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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　遺伝子操作されたT細胞を生成する方法であって、該方法が、
　（a）抗原に特異的に結合する遺伝子操作された抗原受容体を、T細胞を含む細胞の集団
に導入する工程であって、該遺伝子操作された抗原受容体が、前記抗原に特異的に結合す
る細胞外抗原認識ドメイン、ならびにCD3-ゼータ（CD3ζ）鎖および補助刺激シグナル伝
達領域を含む細胞内領域を含む、キメラ抗原受容体（CAR）である、工程、ならびに
　（b）前記T細胞を含む細胞の集団にPD-L1をコードする遺伝子を破壊することができる
作用物質を導入する工程
を含み、
　前記導入が、1つまたは複数の条件下でのインキュベーション時の作用物質が導入され
ていない対応するT細胞を含む細胞の集団中のT細胞におけるPD-L1の発現および／または
アップレギュレーションと比較して、前記1つまたは複数の条件下でのインキュベーショ
ン時の前記T細胞を含む細胞の集団中のT細胞におけるPD-L1の発現を低減し、かつ／また
はPD-L1のアップレギュレーションを阻害し、
　前記破壊が、可逆的ではなく、かつ／または一過性でなく、
　工程（a）および（b）を同時にまたは任意の順序で逐次的に実行することによって、前
記T細胞を含む細胞の集団中のT細胞に前記遺伝子操作された抗原受容体および前記作用物
質を導入し、かつ、
　前記方法がエクスビボで行われる、
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方法。
【請求項２】
　遺伝子操作されたT細胞におけるPD-L1の発現を調節する方法であって、該方法が、PD-L
1をコードする遺伝子を破壊することができる作用物質を、T細胞を含む細胞の集団に導入
する工程を含み、
　前記導入が、1つまたは複数の条件下でのインキュベーション時の作用物質が導入され
ていない対応するT細胞を含む細胞の集団におけるPD-L1の発現および／またはアップレギ
ュレーションと比較して、前記1つまたは複数の条件下でのインキュベーション時のT細胞
を含む細胞の集団中のT細胞におけるPD-L1の発現を低減し、かつ／またはPD-L1のアップ
レギュレーションを阻害し、
　前記T細胞が、抗原に特異的に結合する遺伝子操作された抗原受容体を含み、該遺伝子
操作された抗原受容体が、前記抗原に特異的に結合する細胞外抗原認識ドメイン、ならび
にCD3-ゼータ（CD3ζ）鎖および補助刺激シグナル伝達領域を含む細胞内領域を含む、キ
メラ抗原受容体（CAR）であり、
　前記破壊が、可逆的ではなく、かつ／または一過性でなく、かつ、
　前記方法がエクスビボで行われる、
方法。
【請求項３】
　前記1つまたは複数の条件下でのインキュベーションが、前記抗原の存在を含み、かつ
、前記作用物質が導入されていない対応するT細胞を含む細胞の集団において、PD-L1の発
現および/またはアップレギュレーションを誘導する、請求項1または2記載の方法。
【請求項４】
　前記抗原の存在下でのインキュベーションが、前記細胞を前記抗原と共にインビトロで
インキュベートすることを含む、請求項3記載の方法。
【請求項５】
　前記抗原の存在下でのインキュベーションが、それぞれ両端の値を含めて2時間～48時
間、6時間～30時間、または12時間～24時間であるか、あるいは48時間未満、36時間未満
、または24時間未満である、請求項4記載の方法。
【請求項６】
　前記抗原の存在下でのインキュベーションが、前記抗原の存在を含む条件下で前記T細
胞を含む細胞の集団を対象に投与することを含み、それによって、前記操作された抗原受
容体が、該インキュベーションの少なくとも一部にわたって前記抗原に特異的に結合する
、請求項3記載の方法。
【請求項７】
　前記抗原の存在下でのインキュベーションが、前記対象への前記作用物質が導入されて
いない対応するT細胞を含む細胞の集団の投与後24時間、2日、3日、4日、5日、6日、7日
、8日、9日または10日の期間内に、前記作用物質が導入されていない対応するT細胞を含
む細胞の集団において、PD-L1の発現および/またはアップレギュレーションを誘導する、
請求項6記載の方法。
【請求項８】
　前記T細胞を含む細胞の集団中のT細胞におけるPD-L1の発現の低減および/またはアップ
レギュレーションの阻害が、少なくとも30％、40％、50％、60％、70％、80％、90％、95
％もしくはそれ以上である、請求項1～7のいずれか一項記載の方法。
【請求項９】
　前記作用物質の発現が条件的であり、前記発現が、条件的なプロモーターまたはエンハ
ンサーまたはトランスアクチベーターの制御下にある、請求項1～8のいずれか一項記載の
方法。
【請求項１０】
　前記プロモーターが、誘導性プロモーターまたは抑制性のプロモーターである、請求項
9記載の方法。
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【請求項１１】
　前記作用物質が、前記T細胞を含む細胞の集団中のT細胞におけるPD-L1の発現の持続的
な低減または妨害を引き起こすために前記T細胞を含む細胞の集団中のT細胞において安定
に発現される、請求項1～8のいずれか一項記載の方法。
【請求項１２】
　前記破壊が、前記遺伝子をDNAレベルで破壊することを含む、請求項1～11のいずれか一
項記載の方法。
【請求項１３】
　前記作用物質の導入が、PD-L1をコードする遺伝子を特異的に認識するDNA結合タンパク
質またはDNA結合核酸を導入することを含む、請求項1～12のいずれか一項記載の方法。
【請求項１４】
　前記作用物質が、前記遺伝子を特異的に認識する遺伝子編集ヌクレアーゼまたは遺伝子
編集ヌクレアーゼ含有複合体を含む、、請求項1～13のいずれか一項記載の方法。
【請求項１５】
　前記作用物質が、ジンクフィンガーヌクレアーゼ（ZFN）、TALエフェクターヌクレアー
ゼ（TALEN）、または、前記遺伝子に特異的なクラスター化して規則的な配置の短い回文
配列核酸（CRISPR）によってガイドされるCasタンパク質を含む、請求項1～14のいずれか
一項記載の方法。
【請求項１６】
　前記作用物質が、前記遺伝子に特異的なCRISPR-Cas9の組み合わせである、請求項1～15
のいずれか一項記載の方法。
【請求項１７】
　前記遺伝子のエクソンおよび／または前記遺伝子のコードされるポリペプチドのN末端
をコードしている部分が特異的に認識される、請求項13～16のいずれか一項記載の方法。
【請求項１８】
　前記作用物質の導入が、前記遺伝子におけるフレームシフト変異および/または前記遺
伝子のコード領域内での早期停止コドンの挿入を引き起こす、請求項1～17のいずれか一
項記載の方法。
【請求項１９】
　1つまたは複数の条件下でのインキュベーション時のさらなる作用物質が導入されてい
ない対応するT細胞を含む細胞の集団におけるPD-1の発現および/またはアップレギュレー
ションと比較して、前記1つまたは複数の条件下でのインキュベーション時の前記集団中
のT細胞におけるPD-1の発現の低減を引き起こすことができかつ/またはPD-1のアップレギ
ュレーションを阻害することができる前記さらなる作用物質を、前記T細胞を含む細胞の
集団に導入する工程
をさらに含み、前記PD-1の発現の低減および/またはアップレギュレーションの阻害が一
時的または一過性である、請求項1～18のいずれか一項記載の方法。
【請求項２０】
　前記さらなる作用物質が、前記細胞におけるPD-1の発現の条件的な低減または妨害を引
き起こすために前記T細胞を含む細胞の集団において誘導性に発現または抑制される、請
求項19記載の方法。
【請求項２１】
　前記さらなる作用物質が、前記細胞におけるPD-1の発現を低減する阻害性核酸分子であ
る、請求項19または20記載の方法。
【請求項２２】
　前記阻害性核酸分子がRNA干渉作用物質を含む、請求項21記載の方法。
【請求項２３】
　前記阻害性核酸が、低分子干渉RNA（siRNA）、マイクロRNA適合shRNA、短鎖ヘアピンRN
A（shRNA）、ヘアピンsiRNA、前駆体マイクロRNA（pre-miRNA）もしくはマイクロRNA（mi
RNA）であるか、またはそれを含むか、またはそれをコードする、請求項21または22記載
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の方法。
【請求項２４】
　前記阻害性核酸分子がPD-1コード核酸に相補的な配列を含む、請求項21～23のいずれか
一項記載の方法。
【請求項２５】
　前記阻害性核酸分子が、PD-1コード核酸に相補的なアンチセンスオリゴヌクレオチドを
含む、請求項21記載の方法。
【請求項２６】
　前記T細胞が、CD4＋T細胞またはCD8＋T細胞である、請求項1～25のいずれか一項記載の
方法。
【請求項２７】
　前記補助刺激シグナル伝達領域が、CD28または4-1BBのシグナル伝達ドメインを含む、
請求項1～26のいずれか一項記載の方法。
【請求項２８】
　前記T細胞がヒト細胞である、請求項1～27のいずれか一項記載の方法。
【請求項２９】
　請求項1～28のいずれか一項記載の方法によって生成される細胞。
【請求項３０】
　請求項29記載の細胞と薬学的に許容される担体とを含む薬学的組成物。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
関連出願の相互参照
　本願は、2015年5月29日に出願された米国仮出願第62/168,721号、発明の名称「Composi
tion and Methods for Regulating Inhibitory Interactions in Genetically Engineere
d Cells」、および2015年10月20日に出願された米国仮出願第62/244,132号、発明の名称
「Composition and Methods for Regulating Inhibitory Interactions in Genetically 
Engineered Cells」に基づく優先権を主張し、各仮出願の内容は参照によりその全体が本
明細書に組み入れられる。
【０００２】
参照による配列表の組み入れ
　本願は電子形式の配列表と一緒に出願されている。配列表は、2016年5月27日に作成さ
れた、735042002440seqlist.txtという名称のファイルとして提供されており、そのサイ
ズは41キロバイトである。配列表の電子形式での情報は、参照によりその全体が本明細書
に組み入れられる。
【０００３】
分野
　本開示は、一部の局面において、T細胞を含む、養子療法のための操作された細胞に関
する。一部の局面において、本開示はさらに、細胞を操作して生成するための方法および
組成物、前記細胞を含有する組成物、ならびにそれらを対象に投与するための方法に関す
る。一部の態様において、T細胞などの細胞は、抗原に特異的に結合する遺伝子操作され
た抗原受容体、例えばキメラ抗原受容体（CAR）を含有する。一部の態様において、細胞
、例えばCAR発現T細胞は、操作された細胞において、ある遺伝子、例えば免疫応答の阻害
に関与する遺伝子を、抑制および/または破壊することによって、阻害効果を低減するこ
とができる作用物質を含有する。一部の態様において、本細胞および本方法の特徴は、活
性、効力および/または持続性の増加または改善をもたらす。
【背景技術】
【０００４】
背景
　養子療法のために、操作された細胞を生成し、それを投与するには、さまざまな戦略を
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利用することができる。例えば、遺伝子操作された抗原受容体、例えばCARを発現する免
疫細胞を操作するための戦略、および前記細胞における遺伝子発現を抑制または抑制する
ための戦略を利用することができる。例えばエフェクター機能の抑制を回避することなら
びに対象への投与時の細胞の活性および/または生存を改良することなどによって細胞の
効力を改良するには、改良された戦略が必要になる。そのようなニーズを満たす方法、細
胞、組成物、キット、およびシステムが提供される。
【発明の概要】
【０００５】
概要
　遺伝子操作された（組換え）細胞表面受容体を発現する細胞、例えば対象における疾患
および/または状態を処置するために養子細胞療法において使用するための細胞などを生
成または作製するための方法が提供される。そのような方法において使用するための細胞
、組成物、および製造品も提供される。前記組成物および前記細胞は、一般に、PD-L1お
よび/またはPD-1の発現を低減する作用物質、またはPD-L1および/もしくはPD-1の発現の
低減を引き起こすことができる作用物質を含む。一部の態様において、前記作用物質は阻
害性核酸分子、例えばPD-L1またはPD-1をコードする遺伝子または核酸に相補的であり、
同遺伝子または核酸を標的とし、同遺伝子または核酸を阻害し、かつ/または同遺伝子も
しくは核酸に結合する阻害性核酸分子であるか、同阻害性核酸分子を含む。一部の態様に
おいて、作用物質は、Cas9、例えば場合によっては酵素的に不活性なCas9と、PD-L1また
はPD-1をコードする遺伝子を標的とするgRNAとを含むリボ核タンパク質（RNP）複合体を
含む複合体であるか、同複合体を含む。対象における疾患および/または状態を処置する
ための養子細胞療法のために、遺伝子操作された（組換え）細胞表面受容体を発現する、
ここに提供される細胞、例えば本方法によって生成される細胞を、対象に投与するための
方法も提供される。
【０００６】
　一部の態様では、遺伝子操作された抗原受容体、例えばキメラ抗原受容体（CAR）をコ
ードする核酸分子と、PD-L1の発現を低減する作用物質もしくはPD-L1の発現の低減を引き
起こすことができる作用物質である、または該作用物質を含む、または該作用物質をコー
ドする核酸分子とを含有する細胞が提供される。一部の態様において、組換え受容体は遺
伝子操作された抗原受容体、例えば機能的な非TCR抗原受容体、例えばキメラ抗原受容体
（CAR）および他の組換え抗原受容体、例えばトランスジェニックT細胞受容体（TCR）で
ある。受容体には、他の組換えキメラ受容体、例えばリガンドまたは受容体または他の結
合パートナーに特異的に結合する細胞外部分と、細胞内シグナル伝達部分、例えばCARの
細胞内シグナル伝達部分とを含有するものも含まれる。例えば対象における疾患および/
または状態を処置するなどの目的で、養子細胞療法において、遺伝子操作された（組換え
）細胞表面受容体を発現する細胞を対象に投与するための方法が提供される。
【０００７】
　任意のそのような態様の一部において、操作されたT細胞は、抗原に特異的に結合する
遺伝子操作された抗原受容体と、PD-L1の発現を低減する作用物質またはPD-L1の発現の低
減を引き起こすことができる作用物質とを含有する。一部の態様において、作用物質は阻
害性核酸分子、例えばPD-L1をコードする遺伝子または他の核酸および/またはPD-L1をコ
ードする遺伝子または他の核酸（例えばCD274遺伝子）に相補的であり、同遺伝子または
核酸を標的とし、同遺伝子または核酸を阻害し、かつ/または同遺伝子もしくは核酸に結
合するものを含む。任意のそのような態様の一部において、前記阻害性核酸分子にはRNA
干渉作用物質が含まれる。任意のそのような態様の一部において、阻害性核酸は、低分子
干渉RNA（siRNA）、マイクロRNA適合（microRNA-adapted）shRNA、短鎖ヘアピンRNA（shR
NA）、ヘアピンsiRNA、前駆体マイクロRNA（pre-miRNA）もしくはマイクロRNA（miRNA）
であるか、またはそれを含有するか、またはそれをコードする。
【０００８】
　任意のそのような態様の一部において、阻害性核酸分子は、PD-L1コード核酸に相補的
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な配列を含有する。任意のそのような態様の一部において、阻害性核酸分子は、PD-L1コ
ード核酸に相補的なアンチセンスオリゴヌクレオチドを含有する。
【０００９】
　一部の態様において、前記作用物質は、遺伝子発現を低減または抑制するために、Cas9
分子、例えば酵素的に不活性なCas9（例えばeiCas9）と組み合わされた、PD-L1をコード
する遺伝子の標的ドメインと相補的なgRNAを含む。一部の態様において、前記作用物質は
、少なくとも1つの前記gRNAおよび/または前記Cas9分子をコードする核酸分子を含む。一
部の態様において、前記作用物質は、前記Cas9分子と、PD-L1遺伝子の標的ドメインと相
補的な標的化ドメインを有するgRNAとの、少なくとも1つの複合体を含む。
【００１０】
　任意のそのような態様の一部において、遺伝子操作されたT細胞は、抗原に特異的に結
合する遺伝子操作された抗原受容体と、破壊されたPD-L1コード遺伝子、PD-L1コード遺伝
子を破壊するための作用物質、および/またはPD-L1コード遺伝子の破壊とを含有する。任
意のそのような態様の一部において、前記遺伝子の破壊は、遺伝子編集ヌクレアーゼ、ジ
ンクフィンガーヌクレアーゼ（ZFN）、クラスター化して規則的な配置の短い回文配列核
酸（clustered regularly interspaced short palindromic nucleic acid）（CRISPR）/C
as9、および/またはTALエフェクターヌクレアーゼ（TALEN）によって媒介される。任意の
そのような態様の一部において、前記破壊は、前記遺伝子の少なくとも1つのエクソンの
少なくとも一部分の欠失を含む。任意のそのような態様の一部において、前記破壊は、前
記遺伝子における中途停止コドンの存在をもたらす前記遺伝子中の欠失、変異、および/
または挿入を含み、かつ/または前記破壊は、前記遺伝子の第1または第2エクソン内での
欠失、変異、および/または挿入を含む。任意のそのような態様の一部において、T細胞に
おけるPD-L1の発現は、前記阻害性核酸分子もしくは遺伝子破壊が存在しない前記T細胞ま
たはその活性化を欠く前記T細胞における発現と比較して、少なくとも50、60、70、80、9
0、または95％低減される。
【００１１】
　任意のそのような態様の一部において、遺伝子操作されたT細胞は、抗原に特異的に結
合する遺伝子操作された抗原受容体と、前記細胞におけるPD-1またはPD-L1の発現を低減
または妨害する分子をコードするポリヌクレオチドとを含有し、前記ポリヌクレオチドの
発現または活性は条件的（conditional）である。任意のそのような態様の一部において
、発現は、条件的なプロモーターまたはエンハンサーまたはトランスアクチベーターの制
御下にある。任意のそのような態様の一部において、前記条件的なプロモーターまたはエ
ンハンサーまたはトランスアクチベーターは、誘導性のプロモーター、エンハンサー、も
しくはトランスアクチベーター、または抑制性のプロモーター、エンハンサー、もしくは
トランスアクチベーターである。任意のそのような態様の一部において、PD-1またはPD-L
1の発現を低減または妨害する分子は、当該遺伝子に特異的に結合する、当該遺伝子を特
異的に認識する、もしくは当該遺伝子に特異的にハイブリダイズする、アンチセンス分子
、siRNA、shRNA、miRNA、遺伝子編集ヌクレアーゼ、ジンクフィンガーヌクレアーゼタン
パク質（ZFN）、TALエフェクターヌクレアーゼ（TALEN）、もしくは、CRISPR-Cas9の組み
合わせの1つもしくは複数の成分であるか、またはそれらを含むか、またはそれらをコー
ドする。
【００１２】
　任意のそのような態様の一部において、プロモーターは、RNA pol I、RNA pol IIまた
はRNA pol IIIプロモーターの中から選択される。任意のそのような態様の一部において
、プロモーターは、U6もしくはH1プロモーターであるpol IIIプロモーター、またはCMV、
SV40初期領域もしくはアデノウイルス主要後期プロモーターであるpol IIプロモーターか
ら選択される。任意のそのような態様の一部において、プロモーターは誘導性プロモータ
ーである。任意のそのような態様の一部において、プロモーターは、Lacオペレーター配
列、テトラサイクリンオペレーター配列、ガラクトースオペレーター配列もしくはドキシ
サイクリンオペレーター配列を含むか、またはその類似体である。
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【００１３】
　任意のそのような態様の一部において、プロモーターは抑制性プロモーターである。任
意のそのような態様の一部において、プロモーターは、Lac抑制性エレメントもしくはテ
トラサイクリン抑制性エレメントを含むか、またはその類似体である。
【００１４】
　任意のそのような態様の一部において、T細胞はCD4＋T細胞またはCD8＋T細胞である。
任意のそのような態様の一部において、遺伝子操作された抗原受容体は機能的な非T細胞
受容体である。
【００１５】
　任意のそのような態様の一部において、遺伝子操作された抗原受容体はキメラ抗原受容
体（CAR）である。任意のそのような態様の一部において、CARは、抗原に特異的に結合す
る細胞外抗原認識ドメインと、ITAMを含む細胞内シグナル伝達ドメインとを含有する。任
意のそのような態様の一部において、細胞内シグナル伝達ドメインは、CD3-ゼータ（CD3
ζ）鎖の細胞内ドメインを含む。任意のそのような態様の一部において、CARは補助刺激
シグナル伝達領域をさらに含有する。任意のそのような態様の一部において、補助刺激シ
グナル伝達領域は、CD28または4-1BBのシグナル伝達ドメインを含有する。任意のそのよ
うな態様の一部において、補助刺激ドメインはCD28である。
【００１６】
　任意のそのような態様の一部において、細胞はヒト細胞である。任意のそのような態様
の一部において、細胞は単離された細胞である。
【００１７】
　一部の態様において、抗原受容体（CAR）をコードする、任意で第1の発現カセットであ
る第1の核酸と、PD-1もしくはPD-L1をコードする遺伝子に対する阻害性核酸分子および/
またはPD-1もしくはPD-L1をコードする遺伝子に相補的な核酸配列をコードする、任意で
第2の発現カセットである第2の核酸とを含有する核酸分子も提供される。任意のそのよう
な態様の一部において、阻害性核酸分子はRNA干渉作用物質を含有する。任意のそのよう
な態様の一部において、阻害性核酸は、低分子干渉RNA（siRNA）、マイクロRNA適合shRNA
、短鎖ヘアピンRNA（shRNA）、ヘアピンsiRNA、前駆体マイクロRNA（pre-miRNA）、pri-m
iRNA、もしくはマイクロRNA（miRNA）であるか、またはそれを含有するか、またはそれを
コードする。任意のそのような態様の一部において、阻害性核酸は、PD-1コード核酸に相
補的な配列を含有し、任意のそのような態様の一部において、それはPD-L1コード核酸に
相補的な配列を含有する。任意のそのような態様の一部において、阻害性核酸分子はPD-1
コード核酸に相補的なアンチセンスオリゴヌクレオチドを含み、任意のそのような態様の
一部において、阻害性核酸分子はPD-L1コード核酸に相補的なアンチセンスオリゴヌクレ
オチドを含む。一部の態様において、第2の核酸には、PD-1またはPD-L1をコードする遺伝
子の標的ドメインと相補的な標的化ドメインを含むgRNA配列が含まれる。一部のそのよう
な態様において、核酸分子は、場合によっては酵素的に不活性なCas9（eiCas9もしくはiC
as9）またはeiCas9融合タンパク質を含む、Cas9分子をコードする第3の核酸を、さらに含
むことができる。
【００１８】
　一部の態様では、前記1つまたは複数の核酸のそれぞれを、同じ転写産物からの複数遺
伝子の翻訳を可能にするエレメントによって分離することができる。一部の態様において
、核酸分子は、マルチシストロン性、例えばバイシストロン性である。一部の態様におい
て、前記エレメントは配列内リボソーム進入部位（IRES）であるか、配列内リボソーム進
入部位（IRES）を含むか、自己切断性2Aペプチド（例えばT2A、P2A、E2AまたはF2A）をコ
ードする配列などのスキップ配列を含む。
【００１９】
　任意のそのような態様の一部において、核酸は、機能的な非T細胞受容体である抗原受
容体をコードする。任意のそのような態様の一部において、遺伝子操作された抗原受容体
はキメラ抗原受容体（CAR）である。任意のそのような態様の一部において、CARは、抗原
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に特異的に結合する細胞外抗原認識ドメインと、ITAMを含有する細胞内シグナル伝達ドメ
インとを含有する。任意のそのような態様の一部において、細胞内シグナル伝達ドメイン
は、CD3-ゼータ（CD3ζ）鎖の細胞内ドメインを含有する。任意のそのような態様の一部
において、CARは補助刺激シグナル伝達領域をさらに含む。任意のそのような態様の一部
において、補助刺激シグナル伝達領域は、CD28または4-1BBのシグナル伝達ドメインを含
む。任意のそのような態様の一部において、補助刺激ドメインはCD28である。
【００２０】
　任意のそのような態様の一部において、第1および第2の核酸、任意で第1および第2の発
現カセットは、同じまたは異なるプロモーターに、機能的に連結される。任意のそのよう
な態様の一部において、第1の核酸、任意で第1の発現カセットは、誘導性プロモーターま
たは抑制性プロモーターに機能的に連結され、第2の核酸、任意で第2の発現カセットは、
構成的プロモーターに機能的に連結される。
【００２１】
　任意のそのような態様の一部において、核酸は単離されている。複数の態様において、
一部の態様または任意の態様の核酸を含有するベクターも提供される。任意のそのような
態様の一部において、ベクターは、プラスミド、レンチウイルスベクター、レトロウイル
スベクター、アデノウイルスベクター、またはアデノ随伴ウイルスベクターである。任意
のそのような態様の一部において、ベクターはインテグラーゼ欠損性である。
【００２２】
　一部の態様において、前記核酸分子またはベクターを含有するT細胞も提供される。任
意のそのような態様の一部において、T細胞はCD4＋T細胞またはCD8＋T細胞である。任意
のそのような態様の一部において、T細胞はヒト細胞である。任意のそのような態様の一
部において、T細胞は単離されている。
【００２３】
　一部の態様において、本明細書において記載する態様のいずれかの一部の細胞と、薬学
的に許容される担体とを含有する、薬学的組成物も提供される。
【００２４】
　一部の態様において、（a）抗原に特異的に結合する遺伝子操作された（組換え）抗原
受容体を、T細胞を含む細胞の集団に、例えば前記抗原受容体をコードする核酸分子を前
記細胞に導入することなどによって、導入する工程、ならびに（b）前記細胞の集団に、
作用物質が導入されていない対応する細胞の集団中のT細胞における1つまたは複数の条件
下でのインキュベーション時のPD-L1の発現および/またはアップレギュレーションと比較
して前記集団中のT細胞におけるPD-L1の発現の低減をもたらすことができかつ/またはPD-
L1のアップレギュレーションを阻害することができる前記作用物質を、前記1つまたは複
数の条件下でのインキュベーション時に導入する工程を含み、工程（a）および（b）を同
時にまたは任意の順序で逐次的に実行することによって、前記集団中のT細胞に前記遺伝
子操作された抗原受容体および前記作用物質を導入する、遺伝子操作されたT細胞を生成
するための方法も提供される。
【００２５】
　任意のそのような態様の一部において、遺伝子操作されたT細胞におけるPD-L1の発現を
調節する方法は、T細胞に、作用物質が導入されていない対応するT細胞における1つまた
は複数の条件下でのインキュベーション時のPD-L1の発現またはアップレギュレーション
と比較して前記細胞におけるPD-L1の発現の低減をもたらすことができかつ/またはPD-L1
のアップレギュレーションを阻害することができる前記作用物質を、前記1つまたは複数
の条件下でのインキュベーション時に導入する工程を含み、該T細胞は抗原に特異的に結
合する遺伝子操作された抗原受容体を含有する。任意のそのような態様の一部において、
抗原の存在を含む条件下でのインキュベーションは、前記作用物質が導入されていないT
細胞を含有する対応する集団において、PD-L1の発現またはアップレギュレーションを誘
導する。
【００２６】
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　任意のそのような態様の一部において、抗原の存在下でのインキュベーションは、細胞
を抗原と共にインビトロでインキュベートすることを含む。任意のそのような態様の一部
において、抗原の存在下でのインキュベーションは、それぞれ両端の値を含めて2時間～4
8時間、6時間～30時間、または12時間～24時間であるか、あるいは48時間未満、36時間未
満、または24時間未満である。
【００２７】
　任意のそのような態様の一部において、インキュベーションは、前記操作された抗原受
容体がインキュベーションの少なくとも一部にわたって前記抗原に特異的に結合する条件
下での、対象への前記細胞の投与を含む。任意のそのような態様の一部において、前記イ
ンキュベーションは、対象への細胞の投与後24時間、2日、3日、4日、5日、6日、7日、8
日、9日または10日の期間内に、発現またはアップレギュレーションを誘導する。任意の
そのような態様の一部において、PD-L1の発現の低減またはアップレギュレーションの阻
害は、少なくとも30％、40％、50％、60％、70％、80％、90％、95％もしくはそれ以上、
または少なくとも約30％、約40％、約50％、約60％、約70％、約80％、約90％、約95％も
しくはそれ以上である。
【００２８】
　任意のそのような態様の一部において、前記方法はエクスビボで行われる。任意のその
ような態様の一部において、前記作用物質の導入は、前記作用物質をコードする配列を含
有する核酸を導入することによって実行される。一部の態様において、作用物質の導入は
、Cas9分子、例えば酵素的に不活性なCas9（例えばeiCas9）またはその融合タンパク質と
、PD-L1をコードする遺伝子の標的ドメインと相補的な標的化ドメインを有するgRNAとの
少なくとも1つの複合体を導入する工程を含む。任意のそのような態様の一部において、
前記導入には、細胞におけるPD-L1の発現の一時的な低減または妨害を引き起こすために
前記T細胞において前記作用物質の一過性発現を誘導する工程が含まれ、かつ/または前記
低減または妨害は永続的でない。
【００２９】
　任意のそのような態様の一部において、作用物質の発現または活性は条件的である。任
意のそのような態様の一部において、発現は、条件的なプロモーターまたはエンハンサー
またはトランスアクチベーターの制御下にある。任意のそのような態様の一部において、
条件的なプロモーターまたはエンハンサーまたはトランスアクチベーターは、誘導性のプ
ロモーター、エンハンサーもしくはトランスアクチベーター、または抑制性のプロモータ
ー、エンハンサーもしくはトランスアクチベーターである。任意のそのような態様の一部
において、プロモーターは、RNA pol I、RNA pol IIまたはRNA pol IIIプロモーターから
選択される。任意のそのような態様の一部において、プロモーターは、U6もしくはH1プロ
モーターであるpol IIIプロモーター、またはCMV、SV40初期領域もしくはアデノウイルス
主要後期プロモーターであるpol IIプロモーターから選択される。
【００３０】
　任意のそのような態様の一部において、プロモーターは誘導性プロモーターである。任
意のそのような態様の一部において、プロモーターは、Lacオペレーター配列、テトラサ
イクリンオペレーター配列、ガラクトースオペレーター配列またはドキシサイクリンオペ
レーター配列を含む。任意のそのような態様の一部において、プロモーターは抑制性プロ
モーターである。任意のそのような態様の一部において、プロモーターは、Lac抑制性エ
レメントまたはテトラサイクリン抑制性エレメントを含む。
【００３１】
　任意のそのような態様の一部において、前記作用物質は、細胞におけるPD-L1の発現の
継続的な低減または妨害を引き起こすためにT細胞中で安定に発現される。任意のそのよ
うな態様の一部において、作用物質は、ウイルスベクターに含まれている核酸分子である
。任意のそのような態様の一部において、ウイルスベクターはアデノウイルスベクター、
レンチウイルスベクター、レトロウイルスベクター、ヘルペスウイルスベクターまたはア
デノ随伴ウイルスベクターである。任意のそのような態様の一部において、作用物質は、
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細胞におけるPD-L1の発現を低減する阻害性核酸分子である。
【００３２】
　任意のそのような態様の一部において、阻害性核酸分子はRNA干渉作用物質を含む。任
意のそのような態様の一部において、阻害性核酸は、低分子干渉RNA（siRNA）、マイクロ
RNA適合shRNA、短鎖ヘアピンRNA（shRNA）、ヘアピンsiRNA、前駆体マイクロRNA（pre-mi
RNA）、pri-miRNA、もしくはマイクロRNA（miRNA）であるか、またはそれを含むか、また
はそれをコードする。任意のそのような態様の一部において、阻害性核酸分子は、PD-L1
コード核酸に相補的な配列を含有する。任意のそのような態様の一部において、阻害性核
酸分子は、PD-L1コード核酸に相補的なアンチセンスオリゴヌクレオチドを含有する。一
部の態様において、核酸は、PD-L1をコードする遺伝子の標的ドメインと相補的な標的化
ドメインを含むgRNA配列を含む。一部のそのような態様において、核酸分子は、Cas9分子
をコードする第3の核酸をさらに含むことができ、前記Cas9分子は、場合によっては、酵
素的に不活性なCas9（eiCas9もしくはiCas9）またはeiCas9融合タンパク質を含む。
【００３３】
　任意のそのような態様の一部において、ここに提供される方法において低減を引き起こ
すことおよび/またはアップレギュレーションを阻害することは、PD-L1をコードする遺伝
子を破壊することを含む。任意のそのような態様の一部において、破壊は、遺伝子をDNA
レベルで破壊することを含み、かつ/または破壊は可逆的ではなく、かつ/または破壊は一
過性でない。
【００３４】
　任意のそのような態様の一部において、破壊は、遺伝子に特異的に結合するまたはハイ
ブリダイズするDNA結合タンパク質またはDNA結合核酸である作用物質を導入することを含
む。任意のそのような態様の一部において、破壊は、（i）DNA標的化タンパク質とヌクレ
アーゼとを含有する融合タンパク質、または（ii）RNAガイド型ヌクレアーゼ（RNA-guide
d nuclease）を導入することを含む。任意のそのような態様の一部において、DNA標的化
タンパク質またはRNAガイド型ヌクレアーゼは、ジンクフィンガータンパク質（ZFP）、TA
Lタンパク質、または前記遺伝子に特異的な、クラスター化して規則的な配置の短い回文
配列核酸（CRISPR）によってガイドされる、Casタンパク質（例えばCas9）（CRISPR/Cas
）を含有する。任意のそのような態様の一部において、破壊は、前記遺伝子に特異的に結
合する、前記遺伝子を特異的に認識する、または前記遺伝子に特異的にハイブリダイズす
る、ジンクフィンガーヌクレアーゼ（ZFN）、TALエフェクターヌクレアーゼ（TALEN）、
または、CRISPR-Cas9の組み合わせを導入することを含む。任意のそのような態様の一部
において、導入は、DNA結合タンパク質、DNA結合核酸、および/またはDNA結合タンパク質
もしくはDNA結合核酸を含む複合体をコードする配列を含有する核酸を導入することによ
って実行される。
【００３５】
　任意のそのような態様の一部において、前記核酸はウイルスベクター中にある。任意の
そのような態様の一部において、遺伝子への特異的結合は、該遺伝子のエクソンの内部、
および/または、該遺伝子の、標的抗原のN末端をコードしている部分の内部である。任意
のそのような態様の一部において、導入によって、遺伝子におけるフレームシフト変異お
よび/または遺伝子のコード領域内での早期停止コドンの挿入が引き起こされる。
【００３６】
　任意のそのような態様の一部において、前記方法は、細胞に、作用物質が導入されてい
ない対応する細胞における1つまたは複数の条件下でのインキュベーション時のPD-1の発
現またはアップレギュレーションと比較して前記細胞におけるPD-1の発現の低減をもたら
すことができかつ/またはPD-1のアップレギュレーションを阻害することができる前記作
用物質を、前記1つまたは複数の条件下でのインキュベーション時に導入する工程を、さ
らに含み、ここで、前記発現の低減および/またはアップレギュレーションの阻害は一時
的または一過性である。任意のそのような態様の一部において、前記作用物質は、前記細
胞におけるPD-1の発現の条件的な低減または妨害を引き起こすために前記細胞において誘
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導性に発現または抑制される。
【００３７】
　一部の態様において、（a）抗原に特異的に結合する遺伝子操作された抗原受容体を、T
細胞を含有する細胞の集団に、例えば抗原受容体をコードする核酸分子を前記細胞に導入
することなどによって導入する工程、および（b）前記細胞の集団に、作用物質が導入さ
れていない対応する細胞の集団中のT細胞における1つまたは複数の条件下でのインキュベ
ーション時のPD-1の発現および/またはアップレギュレーションと比較して前記集団中のT
細胞におけるPD-1の発現を一過性に低減することができかつ/またはPD-1のアップレギュ
レーションを一過性に阻害することができる前記作用物質を、前記1つまたは複数の条件
下でのインキュベーション時に導入する工程を含み、工程（a）および（b）を同時にまた
は任意の順序で逐次的に実行することによって、前記集団中のT細胞に前記遺伝子操作さ
れた抗原受容体および前記作用物質を導入する、遺伝子操作されたT細胞を生成する方法
も提供される。
【００３８】
　任意のそのような態様の一部において、遺伝子操作されたT細胞におけるPD-1の発現を
調節する方法は、T細胞に、作用物質が導入されていない対応するT細胞における1つまた
は複数の条件下でのインキュベーション時のPD-1の発現またはアップレギュレーションと
比較して前記細胞におけるPD-1の発現を一過性に低減することができかつ/またはPD-1の
アップレギュレーションを一過性に阻害することができる前記作用物質を、前記1つまた
は複数の条件下でのインキュベーション時に導入する工程を含み、該T細胞は抗原に特異
的に結合する抗原受容体を含有する。
【００３９】
　任意のそのような態様の一部において、一過性の低減は、細胞におけるPD-1の発現の可
逆的な低減を含む。任意のそのような態様の一部において、抗原の存在を含む条件下での
インキュベーションは、前記作用物質が導入されていないT細胞を含有する対応する集団
において、PD-1の発現またはアップレギュレーションを誘導する。任意のそのような態様
の一部において、抗原の存在下でのインキュベーションは、細胞を前記抗原と共に、イン
ビトロでインキュベートすることを含む。任意のそのような態様の一部において、抗原の
存在下でのインキュベーションは、それぞれ両端の値を含めて2時間～48時間、6時間～30
時間、または12時間～24時間であるか、あるいは48時間未満、36時間未満、または24時間
未満である。任意のそのような態様の一部において、インキュベーションは、前記操作さ
れた抗原受容体がインキュベーションの少なくとも一部にわたって前記抗原に特異的に結
合する条件下での、対象への前記細胞の投与を含む。任意のそのような態様の一部におい
て、インキュベーションは、対象への細胞の投与後24時間、2日、3日、4日、5日、6日、7
日、8日、9日または10日の期間内に、発現またはアップレギュレーションを誘導する。任
意のそのような態様の一部において、PD-1の発現の低減またはアップレギュレーションの
阻害は、少なくとも30％、40％、50％、60％、70％、80％、90％、95％もしくはそれ以上
、または少なくとも約30％、約40％、約50％、約60％、約70％、約80％、約90％、約95％
もしくはそれ以上である。任意のそのような態様の一部において、前記方法はエクスビボ
で行われる。
【００４０】
　任意のそのような態様の一部において、作用物質の導入は、作用物質をコードする配列
を含有する核酸、例えばPD-1に対する阻害性核酸分子および/またはPD-1をコードする遺
伝子に相補的なもしくはPD-1をコードする遺伝子に結合する核酸配列を、細胞に導入する
ことによって実行される。一部の態様において、作用物質は、遺伝子発現を低減または抑
制するための、Cas9分子、例えば酵素的に不活性なCas9（例えばeiCas9）またはeiCas9融
合タンパク質と組み合わされた、PD-1をコードする遺伝子の標的ドメインと相補的な標的
化ドメインを有するgRNAを含む。一部の態様において、作用物質は、前記少なくとも1つ
のgRNAおよび/または前記Cas9分子をコードする核酸分子を含む。一部の態様において、
作用物質は、Cas9分子とPD-1遺伝子の標的ドメインに相補的な標的化ドメインを有するgR



(12) JP 6949728 B2 2021.10.13

10

20

30

40

50

NAとの、少なくとも1つの複合体を含む。
【００４１】
　任意のそのような態様の一部において、作用物質は、T細胞におけるPD-1の発現の一時
的な低減または妨害を引き起こすために細胞において一過性に発現される。任意のそのよ
うな態様の一部において、作用物質の発現または活性は条件的である。任意のそのような
態様の一部において、発現は、条件的なプロモーターまたはエンハンサーまたはトランス
アクチベーターの制御下にある。任意のそのような態様の一部において、条件的なプロモ
ーターまたはエンハンサーまたはトランスアクチベーターは、誘導性のプロモーター、エ
ンハンサーもしくはトランスアクチベーター、または抑制性のプロモーター、エンハンサ
ーもしくはトランスアクチベーターである。
【００４２】
　任意のそのような態様の一部において、プロモーターは、RNA pol I、RNA pol IIまた
はRNA pol IIIプロモーターから選択される。任意のそのような態様の一部において、プ
ロモーターは、U6もしくはH1プロモーターであるpol IIIプロモーターまたはCMV、SV40初
期領域もしくはアデノウイルス主要後期プロモーターであるpol IIプロモーターから選択
される。任意のそのような態様の一部において、プロモーターは誘導性プロモーターであ
る。任意のそのような態様の一部において、プロモーターは、Lacオペレーター配列、テ
トラサイクリンオペレーター配列、ガラクトースオペレーター配列またはドキシサイクリ
ンオペレーター配列を含む。任意のそのような態様の一部において、プロモーターは抑制
性プロモーターである。任意のそのような態様の一部において、プロモーターは、Lac抑
制性エレメントまたはテトラサイクリン抑制性エレメントを含む。
【００４３】
　任意のそのような態様の一部において、作用物質は、細胞におけるPD-1の発現を低減す
る阻害性核酸分子である。任意のそのような態様の一部において、阻害性核酸分子はRNA
干渉作用物質を含む。任意のそのような態様の一部において、阻害性核酸は、低分子干渉
RNA（siRNA）、マイクロRNA適合shRNA、短鎖ヘアピンRNA（shRNA）、ヘアピンsiRNA、前
駆体マイクロRNA（pre-miRNA）もしくはマイクロRNA（miRNA）であるか、またはそれを含
むか、またはそれをコードする。任意のそのような態様の一部において、前記阻害性核酸
分子は、PD-L1コード核酸に相補的な配列を含む。任意のそのような態様の一部において
、阻害性核酸分子は、PD-L1コード核酸に相補的なアンチセンスオリゴヌクレオチドを含
有する。
【００４４】
　ここに提供される方法の任意のそのような態様の一部において、T細胞はCD4＋T細胞ま
たはCD8＋T細胞である。任意のそのような態様の一部において、遺伝子操作された抗原受
容体は機能的な非T細胞受容体である。任意のそのような態様の一部において、遺伝子操
作された抗原受容体はキメラ抗原受容体（CAR）である。任意のそのような態様の一部に
おいて、CARは、抗原に特異的に結合する細胞外抗原認識ドメインと、ITAMを含む細胞内
シグナル伝達ドメインとを含む。任意のそのような態様の一部において、細胞内シグナル
伝達ドメインは、CD3-ゼータ（CD3ζ）鎖の細胞内ドメインを含む。任意のそのような態
様の一部において、CARは補助刺激シグナル伝達領域をさらに含有する。任意のそのよう
な態様の一部において、補助刺激シグナル伝達領域は、CD28または4-1BBのシグナル伝達
ドメインを含む。任意のそのような態様の一部において、補助刺激ドメインはCD28である
。
【００４５】
　任意のそのような態様の一部において、遺伝子操作された（組換え）抗原受容体および
前記作用物質を導入する工程は同時に行われ、該工程は、抗原受容体をコードする、任意
で第1の発現カセットである第1の核酸と、PD-1またはPD-L1の発現の低減を引き起こすた
めの作用物質をコードする、任意で第2の発現カセットである第2の核酸とを含有する核酸
分子を導入する工程を含む。
【００４６】



(13) JP 6949728 B2 2021.10.13

10

20

30

40

50

　任意のそのような態様の一部において、ここに提供される方法はいずれも、前記細胞の
集団に、同じまたは異なる抗原に特異的に結合する第2の遺伝子操作された抗原受容体を
導入する工程をさらに含み、該第2の抗原受容体はCD28以外の補助刺激分子を含有する。
【００４７】
　一部の態様において、（a）第1の抗原に特異的に結合する第1の遺伝子操作された抗原
受容体を、T細胞を含有する細胞の集団に導入する工程であって、該第1の抗原受容体はCD
28補助刺激分子を含み、前記第1の遺伝子操作された抗原受容体の導入は、前記第1の抗原
受容体をコードする核酸分子を前記細胞に導入することによって行われうる工程、（b）
前記T細胞を含有する細胞の集団に、同じまたは異なる抗原に特異的に結合する第2の遺伝
子操作された抗原受容体を、例えば前記第2の抗原受容体をコードする核酸分子を導入す
ることなどによって導入する工程、および（c）前記T細胞を含む細胞の集団に、作用物質
が導入されていない対応する細胞の集団中のT細胞における1つまたは複数の条件下でのイ
ンキュベーション時のPD-1および/またはPD-L1の発現またはアップレギュレーションと比
較して前記集団中のT細胞においてPD-1もしくはPD-L1の発現の低減をもたらすことができ
かつ/またはPD-1もしくはPD-L1のアップレギュレーションを阻害することができる前記作
用物質を、前記1つまたは複数の条件下でのインキュベーション時に導入する工程であっ
て、それによって、前記第1の抗原受容体、前記第2の抗原受容体および前記作用物質を、
前記集団中のT細胞に導入する、工程
を含む、遺伝子操作されたT細胞を生成する方法も提供される。
【００４８】
　任意のそのような態様の一部において、抗原の存在を含む条件下でのインキュベーショ
ンは、前記作用物質が導入されていないT細胞を含有する対応する集団において、PD-1お
よび/またはPD-L1の発現またはアップレギュレーションを誘導する。
【００４９】
　任意のそのような態様の一部において、抗原の存在下でのインキュベーションは、前記
細胞を前記抗原と共にインビトロでインキュベートすることを含む。任意のそのような態
様の一部において、抗原の存在下でのインキュベーションは、それぞれ両端の値を含めて
2時間～48時間、6時間～30時間、または12時間～24時間であるか、あるいは48時間未満、
36時間未満、または24時間未満である。任意のそのような態様の一部において、インキュ
ベーションは、前記操作された抗原受容体がインキュベーションの少なくとも一部にわた
って前記抗原に特異的に結合する条件下での、対象への前記細胞の投与を含む。任意のそ
のような態様の一部において、インキュベーションは、対象への細胞の投与後24時間、2
日、3日、4日、5日、6日、7日、8日、9日または10日の期間内に、発現またはアップレギ
ュレーションを誘導する。任意のそのような態様の一部において、細胞におけるPD-1およ
び/またはPD-L1の発現またはアップレギュレーションは、前記作用物質の導入を行わずに
前記方法によって生成された操作された細胞と比較して、少なくとも30％、40％、50％、
60％、70％、80％、90％、95％もしくはそれ以上、または少なくとも約30％、約40％、約
50％、約60％、約70％、約80％、約90％、約95％もしくはそれ以上、阻害または低減され
る。
【００５０】
　任意のそのような態様の一部において、第1および第2の遺伝子操作された抗原受容体は
、同じ抗原に結合する。任意のそのような態様の一部において、第2の抗原受容体は、CD2
8以外の補助刺激分子を含む。任意のそのような態様の一部において、前記CD28以外の補
助刺激分子は4-1BBである。任意のそのような態様の一部において、前記作用物質は、PD-
L1の発現の低減および/またはアップレギュレーションの阻害を引き起こす。
【００５１】
　任意のそのような態様の一部において、第1の抗原受容体、第2の抗原受容体および/ま
たは作用物質を導入する工程は同時に行われ、該工程は、第1の抗原受容体をコードする
、任意で第1の発現カセットである第1の核酸と、第2の抗原受容体をコードする、任意で
第2の発現カセットである第2の核酸と、PD-1またはPD-L1の発現の低減を引き起こすため
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の作用物質をコードする、任意で第3の発現カセットである第3の核酸とを含有する核酸分
子を導入する工程を含む。任意のそのような態様の一部において、第1、第2および/また
は第3の核酸、任意で第1、第2および/または第3発現カセットは、同じまたは異なるプロ
モーターに機能的に連結される。任意のそのような態様の一部において、第1および/また
は第2の核酸、任意で第1および/または第2の発現カセットは、誘導性プロモーターまたは
抑制性プロモーターに機能的に連結され、第3の核酸、任意で第3の発現カセットは、構成
的プロモーターに機能的に連結される。
【００５２】
　任意のそのような態様の一部において、前記方法は、ヒト細胞に、そのような分子また
は作用物質を導入する工程を伴う。
【００５３】
　一部の態様において、（a）T細胞を含有する初代細胞の集団を得る工程、（b）前記集
団中の、標的抗原を発現しない細胞を濃縮する工程、および（c）前記細胞の集団に、前
記標的抗原に特異的に結合する遺伝子操作された抗原受容体を導入する工程であって、そ
れによって、遺伝子操作されたT細胞を生成する、工程を含む、遺伝子操作されたT細胞を
生成する方法が提供される。
【００５４】
　任意のそのような態様の一部において、前記方法は、前記細胞の増殖を引き起こすため
に前記細胞を刺激条件下で培養および/またはインキュベートする工程をさらに含み、細
胞の増殖および/または拡大は、前記標的抗原を発現しない細胞を濃縮する工程を欠く前
記方法において生成された細胞においてよりも大きい。任意のそのような態様の一部にお
いて、細胞の増殖および/または拡大は、少なくとも1.5倍、2倍、3倍、4倍、5倍、6倍、7
倍、8倍、9倍、10倍もしくはそれ以上、または少なくとも約1.5倍、約2倍、約3倍、約4倍
、約5倍、約6倍、約7倍、約8倍、約9倍、約10倍もしくはそれ以上である。任意のそのよ
うな態様の一部において、標的抗原を発現しない細胞の濃縮は、前記標的抗原を発現する
細胞を枯渇させるための負の選択、または前記集団中の細胞における前記標的抗原をコー
ドする遺伝子の破壊を含む。
【００５５】
　任意のそのような態様の一部において、前記刺激条件は、TCR複合体の1つまたは複数の
成分の1つまたは複数の細胞内シグナル伝達ドメインを活性化することができる作用物質
を含む。
【００５６】
　一部の態様において、本明細書に記載する方法のいずれかによって生成される細胞が提
供される。一部の態様において、前記細胞と薬学的に許容される担体とを含む薬学的組成
物が提供される。
【００５７】
　一部の態様において、ある疾患または状態を有する対象に前記細胞または前記薬学的組
成物を投与する工程を含む、処置方法が提供される。任意のそのような態様の一部におい
て、細胞は、（a）キメラ抗原受容体（CAR）を発現する細胞の第1の用量を前記対象に投
与する工程と、（b）CAR発現細胞の連続用量を前記対象に投与する工程であって、該連続
用量は、（a）において前記対象に投与された前記CAR発現細胞の表面においてPD-L1の発
現が誘導またはアップレギュレートされた時点で前記対象に投与され、かつ/または該連
続用量は、（a）における投与の開始から少なくとも5日後に前記対象に投与される、工程
と、を含む投与計画で投与される。
【００５８】
　一部の態様において、（a）キメラ抗原受容体（CAR）を発現する細胞の第1の用量を前
記対象に投与する工程、および（b）CAR発現細胞の連続用量を前記対象に投与する工程を
含み、該連続用量は、（a）において前記対象に投与された前記CAR発現細胞の表面におい
てPD-L1の発現が誘導またはアップレギュレートされた時点で前記対象に投与され、かつ/
または該連続用量は、（a）における投与の開始から少なくとも5日後に前記対象に投与さ
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れる方法が提供される。
【００５９】
　任意のそのような態様の一部において、前記方法は、（a）における該投与の開始から
少なくとも約5日後または約5日よりも後かつ約12日後よりも前に投与される、細胞の連続
用量を含む。任意のそのような態様の一部において、前記第1および/または第2の用量で
投与される細胞の数は、それぞれ両端の値を含めて約0.5×106個の細胞/kg対象体重～4×
106個の細胞/kg、約0.75×106個の細胞/kg～3.0×106個の細胞/kg、または約1×106個の
細胞/kg～2×106個の細胞/kgである。
【００６０】
　任意のそのような態様の一部において、遺伝子操作された抗原受容体は、前記疾患また
は状態と関連する抗原に特異的に結合する。任意のそのような態様の一部において、疾患
または状態は、がんである。任意のそのような態様の一部において、疾患または状態は、
白血病またはリンパ腫である。任意のそのような態様の一部において、疾患または状態は
、急性リンパ芽球性白血病である。任意のそのような態様の一部において、疾患または状
態は、非ホジキンリンパ腫（NHL）である。
【図面の簡単な説明】
【００６１】
【図１Ａ－１】実施例1に記載のように様々な条件(培地、K562-tCD19、K562-tROR1、aCD3
/aCD28)下で24時間インキュベートした後の、フローサイトメトリーによって検出した時
の、CD4および抗CD19キメラ抗原受容体(CAR)の陽性表面発現についてゲーティングしたT
細胞集団上でのPD-1、PD-L1、およびPD-L2の表面発現を図示する(ゲーティング戦略を上
パネルに示した)。
【図１Ａ－２】図1A-1の説明を参照のこと。
【図１Ａ－３】図1A-1の説明を参照のこと。
【図１Ａ－４】図1A-1の説明を参照のこと。
【図１Ｂ－１】実施例1に記載のように様々な条件(培地、K562-tCD19、K562-tROR1、aCD3
/aCD28)下で24時間インキュベートした後の、フローサイトメトリーによって検出した時
の、CD4の陽性表面発現および抗CD19キメラ抗原受容体(CAR)の陰性表面発現についてゲー
ティングしたT細胞集団上でのPD-1、PD-L1、およびPD-L2の表面発現を図示する(ゲーティ
ング戦略を上パネルに示した)。
【図１Ｂ－２】図1B-1の説明を参照のこと。
【図１Ｂ－３】図1B-1の説明を参照のこと。
【図１Ｂ－４】図1B-1の説明を参照のこと。
【図２Ａ－１】実施例1に記載のように様々な条件(培地、K562-tCD19、K562-tROR1、aCD3
/aCD28)下で24時間インキュベートした後の、フローサイトメトリーによって検出した時
の、CD8および抗CD19キメラ抗原受容体(CAR)の陽性表面発現についてゲーティングしたT
細胞集団上でのPD-1、PD-L1、およびPD-L2の表面発現を図示する(ゲーティング戦略を上
パネルに示した)。
【図２Ａ－２】図2A-1の説明を参照のこと。
【図２Ａ－３】図2A-1の説明を参照のこと。
【図２Ａ－４】図2A-1の説明を参照のこと。
【図２Ｂ－１】実施例1に記載のように様々な条件(培地、K562-tCD19、K562-tROR1、aCD3
/aCD28)下で24時間インキュベートした後の、フローサイトメトリーによって検出した時
の、CD8の陽性表面発現および抗CD19キメラ抗原受容体(CAR)の陰性表面発現についてゲー
ティングしたT細胞集団上でのPD-1、PD-L1、およびPD-L2の表面発現を図示する(ゲーティ
ング戦略を上パネルに示した)。
【図２Ｂ－２】図2B-1の説明を参照のこと。
【図２Ｂ－３】図2B-1の説明を参照のこと。
【図２Ｂ－４】図2B-1の説明を参照のこと。
【発明を実施するための形態】
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【００６２】
詳細な説明
　特に定義のない限り、本明細書において用いられる専門用語、注釈、ならびに他の技術
用語および科学用語または専門語は全て、クレームされた対象が属する当業者に一般的に
理解するものと同じ意味を有することが意図される。場合によっては、理解しやすいよう
に、および/または容易に参照できるように、一般的に理解されている意味を有する用語
が本明細書において定義される。本明細書における、このような定義の記載が、必ず、当
技術分野において一般的に理解されているものと、かなり大きく異なると解釈することは
してはならない。
【００６３】
　本願において言及された、特許文書、科学文献、およびデータベースを含む刊行物は全
て、それぞれ個々の刊行物が個々に参照により組み入れられるのと同じ程度に、全ての目
的のためにその全体が参照により組み入れられる。本明細書において示された定義が、参
照により本明細書に組み入れられる特許、出願、公開された出願、および他の刊行物に示
された定義と相違するか、または他の点で一致しない場合、参照により本明細書に組み入
れられる定義ではなく、本明細書において示された定義が優先される。
【００６４】
　本明細書において用いられるセクションの見出しは、系統立ててまとめることだけを目
的とし、説明された対象を限定すると解釈してはならない。
【００６５】
I. 養子細胞療法における免疫抑制および阻害相互作用を低減するための組成物および方
法
　養子細胞療法、例えば養子免疫療法において使用するための、方法、細胞（例えばCAR
などの遺伝子操作された受容体を発現するT細胞）、組成物、および核酸が提供される。
一部の局面において、ここに提供される態様は、例えば免疫阻害性シグナルを発する固形
腫瘍または腫瘍微小環境との関連において、養子細胞療法の効力または寿命を強化する。
本方法は、一般に、本来であればがん療法との関連において一定の望ましいエフェクター
機能を損ないかねない一定のT細胞阻害経路またはT細胞阻害シグナルの効果を妨害するこ
とを伴う。したがって養子細胞療法におけるT細胞機能を強化する組成物および方法が提
供され、例えば、移入された細胞の持続性または移入された細胞への曝露をある期間にわ
たって維持しつつ、投与された遺伝子操作された（例えばCAR＋）細胞の活性および力価
を増加させることなどによって、改良された効力を与えるものが提供される。一部の態様
において、CAR発現T細胞などの遺伝子操作された細胞は、対象にインビボ投与した場合に
、利用可能な一定の方法と比較して、拡大および/または持続性の増加を呈する。
【００６６】
　ここに提供される方法、細胞および組成物は、抗原受容体で操作された細胞中で起きる
阻害相互作用、例えばキメラ抗原受容体（CAR）を含有する細胞中で起きる阻害相互作用
を、調節および/または調整、例えば阻害相互作用を低減または阻害する。一部の態様に
おいて、ここに提供される態様は、CAR発現細胞などの遺伝子操作されたT細胞におけるプ
ログラム死（programmed death）-1（PD-1）とそのリガンドPD-L1との間の阻害相互作用
（これは、これらの分子がT細胞上で共発現することによって起こりうる）を調節、例え
ば低減または阻害する。したがって、一部の態様において、ここに提供される態様は、他
の方法および他の製品と比較して、阻害性分子が細胞に作用することによってCAR発現細
胞などの遺伝子操作されたT細胞において起こりうる機能の喪失を低減または排除するこ
とにより、有利である。
【００６７】
　一部の態様において、本組成物および本方法は、免疫チェックポイント分子PD-1が発す
るシグナルの妨害、例えば養子移入された（例えばCAR＋）T細胞における1つまたは複数
のPD-1リガンドの発現を妨害することによる妨害を伴う。腫瘍細胞および/または腫瘍微
小環境中の細胞は、しばしば、PD-1のリガンド（例えばPD-L1およびPD-L2）をアップレギ
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ュレートし、それが次に、PD-1を発現する腫瘍特異的T細胞上のPD-1のライゲーションを
もたらし、それが阻害性シグナルを発する。PD-1は、腫瘍微小環境中のT細胞上、例えば
腫瘍浸潤T細胞上でも、しばしばアップレギュレートされ、それは、抗原受容体を介した
シグナルまたは他の一定の活性化シグナルに続いて起こりうる。
【００６８】
　腫瘍微小環境における、PD-1を発現するように誘導されたT細胞とPD-L1またはPD-L2発
現細胞との相互作用は、抗腫瘍免疫および/または養子移入されたT細胞の機能もしくは効
力を損ないうる。例えばT細胞上のPD-1分子によるシグナル伝達は、消耗またはアネルギ
ーを促進し、かつ/または増殖またはエフェクター機能を阻害しうる。一定の方法では、
がん療法との関連を含めて、T細胞におけるPD-1シグナル伝達を遮断すること、またはPD-
1発現を妨害することが目指された。そのような遮断または妨害は、遮断抗体、小分子、
もしくは阻害性ペプチドの投与によるか、またはT細胞における、例えば養子移入されたT
細胞における、PD-1のノックアウトもしくはPD-1の発現の低減によることができる。しか
し、移入されるT細胞におけるPD-1の妨害は、十分に満足できるものではないだろう。
【００６９】
　ここに提供される細胞、組成物、および使用には、がん療法を促進するためにPD-1シグ
ナルを標的とする他のアプローチと比較して、一定の利点を持つものが含まれる。例えば
、一定のPD-1標的化アプローチに起因または付随しうる一定の負の影響を持ち込むことな
く、腫瘍標的化T細胞における阻害性PD-1シグナルの有害な効果を阻害する、細胞、方法
および組成物が提供される。
【００７０】
　PD-1発現およびPD-1シグナル伝達はT細胞の一定のエフェクター機能および拡大を低減
しうるが、これは、ある期間にわたるT細胞の寿命、分化およびメモリーT細胞の持続性（
例えば長寿命および/またはセントラルメモリーT細胞）にも関連する。例えばPD-1シグナ
ルは、長寿命細胞の生体エネルギー特性を誘導することが示されている。抗腫瘍T細胞に
おけるPD-1の妨害（例えばノックダウンまたはノックアウト）は、細胞拡大、サイトカイ
ンの分泌、および他のエフェクター機能を促進することにより、特にPD-1のリガンドが存
在するかアップレギュレートされている腫瘍微小環境との関連において、目先の効力を改
善することができる。しかしこれらの強化にもかかわらず、養子移入された細胞における
PD-1の妨害は、時間が経過するとメモリー表現型またはセントラルメモリー表現型を持つ
これらの細胞の数またはパーセンテージを低減しうる。T細胞におけるPD-1の妨害は、セ
ントラルメモリーコンパートメント（例えば長寿命メモリーCD8＋T細胞および/またはCD8
＋セントラルメモリーT細胞）などの、PD-1欠損T細胞集団の長寿命メモリーT細胞コンパ
ートメントおよび/またはセントラルメモリーコンパートメントの低減につながる場合が
あり、かつ/またはこれらの細胞の長期間生存能を低減する。
【００７１】
　このように、遺伝子操作されたT細胞におけるPD-1の（例えばノックダウンまたはノッ
クアウトによる）妨害は、それらのエフェクター機能を促進することができる一方で、長
期間曝露および抗腫瘍効力にとって重要でありうる、操作された細胞の、メモリーコンパ
ートメントにおいて長期間持続する能力および/またはメモリー細胞サブセットに分化す
る能力が損なわれることにより、長期的には最適でないことがありうる。したがって、養
子移入されたT細胞におけるPD-1機能の遮断は、腫瘍微小環境の阻害性シグナルに逆らっ
て効力を促進するための機序として、いくつかの側面で魅力的であるが、長期的に見れば
最適な選択ではないこともありうる。長期的には効力を損ないうる一定の負の帰結を伴わ
ずに、腫瘍標的化T細胞に対するこの経路の負の効果を低減するための方法および組成物
が提供される。
【００７２】
　一部の局面において、ここに提供される組成物および方法は、一つには、PD-L1-これは
、T細胞チェックポイント分子PD-1のリガンドであり、通常は非T細胞上に発現して、PD-L
1を介してT細胞に負のシグナルを発する-が、CARが特異性を示す抗原を発現する細胞の存
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在下で培養したCAR発現T細胞の表面では、迅速（例えば24時間以内）にアップレギュレー
トされうるという知見に基づいている。本明細書に提示する研究では、そのようなシグナ
ルに応答して、PD-L1とPD-1の両方が迅速にアップレギュレートされたのに対し、どちら
の分子も、古典的なT細胞受容体複合体および関連補助刺激シグナル（抗CD3/抗CD28刺激
）を介してシグナルを模倣する条件に応答してこの時間枠内で対照試料に観察されるレベ
ルを超えて実質的にアップレギュレートされることはなかった。したがって、一部の態様
において、ここに提供される態様は、CAR発現T細胞を、当該CARに特異的な抗原の存在下
でインキュベートすると、当該細胞におけるPD-1発現およびPD-L1発現を迅速にアップレ
ギュレートすることができるという、ここでの知見に基づいている。予備的な結果は、一
部の局面において、このアップレギュレーションが、抗原とのインビトロでのインキュベ
ーションに続いて、急速に、24時間以内に起こることを示している。対照的に、古典的な
T細胞抗原受容体複合体および関連補助刺激受容体（例えば抗CD3/抗CD28抗体）を介して
シグナルを模倣するように設計された条件では、刺激後に、同じ期間では、PD-1またはPD
-L1のアップレギュレーションはどちらも起こらなかった。
【００７３】
　したがってそのような細胞は、標的抗原を発現する腫瘍と出会った時に、PD-1だけでな
くPD-L1もアップレギュレートしうる。そしてそれは、腫瘍環境内で、他の移入された細
胞または他のT細胞の移入されたT細胞による、負の自己調節または調節につながる。PD-1
および/またはPD-L1は、一定の背景では、例えばより長い時間枠内では、TCR複合体によ
る古典的なシグナルに応答してアップレギュレートされうる。
【００７４】
　言い換えると、ここでの知見は、操作された人工的受容体を介した、その抗原による刺
激は、共発現された阻害性分子ペア、例えばPD-1とPD-L1のアップレギュレーション、お
よび/または2つの異なるT細胞のそれぞれに1つずつあるそのような阻害性ペアのアップレ
ギュレーションをもたらし、それが、抗原の存在下または抗原との遭遇後のT細胞の活性
、拡大、またはエフェクター機能の自己ダウンレギュレーションまたは阻害（またはトラ
ンスにあるT細胞による阻害）の一因になりうることを示している。一部の局面において
、この調節または負の影響は、CAR発現細胞では、一部の局面においてT細胞がその天然抗
原受容体複合体によって刺激された場合に起こりうるものと比べて、より早い時点で、ま
たはより強い度合で起こりうる。
【００７５】
　場合によっては、そのような事象は、遺伝子操作された（例えばCAR＋）T細胞が、抗原
-抗原受容体結合後に、または抗原と既に出会っていてPD-L1がアップレギュレートされて
いる他の細胞の近傍に存在する場合に、消耗表現型を獲得する一因になり、それは、次い
で、機能性の低減につながりうる。T細胞の消耗は、細胞機能の進行性の喪失および/また
は細胞の枯渇につながりうる（Yi et al.（2010）Immunology, 129:474-481）。T細胞消
耗および/またはT細胞持続性の欠如は、養子細胞療法の効力および治療アウトカムにとっ
ての障壁であり、臨床治験により、抗原受容体（例えばCAR）発現細胞へのより強いおよ
び/またはより長い曝露と処置アウトカムとの間の相関が明らかになっている。
【００７６】
　一部の態様において、本方法および本組成物は、養子移入されたT細胞（例えばCARまた
はトランスジェニックTCRを発現するように操作された細胞）におけるPD-L1の発現の欠失
、ノックアウト、妨害、または低減をもたらし、一部の局面では、それが、養子移入され
るそのような細胞におけるPD-1の発現または機能を妨害することも他の形で損なうことも
伴わずになされる。したがって、移入された細胞は、PD-1をアップレギュレートすること
および他の移入されたT細胞以外の細胞を介したシグナルを受け取ることができ、それは
メモリーコンパートメントのものを含めて、移入された細胞の寿命を改善しうるであろう
。このように、ここに提供される方法は、一部の局面において、これらの細胞におけるPD
-1のノックダウンまたはノックアウトとの関連において本来であれば起こりうる長寿命メ
モリーCAR＋T細胞の長期的な減損を回避しつつ、この自己調節の負の効果を低減すること
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ができる。一部の態様において、PD-1またはPD-L1をコードする遺伝子または他の核酸も
しくは生体分子、あるいはPD-1分子またはPD-L1分子の欠失、ノックアウト、破壊、発現
の低減、発現の妨害、アップレギュレーションの阻害および/または機能の阻害は、ゲノ
ムレベル（例えばノックアウト、遺伝子編集、ノックイン、ゲノム欠失）、転写レベル（
例えば転写抑制、転写ノックダウン）、転写後レベル、翻訳レベル、翻訳後レベル、細胞
輸送のレベル、表面発現のレベル、または機能的活性のレベルで引き起こされる。
【００７７】
　操作された細胞の1つまたは複数の連続用量が投与される方法も提供される。本明細書
に記載するように、操作された受容体、例えばCARによって認識される抗原と出会って細
胞中のPD-1またはPD-L1がアップレギュレートされると、細胞の第1の用量は、消耗された
状態および/または効力が低下した状態になりうる。ここに提供される方法は、これが起
こった時点、または起こることが観測された時点、またはそのような事象が当該対象また
は疾患状態において典型的に起こる時点で、新鮮な細胞を提供することにより、消耗もア
ネルギー化もされておらず、PD-L1分子を介して負のシグナルを発しようともしていない
細胞の新たな用量を提供して、曝露を増加させる。
【００７８】
　養子移入された細胞においてPD-1および/またはPD-L1の発現が一過性および/または誘
導性に妨害される方法も提供される。例えば、一部の態様において、本方法は、移入後の
細胞が、PD-1/PD-L1アップレギュレーションによる阻害または消耗のリスクを伴わずに、
またはそのリスクが低減した状態で、抗原と出会い、拡大し、殺細胞または細胞傷害など
のエフェクター機能を発揮することが可能となるように、PD-1またはPD-L1の発現を妨害
または低減する作用物質の投与を伴うが、その妨害は永続的ではない。そのようなダウン
レギュレーションは一過性であるから、長寿命メモリーの分化または持続性が損なわれる
などの、一定の長期的な負の影響が付随しないという点で有利でありうる。この一過性妨
害の中止後に、細胞は、PD-1をアップレギュレートし、PD-1を介してシグナルを受け取っ
て、長寿命メモリーの発生および持続性を促進することができる。一部の態様において、
一過性の妨害は、例えば細胞に、投与後の限られた期間に遺伝子発現の標的妨害を引き起
こす作用物質、例えば1つまたは複数の核酸および/もしくはポリペプチドまたはそれらの
組み合わせもしくは複合体を投与することなどによる、発現のダウンレギュレーションに
よってもたらされる。一過性発現は、別のシグナルの送達後に、例えばそのような制御を
活性化または遮断する化合物または他の作用物質の投与後に、その発現の誘導または低減
を許す、プロモーターまたはエンハンサーまたは他の制御系の制御下に遺伝子を置く、遺
伝子工学的技法によって引き起こされうる。一部の態様において、PD-1またはPD-L1の調
節が何もない状態では、細胞はその効果を発揮することが許されるが、別の作用物質の投
与後は、例えば移入された細胞の持続性が低下しつつあることまたは低下したことが観察
された時には、その細胞におけるPD-1および/またはPD-L1発現を、一過性にまたは永続的
に妨害することができるように、発現の低減は誘導性である。
【００７９】
　養子細胞療法用の細胞を調製し操作するために使用されるエクスビボ培養物におけるチ
ェックポイント分子とリガンド（例えばPD-1/PD-L1）の一方または両方のアップレギュレ
ーション時に有害効果または減損効果を回避することを目指す方法も提供される。本明細
書に記載する態様において、細胞は、例えばその細胞が発現するCARによって特異的に結
合される抗原とのインキュベーション以外に、作用物質を使った刺激などによって、その
ようなアップレギュレーションを促進しない条件下でインキュベートされる。そのような
作用物質として、TCR/補助受容体シグナルを模倣するように設計されたもの、例えば抗CD
3/抗CD28抗体および/またはサイトカインを挙げることができる。一部の態様において、
培養条件は、PD-1またはPD-L1発現を促進するサイトカインまたは他の作用物質を含まず
、かつ/または細胞寿命もしくは他の望ましい特徴を促進するサイトカインを含む。
【００８０】
　一部の態様において、補助刺激阻害性受容体またはそのリガンドの一方または両方のア
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ップレギュレーションおよび/または発現は、T細胞活性化およびT細胞機能を負に制御す
ることができる。PD-1は、B7:CD28補助刺激分子ファミリーに属する免疫阻害性受容体で
あり、そのリガンドPD-L1およびPD-L2と反応することで、T細胞機能を阻害する。例示的
なPD-1アミノ酸配列およびPD-1コード核酸配列を、それぞれSEQ ID NO:9および10に示す
。一部の態様において、PD-1コードヌクレオチドはPDCD1遺伝子である。PD-L1は概して、
最初に、抗原提示細胞および/またはがん細胞上に発現していることが報告されており、
そこで、T細胞が発現したPD-1と相互作用することで、例えばT細胞の活性化を阻害する。
例示的なPD-L1アミノ酸配列およびPD-L1コード核酸配列を、それぞれSEQ ID NO:7および8
に示す。GenBankアクセッション番号AF233516も参照されたい。一部の態様において、PD-
L1コード核酸はCD274遺伝子である。場合によっては、PD-L1はT細胞上に発現するとも報
告されている。場合によっては、PD-1とPD-L1の相互作用は細胞傷害性T細胞の活性を抑制
し、一部の局面では、腫瘍免疫を阻害することで、腫瘍細胞の免疫エスケープをもたらし
うる。一部の態様において、T細胞上および/または腫瘍微小環境におけるPD-1およびPD-L
1の発現は、養子T細胞治療の力価および効力を低減しうる。
【００８１】
　したがって一部の態様において、ここに提供される細胞には、PD-1またはPD-L1の一方
または両方などの免疫阻害性分子をコードする分子を含む一定の遺伝子が、低減または破
壊されている細胞が、含まれる。一部の態様において、1つまたは複数の阻害性分子の、
例えばPD-1および/またはPD-L1のうちの1つまたは複数の、発現を低減、抑制または妨害
する工程は、エクスビボで行われる。一部の局面において、そのような遺伝子操作された
T細胞を生成または作製する方法は、T細胞を含有する細胞の集団に、遺伝子操作された抗
原受容体（例えばCAR）をコードする1つまたは複数の核酸と、PD-1またはPD-L1の一方ま
たは両方などといった免疫阻害性分子をコードする1つまたは複数の遺伝子を、低減しも
しくは破壊する、または低減しもしくは破壊することができる、1つまたは複数の作用物
質をコードする1つまたは複数の核酸分子、すなわち阻害性核酸分子とを、導入する工程
を含む。
【００８２】
　本明細書において用いられる場合、「導入する」という用語は、インビトロまたはイン
ビボのいずれかで、DNAを細胞に導入するさまざまな方法を包含し、そのような方法には
、形質転換、形質導入、トランスフェクション、および感染が含まれる。ベクターは、分
子をコードするDNAを細胞に導入するのに役立つ。考えうるベクターには、プラスミドベ
クターおよびウイルスベクターが含まれる。ウイルスベクターには、レトロウイルスベク
ター、レンチウイルスベクター、または他のベクター、例えばアデノウイルスベクターも
しくはアデノ随伴ベクターが含まれる。
【００８３】
　T細胞を含有する細胞の集団は、対象から得られた細胞、例えば末梢血単核球（PBMC）
試料、未分画T細胞試料、リンパ球試料、白血球試料、アフェレーシス産物、または白血
球アフェレーシス産物から得られた細胞であることができる。一部の態様では、正の選択
または負の選択および濃縮方法を使って集団中のT細胞を濃縮するために、T細胞を分離ま
たは選択することができる。一部の態様において、集団は、CD4＋T細胞、CD8＋T細胞また
はCD4＋およびCD8＋T細胞を含有する。一部の態様において、遺伝子操作された抗原受容
体をコードする核酸を導入する工程、および前記作用物質を導入する工程は、同時にまた
は任意の順序で逐次的に行うことができる。一部の態様では、遺伝子操作された抗原受容
体（例えばCAR）と1つまたは複数の作用物質の導入に続いて、細胞の拡大および/または
増殖を刺激するための条件下で、細胞を培養またはインキュベートする。
【００８４】
　一部の態様において、ここに提供されるT細胞、例えばここに提供される方法によって
生成される細胞は、本来であれば1つまたは複数の阻害性分子の発現および/またはアップ
レギュレーションにつながりうるまたはつながる可能性が高い条件下でT細胞をインキュ
ベートした場合に、1つもしくは複数の阻害性分子（例えばPD-1またはPD-L1）の発現の低
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減および/または1つもしくは複数の阻害性分子（例えばPD-1またはPD-L1）のアップレギ
ュレーションの阻害を呈する。一部の態様において、発現の低減および/またはアップレ
ギュレーションの阻害は、前記1つまたは複数の阻害性分子の発現および/またはアップレ
ギュレーションにつながる条件下でインキュベートした場合の、前記作用物質の導入を含
まない対応するT細胞における同じ阻害性分子の発現またはアップレギュレーションと比
較して、少なくとも30％、40％、50％、60％、70％、80％、90％、95％またはそれ以上で
ある。
【００８５】
　本明細書において用いられる場合、「対応するT細胞」または「T細胞を含有する対応す
る細胞の集団」への言及は、T細胞またはT細胞の集団に作用物質が導入されていない点を
除けば、同じ条件下または実質的に同じ条件下で得られた、単離された、作製された、生
成した、および/またはインキュベートされたT細胞または細胞を指す。一部の局面におい
て、作用物質の導入を含まないことを除けば、そのような細胞またはT細胞は、阻害性分
子のアップレギュレーションまたは発現を含む細胞の活性または性質に影響を及ぼしうる
任意の1つまたは複数の条件が、作用物質の導入以外には細胞間で変動しないまたは実質
的に変動しないように、作用物質が導入されたT細胞または細胞と同一のまたは実質的に
同一の処理を受ける。例えば、1つまたは複数の阻害性分子（例えばPD-1およびPD-L1）の
発現の低減および/またはアップレギュレーションの阻害を評価するために、作用物質の
導入を含むT細胞と、作用物質の導入を含まないT細胞とを、T細胞における前記1つまたは
複数の阻害性分子の発現および/またはアップレギュレーションにつながることが知られ
ている同じ条件下でインキュベートする。
【００８６】
　例えば、一部の態様において、本明細書に記載するように、導入された作用物質を含ま
ない細胞において1つまたは複数の阻害性分子（例えばPD-1またはPD-L1）の発現またはア
ップレギュレーションを迅速に誘導する、抗原の存在を含む条件下で、T細胞をインキュ
ベートした場合に、1つまたは複数の阻害性分子（例えばPD-1またはPD-L1）の発現および
/または1つもしくは複数の阻害性分子（例えばPD-1またはPD-L1）のアップレギュレーシ
ョンは、作用物質の導入を含まない対応するT細胞と比較して低減または阻害される。一
部の態様において、抗原の存在下でのインキュベーションは、細胞を抗原と共に、例えば
それぞれ両端の値を含めて2時間～48時間、6時間～30時間もしくは12時間～24時間にわた
って、または48時間未満、36時間未満、もしくは24時間未満にわたって、インビトロでイ
ンキュベートすることを含む。一部の態様において、抗原の存在下でのインキュベーショ
ンは、対象への細胞の投与後にインビボで起こり、それは、インキュベーションの少なく
とも一部にわたって特異的抗原への細胞の曝露をもたらし、細胞への抗原の特異的結合に
つながる。一部の態様において、作用物質を含まないT細胞では、阻害性分子（例えばPD-
1またはPD-L1）の発現および/またはアップレギュレーションが、対象への細胞の投与後
、少なくとも24時間、2日、3日、4日、5日、6日、7日、8日、9日または10日以内、あるい
は約24時間、約2日、約3日、約4日、約5日、約6日、約7日、約8日、約9日または約10日以
内に誘導される。一部の態様では、導入された作用物質を含有する、ここに提供される細
胞の対象への投与後、同じ期間中に、1つまたは複数の阻害性分子の発現またはアップレ
ギュレーションが低減または阻害される。
【００８７】
　PD-1またはPD-L1などの阻害性分子を含むT細胞マーカーの発現および/またはレベルを
評価するための方法および技法は、当技術分野において公知である。そのようなマーカー
を検出するための抗体および試薬は当技術分野において周知であり、すぐに入手できる。
そのようなマーカーを検出するためのアッセイおよび方法には、細胞内フローサイトメト
リーを含むフローサイトメトリー、ELISA、ELISPOT、サイトメトリービーズアレイまたは
他のマルチプレックス法、ウェスタンブロットおよび他のイムノアフィニティーベースの
方法などがあるが、それらに限定されるわけではない。一部の態様において、T細胞にお
けるマーカーの表面発現の評価には、投与された抗原受容体（例えばCAR）発現細胞を投
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与後に対象において検出する工程が含まれる。対象において抗原受容体（例えばCAR）発
現細胞を検出し、表面マーカーのレベルを評価することは、当業者の水準内にある。一部
の態様において、抗原受容体（例えばCAR）発現細胞、例えば対象の末梢血から得られた
細胞は、そのような細胞にユニークなマーカーの発現に関するフローサイトメトリーまた
は他のイムノアフィニティーベースの方法によって検出することができ、次にそのような
細胞を、別の1つまたは複数のT細胞表面マーカー、例えば阻害性分子（例えばPD-1または
PD-L1）について、共染色することができる。一部の態様において、抗原受容体（例えばC
AR）を発現するT細胞は、非免疫原性選択エピトープとして切断型EGFR（EGFRt）を含有す
るように作製することができ、その場合はそれをそのような細胞を検出するためのマーカ
ーとして使用することができる（例えば米国特許第8,802,374号参照）。
【００８８】
　一部の態様において、1つまたは複数の阻害性分子、例えばPD-1および/またはPD-L1は
、T細胞において、例えばここに提供される方法によって生成されるT細胞において、細胞
がエクスビボで維持または培養される時間よりも長い期間にわたって、低減され、抑制さ
れ、または妨害される。一部の局面において、そのような細胞を生成するための方法は、
対象への細胞の投与時に、および/または対象への細胞の投与に続くある期間にわたって
、前記1つまたは複数の阻害性分子、例えばPD-1またはPD-L1が、低減され、抑制され、ま
たは妨害されるように行われる。一部の態様では、エクスビボで培養された細胞に、対象
への細胞の投与に先立つこと2時間以内、6時間以内、12時間以内、24時間以内、2日以内
、3日以内または4日以内に、作用物質が導入される。
【００８９】
　一部の態様において、細胞への作用物質の導入は、細胞における、1つまたは複数の阻
害性分子、例えばPD-1またはPD-L1の、発現の一過性のまたは一時的な低減を達成するた
めに設けられる。一部の態様において、発現またはアップレギュレーションの一過性のま
たは一時的な低減または阻害は、少なくとも6時間、12時間、24時間、2日、3日、4日、5
日、6日、7日、8日、9日、10日、11日、12日、13日、14日またはそれ以上である。
【００９０】
　一部の態様において、細胞への作用物質の導入は、細胞における、1つまたは複数の阻
害性分子、例えばPD-1またはPD-L1の、条件的な、発現の低減および/またはアップレギュ
レーションの阻害を達成するために、設けられる。一部の態様において、条件的な低減ま
たは阻害は、誘導性プロモーターなどの誘導性エレメントに特異的な誘導物質が存在する
場合にのみ前記作用物質が細胞中で生産されるように、誘導性であることができる。一部
の態様において、条件的な低減または阻害は、抑制性プロモーターなどの抑制性エレメン
トに特異的なリプレッサーの存在下では細胞中で前記作用物質がダウンレギュレートされ
るように、抑制性であることができる。一部の態様において、作用物質は、作用物質をコ
ードするDNAの転写を誘導または抑制するために、それぞれ、誘導性プロモーターまたは
抑制性プロモーターに機能的に連結される。本明細書にいう「機能的に連結される」また
は「機能的に関連する」とは、少なくとも2つの配列の機能的な連結への言及を包含する
。例えば、機能的に連結されるとは、プロモーターと第2の配列との間の連結であって、
プロモーター配列が第2の配列に対応するDNA配列の転写を開始し媒介するものを包含する
。機能的に関連するとは、誘導性または抑制性のエレメントとプロモーターとの間の連結
であって、誘導エレメントまたは抑制エレメントがプロモーターの転写アクチベーターと
して作用する連結を包含する。
【００９１】
　一部の態様において、細胞への作用物質の導入は、細胞における、1つまたは複数の阻
害性分子の発現の永続的なまたは非一過性の低減を、例えば細胞における遺伝子の破壊お
よび/または1つもしくは複数の作用物質の安定な導入などによって達成するために設けら
れる。
【００９２】
　一部の態様において、ここで提供される細胞には、細胞内でPD-L1の発現が、例えばPD-
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L1をコードするCD274などの遺伝子の発現を低減すること、またはPD-L1をコードするCD27
4などの遺伝子を破壊することができる作用物質を細胞に導入することなどによって、低
減または妨害される細胞が含まれる。一部の態様において、PD-L1の発現の低減および/ま
たはアップレギュレーションの阻害は、PD-L1の発現および/またはアップレギュレーショ
ンにつながる条件下でインキュベートした場合の、前記作用物質の導入を含まない対応す
るT細胞におけるPD-L1の発現またはアップレギュレーションと比較して、少なくとも30％
、40％、50％、60％、70％、80％、90％、95％またはそれ以上である。一部の態様におい
て、細胞におけるPD-L1発現の低減または妨害は永続的または非一過性である。一部の態
様において、細胞におけるPD-L1発現の低減または妨害は一過性または条件的である。
【００９３】
　一部の態様において、ここで提供される細胞は、細胞内でPD-1の発現が、一過性にまた
は条件的に、場合によっては非永続的に低減される細胞を包含する。一部の態様において
、PD-1はメモリー表現型T細胞の分化の一因になるので、その遺伝子の永続的な低減また
は破壊は、時間が経過するとCD8メモリー分化に有害な効果を有しうる。一部の態様にお
いて、PD-1の、一過性の、例えば条件的な、発現の低減および/またはアップレギュレー
ションの阻害は、前記一過性効果の期間、同じ条件下でインキュベートした場合の、前記
作用物質の導入を含まない対応するT細胞におけるPD-1の発現またはアップレギュレーシ
ョンと比較して、少なくとも30％、40％、50％、60％、70％、80％、90％、95％またはそ
れ以上である。
【００９４】
　一部の態様では、アンチセンス、RNAiまたは他のRNA干渉作用物質を使った遺伝子ノッ
クダウンなどの、一過性または可逆的抑制戦略が使用される。本明細書において用いられ
る場合、「RNA干渉作用物質」という用語は、例えばRNA干渉または遺伝子サイレンシング
を配列特異的に媒介することなどによって遺伝子発現を阻害またはダウンレギュレートす
ることができる一群のポリヌクレオチドを指す。例として、RNA干渉作用物質には、siRNA
を含むdsRNA、ならびにshRNA、miRNAを含めることができるが、それらに限定されるわけ
ではない。発現を「阻害する」、「ダウンレギュレートする」または「低減する」とは、
遺伝子産物の発現または対応する標的mRNA分子のレベルおよび/または標的mRNAによって
コードされる1つもしくは複数の遺伝子産物の活性のレベルが、RNA干渉作用物質の非存在
下で観察されるレベル、すなわちベースラインレベルまたは対象レベル未満に低減される
ことを意味する。一部の態様において、阻害パーセントまたはダウンレギュレーションパ
ーセントは、10％、20％、30％、40％、50％、60％、70％、80％、90％、もしくはそれ以
上、またはその前後である。したがって一部の態様において、「阻害された」または「低
減された」または「ダウンレギュレートされた」標的のmRNAレベル、遺伝子産物レベル、
または遺伝子産物活性は、ベースラインレベルまたはベースライン活性の10％、20％、30
％、40％、50％、60％、70％、80％、もしくは90％に等しいか、それ以上であることがで
きる。
【００９５】
　一部の態様において、遺伝子操作されたT細胞を生成または作製する方法は、T細胞を含
有する細胞の集団に、遺伝子操作された抗原受容体（例えばCAR）をコードする1つまたは
複数の核酸と、作用物質、例えばPD-1またはPD-L1などの阻害性免疫分子に対して特異的
なアンチセンス、RNAiもしくは他の干渉作用物質である1つまたは複数の作用物質である
か、またはそれらを含むか、またはそれらをコードする1つまたは複数の核酸分子とを導
入する工程を含む。一部の態様において、核酸分子は、低分子干渉RNA（siRNA）、マイク
ロRNA適合shRNA、短鎖ヘアピンRNA（shRNA）、ヘアピンsiRNA、前駆体マイクロRNA（pre-
miRNA）、pri-miRNA、もしくはマイクロRNA（miRNA）である1つまたは複数の作用物質で
あるか、またはそれらを含むか、またはそれらをコードする。
【００９６】
　一部の態様において、細胞に導入される前記1つまたは複数の作用物質は、PD-L1などの
阻害性分子をコードする遺伝子を破壊することができる。一部の態様において、破壊は、
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遺伝子内での、典型的には遺伝子のエクソン内での、欠失、例えば遺伝子全体、エクソン
、もしくは領域の欠損、および/または外来配列による置き換え、および/または変異、例
えばフレームシフト変異もしくはミスセンス変異による。一部の態様において、破壊は、
阻害性分子（例えばPD-1またはPD-L1）が発現しないか、細胞表面に発現できる形態およ
び/または細胞シグナル伝達を媒介できる形態では発現しないように、遺伝子への中途停
止コドンの組込みをもたらす。破壊は一般的にはDNAレベルで実行される。破壊は、一般
的には、永続的であり、非可逆的であり、または一過性でない。
【００９７】
　一部の局面において、破壊は、遺伝子編集により、例えば破壊の標的とした領域で遺伝
子に特異的に結合またはハイブリダイズするDNA結合タンパク質またはDNA結合核酸を使っ
て、実行される。一部の局面では、前記タンパク質または核酸が、例えばキメラタンパク
質または融合タンパク質などとして、ヌクレアーゼにカップリングされるか、ヌクレアー
ゼと複合体化される。例えば一部の態様において、破壊は、破壊される遺伝子に特異的な
、DNA標的化タンパク質およびヌクレアーゼ、例えばジンクフィンガーヌクレアーゼ（ZFN
）もしくはTALエフェクターヌクレアーゼ（TALEN）、またはRNAガイド型ヌクレアーゼ、
例えばクラスター化して規則的な配置の短い回文配列核酸（CRISPR）-Cas系、例えばCRIS
PR-Cas9系を含む融合物を使って引き起こされる。一部の態様において、遺伝子操作され
たT細胞を生成または作製する方法は、T細胞を含有する細胞の集団に、遺伝子操作された
抗原受容体（例えばCAR）をコードする1つまたは複数の核酸と、PD-L1に特異的な遺伝子
編集ヌクレアーゼ、例えばDNA標的化タンパク質とヌクレアーゼとの融合物、例えばZFNも
しくはTALEN、または例えばCRISPR-Cas9系のRNAガイド型ヌクレアーゼである、PD-L1を標
的とする作用物質をコードする1つまたは複数の核酸とを導入する工程を含む。
【００９８】
　一部の態様において、遺伝子操作された細胞、例えばCAR発現細胞における阻害相互作
用を低減または阻害する、ここに提供される方法は、細胞の第1の用量の投与に次いで、
細胞の1つまたは複数の反復用量または連続用量を投与する工程を伴う。場合により、投
与された細胞の第1の用量または事前用量は、標的抗原受容体または他のT細胞活性化刺激
と出会った後に、最終的には、例えば細胞表面上のPD-1および/またはPD-L1などの1つま
たは複数の阻害性分子をアップレギュレートしうる。そのような分子のアップレギュレー
ションはT細胞の機能喪失および/または消耗の一因になり、例えば細胞への長期曝露を損
ないうる。細胞の反復用量または連続用量を使って、PD-1および/またはPD-L1などの阻害
性分子を発現しない細胞、または対象中に存在する細胞と比較してそれらを低レベルに発
現する細胞を送達することができる。一部の態様において、連続用量では、阻害性分子は
、その中の細胞には（またはその中の細胞のうちの50、40、30、20、10、または5％以上
には）発現しないか、実質的に発現しない（または参照細胞集団と同じ程度に発現する）
。例えば投与された細胞上に低レベルでしか、例えば、分子の発現を誘導する条件下で刺
激した場合の、および/またはCARによって認識される抗原への曝露によって刺激した場合
の、細胞における阻害性分子の発現の最大レベルの70％、60％、50％、40％、30％、20％
、10％、5％未満もしくはそれ以下またはその前後であるレベルでしか、発現しない。一
部の態様において、PD-1およびPD-L1などの阻害性分子を発現しないまたは実質的に発現
しない細胞の反復投与により、機能的なCAR発現T細胞またはロバストな機能を持つCAR発
現T細胞が対象に存在する時間を延長することができる。一部の態様において、1つまたは
複数の連続用量を投与することによる多くの遺伝子操作されたT細胞の補充は、抗原受容
体（例えばCAR）発現細胞へのより強いおよび/またはより長い曝露につながり、処置アウ
トカムを改善しうる。一部の態様では、PD-L1またはPD-1が、参照レベルまたは参照集団
と比較して、例えば対象への投与の直前の第1の用量の組成物中の細胞と比較してアップ
レギュレートされた時点で、例えば参照集団と比較して少なくとも10、20、30、40、50、
60、70、または80％高い表面発現である程度までアップレギュレートされた時点で、連続
用量が投与される。
【００９９】
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　細胞の連続用量によって発現される受容体、例えばCARは、一般に、第1の用量のCARと
同じ抗原に特異的に結合し、多くの場合、細胞の第1の用量にある受容体と同じ受容体で
あるか、またはそれと極めて似ている。一部の態様において、連続用量における細胞上の
受容体は細胞の第1の用量における受容体と同じであるか、またはそれと高度な同一性を
有する。
【０１００】
　一部の態様において、細胞の連続用量によって発現されるCARは、細胞の第1の用量によ
って発現されるCARと同じscFv、同じシグナル伝達ドメイン、および/または同じ接合部を
含有する。またそれは、一部の態様において、第1の用量のものと同じ補助刺激ドメイン
、刺激ドメイン、膜貫通ドメイン、および/または他のドメインをさらに含有する。一部
の態様では、連続用量のCARの1つまたは複数の成分は、第1の用量のCARとは全く異なる。
【０１０１】
　ここに提供される方法のいずれかの一部の局面において、遺伝子操作された細胞は、PD
-1および/またはPD-L1などの1つまたは複数の阻害性分子が誘導もアップレギュレートも
されないか、実質的に誘導もアップレギュレートもされないか、または他の条件と比較し
てアップレギュレートまたは誘導される程度が低い条件において、エクスビボ法で、生成
または作製される。一部の態様では、遺伝子操作されたT細胞上のPD-1および/またはPD-L
1の発現のレベルを、対象への投与に先だって決定またはモニタリングして、そのような
細胞が前記1つまたは複数の阻害性分子を発現していないことまたは実質的に発現してい
ないことを確認することができる。例えば細胞表面タンパク質との関連において、アフィ
ニティーベースの方法、例えばイムノアフィニティーベースの方法による検出、例えばフ
ローサイトメトリーによる検出など、組換え分子の発現レベルを評価するための数ある周
知の方法を、使用することができる。場合によっては、発現レベルを、当該分子の発現を
誘導することが公知である条件下で刺激された細胞における発現レベルと比較することが
できる。例えば、本明細書に記載するように、当該分子の発現を誘導する条件は、場合に
よっては、CARなどの操作された抗原受容体を介した抗原刺激を含みうる。また、天然TCR
/CD28シグナル伝達経路を介した刺激など、T細胞活性化を誘導する他の条件も、T細胞上
の阻害性分子、例えばPD-1およびPD-L1の発現を誘導することができる。一部の態様では
、PD-1はアップレギュレートされるか、または参照条件と同じ程度もしくは類似する程度
にアップレギュレートされるが、PD-L1の発現またはアップレギュレーションは遮断され
るか、アップレギュレートされないか、実質的にアップレギュレートされないか、または
参照条件ほどにはアップレギュレートされない条件が使用される。
【０１０２】
　一部の態様において、遺伝子操作された抗原受容体細胞、例えばCAR発現細胞を含有す
る、ここに提供される組成物は、対象にインビボ投与された場合に、増加した持続性を呈
する。一部の態様において、投与後の、対象における、CAR発現T細胞などの遺伝子操作さ
れた細胞の持続性は、代替的方法、例えばPD-1および/またはPD-L1などの免疫応答の阻害
に関与する遺伝子を低減または破壊する作用物質がT細胞に導入されない方法によって遺
伝子操作された細胞の投与を伴う方法によって達成されるであろうものと比較して大きい
。一部の局面において、ここに提供される細胞、例えばここに提供される方法によって生
成される細胞の持続性は、CAR発現細胞などの遺伝子操作された抗原受容体を含有する細
胞の集団であって、組成物中の細胞が、操作された人工受容体を介した特異的抗原による
刺激に応答して、阻害性リガンドPD-L1を発現することまたはアップレギュレートするこ
とができる細胞の集団の投与によって達成されるであろうものと比較して大きい。
【０１０３】
　一部の態様において、持続性は、少なくとも1.5倍、2倍、3倍、4倍、5倍、6倍、7倍、8
倍、9倍、10倍、20倍、30倍、50倍、60倍、70倍、80倍、90倍、100倍もしくはそれ以上、
または少なくとも約1.5倍、約2倍、約3倍、約4倍、約5倍、約6倍、約7倍、約8倍、約9倍
、約10倍、約20倍、約30倍、約50倍、約60倍、約70倍、約80倍、約90倍、約100倍もしく
はそれ以上、増加する。
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【０１０４】
　一部の態様では、投与された細胞の持続性の度合または程度を、対象への投与後に、検
出し、定量することができる。例えば一部の局面では、対象の血液もしくは血清または器
官または組織（例えば患部）における組換え受容体を発現する細胞（例えばCAR発現細胞
）の量を評価するために、定量PCR（qPCR）が使用される。一部の局面では、持続性が、D
NA 1マイクログラムあたりの、受容体、例えばCARをコードするDNAまたはプラスミドのコ
ピー数として、または試料、例えば血液または血清の試料1マイクロリットルあたりの、
または試料1マイクロリットルあたりの末梢血単核球（PBMC）または白血球またはT細胞の
総数あたりの、受容体発現細胞、例えばCAR発現細胞の数として、定量される。一部の態
様では、受容体を発現する細胞を、一般に、その受容体に特異的な抗体を使って検出する
フローサイトメトリーアッセイも、行うことができる。機能的細胞の数またはパーセンテ
ージ、例えば疾患もしくは状態の細胞または受容体によって認識される抗原を発現する細
胞に結合し、かつ/またはそれらの細胞を中和し、かつ/またはそれらの細胞に対する応答
、例えば細胞傷害性応答を誘発することができる細胞の数またはパーセンテージを検出す
るために、細胞ベースのアッセイも使用することができる。そのような態様のいずれにお
いても、対象中の投与された細胞と内在性細胞とを識別するために、組換え受容体（例え
ばCAR発現細胞）と関連する別のマーカーの程度またはレベルを使用することができる。
【０１０５】
　がんの処置での養子療法などにおける方法および細胞の使用も提供される。細胞を操作
し、調製し、生成するための方法、前記細胞を含有する組成物、前記細胞を含有するキッ
トおよびデバイス、前記細胞を使用し、生成し、投与するためのキットおよびデバイスも
提供される。操作された細胞を生成するための方法、化合物、および組成物も提供される
。細胞単離、遺伝子操作および遺伝子低減または遺伝子破壊のための方法が提供される。
遺伝子操作された抗原受容体をコードし、かつ/または低減もしくは破壊を引き起こすた
めの作用物質をコードする核酸、例えばコンストラクト、例えばウイルスベクター、およ
び細胞に、そのような核酸を、形質導入などによって導入するための方法が提供される。
操作された細胞を含有する組成物、ならびに前記細胞および組成物を例えば養子細胞療法
のために対象に投与するための方法、キット、およびデバイスも提供される。一部の局面
では、細胞が、対象から単離され、操作され、同じ対象に投与される。別の局面では、細
胞が、ある対象から単離され、操作され、別の対象に投与される。
【０１０６】
II. 遺伝子操作された細胞およびT細胞
　養子細胞療法、例えば養子免疫療法のための細胞、および前記細胞を生成または作製す
るための方法が提供される。前記細胞には、T細胞などの免疫細胞が含まれる。細胞は、
一般に、1つまたは複数の遺伝子操作された核酸またはその産物を導入することによって
操作される。そのような産物には、遺伝子操作された抗原受容体、例えば操作されたT細
胞受容体（TCR）および機能的非TCR抗原受容体、例えばキメラ抗原受容体（CAR）、例え
ば活性化CAR、刺激CAR、および補助刺激CAR、ならびにそれらの組み合わせが含まれる。
一部の態様において、細胞には、遺伝子操作された抗原受容体をコードする核酸と同時に
、もしくは逐次的に、細胞においてPD-1もしくはPD-L1などの免疫阻害性分子を低減し、
抑制し、もしくは破壊することができる作用物質であるか、またはそれを含むか、または
それをコードする核酸も導入される。
【０１０７】
A. 細胞
　一部の態様において、細胞、例えば操作された細胞は、真核細胞、例えば哺乳動物細胞
、例えばヒト細胞である。一部の態様において、細胞は、血液、骨髄、リンパ、またはリ
ンパ器官に由来し、免疫系の細胞、例えば自然免疫または適応免疫の細胞、例えば骨髄系
細胞またはリンパ系細胞、例えばリンパ球、典型的にはT細胞および/またはNK細胞である
。他の例示的な細胞として、幹細胞、例えば多分化能性幹細胞、および誘導多能性幹細胞
（iPSC）を含む多能性幹細胞が挙げられる。一部の局面において、細胞はヒト細胞である
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。細胞は、典型的には初代細胞、例えば対象から直接単離されたもの、および/または対
象から単離され凍結されたものである。一部の態様において、細胞には、例えば全T細胞
集団、CD4＋細胞、CD8＋細胞、およびそれらの部分母集団、例えば機能、活性化状態、成
熟度、分化能、拡大、再循環、局在化、および/もしくは持続能力、抗原特異性、抗原受
容体のタイプ、特定の器官もしくは区画における存在、マーカーもしくはサイトカイン分
泌プロファイル、ならびに/または分化の程度によって規定されるものなど、T細胞または
他の細胞タイプの1つまたは複数のサブタイプが含まれる。処置しようとする対象に関し
て、前記細胞は、同種異系および/または自己由来でありうる。前記方法の中には既製の
方法が含まれる。一部の局面において、例えば、既製の技術の場合、前記細胞は多能性お
よび/または多分化能性であり、例えば幹細胞、例えば人工多能性幹細胞（iPSC）である
。一部の態様において、前記方法は、対象から細胞を単離する工程、それらを本明細書に
記載するように調製、加工、培養、および/または操作する工程、ならびに凍結保存前ま
たは凍結保存後にそれらを同じ対象に再導入する工程を含む。
【０１０８】
　T細胞ならびに/またはCD4＋T細胞および/もしくはCD8＋T細胞のサブタイプおよび部分
母集団の中には、ナイーブT（TN）細胞、エフェクターT細胞（TEFF）、メモリーT細胞お
よびそれらのサブタイプ、例えば幹細胞メモリーT（TSCM）、セントラルメモリーT（TCM
）、エフェクターメモリーT（TEM）、または最終分化エフェクターメモリーT細胞、腫瘍
浸潤リンパ球（TIL）、未成熟T細胞、成熟T細胞、ヘルパーT細胞、細胞傷害性T細胞、粘
膜関連インバリアントT（MAIT）細胞、天然のおよび適応性の調節性T（Treg）細胞、ヘル
パーT細胞、例えば、TH1細胞、TH2細胞、TH3細胞、TH17細胞、TH9細胞、TH22細胞、濾胞
ヘルパーT細胞、アルファ/ベータT細胞、ならびにデルタ/ガンマT細胞がある。
【０１０９】
　一部の態様において、T細胞集団のうちの1つまたは複数は、1つまたは複数の特定マー
カー、例えば表面マーカーについて陽性である（マーカー＋）か、それらを高レベルに発
現する（マーカーhigh）細胞、または1つもしくは複数のマーカーについて陰性である（
マーカー-）か、それらを比較的低レベルに発現する（マーカーlow）細胞について濃縮さ
れるか、またはT細胞集団のうちの1つまたは複数からそれらを枯渇させる。場合によって
は、そのようなマーカーは、T細胞の一定の集団（例えば非メモリー細胞）には存在しな
いか比較的低レベルに発現しているが、T細胞の他の一定の集団（例えばメモリー細胞）
には存在し、または比較的高レベルに発現しているものである。一態様において、細胞（
例えばCD8＋細胞、またはT細胞、例えばCD3＋細胞）は、CD45RO、CCR7、CD28、CD27、CD4
4、CD127、および/またはCD62Lについて陽性であるか、それらを高い表面レベルで発現す
る細胞について濃縮され（すなわち正に選択され）、かつ/または細胞から、CD45RAにつ
いて陽性であるかそれを高い表面レベルで発現する細胞を枯渇させる（例えば負に選択さ
れる）。一部の態様において、細胞は、CD122、CD95、CD25、CD27、および/またはIL7-R
α（CD127）について陽性であるか、それらを高い表面レベルで発現する細胞について濃
縮されるか、または細胞からそれらを枯渇させる。一部の例において、CD8＋T細胞は、CD
45RO陽性（またはCD45RA陰性）およびCD62L陽性の細胞について濃縮される。
【０１１０】
　一部の態様において、CD4＋T細胞集団およびCD8＋T細胞部分母集団、例えばセントラル
メモリー（TCM）細胞について濃縮された部分母集団。
【０１１１】
　一部の態様において、前記細胞はナチュラルキラー(NK)細胞である。一部の態様におい
て、前記細胞は、単球または顆粒球、例えば、骨髄系細胞、マクロファージ、好中球、樹
状細胞、マスト細胞、好酸球、および/または好塩基球である。
【０１１２】
B. 遺伝子操作された抗原受容体
　一部の態様において、前記細胞は、遺伝子操作を介して導入された1種または複数種の
核酸を含み、このような核酸の遺伝子操作された産物を含む。一部の態様において、前記
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核酸は異種である、すなわち、細胞または細胞から得られた試料に通常は存在せず、例え
ば、別の生物または細胞から得られたもの、例えば、操作されている細胞、および/また
はこのような細胞が得られた生物に普通は見られないものである。一部の態様において、
前記核酸は非天然であり、例えば、複数の異なる細胞タイプに由来する様々なドメインを
コードする核酸のキメラ組み合わせを含む核酸を含む、天然に見られない核酸である。
【０１１３】
1. キメラ抗原受容体（CAR）
　前記細胞は通常、抗原受容体、例えば、機能的な非TCR抗原受容体、例えば、キメラ抗
原受容体(CAR)、および他の抗原結合受容体、例えば、トランスジェニックT細胞受容体(T
CR)を含む組換え受容体を発現する。前記受容体の中には他のキメラ受容体もある。
【０１１４】
　CARを含む例示的な抗原受容体ならびにこのような受容体を操作するための方法および
このような受容体を細胞に導入するための方法には、例えば、国際特許出願公開番号WO20
0014257、WO2013126726、WO2012/129514、WO2014031687、WO2013/166321、WO2013/071154
、WO2013/123061、米国特許出願公開第US2002131960号、US2013287748、US20130149337、
米国特許第6,451,995号、同第7,446,190号、同第8,252,592号、同第8,339,645号、同第8,
398,282号、同第7,446,179号、同第6,410,319号、同第7,070,995号、同第7,265,209号、
同第7,354,762号、同第7,446,191号、同第8,324,353号、および同第8,479,118号、ならび
に欧州特許出願第EP2537416号に記載のもの、ならびに/またはSadelain et al., Cancer 
Discov. 2013 April; 3(4): 388-398; Davila et al. (2013) PLoS ONE 8(4): e61338; T
urtle et al., Curr. Opin. Immunol., 2012 October; 24(5): 633-39; Wu et al., Canc
er, 2012 March 18(2): 160-75に記載のものが含まれる。一部の局面において、前記抗原
受容体には、米国特許第7,446,190号に記載のCARおよび国際特許出願公開番号WO/2014055
668A1に記載のCARが含まれる。CARの例には、上述の任意の刊行物、例えば、WO201403168
7、US8,339,645、US7,446,179、US2013/0149337、米国特許第7,446,190号、米国特許第8,
389,282号、Kochenderfer et al., 2013, Nature Reviews Clinical Oncology, 10, 267-
276 (2013); Wang et al. (2012) J. Immunother. 35(9): 689-701、およびBrentjens et
 al., Sci Transl Med. 2013 5(177)に開示されるCARが含まれる。WO2014031687、US8,33
9,645、US7,446,179、US2013/0149337、米国特許第7,446,190号、および米国特許第8,389
,282号も参照されたい。キメラ受容体、例えば、CARは、一般的に、細胞外抗原結合ドメ
イン、例えば、抗体分子の一部、一般的に、抗体の可変重(VH)鎖領域および/または可変
軽(VL)鎖領域、例えば、scFv抗体断片を含む。
【０１１５】
　一部の態様において、受容体が標的とする抗原はポリペプチドである。一部の態様にお
いて、それは糖質または他の分子である。一部の態様において、抗原は、前記疾患または
状態の細胞上に、例えば腫瘍細胞または病原性細胞上に、正常なまたは標的でない細胞ま
たは組織と比較して、選択的に発現または過剰発現する。別の態様において、抗原は、正
常細胞上に発現し、かつ/または操作された細胞上に発現する。
【０１１６】
　一部の態様において受容体が標的とする抗原としては、オーファンチロシンキナーゼ受
容体ROR1、tEGFR、Her2、L1-CAM、CD19、CD20、CD22、メソテリン、CEA、およびB型肝炎
表面抗原、抗葉酸受容体、CD23、CD24、CD30、CD33、CD38、CD44、EGFR、EGP-2、EGP-4、
EPHa2、ErbB2、3、もしくは4、FBP、胎児アセチルコリン受容体（fetal acethycholine e
 receptor）、GD2、GD3、HMW-MAA、IL-22R-アルファ、IL-13R-アルファ2、kdr、カッパ軽
鎖、ルイスY、L1細胞接着分子、MAGE-A1、メソテリン、MUC1、MUC16、PSCA、NKG2Dリガン
ド、NY-ESO-1、MART-1、gp100、腫瘍胎児性抗原（oncofetal antigen）、ROR1、TAG72、V
EGF-R2、がん胎児性抗原（carcinoembryonic antigen）（CEA）、前立腺特異抗原、PSMA
、Her2/neu、エストロゲン受容体、プロゲステロン受容体、エフリンB2、CD123、c-Met、
GD-2、およびMAGE A3、CE7、ウィルムス腫瘍1（WT-1）、サイクリン、例えばサイクリンA
1（CCNA1）、および/またはビオチン化分子、および/またはHIV、HCV、HBVもしくは他の
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病原体によって発現される分子が挙げられる。
【０１１７】
　一部の態様において、CARは病原体特異的抗原に結合する。一部の態様において、CARは
ウイルス抗原（例えばHIV、HCV、HBVなど）、細菌抗原、および/または寄生虫抗原に特異
的である。
【０１１８】
　一部の態様において、組換え受容体、例えば、CARの抗体部分は、免疫グロブリン定常
領域の少なくとも一部、例えば、ヒンジ領域、例えば、IgG4ヒンジ領域、および/もしく
はCH1/CLおよび/もしくはFc領域をさらに含む。一部の態様において、定常領域または一
部はヒトIgG、例えば、IgG4またはIgG1の定常領域または一部である。一部の局面におい
て、定常領域の一部は、抗原認識成分、例えば、scFvと、膜貫通ドメインとの間にあるス
ペーサー領域として役立つ。スペーサーは、スペーサーが存在しない場合と比較して抗原
結合後の前記細胞の応答性を高める長さのスペーサーでよい。例示的なスペーサー、例え
ば、ヒンジ領域には、国際特許出願公開番号WO2014031687に記載のスペーサーが含まれる
。一部の例では、スペーサーは長さが12アミノ酸もしくは約12アミノ酸であるか、または
長さが12アミノ酸以下である。例示的なスペーサーには、少なくとも約10～229アミノ酸
、約10～200アミノ酸、約10～175アミノ酸、約10～150アミノ酸、約10～125アミノ酸、約
10～100アミノ酸、約10～75アミノ酸、約10～50アミノ酸、約10～40アミノ酸、約10～30
アミノ酸、約10～20アミノ酸、または約10～15アミノ酸を有し、列挙された任意の範囲の
端点間の任意の整数を含むスペーサーが含まれる。一部の態様において、スペーサー領域
には、約12アミノ酸もしくはこれより少ないアミノ酸、約119アミノ酸もしくはこれより
少ないアミノ酸、または約229アミノ酸もしくはこれより少ないアミノ酸がある。例示的
なスペーサーには、IgG4ヒンジのみ、CH2およびCH3ドメインと連結したIgG4ヒンジ、また
はCH3ドメインと連結したIgG4ヒンジが含まれる。
【０１１９】
　この抗原認識ドメインは、一般的に、1つまたは複数の細胞内シグナル伝達成分、例え
ば、CARの場合は抗原受容体複合体、例えばTCR複合体、および任意で関連する補助刺激シ
グナルを通じた活性化、ならびに/または別の細胞表面受容体を介したシグナルを模倣す
るシグナル伝達成分に、連結される。従って、一部の態様において、抗原結合成分(例え
ば、抗体)は1つまたは複数の膜貫通ドメインおよび細胞内シグナル伝達ドメインに連結さ
れる。一部の態様において、膜貫通ドメインは細胞外ドメインに融合される。一態様にお
いて、前記受容体、例えば、CARにおいて前記ドメインの1つと天然で結合している天然膜
貫通ドメインが用いられる。場合によっては、膜貫通ドメインは、受容体複合体の他のメ
ンバーとの相互作用を最小にするために、このようなドメインと、同じまたは異なる表面
膜タンパク質の膜貫通ドメインとの結合を避けるように選択されるか、またはアミノ酸置
換によって改変される。
【０１２０】
　膜貫通ドメインは、一部の態様では、天然供給源または合成供給源のいずれかに由来す
る。供給源が天然の場合、前記ドメインは、一部の局面では、任意の膜結合タンパク質ま
たは膜貫通タンパク質に由来する。膜貫通領域は、T細胞受容体のα鎖、β鎖、もしくは
ζ鎖、CD28、CD3ε、CD45、CD4、CD5、CDS、CD9、CD16、CD22、CD33、CD37、CD64、CD80
、CD86、CD134、CD137、CD154に由来する膜貫通領域を含む(すなわち、少なくとも、その
膜貫通領域を含む)。または、膜貫通ドメインは一部の態様では合成である。一部の局面
において、合成膜貫通ドメインは、主に疎水性の残基、例えば、ロイシンおよびバリンを
含む。一部の局面において、フェニルアラニン、トリプトファン、およびバリンのトリプ
レットが合成膜貫通ドメインの各末端に見られる。一部の態様において、連結は、リンカ
ー、スペーサー、および/または膜貫通ドメインによるものである。
【０１２１】
　細胞内シグナル伝達ドメインの中には、天然抗原受容体を介したシグナル（例えばCD3
シグナル）、このような受容体と補助刺激受容体の組み合わせを介したシグナル（例えば
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CD3/CD28シグナル）、および/または補助刺激受容体だけを介したシグナルを模倣するか
、またはこれに似せる細胞内シグナル伝達ドメインがある。一部の態様において、短いオ
リゴペプチドリンカーまたはポリペプチドリンカー、例えば、長さが2～10アミノ酸のリ
ンカー、例えば、グリシンおよびセリン、例えば、グリシン-セリンダブレット(doublet)
を含有するリンカーが、CARの膜貫通ドメインと細胞質シグナル伝達ドメインとの間に存
在し、連結を形成する。
【０１２２】
　前記受容体、例えば、CARは、一般的には、少なくとも1種類の細胞内シグナル伝達成分
を含む。一部の態様において、前記受容体は、TCR複合体の細胞内成分、例えば、T細胞活
性化および細胞傷害性を媒介するTCR CD3鎖、例えば、CD3ζ鎖を含む。従って、一部の局
面において、抗原結合部分は1つまたは複数の細胞シグナル伝達モジュールに連結される
。一部の態様において、細胞シグナル伝達モジュールには、CD3膜貫通ドメイン、CD3細胞
内シグナル伝達ドメイン、および/または他のCD膜貫通ドメインが含まれる。一部の態様
において、前記受容体、例えば、CARは、1種または複数種のさらなる分子、例えば、Fc受
容体γ、CD8、CD4、CD25、またはCD16の一部をさらに含む。例えば、一部の局面において
、CARまたは他のキメラ受容体には、CD3-ゼータ(CD3-ζ)またはFc受容体γと、CD8、CD4
、CD25、またはCD16とのキメラ分子が含まれる。
【０１２３】
　一部の態様において、CARまたは他のキメラ受容体がライゲーションされると、前記受
容体の細胞質ドメインまたは細胞内シグナル伝達ドメインは、免疫細胞、例えば、CARを
発現するように操作されたT細胞の正常なエフェクター機能または応答の少なくとも1つを
活性化する。例えば、ある状況では、CARは、T細胞の機能、例えば、細胞溶解活性または
Tヘルパー活性、例えば、サイトカインまたは他の因子の分泌を誘導する。一部の態様に
おいて、抗原受容体成分または補助刺激分子の細胞内シグナル伝達ドメインの切断部分は
、例えば、エフェクター機能シグナルを伝達するのであれば、インタクトな免疫賦活性鎖
の代わりに用いられる。一部の態様において、細胞内シグナル伝達ドメインはT細胞受容
体(TCR)の細胞質配列を含み、一部の局面では、天然の状況では、このような受容体と協
調して、抗原受容体結合後にシグナル伝達を開始するように働く補助受容体の細胞質配列
も含む。
【０１２４】
　天然TCRの状況では、完全活性化には、一般的に、TCRを介したシグナル伝達だけでなく
補助刺激シグナルも必要とされる。従って、一部の態様において、完全活性化を促進する
には、二次シグナルまたは補助刺激シグナルを発生させるための成分もCARに含まれる。
他の態様において、CARは、補助刺激シグナルを発生させるための成分を含まない。一部
の局面において、さらなるCARが同じ細胞において発現され、二次シグナルまたは補助刺
激シグナルを発生させるための成分を提供する。
【０１２５】
　T細胞活性化は、一部の局面では、2種類の細胞質シグナル伝達配列:TCRを介して抗原依
存的一次活性化を開始する細胞質シグナル伝達配列(一次細胞質シグナル伝達配列)、およ
び抗原非依存的に二次シグナルまたは補助刺激シグナルを供給するように働く細胞質シグ
ナル伝達配列(二次細胞質シグナル伝達配列)によって媒介されると説明される。一部の局
面において、CARは、このようなシグナル伝達成分の一方または両方を含む。
【０１２６】
　一部の局面において、CARは、TCR複合体の一次活性化を調節する一次細胞質シグナル伝
達配列を含む。刺激するように働く一次細胞質シグナル伝達配列は、免疫受容活性化チロ
シンモチーフまたはITAMとして知られるシグナル伝達モチーフを含有してもよい。ITAMを
含有する一次細胞質シグナル伝達配列の例には、TCRζ、FcRγ、FcRβ、CD3γ、CD3δ、C
D3ε、CDS、CD22、CD79a、CD79b、およびCD66dに由来する一次細胞質シグナル伝達配列が
含まれる。一部の態様において、CARにある細胞質シグナル伝達分子は、CD3ζに由来する
細胞質シグナル伝達ドメイン、その一部、または配列を含有する。
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【０１２７】
　一部の態様において、CARは、補助刺激受容体、例えば、CD28、4-1BB、OX40、DAP10、
およびICOSのシグナル伝達ドメインおよび/または膜貫通部分を含む。一部の局面におい
て、同じCARが活性化成分と補助刺激成分を両方とも含む。
【０１２８】
　一部の態様において、あるCARには活性化ドメインが含まれるのに対して、別の抗原を
認識する別のCARによって補助刺激成分が提供される。一部の態様において、CARは活性化
CARまたは刺激CAR、補助刺激CARを含み、両方とも同じ細胞上に発現される(WO2014/05566
8を参照されたい)。一部の局面において、前記細胞は、1種または複数種の刺激CARもしく
は活性化CARおよび/または補助刺激CARを含む。一部の態様において、前記細胞は、阻害C
AR(iCAR、Fedorov et al., Sci. Transl. Medicine, 5(215)(December, 2013)を参照され
たい)、例えば、疾患もしくは状態に関連するおよび/または疾患もしくは状態に特異的な
抗原以外の抗原を認識するCARをさらに含み、ここで、疾患標的化CARを通じて送達された
活性化シグナルは、例えば、オフターゲット効果を小さくするための阻害性CARとそのリ
ガンドとの結合によって、減弱または阻害される。
【０１２９】
　ある特定の態様において、細胞内シグナル伝達ドメインは、CD3(例えば、CD3-ζ)細胞
内ドメインと連結した、CD28膜貫通ドメインおよびシグナル伝達ドメインを含む。一部の
態様において、細胞内シグナル伝達ドメインは、CD3ζ細胞内ドメインと連結した、キメ
ラCD28およびCD137(4-1BB、TNFRSF9)補助刺激ドメインを含む。
【０１３０】
　一部の態様において、CARは、細胞質部分に、1種または複数種の、例えば、2種類以上
の補助刺激ドメインおよび活性化ドメイン、例えば、一次活性化ドメインを含む。例示的
なCARには、CD3-ζ、CD28、および4-1BBの細胞内成分が含まれる。
【０１３１】
　一部の態様において、CARまたは他の抗原受容体は、受容体、例えば、切断型バージョ
ンの細胞表面受容体、例えば、切断型EGFR(tEGFR)を発現させるための細胞の形質導入ま
たは操作を確認するために用いられ得るマーカー、例えば、細胞表面マーカーをさらに含
む。一部の局面において、マーカーは、CD34、NGFR、または上皮増殖因子受容体の全てま
たは一部(例えば、切断型)(例えば、tEGFR)を含む。一部の態様において、マーカーをコ
ードする核酸は、リンカー配列、例えば、切断可能なリンカー配列、例えば、T2Aをコー
ドするポリヌクレオチドに機能的に連結される。WO2014031687を参照されたい。
【０１３２】
　一部の態様において、マーカーは、T細胞上に天然で見出されないか、もしくはT細胞の
表面に天然で見出されない分子、例えば、細胞表面タンパク質、またはその一部である。
【０１３３】
　一部の態様において、前記分子は、非自己分子、例えば、非自己タンパク質、すなわち
、前記細胞が養子移入される宿主の免疫系が「自己」と認識しない分子である。
【０１３４】
　一部の態様において、マーカーは治療機能を果たさない、および/または遺伝子操作す
るための、例えば、首尾良く操作された細胞を選択するためのマーカーとして使用する以
外の効果を生じない。他の態様において、マーカーは治療用分子でもよく、何らかの望ま
しい効果を別の方法で発揮する分子、例えば、細胞がインビボで遭遇するリガンド、例え
ば、養子移入時に前記細胞の応答を強める、および/または弱めるための、ならびにリガ
ンドに遭遇するための補助刺激分子または免疫チェックポイント分子でもよい。
【０１３５】
　場合によっては、CARは、第一世代CAR、第二世代CAR、および/または第三世代CARと呼
ばれる。一部の局面において、第一世代CARは、抗原が結合した時に、CD3鎖によって誘導
されるシグナルしか生じないCARである。一部の局面において、第二世代CARは、このよう
なシグナルと補助刺激シグナルを生じるCAR、例えば、CD28またはCD137などの補助刺激受
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容体に由来する細胞内シグナル伝達ドメインを含むCARである。一部の局面において、第
三世代CARは、異なる補助刺激受容体の複数の補助刺激ドメインを含むCARである。
【０１３６】
　一部の態様において、キメラ抗原受容体は、抗体または抗体断片を含有する細胞外部分
を含む。一部の局面において、キメラ抗原受容体は、抗体または断片を含有する細胞外部
分と、細胞内シグナル伝達ドメインを含む。一部の態様において、抗体または断片はscFv
を含み、細胞内ドメインはITAMを含有する。一部の局面において、細胞内シグナル伝達ド
メインは、CD3-ゼータ(CD3ζ)鎖のζ鎖のシグナル伝達ドメインを含む。一部の態様にお
いて、キメラ抗原受容体は、細胞外ドメインと細胞内シグナル伝達ドメインを連結する膜
貫通ドメインを含む。一部の局面において、膜貫通ドメインはCD28の膜貫通部分を含有す
る。一部の態様において、キメラ抗原受容体はT細胞補助刺激分子の細胞内ドメインを含
有する。一部の局面において、T細胞補助刺激分子はCD28または41BBである。
【０１３７】
　「ポリペプチド」および「タンパク質」という用語は、アミノ酸残基のポリマーを指す
ために同義に用いられ、最小の長さに限定されない。提供される受容体を含むポリペプチ
ドおよび他のポリペプチド、例えば、リンカーまたはペプチドは、天然および/または非
天然アミノ酸残基を含むアミノ酸残基を含んでもよい。この用語はまた、ポリペプチドの
発現後修飾、例えば、グリコシル化、シアリル化、アセチル化、およびリン酸化も含む。
一部の局面において、ポリペプチドは、タンパク質が望ましい活性を維持する限り、自然
または天然の配列に対して修飾を含有してもよい。これらの修飾は、部位特異的変異誘発
を介した修飾のように意図的なものでもよく、タンパク質を産生する宿主の変異またはPC
R増幅によるエラーを介した修飾のように偶発的なものでもよい。
【０１３８】
2. TCR
　一部の態様において、遺伝子操作された抗原受容体には、組換えT細胞受容体（TCR）お
よび/または天然のT細胞からクローニングされたTCRが含まれる。一部の態様では、標的
抗原（例えばがん抗原）に対する高アフィニティーT細胞クローンを同定し、患者から単
離し、細胞に導入する。一部の態様において、標的抗原に対するTCRクローンは、ヒト免
疫系遺伝子（例えばヒト白血球抗原系、すなわちHLA）で操作されたトランスジェニック
マウスにおいて作製された。例えば腫瘍抗原参照（例えばParkhurst et al.（2009）Clin
 Cancer Res. 15:169-180およびCohen et al.（2005）J Immunol. 175:5799-5808参照。
一部の態様では、標的抗原に対するTCRを単離するために、ファージディスプレイが使用
される（例えばVarela-Rohena et al.（2008）Nat Med. 14:1390-1395およびLi（2005）N
at Biotechnol. 23:349-354参照）。
【０１３９】
　一部の態様では、T細胞クローンを得た後に、TCRアルファ鎖およびTCRベータ鎖が単離
され、遺伝子発現ベクターにクローニングされる。一部の態様において、TCRアルファ遺
伝子とTCRベータ遺伝子は、両鎖が共発現するように、ピコルナウイルス2Aリボソームス
キップペプチドを介して連結される。一部の態様において、TCRの遺伝子移入は、レトロ
ウイルスベクターもしくはレンチウイルスベクターによって、またはトランスポゾンによ
って果たされる（例えばBaum et al.（2006）Molecular Therapy: The Journal of the A
merican Society of Gene Therapy. 13:1050-1063、Frecha et al.（2010）Molecular Th
erapy: The Journal of the American Society of Gene Therapy. 18:1748-1757、および
Hackett et al.（2010）Molecular Therapy: The Journal of the American Society of 
Gene Therapy. 18:674-683参照）。
【０１４０】
3. 多重標的化
　一部の態様において、本細胞および方法は、例えばそれぞれが同じまたは異なる抗原を
認識し、典型的にはそれぞれが異なる細胞内シグナル伝達成分を含む、2つ以上の遺伝子
操作された受容体の、細胞での発現などといった、多重標的化戦略を含む。そのような多
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重標的化戦略は、例えば、国際特許出願公開番号WO 2014055668 A1（例えばオフターゲッ
ト、例えば正常細胞上では個別に存在するが、処置しようとする疾患または状態の細胞上
にのみ一緒に存在する2つの異なる抗原を標的とする、活性化CARと補助刺激CARの組み合
わせが記載されている）およびFedorov et al., Sci. Transl. Medicine, 5（215）（Dec
ember, 2013）（活性化CARと阻害性CARとを発現する細胞、例えば活性化CARは、正常細胞
または非疾患細胞と処置しようとする疾患または状態の細胞との両方に発現する1つの抗
原に結合し、阻害性CARは、正常細胞または処置することが望まれていない細胞だけに発
現する別の抗原に結合するものが記載されている）に記載されている。
【０１４１】
　例えば一部の態様において、細胞は、一般に、第1の受容体によって認識される抗原、
例えば第1の抗原への特異的結合時に、細胞への活性化シグナルを誘導することができる
、第1の遺伝子操作された抗原受容体（例えばCARまたはTCR）を発現する受容体を含む。
一部の態様において、細胞は、第2の遺伝子操作された抗原受容体（例えばCARまたはTCR
）、例えば一般に第2の受容体によって認識される第2の抗原への特異的結合時に、免疫細
胞への補助シグナルを誘導することができるキメラ補助刺激受容体をさらに含む。一部の
態様では、第1の抗原と第2の抗原とが同じである。一部の態様では、第1の抗原と第2の抗
原とが異なる。
【０１４２】
　一部の態様において、第1および/または第2の遺伝子操作された抗原受容体（例えばCAR
またはTCR）は、細胞への活性化シグナルを誘導することができる。一部の態様において
、受容体は、ITAMまたはITAM様モチーフを含有する細胞内シグナル伝達成分を含む。一部
の態様において、第1の受容体によって誘導される活性化は、細胞におけるシグナル伝達
およびタンパク質発現の変化を伴い、ITAMリン酸化および/またはITAM媒介シグナル伝達
カスケードの開始、結合した受容体の近傍での免疫シナプスの形成および/または分子（
例えばCD4またはCD8など）のクラスタリング、NF-κBおよび/またはAP-1などの1つまたは
複数の転写因子の活性化、および/またはサイトカインなどの因子の遺伝子発現の誘導、
増殖、および/または生存などといった、免疫応答の開始をもたらす。
【０１４３】
　一部の態様において、第1および/または第2の受容体は、CD28、CD137（4-1BB）、OX40
、および/またはICOSなどの補助刺激受容体の細胞内シグナル伝達ドメインを含む。一部
の態様において、第1および第2の受容体は異なる補助刺激受容体の細胞内シグナル伝達ド
メインを含む。一態様では、第1の受容体がCD28補助刺激シグナル伝達領域を含有し、か
つ第2の受容体が4-1BB補助刺激シグナル伝達領域を含有するか、またはその逆である。
【０１４４】
　一部の態様において、第1および/または第2の受容体は、ITAMまたはITAM様モチーフを
含有する細胞内シグナル伝達ドメインと補助刺激受容体の細胞内シグナル伝達ドメインを
どちらも含む。
【０１４５】
　一部の態様において、第1の受容体はITAMまたはITAM様モチーフを含有する細胞内シグ
ナル伝達ドメインを含有し、第2の受容体は補助刺激受容体の細胞内シグナルを含有する
。同じ細胞内で誘導された活性化シグナルと組み合わされた補助刺激シグナルは、免疫応
答、例えばロバストで持続的な免疫応答、例えば遺伝子発現の増加、サイトカインおよび
他の因子の分泌、ならびに殺細胞などのT細胞媒介エフェクター機能をもたらすシグナル
である。
【０１４６】
　一部の態様では、第1の受容体のライゲーションだけでも、第2の受容体のライゲーショ
ンだけでも、ロバストな免疫応答は誘導されない。一部の局面では、一方の受容体だけが
ライゲーションされると、細胞は、抗原に対して寛容化されるか、非応答性になり、また
は阻害され、かつ/または増殖し、もしくは因子類を分泌し、またはエフェクター機能を
実行するように誘導されることがない。しかし、一部のそのような態様において、例えば
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第1および第2の抗原を発現する細胞との遭遇時などに、複数の受容体がライゲーションさ
れると、例えば1つまたは複数のサイトカインの分泌、増殖、持続性、および/または標的
細胞の細胞毒性殺滅などの免疫エフェクター機能の実行によって示される完全な免疫活性
化または刺激などといった、望ましい応答が達成される。
【０１４７】
　一部の態様において、2つの受容体は、一方の受容体によるその抗原への結合は細胞を
活性化するかまたは応答を誘導するが、第2の阻害性抗体によるその抗原への結合はその
応答を抑制するまたは弱めるシグナルを誘導するような形で、細胞への活性化シグナルお
よび阻害性シグナルを、それぞれ誘導する。その例は、活性化CARと阻害性CAR、すなわち
iCARとの組み合わせである。例えば活性化CARは、ある疾患または状態において発現する
が正常細胞にも発現する抗原に結合し、阻害性受容体は、正常細胞には発現するが前記疾
患または状態の細胞には発現しない別個の抗原に結合するような戦略を使用することがで
きる。
【０１４８】
　一部の態様では、ある特定の疾患または状態と関連する抗原が非疾患細胞上に発現して
おり、かつ/または操作された細胞自体にも一過性に（例えば遺伝子工学との関連での刺
激時に）または永続的に発現する場合に、多重標的化戦略が使用される。そのような場合
は、2つの別々の個別に特異的な抗原受容体のライゲーションを要求することにより、特
異性、選択性、および/または効力が改良されうる。
【０１４９】
　一部の態様では、複数の抗原、例えば第1および第2の抗原が、標的となる細胞、組織ま
たは疾患もしくは状態において、例えばがん細胞上に発現する。一部の局面において、前
記細胞、組織、疾患または状態は、多発性骨髄腫または多発性骨髄腫細胞である。一部の
態様では、前記複数の抗原のうちの1つまたは複数は、一般に、細胞治療の標的となるこ
とが望まれない細胞、例えば正常なまたは罹患していない細胞または組織、および/また
は操作された細胞自体にも発現する。そのような態様では、細胞の応答を達成するために
複数の受容体のライゲーションを要求することによって、特異性および/または効力が達
成される。
【０１５０】
4. 遺伝子操作のためのベクターおよび方法
　遺伝子操作された細胞を生成するための方法、核酸、組成物、およびキットも提供され
る。一部の態様において、遺伝子操作は、遺伝子操作された成分をコードする核酸または
細胞への導入用の他の成分、例えば、遺伝子破壊タンパク質または核酸をコードする成分
を導入することを伴う。
【０１５１】
　一部の態様において、遺伝子移入は、最初に、細胞成長、例えば、T細胞成長、増殖、
および/または活性化を刺激し、その後に、活性化された細胞に形質導入し、臨床用途に
十分な数まで培養で拡大させることによって成し遂げられる。
【０１５２】
　ある状況では、刺激因子(例えば、リンホカインまたはサイトカイン)の過剰発現が対象
に対して毒性をもつ場合がある。従って、ある状況では、操作された細胞は、例えば、養
子免疫治療において投与された時に、インビボで細胞を負の選択に対して感受性にする遺
伝子セグメントを含む。例えば、一部の局面において、前記細胞は、細胞が投与された患
者のインビボ状態が変化した結果として排除可能になるように操作される。負の選択が可
能な表現型は、投与された作用物質、例えば、化合物に対する感受性を付与する遺伝子の
挿入に起因してもよい。負の選択が可能な遺伝子には、ガンシクロビル感受性を付与する
単純ヘルペスウイルスI型チミジンキナーゼ(HSV-I TK)遺伝子(Wigler et al., Cell 2 :2
23, 1977);細胞ヒポキサンチンホスフリボシルトランスフェラーゼ(phosphribosyltransf
erase)(HPRT)遺伝子、細胞アデニンホスホリボシルトランスフェラーゼ(APRT)遺伝子、ま
たは細菌シトシンデアミナーゼ、(Mullen et al.,Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 89:33 (
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1992))が含まれる。
【０１５３】
　一部の局面において、前記細胞は、サイトカインまたは他の因子の発現を促進するよう
にさらに操作される。遺伝子操作された成分、例えば、抗原受容体、例えば、CARを導入
するための様々な方法は周知であり、提供される方法および組成物と共に使用することが
できる。例示的な方法には、ウイルス、例えば、レトロウイルスまたはレンチウイルス、
形質導入、トランスポゾン、およびエレクトロポレーションを介した方法を含む、受容体
をコードする核酸を移入するための方法が含まれる。
【０１５４】
　一部の態様において、組換え核酸は、組換え感染性ウイルス粒子、例えば、シミアンウ
イルス40(SV40)、アデノウイルス、アデノ随伴ウイルス(AAV)に由来するベクターを用い
て細胞に移入される。一部の態様において、組換え核酸は、組換えレンチウイルスベクタ
ーまたはレトロウイルスベクター、例えば、γ-レトロウイルスベクターを用いてT細胞に
移入される(例えば、Koste et al. (2014) Gene Therapy 2014 Apr 3. doi: 10.1038/gt.
2014.25; Carlens et al. (2000) Exp Hematol 28(10): 1137-46; Alonso-Camino et al.
 (2013) Mol Ther Nucl Acids 2, e93; Park et al., Trends Biotechnol. 2011 Novembe
r; 29(11): 550-557を参照されたい)。
【０１５５】
　一部の態様において、レトロウイルスベクター、例えば、モロニーマウス白血病ウイル
ス(MoMLV)、骨髄増殖性肉腫ウイルス(myeloproliferative sarcoma virus)(MPSV)、マウ
ス胚性幹細胞ウイルス(MESV)、マウス幹細胞ウイルス(MSCV)、脾フォーカス形成ウイルス
(SFFV)、またはアデノ随伴ウイルス(AAV)に由来するレトロウイルスベクターには末端反
復配列(LTR)がある。ほとんどのレトロウイルスベクターはマウスレトロウイルスに由来
する。一部の態様において、レトロウイルスには、任意の鳥類細胞供給源または哺乳動物
細胞供給源に由来するレトロウイルスが含まれる。レトロウイルスは典型的に両種指向性
である。両種指向性とは、レトロウイルスが、ヒトを含む、いくつかの種の宿主細胞に感
染できることを意味する。一態様において、発現させようとする遺伝子はレトロウイルス
gag配列、pol配列、および/またはenv配列に取って代わる。多数の例示的なレトロウイル
ス系が述べられている(例えば、米国特許第5,219,740号;同第6,207,453号;同第5,219,740
号; Miller and Rosman(1989) BioTechniques 7:980-990; Miller, A. D. (1990) Human 
Gene Therapy 1:5-14; Scarpa et al. (1991) Virology 180:849-852; Burns et al. (19
93) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90:8033-8037;およびBoris-Lawrie and Temin (1993) 
Cur. Opin. Genet. Develop. 3: 102-109)。
【０１５６】
　レンチウイルス形質導入法は公知である。例示的な方法は、例えば、Wang et al. (201
2) J. Immunother. 35(9): 689-701; Cooper et al. (2003) Blood. 101: 1637-1644; Ve
rhoeyen et al. (2009) Methods Mol Biol. 506: 97-114;およびCavalieri et al. (2003
) Blood. 102(2): 497-505に記載されている。
【０１５７】
　一部の態様において、組換え核酸はエレクトロポレーションを介してT細胞に移入され
る(例えば、Chicaybam et al, (2013) PLoS ONE 8(3): e60298およびVan Tedeloo et al.
 (2000) Gene Therapy 7(16): 1431-1437)を参照されたい)。一部の態様において、組換
え核酸は転位を介してT細胞に移入される(例えば、Manuri et al. (2010) Hum Gene Ther
 21(4): 427-437; Sharma et al. (2013) Molec Ther Nucl Acids 2, e74およびHuang et
 al. (2009) Methods Mol Biol 506: 115-126を参照されたい)。免疫細胞において遺伝物
質を導入および発現する他の方法には、リン酸カルシウムトランスフェクション(例えば
、Current Protocols in Molecular Biology, John Wiley & Sons, New York. N.Y.に記
載)、プロトプラスト融合、カチオン性リポソームを介したトランスフェクション;タング
ステン粒子によって促進されるマイクロパーティクルボンバードメント(microparticle b
ombardment)(Johnston, Nature, 346: 776-777 (1990));およびリン酸ストロンチウムDNA
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共沈殿(Brash et al., Mol. Cell Biol., 7: 2031-2034 (1987))が含まれる。
【０１５８】
　遺伝子操作された産物をコードする遺伝子操作された核酸を移入するための他のアプロ
ーチおよびベクターは、例えば、国際特許出願公開番号WO2014055668および米国特許第7,
446,190号に記載のものである。
【０１５９】
　さらなる核酸、例えば、導入用の遺伝子の中には、Lupton S. D. et al., Mol. and Ce
ll Biol., 11:6 (1991);およびRiddell et al., Human Gene Therapy 3:319-338 (1992)
に記載のように、療法の効力を改善するための、例えば、移入された細胞の生存および/
または機能を促進することによって療法の効力を改善するための遺伝子;細胞を選択およ
び/または評価するための、例えば、インビボ生存または局在化を評価するための遺伝子
マーカーを提供するための遺伝子;安全性を改善する、例えば、細胞をインビボで負の選
択に対して感受性にすることによって安全性を改善する遺伝子がある。ドミナントポジテ
ィブ選択マーカーと負の選択マーカーとの融合から得られた二機能性の選択可能な融合遺
伝子の使用について説明している、LuptonらによるPCT/US91/08442およびPCT/US94/05601
の公報も参照されたい。例えば、Riddell et al., 米国特許第6,040,177号の縦列14～17
を参照されたい。
【０１６０】
　さらなる核酸の中にはまた、阻害核酸分子をコードするもの、例えば後述のものもある
。
【０１６１】
5. 操作のための細胞の調製
　一部の態様において、操作された細胞の調製は、1つまたは複数の培養工程および/また
は調製工程を含む。トランスジェニック受容体、例えば、CARをコードする核酸を導入す
るための細胞は、試料、例えば、生物学的試料、例えば、対象から得られた、または対象
に由来する生物学的試料から単離されてもよい。一部の態様において、細胞が単離される
対象は、疾患もしくは状態を有する対象、または細胞療法を必要とするか、もしくは細胞
療法が投与される対象である。対象は、一部の態様では、特定の治療介入、例えば、細胞
が単離、処理、および/または操作される養子細胞療法を必要とするヒトである。
【０１６２】
　従って、前記細胞は、一部の態様では、初代細胞、例えば、初代ヒト細胞である。前記
試料には、対象から直接採取した組織、液体、および他の試料、ならびに1つまたは複数
の処理工程、例えば、分離、遠心分離、遺伝子操作（例えば、ウイルスベクターを用いた
形質導入）、洗浄、および/またはインキュベーションに起因する試料が含まれる。生物
学的試料は、生物学的供給源から直接得られた試料でもよく、処理された試料でもよい。
生物学的試料には、体液、例えば、血液、血漿、血清、脳脊髄液、滑液、尿および汗、組
織および臓器試料が、これらから得られた処理済み試料を含めて含まれるが、これに限定
されない。
【０１６３】
　一部の局面において、前記細胞が得られる、または単離される試料は血液もしくは血液
由来試料であるか、アフェレーシスもしくは白血球搬出法による生成物であるか、または
これから得られる。例示的な試料には、全血、末梢血単核球（PBMC）、白血球、骨髄、胸
腺、組織生検材料、腫瘍、白血病、リンパ腫、リンパ節、消化管に関連するリンパ系組織
、粘膜に関連するリンパ系組織、脾臓、他のリンパ系組織、肝臓、肺、胃、腸、結腸、腎
臓、膵臓、乳房、骨、前立腺、子宮頸部、精巣、卵巣、扁桃腺、もしくは他の臓器、およ
び/またはこれらに由来する細胞が含まれる。試料には、細胞療法、例えば、養子細胞療
法の状況では、自己供給源および同種異系供給源に由来する試料が含まれる。
【０１６４】
　一部の態様において、前記細胞は細胞株、例えば、T細胞株に由来する。前記細胞は、
一部の態様では、異種供給源から、例えば、マウス、ラット、非ヒト霊長類、およびブタ
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から得られる。
【０１６５】
　一部の態様において、前記細胞の単離には、1つまたは複数の調製工程および/または親
和性に基づかない細胞分離工程が含まれる。一部の例では、例えば、望ましくない成分を
除去するために、望ましい成分を濃縮するために、細胞を溶解するか、または特定の試薬
に対して感受性のある細胞を除去するために、1種または複数種の試薬の存在下で細胞が
洗浄、遠心分離、および/またはインキュベートされる。一部の例では、細胞は、密度、
粘着性、サイズ、特定の成分に対する感受性および/または耐性などの1つまたは複数の特
性に基づいて分離される。
【０１６６】
　一部の例では、対象の循環血に由来する細胞は、例えば、アフェレーシスまたは白血球
搬出法によって得られる。試料は、一部の局面では、T細胞、単球、顆粒球、B細胞、他の
有核白血球を含むリンパ球、赤血球、および/または血小板を含有し、一部の局面では、
赤血球および血小板以外の細胞を含有する。
【０１６７】
　一部の態様において、例えば、血漿画分を除去するために、および後の処理工程のため
に前記細胞を適切な緩衝液または培地に入れるために、対象から収集した血球は洗浄され
る。一部の態様において、前記細胞はリン酸緩衝食塩水（PBS）で洗浄される。一部の態
様において、洗浄溶液には、カルシウムおよび/もしくはマグネシウムならびに/または多
くの、もしくは全ての二価カチオンが無い。一部の局面において、洗浄工程は半自動「フ
ロースルー」遠心機（例えば、Cobe 2991 cell processor, Baxter）によって製造業者の
説明書に従って成し遂げられる。一部の局面において、洗浄工程はタンジェント流（tang
ential flow）濾過（TFF）によって製造業者の説明書に従って成し遂げられる。一部の態
様において、洗浄後に、前記細胞は、様々な生体適合性緩衝液、例えば、Ca++/Mg++を含
まないPBSで再懸濁される。ある特定の態様において、血球試料の成分は除去され、前記
細胞は培養培地に直接、再懸濁される。
【０１６８】
　一部の態様において、前記方法には、密度に基づく細胞分離方法、例えば、赤血球溶解
による末梢血からの白血球の調製、およびPercoll勾配またはFicoll勾配による遠心分離
が含まれる。
【０１６９】
　一部の態様において、単離方法には、細胞における、1種または複数種の特定の分子、
例えば、表面マーカー、例えば、表面タンパク質、細胞内マーカー、または核酸の発現ま
たは存在に基づく様々な細胞タイプの分離が含まれる。一部の態様において、このような
マーカーに基づいて分離するための任意の公知の方法を使用することができる。一部の態
様において、分離は親和性または免疫親和性に基づく分離である。例えば、単離は、一部
の局面では、例えば、このようなマーカーに特異的に結合する抗体または結合パートナー
とインキュベートし、その後に、一般的に洗浄工程を行い、抗体または結合パートナーに
結合している細胞を、抗体または結合パートナーに結合していない細胞から分離すること
によって、1種または複数種のマーカー、典型的には細胞表面マーカーの細胞発現または
発現レベルに基づいて細胞および細胞集団を分離することを含む。
【０１７０】
　このような分離工程は、さらに使用するために、試薬に結合した細胞が保持される正の
選択に基づいてもよく、および/または抗体または結合パートナーに結合していない細胞
が保持される負の選択に基づいてもよい。一部の例では、さらに使用するために両画分と
も保持される。一部の局面において、不均質な集団の中にある細胞タイプを特異的に特定
する抗体が利用できない場合、望ましい集団以外の細胞によって発現されるマーカーに基
づいて分離が最も良く行われるように、負の選択が特に有用な場合がある。
【０１７１】
　分離によって、特定のマーカーを発現する特定の細胞集団または細胞が100％濃縮また
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は除去される必要はない。例えば、特定のタイプの細胞、例えば、マーカーを発現する細
胞の正の選択または濃縮とは、このような細胞の数またはパーセントが増加することを指
すが、このマーカーを発現しない細胞が完全に無くなる必要はない。同様に、特定のタイ
プの細胞、例えば、マーカーを発現する細胞の負の選択、除去、または枯渇とは、このよ
うな細胞の数またはパーセントが減少することを指すが、このような細胞が全て完全に取
り除かれる必要はない。
【０１７２】
　一部の例では、複数回の分離工程が行われ、この場合、ある工程に由来する正に選択さ
れた画分または負に選択された画分は別の分離工程、例えば、後の正の選択または負の選
択に供される。一部の例では、1回の分離工程で、例えば、それぞれが負の選択のために
標的化されたマーカーに特異的な複数種の抗体または結合パートナーと細胞をインキュベ
ートすることによって、同時に、複数種のマーカーを発現する細胞を枯渇させることがで
きる。同様に、様々な細胞タイプの表面に発現している複数種の抗体または結合パートナ
ーと細胞をインキュベートすることによって、複数の細胞タイプを同時に正に選択するこ
とができる。
【０１７３】
　例えば、一部の局面において、特定のT細胞部分母集団、例えば、1種類もしくは複数種
の表面マーカーが陽性の細胞または高レベルの1種類もしくは複数種の表面マーカーを発
現する細胞、例えば、CD28+、CD62L+、CCR7+、CD27+、CD127+、CD4+、CD8+、CD45RA+、お
よび/またはCD45RO+T細胞が正の選択法または負の選択法によって単離される。
【０１７４】
　例えば、CD3+、CD28+T細胞は、抗CD3/抗CD28結合磁気ビーズ（例えば、DYNABEADS（登
録商標）M-450 CD3/CD28 T Cell Expander）を用いて正に選択することができる。
【０１７５】
　一部の態様において、単離は、特定の細胞集団を正の選択によって濃縮することによっ
て、または特定の細胞集団を負の選択によって枯渇させることによって行われる。一部の
態様において、正の選択または負の選択は、それぞれ、正に選択された細胞または負に選
択された細胞の表面に発現している1種類もしくは複数種の表面マーカー（マーカー+）ま
たは比較的高いレベルで発現している1種類もしくは複数種の表面マーカー（マーカーhig

h）に特異的に結合する1種または複数種の抗体または他の結合作用物質と細胞をインキュ
ベートすることによって成し遂げられる。
【０１７６】
　一部の態様において、T細胞は、非T細胞、例えば、B細胞、単球、または他の白血球の
表面に発現しているマーカー、例えば、CD14の負の選択によってPBMC試料から分離される
。一部の局面において、CD4+ヘルパーおよびCD8+細胞傷害性T細胞を分離するために、CD4
+選択工程またはCD8+選択工程が用いられる。このようなCD4+集団およびCD8+集団は、1つ
または複数のナイーブ、メモリー、および/またはエフェクターT細胞部分母集団の表面に
おいて発現しているか、または比較的多量に発現しているマーカーを対象にした正の選択
または負の選択によって部分母集団にさらに選別することができる。
【０１７７】
　一部の態様において、さらに、CD8+細胞は、ナイーブ、セントラルメモリー、エフェク
ターメモリー、および/またはセントラルメモリー幹細胞について、例えば、それぞれの
部分母集団に関連する表面抗原に基づいた正の選択または負の選択によって濃縮または枯
渇される。一部の態様において、効力を高めるために、例えば、長期生存、拡大、および
/または投与後の生着を改善するために、セントラルメモリーT（TCM）細胞の濃縮が行わ
れる。一部の局面において、この効力は、このような部分母集団において特にロバストで
ある。Terakura et al.（2012） Blood.1:72-82; Wang et al.（2012） J Immunother. 3
5（9）:689-701を参照されたい。一部の態様において、TCMが濃縮されたCD8+T細胞および
CD4+T細胞を組み合わせると効力がさらに高まる。
【０１７８】
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　態様において、メモリーT細胞は、CD8+末梢血リンパ球のCD62L+サブセットおよびCD62L
-サブセットの両方に存在する。PBMCを、例えば、抗CD8抗体および抗CD62L抗体を用いて
、CD62L-CD8+画分および/またはCD62L+CD8+画分について濃縮または枯渇させることがで
きる。
【０１７９】
　一部の態様において、セントラルメモリーT（TCM）細胞の濃縮は、CD45RO、CD62L、CCR
7、CD28、CD3、および/またはCD127の正の、または多量の表面発現に基づいている。一部
の局面において、セントラルメモリーT（TCM）細胞の濃縮は、CD45RAおよび/またはグラ
ンザイムBを発現するか、または多量に発現する細胞を対象にした負の選択に基づいてい
る。一部の局面において、TCM細胞が濃縮されたCD8+集団の単離は、CD4、CD14、CD45RAを
発現する細胞の枯渇と、CD62Lを発現する細胞を対象にした正の選択または濃縮によって
行われる。一局面において、セントラルメモリーT（TCM）細胞の濃縮は、CD4発現に基づ
いて選択された細胞の負の画分から開始して行われ、この画分は、CD14およびCD45RAの発
現に基づく負の選択と、CD62Lに基づく正の選択に供される。このような選択は一部の局
面では同時に行われ、他の局面では連続して、どちらの順序でも行われる。一部の局面に
おいて、CD4に基づく分離から正の画分および負の画分が両方とも保持され、この方法の
後の工程において、任意で、1つまたは複数のさらなる正の選択工程または負の選択工程
の後に用いられるように、CD8+細胞集団または部分母集団の調製において用いられた同じ
CD4発現に基づく選択工程が、CD4+細胞集団または部分母集団を作製するのにも用いられ
る。
【０１８０】
　特定の例では、PBMC試料または他の白血球試料はCD4+細胞の選択に供される。この場合
、負の画分および正の画分が両方とも保持される。次いで、負の画分は、CD14およびCD45
RAまたはCD19の発現に基づく負の選択と、セントラルメモリーT細胞に特徴的なマーカー
、例えば、CD62LまたはCCR7に基づく正の選択に供される。この場合、正の選択および負
の選択はどちらの順序でも行われる。
【０１８１】
　CD4+Tヘルパー細胞は、細胞表面抗原を有する細胞集団を特定することによってナイー
ブ細胞、セントラルメモリー細胞、およびエフェクター細胞に選別される。CD4+リンパ球
は標準的な方法によって得ることができる。一部の態様において、ナイーブCD4+Tリンパ
球は、CD45RO-、CD45RA+、CD62L+、CD4+T細胞である。一部の態様において、セントラル
メモリーCD4+細胞はCD62L+およびCD45RO+である。一部の態様において、エフェクターCD4
+細胞はCD62L-およびCD45RO-である。
【０１８２】
　一例では、負の選択によってCD4+細胞を濃縮するために、モノクローナル抗体カクテル
は、典型的には、CD14、CD20、CD11b、CD16、HLA-DR、およびCD8に対する抗体を含む。一
部の態様において、正の選択および/または負の選択のために細胞の分離を可能にするた
めに、抗体または結合パートナーは固体支持体またはマトリックス、例えば、磁気ビーズ
または常磁性ビーズに結合される。例えば、一部の態様において、前記細胞および細胞集
団は、免疫磁気（または親和性磁気（affinitymagnetic））分離法を用いて分離または単
離される（Methods in Molecular Medicine, vol. 58: Metastasis Research Protocols,
 Vol.2: Cell Behavior In Vitro and In Vivo, p 17-25 Edited by: S. A. Brooks and 
U. Schumacher（著作権）Humana Press Inc., Totowa, NJにおいて概説される）。
【０１８３】
　一部の局面において、分離しようとする細胞の試料または組成物は、小さな、磁化可能
な、または磁気に反応する材料、例えば、磁気に反応する粒子または微粒子、例えば、常
磁性ビーズ（例えば、DynalbeadsまたはMACSビーズ）とインキュベートされる。磁気に反
応する材料、例えば、粒子は、一般的に、分離することが望ましい細胞または細胞集団、
例えば、負に選択する、または正に選択することが望ましい細胞または細胞集団の表面に
存在する分子、例えば、表面マーカーに特異的に結合する結合パートナー、例えば、抗体
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に直接的または間接的に取り付けられる。
【０１８４】
　一部の態様において、磁性粒子または磁気ビーズは、抗体または他の結合パートナーな
どの特異的結合メンバーに結合される、磁気に反応する材料を含む。磁気分離方法におい
て用いられる多くの周知の磁気に反応する材料がある。適切な磁性粒子には、参照により
本明細書に組み入れられる、Molday,米国特許第4,452,773号、および欧州特許明細書EP45
2342Bに記載の磁性粒子が含まれる。コロイドサイズの粒子、例えば、Owen 米国特許第4,
795,698号およびLiberti et al.,米国特許第5,200,084号に記載のコロイドサイズの粒子
が他の例である。
【０１８５】
　インキュベーションは、一般的に、磁性粒子または磁気ビーズに取り付けられている、
抗体または結合パートナーまたはこのような抗体もしくは結合パートナーに特異的に結合
する分子、例えば、二次抗体もしくは他の試薬が、もし細胞表面分子が試料中の細胞の表
面に存在すれば細胞表面分子に特異的に結合する条件下で行われる。
【０１８６】
　一部の局面において、試料は磁場の中に置かれ、磁気に反応する粒子または磁化可能な
粒子が取り付けられている細胞は磁石に引き付けられるか、非標識細胞から分離される。
正の選択の場合、磁石に引き付けられた細胞が保持される。負の選択の場合、引き付けら
れなかった細胞（非標識細胞）が保持される。一部の局面において、同じ選択工程の間に
正の選択と負の選択の組み合わせが行われ、正の画分および負の画分が保持され、さらに
処理されるか、またはさらなる分離工程を受ける。
【０１８７】
　ある特定の態様において、磁気に反応する粒子は一次抗体または他の結合パートナー、
二次抗体、レクチン、酵素、もしくはストレプトアビジンでコーティングされる。ある特
定の態様において、磁性粒子は、1種または複数種のマーカーに特異的な一次抗体のコー
ティングを介して細胞に取り付けられる。ある特定の態様において、前記細胞はビーズで
はなく、一次抗体または結合パートナーで標識され、次いで、細胞タイプ特異的な二次抗
体または他の結合パートナー（例えば、ストレプトアビジン）でコーティングされた磁性
粒子が添加される。ある特定の態様において、ストレプトアビジンでコーティングされた
磁性粒子が、ビオチン化した一次抗体または二次抗体と一緒に用いられる。
【０１８８】
　一部の態様において、後でインキュベート、培養、および/または操作される細胞に、
磁気に反応する粒子を取り付けたままにしておく。一部の局面において、患者に投与する
ために、前記粒子を細胞に取り付けたままにしておく。一部の態様において、磁化可能な
粒子または磁気に反応する粒子は細胞から取り除かれる。磁化可能な粒子を細胞から取り
除くための方法は公知であり、例えば、競合する非標識競合抗体、磁化可能な粒子、また
は切断可能なリンカーと結合体化した抗体などの使用を含む。一部の態様において、磁化
可能な粒子は生分解性である。
【０１８９】
　一部の態様において、親和性に基づく選択は、磁気活性化細胞選別（MACS）（Miltenyi
 Biotec, Auburn, CA）を介した選択である。磁気活性化細胞選別（MACS）システムは、
磁化粒子が取り付けられている細胞を高純度で選択することができる。ある特定の態様に
おいて、MACSは、外部磁場が印加された後に、非標的種および標的種が連続して溶出され
るモードで動作する。すなわち、取り付けられなかった種が溶出される間に、磁化粒子に
取り付けられた細胞は所定の位置に保たれる。次いで、この第1の溶出工程が完了した後
に、磁場に閉じ込められ、溶出しないようにされていた種は、このような種が溶出および
回収が可能なように何らかのやり方で遊離される。ある特定の態様において、非標的細胞
は標識され、不均質な集団細胞から枯渇される。
【０１９０】
　ある特定の態様において、単離または分離は、前記方法の単離工程、細胞調製工程、分
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離工程、処理工程、インキュベーション工程、培養工程、および/または製剤化工程の1つ
または複数を行うシステム、装置、または器具を用いて行われる。一部の局面において、
前記システムは、例えば、誤り、使用者の操作、および/または汚染を最小限にするため
に、これらの各工程を閉じた、または無菌の環境において行うのに用いられる。一例では
、システムは、国際特許出願公開番号WO2009/072003またはUS20110003380A1に記載のシス
テムである。
【０１９１】
　一部の態様において、システムまたは器具は、統合システム型もしくは自立型システム
において、および/または自動的に、もしくはプログラム可能なやり方で、単離工程、処
理工程、操作工程、および製剤化工程の1つまたは複数、例えば、全てを行う。一部の局
面において、システムまたは器具は、使用者が、処理工程、単離工程、操作工程、および
製剤化工程の様々な局面をプログラムする、制御する、そのアウトカムを評価する、およ
び/または調整するのを可能にする、システムまたは器具と通信するコンピュータおよび/
またはコンピュータプログラムを備える。
【０１９２】
　一部の局面において、例えば、閉じた無菌のシステムにおいて細胞を臨床規模レベルで
自動分離するために、分離工程および/または他の工程はCliniMACSシステム（Miltenyi B
iotec）を用いて行われる。構成要素には、内蔵型マイクロコンピュータ、磁気分離ユニ
ット、蠕動ポンプ、および様々なピンチ弁が含まれる場合がある。内蔵型コンピュータは
一部の局面では機器の全構成要素を制御し、反復手順を統一された順序で行うようにシス
テムを命令する。磁気分離ユニットは、一部の局面では、可動性の永久磁石および選択カ
ラム用のホルダを備える。蠕動ポンプはチューブセット全体にわたる流速を制御し、ピン
チ弁と一緒に、緩衝液がシステムを制御されて流れ、細胞が絶え間なく懸濁されるのを確
かなものにする。
【０１９３】
　CliniMACSシステムは、一部の局面では、滅菌した非発熱性の溶液に溶解して供給され
る、抗体に結合した磁化可能な粒子を使用する。一部の態様において、細胞は磁性粒子で
標識された後に、余分な粒子を除去するために洗浄される。次いで、細胞調製バッグがチ
ューブセットに接続され、そして次にチューブセットは緩衝液含有バックおよび細胞収集
バッグに接続される。チューブセットは、プレカラムおよび分離カラムを含む予め組み立
てられた滅菌チューブからなり、使い捨て専用である。分離プログラムが開始した後に、
システムは分離カラムに細胞試料を自動的にアプライする。標識された細胞はカラム内に
保持されるのに対して、標識されなかった細胞は一連の洗浄工程によって除去される。一
部の態様において、本明細書に記載の方法と共に使用するための細胞集団は標識されず、
カラム内に保持されない。一部の態様において、本明細書に記載の方法と共に使用するた
めの細胞集団は標識され、カラム内に保持される。一部の態様において、磁場が取り除か
れた後に、本明細書に記載の方法と共に使用するための細胞集団はカラムから溶出され、
細胞収集バッグ内に収集される。
【０１９４】
　ある特定の態様において、分離工程および/または他の工程はCliniMACS Prodigyシステ
ム（Miltenyi Biotec）を用いて行われる。CliniMACS Prodigyシステムには、一部の局面
では、細胞を自動洗浄し、遠心分離によって分画する細胞処理ユニット（cell processin
g unity）が付いている。CliniMACS Prodigyシステムはまた、内蔵カメラと、供給源の細
胞産物の巨視的な層を識別することによって最適な細胞分画エンドポイントを決定する画
像認識ソフトウェアも備えている場合がある。例えば、末梢血は赤血球、白血球、および
血漿の層に自動的に分離される。CliniMACS Prodigyシステムはまた、細胞培養プロトコ
ール、例えば、細胞分化および拡大、抗原添加、ならびに長期細胞培養を行う内臓型細胞
発育チャンバーも備えている場合がある。インプットポートを用いると、培地を無菌的に
取り出し、補充することができる。細胞は、内臓型顕微鏡を用いてモニタリングすること
ができる。例えば、Klebanoff et al.（2012） J Immunother. 35（9）: 651-660, Terak



(42) JP 6949728 B2 2021.10.13

10

20

30

40

50

ura et al.（2012） Blood.1:72-82、およびWang et al.（2012） J Immunother. 35（9
）:689-701を参照されたい。
【０１９５】
　一部の態様において、本明細書に記載の細胞集団はフローサイトメトリーを介して収集
および濃縮（または枯渇）される。フローサイトメトリーでは、複数種の細胞表面マーカ
ーについて染色された細胞は流体の流れに入って運ばれる。一部の態様において、本明細
書に記載の細胞集団は、分取スケール（preparative scale）（FACS）選別を介して収集
および濃縮（または枯渇）される。ある特定の態様において、本明細書に記載の細胞集団
は、FACSに基づく検出系と組み合わせて微小電気機械システム（MEMS）チップを用いるこ
とによって収集および濃縮（または枯渇）される（例えば、WO2010/033140, Cho et al.
（2010） Lab Chip 10, 1567-1573;および Godin et al.（2008） J Biophoton. 1（5）:
355-376を参照されたい）。どちらの場合でも、細胞は複数種のマーカーで標識すること
ができ、それによって、詳細に明らかにされたT細胞サブセットを高純度で単離すること
が可能になる。
【０１９６】
　一部の態様において、正の選択および/または負の選択のために分離を容易にするため
に、抗体または結合パートナーは1種または複数種の検出可能なマーカーで標識される。
例えば、分離は蛍光標識抗体との結合に基づいてもよい。一部の例では、1種または複数
種の細胞表面マーカーに特異的な抗体または他の結合パートナーの結合に基づく細胞の分
離は、流体の流れの中で、例えば、分取スケールFACSおよび/または微小電気機械システ
ム（MEMS）チップを備える蛍光標識細胞分取（FACS）によって、例えば、フローサイトメ
トリー検出系と組み合わせて行われる。このような方法を用いると、複数種のマーカーに
基づいて正の選択および負の選択を同時に行うことができる。
【０１９７】
　一部の態様において、調製方法は、単離、インキュベーション、および/または操作の
前または後に細胞を凍結、例えば、凍結保存するための工程を含む。一部の態様において
、凍結工程およびその後の解凍工程によって、細胞集団の中にある顆粒球が取り除かれ、
単球がある程度まで取り除かれる。一部の態様において、例えば、血漿および血小板を取
り除く洗浄工程の後に、前記細胞は凍結溶液に懸濁される。様々な任意の公知の凍結溶液
およびパラメータを一部の局面で使用することができる。一例は、20％DMSOおよび8％ヒ
ト血清アルブミン（HSA）を含有するPBS、または他の適切な細胞凍結培地を使用すること
を伴う。次いで、DMSOおよびHSAの最終濃度がそれぞれ10％および4％になるように、これ
を培地で1:1に希釈する。次いで、細胞は通常、1分につき1°の速度で-80℃まで凍結され
、液体窒素貯蔵タンクの気相の中で保管される。
【０１９８】
　一部の態様において、提供される方法は、発育工程、インキュベーション工程、培養工
程、および/または遺伝子操作工程を含む。インキュベーションおよび/または操作は、培
養容器、例えば、ユニット、チャンバー、ウェル、カラム、チューブ、チューブセット、
弁、バイアル、培養皿、バック、または細胞を培養もしくは発育するための他の容器の中
で行われてもよい。一部の態様において、前記細胞は遺伝子操作の前に、または遺伝子操
作に関連してインキュベートおよび/または培養される。インキュベーション工程は、培
養、発育、刺激、活性化、および/または増殖を含んでもよい。一部の態様において、前
記組成物または細胞は刺激条件または刺激作用物質の存在下でインキュベートされる。こ
のような条件は、遺伝子操作のために、例えば、組換え抗原受容体を導入するために、集
団内の細胞の増殖、拡大、活性化、および/もしくは生存を誘導するように、（補助刺激
有りまたは無しで）抗原曝露を模倣するように、ならびに/または細胞を初回刺激（prime
）するように設計された条件を含む。
【０１９９】
　条件は、特定の培地、温度、酸素含有量、二酸化炭素含有量、時間、作用物質、例えば
、栄養分、アミノ酸、抗生物質、イオン、および/または刺激因子、例えば、サイトカイ
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ン、ケモカイン、抗原、結合パートナー、融合タンパク質、組換え可溶性受容体、ならび
に細胞を活性化するように設計された他の任意の作用物質のうち1つまたは複数を含んで
もよい。
【０２００】
　一部の態様において、刺激条件または刺激作用物質には、TCR複合体の細胞内シグナル
伝達ドメインを活性化することができる1種または複数種の作用物質、例えば、リガンド
が含まれる。一部の局面において、この作用物質は、T細胞におけるTCR/CD3細胞内シグナ
ル伝達カスケードをオンにするか、または開始する。このような作用物質には、例えば、
ビーズなどの固体支持体に結合した、抗体、例えば、TCR成分および/もしくは補助刺激受
容体に特異的な抗体、例えば、抗CD3、抗CD28、ならびに/または1種類もしくは複数種の
サイトカインが含まれ得る。任意で、拡大方法は、抗CD3および/または抗CD28の抗体を（
例えば、少なくとも約0.5ng/mlの濃度で）培養培地に添加する工程をさらに含んでもよい
。一部の態様において、刺激作用物質には、IL-2および/またはIL-15、例えば、少なくと
も約10単位/mLの濃度のIL-2が含まれる。
【０２０１】
　一部の局面において、インキュベーションは、Riddellらへの米国特許第6,040,177号、
Klebanoff et al.（2012） J Immunother. 35（9）: 651-660、Terakura et al.（2012）
 Blood.1:72-82、および/またはWang et al.（2012） J Immunother. 35（9）:689-701に
記載の技法などの技法に従って行われる。
【０２０２】
　一部の態様において、T細胞は、（例えば、結果として生じた細胞集団が、拡大させよ
うとする初期集団内でTリンパ球1個につき少なくとも約5個、10個、20個、もしくは40個
またはそれより多いPBMCフィーダー細胞を含有するように）フィーダー細胞、例えば、非
分裂末梢血単核球（PBMC）を培養開始組成物に添加し、培養物を（例えば、T細胞の数を
増やすのに十分な時間にわたって）インキュベートすることによって拡大される。一部の
局面において、非分裂フィーダー細胞はγ線を照射したPBMCフィーダー細胞を含んでもよ
い。一部の態様において、細胞分裂を阻止するために、PBMCに約3000～3600ラドの範囲の
γ線が照射される。一部の局面において、フィーダー細胞が培養培地に添加された後に、
T細胞の集団が添加される。
【０２０３】
　一部の態様において、刺激条件は、ヒトTリンパ球の成長に適した温度、例えば、少な
くとも約25℃、一般的には少なくとも約30度、および一般的には37℃または約37℃を含む
。任意で、インキュベーションは、フィーダー細胞として非分裂性のEBV形質転換リンパ
芽球様細胞（LCL）を添加する工程をさらに含んでもよい。LCLに、約6000～10,000ラドの
範囲のγ線を照射することができる。LCLフィーダー細胞は、一部の局面では、LCLフィー
ダー細胞と初回Tリンパ球との比が少なくとも約10:1などの任意の適切な量で提供される
。
【０２０４】
III. 遺伝子操作されたT細胞および操作された細胞が関与するPD-1およびPD-L1相互作用
を調整するために、遺伝子発現を抑制するための方法
　一部の態様において、遺伝子操作された細胞を調製する方法は、細胞における免疫阻害
性分子（例えばPD-1またはPD-L1）の発現を低減するまたは低減することができる作用物
質を導入する工程を含み、その導入は、CARなどのトランスジェニック受容体をコードす
る核酸の導入と同時にまたは逐次的に行うことができる。一部の態様では、前記作用物質
を含むか、前記作用物質内に包含されるか、前記作用物質をコードする核酸分子が、細胞
に導入される。遺伝子操作された（組換え）細胞表面受容体を含み、PD-1またはPD-L1な
どの免疫阻害性分子の発現が低減されているか、PD-1またはPD-L1などの免疫阻害性分子
をコードする遺伝子が破壊されている細胞も提供される。一部の態様において、細胞は、
免疫阻害性分子の発現を低減または抑制する作用物質、例えば阻害性核酸分子を含む。
【０２０５】
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　一部の態様では、細胞内で、1つまたは複数の遺伝子の発現、活性、および/または機能
が、抑制される。ここに提供される方法は、T細胞などの細胞において、例えばCAR発現T
細胞において、遺伝子抑制をもたらす。一部の態様では、操作された細胞において遺伝子
、例えば前記細胞による免疫応答を阻害する過程に関与する遺伝子を抑制および/または
破壊することによって阻害効果を低減することができる作用物質を含有する、T細胞など
の細胞、例えばCAR発現T細胞も提供される。一部の態様において、前記1つまたは複数の
遺伝子は、PD-1および/またはPD-L1をコードする遺伝子を抑制した。一部の態様において
、抑制される1つまたは複数の遺伝子は、PDCD1および/またはCD274である。
【０２０６】
　一部の態様において、遺伝子抑制は、遺伝子の破壊、例えばノックアウト、挿入、ミス
センス変異もしくはフレームシフト変異、例えば両アレルフレームシフト変異、遺伝子の
全部または一部の欠失、例えば1つまたは複数のエクソンもしくはその部分の欠失、およ
び/またはノックインなどを引き起こすことによって実行される。そのような破壊は、一
部の態様において、ある遺伝子の配列またはその一部分の配列を標的とするように特別に
設計された、配列特異的ヌクレアーゼまたは標的ヌクレアーゼ、例えばジンクフィンガー
ヌクレアーゼ（ZFN）および転写アクチベーター様エフェクターヌクレアーゼ（TALEN）な
どのDNA結合標的ヌクレアーゼおよび遺伝子編集ヌクレアーゼ、ならびにCRISPR関連ヌク
レアーゼ（Cas）などのRNAガイド型ヌクレアーゼを含む作用物質によって引き起こすこと
ができる。一部の態様において、そのような配列特異的ヌクレアーゼまたは標的ヌクレア
ーゼは、阻害性核酸分子によってコードされる。一部の態様において、そのようなヌクレ
アーゼは、ガイドRNA（gRNA）などのDNA結合核酸分子によってガイドされ、またはターゲ
ティングされうる。
【０２０７】
　一部の態様において、遺伝子抑制は、PD-1またはPD-L1などの免疫阻害性分子の発現の
低減を引き起こすことによって実行される。一部の態様において、そのような遺伝子抑制
は、前記遺伝子の発現を選択的に抑制または抑制するために使用することができる阻害性
核酸分子を使って、例えばRNA干渉（RNAi）、短鎖干渉RNA（siRNA）、短鎖ヘアピン（shR
NA）、マイクロRNA（miRNA）、アンチセンスRNA、および/またはリボザイムによって、達
成される。siRNA技術には、遺伝子から転写されるmRNAのヌクレオチド配列に相同な配列
と前記ヌクレオチド配列に相補的な配列とを有する二本鎖RNA分子を利用するRNAiに基づ
くものが含まれる。siRNAは、一般に、遺伝子から転写されるmRNAの一領域に相同/相補的
であるか、または異なる領域に相同/相補的である複数のRNA分子を含むsiRNAでありうる
。一部の態様では、遺伝子抑制が、DNA結合核酸分子、例えばガイドRNA（gRNA）と、RNA
ガイド型ヌクレアーゼの変異体、例えば酵素的に不活性なCas9（eiCas9）タンパク質また
はeiCas9を含有する融合タンパク質とを使って達成される。一部の態様では、遺伝子抑制
が、DNA結合標的タンパク質、例えばジンクフィンガータンパク質（ZFP）またはZFPを含
有する融合タンパク質によって達成される。
【０２０８】
A. PD-1またはPD-L1発現の低減
　一部の態様において、ここに提供される方法および細胞は、細胞におけるPD-1またはPD
-L1の発現のノックダウン、例えば低減または抑制をもたらす。一部の態様において、前
記ノックダウンは、一過性であることができ、例えば条件的である。一部の態様において
、前記ノックダウンは非一過性、すなわち永続的である。
【０２０９】
　一部の態様において、PD-1またはPD-L1の発現のノックダウン、抑制または低減は、RNA
干渉（RNAi）によって達成する。一部の態様において、RNAiは、その標的核酸配列に対し
て配列特異的ホモロジーを有する二本鎖RNA（dsRNA）分子によって媒介されうる（Caplen
, N. J., et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 98:9742-9747（2001））。ショウジョウ
バエ（Drosophila）無細胞溶解物における生化学的研究は、一部の態様において、RNA依
存的遺伝子サイレンシングのメディエーターが21～25ヌクレオチドの「低分子干渉」RNA
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二重鎖（siRNA）であることを示している。siRNAは、ダイサーとして公知のRNase酵素に
よるdsRNAのプロセシングに由来しうる（Bernstein, E., et al., Nature 409:363-366（
2001））。siRNA二重鎖産物は、RNA誘導サイレンシング複合体（RISC）と呼ばれる多タン
パク質siRNA複合体に動員されうる。一部の態様では、次に、RISCは標的核酸（好適にはm
RNA）へのガイドを受けることができ、そこではsiRNA二重鎖が配列特異的に相互作用する
ことで開裂を触媒的に媒介する（Bernstein, E., et al., Nature 409: 363-366（2001）
、Boutla, A., et al., Curr. Biol. 11:1776-1780（2001））。低分子干渉RNAは、当技
術分野において周知であり当業者であれば精通しているであろう手順に従って、合成し、
使用することができる。低分子干渉RNAは約0～約50ヌクレオチド（nt）を含む。非限定的
態様の例として、siRNAは、約5～約40nt、約5～約30nt、約10～約30nt、約15～約25nt、
または約20～25ヌクレオチドを含みうる。
【０２１０】
　一部の態様において、RNA干渉作用物質は、RNAi機序によって遺伝子発現の阻害を媒介
することが当技術分野において公知である分子に特有の構造、または互いにハイブリダイ
ズしてそのような構造を形成する少なくとも部分的に相補的な部分を含むRNA鎖を有する
、少なくとも部分的に二本鎖のRNAである。RNAが互いにハイブリダイズする相補的領域を
含む場合、そのRNAは自己ハイブリダイズすると言われるであろう。一部の態様において
、阻害性核酸、例えばRNA干渉作用物質は、標的遺伝子に対して実質的に相補的な部分を
含む。一部の態様において、RNA干渉作用物質は、任意で、1つまたは複数のヌクレオチド
類似体またはヌクレオチド修飾を含む。RNAi作用物質がリボヌクレオチド、デオキシリボ
ヌクレオチド、ヌクレオチド類似体、修飾ヌクレオチドまたは修飾バックボーンなどを含
みうることは、当業者にはわかるであろう。一部の態様において、RNA干渉作用物質は、
転写後に修飾されうる。一部の態様において、RNA干渉作用物質は、ハイブリダイズまた
は自己ハイブリダイズすることにより、約15～29ヌクレオチド長の二重鎖部分を含み、任
意で、二重鎖内に1つまたは複数のミスマッチまたは不対合ヌクレオチドを有する構造を
形成する、1つまたは複数の鎖を含む。一部の態様において、RNA干渉作用物質は、短鎖干
渉RNA（siRNA）、短鎖ヘアピンRNA（shRNA）、および細胞内でプロセシングされてshRNA
を生成しうる他のRNA種、例えば限定するわけではないが、天然のmiRNA前駆体と同一なRN
A種、または設計されたmiRNA様RNAの前駆体を含む。
【０２１１】
　一部の態様において、「短鎖干渉RNA」（siRNA）という用語は、約15～29ヌクレオチド
長の二本鎖部分を含み、任意で、どちらか一方の鎖または両方の鎖に一本鎖オーバーハン
グ（例えば1～6ヌクレオチド長）をさらに含む、核酸を指す。一部の態様において、二本
鎖部分は17～21ヌクレオチド長、例えば19ヌクレオチド長でありうる。一部の態様におい
て、オーバーハングは各鎖の3'端に存在し、2ヌクレオチド長であることができ、DNAまた
はヌクレオチド類似体で構成されうる。siRNAは、互いにハイブリダイズする2本のRNA鎖
から形成されうるか、あるいはより長い二本鎖RNAから、または自己ハイブリダイズ部分
を含む一本のRNA鎖、例えば短鎖ヘアピンRNAから、作製されうる。1つまたは複数のミス
マッチまたは不対合ヌクレオチドが2本のsiRNA鎖によって形成される二重鎖中に存在しう
ることは、当業者には理解されるであろう。一部の態様において、siRNAの一方の鎖（「
アンチセンス」鎖または「ガイド」鎖）は、標的核酸、例えばmRNA転写産物とハイブリダ
イズする部分を含む。一部の態様において、アンチセンス鎖は、標的に対して、約15～29
ヌクレオチド、時には17～21ヌクレオチド、例えば19ヌクレオチドにわたって完全に相補
的である、つまり、siRNAはこの長さにわたって、ただ一つのミスマッチもなく標的転写
産物にハイブリダイズする。ただし、siRNA鎖と標的転写産物との間に形成される二重鎖
中に、1つまたは複数のミスマッチまたは不対合ヌクレオチドが存在しうることは、当業
者には理解されるであろう。
【０２１２】
　一部の態様において、PD-L1および/またはPD-1発現は、PD-L1またはPD-1をコードする
核酸を標的とする低分子ヘアピンRNA（shRNA）を使って、低減または抑制される。一部の



(46) JP 6949728 B2 2021.10.13

10

20

30

40

50

態様において、短鎖ヘアピンRNA（shRNA）は、RNAiを媒介するのに十分な長さ（典型的に
は15～29ヌクレオチド長）の二重鎖構造を形成するようにハイブリダイズしているか、そ
のようにハイブリダイズすることができる、少なくとも2つの相補的部分と、二重鎖を形
成する前記2つの配列の端をつなぐループを形成する典型的には約1～10ヌクレオチド長の
少なくとも1つの一本鎖部分とを含む核酸分子である。一部の態様において、前記構造は
オーバーハングをさらに含みうる。所与の標的遺伝子をノックダウンするための適切なsh
RNA配列は、当技術分野において周知であるか、当業者によってすぐに決定されうる。
【０２１３】
　一部の態様において、shRNAの自己相補的部分のハイブリダイゼーションによって形成
される二重鎖は、siRNAのそれと類似する性質を有することができ、後述のように、shRNA
は、保存された細胞RNAi機構によってsiRNAにプロセシングされうる。したがってshRNAは
siRNAの前駆体であることができ、標的転写産物の発現を同様に阻害することができうる
。一部の態様において、shRNAは、標的核酸、例えばmRNA転写産物とハイブリダイズする
部分を含み、標的に対し、約15～29ヌクレオチド、時には17～21ヌクレオチド、例えば19
ヌクレオチドにわたって、完全に相補的でありうる。しかし、shRNA鎖と標的転写産物と
の間に形成される二重鎖中に1つまたは複数のミスマッチまたは不対合ヌクレオチドが存
在しうることは、当業者には理解されるであろう。
【０２１４】
　一部の態様において、shRNAは、A-B-CまたはC-B-Aという構造のヌクレオチド（例えばD
NA）配列を含む。一部の態様において、このカセットは、少なくとも2つのDNAセグメント
AおよびCまたはCおよびAを含み、ここでは該少なくとも2つのセグメントのそれぞれが上
に定義した別個のプロモーター（例えば誘導性U6、H1などを含むPol IIIプロモーター）
の制御下にある。上記のセグメントにおいて、Aは、ノックダウンしようとする遺伝子（
例えばPD-L1またはPD-1）に対して少なくとも90％相補的、または100％相補的である15～
35bpまたは19～29bpのDNA配列であることができ、Bは、発現したRNAヘアピン分子のルー
プを形成する5～9bpを有するスペーサーDNA配列であることができ、Cは、配列Aに対して
少なくとも85％相補的な15～35または19～29bpのDNA配列であることができる。
【０２１５】
　一部の態様において、RNA干渉作用物質は、（1）そのRNAi作用物質が、転写産物に対し
て、約15～29ヌクレオチド長の領域、例えば少なくとも約15、約17、約18、または約19ヌ
クレオチド長の領域にわたって、少なくとも約80％、約85％、約90％、約91％、約92％、
約93％、約94％、約95％、約96％、約97％、約98％、約99％、または約100％相補的であ
る部分、例えば鎖を含み、かつ/または（2）RNAi作用物質の一方の鎖の一続きの15ヌクレ
オチドと転写産物の15ヌクレオチド部分とによって形成される二重鎖のTmが、哺乳動物細
胞の細胞質内または核内に通例見いだされる条件（温度を除く）下で、RNA干渉作用物質
の同じ15ヌクレオチドとその正確な相補体とによって形成されるであろう二重鎖のTmを、
約15℃を超えて下回らず、または約10℃を超えて下回らず、かつ/または（3）転写産物の
安定性が当該RNA干渉作用物質の存在下でそれが存在しない場合と比較して低減されるの
であれば、転写産物およびその転写産物をコードする遺伝子に「標的化」されているとみ
なされる。一部の態様において、転写産物に標的化されたRNA干渉作用物質は、その転写
産物をコードし、その合成を指示する遺伝子に標的化されているとみなすこともできる。
一部の態様において、標的領域は、標的転写産物のうち、RNA干渉作用物質のアンチセン
ス鎖とハイブリダイズする領域であることができる。一部の態様において、標的転写産物
は、RNA干渉による阻害の標的である任意のRNAであることができる。
【０２１６】
　一部の態様において、siRNAは、PD-L1および/またはPD-1の発現を選択的に抑制する。
加えて、siRNAのヌクレオチド配列のすべてがPD-L1および/またはPD-1のmRNAのヌクレオ
チド配列に由来するか、またはその一部が前記ヌクレオチド配列に由来しうる。
【０２１７】
　一部の態様において、siRNAはリボヌクレオチドから構成されうる。そして、その一部
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は、リボヌクレオチド以外のヌクレオチド、例えばデオキシリボヌクレオチド、デオキシ
リボヌクレオチドの誘導体、リボヌクレオチドの誘導体などを含みうる。siRNAは、公知
の化学合成法によって合成することができるが、その方法は特には制限されない。一部の
態様では、適切なテンプレート核酸を使って、siRNAを酵素的に（例えばRNAポリメラーゼ
を使って）調製しうる。一部の態様において、siRNAは、分子中に二重鎖を形成すること
ができる一本鎖RNA、およびステムとしてのsiRNA部分とループとしての任意配列とを有す
るステム-ループ構造（短鎖ヘアピン構造: sh構造）を持つ一本鎖RNA（shRNA）の形態を
とりうる。一部の態様では、1～30ヌクレオチド、1～25ヌクレオチド、または5～22ヌク
レオチドの配列を前記任意配列として使用することができる。
【０２１８】
　siRNAの配列は、発現を抑制することが望まれる遺伝子配列に基づいて、適当に設計す
ることができる。多くのsiRNA設計アルゴリズムが報告されており（例えばWO 2004/04555
43およびWO 2004/048566参照）、市販のソフトウェアを使用することもできる。加えて、
発現を抑制することが望まれる遺伝子配列の情報からsiRNAを設計し、そのsiRNAを合成し
、提供する会社が数多くある。それゆえに、当業者は、発現を抑制することが望まれる遺
伝子配列に基づいて、容易にsiRNAを得ることができる。一部の態様では、PD-L1および/
またはPD-1の発現を選択的に抑制する任意のsiRNAを、作製または使用することができる
。例えば、PD-L1には、SEQ ID NO:1～5のいずれかのヌクレオチド配列を含むsiRNAを使用
することができ、PD-1にはSEQ ID NO:6のヌクレオチド配列を含むsiRNAを使用することが
できる。PD-L1に対する例示的siRNA配列は他にも、参照により本明細書に組み入れられる
米国特許出願公開第20140148497号に見いだすことができる。
【０２１９】
　一部の態様において、shRNAおよびsiRNAセグメントは、停止および/またはポリアデニ
ル化配列をさらに含みうる。
【０２２０】
　一部の態様では、PD-L1および/またはPD-1の発現を抑制するために、アンチセンスヌク
レオチドを使用することができる。一部の態様では、タンパク質の発現を、例えばPD-L1
および/またはPD-1PD-1のmRNA分子の翻訳に直接干渉することによって、またはRNA分解酵
素HによるmRNAの分解によって、またはmRNAの5'キャッピングに干渉することによって、
または5'キャップをマスキングすることによって、または翻訳因子とmRNAとの結合を妨げ
ることによって、またはmRNAのポリアデニル化を阻害することによって抑制するために、
アンチセンスヌクレオチドを使用することができる。一部の態様において、タンパク質の
発現の抑制は、アンチセンスヌクレオチドとPD-L1および/またはPD-1のmRNAとの間のハイ
ブリダイゼーションによって起こりうる。一部の態様では、mRNAの安定性を低減するため
またはmRNAを分解するために、mRNA上の特異的標的部位が、アンチセンスヌクレオチドの
標的として選択される。一部の態様において、1つまたは複数の標的部位が同定されたら
、それら標的部位と十分に相補的な（すなわち、生理的条件下で十分な特異性で十分にハ
イブリダイズする）ヌクレオチド配列を有するヌクレオチドを設計することができる。一
部の態様において、アンチセンスヌクレオチドは、例えば8～100ヌクレオチド、10～80ヌ
クレオチド、または14～35ヌクレオチドの鎖長を有することができる。
【０２２１】
　一部の態様において、細胞への導入または送達方法は、遺伝子操作された抗原受容体を
コードする核酸の細胞への導入に関して上述した方法と同じ方法または類似する方法であ
ることができる。一部の態様において、細胞、例えばT細胞における、shRNAまたはsiRNA
などの阻害性核酸の発現は、従来の任意の発現系、例えばレンチウイルス発現系を使って
達成することができる。一部の態様において、RNAはウイルスベクターの一成分であるこ
とができる。一部の態様において、ウイルスベクターは、PD-1またはPD-L1の発現を阻害
するオリゴヌクレオチドを含むか、そのような能力を有するshRNAまたは他の阻害性核酸
をコードする。一部の態様において、ウイルスベクターはレンチウイルスベクターである
。一部の態様において、レンチウイルスベクターは組込み型レンチウイルスベクターであ
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る。
【０２２２】
　一部の態様において、適切なプロモーターには、例えば、限定するわけではないが、（
ヒトおよびマウス）U6プロモーター、（ヒトおよびマウス）H1プロモーター、ならびに（
ヒトおよびマウス）7SKプロモーターを含む、RNAポリメラーゼ（pol）IIIプロモーターが
ある。一部の態様において、例えば相異なるタイプのRNAポリメラーゼ（pol）IIIプロモ
ーターに由来するエレメントを含有するハイブリッドプロモーターも調製することができ
る。一部の態様において、所望の一組の条件下でまたは特異的背景において転写を引き起
こすために、当業者は、2つ以上の天然プロモーター配列に由来する配列エレメントを含
有する修飾プロモーターを組み合わせることができる。例えばヒトおよびマウスU6 RNAポ
リメラーゼ（pol）IIIおよびH1 RNA pol IIIプロモーターは、詳しく特徴づけられている
。当業者は、1つまたは複数の遺伝子の発現の調整が最適化されるように、所望の応用お
よび細胞タイプにとって最も有効なプロモーターを選択し、かつ/または修飾することが
できるであろう。一部の態様において、プロモーター配列は、それが真核細胞において、
例えば哺乳動物細胞などにおいて機能する限り、自然界に存在しないものであることがで
きる。
【０２２３】
　一部の態様において、例示的な送達媒体はナノ粒子、例えばリポソーム、または他の適
切なサブミクロンサイズの送達系である。一部の態様では、細胞に核酸を導入するために
、脂質製剤を使用することが考えられる。脂質粒子は、カチオン性脂質、非カチオン性脂
質、および任意で、粒子の凝集を防止する複合脂質から形成されうる核酸-脂質粒子であ
ることができる。核酸は粒子の脂質部分に封入されることができ、それにより、核酸は酵
素分解から保護される。安定な核酸-脂質粒子は、脂質（例えばカチオン性脂質、非カチ
オン性脂質、および任意で、粒子の凝集を防止する複合脂質）でできていて、核酸が脂質
内に完全に封入されている粒子であることができる。
【０２２４】
　一部の態様において、脂質粒子は、約30nm～約150nm、約40nm～約150nm、約50nm～約15
0nm、約60nm～約130nm、約70nm～約110nm、約70nm～約100nm、約80nm～約100nm、約90nm
～約100nm、約70～約90nm、約80nm～約90nm、約70nm～約80nm、または約30nm、35nm、40n
m、45nm、50nm、55nm、60nm、65nm、70nm、75nm、80nm、85nm、90nm、95nm、100nm、105n
m、110nm、115nm、120nm、125nm、130nm、135nm、140nm、145nm、もしくは150nmの平均直
径を有する。一部の態様において、脂質粒子は実質的に非毒性である。一部の態様におい
て、核酸は、本発明の脂質粒子中に存在する場合には、水溶液状態で、ヌクレアーゼによ
る分解に対して耐性であることができる。
【０２２５】
　一部の態様において、脂質粒子は、完全に封入された、もしくは部分的に封入された、
またはその両者である核酸を提供する。一部の態様では、核酸が、脂質粒子中に完全に封
入されて、核酸-脂質粒子を形成する。
【０２２６】
　一部の態様において、ポリエチレングリコール（PEG）-脂質コンジュゲート、例えばジ
アルキルオキシプロピルにカップリングされたPEG（例えばPEG-DAAコンジュゲート）、ジ
アシルグリセロールにカップリングされたPEG（例えばPEG-DAGコンジュゲート）、コレス
テロールにカップリングされたPEG、ホスファチジルエタノールアミンにカップリングさ
れたPEG、およびセラミドにコンジュゲートされたPEG、カチオン性PEG脂質、ポリオキサ
ゾリン（POZ）-脂質コンジュゲート（例えばPOZ-DAAコンジュゲート、ポリアミドオリゴ
マー（例えばATTA-脂質コンジュゲート）、およびそれらの混合物などの複合脂質は、脂
質粒子の凝集を阻害する。一部の態様では、PEGまたはPOZを脂質に直接コンジュゲートす
るか、リンカー部分を介して脂質に連結することができる。例えば非エステル含有リンカ
ー部分およびエステル含有リンカー部分など、PEGまたはPOZを脂質にカップリングするの
に適した任意のリンカー部分を使用することができる。一部の態様では、アミドまたはカ
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ルバメートなどの非エステル含有リンカー部分が使用される。
【０２２７】
　一部の態様において、両親媒性脂質は、疎水相に配向する疎水性部分と、水相に向かっ
て配向する親水性部分とを有することができる。一部の態様において、親水性特徴は、糖
質、リン酸基、カルボキシル基、硫酸基、アミノ基、スルフヒドリル基、ニトロ基、ヒド
ロキシル基などの極性基または荷電基の存在に由来する。一部の態様において、疎水性は
、限定するわけではないが長鎖飽和および不飽和脂肪族炭化水素基ならびに1つまたは複
数の芳香族、シクロ脂肪族、または複素環式基によって置換されたそのような基を含む無
極性基の組み入れによって付与されうる。両親媒性化合物の例としては、リン脂質、アミ
ノ脂質、およびスフィンゴリピドが挙げられるが、それらに限定されるわけではない。
【０２２８】
　リン脂質の代表例には、ホスファチジルコリン、ホスファチジルエタノールアミン、ホ
スファチジルセリン、ホスファチジルイノシトール、ホスファチジン酸、パルミトイルオ
レオイルホスファチジルコリン、リゾホスファチジルコリン、リゾホスファチジルエタノ
ールアミン、ジパルミトイルホスファチジルコリン、ジオレオイルホスファチジルコリン
、ジステアロイルホスファチジルコリン、およびジリノレオイルホスファチジルコリンな
どがあるが、それらに限定されるわけではない。リンを欠く他の化合物、例えばスフィン
ゴリピド、グリコスフィンゴリピドファミリー、ジアシルグリセロール、および（3-アシ
ルオキシ酸も、両親媒性脂質と呼ばれるグループに含まれる。加えて、上述の両親媒性脂
質を、トリグリセリドおよびステロールを含む他の脂質と混合することもできる。
【０２２９】
　一部の態様において、中性脂質は、選択したpHにおいて、非荷電または中性の両性イオ
ン型で存在する。一部の態様では、生理的pHにおいて、そのような脂質には、例えばジア
シルホスファチジルコリン、ジアシルホスファチジルエタノールアミン、セラミド、スフ
ィンゴミエリン、セファリン、コレステロール、セレブロシド、およびジアシルグリセロ
ールがある。
【０２３０】
　一部の態様において、非カチオン性脂質は、任意の両親媒性脂質ならびに他の任意の中
性脂質またはアニオン性脂質でありうる。
【０２３１】
　一部の態様において、アニオン性脂質は生理的pHにおいて負に荷電している。これらの
脂質には、ホスファチジルグリセロール、カルジオリピン、ジアシルホスファチジルセリ
ン、ジアシルホスファチジン酸、N-ドデカノイルホスファチジルエタノールアミン、N-ス
クシニルホスファチジルエタノールアミン、N-グルタリルホスファチジルエタノールアミ
ン、リジルホスファチジルグリセロール、パルミトイルオレオイルホスファチジルグリセ
ロール（POPG）、および中性脂質に取り付けられた他のアニオン性修飾基があるが、それ
らに限定されるわけではない。
【０２３２】
　一部の態様において、疎水性脂質は、限定するわけではないが、長鎖飽和および不飽和
脂肪族炭化水素基、ならびに1つまたは複数の芳香族、シクロ脂肪族、または複素環式基
で置換されていてもよいそのような基を含む、無極性基を有する。適切な例には、ジアシ
ルグリセロール、ジアルキルグリセロール、N,N-ジアルキルアミノ、1,2-ジアシルオキシ
-3-アミノプロパン、および1,2-ジアルキル-3-アミノプロパンがあるが、それらに限定さ
れるわけではない。一部の態様において、核酸-脂質粒子は、（a）核酸（例えば干渉RNA
）、（b）粒子中に存在する全脂質の約50モル％～約65モル％を占めるカチオン性脂質、
（c）粒子中に存在する全脂質の約25モル％～約45モル％を占める非カチオン性脂質、お
よび（d）粒子中に存在する全脂質の約5モル％～約10モル％を占める、粒子の凝集を阻害
する複合脂質を含む。
【０２３３】
　一部の態様において、核酸-脂質粒子は、（a）核酸（例えば干渉RNA）、（b）粒子中に
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存在する全脂質の約50モル％～約60モル％を占めるカチオン性脂質、（c）粒子中に存在
する全脂質の約35モル％～約45モル％を占める、リン脂質とコレステロールまたはその誘
導体との混合物、および（d）粒子中に存在する全脂質の約5モル％～約10モル％を占める
PEG-脂質コンジュゲートを含む。
【０２３４】
　一部の態様において、核酸-脂質粒子は、（a）核酸（例えば干渉RNA）、（b）粒子中に
存在する全脂質の約55モル％～約65モル％を占めるカチオン性脂質、（c）粒子中に存在
する全脂質の約30モル％～約40モル％を占めるコレステロールまたはその誘導体、および
（d）粒子中に存在する全脂質の約5モル％～約10モル％を占めるPEG-脂質コンジュゲート
を含む。一部の態様では、PD-L1および/またはPD-1の発現をノックダウンする、例えば低
減または抑制するために、CRISPR/Cas系を使用することができる（例えばWO2015/161276
参照）。CRISPR/Cas系の例示的特徴を以下に説明するが、これは、ある分子をコードする
遺伝子を破壊するのでも欠失させるのでもなく、酵素的に不活性なヌクレアーゼを使用す
ることによって、ある分子の発現の低減または抑制における使用に適合させることができ
る。一部の態様では、PD-L1もしくはPD-1をコードする遺伝子、例えばCD274もしくはPDCD
1遺伝子、またはプロモーター、エンハンサーもしくは他のシス作用性もしくはトランス
作用性調節領域を標的とするガイドRNA（gRNA）を、前記遺伝子の発現を抑制するために
、例えば前記遺伝子をノックダウンするために、修飾Cas9タンパク質または修飾Cas9タン
パク質を含有する融合タンパク質と組み合わせて導入することができる。一部の態様にお
いて、Cas9分子は、Cas9分子を不活性にする変異、例えば点変異、例えばCas9分子の開裂
活性を排除するか実質的に低減する変異を含む、酵素的に不活性なCas9（eiCas9）分子で
ある。一部の態様では、eiCas9分子が、転写アクチベーターまたはリプレッサータンパク
質に直接または間接的に融合される。
【０２３５】
　一部の態様では、PDCD1またはCD274の発現をノックダウンするために、PDCD1遺伝子ま
たはCD274遺伝子のプロモーター領域を標的とする。標的ノックダウンアプローチは、機
能的なPDCD1遺伝子産物またはCD274遺伝子産物の発現を低減または排除する。一部の態様
において、標的ノックダウンは、転写を改変するために、例えばPDCD1および/またはCD27
4遺伝子の転写を遮断、低減、干渉、または減少させるために、酵素的に不活性なCas9（e
iCas9）、または転写リプレッサードメインもしくはクロマチン修飾タンパク質に融合さ
れたeiCas9をターゲティングすることによって媒介される。PDCD1遺伝子またはCD274遺伝
子またはその近くにある標的配列を標的とするgRNAは、eiCas9またはeiCas9融合タンパク
質の標的となるのであれば、PD-1またはPD-L1などの機能的なPDCD1遺伝子産物またはCD27
4遺伝子産物の発現の低減または排除をもたらす。一部の態様では転写が低減または排除
される。
【０２３６】
　一部の態様において、gRNA分子の標的化ドメインは、酵素的に不活性なCas9（eiCas9）
またはeiCas9融合タンパク質（例えば転写リプレッサードメインに融合されたeiCas9）を
、ゲノム中の標的配列の十分近くにターゲティングして、PDCD1遺伝子またはCD274遺伝子
の発現を低減し、減少させ、または抑制するように構成される。一部の態様では、PDCD1
遺伝子またはCD274遺伝子の転写を改変するために、例えばPDCD1遺伝子またはCD274遺伝
子の転写を遮断、低減、干渉、または減少させるために、eiCas9が転写リプレッサードメ
インまたはクロマチン修飾タンパク質に融合される。一部の態様において、1つまたは複
数の内在性転写因子の結合を遮断するために、1つまたは複数のeiCas9を使用することが
できる。別の一態様では、eiCas9をクロマチン修飾タンパク質に融合することができる。
クロマチン状態の改変は標的遺伝子の発現の減少をもたらしうる。1つまたは複数のクロ
マチン修飾タンパク質に融合された1つまたは複数のeiCas9を使って、クロマチン状態を
改変することができる。
【０２３７】
　一部の態様において、標的化ドメインは、転写開始、1つまたは複数の転写エンハンサ
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ーもしくはアクチベーターの結合、および/またはRNAポリメラーゼを遮断するために、PD
CD1遺伝子またはCD274遺伝子のプロモーター領域を標的とするように構成される。1つま
たは複数のgRNAを使って、eiCas9をPDCD1遺伝子および/またはCD274遺伝子のプロモータ
ー領域にターゲティングすることができる。一部の態様では、PDCD1および/またはCD274
の1つまたは複数の領域を標的とすることができる。
【０２３８】
　一部の態様において、PD-L1またはPD-1標的化CRISPR gRNAと酵素的に不活性なヌクレア
ーゼ、例えばiCas9またはeiCas9融合タンパク質との複合体は、CRISPR/Cas系に関連して
後述するものを含む当業者に公知の方法によって、細胞に導入することができる。一部の
態様では、CRISPR gRNAおよび酵素的に不活性なヌクレアーゼ、例えばiCas9またはeiCas9
融合タンパク質が、例えばリボ核タンパク質複合体（RNP）複合体の一過性の導入などに
よって、細胞に一過性に導入される。一部の態様では、gRNAおよび/またはeiCas9をコー
ドする核酸分子が、従来の任意の発現系、例えばレンチウイルス発現系を使って、細胞に
導入される。一部の態様において、細胞への導入または送達方法は、細胞へのリボ核タン
パク質（RNP）複合体）などの核酸-タンパク質複合体の導入について後述する方法と同じ
方法または類似する方法でありうる。
【０２３９】
　一部の態様において、遺伝子ノックダウンは、PD-L1またはPD-1をコードする遺伝子を
標的とするDNA結合標的タンパク質、例えばジンクフィンガータンパク質（ZFP）またはZF
Pを含有する融合タンパク質によって達成される。一部の態様において、ZFPなどのDNA結
合タンパク質は、標的遺伝子の発現に干渉することまたは標的遺伝子の発現を阻害するこ
とによって、標的遺伝子抑制を引き起こすことができる。ZFPなどのDNA結合タンパク質の
例示的特徴を以下に説明するが、これは、ある分子をコードする遺伝子を破壊するのでも
欠失させるのでもなく、エフェクタータンパク質（例えばジンクフィンガーヌクレアーゼ
（ZFN）などのエンドヌクレアーゼ）なしでの導入によって、ある分子の発現の低減また
は抑制における使用に適合させることができる。
【０２４０】
B. PD-1発現またはPD-L1発現のノックアウト
　一部の局面では、PD-1および/またはPD-L1をコードする遺伝子、例えばPDCD1および/ま
たはCD274のノックアウト、例えば破壊が、遺伝子編集により、例えば破壊の標的となる
領域で遺伝子に特異的に結合またはハイブリダイズするDNA結合タンパク質またはDNA結合
核酸を使って、実行される。一部の局面では、タンパク質または核酸が、例えばキメラタ
ンパク質または融合タンパク質として、遺伝子編集ヌクレアーゼとカップリングまたは複
合体化される。例えば一部の態様において、破壊は、破壊される遺伝子に特異的な、DNA
標的化タンパク質とヌクレアーゼとを含む融合物、例えばジンクフィンガーヌクレアーゼ
（ZFN）もしくはTALエフェクターヌクレアーゼ（TALEN）、またはRNAガイド型ヌクレアー
ゼ、例えばクラスター化して規則的な配置の短い回文配列核酸（CRISPR）-Cas系、例えば
CRISPR-Cas9系を使って達成される。一部の態様において、遺伝子編集は、PD-1および/ま
たはPD-L1をコードする遺伝子、例えばPDCD1および/またはCD274の、ゲノム破壊またはノ
ックアウトをもたらす。
【０２４１】
　一部の態様において、抑制は、前記遺伝子に特異的に結合またはハイブリダイズする、
DNA標的化分子、例えばDNA結合タンパク質もしくはDNA結合核酸、またはそれを含有する
複合体、化合物、もしくは組成物を使って達成される。一部の態様において、DNA標的化
分子は、DNA結合ドメイン、例えばジンクフィンガータンパク質（ZFP）DNA結合ドメイン
、転写アクチベーター様タンパク質（TAL）もしくはTALエフェクター（TALE）DNA結合ド
メイン、クラスター化して規則的な配置の短い回文配列リピート（CRISPR）DNA結合ドメ
イン、またはメガヌクレアーゼ由来のDNA結合ドメインを含む。
【０２４２】
　ジンクフィンガー、TALE、およびCRISPR系の結合ドメインは、例えば天然のジンクフィ
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ンガータンパク質またはTALEタンパク質の認識ヘリックス領域の操作（1つまたは複数の
アミノ酸の改変）によって、予め決定されたヌクレオチド配列に結合するように操作する
ことができる。操作されたDNA結合タンパク質（ジンクフィンガーまたはTALE）は、非天
然のタンパク質である。設計のための合理的基準には、置換規則、ならびに既存のZFPお
よび/またはTALE設計の情報と結合データとが格納されているデータベース中の情報を処
理するためのコンピュータアルゴリズムの応用が含まれる。例えば米国特許第6,140,081
号、同第6,453,242号、および同第6,534,261号を参照されたい。また、WO 98/53058、WO 
98/53059、WO 98/53060、WO 02/016536およびWO 03/016496、ならびに米国公開第2011030
1073号およびUS20140120622も参照されたい。
【０２４３】
　一部の態様において、前記DNA標的化分子、複合体、または組み合わせは、DNA結合分子
と、1つまたは複数の追加ドメイン、例えば遺伝子の抑制または破壊を容易にするための
エフェクタードメインとを含有する。例えば一部の態様において、遺伝子破壊または遺伝
子抑制は、DNA結合タンパク質と異種調節ドメインまたはその機能的フラグメントとを含
む融合タンパク質によって実行される。一部の局面において、ドメインは、例えば転写因
子ドメイン、例えばアクチベーター、リプレッサー、コアクチベーター、コリプレッサー
、サイレンサー、がん遺伝子、DNA修復酵素ならびにそれらの関連因子および修飾因子、D
NA再編成酵素ならびにそれらの関連因子および修飾因子、クロマチン関連タンパク質およ
びそれらの修飾因子、例えばキナーゼ、アセチラーゼおよびデアセチラーゼ、ならびにDN
A修飾酵素、例えばメチルトランスフェラーゼ、トポイソメラーゼ、ヘリカーゼ、リガー
ゼ、キナーゼ、ホスファターゼ、ポリメラーゼ、エンドヌクレアーゼ、ならびにそれらの
関連因子および修飾因子を含む。DNA結合ドメインとヌクレアーゼ開裂ドメインとの融合
物に関する詳細については、例えば参照によりその全体が本明細書に組み入れられる米国
特許出願公開第20050064474号、同第20060188987号および同第2007/0218528号を参照され
たい。一部の局面において、追加ドメインはヌクレアーゼドメインである。したがって一
部の態様において、遺伝子破壊は、遺伝子編集またはゲノム編集により、操作されたタン
パク質、例えば遺伝子編集ヌクレアーゼ、およびヌクレアーゼなどの非特異的DNA開裂分
子に融合されたまたは非特異的DNA開裂分子との複合体を形成している配列特異的DNA結合
ドメインから構成される遺伝子編集ヌクレアーゼ含有複合体または遺伝子編集ヌクレアー
ゼ含有融合タンパク質を使って促進される。
【０２４４】
　一部の局面において、これらの標的キメラヌクレアーゼまたはヌクレアーゼ含有複合体
は、標的二本鎖切断または一本鎖切断を誘発し、エラープローン非相同末端結合（NHEJ）
および相同組換え修復（HDR）を含む細胞DNA修復機構を刺激することによって、精密な遺
伝子修飾を行う。一部の態様において、ヌクレアーゼはエンドヌクレアーゼ、例えばジン
クフィンガーヌクレアーゼ（ZFN）、TALEヌクレアーゼ（TALEN）、RNAガイド型エンドヌ
クレアーゼ（RGEN）、例えばCRISPR関連（Cas）タンパク質、またはメガヌクレアーゼで
ある。
【０２４５】
　一部の態様では、ドナー核酸、例えばドナープラスミドまたは遺伝子操作された抗原受
容体をコードする核酸が用意され、DSBの導入後に遺伝子編集の部位にHDRによって挿入さ
れる。したがって一部の態様において、遺伝子の破壊と、抗原受容体、例えばCARの導入
は、同時に実行され、それにより、遺伝子は、一つには、CARコード核酸のノックインま
たは挿入によって破壊される。
【０２４６】
　一部の態様では、ドナー核酸が用意されない。一部の局面では、DSBの導入に続くNHEJ
媒介修復が、例えばミスセンス変異の作出またはフレームシフトなどによる遺伝子破壊の
原因となりうる挿入変異または欠失変異をもたらす。
【０２４７】
1. ZFPおよびZFN、TAL、TALE、およびTALEN
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　一部の態様において、DNA標的化分子は、エンドヌクレアーゼなどのエフェクタータン
パク質に融合されたDNA結合タンパク質、例えば1つまたは複数のジンクフィンガータンパ
ク質（ZFP）または転写アクチベーター様タンパク質（TAL）を含む。例として、ZFN、TAL
E、およびTALENが挙げられる。Lloyd et al., Frontiers in Immunology, 4（221）, 1-7
（2013）参照。
【０２４８】
　一部の態様において、DNA標的化分子は、DNAに配列特異的に結合する1つまたは複数の
ジンクフィンガータンパク質（ZFP）またはそのドメインを含む。ZFPまたはそのドメイン
は、1つまたは複数のジンクフィンガー、すなわち亜鉛イオンの配位によって安定化され
る構造を有する結合ドメイン内のアミノ酸配列の領域を介して配列特異的にDNAに結合す
る、タンパク質またはより大きなタンパク質内のドメインである。ジンクフィンガーDNA
結合タンパク質という用語は、ジンクフィンガータンパク質またはZFPと略記されること
が多い。
【０２４９】
　ZFPには、個々のフィンガーを組み立てることによって作製される、典型的には9～18ヌ
クレオチド長の特異的DNA配列を標的とする人工的ZFPドメインが含まれる。ZFPには、1つ
のフィンガードメインが約30アミノ酸長であり、亜鉛を介して1つのベータターンの2つの
システインとコーディネートされた2つの不変ヒスチジン残基を含有するアルファ・ヘリ
ックスを含有するものが含まれ、2、3、4、5、または6個のフィンガーを有する。一般に
、ZFPの配列特異性は、ジンクフィンガー認識ヘリックス上の4つのヘリックス位置（-1、
2、3および6）にアミノ酸置換を施すことによって改変することができる。したがって、
一部の態様において、ZFPまたはZFP含有分子は非天然物であり、例えば選ばれた標的部位
に結合する様に操作されている。例えばBeerli et al.（2002）Nature Biotechnol. 20:1
35-141、Pabo et al.（2001）Ann. Rev. Biochem. 70:313-340、Isalan et al.（2001）N
ature Biotechnol. 19:656-660、Segal et al.（2001）Curr. Opin. Biotechnol. 12:632
-637、Choo et al.（2000）Curr. Opin. Struct. Biol. 10:411-416、米国特許第6,453,2
42号、同第6,534,261号、同第6,599,692号、同第6,503,717号、同第6,689,558号、同第7,
030,215号、同第6,794,136号、同第7,067,317号、同第7,262,054号、同第7,070,934号、
同第7,361,635号、同第7,253,273号、および米国特許出願公開第2005/0064474; 2007/021
8528号、同第2005/0267061号を参照されたい。これらはいずれも参照によりその全体が本
明細書に組み入れられる。
【０２５０】
　一部の局面において、遺伝子の抑制は、遺伝子中の第1の標的部位を第1のZFPと接触さ
せ、それによって遺伝子を抑制することによって実行される。一部の態様では、遺伝子中
の標的部位を、6つのフィンガーと調節ドメインとを含む融合ZFPと接触させ、それによっ
て遺伝子の発現を阻害する。
【０２５１】
　一部の態様において、接触させる工程は、遺伝子中の第2の標的部位を第2のZFPと接触
させる工程をさらに含む。一部の局面において、第1および第2の標的部位は隣接している
。一部の態様において、第1および第2のZFPは共有結合で連結されている。一部の局面に
おいて、第1のZFPは、1つの調節ドメインまたは少なくとも2つの調節ドメインを含む融合
タンパク質である。一部の態様において、第1および第2のZFPは、それぞれが1つの調節ド
メインを含むか、それぞれが少なくとも2つの調節ドメインを含む、融合タンパク質であ
る。一部の態様において、調節ドメインは、転写リプレッサー、転写アクチベーター、エ
ンドヌクレアーゼ、メチルトランスフェラーゼ、ヒストンアセチルトランスフェラーゼ、
またはヒストンデアセチラーゼである。
【０２５２】
　一部の態様において、ZFPは、プロモーターに機能的に連結されたZFP核酸によってコー
ドされる。一部の局面において、本方法は、まず前記核酸を、脂質:核酸複合体として、
または裸の核酸として、細胞に投与する工程をさらに含む。一部の態様において、ZFPは
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、プロモーターに機能的に連結されたZFP核酸を含む発現ベクターによってコードされる
。一部の態様において、ZFPは、誘導性プロモーターに機能的に連結された核酸によって
コードされる。一部の局面において、ZFPは、弱いプロモーターに機能的に連結された核
酸によってコードされる。
【０２５３】
　一部の態様において、標的部位は遺伝子の転写開始部位の上流にある。一部の局面にお
いて、標的部位は遺伝子の転写開始部位に隣接している。一部の局面において、標的部位
は、遺伝子の転写開始部位の下流にあるRNAポリメラーゼ停止部位に隣接している。
【０２５４】
　一部の態様において、DNA標的化分子は、DNA開裂ドメインに融合されてジンクフィンガ
ーヌクレアーゼ（ZFN）を形成しているジンクフィンガーDNA結合ドメインであるか、それ
を含む。一部の態様において、融合タンパク質は、少なくとも1つのIIS型制限酵素に由来
する開裂ドメイン（または開裂ハーフドメイン）と、操作されていても操作されていなく
てもよい1つまたは複数のジンクフィンガー結合ドメインとを含む。一部の態様において
、開裂ドメインはIIS型制限エンドヌクレアーゼFok Iに由来する。Fok Iは、一般に、一
方の鎖ではその認識部位から9ヌクレオチドの位置で、また他方の鎖ではその認識部位か
ら13ヌクレオチドの位置で、DNAの二本鎖開裂を触媒する。例えば米国特許第5,356,802号
、同第5,436,150号、および同第5,487,994号、ならびにLi et al.（1992）Proc. Natl. A
cad. Sci. USA 89:4275-4279、Li et al.（1993）Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90:2764-
2768、Kim et al.（1994a）Proc. Natl. Acad. Sci. USA 91:883-887、Kim et al.（1994
b）J. Biol. Chem. 269:31,978-31,982を参照されたい。
【０２５５】
　一部の態様において、ZFNは、免疫阻害性分子をコードする遺伝子、例えばPD-1および/
またはPD-L1をコードする遺伝子を標的とする。特定態様において、ZFNは、PD-L1をコー
ドする遺伝子を標的とする。一部の局面において、ZFNは、例えば遺伝子のコード領域中
の予め決定された部位に、二本鎖切断（DSB）を効率よく生じさせる。標的となる典型的
領域には、エクソン、N末端領域をコードする領域、第1エクソン、第2エクソン、および
プロモーターまたはエンハンサー領域が含まれる。一部の態様では、ZFNの一過性発現が
、操作された細胞における標的遺伝子の、効率の高い永続的な破壊を促進する。具体的に
は、一部の態様において、ZFNの送達は、50％を上回る効率で遺伝子の永続的な破壊をも
たらす。
【０２５６】
　遺伝子特異的な操作されたジンクフィンガーは数多く市販されている。例えばSangamo 
Biosciences（米国カリフォルニア州リッチモンド）は、Sigma-Aldrich（米国ミズーリ州
セントルイス）と共同して、ジンクフィンガー構築のためのプラットフォーム（CompoZr
）を開発することで、研究者がジンクフィンガーの構築と検証を完全に回避することを可
能にし、何千ものタンパク質を特異的標的とするジンクフィンガーを提供している。Gaj 
et al., Trends in Biotechnology, 2013, 31（7）, 397-405。一部の態様では、市販の
ジンクフィンガーが使用または特別設計される（例えばSigma-Aldrichカタログ番号CSTZF
ND、CSTZFN、CTI1-1KT、およびPZD0020を参照されたい）。
【０２５７】
2. TALEおよびTALEN
　一部の態様において、DNA標的化分子は、転写アクチベーター様タンパク質エフェクタ
ー（TALE）タンパク質に見られるような、天然のまたは操作された（非天然の）転写アク
チベーター様タンパク質（TAL）DNA結合ドメインを含む。例えば参照によりその全体が本
明細書に組み入れられる米国特許出願公開第20110301073号を参照されたい。
【０２５８】
　TALE DNA結合ドメインまたはTALEは、1つまたは複数のTALEリピートドメイン/ユニット
を含むポリペプチドである。リピートドメインは、TALEの、そのコグネイト標的DNA配列
への結合に関与する。単一の「リピートユニット」（「リピート」ともいう）は、典型的
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には、33～35アミノ酸長であり、天然TALEタンパク質内の他のTALEリピート配列に対して
少なくとも多少の配列ホモロジーを呈する。各TALEリピートユニットは、典型的にはリピ
ートの12番目および/または13番目に、リピート可変二残基（RVD）を構成する1つまたは2
つのDNA結合残基を含む。これらのTALEのDNA認識のための天然（カノニカル）コードは、
12番目および13番目にあるHD配列がシトシン（C）への結合につながり、NGがTに結合し、
NIがAに、NNがGまたはAに結合し、NGがTに結合すると決定されており、非カノニカル（非
定型）RVDも公知である。米国特許公開第20110301073号を参照されたい。一部の態様では
、標的DNA配列に対して特異性を持つTALアレイの設計により、任意の遺伝子をTALEの標的
にすることができる。標的配列は一般にチミジンで始まる。
【０２５９】
　一部の態様では、分子が、TALE-ヌクレアーゼ（TALEN）などのDNA結合エンドヌクレア
ーゼである。一部の局面において、TALENは、TALEに由来するDNA結合ドメインと核酸標的
配列を開裂するためのヌクレアーゼ触媒ドメインとを含む融合タンパク質である。一部の
態様では、TALE DNA結合ドメインが、標的抗原および/または免疫抑制分子をコードする
遺伝子内の標的配列に結合するように操作されている。例えば一部の局面において、TALE
 DNA結合ドメインは、免疫阻害性分子をコードする遺伝子、例えばPD-1および/またはPD-
L1をコードする遺伝子を標的としうる。特定態様において、TALE DNA結合ドメインは、PD
-L1をコードする遺伝子、例えばCD274を標的とする。
【０２６０】
　一部の態様では、TALENが、遺伝子中の標的配列を認識し、開裂する。一部の局面にお
いて、DNAの開裂は二本鎖切断をもたらす。一部の局面において、切断は相同組換えまた
は非相同末端結合（NHEJ）の速度を増加させる。一般に、NHEJは、不完全な修復プロセス
であり、しばしば、開裂部位のDNA配列を変化させる。一部の局面において、修復機構は
、2つのDNA端に残っているものの、直接再連結による（Critchlow and Jackson, Trends 
Biochem Sci. 1998 Oct;23（10）:394-8）、またはいわゆるマイクロホモロジー媒介末端
結合による、再接合を伴う。一部の態様において、NHEJによる修復は小さな挿入または欠
失をもたらし、これを利用して遺伝子を破壊し、それによって遺伝子を抑制することがで
きる。一部の態様において、修飾は、少なくとも1つのヌクレオチドの置換、欠失、また
は付加でありうる。一部の局面において、開裂が誘発する変異導入事象、すなわちNHEJ事
象に引き続いて変異導入が起こった細胞は、当技術分野において周知の方法によって同定
および/または選択することができる。
【０２６１】
　一部の態様において、TALEリピートは、ある遺伝子を特異的に標的とするように組み立
てられる（Gaj et al., Trends in Biotechnology, 2013, 31（7）, 397-405）。18,740
のヒトタンパク質コード遺伝子を標的とするTALENのライブラリーが構築されている（Kim
 et al., Nature Biotechnology. 31, 251-258（2013））。特別設計されたTALEアレイは
、Cellectis Bioresearch（フランス国パリ）、Transposagen Biopharmaceuticals（米国
ケンタッキー州レキシントン）、およびLife Technologies（米国ニューヨーク州グラン
ドアイランド）によって市販されている。具体的には、PD-1を標的とするTALENが市販さ
れている（ワールドワイドウェブのwww.genecopoeia.com/product/search/detail.php?pr
t=26&cid=&key=HTN212662で入手できるGencopoeiaカタログ番号HTN212662-1、HTN212662-
2、およびHTN212662-3参照）。例示的分子は、例えば米国特許出願公開第2014/0120622号
および同第2013/0315884号に記載されている）。http://www.e-talen.org/E-TALEN/およ
びHeigwer et al., Nucleic Acids Res. 41（20）:e190（2013）も参照されたい。
【０２６２】
　一部の態様において、TALENは、1つまたは複数のプラスミドベクターによってコードさ
れたトランスジーンとして導入される。一部の局面において、プラスミドベクターは、該
ベクターを受け取った細胞の同定および/または選択を可能にする選択マーカーを含有す
ることができる。
【０２６３】
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3. RGEN（CRISPR/Cas系）
　一部の態様において、抑制は、RNAガイド型エンドヌクレアーゼ（RGEN）による破壊、
または別のRNAガイド型エフェクター分子による他の形態の抑制など、1つまたは複数のDN
A結合核酸を使って実行される。例えば、一部の態様において、抑制は、クラスター化し
て規則的な配置の短い回文配列リピート（CRISPR）およびCRISPR関連（Cas）タンパク質
を使って実行される。Sander and Joung, Nature Biotechnology, 32（4）: 347-355参照
。
【０２６４】
　一般に、「CRISPR系」とは、CRISPR関連（「Cas」）遺伝子の発現に関与するかまたは
その活性を指揮する転写産物および他のエレメント、例えばCas遺伝子をコードする配列
、tracr（トランス活性化CRISPR）配列（例えばtracrRNAまたは活性な部分tracrRNA）、t
racr-mate配列（内在性CRISPR系との関連では「ダイレクトリピート」およびtracrRNAプ
ロセスド（tracrRNA-processed）部分ダイレクトリピートを包含する）、ガイド配列（内
在性CRISPR系との関連では「スペーサー」ともいい、あるいは「標的化配列」ともいう）
、および/またはCRISPR遺伝子座由来の他の配列および転写産物などの総称である。
【０２６５】
　一部の態様において、CRISPR/CasヌクレアーゼまたはCRISPR/Casヌクレアーゼ系は、DN
Aに配列特異的に結合する非コードRNA分子（ガイド）RNA（gRNA）と、ヌクレアーゼ機能
（例えば2つのヌクレアーゼドメイン）を持つCasタンパク質（例えばCas9）、またはその
変異体とを含む。
【０２６６】
　一部の態様において、CRISPR系の1つまたは複数のエレメントは、I型、II型、またはII
I型CRISPR系に由来する。一部の態様において、CRISPR系の1つまたは複数のエレメントは
、内在性CRISPR系を含む特定生物、例えば化膿性レンサ球菌（Streptococcus pyogenes）
または黄色ブドウ球菌（Staphylococcus aureus）に由来する。一部の態様では、Cas9ヌ
クレアーゼ（例えば黄色ブドウ球菌由来または化膿性レンサ球菌由来のmRNAがコードする
もの、例えばpCW-Cas9、Addgene #50661、Wang et al.（2014）Science, 3:343-80-4、ま
たはApplied Biological Materials（ABM;カナダ）からカタログ番号K002、K003、K005ま
たはK006として入手できるヌクレアーゼもしくはニッカーゼレンチウイルスベクター）と
、標的遺伝子（例えばPD-1をコードするPDCD1遺伝子、またはPD-L1をコードするCD274遺
伝子）に特異的なガイドRNAとが、細胞に導入される。
【０２６７】
　一般に、CRISPR系は、標的配列の部位でCRISPR複合体の形成を促進するエレメントを特
徴とする。一部の態様において、標的配列または標的部位は免疫阻害性分子をコードする
遺伝子、例えばPD-1またはPD-L1をコードする遺伝子である。例えば標的配列は、PD-1を
コードするPDCD1遺伝子またはPD-L1をコードするCD274遺伝子の中またはその近くにある
。特定態様において、標的配列または標的部位はPD-L1をコードする遺伝子、例えばCD274
である。典型的には、CRISPR複合体の形成との関連において「標的配列」とは、一般に、
配列、例えば遺伝子配列またはゲノム配列であって、ガイド配列がその配列に対して相補
性を有するように設計されており、標的配列とガイド配列との間のハイブリダイゼーショ
ンがCRISPR複合体の形成を促進するような配列を指す。ハイブリダイゼーションの原因と
なってCRISPR複合体の形成を促進するのに十分な相補性があるのであれば、完全な相補性
は必ずしも必要でない。一部の態様において、ガイド配列は、ガイド配列内での二次構造
の度合を低減するように選択される。二次構造は、任意の適切なポリヌクレオチドフォー
ルディングアルゴリズムによって決定することができる。
【０２６８】
　一般に、ガイド配列は、標的配列とハイブリダイズして標的配列へのCRISPR複合体の配
列特異的結合を指示するのに十分な標的ポリヌクレオチドとの相補性を有する、ポリヌク
レオチド配列を含む標的化ドメインを含む。一部の態様において、ガイド配列とその対応
標的配列との間の相補性の度合は、適切なアライメントアルゴリズムを使って最適アライ
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メントした場合に、約50％、60％、75％、80％、85％、90％、95％、97.5％、99％または
それ以上である。一部の例において、gRNAの標的化ドメインは、標的核酸上の標的配列、
例えばCD274遺伝子またはPDCD1遺伝子中の標的配列に対して相補的、例えば少なくとも80
、85、90、95、98または99％相補的、例えば完全に相補的である。
【０２６９】
　最適アライメントは、配列をアライメントするための任意の適切なアルゴリズムを利用
して決定することができ、それらアルゴリズムの非限定的な例には、Smith-Watermanアル
ゴリズム、Needleman-Wunschアルゴリズム、Burrows-Wheeler変換に基づくアルゴリズム
（例えばBurrows Wheeler Aligner）、ClustalW、Clustal X、BLAT、Novoalign（Novocra
ft Technologies、ELAND（Illumina、カリフォルニア州サンディエゴ）、SOAP（soap.gen
omics.org.cnにおいて入手可能）、およびMaq（maq.sourceforge.netにおいて入手可能）
がある。一部の態様において、ガイド配列は、長さが約5、10、11、12、13、14、15、16
、17、18、19、20、21、22、23、24、25、26、27、28、29、30、35、40、45、50、75ヌク
レオチドまたはそれ以上である。一部の態様において、ガイド配列は、長さが約75、50、
45、40、35、30、25、20、15、12ヌクレオチド未満であるか、またはそれより短い。標的
配列へのCRISPR/Cas複合体の配列特異的結合を指示するガイド配列の能力は、任意の適切
なアッセイによって評価しうる。例えば、CRISPR/Cas複合体を形成するのに十分なCRISPR
/Cas系の成分は、試験しようとするガイド配列を含めて、例えばCRISPR/Cas複合体の成分
をコードするベクターによるトランスフェクションなどによって、対応標的配列を有する
細胞に提供することができ、続いて標的配列内での優先的開裂の評価を、例えば本明細書
に記載のSurveyorアッセイによって行う。同様に、標的ポリヌクレオチド配列の開裂は、
標的配列、試験しようとするガイド配列および試験ガイド配列とは異なる対照ガイド配列
を含むCRISPR/Cas複合体の成分を用意し、試験ガイド配列反応と対照ガイド配列反応との
間で、標的配列における結合または開裂速度を比較することによって、試験管内で評価す
ることができる。
【０２７０】
　一部の態様では、CasヌクレアーゼとgRNA（例えば標的配列に特異的なcrRNAと固定され
たtracrRNAとの融合物を含む）とが細胞に導入される。一般に、gRNAの5'端にある標的部
位は、相補的塩基対合を使って、Casヌクレアーゼを標的部位、例えば遺伝子へとターゲ
ティングする。一部の態様において、標的部位は、典型的にはNGGまたはNAGなどのプロト
スペーサー隣接モチーフ（PAM）配列のすぐ5'側のその位置に基づいて選択される。この
点において、gRNAは、標的DNA配列に対応するようにガイドRNAの最初の20ヌクレオチドを
修飾することによって、所望の配列にターゲティングされる。
【０２７１】
　一部の態様において、標的配列は、PD-L1またはPD-1をコードする遺伝子、例えばCD274
遺伝子またはPDCD1遺伝子、またはその近くにある。一部の態様において、標的化ドメイ
ンに相補的な標的核酸は、CD274またはPDCD1などといった関心対象の遺伝子の初期コード
領域に位置する。初期コード領域の標的化は、関心対象の遺伝子をノックアウト（すなわ
ち、その発現を排除）するために使用することができる。一部の態様において、関心対象
の遺伝子の初期コード領域は、開始コドン（例えばAUG）直後の配列、または開始コドン
から500bp以内（例えば500bp未満、450bp未満、400bp未満、350bp未満、300bp未満、250b
p未満、200bp未満、150bp未満、100bp未満または50bp未満）の配列を含む。一部の態様に
おいて、標的配列は、CD274またはPDCD1の開始コドンから200bp以内、150bp以内、または
100bp以内にある。プロモーター領域または転写開始部位近くの領域の標的化は、関心対
象の遺伝子をノックダウン（すなわちその発現を低減）するために使用することができる
。例えば、転写開始部位近くの領域は、転写開始部位の上流500bp以内（例えば500bp未満
、450bp未満、400bp未満、350bp未満、300bp未満、250bp未満、200bp未満、150bp未満、1
00bp未満または50bp未満）の領域を含みうる。一部の態様において、標的配列は、プロモ
ーター、エンハンサー、または他のシス作用性もしくはトランス作用性調節領域内にある
ことができる。
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【０２７２】
　CD274またはPDCD1、例えばエクソン配列、および調節領域、例えばプロモーターおよび
アクチベーターの配列を標的とする配列であるか、それらの配列を含む、gRNA配列を設計
し、または同定することは、当業者の水準内にある。CRISPRゲノム編集用のゲノムワイド
なgRNAデータベースを公的に利用することができ、これにはヒトゲノムまたはマウスゲノ
ム中の遺伝子の構成的エクソン中の例示的シングルガイドRNA（sgRNA）標的配列が含まれ
ている（例えばgenescript.com/gRNA-database.htmlを参照されたい。また、Sanjana et 
al.（2014）Nat. Methods, 11:783-4、http://www.e-crisp.org/E-CRISP/、http://crisp
r.mit.edu/、https://www.dna20.com/eCommerce/cas9/inputも参照されたい）。一部の態
様において、gRNA配列は、非標的遺伝子へのオフターゲット結合がごくわずかな配列であ
るか、そのような配列を含む。
【０２７３】
　gRNA標的化ドメイン配列に相補的なPDCD1中の例示的標的配列をSEQ ID NO:13～18に示
す。gRNA標的化ドメイン配列に相補的なCD274中の例示的標的配列をSEQ ID NO:19～24に
示す。一部の態様において、PDCD1遺伝子に対する標的化ドメインは、例えば国際特許出
願公開番号WO2015/161276などに記載されているgRNA配列の例示的標的化ドメインのいず
れかと同じであるか、それとの相違が1、2、3、4、または5ヌクレオチド以下である配列
を含みうる。
【０２７４】
　一部の態様において、CRISPR系は、本明細書で論じるように、標的部位における二本鎖
切断（DSB）を誘発し、それに続いて破壊が起こる。別の態様では、標的部位において一
本の鎖にニックを入れるために、「ニッカーゼ」とみなされるCas9変異体が使用される。
一部の局面では、例えば特異性を改良するために、ニックが同時に導入された時に5'オー
バーハングが導入されるように、それぞれが1対の異なるgRNA標的化配列によって指示さ
れる、対になったニッカーゼが使用される。別の態様では、遺伝子発現に影響を及ぼすた
めに、触媒的に不活性なCas9が、転写リプレッサーまたはアクチベーターなどの異種エフ
ェクタードメインに融合される。
【０２７５】
　一部の態様において、破壊には、遺伝子への配列の挿入が含まれる。一般に、標的配列
を含む標的遺伝子座への組換えに使用することができる配列またはテンプレートを、「編
集テンプレート」または「編集ポリヌクレオチド」または「編集配列」という。一部の局
面において、外因性テンプレートポリヌクレオチドを編集テンプレートという場合もある
。一部の局面において、組換えは相同組換えである。
【０２７６】
　典型的には、内在性CRISPR系との関連において、CRISPR複合体（標的配列にハイブリダ
イズし、1つまたは複数のCasタンパク質との複合体を形成したガイド配列を含む）の形成
は、標的配列中、または標的配列の近く（例えば標的配列から1塩基対以内、2塩基対以内
、3塩基対以内、4塩基対以内、5塩基対以内、6塩基対以内、7塩基対以内、8塩基対以内、
9塩基対以内、10塩基対以内、20塩基対以内、50塩基対以内またはそれ以上）で、一方ま
たは両方の鎖の開裂をもたらす。
【０２７７】
　一部の態様では、野生型tracr配列の全部または一部（例えば野生型tracr配列のうちの
約20、26、32、45、48、54、63、67、85ヌクレオチドまたはそれ以上）を含むかそれから
なりうるtracr配列も含まれていてよく、例えばtracr配列の少なくとも一部分に沿った、
ガイド配列に機能的に連結されたtracr mate配列の全部または一部分へのハイブリダイゼ
ーションなどによって、CRISPR複合体の一部を形成しうる。一部の態様において、tracr
配列は、tracr mate配列に対して、ハイブリダイズしてCRISPR複合体の形成に参加するの
に十分な相補性を有する。標的配列と同様に、一部の態様において、完全な相補性は必ず
しも必要ない。一部の態様において、tracr配列は、最適アライメントした場合にtracr m
ate配列の長さに沿って少なくとも50％、60％、70％、80％、90％、95％または99％の配
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列相補性を有する。
【０２７８】
　一般に、tracr mate配列は、（1）対応するtracr配列を含有する細胞における、tracr 
mate配列が隣接するガイド配列の切出し、および（2）標的配列における、tracr配列にハ
イブリダイズしたtracr mate配列を含むCRISPR複合体の形成、のうちの1つまたは複数を
促進するのに十分な相補性を、tracr配列との間に有する任意の配列を含む。一般に、相
補性の度合は、2つの配列のうちの短い方の長さに沿った、tracr mate配列とtracr配列の
最適なアライメントに関する。
【０２７９】
　最適アライメントは任意の適切なアライメントアルゴリズムによって決定することがで
き、さらに、tracr配列内またはtracr mate配列内の自己相補性などの二次構造を考慮す
ることができる。一部の態様において、tracr配列とtracr mate配列との間の、それら2つ
のうちの短い方の長さに沿った相補性の度合は、約25％、30％、40％、50％、60％、70％
、80％、90％、95％、97.5％、99％またはそれ以上である。一部の態様において、tracr
配列は、長さが約5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、16、17、18、19、20、25、3
0、40、50ヌクレオチドまたはそれ以上である。一部の態様において、tracr配列およびtr
acr mate配列は、それら二つの間のハイブリダイゼーションがヘアピンなどの二次構造を
有する転写産物を生成するような形で、単一の転写産物内に含まれる。一部の局面におい
て、ヘアピン構造に使用するためのループ形成配列は、4ヌクレオチド長であって、配列G
AAAを有する。しかし、より長いまたはより短いループ配列も使用することができ、代替
配列も同様である。一部の態様において、配列は、ヌクレオチドトリプレット（例えばAA
A）および追加ヌクレオチド（例えばCまたはG）を含む。ループ形成配列の例にはCAAAお
よびAAAGがある。一部の態様において、転写産物、すなわち転写されたポリヌクレオチド
配列は、少なくとも2つ以上のヘアピンを有する。一部の態様において、転写産物は2、3
、4、または5つのヘアピンを有する。さらなる一態様において、転写産物は多くて5つの
ヘアピンを有する。一部の態様において、前記単一の転写産物は、ポリT配列などの転写
終結配列、例えば6Tヌクレオチドをさらに含む。
【０２８０】
　一部の態様において、CRISPR系の1つまたは複数のエレメントの発現を駆動する1つまた
は複数のベクターは、CRISPR系のエレメントの発現が1つまたは複数の標的部位におけるC
RISPR複合体の形成を指示することになるように、細胞に導入される。例えば、Cas酵素、
tracr-mate配列に連結されたガイド配列、およびtracr配列をそれぞれ、別個のベクター
上の別個の調節エレメントに機能的に連結することができるだろう。あるいは、同じ調節
エレメントまたは異なる調節エレメントから発現されるエレメントのうちの2つまたはそ
れ以上を単一のベクターにおいて組み合わせてもよく、その場合、第1のベクターに含ま
れていないCRISPR系の成分は、いずれも1つまたは複数の追加ベクターが提供する。一部
の態様において、単一ベクターにおいて組み合わされるCRISPR系エレメントは、1つのエ
レメントが第2のエレメントに対して5'側（「上流」）または3'側（「下流」）に位置す
るなど、任意の適切な配向で配置されうる。1つのエレメントのコード配列は、第2のエレ
メントのコード配列と同じ鎖上または反対の鎖上に位置して、同じ向きまたは反対の向き
に配向されうる。一部の態様では、単一のプロモーターが、CRISPR酵素をコードする転写
産物、ならびにガイド配列、tracr mate配列（ガイド配列に機能的に連結されていてもよ
い）、および1つまたは複数のイントロン配列内に（例えば、それぞれが異なるイントロ
ン中に、または少なくとも1つのイントロン中に2つもしくはそれ以上が、または単一のイ
ントロン中にすべてが）埋め込まれたtracr配列のうちの1つまたは複数の発現を駆動する
。一部の態様において、CRISPR酵素、ガイド配列、tracr mate配列、およびtracr配列は
、同じプロモーターに機能的に連結され、同じプロモーターから発現される。
【０２８１】
　一部の態様において、ベクターは、1つまたは複数の挿入部位、例えば制限エンドヌク
レアーゼ認識配列（「クローニング部位」ともいう）を含む。一部の態様において、1つ
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または複数の挿入部位（例えば約1、2、3、4、5、6、7、8、9もしくは10個またはそれ以
上の挿入部位）が、1つまたは複数のベクターの1つまたは複数の配列エレメントの上流お
よび/または下流に位置する。一部の態様において、挿入部位へのガイド配列の挿入に続
いて、発現時に、ガイド配列が真核細胞中の標的配列へのCRISPR複合体の配列特異的結合
を指示するように、ベクターはtracr mate配列の上流、および任意でtracr mate配列に機
能的に連結される調節エレメントの下流に、挿入部位を含む。一部の態様において、ベク
ターは2つ以上の挿入部位を含み、各挿入部位は、各部位におけるガイド配列の挿入が可
能になるように、2つのtracr mate配列の間に位置する。そのような配置では、それら2つ
以上のガイド配列が、2コピー以上の単一ガイド配列、2つ以上の異なるガイド配列、また
はそれらの組み合わせを含みうる。複数の異なるガイド配列を使用する場合は、単一の発
現コンストラクトを使って、細胞内の複数の異なる対応標的配列にCRISPR活性をターゲテ
ィングすることができる。例えば単一のベクターは、約1、2、3、4、5、6、7、8、9、10
、15、もしくは20個、またはそれ以上のガイド配列を含みうる。一部の態様において、約
1、2、3、4、5、6、7、8、9、もしくは10個、またはそれ以上のそのようなガイド配列含
有ベクターを用意して、任意で細胞に送達することができる。
【０２８２】
　一部の態様において、ベクターは、Casタンパク質などのCRISPR酵素をコードする酵素
コード配列に機能的に連結された調節エレメントを含む。Casタンパク質の非限定的な例
には、Cas1、Cas1B、Cas2、Cas3、Cas4、Cas5、Cas6、Cas7、Cas8、Cas9（Csn1およびCsx
12としても公知である）、Cas10、Csy1、Csy2、Csy3、Cse1、Cse2、Csc1、Csc2、Csa5、C
sn2、Csm2、Csm3、Csm4、Csm5、Csm6、Cmr1、Cmr3、Cmr4、Cmr5、Cmr6、Csb1、Csb2、Csb
3、Csx17、Csx14、Csx10、Csx16、CsaX、Csx3、Csx1、Csx15、Csf1、Csf2、Csf3、Csf4、
それらのホモログ、またはそれらの修飾型がある。これらの酵素は公知であり、例えば化
膿レンサ球菌（S. pyogenes）Cas9タンパク質のアミノ酸配列は、SwissProtデータベース
に、アクセッション番号Q99ZW2として見いだすことができる。一部の態様において、Cas9
などの無修飾CRISPR酵素はDNA開裂活性を有する。一部の態様において、CRISPR酵素はCas
9であり、化膿レンサ球菌、黄色ブドウ球菌（S. aureus）または肺炎レンサ球菌（S. pne
umoniae）由来のCas9であることができる。一部の態様において、CRISPR酵素は、標的配
列の位置で、例えば標的配列内および/または標的配列の相補鎖内で、一方または両方の
鎖の開裂を指示する。一部の態様において、CRISPR酵素は、標的配列の最初または最後の
ヌクレオチドから約1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、15、20、25、50、100、200、もし
くは500塩基対以内、またはそれ以上の位置で、一方または両方の鎖の開裂を指示する。
【０２８３】
　一部の態様において、ベクターは、対応野生型酵素と比較して、変異型CRISPR酵素が標
的配列を含有する標的ポリヌクレオチドの一方または両方の鎖を開裂する能力を欠くよう
に変異している、CRISPR酵素をコードする。例えば、化膿レンサ球菌由来のCas9のRuvC I
触媒ドメインにおけるアスパラギン酸からアラニンへの置換（D10A; SEQ ID NO:12）は、
Cas9を、両方の鎖を開裂するヌクレアーゼから、ニッカーゼ（一本の鎖を開裂する）へと
変換する。一部の態様において、Cas9ニッカーゼは、ガイド配列と組み合わせて、例えば
DNA標的のそれぞれセンス鎖およびアンチセンス鎖を標的とする2つのガイド配列と組み合
わせて、使用することができる。この組み合わせにより、両方の鎖にニックを入れて、NH
EJを誘発するために使用することが可能になる。
【０２８４】
　一部の態様において、Cas9またはスプリットCas9は、エンドヌクレアーゼ活性を欠く。
一部の態様において、結果として生じるCas9またはスプリットCas9を、標的核酸配列、例
えばPD-L1またはPD-1をコードする遺伝子の相補配列を含むように設計されたガイドRNAと
共発現させる。一部の態様において、エンドヌクレアーゼ活性を欠くCas9の発現は、関心
対象の遺伝子の特異的サイレンシングまたは低減をもたらす。この系はCRISPR干渉（CRIS
PRi）と呼ばれている（Qi, Larson et al. 2013）。一部の態様において、サイレンシン
グは転写工程または翻訳工程で起こりうる。一部の態様において、サイレンシングは、転
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写を直接遮断することによって、例えば転写伸長を遮断することによって、または任意の
プロモーター内の重要なシス作用モチーフを標的とすることで、それぞれのコグネイトト
ランス活性化転写因子の会合を立体的に遮断することによって起こりうる。一部の態様に
おいて、エンドヌクレアーゼ活性を欠くCas9は、どちらも非機能的なHNHドメインとRuvC
ドメインとを含む。一部の態様において、Cas9またはスプリットCas9ポリペプチドは、Ru
vC様ドメインとHNHドメインの両方の触媒残基に不活性化変異を含む。例えば、開裂Cas9
活性に必要な触媒残基は、化膿レンサ球菌のCas9のD10、D31、H840、H865、H868、N882お
よびN891（COG3513-SEQ ID NO:11）、またはCasファミリーメンバーのホモログ上で、CLU
STALW法を使ってアライメントされる位置であることができる。一部の態様において、HNH
またはRuvCモチーフに含まれる残基は、上記のパラグラフに記載したものであることがで
きる。一部の態様において、これらの残基のいずれかを、他のアミノ酸のいずれか一つで
、例えばアラニン残基で、置き換えることができる。一部の態様において、触媒残基にお
ける変異とは、Cas9の触媒ドメインの少なくとも1つの不活化の原因となる、別のアミノ
酸による置換、またはアミノ酸の欠失もしくは付加を意味する。
【０２８５】
　Cas9タンパク質中の変異の非限定的な例は、当技術分野において公知であり（例えばWO
2015/161276参照）、それらはいずれも、ここに提供される方法によるCRISPR/Cas9系に含
めることができる。
【０２８６】
　一部の態様において、CRISPR酵素をコードする酵素コード配列は、特定の細胞、例えば
真核細胞における発現に、コドン最適化される。真核細胞は、特定の生物、例えば、限定
するわけではないがヒト、マウス、ラット、ウサギ、イヌ、または非ヒト霊長類を含む哺
乳動物の真核細胞であるか、それら特定の生物に由来しうる。一般に、コドン最適化とは
、関心対象の宿主細胞における発現が強化されるように、ネイティブアミノ酸配列を維持
しつつ、ネイティブ配列のうちの少なくとも1つのコドン（例えば約1、2、3、4、5、10、
15、20、25、もしくは50個、またはそれ以上のコドン）を当該宿主細胞の遺伝子において
より高頻度にまたは最も高頻度に使用されているコドンで置き換えることによって、核酸
配列を修飾するプロセスをいう。さまざまな種が、特定アミノ酸の一定のコドンに対して
、特定のバイアスを呈する。コドンバイアス（生物間でのコドン使用頻度の相違）は、多
くの場合、メッセンジャーRNA（mRNA）の翻訳の効率と相関し、そしてそれは、なかんず
く、翻訳されるコドンの性質および特定トランスファーRNA（tRNA）分子の利用可能性に
依存すると考えられている。細胞における選択されたtRNAの優位性は、一般に、ペプチド
合成において最も高頻度に使用されるコドンの反映である。したがって遺伝子は、所与の
生物における最適な遺伝子発現のために、コドン最適化に基づいて適応させることができ
る。一部の態様では、CRISPR酵素をコードする配列中の1つまたは複数のコドン（例えば1
、2、3、4、5、10、15、20、25、50個、もしくはそれ以上のコドン、またはすべてのコド
ン）が、特定アミノ酸に対して最も高頻度に使用されるコドンに対応する。
【０２８７】
　一部の態様において、CRISPR酵素は、1つまたは複数の異種タンパク質ドメイン（CRISP
R酵素に加えて例えば約1、2、3、4、5、6、7、8、9、もしくは10個、またはそれ以上のド
メイン）を含む融合タンパク質の一部である。CRISPR酵素融合タンパク質は、任意の追加
タンパク質配列、および任意で、いずれか2つのドメイン間のリンカー配列を含みうる。C
RISPR酵素に融合しうるタンパク質ドメインの例には、エピトープタグ、レポーター遺伝
子配列、ならびにメチラーゼ活性、デメチラーゼ活性、転写活性化活性、転写抑制活性、
転写終結因子活性、ヒストン修飾活性、RNA開裂活性および核酸結合活性うちの1つまたは
複数を有するタンパク質ドメインがあるが、それらに限定されるわけではない。エピトー
プタグの非限定的な例には、ヒスチジン（His）タグ、V5タグ、FLAGタグ、インフルエン
ザヘマグルチニン（HA）タグ、Mycタグ、VSV-Gタグ、およびチオレドキシン（Trx）タグ
がある。レポーター遺伝子の例には、グルタチオン-5-トランスフェラーゼ（GST）、セイ
ヨウワサビペルオキシダーゼ（HRP）、クロラムフェニコールアセチルトランスフェラー
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ゼ（CAT）、ベータ-ガラクトシダーゼ、ベータ-グルクロニダーゼ、ルシフェラーゼ、緑
色蛍光タンパク質（GFP）、HcRed、DsRed、シアン蛍光タンパク質（CFP）、黄色蛍光タン
パク質（YFP）、および青色蛍光タンパク質（BFP）を含む自家蛍光タンパク質があるが、
それらに限定されるわけではない。CRISPR酵素は、DNA分子に結合するタンパク質もしく
は他の細胞分子に結合するタンパク質またはそのようなタンパク質のフラグメント、例え
ば限定するわけではないがマルトース結合タンパク質（MBP）、S-タグ、Lex A DNA結合ド
メイン（DBD）融合物、GAL4A DNA結合ドメイン融合物、および単純ヘルペスウイルス（HS
V）BP16タンパク質融合物などをコードする遺伝子配列に融合することができる。CRISPR
酵素を含む融合タンパク質の一部を形成しうる追加ドメインは、参照により本明細書に組
み入れられるUS20110059502に記載されている。一部の態様では、標的配列の場所を特定
するためにタグ付きCRISPR酵素が使用される。
【０２８８】
　一部の態様では、ガイド配列と組み合わされた（そして任意でガイド配列との複合体を
形成した）CRISPR酵素が細胞に送達される。一部の態様において、本開示によるタンパク
質成分（例えばCas9/gRNA RNP）を細胞に導入するための方法は、物理的送達方法（例え
ばエレクトロポレーション、粒子銃、リン酸カルシウムトランスフェクション、細胞圧縮
または細胞スクイージング）、リポソームまたはナノ粒子によることができる。
【０２８９】
　CRISPRによるPD-1のノックアウトのための市販キット、gRNAベクターおよびドナーベク
ターは、例えばOriGeneから入手できる。www.origene.com/CRISPR-CAS9/Product.aspx?SK
U=KN210364、カタログ番号KN210364G1、KN210364G2、KN210364Dを参照されたい。同様に
、CRISPRによるPD-L1のノックアウトのための市販キット、gRNAベクターおよびドナーベ
クターも、例えばOriGeneから入手できる。www.origene.com/CRISPR-CAS9/Product.aspx?
SKU=KN213071、カタログ番号KN213071G1、KN213071G2、KN213071Dを参照されたい。
【０２９０】
　一部の局面において、PD-1またはPD-L1をコードする遺伝子などの標的ポリヌクレオチ
ドは、CRISPR複合体が導入された細胞中で修飾される。一部の態様において、本方法は、
CRISPR複合体を標的ポリヌクレオチドに結合させることで該標的ポリヌクレオチドの開裂
を引き起こし、それによって標的ポリヌクレオチドを修飾する工程を含み、ここで、CRIS
PR複合体は、該標的ポリヌクレオチド内の標的配列にハイブリダイズするガイド配列と複
合体を形成したCRISPR酵素を含み、該ガイド配列はtracr mate配列に連結されており、そ
のtracr mate配列はtracr配列にハイブリダイズする。
【０２９１】
　一部の態様において、本方法は、結合がポリヌクレオチドの発現の増加または減少をも
たらすように、CRISPR複合体を該ポリヌクレオチドに結合させる工程を含む。ここで、CR
ISPR複合体は、該ポリヌクレオチド内の標的配列にハイブリダイズするガイド配列と複合
体を形成したCRISPR酵素を含み、該ガイド配列はtracr mate配列に連結されていて、その
tracr mate配列はtracr配列にハイブリダイズする。
【０２９２】
D. 条件的な遺伝子抑制系
　一部の態様において、PD-1もしくはPD-L1をコードする遺伝子またはPD-1もしくはPD-L1
分子の欠失、ノックアウト、破壊、発現の低減、発現の妨害、アップレギュレーションの
阻害および/またはその機能の阻害は、条件的である。一部の態様において、PD-1および/
またはPD-L1をコードする遺伝子などの遺伝子の条件的な抑制は、投与された、抗原受容
体（例えばCAR）で操作された細胞の持続性の低下時に、および/またはそのような細胞が
消耗表現型を呈した時に、開始または誘導されうる。一部の態様において、条件的な抑制
は、曝露の持続時間の増加を呈する細胞をもたらすことによって、かつ/または処置の時
間および/または投与量の制御を可能にすることによって、治療的応用を容易にしうる。
【０２９３】
1. 条件的調整物質
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　一部の態様において、本明細書に記載のペプチドまたは核酸のいずれかの発現は、ドキ
シサイクリン、テトラサイクリンまたはその類似体などの調整因子で細胞を処理すること
によって、外的に制御されうる。テトラサイクリンの類似体は、例えばクロルテトラサイ
クリン、オキシテトラサイクリン、デメチルクロロ-テトラサイクリン、メタサイクリン
、ドキシサイクリンおよびミノサイクリンである。
【０２９４】
　一部の態様において、可逆的遺伝子サイレンシングは、トランスアクチベーター誘導型
プロモーターを、該トランスアクチベーターと共に使用することによって実施されうる。
一部の態様において、そのようなトランスアクチベーター誘導型プロモーターは、関心対
象のトランスジーンまたは核酸の転写を強化または抑制するための制御エレメントを含む
。制御エレメントには、オペレーター、エンハンサーおよびプロモーターがあるが、それ
らに限定されるわけではない。一部の態様において、トランスアクチベーター誘導性プロ
モーターは、トランスアクチベーターに結合した場合に転写活性となり、そのトランスア
クチベーターは、特別な一組の条件下で、例えば化学的シグナルの特定の組み合わせの存
在下または非存在下で、例えば前記の一覧から選択される調整因子によって、活性化され
る。
【０２９５】
　トランスアクチベーター誘導型プロモーターは、トランスアクチベーター結合配列、例
えばいくつかのtetオペレーター配列、例えば3、4、5、6、7、8、9、または10個のtetオ
ペレーター配列が組み入れられるように修飾された、本明細書において言及する任意のプ
ロモーターでありうる。一部の態様において、tetオペレーター配列はタンデムである。
一部の態様において、プロモーターはテトラサイクリン応答エレメント（TRE）である。
そのような配列は、例えばヒトU6プロモーターを含むU6プロモーターの遠位配列エレメン
ト（DSE）におけるStafおよびOct-1の機能的認識部位を置き換えることができる。
【０２９６】
　調整因子の存在下で発現を誘導する転写調整物質ドメインの具体例には、以下の転写調
整物質に見いだされる転写調整物質ドメインがあるが、それらに限定されるわけではない
: Tet-On転写調整物質、ならびにTet-On Advanced転写調整物質およびTet-On 3G転写調整
物質（これらはいずれもClontech Laboratories（カリフォルニア州マウンテンビュー）
から入手できる）。調整因子の非存在下で発現を誘導する転写調整物質ドメインの具体例
には、以下の転写調整物質に見いだされる転写調整物質ドメインがあるが、それらに限定
されるわけではない: Tet-off転写調整物質およびTet-Off Advanced転写調整物質（これ
らはどちらもClontech Laboratories（カリフォルニア州マウンテンビュー）から入手で
きる）。これらの系は、当技術分野において周知の、当業者が熟知する手法に従って、適
合させ、使用することができる。
【０２９７】
　一部の態様において、トランスアクチベーター誘導型プロモーターは、阻害性核酸分子
に機能的に連結された複数のトランスアクチベーター結合配列を含む。
【０２９８】
　トランスアクチベーターは、トランスアクチベーターをコードする配列に機能的に連結
された調整因子依存的プロモーターを含む、同じ発現ベクター中または異なる発現ベクタ
ー中の核酸配列によって提供されうる。「異なる発現ベクター」という用語は、例えばウ
イルス、プラスミド、コスミドまたはトランスポゾンなど、核酸を送達するための任意の
媒体を包含するものとする。該核酸配列における使用に適したプロモーターには、例えば
構成的、調節型、組織特異的、または遍在性プロモーターが含まれ、それらは、CMV、RSV
、PGK、EF1α、NSE、シナプシン、β-アクチン、GFAPなど、細胞由来、ウイルス由来また
は合成由来であることができる。
【０２９９】
　いくつかの態様による例示的トランスアクチベーターは、rtTA2-M2のDNA結合ドメイン
およびOct-2Q（Q→A）活性化ドメインで構成されるrtTA-Oct2トランスアクチベーターで
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ある。いくつかの態様によれば、もう一つの例示的トランスアクチベーターは、Tetリプ
レッサータンパク質（大腸菌）のDNA結合ドメインおよびOct-2Q（Q→A）活性化ドメイン
で構成されるrtTA-Oct3トランスアクチベーターである。どちらも特許出願公開WO2007/00
4062に記載されている。
【０３００】
　一部の態様は、調節融合タンパク質（RPR）をコードする単離されたヌクレオチド配列
を含み、ここで、前記融合タンパク質は（1）関心対象のヌクレオチド配列の発現を阻害
することができる転写遮断ドメインと（2）リガンド結合ドメインとを含有し、ここで、
リガンド結合ドメインに結合することができるコグネイトリガンドの存在下では、融合タ
ンパク質が安定化される。
【０３０１】
　一部の態様において、転写遮断ドメインは、細菌、バクテリオファージ、真核生物、ま
たは酵母リプレッサータンパク質に由来する。一部の態様において、転写遮断ドメインは
、細菌またはバクテリオファージリプレッサータンパク質、例えばTetR、LexA、LacI、Tr
pR、Arc、およびLambdaCIなどに由来する。一部の態様において、転写遮断ドメインは、
真核生物リプレッサータンパク質、例えばGAL4などに由来する。一部の態様において、転
写遮断ドメインは、DNAに結合することはできるがDNAを開裂することはできない変異型制
限酵素であり、オペレーターはその制限酵素の認識部位である。一部の態様において、例
えば転写遮断ドメインは、変異型NotIである。
【０３０２】
　一部の態様において、リガンド結合ドメインは、ステロイド、甲状腺、またはレチノイ
ド受容体に由来する。一部の態様において、リガンド結合ドメインは、エストロゲン受容
体に由来し、コグネイトリガンドはエストロゲンである。一部の態様において、エストロ
ゲン受容体は1つまたは複数の変異、例えばT2変異を含有し、コグネイトリガンドはタモ
キシフェンである。これらの系は、当技術分野において周知の、当業者が熟知する手法に
従って、適合させ、使用することができる。
【０３０３】
　一部の態様では、転写を調整するために、RheoSwitch系を使用することができる。一部
の態様において、RheoSwitch系はRheo受容体およびRheoアクチベータータンパク質を含み
、それらはRSL1リガンドの存在によって活性化されうる。一部の態様において、この受容
体およびアクチベーターは、RSL1リガンドの存在下で安定に二量化し、応答エレメントに
結合して転写をオンにする（例えば「RheoSwitch（登録商標）Mammalian Inducible Expr
ession System」の使用説明書（New England BioLabs（登録商標）Inc.）バージョン1.3
、2007年11月）、Karzenowski, D. et al., BioTechiques 39:191-196（2005）、Dai, X.
 et al., Protein Expr. Purif 42:236-245（2005）、Palli, S. R. et al., Eur. J. Bi
ochem. 270:1308-1515（2003）、Dhadialla, T. S. et al., Annual Rev. Entomol. 43:5
45-569（1998）、Kumar, M. B, et al., J. Biol. Chem. 279:27211-27218（2004）、Ver
haegent, M. and Christopoulos, T. K., Annal. Chem. 74:4378-4385（2002）、Katalam
, A. K., et al., Molecular Therapy 13:S103（2006）、およびKarzenowski, D. et al.
, Molecular Therapy 13:S194（2006）を参照されたい）。
【０３０４】
　一部の態様では、例えば参照により本明細書に組み入れられるWO 2014/018423に記載の
系および方法など、電磁エネルギーを使って転写を調整することができる。
【０３０５】
　一部の態様では、哺乳動物用に修飾されたlacリプレッサー/オペレーター系由来のもの
などのリプレッサー結合領域を含めることによって、RNA転写の制御可能な調節を達成す
ることができる。Hu and Davidson, 1987、ならびにKozak, 1986参照。
【０３０６】
2. 部位特異的組換えによる条件的活性
　一部の態様において、阻害性作用物質であるまたは阻害性作用物質をコードする、導入
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された核酸は、宿主ゲノムへのその組込み後の時点で、例えば部位特異的組換え法を使用
することなどによって、除去することができる。一部の態様では、阻害性作用物質、例え
ばCRISPR、gRNA、Cas、ZFP、ZFN、TALE、TALEN、RNAi、siRNA、shRNA、miRNA、アンチセ
ンスRNAおよび/またはリボザイムであるか、それらをコードする核酸を、loxPなどの組換
え部位配列の間に置く。一部の態様では、前記核酸が、部位特異的リコンビナーゼによっ
て媒介される組換えのために、少なくとも1つ（典型的には2つ）の部位を含む。一部の態
様において、部位特異的リコンビナーゼは、より長いDNA分子からのDNAフラグメントの導
入または切出しを触媒する。一部の態様において、これらの酵素は、認識と組換えの両方
に役立つ比較的短いユニークな核酸配列を認識する。一部の態様において、組換え部位は
短い逆方向反復（6、7、または8塩基対長）を含有し、DNA結合エレメントの長さは約11～
約13bp長でありうる。
【０３０７】
　一部の態様において、ベクターは、多種多様な部位特異的リコンビナーゼのいずれかの
ための1つまたは複数の組換え部位を含みうる。部位特異的リコンビナーゼのための標的
部位は、ウイルスゲノム、例えばレンチウイルスゲノムの組込みに必要な任意の部位に加
えて追加されるものであると理解される。一部の態様において、核酸は、Cre、XerD、HP1
およびFlpからなる群より選択されるリコンビナーゼ酵素のための1つまたは複数の部位を
含む。これらの酵素および組換え部位は当技術分野において周知である（例えばSauer et
 al., 1989, Nucleic Acids Res., 17:147、Gorman et al., 2000, Curr. Op. Biotechno
l, 11:455、O'Gorman et al., 1991, Science, 251:1351、Kolb, 2002, Cloning Stem Ce
lls, 4:65、Kuhn et al., 2002, Methods Mol. Biol, 180:175を参照されたい）。
【０３０８】
　一部の態様において、これらのリコンビナーゼは、2つの34bp認識部位（それぞれloxP
およびFRT）の間の保存型DNA組換え事象を触媒する。一部の態様では、2つのloxP部位の
間にプロモーターエレメントに機能的に連結された異種核酸配列を置くことによって（こ
の場合、前記配列は「flox化」される）、阻害性作用物質をコードする導入された核酸、
例えば本明細書に記載するもののいずれかの、細胞への移入後の、制御された発現が可能
になる。細胞内でCreの発現を誘導することにより、異種核酸配列は切り出され、よって
さらなる転写を防止し、かつ/または前記配列の発現を効果的に排除する。一部の態様は
、例えば阻害性エレメントまたはポリアデニル化部位の除去などによって異種遺伝子また
は内在性遺伝子が活性化されうる、Cre媒介遺伝子活性化を含む。
【０３０９】
　上述のように、異種核酸配列をloxP部位間に配置することにより、異種配列の、細胞へ
の移入後の、制御された発現が可能になる。細胞内でのCre発現を誘導することにより、
異種核酸配列は切り出され、よってさらなる転写を防止し、かつ/または前記配列の発現
を効果的に排除することができる。Cre発現は、さまざまな方法のいずれでも誘導するこ
とができる。例えばCreは誘導性プロモーターの制御下に存在することができ、そのプロ
モーターを活性化することによってCre発現を誘導することができる。これに代えて、ま
たはこれに加えて、Creの発現を指示する発現ベクターを細胞に導入することによって、C
re発現を誘導することもできる。例えば限定するわけではないがウイルスベクター、例え
ばレンチウイルスベクターまたはアデノウイルスベクターなど、任意の適切な発現ベクタ
ーを使用することができる。「Cre発現を誘導する」という語句は、本明細書において使
用する場合、細胞内でのCreレベルの増加をもたらす任意のプロセスを指す。
【０３１０】
　2つのloxP部位を含むレンチウイルス移入プラスミドは、2つのloxP部位を含む標準的ベ
クターを使用することができる任意の応用において有用である。例えばloxP部位の間に選
択可能マーカーを置くことができる。これにより、単一の細胞（またはその子孫）への複
数遺伝子の逐次的および反復ターゲティングが可能になる。細胞へのflox化選択可能マー
カーを含む移入プラスミドの導入後に、安定トランスフェクタントを選択することができ
る。安定トランスフェクタントの単離後に、Creの誘導によってマーカーを切り出すこと
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ができる。次に、そのマーカーを使って、前記細胞またはその子孫に第2の遺伝子をター
ゲティングすることができる。移入プラスミドに由来するレンチウイルスゲノムを含むレ
ンチウイルス粒子を同じ方法で使用することができる。
【０３１１】
　一部の態様では、移入プラスミドおよびレンチウイルス粒子を使って、細胞、組織また
は生物における、構成的な、条件的な、可逆的な、または組織特異的な発現を達成するこ
とができる。一部の態様は、（i）部位特異的リコンビナーゼのための部位の間に位置す
る異種核酸を含むレンチウイルスベクターを、細胞に送達する工程、および（ii）前記細
胞内で前記部位特異的リコンビナーゼの発現を誘導することにより、これらの細胞内での
転写産物の合成を防止する工程を含む、細胞において転写産物を可逆的に発現させる方法
を包含する。一部の態様によれば、部位特異的リコンビナーゼをコードする核酸は誘導性
プロモーターに機能的に連結され、誘導工程は上述のように前記プロモーターを誘導する
ことを含む。
【０３１２】
E. 作用物質、遺伝子破壊分子および遺伝子破壊複合体をコードする核酸の送達
　一部の局面では、RNA干渉分子、DNA標的化分子、その複合体（例えばCas9/gRNA RNP）
、もしくは組み合わせなどの核酸阻害性分子であるか、または核酸阻害性分子を含むか、
または核酸阻害性分子をコードする、核酸分子をコードする核酸が、細胞に投与または導
入される。一部の態様において、そのような核酸分子またはその複合体は、当技術分野に
おいて周知の方法によって、T細胞などの細胞に導入することができる。そのような方法
には、組換えウイルスベクター（例えばレトロウイルス、レンチウイルス、アデノウイル
ス）、リポソームまたはナノ粒子の形態での導入があるが、それらに限定されるわけでは
ない。一部の態様において、方法は、マイクロインジェクション、エレクトロポレーショ
ン、パーティクルボンバードメント、リン酸カルシウムトランスフェクション、細胞圧縮
、スクイージングを含みうる。一部の態様では、細胞中で発現させることを考慮して、ポ
リヌクレオチドをベクター、より具体的にはプラスミドまたはウイルスに含めることがで
きる。
【０３１３】
　一部の態様では、ウイルスベースおよび非ウイルスベースの遺伝子移入法を使って、T
細胞などの細胞に、核酸を導入することができる。そのような方法は、培養細胞または宿
主生物中の細胞に成分をコードする核酸を投与するために使用することができる。非ウイ
ルスベクター送達系には、DNAプラスミド、RNA（例えば本明細書に記載するベクターの転
写産物）、裸の核酸、およびリポソームなどの送達媒体との複合体を形成した核酸がある
。核酸の非ウイルス送達の方法には、リポフェクション、ヌクレオフェクション、マイク
ロインジェクション、バイオリスティック法、ビロゾーム、リポソーム、イムノリポソー
ム、ポリカチオンまたは脂質:核酸コンジュゲート、裸のDNA、人工ビリオン、およびDNA
の作用物質強化型取り込み（agent-enhanced uptake）がある。リポフェクションは、例
えば米国特許第5,049,386号、同第4,946,787号、および同第4,897,355号に記載されてお
り、リポフェクション試薬は市販されている（例えばTransfectam（商標）およびLipofec
tin（商標））。効率のよいポリヌクレオチドの受容体認識リポフェクションに適したカ
チオン性脂質および中性脂質には、FelgnerのWO 91/17424、WO 91/16024のものがある。
送達は細胞への送達（例えばインビトロ投与またはエクスビボ投与）または標的組織への
送達（例えばインビボ投与）であることができる。
【０３１４】
　一部の態様において、送達は、RNAまたはDNAウイルスベースの核酸送達系の使用による
。ウイルスベクター送達系には、細胞への送達後にエピソームゲノムまたは組み込まれた
ゲノムを有するDNAウイルスおよびRNAウイルスがある。遺伝子治療の手法を概観するには
、Anderson, Science 256:808-813（1992）、Nabel & Felgner, TIBTECH 11:211-217（19
93）、Mitani & Caskey, TIBTECH 11:162-166（1993）、Dillon. TIBTECH 11:167-175（1
993）、Miller, Nature 357:455-460（1992）、Van Brunt, Biotechnology 6（10）:1149
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-1154（1988）、Vigne, Restorative Neurology and Neuroscience 8:35-36（1995）、Kr
emer & Perricaudet, British Medical Bulletin 51（1）:31-44（1995）、Haddada et a
l., in Current Topics in Microbiology and Immunology Doerfler and Bohm（eds）（1
995）、およびYu et al., Gene Therapy 1:13-26（1994）を参照されたい。ウイルスベー
スの系には、一部の態様において、遺伝子移入のためのレトロウイルスベクター、レンチ
ウイルスベクター、アデノウイルスベクター、アデノ随伴ウイルスベクター、および単純
ヘルペスウイルスベクターが含まれる。
【０３１５】
　一部の態様において、核酸は、ウイルス発現ベクターなどの発現ベクターの形態で投与
される。一部の局面において、発現ベクターはレトロウイルス発現ベクター、アデノウイ
ルス発現ベクター、DNAプラスミド発現ベクター、またはAAV発現ベクターである。一部の
態様において、ウイルスベクターなどの導入されるベクターは、CARなどの遺伝子操作さ
れた抗原受容体をコードする核酸も含む。一部の態様において、核酸は、独立した発現カ
セットからの独立した発現を制御するためのプロモーターに機能的に連結された独立した
発現カセットに載せて提供することができる。
【０３１６】
　一部の局面では、遺伝子産物の発現の改変または修飾を測定するためのマーカーとして
役立つ遺伝子産物をコードするために、レポーター遺伝子、例えば限定するわけではない
が、グルタチオン-5-トランスフェラーゼ（GST）、セイヨウワサビペルオキシダーゼ（HR
P）、クロラムフェニコールアセチルトランスフェラーゼ（CAT）、ベータ-ガラクトシダ
ーゼ、ベータ-グルクロニダーゼ、ルシフェラーゼ、緑色蛍光タンパク質（GFP）、HcRed
、DsRed、シアン蛍光タンパク質（CFP）、黄色蛍光タンパク質（YFP）、および青色蛍光
タンパク質（BFP）を含む自家蛍光タンパク質を、細胞に導入することができる。さらな
る一態様では、遺伝子産物をコードするDNA分子を、ベクターによって細胞に導入するこ
とができる。一部の態様において、遺伝子産物はルシフェラーゼである。さらなる一態様
では、遺伝子産物の発現を減少させる。
【０３１７】
　一部の態様において、PDCD1および/またはCD274などのPD-1および/またはPD-L1をコー
ドする遺伝子のノックダウンまたはノックアウトなどの遺伝子破壊を誘導することができ
る作用物質は、リボ核タンパク質（RNP）複合体などの複合体として導入される。RNP複合
体は、RNA分子またはgRNA分子などのリボヌクレオチドの配列と、Cas9タンパク質または
その変異体などのポリペプチドとを含む。一部の態様において、Cas9タンパク質は、Cas9
タンパク質とgRNA分子、例えばPDCD1またはCD274を標的とするgRNAとを含むRNP複合体と
して送達される。一部の態様において、PDCD1またはCD274を標的とする1つまたは複数のg
RNA分子とCas9酵素またはその変異体とを含むRNPは、物理的送達（例えばエレクトロポレ
ーション、粒子銃、リン酸カルシウムトランスフェクション、細胞圧縮または細胞スクイ
ージング）、リポソームまたはナノ粒子によって、細胞に直接導入される。特定の態様で
は、PDCD1またはCD274を標的とする1つまたは複数のgRNA分子とCas9酵素またはその変異
体とを含むRNPがエレクトロポレーションによって導入される。
【０３１８】
　一部の態様において、さまざまな時点における、例えば作用物質の導入後24～72時間の
時点における、遺伝子（例えばPDCD1またはCD274）のノックアウトの度合は、細胞におけ
る遺伝子破壊を評価するためのいくつかの周知のアッセイをどれでも使って評価すること
ができる。さまざまな時点における、例えば作用物質の導入後24～72時間の時点における
、遺伝子（例えばPDCD1またはCD274）のノックダウンの度合は、転写またはタンパク質発
現または細胞表面発現のレベルを決定するためのアッセイなど、細胞における遺伝子発現
を評価するためのいくつかの周知のアッセイをどれでも使って評価することができる。
【０３１９】
IV. 組成物、製剤および投与の方法
　細胞および集団、ならびに細胞および集団を含有する、例えばここに提供される方法に
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よって生成される細胞および集団を含有する、組成物（薬学的組成物および治療組成物を
含む）も提供される。対象、例えば患者に前記細胞および組成物を投与するための方法、
例えば治療方法も提供される。
【０３２０】
A. 組成物および製剤
　投与するための細胞を含む組成物も、薬学的組成物および製剤、例えば、ある特定の用
量で投与するための、またはある特定の用量を分けて投与するための数の細胞を含む単位
剤形組成物を含めて提供される。薬学的組成物および製剤は、一般的に、1つまたは複数
の任意の薬学的に許容される担体または賦形剤を含む。一部の態様において、前記組成物
は、少なくとも1種類のさらなる治療剤を含む。
【０３２１】
　「薬学的製剤」という用語とは、「薬学的製剤」に含まれる活性成分の生物学的活性が
有効になるような形をとり、製剤が投与される対象に対して容認できないほどの毒性があ
る、さらなる成分を含有しない調製物を指す。
【０３２２】
　「薬学的に許容される担体」とは、対象に無毒な、活性成分以外の、薬学的製剤中にあ
る成分を指す。薬学的に許容される担体には、緩衝液、賦形剤、安定剤、または防腐剤が
含まれるが、これに限定されない。
【０３２３】
　一部の局面において、担体の選択は、一つには、特定の細胞および/または投与方法に
よって決定される。従って、様々な適切な製剤がある。例えば、薬学的組成物は防腐剤を
含有してもよい。適切な防腐剤には、例えば、メチルパラベン、プロピルパラベン、安息
香酸ナトリウム、および塩化ベンザルコニウムが含まれ得る。一部の局面において、2種
類以上の防腐剤の混合物が用いられる。防腐剤またはその混合物は典型的には全組成物の
重量に対して約0.0001％～約2％の量で存在する。担体は、例えば、Remington's Pharmac
eutical Sciences 16th edition, Osol, A. Ed. (1980)に記載されている。薬学的に許容
される担体は、一般的に、使用される投与量および濃度でレシピエントに無毒であり、緩
衝液、例えば、リン酸、クエン酸、および他の有機酸;アスコルビン酸およびメチオニン
を含む抗酸化物質;防腐剤(例えば、オクタデシルジメチルベンジル塩化アンモニウム;塩
化ヘキサメトニウム;塩化ベンザルコニウム;塩化ベンゼトニウム;フェノール、ブチルア
ルコールもしくはベンジルアルコール;アルキルパラベン、例えば、メチルパラベンもし
くはプロピルパラベン;カテコール;レゾルシノール;シクロヘキサノール;3-ペンタノール
;およびm-クレゾール);低分子量(約10残基未満)ポリペプチド;タンパク質、例えば、血清
アルブミン、ゼラチン、もしくは免疫グロブリン;親水性ポリマー、例えば、ポリビニル
ピロリドン;アミノ酸、例えば、グリシン、グルタミン、アスパラギン、ヒスチジン、ア
ルギニン、もしくはリジン;単糖、二糖、およびグルコース、マンノース、もしくはデキ
ストリンを含む他の炭水化物;キレート剤、例えば、EDTA;糖、例えば、スクロース、マン
ニトール、トレハロース、もしくはソルビトール;塩を形成する対イオン、例えば、ナト
リウム;金属錯体(例えば、Zn-タンパク質錯体);ならびに/または非イオン界面活性剤、例
えば、ポリエチレングリコール(PEG)を含むが、これに限定されない。
【０３２４】
　一部の局面では、緩衝剤が前記組成物に含まれる。適切な緩衝剤には、例えば、クエン
酸、クエン酸ナトリウム、リン酸、リン酸カリウム、ならびに様々な他の酸および塩が含
まれる。一部の局面において、2種類以上の緩衝剤の混合物が用いられる。緩衝剤または
その混合物は典型的には全組成物の重量に対して約0.001～約4重量％の量で存在する。投
与可能な薬学的組成物を調製するための方法は公知である。例示的な方法は、例えば、Re
mington: The Science and Practice of Pharmacy, Lippincott Williams & Wilkins; 21
st ed. (May 1, 2005)において、さらに詳細に説明されている。
【０３２５】
　前記製剤は水溶液を含んでもよい。前記製剤または組成物はまた、前記細胞で処置され
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ている特定の適応症、疾患、または状態に有用な複数種の活性成分、好ましくは、前記細
胞を補う活性を有する活性成分も含有してよく、この場合、それぞれの活性は互いに悪影
響を及ぼさない。このような活性成分は、所期の目的に有効な量で組み合わせられて適切
に存在する。従って、一部の態様において、薬学的組成物は、他の薬学的に活性な作用物
質または薬物、例えば、化学療法剤、例えば、アスパラギナーゼ、ブスルファン、カルボ
プラチン、シスプラチン、ダウノルビシン、ドキソルビシン、フルオロウラシル、ゲムシ
タビン、ヒドロキシウレア、メトトレキセート、パクリタキセル、リツキシマブ、ビンブ
ラスチン、および/またはビンクリスチンをさらに含む。
【０３２６】
　薬学的組成物は、一部の態様では、疾患または状態を処置または予防するのに有効な量
、例えば、治療的有効量または予防的有効量の細胞を含む。治療効力または予防効力は、
一部の態様では、処置される対象を定期的に評価することによってモニタリングされる。
望ましい投与量は細胞の単回大量瞬時投与によって送達されてもよく、細胞の複数回大量
瞬時投与によって送達されてもよく、細胞の連続注入投与によって送達されてもよい。
【０３２７】
　前記の細胞および組成物は、標準的な投与技法、製剤、および/または装置を用いて投
与され得る。前記細胞の投与は自家投与でもよく、または異種投与でもよい。例えば、あ
る対象から免疫応答性細胞または前駆細胞を入手し、同じ対象または異なる適合性の対象
に投与することができる。末梢血に由来する免疫応答性細胞またはその子孫(例えば、イ
ンビボ、エクスビボ、またはインビトロで得られる)を、カテーテル投与を含む局所注射
、全身注射、局所注射、静脈内注射、または非経口投与を介して投与することができる。
治療用組成物(例えば、遺伝子組換えされた免疫応答性細胞を含有する薬学的組成物)が投
与される時に、一般的に、注射用単位剤形(溶液、懸濁液、エマルジョン)の形で製剤化さ
れる。
【０３２８】
　製剤には、経口投与、静脈内投与、腹腔内投与、皮下投与、肺投与、経皮投与、筋肉内
投与、鼻腔内投与、頬投与、舌下投与、または坐剤投与のための製剤が含まれる。一部の
態様において、前記細胞集団は非経口投与される。本明細書で使用する「非経口」という
用語は、静脈内投与、筋肉内投与、皮下投与、直腸投与、腟投与、および腹腔内投与を含
む。一部の態様において、前記細胞は、静脈内注射、腹腔内注射、または皮下注射による
末梢全身送達を用いて対象に投与される。
【０３２９】
　組成物は、一部の態様では、滅菌した液体調製物、例えば、等張性水溶液、懸濁液、エ
マルジョン、分散液として提供されるか、または粘性のある組成物として提供され、これ
らは、一部の局面では、選択されたpHまで緩衝化されてもよい。液体調製物は、通常、ゲ
ル、他の粘性のある組成物、および固体組成物より調製しやすい。さらに、液体組成物の
方が、投与するのに、特に、注射によって投与するのに若干便利である。他方で、粘性の
ある組成物は、特定の組織との長い接触期間をもたらすように適切な粘性の範囲内で製剤
化することができる。液体組成物または粘性のある組成物は、例えば、水、食塩水、リン
酸緩衝食塩水、ポリオール(例えば、グリセロール、プロピレングリコール、液体ポリエ
チレングリコール)およびその適切な混合物を含有する、溶媒または分散媒でもよい担体
を含んでもよい。
【０３３０】
　滅菌注射液は、細胞を溶媒の中に取り入れて、例えば、適切な担体、希釈剤、または賦
形剤、例えば、滅菌水、生理食塩水、グルコース、デキストロースなどと混合して調製す
ることができる。前記組成物は、望ましい投与経路および調製物に応じて、補助物質、例
えば、湿潤剤、分散剤、または乳化剤(例えば、メチルセルロース)、pH緩衝剤、ゲル化ま
たは粘性を高める添加物、防腐剤、着香剤、および/または染料を含有することができる
。一部の局面では、適切な調製物を調製するために標準的な教科書が調べられる場合があ
る。
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【０３３１】
　抗菌性防腐剤、抗酸化物質、キレート剤、および緩衝液を含む、前記組成物の安定性お
よび無菌性を向上させる様々な添加物を添加することができる。微生物の作用は、様々な
抗菌剤および抗真菌剤、例えば、パラベン、クロロブタノール、フェノール、ソルビン酸
によって防止することができる。注射用薬学的剤形の長期吸収は、吸収を遅延させる作用
物質、例えば、モノステアリン酸アルミニウムおよびゼラチンを使用することによって引
き起こすことができる。
【０３３２】
　インビボ投与のために使用しようとする製剤は一般的に無菌である。無菌性は、例えば
、滅菌濾過膜で濾過することによって、容易に成し遂げられ得る。
【０３３３】
B. 養子細胞療法における細胞の投与方法および使用
　細胞、集団、および組成物を投与する方法、ならびにがんを含む疾患、状態、および障
害を処置または防止するためのそのような細胞、集団、および組成物の使用が提供される
。一部の態様において、細胞、集団、および組成物は、処置されるべき特定の疾患または
状態を有する対象または患者に、例えば養子細胞療法によって、例えば養子T細胞療法に
よって投与される。一部の態様において、ここに提供される方法によって調製される細胞
および組成物、例えば操作された組成物ならびにインキュベーションおよび/または他の
処理工程後の生産完了（end-of-production）組成物は、対象に、例えば前記疾患または
状態を有するか、そのリスクがある対象に、投与される。一部の局面において、本方法は
、それにより、操作されたT細胞が認識する抗原を発現するがんにおいて腫瘍量を低下さ
せることなどによって、前記疾患または状態を処置、例えば前記疾患または状態の1つま
たは複数の症状を改善する。
【０３３４】
　養子細胞療法のための細胞の投与方法は公知であり、ここに提供される方法および組成
物に関連して使用することができる。例えば養子T細胞治療方法は、Gruenbergらの米国特
許出願公開第2003/0170238号、Rosenbergの米国特許第4,690,915号、Rosenberg（2011）N
at Rev Clin Oncol. 8（10）:577-85などに記載されている。例えばThemeli et al.（201
3）Nat Biotechnol. 31（10）:928-933、Tsukahara et al.（2013）Biochem Biophys Res
 Commun 438（1）:84-9、Davila et al.（2013）PLoS ONE 8（4）:e61338を参照されたい
。
【０３３５】
　本明細書において用いられる場合、「対象」とは哺乳動物、例えばヒトまたは他の動物
であり、典型的にはヒトである。一部の態様において、細胞、細胞集団、組成物が投与さ
れる対象、例えば患者は、哺乳動物、典型的には霊長類、例えばヒトである。一部の態様
において、霊長類はサルまたは類人猿である。対象は雄または雌であることができ、乳児
期、若年期、青年期、成年期、および老年期の対象を含む任意の適切な齢であることがで
きる。一部の態様において、対象は非霊長類哺乳動物、例えば齧歯類である。
【０３３６】
　本明細書で使用する「処置」(およびその文法上の語尾変化、例えば、「処置する(trea
t)」または「処置する(treating)」)とは、疾患もしくは状態もしくは障害、あるいはこ
れらに関連する症状、副作用もしくはアウトカム、または表現型の完全または部分的な寛
解または低減を指す。処置の望ましい治療効果には、疾患の発生または再発の阻止、症状
の緩和、疾患のあらゆる直接的または間接的な病理学的結果の減少、転移の阻止、疾患進
行速度の減少、疾患状態の寛解または軽減、および寛解または予後の改善が含まれるが、
これに限定されない。この用語は、疾患の完治、またはあらゆる症状の完全な除去、また
は全ての症状もしくはアウトカムに及ぼす影響を意味しない。
【０３３７】
　本明細書で使用する「疾患の発症を遅らせる」とは、疾患(例えば、癌)の発症を延ばす
、邪魔する、遅くする、減速する、安定化する、抑制する、および/または延期すること



(71) JP 6949728 B2 2021.10.13

10

20

30

40

50

を意味する。この遅れは、病歴および/または処置されている個体に応じて様々な長さの
時間でよい。当業者に明らかなように、十分な、または大きな遅れは、実際には、個体が
疾患を発症しない点では予防を含む。例えば、転移の発症などの末期癌を遅らせることが
できる。
【０３３８】
　本明細書で使用する「予防する」は、疾患の素因がある可能性があるがまだ疾患と診断
されていない対象における疾患の発生または再発に関する予防を提供することを含む。一
部の態様において、提供される細胞および組成物は、疾患の発症を遅らせるのに、または
疾患の進行を遅くするのに用いられる。
【０３３９】
　本明細書で使用する、機能または活性を「抑制する」ということは、関心対象の条件も
しくはパラメータ以外は同じ条件と比較した時に、または別の条件と比較した時に機能ま
たは活性を低減することである。例えば、腫瘍成長を抑制する細胞は、前記細胞の非存在
下での腫瘍成長の速度と比較して腫瘍成長の速度を低減する。
【０３４０】
　投与の文脈において、作用物質、例えば、薬学的製剤、細胞、または組成物の「有効量
」とは、望ましい結果、例えば、治療結果または予防結果を成し遂げるのに、必要な投与
量/量で、かつ期間にわたって、有効な量を指す。
【０３４１】
　作用物質、例えば、薬学的製剤または細胞の「治療的有効量」とは、望ましい治療結果
、例えば、疾患、状態、もしくは障害を処置するための望ましい治療結果、および/また
は処置の薬物動態学的効果もしくは薬力学的効果を成し遂げるのに、必要な投与量で、か
つ期間にわたって、有効な量を指す。治療的有効量は、対象の疾患状態、年齢、性別、お
よび体重、ならびに投与される細胞集団などの要因に応じて変化する場合がある。一部の
態様において、提供される方法は、有効量、例えば、治療的有効量の前記細胞および/ま
たは組成物を投与する工程を伴う。
【０３４２】
　「予防的有効量」とは、望ましい予防結果を成し遂げるのに、必要な投与量で、かつ期
間にわたって、有効な量を指す。典型的には、疾患の前に、または疾患の初期段階に対象
において予防用量が用いられるので、予防的有効量は治療的有効量より少ないが、必ず治
療的有効量より少ないとは限らない。少ない腫瘍負荷の状況では、予防的有効量は一部の
局面では治療的有効量より多い。
【０３４３】
　一部の態様において、細胞療法、例えば、養子T細胞療法は、細胞療法を受けようとす
る対象から、またはこのような対象に由来する試料から細胞が単離される、および/また
は別の方法で調製される自家移入によって行われる。従って、一部の局面において、前記
細胞は、対象、例えば、処置および細胞を必要とする患者に由来し、単離および処理され
た後に同じ対象に投与される。
【０３４４】
　一部の態様において、細胞療法、例えば、養子T細胞療法は、細胞療法を受けようとす
る対象、または細胞療法を最終的に受ける対象、例えば、第1の対象以外の対象から細胞
が単離される、および/または別の方法で調製される同種異系移入によって行われる。こ
のような態様では、次いで、前記細胞は、同じ種の異なる対象、例えば、第2の対象に投
与される。一部の態様において、第1の対象および第2の対象は遺伝的に同一である。一部
の態様において、第1の対象および第2の対象は遺伝的に似ている。一部の態様において、
第2の対象は第1の対象と同じHLAクラスまたはスーパータイプを発現する。
【０３４５】
　一部の態様において、対象は、細胞または細胞を含む組成物の投与前に、疾患または状
態、例えば、腫瘍を標的とする治療剤で処置されたことがある。一部の局面において、対
象は他の治療剤に対して抵抗性または非応答性である。一部の態様において、例えば、化
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学療法、放射線、および/または造血幹細胞移植(HSCT)、例えば、同種異系HSCTを含む別
の治療介入による処置後に、対象が持続性の疾患または再発した疾患を有する。一部の態
様において、対象が別の療法に対して耐性になったのにもかかわらず、前記投与によって
対象は効果的に処置される。
【０３４６】
　一部の態様において、対象は他の治療剤に対して応答性であり、この治療剤による処置
は疾患負荷を低減する。一部の局面において、対象は、最初、治療剤に対して応答性であ
るが、時間が経つにつれて疾患または状態の再発を示す。一部の態様において、対象は再
発していない。このような一部の態様では、対象は、再発のリスクがある、例えば、再発
のリスクが高いと決定され、従って、前記細胞は、予防的に、例えば、再発の可能性を小
さくするために、または再発を阻止するために投与される。
【０３４７】
　一部の局面において、対象は、別の治療剤による前処置を受けたことがない。
【０３４８】
　提供される組成物、細胞、方法、および使用を伴う処置に関する疾患、状態、および障
害の中には、固形腫瘍、血液悪性腫瘍、およびメラノーマを含む腫瘍、ならびに感染症、
例えば、ウイルスまたは他の病原体、例えば、HIV、HCV、HBV、CMVによる感染、ならびに
寄生生物疾患がある。一部の態様において、疾患または状態は、腫瘍、癌、悪性腫瘍、新
生物、または他の増殖性の疾患もしくは障害である。このような疾患には、白血病、リン
パ腫、例えば、慢性リンパ性白血病(CLL)、急性リンパ芽球性白血病(ALL)、非ホジキンリ
ンパ腫、急性骨髄性白血病、多発性骨髄腫、難治性濾胞性リンパ腫、マントル細胞リンパ
腫、無痛性B細胞リンパ腫、B細胞悪性腫瘍、結腸癌、肺癌、肝臓癌、乳癌、前立腺癌、卵
巣癌、皮膚癌、メラノーマ、骨癌、および脳癌、卵巣癌、上皮癌、腎細胞癌、膵臓腺癌、
ホジキンリンパ腫、子宮頸癌、結腸直腸癌、グリア芽細胞腫、神経芽細胞腫、ユーイング
肉腫、髄芽腫、骨肉腫、滑膜肉腫、ならびに/または中皮腫が含まれるが、これに限定さ
れない。
【０３４９】
　一部の態様において、疾患または状態は、ウイルス感染、レトロウイルス感染、細菌感
染、および原生動物感染、免疫不全症、サイトメガロウイルス(CMV)、エプスタイン-バー
ウイルス(EBV)、アデノウイルス、BKポリオーマウイルスなどがあるが、これに限定され
ない感染性の疾患または状態である。一部の態様において、疾患または状態は自己免疫性
または炎症性の疾患または状態、例えば、関節炎、例えば、慢性関節リウマチ(RA)、I型
糖尿病、全身性エリテマトーデス(SLE)、炎症性腸疾患、乾癬、硬皮症、自己免疫性甲状
腺疾患、グレーブス病、クローン病、多発性硬化症、喘息、および/または移植に関連す
る疾患もしくは状態である。
【０３５０】
　一部の態様において、疾患または障害に関連する抗原は、オーファンチロシンキナーゼ
受容体RORl、tEGFR、Her2、Ll-CAM、CD19、CD20、CD22、メソテリン、CEA、およびB型肝
炎表面抗原、抗葉酸受容体、CD23、CD24、CD30、CD33、CD38、CD44、EGFR、EGP-2、EGP-4
、EPHa2、ErbB2、3、もしくは4、FBP、胎児アセチコリンe(acethycholine e)受容体、GD2
、GD3、HMW-MAA、IL-22R-α、IL-13R-α2、kdr、κ軽鎖、ルイス(Lewis)Y、L1-細胞接着
分子、MAGE-A1、メソテリン、MUC1、MUC16、PSCA、NKG2Dリガンド、NY-ESO-1、MART-1、g
p100、癌胎児性抗原、ROR1、TAG72、VEGF-R2、癌胎児抗原(CEA)、前立腺特異的抗原、PSM
A、Her2/neu、エストロゲン受容体、プロゲステロン受容体、エフリンB2、CD123、CS-1、
c-Met、GD-2、およびMAGE A3、ならびに/またはビオチン化分子、ならびに/またはHIV、H
CV、HBV、もしくは他の病原体が発現する分子からなる群より選択される。
【０３５１】
　一部の態様において、細胞は望ましい投与量で投与される。望ましい投与量には、一部
の局面において、細胞もしくは細胞タイプの望ましい用量もしくは数および/または細胞
タイプの望ましい比が含まれる。したがって、細胞の投与量は、一部の態様において、細
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胞の総数（または体重1kgあたりの数）および個々の集団またはサブタイプの望ましい比
、例えばCD4＋対CD8＋比に基づく。一部の態様において、細胞の投与量は、個々の集団中
の細胞または個々の細胞タイプの細胞の望ましい総数（または体重1kgあたりの数）に基
づく。一部の態様において、投与量は、そのような特徴の組み合わせ、例えば望ましい全
細胞の数、望ましい比、および個々の集団中の細胞の望ましい総数に基づく。
【０３５２】
　一部の態様において、細胞の集団またはサブタイプ、例えばCD8＋T細胞およびCD4＋T細
胞は、全細胞の望ましい用量、例えばT細胞の望ましい用量で、またはその許容差内で、
投与される。一部の局面において、望ましい用量は、細胞の望ましい数、または細胞が投
与される対象の単位体重あたりの細胞の望ましい数、例えば細胞数/kgである。一部の局
面において、望ましい用量は、細胞の最小数もしくは単位体重あたりの細胞の最小数であ
るか、それを上回る。一部の局面において、望ましい用量で投与される全細胞の中には、
個々の集団またはサブタイプが、望ましいアウトプット比（例えばCD4＋対CD8＋比）また
はその近傍で、例えばそのような比の一定の許容差内または許容誤差内で、存在する。
【０３５３】
　一部の態様において、細胞は、細胞の個々の集団またはサブタイプのうちの1つまたは
複数の望ましい用量、例えばCD4＋細胞の望ましい用量および/またはCD8＋細胞の望まし
い用量で、またはその許容差内で、投与される。一部の局面において、望ましい用量は、
当該サブタイプまたは集団の細胞の望ましい数、または細胞を投与される対象の単位体重
あたりのそのような細胞の望ましい数、例えば細胞数/kgである。一部の局面において、
望ましい用量は、集団もしくはサブタイプの細胞の最小数もしくは単位体重あたりの集団
もしくはサブタイプの細胞の最小数であるか、それを上回る。
【０３５４】
　したがって、一部の態様において、投与量は、全細胞の望ましい固定用量および望まし
い比に基づき、かつ/または個々のサブタイプまたは部分母集団のうちの1つまたは複数の
、例えばそれぞれの、望ましい固定用量に基づく。したがって、一部の態様において、投
与量は、T細胞の望ましい固定用量または最小用量およびCD4＋細胞対CD8＋細胞の望まし
い比に基づき、かつ/またはCD4＋細胞および/もしくはCD8＋細胞の望ましい固定用量また
は最小用量に基づく。
【０３５５】
　一定の態様において、細胞、または細胞のサブタイプの個々の集団は、細胞約100万～
約1000億個の範囲、例えば細胞100万～約500億個（例えば細胞約500万個、細胞約2500万
個、細胞約5億個、細胞約10億個、細胞約50億個、細胞約200億個、細胞約300億個、細胞
約400億個、または前記の値のいずれか2つによって画定される範囲）、例えば細胞約1000
万～約1000億個（例えば細胞約2000万個、細胞約3000万個、細胞約4000万個、細胞約6000
万個、細胞約7000万個、細胞約8000万個、細胞約9000万個、細胞約100億個、細胞約250億
個、細胞約500億個、細胞約750億個、細胞約900億個、または前記の値のいずれか2つによ
って画定される範囲）、および場合によっては細胞約1億～細胞約500億個（例えば細胞約
1億2000万個、細胞約2億5000万個、細胞約3億5000万個、細胞約4億5000万個、細胞約6億5
000万個、細胞約8億個、細胞約9億個、細胞約30億個、細胞約300億個、細胞約450億個）
、またはこれらの範囲内の任意値で、対象に投与される。
【０３５６】
　一部の態様において、全細胞の用量および/または細胞の個々の部分母集団の用量は、1
04～109個の細胞/キログラム（kg）体重またはその前後、例えば105～106個の細胞/kg体
重の範囲内にあり、例えば少なくとも1×105個の細胞/kg、1.5×105個の細胞/kg、2×105
個の細胞/kg、もしくは1×106個の細胞/kg体重、もしくはその前後、または少なくとも約
1×105個の細胞/kg、約1.5×105個の細胞/kg、約2×105個の細胞/kg、もしくは約1×106
個の細胞/kg体重、もしくはその前後、または1×105個の細胞/kg、1.5×105個の細胞/kg
、2×105個の細胞/kg、もしくは1×106個の細胞/kg体重、もしくはその前後である。例え
ば一部の態様において、細胞は、104～109個のT細胞/キログラム（kg）体重もしくはその
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前後で、またはその一定の誤差範囲内で、例えば105～106個のT細胞/kg体重で、例えば少
なくとも1×105個のT細胞/kg、1.5×105個のT細胞/kg、2×105個のT細胞/kg、もしくは1
×106個のT細胞/kg体重、もしくはその前後、または少なくとも約1×105個のT細胞/kg、
約1.5×105個のT細胞/kg、約2×105個のT細胞/kg、もしくは約1×106個のT細胞/kg体重、
もしくはその前後、または1×105個のT細胞/kg、1.5×105個のT細胞/kg、2×105個のT細
胞/kg、もしくは1×106個のT細胞/kg体重、もしくはその前後で投与される。
【０３５７】
　一部の態様において、細胞は、104～約109個のCD4＋細胞および/またはCD8＋細胞/キロ
グラム（kg）体重もしくはその前後、またはその一定の誤差範囲内で、例えば105～106個
のCD4＋細胞および/またはCD8＋細胞/kg体重、例えば少なくとも1×105個のCD4＋細胞お
よび/もしくはCD8＋細胞/kg、1.5×105個のCD4＋細胞および/もしくはCD8＋細胞/kg、2×
105個のCD4＋細胞および/もしくはCD8＋細胞/kg、または1×106個のCD4＋細胞および/も
しくはCD8＋細胞/kg体重、またはその前後、あるいは少なくとも約1×105個のCD4＋細胞
および/もしくはCD8＋細胞/kg、約1.5×105個のCD4＋細胞および/もしくはCD8＋細胞/kg
、約2×105個のCD4＋細胞および/もしくはCD8＋細胞/kg、または約1×106個のCD4＋細胞
および/もしくはCD8＋細胞/kg体重、またはその前後、あるいは1×105個のCD4＋細胞およ
び/もしくはCD8＋細胞/kg、1.5×105個のCD4＋細胞および/もしくはCD8＋細胞/kg、2×10
5個のCD4＋細胞および/もしくはCD8＋細胞/kg、または1×106個のCD4＋細胞および/もし
くはCD8＋細胞/kg体重、またはその前後で、投与される。
【０３５８】
　一部の態様において、細胞は、少なくとも約1×106、約2.5×106、約5×106、約7.5×1
06、もしくは約9×106個のCD4＋細胞、および/または少なくとも約1×106、約2.5×106、
約5×106、約7.5×106、もしくは約9×106個のCD8＋細胞、またはその一定の誤差範囲内
、および/またはそれ以上、かつ/または少なくとも約1×106、約2.5×106、約5×106、約
7.5×106個、もしくは約9×106個のT細胞で、投与される。一部の態様において、細胞は
、約108～1012個もしくは約1010～1011個のT細胞、約108～1012個もしくは約1010～1011
個のCD4＋細胞、および/または約108～1012個もしくは約1010～1011個のCD8＋細胞で、ま
たはその一定の誤差範囲内で、投与される。
【０３５９】
　一部の態様において、細胞は、複数の細胞集団またはサブタイプ、例えばCD4＋細胞お
よびCD8＋細胞またはサブタイプの望ましいアウトプット比で、またはその許容範囲内で
、投与される。一部の局面において、望ましい比は、具体的な比であるか、ある範囲の比
であることができ、例えば一部の態様において、望ましい比（例えばCD4＋細胞対CD8＋細
胞）は、約5:1～約5:1またはその前後（または約1:5超かつ約5:1未満）、または約1:3～
約3:1またはその前後（または約1:3超かつ約3:1未満）、例えば約2:1～約1:5またはその
前後（または約1:5超かつ約2:1未満、例えば約5:1、4.5:1、4:1、3.5:1、3:1、2.5:1、2:
1、1.9:1、1.8:1、1.7:1、1.6:1、1.5:1、1.4:1、1.3:1、1.2:1、1.1:1、1:1、1:1.1、1:
1.2、1:1.3、1:1.4、1:1.5、1:1.6、1:1.7、1:1.8、1:1.9: 1:2、1:2.5、1:3、1:3.5、1:
4、1:4.5、もしくは1:5またはその前後である。一部の局面において、許容差は、望まし
い比の約1％、約2％、約3％、約4％、約5％、約10％、約15％、約20％、約25％、約30％
、約35％、約40％、約45％、約50％以内であり、これらの範囲の間の任意の値を含む。
【０３６０】
　疾患の予防または処置のために、適切な投与量は、治療される疾患のタイプ、細胞また
は組換え受容体のタイプ、疾患の重症度および経過、細胞が治療目的または予防目的で投
与されるかどうか、以前の療法、患者の病歴、細胞に対応する応答、ならびに主治医の判
断に左右されることがある。前記組成物および細胞は、一部の態様では、一度に、または
一連の処置にわたって対象に適切に投与される。
【０３６１】
　前記細胞は、任意の適切な手段によって、例えば、大量瞬時注入によって、注射、例え
ば、静脈内注射または皮下注射、眼内注射、眼周囲注射、網膜下注射、硝子体内注射、経



(75) JP 6949728 B2 2021.10.13

10

20

30

40

50

中隔注射、強膜下注射、脈絡膜内注射、眼房内(intracameral)注射、結膜下(subconjectv
al)注射、結膜下(subconjuntival)注射、テノン嚢下注射、眼球後注射、眼球周囲注射、
または後強膜近傍(posterior juxtascleral)送達によって投与することができる。一部の
態様において、前記細胞は、非経口投与、肺内投与、および鼻腔内投与によって、所望で
あれば、局所処置の場合、病巣内投与によって投与される。非経口注入には、筋肉内投与
、静脈内投与、動脈内投与、腹腔内投与、または皮下投与が含まれる。一部の態様におい
て、ある特定の用量が前記細胞の単回大量瞬時投与によって投与される。一部の態様にお
いて、ある特定の用量が、前記細胞の複数回大量瞬時投与によって、例えば、3日以下の
期間にわたって送達されるか、または前記細胞の連続注入投与によって送達される。
【０３６２】
　一部の態様において、前記細胞は、組み合わせ処置の一部として、例えば、別の治療介
入、例えば、抗体または操作された細胞または受容体または作用物質、例えば、細胞傷害
剤または治療剤と同時に、または任意の順番で連続して投与される。前記細胞は、一部の
態様では、1種類もしくは複数種のさらなる治療剤と一緒に、または別の治療介入と共に
、同時に、または任意の順番で連続して同時投与される。ある状況では、前記細胞は、前
記細胞集団が1種類もしくは複数種のさらなる治療剤の効果を強化するような十分に短い
期間で別の療法と一緒に同時投与されるか、または逆もまた同じである。一部の態様にお
いて、前記細胞は、1種または複数種のさらなる治療剤の前に投与される。一部の態様に
おいて、前記細胞は、1種または複数種のさらなる治療剤の後に投与される。一部の態様
において、1種または複数種のさらなる作用物質は、例えば、持続性を強化するために、
サイトカイン、例えば、IL-2を含む。一部の態様において、前記方法は、化学療法剤を投
与することを含む。
【０３６３】
　前記細胞が投与された後、一部の態様において、操作された細胞集団の生物学的活性は
、例えば、多数の公知の方法のいずれかで測定される。評価するパラメータには、インビ
ボでは、例えば、画像化による、またはエクスビボでは、例えば、ELISAもしくはフロー
サイトメトリーによる、操作された、もしくは天然のT細胞または他の免疫細胞と抗原と
の特異的結合が含まれる。ある特定の態様において、操作された細胞が標的細胞を破壊す
る能力は、当技術分野において公知の任意の適切な方法、例えば、細胞傷害アッセイ、例
えば、Kochenderfer et al., J. Immunotherapy, 32(7): 689-702 (2009)およびHerman e
t al. J. Immunological Methods, 285(1): 25-40 (2004)に記載の細胞傷害アッセイを用
いて測定することができる。ある特定の態様において、前記細胞の生物学的活性は、1つ
または複数のサイトカイン、例えば、CD107a、IFNγ、IL-2、およびTNFの発現および/ま
たは分泌をアッセイすることで測定される。一部の局面において、生物学的活性は、臨床
アウトカム、例えば、腫瘍負荷(tumor burden)または腫瘍量(tumor load)の低減を評価す
ることによって測定される。
【０３６４】
　ある特定の態様では、操作された細胞は、治療効力または予防効力が向上するように任
意の数のやり方でさらに改変される。例えば、集団によって発現される操作されたCARま
たはTCRは、リンカーを介して標的化部分と直接的または間接的に結合体化することがで
きる。化合物、例えば、CARまたはTCRを標的化部分に結合体化する手法は当技術分野にお
いて公知である。例えば、Wadwa et al., J. Drug Targeting 3: 111 (1995)および米国
特許第5,087,616号を参照されたい。
【０３６５】
投薬スケジュールまたは投薬計画
　一部の態様において、細胞の第1の用量が与えられ、その後に1つまたは複数の第2の連
続用量が与えられる、反復投与法が提供される。細胞の複数の用量のタイミングおよびサ
イズは一般的に、養子療法において対象に投与されたときに、抗原を発現するT細胞、例
えばCAR発現T細胞の効力および/または活性および/または機能を増加させるように設計さ
れる。一部の態様において、反復投薬は、抗原発現T細胞、例えばCAR発現T細胞上で阻害
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性免疫分子、例えばPD-1および/またはPD-L1がアップレギュレートされるときに起こりう
る、ダウンレギュレーションまたは阻害活性を低下させる。前記方法は、第1の用量を投
与し、一般的には、その後に1つまたは複数の連続用量を投与する工程を伴い、異なる用
量の間には特定の時間枠がある。
【０３６６】
　養子細胞療法の状況では、所与の「用量」の投与とは、所与の量または数の細胞を、単
回組成物投与および/またはとぎれない(uninterrupted)単回投与として、例えば単回注射
または連続注入として投与することを包含し、かつまた、所与の量または数の細胞を、複
数の個々の組成物または注入の形で提供される分割用量として3日以内の特定の期間にわ
たって投与することも包含する。従って、ある状況では、第1の用量または連続用量は、1
つの時点で与えられるか、または開始する、特定の数の細胞の単回投与または連続投与で
ある。しかしながら、ある状況では、第1の用量または連続用量は、3日以内の期間にわた
る、例えば、3日もしくは2日にわたる1日1回の、複数回の注射もしくは注入の形で投与さ
れるか、または1日にわたる複数回の注入によって投与される。
【０３６７】
　従って、一部の局面において、細胞の第1の用量は単一の薬学的組成物の状態で投与さ
れる。一部の態様において、細胞の連続用量は単一の薬学的組成物の状態で投与される。
【０３６８】
　一部の態様において、第1の用量の細胞は複数の組成物の状態で投与され、複数の組成
物は、合計で第1の用量の細胞を含有する。一部の態様において、連続用量の細胞は複数
の組成物の状態で投与され、複数の組成物は、合計で連続用量の細胞を含有する。一部の
局面において、追加の連続用量は、3日以下の期間にわたって複数の組成物の状態で投与
されてもよい。
【０３６９】
　「分割用量」という用語は、数日にわたって投与されるように分割された用量を指す。
このタイプの投薬は本発明の方法に包含され、単一用量とみなされる。
【０３７０】
　従って、第1の用量および/または連続用量は一部の局面では分割用量として投与されて
もよい。例えば、一部の態様において、用量は2日または3日にわたって対象に投与されて
もよい。分割投薬のための例示的な方法は、初日に用量の25％を投与する工程と、2日目
に用量の残りの75％を投与する工程を含む。他の態様において、初日に第1の用量の33％
が投与されてもよく、2日目に残りの67％が投与されてもよい。一部の局面において、初
日に用量の10％が投与され、2日目に用量の30％が投与され、3日目に用量の60％が投与さ
れる。一部の態様において、分割用量は3日を超えて広がらない。
【０３７１】
　事前用量、例えば第1の用量に関連して、「連続用量」という用語は、事前用量、例え
ば第1の用量の後に同じ対象に投与される用量であって、その合間にいかなる介在用量(in
tervening dose)も対象に投与されていない、用量を指す。しかしこの用語は、単一の分
割用量の中に含まれる一連の注入または注射における第2の、第3の、またはそれ以降の注
射または注入を包含しない。従って、他で特定しない限り、1日、2日、または3日の期間
内での第2の注入は、本明細書で使用する「連続」用量とみなされない。同様に、分割用
量に含まれる一連の複数の用量における2回目、3回目なども、「連続」用量の意味に関連
しては、「介在」用量とみなされない。従って、他で特定しない限り、第1の用量または
事前用量の開始後、3日を超える、ある特定の期間に投与される用量は、第1の用量の開始
後に第2の、またはその後の細胞の注射または注入が対象に与えられたとしても、第2の、
またはその後の注射または注入が第1の用量または事前用量の開始後、3日の期間内に行わ
れている限り、「連続」用量とみなされる。
【０３７２】
　従って、他で特定しない限り、3日までの期間にわたって同じ細胞を複数回投与するこ
とは単一用量とみなされ、初回投与の3日以内に細胞を投与することは、第2の用量が第1
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の用量と「連続」しているかどうかを決定する目的では連続用量とみなされず、介在用量
とみなされない。
【０３７３】
　一部の態様では、複数の連続用量が、一部の局面では、第1の用量と第1の連続用量との
間のタイミングに関するものと同じタイミングガイドラインを用いて、例えば、第1の用
量と複数の連続用量を投与することによって与えられ、それぞれの連続用量は、投与され
た第1の用量から、対象中の細胞においてPD-1および/またはPD-L1などの阻害性免疫分子
がアップレギュレートされている期間内に与えられる。連続用量を与えるべき時を、例え
ば末梢血または他の体液からのCAR発現細胞などの抗原発現細胞におけるPD-1および/PD-L
1のレベルを評価することなどによって、実験的に決定することは、当業者の水準内にあ
る。
【０３７４】
　一部の態様において、第1の用量と第1の連続用量との間、または第1の用量と複数の連
続用量との間のタイミングは、各連続用量が約5日、6日、7日、8日、9日、10日、11日、1
2日、13日、14日、15日、16日、17日、18日、19日、20日、21日、22日、23日、24日、25
日、26日、27日、もしくは28日より長い期間内に与えられるようなタイミングである。一
部の態様において、連続用量は、第1の用量または直前の用量の投与の後、約28日より短
い期間内に与えられる。さらなる複数の追加の連続用量は、後続用量またはその後の連続
用量とも呼ばれる。
【０３７５】
　細胞の第1の用量および/または1つもしくは複数の連続用量のサイズは、一般的に、効
力を改善し、かつ/または毒性のリスクを低減するように設計される。一部の局面におい
て、第1の用量または任意の連続用量の投与量またはサイズは、上記の任意の投与量であ
る。一部の局面において、第1の用量または任意の連続用量における細胞の数は、それぞ
れ両端の値を含めて約0.5×106個の細胞/kg対象体重～5×106個の細胞/kg、約0.75×106
個の細胞/kg～3×106個の細胞/kg、または約1×106個の細胞/kg～2×106個の細胞/kgであ
る。
【０３７６】
　本明細書で使用する「第1の用量」は、ある特定の用量のタイミングが、連続用量また
は後続用量の投与前に行われることを説明するのに用いられる。この用語は、対象に、あ
る用量の細胞療法が今までに与えられたことがないこと、あるいはさらに、対象に、ある
用量の同じ細胞または同じ組換え受容体を発現する細胞もしくは同じ抗原を標的化する細
胞が今までに与えられたことがないことを意味するとは限らない。
【０３７７】
　一部の態様において、連続用量において細胞によって発現される受容体、例えば、CAR
は、第1の用量の細胞によって発現される受容体、例えば、CARとして、少なくとも1つの
免疫反応性エピトープを含有する。一部の局面において、連続用量で投与される細胞によ
って発現される受容体、例えば、CARは、第1の用量で投与される細胞によって発現される
受容体、例えば、CARと同一であるか、または第1の用量で投与される細胞によって発現さ
れる受容体、例えば、CARと実質的に同一である。
【０３７８】
　様々な用量で対象に投与される細胞によって発現される組換え受容体、例えば、CARは
、一般的に、処置されている疾患もしくは状態またはその細胞において発現している分子
、それに関連する分子、および/またはそれに特異的な分子を認識するか、またはそれに
特異的に結合する。この分子、例えば、抗原に特異的に結合すると、受容体は、一般的に
、免疫賦活性シグナル、例えば、ITAMによって伝達されるシグナルを細胞に送達し、それ
によって、疾患または状態に標的化された免疫応答を促進する。例えば、一部の態様にお
いて、第1の用量の細胞は、疾患または状態の細胞もしくは組織によって発現される抗原
または疾患もしくは状態に関連する抗原に特異的に結合するCARを発現する。
【０３７９】
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V. 定義
　本明細書で使用する「約」という用語は、この技術分野の当業者に容易に分かる、それ
ぞれの値の通常の誤差範囲を指す。本明細書における「約」のついた値またはパラメータ
についての言及は、その値またはパラメータそのものに向けられた態様を含む(およびそ
の態様について説明している)。
【０３８０】
　本明細書で使用する単数形「1つの(a)」、「1つの(an)」、および「その(the)」は、特
に文脈によってはっきり示されていない限り複数の指示物を含む。例えば、「1つの(a)」
または「1つの(an)」は「少なくとも1つの」または「1つまたは複数の」を意味する。
【０３８１】
　本開示全体を通じて、クレームされた対象の様々な局面が範囲の形で示される。範囲の
形での説明は単なる便宜および簡略のためであり、クレームされた対象の範囲に対する融
通の利かない限定として解釈してはならないと理解されるはずである。従って、範囲の説
明は、可能性のある全ての部分範囲(sub-range)ならびにその範囲内にある個々の数値を
具体的に開示したとみなされるはずである。例えば、値の範囲が示された場合、その範囲
の上限と下限との間の、間にあるそれぞれの値と、その述べられた範囲内にある他の任意
の述べられた値または間にある値が、クレームされた対象に包含されると理解される。こ
れらのさらに小さな範囲の上限および下限は、独立して、その小さな範囲に含まれてもよ
く、その述べられた範囲内にある、明確に除外されるあらゆる限界を条件としてクレーム
された対象にも包含される。述べられた範囲が限界の一方または両方を含む場合、それら
の含まれる限界のいずれかまたは両方を除外する範囲もまた、クレームされた対象に含ま
れる。このことは範囲の幅に関係なく適用される。
【０３８２】
　本明細書にいう「アミノ酸配列同一性パーセント（％）」および「同一性パーセント」
は、それがアミノ酸配列（参照ポリペプチド配列）に関して使用される場合には、保存的
置換はいずれも配列同一性の一部であるとみなさずに最大のパーセント配列同一性が得ら
れるように配列をアライメントし、必要であればギャップを導入した後に、参照ポリペプ
チド配列中のアミノ酸残基と同一である候補配列（例えばストレプトアビジンムテイン）
中のアミノ酸残基のパーセンテージと定義される。アミノ酸配列同一性パーセントを決定
するためのアライメントは、当技術分野における技量内のさまざまな方法で、例えばBLAS
T、BLAST-2、ALIGNまたはMegalign（DNASTAR）ソフトウェアなどの公に利用可能なコンピ
ュータソフトウェアを使って、達成することができる。当業者は、比較される配列の全長
にわたって最大アライメントを得るために必要な任意のアルゴリズムを含めて、配列をア
ライメントするための適当なパラメータを決定することができる。
【０３８３】
　アミノ酸置換は、ポリペプチド中のあるアミノ酸の別の一アミノ酸による置き換えを含
みうる。アミノ酸は一般に以下に挙げる共通の側鎖特性に従ってグループ分けすることが
できる。
（1）疎水性:ノルロイシン、Met、Ala、Val、Leu、Ile;
（2）中性親水性: Cys、Ser、Thr、Asn、Gln;
（3）酸性: Asp、Glu;
（4）塩基性: His、Lys、Arg;
（5）鎖の配向に影響を及ぼす残基: Gly、Pro;
（6）芳香族: Trp、Tyr、Phe。
【０３８４】
　非保存的アミノ酸置換は、これらのクラスのうちの一つのメンバーを別のクラスと交換
することを伴う。
【０３８５】
　本明細書にいう対象は、任意の生きている生物、例えばヒトおよび他の哺乳動物を包含
する。哺乳動物には、ヒトおよびヒト以外の動物、例えば農用動物、競技用動物、齧歯類
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およびペットが含まれるが、それらに限定されるわけではない。
【０３８６】
　本明細書にいう組成物とは、細胞を含む2つ以上の生成物、物質、または化合物の任意
の混合物を指す。これは、溶液、懸濁液、液体、粉末、ペースト、水性液、非水性液、ま
たはそれらの任意の組み合わせでありうる。
【０３８７】
　本明細書にいう「濃縮する」は、1つまたは複数の特定細胞タイプまたは細胞集団に関
していう場合、例えば組成物中の細胞の総数または組成物の体積と比較して、または他の
細胞タイプとの比較において、当該細胞タイプまたは細胞集団の数またはパーセンテージ
を、例えば当該集団または細胞が発現するマーカーに基づく正の選択によって、または枯
渇させるべき細胞集団または細胞上に存在しないマーカーに基づく負の選択によって、増
加させることを指す。この用語は、組成物からの他の細胞、細胞タイプ、または集団の完
全な除去を必要とせず、そうして濃縮された細胞が濃縮粗製物中に100％存在することも
、さらには100％近く存在することも要求しない。
【０３８８】
　本明細書で使用する、細胞または細胞集団が特定のマーカーについて「陽性」であると
いう記載は、特定のマーカー、典型的には表面マーカーが細胞の表面に、または細胞の中
に検出可能に存在することを指す。表面マーカーを指している場合、この用語は、フロー
サイトメトリーによって、例えば、マーカーに特異的に結合する抗体で染色し、この抗体
を検出することによって検出される時に表面発現が存在することを指す。ここで、染色は
、フローサイトメトリーによって、他の点では同一の条件下で、アイソタイプが一致する
対照またはfluorescence minus one（FMO）ゲーティング対照を用いた同じ手順を行って
検出される染色をかなり上回るレベルで、および/またはマーカーが陽性であることが分
かっている細胞のレベルと実質的に類似するレベルで、および/またはマーカーが陰性で
あることが分かっている細胞のレベルよりかなり高いレベルで検出することができる。
【０３８９】
　本明細書で使用する、細胞または細胞集団が特定のマーカーについて「陰性」であると
いう記載は、特定のマーカー、典型的には表面マーカーが細胞の表面に、または細胞の中
に実質的に検出可能に存在することが無いことを指す。表面マーカーを指している場合、
この用語は、フローサイトメトリーによって、例えば、マーカーに特異的に結合する抗体
で染色し、この抗体を検出することによって検出される時に表面発現が存在しないことを
指す。ここで、染色は、フローサイトメトリーによって、他の点では同一の条件下で、ア
イソタイプが一致する対照またはfluorescence minus one（FMO）ゲーティング対照を用
いた同じ手順を行って検出される染色をかなり上回るレベルで、および/またはマーカー
が陽性であることが分かっている細胞のレベルよりかなり低いレベルで、および/または
マーカーが陰性であることが分かっている細胞のレベルと比較して実質的に類似するレベ
ルで検出されない。
【０３９０】
　本明細書で使用する「ベクター」という用語とは、連結されている別の核酸を増やすこ
とができる核酸分子を指す。この用語は、自己複製核酸構造であるベクター、ならびに導
入されている宿主細胞のゲノムに組み込まれたベクターを含む。ある特定のベクターは、
機能的に連結されている核酸の発現を起こすことができる。このようなベクターは本明細
書において「発現ベクター」と呼ばれる。
【０３９１】
VI. 例示的な態様
　例示的な態様の中には、以下のものがある：
１．（a）抗原に特異的に結合する遺伝子操作された抗原受容体、および
　（b）PD-L1の発現を低減する、またはPD-L1の発現の低減を引き起こすことができる、
阻害性核酸分子
を含む、操作されたT細胞。
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２．前記阻害性核酸分子がRNA干渉作用物質を含む、態様1の細胞。
３．前記阻害性核酸が、低分子干渉RNA（siRNA）、マイクロRNA適合shRNA、短鎖ヘアピン
RNA（shRNA）、ヘアピンsiRNA、前駆体マイクロRNA（pre-miRNA）もしくはマイクロRNA（
miRNA）であるか、またはそれを含むか、またはそれをコードする、態様1または態様2の
細胞。
４．前記阻害性核酸分子がPD-L1コード核酸に相補的な配列を含む、態様1～3のいずれか
の細胞。
５．前記阻害性核酸分子がPD-L1コード核酸に相補的なアンチセンスオリゴヌクレオチド
を含む、態様1の細胞。
６．（a）抗原に特異的に結合する遺伝子操作された抗原受容体、および
　（b）破壊されたPD-L1遺伝子、PD-L1遺伝子を破壊するための作用物質、および/または
PD-L1コード遺伝子の破壊
を含む、遺伝子操作されたT細胞。
７．前記遺伝子の破壊が、遺伝子編集ヌクレアーゼ、ジンクフィンガーヌクレアーゼ（ZF
N）、クラスター化して規則的な配置の短い回文配列核酸（CRISPR）/Cas9、および/また
はTALエフェクターヌクレアーゼ（TALEN）によって媒介される、態様6の細胞。
８．前記破壊が、前記遺伝子の少なくとも1つのエクソンの少なくとも一部分の欠失を含
む、態様6または態様7の細胞。
９．前記破壊が、前記遺伝子における中途停止コドンの存在をもたらす前記遺伝子中の欠
失、変異、および/または挿入を含み、かつ/または
　前記破壊が、前記遺伝子の第1または第2エクソン内での欠失、変異、および/または挿
入を含む、態様6～8のいずれかの細胞。
１０．前記T細胞におけるPD-L1の発現が、前記阻害性核酸分子もしくは遺伝子破壊が存在
しない前記T細胞またはその活性化を欠く前記T細胞における発現と比較して、少なくとも
50、60、70、80、90、または95％低減される、態様1～9のいずれかの細胞。
１１．（a）抗原に特異的に結合する遺伝子操作された抗原受容体、および
　（b）細胞におけるPD-1またはPD-L1の発現を低減または妨害する分子をコードするポリ
ヌクレオチド
を含み、前記ポリヌクレオチドの発現または活性が条件的である、遺伝子操作されたT細
胞。
１２．前記発現が、条件的なプロモーターまたはエンハンサーまたはトランスアクチベー
ターの制御下にある、態様11の細胞。
１３．前記条件的なプロモーターまたはエンハンサーまたはトランスアクチベーターが、
誘導性のプロモーター、エンハンサー、もしくはトランスアクチベーター、または抑制性
のプロモーター、エンハンサー、またはトランスアクチベーターである、態様12の細胞。
１４．PD-1またはPD-L1の発現を低減または妨害する前記分子が、当該遺伝子に特異的に
結合する、当該遺伝子を特異的に認識する、もしくは当該遺伝子に特異的にハイブリダイ
ズするアンチセンス分子、siRNA、shRNA、miRNA、遺伝子編集ヌクレアーゼ、ジンクフィ
ンガーヌクレアーゼタンパク質（ZFN）、TALエフェクターヌクレアーゼ（TALEN）、もし
くは、CRISPR-Cas9の組み合わせであるか、またはそれを含むか、またはそれをコードす
る、態様13の遺伝子操作されたT細胞。
１５．前記プロモーターが、RNA pol I、RNA pol IIまたはRNA pol IIIプロモーターの中
から選択される、態様12～14のいずれかの細胞。
１６．前記プロモーターが、
　U6もしくはH1プロモーターであるpol IIIプロモーター、または
　CMV、SV40初期領域もしくはアデノウイルス主要後期プロモーターであるpol IIプロモ
ーター
　から選択される、態様15の細胞。
１７．前記プロモーターが誘導性プロモーターである、態様12～16のいずれかの細胞。
１８．前記プロモーターが、Lacオペレーター配列、テトラサイクリンオペレーター配列
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、ガラクトースオペレーター配列もしくはドキシサイクリンオペレーター配列を含むか、
またはその類似体である、態様17の細胞。
１９．前記プロモーターが抑制性プロモーターである、態様12～16のいずれかの細胞。
２０．前記プロモーターが、Lac抑制性エレメントもしくはテトラサイクリン抑制性エレ
メントを含むか、またはその類似体である、態様19の細胞。
２１．前記T細胞がCD4＋T細胞またはCD8＋T細胞である、態様1～20のいずれかの細胞。
２２．前記遺伝子操作された抗原受容体が機能的な非T細胞受容体である、態様1～21のい
ずれかの細胞。
２３．前記遺伝子操作された抗原受容体がキメラ抗原受容体（CAR）である、態様1～22の
いずれかの細胞。
２４．前記CARが、前記抗原に特異的に結合する細胞外抗原認識ドメインと、ITAMを含む
細胞内シグナル伝達ドメインとを含む、態様23の細胞。
２５．前記細胞内シグナル伝達ドメインが、CD3-ゼータ（CD3ζ）鎖の細胞内ドメインを
含む、態様24の細胞。
２６．前記CARが補助刺激シグナル伝達領域をさらに含む、態様24または態様25の細胞。
２７．前記補助刺激シグナル伝達領域がCD28または4-1BBのシグナル伝達ドメインを含む
、態様26の細胞。
２８．前記補助刺激ドメインがCD28である、態様26または態様27の細胞。
２９．ヒト細胞である、態様1～28のいずれかの細胞。
３０．単離された細胞である、態様1～29のいずれかの細胞。
３１．抗原受容体（CAR）をコードする、任意で第1の発現カセットである第1の核酸と、P
D-1またはPD-L1に対する阻害性核酸分子をコードする、任意で第2の発現カセットである
第2の核酸とを含む、核酸分子。
３２．前記阻害性核酸分子がRNA干渉作用物質を含む、態様31の核酸分子。
３３．前記阻害性核酸が、低分子干渉RNA（siRNA）、マイクロRNA適合shRNA、短鎖ヘアピ
ンRNA（shRNA）、ヘアピンsiRNA、前駆体マイクロRNA（pre-miRNA）もしくはマイクロRNA
（miRNA）であるか、またはそれを含むか、またはそれをコードする、態様31または態様3
2の核酸分子。
３４．前記阻害性核酸がPD-L1コード核酸に相補的な配列を含む、態様31～33のいずれか
の核酸分子。
３５．前記阻害性核酸分子がPD-L1コード核酸に相補的なアンチセンスオリゴヌクレオチ
ドを含む、態様31の核酸分子。
３６．前記抗原受容体が機能的な非T細胞受容体である、態様31～35のいずれかの核酸分
子。
３７．前記遺伝子操作された抗原受容体がキメラ抗原受容体（CAR）である、態様31～36
のいずれかの核酸分子。
３８．前記CARが、前記抗原に特異的に結合する細胞外抗原認識ドメインと、ITAMを含む
細胞内シグナル伝達ドメインとを含む、態様37の核酸分子。
３９．前記細胞内シグナル伝達ドメインがCD3-ゼータ（CD3ζ）鎖の細胞内ドメインを含
む、態様38の核酸分子。
４０．前記CARが補助刺激シグナル伝達領域をさらに含む、態様38または態様39の核酸分
子。
４１．前記補助刺激シグナル伝達領域が、CD28または4-1BBのシグナル伝達ドメインを含
む、態様40の核酸分子。
４２．前記補助刺激ドメインがCD28である、態様40または態様41の核酸分子。
４３．前記第1および第2の核酸、任意で前記第1および第2の発現カセットが、同じまたは
異なるプロモーターに機能的に連結されている、態様31～42のいずれかの核酸分子。
４４．前記第1の核酸、任意で第1の発現カセットが、誘導性プロモーターまたは抑制性プ
ロモーターに機能的に連結され、前記第2の核酸、任意で第2の発現カセットが、構成的プ
ロモーターに機能的に連結されている、態様31～43のいずれかの核酸分子。
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４５．単離されている、態様31～44のいずれかの核酸分子。
４６．態様31～45のいずれかの核酸分子を含むベクター。
４７．プラスミド、レンチウイルスベクター、レトロウイルスベクター、アデノウイルス
ベクター、またはアデノ随伴ウイルスベクターである、態様46のベクター。
４８．インテグラーゼ欠損性である、態様47のベクター。
４９．態様31～45のいずれかの核酸分子または態様46～48のいずれかのベクターを含むT
細胞。
５０．CD4＋T細胞またはCD8＋T細胞である、態様49のT細胞。
５１．ヒト細胞である、態様49または態様50のT細胞。
５２．単離されている、態様49～51のいずれかのT細胞。
５３．態様1～30または態様49～52のいずれかの細胞と薬学的に許容される担体とを含む
薬学的組成物。
５４．（a）抗原に特異的に結合する遺伝子操作された抗原受容体を、T細胞を含む細胞の
集団に導入する工程、ならびに
　（b）前記細胞の集団に、作用物質が導入されていない対応する細胞の集団中のT細胞に
おける1つまたは複数の条件下でのインキュベーション時のPD-L1の発現および/またはア
ップレギュレーションと比較して前記集団中のT細胞におけるPD-L1の発現の低減をもたら
すことができかつ/またはPD-L1のアップレギュレーションを阻害することができる前記作
用物質を、前記1つまたは複数の条件下でのインキュベーション時に導入する工程
を含み、工程（a）および（b）を同時にまたは任意の順序で逐次的に実行することによっ
て、前記集団中のT細胞に前記遺伝子操作された抗原受容体および前記作用物質を導入す
る、遺伝子操作されたT細胞を生成する方法。
５５．T細胞に、作用物質が導入されていない対応するT細胞における1つまたは複数の条
件下でのインキュベーション時のPD-L1の発現および/またはアップレギュレーションと比
較して前記細胞におけるPD-L1の発現の低減をもたらすことができかつ/またはPD-L1のア
ップレギュレーションを阻害することができる前記作用物質を、前記1つまたは複数の条
件下でのインキュベーション時に導入する工程
を含み、該T細胞が、抗原に特異的に結合する遺伝子操作された抗原受容体を含む、遺伝
子操作されたT細胞におけるPD-L1の発現を調節する方法。
５６．抗原の存在を含む条件下でのインキュベーションが、前記作用物質が導入されてい
ないT細胞を含む対応する集団において、PD-L1の発現またはアップレギュレーションを誘
導する、態様54または態様55の方法。
５７．抗原の存在下でのインキュベーションが、前記細胞を前記抗原と共にインビトロで
インキュベートすることを含む、態様56の方法。
５８．抗原の存在下でのインキュベーションが、それぞれ両端の値を含めて2時間～48時
間、6時間～30時間、または12時間～24時間であるか、あるいは48時間未満、36時間未満
、または24時間未満である、態様57の方法。
５９．前記インキュベーションが、前記操作された抗原受容体が該インキュベーションの
少なくとも一部にわたって前記抗原に特異的に結合する条件下での、対象への前記細胞の
投与を含む、態様56の方法。
６０．前記インキュベーションが、前記対象への細胞の投与後24時間、2日、3日、4日、5
日、6日、7日、8日、9日または10日の期間内に、発現またはアップレギュレーションを誘
導する、態様59の方法。
６１．PD-L1の発現の低減またはアップレギュレーションの阻害が、少なくとも30％、40
％、50％、60％、70％、80％、90％、95％もしくはそれ以上、または少なくとも約30％、
約40％、約50％、約60％、約70％、約80％、約90％、約95％もしくはそれ以上である、態
様54～60のいずれかの方法。
６２．エクスビボで行われる、態様54～61のいずれかの方法。
６３．（b）の導入する工程が、前記作用物質をコードする配列を含む核酸を導入するこ
とによって実行される、態様54～62のいずれかの方法。
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６４．前記導入する工程が、前記細胞におけるPD-L1の発現の一時的な低減または妨害を
引き起こすために前記T細胞における前記作用物質の一過性の発現を誘導する工程を含み
、かつ/または前記低減または妨害が永続的でない、態様54～63のいずれかの方法。
６５．前記作用物質の発現または活性が条件的である、態様54～64のいずれかの方法。
６６．前記発現が、条件的なプロモーターまたはエンハンサーまたはトランスアクチベー
ターの制御下にある、態様65の方法。
６７．前記条件的なプロモーターまたはエンハンサーまたはトランスアクチベーターが、
誘導性のプロモーター、エンハンサーもしくはトランスアクチベーター、または抑制性の
プロモーター、エンハンサーもしくはトランスアクチベーターである、態様66の方法。
６８．前記プロモーターが、RNA pol I、RNA pol IIまたはRNA pol IIIプロモーターから
選択される、態様66または態様67の方法。
６９．前記プロモーターが、
　U6もしくはH1プロモーターであるpol IIIプロモーター、または
　CMV、SV40初期領域もしくはアデノウイルス主要後期プロモーターであるpol IIプロモ
ーター
　から選択される、態様68の方法。
７０．前記プロモーターが誘導性プロモーターである、態様66～69のいずれかの方法。
７１．前記プロモーターが、Lacオペレーター配列、テトラサイクリンオペレーター配列
、ガラクトースオペレーター配列またはドキシサイクリンオペレーター配列を含む、態様
70の方法。
７２．前記プロモーターが抑制性プロモーターである、態様66～69のいずれかの方法。
７３．前記プロモーターがLac抑制性エレメントまたはテトラサイクリン抑制性エレメン
トを含む、態様72の方法。
７４．前記作用物質が、前記細胞におけるPD-L1の発現の継続的な低減または妨害を引き
起こすために前記T細胞中で安定に発現される、態様54～63のいずれかの方法。
７５．前記作用物質が、ウイルスベクターに含まれている核酸分子である、態様54～74の
いずれかの方法。
７６．前記ウイルスベクターが、アデノウイルスベクター、レンチウイルスベクター、レ
トロウイルスベクター、ヘルペスウイルスベクターまたはアデノ随伴ウイルスベクターで
ある、態様75の方法。
７７．前記作用物質が、前記細胞におけるPD-L1の発現を低減する阻害性核酸分子である
、態様54～76のいずれかの方法。
７８．前記阻害性核酸分子がRNA干渉作用物質を含む、態様77の方法。
７９．前記阻害性核酸が、低分子干渉RNA（siRNA）、マイクロRNA適合shRNA、短鎖ヘアピ
ンRNA（shRNA）、ヘアピンsiRNA、前駆体マイクロRNA（pre-miRNA）もしくはマイクロRNA
（miRNA）であるか、またはそれを含むか、またはそれをコードする、態様77または態様7
8の方法。
８０．前記阻害性核酸分子が、PD-L1コード核酸に相補的な配列を含む、態様78または態
様79のいずれかの方法。
８１．前記阻害性核酸分子が、PD-L1コード核酸に相補的なアンチセンスオリゴヌクレオ
チドを含む、態様77の方法。
８２．低減を引き起こすことおよび/またはアップレギュレーションを阻害することが、P
D-L1をコードする遺伝子を破壊することを含む、態様54～81のいずれかの方法。
８３．前記破壊が、前記遺伝子をDNAレベルで破壊することを含み、かつ/または
　前記破壊が可逆的ではなく、かつ/または
　前記破壊が一過性ではない、
　態様82の方法。
８４．前記破壊が、工程（b）で前記遺伝子に特異的に結合またはハイブリダイズするDNA
結合タンパク質またはDNA結合核酸を導入することを含む、態様82または83の方法。
８５．前記破壊が、（i）DNA標的化タンパク質とヌクレアーゼとを含む融合タンパク質ま
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たは（ii）RNAガイド型ヌクレアーゼを導入することを含む、態様84の方法。
８６．前記DNA標的化タンパク質またはRNAガイド型ヌクレアーゼが、前記遺伝子に特異的
なジンクフィンガータンパク質（ZFP）、TALタンパク質、または、クラスター化して規則
的な配置の短い回文配列核酸（CRISPR）によってガイドされるCasタンパク質を含む、態
様85の方法。
８７．前記破壊が、前記遺伝子に特異的に結合する、または前記遺伝子を特異的に認識す
る、または前記遺伝子に特異的にハイブリダイズする、ジンクフィンガーヌクレアーゼ（
ZFN）、TALエフェクターヌクレアーゼ（TALEN）、またはおよび、CRISPR-Cas9の組み合わ
せを導入することを含む、態様82～86のいずれかの方法。
８８．前記導入が、前記DNA結合タンパク質をコードする配列を含む核酸、DNA結合核酸、
および/または前記DNA結合タンパク質もしくはDNA結合核酸を含む複合体を導入すること
によって実行される、態様84～87のいずれかの方法。
８９．前記核酸がウイルスベクター中にある、態様88の方法。
９０．前記遺伝子への前記特異的結合が、前記遺伝子のエクソンの内部であり、かつ/ま
たは、前記遺伝子の、標的抗原のN末端をコードしている部分の内部である、態様84～89
のいずれかの方法。
９１．前記導入によって、前記遺伝子におけるフレームシフト変異および/または前記遺
伝子のコード領域内での早期停止コドンの挿入が引き起こされる、態様84～90のいずれか
の方法。
９２．（c）前記細胞に、作用物質が導入されていない対応する細胞における1つまたは複
数の条件下でのインキュベーション時のPD-1の発現またはアップレギュレーションと比較
して前記細胞におけるPD-1の発現の低減をもたらすことができかつ/またはPD-1のアップ
レギュレーションを阻害することができる前記作用物質を、前記1つまたは複数の条件下
でのインキュベーション時に導入する工程
をさらに含み、前記発現の低減および/またはアップレギュレーションの阻害が一時的ま
たは一過性である、態様54～91のいずれかの方法。
９３．前記作用物質が、前記細胞におけるPD-1の発現の条件的な低減または妨害を引き起
こすために前記細胞中で誘導性に発現または抑制される、態様92の方法。
９４．（a）抗原に特異的に結合する遺伝子操作された抗原受容体を、T細胞を含む細胞の
集団に導入する工程、ならびに
　（b）前記細胞の集団に、作用物質が導入されていない対応する細胞の集団中のT細胞に
おける1つまたは複数の条件下でのインキュベーション時のPD-1の発現および/またはアッ
プレギュレーションと比較して前記集団中のT細胞におけるPD-1の発現を一過性に低減す
ることができかつ/またはPD-1のアップレギュレーションを一過性に阻害することができ
る前記作用物質を、前記1つまたは複数の条件下でのインキュベーション時に導入する工
程
を含み、工程（a）および（b）を同時にまたは任意の順序で逐次的に実行することによっ
て、前記集団中のT細胞に前記遺伝子操作された抗原受容体および前記作用物質を導入す
る、遺伝子操作されたT細胞を生成する方法。
９５．T細胞に、作用物質が導入されていない対応するT細胞における1つまたは複数の条
件下でのインキュベーション時のPD-1の発現またはアップレギュレーションと比較して前
記細胞におけるPD-1の発現を一過性に低減することができかつ/またはPD-1のアップレギ
ュレーションを一過性に阻害することができる前記作用物質を、前記1つまたは複数の条
件下でのインキュベーション時に導入する工程
を含み、該T細胞が、抗原に特異的に結合する抗原受容体を含む、遺伝子操作されたT細胞
におけるPD-1の発現を調節する方法。
９６．一過性の低減が、前記細胞におけるPD-1の発現の可逆的な低減を含む、態様94また
は態様95の方法。
９７．抗原の存在を含む条件下でのインキュベーションが、前記作用物質が導入されてい
ないT細胞を含む対応する集団において、PD-1の発現またはアップレギュレーションを誘
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導する、態様94～96のいずれかの方法。
９８．抗原の存在下でのインキュベーションが、前記細胞を前記抗原と共にインビトロで
インキュベートすることを含む、態様97の方法。
９９．抗原の存在下でのインキュベーションが、それぞれ両端の値を含めて2時間～48時
間、6時間～30時間、または12時間～24時間であるか、あるいは48時間未満、36時間未満
、または24時間未満である、態様98の方法。
１００．前記インキュベーションが、前記操作された抗原受容体が該インキュベーション
の少なくとも一部にわたって前記抗原に特異的に結合する条件下での、対象への前記細胞
の投与を含む、態様97の方法。
１０１．前記インキュベーションが、前記対象への細胞の投与後24時間、2日、3日、4日
、5日、6日、7日、8日、9日または10日の期間内に、発現またはアップレギュレーション
を誘導する、態様100の方法。
１０２．PD-1の発現の低減またはアップレギュレーションの阻害が、少なくとも30％、40
％、50％、60％、70％、80％、90％、95％もしくはそれ以上、または少なくとも約30％、
約40％、約50％、約60％、約70％、約80％、約90％、約95％もしくはそれ以上である、態
様94～101のいずれかの方法。
１０３．エクスビボで行われる、態様94～102のいずれかの方法。
１０４．（b）における導入する工程が、前記細胞に、前記作用物質をコードする配列を
含む核酸を導入することによって実行される、態様94～103のいずれかの方法。
１０５．前記作用物質が、前記T細胞におけるPD-1の発現の一時的な低減または妨害を引
き起こすために前記細胞において一過性に発現される、態様94～104のいずれかの方法。
１０６．前記作用物質の発現または活性が条件的である、態様94～105のいずれかの方法
。
１０７．前記発現が、条件的なプロモーターまたはエンハンサーまたはトランスアクチベ
ーターの制御下にある、態様106の方法。
１０８．前記条件的なプロモーターまたはエンハンサーまたはトランスアクチベーターが
、誘導性のプロモーター、エンハンサーもしくはトランスアクチベーター、または抑制性
のプロモーター、エンハンサーもしくはトランスアクチベーターである、態様107の方法
。
１０９．前記プロモーターが、RNA pol I、RNA pol IIまたはRNA pol IIIプロモーターか
ら選択される、態様108の方法。
１１０．前記プロモーターが、
　U6もしくはH1プロモーターであるpol IIIプロモーター、または
　CMV、SV40初期領域もしくはアデノウイルス主要後期プロモーターであるpol IIプロモ
ーター
　から選択される、態様109の方法。
１１１．前記プロモーターが誘導性プロモーターである、態様108～110のいずれかの方法
。
１１２．前記プロモーターが、Lacオペレーター配列、テトラサイクリンオペレーター配
列、ガラクトースオペレーター配列またはドキシサイクリンオペレーター配列を含む、態
様111の方法。
１１３．前記プロモーターが抑制性プロモーターである、態様108～112のいずれかの方法
。
１１４．前記プロモーターがLac抑制性エレメントまたはテトラサイクリン抑制性エレメ
ントを含む、態様113の方法。
１１５．前記作用物質が、前記細胞におけるPD-1の発現を低減する阻害性核酸分子である
、態様92～114のいずれかの方法。
１１６．前記阻害性核酸分子がRNA干渉作用物質を含む、態様115の方法。
１１７．前記阻害性核酸が、低分子干渉RNA（siRNA）、マイクロRNA適合shRNA、短鎖ヘア
ピンRNA（shRNA）、ヘアピンsiRNA、前駆体マイクロRNA（pre-miRNA）もしくはマイクロR
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NA（miRNA）であるか、またはそれを含むか、またはそれをコードする、態様115または態
様116の方法。
１１８．前記阻害性核酸分子がPD-L1コード核酸に相補的な配列を含む、態様115～117の
いずれかの方法。
１１９．前記阻害性核酸分子が、PD-L1コード核酸に相補的なアンチセンスオリゴヌクレ
オチドを含む、態様115の方法。
１２０．前記T細胞が、CD4＋T細胞またはCD8＋T細胞である、態様54～119のいずれかの方
法。
１２１．前記遺伝子操作された抗原受容体が機能的な非T細胞受容体である、態様54～120
のいずれかの方法。
１２２．前記遺伝子操作された抗原受容体がキメラ抗原受容体（CAR）である、態様54～1
21のいずれかの方法。
１２３．前記CARが、前記抗原に特異的に結合する細胞外抗原認識ドメインと、ITAMを含
む細胞内シグナル伝達ドメインとを含む、態様122の方法。
１２４．前記細胞内シグナル伝達ドメインがCD3-ゼータ（CD3ζ）鎖の細胞内ドメインを
含む、態様123の方法。
１２５．前記CARが補助刺激シグナル伝達領域をさらに含む、態様123または態様124の方
法。
１２６．前記補助刺激シグナル伝達領域が、CD28または4-1BBのシグナル伝達ドメインを
含む、態様125の方法。
１２７．前記補助刺激ドメインがCD28である、態様125または態様126の方法。
１２８．前記工程（a）および（b）が同時に行われ、該工程が、前記抗原受容体をコード
する、任意で第1発現カセットである第1の核酸と、PD-1またはPD-L1の発現の低減を引き
起こすための前記作用物質をコードする、任意で第2の発現カセットである第2の核酸とを
含む核酸分子を導入する工程を含む、態様127の方法。
１２９．前記細胞の集団に、同じまたは異なる抗原に特異的に結合する第2の遺伝子操作
された抗原受容体を導入する工程をさらに含み、該第2の抗原受容体がCD28以外の補助刺
激分子を含む、態様127または態様128の方法。
１３０．（a）第1の抗原に特異的に結合する第1の遺伝子操作された抗原受容体を、T細胞
を含む細胞の集団に導入する工程であって、該第1の抗原受容体がCD28補助刺激分子を含
む工程、
　（b）前記T細胞を含む細胞の集団に、同じまたは異なる抗原に特異的に結合する第2の
遺伝子操作された抗原受容体を導入する工程、および
　（c）前記T細胞を含む細胞の集団に、作用物質が導入されていない対応する細胞の集団
中のT細胞における1つまたは複数の条件下でのインキュベーション時のPD-1および/また
はPD-L1の発現またはアップレギュレーションと比較して前記集団中のT細胞においてPD-1
もしくはPD-L1の発現の低減をもたらすことができかつ/またはPD-1もしくはPD-L1のアッ
プレギュレーションを阻害することができる前記作用物質を、前記1つまたは複数の条件
下でのインキュベーション時に導入する工程であって、それによって、前記第1の抗原受
容体、前記第2の抗原受容体および前記作用物質を、前記集団中のT細胞に導入する、工程
を含む、遺伝子操作されたT細胞を生成する方法。
１３１．抗原の存在を含む条件下でのインキュベーションが、前記作用物質が導入されて
いないT細胞を含む対応する集団において、PD-1および/またはPD-L1の発現またはアップ
レギュレーションを誘導する、態様130の方法。
１３２．抗原の存在下でのインキュベーションが、前記細胞を前記抗原と共にインビトロ
でインキュベートすることを含む、態様131の方法。
１３３．抗原の存在下でのインキュベーションが、それぞれ両端の値を含めて2時間～48
時間、6時間～30時間、または12時間～24時間であるか、あるいは48時間未満、36時間未
満、または24時間未満である、態様132の方法。
１３４．前記インキュベーションが、前記操作された抗原受容体が該インキュベーション
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の少なくとも一部にわたって前記抗原に特異的に結合する条件下での、対象への前記細胞
の投与を含む、態様131の方法。
１３５．前記インキュベーションが、前記対象への細胞の投与後24時間、2日、3日、4日
、5日、6日、7日、8日、9日または10日の期間内に、発現またはアップレギュレーション
を誘導する、態様134の方法。
１３６．前記細胞におけるPD-1および/またはPD-L1の発現またはアップレギュレーション
が、前記作用物質の導入を行わずに前記方法によって生成した操作された細胞と比較して
、少なくとも30％、40％、50％、60％、70％、80％、90％、95％もしくはそれ以上、また
は少なくとも約30％、約40％、約50％、約60％、約70％、約80％、約90％、約95％もしく
はそれ以上、阻害または低減される、態様130～135のいずれかの方法。
１３７．前記第1および第2の遺伝子操作された抗原受容体が同じ抗原に結合する、態様12
9～136のいずれかの方法。
１３８．前記第2の抗原受容体が、CD28以外の補助刺激分子を含む、態様130～137のいず
れかの方法。
１３９．前記CD28以外の補助刺激分子が、4-1BBである、態様129～138のいずれかの方法
。
１４０．前記作用物質が、PD-L1の発現の低減および/またはアップレギュレーションの阻
害を引き起こす、態様130～139のいずれかの方法。
１４１．工程（a）および（b）が同時に行われ、該工程が、前記抗原受容体をコードする
、任意で第1の発現カセットである第1の核酸と、PD-1またはPD-L1の発現の低減を引き起
こすための前記作用物質をコードする、任意で第2の発現カセットである第2の核酸とを含
む核酸分子を導入する工程を含む、態様130～140のいずれかの方法。
１４２．前記第1および第2の核酸、任意で前記第1および第2の発現カセットが、同じまた
は異なるプロモーターに機能的に連結される、態様141の方法。
１４３．前記第1の核酸、任意で第1の発現カセットが、誘導性プロモーターまたは抑制性
プロモーターに機能的に連結され、前記第2の核酸、任意で第2の発現カセットが、構成的
プロモーターに機能的に連結される、態様141または態様142の方法。
１４４．ヒト細胞である、態様54～143のいずれかの方法。
１４５．（a）T細胞を含有する初代細胞の集団を得る工程、
　（b）前記集団中の、標的抗原を発現しない細胞を濃縮する工程、および
　（c）前記細胞の集団に、前記標的抗原に特異的に結合する遺伝子操作された抗原受容
体を導入する工程であって、それによって、遺伝子操作されたT細胞を生成する、工程
を含む、遺伝子操作されたT細胞を生成する方法。
１４６．前記細胞の増殖を引き起こすために前記細胞を刺激条件下で培養および/または
インキュベートすることをさらに含み、細胞の前記増殖および/または拡大が、前記標的
抗原を発現しない細胞を濃縮する工程を欠く前記方法において生成された細胞においてよ
りも大きい、態様145の方法。
１４７．細胞の増殖および/または拡大が、少なくとも1.5倍、2倍、3倍、4倍、5倍、6倍
、7倍、8倍、9倍、10倍もしくはそれ以上、または少なくとも約1.5倍、約2倍、約3倍、約
4倍、約5倍、約6倍、約7倍、約8倍、約9倍、約10倍もしくはそれ以上である、態様146の
方法。
１４８．標的抗原を発現しない細胞を濃縮する工程が、前記標的抗原を発現する細胞を枯
渇させるための負の選択、または前記集団中の細胞における前記標的抗原をコードする遺
伝子の破壊を含む、態様145～147のいずれかの方法。
１４９．前記刺激条件が、TCR複合体の1つまたは複数の成分の1つまたは複数の細胞内シ
グナル伝達ドメインを活性化することができる作用物質を含む、態様146～148のいずれか
の方法。
１５０．態様54～149のいずれかの方法によって生成される細胞。
１５１．態様150の細胞と薬学的に許容される担体とを含む薬学的組成物。
１５２．ある疾患または状態を有する対象に、態様1～30、態様49～52もしくは態様150の
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処置方法。
１５３．前記細胞が、
　（a）キメラ抗原受容体（CAR）を発現する細胞の第1の用量を、前記対象に投与する工
程と
　（b）CAR発現細胞の連続用量を前記対象に投与する工程であって、該連続用量は、（a
）において前記対象に投与された前記CAR発現細胞の表面においてPD-L1の発現が誘導また
はアップレギュレートされた時点で前記対象に投与され、かつ/または該連続用量は、（a
）における投与の開始から少なくとも5日後に前記対象に投与される、工程と
を含む投与計画で投与される、態様152の処置方法。
１５４．（a）キメラ抗原受容体（CAR）を発現する細胞の第1の用量を対象に投与する工
程と
　（b）CAR発現細胞の連続用量を前記対象に投与する工程と
を含み、該連続用量は、（a）において前記対象に投与された前記CAR発現細胞の表面にお
いてPD-L1の発現が誘導またはアップレギュレートされた時点で前記対象に投与され、か
つ/または該連続用量は、（a）における投与の開始から少なくとも5日後に前記対象に投
与される、処置方法。
１５５．前記細胞の連続用量が、（a）における該投与の開始から少なくとも約5日後また
は約5日よりも後かつ約12日後よりも前に投与される、態様153または態様154の方法。
１５６．前記第1および/または第2の用量で投与される細胞の数が、それぞれ両端の値を
含めて約0.5×106個の細胞/kg対象体重～4×106個の細胞/kg、約0.75×106個の細胞/kg～
3.0×106個の細胞/kg、または約1×106個の細胞/kg～2×106個の細胞/kgである、態様153
～155のいずれかの方法。
１５７．前記遺伝子操作された抗原受容体が、前記疾患または状態と関連する抗原に特異
的に結合する、態様152～156のいずれかの方法。
１５８．前記疾患または状態ががんである、態様152～157のいずれかの処置方法。
１５９．前記疾患または状態が白血病またはリンパ腫である、態様152～158のいずれかの
方法。
１６０．前記疾患または状態が急性リンパ芽球性白血病である、態様152～159のいずれか
の方法。
１６１．前記疾患または状態が非ホジキンリンパ腫（NHL）である、態様152～159のいず
れかの方法。
【実施例】
【０３９２】
　以下の実施例は例示のためだけに含まれ、本発明の範囲を限定することを目的としない
。
【０３９３】
実施例1: キメラ抗原受容体(CAR)を通じて刺激されたT細胞におけるPD-1/PD-L1発現の評
価
　免疫親和性に基づく濃縮によって、ヒト対象に由来する白血球除去試料からT細胞を単
離し、活性化し、ヒトCD28由来細胞内シグナル伝達ドメインおよびヒトCD3ζ由来シグナ
ル伝達ドメインを含有する抗CD19キメラ抗原受容体(CAR)をコードするウイルスベクター
を形質導入した。組成物中にある、全T細胞の中でのCAR+細胞のパーセントおよびT細胞サ
ブセットの中でのCAR+細胞のパーセントと、CD4+ T細胞とCD8+T細胞との比を求めるため
に、結果として生じた単離された組成物における(CARおよびある特定のT細胞マーカーの)
表面発現をフローサイトメトリーによって評価した(表1を参照されたい)。
【０３９４】
　(表１)形質導入されたT細胞上での抗CD19 CAR発現
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【０３９５】
　次いで、1)CARに特異的な抗原を発現するK562細胞(K562-tCD19細胞)とインキュベート
すること(抗原特異的共培養); 2)無関係の抗原を発現するK562細胞(K562-ROR1細胞)とイ
ンキュベートすること(非特異的共培養対照); または、3)プレート結合抗CD3抗体および
可溶性抗CD28抗体(TCR複合体を介した刺激のため)とインキュベートすること（最初にプ
レート結合抗CD3および可溶性抗CD28を使用し、適用可能である場合には、操作された細
胞と3日目にインキュベートする）によって、前記組成物を様々な試料に細分した。(1)お
よび(2)のために、それぞれ、CD19およびROR1を発現するようにK562(不死化骨髄性白血病
株)細胞を操作し、CAR発現T細胞と1:1比でインキュベートした。それぞれの条件について
、CAR発現T細胞を24時間刺激した。未刺激試料(K562細胞または刺激用抗体がない「培地
」)を、さらなる陰性対照として使用した。
【０３９６】
　培養して24時間後に、各試料中の細胞上でのPD-1、PD-L1、PD-L2、T細胞マーカー、お
よびCAR(CARのマウス可変領域部分を検出するヤギ抗マウス(「GAM」)染色に基づく)の表
面発現を評価するために、フローサイトメトリーを行った。分析のために、リンパ球と一
致する前方散乱光プロファイルおよび側方散乱光プロファイルをもつ単一生細胞をゲーテ
ィングした。ゲーティングされた様々なT細胞集団(CD4+/CAR+、CD4+/CAR-、CD8+/CAR+、
およびCD8+/CAR-)上でのPD-1、PD-L1、およびPD-L2の発現を、様々なマーカーの表面発現
に基づいて設定したゲートを用いて、適切なゲーティングを決定するために陰性対照(「
培地」)試料用の値を用いて評価した。
【０３９７】
　図1Aおよび図2Aに示したように、CARに特異的な抗原を発現する細胞(K562-tCD19)と共
に培養した時に、PD-1およびPD-L1発現はCD4+/CAR+T細胞およびCD8+/CAR+T細胞の両方で2
4(24)時間以内に増加した。このPD-1およびPD-L1の発現増加は、無関係の抗原を発現する
同じタイプの細胞(K562-ROR1)とインキュベートしたCAR+細胞でも、TCR複合体(抗CD3抗体
および抗CD28抗体)を介して刺激するように設計された条件下でインキュベートしたCD4+

細胞集団またはCD8+細胞集団のいずれにおいても、この時間枠内で観察されなかった。PD
-L2の発現は、試験したどの刺激条件下でも、この時間枠内でアップレギュレートされな
かった。
【０３９８】
　図1Bおよび図2Bに示したように、CD19発現細胞とインキュベートした細胞におけるPD-1
発現およびPD-L1発現の増加は、主に、抗CD19 CARの発現によるものであることが観察さ
れた。CARを発現しない(「CAR-」)CD4+ゲーティングT細胞もCD8+ゲーティングT細胞も、C
D19発現細胞とインキュベートした後に、PD-1表面発現の大幅な増加を示さず、PD-L1表面
発現の大幅な増加を示さなかった。
【０３９９】
　ヒト4-1BB由来細胞内シグナル伝達ドメインおよびヒトCD3ζ由来シグナル伝達ドメイン
を含有する抗CD19キメラ抗原受容体(CAR)を用いて遺伝子操作されたT細胞の存在下で同様
の結果が得られた。従って、これらの結果から、CD28または4-1BB補助刺激シグナル伝達
ドメインのいずれかを含有するCAR構築物を形質導入したT細胞上ではPD-1およびPD-L1の
アップレギュレーションが起こったことが分かった。これらのデータから、PD-1およびPD
-L1の表面発現はキメラ抗原受容体を介した刺激後24時間以内にアップレギュレートされ
たが、古典的なT細胞抗原受容体複合体および関連する補助刺激受容体(抗CD3/抗CD28抗体
)を介してシグナルを模倣するように設計された条件下の刺激後ではアップレギュレート
されなかったことが証明される。
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【０４００】
　本発明は、提供された、例えば、本発明の様々な局面を例示するために提供された特定
の開示された態様に範囲が限定されることが意図されない。本明細書の説明および開示か
ら、説明された組成物および方法に対する様々な変更が明らかになる。このようなバリエ
ーションは、本開示の真の範囲および精神から逸脱することなく実施される可能性があり
、本開示の範囲内にあることが意図される。
【０４０１】
配列
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