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II. 成果の概要（総括研究報告） 
 

 TCR の抗原をスクリーニングする方法として、酵母に抗原であるペプチドをランダムな配列

にしてライブラリー化したペプチド MHC を発現させ、可溶化した TCR を用いて特異的なペプ

チド MHC を発現している酵母をパニングする系の開発を行っている。そのモデルとして我々

が以前までに作製した EBV 由来抗原である BRLF1 ペプチド MHC を認識する TCR を可溶化

TCR として作製した。TCR の細胞外領域と抗体の Fc 領域を融合させ、Fc 領域の C 末端にビオ

チンを付加し、ストレプトアビジンを介して、4 量体の可溶化 TCR を作製した。酵母に作製し

た TCR が認識する BRLF1 ペプチド MHC を発現させた。この酵母に発現させた BRLF1 ペプチ

ド MHC と可溶化 TCR が結合するかをフローサイトメーターにより検証した結果、特異的に結

合することが示された。 

 次にランダムペプチドライブラリーの作製とそこからのスクリーニングの予備検討を行った。

始めに、ペプチド部分を 1x104の規模でランダム化したライブラリーを酵母に発現させ、BRLF1

ペプチド MHC を発現する酵母と混合した。BRLF1 ペプチド MHC を発現する酵母が 0.1%程度

なるように調整し、BRLF1 可溶化 TCR を用いてパニングを 3 回行った。各パニング後にフロ

ーサイトメーターにより BRLF1 ペプチド MHC を発現している酵母の割合を解析した。パニン

グを行うにつれて、BRLF1 ペプチド MHC を発現している酵母の割合が 1 回目は 7.3%、2 回目

は 14.3%、3 回目は 29.6%と増加している事が確認できた。 

 各パニング後の酵母よりプラスミド DNA を抽出し、ペプチド部分の塩基配列を次世代シー

クエンスにより解析を行った。パニングを行うにつれて、BRLF1 ペプチドの塩基配列を持つ酵

母の割合が 1 回目は 3.5%、2 回目は 18.0%、3 回目は 74.9%と増加している事が確認できた。こ

れらの結果より、0.1%の低頻度でも目的とするペプチドを発現している酵母を濃縮できる事が

示された。 

 

   To screen the antigen of TCR, we are developing screening system using solubilized TCR 
and yeast that express randomizing peptide MHC library on yeast surface with solubilized TCR. 
As a model, we used EB virus derived antigen, BRLF1 peptide MHC and TCR that recognized 
them. We generated Fc-fusion TCR protein composed of the TCR V and C regions of the TCR 
linked to the immunoglobulin (Ig) Fc region. Next, we conjugate biotin on C-term of Fc-fusion 
TCR protein, then we generated tetramer form of Fc-fusion TCR protein via biotin/streptavidin. 
We also transduced and expressed BRLF1 peptide MHC recognized TCR on yeast. To clarify 
whether the tetramer form of Fc-fusion TCR protein bind to BRLF1 peptide MHC expressed on 
yeast, we performed flow cytometry analysis. Fc-fusion TCR protein specifically bound to 
BRLF1 peptide MHC expressed on yeast, but not to control sTCR-Fc and peptide MHC. 
   Next, we constructed a randomizing peptide MHC library and preliminary examined of the 
screening. A library in which the peptide portion was randomized on the scale of 1 × 104 was 
expressed in yeast, then yeast that expressed BRLF1 peptide MHC was mix to them. The yeast 
that expressed BRLF1 peptide MHC was adjusted to about 0.1% and was screened 3 times 
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using BRLF1 Fc-fusion TCR protein. The frequency of yeast that express BRLF1 peptide MHC 
after each screening steps were investigated by flow cytometry analysis using BRLF1 Fc-fusion 
TCR protein. The frequency after each screening steps were 7.3%, 14.3%, and 29.6% after 1, 2, 
and 3 times screening-steps, respectively.  
   Plasmid DNA was isolated from yeast after each screening steps, then DNA sequence of 
peptide region was investigated by next-generation sequencing. The frequency of DNA 
sequence that contain BRLF1 peptide at after each screening steps were 3.5%, 18.0%, and 
74.9% after 1, 2, and 3 times screening-steps, respectively. These results demonstrate that yeast 
expressing the objective peptide can be obtained even at low frequency of 0.1% by our 
screening-steps. 
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