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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　遺伝子操作細胞であって、
　（ａ）キメラ抗原受容体（ＣＡＲ）と；
　（ｂ）Ｎ末端からＣ末端へとＩＬ－１５およびＩＬ－１５Ｒαを含む膜結合型融合タン
パク質と
を含む、前記細胞。
【請求項２】
　前記融合タンパク質が、配列番号６に少なくとも９０％同一であるアミノ酸配列を含む
請求項１に記載の細胞。
【請求項３】
　前記融合タンパク質が、配列番号６のアミノ酸配列を含む請求項２に記載の細胞。
【請求項４】
　前記融合タンパク質が、配列番号７に少なくとも９０％同一である配列を含むＤＮＡに
よってコードされる請求項１に記載の細胞。
【請求項５】
　前記融合タンパク質が、配列番号７の配列を含むＤＮＡによってコードされる請求項４
に記載の細胞。
【請求項６】
　前記ＣＡＲをコードするＤＮＡを、前記細胞のゲノム中に組み込む請求項１に記載の細
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胞。
【請求項７】
　前記融合タンパク質をコードするＤＮＡが、染色体外ベクター中に含まれる請求項１に
記載の細胞。
【請求項８】
　前記融合タンパク質をコードするＤＮＡを、前記細胞のゲノム中に組み込む請求項１に
記載の細胞。
【請求項９】
　治療を必要とするヒト対象においてがんを治療するための組成物であって、請求項１に
記載の１つ以上の細胞を含む組成物。
【請求項１０】
　前記細胞が、がん細胞抗原を標的にするＣＡＲを含む請求項９に記載の組成物。
【請求項１１】
　前記対象が、以前に抗がん治療を経験している請求項１０に記載の組成物。
【請求項１２】
　前記対象が、寛解期である請求項１１に記載の組成物。
【請求項１３】
　前記対象が、前記がんの症状がないが、検出可能ながん細胞を含む請求項１１に記載の
組成物。
【請求項１４】
　配列番号６に少なくとも９０％同一であるアミノ酸配列を含むＩＬ－１５，ＩＬ－１５
Ｒα融合タンパク質。
【請求項１５】
　配列番号６のアミノ酸配列を含む請求項１４に記載の融合タンパク質。
【請求項１６】
　配列番号６に少なくとも９０％同一であるＩＬ－１５，ＩＬ－１５Ｒα融合タンパク質
をコードするＤＮＡ配列を含むポリヌクレオチド。
【請求項１７】
　配列番号７に少なくとも９０％同一である配列を含む請求項１６に記載のポリヌクレオ
チド。
【請求項１８】
　請求項１６に記載のポリヌクレオチドを含む遺伝子操作細胞。
【請求項１９】
　前記細胞が、Ｔ細胞、Ｔ前駆細胞、ＮＫ細胞またはａＡＰＣである請求項１８に記載の
細胞。
【請求項２０】
　前記がん細胞抗原が、ＣＤ１９、ＲＯＲ１、ＣＤ５６、ＥＧＦＲ、ＣＤ１２３、ｃ－ｍ
ｅｔ、ＧＤ２、ＨＥＲ２、ＣＤ２０、ＭＵＣ－１、ＣＤ２３またはＣＤ３０である請求項
１０に記載の組成物。
【請求項２１】
　前記がんが白血病または固形腫瘍である請求項１０に記載の組成物。
【請求項２２】
　前記融合タンパク質が前記ＩＬ－１５とＩＬ－１５Ｒαとを連結するリンカーをさらに
含む請求項１に記載の細胞。
【請求項２３】
　前記リンカーがセリン－グリシンリンカーをさらに含む請求項２２に記載の細胞。
【請求項２４】
　前記融合タンパク質が、ＩｇＥシグナルペプチドをさらに含む請求項１に記載の細胞。
【請求項２５】
　ＤＮＡを含む遺伝子操作細胞であって、該ＤＮＡは、
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（ａ）キメラ抗原受容体（ＣＡＲ）と；
（ｂ）Ｎ末端からＣ末端へとＩＬ－１５およびＩＬ－１５Ｒαを含む膜結合型融合タンパ
ク質と
をコードする、細胞。
【請求項２６】
　トランスポゼースをさらに含む請求項２５に記載の細胞。
【請求項２７】
　前記トランスポゼースが、スリーピングビューティトランスポゼースである請求項２６
に記載の細胞。
【請求項２８】
　前記トランスポゼースが、ＤＮＡ発現ベクターとして提供される請求項２６に記載の細
胞。
【請求項２９】
　前記トランスポゼースが、スリーピングビューティトランスポゼースをコードするｍＲ
ＮＡである請求項２６に記載の細胞。
【請求項３０】
　前記ｍＲＮＡは、キャップ、ポリＡ尾部またはその両方を含む請求項２９に記載の細胞
。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本願は、２０１３年５月１４日出願の米国仮特許出願第６１／８２３，２５３号の利益
を主張するものであり、その全教示内容は、参照することで本明細書に組み込まれる。
【０００２】
　本発明は、米国防総省により与えられた契約番号Ｗ８１ＸＷＨ－１１－１－０００２－
０１の下での政府支援に基づいて達成されたものである。米国政府は、本発明に一定の権
利を有するものである。
配列表の組み込み
【０００３】
　３７キロバイト（Ｍｉｃｒｏｓｏｆｔ　Ｗｉｎｄｏｗｓ（登録商標）で測定したサイズ
）であって２０１４年５月１４日に作成された「ＵＴＦＣ．Ｐ１２２２ＷＯ＿ＳＴ２５．
ｔｘｔ」という名称のファイルに含まれる配列表は、電子申請により本願に添付して提出
され、引用により本明細書に組み込まれる。
【背景技術】
【０００４】
　本発明は、広義には、医薬、免疫学、細胞生物学、及び分子生物学の分野に関する。あ
る態様では、本発明の分野は、免疫療法に関する。特に、本発明は、臨床等級キメラ抗原
受容体（ＣＡＲ）Ｔ細胞の作製及びそのような細胞を用いた治療法に関する。
　遺伝子治療を免疫療法と組み合わせることで臨床等級Ｔ細胞の効力を改善し、（ｉ）腫
瘍関連抗原（ＴＡＡ）の認識に優れた可能性、（ｉｉ）注入後の持続性、（ｉｉｉ）腫瘍
部位に移動する可能性、及び（ｉｖ）腫瘍微小環境内のエフェクター機能を再循環させる
能力を持つ生物学的製剤を遺伝子操作することができる。遺伝子治療と免疫療法とのその
ような併用により、Ｂ系統抗原に対するＴ細胞の特異性を再指向することができ、Ｂ細胞
悪性腫瘍が進行した患者は、そのような腫瘍特異的Ｔ細胞の注入から恩恵を受ける（Ｊｅ
ｎａら、２０１０；Ｔｉｌｌら、２００８；Ｐｏｒｔｅｒら、２０１１；Ｂｒｅｎｔｊｅ
ｎｓら、２０１１；Ｃｏｏｐｅｒ及びＢｏｌｌａｒｄ、２０１２；Ｋａｌｏｓら、２０１
１；Ｋｏｃｈｅｎｄｅｒｆｅｒら、２０１０；Ｋｏｃｈｅｎｄｅｒｆｅｒら、２０１２；
Ｂｒｅｎｔｊｅｎｓら、２０１３）。ヒト応用に設計されたＴ細胞の遺伝子操作のほとん
どのアプローチは、キメラ抗原受容体（ＣＡＲ）の安定発現用のレトロウイルス及びレン
チウイルスを使用してきた（Ｊｅｎａら、２０１０；Ｅｒｔｌら、２０１１；Ｋｏｈｎら
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、２０１１）。このアプローチは、現行の医薬品製造管理及び品質管理基準（ｃＧＭＰ）
に準拠しているが、限られた数の生産施設からの臨床等級組み換えウイルスの生産及びリ
リースに依存しているため高価になり得る。血液悪性腫瘍及び固形腫瘍に対して特異性を
持つ遺伝子組み換えされた臨床等級Ｔ細胞製品を生成するための新しい方法が必要である
。
【先行技術文献】
【非特許文献】
【０００５】
【非特許文献１】Ｊｅｎａ　ｅｔ　ａｌ．，　Ｒｅｄｉｒｅｃｔｉｎｇ　Ｔ－ｃｅｌｌ　
ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ　ｂｙ　ｉｎｔｒｏｄｕｃｉｎｇ　ａ　ｔｕｍｏｒ－ｓｐｅｃｉ
ｆｉｃ　ｃｈｉｍｅｒｉｃ　ａｎｔｉｇｅｎ　ｒｅｃｅｐｔｏｒ．　Ｂｌｏｏｄ，　１１
６：１０３５－１０４４，　２０１０．
【非特許文献２】Ｔｉｌｌ　ｅｔ　ａｌ，　Ａｄｏｐｔｉｖｅ　ｉｍｍｕｎｏｔｈｅｒａ
ｐｙ　ｆｏｒ　ｉｎｄｏｌｅｎｔ　ｎｏｎ－Ｈｏｄｇｋｉｎ　ｌｙｍｐｈｏｍａ　ａｎｄ
　ｍａｎｔｌｅ　ｃｅｌｌ　ｌｙｍｐｈｏｍａ　ｕｓｉｎｇ　ｇｅｎｅｔｉｃａｌｌｙ　
ｍｏｄｉｆｉｅｄ　ａｕｔｏｌｏｇｏｕｓ　ＣＤ２０－ｓｐｅｃｉｆｉｃ　Ｔ　ｃｅｌｌ
ｓ．　Ｂｌｏｏｄ，１１２：２２６１－２２７１，　２００８．
【非特許文献３】Ｐｏｒｔｅｒ　ｅｔ　ａｌ，　Ｃｈｉｍｅｒｉｃ　ａｎｔｉｇｅｎ　ｒ
ｅｃｅｐｔｏｒ－ｍｏｄｉｆｉｅｄ　Ｔ　ｃｅｌｌｓ　ｉｎ　ｃｈｒｏｎｉｃ　ｌｙｍｐ
ｈｏｉｄ　ｌｅｕｋｅｍｉａ．　Ｎ．　Ｅｎｇｌ．　Ｊ．　Ｍｅｄ．，　３６５：７２５
－７３３，　２０１１．
【非特許文献４】Ｂｒｅｎｔｊｅｎｓ　ｅｔ　ａｌ，　Ｓａｆｅｔｙ　ａｎｄ　ｐｅｒｓ
ｉｓｔｅｎｃｅ　ｏｆ　ａｄｏｐｔｉｖｅｌｙ　ｔｒａｎｓｆｅｒｒｅｄ　ａｕｔｏｌｏ
ｇｏｕｓ　ＣＤ　１９－ｔａｒｇｅｔｅｄ　Ｔ　ｃｅｌｌｓ　ｉｎ　ｐａｔｉｅｎｔｓ　
ｗｉｔｈ　ｒｅｌａｐｓｅｄ　ｏｒ　ｃｈｅｍｏｔｈｅｒａｐｙ　ｒｅｆｒａｃｔｏｒｙ
　Ｂ－ｃｅｌｌ　ｌｅｕｋｅｍｉａｓ．　Ｂｌｏｏｄ，１　１８：４８１７－４８２８，
２０１１．
【非特許文献５】Ｃｏｏｐｅｒ　ａｎｄ　Ｂｏｌｌａｒｄ，　Ｇｏｏｄ　Ｔ　ｃｅｌｌｓ
　ｆｏｒ　ｂａｄ　Ｂ　ｃｅｌｌｓ．　Ｂｌｏｏｄ，　１１９：２７００－２７０２，　
２０１２．
【非特許文献６】Ｋａｌｏｓ　ｅｔ　ａｌ，　Ｔ　ｃｅｌｌｓ　ｗｉｔｈ　ｃｈｉｍｅｒ
ｉｃ　ａｎｔｉｇｅｎ　ｒｅｃｅｐｔｏｒｓ　ｈａｖｅ　ｐｏｔｅｎｔ　ａｎｔｉｔｕｍ
ｏｒ　ｅｆｆｅｃｔｓ　ａｎｄ　ｃａｎ　ｅｓｔａｂｌｉｓｈ　ｍｅｍｏｒｙ　ｉｎ　ｐ
ａｔｉｅｎｔｓ　ｗｉｔｈ　ａｄｖａｎｃｅｄ　ｌｅｕｋｅｍｉａ．　Ｓｃｉ．　Ｔｒａ
ｎｓｌ．　Ｍｅｄ．，　３：９５ｒａ７３，　２０１１．
【非特許文献７】Ｋｏｃｈｅｎｄｅｒｆｅｒ　ｅｔ　ａｌ，　Ｅｒａｄｉｃａｔｉｏｎ　
ｏｆ　Ｂ－ｌｉｎｅａｇｅ　ｃｅｌｌｓ　ａｎｄ　ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎ　ｏｆ　ｌｙｍ
ｐｈｏｍａ　ｉｎ　ａ　ｐａｔｉｅｎｔ　ｔｒｅａｔｅｄ　ｗｉｔｈ　ａｕｔｏｌｏｇｏ
ｕｓ　Ｔ　ｃｅｌｌｓ　ｇｅｎｅｔｉｃａｌｌｙ　ｅｎｇｉｎｅｅｒｅｄ　ｔｏ　ｒｅｃ
ｏｇｎｉｚｅ　ＣＤ　１９．　Ｂｌｏｏｄ，１１６：４０９９－４１０２，　２０１０．
【非特許文献８】Ｋｏｃｈｅｎｄｅｒｆｅｒ　ｅｔ　ａｌ，　Ｂ－ｃｅｌｌ　ｄｅｐｌｅ
ｔｉｏｎ　ａｎｄ　ｒｅｍｉｓｓｉｏｎｓ　ｏｆ　ｍａｌｉｇｎａｎｃｙ　ａｌｏｎｇ　
ｗｉｔｈ　ｃｙｔｏｋｉｎｅ－ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ　ｔｏｘｉｃｉｔｙ　ｉｎ　ａ　ｃ
ｌｉｎｉｃａｌ　ｔｒｉａｌ　ｏｆ　ａｎｔｉ－ＣＤ　１９　ｃｈｉｍｅｒｉｃ－ａｎｔ
ｉｇｅｎ－ｒｅｃｅｐｔｏｒ－　ｔｒａｎｓｄｕｃｅｄ　Ｔ　ｃｅｌｌｓ．　Ｂｌｏｏｄ
，　１１９：２７０９－２７２０，　２０１２．
【非特許文献９】Ｂｒｅｎｔｊｅｎｓ　ｅｔ　ａｌ，　Ｓａｆｅｔｙ　ａｎｄ　ｐｅｒｓ
ｉｓｔｅｎｃｅ　ｏｆ　ａｄｏｐｔｉｖｅｌｙ　ｔｒａｎｓｆｅｒｒｅｄ　ａｕｔｏｌｏ
ｇｏｕｓ　ＣＤ　１９－ｔａｒｇｅｔｅｄ　Ｔ　ｃｅｌｌｓ　ｉｎ　ｐａｔｉｅｎｔｓ　
ｗｉｔｈ　ｒｅｌａｐｓｅｄ　ｏｒ　ｃｈｅｍｏｔｈｅｒａｐｙ　ｒｅｆｒａｃｔｏｒｙ
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　Ｂ－ｃｅｌｌ　ｌｅｕｋｅｍｉａｓ．　Ｂｌｏｏｄ，１　１８：４８１７－４８２８，
２０１１．
【非特許文献１０】Ｅｒｔｌ　ｅｔ　ａｌ，　Ｃｏｎｓｉｄｅｒａｔｉｏｎｓ　ｆｏｒ　
ｔｈｅ　ｃｌｉｎｉｃａｌ　ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｃｈｉｍｅｒｉｃ　ａｎｔ
ｉｇｅｎ　ｒｅｃｅｐｔｏｒ　Ｔ　ｃｅｌｌｓ：　ｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎｓ　ｆｒｏｍ
　ａ　ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ　ＤＮＡ　Ａｄｖｉｓｏｒｙ　Ｃｏｍｍｉｔｔｅｅ　Ｓｙ
ｍｐｏｓｉｕｍ　ｈｅｌｄ　Ｊｕｎｅ　１５，　２０１０．　Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓ．，
　７１：３１７５－３１８１，　２０１１．
【非特許文献１１】Ｋｏｈｎ　ｅｔ　ａｌ，　ＣＡＲｓ　ｏｎ　ｔｒａｃｋ　ｉｎ　ｔｈ
ｅ　ｃｌｉｎｉｃ．　Ｍｏｌ．　Ｔｈｅｒ．，　１９：４３２－４３８，　２０１１．
【発明の概要】
【課題を解決するための手段】
【０００６】
　第１の実施形態では、対象から（Ｔ細胞またはＴ前駆細胞を含む）細胞の試料を得るこ
とと；細胞のゲノムに組み込むことが可能な、キメラＴ細胞受容体（ＣＡＲ）をコードす
る核酸で細胞をトランスフェクトすることと；Ｔ細胞応答をもたらすために、対象にトラ
ンスジェニック細胞の有効量を投与することとを含む、疾患を有するヒト対象においてＴ
細胞応答をもたらす方法を提供する。
【０００７】
　従って、いくつかの態様では、実施形態の方法は、（ａ）対象から細胞の試料を得るこ
とと、ここで、試料は、Ｔ細胞またはＴ前駆細胞を含む；（ｂ）細胞を、トランスポゾン
フランクキメラ抗原受容体（ＣＡＲ）をコードするＤＮＡとＣＡＲをコードするＤＮＡを
細胞のゲノム中に組み込むのに有効なトランスポゼースとでトランスフェクトし、トラン
スジェニックＣＡＲ発現Ｔ細胞の集団を提供することと；（ｃ）必要に応じて、ＣＡＲ発
現Ｔ細胞の増殖を選択的に高める培地中でトランスジェニックＣＡＲ細胞の集団をｅｘ　
ｖｉｖｏにて培養することと、ここで、トランスジェニックＣＡＲ　Ｔ細胞は培養され、
仮にそうであったとしても、２１日以下である；（ｄ）Ｔ細胞応答をもたらすために、対
象にトランスジェニックＣＡＲ細胞の有効量を投与することとを含む。従って、いくつか
の態様では、トランスジェニックＣＡＲ細胞は、２１日未満、例えば、１８、１７、１６
、１５、１４、１３、１２、１１、１０、９、８、７、６、５、４、３、２日未満または
それ未満でｅｘ　ｖｉｖｏで培養される。ある態様では、ＣＡＲ細胞は、３～５日以下で
ｅｘ　ｖｉｖｏで培養される。さらに別の態様では、本方法の工程（ａ）～（ｄ）（即ち
、細胞試料を得ることからＣＡＲ　Ｔ細胞を投与することまで）は、２１、２０、１９、
１８、１７、１６、１５、１４、１３、１２、１１、１０、９、８、７、６、または５日
以下で完了する。
【０００８】
　別の態様では、実施形態による疾患を有するヒト対象においてＴ細胞応答をもたらす方
法は、（ａ）対象から細胞の試料を得ることと、ここで、試料は、Ｔ細胞またはＴ前駆細
胞を含み、対象から得た際に、約２０～２００ｍｌの初期容量を有する；（ｂ）細胞を、
トランスポゾンフランクキメラ抗原受容体（ＣＡＲ）をコードするＤＮＡとＣＡＲをコー
ドするＤＮＡを細胞のゲノム中に組み込むのに有効なトランスポゼースとでトランスフェ
クトし、トランスジェニックＣＡＲ発現Ｔ細胞の集団を提供することと；（ｃ）必要に応
じて、ＣＡＲ発現Ｔ細胞の増殖を選択的に高める培地中でトランスジェニックＣＡＲ細胞
の集団をｅｘ　ｖｉｖｏにて培養することと；（ｄ）Ｔ細胞応答をもたらすために、対象
にトランスジェニックＣＡＲ　Ｔ細胞の有効量を投与することとを含む。例えば、対象か
らの細胞の試料は、約２００ｍｌ未満の末梢血液または臍帯血の試料であってもよい。い
くつかの態様では、試料は、アフェレーシスにより回収してもよい。しかしながら、ある
好適な態様では、試料は、アフェレーシスを伴わない方法（例えば、静脈穿刺）により回
収される。さらに別の態様では、細胞の試料は、約１７５、１５０、１２５、１００、７
５、５０、または２５ｍｌ未満の初期容量を有する（例えば、細胞の試料は、対象から得
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た際に、約５０～２００ｍｌ、５０～１００ｍｌ、または１００～２００ｍｌの初期容量
を有する）。
【０００９】
　別の実施形態では、ＨＥＲＶ－Ｋのエンベロープタンパク質を標的にする発現ＣＡＲを
含む単離トランスジェニック細胞を提供する。ある態様では、細胞は、細胞のゲノム中に
組み込まれたＣＡＲをコードするＤＮＡ（例えば、トランスポゾン反復配列によりフラン
クされたＣＡＲ　ＤＮＡ）を含む。例えば、ＣＡＲ配列は、モノクローナル抗体６Ｈ５の
ＣＤＲ配列（例えば、ＣＤＲ１～６）またはモノクローナル抗体６Ｈ５のｓｃＦｖ配列を
含み得る。いくつかの態様では、ＨＥＲＶ－Ｋ標的ＣＡＲは、配列番号４のアミノ酸配列
に少なくとも８５％同一である（例えば、配列番号４に少なくとも約９０％、９１％、９
２％、９３％、９４％、９５％、９６％、９７％、９８％、または９９％同一である配列
）。ある態様では、実施形態の細胞（例えば、ヒトＨＥＲＶ－Ｋ標的ＣＡＲ細胞）は、Ｈ
ＥＲＶ－Ｋ発現がんを有する対象の治療に用いることができる（または、対象において免
疫応答をもたらす）。
【００１０】
　さらに別の実施形態では、発現ＣＡＲ及び発現膜結合型ＩＬ－１５を含む単離トランス
ジェニック細胞を提供する。例えば、いくつかの態様では、膜結合型ＩＬ－１５は、ＩＬ
－１５とＩＬ－１５Ｒαとの間の融合タンパク質を含む。さらに別の態様では、膜結合型
ＩＬ－１５は、配列番号６（本明細書において「ｍＩＬ１５」と呼ばれる）に少なくとも
約８５％、９０％、９１％、９２％、９３％、９４％、９５％、９６％、９７％、９８％
、または９９％同一であるアミノ酸配列を含む。本明細書でさらに詳述されるように、場
合によっては、膜結合型ＩＬ－１５は、ＲＮＡまたはＤＮＡ（例えば、染色体外またはエ
ピソームベクター）によりコードされる。ある態様では、細胞は、細胞のゲノム中に組み
込まれた膜結合型ＩＬ－１５をコードするＤＮＡ（例えば、トランスポゾン反復配列によ
りフランクされたコードＤＮＡ）を含む。ある態様では、実施形態の細胞（例えば、膜結
合型サイトカインを発現するヒトＣＡＲ細胞）は、低レベルの標的抗原を有する対象、例
えば、微小残存病変（本明細書でさらに詳述される）を持つ対象の治療に用いることがで
きる（対象において免疫応答をもたらす）。
【００１１】
　いくつかの態様では、実施形態の方法は、キメラＴ細胞受容体（ＣＡＲ）、場合によっ
ては、トランスポゼースをコードするＤＮＡで細胞をトランスフェクトすることに関する
。細胞をトランスフェクトする方法は、当業者には周知であるが、ある態様では、高効率
のトランスフェクション方法、例えば、エレクトロポレーションを用いる。例えば、ヌク
レオフェクション装置を用いて核酸を細胞に導入してもよい。好ましくは、トランスフェ
クション工程は、細胞を、遺伝毒性を引き起こす、及び／または、治療対象においてウイ
ルス配列を含む細胞に対する免疫応答を引き起こす可能性のあるウイルスに感染または形
質導入することを伴わない。
【００１２】
　実施形態の別の態様は、ＣＡＲをコードする発現ベクターで細胞をトランスフェクトす
ることに関する。広範囲のＣＡＲ構築物及びそれらの発現ベクターは、当該技術分野にお
いて周知であり、本明細書でさらに詳述される。例えば、いくつかの態様では、ＣＡＲ発
現ベクターは、プラスミド、直鎖発現ベクター、またはエピソームなどのＤＮＡ発現ベク
ターである。いくつかの態様では、ベクターは、付加配列、例えば、プロモーター、エン
ハンサー、ポリＡシグナル、及び／または１つ以上のイントロンなどの、ＣＡＲを促進す
る配列を含む。好適な態様では、ＣＡＲコード配列は、トランスポゼースの存在により、
トランスフェクト細胞のゲノム中にコード配列を組み込むことができるように、トランス
ポゾン配列によりフランクされる。
【００１３】
　上で詳述したように、ある態様では、細胞は、トランスフェクト細胞のゲノム中にＣＡ
Ｒコード配列の組み込みを促進するトランスポゼースでさらにトランスフェクトされる。



(7) JP 6463577 B2 2019.2.6

10

20

30

40

50

いくつかの態様では、トランスポゼースは、ＤＮＡ発現ベクターとして提供される。しか
しながら、好適な態様では、トランスポゼースは、トランスポゼースの長期発現がトラン
スジェニック細胞で起きないように、発現可能ＲＮＡまたはタンパク質として提供される
。例えば、いくつかの態様では、トランスポゼースは、ｍＲＮＡ（例えば、キャップ及び
ポリＡ尾部を含むｍＲＮＡ）として提供される。任意のトランスポゼース系を実施形態に
従って使用してもよい。しかしながら、いくつかの態様では、トランスポゼースは、サケ
科型Ｔｃ１様トランスポゼース（ＳＢ）である。例えば、トランスポゼースは、いわゆる
「スリーピングビューティ」トランスポゼースであり得る。例えば、参照により本明細書
に組み込まれる米国特許第６，４８９，４５８号を参照されたい。ある態様では、トラン
スポゼースは、酵素活性が増した遺伝子操作酵素である。トランスポゼースのいくつかの
具体例としては、限定的ではないが、ＳＢ１０、ＳＢ１１、またはＳＢ１００ｘトランス
ポゼースが挙げられる（例えば、参照により本明細書に組み込まれるＭａｔｅｓら、２０
０９を参照されたい）。例えば、方法には、ＳＢ１０、ＳＢ１１、またはＳＢ１００ｘト
ランスポゼースをコードするｍＲＮＡを持つ細胞のエレクトロポレーションを伴い得る。
【００１４】
　さらに別の態様では、実施形態のトランスジェニックＣＡＲ細胞は、Ｔ細胞の増殖及び
／または生存を刺激する膜結合型サイトカインを発現するための発現ベクターをさらに含
む。特に、そのようなサイトカインを含むＣＡＲ細胞は、サイトカイン発現により提供さ
れるシミュレーションにより、活性化及び増殖細胞（ＡａＰＣ）または人工抗原提示細胞
（ａＡＰＣ）を有するｅｘ　ｖｉｖｏ培養をほとんどあるいは全くせずに増殖及び／また
は持続することができる。同様に、そのようなＣＡＲ細胞は、ＣＡＲにより認識された多
量の抗原が存在しない場合でも（例えば、寛解期のがん患者またはで微小残存病変を持つ
患者の場合と同様）、ｉｎ　ｖｉｖｏで増殖することができる。いくつかの態様では、Ｃ
ＡＲ細胞は、サイトカインの表面発現をもたらすために、Ｃγサイトカイン及びエレメン
ト（例えば、膜貫通領域）を発現するためのＤＮＡまたはＲＮＡ発現ベクターを含む。例
えば、ＣＡＲ細胞は、膜結合型バージョンのＩＬ－７、ＩＬ－１５、またはＩＬ－２１を
含み得る。いくつかの態様では、サイトカインは、サイトカインコード配列をサイトカイ
ンの受容体と融合させることで膜につながれる。例えば、細胞は、ＩＬ－１５－ＩＬ－１
５Ｒα融合タンパク質（例えば、配列番号６の配列を含むタンパク質）を発現するための
ベクターを含み得る。さらに別の態様では、膜結合型Ｃγサイトカインをコードするベク
ターは、ＣＡＲ細胞のゲノム中に組み込まれたベクターまたは染色体外ベクター（例えば
、エピソームベクター）などのＤＮＡ発現ベクターである。さらに別の態様では、膜結合
型Ｃγサイトカインの発現は、プロモーター活性を誘導または抑制することでＣＡＲ細胞
中のサイトカインの発現（かつ、それによるＣＡＲ細胞の増殖）を制御することができる
ように、誘導性プロモーター（例えば、薬剤誘導性プロモーター）の制御下である。
【００１５】
　実施形態の態様は、ＮＫ細胞、ＮＫＴ細胞、Ｔ細胞、またはＴ前駆細胞を含む患者から
試料を得ることに関する。例えば、場合によっては、試料は、臍帯血試料、末梢血液試料
（例えば、単核球分画）、または多能性細胞を含む対象からの試料である。いくつかの態
様では、対象からの試料を培養し、誘導多能性幹（ｉＰＳ）細胞を生成することができ、
これらの細胞は、ＮＫ細胞、ＮＫＴ細胞、またはＴ細胞の作製に用いられる。細胞試料は
、対象から直接培養してもよいし、あるいは使用前に凍結保存していてもよい。いくつか
の態様では、細胞試料を得ることは、細胞試料を回収することを含む。他の態様では、試
料は、第三者により得られる。さらに別の態様では、対象からの試料を処理して、試料中
のＴ細胞またはＴ前駆細胞を精製または濃縮することができる。例えば、試料を、勾配精
製、細胞培養選択、及び／または細胞選別（例えば、蛍光活性化細胞選別（ＦＡＣＳ）を
介して）することができる。
【００１６】
　いくつかの態様では、実施形態の方法は、抗原提示細胞を得ること、作製すること、ま
たは用いることをさらに含む。例えば、抗原提示細胞は、樹状細胞、活性化及び増殖細胞
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（ＡａＰＣ）、または不活性化（例えば、照射）人工抗原提示細胞（ａＡＰＣ）であって
もよい。そのようなａＡＰＣの作製方法は、当該技術分野において周知であり、本明細書
でさらに詳述される。従って、いくつかの態様では、トランスジェニックＣＡＲ細胞は、
ＣＡＲ細胞集団を増殖させるために、限られた時間のあいだｅｘ　ｖｉｖｏで不活性化ａ
ＡＰＣと共培養される。ＣＡＲ細胞をａＡＰＣと共培養する工程は、例えば、インターロ
イキン－２１（ＩＬ－２１）及び／またはインターロイキン－２（ＩＬ－２）を含む培地
で行ってもよい。いくつかの態様では、共培養することは、ＣＡＲ細胞対不活性化ａＡＰ
Ｃの比率が約１０：１～約１：１０；約３：１～約１：５；または約１：１～約１：３で
行われる。例えば、ＣＡＲ細胞とａＡＰＣとの共培養は、約１：１、約１：２、または約
１：３の比率であってもよい。
【００１７】
　いくつかの態様では、ＡａＰＣまたはａＡＰＣなどの、ＣＡＲ細胞を培養するための細
胞は、特異的ポリペプチドを発現するために遺伝子操作され、ＣＡＲ細胞の増殖を高める
。例えば、細胞は、（ｉ）トランスジェニックＣＡＲ細胞上で発現したＣＡＲにより標的
とされる抗原；（ｉｉ）ＣＤ６４；（ｉｉ）ＣＤ８６；（ｉｉｉ）ＣＤ１３７Ｌ；及び／
または（ｖ）ａＡＰＣの表面上で発現した膜結合型ＩＬ－１５を含み得る。いくつかの態
様では、ＡａＰＣまたはａＡＰＣは、ＡａＰＣまたはａＡＰＣの表面上で発現したＣＡＲ
結合抗体またはその断片を含む。好ましくは、本方法で用いられるＡａＰＣまたはａＡＰ
Ｃは、感染性物質について試験し、該感染性物質を含まないことが確認され、及び／また
は、不活性化及び非増殖性について試験し、不活性化及び非増殖性であることが確認され
る。
【００１８】
　ＡａＰＣまたはａＡＰＣの増殖により培養中にＣＡＲ細胞の数または濃度を増すことが
できるが、この処理は、人手が掛かり、かつ高価である。さらに、いくつかの態様では、
治療を必要とする対象には、できるだけ短時間でランスジェニックＣＡＲ細胞を再注入す
べきである。従って、いくつかの態様では、トランスジェニックＣＡＲ細胞をｅｘ　ｖｉ
ｖｏ培養すること（ｃ）は、１４日以下、７日以下、または３日以下である。例えば、ｅ
ｘ　ｖｉｖｏ培養（例えば、ＡａＰＣまたはａＡＰＣの存在下で培養）は、トランスジェ
ニックＣＡＲ細胞の集団の１倍加未満で行ってもよい。さらに別の態様では、トランスジ
ェニック細胞は、ＡａＰＣまたはａＡＰＣの存在下でｅｘ　ｖｉｖｏ培養されない。
【００１９】
　さらに別の態様では、実施形態の方法は、細胞のトランスフェクション（工程（ｂ））
または細胞のｅｘ　ｖｉｖｏ増殖（工程（ｃ））の後にＣＡＲ発現Ｔ細胞の細胞集団を濃
縮する工程を含む。例えば、濃縮工程は、例えば、ＣＡＲまたはＣＡＲ結合抗体に結合し
た抗原を用いた細胞の選別（例えば、ＦＡＣＳを介して）を含み得る。さらに別の態様で
は、濃縮工程は、非Ｔ細胞の枯渇またはＣＡＲ発現を欠いた細胞の枯渇を含む。例えば、
ＣＤ５６＋細胞は、培養集団から枯渇してもよい。さらに別の態様では、ＣＡＲ細胞の試
料は、細胞を対象に投与する場合に保存される（または培養で維持される）。例えば、試
料は、後々の増殖または分析用に凍結保存してもよい。
【００２０】
　ある態様では、実施形態のトランスジェニックＣＡＲ細胞は、内因性Ｔ細胞受容体及び
／または内因性ＨＬＡを発現するために不活性化される。例えば、Ｔ細胞は、内因性α／
βＴ細胞受容体（ＴＣＲ）の発現を排除するために遺伝子操作してもよい。特定の実施形
態では、ＣＡＲ＋Ｔ細胞は、ＴＣＲの発現を排除するために遺伝子改変される。いくつか
の態様では、ジンクフィンガーヌクレアーゼ（ＺＦＮ）を用いてＣＡＲ発現Ｔ細胞のＴ細
胞受容体α／βを破壊する。ある態様では、ＣＡＲ発現Ｔ細胞のＴ細胞受容体αβ鎖は、
例えば、ジンクフィンガーヌクレアーゼを用いてノックアウトされる。
【００２１】
　本明細書でさらに詳述されるように、実施形態のＣＡＲ細胞は、広範囲の疾患及び病態
の治療に用いることができる。本質的に、特定の抗原の特異的発現または増強発現を伴う
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任意の疾患は、ＣＡＲ細胞を抗原に標的化することで治療することができる。例えば、自
己免疫疾患、感染症、及びがんは、本発明の方法及び／または組成物で治療することがで
きる。これらには、原発性がん、転移性がん、再発がん、治療に対して感受性のがん、治
療に対して難治性のがん（例えば、化学療法難治性のがん）が含まれる。がんは、血液、
肺、脳、結腸、前立腺、乳房、肝臓、腎臓、胃、頸部、卵巣、睾丸、下垂体、食道、脾臓
、皮膚、骨など（例えば、Ｂ細胞リンパ腫または黒色腫）であってもよい。がん治療の場
合、ＣＡＲ細胞は通常、がん細胞抗原（腫瘍関連抗原（ＴＡＡ）としても知られる）を標
的にする。
【００２２】
　さらに別の態様では、実施形態のトランスジェニックＣＡＲ細胞は、微小残存病変を有
する対象（例えば、ごく少量のＣＡＲ標的抗原を有する対象）、例えば、明らかな寛解期
にあるがん患者の治療に用いてもよい。新規の高感度診断技術を用いて、がん関連抗原（
またはがん細胞）を、明らかながん症状を示さない患者で検出することができる。そのよ
うな患者は、抗原標的ＣＡＲ細胞を用いて残存疾患を排除するために本方法により治療し
てもよい。好適な実施形態では、残存疾患を標的にするためのトランスジェニックＣＡＲ
細胞は、これらの細胞が標的抗原に対して少量にもかかわらずｉｎ　ｖｉｖｏ増殖する能
力を保持するため、膜結合型増殖性サイトカインの発現をさらに含む。
【００２３】
　実施形態のプロセスを利用して、種々の腫瘍抗原（例えば、ＣＤ１９、ＲＯＲ１、ＣＤ
５６、ＥＧＦＲ、ＣＤ１２３、ｃ－ｍｅｔ、ＧＤ２）に対するＣＡＲ＋Ｔ細胞を（例えば
、臨床試験用に）製造することができる。この技術を用いて生成されたＣＡＲ＋Ｔ細胞は
、白血病（ＡＭＬ、ＡＬＬ、ＣＭＬ）、感染症、及び／または固形腫瘍を持つ患者の治療
に用いることができる。例えば、実施形態の方法は、細胞増殖性疾患、真菌病原体、ウイ
ルス感染、細菌感染、または寄生感染の治療に用いることができる。標的となり得る病原
体には、限定されるが、マラリア原虫、トリパノソーマ、アスペルギルス、カンジダ、Ｈ
ＳＶ、ＲＳＶ、ＥＢＶ、ＣＭＶ、ＪＣウイルス、ＢＫウイルス、またはエボラ病原体が挙
げられる。実施形態のＣＡＲ細胞により標的とされ得る抗原のさらなる例としては、限定
的ではないが、ＣＤ１９、ＣＤ２０、がん胎児性抗原、アルファフェトプロテイン、ＣＡ
－１２５、５Ｔ４、ＭＵＣ－１、上皮腫瘍抗原、メラノーマ関連抗原、変異ｐ５３、変異
ｒａｓ、ＨＥＲ２／Ｎｅｕ、ＥＲＢＢ２、葉酸結合タンパク質、ＨＩＶ－１エンベロープ
糖タンパク質ｇｐ１２０、ＨＩＶ－１エンベロープ糖タンパク質ｇｐ４１、ＧＤ２、ＣＤ
１２３、ＣＤ２３，ＣＤ３０、ＣＤ５６、ｃ－Ｍｅｔ、メソテリン、ＧＤ３、ＨＥＲＶ－
Ｋ、ＩＬ－１１Ｒα、κ鎖、λ鎖、ＣＳＰＧ４、ＥＲＢＢ２、ＥＧＦＲｖＩＩＩ、または
ＶＥＧＦＲ２が挙げられる。ある態様では、実施形態の方法は、ＣＤ１９またはＨＥＲＶ
－Ｋ発現細胞を標的にすることに関する。例えば、ＨＥＲＶ－Ｋ標的ＣＡＲ細胞は、モノ
クローナル抗体６Ｈ５のｓｃＦｖ配列を含むＣＡＲを含み得る。さらに別の態様では、実
施形態のＣＡＲは、ＩＬ－２、ＩＬ－７、ＩＬ－１５、ＩＬ－２１などのサイトカインま
たはその組み合わせと共役または融合することができる。
【００２４】
　いくつかの実施形態では、本明細書に記載の細胞集団から細胞の有効量を提供する工程
を含む方法で、病状がある個体を、２回以上、いくつかの態様では、少なくとも１、２、
３、４、５、６、７、８、９、１０、１１、１２、１３、１４、またはそれ以上の日にち
を空けて治療することを提供する。特定の実施形態では、がんは、リンパ腫、白血病、非
ホジキンリンパ腫、急性リンパ芽球性白血病、慢性リンパ芽球性白血病、慢性リンパ性白
血病、またはＢ細胞関連自己免疫疾患である。
【００２５】
　さらに別の実施形態では、配列番号１に少なくとも約８５％、９０％、９１％、９２％
、９３％、９４％、９５％、９６％、９７％、９８％、または９９％同一であるアミノ酸
配列を含むＣＤ１９標的ＣＡＲを含む単離または組み換えポリペプチドを提供する。関連
する実施形態では、ＣＤ１９標的ＣＡＲをコードする（例えば、配列番号１に８５％、９
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０％、９１％、９２％、９３％、９４％、９５％、９６％、９７％、９８％、または９９
％同一であるアミノ酸配列をコードする）単離または組み換えポリヌクレオチド配列を提
供する。例えば、いくつかの態様では、ポリヌクレオチド配列は、（ＣＤ－１９標的ＣＡ
Ｒをコードする）配列番号３、または（ＣＤ－１９標的ＣＡＲ、発現制御配列、及び隣接
トランスポゾン反復をコードする）配列番号４に８５％、９０％、９１％、９２％、９３
％、９４％、９５％、９６％、９７％、９８％、または９９％同一である。さらに別の実
施形態では、ＣＤ１９標的ＣＡＲをコードするポリペプチド及び／または実施形態のＣＤ
１９標的ＣＡＲをコードするポリヌクレオチドを含む宿主細胞を提供する。例えば、宿主
細胞は、Ｔ細胞またはＴ前駆細胞であり得る。好ましくは、宿主細胞は、ヒト細胞である
。当業者であれば、上記のポリペプチド、ポリヌクレオチド、または宿主細胞のいずれか
を本明細書で詳述される方法に従って使用してもよいことが認識されるであろう。
【００２６】
　さらに別の実施形態では、配列番号４に少なくとも約８５％、９０％、９１％、９２％
、９３％、９４％、９５％、９６％、９７％、９８％、または９９％同一であるアミノ酸
配列を含むＨＥＲＶ－Ｋ標的ＣＡＲを含む単離または組み換えポリペプチドを提供する。
関連する実施形態では、ＨＥＲＶ－Ｋ標的ＣＡＲをコードする（例えば、配列番号４に８
５％、９０％、９１％、９２％、９３％、９４％、９５％、９６％、９７％、９８％、ま
たは９９％同一であるアミノ酸配列をコードする）単離または組み換えポリヌクレオチド
配列を提供する。例えば、いくつかの態様では、ポリヌクレオチド配列は、（ＨＥＲＶ－
Ｋ標的ＣＡＲ、発現制御配列、及び隣接トランスポゾン反復をコードする）配列番号５に
８５％、９０％、９１％、９２％、９３％、９４％、９５％、９６％、９７％、９８％、
または９９％同一である。さらに別の実施形態では、ＨＥＲＶ－Ｋ標的ＣＡＲをコードす
るポリペプチド及び／または実施形態のＨＥＲＶ－Ｋ標的ＣＡＲをコードするポリヌクレ
オチドを含む宿主細胞を提供する。例えば、宿主細胞は、Ｔ細胞またはＴ前駆細胞であり
得る。好ましくは、宿主細胞は、ヒト細胞である。当業者であれば、上記のポリペプチド
、ポリヌクレオチド、または宿主細胞のいずれかを本明細書で詳述される方法に従って使
用してもよいことが認識されるであろう。
【００２７】
　さらに別の実施形態では、配列番号６に少なくとも約８５％、９０％、９１％、９２％
、９３％、９４％、９５％、９６％、９７％、９８％、または９９％同一であるアミノ酸
配列を含む膜結合型ＩＬ－１５を含む単離または組み換えポリペプチドを提供する。関連
する実施形態では、膜結合型ＩＬ－１５をコードする（例えば、配列番号６に８５％、９
０％、９１％、９２％、９３％、９４％、９５％、９６％、９７％、９８％、または９９
％同一であるアミノ酸配列をコードする）単離または組み換えポリヌクレオチド配列を提
供する。例えば、いくつかの態様では、ポリヌクレオチド配列は、（膜結合型ＩＬ－１５
、発現制御配列、及び隣接トランスポゾン反復）配列番号７に８５％、９０％、９１％、
９２％、９３％、９４％、９５％、９６％、９７％、９８％、または９９％同一である。
さらに別の実施形態では、膜結合型ＩＬ－１５をコードするポリペプチド及び／または実
施形態の膜結合型ＩＬ－１５をコードするポリヌクレオチドを含む宿主細胞を提供する。
例えば、宿主細胞は、Ｔ細胞、Ｔ前駆細胞、またはａＡＰＣであり得る。好ましくは、宿
主細胞は、ヒト細胞である。当業者であれば、上記のポリペプチド、ポリヌクレオチド、
または宿主細胞のいずれかを本明細書で詳述される方法に従って使用してもよいことが認
識されるであろう。
【００２８】
　本明細書中で使用される場合、「ａ」または「ａｎ」は１つ以上を意味し得る。特許請
求の範囲において本明細書中で使用される場合、「を含む」という語と組み合わせて使用
される場合、「ａ」または「ａｎ」は、１であるかまたは１より大きいことを意味し得る
。
【００２９】
　特許請求の範囲における「または」という用語の使用は、代替物のみに言及することが
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明確に示されない限りまたは代替物が相互に排他的でない限り、「及び／または」という
意味のために使用されるが、本開示は、代替物のみ及び「及び／または」を指す定義を支
持する。本明細書中で使用される場合、「別の」は、少なくとも２番目またはそれ以降を
意味し得る。
【００３０】
　本出願を通じて、「約」という用語は、値が、値を測定するために使用される装置、方
法に対する固有の誤差変動または研究対象物の間に存在する変動を含むことを指すために
使用される。
【００３１】
　本発明のその他の目的、特性、及び長所は、以下の詳細な説明から明らかになろう。し
かしながら、詳細な説明及び具体例は本発明の好ましい実施形態を示してはいるが、この
詳細な説明から本発明の精神及び範囲内の様々な変更及び改変が当業者にとって明らかと
なろうから、単なる例示に過ぎないことを理解されたい。
【００３２】
　以下の図面は本明細書の一部を形成し、かつ本発明のある態様をさらに実証するために
含まれる。本明細書中に提示される具体的な実施形態の詳細な説明と合わせてこれらの図
面の１つ以上を参照することによって、本発明がより詳細に理解されよう。
　特定の実施形態では、例えば以下が提供される：
（項目１）
　ｉｎ　ｖｉｔｒｏ方法であって、
　（ａ）細胞の試料を対象から得ることと、ここで、前記試料は、Ｔ細胞またはＴ前駆細
胞を含む；
　（ｂ）前記細胞を、トランスポゾンフランクキメラ抗原受容体（ＣＡＲ）をコードする
ＤＮＡと前記ＣＡＲをコードする前記ＤＮＡを前記細胞のゲノム中に組み込むのに有効な
トランスポゼースとでトランスフェクトし、トランスジェニックＣＡＲ発現Ｔ細胞の集団
を提供することと；
　（ｃ）必要に応じて、ＣＡＲ発現Ｔ細胞の増殖を選択的に高める培地中で前記トランス
ジェニックＣＡＲ細胞の集団をｅｘ　ｖｉｖｏにて培養することと、ここで、前記トラン
スジェニックＣＡＲ　Ｔ細胞は培養され、仮にそうであったとしても、１８日以下である
、
　を含む、前記方法。
（項目２）
　ｉｎ　ｖｉｔｒｏ方法であって、
　（ａ）細胞の試料を対象から得ることと、ここで、前記試料は、Ｔ細胞またはＴ前駆細
胞を含み、前記対象から得た際に、約２０～２００ｍｌの初期容量を有する；
　（ｂ）前記細胞を、トランスポゾンフランクキメラ抗原受容体（ＣＡＲ）をコードする
ＤＮＡと前記ＣＡＲをコードする前記ＤＮＡを前記細胞のゲノム中に組み込むのに有効な
トランスポゼースとでトランスフェクトし、トランスジェニックＣＡＲ発現Ｔ細胞の集団
を提供することと；
　（ｃ）必要に応じて、ＣＡＲ発現Ｔ細胞の増殖を選択的に高める培地中で前記トランス
ジェニックＣＡＲ細胞の集団をｅｘ　ｖｉｖｏにて培養することと
　を含む、前記方法。
（項目３）
　工程（ｂ）前に前記試料中のＴ細胞を精製または濃縮することをさらに含む項目１また
は２に記載の方法。
（項目４）
　前記試料中のＴ細胞を濃縮することが、単核球分画を回収することを含む項目３に記載
の方法。
（項目５）
　前記トランスジェニックＣＡＲ　Ｔ細胞が、１４日以下で培養される項目１または２に
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記載の方法。
（項目６）
　工程（ａ）乃至（ｃ）のプロセスが、１８日以下で完了する項目１または２に記載の方
法。
（項目７）
　前記細胞試料が、前記対象から得た際に、約２０～２００ｍｌの初期容量を有する項目
１に記載の方法。
（項目８）
　前記細胞試料が、前記対象から得た際に、約５０～２００ｍｌ、５０～１００ｍｌ、ま
たは１００～２００ｍｌの初期容量を有する項目２または７に記載の方法。
（項目９）
　前記細胞試料が、凍結保存試料である項目１または２に記載の方法。
（項目１０）
　前記細胞試料が、臍帯血由来である項目１または２に記載の方法。
（項目１１）
　前記細胞試料が、前記対象からの末梢血液試料である項目１または２に記載の方法。
（項目１２）
　前記細胞試料をアフェレーシスにより得た項目１または２に記載の方法。
（項目１３）
　前記細胞試料を静脈穿刺により得た項目１または２に記載の方法。
（項目１４）
　前記細胞試料が、Ｔ細胞の亜集団である項目１または２に記載の方法。
（項目１５）
　前記トランスジェニックＣＡＲ細胞が、内因性Ｔ細胞受容体及び／または内因性ＨＬＡ
を発現するために不活性化される項目１または２に記載の方法。
（項目１６）
　前記細胞試料を得ることが、前記細胞を第三者から得ることを含む項目１または２に記
載の方法。
（項目１７）
　工程（ｂ）において、ＣＡＲをコードするＤＮＡを前記Ｔ細胞にエレクトロポレートす
ることを含む項目１または２に記載の方法。
（項目１８）
　工程（ｂ）において、前記細胞をウイルスに感染または該ウイルスで形質導入すること
を伴わない項目１または２に記載の方法。
（項目１９）
　前記細胞をトランスフェクトすることが、膜結合型Ｃγサイトカインをコードする核酸
で前記細胞をトランスフェクトすることをさらに含む項目１または２に記載の方法。
（項目２０）
　前記膜結合型Ｃγサイトカインが、膜結合型のＩＬ－７、ＩＬ－１５、またはＩＬ－２
１である項目１９に記載の方法。
（項目２１）
　前記膜結合型Ｃγサイトカインが、ＩＬ－１５－ＩＬ－１５Ｒα融合タンパク質である
項目１９に記載の方法。
（項目２２）
　ＣＡＲをコードする前記ＤＮＡが、プラスミドである項目１または２に記載の方法。
（項目２３）
　前記トランスポゼースが、ＤＮＡ発現ベクターとして提供される項目１または２に記載
の方法。
（項目２４）
　前記トランスポゼースが、ｍＲＮＡとして提供される項目１または２に記載の方法。
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（項目２５）
　前記ｍＲＮＡが、キャップド及び／またはポリＡ尾部を含む項目２４に記載の方法。
（項目２６）
　前記トランスポゼースが、ポリペプチドまたは発現可能ＲＮＡとして提供される項目１
または２に記載の方法。
（項目２７）
　前記トランスポゼースが、サケ科型Ｔｃ１様トランスポゼース（ＳＢ）である項目１ま
たは２に記載の方法。
（項目２８）
　前記トランスポゼースが、ＳＢ１１またはＳＢ１００ｘトランスポゼースである項目２
７に記載の方法。
（項目２９）
　前記トランスジェニックＣＡＲ細胞を培養すること（ｃ）が、前記ＣＡＲ発現Ｔ細胞の
増殖を刺激する樹状細胞または人工抗原提示細胞（ａＡＰＣ）の存在下で前記トランスジ
ェニックＣＡＲ細胞を培養することを含み得る項目１または２に記載の方法。
（項目３０）
　前記ａＡＰＣが、トランスジェニックＫ５６２細胞である項目２９に記載の方法。
（項目３１）
　前記ａＡＰＣが、（ｉ）前記トランスジェニックＣＡＲ細胞上で発現した前記ＣＡＲに
より標的とされる抗原；（ｉｉ）ＣＤ６４；（ｉｉ）ＣＤ８６；（ｉｉｉ）ＣＤ１３７Ｌ
；及び／または（ｖ）前記ａＡＰＣの表面上で発現した膜結合型ＩＬ－１５を含む項目２
９に記載の方法。
（項目３２）
　前記ａＡＰＣが、前記ａＡＰＣの表面上で発現したＣＡＲ結合抗体またはその断片を含
む項目２９に記載の方法。
（項目３３）
　前記ａＡＰＣが、Ｔ細胞を活性化または共刺激する付加分子を含む項目２９に記載の方
法。
（項目３４）
　前記付加分子が、膜結合型Ｃγサイトカインを含む項目３３に記載の方法。
（項目３５）
　前記ａＡＰＣが不活性化される項目２９に記載の方法。
（項目３６）
　前記ａＡＰＣが照射される項目３５に記載の方法。
（項目３７）
　前記ａＡＰＣが、感染性物質について試験し、該感染性物質を含まないことが確認され
た項目２９に記載の方法。
（項目３８）
　ａＡＰＣの存在下で前記トランスジェニックＣＡＲ細胞を培養することが、ＩＬ－２１
及び／またはＩＬ－２を含む培地中で前記トランスジェニックＣＡＲ細胞を培養すること
を含む項目２９に記載の方法。
（項目３９）
　ａＡＰＣの存在下で前記トランスジェニックＣＡＲ細胞を培養することが、約１０：１
～約１：１０（ａＡＰＣに対するＣＡＲ細胞）の比率で前記細胞を培養することを含む項
目２９に記載の方法。
（項目４０）
　前記トランスジェニック細胞を培養すること（ｃ）が、７、１４、２１、２８、３５、
または４２日以下である項目１または２に記載の方法。
（項目４１）
　前記トランスジェニック細胞を培養すること（ｃ）が、前記トランスジェニックＣＡＲ
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細胞の集団の１倍加未満をもたらす項目１または２に記載の方法。
（項目４２）
　前記トランスジェニック細胞を培養すること（ｃ）が、前記トランスジェニックＣＡＲ
細胞の集団の少なくとも１倍加をもたらす項目１または２に記載の方法。
（項目４３）
　前記トランスジェニック細胞が、ａＡＰＣの存在下でｅｘ　ｖｉｖｏ培養されない項目
１または２に記載の方法。
（項目４４）
　工程（ｂ）または工程（ｃ）の後にＣＡＲ発現Ｔ細胞の前記細胞集団を濃縮することを
さらに含む項目１または２に記載の方法。
（項目４５）
　前記濃縮することが、蛍光活性化細胞選別（ＦＡＣＳ）を含む項目４４に記載の方法。
（項目４６）
　前記濃縮することが、ＣＡＲ発現細胞を選別することを含む項目４５に記載の方法。
（項目４７）
　前記濃縮することが、常磁性粒子上でＣＡＲ発現細胞を選別することを含む項目４６に
記載の方法。
（項目４８）
　ＣＡＲ発現細胞を選別することが、ＣＡＲ結合抗体の使用を含む項目４６に記載の方法
。
（項目４９）
　前記濃縮することが、ＣＤ５６＋細胞の枯渇を含む項目４４に記載の方法。
（項目５０）
　前記トランスジェニックＣＡＲ細胞の集団の試料を凍結保存することをさらに含む項目
１または２に記載の方法。
（項目５１）
　前記ＣＡＲが、がん細胞抗原を標的にする項目１または２に記載の方法。
（項目５２）
　前記がん細胞抗原が、ＣＤ１９、ＣＤ２０、ＲＯＲ１、ＣＤ２２がん胎児性抗原、アル
ファフェトプロテイン、ＣＡ－１２５、５Ｔ４、ＭＵＣ－１、上皮腫瘍抗原、前立腺特異
抗原、メラノーマ関連抗原、変異ｐ５３、変異ｒａｓ、ＨＥＲ２／Ｎｅｕ、葉酸結合タン
パク質、ＨＩＶ－１エンベロープ糖タンパク質ｇｐ１２０、ＨＩＶ－１エンベロープ糖タ
ンパク質ｇｐ４１、ＧＤ２、ＣＤ１２３、ＣＤ３３、ＣＤ１３８、ＣＤ２３、ＣＤ３０、
ＣＤ５６、ｃ－Ｍｅｔ、メソテリン、ＧＤ３、ＨＥＲＶ－Ｋ、ＩＬ－１１Ｒα、κ鎖、λ
鎖、ＣＳＰＧ４、ＥＲＢＢ２、ＥＧＦＲｖＩＩＩ、ＶＥＧＦＲ２、ＨＥＲ２－ＨＥＲ３の
組み合わせ、またはＨＥＲ１－ＨＥＲ２の組み合わせである項目５１に記載の方法。
（項目５３）
　前記がん細胞抗原が、ＣＤ１９であり、前記ＣＡＲが、ＣＤ１９標的ＣＡＲである項目
５２に記載の方法。
（項目５４）
　前記ＣＡＲが、配列番号１に少なくとも９０％同一であるアミノ酸配列を含むＣＤ１９
標的ＣＡＲである項目５３に記載の方法。
（項目５５）
　前記ＣＡＲが、ＨＥＲＶ－Ｋエンベロープタンパク質標的ＣＡＲである項目５２に記載
の方法。
（項目５６）
　前記ＣＡＲが、モノクローナル抗体６Ｈ５のｓｃＦｖ配列を含む項目５５に記載の方法
。
（項目５７）
　前記ＣＡＲが、病原体抗原を標的にする項目１または２に記載の方法。
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（項目５８）
　前記病原体が、真菌病原体、ウイルス性病原体、または細菌性病原体である項目５７に
記載の方法。
（項目５９）
　前記病原体が、マラリア原虫、トリパノソーマ、アスペルギルス、カンジダ、ＨＳＶ、
ＲＳＶ、ＥＢＶ、ＣＭＶ、ＪＣウイルス、ＢＫウイルス、またはエボラ病原体である項目
５７に記載の方法。
（項目６０）
　項目１または２に記載の方法により作製されたＴ細胞組成物。
（項目６１）
　疾患を有するヒト対象においてＴ細胞応答をもたらす項目６０に記載の組成物。
（項目６２）
　前記疾患が、細胞増殖性疾患である項目６１に記載の組成物。
（項目６３）
　前記細胞増殖性疾患が、自己免疫疾患であり、前記ＣＡＲが、前記自己免疫細胞を標的
にする項目６１に記載の組成物。
（項目６４）
　前記細胞増殖性疾患が、がんであり、前記ＣＡＲが、がん細胞抗原を標的にする項目６
２に記載の組成物。
（項目６５）
　前記対象が、以前に抗がん治療を経験している項目６１に記載の組成物。
（項目６６）
　前記対象が、寛解期であるかまたは、前記対象が、前記がんの症状がないが、検出可能
ながん細胞を含む項目６１に記載の組成物。
（項目６７）
　前記疾患が、病原体により引き起こされる感染性疾患であり、前記ＣＡＲが、病原体抗
原を標的にする項目６１に記載の組成物。
（項目６８）
　ＨＥＲＶ－Ｋのエンベロープタンパク質を標的にする発現キメラＴ細胞受容体（ＣＡＲ
）を含む単離トランスジェニック細胞。
（項目６９）
　前記細胞が、ヒト細胞である項目６８に記載の単離細胞。
（項目７０）
　前記ＣＡＲをコードするＤＮＡを、前記細胞のゲノム中に組み込む項目６８に記載の単
離細胞。
（項目７１）
　前記ＣＡＲが、配列番号４に少なくとも９０％同一であるアミノ酸配列を含む項目６８
に記載の単離細胞。
（項目７２）
　前記ＣＡＲをコードするＤＮＡが、トランスポゾン反復配列によりフランクされる項目
６８に記載の単離細胞。
（項目７３）
　配列番号５に少なくとも約９０％同一である組み込みＤＮＡ配列を含む項目６８に記載
の単離細胞。
（項目７４）
　前記ＣＡＲが、モノクローナル抗体６Ｈ５のＣＤＲ配列を含む項目６８に記載の単離細
胞。
（項目７５）
　前記ＣＡＲが、モノクローナル抗体６Ｈ５のｓｃＦｖ配列を含む項目７３に記載の単離
細胞。
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（項目７６）
　前記ＣＡＲが、配列番号４のアミノ酸配列を含む項目７３に記載の単離細胞。
（項目７７）
　前記対象に項目６８に記載のトランスジェニック細胞の有効量を投与することを含む、
疾患を有するヒト対象においてＴ細胞応答をもたらす方法。
（項目７８）
　発現キメラＴ細胞受容体（ＣＡＲ）及び発現膜結合型ＩＬ－１５を含む単離トランスジ
ェニック細胞であって、
　前記膜結合型ＩＬ－１５が、ＩＬ－１５とＩＬ－１５Ｒαとの間の融合タンパク質を含
む、前記単離トランスジェニック細胞。
（項目７９）
　前記細胞が、ヒト細胞である項目７８に記載の単離細胞。
（項目８０）
　前記膜結合型ＩＬ－１５が、配列番号６に少なくとも９０％同一であるアミノ酸配列を
含む項目７８に記載の単離細胞。
（項目８１）
　前記膜結合型ＩＬ－１５が、配列番号６のアミノ酸配列を含む項目８０に記載の単離細
胞。
（項目８２）
　配列番号７に少なくとも９０％同一であるポリヌクレオチド配列を含む項目７８に記載
の単離細胞。
（項目８３）
　配列番号７のポリヌクレオチド配列を含む項目８２に記載の単離細胞。
（項目８４）
　前記ＣＡＲをコードするＤＮＡを、前記細胞のゲノム中に組み込む項目７８に記載の単
離細胞。
（項目８５）
　前記膜結合型ＩＬ－１５をコードするＤＮＡが、染色体外要素を含む項目７８に記載の
単離細胞。
（項目８６）
　前記膜結合型ＩＬ－１５をコードするＤＮＡを、前記細胞のゲノム中に組み込む項目７
８に記載の単離細胞。
（項目８７）
　前記対象に項目７８に記載のトランスジェニック細胞の有効量を投与することを含む、
疾患を有するヒト対象においてＴ細胞応答をもたらす方法。
（項目８８）
　前記疾患が、がんであり、前記ＣＡＲが、がん細胞抗原を標的にする項目８７に記載の
方法。
（項目８９）
　前記対象が、以前に抗がん治療を経験している項目８８に記載の方法。
（項目９０）
　前記対象が、寛解期である項目８９に記載の方法。
（項目９１）
　前記対象が、前記がんの症状がないが、検出可能ながん細胞を含む項目８９に記載の方
法。
（項目９２）
　配列番号１；配列番号４、または配列番号６に少なくとも９０％同一であるアミノ酸配
列を含む組み換えポリペプチド。
（項目９３）
　配列番号１に少なくとも９０％同一であるアミノ酸配列を含むＣＤ１９標的ＣＡＲを含
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む項目９２に記載のポリペプチド。
（項目９４）
　配列番号１のアミノ酸配列を含む項目９３に記載のポリペプチド。
（項目９５）
　配列番号４に少なくとも９０％同一であるアミノ酸配列を含むＨＥＲＶ－Ｋ標的ＣＡＲ
を含む項目９２に記載のポリペプチド。
（項目９６）
　配列番号４のアミノ酸配列を含む項目９５に記載のポリペプチド。
（項目９７）
　配列番号６に少なくとも９０％同一であるアミノ酸配列を含む膜結合型ＩＬ－１５を含
む項目９２に記載のポリペプチド。
（項目９８）
　配列番号６のアミノ酸配列を含む項目９７に記載のポリペプチド。
（項目９９）
　配列番号１；配列番号４、または配列番号６に少なくとも９０％同一であるポリペプチ
ドをコードするポリヌクレオチド。
（項目１００）
　配列番号２；配列番号３；配列番号５、または配列番号７に少なくとも９０％同一であ
る配列を含む項目９９に記載のポリヌクレオチド。
（項目１０１）
　項目９２～９８に記載のポリペプチドまたは項目９９～１００に記載のポリヌクレオチ
ドを含む宿主細胞。
（項目１０２）
　前記細胞が、Ｔ細胞、Ｔ前駆細胞、またはａＡＰＣである項目１０１に記載の宿主細胞
。
（項目１０３）
　疾患を有するヒト対象においてＴ細胞応答をもたらす方法であって、
　（ａ）前記対象から細胞の試料を得ることと、ここで、前記試料は、Ｔ細胞またはＴ前
駆細胞を含む；
　（ｂ）前記細胞を、トランスポゾンフランクキメラ抗原受容体（ＣＡＲ）をコードする
ＤＮＡと前記ＣＡＲをコードする前記ＤＮＡを前記細胞のゲノム中に組み込むのに有効な
トランスポゼースとでトランスフェクトし、トランスジェニックＣＡＲ発現Ｔ細胞の集団
を提供することと；
　（ｃ）必要に応じて、ＣＡＲ発現Ｔ細胞の増殖を選択的に高める培地中で前記トランス
ジェニックＣＡＲ細胞の集団をｅｘ　ｖｉｖｏにて培養することと、ここで、前記トラン
スジェニックＣＡＲ　Ｔ細胞は培養され、仮にそうであったとしても、１８日以下である
；
　（ｄ）Ｔ細胞応答をもたらすために、前記対象に前記トランスジェニックＣＡＲ　Ｔ細
胞の有効量を投与することと
　を含む、前記方法。
（項目１０４）
　疾患を有するヒト対象においてＴ細胞応答をもたらす方法であって、
　（ａ）前記対象から細胞の試料を得ることと、ここで、前記試料は、Ｔ細胞またはＴ前
駆細胞を含み、前記対象から得た際に、約２０～２００ｍｌの初期容量を有する；
　（ｂ）前記細胞を、トランスポゾンフランクキメラ抗原受容体（ＣＡＲ）をコードする
ＤＮＡと前記ＣＡＲをコードする前記ＤＮＡを前記細胞のゲノム中に組み込むのに有効な
トランスポゼースとでトランスフェクトし、トランスジェニックＣＡＲ発現Ｔ細胞の集団
を提供することと；
　（ｃ）必要に応じて、ＣＡＲ発現Ｔ細胞の増殖を選択的に高める培地中で前記トランス
ジェニックＣＡＲ細胞の集団をｅｘ　ｖｉｖｏにて培養することと；
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　（ｄ）Ｔ細胞応答をもたらすために、前記対象に前記トランスジェニックＣＡＲ　Ｔ細
胞の有効量を投与することと
　を含む、前記方法。
【図面の簡単な説明】
【００３３】
【図１】ＰＢ及びＵＣＢからＣＡＲ＋Ｔ細胞を電気穿孔し、増殖させるプロセスの概要を
述べる工程である。
【図２Ａ】図２。ＰＢからの遺伝子改変Ｔ細胞の特性化。（Ａ）遺伝子導入の効率を評価
するため、第１の刺激サイクル０日目でのＥＧＦＰの発現（Ｂ）エレクトロポレーション
からおおよそ２４時間後、（Ｃ）ａＡＰＣ上で共培養してから２８日後での、ＣＤ３＋、
ＣＤ８＋、及びＣＤ４＋Ｔ細胞上のフローサイトメトリーにより評価された際のＣＤ１９
特異的ＣＡＲ（ＣＤ１９ＲＣＤ２８）の発現。同様のＣＡＲ発現が、ＵＣＢ由来Ｔ細胞で
観察された。（Ｄ）ＣＡＲ発現の動態。
【図２Ｂ－２Ｃ】図２。ＰＢからの遺伝子改変Ｔ細胞の特性化。（Ａ）遺伝子導入の効率
を評価するため、第１の刺激サイクル０日目でのＥＧＦＰの発現（Ｂ）エレクトロポレー
ションからおおよそ２４時間後、（Ｃ）ａＡＰＣ上で共培養してから２８日後での、ＣＤ
３＋、ＣＤ８＋、及びＣＤ４＋Ｔ細胞上のフローサイトメトリーにより評価された際のＣ
Ｄ１９特異的ＣＡＲ（ＣＤ１９ＲＣＤ２８）の発現。同様のＣＡＲ発現が、ＵＣＢ由来Ｔ
細胞で観察された。（Ｄ）ＣＡＲ発現の動態。
【図２Ｄ】図２。ＰＢからの遺伝子改変Ｔ細胞の特性化。（Ａ）遺伝子導入の効率を評価
するため、第１の刺激サイクル０日目でのＥＧＦＰの発現（Ｂ）エレクトロポレーション
からおおよそ２４時間後、（Ｃ）ａＡＰＣ上で共培養してから２８日後での、ＣＤ３＋、
ＣＤ８＋、及びＣＤ４＋Ｔ細胞上のフローサイトメトリーにより評価された際のＣＤ１９
特異的ＣＡＲ（ＣＤ１９ＲＣＤ２８）の発現。同様のＣＡＲ発現が、ＵＣＢ由来Ｔ細胞で
観察された。（Ｄ）ＣＡＲ発現の動態。
【図３】ＰＢ由来ＣＡＲ＋Ｔ細胞の増殖。組み換えヒト可溶性ＩＬ－２及びＩＬ－２１の
存在下で、γ照射ａＡＰＣ上での反復共培養によるＰＢ由来のＣＤ３＋及びＣＡＲ＋Ｔ細
胞の数的増殖率。上向き矢印は、各刺激サイクルの開始を示すγ照射ａＡＰＣの追加を示
す。ＵＣＢ由来ＣＡＲ＋Ｔ細胞は、同様の数的増殖率を示す。
【図４】ＰＢ及びＵＣＢ由来のＣＡＲ＋Ｔ細胞を遺伝的に改変し、増殖させるため、ＳＢ
及びａＡＰＣ系を用いた製造プロセスの概略。ＣＤ１９特異的ＣＡＲ＋Ｔ細胞は、組み換
えヒト可溶性ＩＬ－２及びＩＬ－２１の存在下で、ＳＢ由来超らせんＤＮＡプラスミドの
電気導入及びそれに続くＫ５６２由来ａＡＰＣ（クローン＃４）上での共培養により生成
された。
【図５Ａ】図５。ａＡＰＣの採取及び特性化。（Ａ、Ｂ）Ｓｅｐａｘ減容。ＶｕｅＬｉｆ
ｅバッグ中で増殖させたａＡＰＣクローン＃４を、Ｓｅｐａｘ　ＩＩのＣＳ－４９０．１
キットを用いて採取した。Ｓｅｐａｘ採取（Ｓ、ｎ＝４）をマニュアル（Ｍ、ｎ＝１）手
順と比較した。平均のプロセス前後の細胞カウント（４．９×１０８対５×１０８）は、
Ｓｅｐａｘシステムを用いて同様であった。（Ｃ）ａＡＰＣ（クローン＃４）の表現型。
Ｋ５６２　ａＡＰＣ及びＫ５６２親対照上でＥＧＦＰ（ｍＩＬ－１５－ＥＧＦＰ）と共発
現させたＣＤ１９、ＣＤ６４、ＣＤ８６、ＣＤ１３７Ｌ、及び膜結合型バージョンのＩＬ
－１５（改変ＩｇＧ４　Ｆｃ領域に融合したペプチド）の発現を示すフローサイトメトリ
ー分析。
【図５Ｂ】図５。ａＡＰＣの採取及び特性化。（Ａ、Ｂ）Ｓｅｐａｘ減容。ＶｕｅＬｉｆ
ｅバッグ中で増殖させたａＡＰＣクローン＃４を、Ｓｅｐａｘ　ＩＩのＣＳ－４９０．１
キットを用いて採取した。Ｓｅｐａｘ採取（Ｓ、ｎ＝４）をマニュアル（Ｍ、ｎ＝１）手
順と比較した。平均のプロセス前後の細胞カウント（４．９×１０８対５×１０８）は、
Ｓｅｐａｘシステムを用いて同様であった。（Ｃ）ａＡＰＣ（クローン＃４）の表現型。
Ｋ５６２　ａＡＰＣ及びＫ５６２親対照上でＥＧＦＰ（ｍＩＬ－１５－ＥＧＦＰ）と共発
現させたＣＤ１９、ＣＤ６４、ＣＤ８６、ＣＤ１３７Ｌ、及び膜結合型バージョンのＩＬ
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－１５（改変ＩｇＧ４　Ｆｃ領域に融合したペプチド）の発現を示すフローサイトメトリ
ー分析。
【図５Ｃ】図５。ａＡＰＣの採取及び特性化。（Ａ、Ｂ）Ｓｅｐａｘ減容。ＶｕｅＬｉｆ
ｅバッグ中で増殖させたａＡＰＣクローン＃４を、Ｓｅｐａｘ　ＩＩのＣＳ－４９０．１
キットを用いて採取した。Ｓｅｐａｘ採取（Ｓ、ｎ＝４）をマニュアル（Ｍ、ｎ＝１）手
順と比較した。平均のプロセス前後の細胞カウント（４．９×１０８対５×１０８）は、
Ｓｅｐａｘシステムを用いて同様であった。（Ｃ）ａＡＰＣ（クローン＃４）の表現型。
Ｋ５６２　ａＡＰＣ及びＫ５６２親対照上でＥＧＦＰ（ｍＩＬ－１５－ＥＧＦＰ）と共発
現させたＣＤ１９、ＣＤ６４、ＣＤ８６、ＣＤ１３７Ｌ、及び膜結合型バージョンのＩＬ
－１５（改変ＩｇＧ４　Ｆｃ領域に融合したペプチド）の発現を示すフローサイトメトリ
ー分析。
【図６】臨床等級ＣＤ１９特異的Ｔ細胞を生成するプロセスの概略。ＭＣＢ（ＰＡＣＴ）
及びＷＣＢ（ＭＤＡＣＣ）をＫ５６２由来ａＡＰＣ（クローン＃４）に対して生成した。
ＣＡＲ＋Ｔ細胞を生成するために、ａＡＰＣをバッグ中で数値的に増殖させ、Ｓｅｐａｘ
　ＩＩシステムを用いて採取し、照射（１００Ｇｙ）し、後々の使用のために凍結保存し
た。ＣＤ１９特異的Ｔ細胞は、以下のように製造した；ＰＢＭＣは、Ｓｅｐａｘ　ＩＩシ
ステム及び凍結保存を用いて健常ドナーアフェレーシス製品から単離した。その後、ＰＢ
ＭＣを解凍し、ＳＢ　ＤＮＡプラスミド（ＣＤ１９ＲＣＤ２８　ＣＡＲトランスポゾン、
ＳＢ１１トランスポゼース）をヌクレオフェクター　Ｓｙｓｔｅｍを用いて電気穿孔し、
サイトカイン（ＩＬ－２及びＩＬ－２１）と共に、解凍した照射ａＡＰＣ上で２８日の培
養期間にわたって共培養し、凍結保存した。
【図７Ａ】図７。ＣＡＲ＋Ｔ細胞の表現型。（Ａ）エレクトロポレーションした次の日（
培養１日目）及びＣＤ１９＋ａＡＰＣが欠如したａＡＰＣクローン＃４上で共培養してか
ら２８日後のＴ細胞上のＣＤ１９ＲＣＤ２８　ＣＡＲの発現（Ｂ）ＣＤ３－ζ特異的抗体
を用いたウエスタンブロット分析によるＣＡＲ発現。全細胞溶解物を還元条件下において
ＳＤＳ－ＰＡＧＥでランした。分子量マーカー（Ｍ）、親Ｊｕｒｋａｔ細胞（レーン１）
、ＣＤ１９ＲＣＤ２８＋Ｊｕｒｋａｔ細胞（レーン２）、ＣＡＲｎｅｇ陰性対照一次Ｔ細
胞（レーン３）、及びＣＤ１９ＲＣＤ２８＋Ｔ細胞（レーン４）。（Ｃ）経時的な培養に
おけるリンパ球ゲート内のＣＤ３＋、ＣＤ４＋ＣＡＲ＋、及びＣＤ８＋ＣＡＲ＋Ｔ細胞の
発現率。各記号は、別の実験を表し；実線は、３つの検証実験の平均である。（Ｄ）共培
養の最後（ｄ２８）におけるＣＡＲ＋Ｔ細胞上のメモリー／ナイーブ、接着、活性化、細
胞溶解、及び枯渇マーカーの免疫表現型。
【図７Ｂ】図７。ＣＡＲ＋Ｔ細胞の表現型。（Ａ）エレクトロポレーションした次の日（
培養１日目）及びＣＤ１９＋ａＡＰＣが欠如したａＡＰＣクローン＃４上で共培養してか
ら２８日後のＴ細胞上のＣＤ１９ＲＣＤ２８　ＣＡＲの発現（Ｂ）ＣＤ３－ζ特異的抗体
を用いたウエスタンブロット分析によるＣＡＲ発現。全細胞溶解物を還元条件下において
ＳＤＳ－ＰＡＧＥでランした。分子量マーカー（Ｍ）、親Ｊｕｒｋａｔ細胞（レーン１）
、ＣＤ１９ＲＣＤ２８＋Ｊｕｒｋａｔ細胞（レーン２）、ＣＡＲｎｅｇ陰性対照一次Ｔ細
胞（レーン３）、及びＣＤ１９ＲＣＤ２８＋Ｔ細胞（レーン４）。（Ｃ）経時的な培養に
おけるリンパ球ゲート内のＣＤ３＋、ＣＤ４＋ＣＡＲ＋、及びＣＤ８＋ＣＡＲ＋Ｔ細胞の
発現率。各記号は、別の実験を表し；実線は、３つの検証実験の平均である。（Ｄ）共培
養の最後（ｄ２８）におけるＣＡＲ＋Ｔ細胞上のメモリー／ナイーブ、接着、活性化、細
胞溶解、及び枯渇マーカーの免疫表現型。
【図７Ｃ】図７。ＣＡＲ＋Ｔ細胞の表現型。（Ａ）エレクトロポレーションした次の日（
培養１日目）及びＣＤ１９＋ａＡＰＣが欠如したａＡＰＣクローン＃４上で共培養してか
ら２８日後のＴ細胞上のＣＤ１９ＲＣＤ２８　ＣＡＲの発現（Ｂ）ＣＤ３－ζ特異的抗体
を用いたウエスタンブロット分析によるＣＡＲ発現。全細胞溶解物を還元条件下において
ＳＤＳ－ＰＡＧＥでランした。分子量マーカー（Ｍ）、親Ｊｕｒｋａｔ細胞（レーン１）
、ＣＤ１９ＲＣＤ２８＋Ｊｕｒｋａｔ細胞（レーン２）、ＣＡＲｎｅｇ陰性対照一次Ｔ細
胞（レーン３）、及びＣＤ１９ＲＣＤ２８＋Ｔ細胞（レーン４）。（Ｃ）経時的な培養に
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おけるリンパ球ゲート内のＣＤ３＋、ＣＤ４＋ＣＡＲ＋、及びＣＤ８＋ＣＡＲ＋Ｔ細胞の
発現率。各記号は、別の実験を表し；実線は、３つの検証実験の平均である。（Ｄ）共培
養の最後（ｄ２８）におけるＣＡＲ＋Ｔ細胞上のメモリー／ナイーブ、接着、活性化、細
胞溶解、及び枯渇マーカーの免疫表現型。
【図７Ｄ】図７。ＣＡＲ＋Ｔ細胞の表現型。（Ａ）エレクトロポレーションした次の日（
培養１日目）及びＣＤ１９＋ａＡＰＣが欠如したａＡＰＣクローン＃４上で共培養してか
ら２８日後のＴ細胞上のＣＤ１９ＲＣＤ２８　ＣＡＲの発現（Ｂ）ＣＤ３－ζ特異的抗体
を用いたウエスタンブロット分析によるＣＡＲ発現。全細胞溶解物を還元条件下において
ＳＤＳ－ＰＡＧＥでランした。分子量マーカー（Ｍ）、親Ｊｕｒｋａｔ細胞（レーン１）
、ＣＤ１９ＲＣＤ２８＋Ｊｕｒｋａｔ細胞（レーン２）、ＣＡＲｎｅｇ陰性対照一次Ｔ細
胞（レーン３）、及びＣＤ１９ＲＣＤ２８＋Ｔ細胞（レーン４）。（Ｃ）経時的な培養に
おけるリンパ球ゲート内のＣＤ３＋、ＣＤ４＋ＣＡＲ＋、及びＣＤ８＋ＣＡＲ＋Ｔ細胞の
発現率。各記号は、別の実験を表し；実線は、３つの検証実験の平均である。（Ｄ）共培
養の最後（ｄ２８）におけるＣＡＲ＋Ｔ細胞上のメモリー／ナイーブ、接着、活性化、細
胞溶解、及び枯渇マーカーの免疫表現型。
【図８Ａ】図８。ＣＡＲ＋Ｔ細胞の増殖動態及び再指向特異性。遺伝子改変Ｔ細胞をａＡ
ＰＣクローン＃４と２８日間共培養した。各刺激サイクル（７日）の最後に、細胞を計数
し、ＣＡＲ及びＣＤ３の発現用に染色した。３つの検証ラン（Ｖ１、Ｖ２、及びＶ３）を
行い、グラフは、経時的に推定された（Ａ）ＣＡＲ＋Ｔ細胞、（Ｂ）ＣＤ３＋Ｔ細胞、（
Ｃ）総生細胞を表す。矢印は、培養にａＡＰＣを追加したことを示す。（Ｄ）ＣＡＲ＋Ｔ
細胞による４時間クロム遊離アッセイを用いてＣＤ１９ｎｅｇＥＬ－４のバックグラウン
ド溶解と比較したＣＤ１９＋標的（Ｄａｕｄｉβ２ｍ、ＮＡＬＭ－６、ＣＤ１９＋ＥＬ－
４）の溶解。３つの検証ランの平均±標準偏差を表す。
【図８Ｂ】図８。ＣＡＲ＋Ｔ細胞の増殖動態及び再指向特異性。遺伝子改変Ｔ細胞をａＡ
ＰＣクローン＃４と２８日間共培養した。各刺激サイクル（７日）の最後に、細胞を計数
し、ＣＡＲ及びＣＤ３の発現用に染色した。３つの検証ラン（Ｖ１、Ｖ２、及びＶ３）を
行い、グラフは、経時的に推定された（Ａ）ＣＡＲ＋Ｔ細胞、（Ｂ）ＣＤ３＋Ｔ細胞、（
Ｃ）総生細胞を表す。矢印は、培養にａＡＰＣを追加したことを示す。（Ｄ）ＣＡＲ＋Ｔ
細胞による４時間クロム遊離アッセイを用いてＣＤ１９ｎｅｇＥＬ－４のバックグラウン
ド溶解と比較したＣＤ１９＋標的（Ｄａｕｄｉβ２ｍ、ＮＡＬＭ－６、ＣＤ１９＋ＥＬ－
４）の溶解。３つの検証ランの平均±標準偏差を表す。
【図８Ｃ】図８。ＣＡＲ＋Ｔ細胞の増殖動態及び再指向特異性。遺伝子改変Ｔ細胞をａＡ
ＰＣクローン＃４と２８日間共培養した。各刺激サイクル（７日）の最後に、細胞を計数
し、ＣＡＲ及びＣＤ３の発現用に染色した。３つの検証ラン（Ｖ１、Ｖ２、及びＶ３）を
行い、グラフは、経時的に推定された（Ａ）ＣＡＲ＋Ｔ細胞、（Ｂ）ＣＤ３＋Ｔ細胞、（
Ｃ）総生細胞を表す。矢印は、培養にａＡＰＣを追加したことを示す。（Ｄ）ＣＡＲ＋Ｔ
細胞による４時間クロム遊離アッセイを用いてＣＤ１９ｎｅｇＥＬ－４のバックグラウン
ド溶解と比較したＣＤ１９＋標的（Ｄａｕｄｉβ２ｍ、ＮＡＬＭ－６、ＣＤ１９＋ＥＬ－
４）の溶解。３つの検証ランの平均±標準偏差を表す。
【図８Ｄ】図８。ＣＡＲ＋Ｔ細胞の増殖動態及び再指向特異性。遺伝子改変Ｔ細胞をａＡ
ＰＣクローン＃４と２８日間共培養した。各刺激サイクル（７日）の最後に、細胞を計数
し、ＣＡＲ及びＣＤ３の発現用に染色した。３つの検証ラン（Ｖ１、Ｖ２、及びＶ３）を
行い、グラフは、経時的に推定された（Ａ）ＣＡＲ＋Ｔ細胞、（Ｂ）ＣＤ３＋Ｔ細胞、（
Ｃ）総生細胞を表す。矢印は、培養にａＡＰＣを追加したことを示す。（Ｄ）ＣＡＲ＋Ｔ
細胞による４時間クロム遊離アッセイを用いてＣＤ１９ｎｅｇＥＬ－４のバックグラウン
ド溶解と比較したＣＤ１９＋標的（Ｄａｕｄｉβ２ｍ、ＮＡＬＭ－６、ＣＤ１９＋ＥＬ－
４）の溶解。３つの検証ランの平均±標準偏差を表す。
【図９Ａ】図９。ＳＢ系に関連する安全性プロフィール。（Ａ）蛍光ｉｎ　ｓｉｔｕハイ
ブリダイゼーション及びフローサイトメトリー（Ｆｌｏｗ－ＦＩＳＨ）アッセイを用いて
細胞のテロメア長を測定した。２８日目の主要Ｔ細胞集団（Ｖ１及びＶ２、ＣＤ８＋Ｔ細



(21) JP 6463577 B2 2019.2.6

10

20

30

40

50

胞；Ｖ３、ＣＤ４＋Ｔ細胞）を０日目からのＴ細胞のミルテニーカラム精製サブセットと
それぞれ比較した。（Ｂ）ＣＤ１９ＲＣＤ２８　ＣＡＲに特異的なプライマー及びプロー
ブを用いて、２８日目のＣＡＲ＋Ｔ細胞からのゲノムＤＮＡを増殖させた。ＣＤ１９ＲＣ
Ｄ２８　ＣＡＲ形質導入Ｊｕｒｋａｔ細胞を用いて、ＣＤ１９ＲＣＤ２８標的コピー数の
相対量（ＲＱ）分析を判断した。これは、参照としてＦＩＳＨ分析から１ゲノム当たりＣ
Ｄ１９ＲＣＤ２８　ＣＡＲ及び正規化群として内因性ＲＮａｓｅＰが１つ組み込まている
ことが知られている。（Ｃ）２８日目及び３５日目のＣＡＲ＋Ｔ細胞のＴＣＲ　Ｖβ分析
。データは、０日目の非操作対照と比較したＣＡＲ＋Ｔ細胞の３つの検証ランの平均±標
準偏差を示す。（Ｄ）ＳＢ１１トランスポゼース組み込みの欠如を示すゲノムＰＣＲ。Ｓ
Ｂ１１またはＧＡＰＤＨプライマーを用いてゲノムＤＮＡ（２０ｎｇ）を増殖させた。Ｓ
Ｂ１１プライマーを用いて増殖させたＣＡＲ陰性対照Ｔ細胞（レーン５）及びＣＡＲ＋Ｔ
細胞（レーン７）；ＧＡＰＤＨプライマーを用いて増殖させたＣＡＲ陰性対照Ｔ細胞（レ
ーン６）、ＣＡＲ＋Ｔ細胞（レーン８）、及びＳＢ１１を安定的に発現するＪｕｒｋａｔ
（レーン４）。ＳＢ１１プライマーを用いて増殖させた、ＳＢ１１を安定的に発現するＪ
ｕｒｋａｔ（Ｊｕｒｋａｔ／ＳＢ１１－ＩＲＥＳ２－ＥＧＦＰ）（レーン３）及び線状化
プラスミドであるｐＫａｎ－ＣＭＶ－ＳＢ１１（レーン２）を陽性対照として用いた。（
Ｅ）３つの検証ランからのＣＡＲ＋Ｔ細胞のＧバンド核型の構造的または数値変化は全く
ない。検証２からの代表的な展開を示す。
【図９Ｂ】図９。ＳＢ系に関連する安全性プロフィール。（Ａ）蛍光ｉｎ　ｓｉｔｕハイ
ブリダイゼーション及びフローサイトメトリー（Ｆｌｏｗ－ＦＩＳＨ）アッセイを用いて
細胞のテロメア長を測定した。２８日目の主要Ｔ細胞集団（Ｖ１及びＶ２、ＣＤ８＋Ｔ細
胞；Ｖ３、ＣＤ４＋Ｔ細胞）を０日目からのＴ細胞のミルテニーカラム精製サブセットと
それぞれ比較した。（Ｂ）ＣＤ１９ＲＣＤ２８　ＣＡＲに特異的なプライマー及びプロー
ブを用いて、２８日目のＣＡＲ＋Ｔ細胞からのゲノムＤＮＡを増殖させた。ＣＤ１９ＲＣ
Ｄ２８　ＣＡＲ形質導入Ｊｕｒｋａｔ細胞を用いて、ＣＤ１９ＲＣＤ２８標的コピー数の
相対量（ＲＱ）分析を判断した。これは、参照としてＦＩＳＨ分析から１ゲノム当たりＣ
Ｄ１９ＲＣＤ２８　ＣＡＲ及び正規化群として内因性ＲＮａｓｅＰが１つ組み込まている
ことが知られている。（Ｃ）２８日目及び３５日目のＣＡＲ＋Ｔ細胞のＴＣＲ　Ｖβ分析
。データは、０日目の非操作対照と比較したＣＡＲ＋Ｔ細胞の３つの検証ランの平均±標
準偏差を示す。（Ｄ）ＳＢ１１トランスポゼース組み込みの欠如を示すゲノムＰＣＲ。Ｓ
Ｂ１１またはＧＡＰＤＨプライマーを用いてゲノムＤＮＡ（２０ｎｇ）を増殖させた。Ｓ
Ｂ１１プライマーを用いて増殖させたＣＡＲ陰性対照Ｔ細胞（レーン５）及びＣＡＲ＋Ｔ
細胞（レーン７）；ＧＡＰＤＨプライマーを用いて増殖させたＣＡＲ陰性対照Ｔ細胞（レ
ーン６）、ＣＡＲ＋Ｔ細胞（レーン８）、及びＳＢ１１を安定的に発現するＪｕｒｋａｔ
（レーン４）。ＳＢ１１プライマーを用いて増殖させた、ＳＢ１１を安定的に発現するＪ
ｕｒｋａｔ（Ｊｕｒｋａｔ／ＳＢ１１－ＩＲＥＳ２－ＥＧＦＰ）（レーン３）及び線状化
プラスミドであるｐＫａｎ－ＣＭＶ－ＳＢ１１（レーン２）を陽性対照として用いた。（
Ｅ）３つの検証ランからのＣＡＲ＋Ｔ細胞のＧバンド核型の構造的または数値変化は全く
ない。検証２からの代表的な展開を示す。
【図９Ｃ】図９。ＳＢ系に関連する安全性プロフィール。（Ａ）蛍光ｉｎ　ｓｉｔｕハイ
ブリダイゼーション及びフローサイトメトリー（Ｆｌｏｗ－ＦＩＳＨ）アッセイを用いて
細胞のテロメア長を測定した。２８日目の主要Ｔ細胞集団（Ｖ１及びＶ２、ＣＤ８＋Ｔ細
胞；Ｖ３、ＣＤ４＋Ｔ細胞）を０日目からのＴ細胞のミルテニーカラム精製サブセットと
それぞれ比較した。（Ｂ）ＣＤ１９ＲＣＤ２８　ＣＡＲに特異的なプライマー及びプロー
ブを用いて、２８日目のＣＡＲ＋Ｔ細胞からのゲノムＤＮＡを増殖させた。ＣＤ１９ＲＣ
Ｄ２８　ＣＡＲ形質導入Ｊｕｒｋａｔ細胞を用いて、ＣＤ１９ＲＣＤ２８標的コピー数の
相対量（ＲＱ）分析を判断した。これは、参照としてＦＩＳＨ分析から１ゲノム当たりＣ
Ｄ１９ＲＣＤ２８　ＣＡＲ及び正規化群として内因性ＲＮａｓｅＰが１つ組み込まている
ことが知られている。（Ｃ）２８日目及び３５日目のＣＡＲ＋Ｔ細胞のＴＣＲ　Ｖβ分析
。データは、０日目の非操作対照と比較したＣＡＲ＋Ｔ細胞の３つの検証ランの平均±標
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準偏差を示す。（Ｄ）ＳＢ１１トランスポゼース組み込みの欠如を示すゲノムＰＣＲ。Ｓ
Ｂ１１またはＧＡＰＤＨプライマーを用いてゲノムＤＮＡ（２０ｎｇ）を増殖させた。Ｓ
Ｂ１１プライマーを用いて増殖させたＣＡＲ陰性対照Ｔ細胞（レーン５）及びＣＡＲ＋Ｔ
細胞（レーン７）；ＧＡＰＤＨプライマーを用いて増殖させたＣＡＲ陰性対照Ｔ細胞（レ
ーン６）、ＣＡＲ＋Ｔ細胞（レーン８）、及びＳＢ１１を安定的に発現するＪｕｒｋａｔ
（レーン４）。ＳＢ１１プライマーを用いて増殖させた、ＳＢ１１を安定的に発現するＪ
ｕｒｋａｔ（Ｊｕｒｋａｔ／ＳＢ１１－ＩＲＥＳ２－ＥＧＦＰ）（レーン３）及び線状化
プラスミドであるｐＫａｎ－ＣＭＶ－ＳＢ１１（レーン２）を陽性対照として用いた。（
Ｅ）３つの検証ランからのＣＡＲ＋Ｔ細胞のＧバンド核型の構造的または数値変化は全く
ない。検証２からの代表的な展開を示す。
【図９Ｄ】図９。ＳＢ系に関連する安全性プロフィール。（Ａ）蛍光ｉｎ　ｓｉｔｕハイ
ブリダイゼーション及びフローサイトメトリー（Ｆｌｏｗ－ＦＩＳＨ）アッセイを用いて
細胞のテロメア長を測定した。２８日目の主要Ｔ細胞集団（Ｖ１及びＶ２、ＣＤ８＋Ｔ細
胞；Ｖ３、ＣＤ４＋Ｔ細胞）を０日目からのＴ細胞のミルテニーカラム精製サブセットと
それぞれ比較した。（Ｂ）ＣＤ１９ＲＣＤ２８　ＣＡＲに特異的なプライマー及びプロー
ブを用いて、２８日目のＣＡＲ＋Ｔ細胞からのゲノムＤＮＡを増殖させた。ＣＤ１９ＲＣ
Ｄ２８　ＣＡＲ形質導入Ｊｕｒｋａｔ細胞を用いて、ＣＤ１９ＲＣＤ２８標的コピー数の
相対量（ＲＱ）分析を判断した。これは、参照としてＦＩＳＨ分析から１ゲノム当たりＣ
Ｄ１９ＲＣＤ２８　ＣＡＲ及び正規化群として内因性ＲＮａｓｅＰが１つ組み込まている
ことが知られている。（Ｃ）２８日目及び３５日目のＣＡＲ＋Ｔ細胞のＴＣＲ　Ｖβ分析
。データは、０日目の非操作対照と比較したＣＡＲ＋Ｔ細胞の３つの検証ランの平均±標
準偏差を示す。（Ｄ）ＳＢ１１トランスポゼース組み込みの欠如を示すゲノムＰＣＲ。Ｓ
Ｂ１１またはＧＡＰＤＨプライマーを用いてゲノムＤＮＡ（２０ｎｇ）を増殖させた。Ｓ
Ｂ１１プライマーを用いて増殖させたＣＡＲ陰性対照Ｔ細胞（レーン５）及びＣＡＲ＋Ｔ
細胞（レーン７）；ＧＡＰＤＨプライマーを用いて増殖させたＣＡＲ陰性対照Ｔ細胞（レ
ーン６）、ＣＡＲ＋Ｔ細胞（レーン８）、及びＳＢ１１を安定的に発現するＪｕｒｋａｔ
（レーン４）。ＳＢ１１プライマーを用いて増殖させた、ＳＢ１１を安定的に発現するＪ
ｕｒｋａｔ（Ｊｕｒｋａｔ／ＳＢ１１－ＩＲＥＳ２－ＥＧＦＰ）（レーン３）及び線状化
プラスミドであるｐＫａｎ－ＣＭＶ－ＳＢ１１（レーン２）を陽性対照として用いた。（
Ｅ）３つの検証ランからのＣＡＲ＋Ｔ細胞のＧバンド核型の構造的または数値変化は全く
ない。検証２からの代表的な展開を示す。
【図９Ｅ】図９。ＳＢ系に関連する安全性プロフィール。（Ａ）蛍光ｉｎ　ｓｉｔｕハイ
ブリダイゼーション及びフローサイトメトリー（Ｆｌｏｗ－ＦＩＳＨ）アッセイを用いて
細胞のテロメア長を測定した。２８日目の主要Ｔ細胞集団（Ｖ１及びＶ２、ＣＤ８＋Ｔ細
胞；Ｖ３、ＣＤ４＋Ｔ細胞）を０日目からのＴ細胞のミルテニーカラム精製サブセットと
それぞれ比較した。（Ｂ）ＣＤ１９ＲＣＤ２８　ＣＡＲに特異的なプライマー及びプロー
ブを用いて、２８日目のＣＡＲ＋Ｔ細胞からのゲノムＤＮＡを増殖させた。ＣＤ１９ＲＣ
Ｄ２８　ＣＡＲ形質導入Ｊｕｒｋａｔ細胞を用いて、ＣＤ１９ＲＣＤ２８標的コピー数の
相対量（ＲＱ）分析を判断した。これは、参照としてＦＩＳＨ分析から１ゲノム当たりＣ
Ｄ１９ＲＣＤ２８　ＣＡＲ及び正規化群として内因性ＲＮａｓｅＰが１つ組み込まている
ことが知られている。（Ｃ）２８日目及び３５日目のＣＡＲ＋Ｔ細胞のＴＣＲ　Ｖβ分析
。データは、０日目の非操作対照と比較したＣＡＲ＋Ｔ細胞の３つの検証ランの平均±標
準偏差を示す。（Ｄ）ＳＢ１１トランスポゼース組み込みの欠如を示すゲノムＰＣＲ。Ｓ
Ｂ１１またはＧＡＰＤＨプライマーを用いてゲノムＤＮＡ（２０ｎｇ）を増殖させた。Ｓ
Ｂ１１プライマーを用いて増殖させたＣＡＲ陰性対照Ｔ細胞（レーン５）及びＣＡＲ＋Ｔ
細胞（レーン７）；ＧＡＰＤＨプライマーを用いて増殖させたＣＡＲ陰性対照Ｔ細胞（レ
ーン６）、ＣＡＲ＋Ｔ細胞（レーン８）、及びＳＢ１１を安定的に発現するＪｕｒｋａｔ
（レーン４）。ＳＢ１１プライマーを用いて増殖させた、ＳＢ１１を安定的に発現するＪ
ｕｒｋａｔ（Ｊｕｒｋａｔ／ＳＢ１１－ＩＲＥＳ２－ＥＧＦＰ）（レーン３）及び線状化
プラスミドであるｐＫａｎ－ＣＭＶ－ＳＢ１１（レーン２）を陽性対照として用いた。（
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Ｅ）３つの検証ランからのＣＡＲ＋Ｔ細胞のＧバンド核型の構造的または数値変化は全く
ない。検証２からの代表的な展開を示す。
【図１０】ＣＤ１９ＲＣＤ２８　ＣＡＲトランスポゾンの生成。コドン最適化キメラ抗原
受容体（ＣＡＲ）及びＳＢ　ＤＮＡプラスミドｐＴ－ＭＮＤＵ３－ＥＧＦＰを含むＣＤ１
９ＲＣＤ２８ｍｚ（ＣｏＯｐ）／ｐＥＫベクター（Ｓｉｎｇｈら、２００８；Ｈｏｌｌｉ
ｓら、２００６）を、ＳｐｅＩ＆ＮｈｅＩ及びＳｐｅＩ＆ＮｒｕＩで消化し、ＣＡＲ及び
ＥＧＦＰ断片をそれぞれ放出させた。その後、ＥＧＦＰ欠失ｐＴ－ＭＮＤＵ３ベクターを
ＣＡＲ断片に連結させ、ＣＤ１９ＲＣＤ２８ｍｚ（ＣｏＯｐ）／ｐＴ－ＭＮＤＵ３ベクタ
ーを生成した。さらに、カナマイシン耐性遺伝子と、ｐＥＫベクターのＡｓｅＩ＆Ｐａｃ
Ｉ消化により得られたＣｏｌＥ１複製起点とを、ＳａｌＩ＆ＺｒａＩ消化ＣＤ１９ＲＣＤ
２８ｍｚ（ＣｏＯｐ）ｐＴ－ＭＮＤＵ３ベクターに連結させ、プレＣＤ１９ＲＣＤ２８ｍ
ｚ（ＣｏＯｐ）／ｐＳＢＳＯを作成した。最後の工程で、ＮｈｅＩ＆ＮｓｉＩによる消化
を用いて、プレＣＤ１９ＲＣＤ２８ｍｚ（ＣｏＯｐ）／ｐＳＢＳＯからのＭＮＤＵ３プロ
モーターを放出し、ＸｈｏＩ＆ＮｈｅＩを用いてｐＶｉｔｒｏ４ベクターから得られたｈ
ＥＦ－１ａプロモーター断片に置換し、最終ベクターＣＤ１９ＲＣＤ２９ｍｚ（ＣｏＯｐ
）／ｐＳＢＳＯを生成した。
【図１１】ＳＢ１１トランスポゼースの生成。ＳＢトランスポゼースベクターｐＣＭＶ－
ＳＢ１１をＰｖｕＩＩで消化し、遺伝子をコードするＣＭＶプロモーター／エンハンサー
及びＳＢトランスポゼースを含有する断片を放出した、これをカナマイシン耐性遺伝子及
びｐＥＫベクターからのＣｏｌＥ１複製起点を含有する断片に連結させ、ｐＫａｎ－ＣＭ
Ｖ－ＳＢ１１ベクターを生成した。
【図１２】ＣＤ１９発現プラスミドであるΔＣＤ１９ＣｏＯｐ－Ｆ２Ａ－Ｎｅｏ／ｐＳＢ
ＳＯの概略。プラスミドＣｏＯｐＣＤ１９ＲＣＤ２８／ｐＳＢＳＯからのＣＤ１９ＲＣＤ
２８　ＣＡＲをコードするＤＮＡ断片を、Ｆ２Ａリンカー（アミノ酸、ＶＫＱＴＬＮＦＤ
ＬＬＫＬＡＧＤＶＥＳＮＰＧＰ；［Ｓｚｙｍｃｚａｋら、２００４；Ｙａｎｇら、２００
８；Ｋｉｍら、２０１１］）を介してコドン最適化（ＧＥＮＥＡＲＴ）切断ＣＤ１９（Δ
ＣＤ１９、［Ｓｅｒｒａｎｏら、２００６；Ｍａｈｍｏｕｄら、１９９９］）に融合した
ネオマイシン耐性遺伝子（ＮｅｏＲ）［ｐＳｅｌｅｃｔ－Ｎｅｏ（ＩｎｖｉｖｏＧｅｎ）
からクローンしたＰＣＲ］をコードするＤＮＡ断片と交換し、ΔＣＤ１９ＣｏＯｐ－Ｆ２
Ａ－Ｎｅｏ／ｐＳＢＳＯを生成した。ＥＦ１αプロモーター、伸長因子－１αプロモータ
ー；ＮｅｏＲ、ネオマイシン耐性遺伝子；ｂＧＨｐＡｎ、ウシ増殖ホルモンからのポリア
デニル化シグナル；ＣｏｌＥ１、ｏｒｉ；ＫａｎＲ、カナマイシン耐性遺伝子；ＩＲ、Ｓ
Ｂ逆位／重複配列。
【図１３】ＣＤ１９特異的ＣＡＲ＋Ｔ細胞の数的増殖率。遺伝子改変Ｔ細胞を７日間の刺
激サイクルでａＡＰＣと共培養し、全体、ＣＤ３＋、及びＣＡＲ＋Ｔ細胞の各刺激サイク
ルの最後に、各検証ランからの週間倍数増殖率を算出した。平均倍数増殖を示す（ｎ＝３
）。
【図１４】ＣＤ１９特異的ＣＡＲ＋Ｔ細胞の再指向特異性。標準４時間クロミウムアッセ
イにおける３つの検証ラン（Ｖ１、Ｖ２、Ｖ３）で生成したＣＡＲ＋Ｔ細胞によるＣＤ１
９＋腫瘍標的（Ｄａｕｄｉβ２ｍ、ＮＡＬＭ－６、ＣＤ１９＋ＥＬ－４）のＣＤ１９特異
的溶解。ＣＡＲｎｅｇ対照に対するバックグラウンド自己溶解は、１．５％であった。
【図１５】染色体異常に関する安全性。検証ラン（Ｖ１及びＶ３）から生成したＣＡＲ＋

Ｔ細胞のＧバンド核型の構造的または数値変化は全くない。
【図１６Ａ】図１６。（Ａ）アイソタイプＩｇＧ２ａ対照染色（一番下のパネル）と比較
した際の、ＨＥＲＶ－Ｋ発現（一番上のパネル）の強度（０～３で採点）を変えた腫瘍細
胞（２００Ｘ）の代表的な写真。（Ｂ）点状で細胞膜（実線矢印）に隣接するＨＥＲＶ－
Ｋ染色またはより広範な細胞質染色（点線矢印）を示す腫瘍細胞（４００Ｘ）の写真。（
Ｃ）各患者のＨ指数を表すドットプロットは、良性組織と腫瘍組織との間の有意差（ｐ＜
０．０２６７）を示した。（Ｄ）悪性腫瘍と転移性腫瘍との間には有意差は見られなかっ
た。良性腫瘍と悪性腫瘍または転移性腫瘍との間には有意差が見られた。
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【図１６Ｂ】図１６。（Ａ）アイソタイプＩｇＧ２ａ対照染色（一番下のパネル）と比較
した際の、ＨＥＲＶ－Ｋ発現（一番上のパネル）の強度（０～３で採点）を変えた腫瘍細
胞（２００Ｘ）の代表的な写真。（Ｂ）点状で細胞膜（実線矢印）に隣接するＨＥＲＶ－
Ｋ染色またはより広範な細胞質染色（点線矢印）を示す腫瘍細胞（４００Ｘ）の写真。（
Ｃ）各患者のＨ指数を表すドットプロットは、良性組織と腫瘍組織との間の有意差（ｐ＜
０．０２６７）を示した。（Ｄ）悪性腫瘍と転移性腫瘍との間には有意差は見られなかっ
た。良性腫瘍と悪性腫瘍または転移性腫瘍との間には有意差が見られた。
【図１６Ｃ】図１６。（Ａ）アイソタイプＩｇＧ２ａ対照染色（一番下のパネル）と比較
した際の、ＨＥＲＶ－Ｋ発現（一番上のパネル）の強度（０～３で採点）を変えた腫瘍細
胞（２００Ｘ）の代表的な写真。（Ｂ）点状で細胞膜（実線矢印）に隣接するＨＥＲＶ－
Ｋ染色またはより広範な細胞質染色（点線矢印）を示す腫瘍細胞（４００Ｘ）の写真。（
Ｃ）各患者のＨ指数を表すドットプロットは、良性組織と腫瘍組織との間の有意差（ｐ＜
０．０２６７）を示した。（Ｄ）悪性腫瘍と転移性腫瘍との間には有意差は見られなかっ
た。良性腫瘍と悪性腫瘍または転移性腫瘍との間には有意差が見られた。
【図１６Ｄ】図１６。（Ａ）アイソタイプＩｇＧ２ａ対照染色（一番下のパネル）と比較
した際の、ＨＥＲＶ－Ｋ発現（一番上のパネル）の強度（０～３で採点）を変えた腫瘍細
胞（２００Ｘ）の代表的な写真。（Ｂ）点状で細胞膜（実線矢印）に隣接するＨＥＲＶ－
Ｋ染色またはより広範な細胞質染色（点線矢印）を示す腫瘍細胞（４００Ｘ）の写真。（
Ｃ）各患者のＨ指数を表すドットプロットは、良性組織と腫瘍組織との間の有意差（ｐ＜
０．０２６７）を示した。（Ｄ）悪性腫瘍と転移性腫瘍との間には有意差は見られなかっ
た。良性腫瘍と悪性腫瘍または転移性腫瘍との間には有意差が見られた。
【図１７Ａ】図１７。（Ａ）ＳＢプラスミドをコードするＨＥＲＶ－Ｋ特異的ＣＡＲ。（
Ｂ）ＣＤ３＋ＨＥＲＶ－Ｋ特異的ＣＡＲ＋Ｔ細胞の１日目及び３５日目のＣＡＲ（Ｆｃ）
発現を表すフロープロット。フロープロットのクオドラントパーセンテージは、右上隅で
ある。ＣＡＲ、キメラ抗原受容体。（Ｃ）ＨＥＲＶ－Ｋ特異的ＣＡＲ＋Ｔ細胞と非特異的
ＣＤ－１９　ＣＡＲ＋Ｔ細胞との間の全細胞増殖における有意差はない。（Ｄ）２１日目
まで、全てのＨＥＲＶ－Ｋ特異的ＣＡＲ細胞は、ＣＤ３＋Ｔ細胞である。（Ｅ）ＨＥＲＶ
－Ｋ特異的ＣＡＲ＋Ｔ細胞は、細胞１個当たり２個未満の組み込みを有することが、ＣＡ
Ｒ組み込み分析により示される。データは、３通りで行った３人の異なるドナーによる２
つの独立した実験の平均を表す。（Ｆ）ＨＥＲＶ－Ｋ特異的ＣＡＲ＋Ｔ細胞の表現型は、
高レベルのグランザイムＢを産生するＣＤ３＋ＣＤ５６＋ＣＤ４５ＲＯｈｉ　ＣＤ４５Ｒ
ＡｌｏＣＤ２７＋ＣＤ６２Ｌ＋Ｔ細胞である。全てのデータは、４人のドナーの平均を表
す。
【図１７Ｂ】図１７。（Ａ）ＳＢプラスミドをコードするＨＥＲＶ－Ｋ特異的ＣＡＲ。（
Ｂ）ＣＤ３＋ＨＥＲＶ－Ｋ特異的ＣＡＲ＋Ｔ細胞の１日目及び３５日目のＣＡＲ（Ｆｃ）
発現を表すフロープロット。フロープロットのクオドラントパーセンテージは、右上隅で
ある。ＣＡＲ、キメラ抗原受容体。（Ｃ）ＨＥＲＶ－Ｋ特異的ＣＡＲ＋Ｔ細胞と非特異的
ＣＤ－１９　ＣＡＲ＋Ｔ細胞との間の全細胞増殖における有意差はない。（Ｄ）２１日目
まで、全てのＨＥＲＶ－Ｋ特異的ＣＡＲ細胞は、ＣＤ３＋Ｔ細胞である。（Ｅ）ＨＥＲＶ
－Ｋ特異的ＣＡＲ＋Ｔ細胞は、細胞１個当たり２個未満の組み込みを有することが、ＣＡ
Ｒ組み込み分析により示される。データは、３通りで行った３人の異なるドナーによる２
つの独立した実験の平均を表す。（Ｆ）ＨＥＲＶ－Ｋ特異的ＣＡＲ＋Ｔ細胞の表現型は、
高レベルのグランザイムＢを産生するＣＤ３＋ＣＤ５６＋ＣＤ４５ＲＯｈｉ　ＣＤ４５Ｒ
ＡｌｏＣＤ２７＋ＣＤ６２Ｌ＋Ｔ細胞である。全てのデータは、４人のドナーの平均を表
す。
【図１７Ｃ】図１７。（Ａ）ＳＢプラスミドをコードするＨＥＲＶ－Ｋ特異的ＣＡＲ。（
Ｂ）ＣＤ３＋ＨＥＲＶ－Ｋ特異的ＣＡＲ＋Ｔ細胞の１日目及び３５日目のＣＡＲ（Ｆｃ）
発現を表すフロープロット。フロープロットのクオドラントパーセンテージは、右上隅で
ある。ＣＡＲ、キメラ抗原受容体。（Ｃ）ＨＥＲＶ－Ｋ特異的ＣＡＲ＋Ｔ細胞と非特異的
ＣＤ－１９　ＣＡＲ＋Ｔ細胞との間の全細胞増殖における有意差はない。（Ｄ）２１日目
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まで、全てのＨＥＲＶ－Ｋ特異的ＣＡＲ細胞は、ＣＤ３＋Ｔ細胞である。（Ｅ）ＨＥＲＶ
－Ｋ特異的ＣＡＲ＋Ｔ細胞は、細胞１個当たり２個未満の組み込みを有することが、ＣＡ
Ｒ組み込み分析により示される。データは、３通りで行った３人の異なるドナーによる２
つの独立した実験の平均を表す。（Ｆ）ＨＥＲＶ－Ｋ特異的ＣＡＲ＋Ｔ細胞の表現型は、
高レベルのグランザイムＢを産生するＣＤ３＋ＣＤ５６＋ＣＤ４５ＲＯｈｉ　ＣＤ４５Ｒ
ＡｌｏＣＤ２７＋ＣＤ６２Ｌ＋Ｔ細胞である。全てのデータは、４人のドナーの平均を表
す。
【図１７Ｄ】図１７。（Ａ）ＳＢプラスミドをコードするＨＥＲＶ－Ｋ特異的ＣＡＲ。（
Ｂ）ＣＤ３＋ＨＥＲＶ－Ｋ特異的ＣＡＲ＋Ｔ細胞の１日目及び３５日目のＣＡＲ（Ｆｃ）
発現を表すフロープロット。フロープロットのクオドラントパーセンテージは、右上隅で
ある。ＣＡＲ、キメラ抗原受容体。（Ｃ）ＨＥＲＶ－Ｋ特異的ＣＡＲ＋Ｔ細胞と非特異的
ＣＤ－１９　ＣＡＲ＋Ｔ細胞との間の全細胞増殖における有意差はない。（Ｄ）２１日目
まで、全てのＨＥＲＶ－Ｋ特異的ＣＡＲ細胞は、ＣＤ３＋Ｔ細胞である。（Ｅ）ＨＥＲＶ
－Ｋ特異的ＣＡＲ＋Ｔ細胞は、細胞１個当たり２個未満の組み込みを有することが、ＣＡ
Ｒ組み込み分析により示される。データは、３通りで行った３人の異なるドナーによる２
つの独立した実験の平均を表す。（Ｆ）ＨＥＲＶ－Ｋ特異的ＣＡＲ＋Ｔ細胞の表現型は、
高レベルのグランザイムＢを産生するＣＤ３＋ＣＤ５６＋ＣＤ４５ＲＯｈｉ　ＣＤ４５Ｒ
ＡｌｏＣＤ２７＋ＣＤ６２Ｌ＋Ｔ細胞である。全てのデータは、４人のドナーの平均を表
す。
【図１７Ｅ】図１７。（Ａ）ＳＢプラスミドをコードするＨＥＲＶ－Ｋ特異的ＣＡＲ。（
Ｂ）ＣＤ３＋ＨＥＲＶ－Ｋ特異的ＣＡＲ＋Ｔ細胞の１日目及び３５日目のＣＡＲ（Ｆｃ）
発現を表すフロープロット。フロープロットのクオドラントパーセンテージは、右上隅で
ある。ＣＡＲ、キメラ抗原受容体。（Ｃ）ＨＥＲＶ－Ｋ特異的ＣＡＲ＋Ｔ細胞と非特異的
ＣＤ－１９　ＣＡＲ＋Ｔ細胞との間の全細胞増殖における有意差はない。（Ｄ）２１日目
まで、全てのＨＥＲＶ－Ｋ特異的ＣＡＲ細胞は、ＣＤ３＋Ｔ細胞である。（Ｅ）ＨＥＲＶ
－Ｋ特異的ＣＡＲ＋Ｔ細胞は、細胞１個当たり２個未満の組み込みを有することが、ＣＡ
Ｒ組み込み分析により示される。データは、３通りで行った３人の異なるドナーによる２
つの独立した実験の平均を表す。（Ｆ）ＨＥＲＶ－Ｋ特異的ＣＡＲ＋Ｔ細胞の表現型は、
高レベルのグランザイムＢを産生するＣＤ３＋ＣＤ５６＋ＣＤ４５ＲＯｈｉ　ＣＤ４５Ｒ
ＡｌｏＣＤ２７＋ＣＤ６２Ｌ＋Ｔ細胞である。全てのデータは、４人のドナーの平均を表
す。
【図１７Ｆ】図１７。（Ａ）ＳＢプラスミドをコードするＨＥＲＶ－Ｋ特異的ＣＡＲ。（
Ｂ）ＣＤ３＋ＨＥＲＶ－Ｋ特異的ＣＡＲ＋Ｔ細胞の１日目及び３５日目のＣＡＲ（Ｆｃ）
発現を表すフロープロット。フロープロットのクオドラントパーセンテージは、右上隅で
ある。ＣＡＲ、キメラ抗原受容体。（Ｃ）ＨＥＲＶ－Ｋ特異的ＣＡＲ＋Ｔ細胞と非特異的
ＣＤ－１９　ＣＡＲ＋Ｔ細胞との間の全細胞増殖における有意差はない。（Ｄ）２１日目
まで、全てのＨＥＲＶ－Ｋ特異的ＣＡＲ細胞は、ＣＤ３＋Ｔ細胞である。（Ｅ）ＨＥＲＶ
－Ｋ特異的ＣＡＲ＋Ｔ細胞は、細胞１個当たり２個未満の組み込みを有することが、ＣＡ
Ｒ組み込み分析により示される。データは、３通りで行った３人の異なるドナーによる２
つの独立した実験の平均を表す。（Ｆ）ＨＥＲＶ－Ｋ特異的ＣＡＲ＋Ｔ細胞の表現型は、
高レベルのグランザイムＢを産生するＣＤ３＋ＣＤ５６＋ＣＤ４５ＲＯｈｉ　ＣＤ４５Ｒ
ＡｌｏＣＤ２７＋ＣＤ６２Ｌ＋Ｔ細胞である。全てのデータは、４人のドナーの平均を表
す。
【図１８Ａ】図１８。（Ａ）アイソタイプ対照（青色）と比較した腫瘍細胞表面上のＨＥ
ＲＶ－Ｋ抗原発現（赤色）のヒストグラム表現。（Ｂ）無ＤＮＡ対照Ｔ細胞（点線）と比
較した、ＨＥＲＶ－Ｋ特異的ＣＡＲ＋Ｔ細胞（実線）の希釈を変化させた黒色腫瘍標的の
標準４時間ＣＲＡ。データは、２つの独立した実験からプールした４人の健康なドナー（
各ドナーの３重測定のの平均）からの平均±標準偏差である。ボンフェローニのポスト検
定による二元配置ＡＮＯＶＡを、ＨＥＲＶ－Ｋ特異的ＣＡＲ＋Ｔ細胞と無ＤＮＡ対照細胞
との間で、（Ｂ）及び（Ｃ）で行った。ＣＡＲ、キメラ抗原受容体；ＣＲＡ、クロム遊離
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アッセイ；Ｅ：Ｔ、エフェクター対標的の比率。（Ｄ）標的によるインキュベーション時
のＣＡＲ＋Ｔ細胞によるＩＦＮ－γ産生。ＰＭＡ－イオノマイシンを陽性対照として用い
る。
【図１８Ｂ】図１８。（Ａ）アイソタイプ対照（青色）と比較した腫瘍細胞表面上のＨＥ
ＲＶ－Ｋ抗原発現（赤色）のヒストグラム表現。（Ｂ）無ＤＮＡ対照Ｔ細胞（点線）と比
較した、ＨＥＲＶ－Ｋ特異的ＣＡＲ＋Ｔ細胞（実線）の希釈を変化させた黒色腫瘍標的の
標準４時間ＣＲＡ。データは、２つの独立した実験からプールした４人の健康なドナー（
各ドナーの３重測定のの平均）からの平均±標準偏差である。ボンフェローニのポスト検
定による二元配置ＡＮＯＶＡを、ＨＥＲＶ－Ｋ特異的ＣＡＲ＋Ｔ細胞と無ＤＮＡ対照細胞
との間で、（Ｂ）及び（Ｃ）で行った。ＣＡＲ、キメラ抗原受容体；ＣＲＡ、クロム遊離
アッセイ；Ｅ：Ｔ、エフェクター対標的の比率。（Ｄ）標的によるインキュベーション時
のＣＡＲ＋Ｔ細胞によるＩＦＮ－γ産生。ＰＭＡ－イオノマイシンを陽性対照として用い
る。
【図１８Ｃ】図１８。（Ａ）アイソタイプ対照（青色）と比較した腫瘍細胞表面上のＨＥ
ＲＶ－Ｋ抗原発現（赤色）のヒストグラム表現。（Ｂ）無ＤＮＡ対照Ｔ細胞（点線）と比
較した、ＨＥＲＶ－Ｋ特異的ＣＡＲ＋Ｔ細胞（実線）の希釈を変化させた黒色腫瘍標的の
標準４時間ＣＲＡ。データは、２つの独立した実験からプールした４人の健康なドナー（
各ドナーの３重測定のの平均）からの平均±標準偏差である。ボンフェローニのポスト検
定による二元配置ＡＮＯＶＡを、ＨＥＲＶ－Ｋ特異的ＣＡＲ＋Ｔ細胞と無ＤＮＡ対照細胞
との間で、（Ｂ）及び（Ｃ）で行った。ＣＡＲ、キメラ抗原受容体；ＣＲＡ、クロム遊離
アッセイ；Ｅ：Ｔ、エフェクター対標的の比率。（Ｄ）標的によるインキュベーション時
のＣＡＲ＋Ｔ細胞によるＩＦＮ－γ産生。ＰＭＡ－イオノマイシンを陽性対照として用い
る。
【図１９Ａ】図１９。ＨＥＲＶ－Ｋ特異的ＣＡＲ＋Ｔ細胞の特異性。（Ａ）ＨＥＲＶ－Ｋ
抗原（黒色）を人工的に発現するＥＬ４細胞のヒストグラムを、ＨＥＲＶ－ＫｎｅｇＥＬ
４親（青色）及びアイソタイプ対照染色（オレンジ色）と共にプロットした。（Ｂ）Ｅ：
Ｔ比率を変えたＨＥＲＶ－Ｋ特異的ＣＡＲ＋Ｔ細胞による親と比較した際に、抗原を発現
するＥＬ４細胞の殺傷が有意な増加（ｐ＜０．００１）したことが、４時間ＣＲＡにより
示された。（Ｃ）免疫ブロットアッセイを行い、スクランブルｓｈＲＮＡで処理したＡ８
８８親またはＡ８８８と比較した際に、Ａ８８８細胞においてＨＥＲＶ－Ｋエンベロープ
特異的ｓｈＲＮＡ媒介ノックダウンが示された。下部パネルは、アクチンタンパク質発現
を対照として示す。（Ｄ）Ａ８８８ＨＥＲＶ－Ｋ　ＫＤ細胞、Ａ８８８親（Ａ８８８Ｐ）
、及びＡ８８８スクランブル対照（Ａ８８８ｓｃｒａ）によるＨＥＲＶ－Ｋ特異的ＣＡＲ
＋Ｔ細胞のＣＲＡにより、Ｔ細胞による有意な抗原特異的殺傷が示された。全てのデータ
は、３通りで行った３人の異なるドナーによる２つの独立した実験の平均を表す。ボンフ
ェローニのポスト検定による二元配置ＡＮＯＶＡを（Ｂ）に用いて、ＥＬ４親とＨＥＲＶ
－Ｋ＋ＥＬ４を比較し、Ｎｅｗｍａｎ－Ｋｅｕｌｓ多重比較検定による一元配置ＡＮＯＶ
Ａを（Ｃ）に用いて、Ａ８８８ＫＤと、Ａ８８８Ｐ及びＡ８８８ｓｃｒａとを比較した。
【図１９Ｂ】図１９。ＨＥＲＶ－Ｋ特異的ＣＡＲ＋Ｔ細胞の特異性。（Ａ）ＨＥＲＶ－Ｋ
抗原（黒色）を人工的に発現するＥＬ４細胞のヒストグラムを、ＨＥＲＶ－ＫｎｅｇＥＬ
４親（青色）及びアイソタイプ対照染色（オレンジ色）と共にプロットした。（Ｂ）Ｅ：
Ｔ比率を変えたＨＥＲＶ－Ｋ特異的ＣＡＲ＋Ｔ細胞による親と比較した際に、抗原を発現
するＥＬ４細胞の殺傷が有意な増加（ｐ＜０．００１）したことが、４時間ＣＲＡにより
示された。（Ｃ）免疫ブロットアッセイを行い、スクランブルｓｈＲＮＡで処理したＡ８
８８親またはＡ８８８と比較した際に、Ａ８８８細胞においてＨＥＲＶ－Ｋエンベロープ
特異的ｓｈＲＮＡ媒介ノックダウンが示された。下部パネルは、アクチンタンパク質発現
を対照として示す。（Ｄ）Ａ８８８ＨＥＲＶ－Ｋ　ＫＤ細胞、Ａ８８８親（Ａ８８８Ｐ）
、及びＡ８８８スクランブル対照（Ａ８８８ｓｃｒａ）によるＨＥＲＶ－Ｋ特異的ＣＡＲ
＋Ｔ細胞のＣＲＡにより、Ｔ細胞による有意な抗原特異的殺傷が示された。全てのデータ
は、３通りで行った３人の異なるドナーによる２つの独立した実験の平均を表す。ボンフ
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ェローニのポスト検定による二元配置ＡＮＯＶＡを（Ｂ）に用いて、ＥＬ４親とＨＥＲＶ
－Ｋ＋ＥＬ４を比較し、Ｎｅｗｍａｎ－Ｋｅｕｌｓ多重比較検定による一元配置ＡＮＯＶ
Ａを（Ｃ）に用いて、Ａ８８８ＫＤと、Ａ８８８Ｐ及びＡ８８８ｓｃｒａとを比較した。
【図１９Ｃ】図１９。ＨＥＲＶ－Ｋ特異的ＣＡＲ＋Ｔ細胞の特異性。（Ａ）ＨＥＲＶ－Ｋ
抗原（黒色）を人工的に発現するＥＬ４細胞のヒストグラムを、ＨＥＲＶ－ＫｎｅｇＥＬ
４親（青色）及びアイソタイプ対照染色（オレンジ色）と共にプロットした。（Ｂ）Ｅ：
Ｔ比率を変えたＨＥＲＶ－Ｋ特異的ＣＡＲ＋Ｔ細胞による親と比較した際に、抗原を発現
するＥＬ４細胞の殺傷が有意な増加（ｐ＜０．００１）したことが、４時間ＣＲＡにより
示された。（Ｃ）免疫ブロットアッセイを行い、スクランブルｓｈＲＮＡで処理したＡ８
８８親またはＡ８８８と比較した際に、Ａ８８８細胞においてＨＥＲＶ－Ｋエンベロープ
特異的ｓｈＲＮＡ媒介ノックダウンが示された。下部パネルは、アクチンタンパク質発現
を対照として示す。（Ｄ）Ａ８８８ＨＥＲＶ－Ｋ　ＫＤ細胞、Ａ８８８親（Ａ８８８Ｐ）
、及びＡ８８８スクランブル対照（Ａ８８８ｓｃｒａ）によるＨＥＲＶ－Ｋ特異的ＣＡＲ
＋Ｔ細胞のＣＲＡにより、Ｔ細胞による有意な抗原特異的殺傷が示された。全てのデータ
は、３通りで行った３人の異なるドナーによる２つの独立した実験の平均を表す。ボンフ
ェローニのポスト検定による二元配置ＡＮＯＶＡを（Ｂ）に用いて、ＥＬ４親とＨＥＲＶ
－Ｋ＋ＥＬ４を比較し、Ｎｅｗｍａｎ－Ｋｅｕｌｓ多重比較検定による一元配置ＡＮＯＶ
Ａを（Ｃ）に用いて、Ａ８８８ＫＤと、Ａ８８８Ｐ及びＡ８８８ｓｃｒａとを比較した。
【図１９Ｄ】図１９。ＨＥＲＶ－Ｋ特異的ＣＡＲ＋Ｔ細胞の特異性。（Ａ）ＨＥＲＶ－Ｋ
抗原（黒色）を人工的に発現するＥＬ４細胞のヒストグラムを、ＨＥＲＶ－ＫｎｅｇＥＬ
４親（青色）及びアイソタイプ対照染色（オレンジ色）と共にプロットした。（Ｂ）Ｅ：
Ｔ比率を変えたＨＥＲＶ－Ｋ特異的ＣＡＲ＋Ｔ細胞による親と比較した際に、抗原を発現
するＥＬ４細胞の殺傷が有意な増加（ｐ＜０．００１）したことが、４時間ＣＲＡにより
示された。（Ｃ）免疫ブロットアッセイを行い、スクランブルｓｈＲＮＡで処理したＡ８
８８親またはＡ８８８と比較した際に、Ａ８８８細胞においてＨＥＲＶ－Ｋエンベロープ
特異的ｓｈＲＮＡ媒介ノックダウンが示された。下部パネルは、アクチンタンパク質発現
を対照として示す。（Ｄ）Ａ８８８ＨＥＲＶ－Ｋ　ＫＤ細胞、Ａ８８８親（Ａ８８８Ｐ）
、及びＡ８８８スクランブル対照（Ａ８８８ｓｃｒａ）によるＨＥＲＶ－Ｋ特異的ＣＡＲ
＋Ｔ細胞のＣＲＡにより、Ｔ細胞による有意な抗原特異的殺傷が示された。全てのデータ
は、３通りで行った３人の異なるドナーによる２つの独立した実験の平均を表す。ボンフ
ェローニのポスト検定による二元配置ＡＮＯＶＡを（Ｂ）に用いて、ＥＬ４親とＨＥＲＶ
－Ｋ＋ＥＬ４を比較し、Ｎｅｗｍａｎ－Ｋｅｕｌｓ多重比較検定による一元配置ＡＮＯＶ
Ａを（Ｃ）に用いて、Ａ８８８ＫＤと、Ａ８８８Ｐ及びＡ８８８ｓｃｒａとを比較した。
【図２０Ａ】図２０。１５時間にわたるＨＥＲＶ－Ｋ特異的ＣＡＲ＋Ｔ細胞の活性を判断
するため、標的細胞及びエフェクター細胞を、Ｓｙｔｏｘ（登録商標）（Ｉｎｖｉｔｒｏ
ｇｅｎ、死細胞染色）と共に１：５の比率で培地中に載置した。エフェクター細胞を持つ
各標的の５０枚の画像を、この期間に７分刻みで記録した。（Ａ）ＣＡＲ＋Ｔ細胞を持つ
ＨＥＲＶ－Ｋ＋黒色腫細胞（Ａ８８８及びＡ３７５）及びＨＥＲＶ－Ｋ陰性対照（ＨＥＫ
２９３親）細胞を表す写真は、種々の時点である。緑色に変わった細胞は、死細胞として
記録し、蛍光の強度を測定した。（Ｂ、Ｃ、Ｄ）標的細胞の平均蛍光強度を表す。上側の
線は、死細胞を表すが、下側の線は、生細胞の基礎強度を表す。（Ｅ）プロットは、ＨＥ
Ｋ２９３親細胞と比較した１５時間時点での平均蛍光強度における有意差（＊ｐ＜０．０
５）を表す。データは、各々が５０枚の画像を持つ２つの独立した実験の平均を表す。テ
ューキーのポスト検定による一元配置ＡＮＯＶＡを行った。
【図２０Ｂ】図２０。１５時間にわたるＨＥＲＶ－Ｋ特異的ＣＡＲ＋Ｔ細胞の活性を判断
するため、標的細胞及びエフェクター細胞を、Ｓｙｔｏｘ（登録商標）（Ｉｎｖｉｔｒｏ
ｇｅｎ、死細胞染色）と共に１：５の比率で培地中に載置した。エフェクター細胞を持つ
各標的の５０枚の画像を、この期間に７分刻みで記録した。（Ａ）ＣＡＲ＋Ｔ細胞を持つ
ＨＥＲＶ－Ｋ＋黒色腫細胞（Ａ８８８及びＡ３７５）及びＨＥＲＶ－Ｋ陰性対照（ＨＥＫ
２９３親）細胞を表す写真は、種々の時点である。緑色に変わった細胞は、死細胞として
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記録し、蛍光の強度を測定した。（Ｂ、Ｃ、Ｄ）標的細胞の平均蛍光強度を表す。上側の
線は、死細胞を表すが、下側の線は、生細胞の基礎強度を表す。（Ｅ）プロットは、ＨＥ
Ｋ２９３親細胞と比較した１５時間時点での平均蛍光強度における有意差（＊ｐ＜０．０
５）を表す。データは、各々が５０枚の画像を持つ２つの独立した実験の平均を表す。テ
ューキーのポスト検定による一元配置ＡＮＯＶＡを行った。
【図２０Ｃ】図２０。１５時間にわたるＨＥＲＶ－Ｋ特異的ＣＡＲ＋Ｔ細胞の活性を判断
するため、標的細胞及びエフェクター細胞を、Ｓｙｔｏｘ（登録商標）（Ｉｎｖｉｔｒｏ
ｇｅｎ、死細胞染色）と共に１：５の比率で培地中に載置した。エフェクター細胞を持つ
各標的の５０枚の画像を、この期間に７分刻みで記録した。（Ａ）ＣＡＲ＋Ｔ細胞を持つ
ＨＥＲＶ－Ｋ＋黒色腫細胞（Ａ８８８及びＡ３７５）及びＨＥＲＶ－Ｋ陰性対照（ＨＥＫ
２９３親）細胞を表す写真は、種々の時点である。緑色に変わった細胞は、死細胞として
記録し、蛍光の強度を測定した。（Ｂ、Ｃ、Ｄ）標的細胞の平均蛍光強度を表す。上側の
線は、死細胞を表すが、下側の線は、生細胞の基礎強度を表す。（Ｅ）プロットは、ＨＥ
Ｋ２９３親細胞と比較した１５時間時点での平均蛍光強度における有意差（＊ｐ＜０．０
５）を表す。データは、各々が５０枚の画像を持つ２つの独立した実験の平均を表す。テ
ューキーのポスト検定による一元配置ＡＮＯＶＡを行った。
【図２０Ｄ】図２０。１５時間にわたるＨＥＲＶ－Ｋ特異的ＣＡＲ＋Ｔ細胞の活性を判断
するため、標的細胞及びエフェクター細胞を、Ｓｙｔｏｘ（登録商標）（Ｉｎｖｉｔｒｏ
ｇｅｎ、死細胞染色）と共に１：５の比率で培地中に載置した。エフェクター細胞を持つ
各標的の５０枚の画像を、この期間に７分刻みで記録した。（Ａ）ＣＡＲ＋Ｔ細胞を持つ
ＨＥＲＶ－Ｋ＋黒色腫細胞（Ａ８８８及びＡ３７５）及びＨＥＲＶ－Ｋ陰性対照（ＨＥＫ
２９３親）細胞を表す写真は、種々の時点である。緑色に変わった細胞は、死細胞として
記録し、蛍光の強度を測定した。（Ｂ、Ｃ、Ｄ）標的細胞の平均蛍光強度を表す。上側の
線は、死細胞を表すが、下側の線は、生細胞の基礎強度を表す。（Ｅ）プロットは、ＨＥ
Ｋ２９３親細胞と比較した１５時間時点での平均蛍光強度における有意差（＊ｐ＜０．０
５）を表す。データは、各々が５０枚の画像を持つ２つの独立した実験の平均を表す。テ
ューキーのポスト検定による一元配置ＡＮＯＶＡを行った。
【図２０Ｅ】図２０。１５時間にわたるＨＥＲＶ－Ｋ特異的ＣＡＲ＋Ｔ細胞の活性を判断
するため、標的細胞及びエフェクター細胞を、Ｓｙｔｏｘ（登録商標）（Ｉｎｖｉｔｒｏ
ｇｅｎ、死細胞染色）と共に１：５の比率で培地中に載置した。エフェクター細胞を持つ
各標的の５０枚の画像を、この期間に７分刻みで記録した。（Ａ）ＣＡＲ＋Ｔ細胞を持つ
ＨＥＲＶ－Ｋ＋黒色腫細胞（Ａ８８８及びＡ３７５）及びＨＥＲＶ－Ｋ陰性対照（ＨＥＫ
２９３親）細胞を表す写真は、種々の時点である。緑色に変わった細胞は、死細胞として
記録し、蛍光の強度を測定した。（Ｂ、Ｃ、Ｄ）標的細胞の平均蛍光強度を表す。上側の
線は、死細胞を表すが、下側の線は、生細胞の基礎強度を表す。（Ｅ）プロットは、ＨＥ
Ｋ２９３親細胞と比較した１５時間時点での平均蛍光強度における有意差（＊ｐ＜０．０
５）を表す。データは、各々が５０枚の画像を持つ２つの独立した実験の平均を表す。テ
ューキーのポスト検定による一元配置ＡＮＯＶＡを行った。
【図２１Ａ】図２１。ＨＥＲＶ－Ｋ特異的ＣＡＲ＋Ｔ細胞のＩｎ　ｖｉｖｏ抗腫瘍活性。
（Ａ）実験の概略。（Ｂ）３日目～２５日目のマウスの代表的な画像。（Ｃ）ｍＫａｔｅ
＋ｒＲＬｕｃ＋ＨＥＲＶ－Ｋ＋Ａ３７５－ＳＭ腫瘍由来のＢＬＩ、及び（Ｄ）ｍＫａｔｅ
＋腫瘍転移性ｆｏｃｉを表す赤色ドットを持つ肝臓組織の事後分析。データは、平均±標
準偏差（ｎ＝１グループ当たり５～６匹のマウス）である。ボンフェローニのポスト検定
による二元配置ＡＮＯＶＡ（Ｄ）による統計を、処理マウスと未処理マウスとの間で行っ
た。＊＊Ｐ＜０．０１及び＊＊＊Ｐ＜０．００１。ＡＮＯＶＡ、分散分析；ＢＬＩ、生物
発光イメージング；ＣＡＲ、キメラ抗原受容体；ＩＬ、インターロイキン。
【図２１Ｂ】図２１。ＨＥＲＶ－Ｋ特異的ＣＡＲ＋Ｔ細胞のＩｎ　ｖｉｖｏ抗腫瘍活性。
（Ａ）実験の概略。（Ｂ）３日目～２５日目のマウスの代表的な画像。（Ｃ）ｍＫａｔｅ
＋ｒＲＬｕｃ＋ＨＥＲＶ－Ｋ＋Ａ３７５－ＳＭ腫瘍由来のＢＬＩ、及び（Ｄ）ｍＫａｔｅ
＋腫瘍転移性ｆｏｃｉを表す赤色ドットを持つ肝臓組織の事後分析。データは、平均±標
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準偏差（ｎ＝１グループ当たり５～６匹のマウス）である。ボンフェローニのポスト検定
による二元配置ＡＮＯＶＡ（Ｄ）による統計を、処理マウスと未処理マウスとの間で行っ
た。＊＊Ｐ＜０．０１及び＊＊＊Ｐ＜０．００１。ＡＮＯＶＡ、分散分析；ＢＬＩ、生物
発光イメージング；ＣＡＲ、キメラ抗原受容体；ＩＬ、インターロイキン。
【図２１Ｃ】図２１。ＨＥＲＶ－Ｋ特異的ＣＡＲ＋Ｔ細胞のＩｎ　ｖｉｖｏ抗腫瘍活性。
（Ａ）実験の概略。（Ｂ）３日目～２５日目のマウスの代表的な画像。（Ｃ）ｍＫａｔｅ
＋ｒＲＬｕｃ＋ＨＥＲＶ－Ｋ＋Ａ３７５－ＳＭ腫瘍由来のＢＬＩ、及び（Ｄ）ｍＫａｔｅ
＋腫瘍転移性ｆｏｃｉを表す赤色ドットを持つ肝臓組織の事後分析。データは、平均±標
準偏差（ｎ＝１グループ当たり５～６匹のマウス）である。ボンフェローニのポスト検定
による二元配置ＡＮＯＶＡ（Ｄ）による統計を、処理マウスと未処理マウスとの間で行っ
た。＊＊Ｐ＜０．０１及び＊＊＊Ｐ＜０．００１。ＡＮＯＶＡ、分散分析；ＢＬＩ、生物
発光イメージング；ＣＡＲ、キメラ抗原受容体；ＩＬ、インターロイキン。
【図２１Ｄ】図２１。ＨＥＲＶ－Ｋ特異的ＣＡＲ＋Ｔ細胞のＩｎ　ｖｉｖｏ抗腫瘍活性。
（Ａ）実験の概略。（Ｂ）３日目～２５日目のマウスの代表的な画像。（Ｃ）ｍＫａｔｅ
＋ｒＲＬｕｃ＋ＨＥＲＶ－Ｋ＋Ａ３７５－ＳＭ腫瘍由来のＢＬＩ、及び（Ｄ）ｍＫａｔｅ
＋腫瘍転移性ｆｏｃｉを表す赤色ドットを持つ肝臓組織の事後分析。データは、平均±標
準偏差（ｎ＝１グループ当たり５～６匹のマウス）である。ボンフェローニのポスト検定
による二元配置ＡＮＯＶＡ（Ｄ）による統計を、処理マウスと未処理マウスとの間で行っ
た。＊＊Ｐ＜０．０１及び＊＊＊Ｐ＜０．００１。ＡＮＯＶＡ、分散分析；ＢＬＩ、生物
発光イメージング；ＣＡＲ、キメラ抗原受容体；ＩＬ、インターロイキン。
【図２１Ｅ】図２１。ＨＥＲＶ－Ｋ特異的ＣＡＲ＋Ｔ細胞のＩｎ　ｖｉｖｏ抗腫瘍活性。
（Ａ）実験の概略。（Ｂ）３日目～２５日目のマウスの代表的な画像。（Ｃ）ｍＫａｔｅ
＋ｒＲＬｕｃ＋ＨＥＲＶ－Ｋ＋Ａ３７５－ＳＭ腫瘍由来のＢＬＩ、及び（Ｄ）ｍＫａｔｅ
＋腫瘍転移性ｆｏｃｉを表す赤色ドットを持つ肝臓組織の事後分析。データは、平均±標
準偏差（ｎ＝１グループ当たり５～６匹のマウス）である。ボンフェローニのポスト検定
による二元配置ＡＮＯＶＡ（Ｄ）による統計を、処理マウスと未処理マウスとの間で行っ
た。＊＊Ｐ＜０．０１及び＊＊＊Ｐ＜０．００１。ＡＮＯＶＡ、分散分析；ＢＬＩ、生物
発光イメージング；ＣＡＲ、キメラ抗原受容体；ＩＬ、インターロイキン。
【図２２Ａ】図２２。（Ａ）２９個の正常臓器からの組織部位上のＨＥＲＶ－Ｋ抗原発現
の代表的な写真（２００Ｘ）を示す。これらの組織のいずれにも染色が観察されなかった
ため、Ｈ指数は０として算出した。（Ｂ）種々の臓器及び異なる患者からの悪性腫瘍組織
のＨ指数をドットプロットで示す。
【図２２Ｂ】図２２。（Ａ）２９個の正常臓器からの組織部位上のＨＥＲＶ－Ｋ抗原発現
の代表的な写真（２００Ｘ）を示す。これらの組織のいずれにも染色が観察されなかった
ため、Ｈ指数は０として算出した。（Ｂ）種々の臓器及び異なる患者からの悪性腫瘍組織
のＨ指数をドットプロットで示す。
【図２３Ａ】図２３。（Ａ）ＣＤ４＋対ＣＤ８＋ＨＥＲＶ－Ｋ特異的ＣＡＲ＋Ｔ細胞の増
殖を示す。（Ｂ）ＨＥＲＶ－Ｋ特異的ＣＡＲ＋Ｔ細胞対無ＤＮＡ対照細胞における種々の
遺伝子の発現を表すｎＣｏｕｎｔｅｒ分析。赤色は高発現を示すが、緑色は低ｍＲＮＡレ
ベルを示す。（Ｃ）ＨＥＲＶ－Ｋ特異的ＣＡＲ＋Ｔ細胞中で高発現した遺伝子のＩｎｇｅ
ｎｕｉｔｙ　Ｐａｔｈｗａｙ解析。
【図２３Ｂ】図２３。（Ａ）ＣＤ４＋対ＣＤ８＋ＨＥＲＶ－Ｋ特異的ＣＡＲ＋Ｔ細胞の増
殖を示す。（Ｂ）ＨＥＲＶ－Ｋ特異的ＣＡＲ＋Ｔ細胞対無ＤＮＡ対照細胞における種々の
遺伝子の発現を表すｎＣｏｕｎｔｅｒ分析。赤色は高発現を示すが、緑色は低ｍＲＮＡレ
ベルを示す。（Ｃ）ＨＥＲＶ－Ｋ特異的ＣＡＲ＋Ｔ細胞中で高発現した遺伝子のＩｎｇｅ
ｎｕｉｔｙ　Ｐａｔｈｗａｙ解析。
【図２３Ｃ】図２３。（Ａ）ＣＤ４＋対ＣＤ８＋ＨＥＲＶ－Ｋ特異的ＣＡＲ＋Ｔ細胞の増
殖を示す。（Ｂ）ＨＥＲＶ－Ｋ特異的ＣＡＲ＋Ｔ細胞対無ＤＮＡ対照細胞における種々の
遺伝子の発現を表すｎＣｏｕｎｔｅｒ分析。赤色は高発現を示すが、緑色は低ｍＲＮＡレ
ベルを示す。（Ｃ）ＨＥＲＶ－Ｋ特異的ＣＡＲ＋Ｔ細胞中で高発現した遺伝子のＩｎｇｅ
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ｎｕｉｔｙ　Ｐａｔｈｗａｙ解析。
【図２４】黒色腫及びＣＤ１９特異的腫瘍標的並びにＣＤ１９　ＣＡＲ＋Ｔ細胞で４時間
標準ＣＲＡを行った。全てのデータは、６人のドナーの平均で行い、かつボンフェローニ
のポスト検定による二元配置ＡＮＯＶＡを用いて分析した２つの独立した実験を表す。
【図２５】ｈＥＦ－１αプロモーター下のＨＥＲＶ－Ｋ抗原及びＣＭＶプロモーター下の
ネオマイシン耐性遺伝子をコードする二方向ＳＢプラスミド。
【図２６】腫瘍細胞表面上でＨＥＲＶ－Ｋ抗原（赤色）と係合したＨＥＲＶ－Ｋ特異的Ｃ
ＡＲ（緑色）を表す。
【図２７Ａ】図２７。（Ａ）ネオマイシン耐性遺伝子を持つｍｙｃ－ｆｆＬｕｃをコード
するＳＢプラスミド。（Ｂ）ＨＥＲＶ－Ｋ特異的ＣＡＲ＋Ｔ細胞及びＨＥＲＶ－Ｋ特異的
ＣＡＲ－ｆｆＬｕｃ＋Ｔ細胞の全細胞増殖。（Ｃ）ＨＥＲＶ－Ｋ特異的ＣＡＲ－ｆｆＬｕ
ｃ＋Ｔ細胞によるＡ３７５ＳＭ及びＥＬ４親細胞の４時間ＣＲＡ。（Ｄ）ｆｆＬｕｃ活性
を表すマウス画像。（Ｅ）腫瘍細胞イメージング用にＲＬｕｃ及びｍＫａｔｅをコードす
るレンチウイルスプラスミド。
【図２７Ｂ】図２７。（Ａ）ネオマイシン耐性遺伝子を持つｍｙｃ－ｆｆＬｕｃをコード
するＳＢプラスミド。（Ｂ）ＨＥＲＶ－Ｋ特異的ＣＡＲ＋Ｔ細胞及びＨＥＲＶ－Ｋ特異的
ＣＡＲ－ｆｆＬｕｃ＋Ｔ細胞の全細胞増殖。（Ｃ）ＨＥＲＶ－Ｋ特異的ＣＡＲ－ｆｆＬｕ
ｃ＋Ｔ細胞によるＡ３７５ＳＭ及びＥＬ４親細胞の４時間ＣＲＡ。（Ｄ）ｆｆＬｕｃ活性
を表すマウス画像。（Ｅ）腫瘍細胞イメージング用にＲＬｕｃ及びｍＫａｔｅをコードす
るレンチウイルスプラスミド。
【図２７Ｃ】図２７。（Ａ）ネオマイシン耐性遺伝子を持つｍｙｃ－ｆｆＬｕｃをコード
するＳＢプラスミド。（Ｂ）ＨＥＲＶ－Ｋ特異的ＣＡＲ＋Ｔ細胞及びＨＥＲＶ－Ｋ特異的
ＣＡＲ－ｆｆＬｕｃ＋Ｔ細胞の全細胞増殖。（Ｃ）ＨＥＲＶ－Ｋ特異的ＣＡＲ－ｆｆＬｕ
ｃ＋Ｔ細胞によるＡ３７５ＳＭ及びＥＬ４親細胞の４時間ＣＲＡ。（Ｄ）ｆｆＬｕｃ活性
を表すマウス画像。（Ｅ）腫瘍細胞イメージング用にＲＬｕｃ及びｍＫａｔｅをコードす
るレンチウイルスプラスミド。
【図２７Ｄ】図２７。（Ａ）ネオマイシン耐性遺伝子を持つｍｙｃ－ｆｆＬｕｃをコード
するＳＢプラスミド。（Ｂ）ＨＥＲＶ－Ｋ特異的ＣＡＲ＋Ｔ細胞及びＨＥＲＶ－Ｋ特異的
ＣＡＲ－ｆｆＬｕｃ＋Ｔ細胞の全細胞増殖。（Ｃ）ＨＥＲＶ－Ｋ特異的ＣＡＲ－ｆｆＬｕ
ｃ＋Ｔ細胞によるＡ３７５ＳＭ及びＥＬ４親細胞の４時間ＣＲＡ。（Ｄ）ｆｆＬｕｃ活性
を表すマウス画像。（Ｅ）腫瘍細胞イメージング用にＲＬｕｃ及びｍＫａｔｅをコードす
るレンチウイルスプラスミド。
【図２７Ｅ】図２７。（Ａ）ネオマイシン耐性遺伝子を持つｍｙｃ－ｆｆＬｕｃをコード
するＳＢプラスミド。（Ｂ）ＨＥＲＶ－Ｋ特異的ＣＡＲ＋Ｔ細胞及びＨＥＲＶ－Ｋ特異的
ＣＡＲ－ｆｆＬｕｃ＋Ｔ細胞の全細胞増殖。（Ｃ）ＨＥＲＶ－Ｋ特異的ＣＡＲ－ｆｆＬｕ
ｃ＋Ｔ細胞によるＡ３７５ＳＭ及びＥＬ４親細胞の４時間ＣＲＡ。（Ｄ）ｆｆＬｕｃ活性
を表すマウス画像。（Ｅ）腫瘍細胞イメージング用にＲＬｕｃ及びｍＫａｔｅをコードす
るレンチウイルスプラスミド。
【図２８Ａ】図２８Ａ及び２８Ｂ。ｍＩＬ１５の概略。Ａ）スリーピングビューティ発現
プラスミドの成分である逆方向反復によりフランクされるｍＩＬ１５構築物。ｍＩＬ１５
ムテインは、フレキシブルなセリン－グリシンリンカーによるＩＬ－１５と全長ＩＬ－１
５Ｒαの融合である。Ｂ）ｍＩＬ１５の発現タンパク質構造を表す概略。
【図２８Ｂ】図２８Ａ及び２８Ｂ。ｍＩＬ１５の概略。Ａ）スリーピングビューティ発現
プラスミドの成分である逆方向反復によりフランクされるｍＩＬ１５構築物。ｍＩＬ１５
ムテインは、フレキシブルなセリン－グリシンリンカーによるＩＬ－１５と全長ＩＬ－１
５Ｒαの融合である。Ｂ）ｍＩＬ１５の発現タンパク質構造を表す概略。
【図２９Ａ】図２９Ａ及び２９Ｂ。５回の刺激サイクル後、ａＡＰＣ上でのｅｘ　ｖｉｖ
ｏ増殖後の遺伝子改変Ｔ細胞中のＣＡＲ及びｍＩＬ１５発現。Ａ）５人のドナー代表的な
試料の発現。Ｂ）遺伝子改変Ｔ細胞中の表示マーカー（ＣＡＲ及び／またはｍＩＬ１５）
の発現。
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【図２９Ｂ】図２９Ａ及び２９Ｂ。５回の刺激サイクル後、ａＡＰＣ上でのｅｘ　ｖｉｖ
ｏ増殖後の遺伝子改変Ｔ細胞中のＣＡＲ及びｍＩＬ１５発現。Ａ）５人のドナー代表的な
試料の発現。Ｂ）遺伝子改変Ｔ細胞中の表示マーカー（ＣＡＲ及び／またはｍＩＬ１５）
の発現。
【図３０】ｐＳＴＡＴ５のフォスフローを介したｍＩＬ１５の機能性の検証。基礎及びＩ
Ｌ－１５媒介リン酸化を得るために、特に断りのない限り、無血清及び無サイトカイン条
件における細胞の５時間インキュベーション。代表的なプロット（ｎ＝６）。
【図３１】ａＡＰＣ上で４回の刺激サイクル後のｍＩＬ１５の共発現の有無に関わらない
ＣＡＲ＋Ｔ細胞の推定カウント。ＣＡＲ＋Ｔ細胞を可溶性ＩＬ－２及びＩＬ－２１（標準
培養条件）またはＩＬ－１５及びＩＬ－２１（可溶性サイトカイン対照）で培養し、ｍＩ
Ｌ１５＋ＣＡＲ＋Ｔ細胞をＩＬ－２１で培養した。データは、平均±標準偏差であり、ｎ
＝４である。
【図３２Ａ】図３２Ａ及び３２Ｂ。ｅｘ　ｖｉｖｏ増殖させたｍＩＬ１５＋ＣＡＲ＋Ｔ細
胞の表現型及び特異的溶解能。Ａ）ａＡＰＣ上で４回刺激した後の特定のＴ細胞マーカー
、活性化マーカー、及び分化関連マーカーの表面発現率。水平ラインは、平均値を示す。
＊Ｐ＝０．０４７、対応有ｔ検定、ｎ＞４。Ｂ）４時間クロム遊離アッセイからのＣＤ１
９＋またはＣＤ１９ｎｅｇ標的のａＡＰＣ上で５回刺激した後のＣＡＲ＋Ｔ細胞（左側パ
ネル）及びｍＩＬ１５＋ＣＡＲ＋Ｔ細胞（右側パネル）の特異的溶解。データは、平均±
標準偏差として表し、ｎ＝３である。
【図３２Ｂ】図３２Ａ及び３２Ｂ。ｅｘ　ｖｉｖｏ増殖させたｍＩＬ１５＋ＣＡＲ＋Ｔ細
胞の表現型及び特異的溶解能。Ａ）ａＡＰＣ上で４回刺激した後の特定のＴ細胞マーカー
、活性化マーカー、及び分化関連マーカーの表面発現率。水平ラインは、平均値を示す。
＊Ｐ＝０．０４７、対応有ｔ検定、ｎ＞４。Ｂ）４時間クロム遊離アッセイからのＣＤ１
９＋またはＣＤ１９ｎｅｇ標的のａＡＰＣ上で５回刺激した後のＣＡＲ＋Ｔ細胞（左側パ
ネル）及びｍＩＬ１５＋ＣＡＲ＋Ｔ細胞（右側パネル）の特異的溶解。データは、平均±
標準偏差として表し、ｎ＝３である。
【図３３Ａ】図３３。ＡＩＣＤに対して機能的に適格かつ耐性を保持するｍＩＬ１５＋Ｃ
ＡＲ＋Ｔ細胞のＩｎ　ｖｉｔｒｏ長期持続性。Ａ）４回のａＡＰＣ刺激の後にＥｘ　ｖｉ
ｖｏ増殖させたｍＩＬ１５＋／－ＣＡＲ＋Ｔ細胞は、長期ｉｎ　ｖｉｔｒｏ持続性を評価
し、かつ６０＋日にわたる増殖動態を観察するために、抗原再刺激から離脱させた。ｍＩ
Ｌ１５＋ＣＡＲ＋Ｔ細胞は、いずれの外因性サイトカインサポートも受けなかったが、Ｃ
ＡＲ＋Ｔ細胞は、無サイトカイン、ＩＬ－２、またはＩＬ－１５を受けた。データは、平
均±標準偏差の対数であり、＊＊＊＊Ｐ＜０．０００１、ＲＭ　ＡＮＯＶＡ、ｎ＝３であ
る。Ｂ）抗原暴露後７５日を超える生存Ｔ細胞を、無標的、ＣＤ１９＋／－ＥＬ４、ＣＤ
１９＋Ｎａｌｍ－６、またはＬＡＣと６時間インキュベーションすることによる抗原応答
性について試験した。ＩＦＮγ細胞内染色のフローサイトメトリーによる分析を行った。
代表的なフロープロットを示し、ｎ＝３である。Ｃ）離脱後７５日の生存Ｔ細胞を、前述
したようにａＡＰＣと１：１で刺激して試験し、培地は、離脱培養メンテナンス＋ＩＬ－
２１の追加中に用いたサイトカイン（あるとすれば）で補充した。８日後、Ｔ細胞をアネ
キシンＶで染色し、刺激培養における生細胞対アポトーシス／壊死細胞の割合を判断した
。代表的なフロープロットを示し、ｎ＝３である。
【図３３Ｂ】図３３。ＡＩＣＤに対して機能的に適格かつ耐性を保持するｍＩＬ１５＋Ｃ
ＡＲ＋Ｔ細胞のＩｎ　ｖｉｔｒｏ長期持続性。Ａ）４回のａＡＰＣ刺激の後にＥｘ　ｖｉ
ｖｏ増殖させたｍＩＬ１５＋／－ＣＡＲ＋Ｔ細胞は、長期ｉｎ　ｖｉｔｒｏ持続性を評価
し、かつ６０＋日にわたる増殖動態を観察するために、抗原再刺激から離脱させた。ｍＩ
Ｌ１５＋ＣＡＲ＋Ｔ細胞は、いずれの外因性サイトカインサポートも受けなかったが、Ｃ
ＡＲ＋Ｔ細胞は、無サイトカイン、ＩＬ－２、またはＩＬ－１５を受けた。データは、平
均±標準偏差の対数であり、＊＊＊＊Ｐ＜０．０００１、ＲＭ　ＡＮＯＶＡ、ｎ＝３であ
る。Ｂ）抗原暴露後７５日を超える生存Ｔ細胞を、無標的、ＣＤ１９＋／－ＥＬ４、ＣＤ
１９＋Ｎａｌｍ－６、またはＬＡＣと６時間インキュベーションすることによる抗原応答
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性について試験した。ＩＦＮγ細胞内染色のフローサイトメトリーによる分析を行った。
代表的なフロープロットを示し、ｎ＝３である。Ｃ）離脱後７５日の生存Ｔ細胞を、前述
したようにａＡＰＣと１：１で刺激して試験し、培地は、離脱培養メンテナンス＋ＩＬ－
２１の追加中に用いたサイトカイン（あるとすれば）で補充した。８日後、Ｔ細胞をアネ
キシンＶで染色し、刺激培養における生細胞対アポトーシス／壊死細胞の割合を判断した
。代表的なフロープロットを示し、ｎ＝３である。
【図３３Ｃ】図３３。ＡＩＣＤに対して機能的に適格かつ耐性を保持するｍＩＬ１５＋Ｃ
ＡＲ＋Ｔ細胞のＩｎ　ｖｉｔｒｏ長期持続性。Ａ）４回のａＡＰＣ刺激の後にＥｘ　ｖｉ
ｖｏ増殖させたｍＩＬ１５＋／－ＣＡＲ＋Ｔ細胞は、長期ｉｎ　ｖｉｔｒｏ持続性を評価
し、かつ６０＋日にわたる増殖動態を観察するために、抗原再刺激から離脱させた。ｍＩ
Ｌ１５＋ＣＡＲ＋Ｔ細胞は、いずれの外因性サイトカインサポートも受けなかったが、Ｃ
ＡＲ＋Ｔ細胞は、無サイトカイン、ＩＬ－２、またはＩＬ－１５を受けた。データは、平
均±標準偏差の対数であり、＊＊＊＊Ｐ＜０．０００１、ＲＭ　ＡＮＯＶＡ、ｎ＝３であ
る。Ｂ）抗原暴露後７５日を超える生存Ｔ細胞を、無標的、ＣＤ１９＋／－ＥＬ４、ＣＤ
１９＋Ｎａｌｍ－６、またはＬＡＣと６時間インキュベーションすることによる抗原応答
性について試験した。ＩＦＮγ細胞内染色のフローサイトメトリーによる分析を行った。
代表的なフロープロットを示し、ｎ＝３である。Ｃ）離脱後７５日の生存Ｔ細胞を、前述
したようにａＡＰＣと１：１で刺激して試験し、培地は、離脱培養メンテナンス＋ＩＬ－
２１の追加中に用いたサイトカイン（あるとすれば）で補充した。８日後、Ｔ細胞をアネ
キシンＶで染色し、刺激培養における生細胞対アポトーシス／壊死細胞の割合を判断した
。代表的なフロープロットを示し、ｎ＝３である。
【図３４Ａ】図３４Ａ乃至３４Ｃ。長期持続性ｍＩＬ１５＋ＣＡＲ＋Ｔ細胞は、二又のＣ
Ｄ４５ＲＡ＋ＣＣＲ７＋／－表現型になる。Ａ）４刺激からのｍＩＬ１５＋ＣＡＲ＋Ｔ細
胞、及び最後の抗原刺激後に７５日間持続するｍＩＬ１５＋ＣＡＲ＋Ｔ細胞のＣＤ４５Ｒ
Ａ及びＣＣＲ７集団の代表的なフロープロット、ｎ＝７。Ｂ）（Ａ）からの集団サブセッ
トの頻度。＊＊＊Ｐ＜０．００１及び＊＊＊＊Ｐ＜０．０００１、ＲＭ　ＡＮＯＶＡ、ｎ
＝７。Ｃ）４刺激からのｍＩＬ１５＋ＣＡＲ＋Ｔ細胞、及び最後の抗原刺激後に７５日間
持続するｍＩＬ１５＋ＣＡＲ＋Ｔ細胞のＣＣＲ７ｎｅｇ及びＣＣＲ７＋におけるアネキシ
ンＶレベルを示す代表的なヒストグラム、ｎ＝３。ヒストグラムは、非特異的ＣＣＲ７染
色を避けるためにリンパ球集団上でゲートされる。
【図３４Ｂ】図３４Ａ乃至３４Ｃ。長期持続性ｍＩＬ１５＋ＣＡＲ＋Ｔ細胞は、二又のＣ
Ｄ４５ＲＡ＋ＣＣＲ７＋／－表現型になる。Ａ）４刺激からのｍＩＬ１５＋ＣＡＲ＋Ｔ細
胞、及び最後の抗原刺激後に７５日間持続するｍＩＬ１５＋ＣＡＲ＋Ｔ細胞のＣＤ４５Ｒ
Ａ及びＣＣＲ７集団の代表的なフロープロット、ｎ＝７。Ｂ）（Ａ）からの集団サブセッ
トの頻度。＊＊＊Ｐ＜０．００１及び＊＊＊＊Ｐ＜０．０００１、ＲＭ　ＡＮＯＶＡ、ｎ
＝７。Ｃ）４刺激からのｍＩＬ１５＋ＣＡＲ＋Ｔ細胞、及び最後の抗原刺激後に７５日間
持続するｍＩＬ１５＋ＣＡＲ＋Ｔ細胞のＣＣＲ７ｎｅｇ及びＣＣＲ７＋におけるアネキシ
ンＶレベルを示す代表的なヒストグラム、ｎ＝３。ヒストグラムは、非特異的ＣＣＲ７染
色を避けるためにリンパ球集団上でゲートされる。
【図３４Ｃ】図３４Ａ乃至３４Ｃ。長期持続性ｍＩＬ１５＋ＣＡＲ＋Ｔ細胞は、二又のＣ
Ｄ４５ＲＡ＋ＣＣＲ７＋／－表現型になる。Ａ）４刺激からのｍＩＬ１５＋ＣＡＲ＋Ｔ細
胞、及び最後の抗原刺激後に７５日間持続するｍＩＬ１５＋ＣＡＲ＋Ｔ細胞のＣＤ４５Ｒ
Ａ及びＣＣＲ７集団の代表的なフロープロット、ｎ＝７。Ｂ）（Ａ）からの集団サブセッ
トの頻度。＊＊＊Ｐ＜０．００１及び＊＊＊＊Ｐ＜０．０００１、ＲＭ　ＡＮＯＶＡ、ｎ
＝７。Ｃ）４刺激からのｍＩＬ１５＋ＣＡＲ＋Ｔ細胞、及び最後の抗原刺激後に７５日間
持続するｍＩＬ１５＋ＣＡＲ＋Ｔ細胞のＣＣＲ７ｎｅｇ及びＣＣＲ７＋におけるアネキシ
ンＶレベルを示す代表的なヒストグラム、ｎ＝３。ヒストグラムは、非特異的ＣＣＲ７染
色を避けるためにリンパ球集団上でゲートされる。
【図３５Ａ】図３５Ａ乃至３５Ｄ。グラフは、フローサイトメトリー分析によるｍＩＬ１
５＋ＣＡＲ＋Ｔ細胞の追加の特性化を示す。図３５Ａ、１～２年間の抗原再刺激のない培



(33) JP 6463577 B2 2019.2.6

10

20

30

40

50

養下にあった３人の健常ドナー（染色後１０日でＰＫＨ希釈）からのＷＤ－ｍＩＬ１５＋

ＣＡＲ＋Ｔ細胞の恒常的増殖レベル（一番上のパネル）、及びａＡＰＣによる抗原再刺激
時のこれらの細胞の増殖能（一番下のパネル）。図３５Ｂ、染色体分析に提出された長期
離脱ｍＩＬ１５＋ＣＡＲ＋Ｔ細胞（ＣＤ３及びｍＩＬ１５表面発現）の表現型。まず、表
現型検査及び染色体分析用に提出前に、離脱Ｔ細胞をａＡＰＣで再刺激した。図３５Ｃ、
抗原再刺激及び外因性サイトカインの不在下においてｉｎ　ｖｉｔｒｏで長期間（１．５
～２．４６年）持続するｍＩＬ１５＋ＣＡＲ＋Ｔ細胞の正常核型（Ｇ－バンディング）結
果。４人の健常ドナーからの代表的な分裂中期展開を示す。図３５Ｄ、Ｋ５６２　ａＡＰ
Ｃを用いた細胞の刺激後のメモリー動態。図３Ｅ、ＣＡＲ及びｍＩＬ１５＋ＣＡＲ＋Ｔ細
胞の１対２刺激によるメモリー動態。
【図３５Ｂ】図３５Ａ乃至３５Ｄ。グラフは、フローサイトメトリー分析によるｍＩＬ１
５＋ＣＡＲ＋Ｔ細胞の追加の特性化を示す。図３５Ａ、１～２年間の抗原再刺激のない培
養下にあった３人の健常ドナー（染色後１０日でＰＫＨ希釈）からのＷＤ－ｍＩＬ１５＋

ＣＡＲ＋Ｔ細胞の恒常的増殖レベル（一番上のパネル）、及びａＡＰＣによる抗原再刺激
時のこれらの細胞の増殖能（一番下のパネル）。図３５Ｂ、染色体分析に提出された長期
離脱ｍＩＬ１５＋ＣＡＲ＋Ｔ細胞（ＣＤ３及びｍＩＬ１５表面発現）の表現型。まず、表
現型検査及び染色体分析用に提出前に、離脱Ｔ細胞をａＡＰＣで再刺激した。図３５Ｃ、
抗原再刺激及び外因性サイトカインの不在下においてｉｎ　ｖｉｔｒｏで長期間（１．５
～２．４６年）持続するｍＩＬ１５＋ＣＡＲ＋Ｔ細胞の正常核型（Ｇ－バンディング）結
果。４人の健常ドナーからの代表的な分裂中期展開を示す。図３５Ｄ、Ｋ５６２　ａＡＰ
Ｃを用いた細胞の刺激後のメモリー動態。図３Ｅ、ＣＡＲ及びｍＩＬ１５＋ＣＡＲ＋Ｔ細
胞の１対２刺激によるメモリー動態。
【図３５Ｃ】図３５Ａ乃至３５Ｄ。グラフは、フローサイトメトリー分析によるｍＩＬ１
５＋ＣＡＲ＋Ｔ細胞の追加の特性化を示す。図３５Ａ、１～２年間の抗原再刺激のない培
養下にあった３人の健常ドナー（染色後１０日でＰＫＨ希釈）からのＷＤ－ｍＩＬ１５＋

ＣＡＲ＋Ｔ細胞の恒常的増殖レベル（一番上のパネル）、及びａＡＰＣによる抗原再刺激
時のこれらの細胞の増殖能（一番下のパネル）。図３５Ｂ、染色体分析に提出された長期
離脱ｍＩＬ１５＋ＣＡＲ＋Ｔ細胞（ＣＤ３及びｍＩＬ１５表面発現）の表現型。まず、表
現型検査及び染色体分析用に提出前に、離脱Ｔ細胞をａＡＰＣで再刺激した。図３５Ｃ、
抗原再刺激及び外因性サイトカインの不在下においてｉｎ　ｖｉｔｒｏで長期間（１．５
～２．４６年）持続するｍＩＬ１５＋ＣＡＲ＋Ｔ細胞の正常核型（Ｇ－バンディング）結
果。４人の健常ドナーからの代表的な分裂中期展開を示す。図３５Ｄ、Ｋ５６２　ａＡＰ
Ｃを用いた細胞の刺激後のメモリー動態。図３Ｅ、ＣＡＲ及びｍＩＬ１５＋ＣＡＲ＋Ｔ細
胞の１対２刺激によるメモリー動態。
【図３５Ｄ】図３５Ａ乃至３５Ｄ。グラフは、フローサイトメトリー分析によるｍＩＬ１
５＋ＣＡＲ＋Ｔ細胞の追加の特性化を示す。図３５Ａ、１～２年間の抗原再刺激のない培
養下にあった３人の健常ドナー（染色後１０日でＰＫＨ希釈）からのＷＤ－ｍＩＬ１５＋

ＣＡＲ＋Ｔ細胞の恒常的増殖レベル（一番上のパネル）、及びａＡＰＣによる抗原再刺激
時のこれらの細胞の増殖能（一番下のパネル）。図３５Ｂ、染色体分析に提出された長期
離脱ｍＩＬ１５＋ＣＡＲ＋Ｔ細胞（ＣＤ３及びｍＩＬ１５表面発現）の表現型。まず、表
現型検査及び染色体分析用に提出前に、離脱Ｔ細胞をａＡＰＣで再刺激した。図３５Ｃ、
抗原再刺激及び外因性サイトカインの不在下においてｉｎ　ｖｉｔｒｏで長期間（１．５
～２．４６年）持続するｍＩＬ１５＋ＣＡＲ＋Ｔ細胞の正常核型（Ｇ－バンディング）結
果。４人の健常ドナーからの代表的な分裂中期展開を示す。図３５Ｄ、Ｋ５６２　ａＡＰ
Ｃを用いた細胞の刺激後のメモリー動態。図３Ｅ、ＣＡＲ及びｍＩＬ１５＋ＣＡＲ＋Ｔ細
胞の１対２刺激によるメモリー動態。
【図３５Ｅ】図３５Ａ乃至３５Ｄ。グラフは、フローサイトメトリー分析によるｍＩＬ１
５＋ＣＡＲ＋Ｔ細胞の追加の特性化を示す。図３５Ａ、１～２年間の抗原再刺激のない培
養下にあった３人の健常ドナー（染色後１０日でＰＫＨ希釈）からのＷＤ－ｍＩＬ１５＋

ＣＡＲ＋Ｔ細胞の恒常的増殖レベル（一番上のパネル）、及びａＡＰＣによる抗原再刺激
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時のこれらの細胞の増殖能（一番下のパネル）。図３５Ｂ、染色体分析に提出された長期
離脱ｍＩＬ１５＋ＣＡＲ＋Ｔ細胞（ＣＤ３及びｍＩＬ１５表面発現）の表現型。まず、表
現型検査及び染色体分析用に提出前に、離脱Ｔ細胞をａＡＰＣで再刺激した。図３５Ｃ、
抗原再刺激及び外因性サイトカインの不在下においてｉｎ　ｖｉｔｒｏで長期間（１．５
～２．４６年）持続するｍＩＬ１５＋ＣＡＲ＋Ｔ細胞の正常核型（Ｇ－バンディング）結
果。４人の健常ドナーからの代表的な分裂中期展開を示す。図３５Ｄ、Ｋ５６２　ａＡＰ
Ｃを用いた細胞の刺激後のメモリー動態。図３Ｅ、ＣＡＲ及びｍＩＬ１５＋ＣＡＲ＋Ｔ細
胞の１対２刺激によるメモリー動態。
【図３６】長期持続性ｍＩＬ１５＋ＣＡＲ＋Ｔ細胞が分化の程度が低いＴ細胞サブセット
と関連した特徴を示すことが、分子プロファイリングにより示される。４刺激からｍＩＬ
１５＋ＣＡＲ＋Ｔ細胞間で著しく特異的に発現した全ての遺伝子、及び離脱条件を通じて
持続するものは、遺伝子オントロジー情報に基づいて広義のカテゴリー下で機能的に分類
される。カテゴリー内の遺伝子は、持続性離脱ｍＩＬ１５＋ＣＡＲ＋Ｔ細胞における上方
または下方調節に基づいて区分される。
【図３７】長期持続性ｍＩＬ１５＋ＣＡＲ＋Ｔ細胞が低分化状態を示すことが、Ｔ細胞分
化状態と関連する転写因子の検証により示される。一番上のパネル：選択特異的発現遺伝
子（Ｔｃｆ－７、Ｂｌｉｍｐ－１、及びＴ－ｂｅｔ）を細胞内染色により検証し、フロー
サイトメトリーにより分析した。代表的なフロープロットを示し、ｎ＝５である。一番下
のパネル：ｎＣｏｕｎｔｅｒ分析システム出力からの正規化ｍＲＮＡコピー数。
【図３８Ａ】図３８。長期持続性ｍＩＬ１５＋ＣＡＲ＋Ｔ細胞が低分化を示すことが、Ｔ
細胞分化状態と関連する表面マーカーの検証により示される。一番上のパネル：選択特異
的発現遺伝子であるＩＬ－７Ｒａ及びＣＣＲ７を染色により検証し、フローサイトメトリ
ーにより分析した。＊Ｐ＝０．０１５６及び＊＊＊Ｐ＜０．００１、それぞれ、１－テイ
ルドウィルコクソン・マッチドペア・サインド・ランク検定及び対応有１－テイルドＴ検
定。代表的なフロープロットを示し、ｎ＝５～７である。一番下のパネル：ｎＣｏｕｎｔ
ｅｒ分析システム出力からの正規化ｍＲＮＡコピー数、ｎ＝３。
【図３８Ｂ】図３８。長期持続性ｍＩＬ１５＋ＣＡＲ＋Ｔ細胞が低分化を示すことが、Ｔ
細胞分化状態と関連する表面マーカーの検証により示される。一番上のパネル：選択特異
的発現遺伝子であるＩＬ－７Ｒａ及びＣＣＲ７を染色により検証し、フローサイトメトリ
ーにより分析した。＊Ｐ＝０．０１５６及び＊＊＊Ｐ＜０．００１、それぞれ、１－テイ
ルドウィルコクソン・マッチドペア・サインド・ランク検定及び対応有１－テイルドＴ検
定。代表的なフロープロットを示し、ｎ＝５～７である。一番下のパネル：ｎＣｏｕｎｔ
ｅｒ分析システム出力からの正規化ｍＲＮＡコピー数、ｎ＝３。
【図３８Ｃ】図３８。長期持続性ｍＩＬ１５＋ＣＡＲ＋Ｔ細胞が低分化を示すことが、Ｔ
細胞分化状態と関連する表面マーカーの検証により示される。一番上のパネル：選択特異
的発現遺伝子であるＩＬ－７Ｒａ及びＣＣＲ７を染色により検証し、フローサイトメトリ
ーにより分析した。＊Ｐ＝０．０１５６及び＊＊＊Ｐ＜０．００１、それぞれ、１－テイ
ルドウィルコクソン・マッチドペア・サインド・ランク検定及び対応有１－テイルドＴ検
定。代表的なフロープロットを示し、ｎ＝５～７である。一番下のパネル：ｎＣｏｕｎｔ
ｅｒ分析システム出力からの正規化ｍＲＮＡコピー数、ｎ＝３。
【図３８Ｄ】図３８。長期持続性ｍＩＬ１５＋ＣＡＲ＋Ｔ細胞が低分化を示すことが、Ｔ
細胞分化状態と関連する表面マーカーの検証により示される。一番上のパネル：選択特異
的発現遺伝子であるＩＬ－７Ｒａ及びＣＣＲ７を染色により検証し、フローサイトメトリ
ーにより分析した。＊Ｐ＝０．０１５６及び＊＊＊Ｐ＜０．００１、それぞれ、１－テイ
ルドウィルコクソン・マッチドペア・サインド・ランク検定及び対応有１－テイルドＴ検
定。代表的なフロープロットを示し、ｎ＝５～７である。一番下のパネル：ｎＣｏｕｎｔ
ｅｒ分析システム出力からの正規化ｍＲＮＡコピー数、ｎ＝３。
【図３９Ａ】図３９。ｍＩＬ１５＋ＣＡＲ＋Ｔ細胞によるＩＬ－２産生能力の獲得。Ａ）
４刺激及び刺激しないかまたはリンパ球活性化カクテル（ＬＡＣ）で６時間活性化された
かいずれかの後、細胞内ＩＬ－２染色をし、フローサイトメトリーにより分析した持続性
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抗原離脱ｍＩＬ１５＋ＣＡＲ＋Ｔ細胞（ＷＤ－ｍＩＬ１５－ＣＡＲ）のＩＬ－２細胞内染
色の代表的なヒストグラム。Ｂ）（Ａ）からのＩＬ－２を産生するＬＡＣ刺激Ｔ細胞の頻
度。＊＊＊＊Ｐ＜０．０００１、ｎ＝６、対応有ｔ検定。
【図３９Ｂ】図３９。ｍＩＬ１５＋ＣＡＲ＋Ｔ細胞によるＩＬ－２産生能力の獲得。Ａ）
４刺激及び刺激しないかまたはリンパ球活性化カクテル（ＬＡＣ）で６時間活性化された
かいずれかの後、細胞内ＩＬ－２染色をし、フローサイトメトリーにより分析した持続性
抗原離脱ｍＩＬ１５＋ＣＡＲ＋Ｔ細胞（ＷＤ－ｍＩＬ１５－ＣＡＲ）のＩＬ－２細胞内染
色の代表的なヒストグラム。Ｂ）（Ａ）からのＩＬ－２を産生するＬＡＣ刺激Ｔ細胞の頻
度。＊＊＊＊Ｐ＜０．０００１、ｎ＝６、対応有ｔ検定。
【図４０Ａ】図４０Ａ乃至４０Ｄ。腫瘍抗原が豊富な環境におけるｍＩＬ１５＋ＣＡＲ＋

Ｔ細胞のＩｎ　ｖｉｖｏ持続性及び抗腫瘍活性。Ａ）実験の概略。Ｂ）Ｎａｌｍ－６腫瘍
導入後のマウスに養子導入したｍＩＬ１５＋／－ＣＡＲ＋ｆｆｌｕｃ＋Ｔ細胞由来のＢＬ
Ｉ（ｎ＝５）。Ｃ）ヒトＣＤ３で染色によるヒトＴ細胞の存在について１４日目の脾臓（
一番上のパネル）及び骨髄（一番下のパネル）の分析、及びフローサイトメトリーによる
検出。代表的なフロープロット（ｎ＝５）。Ｄ）ＣＤ３＋及びＣＤ１９＋細胞の存在につ
いてフローサイトメトリーによる末梢血液の分析。マウスＣＤ４５＋細胞をゲートアウト
した後に得られた頻度。データは、個々のマウス及び平均±標準偏差を示す。＊＊＊Ｐ＜
０．００１、１元配置ＡＮＯＶＡ、ｎ＝３～５。
【図４０Ｂ】図４０Ａ乃至４０Ｄ。腫瘍抗原が豊富な環境におけるｍＩＬ１５＋ＣＡＲ＋

Ｔ細胞のＩｎ　ｖｉｖｏ持続性及び抗腫瘍活性。Ａ）実験の概略。Ｂ）Ｎａｌｍ－６腫瘍
導入後のマウスに養子導入したｍＩＬ１５＋／－ＣＡＲ＋ｆｆｌｕｃ＋Ｔ細胞由来のＢＬ
Ｉ（ｎ＝５）。Ｃ）ヒトＣＤ３で染色によるヒトＴ細胞の存在について１４日目の脾臓（
一番上のパネル）及び骨髄（一番下のパネル）の分析、及びフローサイトメトリーによる
検出。代表的なフロープロット（ｎ＝５）。Ｄ）ＣＤ３＋及びＣＤ１９＋細胞の存在につ
いてフローサイトメトリーによる末梢血液の分析。マウスＣＤ４５＋細胞をゲートアウト
した後に得られた頻度。データは、個々のマウス及び平均±標準偏差を示す。＊＊＊Ｐ＜
０．００１、１元配置ＡＮＯＶＡ、ｎ＝３～５。
【図４０Ｃ】図４０Ａ乃至４０Ｄ。腫瘍抗原が豊富な環境におけるｍＩＬ１５＋ＣＡＲ＋

Ｔ細胞のＩｎ　ｖｉｖｏ持続性及び抗腫瘍活性。Ａ）実験の概略。Ｂ）Ｎａｌｍ－６腫瘍
導入後のマウスに養子導入したｍＩＬ１５＋／－ＣＡＲ＋ｆｆｌｕｃ＋Ｔ細胞由来のＢＬ
Ｉ（ｎ＝５）。Ｃ）ヒトＣＤ３で染色によるヒトＴ細胞の存在について１４日目の脾臓（
一番上のパネル）及び骨髄（一番下のパネル）の分析、及びフローサイトメトリーによる
検出。代表的なフロープロット（ｎ＝５）。Ｄ）ＣＤ３＋及びＣＤ１９＋細胞の存在につ
いてフローサイトメトリーによる末梢血液の分析。マウスＣＤ４５＋細胞をゲートアウト
した後に得られた頻度。データは、個々のマウス及び平均±標準偏差を示す。＊＊＊Ｐ＜
０．００１、１元配置ＡＮＯＶＡ、ｎ＝３～５。
【図４０Ｄ】図４０Ａ乃至４０Ｄ。腫瘍抗原が豊富な環境におけるｍＩＬ１５＋ＣＡＲ＋

Ｔ細胞のＩｎ　ｖｉｖｏ持続性及び抗腫瘍活性。Ａ）実験の概略。Ｂ）Ｎａｌｍ－６腫瘍
導入後のマウスに養子導入したｍＩＬ１５＋／－ＣＡＲ＋ｆｆｌｕｃ＋Ｔ細胞由来のＢＬ
Ｉ（ｎ＝５）。Ｃ）ヒトＣＤ３で染色によるヒトＴ細胞の存在について１４日目の脾臓（
一番上のパネル）及び骨髄（一番下のパネル）の分析、及びフローサイトメトリーによる
検出。代表的なフロープロット（ｎ＝５）。Ｄ）ＣＤ３＋及びＣＤ１９＋細胞の存在につ
いてフローサイトメトリーによる末梢血液の分析。マウスＣＤ４５＋細胞をゲートアウト
した後に得られた頻度。データは、個々のマウス及び平均±標準偏差を示す。＊＊＊Ｐ＜
０．００１、１元配置ＡＮＯＶＡ、ｎ＝３～５。
【図４１Ａ】図４１Ａ乃至４１Ｅ。低抗原環境におけるｍＩＬ１５＋ＣＡＲ＋Ｔ細胞の持
続性及び抗腫瘍効果のＩｎ　ｖｉｖｏモデル評価。Ａ）実験の概略。Ｂ）ＣＡＲ＋Ｔ細胞
またはｍＩＬ１５＋ＣＡＲ＋Ｔ細胞のいずれかの養子導入を受けた後、Ｔ細胞生着の６日
後にＣＤ１９＋Ｎａｌｍ－６腫瘍注入したマウスのＴ細胞（ｆｆＬｕｃ＋）ＢＬＩ。Ｃ）
Ｎａｌｍ－６負荷の縦方向ＢＬＩモニタリング。画像は、Ｎａｌｍ－６細胞由来ｒＬｕｃ
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活性からの光子束を表す。Ｄ）ＣＡＲ＋Ｔ細胞、ｍＩＬ１５＋ＣＡＲ＋Ｔ細胞、または無
Ｔ細胞のいずれかで処理したマウスの経時的な腫瘍光束（ｒＬｕｃ）。データは、平均±
標準偏差である。＊＊＊＊Ｐ＜０．０００１、一元配置ＡＮＯＶＡ、ｎ＝４～５。Ｅ）採
取した組織及び血液の分析。ここで、ヒトＴ細胞（ヒトＣＤ３＋）及びＮａｌｍ－６腫瘍
細胞（ヒトＣＤ１９＋）をフローサイトメトリーにより検出した。Ｅ）低腫瘍モデルを用
いて、マウスの長期生存について９８日目まで評価した。実験条件は、低腫瘍モデルにつ
いて前述したのと同様に行い、ｍＩＬ１５－ＣＡＲ　Ｔ細胞（ｎ＝７）、ＣＡＲ　Ｔ細胞
（ｎ＝８）、または無Ｔ細胞（ｎ＝８）でマウスを生着した後、ＮＡＬＭ－６腫瘍抗原投
与を行った。括弧内の分数は、９８日目までのマウス生存の割合を表す。＊Ｐ＝０．０４
５（ｍＩＬ１５－ＣＡＲ対ＣＡＲ　Ｔ細胞治療）、ログランク（マンテル・コックス）。
【図４１Ｂ】図４１Ａ乃至４１Ｅ。低抗原環境におけるｍＩＬ１５＋ＣＡＲ＋Ｔ細胞の持
続性及び抗腫瘍効果のＩｎ　ｖｉｖｏモデル評価。Ａ）実験の概略。Ｂ）ＣＡＲ＋Ｔ細胞
またはｍＩＬ１５＋ＣＡＲ＋Ｔ細胞のいずれかの養子導入を受けた後、Ｔ細胞生着の６日
後にＣＤ１９＋Ｎａｌｍ－６腫瘍注入したマウスのＴ細胞（ｆｆＬｕｃ＋）ＢＬＩ。Ｃ）
Ｎａｌｍ－６負荷の縦方向ＢＬＩモニタリング。画像は、Ｎａｌｍ－６細胞由来ｒＬｕｃ
活性からの光子束を表す。Ｄ）ＣＡＲ＋Ｔ細胞、ｍＩＬ１５＋ＣＡＲ＋Ｔ細胞、または無
Ｔ細胞のいずれかで処理したマウスの経時的な腫瘍光束（ｒＬｕｃ）。データは、平均±
標準偏差である。＊＊＊＊Ｐ＜０．０００１、一元配置ＡＮＯＶＡ、ｎ＝４～５。Ｅ）採
取した組織及び血液の分析。ここで、ヒトＴ細胞（ヒトＣＤ３＋）及びＮａｌｍ－６腫瘍
細胞（ヒトＣＤ１９＋）をフローサイトメトリーにより検出した。Ｅ）低腫瘍モデルを用
いて、マウスの長期生存について９８日目まで評価した。実験条件は、低腫瘍モデルにつ
いて前述したのと同様に行い、ｍＩＬ１５－ＣＡＲ　Ｔ細胞（ｎ＝７）、ＣＡＲ　Ｔ細胞
（ｎ＝８）、または無Ｔ細胞（ｎ＝８）でマウスを生着した後、ＮＡＬＭ－６腫瘍抗原投
与を行った。括弧内の分数は、９８日目までのマウス生存の割合を表す。＊Ｐ＝０．０４
５（ｍＩＬ１５－ＣＡＲ対ＣＡＲ　Ｔ細胞治療）、ログランク（マンテル・コックス）。
【図４１Ｃ】図４１Ａ乃至４１Ｅ。低抗原環境におけるｍＩＬ１５＋ＣＡＲ＋Ｔ細胞の持
続性及び抗腫瘍効果のＩｎ　ｖｉｖｏモデル評価。Ａ）実験の概略。Ｂ）ＣＡＲ＋Ｔ細胞
またはｍＩＬ１５＋ＣＡＲ＋Ｔ細胞のいずれかの養子導入を受けた後、Ｔ細胞生着の６日
後にＣＤ１９＋Ｎａｌｍ－６腫瘍注入したマウスのＴ細胞（ｆｆＬｕｃ＋）ＢＬＩ。Ｃ）
Ｎａｌｍ－６負荷の縦方向ＢＬＩモニタリング。画像は、Ｎａｌｍ－６細胞由来ｒＬｕｃ
活性からの光子束を表す。Ｄ）ＣＡＲ＋Ｔ細胞、ｍＩＬ１５＋ＣＡＲ＋Ｔ細胞、または無
Ｔ細胞のいずれかで処理したマウスの経時的な腫瘍光束（ｒＬｕｃ）。データは、平均±
標準偏差である。＊＊＊＊Ｐ＜０．０００１、一元配置ＡＮＯＶＡ、ｎ＝４～５。Ｅ）採
取した組織及び血液の分析。ここで、ヒトＴ細胞（ヒトＣＤ３＋）及びＮａｌｍ－６腫瘍
細胞（ヒトＣＤ１９＋）をフローサイトメトリーにより検出した。Ｅ）低腫瘍モデルを用
いて、マウスの長期生存について９８日目まで評価した。実験条件は、低腫瘍モデルにつ
いて前述したのと同様に行い、ｍＩＬ１５－ＣＡＲ　Ｔ細胞（ｎ＝７）、ＣＡＲ　Ｔ細胞
（ｎ＝８）、または無Ｔ細胞（ｎ＝８）でマウスを生着した後、ＮＡＬＭ－６腫瘍抗原投
与を行った。括弧内の分数は、９８日目までのマウス生存の割合を表す。＊Ｐ＝０．０４
５（ｍＩＬ１５－ＣＡＲ対ＣＡＲ　Ｔ細胞治療）、ログランク（マンテル・コックス）。
【図４１Ｄ】図４１Ａ乃至４１Ｅ。低抗原環境におけるｍＩＬ１５＋ＣＡＲ＋Ｔ細胞の持
続性及び抗腫瘍効果のＩｎ　ｖｉｖｏモデル評価。Ａ）実験の概略。Ｂ）ＣＡＲ＋Ｔ細胞
またはｍＩＬ１５＋ＣＡＲ＋Ｔ細胞のいずれかの養子導入を受けた後、Ｔ細胞生着の６日
後にＣＤ１９＋Ｎａｌｍ－６腫瘍注入したマウスのＴ細胞（ｆｆＬｕｃ＋）ＢＬＩ。Ｃ）
Ｎａｌｍ－６負荷の縦方向ＢＬＩモニタリング。画像は、Ｎａｌｍ－６細胞由来ｒＬｕｃ
活性からの光子束を表す。Ｄ）ＣＡＲ＋Ｔ細胞、ｍＩＬ１５＋ＣＡＲ＋Ｔ細胞、または無
Ｔ細胞のいずれかで処理したマウスの経時的な腫瘍光束（ｒＬｕｃ）。データは、平均±
標準偏差である。＊＊＊＊Ｐ＜０．０００１、一元配置ＡＮＯＶＡ、ｎ＝４～５。Ｅ）採
取した組織及び血液の分析。ここで、ヒトＴ細胞（ヒトＣＤ３＋）及びＮａｌｍ－６腫瘍
細胞（ヒトＣＤ１９＋）をフローサイトメトリーにより検出した。Ｅ）低腫瘍モデルを用
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いて、マウスの長期生存について９８日目まで評価した。実験条件は、低腫瘍モデルにつ
いて前述したのと同様に行い、ｍＩＬ１５－ＣＡＲ　Ｔ細胞（ｎ＝７）、ＣＡＲ　Ｔ細胞
（ｎ＝８）、または無Ｔ細胞（ｎ＝８）でマウスを生着した後、ＮＡＬＭ－６腫瘍抗原投
与を行った。括弧内の分数は、９８日目までのマウス生存の割合を表す。＊Ｐ＝０．０４
５（ｍＩＬ１５－ＣＡＲ対ＣＡＲ　Ｔ細胞治療）、ログランク（マンテル・コックス）。
【図４１Ｅ】図４１Ａ乃至４１Ｅ。低抗原環境におけるｍＩＬ１５＋ＣＡＲ＋Ｔ細胞の持
続性及び抗腫瘍効果のＩｎ　ｖｉｖｏモデル評価。Ａ）実験の概略。Ｂ）ＣＡＲ＋Ｔ細胞
またはｍＩＬ１５＋ＣＡＲ＋Ｔ細胞のいずれかの養子導入を受けた後、Ｔ細胞生着の６日
後にＣＤ１９＋Ｎａｌｍ－６腫瘍注入したマウスのＴ細胞（ｆｆＬｕｃ＋）ＢＬＩ。Ｃ）
Ｎａｌｍ－６負荷の縦方向ＢＬＩモニタリング。画像は、Ｎａｌｍ－６細胞由来ｒＬｕｃ
活性からの光子束を表す。Ｄ）ＣＡＲ＋Ｔ細胞、ｍＩＬ１５＋ＣＡＲ＋Ｔ細胞、または無
Ｔ細胞のいずれかで処理したマウスの経時的な腫瘍光束（ｒＬｕｃ）。データは、平均±
標準偏差である。＊＊＊＊Ｐ＜０．０００１、一元配置ＡＮＯＶＡ、ｎ＝４～５。Ｅ）採
取した組織及び血液の分析。ここで、ヒトＴ細胞（ヒトＣＤ３＋）及びＮａｌｍ－６腫瘍
細胞（ヒトＣＤ１９＋）をフローサイトメトリーにより検出した。Ｅ）低腫瘍モデルを用
いて、マウスの長期生存について９８日目まで評価した。実験条件は、低腫瘍モデルにつ
いて前述したのと同様に行い、ｍＩＬ１５－ＣＡＲ　Ｔ細胞（ｎ＝７）、ＣＡＲ　Ｔ細胞
（ｎ＝８）、または無Ｔ細胞（ｎ＝８）でマウスを生着した後、ＮＡＬＭ－６腫瘍抗原投
与を行った。括弧内の分数は、９８日目までのマウス生存の割合を表す。＊Ｐ＝０．０４
５（ｍＩＬ１５－ＣＡＲ対ＣＡＲ　Ｔ細胞治療）、ログランク（マンテル・コックス）。
【図４１Ｆ】低抗原環境におけるｍＩＬ１５＋ＣＡＲ＋Ｔ細胞の持続性及び抗腫瘍効果の
Ｉｎ　ｖｉｖｏモデル評価。Ａ）実験の概略。Ｂ）ＣＡＲ＋Ｔ細胞またはｍＩＬ１５＋Ｃ
ＡＲ＋Ｔ細胞のいずれかの養子導入を受けた後、Ｔ細胞生着の６日後にＣＤ１９＋Ｎａｌ
ｍ－６腫瘍注入したマウスのＴ細胞（ｆｆＬｕｃ＋）ＢＬＩ。Ｃ）Ｎａｌｍ－６負荷の縦
方向ＢＬＩモニタリング。画像は、Ｎａｌｍ－６細胞由来ｒＬｕｃ活性からの光子束を表
す。Ｄ）ＣＡＲ＋Ｔ細胞、ｍＩＬ１５＋ＣＡＲ＋Ｔ細胞、または無Ｔ細胞のいずれかで処
理したマウスの経時的な腫瘍光束（ｒＬｕｃ）。データは、平均±標準偏差である。＊＊

＊＊Ｐ＜０．０００１、一元配置ＡＮＯＶＡ、ｎ＝４～５。Ｅ）採取した組織及び血液の
分析。ここで、ヒトＴ細胞（ヒトＣＤ３＋）及びＮａｌｍ－６腫瘍細胞（ヒトＣＤ１９＋

）をフローサイトメトリーにより検出した。Ｅ）低腫瘍モデルを用いて、マウスの長期生
存について９８日目まで評価した。実験条件は、低腫瘍モデルについて前述したのと同様
に行い、ｍＩＬ１５－ＣＡＲ　Ｔ細胞（ｎ＝７）、ＣＡＲ　Ｔ細胞（ｎ＝８）、または無
Ｔ細胞（ｎ＝８）でマウスを生着した後、ＮＡＬＭ－６腫瘍抗原投与を行った。括弧内の
分数は、９８日目までのマウス生存の割合を表す。＊Ｐ＝０．０４５（ｍＩＬ１５－ＣＡ
Ｒ対ＣＡＲ　Ｔ細胞治療）、ログランク（マンテル・コックス）。
【図４２Ａ】図４２Ａ乃至４２Ｅ。抗原に依存しないｍＩＬ１５＋ＣＡＲ＋Ｔ細胞の持続
性及び保持機能。Ａ）実験の概略。Ｂ）腫瘍抗原の不在下においてＣＡＲ＋及びｍＩＬ１
５＋ＣＡＲ＋Ｔ細胞で処理したマウスのｆｆＬｕｃ＋Ｔ細胞のＢＬＩ。Ｃ）フローサイト
メトリーにより検出した際の、ヒトＣＤ３＋Ｔ細胞及びＣＤ１９＋腫瘍細胞の骨髄、脾臓
、及び末梢血液の分析。代表的なフロープロット（左側パネル）及びヒトＣＤ３＋Ｔ細胞
のプロット頻度（右側パネル）を示す。データは、平均±標準偏差として表し、ｎ＝５で
ある。＊＊Ｐ＝０．００２７（骨髄）、＊＊Ｐ＝０．００８１（脾臓）、ｎｓ＝無有意、
対応なしｔ検定。Ｄ）Ｔ細胞光束（ｆｆｌｕｃ）の縦方向プロット。バックグラウンド発
光（灰色陰影）は、ｆｆｌｕｃ＋Ｔ細胞を受けていないマウスから得た光束で定義した。
データは、平均±標準偏差として表し、ｎ＝５である。＊Ｐ＝０．０１２８、＊＊Ｐ＋０
．００２３１、対応なしｔ検定。Ｅ）脾臓、肝臓、または骨髄から単離した細胞を、ａＡ
ＰＣ上でｅｘ　ｖｉｖｏ増殖させ、ＣＤ１９－及びＣＤ１９＋標的（前述したように）に
応答した細胞内ＩＦＮγ産生を評価するための十分な細胞数を生成した。３つの組織源及
び４匹のマウスからｎ＝７である。ヒストグラムをＣＤ３上でゲートした。
【図４２Ｂ】図４２Ａ乃至４２Ｅ。抗原に依存しないｍＩＬ１５＋ＣＡＲ＋Ｔ細胞の持続
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性及び保持機能。Ａ）実験の概略。Ｂ）腫瘍抗原の不在下においてＣＡＲ＋及びｍＩＬ１
５＋ＣＡＲ＋Ｔ細胞で処理したマウスのｆｆＬｕｃ＋Ｔ細胞のＢＬＩ。Ｃ）フローサイト
メトリーにより検出した際の、ヒトＣＤ３＋Ｔ細胞及びＣＤ１９＋腫瘍細胞の骨髄、脾臓
、及び末梢血液の分析。代表的なフロープロット（左側パネル）及びヒトＣＤ３＋Ｔ細胞
のプロット頻度（右側パネル）を示す。データは、平均±標準偏差として表し、ｎ＝５で
ある。＊＊Ｐ＝０．００２７（骨髄）、＊＊Ｐ＝０．００８１（脾臓）、ｎｓ＝無有意、
対応なしｔ検定。Ｄ）Ｔ細胞光束（ｆｆｌｕｃ）の縦方向プロット。バックグラウンド発
光（灰色陰影）は、ｆｆｌｕｃ＋Ｔ細胞を受けていないマウスから得た光束で定義した。
データは、平均±標準偏差として表し、ｎ＝５である。＊Ｐ＝０．０１２８、＊＊Ｐ＋０
．００２３１、対応なしｔ検定。Ｅ）脾臓、肝臓、または骨髄から単離した細胞を、ａＡ
ＰＣ上でｅｘ　ｖｉｖｏ増殖させ、ＣＤ１９－及びＣＤ１９＋標的（前述したように）に
応答した細胞内ＩＦＮγ産生を評価するための十分な細胞数を生成した。３つの組織源及
び４匹のマウスからｎ＝７である。ヒストグラムをＣＤ３上でゲートした。
【図４２Ｃ】図４２Ａ乃至４２Ｅ。抗原に依存しないｍＩＬ１５＋ＣＡＲ＋Ｔ細胞の持続
性及び保持機能。Ａ）実験の概略。Ｂ）腫瘍抗原の不在下においてＣＡＲ＋及びｍＩＬ１
５＋ＣＡＲ＋Ｔ細胞で処理したマウスのｆｆＬｕｃ＋Ｔ細胞のＢＬＩ。Ｃ）フローサイト
メトリーにより検出した際の、ヒトＣＤ３＋Ｔ細胞及びＣＤ１９＋腫瘍細胞の骨髄、脾臓
、及び末梢血液の分析。代表的なフロープロット（左側パネル）及びヒトＣＤ３＋Ｔ細胞
のプロット頻度（右側パネル）を示す。データは、平均±標準偏差として表し、ｎ＝５で
ある。＊＊Ｐ＝０．００２７（骨髄）、＊＊Ｐ＝０．００８１（脾臓）、ｎｓ＝無有意、
対応なしｔ検定。Ｄ）Ｔ細胞光束（ｆｆｌｕｃ）の縦方向プロット。バックグラウンド発
光（灰色陰影）は、ｆｆｌｕｃ＋Ｔ細胞を受けていないマウスから得た光束で定義した。
データは、平均±標準偏差として表し、ｎ＝５である。＊Ｐ＝０．０１２８、＊＊Ｐ＋０
．００２３１、対応なしｔ検定。Ｅ）脾臓、肝臓、または骨髄から単離した細胞を、ａＡ
ＰＣ上でｅｘ　ｖｉｖｏ増殖させ、ＣＤ１９－及びＣＤ１９＋標的（前述したように）に
応答した細胞内ＩＦＮγ産生を評価するための十分な細胞数を生成した。３つの組織源及
び４匹のマウスからｎ＝７である。ヒストグラムをＣＤ３上でゲートした。
【図４２Ｄ】図４２Ａ乃至４２Ｅ。抗原に依存しないｍＩＬ１５＋ＣＡＲ＋Ｔ細胞の持続
性及び保持機能。Ａ）実験の概略。Ｂ）腫瘍抗原の不在下においてＣＡＲ＋及びｍＩＬ１
５＋ＣＡＲ＋Ｔ細胞で処理したマウスのｆｆＬｕｃ＋Ｔ細胞のＢＬＩ。Ｃ）フローサイト
メトリーにより検出した際の、ヒトＣＤ３＋Ｔ細胞及びＣＤ１９＋腫瘍細胞の骨髄、脾臓
、及び末梢血液の分析。代表的なフロープロット（左側パネル）及びヒトＣＤ３＋Ｔ細胞
のプロット頻度（右側パネル）を示す。データは、平均±標準偏差として表し、ｎ＝５で
ある。＊＊Ｐ＝０．００２７（骨髄）、＊＊Ｐ＝０．００８１（脾臓）、ｎｓ＝無有意、
対応なしｔ検定。Ｄ）Ｔ細胞光束（ｆｆｌｕｃ）の縦方向プロット。バックグラウンド発
光（灰色陰影）は、ｆｆｌｕｃ＋Ｔ細胞を受けていないマウスから得た光束で定義した。
データは、平均±標準偏差として表し、ｎ＝５である。＊Ｐ＝０．０１２８、＊＊Ｐ＋０
．００２３１、対応なしｔ検定。Ｅ）脾臓、肝臓、または骨髄から単離した細胞を、ａＡ
ＰＣ上でｅｘ　ｖｉｖｏ増殖させ、ＣＤ１９－及びＣＤ１９＋標的（前述したように）に
応答した細胞内ＩＦＮγ産生を評価するための十分な細胞数を生成した。３つの組織源及
び４匹のマウスからｎ＝７である。ヒストグラムをＣＤ３上でゲートした。
【図４２Ｅ】図４２Ａ乃至４２Ｅ。抗原に依存しないｍＩＬ１５＋ＣＡＲ＋Ｔ細胞の持続
性及び保持機能。Ａ）実験の概略。Ｂ）腫瘍抗原の不在下においてＣＡＲ＋及びｍＩＬ１
５＋ＣＡＲ＋Ｔ細胞で処理したマウスのｆｆＬｕｃ＋Ｔ細胞のＢＬＩ。Ｃ）フローサイト
メトリーにより検出した際の、ヒトＣＤ３＋Ｔ細胞及びＣＤ１９＋腫瘍細胞の骨髄、脾臓
、及び末梢血液の分析。代表的なフロープロット（左側パネル）及びヒトＣＤ３＋Ｔ細胞
のプロット頻度（右側パネル）を示す。データは、平均±標準偏差として表し、ｎ＝５で
ある。＊＊Ｐ＝０．００２７（骨髄）、＊＊Ｐ＝０．００８１（脾臓）、ｎｓ＝無有意、
対応なしｔ検定。Ｄ）Ｔ細胞光束（ｆｆｌｕｃ）の縦方向プロット。バックグラウンド発
光（灰色陰影）は、ｆｆｌｕｃ＋Ｔ細胞を受けていないマウスから得た光束で定義した。
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データは、平均±標準偏差として表し、ｎ＝５である。＊Ｐ＝０．０１２８、＊＊Ｐ＋０
．００２３１、対応なしｔ検定。Ｅ）脾臓、肝臓、または骨髄から単離した細胞を、ａＡ
ＰＣ上でｅｘ　ｖｉｖｏ増殖させ、ＣＤ１９－及びＣＤ１９＋標的（前述したように）に
応答した細胞内ＩＦＮγ産生を評価するための十分な細胞数を生成した。３つの組織源及
び４匹のマウスからｎ＝７である。ヒストグラムをＣＤ３上でゲートした。
【図４３】ｍＲＮＡとして提供されるＳＢトランスポゼースを用いたＣＡＲ　Ｔ細胞作製
用のプロトコルの一例を示す概略。有効量の活性ＣＡＲ　Ｔ細胞は、２週間またはそれ以
内（例えば、１６日）で作製することができた。
【図４４Ａ】図４４Ａ乃至４４Ｄ。図４４Ａ、ＣＡＲを安定的に発現するＴ細胞の百分率
が、９日目（８．３％）～１６日目（６６．２％）に有意に増加することを示すグラフ（
左側パネル）及びフローサイトメトリーヒストグラム（右側パネル）。図４４Ｂ、Ｔ細胞
が急速に増殖し、エレクトロポレーション後１６日目に２０倍に増加することを示すグラ
フ。図４４Ｃ、１６日目のＴ細胞を用いたクロム遊離アッセイからの結果を示すグラフ。
作製されたＣＡＲ　Ｔ細胞は、標的細胞に対してＣＤ－１９特異的細胞毒性をもたらした
（左側パネル）。本質的に、非改変Ｔ細胞には細胞毒性活性が見られなかった（右側パネ
ル）。図４４Ｄ、エレクトロポレーション後９日目（左側パネル）及び１７日目（右側パ
ネル）のセントラルメモリーＴ細胞数（Ｔｃｍ）を示すフローサイトメトリーヒストグラ
ム。これらの研究用の細胞は、＃Oとして指名されたドナーから得、ＳＢ１１　ｍＲＮＡ
をエレクトロポレーションで用いた。
【図４４Ｂ】図４４Ａ乃至４４Ｄ。図４４Ａ、ＣＡＲを安定的に発現するＴ細胞の百分率
が、９日目（８．３％）～１６日目（６６．２％）に有意に増加することを示すグラフ（
左側パネル）及びフローサイトメトリーヒストグラム（右側パネル）。図４４Ｂ、Ｔ細胞
が急速に増殖し、エレクトロポレーション後１６日目に２０倍に増加することを示すグラ
フ。図４４Ｃ、１６日目のＴ細胞を用いたクロム遊離アッセイからの結果を示すグラフ。
作製されたＣＡＲ　Ｔ細胞は、標的細胞に対してＣＤ－１９特異的細胞毒性をもたらした
（左側パネル）。本質的に、非改変Ｔ細胞には細胞毒性活性が見られなかった（右側パネ
ル）。図４４Ｄ、エレクトロポレーション後９日目（左側パネル）及び１７日目（右側パ
ネル）のセントラルメモリーＴ細胞数（Ｔｃｍ）を示すフローサイトメトリーヒストグラ
ム。これらの研究用の細胞は、＃Oとして指名されたドナーから得、ＳＢ１１　ｍＲＮＡ
をエレクトロポレーションで用いた。
【図４４Ｃ】図４４Ａ乃至４４Ｄ。図４４Ａ、ＣＡＲを安定的に発現するＴ細胞の百分率
が、９日目（８．３％）～１６日目（６６．２％）に有意に増加することを示すグラフ（
左側パネル）及びフローサイトメトリーヒストグラム（右側パネル）。図４４Ｂ、Ｔ細胞
が急速に増殖し、エレクトロポレーション後１６日目に２０倍に増加することを示すグラ
フ。図４４Ｃ、１６日目のＴ細胞を用いたクロム遊離アッセイからの結果を示すグラフ。
作製されたＣＡＲ　Ｔ細胞は、標的細胞に対してＣＤ－１９特異的細胞毒性をもたらした
（左側パネル）。本質的に、非改変Ｔ細胞には細胞毒性活性が見られなかった（右側パネ
ル）。図４４Ｄ、エレクトロポレーション後９日目（左側パネル）及び１７日目（右側パ
ネル）のセントラルメモリーＴ細胞数（Ｔｃｍ）を示すフローサイトメトリーヒストグラ
ム。これらの研究用の細胞は、＃Oとして指名されたドナーから得、ＳＢ１１　ｍＲＮＡ
をエレクトロポレーションで用いた。
【図４４Ｄ】図４４Ａ乃至４４Ｄ。図４４Ａ、ＣＡＲを安定的に発現するＴ細胞の百分率
が、９日目（８．３％）～１６日目（６６．２％）に有意に増加することを示すグラフ（
左側パネル）及びフローサイトメトリーヒストグラム（右側パネル）。図４４Ｂ、Ｔ細胞
が急速に増殖し、エレクトロポレーション後１６日目に２０倍に増加することを示すグラ
フ。図４４Ｃ、１６日目のＴ細胞を用いたクロム遊離アッセイからの結果を示すグラフ。
作製されたＣＡＲ　Ｔ細胞は、標的細胞に対してＣＤ－１９特異的細胞毒性をもたらした
（左側パネル）。本質的に、非改変Ｔ細胞には細胞毒性活性が見られなかった（右側パネ
ル）。図４４Ｄ、エレクトロポレーション後９日目（左側パネル）及び１７日目（右側パ
ネル）のセントラルメモリーＴ細胞数（Ｔｃｍ）を示すフローサイトメトリーヒストグラ
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ム。これらの研究用の細胞は、＃Oとして指名されたドナーから得、ＳＢ１１　ｍＲＮＡ
をエレクトロポレーションで用いた。
【図４５Ａ】図４５Ａ及び４５Ｂ。図４５Ａ、９日目（上側パネル）及び１５日目（下側
パネル）のＴ細胞を用いたクロム遊離アッセイからの結果を示すグラフ。作製されたＣＡ
Ｒ　Ｔ細胞は、標的細胞に対してＣＤ－１９特異的細胞毒性をもたらした（左側パネル）
。本質的に、非改変Ｔ細胞には細胞毒性活性が見られなかった（右側パネル）。改変Ｔ細
胞は、異なるＣＡＲ陽性細胞数にかかわらず、同様の効率で９日目及び１５日目にＣＤ１
９陽性標的細胞を殺傷する。図４５Ｂ、電気穿孔細胞内のＣＡＲコピー数（左側パネル）
及びＣＡＲ発現（右側パネル）を示すグラフ。ＣＡＲ　ＤＮＡコピー数は、１５日目から
２２日目に１．５から０．９に減少し、その時点以後は安定していることを結果は示して
いる。これらの研究用の細胞は、＃１として指名されたドナーから得、ＳＢ１００ｘｍＲ
ＮＡをエレクトロポレーションで用いた。
【図４５Ｂ】図４５Ａ及び４５Ｂ。図４５Ａ、９日目（上側パネル）及び１５日目（下側
パネル）のＴ細胞を用いたクロム遊離アッセイからの結果を示すグラフ。作製されたＣＡ
Ｒ　Ｔ細胞は、標的細胞に対してＣＤ－１９特異的細胞毒性をもたらした（左側パネル）
。本質的に、非改変Ｔ細胞には細胞毒性活性が見られなかった（右側パネル）。改変Ｔ細
胞は、異なるＣＡＲ陽性細胞数にかかわらず、同様の効率で９日目及び１５日目にＣＤ１
９陽性標的細胞を殺傷する。図４５Ｂ、電気穿孔細胞内のＣＡＲコピー数（左側パネル）
及びＣＡＲ発現（右側パネル）を示すグラフ。ＣＡＲ　ＤＮＡコピー数は、１５日目から
２２日目に１．５から０．９に減少し、その時点以後は安定していることを結果は示して
いる。これらの研究用の細胞は、＃１として指名されたドナーから得、ＳＢ１００ｘｍＲ
ＮＡをエレクトロポレーションで用いた。
【図４６】エレクトロポレーション後の細胞生存率を示すフローサイトメトリーデータ。
ＤＮＡ／ｍＲＮＡでエレクトロポレーション後、全細胞数はまず減少し（１日目及び２日
目）、その後、細胞は増殖し始める。セロメーターカウントによれば、細胞数は、エレク
トロポレーション後２日目に５９％～７６％まで減少する（生存率２４～４１％）。
【発明を実施するための形態】
【００３４】
　所望の特異性を有するように遺伝子改変されたＴ細胞を受けた患者における抗腫瘍効果
が、臨床試験により実証されている。ここで、ｃＧＭＰに従って抗原特異的ＣＡＲ＋Ｔ細
胞を製造する新規のアプローチについて詳述する。システムは、トランスポゾン及びトラ
ンスポゼースシステムＣＡＲ遺伝子組み込と併用して、高効率のトランスフェクションシ
ステムを用いる。臨床等級ＣＡＲ＋Ｔ細胞が追加のウイルス配列を好ましくは含むべきで
はないため、これらの非ウイルスアプローチは、ウイルス媒介形質導入に代わる方法とし
て著しい利点を有する。高品質のｃＧＭＰ　ＣＡＲ　Ｔ細胞は、スリーピングビューティ
またはｐｉｇｇｙＢａｃ由来などのトランスポゾンシステム由来のＤＮＡプラスミドの電
気導入、及びａＡＰＣ上の遺伝子改変Ｔ細胞の増殖により達成した。これらの標的抗原（
例えば、ＣＤ１９）に特異性を示したＣＡＲ＋Ｔ細胞を臨床的に魅力的な数に増殖するこ
とが、本アプローチによりもたらされた。重要なのは、臨床試験で用いるためにＦＤＡに
より確立された放出基準を細胞が満たしたことである。ウイルス媒介形質導入による遺伝
毒性、及びウイルスの使用による免疫原性が、これらの方法により回避される。
【００３５】
　キメラ抗原受容体（ＣＡＲ）は、ヒト白血球抗原（ＨＬＡ）に依存しない細胞表面腫瘍
関連抗原を認識し、殺傷、増殖、及びサイトカイン産生用の遺伝子改変Ｔ細胞を活性化す
るために１つ以上のシグナル伝達分子を用いる（Ｊｅｎａら、２０１０）。ＣＡＲを発現
するＴ細胞の養子導入は、複数の臨床試験で効果を発揮している。臨床等級遺伝子改変Ｔ
細胞を製造するためにモジュラーアプローチを用いることが可能である。ある実施形態で
は、本明細書で開示されているプラットフォーム技術は、（ｉ）エレクトロポレーション
装置（例えば、ヌクレオフェクター）を用いた非ウイルス遺伝子導入、（ｉｉ）転位（例
えば、ＳＢトランスポゾン、参照により本明細書に組み込まれる米国特許第６，４８９，
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４５８号を参照されたい）、（ｉｉｉ）エンドドメインを介して伝達するＣＡＲ（例えば
、ＣＤ２８／ＣＤ３－ζ、ＣＤ１３７／ＣＤ３－ζ、または他の組み合わせ）、（ｉｖ）
抗原認識ドメインを細胞表面に連結させる可変長の細胞外ドメインを持つＣＡＲ、場合に
よっては、（ｖ）ＣＡＲ＋Ｔ細胞ロバストかつ数値的に増殖させることが可能な、Ｋ５６
２由来の人工抗原提示細胞（ａＡＰＣ）（Ｓｉｎｇｈら、２００８；Ｓｉｎｇｈら、２０
１１；Ｈｕａｎｇら、２０１２）を含む。
【００３６】
　いくつかの実施形態では、現時点で開示されたプロセスを用いて、末梢血液及び／また
は臍帯血由来のＴ細胞を遺伝的に改変し、ａＡＰＣを用いてｉｎ　ｖｉｔｒｏで数値的に
増殖させることが可能なＣＡＲを発現することができる（Ｓｉｎｇｈら、２００８；Ｓｉ
ｎｇｈら、２０１１）。このプロセスは、ＤＮＡプラスミド産生、エレクトロポレーショ
ン、解凍済γ照射マスターバンクａＡＰＣの使用が比較的容易なことにより、細胞及び遺
伝子治療に対する影響があり、かつ、フェーズＩ／ＩＩ試験用の現行の医薬品製造管理及
び品質管理基準（ｃＧＭＰ）に従って動作する施設に容易に移すことができる。Ｔ細胞を
製造する開示の方法は、（ｉ）ウイルス形質導入または（ｉｉ）裸のＤＮＡエレクトロポ
レーションを使用せずに、ＰＢＭＣ／ＬＣＬフィーダー層上で急速に増殖する点において
少なくとも特有である。一例として、ＨＬＡに依存せずにＣＤ１９を認識するＣＡＲの強
制発現を介してＣＤ１９を標的にする方法を開示する。これらのＴ細胞は、無菌状態、表
現型、生存率、及び細胞数で定義した放出基準を満たす。電気穿孔した／増殖させたＴ細
胞が、メモリー／ナイーブ集団中でＣＡＲを発現し、正常核型の保存ＴＣＲ　Ｖβレパー
トリーを有し、かつＣＡＲ依存的にＣＤ１９＋腫瘍標的を認識し溶解することが可能であ
ることが、処理中試験により分かった。
【００３７】
　組み換えＧＭＰ級のウイルスのおおよそ１／１０のコストでＤＮＡ種を臨床等級に作製
することができるため、非ウイルスプラスミドの電気導入は、形質導入の魅力的な代替選
択肢である。組み込み効率を改善するため、発明者らは、ヒト応用のためのスリーピング
ビューティ（ＳＢ）トランスポゾン及びトランスポゼースを適合させた（Ａｒｏｎｏｖｉ
ｃｈら、２０１１；Ｈａｃｋｅｔｔら、２０１０；Ｉｚｓｖａｋら、２０１０；Ｋｅｂｒ
ｉａｅｉら、２０１２；Ｗｉｌｌｉａｍｓ、２００８）。さらに、発明者らは、ＣＡＲの
発現を強制するためにｐｉｇｇｙＢａｃトランスポゾン／トランスポゼースシステムを使
用した（Ｍａｎｕｒｉら、２０１０）。発明者のＳＢ系は、注目の遺伝子（例えば、指定
ＣＤ１９ＲＣＤ２８などの第２世代ＣＤ１９特異的ＣＡＲ導入遺伝子）及びトランスポゼ
ース（例えば、ＳＢ１１）のトランスポゾンコーディングを含む２つのＤＮＡプラスミド
を使用し、これにより、導入遺伝子を標的細胞ゲノム中のＴＡジヌクレオチド反復に挿入
する（Ｇｅｕｒｔｓら、２００６；Ｉｖｉｃｓら、１９９７；Ｉｚｓｖａｋ及びＩｖｉｃ
ｓ、１９９７）。治療潜在力を改善するため、発明者の第２世代ＣＡＲ（Ｋｏｗｏｌｉｋ
ら、２００６）は、これによりＴ細胞増殖を維持し、ｉｎ　ｖｉｖｏでエフェクター機能
が再循環されるという見込みで、ＣＤ２８及びＣＤ３－ζを介してシグナルを送る。さら
に、細胞外長さが変わり、かつ異なるエンドドメインシグナル伝達モチーフを持つＣＡＲ
は、ＳＢ系を用いて発現することができる。
【００３８】
　Ｔ細胞を回収するため、ＣＡＲ、Ｋ５６２　ａＡＰＣ（クローン＃４）を安定的に発現
する組み込み体を開発し、ＣＤ８６、ＣＤ１３７Ｌ、膜結合型バージョンのインターロイ
キン（ＩＬ）－１５（改変ＩｇＧ４Ｆｃ領域に融合したペプチドまたはＩＬ－１５受容体
αに融合したサイトカインペプチド）、及びＣＤ６４（Ｆｃ－γ受容体１）などの共刺激
分子と共に所望の抗原（例えば、ＣＤ１９）を発現し、ＣＡＲ媒介増殖を維持することが
可能なＴ細胞をｉｎ　ｖｉｔｒｏで選択した。この強力な技術により、ヒト応用に適した
臨床的に意義のある数（最大１０１０）のＣＡＲ＋Ｔ細胞の製造が可能となった。必要に
応じて、より大きな数の遺伝子改変Ｔ細胞を生成するために追加の刺激サイクルを実施す
ることができる。さらに、より少数のＣＡＲ＋Ｔ細胞が必要な場合、エレクトロポレーシ
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ョン及び増殖のアプローチにより、より少数のキュベットを用い、かつ、ａＡＰＣ（各刺
激サイクルの開始時に追加）上で０回、１回、またはそれ以上の増殖ラウンドで数値的に
増殖させたＴ細胞のサブセットのみを繰り越すことで規模を小さくすることができる。一
般に、増殖させたＴ細胞の少なくとも９０％がＣＡＲを発現し、注入用に凍結保存される
。さらに、このアプローチを利用して、導入されたＣＡＲの特異性を、ａＡＰＣ上のＣＡ
Ｒにより認識された腫瘍関連抗原（ＴＡＡ）の発現と対合させることで多様な腫瘍型に対
するＴ細胞を生成することができる。ｅｘ　ｖｉｖｏ増殖プラットフォームは、ＮＫ細胞
、ＮＫ　Ｔ細胞、及びγδ　Ｔ細胞の製造にも適合されている。
【００３９】
　第２世代ＣＡＲを発現するＣＤ４＋及びＣＤ８＋Ｔ細胞の増殖には、幹細胞／メモリー
／ナイーブ表現型を持つ細胞が含まれ、再指向特異性の３つの特徴を示す。まず、遺伝子
改変Ｔ細胞は、ＣＤ１９＋標的を特異的に溶解する。第２に、遺伝子改変Ｔ細胞は、ＣＤ
１９＋刺激細胞に応答してサイトカイン（例えば、ＩＦＮ－γ）を産生する。第３に、遺
伝子改変Ｔ細胞は、全てＣＡＲ依存的にＣＤ１９＋刺激に応答して増殖する（Ｓｉｎｇｈ
ら、２０１１；Ｓｉｎｇｈら、２００８）。ａＡＰＣ及び組織培養環境（例えば、ＩＬ－
２１の追加）は、造血幹細胞移植後に注入するための患者－及びドナー－由来ＣＤ１９特
異的Ｔ細胞を生成するために改変されている（Ｓｉｎｇｈら、２０１１；Ｓｉｎｇｈら、
２００８）。発明者らは、静脈穿刺により簡単に得られた末梢血液からＣＡＲ＋Ｔ細胞を
作製することができ、これにより、アフェレーシスにより単核球を得るコスト、不快感、
及び不便さを回避する。少数の単核球から多数のＣＡＲ＋Ｔ細胞を生じる能力は、同種臍
帯血移植後にＴ細胞を注入するのに特に魅力的である。サイズの小さいかつ匿名の新生児
ドナーは、後の時点でこの個体への再アクセスを不可能にし、限られた数の採取単核球し
か、造血障害を避けるためにＴ細胞製造用の出発物質として入手できない。さらに、製造
プロセスの進歩には、取り扱いを最小限にするために、完全閉鎖型のＷＡＶＥバイオリア
クターと連結した高スループットエレクトロポレーション装置が含まれる。
【００４０】
　本製造アプローチには、作業負荷を軽減するための処理及び培養システム、並びに無菌
状態の破損に対する対抗手段の実施が含まれる。この目的のために、発明者らは、フラス
コではなくバイオリアクター及び／またはバッグ内でＴ細胞をγ照射ａＡＰＣと共培養し
た。この遷移は、一般に、エレクトロポレーションしてから１４日後に生じる。さらに、
原材料としてのａＡＰＣをバイオリアクター及び／またはバッグ内で数値的に増殖させ、
発明者らは、凍結保存用にａＡＰＣを処理するためにＳｅｐａｘ装置を適合させた。Ｓｅ
ｐａｘ採取手順は、マニュアル処理により要求される追加の遠心分離工程を軽減するため
、大量の培養培地（＞９００ｍＬ）を用いる際に自動化よりもさらなる利点を有する。
Ｉ．定義
【００４１】
　本明細書で使用する場合、用語「キメラ抗原受容体（ＣＡＲ）」とは、例えば、人工Ｔ
細胞受容体、キメラＴ細胞受容体、またはキメラ免疫受容体のことを言い、特定の免疫エ
フェクター細胞の上に人工特異性を移植する遺伝子操作された受容体を包含する。ＣＡＲ
を用いて、モノクローナル抗体の特異性をＴ細胞に与えることで、多数の特異的Ｔ細胞を
、例えば、養子細胞療法で用いるために生成することができる。特定の実施形態では、Ｃ
ＡＲは、細胞の特異性を、例えば、腫瘍関連抗原に仕向ける。いくつかの実施形態では、
ＣＡＲは、細胞内活性化ドメイン、膜貫通領域、及び腫瘍関連抗原結合領域を含む細胞外
ドメインを含む。特定の態様では、ＣＡＲは、ＣＤ３ゼータ膜貫通領域及びエンドドメイ
ンに融合した、モノクローナル抗体由来の単鎖可変断片（ｓｃＦｖ）の融合を含む。他の
ＣＡＲ設計の特異性は、受容体（例えば、ペプチド）のリガンド由来またはデクチンなど
のパターン認識受容体由来であってもよい。特定の実施形態では、Ｂ系列分子であるＣＤ
１９に特異的なＣＡＲを用いることによりＴ細胞の特異性を再指向することで悪性腫瘍Ｂ
細胞を標的にすることができる。場合によっては、抗原認識ドメインの間隔を改変するこ
とで、活性化誘発性の細胞死を減少させることができる。場合によっては、ＣＡＲは、Ｃ
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Ｄ３ゼータ、ＦｃＲ、ＣＤ２７、ＣＤ２８、ＣＤ１３７、ＤＡＰ１０、及び／またはＯＸ
４０などの、追加の共刺激シグナル伝達用ドメインを含む。場合によっては、分子は、共
刺激分子を含むＣＡＲ、イメージング（例えば、陽電子放射断層撮影法）用のレポーター
遺伝子、プロドラッグの追加時にＴ細胞を条件付きでアブレーションする遺伝子産物、ホ
ーミング受容体、ケモカイン、ケモカイン受容体、サイトカイン、及びサイトカイン受容
体と共発現させることができる。
【００４２】
　本明細書で使用する場合、用語「Ｔ細胞受容体（ＴＣＲ）」とは、いくつかの細胞では
、該ＴＣＲは、ガンマ及びデルタ（γ／δ）鎖からなるが、アルファ（α）及びベータ（
β）鎖のヘテロダイマーからなるＴ細胞上のタンパク質受容体のことを言う。本発明の実
施形態では、ＴＣＲは、ＴＣＲを含む任意の細胞、例えば、ヘルパーＴ細胞、細胞傷害性
Ｔ細胞、メモリーＴ細胞、制御性Ｔ細胞、ナチュラルキラーＴ細胞、及びガンマデルタＴ
細胞上で改変されていてもよい。
【００４３】
　用語「腫瘍関連抗原」及び「がん細胞抗原」とは、本明細書では交換可能に使用される
。それぞれの場合において、用語は、がん細胞により特異的または優先的に発現されるタ
ンパク質、糖タンパク質、または糖質のことを言う。
ＩＩ．キメラ抗原受容体
【００４４】
　本明細書中で使用される場合、用語「抗原」とは、抗体またはＴ細胞受容体に結合する
ことが可能な分子である。抗原はさらに、体液性免疫応答及び／または細胞性免疫応答を
誘導し、Ｂ及び／またはＴリンパ球の産生をもたらすことができる。
【００４５】
　本発明の実施形態は、核酸、例えば、１つ以上のシグナル伝達モチーフを含む細胞内シ
グナル伝達ドメイン、膜貫通領域、及び細胞外ドメインを含む、免疫原性（ｈＣＡＲ）を
減らすためヒト化されているＣＡＲを含む抗原特異的キメラ抗原受容体（ＣＡＲ）ポリペ
プチドをコードする核酸を伴う。ある実施形態では、ＣＡＲは、１つ以上の抗原間の共用
空間からなるエピトープを認識してもよい。デクチン－１などのパターン認識受容体を用
いて、糖鎖抗原に対する特異性を引き出してもよい。ある実施形態では、結合領域は、モ
ノクローナル抗体の相補性決定領域、モノクローナル抗体の可変領域、及び／またはその
抗原結合断片を含み得る。別の実施形態では、その特異性は、受容体に結合するペプチド
（例えば、サイトカイン）由来である。相補性決定領域（ＣＤＲ）は、抗原を補足するこ
とで、その特定の抗原に対する特異性を持つ受容体を提供する抗原受容体（例えば、免疫
グロブリン及びＴ細胞受容体）タンパク質の可変ドメインで見られる短アミノ酸配列であ
る。抗原受容体の各ポリペプチド鎖は、３つのＣＤＲ（ＣＤＲ１、ＣＤＲ２、及びＣＤＲ
３）を含有する。抗原受容体は一般に、２つのポリペプチド鎖からなるため、抗原と接触
することが可能な各抗原受容体には６つのＣＤＲが存在し、重鎖及び軽鎖の各々は、３つ
のＣＤＲを含有する。免疫グロブリン及びＴ細胞受容体と関連する配列変異のほとんどは
、ＣＤＲで見つかるため、これらの領域は、超可変ドメインと言われることもある。これ
らのうち、ＣＤＲ３は、ＶＪ（重鎖及びＴＣＲ　αβ鎖の場合におけるＶＤＪ）領域の組
み換えによりコードされるため、最も大きな可変性を示す。
【００４６】
　ヒトＣＡＲ核酸は、ヒト患者に対する細胞性免疫療法を高めるためのヒト遺伝子である
と考えられる。特定の実施形態では、本発明は、全長ＣＡＲ　ｃＤＮＡまたはコード領域
を含む。抗原結合領域またはドメインは、特定のヒトモノクローナル抗体由来の単鎖可変
断片（ｓｃＦｖ）のＶＨ及びＶＬ鎖の断片を含み得、例えば、参照により本明細書に組み
込まれる米国特許第７，１０９，３０４号に記載されるものである。断片は、ヒト抗原特
異的抗体の任意の数の異なる抗原結合ドメインであってもよい。さらに特定の実施形態で
は、断片は、ヒト細胞内で発現するためのヒトコドン使用頻度を最適化する配列によりコ
ードされる抗原特異的ｓｃＦｖである。
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【００４７】
　配置は、ダイアボディまたはマルチマーなどの多重結合であってもよい。マルチマーは
、軽鎖及び重鎖の可変部分を、Ｗｉｎｔｅｒｓによりダイアボディと言われているものに
交差対合させることで最も形成されやすい。構築物のヒンジ部分は、完全に欠失している
ものから、第１システインが維持されているもの、セリン置換ではなくプロリン、第１シ
ステインまで切断されているものまで多数の代替選択肢を有し得る。Ｆｃ部分は、欠失し
ていてもよい。安定であり及び／または二量化する任意のタンパク質は、この目的を果た
し得る。Ｆｃドメインの１つのみ、例えば、ヒト免疫グロブリンからのＣＨ２またはＣＨ
３ドメインのいずれかを使用してもよい。二量化を改善するために改変されているヒト免
疫グロブリンのヒンジ、ＣＨ２、及びＣＨ３領域を使用してもよい。免疫グロブリンのヒ
ンジ部分のみを使用してもよい。ＣＤ８αの一部分を使用してもよい。
【００４８】
　本発明のキメラ受容体の細胞内シグナル伝達ドメインは、キメラ受容体が中に入れられ
ている免疫細胞の正常エフェクター機能の少なくとも１つを活性化する役割を担っている
。用語「エフェクター機能」とは、分化細胞の特殊化した機能のことを言う。例えば、Ｔ
細胞のエフェクター機能は、サイトカインの分泌を含む細胞溶解活性またはヘルパー活性
であってもよい。ナイーブ、メモリー、またはメモリー型のＴ細胞におけるエフェクター
機能は、抗原依存性増殖を含む。従って、用語「細胞内シグナル伝達ドメイン」とは、エ
フェクター機能シグナルを形質導入し、特殊化した機能を行うように細胞を仕向けるタン
パク質の部分のことを言う。通常、細胞内シグナル伝達ドメイン全体が用いられるが、多
くの場合、細胞内ポリペプチド全体を使用する必要はない。細胞内シグナル伝達ドメイン
の切断部分の利用を見出す程度まで、そのような切断部分は、エフェクター機能シグナル
を依然として形質導入する限り、無傷鎖の代わりに使用してもよい。従って、用語「細胞
内シグナル伝達ドメイン」とは、エフェクター機能シグナルを形質導入するのに十分な細
胞内シグナル伝達ドメインの任意の切断部分を含むことを意味する。例としては、Ｔ細胞
受容体のゼータ鎖またはその任意のホモログ（例えば、エータ、デルタ、ガンマ、または
イプシロン）、ＭＢ１鎖、Ｂ２９、Ｆｃ　ＲＩＩＩ、Ｆｃ　ＲＩ、及びシグナル伝達分子
の組み合わせ、例えば、ＣＤ３ζ及びＣＤ２８、ＣＤ２７、４-１ＢＢ、ＤＡＰ－１０、
ＯＸ４０、及びその組み合わせ、並びに他の同様の分子及び断片が挙げられる。活性化タ
ンパク質ファミリーの他のメンバーの細胞内シグナル伝達部分、例えば、ＦｃγＲＩＩＩ
及びＦｃεＲＩを使用してもよい。これらの代替膜貫通及び細胞内ドメインを用いたｃＴ
ＣＲの開示については、Ｇｒｏｓｓら（１９９２）、Ｓｔａｎｃｏｖｓｋｉら（１９９３
）、Ｍｏｒｉｔｚら（１９９４）、Ｈｗｕら（１９９５）、Ｗｅｉｊｔｅｎｓら（１９９
６）、及びＨｅｋｅｌｅら（１９９６）を参照されたい。好ましい実施形態では、ヒトＣ
Ｄ３ζ細胞内ドメインを活性化に用いた。
【００４９】
　抗原特異的細胞外ドメイン及び細胞内シグナル伝達ドメインは、ヒトＩｇＧ４Ｆｃヒン
ジ及びＦｃ領域などの膜貫通領域により結合してもよい。代替物としては、ヒトＣＤ４膜
貫通領域、ヒトＣＤ２８膜貫通領域、膜貫通ヒトＣＤ３ζドメイン、またはシステイン変
異ヒトＣＤ３ζドメイン、もしくはＣＤ１６及びＣＤ８及びエリスロポエチン受容体など
の他のヒト膜貫通シグナル伝達タンパク質からの他の膜貫通領域が挙げられる。
【００５０】
　いくつかの実施形態では、ＣＡＲ核酸は、膜貫通領域及び改変ＣＤ２８細胞内シグナル
伝達ドメインなどの他の共刺激受容体をコードする配列を含む。他の共刺激受容体として
は、限定的ではないが、１つ以上のＣＤ２８、ＣＤ２７、ＯＸ－４０（ＣＤ１３４）、Ｄ
ＡＰ１０、及び４－１ＢＢ（ＣＤ１３７）が挙げられる。ＣＤ３ζ主導の一次シグナルに
加えて、ヒトＣＡＲに挿入されたヒト共刺激受容体により提供された追加のシグナルは、
Ｔ細胞の完全活性化にとって重要であり、ｉｎ　ｖｉｖｏ持続性、及び養子免疫療法によ
る治療の成功を改善するのに役立ち得る。
【００５１】
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　特定の実施形態では、本発明は、ＣＡＲをコードするＤＮＡ配列を組み込んだ単離核酸
セグメント及び発現カセットに関する。本発明のベクターは、主として、調節真核生物プ
ロモーター、例えば、ＭＮＤＵ３プロモーター、ＣＭＶプロモーター、ＥＦ１αプロモー
ター、またはユビキチンプロモーターの制御下で、所望の遺伝子を免疫細胞、好ましくは
Ｔ細胞に送達するように設計されている。ベクターは、他には何の理由がなくとも、これ
らのｉｎ　ｖｉｔｒｏ操作を促進するための選択可能なマーカーを含んでいてもよい。他
の実施形態では、ＣＡＲは、ＤＮＡ鋳型からｉｎ　ｖｉｔｒｏ転写したｍＲＮＡから発現
することができる。
【００５２】
　キメラ抗原受容体分子は、組み換えであり、抗原に結合する能力と、これらの細胞質尾
部に存在する免疫受容体活性化モチーフ（ＩＴＡＭ）を介して活性化シグナルを形質導入
する能力の両方により区別される。抗原結合部分（例えば、単鎖抗体（ｓｃＦｖ）から生
成）を利用した受容体構築物は、ＨＬＡに依存しない形で標的細胞表面上の天然抗原に結
合する「万能」であるという追加の利点を有する。例えば、いくつかの研究所は、ＣＤ３
複合体のゼータ鎖（ζ）、Ｆｃ受容体ガンマ鎖、及びｓｋｙチロシンキナーゼの細胞内部
分をコードする配列に融合したｓｃＦｖ構築物について報告している（Ｅｓｈｈａｒら、
１９９３；Ｆｉｔｚｅｒ－Ａｔｔａｓら、１９９８）。ＣＴＬによる腫瘍認識及び溶解を
含む再指向Ｔ細胞エフェクター機構は、いくつかのマウス及びヒト抗原－ｓｃＦｖ：ζ系
で裏付けられている（Ｅｓｈｈａｒ、１９９７；Ａｌｔｅｎｓｃｈｍｉｄｔら、１９９７
；Ｂｒｏｃｋｅｒら、１９９８）。
【００５３】
　今まで、キメラ抗原受容体の構築には、非ヒト抗原結合領域が一般に用いられる。マウ
スモノクローナル抗体などの非ヒト抗原結合領域を用いることの潜在的な問題は、ヒトエ
フェクター機能性の欠如と、腫瘍塊に貫通できないことである。言い換えると、そのよう
な抗体は、補体依存性の溶解を媒介するか、または抗体依存性細胞毒性もしくはＦｃ受容
体媒介食作用を介してヒト標的細胞を溶解して、ＣＡＲを発現する細胞を破壊することが
できない場合がある。さらに、非ヒトモノクローナル抗体は、異種タンパク質としてヒト
宿主により認識されるため、そのような異種抗体を繰り返し注入することで、有害な過敏
性反応をもたらす免疫応答を誘導することができる。マウスに基づくモノクローナル抗体
では、これは、ヒト抗マウス抗体（ＨＡＭＡ）応答と呼ばれることが多い。従って、ヒト
抗体はマウス抗体ほど強いＨＡＭＡ応答を引き起こさないため、ヒト抗体の使用がより好
ましい。同様に、ＣＡＲ内にヒト配列を使用することで、免疫介在性認識を回避できるこ
とにより、受容者に存在し、かつ、ＨＬＡとの関連において処理抗原を認識する内因性Ｔ
細胞を排除することができる。
【００５４】
　いくつかの実施形態では、キメラ抗原受容体は、抗原結合領域を含むａ）細胞内シグナ
ル伝達ドメイン、ｂ）膜貫通領域、及びｃ）細胞外ドメインを含む。
【００５５】
　特定の実施形態では、ＣＡＲの細胞内受容体シグナル伝達ドメインには、例えば、ＣＤ
３のゼータ鎖、Ｆｃγ　ＲＩＩＩ共刺激シグナル伝達ドメイン、ＣＤ２８、ＣＤ２７、Ｄ
ＡＰ１０、ＣＤ１３７、ＯＸ４０、ＣＤ２を単独もしくはＣＤ３ゼータと組み合わせた、
Ｔ細胞抗原受容体複合体のものが挙げられる。特定の実施形態では、細胞内ドメイン（細
胞質ドメインとも呼ばれる）は、１つ以上のＴＣＲゼータ鎖、ＣＤ２８、ＣＤ２７、ＯＸ
４０／ＣＤ１３４、４－１ＢＢ／ＣＤ１３７、ＦｃεＲＩγ、ＩＣＯＳ／ＣＤ２７８、Ｉ
Ｌ－２Ｒβ／ＣＤ１２２、ＩＬ－２Ｒα／ＣＤ１３２、ＤＡＰ１０、ＤＡＰ１２、及びＣ
Ｄ４０の一部または全部を含む。いくつかの実施形態では、細胞内ドメインにおける内因
性Ｔ細胞受容体複合体のどこか一部を用いる。いわゆる第３世代ＣＡＲは、例えば、相加
もしくは相乗効果のために一緒に融合した少なくとも２つまたは３つのシグナル伝達ドメ
インを有するので、１つまたは複数の細胞質ドメインを使用してもよい。
【００５６】
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　キメラ抗原受容体のある実施形態では、受容体（抗原結合領域を含む細胞外ドメインと
も呼ばれる）の抗原特異的部分は、腫瘍関連抗原、またはデクチン－１などのパターン認
識受容体により認識された糖鎖抗原を含む病原体特異的抗原結合ドメインを含む。腫瘍関
連抗原は、腫瘍細胞の細胞表面上で発現する限り任意の種類であってもよい。腫瘍関連抗
原の例示実施形態としては、ＣＤ１９、ＣＤ２０、がん胎児性抗原、アルファフェトプロ
テイン、ＣＡ－１２５、ＭＵＣ－１、ＣＤ５６、ＥＧＦＲ、ｃ－Ｍｅｔ、ＡＫＴ、Ｈｅｒ
２、Ｈｅｒ３、上皮腫瘍抗原、メラノーマ関連抗原、変異ｐ５３、変異ｒａｓなどが挙げ
られる。ある実施形態では、ＣＡＲは、膜結合型サイトカインと共発現させて、少量の腫
瘍関連抗原が存在する場合の持続性を改善することができる。例えば、ＣＡＲは、膜結合
型ＩＬ－１５と共発現させることができる。
【００５７】
　ある実施形態では、ＨＡ－１、スルビビン、ＷＴ１、及びｐ５３などの細胞内腫瘍関連
抗原を標的にしてもよい。これは、ＨＬＡとの関連において細胞内腫瘍関連抗原から説明
した処理ペプチドを認識する万能Ｔ細胞上で発現したＣＡＲにより達成することができる
。さらに、万能Ｔ細胞を遺伝子改変し、ＨＬＡとの関連において細胞内処理腫瘍関連抗原
を認識するＴ細胞－受容体ペアを発現してもよい。
【００５８】
　病原体は、任意の種類であってもよいが、特定の実施形態では、病原体は、例えば、真
菌、細菌、またはウイルスである。例示ウイルス病原体としては、アデノウイルス科、エ
プスタイン－バーウイルス（ＥＢＶ）、サイトメガロウイルス（ＣＭＶ）、呼吸器合胞体
ウイルス（ＲＳＶ）、ＪＣウイルス、ＢＫウイルス、ＨＳＶ、ウイルスのＨＨＶ科、ピコ
ルナウイルス科、ヘルペスウイルス科、ヘパドナウイルス科、フラビウイルス科、レトロ
ウイルス科、オルトミクソウイルス科、パラミクソウイルス科、パポバウイルス科、ポリ
オーマウイルス、ラブドウイルス科、及びトガウイルス科のものが挙げられる。例示病原
性ウイルスは、天然痘、インフルエンザ、おたふく風邪、麻疹、水痘、エボラ、及び風疹
を引き起こす。例示病原性真菌としては、カンジダ、アスペルギルス、クリプトコッカス
、ヒストプラスマ、ニューモシスチス、及びスタキボトリスが挙げられる。例示病原性細
菌としては、連鎖球菌、シュードモナス菌、シゲラ、カンピロバクター、ブドウ球菌、ヘ
リコバクター、大腸菌、リケッチア、バチルス、ボルデテラ、クラミジア、スピロヘータ
、及びサルモネラが挙げられる。一実施形態では、病原体受容体であるデクチン－１を用
いて、菌類の細胞壁の糖鎖構造を認識するＣＡＲを生成してもよい。デクチン－１の特異
性に基づいてＣＡＲを発現するように遺伝子改変されたＴ細胞は、アスペルギルス及び標
的菌糸増殖を認識することができる。別の実施形態では、ＣＡＲは、ウイルス決定因子（
例えば、ＣＭＶ及びＥｂｏｌａからの糖タンパク質）を認識してウイルス感染及び病変を
遮断する抗体に基づいて作ることができる。
【００５９】
　いくつかの実施形態では、病原性抗原は、ＣＡＲの細胞外ドメインが真菌病原体の細胞
壁の糖質パターンを、例えば、デクチン－１を介して認識するアスペルギルス糖鎖抗原で
ある。
【００６０】
　本発明によるキメラ免疫受容体は、組み換えＤＮＡ技術を用いて作製するのが好ましい
が、当該技術分野において周知の任意の手段により作製することができる。キメラ受容体
のいくつかの領域をコードする核酸配列は、標準技術の分子クローニング（ゲノムライブ
ラリースクリーニング、ＰＣＲ、プライマー補助ライゲーション、酵母及び細菌からのｓ
ｃＦｖライブラリー、部位特異的突然変異誘発法など）により調製し、完全コード配列に
組み立てることができる。得られたコード領域は、発現ベクターに挿入し、適切な発現宿
主同種Ｔ細胞株を形質転換するのに用いることができる。
【００６１】
　本明細書中で使用される場合、核酸構築物または核酸配列もしくはポリヌクレオチドは
、Ｔ細胞に形質転換するかまたは導入して、転写され、翻訳されて、産物（例えば、キメ
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ラ抗原受容体）を産生することができるＤＮＡ分子を意味するものである。
【００６２】
　本発明で用いられる例示核酸構築物（ポリヌクレオチド）では、プロモーターは、本発
明のキメラ受容体をコードする核酸配列に作動可能に連結される、即ち、キメラ受容体を
コードするＤＮＡからメッセンジャーＲＮＡの転写を促進するように位置している。プロ
モーターは、ゲノム起源であっても、または合成により生成してもよい。Ｔ細胞で用いら
れる種々のプロモーターは、当該技術分野において周知である（例えば、Ｍａｒｏｄｏｎ
ら（２００３）により開示されたＣＤ４プロモーター）。プロモーターは、構造性または
誘導性であってよく、ここで、誘導は、例えば、特定の細胞型または特定の成熟レベルと
関連する。あるいは、多数の周知のウイルスプロモーターも適している。対象プロモータ
ーとしては、β－アクチンプロモーター、ＳＶ４０前期及び後期プロモーター、免疫グロ
ブリンプロモーター、ヒトサイトメガロウイルスプロモーター、レトロウイルスプロモー
ター、及びフレンド脾臓フォーカス形成ウイルスプロモーターが挙げられる。プロモータ
ーは、エンハンサーと関連していても関連していなくてもよく、ここで、エンハンサーは
、特定のプロモーターと自然に関連していてもよく、あるいは異なるプロモーターと関連
していてもよい。
【００６３】
　キメラ受容体をコードするオープンリーディングフレームの配列は、ゲノムＤＮＡソー
ス、ｃＤＮＡソースから得てもよく、または合成してもよく（例えば、ＰＣＲ経由）、も
しくはその組み合わせでもよい。イントロンがｍＲＮＡを安定させ、Ｔ細胞特異的発現を
もたらすことが分かっているため、ゲノムＤＮＡのサイズ及びイントロンの数に応じて、
ｃＤＮＡまたはその組み合わせを使用するのが望ましい場合もある（Ｂａｒｔｈｅｌ及び
Ｇｏｌｄｆｅｌｄ、２００３）。ｍＲＮＡを安定させるために内因性または外因性の非コ
ード領域を使用するのがさらに有利な場合もある。
【００６４】
　本発明のキメラ抗原受容体の発現には、キメラ受容体のＮ末端成分をコードする核酸配
列の、自然に存在している、つまり内因性の転写開始領域を使用して、標的宿主内でキメ
ラ受容体を生成することができる。あるいは、外因性の転写開始領域を使用することで、
構造性または誘導性の発現が可能になり、ここで、発現は、標的宿主、所望の発現レベル
、標的宿主の性質などに応じて制御することができる。
【００６５】
　同様に、キメラ受容体を表面膜に仕向けるシグナル配列は、キメラ受容体のＮ末端成分
の内因性シグナル配列であってもよい。必要に応じて、場合によっては、この配列を異な
るシグナル配列に交換するのが望ましい場合もある。しかしながら、選択されたシグナル
配列は、キメラ受容体がＴ細胞の表面上に存在するように、Ｔ細胞の分泌経路に適合して
いなくてはならない。
【００６６】
　同様に、終端領域は、キメラ受容体のＣ末端成分をコードする核酸配列の、自然に存在
している、つまり内因性の転写終端領域により提供してもよい。あるいは、終端領域は、
異なるソース由来であってもよい。大部分において、終端領域のソースは、組み換えタン
パク質の発現に重要であるとは一般的に考えず、広範囲の終端領域を、発現に悪影響を及
ぼすことなく用いることができる。
【００６７】
　当業者が理解するように、場合によっては、ＣＡＲ中の抗原結合ドメインの末端のアミ
ノ酸のいくつか、例えば、通例的には１０個以下、より通例的には５個以下の残基は、欠
失していてもよい。少数のアミノ酸、通例的には１０個以下、より通例的には５個以下の
残基を境界に導入するのが望ましい場合もある。アミノ酸の欠失または挿入は、便利な制
限部位の提供、操作し易さ、発現レベルの改善など構築の必要性の結果であってもよい。
さらに、１つ以上のアミノ酸の異なるアミノ酸への置換について、通例的には、任意の１
つのドメインでは約５個を超えるアミノ酸を置換しないが、同様の理由で発生し得る。
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【００６８】
　本発明によるキメラ受容体をコードするキメラ構築物は、従来の方法で調製してもよい
。大部分において、天然の配列を使用してもよいため、種々の成分を適正に連結すること
ができるように、天然遺伝子を適宜、単離して、操作してもよい。従って、キメラ受容体
のＮ末端及びＣ末端タンパク質をコードする核酸配列は、遺伝子の望ましくない部分の欠
失をもたらす適当なプライマーを用いて、ポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）を使用するこ
とで単離することができる。あるいは、クローン遺伝子の制限酵素による消化物を使用し
て、キメラ構築物を生成してもよい。いずれの場合でも、鈍端であるかまたは、相補的オ
ーバーラップを持つ制限部位を提供するように、配列を選択することができる。
【００６９】
　キメラ構築物を調製するための種々の操作をｉｎ　ｖｉｔｒｏで行うことができ、特定
の実施形態では、キメラ構築物は、標準の形質転換またはトランスフェクション方法を用
いて、適当な宿主内でクローニング及び発現するようにベクターに導入する。従って、各
操作後、ＤＮＡ配列の連結から得られた構築物をクローンし、ベクターを単離し、配列を
スクリーニングすることで、配列が所望のキメラ受容体をコードすることを保証する。制
限分析、シークエンシングなどにより配列をスクリーニングしてもよい。
【００７０】
　本発明のキメラ構築物は、がんを有するかまたはがんを有すると疑われる対象における
腫瘍のサイズを減少させるかまたは、腫瘍の増殖もしくは再増殖を防ぐことで、これらの
対象に応用される。従って、本発明はさらに、本発明のキメラ構築物を対象の単離Ｔ細胞
に導入し、形質転換Ｔ細胞を対象に再導入することで、対象の腫瘍を減少もしくは排除す
る抗腫瘍応答をもたらす、対象の腫瘍の増殖を減少させるかまたは腫瘍形成を防ぐ方法に
関する。使用してもよい適切なＴ細胞としては、細胞傷害性リンパ球（ＣＴＬ）、または
破壊する必要があるＴ細胞受容体を持つ任意の細胞が挙げられる。当該技術分野では既知
のように、これらの細胞を対象から単離するには、種々の方法がすぐに利用できる。例え
ば、細胞表面マーカー発現を用いるか、あるいは市販のキット（例えば、Ｐｉｅｒｃｅ、
Ｒｏｃｋｆｏｒｄ、ＩｌｌからのＩＳＯＣＥＬＬ（商標））を用いることである。
【００７１】
　キメラ構築物は、裸のＤＮＡとして対象自身のＴ細胞に導入するか、または適切なベク
ターに導入することができると考えられる。裸のＤＮＡを用いたエレクトロポレーション
によってＴ細胞を安定的にトランスフェクトする方法は、当該技術分野において周知であ
る。例えば、米国特許第６，４１０，３１９号を参照されたい。裸のＤＮＡは、一般に、
発現用に正しく配向したプラスミド発現ベクターに含有される本発明のキメラ受容体をコ
ードするＤＮＡのことを言う。裸のＤＮＡを用いることで、本発明のキメラ受容体を発現
するＴ細胞の産生に要する時間が短縮されることが有利である。
【００７２】
　あるいは、ウイルスベクター（例えば、レトロウイルスベクター、アデノウイルスベク
ター、アデノ関連ウイルスベクター、またはレンチウイルスベクター）を使用して、キメ
ラ構築物をＴ細胞に導入してもよい。本発明の方法により使用される適切なベクターは、
対象のＴ細胞で複製しない。ウイルスに基づく多数のベクターが知られており、細胞で維
持されるウイルスのコピー数は、細胞の生存率を維持する程度に十分低い。例示ベクター
としては、本明細書で開示されているｐＦＢ－ｎｅｏベクター（ＳＴＲＡＴＡＧＥＮＥ（
登録商標））のみならず、ＨＩＶ、ＳＶ４０、ＥＢＶ、ＨＳＶ、またはＢＰＶに基づくベ
クターが挙げられる。
【００７３】
　トランスフェクトまたは形質導入Ｔ細胞が、所望の調節及び所望のレベルで表面膜タン
パク質としてキメラ受容体を発現できることが確認されると、キメラ受容体が所望のシグ
ナル誘導をもたらすように宿主細胞内で機能的であるかどうか判断することができる。次
に、形質導入Ｔ細胞を対象に再導入するかまたは投与して、対象の抗腫瘍応答を活性化さ
せる。投与し易くするため、本発明による形質導入Ｔ細胞を、さらに医薬的に許容され得
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る適当な担体または希釈剤と共に、医薬組成物にしてもよいし、あるいはｉｎ　ｖｉｖｏ
投与に適当なインプラントにしてもよい。そのような組成物またはインプラントを作製す
る手段は、当該技術分野において記載されている（例えば、Ｒｅｍｉｎｇｔｏｎ’ｓ　Ｐ
ｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ、第１６版、Ｍａｃｋ編（１９８０）を
参照されたい）。必要に応じて、形質導入Ｔ細胞を、カプセル、溶液、注射液、吸入剤、
またはエアロゾルなどの半固体または液状の調製物に、これらの各々の投与経路用に通常
の方法で製剤化してもよい。当該技術分野において周知の手段を利用して、組成物が標的
組織または臓器に到達するまで、組成物の放出及び吸収を防ぐかまたは最小限にする、あ
るいは組成物の持続放出を保証することができる。しかしながら、キメラ受容体を発現す
る細胞を無効にしない医薬的に許容される形態を用いるのが望ましい。従って、形質導入
Ｔ細胞を、平衡塩類溶液、好ましくは、ハンクス液、または生理食塩水を含有する医薬組
成物にすることが望ましい。
ＩＩＩ．実施形態に関する方法及び組成物
【００７４】
　ある態様では、本発明は、ｈＣＡＲをコードするＤＮＡ構築物を含有する発現ベクター
でＴ細胞をトランスフェクトすることと、その後、必要に応じて、抗原陽性細胞、組み換
え抗原、または受容体に対する抗体で細胞を刺激して、細胞を増殖させることとを含む、
抗原特異的再指向Ｔ細胞を作製及び／または増殖させる方法を含む。
【００７５】
　別の態様では、エレクトロポレーション、または裸のＤＮＡを用いた他の非ウイルス遺
伝子導入（限定的ではないが、ソノポレーションなど）によってＴ細胞を安定的にトラン
スフェクトし、再指向させる方法を提供する。ほとんどの研究者らは、異種遺伝子をＴ細
胞に運搬するためにウイルスベクターを使用している。裸のＤＮＡを用いることで、再指
向Ｔ細胞を産生するのに必要な時間を短縮することができる。「裸のＤＮＡ」とは、発現
用に正しく配向した発現カセットまたはベクターに含有されるキメラＴ細胞受容体（ｃＴ
ＣＲ）をコードするＤＮＡを意味する。本発明のエレクトロポレーション方法は、キメラ
ＴＣＲ（ｃＴＣＲ）を発現し、その表面上にそれを運搬する安定したトランスフェクタン
トを作製する。
【００７６】
　「キメラＴＣＲ」とは、Ｔ細胞により発現され、かつ、細胞内シグナル伝達、膜貫通、
及び細胞外ドメインを含む受容体のことを意味し、ここで、細胞外ドメインは、ＭＨＣ非
制限方式で、通常その方式ではＴ細胞受容体に結合しない抗原に特異的に結合することが
できる。Ｔ細胞を適切な条件下にて抗原で刺激することで、細胞の増殖（増殖）及び／ま
たはＩＬ－２の産生がもたらされる。即時応用可能なＣＤ１９－及びＨＥＲＶ－Ｋ特異的
キメラ受容体の例は、キメラＴＣＲの例である。しかしながら、本方法は、他の標的抗原
に特異的なキメラＴＣＲ、例えば、ＨＥＲ２／Ｎｅｕ（Ｓｔａｎｃｏｖｓｋｉら、１９９
３）、ＥＲＢＢ２（Ｍｏｒｉｔｚら、１９９４）、葉酸結合タンパク質（Ｈｗｕら、１９
９５）、腎細胞がん（Ｗｅｉｔｊｅｎｓら、１９９６）、及びＨＩＶ－１エンベロープ糖
タンパク質ｇｐ１２０及びｇｐ４１（Ｒｏｂｅｒｔｓら、１９９４）に特異的なキメラＴ
ＣＲによるトランスフェクションに適用可能である。他の細胞表面標的抗原としては、限
定的ではないが、ＣＤ２０、がん胎児性抗原、メソテリン、ＲＯＲ１、ｃ－Ｍｅｔ、ＣＤ
５６、ＧＤ２、ＧＤ３、アルファフェトプロテイン、ＣＤ２３、ＣＤ３０、ＣＤ１２３、
ＩＬ－１１Ｒα、κ鎖、λ鎖、ＣＤ７０、ＣＡ－１２５、ＭＵＣ－１、ＥＧＦＲ、及び変
異体、上皮腫瘍抗原などが挙げられる。
【００７７】
　ある態様では、Ｔ細胞は、ヒト末梢血液単核球（ＰＢＭＣ）由来のＴ細胞などの一次ヒ
トＴ細胞であり、ここで、ＰＢＭＣは、Ｇ－ＣＳＦ、骨髄、または臍帯血で刺激後に回収
した。条件には、ｍＲＮＡ及びＤＮＡの使用、及びエレクトロポレーションが含まれる。
トランスフェクション後、細胞を直ちに注入してもよいし、あるいは保存してもよい。あ
る態様では、トランスフェクション後、細胞を何日間、何週間、または何カ月もｅｘ　ｖ
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ｉｖｏでバルク集団として増殖させ、約１、２、３、４、５日以内、またはそれ以上の期
間以内で細胞に遺伝子導入してもよい。別の態様では、トランスフェクション後、トラン
スフェクタントをクローンし、クローンには、単一に組み込まれたかまたはエピソームに
保持された発現カセットまたはプラスミドが存在することが示され、キメラ受容体をｅｘ
　ｖｉｖｏで増殖発現させる。増殖用に選択されたクローンは、標的細胞を発現するＣＤ
１９を特異的に認識して溶解する能力を示している。組み換えＴ細胞は、ＩＬ－２、また
は共通ガンマ鎖（例えば、ＩＬ－７、ＩＬ－１２、ＩＬ－１５、ＩＬ－２１、及び他のも
の）に結合する他のサイトカインで刺激することにより増殖させてもよい。組み換えＴ細
胞は、人工抗原提示細胞で刺激することにより増殖させてもよい。組み換えＴ細胞は、人
工抗原提示細胞上で増殖させてもよく、あるいはＴ細胞表面上でＣＤ３を架橋するＯＫＴ
３などの抗体で増殖させてもよい。組み換えＴ細胞のサブセットは、人工抗原提示細胞上
で欠失させてもよく、あるいはＴ細胞表面上でＣＤ５２に結合するキャンパスなどの抗体
で増殖させてもよい。別の態様では、遺伝子改変細胞は、凍結保存してもよい。
【００７８】
　注入後のＴ細胞増殖（生存）は、（ｉ）ＣＡＲに特異的なプライマーを用いたｑ－ＰＣ
Ｒ；（ｉｉ）ＣＡＲに特異的な抗体を用いたフローサイトメトリー；及び／または（ｉｉ
ｉ）可溶性ＴＡＡにより評価してもよい。
【００７９】
　本発明の実施形態は、再指向免疫Ｔ細胞を用いて、ＣＤ１９特異的な細胞表面エピトー
プを持つＢ細胞を含むＢ細胞悪性腫瘍またはＢ細胞疾患を標的にすることにも関する。Ｂ
細胞はＴ細胞に対して免疫刺激性抗原提示細胞として機能し得るため、悪性Ｂ細胞は、再
指向Ｔ細胞の優れた標的である。ヒトまたはヒト化ＣＡＲを持つドナー由来のＣＤ１９特
異的Ｔ細胞による養子療法の抗腫瘍活性を支持する前臨床研究には、（ｉ）ＣＤ１９＋標
的の再指向殺傷、（ｉｉ）ＣＤ１９＋標的／刺激細胞と共にインキュベーション後のサイ
トカインの再指向分泌／発現、及び（ｉｉｉ）ＣＤ１９＋標的／刺激細胞と共にインキュ
ベーション後の持続増殖が含まれる。
【００８０】
　本発明のある実施形態では、ＣＡＲ細胞を、それを必要とする個体、例えば、がんまた
は感染を有する個体に送達する。その後、細胞が個体の免疫系を強化し、それぞれのがん
または病原性細胞を攻撃する。場合によっては、個体には、抗原特異的ＣＡＲ　Ｔ細胞を
１回以上の用量で提供する。抗原特異的ＣＡＲ　Ｔ細胞を２回以上の用量で個体に提供す
る場合、投与間隔は、個体内で増殖できるのに十分な時間でなければならず、特定の実施
形態では、投与間隔は、１日、２日、３日、４日、５日、６日、７日、またはそれ以上の
日数である。
【００８１】
　キメラ抗原受容体と機能的ＴＣＲが欠けたものの両方を含むように改変された同種Ｔ細
胞のソースは、任意の種類であってもよく、特定の実施形態では、細胞は、例えば、臍帯
血、末梢血液、ヒト胚性幹細胞、または誘導多能性幹細胞のバンクから得る。治療効果に
適切な用量は、１用量当たり、例えば、好ましくは、一連の投薬サイクルで少なくとも１
０５または約１０５～約１０１０細胞である。一例の投薬計画は、用量を段階的に増加さ
せる、０日目に少なくとも約１０５細胞で始め、例えば、患者内の用量漸増計画法を開始
する数週間以内に約１０１０細胞の標的用量まで漸増増加させる４回の１週間投薬サイク
ルからなる。適当な投与方式には、静脈内、皮下、腔内（例えば、レザバー接近装置によ
る）、腹腔内、及び腫瘍塊中への直接注射が含まれる。
【００８２】
　本発明の医薬組成物を単独で、またはがんの治療に有用な他の既知の薬剤との組み合わ
せで使用してもよい。単独の送達であろうが、他の薬剤との組み合わせの送達であろうが
、本発明の医薬組成物を、種々の経路を介して、哺乳動物、特に、ヒトの身体の種々の部
位に送達し、特定の効果を得ることができる。当業者には、投与には２つ以上の経路を使
用してもよいが、特定の経路が別の経路よりもより即時かつより効果的な反応をもたらし
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得ることが分かるであろう。例えば、黒色腫の治療には、吸入よりも皮内送達を使用する
ことが有利であり得る。局所または全身送達は、製剤を体腔に塗布または点滴、エアロゾ
ルの吸入または送気を含む投与、あるいは筋肉内、静脈内、門脈内、肝内、腹膜、皮下、
または皮内投与を含む非経口導入により達成できる。
【００８３】
　本発明の組成物は、単位投薬形態で提供してもよく、ここで、各投薬単位、例えば、注
射液には、所定量の組成物が、単独で、または他の活性剤との適当な組み合わせで含まれ
る。本明細書で使用する場合、用語「単位投薬形態」とは、ヒト及び動物対象に対する単
位投薬として適当な物理的に離散した単位のことを言い、各単位には、本発明の組成物を
、必要に応じて医薬的に許容される希釈剤、担体、または賦形剤と関連して所望の効果を
もたらすのに十分な量に計算された所定量で、単独で、または、他の活性剤との組み合わ
せで含まれる。本発明の新規の単位投薬形態の仕様は、特定の対象において医薬組成物と
関連する特定の薬力学に依存する。
【００８４】
　長期の特異的な抗腫瘍応答が確立されて、腫瘍のサイズを減少させるかまたはそのよう
な治療が不在下であればもたられるであろう腫瘍増殖または再増殖を排除するように、有
効量または十分な数の単離形質導入Ｔ細胞が組成物に存在し、対象に導入されることが望
ましい。形質導入Ｔ細胞が存在しない以外は同一条件の場合と比較した際、対象に再導入
された形質導入Ｔ細胞の量により、腫瘍サイズを１０％、２０％、３０％、４０％、５０
％、６０％、７０％、８０％、９０％、９５％、９８％、または１００％減少させること
が望ましい。
【００８５】
　従って、投与される形質導入Ｔ細胞の量は、投与経路を考慮すべきであり、十分な数の
形質導入Ｔ細胞が導入されて所望の治療応答を達成するようにすべきである。さらに、本
明細書に記載の組成物に含まれる各活性剤の量（例えば、接触する各細胞当たりの量また
はある体重当たりの量）は、異なる用途で変わり得る。一般に、形質導入Ｔ細胞の濃度は
、治療される対象に提供するのに十分でなければならず、少なくとも約１×１０６～約１
×１０９個の形質導入Ｔ細胞が望ましく、約１×１０７～約５×１０８個の形質導入Ｔ細
胞がさらにより望ましいが、上、例えば、５×１０８個の細胞を超える、または下、例え
ば、１×１０７個の細胞未満のいずれかの任意の適切な量を利用してもよい。投薬スケジ
ュールは、既知の細胞ベース療法に基づいてよく（例えば、Ｔｏｐａｌｉａｎ及びＲｏｓ
ｅｎｂｅｒｇ、１９８７；米国特許第４，６９０，９１５号を参照されたい）、または代
替の持続注入戦略を用いてもよい。
【００８６】
　これらの価値は、本発明の実施に本発明の方法を最適化する際に医師によって利用され
る形質導入Ｔ細胞の範囲についての一般的なガイダンスを提供することである。そのよう
な範囲の本明細書の記載は、決して、特定の用途で保証され得るようなより多くの量また
はより少ない量の成分の使用を不可能にするものではない。例えば、実際の用量及びスケ
ジュールは、組成物を他の医薬組成物と組み合わせて投与するのかどうかに応じて、また
は薬物動態、薬物の体内動態、及び代謝における個体差に応じて変化し得る。当業者であ
れば、特定の状況の緊急事態に従って任意の必要な調節を容易に行えるであろう。
ＩＶ．例示のヒトＣＤ１９特異的キメラ抗原受容体Ｔ細胞
【００８７】
　ＣＤ１９、免疫グロブリンスーパーファミリーの細胞表面糖タンパク質は、Ｂ細胞関連
悪性腫瘍の抗体療法に潜在的に魅力のある標的である。この抗原は、造血幹細胞には存在
せず、健康な個体では、その存在は、Ｂ系列及び恐らくはいくつかの濾胞樹状細胞に排他
的に限定される（Ｓｃｈｅｕｅｒｍａｎｎら、１９９５）。実際には、この抗原は、Ｂ芽
細胞に発達中の最も初期の認識可能なＢ系列細胞からのＢ細胞に存在しているが、プラズ
マ細胞に成熟時には失われている。さらに、ＣＤ１９は、細胞表面からは分離されず、悪
性形質転換中にはほとんど失われない（Ｓｃｈｅｕｅｒｍａｎｎら、１９９５）。タンパ
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ク質は、最も悪性のＢ系列細胞、例えば、慢性リンパ性白血病（ＣＬＬ）、非ホジキンリ
ンパ腫（ＮＨＬ）、及び急性リンパ芽球性白血病（ＡＬＬ）を持つ患者からの細胞上で発
現される（Ｕｃｋｕｎら、１９８８）。ＣＤ１９は、ＣＤ２１及びＣＤ８１と結合してＢ
細胞共受容体として主に働く。活性化時に、ＣＤ１９の細胞質尾部がリン酸化されること
で、Ｓｒｃ科キナーゼ及びＰＩ－３キナーゼの補充による結合を招く。
【００８８】
　一態様では、実施形態の組成物及び方法は、細胞内シグナル伝達ドメイン、膜貫通領域
、及びヒトＣＤ１９結合領域を含む細胞外ドメインを含む、ヒトＣＤ１９特異的キメラＴ
細胞受容体（またはキメラ抗原受容体、ＣＡＲ）ポリペプチド（ｈＣＤ１９ＣＡＲと指定
）に関する。別の態様では、ＣＤ１９結合領域は、Ｆ（ａｂ’）２、Ｆａｂ’、Ｆａｂ、
Ｆｖ、またはｓｃＦｖである。結合領域は、野生型アミノ酸配列に少なくともせいぜい約
７０％、７５％、８０％、８５％、９０％、９５％、９６％、９７％、９８％、９９％、
または１００％同一であるアミノ酸配列を含み得る。細胞内ドメインは、ヒトＣＤ３ζの
細胞内シグナル伝達ドメインを含み得、ヒトＣＤ２８細胞内セグメントをさらに含み得る
。ある態様では、膜貫通領域は、ＣＤ２８膜貫通領域である。
【００８９】
　別の態様では、本発明の組成物は、上述のポリペプチドをコードする核酸を含む。ある
態様では、核酸配列は、ヒトコドン使用に最適化される。
【００９０】
　さらに別の態様では、本発明の組成物は、本明細書に記載のポリペプチドを発現する細
胞を含む。Ｔ細胞は、ｈＣＤ１９ＣＡＲポリペプチドをコードする発現カセットを含み得
る。発現カセットは、トランスポゾン、またはヒトトランスポゾン、もしくはその組み換
え変異体などの非ウイルスベクターに含まれ得る。発現カセットは、ウイルスベクターま
たはその組み換え変異体に含まれ得る。発現カセットは、ゲノム的に組み込まれても、ま
たはエピソームに保持されても、あるいはｍＲＮＡから発現してもよい。
【００９１】
　さらに別の態様では、本発明は、発現カセットを細胞に導入することを含む、ヒトＣＤ
１９特異的ＣＡＲを発現するＴ細胞の作製方法を含み、ここで、発現カセットは、ヒト細
胞外ＣＤ１９結合ドメイン、膜貫通領域、及び１つ以上の細胞内シグナル伝達ドメインを
含むポリペプチドをコードする。本方法は、ＣＤ１９＋細胞、組み換えＣＤ１９、または
受容体に対する抗体で細胞を刺激し、該細胞にサイトカインを増殖させる、殺傷させる、
及び／または作製させることをさらに含み得；例えば、細胞を刺激して、ＣＤ１９＋人工
抗原提示細胞を増殖するかまたは増殖させてもよい。
【００９２】
　ある態様では、本発明は、病態の治療に十分なヒトＣＤ１９特異的ＣＡＲを発現する組
み換え細胞の量を患者に注入することを含む、内因性ＣＤ１９を発現する細胞と関連する
ヒト疾患病態の治療方法を含み、ここで、ヒトＣＤ１９特異的ＣＡＲは、ヒトＣＤ１９細
胞外結合ドメイン、膜貫通領域、及び細胞内シグナル伝達ドメインを含む。病態は、例え
ば、リンパ腫、白血病、非ホジキンリンパ腫、急性リンパ芽球性白血病、慢性リンパ芽球
性白血病、慢性リンパ性白血病、またはＢ細胞関連自己免疫疾患であり得る。
【００９３】
　本発明は、ヒトＣＤ１９特異的キメラ抗原受容体（ｈＣＤ１９ＲＣＤ２８またはｈＣＡ
Ｒ）の生成に関する。ある態様では、ｈＣＡＲを発現する組み換え細胞は、ｉｎ　ｖｉｖ
ｏ持続性及び抗腫瘍効果が改善されている。ヒトｈＣＡＲは、マウスＣＤ１９特異的モノ
クローナル抗体（ｍＡｂ）由来のｓｃＦｖセグメントを含むマウスｈＣＡＲと比較して免
疫原性が減少している。抗腫瘍効果は、ＣＤ１９に特異的な状態にした遺伝子改変細胞に
よって増すことができる。一般に、Ｔ細胞特異性は、ｈＣＡＲをコードする発現カセット
の電気移送により達成される。
【００９４】
　ｈＣＡＲは、ＣＤ３－ζ由来活性化ドメインなどの活性化エンドドメインを１つ以上含
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むキメラ受容体であってもよい。追加のＴ細胞活性化モチーフとしては、限定的ではない
が、ＣＤ２８、ＣＤ２７、ＯＸ－４０、ＤＡＰ１０、及び４－１ＢＢが挙げられる。ある
態様では、活性化ドメインは、ＣＤ２８膜貫通及び／または活性化ドメインも含み得る。
別の態様では、ヒト細胞及び対象中での発現用にコドン最適化されたｈＣＡＲコード領域
及び／または発現カセットは、例えば、一実施形態では、ＣＤ１９特異的ヒト抗体のＶＨ
及びＶＬ配列から得たｓｃＦｖ領域は、ｈＣＡＲのＣＤ１９結合セグメントに組み込まれ
る（例えば、その全体が参照により本明細書に組み込まれる米国特許第７，１０９，３０
４号を参照されたい）。別の実施形態では、ｈＣＡＲ発現カセットは、エピソームに保持
されるかまたは、組み換え細胞のゲノム中に組み込まれる。ある態様では、発現カセット
は、インテグラーゼ機構、レトロウイルスベクターなどのウイルスベクター、またはトラ
ンスポゾン機構などの非ウイルスベクターを用いて組み込むことが可能な核酸に含まれる
。別の実施形態では、発現カセットは、トランスポゾンベースの核酸に含まれる。特定の
実施形態では、発現カセットは、強化非ウイルス遺伝子導入用にトランスポゾン及びトラ
ンスポゼースを利用する２成分スリーピングビューティ（ＳＢ）またはｐｉｇｇｙＢａｃ
系の一部である。
【００９５】
　組み換えｈＣＡＲ発現細胞を数値的に増殖させて、臨床的に意味のある数にしてもよい
。そのような増殖の一例には、人工抗原提示細胞（ａＡＰＣ）を用いる。組み換えｈＣＡ
Ｒ発現細胞は、フローサイトメトリー及びウエスタンブロット分析により検証し同定する
ことができる。ＣＤ１９特異的ＣＡＲを発現する組み換えｈＣＡＲ発現Ｔ細胞は、標的細
胞を発現するＣＤ１９を認識し殺傷することができる。別の態様では、ｈＣＡＲは、免疫
原性の防止を助けるために移植障壁にわたって注入することができる万能細胞中で発現す
ることができる。ｈＣＡＲは、細胞毒性の場合には、Ｔ細胞のイメージング（例えば、陽
電子放射断層撮影法、ＰＥＴ）および条件的な消失用のヒト遺伝子と共に使用してもよい
。本発明の組み換え細胞を、ＣＤ１９特異的細胞療法で使用してもよい。
Ｖ．例示のＨＥＲＶ標的キメラ抗原受容体Ｔ細胞
【００９６】
　ヒトゲノム計画中に、ヒト内因性レトロウイルス（ＨＥＲＶ）と名付けられた一連の古
代レトロウイルスが、ヒトゲノム全体の８．５％を形成するヒトゲノム中に安定して組み
込まれることが発見された。ＨＥＲＶのうち、ＨＥＲＶ－Ｋは、多発性硬化症及び関節リ
ウマチのような種々の自己免疫疾患と共に黒色腫、乳がん、卵巣がん、奇形がん、及び前
立腺がんに関与する発がん対立遺伝子変異体として見出された（Ｂｕｓｃｈｅｒら、２０
０５；Ｄｒｅｙｆｕｓ、２０１１；Ｓｅｉｆａｒｔｈら、１９９５）。ＨＥＲＶ－Ｋの発
がん性は、エンベロープ（ｅｎｖ）及びＧＡＧタンパク質（Ｒｅｃ）により寄与される。
ＨＥＲＶ－Ｋエンベロープタンパク質が、正常皮膚細胞上ではなく腫瘍細胞表面上で排他
的に発現することが最近の研究により分かった（Ｗａｎｇ－Ｊｏｈａｎｎｉｎｇら、２０
０８；Ｌｉら、２０１０）。ＨＥＲＶ－Ｋエンベロープタンパク質の発現は、より侵攻性
が低く局在型Ｉの黒色腫よりも、より侵攻性が高く転移型ＩＩＩ及び型ＩＶの黒色腫で増
えることが分かった（Ｂｕｓｃｈｅｒら、２００５；Ｈａｈｎら、２００８；Ｓｅｒａｆ
ｉｎｏら、２００９）。黒色腫細胞上のＨＥＲＶ－Ｋエンベロープタンパク質のこの選択
的な発現は、難治性または転移性の黒色腫を持つ患者に対する治療戦略として利用するこ
とができる。転移性黒色腫を持つ患者は、化学療法、放射線、及び手術などの従来の治療
に抵抗性を示すために予後が悪い（Ｂｈａｔｉａら、２００９）。従って、治療結果を改
善するために新規の標的治療戦略が必要である。
【００９７】
　黒色腫に対するＴ細胞療法を生成するため、発明者らは、そのゲノムは何百万年も前に
ヒトに安定して組み込まれたＨＥＲＶ由来のＴＡＡを標的にした。ＨＥＲＫ－Ｋを標的に
するため、ＣＤ１９特異的ＣＡＲの抗原結合細胞外ドメインを抗ＨＥＲＶ－Ｋエンベロー
プ特異的モノクローナル抗体の単鎖抗体（ｓｃＦｖ）配列に置換することでエンベロープ
タンパク質に特異的なＣＡＲを発現するように、Ｔ細胞を遺伝子操作した。この新規のＣ
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ＡＲは、ＳＢ系中にトランスポゾンとしてクローンした。ＨＥＲＶ－Ｋエンベロープ特異
的ＣＡＲ及びＳＢトランスポゼースをコードするＤＮＡプラスミドを一次ヒトＴ細胞に電
気的に導入させ、遺伝子改変ＣＡＲ＋Ｔ細胞を、ＨＥＲＶ－Ｋエンベロープ及び所望のＴ
細胞共刺激分子を発現する照射人工抗原提示細胞（ａＡＰＣ）上で選択的に増殖させた。
γ照射ａＡＰＣ上で共培養後、９５％のＣＤ３＋Ｔ細胞がＣＡＲを発現し、これらのＣＡ
Ｒ＋Ｔ細胞は、ＣＡＲ＋Ｔ細胞とは異なり、ｉｎ　ｖｉｔｒｏでＨＥＲＶ－Ｋエンベロー
プ＋腫瘍標的を特異的に殺傷することができたが、ＨＥＲＶ－Ｋエンベロープ－腫瘍標的
を特異的に殺傷することはできなかった。これらのＣＡＲ＋Ｔ細胞の特異性は、ＨＥＲＶ
－Ｋエンベロープ－ＥＬ４親細胞と比較して優先的に殺傷された抗原陰性ＥＬ４マウス細
胞中でＨＥＲＶ－Ｋエンベロープタンパク質を発現することで証明され、Ａ８８８－ｍｅ
ｌ細胞上のｓｈＲＮＡ（ＨＥＲＶ－ＫエンベロープＲＮＡに対する特異的標的）によるＨ
ＥＲＶ－Ｋノックダウンにより、親と比較して殺傷力が減少した。ＣＡＲ＋Ｔ細胞は、肺
から肝臓へのｉｎ　ｖｉｖｏでのＡ３７５高転移性（ＳＭ）腫瘍細胞の腫瘍増殖及び転移
を減少させることにも成功した。ＣＡＲ＋Ｔ細胞を受けた腫瘍を持つマウスは、腫瘍のみ
のマウス群よりも長く生き、かつより健康的であった。従って、活性レトロウイルスを標
的にするＴ細胞は、臨床試験の翻訳にも魅力的なアプローチを用いて、黒色腫の免疫療法
として用いることができる。
【００９８】
　腫瘍認識にはＭＨＣ複合体に依存しているため、黒色腫細胞のクローン進化により、Ｔ
ＣＲ療法が効かなくなる場合がある。ＣＡＲは、ＴＣＲベースＴ細胞療法とは異なり、Ｍ
ＨＮから独立した方法で細胞死を媒介することで黒色腫細胞のクローン進化を克服するこ
とができる。ＨＥＲＶ－Ｋ抗原は、腫瘍細胞表面上でしか発現せず、正常細胞上では発現
されない。従って、ＨＥＲＶ－Ｋ特異的ＣＡＲ＋Ｔ細胞は、任意の有害な副作用を伴うこ
となく腫瘍細胞を特異的に標的にし、破壊することができる。ＨＥＲＶ－Ｋ特異的ＣＡＲ
＋Ｔ細胞を注入することで、微小残存病変から巨大腫瘍、従来の治療では難治性の疾患ま
でがんスペクトルに沿った多くのステージでＨＥＲＶ－Ｋ＋悪性腫瘍を治療し得る。
【００９９】
　ＨＥＲＶ－Ｋは、多くの腫瘍型、例えば、限定的ではないが、黒色腫（Ｍｕｓｔｅｒら
、２００３；Ｂｕｓｃｈｅｒら、２００５；Ｌｉら、２０１０；Ｒｅｉｃｈｅら、２０１
０；Ｓｅｒａｆｉｎｏら、２００９）、乳がん（Ｐａｔｉｅｎｃｅら、１９９６；Ｗａｎ
ｇ－Ｊｏｈａｎｎｉｎｇら、２００３；Ｓｅｉｆａｒｔｈら、１９９５）、卵巣がん（Ｗ
ａｎｇ－Ｊｏｈａｎｎｉｎｇら、２００７）、リンパ腫（Ｃｏｎｔｒｅｒａｓ－Ｇａｌｉ
ｎｄｏら、２００８）、及び奇形がん（Ｂｉｅｄａら、２００１；Ｌｏｗｅｒら、１９９
３）上で発現される。さらに、感染細胞、例えば、ＨＩＶにより感染したもの（Ｊｏｎｅ
ｓら、２０１２）もＨＥＲＶ－Ｋを発現する。これは、ＨＥＲＶ－Ｋを標的にする１つの
ＣＡＲ設計を用いて、種々のがん及び感染を治療することができるという魅力的な機会を
提供する。
ＶＩ．最小残存疾患を標的にするためのキメラ抗原受容体Ｔ細胞を共発現する例示の膜結
合ＩＬ－１５
【０１００】
　成人及び小児のＢ系列急性リンパ芽球性白血病（Ｂ－ＡＬＬ）の化学療法治療は、薬物
耐性の残存疾患により、それぞれ６５％及び２０％の疾患再発率を有する。特に予後不良
群においてＢ－ＡＬＬ再発する頻度が高いことで、同種造血幹細胞移植（ＨＳＣＴ）を用
いた免疫ベース療法の使用が促進されている。この療法は、残存白血病細胞または微小残
存病変を根絶して無病生存率を改善するためにドナー移植片に存在する同種反応性細胞に
依存している。移植Ｔ細胞が同種ＨＳＣＴ後に残存Ｂ－ＡＬＬを標的にする能力を強化す
るためにドナーリンパ球注入が用いられているが、そのような患者に対するこの治療アプ
ローチは、１０％未満の寛解率であり、移植片対宿主疾患（ＧＶＨＤ）の頻度及び重症度
から高度の罹患率及び死亡率と関連する。これらの難治性悪性腫瘍の再発における共通の
致死問題では、ＨＳＣＴ後に末梢血液単核球（ＰＢＭＣ）由来Ｔ細胞を用いた養子療法を
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用いて、ドナーＴ細胞の特異性を腫瘍関連抗原（ＴＡＡ）に再標的化することで、抗腫瘍
効果または移植片対白血病（ＧＶＬ）効果を増すことができる。
【０１０１】
　標的抗原に特異的なＣＡＲの製剤が多数開発されており、ＣＤ１９特異的ＣＡＲが、Ｂ
－ＡＬＬの細胞表面上のＣＤ１９抗原を標的にする。ＣＡＲ＋細胞の長期持続性を観察し
、異なる臨床試験プロトコルにわたって患者内の持続的応答を達成するには、ＣＡＲベー
ス療法の治療効果を妨げる重大な問題が残されている。
【０１０２】
　現在、ＣＡＲ改変Ｔ細胞は、腫瘍抗原と出くわした時にだけ発生する、ＣＡＲ経由の生
存シグナル伝達を得ることに依存している。これらのＣＡＲ改変Ｔ細胞を巨大病変を持つ
患者に注入する臨床状況では、ＣＡＲを介して十分な活性化及び生存シグナル伝達を提供
するのに十分な腫瘍抗原が存在する。しかしながら、再発したＢ－ＡＬＬを持つ患者は、
ＨＳＣＴに続いて骨髄機能廃絶化学療法で調子を整えている事が多く、微小残存病変（Ｍ
ＲＤ）が存在している。この場合、患者は、腫瘍量が低く、微小レベルのＴＡＡが、注入
されたＴ細胞を支持するのに必要なＣＡＲ媒介シグナル伝達を著しく制限してしまい、そ
の結果、治療潜在力が損なわれる。Ｔ細胞持続性を改善するための別のＣＡＲに依存しな
い手段は、ＣＡＲ改変Ｔ細胞の生着を改善することが期待されている。
【０１０３】
　共通ガンマ鎖受容体科（γＣ）におけるサイトカインは、リンパ球機能、生存、及び増
殖に重要なＴ細胞における重要な共刺激分子である。ＩＬ－１５は、養子療法に望ましい
いくつかの特性を有する。ＩＬ－１５は、長寿命メモリー細胞傷害性Ｔ細胞の生存を支持
し、腫瘍常在細胞の機能的抑制を軽減することで定着腫瘍の根絶を促進し、かつＡＩＣＤ
を阻害する恒常性サイトカインである。
【０１０４】
　ＩＬ－１５は、組織特異的であり、病的状態下でのみ、血清または全身において任意の
レベルで観測される。周囲環境に分泌される他のγＣサイトカインとは異なり、ＩＬ－１
５は、産生細胞によってＩＬ－１５受容体アルファ（ＩＬ－１５Ｒα）との関連において
Ｔ細胞にトランス提示される。このサイトカインをＴ細胞及び他の応答細胞に送達する機
構の特有さは：（ｉ）高度に標的化かつ局所化されること、（ｉｉ）ＩＬ－１５の安定性
及び半減期を増すこと、及び（ｉｉｉ）可溶性ＩＬ－１５により達成されるよりも質的に
異なるシグナル伝達を生成することである。
【０１０５】
　一実施形態では、本発明は、例えば、微小残存病変（ＭＲＤ）を示す白血病患者を治療
する目的で、ｉｎ　ｖｉｖｏで長寿命の可能性を持つキメラ抗原受容体（ＣＡＲ）改変Ｔ
細胞の生成方法を提供する。全体として、この方法には、サイトカインなどの可溶性分子
がどのように細胞表面に融合して治療潜在力を増すことができるかが述べられている。こ
の方法の核心は、ＣＡＲ　Ｔ細胞をインターロイキン－１５（ＩＬ－１５）のヒトサイト
カインムテイン（これ以降、ｍＩＬ１５と呼ぶ）で共改変することに依存している。ｍＩ
Ｌ１５融合タンパク質は、フレキシブルなセリン－グリシンリンカーを介して全長ＩＬ１
５受容体アルファに融合したＩＬ－１５のコドン最適化ｃＤＮＡ配列からなる。このＩＬ
－１５ムテインは、（ｉ）ＣＡＲ＋Ｔ細胞の表面へのｍＩＬ１５発現を制限し、ｉｎ　ｖ
ｉｖｏ環境にてサイトカインが非標的に拡散するのを限定することで、外因性可溶性サイ
トカイン投与が毒性をもたらすような安全性プロフィールを潜在的に改善することと；及
び（ｉｉ）ＩＬ－１５Ｒαとの関連においてＩＬ－１５が存在し、生理的に適切かつ定性
的なシグナル伝達を模倣するのみならず、サイトカイン半減期を延長させるためにＩＬ－
１５／ＩＬ－１５Ｒａ複合体を安定化及び再利用するような形で設計された。ｍＩＬ１５
を発現するＴ細胞は、注入後のＴ細胞の生存に重要なサイトカインシグナル伝達を持続的
に支持することができる。非ウイルススリーピングビューティ系遺伝子改変及びその後の
臨床応用可能なプラットフォーム上でのｅｘ　ｖｉｖｏ増殖により生成されたｍＩＬ１５
＋ＣＡＲ＋Ｔ細胞により、腫瘍量が高い、低い、または腫瘍量が無いマウスモデルに注入



(56) JP 6463577 B2 2019.2.6

10

20

30

40

50

後の持続性が強化されたＴ細胞注入産物が得られた。さらに、ｍＩＬ１５＋ＣＡＲ＋Ｔ細
胞は、腫瘍量が高いまたは低いモデルの両方においても抗腫瘍効果の改善を実証した。
【０１０６】
　高腫瘍量モデルにおけるＣＡＲ＋Ｔ細胞上のｍＩＬ１５＋ＣＡＲ＋Ｔ細胞の持続性及び
抗腫瘍活性が改善されたことで、ｍＩＬ１５＋ＣＡＲ＋Ｔ細胞は、腫瘍量が有病率してい
る活動性疾患を持つ白血病患者の治療において、ＣＡＲ＋Ｔ細胞よりもより有効であり得
ることを示す。従って、ｍＩＬ１５＋ＣＡＲ＋Ｔ細胞は、広い意味の応用における養子療
法において、ＣＡＲ＋Ｔ細胞に取って代わることができる。ＣＡＲを介した生存シグナル
伝達に依存せずにｍＩＬ１５＋ＣＡＲ＋Ｔ細胞が生存する能力により、腫瘍抗原の欠如に
かかわらず、これらの改変Ｔ細胞を注入後に持続させることができる。その結果、これに
より、特に、骨髄機能廃絶化学療法及び造血幹細胞移植を受けた患者のＭＲＤ治療設定に
おいて治療効果に最も大きな影響を生成することが予想される。これらの患者は、これら
のＭＲＤを治療し、再発予防のために、ｍＩＬ１５＋ＣＡＲ＋Ｔ細胞と共に養子Ｔ細胞移
入を受けるであろう。
【０１０７】
　ｍＩＬ１５などの膜結合型サイトカインは、広範囲にわたる影響を持つ。膜結合型ＩＬ
－１５に加えて、他の膜結合型サイトカインが考えられる。膜結合型サイトカインは、ヒ
ト応用に用いる細胞の活性化及び増殖と関連する他の分子の細胞表面発現に拡張すること
もできる。これらとしては、限定的ではないが、サイトカイン、ケモカイン、及びヒト応
用に用いる細胞の活性化及び増殖に寄与する他の分子が挙げられる。
【０１０８】
　ｍＩＬ１５などの膜結合型サイトカインは、ヒト応用のための細胞の調製にｅｘ　ｖｉ
ｖｏで使用してもよく、かつ、ヒト応用に用いる注入細胞（例えば、Ｔ細胞）上であって
もよい。例えば、膜結合型ＩＬ－１５は、例えば、Ｋ５６２由来の人工抗原提示細胞（ａ
ＡＰＣ）上で発現して、Ｔ細胞及びＮＫ細胞（のみならず他の細胞）を刺激して活性化及
び／または増殖させることができる。ａＡＰＣ上でｍＩＬ１５により活性化／増殖させた
Ｔ細胞の集団には、遺伝子改変リンパ球だけでなく、腫瘍浸潤リンパ球、及び他の免疫細
胞が含まれる。これらのａＡＰＣは注入されない。これに対し、ｍＩＬ１５（及び他の膜
結合型分子）は、注入されるＴ細胞及び他の細胞上で発現することができる。
【０１０９】
　ＣＡＲ改変Ｔ細胞によるＭＲＤ治療の治療効果は、Ｔ細胞の養子導入後の持続性の欠如
により妨げられる。ｍＩＬ１５＋ＣＡＲ＋Ｔ細胞が腫瘍抗原に関わらずにｉｎ　ｖｉｖｏ
で長期生存できる能力は、ＭＲＤを持つ患者の治療に大きな可能性を示している。この場
合、ＭＲＤ患者に対する現在のアプローチが不十分であるため、ＭＲＤを支持するｍＩＬ
１５及び持続性Ｔ細胞は、ニーズに対応するであろう。ＭＲＤを持つ患者に注入されるＴ
細胞及び他のリンパ球の持続性は、ＣＡＲ＋Ｔ細胞を越えて適用する。持続的治療効果を
達成する場合、悪性腫瘍、感染、または自己免疫疾患の治療及び予防に用いられる任意の
免疫細胞は、長期にわたって持続できなければならない。従って、Ｔ細胞を活性化させて
、内因性Ｔ細胞受容体または導入免疫受容体由来のシグナルよりも持続させることは、養
子免疫療法の多くの態様において重要である。従って、膜結合型サイトカインの発現を用
いて、種々の病的状態に対して注入されたＴ細胞及び他の免疫細胞の治療潜在力及び持続
性を増すことができる。
【０１１０】
　発明者らは、ＣＡＲ＋Ｔ細胞上でＩＬ－１５及びＩＬ－１５Ｒα（ｍＩＬ１５）の膜結
合型融合タンパク質として発現されるＩＬ－１５のムテインを生成した。ｍＩＬ１５構築
物を、ＣＤ１９特異的ＣＡＲ（０日目）と共に、スリーピングビューティＤＮＡトランス
ポゾンプラスミドとしての一次ヒトＴ細胞中に共電気導入した。ＣＤ１９＋人工抗原提示
細胞及び補充ＩＬ－２１上での共培養により、臨床的に意義のある数のｍＩＬ１５＋ＣＡ
Ｒ＋Ｔ細胞が生成された。遺伝子改変Ｔ細胞中のＩＬ－１５受容体複合体を介したシグナ
ル伝達は、ＳＴＡＴ５（ｐＳＴＡＴ５）のリン酸化により検証され、これらのＴ細胞によ



(57) JP 6463577 B2 2019.2.6

10

20

30

40

50

り、ＣＡＲ＋Ｔ細胞と等しいＣＤ１９＋腫瘍標的の再指向特異的溶解が実証された。さら
に、抗原離脱後、ｍＩＬ１５により生成されたシグナル伝達により、特異的細胞表面マー
カー、転写因子、及びＩＬ－２の分泌能力を含むメモリー関連特性を有する低分化／若々
しい表現型のＴ細胞の有病率が増した。これらの特徴は、ｉｎ　ｖｉｖｏで長期持続する
能力を示したＴ細胞サブセットと相関しているため、養子導入で用いたＴ細胞に望ましい
特性である。播種ＣＤ１９＋白血病を有する免疫不全ＮＳＧマウスでは、ｍＩＬ１５＋Ｃ
ＡＲ＋Ｔ細胞は、持続性及び抗腫瘍効果の両方が実証されたが、そのＣＡＲ＋Ｔ細胞対応
物は、ＴＡＡの存在にかかわらず、有意な持続性を維持できなかった。ｍＩＬ１５＋／－

ＣＡＲ＋Ｔ細胞をまず６日間生着した後、播種ＣＤ１９＋白血病を導入した予防マウス（
ＮＳＧ）モデルでは、ｍＩＬ１５＋ＣＡＲ＋Ｔ細胞のみが、持続するのみならず腫瘍生着
を防止することがわかった。ｍＩＬ１５＋ＣＡＲ＋Ｔ細胞が、ＴＡＡからの刺激に依存せ
ずに持続することができたかどうか試験するため、ｍＩＬ１５＋／－ＣＡＲ＋Ｔ細胞を、
腫瘍のないＮＳＧマウスに養子導入した。ｍＩＬ１５＋ＣＡＲ＋Ｔ細胞のみが、外因性サ
イトカインサポートまたはＣＤ１９　ＴＡＡの存在がないｉｎ　ｖｉｖｏ環境で持続する
ことができた。ｍＩＬ１５がＣＡＲ＋Ｔ細胞上で共発現されることで、ＴＡＡまたは外因
性サイトカインサポートの必要なくｉｎ　ｖｉｖｏ持続性を強化できたことが、これらの
データにより実証される。要するに、このサイトカイン融合分子は：（ｉ）ｐＳＴＡＴ５
を介して刺激性シグナルを提供することでｉｎ　ｖｉｖｏのＴ細胞持続性を増す一方、腫
瘍特異的機能性を維持し、（ｉｉ）メモリー様表現型を促進するＴ細胞サブセットを維持
し、（ｉｉｉ）ｉｎ　ｖｉｔｒｏ及びｉｎ　ｖｉｖｏでのＴ細胞増殖及び持続性に対する
臨床等級ＩＬ－２の必要性及びコストを排除し、（ｉｖ）臨床等級可溶性ＩＬ－１５の必
要性を軽減する。
ＶＩＩ．免疫系及び免疫療法
【０１１１】
　いくつかの実施形態では、内科的疾患は、特異的免疫応答を引き起こす再指向Ｔ細胞の
移動によって治療される。本発明の一実施形態では、Ｂ細胞系統悪性腫瘍または疾患は、
特異的免疫応答を引き起こす再指向Ｔ細胞の移動によって治療される。従って、免疫応答
の基本的な理解が必要である。
【０１１２】
　養子免疫系の細胞は、リンパ球と呼ばれる白血球の型である。Ｂ細胞及びＴ細胞は、主
要型のリンパ球である。Ｂ細胞及びＴ細胞は、同じ多能性造血幹細胞由来であり、活性化
されるまで互いに区別ができない。Ｂ細胞は、体液性免疫応答において大きな役割を果た
すが、Ｔ細胞は、細胞媒介免疫応答と密接に関わっている。Ｂ細胞及びＴ細胞は、Ｔ細胞
受容体（ＴＣＲ）と呼ばれるこれらの細胞表面上の特殊な受容体の存在によって、Ｂ細胞
及びＮＫ細胞などの他のリンパ球型から区別することができる。ほとんど全ての他の脊椎
動物では、Ｂ細胞及びＴ細胞は、骨髄の幹細胞により産生される。Ｔ細胞は、胸腺に入り
、そこで成熟することが、Ｔ細胞の名前の由来である。ヒトでは、おおよそ１％～２％の
リンパ球プールが、１時間毎に再循環して、抗原特異的リンパ球の機会を最適にし、二次
リンパ組織内のこれらの特異的抗原を見つける。
【０１１３】
　Ｔリンパ球は、骨髄の造血幹細胞から生じ、一般に、胸腺に移動して成熟する。Ｔ細胞
は、これらの膜（Ｔ細胞受容体）上で独特の抗原結合受容体を発現し、これは、他の細胞
の表面上の主要組織適合複合体（ＭＨＣ）分子と関連した抗原しか認識できない。Ｔヘル
パー細胞及びＴ細胞傷害性細胞として知られる少なくとも２つのＴ細胞集団がある。Ｔヘ
ルパー細胞及びＴ細胞傷害性細胞は、それぞれ、膜結合型糖タンパク質ＣＤ４及びＣＤ８
の表示によって主に区別される。Ｔヘルパー細胞は、免疫系のＢ細胞、Ｔ細胞傷害性細胞
、マクロファージ、及び他の細胞の活性化に不可欠な種々のリンホカインを分泌する。こ
れに対し、抗原－ＭＨＣ複合体を認識するＴ細胞傷害性細胞は、増殖し、細胞傷害性Ｔリ
ンパ球（ＣＴＬ）と呼ばれるエフェクター細胞に分化する。ＣＴＬは、細胞溶解をもたら
す物質を産生することで、ウイルス感染細胞及び腫瘍細胞などの、本体を表示している抗
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原の細胞を排除する。ナチュラルキラー細胞（即ち、ＮＫ細胞）は、自然免疫系の主成分
を構成する細胞傷害性リンパ球の型である。ＮＫ細胞は、ウイルスに感染した腫瘍及び細
胞の拒絶に主要な役割を果たす。細胞は、標的細胞をアポトーシスにより死滅させるパー
フォリン及びグランザイムと呼ばれるタンパク質の細胞質の小顆粒を放出することで殺傷
する。
【０１１４】
　マクロファージ、Ｂリンパ球、及び樹状細胞を含む抗原提示細胞は、特定のＭＨＣ分子
の発現により区別される。ＡＰＣは、抗原を内在化し、その抗原の一部を、これらの細胞
の外膜上のＭＨＣ分子と共に再発現する。主要組織適合複合体（ＭＨＣ）は、多数の遺伝
子座を持つ大きな遺伝子複合体である。ＭＨＣ遺伝子座は、クラスＩ及びクラスＩＩ　Ｍ
ＨＣと呼ばれる２つの主要なクラスのＭＨＣ膜分子をコードする。Ｔヘルパーリンパ球は
、一般に、ＭＨＣクラスＩＩ分子と関連する抗原を認識し、Ｔ細胞傷害性リンパ球は、Ｍ
ＨＣクラスＩ分子と関連する抗原を認識する。ＭＨＣは、ヒトではＨＬＡ複合体、マウス
ではＨ－２複合体と呼ばれる。
【０１１５】
　Ｔ細胞受容体、即ち、ＴＣＲは、Ｔリンパ球（またはＴ細胞）の表面に見られ、一般に
、主要組織適合複合体（ＭＨＣ）分子と結合した抗原の認識に関与する分子である。ＴＣ
Ｒは、Ｔ細胞の９５％においてアルファ鎖及びベータ鎖からなるヘテロダイマーであるが
、Ｔ細胞の５％は、ガンマ鎖及びデルタ鎖からなるＴＣＲを有している。抗原及びＭＨＣ
に対するＴＣＲの関与は、関連した酵素、共受容体、および特殊化したアクセサリー分子
によって媒介された一連の生化学的事象を通して、結果的にそのＴリンパ球の活性化を招
く。免疫学では、ＣＤ３抗原（「ＣＤ」とは、ｃｌｕｓｔｅｒ　ｏｆ　ｄｉｆｆｅｒｅｎ
ｔｉａｔｉｏｎの略である）は、哺乳動物では４本の異なる鎖（ＣＤ３γ、ＣＤ３δ、及
び２本のＣＤ３ε）からなるタンパク質複合体であり、Ｔ細胞受容体（ＴＣＲ）及びζ鎖
として知られる分子と関連してＴリンパ球中で活性化シグナルを生成する。ＴＣＲ、ζ鎖
、及びＣＤ３分子は、ＴＣＲ複合体を共に含む。ＣＤ３γ、ＣＤ３δ、及びＣＤ３ε鎖は
、単一の細胞外免疫グロブリンドメインを含有する免疫グロブリンスーパーファミリーの
関連性の高い細胞表面タンパク質である。ＣＤ３鎖の膜貫通領域は、負に帯電しており、
それにより、これらの鎖は正に帯電したＴＣＲ鎖（ＴＣＲα及びＴＣＲβ）と関連するこ
とができる特徴を持つ。ＣＤ３分子の細胞内尾部には、免疫受容体チロシンベース活性化
モチーフ、即ち、略してＩＴＡＭとして知られる単一保存モチーフが含まれ、これは、Ｔ
ＣＲのシグナル伝達能力に必須である。
【０１１６】
　ＣＤ２８は、Ｔ細胞活性化に必要な共刺激シグナルを提供するＴ細胞上で発現した分子
の１つである。ＣＤ２８は、Ｂ７．１（ＣＤ８０）及びＢ７．２（ＣＤ８６）に対する受
容体である。トール様受容体リガンドより活性化される場合、Ｂ７．１発現は、抗原提示
細胞（ＡＰＣ）で上方調節される。抗原提示細胞上のＢ７．２発現は、構造性である。Ｃ
Ｄ２８は、ナイーブＴ細胞上で構造的に発現される唯一のＢ７受容体である。ＴＣＲに加
えてＣＤ２８を介した刺激により、強力な共刺激シグナルをＴ細胞にもたらし、種々のイ
ンターロイキン（特に、ＩＬ－２及びＩＬ－６）を産生することができる。
【０１１７】
　ヒト疾患に対する治療的介入として抗原特異的Ｔ細胞を単離し増殖させる戦略は、臨床
試験で実証されている（Ｒｉｄｄｅｌｌら、１９９２；Ｗａｌｔｅｒら、１９９５；Ｈｅ
ｓｌｏｐら、１９９６）。
【０１１８】
　Ｂ細胞は、Ｔ細胞の免疫刺激性抗原提示細胞として機能し得るため、悪性Ｂ細胞は、再
指向Ｔ細胞の優れた標的になると思われる（Ｇｌｉｍｃｈｅｒら、１９８２）。リンパ腫
は、そのリンパ節指向性のおかげで、Ｔ細胞媒介の認識及び排除において解剖学的に理想
的な位置にある。注入されたＴ細胞がリンパ節に多数局在化することは、ＨＩＶ特異的Ｃ
Ｄ８＋ＣＴＬクローンの注入を受けたＨＩＶ患者で裏付けられている。これらの患者では
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、リンパ節生検材料の評価により、注入されたクローンは、リンパ節のおおよそ２％～８
％のＣＤ８＋細胞を構成したことが分かった。構造性プロモーター（接着分子）が、循環
しているＴ細胞をリンパ節に戻るように仕向け、ｉｎ　ｖｉｔｒｏ増殖により下方調節さ
れるので、リンパ節ホーミングは、この構造性プロモーター下でＬ選択分子をコードする
ｃＤＮＡ構築物にＴ細胞を共トランスフェクトすることでさらに改善され得る（Ｃｈａｏ
ら、１９９７）。本発明は、上述のような組み換えヒトＣＤ１９特異的ＣＡＲ発現細胞の
治療有効量を患者に注入することを含む、内因性ＣＤ１９を発現する細胞と関連するヒト
疾患病態の治療方法を提供し得る。内因性ＣＤ１９を発現する細胞と関連するヒト疾患病
態は、リンパ腫、白血病、非ホジキンリンパ腫、急性リンパ芽球性白血病、慢性リンパ芽
球性白血病、慢性リンパ性白血病、及びＢ細胞関連自己免疫疾患からなる群から選択され
得る。
【０１１９】
　白血病は、血液または骨髄のがんであり、血液細胞、通例的には、白血球細胞（白血球
）の異常増殖（増殖による産生）を特徴とする。血液学的腫瘍と呼ばれる大きな群の疾患
の一部である。白血病は、一連の疾患を包含する幅広い用語である。白血病は、臨床的及
び病理的に急性型及び慢性型に分けられる。
【０１２０】
　急性白血病は、幼若血液細胞の急速な増加を特徴とする。そのような密集によって骨髄
は健常な血液細胞を産生できなくなる。急性型の白血病は、小児及び若年成人で起こり得
る。実際には、米国において、いずれの他の型の悪性腫瘍疾患よりもより一般的な小児の
死亡原因である。急性白血病は、悪性腫瘍細胞が急速に進行及び集積し、その後、血流に
乗って身体の他の臓器に広がってしまうため緊急治療を要する。この疾患は、脳神経まひ
を時折引き起こすが、中枢神経系（ＣＮＳ）の関与はまれである。慢性白血病は、比較的
成熟しているがやはり異常な血液細胞の過剰な蓄積により区別される。通常、進行に数ヶ
月から数年かかり、細胞は正常細胞よりもさらに高い率で生成され、血液中の異常な白血
球細胞が増加する。慢性白血病は、高齢者に生じるのがほとんどであるが、理論的にはど
の年齢層でも起こり得る。急性白血病は直ちに治療しなければならないが、慢性型では、
療法の効果を最大限にするため治療前にしばらくの間モニタリングすることがある。
【０１２１】
　さらに、この疾患は、通常ではリンパ球を形成に進む種類の骨髄細胞でがん性変化が発
生したことを示すリンパ性またはリンパ芽球性、及び、通常では赤血球、白血球の一種、
及び血小板の形成に進む種類の骨髄細胞でがん性変化が発生したことを示す骨髄性または
骨髄に分類される（リンパ球様細胞対骨髄細胞を参照されたい）。
【０１２２】
　急性リンパ性白血病（急性リンパ芽球性白血病またはＡＬＬとしても知られる）は、若
年小児における最も一般的な種類の白血病である。この疾患には、成人、特に６５歳以上
の成人もかかる。慢性リンパ性白血病（ＣＬＬ）には、５５歳以上の成人が最も頻繁にか
かる。これはしばしば、より若い成人も発症するが、小児はほとんどかからない。急性骨
髄性白血病（急性骨髄性白血病またはＡＭＬとしても知られる）は、小児よりも成人に、
より一般的に生じる。この種類の白血病は、以前は、「急性非リンパ性白血病」と呼ばれ
ていた。慢性骨髄性白血病（ＣＭＬ）は、主に成人に生じる。非常に少数の小児もこの疾
患を発症する。
【０１２３】
　リンパ腫は、リンパ球（脊椎動物免疫系における種類の白血球細胞）で起こる種類のが
んである。リンパ腫には多くの種類がある。米国立衛生研究所によれば、リンパ腫は、米
国におけるがんの全症例中約５％を占め、特に、ホジキンリンパ腫は、米国におけるがん
の全症例中１％未満を占める。リンパ系は身体の免疫系の一部であるため、ＨＩＶ感染ま
たはある薬物もしくは薬剤により免疫力が低下している患者も、リンパ腫の発生率が高い
。
【０１２４】
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　１９世紀及び２０世紀には、この疾患は、１８３２年にトーマス・ホジキンにより発見
されたため、ホジキン病と呼ばれていた。口語的には、リンパ腫は、ホジキンリンパ腫及
び非ホジキンリンパ腫（他の全ての種類のリンパ腫）として広く分類される。リンパ腫の
種類の科学的分類についてより詳述する。旧分類では組織球性リンパ腫と呼ばれていたが
、これらは、新規分類ではＢ、Ｔ、またはＮＫ細胞系統として認識される。
【０１２５】
　自己免疫疾患または自己免疫は、生物体が自身の構成部分を（サブ分子レベルに至るま
で）「自己」と認識できないことであり、生物体自身の細胞および組織に対する免疫応答
がもたらされる。かかる異常な免疫応答に起因する任意の疾患を自己免疫疾患と称する。
顕著な例としては、セリアック病、１型糖尿病（ＩＤＤＭ）、全身性エリテマトーデス（
ＳＬＥ）、シェーグレン症候群、多発性硬化症（ＭＳ）、橋本甲状腺炎、グレーブス病、
特発性血小板減少性紫斑病、及び関節リウマチ（ＲＡ）が挙げられる。
【０１２６】
　自己免疫疾患を含む炎症性疾患は、Ｂ細胞疾患と関連するクラスの疾患でもある。自己
免疫疾患の例としては、限定的ではないが、急性特発性血小板減少性紫斑病、慢性特発性
血小板減少性紫斑病、皮膚筋炎、シデナム舞踏病、重症筋無力症、全身性エリテマトーデ
ス、ループス腎炎、リウマチ熱、多内分泌腺症候群、水疱性類天疱瘡、糖尿病、ヘノッホ
・シェーンライン紫斑病、連鎖球菌感染後腎炎、紅斑結節炎、高安動脈炎、アジソン病、
関節リウマチ、多発性硬化症、サルコイドーシス、潰瘍性大腸炎、多形性紅斑、ＩｇＡ腎
症、結節性多発動脈炎、強直性関節炎、グッドパスチャー症候群、閉塞性血管血栓炎、シ
ェーグレン症候群、原発性胆汁性肝硬変、橋本甲状腺炎、甲状腺機能亢進症、強皮症、慢
性的活動性肝炎、多発筋炎／皮膚筋炎、多発性軟骨炎、尋常性触覚錯誤症、ヴェーゲナー
肉芽腫症、膜性腎症、筋萎縮性側索硬化症、脊髄癆、巨細胞性動脈炎／多発筋痛、ペミシ
オウサネミア、急速進行性糸球体腎炎、乾癬、及び線維化性肺胞炎が挙げられる。最も一
般的な治療は、コルチコステロイド及び細胞毒性薬であり、これは猛毒になり得る。これ
らの薬剤は、免疫系全体も抑制し、重篤な感染症をもたらし、骨髄、肝臓、及び腎臓に悪
影響を及ぼす。クラスＩＩＩ自己免疫疾患の治療に今まで用いられてきた他の治療は、Ｔ
細胞及びマクロファージに対して向けられている。自己免疫疾患、特に、クラスＩＩＩ自
己免疫疾患をより効果的に治療する方法が必要とされている。
ＶＩＩＩ．人工抗原提示細胞
【０１２７】
　場合によっては、ａＡＰＣは、実施形態の治療組成物及び細胞治療剤の調製に有用であ
る。調製物及び抗原提示系の使用に関する一般的なガイダンスには、例えば、米国特許第
６，２２５，０４２号、同第６，３５５，４７９号、同第６，３６２，００１号、及び同
第６，７９０，６６２号；米国特許出願公開第２００９／００１７０００号及び同第２０
０９／０００４１４２号；及び国際公開第ＷＯ２００７／１０３００９号を参照されたい
。
【０１２８】
　ａＡＰＣは、一般に、ペプチドをＭＨＣ分子に追加の処理をすることなく直接結合する
ことができる最適な長さのペプチドでインキュベートされる。あるいは、細胞は、対象の
抗原を発現することができる（即ち、ＭＨＣ非依存性抗原認識の場合）。ペプチド－ＭＨ
Ｃ分子または対象の抗原に加えて、ａＡＰＣ系はまた、少なくとも１つの外因性補助分子
も含んでもよい。任意の好適な数及び組み合わせの補助分子を使用してもよい。補助分子
は、共刺激分子及び接着分子などの補助分子から選択してもよい。例示の共刺激分子とし
ては、ＣＤ７０及びＢ７．１（Ｂ７．１は、以前はＢ７として知られており、ＣＤ８０と
しても知られる）が挙げられ、特にＴ細胞表面上のＣＤ２８及び／またはＣＴＬＡ－４分
子に結合し、これにより、例えば、Ｔ細胞増殖、Ｔｈ１分化、Ｔ細胞短期間生存、及びイ
ンターロイキン（ＩＬ）－２などのサイトカイン分泌に作用する（Ｋｉｍら、２００４，
Ｎａｔｕｒｅ，Ｖｏｌ．２２（４），ｐｐ．４０３～４１０を参照されたい）。接着分子
としては、セレクチンなどの炭水化物結合糖タンパク質、インテグリンなどの膜貫通型結
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合糖タンパク質、カドヘリンなどのカルシウム依存性タンパク質、及び細胞間接着分子（
ＩＣＡＭ）などの単回膜貫通型免疫グロブリン（Ｉｇ）スーパーファミリータンパク質な
どを挙げることができ、これらは、例えば、細胞対細胞、または細胞対マトリックスの接
触を促進する。例示の接着分子としては、ＬＦＡ－３及びＩＣＡＭ－１などのＩＣＡＭが
挙げられる。共刺激分子及び接着分子を含む例示の補助分子の選択、クローニング、調製
、及び発現に有用な技術、方法、及び試薬は、例えば、米国特許第６，２２５，０４２号
、同第６，３５５，４７９号、及び同第６，３６２，００１号に例示されている。
【０１２９】
　ａＡＰＣになるように選択された細胞は、好ましくは細胞内抗原プロセシング、細胞内
ペプチド輸送、及び／または細胞内ＭＨＣクラスＩ若しくはクラスＩＩ分子－ペプチドロ
ーディングが欠失しているか、または変温性（即ち、温度攻撃に対して哺乳類細胞株より
も感受性が低い）であるか、またはこれら欠失と変温性特性の両方を保有している。好ま
しくは、ａＡＰＣになるように選択された細胞はまた、外因性ＭＨＣクラスＩまたはクラ
スＩＩ分子、及び細胞内に導入される補助分子要素に対して、少なくとも１つの内因性対
応物（例えば、内因性ＭＨＣクラスＩ若しくはクラスＩＩ分子、及び／または上記内因性
補助分子）を発現する能力をも欠失している。さらに、ａＡＰＣは、好ましくは、ａＡＰ
Ｃ生成のためのそれらの改変以前に細胞が保有していた欠失及び変温性特性を保持する。
例示のａＡＰＣは、昆虫細胞株などの抗原プロセシング関連トランスポーター（ＴＡＰ）
－欠失細胞株を構成するか、もしくはその細胞株由来である。例示の変温性昆虫細胞株は
、Ｓｃｈｎｅｉｄｅｒ　２細胞株などのショウジョウバエ細胞株である（例えば、Ｓｃｈ
ｎｅｉｄｅｒ、Ｊ．Ｅｍｂｒｙｏｌ．Ｅｘｐ．Ｍｏｒｐｈ．１９７２　Ｖｏｌ．２７，ｐ
ｐ．３５３～３６５を参照されたい）。Ｓｃｈｎｅｉｄｅｒ　２細胞の調製、増殖、培養
に関する実例となる方法は、米国特許第６，２２５，０４２号、同第６，３５５，４７９
号、及び同第６，３６２，００１号に記載されている。
【０１３０】
　一実施形態では、ａＡＰＣは、凍結解凍サイクルにも曝される。例示の凍結解凍サイク
ルにおいて、ａＡＰＣを収容する好適な容器を、適量の液体窒素、固体二酸化炭素（即ち
、ドライアイス）、または急速に凍結を起こすような同様の低温材料と接触させることに
より、ａＡＰＣを凍結してもよい。その後、低温材料をａＡＰＣから除去して周囲室温条
件に曝すことにより、または、微温湯浴若しくは温かい手を用いて解凍時間の短縮を促進
する促進化解凍プロセスのいずれかにより、凍結したａＡＰＣを解凍する。さらに、ａＡ
ＰＣを凍結し、解凍まで長期間保存してもよい。また、凍結したａＡＰＣを解凍した後、
更に用いるまで凍結乾燥してもよい。好ましくは、ジメチルスルホキシド（ＤＭＳＯ）、
ポリエチレングリコール（ＰＥＧ）、及び他の防腐剤などの凍結解凍手順に悪影響を及ぼ
し得る防腐剤は、本質的にそのような防腐剤を欠く培地にａＡＰＣを移すことなどにより
、凍結解凍サイクルを受けるａＡＰＣを含む培地には含まれず、または本質的に除去され
る。
【０１３１】
　他の好ましい実施形態では、不活化後に、細胞増殖、核酸の複製または発現が本質的に
起こらないように、異種核酸及びａＡＰＣ内因性の核酸を架橋により不活化してもよい。
一実施形態では、外因性ＭＨＣ及び補助分子の発現、このような分子のａＡＰＣ表面上へ
の提示、並びに選択された単一のペプチドまたは複数のペプチドによる提示されたＭＨＣ
分子のローディングに続く点で、ａＡＰＣが不活化される。従って、このような不活化さ
れて選択したペプチドロードａＡＰＣは、本質的に増殖不能または複製不能にされている
ものの、選択したペプチド提示機能を保持している。好ましくは、架橋によっても、ａＡ
ＰＣの抗原提示細胞機能を実質的に低下させることなく、細菌及びウイルスなどの微生物
汚染が本質的にないａＡＰＣがもたらされる。従って、架橋は、ａＡＰＣの重要なＡＰＣ
機能を維持する一方で、ａＡＰＣを用いて開発された細胞療法生成物の安全性に関する懸
念を軽減するのに役立つ。架橋及びａＡＰＣに関する方法については、例えば、参照によ
り本明細書に組み込まれる米国特許出願公開第２００９／００１７０００号を参照された
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い。
ＩＸ．本発明のキット
【０１３２】
　本明細書に記載の組成物のどれもがキットに含まれ得る。いくつかの実施形態では、同
種ＣＡＲ　Ｔ細胞をキットに提供し、これには、培地などの細胞の増殖に適した試薬、ａ
ＡＰＣ、増殖因子、抗体（例えば、ＣＡＲ　Ｔ細胞を選別または特徴付けするためのもの
）、及び／またはＣＡＲまたはトランスポゼースをコードするプラスミドも含み得る。
【０１３３】
　非限定例では、キメラ受容体発現構築物、キメラ受容体発現構築物を生成するための１
つ以上の試薬、発現構築物のトランスフェクションのための細胞、及び／または、発現構
築物のトランスフェクションのために同種細胞を得るための１つ以上の器具（そのような
器具は、シリンジ、ピペット、鉗子、及び／または、いずれかのそのような医療承認され
た装置であり得る）。
【０１３４】
　いくつかの実施形態では、内因性ＴＣＲ　α／β発現を排除するための発現構築物、構
築物を生成するための１つ以上の試薬、及び／またはＣＡＲ＋Ｔ細胞がキットに提供され
る。いくつかの実施形態では、ジンクフィンガーヌクレアーゼをコードする発現構築物が
含まれる。
【０１３５】
　いくつかの態様では、キットは、細胞をエレクトロポレーションするための試薬または
装置を含む。
【０１３６】
　キットは、本発明の組成物を生成するために、１つ以上の好適に等分された本発明の組
成物または試薬を含み得る。キットの構成成分は、水性媒体または凍結乾燥形態のいずれ
かで包装され得る。キットの容器手段には、成分を入れることができ、好ましくは好適に
等分して入れることができる少なくとも１つのバイアル、試験管、フラスコ、びん、シリ
ンジまたは他の容器手段が含まれ得る。２つ以上の成分がキットに存在する場合、キット
は、追加の成分を別々に入れることができる第２、第３、または他の追加の容器も一般に
含有するであろう。しかしながら、成分の種々の組み合わせがバイアルに含まれてもよい
。本発明のキットはまた典型的には、キメラ受容体構築物を含有するための手段、及び、
商業用販売のために厳重に閉じ込められている何らかの他の試薬容器を含むであろう。そ
のような容器には、例えば、所望のバイアルが保持される射出成形またはブロー成形され
たプラスチック容器が含まれ得る。
【実施例】
【０１３７】
Ｘ．実施例
　下記の実施例は、本発明の好ましい実施形態を実証するために含められる。下記の実施
例において開示される技術は、本発明の実施において十分に機能することが本発明者によ
って発見された技術を表しているため、その実施のための好ましい態様を構成すると見な
され得ることが当業者によって理解されるはずである。しかしながら、当業者は本開示に
照らして、多くの変化が、開示される具体的な実施形態において行われ得ること、そして
、多くの変化により、同様な結果または類似する結果が依然として、本発明の精神および
範囲から逸脱することなく得られ得ることを理解しなければならない。
　実施例１－末梢血及び臍帯血からのＴ細胞を遺伝的に改変するためのスリーピングビュ
ーティ及び人工抗原提示細胞の臨床応用－材料及び方法
【０１３８】
　ＰＢ及びＵＣＢからの単核球（ＭＮＣ）の単離。０日目またはその前に、等容積のＰＢ
と４容積のＰＢＳ－ＥＤＴＡを持つＵＣＢを希釈する。５０ｍＬ遠心分離管内で希釈血液
（２５ｍＬ）をフィコール（１２ｍＬ）の上にゆっくり重層し、４００×ｇで３０～４０
分間（ブレーキなし）遠心分離する。移送ピペットを用いて単核球分画（界面）を回収し
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、新しい５０ｍＬ遠心分離管に移す。容積をＰＢＳ－ＥＤＴＡで５０ｍＬまでにし、４５
０×ｇで１０分間遠心分離する。上清を吸引し、５０ｍＬの完全培養培地（ＣＣＭ）中で
細胞ペレットを穏やかに再懸濁させる。４００×ｇで１０分間遠心分離する。ＣＣＭ中の
細胞ペレットを穏やかに再懸濁させ、プールし、トリパンブルー色素排除（セロメーター
、ＰＢＭＣプログラム）を用いて細胞計数を行う。ＭＮＣをエレクトロポレーション（ヌ
クレオフェクション）に用いてもよいし、あるいは将来使うために凍結保存してもよい。
【０１３９】
　０日目にエレクトロポレーションするＴ細胞の調製。凍結保存ＭＮＣを用いる場合、大
規模なエレクトロポレーションのために十分な細胞を、３７℃の水浴で速やかに解凍する
（遠心分離及び２時間のインキュベーション中の細胞喪失は２×１０８プラス～２０％）
。穏やかに再懸濁させ、予熱した完全無フェノールＲＰＭＩ培養培地（ＰＦ－ＲＰＭＩ）
を含有する適当なサイズの遠心分離管に細胞を移し、２００×ｇで１０分間（ブレーキな
し）遠心分離し、上清を吸引する。次に、新鮮分離したＭＮＣを用いる場合、ＰＦ－ＲＰ
ＭＩ中でＭＮＣを再懸濁させ、細胞計数（セロメーター）を行い、細胞を適当なサイズの
細胞培養容器に１０６個の細胞／ｍｌ濃度で移す。加湿した３７℃／５％のＣＯ２インキ
ュベーターで細胞を２時間±３０分インキュベートする。ＭＮＣを滅菌遠心分離管に移し
、２００×ｇで５分間（ブレーキなし）回転させ、上清を吸引し、穏やかに再懸濁させ、
細胞ペレットをＰＦ－ＲＰＭＩ中で組み合わせる。細胞計数（セロメーター）を行い、必
要な細胞懸濁液（２×１０８ＭＮＣ）の容量を算出する。算出した容量を５０ｍＬの滅菌
遠心分離管に移し、２００×ｇで１０分間（ブレーキなし）回転させる。残存培地が残ら
ないように上清を吸引し、管の側面を軽くたたくことで穏やかに再懸濁させる。
【０１４０】
　０日目のＭＮＣ（１０個のキュベットを用いたフルスケールプロセス）のエレクトロポ
レーション（ヌクレオフェクション）。加湿した３７℃／５％のＣＯ２インキュベーター
で、４ｍＬの温かなＰＦ－ＲＰＭＩを含有する１０ウェルで滅菌１２ウェルプレートをプ
レインキュベートする。ロンザヌクレオフェクター溶液ヒトＴ細胞キット（製造者指示ご
とに再構築した、ｗｗｗ．ｌｏｎｚａ．ｃｏｍ）を調製し、バイオセーフティーキャビネ
ット（ＢＳＣ）内で外気温度に予熱する。反応／キュベット当たり１００μＬの補充ヌク
レオフェクター溶液、１５μｇのトランスポゾン（ＣＤ１９ＲＣＤ２８／ｐＳＢＳＯとし
て指名された超らせんＤＮＡプラスミド）、及び５μｇのトランスポゼース（ｐＣＭＶ－
ＳＢ１１として指名された超らせんＤＮＡプラスミド）を添加して、ヌクレオフェクター
溶液／ＤＮＡマスターミックスを調製する。遠心分離管の側面を軽くたたくことでＭＣＮ
細胞ペレットを分散させ、２×１０７細胞／１００μＬの最終細胞濃度でヌクレオフェク
ション溶液／ＤＮＡマスターミックスを再懸濁させる。１００μＬの細胞懸濁液を１０本
のロンザヌクレオフェクションキュベットの各々に気泡を避けながら慎重に移す。キュベ
ットを１回軽くたたいて、プログラムＵ－０１４（非刺激Ｔ細胞用）を用いて電気穿孔す
る。キュベット及び１２ウェルプレートをＢＳＣに移す。対応するウェルから～５００μ
Ｌの予熱した培養培地を加えることで、Ａｍａｘａ社製の先の細い移送ピペットを用いて
各キュベットから電気穿孔細胞を採取し、プレートを２時間±３０分の加湿した３７℃／
５％のＣＯ２インキュベーターに戻す。２時間のインキュベーション後、細胞を全てのウ
ェルから採取し、滅菌遠心分離管に移す。１４０×ｇで８分間、外気温度で、ブレーキな
しで遠心分離して細胞を洗浄し、残存培地が細胞ペレットを覆わないように上清を吸引し
、廃棄する。遠心分離管の側面を軽くたたくことで細胞ペレットを分散させ、ＣＣＭ中で
穏やかに再懸濁させ、単細胞懸濁液を得る。細胞計数を行い、細胞濃度をＣＣＭ中で１０
６個の細胞／ｍＬに調整する。細胞懸濁液を細胞培養フラスコに移し、インキュベーター
中に一晩置く。同じプロセスを、対照ＥＧＦＰトランスフェクト細胞（５μｇのＡｍａｘ
ａ対照ＥＧＦＰ超らせんプラスミド、ｐｍａｘＧＦＰを持つ５×１０６個の細胞／キュベ
ット）に用いてもよい。
【０１４１】
　１回目及びそれに続く刺激サイクルの１日目にフローサイトメトリーによるＣＡＲ発現
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の分析。電気穿孔細胞を採取し、トリパンブルー色素排除（血球計）を用いて細胞計数を
行う。ＣＡＲ発現の計測としてＣＤ３、ＣＤ４、ＣＤ８、及びヒトＩｇＧ　Ｆｃγに特異
的な抗体を持つ細胞（１～２×１０６）を染色する。ＦＡＣＳカリバー上の細胞を得、Ｆ
ＣＳ　Ｅｘｐｒｅｓｓソフトウェアを用いてデータを分析し、ＣＡＲの発現を算出する。
式：（総生細胞数）×（％ＣＡＲ＋細胞）＝ＣＡＲ＋細胞数によって、培養中のＣＡＲ＋

細胞を算出する。
【０１４２】
　１回目及びそれに続く刺激サイクルの１日目のａＡＰＣ（クローン＃４）の調製。ａＡ
ＰＣ（クローン＃４）をＫ５６２細胞（米国菌培養収集所から得た親株）から得て、所望
のＴ細胞共刺激分子を共発現した。凍結した１００Ｇｙ照射ａＡＰＣの等分量を３７℃の
水浴で解凍する。細胞を、４００×ｇで１０分間ＣＣＭ中にて遠心分離することで２回洗
浄し、セロメーター（トリパンブルー色素排除）を用いてカウントする。刺激に必要な生
存ａＡＰＣの数：（ＣＡＲ＋細胞数）×２＝必要な照射ａＡＰＣの数を算出する。
【０１４３】
　１回目及びそれに続く刺激サイクルの１日目のＣＡＲ＋Ｔ細胞のａＡＰＣ媒介刺激。滅
菌容器中で電気穿孔細胞（ＣＡＲを発現）とγ照射ａＡＰＣ（クローン＃４）とを、ＣＣ
Ｍ中で１：２（ＣＡＲ＋細胞：生存ａＡＰＣ）の比率でミックスする。ａＡＰＣ比率は、
エレクトロポレーションの次の日のフローサイトメトリーに基づいて、ＣＡＲを発現する
ために調整されることに留意されたい。ＩＬ－２１（３０ｎｇ／ｍＬ）を細胞懸濁液に加
える。１０６個の細胞／ｍＬの濃度で、Ｔ－７５ｃｍ２フラスコ及び／またはＶｕｅＬｉ
ｆｅ培養バッグ中に等分し、インキュベーターに戻す。
【０１４４】
　３日目及び５日目のＣＡＲ＋Ｔ細胞の継続培養。半培地交換を行い、ＩＬ－２１を補充
し、Ｔ細胞を１０６個の細胞／ｍＬの濃度で維持する。
【０１４５】
　７日目の第１ａＡＰＣ－媒介刺激サイクルの終了。細胞を採取し、計数し、ＣＤ３、Ｃ
Ｄ４、ＣＤ８、及びＦｃγ（ＣＡＲ）を染色する。
【０１４６】
　エレクトロポレーション後７日目～１４日目のＣＤ５６＋細胞の枯渇。ＣＤ５６＋ＣＤ
３ｎｅｇリンパ球≧１０％の場合、常磁性粒子を用いてＣＤ５６枯渇を行う。
【０１４７】
　８日目→１４日目、１５日目→２１日目、及び２２日目→２８日目に対応する刺激サイ
クル＃２、＃３、及び＃４中にＴ細胞を臨床的に十分な数に増殖するためのａＡＰＣの反
復追加。刺激プロセスを４回まで繰り返す。７日目、１４日目、及び２１日目の始めにＩ
Ｌ－２（５０Ｕ／ｍＬ）を培養に加えた後、各培地を交換する（月、水、金スケジュール
で、１週間で３回）。放出試験及び注入用のコントロールドレートフリーザーを用いて、
必要に応じて過剰Ｔ細胞を冷凍保存する（アーカイブ保存する）。
　実施例２－末梢血及び臍帯血からＴ細胞を遺伝的に改変するためのスリーピングビュー
ティ及び人工抗原提示細胞の臨床応用－結果
【０１４８】
　ＤＮＡプラスミドの電気移動、及びγ照射ａＡＰＣ上のＴ細胞の増殖を用いて、ヒト応
用のためのＰＢ及びＵＣＢ由来の臨床的に魅力的な数のＴ細胞を生成する。これらの遺伝
子改変Ｔ細胞は、主要組織適合複合体に依存しないＴＡＡ　ＣＤ１９を認識する導入ＣＡ
Ｒを発現する。（ｉ）トランスポゾン、ＣＤ２８及びＣＤ３－ε１４を介してシグナルを
送る第２世代ＣＡＲ（ＣＤ１９ＲＣＤ２８）、及び（ｉｉ）トランスポゼース、ＳＢ１１
（Ｊｉｎら、２０１１）を発現するためのＳＢ由来ＤＮＡプラスミドが前述されている（
Ｓｉｎｇｈら、２０１１；Ｄａｖｉｅｓら、２０１０；Ｋｅｂｒｉａｅｉら、２０１２）
。現在の研究で用いるプラスミドは、Ｗａｉｓｍａｎ　Ｃｌｉｎｉｃａｌ　Ｂｉｏｍａｎ
ｕｆａｃｔｕｒｉｎｇ　Ｆａｃｉｌｉｔｙ（Ｍａｄｉｓｏｎ、ＷＩ）により商用に生産さ
れた。ａＡＰＣ（クローン＃４）は、前述したように、Ｋ５６２細胞（米国菌培養収集所
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から得た親株）から得て、所望のＴ細胞共刺激分子（各分子は、ａＡＰＣの細胞表面上に
９０％で導入した）を共発現した（Ｍａｎｕｒｉら、２０１０）。ここで、ＣＤ１９特異
的Ｔ細胞は、ＳＢ転位を用いてＰＢまたはＵＣＢ由来の単核球（ＭＮＣ）から生成し、Ｃ
ＡＲに導入した後、ａＡＰＣを追加することで、ＣＡＲ依存的にＴ細胞を数値的に増殖さ
せることができた（図１及び図４）（Ｓｉｎｇｈら、２０１１；Ｓｉｎｇｈら、２００８
）。トランスポゾン（ＣＡＲ）をコードするＤＮＡプラスミド（ＣＤ１９ＲＣＤ２８／ｐ
ＳＢＳＯ）１５μｇと、トランスポゼース（ＳＢ１１）をコードするＤＮＡプラスミド（
ｐＣＭＶ－ＳＢ１１）５μｇとを用いて、各受容者に１０本のキュベット（２×１０７Ｍ
ＮＣ／キュベット）を電気穿孔した。ＭＮＣが研究室での作業のために制限されていたり
、あるいは規模が小さい場合、キュベットの数を減らしてもよい。エレクトロポレーショ
ンの日は、刺激サイクル＃１の「０日目」として定義する。フローサイトメトリー及び培
養条件の対照として、自己Ｔ細胞を模擬電気穿孔し（ＤＮＡプラスミド無）、ＯＫＴ３で
プレロードしたγ照射ａＡＰＣ（クローン＃４）上で数値的に増殖させ、ＣＤ３を架橋さ
せて、Ｔ細胞増殖を維持した。エレクトロポレーションの翌日に、電気移送の効率及びＴ
細胞の生存率を定期的に評価した（図２Ｂ）。この初期時点での対照ＤＮＡプラスミド（
指定されたｐｍａｘＧＦＰ）及びＣＡＲからのＥＧＦＰの発現は、組み込みプラスミド及
びエピソームプラスミドからのタンパク質発現を反映している。一般に、ＥＧＦＰ発現は
、エレクトロポレーションの翌日には６０％と測定し、ＣＡＲ発現は、４０％～５０％の
Ｔ細胞生存率で～４０％（図２Ａ）と測定した。可溶性組み換えヒトＩＬ－２及びＩＬ－
２１の存在下でγ照射ａＡＰＣの反復追加により、ＣＡＲを安定的に発現するＴ細胞（Ｃ
Ｄ１９ＲＣＤ２８）を回収する。これらのＮＫ細胞の百分率が≧１０％、特に、Ｔ細胞上
で発現したＣＡＲの百分率が低い場合、ＣＤ３ｎｅｇＣＤ５６＋ＮＫ細胞は、ＣＤ５６特
異的常磁性粒子を用いて培養から枯渇される。この枯渇により、ＣＡＲ＋Ｔ細胞の増殖を
維持するａＡＰＣの能力に干渉するＮＫ細胞の急速な異常増殖が防止される。時々、ＣＡ
Ｒ＋Ｔ細胞からのＮＫ細胞を最後の２回の刺激サイクル中に枯渇させるが、これにより、
いくつかのＣＡＲ＋Ｔ細胞上のＣＤ５６の共発現により所望の細胞の喪失がもたらされる
。１４日目を過ぎて、ＶｕｅＬｉｆｅ培養バッグを用いて機能的閉鎖システムでＴ細胞を
増殖させた。将来の分析のためにアーカイブ保存した材料のソースとして機能し、かつ、
予期しない問題がその後製造プロセス中に発生した場合に解凍するために、遺伝子改変さ
れ増殖させたＴ細胞のサブセットは、一般に、ａＡＰＣ上の共培養の１４日目または２１
日目（刺激サイクル＃２または＃３の最後）に凍結保存する。Ｔ細胞は、通常、＞９０％
のＣＡＲを定期的に発現し、かつ、＞８０％の生存がある培養（図３）の２８日目または
約２８日目に採取する（図２Ｃ及び２Ｄ）。ａＡＰＣ上で共培養して４週間後に、ＣＤ３
＋Ｔ細胞の平均倍数増殖は、ＣＡＲ＋発現が９０％±７．５％で１９，８００±１１，３
１３である（Ｓｉｎｇｈら、２０１１）。これらのＴ細胞を凍結保存し、製造した生成物
の安全性及び治療潜在力を知らせるインプロセス及び放出試験を行う。放出試験は、臨床
検査室改善法（ＣＬＩＡ）に従って実施し、臨床試験で受容者に注入する前に分析証明書
を作成する。
　実施例３－スリーピングビューティ及び人工抗原提示細胞を用いて、キメラ抗原受容体
を安定的に発現する臨床等級ＣＤ１９特異的Ｔ細胞の製造－材料及び方法
【０１４９】
　臨床等級ＤＮＡプラスミドの生成。ＳＢトランスポゾンであるＣｏＯｐＣＤ１９ＲＣＤ
２８／ｐＳＢＳＯは、伸長因子－１α（ＥＦ－１α）（Ｋｉｍら、１９９０）及びヒトＴ
細胞白血病ウイルス（ＨＴＬＶ）の５’非翻訳領域（Ｓｉｎｇｈら、２０１１；Ｄａｖｉ
ｅｓら、２０１０）からなるＥＦ－１／ＨＴＬＶハイブリッド複合体プロモーター（Ｉｎ
ｖｉｖｏＧｅｎ）下で、ヒトコドン最適化（ＣｏＯｐ）第２世代ＣｏＯｐＣＤ１９ＲＣＤ
２８　ＣＡＲ（配列番号１）を発現する。このＤＮＡプラスミドの誘導については、図１
０に記載される。ＳＢトランスポゼース、ＳＢ１１は、サイトメガロウイルス（ＣＭＶ）
プロモーター下で、ＤＮＡプラスミドｐＣＭＶ－ＳＢ１１からｃｉｓで発現された（Ｓｉ
ｎｇｈら、２０１１）。このＤＮＡプラスミドの誘導については、図１１に記載される。
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プラスミドは両方とも、これら全体にわたって配列を決定し、菌株大腸菌ＤＨ５αを選択
するためのカナマイシンを用いて、Ｗａｉｓｍａｎ　Ｃｌｉｎｉｃａｌ　Ｂｉｏｍａｎｕ
ｆａｃｔｕｒｉｎｇ　Ｆａｃｉｌｉｔｙ（Ｍａｄｉｓｏｎ、ＷＩ）により製造した。ＤＮ
Ａプラスミドの放出基準を表１に示す。ＤＮＡプラスミドΔＣＤ１９ＣｏＯｐ－Ｆ２Ａ－
Ｎｅｏ／ｐＳＢＳＯを用いて、ＣＤ１９を発現した（図１２）。
【表１】

【０１５０】
　細胞計数。トリパンブルー色素排除を用いて、生細胞を死細胞と区別し、セロメーター
（Ｎｅｘｅｃｅｌｏｍ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅ）を用いて計数した（Ｓｉｎｇｈら、２０
１１）。
【０１５１】
　ＰＢＭＣの単離。２人の男性ボランティアの健康なドナーからの白血球除去産物を、Ｋ
ｅｙ　Ｂｉｏｌｏｇｉｃｓ　ＬＬＣ（Ｍｅｍｐｈｉｓ、ＴＮ）から購入した。末梢血液単
核球（ＰＢＭＣ）を、ｃＧＭＰに準じて行うようにＢｉｏｓａｆｅ　Ｓｅｐａｘシステム
（Ｅｙｓｉｎｓ、Ｓｗｉｔｚｅｒｌａｎｄ）を適応させて単離した。簡単に言えば、ＣＳ
－９００キット上の全てのクランプを閉じた後、１００ｍＬのフィコール（ＧＥ　Ｈｅａ
ｌｔｈｃａｒｅ）を、６０ｍＬのシリンジを介して、ルアーロックコネクタを介した密度
勾配培地バッグ（「フィコールバッグ」）に無菌で移し、手持ち式シーラー（Ｓｅｂｒａ
、モデル＃２３８０）を用いてチューブを熱融着させた。キットを、ＣｌｉｎｉＭＡＣＳ
緩衝液（ＰＢＳ／ＥＤＴＡ、Ｍｉｌｔｅｎｙｉ、Ｃａｔ＃７００２６）を洗浄用の２０ｍ
Ｌの２５％ヒト血清アルブミン（ＨＳＡ）（Ｂａｘｔｅｒ）（２％ｖ／ｖ、洗浄緩衝液）
と共に含有する１，０００ｍＬバッグと、最終生成物バッグ［カップラー付き３００ｍＬ
移動パック（Ｂａｘｔｅｒ／Ｆｅｎｗａｌ　４Ｒ２０１４）］と、試薬／血液バッグとに
スパイク連結した。密度勾配ベース分離プロトコル（ｖ１２６）を用いて、シリンジピス
トンを遠心分離器に装填し、Ｓｅｐａｘ装置のカバーを閉じた。試薬／血液バッグと及び
生成物バッグを吊り下げ、全ての栓を「Ｔ」位置で回転ピン上にはめた。圧力センサーラ
インを接続した後、キットを自動使い捨て試験により検証し、重力流を用いて手作業でプ
ライムした。サイクルの完了後、最終生成物を遠心分離管に無菌で移し、４００ｇの洗浄
緩衝液、及びリン酸緩衝生理食塩水（ＰＢＳ）ごとに１回１０分間で洗浄した。計数後、
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コントロールドレートフリーザー（Ｐｌａｎｅｒ　Ｋｒｙｏ７５０）内で、ＢＭ５プログ
ラム（－２℃／分の割合で４℃～－４℃、－３５℃／分の割合で－４℃～－６０℃、８℃
／分の割合で－６０℃～２０℃、－２．５℃／分の割合で－２０℃～－４５℃、－１０℃
／分の割合で－４５℃～－８０℃）を用いたＣｒｙｏＭＡＣＳ　Ｆｒｅｅｚｅバッグ（Ｍ
ｉｌｔｅｎｙｉ）及びバイアル（Ｎｕｎｃ）中の凍結保存培地（５０％のＨＳＡ、４０％
のプラズマライト、１０％のＤＭＳＯ）を用いて、細胞を凍結保存した。
【０１５２】
　ａＡＰＣ（クローン＃４）マスター及び作業用細胞バンクの製造。ペンシルベニア大学
でレンチウイルスによりＫ５６２を形質導入し、ビシストロニックベクターとしての（ｉ
）ＣＤ１９、（ｉｉ）ＣＤ６４、（ｉｉｉ）ＣＤ８６、（ｉｖ）ＣＤ１３７Ｌ、及び（ｖ
）膜結合型ＩＬ－１５（ｍＩＬ１５）をＥＧＦＰと共に共発現するａＡＰＣ（クローン＃
４、ＣＪＫ６４．８６．４１ＢＢＬ．ＧＦＰ．ＩＬ－１５．ＣＤ１９として指定）を生成
した。１０％の熱不活性化した規定のＦＢＳ（Ｈｙｃｌｏｎｅ）を含有するＨｙＱ　ＲＰ
ＭＩ　１６４０（Ｈｙｃｌｏｎｅ）中でａＡＰＣを数値的に増殖させ、２ｍＭのＧｌｕｔ
ａｍａｘ－１（Ｌｉｆｅ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ－Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）培養培地
（ＣＭ）で細胞を５×１０５個の細胞／ｍＬで維持した。３２０バイアルのマスター細胞
バンク（ＭＣＢ）を、Ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ　Ａｓｓｉｓｔａｎｃｅ　ｏｆ　Ｃｅｌｌｕ
ｌａｒ　Ｔｈｅｒａｐｉｅｓ（ＰＡＣＴ）を介して作製した（表２）。ＭＣＢ由来のクロ
ーン４　ａＡＰＣの２００バイアル作業用細胞バンク（ＷＣＢ）を、ＭＤＡＣＣで生成し
、試験した（表３）。
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【表３】

【０１５３】
　ＣＡＲ＋Ｔ細胞を選択的に増殖させるためのａＡＰＣ（クローン＃４）。γ照射ａＡＰ
Ｃを用いて、遺伝子改変Ｔ細胞を数値的に増殖させた。ＷＣＢからの解凍ａＡＰＣを、Ｖ
ｕｅＬｉｆｅ細胞培養バッグで最大６０日間ＣＭで増殖させ、Ｂｉｏｓａｆｅ　Ｓｅｐａ
ｘ　ＩＩ採取手順を用いて採取した。簡単に言えば、ＣＳ－４９０．１キットを、ルアー
ロックコネクタを介して３００ｍＬの出力バッグ（移動パック）に接続した。分離チャン
バをピットに設置し、チューブを光センサに挿入し、栓を「Ｔ」位置で整列させた。圧力
センサーラインを接続した後、生成物バッグ及び上清／血漿バッグをホルダーに吊り下げ
た。改変プロトコルＰＢＳＣｖ３０２をＳｅｐａｘメニューから選択し、処理される入力
生成物の容量（初期容量）を、≦８４０ｍＬに設定した。検証及びキット試験後、手順を
開始した。完了後、バッグを除去し、クランプを閉じ、キットを除去した。最終生成物バ
ッグからの細胞を無菌除去し、洗浄培地（プラズマライト中で１０％ＨＳＡ）で２回洗浄
し、計数した。ＣＩＳ　ＢＩＯ　Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ社製ラジエーター（ＩＢＬ
－４３７　Ｃ＃０９４３３）を用いて、ａＡＰＣを照射（１００　Ｇｙ）し、コントロー
ルドレートフリーザー（Ｐｌａｎｅｒ　Ｋｒｙｏ　７５０）を用いて、凍結保存培地中に
後々の使用のために凍結保存した。
【０１５４】
　ａＡＰＣのＯＫＴ３－ローディング。ＯＫＴ３をロードした（ＣＤ６４を介して）ａＡ
ＰＣ（クローン＃４）を用いて、遺伝子改変していない対照（ＣＡＲｎｅｇ）自己制御性
Ｔ細胞を増殖させた。培養から得たａＡＰＣを、ローディング培地（ＬＭ）と呼ばれる、
０．２％アセチルシステイン（Ａｃｅｔａｄｏｔｅ、Ｃｕｍｂｅｒｌａｎｄ　Ｐｈａｒｍ
ａｃｅｕｔｉｃａｌｓ）を含有する無血清Ｘ－Ｖｉｖｏ１５（ｃａｔ＃０４－７４４Ｑ、
Ｌｏｎｚａ）で一晩インキュベートした。翌日、細胞を洗浄し、Ｇａｍｍａ　Ｃｅｌｌ　
１０００Ｅｌｉｔｅ　Ｃｓ－１３７ラジエーター（ＭＤＳ　Ｎｏｒｄｉｏｎ）を用いて照
射（１００Ｇｙ）し、機能等級の精製抗ヒトＣＤ３（クローン－ＯＫＴ３、１６－００３
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７－８５、ｅＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅ）の１μｇ／１０６個の細胞と共に１０６個の細胞／
ｍＬの濃度でＬＭ中に再懸濁させ、４℃で３０分間３－Ｄ回転子（Ｌａｂ－Ｌｉｎｅ）で
穏やかに攪拌してインキュベートした。ＬＭで３回洗浄後、細胞を実験で用いたか、ある
いは後々の使用のために蒸気層の液体窒素で等分に凍結した。
【０１５５】
　ＣＡＲ＋Ｔ細胞の製造。解凍ＰＢＭＣを、（ｉ）ヒトＴ細胞キット（ｃａｔ＃ＶＰＡ－
１００２、Ｌｏｎｚａ；１キュベットに２×１０７個の細胞当たり１００μＬ）で、（ｉ
ｉ）ＣＤ１９ＲＣＤ２８ＣＡＲトランスポゾン（キュベット当たり２×１０７個のＰＢＭ
Ｃ当たり１５μｇの超らせんＤＮＡ）をコードするＤＮＡプラスミド（ＣｏＯｐＣＤ１９
ＲＣＤ２８／ｐＳＢＳＯ）と、（ｉｉｉ）ＳＢ１１トランスポゼース（１キュベット当た
り２×１０７個のＰＢＭＣ当たり５μｇの超らせんＤＮＡ）をコードするＤＮＡプラスミ
ド（ｐＣＭＶ－ＳＢ１１）と共に再懸濁させた。この混合物をキュベット（Ｌｏｎｚａ）
に直ちに移し、ヌクレオフェクターＩＩ（Ａｍａｘａ／Ｌｏｎｚａ）を用いて電気穿孔し
（培養０日目と定義）、１０％ＲＰＭＩ完全培地中で２～３時間放置し、半培地交換、３
７℃で５％ＣＯ２下で一晩インキュベートした。翌日、細胞を採取し、計数し、フローサ
イトメトリーにより表現型を生じ、γ照射ａＡＰＣと１：２の比率（ＣＡＲ＋Ｔ細胞：ａ
ＡＰＣ）で共培養し、培養１日目、及び７日間の刺激サイクルの開始と印を付けた。ＩＬ
－２１（ｃａｔ＃ＡＦ－２００－２１、ＰｅｐｒｏＴｅｃｈ）及びＩＬ－２（ｃａｔ＃Ｎ
ＤＣ６５４８３－１１６－０７、Ｎｏｖａｒｔｉｓ）を、月、水、金スケジュールでそれ
ぞれ、１日目及び７日目以降に追加した。特に、これらの異常増殖が組織培養プロセスの
初期に生じた場合、ＮＫ細胞は、ＣＡＲ＋Ｔ細胞の数的増殖を防ぐことができる。従って
、２５％ＨＳＡ（８０μＬ／１０７細胞）を含有するＣｌｉｎｉＭＡＣＳ緩衝液中のＬＳ
カラム（ｃａｔ＃１３０－０４２－４０１、Ｍｉｌｔｅｎｙｉ　Ｂｉｏｔｅｃｈ）上で、
ＣＤ５６ビーズ（ｃａｔ＃７０２０６、Ｍｉｌｔｅｎｙｉ　Ｂｉｏｔｅｃｈ、２０μＬビ
ーズ／１０７細胞）を用いてＣＤ３ｎｅｇＣＤ５６＋細胞≧１０％の場合、ＣＤ５６枯渇
を行った。上述のようなコントロールドレートフリーザー（Ｐｌａｎｅｒ　Ｋｒｙｏ　７
５０）を用いて、エレクトロポレーション後の培養２１日目、及び第３刺激サイクルの最
後に、Ｔ細胞をバックアップとして凍結保存し、液体窒素（蒸気層）中に保存した。全て
のＣＤ３＋及びＣＡＲ＋Ｔ細胞の細胞計数を経時的にプロットし、線型回帰を用いて傾き
を決定した。スチューデントｔ検定を用いて倍数増殖結果を比較した。各時点及び検証ラ
ンごとにＣＤ４／ＣＤ８比率を算出し、平均化した。
【０１５６】
　ＣＡＲｎｅｇ対照Ｔ細胞の生成。対照として、５×１０６個の模擬トランスフェクトし
たＰＢＭＣを、照射及び抗ＣＤ３（ＯＫＴ３）をロードしたＫ５６２由来ａＡＰＣクロー
ン＃４と７日間の刺激サイクルで１：１の比率で共培養した。全ての培養を、培養１日目
以降にＩＬ－２１（３０ｎｇ／ｍＬ）で補充し、培養の開始後７日目にＩＬ－２（５０Ｕ
／ｍＬ）で補充した。その後、全てのサイトカインを月、水、金スケジュールで追加した
。
【０１５７】
　細胞株。ＣＤ１９＋Ｄａｕｄｉβ２ｍ［β２ミクログロブリンを共発現するバーキット
リンパ腫（Ｒａｂｉｎｏｖｉｃｈら、２００８）］、及びＣＤ１９＋ＮＡＬＭ－６（プレ
Ｂ細胞）を、前述のように培養した（Ｓｉｎｇｈら、２０１１）。ＡＴＣＣからのＥＬ－
４細胞（マウスＴ細胞リンパ腫株）は、ΔＣＤ１９ＣｏＯｐ－Ｆ２Ａ－Ｎｅｏ／ｐＳＢＳ
Ｏ構築物を用いてＣＤ１９を発現するように改変した。簡単に言えば、５×１０６個のＥ
Ｌ－４細胞を、ＳＢトランスポゾン（ΔＣＤ１９ＣｏＯｐ－Ｆ２Ａ－Ｎｅｏ／ｐＳＢＳＯ
、３μｇ）及びＳＢトランスポゼース（ｐＣＭＶ－ＳＢ１１、１μｇ）を持つ１００μＬ
のＡｍａｘａ　Ｍｏｕｓｅ　Ｔ細胞ヌクレオフェクターキット（カタログ＃ＶＰＡ－１０
０６）中で再懸濁し、ヌクレオフェクターＩＩ（Ｌｏｎｚａ）を用いて電気穿孔した（プ
ログラムＸ－００１）。トランスフェクタントを細胞破壊濃度のＧ４１８（０．８ｍｇ／
ｍＬ）中で培養し、ＣＤ１９を均一に発現するために蛍光活性化細胞選別（ＦＡＣＳ）を
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行い、クローン（クローン＃１７）を得た。Ｊｕｒｋａｔ細胞をＡＴＣＣから得て、Ａｍ
ａｘａ／Ｌｏｎｚａヌクレオフェクター溶液（Ｋｉｔ　Ｖ）を用いて、ＣｏＯｐＣＤ１９
ＲＣＤ２８ｍｚ（ＣｏＯｐ）／ｐＳＢＳＯを電気穿孔した（Ｐｒｏｇｒａｍ　Ｔ－１４、
ヌクレオフェクターＩＩ、Ｌｏｎｚａ）。エレクトロポレーションしてから２週間後に、
ＣＡＲを安定的に発現するＪｕｒｋａｔ細胞に、ＣＡＲを均一に発現するためにＦＡＣＳ
を行い、クローン（クローン＃１２）を得た（Ｍａｉｔｉら、２０１３）。２ｍＭのＧｌ
ｕｔａｍａｘ－１（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）及び１０％熱失活ウシ胎仔血清（ＦＣＳ）（
Ｈｙｃｌｏｎｅ；１０％ＲＰＭＩ）で補充したＨｙＱ　ＲＰＭＩ　１６４０（Ｈｙｃｌｏ
ｎｅ）中で細胞株を維持した。制度的細胞株認証ポリシーに従ったＳＴＲプロファイリン
グまたは染色体分析を用いて、全ての細胞株を確認した。
【０１５８】
　細胞の免疫表現型。１００μＬのＦＡＣＳ緩衝液（２％ＦＢＳ、０．１％アジ化ナトリ
ウム）中の抗体（表４）を用いて、細胞を４℃で３０分間染色した。細胞内染色では、２
０分間固定／透過化後、適当な抗体を持つＰｅｒｍ／Ｗａｓｈ緩衝液中で、細胞を４℃で
３０分間染色した。ＦＡＣＳＣａｌｉｂｕｒ（ＢＤ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅ）を用いて獲
得を行い、Ｃｅｌｌ　Ｑｕｅｓｔ（ＢＤ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅ）またはＦＣＳ　Ｅｘｐ
ｒｅｓｓ　３．００．０６１２（Ｄｅ　Ｎｏｖｏ　Ｓｏｆｔｗａｒｅ、Ｔｈｏｒｎｈｉｌ
ｌ、Ｏｎｔａｒｉｏ、Ｃａｎａｄａ）を用いて分析した。
表４：フローサイトメトリーに用いた抗体。
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【表４】

【０１５９】
　ウエスタンブロット法。ＣＤ１９ＲＣＤ２８由来のキメラＣＤ３－ζ（７３ｋＤａ）の
タンパク質発現を前述のように評価した（Ｓｉｎｇｈら、２００８）。簡単に言えば、ｉ
Ｂｌｏｔ　Ｄｒｙブロッティングシステム（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）を用いて、タンパク
質溶解物をニトロセルロース膜の上に移し、マウス抗ヒトＣＤ３－ζモノクローナル抗体
（ｃａｔ＃５５１０３３、０．５μｇ／ｍＬ、ＢＤ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ、ＣＡ）、
続いて、西洋ワサビペルオキシダーゼ（ＨＲＰ）共役ヤギ抗マウスＩｇＧ（ｃａｔ＃１８
５８４１３、１：１０，０００；Ｐｉｅｒｃｅ、ＩＬ）でインキュベートし、Ｓｕｐｅｒ
Ｓｉｇｎａｌ　Ｗｅｓｔ　Ｆｅｍｔｏ　Ｍａｘｉｍｕｍ　Ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ　Ｓｕ
ｂｓｔｒａｔｅ（Ｐｉｅｒｃｅ、ＩＬ）を用いて成長させ、ＶｅｒｓａＤｏｃＴＭ４００
０ゲルドキュメンテーションシステム（ＢｉｏＲａｄ、ＣＡ）を用いて、化学発光を捕捉
した。
【０１６０】
　ｉｎ　ｓｉｔｕハイブリダイゼーション及びフローサイトメトリー（Ｆｌｏｗ－ＦＩＳ
Ｈ）での蛍光によるテロメア長分析。製造者の指示に従って、フローサイトメトリー（Ｄ
ＡＫＯ）用のテロメアＰＮＡキット／ＦＩＴＣを用いて、Ｔ細胞のテロメア長を測定した
。簡単に言えば、単離細胞（ＣＤ４またはＣＤ８）及び対照細胞（ｃａｔ＃８５１１２１
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０５、ＣＥＭ－１３０１細胞株；ＥＣＡＣＣ）を、ＦＩＴＣ標識テロメアＰＮＡプローブ
の有無に関わらないハイブリダイゼーション溶液で８２℃にて１０分間同等に混合し；室
温にて遮光下で一晩ハイブリダイズし；４０℃にて洗浄液で２回洗浄し；２％ＦＣＳ及び
ヨウ化プロピジウム（１μｇ／ｍＬ）を含有するＰＢＳ中で再懸濁させ；ＦＡＣＳＣａｌ
ｉｂｕｒ（ＢＤ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ）で分析した。ＦＩＴＣ標識蛍光較正ビーズ（
ｃａｔ＃８２４Ａ、Ｑｕａｎｔｕｍ（商標）　ＦＩＴＣ　ＭＥＳＦ、Ｂａｎｇｓ　Ｌａｂ
ｏｒａｔｏｒｉｅｓ）を用いて、フローサイトメトリー装置を較正した。Ｔ細胞をＣＥＭ
－１３０１細胞株と比較することで、相対テロメア長（ＲＴＬ）を決定した：
　ＲＴＬ＝（（プローブ有りの平均ＦＬ１試料細胞－プローブ無しの平均ＦＬ１試料細胞
）×２×１００）／（プローブ有りの平均ＦＬ１参照細胞－プローブ無しの平均ＦＬ１参
照細胞）
【０１６１】
　クロム遊離アッセイ。５１Ｃｒ標識標的細胞を用いた標準４時間クロム遊離アッセイで
Ｔ細胞の細胞毒性について評価した。９６ウエルＶ底プレート（Ｃｏｓｔａｒ）中に５×
１０３個の標的細胞を持つ１×１０５個、０．５×１０５個、０．２５×１０５個、０．
１２５×１０５個及び０．０６２５×１０５個の細胞／ウエルで、Ｔ細胞を３通りで被覆
した。インキュベーション後、５０μＬの上清をＬｕｍａＰｌａｔｅ（Ｐｅｒｋｉｎ　Ｅ
ｌｍｅｒ）の上に採取し、ＴｏｐＣｏｕｎｔ　ＮＸＴ（Ｐｅｒｋｉｎ　Ｅｌｍｅｒ）で読
み、及び特異的溶解率を算出した：
　（実験的５１Ｃｒ放出－自発的５１Ｃｒ放出）／（最大５１Ｃｒ放出－自発的５１Ｃｒ
放出）×１００
　自発的放出及び最大放出は、ＣＭまたは０．１％トリトンＸ－１００（Ｓｉｇｍａ）で
それぞれインキュベートされた標的細胞からの馴化上清中のクロムを測定することにより
判断した。
【０１６２】
　内毒素試験。最終生成物の内毒素レベルは、製造者のガイドライン通り、Ｅｎｄｏｓａ
ｆｅ（登録商標）－ＰＴＳポータブル・テスト・システム（Ｃｈａｒｌｅｓ　Ｒｉｖｅｒ
　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ）を用いて判断した。試験は、０．０１～１０ＥＵ／ｍＬの
検出限界を有し、これは、ＥＵ／患者の体重に変換することができる。
【０１６３】
　マイコプラズマ試験。製造者の指示に従って、ＴａＫａＲａマイコプラズマ検出キット
（Ｃｌｏｎｔｅｃｈ）を用いてＰＣＲによるマイコプラズマ検出を行った。
【０１６４】
　Ｔ細胞受容体Ｖβレパートリー。ＣＤ３特異的ｍＡｂ（ｃａｔ＃３４０９４９、ＢＤ　
Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ、１０μＬ）及びアイソタイプ適合対照ｍＡｂ（ｃａｔ＃５５２
８３４、ＢＤ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ）と関連して用いた２４個のＴＣＲ　Ｖβ特異的
ｍＡｂ（ｃａｔ＃ＩＭ３４９７、ＩＯ　ＴＥＳＴ　Ｂｅｔａ　Ｍａｒｋ　ＴＣＲ－Ｖβレ
パートリーキット、Ｂｅｃｋｍａｎ　Ｃｏｕｌｔｅｒ）のパネルを用いて、培養２８日目
及び３５日目のＣＡＲ＋Ｔ細胞のＴ細胞受容体（ＴＣＲ）－Ｖβ使用について判断した。
【０１６５】
　組み込みＣＡＲのコピー数を判断するためのリアルタイムＰＣＲ。遺伝子改変Ｔ細胞中
の組み込みＣＤ１９ＲＣＤ２８ＣＡＲのコピー数を判断するため、以下のプライマー：フ
ォワード（５’－ＣＡＧＣＧＡＣＧＧＣＡＧＣＴＴＣＴＴ－３’；配列番号８）、リバー
ス（５’－ＴＧＣＡＴＣＡＣＧＧＡＧＣＴＡＡＡ－３’；配列番号９）、及びプローブ（
５’－ＡＧＡＧＣＣＧＧＴＧＧＣＡＧＧ－３’；配列番号１０）を用いて、Ｓｔｅｐｏｎ
ｅｐｌｕｓリアルタイムＰＣＲシステム（Ａｐｐｌｉｅｄ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ）を用
いたＰＣＲ反応（５０℃で２分間、９５℃で１０分間、続いて、９５℃で１５秒、及び６
０℃で１分を４０サイクル）で、５０～１００ｎｇのゲノムＤＮＡ（ｃａｔ＃８０２０４
、ＡｌｌＰｒｅｐ　ＤＮＡ／ＲＮＡミニキット、Ｑｉａｇｅｎ）を増殖させた。ＲＮＡｓ
ｅ　Ｐ遺伝子のプライマー（Ｃａｔ＃４３１６８４４、Ａｐｐｌｉｅｄ　Ｂｉｏｓｙｓｔ
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ｅｍｓ）を内部対照として用いた。ＣＤ１９ＲＣＤ２８ｍｚ（ＣｏＯｐ）／ｐＳＢＳＯ　
ＤＮＡプラスミドからのＣＡＲを１コピー含有する遺伝子改変Ｊｕｒｋａｔ細胞（クロー
ン＃１２）からの段階希釈ゲノムＤＮＡを用いて、標準曲線を生成した（Ｍａｉｔｉら、
２０１３）。全てのプライマー、プローブ、及びＴａｑＭａｎ遺伝子発現マスターミック
スは、Ａｐｐｌｉｅｄ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓから購入した。
【０１６６】
　ＳＢ１１トランスポゼースのＰＣＲ。フォワード（５’－ＡＴＧＧＧＡＡＡＡＴＣＡＡ
ＡＡＧＡＡＡＴＣ－３’；配列番号１１）及びリバース（５’－ＣＴＡＧＴＡＴＴＴＧＧ
ＴＡＧＣＡＴＴＧＣ－３’；配列番号１２）プライマーを用いて、サーマルサイクラー（
ＰＴＣ－２００、ＤＮＡ　Ｅｎｇｉｎｅ、ＢｉｏＲａｄ）を用いたＰＣＲ反応（９５℃で
５分間；９５℃で１５秒、５８℃で４０秒、７２℃で６０秒を２５サイクル；続いて、７
２℃で７分間最終伸張）で、ＣＡＲ＋Ｔ細胞から単離したＤＮＡ（２０ｎｇ）（ＡｌｌＰ
ｒｅｐ　ＤＮＡ／ＲＮＡミニキット、Ｑｉａｇｅｎ）を増殖させた。ＧＡＰＤＨは、ハウ
スキーピング遺伝子として使用し、プライマー：フォワード（５’－ＴＣＴＣＣＡＧＡＡ
ＣＡＴＣＡＴＣＣＣＴＧＣＣＡＣ－３’；配列番号１３）及びリバース（５’－ＴＧＧＧ
ＣＣＡＴＧＡＧＧＴＣＣＡＣＣＡＣＣＣＴＧ－３’；配列番号１４）を用いた同じＰＣＲ
反応で増殖させた。ＳＢ１１及びＥＧＦＰ（ＤＮＡプラスミドＳＢ１１－ＩＲＥＳ２－Ｅ
ＧＦＰから発現）を安定的に発現する遺伝子改変Ｊｕｒｋａｔ細胞からの線状化ｐＣＭＶ
－ＳＢ１１プラスミドＤＮＡ（１ｎｇ）及びゲノムＤＮＡ（２０ｎｇ）（Ｍａｉｔｉら、
２０１３）は、陽性対照として用いた。模擬電気穿孔（無ＤＮＡ）Ｔ細胞及びＯＫＴ３－
ａＡＰＣ増殖Ｔ細胞は、陰性対照として用いた。
【０１６７】
　望ましくない自律的Ｔ細胞増殖を評価するためのアッセイ。異常なＴ細胞増殖を監視す
るため、４回のａＡＰＣ媒介刺激サイクル（エレクトロポレーションしてから２８日後）
後に採取した２×１０５個のＣＡＲ＋Ｔ細胞を、２４ウエル組織培養プレートでさらに１
８日間３通りで培養した。（ｉ）陽性対照：ａＡＰＣ及びサイトカイン（５０Ｕ／ｍＬ　
ＩＬ－２及び３０ｎｇ／ｍＬ　ＩＬ－２１）の存在。（ｉｉ）試験：ａＡＰＣ及びサイト
カインの不在。１８日目の全生存細胞が、（ｉ）ａＡＰＣ及びサイトカインと共に培養し
たＣＡＲ＋Ｔ細胞の２×１０５個の細胞よりも多く、かつ、（ｉｉ）ａＡＰＣ及びサイト
カイン無しで培養したＣＡＲ＋Ｔ細胞の２×１０４個の細胞よりも少ない場合、遺伝子改
変Ｔ細胞は、アッセイをパスした。
【０１６８】
　Ｇバンド染色体分析。共培養の最後でＣＡＲ＋Ｔ細胞を採取し、標準手順を用いてギム
ザ染色によりスライドを染色した。全部で２０個のＧバンド中期を分析した。
　実施例４－スリーピングビューティ及び人工抗原提示細胞を用いて、キメラ抗原受容体
を安定的に発現する臨床等級ＣＤ１９特異的Ｔ細胞の製造－結果
【０１６９】
　ａＡＰＣ（クローン＃４）。ａＡＰＣ（クローン＃４）として機能するＫ５６２を用い
て、ＣＡＲ＋Ｔ細胞を選択的に増殖させた。減容手順を用いて、ＳｅｐａｘＩＩ装置によ
り培養ａＡＰＣをＶｕｅＬｉｆｅバッグから採取した。これは、約４０分かかった。平均
の処理前容量及びａＡＰＣ計数は、ぞれぞれ、５７５ｍＬ（５００～７００ｍＬの範囲）
及び４．９×１０８（３．２×１０８～７．７×１０８の範囲）であった。Ｓｅｐａｘ　
ＩＩで処理後、細胞の平均回収は、１０８％（７５％～１３６％の範囲）であり、出力容
量は、１２５ｍＬ（５０～２００ｍＬの範囲）であり、平均減容は、７８．３％（６０％
～９１．６％の範囲、図５Ａ及び５Ｂ）であった。自動細胞回収は、マニュアルの減容手
順（８２％）と同様であり、持続オペレータ時間で４５分かかり、９１％の減容をもたら
した。ＣＤ１９、ＣＤ６４、ＣＤ８６、ＣＤ１３７Ｌ、及びＥＧＦＰ（ｍＩＬ１５を発現
するためのマーカーとして）をコードする導入されたトランス遺伝子の発現が＞８０％の
ものについて、フローサイトメトリーによりａＡＰＣを定期的に監視した。ＭＣＢ及びＷ
ＣＢの生成時、及びγ照射ａＡＰＣをＴ細胞培養（各刺激サイクルの開始と印を付けた、
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図５Ｃ）に加えるごとに、免疫表現型検査を実施した。試験したａＡＰＣ（クローン４）
のＭＣＢ及びＷＣＢは、無菌状態、及び、細胞及び細胞上清上のマイコプラズマに対して
陰性であった。バイオセーフティ試験では、外来性ウイルス試験、複製可能レトロウイル
ス試験、及び様々なヒト病原性ウイルスのスクリーニングによるウイルスは検出されなか
った。フィンガープリンティングに基づいてａＡＰＣ（クローン＃４）がＫ５６２由来で
あることが試験により確認された（表５）。
表５：Ｋ５６２　ａＡＰＣ（クローン＃４）のＳＴＲフィンガープリンティング
【表５】

【０１７０】
　ＣＡＲ＋Ｔ細胞の製造。ＰＢＭＣを電気穿孔し、臨床的に意味のある数（Ｈｕｌｓら、
２０１３）（図６）に増殖させ、かつ、予め決められた放出基準（表６）を満たすことが
できることを確立するために、ＣＤ１９特異的ＣＡＲ＋Ｔ細胞の大規模な産生について検
証研究を実施した。２名の健常ドナーのアフェレーシス生成物を処理して、Ｓｅｐａｘ細
胞処理システムを用いて単核球（ＭＮＣ）を単離した。アフェレーシス生成物２０１ｍＬ
（ドナー１）及び２０２ｍＬ（ドナー２）を２つのバッチ（約１００ｍＬ／バッチ）で処
理し、５０ｍＬの出力生成物を生成した。処理前計数は、アフェレーシス生成物の処理後
計数と同様であった。ドナー１及びドナー２からそれぞれ４０．５％及び５１％のＣＤ３
＋Ｔ細胞を含有する、全部で５．３×１０９個及び７．１×１０９個の細胞を単離した。
その後、細胞を、後々の使用のためにＣｒｙｏＭＡＣＳ凍結バッグ（１０ｍＬ）及び参照
凍結バイアル（１ｍＬ）中に等分（４×１０７個の細胞／ｍＬ）で凍結保存した。３つの
別々の検証実験を行い、表６にまとめた。検証ラン１及び２（Ｖ１、Ｖ２）では、ドナー
１からの細胞を、検証３（Ｖ３）では、ドナー２からの細胞を用いた。各ランでは、新た
に解凍したＰＢＭＣを電気穿孔し、別々の培養手順でｅｘ　ｖｉｖｏにて数値的に増殖さ
せた（表７）。培養０日目に、３×１０８（Ｖ１）及び８×１０８（Ｖ２、Ｖ３）個の細
胞を解凍し（生存率、８８．９％～９７．６％）、エレクトロポレーション前に２時間放
置した。２～３×１０８個の細胞（Ｖ１＝２×１０８；Ｖ２及びＶ３＝３×１０８）を、
キュベット当たり２×１０７個の細胞で、ＣＤ１９ＲＣＤ２８ｍｚ（ＣｏＯｐ）／ｐＳＢ
ＳＯトランスポゾン及びｐＣＭＶ－ＳＢ１１トランスポゼースＤＮＡプラスミドを電気穿
孔し、翌日（培養１日目）に、ＣＡＲ発現に基づいてａＡＰＣクローン＃４と共培養した
。３つの検証ランのエレクトロポレーション効率は、ＣＡＲの発現（３３．７％、２５．
５％及び４７．１％）により計測された培養１日目に評価した。共培養の最後（培養２８
日目）のＣＡＲ発現は、９２％、９９．２％、及び９６．７％であり、培養には、平均９
５％±５．３％のＣＤ３＋Ｔ細胞とごく少量の汚染ＣＤ１９＋細胞（平均＝０．７％±０



(76) JP 6463577 B2 2019.2.6

10

20

30

40

．１５％）及びＣＤ３２＋ａＡＰＣ（平均＝０．６％±０．６％、図７Ａ、表６）とが含
まれていた。発明者らは、期待した７３ｋＤａキメラζ鎖を表すＣＤ３－ζ鎖特異的ｍＡ
ｂを用いて、電気穿孔し／増殖させたＴ細胞の全細胞溶解物をウエスタンブロット法によ
りＣＡＲ発現をさらに確認した（Ｓｉｎｇｈら、２００８）（図７Ｂ）。ａＡＰＣ上のＴ
細胞増殖の動態を検査時、発明者らは、培養の第２週目の最後（刺激サイクル２の終わり
）に、Ｔ細胞増殖が加速度的に上昇したことが観察され、これは、刺激の第１週目におけ
る倍数増殖と比較して、全（ｐ＝０．０１）Ｔ細胞及びＣＤ３＋（ｐ＝０．０１）Ｔ細胞
の倍数増殖が増したことと一致する。全（ｐ＝０．０１、ｐ＜０．００１）Ｔ細胞、ＣＤ
３＋（ｐ＝０．０３、ｐ＜０．００１）Ｔ細胞、ＣＡＲ＋（ｐ＝０．０２、ｐ＜０．００
１）Ｔ細胞の第３週目及び第４週目の最後の週間倍数増殖は、１週目のものよりもそれぞ
れ一貫して高かった（図１３）。
　表６：電気穿孔し増殖させたＴ細胞を放出するための合否判定基準
【表６－１】

【表６－２】
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【表７】

【０１７１】
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　刺激してから１週間後のＣＤ３＋及びＣＡＲ＋Ｔ細胞については同様の週間倍数増殖し
たことを発明者らは観察した。γ照射ａＡＰＣ上の共培養の４週間後に、平均で、ＣＤ３
＋Ｔ細胞は５４５倍に数的増殖し、ＣＡＲ＋Ｔ細胞は１，１１１倍に数的増殖した。ｅｘ
　ｖｉｖｏ増殖（培養２８日目）により、平均で２．８６×１０１０個のＣＤ３＋Ｔ細胞
が得られ、そのほとんどは、ＣＡＲ＋（２．６５×１０１０個）であった。３つの検証ラ
ンの全（ｐ＝０．１８）Ｔ細胞、ＣＤ３＋（ｐ＝０．１７）Ｔ細胞、及びＣＡＲ＋（ｐ＝
０．２）Ｔ細胞の増殖動態は同様であった（図８Ａ、８Ｂ、８Ｃ）。ａＡＰＣの反復追加
により、ＣＤ１９特異的Ｔ細胞が選択的に増殖されたことをこれらのデータは支持してい
る。
【０１７２】
　電気穿孔し増殖させたＣＡＲ＋Ｔ細胞の免疫表現型。３つの検証ランの２つにより、Ｃ
Ｄ４＋ＣＡＲ＋Ｔ細胞（平均１６％±２４％）（図７Ｃ）と比較してＣＤ８＋ＣＡＲ＋Ｔ
細胞（平均７６％±２２％）が優先的に増殖され、これは、ＩＬ－２１の含有により予測
された（Ｓｉｎｇｈら、２０１１）。共培養の経過中に改変されたＣＡＲ＋Ｔ細胞の平均
ＣＤ４／ＣＤ８比率は、ａＡＰＣ（培養１日目、比率＝３．３）上の共培養の開始時には
ＣＤ４＋ＣＡＲ＋Ｔ細胞が優勢であり、培養１４日目（比率＝０．９）にＣＤ４＋ＣＡＲ
＋Ｔ細胞及びＣＤ８＋ＣＡＲ＋Ｔ細胞の量は等しくなり、その後、比率は減少した（培養
２１日目、比率＝０．４；培養２８日目、比率＝０．３）。全てのＣＤ４／ＣＤ８比率は
、同様のトレンドに沿い、経時的に減少した（表７）。増殖期間の最後（培養２８日目）
のＣＡＲ＋Ｔ細胞は、活性化され（ＣＤ６９発現、平均４３．６％；ＨＬＡ－ＤＲ発現、
平均６１．２％）、細胞溶解することができ（グランザイムＢ発現、平均９２．３％）、
メモリー／ナイーブＴ細胞のマーカーを発現した（ＣＤ６２Ｌ発現、平均４５．６％；Ｃ
Ｄ２８発現、平均６６．４％；ＣＤ２７発現、平均７７．５％、ＣＤ４５ＲＡ発現、平均
９９．７％）。発明者らは、枯渇／老化の細胞表面マーカーを検出することができなかっ
た（ＰＤ－１発現、平均２．７％；ＣＤ５７発現、平均３．３％）（図７Ｄ）。これらの
データは、ａＡＰＣがＣＡＲ＋Ｔ細胞の不均一集団の増殖を支持していることと一致する
。
【０１７３】
　ＣＡＲ＋Ｔ細胞の再指向特異性。３つ全ての検証ランから生成したＴ細胞は、ＣＤ１９
＋腫瘍標的を特異的に溶解することができた。平均で、５７％±４％（平均±標準偏差、
６１．２％～５３．８％の範囲）のＤａｕｄｉβ２ｍ、及び４９％±７％（平均±標準偏
差、４１％～５４％の範囲）のＮＡＬＭ－６が、エフェクター対標的の比率２０：１で溶
解した。ＣＤ１９特異的殺傷は、ＣＡＲｎｅｇ（模擬電気穿孔）対照による１．４±１（
平均±標準偏差）倍のバックグラウンドＣＤ１９特異的溶解において、エフェクター／標
的比率が２０：１のＣＤ１９ｎｅｇ親ＥＬ－４細胞と比較して、ＣＤ１９＋ＥＬ－４の殺
傷は平均して６．２±２．６（平均±標準偏差）倍（４．２～９．２倍の範囲）高いこと
が実証された（図８Ｄ、図１４）。これは、電気穿孔し増殖させたＴ細胞中のＣＡＲがＣ
Ｄ１９に殺傷を再指向したことを意味する。
【０１７４】
　遺伝子改変され増殖させたＴ細胞による望ましくない自律的な増殖の欠如。発明者らは
、Ｋ５６２　ａＡＰＣ及びサイトカイン（ＩＬ－２及びＩＬ－２１）の存在下／不在下で
のＣＡＲ＋Ｔ細胞の増殖を評価し、ＳＢ転位に起因する強力な遺伝毒性による異常なＴ細
胞増殖を除外した。培養１８日目の最後に、サイトカイン及びａＡＰＣを受けていない遺
伝子改変Ｔ細胞では、＜２×１０４個の細胞（平均２，８００、０．０～５．６×１０３

の範囲）、サイトカイン及びａＡＰＣを受けた対照群では、平均７．６×１０７個の細胞
（４．１２×１０７～１２．８×１０７の範囲）に数値的に増殖したことを発明者らは観
察した（表８）。ＣＡＲ＋Ｔ細胞が、増殖因子及び抗原刺激の離脱時に増殖を維持できな
いことが、これらのデータにより示される。
　表８：遺伝子改変Ｔ細胞による自律的な細胞増殖の欠如。
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【表８】

　ａＴ細胞を播種した場合の培養日数
　ｂ実験の開始時に培養で播種した全Ｔ細胞数
　ｃサイトカイン及びａＡＰＣ不在下で計数した全Ｔ細胞数
　ｄサイトカイン及びａＡＰＣ（陽性対照）の存在下で計数した全Ｔ細胞（推定）数
　ｅ倍数変化率＝［（ｃ／ｂ）÷（ｄ／ｂ）］＊１００
　表９：電気穿孔し増殖させたＴ細胞の処理中試験
【表９】

【０１７５】
　ＣＡＲ＋Ｔ細胞のテロメア長。テロメア長は、細胞分化及び老化の進行の重要な測度で
ある。従って、テロメア長でのＣＡＲ＋Ｔ細胞のＳＢ転位及びｅｘ　ｖｉｖｏ数的増殖を
評価するため、発明者らは、Ｆｌｏｗ－ＦＩＳＨアッセイを用いて、ＣＡＲ＋Ｔ細胞（培
養２８日目）のテロメア長を、これらの適合非操作対照（エレクトロポレーション前）の
テロメア長と比較した。Ｖ１及びＶ２ではＣＤ８＋ＣＡＲ＋Ｔ細胞、Ｖ３ではＣＤ４＋Ｃ
ＡＲ＋Ｔ細胞を主に生成したため、発明者らは、Ｖ１及びＶ２のＣＤ８＋Ｔ細胞並びにＶ
３のＣＤ４＋Ｔ細胞のテロメア長を、ＣＤ８＋及びＣＤ４＋Ｔ細胞のテロメア長と増殖前
から比較した（図９Ａ）。ｅｘ　ｖｉｖｏ数的増殖（培養２８日目、８．９３％±１．３
３％）後のＴ細胞の平均テロメア長は、非操作対照Ｔ細胞（０日目、７．７７％±１．２
１％）のものと同様であった。これらの結果は、ＣＡＲ＋Ｔ細胞のエレクトロポレーショ
ン及び増殖がテロメア長の浸食をもたらさないことを示すものである。
【０１７６】
　ＣＡＲトランス遺伝子のコピー数。組み込みＣＤ１９ＲＣＤ２８トランス遺伝子のコピ
ー数は、ＣＤ１９ＲＣＤ２８＋Ｊｕｒｋａｔ細胞クローン＃１２を参照として、内因性Ｒ
Ｎａｓｅ　Ｐを正規化群として用いて判断した（Ｍａｉｔｉら、２０１３）。検証ランで
生成したＴ細胞当たりの平均トランス遺伝子コピーは、０．９６±０．０９（０．７５～
１．０７の範囲、図９Ｂ）であった。ＳＢ転位が、Ｔ細胞ゲノム当たりおおよそ１つの組
み込みコピーのＣＡＲがもたらされたことがこれらのデータにより示される。
【０１７７】
　ＴＣＲ　Ｖβ使用。Ｔ細胞のエレクトロポレーション及び増殖は、選択的な増殖を示す
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ことができ、そのため遺伝毒性イベントの指標になり得るＴ細胞のオリゴクローナルまた
はクローナル集団の発生をもたらし得る。従って、発明者らは、レパートリーの多様性を
評価するための手段として、フローサイトメトリーによりＴＣＲ　Ｖβ使用を評価した。
試験した２４個全てのＴＣＲ　Ｖβファミリーは、ａＡＰＣ上で共培養２８日後にＴ細胞
中に保存し、エレクトロポレーション前のレパートリーと同様であった。さらに、ＴＣＲ
　Ｖβファミリーは、長期培養時（培養３５日目、図９Ｃ）に保存した。培養されたＣＡ
Ｒ＋Ｔ細胞のＴＣＲレパートリーの広範な多様性のメンテナンスが、ＴＣＲ配列の使用に
おける不均衡をもたらさないことをこれらのデータは示している。
【０１７８】
　ＣＡＲ＋Ｔ細胞中のＳＢ１１トランスポゼースの欠如。ＳＢ１１トランスポゼースの持
続発現は、組み込みＣＡＲトランス遺伝子の再移動をもたらし得る。従って、発明者らは
、ゲノムＰＣＲを行い、ＣＡＲ＋Ｔ細胞中のＳＢ１１をコードするＤＮＡプラスミドの非
正統的な相同的組み換えを排除した。アッセイの範囲内で、発明者らは、２８日間培養し
、ＳＢ１１特異的プライマーを用いて増殖させたＣＡＲ＋Ｔ細胞からのＤＮＡを含有する
ＰＣＲ反応においてバンド（約１ｋｂ）を検出することができなかった（図９Ｄ）。電気
穿孔し増殖させたＴ細胞中でＳＢ１１トランスポゼースの組み込みが欠如していたことが
、これらのデータにより示される。
【０１７９】
　ＣＡＲ＋Ｔ細胞の核型。染色体構造の完全性を評価して、ＳＢ転位と関連する包括的な
遺伝毒性を排除した。３つ全ての検証ランからのＣＡＲ＋Ｔ細胞（エレクトロポレーショ
ンしてから２８日後に採取）のＧ－バンディングにより、分析した全ての分裂中期展開に
おいて正常な（雄の）核型が示された（図９Ｅ、図１５）。
　実施例５－キメラ抗原受容体を発現するように遺伝子操作された養子Ｔ細胞を用いた、
がん及び感染に発現した古代レトロウイルスの標的化－方法
【０１８０】
　免疫組織化学。Ｕ．Ｓ．Ｂｉｏｍａｘ（Ｒｏｃｋｖｉｌｌｅ、ＭＤ）から得た組織マイ
クロアレイ（＃ＭＥ１００４ａ、ＭＥ２０８２ｂ、ＦＤＡ９９８ｔ）をＤｉＨ２Ｏで水和
させた。ＥＤＴＡを含まないｐＨ６のクエン酸緩衝液を用いて抗原回復を行った。スライ
ドを、３％過酸化水素（Ｂｉｏｃａｒｅ　Ｍｅｄｉｃａｌ、Ｃｏｎｃｏｒｄ、ＣＡ）、ア
ビジン（Ｂｉｏｃａｒｅ　Ｍｅｄｉｃａｌ）、ビオチン（Ｂｉｏｃａｒｅ　Ｍｅｄｉｃａ
ｌ）、及び多価全血清（Ｂｉｏｃａｒｅ　Ｍｅｄｉｃａｌ）でブロックした。各々のスラ
イドを、ＨＥＲＶ－Ｋ　ｍＡｂ（０．６ｍｇ／ｍｌ）で１：２０希釈にして３０分間イン
キュベートした後、抗マウスＩｇＧ（Ｂｉｏｃａｒｅ　Ｍｅｄｉｃａｌ）及びストレプト
アビジンＨＲＰ（Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ、Ｓｔ　Ｌｏｕｉｓ、ＭＯ）でビオチン化
し、Ｍａｙｅｒのヘマトキシリン対比染色（Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ）で視覚化した
。アイソタイプ対照マウスＩｇＧ２ａ（０．２５ｍｇ／ｍｌ）抗体（ＢＤ　Ｐｈａｒｍｉ
ｎｇｅｎ、Ｆｒａｎｋｌｉｎ　Ｌａｋｅｓ、ＮＪ）を持つスライド上でも同様の染色手順
を行った。
【０１８１】
　プラスミド。ＨＥＲＶ－Ｋエンベロープタンパク質に対するｓｃＦｖ配列（ｍＡｂクロ
ーン６Ｈ５由来）をコドン最適化（ＣｏＯｐ）し（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ、Ｃａｒｌｓｂ
ａｄ、ＣＡ）、ヒト伸長因子－１α（ｈＥＦ－１α）プロモーターの制御下でＳＢトラン
スポゾンにクローニングし、ＣｏＯｐ６Ｈ５ＣＤ２８／ｐＳＢＳＯを形成するＳＢ逆方向
反復によりフランクした。
【０１８２】
　ＨＥＲＶ－Ｋ抗原は、両方向性プロモーターｈＥＦ－１α及びサイトメガロウイルス（
ＣＭＶ）を含有するＳＢプラスミドから発現した。ウイルス膜貫通領域を含むコドン最適
化全長抗原配列を、ｈＥＦ－１αプロモーターの制御下でクローニングし、ネオマイシン
遺伝子を、両方向性ベクターのＣＭＶプロモーターの制御下で転写した。トランスポゼー
ス（ＳＢ１１）は、プラスミドｐＣＭＶ－ＳＢ１１からｃｉｓで発現した（Ｄａｖｉｅｓ
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ら、２０１０）。
【０１８３】
　Ｔ細胞のＳＢプラスミドのｉｎ　ｖｉｖｏイメージングを生成するため、コドン最適化
蛍ルシフェラーゼをｍｙｃ　ｔａｇに融合し、ＣＭＶプロモーターの制御下で発現した。
ｅＥＦ１αプロモーターの制御下でｍＫａｔｅウミシイタケルシフェラーゼをコードする
レンチウイルスベクターを、ｉｎ　ｖｉｖｏでの黒色腫瘍細胞のイメージングベクターと
して用いた。
【０１８４】
　細胞株及びこれらの増殖。Ａ３７５－ｍｅｌ及びＡ８８８－ｍｅｌは、テキサス州立大
学ＭＤアンダーソンがんセンター（Ｈｏｕｓｔｏｎ、ＴＸ）のＬａｚｌｏ　Ｒａｄｖａｎ
ｙｉ博士からの親切な贈り物だった。Ａ６２４－ｍｅｌ及びＥＬ４親は、米国菌培養収集
所（Ｒｏｃｋｖｉｌｌｅ、ＭＤ）から得た。Ａ３７５－ＳＭ（高転移性黒色腫細胞株）は
、テキサス州立大学ＭＤアンダーソンがんセンター（Ｈｏｕｓｔｏｎ、ＴＸ）のＣＣＧＳ
コア施設から受け取った。全ての細胞株は、１０％ＦＢＳ（Ｔｈｅｒｍｏ　Ｓｃｉｅｎｔ
ｉｆｉｃ）及び５％グルタマックス（Ｇｉｂｃｏ　Ｌｉｆｅ　ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ
、Ｇｒａｎｄ　Ｉｓｌａｎｄ、ＮＹ）を含むＲＰＭＩ（Ｔｈｅｒｍｏ　Ｓｃｉｅｎｔｉｆ
ｉｃ、Ｒｏｃｋｆｏｒｄ、ＩＬ）中で培養した。全ての細胞株は、形態学、細胞フィンガ
ープリンティング、及び／またはフローサイトメトリーにより検証した。全ての細胞株は
、マイコプラズマに対して試験し、研究用細胞バンクに保存した。
【０１８５】
　Ｔ細胞を発現するＨＥＲＶ－Ｋ特異的ＣＡＲの生成及び増殖。健康なドナーからのＰＢ
ＭＣを、フィコール・パック密度勾配遠心分離（ＧＥ　Ｈｅａｌｔｈｃａｒｅ　Ｂｉｏ－
Ｓｃｉｅｎｃｅｓ、Ｐｉｓｃａｔａｗａｙ、ＮＪ）により単離し、Ａｍａｘａエレクトロ
ポレーションシステムを用いてＨＥＲＶ－Ｋ　ＳＢトランスポゾン及びＳＢ１１トランス
ポゼースを電気穿孔した。簡単に言えば、２×１０７個のＰＢＭＣ細胞を洗浄し、１０％
ウシ胎仔血清血清（Ｔｈｅｒｍｏ　Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ）及び１％グルタマックス（Ｇ
ｉｂｃｏ　Ｌｉｆｅ　ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ）を補充した完全ＲＰＭＩ中で２時間イ
ンキュベートした。その後、これらの細胞をＨＥＲＶ－Ｋ　ＣＡＲトランスポゾン（６Ｈ
５ＣＤ２８／ｐＳＢＳＯ、１５μｇ）及びＳＢトランスポゼース（ｐＣＭＶ－ＳＢ１１、
５μｇ）と共に、１００μｌのＡｍａｘａヌクレオフェクター溶液（ヒトＴ細胞キット）
中で再懸濁させ、単一のキュベットに移し、Ａｍａｘａエレクトロポレーター（Ｌｏｎｚ
ａ、ＵＳＡ）のＵ－１４プログラムを用いて電気穿孔した。電気穿孔したＴ細胞を、完全
無フェノールＲＰＭＩ（Ｔｈｅｒｍｏ　Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ）中で４時間３７℃でイン
キュベートし、その後、半培地交換を行った。
【０１８６】
　Ｋ５６２は、内因性ＨＥＲＶ－Ｋ抗原を発現するため、ＨＥＲＶ－Ｋ特異的ＣＡＲ＋Ｔ
細胞を増殖させるａＡＰＣとして機能する。１０％ＦＢＳを含有するＲＰＭＩで培養され
た電気穿孔したＴ細胞に、γ照射（１００Ｇｙ）Ｋ５６２－ａＡＰＣをＴ細胞：ａＡＰＣ
が１：２の比率で補充した。Ｔ細胞刺激の毎週最後に、照射ａＡＰＣを同じ比率で追加し
た。可溶性ＩＬ－２１（ｅＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅ）及びＩＬ－２（Ｃｈｉｒｏｎ）サイト
カインを、それぞれ３０ｎｇ／ｍｌ及び５０Ｕ／ｍｌの濃度で補充し、エレクトロポレー
ション後の培養で１日おきにＲＰＭＩ培地を完成させた。ＯＫＴ３をロードしたＫ５６２
細胞の存在下で増殖させた模擬トランスフェクトした無ＤＮＡ対照Ｔ細胞は、陰性対照と
して機能した。ＣｏＯｐＣＤ１９ＣＡＲＣＤ２８／ｐＳＢＳＯ及びＳＢ１１トランスポゼ
ースを電気穿孔したＣＤ１９ＣＡＲ＋Ｔ細胞を、ＣＡＲ＋Ｔ細胞と同様に同じ培養条件下
で増殖させ、非特異的ＣＡＲ＋Ｔ細胞対照として機能した。
【０１８７】
　毎週、Ｔ細胞培養をＣＤ３ｎｅｇＣＤ５６＋細胞の存在について監視し、集団が全集団
の１０％を超えると枯渇した。この枯渇は、通常、ａＡＰＣとの初期共培養の１０～１４
日目に起こった。枯渇は、製造者の指示に従って陽性選択「ｐｏｓｓｅｌ」を用いて、Ａ
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ｕｔｏｍａｘ（Ｍｉｌｔｅｎｙｉ　Ｂｉｏｔｅｃｈ）上のＣＤ５６ビーズ（Ｍｉｌｔｅｎ
ｙｉ　Ｂｉｏｔｅｃｈ　Ｉｎｃ、Ａｕｂｕｒｎ、ＣＡ）を用いて行った。
【０１８８】
　セロメーター自動細胞計数器（Ａｕｔｏ　Ｔ４　Ｃｅｌｌ　Ｃｏｕｎｔｅｒ、Ｎｅｘｃ
ｅｌｏｍ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅ、Ｌａｗｒｅｎｃｅ、ＭＡ）を用いて、トリパンブルー
色素排除に基づいてＴ細胞生存率を評価した。エレクトロポレーション及び共培養期間中
に、プログラム「ＰＢＭＣ＿ｈｕｍａｎ＿ｆｒｏｚｅｎ」及び「活性化Ｔ細胞」を用いて
生存率を分析した。個々のドナーに対して共培養７日目、１４日目、２８日目、３２日目
の最後に、ＣＤ３＋、ＣＤ４＋、ＣＤ８＋及びＣＡＲ＋細胞の全ての倍数増殖（１日目と
比較）を算出し、３人のドナーの平均を、スチューデントｔ検定を用いてＣＤ１９ＣＡＲ
＋Ｔ細胞と無ＤＮＡ対照細胞との間で比較した。
【０１８９】
　フローサイトメトリー。全ての試薬は、他に記載がない限り、ＢＤ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎ
ｃｅｓ（Ｆｒａｎｋｌｉｎ　Ｌａｋｅｓ、ＮＪ）から得た。１００万個の細胞を、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）、シアニン染料（
ＰｅｒＣＰＣｙ５．５）に共役したペリジニンクロロフィルタンパク質、またはアロフィ
コシアニン（ＡＰＣ）と共役した抗体で染色した。使用した抗体には、抗ＣＤ３ＦＩＴＣ
（５μｌ）、抗ＣＤ３　ＰｅｒＣＰＣｙ５．５（２．５μｌ）、抗ＣＤ３　ＰＥ（２μｌ
）、抗ＣＤ４　ＡＰＣ（２．５μｌ）、抗ＣＤ８　ＰｅｒＣＰＣｙ５．５（４μｌ）、抗
ＣＤ５６　ＡＰＣ（２．５μｌ）、アネキシンＶ（５μｌ）、抗ＣＤ３２　ＦＩＴＣ（５
μｌ）、抗ＣＤ４５ＲＡ　ＦＩＴＣ（５μｌ）、抗ＣＤ４５ＲＯ　ＡＰＣ（２．５μｌ）
、抗グランザイムＢ　ＦＩＴＣ（５μｌ）、抗ＣＤ６２Ｌ　ＡＰＣ（２．５μｌ）、抗Ｉ
ＦＮ－γＡＰＣ（２μｌ）、抗ＣＤ２７ＰＥ（２μｌ）、抗αβＴＣＲ　ＦＩＴＣ（５μ
ｌ）、抗γδＴＣＲ　ＰＥ（２μｌ）、及び抗ＣＣＲ７　ＰｅｒＣＰＣｙ５．５（２．５
μｌ、Ｂｉｏｌｅｇｅｎｄ）が含まれる。ヤギ抗ヒトＦｃγのＦＩＴＣ共役（３μｌ、Ｉ
ｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）及びＰＥ共役（２．５μｌ、Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）Ｆ（ａｂ’）

２断片を用いて、ＨＥＲＶ－Ｋ特異的ＣＡＲの細胞表面発現を検出した。非特異的抗体結
合のブロッキングは、ＦＡＣＳ洗浄緩衝液（ＰＢＳ中の２％ＦＢＳ及び０．１％アジ化ナ
トリウム）を用いて達成した。データは、ＣｅｌｌＱｕｅｓｔバージョン３．３（ＢＤ　
Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ）を用いてＦＡＣＳＣａｌｉｂｕｒ（ＢＤ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃ
ｅｓ）上で獲得した。蛍光強度中央値（ＭＦＩ）の分析及び算出は、ＦｌｏｗＪｏバージ
ョン７．５．５を用いて実施した。
【０１９０】
　ｎＣｏｕｎｔｅｒ分析デジタル遺伝子発現システム。ＨＥＲＶ－Ｋ特異的ＣＡＲ＋Ｔ細
胞と無ＤＮＡ対照Ｔ細胞との間の遺伝子発現の差を、ｎＣｏｕｎｔｅｒ分析システム（モ
デル番号：ＮＣＴ－ＳＹＳＴ－１２０、ＮａｎｏＳｔｒｉｎｇ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅ
ｓ；Ｇｅｉｓｓら、２００８）を用いて評価した。簡単に言えば、１０４個のＨＥＲＶ－
Ｋ特異的ＣＡＲ＋Ｔ細胞または無ＤＮＡ　Ｔ細胞をＲＮｅａｓｙ溶解緩衝液（ＲＬＴ；５
μｌ、Ｑｉａｇｅｎ、Ｇａｉｔｈｅｒｓｂｕｒｇ、ＭＤ）中に溶解し、ｎＣｏｕｎｔｅｒ
遺伝子発現アッセイキットを用いて設計させたレポーターコードセット及びキャプチャコ
ードセットカスタムでｍＲＮＡを１２時間６５℃でハイブリダイズした。ｎＣｏｕｎｔｅ
ｒ　ｐｒｅｐ　ｓｔａｔｉｏｎをポストハイブリダイゼーションプロセスに用いた。Ｎａ
ｎｏｍｉｒソフトウェアを用いて、ｍＲＮＡレベルを内部対照で正規化した。Ｒプログラ
ム、ツリービュー、及びクラスタービューを用いて、統計分析でデータを出力した。正規
化した結果は、相対ｍＲＮＡレベルとして表した。Ｉｎｇｅｎｕｉｔｙ　Ｐａｔｈｗａｙ
解析（ＩＰＡ）（Ｉｎｇｅｎｕｉｔｙ　Ｓｙｓｔｅｍｓ、ｗｗｗ．ｉｎｇｅｎｕｉｔｙ．
ｃｏｍ）を統計的に有意な遺伝子に行い、文献ソース由来のデータベースに基づいてこれ
らの生物相互作用を理解した。
【０１９１】
　組み込み分析。ＨＥＲＶ－Ｋ特異的ＣＡＲ＋Ｔ細胞からのゲノムＤＮＡをＱＩＡａｍｐ
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　ＤＮＡミニキット（Ｑｉａｇｅｎ）を用いて単離し、リアルタイムＰＣＲを前述したよ
うに行った（Ｍａｉｔｉら、２０１３）。前述したＣＡＲコピーの単一組み込みを持つＪ
ｕｒｋａｔ細胞（クローン＃１４）からのゲノムＤＮＡを陽性対照として用いた（Ｍａｉ
ｔｉら、２０１３）。実験については、１０μｌのＴａｑＭａｎ遺伝子発現マスターミッ
クス（Ａｐｐｌｉｅｄ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ、Ｆｏｓｔｅｒ　Ｃｉｔｙ、ＣＡ）、Ｉｇ
Ｇ４Ｆｃ［フォワード（５’－ＧＡＧＧＧＣＡＡＣＧＴＣＴＴＴＡＧＣＴＧ－３’；配列
番号１５）及びリバース（５’－ＧＡＴＧＡＴＧＡＡＧＧＣＣＡＣＴＧＴＣＡ－３’；配
列番号１６）プライマー及びカルボキシフルオレセイン（ＦＡＭ）標識プローブ（５’－
ＡＧＡＴＧＴＴＣＴＧＧＧＴＧＣＴＧＧＴＣ－３’；配列番号１７）］に特異的な１μｌ
（２５０ｎＭの１×プローブと９００ｎＭの１×プライマー）の２０×ＦＡＭ標識ＣＡＲ
特異的ＴａｑＭａｎプローブプライマーセット、及び１μｌ（９００ｎＭの１×プライマ
ー及び２５０ｎＭの１×プローブ）の２０×ＶＩＣ標識ＴａｑＭａｎ　ＲＮａｓｅＰプロ
ーブプライマーセット（Ａｐｐｌｉｅｄ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ）を、全ての反応容量が
２０μｌで混合した１００ｎｇのゲノムＤＮＡで３通りで行った。プライマーハイブリダ
イゼーションは、ＣＡＲのＩｇＧＦｃ４部分で起こった。増幅サイクルは、５０℃で２分
間、９５℃で１０分間、及び、９５℃で１５秒と６０℃で１分の４０サイクルを含んでい
た。ＳｔｅｐＯｎｅＰｌｕｓリアルタイムＰＣＲシステム（Ａｐｐｌｉｅｄ　Ｂｉｏｓｙ
ｓｔｅｍｓ）で検出を行った。２倍体細胞当たり２コピーで存在する常染色体ＲＮａｓｅ
Ｐ遺伝子を、正規化のための内因性参照として用いた（Ｊｉｎら、２０１１）。ΔΔＣＴ

方法（Ａｐｐｌｉｅｄ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ、ＣＡ）を用いて、ＲＮａｓｅＰ及びＪｕ
ｒｋａｔクローンを正規化対照として参照しながら組み込み数を算出した。
【０１９２】
　クロム遊離アッセイ（ＣＲＡ）。ＣＲＡを前述したように行った（Ｍａｉｔｉら、２０
１３；Ｊｉｎら、２０１１）。簡単に言えば、ＨＥＲＶ－Ｋ＋ｖｅ標的を５１Ｃｒで２時
間処理し、３５日目のＨＥＲＶ－Ｋ特異的ＣＡＲ＋Ｔ細胞または無ＤＮＡ対照Ｔ細胞でイ
ンキュベートし、５１Ｃｒ放出の百分率を、以下の式を用いて算出した：
　５１Ｃｒ放出％＝（実験的放出－バックグラウンド放出）／（最大放出－バックグラウ
ンド放出）×１００
【０１９３】
　微速度バイオイメージング。（Ａ）腫瘍細胞上での抗原とのＣＡＲ結合を視覚化するた
め、ＢｉｏＳｔａｔｉｏｎ　ＩＭ細胞－Ｓ１／細胞－Ｓ１－Ｐシステム（Ｎｉｋｏｎ、Ｍ
ｅｌｖｉｌｌｅ、ＮＹ）を用いて微速度イメージングを行った。Ｋ５６２親細胞を抗ＨＥ
ＲＶ－Ｋ　ＡＰＣ抗体（１μｇ）で染色し、ＨＥＲＶ－Ｋ特異的ＣＡＲ＋Ｔ細胞を、ヤギ
抗ヒトＦｃγ抗体のＦＩＴＣ標識Ｆ（ａｂ’）２断片（５μｌ、ＢＤ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎ
ｃｅｓ）を用いてＣＡＲ表面発現用に染色した。Ｔ細胞及び標的細胞を５：１の比率で混
合し、Ｔ－３５ｍｍガラス底プレート（Ｆｉｓｈｅｒ　Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ、Ｈａｍｐ
ｔｏｎ、ＮＨ）上の完全ＲＰＭＩ培養培地に載置した。細胞を直ちに２分ごとに３７℃で
８時間まで造影した。各画像を、２０×対物の１６００×１２００ピクセルで、緑色ＨＥ
ＲＶ－Ｋ特異的ＣＡＲ＋Ｔ細胞を観察するために位相差の蛍光チャネル２を、赤色Ｋ５６
２細胞を観察するために位相差の蛍光チャネル３を用いて、それぞれ、１／１２５秒及び
１／５秒の露光時間で記録した。抗原とのＣＡＲ結合は、ＡＰＣ標識抗原が緑色標識ＣＡ
Ｒと重畳した際に見られた。
【０１９４】
　（Ｂ）ＨＥＲＶ－Ｋ特異的ＣＡＲ＋Ｔ細胞が腫瘍細胞を殺傷するのにかかる時間を視覚
化しかつ定量化するため、腫瘍細胞を、１ｎｇ／ｍｇＳｙｔｏｘ（登録商標）（Ｉｎｖｉ
ｔｒｏｇｅｎ）を含有する完全ＲＰＭＩを持つＴ－３５ｍｍガラス底プレートにおいてＨ
ＥＲＶ－Ｋ特異的ＣＡＲ＋Ｔ細胞で被覆した。腫瘍細胞死は、腫瘍細胞壁を穿刺し、Ｂｉ
ｏｓｔａｔｉｏｎＩＭ細胞－Ｓ１－Ｐシステム（Ｎｉｋｏｎ）を用いて細胞が緑色に変色
した際の時間として記録した。各腫瘍細胞の緑色蛍光強度は、１５時間にわたり生細胞イ
メージングソフトウェア（Ｎｉｋｏｎ）を用いて記録した。
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【０１９５】
　細胞内ＩＦＮ－γ放出アッセイ。２００μｌの完全ＲＰＭＩ培養培地を持つ丸底９６ウ
エルプレートで、ＨＥＲＶ－Ｋ特異的ＣＡＲ＋Ｔ細胞を、腫瘍細胞と１：１０の比率で共
培養した。タンパク質輸送阻害剤（ブレフェルジンＡを含有するＢＤ　Ｇｏｌｇｉ　Ｐｌ
ｕｇ）を全てのウエルに追加し、細胞内のＩＦＮ－γをトラップした。共培養を３７℃で
４時間インキュベートした後、ＨＥＲＶ－Ｋ特異的ＣＡＲ発現のために４℃で２０分間染
色した。次いで、細胞を洗浄し、固定し、１００μｌのＣｙｔｏｆｉｘ／Ｃｙｔｏｐｅｒ
ｍ緩衝液（カタログ番号５５５０２８）で４℃で２０分間透過処理した。透過処理した細
胞を、サイトカインについて、抗ＩＦＮ－γＡＰＣ共役抗体で染色細胞を洗浄し、ＦＡＣ
ＳＣａｌｉｂｕｒにより分析した。ＰＭＡ（ホルボール１２ミリスチン酸１３酢酸エステ
ル）－及びイオノマイシン－（ＢＤ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ）処理されたＴ細胞を、本
アッセイの陽性対照として用いた。同様のアッセイを無ＤＮＡ対照Ｔ細胞で行った。
【０１９６】
　ＨＥＲＶ－Ｋ＋ｖｅＥＬ４細胞株の成長。２００万個のＥＬ４細胞を、ＨＥＲＶ－Ｋ抗
原発現ＳＢトランスポゾン及びＳＢ１１トランスポゼース（２μｇの全ＤＮＡ）を含むＡ
ＭＡＸＡマウスＴ細胞ヌクレオフェクター溶液（Ａｍａｘａ、ＵＳＡ）中で懸濁させ、最
終容量を１００ｍｌにした。この懸濁液を単一のキュベットに移し、Ａｍｅｘａエレクト
ロポレーターのＣ－０９プログラムを用いて電気穿孔した。細胞を、１０％ＦＢＳで補充
したキットで供給したエレクトロポレーション培地中で３７℃にて４時間インキュベート
した（Ｔｈｅｒｍｏ　Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ　Ｐｉｅｒｃｅ）。その後、細胞をＤＭＥＭ
、１０％ＦＢＳ（Ｔｈｅｒｍｏ　Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ　Ｐｉｅｒｃｅ）、及び５％グル
タマックス（Ｇｉｂｃｏ　Ｌｉｆｅ　ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ）に移した。これらの細
胞を０．８ｍｇ／ｍｌのＧ４１８の存在下で増殖させ、ＨＥＲＶ－Ｋ抗体を用いてネオマ
イシン－耐性ＨＥＲＶＫ＋ｖｅＥＬ４細胞を選別し、増殖させて、細胞の純粋な集団を得
た。
【０１９７】
　Ａ８８８－ｍｅｌ細胞におけるｓｈＲＮＡ－媒介ＨＥＲＶ－Ｋノックダウン。Ａ８８８
－ｍｅｌ細胞を、６ウエルプレートにおいて９０％コンフルエンスに増殖させた。その後
、培地を、１００μｌのＨＥＲＶ－Ｋ特異的ｓｈＲＮＡまたはスクランブルｓｈＲＮＡレ
ンチウイルスのいずれかとポリブレン（５μｇ／ｍｌ）とを用いて交換し、３７℃で４時
間形質導入し、通常ＲＰＭＩ培地に交換した。細胞を、ＧＦＰ発現及び増殖に基づいて選
別した。スクランブルｓｈＲＮＡ形質導入Ａ８８８－ｍｅｌ細胞を対照として用いた。細
胞株溶解物の免疫ブロットアッセイを行い、ＨＥＲＶ－Ｋノックダウンの程度について判
断した。６Ｈ５　ＨＥＲＶ－Ｋ抗体を用いて、ＨＥＲＶ－Ｋ　ｓｈＲＮＡまたはスクラン
ブルｓｈＲＮＡを持つＡ８８８－ｍｅｌ細胞または親細胞上でのＨＥＲＶ－Ｋ抗原発現を
検出した。１，０００万個の細胞を、プロテアーゼ阻害剤を含有するＲＩＰＡ緩衝液（Ｒ
ｏｃｈｅ　Ａｐｐｌｉｅｄ　Ｓｃｉｅｎｃｅ、Ｓａｎ　Ｆｒａｎｃｉｓｃｏ、ＣＡ）に溶
解した。ＢＣＡアッセイを行い、タンパク質濃度（Ｔｈｅｒｍｏ　Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ
　Ｐｉｅｒｃｅ）を検出した。４％～２０％勾配ゲル（Ｂｉｏｒａｄ、Ｈｅｒｃｕｌｅｓ
、ＣＡ）を用いて、１０μｇのタンパク質をＳＤＳローディング緩衝液中で煮沸した。そ
の後、タンパク質を、ニトロセルロース膜に移し、ＰＢＳＴ中の５％ミルクでブロックし
、６Ｈ５　ＨＥＲＶ－Ｋ抗体（ｍｇ／ｍｌ）でインキュベートした。ヤギ抗マウスＦｃ－
ＨＲＰ（Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ）により結合を検出し、ＥＣＬ　Ｗｅｓｔｆｅｍｔ
ｏ（商標）ｓｕｂｓｔｒａｔｅ（Ｔｈｅｒｍｏ　Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ　Ｐｉｅｒｃｅ）
を用いて成長させた。Ｖｅｒｓａ　ｄｏｃ　Ｑｕａｎｔｉｔｙｏｎｅ（商標）ソフトウェ
ア（Ｂｉｏｒａｄ）を用いてブロットを造影し、Ｉｍａｇｅ　Ｊソフトウェアを用いてブ
ロットを定量化した。
【０１９８】
　Ｉｎ　ｖｉｖｏ分析。転移性黒色腫モデル：５週齢の雌ＮＯＤ．Ｃｇ－Ｐｒｋｄｃｓｃ

ｉｄＩ　ｌ２ｒｇｔｍ１ｗｊｌ／ＳｚＪ（ＮＳＧ）マウス（Ｊａｃｋｓｏｎ　Ｌａｂｏｒ
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ａｔｏｒｉｅｓ、Ｂａｒ　Ｈａｒｂｏｒ、ＭＥ）に、１０６個のＡ３７５－ＳＭ細胞を０
日目に静脈内注射した。Ａ３７５－ＳＭ細胞にｍＫａｔｅ－ｒＲＬｕｃを予め安定して形
質導入し、細胞を均一集団に選別した。処置コホート（ｎ＝７）のマウスには、７日目、
１４日目、及び２１日目の始めに、２×１０６個のＨＥＲＶ－Ｋ特異的ＣＡＲ－ＦｆＬｕ
ｃ＋Ｔ細胞を受け始めた。ＩＬ－２（６００Ｕ；ｅＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅ）を治療期間中
に週３回腹腔内（ｉ．ｐ．）注射した。腫瘍を持つマウス（ｎ＝６）の１つのコホートは
治療を受けなかったが、腫瘍のないマウス（ｎ＝３）の対照群は、処置群と同様に同様の
数のＣＡＲ＋Ｔ細胞を受けた。
【０１９９】
　フラックス定量化：生物発光イメージング（ＢＬＩ）を毎週行い、ｉｎ　ｖｉｖｏの腫
瘍及びＴ細胞活性を造影した。マウスに麻酔をかけ、前述したように、Ｘｅｎｏ　ＩＶＩ
Ｓ１００シリーズシステム（Ｃａｌｉｐｅｒ　Ｌｉｆｅ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ）を用いてＢ
ＬＩの前後方向位置に置いた（Ｓｉｎｇｈら、２００７）。ＨＥＲＶ－Ｋ特異的ＣＡＲ－
ｆｆＬｕｃ＋Ｔ細胞活性を造影するため、１５０μｌ（２００μｇ／マウス）のＤ－ルシ
フェリンカリウム塩（Ｃａｌｉｐｅｒ　Ｌｉｆｅ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ）を腹腔内（ｉ．ｐ
．）注射した。注射１０分後に、放出された光子を、Ｌｉｖｉｎｇ　Ｉｍａｇｅ　２．５
０．１（Ｃａｌｉｐｅｒ　Ｌｉｆｅ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ）プログラムを用いて定量化した
。腫瘍細胞活性を造影するため、１００μｌのＥｎｄｕｒｉｎ（Ｐｒｏｍｅｇａ、Ｆｉｔ
ｃｈｂｕｒｇ、ＷＡ）を腹腔内注射した。注射２０分後に、腫瘍活性をｆｆＬｕｃと同様
に定量化した。非対合スチューデントｔ検定を行い、フラックスの統計的有意性を確立し
た。
【０２００】
　統計分析。種々のグレード及びステージの黒色腫と正常組織との間の抗原発現における
統計的差異を分析するため、スチューデントｔ検定及びＡＮＯＶＡを用いた。対照対ＨＥ
ＲＶ－Ｋ特異的ＣＡＲ＋Ｔ細胞増殖の差異を分析するため、表現型分析、及び機能的アッ
セイ、スチューデントｔ検定、平均、標準偏差、及び９５％信頼区間（ＣＩ）を算出した
。ｉｎ　ｖｉｖｏの転移性黒色腫モデルでは、スチューデントｔ検定を用いて、腫瘍と処
置群との間のフラックスデータの有意性を分析した。全ての統計的検定は、両側であり、
グラフパッドプリズムソフトウェア（ＧｒａｐｈＰａｄ　Ｓｏｆｔｗａｒｅ　Ｉｎｃ、Ｓ
ａｎ　Ｄｉｅｇｏ、ＣＡ）を用いて行った。０．０５未満の全てのＰ値は、統計的に有意
であると見なした。
　実施例６－キメラ抗原受容体を発現するように遺伝子操作された養子Ｔ細胞を用いた、
がん及び感染を発現した古代レトロウイルスの標的化－結果
【０２０１】
　黒色腫患者試料におけるＨＥＲＶ－Ｋの発現。ｉｎ　ｖｉｖｏでの黒色腫浸潤及び転移
中のＨＥＲＶ－Ｋの生理的関連性を明らかにするため、発明者らは、種々のステージの黒
色腫を持つ患者から得た生検中の腫瘍抗原ＨＥＲＶ－Ｋエンベロープタンパク質の発現を
評価しようとした。２６８人の患者からの悪性腫瘍組織と、４０人の患者からの良性皮膚
及び乳房組織をＩＨＣを用いて分析した。腫瘍組織染色を、ＨＥＲＶ－Ｋに対して陽性の
腫瘍細胞の百分率に基づいて等級分けし、染色強度及びこれらの産物を算出して、Ｈ指数
を得た。腫瘍組織は、多様なレベルの染色強度を示し、同じ組織上でのアイソタイプ対照
染色と比較した際に、０、１、２、または３（図１６Ａ）と採点した。抗原は、実線矢印
で示したように細胞表面に沿って断続的な形態かあるいは点線矢印で示したように拡散し
た細胞質染色のいずれかで細胞上で発現した（図１６Ｂ）。これは、ウイルスタンパク質
（ＲＥＦ）を排除する目的で細胞表面上に抗原が循環し集積していることを示唆するもの
である。腫瘍細胞は、良性腫瘍と比較して、Ｈ指数が有意に高いＨＥＲＶ－Ｋ抗原を発現
した（図１６Ｃ）。悪性腫瘍と転移性腫瘍との間でＨ指数に差異はないが、ステージＩＩ
Ｉ及びＩＶの腫瘍と比較して、ステージＩ及びＩＩの腫瘍には有意差が見られる（図１６
Ｄ及び１６Ｅ）。正常細胞ではなく腫瘍細胞でのＨＥＲＶ－Ｋ発現の特異性をさらに示す
ために、３名の健常ドナーから得た３３種類の正常臓器からの組織を分析した。正常な臓
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器組織のいずれにおいてもＨＥＲＶ－Ｋの有意な発現は観察されなかった（図２２）。こ
れらの知見は、腫瘍細胞で特異的に上方調節されるＨＥＲＶ－Ｋが、免疫療法において固
有の標的マーカーとして機能し得ることを示唆するものである。
【０２０２】
　ＨＥＲＶ－Ｋ特異的ＣＡＲ＋Ｔ細胞の増殖及び特性化。ＨＥＲＶ－Ｋエンベロープ特異
的モノクローナル抗体（ｍＡｂ）をマウス中で成長させ、６Ｈ５　ｍＡｂクローンが、ｉ
ｎ　ｖｉｔｒｏで抗原を検出するのに最も感度が高いことが分かった（Ｗａｎｇ－Ｊｏｈ
ａｎｎｉｎｇら、２００３）。６Ｈ５　ｍＡｂクローンのｓｃＦｖ配列を用いて、ＣＡＲ
を構築した。ｓｃＦｖカセットを、フレキシブルリンカーを介してＩｇＧ４Ｆｃ領域に融
合させた後、ＣＤ２８膜貫通ドメイン及びＣＤ２８及びＣＤ３ｚ細胞内ドメインに融合さ
せた。その後、これをＳＢトランスポゾンベクターにクローニングした（図１７Ａ）。
【０２０３】
　ＨＥＲＶ－Ｋエンベロープ抗原に特異的なＣＡＲ＋Ｔ細胞を生成するため、発明者らは
、ＳＢ１１トランスポゼースと共にＳＢトランスポゾンを持つ末梢血液単核球（ＰＢＭＣ
）に電気穿孔し、内因性由来ＨＥＲＶ－Ｋ＋ｖｅＫ５６２　ａＡＰＣ上の細胞を増殖させ
た。ＣＡＲを安定的に発現させるＴ細胞を選択的に増殖させるため、ＨＥＲＶ－Ｋ抗原を
内因性発現するこれらのａＡＰＣを、所望のＴ細胞共刺激分子ＣＤ８６、４－１ＢＢＬ、
及び膜結合型ＩＬ－１５（強化緑色蛍光タンパク質、ＥＧＦＰと共発現させた）を共発現
するように遺伝子改変した（Ｓｉｎｇｈら、２００８）。同じ培養条件下でＯＫＴ３－を
ロードしたａＡＰＣ上で増殖させた、トランスポゾンを一切電気穿孔していないＰＢＭＣ
は、陰性無ＤＮＡ対照として機能した。
【０２０４】
　ＣＡＲの発現は、ＩｇＧ４Ｆｃ領域に特異的なポリクローナルＦｃ抗体を用いて検出し
た。ＣＡＲ＋Ｔ細胞を、培養を照射ａＡＰＣで補う前に、７日ごとにＦｃ抗体で染色した
。フローデータにより、９５％のＴ細胞がその表面上でＣＡＲを発現することが分かり、
これは、培養３５日目まで検出することができた（図１７Ｂ）。無ＤＮＡ対照細胞と比較
した際に、ＨＥＲＶ－Ｋ特異的ＣＡＲ＋Ｔ細胞の増殖動態に有意差は見られず、全てのＨ
ＥＲＶ－Ｋ特異的ＣＡＲ＋Ｔ細胞は、培養の１４日目にはＣＤ３＋Ｔ細胞であった（図１
７Ｃ及び１７Ｄ）。ＣＡＲ＋ＣＤ４のパーセントの平均数は増加するが、ＣＡＲ＋ＣＤ８
細胞は、培養期間に沿って減少する（図２３Ａ）。無ＤＮＡ対照細胞と比較したＨＥＲＶ
－Ｋ特異的ＣＡＲ＋Ｔ細胞のゲノムＤＮＡのリアルタイムＰＣＲ分析により、ＣＡＲ＋Ｔ
細胞ゲノム中のＣＡＲの組み込みは２つ未満であることが示された（図１７Ｄ）。培養さ
れたＣＡＲ＋Ｔ細胞は、エフェクターメモリー表現型を有し、これには、グランザイムＢ
レベルにより観察された溶解能がかなり高いＣＤ３＋ＣＤ５６＋ＣＤ４５ＲＯ＋ＴＣＲα
β＋ＣＤ２７ｎｅｇＣＣＲ７ｎｅｇ細胞が含まれる（図１７Ｆ）。
【０２０５】
　３名の健常ドナーからのＨＥＲＶ－Ｋ特異的ＣＡＲ＋Ｔ細胞のｍＲＮＡレベルを測定し
、ｎＣｏｕｎｔｅｒ分析を用いた培養２８日目の無ＤＮＡ対照Ｔ細胞からのｍＲＮＡレベ
ルと比較した。ＨＥＲＶ－Ｋ特異的ＣＡＲ＋Ｔ細胞は、有意に高いレベルの化学誘引物質
、転写制御因子、及び活性化因子を有した。ＣＡＲ＋Ｔ細胞中のパーフォリン１及びグラ
ンザイムＨのレベルの増加は、これらの細胞の溶解能がより高いことを示している（図２
３Ｂ）。Ｉｎｇｅｎｕｉｔｙ　Ｐａｔｈｗａｙ解析（ＩＰＡ）（ｐ＜０．０５）により、
ＨＥＲＶ－Ｋ特異的ＣＡＲ＋Ｔ細胞中のこれらの上方調節遺伝子のいくつかがＮＦ－κＢ
活性化に関与していることが示唆された。化学誘引物質及びサイトカインは、ＩＬ－１０
、ＩＦＮ－γ、及びＩＬ－１２の調節に関与した（図２３Ｃ）。ＨＥＲＶ－Ｋ特異的ＣＡ
Ｒ＋Ｔ細胞が中心エフェクター表現型を有するという前回観測が、これらのデータにより
強化される。
【０２０６】
　ＨＥＲＶ－Ｋ　ＣＡＲ＋Ｔ細胞機能性の特性化。黒色腫細胞株、例えば、Ａ８８８、Ａ
３７５、Ａ３７５－ＳＭ、Ａ６２４上の抗原発現は、ＨＥＲＶ－Ｋエンベロープタンパク
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質に対するモノクローナル６Ｈ５抗体を用いて分析した（図１８Ａ）。黒色腫細胞上のＨ
ＥＲＶ－Ｋ抗原発現をアイソタイプ対照と比較した（マウスＩｇＧ２ａ）。ＨＥＲＶ－Ｋ
特異的ＣＡＲ＋Ｔ細胞の機能性を分析するため、ＨＥＲＶ－Ｋ＋腫瘍細胞を放射性クロム
でパルスし、ＨＥＲＶ－Ｋ特異的ＣＡＲ＋Ｔ細胞の比率を変えながら培養した。無ＤＮＡ
対照を陰性対照としてＣＲＡを行った。無ＤＮＡ対照Ｔ細胞と比較した際に、ＨＥＲＶ－
Ｋ特異的ＣＡＲ＋Ｔ細胞では有意に高いレベルのＨＥＲＶ－Ｋ＋腫瘍細胞溶解が観察され
た（図１８Ｂ）。ＣＤ１９特異的ＣＡＲ＋Ｔ細胞などの非関連ＣＡＲも用いてＣＲＡを行
い、ＣＤ１９抗原を持つＥＬ－４細胞などのＣＤ１９抗原陽性腫瘍細胞と比較した際に、
基礎レベルの非特異的殺傷がＨＥＲＶ－Ｋ抗原陽性腫瘍細胞で観察された（図２４Ａ）。
【０２０７】
　これらのＨＥＲＶ－Ｋ特異的ＣＡＲ＋Ｔ細胞の機能性をさらに証明するため、４時間Ｉ
ＦＮ－γ放出を行った。黒色腫腫瘍標的を、ＨＥＲＶ－Ｋ特異的ＣＡＲ＋Ｔ細胞または無
ＤＮＡ対照Ｔ細胞と１：１０の比率で共培養し、フローサイトメトリーを用いて細胞内サ
イトカインレベルを分析した。ＰＭＡ－イオノマイシンで培養したＴ細胞は、陽性対照と
して機能した。ＨＥＲＶ－Ｋ特異的ＣＡＲ＋Ｔ細胞は、無ＤＮＡ対照Ｔ細胞（図１８Ｃ）
と比較して、高いレベルのＩＦＮ－γ放出を示し、この結果はＣＲＡと相関している。
【０２０８】
　ＨＥＲＶ－Ｋ特異的ＣＡＲ＋Ｔ細胞の特異性。ＨＥＲ－Ｋ特異的ＣＡＲのの特異性を示
すため、ＨＥＲＶ－ＫｎｅｇＥＬ－４細胞を、ｈＥＦ－１αプロモーター下でＨＥＲＶ－
Ｋ抗原を、ＣＭＶプロモーター下でネオマイシン耐性をコードする両方向性ＳＢベクター
を電気穿孔した（図２５Ａ）。その後、ＥＬ－４　ＨＥＲＶ－Ｋ＋ｖｅ細胞を単細胞に選
別し、哺乳動物選択マーカーであるネオマイシンの存在下で増殖させ、純粋なＨＥＲＶ－
Ｋエンベロープ発現集団を得た。興味深いことに、これらの細胞は、翻訳後修飾及びタン
パク質分解切断により培養１０日間以内にＨＥＲＶ－Ｋ抗原発現が失われた。選別１０日
間以内に、これらのＥＬ－４　ＨＥＲＶ－Ｋ＋ｖｅ細胞に４時間ＣＲＡを行った。クロム
パルスＥＬ－４　ＨＥＲＶ－Ｋ＋ｖｅ細胞及びＨＥＲＶ－ＫｎｅｇＥＬ４親細胞を、ＨＥ
ＲＶ－Ｋ特異的ＣＡＲ＋Ｔ細胞の濃度を変えながら共培養し、等級分けした腫瘍特異的溶
解が抗原特異的な形で観察された（図１９Ｂ）。
【０２０９】
　特異性をさらに証明するため、ＨＥＲＶ－Ｋエンベロープ抗原を、ｓｈＲＮＡレンチウ
イルスを用いてＡ８８８黒色腫細胞でノックダウンした。免疫ブロット分析により、Ａ８
８８親及び対照スクランブルｓｈＲＮＡと比較してＨＥＲＶ－Ｋタンパク質レベルの約５
０％のノックダウンが示された（図１９Ｃ）。ＨＥＲＶ－Ｋノックダウン細胞、Ａ８８８
親、及びＡ８８８スクランブルｓｈＲＮＡを持つＨＥＲＶ－Ｋ特異的ＣＡＲ＋Ｔ細胞のＣ
ＲＡにより、親及び対照腫瘍細胞と比較して、ＨＥＲＶ－Ｋノックダウンによる殺傷の有
意な減少が示された（図１９Ｄ）。
【０２１０】
　ＣＡＲ＋Ｔ細胞が腫瘍標的を殺傷するのにかかる時間および１５時間にわたって殺傷さ
れた腫瘍細胞数を視覚化しかつ定量化するために、微速度イメージングを行った。腫瘍細
胞及びＴ細胞を、Ｓｙｔｏｘ（登録商標）の存在下で１：５の比率で培養し、細胞膜が損
傷すると細胞は緑色に変色する。黒色腫標的Ａ８８８及びＡ３７５細胞がＨＥＲＶ－Ｋ特
異的ＣＡＲ＋Ｔ細胞によって殺傷されたため、緑色蛍光のスパイクが５時間あたりで報告
され、１５時間にわたり徐々に増加した。ＨＥＲＶＫ－ＫｎｅｇＨＥＫ２９３親標的では
殺傷は観察されなかった。約３０％のＡ８８８細胞と、約３５％のＡ３７５細胞が、１５
時間にわたってＣＡＲ＋Ｔ細胞により殺傷された。抗原特異的ＣＡＲ結合を視覚化するた
め、Ｋ５６２細胞は、ＨＥＲＶ－Ｋ抗原に対して赤色にポジティブ染色し、ＨＥＲＶ－Ｋ
特異的ＣＡＲは、Ｆｃに対して緑色に染色した。ＣＡＲと抗原の重なりは、５時間にわた
って見られ、その後、抗体結合抗原及びＣＡＲは、細胞により内在化した（図２６Ａ）。
【０２１１】
　ｉｎ　ｖｉｖｏでのＨＥＲＶ－Ｋ特異的ＣＡＲ＋Ｔ細胞の腫瘍殺傷能力。ＰＢＭＣを、



(88) JP 6463577 B2 2019.2.6

10

20

30

40

50

ＳＢ１１トランスポゼースによりＨＥＲＶ－Ｋ特異的ＣＡＲ及びｍｙｃ－ＦＦＬｕｃをコ
ードするＳＢベクターで２回電気穿孔した。ｍｙｃ－ｆｆＬｕｃ遺伝子を持つＳＢベクタ
ーは、リンカーを介して連結したネオマイシン耐性遺伝子を有する（図２７Ａ）。これら
のＨＥＲＶ－Ｋ特異的ＣＡＲ－ｆｆＬｕｃ＋Ｔ細胞は、ＨＥＲＶ－Ｋ特異的－ＣＡＲ＋Ｔ
細胞と同様の増殖動態を有し、これらの腫瘍殺傷能力及び特異性は同等であった（図２７
Ｂ及び２７Ｃ）。
【０２１２】
　Ａ３７５高転移性（Ａ３７５－ＳＭ）細胞株をＮＳＧマウスの尾静脈を介して注入した
転移性黒色腫モデルを成長させた。これらの細胞を肺に生着させ、肝臓に転移させた。腫
瘍塊の非侵襲的な減少を視覚化するため、腫瘍細胞は、ｍＫａｔｅ－ｒＲＬｕｃ遺伝子を
持つレンチウイルスベクターで形質導入し、ｍＫａｔｅマーカーを用いて選別し、細胞の
純粋な集団を得た（図２１Ａ）。腫瘍細胞生着の１週間後、２０００万個のＣＡＲ＋Ｔ細
胞を、８日、１５日、及び２２日に、ＩＬ－２（ｉ．ｐ．）を週２回と共に３週間静脈内
注入した。生物発光イメージング（ＢＬＩ）を用いて、各群のマウスのｒＲＬｕｃ活性を
評価した。腫瘍細胞を持つマウス群のみが、ＨＥＲＶ－Ｋ　ＣＡＲ＋Ｔ細胞を受けた腫瘍
細胞を持つマウス群と比較して、２５日目まで有意に高いルシフェラーゼ活性を有した（
図２１Ａ及び２１Ｂ）。また、腫瘍のみを持つマウスは、腫瘍が肝臓に高転移性であるこ
とにより２８日目までに瀕死状態になったが、ＣＡＲ＋Ｔ細胞を受けたマウス群は、旺盛
な食欲と活性を示した。腫瘍細胞上のｍＫａｔｅのＥｘ　ｖｉｖｏイメージングにより、
腫瘍のみのマウスは、処置群よりも肝臓にかなり多い腫瘍コロニーを有したことが示され
た（図２１Ｃ）。腫瘍群が処置群と比較して肝臓に有意に高い転移性コロニーを有したと
いう観察は、病理学検査により証明され、これは、ＨＥＲＶ－Ｋ　ＣＡＲ＋Ｔ細胞の役割
が腫瘍増殖及び転移を減少させることを示唆するものである（図２１Ｄ）。
【０２１３】
　議論。これらの結果は、ＨＥＲＶ－Ｋ特異的ＣＡＲ＋Ｔ細胞がウイルス糖タンパク質を
正常に標的にすることで、ｉｎ　ｖｉｔｒｏで抗原特異的な形でＨＥＲＶ－Ｋ＋腫瘍細胞
を殺傷し、ｉｎ　ｖｉｖｏで黒色腫瘍の増殖及び転移を減少させることができることを示
している。
【０２１４】
　ＨＥＲＶ－Ｋエンベロープは、黒色腫転移中に際立って上方調節され、腫瘍細胞上での
み排他的に存在し、隣接した正常なメラニン細胞上では存在しない。黒色腫では、ＨＥＲ
Ｖ－Ｋエンベロープタンパク質は、腫瘍進行に関係するＭＥＫ－ＥＲＫ及びｐ１６ＩＮＫ
４Ａ－ＣＤＫ４経路活性化と関連する（Ｌｉら、２０１０）。ＨＥＲＶ－Ｋ分子擬態によ
り、グルタチオンペルオキシダーゼレベルも減少することで、組織中の活性酸素種が増加
し、黒色腫発生をもたらした（Ｋｒｏｎｅら、２００５）。異常なレベルのＨＥＲＶ－Ｋ
エンベロープ発現が、黒色腫発症に関与し、形態的及び細胞性改変をもたらし、腫瘍進行
をもたらすトリガー因子であると思われる（Ｓｅｒａｆｉｎｏら、２００９）。ＨＥＲＶ
－Ｋのウイルス転写の変調により、炎症及び黒色腫細胞の形態的分化が増した（Ｓｃｉａ
ｍａｎｎａら、２００５）。組織マイクロアレイは、黒色腫進行と相関して抗原発現のレ
ベルが高くなったことを表すが、正常なヒト組織は、ＨＥＲＶ－Ｋ発現が基礎レベルまた
は不在である。
【０２１５】
　黒色腫は、その免疫原性特性により、強力なＴ細胞ベース療法を開発するための魅力的
なモデル及び標的である。Ｔ細胞ベース療法の主要な限界の１つは、ＴＣＲ上のＨＬＡベ
ース制限であり、これは、抗原認識を制限してしまう（Ｇａｒｒｉｄｏら、１９９７）。
腫瘍抗原特異的受容体を発現するための遺伝子改変Ｔ細胞は、この制限を回避し、非ＨＬ
Ａベース抗原認識をもたらす（Ｇｒｏｓｓら、１９８９）。Ｔ細胞改変は、ウイルスベク
ターまたは非ウイルスベクターのいずれかを用いてもたらすことができる。スリーピング
ビューティベクターは、遺伝子をＴ細胞に導入するための非ウイルスアプローチである。
他のウイルス形質導入方法を上回るスリーピングビューティシステムの主要な利点の１つ
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は、レトロウイルス形質導入よりも遺伝的に安全、効率的、及び安価である（Ｍａｉｔｉ
ら、２０１３）。これらのＣＡＲ＋Ｔ細胞をＩＬ－２及びＩＬ－２１で培養することで、
注入目的に十分な細胞が生成される。これは、Ｂ系列悪性腫瘍に対してＣＤ１９　ＣＡＲ
＋Ｔ細胞を用いた予備臨床試験につながる。ＨＥＲＶ－Ｋ特異的ＣＡＲ＋Ｔ細胞は、同様
の方法で臨床等級のＣＤ１９　ＣＡＲ＋Ｔ細胞に増殖させた。これらのＨＥＲＶ－Ｋ特異
的ＣＡＲ＋Ｔ細胞は、主にエフェクターメモリー表現型であり、腫瘍細胞を標的にし、殺
傷するようによく適合されている。
【０２１６】
　サイトカイン、ホルモン、及び化学物質などの複数の因子が、がんの最中にＨＥＲＶ－
Ｋレベルを調節することが知られている（Ｔａｒｕｓｃｉｏ及びＭａｎｔｏｖａｎｉ、２
００４）。ＨＥＲＶ－Ｋエンベロープ抗原は、細胞膜と細胞質との間を循環し、ある腫瘍
条件で細胞表面から発芽することが知られている。そのため、養子Ｔ細胞療法を用いるこ
とは、細胞表面上で一時的な抗原発現のみを必要とする好ましい治療戦略になり得る。
【０２１７】
　ＨＥＲＶ－Ｋエンベロープ抗原は、乳がん、卵巣がん、前立腺がん、リンパ腫、奇形が
ん、多発性硬化症などの自己免疫疾患、及びＨＩＶなどの感染性疾患と関連することも知
られている（Ｗａｎｇ－Ｊｏｈａｎｎｉｎｇら、２００３；Ｃｏｎｔｒｅｒａｓ－Ｇａｌ
ｉｎｄｏら、２００８；Ｊｏｎｅｓら、２０１２；Ｏｎｏ、１９８６；Ｗａｎｇ－Ｊｏｈ
ａｎｎｉｎｇら、２００７）。従って、養子Ｔ細胞療法を用いてエンベロープ抗原を標的
化することは、多数の疾患病態に対する治療選択になり得る。この仮説と一致して、ＨＥ
ＲＶ－Ｋエンベロープは、ＨＥＲＶ－Ｋ　ＣＡＲ＋Ｔ細胞によりうまくかつ選択的に標的
化することができる。これらの遺伝子改変ＣＡＲ＋Ｔ細胞をｉｎ　ｖｉｖｏで注入するこ
とは、これらの細胞の抗腫瘍活性を示す腫瘍の退縮及び転移の減少と関連した。
　実施例７－微小残存病変の免疫療法で使用される可能性のあるｉｎ　ｖｉｖｏで長寿命
のＴ細胞を生成するための膜結合型サイトカインの使用
【０２１８】
　ｍＩＬ１５の生成及び発現。ｍＩＬ１５構築物（図２８）は、セリン－グリシンリンカ
ーにより、ＩＬ－１５　ｃＤＮＡ配列（ＮＭ＿０００５８５．４）を全長ＩＬ－１５Ｒα
（ＮＭ＿００２１８９．３）に融合する。ＩＬ－１５及びＩＬ－１５Ｒαのシグナルペプ
チドは省略し、ＩｇＥシグナルペプチド（ｇｂ｜ＡＡＢ５９４２４．１）をｍＩＬ１５構
築物に用いた。この構築物は、膜結合型であるが、上述のトランス提示モデルに類似して
いるＩＬ－１５Ｒαとの関連において提示されるＩＬ－１５を産生する。ＤＮＡプラスミ
ドをＧｅｎｅＡｒｔ（Ｒｅｇｅｎｓｂｕｒｇ、Ｇｅｒｍａｎｙ）により合成し、その後、
スリーピングビューティプラスミドにサブクローニングした（非ウイルス遺伝子導入方法
）。一次ヒトＴ細胞に、ｍＩＬ１５プラスミド及びＳＢ－１１トランスポゾンの有無に関
わらず、ＣＡＲプラスミド（ＣＤ１９に特異的）を共電気穿孔した。遺伝子改変Ｔ細胞の
増殖及び膨張は、４１ＢＢＬ及びＣＤ８６共刺激分子を発現するＣＤ１９＋Ｋ５６２人工
抗原提示細胞（ａＡＰＣ）変異体を１週間刺激することで達成した。使用したＣＡＲは、
ＣＤ３ζ及びＣＤ２８シグナル伝達細胞質ドメインを含有する第２世代ＣＡＲである。ａ
ＡＰＣ上にＣＤ１９が存在することで、抗原特異的Ｔ細胞を選択的に増殖させることがで
きるが、共刺激分子は、ｉｎ　ｖｉｔｒｏ増殖を改善する。ｍＩＬ１５分子は、改変Ｔ細
胞によりＣＡＲと安定して共発現させることができ、共発現させたＴ細胞は、バルク集団
を表す（図２９）。さらに、改変Ｔ細胞での全ＣＡＲ発現は、ｍＩＬ１５－ＣＡＲ改変Ｔ
細胞に対して９０％を超えて到達する（図２９）。
【０２１９】
　ｍＩＬ１５の機能性。ＩＬ－１５受容体複合体シグナル伝達は、転写５のシグナル伝達
物質及び活性化因子のリン酸化を主に誘導する。フォスフローを用いてリン酸化されたＳ
ＴＡＴ５（ｐＳＴＡＴ５）を見ることで、ｍＩＬ１５がサイトカインシグナル伝達経路を
誘導することができるかどうか判断することができる。ｐＳＴＡＴ５レベルは、これらの
レベルでのサイトカイン補充が血清及びサイトカイン飢餓下で無効にされているＣＡＲ＋



(90) JP 6463577 B2 2019.2.6

10

20

30

40

50

Ｔ細胞で上昇した。飢餓条件下で、ｍＩＬ１５＋ＣＡＲ＋Ｔ細胞のｐＳＴＡＴ５レベルを
維持した（図３０）。ｍＩＬ１５が機能的であり、サイトカインシグナル伝達経路のｐＳ
ＴＡＴ５部分を活性化することが、これらのデータにより実証される。
【０２２０】
　ｍＩＬ１５＋ＣＡＲ＋Ｔ細胞の臨床的に有意な数への増殖。Ｔ細胞特異性をＣＡＲに再
指向させる際に、ｅｘ　ｖｉｖｏ増殖の焦点は、ＣＡＲ＋Ｔ細胞集団、この場合、ｍＩＬ
１５の有無に関わらないＣＡＲを活発にすることである。標準ＣＡＲ＋Ｔ細胞は、可溶性
ＩＬ－２及びＩＬ－２１で増殖させるが、ｍＩＬ１５＋ＣＡＲ＋Ｔ細胞は、ＩＬ－１５と
ＩＬ－２１との間の報告された相乗効果を利用するために可溶性ＩＬ－２１で増殖させた
。ＩＬ－２１を補充したｍＩＬ１５＋ＣＡＲ＋Ｔ細胞は、標準ＣＡＲ＋Ｔ細胞のみならず
、ＩＬ－１５及びＩＬ－２１を与えられた対照ＣＡＲ＋Ｔ細胞に同等の増殖が実証された
（Ｐ＝０．５３、二元配置ＡＮＯＶＡ；図３１）。ｍＩＬ１５＋ＣＡＲ＋Ｔ細胞のｅｘ　
ｖｉｖｏ増殖により、臨床的に有意な数の細胞を産生する。
【０２２１】
　ｍＩＬ１５＋ＣＡＲ＋Ｔ細胞の表現型及び機能性の評価。ｅｘ　ｖｉｖｏ増殖させたｍ
ＩＬ１５＋ＣＡＲ＋Ｔ細胞の表現型は、ＩＬ－７Ｒａ発現を除いてＣＡＲ＋Ｔ細胞とほぼ
同じである。この時点では注入産物を表す細胞の一般的な表現型は大部分が、活性化マー
カーＣＤ４５ＲＯ及びＣＤ２５の発現が中程度から高程度のＣＤ８＋（細胞傷害性）Ｔ細
胞である。両方のＴ細胞群のＴ細胞メモリー関連マーカー（ＣＤ６２Ｌ、ＣＣＲ７、ＣＤ
２７、及びＣＤ２８）（図３２Ａ）の発現レベルは低程度から中程度まで可変であった。
改変Ｔ細胞のｅｘ　ｖｉｖｏ増殖後、Ｔ細胞は、これらの再指向Ｔ細胞特異性及び溶解機
能を保持する必要がある。クロム遊離アッセイを行い、増殖産物中のＴ細胞の機能を評価
した。ＣＤ１９＋及びＣＤ１９－ＥＬ４標的を、エフェクター対標的の比率を変えながら
、改変Ｔ細胞で被覆した。ＣＤ１９＋腫瘍標的の特異的溶解は、ｍＩＬ１５＋ＣＡＲ＋Ｔ
細胞及びＣＡＲ＋Ｔ細胞の両方（Ｐ＜０．００１、二元配置ＡＮＯＶＡ、ｎ＝３）により
、全てのエフェクター対標的の比率にわたって実証され、互いに違いはなかった（Ｐ＞０
．０５、二元配置ＡＮＯＶＡ）。ｍＩＬ１５＋ＣＡＲ＋Ｔ細胞によるＣＤ１９＋標的溶解
は、特異的であり、ＣＤ１９－標的のバックグラウンド溶解と有意に異なった（Ｐ＜０．
００１、二元配置ＡＮＯＶＡ）（図３２Ｂ）。ｍＩＬ１５＋ＣＡＲ＋Ｔ細胞は、これらの
再指向特異性及び溶解能力を保持した。
【０２２２】
　特異的ｍＩＬ１５＋ＣＡＲ＋Ｔ細胞サブセットは、長期ｉｎ　ｖｉｔｒｏ持続し、機能
的なままである。長期のｉｎ　ｖｉｔｒｏ持続性を評価するため、４つのａＡＰＣ刺激で
増殖させたｍＩＬ１５＋／－ＣＡＲ＋Ｔ細胞を、抗原再刺激をさらにせずに長期培養した
。ＣＡＲ＋Ｔ細胞は、ＩＬ－２、ＩＬ－１５、または無サイトカインの補充を受けたが、
ｍＩＬ１５＋ＣＡＲ＋Ｔ細胞は、外因性サイトカインを受けなかった。予想した通り、サ
イトカイン補充を受けなかったＣＡＲ＋Ｔ細胞は持続しなかった。ｍＩＬ１５＋ＣＡＲ＋

Ｔ細胞のみならず、ＩＬ－２またはＩＬ－１５を受けたＣＡＲ＋Ｔ細胞は、非補充ＣＡＲ
＋Ｔ細胞よりも有意に大きな相対倍数増殖を有した（Ｐ＜０．０００１、反復測定ＡＮＯ
ＶＡ、ｎ＝３；図３３Ａ）。ｍＩＬ１５＋ＣＡＲ＋Ｔ細胞の相対増殖をほぼ０にメンテナ
ンスすることも、これらの改変細胞が非制限的に増殖していないことを示唆するものであ
る。臨床応用に対して有益であるため、ＣＡＲ＋Ｔ細胞は、抗原に応答性のままでなけれ
ばならない。したがって、抗原遭遇から７５＋日目でこれらのＴ細胞に、無標的、ＣＤ１
９－ＥＬ－４、ＣＤ１９＋ＥＬ－４、ＣＤ１９＋Ｎａｌｍ－６（ヒト白血病細胞株）、ま
たはリンパ球活性化カクテル（ＬＡＣ）で抗原投与し、インターフェロンγ（ＩＦＮｇ）
産生を、標的でインキュベーション６時間後に、細胞内サイトカイン染色により評価した
。ＩＬ－２またはＩＬ－１５のいずれかを受けたＣＡＲ＋Ｔ細胞と同様に、ｍＩＬ１５＋

ＣＡＲ＋Ｔ細胞も、ＣＤ１９＋標的及びＬＡＣに応答するＩＦＮｇを産生した（図３３Ｂ
）。別のアッセイでは、これらの７５日目の離脱Ｔ細胞をａＡＰＣで刺激し、ＩＬ－２１
を補充した。従って、ＩＬ－２で培養したＣＡＲ＋Ｔ細胞は、ＩＬ－２及びＩＬ－２１を
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提供し、ＩＬ－１５培養Ｔ細胞は、ＩＬ－１５及びＩＬ－２１を受け、ｍＩＬ１５＋ＣＡ
Ｒ＋Ｔ細胞には、ＩＬ－２１のみを補充した。ａＡＰＣ刺激後８日目に、アネキシンＶ染
色を介してＴ細胞生存率を評価した。ｍＩＬ１５＋ＣＡＲ＋Ｔ細胞は、最も大きな生細胞
集団（アネキシンＶｎｅｇ）（図３３Ｃ）を有することが示され、活性化への耐性が細胞
死を誘発したことを示す。
【０２２３】
　持続性ｍＩＬ１５＋ＣＡＲ＋Ｔ細胞は、低分化Ｔ細胞の特徴を持つ。長期持続性ｍＩＬ
１５＋ＣＡＲ＋Ｔ細胞を特徴付けるため、発明者らは、低分化Ｔ細胞サブセットは長寿命
の潜在力があると知られているため、持続性ｍＩＬ１５＋ＣＡＲ＋Ｔ細胞が低分化Ｔ細胞
サブセットと関連する特徴を示すであろうと仮説を立てた。構成的プロモーターの存在に
より構成的シグナル伝達が可能なため、ｍＩＬ１５＋ＣＡＲ＋Ｔ細胞のｅｘ　ｖｉｖｏ培
養中、発明者らは、これらのＴ細胞が、持続性利点を持つ細胞を生み出す低分化状態の分
子プログラムを持つかどうか評価した。ｎＣｏｕｎｔｅｒ分析システムを用いた多重化デ
ジタル遺伝子プロファイリングの分析を、４刺激（離脱アッセイＴ細胞入力）からのＣＡ
Ｒ＋及びｍＩＬ１５＋ＣＡＲ＋Ｔ細胞に行った。正規化ｍＲＮＡ計数の分析には、負の２
項分布ベース統計プログラム（Ｌｏｈｓｅら、Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ．（
２０１２）４０、Ｗ６２２－７）を用いた。２倍を超える特異的なｍＲＮＡ計数、Ｐ＜０
．０５、ＦＤＲ　ｑ＜０．０５である場合、遺伝子は、有意に特異的発現をしたと見なし
た。これらの基準を用いて、５個の遺伝子しか特異的に発現したと見なされなかったため
、ｍＩＬ１５により得られた培養または分子プログラミングの利点はないことが示唆され
た。
【０２２４】
　その後、発明者らは、長期持続性ｍＩＬ１５＋ＣＡＲ＋Ｔ細胞を特徴付けた。まず、Ｃ
Ｄ４５ＲＡ及びＣＣＲ７マーカーを用いてこれらの表現型を評価し、これらの分化状態を
表現型として記述した。最低から最高の分化状態の細胞は、ＣＤ４５ＲＡ＋ＣＣＲ７＋＜
ＣＤ４５ＲＡ－ＣＣＲ７＋＜ＣＤ４５ＲＡ－ＣＣＲ７－＜ＣＤ４５ＲＡ＋ＣＣＲ７－と表
すため、これらのマーカーは、Ｔ細胞の分化状態を特徴付ける。実験（４刺激したｍＩＬ
１５＋ＣＡＲ＋Ｔ細胞）の開始時に、７５日目離脱ｍＩＬ１５＋ＣＡＲ＋Ｔ細胞をこれら
の対応物と比較すると、持続性ｍＩＬ１５＋ＣＡＲ＋Ｔ細胞培養により、ＣＤ４５ＲＡ＋

ＣＣＲ７＋及びＣＤ４５ＲＡ＋ＣＣＲ７－Ｔ細胞サブセットの割合が増した（＊＊＊Ｐ＜
０．００１、２－ｗａｙ反復測定ＡＮＯＶＡ、ｎ＝７；図３４）ことが観察される。ＣＣ
Ｒ７発現は、ＣＡＲ　Ｔ細胞に対して離脱ｍＩＬ１５＋ＣＡＲ＋Ｔ細胞で有意に強化され
た。ＣＣＲ７ｎｅｇ及びＣＣＲ７＋サブセットの生存率は、ｍＩＬ１５＋ＣＡＲ＋Ｔ細胞
、ＩＬ－２（５０Ｕ／ｍｌ）を受けたＣＡＲ＋Ｔ細胞、及び抗原離脱後に可溶性ＩＬ－１
５（５ｎｇ／ｍｌ）を受けたＣＡＲ＋Ｔ細胞のアネキシンＶ染色により評価された。サイ
トカイン刺激（ＩＬ－２、ＩＬ－１５複合体、またはｍＩＬ１５）の種類に関わらず、Ｃ
ＣＲ７ｎｅｇＴ細胞は、生細胞と等しい周波数を示すことが分かった。これに対し、ｍＩ
Ｌ１５に曝露されたＣＣＲ７＋Ｔ細胞は、ＩＬ－２またはＩＬ－１５複合体を受けたＣＡ
Ｒ　Ｔ細胞よりも生存率が有意に高かった（両方とも、Ｐ＜０．０５；図３４）。ｍＩＬ
１５がＣＣＲ７＋表現型を十分に支持するため、低分化ＣＤ４５ＲＡ＋ＣＣＲ７＋Ｔ細胞
サブセットの維持に寄与することを、これらのデータは示している。ｍＩＬ１５＋ＣＡＲ
＋Ｔ細胞が低分化Ｔ細胞の持続性を促進する能力は、養子療法の所望の表現型であり、長
寿命Ｔ細胞サブセットが低分化表現型を持つと報告している他の研究を裏付けるものであ
る。さらに、高分化サブセットの生存も観察され、構成的ＩＬ－１５シグナル伝達により
支持されたと思われる。
【０２２５】
　長期持続性ｍＩＬ１５＋ＣＡＲ＋Ｔ細胞は、低分化Ｔ細胞サブセットと関連するいくつ
かの分子マーカーを表示する。ｎＣｏｕｎｔｅｒ分析システムを用いてＴ細胞の遺伝子発
現パターンを分析し、４刺激からのｍＩＬ１５＋ＣＡＲ＋Ｔ細胞と離脱後７５日目に生存
しているものとの間の特異的発現遺伝子の階層的にクラスタリングされたヒートマップを
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生成した（＞２倍切り捨て、Ｐ＜０．０５、ＦＤＲ　ｑ＜０．０５）。これらの研究によ
り、１０８個の有意に特異的な発現遺伝子を同定した（＞２倍切り捨て、Ｐ＜０．０５、
ＦＤＲ　ｑ＜０．０５）。ＤＡＶＩＤ機能注解を用いて遺伝子オントロジー分類を評価し
た。特異的発現遺伝子の機能的分類は、広義のカテゴリー：Ｔ細胞活性化、分化、増殖、
及びアポトーシスに分類される。即ち、ｍＩＬ１５＋ＣＡＲ＋Ｔ細胞の多数の遺伝子が、
正の分化調節、アポトーシス調節、及びアポトーシス誘導を下方調節した。ｍＩＬ１５＋

ＣＡＲ＋Ｔ細胞の多数の遺伝子が、負の分化調節、及びＷｎｔシグナル伝達経路を上方調
節した（図３６）。これは、持続性ｍＩＬ１５＋ＣＡＲ＋Ｔ細胞の分子署名が、４刺激の
ｍＩＬ１５＋ＣＡＲ＋Ｔ細胞（実験開始時のＴ細胞）よりも低分化であることを示唆する
ものである。
【０２２６】
　選択した遺伝子の発現は、フローサイトメトリーにより検証した。低分化状態（Ｔｃｆ
－７）及びエフェクター機能／分化状態（Ｂｌｉｍｐ－１及びＴｂｅｔ）の獲得と関連す
る転写因子の発現は、持続性ｍＩＬ１５＋ＣＡＲ＋Ｔ細胞が低分化細胞と関連する転写因
子バランスを示すことを示すものである。これは、Ｔｃｆ－７の発現が大きくなり、Ｂｌ
ｉｍｐ－１及びＴｂｅｔの発現が小さくなることを特徴とする（図３７）。細胞表面マー
カーＩＬ－７Ｒａ及びＣＣＲ７の評価は、低分化Ｔ細胞サブセットにより特徴的に発現さ
れる際に行った。持続性ｍＩＬ１５＋ＣＡＲ＋Ｔ細胞は、長寿命Ｔ細胞サブセットと関連
するこれらのマーカーの発現を増加させた（図３８）。Ｔ細胞の分化レベルを区別するた
めの１つの追加の尺度は、低分化Ｔ細胞がＩＬ－２を産生する能力によるものである。４
刺激または７５日目離脱培養のいずれかからのｍＩＬ１５＋ＣＡＲ＋Ｔ細胞を、ＬＡＣで
６時間模擬処置もしくは処理した後、細胞内サイトカイン染色によりＩＬ－２産生を評価
した。４刺激Ｔ細胞は、ＩＬ－２を産生することができなかったが、持続性７５日目離脱
Ｔ細胞は、ＩＬ－２を産生する能力を獲得した（図３９）。これらの結果は、集合的に、
ｅｘ　ｖｉｖｏ増殖させたＣＡＲ＋Ｔ細胞またはｍＩＬ１５＋ＣＡＲ＋Ｔ細胞の間に識別
可能な差異はないが、得られた長期持続性ｍＩＬ１５＋ＣＡＲ＋Ｔ細胞は、ｉｎ　ｖｉｖ
ｏでの長期生存を実証する低分化Ｔ細胞サブセットと関連する特徴を示すことを示唆する
ものである。
【０２２７】
　高腫瘍量モデルにおけるｍＩＬ１５＋ＣＡＲ＋Ｔ細胞のＩｎ　ｖｉｖｏ持続性及び抗腫
瘍効果。ｉｎ　ｖｉｖｏ持続性を評価するため、ｍＩＬ１５＋ＣＡＲ＋Ｔ細胞及びＣＡＲ
＋Ｔ細胞を、蛍ルシフェラーゼ（ｆｆＬｕｃ）を発現するように共改変し、生物発光イメ
ージング（ＢＬＩ）を用いたｉｎ　ｖｉｖｏのＴ細胞の縦方向モニタリングを可能にした
。これらの改変Ｔ細胞を、２０×１０６個のＣＡＲ＋Ｔ細胞の１回Ｔ細胞注入を用いて、
播種Ｎａｌｍ－６（ＣＤ１９＋）悪性腫瘍を持つＮＳＧマウスに、未処置対照群と共に養
子導入した。１４日後にマウスを犠牲にした。ＣＡＲ＋Ｔ細胞が持続するとは分かってい
なかったが、ｍＩＬ１５＋ＣＡＲ＋Ｔ細胞は、１１日間のイメージング期間を通じて持続
することがＢＬＩにより観察された（図４０Ｂ）。骨髄、脾臓、及び末梢血液を採取し、
ヒトＣＤ３をマーカーとして用いて、かつ、マウスリンパ球をゲートアウトして、ヒトＴ
細胞の存在についてフローサイトメトリーにより評価した。ｍＩＬ１５＋ＣＡＲ＋Ｔ細胞
を注入したマウスには、骨髄（０．４９～２．１７％、Ｐ＝０．０００１、非対応ｔ検定
、ｎ＝５）、脾臓（１．１５～１２．３８％、Ｐ＜０．０００１、非対応ｔ検定、ｎ＝５
）及び末梢血液（５８．３９～９２．６０％、Ｐ＜０．０００１、非対応ｔ検定、ｎ＝５
）に著しいＣＤ３＋Ｔ細胞が検出された（図４０Ｃ）。評価した組織のいずれにおいても
、ＣＡＲ＋Ｔ細胞処置群（図４０Ｃ）及び未処置群（腫瘍のみ）からの試料にＣＤ３＋細
胞は検出されなかった。このモデルでは、ｍＩＬ１５＋ＣＡＲ＋Ｔ細胞は、末梢血液で腫
瘍制御を実証したが（図４０Ｄ）、完全な腫瘍消失は観察されなかった。腫瘍抗原の有病
率にかかわらず、ＣＡＲ＋Ｔ細胞は、Ｉｎ　ｖｉｖｏ持続性が不十分であるが、ｍＩＬ１
５＋ＣＡＲ＋Ｔ細胞は、身体を通じて有意なレベルで存在したことが、これらのデータに
より示される。
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【０２２８】
　低腫瘍量モデルにおけるｍＩＬ１５＋ＣＡＲ＋Ｔ細胞のＩｎ　ｖｉｖｏ持続性及び抗腫
瘍効果。発明者らは次に、低腫瘍量の予防モデルにおけるＴ細胞生着及び抗腫瘍活性を評
価した。改変Ｔ細胞（ｍＩＬ１５＋／－ＣＡＲ＋ｆｆＬｕｃ＋）を、外因性サイトカイン
のないＮＳＧマウスに注入し、ウミシイタケルシフェラーゼ（ｒＬｕｃ）改変Ｎａｌｍ－
６の注入前に６日間生着させた。マウスには、３０日間にわたってＢＬＩを行った。この
予防モデルでは、ｍＩＬ１５＋ＣＡＲ＋Ｔ細胞は、実験期間を通じて持続することが観察
され、腫瘍生着を予防した。これは、ＣＡＲ＋Ｔ細胞及び無Ｔ細胞処置群と比較して有意
な抗腫瘍効果であった（Ｐ＜０．０００１、一元配置ＡＮＯＶＡ、ｎ＝４～５）（図４１
Ｃ及び４１Ｄ）。フローサイトメトリーによる臓器及び末梢血液の分析により、ｍＩＬ１
５＋ＣＡＲ＋Ｔ細胞処置群にヒトＣＤ３＋Ｔ細胞を検出したが、興味深いことに、Ｔ細胞
は骨髄でしか見つからず（図４１Ｅ）、腫瘍遭遇後に選択的なホーミングまたは生存を示
し得る。同様の実験では、生存を試験し、ｍＩＬ１５＋ＣＡＲ＋Ｔ細胞処置マウスは、無
Ｔ細胞処置マウスまたはＣＡＲ＋Ｔ細胞処置マウスと比較して有意に改善された生存を示
した［Ｐ＝０．０４５（ｍＩＬ１５＋ＣＡＲ＋Ｔ細胞対ＣＡＲ＋Ｔ細胞、ログランクマン
テル・コックス検定、ｎ＝７～８；図４１）。
【０２２９】
　ＣＡＲ活性化の不在下でのｍＩＬ１５＋ＣＡＲ＋Ｔ細胞のＩｎ　ｖｉｖｏ持続性。ｍＩ
Ｌ１５＋ＣＡＲ＋Ｔ細胞が、ＣＡＲシグナル伝達の必要なくｉｎ　ｖｉｖｏで長期持続が
可能かどうか評価するため、改変Ｔ細胞（ｍＩＬ１５＋／－ＣＡＲ＋ｆｆＬｕｃ＋）をマ
ウス（無腫瘍または無外因性サイトカイン）に注入し、最大４７日間監視した。この方法
でＴ細胞を試験することで、持続性Ｔ細胞が、非制限の増殖を実証するかどうか、あるい
は、ホメオスタシスに似た状態でこれらの集団を維持するかどうか明らかになるであろう
。ＣＡＲ＋Ｔ細胞の持続は観察されなかったが、ｍＩＬ１５＋ＣＡＲ＋Ｔ細胞の存在によ
り、外因性サイトカイン及び抗原の不在下での持続性が示された（図４２Ｂ）。これは、
骨髄、脾臓、及び末梢血液から単離したＣＤ３染色細胞のフローサイトメトリーによりさ
らに確認された（図４３Ｃ）。縦方向のＴ細胞持続性の評価では、フラックス値は、ｍＩ
Ｌ１５＋ＣＡＲ＋Ｔ細胞レベルが経時的に安定するかまたは徐々に低下することを示すが
、未制御増殖の発生は示さなかった（図４２Ｄ）。これらの持続性Ｔ細胞を採取し、遺伝
子改変Ｔ細胞のｅｘ　ｖｉｖｏ増殖で前述したのと同じ方法で、ｅｘ　ｖｉｖｏ増殖させ
た。これらの細胞は、インターフェロン－γ産生により評価されたように、抗原特異的に
活性化することができた（図４２Ｅ）。ｍＩＬ１５＋ＣＡＲ＋Ｔ細胞の抗原特異的応答を
保持しながら、ＣＡＲに依存せずかつホメオスタシスに似た状態でｍＩＬ１５＋ＣＡＲ＋

Ｔ細胞の持続性が強化されたことを、このｉｎ　ｖｉｖｏデータは実証している。
【０２３０】
　ｍＩＬ１５＋ＣＡＲ＋Ｔ細胞の細胞増殖及びメモリー動態。フローサイトメトリー分析
を用いて、ｍＩＬ１５＋ＣＡＲ＋Ｔ細胞をさらに特徴付けた（結果を図３５に示す）。長
期持続性ｍＩＬ１５＋ＣＡＲ＋Ｔ細胞は、１年を超えて一定で培養されている試料におい
て１０日にわたる最小ＰＫＨ希釈により示されるように、低回転率での培養を維持する。
さらに、細胞を分割すると、大部分がＣＣＲ７－であった。そのようなデータは、Ｔ細胞
が、非制限の自律的な増殖または成長とは反対に恒常的に維持されることを示している（
図３５Ａ）。連続的長期培養（１．５～２．４５年）のｍＩＬ１５＋ＣＡＲ＋Ｔ細胞は、
ａＡＰＣで活性化され、表現型検査し、染色体分析用に提出された。表現型検査は、これ
らのＴ細胞がｍＩＬ１５を発現したことを示し、提出された全てのドナーの染色体分析の
結果は、正常な中期展開を示した（図３５Ｂ及び３５Ｃ）。図３５Ｄは、Ｋ５６２　ａＡ
ＰＣを用いた細胞の刺激後のメモリー動態を示す：離脱中の刺激１－ＣＡＲ対ｍＩＬ１５
＋ＣＡＲ条件：これらの研究では、ＣＡＲ　Ｔ細胞は、刺激の最初の９日間中にはＩＬ－
２１のみ、Ａｇ離脱中にはＩＬ２のみを得；ｍＩＬ５＋ＣＡＲ　Ｔ細胞は、最初の９日間
中にはＩＬ－２１のみを得、離脱中に外因性サイトカインは得られなかった。ＣＡＲ及び
ｍＩＬ１５＋ＣＡＲ　Ｔ細胞間の刺激１後１９日目にＣＣＲ７及びＩＬ－７Ｒａ発現に差
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異はないことを結果は示すものである。ＣＣＲ７及びＩＬ－７Ｒａ発現は、ｍＩＬ１５－
改変Ｔ細胞のみの抗原暴露（２９日目対１９日目）から離れて時間と共に増加する。ＣＡ
Ｒ発現は、抗原に暴露することなく～８０％に増加する（刺激１後９日目に、ＰＢ５２２
は５１％、ＰＢ２７３は５３％であった）。図３５Ｅは、ＣＡＲ及びｍＩＬ１５＋ＣＡＲ
　Ｔ細胞の刺激１対２のメモリー動態を示す。離脱中の条件：ＣＡＲ　Ｔ細胞は、刺激後
１０日目に策定したＡｇ離脱中にＩＬ２のみを得；ｍＩＬ１５＋ＣＡＲ　Ｔ細胞は、離脱
中に外因性サイトカインは得られなかった。刺激１及び刺激２後の同じような時点でＣＣ
Ｒ７及びＩＬ－７Ｒａ発現を比較することで、１９日目の刺激１でＣＡＲ対ｍＩＬ１５＋

ＣＡＲのメモリー差は示されなかった。刺激２では、刺激１と同じ時点で、２回刺激され
たＣＡＲ　Ｔ細胞は、刺激１対応物と比較してＣＣＲ７ははるかに少なく、ＩＬ－７Ｒａ
はほとんどない。２回刺激されたｍＩＬ１５＋ＣＡＲ　Ｔ細胞も、メモリーは少ないが、
ＣＣＲ７がいくつか残ったｍＩＬ１５＋ＣＡＲ　Ｔ細胞を持つＣＡＲのみＴ細胞よりもよ
り多くの「メモリー」を保持する（しかし、ＩＬ－７Ｒａはほぼ完全に消失した）。
　実施例８－ＳＢトランスポゼースをコードするｍＲＮＡを用いて最小限に操作されたＴ
細胞の生成
【０２３１】
　エレクトロポレーション用のｍＲＮＡとして提供されたＳＢトランスポゼースの使用に
より、ＳＢトランスポゼースシステムを用いてＣＡＲ　Ｔ細胞産生をさらに強化できたか
どうかについての研究を実施した。これらの研究では、トランスポゾン反復によりフラン
クされたＣＡＲをコードするプラスミドと、トランスポゼース（例えば、ＳＢ１１または
１００×）をコードするｍＲＮＡとの両方を用いて、上に詳述したように細胞を電気穿孔
した。研究用のｍＲＮＡは、ｍ７ＧＴＰがキャップされ、ポリＡ尾部を含んだ。ｍＲＮＡ
として提供されたｍＲＮＡ　ＳＢトランスポゼースを用いたＣＡＲ　Ｔ細胞作製プロトコ
ルを示す概略を図４３に示す。これらの研究では、ドナー＃０からの細胞は、ＳＢ１１　
ｍＲＮＡで電気穿孔したが、ドナー＃１からの研究細胞は、１００×ｍＲＮＡで電気穿孔
した。
【０２３２】
　ドナー＃０から作製された細胞は、ＣＡＲ発現及び細胞増殖のためのフローサイトメト
リー分析により特徴付けられた。図４４Ａに示すように、ＣＡＲを安定的に発現するＴ細
胞の百分率は、９日目（８．３％）から１６日目（６６．２％）に有意に増加する。Ｔ細
胞は、急速に成長し、エレクトロポレーション後１６日目に２０倍に増殖した（図４４Ｂ
）。さらに、図４４Ｄに示す研究を用いて、エレクトロポレーション後９日目（左側パネ
ル）及び１７日目（右側パネル）にセントラルメモリーＴ細胞数（Ｔｃｍ）を評価した。
これらの結果から、低分化セントラルメモリーＴ細胞（Ｔｃｍ）数は９日目～１７日目に
減少するが、相対的に高い（２７％）ことが分かる。次に、クロム遊離アッセイを用いて
、細胞の細胞毒性活性を判断した。図４４Ｃに示すように、作製されたＣＡＲ　Ｔ細胞は
、標的細胞に対するＣＤ－１９特異的細胞毒性をもらたしたが、非改変Ｔ細胞には細胞毒
性活性が本質的に見られなかった。
【０２３３】
　ドナー＃１から作製された細胞についても研究した。図４５Ａに示すように、このドナ
ーから作製されたＣＡＲ　Ｔ細胞も、標的細胞に対するＣＤ－１９特異的細胞毒性をもら
たしたが、非改変Ｔ細胞（右側パネル）には細胞毒性活性が本質的に見られなかった。さ
らに、改変Ｔ細胞は、ＣＡＲ陽性細胞数が異なるにもかかわらず、同様の効率で９日目及
び１５日目にＣＤ１９陽性標的細胞を殺傷する。図４５Ｂでは、ＣＡＲコピー数及び発現
を評価した研究結果を示す。これらの結果は、ＣＡＲ　ＤＮＡコピー数が１５日目から２
２日目に１．５から０．９に減少し、その後は安定的であることを示すものである。
【０２３４】
　最後に、フローサイトメトリーを用いて、エレクトロポレーション後の細胞生存率を評
価した。図４６に示すように、ＤＮＡ／ｍＲＮＡでエレクトロポレーション後、全細胞数
はまず減少し（１日目及び２日目）、その後、細胞は増殖し始める。セロメーターカウン
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トにより、細胞数は、エレクトロポレーション後２日目に５９％～７６％減少する（生存
率２４～４１％）。
【０２３５】
　従って、トランスポゼースをコードするｍＲＮＡを用いるＣＡＲ作製技術の使用により
、効果的な数の標的特異的細胞傷害性Ｔ細胞を極めて短期間かつ最小限の操作で作製でき
ることが、前述のデータにより実証された。ｍＲＮＡエレクトロポレーションの効率はド
ナーに依るが、ＳＢ１００×トランスポゼースはＣＡＲ作製においてより効率的であり得
ると考えられる。興味深いことに、ＣＡＲを発現する細胞の百分率が低いエレクトロポレ
ーション後早期であっても（９日目）、全ての細胞集団は、後の段階（１５～１６日目）
からのものとほとんど同じ効率で標的腫瘍細胞を殺傷し、より多くのセントラルメモリー
（低分化）細胞を含有する。ｍＲＮＡをコードするＳＢ１１及びＳＢ１００×は、試験条
件下で、細胞ゲノム当たり約１つのコピーＣＡＲコード遺伝子の組み込みをもたらすこと
も確認された。
【０２３６】
　本書で開示されかつ特許請求の範囲に記載した方法の全てを、本開示を考慮に入れて必
要以上の実験なしに構成及び実行することができる。本発明の組成物及び方法を好ましい
実施形態に関して説明する一方、本発明の概念、精神及び範囲から逸脱することなく、本
明細書に記載の方法及び方法のステップまたはステップの手順の様々な変更を適用しても
よいことは、当業者にとって明らかである。さらに、同一または類似の結果を得ながら本
明細書に記載の薬剤を化学的及び生理学的に関連する特定の薬剤に置き換えてもよいこと
に留意されたい。このような当業者に明らかな同様の置換及び変更の全ては、添付の特許
請求の範囲によって規定される本発明の精神、範囲、及び概念の範囲内であると考えられ
る。
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Ａｒｏｎｏｖｉｃｈ　ｅｔ　ａｌ，　Ｔｈｅ　Ｓｌｅｅｐｉｎｇ　Ｂｅａｕｔｙ　ｔｒａ
ｎｓｐｏｓｏｎ　ｓｙｓｔｅｍ：　ａ　ｎｏｎ－ｖｉｒａｌ　ｖｅｃｔｏｒ　ｆｏｒ　ｇ
ｅｎｅ　ｔｈｅｒａｐｙ．　Ｈｕｍ．　Ｍｏｌ　Ｇｅｎｅｔ．，　２０：Ｒ１４－２０，
２０１１．
Ｂｈａｔｉａ　ｅｔ　ａｌ，　Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ　ｏｆ　ｍｅｔａｓｔａｔｉｃ　ｍｅ
ｌａｎｏｍａ：　ａｎ　ｏｖｅｒｖｉｅｗ．　Ｏｎｃｏｌｏｇｙ，　２３：４８８－４９
６，　２００９．
Ｂｉｅｄａ　ｅｔ　ａｌ，　Ｐｈｅｎｏｔｙｐｉｃ　ｈｅｔｅｒｏｇｅｎｅｉｔｙ　ｏｆ
　ｈｕｍａｎ　ｅｎｄｏｇｅｎｏｕｓ　ｒｅｔｒｏｖｉｒｕｓ　ｐａｒｔｉｃｌｅｓ　ｐ
ｒｏｄｕｃｅｄ　ｂｙ　ｔｅｒａｔｏｃａｒｃｉｎｏｍａ　ｃｅｌｌ　ｌｉｎｅｓ．　Ｊ
．　Ｇｅｎ．　Ｖｉｒｏｌ，　８２：５９１－５９６，　２００１．
Ｂｒｅｎｔｊｅｎｓ　ｅｔ　ａｌ，　Ｓａｆｅｔｙ　ａｎｄ　ｐｅｒｓｉｓｔｅｎｃｅ　
ｏｆ　ａｄｏｐｔｉｖｅｌｙ　ｔｒａｎｓｆｅｒｒｅｄ　ａｕｔｏｌｏｇｏｕｓ　ＣＤ　
１９－ｔａｒｇｅｔｅｄ　Ｔ　ｃｅｌｌｓ　ｉｎ　ｐａｔｉｅｎｔｓ　ｗｉｔｈ　ｒｅｌ
ａｐｓｅｄ　ｏｒ　ｃｈｅｍｏｔｈｅｒａｐｙ　ｒｅｆｒａｃｔｏｒｙ　Ｂ－ｃｅｌｌ　
ｌｅｕｋｅｍｉａｓ．　Ｂｌｏｏｄ，１　１８：４８１７－４８２８，２０１１．
Ｂｒｅｎｔｊｅｎｓ　ｅｔ　ａｌ，　ＣＤ　１９－Ｔａｒｇｅｔｅｄ　Ｔ　Ｃｅｌｌｓ　
Ｒａｐｉｄｌｙ　Ｉｎｄｕｃｅ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｒｅｍｉｓｓｉｏｎｓ　ｉｎ　Ａ
ｄｕｌｔｓ　ｗｉｔｈ　Ｃｈｅｍｏｔｈｅｒａｐｙ－Ｒｅｆｒａｃｔｏｒｙ　Ａｃｕｔｅ
　Ｌｙｍｐｈｏｂｌａｓｔｉｃ　Ｌｅｕｋｅｍｉａ．　Ｓｃｉ．　Ｔｒａｎｓｌ．　Ｍｅ
ｄ．，　５：　１７７ｒａｌ３８，　２０１３．
Ｂｕｓｃｈｅｒ　ｅｔ　ａｌ，　Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ｏｆ　ｈｕｍａｎ　ｅｎｄｏｇ
ｅｎｏｕｓ　ｒｅｔｒｏｖｉｒｕｓ　Ｋ　ｉｎ　ｍｅｌａｎｏｍａｓ　ａｎｄ　ｍｅｌａ
ｎｏｍａ　ｃｅｌｌ　ｌｉｎｅｓ．　Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓ．，　６５：４１７２－４１
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８０，　２００５．
Ｃｏｎｔｒｅｒａｓ－Ｇａｌｉｎｄｏ　ｅｔ　ａｌ，　Ｈｕｍａｎ　ｅｎｄｏｇｅｎｏｕ
ｓ　ｒｅｔｒｏｖｉｒｕｓ　Ｋ　（ＨＭＬ－２）　ｅｌｅｍｅｎｔｓ　ｉｎ　ｔｈｅ　ｐ
ｌａｓｍａ　ｏｆ　ｐｅｏｐｌｅ　ｗｉｔｈ　ｌｙｍｐｈｏｍａ　ａｎｄ　ｂｒｅａｓｔ
　ｃａｎｃｅｒ．　Ｊ．　Ｖｉｒｏｌ，　８２：９３２９－９３３６，　２００８．
Ｃｏｏｐｅｒ　ａｎｄ　Ｂｏｌｌａｒｄ，　Ｇｏｏｄ　Ｔ　ｃｅｌｌｓ　ｆｏｒ　ｂａｄ
　Ｂ　ｃｅｌｌｓ．　Ｂｌｏｏｄ，　１１９：２７００－２７０２，　２０１２．
Ｄａｖｉｅｓ　ｅｔ　ａｌ，　Ｃｏｍｂｉｎｉｎｇ　ＣＤ　１９　ｒｅｄｉｒｅｃｔｉｏ
ｎ　ａｎｄ　ａｌｌｏａｎｅｒｇｉｚａｔｉｏｎ　ｔｏ　ｇｅｎｅｒａｔｅ　ｔｕｍｏｒ
－ｓｐｅｃｉｆｉｃ　ｈｕｍａｎ　Ｔ　ｃｅｌｌｓ　ｆｏｒ　ａｌｌｏｇｅｎｅｉｃ　ｃ
ｅｌｌ　ｔｈｅｒａｐｙ　ｏｆ　Ｂ－ｃｅｌｌ　ｍａｌｉｇｎａｎｃｉｅｓ．　Ｃａｎｃ
ｅｒ　Ｒｅｓ．，　７０：　３９１５－３９２４，　２０１０．
Ｄｒｅｙｆｕｓ，　Ａｕｔｏｉｍｍｕｎｅ　ｄｉｓｅａｓｅ：　Ａ　ｒｏｌｅ　ｆｏｒ　
ｎｅｗ　ａｎｔｉ－ｖｉｒａｌ　ｔｈｅｒａｐｉｅｓ？　Ａｕｔｏｉｍｍｕｎｉｔｙ　Ｒ
ｅｖｉｅｗｓ，１１：８８－９７，　２０１１．
Ｅｒｔｌ　ｅｔ　ａｌ，　Ｃｏｎｓｉｄｅｒａｔｉｏｎｓ　ｆｏｒ　ｔｈｅ　ｃｌｉｎｉ
ｃａｌ　ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｃｈｉｍｅｒｉｃ　ａｎｔｉｇｅｎ　ｒｅｃｅ
ｐｔｏｒ　Ｔ　ｃｅｌｌｓ：　ｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎｓ　ｆｒｏｍ　ａ　ｒｅｃｏｍｂ
ｉｎａｎｔ　ＤＮＡ　Ａｄｖｉｓｏｒｙ　Ｃｏｍｍｉｔｔｅｅ　Ｓｙｍｐｏｓｉｕｍ　ｈ
ｅｌｄ　Ｊｕｎｅ　１５，　２０１０．　Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓ．，　７１：３１７５－
３１８１，　２０１１．
Ｇａｒｒｉｄｏ　ｅｔ　ａｌ，　Ｉｍｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ　ｆｏｒ　ｉｍｍｕｎｏｓｕ
ｒｖｅｉｌｌａｎｃｅ　ｏｆ　ａｌｔｅｒｅｄ　ＨＬＡ　ｃｌａｓｓ　Ｉ　ｐｈｅｎｏｔ
ｙｐｅｓ　ｉｎ　ｈｕｍａｎ　ｔｕｍｏｕｒｓ．　Ｉｍｍｕｎｏｌ．　Ｔｏｄａｙ，　１
８：８９－９５，　１９９７．
Ｇｅｉｓｓ　ｅｔ　ａｌ，　Ｄｉｒｅｃｔ　ｍｕｌｔｉｐｌｅｘｅｄ　ｍｅａｓｕｒｅｍ
ｅｎｔ　ｏｆ　ｇｅｎｅ　ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ｗｉｔｈ　ｃｏｌｏｒ－ｃｏｄｅｄ　
ｐｒｏｂｅ　ｐａｉｒｓ．　Ｎａｔ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ．，　２６：３１７－３２５
，　２００８．
Ｇｅｕｒｔｓ　ｅｔ　ａｌ．，　Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ－ｂａｓｅｄ　ｐｒｅｄｉｃｔｉｏ
ｎ　ｏｆ　ｉｎｓｅｒｔｉｏｎ－ｓｉｔｅ　ｐｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓ　ｏｆ　ｔｒａｎｓ
ｐｏｓｏｎｓ　ｉｎｔｏ　ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅｓ．　Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｒ
ｅｓ．，　３４：２８０３－２８１　１，　２００６．
Ｇｒｏｓｓ　ｅｔ　ａｌ，　Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ｏｆ　ｉｍｍｕｎｏｇｌｏｂｕｌｉ
ｎ－Ｔ－ｃｅｌｌ　ｒｅｃｅｐｔｏｒ　ｃｈｉｍｅｒｉｃ　ｍｏｌｅｃｕｌｅｓ　ａｓ　
ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ　ｒｅｃｅｐｔｏｒｓ　ｗｉｔｈ　ａｎｔｉｂｏｄｙ　－ｔｙｐｅ
　ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ．　Ｐｒｏｃ．　Ｎａｔｌ．　Ａｃａｄ．　Ｓｃｉ．　ＵＳＡ
，　８６：　１００２４－１００２８，　１９８９．
Ｈａｃｋｅｔｔ　ｅｔ　ａｌ，　Ａ　ｔｒａｎｓｐｏｓｏｎ　ａｎｄ　ｔｒａｎｓｐｏｓ
ａｓｅ　ｓｙｓｔｅｍ　ｆｏｒ　ｈｕｍａｎ　ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ．　Ｍｏｌ．　Ｔ
ｈｅｒ．，　１８：６７４－６８３，　２０１０．
Ｈａｃｋｅｔｔ　ｅｔ　ａｌ．，　Ｅｆｆｉｃａｃｙ　ａｎｄ　ｓａｆｅｔｙ　ｏｆ　Ｓ
ｌｅｅｐｉｎｇ　Ｂｅａｕｔｙ　ｔｒａｎｓｐｏｓｏｎ－ｍｅｄｉａｔｅｄ　ｇｅｎｅ　
ｔｒａｎｓｆｅｒ　ｉｎ　ｐｒｅｃｌｉｎｉｃａｌ　ａｎｉｍａｌ　ｓｔｕｄｉｅｓ．　
Ｃｕｒｒ．　Ｇｅｎｅ　Ｔｈｅｒ．，　１１：３４１－３４９，　２０１１．
Ｈａｈｎ　ｅｔ　ａｌ，　Ｓｅｒｏｌｏｇｉｃａｌ　ｒｅｓｐｏｎｓｅ　ｔｏ　ｈｕｍａ
ｎ　ｅｎｄｏｇｅｎｏｕｓ　ｒｅｔｒｏｖｉｒｕｓ　Ｋ　ｉｎ　ｍｅｌａｎｏｍａ　ｐａ
ｔｉｅｎｔｓ　ｃｏｒｒｅｌａｔｅｓ　ｗｉｔｈ　ｓｕｒｖｉｖａｌ　ｐｒｏｂａｂｉｌ
ｉｔｙ．　ＡＩＤＳ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　ａｎｄ　Ｈｕｍａｎ　Ｒｅｔｒｏｖｉｒｕｓｅ
ｓ，　２４：７１７－　７２３，　２００８．
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Ｈｏｌｌｉｓ　ｅｔ　ａｌ，　Ｓｔａｂｌｅ　ｇｅｎｅ　ｔｒａｎｓｆｅｒ　ｔｏ　ｈｕ
ｍａｎ　ＣＤ３４（＋）　ｈｅｍａｔｏｐｏｉｅｔｉｃ　ｃｅｌｌｓ　ｕｓｉｎｇ　ｔｈ
ｅ　Ｓｌｅｅｐｉｎｇ　Ｂｅａｕｔｙ　ｔｒａｎｓｐｏｓｏｎ．　Ｅｘｐ．　Ｈｅｍａｔ
ｏｌ，　３４：　１３３３－１３４３，　２００６．
Ｈｕａｎｇ　ｅｔ　ａｌ，　Ｇｅｎｅｔｉｃａｌｌｙ　ｍｏｄｉｆｉｅｄ　Ｔ　ｃｅｌｌ
ｓ　ｔａｒｇｅｔｉｎｇ　ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ－１１　ｒｅｃｅｐｔｏｒ　ａｌｐｈ
ａ－ｃｈａｉｎ　ｋｉｌｌ　ｈｕｍａｎ　ｏｓｔｅｏｓａｒｃｏｍａ　ｃｅｌｌｓ　ａｎ
ｄ　ｉｎｄｕｃｅ　ｔｈｅ　ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎ　ｏｆ　ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ　ｏ
ｓｔｅｏｓａｒｃｏｍａ　ｌｕｎｇ　ｍｅｔａｓｔａｓｅｓ．　Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓ．
，　７２：２７１－２８１，　２０１２．
Ｈｕａｎｇ　ｅｔ　ａｌ，　Ｓｌｅｅｐｉｎｇ　Ｂｅａｕｔｙ　ｔｒａｎｓｐｏｓｏｎ－
ｍｅｄｉａｔｅｄ　ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ　ｏｆ　ｈｕｍａｎ　ｐｒｉｍａｒｙ　Ｔ　
ｃｅｌｌｓ　ｆｏｒ　ｔｈｅｒａｐｙ　ｏｆ　ＣＤ　１９＋　ｌｙｍｐｈｏｉｄ　ｍａｌ
ｉｇｎａｎｃｉｅｓ．　Ｍｏｌ．　Ｔｈｅｒ．，　１６：５８０－５８９，　２００８．
Ｈｕａｎｇ　ｅｔ　ａｌ，　ＤＮＡ　ｔｒａｎｓｐｏｓｏｎｓ　ｆｏｒ　ｍｏｄｉｆｉｃ
ａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｈｕｍａｎ　ｐｒｉｍａｒｙ　Ｔ　ｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅｓ．　Ｍｅ
ｔｈｏｄｓ　Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ，　５０６：１１５－１２６，　２００９．
Ｈｕｌｓ　ｅｔ　ａｌ，　Ｃｌｉｎｉｃａｌ　ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｓｌｅｅ
ｐｉｎｇ　ｂｅａｕｔｙ　ａｎｄ　ａｒｔｉｆｉｃｉａｌ　ａｎｔｉｇｅｎ　ｐｒｅｓｅ
ｎｔｉｎｇ　ｃｅｌｌｓ　ｔｏ　ｇｅｎｅｔｉｃａｌｌｙ　ｍｏｄｉｆｙ　Ｔ　ｃｅｌｌ
ｓ　ｆｒｏｍ　ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌ　ａｎｄ　ｕｍｂｉｌｉｃａｌ　ｃｏｒｄ　ｂｌｏ
ｏｄ．　Ｊ．　Ｖｉｓ．　Ｅｘｐ．，　ｅ５００７０，　２０１３．
Ｉｖｉｃｓ　ｅｔ　ａｌ，　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　ｒｅｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ　ｏｆ
　Ｓｌｅｅｐｉｎｇ　Ｂｅａｕｔｙ，　ａ　Ｔｅｌ　－ｌｉｋｅ　ｔｒａｎｓｐｏｓｏｎ
　ｆｒｏｍ　ｆｉｓｈ，　ａｎｄ　ｉｔｓ　ｔｒａｎｓｐｏｓｉｔｉｏｎ　ｉｎ　ｈｕｍ
ａｎ　ｃｅｌｌｓ．　Ｃｅｌｌ，　９１：５０１－５１０，　１９９７．
Ｉｚｓｖａｋ　ａｎｄ　Ｉｖｉｃｓ，　Ｓｌｅｅｐｉｎｇ　ｂｅａｕｔｙ　ｔｒａｎｓｐ
ｏｓｉｔｉｏｎ：　ｂｉｏｌｏｇｙ　ａｎｄ　ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ　ｆｏｒ　ｍｏ
ｌｅｃｕｌａｒ　ｔｈｅｒａｐｙ．　Ｍｏｌ．　Ｔｈｅｒ．，　９：　１４７－　１５６
，　２００４．
Ｉｚｓｖａｋ　ｅｔ　ａｌ．，　Ｔｒａｎｓｌａｔｉｎｇ　Ｓｌｅｅｐｉｎｇ　Ｂｅａｕ
ｔｙ　ｔｒａｎｓｐｏｓｉｔｉｏｎ　ｉｎｔｏ　ｃｅｌｌｕｌａｒ　ｔｈｅｒａｐｉｅｓ
：　ｖｉｃｔｏｒｉｅｓ　ａｎｄ　ｃｈａｌｌｅｎｇｅｓ．　Ｂｉｏｅｓｓａｙｓ，　３
２：７５６－７６７，　２０１０．
Ｊｅｎａ　ｅｔ　ａｌ．，　Ｒｅｄｉｒｅｃｔｉｎｇ　Ｔ－ｃｅｌｌ　ｓｐｅｃｉｆｉｃ
ｉｔｙ　ｂｙ　ｉｎｔｒｏｄｕｃｉｎｇ　ａ　ｔｕｍｏｒ－ｓｐｅｃｉｆｉｃ　ｃｈｉｍ
ｅｒｉｃ　ａｎｔｉｇｅｎ　ｒｅｃｅｐｔｏｒ．　Ｂｌｏｏｄ，　１１６：１０３５－１
０４４，　２０１０．
Ｊｅｎａ　ｅｔ　ａｌ．，　Ｃｈｉｍｅｒｉｃ　Ａｎｔｉｇｅｎ　Ｒｅｃｅｐｔｏｒ　（
ＣＡＲ）　－Ｓｐｅｃｉｆｉｃ　Ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ　Ａｎｔｉｂｏｄｙ　ｔｏ　Ｄｅ
ｔｅｃｔ　ＣＤ１９－Ｓｐｅｃｉｆｉｃ　Ｔ　Ｃｅｌｌｓ　ｉｎ　Ｃｌｉｎｉｃａｌ　Ｔ
ｒｉａｌｓ．　ＰＬｏＳ　ＯＮＥ，　８：ｅ５７８３８，　２０１３．
Ｊｉｎ　ｅｔ　ａｌ，　Ｔｈｅ　ｈｙｐｅｒａｃｔｉｖｅ　Ｓｌｅｅｐｉｎｇ　Ｂｅａｕ
ｔｙ　ｔｒａｎｓｐｏｓａｓｅ　ＳＢ１００Ｘ　ｉｍｐｒｏｖｅｓ　ｔｈｅ　ｇｅｎｅｔ
ｉｃ　ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎ　ｏｆ　Ｔ　ｃｅｌｌｓ　ｔｏ　ｅｘｐｒｅｓｓ　ａ　
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