
(57)【要約】
非ペプチド性ポリマー鎖によるか又はペプチド性リンカー配列により連結した少なくとも
２つの TCRを含む多価Ｔ細胞レセプター (TCR)複合体。好ましくは、本 TCR複合体は、定常
ドメイン残基間の非天然型ジスルフィド結合を有する TCRへテロ二量体を含み、この TCRは
、任意に置換されていてもよいポリアルキレングリコールリンカーを介して連結されてい
る。  治療用物質 (例えば、細胞傷害性薬物 )が、標的付けられた細胞送達のために、その
ような複合体に付着され得る。そのような TCR複合体は、ガン、感染性疾患又は自己免疫
疾患の診断又は処置に使用され得る。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
非 ペ プ チ ド 性 ポ リ マ ー 鎖 又 は ペ プ チ ド 性 リ ン カ ー 配 列 に よ り 連 結 さ れ た 少 な く と も ２ つ の
TCRを 含 む 多 価 Ｔ 細 胞 レ セ プ タ ー (TCR)複 合 体 。
【 請 求 項 ２ 】
前 記 TCRが 天 然 型 TCRの 細 胞 外 定 常 領 域 配 列 及 び 可 変 領 域 配 列 に 対 応 す る ア ミ ノ 酸 配 列 に よ
っ て 構 成 さ れ る 請 求 項 １ に 記 載 の TCR複 合 体 。
【 請 求 項 ３ 】
前 記 ポ リ マ ー 鎖 又 は ペ プ チ ド 性 リ ン カ ー 配 列 が 、 各 TCRの ア ミ ノ 酸 残 基 で あ っ て 該 TCRの 可
変 領 域 配 列 中 に 位 置 し な い も の 同 士 の 間 に 伸 び て い る 請 求 項 １ 又 は ２ に 記 載 の TCR複 合 体
。
【 請 求 項 ４ 】
前 記 TCRが 、 ポ リ ア ル キ レ ン グ リ コ ー ル 鎖 に よ る か 又 は ヒ ト 多 量 体 化 ド メ イ ン に 由 来 す る
ペ プ チ ド 性 リ ン カ ー に よ り 連 結 さ れ て い る 請 求 項 １ ～ ３ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の TCR複 合
体 。
【 請 求 項 ５ 】
二 価 ア ル キ レ ン ス ペ ー サ ー 基 が 前 記 ポ リ ア ル キ レ ン グ リ コ ー ル 鎖 と そ の 前 記 複 合 体 の TCR
へ の 付 着 点 と の 間 に 位 置 す る 請 求 項 ４ に 記 載 の TCR複 合 体 。
【 請 求 項 ６ 】
前 記 二 価 ア ル キ レ ン ス ペ ー サ ー が － CH 2 － 又 は － CH 2 CH 2 － で あ る 請 求 項 ５ に 記 載 の TCR複 合
体 。
【 請 求 項 ７ 】
前 記 ポ リ ア ル キ レ ン グ リ コ ー ル 鎖 が ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル (PEG)鎖 で あ る 請 求 項 ５ 又 は
６ に 記 載 の TCR複 合 体 。
【 請 求 項 ８ 】
二 価 で あ る 請 求 項 １ ～ ７ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の TCR複 合 体 。
【 請 求 項 ９ 】
三 価 で あ る 請 求 項 １ ～ ７ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の TCR複 合 体 。
【 請 求 項 １ ０ 】
四 価 で あ る 請 求 項 １ ～ ７ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の TCR複 合 体 。
【 請 求 項 １ １ 】
２ つ の TCRが 直 鎖 状 PEG鎖 に よ り 連 結 さ れ て い る 請 求 項 ７ に 記 載 の TCR複 合 体 。
【 請 求 項 １ ２ 】
２ よ り 多 い TCRが 分 枝 し た 直 鎖 状 PEG鎖 に よ り 連 結 さ れ て い る 請 求 項 ７ に 記 載 の TCR複 合 体
。
【 請 求 項 １ ３ 】
３ 又 は ４ の TCRが 分 枝 状 PEG鎖 に よ り 連 結 さ れ て い る 請 求 項 ７ に 記 載 の TCR複 合 体 。
【 請 求 項 １ ４ 】
少 な く と も １ つ の TCRが 単 鎖 Ｔ 細 胞 レ セ プ タ ー (scTCR)ポ リ ペ プ チ ド で あ る 請 求 項 １ ～ １ ３
の い ず れ か １ 項 に 記 載 の TCR複 合 体 。
【 請 求 項 １ ５ 】
前 記 scTCRが 天 然 型 TCR鎖 中 に 存 在 す る 細 胞 外 定 常 領 域 配 列 及 び 可 変 領 域 配 列 に 対 応 す る TC
Rア ミ ノ 酸 配 列 並 び に リ ン カ ー 配 列 に よ り 構 成 さ れ 、
　 該 リ ン カ ー が 天 然 型 TCRの １ つ の 鎖 の そ れ に 対 応 す る 可 変 領 域 配 列 を 、 別 の 天 然 型 TCR鎖
の 定 常 領 域 配 列 に 対 応 す る 定 常 領 域 配 列 に 連 結 し 、
　 該 scTCRポ リ ペ プ チ ド の 可 変 領 域 配 列 が 天 然 型 TCR中 と 実 質 的 に 同 様 に 互 い に 配 向 し 、 そ
し て
　 天 然 型 Ｔ 細 胞 レ セ プ タ ー 中 に 等 価 物 を 有 し な い ジ ス ル フ ィ ド 結 合 が 該 ポ リ ペ プ チ ド の 残
基 同 士 を 連 結 し て い る 請 求 項 １ ４ に 記 載 の TCR複 合 体 。
【 請 求 項 １ ６ 】
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前 記 scTCRポ リ ペ プ チ ド が 、
　 TCRα 鎖 定 常 領 域 細 胞 外 配 列 に 対 応 す る ア ミ ノ 酸 配 列 の Ｎ 末 端 に 融 合 し た TCRα 鎖 又 は δ
鎖 の 可 変 領 域 配 列 に 対 応 す る ア ミ ノ 酸 配 列 に よ っ て 構 成 さ れ る 第 １ の セ グ メ ン ト 、
　 TCRβ 鎖 定 常 領 域 細 胞 外 配 列 に 対 応 す る ア ミ ノ 酸 配 列 の Ｎ 末 端 に 融 合 し た TCRβ 鎖 又 は γ
鎖 の 可 変 領 域 に 対 応 す る ア ミ ノ 酸 配 列 に よ っ て 構 成 さ れ る 第 ２ の セ グ メ ン ト 、
　 第 １ の セ グ メ ン ト の Ｃ 末 端 を 第 ２ の セ グ メ ン ト の Ｎ 末 端 と 連 結 す る か 、 又 は そ の 逆 に 連
結 す る リ ン カ ー 配 列 、 及 び
　 第 １ の 鎖 と 第 ２ の 鎖 と の 間 の 、 天 然 型 の α β 又 は γ δ の Ｔ 細 胞 レ セ プ タ ー 中 に 等 価 物 を
有 さ な い ジ ス ル フ ィ ド 結 合 を 有 し 、
　 該 リ ン カ ー 配 列 の 長 さ 及 び 該 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 の 位 置 は 、 第 １ の セ グ メ ン ト 及 び 第 ２ の
セ グ メ ン ト の 可 変 領 域 配 列 が 天 然 型 の α β 又 は γ δ の Ｔ 細 胞 レ セ プ タ ー 中 と 実 質 的 に 同 様
に 互 い に 配 向 す る よ う な 長 さ 及 び 位 置 で あ る 請 求 項 １ ５ に 記 載 の TCR複 合 体 。
【 請 求 項 １ ７ 】
前 記 リ ン カ ー 配 列 が 式 － Ｐ － AA－ Ｐ － (式 中 、 Ｐ は プ ロ リ ン で あ り 、 AAは ア ミ ノ 酸 が グ リ
シ ン 及 び セ リ ン で あ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 表 す )を 有 す る 請 求 項 １ ６ に 記 載 の TCR複 合 体 。
【 請 求 項 １ ８ 】
前 記 リ ン カ ー 配 列 が 第 １ の セ グ メ ン ト の Ｃ 末 端 を 第 ２ の セ グ メ ン ト の Ｎ 末 端 に 連 結 す る 請
求 項 １ ６ 又 は １ ７ に 記 載 の TCR複 合 体 。
【 請 求 項 １ ９ 】
前 記 リ ン カ ー 配 列 が 26～ 41ア ミ ノ 酸 か ら な る 請 求 項 １ ８ に 記 載 の TCR複 合 体 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
前 記 リ ン カ ー 配 列 が 29、 30、 31又 は 32ア ミ ノ 酸 か ら な る 請 求 項 １ ８ に 記 載 の TCR複 合 体 。
【 請 求 項 ２ １ 】
前 記 リ ン カ ー 配 列 が 33、 34、 35又 は 36ア ミ ノ 酸 か ら な る 請 求 項 １ ８ に 記 載 の TCR複 合 体 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
前 記 リ ン カ ー 配 列 が 式 － PGGG－ (SGGGG) 5 － Ｐ － (式 中 、 Ｐ は プ ロ リ ン で あ り 、 Ｇ は グ リ シ
ン で あ り 、 Ｓ は セ リ ン で あ る )を 有 す る 請 求 項 １ ８ に 記 載 の TCR複 合 体 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
前 記 リ ン カ ー 配 列 が 式 － PGGG－ (SGGGG) 6 － Ｐ － (式 中 、 Ｐ は プ ロ リ ン で あ り 、 Ｇ は グ リ シ
ン で あ り 、 Ｓ は セ リ ン で あ る )を 有 す る 請 求 項 １ ８ に 記 載 の TCR複 合 体 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
少 な く と も １ つ の TCRが 二 量 体 Ｔ 細 胞 レ セ プ タ ー (dTCR)ポ リ ペ プ チ ド 対 で あ る 請 求 項 １ ～
１ ３ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の TCR複 合 体 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
各 TCRが 二 量 体 Ｔ 細 胞 レ セ プ タ ー (dTCR)ポ リ ペ プ チ ド 対 で あ る 請 求 項 １ ～ １ ３ の い ず れ か
１ 項 に 記 載 の TCR複 合 体 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
前 記 dTCRポ リ ペ プ チ ド 対 又 は そ の 各 々 が 、 天 然 型 TCR鎖 中 に 存 在 す る 細 胞 外 定 常 領 域 配 列
及 び 可 変 領 域 配 列 に 対 応 す る TCRア ミ ノ 酸 配 列 に よ っ て 構 成 さ れ 、 該 可 変 領 域 配 列 同 士 が
天 然 型 TCR中 と 実 質 的 に 同 様 に 互 い に 配 向 し て い る 請 求 項 ２ ４ 又 は ２ ５ に 記 載 の TCR複 合 体
。
【 請 求 項 ２ ７ 】
前 記 dTCRポ リ ペ プ チ ド 対 又 は そ の 各 々 が
　 TCRα 鎖 又 は δ 鎖 の 可 変 領 域 配 列 に 対 応 す る 配 列 が TCRα 鎖 定 常 領 域 細 胞 外 配 列 に 対 応 す
る 配 列 の Ｎ 末 端 に 融 合 し て い る 第 １ の ポ リ ペ プ チ ド 、
　 TCRβ 鎖 又 は γ 鎖 の 可 変 領 域 配 列 に 対 応 す る 配 列 が TCRβ 鎖 定 常 領 域 細 胞 外 配 列 に 対 応 す
る 配 列 の Ｎ 末 端 に 融 合 し て い る 第 ２ の ポ リ ペ プ チ ド
　 に よ っ て 構 成 さ れ 、 第 １ の ポ リ ペ プ チ ド 及 び 第 ２ の ポ リ ペ プ チ ド が 、 天 然 型 の α β 又 は
γ δ の Ｔ 細 胞 レ セ プ タ ー 中 に 等 価 物 を 有 し な い ジ ス ル フ ィ ド 結 合 に よ り 連 結 さ れ て い る 請
求 項 ２ ６ に 記 載 の TCR複 合 体 。
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【 請 求 項 ２ ８ 】
前 記 scTCRポ リ ペ プ チ ド 若 し く は そ の 各 々 又 は 前 記 dTCRポ リ ペ プ チ ド 対 若 し く は そ の 各 々
が 、 α β TCRの 細 胞 外 定 常 領 域 配 列 及 び 可 変 領 域 配 列 に 対 応 す る ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 請
求 項 １ ３ ～ ２ ７ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の TCR複 合 体 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
前 記 scTCRポ リ ペ プ チ ド 若 し く は そ の 各 々 又 は 前 記 dTCRポ リ ペ プ チ ド 対 若 し く は そ の 各 々
が 、 細 胞 外 α β TCR定 常 領 域 配 列 及 び γ δ TCR可 変 領 域 配 列 に 対 応 す る ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す
る 請 求 項 １ ３ ～ ２ ７ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の TCR複 合 体 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
前 記 scTCRポ リ ペ プ チ ド 若 し く は そ の 各 々 又 は 前 記 dTCRポ リ ペ プ チ ド 対 若 し く は そ の 各 々
が 、 非 ヒ ト 細 胞 外 α β TCR定 常 領 域 配 列 及 び ヒ ト TCR可 変 領 域 配 列 に 対 応 す る ア ミ ノ 酸 配 列
を 有 す る 請 求 項 １ ３ ～ ２ ７ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の TCR複 合 体 。
【 請 求 項 ３ １ 】
前 記 dTCRポ リ ペ プ チ ド 対 若 し く は そ の 各 々 の １ つ の メ ン バ ー の ア ミ ノ 酸 配 列 又 は 前 記 scTC
Rポ リ ペ プ チ ド 若 し く は そ の 各 々 の ア ミ ノ 酸 配 列 が 、 天 然 型 TCR細 胞 外 定 常 鎖 Igド メ イ ン 配
列 に 対 応 す る 請 求 項 １ ３ ～ ２ ７ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の TCR複 合 体 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
前 記 dTCRポ リ ペ プ チ ド 対 若 し く は そ の 各 々 又 は 前 記 scTCRポ リ ペ プ チ ド 若 し く は そ の 各 々
が 、 天 然 型 TCR細 胞 外 定 常 鎖 Igド メ イ ン 配 列 に 対 応 す る 配 列 を 含 む 請 求 項 １ ３ ～ ３ １ の い
ず れ か １ 項 に 記 載 の TCR複 合 体 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
ジ ス ル フ ィ ド 結 合 が 前 記 定 常 鎖 Igド メ イ ン 配 列 の ア ミ ノ 酸 残 基 同 士 を 連 結 し 、 該 ジ ス ル フ
ィ ド 結 合 が 天 然 型 TCR中 に 等 価 物 を 有 し な い 請 求 項 ３ ２ に 記 載 の TCR複 合 体 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
前 記 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 が 、 天 然 型 TCR中 で β 炭 素 原 子 が 0.6nm未 満 離 れ て い る ア ミ ノ 酸 残 基
に 対 応 す る シ ス テ イ ン 残 基 同 士 間 に 存 在 す る 請 求 項 ３ ３ に 記 載 の TCR複 合 体 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
前 記 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 が 、 TRAC * 01の エ キ ソ ン １ の Thr48及 び TRBC1 * 01若 し く は TRBC2 * 01の
エ キ ソ ン １ の Ser57、 又 は そ れ ら の 非 ヒ ト 等 価 物 と 置 換 さ れ た シ ス テ イ ン 残 基 同 士 の 間 に
存 在 す る 請 求 項 ３ ４ に 記 載 の TCR複 合 体 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
前 記 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 が 、 TRAC * 01の エ キ ソ ン １ の Thr45及 び TRBC1 * 01若 し く は TRBC2 * 01の
エ キ ソ ン １ の Ser77、 又 は そ れ ら の 非 ヒ ト 等 価 物 と 置 換 さ れ た シ ス テ イ ン 残 基 同 士 の 間 に
存 在 す る 請 求 項 ３ ４ に 記 載 の TCR複 合 体 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
前 記 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 が 、 TRAC * 01の エ キ ソ ン １ の Tyr10及 び TRBC1 * 01若 し く は TRBC2 * 01の
エ キ ソ ン １ の Ser17、 又 は そ れ ら の 非 ヒ ト 等 価 物 と 置 換 さ れ た シ ス テ イ ン 残 基 同 士 の 間 に
存 在 す る 請 求 項 ３ ４ に 記 載 の TCR複 合 体 。
【 請 求 項 ３ ８ 】
前 記 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 が 、 TRAC * 01の エ キ ソ ン １ の Thr45及 び TRBC1 * 01若 し く は TRBC2 * 01の
エ キ ソ ン １ の Asp59、 又 は そ れ ら の 非 ヒ ト 等 価 物 と 置 換 さ れ た シ ス テ イ ン 残 基 同 士 の 間 に
存 在 す る 請 求 項 ３ ４ に 記 載 の TCR複 合 体 。
【 請 求 項 ３ ９ 】
前 記 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 が 、 TRAC * 01の エ キ ソ ン １ の Ser15及 び TRBC1 * 01若 し く は TRBC2 * 01の
エ キ ソ ン １ の Glu15、 又 は そ れ ら の 非 ヒ ト 等 価 物 と 置 換 さ れ た シ ス テ イ ン 残 基 同 士 の 間 に
存 在 す る 請 求 項 ３ ４ に 記 載 の TCR複 合 体 。
【 請 求 項 ４ ０ 】
天 然 型 TCR細 胞 外 定 常 鎖 Igド メ イ ン 配 列 に 対 応 す る 前 記 配 列 が 、 天 然 型 鎖 間 ジ ス ル フ ィ ド
結 合 を 形 成 す る シ ス テ イ ン 残 基 が 排 除 さ れ る よ う に 、 該 天 然 型 配 列 に 対 し て Ｃ 末 端 で 短 縮
化 さ れ て い る 請 求 項 ３ ２ ～ ３ ９ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の TCR複 合 体 。
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【 請 求 項 ４ １ 】
天 然 型 TCR細 胞 外 定 常 鎖 Igド メ イ ン 配 列 に 対 応 す る 前 記 配 列 に お い て 、 天 然 型 鎖 間 ジ ス ル
フ ィ ド 結 合 を 形 成 す る シ ス テ イ ン 残 基 が 非 シ ス テ イ ン 残 基 に よ っ て 置 換 さ れ て い る 請 求 項
３ ２ ～ ３ ９ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の TCR複 合 体 。
【 請 求 項 ４ ２ 】
天 然 型 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 ４ １ に 記 載 の TCR複 合 体 。
【 請 求 項 ４ ３ 】
前 記 dTCR若 し く は そ の 各 々 又 は 前 記 scTCR若 し く は そ の 各 々 に お い て 、 天 然 型 TCR中 に 存 在
す る 非 対 合 の シ ス テ イ ン 残 基 に 対 応 す る 非 対 合 の シ ス テ イ ン 残 基 が 存 在 し な い 請 求 項 １ ３
～ ４ ２ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の TCR複 合 体 。
【 請 求 項 ４ ４ 】
ポ リ ア ル キ レ ン グ リ コ ー ル 鎖 に よ り 連 結 さ れ る 少 な く と も ２ つ の dTCRポ リ ペ プ チ ド 対 を 含
み 、 二 価 ア ル キ レ ン ス ペ ー サ ー 基 が 、 任 意 に 、 該 ポ リ ア ル キ レ ン グ リ コ ー ル 鎖 と そ の 前 記
複 合 体 の dTCRへ の 付 着 点 と の 間 に 存 在 し て も よ く 、 該 dTCR対 の 各 々 が 、
　 TCRα 鎖 可 変 ド メ イ ン 配 列 に 対 応 す る 配 列 が TCRα 鎖 定 常 ド メ イ ン 細 胞 外 配 列 に 対 応 す る
配 列 の Ｎ 末 端 に 融 合 し て い る 第 １ の ポ リ ペ プ チ ド 、 及 び
　 TCRβ 鎖 可 変 ド メ イ ン 配 列 に 対 応 す る 配 列 が TCRβ 鎖 定 常 ド メ イ ン 細 胞 外 配 列 に 対 応 す る
配 列 の Ｎ 末 端 に 融 合 し て い る 第 ２ の ポ リ ペ プ チ ド
に よ っ て 構 成 さ れ 、
　 第 １ の ポ リ ペ プ チ ド 及 び 第 ２ の ポ リ ペ プ チ ド が 、 TRAC * 01の エ キ ソ ン １ の Thr48及 び TRBC
1 * 01若 し く は TRBC2 * 01の エ キ ソ ン １ の Ser57、 又 は そ れ ら の 非 ヒ ト 等 価 物 と 置 換 し た シ ス
テ イ ン 残 基 同 士 の 間 の ジ ス ル フ ィ ド 結 合 に よ り 連 結 さ れ 、
　 該 ポ リ ア ル キ レ ン リ ン カ ー と 該 複 合 体 の 各 dTCRと の 付 着 点 が 該 dTCRの Ｃ 末 端 の シ ス テ イ
ン 残 基 の チ オ ー ル 基 を 介 し て い る 請 求 項 １ に 記 載 の TCR複 合 体 。
【 請 求 項 ４ ５ 】
２ つ の dTCRが ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル 鎖 に よ り 連 結 さ れ て い る 請 求 項 ４ ４ に 記 載 の TCR複
合 体 。
【 請 求 項 ４ ６ 】
ペ プ チ ド MHC複 合 体 に 結 合 す る 請 求 項 １ ～ ４ ５ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の TCR複 合 体 。
【 請 求 項 ４ ７ 】
所 定 の MHC型 に 結 合 す る 請 求 項 １ ～ ４ ６ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の TCR複 合 体 。
【 請 求 項 ４ ８ 】
CD1－ 抗 原 複 合 体 に 結 合 す る 請 求 項 １ ～ ４ ５ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の TCR複 合 体 。
【 請 求 項 ４ ９ 】
ス ー パ ー 抗 原 又 は ペ プ チ ド － MHC/ス ー パ ー 抗 原 複 合 体 と 結 合 す る 請 求 項 １ ～ ４ ５ の い ず れ
か １ 項 に 記 載 の TCR複 合 体 。
【 請 求 項 ５ ０ 】
前 記 TCRが 所 定 の TCRリ ガ ン ド に 特 異 的 で あ り 、 (ｉ )可 変 ド メ イ ン に お い て 、 該 TCRリ ガ ン
ド に 特 異 的 な 天 然 型 TCRに 対 し て 変 異 し て お り 、 (ii)該 TCRリ ガ ン ド に つ い て 該 天 然 型 TCR
の も の よ り 小 さ い Kdを 有 す る 請 求 項 １ ～ ４ ９ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の TCR複 合 体 。
【 請 求 項 ５ １ 】
前 記 TCRが 所 定 の TCRリ ガ ン ド に 特 異 的 で あ り 、 (ｉ )可 変 ド メ イ ン に お い て 、 該 TCRリ ガ ン
ド に 特 異 的 な 天 然 型 TCRに 対 し て 変 異 し て お り 、 (ii)表 面 プ ラ ズ モ ン 共 鳴 に よ り 測 定 さ れ
る よ う な 、 該 TCRリ ガ ン ド に つ い て 該 天 然 型 TCRの も の よ り 小 さ い Kdを 有 す る 請 求 項 １ ～ ５
０ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の TCR複 合 体 。
【 請 求 項 ５ ２ 】
前 記 TCRが 所 定 の TCRリ ガ ン ド に 特 異 的 で あ り 、 (ｉ )可 変 ド メ イ ン に お い て 、 該 TCRリ ガ ン
ド に 特 異 的 な 天 然 型 TCRに 対 し て 変 異 し て お り 、 (ii)該 TCRリ ガ ン ド に つ い て 該 天 然 型 TCR
の も の よ り 小 さ い オ フ レ ー ト (k o f f )を 有 す る 請 求 項 １ ～ ５ １ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の TCR
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複 合 体 。
【 請 求 項 ５ ３ 】
前 記 TCRが 所 定 の TCRリ ガ ン ド に 特 異 的 で あ り 、 (ｉ )可 変 ド メ イ ン に お い て 、 該 TCRリ ガ ン
ド に 特 異 的 な 天 然 型 TCRに 対 し て 変 異 し て お り 、 (ii)表 面 プ ラ ズ モ ン 共 鳴 に よ り 測 定 さ れ
る よ う な 、 該 TCRリ ガ ン ド に つ い て 該 天 然 型 TCRの も の よ り 小 さ い オ フ レ ー ト (k o f f )を 有 す
る 請 求 項 １ ～ ５ ２ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の TCR複 合 体 。
【 請 求 項 ５ ４ 】
細 胞 傷 害 性 部 分 、 検 出 可 能 若 し く は 画 像 化 可 能 な 部 分 又 は 免 疫 刺 激 性 ペ プ チ ド 若 し く は ポ
リ ペ プ チ ド と 結 合 し た 請 求 項 １ ～ ４ ６ 又 は ４ ８ ～ ５ ３ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の TCR複 合 体
。
【 請 求 項 ５ ５ 】
請 求 項 １ ～ ５ ４ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の TCR複 合 体 を 薬 学 的 に 受 容 可 能 な キ ャ リ ア と 共 に
含 む 組 成 物 。
【 請 求 項 ５ ６ 】
自 己 免 疫 疾 患 の 処 置 の た め の 医 薬 の 製 造 に お け る 請 求 項 １ ～ ５ ４ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の
多 価 TCR複 合 体 の 使 用 。
【 請 求 項 ５ ７ 】
ｉ ） ガ ン の 処 置
ii） ウ イ ル ス 性 又 は 細 菌 性 感 染 の 処 置
の た め の 医 薬 の 製 造 に お け る 請 求 項 １ ～ ４ ６ 又 は ４ ８ ～ ５ ４ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 多 価
TCR複 合 体 の 使 用 。
【 請 求 項 ５ ８ 】
標 的 細 胞 集 団 に お い て ア ポ ト ー シ ス を 誘 導 す る た め の 医 薬 の 製 造 に お け る 請 求 項 １ ～ ４ ６
又 は ４ ８ ～ ５ ４ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 多 価 TCR複 合 体 の 使 用 。
【 請 求 項 ５ ９ 】
標 的 細 胞 集 団 に 免 疫 応 答 を 誘 導 す る た め の 医 薬 の 製 造 に お け る 、 免 疫 刺 激 性 ペ プ チ ド 又 は
ポ リ ペ プ チ ド と 結 合 し た 請 求 項 ５ ４ に 記 載 の 多 価 TCR複 合 体 の 使 用 。
【 請 求 項 ６ ０ 】
患 者 に 、 ア ポ ト ー シ ス を 誘 導 す る に 有 効 な 量 の 請 求 項 １ ～ ４ ４ 又 は ４ ６ ～ ５ ２ の い ず れ か
１ 項 に 記 載 の TCR複 合 体 を 投 与 す る こ と を 含 む 、 そ の 必 要 が あ る 患 者 の 標 的 細 胞 集 団 に お
い て ア ポ ト ー シ ス を 誘 導 す る 方 法 。
【 請 求 項 ６ １ 】
患 者 に 、 ア ポ ト ー シ ス を 誘 導 す る に 有 効 な 量 の 、 免 疫 刺 激 性 ペ プ チ ド 又 は ポ リ ペ プ チ ド と
結 合 し た 請 求 項 ５ ４ に 記 載 の TCR複 合 体 を 投 与 す る こ と を 含 む 、 そ の 必 要 が あ る 患 者 の 標
的 細 胞 集 団 に 免 疫 応 答 を 誘 導 す る 方 法 。
【 請 求 項 ６ ２ 】
患 者 へ の 有 効 量 の 請 求 項 １ ～ ５ ３ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の TCR複 合 体 の 投 与 を 含 む 自 己 免
疫 疾 患 の 処 置 方 法 。
【 請 求 項 ６ ３ 】
患 者 へ の 有 効 量 の 請 求 項 １ ～ ４ ６ 又 は ４ ８ ～ ５ ４ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の TCR複 合 体 の 投
与 を 含 む ガ ン の 処 置 方 法 。
【 請 求 項 ６ ４ 】
細 胞 を 、 請 求 項 １ ～ ５ ３ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の TCR複 合 体 と 接 触 さ せ る こ と を 含 み 、 該
複 合 体 中 に 存 在 す る TCRが 所 定 の TCRリ ガ ン ド と 結 合 し 、 該 複 合 体 が そ れ と 結 合 し た 検 出 可
能 又 は 画 像 化 可 能 な 部 分 を 有 す る 、 所 定 の TCRリ ガ ン ド を デ ィ ス プ レ イ す る 細 胞 を 検 出 又
は 画 像 化 す る 方 法 。
【 請 求 項 ６ ５ 】
前 記 細 胞 が 、 腫 瘍 塊 を 形 成 す る ガ ン 性 細 胞 を 含 む ガ ン 性 細 胞 で あ る 請 求 項 ６ ４ に 記 載 の 方
法 。
【 請 求 項 ６ ６ 】
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感 染 細 胞 に よ り 特 徴 付 け ら れ る 疾 患 又 は ガ ン の 診 断 又 は モ ニ タ ー の た め の 請 求 項 ６ ４ に 記
載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ７ 】
イ ン ビ ボ で 実 施 さ れ る 請 求 項 ６ ４ ～ ６ ６ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ８ 】
エ キ ソ ビ ボ で 実 施 さ れ る 請 求 項 ６ ４ ～ ６ ６ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ９ 】
ガ ン 性 細 胞 又 は 感 染 細 胞 の た め の 診 断 用 又 は 画 像 化 用 組 成 物 の 製 造 に お け る 、 結 合 し た 検
出 可 能 又 は 画 像 化 可 能 な 部 分 を 有 す る 請 求 項 １ ～ ４ ６ 又 は ４ ８ ～ ５ ４ の い ず れ か １ 項 に 記
載 の 多 価 TCR複 合 体 の 使 用 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 非 ペ プ チ ド 性 ポ リ マ ー 鎖 に よ る か 又 は ペ プ チ ド 性 リ ン カ ー 配 列 に よ っ て 連 結
さ れ た 少 な く と も ２ つ の Ｔ 細 胞 レ セ プ タ ー を 含 む 多 価 Ｔ 細 胞 レ セ プ タ ー 複 合 体 、 並 び に 医
学 、 特 に 自 己 免 疫 疾 患 及 び ガ ン の 診 断 及 び 処 置 に お け る こ の 複 合 体 の 使 用 に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
(発 明 の 背 景 )
天 然 型 TCR
　 例 え ば WO99/60120に 記 載 の よ う に 、 TCRは 、 Ｔ 細 胞 に よ る 特 異 的 主 要 組 織 適 合 性 複 合 体 (
MHC)-ペ プ チ ド 複 合 体 の 認 識 を 媒 介 し 、 そ れ 自 体 が 免 疫 系 の 細 胞 兵 器 の 機 能 化 に 必 須 で あ
る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 抗 体 及 び TCRは 、 特 異 的 な 様 式 で 抗 原 を 認 識 す る 唯 ２ つ の 分 子 型 で あ り 、 し た が っ て TCR
は 、 MHCに お い て 提 示 さ れ る 特 定 ペ プ チ ド 抗 原 (こ の 外 来 ペ プ チ ド は 、 細 胞 内 の 異 常 の 唯 一
の 徴 候 で あ る こ と が 多 い )の 唯 一 の レ セ プ タ ー で あ る 。 Ｔ 細 胞 認 識 は 、 Ｔ 細 胞 と 抗 原 提 示
細 胞 (APC)と が 直 接 の 物 理 的 接 触 状 態 に あ る と き に 起 こ り 、 抗 原 特 異 的 TCRと ペ プ チ ド － MH
C(pMHC)複 合 体 と の 結 び つ き に よ り 開 始 さ れ る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 天 然 型 (native)TCRは 、 シ グ ナ ル 伝 達 の 媒 介 に 関 与 す る CD3複 合 体 の 非 変 形 体 タ ン パ ク 質
と 結 合 す る 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン ス ー パ ー フ ァ ミ リ ー の ヘ テ ロ 二 量 体 細 胞 表 面 タ ン パ ク 質 で あ
る 。 TCRは α β 形 態 及 び γ δ 形 態 で 存 在 し 、 こ れ ら の 形 態 は 構 造 的 に 類 似 す る が 、 全 く 異
な る 解 剖 学 的 所 在 及 び お そ ら く は 機 能 を 有 す る 。 MHCク ラ ス Ｉ 及 び ク ラ ス IIリ ガ ン ド も ま
た 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン ス ー パ ー フ ァ ミ リ ー タ ン パ ク 質 で あ る が 、 APC細 胞 表 面 で 多 様 な 数 々
の 短 い ペ プ チ ド フ ラ グ メ ン ト を 提 示 す る こ と を 可 能 に す る 高 度 に 多 形 性 の ペ プ チ ド 結 合 部
位 を 有 し て 抗 原 提 示 に 特 化 し て い る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 ２ つ の さ ら な る ク ラ ス の タ ン パ ク 質 が 、 TCRリ ガ ン ド と し て 機 能 し 得 る こ と が 知 ら れ て
い る 。 （ １ ） CD1抗 原 は 、 そ の 遺 伝 子 が 古 典 的 MHCク ラ ス Ｉ 及 び ク ラ ス II抗 原 と は 異 な る 染
色 体 に 位 置 す る MHCク ラ ス Ｉ 関 連 分 子 で あ る 。 CD1分 子 は 、 従 来 の ク ラ ス Ｉ 及 び ク ラ ス II-M
HC－ pep複 合 体 と 類 似 の 様 式 で 、 ペ プ チ ド 部 分 及 び 非 ペ プ チ ド (例 え ば 、 脂 質 、 糖 脂 質 )部
分 を Ｔ 細 胞 に 提 示 す る こ と が で き る (例 え ば 、 Barclayら (1997) The Leucocyte Antigen F
actsbook 第 ２ 版 ， Academic Press、 及 び Bauer(1997) Eur J Immunol 27(6) 1366-1373を
参 照 )。 （ ２ ） 細 菌 性 ス ー パ ー 抗 原 は 、 ク ラ ス II MHC分 子 と TCRの サ ブ セ ッ ト と の 両 方 に 結
合 で き る 可 溶 性 毒 素 で あ る (Fraser(1989) Nature 339 221-223)。 多 く の ス ー パ ー 抗 原 が
１ 又 は ２ の Vβ セ グ メ ン ト に 対 し て 特 異 性 を 示 す 一 方 、 そ の 他 の も の は よ り 無 差 別 な 結 合
を 示 す 。 と も か く 、 ス ー パ ー 抗 原 は 、 多 ク ロ ー ン 性 様 式 で Ｔ 細 胞 の サ ブ セ ッ ト を 刺 激 す る
能 力 に よ り 、 亢 進 し た 免 疫 応 答 を 誘 発 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
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　 天 然 型 ヘ テ ロ 二 量 体 α β 及 び γ δ TCRの 細 胞 外 部 分 は ２ つ の ポ リ ペ プ チ ド か ら な り 、 そ
の 各 々 が 、 膜 近 位 定 常 ド メ イ ン 及 び 膜 遠 位 可 変 ド メ イ ン を 有 す る 。 定 常 ド メ イ ン 及 び 可 変
ド メ イ ン の 各 々 が 鎖 内 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 を 含 む 。 可 変 ド メ イ ン は 、 抗 体 の 相 補 性 決 定 領 域
(CDR)に 類 似 す る 高 度 多 形 性 ル ー プ を 含 む 。 α β TCRの CDR3は 、 MHCに よ り 提 示 さ れ た ペ プ
チ ド と 相 互 作 用 し 、 α β TCRの CDR1及 び CDR2は 、 そ の ペ プ チ ド 及 び MHCと 相 互 作 用 す る 。 TC
R配 列 の 多 様 性 は 、 連 結 し て い る 可 変 (Ｖ )、 多 様 性 (Ｄ )、 連 結 (Ｊ )及 び 定 常 (Ｃ )遺 伝 子 の
体 細 胞 再 編 成 (somatic rearrangement)を 介 し て 生 じ る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 機 能 的 な α 鎖 ポ リ ペ プ チ ド 及 び γ 鎖 ポ リ ペ プ チ ド は 、 再 編 成 Ｖ － Ｊ － Ｃ 領 域 に よ り 形 成
さ れ る 一 方 、 β 鎖 及 び δ 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 及 び 免 疫 グ ロ ブ リ ン 領 域 を 有 す る 。 そ れ ぞ れ TRAC及 び TRDCと し て 知 ら れ る 、 単 一 の
α 鎖 及 び δ 鎖 の 定 常 ド メ イ ン が 存 在 す る 。 β 鎖 定 常 ド メ イ ン は 、 TRBC1及 び TRBC2(IMGT命
名 法 )と し て 知 ら れ る ２ つ の 異 な る β 定 常 ド メ イ ン の １ つ か ら 構 成 さ れ る 。 こ れ ら の β 定
常 ド メ イ ン 間 に は ４ つ の ア ミ ノ 酸 変 化 が 存 在 し 、 そ の う ち の ３ つ は 、 本 発 明 の フ ァ ー ジ 粒
子 上 に デ ィ ス プ レ イ さ れ る 単 鎖 TCRを 作 成 す る た め に 使 用 す る ド メ イ ン 内 に あ る 。 こ れ ら
の 変 化 は 全 て 、 TRBC1及 び TRBC2の エ キ ソ ン １ 内 に あ り (N 4 K 5 → K 4 N 5 及 び F 3 7 → Ｙ (IMGT番 号
付 け 、 差 異 TRBC1→ TRBC2))、 ２ つ の TCRβ 鎖 定 常 領 域 間 の 最 後 の ア ミ ノ 酸 変 化 は 、 TRBC1及
び TRBC2の エ キ ソ ン ３ に あ る (V 1 → Ｅ )。 定 常 γ ド メ イ ン は 、 TRGC1、 TRGC2(2x)又 は TRGC2(3
x)の い ず れ か １ つ か ら 構 成 さ れ る 。 ２ つ の TRGC2定 常 ド メ イ ン は 、 こ の 遺 伝 子 の エ キ ソ ン
２ に よ り コ ー ド さ れ る ア ミ ノ 酸 の 、 存 在 す る コ ピ ー 数 の み が 異 な る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 TCR細 胞 外 ド メ イ ン の 各 々 の 範 囲 は い く ら か 変 化 し 得 る 。 し か し 、 当 業 者 は 、 The T Cel
l Receptor Facts Book， Lefranc & Lefranc， Academic Press発 行 ， 2001の よ う な 参 考 文
献 を 使 用 し て 、 ド メ イ ン 境 界 の 位 置 を 容 易 に 決 定 で き る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
(組 換 え TCR)
　 組 換 え TCRの 作 成 は 、 そ れ ら が 以 下 の 目 的 に 適 切 な 可 溶 性 TCRア ナ ロ グ を 提 供 す る の で 有
益 で あ る ：
　 ・ TCR/リ ガ ン ド 相 互 作 用 (例 え ば α β TCRに 関 す る pMHC)の 研 究
　 ・ TCRが 関 連 す る 相 互 作 用 の 阻 害 剤 に つ い て の ス ク リ ー ニ ン グ
　 ・ 治 療 剤 候 補 の 基 礎 の 提 供
【 ０ ０ １ ０ 】
　 今 日 ま で に 、 組 換 え TCRの 作 成 の た め に 多 く の 構 築 物 が 考 案 さ れ て き た 。 こ れ ら の 構 築
物 は 、 ２ つ の 広 義 の ク ラ ス 、 単 鎖 TCR及 び 二 量 体 TCRに 分 け ら れ る 。 こ れ ら の 構 築 物 に 関 連
す る 文 献 を 下 記 に 概 説 す る 。
【 ０ ０ １ １ 】
(単 鎖 TCR)
　 単 鎖 TCR(scTCR)は 、 一 本 の ア ミ ノ 酸 鎖 か ら な る 人 工 の 構 築 物 で あ り 、 こ れ は 天 然 型 へ テ
ロ 二 量 体 TCRと 同 様 に MHC－ ペ プ チ ド 複 合 体 に 結 合 す る 。 不 運 に も 、 α 鎖 及 び β 鎖 を そ の 両
方 が １ つ の オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム で 発 現 す る よ う に 単 に 連 結 す る こ と に よ っ て 機
能 的 な α /β ア ナ ロ グ scTCRを 作 成 す る 試 み は 、 成 功 し な か っ た 。 こ れ は 、 お そ ら く 、 α －
β 可 溶 ド メ イ ン 対 合 の 本 来 的 な 不 安 定 性 の た め で あ る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 し た が っ て 、 α 鎖 及 び β 鎖 の い ず れ か 又 は 両 方 の 種 々 の 短 縮 体 を 使 用 す る 特 別 な 技 法 が
、 scTCRの 作 成 に 必 要 と さ れ て き た 。 こ れ ら の 方 式 は 、 非 常 に 限 ら れ た 範 囲 の scTCR配 列 に
対 し て の み 適 用 可 能 で あ る よ う で あ る 。 Hooら (1992） PNAS． 89(10)： 4759-63は 、 25ア ミ
ノ 酸 リ ン カ ー に 連 結 し た 短 縮 型 の β 鎖 及 び α 鎖 と 細 菌 細 胞 周 辺 質 発 現 (bacterial peripla
smic expression)と を 使 用 す る 2C T細 胞 ク ロ ー ン か ら の 単 鎖 形 式 で の マ ウ ス TCRの 発 現 を
報 告 す る (Schodinら (1996） Mol.Immunol． 33(9)： 819-29も ま た 参 照 )。 こ の 設 計 は ま た 、
Hollerら (2000） PNAS． 97(10)： 5387-92に よ り 報 告 さ れ た 、 2C scTCRか ら 誘 導 さ れ 同 じ H2
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-Ld制 限 ア ロ エ ピ ト ー プ (alloepitope)に 結 合 す る m6単 鎖 TCRの 基 礎 を な す 。 Shustaら (2000
） Nature Biotechnology 18： 754-759は 、 酵 母 デ ィ ス プ レ イ 実 験 に お い て 単 鎖 2C TCR構 築
物 を 使 用 す る こ と を 報 告 し 、 こ れ は 亢 進 し た 熱 安 定 性 及 び 溶 解 性 を 有 す る 変 異 TCRを 産 生
し た 。 こ の 報 告 は ま た 、 こ れ ら デ ィ ス プ レ イ さ れ た 2C TCRが そ の コ グ ネ イ ト pMHCを 発 現 す
る 細 胞 に 選 択 的 に 結 合 す る こ と が で き る こ と を 証 明 し た 。 Khandekarら (1997） J.Biol.Che
m． 272(51)： 32190-7は 、 マ ウ ス D10 TCRに つ い て 、 こ の scTCRを MBPに 融 合 し て 細 菌 細 胞 質
で 発 現 さ せ た が 、 同 様 な 設 計 を 報 告 し て い る (Hareら (1999） Nat.Struct.Biol． 6(6)： 574
-81も ま た 参 照 ） 。 Hilyardら (1994） PNAS． 91(19)： 9057-61は 、 Vα － リ ン カ ー － Vβ 設 計
を 使 用 し 細 菌 細 胞 周 辺 質 で 発 現 さ せ た 、 イ ン フ ル エ ン ザ マ ト リ ク ス タ ン パ ク 質 － HLA-A2に
特 異 的 な ヒ ト scTCRを 報 告 し て い る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 Chungら (1994） PNAS． 91(26） 12654-8は 、 Vα － リ ン カ ー － Vβ － Cβ 設 計 及 び 哺 乳 動 物
細 胞 株 の 表 面 で の 発 現 を 使 用 す る ヒ ト scTCRの 作 成 を 報 告 し て い る 。 こ の 報 告 は 、 scTCRの
ペ プ チ ド － HLA特 異 的 結 合 に 対 し て は 何 ら の 言 及 も 含 ん で い な い 。 Plaksinら (1997） J.Imm
unol． 158(5)： 2218-27は 、 HIV gp120-H-2D d エ ピ ト ー プ に 特 異 的 な マ ウ ス scTCRを 作 成 す
る た め の 同 様 な Vα － リ ン カ ー － Vβ － Cβ 設 計 を 報 告 し て い る 。 こ の scTCRは 、 細 菌 封 入 体
と し て 発 現 さ せ 、 イ ン ビ ト ロ で リ フ ォ ー ル デ ィ ン グ さ せ る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
(二 量 体 TCR)
　 多 く の 論 文 が 、 そ れ ぞ れ の サ ブ ユ ニ ッ ト を 接 続 す る 天 然 型 ジ ス ル フ ィ ド ブ リ ッ ジ を 含 む
TCRへ テ ロ 二 量 体 の 作 成 を 記 載 し て い る (Garbocziら (1996） Nature 384(6605):134-41； Ga
rbocziら (1996） J Immunol 157(12):5403-10； Changら (1994） PNAS USA 91:11408-11412
； Davodeauら (1993） J.Biol.Chem． 268(21):15455-15460； Goldenら (1997） J.Imm.Meth．
206:163-169； 米 国 特 許 第 6080840号 )。 し か し 、 こ れ ら TCRは TCR特 異 的 抗 体 に よ り 認 識 さ
れ 得 る が 、 い ず れ も 、 相 対 的 に 高 い 濃 度 以 外 で そ の 天 然 型 リ ガ ン ド を 認 識 す る と は 示 さ れ
ず 、 且 つ /又 は 安 定 で な か っ た 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 WO99/60120に は 、 天 然 型 リ ガ ン ド を 認 識 し 得 る よ う に 正 し く フ ォ ー ル デ ィ ン グ し 、 経 時
的 に 安 定 で あ り 、 合 理 的 な 量 で 作 成 す る こ と が 可 能 な 可 溶 性 TCRが 記 載 さ れ て い る 。 こ の T
CRは 、 一 対 の Ｃ 末 端 二 量 体 化 ペ プ チ ド (例 え ば ロ イ シ ン ジ ッ パ ー )に よ り 、 そ れ ぞ れ TCRβ
鎖 又 は δ 鎖 の 細 胞 外 ド メ イ ン と 二 量 体 化 し た TCRα 鎖 又 は γ 鎖 の 細 胞 外 ド メ イ ン を 含 む 。 T
CRを 作 成 す る た め の こ の ス ト ラ テ ジ ー は 、 一 般 に 、 全 て の TCRに 適 用 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 Guillaumeら ， Nature Immunology, 2003 (advance on-line publication)は 、 そ の 構 築
物 の Ｃ 末 端 に 付 着 さ せ た ア ミ ノ 酸 間 に 導 入 ジ ス ル フ ィ ド 鎖 間 結 合 を 含 む 可 溶 性 JM22 TCRの
構 築 を 詳 述 す る 。 こ の 特 別 な 構 築 物 は 、 Ｎ 末 端 ～ 天 然 型 ジ ス ル フ ィ ド 鎖 間 結 合 の 位 置 の 単
一 ア ミ ノ 酸 を 短 縮 化 し た JM22 TCRの 細 胞 外 部 分 か ら 誘 導 さ れ た 。 Ｃ 末 端 定 常 ド メ イ ン 伸 長
部 (extension)が こ の TCRの α 鎖 及 び β 鎖 の 両 方 に 付 加 さ れ た 。 こ れ ら 伸 長 部 は 、 天 然 型 の
位 置 に 対 し て 、 α 鎖 中 で ３ ア ミ ノ 酸 、 β 鎖 中 で ６ ア ミ ノ 酸 ほ ど 下 流 へ の 鎖 間 形 成 性 シ ス テ
イ ン 残 基 位 置 の 移 動 を 引 き 起 こ し た 。 こ の 一 般 的 設 計 の 可 溶 性 TCR(す な わ ち 、 ジ ス ル フ ィ
ド 鎖 間 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 を 含 む 導 入 Ｃ 末 端 定 常 ド メ イ ン 伸 長 部 を 含 む 可 溶 性 TCR)も ま た 、
本 発 明 の 多 価 TCR複 合 体 に お い て 使 用 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 Reiterら (Immunity， 1995， 2:281-287)は 、 一 方 が Pseudomonasエ ク ソ ト キ シ ン (PE38)の
短 縮 型 形 態 に 連 結 し て い る 、 ジ ス ル フ ィ ド 安 定 化 さ れ た TCRα 及 び β の 可 変 ド メ イ ン を 含
む 可 溶 性 分 子 の 構 築 を 詳 述 し て い る 。 述 べ ら れ て い る こ の 分 子 を 作 成 す る た め の 理 由 の １
つ は 、 単 鎖 TCRの 本 来 的 な 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 、 こ れ ら が 予 め 導 入 さ れ て い る 抗 体 の 可 変 ド メ イ ン と の 相 同 性 に
よ り 同 定 さ れ た (例 え ば 、 Brinkmannら (1993） Proc.Natl.Acad.Sci.USA 90:7538-7542及 び
Reiterら (1994） Biochemistry 33:5451-5459を 参 照 )。 し か し 、 抗 体 と TCRの 定 常 ド メ イ ン
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間 に そ の よ う な 相 同 性 は な い の で 、 こ の 技 法 は 、 TCR定 常 ド メ イ ン 間 の 新 た な 鎖 間 ジ ス ル
フ ィ ド 結 合 の 適 切 な 部 位 を 同 定 す る た め に 用 い る こ と が で き な か っ た 。
【 ０ ０ １ ８ 】
(治 療 及 び 診 断 用 途 )
　 TCRに は 、 疾 患 プ ロ セ ス に よ っ て 影 響 さ れ る 細 胞 に 局 在 さ せ 得 る 標 的 す る 部 分 (targetin
g moiety)と し て の 必 要 性 が 存 在 す る 。 こ の よ う な 標 的 す る 部 分 は 、 自 己 免 疫 疾 患 の 原 因
で あ る 免 疫 系 の 「 誤 っ て 指 向 さ れ た 」 作 用 を 直 接 遮 断 す る た め か 又 は ガ ン 性 細 胞 に 細 胞 毒
性 薬 剤 を 送 達 す る 手 段 と し て の い ず れ か に 利 用 さ れ 得 る 。 こ の よ う な 分 子 は 、 標 的 リ ガ ン
ド に 対 す る 良 好 な 親 和 性 及 び 妥 当 な 血 漿 安 定 性 を 有 す る べ き で あ る 。
【 発 明 の 開 示 】
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ １ ９ 】
(発 明 の 簡 単 な 説 明 )
　 本 発 明 は 、 対 応 す る 一 価 TCR分 子 と 比 較 し て 、 上 昇 し た 血 漿 半 減 期 、 及 び そ の コ グ ネ イ
ト リ ガ ン ド に 対 す る 改 善 し た 親 和 性 を 有 す る 新 規 な 多 価 TCR複 合 体 を 利 用 可 能 に す る 。 本
発 明 の 複 合 体 に お い て 、 TCRは 非 ペ プ チ ド 性 ポ リ マ ー 鎖 に よ る か 又 は ペ プ チ ド 性 リ ン カ ー
に よ り 連 結 さ れ て い る 。 本 複 合 体 中 の TCRは 、 scTCRで あ っ て も よ い し dTCRで あ っ て も よ い
。
【 ０ ０ ２ ０ 】
(発 明 の 詳 細 な 説 明 )
　 本 発 明 は 、 非 ペ プ チ ド 性 ポ リ マ ー 鎖 に よ る か 又 は ペ プ チ ド 性 リ ン カ ー 配 列 に よ っ て 連 結
さ れ た 少 な く と も ２ つ の TCRを 含 む 多 価 Ｔ 細 胞 レ セ プ タ ー (TCR)複 合 体 を 提 供 す る 。
　 好 ま し く は 、 本 複 合 体 中 の TCRは 、 天 然 型 TCRの 細 胞 外 定 常 領 域 配 列 及 び 可 変 領 域 配 列 に
対 応 す る ア ミ ノ 酸 配 列 に よ っ て 構 成 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 好 ま し く は 、 ポ リ マ ー 鎖 又 は ペ プ チ ド 性 リ ン カ ー 配 列 は 、 各 TCRの ア ミ ノ 酸 残 基 で あ っ
て 当 該 TCRの 可 変 領 域 配 列 に 位 置 し な い も の 同 士 の 間 に 伸 び る 。
　 本 複 合 体 中 の TCRは 、 例 え ば 、 ポ リ ア ル キ レ ン グ リ コ ー ル 鎖 (例 え ば 、 ポ リ エ チ レ ン グ リ
コ ー ル 鎖 )に よ る か 又 は ヒ ト 多 量 体 化 ド メ イ ン か ら 誘 導 さ れ る ペ プ チ ド 性 リ ン カ ー に よ り
連 結 さ れ て も よ い 。
　 本 発 明 の １ つ の 実 施 形 態 に お い て 、 二 価 ア ル キ レ ン ス ペ ー サ ー 基 、 例 え ば － CH 2 － 又 は
－ CH 2 CH 2 － 基 が 、 ポ リ ア ル キ レ ン グ リ コ ー ル 鎖 と そ の 本 複 合 体 の TCRへ の 付 着 点 と の 間 に
位 置 す る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 本 発 明 の 多 価 TCR複 合 体 は 、 例 え ば 二 価 、 三 価 又 は 四 価 で あ り 得 る が 、 二 価 複 合 体 (す な
わ ち 僅 か ２ つ の TCRを 含 む も の )が 本 発 明 に お い て 好 ま し い 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
(本 発 明 の 複 合 体 中 に 存 在 す る 好 ま し い TCR)
　 本 発 明 の 複 合 体 に お い て 、 TCR分 子 は 、 単 鎖 Ｔ 細 胞 レ セ プ タ ー (scTCR)ポ リ ペ プ チ ド で あ
っ て も よ い し 、 (好 ま し く は )二 量 体 TCR(dTCR)ポ リ ペ プ チ ド 対 で あ っ て も よ い 。 scTCRポ リ
ペ プ チ ド 又 は dTCRポ リ ペ プ チ ド 対 は 、 TCRの 細 胞 外 定 常 領 域 配 列 及 び 可 変 領 域 配 列 に 対 応
す る TCRア ミ ノ 酸 配 列 に よ っ て 構 成 さ れ 得 、 あ る TCR鎖 の 可 変 領 域 配 列 に 対 応 す る scTCRの
可 変 領 域 配 列 が 、 別 の TCR鎖 の 定 常 領 域 配 列 に 対 応 す る 定 常 領 域 配 列 に 、 リ ン カ ー 配 列 に
よ り 連 結 さ れ ； dTCRポ リ ペ プ チ ド 対 又 は scTCRポ リ ペ プ チ ド の 可 変 領 域 配 列 同 士 が 、 天 然
型 TCR中 と 実 質 的 に 同 様 に 互 い に 配 向 し ； そ し て scTCRポ リ ペ プ チ ド の 場 合 は 、 天 然 型 Ｔ 細
胞 レ セ プ タ ー 中 に 等 価 物 を 有 し な い ジ ス ル フ ィ ド 結 合 が そ の ポ リ ペ プ チ ド の 残 基 同 士 を 連
結 す る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 本 発 明 の 複 合 体 中 に 存 在 す る α β ア ナ ロ グ の scTCR又 は dTCRに 関 し て 、 α セ グ メ ン ト 及
び β セ グ メ ン ト の 可 変 領 域 配 列 が 、 天 然 型 α β Ｔ 細 胞 レ セ プ タ ー 中 と 実 質 的 に 同 様 に 互 い
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に 配 向 し て い る と い う 要 件 は 、 そ の 分 子 が 該 当 す る TCRリ ガ ン ド (pMHC複 合 体 、 CD1－ 抗 原
複 合 体 、 ス ー パ ー 抗 原 又 は ス ー パ ー 抗 原 /pMHC複 合 体 )に 結 合 す る こ と の 確 認 に よ っ て 検 定
す る こ と が で き 、 結 合 す れ ば こ の 要 件 を 充 足 す る 。 pMHC複 合 体 と の 相 互 作 用 は 、 BIAcore 
3000(商 標 )装 置 又 は BIAcore 2000(商 標 )装 置 を 使 用 し て 測 定 す る こ と が で き る 。 WO99/612
0は 、 MHC－ ペ プ チ ド 複 合 体 へ の TCR結 合 を 分 析 す る た め に 必 要 な 方 法 の 詳 細 な 説 明 を 提 供
す る 。 こ れ ら の 方 法 は 、 TCR/CD1及 び TCR/ス ー パ ー 抗 原 相 互 作 用 の 研 究 に 等 し く 適 用 可 能
で あ る 。 こ れ ら の 方 法 を TCR/CD1相 互 作 用 の 研 究 に 適 用 す る た め に 、 可 溶 形 態 の CD1が 必 要
で あ り 、 そ の 作 成 は 、 Bauer(1997） Eur J Immunol 27(6) 1366-1373に 記 載 さ れ て い る 。
本 発 明 の 複 合 体 中 に 存 在 す る γ δ ア ナ ロ グ の TCRの 場 合 、 こ れ ら の 分 子 の コ グ ネ イ ト リ ガ
ン ド は 未 知 で あ り 、 し た が っ て こ れ ら 分 子 の コ ン ホ メ ー シ ョ ン を 検 証 す る 二 次 的 手 段 (例
え ば 抗 体 に よ る 認 識 )を 用 い る こ と が で き る 。 δ 鎖 可 変 領 域 に 特 異 的 な モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗
体 MCA991T(Serotecか ら 入 手 可 能 )は 、 こ の 課 題 に 適 切 な 抗 体 の 例 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 好 ま し く は 、 本 発 明 の 複 合 体 中 に 存 在 す る scTCRポ リ ペ プ チ ド は 、 例 え ば 、 TCRα 鎖 定 常
領 域 細 胞 外 配 列 に 対 応 す る ア ミ ノ 酸 配 列 の Ｎ 末 端 に 融 合 し た 、 TCRα 鎖 又 は δ 鎖 の 可 変 領
域 配 列 に 対 応 す る ア ミ ノ 酸 配 列 に よ り 構 成 さ れ る 第 １ の セ グ メ ン ト 、 TCRβ 鎖 定 常 領 域 細
胞 外 配 列 に 対 応 す る ア ミ ノ 酸 配 列 の Ｎ 末 端 に 融 合 し た 、 TCRβ 鎖 又 は γ 鎖 の 可 変 領 域 に 対
応 す る ア ミ ノ 酸 配 列 に よ り 構 成 さ れ る 第 ２ の セ グ メ ン ト 、 第 １ の セ グ メ ン ト の Ｃ 末 端 を 第
２ の セ グ メ ン ト の Ｎ 末 端 に 連 結 す る か 又 は そ の 逆 に 連 結 す る リ ン カ ー 配 列 、 並 び に 、 第 １
の 鎖 と 第 ２ の 鎖 と の 間 の ジ ス ル フ ィ ド 結 合 を 有 す る も の で あ り 、 こ こ で 、 ジ ス ル フ ィ ド 結
合 は 、 天 然 型 の α β 又 は γ δ の Ｔ 細 胞 レ セ プ タ ー 中 に 等 価 物 を 有 さ な い も の で あ り 、 リ ン
カ ー 配 列 の 長 さ 及 び ジ ス ル フ ィ ド 結 合 の 位 置 は 、 第 １ の セ グ メ ン ト 及 び 第 ２ の セ グ メ ン ト
の 可 変 領 域 配 列 が 天 然 型 の α β 又 は γ δ の Ｔ 細 胞 レ セ プ タ ー 中 と 実 質 的 に 同 様 に 互 い に 配
向 し て い る よ う な 長 さ 及 び 位 置 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 好 ま し く は 、 本 発 明 の 複 合 体 中 に 存 在 す る dTCRは 、 TCRα 鎖 又 は δ 鎖 の 可 変 領 域 配 列 に
対 応 す る 配 列 が TCRα 鎖 定 常 領 域 細 胞 外 配 列 に 対 応 す る 配 列 の Ｎ 末 端 に 融 合 し て い る 第 １
の ポ リ ペ プ チ ド 、 及 び TCRβ 鎖 又 は γ 鎖 の 可 変 領 域 配 列 に 対 応 す る 配 列 が TCRβ 鎖 定 常 領 域
細 胞 外 配 列 に 対 応 す る 配 列 の Ｎ 末 端 に 融 合 し て い る 第 ２ の ポ リ ペ プ チ ド よ り 構 成 さ れ る も
の で あ り 、 こ こ で 第 １ の ポ リ ペ プ チ ド 及 び 第 ２ の ポ リ ペ プ チ ド は 、 天 然 型 の α β 又 は γ δ
の Ｔ 細 胞 レ セ プ タ ー 中 に 等 価 物 を 有 さ な い ジ ス ル フ ィ ド 結 合 に よ り 連 結 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 上 記 好 ま し い scTCR又 は dTCRに 存 在 す る 定 常 領 域 細 胞 外 配 列 は 、 好 ま し く は 、 ヒ ト TCRの
そ れ ら に 対 応 し 、 可 変 領 域 配 列 も 同 様 で あ る 。 し か し 、 こ の 配 列 間 の 対 応 性 は 、 ア ミ ノ 酸
レ ベ ル で １ ： １ で あ る 必 要 は な い 。 対 応 す る ヒ ト TCR配 列 に 対 す る Ｎ 末 端 若 し く は Ｃ 末 端
の 短 縮 並 び に /又 は ア ミ ノ 酸 の 欠 失 及 び /若 し く は 置 換 は 、 全 体 と し て 結 果 的 に 、 α と β の
可 変 領 域 配 列 又 は γ と δ の 可 変 領 域 配 列 の 互 い の 配 向 が そ れ ぞ れ 天 然 型 の α β 又 は γ δ の
Ｔ 細 胞 レ セ プ タ ー 中 と 同 様 で あ れ ば 許 容 さ れ る 。 特 に 、 第 １ の セ グ メ ン ト 及 び 第 ２ の セ グ
メ ン ト に 存 在 す る 定 常 領 域 細 胞 外 配 列 は 、 scTCR又 は dTCRが 結 合 す る リ ガ ン ド と の 接 触 に
直 接 関 与 し な い の で 、 天 然 型 TCRの 細 胞 外 定 常 ド メ イ ン 配 列 よ り 短 く て も よ い し 、 又 は こ
の 細 胞 外 定 常 ド メ イ ン 配 列 に 対 す る 置 換 若 し く は 欠 失 を 含 ん で い て も よ い 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 dTCRポ リ ペ プ チ ド 対 の 一 方 若 し く は scTCRポ リ ペ プ チ ド の 第 １ の セ グ メ ン ト に 存 在 す る
定 常 領 域 細 胞 外 配 列 が 、 天 然 型 TCRα 鎖 の 細 胞 外 定 常 Igド メ イ ン に 対 応 す る 配 列 を 含 み 、
且 つ /又 は そ の 対 の 他 方 の メ ン バ ー 若 し く は 第 ２ の セ グ メ ン ト に 存 在 す る 定 常 領 域 細 胞 外
配 列 が 、 天 然 型 TCRβ 鎖 の 細 胞 外 定 常 Igド メ イ ン に 対 応 す る 配 列 を 含 ん で も よ い 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド 対 の 一 方 の メ ン バ ー 若 し く は scTCRポ リ ペ プ チ ド の 第 １ の セ グ メ ン ト が 、 T
CRα 鎖 の 定 常 領 域 の 実 質 的 に 全 て の 細 胞 外 ド メ イ ン の Ｎ 末 端 に 融 合 し た TCRα 鎖 の 実 質 的
に 全 て の 可 変 領 域 に 対 応 し 、 且 つ /又 は そ の 対 の 他 方 の メ ン バ ー 若 し く は 第 ２ の セ グ メ ン
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ト が 、 TCRβ 鎖 の 定 常 ド メ イ ン の 実 質 的 に 全 て の 細 胞 外 領 域 の Ｎ 末 端 に 融 合 し た TCRβ 鎖 の
実 質 的 に 全 て の 可 変 領 域 に 対 応 し て も よ い 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 dTCRポ リ ペ プ チ ド 対 に 存 在 す る か 又 は scTCRポ リ ペ プ チ ド の 第 １ の セ グ メ ン ト 及 び 第 ２
の セ グ メ ン ト に 存 在 す る 定 常 領 域 細 胞 外 配 列 は 、 当 該 TCRの 天 然 型 鎖 間 ジ ス ル フ ィ ド 結 合
を 形 成 す る シ ス テ イ ン 残 基 が 排 除 さ れ る よ う に 、 そ の Ｃ 末 端 で 短 縮 化 し た 天 然 型 TCRの α
鎖 及 び β 鎖 の 定 常 領 域 に 対 応 し て も よ い 。 或 い は 、 こ れ ら シ ス テ イ ン 残 基 は 、 天 然 型 ジ ス
ル フ ィ ド 結 合 が 欠 失 す る よ う に 、 別 の ア ミ ノ 酸 残 基 (例 え ば セ リ ン 又 は ア ラ ニ ン )で 置 換 さ
れ て も よ い 。 加 え て 、 天 然 型 TCRβ 鎖 は 対 合 し て い な い シ ス テ イ ン 残 基 を 含 む が 、 そ の 残
基 は 、 本 発 明 の scTCRの β 配 列 か ら 欠 失 さ れ て い て も よ い し 、 そ の β 配 列 に お い て 非 ス テ
イ ン 残 基 で 置 換 さ れ て い て も よ い 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 dTCRポ リ ペ プ チ ド 対 に 存 在 す る か 又 は scTCRポ リ ペ プ チ ド の 第 １ の セ グ メ ン ト 及 び 第 ２
の セ グ メ ン ト に 存 在 す る TCRα 鎖 及 び β 鎖 の 可 変 領 域 配 列 は 、 共 に 、 第 １ の TCRの 機 能 的 な
可 変 ド メ イ ン に 対 応 し 、 dTCRポ リ ペ プ チ ド 対 に 存 在 す る か 又 は scTCRポ リ ペ プ チ ド の 第 １
の セ グ メ ン ト 及 び 第 ２ の セ グ メ ン ト に 存 在 す る TCRα 鎖 及 び β 鎖 の 定 常 領 域 細 胞 外 配 列 は
、 第 ２ の TCRの も の に 対 応 し て も よ い が 、 第 １ の TCRと 第 ２ の TCRと は 同 じ 種 に 由 来 す る 。
し た が っ て 、 dTCRポ リ ペ プ チ ド 対 に 存 在 す る か 又 は scTCRポ リ ペ プ チ ド の 第 １ の セ グ メ ン
ト 及 び 第 ２ の セ グ メ ン ト に 存 在 す る α 鎖 及 び β 鎖 の 可 変 領 域 配 列 は 、 第 １ の ヒ ト TCRの そ
れ ら に 対 応 し 、 α 鎖 及 び β 鎖 の 定 常 領 域 細 胞 外 配 列 は 、 第 ２ の ヒ ト TCRの そ れ ら に 対 応 し
て も よ い 。 例 え ば 、 A6 Tax sTCR定 常 領 域 細 胞 外 配 列 は 、 非 相 同 (heterologous)の α 可 変
ド メ イ ン 及 び β 可 変 ド メ イ ン が 融 合 す る こ と が で き る フ レ ー ム ワ ー ク と し て 使 用 す る こ と
が 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 dTCRポ リ ペ プ チ ド 対 に 存 在 す る か 又 は scTCRポ リ ペ プ チ ド の 第 １ の セ グ メ ン ト 及 び 第 ２
の セ グ メ ン ト に そ れ ぞ れ 存 在 す る TCRδ 鎖 及 び γ 鎖 の 可 変 領 域 配 列 は 、 共 に 、 第 １ の TCRの
機 能 的 な 可 変 ド メ イ ン に 対 応 し 、 dTCRポ リ ペ プ チ ド 対 に 存 在 す る か 又 は scTCRポ リ ペ プ チ
ド の 第 １ の セ グ メ ン ト 及 び 第 ２ の セ グ メ ン ト に そ れ ぞ れ 存 在 す る TCRα 鎖 及 び β 鎖 の 定 常
領 域 細 胞 外 配 列 は 、 第 ２ の TCRの そ れ ら に 対 応 し て い て も よ い が 、 第 １ の TCRと 第 ２ の TCR
と は 同 じ 種 に 由 来 す る 。 し た が っ て 、 dTCRポ リ ペ プ チ ド 対 に 存 在 す る か 又 は scTCRポ リ ペ
プ チ ド の 第 １ の セ グ メ ン ト 及 び 第 ２ の セ グ メ ン ト に 存 在 す る δ 鎖 及 び γ 鎖 の 可 変 領 域 配 列
は 、 第 １ の ヒ ト TCRの そ れ ら に 対 応 し 、 α 鎖 及 び β 鎖 の 定 常 領 域 細 胞 外 配 列 は 、 第 ２ の ヒ
ト TCRの そ れ ら に 対 応 し て も よ い 。 例 え ば 、 A6 Tax sTCR定 常 領 域 細 胞 外 配 列 は 、 非 相 同 の
γ 可 変 ド メ イ ン 及 び δ 可 変 ド メ イ ン が 融 合 で き る フ レ ー ム ワ ー ク と し て 使 用 す る こ と が 可
能 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 dTCRポ リ ペ プ チ ド 対 に 存 在 す る か 又 は scTCRポ リ ペ プ チ ド の 第 １ の セ グ メ ン ト 及 び 第 ２
の セ グ メ ン ト に 存 在 す る TCRα 鎖 及 び β 鎖 の 又 は δ 鎖 及 び γ 鎖 の 可 変 領 域 配 列 は 、 共 に 、
第 １ の ヒ ト TCRの 機 能 的 可 変 ド メ イ ン に 対 応 し 、 dTCRポ リ ペ プ チ ド 対 に 存 在 す る か 又 は scT
CRポ リ ペ プ チ ド の 第 １ の セ グ メ ン ト 及 び 第 ２ の セ グ メ ン ト に 存 在 す る TCRα 鎖 及 び β 鎖 の
定 常 領 域 細 胞 外 配 列 は 、 第 ２ の 非 ヒ ト TCRの そ れ ら に 対 応 し て も よ い 。 し た が っ て 、 dTCR
ポ リ ペ プ チ ド 対 に 存 在 す る か 又 は scTCRポ リ ペ プ チ ド の 第 １ の セ グ メ ン ト 及 び 第 ２ の セ グ
メ ン ト に 存 在 す る α 鎖 及 び β 鎖 の 又 は δ 鎖 及 び γ 鎖 の 可 変 領 域 配 列 は 、 第 １ の ヒ ト TCRの
そ れ ら に 対 応 し 、 α 鎖 及 び β 鎖 の 定 常 領 域 細 胞 外 配 列 は 、 第 ２ の 非 ヒ ト TCRの そ れ ら に 対
応 し て い て も よ い 。 例 え ば 、 マ ウ ス TCR定 常 領 域 細 胞 外 配 列 は 、 非 相 同 の ヒ ト の α TCR可 変
ド メ イ ン 及 び β TCR可 変 ド メ イ ン が 融 合 で き る フ レ ー ム ワ ー ク と し て 使 用 す る こ と が 可 能
で あ る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 scTCRに お い て 、 リ ン カ ー 配 列 は 、 単 一 の ポ リ ペ プ チ ド 鎖 を 形 成 す る た め に 、 第 １ の TCR
セ グ メ ン ト と 第 ２ の TCRセ グ メ ン ト と を 連 結 し 得 る 。 リ ン カ ー 配 列 は 、 例 え ば 、 式 － Ｐ － A
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A－ Ｐ － (式 中 、 Ｐ は プ ロ リ ン で あ り 、 AAは ア ミ ノ 酸 が グ リ シ ン 及 び セ リ ン で あ る ア ミ ノ 酸
配 列 を 表 す )を 有 し て も よ い 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 scTCRが コ グ ネ イ ト リ ガ ン ド (例 え ば 、 α β TCRの 場 合 に は MHC－ ペ プ チ ド 複 合 体 又 は CD1
－ 抗 原 複 合 体 )に 結 合 す る た め に 、 第 １ の セ グ メ ン ト と 第 ２ の セ グ メ ン ト と は 、 こ れ ら の
可 変 領 域 配 列 が そ の よ う な 結 合 に 関 し て 配 向 し て い る よ う に 、 対 合 し て い な け れ ば な ら な
い 。 し た が っ て 、 リ ン カ ー は 、 第 １ の セ グ メ ン ト の Ｃ 末 端 と 第 ２ の セ グ メ ン ト の Ｎ 末 端 と
の 間 又 は そ の 逆 の 間 の 距 離 を 橋 渡 し す る に 十 分 な 長 さ を 有 す る べ き で あ る 。 他 方 で 、 リ ン
カ ー の 端 部 が 、 Ｎ 末 端 可 変 領 域 配 列 で 、 scTCRと 標 的 リ ガ ン ド と の 結 合 を 遮 断 し 又 は 減 少
さ せ な い よ う に 、 好 ま し く は 、 過 度 な リ ン カ ー 長 は 回 避 す べ き で あ る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 例 え ば 、 第 １ の セ グ メ ン ト 及 び 第 ２ の セ グ メ ン ト に 存 在 す る 定 常 領 域 細 胞 外 配 列 が 、 Ｃ
末 端 で 短 縮 化 さ れ そ の 結 果 当 該 TCRの 天 然 型 鎖 間 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 を 形 成 す る シ ス テ イ ン
残 基 が 排 除 さ れ た 天 然 型 TCRの α 鎖 及 び β 鎖 の 定 常 領 域 に 対 応 し 、 リ ン カ ー 配 列 が 第 １ の
セ グ メ ン ト の Ｃ 末 端 と 第 ２ の セ グ メ ン ト の Ｎ 末 端 を 連 結 す る 場 合 、 リ ン カ ー は 、 26～ 41ア
ミ ノ 酸 、 例 え ば 29、 30、 31若 し く は 32ア ミ ノ 酸 又 は 33、 34、 35若 し く は 36ア ミ ノ 酸 か ら な
っ て も よ く 、 特 定 の リ ン カ ー は 、 式 － PGGG－ (SGGGG) 5 － Ｐ － 又 は － PGGG－ (SGGGG) 6 － Ｐ －
(式 中 、 Ｐ は プ ロ リ ン で あ り 、 Ｇ は グ リ シ ン で あ り 、 Ｓ は セ リ ン で あ る )を 有 す る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 本 発 明 の 複 合 体 の scTCRの 主 要 な 特 徴 的 特 性 (feature)及 び (好 ま し く は )dTCRの 特 性 は 、
dTCRポ リ ペ プ チ ド 対 の 定 常 領 域 細 胞 外 配 列 間 又 は scTCRポ リ ペ プ チ ド の 第 １ の セ グ メ ン ト
の 定 常 領 域 細 胞 外 配 列 と 第 ２ の セ グ メ ン ト の 定 常 領 域 細 胞 外 配 列 と の 間 の ジ ス ル フ ィ ド 結
合 で あ る 。 こ の 結 合 は 、 天 然 型 二 量 体 α β TCRに 存 在 す る 天 然 型 鎖 間 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 に
対 応 し て も よ い し 、 或 い は 天 然 型 TCR中 に 対 応 物 (counterpart)を 有 さ ず 、 dTCRポ リ ペ プ チ
ド 対 の 定 常 領 域 細 胞 外 配 列 中 又 は scTCRポ リ ペ プ チ ド の 第 １ の セ グ メ ン ト 及 び 第 ２ の セ グ
メ ン ト の 定 常 領 域 細 胞 外 配 列 中 に 特 異 的 に 組 み 込 ま れ た シ ス テ イ ン 間 に 存 在 し て も よ い 。
い く つ か の 場 合 に は 、 天 然 型 及 び 非 天 然 型 の 両 方 の ジ ス ル フ ィ ド 結 合 が 、 望 ま し く あ り 得
る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 の 位 置 は 、 dTCRポ リ ペ プ チ ド 対 の 可 変 領 域 配 列 同 士 又 は scTCRポ リ ペ
プ チ ド の 第 １ の セ グ メ ン ト の 可 変 領 域 配 列 と 第 ２ の セ グ メ ン ト の 可 変 領 域 配 列 と が 、 天 然
型 の α β 又 は γ δ の Ｔ 細 胞 レ セ プ タ ー 中 と 実 質 的 に 同 様 に 互 い に 配 向 し て い る と い う 要 件
に 従 属 す る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 は 、 第 １ セ グ メ ン ト 及 び 第 ２ の セ グ メ ン ト 上 の 非 シ ス テ イ ン 残 基 を シ
ス テ イ ン に 変 異 さ せ 、 そ の 変 異 し た 残 基 間 に ジ ス ル フ ィ ド 結 合 の 形 成 を 引 き 起 こ す こ と に
よ り 形 成 し て も よ い 。 天 然 型 残 基 の 代 わ り に 導 入 し た シ ス テ イ ン 残 基 間 に ジ ス ル フ ィ ド 結
合 を 形 成 す る こ と が で き る よ う に 、 天 然 型 TCR中 で そ れ ぞ れ の β 炭 素 が 約 ６ Å (0.6nm)又 は
そ れ 以 下 、 好 ま し く は 3.5Å (0.35nm)～ 5.9Å (0.59nm)の 範 囲 で 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 存 在 し 得 る が 、 そ の 結 合 が 定 常 免 疫 グ ロ ブ リ
ン 領 域 中 の 残 基 間 に 存 在 す れ ば 好 ま し い 。 シ ス テ イ ン を 導 入 し て ジ ス ル フ ィ ド 結 合 を 形 成
す る こ と が で き る 好 ま し い 部 位 は 、 TCRα 鎖 に つ い て は TRAC * 01の 、 TCRβ 鎖 に つ い て は TRB
C1 * 01又 は TRBC2 * 01の エ キ ソ ン １ 中 の 以 下 の 残 基 で あ る ：
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【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 今 や 、 シ ス テ イ ン 残 基 に 変 異 さ せ て 本 発 明 に 従 っ て デ ィ ス プ レ イ さ れ る dTCR又 は scTCR
中 に 新 た な 鎖 間 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 を 形 成 さ せ る こ と が で き る ヒ ト TCR中 の 残 基 が 同 定 さ れ
た の で 、 当 業 者 は 、 他 の 種 の TCRを 同 じ 方 法 で 変 異 さ せ て 、 フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ 用 の そ
の 種 の dTCR又 は scTCRを 作 成 す る こ と が で き る 。 ヒ ト に お い て は 、 当 業 者 は 、 単 に 、 そ れ
ぞ れ の TCR鎖 中 の 以 下 の モ チ ー フ を 探 索 し て 変 異 さ せ る べ き 残 基 (下 線 を 付 し た 残 基 が シ ス
テ イ ン へ の 変 異 の た め の 残 基 で あ る )を 同 定 す る こ と の み が 必 要 で あ る 。
　 α 鎖 Thr48： 　 Ｄ Ｓ Ｄ Ｖ Ｙ Ｉ Ｔ Ｄ Ｋ Ｖ Ｌ Ｄ Ｍ Ｒ Ｓ Ｍ Ｄ Ｆ Ｋ 　 （ TRAC * 01遺 伝 子 の エ キ ソ
ン １ の ア ミ ノ 酸 39～ 58)
　 α 鎖 Thr45： 　 Ｑ Ｓ Ｋ Ｄ Ｓ Ｄ Ｖ Ｙ Ｉ Ｄ Ｋ Ｔ Ｖ Ｌ Ｄ Ｍ Ｒ Ｓ Ｍ 　 （ TRAC * 01遺 伝 子 の エ キ ソ
ン １ の ア ミ ノ 酸 36～ 55)
　 α 鎖 Tyr10： 　 Ｄ Ｉ Ｑ Ｎ Ｐ Ｄ Ｐ Ａ Ｖ Ｑ Ｌ Ｒ Ｄ Ｓ Ｋ Ｓ Ｓ Ｄ Ｋ 　 （ TRAC * 01遺 伝 子 の エ キ ソ
ン １ の ア ミ ノ 酸 １ ～ 20)
　 α 鎖 Ser15： 　 Ｄ Ｐ Ａ Ｖ Ｙ Ｑ Ｌ Ｒ Ｄ Ｋ Ｓ Ｓ Ｄ Ｋ Ｓ Ｖ Ｃ Ｌ Ｆ 　 （ TRAC * 01遺 伝 子 の エ キ ソ
ン １ の ア ミ ノ 酸 ６ ～ 25)
　 β 鎖 Ser57： 　 Ｎ Ｇ Ｋ Ｅ Ｖ Ｈ Ｓ Ｇ Ｖ Ｔ Ｄ Ｐ Ｑ Ｐ Ｌ Ｋ Ｅ Ｑ Ｐ 　 （ TRBC1 * 01遺 伝 子 及 び TRB
C2 * 01遺 伝 子 の エ キ ソ ン １ の ア ミ ノ 酸 48～ 67)
　 β 鎖 Ser77： 　 Ａ Ｌ Ｎ Ｄ Ｓ Ｒ Ｙ Ａ Ｌ Ｓ Ｒ Ｌ Ｒ Ｖ Ｓ Ａ Ｔ Ｆ Ｗ 　 （ TRBC1 * 01遺 伝 子 及 び TRB
C2 * 01遺 伝 子 の エ キ ソ ン １ の ア ミ ノ 酸 68～ 87)
　 β 鎖 Ser17： 　 Ｐ Ｐ Ｅ Ｖ Ａ Ｖ Ｆ Ｅ Ｐ Ｅ Ａ Ｅ Ｉ Ｓ Ｈ Ｔ Ｑ Ｋ Ａ 　 （ TRBC1 * 01遺 伝 子 及 び TRB
C2 * 01遺 伝 子 の エ キ ソ ン １ の ア ミ ノ 酸 ８ ～ 27)
　 β 鎖 Asp59： 　 Ｋ Ｅ Ｖ Ｈ Ｓ Ｇ Ｖ Ｓ Ｔ Ｐ Ｑ Ｐ Ｌ Ｋ Ｅ Ｑ Ｐ Ａ Ｌ 　 （ TRBC1 * 01遺 伝 子 及 び TRB
C2 * 01遺 伝 子 の エ キ ソ ン １ の ア ミ ノ 酸 50～ 69)
　 β 鎖 Glu15： 　 Ｖ Ｆ Ｐ Ｐ Ｅ Ｖ Ａ Ｖ Ｆ Ｐ Ｓ Ｅ Ａ Ｅ Ｉ Ｓ Ｈ Ｔ Ｑ 　 （ TRBC1 * 01遺 伝 子 及 び TRB
C2 * 01遺 伝 子 の エ キ ソ ン １ の ア ミ ノ 酸 ６ ～ 25)
【 ０ ０ ４ １ 】
　 他 の 種 に お い て は 、 TCR鎖 は 、 上 記 モ チ ー フ に 対 し て 100％ 同 一 性 を 有 す る 領 域 を 有 さ な
く て も よ い 。 し か し 、 当 業 者 は 、 上 記 モ チ ー フ を 使 用 し て TCRα 鎖 又 は β 鎖 の 等 価 部 分 を
、 し た が っ て シ ス テ イ ン に 変 異 さ せ る べ き 残 基 を 同 定 す る こ と が で き る 。 整 列 技 法 (align
ment technique)を こ の 点 に 関 し て 使 用 し て も よ い 。 例 え ば 、 変 異 の た め の TCR配 列 の 該 当
部 分 を 位 置 決 め す る た め に 、 European Bioinformatics Instituteの ウ ェ ブ サ イ ト (http:/
/www.ebi.ac.uk/index.html)で 入 手 可 能 で あ る ClustalWを 使 用 し て 上 記 モ チ ー フ と 特 定 の
TCR鎖 配 列 を 比 較 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 本 発 明 は 、 そ の 範 囲 に 、 α β 及 び γ δ ア ナ ロ グ の scTCRの 複 合 体 並 び に 他 の 哺 乳 動 物 (マ
ウ ス 、 ラ ッ ト 、 ブ タ 、 ヤ ギ 及 び ヒ ツ ジ を 含 む が こ れ ら に 限 定 さ れ な い )の そ れ ら を 含 む 。
上 記 の よ う に 、 当 業 者 は 、 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 可 能 で あ る 上 記 の ヒ ト 部 位 と 等 価 な 部 位 を 決 定 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 以 下 は
、 マ ウ ス Cα 及 び Cβ 可 溶 性 ド メ イ ン の ア ミ ノ 酸 配 列 を 、 シ ス テ イ ン に 変 異 さ せ て TCR鎖 間
ジ ス ル フ ィ ド 結 合 を 形 成 さ せ る こ と が で き る 上 記 の ヒ ト 残 基 に 等 価 な マ ウ ス 残 基 を 示 す モ
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チ ー フ と 共 に 示 す （ こ こ で 、 該 当 の 残 基 に は 下 線 が 付 さ れ て い る ） 。
マ ウ ス Cα 可 溶 性 ド メ イ ン ：
Ｐ Ｙ Ｉ Ｑ Ｎ Ｐ Ｅ Ｐ Ａ Ｖ Ｙ Ｑ Ｌ Ｋ Ｄ Ｐ Ｒ Ｓ Ｑ Ｄ Ｓ Ｔ Ｌ Ｃ Ｌ Ｆ Ｔ Ｄ Ｆ Ｄ Ｓ Ｑ Ｉ Ｎ Ｖ Ｐ Ｋ Ｔ Ｍ Ｅ
Ｓ Ｇ Ｔ Ｆ Ｉ Ｔ Ｄ Ｋ Ｔ Ｖ Ｌ Ｄ Ｍ Ｋ Ａ Ｍ Ｄ Ｓ Ｋ Ｓ Ｎ Ｇ Ａ Ｉ Ａ Ｗ Ｓ Ｎ Ｑ Ｔ Ｓ Ｆ Ｔ Ｃ Ｑ Ｄ Ｉ Ｆ Ｋ Ｅ
Ｔ Ｎ Ａ Ｔ Ｙ Ｐ Ｓ Ｓ Ｄ Ｖ Ｐ
マ ウ ス Cβ 可 溶 性 ド メ イ ン ：
Ｅ Ｄ Ｌ Ｒ Ｎ Ｖ Ｔ Ｐ Ｐ Ｋ Ｖ Ｓ Ｌ Ｆ Ｅ Ｐ Ｓ Ｋ Ａ Ｅ Ｉ Ａ Ｎ Ｋ Ｑ Ｋ Ａ Ｔ Ｌ Ｖ Ｃ Ｌ Ａ Ｒ Ｇ Ｆ Ｆ Ｐ Ｄ Ｈ
Ｖ Ｅ Ｌ Ｓ Ｗ Ｗ Ｖ Ｎ Ｇ Ｒ Ｅ Ｖ Ｈ Ｓ Ｇ Ｖ Ｓ Ｔ Ｄ Ｐ Ｑ Ａ Ｙ Ｋ Ｅ Ｓ Ｎ Ｙ Ｓ Ｙ Ｃ Ｌ Ｓ Ｓ Ｒ Ｌ Ｒ Ｖ Ｓ Ａ
Ｔ Ｆ Ｗ Ｈ Ｎ Ｐ Ｒ Ｎ Ｈ Ｆ Ｒ Ｃ Ｑ Ｖ Ｑ Ｆ Ｈ Ｇ Ｌ Ｓ Ｅ Ｅ Ｄ Ｋ Ｗ Ｐ Ｅ Ｇ Ｓ Ｐ Ｋ Ｐ Ｖ Ｔ Ｑ Ｎ Ｉ Ｓ Ａ Ｅ
Ａ Ｗ Ｇ Ｒ Ａ Ｄ
ヒ ト α 鎖 Thr48の マ ウ ス 等 価 物 ： 　 Ｅ Ｓ Ｇ Ｔ Ｆ Ｉ Ｔ Ｄ Ｋ Ｖ Ｌ Ｄ Ｍ Ｋ Ａ Ｍ Ｄ Ｓ Ｋ
ヒ ト α 鎖 Thr45の マ ウ ス 等 価 物 ： 　 Ｋ Ｔ Ｍ Ｅ Ｓ Ｇ Ｔ Ｆ Ｉ Ｄ Ｋ Ｔ Ｖ Ｌ Ｄ Ｍ Ｋ Ａ Ｍ
ヒ ト α 鎖 Tyr10の マ ウ ス 等 価 物 ： 　 Ｙ Ｉ Ｑ Ｎ Ｐ Ｅ Ｐ Ａ Ｖ Ｑ Ｌ Ｋ Ｄ Ｐ Ｒ Ｓ Ｑ Ｄ Ｓ
ヒ ト α 鎖 Ser15の マ ウ ス 等 価 物 ： 　 Ａ Ｖ Ｙ Ｑ Ｌ Ｋ Ｄ Ｐ Ｒ Ｑ Ｄ Ｓ Ｔ Ｌ Ｃ Ｌ Ｆ Ｔ Ｄ
ヒ ト β 鎖 Ser57の マ ウ ス 等 価 物 ： 　 Ｎ Ｇ Ｒ Ｅ Ｖ Ｈ Ｓ Ｇ Ｖ Ｔ Ｄ Ｐ Ｑ Ａ Ｙ Ｋ Ｅ Ｓ Ｎ
ヒ ト β 鎖 Ser77の マ ウ ス 等 価 物 ： 　 Ｋ Ｅ Ｓ Ｎ Ｙ Ｓ Ｙ Ｃ Ｌ Ｓ Ｒ Ｌ Ｒ Ｖ Ｓ Ａ Ｔ Ｆ Ｗ
ヒ ト β 鎖 Ser17の マ ウ ス 等 価 物 ： 　 Ｐ Ｐ Ｋ Ｖ Ｓ Ｌ Ｆ Ｅ Ｐ Ｋ Ａ Ｅ Ｉ Ａ Ｎ Ｋ Ｑ Ｋ Ａ
ヒ ト β 鎖 Asp59の マ ウ ス 等 価 物 ： 　 Ｒ Ｅ Ｖ Ｈ Ｓ Ｇ Ｖ Ｓ Ｔ Ｐ Ｑ Ａ Ｙ Ｋ Ｅ Ｓ Ｎ Ｙ Ｓ
ヒ ト β 鎖 Glu15の マ ウ ス 等 価 物 ： 　 Ｖ Ｔ Ｐ Ｐ Ｋ Ｖ Ｓ Ｌ Ｆ Ｐ Ｓ Ｋ Ａ Ｅ Ｉ Ａ Ｎ Ｋ Ｑ
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 上 記 の よ う に 、 A6 Tax sTCR細 胞 外 定 常 領 域 は 、 そ れ に 非 相 同 可 変 ド メ イ ン を 融 合 さ せ
る こ と が 可 能 で あ る フ レ ー ム ワ ー ク と し て 使 用 す る こ と が で き る 。 非 相 同 可 変 領 域 配 列 は
、 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 と 定 常 領 域 配 列 の Ｎ 末 端 と の 間 の 任 意 の 点 で 定 常 領 域 配 列 に 連 結 す る
こ と が 好 ま し い 。 A6 Tax TCRの α 定 常 領 域 配 列 及 び β 定 常 領 域 配 列 の 場 合 、 ジ ス ル フ ィ ド
結 合 は 、 ア ミ ノ 酸 残 基 158及 び 172で そ れ ぞ れ 導 入 さ れ た シ ス テ イ ン 残 基 同 士 間 で 形 成 さ れ
得 る 。 し た が っ て 、 非 相 同 α 鎖 及 び β 鎖 可 変 領 域 配 列 付 着 点 が 、 そ れ ぞ れ 残 基 159又 は 173
と α 定 常 領 域 配 列 又 は β 定 常 領 域 配 列 の Ｎ 末 端 と の 間 で あ れ ば 好 ま し い 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 標 識 又 は 別 の 部 分 (例 え ば 毒 性 部 分 又 は 治 療 的 部 分 )が 本 発 明 の 多 価 TCR複 合 体 に 含 ま れ
て も よ い 。 例 え ば 、 標 識 又 は 他 の 部 分 は 、 混 合 さ れ た 分 子 多 量 体 に 含 ま れ て も よ い 。 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 と を 含 む 四 量 体
で あ る 。 こ れ は 、 TCRと 当 該 酵 素 を ３ ： １ の モ ル 比 で 混 合 し て 四 量 体 複 合 体 を 生 成 し 、 正
し い 比 の 分 子 を 含 有 し な い 複 合 体 か ら 、 所 望 の 複 合 体 を 単 離 す る こ と に よ っ て 達 成 し 得 る
。 こ れ ら 混 合 さ れ た 分 子 は 、 立 体 障 害 が そ の 分 子 の 所 望 の 機 能 を 損 な わ な い か 又 は 有 意 に
損 な わ な い と い う 条 件 で 、 任 意 の 組 合 せ の 分 子 を 含 有 し 得 る 。 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン 分 子 上
の 結 合 部 位 の 位 置 は 、 立 体 障 害 が 生 じ る 可 能 性 が な い の で 、 混 合 し た 四 量 体 に 適 切 で あ る
。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 本 発 明 の TCR複 合 体 は 、 ペ プ チ ド MHC複 合 体 又 は 所 定 の MHC型 又 は ス ー パ ー 抗 原 又 は ペ プ
チ ド － MHC/ス ー パ ー 抗 原 複 合 体 又 は CD1－ 抗 原 複 合 体 と 結 合 し て も よ い 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 本 発 明 の １ つ の 実 施 形 態 は 、 高 親 和 性 TCRを 含 む TCR複 合 体 を 利 用 可 能 に す る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 本 明 細 書 で 使 用 す る 場 合 、 用 語 「 高 親 和 性 TCR」 と は 、 特 異 的 TCRリ ガ ン ド と 相 互 作 用 し
、 か つ 、 表 面 プ ラ ズ モ ン 共 鳴 に よ り 測 定 さ れ る よ う な 対 応 す る 天 然 型 TCRの も の よ り 小 さ
い 当 該 TCRリ ガ ン ド に 関 す る Kdを 有 す る か 又 は 表 面 プ ラ ズ モ ン 共 鳴 に よ り 測 定 さ れ る よ う
な 対 応 す る 天 然 型 TCRの も の よ り 小 さ い 当 該 TCRリ ガ ン ド に 関 す る オ フ － レ ー ト (off-rate)
(k o f f )を 有 す る か の い ず れ か で あ る 、 変 異 し た scTCR又 は dTCRを い う 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 本 発 明 の 複 合 体 中 に 存 在 す る 高 親 和 性 の scTCR又 は dTCRは 、 好 ま し く は 、 少 な く と も １
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つ の 相 補 性 決 定 領 域 及 び /又 は フ レ ー ム ワ ー ク 領 域 で 、 天 然 型 TCRに 対 し て 変 異 し て い る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 本 発 明 の 好 ま し い 実 施 形 態 に お い て 、 TCR複 合 体 は 、 ポ リ ア ル キ レ ン グ リ コ ー ル 鎖 に よ
っ て 連 結 さ れ た 少 な く と も ２ つ の dTCRポ リ ペ プ チ ド 対 を 含 む 。 こ こ で 、 任 意 に 、 二 価 ア ル
キ レ ン ス ペ ー サ ー 基 が 、 ポ リ ア ル キ レ ン グ リ コ ー ル 鎖 と 本 複 合 体 の dTCRへ の 付 着 点 と の 間
に 位 置 し て も よ く 、 各 dTCR対 は 、
　 TCRα 鎖 可 変 ド メ イ ン 配 列 に 対 応 す る 配 列 が TCRα 鎖 定 常 ド メ イ ン 細 胞 外 配 列 に 対 応 す る
配 列 の Ｎ 末 端 に 融 合 し て い る 第 １ の ポ リ ペ プ チ ド 、 及 び
　 TCRβ 鎖 可 変 ド メ イ ン 配 列 に 対 応 す る 配 列 が TCRβ 鎖 定 常 ド メ イ ン 細 胞 外 配 列 に 対 応 す る
配 列 の Ｎ 末 端 に 融 合 し て い る 第 ２ の ポ リ ペ プ チ ド
に よ っ て 構 成 さ れ 、
　 第 １ の ポ リ ペ プ チ ド と 第 ２ の ポ リ ペ プ チ ド と は 、 TRAC * 01の エ キ ソ ン １ の Thr48及 び TRBC
1 * 01若 し く は TRBC2 * 01の エ キ ソ ン １ の Ser57と 置 換 さ れ た か 又 は そ れ ら の 非 ヒ ト 等 価 物 と
置 換 さ れ た シ ス テ イ ン 残 基 間 の ジ ス ル フ ィ ド 結 合 に よ り 連 結 さ れ 、
　 本 複 合 体 の 各 dTCRへ の ポ リ ア ル キ レ ン リ ン カ ー の 付 着 点 は 、 dTCRの Ｃ 末 端 で シ ス テ イ ン
残 基 の チ オ ー ル 基 を 介 し て い る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
(TCRリ ン カ ー )
　 本 発 明 の 複 合 体 に お い て 、 少 な く と も ２ つ の TCR分 子 が リ ン カ ー 部 分 を 介 し て 連 結 し て
多 価 複 合 体 を 形 成 し て い る 。 TCRは 非 ペ プ チ ド 性 ポ リ マ ー 鎖 に よ る か 又 は ペ プ チ ド 性 リ ン
カ ー 配 列 に よ り 連 結 さ れ る 。 好 ま し く は 、 本 複 合 体 は 水 溶 性 で あ り 、 し た が っ て リ ン カ ー
部 分 は 相 応 に 選 択 す べ き で あ る 。 さ ら に 、 好 ま し く は 、 リ ン カ ー 部 分 は TCR分 子 上 の 規 定
位 置 に 付 着 さ せ る こ と が 可 能 で あ り 、 そ の 結 果 、 形 成 さ れ る 本 複 合 体 の 構 造 的 多 様 性 は 最
小 に さ れ る べ き で あ る 。 本 発 明 の 複 合 体 は 医 療 に 使 用 さ れ 得 る の で 、 リ ン カ ー 部 分 は 、 薬
学 的 適 合 性 (例 え ば 免 疫 原 性 )に 当 然 払 う べ き 注 意 を 払 っ て 選 択 す べ き で あ る 。
　 上 記 の 所 望 さ れ 得 る 基 準 を 充 足 す る リ ン カ ー 部 分 の 例 は 、 当 該 分 野 、 例 え ば 抗 体 フ ラ グ
メ ン ト の 連 結 の 分 野 に お い て 公 知 で あ る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 本 発 明 の 多 価 TCR分 子 の 作 成 に お け る 使 用 に 好 ま し い ２ つ の ク ラ ス の リ ン カ ー が 存 在 す
る 。 第 １ は 、 親 水 性 ポ リ マ ー 、 例 え ば ポ リ ア ル キ レ ン グ リ コ ー ル で あ る 。 最 も 通 常 に 使 用
さ れ る こ の ク ラ ス の も の は 、 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル 又 は PEGを ベ ー ス に し 、 そ の 構 造 は
以 下 に 示 さ れ る 。
　 　 HOCH 2 CH 2 O(CH 2 CH 2 O) n -CH 2 CH 2 OH　 (式 中 、 ｎ は 約 ３ ～ 約 3500で あ る )
し か し 、 他 の も の は 、 他 の 適 切 な (任 意 に 置 換 さ れ て い て も よ い )ポ リ ア ル キ レ ン グ リ コ ー
ル (ポ リ プ ロ ピ レ ン グ リ コ ー ル を 含 む )及 び エ チ レ ン グ リ コ ー ル と プ ロ ピ レ ン グ リ コ ー ル と
の コ ポ リ マ ー を ベ ー ス に す る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 こ の よ う な ポ リ マ ー を 使 用 し て 治 療 用 物 質 (therapeutic agent)(特 に 、 ポ リ ペ プ チ ド 又
は タ ン パ ク 質 治 療 薬 )を 処 理 又 は コ ン ジ ュ ゲ ー ト し 、 そ の 治 療 薬 の PKプ ロ フ ィ ー ル に 対 す
る 有 益 な 変 化 、 例 え ば 、 腎 ク リ ア ラ ン ス の 低 下 、 血 漿 半 減 期 の 改 善 、 免 疫 原 性 の 低 減 及 び
溶 解 性 の 改 善 を 達 成 し て も よ い 。 PEG－ 治 療 薬 コ ン ジ ュ ゲ ー ト の PKプ ロ フ ィ ー ル の こ の よ
う な 改 善 は 、 PEG分 子 が そ の 治 療 薬 の 周 囲 に 、 免 疫 系 と の 反 応 を 立 体 的 に 障 害 し タ ン パ ク
質 性 分 解 を 減 少 さ せ る 「 殻 」 を 形 成 す る こ と に 起 因 す る と 考 え ら れ る (Caseyら , (2000) T
umor Targetting 4 235-244)。 使 用 さ れ る 親 水 性 ポ リ マ ー の サ イ ズ は 、 具 体 的 に は 、 本 TC
R複 合 体 の 意 図 す る 治 療 的 用 途 に 基 づ い て 選 択 さ れ 得 る 。 し た が っ て 、 例 え ば 、 製 品 が 、
例 え ば 腫 瘍 の 治 療 に お け る 使 用 の た め に 、 循 環 を 出 て 組 織 に 侵 入 す る よ う に 意 図 さ れ る 場
合 、 ５ KDaの オ ー ダ ー の 低 分 子 量 ポ リ マ ー を 使 用 す る こ と が 有 利 で あ り 得 る 。 薬 学 的 製 剤
に お け る PEG及 び 同 様 な 分 子 の 使 用 を 詳 説 す る 多 く の 総 説 論 文 及 び 書 籍 が 存 在 す る (例 え ば
、 Harris(1992) Polyethylene Glycol Chemistry - Biotechnical and Biomedical Appli
cations, Plenum, New York, NY.又 は Harris及 び Zalipsky(1997) Chemistry and Biologi
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cal Applications of Polyethylene Glycol ACS Books, Washington, D.C.を 参 照 )。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 使 用 さ れ る ポ リ マ ー は 、 直 鎖 状 又 は 分 枝 状 の コ ン ホ メ ー シ ョ ン を 有 す る こ と が で き る 。
分 枝 状 PEG分 子 又 は そ の 誘 導 体 は 、 分 枝 部 分 (グ リ セ ロ ー ル 及 び グ リ セ ロ ー ル オ リ ゴ マ ー 、
ペ ン タ エ リ ス リ ト ー ル 、 ソ ル ビ ト ー ル 及 び リ ジ ン を 含 む )の 付 加 に よ り 誘 導 す る こ と が で
き る 。
　 通 常 、 ポ リ マ ー は 、 当 該 ポ リ マ ー が TCR中 の 標 的 部 位 に 連 結 す る こ と が 可 能 で あ る た め
に 、 そ の 構 造 中 に 、 例 え ば 一 方 又 は 両 方 の 末 端 に 及 び /又 は 骨 格 か ら の 分 枝 上 に 化 学 反 応
基 を 有 す る 。 こ の 化 学 反 応 基 は 、 親 水 性 ポ リ マ ー に 直 接 付 着 さ れ て も よ い し 、 下 記 に 示 さ
れ る よ う に 親 水 性 ポ リ マ ー と 反 応 性 化 学 成 分 (reactive chemistry)と の 間 に ス ペ ー サ ー 基
/部 分 が 存 在 し て も よ い 。
　 反 応 性 化 学 成 分 － 親 水 性 ポ リ マ ー － 反 応 性 化 学 成 分
　 反 応 性 化 学 成 分 － ス ペ ー サ ー － 親 水 性 ポ リ マ ー － ス ペ ー サ ー － 反 応 性 化 学 成 分
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 上 記 で 概 説 し た 型 の 構 築 物 の 生 成 に 使 用 さ れ る ス ペ ー サ ー は 、 非 反 応 性 の 化 学 的 に 安 定
な 鎖 で あ る 任 意 の 有 機 部 分 で あ り 得 る 。 こ の よ う な ス ペ ー サ ー に は 以 下 の も の が 含 ま れ る
が そ れ ら に 限 定 さ れ な い ：
　 -(CH 2 ) n - 　 (式 中 、 ｎ ＝ ２ ～ ５ )
　 -(CH 2 ) 3 NHCO(CH 2 ) 2
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 本 発 明 に 有 用 で あ り 得 る 反 応 性 化 学 成 分 に 直 接 か 又 は ス ペ ー サ ー を 介 し て 連 結 す る 親 水
性 ポ リ マ ー の 商 業 的 供 給 業 者 は 多 く 存 在 す る 。 こ れ ら 供 給 業 者 と し て は 、 Nektar Therape
utics (CA、 米 国 )、 NOF Corporation (日 本 )、 Sunbio (韓 国 )及 び Enzon Pharmaceuticals
 (NJ、 米 国 )が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 本 発 明 に 有 用 で あ り 得 る 反 応 性 化 学 成 分 に 直 接 か 又 は ス ペ ー サ ー を 介 し て 連 結 す る 市 販
の 親 水 性 ポ リ マ ー に は 、 以 下 の も の が 含 ま れ る が そ れ ら に 限 定 さ れ な い 。

10

20

(17) JP 2006-523437 A 2006.10.19



【 表 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 広 範 囲 に 種 々 の カ ッ プ リ ン グ 化 学 成 分 を 使 用 し て 、 ポ リ マ ー 分 子 を タ ン パ ク 質 及 び ペ プ
チ ド 治 療 薬 と カ ッ プ リ ン グ す る こ と が で き る 。 最 も 適 切 な カ ッ プ リ ン グ 化 学 成 分 の 選 択 は
、 所 望 す る カ ッ プ リ ン グ 部 位 に 大 き く 依 存 す る 。 例 え ば 、 以 下 の カ ッ プ リ ン グ 化 学 成 分 が
、 PEG分 子 の １ 又 は そ れ 以 上 の 末 端 に 付 着 さ れ る た め に 使 用 さ れ て き た (出 典 ： Nektar Mol
ecular Engineering Catalogue 2003)：
　 Ｎ － マ レ イ ミ ド
　 ビ ニ ル ス ル ホ ン
　 炭 酸 ベ ン ゾ ト リ ア ゾ ー ル
　 ス ク シ ン イ ミ ジ ル プ ロ ピ オ ネ ー ト
　 ス ク シ ン イ ミ ジ ル ブ タ ノ エ ー ト (succinimidyl butanoate)
　 チ オ エ ス テ ル
　 ア セ ト ア ル デ ヒ ド
　 ア ク リ ラ ー ト
　 ビ オ チ ン
　 一 級 ア ミ ン
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 上 記 の よ う に 、 非 PEGベ ー ス の ポ リ マ ー も ま た 、 本 発 明 の TCRを 多 量 体 化 す る に 適 切 な リ
ン カ ー を 提 供 す る 。 例 え ば 、 脂 肪 性 鎖 に よ り 連 結 さ れ た マ レ イ ミ ド 末 端 を 含 む 部 分 を 使 用
で き る (例 え ば BMH及 び BMOE(Pierce, 製 品 番 号 22330及 び 22323))。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 ペ プ チ ド 性 リ ン カ ー は 、 他 の ク ラ ス の TCRリ ン カ ー で あ る 。 こ れ ら の リ ン カ ー は 、 ア ミ
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ノ 酸 の 鎖 か ら 構 成 さ れ 、 TCR分 子 が 付 着 で き る 単 純 な リ ン カ ー 又 は 多 量 体 化 ド メ イ ン を 作
成 す る た め に 機 能 す る 。 ビ オ チ ン /ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン 系 は 、 イ ン ビ ト ロ 結 合 研 究 用 に TCR
四 量 体 を 作 成 す る た め に 従 来 か ら 使 用 さ れ て き た (WO/99/60119を 参 照 )。 し か し 、 ス ト レ
プ ト ア ビ ジ ン は 細 菌 由 来 の ポ リ ペ プ チ ド で あ り 、 そ う で あ る の で 、 治 療 薬 に お け る 使 用 に
理 想 的 に 適 し て は い な い 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 多 価 TCR複 合 体 の 作 成 に 使 用 し 得 る 多 量 体 化 ド メ イ ン を 含 む 多 く の ヒ ト タ ン パ ク 質 が 存
在 す る 。 例 え ば 、 p53の 四 量 体 化 ド メ イ ン は 、 scFv抗 体 フ ラ グ メ ン ト の 四 量 体 を 作 成 す る
た め に 使 用 さ れ て お り 、 こ の 四 量 体 は 、 単 量 体 scFVフ ラ グ メ ン ト と 比 較 し て 、 増 大 し た 血
清 残 留 性 及 び 有 意 に 減 少 し た オ フ レ ー ト を 示 し た (Willudaら (2001) J. Biol. Chem. 276 
(17) 14385-14392)。 ヘ モ グ ロ ビ ン も ま た 、 こ の 種 の 応 用 に 使 用 さ れ 得 る 可 能 性 が あ る 四
量 体 化 ド メ イ ン を 有 す る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
(多 価 TCR複 合 体 で の 細 胞 標 的 化 )
　 本 発 明 の 多 価 TCR複 合 体 、 特 に TCR二 量 体 は 、 こ れ ら に 組 み 込 ま れ る TCRの コ グ ネ イ ト TCR
リ ガ ン ド を 発 現 す る 標 的 細 胞 と の 優 先 的 な 結 合 を 示 す と い う 利 点 を 有 す る 。 こ れ ら 複 合 体
は ま た 、 最 も 高 い 可 能 性 と し て 腫 瘍 へ の 血 液 供 給 を 介 し て 、 腫 瘍 塊 に 侵 入 し 得 る 。 本 明 細
書 中 の 実 施 例 10は 、 NY-ESO TCR二 量 体 の 腫 瘍 侵 入 特 性 お よ び 局 在 特 性 の 実 験 的 例 証 を 提 供
す る 。 こ れ ら 特 性 に よ り 、 本 発 明 の 多 価 TCR複 合 体 は 、 所 定 の TCRリ ガ ン ド を 発 現 す る 細 胞
へ の 治 療 用 及 び /又 は 画 像 化 用 の 薬 剤 の 送 達 に 適 切 な 部 分 と な る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
(治 療 用 途 )
　 本 発 明 の TCR複 合 体 は 、 例 え ば 細 胞 殺 傷 に 使 用 す る た め の 毒 性 部 分 又 は 免 疫 刺 激 物 質 (im
munostimulating agent)(例 え ば イ ン タ ー ロ イ キ ン 、 サ イ ト カ イ ン 又 は 免 疫 刺 激 性 ペ プ チ
ド 若 し く は ポ リ ペ プ チ ド )で あ り 得 る 治 療 用 物 質 と 結 合 (例 え ば 、 共 有 結 合 又 は 他 の 連 結 )
を し て い て も よ い 。 免 疫 刺 激 性 ポ リ ペ プ チ ド の 例 に は 、 NY-ESOポ リ ペ プ チ ド 及 び NY-ESOポ
リ ペ プ チ ド を 含 む ガ ン 性 細 胞 上 で HLA-A2分 子 に よ り 搭 載 さ れ る (loaded)SLLMWITQCペ プ チ
ド 又 は イ ン フ ル エ ン ザ に 感 染 し た 細 胞 に よ り HLA-A2に よ り 搭 載 さ れ る GILGFVFTLペ プ チ ド
が 含 ま れ る 。 こ の 免 疫 刺 激 性 ポ リ ペ プ チ ド は 、 好 ま し く は 、 HLA分 子 に よ り プ ロ セ シ ン グ
さ れ て 提 示 さ れ 得 る 形 態 で １ 又 は そ れ 以 上 の ペ プ チ ド エ ピ ト ー プ を 含 む 。 あ る い は 、 免 疫
刺 激 性 ペ プ チ ド は 、 HLAポ リ ペ プ チ ド に よ り 搭 載 さ れ 得 る 合 成 の 天 然 に 存 在 し な い ペ プ チ
ド を 含 み 得 る 。 次 い で 、 本 発 明 の 多 価 TCR複 合 体 に お け る 使 用 の た め に 、 HLA－ 合 成 ペ プ チ
ド 複 合 体 を 認 識 す る 組 換 え TCRが 作 成 さ れ 得 る 。 複 数 の 治 療 用 物 質 を 本 発 明 の 多 価 TCR複 合
体 と 結 合 さ せ る こ と も ま た 企 図 す る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 本 発 明 の 多 価 TCR複 合 体 は 、 非 多 量 体 の Ｔ 細 胞 レ セ プ タ ー へ テ ロ 二 量 体 と 比 べ て 、 コ グ
ネ イ ト リ ガ ン ド に 関 し て 増 強 し た 結 合 能 力 を 有 し 得 る 。 し た が っ て 、 本 発 明 に 従 う 多 価 TC
R複 合 体 は 、 特 定 の 抗 原 を 提 示 す る 細 胞 を イ ン ビ ト ロ 又 は イ ン ビ ボ で 追 跡 又 は 標 的 す る た
め に 特 に 有 用 で あ り 、 ま た そ の よ う な 用 途 を 有 す る さ ら に 多 価 の TCR複 合 体 の 製 造 の た め
の 中 間 体 と し て も 有 用 で あ る 。 し た が っ て 、 TCR又 は 多 価 TCR複 合 体 は 、 イ ン ビ ボ で の 使 用
の た め に 薬 学 的 に 受 容 可 能 な 製 剤 で 提 供 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 本 発 明 は ま た 、 標 的 細 胞 に 治 療 用 物 質 を 送 達 す る 方 法 を 提 供 し 、 こ の 方 法 は 、 潜 在 的 な
標 的 細 胞 を 本 発 明 に 従 う 多 価 TCR複 合 体 と 、 標 的 細 胞 へ の 多 価 TCR複 合 体 の 付 着 を 可 能 に す
る 条 件 下 で 接 触 さ せ る こ と を 含 み 、 当 該 多 価 TCR複 合 体 は 、 コ グ ネ イ ト リ ガ ン ド (例 え ば 、
MHC－ ペ プ チ ド 複 合 体 、 CD1－ 抗 原 複 合 体 、 ス ー パ ー 抗 原 又 は MHC－ ペ プ チ ド /ス ー パ ー 抗 原
複 合 体 )に 特 異 的 で あ り 、 治 療 用 物 質 を 結 合 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 現 在 、 本 発 明 の TCR複 合 体 (例 え ば TCR-PEG二 量 体 又 は 治 療 用 物 質 に 連 結 さ れ た そ の 二 量
体 )の 治 療 的 使 用 は 更 な る 予 測 さ れ な い 有 益 性 を 提 供 す る と 考 え ら れ て い る 。 例 え ば 、 こ
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の よ う な 複 合 体 の 分 布 は 、 多 く の 場 合 、 大 部 分 が 、 腫 瘍 の 生 存 可 能 な 領 域 (viable area)
に 限 局 さ れ る 。 こ れ は 、 本 発 明 の 多 量 体 TCR複 合 体 が こ の 腫 瘍 領 域 に 選 択 的 に 標 的 付 け 得
る こ と を 示 す 。 こ の こ と は 重 要 で あ り 、 予 測 さ れ な か っ た 有 益 性 で あ る 。 な ぜ な ら 、 奏 功
す る 治 療 剤 が 標 的 す べ き は こ れ ら 生 存 可 能 な 領 域 で あ り 、 死 亡 腫 瘍 細 胞 を 標 的 す る こ と に
消 耗 さ れ な け れ ば 、 所 期 の 効 果 に 必 要 と さ れ る の は 僅 か な 複 合 体 で あ り 得 る か ら で あ る 。
更 に 、 現 在 、 こ の よ う な 複 合 体 は 迅 速 な 腫 瘍 侵 入 が 可 能 で あ る と 考 え ら れ て い る 。 迅 速 な
内 在 化 は 能 動 的 な 進 入 機 構 を 示 す 。 理 論 に 縛 ら れ る こ と は 望 ま な い が 、 こ の 能 動 的 機 構 は
、 TCR複 合 体 (例 え ば 二 量 体 )と の 相 互 作 用 へ の 応 答 に お け る 腫 瘍 細 胞 上 の pMHCの 内 在 化 を
含 み 得 る と 仮 定 さ れ る 。 こ の 内 在 化 は 、 pMHCと 結 合 し た 複 合 体 が 腫 瘍 細 胞 中 に 「 入 る 」 こ
と を 導 き 得 る 。 更 に 、 以 前 か ら 、 pMHCの 内 在 化 は ア ポ ト ー シ ス を 導 き 、 こ の よ う な 多 価 TC
R複 合 体 治 療 薬 の 更 な る 予 測 さ れ な か っ た 作 用 態 様 を 提 供 し 得 る こ と が 示 唆 さ れ て き た 。
こ の 主 張 は 、 抗 原 提 示 細 胞 が 抗 HLA抗 原 の 結 合 に 応 答 し て ア ポ ト ー シ ス を 起 こ す こ と を 証
明 す る 多 く の 研 究 に よ り 支 持 さ れ る (例 え ば 、 Wallen-Ohmanら (1997) J. Immunology 9 (4
) 599-606及 び Danielら (2003) Transplantation 75 (8) 1380-6を 参 照 )。 こ の 観 察 に よ り
、 お そ ら く は 追 加 の 細 胞 傷 害 性 薬 剤 を 連 結 す る 必 要 な く 、 効 果 的 な 抗 ガ ン 剤 と し て の そ れ
ら の 使 用 の た め の 更 な る 基 礎 が 提 供 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 し か し 、 本 発 明 の 特 定 の 実 施 形 態 で は 、 多 価 TCR複 合 体 は 、 特 定 の 抗 原 を 提 示 す る 細 胞
の 場 所 に 治 療 用 物 質 を 送 達 す る た め に 使 用 す る こ と が で き る 。 こ の こ と は 、 多 く の 状 況 で
、 特 に 腫 瘍 に 対 し て 有 用 で あ る 。 治 療 用 物 質 は 、 そ の 効 果 を 局 所 的 に で は あ る が 、 そ の 治
療 用 物 質 が 結 合 す る 細 胞 上 の み に 限 ら ず に 発 揮 す る よ う に 送 達 さ れ 得 る 。 し た が っ て 、 １
つ の 特 別 な 戦 略 で は 、 腫 瘍 抗 原 に 特 異 的 な 本 発 明 の 多 価 TCR複 合 体 に 連 結 し た 抗 腫 瘍 分 子
が 使 用 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 多 く の 治 療 用 物 質 、 例 え ば 放 射 活 性 化 合 物 、 酵 素 (例 え ば パ ー フ ォ リ ン )又 は 化 学 療 法 剤
(例 え ば シ ス プ ラ チ ン )が こ の 用 途 に 用 い ら れ 得 る 。 確 実 に 所 望 の 位 置 で 毒 性 効 果 が 発 揮 さ
れ る た め に 、 毒 素 は 、 そ れ が 緩 徐 に 放 出 さ れ る よ う に 、 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン に 連 結 し た リ
ポ ソ ー ム 内 に あ り 得 る 。 こ の こ と が 、 体 内 で の 輸 送 の 間 の 損 傷 効 果 を 防 止 し 、 該 当 す る 抗
原 提 示 細 胞 と の 多 価 TCR複 合 体 の 結 合 後 に 毒 素 が 最 大 効 果 を 有 す る こ と を 確 実 に す る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 他 の 適 切 な 治 療 用 物 質 に は 、
　 ・ 小 分 子 細 胞 毒 性 物 質 、 す な わ ち 、 哺 乳 動 物 細 胞 を 殺 傷 す る 能 力 を 有 す る 、 分 子 量 700
ダ ル ト ン 未 満 の 化 合 物 。 こ の よ う な 化 合 物 は ま た 、 細 胞 毒 性 効 果 を 有 す る こ と が で き る 毒
性 金 属 を 含 み 得 る 。 更 に 、 こ れ ら 小 分 子 細 胞 毒 性 物 質 は ま た 、 プ ロ ド ラ ッ グ 、 す な わ ち 、
生 理 学 的 条 件 下 で 崩 壊 又 は 変 換 し て 細 胞 毒 性 物 質 を 放 出 す る 化 合 物 を 含 む 。 こ の よ う な 物
質 の 例 に は 、 シ ス プ ラ チ ン 、 メ イ タ ン シ ン (maytansine)誘 導 体 、 ラ ケ ル マ イ シ ン (rachelm
ycin)、 カ リ ケ ア マ イ シ ン (calicheamicin)、 ド セ タ キ セ ル 、 エ ト ポ シ ド 、 ゲ ム シ タ ビ ン 、
イ ホ 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 ィ マ ー ソ デ ィ
ウ ム ホ ト フ ィ リ ン II(sorfimer sodiumphotofrin II)、 テ モ ゾ ロ マ イ ド (temozolmide)、 ト
ポ テ カ ン 、 ト リ メ ト レ キ サ ー ト (trimetreate)、 グ ル ク ロ ナ ー ト 、 オ ー リ ス タ チ ン Ｅ (auri
statin E)、 ビ ン ク リ ス チ ン 及 び ド キ ソ ル ビ シ ン が 含 ま れ る ；
　 ・ ペ プ チ ド 細 胞 毒 素 、 す な わ ち 、 哺 乳 動 物 細 胞 を 殺 傷 す る 能 力 を 有 す る タ ン パ ク 質 又 は
そ の フ ラ グ メ ン ト 。 例 に は 、 リ シ ン 、 ジ フ テ リ ア 毒 素 、 シ ュ ー ド モ ナ ス 細 菌 外 毒 素 Ａ 、 DN
Aア ー ゼ 及 び RNAア ー ゼ が 含 ま れ る ；
　 ・ 放 射 性 核 種 、 す な わ ち 、 １ 以 上 の α 若 し く は β 粒 子 又 は γ 線 の 同 時 放 射 を 伴 っ て 崩 壊
す る 元 素 の 不 安 定 同 位 体 。 例 に は 、 ヨ ウ 素 131、 レ ニ ウ ム 186、 イ ン ジ ウ ム 111、 イ ッ ト リ
ウ ム 90及 び 9 0 Ytを 組 み 込 ま れ た 複 合 体 (例 え ば 9 0 Yt－ DOTA－ ビ オ チ ン )、 ビ ス マ ス 210及 び 2
13、 ア ク チ ニ ウ ム 225並 び に ア ス タ チ ン 213が 含 ま れ る ；
　 ・ プ ロ ド ラ ッ グ 、 例 え ば 抗 体 に よ り 指 向 さ せ た 酵 素 プ ロ ド ラ ッ グ ；
　 ・ 免 疫 増 強 剤 (immuno-stimulant)、 す な わ ち 、 免 疫 応 答 を 刺 激 す る 部 分 。 例 に は 、 サ イ
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ト カ イ ン (例 え ば IL-2)、 ケ モ カ イ ン (例 え ば IL-8)、 血 小 板 第 ４ 因 子 、 メ ラ ノ ー マ 増 殖 刺 激
タ ン パ ク 質 な ど 、 抗 体 又 は そ の フ ラ グ メ ン ト 、 補 体 活 性 化 剤 、 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 性 /細 菌 性 タ ン パ ク 質 ド メ イ ン 及 び ウ イ ル ス 性 /細 菌 性
ペ プ チ ド が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 本 発 明 の 可 溶 性 多 価 TCR複 合 体 は 、 プ ロ ド ラ ッ グ を 薬 物 に 変 換 し 得 る 酵 素 に 連 結 さ れ て
も よ い 。 こ れ は 、 プ ロ ド ラ ッ グ が 薬 物 を 必 要 と す る (す な わ ち 、 sTCRに よ り 標 的 さ れ る )部
位 で の み 薬 物 に 変 換 す る こ と を 可 能 に す る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 本 発 明 に 従 う TCRに 適 切 な MHC－ ペ プ チ ド 標 的 の 例 に は 、 ウ イ ル ス 性 エ ピ ト ー プ 、 例 え ば
、 HTLV-1エ ピ ト ー プ (例 え ば HLA-A2に よ り 制 限 さ れ た Taxペ プ チ ド ； HTLV-1は 白 血 病 に 関 連
す る )、 HIVエ ピ ト ー プ 、 EBVエ ピ ト ー プ 、 CMVエ ピ ト ー プ ； メ ラ ノ ー マ エ ピ ト ー プ (例 え ば M
AGE-1 HLA-A1制 限 エ ピ ト ー プ )及 び 他 の ガ ン 特 異 的 エ ピ ト ー プ (例 え ば HLA-A2に よ り 制 限 さ
れ た 腎 臓 細 胞 ガ ン 腫 関 連 抗 原 G250)； 並 び に 自 己 免 疫 疾 患 (例 え ば 慢 性 関 節 リ ウ マ チ )に 関
連 す る エ ピ ト ー プ が 含 ま れ る が 、 こ れ ら の 限 定 さ れ な い 。 さ ら に 、 本 発 明 で の 使 用 に 適 切
な 疾 患 関 連 pMHC標 的 は 、 HLA Factbook(Barclay編 ， Academic Press)に 掲 載 さ れ て お り 、
他 に も 多 く の も の が 同 定 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 多 く の 疾 患 処 置 は 、 可 溶 性 TCRの 特 異 性 を 通 じ て 薬 物 を 局 在 化 す る こ と に よ っ て 亢 進 さ
せ る こ と が で き る 可 能 性 が あ る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 そ の た め の 薬 物 が 存 在 す る ウ イ ル ス 性 疾 患 、 例 え ば HIV、 SIV、 EBV、 CMVは 、 そ の 薬 物 が
感 染 細 胞 の 近 位 で 放 出 又 は 活 性 化 さ れ る こ と の 恩 恵 を 受 け る 。 ガ ン に つ い て は 、 腫 瘍 又 は
転 移 の 近 位 に 限 局 す る こ と に よ り 、 毒 素 又 は 免 疫 増 強 剤 の 効 果 が 亢 進 す る 。 自 己 免 疫 疾 患
で は 、 よ り 長 い 期 間 に わ た っ て よ り 局 所 的 な 効 果 を 有 す る 一 方 で 、 被 験 者 の 免 疫 能 力 全 体
に は 最 小 限 に し か 影 響 し な い 免 疫 抑 制 薬 物 が 緩 徐 に 放 出 さ れ 得 る 。 移 植 拒 絶 の 予 防 で は 、
免 疫 抑 制 薬 物 の 効 果 は 、 同 じ 方 法 で 最 適 化 さ れ 得 る 。 ワ ク チ ン 送 達 の た め に は 、 ワ ク チ ン
抗 原 は 抗 原 提 示 細 胞 の 近 く に 限 局 さ れ 、 し た が っ て 抗 原 の 効 力 を 亢 進 さ れ 得 る 。 こ の 方 法
は ま た 、 画 像 化 目 的 に も 適 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 本 発 明 の 可 溶 性 多 価 TCR複 合 体 は 、 特 異 的 コ グ ネ イ ト リ ガ ン ド へ 結 合 し そ れ に よ り Ｔ 細
胞 活 性 化 を 阻 害 す る こ と に よ っ て 、 Ｔ 細 胞 活 性 化 を 調 整 す る た め に 使 用 し 得 る 。 Ｔ 細 胞 媒
介 性 炎 症 及 び /又 は 組 織 損 傷 を 含 む 自 己 免 疫 疾 患 (例 え ば Ｉ 型 糖 尿 病 )は 、 こ の ア プ ロ ー チ
に 適 す る 。 該 当 す る pMHCに よ り 提 示 さ れ る 特 異 的 ペ プ チ ド エ ピ ト ー プ の 知 識 が 、 こ の 用 途
に 必 要 で あ る 。 自 己 免 疫 疾 患 を 処 置 す る 別 の 手 段 は 、 広 範 囲 の 又 は 任 意 の 適 切 な ペ プ チ ド
を 搭 載 す る (loaded)所 定 の 型 の HLA分 子 と 結 合 し 得 る TCRを 含 む 本 発 明 の 多 価 TCR複 合 体 を
使 用 す る こ と で あ る 。 こ の よ う な 多 価 TCR複 合 体 の 使 用 は 、 当 該 HLA分 子 を 含 む 複 合 体 と の
相 互 作 用 に よ り 媒 介 さ れ る Ｔ 細 胞 応 答 の 抑 制 を 導 く と 予 測 さ れ る 。 多 く の 自 己 免 疫 疾 患 が
特 定 の HLA型 に 関 連 し て お り 、 こ の 関 連 性 を 使 用 し て 、 本 発 明 の 多 量 体 TCR複 合 体 が 認 識 す
べ き 適 切 な HLAを 選 択 で き る こ と は 周 知 で あ る 。 例 え ば 、 慢 性 関 節 リ ウ マ チ は HLA-DR4に 関
連 し 、 強 直 性 脊 椎 炎 は HLA-B27に 関 連 す る 。 HLA型 と 多 く の 疾 患 と の 間 の 関 連 性 の 議 論 は 、
Lechler(2000) HLA in Health and Disease, 第 ２ 版 , Academic Pressに 見 出 す こ と が で
き る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 本 発 明 の TCR複 合 体 は 、 特 異 的 TCRリ ガ ン ド へ の 結 合 及 び そ の こ と に よ る Ｔ 細 胞 活 性 化 の
阻 害 に よ っ て Ｔ 細 胞 活 性 化 を 調 整 す る た め に 使 用 さ れ 得 る 。 Ｔ 細 胞 媒 介 性 炎 症 及 び /又 は
組 織 損 傷 を 含 む 自 己 免 疫 疾 患 (例 え ば 、 Ｉ 型 糖 尿 病 )は 、 こ の ア プ ロ ー チ に 影 響 を 受 け 易 い
。 該 当 す る pMHCに よ り 提 示 さ れ る 特 異 的 ペ プ チ ド エ ピ ト ー プ の 知 識 が こ の 使 用 に 必 要 で あ
る 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
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　 本 発 明 に 従 う 治 療 用 又 は 画 像 化 用 TCR複 合 体 は 、 通 常 、 一 般 に は 薬 学 的 に 受 容 可 能 な キ
ャ リ ア を 含 む 、 滅 菌 の 薬 学 組 成 物 の 部 分 と し て 供 給 さ れ る 。 こ の 薬 学 組 成 物 は 、 (こ れ を
患 者 に 投 与 す る 望 ま し い 方 法 に 依 存 し て )任 意 の 適 切 な 形 態 で あ り 得 る 。 こ れ は 、 単 位 投
薬 剤 形 で 提 供 さ れ て も よ く 、 一 般 に は 密 封 容 器 で 提 供 さ れ 、 キ ッ ト の 部 分 と し て 提 供 さ れ
て も よ い 。 こ の よ う な キ ッ ト は 、 (必 ず し も で は な い が )通 常 、 使 用 の た め の 指 示 書 を 含 む
。 キ ッ ト は 、 複 数 の 単 位 投 薬 剤 形 を 含 ん で も よ い 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 こ の 薬 学 組 成 物 は 、 任 意 の 適 切 な 経 路 に よ る 投 与 、 例 え ば 非 経 口 経 路 、 経 皮 経 路 又 は 吸
入 に よ る 投 与 、 好 ま し く は 非 経 口 (皮 下 、 筋 肉 内 又 は (最 も 好 ま し い )静 脈 内 を 含 む )経 路 に
よ る 投 与 に 適 合 さ れ 得 る 。 こ の よ う な 組 成 物 は 、 薬 学 の 分 野 に お い て 公 知 で あ る 任 意 の 方
法 に よ り 、 例 え ば 滅 菌 条 件 下 で 活 性 成 分 を キ ャ リ ア 又 は 賦 形 剤 と 混 合 す る こ と に よ り 製 造
し 得 る 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 本 発 明 の 物 質 の 投 薬 量 は 、 処 置 す べ き 疾 患 又 は 障 害 、 処 置 す べ き 個 体 の 年 齢 及 び 状 態 な
ど に 依 存 し て 、 幅 広 い 制 限 範 囲 内 で 変 化 し 得 、 究 極 的 に は 、 医 師 が 、 使 用 す べ き 適 切 な 投
薬 量 を 決 定 す る 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 遺 伝 子 ク ロ ー ニ ン グ 技 法 は 、 本 発 明 の 複 合 体 と し て の コ ン ジ ュ ゲ ー シ ョ ン 用 の TCRを 提
供 す る た め に 使 用 さ れ 得 る 。 こ れ ら の 技 法 は 、 例 え ば 、 J. Sambrookら 、 Molecular Cloni
ng， 第 ２ 版 ， Cold Spring Harbor Laboratory Press (1989)に 開 示 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
(診 断 用 途 )
　 上 記 の よ う に 、 本 発 明 の 多 価 TCR複 合 体 は 、 細 胞 及 び 細 胞 塊 の 画 像 化 、 追 跡 及 び 標 的 化
に 関 す る 適 用 を 有 す る 。 こ れ ら の 細 胞 の 画 像 化 を 容 易 に す る 部 分 を こ れ ら の 複 合 体 と 結 合
さ せ る こ と が で き る 。 こ の よ う な 標 識 し た 多 価 TCR複 合 体 は 、 所 定 の 多 価 TCR複 合 体 内 に 組
み 込 ま れ た TCRに つ い て の コ グ ネ イ ト TCRリ ガ ン ド を 発 現 す る 細 胞 の 分 布 を 分 析 す る た め に
使 用 す る こ と が で き る 。 こ の 画 像 化 は 、 イ ン ビ ボ 又 は エ キ ソ ビ ボ の い ず れ か で 実 施 す る こ
と が で き る 。 当 業 者 に 公 知 の 、 本 発 明 の 多 価 TCR複 合 体 と 結 合 さ れ 得 る 広 範 囲 の 画 像 化 剤
が 存 在 す る 。 こ れ ら 画 像 化 剤 に は 、 以 下 の も の が 含 ま れ る が こ れ ら に 限 定 さ れ な い ：
　 　 放 射 性 核 種 (例 え ば 、 1 2 5 Ｉ 、 2 0 1 Tl、 6 7 Ga、 1 7 Ｆ 、 1 3 1 Ｉ 及 び 9 9 m Tc)
　 　 電 子 高 密 度 粒 子 (例 え ば 、 金 )
　 　 蛍 光 標 識 (例 え ば 、 FITC、 PE、 CY-3及 び CY-5)
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 そ の よ う な 標 識 部 分 と 結 合 し た 多 価 TCR複 合 体 は 、 ガ ン 及 び 感 染 性 疾 患 の 診 断 の た め 並
び に そ の 疾 患 又 は ガ ン の 進 行 を モ ニ タ ー す る た め の 方 法 に お い て 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ ８ １ 】
(更 な る 観 点 )
　 本 発 明 の 複 合 体 に 存 在 す る 可 溶 性 多 価 TCRは 、 封 入 体 と し て の 細 菌 (例 え ば E.coli)中 で
の 発 現 及 び そ の 後 の イ ン ビ ト ロ で の リ フ ォ ー ル デ ィ ン グ に よ り 得 ら れ 得 る 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 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 下 で イ ン ビ ト ロ で 起 こ
り 得 る 。 特 定 の 実 施 形 態 で は 、 正 確 な コ ン ホ 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 し た TCR鎖 を リ フ ォ ー ル デ ィ ン グ す る
こ と に よ っ て 達 成 さ れ る 。 有 利 に は 、 尿 素 は 、 少 な く と も 0.1Ｍ 又 は 少 な く と も １ Ｍ 又 は
少 な く と も 2.5Ｍ 又 は 約 ５ Ｍ の 濃 度 で 存 在 し 得 る 。 使 用 し 得 る 代 わ り の 可 溶 化 剤 は 、 0.1Ｍ
～ ８ Ｍ 、 好 ま し く は 少 な く と も １ Ｍ 又 は 少 な く と も 2.5Ｍ の 濃 度 の グ ア ニ ジ ン で あ る 。 リ
フ ォ ー ル デ ィ ン グ の 前 に 、 還 元 剤 を 用 い て 、 確 実 に シ ス テ イ ン 残 基 の 還 元 を 完 了 す る の が
好 ま し い 。 必 要 で あ れ ば 、 更 な る 変 性 化 剤 (例 え ば DTT及 び グ ア ニ ジ ン )を 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 及 び 還 元 剤 (例 え ば 尿 素 、 β － メ ル カ プ ト
エ タ ノ ー ル )を 使 用 し て も よ い 。 リ フ ォ ー ル デ ィ ン グ の 間 に 、 代 わ り の レ ド ッ ク ス 対 (シ ス
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タ ミ ン /シ ス テ ア ミ ン レ ド ッ ク ス 対 、 DTT又 は β － メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル /大 気 中 の 酸 素 、
並 び に 還 元 形 態 及 び 酸 化 形 態 の シ ス テ イ ン )を 使 用 し て も よ い 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 フ ォ ー ル デ ィ ン グ の 効 率 は ま た 、 リ フ ォ ー ル デ ィ ン グ 混 合 物 に 、 あ る 他 の タ ン パ ク 質 成
分 (例 え ば 、 シ ャ ペ ロ ン タ ン パ ク 質 )を 添 加 す る こ と に よ り 増 大 さ せ 得 る 。 改 善 さ れ た リ フ
ォ ー ル デ ィ ン グ は 、 ミ ニ － シ ャ ペ ロ ン が 固 定 さ れ た カ ラ ム に タ ン パ ク 質 を 通 過 さ せ る こ と
に よ っ て 達 成 さ れ て い る (Altamiranoら (1999) Nature Biotechnology 17:187-191； Altam
iranoら (1997) Proc Natl Acad Sci USA 94(8):3576-8)。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 或 い は 、 本 発 明 の 多 価 TCR複 合 体 は 、 真 核 細 胞 系 (例 え ば 昆 虫 細 胞 )中 で の 発 現 に よ り 取
得 し 得 る 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 多 価 TCR複 合 体 の 精 製 は 、 多 く の 異 な る 手 段 に よ り 達 成 さ れ 得 る 。 代 替 形 態 の イ オ ン 交
換 を 使 用 し て も よ い し 、 他 の 形 態 の タ ン パ ク 質 精 製 (例 え ば 、 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 )を 使 用 し て も よ い 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 本 発 明 の 各 観 点 の 好 ま し い 特 性 は 、 そ の 他 の 観 点 の 各 々 に つ い て の 特 性 と 同 様 で あ る (
た だ し 必 要 な 変 更 は 加 え る )。 本 明 細 書 中 で 言 及 し た 先 行 技 術 文 献 は 、 法 が 許 す 最 大 範 囲
で 本 明 細 書 に 組 み 込 ま れ る 。
【 実 施 例 】
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 本 発 明 は 以 下 の 実 施 例 に お い て さ ら に 記 述 す る が 、 実 施 例 は 、 い か な る 意 味 に お い て も
、 本 発 明 の 範 囲 を 限 定 す る も の で は な い 。
　 以 下 に 添 付 図 面 に つ い て 言 及 す る 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 図 1a及 び 1bは 、 そ れ ぞ れ 、 シ ス テ イ ン コ ド ン を 導 入 す る よ う に 変 異 さ れ た 可 溶 性 A6 TCR
の α 鎖 及 び β 鎖 の 核 酸 配 列 を 示 す 。 影 は 導 入 し た シ ス テ イ ン コ ド ン を 示 す 。
　 図 2aは 、 新 規 な ジ ス ル フ ィ ド 鎖 間 結 合 を 形 成 す る た め に 使 用 し た T 4 8 → Ｃ 変 異 (下 線 )を
含 む A6 TCRα 鎖 細 胞 外 ア ミ ノ 酸 配 列 を 示 す 。 図 2bは 、 新 規 な ジ ス ル フ ィ ド 鎖 間 結 合 を 形 成
す る た め に 使 用 し た S 5 7 → Ｃ 変 異 (下 線 )を 含 む A6 TCRβ 鎖 細 胞 外 ア ミ ノ 酸 配 列 を 示 す 。
　 図 3a及 び 3bは 、 そ れ ぞ れ 、 シ ス テ イ ン コ ド ン を 導 入 す る よ う に 変 異 し た 可 溶 性 NY-ESO T
CRの α 鎖 及 び β 鎖 の 核 酸 配 列 を 示 す 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 図 4aは 、 新 規 な ジ ス ル フ ィ ド 鎖 間 結 合 を 形 成 す る た め に 使 用 し た T 4 8 → Ｃ 変 異 を 含 む NY-
ESO TCRα 鎖 細 胞 外 ア ミ ノ 酸 配 列 を 示 す 。 図 4bは 、 新 規 な ジ ス ル フ ィ ド 鎖 間 結 合 を 形 成 す
る た め に 使 用 し た S 5 7 → Ｃ 変 異 を 含 む A6 TCRβ 鎖 細 胞 外 ア ミ ノ 酸 配 列 を 示 す 。
　 図 ５ は 、 コ ー ド す る ポ リ ペ プ チ ド の Ｃ 末 端 に シ ス テ イ ン 残 基 の 付 加 を 引 き 起 こ す コ ド ン
を 導 入 す る よ う に 更 に 変 異 さ せ た 可 溶 性 NY-ESO TCRの β 鎖 の 核 酸 配 列 を 示 す 。
　 図 ６ は 、 ポ リ ペ プ チ ド の Ｃ 末 端 に シ ス テ イ ン 残 基 を 導 入 す る よ う に 更 に 変 異 さ せ た 可 溶
性 NY-ESO TCRの β 鎖 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 示 す 。
　 図 7a及 び 7bは 、 そ れ ぞ れ 、 コ ー ド す る ポ リ ペ プ チ ド の Ｃ 末 端 に シ ス テ イ ン 残 基 の 付 加 を
引 き 起 こ す コ ド ン を 導 入 す る よ う に 更 に 変 異 さ せ た 可 溶 性 A6 TCRの α 鎖 及 び β 鎖 の 核 酸 配
列 を 示 す 。
　 図 8a及 び 8bは 、 そ れ ぞ れ 、 ポ リ ペ プ チ ド の Ｃ 末 端 に シ ス テ イ ン 残 基 を 導 入 す る よ う に 更
に 変 異 さ せ た 可 溶 性 A6 TCRの α 鎖 及 び β 鎖 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 示 す 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 図 ９ は 、 PBS中 で 予 め 平 衡 化 し た Superdex 75 HR10/30ゲ ル 濾 過 カ ラ ム で 泳 動 さ せ た 二 量
体 NY-ESO TCR 3.4kd Mal-PEG-Mal複 合 体 の ク ロ マ ト グ ラ ム で あ る 。
　 図 10は 、 還 元 条 件 及 び 非 還 元 条 件 下 で 泳 動 さ せ た 図 ９ に 示 し た ゲ ル 濾 過 ゲ ル か ら 集 め た
画 分 の SDS PAGEゲ ル で あ る 。
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　 図 11aは 、 単 量 体 NY-ESO TCRと 固 定 化 HLA-A2-NY-ESOと の 間 の 相 互 作 用 を 示 す BIACoreト
レ ー ス で あ る 。 図 11bは 、 二 量 体 NY-ESO TCR 3.4kd Mal-PEG-Mal複 合 体 と 固 定 化 HLA-A2-NY
-ESOと の 間 の 相 互 作 用 を 示 す BIACoreト レ ー ス で あ る 。
　 図 12aは 、 単 量 体 A6 TCRと 固 定 化 HLA-A2-Taxと の 間 の 相 互 作 用 を 示 す BIACoreト レ ー ス で
あ る 。 図 12bは 、 二 量 体 A6 TCR 3.4kd Mal-PEG-Mal複 合 体 と 固 定 化 HLA-A2-Taxと の 間 の 相
互 作 用 を 示 す BIACoreト レ ー ス で あ る 。 図 12cは 、 固 定 化 HLA-A2-Tax上 に 流 し た 二 量 体 A6 T
CR 3.4kd Mal-PEG-Mal複 合 体 の 単 回 注 入 を 示 す BIACoreト レ ー ス で あ る 。
【 ０ ０ ９ １ 】
　 図 13は 、 A6 scTCRの 構 築 に 使 用 し た リ ン カ ー の DNA配 列 及 び ア ミ ノ 酸 配 列 を 示 す 。
　 図 14は 、 フ ァ ー ジ ミ ド ベ ク タ ー 中 へ の TCRα 鎖 及 び β 鎖 の ク ロ ー ニ ン グ を 概 説 す る 。 こ
の 図 は 、 フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ ベ ク タ ー を 記 述 す る 。 RSBは リ ボ ソ ー ム 結 合 部 位 で あ る 。 S
1又 は S2は 、 E.coliの 細 胞 周 辺 質 に タ ン パ ク 質 を 分 泌 す る た め の シ グ ナ ル ペ プ チ ド で あ る
。 「 *」 は 翻 訳 停 止 コ ド ン を 示 す 。 TCRα 鎖 又 は β 鎖 の い ず れ も が フ ァ ー ジ コ ー ト タ ン パ ク
質 と 融 合 さ れ 得 る が 、 こ の 図 で は 、 TCRβ 鎖 の み が フ ァ ー ジ コ ー ト タ ン パ ク 質 と 融 合 し て
い る 。
　 図 15a及 び 15bは 、 そ れ ぞ れ 、 フ ァ ー ジ ミ ド pEX746:A6の DNA配 列 及 び ア ミ ノ 酸 配 列 を 詳 説
す る 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 図 16は 、 腫 瘍 を 有 す る 雌 性 ヌ ー ド ラ ッ ト に 二 量 体 -[ 1 2 5 Ｉ ]-mTCR(PEG化 )の 単 回 の 静 脈 内
投 与 を し た 20分 後 の 組 織 内 の 放 射 活 性 の 分 布 を 示 す 。
　 図 17は 、 腫 瘍 を 有 す る 雌 性 ヌ ー ド ラ ッ ト に 二 量 体 -[ 1 2 5 Ｉ ]-mTCR(PEG化 )の 単 回 の 静 脈 内
投 与 を し た 48時 間 後 の 組 織 内 の 放 射 活 性 の 分 布 を 示 す 。
　 図 18は 、 PEG連 結 A6 TCR四 量 体 と 固 定 化 HLA-A2-Taxと の 間 の 相 互 作 用 を 示 す BIAcoreト レ
ー ス で あ る 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 図 19aは H&E染 色 し た ク リ オ ス タ ッ ト 腫 瘍 切 片 を 示 す 。 図 19bは 抗 HLA-A2染 色 し た ク リ オ
ス タ ッ ト 腫 瘍 切 片 を 示 す 。 図 19cは 対 照 IgG染 色 し た ク リ オ ス タ ッ ト 腫 瘍 切 片 を 示 す 。
　 図 20aは 、 H&E染 色 及 び 抗 TCRβ 鎖 抗 体 染 色 し た ホ ル マ リ ン 固 定 パ ラ フ ィ ン 包 埋 腫 瘍 切 片
を 示 す 。 図 20bは 、 H&E染 色 及 び 抗 NY-ESO TCR抗 体 染 色 し た ホ ル マ リ ン 固 定 パ ラ フ ィ ン 包 埋
腫 瘍 切 片 を 示 す 。 図 20cは 、 H&E染 色 及 び 抗 NY-ESO抗 体 /NY-ESO TCR対 照 染 色 し た ホ ル マ リ
ン 固 定 パ ラ フ ィ ン 包 埋 腫 瘍 切 片 を 示 す 。 図 20dは 、 H&E染 色 及 び 省 略 (omission)対 照 染 色 し
た ホ ル マ リ ン 固 定 パ ラ フ ィ ン 包 埋 腫 瘍 切 片 を 示 す 。
　 図 21は 、 H&E染 色 及 び 抗 NY-ESO TCR抗 体 染 色 し た ホ ル マ リ ン 固 定 パ ラ フ ィ ン 包 埋 腫 瘍 切
片 を 示 す 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 図 22aは 、 3'末 端 に 導 入 シ ス テ イ ン コ ド ン を 含 む 高 親 和 性 A6 TCRα 鎖 の DNA配 列 を 詳 述 す
る 。 図 22bは 、 3'末 端 に 導 入 シ ス テ イ ン コ ド ン を 含 む A6 TCRα 鎖 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 詳 述 す
る 。
　 図 23aは 高 親 和 性 A6 TCRβ 鎖 の DNA配 列 を 詳 述 す る 。 変 異 し た 核 酸 を 太 字 で 示 す 。 図 23b
は A6 TCRβ 鎖 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 詳 述 す る 。 変 異 し た ア ミ ノ 酸 を 太 字 で 示 す 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 図 24は 、 高 親 和 性 A6 TCRと 固 定 化 HLA-A2-Taxと の 間 の 相 互 作 用 を 示 す BIAcoreト レ ー ス
で あ る 。
　 図 25は 、 二 価 高 親 和 性 A6 TCR 3.4KD Mal-PEG-Mal複 合 体 と 固 定 化 HLA-A2-Taxと の 間 の 相
互 作 用 を 示 す BIAcoreト レ ー ス で あ る 。
　 図 26は 、 A6 TCR PEG複 合 体 と 固 定 化 HLA-A2-Taxと の 間 の 相 互 作 用 を 示 す BIAcoreト レ ー
ス で あ る ：
　 ピ ー ク １ － 単 量 体 3.4KD A6 TCR PEG複 合 体
　 ピ ー ク ２ － 二 量 体 3.4KD A6 TCR直 鎖 状 Mal-PEG-Mal複 合 体
　 ピ ー ク ３ － 二 量 体 ５ KD A6 TCRフ ォ ー ク 状 Mal-PEG-Mal複 合 体 。
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【 ０ ０ ９ ６ 】
　 図 27aは 、 高 親 和 性 ク ロ ー ン 134 A6 TCR 20KD PEG二 量 体 に よ る 、 10 - 4 Ｍ の Taxペ プ チ ド
で パ ル ス し た PP細 胞 の 特 異 的 染 色 を 示 す 。 図 27bは 、 高 親 和 性 ク ロ ー ン 134 A6 TCR 20KD P
EG二 量 体 に よ る 、 10 - 5 Ｍ の Taxペ プ チ ド で パ ル ス し た PP細 胞 の 特 異 的 染 色 を 示 す 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
実 施 例 １ － A6 Tax TCRα 鎖 及 び β 鎖 の プ ラ イ マ ー の 設 計 及 び 変 異 誘 発
　 TRAC * 01中 の エ キ ソ ン １ の A6 Taxス レ オ ニ ン 48を シ ス テ イ ン に 変 異 さ せ る た め に 、 以 下
の プ ラ イ マ ー を 設 計 し た (変 異 を 小 文 字 で 示 す )：
5'-C ACA GAC AAA tgT GTG CTA GAC AT
5'-AT GTC TAG CAC Aca TTT GTC TGT G
　 TRBC1 * 01及 び TRBC2 * 01の 両 方 で エ キ ソ ン １ の A6 Taxセ リ ン 57を シ ス テ イ ン に 変 異 さ せ る
た め に 、 以 下 の プ ラ イ マ ー を 設 計 し た (変 異 を 小 文 字 で 示 す )：
5'-C AGT GGG GTC tGC ACA GAC CC
5'-GG GTC TGT GCa GAC CCC ACT G
【 ０ ０ ９ ８ 】
PCR変 異 誘 発 ：
　 A6 Tax TCRα 鎖 又 は β 鎖 の 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 使 用 し て 、 以 下 の よ う に 変 異 さ せ た 。 100ngの プ ラ ス ミ ド を ５ μ lの 10
mM dNTP、 25μ lの 10× Pfu緩 衝 液 (Stratagene)、 10単 位 の Pfuポ リ メ ラ ー ゼ (Stratagene)と
混 合 し 、 最 終 容 量 を H 2 Oで 240μ lに 調 整 し た 。 48μ lの こ の 混 合 物 に 、 50μ lの 最 終 反 応 容
量 中 で 0.2μ Mの 最 終 濃 度 が 得 ら れ る よ う に 希 釈 し た プ ラ イ マ ー を 補 充 し た 。 95℃ に て 30秒
間 の 最 初 の 変 性 工 程 の 後 、 反 応 混 合 物 を 、 Hybaid PCR express PCR装 置 に お い て 、 15回 の
変 性 (95℃ 、 30秒 )、 ア ニ ー リ ン グ (55℃ 、 60秒 )及 び 伸 長 (73℃ 、 ８ 分 )に 付 し た 。 次 い で 、
産 物 を 10単 位 の DpnI制 限 酵 素 (New England Biolabs)で 37℃ に て ５ 時 間 消 化 し た 。 10μ lの
消 化 反 応 物 を 、 コ ン ピ テ ン ト XL1-Blue細 菌 に 形 質 転 換 し 、 37℃ に て 18時 間 増 殖 さ せ た 。 一
つ の コ ロ ニ ー を 採 取 し 、 ５ mlの TYP＋ ア ン ピ シ リ ン (16g/l細 菌 ト リ プ ト ン 、 16g/l酵 母 抽 出
物 、 ５ g/l NaCl、 2.5g/l K 2 HPO 4 、 100mg/lア ン ピ シ リ ン )中 で 一 晩 増 殖 さ せ た 。 プ ラ ス ミ
ド DNAを 、 製 造 業 者 の 指 示 に 従 っ て Qiagenミ ニ プ レ ッ プ カ ラ ム で 精 製 し 、 配 列 を 、 オ ッ ク
ス フ ォ ー ド 大 学 生 化 学 部 の 配 列 決 定 設 備 で 自 動 配 列 決 定 に よ り 検 証 し た 。 そ れ ぞ れ の 変 異
し た 核 酸 配 列 及 び ア ミ ノ 酸 配 列 を 、 α 鎖 に つ い て は 図 1a及 び 図 2aに 、 β 鎖 に つ い て は 図 1b
及 び 図 2bに 示 す 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
実 施 例 ２ － 新 規 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 を 含 む 可 溶 性 NY-ESO TCRの 作 成
　 NY-ESO TCRを コ ー ド す る cDNAを 、 Enzo Cerundolo(Institute of Molecular Medicine, 
University of Oxford)よ り 供 給 さ れ た Ｔ 細 胞 か ら 公 知 の 技 法 に 従 っ て 単 離 し た 。 NY-ESO 
TCRを コ ー ド す る cDNAは 、 逆 転 写 酵 素 で の mRNAの 処 理 に よ り 作 成 し た 。
　 実 施 例 １ で 調 製 し た 可 溶 性 A6 TCRの β 鎖 は 、 天 然 型 配 列 中 に 、 連 結 部 位 と し て の 使 用 に
適 切 な BglII制 限 部 位 (AAGCTT)を 含 む 。
【 ０ １ ０ ０ 】
　 PCR変 異 誘 発 を 下 記 に 詳 述 す る よ う に 行 い 、 新 規 な シ ス テ イ ン コ ド ン の 5'側 で 可 溶 性 A6 
TCRの α 鎖 中 に BamH1制 限 部 位 (GGATCC)を 導 入 し た 。 図 1aに 記 載 す る 配 列 を こ の 変 異 誘 発 の
た め の 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 １ 】
　
　
　
　
　
【 ０ １ ０ １ 】
　 新 規 な ジ ス ル フ ィ ド 結 合 が 組 み 込 ま れ て い る 可 溶 性 NY-ESO TCRを 作 成 す る た め 、 α 鎖 Ba

10

20

30

40

50

(25) JP 2006-523437 A 2006.10.19



mHI制 限 部 位 及 び β 鎖 BglII制 限 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 １ ０ ２ 】
　 NY-ESO TCRα 鎖 構 築 物 及 び β 鎖 構 築 物 を 、 以 下 の と お り の PCRク ロ ー ニ ン グ に よ り 取 得
し た 。 PCR反 応 を 上 記 の よ う な プ ラ イ マ ー 及 び NY-ESO TCR鎖 を 含 む テ ン プ レ ー ト を 使 用 し
て 行 っ た 。 PCR産 物 を 該 当 す る 制 限 酵 素 で 制 限 消 化 し 、 pGMT7中 に ク ロ ー ニ ン グ し て 発 現 プ
ラ ス ミ ド を 取 得 し た 。 こ の プ ラ ス ミ ド 挿 入 物 の 配 列 を 自 動 化 DNA配 列 決 定 に よ り 確 証 し た
。 図 3a及 び 図 3bは 、 NY-ESO TCRの 変 異 し た α 鎖 及 び β 鎖 の DNA配 列 を そ れ ぞ れ 示 し 、 図 4a
及 び 図 4bは 得 ら れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 示 す 。
【 ０ １ ０ ３ 】
実 施 例 ３ － 新 規 ジ ス ル フ ィ ド 鎖 間 結 合 と β 鎖 Ｃ 末 端 の 追 加 の シ ス テ イ ン 残 基 と を 含 む 可 溶
性 NY-ESO TCRの 作 成
　 新 規 な ジ ス ル フ ィ ド 結 合 と β 鎖 Ｃ 末 端 の シ ス テ イ ン 残 基 と が 組 み 込 ま れ て い る 可 溶 性 NY
-ESO TCRを 作 成 す る た め 、 α 鎖 BamHI制 限 部 位 及 び β 鎖 BglII制 限 部 位 を 含 む プ ラ ス ミ ド を
、 実 施 例 ２ に 記 載 の よ う な 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 ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ０ ４ 】
　 NY-ESO TCRα 鎖 構 築 物 及 び β 鎖 構 築 物 を 、 以 下 の と お り の PCRク ロ ー ニ ン グ に よ り 取 得
し た 。 PCR反 応 を 上 記 の よ う な プ ラ イ マ ー 及 び NY-ESO TCR鎖 を 含 む テ ン プ レ ー ト を 使 用 し
て 行 っ た 。 PCR産 物 を 該 当 す る 制 限 酵 素 で 制 限 消 化 し 、 pGMT7中 に ク ロ ー ニ ン グ し て 発 現 プ
ラ ス ミ ド を 取 得 し た 。 こ の プ ラ ス ミ ド 挿 入 物 の 配 列 を 自 動 化 DNA配 列 決 定 に よ り 確 証 し た
。 図 ５ は 、 NY-ESO TCRの 変 異 し た β 鎖 の DNA配 列 を 示 し 、 図 ６ は 得 ら れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を
示 す 。
【 ０ １ ０ ５ 】
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実 施 例 ４ － 新 規 ジ ス ル フ ィ ド 鎖 間 結 合 と β 鎖 Ｃ 末 端 の 追 加 の シ ス テ イ ン 残 基 と を 含 む 可 溶
性 A6 TCRの 作 成
　 実 施 例 ２ に 記 載 し た よ う に 調 製 し た α 鎖 BamHI制 限 部 位 及 び β 鎖 BglII制 限 部 位 を 含 む A6
 TCRを コ ー ド す る プ ラ ス ミ ド を 開 始 点 と し て 使 用 し た 。 以 下 の プ ラ イ マ ー を 使 用 し て 、 実
施 例 ３ に 記 載 の よ う に 新 規 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 及 び β 鎖 Ｃ 末 端 上 の シ ス テ イ ン 残 基 を 組 み 込
ま れ た 可 溶 性 A6 TCRを 作 成 し た ：
　 　 5' - GGAGATATACATATGAACGCTGGTGTCACT - 3'
　 　 5' - CCCAAGCTTAACAGTCTGCTCTACCCCAGGCCTCGGC - 3'
【 ０ １ ０ ６ 】
　 こ の プ ラ ス ミ ド 挿 入 物 の 配 列 を 自 動 化 DNA配 列 決 定 に よ り 確 証 し た 。 図 7a及 び 図 8aは 、
変 異 A6 TCRの α 鎖 の DNA配 列 及 び ア ミ ノ 酸 配 列 を 示 す 。 図 7b及 び 図 8bは 、 変 異 A6 TCRの β
鎖 の DNA配 列 及 び ア ミ ノ 酸 配 列 を 示 す 。
【 ０ １ ０ ７ 】
実 施 例 ５ 　 新 規 ジ ス ル フ ィ ド 鎖 間 結 合 及 び β 鎖 Ｃ 末 端 上 の 追 加 の シ ス テ イ ン 残 基 を 含 む 可
溶 性 の A6 TCR及 び NY-ESO TCRの 発 現 及 び リ フ ォ ー ル デ ィ ン グ
　 新 規 ジ ス ル フ ィ ド 鎖 間 結 合 及 び β 鎖 Ｃ 末 端 上 の 追 加 の シ ス テ イ ン 残 基 を 含 む 変 異 し た NY
-ESO TCR及 び A6 TCRを コ ー ド す る 実 施 例 ３ 及 び ４ に 詳 述 し た 発 現 プ ラ ス ミ ド を 、 別 々 に 、
E.coli株 BL21pLysS中 に 形 質 転 換 し 、 単 一 の ア ン ピ シ リ ン 耐 性 コ ロ ニ ー を 37℃ に て TYP(ア
ン ピ シ リ ン 100μ g/ml)培 地 中 で OD 6 0 0 が 0.4に な る ま で 増 殖 さ せ 、 そ の 後 0.5mM IPTGで タ ン
パ ク 質 発 現 を 誘 導 し た 。 誘 導 の ３ 時 間 後 に 、 Beckman J-6Bで の 30分 間 4000rpmに て の 遠 心
分 離 に よ り 細 胞 を 集 め た 。 50mM Tris-HCl、 25％ (w/v)ス ク ロ ー ス 、 １ mM NaEDTA、 0.1％ (w
/v)ア ジ 化 Na、 10mM DTTを 含 む 緩 衝 液 (pH 8.0)中 に 細 胞 ペ レ ッ ト を 再 懸 濁 し た 。 一 晩 の 凍
結 解 凍 工 程 の 後 、 標 準 12mm直 径 プ ロ ー ブ を 使 用 し て Milsonix XL2020超 音 波 装 置 に お い て
１ 分 間 の バ ー ス ト で 合 計 約 10分 間 、 再 懸 濁 細 胞 を 超 音 波 処 理 し た 。 Beckman J2-21遠 心 分
離 機 に お け る 13000rpmに て 30分 間 の 遠 心 分 離 に よ り 封 入 体 ペ レ ッ ト を 回 収 し た 。 次 い で 、
３ 回 の 界 面 活 性 剤 洗 浄 を 実 施 し て 、 細 胞 残 渣 及 び 膜 成 分 を 除 去 し た 。 各 回 、 Triton緩 衝 液
(50mM Tris-HCl、 0.5％  Triton-X100、 200mM NaCl、 10mM NaEDTA、 0.1％ (w/v)ア ジ 化 Na、
２ mM DTT、 pH 8.0)中 で 封 入 体 ペ レ ッ ト を ホ モ ジ ナ イ ズ し た 後 、 Beckman J2-21に お け る 13
000rpmに て 15分 間 の 遠 心 分 離 に よ り ペ レ ッ ト 化 し た 。 次 い で 、 以 下 の 緩 衝 液 中 で の 同 様 な
洗 浄 に よ り 界 面 活 性 剤 及 び 塩 を 除 去 し た ： 50mM Tris-HCl、 １ mM NaEDTA、 0.1％ (w/v)ア ジ
化 Na、 ２ mM DTT、 pH 8.0。 最 後 に 、 封 入 体 を 30mgの ア リ コ ー ト に 分 割 し 、 － 70℃ に 凍 結 し
た 。 ６ Ｍ グ ア ニ ジ ン － HClで の 可 溶 化 及 び Bradford色 素 結 合 ア ッ セ イ (PerBio)で の 測 定 に
よ り 、 封 入 体 タ ン パ ク 質 の 収 率 を 定 量 し た 。
【 ０ １ ０ ８ 】
　 発 現 し た TCR鎖 を リ フ ォ ー ル デ ィ ン グ す る た め 、 30mgの 可 溶 化 TCRβ 鎖 封 入 体 及 び 60mgの
対 応 す る 可 溶 化 TCRα 鎖 封 入 体 を 、 凍 結 ス ト ッ ク か ら 解 凍 し た 。 封 入 体 を 、 ６ Ｍ グ ア ニ ジ
ン 溶 液 中 ５ mg/mlの 最 終 濃 度 ま で 希 釈 し 、 DTT(２ Ｍ ス ト ッ ク )を 10mMの 最 終 濃 度 ま で 添 加 し
た 。 こ の 混 合 物 を 37℃ に て 30分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。
【 ０ １ ０ ９ 】
可 溶 性 TCRの リ フ ォ ー ル デ ィ ン グ ：
　 １ Ｌ の リ フ ォ ー ル デ ィ ン グ 緩 衝 液 を ５ ℃ ± ３ ℃ に て 激 し く 撹 拌 し た 。 レ ド ッ ク ス 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 6.6mM及 び 3.7mMま で )を 添
加 し て 約 ５ 分 後 に 、 変 性 TCR鎖 を 添 加 し た 。 次 い で 、 ５ ℃ ± ３ ℃ に て 撹 拌 し な が ら 、 約 ５
時 間 ± 15分 間 、 タ ン パ ク 質 を リ フ ォ ー ル デ ィ ン グ さ せ た 。
【 ０ １ １ ０ 】
リ フ ォ ー ル デ ィ ン グ し た 可 溶 性 TCRの 透 析 ：
　 Spectrapor １ メ ン ブ レ ン (Spectrum； 製 品 番 号 132670)に お い て 、 10Ｌ の 10mM Tris(pH 
8.1)に 対 し て 、 ５ ℃ ± ３ ℃ に て 18～ 20時 間 、 リ フ ォ ー ル デ ィ ン グ し た TCRを 透 析 し た 。 こ
の 後 、 透 析 緩 衝 液 を 、 新 鮮 な 10mM Tris(pH 8.1)(10Ｌ )に 交 換 し 、 透 析 を ５ ℃ ± ３ ℃ に て
更 に 20～ 22時 間 継 続 し た 。
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【 ０ １ １ １ 】
　 透 析 し た リ フ ォ ー ル デ ィ ン グ 体 を POROS 50HQア ニ オ ン 交 換 カ ラ ム に 充 填 し 、 Akta精 製 装
置 (Pharmacia)を 使 用 し て 50カ ラ ム 容 量 を 超 え る ０ ～ 500mM NaClの 勾 配 で 結 合 タ ン パ ク 質
を 溶 出 さ せ る こ と に よ り 、 分 解 産 物 及 び 不 純 物 か ら sTCRを 分 離 し た 。 ピ ー ク 画 分 を ４ ℃ に
て 保 存 し 、 ク ー マ シ ー 染 色 SDS-PAGEに よ り 分 析 し た 後 、 プ ー ル し て 濃 縮 し た 。 最 後 に 、 HB
S-EP緩 衝 液 (10mM HEPES pH 7.4、 150mM NaCl、 3.5mM EDTA、 0.05％  nonidet p40)中 で 予
め 平 衡 化 し た Superdex 200HRゲ ル 濾 過 カ ラ ム を 用 い て 、 sTCRを 精 製 し 、 特 徴 付 け を 行 な っ
た 。 次 い で 、 約 50kDaの 相 対 分 子 量 で 溶 出 す る ピ ー ク を プ ー ル し て 濃 縮 し た 。
【 ０ １ １ ２ 】
実 施 例 ６ － 3.4kd Mal-PEG-Malリ ン カ ー を 使 用 す る TCRの 二 量 体 化
　 新 規 ジ ス ル フ ィ ド 鎖 間 結 合 及 び β 鎖 Ｃ 末 端 の 追 加 の シ ス テ イ ン 残 基 を 含 む NY-ESO TCR(
上 記 の よ う に 調 製 )を 、 非 分 枝 状 二 官 能 性 マ レ イ ミ ド － PEG(MAL-PEG-MAL、 MW 3.4KD, Shea
rwater corp.)を 用 い て 架 橋 し た 。 こ の リ ン カ ー の 末 端 上 の マ レ イ ミ ド 基 は 、 リ ン カ ー に
、 自 由 チ オ ー ル 結 合 特 異 性 を 付 与 す る 。 ジ ス ル フ ィ ド TCR鎖 間 結 合 を 還 元 す る こ と な く 可
溶 性 TCRβ 鎖 の 自 由 シ ス テ イ ン を 還 元 す る た め に 、 架 橋 前 に TCRを 還 元 剤 0.2mM DTTで 前 処
理 し た (室 温 、 一 晩 )。 次 い で 、 10mM EDTAを 含 む PBS緩 衝 液 中 で の ゲ ル 濾 過 ク ロ マ ト グ ラ フ
ィ ー (Superdex 75)に よ り 可 溶 性 TCRを 再 精 製 し た 。 約 ２ ： １ (タ ン パ ク 質 対 架 橋 剤 )の モ ル
比 に て MAL-PEG-MAL(DMF中 10mM)を 添 加 し 、 続 い て 室 温 で 一 晩 イ ン キ ュ ベ ー ト す る こ と に よ
り 架 橋 を 達 成 し た 。 次 い で 、 PBS中 で 予 め 平 衡 化 し た Superdex 75 HR10/30ゲ ル 濾 過 カ ラ ム
を 使 用 し て 生 成 物 を 精 製 し た (図 ９ )。 架 橋 後 に ３ つ の 異 な る ピ ー ク が 観 察 さ れ た 。 こ の う
ち １ つ は イ ン タ ク ト な 「 単 量 体 」 TCRの 位 置 に 相 当 し 、 そ の 他 の ２ つ は 、 よ り 高 分 子 量 の
種 に 相 当 し た 。 ピ ー ク 中 の 物 質 を SDS-PAGEに よ り 更 に 分 析 し た 。
【 ０ １ １ ３ 】
　 図 ９ に 示 し た ３ つ の ピ ー ク か ら の サ ン プ ル を 、 DTTを 含 ま な い か (非 還 元 用 )又 は 15mM DT
Tを 含 む (還 元 用 )標 準 的 な SDSサ ン プ ル 緩 衝 液 (BioRad)で 前 処 理 し 、 勾 配 ４ ～ 20％ PAGE上 で
泳 動 さ せ 、 ク ー マ シ ー ブ ル ー 染 色 で 染 色 し た 。 非 還 元 条 件 下 で 、 ３ つ の ピ ー ク 中 の 物 質 (
左 → 右 )は 、 そ れ ぞ れ 、 架 橋 し た (TCR-PEG-TCR)種 (ピ ー ク １ に 対 応 す る 画 分 ４ 及 び ５ )、 中
間 種 (TCR-PEG)(画 分 ６ /ピ ー ク ２ )及 び 非 改 変 TCR(画 分 ７ /ピ ー ク ３ )と し て 現 れ た 。 還 元 条
件 (こ れ は 、 鎖 間 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 の 破 壊 を 引 き 起 こ し 、 し た が っ て SDS-PAGEで の α ポ リ
ペ プ チ ド 鎖 及 び β ポ リ ペ プ チ ド 鎖 の 分 離 を 引 き 起 こ す )下 で 、 同 じ サ ン プ ル は 、 そ れ ぞ れ
、 架 橋 β 鎖 二 量 体 (β -PEG-β )、 中 間 体 (PEG-β )及 び 非 改 変 β 鎖 を 示 し た 一 方 で 、 遊 離 α
鎖 は 、 全 て の 画 分 に (充 填 し た タ ン パ ク 質 に 比 例 し て )分 布 し て い る (図 10)。
【 ０ １ １ ４ 】
　 上 記 方 法 は ま た 、 非 分 枝 状 二 官 能 性 マ レ イ ミ ド － PEG(MAL-PEG-MAL、 MW 3.4KD, Shearwa
ter corp.)を 用 い て 架 橋 し た 、 新 規 ジ ス ル フ ィ ド 鎖 間 結 合 及 び β 鎖 の Ｃ 末 端 上 の 追 加 の シ
ス テ イ ン 残 基 を 含 む A6 TCRを 作 成 す る た め に も 使 用 し た (デ ー タ は 示 さ ず )。
【 ０ １ １ ５ 】
実 施 例 ７ － 特 異 的 pMHCへ の 二 価 A6 TCR及 び NY-ESO TCR 3.4KD Mal-PEG-Mal複 合 体 の 結 合 の
BIAcore表 面 プ ラ ズ モ ン 共 鳴 特 徴 付 け
　 表 面 プ ラ ズ モ ン 共 鳴 バ イ オ セ ン サ (BIAcore 3000(商 標 ))を 使 用 し て 、 二 価 の A6 TCR PEG
複 合 体 及 び NY-ESO TCR PEG複 合 体 と そ れ ら の コ グ ネ イ ト ペ プ チ ド － MHCリ ガ ン ド と の 結 合
を 分 析 し た 。 こ れ は 、 半 配 向 様 式 で ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン 被 覆 結 合 表 面 に 固 定 し た 単 一 pMHC
複 合 体 (下 記 に 説 明 )を 作 成 す る こ と に よ っ て 促 進 さ せ た 。 pMHC複 合 体 の 手 動 で の 注 入 に よ
り 、 固 定 し た ク ラ ス Ｉ 分 子 を 正 確 な レ ベ ル で 容 易 に 操 作 す る こ と が 可 能 に な る 。
　 こ の よ う な 固 定 化 pMHC複 合 体 は 、 Ｔ 細 胞 レ セ プ タ ー 及 び コ レ セ プ タ ー (coreceptor)CD8
α α の 両 方 に 結 合 し 得 る 。 こ れ ら は 共 に 可 溶 相 で 注 入 さ れ 得 る
【 ０ １ １ ６ 】
　 構 成 成 分 の サ ブ ユ ニ ッ ト タ ン パ ク 質 及 び 合 成 ペ プ チ ド を 含 む 細 菌 発 現 封 入 体 か ら 、 イ ン
ビ ト ロ で 、 ビ オ チ ン 化 ク ラ ス Ｉ  HLA-A2－ ペ プ チ ド 複 合 体 を リ フ ォ ー ル デ ィ ン グ さ せ 、 続
い て 精 製 し 、 イ ン ビ ト ロ で 酵 素 的 に ビ オ チ ン 化 し た (O'Callaghanら (1999） Anal． Biochem
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． 266： 9-15） 。 適 切 な 構 築 物 中 で HLA重 鎖 の 膜 貫 通 ド メ イ ン 及 び 細 胞 質 ド メ イ ン に 置 換 す
る Ｃ 末 端 ビ オ チ ン 化 タ グ を 有 す る HLA重 鎖 を 発 現 さ せ た 。 ～ 75mg/リ ッ ト ル 細 菌 培 養 物 の 封
入 体 発 現 レ ベ ル が 得 ら れ た 。 HLA軽 鎖 又 は β 2-ミ ク ロ グ ロ ブ リ ン も ま た 、 ～ 500mg/リ ッ ト
ル 細 菌 培 養 物 の レ ベ ル で 、 適 切 な 構 築 物 か ら E.coli中 で 封 入 体 と し て 発 現 さ せ た 。
【 ０ １ １ ７ 】
　 E.coli細 胞 を 溶 解 し 、 封 入 体 を 約 80％ の 純 度 ま で 精 製 す る 。 封 入 体 か ら の タ ン パ ク 質 を
６ Ｍ グ ア ニ ジ ン － HCl、 50mM Tris(pH8.1)、 100mM NaCl、 10mM DTT、 10mM EDTA中 で 変 性 さ
せ 、 ５ ℃ よ り 低 い リ フ ォ ー ル ド 緩 衝 液 中 に 変 性 タ ン パ ク 質 の 単 一 パ ル ス (single pulse of
 denatured protein)を 添 加 す る こ と に よ り 、 30mg/リ ッ ト ル の 重 鎖 、 30mg/リ ッ ト ル の β 2
mの 濃 度 で 、 0.4Ｍ  Ｌ -ア ル ギ ニ ン － HCl、 100mM Tris(pH8.1)、 3.7mMシ ス タ ミ ン 、 mMシ ス
テ ア ミ ン 、 ４ mg/mlペ プ チ ド (例 え ば tax 11-19)中 に リ フ ォ ー ル デ ィ ン グ さ せ た 。 リ フ ォ ー
ル デ ィ ン グ は 少 な く と も １ 時 間 ４ ℃ で 完 了 に 到 達 さ せ た 。
【 ０ １ １ ８ 】
　 緩 衝 液 を 、 10容 量 の 10mM Tris(pH8.1)で の 透 析 に よ り 交 換 し た 。 溶 液 の イ オ ン 強 度 を 十
分 に 低 減 少 さ せ る た め に 、 ２ 回 の 緩 衝 液 交 換 が 必 要 で あ っ た 。 次 い で 、 タ ン パ ク 質 溶 液 を
、 1.5μ m酢 酸 セ ル ロ ー ス フ ィ ル タ ー に 通 し て 濾 過 し 、 POROS 50HQア ニ オ ン 交 換 カ ラ ム (８ m
l床 容 量 )に 充 填 し た 。 タ ン パ ク 質 を 、 直 線 の ０ ～ 500mM NaCl勾 配 で 溶 出 さ せ た 。 HLA-A2－
ペ プ チ ド 複 合 体 は 約 250mM NaClで 溶 出 し た 。 ピ ー ク 画 分 を 収 集 し 、 プ ロ テ ア ー ゼ イ ン ヒ ビ
タ ー の カ ク テ ル (Calbiochem)を 加 え 、 そ の 画 分 を 氷 上 で 冷 却 し た 。
【 ０ １ １ ９ 】
　 ビ オ チ ン 化 タ グ を 付 し た pMHC複 合 体 を 、 10mM Tris(pH8.1)、 ５ mM NaClに 、 同 じ 緩 衝 液
中 で 平 衡 化 し た Pharmacia迅 速 脱 塩 カ ラ ム を 使 用 し て 緩 衝 液 交 換 を し た 。 溶 出 の 際 、 即 座
に 、 タ ン パ ク 質 含 有 画 分 を 氷 上 で 冷 却 し 、 プ ロ テ ア ー ゼ イ ン ヒ ビ タ ー カ ク テ ル (Calbioche
m)を 加 え た 。 次 い で 、 ビ オ チ ン 化 試 薬 を 加 え た ： １ mMビ オ チ ン 、 ５ mM ATP(pH８ に 緩 衝 化 )
、 7.5mM MgCl 2 及 び ５ μ g/ml BirA酵 素 (O’ Callaghanら (1999） Anal． Biochem． 266： 9-15
に 従 っ て 精 製 )。 次 い で 、 混 合 物 を 室 温 に て 一 晩 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。
【 ０ １ ２ ０ 】
　 ゲ ル 濾 過 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー を 使 用 し て ビ オ チ ン 化 pMHC複 合 体 を 精 製 し た 。 Pharmacia 
Superdex 75 HR 10/30カ ラ ム を 濾 過 PBSで 予 め 平 衡 化 し 、 １ mlの ビ オ チ ン 化 反 応 混 合 物 を
充 填 し 、 カ ラ ム を PBSで 0.5ml/分 に て 展 開 し た 。 ビ オ チ ン 化 pMHC複 合 体 は 、 約 15mlで 単 一
ピ ー ク と し て 溶 出 し た 。 タ ン パ ク 質 を 含 む 画 分 を プ ー ル し 、 氷 上 で 冷 却 し 、 プ ロ テ ア ー ゼ
イ ン ヒ ビ タ ー カ ク テ ル を 加 え た 。 ク ー マ シ ー 結 合 ア ッ セ イ (PerBio)を 使 用 し て タ ン パ ク 質
濃 度 を 測 定 し 、 ビ オ チ ン 化 pMHC複 合 体 の ア リ コ ー ト を － 20℃ で 凍 結 保 存 し た 。 標 準 的 な ア
ミ ン カ ッ プ リ ン グ 法 に よ り ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン を 固 定 化 し た 。
【 ０ １ ２ １ 】
　 二 価 A6 TCR 3.4KD Mal-PEG-Mal複 合 体 及 び NY-ESO TCR 3.4KD Mal-PEG-Mal複 合 体 又 は そ
れ ぞ れ の 単 量 体 可 溶 性 TCRと 、 そ れ ら の コ グ ネ イ ト pMHC複 合 体 と の 間 の 相 互 作 用 を 、 BIAco
re 3000(商 標 )表 面 プ ラ ズ モ ン 共 鳴 (SPR)バ イ オ セ ン サ で 分 析 し た 。  SPRは 、 レ セ プ タ ー リ
ガ ン ド 相 互 作 用 を 検 出 し そ の 親 和 性 及 び 動 力 学 的 パ ラ メ ー タ を 分 析 す る た め に 使 用 す 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 表 面 近 く で の 応 答 単 位 (RU)で 表 さ れ
る 屈 折 率 の 変 化 を 測 定 す る 。 β 2mに 架 橋 し た ビ オ チ ン と フ ロ ー セ ル の 活 性 化 表 面 に 化 学 的
に 架 橋 さ れ た ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン と の 間 の 結 合 を 介 し て 、 HLA-A2ペ プ チ ド 複 合 体 (1000応
答 単 位 )を 別 々 の フ ロ ー セ ル に 固 定 化 す る こ と に よ り 、 プ ロ ー ブ フ ロ ー セ ル を 準 備 し た 。
次 い で 、 異 な る フ ロ ー セ ル の 表 面 上 に sTCR又 は 二 価 A6 PEG複 合 体 を 一 定 流 速 で 通 過 さ せ 、
そ う し て い る 間 の SPR応 答 を 測 定 す る こ と に よ り 、 ア ッ セ イ を 実 施 し た 。 ペ プ チ ド － MHC複
合 体 上 に 一 定 流 速 で 異 な る 濃 度 で 可 溶 性 sTCRを 注 入 し て バ ッ ク グ ラ ン ド の 共 鳴 を 規 定 し た
。
【 ０ １ ２ ２ 】
　 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン 被 覆 Biacoreチ ッ プ に 、 NY-ESOペ プ チ ド (1000応 答 単 位 )の 存 在 下 、
リ フ ォ ー ル デ ィ ン グ し た ビ オ チ ン 化 HLA A2を 載 せ た 。 次 い で 、 NY-ESO TCRの 系 列 希 釈 物 を
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注 入 し 、 応 答 を 測 定 し た (図 11a)。 TCR-PEG-TCR二 量 体 の 希 釈 物 を 、 よ り 長 い 解 離 期 を 許 容
し た こ と を 除 い て 同 じ 方 法 で 注 入 し た (図 11b)。 親 和 性 に つ い て の 値 (Kd)及 び 解 離 半 減 期
に つ い て の 値 を 、 独 自 の ソ フ ト ウ ェ ア を 使 用 し て 算 出 し た 。 二 量 体 は 、 劇 的 な ア ビ デ ィ テ
ィ ー 効 果 を 示 し 、 遊 離 NY-ESO TCRと 比 較 し て 、 解 離 半 減 期 が 20倍 の 増 大 を 生 じ た 。
【 ０ １ ２ ３ 】
　 本 来 の A6 TCR/HLA結 合 親 和 性 は 、 比 較 的 高 い (Kd～ １ μ M)。 次 い で 、 A6 TCRの 系 列 希 釈
物 を 注 入 し て 応 答 を 測 定 し た (図 12a)。 二 価 A6 TCR 3.4KD Mal-PEG-Mal複 合 体 の 希 釈 物 を
、 よ り 長 い 解 離 期 を 許 容 し た こ と を 除 い て 同 じ 方 法 で 注 入 し た (図 12b)。 二 価 A6 TCR 3.4K
D Mal-PEG-Mal複 合 体 は 、 ア ビ デ ィ テ ィ ー 効 果 に 起 因 し て そ の 複 合 体 の 安 定 性 の 劇 的 な 増
大 を 示 し た (10分 間 の 解 離 後 に 50％ 以 上 の 物 質 が 結 合 し た ま ま で あ っ た )。 単 回 注 入 に 続 い
て 延 長 し た 解 離 期 を 使 用 し て 、 解 離 半 減 期 を 測 定 し た (図 12c)。
【 ０ １ ２ ４ 】
　 二 価 A6 TCR 3.4KD Mal-PEG-Mal複 合 体 及 び NY-ESO TCR 3.4KD Mal-PEG-Mal複 合 体 は 、 そ
れ ぞ れ 、 35～ 79分 及 び 81～ 90秒 の 解 離 半 減 期 を 有 し て い た 。 こ れ ら を 、 単 量 体 可 溶 性 A6 T
CR及 び NY-ESO TCRに つ い て の そ れ ぞ れ 10.4秒 及 び 4.1秒 の 解 離 半 減 期 と 比 較 す る 。
【 ０ １ ２ ５ 】
実 施 例 ８ － 新 規 ジ ス ル フ ィ ド 鎖 間 結 合 が 組 み 込 ま れ た 単 鎖 A6 TCRの 設 計 、 発 現 及 び 試 験
　 本 実 施 例 は 、 新 規 ジ ス ル フ ィ ド 鎖 間 結 合 が 組 み 込 ま れ た 単 鎖 A6 TCRの 作 成 に 使 用 す る 方
法 を 詳 述 す る 。 こ の 設 計 の 単 鎖 構 築 物 は ま た 、 実 施 例 ６ に 記 載 し た 方 法 を 使 用 し て 二 価 TC
R-PEG複 合 体 を 作 成 す る た め の TCR単 量 体 と し て も 使 用 し 得 る 。
【 ０ １ ２ ６ 】
　 α 鎖 配 列 の 末 端 部 か ら 停 止 コ ド ン (TAA)を 除 去 し た 以 外 は 、 実 施 例 １ で 調 製 し 、 図 1a及
び 図 1bに 示 し た よ う な 新 規 ジ ス ル フ ィ ド の 形 成 に 必 要 な 追 加 の シ ス テ イ ン 残 基 を 組 み 込 ん
だ 変 異 A6 TCRα 鎖 及 び β 鎖 の DNA配 列 を 含 む 発 現 ベ ク タ ー を 、 以 下 の よ う に 、 単 鎖 A6 TCR
の 作 成 の 基 礎 と し て 使 用 し た 。
【 ０ １ ２ ７ 】
　 scDis A6 TCRは 、 TCRα 鎖 の Ｃ 末 端 と β 鎖 の Ｎ 末 端 と の 間 に 、 30ア ミ ノ 酸 リ ン カ ー 配 列
を 含 む 。 図 13は 、 こ の リ ン カ ー の DNA配 列 及 び ア ミ ノ 酸 配 列 を 示 す 。 scDis A6 TCRを 作 成
す る た め に 用 い た ク ロ ー ニ ン グ 戦 略 を 図 14に ま と め る 。
【 ０ １ ２ ８ 】
　 簡 潔 に は 、 A6 dsTCRの α 鎖 及 び β 鎖 を 、 図 14に 示 す よ う な 制 限 部 位 を 含 む プ ラ イ マ ー 、
す な わ ち ：
α 5'プ ラ イ マ ー ： ccaaggccatatgcagaaggaagtggagcagaactct
α 3'プ ラ イ マ ー ： ttgggcccgccggatccgcccccgggggaactttctgggctgggg
β 5'プ ラ イ マ ー ： tcccccgggggcggatccggcgggcccaacgctggtgtcactcag
β 3'プ ラ イ マ ー ： gggaagcttagtctgctctaccccaggcctcg
を 使 用 す る PCRに よ り 増 幅 さ せ た 。
【 ０ １ ２ ９ 】
　 こ の よ う に 作 成 し た ２ つ の フ ラ グ メ ン ト を 、 5'α プ ラ イ マ ー 及 び 3'β プ ラ イ マ ー を 使 用
し て PCRに よ り 縫 い 合 わ せ て (PCR stitched)、 部 位 XmaI－ BamHI－ ApaIを 含 む 短 い リ ン カ ー
を 有 す る 単 鎖 TCRを 得 た 。 こ の フ ラ グ メ ン ト を pGMT7中 に ク ロ ー ニ ン グ し た 。 次 い で 、 完 全
長 リ ン カ ー を 二 段 階 で 挿 入 し た 。 最 初 に 、 42bpフ ラ グ メ ン ト を 、 XmaI部 位 及 び BamHI部 位
を 使 用 し て 挿 入 し た ：
5'-CC  GGG GGT GGC TCT GGC GGT GGC GGT TCA GGC GGT GGC G    -3'
     3'- C CCA CCG AGA CCG CCA CCG CCA AGT CCG CCA CCG CCT AG-5'。
【 ０ １ ３ ０ 】
　 第 ２ に 、 48bpフ ラ グ メ ン ト を 、 BamHI部 位 及 び ApaI部 位 を 使 用 し て 挿 入 し て 、 α 鎖 の 3'
末 端 と β 鎖 の 5'末 端 と の 間 に 90bpリ ン カ ー を 作 成 し た 。 48bpフ ラ グ メ ン ト は 、 以 下 の オ リ
ゴ の 混 合 物 の PCR伸 長 に よ り 作 成 し た ：
5'- GC  GGC GGT GGC GGT TCG GGT GGC GGT GGC TC-3'
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3'- CCA  AGC CCA CCG CCA  CCG AGT  CCG CCA CCG CCC GGG TG -5'。
【 ０ １ ３ １ 】
　 こ の 伸 長 の 産 物 を 、 BamHI及 び ApaIで 消 化 し 、 42bpリ ン カ ー フ ラ グ メ ン ト を 含 む 消 化 プ
ラ ス ミ ド 中 に 連 結 し た 。
　 scDis A6 TCRの 完 全 な DNA配 列 及 び ア ミ ノ 酸 配 列 を 、 そ れ ぞ れ 、 図 15a及 び 図 15bに 示 す
。
【 ０ １ ３ ２ 】
　 追 加 の シ ス テ イ ン コ ド ン は 、 実 施 例 ６ に 記 載 の よ う な 二 量 体 作 成 に 適 切 な 分 子 を 作 成 す
る た め に 、 上 記 A6 scTCRを コ ー ド す る DNAの 3'末 端 の 「 停 止 」 コ ド ン の 直 前 に 付 加 す る こ
と が で き る 。
【 ０ １ ３ ３ 】
単 鎖 ジ ス ル フ ィ ド 連 結 A6 TCRの 発 現 及 び 精 製 ：
　 単 鎖 ジ ス ル フ ィ ド 連 結 A6 TCRを 含 む 発 現 プ ラ ス ミ ド を 、 E.coliの BL21pLysS株 に 形 質 転
換 し 、 １ つ の ア ン ピ シ リ ン 耐 性 コ ロ ニ ー を 37℃ に て TYP(ア ン ピ シ リ ン 100μ g/ml)培 地 中 で
OD 6 0 0 が 0.4に な る ま で 増 殖 さ せ た 後 、 0.5mM IPTGで タ ン パ ク 質 発 現 を 誘 導 し た 。 誘 導 の ３
時 間 後 に 、 Beckman J-6B中 で の 4000rpmに て 30分 間 の 遠 心 分 離 に よ っ て 細 胞 を 採 集 し た 。
細 胞 ペ レ ッ ト を 、 50mM Tris-HCl、 25％ (w/v)ス ク ロ ー ス 、 １ mM NaEDTA、 0.1％ (w/v)ア ジ
化 Na、 10mM DTTを 含 む 緩 衝 液 (pH8.0)に 再 懸 濁 し た 。 一 晩 の 凍 結 － 解 凍 工 程 の 後 、 再 懸 濁
し た 細 胞 を 、 Milsonix XL2020超 音 波 処 理 器 中 で 標 準 の 12mm径 プ ロ ー ブ を 使 用 し て １ 分 間
の バ ー ス ト で 合 計 約 10分 間 超 音 波 処 理 し た 。 封 入 体 ペ レ ッ ト を 、 Beckman J2-21遠 心 分 離
器 で 13000rpmに て 30分 間 の 遠 心 分 離 に よ り 回 収 し た 。 次 い で 、 ３ 回 の 界 面 活 性 剤 洗 浄 を 行
な っ て 細 胞 残 渣 及 び 膜 成 分 を 除 去 し た 。 各 回 で 、 封 入 体 ペ レ ッ ト を Triton緩 衝 液 (50mM Tr
is-HCl、 0.5％ Triton-X100、 200mM NaCl、 10mM NaEDTA、 0.1％ (w/v)ア ジ 化 Na、 ２ mM DTT
、 pH8.0)中 で ホ モ ジ ナ イ ズ し た 後 、 Beckman J2-21中 で 13000rpmに て 15分 間 の 遠 心 分 離 に
よ り ペ レ ッ ト 化 し た 。 次 い で 、 界 面 活 性 剤 及 び 塩 を 、 以 下 の 緩 衝 液 中 で の 同 様 な 洗 浄 に よ
り 除 去 し た ： 50mM Tris-HCl、 １ mM NaEDTA、 0.1％ (w/v)ア ジ 化 Na、 ２ mM DTT、 pH8.0。 最
後 に 、 封 入 体 を 30mgの ア リ コ ー ト に 分 け 、 － 70℃ で 凍 結 さ せ た 。 封 入 体 タ ン パ ク 質 の 収 率
を 、 ６ Ｍ グ ア ニ ジ ン － HClで の 可 溶 化 及 び Bradford顔 料 結 合 ア ッ セ イ (PerBio)で の 測 定 に
よ り 定 量 化 し た 。
【 ０ １ ３ ４ 】
　 約 15mgの 可 溶 化 封 入 体 鎖 を 凍 結 ス ト ッ ク か ら 解 凍 し た 。 封 入 体 を 、 ６ Ｍ グ ア ニ ジ ン 溶 液
中 ５ mg/mlの 最 終 濃 度 ま で 希 釈 し 、 DTT(２ Ｍ ス ト ッ ク )を 10mMの 最 終 濃 度 ま で 加 え た 。 混 合
物 を 37℃ に て 30分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 １ リ ッ ト ル の リ フ ォ ー ル デ ィ ン グ 緩 衝 液 (100mM
 Tris(pH8.5)、 400mM L-ア ル ギ ニ ン 、 ２ mM EDTA、 ５ mM還 元 グ ル タ チ オ ン 、 0.5mM酸 化 グ ル
タ チ オ ン 、 ５ Ｍ 尿 素 、 0.2mM PMSF)を 調 製 し 、 ５ ℃ ± ３ ℃ に て 激 し く 撹 拌 し た 。 レ ド ッ ク
ス 対 (redox couple)(2-メ ル カ プ ト エ チ ル ア ミ ン 及 び シ ス タ ミ ン (そ れ ぞ れ 6.6mM及 び 3.7mM
の 最 終 濃 度 ま で )を 添 加 し て 約 ５ 分 後 に 、 変 性 TCR鎖 を 添 加 し た 。 次 い で 、 タ ン パ ク 質 を 、
５ ℃ ± ３ ℃ に て 撹 拌 し な が ら 、 約 ５ 時 間 ± 15分 間 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 (refold)を 、 ２ 回 、 最 初 は 10リ ッ ト ル の 100mM尿 素 に 対 し て 、 第 ２ 回
目 は 10リ ッ ト ル の 100mM尿 素 、 10mM Tris(pH8.0)に 対 し て 透 析 し た 。 リ フ ォ ー ル デ ィ ン グ
工 程 及 び 透 析 工 程 は 共 に ６ ～ ８ ℃ で 行 な っ た 。
【 ０ １ ３ ５ 】
　 Akta精 製 装 置 (Pharmacia)を 使 用 し て 、 透 析 し た リ フ ォ ー ル デ ィ ン グ 体 を POROS 50HQア
ニ オ ン 交 換 カ ラ ム に 充 填 し 、 50カ ラ ム 容 量 に わ た る ０ ～ 500mM NaClの 勾 配 で 結 合 タ ン パ ク
質 を 溶 出 さ せ る こ と に よ り 、  scTCRを 分 解 産 物 及 び 不 純 物 か ら 分 離 し た 。 ピ ー ク 画 分 を ４
℃ で 保 存 し 、 ク ー マ シ ー 染 色 SDS-PAGEに よ り 分 析 し た 後 、 プ ー ル し て 濃 縮 し た 。 次 い で 、
sTCRを 精 製 し 、 HBS-EP緩 衝 液 (10mM HEPES(pH7.4)、 150mM NaCl、 3.5mM EDTA、 0.05％  non
idet p40)中 で 予 め 平 衡 化 し た Superdex 200HRゲ ル 濾 過 カ ラ ム を 使 用 し て 特 徴 付 け た (図 ８
)。 ピ ー ク 画 分 を ４ ℃ で 保 存 し 、 ク ー マ シ ー 染 色 SDS-PAGEに よ り 分 析 し た 後 、 プ ー ル し て
濃 縮 し た 。
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【 ０ １ ３ ６ 】
実 施 例 ９ 　 NY-ESO TCR二 量 体 の ヨ ウ 素 放 射 標 識
　 実 施 例 ６ に 記 載 の よ う に 調 製 し た PEG化 二 価 NY-ESO TCR 3.4kd Mal-PEG-Mal複 合 体 を 、
以 下 の と お り 、 1 2 5 Ｉ で 標 識 し た 。
　 50μ lの 1.0Ｍ リ ン 酸 緩 衝 液 を 、 100μ lの PBS中 １ mg/mlの 二 価 NY-ESO TCR 3.4KD Mal-PEG
-Mal複 合 体 に 添 加 し た 。 次 い で 、 15μ l(1500μ Ci)の 1 2 5 Ｉ ヨ ウ 素 溶 液 (Amersham Bioscien
ce, UK)を こ の タ ン パ ク 質 溶 液 に 添 加 し 、 続 い て 50μ lの ２ mg/mlク ロ ラ ミ ン -Ｔ (Sigma)を
添 加 し た 。 次 い で 、 溶 液 を 混 合 し 、 室 温 に て １ 分 間 放 置 し た 。 次 い で 、 50μ lの １ mg/ml 
Ｌ -チ ロ シ ン 溶 液 を 添 加 し 、 次 い で 溶 液 を 十 分 に 混 合 し た 。 次 い で 、 2.3mlの 0.05Ｍ リ ン 酸
緩 衝 液 を 添 加 し 、 次 い で こ の 溶 液 を P10カ ラ ム (Sigma)に 加 え た 。 次 い で 、 こ の カ ラ ム の 空
隙 容 量 を 集 め た 。 0.05Ｍ リ ン 酸 緩 衝 液 の 12の 0.5mlア リ コ ー ト を カ ラ ム に 加 え 、 溶 出 し た
画 分 を 集 め て 番 号 を 付 し た 。 次 い で 、 更 に ５ mlの 0.05Ｍ リ ン 酸 緩 衝 液 を カ ラ ム に 加 え て 、
得 ら れ た 溶 出 画 分 を 集 め た 。
【 ０ １ ３ ７ 】
　 次 い で 、 集 め た 画 分 中 の 活 性 を シ ン チ レ ー シ ョ ン 計 数 に よ り 評 価 し た 。 次 い で 、 存 在 す
る タ ン パ ク 質 /ヨ ウ 素 含 量 の 定 量 を 可 能 に す る た め に 、 TLCを 各 画 分 か ら の サ ン プ ル に つ い
て 行 っ た 。
　 P10カ ラ ム 画 分 １ ～ ６ を 合 わ せ て 、 約 3.5mlの 容 量 を 得 た 。 次 い で 、 1.84mlの PBS中 54μ g
/mlの 二 価 NY-ESO TCR 3.4KD Mal-PEG-Mal複 合 体 を 添 加 し て 10mgの 総 タ ン パ ク 質 を 得 た 。
更 に 4.7mlの PBSを 溶 液 に 添 加 し た 。 次 い で 、 こ れ を シ ン チ レ ー シ ョ ン カ ウ ン タ ー で 計 数 し
た 。 次 い で 、 こ の 溶 液 を PBSで 10mlに 希 釈 し た 。
　 画 像 化 目 的 で 本 実 施 例 に お い て TCRを 標 識 す る た め に 使 用 し た 1 2 5 Ｉ は 、 治 療 用 物 質 を 作
成 す る た め に 、 1 3 1 Ｉ と 置 換 し 得 る 。
【 ０ １ ３ ８ 】
実 施 例 10－ 二 価 NY-ESO TCR 3.4KD Mal-PEG-Mal複 合 体 を 使 用 し て 標 的 し た イ ン ビ ボ 腫 瘍
　 実 施 例 ９ で 記 載 し た よ う に 調 製 し た 1 2 5 Ｉ 標 識 PEG化 二 価 NY-ESO TCR 3.4KD Mal-PEG-Mal
複 合 体 の HLA-A2 NY-ESOを 発 現 す る 腫 瘍 に 局 在 す る 能 力 を 以 下 の と お り に 調 べ た ：
　 12匹 の 雌 性 ヌ ー ド ラ ッ ト (HARLAN, France)を こ の 試 験 に 使 用 し た 。
　 ６ 匹 の ラ ッ ト に 、 メ ラ ノ ー マ 腫 瘍 形 成 細 胞 株 (A375-SM)を s.c.注 射 し 、 15～ 20日 間 放 置
し て 皮 下 腫 瘍 を 発 症 さ せ た (試 験 群 )。 残 り の ラ ッ ト に は 、 腫 瘍 形 成 細 胞 株 を 注 射 し な か っ
た (対 照 群 )。
　 次 い で 、 ラ ッ ト に 以 下 の 二 価 NY-ESO TCR 3.4KD Mal-PEG-Mal複 合 体 の i.v.ボ ー ラ ス 投 薬
量 を 与 え た ：
　 　 PBS中 の 二 価 NY-ESO TCR 3.4KD Mal-PEG-Mal複 合 体 ２ mg/kg(～ 25μ Ci/ラ ッ ト ) 
【 ０ １ ３ ９ 】
　 次 い で 、 １ 匹 の 試 験 群 ラ ッ ト 及 び １ 匹 の 対 照 群 ラ ッ ト を 、 二 価 NY-ESO TCR 3.4kd Mal-P
EG-Mal複 合 体 投 与 後 の 以 下 の 時 点 で 屠 殺 し た 。
　 　 20分
　 　 １ 時 間
　 　 ３ 時 間
　 　 ６ 時 間
　 　 24時 間
　 　 48時 間
　 次 い で 、 こ れ ら の ラ ッ ト を 、 標 準 手 順 を 用 い る 定 量 的 全 身 オ ー ト ラ ジ オ グ ラ フ ィ ー (Qua
ntitative Whole Body Autoradiography)(QWBA)に 供 し た 。 可 能 な 限 り 多 く の 組 織 が 含 ま
れ る よ う に 、 ラ ッ ト 身 体 の ５ つ の レ ベ ル で 断 面 を 示 し た 。 次 い で 、 Fuji BAS 1500バ イ オ
イ メ ー ジ ア ナ ラ イ ザ ー 並 び に 付 属 の Tina及 び SeeScanソ フ ト ウ ェ ア を 用 い て 、 放 射 活 性 の
定 量 的 分 布 を 行 っ た 。
【 ０ １ ４ ０ 】
(結 果 )
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　 各 時 点 で の 放 射 標 識 し た 二 価 NY-ESO TCR 3.4KD Mal-PEG-Mal複 合 体 の 分 布 を 、 オ ー ト ラ
ジ オ グ ラ フ ィ ー に よ り 可 視 化 し た 。 放 射 標 識 し た 二 量 体 は 、 最 初 、 ラ ッ ト 全 身 に 迅 速 に 広
が っ た 。 こ の こ と は 、 二 量 体 投 与 の 20分 後 に 屠 殺 し た ラ ッ ト の オ ー ト ラ ジ オ グ ラ フ で あ る
図 16か ら 理 解 で き る 。 二 量 体 が よ り 長 期 に わ た っ て 腫 瘍 へ の 局 在 又 は 腫 瘍 内 で の 局 在 を 引
き 起 こ す 能 力 は 、 二 量 体 投 与 の 48時 間 後 に 屠 殺 し た ラ ッ ト の オ ー ト ラ ジ オ グ ラ フ で あ る 図
17か ら 明 確 に 理 解 で き る 。
【 ０ １ ４ １ 】
(結 論 )
　 二 価 NY-ESO TCR 3.4KD Mal-PEG-Mal複 合 体 投 与 の 48時 間 後 の 放 射 活 性 の 分 布 は 、 放 射 標
識 し た 二 量 体 が 腫 瘍 に 局 在 し 、 腫 瘍 に 侵 入 し た こ と を 示 す 。
【 ０ １ ４ ２ 】
実 施 例 11－ TCRの 四 量 体 化
　 四 量 体 マ レ イ ミ ド － PEG(４ ア ー ム MAL-PEG, MW 20KD, Shearwater Corporation)を 使 用
し て 、 新 規 ジ ス ル フ ィ ド 鎖 間 結 合 及 び β 鎖 Ｃ 末 端 上 の 追 加 の シ ス テ イ ン 残 基 を 含 む A6 TCR
(上 記 の よ う に 調 製 )を 四 量 体 化 し た 。 こ の リ ン カ ー の 末 端 上 の マ レ イ ミ ド 基 は 、 リ ン カ ー
に 、 自 由 チ オ ー ル の 結 合 特 異 性 を 付 与 す る 。 ジ ス ル フ ィ ド TCR鎖 間 結 合 を 還 元 す る こ と な
く 可 溶 性 TCRβ 鎖 の 自 由 シ ス テ イ ン を 還 元 す る た め に 、 四 量 体 化 前 に TCRを 還 元 剤 0.5mM DT
Tで 前 処 理 し た (37℃ 、 １ 時 間 )。 次 い で 、 10mM EDTAを 含 む PBS緩 衝 液 中 で の ゲ ル 濾 過 ク ロ
マ ト グ ラ フ ィ ー (Superdex 75)に よ り 可 溶 性 TCRを 再 精 製 し た 。 約 ４ ： １ (タ ン パ ク 質 対 架
橋 剤 )の モ ル 比 に て ４ ア ー ム MAL－ PEG(DMF中 10mM)を 添 加 し 、 続 い て 室 温 で 一 晩 イ ン キ ュ ベ
ー ト す る こ と に よ り 四 量 体 化 を 達 成 し た 。 次 い で 、 PBS中 で 予 め 平 衡 化 し た Superdex 75 H
R10/30ゲ ル 濾 過 カ ラ ム を 使 用 し て 、 生 成 物 を 精 製 し た 。 溶 出 画 分 を SDS-PAGEに よ り 更 に 分
析 し た 。
【 ０ １ ４ ３ 】
　 こ の 画 分 か ら の サ ン プ ル を 、 DTTを 含 ま な い か (非 還 元 用 )又 は 15mM DTTを 含 む (還 元 用 )
標 準 的 な SDSサ ン プ ル 緩 衝 液 (BioRad)で 前 処 理 し 、 勾 配 ４ ～ 20％ PAGE上 で 泳 動 さ せ 、 ク ー
マ シ ー ブ ル ー 染 色 で 染 色 し た 。
【 ０ １ ４ ４ 】
実 施 例 12－ 特 異 的 pMHCへ の 四 価 A6 TCR PEG複 合 体 の 結 合 の BIAcore表 面 プ ラ ズ モ ン 共 鳴 特
徴 付 け
　 実 施 例 11に 記 載 し た よ う に 調 製 し た 四 価 A6 TCR PEG複 合 体 と そ の コ グ ネ イ ト pMHC複 合 体
と の 相 互 作 用 を 、 実 施 例 ７ に 記 載 し た 方 法 を 用 い て BIAcore 3000(商 標 )表 面 プ ラ ズ モ ン 共
鳴 (SPR)バ イ オ セ ン サ で 分 析 し た 。
　 簡 潔 に は 、 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン 被 覆 BIAcoreチ ッ プ に 、 Taxペ プ チ ド (1000応 答 単 位 )の 存
在 下 で リ フ ォ ー ル デ ィ ン グ し た ビ オ チ ン 化 HLA A2を 載 せ た 。 四 量 体 は 、 解 離 半 減 期 の 計 算
が 問 題 あ る と 判 明 す る 程 度 に 、 劇 的 な ア ビ デ ィ テ ィ ー 効 果 を 示 し た 。 図 12c及 び 図 18の 比
較 に よ り 、 こ れ ら A6 TCR四 量 体 は 、 増 大 し た ア ビ デ ィ テ ィ ー を 有 し 、 し た が っ て 対 応 す る
A6 TCR二 量 体 よ り 長 い 解 離 半 減 期 を 有 す る こ と が 示 さ れ る 。
【 ０ １ ４ ５ 】
実 施 例 13－ 腫 瘍 切 片 の ク リ オ ス タ ッ ト 及 び パ ラ フ ィ ン 調 製
　 免 疫 組 織 化 学 (IHC)研 究 及 び 免 疫 蛍 光 (IF)研 究 を 実 施 す る た め 、 実 施 例 10で 使 用 し た ３
匹 の ラ ッ ト か ら 腫 瘍 を 取 り 出 し た 。 腫 瘍 を 半 分 に 切 断 し 、 次 い で 一 方 を ホ ル マ リ ン 固 定 パ
ラ フ ィ ン 包 埋 に よ り 調 製 し 、 残 る 半 分 を 以 下 の 方 法 を 用 い て ク リ オ ス タ ッ ト 調 製 に よ り 調
製 し た ：
(ク リ オ ス タ ッ ト 調 製 )
　 腫 瘍 サ ン プ ル を 液 体 窒 素 中 で 素 早 く 凍 結 さ せ 、 次 い で ク リ オ ス タ ッ ト を 使 用 し て ６ μ m
切 片 に ス ラ イ ス し た 。 こ れ ら 切 片 を IF研 究 に 使 用 し た 。
(ホ ル マ リ ン 固 定 パ ラ フ ィ ン 包 埋 組 織 調 製 )
　 残 る 腫 瘍 サ ン プ ル を 10％ 中 性 ホ ル マ リ ン 中 で 固 定 し 、 パ ラ フ ィ ン ワ ッ ク ス に 包 埋 し た 。
次 い で 、 ミ ク ロ ト ー ム を 使 用 し て 包 埋 腫 瘍 切 片 か ら ３ μ m切 片 を ス ラ イ ス し た 。 こ れ ら 切
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片 を IHC研 究 に 使 用 し た 。
【 ０ １ ４ ６ 】
実 施 例 14－ IHC染 色 及 び IF染 色 並 び に 可 視 化
(TCRβ 鎖 及 び NY-ESO TCR特 異 的 染 色 )
　 全 て の TCRβ 鎖 及 び NY-ESO TCRの 両 方 の 分 布 を 、 ホ ル マ リ ン 固 定 パ ラ フ ィ ン 包 埋 腫 瘍 組
織 サ ン プ ル に お い て 可 視 化 し た 。 こ れ ら は 、 西 洋 ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 酵 素 マ ー カ ー を
用 い る 間 接 IHC法 を 使 用 し て 以 下 の と お り 実 施 し た ：
【 ０ １ ４ ７ 】
プ ロ ト コ ル
１ ． 切 片 を 40℃ で 10分 間 暖 め た 。
２ ． 切 片 を Histoclear中 で 10分 間 脱 パ ラ フ ィ ン 化 し 、 100％  Industrial Methylated Spir
it(IMS)中 、  70％ IMS/H 2 O中 、 H 2 O中 に 各 ５ 分 間 浸 す こ と に よ り 再 水 和 化 し た 。
３ ． 切 片 を PBS中 で ５ 分 間 洗 浄 し た 。
４ ． 0.3％  H 2 O 2 中 に 室 温 に て 30分 間 浸 す こ と に よ り 切 片 か ら 内 因 性 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 活 性
を 除 去 し た 。
５ ． 切 片 を PBS中 で ３ 回 、 各 回 ５ 分 間 洗 浄 し た 。
６ ． 100μ lの ブ ロ ッ キ ン グ 血 清 を 各 切 片 に 加 え 、 30分 間 放 置 し た 。 ブ ロ ッ キ ン グ 血 清 は 、
二 次 抗 体 を 惹 起 さ せ た 種 か ら 調 製 す る 。 こ の 工 程 は 、 二 次 Abが 適 用 さ れ た と き に そ れ が 一
次 抗 体 に の み 結 合 す る よ う に 、 切 片 へ の マ ウ ス IgGの 非 特 異 的 結 合 を 阻 止 す る た め に 行 う
。
７ ． 100μ lの 一 次 Ab(ウ サ ギ ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 TCR抗 体 )を 各 切 片 に 加 え 、 カ バ ー グ ラ ス で
覆 っ た 。 工 程 ６ で 使 用 し た ブ ロ ッ キ ン グ 血 清 中 １ ： 50の 希 釈 物 を 作 成 し 、 こ れ を 室 温 に て
40～ 50分 間 放 置 し た 。
８ ． 切 片 を PBS中 で ２ 回 、 各 回 ５ 分 間 洗 浄 し た 。
９ ． 100μ lの ビ オ チ ン 化 二 次 Ab(抗 ウ サ ギ 抗 体 )を 各 切 片 に 加 え 、 次 い で 切 片 を カ バ ー グ ラ
ス で 覆 い 、 30分 間 放 置 し た 。
10． 切 片 を PBS中 で ２ 回 、 各 回 ５ 分 間 洗 浄 し た 。
11． 100μ lの ア ビ ジ ン /ビ オ チ ン 複 合 体 (Vectastain kit)(使 用 の 30分 前 に 製 造 業 者 の 指 示
に 従 っ て 作 成 )を 各 切 片 に 室 温 に て 30分 間 加 え た 。
12． 切 片 を PBS中 で ２ 回 、 各 回 ５ 分 間 洗 浄 し た 。
13． 100μ lの 酵 素 基 質 、 ジ ア ミ ノ ベ ン ジ ジ ン テ ト ラ ハ イ ド ロ ク ロ ラ イ ド (DAB)を 各 切 片 に
加 え て ５ 分 間 放 置 し た 。
14． 次 い で 切 片 を 水 道 水 で 濯 い だ 。
15． 切 片 を ヘ マ ト キ シ リ ン で 15秒 間 対 比 染 色 し た 。
16． 切 片 を 70％  IMS/dH 2 O中 、 100％  IMS中 に ５ 分 間 、 次 い で Histoclear中 に ５ ～ 10分 間 浸
す こ と に よ り 脱 水 化 し た 。
17． DPXを 用 い て 標 本 を 作 成 し た 。
【 ０ １ ４ ８ 】
　 ２ つ の 異 な る 対 照 を こ れ ら TCR染 色 研 究 に 含 め た 。 第 １ は 、 一 次 抗 体 を 省 略 し た 「 省 略
対 照 」 で あ る 。 第 ２ の 対 照 で は 、 可 溶 性 NY-ESO TCRに 予 め 吸 着 さ せ た 抗 NY-ESO TCR抗 体 も
ま た 使 用 し た 。
【 ０ １ ４ ９ 】
(HLA-A2染 色 )
　 ク リ オ ス タ ッ ト で 調 製 し た 腫 瘍 切 片 内 で の HLA-A2の 分 布 を 、 標 準 的 な 免 疫 蛍 光 技 法 に よ
り 評 価 し た 。 簡 潔 に は 、 画 像 化 す べ き ク リ オ ス タ ッ ト 調 製 切 片 を 、 FITC蛍 光 マ ー カ ー で 標
識 し た 飽 和 濃 度 の 抗 HLA-A2抗 体 中 に 水 浴 さ せ た 。 次 い で 、 過 剰 の 未 結 合 抗 体 を 洗 い 流 し 、
次 い で サ ン プ ル を 画 像 化 用 に 調 製 し た 。 こ の 方 法 は ま た 、 対 照 と し て FITC標 識 非 特 異 的 Ig
Gを 用 い て も 繰 り 返 し た 。
【 ０ １ ５ ０ 】
(ヘ マ ト キ シ リ ン 及 び エ オ シ ン (H&E)染 色 )
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　 以 下 の 方 法 を 使 用 し て 、 ホ ル マ リ ン 固 定 パ ラ フ ィ ン 包 埋 腫 瘍 切 片 で H&E染 色 を 行 っ た ：
１ ． 切 片 を Histoclear中 で 10分 間 脱 パ ラ フ ィ ン 化 し 、 100％  (IMS)中 、  70％ IMS/H 2 O中 、 H

2 O中 に 各 ５ 分 間 浸 す こ と に よ り 再 水 和 化 し た 。
２ ． 切 片 を ヘ マ ト キ シ リ ン に 10～ 15分 間 浸 し た 。
３ ． 切 片 を 水 道 水 で 、 次 い で 蒸 留 H 2 Oで 十 分 に 洗 浄 し た 。
４ ． ス ラ イ ド を 、 酸 /ア ル コ ー ル (１ ％  HCl/70％  IMS)中 で 数 秒 間 浸 漬 す る こ と に よ り 脱 染
し た 。
５ ． ス ラ イ ド を 70％  IMS/H 2 O及 び 100％  IMSの 各 々 に ２ 分 間 浸 漬 す る こ と に よ り 脱 水 化 し
た 。
６ ． ス ラ イ ド を エ オ シ ン 中 に 15～ 30秒 間 浸 漬 し た 。
７ ． ス ラ イ ド を 100％  IMS中 に ２ 分 間 浸 し た 。
８ ． ス ラ イ ド を 100％  IMS中 に ５ 分 間 浸 し た 。
９ ． ス ラ イ ド を Histoclear中 に ～ 10分 間 浸 し た 。
10． 最 後 に 、 ス ラ イ ド を DPXを 用 い て 標 本 に し た 。
【 ０ １ ５ １ 】
　 次 い で 、 染 色 し た 腫 瘍 切 片 を 、 光 学 顕 微 鏡 (H&E染 色 )又 は 蛍 光 顕 微 鏡 (TCR/HLA染 色 )を 用
い て 画 像 化 し た 。
【 ０ １ ５ ２ 】
(結 果 )
　 NY-ESO PEG二 量 体 の 注 射 20分 後 に 屠 殺 し た ラ ッ ト か ら 調 製 し た 腫 瘍 切 片 で 実 施 し た NY-E
SO TCR染 色 の 結 果 は 、 TCR二 量 体 が 腫 瘍 塊 に 迅 速 に 侵 入 し た こ と を 証 明 す る (図 20a～ 図 20d
)。
　 NY-ESO TCR分 布 を 、 腫 瘍 内 の 生 存 組 織 及 び 壊 死 組 織 (H&E染 色 に よ り 決 定 )中 で 直 接 比 較
し た 。 こ の 比 較 に よ り 、 NY-ESO TCRが 腫 瘍 の 生 存 領 域 内 で 優 勢 に 見 出 さ れ る こ と が 明 ら か
と な っ た (図 21を 参 照 )。
　 HLA-A2分 布 を 、 腫 瘍 内 の 生 存 組 織 及 び 壊 死 組 織 (H&E染 色 に よ り 決 定 )中 で 直 接 比 較 し た
。 こ の 比 較 に よ り 、 HLA-A2が 腫 瘍 の 生 存 領 域 内 で 優 勢 に 見 出 さ れ る こ と が 明 ら か と な っ た
(図 19a～ 図 19cを 参 照 )。
【 ０ １ ５ ３ 】
(結 論 )
　 上 記 実 験 は 、 TCR PEG二 量 体 が 注 射 後 20分 以 内 に 腫 瘍 中 に 侵 入 し た こ と を 示 す 。 図 20a～
図 20dは 、 TCR PEG二 量 体 が 腫 瘍 細 胞 中 に 内 在 化 さ れ た 可 能 性 を 示 す 。 そ の 間 に こ れ が 生 じ
た よ う に み え る 非 常 に 短 い 時 間 ス ケ ー ル は 、 能 動 的 な 進 入 機 構 を 示 唆 す る 。 更 に 、 注 射 し
た NY-ESO TCR PEGは 、 腫 瘍 の 生 存 領 域 で 優 勢 に 見 出 さ れ た 。 HLA-A2分 布 は 大 部 分 が 腫 瘍 の
生 存 領 域 に 限 局 さ れ て い る の で 、 腫 瘍 の こ の 領 域 は 、 選 択 的 に 標 的 さ れ る と 予 測 さ れ る 。
【 ０ １ ５ ４ 】
実 施 例 15－ 定 常 領 域 間 に 非 天 然 型 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 を 有 し CDR3変 異 を 含 む 高 親 和 性 可 溶 性
へ テ ロ 二 量 体 A6 TCRの 作 成
　 高 親 和 性 可 溶 性 へ テ ロ 二 量 体 A6 TCRを 、 実 施 例 ５ に 記 載 の 方 法 を 用 い て 発 現 及 び リ フ ォ
ー ル デ ィ ン グ さ せ た 。 こ の 可 溶 性 A6 TCRは 、 二 量 体 化 を 促 進 す る た め に α 鎖 の Ｃ 末 端 に シ
ス テ イ ン 残 基 が 付 加 さ れ て い る こ と を 除 い て 、 前 述 し た TCRα 鎖 を 含 む (DNA配 列 及 び ア ミ
ノ 酸 配 列 に つ い て は そ れ ぞ れ 図 22a及 び 図 22bを 参 照 )。 こ の TCRの β 鎖 は 、 相 補 性 決 定 領 域
３ (CDR3)中 に 、 そ の コ グ ネ イ ト HLA-A2-Taxリ ガ ン ド に 関 す る 増 大 し た 親 和 性 を 付 与 す る 変
異 を 含 む (DNA配 列 及 び ア ミ ノ 酸 配 列 に つ い て は そ れ ぞ れ 図 23a及 び 図 23bを 参 照 )。
【 ０ １ ５ ５ 】
実 施 例 16　 二 価 高 親 和 性 A6 TCR PEG複 合 体 の 作 成 及 び BIAcore試 験
　 実 施 例 15で 記 載 し た よ う に 作 成 し た 高 親 和 性 可 溶 性 へ テ ロ 二 量 体 A6 TCRの PEG二 量 体 を
、 実 施 例 ６ で 記 載 し た よ う な 方 法 を 用 い て 調 製 し た 。
　 次 い で 、 BIAcore 3000(商 標 )を 用 い て 、 コ グ ネ イ ト リ ガ ン ド に 対 す る 高 親 和 性 A6 TCR及
び 高 親 和 性 A6 TCR PEG二 量 体 の 結 合 を 評 価 し た 。 使 用 し た 方 法 は 、 こ の 変 異 体 A6 TCRの 高
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親 和 性 が 単 回 注 入 を 用 い て 結 合 研 究 を 行 う こ と を 必 要 と し た こ と を 除 い て 、 実 施 例 ７ で 使
用 し た 方 法 と 同 様 で あ っ た 。 使 用 し た 条 件 (動 力 学 的 研 究 に 最 適 化 )を 下 記 に 要 約 す る ：
　 BIAcore条 件
　 　 緩 衝 液 ： PBS； 流 速 ： 50ml/分
　 　 リ ガ ン ド (HLA-A2 Tax)固 定 化 レ ベ ル ： 500RU
　 　 注 入 (Kinject)： 250ml結 合 /2400ml解 離
　 タ ン パ ク 質 サ ン プ ル
　 　 高 親 和 性 (HA) A6 TCR； PBS中 4.4 A280/ml (15.05.03NL)； 実 用 希 釈 率 (working dilut
ion)： 最 終 的 に 400ml中 ４ ml
　 　 高 親 和 性 A6 TCR二 量 体 (TCR-PEG-TCR； 3,400K直 鎖 状 PEG)； PBS中 1.0 A280/ml； 実 用 希
釈 率 ： 最 終 的 に 400ml中 17.6ml
【 ０ １ ５ ６ 】
(結 果 )
　 高 親 和 性 A6 TCRと HLA-A2 Taxと の 間 の 相 互 作 用 に つ い て の T 1 / 2 を 41分 と 算 出 し た (図 24
を 参 照 )。 高 親 和 性 A6 TCR 3.4KD PEG二 量 体 と HLA-A2 Taxと の 間 の 相 互 作 用 に つ い て の T 1 /
2 を 22～ 78時 間 の オ ー ダ ー で あ る と 算 出 し た (図 25を 参 照 )。
【 ０ １ ５ ７ 】
(結 論 )
　 上 記 の よ う に 、 高 親 和 性 A6 TCRの 二 量 体 化 は 、 相 互 作 用 T 1 / 2 を 41分 か ら 22～ 78時 間 の 間
に ま で 増 大 さ せ た 。 PEG二 量 体 に お け る 高 親 和 性 変 異 体 A6 TCRの 使 用 は 、 相 互 作 用 T 1 / 2 を 3
5～ 79分 (天 然 型 A6 TCR PEG二 量 体 )か ら 22～ 78時 間 ま で 増 大 さ せ た 。
【 ０ １ ５ ８ 】
実 施 例 17－ 20KD Mal-PEG-Malリ ン カ ー を 用 い る 高 親 和 性 A6 TCRの 二 量 体 化
　 実 施 例 ６ に 記 載 の 作 成 方 法 を 使 用 し て 、 非 分 枝 状 二 官 能 性 マ レ イ ミ ド － PEG (MAL-PEG-M
AL, MW 20KD, NOF Corp.)を 用 い て 、 新 規 ジ ス ル フ ィ ド 鎖 間 結 合 及 び β 鎖 Ｃ 末 端 上 の 追 加
の シ ス テ イ ン 残 基 を 含 む 高 親 和 性 A6 TCR(上 記 の よ う に 作 成 )を 架 橋 し た 。
　 次 い で 、 作 成 し た 二 量 体 高 親 和 性 A6 TCR 20KD Mal-PEG-Mal複 合 体 を 、 変 法 を 用 い て 以
下 の と お り 再 精 製 し た ：
　 ア ニ オ ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー を 使 用 し て 、 高 親 和 性 A6 TCR 20KD Mal-PEG-Mal複 合
体 の た め の 最 初 の 再 精 製 工 程 を 行 っ た ：
　 カ ラ ム ： MonoQ HR5/5高 分 解 能 カ ラ ム (Pharmacia)
　 緩 衝 液 ： 25mM Tris-HCL、 pH8、 0.5mM EDTA
　 溶 出 勾 配 ： ０ ～ 0.5Ｍ  NaCl(上 記 緩 衝 液 中 )
【 ０ １ ５ ９ 】
　 二 量 体 は 、 勾 配 の 中 間 (約 0.25Ｍ  NaCl)で 単 一 ピ ー ク と し て 溶 出 し た 。
　 次 い で 、 生 成 物 を 、 PBS中 で 予 め 平 衡 化 し た Superdex 200 HR10/30ゲ ル 濾 過 カ ラ ム を 用
い て 最 終 的 な 精 製 に 付 し た 。
【 ０ １ ６ ０ 】
実 施 例 18－ HLA-A2 Taxへ の 高 親 和 性 A6 TCR 20KD Mal-PEG-Mal複 合 体 の 結 合 の BIAcore表 面
プ ラ ズ モ ン 共 鳴 特 徴 付 け
　 実 施 例 17に 記 載 し た よ う に 作 成 し た 高 親 和 性 A6 TCR 20KD Mal-PEG-Mal複 合 体 と そ の コ
グ ネ イ ト pMHC複 合 体 (HLA-A2 Tax)と の 間 の 相 互 作 用 を 、 実 施 例 16に 記 載 の よ う に BIAcore 
3000(商 標 )表 面 プ ラ ズ モ ン 共 鳴 (SPR)バ イ オ セ ン サ で 分 析 し た 。
　 二 価 高 親 和 性 A6 TCR 20KD PEG複 合 体 は 、 HLA-A2-Taxに 関 し て 、 9.5日 の 解 離 半 減 期 を 有
し て い た 。 こ れ を 、 同 じ 相 互 作 用 に つ い て の 高 親 和 性 二 価 A6 3.4KD Mal-PEG-Mal複 合 体 の
解 離 半 減 期 22～ 78時 間 と 比 較 す る 。
　 理 論 に 拘 束 さ れ る こ と を 望 ま な い が 、 高 親 和 性 A6 TCR 20KD PEG複 合 体 に つ い て 証 明 さ
れ た 、 高 親 和 性 A6 TCR 3.4KD PEG複 合 体 の そ れ と 比 較 し て 増 大 し た 解 離 半 減 期 は 、 標 的 細
胞 の 表 面 上 の HLA複 合 体 へ の 二 価 性 付 着 を 機 会 よ り 多 く 提 供 す る よ り 長 い リ ン カ ー に 起 因
す る と 考 え ら れ る 。
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【 ０ １ ６ １ 】
実 施 例 19－ 5KDフ ォ ー ク 状 Mal-PEG-Malリ ン カ ー を 用 い る A6 TCRの 二 量 体 化
　 実 施 例 ６ に 記 載 の 作 成 方 法 及 び 再 精 製 方 法 を 使 用 し て 、 5KDフ ォ ー ク 状 二 官 能 性 マ レ イ
ミ ド － PEG (MAL-PEG-MAL, MW 5KD, Shearwater Corporation)を 用 い て 、 新 規 ジ ス ル フ ィ
ド 鎖 間 結 合 及 び β 鎖 Ｃ 末 端 上 の 追 加 の シ ス テ イ ン 残 基 を 含 む A6 TCR(実 施 例 ５ に 記 載 の よ
う に 作 成 )を 架 橋 し た 。
【 ０ １ ６ ２ 】
実 施 例 20－ HLA-A2 Taxへ の 二 量 体 A6 TCR 5KDフ ォ ー ク 状 Mal-PEG-Mal複 合 体 、 二 量 体 A6 TC
R 3.4KD直 鎖 状 Mal-PEG-Mal複 合 体 及 び 単 量 体 3.4KD直 鎖 状 A6 TCR複 合 体 の 結 合 の BIAcore表
面 プ ラ ズ モ ン 共 鳴 の 比 較
　 実 施 例 19に 記 載 し た よ う に 作 成 し た 二 量 体 A6 TCR 5KDフ ォ ー ク 状 Mal-PEG-Mal複 合 体 と
そ の コ グ ネ イ ト pMHC複 合 体 (HLA-A2 Tax)と の 間 の 相 互 作 用 を 、 実 施 例 16に 記 載 の よ う に BI
Acore 3000(商 標 )表 面 プ ラ ズ モ ン 共 鳴 (SPR)バ イ オ セ ン サ で 分 析 し た 。
　 実 施 例 ５ に 記 載 の よ う に 作 成 し た 二 量 体 A6 TCR 3.4KD直 鎖 状 Mal-PEG-Mal複 合 体 と 単 量
体 A6 TCR 3.4KD直 鎖 状 PEG複 合 体 と の 間 の 相 互 作 用 も ま た 、 比 較 の た め に 同 じ BIAcoreチ ッ
プ 上 で 分 析 し た 。
　 二 価 A6 TCR 5KDフ ォ ー ク 状 PEG複 合 体 及 び 二 価 A6 3.4KD Mal-PEG-Mal複 合 体 は 、 HLA-A2-
Taxに 関 し て 同 様 な 結 合 特 性 を 有 し て い た (図 26を 参 照 )。
【 ０ １ ６ ３ 】
実 施 例 20－ 高 親 和 性 ク ロ ー ン 134 A6 TCR 20KD PEG二 量 体 を 使 用 す る 細 胞 染 色
　 PP抗 原 提 示 細 胞 を あ る 濃 度 (10 - 5 ～ 10 - 9 Ｍ )の Taxペ プ チ ド で 37℃ に て 90分 間 パ ル ス し た
。 対 照 は 、 T2細 胞 を 使 用 し て 、 10 - 5 Ｍ イ ン フ ル エ ン ザ (Flu)ペ プ チ ド で パ ル ス す る か 、 又
は ペ プ チ ド な し で イ ン キ ュ ベ ー ト し た (パ ル ス な し )。 パ ル ス の 後 、 細 胞 を 無 血 清 RPMIで 洗
浄 し 、 １ × 10 5 細 胞 を 、 Alexa 488 (Molecular probes, The Netherlands)で 標 識 し た 高 親
和 性 ク ロ ー ン 134 A6 TCR 20KD PEG二 量 体 と 共 に 室 温 に て 10分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 細
胞 を 洗 浄 後 、 標 識 し た TCR二 量 体 の 結 合 を 、 FACSVantage SE (Becton Dickinson)を 使 用 す
る フ ロ ー サ イ ト メ ト リ に よ り 調 べ た 。
(結 果 )
　 図 27a及 び 図 27bに 示 さ れ る よ う に 、 高 親 和 性 ク ロ ー ン 134 A6 TCR 20KD PEG二 量 体 に よ
る PP細 胞 の 特 異 的 染 色 が 、 10 - 5 Ｍ を 下 限 と す る Taxペ プ チ ド 濃 度 で 観 察 す る こ と が で き た
。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ １ ６ ４ 】
【 図 １ 】 シ ス テ イ ン コ ド ン を 導 入 す る よ う に 変 異 さ れ た 可 溶 性 A6 TCRの α 鎖 (ａ )及 び β 鎖
(ｂ )の 核 酸 配 列 を 示 す 。 影 は 導 入 し た シ ス テ イ ン コ ド ン を 示 す 。
【 図 ２ 】 ａ は 、 新 規 な ジ ス ル フ ィ ド 鎖 間 結 合 を 形 成 す る た め に 使 用 し た T 4 8 → Ｃ 変 異 (下 線
)を 含 む A6 TCRα 鎖 細 胞 外 ア ミ ノ 酸 配 列 を 示 す 。 ｂ は 、 新 規 な ジ ス ル フ ィ ド 鎖 間 結 合 を 形
成 す る た め に 使 用 し た S 5 7 → Ｃ 変 異 (下 線 )を 含 む A6 TCRβ 鎖 細 胞 外 ア ミ ノ 酸 配 列 を 示 す 。
【 図 ３ 】 シ ス テ イ ン コ ド ン を 導 入 す る よ う に 変 異 し た 可 溶 性 NY-ESO TCRの α 鎖 (ａ )及 び β
鎖 (ｂ )の 核 酸 配 列 を 示 す 。
【 図 ４ 】 ａ は 、 新 規 な ジ ス ル フ ィ ド 鎖 間 結 合 を 形 成 す る た め に 使 用 し た T 4 8 → Ｃ 変 異 を 含
む NY-ESO TCRα 鎖 細 胞 外 ア ミ ノ 酸 配 列 を 示 す 。 ｂ は 、 新 規 な ジ ス ル フ ィ ド 鎖 間 結 合 を 形 成
す る た め に 使 用 し た S 5 7 → Ｃ 変 異 を 含 む A6 TCRβ 鎖 細 胞 外 ア ミ ノ 酸 配 列 を 示 す 。
【 図 ５ 】 コ ー ド す る ポ リ ペ プ チ ド の Ｃ 末 端 に シ ス テ イ ン 残 基 の 付 加 を 引 き 起 こ す コ ド ン を
導 入 す る よ う に 更 に 変 異 さ せ た 可 溶 性 NY-ESO TCRの β 鎖 の 核 酸 配 列 を 示 す 。
【 図 ６ 】 ポ リ ペ プ チ ド の Ｃ 末 端 に シ ス テ イ ン 残 基 を 導 入 す る よ う に 更 に 変 異 さ せ た 可 溶 性
NY-ESO TCRの β 鎖 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 示 す 。
【 図 ７ 】 コ ー ド す る ポ リ ペ プ チ ド の Ｃ 末 端 に シ ス テ イ ン 残 基 の 付 加 を 引 き 起 こ す コ ド ン を
導 入 す る よ う に 更 に 変 異 さ せ た 可 溶 性 A6 TCRの α 鎖 (ａ )及 び β 鎖 (ｂ )の 核 酸 配 列 を 示 す 。
【 図 ８ 】 ポ リ ペ プ チ ド の Ｃ 末 端 に シ ス テ イ ン 残 基 を 導 入 す る よ う に 更 に 変 異 さ せ た 可 溶 性
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A6 TCRの α 鎖 (ａ )及 び β 鎖 (ｂ )の ア ミ ノ 酸 配 列 を 示 す 。
【 図 ９ 】 PBS中 で 予 め 平 衡 化 し た Superdex 75 HR10/30ゲ ル 濾 過 カ ラ ム で 泳 動 さ せ た 二 量 体
NY-ESO TCR 3.4kd Mal-PEG-Mal複 合 体 の ク ロ マ ト グ ラ ム で あ る 。
【 図 １ ０ 】 還 元 条 件 及 び 非 還 元 条 件 下 で 泳 動 さ せ た 図 ９ に 示 し た ゲ ル 濾 過 ゲ ル か ら 集 め た
画 分 の SDS PAGEゲ ル で あ る 。
【 図 １ １ ａ 】 単 量 体 NY-ESO TCRと 固 定 化 HLA-A2-NY-ESOと の 間 の 相 互 作 用 を 示 す BIACoreト
レ ー ス で あ る 。
【 図 １ １ ｂ 】 二 量 体 NY-ESO TCR 3.4kd Mal-PEG-Mal複 合 体 と 固 定 化 HLA-A2-NY-ESOと の 間
の 相 互 作 用 を 示 す BIACoreト レ ー ス で あ る 。
【 図 １ ２ ａ 】 単 量 体 A6 TCRと 固 定 化 HLA-A2-Taxと の 間 の 相 互 作 用 を 示 す BIACoreト レ ー ス
で あ る 。
【 図 １ ２ ｂ 】 二 量 体 A6 TCR 3.4kd Mal-PEG-Mal複 合 体 と 固 定 化 HLA-A2-Taxと の 間 の 相 互 作
用 を 示 す BIACoreト レ ー ス で あ る 。
【 図 １ ２ ｃ 】 固 定 化 HLA-A2-Tax上 に 流 し た 二 量 体 A6 TCR 3.4kd Mal-PEG-Mal複 合 体 の 単 回
注 入 を 示 す BIACoreト レ ー ス で あ る 。
【 図 １ ３ 】 A6 scTCRの 構 築 に 使 用 し た リ ン カ ー の DNA配 列 及 び ア ミ ノ 酸 配 列 を 示 す 。
【 図 １ ４ 】 フ ァ ー ジ ミ ド ベ ク タ ー 中 へ の TCRα 鎖 及 び β 鎖 の ク ロ ー ニ ン グ を 概 説 す る 。 こ
の 図 は 、 フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ ベ ク タ ー を 記 述 す る 。 RSBは リ ボ ソ ー ム 結 合 部 位 で あ る 。 S
1又 は S2は 、 E.coliの 細 胞 周 辺 質 に タ ン パ ク 質 を 分 泌 す る た め の シ グ ナ ル ペ プ チ ド で あ る
。 「 *」 は 翻 訳 停 止 コ ド ン を 示 す 。 TCRα 鎖 又 は β 鎖 の い ず れ も が フ ァ ー ジ コ ー ト タ ン パ ク
質 と 融 合 さ れ 得 る が 、 こ の 図 で は 、 TCRβ 鎖 の み が フ ァ ー ジ コ ー ト タ ン パ ク 質 と 融 合 し て
い る 。
【 図 １ ５ 】 フ ァ ー ジ ミ ド pEX746:A6の DNA配 列 (ａ )及 び ア ミ ノ 酸 配 列 (ｂ )を 詳 説 す る 。
【 図 １ ６ 】 腫 瘍 を 有 す る 雌 性 ヌ ー ド ラ ッ ト に 二 量 体 -[ 1 2 5 Ｉ ]-mTCR(PEG化 )の 単 回 の 静 脈 内
投 与 を し た 20分 後 の 組 織 内 の 放 射 活 性 の 分 布 を 示 す 。
【 図 １ ７ 】 腫 瘍 を 有 す る 雌 性 ヌ ー ド ラ ッ ト に 二 量 体 -[ 1 2 5 Ｉ ]-mTCR(PEG化 )の 単 回 の 静 脈 内
投 与 を し た 48時 間 後 の 組 織 内 の 放 射 活 性 の 分 布 を 示 す 。
【 図 １ ８ 】 PEG連 結 A6 TCR四 量 体 と 固 定 化 HLA-A2-Taxと の 間 の 相 互 作 用 を 示 す BIAcoreト レ
ー ス で あ る 。
【 図 １ ９ 】 ａ は H&E染 色 し た ク リ オ ス タ ッ ト 腫 瘍 切 片 を 示 す 。 ｂ は 抗 HLA-A2染 色 し た ク リ
オ ス タ ッ ト 腫 瘍 切 片 を 示 す 。 ｃ は 対 照 IgG染 色 し た ク リ オ ス タ ッ ト 腫 瘍 切 片 を 示 す 。
【 図 ２ ０ 】 ａ は 、 H&E染 色 及 び 抗 TCRβ 鎖 抗 体 染 色 し た ホ ル マ リ ン 固 定 パ ラ フ ィ ン 包 埋 腫 瘍
切 片 を 示 す 。 ｂ は 、 H&E染 色 及 び 抗 NY-ESO TCR抗 体 染 色 し た ホ ル マ リ ン 固 定 パ ラ フ ィ ン 包
埋 腫 瘍 切 片 を 示 す 。 ｃ は 、 H&E染 色 及 び 抗 NY-ESO抗 体 /NY-ESO TCR対 照 染 色 し た ホ ル マ リ ン
固 定 パ ラ フ ィ ン 包 埋 腫 瘍 切 片 を 示 す 。 ｄ は 、 H&E染 色 及 び 省 略 (omission)対 照 染 色 し た ホ
ル マ リ ン 固 定 パ ラ フ ィ ン 包 埋 腫 瘍 切 片 を 示 す 。
【 図 ２ １ 】 H&E染 色 及 び 抗 NY-ESO TCR抗 体 染 色 し た ホ ル マ リ ン 固 定 パ ラ フ ィ ン 包 埋 腫 瘍 切
片 を 示 す 。
【 図 ２ ２ 】 ａ は 、 3'末 端 に 導 入 シ ス テ イ ン コ ド ン を 含 む 高 親 和 性 A6 TCRα 鎖 の DNA配 列 を
詳 述 す る 。 ｂ は 、 3'末 端 に 導 入 シ ス テ イ ン コ ド ン を 含 む A6 TCRα 鎖 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 詳 述
す る 。
【 図 ２ ３ 】 ａ は 高 親 和 性 A6 TCRβ 鎖 の DNA配 列 を 詳 述 す る 。 変 異 し た 核 酸 を 太 字 で 示 す 。
ｂ は A6 TCRβ 鎖 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 詳 述 す る 。 変 異 し た ア ミ ノ 酸 を 太 字 で 示 す 。
【 図 ２ ４ 】 高 親 和 性 A6 TCRと 固 定 化 HLA-A2-Taxと の 間 の 相 互 作 用 を 示 す BIAcoreト レ ー ス
で あ る 。
【 図 ２ ５ 】 二 価 高 親 和 性 A6 TCR 3.4KD Mal-PEG-Mal複 合 体 と 固 定 化 HLA-A2-Taxと の 間 の 相
互 作 用 を 示 す BIAcoreト レ ー ス で あ る 。
【 図 ２ ６ 】 A6 TCR PEG複 合 体 と 固 定 化 HLA-A2-Taxと の 間 の 相 互 作 用 を 示 す BIAcoreト レ ー
ス で あ る ： 　 ピ ー ク １ － 単 量 体 3.4KD A6 TCR PEG複 合 体 　 ピ ー ク ２ － 二 量 体 3.4KD A6 TCR
直 鎖 状 Mal-PEG-Mal複 合 体 　 ピ ー ク ３ － 二 量 体 ５ KD A6 TCRフ ォ ー ク 状 Mal-PEG-Mal複 合 体

10

20

30

40

50

(38) JP 2006-523437 A 2006.10.19



。
【 図 ２ ７ 】 ａ は 、 高 親 和 性 ク ロ ー ン 134 A6 TCR 20KD PEG二 量 体 に よ る 10 - 4 Ｍ の Taxペ プ チ
ド で パ ル ス し た PP細 胞 の 特 異 的 染 色 を 示 す 。 ｂ は 、 高 親 和 性 ク ロ ー ン 134 A6 TCR 20KD PE
G二 量 体 に よ る 10 - 5 Ｍ の Taxペ プ チ ド で パ ル ス し た PP細 胞 の 特 異 的 染 色 を 示 す 。

【 図 ２ 】 【 図 ４ 】

【 図 ６ 】

(39) JP 2006-523437 A 2006.10.19



【 図 ８ 】

【 図 ９ 】 【 図 １ ０ 】
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【 図 １ １ ａ 】 【 図 １ １ ｂ 】

【 図 １ ２ ａ 】

【 図 １ ２ ｂ 】

【 図 １ ２ ｃ 】

【 図 １ ３ 】
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【 図 １ ５ 】 【 図 １ ８ 】

【 図 １ ９ 】

【 図 ２ ０ 】 【 図 ２ １ 】

【 図 ２ ４ 】
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【 図 ２ ５ 】

【 図 ２ ６ 】
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【 図 １ 】

【 図 ５ 】
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【 図 １ ４ 】

【 図 １ ６ 】
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【 図 １ ７ 】

【 図 ２ ２ 】
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【 図 ２ ３ 】

【 図 ２ ７ 】
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【 国 際 調 査 報 告 】
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