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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　間葉系幹細胞（MSC）を含む腫瘍の治療用の薬剤であって、前記治療が、前記MSCを含む
薬剤と抗腫瘍免疫療法との組み合わせ投与を含み、前記免疫療法が、腫瘍関連抗原に特異
的に結合するキメラ抗原受容体（CAR）を発現するT細胞の投与を含み、かつ前記MSCが、
遺伝子改変されていない、薬剤。
【請求項２】
　組み合わせ投与のための間葉系幹細胞、及び／又はT細胞は、医学的治療の被験体にと
っての自家細胞である、請求項1に記載の腫瘍の治療用の薬剤。
【請求項３】
　組み合わせ投与のための間葉系幹細胞、及び／又はT細胞は、医学的治療の被験体にと
っての同種異系細胞である、請求項1に記載の腫瘍の治療用の薬剤。
【請求項４】
　組み合わせ投与のための抗腫瘍免疫療法は、腫瘍関連抗原に特異的に結合する抗体の投
与を含む、請求項1に記載の腫瘍の治療用の薬剤。
【請求項５】
　組み合わせ投与のための抗腫瘍免疫療法は、サイトカイン又はケモカインの投与を含む
、請求項1に記載の腫瘍の治療用の薬剤。
【請求項６】
　組み合わせ投与のための抗腫瘍免疫療法は、抗腫瘍免疫刺激特性を有する小分子の投与
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を含む、請求項1に記載の腫瘍の治療用の薬剤。
【請求項７】
　前記CARは、腫瘍関連抗原に特異的に結合し、かつ前記間葉系幹細胞は、遺伝子改変さ
れていない、請求項1に記載の腫瘍の治療用の薬剤。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、腫瘍の治療での使用のための間葉系幹細胞（MSC）であって、上記治療が、
上記間葉系幹細胞と抗腫瘍免疫療法との組み合わせ投与を含み、かつ上記MSCが、免疫応
答刺激性サイトカインをコードする外因性核酸を含まない、間葉系幹細胞に関する。本発
明の実施の形態においては、MSCは、遺伝子改変されていないか、又は遺伝子改変されて
いるが、免疫刺激性サイトカインをコードせず、及び／又は抗原非依存性免疫応答及び／
又は刺激を誘導するその他の免疫刺激性分子をコードしない外因性核酸を含む。
【０００２】
　好ましい一実施の形態においては、本発明は、腫瘍疾患及び／又は悪性疾患の治療にお
ける上記MSCの使用であって、組み合わせ投与のための抗腫瘍免疫療法が、細胞免疫療法
、好ましくはキメラ抗原受容体（CAR）T細胞の投与を含み、ここで上記T細胞受容体は、
腫瘍関連抗原に特異的に結合し、かつ上記間葉系幹細胞は、遺伝子改変されていない、使
用に関する。
【０００３】
　本発明は、例えば腫瘍微小環境を調節して、抗腫瘍効果を示す免疫細胞を誘引及び／又
は刺激することによる、腫瘍疾患及び／又は悪性疾患の治療におけるMSCの使用を包含す
る。本発明の一態様は、上記間葉系幹細胞と、免疫細胞、例えばT細胞、例えば人工T細胞
受容体を有するT細胞、例えばキメラ抗原受容体（CAR-T）若しくはT細胞受容体（TCR）形
質導入細胞、NK細胞、又はマクロファージ／単球との組み合わせ投与を含む抗腫瘍治療に
おける上記MSCの使用に関する。さらに、追加の免疫療法アプローチ、例えばチェックポ
イント阻害薬、例えばCTLA-4、PD-1、PD-L1若しくはその他の免疫共刺激分子に対する抗
体を含むチェックポイント阻害薬、又は活性免疫療法薬、例えば腫瘍抗原、患者由来の腫
瘍物質、並びに腫瘍若しくは腫瘍の特徴に対する免疫応答を活性化させ、及び／又は免疫
応答を腫瘍若しくは腫瘍の特徴に向けることを目的とするその他の治療薬剤を、MSCの投
与と組み合わせることができる。
【背景技術】
【０００４】
　間葉系幹細胞（MSC）は、骨髄及びその他の組織中に存在する非造血由来の細胞である
。MSCの正確な同定及び命名法は、国際細胞治療学会（InternationalSociety for Cellul
ar Therapy）（ISCT）の間葉系幹細胞及び組織幹細胞委員会（Mesenchymal and Tissue S
tem Cell Committee）により明らかにされている。その学会では、MSCを定義するための
一連の最小基準が提案されている。第一に、MSCは、標準的な細胞培養条件下で維持した
場合にプラスチック付着性に増殖する。第二に、該細胞は、以下の一群の表面マーカーを
発現する：CD105、CD73、及びCD90の発現（95%以上）。他方で、一連の特異的マーカーが
存在してはならない：CD45、CD34、CD14又はCD11b、CD79α又はCD19、及びHLA-DR（2%以
下が陽性）。さらに、MSCは、標準的なin vitro分化条件下で培養した場合に、骨芽細胞
、脂肪細胞、及び軟骨芽細胞へと分化することができなければならない（非特許文献1）
。
【０００５】
　MSCの単離、培養、及び投与は、炎症関連障害の治療に対する有望なアプローチである
と確認された。この結論は、MSCが混合リンパ球反応（MLR）をinvitroで阻害することが
できるという初回観察に基づくものであった。ネイティブMSCは、両方のMLRにおいて、か
つ多クローン性活性化因子（インターロイキン（IL）-2又は植物性血球凝集素（PHA））
の存在下でTリンパ球増殖を抑制し得ることが示された（非特許文献2）。
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【０００６】
　MSCによるT細胞活性化の抑制は、末梢血単核細胞又は精製されたT細胞を含む培養物に
おいて示され得る（非特許文献3）。MSCによるT細胞応答の抑制は、広く研究されており
、多くの無関係の研究者、例えばBartholomewら（非特許文献4）、Aggarwal及びPittenge
r（非特許文献5）、並びにKramperaら（非特許文献6）により確認されている。
【０００７】
　MSCのT細胞活性化を抑制する能力のため、MSCは、炎症性疾患の治療に有用であると提
案されている。したがって、MSCは、移植片対宿主病（GvHD）の治療を目的とする臨床試
験において幅広く研究されている。GvHDは、供与者由来のT細胞が宿主を攻撃し得る、造
血幹細胞移植の潜在的副作用である。GvHDに関して、MSCは、同種反応性の供与者T細胞を
抑制することにより、GvHDの症候を緩和することを目的として臨床試験において試験され
ている（非特許文献7、及び非特許文献8）。
【０００８】
　MSCは、患者への投与後に、免疫回避特性を示すことが知られている。MSCは、同種異系
の供与者物質を移植した場合に免疫調節効果／T細胞抑制効果を示し（非特許文献9）、そ
れにより潜在的な病因となる同種反応性及び拒絶反応が減少することが分かっている。MS
C処置は、創傷治癒において治療的役割を担うこともある。MSCの治療的送達は、全身注射
を介して行うことができ、引き続きMSCは、損傷部位にホーミングし、その部位内で生着
する（非特許文献10）。またMSCは、抗癌剤を腫瘍に向かわせるための運搬体として、例
えば特許文献1において記載されており、そこでは、腫瘍部位でのMSCからのHSV-TKの導入
遺伝子発現、及びガンシクロビルの全身的な組み合わせ投与が記載されている。
【０００９】
　人工T細胞受容体（キメラT細胞受容体、キメラ免疫受容体、キメラ抗原受容体（CAR）
としても知られる）は、任意の特異性を免疫細胞へと付与する操作された受容体である。
一般的には、これらの受容体は、モノクローナル抗体の特異性をT細胞に付与し、同種抗
原が嵌り合った際にそのT細胞を活性化するために使用され、その際、それらのコーディ
ング配列の移入は、レトロウイルスベクター又はレンチウイルスベクターにより促進され
る。該受容体がキメラと呼ばれるのは、それらが異なる起源由来の部分から構成されてい
るからである。
【００１０】
　人工T細胞受容体は、養子細胞移入と呼ばれる技術を使用して、癌の療法として研究中
である。T細胞を患者から取り出し、それらのT細胞が特定の形の癌に特異的な受容体を発
現するようにex vivoで改変する。後に癌細胞を認識し、死滅させることができるT細胞を
、患者のプレコンディショニングを行った又は行っていない患者へと投与する。患者以外
の供与者を起源とする同様に操作された同種異系T細胞も調査されている。
【００１１】
　CAR-T細胞等の免疫療法を使用した抗腫瘍免疫応答の誘導が進歩しているにもかかわら
ず、所望の治療効果を示すために十分な所望の免疫応答の誘導を達成することはなおも困
難な状態にある。
【００１２】
　従来技術は、抗腫瘍免疫応答を高めるための手段を開示している。特許文献2は、免疫
応答刺激性サイトカインを発現し、腫瘍に対して応答する免疫細胞を誘引及び／又は活性
化するように遺伝子改変されたMSCを開示している。特許文献2によれば、外因性核酸から
の免疫刺激性サイトカインの発現が、所望の免疫応答の活性化のために必要である。遺伝
子改変されていないMSCの投与、又は免疫刺激性サイトカインをコードする外因性核酸を
有さないMSCの投与のどちらも開示も示唆もされていない。
【００１３】
　特許文献3は、自家腫瘍細胞由来の抗原で刺激された、寄付臍帯血から単離された同種
異系の樹状細胞及びMSCの混合物の、腫瘍の治療のための投与を開示している。特許文献3
は、腫瘍抗原の提示、及び所望の免疫応答のための内因性T細胞の刺激における、樹状細
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胞の使用を教示している。抗腫瘍免疫応答を刺激するMSCは述べられていない。
【００１４】
　Hassら（非特許文献11）は、腫瘍微小環境におけるMSC機能の概要を発表し、MSCの免疫
抑制能力、特にT細胞、樹状細胞、及びナチュラルキラー細胞のMSCによる抑制を開示して
いる。またZhangら（非特許文献12）は、Tリンパ球及びBリンパ球を含む様々な免疫細胞
の機能のMSCによる抑制を開示している。Prigioneら（非特許文献13）は、自己免疫疾患
の治療に関連している特定のT細胞サブセットについての、MSCに媒介されるT細胞増殖の
低下を述べている。
【００１５】
　Ningxia Songら（非特許文献14）は、MSCが、A20リンパ腫細胞と組み合わせて投与した
場合に、リンパ腫細胞に対する直接的な抗増殖効果及び細胞間接触に依存するものの、マ
ウスモデルにおいて改善された生存をもたらすことを開示している。Fritzら（非特許文
献15）は、MSCの免疫抑制効果及び抗癌剤のための送達運搬体としてのMSCの使用を述べて
いる、MSC及び抗腫瘍療法におけるMSCの使用のレビューを発表している。Loebingerら（
非特許文献16）は、アポトーシス誘導リガンドTRAILを外因性導入遺伝子から発現する遺
伝子操作されたMSC及び癌の治療におけるその使用を記載している。MSCと抗腫瘍免疫療法
との組み合わせ投与も、抗腫瘍免疫応答のMSCによる増強も、これらの文献には開示され
ていない。
【００１６】
　養子細胞療法は、黒色腫及び白血病／リンパ腫を含む幾つかの癌の治療に有効であるが
、該療法は、ほとんどのその他の悪性腫瘍の治療において、特に固形癌のほとんどの事例
においてまだ成功していない。免疫療法の、特に細胞免疫療法の、例えばT細胞投与を基
礎とする免疫療法の抗癌活性、例えば遺伝子改変（CAR-T）免疫細胞及び非改変免疫細胞
の両方についての抗癌活性を改善するという大きな医療ニーズが残っている。
【先行技術文献】
【特許文献】
【００１７】
【特許文献１】国際公開第2008/150368号
【特許文献２】国際公開第2016/026854号
【特許文献３】国際公開第2014/087217号
【非特許文献】
【００１８】
【非特許文献１】M. Dominici, etal., 2006, Cytotherapy, vol. 8, no. 4, pp. 315-31
7
【非特許文献２】M. D. Nicola, etal., 2002, Blood, vol.99, no. 10, pp. 3838-3843
【非特許文献３】Wang et al, 2014,Arthritis Rheumatol. Aug 66(8): 2234-45
【非特許文献４】Mesenchymal stemcells suppress lymphocyte proliferation in vitro
 and prolong skin graftsurvival in vivo. Exp Hematol. 2002, 30: 42-48
【非特許文献５】Human mesenchymalstem cells modulate allogeneic immune cell resp
onses. Blood. 2005, 105:1815-1822
【非特許文献６】Bone marrowmesenchymal stem cells inhibit the response of naive 
and memory antigen-specificT cells to their cognate peptide. Blood. 2003, 101: 3
722-3729
【非特許文献７】Resnick et al.Treatment of severe steroid resistant acute GVHD w
ith mesenchymal stromal cells(MSC); American Journal of Blood Research, 2013;3(3
):225-238.
【非特許文献８】Herrmann et al,Adult human mesenchymal stromal cells and the tre
atment of graft versus hostdisease, Stem Cells and Cloning: Advances and Applica
tions, 2014;7:45-52.
【非特許文献９】Le Blanc et al,Lancet 2004: 363, p 1439
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【非特許文献１０】Kidd et al, StemCells 2009: 27, p 2614
【非特許文献１１】CellCommunication and Signaling, 2012, v. 10, no. 1, 26
【非特許文献１２】Stem CellResearch and Therapy, 2015, v. 6, no. 1, 45
【非特許文献１３】Stem Cells,2009, v. 27, no. 3, 693
【非特許文献１４】Int. J. Mol.Medicine, 2015, 36: 139-149
【非特許文献１５】Current StemCell Research and Therapy, 2008, v. 3, no. 1, 32-3
4
【非特許文献１６】Cancer Research,2009, v. 69, no. 10, 4134
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【００１９】
　従来技術に鑑みて、本発明の基礎を成す技術的課題は、癌の免疫療法のための改善され
た手段若しくは代替的な手段を提供すること、又は癌の治療のための既存の免疫療法を改
善するための手段を提供することである。特に、本発明の基礎を成す課題は、患者におけ
る癌性細胞及び／又は腫瘍組織に対する免疫応答の刺激、例えば局所刺激のために適した
手段を提供することである。本発明の基礎を成す更なる課題は、癌性細胞又は癌性組織に
対する免疫細胞の活性、特にCAR-Tの活性を高めるための手段を提供することである。
【課題を解決するための手段】
【００２０】
　上記課題は、独立形式請求項の特徴により解決される。本発明の好ましい実施の形態は
、従属形式請求項により提供される。
【００２１】
　したがって、本発明は、腫瘍の治療での使用のための間葉系幹細胞（MSC）であって、
上記治療が、上記間葉系幹細胞と抗腫瘍免疫療法との組み合わせ投与を含み、かつ上記MS
Cが、免疫応答刺激性サイトカインをコードする外因性核酸を含まない、間葉系幹細胞に
関する。
【００２２】
　したがって、本発明は、一実施の形態においては、腫瘍の治療での使用のための間葉系
幹細胞（MSC）であって、上記治療が、上記間葉系幹細胞と抗腫瘍免疫療法との組み合わ
せ投与を含み、かつ上記MSCが、遺伝子改変されていない、間葉系幹細胞に関する。
【００２３】
　したがって、本発明は、一実施の形態においては、腫瘍の治療での使用のための間葉系
幹細胞（MSC）であって、上記治療が、上記間葉系幹細胞と抗腫瘍免疫療法との組み合わ
せ投与を含み、かつ上記MSCが、遺伝子改変されているが、免疫応答刺激性サイトカイン
をコードする外因性核酸を含まない、間葉系幹細胞に関する。
【００２４】
　したがって、本発明は、一実施の形態においては、腫瘍の治療での使用のための間葉系
幹細胞（MSC）であって、上記治療が、上記間葉系幹細胞と抗腫瘍免疫療法との組み合わ
せ投与を含み、かつ上記MSCが、遺伝子改変されているが、抗原非依存性免疫応答を誘導
する免疫刺激性分子をコードする外因性核酸を含まない、間葉系幹細胞に関する。
【００２５】
　したがって、本発明は、腫瘍を伴う被験体の治療方法、又は腫瘍及び／又は腫瘍疾患の
治療方法に加えて、特に癌の治療のための本明細書に記載されるMSCの医学的使用を包含
する。
【００２６】
　本発明は、遺伝子改変されていないヒトMSC、特に免疫刺激性サイトカイン又は抗原非
依存性免疫刺激特性を示すその他の導入遺伝子産物をコードする導入遺伝子を有さないヒ
トMSCが、抗腫瘍免疫療法の活性を高めることができるという驚くべき知見を基礎として
いる。この知見は、特に、MSCがこれまで免疫抑制機能を示すものと記載されており、通
常そのように認められるので予想外である。先で詳細に述べられたように、従来技術は、
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MSCが自己免疫疾患及びGvHDの治療において、すなわち免疫抑制が所望される治療成果で
ある疾患において使用され得ることを開示している。
【００２７】
　特に、遺伝子改変されていないMSCが、そのような組み合わせ免疫療法の抗腫瘍活性を
、遺伝子改変されたMSCから分泌される抗原非特異的免疫刺激性分子、特に免疫刺激性サ
イトカインをコードする外因性核酸分子を含む遺伝子改変されたMSCと同等の（しかし幾
らか低下した）程度まで高めることは驚くべきことであった。
【００２８】
　本発明は、好ましくは、遺伝子改変されていないMSCに関する。その他の実施の形態に
おいては、MSCは、遺伝子改変を示してもよいが、抗原非依存性免疫応答を誘導するとみ
なされる1種以上の免疫刺激性分子、例えば免疫刺激性サイトカインをコードする導入遺
伝子は示さない。本発明は、MSCがin vivoで免疫応答を抑制すると考えられるが、以下の
実施例で使用されるMSCは、CAR-T細胞からの抗腫瘍免疫応答を刺激する特性を示すという
知見に向けられている。
【００２９】
　本発明の好ましい実施の形態はまた、抗腫瘍応答に対する支援的効果を、例えば細胞毒
性導入遺伝子の発現により更に高めるように遺伝子改変されたMSCを含む。好ましい一実
施の形態においては、そのような導入遺伝子、例えば細胞毒性導入遺伝子は、抗原非特異
性免疫刺激に導かない。
【００３０】
　本明細書で記載されるMSCは、好ましくは、in vivoで炎症領域にホーミングするその天
然の能力又は操作された能力のいずれかにより腫瘍組織に遊走する。腫瘍組織（腫瘍間質
）へのホーミング及び／又は腫瘍組織中への生着は、サイトカイン等の免疫刺激分子の内
因性核酸からの局所的発現をもたらすことができ、それによりその腫瘍部位での内因性免
疫細胞又は投与された免疫細胞のより高い抗腫瘍効力が可能となる。
【００３１】
　本発明は、被験体における腫瘍組織に対する免疫応答の局所刺激のために適した手段を
提供する。この手段には、特に、免疫応答を腫瘍に向けることを目的とする免疫療法処置
が含まれる。免疫応答のそのような支援又は誘導は、様々な臨床状況において、免疫応答
を開始及び維持し、しばしばこの活性化を遮断する腫瘍媒介性免疫抑制を避けるために有
用である場合がある。
【００３２】
　本発明の間葉系幹細胞は、被験体に既に存在する内因性免疫細胞の活性を高め、及び／
又はその量を増加させるために使用することができる。それに代えて又はそれに加えて、
更なる免疫細胞（自家又は同種異系のいずれか）を、本発明のMSCと組み合わせて（例え
ば、同時に又は順次に）投与することで、所望の治療的免疫応答を高めることができる。
【００３３】
　したがって、一実施の形態においては、本発明は、癌細胞を攻撃するT細胞を基礎とす
る細胞毒性応答を含む、癌免疫療法及び養子細胞移入を伴うアプローチに関する。
【００３４】
　したがって、一実施の形態においては、本発明は、癌細胞を攻撃するNK細胞を基礎とす
る細胞毒性応答を含む、癌免疫療法及び養子細胞移入を伴うアプローチに関する。
【００３５】
　本発明は、MSCの医薬としての使用、及び／又はMSCの抗腫瘍免疫療法、好ましくは本明
細書に記載される抗腫瘍免疫療法のためのアジュバントとしての使用を包含する。アジュ
バントは、一般的には、その他の作用物質の効果を変更する薬理学的作用物質又は免疫学
的作用物質に関連する。本発明においては、上記アジュバント（MSC）は、好ましくは抗
腫瘍免疫療法の高められた効果をもたらし、その効果は、MSCアジュバントを適用しない
場合と比べて測定され得る。適切なアッセイを、以下の実施例に記載する。
【００３６】
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　本発明の好ましい一実施の形態においては、組み合わせ投与のための抗腫瘍免疫療法は
、免疫細胞の投与を含む。そのような療法は、腫瘍患者への免疫細胞の投与を伴い、それ
は、投与された細胞の直接的な抗腫瘍活性によるか、又は内因性免疫細胞の活性化をもた
らす該免疫細胞の免疫調節活性により、腫瘍に対する高められた免疫応答をもたらす。本
発明によれば、遺伝子改変されていないMSC又は遺伝子改変されたMSCの同時投与は、移入
された免疫細胞のこれらの抗腫瘍活性を増大する。
【００３７】
　免疫療法、特に細胞療法の効果的な開発及び臨床的使用における重要な限定は、腫瘍が
、免疫抑制的な腫瘍微小環境を確立することにより腫瘍細胞に対する免疫応答を回避及び
抑制する能力である。この現象は、腫瘍媒介性免疫抑制として知られており、大体におい
て、調節性表現型を示す腫瘍中に存在する免疫細胞（例えば、調節性T細胞（Treg）、及
び単球系抑制性細胞（MDSC）、及び腫瘍関連マクロファージ（TAM））による抗炎症性サ
イトカインの分泌により媒介される。したがって、本発明は、本明細書に記載されるMSC
を使用して腫瘍微小環境を変更することで、免疫細胞、特に腫瘍組織に対するCAR-T細胞
に活性化刺激を与える手段を提供する。
【００３８】
　本発明のもう一つの好ましい実施の形態においては、組み合わせ投与のための免疫細胞
は、T細胞である。T細胞は、細胞媒介性免疫において中心的な役割を担うとともに、細胞
毒性機能だけでなく、免疫調節機能を有し得るものであり、メモリーT細胞の形成を通し
て、長期保護を授け得る。T細胞は、抗腫瘍免疫応答において重要な役割を担う。本発明
によれば、MSC及びT細胞の組み合わせ投与は、投与されたT細胞の高められた抗腫瘍活性
をもたらす。
【００３９】
　その他の実施の形態においては、免疫細胞は、人工T細胞受容体、例えばキメラ抗原受
容体（CAR-T）を含むT細胞であり、上記T細胞受容体が、腫瘍抗原に特異的に結合する（L
ee, DW et al., Clin Cancer Res; 2012;18(10); 2780-90）。更なる一実施の形態におい
ては、該T細胞は、ex vivoで増殖されたT細胞又はTCR遺伝子導入T細胞である。
【００４０】
　本発明のもう一つの好ましい実施の形態においては、組み合わせ投与のための免疫細胞
は、キメラ抗原受容体（CAR-T）T細胞であり、上記T細胞受容体が、腫瘍関連抗原に特異
的に結合する。本発明は、MSCがネイティブT細胞の増殖を抑制すると考えられているにも
かかわらず、ヒトMSCは、CAR-T細胞の活性を高めることが可能である（図3～図5）という
驚くべき知見を基礎としている。文献から予想されるであろうことに反して、ヒトMSCは
、培養に際してCAR-T増殖を支援し、それらの生存を高め、そしてそれらの抗腫瘍活性を
増大させる。本発明は、固形腫瘍の治療を改善する目的でCAR-T細胞の抗腫瘍活性を高め
るための、ヒトMSCの適用に関する。
【００４１】
　そのようなCAR-T細胞と一緒の遺伝子改変されていないMSCの組み合わせ投与が、CAR-T
細胞単独での処置に対して改善された治療効果を示すことは、全くもって驚くべきことで
あった。このことは、本発明が、抗腫瘍免疫応答に関係するCAR-Tの刺激と、それによる
抗腫瘍免疫応答の局所的活性化、支援及び／又は強化とを可能にすることを示している。
さらに、MSCのその独特な特性は、CAR-T免疫応答の増強の維持をもたらし、そして治療効
果は改善され、延長される。
【００４２】
　一実施の形態においては、本明細書に記載されるMSCは、CAR-T細胞処置の前に、その後
に、又はそれと同時に投与され、こうしてCAR-T処置に好ましく腫瘍微小環境が変更及び
付与され得る。MSCの単回又は多回の移入が可能である。
【００４３】
　本発明のもう一つの実施の形態においては、組み合わせ投与のための免疫細胞は、樹状
細胞である。樹状細胞は、強力な抗原特異的T細胞免疫応答を生ずる潜在能力を有する自
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然免疫系の専門的な抗原提示細胞である。免疫療法方略では、進行した悪性腫瘍、具体的
には癌を伴う個体における治療的ワクチン接種の手段として、樹状細胞のこの抗原送達能
力に専従することが試みられてきた。治療用樹状細胞と一緒のMSCの組み合わせ投与は、
樹状細胞ワクチンを最適化して、癌患者における抗腫瘍応答を改善することとなる。
【００４４】
　本発明のもう一つの実施の形態においては、組み合わせ投与のための免疫細胞は、樹状
細胞ではなく、及び／又は樹状細胞を含まない。
【００４５】
　本発明のもう一つの好ましい実施の形態は、抗腫瘍免疫療法としてのマクロファージ及
び／又は単球と間葉系幹細胞との組み合わせ投与に関する。単球及びマクロファージは、
しばしば近傍に見出されるか、又は腫瘤内に見られ、多くの腫瘍型の間質内に大きな白血
球浸潤を形成する。それらは、プロ腫瘍（例えば、腫瘍血管新生による増殖及び転移の増
進）過程及び抗腫瘍（殺腫瘍性及び腫瘍増殖抑制性）過程の両方に関連し、腫瘍微小環境
の免疫状態を決定的に形作る。所望の抗腫瘍活性を誘導するために外部刺激又は遺伝子改
変により前処理され得る単球及び／又はマクロファージの養子移入は、抗腫瘍免疫療法と
して提案されている。好ましい一実施の形態においては、投与されるマクロファージは、
M1マクロファージである。本発明は、抗腫瘍免疫応答を更に高めるための、そのような免
疫細胞と一緒のMSCの組み合わせ投与に関する。
【００４６】
　本発明のもう一つの好ましい実施の形態においては、組み合わせ投与のための免疫細胞
は、自然リンパ球、好ましくはNK細胞である。自然リンパ球は、リンパ球系譜に属するが
、抗原特異的に応答せず、そしてまた細胞毒性NK細胞を含む一群の自然免疫細胞である。
NK細胞は、腫瘍監視において重要な役割を担い、養子移入により腫瘍患者を治療するため
に使用することができる。MSC及び自然リンパ球、好ましくはNK細胞の組み合わせ投与は
、自然リンパ球単独での処置と比較して高められた抗腫瘍活性をもたらすことが考えられ
る。自然リンパ球は、遺伝子改変されていても、又は遺伝子改変されていなくてもよく、
移入前に、好ましい表現型を誘導するために外部刺激を受けてもよい。
【００４７】
　本発明のもう一つの好ましい実施の形態においては、組み合わせ投与のための免疫細胞
は、顆粒球である。好中球、好酸球、好塩基球、及び肥満細胞を含む顆粒球は、抗腫瘍免
疫応答の協奏（orchestration）に関与していることが知られている。顆粒球、特に好酸
球の養子移入は、腫瘍細胞に対する細胞毒性T細胞活性を高めることにより、腫瘍に対す
る免疫応答を高めることが分かっている。したがって、本発明は、顆粒球の高められた抗
腫瘍活性をもたらす、MSC及び顆粒球の組み合わせ投与に関する。移入された顆粒球は、
遺伝子改変されていても、又は遺伝子改変されていなくてもよく、移入前に、好ましい表
現型を誘導するために外部刺激を受けてもよい。
【００４８】
　本発明の一実施の形態においては、組み合わせ投与のための間葉系幹細胞及び／又は免
疫細胞は、医学的治療の被験体にとっての自家細胞である。供与者及び受容者が同じ個体
であるため移入された細胞の拒絶は非常にまれであり、そして移植片対宿主病が発症し得
ないので、自家細胞の投与は有利である。
【００４９】
　本発明のもう一つの実施の形態においては、組み合わせ投与のための間葉系幹細胞及び
／又は免疫細胞は、医学的治療の被験体にとっての同種異系細胞である。同種異系移植は
、細胞療法のために確立されており、患者に投与する前に細胞を取得し、培養し、かつ増
殖させる必要なくして、事前調製された又は商業的な治療用細胞の調製物の選択、調達、
及び投与を可能にする。投与された同種異系物質の拒絶の危険性は、通常の技術を使用し
て、例えば供与者及び受容者の間のHLA適合性を評価することによって評価することがで
きる。
【００５０】
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　本発明のもう一つの好ましい実施の形態においては、組み合わせ投与のための抗腫瘍免
疫療法は、抗体、サイトカイン、ケモカイン、又はその他のバイオ医薬品での処置を含む
。確立された腫瘍の効果的な免疫療法は、一般的に、全身性免疫の発生だけでなく、腫瘍
部位での免疫抑制の克服も基礎としている。例えば、B7-H1/PD-1経路のモノクローナル抗
体による遮断は、選択的かつ効果的に腫瘍部位で免疫応答を調節する。この特異性は、大
部分は、腫瘍微小環境におけるB7-H1の選択的誘導及び発現によるものである。この選択
性は、免疫応答のより「的を絞った」増大を可能にするだけでなく、幅広い全身性自己免
疫毒性の結果も回避する。バイオ医薬品によるこの種の処置は、腫瘍へと遊走して腫瘍微
小環境に変化を引き起こすMSCの投与と組み合わせることができ、これにより、内因性免
疫細胞による強力な抗腫瘍免疫応答の誘導が支援され、相乗効果が引き起こされる。
【００５１】
　本発明のもう一つの好ましい実施の形態においては、組み合わせ投与のための抗腫瘍免
疫療法は、免疫調節性機能を有する小分子での処置を含む。小分子アプローチによる免疫
系の調節は、生物学的アプローチ又は細胞的アプローチを補い、かつ該アプローチと潜在
的に相乗的に作用する幾つかの独特の利点を提供する。そのような分子は、それらの受容
体に結合するそれぞれのリガンドにより開始されるシグナル伝達を直接的に阻害すること
、抗体及びその他の免疫調節性分子を動員すること、又は種々の免疫細胞の増殖を促進若
しくは抑制して特定の種類の癌細胞を標的とすることが分かっている。そのような分子の
投与と一緒にMSCを移入することによる腫瘍患者の組み合わせ処置は、これらの2つの処置
作用物質の相乗作用により驚くべき効果をもたらすと考えられる。
【００５２】
　本発明のもう一つの好ましい実施の形態においては、組み合わせ投与のための抗腫瘍免
疫療法は、キメラ抗原受容体（CAR）T細胞の投与を含み、ここで上記T細胞受容体は、腫
瘍関連抗原に特異的に結合し、かつ上記間葉系幹細胞は、遺伝子改変されていない。
【００５３】
　発明の詳細な説明
　免疫系の腫瘍に対する主な応答は、キラーT細胞を使用して、時としてヘルパーT細胞の
補助により異常細胞を破壊することである。しかしながら、ほとんどの腫瘍は、様々な手
段により免疫応答を抑制し、かつ一般的にT細胞活性化を妨げる環境を生成する産物を放
出する。本発明は、そのような環境において抗腫瘍免疫反応を、本明細書に記載されるMS
Cを使用することにより支援するための手段を提供する。
【００５４】
　本発明は、MSCが、組み合わせ抗腫瘍免疫療法に対して刺激性アジュバント特性を示す
という驚くべき知見を特徴としている。特に、本発明のMSC（免疫刺激性サイトカイン又
はその他の免疫刺激性分子、例えば抗原非依存性免疫応答を誘導する分子を発現する導入
遺伝子を有さない）は、癌性物質に対するCAR-T細胞の高められた効力をもたらす。
【００５５】
　病原又は癌性組織に対する応答は、免疫応答に関連する多数の様々な細胞タイプの複雑
な相互作用及び活性によって協奏される。本明細書で使用される免疫細胞は、以下の方法
において記載されるような以下の細胞タイプのいずれかに関連し得る。自然免疫応答は、
防御の第一線であり、かつ病原曝露又は「外来」物若しくは癌性物への曝露の直後に生ず
る。この応答は、食細胞、例えば好中球及びマクロファージ、細胞毒性ナチュラルキラー
（NK）細胞、及び顆粒球により行われる。引き続いての適応免疫応答は、抗原特異的防御
機構を含み、発生には数日かかることがある。適応免疫における重要な役割を有する細胞
タイプは、マクロファージ及び樹状細胞を含む抗原提示細胞である。T細胞サブセット及
びB細胞を含む様々な細胞タイプの抗原依存性刺激は、宿主防御において重要な役割を担
う。
【００５６】
　免疫細胞：
　本明細書に記載される免疫細胞は、被験体における免疫応答に関連する生物学的細胞に
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関連する。免疫細胞は、好ましくは、T細胞、B細胞、樹状細胞、顆粒球、自然リンパ球（
ILC）、巨核球、単球／マクロファージ、ナチュラルキラー（NK）細胞、血小板、赤血球
細胞（RBC）及び／又は胸腺細胞から選択される。
【００５７】
　T細胞又はTリンパ球は、細胞媒介性免疫に中心的な役割を担うリンパ球の1つのタイプ
（白血球細胞のサブタイプ）である。それらは、B細胞及びナチュラルキラー細胞等のそ
の他のリンパ球とは、細胞表面上でのT細胞受容体の存在によって区別することができる
。T細胞の幾つかのサブセットは、それぞれ異なる機能を有する。T細胞サブタイプには、
限定されるものではないが、1型ヘルパーT細胞（Th1）、2型ヘルパーT細胞（Th2）、9型
ヘルパーT細胞（Th9）、17型ヘルパーT細胞（Th17）、22型ヘルパーT細胞（Th22）、濾胞
性ヘルパーT細胞（Tfh）、調節性T細胞（Treg）、ナチュラルキラーT細胞（NKT）、ガン
マデルタT細胞、CD8陽性細胞毒性Tリンパ球（CTL）が含まれる。T細胞の更なる非限定的
な実施の形態には、胸腺細胞、未熟Tリンパ球、成熟Tリンパ球、静止Tリンパ球、サイト
カイン誘導キラー細胞（CIK細胞）、又は活性化Tリンパ球が含まれる。サイトカイン誘導
キラー細胞（CIK）は、一般的に、CD3陽性及びCD56陽性の非主要組織適合複合体（MHC）
拘束性のナチュラルキラー（NK）様Tリンパ球である。該T細胞は、CD4陽性T細胞、細胞毒
性T細胞（CTL；CD8陽性T細胞）、CD4陽性CD8陽性T細胞、CD4 CD8 T細胞、又はT細胞の任
意のその他のサブセットであってもよい。
【００５８】
　キメラ抗原受容体（CAR）及びCAR-T細胞：
　T細胞は、複合分子であり、かつ免疫エフェクター細胞に任意の特異性を付与し、かつ
同種の標的が生着されると操作された細胞を活性化する人工T細胞受容体（キメラT細胞受
容体、キメラ免疫受容体、キメラ抗原受容体（CAR）としても知られる）によって規定の
特異性をもって操作され得る。一般的には、これらの受容体を使用して、活性化のための
細胞内シグナル伝達ドメインに連結されたT細胞に、モノクローナル抗体の特異性が付与
される。
【００５９】
　遺伝子操作されたT細胞は、T細胞受容体（TCR）又は腫瘍抗原を認識するのに特異的なC
ARをコードするレトロウイルス又はレンチウイルスを患者の細胞に感染させることによっ
て作製することができる。T細胞がその標的抗原に結合すると、刺激性分子は、T細胞が完
全に活発となるのに必要なシグナルを提供する。この完全に活性な状態において、T細胞
は、より効率的に増殖することができ、かつ癌細胞を攻撃することができる。
【００６０】
　例えば、自家細胞移植後に患者に再導入して戻した場合に、本明細書に記載される本発
明のCARで改変されたT細胞は、腫瘍細胞を認識し、死滅させることができる。CIK細胞は
、その他のT細胞と比較して高められた細胞毒性活性を有することがあり、したがって本
発明の免疫細胞の好ましい一実施の形態である。当業者により理解されるように、その他
の細胞は、本明細書に記載されるCARを有する免疫エフェクター細胞としても使用され得
る。特に、免疫エフェクター細胞はまた、NK細胞、NKT細胞、好中球、及びマクロファー
ジを含む。免疫エフェクター細胞はまた、エフェクター細胞の始原体を含み、そのような
始原細胞は誘導されることで、in vivo又はin vitroで免疫エフェクター細胞へと分化す
ることができる。
【００６１】
　遺伝子改変された又は遺伝子改変されていないMSCと、遺伝子改変された又は遺伝子改
変されていない免疫細胞、好ましくはT細胞、例えば本明細書に記載される細胞との組み
合わせ投与は、抗癌活性に関して相乗効果をもたらす。
【００６２】
　CARは、一般的に、抗体から誘導される細胞外エクトドメイン及びT細胞シグナル伝達タ
ンパク質から誘導されるシグナル伝達モジュールを含むエクトドメインから構成される。
好ましい一実施の形態においては、該エクトドメインは、好ましくは、単鎖可変フラグメ
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ント（scFv）として構成される免疫グロブリンの重鎖及び軽鎖からできた可変領域を含む
。そのscFvは、好ましくは、柔軟性を与え、かつアンカー型膜貫通部を通じて細胞内シグ
ナル伝達ドメインへとシグナルを伝達するヒンジ領域に結合される。該膜貫通ドメインは
、好ましくはCD8α又はCD28に由来する。第一世代のCARにおいては、シグナル伝達ドメイ
ンは、TCR複合体のゼータ鎖からなる。用語「世代」とは、細胞内シグナル伝達ドメイン
の構造に対するものである。第二世代のCARは、CD28又は4-1BBに由来する単一の共刺激ド
メインを備えている。第三世代のCARは、既に2個の共刺激ドメイン、例えばCD28、4-1BB
、ICOS又はOX40、CD3ζを含む。
【００６３】
　様々な実施の形態においては、免疫エフェクター細胞の細胞毒性を癌細胞にリダイレク
トする遺伝子操作された受容体が提供される。これらの遺伝子操作された受容体を、本明
細書ではキメラ抗原受容体（CAR）と呼称した。CARは、所望の抗原（例えば、腫瘍関連抗
原）についての抗体に基づく特異性と、T細胞受容体活性化細胞内ドメインとを兼ね備え
る分子であり、特異的な抗BCMA細胞免疫活性を示すキメラタンパク質が生成される。本明
細書で使用される場合に、用語「キメラ」は、異なる起源からの異なるタンパク質又はDN
Aの部分から構成されることを説明している。
【００６４】
　本明細書で検討されるCARは、腫瘍関連抗原、膜貫通ドメイン、及び細胞内ドメイン、
又は細胞内シグナル伝達ドメインに結合する細胞外ドメイン（結合ドメイン又は抗原結合
ドメインとも呼ばれる）を含む。CARの抗BCMA抗原結合ドメインと、標的細胞の表面上のB
CMAとが嵌り合うことで、CARのクラスター形成がもたらされ、CARを含む細胞に活性化刺
激が伝えられる。CARの主要な特性は、CARが免疫エフェクター細胞の特異性をリダイレク
トする能力であり、それにより増殖、サイトカイン産生、食作用、又は標的抗原発現細胞
の細胞死を主要組織適合性（MHC）とは独立して媒介し得る分子の産生が惹起され、こう
してモノクローナル抗体、可溶性リガンド、又は細胞特異的補助受容体の細胞特異的標的
化能が活用される。
【００６５】
　様々な実施の形態においては、CARは、ヒト化腫瘍抗原特異的結合ドメインを含む細胞
外結合ドメイン、膜貫通ドメイン、1個以上の細胞内シグナル伝達ドメインを含む。特定
の実施の形態においては、CARは、ヒト化抗腫瘍抗原抗体又はその抗原結合断片を含む細
胞外結合ドメイン、1個以上のスペーサードメイン、膜貫通ドメイン、1個以上の細胞内シ
グナル伝達ドメインを含む。
【００６６】
　「細胞外抗原結合ドメイン」又は「細胞外結合ドメイン」は、対象となる標的抗原に特
異的に結合する能力をCARに与える。該結合ドメインは、天然源、合成源、半合成源、又
は組み換え源のいずれかから誘導され得る。好ましくは、scFVドメインである。
【００６７】
　「特異的結合」は、結合及び結合特異性の試験に使用することができる様々な実験手順
を、当業者であれば明らかに認識するものと当業者には解釈されるべきである。会合平衡
定数又は平衡解離定数の測定方法は当該技術分野で知られている。幾つかの交差反応又は
バックグラウンド結合は、多くのタンパク質間相互作用において不可避である場合があり
、これは、CAR及びエピトープの間の結合の「特異性」から減じられるべきではない。「
特異的結合」は、抗腫瘍抗原抗体又はその抗原結合断片（又はそれを含むCAR）の腫瘍抗
原への、バックグラウンド結合よりも大きな結合親和性での結合を説明している。用語「
～に対する（directed against）」は、用語「特異性」を考慮する場合に、抗体及びエピ
トープの間の相互作用の理解において適用することもできる。
【００６８】
　「抗原（Ag）」は、動物における抗体の産生又はT細胞応答を刺激することができる化
合物、組成物、又は物質を指す。特定の実施の形態においては、標的抗原は、腫瘍関連抗
原、つまり腫瘍細胞中で主として発現されるポリペプチドのエピトープである。「エピト
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ープ」とは、結合性作用物質が結合する抗原の領域を指す。エピトープは、タンパク質の
三次折り畳みにより並置される隣接アミノ酸又は非隣接アミノ酸の両方から形成され得る
。
【００６９】
　「単鎖Fv」又は「scFv」抗体フラグメントは、抗体のVHドメイン及びVLドメインを含み
、その際、これらのドメインは、単独のポリペプチド鎖で、どちらか一方の向き（例えば
、VL-VH又はVH-VL）で存在する。一般的に、scFvポリペプチドは、scFvが抗原結合のため
に望ましい構造を形成可能にするVHドメイン及びVLドメインの間のポリペプチドリンカー
を更に含む。好ましい実施の形態においては、本明細書で検討されるCARは、scFvであり
、かつマウス、ヒト又はヒト化されたscFvであり得る抗原特異的結合ドメインを含む。単
鎖抗体は、所望の標的に特異的なハイブリドーマのV領域遺伝子からクローニングするこ
とができる。特定の実施の形態においては、該抗原特異的結合ドメインは、ヒト腫瘍抗原
ポリペプチドに結合するヒト化されたscFvである。
【００７０】
　細胞療法のための免疫細胞：
　樹状細胞（DC）は、哺乳動物免疫系の抗原提示細胞である。樹状細胞の主要な機能は、
抗原物質をプロセシングし、それを細胞表面上で免疫系のT細胞に提示することである。
樹状細胞は、自然免疫系及び適応免疫系の間のメッセンジャーとして働く。樹状細胞は、
外部環境と接触する組織、例えば皮膚（そこには、ランゲルハンス細胞と呼ばれる分化さ
れた樹状細胞タイプが存在する）、並びに鼻、肺、胃、及び腸の内層中に存在する。樹状
細胞は、未熟な状態で血中に見出されることもある。活性化されると、該細胞はリンパ節
に遊走し、そこでT細胞及びB細胞と相互作用することで、適応免疫応答を開始して形作る
。それらの特性のため、樹状細胞は、抗原送達のための天然の作用物質となり、DCを伴う
ワクチン接種方略が開発された。DCワクチン接種の目的は、腫瘤を特異的に減少させるこ
とができ、かつ免疫記憶を引き起こして腫瘍再発を抑えることができる腫瘍特異的エフェ
クターT細胞を誘導することである。この方法においては、第一工程は、腫瘍特異的抗原
を有するDCを準備することである。これは、患者から得られたDCをアジュバント（DC成熟
を引き起こす）及び腫瘍特異的抗原と一緒にex vivoで培養し、これらの細胞を患者に注
射により戻すか、又はDCをin vivoで誘導して、腫瘍特異的抗原を取得することによって
達成することができる。DCワクチン接種方略の治療的使用を改善するために、DCと一緒に
本発明によるMSCを同時投与することが想定される。
【００７１】
　単球は、白血球細胞（白血球）の1つのタイプである。単球は、全ての白血球のうちで
最も大きいものである。単球は、全ての哺乳動物（ヒトを含む）を含む脊椎動物の自然免
疫系の一部である。単球は、造血幹細胞から分化した2分化能細胞である単芽球と呼ばれ
る前駆体から骨髄により産生される。単球は、約1日～3日にわたり血流中を循環し、その
後に一般的には体中の組織へと移動する。単球は、血中の白血球の3%から8%を占める。組
織中で、単球は種々の解剖学的な位置で種々のタイプのマクロファージへと成熟する。
【００７２】
　マクロファージは、時には、大食細胞とも呼ばれ、それらは、組織中での単球の分化に
より生成される細胞である。単球及びマクロファージは、食細胞である。マクロファージ
は、非特異的防御機構（自然免疫）において機能するだけでなく、脊椎動物の特定の防御
機構（適応免疫）の開始の手助けもする。キラー表現型を主として発現するマクロファー
ジは、M1マクロファージと呼ばれる一方で、組織補修に関係するマクロファージは、M2マ
クロファージと呼ばれる。マクロファージの役割は、細胞片及び病原体を、静止細胞又は
移動細胞のいずれかとして、貪食し又は飲み込み、その後に消化することである。マクロ
ファージはまた、リンパ球及びその他の免疫細胞を刺激して、病原体に応答する（Paluck
a K et al. Nat Rev Cancer. 2012 Mar 22;12(4):265-77. doi: 10.1038/nrc3258）。マ
クロファージは、外来物質、感染性微生物、及び癌細胞を破壊及び摂食により攻撃する分
化された貪食細胞である。
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【００７３】
　自然リンパ球（ILC）は、リンパ球系譜（リンパ球）に属するが、B細胞受容体又はT細
胞受容体を欠いているため抗原特異的に応答しない自然免疫細胞の1つの群である。この
比較的新しく記載された細胞の群は、種々の生理学的機能を有し、その幾つかはヘルパー
T細胞と類似しているが、細胞毒性NK細胞も含んでいる。したがって、自然リンパ球は、
保護免疫並びにホメオスタシス及び炎症の制御において重要な役割を有する。ナチュラル
キラー（NK）細胞は、適応免疫系の細胞毒性T細胞と類似した細胞毒性自然エフェクター
細胞である。ナチュラルキラー細胞は、血液、器官、及びリンパ系組織全体にわたって分
布しており、末梢血リンパ球の約15%を成すものである。NK細胞は、腫瘍監視及びウイル
ス感染細胞の迅速な排除の役割を担う。NK細胞は、MHCクラスIのミッシング「セルフ」シ
グナルを必要とせず、抗体の不存在下でストレスのかかった細胞を認識することができ、
こうして適応免疫系よりも大幅に素早く反応することが可能となる。ナチュラルキラー（
NK）細胞は、癌に対する宿主免疫において重要な役割を担う。応答において、癌は、NK細
胞の攻撃を免れる機構又は欠陥NK細胞を誘導する機構を発揮する（Cheng M et al. Cell 
MolImmunol. 2013 May;10(3):230-52. doi: 10.1038/cmi.2013.10. Epub 2013 Apr 22.）
。最近のNK細胞を基礎とする癌免疫療法は、幾つかのアプローチを使用してNK細胞の麻痺
を克服することを目的とし、そしてMSCの組み合わせ投与は、NK細胞を基礎とする療法を
より効果的なものにするのに役立つかもしれない。
【００７４】
　顆粒球は、細胞質中に顆粒が存在することを特徴とする、好中球、好酸球、好塩基球、
及び肥満細胞を含む白血球細胞の1つのカテゴリーである。
【００７５】
　免疫療法：
　本明細書で使用される場合に、「免疫療法」は、腫瘍物質を打ち消し又は破壊する免疫
系の手段を使用する、任意の種類の腫瘍に対する治療的アプローチ又は処置を含む。免疫
療法には、限定されるものではないが、免疫チェックポイント調節物質、免疫細胞療法、
免疫細胞又は免疫応答を調節するその他の細胞の養子移入、小分子又はバイオ医薬品、例
えばモノクローナル抗体、サイトカイン、ケモカイン、及び癌治療ワクチンによる免疫細
胞の調節が含まれる。したがって、免疫療法は、本発明においては、免疫系を使用して癌
を治療する治療剤を含むと解釈されるべきである。
【００７６】
　免疫療法は、限定されるものではないが、細胞療法及びバイオ医薬品療法及び抗体療法
、並びに腫瘍に対する免疫応答の変更を誘導する小分子の使用を包含する。
【００７７】
　細胞療法は、一般的に、患者の血液又は腫瘍から単離された免疫細胞の投与を伴う。治
療されるべき腫瘍に対する免疫細胞は、活性化され、培養され、そして患者に戻され、そ
こで免疫細胞は癌を攻撃する。このように使用することができる細胞タイプは、限定され
るものではないが、ナチュラルキラー細胞、リンホカイン活性化キラー細胞、細胞毒性T
細胞、単球、マクロファージ、顆粒球、及び樹状細胞である。樹状細胞療法は、樹状細胞
に腫瘍抗原の提示を引き起こすことにより、抗腫瘍応答を誘発する。樹状細胞は、リンパ
球に対して抗原を提示し、その抗原はリンパ球を活性化し、上記抗原を提示するその他の
細胞を死滅させるようにリンパ球が刺激される。
【００７８】
　免疫療法における上記のこれまでの試みに対する1つのアプローチは、患者自身の免疫
細胞をそれらの腫瘍を認識及び攻撃するように操作することを必要とする。そして、養子
細胞移入（ACT）と呼ばれるこのアプローチは、これまで臨床試験に限られていたが、こ
れらの操作された免疫細胞を使用した治療は、進行した癌を伴う患者において治療応答を
生じた。
【００７９】
　したがって、本発明は、養子細胞移入と、本明細書に記載されるMSCの投与との組み合
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わせを包含する。免疫細胞（例えば、CAR-T）の前又はそれと同時にMSCを投与することで
、CAR-T、TCR-遺伝子導入T細胞、in vitroで増殖されたT細胞、又は養子細胞移入の間に
投与されるその他の免疫エフェクター細胞の抗腫瘍活性が高められるであろうことは、本
発明の範囲内に包含される。MSCの存在は、T細胞の活性化を局所的にのみ、好ましくは腫
瘍内又は腫瘍近傍で高め、引き続きメモリーエフェクター細胞の表現型に導くこととなり
、それにより該処置の治療効果が延長される。
【００８０】
　養子細胞移入は、T細胞を基礎とする細胞毒性応答を使用することで、癌細胞を攻撃す
る。患者の癌に対して天然の反応性又は遺伝子操作された反応性を有するT細胞は、in vi
troで作製され、その後に癌患者へと移入により戻される。自家腫瘍浸潤性リンパ球は、
転移性黒色腫を伴う患者のために有効な処置として使用されている。この処置は、患者の
腫瘍で見られるT細胞を採取し、それらを、悪性細胞を攻撃するようにトレーニングする
ことによって達成することができる。これらのT細胞は、腫瘍浸潤性リンパ球（TIL）と呼
称され得る。そのようなT細胞は、MSCの存在によりinvivoで刺激することもできる。
【００８１】
　本発明は、抗腫瘍免疫応答の、好ましくはTIL、操作された若しくは天然の細胞毒性T細
胞及び／又はNK細胞によって媒介された局所的な刺激及び組織局在化された刺激のための
新規の手段を提供する。
【００８２】
　生物学（的）医薬製品、生物学的製剤又は生物学製剤としても知られるバイオ医薬品は
、生物学的起源において製造された、生物学的起源から抽出された、又は生物学的起源か
ら半合成された任意の医薬製品である。バイオ医薬品には、限定されるものではないが、
ワクチン、血液、又は血液成分、並びに組み換え治療タンパク質、例えば抗体、サイトカ
イン、ケモカイン、及び融合タンパク質が含まれる。バイオ医薬品は、糖、タンパク質、
若しくは核酸、又はこれらの物質の複合組み合わせ物から構成され得る。バイオ医薬品は
、ヒト、動物、又は微生物を含む天然の起源から単離される。
【００８３】
　抗体は、細胞表面上の標的抗原に結合する免疫系によって産生されるタンパク質である
。癌抗原に結合する抗体は、癌の治療のために使用することができる。本発明のMSCは、
細胞ベースの免疫療法又は抗体ベースの免疫療法を、MSC固有の特性に由来するその独特
の特性によって支援し、及び／又は高めることが可能である。
【００８４】
　用語「小分子」は、生物学的過程の制御を補助し得る低分子量（900ダルトン未満）有
機化合物に関連する。小分子アプローチによる免疫系の調節は、その他の免疫療法を補い
、かつ該免疫療法と潜在的に相乗的に作用する幾つかの独特の利点を提供する。小分子は
、表面酵素連結型受容体、及び腫瘍微小環境と相互作用するか又は代謝酵素を阻害しさえ
もする受容体に対するアンタゴニストとして働き得る。そのような分子は、それらの受容
体に結合するそれぞれのリガンドにより開始されるシグナル伝達を直接的に阻害すること
、抗体及びその他の免疫調節分子を動員すること、又は種々の免疫細胞の増殖を促進若し
くは抑制して特定の種類の癌細胞を標的化することが分かっている。
【００８５】
　そのような免疫応答調節性物質には、例えば、イミキモド、前立腺癌を標的とする抗体
動員分子、インテグリン受容体アンタゴニスト、インドールアミン-2,3-ジオキシゲナー
ゼ阻害剤、エモジン、RORγtアンタゴニスト、エフリン受容体アンタゴニスト、膜結合炭
酸脱水酵素IX（CAIX）阻害剤、及びIyver VV（AnticancerAgents Med Chem. 2015;15(4):
433-52.）により記載される選択されたプロテインキナーゼ阻害剤が含まれる。
【００８６】
　治療：
　被験体又は患者、例えば治療又は予防を必要とする被験体は、動物、脊椎動物、哺乳動
物、齧歯類（例えば、モルモット、ハムスター、ラット、マウス）、ネズミ科動物（例え
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ば、マウス）、イヌ科動物（例えば、イヌ）、ネコ科動物（例えば、ネコ）、ウマ科動物
（例えば、ウマ）、霊長類、サル類（例えば、サル又は類人猿）、サル（例えば、マーモ
セット、ヒヒ）、類人猿（例えば、ゴリラ、チンパンジー、オランウータン、テナガザル
）、又はヒトとすることができる。用語「動物」、「哺乳動物」等の意味は、当該技術分
野で良く知られており、例えばWehner及びGehring（1995; Thieme Verlag）から系統をた
どることができる。本発明においては、動物は、特に、経済学的に、農業経済学的に、又
は科学的に重要な動物が治療されるべきであると考えられる。好ましくは、被験体／患者
は、哺乳動物である。より好ましくは、被験体／患者は、ヒトである。
【００８７】
　癌は、身体の任意の部分を冒す可能性があり、かつ異常な細胞生育及び増殖により引き
起こされる疾患の1つの群を含む。これらの増殖する細胞は、周囲組織を侵害する可能性
があり、及び／又は身体のその他の部分に拡がって、そこで転移を形成する可能性がある
。世界中で、1400万件の新たな癌の事例が確認され、2012年には820万件の癌関連死が報
告されている（World Cancer Report 2014）。大部分の癌は、なかでも喫煙、肥満及び感
染症に関係する環境シグナルにより引き起こされるが、約5%～10%は、遺伝的な事例であ
る。癌は、起源の細胞に基づいてサブカテゴリーに分類され得る。最も一般的なサブカテ
ゴリーは、上皮細胞由来の癌腫、結合組織由来の肉腫、並びに造血細胞由来のリンパ腫及
び白血病である。癌は、非常に様々な局所的症状及び全身的症状を伴い、多くの場合には
治療することができない。多数の新たな癌患者及び癌関連死を考慮すれば、新規の治療方
略が必要とされる。
【００８８】
　本発明による癌とは、哺乳動物において見られる、白血病、肉腫、黒色腫、及び癌腫を
含む全ての種類の癌又は新生物又は悪性腫瘍を指す。固形腫瘍及び／又は液性腫瘍（例え
ば、白血病又はリンパ腫）のどちらも治療することができる。
【００８９】
　白血病には、限定されるものではないが、急性非リンパ性白血病、慢性リンパ性白血病
、急性顆粒球性白血病、慢性顆粒球性白血病、急性前骨髄球性白血病、成人T細胞白血病
、非白血性白血病、白血球性白血病、好塩基球性白血病、芽細胞性白血病、ウシ白血病、
慢性骨髄球性白血病、皮膚白血病、胚性白血病、好酸球性白血病、グロス白血病、ヘアリ
ー細胞白血病、血芽球性白血病、血球芽細胞白血病、組織球性白血病、幹細胞白血病、急
性単球性白血病、白血球減少性白血病、リンパ性白血病、リンパ芽球性白血病、リンパ球
性白血病、リンパ行性白血病、リンパ様白血病、リンパ肉腫細胞白血病、肥満細胞白血病
、巨核球性白血病、小骨髄芽球性白血病、単球性白血病、骨髄芽球性白血病、骨髄球性白
血病、骨髄顆粒球性白血病、骨髄単球性白血病、ナエゲリ白血病、形質細胞白血病、形質
細胞性白血病、前骨髄球性白血病、リーダー細胞白血病、シリング白血病、幹細胞白血病
、亜白血性白血病、及び未分化細胞白血病が含まれる。
【００９０】
　肉腫には、限定されるものではないが、軟骨肉腫、線維肉腫、リンパ肉腫、黒色肉腫、
粘液肉腫、骨肉腫、アバーネシー肉腫、脂肪肉腫、リポ肉腫、胞巣状軟部肉腫、エナメル
上皮肉腫、ブドウ状肉腫、緑色肉腫、絨毛膜癌、胎児性肉腫、ウィルムス腫瘍肉腫、子宮
内膜肉腫、間質肉腫、ユーイング肉腫、筋膜肉腫、線維芽肉腫、巨大細胞肉腫、顆粒球性
肉腫、ホジキン肉腫、特発性多発性色素性出血性肉腫、B細胞の免疫芽球性肉腫、リンパ
腫、T細胞の免疫芽球性肉腫、ジェンセン肉腫、カポジ肉腫、クッパー細胞肉腫、血管肉
腫、白血肉腫、悪性間葉系腫瘍、傍骨性骨肉腫、細網肉腫、ラウス肉腫、漿液嚢胞性肉腫
、滑膜肉腫、及び毛細血管拡張性肉腫が含まれる。
【００９１】
　黒色腫には、限定されるものではないが、例えば、末端黒子型黒色腫、メラニン欠如性
黒色腫、良性若年性黒色腫、クラウドマン黒色腫、S91黒色腫、ハーディング－パッセー
黒色腫、若年性黒色腫、悪性黒子型黒色腫、悪性黒色腫、結節型黒色腫、爪下黒色腫、及
び表在拡大型黒色腫が含まれる。
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【００９２】
　癌腫には、限定されるものではないが、腺房癌、小葉癌、腺嚢癌、腺様嚢胞癌、腺癌、
副腎皮質癌、肺胞上皮癌、肺胞上皮細胞癌、基底細胞癌（basalcell carcinoma）、基底
細胞癌（carcinoma basocellulare）、類基底細胞癌、基底有棘細胞癌、細気管支肺胞上
皮癌、細気管支癌、気管支原性癌、大脳様癌、胆管細胞癌、絨毛癌、膠様癌、面皰癌、子
宮体癌、篩状癌、鎧状癌、皮膚癌、円柱状癌、円柱状細胞癌、腺管癌、硬性癌腫、胚性癌
腫、脳様癌、類表皮癌、腺様上皮癌、外向方発育癌、潰瘍性癌、線維性癌、ゼラチン状癌
、ゼラチン様癌、巨大細胞癌、巨大細胞様癌、腺癌、顆粒膜細胞癌、毛母癌、肝様癌、肝
細胞癌、ヒュルトレ細胞癌、硝子状癌、副腎様癌、小児胚性癌、上皮内癌、表皮内癌、上
皮内癌、クロムペッカー癌、クルチツキー細胞癌、大細胞癌、レンズ状癌（lenticularca
rcinoma）、レンズ状癌（carcinoma lenticulare）、脂肪腫、リンパ上皮癌、髄様癌（ca
rcinomamedullare）、髄様癌（medullary carcinoma）、悪性黒色腫、軟性癌、粘液性癌
、粘液癌、粘液細胞癌、粘液性類表皮癌、粘膜癌（carcinomamucosum）、粘膜癌（mucous
 carcinoma）、粘液腫様癌、鼻咽頭癌、燕麦細胞癌、骨化性癌、類骨癌、乳頭癌、門脈周
辺癌、前浸潤癌、有棘細胞癌、髄質様癌、腎臓の腎細胞癌、補充細胞癌、肉腫様癌、シュ
ナイダー癌、スキルス癌、陰嚢癌、印環細胞癌、単純癌、小細胞癌、ソレノイド（soleno
id）癌、球状細胞癌、紡錘細胞癌、海綿癌、扁平上皮癌、扁平細胞癌、弦状癌、血管拡張
性癌、毛細血管拡張性癌、移行上皮癌、結節性癌（carcinomatuberosum）、結節性癌（tu
berous carcinoma）、疣状癌、及び絨毛状癌が含まれる。
【００９３】
　更なる癌には、限定されるものではないが、ホジキン病、非ホジキンリンパ腫、多発性
骨髄腫、神経芽細胞腫、乳癌、卵巣癌、肺癌、横紋筋肉腫、原発性血小板血症、原発性マ
クログロブリン血症、小細胞肺腫瘍、原発性脳腫瘍、胃癌、結腸癌、悪性膵臓インスリノ
ーマ、悪性カルチノイド、膀胱癌、前悪性皮膚病変、睾丸癌、リンパ腫、甲状腺癌、食道
癌、尿生殖路癌、悪性高カルシウム血症、子宮頚癌、子宮内膜癌、副腎皮質細胞癌、及び
前立腺癌が含まれる。
【００９４】
　幾つかの実施の形態においては、「腫瘍」は、限定されるものではないが、前立腺腫瘍
、膵臓腫瘍、扁平上皮細胞癌、乳房腫瘍、黒色腫、基底細胞癌、肝細胞癌、胆管細胞癌、
睾丸癌、神経芽細胞腫、神経膠腫、又は悪性神経膠星状細胞腫瘍、例えば多形性神経膠芽
細胞種、結腸直腸腫瘍、子宮内膜癌、肺癌、卵巣腫瘍、子宮頚部腫瘍、骨肉腫、横紋筋肉
腫／平滑筋肉腫、滑膜肉腫、血管肉腫、ユーイング肉腫／PNET、及び悪性リンパ腫を含む
ものとする。これらは、原発性腫瘍だけでなく、転移性腫瘍（血管新生化又は非血管新生
化の両方）を含む。
【００９５】
　間葉系幹細胞：
　本明細書に開示される「間葉系幹細胞」は、好ましくは、骨髄及びその他の組織中に存
在する非造血由来の細胞である。MSCの同定及び命名法は、国際細胞治療学会（ISCT）の
間葉系幹細胞及び組織幹細胞委員会により明らかにされている。その学会では、MSCを定
義するための一連の最小基準が提案されている。一般的に、MSCは、結合組織、骨、軟骨
、並びに循環系及びリンパ系における細胞を生じ得る。間葉系幹細胞は、密集度が低い、
紡錘状の、又は星状の未分化細胞からなる胚体中胚葉の一部である間葉中に見られる。本
明細書で使用される場合に、間葉系幹細胞には、限定されるものではないが、CD34陰性幹
細胞が含まれる。
【００９６】
　本発明の一実施の形態においては、間葉系幹細胞は、プラスチック付着性細胞であり、
幾つかの実施の形態においては、複能性（multipotent）間葉系間質細胞として定義され
、それにはまたCD34陰性細胞も含まれる。何らかの誤解を避けるため、間葉系幹細胞とい
う用語は、in vivoで多数の細胞タイプに分化可能な複能性又は多能性自己再生細胞から
構成される間葉系細胞、MSC及びそれらの前駆体の部分集合をも含む複能性間葉系間質細
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胞を包含する。
【００９７】
　本明細書で使用される場合に、CD34陰性細胞は、CD34を欠いた細胞、又はその表面上に
僅かなレベルのCD34しか発現しない細胞を意味するものとする。CD34陰性細胞、及びその
ような細胞の単離方法は、例えばLange C. et al.,"Accelerated and safe expansion of
 human mesenchymal stromal cells inanimal serum-free medium for transplantation 
and regenerative medicine".J. Cell Physiol. 2007, Apr. 25に記載されている。
【００９８】
　間葉系幹細胞は、造血幹細胞（HSC）とは多くの指標により区別することができる。例
えば、HSCは、培養中に浮遊し、かつプラスチック表面に付着しないことが知られている
。それに対して、間葉系幹細胞は、プラスチック表面に付着する。本発明のCD34陰性間葉
系幹細胞は、培養において付着性である。
【００９９】
　遺伝子改変
　MSC又は任意のその他の治療用細胞、例えば本明細書に記載される免疫細胞は、外因性
核酸、例えば導入遺伝子、例えば外因性核酸からの治療用遺伝子産物を発現するように遺
伝子改変され得る。本明細書で使用される場合に、「遺伝子改変された」とは、核酸等の
改変された遺伝物質を保有する任意の種類の細胞又は生物を意味するものとする。本明細
書で使用される場合に、「核酸」は、限定されるものではないが、DNA、RNA及びそれらの
ハイブリッド又は改変された変異体を含む任意の核酸分子を意味するものとする。「外因
性核酸」又は「外因性遺伝因子」は、細胞の「当初の」又は「天然の」ゲノムの成分では
ない、細胞中に導入された任意の核酸に関連している。外因性核酸は、標的の間葉系幹細
胞の遺伝物質における組み込み型若しくは非組み込み型であってもよく、又は安定的に形
質導入された核酸に関連し得る。
【０１００】
　哺乳動物細胞の遺伝子改変は、当業者により通常利用可能な技術を使用して調べること
ができる。例えば、改変された細胞のゲノム又はその部分のシーケンシングが可能であり
、それにより外因性核酸が存在するかが確認される。あるいはその他の分子生物学的技術
、例えばポリメラーゼ連鎖反応（PCR）を適用することで、外因性遺伝物質を同定／増幅
することができる。外因性核酸は、遺伝子改変部位に残っているベクター配列又はベクタ
ー配列の部分によって検出することができる。ベクター配列（例えば、治療用導入遺伝子
に隣接するベクター配列）がゲノムから除去され得る場合に、治療用導入遺伝子の付加は
、シーケンシング成果によりゲノム中の「非天然」位置に治療用遺伝子が組み込まれたゲ
ノム配列を検出することにより依然として検出することができる。
【０１０１】
　あらゆる所与の遺伝子送達法も本発明により包含され、それは、好ましくはウイルスベ
クター又は非ウイルスベクター、及び生物学的又は化学的なトランスフェクション法に関
連する。該方法により、使用された系における安定な遺伝子発現又は一過性の遺伝子発現
のいずれかを得ることができる。
【０１０２】
　遺伝子改変されたウイルスは、幹細胞中への遺伝子送達のために広く適用されている。
ウイルスベクターは、本発明の遺伝子改変において使用することができる。
【０１０３】
　本明細書に記載されるMSCの遺伝子改変のために好ましいウイルスベクターは、レトロ
ウイルスベクター、特にガンマレトロウイルスベクターに関連する。ガンマレトロウイル
ス（時には、哺乳類C型レトロウイルスと呼ばれる）は、レンチウイルスクレードの姉妹
属であり、レトロウイルス科のオルソレトロウイルス亜科の一員である。マウス白血病ウ
イルス（MLV又はMuLV）、ネコ白血病ウイルス（FeLV）、異種指向性マウス白血病ウイル
ス関連ウイルス（XMRV）及びテナガザル白血病ウイルス（GALV）は、ガンマレトロウイル
ス属の一員である。当業者は、MSCの遺伝子改変におけるガンマレトロウイルスの利用に
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必要な技術を認識している。例えばMaetzigら（Gammaretroviral vectors: biology,tech
nology and application, 2001, Viruses Jun;3(6):677-713）により記載されたベクター
又は同様のベクターを使用することができる。例えば、マウス白血病ウイルス（MLV）と
いった単純ガンマレトロウイルスは、ガンマレトロウイルスで改変されたMSCが生成され
、被験体へと送達した後に上記MSCから治療用導入遺伝子が発現されるという点で、遺伝
子治療薬の効果的な運搬体へと変えることができる。
【０１０４】
　アデノウイルス、又はRNAウイルス、例えばレンチウイルス、又はその他のレトロウイ
ルスを適用することができる。アデノウイルスを使用して、遺伝子移入細胞工学のための
一連のベクターが作製されている。初代のアデノウイルスベクターは、（ウイルス複製に
必要とされる）E1遺伝子を欠失させ、4 kbのクローニング能を有するベクターを作製する
ことによって作製された。E3（宿主免疫応答を担う）を更に欠失させることで、8 kbのク
ローニング能が可能となった。更なる世代は、E2及び／又はE4の欠失を含むよう作製され
た。レンチウイルスは、レトロウイルス科の一員のウイルスである（M. Scherr et al., 
Gene transfer into hematopoietic stem cells usinglentiviral vectors. Curr Gene T
her. 2002 Feb; 2(1):45-55）。レンチウイルスベクターは、LTR及びシスに作用するパッ
ケージングシグナルを除き、全ウイルス配列を欠失することにより作製される。得られた
ベクターは、約8 kbのクローニング能を有する。レトロウイルスベクター由来のこれらの
ベクターの1つの際だった特徴は、分裂細胞及び非分裂細胞、並びに最終分化細胞に形質
導入する能力である。
【０１０５】
　非ウイルス的方法、例えば従来のプラスミド移入、及びインテグラーゼ又はトランスポ
サーゼ技術を使用することによる標的遺伝子組み込みの適用を含む代替的方略を使用する
こともできる。これらの方法は、組み込みにおいて効率的であり、かつしばしば部位特異
的であるという両方の利点を有するベクター形質転換のためのアプローチに相当する。ベ
クターを細胞中に導入する物理的方法は、当業者に知られている。1つの例は、静電容量
を超えることにより膜に一時的な孔を生成する短時間の高電圧電気パルスの使用によるエ
レクトロポレーションに関連する。この方法の1つの利点は、ほとんどの細胞タイプにお
ける安定な遺伝子発現及び一過性の遺伝子発現の両方のために利用することができること
である。代替的方法は、リポソーム又はタンパク質形質導入ドメインの使用に関連する。
適切な方法は、当業者に知られており、本発明の実施の形態を限定するものと解釈される
ものではない。
【０１０６】
　したがって、本発明は、養子細胞移入と、本明細書に記載されるMSCの投与との組み合
わせを包含する。免疫細胞（例えば、CAR-T）の前又はそれと同時にMSCを投与することで
、CAR-T、TCR-遺伝子導入T細胞、in vitroで増殖されたT細胞、又は養子細胞移入の間に
投与されるその他の免疫エフェクター細胞の抗腫瘍活性が高められるであろうことは、本
発明の範囲内に包含される。MSCの存在は、T細胞の活性化を全身的及び／又は局所的のい
ずれかで、好ましくは腫瘍内又は腫瘍近傍で高めるが、また治療用細胞の混合物での投与
前にCAR-T細胞の活性化又は刺激をもたらすこともできる。
【０１０７】
　投与
　本発明は、被験体の血流中に治療的に有効な数の細胞を導入することによる患者の治療
を包含する。本明細書で使用される場合に、「被験体の血流中に」細胞を「導入する」こ
とは、限定されるものではないが、そのような細胞を被験体の静脈又は動脈の一方に注射
を介して導入することを含むものとする。そのような投与は、例えば1回で、複数回で、
及び／又は1つ以上の延長された期間にわたり行うこともできる。単回注射が好ましいが
、一定時間をかけた（例えば、毎週、毎月、年4回、半年毎、又は毎年での）反復注射が
、幾つかの場合においては必要となる場合がある。そのような投与はまた、好ましくはCD
34陰性細胞及び医薬品に許容可能な担体の混合物を使用して行われる。医薬品に許容可能
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な担体は、当業者に良く知られており、該担体には、限定されるものではないが、0.01 M
～0.1 Mの、好ましくは0.05Mのリン酸緩衝液又は0.8%の生理食塩水、及び通常使用される
有標の凍結保存媒体が含まれる。
【０１０８】
　投与はまた、局所的に、例えば被験体の腫瘍疾患近傍の身体領域に注射することにより
行うこともできる。MSCは、癌性組織に向かって遊走することが分かっている。とにかく
、本明細書に記載される細胞の局所投与は、作用部位での高レベルの細胞に導くことがで
きる。
【０１０９】
　さらに、そのような医薬品に許容可能な担体は、水性又は非水性の溶液、懸濁液、及び
エマルジョンとすることができ、最も好ましくは水溶液である。水性担体には、生理食塩
水及び緩衝媒体を含む、水、アルコール性／水性の溶液、エマルジョン、及び懸濁液が含
まれる。非経口ビヒクルには、塩化ナトリウム溶液、リンゲルデキストロース、デキスト
ロース、及び塩化ナトリウム、乳酸リンゲル液、並びに不揮発性油が含まれる。静脈内用
ビヒクルには、補液及び栄養補充薬、電解質補充薬、例えばリンゲルデキストロース、リ
ンゲルデキストロースを基礎とする補充薬等が含まれる。静脈内投与のために通常使用さ
れる流体は、例えばRemington: The Science and Practice of Pharmacy, 20th Ed., p. 
808,Lippincott Williams S- Wilkins (2000)に認められる。例えば抗微生物剤、酸化防
止剤、キレート化剤、不活性ガス等のような保存剤及びその他の添加剤が存在してもよい
。
【０１１０】
　一実施の形態においては、治療的に有効な数の細胞が投与される。これは、組み合わせ
抗腫瘍免疫療法としての、本発明のMSC、又は治療用免疫細胞のいずれかに関連し得る。
本明細書で使用される場合に、「治療的に有効な数の細胞」には、限定されるものではな
いが、以下の量及び量の範囲：（i）体重1 kg当たりに約1×102個から約1×108個までの
細胞、（ii）体重1 kg当たりに約1×103個から約1×107個までの細胞、（iii）体重1kg当
たりに約1×104個から約1×106個までの細胞、（iv）体重1 kg当たりに約1×104個から約
1×105個までの細胞、（v）体重1 kg当たりに約1×105個から約1×106個までの細胞、（v
i）体重1 kg当たりに約5×104個から約0.5×105個までの細胞、（vii）体重1 kg当たりに
約1×103個の細胞、（viii）体重1 kg当たりに約1×104個の細胞、（ix）体重1 kg当たり
に約5×104個の細胞、（x）体重1 kg当たりに約1×105個の細胞、（xi）体重1 kg当たり
に約5×105個の細胞、（xii）体重1 kg当たりに約1×106個の細胞、及び（xiii）体重1 k
g当たりに約1×107個の細胞が含まれる。想定されるヒトの体重には、限定されるもので
はないが、約5 kg、10 kg、15 kg、30 kg、50 kg、約60 kg、約70 kg、約80 kg、約90 kg
、約100 kg、約120 kg、及び約150kgが含まれる。これらの数は、前臨床動物実験及び人
体試験、並びにCD34陽性造血幹細胞の移植からの標準的プロトコルに基づいている。単核
細胞（CD34陽性細胞を含む）は、通常は1：23000から1：300000の間のCD34陰性細胞を含
む。これらの細胞数は、MSCに、又は抗腫瘍細胞免疫療法に該当し得る。
【０１１１】
　本明細書で使用される場合に、障害に罹患した被験体の「治療」は、障害の進行の遅延
、停止、又は逆行を意味するものとする。好ましい実施の形態においては、障害に罹患し
た被験体の治療は、障害の進行の逆行、理想的にはその障害自体のない時点までの逆行を
意味する。本明細書で使用される場合に、障害の改善及び障害の治療は等価である。本発
明の治療は、更に又はその一方で、上記細胞の予防的投与に関連し得る。そのような予防
的投与は、任意の所与の医学的障害の防止、又は上記障害の発症の防止に関連する場合が
あり、それにより、防止又は予防は、全ての状態において完全な防止として狭義に解釈さ
れるべきではない。防止又は予防は、好ましくは上記状態の危険がある被験体における、
任意の所与の医学的状態を発症している被験体の危険性を低減させることにも関連し得る
。
【０１１２】
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　間葉系幹細胞及び／又は免疫細胞を取得する被験体は、その細胞を培養後に投与するこ
とを意図している被験体と同じ被験体であってもよい。したがって、そのような細胞は、
自家細胞とみなすことができる。しかしながら、該細胞は、意図される患者とは異なる被
験体から得てもよく、したがってその細胞は、同種異系細胞とみなされる。本明細書で使
用される場合に、或る細胞が被験体に対して「同種異系」であるのは、その細胞又は該細
胞の前駆細胞のいずれかが同じ種の別の被験体由来である場合である。本明細書で使用さ
れる場合に、或る細胞が被験体に対して「自家」であるのは、その細胞又は該細胞の前駆
細胞が同じ被験体由来である場合である。好ましい一実施の形態においては、免疫細胞は
、医学的治療される被験体にとっての自家細胞である。
【０１１３】
　本明細書に記載される1つ以上の細胞は、該細胞が、固体形、液体形、又はエアロゾル
形で投与されるかどうか、そして該細胞が、注射のような投与形路の場合に無菌である必
要があるかどうかに依存して様々な種類の担体を含み得る。本発明は、当業者に知られて
いるように、静脈内、皮内、動脈内、腹腔内、病変内、頭蓋内、関節内、前立腺内、胸膜
腔内、気管内、鼻内、硝子体内、膣内、直腸内、局所的、腫瘍内、筋肉内、腹腔内、皮下
、結膜下、膀胱内、粘膜的、心膜内、臍帯内、眼内、経口的、局所的、局部的、吸入（例
えば、エアロゾル吸入）、注射、注入、持続注入、標的細胞に直接的に流す局所灌流、カ
テーテルを介して、潅注を介して、クリームにおいて、脂質組成物（例えば、リポソーム
）において、又はその他の方法若しくは上記の任意の組み合わせにより投与することがで
きる（例えば、Remington's Pharmaceutical Sciences, 18th Ed. Mack Printing Compan
y,1990を参照、その文献は引用することにより本出願の一部をなす）。
【０１１４】
　組み合わせ投与：
　「組み合わせ投与」は、上記免疫療法（好ましくは、CAR-T細胞処置）の前に、その間
に、及び／又はその後に上記間葉系幹細胞の同時及び／又は順次の投与に関連し得る。組
み合わせ処置には、上記処置のいずれかの治療用成分の多回投与を含む組み合わせ処置方
式も含まれるものとする。組み合わせ投与の更なる実施の形態は、本明細書に示されてい
る。
【０１１５】
　組み合わせ投与は、同時処置、併用処置、又は共同処置を包含し、MSCと免疫療法、例
えばチェックポイント阻害薬及び／又は免疫細胞との別々の製剤の投与を含み、その際、
処置は、互いに数分内に、互いに同1時間内に、同日に、同週に、又は同月に行われ得る
。組み合わされた作用物質（例えば、MSC、免疫細胞、及び／又はチェックポイント阻害
薬）の任意の所与の組み合わせの順次の投与も、用語「組み合わせ投与」に包含される。
上記MSCの1つ以上と、別の免疫療法薬、例えばチェックポイント阻害薬及び／又は免疫細
胞とを含む組み合わせ医薬は、単回投与又は単回投与量で様々な成分を併用投与するため
に使用することもできる。
【０１１６】
　組み合わせ免疫療法は、数分間から数週間までの範囲の間隔だけ、好ましくは遺伝子改
変されていないMSC、又は遺伝子改変を有するが、免疫刺激性サイトカインをコードする
領域を含む外因性核酸を有さないMSCでの処置よりも前に又はその後に行われてもよい。
その他の免疫療法剤及びMSCが対象となる部位に個別に投与される実施の形態においては
、各々の送達の時間の間にあまり長い時間が経過せず、そのため上記作用物質及びMSCが
、処置部位においてなおも有利な複合効果を発揮することができることが一般的に保証さ
れることとなる。そのような場合に、上記細胞と両者のモダリティとが、互いに約12時間
～24時間にわたり、より好ましくは互いに約6時間～12時間にわたり接触されることとな
り、約12時間だけの遅延時間が好ましいと考えられる。幾つかの状況においては、処置の
時間を大幅に延長して、それぞれの投与の間に数日間（2日間、3日間、4日間、5日間、6
日間、又は7日間）～数週間（1週間、2週間、3週間、4週間、5週間、6週間、7週間、又は
8週間）が経過することが望ましい場合がある。
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【０１１７】
　免疫刺激性分子及びサイトカイン：
　一実施の形態においては、本発明は、腫瘍の治療において及び／又は抗腫瘍免疫療法の
ためのアジュバントとして使用するための間葉系幹細胞（MSC）であって、上記治療が、
上記間葉系幹細胞と抗腫瘍免疫療法との組み合わせ投与を含み、かつ上記MSCが、遺伝子
改変されていないか、又は遺伝子改変されているが、免疫刺激性サイトカイン若しくは抗
原非依存性免疫応答を誘導する免疫刺激性分子をコードする外因性核酸を含まない、間葉
系幹細胞に関する。
【０１１８】
　用語「免疫刺激性分子」とは、免疫系又は免疫系の任意の構成要素若しくは部分の活性
化又は刺激を誘導する任意の分子を指す。この活性化は、抗原依存性又は抗原非依存性で
あってもよい。
【０１１９】
　本明細書で使用される場合に、免疫系の「抗原依存性」又は「抗原特異的」活性化は、
適応免疫系の活性化をもたらす、TCR及びBCRのそれぞれによる抗原認識によるT細胞及びB
細胞の活性化に関連する。
【０１２０】
　本明細書で使用される場合に、免疫系の「抗原非依存性」活性化は、T細胞及びB細胞の
抗原特異的活性化に依存しない任意の種類の免疫系の刺激に関連する。この活性化は、限
定されるものではないが、免疫エフェクター細胞の誘引、メモリー免疫細胞の成熟の促進
、炎症又は本明細書で挙げられるような抗原特異的でないその他の免疫応答の誘導に関連
する。これらの免疫応答（又は免疫応答の態様）は、免疫応答が（後に）反応し得る特定
の抗原にもかかわらず生ずる。したがって、この種の免疫系活性化は、「抗原非依存性」
と呼ぶことができる。サイトカインは、本発明の意味における免疫系の既知の抗原非依存
性刺激因子又は調節因子の例である。
【０１２１】
　抗原非依存性免疫刺激の場合に、免疫系は、続けて又は組み合わせで、特定の抗原に対
する1つ以上の抗原依存性（抗原特異的）反応を起こし得る。例えば、抗原非依存性免疫
刺激は、一般的に免疫系の活性化（例えば、エフェクター細胞の富化による）をもたらし
、次いでそれが刺激されることにより、活性化T細胞及びB細胞を介して任意の所与の抗原
特異的免疫応答（例えば、活性化されたT細胞による腫瘍特異的抗原に対する後続の又は
調和した抗原特異的免疫反応）が起こる。したがって、「抗原非依存性免疫応答を誘導す
る刺激性分子」は、抗原非依存性免疫応答のための刺激性機能を有するが、幾つかの実施
の形態においては、抗原依存性免疫応答のための刺激性機能を有し得るか、又は有し得な
い分子（サイトカイン等）として理解され得る。
【０１２２】
　免疫刺激性サイトカインは、抗原非依存性免疫刺激を誘導する分子の一実施の形態であ
る。これにおいては、免疫応答刺激性サイトカインは、T細胞等の免疫エフェクター細胞
を誘引し、メモリー免疫細胞の成熟を促進することができる。その一方で、抗原非依存性
免疫刺激は、刺激部位での炎症状態をもたらし得る。これらのサイトカインの例は、限定
されるものではないが、IFNγ、IL-2、IL-12、IL-23、IL-15、及びIL-21である。
【０１２３】
　一実施の形態においては、抗腫瘍免疫療法と組み合わせて投与されるMSCは、遺伝子改
変されており、かつ細胞毒性タンパク質又はその他の治療用タンパク質を発現する導入遺
伝子を含む。免疫応答は、そのような細胞毒性タンパク質産物又は治療用タンパク質産物
に対して生ずることがある。本発明の目的のためには、この免疫反応は、抗原依存性免疫
反応とみなされる。幾つかの実施の形態においては、そのような遺伝子改変されて、その
ような細胞毒性タンパク質又は治療用タンパク質（抗原非依存性免疫応答を誘導しない）
を発現するMSCは、本発明の範囲から除外されない。
【０１２４】
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　本発明の幾つかの実施の形態においては、抗原非依存性免疫応答を誘導する免疫刺激性
分子、又は免疫刺激性サイトカイン
【０１２５】
　好ましい一実施の形態においては、本発明は、腫瘍の治療での使用のための間葉系幹細
胞（MSC）であって、上記治療が、上記間葉系幹細胞と抗腫瘍免疫療法との組み合わせ投
与を含み、かつ上記MSCが、遺伝子改変されているが、免疫応答刺激性サイトカインをコ
ードする外因性核酸を含まない、間葉系幹細胞に関する。
【０１２６】
　幾つかの実施の形態においては、免疫応答刺激性サイトカインは、国際公開第2016/026
854号に記載される当該分子であり、それは（任意の米国対応を含め）引用することによ
り本出願の一部をなす。
【０１２７】
　当該技術分野で知られているように、免疫応答刺激性サイトカインは、直接的又は間接
的のいずれかで、免疫応答、好ましくは抗原、例えば腫瘍抗原に対する免疫応答の誘導、
活性化及び／又は増強をもたらす、又はそれらを生ずる任意のサイトカインとして理解さ
れるべきである。特に、本発明の免疫応答刺激性サイトカインは、好ましくは、腫瘍疾患
の治療のために有用な免疫応答の誘導、活性化、及び／又は増強をもたらすサイトカイン
とみなされる。
【０１２８】
　本発明は、幾つかの実施の形態において、免疫応答刺激性サイトカインが、内因性遺伝
子から発現されるが、外因性遺伝子からは発現されないことを特徴とする。
【０１２９】
　免疫応答調節性サイトカイン、免疫応答関連サイトカイン、又は免疫応答刺激性サイト
カインをコードする外因性核酸が存在しないことに関する本明細書に開示されるディスク
レーマーは、本明細書に開示されるサイトカインの任意の1つ以上に該当し得る。「免疫
系」又は「免疫応答」の用語「刺激」及び「活性化」は、互換的に使用することができる
。
【０１３０】
　サイトカイン：
　サイトカインは、細胞間の媒介物質として働く非抗体タンパク質の雑多な群である。サ
イトカインは、最近では、様々な障害の治療のための生物学的応答調節物質として臨床的
に使用されている。サイトカインという用語は、大きなタンパク質の群を説明するために
使用される総称である。特定の種類のサイトカインには、モノカイン、すなわち単核食細
胞によって産生されるサイトカイン、リンホカイン、すなわち活性化リンパ球、特にTh細
胞により産生されるサイトカイン、インターロイキン、すなわち白血球間の媒介物質とし
て働くサイトカイン、及びケモカイン、すなわち主として白血球遊走の要因となる小さい
サイトカインが含まれ得る。サイトカインシグナル伝達は、柔軟であり、保護的応答及び
損傷応答の両方を誘導し得る。それらは、カスケードを生じるか、又はその他のサイトカ
インの産生を増大若しくは抑制することができる。サイトカインの様々な役割にもかかわ
らず、当業者は、どのサイトカインが免疫応答刺激性であるとみなされ得るか、したがっ
て本明細書に記載される腫瘍疾患の治療に適用され得るかを認識している。
【０１３１】
　以下のサイトカインは、免疫応答刺激性サイトカイン又は免疫応答調節性サイトカイン
と呼称され得る。抗腫瘍療法において通常使用される2種のサイトカインの群は、インタ
ーフェロン及びインターロイキンである。
【０１３２】
　インターフェロンは、抗ウイルス応答に通常関与する免疫系により産生されるサイトカ
インであるが、癌の治療における有効性も示す。3種の群のインターフェロン（IFN）が存
在する：I型（IFNα及びIFNβ）、2型（IFNγ）、及び比較的新しく発見されたIII型（IF
Nλ）。IFNαは、ヘアリー細胞白血病、AIDS関連カポジ肉腫、濾胞性リンパ腫、慢性骨髄
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性白血病、及び黒色腫の治療において適用されている。I型及びII型のIFNは、広範囲にわ
たって調査されており、両方の型は免疫系の抗腫瘍効果を促進するものの、I型IFNだけが
、これまで癌治療において臨床的に有効であることが示されていたにすぎない。IFNλは
、動物モデルでその抗腫瘍効果について試験されており、将来性が示されている。
【０１３３】
　本発明の幾つかの実施の形態によれば、免疫応答刺激性サイトカイン又は免疫応答調節
性サイトカイン（それらの用語は互換的に使用することができる）は、好ましくは、T細
胞調節に関与するサイトカイン、又はT細胞に関するエフェクター機能を有するサイトカ
イン（T細胞調節性サイトカイン）である。これらのサイトカインは、炎症性微小環境の
誘導、そしてそれによる腫瘍に対する免疫系の活性化の促進に関して所望の特性を示し、
及び／又は抗腫瘍免疫療法的処置の効力を高める。そのようなサイトカインは、T細胞等
の免疫エフェクター細胞を誘引し、メモリー免疫細胞の成熟を促進し得る。これらのサイ
トカインの例は、IFNγ、IL-2、IL-12、IL-23、IL-15、及びIL-21である（Kelley's Text
book of Rheumatology; Firestein et al, 8th ed. (ISBN978-1-4160-3285-4), p367 "Cy
tokines"を参照）。
【０１３４】
　免疫応答刺激性サイトカインは、炎症性ケモカインであり得る。一実施の形態において
は、炎症応答刺激性サイトカインは、T細胞を誘引するための走化性特性を有するケモカ
イン、例えばCCL1、CCL2及び／又はCCL17である。ケモカインとは、細胞により分泌され
るサイトカイン（シグナル伝達タンパク質）のサブグループを指す。サイトカインは、近
くの応答性細胞において指向的な走化性を誘導する能力を有し、それらは走化性サイトカ
インである。タンパク質は、小さいサイズ（一般的に、約8キロダルトン～10キロダルト
ンのサイズ）等の共通の構造的特徴、及びその3次元形状の形成に主要な保存された位置
における4個のシステイン残基の存在に従ってケモカインとして分類される。サイトカイ
ンは、サイトカインのSISファミリー、サイトカインのSIGファミリー、サイトカインのSC
Yファミリー、血小板因子4スーパーファミリー、又はインタークリンのような択一的な定
義で知られている場合がある。ケモカインは、4種の主要なサブファミリー：CXC、CC、CX
3C、及びXCに分類されている。これらのタンパク質の全ては、ケモカイン受容体と呼ばれ
る、それらの標的細胞の表面上に選択的に見られるGタンパク質結合膜貫通型受容体との
相互作用によりその生物学的効果を発揮する。炎症性ケモカインの例は、CXCL-8、CCL2、
CCL3、CCL4、CCL5、CCL11、及びCXCL10、CXCL1、CXCL2に関連する。
【０１３５】
　更なる定義：
　用語「免疫調節性機能」は、免疫系の任意の成分の機能、作用又は状態に変化又は調節
を誘導する分子又は細胞の機能又は特性に関連する。
【０１３６】
　本明細書で使用される用語「間質」は、細胞外マトリックス（ECM）及び間質細胞から
通常構成される、組織又は器官（又は腺、組織若しくはその他の構造）の支持骨格を指す
。間質は、その器官の主要な機能的要素からなる実質とは異なる。表皮（皮膚の最上層）
に隣接した（真皮層中の）間質細胞は、細胞分裂を促進する増殖因子を放出する。間質は
、非悪性の宿主細胞からできている。間質は、腫瘍が増殖することができ、又は存在を維
持することができ、又は腫瘍自体を免疫環境から隔離することができる細胞外マトリック
スを提供する。
【０１３７】
　本明細書で使用される場合に、用語「腫瘍微小環境」は、任意の所与の腫瘍が存在する
、腫瘍間質、包囲血管、免疫細胞、線維芽細胞、その他の細胞、シグナル伝達分子、及び
ECMを含む細胞環境に関連する。
【０１３８】
　本明細書で使用される場合に、「細胞遊走」又は「ホーミング」は、細胞が特定の化学
的シグナル又は物理的シグナルに向かって移動することを意味するものと解釈される。細
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胞は、しばしば、化学的シグナル及び機械的シグナルを含む特定の外部シグナルに応答し
て遊走する。本明細書に記載されるMSCは、腫瘍組織又はその他の炎症シグナルへとホー
ミングすることが可能である。
【０１３９】
　走化性は、化学的刺激への応答に関する細胞遊走の1つの例である。ボイデンチャンバ
ーアッセイ等のin vitroでの走化性アッセイを使用して、細胞遊走が任意の所与の細胞に
おいて生ずるかどうかを決定することができる。
【０１４０】
　例えば、対象となる細胞は、精製し、分析することができる。走化性アッセイ（例えば
、Falk et al., 1980 J. Immuno. Methods 33:239-247による）は、特定の化学的シグナ
ルが、配置されているプレートを使用して対象となる細胞に対して実施することができ、
その際に遊出された細胞が回収され、分析される。例えば、ボイデンチャンバーアッセイ
は、フィルターにより隔離されたチャンバーの使用を要し、走化性挙動の正確な判定のた
めのツールとして使用される。草分け的なこれらのチャンバーの型式は、Boyden（Boyden
 (1962) "The chemotacticeffect of mixtures of antibody and antigen on polymorpho
nuclearleucocytes". J Exp Med 115 (3): 453）により作製された。運動性細胞を、上側
のチャンバー中に入れて、その一方で、試験物質を含む流体を、下側のチャンバー中に満
たす。調査されるべき運動性細胞のサイズが、そのフィルターの孔径を決める。積極的な
遊出が可能な直径を選ぶことが必須である。in vivo条件を模するために、幾つかのプロ
トコルでは、細胞外マトリックスの分子（コラーゲン、エラスチン等）によりフィルター
を被覆することが好ましい。測定の効率は、24個、96個、384個の試料が並行して評価さ
れるマルチウェルチャンバー（例えば、NeuroProbe社）の開発により高めることができる
。この別形の利点は、幾つかの対応物が同じ条件でアッセイされることである。
【０１４１】
　本明細書で使用される場合に、「生着」は、植え付けられた又は移植された組織又は細
胞が宿主の身体に取り込まれる過程に関連する。生着はまた、移植された細胞が投与後に
宿主組織中に組み込まれ、それらが生存し、幾つかの条件下では非幹細胞状態へと分化す
ることに関連し得る。
【０１４２】
　MSCの生着を評価することで、或る程度の遊走及び生体分布の両方を評価するための技
術は、in vivo法又はex vivo法のいずれかを包含し得る。in vivo法の例には、細胞に形
質導入し、ルシフェラーゼを発現させ、その後に発光をもたらすルシフェリンの代謝によ
りイメージングすることができる生物発光法、細胞に蛍光色素を負荷する又は形質導入す
ることで、蛍光レポーターを発現させ、その後にイメージングすることができる蛍光法、
細胞に放射性核種を負荷し、シンチグラフィーで位置決めする放射性核種標識法、ポジト
ロン断層法（PET）又は単一光子放射断層撮像法（SPECT）、及び常磁性化合物（例えば、
酸化鉄ナノ粒子）で負荷された細胞を、MRIスキャン装置でトレースする磁気共鳴画像法
（MRI）が含まれる。生体分布を評価するex vivo法には、定量的PCR、フローサイトメト
リー、及び組織学的方法が含まれる。組織学的方法には、蛍光標識された細胞の追跡、in
 situハイブリダイゼーション、例えばY染色体及びヒト特異的ALU配列についてのin situ
ハイブリダイゼーション、並びに種特異的又は遺伝子導入されたタンパク質、例えば細菌
性β-ガラクトシダーゼに対する組織化学的染色が含まれる。これらの免疫組織化学的方
法は、生着位置の判別のために有用であるが、組織の切除を必要とする。これらの方法及
びその応用の更なるレビューについては、Kean et al., MSCs: Delivery Routes and Eng
raftment, Cell-TargetingStrategies, and Immune Modulation, Stem Cells Internatio
nal, Volume 2013 (2013)を参照のこと。
【０１４３】
　本明細書で使用される場合に、組織「の近傍」とは、例えば組織の50 mm内、10 mm内、
5 mm内、1 mm内、組織の0.5 mm内、及び組織の0.25 mm内が挙げられる。
【０１４４】
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　本明細書で述べられる特定の分子は、好ましくは哺乳動物分子、好ましくはヒト分子に
関連する。例えば、本明細書で述べられるサイトカイン及び／又はケモカインは、当業者
により過度の労力を伴わずに、例えば米国立生物工学情報センター（NCBI）により維持さ
れるような配列データベースから得ることができるので、ヒト配列に関連することが好ま
しい。タンパク質配列又はタンパク質をコードする核酸配列は、通常知られる配列と比べ
て、例えばタンパク質配列における、例えば保存的アミノ酸置換によって、又は遺伝暗号
の縮重を使用して、コードされたタンパク質配列を変化させることなくコーディング配列
を変化させることによって改変されていてもよい。当業者により認識されるように、生物
学的分子の配列は、標準的技術を介して変更（変異）させることができ、該配列の特性は
、それにより既知の本来の配列と比べて改善又は維持されている。既知の配列の基本的特
性を維持するか、又は既知の配列と機能的に同等である任意の改変されたサイトカイン配
列は、したがって本発明により包含される。
【０１４５】
　図面
　以下の図面は、本発明の特定の実施形態を説明するために本発明の実用化を裏付けるこ
とにより表されるが、本発明の範囲又は本明細書に記載される概念を限定するものではな
い。
【図面の簡単な説明】
【０１４６】
【図１】2色FACSによるCEA特異的ヒトCAR-T細胞上での#946 CAR発現を示す図である。
【図２】野生型MSCが、CAR-T細胞の抗腫瘍活性を高めることを示す図である。
【図３】間葉系幹細胞が、CAR-T細胞活性化を抑制しないことを示す図である。
【図４】MSCが、CAR-T細胞の増殖及び生存を活性化依存的に支援することを示す図である
。
【図５】MSCの存在下での活性化されたCAR T細胞の生存を示す図である。
【図６】ネイティブMSCが、腫瘍細胞のNK細胞依存的な死滅を増大させることを示す図で
ある。
【図７－１】ネイティブMSCが、CD4陽性T細胞増殖及びin vitroでの活性化を支援するこ
とを示す図である。
【図７－２】同上
【図７－３】同上
【図８】α1アンチトリプシン導入遺伝子を発現する遺伝子操作されたMSCが、T細胞増殖
をネイティブMSCと同等に活性化することを示す図である。
【発明を実施するための形態】
【０１４７】
　図面の詳細な説明
　図1：2色FACSによるCEA特異的ヒトCAR-T細胞上での#946 CAR発現
　ヒト末梢T細胞を、健康な供与者の血液から単離し、そして抗癌胎児性抗原（CEA）単鎖
Fv結合ドメインと、ヒトIgG1由来ヒンジ-CH2-CH3スペーサードメインと、組み合わされた
CD28-CD3ζシグナル伝達のためのキメラ型膜貫通細胞内CD28-CD3ζドメインとからなる癌
胎児性抗原（CEA）に対する特異性を有するCARの配列をコードするベクター#946により形
質導入した。形質導入を終えて12時間後に、細胞を、#946 CAR発現について、2色FACSに
より、PE標識されたポリクローナルヤギ抗ヒトIgG Fc抗体、及びFITC標識されたマウス抗
CD3ヒトモノクローナル抗体UCHT1を使用して試験した。
【０１４８】
　図2：野生型MSCは、CAR-T細胞の抗腫瘍活性を高める
　CEAは、大部分の膵臓腺癌の表面に高度に発現される。CEA発現は、胃腸管、肺組織、及
び乳房を含む内胚葉組織から生ずる癌のほぼ90%で高められる。抗CEA-CARが付与されたT
細胞及びコントロールのためのCARを有さない非改変T細胞（それぞれ、2×104個／ウェル
）を、CEA陽性LS174T腫瘍細胞又はCEA陰性Colo320腫瘍細胞（それぞれ、2.5×104個／ウ
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ェル）及び野生型MSC又はIL7／IL21分泌性MSC（それぞれ、3×103個／ウェル）と一緒に9
6ウェルの丸底プレートにおいて48時間にわたり共培養した。腫瘍細胞の生存率を、テト
ラゾリウム塩ベースのXTTアッセイにより測定した。細胞溶解率［%］は、100-生存率［%
］により測定した。値は、三重反復試験の平均±標準偏差（SD）を意味する。
【０１４９】
　図3：間葉系幹細胞は、CAR-T細胞活性化を抑制しない
　抗CEA-CARが付与されたT細胞及びコントロールのためのCARを有さない非改変T細胞（そ
れぞれ、2×104個／ウェル）を、CEA陽性LS174T腫瘍細胞又はCEA陰性Colo320腫瘍細胞（
それぞれ、2.5×104個／ウェル）及び野生型MSC又はIL7／IL21分泌性MSC（それぞれ、3×
103個／ウェル）と一緒に96ウェルの丸底プレートにおいて48時間にわたり共培養した。
上清を回収し、IFN-γ含有量を、ELISAにより測定した。値は、三重反復実験の平均±標
準偏差を意味する。
【０１５０】
　図4：MSCは、CAR-T細胞の増殖及び生存を活性化依存的に支援する
　MSCの存在下での固相に結合された抗イディオタイプ抗体によるCAR刺激に際してのCAR 
T細胞増殖の調節。抗CEA-CAR T細胞（#946-CAR）を、CFSE標識し、（5×104個／ウェル）
で、それぞれ非改変MSC又はIL7／IL21分泌性MSC（5000個／ウェル）と一緒に、固相に結
合された抗イディオタイプモノクローナル抗体BW2064（4 μg/ml）又はコントロールのた
めのPBSで覆われた96ウェルプレートにおいて共培養した。5日後に、細胞を回収し、CAR 
T細胞を、抗ヒトIgG-PE抗体で染色し、フローサイトメトリーにより分析した。CFSE希釈
及び増殖している細胞の数を測定した。値は、三重反復試験の平均±標準偏差（SD）を意
味する。有意差は、スチューデントのT検定により調べた。
【０１５１】
　図5：MSCの存在下での活性化されたCAR T細胞の生存
　抗CEA-CAR T細胞（#946-CAR）を、CFSE標識し、（5×104個／ウェル）で、それぞれ非
改変MSC又はIL7／IL21分泌性MSC（5000個／ウェル）と一緒に、固相に結合された抗イデ
ィオタイプモノクローナル抗体BW2064（4 μg/ml）又はコントロールのためのPBSで覆わ
れた96ウェルプレートにおいて共培養した。6日後に、細胞を回収し、抗ヒトIgG-PE抗体
で染色して、CAR T細胞及び7-AADを確認することで、生細胞及び死細胞を識別した。該細
胞を、フローサイトメトリーにより分析した。生存CAR陽性T細胞の全T細胞に対するパー
センテージを測定した。値は、三重反復試験の平均±標準偏差（SD）を意味する。
【０１５２】
　図6：ネイティブMSCは、腫瘍細胞のNK細胞依存的な死滅を増大させる
　ヒトネイティブMSCを、種々の濃度（12ウェルにつき20000個／10000個／5000個／1000
個／500個の細胞）で播種し、10%のウシ胎児血清及び1%のグルタミンを有するRPMI培地中
で一晩インキュベートした。ヒトNK細胞を、「NK細胞単離キット（NK Cell isolation ki
t）」（Miltenyi社、130-092-657）を使用して製造業者の指示に従って、凍結されたPBMC
をネガティブMACSソーティングすることにより単離した。NK細胞純度を、CD56特異的抗体
染色（Miltenyi社、130-100-683）を使用して製造業者の指示に従ってFACS測定によって
評価する。
【０１５３】
　精製されたNK細胞（1試料につき3×105個）を、プレートに蒔かれたネイティブMSCと一
緒に又は単独で一晩共培養する。翌日に、NK細胞毒性アッセイを行う。標的腫瘍細胞系統
K562（1×106個の細胞）を、10 μMのカルセインで染色し、そして37℃で30分間にわたり
インキュベートした（1 mM、C3099、品番1687887、LifeTechnologies社）。その後に、標
的細胞系統を、エフェクター－標的（E：T）でもってNK細胞と一緒にインキュベートした
。5000個のNK細胞及び5000個の標的細胞を、96ウェルプレートのウェル中に播種した。そ
のプレートを、5%のCO2中にて37℃で4時間にわたりインキュベートした。上清を回収し、
死滅に関する読取り値としてのカルセインの放出を、フルオロメーター（励起フィルター
：485±9 nm、帯域フィルター：530±9 nm）において測定した。死滅を、triton X（Sigm
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a Aldrich社）で溶解されたカルセイン染色されたK562に対して正規化した。NK細胞とMSC
との一緒のインキュベートは、用量依存的にそれらの死滅活性を増大する。
【０１５４】
　図7：ネイティブMSCは、CD4陽性T細胞増殖及びin vitroでの活性化を支援する
　ヒトCD4陽性細胞を、「CD4 T細胞単離キット（CD4 T cell isolation kit）」（Milten
yi社、130-096-533）を使用して製造業者の指示に従って、凍結されたPBMCから単離した
。CD4細胞を、24ウェルプレート（600 μlのウェルにつき4×105個）中にRPMI1640培地＋
10%のFCS＋1%のGlutamax中で播種した。CD4細胞を、抗CD3抗体及び抗CD28抗体（Becton-D
ickinson社、1 μg／mlのaCd3　5 μg／mlのaCd28）で刺激した。MSCを、ウェル中に1：1
6又は1：80の比率（MSC：PBMC)でウェル中に播種した。培養物を、37℃で3日間にわたり
インキュベートした。上清を回収してIFNgを検出し、増殖を、FACS分析により検出した。
A）活性化された増殖しているCD4細胞のパーセンテージは、FCS/SSC FACS分析において分
かるようにMSCの存在下で増大した。二重反復試験が示される。B）CD4-T細胞の活性化の
しるしとしてのIFNgの放出は、MSCの存在により用量依存的に増大された。
【０１５５】
　図8：α1アンチトリプシン導入遺伝子を発現する遺伝子操作されたMSCは、T細胞増殖を
ネイティブMSCと同等に活性化する
　1ウェルにつき4×105個のPBMC（5 mMのCFSEで染色、molecularprobes社、CellTrace細
胞増殖キット（CellTraceCell Proliferation Kits）、C34554、製造業者の指示に従う）
を、MSCと一緒に示された比率で24ウェルプレート（200 μlのRPMI-1640培地＋10%のFCS
及び1%のGlutamax）中で共培養した。PMBCを、抗CD3抗体及び抗CD28抗体（Becton-Dickin
son社、1 μg／mlのaCd3　5 μg／mlのaCd28）で刺激した。細胞を、37℃で3日間にわた
りインキュベートした。リンパ球の増殖を、FACSにより分析した。カルセインのシグナル
強度を使用して、生じた倍化回数を測定した。その分析により、PBMCと（A）ネイティブM
SC及び（B）遺伝子改変されたMSCとの共培養が、PBMCの増殖を増大させることが指摘され
た。それぞれの場合に、より多くの割合のリンパ球が、一切MSCを有さない試料と比べて1
回以上の倍化を起こした。さらに、一切の倍化を起こさなかったPBMCのパーセンテージは
、MSCの存在下で減少した。
【実施例】
【０１５６】
　以下の実施例は、本発明の実用化を裏付けることにより表すことで、本発明の特定の実
施形態を、そして幾つかの場合には好ましい実施形態を説明するものであって、本発明の
範囲又は本明細書に記載される概念を限定するものではない。
【０１５７】
　CEA特異的ヒトCAR-T細胞の調製
　#946キメラ抗原受容体は、抗癌胎児性抗原（CEA）単鎖Fv結合ドメインと、ヒトIgG1由
来ヒンジ-CH2-CH3スペーサードメインと、組み合わされたCD28-CD3ζシグナル伝達のため
のキメラ型膜貫通細胞内CD28-CD3ζドメインとからなる。CD28シグナル伝達ドメインを更
に変異させることで、IL2分泌を打ち消した。#946 CARをコードするガンマレトロウイル
スベクターを、SOP-VectProdに従ってGalvエンベロープを使用して作製した。まとめると
、ベクター粒子生成を、ヒト胎児由来腎臓細胞系統293Tにおいてリポフェクタミン（商標

）に媒介されるDNAトランスフェクション後に一過的に行った。ベクター粒子は、Galvで
シュードタイプ化された。ベクター力価は測定されなかった。上清を、0.45 μmの膜を通
じてろ過し、1500×gでの30分間の遠心分離を経てポリ-D-リジン（PDL）コートされた培
養プレートに入れた。
【０１５８】
　ヒト血液リンパ球の形質導入は、それに応じて実施した。ヒトT細胞を健康な供与者の
血液から単離し、Ficoll密度遠心分離により分離した。単核細胞を、1 ml当たり5×106個
の細胞の密度でRPMI 1640＋10%のFCS（容量／容量）中に播種し、100 ng／mlの抗CD3モノ
クローナル抗体OKT3及び400 U／mlのIL2により活性化させた。96時間後に、細胞を回収し



(28) JP 6971986 B2 2021.11.24

10

20

30

40

50

、Xvivo15培地＋200 U／mlのIL2中に1 ml当たり5×106個の細胞の密度で再懸濁し、トラ
ンスフェクションされた293T細胞の新鮮な上清における1500×gでの90分間の遠心分離を
経てウイルスが負荷されたプレート上で形質導入した。該細胞を、12時間にわたりインキ
ュベートした。細胞を回収し、#946免疫受容体発現について試験した（図1）。
【０１５９】
　ヒト間葉系幹細胞の調製
　MSCを、apceth法に従って、例えば上記のようにして、米国特許第8557578号（引用する
ことによりその全体が本出願の一部をなす）に開示される細胞培養培地を使用して調製し
た。該細胞を、健康なヒト供与者由来の骨髄からプラスチック付着性により単離し、増殖
培地中で培養した。
【０１６０】
　ヒトMSCを、骨髄からプラスチック付着性により単離し、増殖培地、例えばPittinger, 
M.F. (2008) Mesenchymal stem cells from adult bonemarrow, In D.J. Prockop, D.G. 
Phinney, B.A. Bunnell, Methods in MolecularBiology 449, Mesenchymal stem cells, 
Totowa: Humana Pressによって記載されるDMEMを含有するFBS中で、又は米国特許第85575
78号に記載される培養培地中で培養する。
【０１６１】
　サイトカイン及びケモカインの発現のためのベクターの作製：
　プロモーターと、免疫刺激性因子又は免疫応答を補助する因子のための遺伝子（例えば
、cDNA）とからなる導入遺伝子発現カセットを、Julia Lodge, PeterLund, Steve Minchi
n (2007) Gene Cloning, New York: Tylor and Francis Groupに記載される標準的クロー
ニング技術を使用して構築する。該プロモーターは、CMVプロモーター若しくはPGKプロモ
ーターのような構成的プロモーター、又はTie2プロモーター、RANTESプロモーター若しく
はHSP70プロモーターのような誘導性プロモーターであってもよい。
【０１６２】
　免疫刺激性因子又は免疫応答を補助する因子をコードする遺伝子の例は、IL-2、IL-7、
IL-15、IL-21、IL-12、IFNγ、IFNβ、SDF-1、CCL23、CCL19、CCL1、CCL2、CCL17、CCL22
、及び／又はCCL4である（Strengell et al., M, The Journal of Immunology,2003, 170
: 5464-5469、Borish et al., J Allergy Clin Immunol. 2003 Feb;111(2 Suppl): S460-
7）。上記遺伝子を、後に発現の容易な検出を可能にするためにタグ配列（例えば、ヘマ
グルチニン－タグ又はHIS-タグのようなマーカータンパク質／ペプチド）と融合させても
、又は融合させなくてもよい（Hinrik Garoff, 1985, Annual Review of Cell Biology, 
Vol. 1: 403-445）。
【０１６３】
　次いで、導入遺伝子を、適切なベクター系（例えば、レンチウイルスベクター又はガン
マレトロウイルスベクター）中に標準的なクローニング技術によって挿入する。適切なベ
クターは、例えばBaum（欧州特許出願公開第1757703号）により記載されている。該ベク
ターは、その方法で後に遺伝子改変された細胞を富化するのを可能にするために、プロモ
ーター及び選択可能なマーカー遺伝子（細胞表面マーカー又は耐性遺伝子、例えばピュー
ロマイシン耐性を付与するpac遺伝子）からなる第二の導入遺伝子カセットを含んでも、
又は含んでいなくてもよい（DavidP. Clark, Nanette J. Pazdernik, 2009, Biotechnolo
gy: Applying the GeneticRevolution, London: Elsevier）。
【０１６４】
　間葉系幹細胞の遺伝子改変：
　その形質導入は、Murray et al.,1999 Human Gene Therapy. 10(11): 1743-1752及びDa
vis etal., 2004 Biophysical Journal Volume 86 1234-1242によって記載されるものに
変更を加えて行われる。詳細には、6ウェルの細胞培養プレート（例えばCorning社）を、
ポリ-L-リジン（PLL）（例えば、Sigma-Aldrich社、P4707-50ML）でコーティングし、PLL
溶液（0.01%）を、0.0001%から0.001%の間の最終濃度までPBSで希釈する。2 mlのその希
釈されたPLLを各々のウェルに使用する。そのプレートを、室温で少なくとも2時間にわた
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ってインキュベートする。インキュベートした後に、プレートをPBSで入念に洗浄する。
【０１６５】
　2 mlの最終容量のウイルスベクター上清を、各々のPLLコートされたウェルに加える。
粒子数は、0.25及び10の感染多重度をもたらす、1ウェル当たり2×103個から1×106個の
間であるべきである。負荷されたプレートを、2000×gにて4℃で30分間にわたって遠心分
離する。その後に上清を破棄し、1ウェル当たりに1×105個の間葉系幹細胞を播種する。
それらのプレートを、更なる使用のために5%のCO2により37℃でインキュベートする。
【０１６６】
　MSC及び抗原特異的CAR-T細胞によるマウス腫瘍モデルの組み合わせ処置は、相乗効果を
実証する
　腸管及び気道にCEA導入遺伝子（CEAtg）を発現する免疫応答性マウス（Chmielewski et
 al.;Gastroenterology. 2012 Oct;143(4):1095-107.e2. doi:10.1053/j.gastro.2012.06
.037. Epub 2012 Jun 27.）に、Panc02CEA(+)細胞（CEA及びクリックビートルのルシフェ
ラーゼを発現する）の膵臓内注射を行い、腫瘍を10日間にわたり増殖させる。次にマウス
に、CEAに対する特異性を有するキメラ抗原受容体（CAR）を発現するように操作されたT
細胞の単独での、又は野生型MSC（遺伝子改変されていない）若しくはIL7及びIL21を過剰
発現し分泌するMSCと一緒での単回静脈内注射を行った。また野生型MSC又はIL7及びIL21
を発現するMSCを、CAR T細胞を同時注射せずに単独で注射する。抗CEA CAR T細胞単独の
注射は、膵臓腫瘍のサイズを僅かに減少させるが、野生型MSC単独の注射は、腫瘍に効果
を有さない。IL7及びIL21を発現するMSCは、僅かな抗腫瘍効果しか有さない。しかしなが
ら、抗CEA CAR T細胞とMSC（野生型MSC又はIL7／IL21を発現するMSC）との組み合わせ注
射は、全てのマウスにおいて検出限界未満に腫瘍サイズを減少させ、長期の腫瘍根絶をも
たらす。
【０１６７】
　当該実施例は、図面により補足され、そこでは本明細書に記載される遺伝子改変を有さ
ないMSCの驚くべき効果が、CAR-Tの抗腫瘍効果の増強に関して実証されている。
【０１６８】
　MSC及びNK細胞によるマウス腫瘍モデルの組み合わせ処置は、相乗効果を立証する
　免疫不全マウスに、ルシフェラーゼを発現する膠芽細胞腫細胞系統U87の頭蓋内注射を
行い、腫瘍を3日間にわたり増殖させる。次にマウスに、単離されたヒトNK細胞の単回静
脈内注射を行う。さらに、マウスに、野生型MSC（遺伝子改変されていない）又はIL7及び
IL21を過剰発現し分泌するMSCと一緒に頭蓋内注射を行う。また野生型MSC又はIL7及びIL2
1を発現するMSCを、NK細胞を同時注射せずに単独で注射する。NK細胞単独の注射は、膵臓
腫瘍のサイズを僅かに減少させるが、野生型MSC単独の注射は、腫瘍に効果を有さない。I
L7及びIL21を発現するMSCは、僅かな抗腫瘍効果しか有さない。しかしながら、NK細胞とM
SC（野生型MSC又はIL7／IL21を発現するMSC）との組み合わせ注射は、全てのマウスにお
いて検出限界未満に腫瘍サイズを減少させ、長期の腫瘍根絶をもたらす（図6）。
【０１６９】
　MSC及び養子T細胞移入によるマウス腫瘍モデルの組み合わせ処置は、相乗効果を立証す
る
　免疫不全マウスに、ルシフェラーゼを発現するHUH7肝臓癌細胞の肝臓内注射を行い、腫
瘍を14日間にわたり増殖させる。次いでマウスに、単離されたヒトT細胞の単回静脈内注
射、又は野生型MSC（遺伝子改変されていない）若しくはIL7及びIL21を過剰発現し分泌す
るMSCと一緒に単回静脈内注射を行う。また野生型MSC又はIL7及びIL21を発現するMSCを、
T細胞を同時注射せずに単独で注射する。T細胞単独の注射は、膵臓腫瘍のサイズを僅かに
減少させるが、野生型MSC単独の注射は、腫瘍に効果を有さない。IL7及びIL21を発現する
MSCは、僅かな抗腫瘍効果しか有さない。しかしながら、NK細胞とMSC（野生型MSC又はIL7
／IL21を発現するMSC）との組み合わせ注射は、全てのマウスにおいて検出限界未満に腫
瘍サイズを減少させ、長期の腫瘍根絶をもたらす。
【０１７０】
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　MSC及びチェックポイント阻害薬（抗PD-L1抗体）療法によるマウス腫瘍モデルの組み合
わせ処置は、相乗効果を立証する
　当該実験は、Dengら（Deng et al. (2014) Irradiation and anti-PD-L1 treatmentsyn
ergistically promote antitumor immunity in mice, J Clin Invest.2014;124(2):687-6
95）により記載されるものに変更を加えて実施することができる。
【０１７１】
　6週齢～8週齢のBALB/cマウスを、Harlan社から購入する。全てのマウスを、特定病原体
除去条件下で維持する。細胞系統MC38は、結腸腺癌細胞系統である。MC38腫瘍細胞（1×1
06個）を、マウスの脇腹に皮下注射する。MC38を、約8日間にわたり増殖させる。PD-L1遮
断実験のために、100 μgの抗PD-L1抗体（クローン10F.9G2、Bio-XCell社）を、3日毎に
全部で4回にわたりマウスに腹腔内投与する。さらに、マウスに、MSC処置単独（1匹のマ
ウス当たりに1×103個～1×106個の間のMSCの用量での3回までの注射）を、又はそれと組
み合わせて抗PD-L1の処置を行う。抗PD-L1処置は、腫瘍容積の減少をもたらす。抗PD-L1
及びMSCの組み合わせは、本質的に腫瘍の根絶をもたらすが、その一方で、MSC単独での処
置は、腫瘍容積に僅かな減少しかもたらさない。
【０１７２】
　MSC及びIDO阻害薬療法によるマウス腫瘍モデルの組み合わせ処置は、相乗効果を立証す
る
　当該実験は、Nakamuraら（Nakamura et al.(2015) Effects of indoleamine 2,3-dioxy
genaseinhibitor in non-Hodgkin lymphoma model mice.Int J Hematol.102(3):327-34）
に記載されるものに変更を加えて実施することができる。
【０１７３】
　6週齢～8週齢の雌のBALB/cマウスを、CharlesRiver社から取得する。自然発生細網細胞
新生物に本来由来するBALB/cのB細胞リンパ腫細胞系統であるA20は、アメリカ培養細胞系
統保存機関（米国、バージニア州、マナサス）から取得することができる。該細胞系統を
、10%のFBS、2 mMのl-グルタミン、100U／mLのペニシリン、100 U／mLのストレプトマイ
シン、及び50 μMの2-MEを含む完全RPMI 1640培地中にて37℃で加湿された5%のCO2インキ
ュベーター内で培養する。
【０１７４】
　腫瘍を確立するために、1×106個のA20細胞を、200 μLのPBS中に再懸濁し、同系のBAL
B/cナイーブマウスの背下部に皮下注射する。7日後に処置を開始する。IDO阻害薬の1-メ
チル-d-トリプトファン（d-1MT）（Sigma-Aldrich社、米国、ミズーリ州、セントルイス
）を、滅菌水（5 mg／ml）中に溶解させ、NaOHでpH 9.9に調整する。そのマウスに、d-1M
Tを加えた水を与えた。さらに、マウスに、MSC単独（1匹のマウス当たりに1×103個～1×
106個の間のMSCの用量での3回までの注射）、又はそれと組み合わせてd-1MTを加えた水の
注射を行った。腫瘍増殖を、ノギス測定により1週間につき2回観察する。腫瘍容積を計算
する。該マウスを、28日目に頸椎脱臼により屠殺する。未処置のコントロールマウスと比
べて、d-1MT処置は、腫瘍増殖の減少をもたらす。MSC単独での処置は、僅かな腫瘍減少し
かもたらさない。IDO阻害薬とMSCとの組み合わせは、本質的にマウスにおける腫瘍根絶を
もたらす。
【０１７５】
　ネイティブMSCは、CD4陽性T細胞増殖及びin vitroでの活性化を支援する
　図7に示されるように、活性化された増殖しているCD4細胞のパーセンテージは、FCS/SS
C FACS分析において見られるようにin vitroでの共培養後にMSCの存在下で増大する。さ
らに、CD4-T細胞の活性化のしるしとしてのIFNgの放出は、MSCの存在により用量依存的に
増大され、それは、MSCがCD4 T細胞を活性化する能力を示している。
【０１７６】
　α1アンチトリプシン導入遺伝子を発現する遺伝子操作されたMSC（外因性核酸から免疫
刺激性サイトカインを発現しない）は、T細胞増殖をネイティブMSCと同等に活性化する
　図8に示されるように、PBMCと（A）ネイティブMSC又は（B）遺伝子改変されたMSCとの
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共培養は、PBMCの増殖に増大をもたらす。それぞれの場合に、より多くの割合のリンパ球
が、一切MSCを有さない試料と比べて1以上の倍化を起こした。このことは、外因性免疫刺
激性サイトカインを有さない遺伝子改変されたMSCが、免疫細胞応答を刺激することもで
きるという支援を与える。さらに、一切の倍化を起こさなかったPBMCのパーセンテージは
、MSCの存在下で減少した。
【符号の説明】
【０１７７】
 
図面訳
図1
T cells　T細胞
anti-human-IgG-Fc-PE　抗ヒトIgG-Fc-PE
anti-CD3-FITC　抗CD3-FITC
 
図2
w/o CAR　CARなし
wt MSC　野生型MSC
w/o MSC　MSCなし
anti-CEA-CAR　抗CEA-CAR
CEA-　CEA陰性
CEA+　CEA陽性
cytotoxicity　細胞毒性
 
図3
Medium　媒体
CEA-　CEA陰性
CEA+　CEA陽性
w/o MSC　MSCなし
CAR-T cells　CAR-T細胞
IFN-gamma　IFNγ
 
図4
proliferating cells　増殖している細胞
anti-Id (CAR stimulation)　抗イディオタイプ（CAR刺激）
w/o MSC　MSCなし
w/o　なし
CAR+　CAR陽性
CAR-　CAR陰性
 
図5
viable CAR+ T cells　生存CAR陽性T細胞
w/o MSC　MSCなし
Anti-Id (CAR-Stimulation)　抗イディオタイプ（CAR刺激）
 
図6
NK cell dependent killing of K562-targetcells　K562標的細胞のNK細胞依存性死滅
% Killing　死滅率（%）
native MSC　ネイティブMSC
no MSC　MSCなし
MSC cell number for co-culture　共培養のためのMSC細胞数
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図7
unstimulated　非刺激
Without MSCs　MSCなし
Ungated　ゲーティングされていない
Stimulated with @CD3/@CD28 + native MSCs　抗CD3/抗CD28とネイティブMSCとによる刺
激
Interferon gamma　インターフェロンγ
unstimulated　非刺激
+ @CD3/@CD28　抗CD3/抗CD28による
+ @CD3/@CD28 + 1:16 native MSC　抗CD3/抗CD28と1：16でのネイティブMSCとによる
+ @CD3/@CD28 + 1:80 native MSC　抗CD3/抗CD28と1：80でのネイティブMSCとによる
 
図8
% Cells in Gate　ゲート内の細胞の%
no stim.　刺激なし
no MSCs　MSCなし
e.g. 0 1 2 3 4 doublings　例えば、0回　1回　2回　3回　4回の倍化
0 doublings　0回の倍化
1 doubling　1回の倍化
2 doublings　2回の倍化
3 doublings　3回の倍化
4 doublings　4回の倍化

 



(33) JP 6971986 B2 2021.11.24

【図１】

【図２】

【図３】

【図４】

【図５】 【図６】



(34) JP 6971986 B2 2021.11.24

【図７－１】 【図７－２】

【図７－３】 【図８】



(35) JP 6971986 B2 2021.11.24

10

20

30

40

フロントページの続き

(51)Int.Cl.                             ＦＩ                                                        
   Ａ６１Ｐ  37/04     (2006.01)           Ａ６１Ｐ   37/04     　　　　        　　　　　
   Ａ６１Ｐ  43/00     (2006.01)           Ａ６１Ｐ   43/00     １２１　        　　　　　
   Ｃ１２Ｎ   5/0775   (2010.01)           Ｃ１２Ｎ    5/0775   　　　　        　　　　　
   Ｃ１２Ｎ   5/10     (2006.01)           Ｃ１２Ｎ    5/10     　　　　        　　　　　

(72)発明者  ヘルマン，フェリクス
            ドイツ，８１３７５　ミュンヘン，ハーダーウンエステーエル．５１セー
(72)発明者  ギュンター，クリスチーネ
            ドイツ，８１４７９　ミュンヘン，ヘルテリッヒシュトラーセ　６２デー
(72)発明者  ゲウマン，ウルフ
            ドイツ，８１６７７　ミュンヘン，ブシングシュトラーセ　３６

    審査官  馬場　亮人

(56)参考文献  国際公開第２０１４／０８７２１７（ＷＯ，Ａ１）　　
              中国特許出願公開第１０２６４１２９８（ＣＮ，Ａ）　　　
              特表２０１６－５０５００３（ＪＰ，Ａ）　　　
              国際公開第２０１６／０２６８５４（ＷＯ，Ａ２）　　
              国際公開第２０１６／０２７２４１（ＷＯ，Ａ１）　　
              特表２００９－５１００５２（ＪＰ，Ａ）　　　
              Cellular Immunology，2012年，Vol.279，P.1-11
              Journal of Immunology，2010年，Vol.184，P.5885-5894
              Wei HJ et al，The Development of a Novel Cancer Immunotherapeutic Platform Using Tumor
              -targeting Mesenchymal Stem Cells and a Protein Vaccine，Molecular Therapy，2011年，19
              (12)，2249-2257
              Zhang L et al，Bone marrow mesenchymal stem cells suppress metastatic tumor developmen
              t in mouse by modulating immune system，Stem Cell Res Ther.，2015年，6(45)，1-11
              THE JOURNAL OF GENE MEDICINE，2011年，vol.13，p.171-180
              LOEBINGER M R; EDDAOUDI A; DAVIES D; ET AL，MESENCHYMAL STEM CELL DELIVERY OF TRAIL CA
              N ELIMINATE METASTATIC CANCER，CANCER RESEARCH，2009年05月12日，VOL:69, NR:10，PAGE(S)
              :4134 - 4142，http://dx.doi.org/10.1158/0008-5472.CAN-08-4698

(58)調査した分野(Int.Cl.，ＤＢ名)
              Ａ６１Ｋ　　３５／２８
              Ａ６１Ｋ　　３５／１７
              Ａ６１Ｋ　　３８／１９
              Ａ６１Ｋ　　３９／３９５
              Ａ６１Ｐ　　３５／００
              Ａ６１Ｐ　　３７／０４
              Ａ６１Ｐ　　４３／００
              Ｃ１２Ｎ　　　５／０７７５
              Ｃ１２Ｎ　　　５／１０
              ＪＳＴＰｌｕｓ／ＪＭＥＤＰｌｕｓ／ＪＳＴ７５８０（ＪＤｒｅａｍＩＩＩ）
              ＣＡｐｌｕｓ／ＭＥＤＬＩＮＥ／ＥＭＢＡＳＥ／ＢＩＯＳＩＳ（ＳＴＮ）


	biblio-graphic-data
	claims
	description
	drawings
	overflow

