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(57)【要約】
本発明は、可逆的細胞標識および不可逆的細胞標識の組み合わせを用いて標的細胞上の受
容体分子Rの解離速度定数(koff)を決定する方法に関する。本発明はさらに、そのような
受容体分子Rを含む細胞であって、受容体分子Rにそのような細胞標識の組み合わせを結合
させている、該細胞に関する。本発明はさらに、本発明の方法を実施するのに有用なキッ
トおよび機器に関する。本発明はさらに、高アビディティT細胞の単離方法に関する。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　標的細胞に付着した第1の検出可能な標識および該標的細胞に付着した第2の検出可能な
標識を検出する段階を含む、標的細胞上の受容体分子Rと第1の受容体結合部位B1の解離速
度定数(koff)を決定する方法であって、
該細胞が、
　(i) 該受容体分子Rに特異的に結合する少なくとも1つの第1の受容体結合部位B1を含む
第1の受容体結合試薬であって、第1の多量体化試薬の第1の結合部位Z1に可逆的に結合す
ることができる少なくとも1つの第1の結合パートナーC1をさらに含む、該第1の受容体結
合試薬、および
　(ii) 該第1の受容体結合試薬の該第1の結合パートナーC1の可逆的結合のための少なく
とも2つの第1の結合部位Z1を含む第1の多量体化試薬
と接触されており、
該第1の受容体結合試薬(i)および該第1の多量体化試薬(ii)が、該標的細胞に結合する第1
の多価結合複合体を形成し、該第1の多価結合複合体が、1つの該第1の多量体化試薬に結
合した少なくとも2つの該第1の受容体結合試薬を含み、かつ
該第1の検出可能な標識が該第1の受容体結合試薬に結合しているかまたは結合することが
でき、かつ
該第2の検出可能な標識が該受容体分子Rに本質的に不可逆的に付着しており、
該第1の検出可能な標識および該第2の検出可能な標識が互いに異なる、該方法。
【請求項２】
　前記細胞が、
　(iii) 受容体分子Rに特異的に結合する少なくとも1つの第2の受容体結合部位B2を含む
第2の受容体結合試薬であって、第2の多量体化試薬の第2の結合部位Z2に安定的に結合す
ることができる少なくとも1つの第2の結合パートナーC2をさらに含む、該第2の受容体結
合試薬、および
　(iv) 該第2の受容体結合試薬の該第2の結合パートナーC2の安定的結合のための少なく
とも2つの第2の結合部位Z2を含む第2の多量体化試薬
とさらに接触されており、
該第2の受容体結合試薬(iii)および該第2の多量体化試薬(iv)が、該標的細胞に結合する
第2の多価結合複合体を形成し、該第2の多価結合複合体が、1つの該第2の多量体化試薬に
結合した少なくとも2つの第2の受容体結合試薬を含み、かつ
第2の検出可能な標識が該第2の多価結合複合体に結合している、
請求項1記載の方法。
【請求項３】
　前記細胞が、
　(iii') 多量体受容体結合試薬M2であって、多量体第2受容体結合試薬が、受容体分子R
に特異的に結合する少なくとも2つの第2の受容体結合部位B2を含む、該多量体受容体結合
試薬M2
とさらに接触されており、
該多量体受容体結合試薬M2が該受容体分子Rを介して標的細胞に本質的に不可逆的に結合
し、
第2の検出可能な標識が該多量体受容体結合試薬M2に結合している、
請求項1記載の方法。
【請求項４】
　前記細胞が、
　(iii'') 受容体分子Rに特異的に結合する不可逆的受容体結合試薬I2であって、該受容
体分子Rに本質的に不可逆的に結合する、該不可逆的受容体結合試薬I2
とさらに接触されており、
第2の検出可能な標識が該不可逆的受容体結合試薬I2に結合している、
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請求項1記載の方法。
【請求項５】
　受容体分子RがT細胞受容体(TCR)である、前記請求項のいずれか一項記載の方法。
【請求項６】
　第1の受容体結合部位B1がMHC分子である、前記請求項のいずれか一項記載の方法。
【請求項７】
　a. 第1の結合パートナーC1がストレプトアビジン結合ペプチドまたはアビジン結合ペプ
チドを含み、かつ第1の多量体化試薬がストレプトアビジンもしくはアビジン、または該
ストレプトアビジン結合ペプチドもしくはアビジン結合ペプチドに可逆的に結合するスト
レプトアビジン類似体もしくはアビジン類似体を含む、あるいは
　b. 第1の結合パートナーC1が、ストレプトアビジンまたはアビジンに可逆的に結合する
ビオチン類似体を含み、かつ第1の多量体化試薬がストレプトアビジンもしくはアビジン
、または該ビオチン類似体に可逆的に結合するストレプトアビジン類似体もしくはアビジ
ン類似体を含む、
前記請求項のいずれか一項記載の方法。
【請求項８】
　第1の結合パートナーC1がストレプトアビジン結合ペプチドTrp-Ser-His-Pro-Gln-Phe-G
lu-Lys (SEQ ID NO: 01)を含み、かつ多量体化試薬がストレプトアビジン類似体Va144-Th
r45-Ala46-Arg47 (SEQ ID NO: 02)またはストレプトアビジン類似体lle44-Gly45-Ala46-A
rg47 (SEQ ID NO: 03)を含む、請求項7記載の方法。
【請求項９】
　第1の結合パートナーC1と第1の多量体化試薬の第1の結合部位Z1との間の結合が二価カ
チオンの存在下で起こる、請求項1～6のいずれか一項記載の方法。
【請求項１０】
　a. 第1の結合パートナーC1がカルモジュリン結合ペプチドを含み、かつ第1の多量体化
試薬がカルモジュリンを含む、または
　b. 第1の結合パートナーC1がオリゴヒスチジンタグを含み、かつ第1の多量体化試薬が
、金属キレート剤に結合した金属イオンを含む、
請求項9記載の方法。
【請求項１１】
　第1の結合パートナーC1が抗原を含み、かつ第1の多量体化試薬が該抗原に対する抗体を
含む、請求項1～6のいずれか一項記載の方法。
【請求項１２】
　抗原がエピトープタグである、請求項11記載の方法。
【請求項１３】
　エピトープタグがFLAGタグ(配列: DYKDDDDK、SEQ ID NO: 04)、Mycタグ(配列: EQKLISE
EDL、SEQ ID NO: 05)、HAタグ(配列: YPYDVPDYA、SEQ ID NO: 06)、VSV-Gタグ(配列: YTD
IEMNRLGK、SEQ ID NO: 07)、HSVタグ(配列: QPELAPEDPED、SEQ ID NO: 08)、およびV5タ
グ(配列: GKPIPNPLLGLDST、SEQ ID NO: 09)からなる群より選択される、請求項18記載の
方法。
【請求項１４】
　抗原がタンパク質を含む、請求項11記載の方法。
【請求項１５】
　タンパク質が、マルトース結合タンパク質(MBP)、キチン結合タンパク質(CBP)およびチ
オレドキシンの群より選択される、請求項14記載の方法。
【請求項１６】
　第1の結合パートナーC1がグルタチオンS-トランスフェラーゼを含み、かつ第1の多量体
化試薬がグルタチオンを含む、または第1の結合パートナーC1がグルタチオンを含み、か
つ第1の多量体化試薬がグルタチオンS-トランスフェラーゼを含む、請求項1～6のいずれ
か一項記載の方法。
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【請求項１７】
　第1の結合パートナーC1が免疫グロブリンFc部分を含み、かつ第1の多量体化試薬がプロ
テインA、プロテインG、プロテインa/g、およびプロテインLからなる群より選択されるタ
ンパク質を含む、または第1の結合パートナーC1がプロテインA、プロテインG、プロテイ
ンa/g、およびプロテインLからなる群より選択されるタンパク質を含み、かつ第1の多量
体化試薬が免疫グロブリンFc部分を含む、請求項1～6のいずれか一項記載の方法。
【請求項１８】
　第2の受容体結合部位B2がMHC分子である、請求項2、3および5～17のいずれか一項記載
の方法。
【請求項１９】
　第1の受容体結合部位B1および第2の受容体結合部位B2が同じである、請求項2、3および
5～18のいずれか一項記載の方法。
【請求項２０】
　第2の受容体結合部位B2または不可逆的受容体結合試薬I2が、抗体、二価抗体断片、一
価抗体断片、および抗体様結合を有するタンパク質性結合分子からなる群より選択される
、請求項2～17のいずれか一項記載の方法。
【請求項２１】
　二価抗体断片が(Fab)2'断片または二価一本鎖Fv断片である、請求項20記載の方法。
【請求項２２】
　一価抗体断片が、Fab断片、Fv断片、および一本鎖Fv断片(scFv)からなる群より選択さ
れる、請求項20記載の方法。
【請求項２３】
　抗体様結合特性を有するタンパク質性結合分子が、アプタマー、リポカリンファミリー
のポリペプチドに基づく突然変異タンパク質、グルボディ(glubody)、アンキリン骨格に
基づくタンパク質、結晶性骨格に基づくタンパク質、アドネクチン(adnectin)、およびア
ビマー(avimer)の群より選択される、請求項20記載の方法。
【請求項２４】
　第2の結合パートナーC2がビオチンまたはビオチン類似体を含み、かつ第2の多量体化試
薬が、ビオチンまたは該ビオチン類似体に本質的に不可逆的に結合するストレプトアビジ
ン類似体またはアビジン類似体を含む、請求項2および5～23のいずれか一項記載の方法。
【請求項２５】
　標的細胞が哺乳動物細胞である、前記請求項のいずれか一項記載の方法。
【請求項２６】
　哺乳動物細胞がリンパ球または幹細胞である、請求項24記載の方法。
【請求項２７】
　リンパ球がT細胞、Tヘルパー細胞、B細胞またはナチュラルキラー細胞である、請求項2
5記載の方法。
【請求項２８】
　T細胞がCMV特異的CD8+ Tリンパ球、細胞傷害性T細胞、記憶T細胞および制御性T細胞の
群より選択される、請求項26記載の方法。
【請求項２９】
　第1の検出可能な標識が蛍光色素である、前記請求項のいずれか一項記載の方法。
【請求項３０】
　第2の検出可能な標識が蛍光色素である、前記請求項のいずれか一項記載の方法。
【請求項３１】
　第1の検出可能な標識の各々が第1の蛍光色素であり、かつ第2の検出可能な標識が第2の
蛍光色素であり、該第1の蛍光色素の発光シグナルが、好ましくは該第2の蛍光色素の発光
シグナルと区別することができる、前記請求項のいずれか一項記載の方法。
【請求項３２】
　(a) 受容体分子Rを含む標的細胞を、(i)第1の受容体結合試薬および(ii)第1の多量体化
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試薬と接触させる段階、ならびに
　(b) 該標的細胞を、(iii)第2の受容体結合試薬および(iv)第2の多量体化試薬と接触さ
せる段階、または
　　　該標的細胞を、(iii')多量体受容体結合試薬と接触させる段階、または
　　　該標的細胞を、(iii'')不可逆的受容体結合試薬と接触させる段階
を含む、請求項2～31のいずれか一項記載の方法。
【請求項３３】
　(a)が(b)の前に実施される、請求項32記載の方法。
【請求項３４】
　(a)の後かつ(b)の前に洗浄段階をさらに含む、請求項33記載の方法。
【請求項３５】
　(c) (i)第1の受容体結合試薬と(ii)第1の多量体化試薬との間の結合を破壊する段階
をさらに含む、請求項32～34のいずれか一項記載の方法。
【請求項３６】
　(i)第1の受容体結合試薬と(ii)第1の多量体化試薬との間の結合が、(i)および(ii)を競
合試薬CRと接触させることにより破壊され、該競合試薬CRが、該第1の多量体化試薬上の
第1の結合部位Z1への結合について第1の結合パートナーC1と競合することができる、請求
項35記載の方法。
【請求項３７】
　第1の結合パートナーC1がストレプトアビジン結合ペプチドであり、かつ競合試薬CRが
ビオチンまたはビオチン類似体である、請求項36記載の方法。
【請求項３８】
　第1の多量体化試薬がストレプトアビジンまたはストレプトアビジン類似体を含む、請
求項36または37記載の方法。
【請求項３９】
　(i)第1の受容体結合試薬と(ii)第1の多量体化試薬との間の結合が、金属イオンキレー
ト化により破壊される、請求項35記載の方法。
【請求項４０】
　金属キレート化がEDTAまたはEGTAの添加により達成される、請求項39記載の方法。
【請求項４１】
　(i)第1の受容体結合試薬と(ii)第1の多量体化試薬との間の結合が、pH変化により破壊
される、請求項35記載の方法。
【請求項４２】
　(d) 標的細胞に付着した第1の検出可能な標識を検出し、かつ該標的細胞に付着した第2
の検出可能な標識を検出する段階
をさらに含む、請求項32～41のいずれか一項記載の方法。
【請求項４３】
　第1の検出可能な標識が第1の蛍光色素であり、かつ第2の検出可能な標識が第2の蛍光色
素であり、該第1の蛍光色素の発光シグナルが、好ましくは該第2の蛍光色素の発光シグナ
ルと区別することができる、請求項42記載の方法。
【請求項４４】
　第1の検出可能な標識および第2の検出可能な標識の検出がフローサイトメトリーによる
、請求項43記載の方法。
【請求項４５】
　第2の検出可能なシグナルの検出が、標的細胞上の受容体分子Rの存在を示す、請求項44
記載の方法。
【請求項４６】
　第2の検出可能なシグナルが検出される細胞上での第1の検出可能な標識の検出が、該第
1の検出可能な標識の検出時の受容体分子Rからの第1の受容体結合部位B1の非解離を示す
、請求項45記載の方法。
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【請求項４７】
　第2の検出可能なシグナルが検出される細胞上での第1の検出可能な標識の非検出が、該
第1の検出可能な標識の検出時の受容体分子Rからの第1の受容体結合部位B1の解離を示す
、請求項45記載の方法。
【請求項４８】
　第2の検出可能なシグナルが検出される細胞上での第1の検出可能な標識の検出事象の減
少が、受容体分子Rからの第1の受容体結合部位B1の解離の動態を示す、請求項45～47のい
ずれか一項記載の方法。
【請求項４９】
　結合部位Z1とパートナーC1との間の可逆的結合の解離速度定数(koff)が、0.5×10-4秒-

1以上の範囲内である、前記請求項のいずれか一項記載の方法。
【請求項５０】
　結合部位Z2とパートナーC2との間の結合の解離速度定数(koff)が、1×10-5秒-1以下の
範囲内である、請求項2および5～48のいずれか一項記載の方法。
【請求項５１】
　多量体受容体結合試薬M2と標的細胞との間の本質的に不可逆的な結合の解離速度定数(k

off)が、1×10-5秒-1以下の範囲内である、請求項3および5～48のいずれか一項記載の方
法。
【請求項５２】
　不可逆的受容体結合試薬I2と受容体分子Rとの間の本質的に不可逆的な結合の解離速度
定数(koff)が、1×10-5秒-1以下の範囲内である、請求項4～48のいずれか一項記載の方法
。
【請求項５３】
　標的細胞上の受容体分子Rと第1の受容体結合部位B1の解離速度定数(koff)が、100秒-1

～10-4秒-1の範囲内であると推測される、前記請求項のいずれか一項記載の方法。
【請求項５４】
　前記細胞を第1の受容体結合試薬と接触させる段階が15℃以下の温度で行われる、前記
請求項のいずれか一項記載の方法。
【請求項５５】
　接触させる段階が4℃以下の温度で行われる、請求項54記載の方法。
【請求項５６】
　少なくとも3つの受容体分子Rを含む細胞であって、該細胞が、
　(i) 該受容体分子Rに特異的に結合する少なくとも1つの第1の受容体結合部位B1を含む
第1の受容体結合試薬であって、第1の多量体化試薬の第1の結合部位Z1に可逆的に結合す
ることができる少なくとも1つの第1の結合パートナーC1をさらに含む、該第1の受容体結
合試薬、および
　(ii) 該第1の受容体結合試薬の該第1の結合パートナーC1の可逆的結合のための少なく
とも2つの第1の結合部位Z1を含む第1の多量体化試薬
を、少なくとも2つの受容体分子Rに結合させており、
該第1の受容体結合試薬(i)および該第1の多量体化試薬(ii)が、標的細胞に結合する第1の
多価結合複合体を形成し、該第1の多価結合複合体が、1つの該第1の多量体化試薬に結合
した少なくとも2つの該第1の受容体結合試薬を含み、かつ
第1の検出可能な標識が該第1の受容体結合試薬に結合しており、かつ
第2の検出可能な標識が少なくとも1つの受容体分子Rに本質的に不可逆的に付着している
、該細胞。
【請求項５７】
　前記細胞が、
　(iii) 受容体分子Rに特異的に結合する少なくとも1つの第2の受容体結合部位B2を含む
第2の受容体結合試薬であって、第2の多量体化試薬の第2の結合部位Z2に安定的に結合す
ることができる少なくとも1つの第2の結合パートナーC2をさらに含む、該第2の受容体結
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合試薬、および
　(iv) 該第2の受容体結合試薬の該第2の結合パートナーC2の安定的結合のための少なく
とも2つの第2の結合部位Z2を含む第2の多量体化試薬
を、少なくとも2つの受容体分子Rにさらに結合させており、
該第2の受容体結合試薬(iii)および該第2の多量体化試薬(iv)が、標的細胞に結合する第2
の多価結合複合体を形成し、該第2の多価結合複合体が、1つの該第2の多量体化試薬に結
合した少なくとも2つの第2の受容体結合試薬を含み、かつ
第2の検出可能な標識が該第2の多価結合複合体に結合している、
請求項56記載の細胞。
【請求項５８】
　前記細胞が、
　(iii') 多量体受容体結合試薬M2であって、多量体第2受容体結合試薬が、受容体分子R
に特異的に結合する少なくとも2つの第2の受容体結合部位B2を含む、該多量体受容体結合
試薬M2
を、少なくとも2つの受容体分子Rにさらに結合させており、
該多量体受容体結合試薬M2が該少なくとも2つの受容体分子Rを介して該細胞に本質的に不
可逆的に結合し、
第2の検出可能な標識が該多量体受容体結合試薬M2に結合している、
請求項56記載の細胞。
【請求項５９】
　前記細胞が、
　(iii'') 受容体分子Rに特異的に結合する不可逆的受容体結合試薬I2であって、該受容
体分子Rに本質的に不可逆的に結合する、該不可逆的受容体結合試薬I2
を、該受容体分子Rにさらに結合させており、
第2の検出可能な標識が該不可逆的受容体結合試薬I2に結合している、
請求項56記載の細胞。
【請求項６０】
　標的細胞が哺乳動物細胞である、請求項56～59のいずれか一項記載の細胞。
【請求項６１】
　哺乳動物細胞がリンパ球または幹細胞である、請求項60記載の細胞。
【請求項６２】
　リンパ球がT細胞、Tヘルパー細胞、B細胞またはナチュラルキラー細胞である、請求項6
1記載の細胞。
【請求項６３】
　T細胞がCMV特異的CD8+ Tリンパ球、細胞傷害性T細胞、記憶T細胞および制御性T細胞の
群より選択される、請求項62記載の細胞。
【請求項６４】
　受容体分子RがT細胞受容体(TCR)である、請求項56～63のいずれか一項記載の細胞。
【請求項６５】
　標的細胞上の受容体分子Rと第1の受容体結合部位B1の解離速度定数(koff)を決定するた
めの試薬キットであって、該キットが、
　(i) 該受容体分子Rに特異的に結合する少なくとも1つの第1の受容体結合部位B1を含む
第1の受容体結合試薬であって、第1の多量体化試薬の第1の結合部位Z1に可逆的に結合す
ることができる少なくとも1つの第1の結合パートナーC1をさらに含む、該第1の受容体結
合試薬、および
　(ii) 該第1の受容体結合試薬の該第1の結合パートナーC1の可逆的結合のための少なく
とも2つの第1の結合部位Z1を含む第1の多量体化試薬、
　ここで、
　　該第1の受容体結合試薬(i)および該第1の多量体化試薬(ii)が、該標的細胞に結合す
る第1の多価結合複合体を形成し、該第1の多価結合複合体が、1つの該第1の多量体化試薬
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に結合した少なくとも2つの該第1の受容体結合試薬を含み、
　　第1の検出可能な標識が該第1の受容体結合試薬に結合しているかまたは結合すること
ができる; ならびに
　(iii) 該受容体分子Rに特異的に結合する少なくとも1つの第2の受容体結合部位B2を含
む第2の受容体結合試薬であって、第2の多量体化試薬の第2の結合部位Z2に安定的に結合
することができる少なくとも1つの第2の結合パートナーC2をさらに含む、該第2の受容体
結合試薬; および
　(iv) 該第2の受容体結合試薬の該第2の結合パートナーC2の安定的結合のための少なく
とも2つの第2の結合部位Z2を含む第2の多量体化試薬、
　ここで、
　　該第2の受容体結合試薬(iii)および該第2の多量体化試薬(iv)が、該標的細胞に結合
する第2の多価結合複合体を形成し、該第2の多価結合複合体が、1つの該第2の多量体化試
薬に結合した少なくとも2つの第2の受容体結合試薬を含み、
　　第2の検出可能な標識が該第2の多価結合複合体に結合している;
　または
　(iii') 多量体受容体結合試薬M2であって、多量体第2受容体結合試薬が、該受容体分子
Rに特異的に結合する少なくとも2つの第2の受容体結合部位B2を含む、該多量体受容体結
合試薬M2、
　ここで、
　　該多量体受容体結合試薬M2が該受容体分子Rを介して該標的細胞に本質的に不可逆的
に結合し、
　　第2の検出可能な標識が該多量体受容体結合試薬M2に結合している;
　または
　(iii'') 該受容体分子Rに特異的に結合する不可逆的受容体結合試薬I2であって、該受
容体分子Rに本質的に不可逆的に結合する、該不可逆的受容体結合試薬I2、
　ここで、
　　第2の検出可能な標識が該不可逆的受容体結合試薬I2に結合している;
を含み、
該第1の検出可能な標識が該第2の検出可能な標識ではない、該キット。
【請求項６６】
　第1の多量体化試薬上の第1の結合部位Z1への結合について第1の結合パートナーC1と競
合することができる競合試薬CRをさらに含む、請求項65記載のキット。
【請求項６７】
　好ましくはEDTAまたはEGTAである金属キレート試薬をさらに含む、請求項65記載のキッ
ト。
【請求項６８】
　　受容体分子Rを含む標的細胞と、
　　(i) 該受容体分子Rに特異的に結合する少なくとも1つの第1の受容体結合部位B1を含
む第1の受容体結合試薬であって、第1の多量体化試薬の第1の結合部位Z1に可逆的に結合
することができる少なくとも1つの第1の結合パートナーC1をさらに含む、該第1の受容体
結合試薬と、
　　(ii) 該第1の受容体結合試薬の該第1の結合パートナーC1の可逆的結合のための少な
くとも2つの第1の結合部位Z1を含む第1の多量体化試薬と
　を含有する第1の容器であって、
　　該第1の受容体結合試薬(i)および該第1の多量体化試薬(ii)が、該標的細胞に結合す
る第1の多価結合複合体を形成することができ、該第1の多価結合複合体が、1つの該第1の
多量体化試薬に結合した少なくとも2つの該第1の受容体結合試薬を含み、かつ
　　第1の検出可能な標識が該第1の受容体結合試薬に結合しているかまたは結合すること
ができ、かつ
　　第2の検出可能な標識が該受容体分子Rに本質的に不可逆的に付着しており、
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　　該第1の検出可能な標識が該第2の検出可能な標識ではない、
　該第1の容器; ならびに
　　a. 該第1の多量体化試薬上の該第1の結合部位Z1への結合について第1の結合パートナ
ーC1と競合することができる競合試薬CR、または
　　b. 好ましくはEDTAもしくはEGTAである金属キレート試薬
　を含む流体を含有する第2の容器
を含む機器であって、
該第1の容器および第2の容器が、流体を該第2の容器から該第1の容器へ移動させることが
できるように接続されている、該機器。
【請求項６９】
　第1の容器が、
　(iii) 受容体分子Rに特異的に結合する少なくとも1つの第2の受容体結合部位B2を含む
第2の受容体結合試薬であって、第2の多量体化試薬の第2の結合部位Z2に安定的に結合す
ることができる少なくとも1つの第2の結合パートナーC2をさらに含む、該第2の受容体結
合試薬と、
　(iv) 該第2の受容体結合試薬の該第2の結合パートナーC2の安定的結合のための少なく
とも2つの第2の結合部位Z2を含む第2の多量体化試薬と
をさらに含有し、
該第2の受容体結合試薬(iii)および該第2の多量体化試薬(iv)が、標的細胞に結合する第2
の多価結合複合体を形成することができ、該第2の多価結合複合体が、1つの該第2の多量
体化試薬に結合した少なくとも2つの第2の受容体結合試薬を含み、かつ
第2の検出可能な標識が該第2の多価結合複合体に結合している、
請求項68記載の機器。
【請求項７０】
　第1の容器が、
　(iii') 多量体受容体結合試薬M2であって、多量体第2受容体結合試薬が、受容体分子R
に特異的に結合する少なくとも2つの第2の受容体結合部位B2を含む、該多量体受容体結合
試薬M2
をさらに含有し、
該多量体受容体結合試薬M2が該受容体分子Rを介して標的細胞に本質的に不可逆的に結合
し、
第2の検出可能な標識が該多量体受容体結合試薬M2に結合している、
請求項68記載の機器。
【請求項７１】
　第1の容器が、
　(iii'') 受容体分子Rに特異的に結合する不可逆的受容体結合試薬I2であって、該受容
体分子Rに本質的に不可逆的に結合する、該不可逆的受容体結合試薬I2
をさらに含有し、
第2の検出可能な標識が該不可逆的受容体結合試薬I2に結合している、
請求項68記載の機器。
【請求項７２】
　フローサイトメトリー用の機器に含まれる、請求項68～71のいずれか一項記載の機器。
【請求項７３】
　第1の容器がフローサイトメトリー用の機器のサンプル入口と接続されている、請求項6
8～72のいずれか一項記載の機器。
【請求項７４】
　第1の容器および第2の容器が、カニューレまたは管を介して接続されている、請求項68
～73のいずれか一項記載の機器。
【請求項７５】
　第1の容器と第2の容器との間の接続部内に配置された弁を含む、請求項68～74のいずれ
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か一項記載の機器。
【請求項７６】
　弁が三方弁である、請求項75記載の機器。
【請求項７７】
　(a) 請求項1～56のいずれか一項記載の方法を用いて、対象から得られたサンプル中のT
細胞の解離速度定数(koff)を決定する段階、
　(b) 該対象から得られたサンプルから該T細胞を単離する段階
を含む、高アビディティT細胞を単離する方法。
【請求項７８】
　決定された解離速度定数が、所与の閾値以下である値を有する、請求項77記載の方法。
【請求項７９】
　閾値が約10-1秒-1～約10-3秒-3の範囲内である、請求項77記載の方法。
【請求項８０】
　サンプルが末梢血サンプルまたはPBMCサンプルである、請求項77～79のいずれか一項記
載の方法。
【請求項８１】
　対象が哺乳動物、好ましくはヒトである、請求項77～80のいずれか一項記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
発明の分野
　本発明は、可逆的細胞標識および不可逆的細胞標識の組み合わせを用いて標的細胞上の
受容体分子Rの解離速度定数(koff)を決定する方法に関する。本発明はさらに、そのよう
な受容体分子Rを含む細胞であって、受容体分子Rにそのような細胞標識の組み合わせを結
合させている、該細胞に関する。本発明はさらに、本発明の方法を実施するのに有用なキ
ットおよび機器に関する。本発明はさらに、高アビディティT細胞の単離方法に関する。
【背景技術】
【０００２】
背景
　ウイルス感染およびいくつかの細菌感染の制御における細胞性適応免疫の重要性は、枯
渇実験または養子移入実験によって、ならびに遺伝的マウスモデルにおいて説得力をもっ
て実証されている。それによって、抗原特異的CD8+ T細胞は、細胞内病原体に対する防御
に関して主要な役割を果たすと見られている。また、ある種のがんにおいて、機能的CD8+
 T細胞の存在は、腫瘍退縮の誘導と関連している可能性がある。それゆえ、さまざまな免
疫療法的アプローチは、患者における機能的CD8+ T細胞応答の再構成を目的とする。抗原
特異的T細胞が依然として存在しているが微小環境によって沈黙している場合、「チェッ
クポイント阻害剤」の適用は既存のT細胞の有効性を再活性化するのに役立ちうる。しか
し、内因性抗原特異的T細胞が欠如しているか、または既存の細胞が弱い抗原認識のT細胞
受容体(TCR)を保有している場合、より強力なT細胞の養子T細胞移入は防御的抗原特異的C
D8+ T細胞応答を回復する有望なアプローチとなりうる。過去数十年にわたる研究は、広
範に存在するまたは養子移入されたT細胞の量だけでなく質も、T細胞に基づく免疫療法の
成功と相関することを示している。したがって、診断用途および治療用途の両方について
、規定の抗原特異的T細胞集団の機能的能力を特徴付けることは、この分野において非常
に興味深い。
【０００３】
　T細胞の機能性を記述するための重要なパラメータは、「T細胞アビディティ」といわれ
、これは機能レベルで、例えば抗原特異的刺激後のサイトカイン産生として一般に評価さ
れる。高い機能的アビディティを有するT細胞は、ウイルス感染の除去または腫瘍退縮の
誘導が優れていることが示されうる。T細胞アビディティの大部分はTCR内にもともと備わ
っており、構造的アビディティとして評価することができ、これは、TCRのその同族リガ
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ンドであるペプチド主要組織適合遺伝子複合体(pMHC)に対する結合強度である。
【０００４】
　Nauerth et al., 2013, Science Translational Medicine, 5(192):192ra87(非特許文
献1)は、構造的TCRアビディティの重要な要素を定量化するために、いわゆる「TCR-リガ
ンドkoff速度アッセイ」について報告した。このアッセイは、可逆的多量体、いわゆるス
トレプタマー(Streptamer)に基づいている。組み換えにより発現されたpMHCは、pMHCのC
末端に融合している短いStrepタグ(Streptag)配列を通じてストレプトアクチン(Streptac
tin)骨格上で多量体化することができる。これらの多量体複合体は、生きているT細胞の
表面に発現しているTCRに安定的に結合することができる。しかしながら、ビオチンの添
加によって、多量体複合体は破壊され、T細胞表面に単量体のTCR-pMHC複合体を残す。こ
の単量体結合は安定しておらず、pMHCはTCR-pMHCの結合強度に応じた速度でTCRから解離
する。pMHCが蛍光標識されている場合、その解離を蛍光色素の減衰によってモニターする
ことができる。構造的アビディティを評価する他の方法とは対照的に、TCR-リガンドkoff
速度アッセイは、生きているT細胞の表面に発現したTCRに結合した真の単量体pMHCの解離
の測定を可能にする。蛍光顕微鏡の助けを借りたkoff速度アッセイを用いて、本発明者ら
はTCR-pMHC結合半減期時間(t1/2)と、対応するT細胞の機能性との間の明確な相関関係を
実証することができた。t1/2が遅いT細胞は、インビトロでより高い機能的アビディティ
を示すだけでなく、インビボでの感染に対してより高い防御能力も示した。
【０００５】
　リアルタイム顕微鏡法による蛍光減衰のモニタリングは、単一細胞レベルでTCRリガン
ドkoff速度を正確に分析する可能性を提供する。残念なことに、アッセイの設定はかなり
労働集約的であり、特別な器具の使用を必要とする。Hebeisen et al. 2015, Cancer Res
, 75(10):1983-91(非特許文献2)には、被分析T細胞の事前選別またはクローニングとkoff
速度測定を組み合わせることが提案されていた。しかしながら、これは時間のかかる手順
であるだけでなく、インビトロでの増殖プロトコルが複雑なT細胞集団の組成を変化させ
ることが多いので、得られる結果を偏らせる危険性もある。
【０００６】
　したがって、本発明の目的は、これらの欠点を少なくとも部分的に克服する手段および
方法を提供することである。
【先行技術文献】
【非特許文献】
【０００７】
【非特許文献１】Nauerth et al., 2013, Science Translational Medicine, 5(192):192
ra87
【非特許文献２】Hebeisen et al. 2015, Cancer Res, 75(10):1983-91
【発明の概要】
【０００８】
　本発明は、標的細胞に付着した第1の検出可能な標識および標的細胞に付着した第2の検
出可能な標識を検出する段階を含む、標的細胞上の受容体分子Rと第1の受容体結合部位B1
の解離速度定数(koff)を決定する方法であって、ここで該細胞は、(i) 受容体分子Rに特
異的に結合する少なくとも1つの第1の受容体結合部位B1を含む第1の受容体結合試薬であ
って、第1の多量体化試薬の第1の結合部位Z1に可逆的に結合することができる少なくとも
1つの第1の結合パートナーC1をさらに含む、該第1の受容体結合試薬、および(ii) 第1の
受容体結合試薬の第1の結合パートナーC1の可逆的結合のための少なくとも2つの第1の結
合部位Z1を含む第1の多量体化試薬と接触されており、第1の受容体結合試薬(i)および第1
の多量体化試薬(ii)は、標的細胞に結合する第1の多価結合複合体を形成し、第1の多価結
合複合体は、1つの第1の多量体化試薬に結合した少なくとも2つの第1の受容体結合試薬を
含み、かつ第1の検出可能な標識は第1の受容体結合試薬に結合しているかまたは結合する
ことができ、かつ第2の検出可能な標識は受容体分子Rに本質的に不可逆的に付着しており
、第1の検出可能な標識および第2の検出可能な標識は互いに異なる、該方法に関する。
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【０００９】
　本発明は、前記細胞が、(iii) 受容体分子Rに特異的に結合する少なくとも1つの第2の
受容体結合部位B2を含む第2の受容体結合試薬であって、第2の多量体化試薬の第2の結合
部位Z2に安定的に結合することができる少なくとも1つの第2の結合パートナーC2をさらに
含む、該第2の受容体結合試薬、および(iv) 第2の受容体結合試薬の第2の結合パートナー
C2の安定的結合のための少なくとも2つの第2の結合部位Z2を含む第2の多量体化試薬とさ
らに接触されていてもよく、ここで第2の受容体結合試薬(iii)および第2の多量体化試薬(
iv)は、標的細胞に結合する第2の多価結合複合体を形成し、第2の多価結合複合体は、1つ
の第2の多量体化試薬に結合した少なくとも2つの第2の受容体結合試薬を含み、かつ第2の
検出可能な標識は第2の多価結合複合体に結合していることをさらに包含する。
【００１０】
　本発明はまた、前記細胞が、(iii') 多量体受容体結合試薬M2であって、多量体第2受容
体結合試薬が、受容体分子Rに特異的に結合する少なくとも2つの第2の受容体結合部位B2
を含む、該多量体受容体結合試薬M2とさらに接触されていてもよく、ここで多量体受容体
結合試薬M2は受容体分子Rを介して標的細胞に本質的に不可逆的に結合し、第2の検出可能
な標識は多量体受容体結合試薬M2に結合していることを包含する。
【００１１】
　本発明はまた、前記細胞が、(iii'') 受容体分子Rに特異的に結合する不可逆的受容体
結合試薬I2であって、受容体分子Rに本質的に不可逆的に結合する、該不可逆的受容体結
合試薬I2とさらに接触されていてもよく、ここで第2の検出可能な標識は不可逆的受容体
結合試薬I2に結合していることを包含する。
【００１２】
　本発明はさらに、少なくとも3つの受容体分子Rを含む細胞であって、ここで該細胞は、
(i) 受容体分子Rに特異的に結合する少なくとも1つの第1の受容体結合部位B1を含む第1の
受容体結合試薬であって、第1の多量体化試薬の第1の結合部位Z1に可逆的に結合すること
ができる少なくとも1つの第1の結合パートナーC1をさらに含む、該第1の受容体結合試薬
、および(ii) 第1の受容体結合試薬の第1の結合パートナーC1の可逆的結合のための少な
くとも2つの第1の結合部位Z1を含む第1の多量体化試薬を、少なくとも2つの受容体分子R
に結合させており、第1の受容体結合試薬(i)および第1の多量体化試薬(ii)は、標的細胞
に結合する第1の多価結合複合体を形成し、第1の多価結合複合体は、1つの第1の多量体化
試薬に結合した少なくとも2つの第1の受容体結合試薬を含み、かつ第1の検出可能な標識
は第1の受容体結合試薬に結合しており、かつ第2の検出可能な標識は少なくとも1つの受
容体分子Rに本質的に不可逆的に付着している、該細胞を包含する。
【００１３】
　本発明はさらに、前記細胞が、(iii) 受容体分子Rに特異的に結合する少なくとも1つの
第2の受容体結合部位B2を含む第2の受容体結合試薬であって、第2の多量体化試薬の第2の
結合部位Z2に安定的に結合することができる少なくとも1つの第2の結合パートナーC2をさ
らに含む、該第2の受容体結合試薬、および(iv) 第2の受容体結合試薬の第2の結合パート
ナーC2の安定的結合のための少なくとも2つの第2の結合部位Z2を含む第2の多量体化試薬
を、少なくとも2つの受容体分子Rにさらに結合させていてもよく、ここで第2の受容体結
合試薬(iii)および第2の多量体化試薬(iv)は、標的細胞に結合する第2の多価結合複合体
を形成し、第2の多価結合複合体は、1つの第2の多量体化試薬に結合した少なくとも2つの
第2の受容体結合試薬を含み、かつ第2の検出可能な標識は第2の多価結合複合体に結合し
ていることを包含する。
【００１４】
　本発明はまた、前記細胞が、(iii') 多量体受容体結合試薬M2であって、多量体第2受容
体結合試薬が、受容体分子Rに特異的に結合する少なくとも2つの第2の受容体結合部位B2
を含む、該多量体受容体結合試薬M2を、少なくとも2つの受容体分子Rにさらに結合させて
いてもよく、ここで多量体受容体結合試薬M2は少なくとも2つの受容体分子Rを介して細胞
に本質的に不可逆的に結合し、第2の検出可能な標識は多量体受容体結合試薬M2に結合し
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ていることを包含する。
【００１５】
　本発明はまた、前記細胞が、(iii'') 受容体分子Rに特異的に結合する不可逆的受容体
結合試薬I2であって、受容体分子Rに本質的に不可逆的に結合する、該不可逆的受容体結
合試薬I2を、受容体分子Rにさらに結合させていてもよく、ここで第2の検出可能な標識は
不可逆的受容体結合試薬I2に結合していることを包含する。
【００１６】
　本発明はさらに、標的細胞上の受容体分子Rと第1の受容体結合部位B1の解離速度定数(k

off)を決定するための試薬キットであって、キットは、(i) 受容体分子Rに特異的に結合
する少なくとも1つの第1の受容体結合部位B1を含む第1の受容体結合試薬であって、第1の
多量体化試薬の第1の結合部位Z1に可逆的に結合することができる少なくとも1つの第1の
結合パートナーC1をさらに含む、該第1の受容体結合試薬、および(ii) 第1の受容体結合
試薬の第1の結合パートナーC1の可逆的結合のための少なくとも2つの第1の結合部位Z1を
含む第1の多量体化試薬を含み、ここで、第1の受容体結合試薬(i)および第1の多量体化試
薬(ii)は、標的細胞に結合する第1の多価結合複合体を形成し、第1の多価結合複合体は、
1つの第1の多量体化試薬に結合した少なくとも2つの第1の受容体結合試薬を含み、第1の
検出可能な標識は第1の受容体結合試薬に結合しているかまたは結合することができる、
該キットを包含する。
【００１７】
　キットはさらに、(iii) 受容体分子Rに特異的に結合する少なくとも1つの第2の受容体
結合部位B2を含む第2の受容体結合試薬であって、第2の多量体化試薬の第2の結合部位Z2
に安定的に結合することができる少なくとも1つの第2の結合パートナーC2をさらに含む、
該第2の受容体結合試薬; および(iv) 第2の受容体結合試薬の第2の結合パートナーC2の安
定的結合のための少なくとも2つの第2の結合部位Z2を含む第2の多量体化試薬、ここで、
第2の受容体結合試薬(iii)および第2の多量体化試薬(iv)は、標的細胞に結合する第2の多
価結合複合体を形成し、第2の多価結合複合体は、1つの第2の多量体化試薬に結合した少
なくとも2つの第2の受容体結合試薬を含み、第2の検出可能な標識は第2の多価結合複合体
に結合している; または(iii') 多量体受容体結合試薬M2であって、多量体第2受容体結合
試薬は、受容体分子Rに特異的に結合する少なくとも2つの第2の受容体結合部位B2を含む
、該多量体受容体結合試薬M2、ここで、多量体受容体結合試薬M2は受容体分子Rを介して
標的細胞に本質的に不可逆的に結合し、第2の検出可能な標識は多量体受容体結合試薬M2
に結合している; または(iii'') 受容体分子Rに特異的に結合する不可逆的受容体結合試
薬I2であって、受容体分子Rに本質的に不可逆的に結合する、該不可逆的受容体結合試薬I
2、ここで、第2の検出可能な標識は不可逆的受容体結合試薬I2に結合している; を含み、
ここで第1の検出可能な標識は第2の検出可能な標識ではない。
【００１８】
　本発明はさらに、受容体分子Rを含む標的細胞と、(i) 受容体分子Rに特異的に結合する
少なくとも1つの第1の受容体結合部位B1を含む第1の受容体結合試薬であって、第1の多量
体化試薬の第1の結合部位Z1に可逆的に結合することができる少なくとも1つの第1の結合
パートナーC1をさらに含む、該第1の受容体結合試薬と、(ii) 第1の受容体結合試薬の第1
の結合パートナーC1の可逆的結合のための少なくとも2つの第1の結合部位Z1を含む第1の
多量体化試薬とを含有する、第1の容器であって、第1の受容体結合試薬(i)および第1の多
量体化試薬(ii)は、標的細胞に結合する第1の多価結合複合体を形成することができ、第1
の多価結合複合体は、1つの第1の多量体化試薬に結合した少なくとも2つの第1の受容体結
合試薬を含み、かつ第1の検出可能な標識は第1の受容体結合試薬に結合しているかまたは
結合することができ、かつ第2の検出可能な標識は受容体分子Rに本質的に不可逆的に付着
しており、第1の検出可能な標識は第2の検出可能な標識ではない、該第1の容器; ならび
に(a) 第1の多量体化試薬上の第1の結合部位Z1への結合について第1の結合パートナーC1
と競合することができる競合試薬CR、または(b) 好ましくはEDTAもしくはEGTAである金属
キレート試薬、を含む流体を含有する第2の容器; を含む、機器であって、第1の容器およ
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び第2の容器は、流体を第2の容器から第1の容器へ移動させることができるように接続さ
れている、該機器を包含する。
【００１９】
　機器の第1の容器は、(iii) 受容体分子Rに特異的に結合する少なくとも1つの第2の受容
体結合部位B2を含む第2の受容体結合試薬であって、第2の多量体化試薬の第2の結合部位Z
2に安定的に結合することができる少なくとも1つの第2の結合パートナーC2をさらに含む
、該第2の受容体結合試薬と、(iv) 第2の受容体結合試薬の第2の結合パートナーC2の安定
的結合のための少なくとも2つの第2の結合部位Z2を含む第2の多量体化試薬とをさらに含
有してもよく、ここで第2の受容体結合試薬(iii)および第2の多量体化試薬(iv)は、標的
細胞に結合する第2の多価結合複合体を形成することができ、第2の多価結合複合体は、1
つの第2の多量体化試薬に結合した少なくとも2つの第2の受容体結合試薬を含み、かつ第2
の検出可能な標識は第2の多価結合複合体に結合している。
【００２０】
　機器の第1の容器は、(iii') 多量体受容体結合試薬M2であって、多量体第2受容体結合
試薬は、受容体分子Rに特異的に結合する少なくとも2つの第2の受容体結合部位B2を含む
、該多量体受容体結合試薬M2をさらに含有してもよく、ここで多量体受容体結合試薬M2は
受容体分子Rを介して標的細胞に本質的に不可逆的に結合し、第2の検出可能な標識は多量
体受容体結合試薬M2に結合している。
【００２１】
　機器の第1の容器は、(iii'') 受容体分子Rに特異的に結合する不可逆的受容体結合試薬
I2であって、受容体分子Rに本質的に不可逆的に結合する、該不可逆的受容体結合試薬I2
をさらに含有してもよく、ここで第2の検出可能な標識は不可逆的受容体結合試薬I2に結
合している。
【００２２】
　本発明はさらに、(a) 本明細書において記述される本発明の方法を用いて、対象から得
られたサンプル中のT細胞の解離速度定数(koff)を決定する段階、および(b) 該対象から
得られたサンプルから該T細胞を単離する段階を含む、高アビディティT細胞を単離する方
法を包含する。
【図面の簡単な説明】
【００２３】
【図１Ａ】少なくとも2つの第1の結合部位Z1(26)および任意で第3の検出可能な標識(93)
を含む、第1の多量体化試薬(25); 少なくとも2つの第2の結合部位Z2(36)および第2の検出
可能な標識を含む、第2の多量体化試薬(35); 第1の受容体結合部位B1(71)、第1の検出可
能な標識(91)、および第1の結合パートナーC1(81)を含む、第1の受容体結合試薬(20); 第
2の受容体結合部位B2(72)および第2の結合パートナーC2(82)を含む、第2の受容体結合試
薬(30); 少なくとも2つの第2の受容体結合部位B2(72)および第2の検出可能な標識(92)を
含む、多量体受容体結合試薬M2(40); 不可逆的受容体結合部位B3(73)および第2の検出可
能な標識(92)を含む、不可逆的受容体結合試薬I2(50); ならびに少なくとも1つの受容体
分子R(11)を含む標的細胞(10)の略図を示す。
【図１Ｂ】第1の多量体化試薬(25)および第2の多量体化試薬(35)を用いた解離速度定数(k

off)決定の原理を例示する。標的細胞(10)は、第1の受容体結合試薬(20)の第1の受容体結
合部位B1(71)を、少なくとも2つの受容体分子R(11)に結合させている。第1の受容体結合
試薬(20)は、第1の受容体結合部位B1(71)、第1の検出可能な標識(91)および第1の結合パ
ートナーC1(81)を含む。第1の受容体結合試薬(20)に含まれる第1の結合パートナーC1(81)
および第1の多量体化試薬(25)に含まれる第1の結合部位Z1(26)を介して、少なくとも2つ
の第1の受容体結合試薬(20)が第1の多量体化試薬(25)に可逆的に結合される。第1の多量
体化試薬(25)は、任意で第3の検出可能な標識(93)を含んでもよい。さらに、標的細胞(10
)は、第2の受容体結合試薬(30)の第2の受容体結合部位B2(72)を、少なくとも2つの受容体
分子R(11)に結合させている。第2の受容体結合試薬(30)に含まれる第2の結合パートナーC
1(82)および第2の多量体化試薬(35)に含まれる第2の結合部位Z2(36)を介して、少なくと
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も2つの第2の受容体結合試薬(30)が第2の多量体化試薬(35)に安定的に結合される。第2の
多量体化試薬(35)は、第2の検出可能な標識(92)を含む。あるいは、第2の検出可能な標識
は、第2の多量体化試薬に含まれることに加えてまたは含まれることの代わりに、第2の受
容体結合剤(30)に含まれることができる(図中に示されず)。複合体を競合試薬CR(60)と接
触させると、競合試薬CR(60)は、第1の多量体化試薬(25)に含まれる第1の結合部位Z1(26)
について、第1の受容体結合試薬(20)に含まれる第1の結合パートナーC1(81)と競合する。
第1の多量体化試薬(25)に含まれる第1の結合部位Z1(26)への競合試薬CR(60)の結合により
、第1の受容体結合試薬(20)と第1の多量体化試薬(25)との間の結合は破壊され、第1の多
量体化試薬(25)、最終的には第1の受容体結合試薬(20)が標的細胞(10)から切り離される
。
【図１Ｃ】第1の多量体化試薬(25)および多量体受容体結合試薬M2(40)を用いた解離速度
定数(koff)決定の原理を示す。標的細胞(10)は、第1の受容体結合試薬(20)の第1の受容体
結合部位B1(71)を、少なくとも2つの受容体分子R(11)に結合させている。第1の受容体結
合試薬(20)は、第1の受容体結合部位B1(71)、第1の検出可能な標識(91)および第1の結合
パートナーC1(81)を含む。第1の受容体結合試薬(20)に含まれる第1の結合パートナーC1(8
1)および第1の多量体化試薬(25)に含まれる第1の結合部位Z1(26)を介して、少なくとも2
つの第1の受容体結合試薬(20)が第1の多量体化試薬(25)に可逆的に結合される。第1の多
量体化試薬(25)は、任意で第3の検出可能な標識(93)を含んでもよい。さらに、標的細胞(
10)は、多量体受容体結合試薬M2(40)の第2の受容体結合部位B2(72)を、少なくとも2つの
受容体分子R(11)に結合させている。多量体受容体結合試薬M2(40)は、第2の検出可能な標
識(92)を含む。複合体を競合試薬CR(60)と接触させると、競合試薬CR(60)は、第1の多量
体化試薬(25)に含まれる第1の結合部位Z1(26)について、第1の受容体結合試薬(20)に含ま
れる第1の結合パートナーC1(81)と競合する。第1の多量体化試薬(25)に含まれる第1の結
合部位Z1(26)への競合試薬CR(60)の結合により、第1の受容体結合試薬(20)と第1の多量体
化試薬(25)との間の結合は破壊され、第1の多量体化試薬(25)、最終的には第1の受容体結
合試薬(20)が標的細胞(10)から切り離される。
【図１Ｄ】第1の多量体化試薬(25)および不可逆的受容体結合試薬I2(50)を用いた解離速
度定数(koff)決定の原理を示す。標的細胞(10)は、第1の受容体結合試薬(20)の第1の受容
体結合部位B1(71)を、少なくとも2つの受容体分子R(11)に結合させている。第1の受容体
結合試薬(20)は、第1の受容体結合部位B1(71)、第1の検出可能な標識(91)および第1の結
合パートナーC1(81)を含む。第1の受容体結合試薬(20)に含まれる第1の結合パートナーC1
(81)および第1の多量体化試薬(25)に含まれる第1の結合部位Z1(26)を介して、少なくとも
2つの第1の受容体結合試薬(20)が第1の多量体化試薬(25)に可逆的に結合される。第1の多
量体化試薬(25)は、任意で第3の検出可能な標識(93)を含んでもよい。さらに、標的細胞(
10)は、不可逆的受容体結合試薬I2(50)を、受容体分子R(11)に結合させている。不可逆的
受容体結合試薬I2(50)は、第2の検出可能な標識(92)を含む。複合体を競合試薬CR(60)と
接触させると、競合試薬CR(60)は、第1の多量体化試薬(25)に含まれる第1の結合部位Z1(2
6)について、第1の受容体結合試薬(20)に含まれる第1の結合パートナーC1(81)と競合する
。第1の多量体化試薬(25)に含まれる第1の結合部位Z1(26)への競合試薬CR(60)の結合によ
り、第1の受容体結合試薬(20)と第1の多量体化試薬(25)との間の結合は破壊され、第1の
多量体化試薬(25)、最終的には第1の受容体結合試薬(20)が標的細胞(10)から切り離され
る。
【図２Ａ】フローサイトメトリーに基づくkoff速度アッセイの設定および分析。フローサ
イトメーターの例示的な設定の略図である。
【図２Ｂ】フローサイトメトリーに基づくkoff速度アッセイの設定および分析。koff速度
アッセイ用のFACS管を有するサンプル温度制御装置の例示的描写である。
【図２Ｃ】フローサイトメトリーに基づくkoff速度アッセイの設定および分析。T細胞ク
ローンを用いたフローに基づくkoff速度アッセイの例示的なゲーティング戦略を示す: 2C
 TCRを発現するT細胞クローンを可逆的多量体(ストレプトアクチンAPCおよびSIYRYYGL(SE
Q ID NO: 10)-H2Kb-Alexa488を含む)および生/死の識別用のヨウ化プロピジウム(PI)で染
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色した。染色された細胞をCyan Lxにて分析し、30秒後に2 mMのD-ビオチンを添加し、10
分間解離を観察した。サンプルを生きたリンパ球にてゲーティングし、これらの細胞から
のストレプトアクチン-APCおよびMHC-Alexa488の解離を観察した。
【図２Ｄ】フローサイトメトリーに基づくkoff速度アッセイの設定および分析。解離反応
速度を視覚化するためのデータの整理を示す: 生きているリンパ球のAPCおよびAlexa488
蛍光強度を、FlowJoにおいて、計算された分析時間にわたりプロットした。計算時間を20
0ゲートに分割し、1ゲートに含まれる全細胞の平均蛍光強度(MFI)を算出した。APC (左軸
)およびAlexa488 (右軸)のMFI値をGraph Pad Prismにて分析時間にわたってプロットした
(上のグラフ)。分析用のデータ点を選択し、指数関数的減衰に当てはめた(下のグラフ)。
【図２Ｅ】フローサイトメトリーに基づくkoff速度アッセイの設定および分析。全細胞の
解離反応速度の直接分析である: 生きている全リンパ球の蛍光値がGraph Pad Prismに直
接エクスポートされている。分析用のデータ点を選択し、指数関数的減衰に当てはめる。
【図３Ａ】CMV特異的T細胞クローンを用いたフローサイトメトリーに基づくkoff速度アッ
セイ。図3A～図3Cは、ヒトCMV特異的T細胞クローンのkoff速度アッセイを示す: T細胞ク
ローンを特異的可逆的多量体(ストレプトアクチンAPCおよびMHC-Alexa488を含む)および
生/死の識別用のヨウ化プロピジウム(PI)で染色した。koff速度アッセイはCyan Lxにて実
施した。生きている細胞のAlexa 488およびAPC染色の蛍光値を分析時間にわたってプロッ
トし、分析用のデータ点を記述のように選択し、指数関数的減衰に当てはめる。
【図３Ｂ】CMV特異的T細胞クローンを用いたフローサイトメトリーに基づくkoff速度アッ
セイ。図3A～図3Cは、ヒトCMV特異的T細胞クローンのkoff速度アッセイを示す: T細胞ク
ローンを特異的可逆的多量体(ストレプトアクチンAPCおよびMHC-Alexa488を含む)および
生/死の識別用のヨウ化プロピジウム(PI)で染色した。koff速度アッセイはCyan Lxにて実
施した。生きている細胞のAlexa 488およびAPC染色の蛍光値を分析時間にわたってプロッ
トし、分析用のデータ点を記述のように選択し、指数関数的減衰に当てはめる。
【図３Ｃ】CMV特異的T細胞クローンを用いたフローサイトメトリーに基づくkoff速度アッ
セイ。図3A～図3Cは、ヒトCMV特異的T細胞クローンのkoff速度アッセイを示す: T細胞ク
ローンを特異的可逆的多量体(ストレプトアクチンAPCおよびMHC-Alexa488を含む)および
生/死の識別用のヨウ化プロピジウム(PI)で染色した。koff速度アッセイはCyan Lxにて実
施した。生きている細胞のAlexa 488およびAPC染色の蛍光値を分析時間にわたってプロッ
トし、分析用のデータ点を記述のように選択し、指数関数的減衰に当てはめる。
【図３Ｄ】CMV特異的T細胞クローンを用いたフローサイトメトリーに基づくkoff速度アッ
セイ。顕微鏡にておよびフローサイトメーターにて評価したTCR-pMHC結合半減期時間の比
較を示す。
【図４Ａ】可逆的多量体および不可逆的多量体による二重染色の原理。可逆的多量体およ
び不可逆的多量体によるCD8+ T細胞の染色(左上)ならびにD-ビオチン添加後の可逆的多量
体の解離(右下)の略図である。
【図４Ｂ】可逆的多量体および不可逆的多量体による二重染色の原理。ヒトCMV特異的T細
胞クローンに由来するT細胞が、特異的可逆的多量体(ストレプトアクチンAPCおよびHLA-B
8 IE188-96-Alexa488を含む)および生/死の識別用のヨウ化プロピジウム(PI)で、ならび
に特異的不可逆的多量体(ストレプトアビジンBV421および非標識B8 IE188-96分子を含む)
で染色されたことを示す。D-ビオチン添加前のヒトCMV特異的T細胞クローンの二重染色(
ストレプトアクチンAPCおよびストレプトアビジンBV421、生きているCD8+リンパ球にてゲ
ーティングした)のドットプロット(左)。30秒後のD-ビオチン添加に伴う分析時間にわた
る不可逆的多量体(ストレプトアビジンBV421)の骨格の染色強度ならびに可逆的多量体の
骨格(ストレプトアクチンAPC)およびpMHC分子(Alexa488)の染色強度。
【図５Ａ】二重染色後の可逆的多量体染色強度およびkoff速度。不可逆的多量体染色のイ
ンキュベーション時間および濃度の滴定を描く: CMV陽性(B7 pp65)ドナー由来のPBMCを、
特異的可逆的多量体(ストレプトアクチンAPCおよびHLA-B7 pp65-Alexa488を含む)、CD8 P
E-Cyに対する抗体、および生/死の識別用のヨウ化プロピジウム(PI)とともにインキュベ
ートした。洗浄後、ドットプロットの上に示したインキュベーション時間および多量体の
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希釈で、サンプルを特定の不可逆的多量体とともにインキュベートした(材料および方法
も参照されたい)。ドットプロットは、生きているCD8+リンパ球のCD8 Pe-Cy7およびスト
レプトアビジンBV421染色を示す。
【図５Ｂ】二重染色後の可逆的多量体染色強度およびkoff速度。図5Bおよび図5Cは、図5A
に描かれたゲートの不可逆的多量体(ストレプトアビジンBV421)および可逆的多量体(MHC 
Alexa 488およびストレプトアクチンAPC)の染色のヒストグラムを示す。
【図５Ｃ】二重染色後の可逆的多量体染色強度およびkoff速度。図5Bおよび図5Cは、図5A
に描かれたゲートの不可逆的多量体(ストレプトアビジンBV421)および可逆的多量体(MHC 
Alexa 488およびストレプトアクチンAPC)の染色のヒストグラムを示す。
【図５Ｄ】二重染色後の可逆的多量体染色強度およびkoff速度。A)に記述されたサンプル
に含有されるB7pp65特異的T細胞のTCR-pMHC koff速度を示す。
【図５Ｅ】二重染色後の可逆的多量体染色強度およびkoff速度。図5Eおよび図5Fは、可逆
的多量体のみでまたはBV421とコンジュゲートされたもしくはPEとコンジュゲートされた
不可逆的多量体との組み合わせで染色された2つのCMV特異的T細胞クローン(HLA B8 IE188
-96に特異的)の結果を示す。全てのサンプルを生/死の識別のためにヨウ化プロピジウム(
PI)で染色した。Koff速度を生きているリンパ球から測定した。
【図５Ｆ】二重染色後の可逆的多量体染色強度およびkoff速度。図5Eおよび図5Fは、可逆
的多量体のみでまたはBV421とコンジュゲートされたもしくはPEとコンジュゲートされた
不可逆的多量体との組み合わせで染色された2つのCMV特異的T細胞クローン(HLA B8 IE188
-96に特異的)の結果を示す。全てのサンプルを生/死の識別のためにヨウ化プロピジウム(
PI)で染色した。Koff速度を生きているリンパ球から測定した。
【図６Ａ】B7 pp65特異的T細胞集団の二重染色および選別。CMV陽性ドナー由来のPBMC(HL
A B7 pp65に特異的)を、特異的可逆的多量体(ストレプトアクチンAPCおよびMHC-Alexa488
を含む)、CD8に対する抗体、および生/死の識別用のヨウ化プロピジウム(PI)で染色した
。細胞を2つのサンプルに分けた。一方のサンプルを用いて、生きているCD8+ ストレプト
アクチンAPC+ リンパ球に対するFACS選別をMoFlo (Beckman Coulter)にて実施した。もう
一方のサンプルは、不可逆的多量体(ストレプトアビジンPEを含む)でさらに染色した。生
きているリンパ球のストレプトアビジンPEおよびCD8 eF450染色(左写真)ならびに二重染
色サンプルのストレプトアビジン+ 細胞のMHC Alexa488およびストレプトアクチン染色(
右写真)のドットプロットを示す。
【図６Ｂ】B7 pp65特異的T細胞集団の二重染色および選別。CMV陽性ドナー由来のPBMC(HL
A B7 pp65に特異的)を、特異的可逆的多量体(ストレプトアクチンAPCおよびMHC-Alexa488
を含む)、CD8に対する抗体、および生/死の識別用のヨウ化プロピジウム(PI)で染色した
。細胞を2つのサンプルに分けた。一方のサンプルを用いて、生きているCD8+ ストレプト
アクチンAPC+ リンパ球に対するFACS選別をMoFlo (Beckman Coulter)にて実施した。もう
一方のサンプルは、不可逆的多量体(ストレプトアビジンPEを含む)でさらに染色した。図
6Bは、可逆的多量体染色B7pp65特異的T細胞を用いたkoff速度アッセイを示す一方で、図6
Cは、二重染色B7pp65特異的T細胞を用いたkoff速度アッセイを示す。分析した細胞のAlex
a 488およびAPC染色の蛍光値を分析時間にわたってプロットし、分析用のデータ点を記述
のように選択し、指数関数的減衰に当てはめる。
【図６Ｃ】B7 pp65特異的T細胞集団の二重染色および選別。CMV陽性ドナー由来のPBMC(HL
A B7 pp65に特異的)を、特異的可逆的多量体(ストレプトアクチンAPCおよびMHC-Alexa488
を含む)、CD8に対する抗体、および生/死の識別用のヨウ化プロピジウム(PI)で染色した
。細胞を2つのサンプルに分けた。一方のサンプルを用いて、生きているCD8+ ストレプト
アクチンAPC+ リンパ球に対するFACS選別をMoFlo (Beckman Coulter)にて実施した。もう
一方のサンプルは、不可逆的多量体(ストレプトアビジンPEを含む)でさらに染色した。図
6Bは、可逆的多量体染色B7pp65特異的T細胞を用いたkoff速度アッセイを示す一方で、図6
Cは、二重染色B7pp65特異的T細胞を用いたkoff速度アッセイを示す。分析した細胞のAlex
a 488およびAPC染色の蛍光値を分析時間にわたってプロットし、分析用のデータ点を記述
のように選択し、指数関数的減衰に当てはめる。
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【図６Ｄ】B7 pp65特異的T細胞集団の二重染色および選別。CMV陽性ドナー由来のPBMC(HL
A B7 pp65に特異的)を、特異的可逆的多量体(ストレプトアクチンAPCおよびMHC-Alexa488
を含む)、CD8に対する抗体、および生/死の識別用のヨウ化プロピジウム(PI)で染色した
。細胞を2つのサンプルに分けた。一方のサンプルを用いて、生きているCD8+ ストレプト
アクチンAPC+ リンパ球に対するFACS選別をMoFlo (Beckman Coulter)にて実施した。もう
一方のサンプルは、不可逆的多量体(ストレプトアビジンPEを含む)でさらに染色した。選
別したサンプルおよび二重染色サンプルのTCR-pMHC結合半減期時間の比較を示す。
【図７－１】オリゴクローンHLA＊07 02/CMVpp65特異的CD8 T細胞集団のエクスビボkoff
速度測定。健常ドナーの新鮮血液からフィコール(Ficoll)勾配遠心分離によってPBMCを単
離した。単一の生きているCD19- CD8+ 不可逆的pMHC-PE+ T細胞に対するBooleanゲーティ
ング。経時的なストレプトアクチンAPCおよび可逆的pMHC-Alexa488のデータをGraphPad P
RISMにエクスポートし、指数関数的減衰曲線に当てはめてkoff速度を決定した。
【図７－２】オリゴクローンHLA＊07 02/CMVpp65特異的CD8 T細胞集団のエクスビボkoff
速度測定。健常ドナーの新鮮血液からフィコール(Ficoll)勾配遠心分離によってPBMCを単
離した。単一の生きているCD19- CD8+ 不可逆的pMHC-PE+ T細胞に対するBooleanゲーティ
ング。経時的なストレプトアクチンAPCおよび可逆的pMHC-Alexa488のデータをGraphPad P
RISMにエクスポートし、指数関数的減衰曲線に当てはめてkoff速度を決定した。
【図８－１】オリゴクローンHLA＊02 01/CMVpp65特異的CD8 T細胞集団(ドナーHZ961)のエ
クスビボkoff速度測定。健常ドナーの新鮮血液からフィコール勾配遠心分離によって単離
された凍結保存PBMCのkoff速度測定。単一の生きているCD19- CD8+ 不可逆的pMHC-PE+ T
細胞に対するBooleanゲーティング。経時的なストレプトアクチンAPCおよび可逆的pMHC-A
lexa488のデータをGraphPad PRISMにエクスポートし、指数関数的減衰曲線に当てはめてk

off速度を決定した。
【図８－２】オリゴクローンHLA＊02 01/CMVpp65特異的CD8 T細胞集団(ドナーHZ961)のエ
クスビボkoff速度測定。健常ドナーの新鮮血液からフィコール勾配遠心分離によって単離
された凍結保存PBMCのkoff速度測定。単一の生きているCD19- CD8+ 不可逆的pMHC-PE+ T
細胞に対するBooleanゲーティング。経時的なストレプトアクチンAPCおよび可逆的pMHC-A
lexa488のデータをGraphPad PRISMにエクスポートし、指数関数的減衰曲線に当てはめてk

off速度を決定した。
【図９－１】オリゴクローンHLA＊02 01/CMVpp65特異的CD8 T細胞集団(ドナーHZ510)のエ
クスビボkoff速度測定。健常ドナーの新鮮血液からフィコール勾配遠心分離によって単離
された凍結保存PBMCのkoff速度測定。単一の生きているCD19- CD8+ 不可逆的pMHC-PE+ T
細胞に対するBooleanゲーティング。経時的なストレプトアクチンAPCおよび可逆的pMHC-A
lexa488のデータをGraphPad PRISMにエクスポートし、指数関数的減衰曲線に当てはめてk

off速度を決定した。
【図９－２】オリゴクローンHLA＊02 01/CMVpp65特異的CD8 T細胞集団(ドナーHZ510)のエ
クスビボkoff速度測定。健常ドナーの新鮮血液からフィコール勾配遠心分離によって単離
された凍結保存PBMCのkoff速度測定。単一の生きているCD19- CD8+ 不可逆的pMHC-PE+ T
細胞に対するBooleanゲーティング。経時的なストレプトアクチンAPCおよび可逆的pMHC-A
lexa488のデータをGraphPad PRISMにエクスポートし、指数関数的減衰曲線に当てはめてk

off速度を決定した。
【図１０－１】CD8+ J76腫瘍細胞に対するkoff速度測定を用いた単離TCRの機能的特徴付
け。単一クローンPCRを用いて2つのHLA＊02 01/CMVpp65特異的TCRを単離した。その構造
的アビディティを分析するため、内因性TCRを欠くCD8+ J76腫瘍細胞にTCRを形質導入した
。単一の生きているCD8+ 不可逆的pMHC-PE+ T細胞に対するBooleanゲーティング。経時的
なストレプトアクチンAPCおよび可逆的pMHC-Alexa488のデータをGraphPad PRISMにエクス
ポートし、指数関数的減衰曲線に当てはめてkoff速度を決定した。
【図１０－２】CD8+ J76腫瘍細胞に対するkoff速度測定を用いた単離TCRの機能的特徴付
け。単一クローンPCRを用いて2つのHLA＊02 01/CMVpp65特異的TCRを単離した。その構造
的アビディティを分析するため、内因性TCRを欠くCD8+ J76腫瘍細胞にTCRを形質導入した
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。単一の生きているCD8+ 不可逆的pMHC-PE+ T細胞に対するBooleanゲーティング。経時的
なストレプトアクチンAPCおよび可逆的pMHC-Alexa488のデータをGraphPad PRISMにエクス
ポートし、指数関数的減衰曲線に当てはめてkoff速度を決定した。
【図１１－１】高アビディティおよび低アビディティTCR pMHC相互作用についてのネズミ
モデル系におけるkoff速度測定。行a.; SIIQFEKL:H2kb (SEQ ID NO:14)、行b. : SIYNFEK
L:H2kb (SEQ ID NO: 15); 行c.: SIINFEKL:H2kb (SEQ ID NO: 15)。
【図１１－２】高アビディティおよび低アビディティTCR pMHC相互作用についてのネズミ
モデル系におけるkoff速度測定。行a.; SIIQFEKL:H2kb (SEQ ID NO:14)、行b. : SIYNFEK
L:H2kb (SEQ ID NO: 15); 行c.: SIINFEKL:H2kb (SEQ ID NO: 15)。
【発明を実施するための形態】
【００２４】
詳細な説明
　いくつかの用途、例えば、T細胞クローンまたは形質導入T細胞のような同種の集団の測
定の場合、単一細胞の分離は必要ではなく、一般的に利用可能な器具の使用によりkoff速
度値の迅速なスクリーニングを可能にする方法が望ましいであろう。それゆえ、本出願の
発明者らは、可逆的多量体に基づくkoff速度アッセイの原理を、従来のフローサイトメト
リーによって誘導される用途に移行することを目的とした。本発明者らは、驚くべきこと
に、koff速度の動態が実際にフローサイトメトリーによって高感度で得られることを実証
した; それにより、この手順は、顕微鏡によって誘導されるアッセイと同等の値を有する
信頼性の高い解離測定値をもたらす。本発明者らは、さらに驚くべきことに、この手順が
エクスビボで直接的に抗原特異的T細胞集団の分析に移行されうることを実証した。イン
ビボ抗原特異的T細胞集団は非常に小さいことが多く、付加的な(非特異的)細胞の存在が
、koff速度測定に必要であるような染色動態の追跡を制限するため、これらの結果を以前
には予想することができなかった。Hebeisen et al. 2015, Cancer Res, 75(10):1983-91
には、被分析T細胞の事前選別またはクローニングとkoff速度測定を組み合わせることが
提案されていた。しかしながら、本発明者らは、これが時間のかかる手順であるだけでな
く、インビトロでの増殖プロトコルが複雑なT細胞集団の組成を変化させることが多いの
で、得られる結果を偏らせる危険性もあることを認識した。それゆえ、本発明者らは、可
逆的および不可逆的特異的MHC多量体を用いた抗原特異的T細胞の二重染色による、細胞選
別およびインビトロでの細胞増殖を伴わないkoff速度値の直接評価を想定した。不可逆的
多量体で染色することにより、可逆的多量体の解離を観察しながら抗原特異的標的集団を
安定的に同定することが可能になる。重要なことに、本出願の発明者らは、pMHCの解離速
度が、不可逆的多量体によるさらなる染色によって影響されないことを実証することがで
きた。ゆえに、フローサイトメトリーにより誘導されるTCRリガンドのkoff速度測定と組
み合わせた多量体二重染色を、非常に小さな抗原特異的T細胞集団でさえも直接エクスビ
ボで分析するために用いることができる。
【００２５】
　それゆえ、本発明は、標的細胞に付着した第1の検出可能な標識および標的細胞に付着
した第2の検出可能な標識を検出する段階を含む、標的細胞上の受容体分子Rと第1の受容
体結合部位B1の解離速度定数(koff)を決定する方法を包含する。第1の検出可能な標識は
細胞に可逆的に結合しうるが、第2の検出可能な標識は細胞に本質的に不可逆的に結合し
うる。この目的のため、細胞を、(i) 受容体分子Rに特異的に結合する少なくとも1つの第
1の受容体結合部位B1を含む第1の受容体結合試薬であって、第1の多量体化試薬の第1の結
合部位Z1に可逆的に結合することができる少なくとも1つの第1の結合パートナーC1をさら
に含む、該第1の受容体結合試薬、および第1の多量体化試薬であって、第1の受容体結合
試薬の第1の結合パートナーC1の可逆的結合のための少なくとも2つの第1の結合部位Z1を
含む、該第1の多量体化試薬と接触させた。第1の多量化試薬は好ましくは、少なくとも3
個、好ましくは少なくとも3個、好ましくは4～20個、好ましくは4～8個、好ましくは4個
の第1の結合部位Z1を含む。第1の受容体結合試薬(i)および第1の多量体化試薬(ii)は、標
的細胞に結合する第1の多価結合複合体を形成し、第1の多価結合複合体は、1つの第1の多
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量体化試薬に結合した少なくとも2つの第1の受容体結合試薬を含む。第1の多価複合体は
好ましくは、1つの第1の多量体化試薬に結合した少なくとも3個、好ましくは少なくとも4
個、好ましくは4～20個、好ましくは4～8個、好ましくは4個の第1の受容体結合試薬を含
む。第1の検出可能な標識は第1の受容体結合試薬に結合しているかまたは結合することが
できると理解されたい。第2の検出可能な標識は受容体分子Rに本質的に不可逆的に付着し
ているとさらに理解されたい。第1の検出可能な標識および第2の検出可能な標識は互いに
異なり、それらは同じ化合物ではないことを意味するとも理解されたい。第1の多量体化
試薬は、第3の検出可能な標識を任意でさらに含んでもよい。第1、第2、および第3の検出
可能な標識の各々は、好ましくは互いに異なり、好ましくは互いに区別されうると理解さ
れたい。
【００２６】
　これに関連して、受容体結合試薬Bとその受容体R、例えば細胞表面受容体分子との間の
複合体(C)の形成は、

と表記される2状態プロセスによって記述できることに留意されたい。対応する解離Kd定
数は

と定義され、式中[B]、[R]、および[C]は、所与の温度および圧力での受容体、受容体結
合試薬(リガンド)およびそれぞれの複合体の平衡モル濃度である。解離Kd定数はまた、複
合体の会合/形成の速度についてのオン速度の定数(kon) (会合速度定数とも呼ばれる)お
よび複合体の解離についてのオフ速度の定数(koff) (解離速度定数とも呼ばれる)の比と
して

で表すこともできる。本出願において、熱力学的および速度論的定数Kd、konおよびkoff
の値は、温度4℃および大気圧1.013 barでのその決定をいう。
【００２７】
　本明細書において用いられる「可逆的」は、一価結合複合体の文脈において用いられる
場合、2つの結合パートナー間の結合、例えば受容体分子Rとその結合パートナーBとの間
の結合のkoff速度に関して表現されうる。可逆的結合のkoff速度は、約0.5×10-4秒-1も
しくはそれ以上、約1×10-4秒-1もしくはそれ以上、約2×10-4秒-1もしくはそれ以上、約
3×10-4秒-1もしくはそれ以上、約4×10-4秒-1もしくはそれ以上、約5×10-4秒-1もしく
はそれ以上、約1×10-3秒-1もしくはそれ以上、約1.5×10-3秒-1もしくはそれ以上、約2
×10-3秒-1もしくはそれ以上、約3×10-3秒-1もしくはそれ以上、約4×10-3秒-1、約5×1
0-3秒-1もしくはそれ以上、約1×10-2秒-1もしくはそれ以上、または約5×10-1秒-1もし
くはそれ以上でありうる。そのような可逆的結合複合体のそれぞれのKD値は、約1×10-10

 M以上、約1×10-9 M以上、約1×10-8 M以上、約1×10-7 M以上、約1×10-6 M以上、約1
×10-5 M以上、約1×10-4 M以上、約1×10-3 M以上の範囲内でありうる。それと対照的に
、「不可逆的」または「本質的に不可逆的」は、同義的にかつ交換可能に用いられ、また
koff速度に関して表現されうる。例えば受容体分子Rとその結合パートナーBとの間の(本
質的に)不可逆な結合のkoff速度は、約1×10-5秒-1もしくはそれ以下、約1×10-6秒-1も
しくはそれ以下、約1×10-7秒-1もしくはそれ以下、約1×10-8秒-1もしくはそれ以下、約
1×10-9秒-1もしくはそれ以下、約1×10-10秒-1もしくはそれ以下でありうる。そのよう
な不可逆的結合複合体のそれぞれのKD値は、約2×10-10 M以下、約1×10-11 M以下、また
は約1×10-12 M以下、約1×10-13 M以下、または約1×10-14 M以下の範囲内でありうる。
それは2×10-10 M～約10-15 Mの範囲内でありうる。koff速度、kon速度またはKdに関して
本明細書において用いられる場合の「約」という用語は、± 0.1%、± 0.2%、± 0.3%、
± 0.4%、± 0.5%、± 0.7 ± 0.9、%± 1.0、%、± 1.2%、± 1.4%、±1.6%、± 1.8%、
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± 2.0%、± 2.2%、± 2,4,%、± 2.6%、± 2.8%、± 3.0%、± 3.5%、± 4.0.%、± 4.5
%、± 5.0%、± 6.0%、± 7.0%±、8.0%、± 9.0%±、10.0%、± 15.0%、または± 20.0%
の許容誤差を含むことが意図される。しかしながら、受容体分子Rは典型的には標的細胞
の表面上に2つまたはそれ以上のコピーで存在しうるので、細胞に結合する試薬が2つまた
はそれ以上の結合部位Bを含む場合、アビディティ効果を考慮しなければならない可能性
がある。そのような場合には、単一の受容体Rと単一の結合部位Bとの間の結合は可逆的で
ありうるが、複数のRを含む細胞と複数の結合部位Bを含む試薬との結合は本質的に不可逆
的でありうる。そのような多価結合の場合、見掛けのkoff値を定義することができ、ここ
で見掛けのkoff値は、結合が一価であると仮定した場合に、見掛け上測定されうるkoff値
である。論じられるように、アビディティ効果のために、2つ以上の受容体Rを含む細胞と
、2つ以上の結合部位Bを含む試薬、例えば多量体試薬の結合は、本質的に不可逆的である
ことができ、例えば見掛け上のkoff値は不可逆的結合について定義された範囲内であるこ
とができる。しかしながら、各々が結合部位Bを含む複数の結合試薬を可逆的に多量体化
することは可能である。この目的のため、少なくとも2つの結合部位Zを含む多量体化試薬
が用いられうる。結合試薬は、結合部位Bに加えて、多量体化試薬上の結合部位Zに結合し
うる結合パートナーCを含む。ここで、CとZとの間の結合は可逆的であり、それは好まし
くは、例えば結合部位ZについてCと競合し、CをC:Z複合体から移動させうる試薬を加える
ことにより、破壊されうる。ゆえに、各々が結合部位Bを含む2つまたはそれ以上の結合試
薬が結合した、可逆的多量体は、多量体の形態である限り本質的に不可逆的な結合を通常
は示すような高いアビディティおよび見掛けのkoff値で、2つまたはそれ以上の受容体Rを
含む細胞に結合しうる。多量体化自体を本明細書において記述されるように逆行させるこ
とができ、結合部位Bと受容体Rとの一価の結合が可逆的である場合、細胞への結合は依然
として可逆的でありうる。可逆的多量体によるそのような可逆的結合は、例えば米国特許
第7,776,562号、国際特許出願WO 02/054065、または国際特許出願WO 2013/011011に記述
されている。
【００２８】
　本明細書において用いられる場合、「検出可能な標識」とは、フローサイトメトリーに
おいて染色された細胞の検出のために用いられうる検出可能な実体をいう。好ましくは、
標識は染色または単離される細胞の特徴に悪影響を及ぼさない。標識の例は、ほんの数例
を挙げると、フィコエリスリン、アロフィコシアニン(APC)、ブリリアントバイオレット(
Brilliant Violet) 421、Alexa Fluor 488、クマリンまたはローダミンのような蛍光標識
である。標識は、受容体結合試薬および/または多量体化試薬に結合されうる。適用可能
な場合、第1の検出可能な標識は好ましくは受容体結合試薬に結合され、一方で任意の第3
の検出可能な標識は好ましくは多量体化試薬に結合される。標識は直接標識、すなわち上
記で特定されたような多価結合複合体の成員のうちの1つに結合した標識でありうる。そ
のような場合、標識は、例えば、受容体結合試薬または多量体化試薬のいずれかに共有結
合(コンジュゲート)されうる。あるいは、標識は、間接標識、すなわち上記で特定された
ような多価結合複合体の成員のうちの1つに順に結合することができるさらなる試薬に結
合される標識でありうる。そのような標識は、多価結合複合体が形成される前、その間ま
たはその後に付加されうる。そのような間接標識の例は、Lata et al., J. Am. Chem. So
c. 2005, 127, 10205-10215またはHuang et al., Bioconjugate Chem. 2006, 17, 1592-1
600により記述されているようなビス-、トリス-、またはテトラキス-NTA含有蛍光色素で
ある。標識は、オリゴヒスチジンタグに(金属キレート化を介して)非共有結合的に結合す
ることができる。したがって、この例では、受容体結合試薬および/または多量体化試薬
は、オリゴヒスチジンタグを保有してもよく(例えば、CH1もしくはCLドメインのC末端に
融合されたヘキサ-ヒスチジンタグのようなオリゴヒスチジンタグを有する、受容体結合
試薬としてのFab断片、またはサブユニットのうちの1つのN末端またはC末端に融合された
オリゴヒスチジンタグを有する、多量体化試薬としての市販のStrep-Tactin(登録商標)突
然変異タンパク質(IBA GmbH、Goettingen、Germany)のようなストレプトアビジン突然変
異タンパク質を用いることができ)、それによりLata et al(前記)またはHuang et al(前
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記)により記述されているそのようなNTAに基づく蛍光色素化合物を非共有結合させること
ができる。そのような非共有結合標識は、多価結合複合体が形成される前に必ずしもその
標的(受容体結合試薬および/または多量体化試薬)に結合する必要はないが、多価結合複
合体が形成される時にまたは多価結合複合体が形成された後にサンプルに加えることもで
きる。そのような非共有結合標識は、多価結合複合体が標的細胞に結合した後に加えるこ
ともできる。上記の蛍光色素を含むNTA:オリゴヒスチジンタグ結合対の代わりに、例えば
、ジゴキシゲニンと抗ジゴキシゲニン抗体または蛍光もしくは他の標識を保有する抗体断
片のような他の任意の特異的結合対も間接標識に用いることができる。そのような場合、
受容体結合試薬および/または多量体化試薬は、ジゴキシゲニンにコンジュゲート/カップ
リングされ、選択された標識を保有する抗ジゴキシゲニン抗体または抗体断片は多量体化
試薬または受容体結合試薬に(ジゴキシゲニンを介して)結合する。本発明は、第1の検出
可能な標識または第2の検出可能な標識が両方とも蛍光色素でありうることを包含する。
任意の第3の検出可能な標識もまた、蛍光色素でありうる。第1の検出可能な標識は第1の
蛍光色素であり、第2の検出可能な標識は第2の蛍光色素であることが好ましく、ここで第
1の蛍光色素の発光シグナルは、好ましくは第2の蛍光色素の発光シグナルと区別すること
ができる。任意の第3の検出可能な標識もまた、好ましくは第1および第2の蛍光色素の両
方とは区別されうる蛍光色素でありうる。説明に役立つ実例として、第1の検出可能な標
識はAlexa Fluor 488 (Alexa488)であり、一方で第2の検出可能な標識はBrilliant Viole
t 421 (BV421)でありうる。任意の第3の検出可能な標識はアロフィコシアニン(APC)であ
りうる。
【００２９】
　論じられるように、標的細胞はそれに付着した第2の検出可能な標識を有し、ここで第2
の検出可能な標識は受容体分子Rに本質的に不可逆的に付着している。そのような第2の標
識を1つまたは複数の受容体分子Rに本質的に不可逆的に付着させるための複数の可能性が
あることを理解されたい。したがって、本発明は、1つの可能性として、第2の検出可能な
標識が不可逆的多量体を介して細胞に付着していることを想定している。この目的のため
、細胞を、(iii) 受容体分子Rに特異的に結合する少なくとも1つの第2の受容体結合部位B
2を含む第2の受容体結合試薬であって、第2の多量体化試薬の第2の結合部位Z2に安定的に
結合することができる少なくとも1つの第2の結合パートナーC2をさらに含む、該第2の受
容体結合試薬、および(iv) 第2の受容体結合試薬の第2の結合パートナーC2の安定的結合
のための少なくとも2つの第2の結合部位Z2を含む第2の多量体化試薬と、さらに接触させ
てもよい。第2の多量化試薬は好ましくは、少なくとも3個、好ましくは少なくとも3個、
好ましくは4～20個、好ましくは4～8個、好ましくは4個の第2の結合部位Z2を含む。第2の
結合パートナーC2と第2の結合部位Z2との間の安定的結合は、本明細書において定義され
るように本質的に不可逆的な結合でありうる。ゆえに、第2の結合パートナーC2と第2の結
合部位Z2との間の結合についての解離速度定数(koff)は、例えば、本質的に不可逆的な結
合について本明細書において定義された範囲内であることができる。ここで、第2の受容
体結合試薬(iii)および第2の多量体化試薬(iv)は、標的細胞に結合する第2の多価結合複
合体を形成し、第2の多価結合複合体は、1つの第2の多量体化試薬に結合した少なくとも2
つの第2の受容体結合試薬を含み、第2の検出可能な標識は第2の多価結合複合体に結合し
ている。あるいは、第2の結合パートナーC2と第2の結合部位Z2との間の結合は可逆的結合
であってもよく、第2の結合パートナーC2と第2の結合部位Z2はC1およびZ1に関して定義さ
れる化合物の任意の対であってもよく、ただし、C2とZ2との間の結合は、C1とZ1との間の
結合が破壊されうるのと同じ方法では破壊することができない。説明に役立つ実例として
、C1はストレプトアビジン結合親和性ペプチドでありえ、Z1はストレプトアクチンのよう
なストレプトアビジン突然変異タンパク質でありえ、一方でC2はオリゴヒスチジンタグで
ありえ、Z2は二価カチオンを含む化合物である。ビオチンがこれらの複合体に付加される
場合、C1とZ1との間の結合は破壊され、一方でC2とZ2との間の結合は損なわれないままで
あろう。ゆえに、C2とZ2の結合は一般に(例えば、複合体をEDTAのような金属キレート剤
と接触させることによって)破壊することができるが、それでもなお、C1とZ1との間の結
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合が破壊されうるのと同じ手段または方法によって、C2とZ2との間の結合が破壊されない
限り、本発明の方法において不可逆的多量体として機能することができる。したがって、
Z2とC2との間の結合は、不可逆的であることが好ましく、またはZ1とC1との間の結合を破
壊しうる手段によって破壊可能でないことが好ましい。第2の多価複合体は、好ましくは
、1つの第2の多量体化試薬に結合した少なくとも3個、好ましくは少なくとも4個、好まし
くは4～20個、好ましくは4～8個、好ましくは4個の第2の受容体結合試薬を含む。ゆえに
、Z2とC2との間の結合は損なわれないままであるが、Z1とC1との間の結合を選択的に破壊
することが可能であることが好ましい。ゆえに、第1の検出可能な標識の細胞への付着を
選択的に逆行させることが可能でありえ、その一方で第2の検出可能な標識は細胞に付着
したままであろう。B1およびB2は同じでも異なっていてもよいことをさらに理解されたい
。B1およびB2は同じであることが好ましい。
【００３０】
　標的細胞に第2の検出可能な標識を本質的に不可逆的に付着させるための別の可能性は
、複数のB2結合部位を含む結合試薬を用いることでありうる。ゆえに、本発明の方法は、
細胞をさらに、(iii') 多量体受容体結合試薬M2と接触させることを含んでもよく、ここ
で多量体第2受容体結合試薬は、少なくとも2個の第2の受容体結合部位B2、好ましくは少
なくとも3個、好ましくは少なくとも4個、好ましくは4～20個、好ましくは4～8個、好ま
しくは4個の受容体結合部位B2を含み、第2の受容体結合部位B2は受容体分子Rに特異的に
結合し、多量体受容体結合試薬M2は受容体分子Rを介して標的細胞に本質的に不可逆的に
結合し、かつ第2の検出可能な標識は多量体受容体結合試薬M2に結合していることが包含
される。ここで多量体受容体結合試薬M2と標的細胞との間の結合についての見掛けの解離
速度定数(koff)は、例えば、約1×10-5秒-1もしくはそれ以下、約1×10-6秒-1もしくはそ
れ以下、約1×10-7秒-1もしくはそれ以下、約1×10-8秒-1もしくはそれ以下、約1×10-9

秒-1もしくはそれ以下、約1×10-10秒-1もしくはそれ以下であることができる。ここでも
また、B1とB2は同じでも異なっていてもよく、好ましくは同じであってもよいと理解され
たい。
【００３１】
　標的細胞に第2の検出可能な標識を本質的に不可逆的に付着させることはまた、受容体R
に不可逆的に結合する薬剤を用いることによっても達成されうる。したがって、本発明は
、本発明の方法が細胞をさらに、(iii'') 受容体分子Rに特異的に結合する不可逆的受容
体結合試薬I2であって、受容体分子Rに本質的に不可逆的に結合する、該不可逆的受容体
結合試薬I2と接触させることを含んでもよく、ここで第2の検出可能な標識は不可逆的受
容体結合試薬I2に結合していることを包含する。Rへの結合のために、I2は、Rに本質的に
不可逆的に結合し、かつ好ましくはB1とは異なる、不可逆的結合部位B3を含みうると理解
されたい。ここで不可逆的結合部位B3と受容体分子Rとの間の結合についての解離速度定
数(koff)は、例えば、約1×10-5秒-1もしくはそれ以下、約1×10-6秒-1もしくはそれ以下
、約1×10-7秒-1もしくはそれ以下、約1×10-8秒-1もしくはそれ以下、約1×10-9秒-1も
しくはそれ以下、約1×10-10秒-1もしくはそれ以下であることができる。
【００３２】
　本発明の方法において、koff速度測定に用いることができる少なくとも1つの共通の受
容体分子を有する実質的に任意の標的細胞を用いることができる。アビディティ効果を達
成するために、受容体分子は典型的には標的細胞の表面上に2コピー以上で存在する。典
型的な態様において、標的細胞は真核細胞または原核細胞、好ましくは哺乳動物細胞であ
る。哺乳動物細胞はリンパ球または幹細胞でありうる。ゆえに、標的細胞は、T細胞、Tヘ
ルパー細胞、B細胞、またはナチュラルキラー細胞、例えばCMV特異的CMV特異的CD8+ Tリ
ンパ球、細胞傷害性T細胞、記憶T細胞および制御性T細胞でありうる。同様に、標的細胞
集団を規定する少なくとも1つの共通の(特異的)受容体は、所与の結合部位B1への結合のk

off速度を決定できる任意の受容体でありうる。例えば、受容体は、免疫細胞の集団もし
くは亜集団、例えばT細胞の集団もしくは亜集団、Tヘルパー細胞、例えば、CD4+ Tヘルパ
ー細胞、B細胞またはナチュラルキラー細胞を規定する受容体でありうる。T細胞の例とし
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ては、CMV特異的CD8+ Tリンパ球、細胞傷害性T細胞、記憶T細胞および制御性T細胞(Treg)
のような細胞が挙げられる。受容体分子Rは、標的細胞上に存在する任意の受容体であり
うる。しかしながら、受容体は、例えばT細胞受容体またはB細胞受容体のような、抗原特
異的受容体であることが好ましい。受容体は好ましくはT細胞受容体でありえ、一方標的
細胞は好ましくはCD8+ T細胞でありうる。これに関連して、本明細書において用いられる
「標的細胞」という用語は、膜(これは脂質二重層であることもできる)が内部を外部環境
から分離し、かつ生物学的実体の表面上に特定の受容体分子を含む全ての生物学的実体/
小胞を包含することに留意されたい。そのような実体の例としては、細胞、ウイルス、リ
ポソーム、細胞小器官、例えばミトコンドリア、葉緑体、細胞核またはリソソームが挙げ
られるが、これらに限定されることはない。
【００３３】
　本発明の方法において、受容体分子Rに特異的に結合する受容体結合試薬の第1の受容体
結合部位B1は、例えばMHC分子であることができる。第1の受容体結合部位B1としてのMHC
分子の使用は、エクスビボで直接、T細胞の抗原特異的亜集団のT細胞受容体のkoff速度の
特徴付けを可能にする。「MHC分子」という用語は、ペプチドとコンジュゲートしているM
HC分子を含むことに留意されたい。第1の受容体結合部位B1はまた、抗体、または(Fab)2'
断片、二価一本鎖Fv断片のような二価抗体断片でありうる。それはまた、「デュオカリン
(duocalin)」としても知られる二量体リポカリン突然変異タンパク質のような二価タンパ
ク質性人工結合性分子でありうる。他の態様において、受容体結合試薬は単一の結合部位
B1を有してもよく、すなわち、一価であってもよい。一価受容体結合試薬の例としては、
一価抗体断片または抗体様結合特性を有するタンパク質性結合分子、例えばリポカリン突
然変異タンパク質が挙げられるが、これらに限定されることはない。
【００３４】
　本明細書において論じられるように、第1の結合パートナーC1と第1の結合部位Z1との間
の結合は可逆的であるべきであり、すなわち結合は主張される方法を実施するのに適した
条件の下で破壊されうるべきである。第1の結合パートナーC1と第1の結合部位Z1との間の
結合についての解離速度定数(koff)は、例えば、可逆的結合について本明細書において定
義される通りであり、例えば約5×10-4秒-1の範囲内であることができる。この結合のkof
fもまた、任意の適当な手段によって、例えば、蛍光滴定、平衡透析または表面プラズモ
ン共鳴によって決定することができる。細胞からの多量体化試薬の染色の解離/除去は、
解離した受容体結合試薬の除去、したがって、先に染色された細胞からの検出可能な標識
を含む多価結合複合体全体の除去をもたらす。
【００３５】
　本発明によれば、受容体結合試薬は、それが少なくとも1つの第1の結合パートナーC1を
含み、第1の多量体化試薬が第1の結合パートナーC1に対して少なくとも2つの第1の結合部
位Z1、少なくとも3つまたは少なくとも4つの第1の結合部位Z1を含むように選択されうる
。あるいは、2つの異なる(種類の)受容体結合試薬を用いることが可能である。
【００３６】
　本発明によれば、パートナーは以下の群から選択することができる: (a) 第1の結合パ
ートナーC1がストレプトアビジン結合ペプチドまたはアビジン結合ペプチドを含み、かつ
第1の多量体化試薬がストレプトアビジンもしくはアビジン、または該ストレプトアビジ
ン結合ペプチドもしくはアビジン結合ペプチドに可逆的に結合するストレプトアビジン類
似体もしくはアビジン類似体を含む; あるいは(b) 第1の結合パートナーC1が、ストレプ
トアビジンまたはアビジンに可逆的に結合するビオチン類似体を含み、かつ第1の多量体
化試薬がストレプトアビジンもしくはアビジン、または該ビオチン類似体に可逆的に結合
するストレプトアビジン類似体もしくはアビジン類似体を含む。第1の結合パートナーC1
はストレプトアビジン結合ペプチドTrp-Ser-His-Pro-Gln-Phe-Glu-Lys (SEQ ID NO: 01)
を含むことができ、多量体化試薬は、野生型ストレプトアビジン配列の位置番号44～47に
アミノ酸配列Va144-Thr45-Ala46-Arg47 (SEQ ID NO: 02)を有するストレプトアビジン類
似体、または野生型ストレプトアビジン配列の位置番号44～47にアミノ酸配列lle44-Gly4
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5-Ala46-Arg47 (SEQ ID NO: 03)を有するストレプトアビジン類似体を含む。これらの突
然変異タンパク質は両方とも、例えば、米国特許第6,103,493号に記述されており、IBA G
mbH, Goettingen, GermanyからStrep-Tactin(登録商標)という商標で市販されている。例
えば、ストレプトアビジン結合ペプチドは、例えば、米国特許第5,506,121号に記述され
ている「Strep-tag(登録商標)」のような単一ペプチド、または国際特許公開WO 02/07701
8に記述されている2つ以上の個々の結合モジュールの連続配置を有するストレプトアビジ
ン結合ペプチドでありうる。2つ以上の個々の結合モジュールの連続配置を有するストレ
プトアビジン結合ペプチドの例としては、国際特許出願WO02/077018もしくは米国特許第7
,981,632号に記述されているdi-tag3配列

、di-tag2配列

または配列

(SEQ ID NO: 13、Twin-Strep-tag(登録商標)としても公知)が挙げられる。
【００３７】
　本発明はまた、第1の結合パートナーC1と多量体化試薬の少なくとも2つの第1の結合部
位Z1との間の結合が二価カチオンの存在下で起こりうることも包含する。説明に役立つ実
例として、例えば、米国特許第5,985,658号に記述されているように、第1の結合パートナ
ーC1はカルモジュリン結合ペプチドを含み、多量体化試薬は多量体カルモジュリンを含む
。あるいは、第1の結合パートナーC1はFLAGペプチドを含んでもよく、第1の多量体化試薬
は、FLAGペプチドに結合する抗体、例えば米国特許第4,851,341号に記述されているよう
にモノクローナル抗体4E11に結合するFLAGペプチドに結合する抗体を含んでもよい。さら
に別の説明に役立つ実例として、第1の結合パートナーC1はオリゴヒスチジンタグを含み
、第1の多量体化試薬は、オリゴヒスチジンタグに結合する抗体または遷移金属イオンを
含む。これら全ての結合複合体の破壊は、金属イオンのキレート化、例えばカルシウムの
キレート化により、例えばEDTAまたはEGTAの添加により達成されうる。カルモジュリン、
4E11のような抗体、またはキレート化金属イオンもしくは遊離キレート剤は、従来の方法
により、例えばビオチン化およびストレプトアビジンもしくはアビジンまたはそれらの多
量体との複合体化により、あるいは第1段階における、Noguchi, A., Takahashi, T., Yam
aguchi, T., Kitamura, K., Takakura, Y., Hashida, M. & Sezaki, H. (1992). 「Prepa
ration and properties of the immunoconjugate composed of anti-human colon cancer
 monoclonal antibody and mitomycin C dextran conjugate. Bioconjugate Chemistry 3
, 132-137」に本質的に記述されているような多糖類、例えばデキストランへのカルボキ
シル残基の導入、かつ第2段階における、慣用のカルボジイミド化学を用いた多糖類骨格
、例えばデキストラン骨格中のカルボキシル基への第1級アミノ基によるカルモジュリン
または抗体またはキレート化金属イオンもしくは遊離キレート剤のカップリングにより、
多量体化されうる。
【００３８】
　本発明の方法では、多量体化試薬がストレプトアビジンもしくはアビジンのオリゴマー
もしくはポリマー、またはストレプトアビジンもしくはアビジンの任意の類似体のオリゴ
マーもしくはポリマーであることも可能である。オリゴマーまたはポリマーは、多糖類に
よって架橋されうる。ストレプトアビジンのオリゴマーもしくはポリマー、またはアビジ
ンのオリゴマーもしくはポリマー、またはストレプトアビジンの類似体もしくはアビジン
の類似体のオリゴマーもしくはポリマーは、第1段階において、「Noguchi, A., Takahash
i, T., Yamaguchi, T., Kitamura, K., Takakura, Y., Hashida, M. & Sezaki, H. (1992
). Preparation and properties of the immunoconjugate composed of anti-human colo
n cancer monoclonal antibody and mitomycin C dextran conjugate. Bioconjugate Che
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mistry 3,132-137」に本質的に記述されているように、多糖類、例えばデキストランへの
カルボキシル残基の導入によって調製されうる。次いで、ストレプトアビジンもしくはア
ビジンまたはそれらの類似体は、第2段階において、慣用のカルボジイミド化学を用いて
デキストラン骨格中のカルボキシル基へ内部リジン残基および/または遊離N末端の第1級
アミノ基を介してカップリングされうる。しかしながら、ストレプトアビジンもしくはア
ビジンの架橋オリゴマーもしくはポリマー、またはストレプトアビジンもしくはアビジン
の任意の類似体の架橋オリゴマーもしくはポリマーもまた、グルタルジアルデヒドのよう
な二官能性リンカーを介して架橋することにより、または文献に記述されている他の方法
により得られうる。
【００３９】
　本発明はさらに、第1の結合パートナーC1が抗原を含み、多量体化試薬が該抗原に対す
る抗体または抗体断片を含みうることを包含する。抗原は、例えば、エピトープタグであ
りうる。適当なエピトープタグの例としては、FLAGタグ(配列: DYKDDDDK、SEQ ID NO: 04
)、Mycタグ(配列: EQKLISEEDL、SEQ ID NO: 05)、HAタグ(配列: YPYDVPDYA、SEQ ID NO: 
06)、VSV-Gタグ(配列: YTDIEMNRLGK、SEQ ID NO: 07)、HSVタグ(配列: QPELAPEDPED、SEQ
 ID NO: 08)、およびV5タグ(配列: GKPIPNPLLGLDST、SEQ ID NO: 09)が挙げられるが、こ
れらに限定されることはない。抗原はタンパク質であってもよく、例えば、第1の結合パ
ートナーC1は、抗原としてマルトース結合タンパク質(MBP)、キチン結合タンパク質(CBP)
またはチオレドキシンを含みうる。これらの場合、多量体化試薬(抗体)の少なくとも2つ
の第1の結合部位Z1と抗原との間で形成された複合体は、遊離抗原、すなわちMycタグもし
くはHAタグ(エピトープタグ)のような遊離ペプチドまたは遊離タンパク質(MBPもしくはCB
Pのような)を加えることによって破壊することができる。これに関連して、FLAGタグが第
1の結合パートナーC1として用いられ、第1の多量体化試薬がFLAGタグに結合する抗体また
は抗体断片を含む場合には、この可逆的結合を遊離FLAGペプチドの添加によって破壊する
ことも可能であることに留意されたい。
【００４０】
　本発明はまた、第1の結合パートナーC1がグルタチオンS-トランスフェラーゼ(GST)を含
み、第1の多量体化試薬が第1の結合部位Z1としてグルタチオンを含みうるか、または第1
の結合パートナーC1がグルタチオンを含み、第1の多量体化試薬が第1の結合部位Z1として
グルタチオンS-トランスフェラーゼを含みうることを包含する。ここで、GSTとグルタチ
オンとの間の結合は、過剰のグルタチオンの添加によって解離することができる。遊離グ
ルタチオンは、GSTに結合しているC1またはZ1に含まれるグルタチオンを競合的に移動さ
せて、第1の受容体結合剤を第1の多量体化試薬から解離させることができる。
【００４１】
　本発明はまた、第1の結合パートナーC1が免疫グロブリンFc部分を含み、第1の多量体化
試薬がプロテインA、プロテインG、プロテインa/g、およびプロテインLからなる群より選
択されるタンパク質を含みうるか、または第1の結合部位Z1としての第1の結合パートナー
C1がプロテインA、プロテインG、プロテインa/g、およびプロテインLからなる群より選択
されるタンパク質を含み、第1の多量体化試薬が第1の結合部位Z1として免疫グロブリンFc
部分を含むことを包含する。免疫グロブリンFc部分とプロテインA、プロテインG、プロテ
インa/g、またはプロテインLとの間の結合は、例えば、酸性pHを適用することによって破
壊されうる。
【００４２】
　本発明はさらに、第2の受容体結合試薬に含まれるかまたは多量体受容体結合試薬M2に
含まれる第2の受容体結合部位B2が一般に、第1の受容体結合試薬B1に関して本明細書にお
いて定義される化合物でありうることを企図する。B2はMHC分子であることが好ましい。
第2の受容体結合部位B2は、好ましくは第1の受容体結合部位B1と同じでありうることがさ
らに包含される。第2の受容体結合部位B2はまた、抗体、二価抗体断片、一価抗体断片、
および抗体様結合を有するタンパク質性結合分子でありうる。
【００４３】
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　二価抗体断片の例としては、(Fab)2'断片または二価一本鎖Fv断片が挙げられるが、こ
れらに限定されることはない。一価抗体断片の例としては、Fab断片、Fv断片、単一ドメ
イン抗体、および一本鎖Fv断片(scFv)が挙げられるが、これらに限定されることはない。
【００４４】
　受容体分子に特異的に結合する受容体結合試薬として用いることができる、抗体様結合
特性を有するタンパク質性結合分子の例としては、アプタマー、リポカリンファミリーの
ポリペプチドに基づく突然変異タンパク質、グルボディ(glubody)、アンキリン骨格に基
づくタンパク質、結晶性骨格に基づくタンパク質、アドネクチン(adnectin)、アビマー(a
vimer)、EGF様ドメイン、クリングルドメイン、フィブロネクチンI型ドメイン、フィブロ
ネクチンII型ドメイン、フィブロネクチンIII型ドメイン、PANドメイン、Glaドメイン、S
RCRドメイン、Kunitz/ウシ膵臓トリプシンインヒビタードメイン、テンダミスタット、カ
ザール型セリンプロテアーゼインヒビタードメイン、トレフォイル(P型)ドメイン、フォ
ンウィルブランド因子C型ドメイン、アナフィラトキシン様ドメイン、CUBドメイン、サイ
ログロブリンI型リピート、LDL受容体クラスAドメイン、Sushiドメイン、リンク(Link)ド
メイン、トロンボスポンジンI型ドメイン、免疫グロブリンドメインまたは免疫グロブリ
ン様ドメイン(例えば、ドメイン抗体またはラクダ重鎖抗体)、C型レクチンドメイン、MAM
ドメイン、フォンウィルブランド因子A型ドメイン、ソマトメジンBドメイン、WAP型4ジス
ルフィドコアドメイン、F5/8 C型ドメイン、ヘモペキシンドメイン、SH2ドメイン、SH3ド
メイン、ラミニン型EGF様ドメイン、C2ドメイン、「カッパボディ」(Kappabodies)(Ill. 
et al. 「Design and construction of a hybrid immunoglobulin domain with properti
es of both heavy and light chain variable regions」 Protein Eng 10:949-57 (1997)
)、「ミニボディ」(Minibodies)(Martin et al. 「The affinity-selection of a minibo
dy polypeptide inhibitor of human interleukin-6」 EMBO J 13:5303-9 (1994))、「ジ
ャヌシン」(Janusins)(Traunecker et al. 「Bispecific single chain molecules (Janu
sins) target cytotoxic lymphocytes on HIV infected cells」 EMBO J 10:3655-3659 (
1991)およびTraunecker et al. 「Janusin: new molecular design for bispecific reag
ents」 Int J Cancer Suppl 7:51-52 (1992))、ナノボディ、アドネクチン、テトラネク
チン、マイクロボディ、アフィリン、アフィボディまたはアンキリン、クリスタリン、ノ
ッティン、ユビキチン、ジンクフィンガータンパク質、自己蛍光タンパク質、アンキリン
またはアンキリンリピートタンパク質またはロイシンリッチリピートタンパク質、アビマ
ー(Silverman, Lu Q, Bakker A, To W, Duguay A, Alba BM, Smith R, Rivas A, Li P, L
e H, Whitehorn E, Moore KW, Swimmer C, Perlroth V, Vogt M, Kolkman J, Stemmer WP
 2005, Nat Biotech, Dec;23(12): 1556-61, Nat Biotech.の電子出版 2005 Nov 20版)；
ならびにヒト受容体ドメインのファミリーのエキソンシャッフリングにより進化された多
価アビマータンパク質(同様にSilverman J, Lu Q, Bakker A, To W, Duguay A, Alba BM,
 Smith R, Rivas A, Li P, Le H, Whitehorn E, Moore KW, Swimmer C, Perlroth V, Vog
t M, Kolkman J, Stemmer WP, Nat Biotech, Dec;23(12):1556-61, Nat. Biotechnology
の電子出版 2005 Nov 20版に記述される)が挙げられるが、これらに限定されることはな
い。
【００４５】
　本発明はさらに、不可逆的受容体結合試薬I2に含まれる不可逆的受容体結合部位B3が、
抗体、二価抗体断片、一価抗体断片、および抗体様結合を有するタンパク質性結合分子で
ありうることを包含する。不可逆的受容体結合部位B3は、好ましくは第1の受容体結合部
位B1と同じ化合物ではないことを理解されたい。
【００４６】
　本発明はさらに、第2の結合パートナーC2がビオチンまたはビオチン類似体を含み、第2
の多量体化試薬が、ビオチンまたは該ビオチン類似体に本質的に不可逆的に結合する第2
の結合部位Z2としてストレプトアビジン類似体またはアビジン類似体を含みうることを包
含する。説明に役立つ実例として、第2の結合パートナーC2はビオチンであり、第2の結合
部位Z2はストレプトアビジンでありうる。同時に、第1の結合パートナーB1は、SEQ ID NO
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: 01に記載されるようなストレプトアビジン結合ペプチドを含みうるが、第1の多量体化
試薬の第1の結合部位Z1は、ストレプトアビジン野生型配列の位置番号44～47にアミノ酸
配列Va144-Thr45-Ala46-Arg47 (SEQ ID NO: 02)を有するストレプトアビジン類似体また
はこれらの配列位置番号44～47にアミノ酸配列lle44-Gly45-Ala46-Arg47 (SEQ ID NO: 03
)を有するストレプトアビジン類似体を含みうる。ここで、多量体複合体を過剰の遊離ビ
オチンと接触させると、C1に含まれるストレプトアビジン結合ペプチドは第1の結合部位Z
1から移動され、一方でC2に含まれるビオチンは第2の結合部位Z2に結合したままである。
したがって、第2の多量体化試薬が標的細胞に付着したまま、第1の多量体化試薬が標的細
胞から解離するので、それにより受容体と第1の受容体結合部位B1のkoff速度の測定が可
能になる。
【００４７】
　あるいは、第2の結合パートナーC2および第2の結合部位Z2は、C1およびZ1に関して定義
される化合物の任意の対であってもよく、ただし、C2とZ2との間の結合は、C1とZ1との間
の結合が破壊されうるのと同じ方法では破壊することができない。説明に役立つ実例とし
て、C1はstrep-tagでありえ、Z1はストレプトアクチンでありえ、一方でC2はオリゴヒス
チジンタグでありえ、Z2は二価カチオンを含む化合物である。ビオチンがこれらの複合体
に付加される場合、C1とZ1との間の結合は破壊され、一方でC2とZ2との間の結合は損なわ
れないままであろう。ゆえに、C2とZ2の結合は一般に(例えば、複合体をEDTAのような金
属キレート剤と接触させることによって)破壊することができるが、それでもなお、C1とZ
1との間の結合が破壊されうるのと同じ手段または方法によって、C2とZ2との間の結合が
破壊されない限り、本発明の方法において不可逆的多量体として機能することができる。
【００４８】
　本発明の方法は、受容体分子Rを含む標的細胞を、第1の受容体結合試薬および第1の多
量体化試薬と接触させる段階を含みうる。これら3つの成分を互いに接触させる段階は、
任意の順序で行うことができる。説明に役立つ実例として、第1の受容体結合剤を第1の多
量体化試薬と最初に接触させて第1の受容体結合剤と第1の多量体化試薬の複合体の形成を
可能にし、次いで2つの化合物を標的細胞と接触させることができる。別の説明に役立つ
実例として、細胞を最初に、第1の受容体結合試薬と接触させることができ、一方、第1の
多量体化試薬をその後、細胞および第1の受容体結合試薬と接触させる。さらなる説明に
役立つ実例として、3つの成分全てを同時に互いに接触させることができる。
【００４９】
　本発明の方法は、標的細胞を第2の受容体結合剤および第2の多量体化試薬と接触させる
段階をさらに含みうる。この場合もやはり、これら3つの成分を接触させる段階は任意の
順序で行うことができ、標的細胞を第1の受容体結合試薬および第1の多量体化試薬と接触
させるために与えられた説明に役立つ実例が準用される。あるいは、本発明の方法は、標
的細胞を本明細書において記述される多量体受容体結合剤と接触させる段階、または標的
細胞を本明細書において記述される不可逆的受容体結合試薬と接触させる段階をさらに含
みうる。標的細胞を第1の受容体結合試薬および第1の多量体化試薬と接触させる段階は好
ましくは、細胞を第2の受容体結合剤および第2の多量体化試薬または多量体受容体結合試
薬または不可逆的受容体結合試薬と接触させる前に実施されうる。任意で、洗浄段階をこ
れら2つの段階の間に行ってもよい。
【００５０】
　本発明の方法はさらに、第1の受容体結合試薬と第1の多量体化試薬との間の結合を破壊
する段階を含みうる。細胞が第1の受容体結合試薬および第1の多量体化試薬、ならびに第
2の受容体結合剤および第2の多量体化試薬または多量体受容体結合試薬または不可逆的受
容体結合試薬と接触された後にこの段階が実施されうると理解されたい。第1の受容体結
合試薬と第1の多量体化試薬との間の結合の破壊は、当業者に知られているかまたは本明
細書に記述されている任意の適当な方法によって行うことができる。例えば、結合は、結
合した複合体を競合試薬CRと接触させることによって破壊することができる。ここで、競
合試薬CRは、第1の多量体化試薬上の第1の結合部位Z1への結合について第1の結合パート
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ナーC1と競合することが可能でありうる。適当な競合試薬は本明細書において記述されて
おり、どのような種類の第1の結合パートナーC1が第1の受容体結合試薬に含まれるかおよ
びどのような種類の第1の結合部位Z1が第1の多量体化試薬に含まれるかに依存する。説明
に役立つ実例として、第1の結合パートナーC1がストレプトアビジン結合ペプチドであり
、第1の多量体化試薬がStrep-tactin(登録商標)のようなストレプトアビジン突然変異タ
ンパク質でありうる場合、競合試薬CRはビオチンまたはビオチン類似体でありうる。
【００５１】
　第1の受容体結合試薬と第1の多量体化試薬との間の結合はまた、金属イオンのキレート
化により、例えば複合体をEDTAまたはEGTAのような金属キレート剤と接触させることによ
り行われうる。結合試薬と第1の多量体化試薬を破壊するこの種のものはまた、金属イオ
ンキレート化により行われ、例えば、第1の結合パートナーC1がオリゴヒスチジンタグで
あり、第1の結合部位Z1が二価カチオンを含む場合に行われうる。第1の受容体結合試薬と
第1の多量体化試薬との間の結合を破壊する別の方法は、pH変化によるものである。この
方法は、例えば、第1の結合部位Z1が免疫グロブリンFc領域を含み、第1の結合部位Z1がプ
ロテインAを含む場合に行われうる。
【００５２】
　好ましい態様において、標的細胞はT細胞、好ましくはCD8+ T細胞であり; 受容体RはT
細胞受容体であり; 第1の受容体結合部位B1および第2の受容体結合部位B2は同じであり、
両方ともMHC分子であり; 第1の結合パートナーC1はストレプトアビジン結合ペプチドを含
み、第1の多量体化試薬はストレプトアクチンを含み; 第2の結合パートナーはビオチンを
含み、第2の多量体化試薬はストレプトアビジンを含み、第1の検出可能な標識(例えばAle
xa 488)は第1の受容体結合試薬に結合しており、第2の検出可能な(例えばBV421)標識は好
ましくは第2の多量体化試薬に結合しており; 第3の検出可能な標識(例えばAPC)は、好ま
しくは第1の多量体化試薬に付着している。第1、第2、および任意の第3の検出可能な標識
は互いに区別されうると理解されたい。ここで、ビオチンは、C1とストレプトアクチンの
Z1との間の可逆的結合を破壊するための競合試薬CRとして用いることができる。
【００５３】
　本発明の方法は、標的細胞に付着した第1の検出可能な標識を検出し、かつ標的細胞に
付着した第2の検出可能な標識を検出する段階をさらに含みうる。ここで、両方の検出可
能な標識を検出する段階は、好ましくは、第1の受容体結合試薬と第1の多量体化試薬との
間の結合を破壊する段階の後に行われうる。第1の多量体化試薬が第3の検出可能な標識を
含む場合、本発明の方法はさらに、第3の検出可能な標識を検出する段階を含みうる。さ
らに、本発明の方法は、(a) さらなる検出可能な標識を検出する段階を含みうる。説明に
役立つ実例として、標的細胞は、例えばeF450のようなさらなる検出可能な標識を有するC
D8抗体でさらに染色されうる。標的細胞はまた、生細胞と死細胞との識別を可能にする色
素で染色されうる。そのような色素の説明に役立つ実例はヨウ化プロピジウムであり、こ
れはインターカレート剤でありかつ蛍光分子であり、これは膜不透過性であって、一般に
生細胞から排除され、かくして死細胞を同定するために用いることができる。
【００５４】
　検出可能な標識の検出はフローサイトメトリーに基づく分析によって行われうることが
本発明により企図される。フローサイトメトリーに基づく分析は、典型的には、細胞を同
定かつ分類するための光学的検出と組み合わされ、高い感度および特異性と組み合わされ
た速さを可能にする。これにより、光学的または電子的検出装置を通って流れる単一細胞
の物理的および化学的特性の同時マルチパラメトリック分析が可能とされる。これらの特
定の物理的および化学的特性は、各細胞の特定の光散乱特性および/または蛍光特性を含
みうる。
【００５５】
　本発明は、受容体分子Rに直接的または間接的に結合する2つの検出可能な標識の使用を
包含する。第1の検出可能な標識は細胞に可逆的に結合するが、標的細胞/受容体分子Rへ
の第2の検出可能な標識の結合は本質的に不可逆的である。したがって、第2の検出可能な
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標識のシグナルの検出は、標的細胞上の受容体分子Rの存在を示しうる。第2の検出可能な
標識の存在は標的細胞上の受容体分子Rの存在を示しうるが、該細胞上の第1の検出可能な
標識の存在または非存在は受容体分子からの第1の受容体結合部位B1の非解離または解離
を示しうる。ここで、第1の検出可能な標識の存在は、第1の受容体結合部位の非解離を示
し、一方、その非存在は第1の受容体結合部位の解離を示す。第2の検出可能なシグナルが
検出される細胞上の第1の検出可能な標識の検出事象の減少は、受容体分子Rからの第1の
受容体結合部位B1の解離の動態を示しうると理解されたい。そのような解離は指数関数的
減衰の動態に従いうる。第2の検出可能な標識が存在する細胞上の第1の検出可能な標識に
ついての検出事象の数を分析する際に、受容体分子Rおよび第1の受容体結合部位B1の結合
の解離速度定数(koff)は、当業者によく知られている標準的な方法(例えば曲線の当ては
め)によって得られうる。
【００５６】
　本発明の方法は一般に、標的細胞上の受容体分子Rと第1の受容体結合部位B1の結合の任
意のkoff値の決定を可能にしうる。しかしながら、この方法は、好ましくは、標的細胞上
の受容体分子Rと第1の受容体結合部位B1の結合に適用され、ここでkoff値は約100秒-1～
約10-4秒-1の範囲内、好ましくは10-1秒-1～約10-3秒-1の範囲内であると推測される。
【００５７】
　本発明の方法は任意の適当な温度で行うことができる。典型的には、標的細胞を含む混
合物と第1の受容体結合試薬、第1の多量体化試薬、第2の受容体結合試薬、第2の多量体化
試薬、多量体受容体結合試薬M2または不可逆的受容体結合試薬I2のいずれかとの接触、お
よびその後の、第1の受容体結合試薬と第1の多量体化試薬との間の結合の破壊、および同
様に第1の検出可能な標識、第2の検出可能な標識または第3の検出可能な標識のいずれか1
つの検出は、標的細胞の、例えばT細胞が染色または単離される場合T細胞の、表現型の変
化をもたらす可能性がある活性化および/またはシグナル伝達事象が実質的に起こらない
、そのような温度で行われうる。したがって、本発明の方法または本発明の方法の個々の
段階それぞれは、好ましくは、15℃以下の温度で行われうるか、または4℃以下の温度で
行われうる。
【００５８】
　本発明はさらに、標的細胞がサンプル中に含まれうることを包含する。サンプルは、標
的細胞および複数の他の細胞を含みうる。サンプルは細胞集団(例えばCD8+ T細胞)を含み
、標的細胞はその亜集団(例えばある種の抗原に特異的なCD8+ T細胞)でありうる。
【００５９】
　サンプルは、任意の適当な供給源、典型的には体組織の全サンプルまたは血液のような
体液由来でありうる。したがって、サンプルは末梢血サンプルでありうる。後者の場合、
サンプルは、例えば、血液細胞のフィコール勾配のような標準的な単離方法によって得る
ことができる末梢血単核球(PBMC)の集団でありうる。しかしながら、サンプル中に含まれ
る細胞集団は精製された形態であってもよく、米国特許第7,776,562号、米国特許第8,298
,782号、国際特許出願WO02/054065または国際特許出願WO2013/011011に記述された特許の
ように可逆的細胞染色/単離技術を用いて単離されうる。あるいは、細胞の集団はまた、
米国特許第6,352,694 B1号または欧州特許第EP 0 700 430 B1号に記述されるように、負
の磁気免疫接着を介した細胞選別によっても得ることができる。本明細書に記述される単
離方法が基礎研究において用いられる場合、サンプルはインビトロ細胞培養実験の細胞で
ありうる。サンプルは、典型的には、溶液または分散液のような、流体の形態で調製され
ているであろう。
【００６０】
　サンプルは対象から得られうる。本明細書において用いられる「対象」は、ヒトまたは
ヒト以外の動物、一般には哺乳動物をいう。対象は、ウサギ、マウス、ラット、モルモッ
ト、ハムスター、イヌ、ネコ、ブタ、ウシ、ヤギ、ヒツジ、ウマ、サル、類人猿または、
好ましくは、ヒトのような哺乳動物種でありうる。対象は典型的には生きている生物であ
るが、サンプルは死後に採取されてもよい。
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【００６１】
　本発明はまた、少なくとも3つの受容体分子Rを含む細胞であって、(i) 受容体分子Rに
特異的に結合する少なくとも1つの第1の受容体結合部位B1を含む第1の受容体結合試薬で
あって、第1の多量体化試薬の第1の結合部位Z1に可逆的に結合することができる少なくと
も1つの第1の結合パートナーC1をさらに含む、該第1の受容体結合試薬、および第1の多量
体化試薬であって、第1の受容体結合試薬の第1の結合パートナーC1の可逆的結合のための
少なくとも2つの第1の結合部位Z1を含む、該第1の多量体化試薬を、少なくとも2つの受容
体分子Rに結合させている、該細胞を包含する。第1の受容体結合試薬(i)および第1の多量
体化試薬(ii)は、細胞に結合する第1の多価結合複合体を形成し、第1の多価結合複合体は
、1つの第1の多量体化試薬に結合した少なくとも2つの第1の受容体結合試薬を含む。第1
の検出可能な標識は第1の受容体結合試薬に結合しているかまたは結合することができる
と理解されたい。したがって、細胞には第1の検出可能な標識が付着している。さらに、
細胞には第2の検出可能な標識が付着している。第1の検出可能な標識は細胞に可逆的に結
合されうるが、第2の検出可能な標識は細胞に本質的に不可逆的に付着されうる。第1の検
出可能な標識および第2の検出可能な標識は互いに異なり、それらは同じ化合物ではない
ことを意味するとも理解されたい。第1の多量体化試薬は、第3の検出可能な標識を任意で
さらに含んでもよい。第1、第2、および第3の検出可能な標識の各々は、好ましくは互い
に異なり、好ましくは互いに区別されうると理解されたい。そのような細胞は、受容体分
子Rと第1の受容体結合部位Bの解離速度定数(koff)を決定するために特に有用であり、そ
れを本発明の方法によって実施することができる。
【００６２】
　論じられるように、細胞は細胞自身に付着した第2の検出可能な標識を有し、ここで第2
の検出可能な標識は受容体分子Rに本質的に不可逆的に付着している。そのような第2の標
識を1つまたは複数の受容体分子Rに本質的に不可逆的に付着させるための複数の可能性が
あることを理解されたい。したがって、本発明は、1つの可能性として、第2の検出可能な
標識が本発明による不可逆的多量体を介して細胞に付着していることを包含する。ゆえに
、細胞は、(iii) 受容体分子Rに特異的に結合する少なくとも1つの第2の受容体結合部位B
2を含む第2の受容体結合試薬であって、第2の多量体化試薬の第2の結合部位Z2に安定的に
結合することができる少なくとも1つの第2の結合パートナーC2をさらに含む、該第2の受
容体結合試薬、および(iv) 第2の受容体結合試薬の第2の結合パートナーC2の安定的結合
のための少なくとも2つの第2の結合部位Z2を含む第2の多量体化試薬を、少なくとも2つの
受容体分子Rにさらに結合させていてもよく、ここで第2の受容体結合試薬(iii)および第2
の多量体化試薬(iv)は、標的細胞に結合する第2の多価結合複合体を形成し、第2の多価結
合複合体は、1つの第2の多量体化試薬に結合した少なくとも2つの第2の受容体結合試薬を
含み、かつ第2の検出可能な標識は第2の多価結合複合体に結合している。
【００６３】
　あるいは、細胞は、本発明による多量体受容体結合試薬M2を細胞自身に付着させていて
もよい。ゆえに、細胞は、(iii') 多量体受容体結合試薬M2であって、多量体第2受容体結
合試薬が、受容体分子Rに特異的に結合する少なくとも2つの第2の受容体結合部位B2を含
む、該多量体受容体結合試薬M2を、少なくとも2つの受容体分子Rにさらに結合させていて
もよく、ここで多量体受容体結合試薬M2は少なくとも2つの受容体分子Rを介して細胞に本
質的に不可逆的に結合し、第2の検出可能な標識は多量体受容体結合試薬M2に結合してい
る。
【００６４】
　別の代替として、細胞は、本発明による不可逆的受容体結合試薬I2を細胞自身に付着さ
せていてもよい。ゆえに、細胞は、(iii'') 受容体分子Rに特異的に結合する不可逆的受
容体結合試薬I2であって、受容体分子Rに本質的に不可逆的に結合する、該不可逆的受容
体結合試薬I2を、受容体分子Rにさらに結合させていてもよく、ここで第2の検出可能な標
識は不可逆的受容体結合試薬I2に結合している。
【００６５】
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　細胞は本発明による任意の標的細胞でありうると理解されたい。同様に、受容体分子R
は、本発明による任意の受容体分子Rでありうる。
【００６６】
　本発明はさらに、本発明の方法を行うのに適したキットを包含する。したがって、キッ
トは、(i) 受容体分子Rに特異的に結合する少なくとも1つの第1の受容体結合部位B1を含
む第1の受容体結合試薬であって、第1の多量体化試薬の第1の結合部位Z1に可逆的に結合
することができる少なくとも1つの第1の結合パートナーC1をさらに含む、該第1の受容体
結合試薬、および(ii) 第1の受容体結合試薬の第1の結合パートナーC1の可逆的結合のた
めの少なくとも2つの第1の結合部位Z1を含む第1の多量体化試薬を含んでもよく、ここで
第1の受容体結合試薬(i)および第1の多量体化試薬(ii)は、標的細胞に結合することがで
きる第1の多価結合複合体を形成することができ、第1の多価結合複合体は、1つの第1の多
量体化試薬に結合した少なくとも2つの第1の受容体結合試薬を含んでもよく、第1の検出
可能な標識は第1の受容体結合試薬に結合しているかまたは結合することができる。
【００６７】
　キットは、(iii) 受容体分子Rに特異的に結合する少なくとも1つの第2の受容体結合部
位B2を含む第2の受容体結合試薬であって、第2の多量体化試薬の第2の結合部位Z2に安定
的に結合することができる少なくとも1つの第2の結合パートナーC2をさらに含む、該第2
の受容体結合試薬、および(iv) 第2の受容体結合試薬の第2の結合パートナーC2の安定的
結合のための少なくとも2つの第2の結合部位Z2を含む第2の多量体化試薬をさらに含んで
もよく、ここで第2の受容体結合試薬(iii)および第2の多量体化試薬(iv)は、標的細胞に
結合することができる第2の多価結合複合体を形成することができ、第2の多価結合複合体
は、1つの第2の多量体化試薬に結合した少なくとも2つの第2の受容体結合試薬を含み、第
2の検出可能な標識は第2の多価結合複合体に結合しているかまたは結合することができる
。
【００６８】
　あるいは、キットは、(iii') 多量体受容体結合試薬M2であって、多量体第2受容体結合
試薬が、受容体分子Rに特異的に結合する少なくとも2つの第2の受容体結合部位B2を含む
、該多量体受容体結合試薬M2をさらに含んでもよく、ここで多量体受容体結合試薬M2は受
容体分子Rを介して標的細胞に本質的に不可逆的に結合することができ、第2の検出可能な
標識は多量体受容体結合試薬M2に結合している。
【００６９】
　あるいは、キットは、(iii'') 受容体分子Rに特異的に結合する不可逆的受容体結合試
薬I2であって、受容体分子Rに本質的に不可逆的に結合することができる、該不可逆的受
容体結合試薬I2をさらに含んでもよく、ここで第2の検出可能な標識は不可逆的受容体結
合試薬I2に結合している。
【００７０】
　キットは、第1の多量体化試薬上の第1の結合部位Z1への結合について第1の結合パート
ナーC1と競合することができる競合試薬CRをさらに含んでもよい。キットは、好ましくは
EDTAまたはEGTAである、金属キレート剤をさらに含んでもよい。
【００７１】
　本発明は機器をさらに包含する。そのような機器は、受容体分子Rを含む標的細胞と、(
i) 受容体分子Rに特異的に結合する少なくとも1つの第1の受容体結合部位B1を含む第1の
受容体結合試薬であって、第1の多量体化試薬の第1の結合部位Z1に可逆的に結合すること
ができる少なくとも1つの第1の結合パートナーC1をさらに含む、該第1の受容体結合試薬
と、第1の多量体化試薬であって、第1の受容体結合試薬の第1の結合パートナーC1の可逆
的結合のための少なくとも2つの第1の結合部位Z1を含む、該第1の多量体化試薬とを含有
する第1の容器を含み、ここで第1の受容体結合試薬(i)および第1の多量体化試薬(ii)は、
標的細胞に結合する第1の多価結合複合体を形成することができ、第1の多価結合複合体は
、1つの第1の多量体化試薬に結合した少なくとも2つの第1の受容体結合試薬を含み、かつ
第1の検出可能な標識は第1の受容体結合試薬に結合しているかまたは結合することができ
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、かつ第2の検出可能な標識は受容体分子Rに本質的に不可逆的に付着しており、第1の検
出可能な標識は第2の検出可能な標識ではない。
【００７２】
　機器は、第1の多量体化試薬上の第1の結合部位Z1への結合について第1の結合パートナ
ーC1と競合することができる競合試薬CR; または好ましくはEDTAもしくはEGTAである金属
キレート試薬; を含む流体を含有する第2の容器をさらに含む。第1の容器および第2の容
器は、流体を第2の容器から第1の容器へ移動させることができるように接続されている。
【００７３】
　機器の第1の容器は、(iii) 受容体分子Rに特異的に結合する少なくとも1つの第2の受容
体結合部位B2を含む第2の受容体結合試薬であって、第2の多量体化試薬の第2の結合部位Z
2に安定的に結合することができる少なくとも1つの第2の結合パートナーC2をさらに含む
、該第2の受容体結合試薬と、(iv) 第2の受容体結合試薬の第2の結合パートナーC2の安定
的結合のための少なくとも2つの第2の結合部位Z2を含む第2の多量体化試薬とをさらに含
有してもよく、ここで第2の受容体結合試薬(iii)および第2の多量体化試薬(iv)は、標的
細胞に結合する第2の多価結合複合体を形成することができ、第2の多価結合複合体は、1
つの第2の多量体化試薬に結合した少なくとも2つの第2の受容体結合試薬を含み、かつ第2
の検出可能な標識は第2の多価結合複合体に結合している。
【００７４】
　あるいは、機器の第1の容器は、(iii') 多量体受容体結合試薬M2であって、多量体第2
受容体結合試薬が、受容体分子Rに特異的に結合する少なくとも2つの第2の受容体結合部
位B2を含む、該多量体受容体結合試薬M2をさらに含んでもよく、ここで多量体受容体結合
試薬M2は受容体分子Rを介して標的細胞に本質的に不可逆的に結合することができ、第2の
検出可能な標識は多量体受容体結合試薬M2に結合している。
【００７５】
　あるいは、機器の第1の容器は、(iii'') 受容体分子Rに特異的に結合する不可逆的受容
体結合試薬I2であって、該受容体分子Rに本質的に不可逆的に結合することができる、該
不可逆的受容体結合試薬I2をさらに含んでもよく、ここで第2の検出可能な標識は不可逆
的受容体結合試薬I2に結合している。
【００７６】
　装置は、第1の容器の温度を制御するための装置をさらに含みうる。装置は、第1の容器
を少なくとも部分的に囲む隔離層を含みうる。機器は、第1の容器内の温度を決定するこ
とができる温度計をさらに含みうる。装置は、冷却要素をさらに含みうる。そのような冷
却要素は空気冷却器でありうる。冷却要素は、第1の容器の温度または第1の容器の内部の
温度の電子制御を可能にしうる。
【００７７】
　第1の容器は、例えばサンプル管でありうる。典型的なサンプル管は、ポリエチレン、
ポリカーボネート、ポリスチロールもしくはポリプロピレンのようなプラスチック、ガラ
ス、または鋼のような金属からなりうる。管は円筒形および円形、平らまたは円錐形の基
部を有しうる。第1の容器の容量は、典型的には、マイクロリットルからリットルの範囲
内、典型的には約1、約2、約3、約4、約5、約6、約7、約8、約9、約10、約11、約12、約1
3、約14、約15、約16、約17、約18、約19、約20、約21、約22、約23、約24、約25 mLを含
め、その間の任意の数を含めて、約0.01 mL～約1000 mL、好ましくは約0.05 mL～約500 m
L、約0.1 mL～約200 mL、約0.5 mL～約100 mL、約1 mL～約50 mL、約1 mL～約25 mLの容
量を有しうる。
【００７８】
　第2の容器は注射器でありうる。任意の注射器を本発明の機器内に含めることができる
。それは、ポリエチレン、ポリカーボネート、ポリスチロールもしくはポリプロピレンの
ようなプラスチック、ガラス、または鋼のような金属、あるいはそれらの混合物を含む、
注射器に典型的な任意の材料で作ることができる。注射器は、手動操作に適していてもよ
く、または電子制御操作に適していてもよい。
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【００７９】
　本発明の機器は、フローサイトメトリー用の機器に含まれうる。機器の第1の容器は、
フローサイトメトリー用の機器のサンプル入口と接続されうる。
【００８０】
　第1の容器および第2の容器は、カニューレまたは管を介して接続されうる。カニューレ
は、典型的には注射針であり、例えば銅または(ステンレス)鋼のような金属で作られうる
。管は、管に典型的に用いられる任意の材料のものでありうる。それは、例えば、 ほん
の数例を挙げると、シリコン、ゴム、ポリテトラフルオロエチレン(pelytetrafluoroethy
lene) (PTFE)、ポリ塩化ビニル(PVC)、銅、または(ステンレス)鋼からなりうる。カニュ
ーレまたは管は、約0.5 mm、約0.6 mm、約0.7 mm、約0.8 mm、約0.9 mm、約1 mm、約1.2 
約1.5 mm、約2 mm、約3 mm、約4 mm、または約5 mmを含めて、約0.1～約20 mm、典型的に
は約0.2～約10 mm、約0.5～約5 mmの内径を有しうる。
【００８１】
　第1の容器および第2の容器の間の接続部内に弁が配置されうる。そのような弁は、好ま
しくは三方弁でありうる。三方弁は第3の容器に接続されてもよい。第3の容器は、第1の
容器に含有される化合物に含まれる第1の結合部位Z1と第1の結合パートナーC1との間の結
合を破壊することができる試薬を含有しうる。第2の容器/注射器は、三方弁を用いること
によって、第2の容器/注射器を第1の容器から取り外すことなくまたは接続を断つことな
くロードおよびアンロードされうる。
【００８２】
　本発明はまた、高アビディティT細胞を単離する方法を包含する。この方法は、対象か
ら得られたサンプル中のT細胞の解離速度定数(koff)が本発明の方法によって決定される
第1の段階を含みうる。これにより、高アビディティT細胞が同定されうる。「高アビディ
ティT細胞」は、所与の抗原への結合時のT細胞受容体のkoff値によって定義されうる。ko
ff値が所与の閾値以下である場合、T細胞は「高アビディティ」のものでありうる。閾値
は、高アビディティT細胞を単離する目的に依りうる。典型的には、閾値は約10-1秒-1～
約10-3秒-1の範囲内であり、好ましくは、閾値は約5×10-2秒-1～約2×10-3秒-1、好まし
くは約2×10-2秒-1～約5×10-3秒-1の範囲内、好ましくは約1×10-2秒-1でありうる。
【００８３】
　本方法は次に、同じ対象から得られたサンプルからT細胞またはT細胞の集団を単離する
さらなる段階を含みうる。T細胞(集団)の単離は、当技術分野において公知の任意の方法
により、例えば米国特許第7,776,562号、米国特許第8,298,782号、国際特許出願WO02/054
065または国際特許出願WO2013/011011に記述された特許のように可逆的細胞染色/単離技
術を用いることにより実施することができる。第2の段階においてT細胞(集団)が単離され
るサンプルは、第1の段階と同じサンプルであってもよいし、または同じ対象から得られ
た別のサンプルであってもよい。
【００８４】
　本発明は以下の項目によってさらに特徴付けられる。
【００８５】
　項目1.　標的細胞に付着した第1の検出可能な標識および該標的細胞に付着した第2の検
出可能な標識を検出する段階を含む、標的細胞上の受容体分子Rと第1の受容体結合部位B1
の解離速度定数(koff)を決定する方法であって、該細胞が、(i) 該受容体分子Rに特異的
に結合する少なくとも1つの第1の受容体結合部位B1を含む第1の受容体結合試薬であって
、第1の多量体化試薬の第1の結合部位Z1に可逆的に結合することができる少なくとも1つ
の第1の結合パートナーC1をさらに含む、該第1の受容体結合試薬、および(ii) 該第1の受
容体結合試薬の該第1の結合パートナーC1の可逆的結合のための少なくとも2つの第1の結
合部位Z1を含む第1の多量体化試薬と接触されており、該第1の受容体結合試薬(i)および
該第1の多量体化試薬(ii)が、該標的細胞に結合する第1の多価結合複合体を形成し、該第
1の多価結合複合体が、1つの該第1の多量体化試薬に結合した少なくとも2つの該第1の受
容体結合試薬を含み、かつ該第1の検出可能な標識が該第1の受容体結合試薬に結合してい
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るかまたは結合することができ、かつ該第2の検出可能な標識が該受容体分子Rに本質的に
不可逆的に付着しており、該第1の検出可能な標識および該第2の検出可能な標識が互いに
異なる、該方法。
【００８６】
　項目2.　前記細胞が、(iii) 受容体分子Rに特異的に結合する少なくとも1つの第2の受
容体結合部位B2を含む第2の受容体結合試薬であって、第2の多量体化試薬の第2の結合部
位Z2に安定的に結合することができる少なくとも1つの第2の結合パートナーC2をさらに含
む、該第2の受容体結合試薬、および(iv) 該第2の受容体結合試薬の該第2の結合パートナ
ーC2の安定的結合のための少なくとも2つの第2の結合部位Z2を含む第2の多量体化試薬と
さらに接触されており、該第2の受容体結合試薬(iii)および該第2の多量体化試薬(iv)が
、該標的細胞に結合する第2の多価結合複合体を形成し、該第2の多価結合複合体が、1つ
の該第2の多量体化試薬に結合した少なくとも2つの第2の受容体結合試薬を含み、かつ第2
の検出可能な標識が該第2の多価結合複合体に結合している、項目1の方法。
【００８７】
　項目3.　前記細胞が、(iii') 多量体受容体結合試薬M2であって、多量体第2受容体結合
試薬が、受容体分子Rに特異的に結合する少なくとも2つの第2の受容体結合部位B2を含む
、該多量体受容体結合試薬M2とさらに接触されており、該多量体受容体結合試薬M2が該受
容体分子Rを介して標的細胞に本質的に不可逆的に結合し、第2の検出可能な標識が該多量
体受容体結合試薬M2に結合している、項目1の方法。
【００８８】
　項目4.　前記細胞が、(iii'') 受容体分子Rに特異的に結合する不可逆的受容体結合試
薬I2であって、該受容体分子Rに本質的に不可逆的に結合する、該不可逆的受容体結合試
薬I2とさらに接触されており、第2の検出可能な標識が該不可逆的受容体結合試薬I2に結
合している、項目1の方法。
【００８９】
　項目5.　受容体分子RがT細胞受容体(TCR)である、前記項目のいずれかの方法。
【００９０】
　項目6.　第1の受容体結合部位B1がMHC分子である、前記項目のいずれかの方法。
【００９１】
　項目7.　(a) 第1の結合パートナーC1がストレプトアビジン結合ペプチドまたはアビジ
ン結合ペプチドを含み、かつ第1の多量体化試薬がストレプトアビジンもしくはアビジン
、または該ストレプトアビジン結合ペプチドもしくはアビジン結合ペプチドに可逆的に結
合するストレプトアビジン類似体もしくはアビジン類似体を含む、あるいは(b) 第1の結
合パートナーC1が、ストレプトアビジンまたはアビジンに可逆的に結合するビオチン類似
体を含み、かつ第1の多量体化試薬がストレプトアビジンもしくはアビジン、または該ビ
オチン類似体に可逆的に結合するストレプトアビジン類似体もしくはアビジン類似体を含
む、前記項目のいずれかの方法。
【００９２】
　項目8.　第1の結合パートナーC1がストレプトアビジン結合ペプチドTrp-Ser-His-Pro-G
ln-Phe-Glu-Lys (SEQ ID NO: 01)を含み、かつ多量体化試薬がストレプトアビジン類似体
Va144-Thr45-Ala46-Arg47 (SEQ ID NO: 02)またはストレプトアビジン類似体lle44-Gly45

-Ala46-Arg47 (SEQ ID NO: 03)を含む、項目7の方法。
【００９３】
　項目9.　第1の結合パートナーC1と第1の多量体化試薬の第1の結合部位Z1との間の結合
が二価カチオンの存在下で起こる、項目1～6のいずれかの方法。
【００９４】
　項目10.　a. 第1の結合パートナーC1がカルモジュリン結合ペプチドを含み、かつ第1の
多量体化試薬がカルモジュリンを含む、またはb. 第1の結合パートナーC1がオリゴヒスチ
ジンタグを含み、かつ第1の多量体化試薬が、金属キレート剤に結合した金属イオンを含
む、項目9の方法。
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【００９５】
　項目11.　第1の結合パートナーC1が抗原を含み、かつ第1の多量体化試薬が該抗原に対
する抗体を含む、項目1～6のいずれかの方法。
【００９６】
　項目12.　抗原がエピトープタグである、項目11の方法。
【００９７】
　項目13.　エピトープタグが

からなる群より選択される、項目18の方法。
【００９８】
　項目14.　抗原がタンパク質を含む、項目11の方法。
【００９９】
　項目15.　タンパク質が、マルトース結合タンパク質(MBP)、キチン結合タンパク質(CBP
)およびチオレドキシンの群より選択される、項目14の方法。
【０１００】
　項目16.　第1の結合パートナーC1がグルタチオンS-トランスフェラーゼを含み、かつ第
1の多量体化試薬がグルタチオンを含む、または第1の結合パートナーC1がグルタチオンを
含み、かつ第1の多量体化試薬がグルタチオンS-トランスフェラーゼを含む、項目1～6の
いずれかの方法。
【０１０１】
　項目17.　第1の結合パートナーC1が免疫グロブリンFc部分を含み、かつ第1の多量体化
試薬がプロテインA、プロテインG、プロテインa/g、およびプロテインLからなる群より選
択されるタンパク質を含む、または第1の結合パートナーC1がプロテインA、プロテインG
、プロテインa/g、およびプロテインLからなる群より選択されるタンパク質を含み、かつ
第1の多量体化試薬が免疫グロブリンFc部分を含む、項目1～6のいずれかの方法。
【０１０２】
　項目18.　第2の受容体結合部位B2がMHC分子である、項目2、3および5～17のいずれかの
方法。
【０１０３】
　項目19.　第1の受容体結合部位B1および第2の受容体結合部位B2が同じである、項目2、
3および5～18のいずれかの方法。
【０１０４】
　項目20.　第2の受容体結合部位B2または不可逆的受容体結合試薬I2が、抗体、二価抗体
断片、一価抗体断片、および抗体様結合を有するタンパク質性結合分子からなる群より選
択される、項目2～17のいずれかの方法。
【０１０５】
　項目21.　二価抗体断片が(Fab)2'断片または二価一本鎖Fv断片である、項目20の方法。
【０１０６】
　項目22.　一価抗体断片が、Fab断片、Fv断片、および一本鎖Fv断片(scFv)からなる群よ
り選択される、項目20の方法。
【０１０７】
　項目23.　抗体様結合特性を有するタンパク質性結合分子が、アプタマー、リポカリン
ファミリーのポリペプチドに基づく突然変異タンパク質、グルボディ(glubody)、アンキ
リン骨格に基づくタンパク質、結晶性骨格に基づくタンパク質、アドネクチン(adnectin)
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、およびアビマー(avimer)の群より選択される、項目20の方法。
【０１０８】
　項目24.　第2の結合パートナーC2がビオチンまたはビオチン類似体を含み、かつ第2の
多量体化試薬が、ビオチンまたは該ビオチン類似体に本質的に不可逆的に結合するストレ
プトアビジン類似体またはアビジン類似体を含む、項目2および5～23のいずれかの方法。
【０１０９】
　項目25.　標的細胞が哺乳動物細胞である、前記項目のいずれかの方法。
【０１１０】
　項目26.　哺乳動物細胞がリンパ球または幹細胞である、項目24の方法。
【０１１１】
　項目27.　リンパ球がT細胞、Tヘルパー細胞、B細胞またはナチュラルキラー細胞である
、項目25の方法。
【０１１２】
　項目28.　T細胞がCMV特異的CD8+ Tリンパ球、細胞傷害性T細胞、記憶T細胞および制御
性T細胞の群より選択される、項目26の方法。
【０１１３】
　項目29.　第1の検出可能な標識が蛍光色素である、前記項目のいずれかの方法。
【０１１４】
　項目30.　第2の検出可能な標識が蛍光色素である、前記項目のいずれかの方法。
【０１１５】
　項目31.　第1の検出可能な標識の各々が第1の蛍光色素であり、かつ第2の検出可能な標
識が第2の蛍光色素であり、該第1の蛍光色素の発光シグナルが、好ましくは該第2の蛍光
色素の発光シグナルと区別することができる、前記項目のいずれかの方法。
【０１１６】
　項目32.　(a) 受容体分子Rを含む標的細胞を、(i)第1の受容体結合試薬および(ii)第1
の多量体化試薬と接触させる段階、ならびに(b) 該標的細胞を、(iii)第2の受容体結合試
薬および(iv)第2の多量体化試薬と接触させる段階、または該標的細胞を、(iii')多量体
受容体結合試薬と接触させる段階、または該標的細胞を、(iii'')不可逆的受容体結合試
薬と接触させる段階を含む、項目2～31のいずれかの方法。
【０１１７】
　項目33.　(a)が(b)の前に実施される、項目32の方法。
【０１１８】
　項目34.　(a)の後かつ(b)の前に洗浄段階をさらに含む、項目33の方法。
【０１１９】
　項目35.　(c) (i)第1の受容体結合試薬と(ii)第1の多量体化試薬との間の結合を破壊す
る段階をさらに含む、項目32～34のいずれかの方法。
【０１２０】
　項目36.　(i)第1の受容体結合試薬と(ii)第1の多量体化試薬との間の結合が、(i)およ
び(ii)を競合試薬CRと接触させることにより破壊され、該競合試薬CRが、該第1の多量体
化試薬上の第1の結合部位Z1への結合について第1の結合パートナーC1と競合することがで
きる、項目35の方法。
【０１２１】
　項目37.　第1の結合パートナーC1がストレプトアビジン結合ペプチドであり、かつ競合
試薬CRがビオチンまたはビオチン類似体である、項目36の方法。
【０１２２】
　項目38.　第1の多量体化試薬がストレプトアビジンまたはストレプトアビジン類似体を
含む、項目36または37の方法。
【０１２３】
　項目39.　(i)第1の受容体結合試薬と(ii)第1の多量体化試薬との間の結合が、金属イオ
ンキレート化により破壊される、項目35の方法。



(38) JP 2019-532255 A 2019.11.7

10

20

30

40

50

【０１２４】
　項目40.　金属キレート化がEDTAまたはEGTAの添加により達成される、項目39の方法。
【０１２５】
　項目41.　(i)第1の受容体結合試薬と(ii)第1の多量体化試薬との間の結合が、pH変化に
より破壊される、項目35の方法。
【０１２６】
　項目42.　(d) 標的細胞に付着した第1の検出可能な標識を検出し、かつ該標的細胞に付
着した第2の検出可能な標識を検出する段階をさらに含む、項目32～41のいずれかの方法
。
【０１２７】
　項目43.　第1の検出可能な標識が第1の蛍光色素であり、かつ第2の検出可能な標識が第
2の蛍光色素であり、該第1の蛍光色素の発光シグナルが、好ましくは該第2の蛍光色素の
発光シグナルと区別することができる、項目42の方法。
【０１２８】
　項目44.　第1の検出可能な標識および第2の検出可能な標識の検出がフローサイトメト
リーによる、項目43の方法。
【０１２９】
　項目45.　第2の検出可能なシグナルの検出が、標的細胞上の受容体分子Rの存在を示す
、項目44の方法。
【０１３０】
　項目46.　第2の検出可能なシグナルが検出される細胞上での第1の検出可能な標識の検
出が、該第1の検出可能な標識の検出時の受容体分子Rからの第1の受容体結合部位B1の非
解離を示す、項目45の方法。
【０１３１】
　項目47.　第2の検出可能なシグナルが検出される細胞上での第1の検出可能な標識の非
検出が、該第1の検出可能な標識の検出時の受容体分子Rからの第1の受容体結合部位B1の
解離を示す、項目45の方法。
【０１３２】
　項目48.　第2の検出可能なシグナルが検出される細胞上での第1の検出可能な標識の検
出事象の減少が、受容体分子Rからの第1の受容体結合部位B1の解離の動態を示す、項目45
～47のいずれかの方法。
【０１３３】
　項目49.　結合部位Z1とパートナーC1との間の可逆的結合の解離速度定数(koff)が、0.5
×10-4秒-1以上の範囲内である、前記項目のいずれかの方法。
【０１３４】
　項目50.　結合部位Z2とパートナーC2との間の結合の解離速度定数(koff)が、1×10-5秒
-1以下の範囲内である、項目2および5～48のいずれかの方法。
【０１３５】
　項目51.　多量体受容体結合試薬M2と標的細胞との間の本質的に不可逆的な結合の解離
速度定数(koff)が、1×10-5秒-1以下の範囲内である、項目3および5～48のいずれかの方
法。
【０１３６】
　項目52.　不可逆的受容体結合試薬I2と受容体分子Rとの間の本質的に不可逆的な結合の
解離速度定数(koff)が、1×10-5秒-1以下の範囲内である、項目4～48のいずれかの方法。
【０１３７】
　項目53.　標的細胞上の受容体分子Rと第1の受容体結合部位B1の解離速度定数(koff)が
、100秒-1～10-4秒-1の範囲内であると推測される、前記項目のいずれかの方法。
【０１３８】
　項目54.　前記細胞を第1の受容体結合試薬と接触させる段階が15℃以下の温度で行われ
る、前記項目のいずれかの方法。
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【０１３９】
　項目55.　接触させる段階が4℃以下の温度で行われる、項目54の方法。
【０１４０】
　項目56.　少なくとも3つの受容体分子Rを含む細胞であって、該細胞が、(i) 該受容体
分子Rに特異的に結合する少なくとも1つの第1の受容体結合部位B1を含む第1の受容体結合
試薬であって、第1の多量体化試薬の第1の結合部位Z1に可逆的に結合することができる少
なくとも1つの第1の結合パートナーC1をさらに含む、該第1の受容体結合試薬、および(ii
) 該第1の受容体結合試薬の該第1の結合パートナーC1の可逆的結合のための少なくとも2
つの第1の結合部位Z1を含む第1の多量体化試薬を、少なくとも2つの受容体分子Rに結合さ
せており、該第1の受容体結合試薬(i)および該第1の多量体化試薬(ii)が、標的細胞に結
合する第1の多価結合複合体を形成し、該第1の多価結合複合体が、1つの該第1の多量体化
試薬に結合した少なくとも2つの該第1の受容体結合試薬を含み、かつ第1の検出可能な標
識が該第1の受容体結合試薬に結合しており、かつ第2の検出可能な標識が少なくとも1つ
の受容体分子Rに本質的に不可逆的に付着している、該細胞。
【０１４１】
　項目57.　前記細胞が、(iii) 受容体分子Rに特異的に結合する少なくとも1つの第2の受
容体結合部位B2を含む第2の受容体結合試薬であって、第2の多量体化試薬の第2の結合部
位Z2に安定的に結合することができる少なくとも1つの第2の結合パートナーC2をさらに含
む、該第2の受容体結合試薬、および(iv) 該第2の受容体結合試薬の該第2の結合パートナ
ーC2の安定的結合のための少なくとも2つの第2の結合部位Z2を含む第2の多量体化試薬を
、少なくとも2つの受容体分子Rにさらに結合させており、該第2の受容体結合試薬(iii)お
よび該第2の多量体化試薬(iv)が、標的細胞に結合する第2の多価結合複合体を形成し、該
第2の多価結合複合体が、1つの該第2の多量体化試薬に結合した少なくとも2つの第2の受
容体結合試薬を含み、かつ第2の検出可能な標識が該第2の多価結合複合体に結合している
、項目56の細胞。
【０１４２】
　項目58.　前記細胞が、(iii') 多量体受容体結合試薬M2であって、多量体第2受容体結
合試薬が、受容体分子Rに特異的に結合する少なくとも2つの第2の受容体結合部位B2を含
む、該多量体受容体結合試薬M2を、少なくとも2つの受容体分子Rにさらに結合させており
、該多量体受容体結合試薬M2が該少なくとも2つの受容体分子Rを介して該細胞に本質的に
不可逆的に結合し、第2の検出可能な標識が該多量体受容体結合試薬M2に結合している、
項目56の細胞。
【０１４３】
　項目59.　前記細胞が、(iii'') 受容体分子Rに特異的に結合する不可逆的受容体結合試
薬I2であって、該受容体分子Rに本質的に不可逆的に結合する、該不可逆的受容体結合試
薬I2を、該受容体分子Rにさらに結合させており、第2の検出可能な標識が該不可逆的受容
体結合試薬I2に結合している、項目56の細胞。
【０１４４】
　項目60.　標的細胞が哺乳動物細胞である、項目56～59のいずれかの細胞。
【０１４５】
　項目61.　哺乳動物細胞がリンパ球または幹細胞である、項目60の細胞。
【０１４６】
　項目62.　リンパ球がT細胞、Tヘルパー細胞、B細胞またはナチュラルキラー細胞である
、項目61の細胞。
【０１４７】
　項目63.　T細胞がCMV特異的CD8+ Tリンパ球、細胞傷害性T細胞、記憶T細胞および制御
性T細胞の群より選択される、項目62の細胞。
【０１４８】
　項目64.　受容体分子RがT細胞受容体(TCR)である、項目56～63のいずれかの細胞。
【０１４９】
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　項目65.　標的細胞上の受容体分子Rと第1の受容体結合部位B1の解離速度定数(koff)を
決定するための試薬キットであって、該キットが、(i) 該受容体分子Rに特異的に結合す
る少なくとも1つの第1の受容体結合部位B1を含む第1の受容体結合試薬であって、第1の多
量体化試薬の第1の結合部位Z1に可逆的に結合することができる少なくとも1つの第1の結
合パートナーC1をさらに含む、該第1の受容体結合試薬、および(ii) 該第1の受容体結合
試薬の該第1の結合パートナーC1の可逆的結合のための少なくとも2つの第1の結合部位Z1
を含む第1の多量体化試薬、ここで、該第1の受容体結合試薬(i)および該第1の多量体化試
薬(ii)が、該標的細胞に結合する第1の多価結合複合体を形成し、該第1の多価結合複合体
が、1つの該第1の多量体化試薬に結合した少なくとも2つの該第1の受容体結合試薬を含み
、第1の検出可能な標識が該第1の受容体結合試薬に結合しているかまたは結合することが
できる; ならびに(iii) 該受容体分子Rに特異的に結合する少なくとも1つの第2の受容体
結合部位B2を含む第2の受容体結合試薬であって、第2の多量体化試薬の第2の結合部位Z2
に安定的に結合することができる少なくとも1つの第2の結合パートナーC2をさらに含む、
該第2の受容体結合試薬; および(iv) 該第2の受容体結合試薬の該第2の結合パートナーC2
の安定的結合のための少なくとも2つの第2の結合部位Z2を含む第2の多量体化試薬、ここ
で、該第2の受容体結合試薬(iii)および該第2の多量体化試薬(iv)が、該標的細胞に結合
する第2の多価結合複合体を形成し、該第2の多価結合複合体が、1つの該第2の多量体化試
薬に結合した少なくとも2つの第2の受容体結合試薬を含み、第2の検出可能な標識が該第2
の多価結合複合体に結合している; または(iii') 多量体受容体結合試薬M2であって、多
量体第2受容体結合試薬が、該受容体分子Rに特異的に結合する少なくとも2つの第2の受容
体結合部位B2を含む、該多量体受容体結合試薬M2、ここで、該多量体受容体結合試薬M2が
該受容体分子Rを介して該標的細胞に本質的に不可逆的に結合し、第2の検出可能な標識が
該多量体受容体結合試薬M2に結合している; または(iii'') 該受容体分子Rに特異的に結
合する不可逆的受容体結合試薬I2であって、該受容体分子Rに本質的に不可逆的に結合す
る、該不可逆的受容体結合試薬I2、ここで、第2の検出可能な標識が該不可逆的受容体結
合試薬I2に結合している; を含み、該第1の検出可能な標識が該第2の検出可能な標識では
ない、該キット。
【０１５０】
　項目66.　第1の多量体化試薬上の第1の結合部位Z1への結合について第1の結合パートナ
ーC1と競合することができる競合試薬CRをさらに含む、項目65のキット。
【０１５１】
　項目67.　好ましくはEDTAまたはEGTAである金属キレート試薬をさらに含む、項目65の
キット。
【０１５２】
　項目68.　受容体分子Rを含む標的細胞と、(i) 該受容体分子Rに特異的に結合する少な
くとも1つの第1の受容体結合部位B1を含む第1の受容体結合試薬であって、第1の多量体化
試薬の第1の結合部位Z1に可逆的に結合することができる少なくとも1つの第1の結合パー
トナーC1をさらに含む、該第1の受容体結合試薬と、(ii) 該第1の受容体結合試薬の該第1
の結合パートナーC1の可逆的結合のための少なくとも2つの第1の結合部位Z1を含む第1の
多量体化試薬とを含有する第1の容器であって、該第1の受容体結合試薬(i)および該第1の
多量体化試薬(ii)が、該標的細胞に結合する第1の多価結合複合体を形成することができ
、該第1の多価結合複合体が、1つの該第1の多量体化試薬に結合した少なくとも2つの該第
1の受容体結合試薬を含み、かつ第1の検出可能な標識が該第1の受容体結合試薬に結合し
ているかまたは結合することができ、かつ第2の検出可能な標識が該受容体分子Rに本質的
に不可逆的に付着しており、該第1の検出可能な標識が該第2の検出可能な標識ではない、
該第1の容器; ならびに(a) 該第1の多量体化試薬上の該第1の結合部位Z1への結合につい
て第1の結合パートナーC1と競合することができる競合試薬CR、または(b) 好ましくはEDT
AもしくはEGTAである金属キレート試薬、を含む流体を含有する第2の容器を含む機器であ
って、該第1の容器および第2の容器が、流体を該第2の容器から該第1の容器へ移動させる
ことができるように接続されている、該機器。
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【０１５３】
　項目69.　第1の容器が、(iii) 受容体分子Rに特異的に結合する少なくとも1つの第2の
受容体結合部位B2を含む第2の受容体結合試薬であって、第2の多量体化試薬の第2の結合
部位Z2に安定的に結合することができる少なくとも1つの第2の結合パートナーC2をさらに
含む、該第2の受容体結合試薬と、(iv) 該第2の受容体結合試薬の該第2の結合パートナー
C2の安定的結合のための少なくとも2つの第2の結合部位Z2を含む第2の多量体化試薬とを
さらに含有し、該第2の受容体結合試薬(iii)および該第2の多量体化試薬(iv)が、標的細
胞に結合する第2の多価結合複合体を形成することができ、該第2の多価結合複合体が、1
つの該第2の多量体化試薬に結合した少なくとも2つの第2の受容体結合試薬を含み、かつ
第2の検出可能な標識が該第2の多価結合複合体に結合している、項目68の機器。
【０１５４】
　項目70.　第1の容器が、(iii') 多量体受容体結合試薬M2であって、多量体第2受容体結
合試薬が、受容体分子Rに特異的に結合する少なくとも2つの第2の受容体結合部位B2を含
む、該多量体受容体結合試薬M2をさらに含有し、該多量体受容体結合試薬M2が該受容体分
子Rを介して標的細胞に本質的に不可逆的に結合し、第2の検出可能な標識が該多量体受容
体結合試薬M2に結合している、項目68の機器。
【０１５５】
　項目71.　第1の容器が、(iii'') 受容体分子Rに特異的に結合する不可逆的受容体結合
試薬I2であって、該受容体分子Rに本質的に不可逆的に結合する、該不可逆的受容体結合
試薬I2をさらに含有し、第2の検出可能な標識が該不可逆的受容体結合試薬I2に結合して
いる、項目68の機器。
【０１５６】
　項目72.　フローサイトメトリー用の機器に含まれる、項目68～71のいずれかの機器。
【０１５７】
　項目73.　第1の容器がフローサイトメトリー用の機器のサンプル入口と接続されている
、項目68～72のいずれかの機器。
【０１５８】
　項目74.　第1の容器および第2の容器が、カニューレまたは管を介して接続されている
、項目68～73のいずれかの機器。
【０１５９】
　項目75.　第1の容器と第2の容器との間の接続部内に配置された弁を含む、項目68～74
のいずれかの機器。
【０１６０】
　項目76.　弁が三方弁である、項目75の機器。
【０１６１】
　項目77.　(a) 項目1～56のいずれかの方法を用いて、対象から得られたサンプル中のT
細胞の解離速度定数(koff)を決定する段階、(b) 該対象から得られたサンプルから該T細
胞を単離する段階を含む、高アビディティT細胞を単離する方法。
【０１６２】
　項目78.　決定された解離速度定数が、所与の閾値以下である値を有する、項目77の方
法。
【０１６３】
　項目79.　閾値が約10-1秒-1～約10-3秒-3の範囲内である、項目77の方法。
【０１６４】
　項目80.　サンプルが末梢血サンプルまたはPBMCサンプルである、項目77～79のいずれ
かの方法。
【０１６５】
　項目81.　対象が哺乳動物、好ましくはヒトである、項目77～80のいずれかの方法。
【０１６６】
　本明細書において用いられる場合、単数形「1つの(a)」、「1つの(an)」および「その(
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the)」は、文脈が明らかにそうでないことを示していない限り、複数の参照を含むことに
留意されなければならない。したがって、例えば、「1つの試薬(a reagent)」への言及は
、1つまたは複数のそのような異なる試薬を含み、「その方法(the method)」への言及は
、本明細書において記述される方法を修正または置換できる当業者に公知の等価な段階お
よび方法への言及を含む。
【０１６７】
　そうでないことが示されない限り、要素の系列の前に置かれる「少なくとも」という用
語は、この系列のあらゆる要素に言及していると理解されるべきである。当業者は、慣用
的以上の実験を用いずとも、本明細書において記述される本発明の具体的態様の多くの等
価物を認識するまたは確認することができるであろう。そのような等価物は、本発明によ
って包含されることが意図される。
【０１６８】
　「および(ならびに)/または(もしくは)」という用語は、本明細書のいずれの場所で用
いられる場合でも、「および(ならびに)」、「または(もしくは)」および「この用語によ
って接続される要素の全てまたは任意の他の組み合わせ」の意味を含む。
【０１６９】
　本明細書において用いられる「約」または「およそ」という用語は、示された値または
範囲の20%以内、好ましくは10%以内、より好ましくは5%以内を意味する。しかし、これに
は名数(concrete number)も含まれ、例えば約20は20を含む。
【０１７０】
　本明細書および添付の特許請求の範囲の全体を通して、文脈がそうでないことを必要と
しない限り、「含む(comprise)」という単語、ならびに「含む(comprises)」および「含
む(comprising)」のような変化形は、言及されている整数値もしくは段階または整数値も
しくは段階の群を含むが、任意のその他の整数値もしくは段階または整数値もしくは段階
の群を排除しないことを暗に示すものと理解されよう。本明細書において用いられる場合
、「含む(comprising)」という用語は、「含有する(containing)」もしくは「含む(inclu
ding)」という用語と、または本明細書において用いられる場合に時には「有する(having
)」という用語と置き換えることができる。
【０１７１】
　本明細書において用いられる場合、「からなる」は、特許請求の範囲の要素の中で指定
されていない任意の要素、段階または成分を排除する。本明細書において用いられる場合
、「から本質的になる」は、特許請求の範囲の基本かつ新規の特徴に実質的に影響しない
材料または段階を排除しない。
【０１７２】
　本明細書の各例において、「含む」、「から本質的になる」および「からなる」という
用語はいずれも、他の2つの用語のいずれかと置き換えられうる。
【０１７３】
　本発明は、本明細書において記述した特定の方法論、プロトコル、材料、試薬、および
物質などに限定されず、したがって変化しうることが理解されるべきである。本明細書に
おいて用いられる専門用語は、特定の態様を説明することのみを目的としており、特許請
求の範囲によってのみ定義される本発明の範囲を限定するものと意図されない。
【０１７４】
　本明細書の本文全体を通して引用されている全ての刊行物および特許(全ての特許、特
許出願、科学刊行物、製造元の仕様書、説明書などを含む)は、参照によりその全体が本
明細書に組み入れられる。本明細書のいかなる事項も、本発明が先行発明のためにそのよ
うな開示に先行する権利がないことの承認と解釈されるべきではない。参照により組み入
れられる材料が本明細書と矛盾または相反する程度まで、本明細書は任意のそのような材
料に優先する。
【実施例】
【０１７５】
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細胞
　ヒトCMV特異的T細胞クローンおよびネズミT細胞株を、Nauerth M, Weissbrich B, Knal
l R, Franz T, Doessinger G, Bet J, Paszkiewicz PJ, Pfeifer L, Bunse M, Uckert W 
and others. TCR-ligand koff rate correlates with the protective capacity of anti
gen-specific CD8+ T cells for adoptive transfer. Sci Transl Med 2013;5:192ra87-1
92ra87に記述されているように作製した。末梢血を健常成人ドナー(男性)から得た。書面
によるインフォームドコンセントをドナーから入手し、血液サンプルの使用は、ヘルシン
キ宣言にしたがい地域の施設内倫理委員会(Ethikkommission der Medizinischen Fakulta
et der Technischen Universitaet Muenchen)による国内法にしたがって承認された。全
血をPBS (pH 7.4)で1:1希釈し、フィコール層上2000 rpmで20分間の密度勾配遠心分離に
よってPBMCを得た。
【０１７６】
多量体および抗体染色
　Nauerth et al 2013に記述されているようにTwin-Strep-Tagを保有する可逆的多量体の
作製のためのpMHC分子を再折畳みし、多量体化した。この報告のなかでkoff速度アッセイ
に用いられた全てのpMHC分子は、Alexa488マレイミドフルオロフォア(Thermo Fisher)お
よび多量体化ストレプトアクチンAPC (IBA)にコンジュゲートされていた。Busch DH, Pil
ip IM, Vijh S, Pamer EG. Coordinate regulation of complex T cell populations res
ponding to bacterial infection. Immunity 1998;8:353-62に記述されているプロトコル
にしたがって不可逆的多量体の作製のためのビオチン化pMHC分子を再折畳みした。多量体
化の場合、1 μgのビオチン化pMHC分子を総容量50 μl中1.25 μgのストレプトアビジンB
V421またはストレプトアビジンPE (Biolegend)とともに45分間インキュベートした。koff
速度アッセイの場合、5＊106個までの細胞を可逆的多量体とともに45分間インキュベート
した。必要なら、CD8抗体(CD8 eF450、eBioscienceまたはCD8 PeCy7、Beckman Coulter)
を25分後に添加し、さらに20分間インキュベートした。生/死識別のため、0.2 μgのヨウ
化プロピジウム溶液を添加し、5分間インキュベートした。細胞をその後、洗浄し、koff
速度アッセイに直接使用するか、または(別段の指示がない限り)10分間不可逆的多量体で
さらに染色した。不可逆的多量体の滴定の場合、細胞を50 μlの不可逆的多量体(1:1)で
、25 μlのFACS緩衝液で希釈された25 μlのもの(1:2)でまたは37,5 μlのFACS緩衝液で
希釈された12,5 μlの不可逆的多量体(1:4)のいずれかで染色した。
【０１７７】
FACS分析および選別
　CyanLx 9色フローサイトメーター(Beckman Coulter)を用いてサンプルを分析した。kof
f速度アッセイの場合、分析したサンプルの計算パラメータを保存して、解離反応速度の
分析を可能にした。細胞選別をMoFlo (Beckman Coulter)にて実施した。FACSデータをFlo
wJo v9.5.2ソフトウェア(Tree Star, Inc.)で分析した。
【０１７８】
フローサイトメトリーに基づくkoff速度アッセイ
　koff速度アッセイの実施の場合、細胞を1＊106～1＊107細胞/mlに希釈し、FACS緩衝液9
00 μlを含有する予冷koff速度FACS管に細胞100 μlを添加した。koff速度FACS管をフロ
ーサイトメーターの冷却装置(qutools)と一緒に取り付け、分析を開始した。30秒後、進
行中の分析の間に細胞に三方弁で2 mMのD-ビオチン1 mlを添加した。細胞を計15分間分析
した。koff速度の分析の場合、特定のT細胞の蛍光データをFlowJoから表計算プログラム(
GraphPad Software、San Diego、CA、USA)へエクスポートした。本文に記述されているよ
うにkoff速度の分析のためのデータ点を選択し、そのデータ点に単相の指数関数的減衰曲
線を当てはめた。
【０１７９】
微視的koff速度アッセイ
　Nauerth et al. 2013に詳細に記述されているように実施した。
【０１８０】
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実施例1: フローサイトメトリーに基づくTCRリガンドkoff速度アッセイの設定および分析
　TRC-リガンドkoff速度アッセイの原理をフローサイトメトリーに移すためには、データ
分析のための基本的な要素を、顕微鏡法に基づくオリジナルのアプリケーションと同様に
取得する必要がある: 最初に、最初のpMHC/ストレプトアクチン多量体染色を決定する必
要がある; その後、D-ビオチンをサンプルに添加する必要があり、引き続いて、ストレプ
トアクチン骨格およびpMHCの解離を、最小レベルのリガンド結合に達するまで追跡する必
要がある。本発明者らは、いくつかのT細胞受容体の場合、koff速度動態が非常に速くな
りうることを顕微鏡法に基づくアッセイから既に承知していたので、オンライン測定を中
断することなくd-ビオチンをプローブに添加できるフローサイトメトリーのための実験設
定をデザインした。この目的のために、本発明者らは、D-ビオチン溶液を含有する注射針
に三方弁を介して接続された鋭い注射針で標準的なポリエチレンFACS管を貫通させた(図2
A)。この設定により、いずれかの時点でサンプルホルダからプローブを取り出す必要なく
、初期染色値(通常30秒)を取得し、その後D-ビオチン注入、続いて解離相の取得(通常15
分)を行うことが可能になる。
【０１８１】
　異なるサンプル間で比較できる再現性のある結果を得るために、koff速度アッセイは規
定の温度で実施されることが好ましい。TCR-リガンド相互作用の場合、アッセイは低温で
(好ましくは4℃で)実施された。この目的のために、本発明者らは、D-ビオチン注入シス
テム用の小さな開口部を残しながら、サンプル管をしっかりと囲むペルチェ制御冷却装置
をデザインした(図2B)。
【０１８２】
　この実験設定で、本発明者らは次に、2C TCRを発現するT細胞株を用いて完全なkoff速
度配列を取得した。本発明者らは、骨格としてAPCコンジュゲート・ストレプトアクチン
およびAlexa488標識pMHC (H2Kb- SIYRYYGL (SEQ ID NO: 10))に基づく可逆的MHC多量体で
細胞を染色した。さらなるPI染色を実施して死細胞を同定した。解離のデータ分析は、関
心対象の集団(この場合は生きているリンパ球)に対するゲーティングとその後の分析時間
にわたるストレプトアクチン-APC蛍光およびMHC-Alexa488蛍光の表示によって実施された
(図2C)。根底にある解離動態を視覚化するために、本発明者らは最初に、分析時間にわた
って200ゲートを引き(drew)、各ゲートについてMHCAlexa488およびストレプトアクチン-A
PCのMFIを計算した。このデータ整理によってMHCAlexa488およびストレプトアクチン-APC
の蛍光値を1つのグラフにプロットすること、それゆえ、両解離動態の直接的な比較が可
能となる(図2D)。分析の開始時に、両方の蛍光色素の初期染色強度は可視的であり、一定
のままである。D-ビオチンの添加により、分離したストレプトアクチン骨格の解離によっ
て引き起こされる、APC蛍光の急速な減衰が検出可能である。興味深いことに、Alexa488
の蛍光も、最初は速い減衰を示し、同時にストレプトアクチン-APCの解離を示す。ストレ
プトアクチン-APCの完全な解離後、Alexa488の2番目のより遅い減衰が検出可能になる。M
HC-Alexa488減衰のこれら2つの動態は、多量体化MHC分子の異なる結合状態によって説明
することができる。ストレプトアクチン骨格上で多量体化されたMHC分子の一部のみが表
面発現TCRに結合する可能性が高い。いくつかのMHC分子は、ストレプトアクチンに結合し
ているだけなので、D-ビオチン添加後に骨格と同時に解離し、非常に速い動態を示す。以
下のAlexa488減衰のより遅い動態は、T細胞表面からの単量体のTCR結合MHC分子の解離に
起因し、TCRリガンドのkoff速度の計算の基礎となる。TCR結合分子と未結合MHC-Alexa488
分子の動態の重なりが干渉しているため、これらの知見は、非細胞結合成分の完全な解離
後にのみkoff速度を正しく計算できることを示す。それゆえ、本発明者らはストレプトア
クチン-APCの完全解離の時点をMHC-Alexa488解離のkoff速度計算の出発点として用いるこ
とにした。
【０１８３】
　koff速度の最終計算のため、本発明者らは分析された各細胞の蛍光と時間の値を表計算
ソフトウェアに直接エクスポートし、分析時間にわたるストレプトアクチン-APCとMHC-Al
exa488蛍光のドットプロットを作成した(図2E)。次に、本発明者らは、D-ビオチン添加後
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のストレプトアクチン-APCのデータ点およびストレプトアクチン骨格の完全解離後のMHC-
Alexa488のデータ点を選択した。指数関数的減衰が全細胞のドットプロットに直接当ては
まるので、限られた数のゲートでMFIを計算しても情報の削減は行われず、これは限られ
た数の細胞しか分析できない場合に特に重要である。
【０１８４】
　要約すると、フローサイトメーターのアプリケーションにTCRリガンドkoff速度アッセ
イを移すことにより、温度制御条件下でのT細胞の迅速な分析およびkoff速度の正確な計
算が可能とされる。
【０１８５】
実施例2: フローサイトメトリーに基づくTCRリガンドkoff速度アッセイと顕微鏡法により
誘導されるTCRリガンドkoff速度アッセイは同等の値をもたらす
　顕微鏡法により誘導されるTCRリガンドkoff速度アッセイを用いて、Nauert et al. 201
3は、koff速度と分析したT細胞の機能性との間の明確な相関関係を実証した。それにより
、実験の設定を標準化することができ、再現性が高く真に定量的なkoff速度値の決定を確
実にすることができる。新規のフローサイトメトリーに基づく設定から得られた結果が同
等な値をもたらすかどうかを試験するために、本発明者らは両方の方法と並行してCMV特
異的T細胞クローンのkoff速度を分析した。異なる特異性およびアビディティの3つのクロ
ーンを分析し(図3A～C)、全ての場合において、得られたkoff速度は極めて同等であった(
図3D)。これらのデータは、前述の顕微鏡法により誘導されるアプローチと比較して、同
様の堅固性、再現性および精度を新規のフローサイトメトリーに基づく設定で達成できる
ことを実証している。
【０１８６】
実施例3: 可逆的および不可逆的MHC多量体による二重染色の原理
　上記のフローサイトメトリーに基づくkoff速度アッセイの実験設定により、分析は高度
に精製された抗原特異的T細胞集団、T細胞クローンまたはTCR形質導入T細胞でのみ実施す
ることができる。これらの場合、生きている細胞に対するゲーティングは、リガンド解離
動態の取得を通して関心対象の細胞集団を同定するのに十分であるべきである。しかしな
がら、事前の選別またはクローニングなしに直接エクスビボで抗原特異的T細胞集団を分
析するにはまた、koff速度アッセイ中の標的集団の安定的な同定が必要である。それゆえ
、本発明者らは、これがさらなる抗原特異的な不可逆的染色によって達成されうるかどう
かを試験した(図4A)。従来のMHC多量体は、C末端でビオチン化され、ストレプトアビジン
に対して非常に高い親和性でこれらのドメインと結合する組み換えpMHCからなる。これら
の結合は、D-ビオチンの添加によりかなりの量で破壊されることがなく、従来の多量体は
それゆえ、抗原特異的T細胞の疑似の不可逆的染色をもたらす。図4Bは、ストレプトアビ
ジンBV421を含有する不可逆的多量体およびストレプトアクチンAPC骨格に結合したAlexa4
88コンジュゲートMHCを有する可逆的多量体による抗原特異的T細胞の二重染色の原理を示
す。同じ特異性についてのMHC多量体二重染色が一般的に可能であることが他者らによっ
て以前に記述されており、このアプローチは今や、抗原特異的T細胞同定の感度を高める
ために頻繁に用いられる(Hadrup et al., 2009, Nat Methods, 6:520-6)。しかしながら
、2つの異なるタイプの多量体試薬による二重染色はこれまで試験されていない。それゆ
え、本発明者らは、可逆的および不可逆的な特異的多量体を用いてCMV由来HLA-B8拘束性
エピトープIE188-96に特異的なT細胞クローンを染色した。図4B (左上のドットプロット)
に示されるように、両方の多量体は、直接的に相関する二重染色パターンによって示され
るように、標識細胞の細胞表面上に類似の染色特性を有して蓄積する。他のエピトープ特
異性およびHLA拘束性を有する他のT細胞クローンでも非常によく似た結果が得られ(デー
タは示さず)、このアプローチの一般的な実現可能性を示している。D-ビオチンの添加後
、BV421染色は分析時間にわたって安定なままであるが、MHC-Alexa488およびストレプト
アクチンAPC染色は減衰する(図4B、下パネル)。これらのデータは、従来の可逆的なMHC多
量体との組み合わせ染色が、TCRリガンドkoff速度アッセイ中に関心対象の細胞集団を常
に追跡するのに適したツールとなることを示している。
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【０１８７】
実施例4: 二重染色は可逆的多量体染色強度およびkoff速度に影響を及ぼさない
　本発明者らは、koff速度アッセイに対する不可逆的および可逆的多量体による二重染色
の適合性をより詳細にさらに分析するために、同じ特異性の不可逆的試薬による追加の染
色が可逆的多量体染色およびその後のkoff速度を妨げるかどうかを試験した。それゆえ、
本発明者らは、確立されたプロトコルにしたがって最初に特定の可逆的多量体を用いB7pp
65特異的T細胞集団でCMV+ ドナー由来PBMCを染色して、最適なMHC-Alexa488染色強度を達
成した。未結合の試薬を洗い流した後に、本発明者らは追加の染色段階において不可逆的
多量体を加えた。本発明者らは、同様の初期の不可逆的多量体染色手順で濃度とインキュ
ベーション時間の両方を滴定した。図5Aおよび図5Bに示されるように、不可逆的多量体の
濃度の増加は、不可逆的多量体の染色強度にわずかしか影響を及ぼさなかった(図5B)。さ
らに重要なことには、異なる濃度の不可逆的多量体染色にわたって、その後に決定された
koff速度は全ての条件下で同一であった(図5C、D)。インキュベーション時間を増やして
も、可逆的MHC多量体染色またはその後のkoff速度測定に検出可能な影響はなかった(図5D
)。これらのデータは、可逆的および不可逆的MHC多量体試薬を用いた二重染色アプローチ
が堅固であることを実証し、染色条件(インキュベーション時間、多量体濃度)のわずかな
変化がその後のkoff速度結果に影響しないことを意味している。MHC多量体二重染色が何
らかの形でkoff速度動態に影響を及ぼしうるかどうかを評価するために、本発明者らは、
可逆的多量体のみで染色したまたは不可逆的多量体でさらに染色したT細胞のkoff速度測
定を比較した。これらの実験は、TCRアビディティに依る潜在的な差異を制御するために
、よく特徴付けられた高アビディティおよび低アビディティCMV特異的T細胞クローンで実
施された。図5Eおよび図5Fに示されるように、両方のT細胞クローンは、一重または二重
染色後に極めて同等のkoff速度を示した。これは、二重染色アプローチが結果として得ら
れるkoff速度値に影響を及ぼさなかったこと、およびこの観察結果が、非常に異なるアビ
ディティを有するT細胞に当てはまることを明確に実証している。
【０１８８】
実施例5: 二重染色は、エクスビボで直接、CD8+ T細胞集団のkoff速度測定を可能にする
　従来の不可逆的多量体による追加の染色は、koff速度アッセイ中にエピトープ特異的T
細胞を安定的に染色するのに適したツールであるので、本発明者らは次に、PBMC由来の抗
原特異的T細胞集団の直接分析がこの設定で可能かどうか調べた。この目的のために、本
発明者らは、全リンパ球0.31%の容易に検出可能なB7pp65特異的T細胞集団を有するCMV陽
性ドナー由来の血液を採取した(図6A)。本発明者らは密度遠心分離によってPBMCを精製し
、細胞を可逆的多量体およびCD8抗体で、続いて不可逆的多量体で染色した。対照として
、細胞の一部を可逆的多量体およびCD8抗体でのみ染色し、ストレプトアクチンAPC+ CD8+
 T細胞のFACS選別後にkoff速度を分析した。エクスビボで直接、B7pp65特異的T細胞集団
のkoff速度を測定するためのゲーティング戦略を図6Aに示す。シングレットおよび生きて
いるリンパ球のゲーティング後、ゲートをCD8+ 不可逆的多量体+ T細胞に設定した。この
ゲートを分析に用いて、ストレプトアクチンAPCおよびMHC Alexa488の蛍光を経時的に表
示し、koff速度を計算した。各測定細胞の蛍光値の直接的なエクスポートは、情報の損失
を防ぐためにこの小集団を分析することによって選択された。この戦略は、経時的なMHC4
88蛍光の緩徐な減衰を有していた集団内の少なくとも1つの高アビディティT細胞クローン
の存在を実証した(図6B、C)。事前選別された細胞と比べて直接分析された細胞のkoff速
度は類似しており、直接分析の信頼性を実証していた(図6D)。まとめると、これらのデー
タは、不可逆的および可逆的多量体を用いた二重染色が、エクスビボで直接、エピトープ
特異的T細胞集団のkoff速度測定を可能にし、事前選別されたT細胞と極めて同等な結果を
提供することを示す。
【０１８９】
実施例6: オリゴクローンヒトCMV特異的CD8+ T細胞のエクスビボkoff速度測定
　異なるドナー由来のオリゴクローンヒトCMV特異的CD8+ T細胞のさらなるエクスビボkof
f速度測定を、実施例1に記述されているように実施した。ここで、サンプルに含まれる細
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胞の一部のみがCMV特異的であった。図7は、オリゴクローンHLA＊07 02/CMVpp65特異的CD
8 T細胞集団のエクスビボkoff速度測定を示す。健常ドナーの新鮮な血液からフィコール
勾配遠心分離によってPBMCを単離した。単一の生きているCD19- CD8+不可逆的pMHC-PE+ T
細胞に対するBooleanゲーティングを実施した。経時的なストレプトアクチンAPCおよび可
逆的pMHC-Alexa488のデータをGraphPad PRISMにエクスポートし、指数関数的減衰曲線に
当てはめてkoff速度を決定した。図8は、オリゴクローンHLA＊02 01/CMVpp65特異的CD8 T
細胞集団(ドナーHZ961)のエクスビボkoff速度測定を示す。健常ドナーの新鮮血液からフ
ィコール勾配遠心分離によって単離された凍結保存PBMCに対してkoff速度測定を行った。
単一の生きているCD19- CD8+ 不可逆的pMHC-PE+ T細胞に対するBooleanゲーティングを実
施した。経時的なストレプトアクチンAPCおよび可逆的pMHC-Alexa488のデータをGraphPad
 PRISMにエクスポートし、指数関数的減衰曲線に当てはめてkoff速度を決定した。図9: 
オリゴクローンHLA＊02 01/CMVpp65特異的CD8 T細胞集団(ドナーHZ510)のエクスビボkoff
速度測定。健常ドナーの新鮮血液からフィコール勾配遠心分離によって単離された凍結保
存PBMCに対してkoff速度測定を行った。単一の生きているCD19- CD8+ 不可逆的pMHC-PE+ 
T細胞に対するBooleanゲーティングを行った。経時的なストレプトアクチンAPCおよび可
逆的pMHC-Alexa488のデータをGraphPad PRISMにエクスポートし、指数関数的減衰曲線に
当てはめてkoff速度を決定した。これらの実験は、標的特異的CD8+ T細胞のkoff速度決定
が血液またはPBMCサンプルに対して直接行われうること、および信頼できる結果が異なる
ドナー由来の細胞で達成されることを実証する。
【０１９０】
実施例7: CD8+ J76腫瘍細胞に対するkoff速度測定を用いた単離TCRの機能的特徴付け
　単一クローンPCRを用いて2つのHLA＊02 01/CMVpp65特異的TCRを単離した。その構造的
アビディティを分析するため、内因性TCRを欠くCD8+ J76腫瘍細胞にTCRを形質導入した。
koff速度測定を実施例1に記述されているように行った。単一の生きているCD8+ 不可逆的
pMHC-PE+ T細胞に対するBooleanゲーティングを実施した。経時的なストレプトアクチンA
PCおよび可逆的pMHC-Alexa488のデータをGraphPad PRISMにエクスポートし、指数関数的
減衰曲線に当てはめてkoff速度を決定した(図10)。ごく一部のJ76腫瘍細胞のみがそれぞ
れのTCRを組み換え発現したが、2つのTCRのkoff値は確実に決定された。この実験はこの
場合もやはり、複雑な集団内のごく一部の細胞にのみ存在する受容体のkoff速度が、本明
細書において記述される方法を用いて決定されうることを示す。
【０１９１】
実施例8: 高アビディティおよび低アビディティTCR pMHC相互作用についてのネズミモデ
ル系におけるkoff速度測定
　図11は、実施例1に記述されたように行われたネズミT細胞のkoff速度決定を示す。この
目的のために、実施例1に記述された方法にしたがって可逆的および不可逆的ネズミMHC多
量体を作製した。以下のエピトープ: SIIQFEKL:H2kb (SEQ ID NO:14)、SIYNFEKL:H2kb (S
EQ ID NO: 15)、およびSIINFEKL:H2kb (SEQ ID NO: 15)を用いてH2-KB多量体を作製した
。これらの結果は、本明細書において記述された方法が異なる種の細胞に対して行われう
ることを示している。
【０１９２】
　本明細書において例示的に記述された本発明は、本明細書において具体的に開示されて
いない、任意の要素、限定の非存在下において適当に実践されうる。さらに、本明細書に
おいて利用される用語および表現は、限定の用語としてではなく、説明の用語として使用
されており、そのような用語および表現の使用には、示されたおよび記述された特徴また
はその一部の任意の等価物を排除する意図はなく、さまざまな改変が主張される本発明の
範囲内で可能であるものと認識される。したがって、本発明は例示的な態様および任意選
択の特徴によって具体的に開示されているが、本明細書において開示されそこで具体化さ
れた本発明の改変および変形が当業者によって用いられてもよいこと、ならびにそのよう
な改変および変形は本発明の範囲内であると考えられることが理解されるべきである。
【０１９３】
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　本発明は、本明細書において広範かつ一般的に記述されている。一般的な開示の範囲内
に含まれるより狭い種および亜属の分類のそれぞれもまた本発明の一部を形成する。これ
には、切り取られた材料が本明細書において具体的に記述されているか否かにかかわらず
、属から任意の対象物を取り除く但し書または消極的な限定を伴う本発明の一般的な記述
が含まれる。
【０１９４】
　他の態様は添付の特許請求の範囲の範囲内である。さらに、本発明の特徴または局面が
マーカッシュ群によって記述されている場合、当業者であれば、本発明はそのマーカッシ
ュ群の個々の成員または成員の亜群によっても記述されることを認識するであろう。
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