
JP 2016-512685 A5 2017.4.13

10

20

【公報種別】特許法第１７条の２の規定による補正の掲載
【部門区分】第１部門第１区分
【発行日】平成29年4月13日(2017.4.13)
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【手続補正書】
【提出日】平成29年3月10日(2017.3.10)
【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】
　サンプル中の単一のリンパ系細胞に由来する適応免疫受容体（ＡＩＲ）ヘテロ二量体を
形成する第１のポリペプチドと第２のポリペプチドとを含む複数の同族の適応免疫受容体
（ＡＩＲ）の対を同定する方法であって、前記サンプルが、哺乳動物対象に由来する複数
のリンパ系細胞を含み、前記方法が、
　（Ａ）各容器が複数のリンパ系細胞を含むように複数のリンパ系細胞を複数の容器に分
配する工程と、
　（Ｂ）前記容器のそれぞれにおいて前記複数のリンパ系細胞に由来するｍＲＮＡ分子を
ｃＤＮＡ分子に逆転写する工程と、
　（Ｃ）ｃＤＮＡ分子の多重ＰＣＲを実施することにより、前記複数の容器において複数
のアンプリコンを生成させる工程であって、前記多重ＰＣＲが１回の反応で実質的に全て
の再構成されたＡＩＲ分子を増幅し、前記アンプリコンのライブラリが、
　　（ｉ）（ａ）可変（Ｖ）領域コード配列およびＪ領域コード配列、又は、Ｖ領域コー
ド配列およびＣ領域コード配列、ならびに（ｂ）ユニバーサルアダプター、を含む第１の
ＡＩＲ配列をコードする複数の第１のＡＩＲアンプリコンと、
　　（ｉｉ）（ａ）Ｖ領域コード配列およびＪ領域コード配列、又は、Ｖ領域コード配列
およびＣ領域コード配列、ならびに（ｂ）ユニバーサルアダプター、を含む第２のＡＩＲ
配列をコードする複数の第２のＡＩＲアンプリコンと、
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を含む、工程と、
　（Ｄ）工程（Ｃ）で得られた前記複数のアンプリコンを第２のＰＣＲ反応において増幅
して第２の複数のアンプリコンを生成させる工程であって、前記第２のＰＣＲ反応が、工
程（Ｃ）で加えられた前記ユニバーサルアダプターに特異的なプライマーを使用し、前記
第２のＰＣＲ反応の前記プライマーが（ａ）前記容器を識別できる少なくとも１種のバー
コード、（ｂ）生じたアンプリコンの実質的にそれぞれが、固有のランダムなヌクレオチ
ド配列を有するような、少なくとも１種のランダムなヌクレオチド配列、および（ｃ）シ
ークエンシングプラットホーム特異的アダプター、を含む、工程と、
　（Ｅ）工程（Ｄ）で生成された前記第２の複数のアンプリコンのライブラリのハイスル
ープットシークエンシングを行って、複数の第１のＡＩＲ配列及び第２のＡＩＲ配列のデ
ータセットを得る工程と、
　（Ｆ）工程（Ｄ）で加えられた前記バーコード配列に基づいて、特定の容器に、それぞ
れの第１のＡＩＲアンプリコン配列およびそれぞれの第２のＡＩＲアンプリコン配列を割
り当てることにより、それぞれの第１のＡＩＲ配列およびそれぞれの第２のＡＩＲ配列に
ついての容器占有パターンを決定する工程と、
　（Ｇ）推定のＡＩＲ同族対を形成する可能性がある第１及び第２のＡＩＲ配列の可能な
対形成のそれぞれに関して、前記第１のＡＩＲ配列及び第２のＡＩＲ配列がリンパ系細胞
の同じクローン集団に由来しないことを考慮して、前記第１及び第２のＡＩＲ配列間での
容器共有割合を観察する統計学的確率、又は、偶然予想されるより大きい容器共有割合を
観察する統計学的確率、を算出する工程と、
　（Ｈ）（１）所定の尤度カットオフ値より低いスコアを有する前記統計学的確率に基づ
き、複数の推定の第１のＡＩＲ配列と第２のＡＩＲ配列との対を特定する工程、または（
２）同定された推定の第１のＡＩＲ配列と第２のＡＩＲ配列との対ごとに、前記第１のＡ
ＩＲ配列と前記第２のＡＩＲ配列との可能な間違った対形成に関して、偽発見率の推定値
を決定する工程、を実施する工程と、
　（Ｉ）前記統計学的確率または前記偽発見率の推定値に基づき、第１のＡＩＲ配列と第
２のＡＩＲ配列との複数の同族対を、前記ＡＩＲヘテロ二量体をコードする真の同族対と
して同定する工程と、
を含む、方法。
【請求項２】
　工程（Ｂ）におけるＲＮＡのｃＤＮＡへの逆転写が、各ＲＮＡ配列のＶセグメント、Ｊ
セグメント、またはＣセグメントに特異的にハイブリダイズするプライマーを使用するこ
とを含む、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　前記複数の容器が、マルチウェルプレートのウェルを含む、請求項１に記載の方法。
【請求項４】
　工程（Ｂ）の各容器が、同一の固有のバーコードを有するプライマーを含む、請求項１
に記載の方法。
【請求項５】
　工程（Ｂ）におけるＲＮＡのｃＤＮＡへの逆転写が、ユニバーサルアダプターの組み込
みを導くプライマーを含む、請求項１に記載の方法。
【請求項６】
　工程（Ｃ）の前記多重ＰＣＲが、前記ユニバーサルアダプターに特異的にハイブリダイ
ズするプライマーを利用する、請求項５に記載の方法。
【請求項７】
　工程（Ｄ）の前記第２のＰＣＲ反応の前記プライマーが、さらなるバーコード、少なく
とも５ヌクレオチド長のオリゴヌクレオチドスペーサー、および／またはシークエンシン
グオリゴヌクレオチドをさらに含む、請求項１に記載の方法。
【請求項８】
　前記第１のポリペプチドがＴＣＲαポリペプチドを含み且つ前記第２のポリペプチドが
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ＴＣＲβポリペプチドを含むか、前記第１のポリペプチドがＴＣＲγポリペプチドを含み
且つ前記第２のポリペプチドがＴＣＲδポリペプチドを含むか、前記第１のポリペプチド
がＩｇＨポリペプチドを含み且つ前記第２のポリペプチドがＩｇλポリペプチドを含むか
、前記第１のポリペプチドがＩｇＨポリペプチドを含み且つ前記第２のポリペプチドがＩ
ｇκポリペプチドを含む、請求項１に記載の方法。
【請求項９】
　前記サンプルが血液サンプルを含む、請求項１に記載の方法。
【請求項１０】
　前記サンプルが組織サンプルを含む、請求項１に記載の方法。
【請求項１１】
　前記サンプルが、精製または培養されたヒトリンパ系細胞を含む、請求項１に記載の方
法。
【請求項１２】
　それぞれの容器が少なくとも１０４個のリンパ系細胞を含む、請求項１に記載の方法。
【請求項１３】
　前記統計学的確率を算出する工程が、それぞれ推定の第１のＡＩＲ配列と第２のＡＩＲ
配列との対形成についてのｐ値を決定することを含む、請求項１に記載の方法。
【請求項１４】
　偽発見率の推定値の決定が、
　（ａ）前記サンプルにおいて同定される前記複数の第１のＡＩＲ配列および第２のＡＩ
Ｒ配列のそれぞれの可能な対形成についてｐ値を算出する工程と、
　（ｂ）第１のＡＩＲ配列および第２のＡＩＲ配列の前記可能な対形成の全てについての
前記ｐ値を、予想されるｐ値分布と比較する工程であって、前記予想されるｐ値分布が、
第１のＡＩＲ配列および第２のＡＩＲ配列の真の対が存在しない実験を表すものとして算
出される、工程と、
　（ｃ）第１のＡＩＲ配列および第２のＡＩＲ配列の推定の対ごとに、第１のＡＩＲ配列
および第２のＡＩＲ配列の前記推定の対のｐ値と同じ若しくはそれ以下の全てのｐ値が、
真の同族対形成を表すものとして決定されるように、予想される偽陽性結果の割合を決定
する工程と、
を含む、請求項１に記載の方法。
【請求項１５】
　前記予想されるｐ値分布の算出が、
　第１のＡＩＲ配列および第２のＡＩＲ配列の真の対がないがそれ以外は同一である実験
において第１のＡＩＲ配列および第２のＡＩＲ配列がそれぞれ観察されている前記容器の
順序を変える工程と、
　それぞれの推定のＡＩＲの対に関連するｐ値の前記分布を算出する工程と、
を含む、請求項１４に記載の方法。
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