
る目的にも使用でき、また、本発明によって導入される特異性の組合せに応じて、他の応
用も使用である。したがって、本発明に係るポリペプチドは、好ましくは治療及び予防用
途（例えば能動又は受動免疫療法、免疫調節など）に使用でき、更に調製及びアッセイ用
途、診断用途にも使用できる。
【０１１４】
　本発明の別の態様は、以下を含んでなる結合パートナーのキットに関する：
（ａ）抗原結合部位を有して、それが１つ以上の構造ループに導入されている修飾Ｔ細胞
受容体ドメインポリペプチドと、
（ｂ）前記抗原のエピトープを有する結合分子と、を含んでなる、結合パートナーのキッ
トに関する。本発明に係るこのキットのかかる結合分子は、本発明に係る修飾Ｔ細胞受容
体ドメインポリペプチドの結合特性を同定するための捕捉用試薬として使用できる。本発
明に係るこのキットの結合分子を用いて、本発明に係る修飾免疫グロブリンの力価を測定
できる。本発明で定められる力価とは、修飾された分子のその抗原に対する結合特性のこ
とを指す。当該結合は、品質管理目的で用いる場合は、特異性及び／又は親和性及び／又
は選択性に関して、量的に及び／又は質的に測定できる。
【０１１５】
　更に、本発明に係るキット中の、構造ループ中に異なる修飾を有する、少なくとも１０
、好ましくは少なくとも１００、より好ましくは少なくとも１０００、より好ましくは少
なくとも１００００、特に好ましくは少なくとも１０００００の免疫グロブリンからなる
ライブラリから、本発明に係る適当な力価を有する修飾Ｔ細胞受容体ドメインポリペプチ
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ドを選抜することにより得られる結合分子を用いるのが好ましい。
【０１１６】
　本発明においては、本発明の鍵となる特徴の１つは、Ｔ細胞受容体ドメインポリペプチ
ドのエンジニアリングが、抗原との結合に通常関係しない領域において、換言すれば、Ｔ
ＣＲ可変ドメインのＣＤＲｓ以外の領域において行われるということである。Ｔ細胞受容
体ドメインの特異的なフォールディング構造により、構造的にＣＤＲｓに類似しているが
、配列中の位置及び構造において異なる領域への、ランダムな変異導入が可能となること
を見出した。本発明により同定される領域は、ＣＤＲｓ様の、Ｔ細胞受容体ドメインポリ
ペプチドの免疫グロブリンフォールディング構造のβ鎖を連結しているループ領域である
。これらの構造ループ領域は、ＣＤＲループにより媒介されるＴ細胞受容体のドメインの
結合に影響を及ぼすことなく、本発明にて説明したように変異されうる。前記構造ループ
領域を変異させることにより、新規な分子結合面又は結合ポケットが形成され、それはサ
イズ及び形状において、Ｔ細胞受容体の天然の抗原結合部位のＣＤＲループにより形成さ
れる結合面又は結合ポケットと類似している。構造ループは、更なるアミノ酸の挿入によ
り延長できるため、新規に形成された結合部位の構造は、それが結合すべき標的に応じて
調整できる。例えば、特に小分子との結合に適する深い結合ポケットは、長いループ（す
なわちそれらの配列中に更なるアミノ酸を挿入された構造ループ）によって、優先的に形
成されうる。平坦な結合表面（大きい、平坦な分子表面を有する標的と結合することに適
する）は、構造ループ中の残余部分が更なる残余部分の挿入なしで変異する場合に、優先
的に形成される。より詳細には、ヒト又はヒト化可変的なＴＣＲ－ドメインのβ鎖Ａ－Ｂ
、Ｃ’－Ｄ及びＥ－Ｆを連結しているループ中に、ランダム若しくはセミランダムに突然
変異を導入することによって、ヒト血清アルブミン又はＦｃ受容体（通常ヒトのＴＣＲド
メインにより認識若しくは結合されない。）にも特異的に結合する変異ドメインが選抜さ
れうることが、本願明細書に記載されている。導入される突然変異には、野生型配列中の
選択されたアミノ酸残基鎖が、ランダムに選ばれた残基と置換される突然変異が包含され
、また、上記のループへの更なるアミノ酸残基の挿入も包含される。類推するに、いかな
る種類のＴ細胞受容体からの、及びいかなる種からのＴ細胞受容体ドメインも、この種の
設計を行うことができる。更に本発明では、目標とされる特異的なループを操作できるの
みならず、Ｔ細胞受容体ドメイン中のβ鎖を連結するいかなるループも同様に操作できる
。いかなる生物体からの、いかなる種類の免疫グロブリンから設計されたＴ細胞受容体ド
メインドメインも、本発明により、シングルドメインとして、又はより大きな分子の一部
として調製できる。例えば、それらは全長のＴ細胞受容体の一部であってもよく、したが
って、６つのＣＤＲｓにより形成されるその「通常の」抗原結合ドメイン、及び新規に設
計された抗原結合ドメインを有する。このように、多重特異性、例えば二重特異性のＴ細
胞受容体を調製できる。設計されたＴ細胞受容体ドメインは、いかなる融合タンパク質の
一部であってもよい。これらの設計されたＴ細胞受容体メインの使用は、広義にはＴ細胞
受容体の使用の分野である。
【０１１７】
　以下の実施例は本発明を更に詳細に説明するが、本発明はそれらの態様に限定されるも
のではない。
【実施例】
【０１１８】
実施例１：
　多くの異なるライブラリを、１Ｇ４　ＴＣＲ（ＮＹ－ＥＳＯエピトープ（ＷＯ２００５
１１３５９５）に特異的）の可溶性のバージョンに基づいて構築した。
【０１１９】
　ライブラリ遺伝子を、特異的な合成オリゴヌクレオチドからアセンブルし、繊維状ファ
ージにディスプレイされる全長ＴＣＲα及びβ鎖としてクローニングした。α鎖は可溶性
のフォーマットにおいて発現し、β鎖はＭ１３バクテリオファージのｇｅｎｅＩＩＩコー
トタンパク質とのインフレーム融合タンパクとして発現させた。α鎖は非天然システイン
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残基（突然変異Ｔｈｒ８４Ｃｙｓ（ＩＭＧＴ付番）によってコードされる）を有し、β鎖
は非天然システイン残基（突然変異Ｓｅｒ７９Ｃｙｓ（ＩＭＧＴ付番）によってコードさ
れる）を有し、ヘテロ二量体構造をとらせた。クローニング、選抜及び評価は、Ｌｉら、
（２００５）Ｎａｔ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ．２３：３４９－３５４の方法により実施し
た。以下の１Ｇ４　ＴＣＲ遺伝子及びライブラリ遺伝子対を、３－シストロンファージデ
ィスプレイベクター、ｐＥＸ７４６（基本的にＬｉら、（２００５）Ｎａｔ　Ｂｉｏｔｅ
ｃｈｎｏｌ．２３：３４９－３５４に記載）にクローニングした。
ａ）Ｖβ１Ｇ４－１ライブラリ遺伝子と１Ｇ４α－鎖野生型遺伝子の組合せ；
ｂ）Ｖβ１Ｇ４－２ライブラリ遺伝子と１Ｇ４α－鎖野生型遺伝子の組合せ；
ｃ）Ｃβ１Ｇ４－１ライブラリ遺伝子と１Ｇ４α－鎖野生型遺伝子の組合せ；
ｄ）Ｃβ１Ｇ４－２ライブラリ遺伝子と１Ｇ４α－鎖野生型遺伝子の組合せ；
ｅ）Ｖ－α１Ｇ４－１ライブラリ遺伝子と１Ｇ４β－鎖野生型遺伝子の組合せ；
ｆ）Ｖ－α１Ｇ４－２ライブラリ遺伝子と１Ｇ４β－鎖野生型遺伝子の組合せ；
ｇ）Ｃ－α１Ｇ４－１ライブラリ遺伝子と１Ｇ４β－鎖野生型遺伝子の組合せ；
ｈ）Ｃ－α１Ｇ４－２ライブラリ遺伝子と１Ｇ４β－鎖野生型遺伝子の組合せ。
【０１２０】
　下記は、１Ｇ４野生型鎖、及びα及びβ鎖のライブラリの配列である。各鎖ごとに、可
変及び定常ドメインをランダム化した。Ｖα、Ｃα、Ｖβ及びＣβにおいて、各々２つの
ライブラリを作製した：１つは置換したものであり、他方は挿入したものである。つまり
合計８つのライブラリを以下に示す。
【０１２１】
　１Ｇ４α－鎖野生型、Ｇｅｎｂａｎｋアクセス番号：ＣＳ２３０２２５、開始コドン及
び停止コドンを含む遺伝子：
【表１】

【０１２２】
　１Ｇ４α－鎖野生型、Ｇｅｎｂａｎｋアクセス番号：ＣＳ２３０２２５、開始コドン及
び停止コドンを含むタンパク質：
【表２】

【０１２３】
　Ｖ－α－ライブラリ１Ｇ４－１（開始コドン及び停止コドンを含む）の遺伝子：
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【表３】

【０１２４】
　Ｖ－α－ライブラリ１Ｇ４－１（開始コドン及び停止コドンを含む）のタンパク質：
【表４】

変異残基：
ＥＧＥＮ　１５－１８；
ＡＡＳＱ　９２－９５；
【０１２５】
Ｖ－α－ライブラリ１Ｇ４－２（開始コドン及び停止コドンを含む）の遺伝子：

【表５】

【０１２６】
　Ｖ－α－ライブラリ１Ｇ４－２（開始コドン及び停止コドンを含む）のタンパク質：
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【表６】

変異残基：
ＥＧＥＮ　１５－１８；
ＧＲＬ　７０、７８、７９；
ＡＡＳＱ　９２－９５；
【０１２７】
Ｃ－α－ライブラリ１Ｇ４－１（開始コドン及び停止コドンを含む）の遺伝子：
翻訳配列を有するＤＮＡ配列：
【表７】

【０１２８】
　Ｃ－α－ライブラリ１Ｇ４－１のタンパク質（開始コドン及び停止コドンを含むこと
【表８】

変異残基：
ＫＤＳＤ　４３－７７；
ＮＫＳＤ　９１－１０１；
【０１２９】
Ｃ－α－ライブラリ１Ｇ４－２（開始コドン及び停止コドンを含む）の遺伝子：
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【表９】

【０１３０】
　Ｃ－α－ライブラリ１Ｇ４－２（開始コドン及び停止コドンを含む）のタンパク質：
【表１０】

変異残基：
挿入残基「Ｘ」
ＫＤＳＸＤ；
ＮＫＳＸＤ；
【０１３１】
Ｖ－β１Ｇ４野生型、ＧｅｎＢａｎｋアクセス番号：ＣＳ２３０２２６、開始コドン及び
停止コドンを含む遺伝子：
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【表１１】

【０１３２】
　Ｖ－β１Ｇ４野生型、ＧｅｎＢａｎｋアクセス番号：ＣＳ２３０２２６、開始コドン及
び停止コドンを含むタンパク質：
【表１２】

【０１３３】
　Ｖ－β－ライブラリ１Ｇ４－１（開始コドン及び停止コドンを含む）の遺伝子：
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【表１３】

【０１３４】
　Ｖ－β－ライブラリ１Ｇ４－１（開始コドン及び停止コドンを含む）のタンパク質：
【表１４】

変異残基：
ＫＴＧＱＳ　１５－１８；
ＬＳＡＡ　９２－９５；
【０１３５】
Ｖ－β－ライブラリ１Ｇ４－２（開始コドン及び停止コドンを含む）の遺伝子：

【表１５】

【０１３６】
　Ｖ－β－ライブラリ１Ｇ４－２（開始コドン及び停止コドンを含む）のタンパク質：
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【表１６】

変異残基：
ＫＴＧＱＳ　１５－１８；
Ｇ、－Ｎ、Ｖ　７５、７７、７８；
ＬＳＡＡ　９２－９５；
【０１３７】
Ｃ－β－ライブラリ１Ｇ４－１（開始コドン及び停止コドンを含む）の遺伝子：

【表１７】

【０１３８】
　Ｃ－β－ライブラリ１Ｇ４－１（開始コドン及び停止コドンを含む）の遺伝子：
【表１８】

変異残基：
ＩＳＨＴＱ　１４、１５、１５．１、１６、１７；
ＳＡＴＦＱ　９２－９５、９６．１；
Ｃ－β－ライブラリ１Ｇ４－２（開始コドン及び停止コドンを含む）の遺伝子：
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【表１９】

【０１３９】
　Ｃ－β－ライブラリ１Ｇ４－２（開始コドン及び停止コドンを含む）のタンパク質：
【表２０】

変異残基：
挿入残基「Ｘ」
ＩＳＨＸＴＱ　１４、１５、１５．１、１６、１７；
ＳＡＴＸＦＱ　９２－９５、９６．１。
【０１４０】
実施例２：
　ベクターへのライブラリインサートのライゲーションの後、ファージ調製のステップを
、標準プロトコルに従い実施した。簡潔には、ライゲーション混合物をエレクトロポーレ
ーションによって大腸菌ＴＧ１細胞に導入し、形質転換させた。その後、ファージ粒子を
、ヘルパーファージＭ１３－ＫＯ７を用いて、大腸菌ＴＧ１細胞からレスキューした。フ
ァージ粒子を更に、２つのステップで、ＰＥＧ／ＮａＣｌを用いて培養上清から沈殿させ
、水に分散させ、パニングによる選抜に用いたか、あるいは－８０℃で保存した。
【０１４１】
Ｈｕｍａｎ血清アルブミンに特異的に結合するクローンの選抜：
　実施例１にて説明したライブラリを用いて、標準プロトコルに従い、特異的結合クロー
ンの単離のためのパニングラウンドを行った。簡潔には、ファージライブラリは、結合用
緩衝液（ＰＢＳ、１％のオバルブミン、０．００５％のＴｗｅｅｎ　２０）に懸濁し、ｍ
ａｘｉｓｏｒｐプレートに直接固定したヒト血清アルブミン（ＰＢＳ中の１０μｇ／ｍｌ
、４℃一晩）に対してパニングした。プレートを、ブロッカーカゼイン（Ｐｉｅｒｃｅ社
製）によってブロッキングした。２時間後に、未結合のファージを反復して洗浄（ＰＢＳ
、０．０５％のＴｗｅｅｎ　２０）して除去し、結合したファージを、５００ｍＭのＫＣ
ｌ、１０ｍＭのＨＣｌ、ｐＨ２で溶出させた。かかるパニングを２、３、４又は５回実施
した。ヒト血清アルブミン上の各パニングラウンドの後、得られるクローンを選抜し、又
はヒト血清アルブミンへの結合を解析した。
【０１４２】
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ＦｃＲｎに特異的に結合するクローンの選抜：
　国際公開第０２／０６０９１９号パンフレット（実施例６．２）に説明されるようにパ
ニングを実施した。簡潔には、ファージライブラリを５ｍｌの２０ｍＭのＭＥＳ（ｐＨ６
．０／５％スキムミルク／０．０５％のＴｗｅｅｎ２０）中に再懸濁し、事前に１マイク
ログラムのマウスＦｃＲｎでコーティングし、５％のスキムミルクでブロックしたＭａｘ
ｉｓｏｒｐ免疫プレート（Ｎｕｎｃ社製）の２０ウェルに添加した（５×１０12ＰＦＵ／
ｍｌ／ウェルで、１００μＬ）。３７℃で２時間培養した後、ウェルを、２０ｍＭのＭＥ
Ｓ（ｐＨ６．０／０．２％のＴｗｅｅｎ２０／０．３ＭのＮａＣｌ）で１０～３０回洗浄
し、１００μＬのＰＢＳ（ｐＨ７．４／ウェル）によって３７℃で３０分間処理し、ファ
ージを溶出させた。ファージを用いて、指数関数的に増殖する大腸菌ＴＧ１に再度感染さ
せた。かかるパニングを２、３、４又は５回実施した。ＦｃＲｎ上の各パニングラウンド
の後、得られるクローンを選抜し、又はＦｃＲｎへの結合を解析した。
【０１４３】
Ｆｃ－γ受容体に特異的に結合するクローンの選抜：
　Ｆｃ－γＲＩ、Ｆｃ－γＲＩＩＡ、Ｆｃ－γＲＩＩＢ及びＦｃ－γＲＩＩＩＢに対する
パニングは、Ｂｅｒｎｔｚｅｎら（２００６）Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｅｎｇ　Ｄｅｓ　Ｓｅｌ
　１９：１２１－１２８に記載のとおり実施した。簡潔には、Ｆｃ－γＲＩ、Ｆｃ－γＲ
ＩＩＡ、Ｆｃ－γＲＩＩＢ又はＦｃ－γＲＩＩＩＢをコードする遺伝子でトランスフェク
ションした培養細胞を用いて、ファージライブラリの選抜のための標的とした。天然にＦ
ｃ－γＲＩ、Ｆｃ－γＲＩＩＡ、Ｆｃ－γＲＩＩＢ又はＦｃ－γＲＩＩＩＢを発現させる
細胞を用いてもよい。例えば、構成的にＦｃｇＲＩ、ＦｃｇＲＩＩＡ及びＦｃｇＲＩＩＢ
を発現する細胞系Ｕ９３７（ＡＴＣＣ：ＣＲＬ－１５０３）を標的として使用してもよい
。この細胞系において、ＦｃｇＲＩのレベルはＩＦＮ－ｇ刺激によって上方制御され、こ
の受容体が最もＦｃｇＲｓリッチとなる。受容体の可溶性バージョンは、バクテリア、イ
ースト又は、動物細胞を用いて、組み換え調製できる。
【０１４４】
　Ｆｃ－γＲＩ、Ｆｃ－γＲＩＩＡ、Ｆｃ－γＲＩＩＢ又はＦｃ－γＲＩＩＩＢ上の各パ
ニングラウンドの後に得られるクローンを選抜し、又はＥＬＩＳＡ又はフローサイトメト
リによって、例えばそれぞれの受容体に対する結合を解析する。
【配列表】
2009540838000001.app
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本发明要解决的问题 T细胞受体结构域多肽在T细胞受体结构域多肽的结
构环区域中具有至少一个修饰，并确定T细胞受体结构域多肽与抗原表位
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含至少一个结构环区，中的至少一个中的至少一个核苷酸残基，所述结
构环区将所述修饰的核酸转染到表达系统中，表达所述修饰的T细胞受体
结构域多肽，表达所述表位和表达的修饰的T细胞受体使修饰的T细胞受
体结构域多肽与结构域多肽接触;并测量修饰的T细胞受体结构域多肽是
否与表位结合。 【选择图】无
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