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(57) 요 약

대상체에서 간 전이의 치료를 위한 조성물 및 방법이 본 명세서에 개시된다. 상기 방법은 종양 항원, 예컨대 암

배아성 항원(CEA)에 매우 특이적인 키메라 항원 수용체 변형된 T 세포(CAR-T)의 간 동맥 주입(HAI)을 포함한다.

HAI 방법은 건강한 세포에 대한 노출을 최소화하면서 전이성 세포에 대한 변형된 세포의 노출을 최대화하도록 최

적화된다. 상기 방법은 제2 치료제, 예컨대 IL-2의 동시투여를 포함한다.
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명 세 서

청구범위

청구항 1 

대상체에서 간 전이를 치료하는 방법으로서,

키메라 항원 수용체 단백질을 발현하는 키메라 항원 수용체 T 세포(chimeric antigen receptor T cell: CAR-T

cell)를 포함하는 조성물을 상기 대상체의 간 동맥에 주입하는 단계를 포함하되, 상기 키메라 항원 수용체 단백

질은 상기 간에서 전이성 세포 상에 발현된 항원에 결합하는, 대상체에서 간 전이를 치료하는 방법.

청구항 2 

청구항 1에 있어서,

상기 주입하는 단계 전에 상기 간 동맥 및 근처의 혈관을 맵핑하도록 혈관조영술을 수행하는 단계를 더 포함하

는, 대상체에서 간 전이를 치료하는 방법.

청구항 3 

청구항 2에 있어서,

상기 간으로 공급되지 않은 혈관을 폐색하는 단계를 더 포함하는, 대상체에서 간 전이를 치료하는 방법.

청구항 4 

청구항 1 내지 청구항 3 중 어느 하나의 항에 있어서,

상기 주입하는 단계 동안 혈관조영술을 수행하는 단계를 더 포함하되, 상기 혈관조영술은 상기 주입하는 단계

동안 간내 혈류역학적 통합성(intrahepatic hemodynamic integrity)을 모니터링하는, 대상체에서 간 전이를 치

료하는 방법.

청구항 5 

청구항 1 내지 청구항 4 중 어느 하나의 항에 있어서,

상기  키메라  항원 수용체 단백질은 상기 전이성 세포의 표면 상에 발현된 암배아성 항원(carcinoembryonic

antigen: CEA)에 특이적으로 결합되는, 대상체에서 간 전이를 치료하는 방법.

청구항 6 

청구항 1 내지 청구항 4 중 어느 하나의 항에 있어서,

상기 키메라 항원 수용체 단백질은 서열 번호 1을 포함하는, 대상체에서 간 전이를 치료하는 방법.

청구항 7 

청구항 1 내지 청구항 4 중 어느 하나의 항에 있어서,

상기 대상체의 상기 간 동맥에 제2 치료제를 투여하는 단계를 더 포함하는, 대상체에서 간 전이를 치료하는 방

법.

청구항 8 

청구항 7에 있어서,

상기 제2 치료제는 IL-2인, 대상체에서 간 전이를 치료하는 방법.

청구항 9 
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청구항 8에 있어서,

상기 제2 치료제를 투여하는 단계는 상기 면역반응성 세포를 포함하는 상기 조성물의 상기 주입 전에, 동안에

또는 후에 수행되는, 대상체에서 간 전이를 치료하는 방법.

청구항 10 

청구항 1 내지 청구항 4 중 어느 하나의 항에 있어서,

상기 CAR-T 세포를 포함하는 상기 조성물은 1주마다 1회, 2주마다 1회, 3주마다 1회 또는 4주마다 1회 상기 대

상체의 간 동맥에 주입되는, 대상체에서 간 전이를 치료하는 방법.

청구항 11 

청구항 1 내지 청구항 4 중 어느 하나의 항에 있어서,

상기 CAR-T 세포를 포함하는 상기 조성물을 상기 대상체의 간 동맥에 주입하는 것은 상기 간 동맥으로 10
8
개 내

지 10
10
개의 CAR-T 세포를 주입하는 것을 포함하는, 대상체에서 간 전이를 치료하는 방법.

청구항 12 

청구항 1 내지 청구항 4 중 어느 하나의 항에 있어서,

상기 조성물을 주입하는 것은, 상기 주입 전에 혈청에서의 CEA의 수준과 비교하여, 혈청 CEA의 40% 내지 50% 감

소를 유발하는, 대상체에서 간 전이를 치료하는 방법.

청구항 13 

대상체에서 간 전이를 치료하는 방법으로서,

키메라 항원 수용체 단백질(CAR)을 발현하는 CAR-T 세포를 포함하는 조성물을 상기 대상체의 간 동맥에 주입하

는 단계를 포함하되, 상기 CAR 단백질은 CEA에 결합되는, 대상체에서 간 전이를 치료하는 방법.

청구항 14 

청구항 13에 있어서,

상기 키메라 항원 수용체 단백질은 서열 번호 1을 포함하는, 대상체에서 간 전이를 치료하는 방법.

청구항 15 

청구항 13 또는 청구항 14에 있어서,

상기 CAR은, N-말단에서 C-말단 방향으로, CEA에 결합하는 scFv, CD8 힌지 도메인, CD28 세포외 도메인, CD28

막관통 도메인, CD28 세포질 도메인 및 CD3 제타 세포질 도메인을 포함하는, 대상체에서 간 전이를 치료하는 방

법.

청구항 16 

청구항 15에 있어서,

상기 주입하는 단계는 상기 간 동맥에 10
8
개 내지 10

10
개의 CAR-T 세포를 주입하는 것을 포함하는, 대상체에서

간 전이를 치료하는 방법.

청구항 17 

청구항 15에 있어서,

상기 대상체에게 제2 치료제를 포함하는 조성물을 투여하는 단계를 더 포함하는, 대상체에서 간 전이를 치료하

는 방법.

청구항 18 
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청구항 17에 있어서,

상기 제2 치료제는 IL-2 또는 이트륨-90인, 대상체에서 간 전이를 치료하는 방법.

청구항 19 

간 전이로 진단된 대상체의 혈청에서 CEA를 감소시키는 방법으로서, 키메라 항원 수용체 단백질을 발현하는 키

메라  항원  수용체  T  세포(CAR-T  세포)를  포함하는  조성물을  상기  대상체의  간  동맥에  주입하는  단계를

포함하되, 상기 키메라 항원 수용체 단백질은 상기 간에서의 전이성 세포 상에 발현된 항원에 결합하는, 간 전

이로 진단된 대상체의 혈청에서 CEA를 감소시키는 방법.

청구항 20 

청구항 19에 있어서,

상기 키메라 항원 수용체 단백질은 CEA에 결합되는, 간 전이로 진단된 대상체의 혈청에서 CEA를 감소시키는 방

법.

발명의 설명

기 술 분 야

  관련 출원에 대한 상호 참조[0001]

본원은 2015년 4월 15일자로 출원된 미국 가출원 제62/147,793호(이의 내용은 그 전문이 참고로 포함됨)의 이익[0002]

을 주장한다.

   정부 이익에 관한 성명[0003]

본 발명은 국립 보건원이 허여한 계약 K08CA160662 하에 정부 지원에 의해 이루어졌다. 정부는 본 발명에서 소[0004]

정의 권한을 가진다.

   서열 목록에 대한 참조[0005]

서열 목록은 2016년 4월 14일에 생성되고, 명칭이 "0962010121SequenceListing.txt"(14,034 바이트)인 텍스트[0006]

파일의 형태로 EFS를 통해 전자로 제출되고, 이의 내용은 본 명세서에 그 전문이 참고로 포함된다.

    기술 분야[0007]

본 명세서에 기재된 대상은, 종양 특이적 항원에 결합하고 변형된 T 세포의 활성을 활성화하는, 수용체 단백질[0008]

을 발현하는 유전적으로 변형된 또는 키메라 항원 수용체 T 세포(예를 들어, CAR-T(chimeric antigen receptor

T cell))의 간 동맥 주입을 통해 간 연관 암 및 전이를 치료하는 방법에 관한 것이다.

배 경 기 술

간 전이(liver metastasis: LM)는 신체의 또 다른 부분으로부터 간으로 전이되는 암성 종양이다. 간 전이의 대[0009]

부분의 사례는 결장 또는 직장암으로부터 발생하고, 결장직장암을 가지는 사람의 대략 60 내지 70%는 결국 간

종양을 발생시킨다. 간 전이는 위장 선암을 가지는 환자에서 이환율 및 사망률의 중요한 원인이다. 간 절제가

절제 가능한 간 전이를 가지는 환자에 대한 치유 표준으로 생각되지만, 많은 환자는 간 전이의 절제에 대한 후

보자가 아니다. 화학치료제는 간 전이에 치유 가능하지 않아서, 큰 충족되지 않은 임상 수요를 생성한다.

종양 침윤 림프구(tumor infiltrating lymphocyte: TIL) 연구는 LM에 대한 숙주 T 세포 반응이 환자 생존과 상[0010]

당히 상관된다는 것을 밝혀냈다(Katz  et  al.,  2013,  Ann  Surg  Oncol,  20:946-955;  Katz  et al., 2010, HPB

(Oxford), 12:674-683; Katz et al., Ann Surg Oncol, 16:2524-2530; Wagner et al., 2008, Ann Surg Oncol,

15:2310-2317; Turcotte et al., Canc Immunol Res, 2:530-537). LM에 효과적인 면역 반응을 시작한 사람이 연

장된 생존을 가지는 경향이 있지만, 압도적인 대부분의 환자는 내인성 면역 실패의 상황에서 이의 질환에 빠진

다. 간내 환경의 면역억제 성질(Cantor  et  al.,  1967,  Nature,  215:744-745;  Katz  et  al.,  2005,  Hepatol,

42:293-300; Katz et al., 2004, J Immunol, 173:230-235; Katz et al., 2011, J Immunol, 187:1150-1156)은

LM의 발생을 촉진하고 공격적인 질환 생물학에 기여할 수 있다.

따라서, 숙주를 촉진하거나 간 전이의 존재에 대한 면역학적 반응을 제공할 수 있는 치료학적 전략에 대한 수요[0011]
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가 존재한다. 튼튼한 간 TIL 반응의 양호한 효과 및 간내 공간의 고유한 억제 성질을 고려하여, LM의 치료를 위

한 매우 특이적인 면역반응성 세포의 전달은 합리적인 접근법이다. 간외 독성을 제한하면서 간 전이의 치료에

대한 효능을 최적화할 수 있는 항-CEA CAR-T의 간 동맥 주입(hepatic artery infusion: HAI)을 위한 조성물 및

방법이 본 명세서에 기재되어 있다.

발명의 내용

하기 양태 및 하기 기재되고 예시된 이의 실시형태는 예시적이고, 범위에서 제한이 아니라 예시인 것으로 의도[0012]

된다.

일 양태에서, 간 전이를 가지는 것으로 진단된 대상체에서 간 전이를 치료하는 방법이 제공되고, 상기 방법은[0013]

키메라 항원 T 세포 수용체 단백질(CAR)을 발현하는 면역반응성 세포를 포함하는 대상체 조성물의 간 동맥에 주

입하는 단계를 포함하고, 키메라 T 세포 수용체 단백질은 간에서 전이성 세포 상에 발현된 항원에 결합한다.

몇몇 실시형태에서, CAR를 발현하는 면역반응성 세포는 T 세포, 조혈 줄기 세포, 자연 살해 세포, 자연 살해 T[0014]

세포, B 세포 및 단핵 계통의 세포로 이루어진 군으로부터 선택된다. 특정한 실시형태에서, 면역반응성 세포는

T 세포이다.

몇몇 실시형태에서, 면역반응성 세포는 대상체에 자가조직이다. 또 다른 실시형태에서, 면역반응성 세포는 대상[0015]

체에 자가조직이 아니다.

몇몇 실시형태에서, 면역반응성 세포는 T 세포이고, 상기 방법은 대상체의 혈액 혈청으로부터 세포를 수확하는[0016]

단계를 포함한다. 다른 실시형태에서, 최소 10
8
개, 10

9
개 또는 10

10
개의 세포가 대상체의 혈액 혈청으로부터 수확

된다. 훨씬 다른 실시형태에서, 상기 방법은 자가조직 T 세포의 집단을 생성하기 위해 수확된 세포로부터 말초

혈액 단핵 세포(PBMC)를 단리하고 활성화하는 단계를 추가로 포함한다.

몇몇 실시형태에서, 상기 방법은 면역반응성 세포를 CAR 서열을 코딩하는 핵산 서열을 포함하는 핵산 벡터에 의[0017]

해 형질감염시켜 CAR 단백질을 발현하는 면역반응성 세포의 집단을 생성하는 단계를 포함한다. 다른 실시형태에

서, 상기 방법은 CAR 단백질을 발현하는 면역반응성 세포의 집단을 선택하고 증식시키는 단계를 추가로 포함한

다. 몇몇 실시형태에서, 면역반응성 세포는 자가조직 T 세포의 집단이다.

몇몇 실시형태에서, 상기 방법은 약 1 내지 8주, 2 내지 8주, 2 내지 6주, 2 내지 4주, 1 내지 4주, 1 내지[0018]

3주, 1 내지 2주, 3 내지 6주, 또는 4 내지 6주의 범위의 치료 기간에 걸쳐 환자에게 CAR 단백질을 발현하는 면

역반응성 세포의 용량을 주입하는 단계를 포함한다. 다른 실시형태에서, CAR을 발현하는 면역반응성 세포를 주

입하는 단계는 치료 기간에 걸쳐 1주, 2주, 3주 또는 4주마다 세포를 주입하는 단계를 포함한다. 바람직한 실시

형태에서, CAR을 발현하는 면역반응성 세포를 주입하는 단계는 3주 동안 주마다 1회 CEA CAR-T 세포를 주입하는

단계를 포함한다.

몇몇 실시형태에서, CAR를 발현하고(CAR-T 세포), CAR이 CEA에 결합하는 면역반응성 세포는 자가조직 T 세포이[0019]

다. 대안적인 실시형태에서, CAR를 발현하고(CAR-T 세포), CAR이 CEA에 결합하는 면역반응성 세포는 비자가조직

T 세포이다.

몇몇 실시형태에서, 환자에게 주입된 면역반응성 세포의 용량은 약 10
7
개 내지 10

10
개 또는 10

8
개 내지 10

9
개의[0020]

CAR-T 세포이다. 다른 실시형태에서, 환자에게 주입된 면역반응성 세포의 용량은 약 10
7
개, 10

8
개, 10

9
개 또는

10
10
개의 면역반응성 세포이다. 바람직한 실시형태에서, 면역반응성 세포는 T 세포이고, CAR은 CEA에 결합한다.

몇몇 실시형태에서, 상기 방법은 면역반응성 세포 및 약학적으로 상용성 용액을 포함하는 조성물을 주입하는 단[0021]

계를 포함하고, 조성물의 전체 용적은 약 25㎖ 내지 125㎖, 50㎖ 내지 75㎖, 75㎖ 내지 100㎖, 또는 50㎖ 내지

100㎖의 범위이다. 바람직한 실시형태에서, 면역반응성 세포는 T 세포이고, CAR은 CEA에 결합한다.

몇몇 실시형태에서, 조성물은 수술 기법에 의해 간 동맥으로 투여된다. 다른 실시형태에서, 조성물은 경피 기법[0022]

에 의해 간 동맥으로 투여된다. 훨씬 다른 실시형태에서, 경피 기법에 의한 투여는 위십이지장 동맥 및/또는 위

동맥의 색전형성에 후행한다.

몇몇  실시형태에서,  상기  방법은  주입  과정  동안  간내  혈류역학적  통합성(intrahepatic  hemodynamic[0023]

integrity)을 확인하기 위해 혈관조영술을 이용하는 것을 추가로 포함한다.
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몇몇 실시형태에서, 상기 방법은 경피 카테터를 통해 면역반응성 세포 및 약학적으로 상용성 용액을 포함하는[0024]

조성물을 주입하는 단계 및 비정상 해부학적 고려를 반영하도록 간 동맥 투약을 분할하도록 간 용적측정 계산을

수행하는 단계를 포함한다.

몇몇 실시형태에서, 상기 방법은 대상체의 간 동맥에 제2 치료제를 주입하는 단계를 추가로 포함한다. 다른 실[0025]

시형태에서, 제2 치료제는 인터류킨-2(IL-2)이다. 다른 실시형태에서, 제2 치료제는 IL-2가 투여되지 않은 환자

에서의 면역반응성 세포의 억제와 비교하여 대상체에서의 면역반응성 세포의 억제를 제어한다.

몇몇 실시형태에서, 상기 방법은, 대상체에 대한 IL-2의 투여 전의 CEA 수준과 비교하여, 혈청 CEA의 15% 내지[0026]

50%, 20% 내지 50%, 30% 내지 50%, 40% 내지 50%, 또는 19% 내지 48% 감소를 발생시킨다. 또 다른 실시형태에

서, 혈청 CEA의 감소는 주입 후 1일, 2일, 3일, 4일 또는 5일에 발생한다.

몇몇 실시형태에서,  IL-2는  CAR-T  치료 기간의 기간 동안 약 25,000  내지 150,000  IU/㎏/일,  25,000  내지[0027]

75,000 IU/㎏/일, 50,000 내지 100,000 IU/㎏/일의 범위의 연속 전신 용량으로 투여된다. 다른 실시형태에서,

IL-2는 약 25,000, 35,000, 40,000, 50,000, 60,000, 75,000, 85,000 또는 100,000 IU/㎏/일의 연속 전신 용량

으로 투여된다. 바람직한 실시형태에서, IL-2는 약 50,000 IU/㎏/일의 연속 전신 용량으로 투여된다.

몇몇 실시형태에서, 제2 치료제는 키메라 T 세포 수용체 단백질을 발현하는 면역반응성 세포의 주입 전에, 동안[0028]

에 또는 후에 수행된다.

몇몇 실시형태에서, 상기 방법은 대상체의 간 동맥에 본 방사선 치료를 투여하는 단계를 추가로 포함한다. 다른[0029]

실시형태에서, 방사선 치료는 이트륨-90(
90
Y)을 함유하는 복수의 마이크로구의 투여를 포함한다. 훨씬 다른 실시

형태에서, 방사선 치료의 투여는 약 1 내지 4 기가베크렐(GBq), 1 내지 3 GBq, 2 내지 4 GBq, 3 내지 4 GBq,

또는 2 내지 3 GBq의 방사능의 투여를 포함한다. 훨씬 다른 실시형태에서, 방사선 치료의 투여는 약 1 GBq, 1.5

GBq, 2 GBq, 2.5 GBq, 3 GBq, 3.5 GBq, 또는 4 GBq의 방사능의 투여를 포함한다.

몇몇 실시형태에서, 방사선 치료의 투여는 CAR-T 주입의 마지막 후 약 1주, 2주, 또는 3주에 방사선 치료의 투[0030]

여를 포함한다.

몇몇 실시형태에서, 대상체는 간으로 국재화된 전이성 질환으로 진단된다. 다른 실시형태에서, 전이성 질환은[0031]

암이다. 훨씬 다른 실시형태에서, 암은 유방, 결장, 직장, 식도, 폐, 체장 및/또는 위에서의 원발성 종양으로부

터 전이된다. 훨씬 다른 실시형태에서, 대상체는 절제 불가 전이성 간 종양으로 진단된다. 훨씬 다른 실시형태

에서, 대상체는 원발성 결장직장암으로부터 절제 불가 전이성 간 종양으로 진단된다. 몇몇 실시형태에서, 대상

체는 간세포 암종으로 진단된다.

몇몇 실시형태에서,  대상체는 간 전이로 진단되고,  간 전이의 악성 세포는 암배아성 항원(carcinoembryonic[0032]

antigen: CEA) 단백질을 발현하는 것으로 입증되었다.

몇몇 실시형태에서, 상기 방법은 대상체의 간에서 종양 부담(tumor burden)을 감소시킨다. 다른 실시형태에서,[0033]

종양  부담의  감소는  양전자  단층촬영(positron  emission  tomography:  PET),  자기  공명  영상화(magnetic

resonance imaging: MRI) 또는 생검을 이용하여 측정된다. 훨씬 다른 실시형태에서, 종양 부담은 치료 기간 후

1주 내지 8주, 또는 약 1주, 2주, 3주, 4주, 5주, 6주, 7주 또는 8주에 측정된다. 훨씬 다른 실시형태에서, 감

소는 CAR-T 세포의 용량의 주입 전에 종양 부담에 대해 측정된다.

몇몇 실시형태에서, 치료 기간 후 1주 내지 8주, 또는 약 1주, 2주, 3주, 4주, 5주, 6주, 7주 또는 8주에 측정[0034]

된 종양 부담은 CAR-T 세포의 제1 용량의 주입 전에 종양 부담의 50% 이하 내지 90%이다.

몇몇 실시형태에서, 본 명세서에 기재된 바와 같은 CAR-T 세포를 대상체에게 투여하는 단계를 포함하는, 간 전[0035]

이로 진단된 대상체에서 종양 부담을 감소시키는 방법이 제공된다. 다른 실시형태에서, 종양 부담은, 대상체에

게 CAR-T 세포를 투여하기 전에, 종양 부담의 약 10% 미만, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80% 또는 90%인 양

으로 감소한다.

몇몇 실시형태에서, 본 명세서에 기재된 바와 같은 CAR-T 세포를 대상체에게 투여하는 단계를 포함하는, 간 전[0036]

이로 진단된 환자의 혈액 혈청에서 CEA의 양을 감소시키는 방법이 제공된다. 다른 실시형태에서, CEA의 양은,

대상체에게 CAR-T 세포를 투여하기 전에, 대상체에서 CEA의 양의 약 10% 미만, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%,

80% 또는 90%인 양으로 감소한다.

몇몇 실시형태에서, 키메라 T 세포 수용체 단백질은 간에서 전이성 세포의 표면 상에 발현된 종양 항원에 특이[0037]
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적으로 결합하는 세포외 도메인을 포함한다. 다른 실시형태에서, 키메라 T 세포 수용체 단백질은 암배아성 항원

(CEA) 단백질에 특이적으로 결합하는 세포외 도메인을 포함한다.

몇몇 실시형태에서, 키메라 T 세포 수용체 단백질은, N-말단에서 C-말단 방향으로, CEA 결합 IgG 면역글로불린[0038]

도메인, CD8 힌지 도메인, CD28 세포외 도메인, CD28 막관통 도메인, CD28 세포질 도메인 및 CD3 제타 세포질

도메인을 포함한다.

몇몇 실시형태에서, CEA 결합 IgG 면역글로불린 도메인은 서열 번호 1을 포함한다.[0039]

몇몇 실시형태에서, CD8 힌지 영역은 12개의 아미노산 길이이고, 서열 번호 2의 169 내지 180번 잔기의 서열과[0040]

적어도 75%, 83%, 91%, 또는 100% 동일한 서열을 포함한다.

몇몇 실시형태에서, CD28 세포외 도메인은 40개의 아미노산 길이이고, 서열 번호 4의 113 내지 152번 잔기의 서[0041]

열과 적어도 92%, 95%, 97%, 또는 100% 동일한 서열을 포함한다.

몇몇 실시형태에서, CD28 막관통 도메인은 27개의 아미노산 길이이고, 서열 번호 4의 153 내지 179번 잔기의 서[0042]

열과 적어도 88%, 92%, 96%, 또는 100% 동일한 서열을 포함한다.

몇몇 실시형태에서, CD28 신호전달 도메인은 41개의 아미노산 길이이고, 서열 번호 4의 180 내지 220번 잔기의[0043]

서열과 적어도 90%, 92%, 95%, 97%, 또는 100% 동일한 서열을 포함한다.

몇몇 실시형태에서, 제타 세포질 도메인은 113개의 아미노산 길이이고, 서열 번호 3의 52 내지 164번 잔기의 서[0044]

열과 적어도 90%, 95%, 97%, 98%, 99%, 또는 100% 동일한 서열을 포함한다.

몇몇 실시형태에서, 키메라 T 세포 수용체 단백질은 T 세포 수용체 단백질의 N-말단에서의 신호 서열을 추가로[0045]

포함한다. 다른 실시형태에서, 단일 펩타이드는 서열 번호 6과 적어도 84%, 89%, 94% 또는 100% 동일하다.

몇몇 실시형태에서, 상기 방법은 HITM(등록상표) HEPATIC IMMUNOTHERAPY FOR METASTASES(전이에 대한 간 면역[0046]

치료)이다.

도면의 간단한 설명

도 1은 변형된 면역반응성 세포의 주입 전의 환자에서의 CD3+ 및 CAR+ 세포의 평균 백분율을 예시한다.[0047]

도 2는 CEA+ 표적 세포의 환자 생성물 살해를 시험하기 위한 검정의 결과를 예시한다.

도 3은 본 명세서에 기재된 바와 같은 변형된 면역반응성 세포의 치료 효능을 시험하기 위한 1상 임상 실험 프

로토콜을 예시한다.

도 4는 본 명세서에 기재된 방법에 따라 치료된 환자에서의 혈청 CEA 수준을 예시한다.

도 5a 내지 도 5b는 본 명세서에 기재된 방법에 따라 치료된 환자에서의 LM 섬유증(도 5a) 및 LM 괴사(도 5b)를

예시한다.

도 6은 본 명세서에 기재된 방법에 따라 치료된 환자에서의 IFNγ 수준을 예시한다.

도 7은 본 명세서에 기재된 방법에 따라 치료된 환자에서의 피크 및 평균 IFNγ 수준을 예시한다.

발명을 실시하기 위한 구체적인 내용

다양한 양태가 이제 하기 더 자세히 기재될 것이다.  그러나,  이러한 양태는 많은 상이한 형태로 구현될 수[0048]

있고, 본 명세서에 기재된 실시형태로 제한되는 것으로 해석되지 않아야 하고; 오히려, 본 개시내용이 철저하고

완전하도록 그리고 당해 분야의 당업자에게 이의 범위를 완전히 전달하도록 이 실시형태가 제공된다.

   I. 정의[0049]

본  명세서에  사용된  바대로,  단수  형태  표현은,  문맥이  명확히  달리  기재하지  않는  한,  복수  지시어를[0050]

포함한다. 따라서, 예를 들어 "중합체"에 대한 언급은 단일 중합체, 및 동일하거나 상이한 중합체의 2개 이상을

포함하고, "부형제"에 대한 언급은 단일 부형제, 및 동일하거나 상이한 2개 이상의 부형제 등을 포함한다.

값의 범위가 제공되는 경우, 그 범위의 상한과 하한 사이의 각각의 개재하는 값 및 그 기재된 범위에서의 임의[0051]

의 다른 기재된 또는 개재하는 값이 본 개시내용 내에 포함되는 것으로 의도된다. 예를 들어, 1㎖ 내지 8㎖의

범위가 기재된 경우, 2㎖, 3㎖, 4㎖, 5㎖, 6㎖, 및 7㎖, 및 1㎖ 이상의 값의 범위 및 8㎖ 이하의 값의 범위가
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또한 명확히 개시된 것으로 의도된다.

용어 "환자", "대상체", "개체" 등은 본 명세서에서 상호교환되어 사용되고, 시험관내이든 또는 인시츄이든, 본[0052]

명세서에 기재된 방법에 수정 가능한, 임의의 동물 또는 이의 세포를 의미한다. 소정의 비제한적인 실시형태에

서, 환자, 대상체 또는 개체는 인간이다.

용어 "치료학적"은, 본 명세서에 사용된 바대로 치료 및/또는 예방을 의미한다. 치료 효과는 질환 상태의 억제,[0053]

관해 또는 근절에 의해 얻어진다.

본 명세서에서 용어가 사용되는 바대로, 질환을 "치료"하는 것은 대상체가 경험한 질환 또는 장애의 적어도 하[0054]

나의 징후 또는 증상의 빈도 또는 중증도를 감소시키는 것을 의미한다. 용어 "형질감염된" 또는 "형질변환된"

또는 "형질도입된"은, 본 명세서에 사용된 바대로, 외인성 핵산이 숙주 세포로 운반되거나 도입되는 과정을 의

미한다. "형질감염된" 또는 "형질변환된" 또는 "형질도입된" 세포는 외인성 핵산에 의해 형질감염, 형질변환 또

는 형질도입된 것이다. 세포는 일차적 해당 세포 및 이의 자손을 포함한다.

용량 또는 양에 적용되는, 본 명세서에 사용된 바대로 용어 "치료학적으로 효과적인"은, 본 개시내용의 키메라[0055]

수용체를 포함하고, 이를 요하는 대상체에 대한 투여 시 원하는 활성을 발생시키기에 충분한 약물 내성 폴리펩

타이드를 추가로 포함하는, 화합물 또는 약제학적 조성물(예를 들어, 면역 세포, 예컨대 T 림프구 및/또는 NK

세포를 포함하는 조성물)의 분량을 의미한다. 본 개시내용의 맥락 내에, 용어 "치료학적으로 효과적인"은 본 개

시내용의 방법에 의해 치료되는 장애의 적어도 하나의 증상의 표출을 지연시키거나, 이의 진행을 정지시키거나,

이를 경감시키거나 완화하기에 충분한 화합물 또는 약제학적 조성물의 분량을 의미한다. 활성 성분의 조합이 투

여될 때, 조합의 유효량이 개별적으로 투여되는 경우 효과적인 각각의 성분의 양을 포함할 수 있거나 하지 않을

수 있다는 것에 주목한다. 

본 명세서에 사용된 바대로, 표현 "종양 로드" 또는 "종양 부담"은 대상체의 신체에서 암 세포의 수, 종양의 크[0056]

기 또는 암의 양을 의미한다.

용어 "키메라 수용체"는, 본 명세서에 사용된 바대로, 단일 단백질에서 함께 천연으로 발견되지 않는 조합으로,[0057]

세포외 리간드 결합 도메인, 막관통 도메인 및 하나 이상의 세포질 동시자극 신호전달 도메인을 포함하는 세포-

표면 수용체로서 정의된다. 이것은 특히 세포외 도메인 및 세포질 도메인이 단일 수용체 단백질에서 함께 천연

으로 발견되지 않는 수용체를 포함한다. 본 개시내용의 키메라 수용체는 T 세포 및 자연 살해(NK) 세포와 사용

하도록 주로 의도된다. 본 명세서에 기재된 키메라 수용체는 본 명세서에서 키메라 항원 수용체(CAR), 키메라

리간드 수용체, 또는 키메라 T 세포 수용체라 또한 칭해질 수 있다.

본 명세서에 사용된 바대로, 키메라 T 세포 수용체와 관련하여 표현 "특이적으로 결합한다"는 키메라 T 세포 수[0058]

용체가 구조적으로 상이한 단백질(들)에 결합하는 것보다 큰 친화도로 이의 표적 단백질에 결합한다는 것을 의

미한다.

  II. CAR-T 세포의 간 동맥 주입[0059]

연구는 튼튼한 T 세포 반응을 가지는 간 전이(LM) 환자가 상당히 개선된 결과를 가지지만, 대부분의 LM 환자가[0060]

효과적인  간내  항종양성  면역력을  시작하지  못한다는  것을  입증한다(Katz  et  al.,  2003,  Ann  Surg  Onc,

20:946-955). 특이적 종양 항원을 표적화하도록 설계된 매우 특이적인 면역치료학적 생성물인, 키메라 항원 수

용체 변형된 T 세포(CAR-T)가 특히 절제 불가 종양으로 진단된 환자에서 필요한 항종양성 면역력을 제공하는 데

있어서 장래성을 보유한다. 항원 특이적 CAR-T 세포의 투여가 백혈병에 대한 조기 단계 임상 실험에서 장려하는

결과를 입증하였지만, 위장 암을 가지는 환자에서의 주요 사망 원인인, CEA 발현 선암 LM에 대한 CAR-T 기술의

성공적인 수정이 아직 성취되지 않았다. 따라서, CAR-T 기술이 LM의 치료에 대한 실행가능 옵션이라는 것을 보

여주도록 본 명세서에 기재된 바와 같이 I상 임상 실험이 설계되고 수행되었다. 게다가, 임상 연구는 LM에 대한

CAR-T 치료의 유효성을 제한할 수 있는, 전신 주입을 통한 CAR-T의 비효과적인 간내 전달을 해소한다. LM에 대

한 CAR-T의 직접적인 구역 전달이 LM을 치료하는 데 있어서 안전하고 효과적이라는 것을 보여주는 CAR-T 간 동

맥 주입(HAI)을 시험하기 위한 연구가 하기 기재되어 있다. 요약하면, 데이터는 CAR-T HAI가 매우 관용성이고

종양 세포 사멸의 증거와 연관된다는 것을 입증하여서, LM에 대한 CAR-T의 간 동맥 주입(HAI)이 이를 요하는 환

자에서 LM을 실제로 효과적으로 치료할 수 있다는 것을 보여준다.

키메라 항원 수용체 T 세포[0061]

매우 특이적인 종양 인식 및 사멸을 가능하게 하는 키메라 항원 수용체(CAR)에 의해 조작된 T 세포는 유망한 임[0062]
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상 결과에 따라 상당한 주의를 얻었다(Grupp  et  al.,  2013,  N  Eng  J  Med,  368:1509-1518;  Porter  et  al.,

2011, N Eng J Med, 365:725-733; Sadelain et al., 2009, Curr Opin Immunol, 21:215-223). CAR 유전자에 의

한 T 세포의 재프로그래밍은 종양 세포를 도킹하고 용해시키기 위한 MHC 독립적 기전을 제공한다. 이러한 변형

된 T 세포는 대안적으로 "설계자 T 세포", "T-바디" 또는 "CAR-T 세포"라 칭해진다(Ma et al., 2002, Cancer

Chemotherapy & Biological Response Modifiers: Elsevier Science, pp. 319-345; Park et al., 2011, Trends

Biotech, 29:550-557; Ma et al., 2014, Prostate, 74:286-296). 암배아성 항원(CEA)은, 높은 수준의 CEA 발현

및 혈청에서 CEA를 측정하는 능력을 고려하여, 선암 LM의 CAR-T 치료에 대한 매력적인 표적이다(Blumenthal et

al., 2007, BMC Cancer, 7:2; Midiri et al., 1985, Cancer, 55:2624-2629). 항원 인식 시, 항-CEA CAR-T는

증식하고, 사이토카인을 생성하고, 표적 세포를 사멸한다(Emtage et al., Clin Canc Res, 14:8112-8122). 

키메라 항원 수용체(CAR) 단백질 및 이 단백질을 발현하는 면역 세포(예를 들어, 면역반응성 또는 T 세포)의 생[0063]

성은 당해 분야에 널리 공지되어 있고, 리간드 또는 항체 또는 이의 단편의 특이성 및 표적화 기능을 면역 세포

의 항종양성 활성과 조합한다. 예를 들어, 문헌[Sadelain et al., 2013, Cancer Discovery, 3:388-398]을 참조

한다. 키메라 항원 수용체 단백질은 일반적으로 N-말단에서 C-말단 방향으로 이환된 표적 세포(예를 들어, 복강

에 존재하는 암 세포 또는 악성 세포)의 표면 상에 발현된 단백질에 특이적으로 결합하는 표적 결합 도메인, 힌

지 도메인, 막관통 도메인 및 면역조절 신호전달 도메인을 포함한다.

바람직한 실시형태에서, CAR 단백질의 표적 결합 도메인은 CEA 단백질에 결합한다. 이 CEA 결합 단백질은 인간[0064]

화된  단클론성  항체로부터  생성된다(미국  특허  제6,676,924호;  Akamatsu  et  al.,  1998,  Clin  Cancer  Res,

4:2825-2832; Nolan et al., 1999, Clin Cancer Res, 5:3928-3941). 항-CEA CAR 작제물을 생성하는 데 있어서,

scFV 작제물은 당해 분야에 일상적인 방법을 이용하여 중쇄 및 경쇄 가변 도메인으로부터 생성되고, 이후 (본

명세서에서 서열 번호 1로서 개시된) scFV 단편은 현재 기재된 치료 방법에서 사용하기 위한 CAR을 생성하기 위

해 다른 수용체 도메인에 융합된다.

각각의  힌지  도메인,  막관통  도메인  및  신호전달  도메인(들)에  대한  바람직한  실시형태는  하기  표  1에[0065]

제공된다. 몇몇 실시형태에서, CAR 작제물은 N-말단에서 C-말단 방향으로 CEA-결합 도메인, CD8 힌지 도메인,

CD3 제타 사슬 막관통 도메인 및 CD3 제타 사슬 세포질 도메인을 포함한다. 바람직한 실시형태에서, CAR 작제물

은 N-말단에서 C-말단 방향으로 CEA-결합 도메인, CD8 힌지 도메인, CD28 세포외 도메인, CD28 막관통 도메인,

CD28 신호전달 도메인 및 CD3 제타 사슬 세포질 도메인을 포함한다. 몇몇 실시형태에서, 작제물은 표적 결합 도

메인의 N-말단에 융합된 신호 펩타이드를 추가로 포함한다. 신호 펩타이드가 생체내 절단되면서, 이것은 투여된

면역반응성 세포 상에 발현된 CAR 단백질에서 존재하지 않는다고 이해된다.

표 1

[0066]
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몇몇 실시형태에서, 키메라 수용체 단백질의 표적 결합 도메인은 면역글로불린의 항원 결합 부분을 포함하고,[0067]

면역글로불린은 이환된 세포의 표면 상의 단백질에 결합한다. 항원 결합 도메인은 세포 표면 항원에 결합하는

임의의  도메인,  예컨대  수용체  또는  면역글로불린  단백질에  대한  리간드,  예컨대  단클론성  항체,  다중클론

항체, 합성 항체, 인간 항체, 인간화된 항체, 및 이의 단편(이들로 제한되지는 않음)일 수 있다. 바람직한 실시

형태에서, CAR의 항원-결합 도메인은 CAR 작제물의 일부일 때 항원에 특이적으로 결합할 수 있는 항체의 가변

도메인으로부터 작제된다. 몇몇 경우에, CAR이 궁극적으로 사용되는 동일한 종으로부터 항원 결합 도메인이 유

래하는 것이 유리하다. 예를 들어, 인간에서 사용하기 위해, CAR의 항원 결합 도메인이 인간 또는 인간화된 항

체의 단편을 포함하는 것이 유리할 수 있다. 따라서, 몇몇 실시형태에서, CAR의 항원 결합 도메인 부분은 인간

또는 인간화된 항체의 종양 항원 결합 단편을 포함한다. 각각의 이 실시형태에서, 항체의 항원-결합 도메인, 예

컨대 단쇄 가변 단편(scFV) 또는 Fab 단편은 T 세포 수용체의 막관통 도메인 및 신호전달 세포내 도메인(엔도도

메인)에 융합된다. 대개, 스페이서 또는 힌지는 세포외 항원 결합 도메인과 막관통 도메인 사이에 도입되어서,

항원 인식 및 결합을 수월하게 하도록 항원-결합 도메인이 상이한 방향으로 배향되도록 허용하는 유연성을 제공

한다.

몇몇 실시형태에서, 키메라 항원 T 세포 수용체의 항원 결합 모이어티 부분은 CEA 항원을 표적화하고, 세포 표[0068]

면 상에 발현된 CEA에 결합하는 것으로 밝혀진 항체의 CEA-결합 도메인을 포함한다. 키메라 수용체 작제물은 보

통의 당업자에게 공지된 방법 및 조성물에 따라 생성될 수 있다. 예를 들어, 하기 실시예에 사용된 CEA CAR-T

작제물은 (미국 특허 제5,874,540호(이의 내용은 그 전문이 본 명세서에 참고로 포함됨)에 기재된) 인간화된

MN14 항체의 가변 도메인의 부분을 포함한다. Fab 또는 scFv 작제물은 CEA 항체의 CEA-결합 도메인을 포함하도

록 Nolan 등의 방법(1999, Clinical Canc Res, 5:3928-3941)에 따라 CEA 항체로부터 생성될 수 있다. 몇몇 실

시형태에서, CEA CAR-T 작제물은 하기 표시된 서열 번호 1과 적어도 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, 또는 100%

동일한 아미노산 서열을 포함한다:

DIQLTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQDVGTSVAWYQQKPGKAPKLLIYWTSTRHTGVPSRFSGSGSGTDFTFTISSLQPEDIATYYCQQYSLYRSFGQGTK[0069]

VEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPV

TKSFNRGEC

(서열 번호 1)[0070]

몇몇 실시형태에서, CEA CAR-T 작제물은, CEA CAR-T 작제물의 생체내 발현 후, 작제물로부터 절단된 서열 번호[0071]

1의 N-말단에서 신호 펩타이드를 추가로 포함한다. 신호 서열은 당해 분야의 당업자에게 널리 공지되어 있고,

번역된 단백질을 세포 표면에 지시하도록 작용한다. 신호 서열은 세포 표면에 대한 CAR 단백질의 전좌 동안 소

포체로부터의 통과 후 절단된다. 다른 실시형태에서, 신호 펩타이드는 서열 MGWSCIILFLVATATGVHS(서열 번호 6)

를 가진다. 훨씬 다른 실시형태에서, 1개, 2개, 3개, 4개, 5개 또는 6개의 아미노산을 포함하는 링커 서열은 신

호 펩타이드와 CEA-결합 도메인 사이에 존재한다.

이후, Fab 또는 scFv 도메인은 이의 C-말단에서 펩타이드 결합을 통해 힌지 도메인, 예컨대 CD8 힌지 도메인로[0072]

부터의 것에 융합될 수 있다(SwissProt/GenBank 수탁 번호 P01732 참조; 서열 번호 2). 바람직한 실시형태에서,

힌지 도메인은 12개의 아미노산 길이이고 서열 번호 2의 169-180번 잔기의 서열과 적어도 83%, 91% 또는 100%

동일한 서열을 포함한다. 다른 실시형태에서, 힌지 도메인은 서열 번호 2의 111-190번 잔기에 존재하는 10개 내

지 20개, 10개 내지 30개, 10개 내지 40개 또는 10개 내지 50개의 잔기의 인접 서열과 적어도 95%, 96%, 97%,

98%, 99% 또는 100% 동일한 서열을 포함한다. 

이후, 힌지 도메인은 이의 C-말단에서 막관통 도메인에 융합될 수 있다. 몇몇 실시형태에서, 막관통 도메인은[0073]

CD3 제타 사슬로부터의 서열을 포함한다(GenBank/SwissProt 수탁 번호 P20963 참조; 서열 번호 3). 이 실시형태

에서, 막관통 도메인은 20개 내지 30개의 아미노산 또는 20개, 21개, 22개, 23개의 아미노산 길이이고 서열 번

호 3의 31-51번 잔기에 존재하는 15개 내지 25개 또는 20개 내지 30개의 잔기의 인접 서열과 적어도 85%, 90%,

95% 또는 100% 동일한 서열을 포함한다. 몇몇 실시형태에서, CD3 제타 사슬로부터의 막관통 도메인은 서열 번호

3의 31-51번 위치에서의 아미노산의 서열을 포함한다. 바람직한 실시형태에서, CAR의 막관통 도메인은 CD28 단

백질(예를 들어, GenBank/SwissProt 수탁 번호 P10747; 서열 번호 4) 유래이다. 막관통 도메인은 27개의 아미노

산 길이이고 서열 번호 4의 153-179번 잔기의 서열과 적어도 88%,  92%  또는 100%  동일한 서열을 포함할 수

있다. 다른 실시형태에서, 막관통 도메인은 서열 번호 4의 150-190번 잔기의 서열에 존재하는 20개 내지 30개,

20개 내지 40개, 또는 20개 내지 50개의 잔기의 인접 서열과 적어도 95%, 96%, 97%, 98%, 99% 또는 100% 동일
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한 서열을 포함한다. CAR 막관통 도메인이 상기 기재된 바대로 CD28 막관통 도메인일 때, CAR은 CD28 세포외 도

메인을 추가로 포함할 수 있고, 세포외 도메인은 CD8 힌지 도메인과 CD28 막관통 도메인 사이에 위치한다. CD28

세포외 도메인은 35개 내지 45개, 또는 약 38개, 39개, 40개, 41개 또는 42개의 아미노산 길이이고, 서열 번호

4의 110-160번 잔기의 서열에 존재하는 35개 내지 45개의 잔기의 인접 서열과 적어도 92%, 95%, 97% 또는 100%

동일하다.

CD3 제타 사슬 세포질 도메인은 CAR 작제물의 C-말단에 존재하고, 서열 번호 3의 40-164번 잔기의 서열에 존재[0074]

하는 100개 내지 120개의 아미노산의 인접 서열과 적어도 90%, 93%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% 또는 100% 동일

한 서열을 포함한다. 바람직한 실시형태에서, 제타 사슬 도메인은 서열 번호 3의 52-164번 잔기와 적어도 97%,

98%, 99% 또는 100% 동일한 서열을 포함한다.

바람직한 실시형태에서, CAR은 막관통 도메인에 C-말단이고 CD3 제타 사슬 세포질 도메인에 N-말단인 CD28 신호[0075]

전달 도메인을 추가로 포함한다. 몇몇 실시형태에서, CD28 신호전달 도메인은 서열 번호 4의 175-220번 잔기의

서열에  존재하는  35개  내지  45개의  아미노산의  인접  서열과  적어도  92%,  95%  또는  100%  동일한  서열을

포함한다. 바람직한 실시형태에서, CD28 신호전달 도메인은 서열 번호 4의 180-220번 잔기와 적어도 92%, 95%

또는 100% 동일한 서열을 포함한다.

바람직한 실시형태에서, CAR 폴리펩타이드 서열은 N-말단에서 C-말단 방향으로 서열 번호 1을 포함하는 CEA-결[0076]

합 도메인, 상기 기재된 바와 같은 CD8 힌지 도메인, 상기 기재된 바와 같은 CD28 세포외 도메인, 상기 기재된

바와 같은 CD28 막관통 도메인, 상기 기재된 바와 같은 CD28 신호전달 도메인, 및 상기 기재된 바와 같은 CD3

제타 세포질 도메인을 포함한다. 일 실시형태에서, 이 CAR 서열은 N-말단에서 C-말단 도메인으로 하기 분절의

각각을 포함한다: 서열 번호 1(CEA  결합 도메인), 서열 번호 2의 169-180번 잔기(CD8 힌지), 서열 번호 4의

113-152번 잔기(CD28  세포외 도메인),  서열 번호 4의 153-179번 잔기(CD28  막관통 도메인),  서열 번호 4의

180-220번 잔기(CD28 세포질 도메인), 및 서열 번호 3의 52-164번 잔기(CD3 제타 사슬 세포질 도메인)(대안적으

로 본 명세서에서 "항-CEA scfv-CD8α-CD28/CD3ζ"이라 칭함). 일상적인 방법을 이용한 CAR 작제물의 작제는,

원하는 융합 작제물을 생성하기 위한 다양한 도메인의 분해 및 결찰을 허용하지만, 키메라 작제물의 각각의 도

메인 사이의 하나 이상의 아미노산을 또한 코딩할 수 있는, 제한 엔도뉴클레아제 부위의 도입에 의해 전장 유전

자 서열의 PCR 증폭의 이용을 수반할 수 있다. 따라서, 몇몇 실시형태에서, CAR 서열은 결합 및 CD8 힌지 도메

인 사이, 힌지 및 CD28 세포외 도메인 사이, 세포외 도메인 및 막관통 도메인 사이, 막관통 및 신호전달 도메인

사이, 막관통 및 제타 세포질 도메인 사이, 및/또는 CD28 신호전달 및 제타 세포질 도메인 사이의 1개, 2개 또

는 3개의 아미노산의 링커 서열을 포함한다.

CAR-T 세포의 제조[0077]

증식 및 유전적 변형 전에, T 세포의 소스는 간 전이에 대한 치료를 요하는 대상체로부터 얻어진다. T 세포는[0078]

말초 혈액 단핵 세포, 골수, 림프절 조직, 탯줄 혈액, 흉선 조직, 감염 부위로부터의 조직, 복수, 흉수, 비장

조직, 및 종양을 포함하는 다수의 소스로부터 얻어질 수 있다. 본 개시내용의 소정의 양태에서, 당해 분야에서

이용 가능한 임의의 수의 T 세포주를 사용할 수 있다. T 세포는 당업자에게 공지된 임의의 수의 기법, 예컨대

Ficoll(상표명) 분리를 이용하여 대상체로부터 수집된 혈액의 단위로부터 얻어질 수 있다. 바람직한 실시형태에

서, 개체의 순환 혈액으로부터의 세포는 성분채집술에 의해 얻어진다. 성분채집술 생성물은 통상적으로 림프구,

예컨대 T 세포, 단핵구, 과립구, B 세포, 다른 유핵 백혈구, 적혈구 및 혈소판을 함유한다. 성분채집술에 의해

수집된 세포는 세척되어서 혈장 분획을 제거하고, 후속하는 프로세싱 단계를 위해 적절한 완충제 또는 배지 중

에 세포를 배치할 수 있다. 당해 분야의 당업자는 세척 단계가 제조사의 지시에 따라 당업자에게 공지된 방법에

의해,  예컨대  반자동화  통과액  원심분리를  사용함으로써  달성될  수  있다는  있다는  것을  용이하게  인식할

것이다. 세척 후, 세포는 완충제와 함께 또는 이것 없이 다양한 생체적합성 완충제, 예컨대 Ca 비함유, Mg 비함

유 PBS, 또는 다른 식염수 용액 등 중에 재현탁될 수 있다. 대안적으로, 성분채집술 샘플의 바람직하지 않은 성

분은 제거될 수 있고, 세포는 배양 배지 중에 직접적으로 재현탁될 수 있다.

T 세포, 예컨대 CD3+, CD28+, CD4+, CD8+, CD45RA+ 및 CD45RO+ T 세포의 특정한 하위집단은 양성 또는 음성 선[0079]

택 기법에 의해 단리 및/또는 풍부화될 수 있다. 예를 들어, 몇몇 실시형태에서, T 세포는 원하는 T 세포의 양

성 선택에 충분한 시간 기간 동안 항-CD3/항-CD28-접합된 비드와의 항온처리에 의해 단리된다. 당업자는 본 개

시내용의 맥락에서 다수의 회차의 선택이 또한 사용될 수 있다는 것을 인식할 것이다. 소정의 양태에서, 선택

절차를 수행하고, 활성화 및 증식 과정에서 비선택된 세포를 사용하는 것이 바람직할 수 있다. 비선택된 세포는

추가의 회차의 선택에 또한 처리될 수 있다.
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몇몇 실시형태에서, 하나 이상의 IFN-γ, TNFα, IL-17A, IL-2, IL-3, IL-4, GM-CSF, IL-10, IL-13, 그랜자임[0080]

B 및 페르포린, 또는 다른 적절한 분자, 예를 들어 다른 사이토카인을 발현하는 T 세포 집단을 선택할 수 있다.

세포 발현을 스크리닝하는 방법은 예를 들어 PCT 공보 WO 제2013/126712호에 기재된 방법에 의해 결정될 수 있

다. T 세포는 일반적으로 예를 들어 미국 특허 제6,352,694호; 제7,232,566호; 제6,797,514호; 제6,867,041호;

및 미국 특허 출원 공보 제20060121005호에 기재된 방법을 이용하여 활성화되고 증식될 수 있다.

간 전이로 진단된 대상체를 치료하는 데 사용하기 위한 CAR-T 세포의 분리를 위해, 환자는 최소 4 x 10
9
개의 T[0081]

세포를 수확하도록 백혈구성분채집술을 받고, 이상적인 표적은 약 6 x 10
9
개의 T 세포이다. 백혈구성분채집술 생

성물에서의 T 세포 수의 초기 평가는 2시간에 수행되고, 필요하다 생각한 바대로 이후 반복될 수 있다. 세포는,

대안적으로 본 명세서에서 림프구 농후(lymphocyte-rich: PBL)라 칭하는, 말초 혈액 단핵 세포(PBMC)를 회수하

도록 정제된다. 림프구는 50ng/㎖ OKT3  및 3000  IU/㎖ IL-2에 대한 노출에 의해 활성화된다(Walker et al.,

1993, 4:659-680). 활성화된 세포는 10㎍/㎖ 프로타민을 가지는 상기 기재된 바와 같은 재조합 키메라 CAR을 함

유하는 레트로바이러스의 고역가 상청액에 의해 형질도입된다(Cornetta et al., 1989, 23:187-194). 다음날에,

형질도입된 세포의 분획을 증가시키도록 절차를 반복한다. 형질도입 후 2일에 전이유전자의 발현을 위해 유세포

분석법에 의해 적은 분취량의 세포를 분석한다. 형질도입된 세포의 분획이 10% 미만인 경우, 세포는 2회차 초과

의 형질도입을 경험하도록 허용되고, 형질도입된 세포의 백분율에 대해 유세포분석법에 의해 다시 분석될 수 있

다. 적절한 수(예를 들어, 10% 초과)의 T 세포를 형질도입한 후, 세포를 활성화 조건(상기) 하에 예를 들어 1.2

내지 1.5 x 10
6
/㎖에서 배양한다. 활성화된 세포의 나머지를 형질도입 결과가 알려질 때까지 유지시키고, 필요

한 경우 제2 시도에 사용한다. 형질도입된 T 세포를 배양물 중에 증식시키고, 성장/형질도입 매개변수(배가 시

간,  전체 세포수,  형질도입(%),  T  세포 활성화 표시자)에 대해 모니터링한다.  세포의 동결 저장 전에,  10%

DMSO, 20% 인간 혈청 및 3000 IU/㎖의 IL-2를 첨가한다. 세포를 수확할 때에 대한 결정은 충분한 전체 세포의

존재에 기초하여서, 미래의 주입에 대해 수확물이 증식된 후, 충분한 세포가 배양물 중에 남을 것이다. 통상적

으로, T 세포 활성화로부터 용량 수확까지의 간격은 2주 내지 3주의 범위이다. 증식 동안, 키메라 수용체를 발

현하는 T 세포의 존재를 입증하도록 유세포분석법을 수행한다. 다른 시험은 CEA+ 및 CEA-표적에 대한 생존능력,

무균성 및 표준 세포독성 검정을 포함할 것이다. 용량을 구성하도록 적절한 형질도입 효율 및 세포수를 달성하

도록 환자 T 세포에 의해 3회 이하의 시도가 이루어진다. 몇몇 실시형태에서, 상이한 형질도입으로부터 증식된

세포를 혼주하여 용량을 달성한다. 

치료학적 CAR-T 세포는 CAR 작제물을 코딩하는 발현 벡터에 의해 림프구의 집단을 형질감염시킴으로써 CAR 핵산[0082]

작제물을 발현하도록 조작될 수 있다. 선택된 CAR 작제물을 발현하는 림프구의 형질도입된 집단을 제조하기 위

한 적절한 수단은 당업자에게 널리 공지되어 있고, 레트로바이러스, MFG 벡터, 아데노바이러스계 벡터, 아데노

연관 바이러스(adeno-associated virus: AAV) 기반 벡터, 레트로바이러스 벡터, 레트로바이러스-아데노바이러스

벡터 및 단순 포진 바이러스(herpes simplex virus: HSV)로부터 유래한 벡터를 포함하지만, 이들로 제한되지는

않는다. 하기 실시예 1은 환자에게 투여되는 CAR-T 세포를 생성하도록 사용된 방법을 기재한다. 

바람직한 실시형태에서, T 세포는 원하는 CAR 작제물을 보유하는 레트로바이러스에 의해 형질감염된다. MFG 레[0083]

트로바이러스 및 진핵생물 세포를 형질감염시키는 데 있어서의 이의 사용은 당해 분야의 당업자에게 널리 공지

되어 있다. CAR-T  세포의 생성을 위해, CEA  CAR을 코딩하는 발현 카세트를 MFG  레트로바이러스 벡터 골격의

NcoI-BamHI 부위 사이에 삽입할 수 있다. 삽입된 서열의 개시 코돈은 바이러스 env 개시 코돈의 위치에서 정확

히 위치한다. MoMLV LTR이 골수증식성 바이러스로부터의 상동성 서열에 의해 대체되고, N-말단프라이머 결합 부

위가 양성 스트랜드 프라이머로서 tRNApro보다는 tRNAglu를 사용하는 변이체로부터의 상동성 서열에 의해 대체

된, MPSV/PBSQ라 칭하는, MFG 벡터를 사용할 수 있다. 몇몇 실시형태에서, 레트로바이러스 벡터는 선택 가능한

마커 유전자를 함유하지 않는다. 형질감염된 세포로부터의 레트로바이러스 벡터 상청액은 PG13 패키징 세포주를

사용하여 제조될 수 있다.  PG13  세포주는 긴팔원숭이 유인원 백혈병 바이러스(gibbon  ape  leukemia  virus:

GALV)  헬퍼 패키징 시스템을 마우스 3T3  세포로 안정하게 도입함으로써 제조된다.  벡터 생성자 세포(vector

producer cell: VPC)주는 2단계 과정에 의해 제조된다. 처음에, CAR-MFG 벡터는 GP+E86 동종지향성 패키징 세

포주로 형질감염된다. 형질감염된 세포로부터의 일시적 바이러스 상청액은 수집되고 PG13 세포를 감염시키도록

사용된다. 감염 후, PG13 세포는 유세포분석법에 의해 CAR 전이유전자의 발현에 대해 평가된다. 이후, 세포는

FACS에 의해 CAR 전이유전자의 안정한 발현에 대해 분류되어서 마스터 워킹 세포 은행을 확립하고, 복제 능력

레트로바이러스(RCR)의 부재, 동일성, 무균성 및 안전성에 대해 시험된다. 형질도입된 세포는 환자 용량을 구성

하는 분량으로 동결된다. 몇몇 실시형태에서, CAR-T 세포의 적절한 분량은 등장성이고 약학적으로 허용 가능한
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약 50-100㎖, 75-100㎖, 75-125㎖, 또는 약 50㎖, 75㎖, 100㎖, 또는 135㎖의 용액을 함유하는 하나의 백에서

액체 질소 기상에서 저장된다. 몇몇 실시형태에서, 용액은 약 15-25%, 15%, 20% 또는 25% 알부민을 함유한다.

다른 실시형태에서, 용액은 약 5-15%, 5%, 10% 또는 15% 다이메틸 설폭사이드(DMSO)를 함유한다. 바람직한 실시

형태에서, 용액 용적은 약 100㎖이고, 적절한 수의 세포, 약 20% 알부민 및 약 10% DMSO를 함유한다. 몇몇 실시

형태에서, 약 400,000-500,000 IU 또는 약 450,000 IU IL-2는 투여 전에 세포 생존능력을 유지시키기 위해 냉

동 전에 백에 첨가된다. 용액은 투여 전에 해동된다.

CAR-T 세포의 간 동맥 주입(HAI)[0084]

본 명세서에 개시된 연구 및 결과는 간 동맥 주입을 통한 CAR을 발현하는 면역반응성 세포의 투여가 간으로 전[0085]

이된 암을 치료하는 데 있어서 치료 효능을 제공할 수 있다는 것을 입증한다. 간 전이를 표적화하도록 본 명세

서에 기재된 바대로 변형된 세포, 구체적으로 CEA를 발현하는 전이성 세포의 투여는 예를 들어 소분자 화학치료

제의 주입과 비교하여 상당히 더 복잡한 과정이다. 정상 세포, 예컨대 결장에서의 것은 CEA를 발현한다. 건강한

세포의 파괴를 최소화하거나 방지하기 위해 변형된 CAR-T 세포에 의해 정상 세포의 접촉을 최소화하거나 제거하

는  것이  중요하다.  CAR-T  세포는  다양한  사이토카인을  분비할  수  있는  면역학적  세포이어서,  부작용에

기여한다. 이 문제를 해결하기 위한 방법, 구체적으로, 변형된 세포와 이환된 세포의 접촉을 최적화하면서, 건

강한 세포에 대한 변형된 면역반응성 세포의 노출을 최소화하기 위한 수단이 하기 기재되어 있다. 

바람직한 실시형태에서, CAR을 발현하는 면역반응성 세포는 조작된 세포에 의해 치료되는 대상체로부터 얻은 T[0086]

세포를 사용하여 생성된 항-CEA CAR-T 세포이다. 간 전이로 진단된 환자를 치료하기 위한 CAR-T 세포의 HAI는,

변형된 세포가 간으로 효과적으로 지향될 때(여기서, 전이성 세포가 존재함), 가장 효과적일 것이다. CAR-T의

HAI는 CEA를 발현하는 간외 조직에 대한 면역 매개 손상을 최소화하도록 또한 선택된다. CAR-T 치료로부터 이익

을 가장 얻을 것 같은 환자는 간 전이, 예컨대 결장직장암 간 전이로 진단된 사람이다. 그러나, 간 종양 세포

또는 간 전이 세포가 조작된 및 투여된 CAR-T 세포에 의해 인식된 하나 이상의 단백질을 발현하는 환자를 치료

하는 데 있어서 본 명세서에 개시된 치료학적 방법이 효과적일 수 있는 것으로 이해된다. 이러한 종양 항원은

탄수화물 항원(CA)19-9, 탄수화물 항원(CA) 125 및 타이미딘 키나제를 포함하지만, 이들로 제한되지는 않는다.

바람직한 실시형태에서, CAR-T 세포의 표면 상에 발현된 키메라 수용체는 널리 공지된 암 항원 암배아성 항원을

인식하고 이에 결합한다. 암배아성 항원(CEA)은 많은 악성 세포 유형, 예컨대 결장직장, 위, 췌장, 폐, 유방 및

갑상선 수질 암종 세포(이들로 제한되지는 않음)에 의해 발현된 태아 종양 세포 표면 당단백질이다. 또 다른 장

기, 예컨대 간으로 전이된 이러한 악성 세포는 CEA의 발현을 포함하는 이의 표현형을 유지시키고, 이로써 항-

CEA 면역치료에 대한 표적이다. CEA는 구조 및 서열에서 널리 공지되고 널리 규명된 다수의 아이소폼을 가진다

(예를 들어, GenBank 수탁 번호 NP_001171742, NP_001171744, NP_001020083 및 SwissProt 수탁 번호 P13688).

본 방법은 당해 분야에 공지된 바대로 CEA 단백질을 특이적으로 인식하는 키메라 수용체 단백질을 발현하도록

조작된 면역반응성 세포의 사용을 이용한다. 몇몇 실시형태에서, 키메라 수용체 단백질은 서열 번호 5와 적어도

90%, 95%, 98% 또는 99% 동일한 아미노산 서열을 포함하는 CEA 단백질에 특이적으로 결합한다.

CAR-T 세포에 의해 치료된 환자는 간에서 암으로 진단된다. 몇몇 실시형태에서, 환자는 검출 가능한 절제 불가[0087]

CEA-양성 간 전이 또는 검출 가능한 혈청 CEA 수준을 가진다. 다른 실시형태에서, 환자는 종래의 전신 치료제

또는 화학치료제 중 하나 이상의 라인에 실패했다. 간 MRI 및 PET 실험은 암 또는 전이의 위치 및 정도를 결정

하도록 CAR-T 치료 전에 수행된다. 

간 동맥에 변형된 세포를 직접적으로 주입하는 것이 대부분의 변형된 세포를 간으로 지향시키지만, 많은 세포는[0088]

40-45%만큼 많은 사람에서 관찰된 간 동맥 해부구조의 변동으로 인해 우회될 것이다. 집단의 약 80-85%에서 전

체 간에 공급하는 오른쪽 및 왼쪽 간 동맥으로의 적절한 간 동맥의 분지가 보인다. 집단의 나머지에서, 예를 들

어 간 동맥은 오직 오른쪽 간 동맥으로 또는 오직 왼쪽 간 동맥으로 분지될 수 있거나(각각 간의 공급 우엽 또

는 좌엽), 적절한 간 동맥은 간 이외의 장기로 약간의 혈류를 우회시키는 비정상 혈관에 의해 대체될 수 있다.

따라서, HAI를 수행하기 전에 간의 우엽 또는 좌엽에 이르는 혈관을 맵핑하고, 필요할 때, 간에 이르지 않는 혈

관을 폐색하는 것이 중요하다. 몇몇 실시형태에서, 주입 전에, 환자는 예를 들어 일반 대퇴 동맥 접근법을 통해

혈관조영술의 맵핑을 받는다.

신체에서 혈관을 맵핑하는 방법은 통상의 당업자에게 널리 공지되어 있다. 이러한 맵핑이 치료 전에 완료되면,[0089]

숙련자는 어느 혈관이 폐색될지를 결정할 것이다. 숙련자가 오프-표적 동맥 또는 혈관을 차단하게 허용하여서,

간으로의 변형된 세포의 전달을 최적화하는, 예를 들어 미세코일 색전술의 이용을 통해, 폐색이 달성된다. 미세

코일 색전술은 CAR-T 세포를 포함하는 약제학적 조성물의 최적 주입을 수월하게 하도록 CAR-T 세포의 제1 용량
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을 투여하기 전에 필요한 바대로 수행될 수 있다.

기재된 방법은 간  동맥에 직접적으로 배치된 카테터를 통한 치료학적 CAR-T  세포의 투여를 수반한다.  예를[0090]

들어, 치료학적 CAR-T 세포를 포함하는 약제학적 조성물은 1㎖/초 미만, 2㎖/초 미만의 속도로, 또는 약 1 내지

2㎖/초, 1 내지 3㎖/초, 1 내지 5㎖/초, 1㎖/초, 2㎖/초, 또는 3㎖/초의 속도로 주사기를 통해 간 동맥으로 수

동 주사된다. 대안적으로, 세포는 수동 주사에 의해 기재된 바대로 동일한 속도로 당해 분야에 용이하게 공지된

바대로 주입 펌프의 사용에 의해 주사된다. 치료학적 CAR-T 세포의 용량(예를 들어, 약 10
8
개, 10

9
개 또는 10

10

개의 세포)을 포함하는 약제학적 조성물은 약 25 내지 100㎖, 25 내지 75㎖, 40 내지 60㎖, 50 내지 75㎖ 또는

50 내지 100㎖의 전체 용적을 가지거나, 약 25㎖, 40㎖, 50㎖, 60㎖, 75㎖ 또는 100㎖의 전체 용적을 가진다.

본 명세서에 개시된 바와 같은 방법은, 환자에게 투여된 변형된 세포의 용량이 오른쪽 및 왼쪽 간 동맥에 지향

되어서, 간에 걸쳐 치료학적 유효량을 제공하도록 보장하도록, 간 용적측정 계산을 수행하는 것을 추가로 포함

할 수 있다. 간 용적측정 계산을 보통의 당업자에게 공지된 표준 방법에 따라 수행하고, 섬광조영술, 초음파,

단일광자  방출  컴퓨터  단층촬영(single-photon  emission  computed  tomography),  컴퓨터  단층촬영(computed

tomography: CT) 및 자기 공명 영상화를 포함하지만, 이들로 제한되지는 않는다. 환자에 대한 용적측정 계산이

완료되면, 우엽 및 좌엽으로 전달된 변형된 세포의 수가 각각 우엽 및 좌엽의 용적과 비례하도록, 변형된 세포

의 용량 또는 수는 오른쪽 및 왼쪽 간 동맥으로의 주입을 위해 분할된다. 

몇몇 실시형태에서, 전체 용적의 50%는 환자에게 주입되고, CAR-T 용액은 완전한 세포 현탁을 보장하도록 교반[0091]

되고, 이후 전체 용적의 최종 50%는 환자에게 주입된다. 주입은 18게이지 침을 사용하여 수행될 수 있다.

IL-2의 동시투여[0092]

환자는 CAR-T 치료 기간의 기간 동안 예를 들어 주마다 또는 2주마다 CAR-T 주입을 받는다. CAR-T 치료 기간은[0093]

2주, 3주, 4주, 5주, 6주, 7주, 8주, 9주 또는 10주일 수 있거나, 2주 내지 10주, 4주 내지 9주, 2주 내지

8주, 2주 내지 6주, 2주 내지 4주, 3주 내지 6주, 4주 내지 8주 또는 4주 내지 6주 지속할 수 있다. CAR-T 치료

기간의 시작(0일)은 치료되는 환자(또는, 대안적으로, 치료되는 환자가 아닌 대상체)로부터 혈액 세포가 수확되

는 일자이다. CAR-T 세포의 주입을 받은 환자는 IL-2가 또한 투여될 수 있다. IL-2는 주입 후 CAR-T 세포의 생

존능력을 촉진하지만, 열, 구역, 구토, 및/또는 빈맥과 같은 부작용을 발생시키거나 증대시키지 않는 IL-2의 용

량을 사용하는 것이 바람직하다. 몇몇 실시형태에서, IL-2는 CAR-T 치료 기간의 완전 기간 동안 연속하여 투여

된다. 이러한 연속 주입은 펌프 저장소를 사용하여 수행되고, 중심 정맥 카테터 또는 환자가 보행하게 하는 다

른 방법을 통해 투여될 수 있다. IL-2 주입은 CAR-T 주입 시작 전 1시간 미만, 2시간 또는 3시간에, 제1 CAR-T

주입이 시작한 시간에 또는 그 주입 동안, 또는 제1 CAR-T 주입의 완료 후 약 1시간, 2시간 또는 3시간 내에 개

시될 수 있다.

CEA CAR-T HAI에 대한 I상 실험[0094]

1상 임상 실험을 수행하고, 여기서 간 전이(LM)를 가지는 8명의 환자가 초기에 등록하고 본 명세서에 기재된 바[0095]

대로 항-CEA CAR-T 세포에 의해 치료하였다. 환자 중 6명은 프로토콜을 완료하였다. 환자를 코호트 1 및 코호트

2로 나눴다. 세포를 0일에 모든 환자로부터 수확하고, 항-CEA CAR-T 세포(항-CEA scfv-CD8α-CD28/CD3ξ CAR-T

세포)를 생성하도록 사용하였다. 14일, 28일 및 42일에, 코호트 1에서의 각각의 환자는 14일에 10
8
개의 세포,

28일에 10
9
개의 세포 및 42일에 10

10
개의 세포의 주입을 받았다. 코호트 2의 경우, 14일, 28일 및 42일에, 각각

의 환자는 10
10
개의 세포의 주입을 받았다. 코호트 2에서의 환자는 IL-2의 75,000 IU/㎏/일의 용량의 용량을 또

한 받았고, 이는 14일에 시작하고 55일 또는 56일에 종료한다. 약 56일에, 코호트 1 및 2에서의 환자의 MRI 및

PET 분석을 56일에 수행하였다. 프로토콜을 완료한 6명의 환자로부터의 데이터는 항-CEA CAR-T의 HAI가 전신

IL-2 주입의 존재 및 부재 하에 매우 관용성이라는 것을 입증한다. 전신 IL-2 투여 또는 비투여의 모든 환자에

서 IFNγ에서의 스파이크는 투약 후 24 내지 48시간에 발생하는 것이 주목된다(도 6 참조). 방사선촬영상 부분

또는 완전 반응이 없지만, 6명 중 1명의 환자는 안정한 질환을 가지고, 적어도 24개월 추적관찰 동안 생존한다.

본 명세서에 기재된 연구는 전신 IL-2  지원의 존재 및 부재 하에 항-CEA CAR-T  HAI의 안전성을 확립하여서,[0096]

10
10
개의 세포의 최대 계획된 용량에 도달하였다. 따라서, CAR-T HAI의 안전성 및 효능과 관련하여, 발견은 LM의

치료에 대한 CAR-T HAI의 사용을 지지한다. 연구 대상체에서의 CAR-T의 제한된 전신 노출은 아마도 양호한 부작

용 프로파일의 이유일 것이다. 전신 IL-2 지원은, 더 심각하지만 관리 가능한 부작용을 지출하면서, 증가한 혈

청 IFNγ 수준 및 개선된 CEA 반응과 연관된다. 실시예 4에 기재된 바대로, HAI는, 정상 간 및 말초 혈액과 비
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교하여, 6명 중 5명의 환자에서 간 전이 내에 CAR-T를 우선적으로 축적시킨다. CAR-T는 6명 중 4명의 환자 및

오직 일시적으로 환자 7 및 8에서 말초 혈액에서 관찰되지 않았다. 중요하게는, 증가한 LM 괴사 및 섬유증의 조

직학적 증거가 CAR-T HAI 후 대부분의 대상체에서 보였다(도 5 참조). 이 데이터는 모두 CEA+ 종양 침착물에 대

한 CEA CAR-T 세포의 효과적인 전달이 종양 사멸 및 혈청 사이토카인 서지(surge)의 조직학적 증거와 잘 상관된

다는 것을 보여주어서, 간 동맥 주입을 통한 간 전이의 치료를 위한 CAR-T 세포(예를 들어, 항-CEA scfv-CD8α-

CD28/CD3ξ CAR-T 세포)의 치료 효능을 지지한다.

HAI는 정상 간 및 말초 혈액과 비교하여 6명 중 5명의 HITM 환자에서 LM 내에 CAR-T를 우선적으로 축적시킨다.[0097]

CAR-T는 6명 중 4명의 환자에서 및 오직 일시적으로 환자 7 및 8에서 말초 혈액에서 검출되지 않았다. 간 기능

시험 값의 보통의 상승(예를 들어, 알칼리 포스파타제, 전체 빌리루빈 및 아스파르테이트 아미노트랜스퍼라제

수치의 일시적 상승)은 아마도 임상적으로 유의미한 결과를 생성시키지 않는 CAR-T HAI와 관련될 것이다. 항-

CEA CAR-T를 발현하는 T 세포의 전신 주입은 용량 제한 독성을 발생시키는 것으로 이전에 보고되었다(Parkhurst

et al., 2011, Mol Ther, 19:620-626). 유사한 독성은, 특히 IL-2 지원에 의해 전신 주입될 때, 항-CEA CAR-

T에 의한 본 연구에서 보였다(비도시). IL-2의 75,000 IU/㎏/일인 연속 보행 주입 용량은 다른 프로토콜에서 제

공된 것보다 수배 낮다(Rosenberg et al., 1999, J Clin Oncol, 17:968-975). 이 연구에서의 IL-2의 낮은 일일

용량에도 불구하고, 2명의 환자는 IL-2 용량 감소를 요하는 등급 3 사건을 경험하였다. 이 부작용, 예컨대 중증

발열 및 결장염은, IL-2 용량 감소 시 증상이 즉각 해소된다는 사실에 기초하여, IL-2에 기인할 수 있다. 1명의

대상체에서, IL-2가, 열 및 결장염을 매개하는, 전신 순환 항-CEA CAR-T의 적은 수를 활성화할 수 있다. 전반적

으로, IL-2 주입 투여는 매우 관용성이고, 부작용은 용량 감소에 의해 쉽게 관리된다.

본 개시내용의 일 양태에서, 각각의 환자에 대한 CEA CAR-T 세포의 용량 수준은 1주 1회 HAI를 통해 투여된 10
10

[0098]

개의 세포이다. 세포의 1주 1회 주입의 치료 효능은 본 명세서에 개시된 1상 실험으로부터의 혈청 간 화학 및

사이토카인 데이터에 의해 지지된다. 2주마다 주입이 수행된 1상 연구에서, 대부분의 환자는 CEA CAR-T HAI 후

혈청 알칼리 포스파타제, 빌리루빈 및 아스파르테이트 아미노트랜스퍼라제(AST) 수치의 일시적이지만 임상적으

로  유의미한  상승을  나타냈다(실시예  7  참조).  거의  모든  경우에,  수치는  3-4일  내에  정상화되었다.

마찬가지로, 환자는 CAR-T HAI 후 혈청 IFNγ 및 IL-6 수치의 서지를 나타냈고, 이것은 1주 내에 기준치 또는

거의 기준치 수준으로 돌아갔다. 이 데이터는 1주 간격이 CAR-T HAI에 대한 급성 염증성 반응의 해소를 허용하

고, 안전한 반복 CAR-T를 허용하기에 충분하다는 것을 제안한다. 2주로부터 1주로의 CAR-T 간격의 변화는 또한

환자에 대한 IL-2 노출을 최소화하고, 이것이 임상적으로 표시된 사람에 대해 전신 치료로 더 신속히 돌아가게

할 것이다. 바람직한 실시형태에서, 1주 1회 CEA CAR-T 세포 주입이 투여된 환자는 50,000 IU/㎏/일의 용량에서

IL-2의 연속 전신 주입을 받는다. 몇몇 실시형태에서, 절제 불가 간 전이로 진단된 환자는 CAR-T 주입 치료 기

간 동안(최종 CAR-T 주입 후 14일을 포함) 연속 정맥내 주입에 의해 28일 동안 50,000 IU/㎏/일 IL-2의 용량이

투여된다.

간 전이의 CAR-T 치료의 치료 효능은 일상적인 영상화 기법, 예컨대 자기 공명 영상화(MRI), 양전자 단층촬영[0099]

(PET), 또는 초음파에 의해 결정될 수 있다. 이러한 영상화 절차는 치료 전에, 동안에 및 후에 간에서의 종양의

정도 또는 종양 부담을 측정할 수 있다. CAR-T 세포의 HAI에 대한 치료학적으로 효과적인 투약 섭생은 세포의

제1 주입 전에 약 10% 내지 100%, 10% 내지 80%, 10% 내지 60%, 10% 내지 40%, 20% 내지 40%, 20% 내지 60%,

20% 내지 80%로 종양 부담에 대한 종양 부담을 감소시킬 수 있다.

선택적 내부 방사선 치료(SIRT)에 의한 CAR-T HAI[0100]

선택적 내부 방사선 치료(Selective Internal Radiation Therapy: SIRT)는 절제 불가 암으로 진단된 환자에 일[0101]

반적으로 사용되는 방사선 치료의 형태이다. SIRT는 표적, 예컨대 장기, 조직 또는 종양으로 방사성 마이크로구

로서 투여되어서, 그 표적에 이온화 방사선의 치료학적 용량을 효과적으로 전달하고, 이것은 그 표적 장기, 조

직 또는 종양의 손상 또는 사멸을 발생시킨다. 

치료학적 분야를 위한 방사성 마이크로구는 이온화 방사선을 방출하는 방사성 핵종 재료에 대한 캐리어로서 작[0102]

용할 수 있는 매트릭스 재료를 통상적으로 포함한다. 특히, 다수의 베타 방사선 방출 방사성 핵종, 예컨대 인-

32, 홀뮴-166 또는 이트륨-90이 치료 효과에 의해 암 환자의 혈류로의 주사를 위해 매트릭스 마이크로구, 예컨

대 중합성 수지 또는 유리 마이크로구에 부착될 수 있다는 것이 이전에 밝혀졌다. 

방사성 마이크로구는 일반적으로 표적 조직 또는 종양의 동맥 혈액 공급을 통해 전달된다. 이를 위해, 카테터는[0103]

순환으로 마이크로구를 주입하도록 표적 조직 또는 종양을 공급하는 혈관의 분지로 가이드된다. 방사성 마이크

로구는 전체 간, 간의 절편의 동맥 혈액 공급으로, 또는 간 동맥, 간문맥, 또는 이들 혈관 중 하나의 분지로 방
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사성 마이크로구의 주사에 의해 치료되는 종양을 함유하는 간의 부분의 동맥 혈액 공급으로 도입될 수 있다. 방

사성 마이크로구는 종양 또는 표적 조직의 모세혈관계에 포획되어서, 표적 조직 또는 종양에 대한 방사선의 용

량의 선택적 전달을 제공한다. 

간암의  SIRT  치료에  대해  이용  가능한  2개의  상업적으로  구입  가능한  제품은  TheraSphere(등록상표)(MDS[0104]

Nordion, Inc.), 및 SIR-Spheres(등록상표)(SIRTeX(등록상표) Medical Ltd.)를 포함한다. 제품 둘 다는 이트륨

-90 표지된 마이크로구인 TheraSpheres(등록상표)(직경이 25±10㎛인 유리 마이크로구); 및 SIR-Spheres(등록상

표)(직경이 32±2.5㎛인 수지계 마이크로구)이다. 

본 명세서에 개시된 1상 실험의 유망한 결과 및 CEA CAR-T HAI의 치료 효능에도 불구하고, 가능할 때마다 치료[0105]

효능 및 편리함을 최적화하는 것이 항상 최고이다. 조합 전략은 치유 불가 질환으로 진단된 환자에 대한 이익을

대개 최대화할 수 있다. 방사선치료는 항원 방출 및 이팩터 T 세포의 동원을 통해 면역원성 종양 세포 사멸을

유도한다. 방사선치료 단독은 효과적인 항종양성 면역력을 오직 드물게 생성할 수 있다. 그러나, 표적화된 면역

치료제와 조합될 때, 방사선치료는 치료학적으로 효과적인 항종양성 면역 반응에 상당히 기여한다. "HITM-SIR"

실험은 SIR-Spheres(등록상표), 이어서 CAR-T HAI를 이용함으로써 종양 사멸의 잠재적 증가 및 안전성을 시험하

도록 설계된다. HITM-SIR은 증명된 안전성을 가지는 확립된 원칙 및 접근법의 새로운 반복이다. 이 새로운 실험

은 LM의 관리를 위한 파라다임 변화 데이터를 생성할 가능성을 가진다.

일 양태에서, 간 전이로 진단된 대상체를 치료하는 방법이 제공되고, 여기서 대상체는, 전신 IL-2 투여에 의해[0106]

또는 이것 없이, 이어서 SIRT의 투여에 의해 상기 기재된 바대로 CAR-T HAI에 의해 치료된다. 환자는 종양의 용

적을 기준으로 
90
Y 활성 

90
Y 활성의 2GBq, 2.5GBq, 또는 3GBq에 등가인 SIR-Spheres가 투약된다. 몇몇 실시형태

에서,  전체 간 용적의 25%  미만,  약 25%-50%  또는 50%  초과인 종양 용적을 가지는 환자는 각각 
90
Y  활성의

2GBq, 2.5GBq, 또는 3GBq에 등가인 SIR-Spheres가 제공된다. SIR-Spheres의 용량은 최종 CAR-T HAI 주입 후 약

1주, 2주, 또는 3주에 환자에게 투여된다. 바람직한 실시형태에서, SIR-Spheres의 용량은 최종 CAR-T HAI 주입

후 약 1주에 투여된다.

면역억제인자 물질[0107]

키메라 항원 수용체 T 세포 주입의 치료 효능은 면역억제, 예를 들어 종양 사멸 세포의 억제 또는 항종양성 사[0108]

이토카인의 발현의 감소를 발생시키는 인자에 의해 영향을 받을 수 있을 것이다. 암종의 존재 하에 복막내 공간

의 면역 환경의 효과를 고려하고, 이렇게 키메라 수용체 T 세포 치료를 받은 환자를 치료하는 것이 중요하다.

종양 미세환경 내에 면역억제 조절 T 세포(Treg)의 및 골수성 유래 억제인자 세포(MDSC)의 축적은 효과적인 항[0109]

종양 면역치료의 발전에 대한 잠재적인 주요 장애를 나타낸다(Weiss  et  al.,  2014,  J  Immunol.,  192:5821-

5829).  MDSC의 제거는 종양 보유 마우스에서 및 암 환자에서 면역 반응을 상당히 개선하는 것으로 밝혀졌다

(Ostrong-Rosenberg et al., 2009, J Immunol, 182:4499-4506); Talmadge, 2007, Clin Cancer Rres, 13:5243-

5248). 키메라 수용체 T 세포 치료를 받은 환자에서 예를 들어 Treg 및 MDSC에 의해 면역억제를 저해하는 방법

이 본 명세서에 제공되고, 여기서 환자는 면역억제 세포의 기능을 저해하는 물질이 또한 투여된다. MDSC  및

Treg 둘 다는 CAR-T 항종양성 반응 및 내인성 T 세포의 저해제로서 잘 기재되어 있다(Khaled et al., 2013,

Immunol Cell Biol, 91:493-502; Burkholder et al., 2014, Biochim, Biophys Acta, 1845:182-201). IP MDSC

는 또한 높은 수준의 PD-L1(프로그래밍된 사멸-1 수용체 리간드)을 발현하고, 이것은 이전에 CAR-T 억제의 중요

한 중재자인 것으로 입증되었다(Burga et al., 2015, 64:817-829). 따라서, 본 개시내용의 일 양태에서, CAR-T

HAI를 받은 환자는 억제인자 T 세포, 예컨대 MDSC 또는 Treg의 활성을 억제하는 면역억제제가 또한 투여된다.

몇몇 실시형태에서, 면역억제제는 Gr1(과립구성 골수성 마커 단백질)에 결합하는 MDSC 고갈 항체 또는 PD-L1 차

단 항체이다.

몇몇 실시형태에서, 면역억제제는 IL-10, PD-1(프로그래밍된 사멸-1 수용체), PD-L1(프로그래밍된 사멸-1 수용[0110]

체 리간드 1), PD-L2(프로그래밍된 사멸-1 수용체 리간드 2), STAT3(전사 3의 단일 전이인자 및 활성인자), GM-

CSF, CD25, GITR(글루코코르티코이드 유도된 TNFR 관련 단백질), TGF-β, 또는 CTLA4에 결합하는 항체이다. 다

른 실시형태에서, 면역억제제는 CAR-T 세포의 주입 전에 대상체에게 투여된다. 훨씬 다른 실시형태에서, 면역억

제제는 CAR-T 세포의 주입 후에 대상체에게 투여된다. 면역억제제는 CAR-T HAI 후 수회, 예를 들어 1일마다, 2

일마다, 3일마다, 4일마다, 5일마다, 6일마다 또는 주마다 1회(7일마다) 투여될 수 있다. 면역억제제는 주입과

동일한 날짜에 투여될 수 있거나, 제1 CAR-T 간 동맥 주입 전에 1일, 2일, 3일, 4일, 5일, 6일, 7일 또는 이것

초과에 투여될 수 있다. 하나 초과의 면역억제제는 환자에게 투여될 수 있고, 예를 들어 대상체는 CD25에 결합
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하는 항체 및 GR1에 결합하는 항체와 동시투여되거나 연속하여 투여될 수 있다.

관련 기술의 상기 예 및 이와 관련된 제한은 예시적이고 배타적이 아닌 것으로 의도된다. 관련 기술의 다른 제[0111]

한은 명세서 판독 및 도면의 연구 시 당해 분야의 당업자에게 명확해질 것이다.

     IV. 실시예[0112]

하기 실시예는 자연히 예시적이고, 어떤 방식으로든 제한으로 의도되지 않는다.[0113]

실시예 1[0114]

인간 CAR-T 세포 제조 [0115]

하기 더 자세히 기재된 바대로, 6명의 환자(본 명세서에서 환자 번호 1, 4, 5, 6, 7 및 8이라 칭함)를 이의 표[0116]

면에 CEA 항원을 발현하는 전이성 세포를 특이적으로 표적화하는 CAR-T 세포의 간 주입에 의해 치료하였다. 항-

CEA scfv-CD8α-CD28/CD3ξ(탬던) 키메라 항원 수용체를 이전에 기재된 바대로 MFG 레트로바이러스 골격으로 클

로닝하였다(FDA BB IND 10791)(Emtage et al., Clin Canc Res, 14:8112-8122(본 명세서에 그 전문이 참고로 포

함됨)). 간단히 말하면, N-말단에서 C-말단 방향으로, CEA, CD8 힌지 분절, CD28 세포외 도메인, 막관통 도메인

및 세포질 도메인 및 ξ 세포질 도메인에 특이적으로 결합하는 단클론성 항체의 hMN14 sFv(서열 번호 1)를 분자

로 융합함으로써 탠덤 분자를 생성하였다. 생성된 키메라 작제물을 레트로바이러스 벡터로 클로닝하고, 제한 분

해 및 서열분석에 의해 검증하였다. PG13 세포를 사용하여 임상 레트로바이러스 벡터 상청액을 제조하여 이전에

기재된 바대로 긴팔원숭이 유인원 백혈병 바이러스 위형 바이러스 입자를 생성하였다(Beaudoin et al., 2008, J

Virol Methods, 148:253-259). 모든 임상 뱃치를 인디애나 대학교 벡터 제조 설비(인디애나주 인디아나폴리스)

에서 제조하고, 사용까지 -80℃에서 저장하였다.

로드아일랜드(Rhode Island) 혈액원 직원들은 로저 윌리엄스(Roger Williams Medical Center: RWMC(로드아일랜[0117]

드 프로비던스))에서 백혈구성분채집술을 수행하였다. 프로세싱, 제조, 증식, 용량 수확, 표지, 저장 및 유동에

관한 표준 조작 절차(standard operating procedure: SOP)를 가지는 RWMC 세포 면역치료 및 유전자 치료(Cell

Immunotherapy and Gene Therapy: CITGT) 우수 의약품 제조관리 기준(Good Manufacturing Practice: GMP) 시설

에서 항-CEA CAR-T를 제조하였다. 간단히 말하면, Ficoll(Sigma(미주리주 세인트 루이스))을 사용하여 백혈구성

분채집술 생성물로부터 환자 말초 혈액 단핵 세포(PBMC)를 단리하였다. 본 발명자들은 이후 5% 무균 인간 AB 혈

청(Valley Biomedical(버지니아주 윈체스터)), 50ng/㎖의 항-CD3 단클론성 항체(OKT3; Ortho Biotech(펜실베니

아주  호샴))  및  3000  U/㎖의  IL-2(Prometheus(캘리포니아주  샌  디에고))가  보충된  AIM  V  배지(Life

Technologies(뉴욕주  그랜드  아일랜드))를  함유하는  조직  배양  플라스크(BD  Falcon(뉴저지주  프랭클린

레이크스))에서 48-72시간 동안 PBMC를 활성화하였다.

원심분리접종(spinoculation) 방법(Quintas-Cardama et al., 2007, Hum Gene Ther, 18:1253-1260)을 이용하여,[0118]

실온에서 1시간 동안 저속 원심분리로 5% 인간 AB 혈청, 3000 U/㎖의 IL-2 및 황산 프로타민(MP Biomedicals)

을 가지는 AIM V 배지에서 레트로넥틴(Takara Bio Inc(일본)) 코팅된 6웰 플레이트에서 환자로부터 얻은 7.2 내

지 14.4 x 10
8
개의 T 세포를 형질도입하였다. 24시간에 걸쳐 전체 3회 형질도입 단계를 수행하였다. 형질도입

후, 세포를 배지 중에 세척하고, 37℃에서 48-72시간 동안 항온처리하였다. Lifecell 조직 배양 백(Baxter(일리

노이주 디어 필드))에서 10-14일 동안 CAR-T를 추가로 증식시켰다. CAR-T 성장 곡선 및 세포 생존능력을 정기적

으로 검사하고, 세포 성장 배지를 필요한 바대로 대체하였다. CD3(UCHT1, Invitrogen(메릴랜드주 프레데릭)),

CD4(SK3, BD Biosciences(캘리포니아주 산호세)), CD8(3B5, Invitrogen) 및 CAR 발현(WI2 항체, Immunomedics

(뉴저지주 노리스 플레인스))에 대해 특이적인 형광 표지된 항체에 의해 유세포분석법에 의해 CAR-T를 검사하였

다. WI2 항체를 APC 접합체(WI2-APC; Molecular Probes)로서 준비하였다. CyAn(Beckman Coulter(캘리포니아주

브레아)) 또는 LSR-II(BD  Biosciences(캘리포니아주 산호세)) 기계에서 유세포분석법을 수행하였다. 생물발광

세포독성 검정에 의해 환자 생성물의 시험관내 활성을 측정하였다. 루피퍼라제를 발현하는 CEA+ 종양 세포를 96

웰 둥근바닥 플레이트에서 다양한 비율로 항-CEA CAR-T와 혼합하고, 각각의 웰로부터의 생물발광의 소실을 측정

하였다(Karimi et al., 2014, PLoS One, 9:e89357). 형질도입된 T 세포를 IL-2(500 IU/㎖)의 존재 하에 배양하

고 증식시키고, 형질도입 후 48시간에 CAR 발현 수준을 확인하였다.

CAR-T 세포를 평가하기 위해, 항-CEA CAR 작제물에 의한 형질도입 전에 및 후에 유세포분석법에 의해 각각의 환[0119]

자로부터의 백혈구성분채집술 생성물을 분석하였다. 환자 1,  4,  5,  6,  7  및 8의 경우, 백혈구성분채집술 후

CD3+ 세포의 평균 백분율은 55%(범위, 12.0-82.0)이고, 활성화 및 형질도입 후 91%(범위, 72-97)로 증가하였다

(도 1). 평균 CD4:CD8 비율은 백혈구성분채집술 샘플에서 2.4(범위, 1.4-4.7)이고, 최종 생성물에서 0.8(0.2-
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2.2)였다(비도시). 형질도입 효율(CAR+)은 10% 내지 64%의 범위이고, 평균은 45%였다(도 1). 주입 전에 CAR+ T

세포 중에 무시할만한 FoxP3 염색을 검출하였다(비도시). 최종 생성물에서의 세포는 주입 전에 85%(범위, 71-

95) 생존 가능하였다. CEA+ 표적 세포의 환자 생성물 사멸을 시험하도록 시험관내 세포독성 검정을 수행하였다.

항-CEA CAR-T 세포를 CEA+ MC38 결장직장암종 표적 세포와 배양하였다. 루시페린의 첨가 후 생물발광의 소실에

의해 표적 세포 사멸을 정량화하였다. 잔류 광자 수에 기초하여 특이적 용해를 계산하였다. 이 검정은 환자 생

성물이 CEA+ 표적 세포를 특이적으로 용해시킨다는 것을 확인시켜주었다(도 2).

PlasmaLyte(Baxter), 20% 인간 소 알부민(Valley Biomedicals), 10% DMSO(Bioniche Pharma(일리노이주 레이크[0120]

포레스트)) 및 IL-2를 함유하는 냉동 배지 중에 Fenwal 세포 수확 시스템(Baxter(일리노이주 디어필드))을 사용

하여 임상 용량을 준비하였다. 박테리아 및 진균 배양물을 각각 14일 및 28일 동안 모니터링하였다. LAL 내독소

검정 키트(Lonza(메릴랜드주 워커스빌))를 사용하여 박테리아 내독소에 대한 검정을 수행하였다. 임상 용량을

액체 질소 중에 저장하고, 주입 직전에 해동하였다.

실시예 2[0121]

임상 연구 설계[0122]

I상 임상 연구(NCT01373047, RWH 11-335-99)를 수행하였다. 종래의 전신 치료의 평균 2.5(범위 2-4) 라인에서[0123]

진행한 절제 불가 CEA+ 선암 LM을 가지는 8명의 환자가 연구에 등록하였다(표 2). 

표 2

[0124]

6명의 환자는 프로토콜을 완료하였고(도 3), 1명의 환자는 치료 전에 비연관 감염으로 인해 중단하고, 또 다른[0125]

환자는 제3의 CAR-T HAI 전에 간외 질환 진행으로 인해 중단하였다. 프로토콜을 완료한 환자 중에, 4명은 남성

이고 2명은 여성이었다. 5명의 환자는 IV 병기 결장직장암종을 가지고, 1명의 환자는 췌담 팽대부 암종을 가졌

다. 평균 연령은 57세(범위, 51-66)였다. 환자는 실질적인 질환 부담(가장 큰 LM의 평균 크기가 8.4㎝(범위,

1.7-14.4)임)이 제시되고,  5명의 환자는 10  LM  초과를 가졌다.  등록시 평균 CEA  수준은 807ng/㎖(범위,  2-

3265)였다. 8명 중 5명의 환자는 동시성 결장직장 LM을 가지고, 평균 질환 무 간격은 비동시성 LM을 가지는 환

자에 대해 27.3개월(범위, 9 내지 37)였다. 모든 추가의 분석은 연구를 완료한 오직 6명의 환자를 포함한다. 

연구에서, 3명의 환자의 2개의 코호트를 전신 IL-2 지원의 부재 또는 존재 하에 항-CEA CAR-T HAI에 의해 치료[0126]

하였다(도 3). 코호트 1(환자 1, 4 및 5)을 IL-2 없이 환자 내 용량 상승 방식(10
8
개, 10

9
개 및 10

10
개의 세포)

으로 CAR-T HAI에 의해 치료하였다. 구체적으로, T 세포를 0일에 각각의 환자로부터 수집하고, 제1 주입은 10
8

개의 세포가 주입되는 동안 14일이었고, 제2 주입은 10
9
개의 세포가 주입되는 28일이었고, 제3 주입은 10

10
개의

세포가 주입되는 44일이었다. 코호트 2에서의 사람들(환자 6, 7 및 8)은, 14일에 제1 주입의 시간에 시작하여 6

주 동안 보행 주입 펌프를 통해 75,000 U/㎏/일에 연속 전신 IL-2 주입 이외에, 14일, 28일 및 44일에 10
10
개의

CAR-T의 3의 HAI를 받았다.

적격 환자는 측정 가능한 절제 불가 CEA-양성 LM 또는 검출 가능한 혈청 CEA 수준을 가지고, 종래의 전신 치료[0127]
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의 하나 이상의 라인에 실패했다. 폐 또는 복부에서의 최소 간외 질환이 허용되었다. 기준치에서, 주입일, 및

주입 후 1일, 2일, 4일 및 7일에 임상 평가를 수행하였다. 제1 주입 전 1개월 내에 및 이후 제3의 CAR-T HAI 후

1개월 내에 간 MRI 및 PET 실험에 의한 계획된 영상화 평가를 스케줄화하였다. 연구 방사선학자(BS)는 변형된

RECIST(mRECIST) 및 면역 관련 반응 기준(Wolchok et al., 2009, Clin Cancer Res, 15:7412-7420)에 따라 반응

을 등급화하였다. 명검인 병리학자는 치료 전에 및 제2 용량 후 2주에 수행된 경피 생검으로부터 슬라이드에서

종양 괴사 및 섬유증을 점수 매겼다. 프로토콜에 따라 안전성 평가를 수행하였다. 부작용의 중증도를 부작용에

대한 국립 암 위원회 일반 용어 기준(National Cancer Institute Common Terminology Criteria for Adverse

Events) 3.0을 이용하여 점수 매겼다. 

실시예 3[0128]

CAR-T 세포 간 동맥 주입[0129]

기준치에서, 오른쪽 일반 대퇴 동맥 접근법을 통해 혈관조영술의 맵핑을 수행하였다. 간외 관류의 다른 가능한[0130]

소스 이외에 위십이지장 및 오른쪽 위 동맥을 미세코일에 의해 색전시켰다. CAR-T 주입을 위해, 동일한 동맥 접

근  절차를  수행하고,  100㏄의  전체  용적으로  2㏄/초  미만의  속도로  60㏄  주사기를  통해  세포를  수동

주사하였다. 보정된 조영 속도를 가지는 혈관조영술을 제1의 50㏄ 후 및 CAR-T 주입의 완료 시 수행하여 보존된

동맥 흐름을 확인시켜주었다. 가능할 때 적절한 간 동맥으로 주입을 전달하였다. 오른쪽 또는 왼쪽 간 동맥이

적절한 간 동맥으로부터 생기지 않는, 비정상 간 동맥 해부구조의 경우에, 간엽 용적 계산에 기초하여 용량을

나눴다. 이러한 경우에, 분할 용량을 오른쪽 및 왼쪽 간 동맥으로 별개로 전달하여 간엽 둘 다에 CAR-T 전달을

비례관계에 있도록 보장하였다.

하기 실시예에 사용된 항-CEA scfv-CD8α-CD28/CD3ξ(탬던) 키메라 항원 수용체를 이전에 기재된 바대로 MFG 레[0131]

트로바이러스 골격으로 클로닝하였다(FDA BB IND 10791)(Nolan, et al., 1999, Clin Cancer Res, 5:3928-394;

Emtage  et  al.,  2008,  Clin  Cancer  Res,  14:8112-8122;  상기 실시예 1  참조).  간단히 말하면,  하이브리드

CD28/CD3ξ 분자를 가지는 MFG 레트로바이러스 골격에서 hMN14 sFv-CD8 힌지 분절을 코딩하는 단편을 분자로 융

합함으로써 탠덤 분자를 생성하였다. 작제물을 제한 분해 및 서열분석에 의해 검증하였다. PG13 세포를 사용하

여 임상 레트로바이러스 벡터 상청액을 제조하여 이전에 기재된 바대로 긴팔원숭이 유인원 백혈병 바이러스 위

형 바이러스 입자를 생성하였다(Beaudoin et al., 2008, J Virol Methods, 148:253-259). 모든 임상 뱃치를 인

디애나 대학교 벡터 제조 설비(인디애나주 인디아나폴리스)에서 제조하고, 사용까지 -80℃에서 저장하였다.

실시예 4[0132]

주입 후 CAR-T 세포 통행[0133]

제1의 CAR-T HAI 전에 및 최종 HAI의 시간에 LM 및 정상 간을 샘플링하기 위해 CT 가이드 된 경피 생검을 얻었[0134]

다. 유세포분석법에 의해 LM 생검, 정상 간 생검 및 말초 혈액 샘플 중의 CAR-T의 비율(CAR+/전체 림프구%)을

결정하였다. 예를 들어, 환자 7로부터의 샘플은 정상 간 림프구의 1.8%가 CAR-T의 HAI 후 CAR+이고, 종양내 림

프구의 7.6%가 CAR+라는 것을 나타냈다. 주입 후 LM 생검 견본에서의 CAR+ 세포가 CD3+라는 것이 확인되었다.

모든 환자에 대해 말초 혈액, 정상 간 및 LM에서의 CAR-T 집단 데이터를 결정하였다. CAR-T는 6명 중 5명의 환

자에서 정상 간과 비교하여 LM에서 더 풍부하였다. 환자 5에서, CAR-T는 최종 CAR-T 주입 후 마이크로파 절제

절차 12주 동안 얻은 샘플에서의 LM 림프구의 1.4%를 포함하는 것으로 밝혀졌다. 4명의 환자에서, CAR-T는 말초

혈액에서 검출 가능하지 않고, 최종 주입의 시간에 환자 7 및 환자 8에 일시적으로 존재하고, 수준은 이후 3일

에 검출 아래로 떨어졌다. 최종 주입 후 2일에 취한 말초 혈액 샘플에서 정량적 PCR을 수행하였고; 오직 환자 7

은 기준치에 대해 CAR DNA의 측정 가능한 증가(1.1배)를 가졌다. CAR-T 주입 후 환자 혈청에서 항-CAR 항체가

검출되지 않았다.

실시예 5[0135]

치료 활성[0136]

마지막 추적관찰에, 실험을 완료한 6명 중 5명의, 심하게 사전 치료된 환자는 질환 진행으로 사망했다(표 3). [0137]
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표 3

[0138]

기준치에서 및 제3의 CAR-T HAI 후 2 내지 4주에 6명 중 5명의 환자에서 MRI 및 PET 스캔을 수행하였다. 환자 8[0139]

은 조국으로 돌아간 후 최종 영상화를 얻지 못했고, 최종적으로 질환 진행으로 사망했다. 환자 5를 제외한 모든

환자는 mRECIST 및 기준에 의해 방사선촬영 질환 진행을 가지는 것으로 결정되었다. 환자 5는 MRI 및 PET에 의

해 안정한 질환을 가지는 것으로 밝혀졌다. 환자 7은 새로운 병변을 발전시켰고, 약간의 이미 기존의 병변의 크

기의 증가를 나타냈지만, 다른 병변은 크기가 감소했다. MRI에서 크기가 감소한 환자 7의 뒤의 섹터에서의 병변

은 PET에서 실행 가능하지 않았다. MRI에서 크기가 감소한 더 안쪽의 질환은 환자 7의 경우 주입 후 PET에서 대

사저하상태(hypometabolic)가 된다는 것에 주목한다. 

CAR-T의 주입 후 짧은 추적관찰 종래의 영상화에 대한 제한된 이용성을 고려하여, 본 발명자들은 각각의 환자에[0140]

대한 각각의 3의 HAI 후 다수 시점에 혈청 CEA 수준을 측정하였다. 코호트 1에서의 환자 중에, 혈청 CEA의 일시

적인 감소가 각각의 CAR-T HAI 후 2명의 환자(도 4, 환자 1 및 5)에서 나타났다. CEA 동역학은 혈청 CA19-9 수

준의 변화와 밀접하게 아주 유사하였다(비도시). 간담도 하위유형 팽대부 암종이 제시된, 환자 4는 실험 동안

임의의 지점에서 CEA 감소가 없는 유일한 환자이고, 이 사람은 또한 더 짧은 생존 시간을 가졌다. 

항-CEA CAR-T와 함께 전신 IL-2를 받은 코호트 2에서의 환자는 치료에 대해 더 양호한 CEA 반응을 가졌다. 코호[0141]

트 2에서의 각각의 3명의 환자는 IL-2 중재 또는 용량 감소를 요하고, 이것은 아마도 CAR-T 기능에 영향을 미칠

것이고, 본 발명자들은 기준치에서의 CEA 수준을 IL-2 용량 변화 바로 전의 시점(도 4에서 화살표로 표시)과 비

교하였다. 이 시점을 사용할 때, 코호트 2에서의 모든 3명의 환자는 혈청 CEA 농도가 감소하였다(도 4 및 표

3). 환자 7 및 8은 IL-2 용량 중재 또는 감소 전에 각각 혈청 CEA 농도의 48% 및 43% 감소를 가졌다. 실험을 완

료한 6명의 환자에 대한 평균 전체 생존 시간은 15주의 중앙치로 30주(범위, 8-73)였다. 환자 5는 최종 CAR-T

HAI 후 24개월에 질환에 생존하였다. HITM 실험의 완료 후, 환자 5는 안정한 질환을 가지는 것으로 결정되었고,

본 발명자들은 잔류 절제 불가 종양의 마이크로파 절제를 수행하였다.

진행된 전이성 질환을 가지는, 심하게 전치료된 환자에서 방사선촬영 반응을 검출하는 것은 도전적이고, 종양내[0142]

염증 및 부종이 표준 RECIST 기준의 관련성을 최소화할 수 있는, 면역치료에 의해 더욱 더 그렇다(Wolchok et

al., 2009, Clin Canc Res, 15:7412-7420). 그러므로, 본 발명자들은 CAR-T HAI 전에 및 후에 LM 생검을 얻어

서 종양내 괴사 및 섬유증의 감소를 평가하였다. 정상 간 및 간 전이 코어 침(16-게이지) 생검을 기준치에서 및

제3의 CAR-T HAI의 시간에 초음파검사 가이던스 하에 얻었다. 정상 간 및 간 전이에 대해 3개의 코어를 얻었고,

각각 세포학에 의해 확인되었다. 각각의 경우에, 4 내지 5㎜ 절편을 헤마톡시린 및 에오신(H&E)에 의해 염색하

고, 추가적인 염색되지 않은 슬라이드를 항-CEA 항체(TF 3H8-1; Ventana)에 의해 염색하였다. 모든 면역조직화

학 염색을 파티마 성모 병원(Our Lady of Fatima Hospital(로드아일랜드 프로비던스))에서 벤타나 의학 시스템

(Ventana Medical System)에서 수행하였다. 모든 슬라이드를 맹검 방식으로 검토하고, 괴사 및 섬유증에 대해

점수 매겼다. 섬유증을 하기에 따라 점수 매겼다: 0%, 등급 0; 5% 내지 10%, 등급 1; 11% 내지 50%, 등급 2;

50% 초과, 등급 3. 괴사를 하기에 따라 점수 매겼다: 0%, 등급 0; 0% 내지 10%, 등급 1; 11% 내지 50%, 등급

2; 50% 초과, 등급 3. 상기 기재된 바대로 CAR-T 세포 및 말초 혈액에 대해 새로운 생검 조직에서 유세포분석법

을 수행하였다. 맹검 병리학자에 의한 검토 후, 4명의 환자는 종양내 섬유증이 증가했고, 3명의 환자는 이들의

LM 내에 괴사의 증가를 가지는 것으로 점수 매겨졌다(도 5). 각각의 환자의 경우, 기준치 및 주입 후 점수는 도
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5에서 왼쪽에서 오른쪽으로 나타난다. 환자 1, 4, 7 및 8은 섬유증의 증가를 나타냈지만, 환자 4 및 5는 괴사의

증가를 나타냈다.

실시예 6[0143]

IL-2 투여에 의한 혈청 IFNγ 농도 및 CEA 반응 상관관계[0144]

다수의 시점에 ELISA에 의해 혈청 IFNγ 수준을 측정하였다. IFNγ에서의 스파이크는 전신 IL-2를 가지거나 가[0145]

지지 않는 모든 환자에서 투약 후 24-48시간에 발생하는 것이 주목된다(도 6; 점선 수직선은 CAR-T 주입 시점을

나타내고, 제1 데이터 점은 CAR-T 주입 전에 기준치 값을 나타낸다). 각각의 환자에 대해 혈청 CEA 변화를 IFN

γ의 피크 변화와 비교하였다(도 7, 상부). 피크 IFNγ 수준과 CEA 비교 사이의 역의 상관관계는 유의미하였다

(R = -0.94, p = 0.02). 모든 환자 HAI CAR-T 용량은 IL-2의 분량(600,000 IU)을 함유하였다. 연속 전신 IL-2

노출 및 가장 큰 CAR-T 용량을 가지는 3명의 환자(환자 번호 6, 7 및 8)는 최고의 CEA 반응 및 가장 높은 평균

IFNγ 수준을 가졌다(P = 0.03, 도 7, 바닥).

실시예 7[0146]

안전성 데이터[0147]

실험을 완료한 모든 환자에서 어떤 원인으로 인할 수 있는 임의의 등급의 부작용(AE)이 관찰되었다(표 4). 코호[0148]

트 1에서의 용량은 10
10ㄴ

개의 세포에서 계획된 최대 HAI CAR-T 주입 수준에 도달하였다. CAR-T 용량 감소가 코

호트 1에서 필요하지 않고, 따라서, 코호트 2에서의 모든 환자는 IL-2 지원에 의해 10
10
 수준에서 3 용량을 받았

다. 등급 4 또는 5 부작용이 없었다. 발열 AE는 4명의 환자에서 관찰되었다. 환자 7은 104℉의 온도 피크로 등

급 3 열 및 빈맥을 경험하였다. 열 및 빈맥은 전신 IL-2 주입의 50% 용량 감소 후 환자 7에서 해소되었다. 흥미

롭게도, 환자 7은 또한 20%의 피크 및 3,740/㎖의 절대 수로 말초 호산구 수의 증가를 경험하였다. 로플러 증후

군의 다른 특징에 의해 IL-2 주입과 심장 혈전증 사이의 보고된 연관성을 고려하여(Junghans et al., 2001, New

Eng J Med, 344:859-860), 본 발명자들은 정상인 심초음파검사 및 심전도를 얻었다. 이 사람의 호산구 수는 특

별한 중재 없이 정상 수치로 돌아갔다.

표 4

[0149]

정상 간 실질 및 담낭 구조는 CAR-T HAI 후 잘 보존되었다. 정상 간으로부터의 생검은, 전신 IL-2가 투여되든[0150]

또는 아니든, CAR-T HAI 후 섬유증 또는 염증의 증가하는 수준을 나타내지 않았다. 모든 환자가 알칼리 포스파

타제(alk phos), 전체 빌리루빈 및 아스파르테이트 아미노트랜스퍼라제 수치(AST)의 일시적인 상승을 경험하지

만, 오직 환자 1이 등급 3 상승을 경험하고, 대부분의 값은 기준치 수준으로부터 유의미하게 벗어나지 않았다.

환자가 혈소판감소 또는 응고장애가 되지 않는 것으로 반영된 바대로, 문맥압 및 간 합성 기능은 CAR-T HAI에
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의해 부정적으로 영향을 받지 않았다.

실시예 8[0151]

안전성 데이터[0152]

환자에게 HAI를 통해 10
10
개의 항-CEA scfv-CD8α-CD28/CD3ξ CAR-T 세포가 각각 투여된 I상 임상 연구를 수행[0153]

하였다. (상기 실시예에 기재된 바대로) 수행하였다. T 세포는 0일에 각각의 환자로부터 단리되고, 형질감염되

고, 항-CEA scfv-CD8α-CD28/CD3ξ 작제물을 발현하도록 선택될 것이다. 이후, 각각의 환자에게 14일, 21일 및

28일에 10
10
개의 세포가 투여된다. 44일에(최종 세포 주입 후 2주 휴약 후), SIR-Spheres(등록상표) 함유의 용

량이 각각의 환자에게 주입된다. 

SIR-Spheres(등록상표)  투약을 위해,  환자는 정상 간 용적에 대해 종양 용적의 크기에 따라 달라지는 SIR-[0154]

Spheres(등록상표)의 미리 결정된 분량을 받을 것이다. 전체 간 용적의 25% 미만, 25% 내지 50% 또는 50% 초과

인 종양을 가지는 환자는 
90
Y 활성의 2 기가베크렐(GBq), 2.5 GBq, 또는 3 GBq에 등가인 SIR-Spheres(등록상

표)가 제공된다. 폐-간 돌파 스캔이, 10% 초과의 마이크로구가 간을 통해 통과하고 폐에 있다는 것을 나타낸,

환자에 대해 준비가 이루어졌다. 투여되는 
90
Y 활성의 양은 각각 1%에 대해 2%만큼 감소하여서, 폐-간 돌파 백분

율이 10% 초과이다. 환자는 SIR-Spheres(등록상표) 치료와 동일 일자에 또는 그 다음 날에 퇴원한다.

환자는 적절한 임상 및 방사선학 연구에 의해 최종 주입 후 1개월에 완전 반응, 부분 반응, 안정한 질환 또는[0155]

진행성 질환을 가지는 것으로 평가되었다. 변형된 T 세포의 순환 수준을 유세포분석법에 의해 모니터링하여 PCR

에 의해 항-CEA scfv-CD8α-CD28/CD3ξ 및 CD4/CD8을 검출하였다. LM 및 정상 간 생검 견본을 사용하여 CAR-T

종양 침윤의 정도를 결정하였다. 항-CEA scfv-CD8α-CD28/CD3ξ CAR-T의 존재를 정량화하도록 유세포분석법 및/

또는 면역조직화학에 의해 생검 샘플을 분석하였다. 혈청 사이토카인 수준 및 정상 간 T 세포 집단의 변화에 대

해 샘플을 채취하였다. 혈청 IL-2, IFNγ, IL6, IL17 및 IL10을 측정하도록 ELISA 검정을 수행하였다. 호중구:

림프구 비율, 및 유세포분석법에 의한 간 및 말초 T 세포 집단의 상세한 평가를 CBC로부터 동일한 시점에 결정

하였다. CD3, CD4, CD8, FOXP3, PD-1, CD25, CTLA4 및 CD69에 특이적인 항체에 의해 간내 및 말초 T 세포를 염

색하였다.

다수의 예시적인 양태 및 실시양태가 상기 기재되어 있지만, 당해 분야의 당업자는 소정의 변형, 순열, 부가 및[0156]

이들의 하위조합을 인식할 것이다. 따라서, 소정의 첨부된 청구항 및 이하 도입된 청구항이 이의 진정한 사상

및 범위 내에 있는 모든 이러한 변형, 순열, 부가 및 이들의 하위조합을 포함하는 것으로 해석되어야 하는 것으

로 의도된다.
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도면7

서 열 목 록

<110>    PROSPECT CHARTERCARE RWMC, LLC D/B/A ROGER WILLIAMS MEDICAL CENTER

<120>    Hepatic Arterial Infusion of CAR-T Cells

<130>    2017-FPA-8400

<150>    US 62/147,793

<151>    2015-04-15

<160>    6

<170>    PatentIn version 3.5

<210>    1

<211>    213

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    Synthetic

<400>    1

Asp Ile Gln Leu Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly

  1               5                  10                  15 

Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Lys Ala Ser Gln Asp Val Gly Thr Ser

공개특허 10-2018-0021364

- 27 -



             20                  25                  30 

Val Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys Leu Leu Ile

         35                  40                  45 

Tyr Trp Thr Ser Thr Arg His Thr Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly

     50                  55                  60 

Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Phe Thr Ile Ser Ser Leu Gln Pro

 65                  70                  75                  80 

Glu Asp Ile Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Tyr Ser Leu Tyr Arg Ser

                 85                  90                  95 

Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys Arg Thr Val Ala Ala Pro

            100                 105                 110 

Ser Val Phe Ile Phe Pro Pro Ser Asp Glu Gln Leu Lys Ser Gly Thr

        115                 120                 125 

Ala Ser Val Val Cys Leu Leu Asn Asn Phe Tyr Pro Arg Glu Ala Lys

    130                 135                 140 

Val Gln Trp Lys Val Asp Asn Ala Leu Gln Ser Gly Asn Ser Gln Glu

145                 150                 155                 160 

Ser Val Thr Glu Gln Asp Ser Lys Asp Ser Thr Tyr Ser Leu Ser Ser

                165                 170                 175 

Thr Leu Thr Leu Ser Lys Ala Asp Tyr Glu Lys His Lys Val Tyr Ala

            180                 185                 190 

Cys Glu Val Thr His Gln Gly Leu Ser Ser Pro Val Thr Lys Ser Phe

        195                 200                 205 

Asn Arg Gly Glu Cys

    210            

<210>    2

<211>    235

<212>    PRT

<213>    Homo sapiens

<400>    2

Met Ala Leu Pro Val Thr Ala Leu Leu Leu Pro Leu Ala Leu Leu Leu

  1               5                  10                  15 
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His Ala Ala Arg Pro Ser Gln Phe Arg Val Ser Pro Leu Asp Arg Thr

             20                  25                  30 

Trp Asn Leu Gly Glu Thr Val Glu Leu Lys Cys Gln Val Leu Leu Ser

         35                  40                  45 

Asn Pro Thr Ser Gly Cys Ser Trp Leu Phe Gln Pro Arg Gly Ala Ala

     50                  55                  60 

Ala Ser Pro Thr Phe Leu Leu Tyr Leu Ser Gln Asn Lys Pro Lys Ala

 65                  70                  75                  80 

Ala Glu Gly Leu Asp Thr Gln Arg Phe Ser Gly Lys Arg Leu Gly Asp

                 85                  90                  95 

Thr Phe Val Leu Thr Leu Ser Asp Phe Arg Arg Glu Asn Glu Gly Tyr

            100                 105                 110 

Tyr Phe Cys Ser Ala Leu Ser Asn Ser Ile Met Tyr Phe Ser His Phe

        115                 120                 125 

Val Pro Val Phe Leu Pro Ala Lys Pro Thr Thr Thr Pro Ala Pro Arg

    130                 135                 140 

Pro Pro Thr Pro Ala Pro Thr Ile Ala Ser Gln Pro Leu Ser Leu Arg

145                 150                 155                 160 

Pro Glu Ala Cys Arg Pro Ala Ala Gly Gly Ala Val His Thr Arg Gly

                165                 170                 175 

Leu Asp Phe Ala Cys Asp Ile Tyr Ile Trp Ala Pro Leu Ala Gly Thr

            180                 185                 190 

Cys Gly Val Leu Leu Leu Ser Leu Val Ile Thr Leu Tyr Cys Asn His

        195                 200                 205 

Arg Asn Arg Arg Arg Val Cys Lys Cys Pro Arg Pro Val Val Lys Ser

    210                 215                 220 

Gly Asp Lys Pro Ser Leu Ser Ala Arg Tyr Val

225                 230                 235

<210>    3

<211>    384

<212>    PRT

<213>    Homo sapiens
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<400>    3

Met Lys Trp Lys Ala Leu Phe Thr Ala Ala Ile Leu Gln Ala Gln Leu

  1               5                  10                  15 

Pro Ile Thr Glu Ala Gln Ser Phe Gly Leu Leu Asp Pro Lys Leu Cys

             20                  25                  30 

Tyr Leu Leu Asp Gly Ile Leu Phe Ile Tyr Gly Val Ile Leu Thr Ala

         35                  40                  45 

Leu Phe Leu Arg Val Lys Phe Ser Arg Ser Ala Asp Ala Pro Ala Tyr

     50                  55                  60 

Gln Gln Gly Gln Asn Gln Leu Tyr Asn Glu Leu Asn Leu Gly Arg Arg

 65                  70                  75                  80 

Glu Glu Tyr Asp Val Leu Asp Lys Arg Arg Gly Arg Asp Pro Glu Met

                 85                  90                  95 

Gly Gly Lys Pro Gln Arg Arg Lys Asn Pro Gln Glu Gly Leu Tyr Asn

            100                 105                 110 

Glu Leu Gln Lys Asp Lys Met Ala Glu Ala Tyr Ser Glu Ile Gly Met

        115                 120                 125 

Lys Gly Glu Arg Arg Arg Gly Lys Gly His Asp Gly Leu Tyr Gln Gly

    130                 135                 140 

Leu Ser Thr Ala Thr Lys Asp Thr Tyr Asp Ala Leu His Met Gln Ala

145                 150                 155                 160 

Leu Pro Pro Arg Met Leu Arg Leu Leu Leu Ala Leu Asn Leu Phe Pro

                165                 170                 175 

Ser Ile Gln Val Thr Gly Asn Lys Ile Leu Val Lys Gln Ser Pro Met

            180                 185                 190 

Leu Val Ala Tyr Asp Asn Ala Val Asn Leu Ser Cys Lys Tyr Ser Tyr

        195                 200                 205 

Asn Leu Phe Ser Arg Glu Phe Arg Ala Ser Leu His Lys Gly Leu Asp

    210                 215                 220 

Ser Ala Val Glu Val Cys Val Val Tyr Gly Asn Tyr Ser Gln Gln Leu

225                 230                 235                 240 

Gln Val Tyr Ser Lys Thr Gly Phe Asn Cys Asp Gly Lys Leu Gly Asn
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                245                 250                 255 

Glu Ser Val Thr Phe Tyr Leu Gln Asn Leu Tyr Val Asn Gln Thr Asp

            260                 265                 270 

Ile Tyr Phe Cys Lys Ile Glu Val Met Tyr Pro Pro Pro Tyr Leu Asp

        275                 280                 285 

Asn Glu Lys Ser Asn Gly Thr Ile Ile His Val Lys Gly Lys His Leu

    290                 295                 300 

Cys Pro Ser Pro Leu Phe Pro Gly Pro Ser Lys Pro Phe Trp Val Leu

305                 310                 315                 320 

Val Val Val Gly Gly Val Leu Ala Cys Tyr Ser Leu Leu Val Thr Val

                325                 330                 335 

Ala Phe Ile Ile Phe Trp Val Arg Ser Lys Arg Ser Arg Leu Leu His

            340                 345                 350 

Ser Asp Tyr Met Asn Met Thr Pro Arg Arg Pro Gly Pro Thr Arg Lys

        355                 360                 365 

His Tyr Gln Pro Tyr Ala Pro Pro Arg Asp Phe Ala Ala Tyr Arg Ser

    370                 375                 380 

<210>    4

<211>    220

<212>    PRT

<213>    Homo sapiens

<400>    4

Met Leu Arg Leu Leu Leu Ala Leu Asn Leu Phe Pro Ser Ile Gln Val

  1               5                  10                  15 

Thr Gly Asn Lys Ile Leu Val Lys Gln Ser Pro Met Leu Val Ala Tyr

             20                  25                  30 

Asp Asn Ala Val Asn Leu Ser Cys Lys Tyr Ser Tyr Asn Leu Phe Ser

         35                  40                  45 

Arg Glu Phe Arg Ala Ser Leu His Lys Gly Leu Asp Ser Ala Val Glu

     50                  55                  60 

Val Cys Val Val Tyr Gly Asn Tyr Ser Gln Gln Leu Gln Val Tyr Ser

 65                  70                  75                  80 

공개특허 10-2018-0021364

- 31 -



Lys Thr Gly Phe Asn Cys Asp Gly Lys Leu Gly Asn Glu Ser Val Thr

                 85                  90                  95 

Phe Tyr Leu Gln Asn Leu Tyr Val Asn Gln Thr Asp Ile Tyr Phe Cys

            100                 105                 110 

Lys Ile Glu Val Met Tyr Pro Pro Pro Tyr Leu Asp Asn Glu Lys Ser

        115                 120                 125 

Asn Gly Thr Ile Ile His Val Lys Gly Lys His Leu Cys Pro Ser Pro

    130                 135                 140 

Leu Phe Pro Gly Pro Ser Lys Pro Phe Trp Val Leu Val Val Val Gly

145                 150                 155                 160 

Gly Val Leu Ala Cys Tyr Ser Leu Leu Val Thr Val Ala Phe Ile Ile

                165                 170                 175 

Phe Trp Val Arg Ser Lys Arg Ser Arg Leu Leu His Ser Asp Tyr Met

            180                 185                 190 

Asn Met Thr Pro Arg Arg Pro Gly Pro Thr Arg Lys His Tyr Gln Pro

        195                 200                 205 

Tyr Ala Pro Pro Arg Asp Phe Ala Ala Tyr Arg Ser

    210                 215                 220

<210>    5

<211>    526

<212>    PRT

<213>    Homo sapiens

<400>    5

Met Gly His Leu Ser Ala Pro Leu His Arg Val Arg Val Pro Trp Gln

  1               5                  10                  15 

Gly Leu Leu Leu Thr Ala Ser Leu Leu Thr Phe Trp Asn Pro Pro Thr

             20                  25                  30 

Thr Ala Gln Leu Thr Thr Glu Ser Met Pro Phe Asn Val Ala Glu Gly

         35                  40                  45 

Lys Glu Val Leu Leu Leu Val His Asn Leu Pro Gln Gln Leu Phe Gly

     50                  55                  60 

Tyr Ser Trp Tyr Lys Gly Glu Arg Val Asp Gly Asn Arg Gln Ile Val
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 65                  70                  75                  80 

Gly Tyr Ala Ile Gly Thr Gln Gln Ala Thr Pro Gly Pro Ala Asn Ser

                 85                  90                  95 

Gly Arg Glu Thr Ile Tyr Pro Asn Ala Ser Leu Leu Ile Gln Asn Val

            100                 105                 110 

Thr Gln Asn Asp Thr Gly Phe Tyr Thr Leu Gln Val Ile Lys Ser Asp

        115                 120                 125 

Leu Val Asn Glu Glu Ala Thr Gly Gln Phe His Val Tyr Pro Glu Leu

    130                 135                 140 

Pro Lys Pro Ser Ile Ser Ser Asn Asn Ser Asn Pro Val Glu Asp Lys

145                 150                 155                 160 

Asp Ala Val Ala Phe Thr Cys Glu Pro Glu Thr Gln Asp Thr Thr Tyr

                165                 170                 175 

Leu Trp Trp Ile Asn Asn Gln Ser Leu Pro Val Ser Pro Arg Leu Gln

            180                 185                 190 

Leu Ser Asn Gly Asn Arg Thr Leu Thr Leu Leu Ser Val Thr Arg Asn

        195                 200                 205 

Asp Thr Gly Pro Tyr Glu Cys Glu Ile Gln Asn Pro Val Ser Ala Asn

    210                 215                 220 

Arg Ser Asp Pro Val Thr Leu Asn Val Thr Tyr Gly Pro Asp Thr Pro

225                 230                 235                 240 

Thr Ile Ser Pro Ser Asp Thr Tyr Tyr Arg Pro Gly Ala Asn Leu Ser

                245                 250                 255 

Leu Ser Cys Tyr Ala Ala Ser Asn Pro Pro Ala Gln Tyr Ser Trp Leu

            260                 265                 270 

Ile Asn Gly Thr Phe Gln Gln Ser Thr Gln Glu Leu Phe Ile Pro Asn

        275                 280                 285 

Ile Thr Val Asn Asn Ser Gly Ser Tyr Thr Cys His Ala Asn Asn Ser

    290                 295                 300 

Val Thr Gly Cys Asn Arg Thr Thr Val Lys Thr Ile Ile Val Thr Glu

305                 310                 315                 320 
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Leu Ser Pro Val Val Ala Lys Pro Gln Ile Lys Ala Ser Lys Thr Thr

                325                 330                 335 

Val Thr Gly Asp Lys Asp Ser Val Asn Leu Thr Cys Ser Thr Asn Asp

            340                 345                 350 

Thr Gly Ile Ser Ile Arg Trp Phe Phe Lys Asn Gln Ser Leu Pro Ser

        355                 360                 365 

Ser Glu Arg Met Lys Leu Ser Gln Gly Asn Thr Thr Leu Ser Ile Asn

    370                 375                 380 

Pro Val Lys Arg Glu Asp Ala Gly Thr Tyr Trp Cys Glu Val Phe Asn

385                 390                 395                 400 

Pro Ile Ser Lys Asn Gln Ser Asp Pro Ile Met Leu Asn Val Asn Tyr

                405                 410                 415 

Asn Ala Leu Pro Gln Glu Asn Gly Leu Ser Pro Gly Ala Ile Ala Gly

            420                 425                 430 

Ile Val Ile Gly Val Val Ala Leu Val Ala Leu Ile Ala Val Ala Leu

        435                 440                 445 

Ala Cys Phe Leu His Phe Gly Lys Thr Gly Arg Ala Ser Asp Gln Arg

    450                 455                 460 

Asp Leu Thr Glu His Lys Pro Ser Val Ser Asn His Thr Gln Asp His

465                 470                 475                 480 

Ser Asn Asp Pro Pro Asn Lys Met Asn Glu Val Thr Tyr Ser Thr Leu

                485                 490                 495 

Asn Phe Glu Ala Gln Gln Pro Thr Gln Pro Thr Ser Ala Ser Pro Ser

            500                 505                 510 

Leu Thr Ala Thr Glu Ile Ile Tyr Ser Glu Val Lys Lys Gln

        515                 520                 525 

<210>    6

<211>    19

<212>    PRT

<213>    Homo sapiens

<400>    6

Met Gly Trp Ser Cys Ile Ile Leu Phe Leu Val Ala Thr Ala Thr Gly
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  1               5                  10                  15 

Val His Ser
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