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(57)【要約】
　アデノウイルスによる細胞への遺伝子送達を可能にす
るか改善するために、細胞（特に免疫担当細胞）におけ
るＣＸＡＤＲの組換え発現が使用される。特に好ましい
態様では、免疫担当細胞は、ＮＫ細胞、Ｔ細胞、Ｂ細胞
、マクロファージまたは樹状細胞であり、遺伝子送達は
、患者特異的ネオエピトープまたは腫瘍関連抗原などの
疾患特異的抗原をコードする組換え核酸を含む。
【選択図】図１
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　免疫担当細胞を改変する方法であって、
　ＣＸＡＤＲをコードする組換え核酸を前記免疫担当細胞に導入して改変型免疫担当細胞
を作製するステップと、
　前記ＣＸＡＤＲを発現する条件下で第１の培地において前記改変型免疫担当細胞を培養
するステップと、
を含み、前記免疫担当細胞がＮＫ細胞または樹状細胞である、方法。
【請求項２】
　前記組換え核酸がＲＮＡである、請求項１の方法。
【請求項３】
　前記ＮＫ細胞が、不死化されるか、ＮＫ９２細胞または遺伝子操作されたＮＫ９２細胞
である、請求項２の方法。
【請求項４】
　前記ＮＫ細胞が、（ａ）少なくとも１種のキラー細胞免疫グロブリン様受容体（ＫＩＲ
）の発現の低下または消失を有するように遺伝子操作される、（ｂ）高親和性Ｆｃγ受容
体を発現するように遺伝子操作される、または（ｃ）キメラＴ細胞受容体を発現するよう
に遺伝子操作される、請求項３の方法。
【請求項５】
　前記ＣＸＡＤＲをコードする組換え核酸が、恒常的に活性のあるプロモーター、ＮＫ細
胞特異的プロモーターまたは低酸素誘導性プロモーターの制御下にある、請求項１の方法
。
【請求項６】
　前記改変型免疫担当細胞を組換えアデノウイルスに感染させるステップをさらに含む、
請求項１の方法。
【請求項７】
　前記組換えアデノウイルスが、Ｅ２ｂの欠失を有し、且つ、ネオエピトープ、共刺激分
子、サイトカインおよびチェックポイント阻害剤のうちの少なくとも１つをコードする組
換え核酸を含む、請求項６の方法。
【請求項８】
　前記改変型免疫担当細胞を患者に投与するステップをさらに含む、請求項６の方法であ
って、前記感染させるステップが、前記患者への前記改変型免疫担当細胞の投与の後にイ
ンビボで実施される、方法。
【請求項９】
　前記改変型免疫担当細胞を患者に投与するステップをさらに含む、請求項６の方法であ
って、前記感染させるステップが、前記患者への前記改変型免疫担当細胞の投与の前にイ
ンビトロで実施される、方法。
【請求項１０】
　前記改変型免疫担当細胞を患者に投与するステップをさらに含む、請求項１の方法であ
って、前記改変型免疫担当細胞が、前記改変型免疫担当細胞が投与される患者に対して自
家性である、方法。
【請求項１１】
　前記第１の培地において前記改変型免疫担当細胞を所望の量まで増殖させる、請求項１
の方法であって、前記改変型免疫担当細胞の投与に適した第２の培地で前記第１の培地を
置き換えるステップをさらに含む、方法。
【請求項１２】
　遺伝子改変型免疫担当細胞であって、前記免疫担当細胞におけるＣＸＡＤＲの発現のた
めの調節配列に機能可能に連結されたＣＸＡＤＲをコードする組換え核酸を含み、前記遺
伝子改変型免疫担当細胞がＮＫ細胞または樹状細胞である、遺伝子改変型免疫担当細胞。
【請求項１３】
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　前記細胞がＮＫ細胞である、請求項１２の遺伝子改変型免疫担当細胞。
【請求項１４】
　前記細胞が、遺伝子改変されたＮＫ細胞、ＮＫ９２細胞またはＮＫ９２派生細胞である
、請求項１２の遺伝子改変型免疫担当細胞。
【請求項１５】
　前記細胞が、高親和性Ｆｃγ受容体を発現するように遺伝子改変されている、請求項１
２の遺伝子改変型免疫担当細胞。
【請求項１６】
　前記Ｆｃγ受容体が、抗体に連結されており、
　前記抗体が、腫瘍関連抗原、腫瘍特異抗原または癌のネオエピトープに対する結合特異
性を有する、
請求項１５の遺伝子改変型免疫担当細胞。
【請求項１７】
　前記細胞が、キメラＴ細胞受容体を発現するように遺伝子改変されている、請求項１２
の遺伝子改変型免疫担当細胞。
【請求項１８】
　前記キメラＴ細胞受容体が、ｓｃＦｖ部分を含む、請求項１７の遺伝子改変型免疫担当
細胞。
【請求項１９】
　前記キメラＴ細胞受容体が、腫瘍関連抗原、腫瘍特異抗原または癌のネオエピトープに
対する結合特異性を有するエクトドメインを有する、請求項１７の遺伝子改変型免疫担当
細胞。
【請求項２０】
　前記組換え核酸が、前記免疫担当細胞のゲノム中に組み込まれている、請求項１２の遺
伝子改変型免疫担当細胞。
【請求項２１】
　前記組換え核酸が、ＲＮＡである、請求項１２の遺伝子改変型免疫担当細胞。
【請求項２２】
　前記調節配列が、ＮＫ細胞特異的プロモーターまたは低酸素誘導性プロモーターを含む
、請求項１２の遺伝子改変型免疫担当細胞。
【請求項２３】
　前記細胞が、前記細胞を受け入れる患者に対して自家性である、請求項１２の遺伝子改
変型免疫担当細胞。
【請求項２４】
　前記免疫担当細胞が、遺伝子改変の前にＣＸＡＤＲを発現しない、請求項１２の遺伝子
改変型免疫担当細胞。
【請求項２５】
　前記ＣＸＡＤＲがＣＸＡＤＲアイソフォーム１である、請求項１２の遺伝子改変型免疫
担当細胞。
【請求項２６】
　癌の免疫療法のために患者をコンディショニングする方法であって、ＣＸＡＤＲを発現
するように遺伝子改変されている免疫担当細胞を前記患者に投与するステップを含み、前
記免疫担当細胞がＮＫ細胞または樹状細胞である、方法。
【請求項２７】
　前記免疫担当細胞が、ＮＫ細胞である、請求項２６の方法。
【請求項２８】
　ネオエピトープ、共刺激分子、サイトカインおよびチェックポイント阻害剤のうちの少
なくとも１つをコードする核酸を含む組換えアデノウイルスで前記免疫担当細胞を感染さ
せるステップをさらに含む、請求項２６の方法。
【請求項２９】
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　ネオエピトープ、共刺激分子、サイトカインおよびチェックポイント阻害剤のうちの少
なくとも１つをコードする核酸を含む組換えアデノウイルスを前記患者に投与するステッ
プをさらに含む、請求項２６の方法。
【請求項３０】
　前記組換えアデノウイルスが、欠失しているか機能を有さないＥ２ｂ遺伝子を有する、
請求項２８または請求項２９の方法。
【請求項３１】
　癌と診断された患者を処置する方法であって、
　ＣＸＡＤＲをコードする組換え核酸であって、ＣＸＡＤＲをコードする核酸が宿主免疫
担当細胞における前記ＣＸＡＤＲの発現のための調節配列に機能可能に連結されている、
組換え核酸を含む遺伝子改変型免疫担当細胞を前記患者に投与するステップと、
　ネオエピトープ、共刺激分子、サイトカインおよびチェックポイント阻害剤のうちの少
なくとも１つをコードする核酸を含む組換えアデノウイルスを前記患者に投与するステッ
プと、
を含み、前記遺伝子改変型免疫担当細胞がＮＫ細胞または樹状細胞であり、前記組換えア
デノウイルスは、前記患者の中で前記遺伝子改変型免疫担当細胞において前記ＣＸＡＤＲ
が発現すると投与される、方法。
【請求項３２】
　前記遺伝子改変型免疫担当細胞が、ＮＫ細胞である、請求項３１の方法。
【請求項３３】
　前記組換えアデノウイルスが、欠失しているか機能を有さないＥ２ｂ遺伝子を有する、
請求項３１の方法。
【請求項３４】
　前記遺伝子改変型免疫担当細胞が、前記患者の自家細胞である、請求項３１の方法。
【請求項３５】
　前記遺伝子改変型免疫担当細胞が、請求項１２～２５のいずれか１項に記載の遺伝子改
変型免疫担当細胞である、請求項３１の方法。
【請求項３６】
　癌と診断された患者を処置する方法であって、
　組換えアデノウイルスで遺伝子改変型免疫担当細胞を感染させるステップであって、
　　前記遺伝子改変型免疫担当細胞は、ＣＸＡＤＲをコードする組換え核酸であって、Ｃ
ＸＡＤＲをコードする核酸が宿主免疫担当細胞における前記ＣＸＡＤＲの発現のための調
節配列に機能可能に連結されている、組換え核酸を含み、
　　前記遺伝子改変型免疫担当細胞は、ＮＫ細胞または樹状細胞であり、
　　前記組換えアデノウイルスは、ネオエピトープ、共刺激分子、サイトカインおよびチ
ェックポイント阻害剤のうちの少なくとも１つをコードする核酸を含む、
ステップと、
　感染させた免疫担当細胞を前記患者に投与するステップと、
を含む方法。
【請求項３７】
　前記遺伝子改変型免疫担当細胞がＮＫ細胞である、請求項３６の方法。
【請求項３８】
　前記組換えアデノウイルスが、欠失しているか機能を有さないＥ２ｂ遺伝子を有する、
請求項３６の方法。
【請求項３９】
　前記遺伝子改変型免疫担当細胞が、前記患者の自家細胞である、請求項３６の方法。
【請求項４０】
　前記ネオエピトープが、癌および患者に特異的なネオエピトープである、請求項３６の
方法。
【請求項４１】
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　癌の処置における遺伝子改変型免疫担当細胞の使用であって、前記遺伝子改変型免疫担
当細胞が、請求項１２～２５のいずれか１項に記載の遺伝子改変型免疫担当細胞である、
使用。
【請求項４２】
　前記遺伝子改変型免疫担当細胞が、ネオエピトープ、共刺激分子、サイトカインおよび
チェックポイント阻害剤のうちの少なくとも１つをコードする核酸を含む組換えアデノウ
イルスに感染する細胞である、請求項４１の使用。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本出願は、２０１６年２月５日に出願された米国仮出願第６２／２９１，９９９号に対
する優先権を主張する。
【０００２】
　本発明の分野は、細胞の遺伝子改変（特に、細胞をウイルスに感染しやすくする改変）
の組成物および方法である。
【背景技術】
【０００３】
　背景の説明は、本発明の理解において有用である可能性がある情報を含む。背景の説明
は、ここで提供される情報のいずれかが先行技術であるか現在特許請求されている発明に
関連するということを認めるものではないし、具体的または黙示的に参照された任意の刊
行物が先行技術であるということを認めるものでもない。
【０００４】
　本明細書に記載される刊行物および特許出願は全て、個々の刊行物または特許出願がそ
れぞれ、具体的かつ個別に、参照により組み込まれると示されているのと同じ程度に、参
照により組み込まれる。組み込まれた参考文献における用語の定義または使用が、本明細
書で提供される当該用語の定義と矛盾しているか本明細書で提供される当該用語の定義に
反している場合、本明細書で提供される当該用語の定義が適用され、その参考文献におけ
る当該用語の定義は適用されない。
【０００５】
　アデノウイルスは、よく特徴付けられた二本鎖ＤＮＡウイルスであり、人間において呼
吸器感染症を引き起こすその能力で知られている。より最近では、アデノウイルスのゲノ
ムが、多くの目的の細胞型への送達のための様々な導入遺伝子を含むアデノウイルス粒子
の生産を可能にする組成物を生成するように改変された。アデノウイルス５型は、この点
で最もよく研究されたプラットフォームのうちの１つであり、数多くのキットが、使用者
が決定したウイルスを生産するために商業市場で利用可能となっている（例えば、Ｖｅｃ
ｔｏｒ　ＢｉｏＬａｂｓ，　ＵＳＡ，　Ｍａｌｖｅｒｎ，　ＰＡ　１９３５５；またはＴ
ｈｅｒｍｏ　Ｆｉｓｈｅｒ　Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ，　ＵＳＡ，　Ｗａｌｔｈａｍ，　Ｍ
Ａ　０２４５１）。このように生産されたアデノウイルス５型は、細胞培養、動物、さら
には臨床試験において用いられており、さらに、この系への科学者および臨床医の精通を
支えている。細胞内へのウイルスの侵入は、コクサッキー・アデノウイルス受容体（ＣＸ
ＡＤＲ）を介して媒介されると考えられている。
【０００６】
　ＣＸＡＤＲを産生できないかウイルスの侵入には不十分な量のＣＸＡＤＲしか産生しな
い細胞または組織では、そのような細胞におけるアデノウイルス５型の技術の使用が制限
され、そのため、多くの臨床的に関連する細胞および組織（幹細胞および免疫細胞が包含
される）の形質導入が妨げられる。ＣＸＡＤＲ（Ｓｗｉｓｓ－Ｐｒｏｔ　Ａｃｃｅｓｓｉ
ｏｎ　Ｎｕｍｂｅｒ：Ｐ７８３１０）は、Ｉ型膜受容体であり、免疫グロブリンスーパー
ファミリーのメンバーである（Ｓｃｉｅｎｃｅ（１９９７）　２７５；１３２０－１３２
３）。ＣＸＡＤＲは、典型的には２００アミノ酸よりも大きなサイズである細胞外ドメイ
ンを有し、タイトジャンクションの完全性に必須である上皮アピカルジャンクション複合



(6) JP 2019-504631 A 2019.2.21

10

20

30

40

50

体（epithelial apical junction complex）の構成要素であると考えられている（Ｊ　Ｂ
ｉｏｌ　Ｃｈｅｍ（１９９９）　２７４；１０２１９－１０２２６）。ＣＸＡＤＲは、細
胞内のＰＤＺドメイン含有タンパク質ＬＮＸ（Ｌｉｇａｎｄ－ｏｆ－Ｎｕｍｂ　Ｐｒｏｔ
ｅｉｎ－Ｘ）を細胞間の接触部位にリクルートする（Ｊ　Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ　Ｓｃｉ
（２００３）　２７８；７４３９－７４４４）。ＣＸＡＤＲはまた、ホモフィリックな細
胞接着分子として機能する可能性もあり（Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｒａｉｎ　Ｒｅｓｅａ
ｒｃｈ（２０００）　７７；１９－２８）、ＰＭＮの形質膜に位置するＪＡＭＬとの接着
相互作用を介したＰＭＮの経上皮遊走において観察されている（Ｍｏｌ　Ｂｉｏｌ　Ｃｅ
ｌｌ（２００５）　１６；２６９４－７０３）。ＣＸＡＤＲノックアウトマウスは、心臓
の欠陥に関連する胚性致死の表現型を示した（Ｇｅｎｅｓｉｓ（２００５）　４２；７７
－８５）。これらの複数の機能と関与に基づけば、ＣＸＡＤＲの主要な生理学的役割がウ
イルスの侵入の受容体である可能性は低い。
【０００７】
　骨肉腫および悪性甲状腺腫瘍においてＣＸＡＤＲの過剰発現が観察されており（Ｃａｎ
ｃｅｒ　Ｓｃｉ（２００３）　９４；７０－７５；Ｔｈｙｒｏｉｄ（２００５）　１５；
９７７－８７）、ＣＸＡＤＲはまた、ＵＳ２０１４／０１９３４１９に記載されるように
、乳癌、腎臓癌および肺癌の細胞株において、ならびに結腸の腫瘍組織において、過剰発
現していた。注目すべきことに、ＣＸＡＤＲアンチセンスプラスミドベクターは、高発現
している肺癌細胞によって媒介される異種移植片を抑止し、軟寒天コロニー形成を阻害し
た（Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓ（２００４）　６４；６３７７－８０）。ＣＸＡＤＲの発現は
、シンジェニックマウス腫瘍モデルにおける前腫瘍性前駆病変から腫瘍性乳癌増殖への移
行後に亢進される（Ｃｌｉｎ　Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓ（２００５）　１１；４３１６－２
０）。乳癌細胞の３Ｄ組織培養モデルでは、悪性転換において見られるような極性と完全
性の崩壊が、ＣＸＡＤＲのアップレギュレーションをもたらし得る（Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ
．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．（２００３）　１００，１９４３－１９４８）。卵巣癌および子宮
頸癌の細胞株におけるＣＸＡＤＲの過剰発現は、アポトーシスからの保護によって細胞生
存を高めた（Ｃｌｉｎ　Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓ（２００５）　１１；４３１６－２０）。
胃腸癌におけるＣＸＡＤＲの発現は、腫瘍の分化と相関していた（Ｃａｎｃｅｒ　Ｇｅｎ
ｅ　Ｔｈｅｒ（２００６）　Ｅｐｕｂ）。ＣＸＡＤＲの発現の減少は、進行した膀胱癌と
関連した（Ｕｒｏｌｏｇｙ（２００５）　６６；４４１－６）。卵巣癌細胞株におけるＣ
ＸＡＤＲの過剰発現は、細胞遊走を阻害した（Ｅｘｐ　Ｃｅｌｌ　Ｒｅｓ（２００４）　
２９８；６２４－３１）。ＣＸＡＤＲの発現は、原発性前立腺癌において減少したが、転
移すると高発現する（Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓ（２００２）　６２；３８１２－８）。
【０００８】
　ＣＸＡＤＲの公知の使用では、ＵＳ２０１５／０１４００１８で開示されるように、ヒ
トＣＸＡＤＲの位置１８１～２３０に存在するエピトープに結合することが可能な抗体は
、前立腺癌細胞、膵臓癌細胞および結腸直腸癌細胞に対する抗癌活性を有することが報告
された。さらに、この‘０１８出願は、その抗体がＡＤＣＣおよびＣＤＣの活性を有する
ことを開示した。さらに、ＵＳ２００８／０１２４３６０に記載されるように、アデノウ
イルスベクターは、樹状細胞を標的化するのに適した改変型または異種性の繊維タンパク
質を生じさせてプロセシングおよびＴ細胞への提示のために樹状細胞に抗原をより特異的
に送達するように構築されている。この目的のために、ウイルス粒子は、特定のネイティ
ブの受容体（例えば、Ａｄ５とＡｄ２の場合にはコクサッキー・アデノウイルス受容体）
への結合から脱標的化され、樹状細胞上に発現される受容体に再標的化された。そのよう
な再標的化は、感染の再指向化（redirection）に関しては少なくとも概念的に有益であ
るが、新たな困難が生じる。とりわけ、確立されたアデノウイルスの宿主細胞におけるウ
イルスの増殖は、宿主細胞の感染に必要であるＣＸＡＤＲ受容体への結合の喪失のせいで
、もはや選択肢ではない。
【０００９】
　しかし、注目すべきことに、治療用細胞におけるＣＸＡＤＲの発現または過剰発現は、
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癌治療において、さらには癌と診断された患者の処置の補助的役割において、用いられて
いないようである。従って、そのような状況においてＣＸＡＤＲを用いる組成物および方
法が依然として必要とされている。
【発明の概要】
【００１０】
　本発明の主題は、免疫担当細胞におけるＣＸＡＤＲの組換え発現を用いてウイルスのト
ランスフェクション（特に組換えアデノウイルスでのトランスフェクション）に対する細
胞の感受性を増加させる、癌の処置の組成物および方法を対象とする。改変された細胞は
、直接的な様式（例えば、患者および腫瘍に特異的なネオエピトープをコードする組換え
アデノウイルスに感染した樹状細胞またはＮＫ細胞）または間接的な様式（例えば、共刺
激分子またはチェックポイント阻害剤をコードする組換えアデノウイルスに感染したＮＫ
細胞）で治療的機能を提供することが企図される。
【００１１】
　本発明の主題の一態様では、発明者等は、ＣＸＡＤＲをコードする組換え核酸を免疫担
当細胞に導入して改変型免疫担当細胞を作製するステップを含む、免疫担当細胞を改変す
る方法を企図する。さらなるステップでは、改変型免疫担当細胞が、ＣＸＡＤＲを発現す
る条件下で第１の培地において培養される。
【００１２】
　最も典型的には、免疫担当細胞は、ＮＫ細胞（例えば、不死化ＮＫ細胞またはＮＫ９２
細胞あるいは遺伝子操作されたＮＫ９２細胞）、Ｔ細胞（例えば、ＣＤ８＋）、Ｂ細胞、
マクロファージまたは樹状細胞である。例えば、ＮＫ細胞は、少なくとも１種のキラー細
胞免疫グロブリン様受容体（ＫＩＲ）の発現の低下または消失を有するように遺伝子操作
されてもよいか、高親和性Ｆｃγ受容体を発現するように遺伝子操作されてもよいか、キ
メラＴ細胞受容体を発現するように遺伝子操作されてもよい。好適な調節エレメントに関
して、ＣＸＡＤＲ遺伝子は、恒常的に活性のあるプロモーター、ＮＫ細胞特異的プロモー
ターまたは低酸素誘導性プロモーターの制御下にあってもよいということが企図される。
好適なＮＫ細胞は特定のアデノウイルスに対して天然に許容性であってもよいということ
、または１種以上の特定のアデノウイルスに対する許容性を増加させるか示すようにＮＫ
細胞が改変または選択されるということがさらに企図される。
【００１３】
　さらに理解されるように、企図される方法は、（典型的には患者および腫瘍に特異的な
）ネオエピトープ、共刺激分子、サイトカインおよび／またはチェックポイント阻害剤を
コードする組換え核酸を含むであろう組換えアデノウイルス（好ましくはＥ２ｂの欠失を
有する）で改変型免疫担当細胞を感染させるステップをさらに含んでもよい。好適なアデ
ノウイルスに関して、好ましいアデノウイルスは、免疫担当細胞に感染することが容易に
可能である、および／または感染細胞に導入された１種以上の遺伝子の発現を可能にする
ということが留意されるべきである。企図される方法は、患者に改変型免疫担当細胞を投
与するステップをさらに含んでもよいということ、および感染させるステップは、患者へ
の改変型免疫担当細胞の投与の後にインビボで行われるということがさらに留意される。
あるいは、企図される方法はまた、患者に改変型免疫担当細胞を投与するステップを含ん
でもよく、ここで、感染させるステップは、患者への改変型免疫担当細胞の投与の前にイ
ンビトロで行われる。
【００１４】
　望まれる場合、改変型免疫担当細胞は、その改変型免疫担当細胞が投与される患者に対
して自家性である、および／または、後で改変型免疫担当細胞の投与に適した第２の培地
と置き換えられる第１の培地において所望の量まで増殖されてもよい。
【００１５】
　従って、本発明はまた、宿主免疫担当細胞におけるＣＸＡＤＲの発現のための調節配列
に機能可能に連結されたＣＸＡＤＲ（例えば、アイソフォーム１）をコードする組換え核
酸を含む遺伝子改変型免疫担当細胞も企図する。上記のように、好適な免疫担当細胞には
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、ＮＫ細胞、Ｔ細胞、Ｂ細胞、マクロファージおよび樹状細胞が包含される。しかし、さ
らに企図される態様では、代替となる細胞は必ずしも免疫担当細胞である必要はなく、他
の好適な細胞には、ＣＨＯ細胞、ＨＥＫ－２９３細胞、マウス骨髄腫リンパ芽球様細胞、
ＢＨＫ細胞、Ｓｆ９細胞等が明示的に包含される。
【００１６】
　遺伝子改変型免疫担当細胞がＮＫ細胞である場合、そのようなＮＫ細胞は、遺伝子改変
されたＮＫ細胞、ＮＫ９２細胞またはＮＫ９２派生細胞であってもよい。例えば、細胞は
、高親和性Ｆｃγ受容体（腫瘍関連抗原、腫瘍特異抗原または癌のネオエピトープに対す
る結合特異性を有する抗体に連結されてもよい）を発現するように遺伝子改変されてもよ
いか、キメラＴ細胞受容体（例えば、ｓｃＦｖ部分を含むもの）を発現するように遺伝子
改変されてもよい。好ましいキメラＴ細胞受容体は、典型的には、腫瘍関連抗原、腫瘍特
異抗原または癌のネオエピトープに対する結合特異性を有するエクトドメインを有するで
あろう。
【００１７】
　遺伝子改変型免疫担当細胞中の組換え核酸は、宿主細胞のゲノム中に組み込まれてもよ
いか、染色体外ＤＮＡまたはＲＮＡとして存在してもよい。最も典型的には、但し必ずし
もそうではないが、調節配列は、ＮＫ細胞特異的プロモーターまたは低酸素誘導性プロモ
ーターを含んでもよい。
【００１８】
　別の観点から見れば、発明者等はまた、癌の免疫療法のために患者をコンディショニン
グする方法も企図する。好ましい方法は、ＣＸＡＤＲを発現するように遺伝子改変されて
いる免疫担当細胞（例えば、ＮＫ細胞、Ｔ細胞、Ｂ細胞、マクロファージまたは樹状細胞
）を患者に投与するステップを含む。
【００１９】
　さらに、そのような方法は、ネオエピトープ、共刺激分子、サイトカインおよびチェッ
クポイント阻害剤のうちの少なくとも１つをコードする核酸を含む組換えアデノウイルス
で免疫担当細胞を感染させるステップをさらに含んでもよいか、ネオエピトープ、共刺激
分子、サイトカインおよびチェックポイント阻害剤のうちの少なくとも１つをコードする
核酸を含む組換えアデノウイルスを患者に投与するステップをさらに含んでもよい。好ま
しくは、組換えアデノウイルスは、欠失しているか機能を有さないＥ２ｂ遺伝子を有する
であろう。
【００２０】
　本発明の主題のさらに別の態様では、ＣＸＡＤＲをコードする組換え核酸であって、Ｃ
ＸＡＤＲをコードする核酸が宿主免疫担当細胞におけるＣＸＡＤＲの発現のための調節配
列に機能可能に連結されている、組換え核酸を含む遺伝子改変型免疫担当細胞を患者に投
与するステップを含む、癌と診断された患者を処置する方法が企図される。別のステップ
では、ネオエピトープ、共刺激分子、サイトカインおよび／またはチェックポイント阻害
剤をコードする核酸を含む組換えアデノウイルスが患者に投与される。最も典型的には、
組換えアデノウイルスは、患者の中で遺伝子改変型免疫担当細胞においてＣＸＡＤＲが発
現すると投与される。
【００２１】
　好ましい免疫担当細胞には、ＮＫ細胞、Ｔ細胞、Ｂ細胞、マクロファージおよび樹状細
胞が包含され、組換えアデノウイルスが、欠失しているか機能を有さないＥ２ｂ遺伝子を
有すること、および／または遺伝子改変型免疫担当細胞が患者の自家細胞であることが一
般に好ましい。
【００２２】
　さらに企図される態様では、癌と診断された患者を処置する方法が企図される。そのよ
うな方法は、典型的には、組換えアデノウイルスで遺伝子改変型免疫担当細胞を感染させ
るステップを含み、ここで、遺伝子改変型免疫担当細胞は、ＣＸＡＤＲをコードする組換
え核酸であって、ＣＸＡＤＲをコードする核酸が宿主免疫担当細胞におけるＣＸＡＤＲの
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発現のための調節配列に機能可能に連結されている、組換え核酸を含み、組換えアデノウ
イルスは、ネオエピトープ、共刺激分子、サイトカインおよびチェックポイント阻害剤の
うちの少なくとも１つをコードする核酸を含む。別のステップでは、感染済みの免疫担当
細胞が患者に投与される。
【００２３】
　従って、癌の処置における遺伝子改変型免疫担当細胞の使用も企図され、ここで、遺伝
子改変型免疫担当細胞は、本明細書で提示されるような遺伝子改変型免疫担当細胞である
。遺伝子改変型免疫担当細胞は、ネオエピトープ、共刺激分子、サイトカインおよびチェ
ックポイント阻害剤のうちの少なくとも１つをコードする核酸を含む組換えアデノウイル
スに感染する細胞であってもよいということがさらに留意される。
【００２４】
　本発明の主題の様々な目的、特徴、態様および利点は、以下の好ましい実施形態の詳細
な説明ならびに同様の数字が同様の構成要素を表す添付の図面から、より明らかになるで
あろう。
【図面の簡単な説明】
【００２５】
【図１】図１は、本明細書中の教示と組み合わせて使用するのに適したＣＸＡＤＲ配列カ
セットの例示的な模式図である。
【発明を実施するための形態】
【００２６】
　組換えアデノウイルス（ＡｄＶ）５型は、許容性の細胞型における、よく特徴付けされ
た、および一般に使用される、ウイルス性の遺伝子送達プラットフォームを提供する。し
かし、ＡｄＶ５型についての所与の細胞型の形質転換能は、ＣＸＡＤＲの発現またはその
十分な量に主に依存する。残念なことに、この受容体の発現は、多くの癌型、幹細胞また
は養子免疫伝達される免疫細胞（細胞傷害性Ｔ細胞またはＮＫ細胞など）には存在しない
ことで有名である。
【００２７】
　今回、発明者等は、核酸コンストラクトで細胞をトランスフェクトして、目的の細胞に
対してＣＸＡＤＲ遺伝子の発現を促進し、インビトロおよびインビボにおいてＡｄＶ５型
のトランスフェクションに対する感受性を付与できるということを発見した。最も好まし
くは、ＣＸＡＤＲの組換え発現に適した細胞には、ＮＫ細胞、Ｔ細胞（ＣＤ８＋、ＣＤ４
＋等）、Ｂ細胞、マクロファージおよび特定の樹状細胞集団などの免疫担当細胞が包含さ
れる。ＣＸＡＤＲの発現によって、これらの遺伝子操作された細胞は、そのように感染し
た細胞に組換え核酸を送達する遺伝子改変型アデノウイルスに感染しやすくなるというこ
とが企図される。最も好ましくは、送達は、免疫原性が低下しているか消失しているアデ
ノウイルスコンストラクトを用いて行われ、特に企図されるアデノウイルスには、Ｅ２ｂ
遺伝子が機能しないか欠失しているものが包含される（例えば、Ｊｏｕｒｎａｌ　Ｏｆ　
Ｖｉｒｏｌｏｇｙ，　Ｆｅｂ．　１９９８，　ｐ．９２６－９３３を参照のこと）。
【００２８】
　これに関連して、ＣＸＡＤＲ遺伝子での宿主細胞（例えば、ＮＫ細胞などの免疫担当細
胞またはタンパク質産生細胞）のトランスフェクションは必ずしも、広範な種類のウイル
スによる感染が可能である普遍的に許容性である細胞をもたらす必要はないということが
理解されるべきである。実際、トランスフェクトされた細胞の感染は、（例えば、使用さ
れるＣＸＡＤＲのアイソタイプに応じて）特定のウイルスのサブセット、さらにはアデノ
ウイルスのサブセットに限定されてもよいということが理解されるべきである。例えば、
いくつかのトランスフェクトされた免疫担当細胞（例えば、ＮＫ９２細胞）は、霊長類（
例えば、ゴリラ）由来のアデノウイルスに容易に感染しやすい可能性がある一方で、それ
らは、ヒトアデノウイルスまたは改変型アデノウイルスによるトランスフェクションを受
けにくい可能性がある。一方で、いくつかの改変型アデノウイルス（例えば、ＮＫ９２派
生物）は、それらの改変のおかげで、免疫担当細胞に容易に感染する可能性がある（例え
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ば、本来の免疫原性を除去するために特定の初期遺伝子が除去された場合）。
【００２９】
　さらに、および特にトランスフェクトされた細胞のウイルス感染に対する許容性が低い
状況では、細胞を、許容性に関して適合させてもよい／選択してもよいということが企図
される。そのような選択は、細胞が不死化されるクローン増殖であってもよいか、または
、細胞が、まず不死化されてから、トランスフェクトされ、許容性に関して選択されても
よい。あるいは、トランスフェクトされた許容細胞はまた、許容性を確立する１種以上の
形質について分析されてもよく、その後、これらの形質が、許容性の改善のために、さら
なる細胞に付与されてもよい。
【００３０】
　本発明の主題の例示的な一態様では、ＣＸＡＤＲをコードするｃＤＮＡをＨＥＫ－２９
３Ｔの全ｃＤＮＡ調製物から増幅した後、図１に例示的に示すようにｐｅａｋ８－ｐｕｒ
ｏｍｙｃｉｎプラスミドにクローニングした。遺伝子発現は、ＥＦ－１α（ヒト伸長因子
１）プロモーターから駆動させた。このように調製した組換え配列をＤＮＡシークエンシ
ングにより確認し、参照用データセット中のヒトＣＸＡＤＲアイソフォーム１の既知の配
列（ＮＰ＿００１３２９．１）と完全に整列させた。次いで、この発現プラスミドを、当
技術分野において周知である標準的なトランスフェクションプロトコルを用いてＮＫ９２
細胞にトランスフェクトした。細胞ストックの調製のために、トランスフェクトされた細
胞の選択を、ピューロマイシンを用いて実施した。ヒトＮＫ細胞株は、アデノウイルス（
特にＡｄＶ５型）で形質導入するのが困難であることが一般的に知られているため、その
ような形質転換細胞は特に有利である。
【００３１】
　もちろん、本発明の主題は上記の特定の発現ベクターに限定されないということ、およ
び、実際、細胞における組換え核酸からの発現の全ての様式が本発明での使用に適してい
るとみなされるということが理解されるべきである。一般に、好適なＣＸＡＤＲをコード
する核酸配列を、いくつかのタイプのベクターにクローニングできる。例えば、ＣＸＡＤ
Ｒの核酸を、プラスミド、ファージミド、ファージ派生物、動物ウイルスおよびコスミド
などの環状ベクターにクローニングできる。特に興味深いベクターには、発現ベクター、
複製ベクター、プローブ生成ベクターおよびシークエンシングベクターが包含される。さ
らに、発現ベクターは、ウイルスベクターの形態で細胞に与えられてもよい。ウイルスベ
クターの技術は、当技術分野において周知であり、例えば、Ｓａｍｂｒｏｏｋ　ｅｔ　ａ
ｌ．，　２０１２，　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ：Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ
　Ｍａｎｕａｌ，　１～４巻（Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｐｒｅｓｓ，　
ＮＹ）において、ならびに他のウイルス学および分子生物学のマニュアルにおいて、説明
されている。ベクターとして有用であるウイルスには、様々なレトロウイルス、アデノウ
イルス、アデノ随伴ウイルス、ヘルペスウイルスおよびレンチウイルスが包含される。一
般に、好適なベクターは、少なくとも１種の生物において機能する複製開始点、プロモー
ター配列、便利な制限エンドヌクレアーゼ部位および１種以上の選択マーカーを含むであ
ろう（例えば、ＷＯ０１／９６５８４；ＷＯ０１／２９０５８；および米国特許第６，３
２６，１９３号）。
【００３２】
　哺乳動物細胞への遺伝子導入のために、いくつかの周知のウイルスを利用した系が開発
されている。例えば、レトロウイルスは、遺伝子送達系のための便利なプラットフォーム
を与える。選択された遺伝子を、当技術分野で公知の技術を用いて、ベクターに挿入し、
レトロウイルス粒子の中にパッケージングすることができる。次いで、この組換えウイル
スを単離し、インビボまたはエクスビボのいずれかで対象の細胞に送達することができる
。一部の実施形態では、アデノウイルスベクターまたはレンチウイルスベクターが使用さ
れる。もちろん、本発明の主題は特定のベクターに限定されないということ、および、実
際、細胞における組換え核酸からの発現の全ての様式（ベクター以外のコンストラクトか
らの発現を含む）が本発明での使用に適しているとみなされるということが理解されるべ
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きである。例えば、一過性発現が望まれる場合、組換え核酸は、ＲＮＡとして、または真
核生物の複製配列を有さない染色体外ＤＮＡとして、送達されてもよい。一方、永久的な
発現が望まれる場合、細胞のゲノム中への組込みのために核酸が送達されてもよいか、ま
たは、細胞を（例えば、ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９技術を用いた）ゲノム編集に供してゲノ
ム中に発現カセットを導入してもよい。
【００３３】
　同様に、転写および翻訳の制御が大きく異なってもよく、発現が、恒常的に活性のある
プロモーターから、対応する誘導物質を用いて誘導性プロモーターから、または選択され
た組織または培養条件の下で活性化されるプロモーターから、駆動されてもよいというこ
とが理解されるべきである。当技術分野で知られているように、様々なプロモーターエレ
メント（例えば、開始因子結合部位、ポリメラーゼ結合部位、エンハンサー等）が、転写
の開始の頻度を調節する。典型的には、これらは、開始部位の３０～１１０ｂｐ上流の領
域に位置するが、但し、いくつかのプロモーターは、開始部位の下流にも機能的エレメン
トを含むことが示されている。プロモーターエレメント間の間隔はフレキシブルであるこ
とが多く、その結果、プロモーターエレメント同士を逆にしても、または互いに移動させ
ても、プロモーターの機能は保たれる。例えば、チミジンキナーゼ（ｔｋ）プロモーター
では、プロモーターエレメント間の間隔は、５０ｂｐ離れるまで増加させることができ、
それを超えると活性は低下し始める。
【００３４】
　プロモーターによっては、個々のエレメントが協調的に、あるいは独立的に、機能して
転写を活性化し得るということも理解されるべきである。例示的なプロモーターには、Ｃ
ＭＶ　ＩＥ遺伝子、ＥＦ－１ａ、ユビキチンＣまたはホスホグリセロキナーゼ（ＰＧＫ）
のプロモーターが包含される。さらに企図される態様では、プロモーターは、ＰＧＫプロ
モーター、または哺乳動物のＴ細胞においてＣＸＡＤＲ導入遺伝子を発現させることが可
能であるプロモーター（ＥＦ－１ａプロモーターなど）である。ネイティブのＥＦ－１ａ
プロモーターは、リボソームへのアミノアシルｔＲＮＡの酵素的送達を担う、伸長因子１
複合体のアルファサブユニットの発現を駆動する。ＥＦ－１ａプロモーターは、哺乳動物
用発現プラスミドで広く使用されており、様々なウイルスベクターにクローニングされた
導入遺伝子からの発現を駆動するのに有効であることが示されている（例えば、Ｍｏｌ．
Ｔｈｅｒ．（２００９），　１７（８）：１４５３－１４６４を参照のこと）。
【００３５】
　好適なプロモーターのさらなる例としては、前初期サイトメガロウイルス（ＣＭＶ）プ
ロモーターが挙げられる。このプロモーター配列は、それに機能可能に連結された任意の
ポリヌクレオチド配列の高レベルの発現を駆動することが可能である強力な恒常的プロモ
ーター配列である。しかし、他の恒常的プロモーター配列が使用されてもよく、これらに
は、サルウイルス４０（ＳＶ４０）初期プロモーター、マウス乳腺腫瘍ウイルス（ＭＭＴ
Ｖ）、ヒト免疫不全ウイルス（ＨＩＶ）ｌｏｎｇ　ｔｅｒｍｉｎａｌ　ｒｅｐｅａｔ（Ｌ
ＴＲ）プロモーター、ＭｏＭｕＬＶプロモーター、トリ白血病ウイルスプロモーター、エ
プスタイン・バーウイルス前初期プロモーター、ラウス肉腫ウイルスプロモーターならび
にヒトの遺伝子のプロモーター（アクチンプロモーター、ミオシンプロモーター、ヘモグ
ロビンプロモーターおよびクレアチンキナーゼプロモーターなど）が包含される。さらに
、本発明の主題は、恒常的プロモーターに限定されないということ、さらには誘導性プロ
モーターも本明細書において明示的に企図されるということが理解されるべきである。誘
導性プロモーターの使用は、有利なことに、（誘導性プロモーターに機能可能に連結され
ている）ポリヌクレオチド配列の発現を、そのような発現が望まれる時にオンにすること
、および発現が望まれない時に発現をオフにすることが可能である分子スイッチを提供す
る。誘導性プロモーターの例としては、メタロチオネインプロモーター、グルココルチコ
イドプロモーター、プロゲステロンプロモーターおよびテトラサイクリンプロモーターが
挙げられる。
【００３６】
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　組換えＣＸＡＤＲの発現がＮＫ細胞特異的発現に限定されることが望まれる場合、ＮＫ
細胞において優先的に（Ｔｈｅ　Ｈｕｍａｎ　Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ａｔｌａｓ（ＵＲＬ：ｗ
ｗｗ．ｐｒｏｔｅｉｎａｔｌａｓ．ｏｒｇ）において列挙されているような１０未満また
は６未満だが３以上の組織における発現）、あるいは独占的に（Ｔｈｅ　Ｈｕｍａｎ　Ｐ
ｒｏｔｅｉｎ　Ａｔｌａｓにおいて列挙されているような３未満だが１以上の組織におけ
る発現）、発現される遺伝子に特有のプロモーターを含む発現コンストラクトが企図され
る。同様に、他の免疫担当細胞または抗原提示細胞（例えば、ＣＤ８＋Ｔ細胞、ＣＤ４＋

Ｔ細胞、マクロファージ、樹状細胞）のための組織特異的発現または細胞特異的発現を伴
うプロモーターも、本発明での使用に適していると明示的にみなされる。
【００３７】
　例えば、ＣＸＡＤＲの発現が、ＮＫ細胞特異的発現であることが好ましい場合、または
ＮＫ細胞特異的発現に限定される場合、哺乳動物ＮＫ細胞受容体プロモーターが、ＣＸＡ
ＤＲの配列に機能可能に連結されてもよい。好適なプロモーターは、ＮＫｐ３０プロモー
ター（例えば、Ｊ　Ｅｘｐ　Ｍｅｄ（１９９９），　１９０：１５０５－１５１６を参照
のこと）、ＮＫｐ４４プロモーター（例えば、Ｊ　Ｅｘｐ　Ｍｅｄ（１９９９），　１８
９：７８７－７９６を参照のこと）およびＮＫｐ４６プロモーター（例えば、Ｊ．Ｅｘｐ
．Ｍｅｄ（１９９７），　１８６：１１２９－１１３６；Ｊ　Ｅｘｐ　Ｍｅｄ（１９９８
），　１８８（５）：９５３－６０；またはＮａｔｕｒｅ（２００１），　４０９：１０
５５－１０６０を参照のこと）に由来してもよい（から派生してもよい）。ヒトの配列が
好ましいが、別の起源（特に哺乳動物起源）も本発明において適しているとみなされる。
そのような遺伝子の他の生物におけるホモログに関する情報を含め、配列、遺伝子情報と
モチーフ情報、相同性、および他の関連情報は、容易に入手可能である（例えば、ヒトの
ＮＫｐ３０　Ｇｅｎｅ　ＩＤ：２５９１９７；ＮＫｐ４４　Ｇｅｎｅ　ＩＤ：９４３６；
ＮＫｐ４６　Ｇｅｎｅ　ＩＤ：９４３７を参照のこと）。さらに、追加のエレメント（例
えば、遺伝子のコード配列の下流に位置するエンハンサー）を、本明細書で提示される教
示と併せて用いることができる。
【００３８】
　さらに企図される別の態様では、企図されるプロモーターはまた、ＣＸＡＤＲ遺伝子の
転写を駆動する１以上の環境条件に敏感であってもよい。例えば、発現は、温度感受性プ
ロモーター（例えば、ＢＭＣ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ．　２０１１；１２；１１：５１を
参照のこと）の制御下で、または低酸素および金属感受性プロモーター（例えば、Ｇｅｎ
ｅ　Ｔｈｅｒ．　２００６；１３（１０）：８５７－６８を参照のこと）の制御下で、駆
動されてもよい。そのような制御は、多くの腫瘍が低酸素微小環境を提示するため、細胞
が癌治療において使用される場合に特に有利である可能性がある。
【００３９】
　プロモーターの特定のタイプと性質に関係なく、プロモーターは、ＣＸＡＤＲの配列に
機能可能に連結されて宿主細胞（すなわち、ベクターまたは他の発現コンストラクトで形
質転換された細胞）における発現を駆動するであろうということが企図される。容易に理
解されるように、組換え核酸コンストラクトは、様々な追加のエレメント（転写終結エレ
メント、イントロン配列、および／またはポリアデニル化シグナルが包含される）を含ん
でもよい。発現コンストラクトの構築は、任意の好適な遺伝子工学の技術（とりわけ、制
限エンドヌクレアーゼ消化、ライゲーション、形質転換、プラスミド精製、およびＤＮＡ
シークエンシングが包含される）を用いて達成できる。そのような技術は、当技術分野で
周知であり、他の所で説明されている（例えば、Ｓａｍｂｒｏｏｋ　ｅｔ　ａｌ．，　Ｍ
ｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ：Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ（Ｃｏｌ
ｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ，　Ｎ．Ｙ．，（１９８９）を
参照のこと）。
【００４０】
　本発明の主題のさらに企図される別の態様では、ＣＸＡＤＲの発現は、上で例示される
ようなアイソフォーム１に限定されないということが理解されるべきである。実際、好適
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なＣＸＡＤＲタンパク質には、コクサッキーウイルス・アデノウイルス受容体として働き
、その結果、細胞へのコクサッキーウイルスおよび／またはアデノウイルス（特に、アデ
ノウイルス５型）の侵入を媒介する、全てのタンパク質が包含される。例えば、１つの好
適なヒトＣＸＡＤＲアイソフォーム１タンパク質の配列が、（対応する核酸配列ＮＭ＿０
０１３３８によってコードされる）ＮＰ＿００１３２９に記載されている。
【００４１】
　しかし、ヒトＣＸＡＤＲタンパク質の数多くの別のアイソフォームと前駆体も適切であ
るとみなされ、これらには、アイソフォーム４前駆体（例えば、ＮＰ＿００１１９３９９
４．１）、アイソフォーム２前駆体（例えば、ＮＰ＿００１１９３９９２．１）、アイソ
フォーム３前駆体（例えば、ＮＰ＿００１１９３９９３．１）、アイソフォームＸ１（例
えば、ＸＰ＿０１１５２７７７８．１）、アイソフォームＸ２（例えば、ＸＰ＿０１１５
２７７７９．１）、アイソフォームＸ３（例えば、ＸＰ＿０１１５２７７８０．１）、ア
イソフォームＸ４（例えば、ＸＰ＿０１１５２７７８１．１）、アイソフォームＣＲＡ＿
ｂ（例えば、ＥＡＸ１００３１．１）、アイソフォームＣＲＡ＿ｄ（例えば、ＥＡＸ１０
０３３．１）等が包含される。同様に、ＣＸＡＤＲは、ヒトのタンパク質に限定される必
要はなく、さらには、マウスＣＸＡＤＲタンパク質（例えば、ＮＰ＿００１０２０３６３
．１）、ラットＣＸＡＤＲタンパク質（例えば、ＮＰ＿４４６０２２．１）またはウシＣ
ＡＸＤＲタンパク質（例えば、ＮＰ＿７７６７２３．１）であってもよい。もちろん、Ｃ
ＸＡＤＲタンパク質をコードする核酸に関しては、全ての対応する核酸配列が適切である
とみなされる。最も好ましくは、核酸配列は、ヒトのコドン使用頻度および／または発現
の増加のために、最適化されるであろう。
【００４２】
　さらに、本明細書で企図される全てのタンパク質配列および対応する核酸配列は、上で
説明されるような任意の配列からある程度変動してもよく、変動は、合理性に基づく塩基
の変更（例えば、制限部位を導入するためのもの、コドンを最適化するためのもの、後の
改変のために官能基を付加するためのもの等）に起因するもの、または偶発的な変異に起
因するものであってもよいということも理解されるべきである。従って、発現されるＣＸ
ＡＤＲタンパク質は、上で説明されるような配列と少なくとも約３０％、３５％、４０％
、４５％または５０％、好ましくは少なくとも約５５％、６０％、６５％または７０％、
より好ましくは少なくとも約７５％、８０％、８５％、９０％、９１％、９２％、９３％
または９４％、最も好ましくは少なくとも約９５％、９７％、９８％、９９％または９９
％超、相同であろう。
【００４３】
　本明細書で説明される発現ベクターは、組換え型の非哺乳動物ＮＫ細胞およびヒトＮＫ
細胞の作製のいずれにも有用であり、これらの細胞は、新たに単離されてもよいか、前駆
細胞または幹細胞から培養されてもよいか、既存の培養物（遺伝子改変されていてもよい
）に由来してもよいということが理解されるであろう。当技術分野で公知の細胞に遺伝子
を導入して発現させる方法が数多く存在する。発現ベクターの場合、ベクターは、当技術
分野において公知である任意の方法によってＮＫ細胞または他の宿主細胞（特に、ＭＨＣ
複合体を介して抗原を提示することが可能である免疫担当細胞）に容易に導入できる。例
えば、発現ベクターは、物理的、化学的または生物学的な手段によって宿主細胞に導入で
きる。
【００４４】
　ポリヌクレオチドを宿主細胞に導入するための物理的方法には、リン酸カルシウム沈殿
、リポフェクション、微粒子銃法、マイクロインジェクション、エレクトロポレーション
等が包含される。ベクターおよび／または外因性核酸を含む細胞を作製するための方法は
、当技術分野で周知である。例えば、Ｓａｍｂｒｏｏｋ　ｅｔ　ａｌ．，　２０１２，　
Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ：Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ，　１
～４巻（Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｐｒｅｓｓ，　ＮＹ）を参照のこと。
宿主細胞へのポリヌクレオチドの導入のための好適な方法は、リン酸カルシウムトランス
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フェクションまたはリポフェクションである。
【００４５】
　目的のポリヌクレオチドを宿主細胞に導入するための生物学的方法には、ＤＮＡベクタ
ーおよびＲＮＡベクターの使用が包含される。ウイルスベクター（特にレトロウイルスベ
クター）は、哺乳動物細胞（例えば、ヒト細胞）に遺伝子を挿入するための最も広く使用
される方法となっている。他のウイルスベクターは、レンチウイルス、ポックスウイルス
、単純ヘルペスウイルスＩ、アデノウイルスおよびアデノ随伴ウイルス等に由来し得る（
例えば、米国特許第５，３５０，６７４号および同第５，５８５，３６２号を参照のこと
）。
【００４６】
　ポリヌクレオチドを宿主細胞に導入するための化学的手段には、巨大分子複合体、ナノ
カプセル、ミクロスフェア、ビーズ、および脂質を利用した系（水中油型エマルジョン、
ミセル、混合ミセルおよびリポソームが包含される）など、コロイド分散系が包含される
。インビトロおよびインビボでの送達ビヒクルとしての使用のための例示的なコロイド系
は、リポソーム（例えば、人工の膜小胞）である。標的化されたナノ粒子または他の好適
なサブミクロンサイズの送達系でのポリヌクレオチドの送達など、核酸の最先端の標的化
送達の他の方法が利用可能である。ウイルス以外の送達系が利用される場合、例示的な送
達ビヒクルはリポソームである。（インビトロ、エクスビボまたはインビボでの）宿主細
胞への核酸の導入のために、脂質製剤の使用が企図される。別の態様では、核酸は、脂質
と結び付けられてもよい。脂質と結び付けられた核酸は、リポソームの水性の内部に封入
されていてもよいか、リポソームの脂質二重層内に散在していてもよいか、リポソームお
よびオリゴヌクレオチドの両方に結合する連結分子を介してリポソームに付着させられて
いてもよいか、リポソームに閉じ込められていてもよいか、リポソームと複合体化されて
いてもよいか、脂質を含む溶液中に分散されていてもよいか、脂質と混合されていてもよ
いか、脂質と組み合わされていてもよいか、脂質中の懸濁液として含まれていてもよいか
、ミセルと共に含まれているか複合体化されていてもよいか、他の方法で脂質と結び付け
られていてもよい。脂質、脂質／ＤＮＡまたは脂質／発現ベクターに関連する組成物は、
溶液中において、いかなる特定の構造にも限定されない。例えば、それらは、二層構造で
、ミセルとして、または「崩壊した」構造を伴って、存在してもよい。それらはまた、溶
液中に単純に散在していてもよく、サイズまたは形状が一様でない凝集物を形成する可能
性がある。脂質は、天然または合成の脂質であってよい脂肪性物質である。例えば、脂質
には、細胞質に天然に存在する脂肪滴、ならびに長鎖脂肪族炭化水素およびそれらの誘導
体（脂肪酸、アルコール、アミン、アミノアルコールおよびアルデヒドなど）を含む化合
物のクラスが包含される。
【００４７】
　また、リポフェクタミン－核酸複合体も企図される。外因性核酸を宿主細胞に導入する
ために、あるいは本発明の阻害剤に細胞を曝露させるために、用いられる方法に関係なく
、宿主細胞における組換えＤＮＡ配列の存在を確認するために、様々なアッセイが実施さ
れてよい。そのようなアッセイには、例えば、当業者に周知の「分子生物学的」アッセイ
（サザンブロッティングとノーザンブロッティング、ＲＴ－ＰＣＲおよびＰＣＲなど）、
「生化学的」アッセイ（例えば、免疫学的手段（ＥＬＩＳＡおよびウェスタンブロット）
による、または本発明の範囲内に含まれる作用物質を同定するための本明細書で説明され
るアッセイによる、特定のペプチドの存在または非存在の検出など）が包含される。
【００４８】
　トランスフェクションのための細胞に関しては、全ての細胞（特に、内因性のＣＸＡＤ
Ｒの発現が全くないか比較的低い細胞）が本発明での使用に適しているとみなされるとい
うことが企図される。例えば、好適な細胞には、ＮＫ細胞、Ｔ細胞（ＣＤ８＋、ＣＤ４＋

等）、Ｂ細胞、マクロファージおよび樹状細胞などの免疫担当細胞だけでなく、腎臓、胎
盤、胸腺および脾臓に由来する細胞、ならびにＣＸＡＤＲの発現が低レベルである特定の
腫瘍細胞（進行した膀胱癌、原発性前立腺癌等）も包含される。一般に、および別の観点
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から見ても、後で（すなわち、組換えＣＸＡＤＲを発現させた後に）アデノウイルスベク
ターによりトランスフェクトされることが望まれる全ての細胞がトランスフェクションに
適しているということが企図される。しかし、免疫担当細胞（特に、ＮＫ細胞および改変
型ＮＫ細胞）が特に好ましく、これは、そのような細胞におけるＣＸＡＤＲの発現が、１
種以上の抗原（特に、新抗原、腫瘍関連抗原、またはそのような抗原を含むキメラ分子）
を宿主の免疫系に送達できる、（アデノウイルス送達を介した）組換え核酸によるインビ
ボでのトランスフェクションを可能にするためである。
【００４９】
　ＮＫ細胞は、特定の表面抗原（ヒトのＮＫ細胞の場合、ＣＤ５６および／またはＣＤ１
６が包含される）の発現、細胞表面上にα／βまたはγ／δのＴＣＲ複合体が存在しない
こと、特定の細胞溶解機構の活性化によって「自己」ＭＨＣ／ＨＬＡ抗原を発現できない
細胞に結合して殺す能力、ＮＫ活性化受容体のリガンドを発現する腫瘍細胞または他の疾
患細胞を殺す能力および免疫応答を刺激または阻害するサイトカインと呼称されるタンパ
ク質分子を放出する能力など、特定の特徴および生物学的特性のおかげで容易に特定でき
る。これらの特徴および活性のいずれかを使用して、当技術分野で周知の方法を用いてＮ
Ｋ細胞を特定できる。もちろん、好適な宿主細胞（特にＮＫ細胞）は、腫瘍と診断された
患者から取得されるか、あるいは以下でさらに詳述されるような既に確立された細胞株か
ら取得されるということが留意されるべきである。
【００５０】
　例えば、本発明の主題の特に好ましい一態様では、ＮＫ細胞は、ＮＫ－９２派生細胞で
あり、好ましくは、（阻害の欠如または減少を介して）そのような細胞を恒常的に活性化
された状態にすることになる少なくとも１種のキラー細胞免疫グロブリン様受容体（ＫＩ
Ｒ）の発現の低下または消失を有するように遺伝子改変される。従って、好適な改変型細
胞は、例えばＭＨＣクラスＩ分子との相互作用を減少または消失させるように、変異して
いる１種以上の改変型キラー細胞免疫グロブリン様受容体を有してもよい。もちろん、１
種以上のＫＩＲはまた、欠失していてもよいか、または（例えば、ｍｉＲＮＡ、ｓｉＲＮ
Ａ等を介して）発現が抑制されてもよいということが留意されるべきである。最も典型的
には、２種以上のＫＩＲが、変異しているか、欠失しているか、またはサイレンスされる
であろうし、特に企図されるＫＩＲには、２つまたは３つのドメインを有するもの、短い
か長い細胞質側末端を有するものが包含される。別の観点から見ると、改変、サイレンス
または欠失されるＫＩＲには、ＫＩＲ２ＤＬ１、ＫＩＲ２ＤＬ２、ＫＩＲ２ＤＬ３、ＫＩ
Ｒ２ＤＬ４、ＫＩＲ２ＤＬ５Ａ、ＫＩＲ２ＤＬ５Ｂ、ＫＩＲ２ＤＳ１、ＫＩＲ２ＤＳ２、
ＫＩＲ２ＤＳ３、ＫＩＲ２ＤＳ４、ＫＩＲ２ＤＳ５、ＫＩＲ３ＤＬ１、ＫＩＲ３ＤＬ２、
ＫＩＲ３ＤＬ３およびＫＩＲ３ＤＳ１が包含されるであろう。そのような改変型細胞は、
当技術分野で周知のプロトコルを用いて調製してもよい。あるいは、そのような細胞はま
た、ａＮＫ細胞（「活性化型ナチュラルキラー細胞（activated natural killer cells）
」）としてＮａｎｔＫｗｅｓｔ（ＵＲＬ：ｗｗｗ．ｎａｎｔｋｗｅｓｔ．ｃｏｍを参照の
こと）から商業的に入手してもよい。
【００５１】
　別の例では、遺伝子操作されたＮＫ細胞はまた、高親和性Ｆｃγ受容体（ＣＤ１６）を
発現するように改変されているＮＫ－９２派生細胞であってもよい。Ｆｃγ受容体の高親
和性バリアントの配列は当技術分野で周知であり、作製および発現の全ての様式は、本発
明での使用に適しているとみなされる。そのような受容体の発現は、患者の腫瘍細胞（例
えば、ネオエピトープ）、特定の腫瘍型（例えば、ｈｅｒ２ｎｅｕ、ＰＳＡ、ＰＳＭＡ等
）または癌に関連するもの（例えば、ＣＥＡ－ＣＡＭ）に特異的な抗体を用いた腫瘍細胞
の特異的標的化を可能にすると考えられている。有利なことに、そのような抗体は、市販
されており、（例えば、Ｆｃγ受容体に結合された）細胞と組み合わせて使用できる。あ
るいは、そのような細胞はまた、ｈａＮＫ細胞（「高親和性ナチュラルキラー細胞（high
-affinity natural killer cells）」）としてＮａｎｔＫｗｅｓｔから商業的に入手して
もよい。次いで、そのような細胞は、やはり以下でさらに説明されるように、ＣＸＣＬ１
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２またはその一部を発現するように、あるいはＣＸＣＲ４の発現の低下または消失を有す
るように、さらに改変されてもよい。
【００５２】
　本発明の主題のさらに別の態様では、遺伝子操作されたＮＫ細胞はまた、キメラＴ細胞
受容体を発現するように遺伝子操作されていてもよい。特に好ましい態様では、キメラＴ
細胞受容体は、腫瘍関連抗原、腫瘍特異抗原および癌のネオエピトープに対する結合特異
性を有するｓｃＦｖ部分または他のエクトドメインを有するであろう。前述のように、そ
のようなキメラＴ細胞受容体を発現するようにＮＫ細胞を遺伝子操作する数多くの様式が
存在し、全ての様式が、本発明での使用に適しているとみなされる。あるいは、そのよう
な細胞はまた、ｔａＮＫ細胞（「標的活性化型ナチュラルキラー細胞（target-activated
 natural killer cells）」）としてＮａｎｔＫｗｅｓｔから商業的に入手してもよい。
次いで、そのような細胞は、以下で説明されるように、ＣＸＣＬ１２またはその一部を発
現するように、あるいはＣＸＣＲ４の発現の低下または消失を有するように、さらに改変
されてもよい。
【００５３】
　細胞が、癌関連抗原、または癌関連抗原に対する特異性を有する抗体、に対して親和性
を有するように操作される場合、全ての既知の癌関連抗原が使用に適切であるとみなされ
るということが企図される。例えば、癌関連抗原には、ＣＥＡ、ＭＵＣ－１、ＣＹＰＢ１
等が包含される。同様に、細胞が、癌特異抗原、または癌特異抗原に対する特異性を有す
る抗体、に対して親和性を有するように操作される場合、全ての既知の癌特異抗原が使用
に適切であるとみなされるということが企図される。例えば、癌特異抗原には、ＰＳＡ、
Ｈｅｒ－２、ＰＳＡ、ブラキュリ（brachyury）等が包含される。
【００５４】
　さらに、ＮＫ細胞または他の宿主細胞（例えば、免疫担当細胞）は、トランスフェクト
された細胞を支える、活性化する、またはトランスフェクトされた細胞に所望の機能を与
える、１種以上のタンパク質を発現するように遺伝子操作されてもよいということが企図
される。そのような追加的な遺伝子改変は、別個に、すなわちＣＸＡＤＲをコードする核
酸でのトランスフェクションの前に、あるいは同時に、すなわちＣＸＡＤＲをコードする
核酸でのトランスフェクションと一緒に（例えば、同じ組換え核酸から、または第２の組
換え核酸から）、行われてもよい。
【００５５】
　例えば、ＮＫ細胞または他の宿主細胞は、必要に応じて、ＮＫ細胞の活性化のための追
加の手段を提供するため及びより頑強な免疫応答を亢進するためにＩＬ２ＲＢおよびＩＬ
２ＲＧのうちの１つ以上と一緒に、ＩＬ２ＲＡの少なくとも一部を発現してもよい。遺伝
子操作されたＮＫ細胞は、最も好ましくは、活性化型ＮＫ細胞、高親和性ＮＫ細胞または
標的活性化型ＮＫ細胞であろう。好ましいＩＬ２ＲＡには、ＩＬ２ＲＡの完全長または高
親和性のバリアントが包含される。さらに、遺伝子操作されたＮＫ細胞はまた、１種以上
のサイトカイン（特にＩＬ－１２）を発現してもよいということが企図される。従って、
そのように調製されたＮＫ細胞は、ＩＬ２に関して宿主のＴ細胞を打ち負かし得るという
ことが理解されるべきである。さらに、企図されるＮＫ細胞または他の宿主細胞はまた、
活性化の増大をもたらすためにＩＬ－１５またはＩＬ－１５スーパーアゴニスト（例えば
、ＡＬＴ－８０３）を発現してもよい。最後に、望まれる場合、ＮＫ細胞または他の宿主
細胞は、宿主の免疫応答をさらに亢進または刺激するために１種以上の免疫チェックポイ
ント阻害剤を発現してもよい。
【００５６】
　さらに別の例では、発明者等は、１種以上の共刺激分子を発現させて免疫応答を亢進す
るための、遺伝子操作されたＮＫ細胞または他の宿主細胞のトランスフェクションを企図
する。もう一度繰り返すが、遺伝子操作されたＮＫ細胞は、最も好ましくは、活性化型Ｎ
Ｋ細胞、高親和性ＮＫ細胞または標的活性化型ＮＫ細胞であろう。好ましい共刺激分子は
、Ｂ７．１（ＣＤ８０）、ＩＣＡＭ－１（ＣＤ５４）、ＩＣＯＳ－Ｌおよび／またはＬＦ
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Ａ－３（ＣＤ５８）であってよい。別の例では、好ましい共刺激分子は、必要に応じてＢ
７．１（ＣＤ８０）、ＩＣＡＭ－１（ＣＤ５４）、ＩＣＯＳ－Ｌおよび／またはＬＦＡ－
３（ＣＤ５８）のうちのいずれか１つと組み合わせた、４－１ＢＢＬ、ＣＤ３０Ｌ、ＣＤ
４０、ＣＤ４０Ｌ、ＣＤ４８、ＣＤ７０、ＣＤ１１２、ＣＤ１５５、ＧＩＴＲＬ、ＯＸ４
０Ｌおよび／またはＴＬ１Ａであってよい。
【００５７】
　望まれる場合、改変型ＮＫ細胞はまた、ＣＸＣＬ１２の少なくとも一部（より好ましく
は完全長のＣＸＣＬ１２）を提示してもよい、および／またはＮＫ細胞は、ＣＸＣＲ４の
発現を低下させるか、あるいは完全にサイレンスするように、遺伝子改変される。ＮＫ細
胞の表面上におけるＣＸＣＬ１２の少なくとも一部の提示および／またはＣＸＣＲ４の排
除によって、そのように改変された細胞は、ＮＫ細胞特異的経路を介した殺滅活性を依然
として維持しつつも、宿主による認識および同種移植片拒絶を受けにくくなるとともに凝
集傾向が低下すると考えられる。
【００５８】
　さらに、ＣＸＡＤＲの発現には免疫担当細胞が一般的に好ましいが、数多くの非免疫担
当細胞も適しているとみなされ、特に、これらには、組換えタンパク質生産に適している
確立された細胞株が包含されるということが認識されるべきである。従って、ＣＨＯ細胞
、ＨＥＫ－２９３細胞、マウス骨髄腫リンパ芽球様細胞、ＢＨＫ細胞、Ｓｆ９、ＣＶ－１
、ＣＯＳ－１細胞等を含め、様々な哺乳動物細胞株および昆虫細胞株が特に企図される。
【００５９】
　本明細書中の説明において、および添付の特許請求の範囲の全体にわたって、使用され
る場合、「ａ」、「ａｎ」および「ｔｈｅ」の意味には、そうではないことが文脈上明確
に指示されていない限り、複数への言及が包含される。また、本明細書中の説明において
使用される場合、「ｉｎ」の意味には、そうではないことが文脈上明確に指示されていな
い限り、「ｉｎ」および「ｏｎ」が包含される。本明細書で使用される場合、そうではな
いことが文脈上指示されていない限り、「～に連結された」なる用語は、（互いに連結さ
れている２つの要素が互いに接触する）直接的な連結および（少なくとも１つの追加的要
素が２つの要素の間に位置する）間接的な連結の両方を包含することが意図される。従っ
て、用語「～に連結された」および「～と連結された」は、同義的に使用される。
【００６０】
　本明細書中に記載される方法は全て、そうではないことが本明細書中で指示されない限
り、あるいは文脈によって明らかに矛盾しない限り、任意の好適な順序で実施できる。本
明細書中の特定の実施形態に関して提供される任意および全ての例または例示的な言葉（
例えば、「など」）の使用は、単に本発明をより明らかにすることを意図したものに過ぎ
ず、他の形で特許請求される本発明の範囲を限定するものではない。本明細書中のいかな
る言葉も、本発明の実施に不可欠である、特許請求の範囲に記載されていない要素を示す
ものとして解釈されるべきではない。
【００６１】
　本明細書で開示される本発明の代替的な要素または実施形態のグループ分けは、限定と
して解釈されるべきではない。グループのメンバーはそれぞれ、個々に、またはそのグル
ープの他のメンバーもしくは本明細書中に見出される他の要素と任意に組み合わせて、参
照および特許請求できる。利便性および／または特許性の理由から、グループの１つ以上
のメンバーを、グループに含める、あるいはグループから削除することができる。そのよ
うな包含または削除が生じる場合、本明細書は、改変された通りのグループを含むとみな
され、従って、添付の特許請求の範囲で使用される全てのマーカッシュグループについて
の記載を満たす。
【００６２】
　本明細書中の発明の概念から逸脱することなく、既に説明したもの以外にも数多くの改
変が可能であるということが当業者には明らかであるはずである。従って、本発明の主題
は、添付の特許請求の範囲における場合を除き、制限されるべきではない。さらに、明細
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書および特許請求の範囲の両方を解釈する際に、全ての用語は、文脈と一致する最も広い
可能な様式で解釈されるべきである。特に、用語「含む（ｃｏｍｐｒｉｓｅｓ）」および
「含む（ｃｏｍｐｒｉｓｉｎｇ）」は、要素、構成要素またはステップを非排他的な様式
で指すものとして解釈されるべきであり、言及された要素、構成要素またはステップが存
在してもよいか、利用されてもよいか、明示的に言及されていない他の要素、構成要素ま
たはステップと組み合わされてもよいということを意味する。明細書と特許請求の範囲が
、Ａ、Ｂ、Ｃ・・・およびＮからなる群より選択されるもののうちの少なくとも１つに言
及する場合、その文章は、ＡとＮやＢとＮ等ではなく、グループの１つの要素のみを必要
とするものとして解釈されるべきである。
【００６３】
　配列表
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【配列表】
2019504631000001.xml
【手続補正書】
【提出日】平成30年5月24日(2018.5.24)
【手続補正１】
【補正対象書類名】特許請求の範囲
【補正対象項目名】全文
【補正方法】変更
【補正の内容】
【特許請求の範囲】
【請求項１】
　免疫担当細胞を改変する方法であって、
　ＣＸＡＤＲをコードする組換え核酸を前記免疫担当細胞に導入して改変型免疫担当細胞
を作製するステップと、
　前記ＣＸＡＤＲを発現する条件下で第１の培地において前記改変型免疫担当細胞を培養
するステップと、
　前記改変型免疫担当細胞を組換えアデノウイルスに感染させるステップと、
を含み、
　前記免疫担当細胞がＮＫ細胞または樹状細胞であり、
　前記組換えアデノウイルスが、Ｅ２ｂの欠失を有し、且つ、ネオエピトープと共刺激分
子、サイトカインおよびチェックポイント阻害剤のうちの少なくとも１つとをコードする
組換え核酸を含む、
方法。
【請求項２】
　前記組換え核酸がＲＮＡである、請求項１の方法。
【請求項３】
　前記ＮＫ細胞が、不死化されるか、ＮＫ９２細胞または遺伝子操作されたＮＫ９２細胞
である、請求項２の方法。
【請求項４】
　前記ＮＫ細胞が、（ａ）少なくとも１種のキラー細胞免疫グロブリン様受容体（ＫＩＲ
）の発現の低下または消失を有するように遺伝子操作される、（ｂ）高親和性Ｆｃγ受容
体を発現するように遺伝子操作される、または（ｃ）キメラＴ細胞受容体を発現するよう
に遺伝子操作される、請求項３の方法。
【請求項５】
　前記ＣＸＡＤＲをコードする組換え核酸が、恒常的に活性のあるプロモーター、ＮＫ細
胞特異的プロモーターまたは低酸素誘導性プロモーターの制御下にある、請求項１の方法
。
【請求項６】
（削除）
【請求項７】
（削除）
【請求項８】
　前記改変型免疫担当細胞を患者に投与するステップをさらに含む、請求項６の方法であ
って、前記感染させるステップが、前記患者への前記改変型免疫担当細胞の投与の後にイ
ンビボで実施される、方法。
【請求項９】
　前記改変型免疫担当細胞を患者に投与するステップをさらに含む、請求項６の方法であ
って、前記感染させるステップが、前記患者への前記改変型免疫担当細胞の投与の前にイ
ンビトロで実施される、方法。
【請求項１０】



(22) JP 2019-504631 A 2019.2.21

　前記改変型免疫担当細胞を患者に投与するステップをさらに含む、請求項１の方法であ
って、前記改変型免疫担当細胞が、前記改変型免疫担当細胞が投与される患者に対して自
家性である、方法。
【請求項１１】
　前記第１の培地において前記改変型免疫担当細胞を所望の量まで増殖させる、請求項１
の方法であって、前記改変型免疫担当細胞の投与に適した第２の培地で前記第１の培地を
置き換えるステップをさらに含む、方法。
【請求項１２】
　遺伝子改変型免疫担当細胞であって、前記免疫担当細胞におけるＣＸＡＤＲの発現のた
めの調節配列に機能可能に連結されたＣＸＡＤＲをコードする組換え核酸を含み、前記遺
伝子改変型免疫担当細胞がＮＫ細胞または樹状細胞であり、ネオエピトープと共刺激分子
、サイトカインおよびチェックポイント阻害剤のうちの少なくとも１つとをコードする組
換えアデノウイルス核酸をさらに含む、遺伝子改変型免疫担当細胞。
【請求項１３】
　前記細胞がＮＫ細胞である、請求項１２の遺伝子改変型免疫担当細胞。
【請求項１４】
　前記細胞が、遺伝子改変されたＮＫ細胞、ＮＫ９２細胞またはＮＫ９２派生細胞である
、請求項１２の遺伝子改変型免疫担当細胞。
【請求項１５】
　前記細胞が、高親和性Ｆｃγ受容体を発現するように遺伝子改変されている、請求項１
２の遺伝子改変型免疫担当細胞。
【請求項１６】
　前記Ｆｃγ受容体が、抗体に連結されており、
　前記抗体が、腫瘍関連抗原、腫瘍特異抗原または癌のネオエピトープに対する結合特異
性を有する、
請求項１５の遺伝子改変型免疫担当細胞。
【請求項１７】
　前記細胞が、キメラＴ細胞受容体を発現するように遺伝子改変されている、請求項１２
の遺伝子改変型免疫担当細胞。
【請求項１８】
　前記キメラＴ細胞受容体が、ｓｃＦｖ部分を含む、請求項１７の遺伝子改変型免疫担当
細胞。
【請求項１９】
　前記キメラＴ細胞受容体が、腫瘍関連抗原、腫瘍特異抗原または癌のネオエピトープに
対する結合特異性を有するエクトドメインを有する、請求項１７の遺伝子改変型免疫担当
細胞。
【請求項２０】
　前記組換え核酸が、前記免疫担当細胞のゲノム中に組み込まれている、請求項１２の遺
伝子改変型免疫担当細胞。
【請求項２１】
　前記組換え核酸が、ＲＮＡである、請求項１２の遺伝子改変型免疫担当細胞。
【請求項２２】
　前記調節配列が、ＮＫ細胞特異的プロモーターまたは低酸素誘導性プロモーターを含む
、請求項１２の遺伝子改変型免疫担当細胞。
【請求項２３】
　前記細胞が、前記細胞を受け入れる患者に対して自家性である、請求項１２の遺伝子改
変型免疫担当細胞。
【請求項２４】
　前記免疫担当細胞が、遺伝子改変の前にＣＸＡＤＲを発現しない、請求項１２の遺伝子
改変型免疫担当細胞。
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【請求項２５】
　前記ＣＸＡＤＲがＣＸＡＤＲアイソフォーム１である、請求項１２の遺伝子改変型免疫
担当細胞。
【請求項２６】
　癌の免疫療法のために患者をコンディショニングする方法であって、ＣＸＡＤＲを発現
するように遺伝子改変されている免疫担当細胞を前記患者に投与するステップを含み、前
記免疫担当細胞がＮＫ細胞または樹状細胞であり、ネオエピトープと共刺激分子、サイト
カインおよびチェックポイント阻害剤のうちの少なくとも１つとをコードする核酸を含む
組換えアデノウイルスで前記免疫担当細胞を感染させるステップをさらに含む、方法。
【請求項２７】
　前記免疫担当細胞が、ＮＫ細胞である、請求項２６の方法。
【請求項２８】
（削除）
【請求項２９】
　ネオエピトープ、共刺激分子、サイトカインおよびチェックポイント阻害剤のうちの少
なくとも１つをコードする核酸を含む組換えアデノウイルスを前記患者に投与するステッ
プをさらに含む、請求項２６の方法。
【請求項３０】
　前記組換えアデノウイルスが、欠失しているか機能を有さないＥ２ｂ遺伝子を有する、
請求項２８または請求項２９の方法。
【請求項３１】
　癌と診断された患者を処置する方法であって、
　ＣＸＡＤＲをコードする組換え核酸であって、ＣＸＡＤＲをコードする核酸が宿主免疫
担当細胞における前記ＣＸＡＤＲの発現のための調節配列に機能可能に連結されている、
組換え核酸を含む遺伝子改変型免疫担当細胞を前記患者に投与するステップと、
　ネオエピトープと共刺激分子、サイトカインおよびチェックポイント阻害剤のうちの少
なくとも１つとをコードする核酸を含む組換えアデノウイルスを前記患者に投与するステ
ップと、
を含み、前記遺伝子改変型免疫担当細胞がＮＫ細胞または樹状細胞であり、前記組換えア
デノウイルスは、前記患者の中で前記遺伝子改変型免疫担当細胞において前記ＣＸＡＤＲ
が発現すると投与される、方法。
【請求項３２】
　前記遺伝子改変型免疫担当細胞が、ＮＫ細胞である、請求項３１の方法。
【請求項３３】
　前記組換えアデノウイルスが、欠失しているか機能を有さないＥ２ｂ遺伝子を有する、
請求項３１の方法。
【請求項３４】
　前記遺伝子改変型免疫担当細胞が、前記患者の自家細胞である、請求項３１の方法。
【請求項３５】
　前記遺伝子改変型免疫担当細胞が、請求項１２～２５のいずれか１項に記載の遺伝子改
変型免疫担当細胞である、請求項３１の方法。
【請求項３６】
　癌と診断された患者を処置する方法であって、
　組換えアデノウイルスで遺伝子改変型免疫担当細胞を感染させるステップであって、
　　前記遺伝子改変型免疫担当細胞は、ＣＸＡＤＲをコードする組換え核酸であって、Ｃ
ＸＡＤＲをコードする核酸が宿主免疫担当細胞における前記ＣＸＡＤＲの発現のための調
節配列に機能可能に連結されている、組換え核酸を含み、
　　前記遺伝子改変型免疫担当細胞は、ＮＫ細胞または樹状細胞であり、
　　前記組換えアデノウイルスは、ネオエピトープと共刺激分子、サイトカインおよびチ
ェックポイント阻害剤のうちの少なくとも１つとをコードする核酸を含む、



(24) JP 2019-504631 A 2019.2.21

ステップと、
　感染させた免疫担当細胞を前記患者に投与するステップと、
を含む方法。
【請求項３７】
　前記遺伝子改変型免疫担当細胞がＮＫ細胞である、請求項３６の方法。
【請求項３８】
　前記組換えアデノウイルスが、欠失しているか機能を有さないＥ２ｂ遺伝子を有する、
請求項３６の方法。
【請求項３９】
　前記遺伝子改変型免疫担当細胞が、前記患者の自家細胞である、請求項３６の方法。
【請求項４０】
　前記ネオエピトープが、癌および患者に特異的なネオエピトープである、請求項３６の
方法。
【請求項４１】
　癌の処置における遺伝子改変型免疫担当細胞の使用であって、前記遺伝子改変型免疫担
当細胞が、請求項１２～２５のいずれか１項に記載の遺伝子改変型免疫担当細胞である、
使用。
【請求項４２】
（削除）
【手続補正書】
【提出日】平成30年12月12日(2018.12.12)
【手続補正１】
【補正対象書類名】明細書
【補正対象項目名】配列表
【補正方法】変更
【補正の内容】
【配列表】
2019504631000001.app
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