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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　NY-ESO-1（配列番号1）に対する抗原特異性を有し、マウス可変領域およびマウス定常
領域を含む、単離又は精製されたT細胞受容体（TCR）であって、TCRが、配列番号３のα
鎖相補性決定領域（CDR）1アミノ酸配列、配列番号4のα鎖CDR2アミノ酸配列、配列番号5
のα鎖CDR3アミノ酸配列、配列番号6のβ鎖CDR1アミノ酸配列、配列番号7のβ鎖CDR2アミ
ノ酸配列、および配列番号8のβ鎖CDR3アミノ酸配列を含む、単離又は精製されたTCR。
【請求項２】
　TCRが、NY-ESO-1157-165（配列番号2）に対する抗原特異性を有する、請求項１に記載
の単離又は精製されたTCR。
【請求項３】
　配列番号9のα鎖可変領域アミノ酸配列及び配列番号10のβ鎖可変領域アミノ酸配列を
含む、請求項１または２に記載の単離又は精製されたTCR。
【請求項４】
　配列番号11及び12のアミノ酸配列を含む、請求項１～３のいずれか一項に記載の単離又
は精製されたTCR。
【請求項５】
　NY-ESO-1（配列番号1）に対する抗原特異性を有し、マウスTCR可変領域を含む、単離又
は精製されたポリペプチドであって、ポリペプチドの前記マウスTCR可変領域が、配列番
号３のα鎖CDR1アミノ酸配列、配列番号4のα鎖CDR2アミノ酸配列、配列番号5のα鎖CDR3
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アミノ酸配列、配列番号6のβ鎖CDR1アミノ酸配列、配列番号7のβ鎖CDR2アミノ酸配列、
および配列番号8のβ鎖CDR3アミノ酸配列を含む、単離又は精製されたポリペプチド。
【請求項６】
　配列番号9のα鎖可変領域アミノ酸配列及び配列番号10のβ鎖可変領域アミノ酸配列を
含む、請求項５に記載の単離又は精製されたポリペプチド。
【請求項７】
　配列番号11及び12の両方のアミノ酸配列を含む、請求項６に記載の単離又は精製された
ポリペプチド。
【請求項８】
　請求項５～７のいずれか一項に記載のポリペプチドの少なくとも1つを含む、単離又は
精製されたタンパク質。
【請求項９】
　NY-ESO-1（配列番号1）に対する抗原特異性を有し、マウスTCR可変領域を含む、単離又
は精製されたタンパク質であって、タンパク質の前記マウスTCR可変領域が、配列番号３
のα鎖CDR1アミノ酸配列、配列番号4のα鎖CDR2アミノ酸配列、および配列番号5のα鎖CD
R3アミノ酸配列を含む第一のポリペプチド鎖、及び配列番号6のβ鎖CDR1アミノ酸配列、
配列番号7のβ鎖CDR2アミノ酸配列、および配列番号8のβ鎖CDR3アミノ酸配列を含む第二
のポリペプチド鎖を含む、単離又は精製されたタンパク質。
【請求項１０】
　配列番号9のα鎖可変領域アミノ酸配列を含む第一のポリペプチド鎖、及び配列番号10
のβ鎖可変領域アミノ酸配列を含む第二のポリペプチド鎖を含む、請求項９に記載の単離
又は精製されたタンパク質。
【請求項１１】
　配列番号11のアミノ酸配列を含む第一のポリペプチド鎖、及び配列番号12のアミノ酸配
列を含む第二のポリペプチド鎖を含む、請求項９または１０に記載の単離又は精製された
タンパク質。
【請求項１２】
　タンパク質が融合タンパク質である、請求項８～１１のいずれか一項に記載の単離又は
精製されたタンパク質。
【請求項１３】
　請求項１～４のいずれか一項に記載のTCR、請求項５～７のいずれか一項に記載のポリ
ペプチド又は請求項８～１２のいずれか一項に記載のタンパク質をコードするヌクレオチ
ド配列を含む、単離又は精製された核酸。
【請求項１４】
　ヌクレオチド配列がコドン最適化される、請求項１３に記載の単離又は精製された核酸
。
【請求項１５】
　ヌクレオチド配列が、配列番号15及び16の両方、又は配列番号19及び20の両方を含む、
請求項１３又は１４に記載の単離又は精製された核酸。
【請求項１６】
　請求項１３～１５のいずれか一項に記載の核酸を含む、組換え発現ベクター。
【請求項１７】
　ヌクレオチド配列が、相補性決定領域（CDR）1α、CDR2α、CDR3αを含むα鎖、および
CDR1β、CDR2β及びCDR3βを含むβ鎖をコードするヌクレオチド配列を含み、CDR1α、CD
R2α及びCDR3αをコードするヌクレオチド配列が、CDR1β、CDR2β及びCDR3βをコードす
るヌクレオチド配列の5’であって、切断可能なリンカーペプチドがα鎖とβ鎖の間に配
置されている、請求項１６に記載の組換え発現ベクター。
【請求項１８】
　ヌクレオチド配列が、CDR1α、CDR2α、CDR3αを含むα鎖、およびCDR1β、CDR2β及び
CDR3βを含むβ鎖をコードするヌクレオチド配列を含み、CDR1α、CDR2α及びCDR3αをコ
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ードするヌクレオチド配列が、CDR1β、CDR2β及びCDR3βをコードするヌクレオチド配列
の3’であって、切断可能なリンカーペプチドがα鎖とβ鎖の間に配置されている、請求
項１６に記載の組換え発現ベクター。
【請求項１９】
　配列番号17を含む、請求項１７に記載の組換え発現ベクター。
【請求項２０】
　配列番号18を含む、請求項１８に記載の組換え発現ベクター。
【請求項２１】
　請求項１６～２０のいずれか一項に記載の組換え発現ベクターを含む、単離された宿主
細胞。
【請求項２２】
　細胞がヒトである、請求項２１に記載の宿主細胞。
【請求項２３】
　請求項２１又は２２に記載の宿主細胞の少なくとも1つを含む、細胞集団。
【請求項２４】
　請求項１～４のいずれか一項に記載のTCR、請求項５～７のいずれか一項に記載のポリ
ペプチド、請求項８～１２のいずれか一項に記載のタンパク質、請求項１３～１５のいず
れか一項に記載の核酸、請求項１６～２０のいずれか一項に記載の組換え発現ベクター、
請求項２１若しくは２２に記載の宿主細胞、又は請求項２３に記載の細胞集団と、医薬上
許容される担体とを含む、医薬組成物。
【請求項２５】
　哺乳動物において癌の存在を検出する方法であって、
（a）請求項１～４のいずれか一項に記載のTCR、請求項５～７のいずれか一項に記載のポ
リペプチド、請求項８～１２のいずれか一項に記載のタンパク質、請求項１３～１５のい
ずれか一項に記載の核酸、請求項１６～２０のいずれか一項に記載の組換え発現ベクター
、請求項２１若しくは２２に記載の宿主細胞、請求項２３に記載の細胞集団、又は請求項
２４に記載の医薬組成物と、哺乳動物由来の1以上の細胞を含むサンプルとをin vitroで
接触させ、それにより複合体を形成すること、及び
（b）該複合体を検出すること
を含み、ここで、該複合体の検出が、哺乳動物における癌の存在を示す、方法。
【請求項２６】
　請求項１～４のいずれか一項に記載のTCR、請求項５～７のいずれか一項に記載のポリ
ペプチド、請求項８～１２のいずれか一項に記載のタンパク質、請求項１３～１５のいず
れか一項に記載の核酸、請求項１６～２０のいずれか一項に記載の組換え発現ベクター、
請求項２１若しくは２２に記載の宿主細胞、請求項２３に記載の細胞集団、又は請求項２
４に記載の医薬組成物を含む、癌を治療又は予防するための医薬。
【請求項２７】
　哺乳動物における癌の治療又は予防のための医薬の製造における、請求項１～４のいず
れか一項に記載のTCRの、請求項５～７のいずれか一項に記載のポリペプチドの、請求項
８～１２のいずれか一項に記載のタンパク質の、請求項１３～１５のいずれか一項に記載
の核酸の、請求項１６～２０のいずれか一項に記載の組換え発現ベクターの、請求項２１
若しくは２２に記載の宿主細胞の、請求項２３に記載の細胞集団の、又は請求項２４に記
載の医薬組成物の使用。
【請求項２８】
　癌がメラノーマ、乳癌、肺癌、前立腺癌、甲状腺癌、卵巣癌又は滑膜細胞肉腫である、
請求項２５に記載の方法、又は請求項２７に記載の使用。
【請求項２９】
　癌がメラノーマ、乳癌、肺癌、前立腺癌、甲状腺癌、卵巣癌又は滑膜細胞肉腫である、
請求項２６に記載の医薬。
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【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
関連出願の相互参照
　本特許出願は2012年5月22日出願の米国仮特許出願第61/650,020号（参照によりその全
体が本明細書に組み込まれる）の利益を主張する。
【０００２】
電子提出された物件の参照による組み込み
　本明細書と同時提出され以下のとおり特定される、コンピューターで読み取り可能なヌ
クレオチド／アミノ酸配列表は、参照によりその全体が本明細書に組み込まれる：23,462
バイトのASCII（テキスト）ファイル1件、名称「713415ST25.TXT」、2013年4月30日作成
。
【背景技術】
【０００３】
発明の背景
　養子細胞療法は、ある種の患者においては、癌に対する効果的な治療であり得る。しか
し、養子細胞療法の全般的成功に対する障害が依然として存在する。例えば、メラノーマ
腫瘍サンプルは、わずか50％しか腫瘍反応性T細胞を産生し得ない。非メラノーマ癌から
腫瘍反応性T細胞を産生することもまた困難であり得る。さらに、多くの患者は、外科的
切除の可能性がある腫瘍を有し得ない。従って、癌患者の治療に使用するためのT細胞受
容体が必要とされている。
【発明の概要】
【課題を解決するための手段】
【０００４】
発明の簡単な要旨
　本発明は、NY-ESO-1に対する抗原特異性を有し、マウス（murine）可変領域を含む、単
離又は精製されたT細胞受容体（TCR）を提供する。本発明はまた、関連するポリペプチド
及びタンパク質、並びに関連する核酸、組換え発現ベクター、宿主細胞及び細胞集団も提
供する。さらに、本発明は、本発明のTCRと関連する、抗体又はその抗原結合部分、及び
医薬組成物も提供する。
【０００５】
　本発明はさらに、哺乳動物において癌の存在を検出する方法、及び哺乳動物において癌
を治療又は予防する方法を提供する。哺乳動物において癌の存在を検出する本発明の方法
は、（i）本明細書に記載の本発明のTCR、ポリペプチド、タンパク質、核酸、組換え発現
ベクター、宿主細胞、宿主細胞集団、又は抗体若しくはその抗原結合部分のいずれかと、
癌細胞を含むサンプルとを接触させ、それにより複合体を形成すること、及び（ii）該複
合体を検出することを含み、ここで、該複合体の検出が、哺乳動物における癌の存在を示
す。
【０００６】
　哺乳動物において癌を治療又は予防する本発明の方法は、本明細書に記載のTCR、ポリ
ペプチド若しくはタンパク質のいずれか、本明細書に記載のTCR、ポリペプチド、タンパ
ク質のいずれかをコードするヌクレオチド配列を含む任意の核酸若しくは組換え発現ベク
ター、又は本明細書に記載のTCR、ポリペプチド若しくはタンパク質のいずれかをコード
する組換えベクターを含む任意の宿主細胞若しくは宿主細胞集団を、哺乳動物において癌
を治療又は予防するのに有効な量で、哺乳動物に投与することを含む。
【０００７】
図面の各図の簡単な説明
【図面の簡単な説明】
【０００８】
【図１】図1A及び1Bは、様々な濃度のNY-ESO-1157-165をパルスした樹状細胞との共培養
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に際し、マウス抗NY-ESO-1 TCR（影付き丸印）又はヒト抗NY-ESO-1 TCR（影なし丸印）が
トランスフェクトされたヒトCD8+（図1A）又はCD4+（図1B）T細胞によるインターフェロ
ン（IFN）-γ分泌を示すグラフである。
【図２Ａ】図2Aは、単独で培養するか（培地）、又はコントロールペプチドをパルスした
T2細胞、NY-ESO-1157-165ペプチドをパルスしたT2細胞、又は様々な腫瘍細胞株888mel（N
Y-ESO-1-）、Sk23mel（NY-ESO-1-）、COA-A2-CEA（NY-ESO-1-）、A375mel（NY-ESO-1+）
、1363mel（NY-ESO-1+）若しくはCOS-A2-ESO（NY-ESO-1+）の一つと共培養した、マウス
抗NY-ESO-1 TCR（影付き棒グラフ）又はヒト抗NY-ESO-1 TCR（影なし棒グラフ）がトラン
スフェクトされたヒトCD8+（図2A）T細胞によるIFN-γ分泌を示すグラフである。
【図２Ｂ】図2Bは、単独で培養するか（培地）、又はコントロールペプチドをパルスした
T2細胞、NY-ESO-1157-165ペプチドをパルスしたT2細胞、又は様々な腫瘍細胞株888mel（N
Y-ESO-1-）、Sk23mel（NY-ESO-1-）、COA-A2-CEA（NY-ESO-1-）、A375mel（NY-ESO-1+）
、1363mel（NY-ESO-1+）若しくはCOS-A2-ESO（NY-ESO-1+）の一つと共培養した、マウス
抗NY-ESO-1 TCR（影付き棒グラフ）又はヒト抗NY-ESO-1 TCR（影なし棒グラフ）でトラン
スフェクトされたヒトCD4+（図2B）T細胞によるIFN-γ分泌を示すグラフである。
【発明を実施するための形態】
【０００９】
発明の詳細な説明
　本発明は、NY-ESO-1に対する抗原特異性を有し、マウス可変領域を含む、単離又は精製
されたT細胞受容体（TCR）を提供する。NY-ESO-1は癌精巣抗原（CTA）であり、これは、
腫瘍細胞、並びにMHCを発現しない精巣及び胎盤生殖細胞にのみ発現する。NY-ESO-1は、
メラノーマ、乳癌、肺癌、前立腺癌、甲状腺癌、卵巣癌及び滑膜細胞肉腫を含む（ただし
、これらに限定されない）、様々なヒト癌に発現する。NY-ESO-1タンパク質は、配列番号
1を含むか、配列番号1からなるか又は実質的に配列番号1からなってよい。
【００１０】
　TCRは、任意のNY-ESO-1タンパク質、ポリペプチド又はペプチドに対する抗原特異性を
有してよい。本発明の一実施態様において、TCRは、配列番号1を含むか、配列番号1から
なるか又は実質的に配列番号1からなるNY-ESO-1タンパク質に対する抗原特異性を有する
。本発明の好ましい実施態様において、TCRは、SLLMWITQC（配列番号2）を含むか、該配
列からなるか又は実質的に該配列からなるNY-ESO-1 157-165ペプチドに対する抗原特異性
を有する。
【００１１】
　本明書で使用する場合、語句「抗原特異性を有する」とは、TCRがNY-ESO-1と特異的に
結合し、NY-ESO-1を免疫学的に認識でき、その結果、TCRとNY-ESO-1との結合により免疫
反応が引き起こされることを意味する。
【００１２】
　本発明の一実施態様において、本発明のTCRは、主要組織適合遺伝子複合体（MHC）クラ
スI依存的にNY-ESO-1を認識することができる。本明細書で使用する場合、「MHCクラスI
依存的」とは、TCRが、MHCクラスI分子との関連の中で、NY-ESO-1との結合に際し免疫反
応を引き起こすことを意味する。MHCクラスI分子は、当分野で公知の任意のMHCクラスI分
子、例えばHLA-A分子などであり得る。本発明の一実施態様において、MHCクラスI分子は
、HLA-A2分子である。
【００１３】
　本発明の一実施態様において、本発明のTCRはマウス可変領域を含む。本発明のTCRは、
任意の適した種、例えばヒト又はマウスなどに由来する定常領域をさらに含んでよい。好
ましくは、本発明のTCRは、マウス定常領域をさらに含む。特に好ましい実施態様におい
て、本発明のTCRは、マウス可変領域とマウス定常領域をともに含むマウスTCRである。
【００１４】
　本明細書で使用する場合、用語「マウス（murine）」とは、本明細書に記載のTCR又はT
CRの任意の構成要素（例えば、相補性決定領域（CDR）、可変領域、定常領域、α鎖及び
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／又はβ鎖など）に関する場合、マウスに由来するTCR（又はその構成要素）、すなわち
、マウスT細胞が起源であったか、又はかつてマウスT細胞により発現されたTCR（又はそ
の構成要素）を意味する。望ましくは、TCR（又はその構成要素）は、ヒト宿主細胞の表
面に発現する。
【００１５】
　本発明のTCRは、養子細胞移入のために使用される場合を含む、多くの利点を提供する
。例えば、特定の理論又はメカニズムに拘束されるものではないが、NY-ESO-1は、複数（
multiple）の癌種の細胞で発現することから、本発明のTCRは、複数の種類の癌細胞を破
壊し、それゆえ複数の種類の癌を治療又は予防する能力を有利に提供すると考えられる。
さらに、特定の理論又はメカニズムに拘束されるものではないが、NY-ESO-1は癌精巣抗原
であり、腫瘍細胞、並びにMHCを発現しない精巣及び胎盤生殖細胞にのみ発現することか
ら、本発明のTCRは、正常な非癌性細胞の破壊を最小化又は排除し、それにより、毒性を
低下させながら、例えば、最小化又は排除しながら、癌細胞の破壊を有利に標的化すると
考えられる。また、マウスTCRは、ヒトTCRと比較して、ヒト宿主細胞表面での発現の増加
（例えば、より多数のTCR）、及び／又は機能性の増加（例えばサイトカイン放出や細胞
毒性などにより測定されるように）を提供し得ると考えられる。メカニズムの特定の理論
に拘束されるものではないが、発現及び／又は機能性の改善は、宿主細胞において、内因
性及び外因性（形質導入された）TCR鎖の混合が低下することに起因すると考えられる。
従って、マウスTCRは、外因性ヒトTCRよりも効率的に、ヒト宿主細胞表面上にて内因性TC
Rを置き換えることができると考えられる。また、マウスTCRは、外因性ヒトTCRと比較し
て、TCR鎖ペアリングの改善、及び／又はヒト宿主細胞により発現されるヒト宿主細胞のC
D3複合体との相互作用の改善を提供すると考えられる。
【００１６】
　本発明の実施態様は、2つのポリペプチド（すなわち、ポリペプチド鎖）、例えば、TCR
のα鎖、TCRのβ鎖、TCRのγ鎖、TCRのδ鎖、又はその組み合わせを含むTCRを提供する。
本発明のTCRのポリペプチドは、TCRがNY-ESO-1に対する抗原特異性を有し、且つマウス可
変領域を含むならば、任意のアミノ酸配列を含み得る。
【００１７】
　本発明の好ましい実施態様において、TCRは、2つのポリペプチド鎖であって、そのそれ
ぞれがTCRの相補性決定領域（CDR）1、CDR2及びCDR3を含む可変領域を含む、鎖を含む。
好ましくは、第一のポリペプチド鎖は、配列番号3のアミノ酸配列を含むCDR1（α鎖のCDR
1）、配列番号4のアミノ酸配列を含むCDR2（α鎖のCDR2）及び配列番号5のアミノ酸配列
を含むCDR3（α鎖のCDR3）を含み、且つ第二のポリペプチド鎖は、配列番号6のアミノ酸
配列を含むCDR1（β鎖のCDR1）、配列番号7のアミノ酸配列を含むCDR2（β鎖のCDR2）及
び配列番号8のアミノ酸配列を含むCDR3（β鎖のCDR3）を含む。この点について、本発明
のTCRは、配列番号3～5、6～8、及び3～8からなる群から選択されるアミノ酸配列を含み
得る。好ましくは、TCRは、配列番号3～8のアミノ酸配列を含む。
【００１８】
　代替的又は追加的に、TCRは、上記CDRを含むTCR可変領域のアミノ酸配列を含み得る。
この点について、TCRは、配列番号9（α鎖の可変領域）若しくは10（β鎖の可変領域）、
又は配列番号9及び10の両方のアミノ酸配列を含み得る。好ましくは、本発明のTCRは、配
列番号9及び10のアミノ酸配列を含む。
【００１９】
　代替的又は追加的に、TCRは、TCRのα鎖及びTCRのβ鎖を含み得る。本発明のTCRのα鎖
及びβ鎖はそれぞれ、任意のアミノ酸配列を独立して含み得る。好ましくは、α鎖は、上
記α鎖の可変領域を含む。この点について、本発明のTCRは、配列番号11のアミノ酸配列
を含み得る。このタイプの本発明のTCRは、TCRの任意のβ鎖とペアとなり得る。好ましく
は、本発明のTCRのβ鎖は、上記β鎖の可変領域を含む。この点について、本発明のTCRは
、配列番号12のアミノ酸配列を含み得る、従って、本発明のTCRは、配列番号11若しくは1
2、又は配列番号11及び12の両方のアミノ酸配列を含み得る。好ましくは、本発明のTCRは
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、配列番号11及び12のアミノ酸配列を含む。
【００２０】
　本発明はまた、本明細書に記載のTCRのいずれかの機能的部分を含む、単離又は精製さ
れたポリペプチドを提供する。本明細書で使用する場合、用語「ポリペプチド」は、オリ
ゴペプチドを含み、1以上のペプチド結合により結合されたアミノ酸の単一鎖をいう。
【００２１】
　本発明のポリペプチドに関して、機能的部分は、該機能的部分がNY-ESO-1と特異的に結
合するならば、TCR（機能的部分はその一部である）の連続アミノ酸を含む任意の部分で
あり得る。用語「機能的部分」とは、TCRに関して用いられる場合、本発明のTCRの任意の
部分又は断片（fragment）であって、その部分又は断片がTCR（その部分又は断片はその
一部である）（親TCR）の生物学的活性を保持するものをいう。機能的部分は、例えば、
親TCRと類似の程度、同程度又はより高い程度に、NY-ESO-1と特異的に結合する能力、又
は癌を検出、治療若しくは予防する能力を保持するTCRの部分を包含する。親TCRに関連し
て、機能的部分は、例えば、親TCRの約10％、25％、30％、50％、68％、80％、90％、95
％又はそれ以上を含み得る。
【００２２】
　機能的部分は、該部分のアミノ末端若しくはカルボキシ末端又は両端に、更なるアミノ
酸であって、親TCRのアミノ酸配列には見られないものを含み得る。望ましくは、更なる
アミノ酸は、機能的部分の生物学的機能（例えば、NY-ESO-1と特異的に結合する、癌を検
出、癌を治療又は予防する能力を有するなど）を妨害しない。さらに望ましくは、更なる
アミノ酸は、親TCRの生物学的活性と比較して、その生物学的活性を増強する。
【００２３】
　ポリペプチドは、本発明のTCRのα及びβ鎖のいずれか又は両方の機能的部分、例えば
、本発明のTCRのα鎖及び／又はβ鎖の可変領域のCDR1、CDR2及びCDR3の1つ以上を含む機
能的部分などを含み得る。この点について、ポリペプチドは、配列番号3（α鎖のCDR1）
、4（α鎖のCDR2）、5（α鎖のCDR3）、6（β鎖のCDR1）、7（β鎖のCDR2）、8（β鎖のC
DR3）、又はその組み合わせのアミノ酸配列を含む機能的部分を含み得る。好ましくは、
本発明のポリペプチドは、配列番号3～5、6～8、又は配列番号3～8の全てを含む機能的部
分を含む。より好ましくは、ポリペプチドは、配列番号3～8のアミノ酸配列を含む機能的
部分を含む。
【００２４】
　代替的又は追加的に、本発明のポリペプチドは、例えば、上記CDR領域の組み合わせを
含む本発明のTCRの可変領域を含み得る。この点について、TCRは、配列番号9（α鎖の可
変領域）若しくは10（β鎖の可変領域）、又は配列番号9及び10の両方のアミノ酸配列を
含み得る。好ましくは、ポリペプチドは、配列番号9及び10のアミノ酸配列を含む。
【００２５】
　代替的又は追加的に、本発明のポリペプチドは、本明細書に記載のTCRの1つのα又はβ
鎖の全長を含み得る。この点について、本発明のポリペプチドは、配列番号11又は12のア
ミノ酸配列を含み得る。或いは、本発明のポリペプチドは、本明細書に記載のTCRの両方
の鎖を含み得る。例えば、本発明のポリペプチドは、配列番号11及び12の両方のアミノ酸
配列を含み得る。
【００２６】
　本発明はさらに、本明細書に記載のポリペプチドの少なくとも1つを含む、単離又は精
製されたタンパク質を提供する。「タンパク質」とは、1つ以上のポリペプチド鎖を含む
分子を意味する。
【００２７】
　本発明のタンパク質は、配列番号9のアミノ酸配列を含む第一のポリペプチド鎖、及び
配列番号10のアミノ酸配列を含む第二のポリペプチド鎖を含み得る。本発明のタンパク質
は、例えば、配列番号11のアミノ酸配列を含む第一のポリペプチド鎖、及び配列番号12の
アミノ酸配列を含む第二のポリペプチド鎖を含み得る。この場合、本発明のタンパク質は
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TCRであり得る。或いは、例えば、タンパク質が配列番号11及び配列番号12を含む単一の
ポリペプチド鎖を含むか、又はタンパク質の第一及び／若しくは第二のポリペプチド鎖が
、他のアミノ酸配列（例えば、免疫グロブリンをコードするアミノ酸配列又はその部分）
をさらに含む場合には、本発明のタンパク質は融合タンパク質であり得る。この点につい
て、本発明はまた、本明細書に記載の本発明のポリペプチドの少なくとも1つを、少なく
とも1つの他のポリペプチドとともに含む融合タンパク質を提供する。他のポリペプチド
は、融合タンパク質の別個（separate）のポリペプチドとして存在し得、或いは本明細書
に記載の本発明のポリペプチドの1つとインフレーム（タンデムに）で発現するポリペプ
チドとして存在し得る。他のポリペプチドは、限定されないが免疫グロブリン、CD3、CD4
、CD8、MHC分子、CD1分子（例えば、CD1a、CD1b、CD1c、CD1dなど）を含む、任意のペプ
チド性若しくはタンパク質性分子、又はその部分をコードし得る。
【００２８】
　融合タンパク質は、本発明のポリペプチドの1以上のコピー、及び／又は他のポリペプ
チドの1以上のコピーを含み得る。例えば、融合タンパク質は、本発明のポリペプチドの
及び／又は他のポリペプチドの1、2、3、4、5又はそれ以上のコピーを含み得る。融合タ
ンパク質を作製する適した方法は当分野で公知であり、例えば、組換え方法が含まれる。
例えば、Choi et al., Mol. Biotechnol. 31: 193-202（2005）を参照。
【００２９】
　本発明のいくつかの実施態様において、本発明のTCR、ポリペプチド及びタンパク質（
機能的部分及び機能的変異体を含む）は、α鎖及びβ鎖を連結するリンカーペプチドを含
む単一のタンパク質として発現してよい。α鎖及びβ鎖を連結するのに適した任意のリン
カーペプチドを、本発明のTCR、ポリペプチド及びタンパク質（機能的部分及び機能的変
異体を含む）に使用してよい。本発明の一実施態様において、リンカーペプチドはピコル
ナウイルス2Aペプチドである。この点について、本発明のTCR、ポリペプチド及びタンパ
ク質（機能的部分及び機能的変異体を含む）は、配列番号13を含むアミノ酸配列を含むリ
ンカーペプチドをさらに含んでよい。リンカーペプチドは、宿主細胞における、組換えTC
R、ポリペプチド及び／又はタンパク質の発現を有利に促進してよい。リンカーペプチド
を含む構築物の宿主細胞による発現に際し、リンカーペプチドを切断し、分離したα及び
β鎖をもたらしてよい。
【００３０】
　本発明のタンパク質は、本明細書に記載の本発明のポリペプチドの少なくとも1つを含
む組換え抗体であり得る。本明細書で使用する場合、「組換え抗体」とは、本発明のポリ
ペプチドの少なくとも1つ、及び抗体のポリペプチド鎖又はその部分を含む組換え（例え
ば、遺伝子操作された）タンパク質をいう。抗体のポリペプチド又はその部分は、重鎖、
軽鎖、重鎖若しくは軽鎖の可変又は定常領域、一本鎖可変断片（scFv）、又は抗体のFc、
Fab若しくはF（ab）2’断片などであり得る。抗体のポリペプチド鎖又はその部分は、組
換え抗体の別個のポリペプチドとして存在し得る。或いは、抗体のポリペプチド鎖又はそ
の部分は、本発明のポリペプチドとインフレーム（タンデムに）で発現するポリペプチド
として存在し得る。抗体のポリペプチド又はその部分は、任意の抗体又は任意の抗体断片
（本明細書に記載の抗体及び抗体断片のいずれかを含む）のポリペプチドであり得る。
【００３１】
　本発明の範囲には、本明細書に記載の本発明のTCR、ポリペプチド及びタンパク質の機
能的変異体が含まれる。本明細書で使用する場合、用語「機能的変異体」とは、親TCR、
ポリペプチド又はタンパク質と実質的又は顕著な配列同一性又は類似性を有するTCR、ポ
リペプチド又はタンパク質であって、該機能的変異体がTCR、ポリペプチド又はタンパク
質（該機能的変異体はその変異体である）の生物学的活性を保持するものをいう。機能的
変異体は、例えば、親TCR、ポリペプチド又はタンパク質と類似の程度に、同程度に、又
はより高い程度に、NY-ESO-1と特異的に結合する能力を保持する、本明細書に記載のTCR
、ポリペプチド又はタンパク質（親TCR、ポリペプチド又はタンパク質）の変異体を包含
する。親TCR、ポリペプチド又はタンパク質に関連して、機能的変異体は、親TCR、ポリペ
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プチド又はタンパク質に対して、アミノ酸配列において、例えば、少なくとも約30％、50
％、75％、80％、90％、91％、92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％、99％又はそ
れ以上同一であり得る。
【００３２】
　機能的変異体は、例えば、少なくとも1つの保存的アミノ酸置換を伴う親TCR、ポリペプ
チド又はタンパク質のアミノ酸配列を含み得る。保存的アミノ酸置換は、当分野で公知で
あり、特定の物理的及び／又は化学的特性を有する1つのアミノ酸が、同じ化学的又は物
理的特性を有する別のアミノ酸と交換されるアミノ酸置換が含まれる。例えば、保存的ア
ミノ酸置換は、酸性アミノ酸の別の酸性アミノ酸での置換（例えば、Asp又はGlu）、非極
性側鎖を有するアミノ酸の、非極性側鎖を有する別のアミノ酸での置換（例えば、Ala、G
ly、Val、Ile、Leu、Met、Phe、Pro、Trp、Valなど）、塩基性アミノ酸の別の塩基性アミ
ノ酸での置換（Lys、Argなど）、極性側鎖を有するアミノ酸の、極性側鎖を有する別のア
ミノ酸での置換（Asn、Cys、Gln、Ser、Thr、Tyrなど）などであり得る。
【００３３】
　代替的又は追加的に、機能的変異体は、少なくとも1つの非保存的アミノ酸置換を伴う
親TCR、ポリペプチド又はタンパク質のアミノ酸配列を含み得る。この場合、非保存的ア
ミノ酸置換が、機能的変異体の生物学的活性を妨害又は阻害しないことが好ましい。好ま
しくは、非保存的アミノ酸置換は、親TCR、ポリペプチド又はタンパク質と比較して機能
的変異体の生物学的活性が増加するように、機能的変異体の生物学的活性を増強する。
【００３４】
　TCR、ポリペプチド又はタンパク質は、機能的変異体の他の構成要素（例えば、他のア
ミノ酸）が機能的変異体の生物学的活性を物質的に変化しないように、本明細書に記載の
特定のアミノ酸配列（単数又は複数）から実質的になり得る。この点について、本発明の
TCR、ポリペプチド又はタンパク質は、例えば、配列番号11若しくは12、又は配列番号11
及び12の両方のアミノ酸配列から実質的になり得る。また、例えば、本発明のTCR、ポリ
ペプチド又はタンパク質は、配列番号9若しくは10、又は配列番号9及び10の両方のアミノ
酸配列から実質的になり得る。さらに、本発明のTCR、ポリペプチド又はタンパク質は、
配列番号3（α鎖のCDR1）、4（α鎖のCDR2）、5（α鎖のCDR3）、6（β鎖のCDR1）、7（
β鎖のCDR2）、8（β鎖のCDR3）、又はその任意の組み合わせ、例えば、配列番号3～5、6
～8又は3～8などのアミノ酸配列から実質的になり得る。
【００３５】
　本発明のTCR、ポリペプチド及びタンパク質（機能的部分及び機能的変異体を含む）は
、TCR、ポリペプチド又はタンパク質（又はその機能的部分若しくは機能的変異体）が生
物学的活性（例えば、NY-ESO-1に特異的に結合する、哺乳動物において癌を検出する、又
は哺乳動物において癌を治療若しくは予防するなどの能力）を保持するならば、任意の長
さのものであり得、すなわち、任意の数のアミノ酸を含み得る。例えば、ポリペプチドは
、50、70、75、100、125、150、175、200、300、400、500、600、700、800、900、1000又
はそれ以上のアミノ酸長など、50～5000のアミノ酸長であり得る。この点について、本発
明のポリペプチドはまた、オリゴペプチドも含む。
【００３６】
　本発明のTCR、ポリペプチド及びタンパク質（機能的部分及び機能的変異体を含む）は
、1つ以上の天然に存在するアミノ酸の代わりに合成アミノ酸を含み得る。かかる合成ア
ミノ酸は、当分野で公知であり、例えば、アミノシクロヘキサンカルボン酸、ノルロイシ
ン、α-アミノn-デカン酸、ホモセリン、S-アセチルアミノメチル-システイン、トランス
-3-及びトランス-4-ヒドロキシプロリン、4-アミノフェニルアラニン、4-ニトロフェニル
アラニン、4-クロロフェニルアラニン、4-カルボキシフェニルアラニン、β-フェニルセ
リン β-ヒドロキシフェニルアラニン、フェニルグリシン、α-ナフチルアラニン、シク
ロヘキシルアラニン、シクロヘキシルグリシン、インドリン-2-カルボン酸、1,2,3,4-テ
トラヒドロイソキノリン-3-カルボン酸、アミノマロン酸、アミノマロン酸モノアミド、N
’-ベンジル-N’-メチル-リジン、N’,N’-ジベンジル-リジン、6-ヒドロキシリジン、オ
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ルニチン、α-アミノシクロペンタンカルボン酸、α-アミノシクロヘキサンカルボン酸、
α-アミノシクロヘプタンカルボン酸、α-（2-アミノ-2-ノルボルナン）-カルボン酸、α
,γ-ジアミノ酪酸、α,β-ジアミノプロピオン酸、ホモフェニルアラニン及びα-tert-ブ
チルグリシンが挙げられる。
【００３７】
　本発明のTCR、ポリペプチド及びタンパク質（機能的部分及び機能的変異体を含む）は
、グリコシル化、アミド化、カルボキシル化、リン酸化、エステル化、N-アシル化、環化
（例えばジスルフィド架橋を介して）、又は酸付加塩に変換され、且つ／或いは任意選択
で二量体化若しくは重合化、又はコンジュゲート化され得る。
【００３８】
　本発明のTCR、ポリペプチド及びタンパク質（機能的部分及び機能的変異体を含む）が
塩の形態である場合には、好ましくは、ポリペプチドは医薬上許容される塩の形態である
。適した医薬上許容される酸付加塩には、鉱酸（例えば、塩酸、臭化水素酸、リン酸、メ
タリン酸、硝酸及び硫酸）由来の塩、及び有機酸（例えば、酒石酸、酢酸、クエン酸、リ
ンゴ酸、乳酸、フマル酸、安息香酸、グリコール酸、グルコン酸、コハク酸、及び例えば
p-トルエンスルホン酸などのアリールスルホン酸）由来の塩が含まれる。
【００３９】
　本発明のTCR、ポリペプチド及び／又はタンパク質（その機能的部分及び機能的変異体
を含む）は、当分野で公知の方法により得ることができる。ポリペプチド及びタンパク質
をde novo合成する適した方法は、例えば以下の参考文献に記載されている：Chan et al.
, Fmoc Solid Phase Peptide Synthesis, Oxford University Press, Oxford, United Ki
ngdom, 2005; Peptide and Protein Drug Analysis, ed. Reid, R., Marcel Dekker, Inc
., 2000; Epitope Mapping, ed. Westwoood et al., Oxford University Press, Oxford,
 United Kingdom, 2000；及び米国特許第5,449,752号。また、ポリペプチド及びタンパク
質は、標準的な組換え方法を用いて、本明細書に記載の核酸を使用して組換え産生され得
る。例えば、Sambrook et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 3rd ed., Co
ld Spring Harbor Press, Cold Spring Harbor, NY 2001；及びAusubel et al., Current
 Protocols in Molecular Biology, Greene Publishing Associates and John Wiley & S
ons, NY, 1994を参照。さらに、本発明のTCR、ポリペプチド及びタンパク質（その機能的
部分及び機能的変異体を含む）のいくつかは、植物、細菌、昆虫、哺乳動物（例えば、マ
ウス、ヒトなど）などの供給源から単離及び／又は精製され得る。単離及び精製の方法は
当分野で周知である。或いは、本明細書に記載のTCR、ポリペプチド及び／又はタンパク
質（その機能的部分及び機能的変異体を含む）は、Synpep（Dublin, CA）、Peptide Tech
nologies Corp.（Gaithersburg, MD）及びMultiple Peptide Systems（San Diego, CA）
などの企業によって商業的に合成され得る。これに関して、本発明のTCR、ポリペプチド
及びタンパク質は、合成、組換え、単離及び／又は精製され得る。
【００４０】
　本発明の範囲内には、本発明のTCR、ポリペプチド若しくはタンパク質（その機能的部
分又は変異体のいずれかを含む）、核酸、組換え発現ベクター、宿主細胞、宿主細胞集団
、又は抗体若しくはその抗原結合部分のいずれかを含むコンジュゲート（例えば、バイオ
コンジュゲート）が含まれる。コンジュゲート、及び通常のコンジュゲートの合成方法は
、当分野で公知である（例えば、Hudecz, F., Methods Mol. Biol.298: 209-223 (2005)
及びKirin et al., Inorg Chem. 44(15): 5405-5415 (2005) を参照）。
【００４１】
　本発明はさらに、本明細書に記載のTCR、ポリペプチド又はタンパク質（その機能的部
分及び機能的変異体を含む）のいずれかをコードするヌクレオチド配列を含む核酸を提供
する。
【００４２】
　本明細書で使用する場合、「核酸」とは、「ポリヌクレオチド」、「オリゴヌクレオチ
ド」及び「核酸分子」を含み、一般にDNA又はRNAの重合体を意味し、これは一本鎖の又は
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二本鎖の、合成された又は天然の供給源から得た（例えば、単離及び／又は精製された）
ものであり得、天然、非天然又は変更されたヌクレオチドを含み得、修飾されていないオ
リゴヌクレオチドのヌクレオチド間に見いだされるホスホジエステル結合の代わりに、天
然、非天然又は変更されたヌクレオチド間結合（例えば、ホスホロアミデート（phosphor
oamidate）結合又はホスホロチオエート結合など）を含み得る。一般に、核酸は、挿入、
欠失、逆位及び／又は置換を何れも含まないことが好ましい。しかし、本明細書で論じる
ように、ある場合には、核酸が1つ以上の挿入、欠失、逆位及び／又は置換を含むことが
適切であるかもしれない。
【００４３】
　好ましくは、本発明の核酸は組換えである。本明細書で使用する場合、用語「組換え」
とは、（i）天然若しくは合成の核酸セグメントを、生きた細胞中で複製できる核酸分子
と連結することにより、生きた細胞の外側で構築された分子、又は（ii）上記（i）に記
載した分子の複製から生じる分子をいう。本明細書の目的のために、複製は、in vitro複
製又はin vivo複製であり得る。
【００４４】
　核酸は、当分野で公知の手順を使用して、化学合成及び／又は酵素ライゲーション反応
に基づいて構築され得る。例えば、Sambrook et al.（上記）及びAusubel et al.（上記
）を参照。例えば、核酸は、天然に存在するヌクレオチド、又は分子の生物学的安定性を
増加させるように若しくはハイブリダイゼーションの際に形成される二重鎖の物理的安定
性を増加させるように設計された多様な修飾ヌクレオチド（例えば、ホスホロチオエート
誘導体及びアクリジン置換ヌクレオチド）を使用して、化学的に合成され得る。核酸を生
成するために使用され得る修飾ヌクレオチドの例としては、以下が挙げられるが、これら
に限定されない：5-フルオロウラシル、5-ブロモウラシル、5-クロロウラシル、5-ヨード
ウラシル、ヒポキサンチン、キサンチン、4-アセチルシトシン、5-（カルボキシヒドロキ
シメチル）ウラシル、5-カルボキシメチルアミノメチル-2-チオウリジン、5-カルボキシ
メチルアミノメチルウラシル、ジヒドロウラシル、β-D-ガラクトシルキューオシン（bet
a-D-galactosylqueosine）、イノシン、N6-イソペンテニルアデニン、1-メチルグアニン
、1-メチルイノシン、2,2-ジメチルグアニン、2-メチルアデニン、2-メチルグアニン、3-
メチルシトシン、5-メチルシトシン、N6-置換アデニン、7-メチルグアニン、5-メチルア
ミノメチルウラシル、5-メトキシアミノメチル-2-チオウラシル、β-D-マンノシルキュー
オシン（beta-D-mannosylqueosine）、5’-メトキシカルボキシメチルウラシル、5-メト
キシウラシル、2-メチルチオ-N6-イソペンテニルアデニン、ウラシル-5-オキシ酢酸（v）
、ワイブトキソシン（wybutoxosine）、シュードウラシル（pseudouracil）、キューオシ
ン（queosine）、2-チオシトシン、5-メチル-2-チオウラシル、2-チオウラシル、4-チオ
ウラシル、5-メチルウラシル、ウラシル-5-オキシ酢酸メチルエステル、3-（3-アミノ-3-
N-2-カルボキシプロピル）ウラシル及び2,6-ジアミノプリン。或いは、本発明の核酸の1
つ以上は、Macromolecular Resources（Fort Collins, CO）及びSynthegen（Houston, TX
）などの企業から購入できる。
【００４５】
　核酸は、本発明のTCR、ポリペプチド若しくはタンパク質、又はその機能的部分若しく
は機能的変異体のいずれかをコードする、任意のヌクレオチド配列を含み得る。例えば、
核酸は、配列番号19（野生型α鎖）若しくは配列番号20（野生型β鎖）、又は配列番号19
及び20の両方を含むか、該配列番号からなるか、又は実質的に該配列番号からなるヌクレ
オチド配列を含み得る。
【００４６】
　いくつかの実施態様において、ヌクレオチド配列はコドン最適化されてよい。特定の理
論又はメカニズムに拘束されるものではないが、ヌクレオチド配列のコドン最適化は、mR
NA転写産物の翻訳効率を増加させると考えられる。ヌクレオチド配列のコドン最適化は、
天然のコドンを、同じアミノ酸をコードするが、細胞内でより容易に利用可能なtRNAによ
り翻訳され得る別のコドンで置換することを伴い、そのために転写効率が増加し得る。ヌ



(12) JP 6378172 B2 2018.8.22

10

20

30

40

50

クレオチド配列の最適化はまた、翻訳を妨げ得る二次mRNA構造を低下させ、そのために翻
訳効率が増加し得る。本発明の一実施態様において、コドン最適化されたヌクレオチド配
列は、配列番号15（コドン最適化されたα鎖）、配列番号16（コドン最適化されたβ鎖）
、配列番号21（コドン最適化された、α鎖可変領域）、配列番号22（コドン最適化された
、β鎖可変領域）、配列番号15及び16の両方、配列番号21及び22の両方、配列番号15及び
20の両方、又は配列番号16及び19の両方を含むか、該配列番号からなるか、又は実質的に
該配列番号からなってよい。
【００４７】
　本発明の一実施態様において、本発明のTCR、ポリペプチド及びタンパク質（その機能
的部分及び機能的変異体を含む）をコードするヌクレオチド配列は、本発明の別の側面に
関して本明細書に記載のリンカーペプチドのいずれかをコードするヌクレオチド配列をさ
らに含んでよい。本発明の一実施態様において、リンカーペプチドは、配列番号14を含む
ヌクレオチド配列によりコードされてよい。
【００４８】
　本発明はまた、本明細書に記載の核酸のいずれかと少なくとも約70％又はそれ以上、例
えば、約80％、約90％、約91％、約92％、約93％、約94％、約95％、約96％、約97％、約
98％、又は約99％同一であるヌクレオチド配列を含む核酸も提供する。
【００４９】
　或いは、ヌクレオチド配列は、配列番号15、配列番号16、配列番号19、配列番号20、配
列番号21、配列番号22、配列番号15及び16の両方、配列番号19及び20の両方、配列番号21
及び22の両方、配列番号15及び20の両方、又は配列番号16及び19の両方に縮重するヌクレ
オチド配列を含み得る。好ましくは、核酸は、配列番号15、16、19、20、21若しくは22、
配列番号15及び16、配列番号19及び20、配列番号21及び22、配列番号15及び20、又は配列
番号16及び19を含むヌクレオチド配列、又はそれに縮重するヌクレオチド配列を含む。
【００５０】
　本発明はまた、本明細書に記載のいずれかの核酸のヌクレオチド配列に対して相補的な
ヌクレオチド配列、又は本明細書に記載のいずれかの核酸のヌクレオチド配列に対してス
トリンジェントな条件下でハイブリダイズするヌクレオチド配列を含む、単離又は精製さ
れた核酸も提供する。
【００５１】
　ストリンジェントな条件下でハイブリダイズするヌクレオチド配列は、好ましくは、高
ストリンジェンシー条件下でハイブリダイズする。「高ストリンジェンシー条件」とは、
ヌクレオチド配列が、非特異的ハイブリダイゼーションよりも検出可能に強い量でターゲ
ット配列（本明細書に記載のいずれかの核酸のヌクレオチド配列）に特異的にハイブリダ
イズすることを意味する。高ストリンジェンシー条件には、正確に相補的な配列を有する
ポリヌクレオチド、又は数個の散らばったミスマッチのみを含むポリヌクレオチドを、ヌ
クレオチド配列にマッチした数個の小領域（例えば、3～10塩基）を偶然有するランダム
配列から識別し得る条件が含まれる。かかる相補的な小領域は、14～17又はそれ以上の塩
基の全長相補体よりも容易に融解され、高ストリンジェンシーのハイブリダイゼーション
により、それらを容易に識別できる。比較的高ストリンジェンシーの条件には、例えば、
低塩及び／又は高温条件（例えば、約0.02～0.1 MのNaCl又は等価物、約50～70℃の温度
により提供される）が含まれ得る。かかる高ストリンジェンシー条件は、存在したとして
も、ヌクレオチド配列とテンプレート鎖又はターゲット鎖との間のミスマッチをほとんど
許容せず、本発明のTCRのいずれかの発現を検出するのに特に適している。条件は、増加
量のホルムアミドの添加によって、よりストリンジェントになり得ることが一般に理解さ
れる。
【００５２】
　本発明の核酸は、組換え発現ベクター中に組み込まれ得る。この点について、本発明は
、本発明の核酸のいずれかを含む組換え発現ベクターを提供する。本明細書の目的のため
に、用語「組換え発現ベクター」とは、宿主細胞によるmRNA、タンパク質、ポリペプチド
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又はペプチドの発現を可能にする遺伝子改変オリゴヌクレオチド又はポリヌクレオチド構
築物を意味し、この場合、構築物は、mRNA、タンパク質、ポリペプチド又はペプチドをコ
ードするヌクレオチド配列を含み、ベクターは、細胞内でmRNA、タンパク質、ポリペプチ
ド又はペプチドを発現させるのに十分な条件下で細胞と接触させられる。本発明のベクタ
ーは、全体としては天然に存在するものではない。しかし、ベクターの一部は天然に存在
するものであり得る。本発明の組換え発現ベクターは、DNA及びRNA（一本鎖又は二本鎖で
あり得、合成されるか、又は一部を天然供給源から得ることができ、天然、非天然又は変
更されたヌクレオチドを含み得る）を含む（これらに限定されない）、任意のタイプのヌ
クレオチドを含み得る。組換え発現ベクターは、天然に存在するヌクレオチド間結合若し
くは天然に存在しないヌクレオチド間結合、又は両方のタイプの結合を含み得る。好まし
くは、天然に存在しない又は変更されたヌクレオチド又はヌクレオチド間結合は、ベクタ
ーの転写も複製も妨害しない。
【００５３】
　本発明の組換え発現ベクターは、任意の適した組換え発現ベクターであり得、任意の適
した宿主細胞を形質転換又はトランスフェクトするために使用され得る。適したベクター
としては、増殖（propagation）及び増大（expansion）のため、若しくは発現のため、又
はそれら両方のために設計されたベクター（例えば、プラスミド及びウイルス）が挙げら
れる。ベクターは、以下からなる群から選択され得る：pUCシリーズ（Fermentas Life Sc
iences）、pBluescriptシリーズ（Stratagene, LaJolla, CA）、pETシリーズ（Novagen, 
Madison, WI）、pGEXシリーズ（Pharmacia Biotech, Uppsala, Sweden）及びpEXシリーズ
（Clontech, Palo Alto, CA）。バクテリオファージベクター（例えば、λGT10、λGT11
、λZapII（Stratagene）、λEMBL4及びλNM1149）もまた使用され得る。植物発現ベクタ
ーの例としては、pBI01、pBI101.2、pBI101.3、pBI121及びpBIN19（Clontech）が挙げら
れる。動物発現ベクターの例としては、pEUK-Cl、pMAM及びpMAMneo（Clontech）が挙げら
れる。好ましくは、組換え発現ベクターは、ウイルスベクター（例えば、レトロウイルス
ベクター又はレンチウイルスベクター）である。
【００５４】
　本発明の組換え発現ベクターは、例えば、Sambrook et al.（上記）及びAusubel et al
.（上記）に記載された標準的な組換えDNA技術を使用して調製できる。環状又は線状の発
現ベクターの構築物は、原核生物又は真核生物の宿主細胞において機能的な複製系を含む
ように調製され得る。複製系は、例えば、ColEl、2μプラスミド、λ、SV40、ウシパピロ
ーマウイルスなどに由来し得る。
【００５５】
　望ましくは、組換え発現ベクターは、必要に応じて、そのベクターがDNAベースである
かRNAベースであるかを考慮して、ベクターが導入される宿主細胞タイプ（例えば、細菌
、真菌、植物又は動物）に特異的な調節配列（例えば、転写及び翻訳の開始及び終止コド
ンなど）を含む。
【００５６】
　組換え発現ベクターは、形質転換又はトランスフェクトされた宿主細胞の選択を可能に
する1つ以上のマーカー遺伝子を含み得る。マーカー遺伝子としては、殺生物剤耐性（例
えば、抗生物質、重金属などに対する耐性）、栄養要求性宿主における原栄養を提供する
補完などが挙げられる。本発明の発現ベクターに適したマーカー遺伝子としては、例えば
、ネオマイシン／G418耐性遺伝子、ハイグロマイシン耐性遺伝子、ヒスチジノール耐性遺
伝子、テトラサイクリン耐性遺伝子及びアンピシリン耐性遺伝子が挙げられる。
【００５７】
　組換え発現ベクターは、TCR、ポリペプチド若しくはタンパク質（その機能的部分及び
機能的変異体を含む）をコードするヌクレオチド配列、又はTCR、ポリペプチド若しくは
タンパク質をコードするヌクレオチド配列と相補的であるか若しくはそれにハイブリダイ
ズするヌクレオチド配列に作動可能に連結された、天然又は非天然のプロモーターを含み
得る。プロモーターの選択（例えば、強い、弱い、誘導性、組織特異的及び発生特異的）
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は、当業者の技術範囲内である。同様に、ヌクレオチド配列とプロモーターとの組み合わ
せ（combining）もまた、当業者の技術範囲内である。プロモーターは、非ウイルスプロ
モーター又はウイルスプロモーター（例えば、サイトメガロウイルス（CMV）プロモータ
ー、SV40プロモーター、RSVプロモーター、及びマウス幹細胞ウイルスの長い末端反復配
列中に見出されるプロモーター）であり得る。
【００５８】
　本発明の組換え発現ベクターは、一過性の発現のため、安定な発現のため、又はその両
方のために設計され得る。また、組換え発現ベクターは、構成的発現又は誘導性発現のた
めに製造され得る。さらに、組換え発現ベクターは、自殺遺伝子を含むように製造され得
る。
【００５９】
　本明細書で使用する場合、用語「自殺遺伝子」とは、その自殺遺伝子を発現する細胞を
死に至らしめる遺伝子をいう。自殺遺伝子は、その遺伝子が発現される細胞に対し薬剤（
例えば、薬物）に対する感受性を付与し、細胞がその薬剤と接触したとき又はその薬剤に
曝露されたときに細胞を死に至らしめる遺伝子であり得る。自殺遺伝子は当分野で公知で
あり（例えば、Suicide Gene Therapy: Methods and Reviews, Springer, Caroline J. (
Cancer Research UK Centre for Cancer Therapeutics at the Institute of Cancer Res
earch, Sutton, Surrey, UK), Humana Press, 2004を参照）、例えば、単純ヘルペスウイ
ルス（HSV）チミジンキナーゼ（TK）遺伝子、シトシンデアミナーゼ（daminase）、プリ
ンヌクレオシドホスホリラーゼ及びニトロレダクターゼが挙げられる。
【００６０】
　本発明の組換え発現ベクターは、β鎖の全部又は一部をコードするヌクレオチド配列の
5’に位置する、α鎖の全部又は一部をコードするヌクレオチド配列を含んでよい。この
点について、本発明の一実施態様は、CDR1α、CDR2α、CDR3α、CDR1β、CDR2β及びCDR3
βをコードするヌクレオチド配列を含む組換え発現ベクターを提供し、CDR1α、CDR2α及
びCDR3αをコードするヌクレオチド配列は、CDR1β、CDR2β及びCDR3βをコードするヌク
レオチド配列の5’である。同様に、CDR1β、CDR2β及びCDR3βをコードするヌクレオチ
ド配列は、CDR1α、CDR2α及びCDR3αをコードするヌクレオチド配列の3’であってよい
。本発明の別の実施態様において、組換え発現ベクターは、α鎖可変領域及びβ鎖可変領
域をコードするヌクレオチド配列を含み、α鎖可変領域をコードするヌクレオチド配列は
、β鎖可変領域をコードするヌクレオチド配列の5’である。同様に、β鎖可変領域をコ
ードするヌクレオチド配列は、α鎖可変領域をコードするヌクレオチド配列の3’であっ
てよい。本発明のさらに別の実施態様において、組換え発現ベクターは、α鎖及びβ鎖を
コードするヌクレオチド配列を含み、α鎖をコードするヌクレオチド配列は、β鎖をコー
ドするヌクレオチド配列の5’である。同様に、β鎖をコードするヌクレオチド配列は、
α鎖をコードするヌクレオチド配列の3’であってよい。β鎖の全部又は一部をコードす
るヌクレオチド配列の5’に位置する、α鎖の全部又は一部をコードするヌクレオチド配
列を含む組換え発現ベクターは、配列番号17を含んでよい。
【００６１】
　本発明の組換え発現ベクターは、β鎖の全部又は一部をコードするヌクレオチド配列の
3’に位置する、α鎖の全部又は一部をコードするヌクレオチド配列を含んでよい。特定
の理論又はメカニズムに拘束されるものではないが、α鎖の全部又は一部をコードするヌ
クレオチド配列が、β鎖の全部又は一部をコードするヌクレオチド配列の3’に位置する
組換え発現ベクターによりコードされるTCR、ポリペプチド又はタンパク質（又はその機
能的部分若しくは変異体）は、α鎖の全部又は一部をコードするヌクレオチド配列が、β
鎖の全部又は一部をコードするヌクレオチド配列の5’に位置する組換え発現ベクターに
よりコードされるTCR、ポリペプチド又はタンパク質（又はその機能的部分若しくは機能
的変異体）と比較して、機能性及び抗原認識の改善がもたらされると考えられる。この点
について、本発明の一実施態様は、CDR1α、CDR2α、CDR3α、CDR1β、CDR2β及びCDR3β
をコードするヌクレオチド配列を含む組換え発現ベクターを提供し、CDR1α、CDR2α及び
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CDR3αをコードするヌクレオチド配列は、CDR1β、CDR2β及びCDR3βをコードするヌクレ
オチド配列の3’である。同様に、CDR1β、CDR2β及びCDR3βをコードするヌクレオチド
配列は、CDR1α、CDR2α及びCDR3αをコードするヌクレオチド配列の5’であってよい。
本発明の別の実施態様において、組換え発現ベクターは、α鎖可変領域及びβ鎖可変領域
をコードするヌクレオチド配列を含み、α鎖可変領域をコードするヌクレオチド配列は、
β鎖可変領域をコードするヌクレオチド配列の3’である。同様に、β鎖可変領域をコー
ドするヌクレオチド配列は、α鎖可変領域をコードするヌクレオチド配列の5’であって
よい。本発明のさらに別の実施態様において、組換え発現ベクターは、α鎖及びβ鎖をコ
ードするヌクレオチド配列を含み、α鎖をコードするヌクレオチド配列は、β鎖をコード
するヌクレオチド配列の3’である。同様に、β鎖をコードするヌクレオチド配列は、α
鎖をコードするヌクレオチド配列の5’であってよい。β鎖の全部又は一部をコードする
ヌクレオチド配列の3’に位置する、α鎖の全部又は一部をコードするヌクレオチド配列
を含む組換え発現ベクターは、配列番号18を含んでよい。
【００６２】
　本発明の一実施態様において、組換え発現ベクターはDNAタグを含んでよい。DNAタグは
、組換え発現ベクターを、同じタンパク質配列をコードする別のベクターと区別してよい
。DNAタグは、本発明のTCR（その機能的部分及び機能的変異体を含む）、ポリペプチド又
はタンパク質をコードするヌクレオチド配列内に含まれなくともよく、従って、その発現
に影響を及ぼさなくてよい。DNAタグを含む組換え発現ベクターは、同じヌクレオチド配
列を、複数の異なる細胞集団に入れ、その後、含まれるベクターに基づいて、それら集団
を区別することを可能にする。
【００６３】
　本発明はさらに、本明細書に記載の組換え発現ベクターのいずれかを含む宿主細胞を提
供する。本明細書で使用する場合、用語「宿主細胞」とは、本発明の組換え発現ベクター
を含み得る任意のタイプの細胞をいう。宿主細胞は、真核生物細胞（例えば、植物、動物
、真菌又は藻類）であり得、或いは原核生物細胞（例えば、細菌又は原生生物）であり得
る。宿主細胞は、培養細胞又は初代細胞（すなわち、ヒトなどの生物から直接単離された
もの）であり得る。宿主細胞は、接着細胞又は浮遊細胞（すなわち、懸濁物中で増殖する
細胞）であり得る。適した宿主細胞は当分野で公知であり、例えば、DH5α E. coli細胞
、チャイニーズハムスター卵巣細胞、サルVERO細胞、COS細胞、HEK293細胞などが挙げら
れる。組換え発現ベクターを増幅又は複製する目的のために、宿主細胞は、好ましくは、
原核生物細胞（例えば、DH5α細胞など）である。組換えTCR、ポリペプチド又はタンパク
質を産生する目的のために、宿主細胞は好ましくは哺乳動物細胞である。最も好ましくは
、宿主細胞はヒト細胞である。宿主細胞は任意の細胞タイプのものであり得、任意の組織
タイプに由来し得、任意の発生段階のものであり得るが、宿主細胞は、末梢血リンパ球（
PBL）又は末梢血単核細胞（PMBC）であってよい。好ましくは、宿主細胞はT細胞であって
よい。
【００６４】
　本明細書の目的のために、T細胞は、例えば、培養T細胞（例えば初代T細胞）、又は培
養T細胞株（例えば、Jurkat、SupT1など）由来のT細胞、又は哺乳動物から得られたT細胞
など、任意のT細胞であり得る。哺乳動物から得られる場合、T細胞は、多数の供給源（血
液、骨髄、リンパ節、胸腺、又は他の組織若しくは体液を含むが、これらに限定されない
）から得ることができる。T細胞はまた、濃縮（enriched）又は精製され得る。T細胞はヒ
トT細胞であってよい。T細胞は、ヒトから単離されたT細胞であってよい。T細胞は、任意
のタイプのT細胞であり得、任意の発生段階のものであり得る（CD4＋／CD8＋ダブルポジ
ティブT細胞、CD4＋ヘルパーT細胞（例えば、Th1及びTh2細胞）、CD8＋T細胞、細胞傷害
性T細胞、腫瘍浸潤リンパ球細胞、メモリーT細胞、ナイーブT細胞などが含まれるが、こ
れらに限定されない）。好ましくは、T細胞は、CD8＋T細胞又はCD4＋T細胞であってよい
。
【００６５】
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　本発明はまた、本明細書に記載の少なくとも1つの宿主細胞を含む細胞集団も提供する
。細胞集団は、少なくとも1つの他の細胞（例えば、記載の組換え発現ベクターをいずれ
も含まない宿主細胞（例えばT細胞）、又はT細胞以外の細胞（例えば、B細胞、マクロフ
ァージ、好中球、赤血球、肝細胞、内皮細胞、上皮細胞、筋細胞、脳細胞など））に加え
て、記載の組換え発現ベクターのいずれかを含む宿主細胞を含む、不均質な集団であり得
る。或いは、細胞集団は、実質的に均質な集団であり得、この場合、該集団は、組換え発
現ベクターを含む宿主細胞を主に含む（例えば、実質的にそれらからなる）。集団はまた
、細胞のクローン集団でもあり得、この場合、集団の全ての細胞は、組換え発現ベクター
を含む単一の宿主細胞のクローンであり、その結果、集団の全ての細胞が組換え発現ベク
ターを含む。本発明の一実施態様において、細胞集団は、本明細書に記載されるような組
換え発現ベクターを含む宿主細胞を含むクローン集団である。
【００６６】
　本発明はさらに、本明細書に記載のTCRのいずれかの機能的部分と特異的に結合する、
抗体又はその抗原結合部分を提供する。好ましくは、機能的部分、例えば、配列番号3（
α鎖のCDR1）、4（α鎖のCDR2）、5（α鎖のCDR3）、6（β鎖のCDR1）、7（β鎖のCDR2）
、8（β鎖のCDR3）、配列番号9、配列番号10、又はその組み合わせ（例えば、3～5、6～8
、3～8又は9～10など）のアミノ酸配列を含む機能的部分は、NY-ESO-1と特異的に結合す
る。より好ましくは、機能的部分は、配列番号3～8のアミノ酸配列を含む。好ましい実施
態様において、抗体又はその抗原結合部分は、6つのCDR（α鎖のCDR1～3、及びβ鎖のCDR
1～3）全てにより形成されるエピトープと結合する。抗体は、当分野で公知の任意のタイ
プの免疫グロブリンであり得る。例えば、抗体は、任意のアイソタイプ（例えば、IgA、I
gD、IgE、IgG、IgMなど）のものであり得る。抗体は、モノクローナル又はポリクローナ
ルであり得る。抗体は、天然に存在する抗体、例えば、哺乳動物（例えば、マウス、ウサ
ギ、ヤギ、ウマ、ニワトリ、ハムスター、ヒトなど）から単離及び／又は精製された抗体
であり得る。或いは、抗体は、遺伝子操作された抗体、例えば、ヒト化抗体又はキメラ抗
体であり得る。抗体は、モノマー又はポリマー形態であり得る。また、抗体は、本発明の
TCRの機能的部分に対し、任意のレベルの親和性又は結合活性を有し得る。望ましくは、
抗体は、他のペプチド又はタンパク質と最小限の交差反応性であるように、本発明のTCR
の機能的部分に対し特異的である。
【００６７】
　本発明のTCRの任意の機能的部分に結合する能力について抗体を試験する方法は、当分
野で公知であり、任意の抗体-抗原結合アッセイ、例えば、ラジオイムノアッセイ（RIA）
、ELISA、ウエスタンブロット、免疫沈降及び競合阻害アッセイ（例えば、Janeway et al
.（下記）を参照）などが挙げられる。
【００６８】
　抗体の製造に適した方法は、当分野で公知である。例えば、標準的なハイブリドーマ法
は、例えば、Kohler and Milstein, Eur. J. Immunol., 5, 511-519 (1976), Harlow and
 Lane (eds.), Antibodies: A Laboratory Manual, CSH Press (1988)、及びC.A. Janewa
y et al. (eds.), Immunobiology, 5th Ed., Garland Publishing, New York, NY(2001))
に記載されている。或いは、他の方法、例えば、EBV-ハイブリドーマ法（Haskard and Ar
cher, J. Immunol. Methods, 74(2), 361-67 (1984)、及びRoder et al., Methods Enzym
ol., 121, 140-67 (1986)）、及びバクテリオファージベクター発現系（例えば、Huse et
 al., Science, 246, 1275-81 (1989) を参照）などが当分野で公知である。さらに、非
ヒト動物において抗体を産生する方法が、例えば、米国特許第5,545,806号、同第5,569,8
25号及び同第5,714,352号に記載されている。
【００６９】
　さらにファージディスプレイが、本発明の抗体を産生するために使用され得る。この点
について、抗体の抗原結合可変（V）ドメインをコードするファージライブラリーが、標
準的な分子生物学及び組換えDNA技術を使用して作製され得る（例えば、Sambrook et al.
 (eds.), Molecular Cloning, A Laboratory Manual, 3rd Edition, Cold Spring Harbor
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 Laboratory Press, New York (2001) を参照）。所望の特異性を有する可変領域をコー
ドするファージが、所望の抗原への特異的結合について選択され、選択された可変ドメイ
ンを含む完全又は部分抗体が再構成される。再構成された抗体をコードする核酸配列は、
適した細胞株（例えば、ハイブリドーマ産生に使用されるミエローマ細胞）中に導入され
、その結果、モノクローナル抗体の特徴を有する抗体がこの細胞によって分泌される（例
えば、Janeway et al.（上記）、Huse et al.（上記）及び米国特許第6,265,150号を参照
）。
【００７０】
　抗体は、特定の重鎖及び軽鎖免疫グロブリン遺伝子についてトランスジェニックである
トランスジェニックマウスにより産生され得る。かかる方法は当分野で公知であり、例え
ば、米国特許第5,545,806号及び同第5,569,825号、並びにJaneway et al.（上記）に記載
されている。
【００７１】
　ヒト化抗体を産生する方法は当分野で周知であり、例えば、Janeway et al.（上記）、
米国特許第5,225,539号、同第5,585,089号及び同第5,693,761号、欧州特許第0239400B1号
、並びに英国特許第2188638号に詳細に記載されている。ヒト化抗体はまた、米国特許第5
,639,641号及びPedersen et al., J. Mol. Biol., 235, 959-973（1994）に記載された抗
体リサーフェシング（resurfacing）技術を使用して生成され得る。
【００７２】
　本発明はまた、本明細書に記載の抗体のいずれかの抗原結合部分を提供する。抗原結合
部分は、少なくとも1つの抗原結合部位を有する任意の部分（例えば、Fab、F（ab’）2、
dsFv、sFv、ダイアボディ（diabodies）及びトリアボディ（triabodies））であり得る。
【００７３】
　一本鎖可変領域断片（sFv）抗体断片（これは、合成ペプチドを介して抗体軽鎖の可変
（V）ドメインに連結された抗体重鎖のVドメインを含む、切断型Fab断片からなる）は、
慣用的な組換えDNA技術の技術を使用して生成され得る（例えば、Janeway et al.（上記
）を参照）。同様に、ジスルフィド安定化可変領域断片（dsFv）は、組換えDNA技術によ
って調製され得る（例えば、Reiter et al., Protein Engineering, 7, 697-704（1994）
を参照）。しかし、本発明の抗体断片は、これらの例示的な抗体断片タイプに限定されな
い。
【００７４】
　また、抗体又はその抗原結合部分は、検出可能な標識（例えば、放射性同位体、フルオ
ロフォア（例えば、フルオレセインイソチオシアネート（FITC）、フィコエリトリン（PE
））、酵素（例えば、アルカリホスファターゼ、西洋ワサビペルオキシダーゼ）及び元素
粒子（例えば、金粒子）など）を含むように改変され得る。
【００７５】
　本発明のTCR、ポリペプチド、タンパク質（その機能的部分及び機能的変異体を含む）
、核酸、組換え発現ベクター、宿主細胞（その集団を含む）、及び抗体（その抗原結合部
分を含む）は、単離及び／又は精製され得る。本明細書で使用する場合、用語「単離され
た」とは、その天然の環境から取り出されていることを意味する。本明細書で使用する場
合、用語「精製された」とは、純度が増加していることを意味し、ここで、「純度」とは
相的な用語であって、必ずしも絶対的純度と解釈されない。例えば、純度は、少なくとも
約50％であり得、60％、70％若しくは80％より高くてもあり得、又は約100％であり得る
。
【００７６】
　本発明のTCR、ポリペプチド、タンパク質（その機能的部分及び変異体を含む）、核酸
、組換え発現ベクター、宿主細胞（その集団を含む）、及び抗体（その抗原結合部分を含
む）（これらは全て、本明細書中以下、集合的に「本発明のTCR材料」と称す）は、医薬
組成物などの組成物へと製剤化され得る。この点について、本発明は、TCR、ポリペプチ
ド、タンパク質、機能的部分、機能的変異体、核酸、発現ベクター、宿主細胞（その集団
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を含む）、及び抗体（その抗原結合部分を含む）のいずれかと、医薬上許容される担体と
を含む、医薬組成物を提供する。本発明のTCR材料のいずれかを含む本発明の医薬組成物
は、1種より多い本発明のTCR材料（例えば、ポリペプチド及び核酸）又は2種以上の異な
るTCRを含み得る。或いは、医薬組成物は、他の医薬上活性な薬剤又は薬物（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
、メトトレキサート、パクリタキセル、リツキシマブ、ビンブラスチン、ビンクリスチン
など）と組み合わせて、本発明のTCR材料を含み得る。
【００７７】
　好ましくは、担体は医薬上許容される担体である。医薬組成物に関して、担体は、従来
使用される担体のいずれかであり得、化学-物理的考慮事項（例えば、溶解度、及び活性
化合物との反応性の欠如）及び投与経路のみによって限定される。本明細書に記載の医薬
上許容される担体（例えば、ビヒクル、アジュバント、賦形剤及び希釈剤）は、当業者に
周知であり、公に容易に入手可能である。医薬上許容される担体は、活性薬剤に対し化学
的に不活性な担体及び使用条件下で有害な副作用も毒性もない担体であることが好ましい
。
【００７８】
　担体の選択は、本発明の特定のTCR材料によって、及び本発明のTCR材料を投与するため
に使用される特定の方法によって、一部決定されよう。従って、本発明の医薬組成物の適
した製剤は多様である。非経口、皮下、静脈内、筋内、動脈内、髄腔内、及び腹腔内（in
terperitoneal）投与のための以下の製剤は、単なる例示であり、何ら限定ではない。本
発明のTCR材料を投与するために1より多い経路が使用され得、ある場合には、特定の経路
が、別の経路よりも迅速且つ有効な応答を提供し得る。
【００７９】
　非経口投与に適した製剤には、水性及び非水性の等張滅菌注射溶液（抗酸化剤、緩衝液
、静菌剤、及び製剤を意図したレシピエントの血液と等張にする溶質を含み得る）、並び
に水性及び非水性の滅菌懸濁物（懸濁剤、可溶化剤、増粘剤、安定剤及び保存剤を含み得
る）が挙げられる。本発明のTCR材料は、医薬上許容される界面活性剤（例えば、石鹸又
は洗剤）、懸濁剤（例えば、ペクチン、カルボマー、メチルセルロース、ヒドロキシプロ
ピルメチルセルロース又はカルボキシメチルセルロース）又は乳化剤及び他の医薬的アジ
ュバントの添加あり又はなしの、医薬的担体（例えば、滅菌の液体又は液体混合物（水、
生理食塩水、水性デキストロース及び関連の糖溶液、アルコール（例えば、エタノール又
はヘキサデシルアルコール）、グリコール（例えば、プロピレングリコール又はポリエチ
レングリコール）、ジメチルスルホキシド、グリセロール、ケタール（例えば、2,2-ジメ
チル-1,3-ジオキソラン-4-メタノール）、エーテル、ポリ（エチレングリコール）400、
油、脂肪酸、脂肪酸エステル若しくはグリセリド、又はアセチル化脂肪酸グリセリドを含
む））中の生理学的に許容される希釈剤中で投与され得る。
【００８０】
　非経口製剤で使用され得る油には、石油、動物油、植物油又は合成油が挙げられる。油
の具体的例としては、落花生油、大豆油、ゴマ油、綿実油、コーン油、オリーブ油、ペト
ロラタム及び鉱油が挙げられる。非経口製剤での使用に適した脂肪酸には、オレイン酸、
ステアリン酸及びイソステアリン酸が挙げられる。オレイン酸エチル及びミリスチン酸イ
ソプロピルが、適した脂肪酸エステルの例である。
【００８１】
　非経口製剤での使用に適した石鹸には、脂肪酸のアルカリ金属（fatty alkali metal）
、アンモニウム及びトリエタノールアミン塩が挙げられ、適した洗剤には以下が挙げられ
る：（a）カチオン性洗剤（例えば、ジメチルジアルキルアンモニウムハライド及びアル
キルピリジニウムハライド）、（b）アニオン性洗剤（例えば、アルキル、アリール及び
オレフィンスルホン酸塩、アルキル、オレフィン、エーテル及びモノグリセリド硫酸塩及
びスルホコハク酸塩）、（c）非イオン性洗剤（例えば、脂肪アミンオキシド、脂肪酸ア
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ルカノールアミド及びポリオキシエチレンポリプロピレンコポリマー）、（d）両性洗剤
（例えば、アルキル-β-アミノプロピオン酸塩及び2-アルキル-イミダゾリン第4級アンモ
ニウム塩）、並びに（e）それらの混合物。
【００８２】
　非経口製剤は典型的には、溶液中に約0.5重量％～約25重量％の本発明のTCR材料を含む
であろう。保存剤及び緩衝液を使用してよい。注射部位での刺激を最小化又は排除するた
めに、かかる組成物は、約12～約17の親水性-親油性バランス（HLB）を有する1つ以上の
非イオン性界面活性剤を含んでよい。かかる製剤中の界面活性剤の量は、典型的には、約
5重量％～約15重量％の範囲であろう。適した界面活性剤としては、ポリエチレングリコ
ールソルビタン脂肪酸エステル（例えば、ソルビタンモノオレエート）、及びプロピレン
オキシドとプロピレングリコールとの縮合によって形成される、疎水性塩基とエチレンオ
キシドとの高分子量付加物が挙げられる。非経口製剤は、単一用量又は複数用量の密封容
器（例えば、アンプル及びバイアル）中に提示され得、使用直前の滅菌液体賦形剤（例え
ば注射用水）の添加のみを必要とするフリーズドライ（凍結乾燥）状態で保存され得る。
即時注射溶液及び懸濁物は、以前に記載された種類の滅菌の粉末、顆粒及び錠剤から調製
できる。
【００８３】
　注射可能な製剤は、本発明に従う。注射可能な組成物のための有効な医薬的担体の要件
は、当業者に周知である（例えば、Pharmaceutics and Pharmacy Practice, J.B. Lippin
cott Company, Philadelphia, PA, Banker and Chalmers eds., 238-250頁（1982）、及
びASHP Handbook on Injectable Drugs, Toissel, 4th ed., 622-630頁（1986）を参照）
。好ましくは、細胞（例えば、樹状細胞）を投与する場合には、該細胞は注射を介して投
与される。
【００８４】
　上記医薬組成物に加えて、本発明のTCR材料は、包接錯体（例えば、シクロデキストリ
ン包接錯体）又はリポソームとして製剤化され得ることが当業者に理解されよう。
【００８５】
　本発明の目的のために、投与される本発明のTCR材料の量又は用量は、合理的な時間枠
にわたって対象又は動物において、例えば治療応答又は予防応答をもたらすのに十分でな
ければならない。例えば、本発明のTCR材料の用量は、投与時点から約2時間又はそれ以上
、例えば、12～24又はそれ以上の時間の期間において、NY-ESO-1と結合するため、又は癌
を検出、治療若しくは予防するために、十分でなければならない。特定の実施態様におい
て、この期間はさらに長くてもよい。用量は、本発明の特定のTCR材料の効力、及び動物
（例えば、ヒト）の状態、並びに治療されるべき動物（例えば、ヒト）の体重によって決
定されるだろう。
【００８６】
　投与される用量を決定するための多くのアッセイが当分野で公知である。本発明の目的
のために、本発明のTCR、ポリペプチド又はタンパク質を発現するT細胞の所与の用量を哺
乳動物に投与した際に、かかるT細胞によってターゲット細胞が溶解される又はIFN-γが
分泌される程度を、種々の用量のT細胞をそれぞれ与えた哺乳動物のセット間で比較する
ことを含むアッセイが、哺乳動物に投与されるべき出発用量を決定するために使用され得
る。特定の用量の投与の際にターゲット細胞が溶解される又はIFN-γが分泌される程度は
、当分野で公知の方法によってアッセイでき、これには、例えば、実施例3として本明細
書に記載の方法が含まれる。
【００８７】
　本発明のTCR材料の用量はまた、本発明の特定のTCR材料の投与に伴い得る任意の有害な
副作用の存在、性質及び程度によっても決定されよう。典型的には、処方医師は、様々な
因子（例えば、年齢、体重、全身健康状態、食事、性別、投与されるべき本発明のTCR材
料、投与経路、及び治療されるべき状態の重篤度）を考慮して、個々の患者それぞれを治
療するための本発明のTCR材料の投与量を決定するだろう。本発明を限定する意図はない
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が、その例として、本発明のTCR材料の用量は、約0.001～約1000 mg／治療される対象の
体重kg／日、約0.01～約10 mg／kg体重／日、約0.01 mg～約 1 mg／kg体重／日であり得
る。
【００８８】
　当業者は、本発明のTCR材料が、本発明のTCR材料の治療効力又は予防効力を改変によっ
て増加させるように、任意の数の方法で改変され得ることを容易に理解するであろう。例
えば、本発明のTCR材料は、直接的、又は架橋を介して間接的にかのいずれかで、標的化
部分（targeting moiety）にコンジュゲート化され得る。化合物（例えば、本発明のTCR
材料）を標的化部分にコンジュゲート化する実務は、当分野で公知である。例えば、Wadw
a et al., J. Drug Targeting 3：111（1995）及び米国特許第5,087,616号を参照。本明
細書で使用する場合、用語「標的化部分」とは、細胞表面受容体を特異的に認識し、結合
する任意の分子又は薬剤をいい、その結果、標的化部分によって、本発明のTCR材料のデ
リバリーが、受容体を表面に発現する細胞集団へと向けられる。標的化部分としては、抗
体若しくはその断片、ペプチド、ホルモン、成長因子、サイトカイン、及び任意の他の天
然又は非天然リガンドであって、細胞表面受容体（例えば、上皮成長因子受容体（EGFR）
、T細胞受容体（TCR）、B細胞受容体（BCR）、CD28、血小板由来成長因子受容体（PDGF）
、ニコチン性アセチルコリン受容体（nAChR）など）と結合するものなどが挙げられるが
、これらに限定されない。本明細書で使用する場合、用語「架橋（bridge）」とは、本発
明のTCR材料を標的化部分に架橋する任意の薬剤又は分子をいう。架橋及び／又は標的化
部分が、本発明のTCR材料と結合した場合に、本発明のTCR材料の機能（すなわち、NY-ESO
-1と結合する、又は癌を検出、治療若しくは予防する能力）を妨げないことを条件として
、本発明のTCR材料の機能に必要ではない、本発明のTCR材料の部位が、架橋及び／又は標
的化部分を結合するための理想的部位であると当業者は理解する。
【００８９】
　或いは、本発明のTCR材料は、デポー（depot）形態に改変され得、その結果、投与され
る身体中に本発明のTCR材料が放出される様式は、時間及び身体内の位置に関して制御さ
れる（例えば、米国特許第4,450,150号を参照）。本発明のTCR材料のデポー形態は、例え
ば、本発明のTCR材料、及び多孔性又は非多孔性の材料（例えばポリマー）を含む移植可
能な組成物であって、本発明のTCR材料が、材料に封入されるか又は材料を通して拡散さ
れ、及び／又は非多孔性材料の分解によって拡散されるものであり得る。次いでデポーは
、身体内の所望の位置に移植され、本発明のTCR材料が、所定の速度で移植物から放出さ
れる。
【００９０】
　本発明の医薬組成物、TCR（その機能的部分又は変異体を含む）、ポリペプチド、タン
パク質、核酸、組換え発現ベクター、宿主細胞又は細胞集団は、癌を治療又は予防する方
法で使用され得ることが企図される。特定の理論又はメカニズムに拘束されるものではな
いが、本発明のTCRは、細胞により発現された場合に、TCR（又は関連する本発明のポリペ
プチド若しくはタンパク質、又はその機能的部分若しくは変異体）が、NY-ESO-1を発現す
る細胞に対して免疫応答を媒介できるように、NY-ESO-1と特異的に結合すると考えられる
。この点について、本発明は、哺乳動物において癌を治療又は予防する方法であって、本
明細書に記載のTCR、ポリペプチド若しくはタンパク質のいずれか、本明細書に記載のTCR
、ポリペプチド、タンパク質のいずれかをコードするヌクレオチド配列を含む任意の核酸
若しくは組換え発現ベクター、又は本明細書に記載のTCR、ポリペプチド若しくはタンパ
ク質のいずれかをコードする組換えベクターを含む任意の宿主細胞若しくは細胞集団を、
哺乳動物において癌を治療又は予防するのに有効な量で、哺乳動物に投与することを含む
、方法を提供する。
【００９１】
　本明細書で使用する場合、用語「治療する」及び「予防する」並びにそれらの派生語は
、100％若しくは完全な治療又は予防を必ずしも意味しない。むしろ、当業者が潜在的な
有益効果又は治療効果を有すると認識する、変動する程度の治療又は予防が存在する。こ
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れに関して、本発明の方法は、哺乳動物における癌の任意のレベルの治療又は予防の任意
の量を提供し得る。さらに、本発明の方法により提供される治療又は予防は、治療又は予
防される疾患（例えば、癌）の1つ以上の状態又は症状の治療又は予防を含み得る。また
、本明細書の目的のために、「予防」は、疾患、又はその症状若しくは状態の発症を遅延
させることを包含し得る。
【００９２】
　また、哺乳動物において癌の存在を検出する方法も提供する。該方法は、（i）本明細
書に記載の本発明のTCR、ポリペプチド、タンパク質、核酸、組換え発現ベクター、宿主
細胞、細胞集団、又は抗体若しくはその抗原結合部分のいずれかと、癌細胞を含むサンプ
ルとを接触させ、それにより複合体を形成すること、及び該複合体を検出することを含み
、ここで、該複合体の検出が、哺乳動物における癌の存在を示す。
【００９３】
　哺乳動物において癌を検出する本発明の方法に関して、癌細胞のサンプルは、全細胞、
その溶解物又は全細胞溶解物の画分（fraction）（例えば、核又は細胞質画分、全タンパ
ク質画分又は核酸画分）を含むサンプルであり得る。
【００９４】
　本発明の検出方法の目的のために、接触は、哺乳動物に関してin vitro又はin vivoで
行うことができる。好ましくは、接触はin vitroである。
【００９５】
　また、複合体の検出は当分野で公知の、任意の数の方法を通して起こり得る。例えば、
本明細書に記載の本発明のTCR、ポリペプチド、タンパク質、核酸、組換え発現ベクター
、宿主細胞、細胞集団、又は抗体若しくはその抗原結合部分は、例えば、放射性同位体、
フルオロフォア（例えば、フルオレセインイソチオシアネート（FITC）、フィコエリトリ
ン（PE））、酵素（例えば、アルカリホスファターゼ、西洋ワサビペルオキシダーゼ）、
及び元素粒子（例えば、金粒子）などの検出可能な標識で標識され得る。
【００９６】
　宿主細胞又は細胞集団が投与される本発明の方法の目的のために、細胞は、哺乳動物に
対して同種又は自己の細胞であり得る。好ましくは、細胞は、哺乳動物に対して自己性で
ある。
【００９７】
　本発明の方法に関して、癌は、以下のいずれかを含む任意の癌であり得る：急性リンパ
球性癌、急性骨髄性白血病、胞巣状横紋筋肉腫、骨癌、脳癌、乳癌、肛門、肛門管又は肛
門直腸（anorectum）の癌、眼の癌、肝内胆管の癌、関節の癌、頸部、胆嚢又は胸膜の癌
、鼻、鼻腔又は中耳の癌、口腔の癌、外陰部の癌、慢性リンパ球性白血病、慢性骨髄性癌
、結腸癌、食道癌、子宮頸癌、消化管カルチノイド腫瘍。ホジキンリンパ腫、下咽頭癌、
腎臓癌、喉頭癌、肝臓癌、肺癌、悪性中皮腫、メラノーマ、多発性骨髄腫、鼻咽頭癌、非
ホジキンリンパ腫、卵巣癌、膵臓癌、腹膜、網（omentum）及び腸間膜の癌、咽頭癌、前
立腺癌、直腸癌、腎癌（例えば、腎細胞癌（RCC））、小腸癌、軟組織癌、胃癌、滑膜細
胞肉腫（synovial cell sarcoma）、精巣癌、甲状腺癌、尿管癌、並びに膀胱癌。好まし
くは、癌は、メラノーマ、乳癌、肺癌、前立腺癌、甲状腺癌、卵巣癌、又は滑膜細胞肉腫
である。
【００９８】
　本発明の方法で言及する哺乳動物は、任意の哺乳動物であり得る。本明細書で使用する
場合、用語「哺乳動物」とは、任意の哺乳動物をいい、Rodentia目の哺乳動物（例えば、
マウス及びハムスター）、及びLogomorpha目の哺乳動物（例えばウサギ）を含むが、これ
らに限定されない。哺乳動物は、Carnivora目（Felines（ネコ）及びCanines（イヌ）を
含む）由来であることが好ましい。哺乳動物は、Artiodactyla目（Bovines（ウシ）及びS
wines（ブタ）を含む）由来又はPerssodactyla目（Equines（ウマ）を含む）のものであ
ることがより好ましい。哺乳動物は、Primates目、Ceboids又はSimoids（サル）のもの、
又はAnthropoids目（ヒト及び類人猿）のものであることが最も好ましい。特に好ましい
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哺乳動物はヒトである。
【実施例】
【００９９】
　以下の実施例は、本発明をさらに説明するが、その範囲を限定するものであると決して
解釈すべきではないことは当然である。
【０１００】
細胞株
　メラノーマ株1300mel（NY-ESO-1+, HLA-A2+）、624.38mel（NY-ESO-1+, HLA-A2+）、A3
75mel（NY-ESO-1+, HLA-A2+）、938mel（NY-ESO-1+, HLA-A2-）、888mel（NY-ESO-1-, HL
A-A2-）、SK23mel（NY-ESO-1-, HLA-A2+）、1359mel（NY-ESO-1+, HLA-A2-）、1359-A2me
l（NY-ESO-1+, HLA-A2+）、624mel（NY-ESO-1+, HLA-A2+）、及び1390mel（NY-ESO-1+, H
LA-A2+）を切除した腫瘍病変から作製し、10％ウシ胎児血清、2 mmol/L L-グルタミン、5
0 units/mL ペニシリン、並びに50 μg/mL（Invitrogen）及び25 mmol/L HEPES（GIBCO, 
Invitrogen）を補充したRPMI 1640からなるR10培地中で培養した。使用した他の細胞株は
以下を含む：子宮頸癌細胞株Caski（NY-ESO-1+, HLA-A2+）（ATCC CRL-1550）、骨肉腫細
胞株Saos2（NY-ESO-1+, HLA-A2+）（ATCC HTB-85）、及び神経芽細胞腫細胞株SK NAS-A2
（NY-ESO-1+, HLA-A2+）（ATCC CRL-2137）、非小細胞肺癌細胞株H1299A2（NY-ESO-1+, H
LA-A2+）、乳癌細胞株MDA-MB-435S-A2（NY-ESO-1+, HLA-A2+）（ATCC（登録商標） HTB-1
29）（これら3つはすべて、HLA-A*0201を発現するためレトロウイルス構築物が形質導入
された）（Navuaux et al., J. Virol., 70: 5701-05（1996）, Parkhurst et al., Clin
. Cancer Res., 15: 169-180（2009）, Robbins et al., J. Immunol., 180: 6116-31（2
008）, Wargo et al., Cancer Immunol. Immunother., 58: 394（2009））、COS-A2-ESO
（NY-ESO-1遺伝子を発現するレトロウイルスベクターが形質導入された）、並びにCOS-A2
-CEA（CEA遺伝子を発現するレトロウイルスベクターが形質導入された）。
【０１０１】
実施例1
　本実施例は、マウス抗NY-ESO-1 T細胞クローンの同定を実証する。
【０１０２】
　HLA-A2トランスジェニックマウスを、100 μlの不完全フロイントアジュバント（IFA）
中100 μgのペプチド（NY-ESO-1157-165）及び120 μgのヘルパーペプチド（B型肝炎ウイ
ルスコアペプチド（HBVc）:128-140）を用いて、尾の付け根の皮下（s.c.）に免疫し（尾
の両側それぞれに50 μgのNY-ESO-1157-165ペプチド）、それに続いて1週間後、同じ免疫
でブーストした。
【０１０３】
　0日目：二回目の免疫から1週間後、脾細胞を採取し、in vitroにて以下の1つで刺激し
た：（i）1 μg/mlのプライミングペプチド及び10 μg/mlのヒトβ2-ミクログロブリンを
パルスした、LPS活性化HLA-A2+脾細胞（3,000 rads）（「LPSブラスト（LPS blast）」）
又は（ii）1、0.1又は0.01 μg/mlのペプチドをパルスしたT2細胞（17,000 rads）。
【０１０４】
　7日目：バルク培養物を、表1に記載の腫瘍細胞株の1つと共培養した際のIFNγ分泌を介
して、特異的反応性について評価した。結果を表1に示す（1バルク刺激後のIFN-γ（pg/m
l））；「nt」＝試験せず）。サイトカイン放出は、HBVペプチドを負荷したT2細胞に反応
して非常に高くなる場合があったことから、腫瘍標的に関する下線の値は、培地単独及び
ネガティブ腫瘍で得られたバックグラウンド値の2倍を示し、ペプチドに関する下線の値
は、T2及びHBVペプチドで得られたバックグラウンド値の2倍を示す。
【０１０５】
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【表１】

【０１０６】
　11日目：ペプチド／腫瘍反応性バルク培養物を、以下の条件下（条件当たり10プレート
）、10細胞/ウェルでクローニングした：（i）1、0.1又は0.01 μg/mlのペプチドをパル
スした照射T2細胞（18,000 rads）：5×104細胞/ウェル；（ii）照射C57BL/6脾細胞フィ
ーダー（3,000 rads）：5×104細胞/ウェル；及び（iii）10 CU/ml IL-2。
【０１０７】
　25～30日目：増殖ポジティブウェルを選択し、以下の条件下、48ウェルプレート中で再
刺激した：（i）1、0.1又は0.01 μg/mlのペプチドをパルスした照射T2細胞（18,000 rad
s）：2×105細胞/ウェル；（ii）照射C57BL/6脾細胞フィーダー（3,000 rads）：1×106

細胞/ウェル；及び（iii）10 CU/ml IL-2。
【０１０８】
　37～44日目：クローンを、表2に記載の腫瘍細胞株と共培養した際のIFNγ分泌を介して
、特異的反応性について評価した。腫瘍細胞を、アッセイ前に、IFNγ（20 ng/ml）及び
腫瘍壊死因子α（3 ng/ml）で一晩処理した。
【０１０９】
　0日目に、1 μg/mlのプライミングペプチド及び10 μg/mlのヒトβ2-ミクログロブリン
をパルスしたLPS活性化HLA-A2+脾細胞（3,000 rads）で刺激した脾細胞は、960のうち8の
増殖ポジティブウェルをもたらした。2つの最も反応性のクローンに関するデータを表2に
示す（1バルク刺激後；IFN-γ（pg/ml））。
【０１１０】



(24) JP 6378172 B2 2018.8.22

10

20

30

40

【表２】

【０１１１】
　46～49日目：対象のクローンを、以下の条件下、24ウェルプレート中で再刺激した：（
i）1、0.1又は0.01 μg/mlのペプチドをパルスした照射T2細胞（18,000 rads）：5×105

細胞/ウェル；（ii）照射C57BL/6脾細胞フィーダー（3,000 rads）：1×106細胞/ウェル
；及び（iii）10 CU/ml IL-2。再刺激したクローンを、RNA調製のために急速凍結（flash
-frozen）した。
【０１１２】
実施例2
　本実施例は、マウス抗NY-ESO-1 T細胞クローンの同定を実証する。
【０１１３】
　実施例1に記載するように、HLA-A2トランスジェニックマウスを免疫し、脾細胞を採取
し、刺激し、特異的反応性について評価した。
【０１１４】
　11日目：バルク培養物を、以下の条件下、24ウェルプレート中で再刺激した：（i）1、
0.1又は0.01 μg/mlのペプチドをパルスした照射T2細胞（18,000 rads）：4×105細胞/ウ
ェル；（ii）照射C57BL/6脾細胞フィーダー（3,000 rads）：1×106細胞/ウェル；及び（
iii）10 CU/ml IL-2。
【０１１５】
　19日目：バルク培養物（2回刺激後）を、表3に記載の腫瘍細胞株と共培養した際のIFN-
γ分泌を介して、特異的反応性について評価した。腫瘍細胞を、アッセイ前に、IFNγ（2
0 ng/ml）及び腫瘍壊死因子α（3 ng/ml）で一晩処理した。結果を表3に示す（IFN-γ（p
g/ml））。
【０１１６】
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【表３】

【０１１７】
　21日目：バルク培養物を、以下の条件下、24ウェルプレート中で再刺激した：（i）1、
0.1又は0.01 μg/mlのペプチドをパルスした照射T2細胞（18,000 rads）：5×105細胞/ウ
ェル；（ii）照射C57BL/6脾細胞フィーダー（3,000 rads）：1×106細胞/ウェル；及び（
iii）10 CU/ml IL-2。
【０１１８】
　30日目：バルク培養物（3回刺激後）を、表4に記載の腫瘍細胞株と共培養した際のIFN-
γ分泌を介して、特異的反応性について評価した。腫瘍細胞を、アッセイ前に、IFNγ（2
0 ng/ml）及び腫瘍壊死因子α（3 ng/ml）で一晩処理した。結果を表4に示す（IFN-γ（p
g/ml））；*は、3回のバルク刺激後にクローニングしたバルク培養物を示す）。
【０１１９】
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【表４】

【０１２０】
　33日目：選択したペプチド／腫瘍反応性バルク培養物（3回刺激後）を、実施例1の11日
目に記載するように、10細胞/ウェルでクローニングした。
【０１２１】
　45～48日目：増殖ポジティブウェルを、表5に記載の腫瘍細胞株と共培養した際のIFN-
γ分泌を介して、ペプチド反応性についてスクリーニングした。腫瘍細胞を、アッセイ前
に、IFNγ（20 ng/ml）及び腫瘍壊死因子α（3 ng/ml）で一晩処理した。
【０１２２】
　0日目に、1 μg/mlのプライミングペプチド及び10 μg/mlのヒトβ2-ミクログロブリン
をパルスしたLPS活性化HLA-A2+脾細胞（3,000 rads）で刺激した脾細胞は、960のうち33
の増殖ポジティブウェルをもたらした。4つの最も反応性のクローン（Nos. 2、5、6及び8
）に関するデータを表5に示す（3バルク刺激後；IFN-γ（pg/ml））。1 μg/mlのペプチ
ドをパルスしたT2細胞（17,000 rads）で刺激した脾細胞は、960のうち104の増殖ポジテ
ィブウェルをもたらした。4つの最も反応性のクローン（Nos. 1、50、51及び63）に関す
るデータを表5に示す。
【０１２３】
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【表５】

【０１２４】
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　46～49日目：本実施例の21日目に記載するように、ペプチド反応性クローンを24ウェル
プレート中で再刺激した。再刺激したクローンをRNA調製のために急速凍結した。
【０１２５】
実施例3
　本実施例は、マウス抗NY-ESO-1 TCRの単離、及び単離したTCRのNY-ESO-1に対する特異
的反応性を実証する。
【０１２６】
　5つのクローン（すなわち、クローンB、H、5、6、1、50及び63）からTCRを単離した。
各クローンのTCRをコードするヌクレオチド配列（RNA）を単離し、配列決定し、患者1及
び2由来のヒト末梢血単核細胞（PBMC）にトランスフェクトした。トランスフェクトされ
た細胞を、OKT3及びIL-2で刺激し、単独（培地）で培養するか、或いはコントロール（HB
V）ペプチドをパルスしたT2細胞、NY-ESO-1157-165ペプチドをパルスしたT2細胞、COA-A2
-CEA（NY-ESO-1-）、COS-A2-ESO（NY-ESO-1+）、又は様々なメラノーマ腫瘍細胞細胞株88
8mel（NY-ESO-1-）、Sk23mel（NY-ESO-1-）、A375mel（NY-ESO-1+）、1363mel（NY-ESO-1
+）、1390（NY-ESO-1+）若しくは624（NY-ESO-1+）の1つとともに共培養した。IFNγ分泌
を測定した。結果を表6に示す（IFNγ（pg/ml））。
【０１２７】
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【表６】

【０１２８】
　表6に示すように、TRAV6D/TRBV26（配列番号11及び12）TCRは、最も高い特異的抗NY-ES
O-1反応性を提供し、これを更なる研究のために選択した。
【０１２９】
　TRAV6D/TRBV26（配列番号11及び12）TCRをコードするヌクレオチド配列（RNA）を、患
者3及び4由来のヒトPBMCにトランスフェクトした。トランスフェクトされた細胞を、CD8+
及びCD4+細胞についてポジティブに選択し、OKT3及びIL-2で刺激し、単独（培地）で培養
するか、或いはコントロール（HBV）ペプチドをパルスしたT2細胞、様々な濃度のNY-ESO-
1157-165ペプチドをパルスしたT2細胞、COS-A2-ESO（NY-ESO-1+）、COA-A2-CEA（NY-ESO-
1-）、又は様々なメラノーマ腫瘍細胞細胞株888mel（NY-ESO-1-）、Sk23mel（NY-ESO-1-

）、A375mel（NY-ESO-1+）、1363mel（NY-ESO-1+）若しくは624（NY-ESO-1+）の1つとと
もに共培養した。IFNγ分泌を測定し、結果を表7に示す（IFNγ（pg/ml））。
【０１３０】
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【表７】

【０１３１】
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　表7に示すように、TRAV6D/TRBV26（配列番号11及び12）TCRでトランスフェクトされた
細胞は、IFNγ分泌により測定されるように、NY-ESO-1+メラノーマ腫瘍細胞を特異的に認
識した。
【０１３２】
実施例4
　本実施例は、NY-ESO-1ペプチドをパルスした樹状細胞と共培養した際の、マウス抗NY-E
SO-1 TCRでトランスフェクトされたヒトCD8+及びCD4+ T細胞の反応性を実証する。
【０１３３】
　CD8+（図1A）又はCD4+（図1B）ヒトT細胞を、マウス抗NY-ESO-1 TCR（TRAV6D/TRBV26（
配列番号11及び12））又はヒト抗NY-ESO-1 TCRでトランスフェクトした。トランスフェク
トされた細胞を、様々な濃度のNY-ESO-1157-165ペプチドをパルスした樹状細胞とともに
共培養し、IFNγ分泌を測定した。
【０１３４】
　図1A及び1Bに示すように、マウス抗NY-ESO-1 TCR（TRAV6D/TRBV26（配列番号11及び12
））でトランスフェクトされたCD8+及びCD4+ヒトT細胞は、IFNγ分泌により測定されるよ
うに、NY-ESO-1157-165ペプチドをパルスした樹状細胞に対して反応性を示した。マウス
抗NY-ESO-1 TCR（TRAV6D/TRBV26（配列番号11及び12））でトランスフェクトされたCD8+
ヒトT細胞は、IFNγ分泌により測定されるように、ヒト抗NY-ESO-1 TCRでトランスフェク
トされたCD8+細胞と比較して、NY-ESO-1157-165ペプチドをパルスした樹状細胞に対して
、より反応性を示した。
【０１３５】
実施例5
　本実施例は、メラノーマ腫瘍細胞と共培養した際の、マウス抗NY-ESO-1 TCRでトランス
フェクトされたヒトCD8+及びCD4+T細胞の反応性を実証する。
【０１３６】
　CD8+（図2A）又はCD4+（図2B）ヒトT細胞を、マウス抗NY-ESO-1 TCR（TRAV6D/TRBV26（
配列番号11及び12））又はヒト抗NY-ESO-1 TCRでトランスフェクトした。トランスフェク
トされた細胞を、単独（培地）で培養するか、或いはコントロールペプチドをパルスした
T2細胞、NY-ESO-1157-165ペプチドをパルスしたT2細胞、COA-A2-CEA（NY-ESO-1-）、COS-
A2-ESO（NY-ESO-1+）、又は様々なメラノーマ腫瘍細胞株888mel（NY-ESO-1-）、Sk23mel
（NY-ESO-1-）、A375mel（NY-ESO-1+）若しくは1363mel（NY-ESO-1+）の1つとともに共培
養した。IFNγ分泌を測定した。
【０１３７】
　図2A及び2Bに示すように、マウス抗NY-ESO-1 TCR（TRAV6D/TRBV26（配列番号11及び12
））でトランスフェクトされたCD8+及びCD4+ヒトT細胞は、IFNγ分泌により測定されるよ
うに、NY-ESO-1+メラノーマ腫瘍細胞を特異的に認識した。マウス抗NY-ESO-1 TCR（TRAV6
D/TRBV26（配列番号11及び12））でトランスフェクトされたCD8+及びCD4+ヒトT細胞は、I
FNγ分泌により測定されるように、ヒト抗NY-ESO-1 TCRでトランスフェクトされたCD8+及
びCD4+細胞と比較して、NY-ESO-1+腫瘍細胞株に対して、より反応性を示した。
【０１３８】
実施例6
　本実施例は、メラノーマ腫瘍細胞と共培養した際の、マウス抗NY-ESO-1 TCRをコードす
る野生型又はコドン最適化ヌクレオチド配列でトランスフェクトされたヒトCD8+及びCD4+
T細胞の反応性を実証する。
【０１３９】
　マウス抗NY-ESO-1 TCR（TRAV6D/TRBV26）をコードする野生型（配列番号19及び20）又
はコドン最適化（配列番号15及び16）ヌクレオチド配列（RNA）を、患者5及び6由来のCD8
+又はCD4+ヒトPBMCにトランスフェクトした。トランスフェクトされた細胞を、CD8+及びC
D4+細胞についてポジティブに選択し、OKT3及びIL-2で刺激し、単独（培地）で培養する
か、或いはコントロール（HBVc）ペプチドをパルスしたT2細胞、様々な濃度のNY-ESO-115
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7-165ペプチドをパルスしたT2細胞、COA-A2-CEA（NY-ESO-1-）、COS-A2-ESO（NY-ESO-1+

）、又は様々なメラノーマ腫瘍細胞株888mel（NY-ESO-1-）、Sk23mel（NY-ESO-1-）、A37
5mel（NY-ESO-1+）、1363mel（NY-ESO-1+）、A375（NY-ESO-1+）若しくは624mel（NY-ESO
-1+）の1つとともに共培養した。IFNγ分泌を測定した。結果を表8に示す（IFNγ（pg/ml
））。
【０１４０】
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【表８】

【０１４１】



(34) JP 6378172 B2 2018.8.22

10

20

30

40

50

　表8に示すように、マウス抗NY-ESO-1 TCR（TRAV6D/TRBV26）をコードする野生型又はコ
ドン最適化ヌクレオチド配列でトランスフェクトされたCD8+及びCD4+ヒトT細胞は、IFNγ
分泌により測定されるように、NY-ESO-1+メラノーマ腫瘍細胞を特異的に認識した。
【０１４２】
実施例7
　本実施例は、メラノーマ及び非メラノーマ腫瘍細胞と共培養した際の、マウス抗NY-ESO
-1 TCRをコードする野生型ヌクレオチド配列でトランスフェクトされたヒトCD8+T細胞の
反応性を実証する。
【０１４３】
　マウス抗NY-ESO-1 TCR（TRAV6D/TRBV26）をコードするヌクレオチド配列（RNA）（配列
番号19及び20）を、患者7及び8由来のCD8+ヒトT細胞にエレクトロポレーションした。ト
ランスフェクトされていない細胞（mock）又はトランスフェクトされた細胞を、CD8+T細
胞についてポジティブに選択し、OKT3及びIL-2で刺激し、単独（培地）で培養するか、或
いはコントロール（HBVc）ペプチドをパルスしたT2細胞；様々な濃度のNY-ESO-1157-165
ペプチドをパルスしたT2細胞；COA-A2-CEA（NY-ESO-1-）；COS-A2-ESO（NY-ESO-1+）；様
々なメラノーマ腫瘍細胞株888mel（NY-ESO-1-）、Sk23mel（NY-ESO-1-）、A375mel（NY-E
SO-1+）、1363mel（NY-ESO-1+）、A375（NY-ESO-1+）の1つ；骨原性肉腫（osteogenic sa
rcoma）細胞株Saos2（NY-ESO-1+）；グリオーマ細胞株LN-18（NY-ESO-1+）；ユーイング
肉腫細胞株TC-71（NY-ESO-1+）；神経芽細胞腫細胞株SKN AS（NY-ESO-1+）若しくはSKN A
S-A2（NY-ESO-1+）；又は乳癌細胞株MDA 453S（NY-ESO-1+）若しくはMDA 453S-A2（NY-ES
O-1+）とともに共培養した。IFNγ分泌を測定した。結果を表9に示す（IFNγ（pg/ml））
。
【０１４４】
【表９】

【０１４５】
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　表9に示すように、マウス抗NY-ESO-1 TCR（TRAV6D/TRBV26）をコードするヌクレオチド
配列でトランスフェクトされたCD8+ヒトT細胞は、IFNγ分泌により測定されるように、NY
-ESO-1+メラノーマ、骨原性肉腫、ユーイング肉腫、神経芽細胞腫及び乳癌腫瘍細胞を特
異的に認識した。
【０１４６】
実施例8
　本実施例は、マウス抗NY-ESO-1 TCRをコードする組換え発現ベクターの調製を実証する
。
【０１４７】
　野生型ヒト抗NY-ESO-1 TCR（1G4）、1G4 TCRであってCDR3α鎖内に二重置換を有するも
の（95位のトレオニンの代わりに、ロイシン及びチロシンが用いられる）（1G4-LY）（Ro
bbins et al., J. Clin. Oncol., 29: 917-924（2011）; Robbins et al., J. Immunol.,
 180: 6116-6131（2008））、又はマウス抗NY-ESO-1 TCR（TRAV6D/TRBV26）（配列番号11
及び12）をコードするDNAを含むレトロウイルスベクターをMSGVIレトロウイルス骨格にク
ローニングし、TOP10細胞に形質転換した。ピコルナウイルス2Aペプチド（配列番号13）
により、α及びβ鎖をつなげた。マウスTRAV6D/TRBV26 TCRをコードする2つのベクターを
作製した：1つは、β鎖をコードするヌクレオチド配列の5’に位置するα鎖をコードする
ヌクレオチド配列（mESOαβ）（配列番号17）を含み、1つは、α鎖をコードするヌクレ
オチド配列の5’に位置するβ鎖をコードするヌクレオチド配列（mESOβα）（配列番号1
8）を含んだ。TCRのα及びβ鎖をコードする挿入物の存在は、Nco I及びNot I制限酵素で
の消化により確認した。マキシプレップ（maxiprep）により、ヒト及びマウスTCRのそれ
ぞれについて、1つのクローンからDNAを生成した。
【０１４８】
　1G4 TCR及び1G4-LYベクター由来のDNAを293GP細胞にトランスフェクトして、上清を集
め、その後の形質導入実験にてPBLを形質導入した。GFPをコードするベクターをコントロ
ールとして使用した。
【０１４９】
実施例9
　本実施例は、マウス抗NY-ESO-1 TCRの形質導入効率を実証する。
【０１５０】
　末梢血リンパ球（PBL）を0日目にOKT3で刺激した（S1）。3日目及び4日目に実施例8の1
G4、1G4-LY、mESOαβ又はmESOβα TCRベクターでPBLを形質導入した。7～11日目に、蛍
光活性化セルソーティング（FACS）により形質導入効率を評価した。マウスTCRの可変領
域を認識する抗体（VB13.1）及びマウスTCRの定常領域を認識する抗体（mB）をFACSのた
めに使用した。最初の刺激から7～11日後にFACSを実施した（S1D7-S1D11）。結果を下表1
0に要約する。
【０１５１】
【表１０】
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【０１５２】
　表10に示すように、mESOαβ又はmESOβα TCRベクターが形質導入されたPBLは、1G4及
び1G4-LY TCRをコードするベクターと比較して、同様の効率で形質導入された。
【０１５３】
実施例10
　本実施例は、マウス抗NY-ESO-1 TCRをコードするベクターが形質導入された細胞の反応
性を実証する。
【０１５４】
　実施例9に記載するように、5のドナー由来のPBLを刺激し、GFP、又は1G4-LY、mESOαβ
若しくはmESOβα TCRをコードするベクターで形質導入したか、又は形質導入しなかった
。形質導入されたPBLを、下表11A若しくは11Bに列挙する様々な腫瘍細胞株の1つと共培養
するか、或いはSSXペプチド、ペプチドなし（T2）又は下表12に列挙する様々な濃度のNY-
ESO-1157-165ペプチドの1つをパルスしたT2細胞とともに共培養した。共培養物の24時間
上清の酵素結合免疫吸着法（ELISA）により、IFNγ分泌を測定した。最初の刺激から6、7
又は10日後にELISAを実施した（S1D6、S1D7及びS1D10）。結果を表11A、11B及び12に示す
（IFNγ pg/ml）。形質導入（Td）効率は、Vβ13.1+ mβ+ 細胞のFACS分析に基づいた。
【０１５５】
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【０１５６】



(38) JP 6378172 B2 2018.8.22

10

20

30

40

50

【表１１Ｂ】

【０１５７】

【表１２】

【０１５８】
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　mESOαβ又はmESOβα TCRベクターが形質導入された細胞は、IFNγ分泌により測定さ
れるように、NY-ESO-1+/HLA-A*0201+標的腫瘍細胞株を特異的に認識したが、HLA-A*0201-

/NY-ESO-1+又はHLA-A*0201+/NY-ESO-1-細胞株は特異的に認識しなかった（表11A及び11B
）。mESOαβ又はmESOβα TCRベクターが形質導入された細胞は、IFNγ分泌により測定
されるように、NY-ESO-1ペプチドをパルスしたT2細胞を特異的に認識した（表12）。NY-E
SO-1の特異的認識は、5の異なるドナー由来の細胞間で一致した。マウス抗NY-ESO-1 TCR
が形質導入された細胞の機能性は、ヒト抗NY-ESO-1 TCRが形質導入された細胞のものに匹
敵した。mESOβα TCRベクターが形質導入された細胞の機能性は、mESOαβ TCRベクター
が形質導入された細胞のものと比較してわずかに高かった。mESOαβ又はmESOβα TCRベ
クターのいずれかが形質導入されたPBLは、わずか1 ng/mLでパルスされたT2細胞を認識し
、これは、両方のmTCRが比較的高親和性（avidity）の受容体であることを示す。mESOα
β又はmESOβα TCRベクターを発現するPBLと、いずれのペプチドでもパルスしていない
コントロールT2細胞との共培養により、バックグラウンドレベルのIFN-γが産生された。
mESOβα TCRが形質導入された患者1の細胞は、同一レベルのペプチドについて、mESOα
β TCRが形質導入された細胞と比較した場合、より高いレベルのIFN-γ分泌を有した。mE
SOβα TCRが形質導入された患者2の細胞は、ペプチド濃度1 μg/ml、100 ng/ml及び0.1 
ng/mlでの同一レベルのペプチドについて、mESOαβ TCRが形質導入された細胞と比較し
た場合、より高いレベルのIFN-γ分泌を有した。
【０１５９】
実施例11
　本実施例は、マウス抗NY-ESO-1 TCRをコードするベクターが形質導入された細胞が、細
胞数の拡大（expansion）後、マウス抗NY-ESO-1 TCRの発現を維持することを実証する。
【０１６０】
　実施例9に記載するように、2のドナー由来のPBLを刺激し、GFP、又は1G4、1G4-LY、mES
Oαβ若しくはmESOβα TCRをコードするベクターで形質導入したか、又は形質導入しな
かった。Riddell et al., Science, 257: 238-241（1992）及びDudley et al., Cancer J
. Sci. Am., 6: 69-77（2000）に記載されるように、PBLの数を拡大した。通常、PBLの数
は、可溶性OKT3、照射フィーダー細胞及び高用量IL-2を用いて、3 logsまで拡大した。拡
大した数（一度の拡大（expanded once））の細胞によるマウス抗NY-ESO-1 TCRの発現をF
ACSにより2回測定した（10及び20日目）。結果を表13に要約する（拡大後、％ VB13.1, m
B+細胞）。
【０１６１】
【表１３】

【０１６２】
　表13に示すように、mESOαβ又はmESOβα TCRベクターが形質導入されたPBLは、細胞
数の拡大後、マウス抗NY-ESO-1 TCRの発現を維持した。
【０１６３】
実施例12
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　本実施例は、マウス抗NY-ESO-1 TCRをコードするベクターが形質導入された細胞が、形
質導入された細胞数の拡大後、機能性を維持することを実証する。
【０１６４】
　実施例9に記載するように、2のドナー由来のPBLを刺激し、GFP、又は1G4-LY、mESOαβ
若しくはmESOβα TCRをコードするベクターで形質導入したか、又は形質導入しなかった
。実施例11に記載するように、形質導入された細胞の数を拡大した。形質導入された拡大
されたPBLを、単独（培地）で培養するか、或いは下表14に列挙する様々な腫瘍細胞株の1
つと共培養するか、又はSSXペプチド、ペプチドなし（T2）若しくは下表15に列挙する様
々な濃度のNY-ESO-1157-165ペプチドの1つをパルスしたT2細胞とともに共培養した。2回
目の刺激から9日後にELISAによりIFNγ分泌を測定した（S2D9）。結果を表14及び15に示
す（IFNγ pg/ml；希釈1：10）。
【０１６５】
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【０１６６】
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【表１５】

【０１６７】
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　拡大した形質導入細胞の機能性を、クロム遊離アッセイによっても評価した。拡大した
形質導入細胞（エフェクター細胞）を、様々なエフェクター：ターゲット（E：T）細胞比
にて、標的メラノーマ細胞624.38細胞（表16A）又はA375細胞（表16B）とともに共培養し
、溶解した標的細胞のパーセンテージを測定した。結果を表16A及び16Bに示す（溶解した
標的細胞のパーセンテージ）。
【０１６８】
【表１６Ａ】

【０１６９】
【表１６Ｂ】

【０１７０】
　表14、15、16A及び16Bに示すように、マウス抗NY-ESO-1 TCRをコードするベクターが形
質導入された細胞は、形質導入された細胞数の拡大後、機能性を維持した。
【０１７１】
実施例13
　本実施例は、潜在的臨床適用のために、mESOβα TCRを産生するためのパッケージング
細胞クローンの産生方法を実証する。
【０１７２】
　mESOβα TCRベクターのためのDNAを用いて、潜在的臨床適用のために必要とされる条
件下、レトロウイルスベクターパッケージング細胞クローンを産生した。6のPG13プロデ
ューサー細胞クローン由来の上清を用いてPBLを形質導入した。抗マウスTCR-β鎖抗体を
用いた、形質導入されたPBLのFACS分析により、各クローンが、ポジティブTCR形質導入を
媒介するウイルスを産生したことが明らかとなった（表17）。腫瘍細胞の特異的認識を評
価するために、各PG13プロデューサー細胞クローン由来のmTCR改変（engineered）PBLを
、HLA-A*0201+及びHLA-A*0201-メラノーマ及び肺腫瘍由来細胞株のパネルと共培養した（
表17）。ELISAによりIFN-γを測定した。6のmTCR PG13プロデューサークローンの比較に
より、クローンC1が形質導入されたT細胞が、HLA-A*0201+/NY-ESO-1+腫瘍細胞標的H1299-
A2に応答して高レベルのIFN-γを放出することが示され、最も高い形質導入効率が実証さ
れた（表17）。各クローンにより、NY-ESO-1+/HLA-A*0201-細胞株及びNY-ESO-1-/HLA-A*0
201+細胞株に応答して、バックグラウンドレベルのIFN-γが放出されたことから、これら
の反応は特異的であった（図2）。この分析に基づき、適正製造規範（GMP）レトロウイル
ス上清をその後産生するためのマスターセルバンクの製造のために、クローンC1を選択し
た。
【０１７３】
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【表１７】

【０１７４】
実施例14
　本実施例は、実施例13のパッケージング細胞クローン由来のレトロウイルス上清を用い
てmESOβα TCRが形質導入された細胞の形質導入効率を実証する。
【０１７５】
　各NY-ESO-1 TCR（マウス又はmTCR、対ヒト又はhTCR（1G4-LY TCR））を比較するため、
抗マウスTCR-Vb鎖及び抗Vb13.1抗体を用いた、パッケージング細胞クローン由来のレトロ
ウイルス上清で形質導入されたPBLのFACS分析を、OKT3での1回の刺激後及び急速拡大プロ
トコル（rapid expansion protocol）（REP）を用いた2回目の大規模拡大の後に実施した
（表18）。結果は、mTCR及びhTCRがともに、刺激後に同等の形質導入パーセンテージを有
し、mTCRは、REP後に同じ又はそれ以上の形質導入レベルを有したことを実証した（表18
）。
【０１７６】
【表１８】

【０１７７】
実施例15
　本実施例は、実施例13のパッケージング細胞クローン由来のレトロウイルス上清を用い
てmESOβα TCRが形質導入された細胞の反応性を実証する。
【０１７８】
　mTCR及びhTCR形質導入T細胞を、NY-ESO-1ペプチドをパルスしたT2細胞との共培養に供
することにより、各TCRの認識を評価した。mTCR及びhTCRはともに、OKT3での1回の刺激後
及びREP後、用量依存的に、抗原性ペプチドとの遭遇時にIFN-γを特異的に分泌した（表1
9）。1回の刺激後、mTCR及びhTCRはともに、わずか0.1 ng/mLでパルスされたT2細胞を認
識し、これは、両方のmTCRが比較的高親和性の受容体であることを示す。細胞数の拡大後
、mTCRは、各濃度のペプチドにて、hTCRベクター形質導入T細胞と比較して、高レベルのI
FN-γを放出した（表19）。NY-ESO-1 mTCR又はNY-ESO-1 hTCRを発現するPBLと、いずれの
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ドレベルのIFN-γが産生された。
【０１７９】
【表１９】

【０１８０】
　腫瘍細胞の特異的認識を評価するため、mTCR改変PBLを、HLA-A*0201+及びHLA-A*0201-

メラノーマ及び肺腫瘍由来細胞株のパネルと共培養した。mTCR改変PBL及びhTCRはともに
、HLA-A*0201+/NY-ESO-1+細胞株と共培養した場合に、IFN-γの特異的放出が観察された
が、HLA-A*0201-/NY-ESO-1+又はHLA-A*0201+/NY-ESO-1-細胞株の場合には観察されなかっ
た（表20（代表的実験を示す））。
【０１８１】
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【表２０】

【０１８２】
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実施例16
　本実施例は、実施例13のパッケージング細胞クローン由来のレトロウイルス上清を用い
てmESOβα TCRが形質導入された細胞によるメラノーマ細胞の特異的溶解を実証する。
【０１８３】
　mTCR及びhTCRによるメラノーマ細胞株の特異的溶解も比較した。形質導入されたPBLがH
LA-A*0201+/NY-ESO-1+腫瘍細胞を溶解する能力を、CytoTox-Gloバイオルミネッセンスア
ッセイ（Promega, Madison, WI）を用いて測定した。このアッセイは、発光原（luminoge
nic）ペプチド基質であるAAF-Glo基質を利用して、細胞膜の完全性を失った細胞から放出
される死細胞プロテアーゼ活性を測定するものであり、これにより、サンプル中の死細胞
数に比例して、「グロータイプ（glow-type）」の発光シグナルの生成がもたらされる。A
AF-Glo基質は、生細胞のインタクトな細胞膜を通過することができず、生細胞集団からは
感知可能ないずれのシグナルも生成されない。これらのアッセイにおいて、96ウェルU底
プレート中、TCR改変PBLをAIM-V培地にて、増加比率の標的細胞（E：T）とともに37℃で4
時間（hr.）共インキュベートした。培地中のバイオルミネッセンス放出により溶解を測
定した：パーセント特異的溶解＝［特異的放出－（自然（spontaneous）エフェクター放
出+自然標的放出）］／全標的放出－自然標的放出×100％（4連サンプルの平均）。ネガ
ティブ値として、細胞溶解はほとんど又は全く測定されない。
【０１８４】
　表21に示すように、mTCR及びhTCR形質導入PBLはともに、メラノーマNY-ESO-1+/HLA-A*0
201+腫瘍細胞株624.38melに対して類似の溶解活性を実証した。HLA-A*0201-細胞株938 me
lの溶解はほとんど又は全く存在せず、GFP形質導入PBLは、標的細胞のいずれに対しても
全く反応性を示さなかった（表21）。
【０１８５】
【表２１】

【０１８６】
実施例17
　本実施例は、実施例13のパッケージング細胞クローン由来のレトロウイルス上清を用い
てmESOβα TCR又はヒトTCRが形質導入された細胞の抗腫瘍活性を実証する。
【０１８７】
　mTCR及びhTCRが形質導入されたCD4+Tリンパ球の抗腫瘍活性も検証した。NY-ESO-1 hTCR
及びNY-ESO-1 mTCR形質導入PBLを、CD4+磁気ビーズで濃縮し、次いで、HLA-A*0201+及びH
LA-A*0201-メラノーマ及び肺腫瘍由来細胞株のパネルとともに16時間共培養した。mTCR及
びhTCRが形質導入されたCD4+Tリンパ球はともに、HLA-A*0201+/NY-ESO-1+細胞株と共培養
した場合にIFN-γの特異的放出を有したが、HLA-A*0201-/NY-ESO-1+細胞株の場合は有さ
なかった（表22）。
【０１８８】
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【表２２】

【０１８９】
実施例18
　本実施例は、実施例13のパッケージング細胞クローン由来のレトロウイルス上清を用い
てmESOβα TCRが形質導入された細胞による、異なる腫瘍組織像（histologies）の特異
的認識を実証する。
【０１９０】
　様々な腫瘍組織像の特異的認識を評価するため、NY-ESO-1 mTCR形質導入PBLを、メラノ
ーマ（A375）、非小細胞肺癌（H1299-A2）、神経芽細胞腫（SKN AS-A2）、乳癌（MDA-435
S-A2）及び骨肉腫（Saos2）由来の異なるHLA-A*0201+/NY-ESO-1+細胞株と共培養した。IF
N-γの特異的放出を観察した（表23）。
【０１９１】
【表２３】

【０１９２】
実施例19
　本実施例は、mESOβα TCRが形質導入されたPBLによる、DAC処理腫瘍細胞の認識を実証
する。
【０１９３】
　増加濃度のDNA脱メチル化剤、5-アザ-2’-デオキシシチジン（デシタビン；DAC）は、
肺癌細胞において、様々な癌精巣抗原の発現を誘導する（Rao et al., Ther. Tar. and C
hem. Bio., 71: 4192-4204（2011））。特定の理論又はメカニズムに拘束されるものでは
ないが、DACは、癌細胞においてNY-ESO-1発現を潜在的に上方制御し得、これにより、TCR
がNY-ESO-1を認識する能力が高められ得ると考えられる。
【０１９４】
　NY-ESO-1 mTCR形質導入又は非形質導入PBLを、異なる組織像の腫瘍標的細胞株（表24A
～24Bに示す）であって表24A～24Bに示す濃度でDACに72時間暴露したものと16時間共培養
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【０１９５】
【表２４Ａ】

【０１９６】
【表２４Ｂ】

【０１９７】
　表24A及び24Bに示すように、mESOβα TCRが形質導入されたPBLは、非処理標的細胞と
比較して、それぞれDAC処理標的前立腺癌及び結腸直腸癌に対して、より高い反応性を実
証した。
【０１９８】
実施例20
　本実施例は、mESOβα TCR又はヒトTCRが形質導入されたPBLによる、アラニン置換NY-E
SO-1ペプチドをパルスしたT2細胞の認識を実証する。
【０１９９】
　非形質導入ヒトPBL、又はmTCR（クローンC1由来のmESOβα）、hTCR（1G4-LY TCR）若
しくは緑色蛍光タンパク質（GFP）が形質導入されたヒトPBLを、非処理T2細胞、又は表25
A及び25Bに示すように異なる濃度のペプチドを予めパルスしたT2細胞とともに16時間共培
養した。インターフェロンγを測定した。結果を表25A及び25Bに示す。表25A及び25Bに示
すように、mTCRが配列番号24を認識する一方、hTCRは認識しない。さらに、hTCRは配列番
号27を認識するが、mTCRは認識しない。
【０２００】
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【０２０１】
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【表２５Ｂ】

【０２０２】
　刊行物、特許出願及び特許を含む、本明細書に引用した全ての参考文献は、それぞれの
参考文献が参照によって組み込まれることが個々に且つ具体的に示され、その全体が本明
細書に記載されているのと同程度まで、参照によって本明細書に組み込まれる。
【０２０３】
　本発明の説明に関して（特に、以下の特許請求の範囲に関して）、用語「a」及び「an
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」及び「the」並びに同様の指示対象の使用は、本明細書に特記がないか文脈と明らかに
矛盾しない限り、単数形及び複数形の両方をカバーすると解釈すべきである。用語「含む
（comprising）」、「有する（having）」、「含む（including）」及び「含む（contain
ing）」は、特記のない限り、オープンエンドの用語（すなわち、「～を含むがそれらに
限定されない」を意味する）と解釈すべきである。本明細書中の値の範囲の記述は、本明
細書に特記のない限り、その範囲内に入る各個別の値に個々に言及する省略方法として働
くことのみを意図しており、各個別の値は、それが本明細書に個々に記述されているかの
ように本明細書に組み込まれる。本明細書に記載される全ての方法は、本明細書に特記が
ないか文脈と明らかに矛盾しない限り、任意の適切な順序で実施できる。本明細書で提供
される任意の及び全ての例又は例示的用語（例えば、「など（such as）」）の使用は、
本発明をよりよく説明することのみを意図しており、特段特許請求されない限り、本発明
の範囲に限定を課すものではない。本明細書の全ての用語は、特許請求されていない任意
の要素を本発明の実施に必須のものとして示していると解釈すべきではない。
【０２０４】
　発明を実施するために発明者が知る最良の形態を含む、本発明の好ましい実施態様が本
明細書に記載される。これらの好ましい実施態様のバリエーションは、上述の説明を読め
ば当業者に明らかとなり得る。本発明者らは、当業者がかかるバリエーションを適宜使用
することを予期しており、本発明者らは、本明細書に具体的に記載されたのとは異なる方
法で本発明が実施されることを意図している。従って、本発明は、適用法によって許容さ
れるとおり、本明細書に添付した特許請求の範囲に記載される対象の全ての改変及び等価
物を含む。さらに、その全ての可能なバリエーションでの上記要素の任意の組み合わせが
、本明細書に特記がないか文脈と明らかに矛盾しない限り、本発明によって包含される。

【図１】 【図２Ａ】
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