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(57)【要約】
本発明は、宿主生物における持続性および/または生着
のより高い可能性を有する、免疫治療のための、T細胞
のような操作された免疫細胞を開発する方法に関する。
具体的には、この方法は、少なくとも1種の非内在性免
疫抑制ポリペプチドとの接触の工程と組み合わせられた
、自己/非自己認識に関与する少なくとも1種の遺伝子の
不活化を含む。本発明は、それによってGvHのリスクが
低下する、標準的でかつ入手可能な養子免疫治療の可能
性を提供する。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　以下の工程を含む、宿主免疫細胞の存在下での同種免疫細胞の持続性および/または生
着を増加させる方法：
（a）同種細胞を準備する工程；
（b）自己抗原および非自己抗原の認識に対する応答に関与するポリペプチドをコードす
る少なくとも1種の内在性遺伝子を不活化することによって、該細胞を改変する工程；な
らびに
（c）同種免疫細胞との相互作用を防止する効果を有する少なくとも1種の非内在性免疫抑
制ポリペプチドと、宿主免疫細胞を接触させる工程。
【請求項２】
　工程（b）におけるポリペプチドが、TCR、MHCクラスI成分、b-2ミクログロブリン（B2M
）、TAP1、およびLMP（large multifunctional protease）2の中から選択される、請求項
1記載の方法。
【請求項３】
　工程（c）における免疫抑制ポリペプチドが、膜結合型および/または分泌型で存在する
、請求項1または請求項2記載の方法。
【請求項４】
　工程（c）が、前記免疫細胞の膜表面結合型の1種の非内在性免疫抑制ポリペプチドをコ
ードする少なくとも1種の非内在性ポリヌクレオチドの、前記免疫細胞における発現によ
って実施される、請求項1～3のいずれか一項記載の方法。
【請求項５】
　前記免疫細胞の膜表面結合型の1種の非内在性免疫抑制ポリペプチドが、PD-L1リガンド
である、請求項1～4のいずれか一項記載の方法。
【請求項６】
　発現される膜結合型のPD-L1リガンドをコードする核酸分子が、SEQ ID NO:18と少なく
とも80％、好ましくは90％、より好ましくは95％の同一性を有する、請求項5記載の方法
。
【請求項７】
　免疫抑制ポリペプチドが分泌型で存在する、請求項1～3のいずれか一項記載の方法。
【請求項８】
　工程（c）が、前記免疫細胞での分泌型の1種の非内在性免疫抑制ポリペプチドをコード
する少なくとも1種の非内在性ポリヌクレオチドの、前記免疫細胞における発現によって
実施される、請求項1～3または請求項7のいずれか一項記載の方法。
【請求項９】
　発現されるCTLA-4免疫グロブリンをコードする核酸分子が、SEQ ID NO:16～17と少なく
とも80％、好ましくは90％、より好ましくは95％の同一性を有する、請求項8記載の方法
。
【請求項１０】
　工程（c）が、非内在性免疫抑制ポリペプチドであるPD-L1リガンドおよびCTLA-4免疫グ
ロブリンの両方と宿主免疫細胞を接触させることによって実施される、請求項1～9のいず
れか一項記載の方法。
【請求項１１】
　工程（c）が、非内在性免疫抑制ポリペプチドであるPD-L1リガンドおよびCTLA-4免疫グ
ロブリンの両方の免疫細胞における発現によって実施される、請求項10記載の方法。
【請求項１２】
　少なくとも1種の非内在性免疫抑制ポリペプチドの分泌が分泌型のPD-L1リガンドである
、請求項1～3のいずれか一項記載の方法。
【請求項１３】
　同種免疫細胞において発現される膜結合型のPD-L1リガンドおよびCTLA-4免疫グロブリ
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ンをコードする核酸分子が、それぞれ、SEQ ID NO:18およびSEQ ID NO:16～17と少なくと
も80％、好ましくは90％、より好ましくは95％の同一性を有する、請求項1～12のいずれ
か一項記載の方法。
【請求項１４】
　免疫細胞が初代細胞である、請求項1または請求項2記載の方法。
【請求項１５】
　工程（c）が、PD-1遺伝子の発現の不活化をさらに含有する、請求項1～14のいずれか一
項記載の方法。
【請求項１６】
　工程（c）が、膜結合型のPD-L1リガンドをコードする少なくとも1種の非内在性ポリヌ
クレオチドの前記免疫細胞における発現によって実施され、前記同種細胞のさらなる改変
が、PD-1遺伝子の発現の不活化によって実施される、請求項1～14のいずれか一項記載の
方法。
【請求項１７】
　工程（c）が、CTLA-4 Igの分泌を指示する少なくとも1種の非内在性ポリヌクレオチド
の前記免疫細胞における発現によって実施され、前記同種細胞のさらなる改変が、PD-1遺
伝子の発現の不活化によって実施される、請求項1～14のいずれか一項記載の方法。
【請求項１８】
　工程（c）が、非内在性免疫抑制ポリペプチドであるPD-L1リガンドおよびCTLA-4免疫グ
ロブリンの両方の前記免疫細胞における発現によって実施され、前記同種免疫細胞のさら
なる改変が、PD-1遺伝子の発現の不活化によって実施される、請求項1～14のいずれか一
項記載の方法。
【請求項１９】
　PD-1遺伝子の不活化が、SEQ ID NO:11～12および13～14のTALEヌクレアーゼをコードす
るポリヌクレオチドを使用することによって実施される、請求項15～18のいずれか一項記
載の方法。
【請求項２０】
　工程（c）におけるポリペプチドが、PD-L1、CTLA-4、ウイルスMHC相同体、NKG2Dリガン
ド、ウイルスenv免疫抑制ドメイン（ISU）、またはウイルスFPタンパク質の中から選択さ
れる、請求項1～4のいずれか一項記載の方法。
【請求項２１】
　工程（b）がB2Mの不活化によって実施され、工程（c）が同種免疫細胞におけるPD-L1リ
ガンドの発現によって実施される、請求項1～19のいずれか一項記載の方法。
【請求項２２】
　工程（b）がTCRの不活化によって実施され、工程（c）が同種免疫細胞によるPD-L1リガ
ンドの発現によって実施される、請求項1～19のいずれか一項記載の方法。
【請求項２３】
　工程（b）がB2Mの不活化によって実施され、工程（c）が同種免疫細胞によるNKG2Gリガ
ンドの発現によって実施される、請求項1～19のいずれか一項記載の方法。
【請求項２４】
　工程（b）がB2Mの不活化によって実施され、工程（c）が同種免疫細胞によるウイルスM
HC相同体UL18タンパク質の発現によって実施される、請求項1～19のいずれか一項記載の
方法。
【請求項２５】
　工程（b）がTCRの不活化によって実施され、工程（c）が同種免疫細胞によるウイルスM
HC相同体UL18タンパク質の発現によって実施される、請求項1～19のいずれか一項記載の
方法。
【請求項２６】
　工程（c）が、少なくとも1種の非内在性免疫抑制ポリヌクレオチドとの前記免疫のイン
キュベーションによって実施される、請求項1～25のいずれか一項記載の方法。
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【請求項２７】
　非内在性免疫抑制ポリペプチドが抗CD80 mAbまたは抗CD86 mAbである、請求項26記載の
方法。
【請求項２８】
　工程（b）における遺伝子不活化が、TALヌクレアーゼ、メガヌクレアーゼ、ジンクフィ
ンガーヌクレアーゼ（ZFN）、またはRNA誘導型エンドヌクレアーゼを使用することによっ
て実施される、請求項1～27のいずれか一項記載の方法。
【請求項２９】
　工程（b）における遺伝子不活化が、TALヌクレアーゼを使用して実施される、請求項28
記載の方法。
【請求項３０】
　工程（b）における遺伝子不活化が、TCRをコードする遺伝子の発現を阻害する核酸分子
を使用することによって実施される、請求項2、22、または25のいずれか一項記載の方法
。
【請求項３１】
　TCR遺伝子の不活化が、SEQ ID NO:52～53、55～56、62～63、および65～66のTALEヌク
レアーゼを使用することによって実施される、請求項30記載の方法。
【請求項３２】
　工程（b）における遺伝子不活化が、B2Mをコードする遺伝子の発現を阻害する核酸分子
を使用することによって実施される、請求項2または21～24のいずれか一項記載の方法。
【請求項３３】
　B2M遺伝子の不活化が、SEQ ID NO:2～3、5～6、および8～9のTALEヌクレアーゼを使用
することによって実施される、請求項32記載の方法。
【請求項３４】
　（d）悪性細胞または感染細胞の表面に発現された少なくとも1種の抗原に対するキメラ
抗原受容体（CAR）をコードするヌクレオチド配列を含む外来性核酸分子を前記T細胞へ導
入する工程をさらに含む、請求項1～33のいずれか一項記載の方法。
【請求項３５】
　キメラ抗原受容体が、SEQ ID NO:67（CD19抗原）、SEQ ID NO:68（CD38抗原）、SEQ ID
 NO:69（CD123抗原）、SEQ ID NO:70（CS1抗原）、SEQ ID NO:71（BCMA抗原）、SEQ ID N
O:72（FLT-3抗原）、SEQ ID NO:73（CD33抗原）、SEQ ID NO:74（CD70抗原）、SEQ ID NO
:75（EGFR-3v抗原）、およびSEQ ID NO:76（WT1抗原）との80％超、好ましくは90％超、
より好ましくは95％超の同一性を有する抗原性標的配列を有するscFv（VH鎖およびVL鎖）
を含む、請求項34記載の方法。
　40)(e)得られた操作されたT細胞を増殖させる工程
をさらに含む、請求項1～4470のいずれか一項記載の方法。
【請求項３６】
　請求項1～35のいずれか一項記載の方法を使用することによって入手可能な操作されたT
細胞、好ましくは、単離された操作されたT細胞。
【請求項３７】
　医薬として使用するための、請求項36記載の操作されたT細胞。
【請求項３８】
　癌またはウイルス感染の処置において使用するための、請求項36または請求項37記載の
操作されたT細胞。
【請求項３９】
　処置される患者に由来する、請求項36～38のいずれか一項記載の操作されたT細胞。
【請求項４０】
　ドナーに由来する、請求項36～39のいずれか一項記載の操作されたT細胞。
【請求項４１】
　請求項36～40のいずれか一項記載の少なくとも1種の操作されたT細胞を含む組成物。
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【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
発明の分野
　本発明は、免疫治療のための操作された非アロ反応性T細胞を開発する方法に関し、よ
り具体的には、同種免疫細胞の持続性および/または生着を増加させる方法に関する。こ
の方法は、好ましくは、特異的なレアカットエンドヌクレアーゼの使用によって、自己/
非自己認識に関係する遺伝子を不活化する工程、その後、操作された免疫細胞を（PD-L1
リガンドおよび/またはCTLA-4 Igのような）少なくとも1種の非内在性免疫抑制ポリペプ
チドと接触させる工程を少なくとも含む。本発明は、操作された免疫細胞およびその機能
性誘導体、キメラ抗原受容体（CAR）、多鎖CAR、ならびに免疫治療の効率を増強するため
のそれらの使用にも関する。本発明は、移植片対宿主病GvHDのリスクを低下させることに
よって、より安全な戦略の道を開き、入手可能な養子免疫治療を可能にする。
【背景技術】
【０００２】
発明の背景
　エクスビボで生成された自己の抗原特異的T細胞の移入を含む養子免疫治療は、ウイル
ス感染および癌を処置するための有望な戦略である。養子免疫治療のために使用されるT
細胞は、抗原特異的T細胞の増殖または遺伝子改変を通したT細胞の向け直しのいずれかに
よって生成され得る（Park,Rosenberg et al.2011）。ウイルス抗原特異的T細胞の移入は
、移植に関連したウイルス感染および稀なウイルス関連悪性疾患の処置のために使用され
ている、よく確立された手法である。同様に、腫瘍特異的T細胞の単離および移入は、黒
色腫の処置において成功が示されている。
【０００３】
　T細胞における新規特異性は、トランスジェニックT細胞受容体またはキメラ抗原受容体
（CAR）の遺伝子移入を通して、成功裡に生成された（Jena,Dotti et al.2010）。CARは
、単一の融合分子として1つ以上のシグナリングドメインと会合したターゲティングモエ
ティからなる合成受容体である。一般に、CARの結合モエティは、フレキシブルリンカー
によって結合されたモノクローナル抗体の軽鎖可変断片を含む、単鎖抗体（scFv）の抗原
結合ドメインからなる。受容体またはリガンドのドメインに基づく結合モエティも、成功
裡に使用されている。第一世代CARのためのシグナリングドメインは、CD3ζ鎖またはFc受
容体γ鎖の細胞質領域に由来する。第一世代CARは、T細胞の細胞傷害を成功裡に向け直す
ことが示されたが、より長期間の増殖および抗腫瘍活性をインビボで提供することはでき
なかった。CARによって改変されたT細胞の生存を増強し、増殖を増加させるため、CD28、
OX-40（CD134）、および4-1BB（CD137）を含む共刺激分子に由来するシグナリングドメイ
ンが、単独で（第二世代）または組み合わせて（第三世代）付加された。CARは、リンパ
腫および固形腫瘍を含む様々な悪性疾患に由来する腫瘍細胞の表面に発現された抗原に対
して、T細胞が向け直されることを、成功裡に可能にしている（Jena,Dotti et al.2010）
。
【０００４】
　養子免疫療法を用いて患者を処置する現行のプロトコールは自己細胞移入に基づいてい
る。このアプローチでは、Tリンパ球が患者から回収され、遺伝子組換えされるか、エク
スビボで選択され、必要に応じて細胞数を増幅するためにインビトロで培養され、最後に
、患者に注入される。リンパ球注入に加えて、宿主は、T細胞の生着または免疫応答へのT
細胞の関与を支援する他のやり方、例えば、(放射線または化学療法を用いた)プレコンデ
ィショニング(preconditioning)およびリンパ球増殖因子(例えば、IL-2)の投与で操作さ
れてもよい。各患者には、患者自身のリンパ球(すなわち、自家療法)を用いて、個々に作
られた処置が与えられる。自家療法は、実際の適用に対して大きな技術的な障害および物
流上の障害に直面している。作製するには、高価な専用施設および専門家が必要であり、
患者を診断した後、短時間で作製しなければならない。多くの場合、患者の前処置によっ
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て免疫機能が低下し、患者のリンパ球は十分に機能せず、非常に少数で存在する可能性が
ある。これらの障害のために、各患者の自己細胞調製物は事実上新たな製品であり、その
結果、効力および安全性の大幅なばらつきが生じる。理想的には、同種異系治療用細胞を
予め製造し、詳細に特徴付け、患者に即時に投与することができる標準化された療法を使
用したい。同種異系とは、細胞が、同じ種に属する個体から得られているが、遺伝的に似
ていないことを意味する。しかしながら、現在、同種異系細胞の使用には多くの欠点があ
る。免疫能力のある宿主では、同種異系細胞は素早く拒絶される。これは、宿主対移植片
拒絶反応(HvG)と呼ばれるプロセスである。このため、導入された細胞の効力は大きく制
限される。免疫能力のない宿主では、同種異系細胞は生着することができるが、その内因
性TCR特異性は宿主組織を異物として認識し、その結果、移植片対宿主病(GvHD)が起こる
。移植片対宿主病(GvHD)は重大な組織損傷および死亡につながる場合がある。同種異系細
胞を効果的に使用するためには、これらの問題はいずれも克服しなければならない。
【０００５】
　免疫能力のある宿主では、同種異系細胞は宿主免疫系によって素早く拒絶される。放射
線照射されていない血液製剤に存在する同種異系白血球はわずか5～6日間しか残らないこ
とが証明されている(Boni, Muranski et al. 2008)。従って、同種異系細胞の拒絶反応を
阻止するためには、宿主免疫系を効果的に抑制しなければならない。免疫抑制のためにグ
ルココルチコイドステロイドが治療に広く用いられる(Coutinho and Chapman 2011)。こ
のクラスのステロイドホルモンは、T細胞サイトゾルに存在するグルココルチコイド受容
体(GR)に結合し、その結果、核に移行し、免疫プロセスに関与する多数の遺伝子の発現を
調節する特定のDNAモチーフに結合する。T細胞をグルココルチコイドステロイドで処理す
るとサイトカイン産生レベルが低下し、それによって、T細胞アネルギーが発生し、T細胞
活性化が妨害される。アレムツズマブはCAMPATH1-Hとも知られ、12アミノ酸のグリコシル
ホスファチジル-イノシトール-(GPI)結合糖タンパク質であるCD52を標的とするヒト化モ
ノクローナル抗体である(Waldmann and Hale 2005)。CD52はTリンパ球およびBリンパ球に
おいて高レベルで発現し、単球では低レベルで発現しているのに対して、顆粒球および骨
髄前駆体には存在しない。CD52に対して向けられたヒト化モノクローナル抗体であるアレ
ムツズマブによる処置は循環リンパ球および単球の急速な枯渇を誘導することが示されて
いる。アレムツズマブは、T細胞リンパ腫の処置において、ある特定の場合では移植のた
めの移植前処置の一環として頻繁に用いられる。しかしながら、養子免疫療法の場合、免
疫抑制薬物の使用は、導入された治療用T細胞に悪影響も及ぼすことがある。従って、こ
れらの条件で養子免疫療法アプローチを効果的に使用するには、導入された細胞は免疫抑
制処置に対して耐性になる必要があるだろう。
【０００６】
　他方で、T細胞受容体(TCR)は、抗原提示に応答したT細胞活性化に関与する細胞表面受
容体である。TCRは、一般的に、集合してヘテロ二量体を形成する2本のα鎖およびβ鎖か
ら作られ、CD3伝達サブユニットと結合して、細胞表面に存在するT細胞受容体複合体を形
成する。TCRのα鎖およびβ鎖はそれぞれ、免疫グロブリンに似たN末端可変(V)領域およ
び定常(C)領域、疎水性膜貫通ドメイン、ならびに短い細胞質領域からなる。免疫グロブ
リン分子と同様に、α鎖およびβ鎖の可変領域は、T細胞集団内に抗原特異性の大きな多
様性を生み出すV(D)J組換えによって生じる。しかしながら、インタクトな抗原を認識す
る免疫グロブリンとは対照的に、T細胞は、MHC分子と結合した処理ペプチド断片によって
活性化される。これによって、MHC拘束と知られる、T細胞による抗原認識にさらなる要素
を導入される。T細胞受容体を介してドナーとレシピエントとのMHC不一致が認識されると
、T細胞が増殖し、場合によってはGVHDが発症する。正常なTCR表面発現は、複合体の7つ
全ての成分の協調した合成および集合に依存することが示されている(Ashwell and Klusn
or 1990)。TCRαまたはTCRβを不活性化すると、T細胞表面からTCRが無くなり、それによ
って、アロ抗原の認識を阻止し、従って、GVHDを阻止することができる。しかしながら、
TCRが破壊されるとCD3シグナル伝達成分が無くなり、さらなるT細胞増殖の手段が変化す
る。
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【０００７】
　適応免疫応答は、多数の細胞成分が相互作用する複雑な生物系である。プロフェッショ
ナル抗原提示細胞（APC）は、異物を処理し、それをMHCクラスII分子と共にヘルパーT細
胞へ曝すことができる。活性化されたヘルパーT細胞は、次に、B細胞応答および細胞傷害
性T（CTL）細胞応答を刺激するであろう。CTLは、MHCクラスI分子によって提示された外
来ペプチドを認識するが、アロ反応性の場合には、外来MHCクラスIを保持する細胞を認識
して死滅させる。MHCクラスI分子は、2種のエンティティ：高度に多形性の膜貫通重鎖と
、小さい不変ポリペプチド、B2M遺伝子によってコードされたβ2ミクログロブリン（β2-
m）とから構成される。細胞表面におけるMHCクラスI重鎖の発現は、β2mとの会合を必要
とする。従って、CAR T細胞におけるβ2-m発現の消失は、MHCクラスI発現を損ない、それ
らを宿主CTLに対して不可視にするであろう。しかしながら、MHCクラスI欠損CAR T細胞は
、MHCクラスI分子を欠く細胞を標的とする宿主NK細胞による溶解に対して感受性である（
Ljunggren HG et al.(1990),Immunl Today.11:237-244）。
【０００８】
　NK細胞は、種々の単形性または多形性の受容体を通して受容した活性化シグナルと阻害
シグナルとの間のバランスに基づき、相互作用した細胞に対して細胞傷害機能を発揮する
。ヒトNK細胞上の1種の中心的な活性化受容体は、NKG2Dであり、そのリガンドには、MICA
、MICB、ULBP1、ULBP2、ULBP3のようなタンパク質が含まれる（Raulet DH,(2003),Nature
 Reviews Immunology 3(10):781-79）。他方、阻害シグナルは、LIR-1/ILT2のようなNK受
容体とMHCクラスI分子との間の相互作用を通して媒介される（Ljunggren HG et al.(1990
),Immunl Today.11:237-244）。サイトメガロウイルスのようないくつかのウイルスは、N
K細胞によって媒介される免疫監視を回避するための機序を獲得している。HCMVゲノムは
、NKによって媒介される細胞溶解を阻止するためのデコイとして作用するMHCクラスI相同
体タンパク質（UL18）を発現しながら、MHCクラスI表面発現を防止することができるタン
パク質（即ち、US2、US3、US6、およびUS11）をコードする（Kim,Y et al.(2008),PLOS P
athogens.4:e1000123およびWilkinson G.et al.(2010).J Clin Virol.41(3):206-212）。
さらに、HCMVは、NKG2Dリガンドに結合し、表面発現を防止することができるタンパク質
を分泌することによって、NKG2D経路に干渉する（Welte SA et al.(2003),Eur J Immunol
 33(1):194-203）。腫瘍細胞においては、ULBP2、MICB、またはMICAのようなNKG2Dリガン
ドを分泌することによって、NKG2D応答を回避するための、いくつかの機序が進化してい
る（Waldhauer I,Steinle A(2003).腫瘍細胞からの可溶性UL16結合タンパク質2のタンパ
ク質分解による放出（Proteolytic release of soluble UL16-binding protein 2 from t
umor cells.）Cancer Res 2006;66(5):2520-2526；Salih HR et al.(2006),Hum Immunol.
2006 Mar;67(3):188-95；Salih HR et al.(2003)Blood.2003 Aug 15;102(4):1389-96；Sa
lih HR et al.(2002)J Immunol.;169(8):4098-102）。
【０００９】
　宿主免疫系から逃れるため、多くの戦略がウイルスによって使用される。レトロウイル
スエンベロープを発現する腫瘍細胞は、インビボの免疫拒絶から逃れる（Mangeney M et 
al.(1998).Proc.Natl.Acad.Sci.95:14920；Quintana F.et al.(2005).J.Clin.Invest.115
:2149；Bloch I.et al.(2007),FASEB J.21:393）。モロニーマウス白血病ウイルスならび
にレンチウイルス（HIV 1およびHIV 2）のようなレトロウイルスは、エンベロープタンパ
ク質gp41を通して、免疫抑制活性を発揮することが示されている（Morozov V.et al.(201
2),Retrovorology.9:67；Denner J.et al.(2013),PLOS ONE.8:e55199；Schlecht-Louf G 
et al(2014).J.Virology.88:992）。このウイルスタンパク質の主な機能は、ウイルスと
細胞膜との間の融合を促進することであるが、gp41の異なるドメインが、T細胞の活性化
および増殖を阻害することができる。ISU（免疫抑制単位（ImmunoSuppressive Unit））
と呼ばれる第1のものは、gp41のNヘリカルリピートのC末端部分に位置する（Mangeney M 
et al.(1998).Proc.Natl.Acad.Sci.95:14920；Morozov V.et al.(2012),Retrovorology.9
:67；Denner J.et al.(2013),PLOS ONE.8:e55199；Schlecht-Louf G et al(2014).J.Viro
logy.88:992）。その作用モードは、十分に確立されていないが、カルシウム流入およびP
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KC（プロテインキナーゼC）機能に干渉するようである。FP（融合ペプチド（fusion pept
ide））と呼ばれる第2のものは、タンパク質のN末端部分に位置し、TCRα鎖と直接相互作
用して、TCR複合体の組み立てを防止する（Cohen T et al(2010),PLOS Pathogens.6:e100
1085；Faingold O et al,(2012),J.Biol.Chem.287:33503）。ISUおよびFPの両方が、完全
タンパク質、膜貫通タンパク質、短縮膜貫通タンパク質、または合成ペプチドとして免疫
抑制性であることが示されている。
【００１０】
　T細胞性免疫は、免疫応答を微調整する、共刺激シグナルと阻害シグナルとのバランス
によって調節される複数の連続した段階を含む。免疫チェックポイントと呼ばれる阻害シ
グナルは自己寛容の維持に重要であり、免疫を介した組織への付帯的損害を制限するのに
も重要である。腫瘍は免疫チェックポイントタンパク質の発現を調節解除することができ
る。腫瘍がこれらの阻害経路を勝手に使う能力は免疫耐性における重要な機構であり、免
疫療法の成功を制限する。治療的T細胞免疫応答を活性化する有望なアプローチの1つは、
これらの免疫チェックポイントの遮断である(Pardoll 2012)。免疫チェックポイントは、
癌における機能的細胞免疫の活性化に対する大きな障壁であり、CTLA4およびprogrammed 
death-1(PD-1)を含むT細胞上にある阻害リガンドに特異的なアンタゴニスト抗体は、クリ
ニックにおいて評価されている標的薬剤の例である。
【００１１】
　細胞傷害性Tリンパ球抗原4(CTLA-4; CD152とも知られる)はT細胞活性化の大きさ(ampli
tude)をダウンレギュレートする。黒色腫患者におけるアンタゴニストCTLA4抗体(イピリ
ムマブ)による処置は生存利益を示した(Robert and Mateus 2011)。Programmed cell dea
th protein 1(PD1またはPDCD1。CD279とも知られる)は、免疫療法のための、別の極めて
有望な標的である(Pardoll and Drake 2012; Pardoll 2012)。CTLA-4とは対照的に、PD1
は、感染症に対する炎症応答時に末梢組織におけるT細胞エフェクター機能を制限し、自
己免疫を制限する。PD1抗体を用いた初の臨床試験は、いくつかの腫瘍退縮症例を示して
いる(Brahmer, Drake et al. 2010)。複数のさらなる免疫チェックポイントタンパク質が
、最近の研究に基づく治療的遮断のための有望な標的である。
【００１２】
　WO2013/173223A出願は、PD-1および/またはPD-L1に対する抗体の投与によってPD-1-PD-
L1経路が破壊される免疫治療の方法を記載している。この阻害性免疫制御剤は、患者の選
択を可能にし、かつオントリートメント管理をガイドするため、バイオマーカーとして使
用される。
【００１３】
　Pegram et al.(2012)は、インターフェロンIL-12を分泌するよう改変された、腫瘍を標
的とするT細胞が、照射、リンパ枯渇化学療法、および/または付加的なサイトカイン補助
のような前処置の必要なしに、マウスモデルにおいて全身腫瘍を根絶し得ることを示した
。
【００１４】
　Rong et al.(2014)は、CTLA-4 IgおよびPD-L1が、いずれも、単独では十分でなかった
ため、免疫防御を付与するためには、その両方の発現が、ヒト胚性幹細胞（hESC）におい
て必要とされることを証明した。このアプローチは、ヒト胚性幹細胞のマウスへの同種移
植を補助するために使用されている。
【００１５】
　前記の先行技術（WO2013/173223A、Pegram et al.、およびRong Z et al）の3件全てに
おいて、TCRのような自己認識系は機能性のまま維持されており、従って、生着させられ
た細胞の宿主における持続性が制限された。しかしながら、癌免疫治療またはその他の適
応症における処置として同種CAR T細胞を使用し得るようにするためには、移植片対宿主
病（GvHD）のリスクおよび患者による治療用細胞の拒絶のリスクを軽減しなければならな
い。同種細胞は、リンパ枯渇計画を受容した患者において生存することができるが、その
治療活性は、リンパ枯渇の持続時間によって制限される。
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【００１６】
　生存を延長し、治療活性を増強するため、本発明者らは、患者の免疫系が活性でありな
がら、治療用同種T細胞の拒絶を防止する方法を、本明細書に記載する。この方法は、細
胞膜においてまたは細胞膜を通して、免疫抑制ポリペプチドを異所発現しかつ/または分
泌するよう治療用細胞を操作することによる、局所的な免疫防御を生み出すことからなる
。そのようなポリペプチドの様々なパネル、具体的には、免疫チェックポイントのアンタ
ゴニスト、またはウイルスエンベロープに由来するもの、またはNKG2Dリガンドが、宿主
における同種免疫細胞の持続性および/または生着を増強し得ることが見出された。より
よい効力のため、この局所的な免疫抑制効果は、自己/非自己認識に関与する遺伝子の不
活化によって完成し、それによって、生着のためのこれらの操作された免疫細胞は「既製
の」生成物として入手可能となる。
【発明の概要】
【００１７】
　本発明は、宿主生物における持続性を増加させかつ/または生着を容易にし、それによ
って、移植片対宿主病（GvHD）のリスクを低下させることによって免疫治療目的のために
適当なものとするため、T細胞のような免疫細胞を操作する方法を開示する。より具体的
には、本発明は、自己抗原および非自己抗原の認識に関与するポリペプチドをコードする
少なくとも1種の内在性遺伝子を1種の免疫細胞において不活化し、その後、少なくとも1
種の非内在性免疫抑制ポリペプチドと操作された免疫細胞を接触させる方法に関する。
【００１８】
　一つの局面において、不活化は、好ましくは、TALEヌクレアーゼのような特異的なレア
カットエンドヌクレアーゼを使用することによって、TCRおよび/またはβ2M遺伝子に対し
て実施される。
【００１９】
　さらなる局面において、宿主対移植片（HvG）、即ち、同種移入された免疫細胞を攻撃
する宿主免疫細胞による、養子移入された同種免疫細胞の枯渇を防止するため、接触工程
は、不活性PD1および/またはCTLA-4リガンドの免疫細胞自体による発現によって実現され
る。本発明による別法は、ウイルスMHC相同体、NKG2Dリガンド、および/またはウイルスe
nv免疫抑制ドメイン（ISU）、またはウイルスFPタンパク質の発現を提供する。
【００２０】
　また、本発明の範囲内で、少なくとも1種の非内在性免疫抑制ポリペプチドとの操作さ
れた免疫細胞のインキュベーションが、免疫抑制ポリペプチドの発現の代わりに使用され
てもよい。CD80/CD86抗体は、インキュベーションにおいて使用される免疫抑制ポリペプ
チドとして好ましい。
【００２１】
　免疫治療のために適切な改変された免疫細胞は、特異的な細胞認識のためのキメラ抗原
受容体（CAR）をコードする外来性組換えポリヌクレオチドをさらに含んでいてよい。本
明細書に記載されたタンパク質、ポリペプチド、またはベクターのいずれかを含む、得ら
れた単離された細胞または細胞株は、治療用生成物として、理想的には、低下した移植片
対宿主病（GvHD）リスクおよび延長された寿命を有する「既製の」生成物として使用する
ためのものである。
【００２２】
　そのような操作された免疫細胞を投与することによって患者における癌または感染を処
置するかまたは防止する方法も記載される。
【００２３】
図面および表の簡単な説明
　前記のものに加えて、本発明は、以下の説明および添付の図面から明らかになるであろ
う特色をさらに含む。本発明およびその付随する利点の多くのより完全な理解は、下記の
詳細な説明と共に以下の図面を参照することによってよりよく理解されるため、容易に入
手されるであろう。
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【図面の簡単な説明】
【００２４】
【図１】付加的な遺伝子改変を有しない同種CAR T細胞と、多様な宿主免疫細胞（CD8+ T
細胞、CD4+ T細胞、樹状細胞のようなAPC、およびNK細胞）との間の可能性のある相互作
用の模式図。記号（+）は活性化、記号（-）は阻害を表す。CAR T細胞は、CARのscFvによ
って認識される細胞表面抗原を提示する標的腫瘍細胞と遭遇することによって活性化され
る。同種CAR T細胞と宿主NK細胞との間の相互作用は、NK細胞の阻害剤によるMHC Iの認識
によって阻害される。宿主細胞傷害性T細胞（CD8+T細胞）の活性化は、CAR T細胞のMHC I
成分のTCRによる結合によって起こる。同種T CAR細胞に対する宿主NK細胞の作用も、MHCI
認識を介して阻害される。
【図２】分泌型CTLA-4 Igを発現する同種CAR T細胞と、多様な宿主免疫細胞（CD8+ T細胞
、CD4+ T細胞、樹状細胞のようなAPC、およびNK細胞）との間の可能性のある相互作用の
模式図。記号（+）は活性化、記号（-）は阻害を表す。CAR T細胞は、CARのscFvによって
認識される細胞表面抗原を提示する標的腫瘍細胞と遭遇することによって活性化される。
NK細胞とCAR T細胞との間の相互作用は不変のままである。分泌されたCLTA-4 Igは、APC
細胞および腫瘍細胞の表面上のCD80/CD86抗原に結合し、従って、（ここでの樹状細胞の
ような）APC細胞とCAR T細胞との間の相互作用を不活化する。従って、CLTA-4 Igの分泌
は局所的な免疫防御を生み出す。
【図３】膜結合型PD-L1を発現し、PD-1遺伝子がKOによって不活化されている同種CAR T細
胞と、多様な宿主免疫細胞（CD8+ T細胞、CD4+ T細胞、樹状細胞のようなAPC、およびNK
細胞）との間の可能性のある相互作用の模式図。記号（+）は活性化、記号（-）は阻害を
表す。CAR T細胞と腫瘍細胞およびNK細胞との間の可能性のある相互作用は不変のままで
ある。同種CAR T細胞によるPD-L1の発現は、宿主CD8+T細胞のPD-1受容体とのPD-L1の結合
のため、同種CAR T細胞を宿主CD8+T細胞に対して非感受性にする。従って、PD-L1は、患
者のT細胞においてT細胞阻害経路を誘発し、この効果は、同種のPD-1遺伝子が不活化され
る時、より顕著である。
【図４】分泌型PD-L1を発現し、PD-1遺伝子がKOによって不活化されている同種CAR T細胞
と、多様な宿主免疫細胞（CD8+ T細胞、CD4+ T細胞、樹状細胞のようなAPC、およびNK細
胞）との間の可能性のある相互作用の模式図。記号（+）は活性化、記号（-）は阻害を表
す。CAR T細胞と腫瘍細胞およびNK細胞との間の可能性のある相互作用は不変のままであ
る。同種CAR T細胞によって分泌されたPD-L1は、PD-1受容体によって宿主のCD8+ T細胞お
よびCD4+T細胞に結合し、PD-L1/PD-1経路を阻害することができる。従って、PD-L1は、患
者のT細胞においてT細胞阻害経路を誘発し、この効果は、同種のPD-1遺伝子が不活化され
る時、より顕著である。
【図５】ウイルスenv免疫抑制ドメイン（ISU）を発現する同種CAR T細胞と、多様な宿主
免疫細胞（CD8+ T細胞、CD4+ T細胞、樹状細胞のようなAPC、およびNK細胞）との間の可
能性のある相互作用の模式図。記号（+）は活性化、記号（-）は阻害を表す。CAR T細胞
と腫瘍細胞およびNK細胞との間の可能性のある相互作用は不変のままである。ウイルスIS
Uの発現は、おそらく、IL-10インターロイキンの産生の低下によって、宿主T細胞およびA
PC細胞による同種CAR T細胞の認識を阻害し、従って、免疫抑制効果を生みだすようであ
る。
【図６】KOによって不活化されたB2M遺伝子を有する同種CAR T細胞と、多様な宿主免疫細
胞（CD8+ T細胞、CD4+ T細胞、樹状細胞のようなAPC、およびNK細胞）との間の可能性の
ある相互作用の模式図。記号（+）は活性化、記号（-）は阻害を表す。CAR T細胞と腫瘍
細胞との間の可能性のある相互作用は不変のままである。MCHIの1個の成分であるB2M遺伝
子の不活化は、宿主細胞傷害性T細胞（CD8+）およびNK細胞との相互作用に関して後者を
非機能性にする。次いで、NK細胞は、NKG2D/NKG2Dリガンドのような活性化経路を介して
同種CAR T細胞に対して活性化を発揮する。
【図７】KOによって不活化されたB2M遺伝子を有し、ウイルスMHCI相同体を発現する同種C
AR T細胞と、多様な宿主免疫細胞（CD8+ T細胞、CD4+T細胞、樹状細胞のようなAPC、およ
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びNK細胞）との間の可能性のある相互作用の模式図。記号（+）は活性化、記号（-）は阻
害を表す。CAR T細胞と腫瘍細胞との間の可能性のある相互作用は不変のままである。先
の図面（B2M KOのみ）に関しては、CAR T細胞と宿主CD8+T細胞との間の相互作用が弱めら
れる。この場合、ウイルスMHCI相同体の発現は、MHCI/阻害剤受容体を介してNK細胞との
相互作用を非機能性にする。ウイルスMHCI相同体の発現と組み合わせられたB2MのKOによ
る同種CAR T細胞の二重遺伝子改変は、免疫抑制性の防御を強化する。
【図８】KOによって不活化されたB2M遺伝子を有し、可溶性NKG2Dリガンドを発現する同種
CAR T細胞と、多様な宿主免疫細胞（CD8+ T細胞、CD4+T細胞、樹状細胞のようなAPC、お
よびNK細胞）との間の可能性のある相互作用の模式図。記号（+）は活性化、記号（-）は
阻害を表す。CAR T細胞と腫瘍細胞との間の可能性のある相互作用は不変のままである。
先の図面（B2M KOのみ）に関しては、CAR T細胞と宿主CD8+T細胞との間の相互作用が弱め
られる。可溶性NKG2Dリガンドの発現は、NK細胞との相互作用を不活化する別の方式であ
る。この場合、可溶性NKG2Dリガンドは、NK細胞上のNKG2D受容体に結合することができる
が、阻害性の競合を発揮するCAR T細胞のNKG2Dリガンドとは対照的に、作用を発揮しない
。可溶性NKG2Dリガンドの発現と組み合わせられたB2MのKOによる同種CAR T細胞の二重遺
伝子改変は、免疫抑制性の防御を強化する。
【図９】可能性のある宿主対移植片反応（HvG）を例示する同種CAR T細胞養子免疫治療の
一般的なスキーム。ここには、急性リンパ芽球性白血病（ALL）に罹患した患者を処置す
ることを目標とした抗CD19キメラ抗原受容体（CAR）による例が表される。健常ドナーか
らの同種T細胞の精製、活性化および増殖、CAR形質導入、ならびに最終的なALL患者への
注入の工程の後には、これらの同種CAR T細胞に対する宿主免疫攻撃（HvG）の高いリスク
が存在する。
【図１０】同種CAR T細胞養子移入の後に宿主患者において起こるHvG反応を防止するため
のPD-L1の再発現を記載したスキーム。A.初代T細胞の細胞表面におけるPD-L1の再発現を
介したHvG反応防止のスキーム。B.PD-L1発現の非存在下でのHvG反応のスキーム。
【図１１】同種T細胞の存在下での活性化に関与する受容体の名称と共に、宿主抗原提示
細胞（APC）および宿主T細胞を含むHvG反応を記載したスキーム。A.HvG反応のスキーム。
B.同種T細胞によるCTLA4-Igの排出におけるHvG防止のスキーム。
【図１２Ａ】T細胞またはCARツールT細胞の表面におけるPD-L1の発現のフローサイトメト
リーによる特徴決定。
【図１２Ｂ】T細胞またはCARツールT細胞の表面におけるPD-L1の発現のフローサイトメト
リーによる特徴決定。
【図１２Ｃ】T細胞またはCARツールT細胞の表面におけるPD-L1の発現のフローサイトメト
リーによる特徴決定。
【図１３】PD-L1を発現する操作されたCAR T細胞の関連腫瘍細胞および非関連腫瘍細胞（
それぞれ、ダウディ細胞およびK562細胞）に対する特異的細胞溶解活性。AおよびBは異な
る血液ドナーを示す。
【図１４】培養培地中のCAR T細胞によるCTLA4a IgおよびCTLA4b Igの排出のELISA検出。
A.培養培地中のCTLA4 Igの量を定量化するために使用された標準曲線。B.CTLA4a Igまた
はCTLA4b Igのいずれかをコードする10μgまたは20μgのmRNAをトランスフェクトされた
、操作されたCAR T細胞の培養培地上清中のCTLA4a IgおよびCTLA4b Igの検出。
【図１５】CTLA4a Igを発現する操作されたCAR T細胞の関連腫瘍細胞および非関連腫瘍細
胞（それぞれ、ダウディ細胞およびK562細胞）に対する特異的細胞溶解活性。
【図１６】T細胞におけるβ2-m発現のFACS分析。トランスフェクトされていないT細胞（
上）ならびにトランスフェクトされたT細胞（中央および下）を、生存度（左）およびβ2
-m発現（右）についてFACSによって分析する。
【図１７】MOI=5で、対照LV（PD-L1）を形質導入された操作されたCAR T細胞、CTLA4Ig L
V単独を形質導入された改変CAR T細胞、またはPD-L1およびCTLA4Ig LVによって同時形質
導入された改変CAR T細胞の培養培地上清中のCTLA4Igの検出。14日齢培養物由来の上清を
、1/1000e希釈（斜線付きバー）または1/5000e希釈（黒色バー）で、ELISAによって試験
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する。灰色バーは、両方の希釈からの平均力価を表す。
【図１８】示された刺激に対する応答における、ドナー1由来のCFSE陰性T細胞の定量化（
灰色バー）、CD3+ T細胞の定量化（黒色バー）、およびT細胞生存度（斜線付きバー）の
ための混合リンパ球反応。D1およびD2は、それぞれ、ドナー1およびドナー2に相当する。
左から右へ：（a）未処理のドナー1由来のPBMCを単独で培養した；（b）増加する濃度のP
HA（フィトヘマグルチニン－10μg/ml、T細胞分裂促進因子）による処理に供されたドナ
ー1由来のPBMCを単独で培養する；（c）ドナー1由来のPBMCを、ドナー2由来の形質導入さ
れていないT細胞と共培養する；（d）ドナー1由来のPBMCを、ドナー2由来のPD-L1を形質
導入されたT細胞と共培養する；（e）ドナー1由来のPBMCを、ドナー2由来のCTLA4Igを形
質導入されたT細胞と共培養する；（f）ドナー1由来のPBMCを、ドナー2由来のPD-L1およ
びCTLA4Igによって同時形質導入されたT細胞と共培養する。
【図１９】（グラフの下に示される）示された異なる操作されたCAR T細胞を、特異的な
標的細胞（MOLM-13；CD123抗原発現）および対照陰性細胞（ダウディ）と、10:1のE:T比
で4時間インキュベートする細胞傷害アッセイ。標的細胞死を、フローサイトメトリーに
よって測定し、非特異的な死滅（ダウディ）に対して正規化する。
【図２０】（グラフの下に示される）示された異なる操作されたCAR T細胞を、特異的な
標的細胞（MOLM-13）および対照陰性細胞（ダウディ）と、10:1（斜線付きバー）、5:1（
黒色バー）、および1:1（灰色バー）のE:T比で4時間インキュベートする細胞傷害アッセ
イ。標的細胞死を、フローサイトメトリーによって測定し、非特異的な死滅（ダウディ）
に対して正規化する。
【図２１】インビボ実験のアウトラインスキーム。NOGマウスに、まず、MOLM-13（luc/GF
P）腫瘍細胞株を注射し、7日後に、操作されたCAR T細胞を注射する。腫瘍進行を生物発
光（Biolum）分析および全体の生存を介してモニタリングする。
【図２２】フローサイトメトリーによって、CAR CD123およびPD-L1の細胞表面発現につい
て、操作されたT細胞をモニタリングする。
【図２３Ａ】図２３は、NOGマウスにおける腫瘍を示すD-1～D14の生物発光イメージング
。写真内の暗色スポットは腫瘍を表す。マウスへ注射されたT細胞の異なる群を、以下の
ように提示する。図23A：トランスフェクトされていないT細胞（CARなしT細胞）または抗
CD123 CARをトランスフェクトされたT細胞（CAR T CD123）。
【図２３Ｂ】図２３は、NOGマウスにおける腫瘍を示すD-1～D14の生物発光イメージング
。写真内の暗色スポットは腫瘍を表す。マウスへ注射されたT細胞の異なる群を、以下の
ように提示する。図23B：抗CD123 CARによってトランスフェクトされ、CTLA4Igを形質導
入されたT細胞（CAR T CD123/CTLA4Ig）；抗CD123 CARによってトランスフェクトされ、P
D-L1を形質導入されたT細胞（CAR T CD123/PDL1）；抗CD123 CARによってトランスフェク
トされ、CTLA4IgおよびPD-L1を形質導入されたT細胞（CAR T CD123/PDL1/CTLA4Ig）。
【図２４】成分：抗原に特異的VH鎖およびVL鎖、ヒンジ、膜貫通ドメイン（TM）、共刺激
ドメイン（4-1BB）、ならびにシグナリング伝達ドメイン（CD3ζ）を含み、任意で、リン
カーを含む、異なる単鎖キメラ抗原受容体CAR構成（V1～V6）の模式図。
【発明を実施するための形態】
【００２５】
　表1：β2m TALEヌクレアーゼ配列の説明
【００２６】
　表2：2種の異なるPDC1遺伝子標的についての2対のTALENのポリヌクレオチド配列が提示
される。
【００２７】
　表3：CLTA-4a、CTLA-4b、およびPD-L1を発現するプラスミド構築物のポリヌクレオチド
配列。
【００２８】
　表4：多様なウイルス由来のISUドメインバリアントのポリペプチド配列。
【００２９】



(13) JP 2018-509148 A 2018.4.5

10

20

30

40

50

　表5：ウイルスMHC相同体（UL18）およびNKG2Dリガンドのパネルのポリペプチド配列。
【００３０】
　表6：天然起源および人工起源に由来するFPポリペプチドのアミノ酸配列。
【００３１】
　表7：TRACおよびTRBC TALEヌクレアーゼならびにヒトの対応する遺伝子におけるTALEヌ
クレアーゼ標的部位の配列の説明。
【００３２】
発明の詳細な説明
　本明細書において特に定義されない限り、使用される技術用語および科学用語は、全て
、遺伝子治療、生化学、遺伝学、および分子生物学の領域の当業者によって一般的に理解
されるのと同一の意味を有する。
【００３３】
　適当な方法および材料が本明細書に記載されるが、本明細書に記載されたものに類似し
ているかまたは等価である全ての方法および材料が、本発明の実施または試行において使
用され得る。本明細書において言及された刊行物、特許出願、特許、およびその他の参照
は全て、特に、参照が引用されている隣接する文章、段落、またはセクションにおける主
題に関する各参照によって開示される主題について、参照によってその全体が組み入れら
れる。矛盾する場合には、定義を含む本明細書が優先されるであろう。さらに、材料、方
法、および実施例は、他に特記されない限り、例示的なものに過ぎず、限定するためのも
のではない。
【００３４】
　本発明の実施は、他に示されない限り、当技術分野の技術の範囲内にある細胞生物学、
細胞培養、分子生物学、トランスジェニック生物学、微生物学、組換えDNA、および免疫
学の従来の技術を利用するであろう。そのような技術は、文献中に完全に説明されている
。例えば、Current Protocols in Molecular Biology(Frederick M.AUSUBEL,2000,Wiley 
and son Inc,Library of Congress,USA)；Molecular Cloning:A Laboratory Manual,Thir
d Edition,(Sambrook et al,2001,Cold Spring Harbor,New York:Cold Spring Harbor La
boratory Press)；Oligonucleotide Synthesis(M.J.Gait ed.,1984)；Mullisら、米国特
許第4,683,195号；Nucleic Acid Hybridization(B.D.Harries & S.J.Higgins eds.1984)
；Transcription And Translation(B.D.Hames & S.J.Higgins eds.1984)；Culture Of An
imal Cells(R.I.Freshney,Alan R.Liss,Inc.,1987)；Immobilized Cells And Enzymes(IR
L Press,1986)；B.Perbal,A Practical Guide To Molecular Cloning(1984);the series,
Methods In ENZYMOLOGY(J.Abelson and M.Simon,eds.-in-chief,Academic Press,Inc.,Ne
w York)、特に、第154巻および第155巻(Wu et al.eds.)および第185巻、"Gene Expressio
n Technology"(D.Goeddel,ed.)；Gene Transfer Vectors For Mammalian Cells(J.H.Mill
er and M.P.Calos eds.,1987,Cold Spring Harbor Laboratory)；Immunochemical Method
s In Cell And Molecular Biology(Mayer and Walker,eds.,Academic Press,London,1987
)；Handbook Of Experimental Immunology,Volumes I-IV(D.M.Weir and C.C.Blackwell,e
ds.,1986)；ならびにManipulating the Mouse Embryo,(Cold Spring Harbor Laboratory 
Press,Cold Spring Harbor,N.Y.,1986)を参照されたい。
【００３５】
　一般的な局面において、本発明は、癌および感染症の処置における新たな養子免疫療法
戦略のための方法に関する。
【００３６】
　本発明は、以下の主要な態様に関する：
（1）以下の工程を含む、同種免疫細胞の持続性および/または生着を増加させる方法：
（a）同種細胞を準備する工程；
（b）自己抗原および非自己抗原の認識に関与するポリペプチドをコードする少なくとも1
種の内在性遺伝子を不活化することによって、該細胞を改変する工程；ならびに
（c）少なくとも1種の非内在性免疫抑制ポリペプチドと免疫細胞を接触させる工程。



(14) JP 2018-509148 A 2018.4.5

10

20

30

40

50

【００３７】
（2）免疫細胞が造血細胞である、態様1の方法。
【００３８】
（3）免疫細胞が初代細胞である、態様1または態様2の方法。
【００３９】
（4）工程（c）における発現または接触がT制御性細胞を特異的に阻害しない、態様1～3
のいずれかによる方法。
【００４０】
（5）工程（c）における発現または接触がCD8+T細胞を特異的に阻害する、態様1～4のい
ずれかの方法。
【００４１】
（6）工程（c）が、少なくとも1種の非内在性免疫抑制ポリペプチドの分泌を指示する少
なくとも1種の非内在性ポリヌクレオチドの、免疫細胞における発現によって実施される
、態様1～態様5による方法。
【００４２】
（7）工程（c）が、PD-1をコードする遺伝子の発現の不活化をさらに含有する、態様1～
態様6による方法。
【００４３】
（8）PD-1遺伝子の不活化が、SEQ ID NO:11～12および13～14のTALEヌクレアーゼをコー
ドするポリヌクレオチドを使用することによって実施される、態様7による方法。
【００４４】
（9）工程（b）におけるポリペプチドが、TCR、MHCクラスI成分、b-2ミクログロブリン（
B2M）、TAP1、およびLMP（large multifunctional protease）2の中から選択される、態
様1～8のいずれかによる方法。
【００４５】
（10）工程（c）におけるポリペプチドが、PDL-1、CTLA-4、ウイルスMHC相同体、NKG2Dリ
ガンド、ウイルスenv免疫抑制ドメイン（ISU）、またはウイルスFPタンパク質の中から選
択される、態様1～9のいずれかによる方法。
【００４６】
（11）工程（b）がB2Mの不活化によって実施され、工程（c）が同種免疫細胞における不
活性PDL-1リガンドの発現によって実施される、態様1～10のいずれかによる方法。
【００４７】
（12）工程（c）における付加的な改変が、同種免疫細胞におけるCTLA-4免疫グロブリン
の発現によって実施される、態様1～11のいずれかによる方法。
【００４８】
（13）発現されるCTLA-4免疫グロブリンをコードする核酸分子が、SEQ ID NO:16～17と少
なくとも80％、好ましくは90％、より好ましくは95％の同一性を有する、態様12による方
法。
【００４９】
（14）工程（b）がTCRの不活化によって実施され、工程（c）が同種免疫細胞による不活
性PDL-1リガンドの発現によって実施される、態様1～13のいずれかによる方法。
【００５０】
（15）工程（c）が、FeLV、MLV、HERVより選択されるウイルスenv免疫抑制ドメイン（ISU
）、またはウイルスFPタンパク質を発現させることによって実施される、態様1～10のい
ずれかによる方法。
【００５１】
（16）工程（b）がB2Mの不活化によって実施され、工程（c）が同種免疫細胞によるウイ
ルスenv免疫抑制ドメイン（ISU）の発現によって実施される、態様1～10のいずれかの方
法。
【００５２】
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（17）工程（b）がTCRの不活化によって実施され、工程（c）が同種免疫細胞によるウイ
ルスenv免疫抑制ドメイン（ISU）の発現によって実施される、態様1～10のいずれかの方
法。
【００５３】
（18）発現されるウイルスenv免疫抑制ドメイン（ISU）をコードする核酸分子が、SEQ ID
 NO:19～38と少なくとも80％、好ましくは90％、より好ましくは95％の同一性を有する、
態様16または17による方法。
【００５４】
（19）工程（b）がB2Mの不活化によって実施され、工程（c）が同種免疫細胞によるウイ
ルスFPタンパク質の発現によって実施される、態様1～10のいずれかの方法。
【００５５】
（20）工程（b）がTCRの不活化によって実施され、工程（c）が同種免疫細胞によるウイ
ルスFPタンパク質の発現によって実施される、態様1～10のいずれかの方法。
【００５６】
（21）発現されるウイルスFPタンパク質をコードする核酸分子が、SEQ ID NO:48～50と少
なくとも80％、好ましくは90％、より好ましくは95％の同一性を有する、態様19または20
による方法。
【００５７】
（22）工程（b）がB2Mの不活化によって実施され、工程（c）が同種免疫細胞によるNKG2G
リガンドの発現によって実施される、態様1～10のいずれかの方法。
【００５８】
（23）工程（b）がTCRの不活化によって実施され、工程（c）が同種免疫細胞によるNKG2G
リガンドの発現によって実施される、態様1～10のいずれかの方法。
【００５９】
（24）発現されるNKG2Gリガンドをコードする核酸分子が、SEQ ID NO:40～47と少なくと
も80％、好ましくは90％、より好ましくは95％の同一性を有する、態様22または23による
方法。
【００６０】
（25）工程（b）におけるウイルスMHC相同体がUL18である、態様1～10のいずれかによる
方法。
【００６１】
（26）工程（b）がB2Mの不活化によって実施され、工程（c）が同種免疫細胞によるウイ
ルスMHC相同体UL18タンパク質の発現によって実施される、態様1～10のいずれかの方法。
【００６２】
（27）工程（b）がTCRの不活化によって実施され、工程（c）が同種免疫細胞によるウイ
ルスMHC相同体UL18タンパク質の発現によって実施される、態様1～10のいずれかの方法。
【００６３】
（28）発現されるウイルスMHC相同体UL18をコードする核酸分子が、SEQ ID NO:39と少な
くとも80％、好ましくは90％、より好ましくは95％の同一性を有する、態様26または27に
よる方法。
【００６４】
（29）工程（c）が、少なくとも1種の非内在性免疫抑制ポリペプチドとの免疫のインキュ
ベーションによって実施される、態様1～5または態様8～9のいずれかによる方法。
【００６５】
（30）非内在性免疫抑制ポリペプチドが抗CD80 mAbまたは抗CD86 mAbである、態様29によ
る方法。
【００６６】
（31）工程（b）における遺伝子不活化が、TALヌクレアーゼ、メガヌクレアーゼ、ジンク
フィンガーヌクレアーゼ（ZFN）、またはRNA誘導型エンドヌクレアーゼを使用することに
よって実施される、態様1または30のいずれかによる方法。
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【００６７】
（32）工程（b）における遺伝子不活化が、TALヌクレアーゼを使用して実施される、態様
1または31のいずれかによる方法。
【００６８】
（33）工程（b）における遺伝子不活化が、RNA誘導型エンドヌクレアーゼを使用すること
によって実施される、態様1～31のいずれかによる方法。
【００６９】
（34）RNA誘導型エンドヌクレアーゼがCas9である、態様33による方法。
【００７０】
（35）工程（b）における遺伝子不活化が、TCRをコードする遺伝子の発現を阻害する核酸
分子を使用することによって実施される、態様1～10、11～15、17～18、20～21、23～25
、または27～34のいずれかによる方法。
【００７１】
（36）TCR遺伝子の不活化が、SEQ ID NO:52～53、55～56、62～63、および65～66のTALE
ヌクレアーゼを使用することによって実施される、態様32による方法。
【００７２】
（37）工程（b）における遺伝子不活化が、B2Mをコードする遺伝子の発現を阻害する核酸
分子を使用することによって実施される、態様1～12、13～16、18～19、21～22、24～26
、または28～34のいずれかによる方法。
【００７３】
（38）B2M遺伝子の不活化が、SEQ ID NO:2～3、5～6、および8～9のTALEヌクレアーゼを
使用することによって実施される、態様32による方法。
【００７４】
（39）（d）悪性細胞または感染細胞の表面に発現された少なくとも1種の抗原に対するキ
メラ抗原受容体（CAR）をコードするヌクレオチド配列を含む外来性核酸分子をT細胞へ導
入する工程：をさらに含む、態様1～38のいずれかによる方法。
【００７５】
（40）キメラ抗原受容体が、SEQ ID NO: 67（CD19抗原）、SEQ ID NO: 68（CD38抗原）、
SEQ ID NO: 69（CD123抗原）、SEQ ID NO: 70（CS1抗原）、SEQ ID NO: 71（BCMA抗原）
、SEQ ID NO: 72（FLT-3抗原）、SEQ ID NO: 73（CD33抗原）、SEQ ID NO: 74（CD70抗原
）、SEQ ID NO: 75（EGFR-3v抗原）、およびSEQ ID NO: 76（WT1抗原）との80％超、好ま
しくは90％超、より好ましくは95％超の同一性を有する抗原性標的配列を有するscFv（VH
鎖およびVL鎖）を含む、態様39による方法。
【００７６】
（41）（d）得られた操作されたT細胞を増殖させる工程
をさらに含む、態様1～40のいずれかによる方法。
【００７７】
（42）態様1～41のいずれかによる方法を使用することによって入手可能な改変T細胞、好
ましくは、単離された操作されたT細胞。
【００７８】
（43）医薬として使用するための、態様42による操作されたT細胞。
【００７９】
（44）癌またはウイルス感染の処置において使用するための、態様42または態様43による
操作されたT細胞。
【００８０】
（45）リンパ腫の処置において使用するための、態様42～44のいずれかによる操作された
T細胞。
【００８１】
（46）処置される患者に由来する、態様42～45のいずれかによる操作されたT細胞。
【００８２】
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（47）ドナーに由来する、態様42～45のいずれかによる操作されたT細胞。
【００８３】
（48）態様42～47のいずれかによる少なくとも1種の操作されたT細胞を含む組成物。
【００８４】
　本発明は、より具体的には、以下の態様に関する：
（1）以下の工程を含む、宿主免疫細胞の存在下での同種免疫細胞の持続性および/または
生着を増加させる方法：
（a）同種細胞を準備する工程；
（b）自己抗原および非自己抗原の認識に関与するポリペプチドをコードする少なくとも1
種の内在性遺伝子を不活化することによって、該細胞を改変する工程；ならびに
（c）同種免疫細胞との相互作用を防止する効果を有する少なくとも1種の非内在性免疫抑
制ポリペプチドと、免疫細胞を接触させる工程。
【００８５】
（2）工程（b）におけるポリペプチドが、TCR、MHCクラスI成分、b-2ミクログロブリン（
B2M）、TAP1、およびLMP2の中から選択される、態様1による方法。
【００８６】
（3）工程（c）における免疫抑制ポリペプチドが、膜結合型および/または分泌型で存在
する、態様1または2による方法。
【００８７】
（4）工程（c）が、前記免疫細胞の膜表面結合型の1種の非内在性免疫抑制ポリペプチド
をコードする少なくとも1種の非内在性ポリヌクレオチドの、前記免疫細胞における発現
によって実施される、態様1～3のいずれかの方法。
【００８８】
（5）前記免疫細胞の膜表面結合型の1種の内在性免疫抑制ポリペプチドが、PD-L1リガン
ドである、態様1～4のいずれかの方法。
【００８９】
（6）発現される膜結合型のPD-L1リガンドをコードする核酸分子が、SEQ ID NO:18と少な
くとも80％、好ましくは90％、より好ましくは95％の同一性を有する、態様5による方法
。
【００９０】
（7）免疫抑制ポリペプチドが分泌型で存在する、態様1～3のいずれかの方法。
【００９１】
（8）工程（c）が、前記免疫細胞の分泌型の1種の非内在性免疫抑制ポリペプチドをコー
ドする少なくとも1種の非内在性ポリヌクレオチドの、前記免疫細胞における発現によっ
て実施される、態様1～3または態様7のいずれかによる方法。
【００９２】
（9）発現されるCTLA-4免疫グロブリンをコードする核酸分子が、SEQ ID NO:16～17と少
なくとも80％、好ましくは90％、より好ましくは95％の同一性を有する、態様8による方
法。
【００９３】
（10）工程（c）が、非内在性免疫抑制ポリペプチドであるPD-L1リガンドおよびCTLA-4免
疫グロブリンの両方と宿主免疫細胞を接触させることによって実施される、態様1～8のい
ずれかによる方法。
【００９４】
（11）工程（c）が、非内在性免疫抑制ポリペプチドであるPD-L1リガンドおよびCTLA-4免
疫グロブリンの両方の免疫細胞における発現によって実施される、態様10による方法。
【００９５】
（12）少なくとも1種の非内在性免疫抑制ポリペプチドの分泌が、分泌型のPD-L1リガンド
である、態様11による方法。
【００９６】
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（13）同種免疫細胞において発現される膜結合型のPD-L1リガンドおよびCTLA-4免疫グロ
ブリンをコードする核酸分子が、それぞれ、SEQ ID NO:18およびSEQ ID NO:16～17と少な
くとも80％、好ましくは90％、より好ましくは95％の同一性を有する、態様9～12のいず
れかによる方法。
【００９７】
（14）免疫細胞が初代細胞である、態様1～13のいずれかによる方法。
【００９８】
（15）工程（c）における発現または接触が、T制御性細胞を特異的に阻害しない、態様1
～3のいずれかによる方法。
【００９９】
（16）工程（c）における発現または接触が、宿主CD8+T細胞を特異的に阻害する、態様1
～15のいずれかによる方法。
【０１００】
（17）工程（c）が、PD-1遺伝子の発現の不活化をさらに含有する、態様1～16のいずれか
による方法。
【０１０１】
（18）工程（c）が、膜結合型のPD-L1リガンドをコードする少なくとも1種の非内在性ポ
リヌクレオチドの前記免疫細胞における発現によって実施され、前記同種細胞のさらなる
改変が、PD-1遺伝子の発現の不活化によって実施される、態様1～3のいずれかによる方法
。
【０１０２】
（19）工程（c）が、CTLA-4 Igの分泌を指示する少なくとも1種の非内在性ポリヌクレオ
チドの前記免疫細胞における発現によって実施され、前記同種細胞のさらなる改変が、PD
-1遺伝子の発現の不活化によって実施される、態様1～18のいずれかによる方法。
【０１０３】
（20）工程（c）が、非内在性免疫抑制ポリペプチドであるPD-L1リガンドおよびCTLA-4免
疫グロブリンの両方の前記免疫細胞における発現によって実施され、前記同種免疫細胞の
さらなる改変が、PD-1遺伝子の発現の不活化によって実施される、態様1～19のいずれか
による方法。
【０１０４】
（21）PD-1遺伝子の不活化が、SEQ ID NO:11～12および13～14のTALEヌクレアーゼをコー
ドするポリヌクレオチドを使用することによって実施される、態様20記載の方法。
【０１０５】
（22）工程（c）におけるポリペプチドが、PD-L1、CTLA-4、ウイルスMHC相同体、NKG2Dリ
ガンド、ウイルスenv免疫抑制ドメイン（ISU）、またはウイルスFPタンパク質の中から選
択される、態様1～16のいずれかによる方法。
【０１０６】
（23）工程（b）がB2Mの不活化によって実施され、工程（c）が同種免疫細胞におけるPD-
L1リガンドの発現によって実施される、態様1～4のいずれかによる方法。
【０１０７】
（24）工程（b）がTCRの不活化によって実施され、工程（c）が同種免疫細胞によるPD-L1
リガンドの発現によって実施される、態様1～4のいずれかによる方法。
【０１０８】
（25）工程（c）が、FeLV、MLV、HERVより選択されるウイルスenv免疫抑制ドメイン（ISU
）、またはウイルスFPタンパク質を発現させることによって実施される、態様1～4のいず
れかによる方法。
【０１０９】
（26）工程（b）がB2Mの不活化によって実施され、工程（c）が同種免疫細胞によるウイ
ルスenv免疫抑制ドメイン（ISU）の発現によって実施される、態様1～4または態様25のい
ずれかによる方法。
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【０１１０】
（27）工程（b）がTCRの不活化によって実施され、工程（c）が同種免疫細胞によるウイ
ルスenv免疫抑制ドメイン（ISU）の発現によって実施される、態様1～4のいずれかによる
方法。
【０１１１】
（28）発現されるウイルスenv免疫抑制ドメイン（ISU）をコードする核酸分子が、SEQ ID
 NO:19～38と少なくとも80％、好ましくは90％、より好ましくは95％の同一性を有する、
態様26または27による方法。
【０１１２】
（29）工程（b）がB2Mの不活化によって実施され、工程（c）が同種免疫細胞によるウイ
ルスFPタンパク質の発現によって実施される、態様1～4のいずれかによる方法。
【０１１３】
（30）工程（b）がTCRの不活化によって実施され、工程（c）が同種免疫細胞によるウイ
ルスFPタンパク質の発現によって実施される、態様1～4または態様29のいずれかによる方
法。
【０１１４】
（31）発現されるウイルスFPタンパク質をコードする核酸分子が、SEQ ID NO:48～50と少
なくとも80％、好ましくは90％、より好ましくは95％の同一性を有する、態様29または30
による方法。
【０１１５】
（32）工程（b）がB2Mの不活化によって実施され、工程（c）が同種免疫細胞によるNKG2G
リガンドの発現によって実施される、態様1～4のいずれかによる方法。
【０１１６】
（33）工程（b）がTCRの不活化によって実施され、工程（c）が同種免疫細胞によるNKG2G
リガンドの発現によって実施される、態様1～4または態様32のいずれかによる方法。
【０１１７】
（34）発現されるNKG2Gリガンドをコードする核酸分子が、SEQ ID NO:40～47と少なくと
も80％、好ましくは90％、より好ましくは95％の同一性を有する、態様32または33による
方法。
【０１１８】
（35）工程（b）におけるウイルスMHC相同体がUL18である、態様1～4のいずれかによる方
法
【０１１９】
（36）工程（b）がB2Mの不活化によって実施され、工程（c）が同種免疫細胞によるウイ
ルスMHC相同体UL18タンパク質の発現によって実施される、態様1～4または態様35のいず
れかによる方法。
【０１２０】
（37）工程（b）がTCRの不活化によって実施され、工程（c）が同種免疫細胞によるウイ
ルスMHC相同体UL18タンパク質の発現によって実施される、態様1～4または態様36のいず
れかによる方法。
【０１２１】
（38）発現されるウイルスMHCホモログUL18をコードする核酸分子が、SEQ ID NO:39と少
なくとも80％、好ましくは90％、より好ましくは95％の同一性を有する、態様36または37
による方法。
【０１２２】
（39）工程（c）が、少なくとも1種の非内在性免疫抑制ポリヌクレオチドとの前記免疫の
インキュベーションによって実施される、態様1～38のいずれかによる方法。
【０１２３】
（40）非内在性免疫抑制ポリペプチドが抗CD80 mAbまたは抗CD86 mAbである、態様39によ
る方法。



(20) JP 2018-509148 A 2018.4.5

10

20

30

40

50

【０１２４】
（41）工程（b）における遺伝子不活化が、TALヌクレアーゼ、メガヌクレアーゼ、ジンク
フィンガーヌクレアーゼ（ZFN）、またはRNA誘導型エンドヌクレアーゼを使用することに
よって実施される、態様1～40のいずれかによる方法。
【０１２５】
（42）工程（b）における遺伝子不活化が、TALヌクレアーゼを使用して実施される、態様
41記載の方法。
【０１２６】
（43）工程（b）における遺伝子不活化が、RNA誘導型エンドヌクレアーゼを使用すること
によって実施される、態様41による方法。
【０１２７】
（44）RNA誘導型エンドヌクレアーゼがCas9である、態様43による方法。
【０１２８】
（45）工程（b）における遺伝子不活化が、TCRをコードする遺伝子の発現を阻害する核酸
分子を使用することによって実施される、態様1～18、20～22、24～25、27～28、30～32
、または34～41のいずれかによる方法。
【０１２９】
（46）TCR遺伝子の不活化が、SEQ ID NO:52～53、55～56、62～63、および65～66のTALE
ヌクレアーゼを使用することによって実施される、態様45による方法。
【０１３０】
（47）工程（b）における遺伝子不活化が、B2Mをコードする遺伝子の発現を阻害する核酸
分子を使用することによって実施される、態様1～17、20～2、25～26、28～29、31～33、
または35～41のいずれかによる方法。
【０１３１】
（48）B2M遺伝子の不活化が、SEQ ID NO:2～3、5～6、および8～9のTALEヌクレアーゼを
使用することによって実施される、態様47による方法。
【０１３２】
（49）（d）悪性細胞または感染細胞の表面に発現された少なくとも1種の抗原に対するキ
メラ抗原受容体（CAR）をコードするヌクレオチド配列を含む外来性核酸分子を前記T細胞
へ導入する工程：をさらに含む、態様1～48のいずれかによる方法。
【０１３３】
（50）キメラ抗原受容体が、SEQ ID NO:67（CD19抗原）、SEQ ID NO:68（CD38抗原）、SE
Q ID NO:69（CD123抗原）、SEQ ID NO:70（CS1抗原）、SEQ ID NO:71（BCMA抗原）、SEQ 
ID NO:72（FLT-3抗原）、SEQ ID NO:73（CD33抗原）、SEQ ID NO:74（CD70抗原）、SEQ I
D NO:75（EGFR-3v抗原）、およびSEQ ID NO:76（WT1抗原）との80％超、好ましくは90％
超、より好ましくは95％超の同一性を有する抗原性標的配列を有するscFv（VH鎖およびVL
鎖）を含む、態様49による方法。
【０１３４】
（51）工程（c）が、非内在性免疫抑制ポリペプチドであるPD-L1リガンドおよび/またはC
TLA-4免疫グロブリンの同種免疫細胞における発現によって実施され、同種免疫細胞が、
抗CD123キメラ抗原受容体の発現によってさらに改変されている、態様1～50のいずれかに
よる方法。
【０１３５】
（52）同種免疫細胞のさらなる改変が、PD-1遺伝子の発現の不活化によって実施される、
態様51による方法。
【０１３６】
（53）（d）得られた操作されたT細胞を増殖させる工程：をさらに含む、態様1～52のい
ずれかによる方法。
【０１３７】
（54）態様1～35のいずれかによる方法を使用することによって入手可能な改変T細胞、好
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ましくは、単離された操作されたT細胞。
【０１３８】
（55）医薬として使用するための、態様54による操作されたT細胞。
【０１３９】
（56）癌またはウイルス感染の処置において使用するための、態様54または態様55による
操作されたT細胞。
【０１４０】
（57）リンパ腫または白血病の処置において使用するための、態様54～56のいずれかによ
る操作されたT細胞。
【０１４１】
（58）処置される患者に由来する、態様54～57のいずれかによる操作されたT細胞。
【０１４２】
（59）ドナーに由来する、態様54～57のいずれかによる操作されたT細胞。
【０１４３】
（60）態様54～59のいずれかによる少なくとも1種の操作されたT細胞を含む組成物。
【０１４４】
　本発明の前記の局面に関するさらなる詳細が、以下の説明において提供される。
【０１４５】
免疫治療のための非アロ反応性かつ高度に持続性のT細胞
　本発明の第1の局面によると、本発明者らは、いくつかの遺伝子が、同種免疫細胞にお
いて発現される時、よりよい効力のため、宿主生物における持続性の増加を可能にし得る
ことを示した。
【０１４６】
　本発明は、以下の工程を含む、好ましくは宿主免疫細胞の存在下での、同種免疫細胞の
持続性および/または生着を増加させる方法に関する：
（i）同種細胞を準備する工程；
（ii）自己抗原および非自己抗原の認識に対する応答に関与するポリペプチドをコードす
る少なくとも1種の内在性遺伝子を不活化することによって、該細胞を改変する工程；な
らびに
（iii）少なくとも1種の非内在性免疫抑制ポリペプチドと宿主免疫細胞を接触させる工程
。
【０１４７】
　非内在性免疫抑制ポリペプチドは、宿主免疫細胞が同種免疫細胞と相互作用するのを防
止する効果を有すると予想される。
【０１４８】
　「持続性」とは、インビボで、拒絶に抵抗し、時間と共に（例えば、数日、数週間、数
ヶ月、数年）、数を維持しかつ/または増加させる細胞の能力をさす。一般に、本発明の
操作された免疫細胞は、患者への注入の少なくとも10日後、好ましくは少なくとも20日後
、より好ましくは少なくとも25日後、さらに好ましくは少なくとも30日後に、患者の血液
中に見出され得る。
【０１４９】
　「生着」とは、インビボの関心対象の既存の部位への細胞の接触および取り込みの過程
をさす。
【０１５０】
　「持続性および/または生着の増加」とは、持続性にするために操作された同種免疫細
胞の数が、操作されていないもの（即ち、非持続性）が患者へ投与された場合と比較して
、処置の過程で、より高いままであることを意味する。患者へ注射される同種免疫細胞（
例えば、T細胞）の持続性および/または生着のそのような改善は、免疫細胞に対する宿主
免疫系の非応答性の状態を記載する免疫寛容（または「寛容化」）の一部であるが、免疫
細胞は、免疫応答を誘発する能力を保持する。
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【０１５１】
自己抗原および非自己抗原の認識に関与する遺伝子の不活化
　「自己抗原および非自己抗原の認識」とは、細胞が外来生物に感染しているか否かを査
定するため、宿主細胞によって主要組織適合性複合体（MHC）分子上にペプチドが提示さ
れる、細胞免疫系によって実施されるスクリーニングを意味する。このスクリーニングは
、例えば、TCRまたはTAP1/TAP2またはプロテアーゼ2のような他の膜貫通構造を含む。
【０１５２】
　遺伝子の不活化とは、関心対象の遺伝子が機能性のタンパク質型を発現しないことを意
味する。具体的な態様において、方法の遺伝子改変は、レアカットエンドヌクレアーゼが
1種の標的遺伝子において特異的に切断を触媒し、それによって、標的遺伝子を不活化す
るような、操作すべき準備された細胞における、1種のレアカットエンドヌクレアーゼの
発現に頼る。レアカットエンドヌクレアーゼによって引き起こされた核酸鎖破損は、一般
的には、相同組換えまたは非相同末端結合（NHEJ）という別個の機序を通して修復される
。しかしながら、NHEJは、切断の部位におけるDNA配列の変化をしばしばもたらす不完全
な修復過程である。機序は、直接再ライゲーションを通して（Critchlow and Jackson 19
98）またはいわゆるマイクロホモロジー媒介末端結合を介して（Ma,Kim et al.2003）、2
個のDNA末端のうちの残存するものを再接合することを含む。非相同末端結合（NHEJ）を
介した修復は、しばしば、小さい挿入または欠失をもたらし、特異的な遺伝子ノックアウ
トの作製のために使用され得る。改変は、少なくとも1個のヌクレオチドの置換、欠失、
または付加であり得る。切断によって誘導された変異誘発イベント、即ち、NHEJイベント
に続く変異誘発イベントが起こった細胞は、当技術分野において周知の方法によって、同
定されかつ/または選択され得る。
【０１５３】
　ヌクレオチド鎖切断は、相同組換えの速度を刺激することが公知である。従って、別の
態様において、方法の遺伝子改変工程は、標的核酸配列と外来性核酸との間に相同組換え
が起こるよう、標的核酸配列の一部分に相同な配列を少なくとも含む外来性核酸を細胞へ
導入する工程をさらに含む。具体的な態様において、外来性核酸は、それぞれ、標的核酸
配列の5'および3'の領域に相同な第1および第2の部分を含む。これらの態様において、外
来性核酸は、標的核酸配列の5'および3'の領域との相同性を含まない、第1の部分と第2の
部分との間に位置する第3の部分も含む。標的核酸配列の切断の後、標的核酸配列と外来
性核酸との間の相同組換えイベントが刺激される。好ましくは少なくとも50bp、好ましく
は100bp超、より好ましくは200bp超の相同配列が、ドナーマトリックス内に使用される。
従って、外来性核酸は、好ましくは200bp～6000bp、より好ましくは1000bp～2000bpであ
る。実際、共有された核酸相同性は、切断の部位の上流および下流に隣接する領域に位置
し、導入される核酸配列は、2個のアームの間に位置するべきである。
【０１５４】
　好ましい態様によると、遺伝子不活化は、好ましくは、TALヌクレアーゼ、メガヌクレ
アーゼ、ジンクフィンガーヌクレアーゼ（ZFN）、またはCas9、Cpf1、もしくはアルゴノ
ートのようなRNA/DNA誘導型エンドヌクレアーゼを使用することによって実施される。
【０１５５】
　より好ましい態様によると、自己抗原および非自己抗原の認識に関与する遺伝子の不活
化は、TALEヌクレアーゼを使用することによって実施される。これは、特異的なTALEヌク
レアーゼによって標的とされた正確なゲノム位置において達成され得、特異的なTALEヌク
レアーゼが、相同領域と上記の群より選択される1種の標的遺伝子を不活化するための配
列とを連続的に少なくとも含む外来性核酸切断を触媒する。それぞれ特異的に1種の定義
された遺伝子を標的とする数種のTALEヌクレアーゼを使用することによって、数種の遺伝
子が連続的にまたは同時に不活化されてもよい。TALEヌクレアーゼとは、TALエフェクタ
ー（TALE）に由来するDNA結合ドメインと核酸標的配列を切断する1種のヌクレアーゼ触媒
ドメインとからなる融合タンパク質を表す（Boch,Scholze et al.2009；Moscou and Bogd
anove 2009；Christian,Cermak et al.2010；Cermak,Doyle et al.2011；Geissler,Schol
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ze et al.2011；Huang,Xiao et al.2011；Li,Huang et al.2011；Mahfouz,Li et al.2011
；Miller,Tan et al.2011；Morbitzer,Romer et al.2011；Mussolino,Morbitzer et al.2
011；Sander,Cade et al.2011；Tesson,Usal et al.2011；Weber,Gruetzner et al.2011
；Zhang,Cong et al.2011；Deng,Yan et al.2012；Li,Piatek et al.2012；Mahfouz,Li e
t al.2012；Mak,Bradley et al.2012）。
【０１５６】
　別の好ましい態様によると、自己抗原および非自己抗原の認識に関与する遺伝子の不活
化は、Cas9のようなRNA誘導型エンドヌクレアーゼまたはWO2014189628に記載されるアル
ゴノートに基づく技術のようなDNA誘導型エンドヌクレアーゼによって実施される。
【０１５７】
　本発明は、自己/非自己認識に関与する少なくとも1種の遺伝子の不活化の工程を含む、
同種細胞の持続性および/または生着を増加させる方法に関する。「自己/非自己認識に関
与する遺伝子」とは、免疫系による同種細胞の検出および破壊に必要であると見なされる
、構造的に外部の受容体またはリガンドの一部であるポリペプチドをコードする遺伝子を
意味する。そのような遺伝子は、好ましくは、TCR、MHC、具体的には、クラスI MHC、β2
ミクログロブリン（B2M）、TAP1、またはLMP2の少なくとも1種の成分をコードする。
【０１５８】
　好ましい態様において、不活化される遺伝子は、TCRまたはB2M、より好ましくは、TCR
である。
【０１５９】
　本発明において、養子免疫治療戦略のための適切な遺伝子を正確に標的とするための新
しいTALEヌクレアーゼが設計された。本発明による好ましいTALEヌクレアーゼは、β2mの
不活化のためのSEQ ID NO:2～3、5～6、および8～9、ならびにSEQ ID NO:52～53、55～56
、62～63、および65～66（TCR）からなる群より選択される標的配列を認識し切断するも
のである。
【０１６０】
ヒトβ2mを切断するTALEヌクレアーゼ
　ヒトβ2m遺伝子のエクソンを標的とするTALEヌクレアーゼをコードするmRNAを、Cellec
tis Bioresearch（8,rue de la Croix Jarry,75013 PARIS）に注文した。以下の表1は、1
5bpスペーサーによって分離された（半標的と呼ぶ）2個の17bp長配列からなる標的配列の
間に結合しそれを切断するよう改変されたリピート配列を各々含有している（半TALEヌク
レアーゼと呼ぶ）2種の独立したエンティティの各々によって切断される標的配列を示す
。
【０１６１】
　（表１）β2m TALEヌクレアーゼ配列の説明
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【０１６２】
ヒトPD-1遺伝子を切断するTALEヌクレアーゼ
　自己抗原および非自己抗原の認識に関与する遺伝子の不活化に加えて、WO2014/184744
に記載される免疫チェックポイントをコードする1種または数種の遺伝子の不活化のよう
なさらなる遺伝子改変が求められる場合がある。
【０１６３】
　好ましい態様において、自己/非自己認識に関与する少なくとも1種の遺伝子の不活化に
対して付加的な不活化は、PD-1をコードする遺伝子に対して実施される。PD-1は、（PDCD
1またはCD279（ヒト遺伝子のRefSeqアクセッション番号：NM_005018）としても公知の）
ヒトプログラム死（Programmed Death）1に相当する。好ましくは、TALENによって媒介さ
れる破壊による、このPD-1阻害は、（CD274またはB7相同体1（B7-H1）としても公知であ
り、ヒト遺伝子のRefSeq NO:NM_001267706を有する）PD-L1による自己阻害または相互阻
害に対して同種免疫細胞を抵抗性にするという目的を有する。
【０１６４】
　好ましい態様によると、PD-1遺伝子の不活化は、以下の表2に提示されるTALEヌクレア
ーゼをコードするポリヌクレオチドを使用することによって実施される。
【０１６５】
　（表２）2種の異なるPDC1（またはPD-1）遺伝子標的のための2対のTALENのポリヌクレ
オチド配列が提示される
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【０１６６】
　本発明の一つの態様によると、方法の工程（c）は、膜結合型のPD-L1リガンドをコード
する少なくとも1種の非内在性ポリヌクレオチドの免疫細胞における発現によって実施さ
れ、同種細胞のさらなる改変は、PD-1遺伝子の発現の不活化によって実施される。
【０１６７】
　本発明の別の態様によると、工程（c）は、分泌型CTLA4免疫グロブリンに対応する少な
くとも1種の非内在性ポリヌクレオチドの免疫細胞における発現によって実施され、同種
細胞のさらなる改変は、PD-1をコードする遺伝子の発現の不活化によって実施される。
【０１６８】
　本発明の好ましい態様によると、工程（c）は、非内在性免疫抑制ポリペプチドPD-L1リ
ガンドおよびCTLA-4免疫グロブリンの両方の免疫細胞における発現によって実施され、同
種免疫細胞のさらなる改変は、PD-1をコードする遺伝子の発現の不活化によって実施され
る。
【０１６９】
非内在性免疫抑制ポリペプチドの発現
　好ましい態様によると、本発明の方法の工程（c）は、膜結合型の非内在性免疫抑制ポ
リペプチドをコードする少なくとも1種の非内在性ポリヌクレオチドの免疫細胞における
発現によって実施される。
【０１７０】
　一つの態様によると、非内在性免疫抑制ポリペプチドは、膜結合型および/または分泌
型で存在する。
【０１７１】
　「非内在性ポリペプチド」とは、ドナーの免疫細胞によって通常発現されないポリペプ
チド、好ましくは、免疫細胞ゲノムへ輸入された外来性ポリヌクレオチドによって発現さ
れたポリペプチドを意味する。例えば、IL12は、ドナーの免疫細胞に由来する既存の遺伝
子から発現されるため、本明細書において、非内在性ポリペプチドであるとは見なされな
い。
【０１７２】
　「天然に発現されない」とは、ポリペプチドをコードするポリヌクレオチド配列が、免
疫細胞のゲノムに最初に存在しないか（例えば：CTLA4 Ig）、または、ポリヌクレオチド
配列はゲノムに存在するが、ポリペプチドが、はるかに低いレベルで、一般には、同一の
実験条件または処理条件において操作された免疫細胞において観察される発現レベルより
、少なくとも50％、好ましくは少なくとも75％、より好ましくは少なくとも100％、さら
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おいて発現されることを意味する。
【０１７３】
　「免疫抑制性」とは、非内在性ポリペプチドの発現が、ドナーの免疫細胞に対する患者
宿主の免疫応答を弱める効果を有することを意味する。
【０１７４】
　本発明の好ましい局面によると、非内在性免疫抑制ポリペプチドは、PD-L1、CTLA-4-Ig
、ウイルスMHC相同体、NKG2Dリガンド、ウイルスenv免疫抑制ドメイン（ISU）、またはウ
イルスFPタンパク質の中から選択される。
【０１７５】
　一つの態様によると、方法は、工程（c）非内在性分泌型免疫抑制ポリペプチドに対応
する少なくとも1種の非内在性ポリヌクレオチドの免疫細胞における発現を含む。
【０１７６】
　より好ましい態様によると、膜結合型の非内在性免疫抑制ポリペプチドは、膜結合型の
PD-L1リガンドである。
【０１７７】
CTLA-4-Igの発現
　一つの態様によると、同種免疫細胞において発現される非内在性免疫抑制ポリペプチド
は、CTLA-4タンパク質のリガンド、好ましくは、CTLA4免疫グロブリンである。細胞傷害
性Tリンパ球抗原4（CTLA-4）は、CD152（GenBankアクセッション番号AF414120.1）として
も公知である。
【０１７８】
　好ましい態様によると、同種免疫細胞において発現されるCTLA-4免疫グロブリンに対応
するポリペプチドは、SEQ ID NO:16（CTLA-4a）もしくはSEQ ID NO:17（CTLA4b）を含む
か、またはSEQ ID NO:16もしくはSEQ ID NO:17と少なくとも80％、好ましくは90％、より
好ましくは95％の同一性を有する。
【０１７９】
　同種T細胞と宿主免疫細胞との間の相互作用は、図1の状況（発現なし）と比べて、図2
（CTLA4-Igの発現）に概略的に表される。
【０１８０】
　一つの好ましい態様によると、発現されるCTLA-4a IgおよびCTLA-4b Igをコードする核
酸分子は、それぞれ、以下の表3に提示されるSEQ ID NO:16およびSEQ ID NO:17と少なく
とも80％、好ましくは90％、より好ましくは95％の同一性を有する。
【０１８１】
　（表３）CLTA-4a、CTLA-4b、およびPD-L1を発現するプラスミド構築物のポリヌクレオ
チド配列
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【０１８２】
　一つの態様によると、操作された免疫細胞は、抗CD80 mAbまたは抗CD86 mAbである非内
在性免疫抑制ポリペプチドと共にインキュベートされる。
【０１８３】
PD-L1の発現
　PD-L1（別名：CD274、プログラム細胞死1リガンド；ヒトポリペプチドのref.UniProt Q
9NZQ7）は、Ig V様ドメイン、Ig C様ドメイン、疎水性膜貫通ドメイン、および30アミノ
酸の細胞質テールからなる290アミノ酸のI型膜貫通タンパク質をコードする。
【０１８４】
　本発明の好ましい態様によると、同種免疫細胞において発現される非内在性免疫抑制ポ
リペプチドは、PD-L1のリガンド、より具体的には、膜結合型である。
【０１８５】
　そのようなPD-L1リガンドの膜結合型は、本発明において、ネイティブ型（野生型）、
または、例えば、細胞内ドメインの除去による短縮型、または1個もしくは複数個の変異
を含むものを意味する（Wang S et al,2003,J Exp Med.2003;197(9):1083-1091）。PD1は
、本発明によるPD-L1リガンドの膜結合型であるとは見なされない。
【０１８６】
　より好ましい態様によると、発現される膜結合型のPD-L1リガンドをコードする核酸分
子は、SEQ ID NO:18を有するか、または（PDL1リガンドの野生型に相当する）SEQ ID NO:
18と少なくとも80％、好ましくは90％、より好ましくは95％の同一性を有する。
【０１８７】
　別の態様によると、少なくとも1種の非内在性免疫抑制ポリペプチドは、分泌型のPD-L1
リガンドである。そのような組換え分泌型PD-L1（または可溶性PD-L1）は、PD-L1の細胞
外ドメインを免疫グロブリンのFc部分と融合させることによって生成され得る（Haile ST
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）。この組換えPD-L1は、PD-1を中和し、PD-1によって媒介されるT細胞阻害を消失させる
。
【０１８８】
　同種T細胞と宿主免疫細胞との間の相互作用は、図1の状況（発現なし）と比べて、図3
（膜結合型PD-L1の発現）に概略的に表される。図3は、PD-1遺伝子がKOによって破壊され
る状況も表す。
【０１８９】
　前出の態様の代替物によると、同種免疫細胞において発現される非内在性免疫抑制ポリ
ペプチドは、分泌型のPD-L1リガンドである。同種T細胞と宿主免疫細胞との間の相互作用
は、図1の状況（発現なし）と比べて、図4（分泌型PD-L1リガンドの発現）において概略
的に表される。図4は、PD-1遺伝子がKOによって破壊される状況も表す。
【０１９０】
　一つの好ましい態様によると、核酸分子は、SEQ ID NO:18を有するか、またはSEQ ID N
O:18と少なくとも80％、好ましくは90％、より好ましくは95％の同一性を有する、発現さ
れる膜結合型PD-L1をコードする。
【０１９１】
PD-L1リガンドのCTLA4 Igとの共発現
　本発明は、工程（c）が、非内在性免疫抑制ポリペプチドであるPD-L1リガンドおよびCT
LA-4免疫グロブリンの両方と宿主免疫細胞を接触させることによって実施される、宿主免
疫細胞の存在下での同種免疫細胞の持続性および/または生着を増加させる方法にも関す
る。
【０１９２】
　好ましい態様によると、方法の工程（c）は、非内在性免疫抑制ポリペプチドであるPD-
L1リガンドおよびCTLA-4免疫グロブリンの両方の免疫細胞における発現によって実施され
る。
【０１９３】
　好ましい態様によると、核酸分子は、同種免疫細胞において方法の工程（c）において
発現される膜結合型のPD-L1リガンドおよびCTLA-4免疫グロブリンをコードし、PD-L1リガ
ンドおよびCTLA-4 Igは、それぞれ、SEQ ID NO:18およびSEQ ID NO:16～17を有するか、
または、それぞれ、SEQ ID NO:18およびSEQ ID NO:16～17と少なくとも80％、好ましくは
90％、より好ましくは95％の同一性を有する。
【０１９４】
ISUドメインの発現
　別の態様によると、同種免疫細胞において発現される非内在性免疫抑制ポリペプチドは
、例えば、HIV-1、HIV-2、SIV、MoMuLV、HTLV-I、HTLV-II、MPMV、SRV-1、シンシチン（S
yncitin）1もしくは2、HERV-K、またはFELVに由来するウイルスenv免疫抑制ドメイン（IS
U）である。
【０１９５】
　同種T細胞と宿主免疫細胞との間の相互作用は、図1の状況（発現なし）と比べて、図5
（ウイルスISUドメインの発現）に概略的に表される。
【０１９６】
　以下の表4は、本発明において発現され得る多様なウイルスに由来するISUドメインのバ
リアントを示す。
【０１９７】
　（表４）多様なウイルスに由来するISUドメインバリアント
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【０１９８】
　従って、ある種の態様において、同種免疫細胞において発現される非内在性免疫抑制ポ
リペプチドは、SEQ ID NO:19～38のISUドメインである。
【０１９９】
ウイルスMHC相同体の発現
　別の態様によると、同種免疫細胞において発現される非内在性免疫抑制ポリペプチドは
、例えば、UL18のようなウイルスMHC相同体である。
【０２００】
　一つの態様において、非内在性免疫抑制ポリペプチドは、SEQ ID NO:39を有するか、ま
たは、それぞれ、SEQ ID NO:39と少なくとも80％、好ましくは90％、より好ましくは95％
の同一性を有するキメラβ2m-UL18を含むMHC相同体である。
【０２０１】
　同種T細胞と宿主免疫細胞との間の相互作用は、図6の状況（発現なし）と比べて、図7
（ウイルスMHC相同体の発現）に概略的に表される。両方の図において、MHCクラスIは、
β2M遺伝子の破壊（KO）によって不活化されている。
【０２０２】
NKG2Dリガンドの発現
　サイトメガロウイルスのようないくつかのウイルスは、NKG2Dリガンドに結合し、表面
発現を防止することができるタンパク質を分泌することによって、NK細胞によって媒介さ
れる免疫監視を回避し、NKG2D経路に干渉する機序を獲得している（Welte,S.A.；Sinzger
,C .；Lutz,S.Z.；Singh-Jasuja,H.；Sampaio,K.L.；Eknigk,U.；Rammensee,H.G.；Stein
le,A.2003「ヒトサイトメガロウイルスUL164糖タンパク質によるウイルスによって誘導さ
れるNKG2Dリガンドの選択的な細胞内保持（Selective intracellular retention of vira
lly induced NKG2D ligands by the human cytomegalovirus UL16 glycoprotein）」Eur.
J.Immunol.,33,194-203）。腫瘍細胞においては、ULBP2、MICB、またはMICAのようなNKG2
Dリガンドを分泌することによってNKG2D応答から逃れるためのいくつかの機序が進化して
いる（Salih HR,Antropius H,Gieseke F,Lutz SZ,Kanz L,et al.(2003)白血病における活
性化免疫受容体NKG2Dのリガンドの機能的発現および放出（Functional expression and r
elease of ligands for the activating immunoreceptor NKG2D in leukemia）Blood 102
:1389-1396）。
【０２０３】
　別の態様によると、同種免疫細胞において発現される非内在性免疫抑制ポリペプチドは
、NKG2Dリガンドである。同種T細胞と宿主免疫細胞との間の相互作用は、図6の状況（発
現なし）と比べて、図8（可溶性NKG2Dリガンドの発現）に概略的に表される。両方の図に
おいて、MHCクラスIは、β2M遺伝子の破壊（KO）によって不活化されている。
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【０２０４】
　以下の表5は、本発明によって発現されるウイルスMHC相同体（UL18）およびNKG2Dリガ
ンドのパネルならびにそれらのポリペプチド配列を表す。
【０２０５】
　（表５）ウイルスMHC相同体（UL18）およびNKG2Dリガンドのパネルのポリペプチド配列

【０２０６】
　従って、ある種の態様において、操作された免疫細胞において発現される非内在性免疫
抑制ポリペプチドは、SEQ ID NO:40～47を有するか、または、それぞれ、SEQ ID NO:40～
47と少なくとも80％、好ましくは90％、より好ましくは95％の同一性を有するNKG2Dリガ
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ンドを含むかまたはそれからなる。
【０２０７】
FPポリペプチドの発現
　別の態様によると、同種免疫細胞において発現される非内在性免疫抑制ポリペプチドは
、gp41のようなFPポリペプチドである。以下の表6は、天然起源および人工起源に由来す
る数種のFPポリペプチドを表す。
【０２０８】
　（表６）天然起源および人工起源に由来するFPポリペプチドのアミノ酸配列

【０２０９】
　従って、ある種の態様において、操作された免疫細胞において発現される非内在性免疫
抑制ポリペプチドは、SEQ ID NO:48～50を含むかもしくはそれからなるか、または、それ
ぞれ、SEQ ID NO:48～50と少なくとも80％、好ましくは90％、より好ましくは95％の同一
性を有するFPポリペプチドである。
【０２１０】
非アロ反応性かつ免疫抑制剤耐性のT細胞
遺伝子不活化の遺伝子発現との組み合わせ
　本発明者らは、一連の遺伝子改変を実施することができる、同種免疫細胞に適用するた
めの持続性および/または生着を増加させる方法を、本明細書に提示する。それらには、
自己/非自己認識に関与する遺伝子の少なくとも1種の不活化および非内在性免疫抑制ポリ
ペプチドの少なくとも1種の発現の両方の多様な組み合わせが包含される。
【０２１１】
　好ましい態様によると、遺伝子改変は、PD-L1リガンドおよび/またはCTLA-4免疫グロブ
リンおよび/またはウイルスenv免疫抑制ドメイン（ISU）および/またはウイルスFPタンパ
ク質および/またはNKG2Gリガンド、例えば、UL18のようなウイルスMHC相同体の同種免疫
細胞における発現と組み合わせられた、B2M遺伝子および/またはTCR遺伝子の不活化によ
って実施される。
【０２１２】
　本発明による前記のレアカットエンドヌクレアーゼをコードするポリヌクレオチド、ベ
クターも、本発明の範囲に含まれる。
【０２１３】
　自己抗原および非自己抗原の認識に関与するポリペプチドをコードする少なくとも1種
の内在性遺伝子が不活化され、少なくとも1種の非内在性免疫抑制ポリペプチドが全ての
同種免疫細胞と接触させられる、細胞、具体的には、T細胞のような同種免疫細胞を操作
する方法によって入手可能な単離された細胞または細胞株も、本発明の範囲に包含される
。
【０２１４】
　具体的な局面において、本発明は、具体的には、免疫治療のため、T細胞のような免疫
細胞を操作する方法に関する。
【０２１５】
　具体的な態様において、方法は、以下の工程を含む：
（i）同種細胞を準備する工程；
（ii）自己抗原および非自己抗原の認識に関与するポリペプチドをコードする少なくとも
1種の内在性遺伝子を不活化することによって、該細胞を改変する工程；ならびに
（iii）少なくとも1種の非内在性免疫抑制ポリペプチドと免疫細胞を接触させる工程。
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　別の具体的な局面において、本発明は、具体的には、免疫治療のため、T細胞のような
免疫細胞を改変する方法に関する。
【０２１７】
　具体的な態様において、方法は、以下の工程を含む：
（i）同種細胞を準備する工程；
（ii）自己抗原および非自己抗原の認識に関与するポリペプチドをコードする少なくとも
1種の内在性遺伝子を不活化することによって、該細胞を改変する工程；ならびに
（iii）少なくとも1種の非内在性免疫抑制ポリペプチドを免疫細胞において発現させる工
程。
【０２１８】
　T細胞によって媒介される免疫は、抗原特異的な細胞のクローン選択、二次リンパ組織
における活性化および増殖、抗原および炎症の部位への輸送、直接エフェクター機能の実
行、ならびに多数のエフェクター免疫細胞の（サイトカインおよび膜リガンドを通した）
支援の提供を含む、複数の連続する工程を含む。これらの工程の各々は、応答を微調整す
る刺激シグナルおよび阻害シグナルの均衡によって制御される。
【０２１９】
　例えば、CTLA-4は、ある種のCD4 T細胞およびCD8 T細胞において発現される細胞表面タ
ンパク質であり；抗原提示細胞上のリガンド（B7-1およびB7-2）が会合した時、T細胞の
活性化およびエフェクター機能が阻害される。従って、本発明は、免疫チェックポイント
に関与する少なくとも1種のタンパク質、具体的には、PD1および/またはCTLA-4を不活化
することによって、T細胞を遺伝子改変する工程を含む、具体的には、免疫治療のため、T
細胞を操作する方法に関する。
【０２２０】
　別の態様において、方法の遺伝子改変工程は、2種を超える遺伝子の不活化に頼る。遺
伝子改変は、好ましくは、エクスビボで操作される。
【０２２１】
ヒトTCR遺伝子（TRACおよびTRBC）を切断するTALEヌクレアーゼ
　ヒトゲノムは、2種の機能性のT細胞受容体β鎖（TRBC1およびTRBC2）を含有している。
α/βTリンパ球の発達の間に、これらの2種の定常鎖のうちの1種が、TCRβの可変領域へ
スプライシングされ、機能性の全長β鎖を形成するよう、各細胞において選択される。対
応するTALEヌクレアーゼがTRBC1およびTRBC2の両方を同時に切断するよう、TRBC1とTRBC2
との間で保存された配列において、2種のTRBC標的が選択された。
【０２２２】
　ヒトTCR遺伝子は、WO2013176915において教示されるように、同種免疫細胞において破
壊され得るが、本発明は、上記の自己/非自己認識遺伝子の不活化および上述の少なくと
も1種の非内在性免疫抑制ポリペプチドの異所発現のいずれかと、そのような不活化を組
み合わせる状況を包含する。
【０２２３】
　以下の表7は、5種のTRAC標的および2種のTRBC標的のヌクレオチド配列、ならびに対応
する左TALENおよび右TALENのいくつかを提示する。付加的な配列は、出願WO2014/184741
およびWO2014/184744に見出され得る。
【０２２４】
　（表７）TRACおよびTRBCのTALEヌクレアーゼ、ならびにヒトの対応する遺伝子における
TALEヌクレアーゼ標的部位の配列の説明



(39) JP 2018-509148 A 2018.4.5

10

20

30

40

50

【０２２５】
単鎖CAR
　本発明の一つの局面によると、方法は、悪性細胞または感染細胞の表面に発現された少
なくとも1種の抗原に対するキメラ抗原受容体（CAR）をコードするヌクレオチド配列を含
む外来性核酸分子を、T細胞へ導入する工程を含む。それらは、単鎖または多鎖の構成に
従って設計され得る。
【０２２６】
　一つの態様において、キメラ抗原受容体（CAR）は、単鎖CARである。
【０２２７】
　好ましい態様において、細胞外リガンド結合ドメインはscFvである。非限定的な例とし
て、ラクダシングルドメイン抗体断片、または血管内皮増殖因子ポリペプチド、インテグ
リン結合ペプチド、ヘレグリン、もしくはIL-13ムテインのような受容体リガンド、抗体
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結合ドメイン、抗体超可変ループ、またはCDRのような、scFv以外の結合ドメインも、リ
ンパ球の予め定義されたターゲティングのために使用され得る。
【０２２８】
　本発明によるscFvの好ましい例として、VH鎖およびVL鎖は、SEQ ID NO:67（CD19抗原）
、SEQ ID NO:68（CD38抗原）、SEQ ID NO:69（CD123抗原）、SEQ ID NO:70（CS1抗原）、
SEQ ID NO:71（BCMA抗原）、SEQ ID NO:72（FLT-3抗原）、SEQ ID NO:73（CD33抗原）、S
EQ ID NO:74（CD70抗原）、SEQ ID NO:75（EGFR-3v抗原）、およびSEQ ID NO:76（WT1抗
原）との80％超、好ましくは90％超、より好ましくは95％超の同一性を有する抗原性標的
配列を有する。標的とされる腫瘍細胞の表面抗原の他の例は、CLL1、Hsp70、CD22、MUC16
、PRAME、TSPAN10、ROR1、GD3、CT83、およびメソテリンである。
【０２２９】
　一態様によると、本発明は、工程（c）が、非内在性免疫抑制ポリペプチドであるPD-L1
リガンドおよび/またはCTLA-4免疫グロブリンの同種免疫細胞における発現によって実施
され、同種免疫細胞が、抗CD123キメラ抗原受容体の発現によってさらに改変される、前
記の方法に関する。
【０２３０】
　好ましい態様によると、抗CD123 CAR/PD-L1リガンド/CTLA-4 Igを発現する同種免疫細
胞が、PD-1遺伝子の発現の不活化を受けるため、方法の工程（c）においてさらに改変さ
れる。
【０２３１】
　好ましい態様において、a)の前記ポリペプチドは、前記細胞外リガンド結合ドメインと
前記膜貫通ドメインとの間にストーク領域をさらに含む。本明細書で使用する「ストーク
領域」という用語は、一般的に、膜貫通ドメインを細胞外リガンド結合ドメインに連結す
るように機能する任意のオリゴペプチドまたはポリペプチドを意味する。特に、ストーク
領域は、細胞外リガンド結合ドメインにさらなる可動性および接近性を与えるために用い
られる。ストーク領域は、300個までのアミノ酸、好ましくは10～100個のアミノ酸、最も
好ましくは25～50個のアミノ酸を含んでもよい。ストーク領域は、天然分子の全てもしく
は一部、例えば、CD8、CD4、もしくはCD28の細胞外領域の全てもしくは一部、または抗体
定常領域の全てもしくは一部から得られてもよい。または、ストーク領域は天然ストーク
配列に対応する合成配列でもよく、完全に合成のストーク配列でもよい。
【０２３２】
　前記ポリペプチドは少なくとも1つのシグナル伝達ドメインをさらに含む。最も好まし
い態様において、前記シグナル伝達ドメインは、CD28、OX40、ICOS、CD137、およびCD8か
らなる群より選択される。
【０２３３】
　FcεRIα鎖、β鎖、および/またはγ鎖断片の前記C末端細胞質テールはTNFR関連因子2(
TRAF2)結合モチーフをさらに含む。最も好ましい態様において、FcεRIα鎖、β鎖、およ
び/またはγ鎖の前記C末端細胞質テールは共刺激TNFRメンバーファミリーの細胞質内テー
ルと交換される。共刺激TNFRメンバーファミリーの細胞質テールは、メジャーな保存され
たモチーフ(P/S/A)X(Q/E)E)またはマイナーモチーフ(PXQXXD)からなるTRAF2結合モチーフ
を含有する。式中、Xは任意のアミノ酸である。TRAFタンパク質は、受容体三量体形成に
応答して多くのTNFRの細胞内テールに動員される。
【０２３４】
　FcεRIα鎖、β鎖、および/またはγ鎖の前記細胞質内ドメインは、TCRζ鎖(CD3ζとも
呼ぶ)の細胞質内ドメインと交換される。別の好ましい態様において、FcεRIα鎖、β鎖
、および/またはγ鎖の前記細胞質内ドメインは少なくとも1つのさらなる免疫受容体チロ
シンベース活性化モチーフ(ITAM)を含む。ITAMは、syk/zap70クラスチロシンキナーゼの
結合部位として働く、様々な受容体の細胞質内テールに発見された詳細に明らかにされた
シグナル伝達モチーフである。本発明において用いられるITAMの例には、TCRζ、FCRγ、
FCRβ、CD3γ、CD3δ、CD3ε、CD5、CD22、CD79a、CD79b、およびCD66dに由来するITAMが
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含まれる。
【０２３５】
　例えば、単鎖CARの例は、SEQ ID NO:77によって示される。
【０２３６】
　好ましい態様において、前記のCARは、抗CD123単鎖CAR、抗CS1単鎖CAR、抗CD38単鎖CAR
、抗CLL1単鎖CAR、抗Hsp70単鎖CAR、抗EGFRvIII単鎖CAR、抗BCMA単鎖CAR、抗CD33単鎖CAR
、抗FLT3単鎖CAR、抗CD70単鎖CAR、抗WT1単鎖CAR、抗MUC16単鎖CAR、抗PRAME単鎖CAR、抗
TSPAN10単鎖CAR、抗ROR1単鎖CAR、抗GD3単鎖CAR、抗CT83単鎖CAR、およびメソテリン単鎖
CARからなる群において選択される単鎖CARであり；
－免疫細胞において発現されるCARは、図24に例示されるV1、V3、またはV5より選択され
るポリペプチド構造のうちの一つを有し；
－構造は、
・それぞれ、抗CD123 mAb、抗CS1 mAb、抗CD38 mAb、抗CLL1 mAb、抗Hsp70 mAb、抗EGFRv
III mAb、抗BCMA mAb、抗CD33 mAb、抗FLT3 mAb、抗CD70 mAb、抗WT1 mAb、抗MUC16 mAb
、抗PRAME mAb、抗TSPAN10 mAb、抗ROR1 mAb、抗GD3 mAb、抗CT83 mAb、および抗メソテ
リンmAbからなる群において選択されるモノクローナル抗体に由来するVHおよびVLを含む
細胞外リガンド結合ドメイン；
・CD8α、FcERIIIγ、およびIgG1からなる群において選択されるヒンジ；
・CD8α膜貫通ドメイン；
・CD3ζシグナリングドメインを含む細胞質ドメイン；ならびに
・4-1BB共刺激ドメイン：を含む。
【０２３７】
　膜貫通ドメイン（即ち、CD8αTM）、共刺激ドメイン（即ち、4-1BB）、ヒンジ（CD8α
、FcERIIIγ、IgG1）、細胞質シグナリングドメイン（ITAM CD3ζ）を含むCARの構成にお
いて選択される他の成分は、全て、前記のWO2015140268およびWO2015121454の出願におい
て既に記載されたものであってよい。
【０２３８】
　例として、VHおよびVLは、抗CD123については出願WO2015140268に、抗CS1および抗CD38
についてはWO2015121454に記載されたものであってよい。
【０２３９】
多鎖キメラ抗原受容体（CAR）
　別の態様において、本発明は、本発明のT細胞のような操作された免疫細胞の作製およ
び増殖に特に適した多鎖キメラ抗原受容体（CAR）に関する。多鎖CARは以下の成分：
（a）FcεRIα鎖の膜貫通ドメインおよび細胞外リガンド結合ドメインを含む1個のポリペ
プチド、
（b）N末端およびC末端の細胞質テールの一部ならびにFcεRIβ鎖の膜貫通ドメインを含
む1個のポリペプチド、ならびに/または
（c）細胞質内テールの一部およびFcεRIγ鎖の膜貫通ドメインを各々含む2個のポリペプ
チド
のうちの少なくとも2個を含み、それによって異なるポリペプチドが、自然に共に多量体
形成して、二量体、三量体、または四量体のCARを形成する。
【０２４０】
　本発明のCARは、上述の「多鎖CAR」であってもよい。即ち、細胞外結合ドメインおよび
シグナリングドメインは、好ましくは、異なるポリペプチド鎖上に置かれるが、共刺激ド
メインは、同一のポリペプチド上に置かれていてもよいしまたは第3のポリペプチド上に
置かれていてもよい。そのような多鎖CARは、FcεRIα鎖の高親和性IgE結合ドメインをsc
Fvのような細胞外リガンド結合ドメインに交換することによって、FcεRIから導出され得
るが（Ravetch et al,1989）、FcεRIβ鎖および/またはγ鎖のN末端および/またはC末端
のテールは、それぞれ、シグナル伝達ドメインおよび共刺激ドメインと融合している。細
胞外リガンド結合ドメインは、T細胞の特異性を細胞標的に対して向け直す役割を有し、
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シグナル伝達ドメインは、免疫細胞応答を活性化するかまたは低下させる。FcεRI由来の
αポリペプチド、βポリペプチド、およびγポリペプチドに由来する異なるポリペプチド
が膜近傍に位置する膜貫通ポリペプチドであるという事実は、より可動性の構成をCARに
提供し、標的分子に対する特異性を改善し、免疫細胞のバックグラウンド活性化を低下さ
せる。多鎖構成は、WO2014039523により具体的に開示されている。
【０２４１】
　別の態様において、上記のような免疫細胞において発現されるCARは、抗CD123多鎖CAR
、抗CS1多鎖CAR、抗CD38多鎖CAR、抗CLL1多鎖CAR、または抗Hsp70多鎖CARからなる群にお
いて選択される。
【０２４２】
　別の好ましい態様において、前記のCARは、抗CD123多鎖CAR、抗CS1多鎖CAR、抗CD38多
鎖CAR、抗CLL1多鎖CAR、抗Hsp70多鎖CAR、抗EGFRvIII多鎖CAR、抗BCMA多鎖CAR、抗CD33多
鎖CAR、抗FLT3多鎖CAR、抗CD70多鎖CAR、抗WT1多鎖CAR、抗MUC16多鎖CAR、抗PRAME多鎖CA
R、抗TSPAN10多鎖CAR、抗ROR1多鎖CAR、抗GD3多鎖CAR、抗CT83多鎖CAR、およびメソテリ
ン多鎖CARからなる群において選択される多鎖CARである。
【０２４３】
　そのような多鎖CAR構成は、参照によって本明細書に組み入れられる、WO2014/039523、
具体的には、図2～4および14～21頁に開示されている。
【０２４４】
　本明細書において使用される「～の一部」という用語は、分子のサブセット、即ち、よ
り短いペプチドをさす。あるいは、ポリペプチドのアミノ酸配列機能性バリアントを、ポ
リペプチドをコードするDNAにおける変異によって調製することができる。そのような機
能性バリアントは、例えば、アミノ酸配列内の残基の欠失または挿入または置換を含む。
最終構築物が、所望の活性を保有する限り、具体的には、特異的な抗標的細胞免疫活性を
示す限り、欠失、挿入、および置換の任意の組み合わせが、最終構築物に到達するために
作成されてもよい。
【０２４５】
　本発明による前記多鎖CARをコードするポリヌクレオチド、ベクターも本発明の範囲に
含まれる。
【０２４６】
　特定の態様において、本発明は、免疫療法のために免疫細胞、例えばT細胞を調製する
方法に関し、本方法は、前記多鎖CARを含む異なるポリペプチドを前記T細胞に導入する工
程、および前記細胞を増殖させる工程を含む。
【０２４７】
　本発明はまた、細胞を操作する前記方法によって入手することができる、単離された細
胞または細胞株に関する。特に、前記単離された細胞は、前記多鎖CARを含むポリペプチ
ドをコードする外因性ポリヌクレオチド配列を含む。
【０２４８】
二重特異性抗体
　さらなる態様によれば、以前に述べた様々な方法によって得られた操作された免疫細胞
、例えばT細胞は、二重特異性抗体を用いてさらに曝露されてもよい。前記T細胞は、患者
に投与される前にエクスビボで、または患者に投与された後でインビボで、二重特異性抗
体に曝露されてもよい。前記二重特異性抗体は、別個の抗原特性をもつ2つの可変領域を
含み、これにより、操作された細胞は標的抗原に近接することができる。非限定的な例と
して、前記二重特異性抗体は、腫瘍マーカーおよびリンパ球抗原、例えば、CD3に対して
向けられ、腫瘍に対する任意の循環T細胞を再誘導および活性化する能力を有する。
【０２４９】
送達方法
　前記の様々な方法は、pTαまたはその機能的変種、レアカッティングエンドヌクレアー
ゼ、TALE-ヌクレアーゼ、CARまたは多鎖CARを、任意で、DNA末端処理酵素または外因性核
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酸と共に細胞に導入する工程を伴う。
【０２５０】
　非限定的な例として、レアカッティングエンドヌクレアーゼ、TALE-ヌクレアーゼ、非
内因性免疫抑制ポリペプチドをコードする遺伝子、CARまたは多鎖CARは、任意で、DNA末
端処理酵素または外因性核酸と共に、1つのプラスミドベクターまたは異なるプラスミド
ベクターによってコードされるトランスジーンとして導入されてもよい。異なるトランス
ジーンが、リボソームスキップ(ribosomal skip)配列をコードする核酸配列、例えば、2A
ペプチドをコードする配列を含む1つのベクターに入れられてもよい。ピコルナウイルス
のアフトウイルス属(Aphthovirus)サブグループにおいて特定された2Aペプチドがあると
、リボソームは、コドンによってコードされる2個のアミノ酸間にペプチド結合を形成す
ることなく、あるコドンから次のコドンに「スキップ」する(Donnelly et al., J. of Ge
neral Virology 82: 1013-1025 (2001); Donnelly et al., J. of Gen. Virology 78: 13
-21 (1997); Doronina et al., Mol. And. Cell. Biology 28(13): 4227-4239 (2008); A
tkins et al., RNA 13: 803-810 (2007)を参照されたい)。「コドン」とは、リボソーム
によって、1個のアミノ酸残基に翻訳される、mRNA上にある(またはDNA分子センス鎖上に
ある)3個のヌクレオチドを意味する。従って、ポリペプチドが、インフレームの2Aオリゴ
ペプチド配列で分けられたとき、mRNAの中にある1つの連続したオープンリーディングフ
レームから2つのポリペプチドが合成される場合がある。このようなリボソームスキップ
機構は当技術分野において周知であり、1つのメッセンジャーRNAによってコードされるい
くつかのタンパク質を発現させるために、いくつかのベクターによって用いられることが
知られている。非限定的な例として、本発明では、レアカッティングエンドヌクレアーゼ
およびDNA末端処理酵素または多鎖CARの異なるポリペプチドを細胞内で発現させるために
2Aペプチドが用いられた。
【０２５１】
　前記プラスミドベクターは、前記ベクターを受け取った細胞を特定および/または選択
する選択マーカーを含有してもよい。
【０２５２】
　前記ポリペプチドをコードするポリヌクレオチドを細胞に導入した結果として、ポリペ
プチドはインサイチューで細胞内で合成されてもよい。または、前記ポリペプチドは細胞
外で産生され、次いで、細胞に導入される場合がある。ポリヌクレオチド構築物を動物細
胞に導入するための方法は当技術分野において公知であり、非限定的な例として、ポリヌ
クレオチド構築物が細胞ゲノムに組み込まれる安定形質転換法、ポリヌクレオチド構築物
が細胞ゲノムに組み込まれない一過的形質転換法、およびウイルスを介した方法を含む。
前記ポリヌクレオチドは、例えば、組換えウイルスベクター(例えば、レトロウイルス、
アデノウイルス)、リポソームなどによって細胞に導入されてもよい。例えば、一過的形
質転換法には、例えば、マイクロインジェクション、エレクトロポレーション、またはパ
ーティクルボンバードメントが含まれる。前記ポリヌクレオチドは、細胞内で発現される
ことを考えて、ベクター、さらに詳細にはプラスミドまたはウイルスに含まれてもよい。
【０２５３】
エレクトロポレーション
　本発明によるポリペプチドをコードするポリヌクレオチドは、例えば、エレクトロポレ
ーションによって、細胞に直接導入されるmRNAでもよい。本発明者らは、T細胞におけるm
RNAエレクトロポレーションに最適な条件を確かめた。
【０２５４】
　本発明者は、パルス電場を用いることで、材料を細胞に送達するために生細胞を一過的
に透過処理するのを可能にするcytoPulse技術を使用した。この技術は、PulseAgile(Cell
ectisの所有権)エレクトロポレーション波形の使用に基づいており、パルス持続時間、強
度、ならびにパルス間の間隔の正確な制御を与える(米国特許第6,010,613号および国際PC
T出願WO2004083379)。高いトランスフェクション効率と最低限の死のための最高条件に達
するために、これらのパラメータは全て変更することができる。基本的には、最初の高電
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場パルスによって孔が形成するのに対して、その後の低電場パルスによってポリヌクレオ
チドは細胞内に移動する。本発明の一局面において、本発明者は、T細胞におけるmRNAの>
95％トランスフェクション効率の達成につながった工程、およびT細胞において様々な種
類のタンパク質を一過的に発現させるためのエレクトロポレーションプロトコールの使用
について説明する。特に、本発明は、T細胞を形質転換する方法に関し、本方法は、前記T
細胞をRNAと接触させる工程と、
　(a)電圧範囲が2250～3000V/センチメートルであり、パルス幅が0.1msであり、工程(a)
の電気パルスと(b)の電気パルスとの間のパルス間隔が0.2～10msである、1回の電気パル
ス、
　(b)電圧範囲が2250～3000Vであり、パルス幅が100msであり、工程(b)の電気パルスと工
程(c)の最初の電気パルスとの間のパルス間隔が100msである、1回の電気パルス、;および
　(c)電圧が325Vであり、パルス幅が0.2msであり、4回それぞれの電気パルス間のパルス
間隔が2msである、4回の電気パルス
からなる素早いパルスシーケンスをT細胞に適用する工程を含む。
【０２５５】
　T細胞を形質転換する方法は、前記T細胞をRNAと接触させる工程と、
　(a)電圧が2250V、2300V、2350V、2400V、2450V、2500V、2550V、2400V、2450V、2500V
、2600V、2700V、2800V、2900V、または3000V/センチメートルであり、パルス幅が0.1ms
であり、工程(a)の電気パルスと(b)の電気パルスとの間のパルス間隔が0.2ms、0.5ms、1m
s、2ms、3ms、4ms、5ms、6ms、7ms、8ms、9ms、または10msである、1回の電気パルス、;
　(b)電圧範囲が2250V、2250V、2300V、2350V、2400V、2450V、2500V、2550V、2400V、24
50V、2500V、2600V、2700V、2800V、2900V、または3000Vであり、パルス幅が100msであり
、工程(b)の電気パルスと工程(c)の最初の電気パルスとの間のパルス間隔が100msである
、1回の電気パルス、および
　(c)電圧が325Vであり、パルス幅が0.2msであり、4回それぞれの電気パルス間のパルス
間隔が2msである、4回の電気パルス
からなる素早いパルスシーケンスをT細胞に適用する工程とを含んでもよい。
【０２５６】
　前記の値の範囲に含まれる任意の値が本願において開示される。エレクトロポレーショ
ン培地は当技術分野において公知の任意の適切な培地でよい。好ましくは、エレクトロポ
レーション培地の伝導率は0.01～1.0ミリシーメンスの範囲である。
【０２５７】
　非限定的な例として、前記RNAは、レアカッティングエンドヌクレアーゼ、レアカッテ
ィングエンドヌクレアーゼの1つの単量体、例えば、半TALEヌクレアーゼ、キメラ抗原受
容体、多鎖キメラ抗原受容体の少なくとも1つの成分、外因性核酸、1つのさらなる触媒ド
メインをコードする。
【０２５８】
免疫細胞の活性化および増殖
　遺伝子組換えする前でも遺伝子組換えした後でも、免疫細胞、例えばT細胞は、一般的
に、例えば、米国特許第6,352,694号;同第6,534,055号;同第6,905,680号;同第6,692,964
号;同第5,858,358号;同第6,887,466号;同第6,905,681号;同第7,144,575号;同第7,067,318
号;同第7,172,869号;同第7,232,566号;同第7,175,843号;同第5,883,223号;同第6,905,874
号;同第6,797,514号;同第6,867,041号;および米国特許出願公開第20060121005号に記載の
方法を用いて活性化および増殖することができる。T細胞はインビトロで増殖させてもよ
く、インビボで増殖させてもよい。
【０２５９】
　一般的に、本発明のT細胞は、CD3 TCR複合体関連シグナルを刺激する薬剤と、T細胞表
面にある共刺激分子を刺激するリガンドが取り付けられている表面と接触させることによ
って増殖する。
【０２６０】



(45) JP 2018-509148 A 2018.4.5

10

20

30

40

50

　特に、免疫細胞、例えばT細胞集団は、インビトロでは、例えば、表面に固定化された
抗CD3抗体もしくはその抗原結合断片または抗CD2抗体との接触によって刺激されてもよく
、プロテインキナーゼCアクチベーター(例えば、ブリオスタチン)とカルシウムイオノフ
ォアとの接触によって刺激されてもよい。T細胞表面にあるアクセサリー分子を同時刺激
するために、アクセサリー分子に結合するリガンドが用いられる。例えば、免疫細胞増殖
を刺激するのに適した条件下で、免疫細胞集団を抗CD3抗体および抗CD28抗体と接触させ
ることができる。CD4+T細胞またはCD8+T細胞の増殖を刺激するために、抗CD3抗体および
抗CD28抗体。例えば、それぞれのシグナルを供給する薬剤が溶解状態にあってもよく、表
面に結合されてもよい。当業者が容易に理解することができるように、粒子と細胞との比
は標的細胞に対する粒径によって決まる場合がある。本発明のさらなる態様において、T
細胞などの細胞は薬剤コーティングビーズと組み合わされ、ビーズおよび細胞は後で分離
され、次いで、細胞は培養される。別の態様では、培養前に薬剤コーティングビーズおよ
び細胞は分離されず、一緒に培養される。抗CD3および抗CD28が取り付けられている常磁
性ビーズ(3x28ビーズ)がT細胞と接触するのを可能にすることで、細胞表面タンパク質が
連結される場合がある。一態様では、細胞(例えば、4～10個のT細胞)およびビーズ(例え
ば、1:1比のDYNABEADS(登録商標)M-450 CD3/CD28 T常磁性ビーズ)が、緩衝液中、好まし
くは、PBS(カルシウムおよびマグネシウムなどの二価カチオンを含まない)の中で組み合
わされる。これもまた、任意の細胞濃度を使用できることを当業者は容易に理解すること
ができる。混合物は数時間(約3時間)～約14日間、培養されてもよく、その間の任意の整
数値の時間にわたって培養されてもよい。別の態様では、混合物は21日間、培養されても
よい。T細胞培養に適した条件には、血清(例えば、胎仔ウシ血清ウシまたは胎児ヒト血清
)、インターロイキン-2(IL-2)、インシュリン、IFN-g、1L-4、1L-7、GM-CSF、-10、-2、1
L-15、TGFp、およびTNF-、または当業者に公知の細胞増殖のための他の任意の添加物を含
む、増殖および生存に必要な因子を含有し得る適切な培地(例えば、最小必須培地またはR
PMI培地1640またはX-vivo 5(Lonza))が含まれる。細胞増殖のための他の添加物には、界
面活性剤、プラスマネート(plasmanate)、および還元剤、例えば、N-アセチル-システイ
ンおよび2-メルカプトエタノールが含まれるが、これに限定されない。培地には、アミノ
酸、ピルビン酸ナトリウム、およびビタミンが添加され、無血清の、あるいは適量の血清
(もしくは血漿)、または規定された一組のホルモン、ならびに/またはT細胞の成長および
増殖に十分な量のサイトカインが加えられた、RPMI 1640、A1M-V、DMEM、MEM、a-MEM、F-
12、X-Vivo 1、およびX-Vivo 20、Optimizerが含まれ得る。抗生物質、例えば、ペニシリ
ンおよびストレプトマイシンは実験的培養物にだけ含まれ、対象に注入される細胞の培養
物には含まれない。標的細胞は、増殖を支援するのに必要な条件、例えば、適切な温度(
例えば、37℃)および雰囲気(例えば、空気+5％CO2)の下で維持される。異なる刺激時間に
曝露された免疫細胞、例えばT細胞は異なる特徴を示す場合がある。
【０２６１】
　別の特定の態様において、前記細胞は組織または細胞と共培養することによって増殖さ
せてもよい。前記細胞はまたインビボで増殖させてもよく、例えば、前記細胞を対象に投
与した後に対象の血液中で増殖させてもよい。
【０２６２】
操作された免疫細胞およびそれらの宿主細胞との相互作用
　本発明の範囲には、以前に述べられた方法のいずれか一つに従って得られた単離された
免疫細胞も包含される。本発明による前記免疫細胞は造血幹細胞に由来してもよい。幹細
胞は、成人幹細胞、胚性幹細胞、さらに詳細には、非ヒト幹細胞、臍帯血幹細胞、前駆細
胞、骨髄幹細胞、人工多能性幹細胞、全能性幹細胞、または造血幹細胞でもよい。
【０２６３】
　一態様によると、免疫細胞は、造血細胞、より好ましくは、初代細胞である。
【０２６４】
　好ましい態様によると、操作された同種免疫細胞は、少なくとも1種の非内在性免疫抑
制ポリペプチドとの接触の後、T制御性細胞の阻害を特異的に誘導しない。
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【０２６５】
　より好ましい態様によると、操作された同種免疫細胞は、少なくとも1種の非内在性免
疫抑制ポリペプチドとの接触の後、CD8+T細胞の阻害を特異的に誘導する。
【０２６６】
　本発明の細胞の増殖および遺伝子組換えの前に、様々な非限定的な方法によって対象か
ら細胞供給源を得ることができる。免疫細胞、例えばT細胞は、末梢血単核球、骨髄、リ
ンパ節組織、臍帯血、胸腺組織、感染部位に由来する組織、腹水、胸水、脾臓組織、およ
び腫瘍を含む多数の非限定的な供給源から得ることができる。入手可能であり、かつ当業
者に公知の任意の数の免疫細胞株を使用することができる。別の態様において、前記細胞
は健常ドナーから得られてもよく、癌と診断された患者または感染症と診断された患者か
ら得られてもよい。前記細胞は、異なる表現型特徴を示す細胞の混合集団の一部でもよい
。本発明の範囲には、以前に述べられた方法による形質転換免疫細胞、例えばT細胞から
得られた細胞株も包含される。免疫抑制処置に対して耐性があり、かつ前記の方法によっ
て入手することができる改変された細胞が本発明の範囲に包含される。
【０２６７】
　別の態様において、本発明による単離された細胞は、TCR、MHCクラスI成分、b-2ミクロ
グロブリン（B2M）、TAP1、およびLMP2のような、自己抗原および非自己抗原の認識に関
与するポリペプチドをコードする1種の不活化された内在性遺伝子を含む。さらに、操作
された同種免疫細胞は、少なくとも1種の分泌型非内在性免疫抑制ポリペプチドを発現さ
せることによって、または少なくとも1種の非内在性免疫抑制ポリペプチドと共に免疫細
胞をインキュベートすることによって、少なくとも1種の非内在性免疫抑制ポリペプチド
と接触させられる。
【０２６８】
治療用途
　別の態様において、以前に述べられた様々な方法によって得られた単離された細胞また
は前記単離された細胞に由来する細胞株は医薬として使用することができる。別の態様に
おいて、前記医薬は、癌または感染症の処置を必要とする患者において癌または感染症を
処置するのに使用することができる。別の態様において、本発明による前記単離された細
胞または前記単離された細胞に由来する細胞株は、癌またはウイルス感染症の処置を必要
とする患者において癌またはウイルス感染症を処置するための医薬の製造において使用す
ることができる。
【０２６９】
　別の局面において、本発明は、処置を必要とする患者において患者を処置するための方
法に依拠し、本方法は、
　(a)以前に述べた方法のいずれか1つによって入手可能な免疫細胞、例えばT細胞を準備
する工程、
　(b)前記形質転換された免疫細胞、例えばT細胞を前記患者に投与する工程
の少なくとも1つを含む。
【０２７０】
　一態様において、本発明の前記免疫細胞、例えばT細胞は活発にインビボで免疫細胞、
例えばT細胞増殖することができ、長期間にわたって持続することができる。
【０２７１】
　前記処置は、寛解させる処置でもよく、根治的処置でもよく、予防的処置でもよい。前
記処置は自己由来免疫療法の一環でもよく、同種異系免疫療法処置の一環でもよい。自己
由来とは、患者の処置に用いられる細胞、細胞株、または細胞集団が前記患者またはヒト
白血球抗原(HLA)適合ドナーに由来することを意味する。同種異系とは、患者の処置に用
いられる細胞または細胞集団が前記患者に由来しないが、ドナーに由来することを意味す
る。
【０２７２】
　本発明は、典型的にはドナーから得られた免疫細胞、例えばT細胞を形質転換して非ア
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ロ反応性細胞にすることができる限り同種異系免疫療法に特に適している。これは標準的
なプロトコール下で行われ、必要に応じて何回でも再現される場合がある。結果として得
られた改変された免疫細胞はプールされ、1人または数人の患者に投与される場合があり
、それによって「既製の」治療製品として利用可能になる。
【０２７３】
　開示された方法と共に使用することができる細胞は前の項において説明されている。前
記処置は、癌、ウイルス感染症、自己免疫障害、または移植片対宿主病(GvHD)と診断され
た患者を処置するのに使用することができる。処置され得る癌には、血管新生していない
腫瘍、またはまだ実質的に血管新生していない腫瘍、ならびに血管新生した腫瘍が含まれ
る。癌は、非固形腫瘍(例えば、血液腫瘍、例えば、白血病、およびリンパ腫)を含んでも
よく、固形腫瘍を含んでもよい。本発明のCARを用いて処置される癌のタイプには、癌腫
、芽腫、および肉腫、ならびにある特定の白血病またはリンパ系腫瘍、良性腫瘍および悪
性腫瘍、ならびに悪性疾患、例えば、肉腫、癌腫、および黒色腫が含まれるが、これに限
定されない。成人腫瘍/癌および小児科腫瘍/癌も含まれる。
【０２７４】
　それは、抗体治療、化学療法、サイトカイン治療、樹状細胞治療、遺伝子治療、ホルモ
ン治療、レーザー光線治療、および放射線治療の群より選択される、癌に対する1種以上
の治療との組み合わせ処置であり得る。
【０２７５】
　本発明の好ましい態様によると、処置は、免疫抑制処置を受けている患者に施すことが
できる。実際、本発明は、好ましくは、そのような免疫抑制剤の受容体をコードする遺伝
子の不活性化のため、少なくとも1種の免疫抑制剤に対して抵抗性にされた細胞または細
胞の集団に依拠する。この局面において、免疫抑制処置は、患者における本発明によるT
細胞の選択および増殖を支援するべきである。
【０２７６】
　本発明による細胞または細胞の集団の投与は、エアロゾル吸入、注射、経口、輸液、植
え込み、または移植を含む、便利な様式で実施され得る。本明細書に記載された組成物は
、皮下に、皮内に、腫瘍内に、結節内に、髄内に、筋肉内に、静脈注射もしくはリンパ内
注射によって、または腹腔内に、患者へ投与され得る。一つの態様において、本発明の細
胞組成物は、好ましくは、静脈注射によって投与される。
【０２７７】
　細胞または細胞の集団の投与は、これらの範囲内の細胞数の全ての整数値を含む、体重
1kg当たり104～109個の細胞、好ましくは、体重1kg当たり105～106個の細胞の投与からな
り得る。細胞または細胞の集団は、単回投与されてもよいしまたは複数回投与されてもよ
い。別の態様において、有効量の細胞が、単回投与される。別の態様において、有効量の
細胞が、ある期間にわたり複数回投与される。投与のタイミングは、管理する医師の判断
にあり、患者の臨床状態に依る。細胞または細胞の集団は、血液バンクまたはドナーのよ
うな任意の起源から入手され得る。個々の必要性は変動するが、特定の疾患または状態の
ための所定の細胞型の有効量の最適範囲の決定は、当技術分野の技術の範囲内にある。有
効量とは、治療的または予防的な利益を提供する量を意味する。投与される投薬量は、レ
シピエントの年齢、健康、および体重、もしあれば、同時処置の種類、処置の頻度、なら
びに望まれる効果の性質に依存するであろう。
【０２７８】
　別の態様において、有効量の細胞またはそれらの細胞を含む組成物は、非経口投与され
る。投与は、静脈内投与であり得る。投与は、腫瘍内への注射によって直接行われてもよ
い。
【０２７９】
　本発明のある種の態様において、細胞は、抗ウイルス治療、シドホビル、およびインタ
ーロイキン2、シタラビン（ARA-Cとしても公知）のような薬剤による処置、またはMS患者
のためのナタリズマブ処置、または乾癬患者のためのエファリズマブ処置、またはPML患
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者のためのその他の処置を含むが、これらに限定されない、多数の関連する処置モダリテ
ィと共に（例えば、前に、同時に、または後に）患者へ投与される。さらなる態様におい
て、本発明のT細胞は、化学療法、放射線、シクロスポリン、アザチオプリン、メトトレ
キサート、ミコフェノール酸、およびFK506のような免疫抑制剤、抗体、またはCAMPATH、
抗CD3抗体、もしくはその他の抗体治療のようなその他の免疫除去（immunoablative）剤
、シトキシン（cytoxin）、フルダラビン、シクロスポリン、FK506、ラパマイシン、ミコ
フェノール酸、ステロイド、FR901228、サイトカイン、ならびに照射と組み合わせて使用
されてもよい。これらの薬物は、カルシウム依存性ホスファターゼカルシニューリンを阻
害するか（シクロスポリンおよびFK506）、または増殖因子によって誘導されるシグナリ
ングにとって重要なp70S6キナーゼを阻害する（ラパマイシン）（Liu et al., Cell 66:8
07-815, 1 1; Henderson et al., Immun. 73:316-321, 1991; Bierer et al., Citrr. Op
in. mm n. 5:763-773, 93）。さらなる態様において、本発明の細胞組成物は、骨髄移植
、フルダラビン、外部照射治療（XRT）、シクロホスファミドのような化学療法剤、また
はOKT3もしくはCAMPATHのような抗体のいずれかを使用したT細胞除去治療と共に（例えば
、前に、同時に、または後に）患者へ投与される。別の態様において、本発明の細胞組成
物は、CD20と反応する薬剤、例えば、リツキサンのようなB細胞除去治療の後に投与され
る。例えば、一つの態様において、対象は、高用量化学療法による標準的な処置を受けた
後、末梢血幹細胞移植を受けることができる。ある種の態様において、移植の後、対象は
、増殖させた本発明の免疫細胞の注入を受ける。付加的な態様において、増殖させた細胞
は、手術の前または後に投与される。本明細書に記載の方法のいずれか1つによって得ら
れた前記改変された細胞は、宿主対移植片(HvG)拒絶反応および移植片対宿主病(GvHD)に
対する処置を必要とする患者を処置するために本発明の特定の局面において使用すること
ができる。従って、宿主対移植片(HvG)拒絶反応および移植片対宿主病(GvHD)に対する処
置を必要とする患者を処置する方法であって、不活性化されたTCRα遺伝子および/または
TCRβ遺伝子を含む有効量の改変された細胞を前記患者に投与することによって、前記患
者を処置する工程を含む方法が本発明の範囲にある。
【０２８０】
他の定義
　ポリペプチド配列内のアミノ酸残基は、1文字コードによって本明細書において表記さ
れ、例えば、QはGln、すなわちグルタミン残基を意味し、RはArg、すなわちアルギニン残
基を意味し、DはAsp、すなわちアスパラギン酸残基を意味する。
【０２８１】
　アミノ酸置換とは、あるアミノ酸残基の他のアミノ酸残基への交換を意味し、例えば、
ペプチド配列内のアルギニン残基のグルタミン残基への交換は、アミノ酸置換である。
【０２８２】
　ヌクレオチドは以下のように表記される：1文字コードがヌクレオシドの塩基を表記す
るために使用される：aはアデニンであり、tはチミンであり、cはシトシンであり、gはグ
アニンである。縮重ヌクレオチドのため、rはgまたはa（プリンヌクレオチド）を表し、k
はgまたはtを表し、sはgまたはcを表し、wはaまたはtを表し、mはaまたはcを表し、yはt
またはc（ピリミジンヌクレオチド）を表し、dはg、a、またはtを表し、vはg、a、または
cを表し、bはg、t、またはcを表し、hはa、t、またはcを表し、nはg、a、t、またはcを表
す。
【０２８３】
　本明細書において使用されるように、「核酸」または「ポリヌクレオチド」とは、デオ
キシリボ核酸（DNA）またはリボ核酸（RNA）のようなヌクレオチドおよび／またはポリヌ
クレオチド、オリゴヌクレオチド、ポリメラーゼ連鎖反応（PCR）によって生成された断
片、ならびにライゲーション、切断、エンドヌクレアーゼ作用、およびエキソヌクレアー
ゼ作用のいずれかによって生成された断片をさす。核酸分子は、（DNAおよびRNAのような
）天然に存在するヌクレオチド、または天然に存在するヌクレオチドの類似体（例えば、
天然に存在するヌクレオチドの鏡像異性体）、または両方の組み合わせであるモノマーか
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ら構成され得る。改変型ヌクレオチドは、糖モエティおよび／またはピリミジン塩基モエ
ティもしくはプリン塩基モエティに変化を有し得る。糖修飾には、例えば、1つ以上のヒ
ドロキシル基のハロゲン、アルキル基、アミン、およびアジド基への交換が含まれ、また
は糖がエーテルもしくはエステルとして官能化されていてもよい。さらに、糖モエティ全
体が、アザ糖および炭素環式糖類似体のような立体的かつ電子的に類似した構造に交換さ
れてもよい。塩基モエティの修飾の例には、アルキル化されたプリンおよびピリミジン、
アシル化されたプリンもしくはピリミジン、またはその他の周知の複素環式置換基が含ま
れる。核酸モノマーは、ホスホジエステル結合またはそのような結合の類似体によって連
結され得る。核酸は、一本鎖または二本鎖のいずれかであり得る。
【０２８４】
　「DNA標的」、「DNA標的配列」、「標的DNA配列」、「核酸標的配列」、「標的配列」
、または「プロセシング部位」とは、本発明によるレアカッティングエンドヌクレアーゼ
によって標的化および処理することができるポリヌクレオチド配列を意図する。これらの
用語は、細胞内にある特定のDNA場所、好ましくは、ゲノム場所だけでなく、遺伝物質の
本体とは独立して存在することができる遺伝物質部分、例えば、非限定的な例として、プ
ラスミド、エピソーム、ウイルス、トランスポゾン、またはミトコンドリアなどの細胞小
器官の中にある遺伝物質部分も指す。TALE-ヌクレアーゼ標的の非限定的な例として、標
的とするゲノム配列は、一般的に、15bpスペーサーで分けられた2つの17bp長の配列(半標
的(half target)と呼ぶ)からなる。それぞれの半標的は、EF1-αプロモーターまたはT7プ
ロモーターの制御下でプラスミドにコードされる、非限定的な例として表2、表6、表7、
および表11に列挙したTALE-ヌクレアーゼの反復によって認識される。核酸標的配列は、
表2および表7に示したように、前記標的の一方の鎖の5'→3'配列によって規定される。
【０２８５】
　キメラ抗原受容体（CAR）とは、特異的な抗標的細胞免疫活性を示すキメラタンパク質
を生成するため、標的細胞上に存在する成分に対する結合ドメイン、例えば、所望の抗原
（例えば、腫瘍抗原）に対する抗体に基づく特異性を、T細胞受容体を活性化する細胞内
ドメインと組み合わせた分子を表す。一般に、CARは、細胞外単鎖抗体（scFvFc）がT細胞
抗原受容体複合体ζ鎖の細胞内シグナリングドメインに融合したもの（scFvFc:ζ）から
なり、T細胞において発現された時に、モノクローナル抗体の特異性に基づき、抗原認識
を向け直す能力を有している。本発明において使用されるCARの一例は、CD19抗原に対す
るCARであり、非限定的な例として、アミノ酸配列：SEQ ID NO:6を含み得る。
【０２８６】
　「送達ベクター」とは、本発明において必要とされる薬剤／化学物質および分子（タン
パク質または核酸）を、細胞と接触させるため（即ち、「接触」）、または細胞もしくは
細胞内区画へ送達するため（即ち、「導入」）、本発明において使用され得る送達ベクタ
ーを表す。それには、リポソーム送達ベクター、ウイルス送達ベクター、薬物送達ベクタ
ー、化学的担体、ポリマー担体、リポプレックス、ポリプレックス、デンドリマー、微小
気泡（超音波造影剤）、ナノ粒子、乳濁液、またはその他の適切な移入ベクターが含まれ
るが、これらに限定されない。これらの送達ベクターは、分子、化学物質、高分子（遺伝
子、タンパク質）、またはプラスミド、Diatosによって開発されたペプチドのようなその
他のベクターの送達を可能にする。これらのケースにおいて、送達ベクターは分子担体で
ある。「送達ベクター」とは、トランスフェクションを実施するための送達方法も表す。
【０２８７】
　「ベクター」という用語は、それが連結された別の核酸を輸送することができる核酸分
子をさす。本発明における「ベクター」には、ウイルスベクター、プラスミド、RNAベク
ター、または染色体核酸、非染色体核酸、半合成核酸、もしくは合成核酸からなり得る直
鎖状もしくは環状のDNA分子もしくはRNA分子が含まれるが、これらに限定されない。好ま
しいベクターは、それらが連結された核酸の自律複製が可能なもの（エピソームベクター
）および／または発現が可能なもの（発現ベクター）である。多数の適当なベクターが、
当業者に公知であり、市販されている。
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【０２８８】
　ウイルスベクターには、レトロウイルス、アデノウイルス、パルボウイルス（例えば、
アデノ随伴ウイルス）、コロナウイルス、オルソミクソウイルス（例えば、インフルエン
ザウイルス）、ラブドウイルス（例えば、狂犬病ウイルスおよび水疱性口内炎ウイルス）
、パラミクソウイルス（例えば、麻疹およびセンダイ）のようなマイナス鎖RNAウイルス
、ピコルナウイルスおよびアルファウイルスのようなプラス鎖RNAウイルス、ならびにア
デノウイルス、ヘルペスウイルス（例えば、単純ヘルペスウイルス1型および2型、エプス
タインバーウイルス、サイトメガロウイルス）、およびポックスウイルス（例えば、ワク
シニア、鶏痘、およびカナリアポックス）を含む二本鎖DNAウイルスが含まれる。他のウ
イルスには、例えば、ノーウォークウイルス、トガウイルス、フラビウイルス、レオウイ
ルス、パポーバウイルス、ヘパドナウイルス、および肝炎ウイルスが含まれる。レトロウ
イルスの例には、トリ白血病肉腫、哺乳動物C型、B型ウイルス、D型ウイルス、HTLV-BLV
群、レンチウイルス、スプーマウイルスが含まれる（Coffin,J.M.,Retroviridae:The vir
uses and their replication,In Fundamental Virology,Third Edition,B.N.Fields,et a
l.,Eds.,Lippincott-Raven Publishers,Philadelphia,1996）。
【０２８９】
　「レンチウイルスベクター」とは、比較的大きいパッケージング能力、低下した免疫原
性、および広範囲の異なる細胞型を高い効率で安定的に形質導入する能力のため、遺伝子
送達のために極めて有望である、HIVに基づくレンチウイルスベクターを意味する。レン
チウイルスベクターは、一般的には、3種（パッケージング、エンベロープ、および移入
）またはそれ以上のプラスミドを産生細胞に一過性トランスフェクションした後、生成さ
れる。HIVと同様に、レンチウイルスベクターは、ウイルス表面糖タンパク質の細胞表面
上の受容体との相互作用を通して標的細胞に侵入する。侵入後、ウイルスRNAが、ウイル
ス逆転写酵素複合体によって媒介される逆転写を受ける。逆転写の産物は、感染細胞のDN
Aへのウイルス組み込みのための基質となる二本鎖の直鎖状ウイルスDNAである。「組込み
レンチウイルスベクター（またはLV）」とは、非限定的な例として、標的細胞のゲノムに
組み込まれ得るそのようなベクターを意味する。反対に、「非組込みレンチウイルスベク
ター（またはNILV）」とは、ウイルスインテグラーゼの作用を通して標的細胞のゲノムに
組み込まれない効率的な遺伝子送達ベクターを意味する。
【０２９０】
　送達ベクターおよびベクターは、ソノポレーション（sonoporation）もしくは電気穿孔
のような細胞透過処理技術、またはこれらの技術の変法と関連しているかまたは組み合わ
せられていてよい。
【０２９１】
　細胞とは、真核生物の生存細胞、初代細胞、およびインビトロ培養のためのこれらの生
物に由来する細胞株を表す。
【０２９２】
　「初代細胞」とは、集団倍化をほとんど受けておらず、従って、腫瘍形成性の連続細胞
株または人為的に不死化された細胞株と比較して、それが由来した組織の主な機能的成分
および特徴をよりよく表している、生存組織（即ち、生検材料）から直接採取され、イン
ビトロでの増殖のために確立された細胞を表す。
【０２９３】
　非限定的な例として、細胞株は、CHO-K1細胞；HEK293細胞；Caco2細胞；U2-OS 細胞；N
IH 3T3細胞；NSO細胞；SP2細胞；CHO-S細胞；DG44細胞；K-562細胞、U-937細胞；MRC5細
胞；IMR90細胞；ジャーカット細胞；HepG2細胞；HeLa細胞；HT-1080細胞；HCT-116細胞；
Hu-h7細胞；Huvec細胞；Molt 4細胞からなる群より選択される。
【０２９４】
　これらの細胞株は、全て、関心対象の遺伝子またはタンパク質を作製し、発現させ、定
量化し、検出し、研究するための細胞株モデルを提供するため、本発明の方法によって改
変され得；これらのモデルは、研究および作製、ならびに非限定的な例としての化学物質
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、生物燃料、治療薬、および農学のような様々な領域において、関心対象の生理活性分子
をスクリーニングするためにも使用され得る。
【０２９５】
　「変異」とは、ポリヌクレオチド（cDNA、遺伝子）またはポリペプチドの配列における
1個、2個、3個、4個、5個、6個、7個、8個、9個、10個、11個、12個、13個、14個、15個
、20個、25個、30個、40個、50個、またはそれ以上までのヌクレオチド／アミノ酸の置換
、欠失、挿入を表す。変異は、遺伝子のコード配列またはその制御配列に影響を与える場
合がある。また、ゲノム配列の構造またはコードされたmRNAの構造／安定性に影響を与え
る場合もある。
【０２９６】
　「バリアント」とは、親分子のアミノ酸配列における少なくとも1個の残基の変異また
は交換によって入手されたリピートバリアント、バリアント、DNA結合バリアント、TALE
ヌクレアーゼバリアント、ポリペプチドバリアントを表す。
【０２９７】
　「機能的バリアント」とは、タンパク質またはタンパク質ドメインの触媒活性変異体を
表し；そのような変異体は、その親のタンパク質またはタンパク質ドメインと比較して、
同一の活性、または付加的な特性、またはより高いかもしくはより低い活性を有し得る。
【０２９８】
　「遺伝子」とは、特定のタンパク質またはタンパク質セグメントをコードする、染色体
に沿って直線的に並べられたDNAセグメントからなる遺伝の基本単位を意味する。遺伝子
は、典型的に、プロモーター、5'非翻訳領域、1つまたは複数のコード配列(エキソン)、
任意で、イントロン、3'非翻訳領域を含む。遺伝子は、ターミネーター、エンハンサー、
および/またはサイレンサーをさらに含んでもよい。
【０２９９】
　本明細書で使用する「遺伝子座」という用語は、染色体上にあるDNA配列(例えば、遺伝
子)の特定の物理的な場所である。「遺伝子座」という用語は、染色体上にあるレアカッ
ティングエンドヌクレアーゼ標的配列の特定の物理的な場所を指すことがある。このよう
な遺伝子座は、本発明によるレアカッティングエンドヌクレアーゼによって認識および/
または切断される標的配列を含んでもよい。本発明の関心対象の遺伝子座は、細胞の遺伝
物質の本体(すなわち、染色体)に存在する核酸配列だけでなく、遺伝物質の前記本体とは
独立して存在することができる遺伝物質部分、例えば、非限定的な例として、プラスミド
、エピソーム、ウイルス、トランスポゾン、またはミトコンドリアなどの細胞小器官の中
にある遺伝物質部分も適格にできる(qualify)ことが理解される。
【０３００】
　「エンドヌクレアーゼ」という用語は、DNA分子またはRNA分子、好ましくは、DNA分子
の内部にある、核酸間の結合の加水分解(切断)を触媒することができる任意の野生型酵素
または変種酵素を指す。エンドヌクレアーゼは、DNA分子もRNA分子もその配列とは無関係
に切断せず、DNA分子またはRNA分子の特定のポリヌクレオチド配列を認識および切断する
。この特定のポリヌクレオチド配列は「標的配列」または「標的部位」とさらに呼ばれる
。エンドヌクレアーゼは、典型的に、長さ12塩基対(bp)を超える、より好ましくは14～55
bpのポリヌクレオチド認識部位を有するときにレアカッティングエンドヌクレアーゼと分
類することができる。レアカッティングエンドヌクレアーゼは、規定された遺伝子座にお
いてDNA二本鎖切断(DSB)を誘導することによってHRを大幅に増加させる(Rouet, Smih et 
al. 1994; Choulika, Perrin et al. 1995; Pingoud and Silva 2007)。レアカッティン
グエンドヌクレアーゼは、例えば、ホーミングエンドヌクレアーゼ(Paques and Duchatea
u 2007)、操作されたジンクフィンガードメインとFokIなどの制限酵素の触媒ドメインと
の融合に起因するキメラジンクフィンガーヌクレアーゼ(ZFN)(Porteus and Carroll 2005
)、または化学的エンドヌクレアーゼ(Eisenschmidt, Lanio et al. 2005; Arimondo, Tho
mas et al. 2006)でもよい。化学的エンドヌクレアーゼにおいて、化学的クリーバー(cle
aver)またはペプチドクリーバーは、核酸ポリマー、または特定の標的配列を認識する別
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のDNAと結合され、それによって、切断活性を特定の配列に標的化する。化学的エンドヌ
クレアーゼはまた、特定のDNA配列に結合することが知られている、オルトフェナントロ
リン結合体のような合成ヌクレアーゼ、DNA切断分子、および三重鎖形成オリゴヌクレオ
チド(TFO)(Kalish and Glazer 2005)も包含する。このような化学的エンドヌクレアーゼ
は、本発明による「エンドヌクレアーゼ」という用語に含まれる。
【０３０１】
　レアカッティングエンドヌクレアーゼはまた、例えば、FokI触媒ドメインと、ザントモ
ナス属(Xanthomonas)の植物病原体が感染プロセスにおいて使用するタンパク質ファミリ
ーである転写アクチベーター様エフェクター(TALE)に由来するDNA結合ドメインを用いる
新たなクラスのキメラヌクレアーゼであるTALE-ヌクレアーゼでもよい(Boch, Scholze et
 al. 2009; Moscou and Bogdanove 2009; Christian, Cermak et al. 2010; Li, Huang e
t al.)。FokIベースのTALE-ヌクレアーゼ(TALE-ヌクレアーゼ)の機能レイアウトは本質的
にZFNの機能レイアウトであり、ジンクフィンガーDNA結合ドメインがTALEドメインと交換
されている。従って、TALE-ヌクレアーゼによるDNA切断には、不特定の中心領域に隣接す
る2つのDNA認識領域が必要である。本発明に包含されるレアカッティングエンドヌクレア
ーゼはまたTALE-ヌクレアーゼに由来してもよい。
【０３０２】
　レアカッティングエンドヌクレアーゼは、メガヌクレアーゼの名前でも知られるホーミ
ングエンドヌクレアーゼでもよい。このようなホーミングエンドヌクレアーゼは当業者に
周知である(Stoddard 2005)。ホーミングエンドヌクレアーゼはDNA標的配列を認識し、一
本鎖切断または二本鎖切断を生じる。ホーミングエンドヌクレアーゼは高度に特異的であ
り、長さが12～45塩基対(bp)、通常、長さが14～40bpのDNA標的部位を認識する。本発明
によるホーミングエンドヌクレアーゼは、例えば、LAGLIDADGエンドヌクレアーゼ、HNHエ
ンドヌクレアーゼ、またはGIY-YIGエンドヌクレアーゼに対応してもよい。本発明による
好ましいホーミングエンドヌクレアーゼはI-CreI変種でもよい。
【０３０３】
　「TALE-ヌクレアーゼ」とは、典型的には転写アクチベーター様エフェクター(TALE)に
由来する核酸結合ドメインと、核酸標的配列を切断する1つのヌクレアーゼ触媒ドメイン
からなる融合タンパク質を意図する。触媒ドメインは好ましくはヌクレアーゼドメインで
あり、より好ましくは、例えば、I-TevI、ColE7、NucA、およびFok-Iのようなエンドヌク
レアーゼ活性を有するドメインである。特定の態様において、TALEドメインは、例えば、
I-CreIおよびI-OnuIのようなメガヌクレアーゼまたはその機能的変種と融合されてもよい
。さらに好ましい態様において、前記ヌクレアーゼは単量体TALE-ヌクレアーゼである。
単量体TALE-ヌクレアーゼは、特異的な認識および切断のために二量体化を必要としないT
ALE-ヌクレアーゼ、例えば、WO2012138927に記載の操作されたTAL反復とI-TevI触媒ドメ
インとの融合である。転写アクチベーター様エフェクター(TALE)は細菌種ザントモナス属
に由来するタンパク質であり、複数の反復配列を含み、それぞれの反復が、位置12および
13に、標的とする核酸配列のそれぞれのヌクレオチド塩基に特異的な、二残基(RVD)を含
む。同様のモジュラー塩基対塩基核酸結合特性(modular base-per-base nucleic acid bi
nding property)(MBBBD)を有する結合ドメインが、異なる細菌種において本出願人が最近
発見した新たなモジュラータンパク質からも得ることができる。この新たなモジュラータ
ンパク質には、TAL反復より大きな配列可変性を示すという利点がある。好ましくは、異
なるヌクレオチドの認識に関連するRVDは、Cを認識する場合はHD、Tを認識する場合はNG
、Aを認識する場合はNI、GまたはAを認識する場合はNN、A、C、G、またはTを認識する場
合はNS、Tを認識する場合はHG、Tを認識する場合はIG、Gを認識する場合はNK、Cを認識す
る場合はHA、Cを認識する場合はND、Cを認識する場合はHI、Gを認識する場合はHN、Gを認
識する場合はNA、GまたはAを認識する場合はSN、およびTを認識する場合はYG、Aを認識す
る場合はTL、AまたはGを認識する場合はVT、およびAを認識する場合はSWである。別の態
様において、ヌクレオチドA、T、C、およびGに対する特異性を調節するために、特に、こ
の特異性を増強するために、重要なアミノ酸12および13は他のアミノ酸残基に変異されて
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もよい。TALE-ヌクレアーゼは既に説明されており、遺伝子ターゲティングおよび遺伝子
組換えを刺激するために用いられている(Boch, Scholze et al. 2009; Moscou and Bogda
nove 2009; Christian, Cermak et al. 2010; Li, Huang et al.)。操作されたTAL-ヌク
レアーゼは商品名TALEN(商標)(Cellectis, 8 rue de la Croix Jarry, 75013 Paris, Fra
nce)で市販されている。
【０３０４】
　「切断」という用語は、ポリヌクレオチドの共有結合バックボーンの破壊を指す。ホス
ホジエステル結合の酵素的加水分解または化学的加水分解を含むが、これに限定されない
様々な方法によって切断を開始することができる。一本鎖切断および二本鎖切断がいずれ
も可能であり、二本鎖切断は2つの別個の一本鎖切断事象の結果として発生してもよい。
二本鎖DNA、RNA、またはDNA/RNAハイブリッド切断によって平滑末端または付着末端のい
ずれかが生じる可能性がある。
【０３０５】
　「融合タンパク質」とは、元々は別々のタンパク質またはその一部をコードする2種類
以上の遺伝子を結合することにある当技術分野において周知のプロセスの結果を意図する
。前記「融合遺伝子」が翻訳されると、元のタンパク質のそれぞれに由来する機能的特性
を有する1本のポリペプチドが生じる。
【０３０６】
　「同一性」とは、2種の核酸分子またはポリペプチドの間の配列同一性をさす。同一性
は、比較の目的のために整列化され得る各配列の位置を比較することによって決定され得
る。比較された配列のある位置が同一の塩基によって占有される時、それらの分子はその
位置において同一である。核酸またはアミノ酸配列の間の類似性または同一性の程度は、
核酸配列が共有している位置における同一のまたは一致するヌクレオチドの数の関数であ
る。GCG配列分析パッケージ（University of Wisconsin,Madison,Wis.）の一部として入
手可能であるFASTAまたはBLASTを含む、様々なアライメントアルゴリズムおよび／または
プログラムが、2種の配列の間の同一性を計算するために使用され得、例えば、デフォル
ト設定で使用され得る。例えば、本明細書に記載された特定のポリペプチドとの少なくと
も70％、85％、90％、95％、98％、または99％の同一性を有しており、好ましくは、実質
的に同一の機能を示すポリペプチド、およびそのようなポリペプチドをコードするポリヌ
クレオチドが、企図される。
【０３０７】
　「類似性」とは、2種以上のポリペプチドのアミノ酸配列の間の関係を記載する。BLAST
Pも、BLOSUM45、BLOSUM62、またはBLOSUM80のような類似性マトリックスを使用して、参
照アミノ酸配列との少なくとも70％、75％、80％、85％、87.5％、90％、92.5％、95％、
97.5％、98％、99％の配列類似性を有するアミノ酸配列を同定するために使用され得る。
他に示されない限り、類似性スコアは、BLOSUM62の使用に基づくであろう。BLASTPが使用
される時、類似性の割合（％）は、BLASTP陽性スコアに基づき、配列同一性の割合（％）
は、BLASTP同一性スコアに基づく。BLASTP「同一性」は、同一である高スコア配列対にお
ける全残基の数および画分を示し；BLASTP「陽性」は、アライメントスコアが正の値を有
しており、相互に類似している残基の数および画分を示す。本明細書に開示されたアミノ
酸配列との同一性もしくは類似性のこれらの程度または同一性もしくは類似性の中間の程
度を有するアミノ酸配列が、本開示によって企図され包含される。類似したポリペプチド
のポリヌクレオチド配列は、遺伝暗号を使用して推定され、従来の手段によって入手され
得る。
【０３０８】
　「シグナル伝達ドメイン」または「共刺激リガンド」とは、T細胞上の同族共刺激分子
に特異的に結合し、それによって、例えば、ペプチドが負荷されたMHC分子とのTCR/CD3複
合体の結合によって提供される一次シグナルに加えて、増殖活性化、分化等を含むがこれ
らに限定されないT細胞応答を媒介するシグナルを提供する抗原提示細胞上の分子をさす
。共刺激リガンドには、CD7、B7-1（CD80）、B7-2（CD86）、PD-L1、PD-L2、4-1BBL、OX4
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0L、誘導性共刺激リガンド（ICOS-L）、細胞間接着分子（ICAM、CD30L、CD40、CD70、CD8
3、HLA-G、MICA、M1CB、HVEM、リンホトキシンβ受容体、3/TR6、ILT3、ILT4、トールリ
ガンド受容体に結合するアゴニストまたは抗体、およびB7-H3に特異的に結合するリガン
ドが含まれ得るが、これらに限定されない。共刺激リガンドには、とりわけ、以下に限定
されないが、CD27、CD28、4-IBB、OX40、CD30、CD40、PD-1、ICOS、リンパ球機能関連抗
原1（LFA-1）、CD2、CD7、LTGHT、NKG2C、B7-H3、CD83と特異的に結合するリガンドのよ
うな、T細胞上に存在する共刺激分子と特異的に結合する抗体も包含される。
【０３０９】
　「共刺激分子」とは、共刺激リガンドと特異的に結合し、それによって、これに限定さ
れないが、増殖のような、細胞による共刺激応答を媒介するT細胞上の同族結合パートナ
ーをさす。共刺激分子には、MHCクラスI分子、BTLA、およびトールリガンド受容体が含ま
れるが、これらに限定されない。
【０３１０】
　「共刺激シグナル」とは、本明細書において使用されるように、TCR/CD3ライゲーショ
ンのような一次シグナルと組み合わせて、T細胞増殖および／または重要分子のアップレ
ギュレーションもしくはダウンレギュレーションをもたらすシグナルをさす。
【０３１１】
　「細胞外リガンド結合ドメイン」という用語は、本明細書において使用されるように、
リガンドと結合することができるオリゴペプチドまたはポリペプチドとして定義される。
好ましくは、ドメインは、細胞表面分子と相互作用することができるであろう。例えば、
細胞外リガンド結合ドメインは、特定の疾患状態に関連した標的細胞上の細胞表面マーカ
ーとして作用するリガンドを認識するよう選択され得る。従って、リガンドとして作用し
得る細胞表面マーカーの例には、ウイルス、細菌、および寄生虫の感染、自己免疫疾患、
ならびに癌細胞に関連したものが含まれる。
【０３１２】
　「対象」または「患者」という用語には、本明細書において使用されるように、非ヒト
霊長類およびヒトを含む動物界の全てのメンバーが含まれる。
【０３１３】
　上記の本発明の説明は、当業者が本発明を作成し使用することが可能になるよう、本発
明を作成し使用する様式および過程を提供するものであり、この可能性は、当初明細書の
一部を構成する添付の特許請求の範囲の主題のために特に提供される。
【０３１４】
　本明細書において数的な限度または範囲が記述される場合、その終点が含まれる。数的
な限度または範囲に含まれる全ての値および部分範囲も、明示的に記載されたかのごとく
、具体的に含まれる。
【０３１５】
　上記の説明は、当業者が本発明を作成し使用することを可能にするために提示され、特
定の適用およびその必要条件に関して提供される。好ましい態様に対する様々な改変は、
当業者に容易に明白になり、本明細書において定義された一般原理は、本発明の本旨およ
び範囲から逸脱することなく、他の態様および適用に適用され得る。従って、本発明は、
示された態様に限定されず、本明細書に開示された原理および特色と一致する最も広い範
囲を与えられるものとする。
【０３１６】
　本発明を全般的に説明したが、ある種の具体例を参照することによって、さらなる理解
を得ることができる。それらの具体例は、例示目的のために本明細書に提供されるに過ぎ
ず、他に特記されない限り、限定するためのものではない。
【実施例】
【０３１７】
　本発明者らは、HvGを介した同種CAR T細胞枯渇（図9）を防止するため、3種の異なる戦
略を探究することを提唱する。実施例1に提示されるように、第1のものは、CAR T細胞の
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表面にPD-L1を発現させることからなる。そのような抗原の存在は、PD1/PD-L1阻害経路を
介して宿主T細胞を阻害し、従って、CAR T細胞に対する細胞溶解活性を減少させる可能性
が高い（図10A）。そのようなデコイ系なしでは、一定時間の後、宿主T細胞が同種CAR T
細胞を攻撃し枯渇させることが予想される（図10B）。第2の戦略は、IgGの定常領域と融
合したCTLA4タンパク質から作成されたキメラ構築物、CTLA4 Igを排出するよう、CAR T細
胞を操作することからなる。細胞外培地へのCTLA4 Igの放出は、抗原提示細胞（APC）の
表面に露出したCD86/CD80に結合し、CD28/CD80またはCD28/CD86の相互作用を介した宿主T
細胞の活性化を防止する可能性が高い。宿主APCおよび宿主T細胞の相互作用/活性化を含
むHvG反応は、図11Aに示され、CTLA4 Igの排出を介したCAR T細胞拒絶の防止は、図11Bに
示される。前記の2種の戦略の組み合わせからなる第3の戦略も、HvG反応を防止し、かつC
AR T細胞が同種細胞養子移入の環境において増殖することを可能にするために使用され得
る。
【０３１８】
　以下の実施例3～7において、生存を延長し、治療活性を増強するため、本発明者らは、
（i）UL18およびβ2-mから構成されるキメラ単鎖分子（B2M-UL18）の発現または（ii）NK
G2Dリガンドの分泌のいずれかと組み合わせられた、特異的なTALENを使用したB2M遺伝子
の不活化を通して、同種T細胞を操作することによって、治療用同種T細胞のNK細胞によっ
て媒介される拒絶を防止する方法を記載する。特殊性は、腫瘍細胞またはウイルス感染細
胞において通常起こる機序を初代T細胞に適用することにある。従って、作用機序は、潜
在的に異なる：腫瘍細胞においては、NKG2Dリガンドのシェディングが、表面における存
在の減少に至るが、操作された細胞においては、分泌されたNKG2Dリガンドが、T細胞表面
にまだ存在する可能性のある他の数種のNKG2Dリガンドのためのデコイとして働くであろ
う。
【０３１９】
　患者のT細胞の阻害を可能にし、従って、患者へ注入された同種CAR T細胞の効率的な持
続性を可能にする、ウイルスタンパク質由来の免疫抑制ポリペプチド（膜結合型ペプチド
または分泌型ペプチドとしてのISUまたはFP）を発現するよう同種CAR T細胞が操作される
方法が、以下の実施例8～11に提示される。
【０３２０】
一般法
初代T細胞培養物
　フィコール勾配密度培地を使用して、EFS（Etablissement Francais du Sang,Paris,Fr
ance）によって提供されたバフィーコート試料から、T細胞を精製した。PBMC層を回収し
、T細胞を市販のT細胞濃縮キットを使用して精製した。精製されたT細胞を、20ng/mLヒト
IL-2、5％ヒト、およびビーズ:細胞比1:1のDynabeadsヒトT活性化因子CD3/CD28（Life Te
chnologies）が補足されたX-Vivo（商標）-15培地（Lonza）において活性化した。
【０３２１】
scCAR mRNAトランスフェクション
　T細胞の精製および活性化の後、4日目または11日目に、トランスフェクションを行った
。5百万個の細胞に、異なるscCAR構築物をコードする15μgのmRNAをトランスフェクトし
た。Cytopulseテクノロジーを使用し、「Cytoporation buffer T」（BTX Harvard Appara
tus）の最終体積200μlで、0.4cmギャップキュベットにおいて、3000V/cmの2回の0.1mSパ
ルスの後、325V/cmの4回の0.2mSパルスを適用することによって、T7 mRNAポリメラーゼト
ランスフェクションを使用して、scCAR mRNAを作製した。直後に、X-Vivo（商標）-15培
地で細胞を希釈し、5％CO2で37℃でインキュベートした。電気穿孔の2時間後に、20ng/mL
のIL-2を添加した。
【０３２２】
細胞傷害アッセイ
　T細胞を、同一ウェルにおいて10,000個の標的細胞（CD123発現）および10,000個の対照
細胞（CD123陰性）と共に、96穴プレートにおいてインキュベートした（100,000細胞/ウ
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ェル）。標的細胞および対照細胞を、蛍光細胞内色素（CFSEまたはCell Trace Violet）
によって標識した後、CD123 CAR+T細胞と共培養した。共培養物を5％CO2で37℃で4時間イ
ンキュベートした。このインキュベーション期間の後、細胞を固定可能な生死判定色素に
よって標識し、フローサイトメトリーによって分析した。各細胞集団（標的細胞またはCD
123対照細胞）の生存度を決定し、特異的細胞溶解の割合(％)を計算した。mRNAトランス
フェクションの48時間後に細胞傷害アッセイを実施した。
【０３２３】
T細胞形質導入
　scCARを発現する組換えレンチウイルスベクターによるT細胞の形質導入を、T細胞の精
製/活性化の3日後に実施した。T細胞の表面におけるscCAR検出を、ヒトCD123タンパク質
の細胞外ドメインとマウスIgG1 Fc断片との融合からなる組換えタンパク質を使用して行
った。このタンパク質のscCAR分子との結合を、タンパク質のマウスFc部分を標的とする
、蛍光色素とコンジュゲートされた二次抗体によって検出し、フローサイトメトリーによ
って分析した。
【０３２４】
実施例1.初代T細胞およびCAR T細胞の表面におけるPD-L1のトランスジェニック発現
　これらの実験において、PD-L1をコードするベクター（mRNAまたはレンチウイルス）を
トランスフェクトされたまたは形質導入されたヒト活性化T細胞が、検出可能なレベルのP
D-L1を細胞表面に発現することが示される。
【０３２５】
PD-L1の発現
　この実施例は、T細胞またはCAR T細胞の表面におけるPD-L1の発現を、腫瘍細胞に対す
る細胞溶解活性に対するそのような発現の影響と共に記載する。初代T細胞の表面にPD-L1
を発現させるため、まずバフィーコート試料から初代T細胞を精製し、活性化し、抗CD19 
CARツール（pCLS23856、SEQ ID NO:77）を含有しているレンチウイルス粒子を形質導入し
、Galetto R et al.(2014)Molecular Therapy-Methods & Clinical Development 1,Artic
le number:14021 doi:10.1038/mtm.2014.2に記載された手法に従ってトランスフェクトし
た。形質導入に関して簡単に説明すると、DynabeadsヒトT活性化因子CD3/CD28による活性
化の2日後に、MOI=5で、抗CD19 CARツールを含有しているレンチウイルス粒子と共にT細
胞をインキュベートした。
【０３２６】
mRNAのトランスフェクション
　トランスフェクションに関して、活性化の5日後に、500万個のCAR T細胞またはT細胞に
、PD-L1をコードするmRNA（pCLS27069、SEQ ID NO:18）20μgをトランスフェクトした。A
gilpulseテクノロジーを使用し、0.4cmギャップキュベットにおいて、Cytoporation buff
er T（BTX Harvard Apparatus,Holliston,Massachusetts）の最終体積200μlで、3,000V/
cmの2回の0.1mSパルスの後、325V/cmの4回の0.2mSパルスを適用することによって、トラ
ンスフェクションを実施した。次いで、直後に、20ng/ml IL-2（最終濃度）および5％ヒ
ト血清ABが補足されたX-Vivo-15培地で細胞を希釈した。トランスフェクトされたT細胞を
、最終的に1×106/mlに希釈し、さらなる特徴決定のため、5％CO2および20ng/ml IL-2（
最終濃度）および5％ヒトAB血清の存在下で、37℃で、培養物中に維持した。トランスフ
ェクションの1日後、細胞表面におけるPD-L1の発現を特徴決定し、抗CD19ツールCARによ
って標的とされた関連腫瘍細胞に対する特異的細胞溶解活性に対するそのような発現の影
響を決定するため、CAR T細胞を回収した。
【０３２７】
　本発明者らの結果は、PD-L1をコードするmRNAをトランスフェクトされたCAR T細胞にお
いては、PD-L1が発現する（細胞の＞90％がPD-L1を発現する、図12）が、モックトランス
フェクションを受けたT細胞またはCAR T細胞においては、発現が検出され得ないことを示
した。形質導入されていないT細胞でも類似した結果が得られ、このことから、CAR T細胞
およびT細胞においてPD-L1が成功裡に発現されることが示された（図12）。
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【０３２８】
レンチウイルスベクター（LV）によるトランスフェクション
　PD-L1 cDNAを含有しているLVベクターを作製した。まずバフィーコート試料から初代T
細胞を精製し、活性化し、MOI=5で、PD-L1を含有しているレンチウイルス粒子（SEQ ID N
O:18のpCLS27062）を形質導入した。形質導入の3日後に、細胞表面におけるPD-L1の発現
を特徴決定するため、形質導入されたT細胞を回収した。
【０３２９】
　結果は、PD-L1をコードするLVベクター単独を形質導入されたT細胞においてはPD-L1が
発現する（細胞の＞70％がPD-L1を発現する、結果は示さない）が、形質導入されていな
いT細胞においては発現が検出され得ないことを示した。
【０３３０】
特異的細胞溶解
　Zhao,Y.et al.(2010)Cancer Res 70,9053-9061に記載されたフローベース（flow-based
）アッセイを使用して決定された、関連腫瘍細胞（ダウディ）に対するCAR T細胞の特異
的細胞溶解活性に関して、本発明者らの結果は、CAR T細胞の表面におけるPD-L1の再発現
が活性に顕著には影響しないことを示した（図13）。この結果は、異なる血液ドナーから
操作されたCAR T細胞によって再現可能である（図13、モックCAR T細胞BおよびPD-L1 CAR
 T細胞Bによって入手された結果を参照すること）。
【０３３１】
実施例2.初代T細胞およびCAR T細胞によるアバタセプトおよびベラタセプト（CTLA4 Ig）
のトランスジェニック発現および排出
mRNAおよびレンチウイルスベクター（LV）によるトランスフェクション
　（それぞれ、OrenciaおよびNulojixとして市販されている）アバタセプトおよびベラタ
セプトは、CTLA-4の細胞外ドメインと融合した免疫グロブリンIgG1のFc領域から構成され
た融合タンパク質である。
【０３３２】
　この実施例は、MOI=5での、CTLA4a IgおよびCTLA4b Ig（アバタセプトまたはベラタセ
プト、それぞれ、pCLS27068 SEQ ID NO:3およびpCLS27066 SEQ ID NO:4）、ならびにCTLA
4Igを含有しているLV（SEQ ID NO:16のpCLS27064）の、初代T細胞による発現および培養
培地への排出を記載する。アバタセプトは、Moreland L et al;(2006)Nature Reviews Dr
ug Discovery 5,185-186に記載されている。ベラタセプトは、Larsen CP et al.(2005)「
強力な免疫抑制特性を有するCTLA4-Igの高親和性バリアントであるLEA29Y（ベラタセプト
）の合理的開発（Rational development of LEA29Y（belatacept）,a high-affinity var
iant of CTLA4-Ig with potent immunosuppressive properties）」Am J Transplant.5(3
):443-53によって記載されている。
【０３３３】
CTLA4 a/b Ig発現
　初代T細胞によってCTLA4 Igを発現させるため、まずバフィーコート試料から初代T細胞
を精製し、活性化し、抗CD19 CARツール（pCLS23856、SEQ ID NO:77）を含有しているレ
ンチウイルス粒子を形質導入し、実施例1に記載された手法に従ってトランスフェクトし
た。トランスフェクションに関して、活性化の5日後に、500万個のCAR T細胞またはT細胞
に、20μgのCTLA4a IgまたはCTLA4b IgをコードするmRNA（アバタセプトまたはベラタセ
プト、それぞれ、pCLS27068 SEQ ID NO:16およびpCLS27066 SEQ ID NO:17）をトランスフ
ェクトし、実施例1に記載されたプロトコルに従って培養した。トランスフェクションの1
日後、ELISAを介して培養培地中へCTLA4 Igを排出する能力を特徴決定し、標的とされた
関連腫瘍細胞および非関連腫瘍細胞（それぞれ、ダウディおよびK562）に対する特異的細
胞溶解活性に対するそのような発現/排出の影響を決定するため、CAR T細胞を回収した。
【０３３４】
　本発明者らの結果は、CTLA4a IgまたはCTLA4b IgをコードするmRNAによる初代T細胞の
トランスフェクションが、対応する融合タンパク質の培養培地への出現をもたらすことを
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示した。培養培地中のCTLA4 Igの量は、本発明者らの実験条件において、トランスフェク
トされたmRNAの量に近似的に比例しており、CTLA4a IgおよびCTLA4b Igの最大値は、それ
ぞれ、2.1pg/mLおよび3.1pg/mLであった。予想通り、モックトランスフェクションを受け
たT細胞の培養培地は、検出可能なCTLA4 Igタンパク質を含有していなかった。これらの
結果は、CTLA4a IgおよびCTLA4b Igが、初代T細胞によって成功裡に発現され、培養培地
に排出されることを示した。
【０３３５】
特異的細胞溶解活性
　CAR T細胞の活性に対するCTLA4 Igの影響を研究するため、関連腫瘍細胞株および非関
連腫瘍細胞株に対する細胞溶解活性を、実施例1に記載されたフローベースアッセイを使
用して決定した。本発明者らの結果は、モックトランスフェクションを受けたCAR T細胞
およびCTLA4 Ig CAR T細胞が、ダウディ細胞に対して有意な細胞溶解活性を示すことを示
した。総合すると、これらの結果は、初代T細胞が、抗腫瘍活性を保持しながら、成功裡
にCTLA4 Igを発現し、排出することを示した。
【０３３６】
実施例3.初代T細胞によるCTLA4 IgおよびCTLA4 Ig/PD-L1リガンドのトランスジェニック
発現および分泌
　この実験においては、上記のPD-L1およびCTLA4IgをコードするLVベクターによってT細
胞を同時形質導入した。図17は、CTLA4IgをコードするLVベクター単独を形質導入されたT
細胞（平均＝250pg/μl）、またはPD-L1およびCTLA4IgをコードするLVベクターによって
同時形質導入されたT細胞（平均＝270pg/μl）によって上清に分泌されたCTLA4 Igのレベ
ルを示し、PD-L1を形質導入されたT細胞においては発現が検出され得なかった。結果は、
PD-L1をコードするLVベクター単独を形質導入されたT細胞（細胞の＞70％がPD-L1を発現
する、図17）、またはPD-L1およびCTLA4IgをコードするLVベクターによって同時形質導入
されたT細胞（59％）においてPD-L1が発現され、形質導入されていないT細胞またはCTLA4
Igを形質導入されたT細胞においては発現が検出され得ないことを示した。
【０３３７】
実施例4：同種T細胞応答を試験する混合反応アッセイ（MLR）
実験の原理およびプロトコル
　CAR T細胞によるPD-L1および/またはCTLA4Igの過剰発現が宿主免疫系に対して影響を及
ぼすか否かを試験するため、ドナー1由来の未感作PBMCをHLA不適合ドナー2由来のT細胞と
共培養するインビトロアッセイをセットアップした。簡単に説明すると、PBMC（ドナー1
）をCFSEによって標識し、マイトマイシンによって処理されたまたは照射された、即ち、
増殖することができない未標識の操作されたT細胞（ドナー2）と混合する。6日の期間の
後、フローサイトメトリー分析を、以下のゲーティング戦略によって実施する：FSC/SSC-
>生存細胞->CD3+（ドナー1 PBMC由来のT細胞）->CFSE。CFSE染色の減少は、細胞分裂を示
し、従って、HLA不適合ドナー2のT細胞の存在によるドナー1のT細胞の同種応答を示す。
【０３３８】
　一連の実験を、図18の左から右へ、以下のように設定した：
（a）処理なしのドナー1由来のPBMCを単独で培養した、
（b）増加する濃度のPHA（フィトヘマグルチニン）T細胞分裂促進因子による処理に供さ
れたドナー1由来のPBMCを単独で培養する；
（c）ドナー1由来のPBMCを、ドナー2由来の形質導入されていないT細胞と共培養する
（d）ドナー1由来のPBMCを、ドナー2由来のPD-L1を形質導入されたT細胞と共培養する；
（e）ドナー1由来のPBMCを、ドナー2由来のCTLA4Igを形質導入されたT細胞と共培養する
；
（f）ドナー1由来のPBMCを、ドナー2由来のPD-L1およびCTLA4Igによって同時形質導入さ
れたT細胞と共培養する。
【０３３９】
結果
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　図18より、CD3+T細胞は、共培養されない時（a）または自己T細胞の存在下で（c）増殖
しないようである。対照（b）ドナー1由来のPBMCとして、予想通り、CFSE陽性集団は、PH
A濃度が増加につれて減少している。CD3+T細胞は、同種T細胞の存在下（c）で増殖する（
CFSE陽性集団の消滅）。同種T細胞がPD-L1（d）、CTLA4Ig（e）、または両方（f）を発現
するよう操作される時、応答するT細胞は明るいCFSE染色を維持することが観察されるた
め、操作されたT細胞によるPD-L1および/またはCTLA4Igの発現は応答細胞の増殖を阻害す
るという結論が得られる。従って、図18において得られた結果は、PD-L1、CTLA4Ig、また
は両方を発現する操作されたT細胞は、インビトロ混合リンパ球反応（MLR）アッセイにお
いて同種T細胞応答を刺激する傾向がより低いことを示す。さらに、結果は、PD-L1、CTLA
4Igの両方が発現された時の累積効果を示す。
【０３４０】
実施例5：PD-L1および/またはCTLA4Igを発現する抗CD123 CAR T細胞を、MOLM13標的細胞
を死滅させる能力について試験する細胞傷害アッセイ
　この実験は、PD-L1および/またはCTLA4Igを発現するT細胞を、CAR分子の発現を通して
特異的な標的細胞を死滅させる能力について試験することを目標とする。
【０３４１】
　PD-L1 LV、CTLA4IG、または両方を形質導入されたT細胞に、20μgの抗CD123 CARをコー
ドするmRNA（SEQ ID NO:69）をトランスフェクトした。2日の期間の後、特異的な標的細
胞としてMOLM13細胞株を使用して、細胞傷害アッセイを実施する。
【０３４２】
　細胞傷害アッセイからの結果、図19および図20は、PD-L1、CTLA4Ig、または両方を発現
し、さらにCD123 CAR分子を発現するよう操作された、操作されたT細胞が、特異的な標的
を死滅させる能力を保持することを示す。さらに、これらのデータは、PD-L1、CTLA4Ig、
または両方の発現が固有の細胞溶解活性を増加させることを示唆する。
【０３４３】
実施例6：インビボ実験
　これらの実験の目標は、改変されたT細胞が、依然としてインビボで同族腫瘍細胞を根
絶し得ることを確証することである。従って、PD-L1、CTLA4Ig、または両方の発現が、CA
R T細胞の抗腫瘍活性に影響するか否かを調査するため、インビボ実験を実施した。プロ
トコルアウトラインは図21に示される。
【０３４４】
　活性化T細胞を、以下の処理群について入手した：
－形質導入されていないT細胞；
－CD123 CARレンチウイルス（LV）を形質導入されたT細胞；
－CD123 CAR LVおよびPD-L1 LVを形質導入されたT細胞；
－CD123 CAR LV、CTLA4Ig LVを形質導入されたT細胞；
－CD123 CAR LV、PD-L1 LV、およびCTLA4Ig LVを形質導入されたT細胞。
【０３４５】
　2日間の形質導入の後、インビボ実験のため、T細胞をG-Rexにおいて増殖させた。19日
後に、細胞を回収し計数した。
【０３４６】
　図22は、PD-L1、CTLA4Ig、または両方を発現し、さらにCD123 CAR分子を発現するよう
操作されている操作されたT細胞が、CAR CD123を操作されたT細胞と比較して、類似した
増殖能を維持することを示す。
【０３４７】
　このように入手されたT細胞を、インビボ実験のため、NOGマウスへ注射した。
【０３４８】
抗腫瘍マウスモデル
　AML異種移植マウスモデルとして、免疫不全NOGマウスへ、CD123発現MOLM13-ルシフェラ
ーゼ細胞を静脈内（iv）注射した。次いで、試験すべき異なる用量のCD123 CAR+T細胞、
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またはCD123 CARレンチウイルスベクターを形質導入されていないT細胞を、マウスへiv注
射した（腫瘍細胞株の注射の2日後または7日後）。異なる動物における腫瘍進行を追跡す
るため、T細胞注射の当日（D0）、T細胞注射後7日目および14日目に、生物発光シグナル
を決定した。
【０３４９】
　図23Aおよび図23Bからの生物発光分析結果は、操作されたCAR T細胞を注射されたマウ
スの群が、全て、対照群と比較して効率的に腫瘍を根絶することを示し、インビボの操作
されたCAR T細胞の明白な抗腫瘍活性を示している。
【０３５０】
実施例7 特異的なB2M TALENを使用した効率的なB2M遺伝子ノックアウト
　B2M遺伝子（GenBankアクセッション番号NC_000015）の第1コーディングエクソン内の配
列（SEQ ID NO:1）を標的とする特異的なTALENを作製した
（左DNA結合ドメインRVD：

および右DNA結合ドメインRVD：

【０３５１】
　このB2M特異的なTALENの、B2M遺伝子座でエラープローンNHEJイベントを促進する能力
を試験するため、製造業者のプロトコルに従って、Pulse Agileテクノロジー使用して、2
μgまたは10μgのTALENをコードするmRNAを、初代T細胞へ電気穿孔した。トランスフェク
ションの3日後、細胞を回収し、PhycoErythrin蛍光色素にカップリングされた特異的なβ
2ミクログロブリン抗体によって標識した。次いで、細胞を、生存度およびβ2-m発現につ
いてフローサイトメトリーによって分析する。結果は図16に示される。上パネルにおいて
、トランスフェクトされていないT細胞のほぼ100％が、β2-mを発現する（右上パネル）
。それぞれ、2μgまたは10μgのTALEN mRNAをトランスフェクトされた時、T細胞の38％（
中央右）および80％（右下パネル）がβ2-m陰性になるため、特異的なB2M TALENによるT
細胞のトランスフェクションは、β2-m発現を劇的に低下させる。これらのデータは、T細
胞においてB2Mノックアウトが高い効力で達成され得ることを示す。
【０３５２】
実施例8：T細胞における単鎖分子B2M-UL18の作製および発現
　HCMV UL18は、β2-mと会合し、内在性ペプチドに結合するMHCクラスI分子と高レベルの
AA配列同一性を有するI型膜貫通糖タンパク質をコードする。本発明者らの目標は、B2M遺
伝子が無効にされたT細胞においてこの分子を発現させることであるため、本発明者らの
戦略は、単鎖ポリペプチドとしてβ2-mおよびUL18が融合したキメラ分子を作製すること
である。SEQ ID NO:39は、キメラタンパク質のアミノ酸配列を示す。キメラB2M-UL18を含
有しているレンチウイルス粒子を、T細胞へ形質導入する。トランスジーンの発現を、β2
-m抗体を使用して、FACS分析によってモニタリングする。この実験からの結果は、B2M-UL
18キメラタンパク質がT細胞において効率的に発現されることを示すことを目標とする。
【０３５３】
実施例9：T細胞におけるNKG2Dリガンドの産生および発現
　NKG2D天然リガンドは、膜貫通タンパク質またはGPIアンカータンパク質である。T細胞
によるこれらの分子の分泌を達成するため、NKG2Dリガンドの細胞外ドメインを、分泌ペ
プチド型とN末端で融合させた。分泌型キメラNKG2Dリガンドのアミノ酸配列は、以下にリ
ストされる（SEQ ID NO:40～SEQ ID NO:47）。キメラNKG2Dリガンドを含有しているレン
チウイルス粒子を、T細胞へ形質導入する。培養上清におけるトランスジーンの発現を、
特異的な抗体を使用したウエスタンブロット分析によってモニタリングする。この実験か
らの結果は、キメラNKG2Dリガンドタンパク質がT細胞において効率的に発現されることを
示すことを目標とする。
【０３５４】
実施例10：β2-M欠損CAR T細胞は同種T細胞によって認識されない
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　健常ドナーA由来のPBMCを、ドナーB由来の照射されたまたはマイトマイシンによって処
理されたβ2-m欠損の操作されたT細胞と共培養する。対照として、健常ドナーA由来のPBM
Cを、ドナーB由来の照射されたまたはマイトマイシンによって処理されたβ2-m陽性の操
作されたT細胞と共培養する。7日後、ドナーA由来の細胞の増殖を、XTT比色定量アッセイ
またはCFSE希釈（FACS分析）によって測定する。対照においては細胞増殖が観察されるが
、操作されたT細胞がβ2-mを発現しない時には、細胞増殖が観察されないかまたは限定さ
れた細胞増殖が観察される。この実験からの結果は、アロ反応性T細胞がβ2-m欠損T細胞
に対して認識し増殖することができないことを示すことを目標とする。
【０３５５】
実施例11：NKによって媒介される操作されたT細胞の溶解の効率的な阻害
　健常ドナーAのPBMCからNK細胞を精製する。標的として、健常ドナーB由来の操作された
T細胞を作製し、以下にリストする。（a）操作されたT細胞（陰性対照）、（b）β2-m欠
損の操作されたT細胞（陽性対照）、（c）B2M-UL18（SEQ ID NO:39）を発現するβ2-m欠
損の操作されたT細胞、（d）～（k）それぞれ、SP-MICAed（SEQ ID NO: 40）、SP-MICBed
（SEQ ID NO:41）、SP-ULBP1ed（SEQ ID NO: 42）、SP-ULBP2ed（SEQ ID NO: 43）、SP-U
LBP3ed（SEQ ID NO:44）、SP-N2DL4ed（SEQ ID NO: 45）、SP-RET1Ged（SEQ ID NO:46）
、SP-RAETILed（SEQ ID NO:47）を発現するβ2-m欠損の操作されたT細胞。NK細胞によっ
て媒介される細胞傷害を、CFSE標識アッセイによって決定した。標的細胞をCFSEによって
標識し、PBSで洗浄し、様々なE:T細胞比でNK細胞と混合し、37℃で4時間インキュベート
した。次いで、細胞をフローサイトメトリーによって分析し、NK細胞の存在下での操作さ
れたT細胞の生存を示す、CFSE陽性の操作されたT細胞の百分率を測定する。陽性対照（β
2-m欠損の操作されたT細胞）においてはNKによって媒介される細胞溶解が観察されるが、
β2-m欠損の操作されたT細胞が、B2M-UL18（SEQ ID NO:39）または分泌型NKG2Dリガンド
（SP-MICAed（SEQ ID NO: 40）、SP-MICBed（SEQ ID NO: 41）、SP-ULBP1ed（SEQ ID NO:
42）、SP-ULBP2ed（SEQ ID NO: 43）、SP-ULBP3ed（SEQ ID NO: 44）、SP-N2DL4ed（SEQ 
ID NO: 45）、SP-RET1Ged（SEQ ID NO: 46）、SP-RAETILed（SEQ ID NO: 47））を発現す
る時、NKによって媒介される細胞溶解は観察されないかまたは限定された細胞溶解が観察
されることが意図される。この実験からの結果は、キメラ分子が、操作されたT細胞にお
いて発現され、阻害性シグナル受容体（B2M-UL18）または刺激性シグナル受容体（NKG2D
リガンド）のいずれかのデコイとして作用する時、同種NK細胞の細胞傷害活性が損なわれ
ることを示すことを目標とする。
【０３５６】
実施例12：操作されたT細胞におけるISUの発現
　モロニーマウス白血病ウイルス（MMLV）由来のエンベロープタンパク質（SEQ ID NO:78
）、MMLV由来のエンベロープタンパク質の膜貫通短縮型（SEQ ID NO:79）、または分泌型
14アミノ酸長ISUペプチド（HIV-1ウイルス由来の6種のバリアントSEQ ID NO:19～24；HIV
-2ウイルス由来の6種のバリアントSEQ ID NO:25～30；それぞれ、SEQ ID NO:32、33、34
、35、36、37、および38を有するSIV、MoMuLV、HTLV-1、MPMV、シンシチン1、シンシチン
2、HERV-K、およびFELVウイルスに由来するもの）のいずれかを保持するレンチウイルス
粒子を、T細胞へ形質導入する。膜結合型トランスジーンの発現はFACS分析によってモニ
タリングされ、分泌型ISUペプチドの発現はウエスタンブロットによって細胞培養上清に
おいてモニタリングされる。この実験からの結果は、ISUの両方の型がT細胞において効率
的に発現されることを示すことを目標とする。
【０３５７】
実施例13：操作されたT細胞におけるFPペプチドの発現
　分泌型9アミノ酸長FPポリペプチド（それぞれ、SEQ ID NO:48および49～50を有する、H
IV-1ウイルス由来の1種および人工配列由来の2種）を保持するレンチウイルス粒子を、T
細胞へ形質導入する。分泌型FPペプチドの発現は、ウエスタンブロットによって細胞培養
上清においてモニタリングされる。この実験からの結果は、分泌型FPペプチドがT細胞に
おいて効率的に発現されることを示すことを目標とする。
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【０３５８】
実施例14：ISUを発現する操作されたT細胞に対するT細胞増殖の効率的な阻害
　健常ドナーA由来のPBMCを、ISUを発現するドナーB由来の照射されたまたはマイトマイ
シンによって処理された操作されたT細胞と共培養する。対照として、健常ドナーA由来の
PBMCを、ISUを発現しないドナーB由来の照射されたまたはマイトマイシンによって処理さ
れた操作されたT細胞と共培養する。7日後、ドナーA由来の細胞の増殖を、XTT比色定量ア
ッセイまたはCFSE希釈（FACS分析）によって測定する。対照においては細胞増殖が観察さ
れるが、操作されたT細胞が膜結合型または分泌型のISUを発現する時、細胞増殖は観察さ
れないかまたは限定された細胞増殖が観察される。この実験からの結果は、操作されたT
細胞がISUを発現する時、アロ反応性T細胞の増殖が阻害されることを示すことを目標とす
る。
【０３５９】
実施例15：FPを発現する操作されたT細胞に対するT細胞の増殖の効率的な阻害
　健常ドナーA由来のPBMCを、FPを発現するドナーB由来の照射されたまたはマイトマイシ
ンによって処理された操作されたT細胞と共培養する。対照として、健常ドナーA由来のPB
MCを、FPを発現しないドナーB由来の照射されたまたはマイトマイシンによって処理され
た操作されたT細胞と共培養する。7日後、ドナーA由来の細胞の増殖を、XTT比色定量アッ
セイまたはCFSE希釈（FACS分析）によって測定する。対照においては細胞増殖が観察され
るが、改変T細胞が分泌型FPを発現する時、細胞増殖は観察されないかまたは操作された
細胞の増殖が観察される。この実験からの結果は、操作されたT細胞がFPを発現する時、
アロ反応性T細胞の増殖が阻害されることを示すことを目標とする。
【０３６０】
　明細書中に引用された参考文献のリスト
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