
JP 6985934 B2 2021.12.22

10

20

(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　以下の（ｉ）から（ｉｉｉ）を含むキメラ分子を発現するように遺伝子操作されたナチ
ュラルキラー細胞を含む、がんを治療するための製剤
　（ｉ）以下の（ａ）及び（ｂ）を含む細胞外成分、
　　（ａ）細胞マーカーに特異的に結合する結合ドメイン、及び
　　（ｂ）少なくとも２つのタグカセットであって、各々のタグカセットは、外来性の同
族結合分子（ＥｘｏＣＢＭ）に特異的に結合し、第１のタグカセットは、配列番号１１８
又は配列番号１３７で表されるアミノ酸配列を含み、第２のタグカセットは、配列番号１
１９、配列番号１２０、配列番号１２１、配列番号１３１、配列番号１３２、配列番号１
３３、配列番号１３４、配列番号１３５、配列番号１３６、若しくは配列番号１３８で表
されるアミノ酸配列を含むか、又はＨｉｓタグ、ポリグルタミン酸塩タグ、Ｎｕｓタグ、
Ｓタグ、ＳＢＰタグ、ＣＲＥＢ結合タンパク質（ＣＢＰ）、グルタチオンＳ－トランスフ
ェラーゼ（ＧＳＴ）、マルトース結合タンパク質（ＭＢＰ）、緑色蛍光タンパク質（ＧＦ
Ｐ）、若しくはチオレドキシンタグを含む、少なくとも２つのタグカセット、
　（ｉｉ）エフェクタードメインを含む細胞内成分、及び
　（ｉｉｉ）疎水性部分であって、細胞外成分は、細胞内成分に該疎水性部分を介して連
結されている、疎水性部分
であって、第１のタグカセットに特異的に結合する第１のＥｘｏＣＢＭと組み合わせて使
用され、第１のＥｘｏＣＢＭが、同族受容体、抗タグ抗体及び／または抗タグ－ｓｃＦｖ



(2) JP 6985934 B2 2021.12.22

10

20

30

40

50

であり、第１のＥｘｏＣＢＭの第１のタグカセットへの結合が、前記ナチュラルキラー細
胞を活性化する、製剤。
【請求項２】
　第２のタグカセットに特異的に結合する第２のＥｘｏＣＢＭと組み合わせて使用され、
第２のＥｘｏＣＢＭがナチュラルキラー細胞枯渇剤に結合している、請求項１に記載の製
剤。
【請求項３】
　ナチュラルキラー細胞枯渇剤が、細胞傷害剤、放射性同位体剤又は放射性金属剤を含む
、請求項２に記載の製剤。
【請求項４】
　以下の（ｉ）から（ｉｉｉ）を含むキメラ分子を発現するように遺伝子操作されたナチ
ュラルキラー細胞を含む、がんを治療するための製剤
　（ｉ）以下の（ａ）及び（ｂ）を含む細胞外成分、
　　（ａ）細胞マーカーに特異的に結合する結合ドメイン、及び
　　（ｂ）少なくとも２つのタグカセットであって、各々のタグカセットは、外来性の同
族結合分子（ＥｘｏＣＢＭ）に特異的に結合し、第１のタグカセットは、配列番号１１８
又は配列番号１３７で表されるアミノ酸配列を含み、第２のタグカセットは、配列番号１
１９、配列番号１２０、配列番号１２１、配列番号１３１、配列番号１３２、配列番号１
３３、配列番号１３４、配列番号１３５、配列番号１３６、若しくは配列番号１３８で表
されるアミノ酸配列を含むか、又はＨｉｓタグ、ポリグルタミン酸塩タグ、Ｎｕｓタグ、
Ｓタグ、ＳＢＰタグ、ＣＲＥＢ結合タンパク質（ＣＢＰ）、グルタチオンＳ－トランスフ
ェラーゼ（ＧＳＴ）、マルトース結合タンパク質（ＭＢＰ）、緑色蛍光タンパク質（ＧＦ
Ｐ）、若しくはチオレドキシンタグを含む、少なくとも２つのタグカセット、
　（ｉｉ）エフェクタードメインを含む細胞内成分、及び
　（ｉｉｉ）疎水性部分であって、細胞外成分は、細胞内成分に該疎水性部分を介して連
結されている、疎水性部分、
であって、第１のタグカセットに特異的に結合する第１のＥｘｏＣＢＭと組み合わせて使
用され、投与される第１のＥｘｏＣＢＭはナチュラルキラー細胞枯渇剤に結合している、
製剤。
【請求項５】
　ナチュラルキラー細胞枯渇剤が、細胞傷害剤、放射性同位体剤又は放射性金属剤を含む
、請求項４に記載の製剤。
【請求項６】
　第１のタグカセット及び第２のタグカセットが、同じアミノ酸配列を含む、請求項１又
は４に記載の製剤。
【請求項７】
　第１のタグカセット及び第２のタグカセットが、異なるアミノ酸配列を含む、請求項１
又は４に記載の製剤。
【請求項８】
　第１のタグカセットが、配列番号１３９、配列番号１４０、配列番号１４１、配列番号
１４２、配列番号１４３又は配列番号１４４で表されるアミノ酸配列から選択される配列
を有するタグカセット－リンカー構築物の一部である、請求項１又は４に記載の製剤。
【請求項９】
　第１のタグカセットが、結合ドメインに対してアミノ末端又は結合ドメインに対してカ
ルボキシ末端に位置する、請求項１又は４に記載の製剤。
【請求項１０】
　第１のタグカセットが、結合ドメインに対してアミノ末端に位置し、かつ第２のタグカ
セットが、結合ドメインに対してカルボキシ末端に位置する、請求項１又は４に記載の製
剤。
【請求項１１】
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　結合ドメインが、ｓｃＦｖ、ｓｃＴＣＲ、受容体の細胞外ドメインまたはリガンドであ
る、請求項１又は４に記載の製剤。
【請求項１２】
　細胞マーカーが、ＣＤ３、ＣＥＡＣＡＭ６、ｃ－Ｍｅｔ、ＥＧＦＲ、ＥＧＦＲｖＩＩＩ
、ＥｒｂＢ２、ＥｒｂＢ３、ＥｒｂＢ４、ＥｐｈＡ２、ＩＧＦ１Ｒ、ＧＤ２、Ｏ－アセチ
ルＧＤ２、Ｏ－アセチルＧＤ３、ＧＨＲＨＲ、ＧＨＲ、ＦＬＴ１、ＫＤＲ、ＦＬＴ４、Ｃ
Ｄ４４ｖ６、ＣＤ１５１、ＣＡ１２５、ＣＥＡ、ＣＴＬＡ－４、ＧＩＴＲ、ＢＴＬＡ、Ｔ
ＧＦＢＲ２、ＴＧＦＢＲ１、ＩＬ６Ｒ、ｇｐ１３０、ＬｅｗｉｓＡ、ＬｅｗｉｓＹ、ＴＮ
ＦＲ１、ＴＮＦＲ２、ＰＤ１、ＰＤ－Ｌ１、ＰＤ－Ｌ２、ＨＶＥＭ、ＭＡＧＥ－Ａ、メソ
テリン、ＮＹ－ＥＳＯ－１、ＰＳＭＡ、ＲＡＮＫ、ＲＯＲ１、ＴＮＦＲＳＦ４、ＣＤ４０
、ＣＤ１３７、ＴＷＥＡＫ－Ｒ、ＨＬＡ、ＨＬＡに結合した腫瘍もしくは病原体に関連す
るペプチド、ＨＬＡに結合したｈＴＥＲＴペプチド、ＨＬＡに結合したチロシナーゼペプ
チド、ＨＬＡに結合したＷＴ－１ペプチド、ＬＴβＲ、ＬＩＦＲβ、ＬＲＰ５、ＭＵＣ１
、ＯＳＭＲβ、ＴＣＲα、ＴＣＲβ、ＣＤ１９、ＣＤ２０、ＣＤ２２、ＣＤ２５、ＣＤ２
８、ＣＤ３０、ＣＤ３３、ＣＤ５２、ＣＤ５６、ＣＤ８０、ＣＤ８１、ＣＤ８６、ＣＤ１
２３、ＣＤ１７１、ＣＤ２７６、Ｂ７Ｈ４、ＴＬＲ７、ＴＬＲ９、ＰＴＣＨ１、ＷＴ－１
、Ｒｏｂｏ１、α－フェトプロテイン（ＡＦＰ）、Ｆｒｉｚｚｌｅｄ、ＯＸ４０及びＣＤ
７９ｂからなる群から選択される、請求項１又は４に記載の製剤。
【請求項１３】
　細胞マーカーが、ＣＤ１９、ＲＯＲ１、ＰＳＭＡ、ＰＳＣＡ、メソテリン、ＣＤ２０、
ＷＴ１又はＨｅｒ２である、請求項１又は４に記載の製剤。
【請求項１４】
　結合ドメインがＣＤ１９に結合し；細胞外成分がさらにヒトＩｇＧ４のヒンジ領域を含
むスペーサー領域を含み、該細胞外成分は結合ドメイン及び細胞内成分の間に位置し；及
びエフェクタードメインがＣＤ２８又は４－１ＢＢの細胞質ドメインを含む、請求項１又
は４に記載の製剤。
【請求項１５】
　疎水性部分が、ヒトＣＤ２８、ＣＤ４、又はＣＤ８の膜貫通ドメインを含む、請求項１
又は４に記載の製剤。
【請求項１６】
　結合ドメインが、Ｋａｂａｔ番号付けによる
　配列番号１０８のＣＤＲＬ１配列と、配列番号１１１のＣＤＲＬ２配列と、配列番号１
０４のＣＤＲＬ３配列と、配列番号１０３のＣＤＲＨ１配列と、配列番号１１４のＣＤＲ
Ｈ２配列及び配列番号１１５のＣＤＲＨ３配列、
　配列番号８２で表されるＲ１２抗体の軽鎖及び重鎖可変領域のＣＤＲ、又は
　配列番号７６で表されるＲ１１抗体の軽鎖及び重鎖可変領域のＣＤＲ、
　を含む単鎖Ｆｖ断片（ｓｃＦｖ）である、請求項１又は４に記載の製剤。
【請求項１７】
　キメラ分子が、配列番号３４、５３、５４、５５、５６、５７又は５８で表されるアミ
ノ酸配列から選択されるアミノ酸配列を有する、請求項１又は４に記載の製剤。
【請求項１８】
　エフェクタードメインが、４－１ＢＢ、Ｂ７－Ｈ３、ＣＡＲＤ１１、ＣＤ２、ＣＤ３γ
、ＣＤ３δ、ＣＤ３ε、ＣＤ３ζ、ＣＤ７、ＣＤ２５、ＣＤ２７、ＣＤ２８、ＣＤ３０、
ＣＤ４０、ＣＤ７９Ａ、ＣＤ７９Ｂ、ＤＡＰ１０、ＦｃＲα、ＦｃＲβ、ＦｃＲγ、Ｆｙ
ｎ、ＨＶＥＭ、ＩＣＯＳ、ＬＡＧ３、ＬＡＴ、Ｌｃｋ、ＬＦＡ－１、ＬＩＧＨＴ、ＬＲＰ
、ＮＫＧ２Ｃ、ＮＫＧ２Ｄ、ＮＯＴＣＨ１、ＮＯＴＣＨ２、ＮＯＴＣＨ３、ＮＯＴＣＨ４
、ｐＴα、ＰＴＣＨ２、ＯＸ４０、ＲＯＲ２、Ｒｙｋ、ＳＬＡＭＦ１、Ｓｌｐ７６、ＴＣ
Ｒα、ＴＣＲβ、ＴＲＩＭ、Ｗｎｔ又はＺａｐ７０から選択される、１以上のシグナル伝
達ドメイン、刺激ドメイン又は共刺激ドメインを含む、請求項１又は４に記載の製剤。
【請求項１９】
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　エフェクタードメインが、（ｉ）ＣＤ３ζのシグナル伝達ドメインの全部または一部、
（ｉｉ）ＣＤ２８のシグナル伝達ドメインの全部または一部、及び／又は（ｉｉｉ）４－
１ＢＢのシグナル伝達ドメインの全部または一部を含む、細胞内シグナル伝達ドメインを
含む、請求項１又は４に記載の製剤。
【請求項２０】
　細胞外成分が、配列番号４７、配列番号５２又は配列番号６１で表されるアミノ酸配列
から選択されるアミノ酸配列を有するスペーサー領域をさらに含み、スペーサー領域が、
結合ドメイン及び細胞内成分の間に位置する、請求項１又は４に記載の製剤。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
関連出願への相互参照
　本出願は、その内容全体が本明細書に組み入れられる２０１５年４月２９日に出願され
た米国仮特許出願番号第６２／１５４，５６５に対して優先権を主張する。
【０００２】
発明の分野
　造血幹細胞／前駆細胞（ＨＳＰＣ）及び／または非Ｔエフェクター細胞がタグカセット
を含む細胞外成分を発現するように操作される。タグカセットを用いて操作された細胞を
活性化し、その増殖を促進し、それを検出し、濃縮し、単離し、追跡し、枯渇させ、及び
／または除去することができる。細胞は結合ドメインも発現することができる。
【背景技術】
【０００３】
　免疫系のＴ細胞を遺伝子操作して癌細胞のような望ましくない細胞型を標的とし、殺傷
することにおいて著しい進歩が見られている。たとえば、Ｔ細胞は、特定の標的抗原を結
合する細胞外成分と、細胞外成分が標的抗原を結合しているとＴ細胞の活動を指図する細
胞内成分とを有する分子を発現するように遺伝子操作されている。例として、細胞外成分
は癌細胞上に見いだされる標的抗原を結合するように設計することができ、結合すると、
細胞内成分は結合した癌細胞を破壊するようにＴ細胞に指図する。そのような分子の例に
は、遺伝子操作されたＴ細胞受容体（ＴＣＲ）及びキメラ抗原受容体（ＣＡＲ）が挙げら
れる。
【０００４】
　遺伝子操作されたＴ細胞が望ましくない細胞型を標的にして、破壊する能力にて著しい
進歩を提供する一方で、それらは、治療設定で使用され得る前に各特定の対象との免疫学
的適合を必要とする。いったんドナーの一致が見いだされると（または治療を必要とする
対象からＴ細胞が得られると）、細胞が対象にて使用され得るまえに細胞を操作し、増殖
させなければならない。この非常に時間がかかり、且つ高価な過程は場合によっては、治
療において致命的な遅延を引き起こし得る。
【発明の概要】
【０００５】
　本開示は、免疫学的適合を必要とせずに対象に投与することができる遺伝子操作された
幹細胞を提供する。したがって、これらの操作された幹細胞は、ドナーの特定及びその後
の細胞の操作や増殖に関連する治療における遅延及び労力を排除する「即納」治療として
提供されてもよい。操作された幹細胞は単独で、または種々の他の治療との併用で投与さ
れて多数の治療目標を得ることができる。特定の実施形態では、操作された幹細胞は投与
の前に操作された非Ｔエフェクター細胞に分化する。
【０００６】
　さらに詳しくは、造血幹細胞／前駆細胞（ＨＳＰＣ）は遺伝子操作されてタグカセット
を含む細胞外成分を発現する。タグカセットを用いて、遺伝子操作された細胞を試験管内
で、生体内で及び／または生体外で、活性化し、その増殖を促進し、それを検出し、濃縮
し、単離し、追跡し、枯渇させ、及び／または除去することができる。そのような操作さ



(5) JP 6985934 B2 2021.12.22

10

20

30

40

50

れた細胞を特定することができ、タグカセットを発現していないＨＳＰＣに比べて高い収
率で単離することができる。特定の実施形態では、操作されたＨＳＰＣは投与の前に非Ｔ
エフェクター細胞に分化することができる。
【０００７】
　追加の実施形態では、操作された細胞はさらに、細胞外成分の一部として、望ましくな
い細胞型にて優先的に見いだされる特定の細胞マーカーを結合するリガンド結合ドメイン
を発現することができる。これらの実施形態はさらに、細胞外成分が細胞マーカーを結合
している場合、遺伝子操作された細胞の活動を指図する細胞内成分を発現する。例として
、細胞外成分は癌細胞上で優先的に見いだされる細胞マーカーを結合するように設計する
ことができ、結合すると、細胞内成分は結合された癌細胞を破壊するように遺伝子操作さ
れた細胞に指図する。そのような分子の例には、遺伝子操作されたＴ細胞受容体（ＴＣＲ
）、キメラ抗原受容体（ＣＡＲ）、及び本明細書で開示されている他の分子が挙げられる
。
【０００８】
　タグカセットを含む細胞外成分を発現している遺伝子操作された幹細胞は重要な研究ツ
ールも提供する。
【図面の簡単な説明】
【０００９】
【図１】抗ＣＤ１９短スペーサーのキメラ受容体であるＧＭＣＳＦＲｓｓ－ＣＤ１９ｓｃ
Ｆｖ－ＩｇＧ４ヒンジ－ＣＤ２８ｔｍ－４１ＢＢ－ゼータ－Ｔ２Ａ－ＥＧＦＲｔの例とな
るヌクレオチド配列を示す図である。ＥＧＦＲｔは、たとえば、ＳＴＲＥＰタグ（登録商
標）ＩＩ（配列番号１１８）、Ｍｙｃタグ（配列番号１１９）、Ｖ５タグ（配列番号１２
０）、ＦＬＡＧ（登録商標）タグ（Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ、Ｃｏ．、ＬＬＣ、Ｓｔ
．Ｌｏｕｉｓ、ＭＯ）（配列番号１２１）、Ｈｉｓタグ、または本明細書で開示されてい
るような他のペプチドもしくは分子のような外来性の同族結合分子（ＥｘｏＣＢＭ）を結
合しているタグカセットによって置き換えることができ、または補完することができる。
【図２－１】ＧＭＣＳＦＲｓｓ－ＣＤ１９ｓｃＦｖ－ＩｇＧ４ヒンジ－ＣＤ２８ｔｍ－４
１ＢＢ－ゼータ－Ｔ２Ａ－ＥＧＦＲｔの例となる核酸及びアミノ酸の配列を示す図である
。ＥＧＦＲｔは、たとえば、ＳＴＲＥＰタグ（登録商標）ＩＩ（配列番号１１８）、Ｍｙ
ｃタグ（配列番号１１９）、Ｖ５タグ（配列番号１２０）、ＦＬＡＧ（登録商標）タグ（
配列番号１２１）、Ｈｉｓタグ、または本明細書で開示されているような他のペプチドも
しくは分子のようなＥｘｏＣＢＭを結合しているタグカセットによって置き換えることが
でき、または補完することができる。
【図２－２】ＧＭＣＳＦＲｓｓ－ＣＤ１９ｓｃＦｖ－ＩｇＧ４ヒンジ－ＣＤ２８ｔｍ－４
１ＢＢ－ゼータ－Ｔ２Ａ－ＥＧＦＲｔの例となる核酸及びアミノ酸の配列を示す図である
。ＥＧＦＲｔは、たとえば、ＳＴＲＥＰタグ（登録商標）ＩＩ（配列番号１１８）、Ｍｙ
ｃタグ（配列番号１１９）、Ｖ５タグ（配列番号１２０）、ＦＬＡＧ（登録商標）タグ（
配列番号１２１）、Ｈｉｓタグ、または本明細書で開示されているような他のペプチドも
しくは分子のようなＥｘｏＣＢＭを結合しているタグカセットによって置き換えることが
でき、または補完することができる。
【図２－３】ＧＭＣＳＦＲｓｓ－ＣＤ１９ｓｃＦｖ－ＩｇＧ４ヒンジ－ＣＤ２８ｔｍ－４
１ＢＢ－ゼータ－Ｔ２Ａ－ＥＧＦＲｔの例となる核酸及びアミノ酸の配列を示す図である
。ＥＧＦＲｔは、たとえば、ＳＴＲＥＰタグ（登録商標）ＩＩ（配列番号１１８）、Ｍｙ
ｃタグ（配列番号１１９）、Ｖ５タグ（配列番号１２０）、ＦＬＡＧ（登録商標）タグ（
配列番号１２１）、Ｈｉｓタグ、または本明細書で開示されているような他のペプチドも
しくは分子のようなＥｘｏＣＢＭを結合しているタグカセットによって置き換えることが
でき、または補完することができる。
【図３Ａ】ＺＸＲ－０１４のヌクレオチド配列及びアミノ酸配列の区画のマップを示す図
である。
【図３Ｂ】例となるプライマーの配列を示す図である。
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【図４】ＩｇＧ４－Ｆｃのアミノ酸配列及び区画のマップを示す図である。
【図５】Ｕｎｉｐｒｏｔ　Ｐ１０７４７　ＣＤ２８のアミノ酸配列及び区画のマップを示
す図である。
【図６】Ｕｎｉｐｒｏｔ　Ｑ０７０１１　４－１ＢＢのアミノ酸配列及び区画のマップを
示す図である。
【図７】Ｕｎｉｐｒｏｔ　Ｐ２０９６３ヒトＣＤ３ζアイソフォーム３のアミノ酸配列及
び区画のマップを示す図である。
【図８】例となるヒンジ領域の配列を示す図である。
【図９－１】Ｒ１２長スペーサーのＣＡＲであるＰＪ＿Ｒ１２－ＣＨ２－ＣＨ３－４１Ｂ
Ｂ－Ｚ－Ｔ２Ａ－ｔＥＧＦＲの配列を示す図である。ｔＥＧＦＲは、たとえば、ＳＴＲＥ
Ｐタグ（登録商標）ＩＩ（配列番号１１８）、Ｍｙｃタグ（配列番号１１９）、Ｖ５タグ
（配列番号１２０）、ＦＬＡＧ（登録商標）タグ（配列番号１２１）、Ｈｉｓタグ、また
は本明細書で開示されているような他のペプチドもしくは分子のようなＥｘｏＣＢＭを結
合しているタグカセットによって置き換えることができ、または補完することができる。
【図９－２】Ｒ１２長スペーサーのＣＡＲであるＰＪ＿Ｒ１２－ＣＨ２－ＣＨ３－４１Ｂ
Ｂ－Ｚ－Ｔ２Ａ－ｔＥＧＦＲの配列を示す図である。ｔＥＧＦＲは、たとえば、ＳＴＲＥ
Ｐタグ（登録商標）ＩＩ（配列番号１１８）、Ｍｙｃタグ（配列番号１１９）、Ｖ５タグ
（配列番号１２０）、ＦＬＡＧ（登録商標）タグ（配列番号１２１）、Ｈｉｓタグ、また
は本明細書で開示されているような他のペプチドもしくは分子のようなＥｘｏＣＢＭを結
合しているタグカセットによって置き換えることができ、または補完することができる。
【図９－３】Ｒ１２長スペーサーのＣＡＲであるＰＪ＿Ｒ１２－ＣＨ２－ＣＨ３－４１Ｂ
Ｂ－Ｚ－Ｔ２Ａ－ｔＥＧＦＲの配列を示す図である。ｔＥＧＦＲは、たとえば、ＳＴＲＥ
Ｐタグ（登録商標）ＩＩ（配列番号１１８）、Ｍｙｃタグ（配列番号１１９）、Ｖ５タグ
（配列番号１２０）、ＦＬＡＧ（登録商標）タグ（配列番号１２１）、Ｈｉｓタグ、また
は本明細書で開示されているような他のペプチドもしくは分子のようなＥｘｏＣＢＭを結
合しているタグカセットによって置き換えることができ、または補完することができる。
【図９－４】Ｒ１２長スペーサーのＣＡＲであるＰＪ＿Ｒ１２－ＣＨ２－ＣＨ３－４１Ｂ
Ｂ－Ｚ－Ｔ２Ａ－ｔＥＧＦＲの配列を示す図である。ｔＥＧＦＲは、たとえば、ＳＴＲＥ
Ｐタグ（登録商標）ＩＩ（配列番号１１８）、Ｍｙｃタグ（配列番号１１９）、Ｖ５タグ
（配列番号１２０）、ＦＬＡＧ（登録商標）タグ（配列番号１２１）、Ｈｉｓタグ、また
は本明細書で開示されているような他のペプチドもしくは分子のようなＥｘｏＣＢＭを結
合しているタグカセットによって置き換えることができ、または補完することができる。
【図１０】リーダー＿Ｒ１２－ヒンジ－ＣＨ２－ＣＨ３－ＣＤ２８ｔｍ／４１ＢＢ－Ｚ－
Ｔ２Ａ－ｔＥＧＦＲの配列を示す図である。ｔＥＧＦＲは、たとえば、ＳＴＲＥＰタグ（
登録商標）ＩＩ（配列番号１１８）、Ｍｙｃタグ（配列番号１１９）、Ｖ５タグ（配列番
号１２０）、ＦＬＡＧ（登録商標）タグ（配列番号１２１）、Ｈｉｓタグ、または本明細
書で開示されているような他のペプチドもしくは分子のようなＥｘｏＣＢＭを結合してい
るタグカセットによって置き換えることができ、または補完することができる。
【図１１－１】Ｒ１２中間スペーサーＣＡＲであるＰＪ＿Ｒ１２－ＣＨ３－４１ＢＢ－Ｚ
－Ｔ２Ａ－ｔＥＧＦＲの配列を示す図である。ｔＥＧＦＲは、たとえば、ＳＴＲＥＰタグ
（登録商標）ＩＩ（配列番号１１８）、Ｍｙｃタグ（配列番号１１９）、Ｖ５タグ（配列
番号１２０）、ＦＬＡＧ（登録商標）タグ（配列番号１２１）、Ｈｉｓタグ、または本明
細書で開示されているような他のペプチドもしくは分子のようなＥｘｏＣＢＭを結合して
いるタグカセットによって置き換えることができ、または補完することができる。
【図１１－２】Ｒ１２中間スペーサーＣＡＲであるＰＪ＿Ｒ１２－ＣＨ３－４１ＢＢ－Ｚ
－Ｔ２Ａ－ｔＥＧＦＲの配列を示す図である。ｔＥＧＦＲは、たとえば、ＳＴＲＥＰタグ
（登録商標）ＩＩ（配列番号１１８）、Ｍｙｃタグ（配列番号１１９）、Ｖ５タグ（配列
番号１２０）、ＦＬＡＧ（登録商標）タグ（配列番号１２１）、Ｈｉｓタグ、または本明
細書で開示されているような他のペプチドもしくは分子のようなＥｘｏＣＢＭを結合して
いるタグカセットによって置き換えることができ、または補完することができる。
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【図１１－３】Ｒ１２中間スペーサーＣＡＲであるＰＪ＿Ｒ１２－ＣＨ３－４１ＢＢ－Ｚ
－Ｔ２Ａ－ｔＥＧＦＲの配列を示す図である。ｔＥＧＦＲは、たとえば、ＳＴＲＥＰタグ
（登録商標）ＩＩ（配列番号１１８）、Ｍｙｃタグ（配列番号１１９）、Ｖ５タグ（配列
番号１２０）、ＦＬＡＧ（登録商標）タグ（配列番号１２１）、Ｈｉｓタグ、または本明
細書で開示されているような他のペプチドもしくは分子のようなＥｘｏＣＢＭを結合して
いるタグカセットによって置き換えることができ、または補完することができる。
【図１１－４】Ｒ１２中間スペーサーＣＡＲであるＰＪ＿Ｒ１２－ＣＨ３－４１ＢＢ－Ｚ
－Ｔ２Ａ－ｔＥＧＦＲの配列を示す図である。ｔＥＧＦＲは、たとえば、ＳＴＲＥＰタグ
（登録商標）ＩＩ（配列番号１１８）、Ｍｙｃタグ（配列番号１１９）、Ｖ５タグ（配列
番号１２０）、ＦＬＡＧ（登録商標）タグ（配列番号１２１）、Ｈｉｓタグ、または本明
細書で開示されているような他のペプチドもしくは分子のようなＥｘｏＣＢＭを結合して
いるタグカセットによって置き換えることができ、または補完することができる。
【図１２】リーダー＿Ｒ１２－ヒンジ－ＣＨ３－ＣＤ２８ｔｍ／４１ＢＢ－Ｚ－Ｔ２Ａ－
ｔＥＧＦＲの配列を示す図である。ｔＥＧＦＲは、たとえば、ＳＴＲＥＰタグ（登録商標
）ＩＩ（配列番号１１８）、Ｍｙｃタグ（配列番号１１９）、Ｖ５タグ（配列番号１２０
）、ＦＬＡＧ（登録商標）タグ（配列番号１２１）、Ｈｉｓタグ、または本明細書で開示
されているような他のペプチドもしくは分子のようなＥｘｏＣＢＭを結合しているタグカ
セットによって置き換えることができ、または補完することができる。
【図１３－１】Ｒ１２短スペーサーＣＡＲであるＰＪ＿Ｒ１２－ヒンジ－４１ＢＢ－Ｚ－
Ｔ２Ａ－ｔＥＧＦＲの配列を示す図である。ｔＥＧＦＲは、たとえば、ＳＴＲＥＰタグ（
登録商標）ＩＩ（配列番号１１８）、Ｍｙｃタグ（配列番号１１９）、Ｖ５タグ（配列番
号１２０）、ＦＬＡＧ（登録商標）タグ（配列番号１２１）、Ｈｉｓタグ、または本明細
書で開示されているような他のペプチドもしくは分子のようなＥｘｏＣＢＭを結合してい
るタグカセットによって置き換えることができ、または補完することができる。
【図１３－２】Ｒ１２短スペーサーＣＡＲであるＰＪ＿Ｒ１２－ヒンジ－４１ＢＢ－Ｚ－
Ｔ２Ａ－ｔＥＧＦＲの配列を示す図である。ｔＥＧＦＲは、たとえば、ＳＴＲＥＰタグ（
登録商標）ＩＩ（配列番号１１８）、Ｍｙｃタグ（配列番号１１９）、Ｖ５タグ（配列番
号１２０）、ＦＬＡＧ（登録商標）タグ（配列番号１２１）、Ｈｉｓタグ、または本明細
書で開示されているような他のペプチドもしくは分子のようなＥｘｏＣＢＭを結合してい
るタグカセットによって置き換えることができ、または補完することができる。
【図１３－３】Ｒ１２短スペーサーＣＡＲであるＰＪ＿Ｒ１２－ヒンジ－４１ＢＢ－Ｚ－
Ｔ２Ａ－ｔＥＧＦＲの配列を示す図である。ｔＥＧＦＲは、たとえば、ＳＴＲＥＰタグ（
登録商標）ＩＩ（配列番号１１８）、Ｍｙｃタグ（配列番号１１９）、Ｖ５タグ（配列番
号１２０）、ＦＬＡＧ（登録商標）タグ（配列番号１２１）、Ｈｉｓタグ、または本明細
書で開示されているような他のペプチドもしくは分子のようなＥｘｏＣＢＭを結合してい
るタグカセットによって置き換えることができ、または補完することができる。
【図１３－４】Ｒ１２短スペーサーＣＡＲであるＰＪ＿Ｒ１２－ヒンジ－４１ＢＢ－Ｚ－
Ｔ２Ａ－ｔＥＧＦＲの配列を示す図である。ｔＥＧＦＲは、たとえば、ＳＴＲＥＰタグ（
登録商標）ＩＩ（配列番号１１８）、Ｍｙｃタグ（配列番号１１９）、Ｖ５タグ（配列番
号１２０）、ＦＬＡＧ（登録商標）タグ（配列番号１２１）、Ｈｉｓタグ、または本明細
書で開示されているような他のペプチドもしくは分子のようなＥｘｏＣＢＭを結合してい
るタグカセットによって置き換えることができ、または補完することができる。
【図１４】リーダー＿Ｒ１２－ＣＤ２８ｔｍ／４１ＢＢ－Ｚ－Ｔ２Ａ－ｔＥＧＦＲの配列
を示す図である。ｔＥＧＦＲは、たとえば、ＳＴＲＥＰタグ（登録商標）ＩＩ（配列番号
１１８）、Ｍｙｃタグ（配列番号１１９）、Ｖ５タグ（配列番号１２０）、ＦＬＡＧ（登
録商標）タグ（配列番号１２１）、Ｈｉｓタグ、または本明細書で開示されているような
他のペプチドもしくは分子のようなＥｘｏＣＢＭを結合しているタグカセットによって置
き換えることができ、または補完することができる。
【図１５－１】Ｒ１１長スペーサーＣＡＲであるＰＪ＿Ｒ１１－ＣＨ２－ＣＨ３－４１Ｂ
Ｂ－Ｚ－Ｔ２Ａ－ｔＥＧＦＲの配列を示す図である。ｔＥＧＦＲは、たとえば、ＳＴＲＥ
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Ｐタグ（登録商標）ＩＩ（配列番号１１８）、Ｍｙｃタグ（配列番号１１９）、Ｖ５タグ
（配列番号１２０）、ＦＬＡＧ（登録商標）タグ（配列番号１２１）、Ｈｉｓタグ、また
は本明細書で開示されているような他のペプチドもしくは分子のようなＥｘｏＣＢＭを結
合しているタグカセットによって置き換えることができ、または補完することができる。
【図１５－２】Ｒ１１長スペーサーＣＡＲであるＰＪ＿Ｒ１１－ＣＨ２－ＣＨ３－４１Ｂ
Ｂ－Ｚ－Ｔ２Ａ－ｔＥＧＦＲの配列を示す図である。ｔＥＧＦＲは、たとえば、ＳＴＲＥ
Ｐタグ（登録商標）ＩＩ（配列番号１１８）、Ｍｙｃタグ（配列番号１１９）、Ｖ５タグ
（配列番号１２０）、ＦＬＡＧ（登録商標）タグ（配列番号１２１）、Ｈｉｓタグ、また
は本明細書で開示されているような他のペプチドもしくは分子のようなＥｘｏＣＢＭを結
合しているタグカセットによって置き換えることができ、または補完することができる。
【図１５－３】Ｒ１１長スペーサーＣＡＲであるＰＪ＿Ｒ１１－ＣＨ２－ＣＨ３－４１Ｂ
Ｂ－Ｚ－Ｔ２Ａ－ｔＥＧＦＲの配列を示す図である。ｔＥＧＦＲは、たとえば、ＳＴＲＥ
Ｐタグ（登録商標）ＩＩ（配列番号１１８）、Ｍｙｃタグ（配列番号１１９）、Ｖ５タグ
（配列番号１２０）、ＦＬＡＧ（登録商標）タグ（配列番号１２１）、Ｈｉｓタグ、また
は本明細書で開示されているような他のペプチドもしくは分子のようなＥｘｏＣＢＭを結
合しているタグカセットによって置き換えることができ、または補完することができる。
【図１５－４】Ｒ１１長スペーサーＣＡＲであるＰＪ＿Ｒ１１－ＣＨ２－ＣＨ３－４１Ｂ
Ｂ－Ｚ－Ｔ２Ａ－ｔＥＧＦＲの配列を示す図である。ｔＥＧＦＲは、たとえば、ＳＴＲＥ
Ｐタグ（登録商標）ＩＩ（配列番号１１８）、Ｍｙｃタグ（配列番号１１９）、Ｖ５タグ
（配列番号１２０）、ＦＬＡＧ（登録商標）タグ（配列番号１２１）、Ｈｉｓタグ、また
は本明細書で開示されているような他のペプチドもしくは分子のようなＥｘｏＣＢＭを結
合しているタグカセットによって置き換えることができ、または補完することができる。
【図１６】リーダー＿Ｒ１１－ヒンジ－ＣＨ２－ＣＨ３－ＣＤ２８ｔｍ／４１ＢＢ－Ｚ－
Ｔ２Ａ－ｔＥＧＦＲの配列を示す図である。ｔＥＧＦＲは、たとえば、ＳＴＲＥＰタグ（
登録商標）ＩＩ（配列番号１１８）、Ｍｙｃタグ（配列番号１１９）、Ｖ５タグ（配列番
号１２０）、ＦＬＡＧ（登録商標）タグ（配列番号１２１）、Ｈｉｓタグ、または本明細
書で開示されているような他のペプチドもしくは分子のようなＥｘｏＣＢＭを結合してい
るタグカセットによって置き換えることができ、または補完することができる。
【図１７－１】Ｒ１１中間スペーサーＣＡＲであるＰＪ＿Ｒ１１－ＣＨ３－４１ＢＢ－Ｚ
－Ｔ２Ａ－ｔＥＧＦＲの配列を示す図である。ｔＥＧＦＲは、たとえば、ＳＴＲＥＰタグ
（登録商標）ＩＩ（配列番号１１８）、Ｍｙｃタグ（配列番号１１９）、Ｖ５タグ（配列
番号１２０）、ＦＬＡＧ（登録商標）タグ（配列番号１２１）、Ｈｉｓタグ、または本明
細書で開示されているような他のペプチドもしくは分子のようなＥｘｏＣＢＭを結合して
いるタグカセットによって置き換えることができ、または補完することができる。
【図１７－２】Ｒ１１中間スペーサーＣＡＲであるＰＪ＿Ｒ１１－ＣＨ３－４１ＢＢ－Ｚ
－Ｔ２Ａ－ｔＥＧＦＲの配列を示す図である。ｔＥＧＦＲは、たとえば、ＳＴＲＥＰタグ
（登録商標）ＩＩ（配列番号１１８）、Ｍｙｃタグ（配列番号１１９）、Ｖ５タグ（配列
番号１２０）、ＦＬＡＧ（登録商標）タグ（配列番号１２１）、Ｈｉｓタグ、または本明
細書で開示されているような他のペプチドもしくは分子のようなＥｘｏＣＢＭを結合して
いるタグカセットによって置き換えることができ、または補完することができる。
【図１７－３】Ｒ１１中間スペーサーＣＡＲであるＰＪ＿Ｒ１１－ＣＨ３－４１ＢＢ－Ｚ
－Ｔ２Ａ－ｔＥＧＦＲの配列を示す図である。ｔＥＧＦＲは、たとえば、ＳＴＲＥＰタグ
（登録商標）ＩＩ（配列番号１１８）、Ｍｙｃタグ（配列番号１１９）、Ｖ５タグ（配列
番号１２０）、ＦＬＡＧ（登録商標）タグ（配列番号１２１）、Ｈｉｓタグ、または本明
細書で開示されているような他のペプチドもしくは分子のようなＥｘｏＣＢＭを結合して
いるタグカセットによって置き換えることができ、または補完することができる。
【図１７－４】Ｒ１１中間スペーサーＣＡＲであるＰＪ＿Ｒ１１－ＣＨ３－４１ＢＢ－Ｚ
－Ｔ２Ａ－ｔＥＧＦＲの配列を示す図である。ｔＥＧＦＲは、たとえば、ＳＴＲＥＰタグ
（登録商標）ＩＩ（配列番号１１８）、Ｍｙｃタグ（配列番号１１９）、Ｖ５タグ（配列
番号１２０）、ＦＬＡＧ（登録商標）タグ（配列番号１２１）、Ｈｉｓタグ、または本明
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細書で開示されているような他のペプチドもしくは分子のようなＥｘｏＣＢＭを結合して
いるタグカセットによって置き換えることができ、または補完することができる。
【図１８】リーダー＿Ｒ１１－ヒンジ－ＣＨ３－ＣＤ２８ｔｍ／４１ＢＢ－Ｚ－Ｔ２Ａ－
ｔＥＧＦＲの配列を示す図である。ｔＥＧＦＲは、たとえば、ＳＴＲＥＰタグ（登録商標
）ＩＩ（配列番号１１８）、Ｍｙｃタグ（配列番号１１９）、Ｖ５タグ（配列番号１２０
）、ＦＬＡＧ（登録商標）タグ（配列番号１２１）、Ｈｉｓタグ、または本明細書で開示
されているような他のペプチドもしくは分子のようなＥｘｏＣＢＭを結合しているタグカ
セットによって置き換えることができ、または補完することができる。
【図１９－１】Ｒ１１短スペーサーＣＡＲであるＰＪ＿Ｒ１１－４１ＢＢ－Ｚ－Ｔ２Ａ－
ｔＥＧＦＲの配列を示す図である。ｔＥＧＦＲは、たとえば、ＳＴＲＥＰタグ（登録商標
）ＩＩ（配列番号１１８）、Ｍｙｃタグ（配列番号１１９）、Ｖ５タグ（配列番号１２０
）、ＦＬＡＧ（登録商標）タグ（配列番号１２１）、Ｈｉｓタグ、または本明細書で開示
されているような他のペプチドもしくは分子のようなＥｘｏＣＢＭを結合しているタグカ
セットによって置き換えることができ、または補完することができる。
【図１９－２】Ｒ１１短スペーサーＣＡＲであるＰＪ＿Ｒ１１－４１ＢＢ－Ｚ－Ｔ２Ａ－
ｔＥＧＦＲの配列を示す図である。ｔＥＧＦＲは、たとえば、ＳＴＲＥＰタグ（登録商標
）ＩＩ（配列番号１１８）、Ｍｙｃタグ（配列番号１１９）、Ｖ５タグ（配列番号１２０
）、ＦＬＡＧ（登録商標）タグ（配列番号１２１）、Ｈｉｓタグ、または本明細書で開示
されているような他のペプチドもしくは分子のようなＥｘｏＣＢＭを結合しているタグカ
セットによって置き換えることができ、または補完することができる。
【図１９－３】Ｒ１１短スペーサーＣＡＲであるＰＪ＿Ｒ１１－４１ＢＢ－Ｚ－Ｔ２Ａ－
ｔＥＧＦＲの配列を示す図である。ｔＥＧＦＲは、たとえば、ＳＴＲＥＰタグ（登録商標
）ＩＩ（配列番号１１８）、Ｍｙｃタグ（配列番号１１９）、Ｖ５タグ（配列番号１２０
）、ＦＬＡＧ（登録商標）タグ（配列番号１２１）、Ｈｉｓタグ、または本明細書で開示
されているような他のペプチドもしくは分子のようなＥｘｏＣＢＭを結合しているタグカ
セットによって置き換えることができ、または補完することができる。
【図１９－４】Ｒ１１短スペーサーＣＡＲであるＰＪ＿Ｒ１１－４１ＢＢ－Ｚ－Ｔ２Ａ－
ｔＥＧＦＲの配列を示す図である。ｔＥＧＦＲは、たとえば、ＳＴＲＥＰタグ（登録商標
）ＩＩ（配列番号１１８）、Ｍｙｃタグ（配列番号１１９）、Ｖ５タグ（配列番号１２０
）、ＦＬＡＧ（登録商標）タグ（配列番号１２１）、Ｈｉｓタグ、または本明細書で開示
されているような他のペプチドもしくは分子のようなＥｘｏＣＢＭを結合しているタグカ
セットによって置き換えることができ、または補完することができる。
【図２０】リーダー＿Ｒ１１－ヒンジ－ＣＤ２８ｔｍ／４１ＢＢ－Ｚ－Ｔ２Ａ－ｔＥＧＦ
Ｒの配列を示す図である。ｔＥＧＦＲは、たとえば、ＳＴＲＥＰタグ（登録商標）ＩＩ（
配列番号１１８）、Ｍｙｃタグ（配列番号１１９）、Ｖ５タグ（配列番号１２０）、ＦＬ
ＡＧ（登録商標）タグ（配列番号１２１）、Ｈｉｓタグ、または本明細書で開示されてい
るような他のペプチドもしくは分子のようなＥｘｏＣＢＭを結合しているタグカセットに
よって置き換えることができ、または補完することができる。
【図２１】例となるスペーサーの配列を示す図である。
【図２２】Ｈｅｒ２短スペーサー構築物であるＧＭＣＳＦｓｓ－Ｈｅｒ２ｓｃＦｖ－Ｉｇ
Ｇ４ヒンジ－ＣＤ２８ｔｍ－４１ＢＢ－ゼータ－Ｔ２Ａ－ＥＧＦＲｔの配列を示す図であ
る。ＥＧＦＲｔは、たとえば、ＳＴＲＥＰタグ（登録商標）ＩＩ（配列番号１１８）、Ｍ
ｙｃタグ（配列番号１１９）、Ｖ５タグ（配列番号１２０）、ＦＬＡＧ（登録商標）タグ
（配列番号１２１）、Ｈｉｓタグ、または本明細書で開示されているような他のペプチド
もしくは分子のようなＥｘｏＣＢＭを結合しているタグカセットによって置き換えること
ができ、または補完することができる。
【図２３】中間スペーサーＨｅｒ２構築物の配列を示す図である。
【図２４－１】長スペーサーＨｅｒ２構築物の配列を示す図である。
【図２４－２】長スペーサーＨｅｒ２構築物の配列を示す図である。
【図２５】スペーサー配列のライブラリを示す図である。ＩｇＧ４のヒンジ、ＣＨ２及び
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ＣＨ３ドメインに連結されたＩｇＧ４のヒンジ、またはＣＨ３ドメインに連結されたＩｇ
Ｇ４のヒンジの部分を含む細胞外成分をコードするコドンが最適化されたＤＮＡ配列を含
有するプラスミドライブラリを構築した。可変スペーサードメインのこのライブラリにコ
ードされた配列に任意のｓｃＦｖ配列（ＶＨ及びＶＬ）を５’でクローニングすることが
できる。スペーサードメインは次にＣＤ２８の膜貫通及び細胞内のシグナル伝達ドメイン
に連結され、ＣＤ３ζに連結される。ベクターにおけるＴ２Ａ配列は、短縮型ヒト表皮増
殖因子受容体（ＥＧＦＲ）をコードする選択可能なマーカーからキメラ受容体を分離する
。ＥＧＦＲは、たとえば、ＳＴＲＥＰタグ（登録商標）ＩＩ（配列番号１１８）、Ｍｙｃ
タグ（配列番号１１９）、Ｖ５タグ（配列番号１２０）、ＦＬＡＧ（登録商標）タグ（配
列番号１２１）、Ｈｉｓタグ、または本明細書で開示されているような他のペプチドもし
くは分子のようなＥｘｏＣＢＭを結合しているタグカセットによって置き換えることがで
き、または補完することができる。
【図２６Ａ】（Ａ）修飾されたスペーサーの長さを持ち、異なる親和性の２Ａ２及びＲ１
２のｓｃＦｖに由来するＲＯＲ１キメラ受容体の設計を示す図である。２Ａ２のｓｃＦｖ
と、「ヒンジ－ＣＨ２－ＣＨ３」（長いスペーサー、２２９ＡＡ）、「ヒンジ－ＣＨ３」
（中間、１１９ＡＡ）、または「ヒンジ」のみ（短い、１２ＡＡ）のＩｇＧ４－Ｆｃに由
来するスペーサーと、ＣＤ３ζ及びＣＤ２８によるシグナル伝達モジュールとを含有する
ＲＯＲ１キメラ受容体のパネルをコードするレンチウイルス導入遺伝子の挿入物の設計で
ある。各キメラ受容体のカセットはＴ２Ａ要素の下流にコードされる短縮型ＥＧＦＲマー
カーを含有する。ＥＧＦＲは、たとえば、ＳＴＲＥＰタグ（登録商標）ＩＩ（配列番号１
１８）、Ｍｙｃタグ（配列番号１１９）、Ｖ５タグ（配列番号１２０）、ＦＬＡＧ（登録
商標）タグ（配列番号１２１）、Ｈｉｓタグ、または本明細書で開示されているような他
のペプチドもしくは分子のようなＥｘｏＣＢＭを結合しているタグカセットによって置き
換えることができ、または補完することができる。
【図２６Ｂ】（Ｂ）短いＩｇＧ４－Ｆｃの「ヒンジ」スペーサー（１２ＡＡ）とそれぞれ
シグナル伝達モジュールを含有するＣＤ２８または４－１ＢＢとＣＤ３ζを伴ったＲ１２
及び２Ａ２のｓｃＦｖに由来するＲＯＲ１に特異的なキメラ受容体をコードするレンチウ
イルス導入遺伝子の挿入物（合計４つの構築物）である。
【図２７Ａ】（Ａ）ヒトＨＥＲ２上の腫瘍細胞膜近傍のエピトープにおけるハーセプチン
Ｆａｂのエピトープの位置の図である。
【図２７Ｂ】（Ｂ）カルボキシルＥＧＦＲｔマーカー膜貫通タンパク質に－Ｔ２Ａ－連結
されたタンパク質としてのハーセプチンｓｃＦｖＣＡＲのスペーサー長の変異体の構造形
式である。ＥＧＦＲｔは、たとえば、ＳＴＲＥＰタグ（登録商標）ＩＩ（配列番号１１８
）、Ｍｙｃタグ（配列番号１１９）、Ｖ５タグ（配列番号１２０）、ＦＬＡＧ（登録商標
）タグ（配列番号１２１）、Ｈｉｓタグ、または本明細書で開示されているような他のペ
プチドもしくは分子のようなＥｘｏＣＢＭを結合しているタグカセットによって置き換え
ることができ、または補完することができる。
【図２８】ＣＤ１９－キメラ受容体のベクターを示す図である。細胞外スペーサーの長さ
及び細胞内の同時刺激が異なるＣＤ１９に特異的なキメラ受容体のパネルコードするレン
チウイルス導入遺伝子の挿入物の設計。各キメラ受容体は、ＶＬ－ＶＨ方向でのＦＭＣ６
３ｍＡｂに由来するＣＤ１９特異的な単鎖可変断片と、ヒンジ－ＣＨ２－ＣＨ３（長いス
ペーサー、２２９ＡＡ）またはヒンジのみ（短いスペーサー、１２ＡＡ）のＩｇＧ４由来
のスペーサードメインと、ＣＤ２８または４－１ＢＢを単独でまたは直列で伴うシグナル
伝達モジュールを含有するＣＤ３ζとをコードした。各キメラ受容体のカセットは切断可
能な２Ａ要素の下流でコードされる短縮型ＥＧＦＲマーカーを含有する。短縮型ＥＧＦＲ
は、ＳＴＲＥＰタグ（登録商標）ＩＩ（配列番号１１８）、Ｍｙｃタグ（配列番号１１９
）、Ｖ５タグ（配列番号１２０）、ＦＬＡＧ（登録商標）タグ（配列番号１２１）、Ｈｉ
ｓタグ、または本明細書で開示されているような他のペプチドもしくは分子のようなＥｘ
ｏＣＢＭを結合しているタグカセットによって置き換えることができ、または補完するこ
とができる。
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【図２９Ａ】例となるＳＩＮレンチウイルスプラスミドを示す図である。ＳＩＮ　ＣＤ１
９に特異的なｓｃＦｖＦｃ－ＣＤ３ζＣＤ２８　ＣＡＲとｈｕＥＧＦＲｔのレンチウイル
スプラスミドを示す。
【図２９Ｂ】例となるＳＩＮレンチウイルスプラスミドを示す図である。ＳＩＮ　ＣＤ１
９に特異的なｓｃＦｖＦｃ－４－１ＢＢＣＤ３ζＣＡＲとｈｕＥＧＦＲｔのレンチウイル
スプラスミドを示す。ｈｕＥＧＦＲｔは、ＳＴＲＥＰタグ（登録商標）ＩＩ（配列番号１
１８）、Ｍｙｃタグ（配列番号１１９）、Ｖ５タグ（配列番号１２０）、ＦＬＡＧ（登録
商標）タグ（配列番号１２１）、Ｈｉｓタグ、または本明細書で開示されているような他
のペプチドもしくは分子のようなＥｘｏＣＢＭを結合しているタグカセットによって置き
換えることができ、または補完することができる。
【図３０Ａ】百分率（３０Ａ）及び絶対数（３０Ｂ）による形質導入効率／遺伝子発現の
安定性のマーカーとしてのＥＧＦＲの発現を示す図である。以前記載されたようにＤｅｌ
ｔａ上でＨＳＰＣを培養した。＋３日目に硫酸プロタミンの存在下で３のＭＯＩにてｓｃ
ＦｖＦｃ－ＣＤ３ζＣＤ２８ＣＡＲとｈｕＥＧＦＲｔのベクターを用いて細胞に形質導入
し、細胞をスピン感染法に供した。培養の間、ＥＧＦＲｔタグに結合するアービタックス
を用いてフローによって導入遺伝子の発現を測定した。指定された培養物は＋７日目に１
：１の比で添加された放射線照射されたＬＣＬを有した。ＥＧＦＲは、ＳＴＲＥＰタグ（
登録商標）ＩＩ（配列番号１１８）、Ｍｙｃタグ（配列番号１１９）、Ｖ５タグ（配列番
号１２０）、ＦＬＡＧ（登録商標）タグ（配列番号１２１）、Ｈｉｓタグ、または本明細
書で開示されているような他のペプチドもしくは分子のようなＥｘｏＣＢＭを結合してい
るタグカセットによって置き換えることができ、または補完することができる。
【図３０Ｂ】百分率（３０Ａ）及び絶対数（３０Ｂ）による形質導入効率／遺伝子発現の
安定性のマーカーとしてのＥＧＦＲの発現を示す図である。以前記載されたようにＤｅｌ
ｔａ上でＨＳＰＣを培養した。＋３日目に硫酸プロタミンの存在下で３のＭＯＩにてｓｃ
ＦｖＦｃ－ＣＤ３ζＣＤ２８ＣＡＲとｈｕＥＧＦＲｔのベクターを用いて細胞に形質導入
し、細胞をスピン感染法に供した。培養の間、ＥＧＦＲｔタグに結合するアービタックス
を用いてフローによって導入遺伝子の発現を測定した。指定された培養物は＋７日目に１
：１の比で添加された放射線照射されたＬＣＬを有した。ＥＧＦＲは、ＳＴＲＥＰタグ（
登録商標）ＩＩ（配列番号１１８）、Ｍｙｃタグ（配列番号１１９）、Ｖ５タグ（配列番
号１２０）、ＦＬＡＧ（登録商標）タグ（配列番号１２１）、Ｈｉｓタグ、または本明細
書で開示されているような他のペプチドもしくは分子のようなＥｘｏＣＢＭを結合してい
るタグカセットによって置き換えることができ、または補完することができる。
【図３１－１】Ｎｏｔｃｈリガンド上で培養されたＣＤ３４＋ＣＢ細胞は、ｓｃＦｖＦｃ
－ＣＤ３ζＣＤ２８ＣＡＲとｈｕＥＧＦＲｔのベクターを用い、３のＭＯＩにて＋３日目
にレンチウイルスによる形質導入を受けた。７日目に１：１の比で指示された培養物にＬ
ＣＬを加えた（形質導入された（■）、ＬＣＬと共に形質導入された（×）、形質導入さ
れなかった（大部分■の線の後で見えない）、ＬＣＬを伴って形質導入されなかった（▲
））。ＣＤ３４の増殖倍率はＴＮＣの増殖倍率全体を通してＬＣＬの添加によって増強さ
れた。ｈｕＥＧＦＲｔは、ＳＴＲＥＰタグ（登録商標）ＩＩ（配列番号１１８）、Ｍｙｃ
タグ（配列番号１１９）、Ｖ５タグ（配列番号１２０）、ＦＬＡＧ（登録商標）タグ（配
列番号１２１）、Ｈｉｓタグ、または本明細書で開示されているような他のペプチドもし
くは分子のようなＥｘｏＣＢＭを結合しているタグカセットによって置き換えることがで
き、または補完することができる。
【図３１－２】Ｎｏｔｃｈリガンド上で培養されたＣＤ３４＋ＣＢ細胞は、ｓｃＦｖＦｃ
－ＣＤ３ζＣＤ２８ＣＡＲとｈｕＥＧＦＲｔのベクターを用い、３のＭＯＩにて＋３日目
にレンチウイルスによる形質導入を受けた。７日目に１：１の比で指示された培養物にＬ
ＣＬを加えた（形質導入された（■）、ＬＣＬと共に形質導入された（×）、形質導入さ
れなかった（大部分■の線の後で見えない）、ＬＣＬを伴って形質導入されなかった（▲
））。ＣＤ３４の増殖倍率はＴＮＣの増殖倍率全体を通してＬＣＬの添加によって増強さ
れた。ｈｕＥＧＦＲｔは、ＳＴＲＥＰタグ（登録商標）ＩＩ（配列番号１１８）、Ｍｙｃ
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タグ（配列番号１１９）、Ｖ５タグ（配列番号１２０）、ＦＬＡＧ（登録商標）タグ（配
列番号１２１）、Ｈｉｓタグ、または本明細書で開示されているような他のペプチドもし
くは分子のようなＥｘｏＣＢＭを結合しているタグカセットによって置き換えることがで
き、または補完することができる。
【図３２－１】ＬＣＬの有無における形質導入についてのｓｃＦｖ－４－１ＢＢ／ＣＤ３
ζＣＡＲとｈｕＥＧＦＲのベクターを用いたＭＯＩ３での１４日目を示す図である。＋７
日目でのＬＣＬの添加は、ＬＣＬの有無にかかわらず培養間で類似の集団分布によって指
摘されるように、ＣＡＲを発現しているＨＳＰＣまたはその子孫の増殖を推進するとは思
われなかった。ｈｕＥＧＦＲｔは、ＳＴＲＥＰタグ（登録商標）ＩＩ（配列番号１１８）
、Ｍｙｃタグ（配列番号１１９）、Ｖ５タグ（配列番号１２０）、ＦＬＡＧ（登録商標）
タグ（配列番号１２１）、Ｈｉｓタグ、または本明細書で開示されているような他のペプ
チドもしくは分子のようなＥｘｏＣＢＭを結合しているタグカセットによって置き換える
ことができ、または補完することができる。
【図３２－２】ＬＣＬの有無における形質導入についてのｓｃＦｖ－４－１ＢＢ／ＣＤ３
ζＣＡＲとｈｕＥＧＦＲのベクターを用いたＭＯＩ３での１４日目を示す図である。＋７
日目でのＬＣＬの添加は、ＬＣＬの有無にかかわらず培養間で類似の集団分布によって指
摘されるように、ＣＡＲを発現しているＨＳＰＣまたはその子孫の増殖を推進するとは思
われなかった。ｈｕＥＧＦＲｔは、ＳＴＲＥＰタグ（登録商標）ＩＩ（配列番号１１８）
、Ｍｙｃタグ（配列番号１１９）、Ｖ５タグ（配列番号１２０）、ＦＬＡＧ（登録商標）
タグ（配列番号１２１）、Ｈｉｓタグ、または本明細書で開示されているような他のペプ
チドもしくは分子のようなＥｘｏＣＢＭを結合しているタグカセットによって置き換える
ことができ、または補完することができる。
【図３３】培養物の表現型の結末を示す図である。以前記載されたようにＤｅｌｔａ上で
ＨＳＰＣを培養した。＋３日目に３のＭＯＩでレンチウイルスによって指定された培養物
に形質導入し、ｓｃＦｖ－４－１ＢＢ／ＣＤ３ζ　ＣＡＲ及びｈｕＥＧＦＲｔを発現させ
た。さらに、＋７日目に１：１の比で放射線照射したＬＣＬを指定された培養物に与えた
。１４日目にフローサイトメトリーによって培養物を解析した。形質導入した培養物と形
質導入しなかった培養物との間で検出された有意な差異はなかった。同様に、細胞の全集
団とＥＧＦＲｔ＋細胞との間で検出された差異がなかったということは、ＣＡＲ構築物が
亜群の間で均等に分布することを示唆している。ｈｕＥＧＦＲｔは、ＳＴＲＥＰタグ（登
録商標）ＩＩ（配列番号１１８）、Ｍｙｃタグ（配列番号１１９）、Ｖ５タグ（配列番号
１２０）、ＦＬＡＧ（登録商標）タグ（配列番号１２１）、Ｈｉｓタグ、または本明細書
で開示されているような他のペプチドもしくは分子のようなＥｘｏＣＢＭを結合している
タグカセットによって置き換えることができ、または補完することができる。
【図３４】ｓｃＦｖＦｃ－ＣＤ３ζＣＤ２８　ＣＡＲとｈｕＥＧＦＲｔのベクターの機能
的解析を示す図である。Ｄｅｌｔａ上での１４日間の培養の終了時に、細胞をＤｅｌｔａ
から取り出し、ＩＬ－２及びＩＬ－１５で補完したＲＰＭＩ培地にさらに１週間入れてＮ
Ｋ集団を得た。ｈｕＥＧＦＲｔは、ＳＴＲＥＰタグ（登録商標）ＩＩ（配列番号１１８）
、Ｍｙｃタグ（配列番号１１９）、Ｖ５タグ（配列番号１２０）、ＦＬＡＧ（登録商標）
タグ（配列番号１２１）、Ｈｉｓタグ、または本明細書で開示されているような他のペプ
チドもしくは分子のようなＥｘｏＣＢＭを結合しているタグカセットによって置き換える
ことができ、または補完することができる。
【図３５】Ｎｏｔｃｈリガンド上で増殖させ、形質導入してＣＤ１９に特異的なｓｃＦｖ
Ｆｃ－ＣＤ３ζＣＤ２８　ＣＡＲとｈｕＥＧＦＲｔを発現させた（●及び◆）、または形
質導入しなかった（▲及び×）ＣＤ３４＋ＣＢ細胞に由来するＮＫエフェクター細胞を用
いたＫ５６２（×及び●）またはＬＣＬ（▲及び◆）の標的細胞によるクロム放出アッセ
イを示す図である。成熟ＮＫ細胞はＲＰＭＩ、ＩＬ－２及びＩＬ－１５との培養での追加
の１週間で得た。ｈｕＥＧＦＲｔは、ＳＴＲＥＰタグ（登録商標）ＩＩ（配列番号１１８
）、Ｍｙｃタグ（配列番号１１９）、Ｖ５タグ（配列番号１２０）、ＦＬＡＧ（登録商標
）タグ（配列番号１２１）、Ｈｉｓタグ、または本明細書で開示されているような他のペ



(13) JP 6985934 B2 2021.12.22

10

20

30

40

50

プチドもしくは分子のようなＥｘｏＣＢＭを結合しているタグカセットによって置き換え
ることができ、または補完することができる。
【図３６】ｓｃＦｖ－４－１ＢＢ／ＣＤ３ζ　ＣＡＲとｈｕＥＧＦＲｔのベクターを用い
て形質導入した細胞を受け取っているマウスはＣＤ１９の損傷された生着を有し、それに
よって抗ＣＤ１９効果を示すが、それは導入遺伝子の発現に左右された。ｈｕＥＧＦＲｔ
は、ＳＴＲＥＰタグ（登録商標）ＩＩ（配列番号１１８）、Ｍｙｃタグ（配列番号１１９
）、Ｖ５タグ（配列番号１２０）、ＦＬＡＧ（登録商標）タグ（配列番号１２１）、Ｈｉ
ｓタグ、または本明細書で開示されているような他のペプチドもしくは分子のようなＥｘ
ｏＣＢＭを結合しているタグカセットによって置き換えることができ、または補完するこ
とができる。
【図３７】ｓｃＦｖ－４－１ＢＢ／ＣＤ３ζ　ＣＡＲとｈｕＥＧＦＲｔをコードするレン
チウイルスで形質導入された培養物に由来する細胞を受け取ったＮＯＧマウスは有意なＥ
ＧＦＲｔの発現及び低下したＣＤ１９の生着を示す。ｈｕＥＧＦＲｔは、ＳＴＲＥＰタグ
（登録商標）ＩＩ（配列番号１１８）、Ｍｙｃタグ（配列番号１１９）、Ｖ５タグ（配列
番号１２０）、ＦＬＡＧ（登録商標）タグ（配列番号１２１）、Ｈｉｓタグ、または本明
細書で開示されているような他のペプチドもしくは分子のようなＥｘｏＣＢＭを結合して
いるタグカセットによって置き換えることができ、または補完することができる。
【図３８Ａ】１以上の親和性タグカセットを含む（Ａ～Ｄ）及び任意で１以上のリガンド
結合ドメインを含有する（Ｅ～Ｇ）種々の単鎖キメラ分子の説明を示す図である。示され
た実施形態では、単鎖キメラ分子は細胞内ドメインを含む。タグカセットは、タグ配列（
たとえば、内在性の同族結合分子（ＥｎｄｏＣＢＭ））によって認識されるｔＥＧＦＲ及
び／または、たとえば、ＥｘｏＣＢＭ（たとえば、受容体、タンパク質、抗体）によって
認識されるＳＴＲＥＰタグ（登録商標）ＩＩ（配列番号１１８）、Ｍｙｃタグ（配列番号
１１９）、Ｖ５タグ（配列番号１２０）、ＦＬＡＧ（登録商標）タグ（配列番号１２１）
、Ｈｉｓタグ、または他のペプチドまたは分子のような任意の種類の親和性タグ）を含む
ことができる。示されるように、キメラ分子は（Ａ，Ｂ）タグカセットを１つ、（Ｃ）タ
グカセットを２つ、（Ｄ）タグカセットを３つ、またはそれ以上を含むことができる。加
えて、キメラ分子は複数のエフェクタードメインを有してもよく（たとえば、Ａ及びＣ～
Ｇの分子は２つのエフェクタードメインを有する一方で、Ｂで示す分子はそれを３つ有す
る）、タグカセットはキメラ分子の種々の異なる領域に配置されてもよい。これらの特定
の例Ｅ～Ｇでは、タグカセット１つが、リガンド結合ドメインとエフェクタードメインの
間（Ｅ）、リガンド結合ドメインの遠位末端（たとえば、アミノ末端）（Ｆ）で示され、
リガンド結合ドメインの中に組み込まれ（Ｇ）（たとえば、ｓｃＦｖのＶＨ鎖とＶＬ鎖の
間の柔軟なリンカーの中に位置する）、及び２つの異なるタグ、結合ドメインのＣ末端で
１つと結合ドメインのＮ末端で１つ有する（Ｈ）。リガンド結合ドメインを伴うキメラ分
子（たとえば、Ｅ～Ｈ）は、Ａ～Ｄで示されるようにタグカセットを２、３、またはそれ
以上有してもよい。これらの説明で証拠付けられるように、タグカセットは、リンカー配
列（たとえば、柔軟な（ＧｌｙｘＳｅｒ）ｎリンカー配列）を介して他のキメラ分子の成
分または別のタグカセットに接続されてもよい。リンカー配列の長さはさらに長くまたは
さらに短く作られて、タグカセットのその同族結合分子（たとえば、ＥｘｏＣＢＭまたは
ＥｎｄｏＣＢＭ）との最良の相互作用を達成してもよく、及び／またはリガンド結合ドメ
インの標的リガンドまたは抗原との最良の相互作用を達成してもよく、及び／またはキメ
ラ分子を発現している操作された細胞と標的細胞との間での最良の相互作用を達成しても
よい。
【図３８Ｂ】１以上の親和性タグカセットを含む（Ａ～Ｄ）及び任意で１以上のリガンド
結合ドメインを含有する（Ｅ～Ｇ）種々の単鎖キメラ分子の説明を示す図である。示され
た実施形態では、単鎖キメラ分子は細胞内ドメインを含む。タグカセットは、タグ配列（
たとえば、内在性の同族結合分子（ＥｎｄｏＣＢＭ））によって認識されるｔＥＧＦＲ及
び／または、たとえば、ＥｘｏＣＢＭ（たとえば、受容体、タンパク質、抗体）によって
認識されるＳＴＲＥＰタグ（登録商標）ＩＩ（配列番号１１８）、Ｍｙｃタグ（配列番号
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１１９）、Ｖ５タグ（配列番号１２０）、ＦＬＡＧ（登録商標）タグ（配列番号１２１）
、Ｈｉｓタグ、または他のペプチドまたは分子のような任意の種類の親和性タグ）を含む
ことができる。示されるように、キメラ分子は（Ａ，Ｂ）タグカセットを１つ、（Ｃ）タ
グカセットを２つ、（Ｄ）タグカセットを３つ、またはそれ以上を含むことができる。加
えて、キメラ分子は複数のエフェクタードメインを有してもよく（たとえば、Ａ及びＣ～
Ｇの分子は２つのエフェクタードメインを有する一方で、Ｂで示す分子はそれを３つ有す
る）、タグカセットはキメラ分子の種々の異なる領域に配置されてもよい。これらの特定
の例Ｅ～Ｇでは、タグカセット１つが、リガンド結合ドメインとエフェクタードメインの
間（Ｅ）、リガンド結合ドメインの遠位末端（たとえば、アミノ末端）（Ｆ）で示され、
リガンド結合ドメインの中に組み込まれ（Ｇ）（たとえば、ｓｃＦｖのＶＨ鎖とＶＬ鎖の
間の柔軟なリンカーの中に位置する）、及び２つの異なるタグ、結合ドメインのＣ末端で
１つと結合ドメインのＮ末端で１つ有する（Ｈ）。リガンド結合ドメインを伴うキメラ分
子（たとえば、Ｅ～Ｈ）は、Ａ～Ｄで示されるようにタグカセットを２、３、またはそれ
以上有してもよい。これらの説明で証拠付けられるように、タグカセットは、リンカー配
列（たとえば、柔軟な（ＧｌｙｘＳｅｒ）ｎリンカー配列）を介して他のキメラ分子の成
分または別のタグカセットに接続されてもよい。リンカー配列の長さはさらに長くまたは
さらに短く作られて、タグカセットのその同族結合分子（たとえば、ＥｘｏＣＢＭまたは
ＥｎｄｏＣＢＭ）との最良の相互作用を達成してもよく、及び／またはリガンド結合ドメ
インの標的リガンドまたは抗原との最良の相互作用を達成してもよく、及び／またはキメ
ラ分子を発現している操作された細胞と標的細胞との間での最良の相互作用を達成しても
よい。
【図３８Ｃ】１以上の親和性タグカセットを含む（Ａ～Ｄ）及び任意で１以上のリガンド
結合ドメインを含有する（Ｅ～Ｇ）種々の単鎖キメラ分子の説明を示す図である。示され
た実施形態では、単鎖キメラ分子は細胞内ドメインを含む。タグカセットは、タグ配列（
たとえば、内在性の同族結合分子（ＥｎｄｏＣＢＭ））によって認識されるｔＥＧＦＲ及
び／または、たとえば、ＥｘｏＣＢＭ（たとえば、受容体、タンパク質、抗体）によって
認識されるＳＴＲＥＰタグ（登録商標）ＩＩ（配列番号１１８）、Ｍｙｃタグ（配列番号
１１９）、Ｖ５タグ（配列番号１２０）、ＦＬＡＧ（登録商標）タグ（配列番号１２１）
、Ｈｉｓタグ、または他のペプチドまたは分子のような任意の種類の親和性タグ）を含む
ことができる。示されるように、キメラ分子は（Ａ，Ｂ）タグカセットを１つ、（Ｃ）タ
グカセットを２つ、（Ｄ）タグカセットを３つ、またはそれ以上を含むことができる。加
えて、キメラ分子は複数のエフェクタードメインを有してもよく（たとえば、Ａ及びＣ～
Ｇの分子は２つのエフェクタードメインを有する一方で、Ｂで示す分子はそれを３つ有す
る）、タグカセットはキメラ分子の種々の異なる領域に配置されてもよい。これらの特定
の例Ｅ～Ｇでは、タグカセット１つが、リガンド結合ドメインとエフェクタードメインの
間（Ｅ）、リガンド結合ドメインの遠位末端（たとえば、アミノ末端）（Ｆ）で示され、
リガンド結合ドメインの中に組み込まれ（Ｇ）（たとえば、ｓｃＦｖのＶＨ鎖とＶＬ鎖の
間の柔軟なリンカーの中に位置する）、及び２つの異なるタグ、結合ドメインのＣ末端で
１つと結合ドメインのＮ末端で１つ有する（Ｈ）。リガンド結合ドメインを伴うキメラ分
子（たとえば、Ｅ～Ｈ）は、Ａ～Ｄで示されるようにタグカセットを２、３、またはそれ
以上有してもよい。これらの説明で証拠付けられるように、タグカセットは、リンカー配
列（たとえば、柔軟な（ＧｌｙｘＳｅｒ）ｎリンカー配列）を介して他のキメラ分子の成
分または別のタグカセットに接続されてもよい。リンカー配列の長さはさらに長くまたは
さらに短く作られて、タグカセットのその同族結合分子（たとえば、ＥｘｏＣＢＭまたは
ＥｎｄｏＣＢＭ）との最良の相互作用を達成してもよく、及び／またはリガンド結合ドメ
インの標的リガンドまたは抗原との最良の相互作用を達成してもよく、及び／またはキメ
ラ分子を発現している操作された細胞と標的細胞との間での最良の相互作用を達成しても
よい。
【図３８Ｄ】１以上の親和性タグカセットを含む（Ａ～Ｄ）及び任意で１以上のリガンド
結合ドメインを含有する（Ｅ～Ｇ）種々の単鎖キメラ分子の説明を示す図である。示され
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た実施形態では、単鎖キメラ分子は細胞内ドメインを含む。タグカセットは、タグ配列（
たとえば、内在性の同族結合分子（ＥｎｄｏＣＢＭ））によって認識されるｔＥＧＦＲ及
び／または、たとえば、ＥｘｏＣＢＭ（たとえば、受容体、タンパク質、抗体）によって
認識されるＳＴＲＥＰタグ（登録商標）ＩＩ（配列番号１１８）、Ｍｙｃタグ（配列番号
１１９）、Ｖ５タグ（配列番号１２０）、ＦＬＡＧ（登録商標）タグ（配列番号１２１）
、Ｈｉｓタグ、または他のペプチドまたは分子のような任意の種類の親和性タグ）を含む
ことができる。示されるように、キメラ分子は（Ａ，Ｂ）タグカセットを１つ、（Ｃ）タ
グカセットを２つ、（Ｄ）タグカセットを３つ、またはそれ以上を含むことができる。加
えて、キメラ分子は複数のエフェクタードメインを有してもよく（たとえば、Ａ及びＣ～
Ｇの分子は２つのエフェクタードメインを有する一方で、Ｂで示す分子はそれを３つ有す
る）、タグカセットはキメラ分子の種々の異なる領域に配置されてもよい。これらの特定
の例Ｅ～Ｇでは、タグカセット１つが、リガンド結合ドメインとエフェクタードメインの
間（Ｅ）、リガンド結合ドメインの遠位末端（たとえば、アミノ末端）（Ｆ）で示され、
リガンド結合ドメインの中に組み込まれ（Ｇ）（たとえば、ｓｃＦｖのＶＨ鎖とＶＬ鎖の
間の柔軟なリンカーの中に位置する）、及び２つの異なるタグ、結合ドメインのＣ末端で
１つと結合ドメインのＮ末端で１つ有する（Ｈ）。リガンド結合ドメインを伴うキメラ分
子（たとえば、Ｅ～Ｈ）は、Ａ～Ｄで示されるようにタグカセットを２、３、またはそれ
以上有してもよい。これらの説明で証拠付けられるように、タグカセットは、リンカー配
列（たとえば、柔軟な（ＧｌｙｘＳｅｒ）ｎリンカー配列）を介して他のキメラ分子の成
分または別のタグカセットに接続されてもよい。リンカー配列の長さはさらに長くまたは
さらに短く作られて、タグカセットのその同族結合分子（たとえば、ＥｘｏＣＢＭまたは
ＥｎｄｏＣＢＭ）との最良の相互作用を達成してもよく、及び／またはリガンド結合ドメ
インの標的リガンドまたは抗原との最良の相互作用を達成してもよく、及び／またはキメ
ラ分子を発現している操作された細胞と標的細胞との間での最良の相互作用を達成しても
よい。
【図３８Ｅ】１以上の親和性タグカセットを含む（Ａ～Ｄ）及び任意で１以上のリガンド
結合ドメインを含有する（Ｅ～Ｇ）種々の単鎖キメラ分子の説明を示す図である。示され
た実施形態では、単鎖キメラ分子は細胞内ドメインを含む。タグカセットは、タグ配列（
たとえば、内在性の同族結合分子（ＥｎｄｏＣＢＭ））によって認識されるｔＥＧＦＲ及
び／または、たとえば、ＥｘｏＣＢＭ（たとえば、受容体、タンパク質、抗体）によって
認識されるＳＴＲＥＰタグ（登録商標）ＩＩ（配列番号１１８）、Ｍｙｃタグ（配列番号
１１９）、Ｖ５タグ（配列番号１２０）、ＦＬＡＧ（登録商標）タグ（配列番号１２１）
、Ｈｉｓタグ、または他のペプチドまたは分子のような任意の種類の親和性タグ）を含む
ことができる。示されるように、キメラ分子は（Ａ，Ｂ）タグカセットを１つ、（Ｃ）タ
グカセットを２つ、（Ｄ）タグカセットを３つ、またはそれ以上を含むことができる。加
えて、キメラ分子は複数のエフェクタードメインを有してもよく（たとえば、Ａ及びＣ～
Ｇの分子は２つのエフェクタードメインを有する一方で、Ｂで示す分子はそれを３つ有す
る）、タグカセットはキメラ分子の種々の異なる領域に配置されてもよい。これらの特定
の例Ｅ～Ｇでは、タグカセット１つが、リガンド結合ドメインとエフェクタードメインの
間（Ｅ）、リガンド結合ドメインの遠位末端（たとえば、アミノ末端）（Ｆ）で示され、
リガンド結合ドメインの中に組み込まれ（Ｇ）（たとえば、ｓｃＦｖのＶＨ鎖とＶＬ鎖の
間の柔軟なリンカーの中に位置する）、及び２つの異なるタグ、結合ドメインのＣ末端で
１つと結合ドメインのＮ末端で１つ有する（Ｈ）。リガンド結合ドメインを伴うキメラ分
子（たとえば、Ｅ～Ｈ）は、Ａ～Ｄで示されるようにタグカセットを２、３、またはそれ
以上有してもよい。これらの説明で証拠付けられるように、タグカセットは、リンカー配
列（たとえば、柔軟な（ＧｌｙｘＳｅｒ）ｎリンカー配列）を介して他のキメラ分子の成
分または別のタグカセットに接続されてもよい。リンカー配列の長さはさらに長くまたは
さらに短く作られて、タグカセットのその同族結合分子（たとえば、ＥｘｏＣＢＭまたは
ＥｎｄｏＣＢＭ）との最良の相互作用を達成してもよく、及び／またはリガンド結合ドメ
インの標的リガンドまたは抗原との最良の相互作用を達成してもよく、及び／またはキメ
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ラ分子を発現している操作された細胞と標的細胞との間での最良の相互作用を達成しても
よい。
【図３８Ｆ】１以上の親和性タグカセットを含む（Ａ～Ｄ）及び任意で１以上のリガンド
結合ドメインを含有する（Ｅ～Ｇ）種々の単鎖キメラ分子の説明を示す図である。示され
た実施形態では、単鎖キメラ分子は細胞内ドメインを含む。タグカセットは、タグ配列（
たとえば、内在性の同族結合分子（ＥｎｄｏＣＢＭ））によって認識されるｔＥＧＦＲ及
び／または、たとえば、ＥｘｏＣＢＭ（たとえば、受容体、タンパク質、抗体）によって
認識されるＳＴＲＥＰタグ（登録商標）ＩＩ（配列番号１１８）、Ｍｙｃタグ（配列番号
１１９）、Ｖ５タグ（配列番号１２０）、ＦＬＡＧ（登録商標）タグ（配列番号１２１）
、Ｈｉｓタグ、または他のペプチドまたは分子のような任意の種類の親和性タグ）を含む
ことができる。示されるように、キメラ分子は（Ａ，Ｂ）タグカセットを１つ、（Ｃ）タ
グカセットを２つ、（Ｄ）タグカセットを３つ、またはそれ以上を含むことができる。加
えて、キメラ分子は複数のエフェクタードメインを有してもよく（たとえば、Ａ及びＣ～
Ｇの分子は２つのエフェクタードメインを有する一方で、Ｂで示す分子はそれを３つ有す
る）、タグカセットはキメラ分子の種々の異なる領域に配置されてもよい。これらの特定
の例Ｅ～Ｇでは、タグカセット１つが、リガンド結合ドメインとエフェクタードメインの
間（Ｅ）、リガンド結合ドメインの遠位末端（たとえば、アミノ末端）（Ｆ）で示され、
リガンド結合ドメインの中に組み込まれ（Ｇ）（たとえば、ｓｃＦｖのＶＨ鎖とＶＬ鎖の
間の柔軟なリンカーの中に位置する）、及び２つの異なるタグ、結合ドメインのＣ末端で
１つと結合ドメインのＮ末端で１つ有する（Ｈ）。リガンド結合ドメインを伴うキメラ分
子（たとえば、Ｅ～Ｈ）は、Ａ～Ｄで示されるようにタグカセットを２、３、またはそれ
以上有してもよい。これらの説明で証拠付けられるように、タグカセットは、リンカー配
列（たとえば、柔軟な（ＧｌｙｘＳｅｒ）ｎリンカー配列）を介して他のキメラ分子の成
分または別のタグカセットに接続されてもよい。リンカー配列の長さはさらに長くまたは
さらに短く作られて、タグカセットのその同族結合分子（たとえば、ＥｘｏＣＢＭまたは
ＥｎｄｏＣＢＭ）との最良の相互作用を達成してもよく、及び／またはリガンド結合ドメ
インの標的リガンドまたは抗原との最良の相互作用を達成してもよく、及び／またはキメ
ラ分子を発現している操作された細胞と標的細胞との間での最良の相互作用を達成しても
よい。
【図３８Ｇ】１以上の親和性タグカセットを含む（Ａ～Ｄ）及び任意で１以上のリガンド
結合ドメインを含有する（Ｅ～Ｇ）種々の単鎖キメラ分子の説明を示す図である。示され
た実施形態では、単鎖キメラ分子は細胞内ドメインを含む。タグカセットは、タグ配列（
たとえば、内在性の同族結合分子（ＥｎｄｏＣＢＭ））によって認識されるｔＥＧＦＲ及
び／または、たとえば、ＥｘｏＣＢＭ（たとえば、受容体、タンパク質、抗体）によって
認識されるＳＴＲＥＰタグ（登録商標）ＩＩ（配列番号１１８）、Ｍｙｃタグ（配列番号
１１９）、Ｖ５タグ（配列番号１２０）、ＦＬＡＧ（登録商標）タグ（配列番号１２１）
、Ｈｉｓタグ、または他のペプチドまたは分子のような任意の種類の親和性タグ）を含む
ことができる。示されるように、キメラ分子は（Ａ，Ｂ）タグカセットを１つ、（Ｃ）タ
グカセットを２つ、（Ｄ）タグカセットを３つ、またはそれ以上を含むことができる。加
えて、キメラ分子は複数のエフェクタードメインを有してもよく（たとえば、Ａ及びＣ～
Ｇの分子は２つのエフェクタードメインを有する一方で、Ｂで示す分子はそれを３つ有す
る）、タグカセットはキメラ分子の種々の異なる領域に配置されてもよい。これらの特定
の例Ｅ～Ｇでは、タグカセット１つが、リガンド結合ドメインとエフェクタードメインの
間（Ｅ）、リガンド結合ドメインの遠位末端（たとえば、アミノ末端）（Ｆ）で示され、
リガンド結合ドメインの中に組み込まれ（Ｇ）（たとえば、ｓｃＦｖのＶＨ鎖とＶＬ鎖の
間の柔軟なリンカーの中に位置する）、及び２つの異なるタグ、結合ドメインのＣ末端で
１つと結合ドメインのＮ末端で１つ有する（Ｈ）。リガンド結合ドメインを伴うキメラ分
子（たとえば、Ｅ～Ｈ）は、Ａ～Ｄで示されるようにタグカセットを２、３、またはそれ
以上有してもよい。これらの説明で証拠付けられるように、タグカセットは、リンカー配
列（たとえば、柔軟な（ＧｌｙｘＳｅｒ）ｎリンカー配列）を介して他のキメラ分子の成
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分または別のタグカセットに接続されてもよい。リンカー配列の長さはさらに長くまたは
さらに短く作られて、タグカセットのその同族結合分子（たとえば、ＥｘｏＣＢＭまたは
ＥｎｄｏＣＢＭ）との最良の相互作用を達成してもよく、及び／またはリガンド結合ドメ
インの標的リガンドまたは抗原との最良の相互作用を達成してもよく、及び／またはキメ
ラ分子を発現している操作された細胞と標的細胞との間での最良の相互作用を達成しても
よい。
【図３８Ｈ】１以上の親和性タグカセットを含む（Ａ～Ｄ）及び任意で１以上のリガンド
結合ドメインを含有する（Ｅ～Ｇ）種々の単鎖キメラ分子の説明を示す図である。示され
た実施形態では、単鎖キメラ分子は細胞内ドメインを含む。タグカセットは、タグ配列（
たとえば、内在性の同族結合分子（ＥｎｄｏＣＢＭ））によって認識されるｔＥＧＦＲ及
び／または、たとえば、ＥｘｏＣＢＭ（たとえば、受容体、タンパク質、抗体）によって
認識されるＳＴＲＥＰタグ（登録商標）ＩＩ（配列番号１１８）、Ｍｙｃタグ（配列番号
１１９）、Ｖ５タグ（配列番号１２０）、ＦＬＡＧ（登録商標）タグ（配列番号１２１）
、Ｈｉｓタグ、または他のペプチドまたは分子のような任意の種類の親和性タグ）を含む
ことができる。示されるように、キメラ分子は（Ａ，Ｂ）タグカセットを１つ、（Ｃ）タ
グカセットを２つ、（Ｄ）タグカセットを３つ、またはそれ以上を含むことができる。加
えて、キメラ分子は複数のエフェクタードメインを有してもよく（たとえば、Ａ及びＣ～
Ｇの分子は２つのエフェクタードメインを有する一方で、Ｂで示す分子はそれを３つ有す
る）、タグカセットはキメラ分子の種々の異なる領域に配置されてもよい。これらの特定
の例Ｅ～Ｇでは、タグカセット１つが、リガンド結合ドメインとエフェクタードメインの
間（Ｅ）、リガンド結合ドメインの遠位末端（たとえば、アミノ末端）（Ｆ）で示され、
リガンド結合ドメインの中に組み込まれ（Ｇ）（たとえば、ｓｃＦｖのＶＨ鎖とＶＬ鎖の
間の柔軟なリンカーの中に位置する）、及び２つの異なるタグ、結合ドメインのＣ末端で
１つと結合ドメインのＮ末端で１つ有する（Ｈ）。リガンド結合ドメインを伴うキメラ分
子（たとえば、Ｅ～Ｈ）は、Ａ～Ｄで示されるようにタグカセットを２、３、またはそれ
以上有してもよい。これらの説明で証拠付けられるように、タグカセットは、リンカー配
列（たとえば、柔軟な（ＧｌｙｘＳｅｒ）ｎリンカー配列）を介して他のキメラ分子の成
分または別のタグカセットに接続されてもよい。リンカー配列の長さはさらに長くまたは
さらに短く作られて、タグカセットのその同族結合分子（たとえば、ＥｘｏＣＢＭまたは
ＥｎｄｏＣＢＭ）との最良の相互作用を達成してもよく、及び／またはリガンド結合ドメ
インの標的リガンドまたは抗原との最良の相互作用を達成してもよく、及び／またはキメ
ラ分子を発現している操作された細胞と標的細胞との間での最良の相互作用を達成しても
よい。
【図３９Ａ】例となる配列を示す図である。Ｓｔｒｅｐ－タグＩＩ（配列番号１１８）
【図３９Ｂ】例となる配列を示す図である。Ｍｙｃタグ（配列番号１１９）
【図３９Ｃ】例となる配列を示す図である。Ｖ５タグ（配列番号１２０）
【図３９Ｄ】例となる配列を示す図である。Ｆｌａｇタグ（配列番号１２１）
【図３９Ｅ】例となる配列を示す図である。リンカー（配列番号１２２）
【図３９Ｆ】例となる配列を示す図である。リンカー（配列番号１２３）
【図３９Ｇ】例となる配列を示す図である。リンカー（配列番号１２４）
【図３９Ｈ】例となる配列を示す図である。コアヒンジ領域（配列番号１２５）
【図３９Ｉ】例となる配列を示す図である。分泌シグナルペプチドコーディング配列（配
列番号３１）
【図３９Ｊ】例となる配列を示す図である。Ｓｔｒｅｐ－タグＩＩコーディング配列（配
列番号１２７）
【図３９Ｋ】例となる配列を示す図である。分泌シグナルペプチド－［抗－ＣＤ１９　ｓ
ｃＦｖ（タグ－ＶＨ－ＶＬ）］コーディング配列（配列番号１２８）
【図３９Ｌ】例となる配列を示す図である。リンカー（配列番号１２９）
【図３９Ｍ】例となる配列を示す図である。抗－ＣＤ１９　ｓｃＦｖ（ＶＨ－タグ－ＶＬ
）（配列番号１３０）
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【図３９Ｎ】例となる配列を示す図である。Ｘｐｒｅｓｓタグ（配列番号１３１）
【図３９Ｏ】例となる配列を示す図である。Ａｖｉタグ（配列番号１３２）
【図３９Ｐ】例となる配列を示す図である。カルモジュリンタグ（配列番号１３３）
【図３９Ｑ】例となる配列を示す図である。ＨＡタグ（配列番号１３４）
【図３９Ｒ】例となる配列を示す図である。ソフトタグ１（配列番号１３５）
【図３９Ｓ】例となる配列を示す図である。Ｓｏｆタグ３（配列番号１３６）
【図３９Ｔ】例となる配列を示す図である。Ｓｔｒｅｐ－タグ（配列番号１３７）
【図３９Ｕ】例となる配列を示す図である。最小キレート化部位の操作されたタグ（配列
番号１３８）
【図３９Ｖ】例となる配列を示す図である。リンカー＋タグ（配列番号１３９）
【図３９Ｗ】例となる配列を示す図である。リンカー＋タグ（配列番号１４０）
【図３９Ｘ】例となる配列を示す図である。リンカー＋タグ（配列番号１４１）
【図３９Ｙ】例となる配列を示す図である。リンカー＋タグ（配列番号１４２）
【図３９Ｚ】例となる配列を示す図である。リンカー＋タグ（配列番号１４３）：
【図３９ＡＡ】例となる配列を示す図である。リンカー＋タグ（配列番号１４４）
【図３９ＢＢ】例となる配列を示す図である。リンカー（配列番号１４５）
【図３９ＣＣ】例となる配列を示す図である。リンカー（配列番号１４６）
【図３９ＤＤ】例となる配列を示す図である。リンカー（配列番号１４７）
【図３９ＥＥ】例となる配列を示す図である。リンカー（配列番号１４８）
【図３９ＦＦ】例となる配列を示す図である。リンカー（配列番号１４９）
【図３９ＧＧ】例となる配列を示す図である。Ｒ１２に由来する抗－ＲＯＲ１　ｓｃＦｖ
（ＶＨ－ＶＬ）（配列番号１５０）
【図３９ＨＨ】例となる配列を示す図である。４－１ＢＢ部分（配列番号６）
【図３９ＩＩ】例となる配列を示す図である。可変ドメインリンカー＋埋め込まれたタグ
（配列番号１５１）
【発明を実施するための形態】
【００１０】
　免疫系のＴ細胞を遺伝子操作して癌細胞のような望ましくない細胞型を標的とし、殺傷
することにおいて著しい進歩が見られている。たとえば、Ｔ細胞は、特定の標的抗原を結
合する細胞外成分と、細胞外成分が標的抗原を結合するとＴ細胞の活動を指図する細胞内
成分とを有する分子を発現するように遺伝子操作されている。例として、細胞外成分は癌
細胞上に優先的に見いだされる標的抗原を結合するように設計することができ、結合する
と、細胞内成分は結合した癌細胞を破壊するようにＴ細胞に指図する。そのような分子の
例には、遺伝子操作されたＴ細胞受容体（ＴＣＲ）及びキメラ抗原受容体（ＣＡＲ）が挙
げられる。
【００１１】
　遺伝子操作されたＴ細胞が望ましくない細胞型を標的とし、破壊する能力にて大幅な進
歩を提供する一方で、それらは、治療設定で使用され得る前に各特定の対象との免疫学的
適合を必要とする。いったんドナーの一致が見いだされると（または治療を必要とする対
象からＴ細胞が得られると）、細胞が対象にて使用され得るまえに細胞を操作し、増殖さ
せなければならない。この非常に時間がかかり、且つ高価な過程は場合によっては、治療
において致命的な遅延を引き起こし得る。
【００１２】
　本開示は、免疫学的適合を必要とせずに対象に投与することができる遺伝子操作された
幹細胞を提供する。したがって、これらの操作された幹細胞は、ドナーとの一致及びその
後の細胞の操作や増殖に関連する治療における遅延及び労力を排除する「即納」治療とし
て提供されてもよい。操作された幹細胞は単独で、または種々の他の治療との併用で投与
されて多数の治療目標を得ることができる。特定の実施形態では、操作された幹細胞は投
与の前に操作された非Ｔエフェクター細胞に分化する。
【００１３】
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　さらに詳しくは、造血幹細胞／前駆細胞（ＨＳＰＣ）は遺伝子操作されてタグカセット
を有する細胞外成分を有する分子を発現する。タグカセットを用いて、遺伝子操作された
細胞を試験管内で、生体内で及び／または生体外で、活性化し、その増殖を促進し、それ
を検出し、濃縮し、単離し、追跡し、枯渇させ、及び／または除去することができる。そ
のような操作された細胞を特定することができ、タグカセットを発現していないＨＳＰＣ
に比べて高い収率で単離することができる。したがって、その最も基本的な形態では、本
明細書で開示されている操作された細胞は発現している細胞と会合したままであるタグカ
セットを発現する。「タグカセット」は、同族結合分子（たとえば、受容体、リガンド、
抗体、または他の結合相手）が特異的に結合することができる、対象とするタンパク質に
付着させる、融合される、またはその一部である独特のペプチド配列を指し、その際、特
にタグを付けたタンパク質がタンパク質または他の物質の不均一集団の一部である場合、
またはタグを付けたタンパク質を発現している細胞が細胞の不均一集団（たとえば、末梢
血のような生体試料）の一部である場合、結合特性を用いてタグを付けたタンパク質また
はタグを付けたタンパク質を発現している細胞を活性化し、その増殖を促進し、それを検
出し、濃縮し、単離し、追跡し、枯渇させ、及び／または除去することができる。特定の
実施形態では、同族結合分子は外来性の同族結合分子（ＥｘｏＣＢＭ）である。特定の実
施形態では、タグを付けたカセットを発現している細胞をＥｘｏＣＢＭに接触させて生物
反応を誘導することができ、たとえば、細胞の活性化、細胞の増殖または細胞死を促進す
ることができる。
【００１４】
　「外来性」は、宿主もしくは宿主細胞もしくは対象にとってネイティブではない遺伝子
、タンパク質、化合物、分子もしくは活性を指し、または、宿主もしくは宿主細胞にとっ
てネイティブな遺伝子、タンパク質、化合物、分子もしくは活性であるが、ネイティブな
分子と変異した分子との間で構造、活性もしくはその双方が異なるように変化させている
もしくは変異させている遺伝子、タンパク質、化合物、分子もしくは活性を指す。特定の
実施形態では、外来性の分子は宿主細胞または対象にとって内在性ではないが、代わりに
、そのような分子をコードする核酸が抱合、形質転換、形質移入、エレクトロポレーショ
ン等によって宿主細胞に加えられていてもよく、その際、加えられた核酸分子は宿主細胞
のゲノムに統合してもよいし、または染色体外遺伝物質として（たとえば、プラスミドま
たは他の自己複製するベクターとして）存在することができる。外来性の分子は異種分子
及び非内在性分子を含むことができる。「相同の」または「ホモログ」は１つの宿主細胞
型、種または株にて見いだされるまたはそれに由来する分子または活性を指す。たとえば
、異種の分子またはその分子をコードする遺伝子は、ネイティブの宿主または宿主細胞の
分子またはその分子をコードする遺伝子に対してそれぞれ相同であってもよいが、変化し
た構造、配列、発現レベルまたはそれらの組み合わせを有してもよい。非内在性分子は同
一種、異なる種、またはそれらの組み合わせに由来してもよい。
【００１５】
　用語「内在性」または「ネイティブ」は宿主または宿主細胞に正常で存在する遺伝子、
タンパク質、化合物、分子または活性を指す。外来性分子は内在性ではなく、またはネイ
ティブではない。
【００１６】
　特定の実施形態では、操作されたＨＳＰＣは投与の前に非Ｔエフェクター細胞に分化す
ることができる。
【００１７】
　追加の実施形態では、操作された細胞（たとえば、操作されたＨＳＰＣ及び／または操
作された非Ｔエフェクター細胞）は（ｉ）細胞外成分の一部としてのリガンド結合ドメイ
ンと、（ｉｉ）細胞内成分とを発現する。リガンド結合ドメインは特定の細胞マーカーを
結合することができ、細胞内成分は、リガンド結合ドメインが細胞マーカーを結合してい
る場合、遺伝子操作された細胞の活動を指図することができる。例として、癌細胞上に優
先的に見いだされる細胞マーカーを結合するようにリガンド結合ドメインを設計すること
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ができ、結合すると、細胞内成分は結合された癌細胞を破壊するように遺伝子操作された
細胞に指図する。リガンド結合ドメインと細胞内成分とを伴う分子の例には遺伝子操作さ
れたＴ細胞受容体（ＴＣＲ）、キメラ抗原受容体（ＣＡＲ）、及び本明細書で開示されて
いる他の分子が挙げられる。示されるように、操作されたＨＳＰＣは投与の前に非Ｔエフ
ェクター細胞に分化することができる。
【００１８】
　タグカセットとリガンド結合ドメインとを伴う特定の実施形態の例となる使用として、
好適に一致したドナーを特定することができない場合、臍帯血移植（ＣＢＴ）は再発した
小児急性リンパ芽球性白血病（ＡＬＬ）の標準治療である。これは、好適なドナーを見つ
ける可能性が非常に低い少数民族の患者または混合した民族性の背景がある患者（及び白
人の３０％）にとっては特に重要である。
【００１９】
　ＣＢＴのＡＬＬを撲滅し、長期の寛解を提供する能力はある程度、移植片対白血病（Ｇ
ＶＬ）効果による。しかしながら依然として、ＣＢＴ後のＡＬＬの再発率は４０％前後で
あり（Ｓｍｉｔｈ，ｅｔ　ａｌ．，２００９，Ｂｉｏｌ．Ｂｌｏｏｄ　Ｍａｒｒｏｗ　Ｔ
ｒａｎｓｐｌａｎｔ，１５（９）：ｐ．１０８６－９３；Ｔｏｍｂｌｙｎ，ｅｔ　ａｌ．
，２００９，Ｊ．Ｃｌｉｎ．Ｏｎｃｏｌ．２７（２２）：ｐ．３６３４－４１）、生存全
体は移植片対宿主病（ＧＶＨＤ）を含む再発と治療の双方に関連する死亡率に関係する。
本明細書で開示されている組成物及び製剤は、ＧＶＨＤの比率を高めることなく、ＧＶＬ
効果を向上させることができる。Ｎｏｔｃｈリガンドを用いた内在性のＮｏｔｃｈシグナ
ル伝達経路の活性化を介した臍帯血（ＣＢ）ＨＳＰＣの生体外増殖を用い、１００倍を超
えるＣＤ３４＋細胞の増加を生じるこの戦略は臨床的に実現可能である。臨床的に、増殖
させたＨＳＰＣを未操作の単位と共に点滴することができ、増殖させたＨＳＰＣの一時的
な生着をもたらし、子孫は増殖させた単位に由来する一方で、長期の生着は最終的に未操
作の単位に由来する。
【００２０】
　Ｎｏｔｃｈのリガンドで増殖させたＣＢのＨＳＰＣはＣＤ１９に特異的なＣＡＲを発現
するベクターを用いた遺伝子操作を受け易い。ＮｏｔｃｈリガンドＣＢ増殖の系を活用す
ることによって、増殖させたＨＳＰＣを遺伝子操作してＣＤ１９ＣＡＲを発現させること
により、ＧＶＬをＣＢＴで操作することができ、それによって生着した骨髄系及びリンパ
系のエフェクター細胞が残存する白血病細胞を認識し、溶解する。
【００２１】
　タグカセットを発現している提供された融合タンパク質では、同族結合分子（複数可）
によって特異的に結合されるタグカセット（複数可）の能力は、細胞マーカー（複数可）
に特異的に結合する結合ドメイン（複数可）の能力とは明瞭に異なる、またはそれに加え
るものである。したがって、タグカセットは一般に抗原結合分子ではなく、たとえば、抗
体またはＴＣＲまたはその抗原結合部分ではない。
【００２２】
　請求される発明はいまやさらに一般的に記載される。
【００２３】
　造血幹細胞／前駆細胞またはＨＳＰＣは造血幹細胞及び／または造血前駆細胞を指す。
【００２４】
　「造血幹細胞」は、生体内で自己再生することができ、試験管内で本質的に無制限に増
殖することができ、且つ非Ｔエフェクター細胞を含む他の細胞型に分化することができる
未分化の造血系細胞を指す。
【００２５】
　「造血前駆細胞」は、成熟細胞型にさらに分化することができる造血幹細胞または胎児
組織に由来する細胞である。特定の実施形態では、造血前駆細胞は、ＣＤ２４ｌｏＬｉｎ
－ＣＤ１１７＋造血前駆細胞である。造血前駆細胞は胚性幹細胞を含む。
【００２６】
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　「胚性幹細胞」または「ＥＳ細胞」または「ＥＳＣ」は、発生している胚の生殖細胞系
列に統合し、その一部になる能力を有する未分化の胚性幹細胞を指す。胚性幹細胞は、造
血前駆細胞及び任意の組織または臓器に分化することができる。本明細書での使用に好適
である胚性幹細胞には、Ｊ１ＥＳ細胞株、１２９ＪＥＳ細胞株、マウス幹細胞株Ｄ３（Ａ
ｍｅｒｉｃａｎ　Ｔｙｐｅ　Ｃｕｌｔｕｒｅ　Ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ）、１２９／Ｓｖマ
ウスに由来するＲ１またはＥ１４Ｋ細胞株、Ｂａｌｂ／ｃ及びＣ５７Ｂｌ／６マウスに由
来する細胞株、ヒト胚性幹細胞に由来する細胞が挙げられる（たとえば、ＷｉＣｅｌｌ　
Ｒｅｓｅａｒｃｈ　Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ，　ＷＩ；またはＥＳ　ｃｅｌｌ　Ｉｎｔｅｒｎ
ａｔｉｏｎａｌ，Ｍｅｌｂｏｕｒｎｅ，Ａｕｓｔｒａｌｉａから）。
【００２７】
　したがって、ＨＡＰＣは自己再生することができ、または（ｉ）最終的には単球及びマ
クロファージ、好中球、好塩基球、好酸球、赤血球、巨核球／血小板、または樹状細胞を
生じる骨髄系前駆細胞；または（ｉｉ）最終的にはＴ細胞、Ｂ細胞及、びナチュラルキラ
ー細胞（ＮＫ細胞）と呼ばれるリンパ球様の細胞を生じるリンパ系前駆細胞に分化するこ
とができる。造血及びＨＳＰＣの分化の一般的な議論については、Ｃｈａｐｔｅｒ　１７
，Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｅｄ　Ｃｅｌｌｓ　ａｎｄ　ｔｈｅ　Ｍａｉｎｔｅｎａｎｃ
ｅ　ｏｆ　Ｔｉｓｓｕｅｓ，Ａｌｂｅｒｔｓ，ｅｔ　ａｌ．，１９８９，Ｍｏｌｅｃｕｌ
ａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ　ｏｆ　ｔｈｅ　Ｃｅｌｌ，２ｎｄ　Ｅｄ．，Ｇａｒｌａｎｄ　Ｐ
ｕｂｌｉｓｈｉｎｇ，Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ，ＮＹ；Ｃｈａｐｔｅｒ　２　ｏｆ　Ｒｅｇｅｎ
ｅｒａｔｉｖｅ　Ｍｅｄｉｃｉｎｅ，Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ　ｏｆ　Ｈｅａｌｔｈ　ａｎ
ｄ　Ｈｕｍａｎ　Ｓｅｒｖｉｃｅｓ，Ａｕｇｕｓｔ，５，２００６，及びＣｈａｐｔｅｒ
　５　ｏｆ　Ｈｅｍａｔｏｐｏｉｅｔｉｃ　Ｓｔｅｍ　Ｃｅｌｌｓ，２００９，Ｓｔｅｍ
　Ｃｅｌｌ　Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ，Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ　ｏｆ　Ｈｅａｌｔｈ　ａ
ｎｄ　Ｈｕｍａｎ　Ｓｅｒｖｉｃｅｓを参照のこと。
【００２８】
　ＨＳＰＣは、他の種類の造血系細胞に比べてＨＳＰＣ上にて高いレベルで発現される特
定のマーカーについて陽性であることができる。たとえば、そのようなマーカーには、Ｃ
Ｄ３４、ＣＤ４３、ＣＤ４５ＲＯ、ＣＤ４５ＲＡ、ＣＤ５９、ＣＤ９０、ＣＤ１０９、Ｃ
Ｄ１１７、ＣＤ１３３、ＣＤ１６６、ＨＬＡ　ＤＲ、またはそれらの組み合わせが挙げら
れる。また、ＨＳＰＣは他の種類の造血系細胞に関連して発現されたマーカーについて陰
性であることができる。たとえば、そのようなマーカーにはＬｉｎ、ＣＤ３８、またはそ
れらの組み合わせが挙げられる。好ましくは、ＨＳＰＣはＣＤ３４＋細胞である。
【００２９】
　ＨＳＰＣの供給源には、臍帯血、胎盤血及び末梢血が挙げられる（米国特許第５，００
４，６８１号；同第７，３９９，６３３号；及び同第７，１４７，６２６号；Ｃｒａｄｄ
ｏｃｋ，ｅｔ　ａｌ．，１９９７，Ｂｌｏｏｄ，９０（１２）：４７７９－４７８８；Ｊ
ｉｎ，ｅｔ　ａｌ．，２００８，Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎａｌ　
Ｍｅｄｉｃｉｎｅ，６：３９；Ｐｅｌｕｓ，２００８，Ｃｕｒｒ．Ｏｐｉｎ．Ｈｅｍａｔ
ｏｌ．１５（４）：２８５－２９２；Ｐａｐａｙａｎｎｏｐｏｕｌｏｕ，ｅｔ　ａｌ．，
１９９８，Ｂｌｏｏｄ，９１（７）：２２３１－２２３９；Ｔｒｉｃｏｔ，ｅｔ　ａｌ．
，２００８，Ｈａｅｍａｔｏｌｏｇｉｃａ，９３（１１）：１７３９－１７４２；及びＷ
ｅａｖｅｒ，ｅｔ　ａｌ．，２００１，Ｂｏｎｅ　Ｍａｒｒｏｗ　Ｔｒａｎｓｐｌａｎｔ
ａｔｉｏｎ，２７（２）：Ｓ２３－Ｓ２９を参照のこと）。血液試料の採取、抗凝固及び
処理等の採取に関する方法は、たとえば、Ａｌｓｅｖｅｒ，ｅｔ　ａｌ．，１９４１，Ｎ
．Ｙ．Ｓｔ．Ｊ．Ｍｅｄ．４１：１２６；Ｄｅ　Ｇｏｗｉｎ，ｅｔ　ａｌ．，１９４０，
Ｊ．Ａｍ．Ｍｅｄ．Ａｓｓ．１１４：８５０；Ｓｍｉｔｈ，ｅｔ　ａｌ．，１９５９，Ｊ
．Ｔｈｏｒａｃ．Ｃａｒｄｉｏｖａｓｃ．Ｓｕｒｇ．３８：５７３；Ｒｏｕｓ　ａｎｄ　
Ｔｕｒｎｅｒ，１９１６，　Ｊ．　Ｅｘｐ．　Ｍｅｄ．　２３：２１９；及びＨｕｍ，１
９６８，Ｓｔｏｒａｇｅ　ｏｆ　Ｂｌｏｏｄ，Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ，Ｎｅｗ　
Ｙｏｒｋ，ｐｐ．２６－１６０にて見いだすことができる。ＨＳＰＣの供給源には、骨髄
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（Ｋｏｄｏ，ｅｔ　ａｌ．，１９８４，Ｊ．Ｃｌｉｎ．Ｉｎｖｅｓｔ．７３：１３７７－
１３８４を参照のこと）、胚性細胞、大動脈－生殖腺－中腎に由来する細胞、年齢が適し
たドナーに由来する肝臓、胸腺、及び脾臓も挙げられる。ＨＳＰＣの採取された試料はす
べて望ましくない成分についてスクリーニングすることができ、その時点での現行基準に
したがって、廃棄する、処理するまたは使用することができる。
【００３０】
　ＨＳＰＣは最初に適当な技法を用いて試料から採取し、単離することができる。適当な
採取及び単離の手順には、磁気分離；蛍光活性化細胞選別（ＦＡＣＳ；Ｗｉｌｌｉａｍｓ
，ｅｔ　ａｌ．，１９８５，Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．１３５：１００４；Ｌｕ，ｅｔ　ａｌ
．，１９８６，Ｂｌｏｏｄ，６８（１）：１２６－１３３）；アフィニティクロマトグラ
フィ；モノクローナル抗体に結合したまたはモノクローナル抗体と併せて使用される細胞
傷害剤、たとえば、補体及び細胞毒素；固形マトリクスの連結した抗体による「パンニン
グ」（Ｂｒｏｘｍｅｙｅｒ，ｅｔ　ａｌ．，１９８４，Ｊ．Ｃｌｉｎ．Ｉｎｖｅｓｔ．７
３：９３９－９５３）；ダイズのようなレクチンを用いた選択的凝集（Ｒｅｉｓｎｅｒ，
ｅｔ　ａｌ．，１９８０，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．Ｕ．Ｓ．Ａ．７７：
１１６４）等が挙げられる。
【００３１】
　特定の実施形態では、ＨＳＰＣの試料（たとえば、新鮮な臍帯血単位）は最初に、磁気
粒子に直接または間接的に結合させた抗ＣＤ３４抗体を磁気細胞分離装置、たとえば、Ｃ
ＬＩＮＩＭＡＣＳ（登録商標）細胞分離システム（Ｍｉｌｔｅｎｙｉ　Ｂｉｏｔｅｃ，Ｂ
ｅｒｇｉｓｃｈ　Ｇｌａｄｂａｃｈ，Ｇｅｒｍａｎｙ）と併せて使用することによって処
理してＣＤ３４＋細胞について選択／濃縮することができる。正常骨髄細胞集団の１～２
％から集団の５０～８０％までのＣＤ３４＋ＨＳＰＣの濃縮を記載している米国特許第７
，３９９，６３３号のセクション５．４.１．１も参照のこと。
【００３２】
　同様に、ＣＤ４３、ＣＤ４５ＲＯ、ＣＤ４５ＲＡ、ＣＤ５９、ＣＤ９０、ＣＤ１０９、
ＣＤ１１７、ＣＤ１３３、ＣＤ１６６、ＨＬＡ　ＤＲ、またはそれらの組み合わせを発現
しているＨＳＰＣを、これらの抗原に対する抗体を用いて濃縮することができる。米国特
許第５，８７７，２９９号は、試料から最初にＨＳＰＣ細胞を単離する、回収する及び濃
縮するのに使用することができる追加の適当な造血系抗原を記載している。
【００３３】
　単離及び／または濃縮に続いて、ＨＳＰＣの数を増やすためにＨＳＰＣを増殖させるこ
とができる。単離及び／または増殖の方法は、たとえば、米国特許第７，３９９，６３３
号及び同第５，００４，６８１号；米国特許公開番号２０１０／０１８３５６４；国際特
許公開番号（ＷＯ）ＷＯ２００６／０４７５６９；ＷＯ２００７／０９５５９４；ＷＯ２
０１１／１２７４７０；及びＷＯ２０１１／１２７４７２；Ｖａｍｕｍ－Ｆｉｎｎｅｙ，
ｅｔ　ａｌ．，１９９３，Ｂｌｏｏｄ，１０１：１７８４－１７８９；Ｄｅｌａｎｅｙ，
ｅｔ　ａｌ．，２００５，Ｂｌｏｏｄ，１０６：２６９３－２６９９；Ｏｈｉｓｈｉ，ｅ
ｔ　ａｌ．，２００２，Ｊ．Ｃｌｉｎ．Ｉｎｖｅｓｔ．１１０：１１６５－１１７４；Ｄ
ｅｌａｎｅｙ，ｅｔ　ａｌ．，２０１０，Ｎａｔｕｒｅ　Ｍｅｄ．１６（２）：２３２－
２３６；及びＣｈａｐｔｅｒ　２　ｏｆ　Ｒｅｇｅｎｅｒａｔｉｖｅ　Ｍｅｄｉｃｉｎｅ
，Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ　ｏｆ　Ｈｅａｌｔｈ　ａｎｄ　Ｈｕｍａｎ　Ｓｅｒｖｉｃｅｓ
，Ａｕｇｕｓｔ，２００６，及びその中で引用された参考文献にて記載されている。採取
、単離及び増殖の参照される方法のそれぞれを本開示の特定の実施形態にて使用すること
ができる。
【００３４】
　ＨＳＰＣを増殖させる好まれる方法にはＮｏｔｃｈアゴニストによるＨＳＰＣの増殖が
挙げられる。Ｎｏｔｃｈアゴニストを用いたＨＳＰＣの増殖に関する情報については、米
国特許第７，３９９，６３３号のセクション５．１及び５．３；米国特許第５，７８０，
３００号；同第５，６４８，４６４号；同第５，８４９，８６９号；及び同第５，８５６
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，４４１号；ＷＯ１９９２／１１９７３４；Ｓｃｈｌｏｎｄｏｒｆｉ　ａｎｄ　Ｂｌｏｂ
ｅｌ，１９９９，Ｊ．Ｃｅｌｌ　Ｓｃｉ．１１２：３６０３－３６１７；Ｏｌｋｋｏｎｅ
ｎ及びＳｔｅｎｍａｒｋ，１９９７，Ｉｎｔ．Ｒｅｖ．Ｃｙｔｏｌ．１７６：１－８５；
Ｋｏｐａｎ，ｅｔ　ａｌ．，２００９，Ｃｅｌｌ，１３７：２１６－２３３；Ｒｅｂａｙ
，ｅｔ　ａｌ．，１９９１，Ｃｅｌｌ，６７：６８７－６９９，及びＪａｒｒｉａｕｌｔ
，ｅｔ　ａｌ．，１９９８，Ｍｏｌ．Ｃｅｌｌ．Ｂｉｏｌ．１８：７４２３－７４３１を
参照のこと。特定の実施形態では、Ｎｏｔｃｈアゴニストは増殖の間、不動化される。
【００３５】
　Ｎｏｔｃｈアゴニストには、Ｎｏｔｃｈ経路の活性化が促進されるようにＮｏｔｃｈタ
ンパク質またはＮｏｔｃｈ経路における他のタンパク質に結合するまたはさもなければそ
れと相互作用する任意の化合物が挙げられる。例となるＮｏｔｃｈアゴニストは、細胞外
結合リガンドであるＤｅｌｔａ及びＳｅｒｒａｔｅ（たとえば、Ｊａｇｇｅｄ）、ＲＢＰ
、ヘアレスのＪκＩ抑制因子、Ｄｅｌｔｅｘ、Ｆｒｉｎｇｅ、またはＮｏｔｃｈ経路の活
性化を促進するそれらの断片である。Ｄｅｌｔａファミリーメンバー及びＳｅｒｒａｔｅ
ファミリーメンバーの核酸及びアミノ酸の配列は幾つかの種から単離されており、たとえ
ば、ＷＯ１９９３／１２１４１；ＷＯ１９９６／２７６１０；ＷＯ１９９７／０１５７１
；及びＧｒａｙ，ｅｔ　ａｌ．，１９９９，Ａｍ．Ｊ．Ｐａｔｈ．１５４：７８５－７９
４にて記載されている。
【００３６】
　特定の実施形態では、ＮｏｔｃｈアゴニストはＤｅｌｔａ１ｅｘｔ－ＩｇＧである。Ｄ
ｅｌｔａ１ｅｘｔ－ＩｇＧを０．２～２０μｇ／ｍｌの間、１．２５～１０μｇ／ｍｌの
間、または２～６μｇ／ｍｌの間の濃度で固相に適用する。
【００３７】
　特定の実施形態では、増殖の間、Ｎｏｔｃｈアゴニスト及びアリール炭化水素受容体ア
ンタゴニストの存在下でＨＳＰＣを培養する。Ｎｏｔｃｈアゴニストを不動化することが
でき、細胞を含有する流体にてアリール炭化水素受容体アンタゴニストが存在することが
できる。
【００３８】
　追加の培養条件には、たとえば、アンギオポエチン様タンパク質（Ａｎｇｐｔｌｓ、た
とえば、Ａｎｇｐｔｌ２、Ａｎｇｐｔｌ３、Ａｎｇｐｔｌ７、Ａｎｇｐｔ１５、及びＭｆ
ａｐ４）；エリスロポエチン；線維芽細胞増殖因子－１（ＦＧＦ－１）；Ｆｌｔ－３リガ
ンド（Ｆｌｔ－３Ｌ）；顆粒球コロニー刺激因子（Ｇ－ＣＳＦ）；顆粒球－マクロファー
ジコロニー刺激因子（ＧＭ－ＣＳＦ）；インスリン増殖因子－２（ＩＦＧ－２）；インタ
ーロイキン－３（ＩＬ－３）；インターロイキン－６（ＩＬ－６）；インターロイキン－
７（ＩＬ－７）；インターロイキン－１１（ＩＬ－１１）；幹細胞因子（ＳＣＦ；ｃ－ｋ
ｉｔリガンドまたは肥満細胞増殖因子としても知られる）；トロンボポエチン（ＴＰＯ）
；及びそれらの類似体のような１以上の増殖因子の存在下での増殖を挙げることができる
（その際、類似体には、天然に存在する増殖因子の生物活性を有する増殖因子の構造的な
変異体が挙げられる；たとえば、ＷＯ２００７／１１４５２２７及び米国特許公開番号２
０１０／０１８３５６４を参照のこと）。
【００３９】
　特定の実施形態では、ＨＳＰＣを増殖させるのに好適な増殖因子の量または濃度は、Ｈ
ＳＰＣの増殖を促進するのに有効であるが、実質的にＨＳＰＣの分化がない量または濃度
である。ヒト対象への少なくとも１回の点滴を提供するのに十分な数の細胞、通常、１０
４個／ｋｇ～１０６個／ｋｇ前後が得られるまで細胞集団を好ましくは増殖させる。
【００４０】
　ＨＳＰＣを増殖させるのに好適な増殖因子の量または濃度は、増殖因子製剤の活性及び
増殖因子とＨＳＰＣとの間の種の対応、等に左右される。一般に、増殖因子（複数可）と
ＨＳＰＣが同一種のものである場合、培養培地における増殖因子の総量は、１ｎｇ／ｍｌ
～５μｇ／ｍｌ、５ｎｇ／ｍｌ～１μｇ／ｍｌ、または５ｎｇ／ｍｌ～２５０ｎｇ／ｍｌ
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の範囲である。追加の実施形態では、増殖因子の量は５～１０００または５０～１００ｎ
ｇ／ｍｌの範囲であることができる。
【００４１】
　特定の実施形態では、前述の増殖因子は、以下の濃度：２５～３００ｎｇ／ｍｌのＳＣ
Ｆ、２５～３００ｎｇ／ｍｌのＦｌｔ－３Ｌ、２５～１００ｎｇ／ｍｌのＴＰＯ、２５～
１００ｎｇ／ｍｌのＩＬ－６及び１０ｎｇ／ｍｌのＩＬ－３でＨＳＰＣを増殖させるため
の培養条件に存在する。さらに具体的な実施形態では、５０、１００、または２００ｎｇ
／ｍｌのＳＣＦ；５０、１００、または２００ｎｇ／ｍｌのＦｌｔ－３Ｌ；５０または１
００ｎｇ／ｍｌのＴＰＯ；５０または１００ｎｇ／ｍｌのＩＬ－６；及び１０ｎｇ／ｍｌ
のＩＬ－３を使用することができる。
【００４２】
　特定の実施形態では、ＨＳＰＣを不動化されたＮｏｔｃｈアゴニストと５０ｎｇ／ｍｌ
もしくは１００ｎｇ／ｍｌのＳＣＦとに；不動化されたＮｏｔｃｈアゴニストとＦｌｔ－
３Ｌ、ＩＬ－６、ＴＰＯ及びＳＣＦのそれぞれの５０ｎｇ／ｍｌもしくは１００ｎｇ／ｍ
ｌとに；または不動化されたＮｏｔｃｈアゴニストとＦｌｔ－３Ｌ、ＩＬ－６、ＴＰＯ、
ＳＣＦのぞれぞれの５０ｎｇ／ｍｌもしくは１００ｎｇ／ｍｌと１０ｎｇ／ｍｌのＩＬ－
１１もしくはＩＬ－３とに曝露することによってＨＳＰＣを増殖させることができる。
【００４３】
　たとえば、フィブロネクチン（ＦＮ）もしくはその断片（たとえば、ＣＨ－２９６（Ｄ
ａｏ，ｅｔ　ａｌ．，１９９８，Ｂｌｏｏｄ，９２（１２）：４６１２－２１））または
ＲＥＴＲＯＮＥＣＴＩＮ（登録商標）（組換えヒトフィブロネクチン断片；（Ｃｌｏｎｔ
ｅｃｈ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ，Ｉｎｃ．，Ｍａｄｉｓｏｎ，ＷＩ）のような細胞外
マトリクスタンパク質を結合させている組織培養皿にてＨＳＰＣを増殖させることができ
る。
【００４４】
　具体的な実施形態では、ＨＳＰＣを増殖させる方法には、不動化されたＤｅｌｔａ１ｅ

ｘｔ－ＩｇＧ及びＣＨ－２９６と、ＩＬ－６、ＴＰＯ、Ｆｌｔ－３Ｌ、ＣＳＦ及びＩＬ－
３から選択される４以上の増殖因子とによって被覆された固相上で生体外にて単離された
ＨＳＰＣを培養し、それによって増殖させたＨＳＰＣ試料を生じることが含まれる。
【００４５】
　ＨＳＰＣを増殖させる特定の実施形態では、細胞は、不動化されたＤｅｌｔａリガンド
及びフィブロネクチンとそれぞれ２５ｎｇ／ｍｌまたは１００ｎｇ／ｍｌ（またはこれら
の値の間の任意の範囲）、好ましくは５０ｎｇ／ｍｌのＳＣＦ及びＴＰＯとを含有するプ
ラスチック製の組織培養皿で培養される。ＨＳＰＣを増殖させる特定の実施形態では、細
胞は、それぞれ２５ｎｇ／ｍｌまたは１００ｎｇ／ｍｌ（またはこれらの値の間の任意の
範囲）、好ましくは５０ｎｇ／ｍｌのＳＣＦ及びＦｌｔ－３Ｌの存在下で不動化されたＤ
ｅｌｔａリガンド及びフィブロネクチンを含有するプラスチック製の組織培養皿で培養さ
れる。ＨＳＰＣを増殖させる特定の実施形態では、細胞は、不動化されたＤｅｌｔａリガ
ンド及びフィブロネクチンと、それぞれ２５ｎｇ／ｍｌまたは１００ｎｇ／ｍｌ（または
これらの値の間の任意の範囲）、好ましくは５０ｎｇ／ｍｌのＳＣＦ、Ｆｌｔ－３Ｌ及び
ＴＰＯとを含有するプラスチック製の組織培養皿で培養される。ＨＳＰＣを増殖させる特
定の実施形態では、細胞は、不動化されたＤｅｌｔａリガンド及びフィブロネクチンと、
それぞれ２５ｎｇ／ｍｌまたは１００ｎｇ／ｍｌ（またはこれらの値の間の任意の範囲）
、好ましくは５０ｎｇ／ｍｌのＳＣＦ、Ｆｌｔ－３Ｌ、ＴＰＯ及びＩＬ－６とを含有する
プラスチック製の組織培養皿で培養される。特定の実施形態では、ＨＳＰＣはさらに５～
１５ｎｇ／ｍｌ、好ましくは１０ｎｇ／ｍｌのＩＬ－３の存在下で培養される。特定の実
施形態では、ＨＳＰＣはさらに、５～１５ｎｇ／ｍｌ、好ましくは１０ｎｇ／ｍｌのＧＭ
－ＣＳＦの存在下で培養される。特定の実施形態では、使用される１以上の増殖因子は、
ＧＭ－ＳＣＦまたはＩＬ－７ではない。特定の代わりの実施形態では、フィブロネクチン
は組織培養皿から取り除かれ、別の細胞外マトリクスタンパク質によって置き換えられる
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。ＨＳＰＣの増殖に関するさらなる方法及び詳細はＷＯ２０１３／０８６４３６にて見い
だされる。
【００４６】
　特定の実施形態では、記載されている方法を用いて得られた増殖させたＨＳＰＣ試料に
おけるＣＤ３４＋細胞の比率は増殖に先立って単離されたＨＳＰＣにおけるＣＤ３４＋細
胞の比率よりも高い。適当な培養条件に関する追加の情報については、米国特許第７，３
９９，６３３号；米国特許公開番号２０１０／０１８３５６４；及びＦｒｅｓｈｎｅｙ　
Ｃｕｌｔｕｒｅ　ｏｆ　Ａｎｉｍａｌ　Ｃｅｌｌｓ，Ｗｉｌｅｙ－Ｌｉｓｓ，Ｉｎｃ．，
Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ，ＮＹ（１９９４））を参照のこと。
【００４７】
　操作されたＨＳＰＣ。特定の実施形態では、ＨＳＰＣは操作されてタグカセットを発現
する。タグカセットはＥｎｄｏＣＢＭまたはＥｘｏＣＢＭを結合することができる。ＨＳ
ＰＣは操作されて（ｉ）タグカセットとリガンド結合ドメインとを含む細胞外成分と、（
ｉｉ）細胞内成分とを発現することもできる。細胞外成分及び細胞内成分は直接、または
、たとえば、及び種々の実施形態では、スペーサー領域（複数可）、リンカー配列（複数
可）、接合アミノ酸及び／または疎水性部分を介して連結され得る。当業者によって理解
されるように、スペーサー領域（複数可）、リンカー配列（複数可）、接合アミノ酸及び
／または疎水性部分としての分類は相互に排他的ではなく、これらの機能間には重複があ
ることができる。
【００４８】
　細胞外成分。細胞外成分には、タグカセットが少なくとも１つと、任意で本明細書に記
載されているような他の潜在的成分の間でのリガンド結合ドメイン（以下結合ドメインと
）とが含まれる。
【００４９】
　タグカセット。発現されたキメラ分子（たとえば、単鎖融合タンパク質）の中に含まれ
るタグカセットは高い親和性または結合活性で同族結合分子に特異的に結合することがで
きる細胞外成分または細胞外成分の一部であることができ、その際、特定の実施形態では
、同族結合分子はキメラ分子を発現している宿主または細胞に対して外来性である。
【００５０】
　ＥｎｄｏＣＢＭを結合するタグカセットには、たとえば、図２で示されるような切り詰
めたＥＧＦＲが挙げられる。切り詰めたＥＧＦＲをコードする例となる遺伝子配列は図１
（配列番号９）にて示されている。ＥｘｏＣＢＭを結合するタグカセットには、たとえば
、Ｓｔｒｅｐタグ（元々のＳＴＲＥＰ（登録商標）タグ、ＳＴＲＥＰ（登録商標）タグＩ
Ｉ（ＩＢＡ　Ｉｎｓｔｉｔｕｔ　ｆｕｒ　Ｂｉｏａｎａｌｙｔｉｋ，Ｇｅｒｍａｎｙ）、
またはその変異体を参照する；たとえば、米国特許第７，９８１，６３２を参照）、Ｈｉ
ｓタグ、Ｆｌａｇタグ（配列番号１２１）、Ｘｐｒｅｓｓタグ（配列番号１３１）、Ａｖ
ｉタグ（配列番号１３２）、カルモジュリンタグ（配列番号１３３）、ポリグルタミン酸
塩タグ、ＨＡタグ（配列番号１３４）、Ｍｙｃタグ（配列番号１１９）、Ｎｕｓタグ、Ｓ
タグ、ＳＢＰタグ、Ｓｏｆタグ１（配列番号１３５）、Ｓｏｆタグ３（配列番号１３６）
、Ｖ５タグ（配列番号１２０）、ＣＲＥＢ－結合タンパク質（ＣＢＰ）、グルタチオンＳ
－トランスフェラーゼ（ＧＳＴ）、マルトース結合タンパク質（ＭＢＰ）、緑色蛍光タン
パク質（ＧＦＰ）、チオレドキシンタグ、またはそれらの組み合わせが挙げられる。特定
の実施形態では、タグカセットは、Ｔｒｐ－Ｓｅｒ－Ｈｉｓ－Ｐｒｏ－Ｇｌｎ－Ｐｈｅ－
Ｇｌｕ－Ｌｙｓ（配列番号１１８）またはＴｒｐ－Ａｒｇ－Ｈｉｓ－Ｐｒｏ－Ｇｌｎ－Ｐ
ｈｅ－Ｇｌｙ－Ｇｌｙ（配列番号１３７）のアミノ酸配列を有するＳｔｒｅｐタグである
。他の実施形態では、タグカセットは、たとえば、最小キレート化部位（たとえば、ＨＧ
ＧＨＨＧ、配列番号１３８）のような遺伝子操作された親和性部位であってもよい。
【００５１】
　タグカセットは、融合タンパク質にて複数コピーで存在してもよい。たとえば、融合タ
ンパク質は１、２、３、４または５のタグカセット（たとえば、Ｓｔｒｅｐタグ）を有す
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ることができる。特定の実施形態では、キメラ分子の細胞外成分は、タグカセットを１つ
、タグカセットを２つ、タグカセットを３つ、タグカセットを４つ、またはタグカセット
を５つ含む。複数のタグカセットは、同一であってもよいし、または異なっていてもよい
。例となる実施形態は、Ｓｔｒｅｐタグカセットを２つ、またはＨｉｓタグとＳｔｒｅｐ
タグのカセット、またはＨＡタグとＳｔｒｅｐタグのカセット、またはＭｙｃタグとＳｔ
ｒｅｐタグのカセットを含む。或いは、キメラ分子は、同じ種類のまたは同じアミノ酸配
列の複数のタグカセット、たとえば、２、３、４、または５のＳｔｒｅｐタグカセット（
たとえば、ＳｔｒｅｐＩＩ）を有するであろう。
【００５２】
　一部の実施形態では、第１のタグカセットは刺激シグナルを提供することができ、異な
る第２のタグカセットは、検出試薬と会合するのに、または抗体／毒素コンジュゲートも
しくは抗体／造影剤コンジュゲートと会合するのに使用されてもよい。
【００５３】
　１以上のタグカセットを含むキメラ分子は同族結合分子と会合することができ、その際
、同族結合分子は本明細書に記載されているタグカセットを含む融合タンパク質を発現し
ている宿主または細胞に対して外来性である。特定の実施形態では、キメラ分子に存在す
るタグカセットは、同族結合分子としてストレプトアビジン、ストレプトアクチン、もし
くはその双方を有する、またはＳｔｒｅｐタグに特異的な抗体によって認識されるＳｔｒ
ｅｐタグである。特定の実施形態では、同族結合分子は可溶性であってもよく、マトリク
ス組成物の一部であってもよく、または固体表面（たとえば、プレート、ビーズ）に結合
されてもよい。例となる固体表面には、たとえば、磁性のビーズ及び粒子のようなビーズ
及び粒子（たとえば、マイクロ及びナノ）が挙げられる。
【００５４】
　特定の実施形態では、キメラ分子を発現している操作された細胞はタグカセットに特異
的な結合剤を用いてフローサイトメトリーによって特定することができる。特定の例では
、精製されたキメラ分子を発現している操作された細胞は、抗ＳｔｒｅｐタグＩＩ（ＳＴ
ＩＩ）を用いて、及び／またはＳＴＲＥＰ－ＴＡＣＴＩＮ（登録商標）ＡＰＣ（ＩＢＡ　
Ｉｎｓｔｉｔｕｔ　ｆｕｒ　Ｂｉｏａｎａｌｙｔｉｋ，Ｇｅｒｍａｎｙ）によって検出さ
れる。
【００５５】
　特定の実施形態では、キメラ分子を発現している操作された細胞はフローサイトメトリ
ーによって蛍光色素に結合させたタグ特異的な結合剤により低純度（たとえば、１％～３
０％）から高純度（たとえば、７５％～９９％）に選別することができる。特定の実施形
態では、タグはＳｔｒｅｐタグＩＩであることができ、タグ特異的な結合剤は蛍光色素に
結合させた抗ＳＴＩＩｍＡｂであることができる。
【００５６】
　特定の実施形態では、キメラ分子を発現している操作された細胞（たとえば、Ｓｔｒｅ
ｐタグのタグカセットを３つ伴う）は、種々のサイズのＳＴＲＥＰ－ＴＡＣＴＩＮ（登録
商標）ビーズを用いて直接濃縮することができる。したがって、特定の実施形態では、キ
メラ分子を発現している細胞は、タグカセットに対して特異性を有する抗体（たとえば、
抗タグ抗体）に結合させることによって、またはビーズ、細胞培養プレート、アガロース
もしくは他の固体表面マトリクスに結合される、タグカセットを特異的に結合する他のタ
ンパク質（たとえば、Ｓｔｒｅｐタグに結合するストレプトアクチン）によって、特定さ
れ、選別され、濃縮され、または単離されることができる。特定の実施形態では、そのよ
うな細胞はアフィニティカラムを使用することによって選別され、濃縮され、または単離
される。
【００５７】
　本開示の利点は、タグカセットに対するＥｘｏＣＢＭを用いて、対象に投与されたキメ
ラ分子を発現している細胞を枯渇させることができることである。特定の実施形態では、
本開示は、タグカセットに特異的な抗体を用いることによって、タグカセットに特異的な
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ＥｘｏＣＢＭを用いて、またはＣＡＲを発現し、且つタグカセットに対する特異性を有す
る第２の操作された細胞を用いることによってキメラ分子を発現している採取された細胞
を枯渇させる方法を提供する。操作された細胞の除去は、タグカセットに特異的な枯渇剤
を用いて達成されてもよい。たとえば、Ｓｔｒｅｐタグが使用されるのであれば、そのと
きは、抗Ｓｔｒｅｐタグ抗体、抗ＳｔｒｅｐタグｓｃＦｖ、もしくは細胞毒性試薬（たと
えば、毒素、放射性金属）に融合されたもしくは結合されたストレプトアクチンが使用さ
れてもよく、または抗Ｓｔｒｅｐタグ／抗ＣＤ３二重特異性ｓｃＦｖもしくは抗Ｓｔｒｅ
ｐタグＣＡＲ　Ｔ細胞が使用されてもよい。
【００５８】
　特定のさらなる実施形態では、本明細書で開示されているようなキメラ分子を発現して
いる操作された細胞は生体内で、たとえば、腫瘍の部位で活性化される。たとえば、タグ
カセットの同族結合分子を含む組成物（たとえば、アルギネート、基底膜マトリクス（Ｍ
ＡＴＲＩＧＥＬ（登録商標）、バイオポリマー、または他のマトリクス）またはキャリア
（たとえば、マイクロビーズ、ナノ粒子、または他の固体表面）を用いて腫瘍の部位にて
本明細書で開示されているようなキメラ分子を発現している操作された細胞を局所で活性
化することができる。
【００５９】
　特定の実施形態では、キメラ分子を発現している操作された細胞は、特異性を持ってタ
グカセットに結合する抗体（たとえば、抗タグ抗体）を使用することによって、またはタ
グカセットを特異的に結合する他のＥｘｏＣＢＭ（たとえば、Ｓｔｒｅｐタグに結合する
ストレプトアクチン）によって生体内で検出されてもよく、または追跡されてもよく、タ
グカセットについてのその結合相手は、Ｘ線、ＣＴスキャン、ＭＲＩ走査、ＰＥＴ走査、
超音波、フローサイトメトリー、近赤外線画像化システムまたは他の画像診断法（たとえ
ば、Ｙｕ，ｅｔ　ａｌ．，Ｔｈｅｒａｎｏｓｔｉｃｓ，２：３，２０１２を参照のこと）
による検出について当該技術で知られる蛍光色素、放射性トレーサー、酸化鉄ナノ粒子ま
たは他の造影剤に結合される。
【００６０】
　さらなる実施形態では、本開示のキメラ分子を発現している細胞は、本明細書で特定さ
れる適応または状態に関連して使用される方法を含む診断法または画像解析法で使用され
てもよい。
【００６１】
　したがって、タグカセットを発現している操作された細胞は、タグカセットのない操作
された細胞に比べて、たとえば、さらに迅速に特定され、単離され、選別され、増殖する
ように誘導され、追跡され、及び／または除去されることができる。すなわち、タグカセ
ットは、たとえば、キメラ分子を発現している細胞の試験管内での、生体内での及び／ま
たは生体外での特定、濃縮、単離、増殖の促進、活性化、追跡または除去を可能にするハ
ンドルまたはビーコンとして本質的に機能することができる。
【００６２】
　特定の実施形態では、タグカセットは、５～５００のアミノ酸、または６～１００のア
ミノ酸、または７～５０のアミノ酸、または８～２０のアミノ酸を含む。一部の実施形態
では、タグカセットは、７～１０のアミノ酸を有する。特定の実施形態では、タグカセッ
トは、免疫原性ではない、または最低限免疫原性ではない。特定の実施形態では、タグカ
セットは、免疫原性であり、アジュバント特性を提供する。
【００６３】
　本明細書で開示されているタグカセットの配列を特異的に結合するＥｘｏＣＢＭは市販
されている。非限定例として、Ｓｔｒｅｐタグ抗体はＡｂｃａｍ、Ｉｂａ及びＱｉａｇｅ
ｎを含む供給業者から市販されている。Ｈｉｓタグ抗体は、Ｌｉｆｅ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏ
ｇｉｅｓ、Ｐｉｅｒｃｅ　Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ、及びＧｅｎＳｃｒｉｐｔを含む供給業
者から市販されている。Ｆｌａｇタグ抗体は、Ｐｉｅｒｃｅ　Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ、Ｇ
ｅｎＳｃｒｉｐｔ、及びＳｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈを含む供給業者から市販されている
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。Ｘｐｒｅｓｓタグ抗体は、Ｐｉｅｒｃｅ　Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ、Ｌｉｆｅ　Ｔｅｃｈ
ｎｏｌｏｇｉｅｓ及びＧｅｎＳｃｒｉｐｔを含む供給業者から市販されている。Ａｖｉタ
グ抗体は、Ｐｉｅｒｃｅ　Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ、ＩｓＢｉｏ、及びＧｅｎｅｃｏｐｏｅ
ｉａを含む供給業者から市販されている。カルモジュリンタグ抗体は、Ｓａｎｔａ　Ｃｒ
ｕｚ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ、Ａｂｃａｍ、及びＰｉｅｒｃｅ　Ａｎｔｉｂｏｄｉ
ｅｓを含む供給業者から市販されている。ＨＡタグ抗体は、Ｐｉｅｒｃｅ　Ａｎｔｉｂｏ
ｄｉｅｓ、Ｃｅｌｌ　Ｓｉｇｎａｌ及びＡｂｃａｍを含む供給業者から市販されている。
Ｍｙｃタグ抗体は、Ｓａｎｔａ　Ｃｒｕｚ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ、Ａｂｃａｍ、
及びＣｅｌｌ　Ｓｉｇｎａｌを含む供給業者から市販されている。
【００６４】
　利用される場合、細胞外結合ドメインは、望ましくない細胞型で優先的に見いだされる
細胞マーカーを結合することによって、操作された細胞を特に望ましくない細胞型に向け
るように設計される。
【００６５】
　細胞マーカー。特定の実施形態では、細胞マーカーは、たとえば、望ましくない癌細胞
のような望ましくない細胞によって優先的に発現される。「優先的に発現される」は、細
胞マーカーが他の標的とされない細胞に比べて望ましくない細胞にて高レベルで見いださ
れることを意味する。発現レベルの差異は十分に有意であるので、健全な医学的判断の範
囲内で、マーカーの存在に基づいて望ましくない細胞を標的とし、殺傷するであろう細胞
の投与は、少ない程度にマーカーを発現し得る他の標的とされていない細胞の付随的な殺
傷のリスクに勝る。場合によっては、細胞マーカーは望ましくない細胞型によってしか発
現されない。他の場合では、細胞マーカーは、標的とされない細胞よりも少なくとも２５
％、３５％、４５％、５５％、６５％、７５％、８５％、９５％、９６％、９７％、９８
％、９９％、または１００％多く望ましくない細胞上で発現される。例となる望ましくな
い癌細胞には、副腎癌、膀胱癌、血液癌、骨癌、脳腫瘍、乳癌、癌腫、子宮頸癌、結腸癌
、結腸直腸癌、子宮体癌、耳、鼻及び喉（ＥＮＴ）の癌、子宮内膜癌、食道癌、消化器癌
、頭頚部の癌、ホジキン病、腸癌、腎臓癌、喉頭癌、白血病、肝臓癌、リンパ節癌、リン
パ腫、肺癌、黒色腫、中皮腫、骨髄腫、鼻咽頭癌、神経芽細胞腫、非ホジキンリンパ腫、
口腔癌、卵巣癌、膵臓癌、陰茎癌、咽頭癌、前立腺癌、直腸癌、肉腫、精上皮腫、皮膚癌
、胃癌、奇形腫、精巣癌、甲状腺癌、子宮癌、膣癌、血管腫瘍、及びそれらの転移に由来
する癌細胞が挙げられる。
【００６６】
　会合された細胞マーカー（複数可）を結合する結合ドメインを細胞外成分の中に含める
ことによって、特定の以下の癌を標的とすることができる。
【表１】
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【００６７】
　前述を限定しないで、細胞マーカーにはまた、Ａ３３；ＢＡＧＥ；Ｂｃｌ－２；β－カ
テニン；Ｂ７Ｈ４；ＢＴＬＡ；ＣＡ１２５；ＣＡ１９－９；ＣＤ３，ＣＤ５；ＣＤ１９；
ＣＤ２０；ＣＤ２１；ＣＤ２２；ＣＤ２５；ＣＤ２８；ＣＤ３０；ＣＤ３３；ＣＤ３７；
ＣＤ４０；ＣＤ５２；ＣＤ４４ｖ６；ＣＤ４５；ＣＤ５６；ＣＤ７９ｂ；ＣＤ８０；ＣＤ
８１；ＣＤ８６；ＣＤ１２３；ＣＤ１３４；ＣＤ１３７；ＣＤ１５１；ＣＤ１７１；ＣＤ
２７６；ＣＥＡ；ＣＥＡＣＡＭ６；ｃ－Ｍｅｔ；ＣＳ－１；ＣＴＬＡ－４；サイクリンＢ
１；ＤＡＧＥ；ＥＢＮＡ；ＥＧＦＲ；ＥＧＦＲｖＩＩＩ，エフリンＢ２；ＥｒｂＢ２；Ｅ
ｒｂＢ３；ＥｒｂＢ４；ＥｐｈＡ２；エストロゲン受容体；ＦＡＰ；フェリチン；α－フ
ェトプロテイン（ＡＦＰ）；ＦＬＴ１；ＦＬＴ４；葉酸－結合タンパク質；Ｆｒｉｚｚｌ
ｅｄ；ＧＡＧＥ；Ｇ２５０；ＧＤ－２；ＧＨＲＨＲ；ＧＨＲ；ＧＩＴＲ；ＧＭ２；ｇｐ７
５；ｇｐ１００（Ｐｍｅｌ１７）；ｇｐ１３０；ＨＬＡ；ＨＥＲ－２／ｎｅｕ；ＨＰＶ　
Ｅ６；ＨＰＶ　Ｅ７；ｈＴＥＲＴ；ＨＶＥＭ；ＩＧＦ１Ｒ；ＩＬ６Ｒ；ＫＤＲ；Ｋｉ－６
７；ルイスＡ；ルイスＹ；ＬＩＦＲβ；ＬＲＰ；ＬＲＰ５；ＬＴβＲ；ＭＡＧＥ；ＭＡＲ
Ｔ；メソテリン；ＭＵＣ；ＭＵＣ１；ＭＵＭ－１－Ｂ；ｍｙｃ；ＮＹＥＳＯ－１；Ｏ－ア
セチルＧＤ－２；Ｏ－アセチルＧＤ３；ＯＳＭＲβ；ｐ５３；ＰＤ１；ＰＤ－Ｌ１；ＰＤ
－Ｌ２；ＰＲＡＭＥ；プロゲステロン受容体；ＰＳＡ；ＰＳＭＡ；ＰＴＣＨ１；ＲＡＮＫ
；ｒａｓ；Ｒｏｂｏ１；ＲＯＲｌ；サバイビン；ＴＣＲα；ＴＣＲβ；テネイシン；ＴＧ
ＦＢＲ１；ＴＧＦＢＲ２；ＴＬＲ７；ＴＬＲ９；ＴＮＦＲ１；ＴＮＦＲ２；ＴＮＦＲＳＦ
４；ＴＷＥＡＫ－Ｒ；ＴＳＴＡチロシナーゼ；ＶＥＧＦ；及びＷＴ１が挙げられる。
【００６８】
　特定の癌細胞の細胞マーカーには、
【表２】
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が挙げられる。
【００６９】
　望ましくない細胞及び細胞マーカーは、癌細胞及び癌の細胞マーカーに限定されないが
、たとえば、Ｂ型肝炎表面抗原を発現しているもののようなウイルス感染した細胞も含ま
れる。
【００７０】
　結合ドメイン。結合ドメインには細胞マーカーに結合して複合体を形成する物質が含ま
れる。結合ドメインの例には、細胞マーカーのリガンド、受容体のリガンド、抗体、ペプ
チド、ペプチドアプタマー、受容体（たとえば、Ｔ細胞受容体）、またはそれらの組み合
わせが挙げられる。
【００７１】
　特定の実施形態では、「結合ドメイン」は、細胞マーカー（たとえば、ＣＤ１９、ＣＤ
２０、ＣＤ２２、ＲＯＲ１、メソテリン、ＰＤ－Ｌ１、ＰＤ－Ｌ２、ＰＳＭＡ）と特異的
に且つ非共有結合で、会合する、合体するまたは化合する能力を持つ、たとえば、ペプチ
ド、オリゴペプチド、ポリペプチドまたはタンパク質のような分子を指す。結合ドメイン
には、細胞マーカーのための天然に存在する、合成の、半合成の、または組換えで作られ
た結合相手が含まれる。一部の実施形態では、結合ドメインは、たとえば、抗体またはＴ
細胞受容体（ＴＣＲ）、機能的結合ドメイン、またはそれらの抗原結合断片のような抗原
結合ドメインである。例となる結合ドメインには、単鎖抗体可変領域（たとえば、ドメイ
ン抗体、ｓＦｖ、ｓｃＦｖ、Ｆａｂ）、受容体細胞内ドメイン（たとえば、ＴＮＦ－α）
、リガンド（たとえば、サイトカイン、ケモカイン）、Ｔ細胞受容体（ＴＣＲ）の抗原結
合領域、たとえば、単鎖ＴＣＲ（ｓｃＴＣＲ）、または生体分子に結合する特異的な能力
について選択された合成ポリペプチドが挙げられる。
【００７２】
　述べられたように、抗体は、結合ドメインの一例であり、それには、全抗体及び抗体の
結合断片、たとえば、細胞マーカーに特異的に結合するＦｖ、Ｆａｂ、Ｆａｂ’、Ｆ（ａ
ｂ’）２、Ｆｃ、及び単鎖（ｓｃ）形態及びその断片が挙げられる。追加の例にはｓｃＦ
ｖに基づくグラバボディ及び可溶性ＶＨドメイン抗体が挙げられる。これらの抗体は重鎖
可変領域のみを用いて結合領域を形成する。たとえば、Ｊｅｓｐｅｒｓ，ｅｔ　ａｌ．，
２００４，Ｎａｔ．Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ．２２：１１６１；Ｃｏｒｔｅｚ－Ｒｅｔａｍ
ｏｚｏ，ｅｔ　ａｌ．，２００４，Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓ．６４：２８５３；Ｂａｒａｌ
，ｅｔ　ａｌ．，２００６，Ｎａｔｕｒｅ　Ｍｅｄ．１２：５８０；及びＢａｒｔｈｅｌ
ｅｍｙ，ｅｔ　ａｌ．，２００８，Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．２８３：３６３９）を参照
のこと。
【００７３】
　抗体または抗原結合断片は、ポリクローナル抗体、モノクローナル抗体、ヒト抗体、ヒ
ト化抗体、合成抗体、キメラ抗体、二重特性抗体、ミニボディ及び線状抗体のすべてまた
は一部を含むことができる。
【００７４】
　ヒト起源の抗体またはヒト化抗体は、ヒトにて低下した免疫原性を有するか、または免
疫原性を有さず、非ヒト抗体に比べて少数の非免疫原性のエピトープを有する。抗体及び
その断片は一般に、ヒト対象にて低下したレベルの抗原性を有するか、または抗原性を有
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さないように選択されるであろう。
【００７５】
　特定の細胞マーカーを特異的に結合する抗体は、モノクローナル抗体を得る方法、ファ
ージディスプレイの方法、ヒト抗体もしくはヒト化抗体を生成する方法、または当業者に
知られるような抗体を産生するように操作されたトランスジェニック動物または植物を使
用する方法を用いて調製することができる（たとえば、米国特許第６，２９１，１６１号
及び同第６，２９１，１５８号を参照のこと）。部分的にまたは完全に合成された抗体の
ファージディスプレイライブラリが利用可能であり、細胞マーカーに結合することができ
る抗体またはその断片についてスクリーニングすることができる。たとえば、結合ドメイ
ンは、対象とする細胞マーカーに特異的に結合するＦａｂ断片についてのＦａｂファージ
ライブラリをスクリーニングすることによって特定されてもよい（Ｈｏｅｔ，ｅｔ　ａｌ
．，２００５，Ｎａｔ．Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ．２３：３４４を参照のこと）。ヒト抗体
のファージディスプレイライブラリも利用可能である。さらに、好都合なシステム（マウ
ス、ＨＵＭＡＢ　ＭＯＵＳＥ（登録商標）（ＧｅｎＰｈａｒｍ　Ｉｎｔ’ｌ．Ｉｎｃ．、
Ｍｏｕｎｔａｉｎ　Ｖｉｅｗ、ＣＡ）、ＴＣ　ＭＯＵＳＥ（登録商標）（Ｋｉｒｉｎ　Ｐ
ｈａｒｍａ　Ｃｏ．Ｌｔｄ．、Ｔｏｋｙｏ、ＪＰ）、ＫＭ－ＭＯＵＳＥ（登録商標）（Ｍ
ｅｄａｒｅｘ、Ｉｎｃ．、Ｐｒｉｎｃｅｔｏｎ、ＮＪ）、ラマ、ニワトリ、ラット、ハム
スター、ウサギ等）にて免疫原として対象とする細胞マーカーを用いたハイブリドーマ作
成の従来の戦略を用いて結合ドメインを作成することができる。特定の実施形態では、抗
体は、特定の望ましくない細胞型によって優先的に発現される細胞マーカーに特異的に結
合し、非特異的な成分または無関係な標的とは交差反応しない。いったん特定されると、
抗体のアミノ酸配列及び抗体をコードする遺伝子配列を単離する、及び／または決定する
ことができる。
【００７６】
　結合ドメインの代替供給源には、ランダムペプチドライブラリをコードする配列または
ｓｃＴＣＲ（たとえば、Ｌａｋｅ，ｅｔ　ａｌ．，１９９９，Ｉｎｔ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．
１１：７４５；Ｍａｙｎａｒｄ，ｅｔ　ａｌ．，２００５，Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．Ｍｅｔ
ｈｏｄｓ，３０６：５１；米国特許第８，３６１，７９４号を参照のこと）、フィブリノ
ーゲンドメイン（たとえば、Ｗｅｉｓｅｌ，ｅｔ　ａｌ．，１９８５，Ｓｃｉｅｎｃｅ２
３０：１３８８を参照のこと）、Ｋｕｎｉｔｚドメイン（たとえば、米国特許第６，４２
３，４９８号を参照のこと）、設計されたアンキリン反復タンパク質（ＤＡＲＰｉｎｓ；
Ｂｉｎｚ，ｅｔ　ａｌ．，２００３，Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．３３２：４８９及びＢｉｎ
ｚ，ｅｔ　ａｌ．，２００４，Ｎａｔ．Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ．２２：５７５）、フィブ
ロネクチン結合ドメイン（アドネクチンまたはモノボディ；Ｒｉｃｈａｒｄｓ，ｅｔ　ａ
ｌ．，２００３，Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．３２６：１４７５；Ｐａｒｋｅｒ，ｅｔ　ａｌ
．，２００５，Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｅｎｇ．Ｄｅｓ．Ｓｅｌｅｃ．１８：４３５及びＨａｃ
ｋｅｌ，ｅｔ　ａｌ．，２００８，Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．３８１：１２３８－１２５２
）、システイン－ノットミニタンパク質（Ｖｉｔａ，ｅｔ　ａｌ．，１９９５，Ｐｒｏｃ
．Ｎａｔ′ｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．（ＵＳＡ）９２：６４０４－６４０８；Ｍａｒｔｉｎ
，ｅｔ　ａｌ．，２００２，Ｎａｔ．Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ．２１：７１及びＨｕａｎｇ
，ｅｔ　ａｌ．，２００５，Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ，１３：７５５）、テトラトリコペプチ
ド反復ドメイン（Ｍａｉｎ，ｅｔ　ａｌ．，２００３，Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ，１１：４９
７及びＣｏｒｔａｊａｒｅｎａ，ｅｔ　ａｌ．，２００８，ＡＣＳ　Ｃｈｅｍ．Ｂｉｏｌ
．３：１６１）、ロイシン－リッチ反復ドメイン（Ｓｔｕｍｐｐ，ｅｔ　ａｌ．，２００
３，Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．３３２：４７１）、リポカリンドメイン（たとえば、ＷＯ２
００６／０９５１６４；Ｂｅｓｔｅ，ｅｔ　ａｌ．，１９９９，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔ′ｌ．
Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．（ＵＳＡ）９６：１８９８；及びＳｃｈｏｎｆｅｌｄ，ｅｔ　ａｌ．
，２００９，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔ′ｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．（ＵＳＡ）１０６：８１９８を
参照のこと）、Ｖ－様ドメイン（たとえば、米国特許出願公開番号２００７／００６５４
３１を参照のこと）、Ｃ－型レクチンドメイン（Ｚｅｌｅｎｓｋｙ及びＧｒｅａｄｙ，２



(33) JP 6985934 B2 2021.12.22

10

20

30

40

50

００５，ＦＥＢＳ　Ｊ．２７２：６１７９；Ｂｅａｖｉｌ，ｅｔ　ａｌ．，１９９２，Ｐ
ｒｏｃ．Ｎａｔ′ｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．（ＵＳＡ）８９：７５３；及びＳａｔｏ，ｅｔ
　ａｌ．，２００３，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔ′ｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．（ＵＳＡ）１００：７
７７９）、ｍＡｂ２またはＦｃａｂ（商標）（たとえば、ＷＯ２００７／０９８９３４及
びＷＯ２００６／０７２６２０を参照のこと）、アルマジロ反復タンパク質（たとえば、
Ｍａｄｈｕｒａｎｔａｋａｍ，ｅｔ　ａｌ．，２０１２　Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｓｃｉ．２１
：１０１５；ＷＯ２００９／０４０３３８を参照のこと）、アフィリン（Ｅｂｅｒｓｂａ
ｃｈ，ｅｔ　ａｌ．，２００７，Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．３７２：１７２）、アフィボデ
ィ、アビマー、ノッチン、フィノマー、アトリマー、細胞傷害性Ｔリンパ球関連タンパク
質－４（Ｗｅｉｄｌｅ，ｅｔ　ａｌ．，２０１３，Ｃａｎｃｅｒ　Ｇｅｎ．Ｐｒｏｔｅｏ
．１０：１５５）、等（Ｎｏｒｄ，ｅｔ　ａｌ．，１９９５，Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｅｎｇ．
８：６０１；Ｎｏｒｄ，ｅｔ　ａｌ．，１９９７，Ｎａｔ．Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ．１５
：７７２；Ｎｏｒｄ，ｅｔ　ａｌ．，２００１，Ｅｕｒｏ．Ｊ．Ｂｉｏｃｈｅｍ．２６８
：４２６９；Ｂｉｎｚ，ｅｔ　ａｌ．，２００５，Ｎａｔ．Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ．２３
：１２５７；Ｂｏｅｒｓｍａ及びＰｌｕｃｋｔｈｕｎ，２０１１，Ｃｕｒｒ．Ｏｐｉｎ．
Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ．２２：８４９）のような代わりの非抗体足場のループ領域におけ
るアミノ酸の操作された多様性をコードする配列が挙げられる。
【００７７】
　特定の実施形態では、結合ドメインは、Ｖα／β及びＣα／β鎖（たとえば、Ｖα－Ｃ
α、Ｖβ－Ｃβ、Ｖα－Ｖβ）を含む、または対象とする細胞マーカー（たとえば、ペプ
チド－ＭＨＣ複合体）に特異的なＶα－Ｃα、Ｖβ－Ｃβ、Ｖα－Ｖβの対を含む単鎖Ｔ
細胞受容体（ｓｃＴＣＲ）である。
【００７８】
　ペプチドアプタマーには、両端でタンパク質足場に連結された（細胞マーカーに特異的
である）ペプチドループが挙げられる。この二重構造の制約はペプチドアプタマーの結合
親和性を抗体に匹敵するレベルまで高める。可変ループの長さは通常８～２０アミノ酸で
あり、足場は安定であり、可溶性であり、小さく、且つ非毒性であるタンパク質であるこ
とができる。ペプチドアプタマーの選択は、たとえば、酵母２ハイブリッド系（たとえば
、Ｇａｌ４酵母２ハイブリッド系）またはＬｅｘＡ相互作用トラップ系のような様々な系
を用いて行うことができる。
【００７９】
　特定の実施形態では、結合ドメインは、細胞マーカーＣＤ１９を結合する抗体であるこ
とができる。特定の実施形態では、結合ドメインは、ＣＤ１９に特異的なＶＨ及びＶＬを
含む単鎖Ｆｖ断片（ｓｃＦｖ）である。特定の実施形態では、ＶＨ及びＶＬの領域はヒト
である。例となるＶＨ及びＶＬの領域には抗ＣＤ１９特異的モノクローナル抗体ＦＭＣ６
３のセグメントが含まれる。特定の実施形態では、ｓｃＦｖはヒトであり、またはヒト化
され、それには、ＲＡＳＱＤＩＳＫＹＬＮ（配列番号１０８）のＣＤＲＬ１配列、ＳＲＬ
ＨＳＧＶ（配列番号１１１）のＣＤＲＬ２配列及びＧＮＴＬＰＹＴＦＧ（配列番号１０４
）のＣＤＲＬ３配列を含む可変軽鎖が含まれる。他の実施形態では、ｓｃＦｖは、ＤＹＧ
ＶＳ（配列番号１０３）のＣＤＲＨ１配列、ＶＴＷＧＳＥＴＴＹＹＮＳＡＬＫＳ（配列番
号１１４）のＣＤＲＨ２配列、及びＹＡＭＤＹＷＧ（配列番号１１５）のＣＤＲＨ３配列
を含む可変重鎖を含むヒトｓｃＦｖまたはヒト化ｓｃＦｖである。
【００８０】
　結合ドメインをコードする遺伝子配列は、たとえば、ＦＭＣ６３のようなＣＤ１９を特
異的に結合する抗体に由来するｓｃＦｖとして図１で示されている。アミノ酸ＧＳＴＳＧ
ＳＧＫＰＧＳＧＥＧＳＴＫＧ（配列番号３０）を含む柔軟性のリンカーをコードする遺伝
子配列はｓｃＦｖにてＶＨ鎖及びＶＬ鎖を分離する。リンカーを含むｓｃＦｖのアミノ酸
配列は図２で示される（配列番号３４）。たとえば、ＳＪ２５Ｃ１（Ｂｅｊｃｅｋ，ｅｔ
　ａｌ．，２００５，Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓ．，１；５５（１１）：２３４６－５１，Ｐ
ＭＩＤ７５３８９０１）及びＨＤ３７（Ｐｅｚｕｔｔｏ，ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．Ｉｍｍｕｎ
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．１９８７，１；１３８（９）：２７９３－９，ＰＭＩＤ２４３７１９９）のようなＣＤ
１９を標的とする他の抗体が知られている。配列番号１０は抗ＣＤ１９ｓｃＦｖ（ＶＨ－
ＶＬ）のＤＮＡ配列を提供し、配列番号９は抗ＣＤ１９ｓｃＦｖ（ＶＨ－ＶＬ）のアミノ
酸配列を提供している。
【００８１】
　特定の実施形態では、結合ドメインは細胞マーカーＲＯＲ１を結合する。特定の実施形
態では、ｓｃＦｖは、ＡＳＧＦＤＦＳＡＹＹＭ（配列番号１０１）のＣＤＲＬ１配列、Ｔ
ＩＹＰＳＳＧ（配列番号１１２）のＣＤＲＬ２配列、及びＡＤＲＡＴＹＦＣＡ（配列番号
１００）のＣＤＲＬ３配列を含む可変軽鎖を含むヒトｓｃＦｖまたはヒト化ｓｃＦｖであ
る。特定の実施形態では、ｓｃＦｖは、ＤＴＩＤＷＹ（配列番号１０２）のＣＤＲＨ１配
列、ＶＱＳＤＧＳＹＴＫＲＰＧＶＰＤＲ（配列番号１１３）のＣＤＲＨ２配列、及びＹＩ
ＧＧＹＶＦＧ（配列番号１１７）のＣＤＲＨ３配列を含む可変重鎖を含むヒトｓｃＦｖま
たはヒト化ｓｃＦｖである。
【００８２】
　特定の実施形態では、結合ドメインは細胞マーカーＲＯＲ１を結合する。特定の実施形
態では、ｓｃＦｖは、ＳＧＳＤＩＮＤＹＰＩＳ（配列番号１０９）のＣＤＲＬ１配列、Ｉ
ＮＳＧＧＳＴ（配列番号１０５）のＣＤＲＬ２配列、及びＹＦＣＡＲＧＹＳ（配列番号１
１６）のＣＤＲＬ３配列を含む可変軽鎖を含むヒトｓｃＦｖまたはヒト化ｓｃＦｖである
。特定の実施形態では、ｓｃＦｖは、ＳＮＬＡＷ（配列番号１１０）のＣＤＲＨ１配列、
ＲＡＳＮＬＡＳＧＶＰＳＲＦＳＧＳ（配列番号１０７）のＣＤＲＨ２配列、及びＮＶＳＹ
ＲＴＳＦ（配列番号１０６）のＣＤＲＨ３配列を含む可変重鎖を含むヒトｓｃＦｖまたは
ヒト化ｓｃＦｖである。ＲＯＲ１に特異的な多数の追加の抗体が当業者に既知である。
【００８３】
　特定の実施形態では、結合ドメインは細胞マーカーＨｅｒ２を結合する。Ｈｅｒ２に特
異的な多数の抗体が当業者に既知であり、配列、エピトープ結合及び親和性について容易
に特徴付けることができる。特定の実施形態では、結合ドメインにはハーセプチン抗体に
由来するｓｃＦｖ配列が含まれる。特定の実施形態では、結合ドメインは、ハーセプチン
抗体のＣＤＲＬ１配列、ＣＤＲＬ２配列及びＣＤＲＬ３配列を含む可変軽鎖を含むヒトｓ
ｃＦｖまたはヒト化ｓｃＦｖを含む。特定の実施形態では、ｓｃＦｖは、ハーセプチン抗
体のＣＤＲＨ１配列、ＣＤＲＨ２配列及びＣＤＲＨ３配列を含む可変重鎖を含むヒトｓｃ
Ｆｖまたはヒト化ｓｃＦｖである。ＣＤＲの配列はハーセプチンのアミノ酸配列から容易
に決定することができる。Ｈｅｒ２結合ドメインをコードする例となる遺伝子配列は配列
番号３９及び４０にて見いだされる。
【００８４】
　特定の実施形態では、ＣＤＲ領域は、以下：軽鎖については、ＣＤＲＬ１はアミノ酸２
４～３４であり；ＣＤＲＬ２はアミノ酸５０～５６であり；ＣＤＲＬ３はアミノ酸８９～
９７であり、重鎖については、ＣＤＲＨ１はアミノ酸３１～３５であり；ＣＤＲＨ２はア
ミノ酸５０～６５であり；ＣＤＲＨ３はアミノ酸９５～１０２であるようなＫａｂａｔに
よって番号付けられたような抗体領域の範囲内に見いだされる。
【００８５】
　他の抗体は周知であり、市販されている。たとえば、抗ＰＳＭＡ抗体及び抗ＰＳＣＡ抗
体はＡｂｃａｍ　ｐｌｃから入手できる（それぞれ、ａｂ６６９１２及びａｂ１５１６８
）。メソテリン及びＷＴ１の抗体はＳａｎｔａ　Ｃｒｕｚ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ
，Ｉｎｃ.から入手できる。リツキシマブ（商品名リツキサン、マブセラ及びジックス）
のような抗ＣＤ２０抗体はＩＤＥＣ　Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌｓによって開発され
ている。
【００８６】
　示されるように、結合ドメインはＴ細胞受容体（ＴＣＲ）も含むことができる。ＴＣＲ
は、ＣＤ３との関連で主要組織適合性複合体（ＭＨＣ）分子に結合した抗原を認識するの
に一般に関与する、Ｔ細胞（またはＴリンパ球）の表面上に見いだされる分子を指す。Ｔ
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ＣＲは、ほとんどのＴ細胞にて高度に可変性のα鎖とβ鎖（それぞれＴＣＲα及びＴＣＲ
βとしても知られる）のジスルフィド結合したヘテロ二量体を有する。Ｔ細胞の小さなサ
ブセットでは、ＴＣＲは可変γ鎖及びδ鎖（それぞれＴＣＲγ及びＴＣＲδとしても知ら
れる）のヘテロ二量体で構成される。ＴＣＲの各鎖は免疫グロブリンスーパーファミリー
のメンバーであり、Ｎ末端免疫グロブリン可変ドメインを１つと、免疫グロブリン定常ド
メインを１つと、膜貫通領域と、Ｃ末端に短い細胞質尾部を持つ（Ｊａｎｅｗａｙ，ｅｔ
　ａｌ．，１９９７，Ｉｍｍｕｎｏｂｉｏｌｏｇｙ：Ｔｈｅ　Ｉｍｍｕｎｅ　Ｓｙｓｔｅ
ｍ　ｉｎ　Ｈｅａｌｔｈ　ａｎｄ　Ｄｉｓｅａｓｅ，３ｒｄ　Ｅｄ．，Ｃｕｒｒｅｎｔ　
Ｂｉｏｌｏｇｙ　Ｐｕｂｌｉｃａｔｉｏｎｓ，ｐ．４：３３を参照のこと）。ＴＣＲは、
ヒト、マウス、ラット、ネコ、イヌ、ヤギ、ウマまたは他の哺乳類を含む種々の動物種に
由来してもよい。ＴＣＲは細胞に結合した（すなわち、膜貫通の領域またはドメインを有
する）形態であってもよいし、または可溶性の形態であってもよい。
【００８７】
　主要組織適合性複合体分子（ＭＨＣ分子）は、ペプチド抗原を細胞表面に送達する糖タ
ンパク質を指す。ＭＨＣクラスＩ分子は、膜貫通α鎖（３つのαドメインを持つ）と非共
有結合したβ２ミクログロブリンから成るヘテロ二量体である。ＭＨＣクラスＩＩ分子は
、２つの膜貫通糖タンパク質α及びβで構成され、双方とも膜を貫通する。各鎖は２つの
ドメインを有する。ＭＨＣクラスＩ分子は、細胞質ゾルを起源とするペプチドを細胞表面
に送達し、その際、ペプチド：ＭＨＣの複合体はＣＤ８＋Ｔ細胞によって認識される。Ｍ
ＨＣクラスＩＩ分子は血管系を起源とするペプチドを細胞表面に送達し、その際、それら
はＣＤ４＋Ｔ細胞によって認識される。ＭＨＣ分子は、ヒト、マウス、ラット、または他
の哺乳類を含む種々の動物種に由来してもよい。
【００８８】
　スペーサー領域はキメラ分子の結合ドメインの相互作用を円滑にするので、得られるポ
リペプチド構造は細胞マーカーとの特異的な結合親和性を維持する、またはシグナル伝達
活性（たとえば、エフェクタードメインの活性）を維持する、または双方である。
【００８９】
　したがって、特定の実施形態では、スペーサー領域は、結合ドメインと発現されたキメ
ラ分子の細胞内成分との間で見いだされる。特定の実施形態では、スペーサー領域は発現
されたキメラ分子の細胞外成分の一部である。
【００９０】
　望ましくない細胞上の個々の細胞マーカーについてスペーサー領域の長さをカスタマイ
ズして望ましくない細胞の認識及び破壊を最適化することができる。特定の実施形態では
、スペーサー領域の長さは、細胞マーカーのエピトープの位置、エピトープに対する結合
ドメインの親和性、及び／または分子を発現している操作された細胞の、細胞マーカーの
認識に応答して試験管内で、生体内で及び／または生体外で増殖する能力に基づいて選択
することができる。
【００９１】
　通常、スペーサー領域は、結合ドメインと発現されたキメラ分子の疎水性部分との間で
見いだされる。スペーサー領域は結合ドメインの柔軟性を提供し、操作された細胞にて高
い発現レベルを可能にすることができる。特定の実施形態では、スペーサー領域は、少な
くとも１０～２５０のアミノ酸、少なくとも１０～２００のアミノ酸、少なくとも１０～
１５０のアミノ酸、少なくとも１０～１００のアミノ酸、少なくとも１０～５０のアミノ
酸、または少なくとも１０～２５のアミノ酸を有することができる。さらなる実施形態で
は、スペーサー領域は、２５０以下のアミノ酸；２００以下のアミノ酸、１５０以下のア
ミノ酸；１００以下のアミノ酸；５０以下のアミノ酸；４０以下のアミノ酸；３０以下の
アミノ酸；２０以下のアミノ酸；または１０以下のアミノ酸を有する。
【００９２】
　特定の実施形態では、スペーサー領域は、免疫グロブリン様分子のヒンジ領域、たとえ
ば、ヒトのＩｇＧ１、ＩｇＧ２、ＩｇＧ３またはＩｇＧ４に由来するヒンジ領域の全部ま
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たは一部を含むことができ、またはそれに由来することができる。ヒンジ領域を操作して
、たとえば、二量体化のような望ましくない構造的な相互作用を回避することができる。
特定の実施形態では、ヒンジ領域の全部または一部を免疫グロブリンの定常領域の１以上
のドメインと組み合わせることができる。たとえば、ヒンジ領域の一部をＣＨ２またはＣ
Ｈ３のドメインの全部または一部と組み合わせることができる。特定の実施形態では、ス
ペーサー領域は、ＣＤ８αに由来する４７～４８アミノ酸のヒンジ領域配列を含まない。
【００９３】
　特定の実施形態では、スペーサー領域は、ＣＨ２領域の全部もしくは一部；ＣＨ３領域
の全部もしくは一部；またはＣＨ２領域の全部もしくは一部とＣＨ３領域の全部もしくは
一部との組み合わせでＩｇＧ１、ＩｇＧ２、ＩｇＧ３またはＩｇＧ４に由来するヒンジ領
域配列を含む群から選択される。
【００９４】
　特定の実施形態では、短いスペーサー領域は１２以下のアミノ酸を有し、ＩｇＧ４のヒ
ンジ領域配列（たとえば、配列番号５０によってコードされるタンパク質）の全部または
一部を含み、中間のスペーサー領域は１１９以下のアミノ酸を有し、ＩｇＧ４のヒンジ領
域配列とＣＨ３領域（たとえば、配列番号５２）の全部または一部を含み、長いスペーサ
ー領域は２２９以下のアミノ酸を有し、ＩｇＧ４のヒンジ領域配列とＣＨ２領域とＣＨ３
領域（たとえば、配列番号６１）の全部または一部を含む。
【００９５】
　特定の実施形態では、結合ドメインが望ましくない細胞の膜の極めて近傍にある細胞マ
ーカーの一部に結合する場合、長いスペーサー（たとえば、２２９以下のアミノ酸で且つ
１１９を超えるアミノ酸）が選択される。望ましくない細胞の膜の極めて近傍は、細胞マ
ーカーの最初の１００の細胞外アミノ酸の範囲内を意味する。
【００９６】
　特定の実施形態では、結合ドメインが望ましくない細胞の膜に対して遠位にある細胞マ
ーカーの一部に結合する場合、中間のまたは短いスペーサーが選択される（たとえば、１
１９以下のアミノ酸または１２以下のアミノ酸）。
【００９７】
　細胞マーカーの結合部分が膜に対して近傍にあるか、または遠位であるかは、三次元構
造をモデル化することによって、または結晶構造の解析に基づいて決定することもできる
。
【００９８】
　特定の実施形態では、発現されたキメラ分子は、Ｉｇ／Ｆｒｉｚｚｌｅｄドメインに対
して遠位である膜に位置するＲＯＲ１エピトープに結合するｓｃＦｖを含む結合ドメイン
と１５以下のアミノ酸であるスペーサーとを含む。特定の実施形態では、発現されたキメ
ラ分子は、Ｋｒｉｎｇｌｅドメインに対して近傍である膜に位置するＲＯＲ１エピトープ
を結合するｓｃＦｖを含む結合ドメインと１５アミノ酸より長いスペーサーとを含む。特
定の実施形態では、発現されたキメラ分子は、ＣＤ１９を結合するｓｃＦｖを含む結合ド
メインと１５以下のアミノ酸であるスペーサーとを含む。
【００９９】
　特定の実施形態では、結合ドメインが、（ｉ）ＲＡＳＱＤＩＳＫＹＬＮ（配列番号１０
８）のＣＤＲＬ１配列とＳＲＬＨＳＧＶ（配列番号１１１）のＣＤＲＬ２配列とＧＮＴＬ
ＰＹＴＦＧ（配列番号１０４）のＣＤＲＬ３配列とを含む可変軽鎖及びＤＹＧＶＳ（配列
番号：１０３）のＣＤＲＨ１配列とＶＴＷＧＳＥＴＴＹＹＮＳＡＬＫＳ（配列番号１１４
）のＣＤＲＨ２配列とＹＡＭＤＹＷＧ（配列番号１１５）のＣＤＲＨ３配列とを含む可変
重鎖を、または（ｉｉ）ＡＳＧＦＤＦＳＡＹＹＭ（配列番号１０１）のＣＤＲＬ１配列と
ＴＩＹＰＳＳＧ（配列番号１１２）のＣＤＲＬ２配列とＡＤＲＡＴＹＦＣＡ（配列番号１
００）のＣＤＲＬ３配列とを含む可変軽鎖及びＤＴＩＤＷＹ（配列番号１０２）のＣＤＲ
Ｈ１配列とＶＱＳＤＧＳＹＴＫＲＰＧＶＰＤＲ（配列番号１１３）のＣＤＲＨ２配列とＹ
ＩＧＧＹＶＦＧ（配列番号１１７）のＣＤＲＨ３配列とを含む可変重鎖を含む場合、スペ
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ーサーは１２以下のアミノ酸であることができ、さらに特定の実施形態では、配列番号４
７を含むことができる。
【０１００】
　特定の実施形態では、結合ドメインが、（ｉ）ＳＧＳＤＩＮＤＹＰＩＳ（配列番号１０
９）のＣＤＲＬ１配列とＩＮＳＧＧＳＴ（配列番号１０５）のＣＤＲＬ２配列とＹＦＣＡ
ＲＧＹＳ（配列番号１１６）ＣＤＲＬ３配列とを含む可変軽鎖及びＳＮＬＡＷ（配列番号
１１０）のＣＤＲＨ１配列とＲＡＳＮＬＡＳＧＶＰＳＲＦＳＧＳ（配列番号１０７）のＣ
ＤＲＨ２配列とＮＶＳＹＲＴＳＦ（配列番号１０６）のＣＤＲＨ３配列とを含む可変重鎖
を、または（ｉｉ）ハーセプチン抗体のＣＤＲＬ１の配列とＣＤＲＬ２の配列とＣＤＲＬ
３の配列とを含む可変軽鎖及びハーセプチン抗体のＣＤＲＨ１の配列とＣＤＲＨ２の配列
とＣＤＲＨ３の配列とを含む可変重鎖を含む場合、スペーサーは２２９以下のアミノ酸で
あることができ、さらに特定の実施形態では、配列番号６１を含むことができる。
【０１０１】
　特定の実施形態では、「ヒンジ領域」または「ヒンジ」は、（ａ）免疫グロブリンのヒ
ンジ配列（たとえば、上部及びコアの領域で構成される）もしくはその機能的断片もしく
はその変異体、（ｂ）ＩＩ型Ｃ－レクチンのドメイン間（ストーク）領域もしくはその機
能的断片もしくはその変異体、または（ｃ）分化抗原群（ＣＤ）分子のストーク領域もし
くはその機能的変異体を指す。「野生型の免疫グロブリンのヒンジ配列」は、抗体の重鎖
で見いだされるＣＨ１ドメインとＣＨ２ドメインとの間に入れられ、それらを接続する（
たとえば、ＩｇＧ、ＩｇＡ及びＩｇＤについて）、またはＣＨ１ドメインとＣＨ３ドメイ
ンとの間に入れられ、それらを接続する（たとえば、ＩｇＥ及びＩｇＭについて）天然に
存在する上部及び中部のヒンジのアミノ酸配列を指す。特定の実施形態では、ヒンジ領域
はヒトであり、特定の実施形態では、ヒトＩｇＧのヒンジ領域を含む。
【０１０２】
　ＩＩ型Ｃ－レクチンまたはＣＤ分子の「ストーク領域」は、Ｃ型レクチン様ドメイン（
ＣＴＬＤ、たとえば、ナチュラルキラー細胞受容体のＣＴＬＤに類似する）と疎水性部分
（たとえば、膜貫通ドメイン）との間に位置するＩＩ型Ｃ－レクチンまたはＣＤ分子の細
胞外ドメインの部分を指す。たとえば、ヒトＣＤ９４（ＧｅｎＢａｎｋ受入番号ＡＡＣ５
０２９１．１）の細胞外ドメインはアミノ酸残基３４～１７９に相当するが、ＣＴＬＤは
アミノ酸残基６１～１７６に相当するので、ヒトＣＤ９４分子のストーク領域はアミノ酸
残基３４～６０を含み、それは疎水性部分（たとえば、膜貫通ドメイン）とＣＴＬＤとの
間に位置する（Ｂｏｙｉｎｇｔｏｎ，ｅｔ　ａｌ．，１９９９，Ｉｍｍｕｎｉｔｙ１０：
７５を参照のこと；他のストーク領域の記載については、Ｂｅａｖｉｌ，ｅｔ　ａｌ．，
１９９２，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔ’ｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ，８９：７５３；及びＦｉ
ｇｄｏｒ，ｅｔ　ａｌ．，２００２，Ｎａｔ．Ｒｅｖ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．２：７７も参照
のこと）。これらＩＩ型Ｃ－レクチンまたはＣＤ分子は、ストーク領域と膜貫通領域また
はＣＴＬＤとの間で接合アミノ酸も有してもよい。別の例では、２３３アミノ酸のヒトＮ
ＫＧ２Ａタンパク質（ＧｅｎＢａｎｋ受入番号Ｐ２６７１５．１）はアミノ酸７１～９３
の範囲での疎水性部分（たとえば、膜貫通ドメイン）及びアミノ酸９４～２３３の範囲で
の細胞外ドメインを有する。ＣＴＬＤはアミノ酸１１９～２３１を含み、ストーク領域は
アミノ酸９９～１１６を含み、それは追加の接合アミノ酸が隣接してもよい。他のＩＩ型
Ｃ－レクチンまたはＣＤ分子は、その細胞外結合ドメイン、ストーク領域、及びＣＴＬＤ
と同様に当該技術で既知である（たとえば、ヒトＣＤ２３、ＣＤ６９、ＣＤ７２、ＮＫＧ
２Ａ及びＮＫＧ２Ｄの配列及びそれらの説明についてはそれぞれＧｅｎＢａｎｋ受入番号
ＮＰ＿００１９９３．２；ＡＡＨ０７０３７．１；ＮＰ＿００１７７３．１；ＡＡＬ６５
２３４．１；ＣＡＡ０４９２５．１を参照のこと）。
【０１０３】
　ＩＩ型Ｃ－レクチンまたはＣＤ分子のストーク領域ヒンジまたはその断片の「誘導体」
は、野生型のＩＩ型Ｃ－レクチンまたはＣＤ分子のストーク領域の１、２、または３のア
ミノ酸が欠失、挿入、置換またはそれらの組み合わせを有する８～１５０のアミノ酸の配
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列を含む。たとえば、誘導体は１以上のアミノ酸の置換及び／またはアミノ酸の欠失を含
むことができる。特定の実施形態では、たとえば、ＮＫＧ２Ａ、ＮＫＧ２Ｄ、ＣＤ２３、
ＣＤ６４、ＣＤ７２、またはＣＤ９４の８～２０アミノ酸に由来するもののようなストー
ク領域の誘導体は、野生型のストーク領域の配列に比べてタンパク分解性切断にさらに耐
性である。
【０１０４】
　特定の実施形態では、ストーク領域ヒンジは７～１８のアミノ酸を含んでもよく、αら
せんのコイル状にしたコイル構造を形成することができる。特定の実施形態では、ストー
ク領域ヒンジは０、１、２、３、または４つのシステインを含有する。例となるストーク
領域ヒンジには、たとえば、ＣＤ６９、ＣＤ７２、ＣＤ９４、ＮＫＧ２Ａ及びＮＫＧ２Ｄ
のストーク領域に由来する１０～１５０のアミノ酸を含む部分のようなストーク領域の断
片が挙げられる。
【０１０５】
　キメラ分子で使用することができる代わりのヒンジは、免疫グロブリンＶ様ドメインま
たは免疫グロブリンＣ様ドメインを接続する細胞表面受容体（ドメイン間領域）の部分に
由来する。細胞表面受容体が複数のＩｇＶ様ドメインを直列に含有するＩｇＶ様ドメイン
間の領域及び細胞表面受容体が複数の直列のＩｇＣ様領域を含有するＩｇＣ様ドメイン間
の領域もキメラ分子にて有用なヒンジとして熟考される。特定の実施形態では、細胞表面
受容体のドメイン間領域を含むヒンジ配列はさらに、天然に存在するまたは付加されるモ
チーフ、たとえば、ＩｇＧのコアヒンジ配列を含有して１以上のジスルフィド結合を提供
し、キメラ分子の二量体形成を安定化する。ヒンジの追加の例には、ＣＤ２、ＣＤ４、Ｃ
Ｄ２２、ＣＤ３３、ＣＤ４８、ＣＤ５８、ＣＤ６６、ＣＤ８０、ＣＤ８６、ＣＤ１５０、
ＣＤ１６６、及びＣＤ２４４のＩｇＶ様領域とＩｇＣ様領域の間でのドメイン間領域が挙
げられる。
【０１０６】
　特定の実施形態では、ヒンジ配列は、５～１５０のアミノ酸、５～１０のアミノ酸、１
０～２０のアミノ酸、２０～３０のアミノ酸、３０～４０のアミノ酸、４０～５０のアミ
ノ酸、５０～６０のアミノ酸、５～６０のアミノ酸、５～４０のアミノ酸、たとえば、８
～２０のアミノ酸または１０～１５のアミノ酸を含む。ヒンジは主として柔軟性であって
もよいが、さらに剛性の特徴を提供してもよく、最小限のβシートを伴ったαらせん構造
を主として含有してもよい。
【０１０７】
　特定の実施形態では、ヒンジ配列は血漿及び血清にて安定であり、タンパク分解性の切
断に耐性である。たとえば、ＩｇＧ１の上部ヒンジ領域における最初のリジンを変異させ
、または欠失させてタンパク分解性の切断を出来るだけ抑えてもよく、ヒンジは接合アミ
ノ酸を含んでもよい。一部の実施形態では、ヒンジ配列は、たとえば、１つのジスルフィ
ド結合または複数のジスルフィド結合を形成して二量体形成を安定化する能力を付与する
免疫グロブリンのヒンジコア構造ＣＰＰＣＰ（配列番号１２５）のような天然に存在する
または付加されるモチーフを含有してもよい。
【０１０８】
　「リンカー配列」は、２～５００までのアミノ酸を有するアミノ酸配列であることがで
き、それは、リンカーによって接続された２つの領域、ドメイン、モチーフ、カセットま
たはモジュールの間での立体的な動きのための柔軟性及び空間を提供することができる。
例となるリンカー配列には、ＧｌｙｘＳｅｒｙの１～１０の反復を有するものが挙げられ
、その際、ｘ及びｙは、それら双方ともが０になることはないという条件で独立して０～
１０の整数である（たとえば、（Ｇｌｙ４Ｓｅｒ）２（配列番号１２２）、（Ｇｌｙ３Ｓ
ｅｒ）２（配列番号１２３）、Ｇｌｙ２Ｓｅｒ、または（Ｇｌｙ３Ｓｅｒ）２Ｇｌｙ２Ｓ
ｅｒ）（配列番号１２４）のようなそれらの組み合わせ）。特定の他の実施形態では、リ
ンカー配列は、たとえば、ＣＨ３のみまたはＣＨ２ＣＨ３の配列のような１以上の免疫グ
ロブリン重鎖定常領域を含むことができる。
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【０１０９】
　リンカー配列は接合アミノ酸を提供することが多い。接合アミノ酸は、ポリペプチドの
２つの隣接したモチーフ、領域またはドメインの間での、たとえば、結合ドメインと疎水
性部分と隣接するエフェクタードメインの間での、または２つのモチーフ、領域またはド
メインを連結するリンカー領域の一方の末端もしくは双方の末端における１以上の（たと
えば、２～２０）アミノ酸残基を指す（たとえば、リンカーと隣接する結合ドメインとの
間及び／またはリンカーと隣接するヒンジとの間）。接合アミノ酸は融合タンパク質の構
築物の設計から生じてもよい（たとえば、融合タンパク質をコードする核酸分子の構築の
間に制限酵素部位の使用から生じるアミノ酸残基）。たとえば、単一の接合アミノ酸であ
るアスパラギンは、配列番号５８によって示される核酸配列によってコードされるキメラ
分子における分泌シグナル配列（配列番号３１）をコードする核酸配列とタグカセット（
配列番号１２７）をコードする配列との間で見いだされるＡＡＴコドンによってコードさ
れる。同様に、アスパラギン（Ｎ）接合アミノ酸は、配列番号１３０で示されるアミノ酸
配列を有するキメラ分子にて見いだされるＧＧＳＧＳＧ（配列番号１２９）の柔軟なリン
カーのアミノ酸配列とＷＳＨＰＱＦＥＫ（配列番号１１８）のアミノ酸タグ配列との間で
見いだされる。
【０１１０】
　特定の実施形態では、細胞外成分はヒンジと１以上のリンカー配列とを含むことができ
、または細胞外成分はヒンジと１以上のリンカー配列と１以上のタグカセットとを含むこ
とができる。
【０１１１】
　キメラ分子の構造内では、タグカセットは、（ａ）スペーサー領域へのアミノ末端にす
ぐ接して位置してもよく、（ｂ）リンカー配列間に及びそれを接続して置かれてもよく、
（ｃ）結合ドメインに対するＣ末端にすぐ接して位置してもよく、（ｄ）結合ドメイン（
たとえば、ｓｃＦｖ）とエフェクタードメインの間に及びエフェクタードメインに結合ド
メインを接続して置かれてもよく、（ｅ）結合ドメインのサブセット間に及びそれを接続
して置かれてもよく、または（ｆ）キメラ分子のアミノ末端に位置してもよい。特定の実
施形態では、１以上の接合アミノ酸は、タグカセットと疎水性部分の間及びそれらを接続
して配置されてもよく、またはタグカセットとスペーサー領域の間に及びそれらを接続し
て配置されてもよく、またはタグカセットとリンカー配列の間に及びそれらを接続して配
置されてもよく、またはタグカセットと結合ドメインの間及びそれらを接続して配置され
てもよい。
【０１１２】
　さらなる実施形態では、２以上の第１のタグカセットはキメラ分子の異なる領域に位置
してもよい。特定の実施形態では、第１のタグカセットは、１以上のスペーサー領域を含
むコネクター領域に位置し、第２のタグカセットは、キメラ分子のアミノ末端またはカル
ボキシ末端またはその双方に位置する（たとえば、図３８Ｈを参照のこと）。
【０１１３】
　特定の実施形態では、タグカセットは、本開示の融合タンパク質の１以上のスペーサー
領域を含むコネクター領域の中に位置する。特定の実施形態では、細胞外成分はタグカセ
ットに隣接するリンカー配列を含むことができ、その際、タグカセットを伴ったリンカー
配列は、（Ｇｌｙ－Ｇｌｙ－Ｇｌｙ－Ｇｌｙ－Ｓｅｒ）２－Ｔｒｐ－Ｓｅｒ－Ｈｉｓ－Ｐ
ｒｏ－Ｇｌｎ－Ｐｈｅ－Ｇｌｕ－Ｌｙｓ（配列番号１３９）、Ｔｒｐ－Ｓｅｒ－Ｈｉｓ－
Ｐｒｏ－Ｇｌｎ－Ｐｈｅ－Ｇｌｕ－Ｌｙｓ－（Ｇｌｙ－Ｇｌｙ－Ｇｌｙ－Ｇｌｙ－Ｓｅｒ
）２（配列番号１４０）、（Ｇｌｙ－Ｇｌｙ－Ｇｌｙ－Ｇｌｙ－Ｓｅｒ）２－Ｔｒｐ－Ｓ
ｅｒ－Ｈｉｓ－Ｐｒｏ－Ｇｌｎ－Ｐｈｅ－Ｇｌｕ－Ｌｙｓ－（Ｇｌｙ－Ｇｌｙ－Ｇｌｙ－
Ｓｅｒ）２－Ｇｌｙ－Ｇｌｙ－Ｓｅｒ－Ｔｒｐ－Ｓｅｒ－Ｈｉｓ－Ｐｒｏ－Ｇｌｎ－Ｐｈ
ｅ－Ｇｌｕ－Ｌｙｓ（配列番号１４１）、Ｔｒｐ－Ｓｅｒ－Ｈｉｓ－Ｐｒｏ－Ｇｌｎ－Ｐ
ｈｅ－Ｇｌｕ－Ｌｙｓ－（Ｇｌｙ－Ｇｌｙ－Ｇｌｙ－Ｓｅｒ）２－Ｇｌｙ－Ｇｌｙ－Ｓｅ
ｒ－Ｔｒｐ－Ｓｅｒ－Ｈｉｓ－Ｐｒｏ－Ｇｌｎ－Ｐｈｅ－Ｇｌｕ－Ｌｙｓ－（Ｇｌｙ－Ｇ
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ｌｙ－Ｇｌｙ－Ｇｌｙ－Ｓｅｒ）２（配列番号１４２）、（Ｇｌｙ－Ｇｌｙ－Ｇｌｙ－Ｇ
ｌｙ－Ｓｅｒ）２－Ｔｒｐ－Ｓｅｒ－Ｈｉｓ－Ｐｒｏ－Ｇｌｎ－Ｐｈｅ－Ｇｌｕ－Ｌｙｓ
－（Ｇｌｙ－Ｇｌｙ－Ｇｌｙ－Ｓｅｒ）２－Ｇｌｙ－Ｇｌｙ－Ｓｅｒ－Ｔｒｐ－Ｓｅｒ－
Ｈｉｓ－Ｐｒｏ－Ｇｌｎ－Ｐｈｅ－Ｇｌｕ－Ｌｙｓ－（Ｇｌｙ－Ｇｌｙ－Ｇｌｙ－Ｇｌｙ
－Ｓｅｒ）２－Ｔｒｐ－Ｓｅｒ－Ｈｉｓ－Ｐｒｏ－Ｇｌｎ－Ｐｈｅ－Ｇｌｕ－Ｌｙｓ（配
列番号１４３）、またはＴｒｐ－Ｓｅｒ－Ｈｉｓ－Ｐｒｏ－Ｇｌｎ－Ｐｈｅ－Ｇｌｕ－Ｌ
ｙｓ－（Ｇｌｙ－Ｇｌｙ－Ｇｌｙ－Ｇｌｙ－Ｓｅｒ）２－Ｔｒｐ－Ｓｅｒ－Ｈｉｓ－Ｐｒ
ｏ－Ｇｌｎ－Ｐｈｅ－Ｇｌｕ－Ｌｙｓ－（Ｇｌｙ－Ｇｌｙ－Ｇｌｙ－Ｓｅｒ）２－Ｇｌｙ
－Ｇｌｙ－Ｓｅｒ－Ｔｒｐ－Ｓｅｒ－Ｈｉｓ－Ｐｒｏ－Ｇｌｎ－Ｐｈｅ－Ｇｌｕ－Ｌｙｓ
－（Ｇｌｙ－Ｇｌｙ－Ｇｌｙ－Ｇｌｙ－Ｓｅｒ）２（配列番号１４４）のアミノ酸配列を
有する。
【０１１４】
　キメラ分子の融合タンパク質の実施形態では、融合タンパク質と同族結合分子との間で
タンパク質複合体が生じることができ、それはタグカセットと同族結合分子との間での結
合の結果である。特定の実施形態では、キメラ分子はタグカセットが可変領域リンカーの
中（結合ドメインのサブユニット間）に位置するｓｃＦｖまたはｓｃＴＣＲ結合ドメイン
を含む。特定の実施形態では、キメラ分子は、結合ドメインのアミノ末端に位置するタグ
カセットを有する。そのようなタンパク質複合体または融合タンパク質の構造では、キメ
ラ分子の結合ドメインはその細胞マーカーの特異性またはその特異的な細胞マーカーの結
合親和性を保持するであろう。
【０１１５】
　「可変領域リンカー」は具体的には、重鎖免疫グロブリン可変領域を軽鎖免疫グロブリ
ン可変領域に接続する、またはＴ細胞受容体Ｖα／β鎖とＣα／β鎖を接続する（たとえ
ば、Ｖα－Ｃα、Ｖβ－Ｃβ、Ｖα－Ｖβ）、または各Ｖα－Ｃα、Ｖβ－Ｃβ、Ｖα－
Ｖβの対をヒンジ又は疎水性部分に接続する５～３５のアミノ酸の配列を指し、それは、
得られる単鎖ポリペプチドが抗体またはＴ細胞受容体と同じ細胞マーカーに対して特異的
な結合親和性を保持するように、２つのサブ結合ドメインの相互作用に十分なスペーサー
機能及び柔軟性を提供する。特定の実施形態では、可変領域リンカーは１０～３０のアミ
ノ酸または１５～２５のアミノ酸を含む。特定の実施形態では、可変領域リンカーペプチ
ドはＧｌｙｘＳｅｒｙの１～１０の反復を含み、その際、ｘ及びｙは、それら双方ともが
０になることはないという条件で独立して０～１０の整数であり（たとえば、Ｇｌｙ４Ｓ
ｅｒ（配列番号１４５）、Ｇｌｙ３Ｓｅｒ（配列番号１４６）、Ｇｌｙ２Ｓｅｒ、または
（Ｇｌｙ３Ｓｅｒ）ｎ（Ｇｌｙ４Ｓｅｒ）１（配列番号１４７）、（Ｇｌｙ３Ｓｅｒ）ｎ

（Ｇｌｙ２Ｓｅｒ）ｎ（配列番号１４８）、（Ｇｌｙ３Ｓｅｒ）ｎ（Ｇｌｙ４Ｓｅｒ）ｎ

（配列番号１４７）、または（Ｇｌｙ４Ｓｅｒ）ｎ（配列番号１４５））、ｎは１、２、
３、４、５、６、７、８、９、または１０の整数であり、連結された可変領域は機能的な
免疫グロブリン様の結合ドメイン（たとえば、ｓｃＦｖ、ｓｃＴＣＲ）を形成する。例と
なる可変領域リンカーには、配列番号３０、１２９、１２２～１２４、及び１４６～１４
９、及び（Ｇｌｙ４Ｓｅｒ）ｎ（配列番号１４５）で示されるそれらのアミノ酸配列が挙
げられ、その際、ｎは、配列番号１５１で示されるアミノ酸配列を有するキメラ分子にて
見いだされるように３である（配列番号６０）。
【０１１６】
　疎水性部分（たとえば、膜貫通ドメイン）。「疎水性部分」は、細胞膜にて熱力学的に
安定であり、一般に１５アミノ酸から３０アミノ酸の長さの範囲である三次元構造を有す
るアミノ酸配列を意味する。疎水性部分の構造はアルファらせん、ベータバレル、ベータ
シート、ベータらせん、またはそれらの組み合わせを含んでもよい。疎水性部分は膜貫通
ドメインであることができ、逆もまた同様である。
【０１１７】
　キメラ分子に含有される疎水性部分は、融合タンパク質の一部が細胞外に位置する（た
とえば、タグカセット、コネクタードメイン、結合ドメイン）、且つ一部が細胞内に位置
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する（たとえば、エフェクタードメイン）ように融合タンパク質が細胞膜と会合するよう
にするであろう。疎水性部分は一般に細胞膜のリン脂質二重層の中に配置されるであろう
。特定の実施形態では、１以上の接合アミノ酸は、疎水性部分とエフェクタードメインの
間に及び疎水性部分をエフェクタードメインに接続して配置されてもよく、または疎水性
部分と細胞外成分の一部の間に及び疎水性部分を細胞外成分の一部に接続して配置されて
もよく、または疎水性部分とタグカセットの間に及び疎水性部分をタグカセットに接続し
て配置されてもよい。
【０１１８】
　特定の実施形態では、疎水性部分は膜貫通ドメインである。
【０１１９】
　したがって、本明細書で開示されている発現されたキメラ分子は膜貫通ドメインを含む
こともでき、少なくともその一部は細胞外成分と細胞内成分の間に位置する。膜貫通ドメ
インは操作された細胞の膜にて発現されたキメラ分子を係留することができる。膜貫通ド
メインは天然の供給源及び／または合成の供給源のいずれかに由来することができる。供
給源が天然である場合、膜貫通ドメインは膜に結合したタンパク質または膜貫通タンパク
質に由来することができる。特定の例は、内在性膜タンパク質（たとえば、受容体、分化
抗原群（ＣＤ）の分子、酵素、トランスポータ、細胞接着分子等）に由来することができ
る。膜貫通ドメインは、Ｔ細胞受容体のアルファ鎖、ベータ鎖またはゼータ鎖、ＣＤ８、
ＣＤ２７、ＣＤ２８、ＣＤ３、ＣＤ４５、ＣＤ４、ＣＤ５、ＣＤ９、ＣＤ１６、ＣＤ２２
；ＣＤ３３、ＣＤ３７、ＣＤ６４、ＣＤ８０、ＣＤ８６、ＣＤ１３４、ＣＤ１３７及びＣ
Ｄ１５４の少なくとも膜貫通領域（複数可）を含むことができる。膜貫通ドメインには図
２または図６で示されたものを挙げることができる。
【０１２０】
　特定の実施形態では、膜貫通ドメインは図２で示されるようなＣＤ２８の膜貫通ドメイ
ンのアミノ酸配列、またはＣＤ４の膜貫通ドメインのアミノ酸配列を含む。ＣＤ２８の膜
貫通ドメインをコードする代表的な遺伝子配列は図１に示される（配列番号１２）。
【０１２１】
　細胞内成分。発現されたキメラ分子の細胞内成分はエフェクタードメインを含むことが
できる。エフェクタードメインは、機能的なシグナルを細胞に伝達することができる。特
定の実施形態では、エフェクタードメインは、細胞性の応答を直接促進し、または細胞性
の応答を直接促進する１以上の他のタンパク質と会合することによって間接的に促進する
であろう。エフェクタードメインは、望ましくない細胞上で発現された細胞マーカーに結
合する際、操作された細胞の少なくとも１つの機能の活性化を提供することができる。操
作された細胞の活性化には、分化、増殖及び／または他のエフェクター機能の活性化の１
以上を挙げることができる。
【０１２２】
エフェクタードメインには、１、２、３以上の受容体シグナル伝達ドメイン、細胞内シグ
ナル伝達ドメイン（たとえば、細胞質シグナル伝達配列）、共刺激ドメインまたはそれら
の組み合わせを挙げることができる。例となるエフェクタードメインには、４－１ＢＢ、
ＣＡＲＤ１１、ＣＤ３ガンマ、ＣＤ３デルタ、ＣＤ３イプシロン、ＣＤ３ζ、ＣＤ２７、
ＣＤ２８、ＣＤ７９Ａ、ＣＤ７９Ｂ、ＤＡＰ１０、ＦｃＲα、ＦｃＲβ、ＦｃＲγ、Ｆｙ
ｎ、ＨＶＥＭ、ＩＣＯＳ、ＬＡＧ３、ＬＡＴ、Ｌｃｋ、ＬＲＰ、ＮＫＧ２Ｄ、ＮＯＴＣＨ
１、ｐＴα、ＰＴＣＨ２、ＯＸ４０、ＲＯＲ２、Ｒｙｋ、ＳＬＡＭＦ１、Ｓｌｐ７６、Ｔ
ＣＲα、ＴＣＲβ、ＴＲＩＭ、Ｗｎｔ、Ｚａｐ７０、またはそれらの組み合わせから選択
されるシグナル伝達ドメイン及び刺激ドメインが挙げられる。
【０１２３】
　刺激方式で作用する一次細胞質シグナル伝達配列は、受容体チロシンに基づく活性化の
モチーフまたはｉＴＡＭとして知られるシグナル伝達モチーフを含有してもよい。ｉＴＡ
Ｍを含有する一次細胞質シグナル伝達配列には、ＣＤ３γ、ＣＤ３δ、ＣＤ３ε、ＣＤ３
ζ、ＣＤ５、ＣＤ２２、ＣＤ６６ｄ、ＣＤ７９ａ、ＣＤ７９ｂ、及びＦｅＲガンマに由来
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するものが挙げられる。特定の実施形態では、ＣＤ３ζの変異体は図７で示されるような
少なくとも１、２、３またはすべてのｉＴＡＭ領域を保持する。
【０１２４】
　特定の実施形態では、エフェクタードメインには細胞質シグナル伝達タンパク質と会合
する細胞質部分が含まれ、その際、細胞質シグナル伝達タンパク質は、リンパ球の受容体
もしくはそのシグナル伝達ドメイン、複数のｉＴＡＭを含むタンパク質、共刺激ドメイン
、またはそれらの組み合わせである。
【０１２５】
　細胞内シグナル伝達ドメインの例には、ＣＤ３ζ鎖、及び／または結合ドメインの結合
に続いてシグナル伝達を開始するように協調して作用する共受容体の細胞質配列が含まれ
る。
【０１２６】
　特定の実施形態では、操作された細胞によって発現させた分子の細胞内シグナル伝達ド
メインは、他の所望の細胞質ドメイン（複数可）と組み合わせられた細胞内シグナル伝達
ドメインを含むように設計することができる。たとえば、分子の細胞内シグナル伝達ドメ
インは細胞内シグナル伝達ドメインと、たとえば、共刺激シグナル伝達領域のような共刺
激ドメインとを含むことができる。
【０１２７】
　共刺激シグナル伝達領域は、共刺激ドメインの細胞内ドメインを含む分子の一部を指す
。共刺激ドメインは、細胞マーカーの結合に対するリンパ球の応答に必要とされ得る発現
された細胞マーカー結合ドメイン以外の細胞表面分子である。そのような分子の例には、
ＣＤ２７、ＣＤ２８、４－１ＢＢ（ＣＤ１３７）、ＯＸ４０、ＣＤ３０、ＣＤ４０、リン
パ球機能関連抗原－１（ＬＦＡ－１）、ＣＤ２、ＣＤ７、ＬＩＧＨＴ、ＮＫＧ２Ｃ、Ｂ７
－Ｈ３、及びＣＤ８３と特異的に結合するリガンドが挙げられる。
【０１２８】
　特定の実施形態では、図２で提供されているようなＣＤ３ζの変異体及び４－１ＢＢ細
胞内シグナル伝達ドメインの一部を含む細胞内シグナル伝達ドメインのアミノ酸配列。代
表的な遺伝子配列は図１にて提供されている（配列番号１５５、配列番号１）。
【０１２９】
　特定の実施形態では、細胞内シグナル伝達ドメインには、（ｉ）ＣＤ３ζのシグナル伝
達ドメインの全部または一部、（ｉｉ）ＣＤ２８のシグナル伝達ドメインの全部または一
部、（ｉｉｉ）４－１ＢＢのシグナル伝達ドメインの全部または一部、（ｉｖ）ＣＤ３ζ
、ＣＤ２８及び／または４－１ＢＢのシグナル伝達ドメインの全部または一部が挙げられ
る。
【０１３０】
　本開示のキメラ分子にて有用な追加の例となるエフェクタードメインは、Ｗｎｔシグナ
ル伝達経路（たとえば、ＬＲＰ、Ｒｙｋ、ＲＯＲ２）、ＮＯＴＣＨシグナル伝達経路（た
とえば、ＮＯＴＣＨ１、ＮＯＴＣＨ２、ＮＯＴＣＨ３、ＮＯＴＣＨ４）、Ｈｅｄｇｅｈｏ
ｇシグナル伝達経路（たとえば、ＰＴＣＨ、ＳＭＯ）、受容体チロシンキナーゼ（ＲＴＫ
ｓ）（たとえば、表皮増殖因子（ＥＧＦ）受容体ファミリー、線維芽細胞増殖因子（ＦＧ
Ｆ）受容体ファミリー、肝細胞増殖因子（ＨＧＦ）受容体ファミリー、インスリン受容体
（ＩＲ）ファミリー、血小板由来増殖因子（ＰＤＧＦ）受容体ファミリー、血管内皮増殖
因子（ＶＥＧＦ）受容体ファミリー、トロポマイシン受容体キナーゼ（Ｔｒｋ）受容体フ
ァミリー、エフリン（Ｅｐｈ）受容体ファミリー、ＡＸＬ受容体ファミリー、白血球チロ
シンキナーゼ（ＬＴＫ）受容体ファミリー、免疫グロブリン様及びＥＧＦ様ドメイン１（
ＴＩＥ）受容体ファミリーを伴ったチロシンキナーゼ、受容体チロシンキナーゼ様オーフ
ァン（ＲＯＲ）受容体ファミリー、ジスコイジンドメイン（ＤＤＲ）受容体ファミリー、
形質移入の間に再構成された（ＲＥＴ）受容体ファミリー、チロシン－タンパク質キナー
ゼ－様（ＰＴＫ７）受容体ファミリー、受容体チロシンキナーゼ（ＲＹＫ）受容体ファミ
リーに関連した、筋肉特異的キナーゼ（ＭｕＳＫ）受容体ファミリー）；Ｇ－タンパク質
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共役受容体、ＧＰＣＲｓ（Ｆｒｉｚｚｌｅｄ、Ｓｍｏｏｔｈｅｎｅｄ）；セリン／スレオ
ニンキナーゼ受容体（ＢＭＰＲ、ＴＧＦＲ）；またはサイトカイン受容体（ＩＬ１Ｒ、Ｉ
Ｌ２Ｒ、ＩＬ７Ｒ、ＩＬ１５Ｒ）のタンパク質に由来してもよい。
【０１３１】
　発現されたキメラ分子の細胞内シグナル伝達ドメインの配列は無作為なまたは特定され
た順序で互いに連結することができる。任意で、好ましくは長さ２～１０アミノ酸の間で
の短いオリゴリンカーまたはタンパク質リンカーが結合を形成してもよい。
【０１３２】
　したがって、キメラ分子に含有されるエフェクタードメインは、細胞内成分であり、細
胞に機能的なシグナルを伝達することができる。特定の実施形態では、単鎖キメラ分子は
第２の単鎖キメラ分子とそれぞれ二量体化するであろうが、その際、二量体化は、エフェ
クタードメインを含む細胞内成分が非常に近接し、適切なシグナルに曝露するとシグナル
伝達を促進するようにする。示されるように、そのような二量体タンパク質の複合体を形
成することに加えて、エフェクタードメインはさらに、共刺激因子のような他のシグナル
伝達因子と会合して細胞内シグナルを生じる多重タンパク質の複合体を形成してもよい。
特定の実施形態では、エフェクタードメインは細胞性の応答を直接促進する１以上の他の
タンパク質と会合することによって細胞性の応答を間接的に促進するであろう。エフェク
タードメインには、１、２、３以上の受容体シグナル伝達ドメイン、共刺激ドメイン、ま
たはそれらの組み合わせが挙げられてもよい。種々のシグナル伝達分子（たとえば、シグ
ナル伝達受容体）に由来するエフェクタードメイン、共刺激ドメインまたはその双方を含
む細胞内成分は本開示の融合タンパク質で使用されてもよい。
【０１３３】
　操作された細胞によって発現される特定の分子の設計は、タグカセット、標的とされる
細胞マーカー、細胞マーカーに対する結合ドメインの親和性、細胞マーカー結合ドメイン
に必要とされる柔軟性、及び／または細胞内シグナル伝達ドメインの種類に応じてカスタ
マイズすることができる。特定の実施形態では、多数の構築物を試験管内及び生体内のモ
デルで調べて操作された細胞の培養で増殖する及び／または望ましくない細胞を殺傷する
能力を判定する。特定の実施形態では、試験管内で少なくとも２世代をとおして増殖する
及び／または生体内での導入後７２時間以内に増殖する操作されたエフェクター（たとえ
ば、分化した操作されたＨＳＰＣ）の少なくとも３０％の能力を提供する分子が選択され
る。特定の実施形態では、免疫欠損マウスにて生体内で７２時間以内に活性化が誘導した
細胞死（ＡＩＣＤ）を受ける細胞が５０％超える、及び腫瘍細胞の存在を減らすことがで
きない分子は選択されない。
【０１３４】
　以下の開示は、発現されたキメラ分子及び関連するベクターのさらに詳細な例を提供す
る。
【０１３５】
　「キメラ抗原受容体」または「ＣＡＲ」は、エフェクタードメインに連結される望まし
くない細胞に優先的に関連する細胞マーカーに結合する結合ドメインを含む合成で設計さ
れた受容体を指す。結合ドメインとエフェクタードメインは、スペーサードメイン、膜貫
通ドメイン、タグカセット及び／またはリンカー配列を介して連結することができる。
【０１３６】
　特定の実施形態では、２Ａ２、Ｒ１２、及びＲ１１のｍＡｈｓ（ＲＯＲ１）ならびにＦ
ＭＣ６３のｍＡｂ（ＣＤ１９）のＶＬ鎖とＶＨ鎖のセグメントを用いてＲＯＲ１に特異的
なＣＡＲ及びＣＤ１９に特異的なＣＡＲを構築することができる。Ｒ１１及びＲ１２の可
変領域の配列は、Ｙａｎｇ，ｅｔ　ａｌ，Ｐｌｏｓ　Ｏｎｅ，６（６）：ｅ２１０１８，
Ｊｕｎｅ，１５，２０１１にて提供されている。「ヒンジ－ＣＨ２－ＣＨ３」（２２９Ａ
Ａ、配列番号６１）、「ヒンジ－ＣＨ３」（１１９ＡＡ、配列番号５２）または「ヒンジ
」のみ（１２ＡＡ、配列番号４７）の配列のいずれかを含むＩｇＧ４－Ｆｃ（配列番号９
２）に由来するスペーサードメインに各ｓｃＦｖを（Ｇｌｙ４Ｓｅｒ）３（配列番号６０
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）タンパク質によって連結することができる。（図１、配列番号５０）。スペーサーはす
べて、ネイティブのＩｇＧ４－Ｆｃタンパク質の１０８位に位置する「ヒンジ」ドメイン
内でＳ→Ｐの置換を含有することができ、ヒトＣＤ２８（Ｕｎｉｐｒｏｔ：Ｐ１０７４７
、配列番号９３）の２７ＡＡの膜貫通ドメインに連結することができ、且つ（ｉ）ネイテ
ィブＣＤ２８タンパク質（配列番号９３）の１８６～１８７位に位置するＬＬ→ＧＧの置
換を伴うヒトＣＤ２８の４１ＡＡの細胞質ドメイン、または（ｉｉ）ヒト４－１ＢＢ（Ｕ
ｎｉｐｒｏｔ；Ｑ０７０１１、配列番号９５）の４２ＡＡの細胞質ドメインのいずれかを
含むエフェクタードメインのシグナル伝達モジュールに連結することができ、そのそれぞ
れはヒトＣＤ３ζ（Ｕｎｉｐｒｏｔ：Ｐ２０９６３、配列番号９４）のアイソフォーム３
の１１２ＡＡの細胞質ドメインに連結することができる。構築物は、Ｔ２Ａリボソームス
キップ要素（配列番号８８）とキメラ受容体の下流のｔＥＧＦＲ配列（配列番号２７）を
コードする。ｔＥＧＦＲは、ＳＴＲＥＰタグ（登録商標）ＩＩ（配列番号１１８）、Ｍｙ
ｃタグ（配列番号１１９）、Ｖ５タグ（配列番号１２０）、ＦＬＡＧ（登録商標）タグ（
配列番号１２１）、Ｈｉｓタグ、または本明細書で開示されているような他のペプチドも
しくは分子のようなＥｘｏＣＢＭを結合しているタグカセットによって置き換えることが
でき、または補完することができる。各導入遺伝子をコードし、コドンが最適化された遺
伝子配列は合成することができ（Ｌｉｆｅ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ）、ＮｈｅＩ及び
Ｎｏｔ１制限部位を用いてｅｐＨＩＶ７レンチウイルスベクターにクローニングすること
ができる。ｅｐＨＩＶ７レンチウイルスベクターは、ｐＨＩＶ７のサイトメガロウイルス
プロモータをＥＦ－１プロモータで置き換えることによってｐＨＩＶ７ベクターに由来す
ることができる。ＲＯＲ１キメラ受容体、ＣＤ１９キメラ受容体、ｔＥＧＦＲまたはタグ
カセットをコードするレンチウイルスは、パッケージングベクターｐＣＨＧＰ－２、ｐＣ
ＭＶ－Ｒｅｖ２及びｐＣＭＶ－Ｇ、ならびにＣＡＬＰＨＯＳ（登録商標）形質移入試薬（
Ｃｌｏｎｔｅｃｈ）を用いて２９３Ｔ細胞にて産生され得る。
【０１３７】
　ＨＥＲ２に特異的なキメラ受容体は、ＨＥＲ２上の膜近傍のエピトープを認識するＨＥ
Ｒ２に特異的なｍＡｂのＶＬ鎖及びＶＨ鎖のセグメントを用いて構築することができ、ｓ
ｃＦｖはＩｇＧ４ヒンジ／ＣＨ２／ＣＨ３、ＩｇＧ４ヒンジ／ＣＨ３、及びＩｇＧ４ヒン
ジのみの細胞外スペーサードメインに、ならびにＣＤ２８の膜貫通ドメイン、４－１ＢＢ
及びＣＤ３ζのシグナル伝達ドメインに連結することができる。
【０１３８】
　示されるように、各ＣＤ１９のキメラ受容体は、ＣＤ１９に特異的なｍＡｂであるＦＭ
Ｃ６３（ｓｃＦｖ：ＶＬ－ＶＨ）の配列に相当する単鎖可変断片と、「ヒンジ－ＣＨ２－
ＣＨ３」ドメイン（２２９ＡＡ、長いスペーサー）または「ヒンジ」のみ（１２ＡＡ、短
いスペーサー）のいずれか含むＩｇＧ４－Ｆｃに由来するスペーサーと、膜近傍のＣＤ２
８または４－１ＢＢの共刺激ドメインを伴ったＣＤ３ζのシグナル伝達モジュールとを単
独でまたは直列で含むことができる。導入遺伝子のカセットはキメラ受容体遺伝子から下
流で短縮型ＥＧＦＲ（ｔＥＧＦＲ）を含むことができ、切断可能なＴ２Ａ要素によって分
離されて、キメラ受容体で操作される細胞についての形質導入、選択、及び生体内での追
跡のためにタグ配列として役立つことができる。ｔＥＧＦＲは、ＳＴＲＥＰタグ（登録商
標）ＩＩ（配列番号１１８）、Ｍｙｃタグ（配列番号１１９）、Ｖ５タグ（配列番号１２
０）、ＦＬＡＧ（登録商標）タグ（配列番号１２１）、Ｈｉｓタグ、または本明細書で開
示されているような他のペプチドもしくは分子のようなＥｘｏＣＢＭを結合しているタグ
カセットによって置き換えることができ、または補完することができる。
【０１３９】
　特定の実施形態は、疎水性部分によって接続された細胞外成分と細胞内シグナルとを含
むキメラ分子を発現している操作された細胞（たとえば、操作されたＨＳＰＣまたは操作
された非Ｔエフェクター細胞）を含み、その際、細胞外成分は、細胞マーカー、タグカセ
ット、及びヒンジを含むスペーサー領域を特異的に結合する結合ドメインを含み、細胞内
成分はエフェクタードメインを含む。
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【０１４０】
　特定の実施形態は、（ａ）細胞外結合ドメインのアミノ末端に位置する、（ｂ）細胞外
結合ドメイン内に埋め込まれた、または（ｃ）細胞外結合ドメインとエフェクタードメイ
ンを含む細胞内成分との間に及びそれらを接続して配置される１以上の細胞外タグカセッ
トを有する融合タンパク質を含むキメラ抗原受容体分子を発現している操作された細胞を
含む。
【０１４１】
　特定の実施形態は、細胞外成分と細胞内成分との間に及びそれらを接続して配置される
疎水性部分を含むキメラ分子を発現している操作されたＨＳＰＣを含み、その際、細胞外
成分はタグカセットとヒンジを含むスペーサー領域とを含み、細胞内成分はエフェクター
ドメインを含む。
【０１４２】
　特定の実施形態は、細胞によって発現されるタグカセットに対して特異的なＥｘｏＣＢ
Ｍ分子に細胞を接触させることを含む操作された細胞、たとえば、操作されたＨＳＰＣ細
胞を標的とする（たとえば、特定、単離、増殖のために）方法を含み、その際、細胞は、
タグカセットを発現する融合タンパク質をコードする核酸分子を含み、タグカセットに特
異的なＥｘｏＣＢＭは、固体表面に連結される。
【０１４３】
　特定の実施形態は、（ｉ）細胞によって発現されるタグカセットに特異的なＥｘｏＣＢ
Ｍと、（ｉｉ）増殖因子サイトカインが細胞を増殖させるのに十分な時間、細胞に接触さ
せることを含む、操作された細胞の増殖、たとえば、操作されたＨＳＰＣの増殖を促進す
る方法を含み、その際、細胞はタグカセットを含む核酸分子を含み、タグカセットに特異
的なＥｘｏＣＢＭは、固体表面に連結される。
【０１４４】
　特定の実施形態は、タグカセットに特異的なＥｘｏＣＢＭが検出可能部分を含む、操作
された細胞によって発現されるタグカセットに対して特異的なＥｘｏＣＢＭに操作された
細胞を含む試料を接触させることと、操作された細胞の存在を検出することとを含む、操
作された細胞、たとえば、操作されたＨＳＰＣを検出する方法を含む。
【０１４５】
　特定の実施形態は、タグカセットに特異的なＥｘｏＣＢＭが検出可能部分を含む、操作
された細胞によって発現されるタグカセットに対して特異的なＥｘｏＣＢＭに操作された
細胞を含む試料を接触させることと、試料にてタグカセットを発現していない他の細胞か
ら操作された細胞を選別することとを含む、操作された細胞を選別する方法を含む。
【０１４６】
　特定の実施形態は、タグカセットに特異的なＥｘｏＣＢＭが検出可能部分を含む、操作
された細胞によって発現されるタグカセットに対して特異的なＥｘｏＣＢＭに操作された
細胞を含む試料を接触させることと、試料にてタグカセットを発現していない他の細胞か
らタグカセットを発現している操作された細胞を濃縮するまたは単離することとを含む、
操作された細胞を濃縮するまたは単離する方法を含む。
【０１４７】
　特定の態様では、本開示は、疎水性部分によって接続された細胞外成分と細胞内成分と
を含む、キメラ分子と呼ばれる単鎖融合タンパク質を提供し、その際、細胞外成分はタグ
カセットとヒンジを含むスペーサー領域とを含み、細胞内成分はエフェクタードメインを
含む。特定の実施形態では、コネクター領域はさらにリンカー配列を含み、または１以上
のタグカセットはコレクター領域内に位置する。特定の他の実施形態では、１以上のタグ
カセットはリンカー配列によってコネクター領域に連結される。コネクター配列は一般に
細胞外成分の１を超える部分を含む（たとえば、スペーサー領域とリンカー配列；リンカ
ー配列と接合アミノ酸）。
【０１４８】
　さらなるキメラ分子の実施形態では、融合タンパク質は、アミノ末端からカルボキシ末
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端までにて、タグカセットと、ヒンジを含むコネクター領域と、疎水性部分と、エフェク
タードメインを含む細胞内成分とを含む（たとえば、図３８Ａ及び３８Ｂを参照のこと）
。その上さらなるキメラ分子の実施形態では、融合タンパク質はアミノ末端からカルボキ
シ末端までにて、第１のコネクター領域と、タグカセットと、ヒンジを含む第２のコネク
ター領域と、疎水性部分と、エフェクタードメインを含む細胞内成分とを含む。一層さら
なるキメラ分子の実施形態では、融合タンパク質はアミノ末端からカルボキシ末端までに
て、第１のタグカセットと、第１のコネクター領域と、第２のタグカセットと、ヒンジを
含む第２のコネクター領域と、疎水性部分と、エフェクタードメインを含む細胞内成分と
を含む（たとえば、図３８Ｃを参照のこと）。さらにさらなるキメラ分子の実施形態では
、融合タンパク質はアミノ末端からカルボキシ末端までにて、第１のタグカセットと、第
１のコネクター領域と、第２のタグカセットと、第２のコネクター領域と、第３のタグカ
セットと、ヒンジを含む第３のコネクター領域と、疎水性部分と、エフェクタードメイン
を含む細胞内成分とを含む（たとえば、図３８Ｄを参照のこと）。
【０１４９】
　特定の他のキメラ分子の実施形態では、融合タンパク質はさらに、非共有結合した結合
ドメイン、たとえば、タグカセットに会合した結合ドメイン（すなわち、多重鎖キメラ分
子）を含む。さらに他のキメラ分子の実施形態では、非共有結合した結合ドメインは二重
特異性であり、その際、第１の結合末端はタグカセットに特異的であり、第２の結合末端
はタグカセット以外の細胞マーカーに特異的であり、または第１と第２の結合末端は双方
ともタグカセットに対して特異的である。さらに他のキメラ分子の実施形態では、非共有
結合した結合ドメインは多重特異性であり、その際、第１の結合末端はタグカセットに結
合し、第２の末端はタグカセット以外の１以上の細胞マーカーに特異的である。そのよう
な実施形態では、キメラ分子は多量体タンパク質を含む。一部の実施形態では、１以上の
非共有結合した結合ドメインを含むそのようなキメラ分子はヘテロ多量体を含む。
【０１５０】
　他の態様では、本開示は、疎水性部分によって接続された細胞外成分と細胞内成分とを
含む単鎖融合キメラ分子を提供し、その際、細胞外成分は、細胞マーカーを特異的に結合
する結合ドメインと、タグカセットと、ヒンジを含むコネクター領域とを含み、細胞内成
分はエフェクタードメインを含む。特定の実施形態では、キメラ分子の結合ドメインは、
ｓｃＦｖ、ｓｃＴＣＲ、受容体の細胞外ドメイン、またはリガンドである。
【０１５１】
　さらなるキメラ分子の実施形態では、融合タンパク質はアミノ末端からカルボキシ末端
までにて、細胞外結合ドメインと、タグカセットと、ヒンジを含むコネクター領域と、疎
水性部分と、エフェクタードメインを含む細胞内成分とを含む（たとえば、図３８Ｅを参
照のこと）。その上さらなるキメラ分子の実施形態では、融合タンパク質はアミノ末端か
らカルボキシ末端までにて、細胞外結合ドメインと、第１のコネクター領域と、タグカセ
ットと、ヒンジを含む第２のコネクター領域と、疎水性部分と、エフェクタードメインを
含む細胞内成分とを含む。一層さらなるキメラ分子の実施形態では、融合タンパク質はア
ミノ末端からカルボキシ末端までにて、細胞外結合ドメインと、第１のタグカセットと、
第１のコネクター領域と、第２のタグカセットと、ヒンジを含む第２のコネクター領域と
、疎水性部分と、エフェクタードメインを含む細胞内成分とを含む。さらにさらなるキメ
ラ分子の実施形態では、融合タンパク質はアミノ末端からカルボキシ末端までにて、細胞
外結合ドメインと、第１のタグカセットと、第１のコネクター領域と、第２のタグカセッ
トと、第２のコネクター領域と、第３のタグカセットと、ヒンジを含む第３のコネクター
領域と、疎水性部分と、エフェクタードメインを含む細胞内成分とを含む。
【０１５２】
　特定の他のキメラ分子の実施形態では、融合タンパク質はアミノ末端からカルボキシ末
端までにて、タグカセットと、細胞外結合ドメインと、ヒンジを含むコネクター領域と、
疎水性部分と、エフェクタードメインを含む細胞内成分とを含む（たとえば、図３８Ｆを
参照のこと）。さらに他のキメラ分子の実施形態では、融合タンパク質はアミノ末端から
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カルボキシ末端までにて、可変領域間に配置される（たとえば、可変領域リンカーのＮ末
端にてもしくはその近傍での、可変領域リンカーのＣ末端にてもしくはその近傍での、ま
たは可変領域リンカーの中間の近傍に埋め込まれた）タグカセットを含有する可変領域リ
ンカーを含む細胞外ｓｃＦｖまたはｓｃＴＣＲ結合ドメインと、ヒンジを含むコネクター
領域と、疎水性部分と、エフェクタードメインを含む細胞内成分とを含む。可変領域リン
カーに埋め込まれる例となるタグカセットには、ＧＧＳＧＳＧ（Ｘ）ｎＷＳＨＰＱＦＥＫ
ＧＳＧＳＧ（配列番号１５１）が挙げられ、式中、Ｘは任意であり、アミノ酸であっても
よく、ｎは０、１、２、３、４、または５である。配列番号１３０では、埋め込まれたタ
グを有するそのような可変領域リンカーが存在し、その際、ｎは１であり、Ｘはアスパラ
ギン（Ｎ）である。
【０１５３】
キメラ分子は、細胞に結合された形態であってもよく（たとえば、細胞表面上で発現され
る）または可溶性の形態であってもよい。特定の実施形態では、キメラ分子融合タンパク
質をコードする核酸分子は、コドンが最適化されて、たとえば、Ｔ細胞のような特定の種
類の細胞での発現を高めてもよく、または最大化してもよい（Ｓｃｈｏｌｔｅｎ，ｅｔ　
ａｌ．，２００６，Ｃｌｉｎ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．１１９：１３５）。
【０１５４】
　他の実施形態では、キメラ分子はさらに、細胞傷害性成分（たとえば、抗有糸分裂剤（
たとえば、ビンデシン）のような化学療法剤、抗葉酸、アルキル化剤（たとえば、テモゾ
ロミド）、細菌性毒素、リシン、抗ウイルス剤、放射性同位元素、放射性金属）を含んで
もよく、それらは癌細胞、感染細胞または他の病んだ細胞を特異的に殺傷するまたは無効
にするのに有用である。さらなる実施形態では、キメラ分子はさらに、検出可能な成分（
たとえば、ビオチン、蛍光部分、放射性核種）を含んでもよく、それらは癌細胞、感染細
胞または他の組織（たとえば、自己免疫性の攻撃のもとでの組織）を追跡するまたは画像
化するのに有用である。さらにさらなる実施形態では、キメラ分子はさらに、機能的な成
分（たとえば、免疫調節性の部分、サイトカイン、免疫モジュレータ、免疫グロブリンタ
ンパク質等）を含んでもよい。
【０１５５】
　操作されたＨＳＰＣはさらに正の選択及び／または負の選択のマーカーを利用すること
ができる。たとえば、正の選択可能マーカーは遺伝子によってコードされてもよく、それ
は操作された細胞に導入される際、遺伝子を運んでいる細胞の正の選択を可能にする優性
の表現型を発現する。この種の遺伝子には、ハイグロマイシンＢに対する耐性を付与する
ハイグロマイシンＢホスホトランスフェラーゼ遺伝子（ｈｐｈ）、抗生剤である０４１８
に対する耐性をコードするＴｎ５に由来するアミノグリコシドホスホトランスフェラーゼ
遺伝子（ｎｅｏまたはａｐｈ）、ジヒドロ葉酸還元酵素（ＤＨＦＲ）遺伝子、アデノシン
デアミナーゼ遺伝子（ＡＤＡ）、及び多剤耐性（ＭＤＲ）遺伝子が挙げられる。
【０１５６】
　特定の実施形態では、機能的な遺伝子を操作されたＨＳＰＣに導入して生体内での負の
選択を可能にすることができる。「負の選択」は投与された細胞が対象の生体内での状態
の変化の結果として除去されることを意味する。負の選択可能な表現型は、投与された作
用物質に対する感受性を付与する遺伝子の挿入から生じることができる。負の選択可能な
遺伝子には、ガンシクロビル感受性を付与する単純性ヘルペスウイルスＩ型チミジンキナ
ーゼ（ＨＳＶ－Ｉ　ＴＫ）遺伝子、細胞性ヒポキサンチンホスホリボシルトランスフェラ
ーゼ（ＨＰＲＴ）遺伝子、細胞性アデノシンホスホリボシルトランスフェラーゼ（ＡＰＲ
Ｔ）遺伝子、及び細菌性シトシンデアミナーゼが挙げられる。負の選択に関してさらに裏
付ける開示については、Ｌｕｐｔｏｎ，Ｓ．Ｄ．，ｅｔ　ａｌ．，１９９１，Ｍｏｌ．及
びＣｅｌｌ　Ｂｉｏｌ．１１：６；Ｒｉｄｄｅｌｌ，ｅｔ　ａｌ．，１９９２，Ｈｕｍａ
ｎ　Ｇｅｎｅ　Ｔｈｅｒａｐｙ，３：３１９－３３８；ＷＯ１９９２／００８７９６及び
ＷＯ１９９４／０２８１４３及び米国特許第６，０４０，１７７号のカラム１４－１７を
参照のこと。
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【０１５７】
　操作されるＨＳＰＣは、組換え遺伝子の配列をＨＳＰＣに導入することによって組換え
にすることができる。遺伝子操作されたＨＳＰＣの記載は米国特許第７，３９９，６３３
号のセクション５．１にて見いだすことができる。操作された細胞にてその発現が所望で
ある遺伝子は、それが細胞及び／またはその子孫によって発現可能であるようにＨＳＰＣ
に導入される。
【０１５８】
　形質移入、エレクトロポレーション、微量注入、リポフェクション、リン酸カルシウム
介在性の形質移入、遺伝子配列を含有するウイルスベクターまたはバクテリオファージベ
クターによる感染、細胞融合、染色体が介在する遺伝子導入、ミクロ細胞が介在する遺伝
子導入、スフェロプラスト融合等を含む当該技術で既知の方法によって所望の遺伝子をＨ
ＳＰＣに導入することができる。外来遺伝子の細胞への導入について多数の技法が当該技
術で既知であり（たとえば、Ｌｏｅｆｆｌｅｒ及びＢｅｈｒ，１９９３，Ｍｅｔｈ．Ｅｎ
ｚｙｍｏｌ．２１７：５９９－６１８；Ｃｏｈｅｎ，ｅｔ　ａｌ．，１９９３，Ｍｅｔｈ
．　Ｅｎｚｙｍｏｌ．２１７：６１８－６４４；Ｃｌｉｎｅ，１９８５，Ｐｈａｒｍａｃ
．Ｔｈｅｒ．２９：６９－９２を参照のこと）、レシピエント細胞の必要な発生上の及び
生理的な機能が破壊されないという条件で使用されてもよい。技法は遺伝子の細胞への安
定な導入を提供するはずであるので、遺伝子は細胞によって発現可能であり、好ましくは
その細胞の子孫によって遺伝でき、且つ発現できる。示されるように、特定の実施形態で
は、導入の方法は細胞への選択可能なタグカセットの導入を含む。次いで細胞は選択のも
とに置かれ、導入された遺伝子を取り込み、発現しているそれらの細胞を単離する。
【０１５９】
　用語「遺伝子」は、本明細書に記載されているようなキメラ分子をコードする核酸配列
（ポリヌクレオチドまたはヌクレオチド配列と相互交換可能に使用される）を指す。この
定義は、種々の配列の多型、変異、及び／また配列変異体を包含し、そのような変更はコ
ードされたキメラ分子の機能には実質的に影響を与えない。用語「遺伝子」は、コーディ
ング配列だけでなく、たとえば、プロモータ、エンハンサ、及び終結領域のような調節性
領域も含んでもよい。その用語はさらに、選択的スプライス部位から生じる変異体と共に
、イントロンのすべて、及びｍＲＮＡの転写物からスプライスされた他のＤＮＡ配列を含
むことができる。分子をコードしている遺伝子配列はキメラ分子の発現を指図するＤＮＡ
またはＲＮＡであることができる。これらの核酸配列は、ＲＮＡに転写されるＤＮＡ鎖配
列であってもよいし、またはタンパク質に翻訳されるＲＮＡ配列であってもよい。核酸配
列は、完全長の核酸配列と同様に完全長のタンパク質に由来する非完全長の核酸配列の双
方を含む。配列はまた、導入されてもよいネイティブの配列（単数）または配列（複数）
の縮重コドンを含んで特定の細胞型にてコドン選択を提供することもできる。当業者によ
って理解されるように、本開示の全体を通して完全な遺伝子配列の一部が参照される。
【０１６０】
　タグカセット、結合ドメイン、エフェクタードメイン、スペーサー領域、リンカー配列
、疎水性部分、または本明細書に記載されている他のタンパク質配列またはペプチド配列
をコードする遺伝子配列は、合成法または組換え法によって関連するアミノ酸配列から容
易に調製することができる。実施形態では、配列をコードする遺伝子配列の容易な切り出
し及び配列をコードする遺伝子配列の異なる配列をコードする別の遺伝子配列による置き
換えを提供するために、これらの配列のいずれかをコードする遺伝子配列は、コーディン
グ配列の５’及び／または３’末端にて１以上の制限酵素部位を有することもできる。実
施形態では、配列をコードする遺伝子配列は、哺乳類細胞での発現のためにコドンを最適
化することができる。
【０１６１】
　「コードすること」は、ｃＤＮＡまたはｍＲＮＡのような遺伝子におけるヌクレオチド
の特定の配列のアミノ酸の、定義された配列のような他の高分子の合成のための鋳型とし
て役立つ特性を指す。したがって、遺伝子に相当するｍＲＮＡの転写及び翻訳が細胞また
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は他の生物系でタンパク質を産生するのであれば、その遺伝子はそのタンパク質をコード
している。「タンパク質をコードする遺伝子配列」は、互いの縮重版であり、実質的に類
似の形態及び機能の同じアミノ酸配列（単数）またはアミノ酸配列（複数）をコードする
ヌクレオチド配列すべてを含む。
【０１６２】
　発現されたキメラ分子の１を超える部分をコードするポリヌクレオチド遺伝子配列は、
互いに及び関連する調節性配列に操作可能に連結することができる。たとえば、調節性配
列と外来性の核酸配列との間に機能的な結合があり、後者の発現を生じることができる。
別の例については、第１の核酸配列が第２の核酸配列と機能的な関係で配置される場合、
第１の核酸配列は第２の核酸配列と操作可能に連結することができる。たとえば、プロモ
ータがコーディング配列の転写または発現に影響を与えるのであれば、プロモータはコー
ディング配列に操作可能に連結される。一般に、操作可能に連結されたＤＮＡ配列は隣接
しており、必要または有益であれば、コーディング領域を同一の読み取りフレームに接合
する。
【０１６３】
　「ベクター」は別の核酸を輸送することができる核酸分子である。ベクターは、たとえ
ば、プラスミド、コスミド、ウイルスまたはファージであってもよい。「発現ベクター」
は、それが適当な環境に存在する場合、ベクターによって運ばれる１以上の遺伝子によっ
てコードされるタンパク質の発現を指図することができるベクターである。
【０１６４】
　「レトロウイルス」はＲＮＡゲノムを有するウイルスである。「ガンマレトロウイルス
」はレトロウイルス科の属を指す。例となるガンマレトロウイルスにはマウス幹細胞ウイ
ルス、マウス白血病ウイルス、ネコ白血病ウイルス、ネコ肉腫ウイルス、及びトリ細網内
皮症ウイルスが挙げられる。
【０１６５】
　レトロウイルスベクター（Ｍｉｌｌｅｒ，ｅｔ　ａｌ．，１９９３，Ｍｅｔｈ．Ｅｎｚ
ｙｍｏｌ．２１７：５８１－５９９）を使用することができる。そのような実施形態では
、発現される遺伝子はＨＳＰＣへの送達のためにレトロウイルスベクターにクローニング
される。特定の実施形態では、レトロウイルスベクターは、ウイルスゲノムのパッケージ
ングと組込みに必要なシス作用性の配列のすべて、すなわち、（ａ）ベクターの各末端で
の長い末端反復（ＬＴＲ）またはその一部、（ｂ）マイナス鎖及びプラス鎖ＤＮＡの合成
のためのプライマー結合部位、及び（ｃ）ゲノムＲＮＡのビリオンへの組込みに必要なパ
ッケージングシグナルを含有する。レトロウイルスベクターについてのさらなる詳細は、
Ｂｏｅｓｅｎ，ｅｔ　ａｌ．，１９９４，Ｂｉｏｔｈｅｒａｐｙ，６：２９１－３０２；
Ｃｌｏｗｅｓ，ｅｔ　ａｌ．，１９９４，Ｊ．Ｃｌｉｎ．Ｉｎｖｅｓｔ．９３：６４４－
６５１；Ｋｉｅｍ，ｅｔ　ａｌ．，１９９４，Ｂｌｏｏｄ，８３：１４６７－１４７３；
Ｓａｌｍｏｎｓ及びＧｕｎｚｂｅｒｇ，１９９３，Ｈｕｍａｎ　Ｇｅｎｅ　Ｔｈｅｒａｐ
ｙ，４：１２９－１４１；ならびにＧｒｏｓｓｍａｎ及びＷｉｌｓｏｎ，１９９３，Ｃｕ
ｒｒ．Ｏｐｉｎ．ｉｎ　Ｇｅｎｅｔｉｃｓ　ａｎｄ　Ｄｅｖｅｌ．３：１１０－１１４に
て見いだすことができる。アデノウイルス、アデノ関連ウイルス及びアルファウイルスも
使用することができる。Ｋｏｚａｒｓｋｙ及びＷｉｌｓｏｎ，１９９３，Ｃｕｒｒｅｎｔ
　Ｏｐｉｎｉｏｎ　ｉｎ　Ｇｅｎｅｔｉｃｓ　ａｎｄ　Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ，３：４
９９－５０３，Ｒｏｓｅｎｆｅｌｄ，ｅｔ　ａｌ．，１９９１，Ｓｃｉｅｎｃｅ，２５２
：４３１－４３４；Ｒｏｓｅｎｆｅｌｄ，ｅｔ　ａｌ．，１９９２，Ｃｅｌｌ，６８：１
４３－１５５；Ｍａｓｔｒａｎｇｅｌｉ，ｅｔ　ａｌ．，１９９３，Ｊ．Ｃｌｉｎ．Ｉｎ
ｖｅｓｔ．９１：２２５－２３４；Ｗａｌｓｈ，ｅｔ　ａｌ．，１９９３，Ｐｒｏｃ．Ｓ
ｏｃ．Ｅｘｐ．Ｂｉｏｉ．Ｍｅｄ．２０４：２８９－３００；ならびにＬｕｎｄｓｔｒｏ
ｍ，１９９９，Ｊ．Ｒｅｃｅｐｔ．Ｓｉｇｎａｌ　Ｔｒａｎｓｄｕｃｔ．Ｒｅｓ．１９：
６７３－６８６を参照のこと。遺伝子送達の他の方法には、哺乳類の人工染色体（Ｖｏｓ
，１９９８，Ｃｕｒｒ．Ｏｐ．Ｇｅｎｅｔ．Ｄｅｖ．８：３５１－３５９）；リポソーム
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（Ｔａｒａｈｏｖｓｋｙ及びＩｖａｎｉｔｓｋｙ，１９９８，Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ
，（Ｍｏｓｃ）６３：６０７－６１８）；リボザイム（Ｂｒａｎｃｈ及びＫｌｏｔｍａｎ
，１９９８，Ｅｘｐ．Ｎｅｐｈｒｏｌ．６：７８－８３）；及びトリプレットＤＮＡ（Ｃ
ｈａｎ及びＧｌａｚｅｒ，１９９７，Ｊ．Ｍｏｌ．Ｍｅｄ．７５：２６７－２８２）の使
用が挙げられる。
【０１６６】
　「レンチウイルス」は、分裂している細胞及び分裂していない細胞を感染させることが
できるレトロウイルスの属を指す。レンチウイルスの幾つかの例には、ＨＩＶ（ヒト免疫
不全症ウイルス：ＨＩＶ１型及びＨＩＶ２型を含む）、ウマ感染性貧血ウイルス、ネコ免
疫不全症ウイルス（ＦＩＶ）、ウシ免疫不全症ウイルス（ＢＩＶ）、及びサル免疫不全症
ウイルス（ＳＩＶ）が挙げられる。
【０１６７】
　ヒトの遺伝子療法への応用のために特定されたものを含む、本開示の範囲内で好適な多
数の利用できるウイルスベクターがある（Ｐｆｅｉｆｅｒ及びＶｅｒｍａ，２００１，Ａ
ｎｎ．Ｒｅｖ．ＧｅｎｏｍｉｃｓＨｕｍ．Ｇｅｎｅｔ．２：１７７を参照のこと）。好適
なウイルスベクターには、ＲＮＡウイルスに基づくベクター、たとえば、レトロウイルス
に由来するベクター、たとえば、Ｍｏｌｏｎｅｙマウス白血病ウイルス（ＭＬＶ）に由来
するベクターが挙げられ、さらに複雑なレトロウイルスに由来するベクター、たとえば、
レンチウイルスに由来するベクターが挙げられる。ＨＩＶ－１に由来するベクターはこの
カテゴリーに属する。他の例には、ＨＩＶ－２、ＦＩＶ、ウマ感染性貧血ウイルス、ＳＩ
Ｖ、及びＭａｅｄｉ－Ｖｉｓｎａウイルス（ヒツジのレンチウイルス）に由来するレンチ
ウイルスベクターが挙げられる。レトロウイルスベクター及びレンチウイルスベクターを
用い、キメラ抗原受容体の導入遺伝子を含有するウイルス粒子で哺乳類宿主細胞に形質導
入するために細胞をパッケージングする方法は、たとえば、米国特許第８，１１９，７７
２号；Ｗａｌｃｈｌｉ，ｅｔ　ａｌ．，２０１１，ＰＬｏＳ　Ｏｎｅ，６：３２７９３０
；Ｚｈａｏ，ｅｔ　ａｌ．，２００５，Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．１７４：４４１５；Ｅｎｇ
ｅｌｓ，ｅｔ　ａｌ．，２００３，Ｈｕｍ．Ｇｅｎｅ　Ｔｈｅｒ．１４：１１５５；Ｆｒ
ｅｃｈａ，ｅｔ　ａｌ．，２０１０，Ｍｏｌ．Ｔｈｅｒ．１８：１７４８；及びＶｅｒｈ
ｏｅｙｅｎ，ｅｔ　ａｌ．，２００９，Ｍｅｔｈｏｄｓ　Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．５０６：９
７にて記載されている。レトロウイルス及びレンチウイルスのベクター構築物及び発現系
も市販されている。
【０１６８】
　「核酸分子」またはポリヌクレオチドは、ｃＤＮＡ、ゲノムＤＮＡ、及び合成ＤＮＡを
含むＲＮＡまたはＤＮＡの形態であってもよい。核酸分子は、二本鎖または一本鎖であっ
てもよく、一本鎖であれば、コーディング鎖または非コーディング鎖（アンチセンス鎖）
であってもよい。コーディング分子は、当該技術で既知のコーディング配列と同一のコー
ディング配列を有してもよく、または異なるコーディング配列を有してもよく、それは、
遺伝子コードの冗長性もしくは縮重の結果として、またはスプライシングによって、同じ
ポリペプチドをコードすることができる。
【０１６９】
　追加の実施形態は、本明細書で開示されている遺伝子、タンパク質またはペプチドの配
列に対して７０％の配列同一性；８０％の配列同一性；８１％の配列同一性；８２％の配
列同一性；８３％の配列同一性；８４％の配列同一性；８５％の配列同一性；８６％の配
列同一性；８７％の配列同一性；８８％の配列同一性；８９％の配列同一性；９０％の配
列同一性；９１％の配列同一性；９２％の配列同一性；９３％の配列同一性；９４％の配
列同一性；９５％の配列同一性；９６％の配列同一性；９７％の配列同一性；９８％の配
列同一性；または９９％の配列同一性を有する配列を含む。
【０１７０】
　「％配列同一性」は、配列を比較することによって決定されるような２以上の配列間の
関係を指す。当該技術では、「同一性」はまた、そのような配列の鎖間の一致によって決
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定されるようなタンパク質配列間の配列関係性の程度も意味する。「同一性」（「類似性
」と呼ばれることが多い）は、コンピュータ分子生物学（Ｌｅｓｋ，Ａ．Ｍ．，ｅｄ．）
Ｏｘｆｏｒｄ　Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ　Ｐｒｅｓｓ，ＮＹ（１９８８）；バイオコンピュ
ーティング：インフォマティクス及びゲノムプロジェクト（Ｓｍｉｔｈ，Ｄ．Ｗ．，ｅｄ
．）Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ，ＮＹ（１９９４）；配列データのコンピュータ解析
、パートＩ（Ｇｒｉｆｆｉｎ，Ａ．Ｍ．，ａｎｄ　Ｇｒｉｆｆｉｎ，Ｈ．Ｇ．，ｅｄｓ．
）ＨｕｍａｎａＰｒｅｓｓ，ＮＪ（１９９４）；分子生物学における配列解析（Ｖｏｎ　
Ｈｅｉｊｎｅ，　Ｇ．，　ｅｄ．）Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ（１９８７）；及び配
列解析プライマー（Ｇｒｉｂｓｋｏｖ，Ｍ．ａｎｄ　Ｄｅｖｅｒｅｕｘ，Ｊ．，ｅｄｓ．
）Ｏｘｆｏｒｄ　Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ　Ｐｒｅｓｓ，ＮＹ（１９９２）にて記載されて
いるものを含む既知の方法によって容易に計算することができる。配列同一性を決定する
好まれる方法は、調べられる配列間で最良の一致を与えるように設計される。配列の同一
性及び類似性を決定する方法は公的に利用可能なコンピュータプログラムにて体系化され
る。配列の配列比較及び同一性百分率の計算は、ＬＡＳＥＲＧＥＮＥバイオインフォマテ
ィクスコンピューティングスイート（ＤＮＡＳＴＡＲ，Ｉｎｃ．，Ｍａｄｉｓｏｎ，Ｗｉ
ｓｃｏｎｓｉｎ）のＭｅｇａｌｉｇｎプログラムを用いて実施されてもよい。配列の複数
の配列比較も初期設定のパラメータ（ギャップペナルティ＝１０、ギャップ長さペナルテ
ィ＝１０）と共に配列比較のＣｌｕｓｔａｌ法（Ｈｉｇｇｉｎｓ及びＳｈａｒｐ，ＣＡＢ
ＩＯＳ，５，１５１－１５３（１９８９）を用いて実施することもできる。関連するプロ
グラムには、プログラムのＧＣＧスイート（Ｗｉｓｃｏｎｓｉｎ　Ｐａｃｋａｇｅ　Ｖｅ
ｒｓｉｏｎ，９．０、Ｇｅｎｅｔｉｃｓ　Ｃｏｍｐｕｔｅｒ　Ｇｒｏｕｐ（ＧＣＧ）、Ｍ
ａｄｉｓｏｎ、Ｗｉｓｃｏｎｓｉｎ）；ＢＬＡＳＴＰ、ＢＬＡＳＴＮ、ＢＬＡＳＴＸ（Ａ
ｌｔｓｃｈｕｌ、ｅｔ　ａｌ．、１９９０、Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．２１５：４０３－４
１０；ＤＮＡＳＴＡＲ（登録商標）（ＤＮＡＳＴＡＲ、Ｉｎｃ．、Ｍａｄｉｓｏｎ、Ｗｉ
ｓｃｏｎｓｉｎ）；及びＦＡＳＴＡプログラムを組み込んだＳｍｉｔｈ－Ｗａｔｅｒｍａ
ｎアルゴリズム（Ｐｅａｒｓｏｎ、Ｃｏｍｐｕｔ．Ｍｅｔｈｏｄｓ　Ｇｅｎｏｍｅ　Ｒｅ
ｓ．、［Ｐｒｏｃ．Ｉｎｔ．Ｓｙｍｐ．］（１９９４）、Ｍｅｅｔｉｎｇ　Ｄａｔｅ　１
９９２、１１１－２０．Ｅｄｉｔｏｒ（ｓ）：Ｓｕｈａｉ、Ｓａｎｄｏｒ．Ｐｕｂｌｉｓ
ｈｅｒ：Ｐｌｅｎｕｍ、Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ、Ｎ．Ｙ．が挙げられる。本開示の文脈の範囲
内で、配列解析ソフトウエアを解析に使用する場合、解析の結果は参照されたプログラム
の「初期設定値」に基づくことが理解されるであろう。「初期設定値」は、最初に初期化
されたとき、ソフトウエアに元々ロードされる一連の値またはパラメータを意味する。
【０１７１】
　前述を限定することなく、本明細書で開示されている配列に対して配列同一性を有する
タンパク質またはペプチドには、その変異体及びＤ置換された類似体が含まれる。
【０１７２】
　本明細書で開示されている配列の「変異体」には、本明細書で開示されている配列に比
べて１以上の付加、欠失、停止位置、または置換を有する配列が含まれる。
【０１７３】
　アミノ酸の置換は保存的置換または非保存的置換であることができる。本明細書で開示
されているタンパク質またはペプチドの配列の変異体には、１以上の保存的なアミノ酸置
換を有するものを挙げることができる。「保存的置換」には、以下の保存的置換の群：第
１群：アラニン（ＡｌａまたはＡ）、グリシン（ＧｌｙまたはＧ）、Ｓｅｒ、Ｔｈｒ；第
２群：アスパラギン酸（ＡｓｐまたはＤ）、Ｇｌｕ；第３群：アスパラギン（Ａｓｎまた
はＮ）、グルタミン（ＧｌｎまたはＱ）；第４群：Ａｒｇ、リジン（ＬｙｓまたはＫ）、
ヒスチジン（ＨｉｓまたはＨ）；第５群：Ｉｌｅ、ロイシン（ＬｅｕまたはＬ）、メチオ
ニン（ＭｅｔまたはＭ）、バリン（ＶａｌまたはＶ）；及び第６群：Ｐｈｅ、Ｔｙｒ、Ｔ
ｒｐの１つに見いだされる置換が関与する。
【０１７４】
　さらに、アミノ酸は、類似の機能、化学構造または組成（たとえば、酸性、塩基性、脂
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肪族、芳香族、イオウ含有）によって保存的置換の群にグループ分けすることができる。
たとえば、脂肪族のグループ分けには、置換の目的でＧｌｙ、Ａｌａ、Ｖａｌ、Ｌｅｕ及
びＩｌｅが含まれてもよい。互いに保存的置換と見なされるアミノ酸を含有する他の群に
は、イオウ含有：Ｍｅｔ及びＣｙｓ；酸性：Ａｓｐ、Ｇｌｕ、Ａｓｎ、及びＧｌｎ；小型
脂肪族、非極性またはやや極性の残基：Ａｌａ、Ｓｅｒ、Ｔｈｒ、Ｐｒｏ、及びＧｌｙ；
極性、負に荷電した残基及びそのアミド：Ａｓｐ、Ａｓｎ、Ｇｌｕ、及びＧｌｎ；極性、
正に荷電した残基：Ｈｉｓ、Ａｒｇ、及びＬｙｓ；大型脂肪族、非極性残基：Ｍｅｔ、Ｌ
ｅｕ、Ｉｌｅ、Ｖａｌ、及びＣｙｓ；ならびに大型芳香族残基：Ｐｈｅ、Ｔｙｒ、及びＴ
ｒｐが挙げられる。追加の情報はＣｒｅｉｇｈｔｏｎ（１９８４），Ｐｒｏｔｅｉｎｓ，
Ｗ．Ｈ．Ｆｒｅｅｍａｎ　ａｎｄ　Ｃｏｍｐａｎｙにて見いだされる。
【０１７５】
　「Ｄ－置換類似体」には、１以上のＤ－アミノ酸で置換された１以上のＬ－アミノ酸を
有する本明細書で開示されているタンパク質またはペプチドが挙げられる。Ｄ－アミノ酸
は参照配列で見いだされるものと同じアミノ酸型であることができ、または異なるアミノ
酸であることができる。したがって、Ｄ－類似体は変異体であることもできる。
【０１７６】
　前述を限定することなく、例となる目的のみのために。
【０１７７】
　特定の実施形態では、タグカセットには、Ｓｔｒｅｐタグ、Ｈｉｓタグ、Ｆｌａｇタグ
、Ｘｐｒｅｓｓタグ、Ａｖｉタグ、カルモジュリンタグ、ポリグルタミン酸塩タグ、ＨＡ
タグ、Ｍｙｃタグ、Ｎｕｓタグ、Ｓタグ、Ｘタグ、ＳＢＰタグ、Ｓｏｆタグ、Ｖ５タグ、
ＣＢＰ、ＧＳＴ、ＭＢＰ、ＧＦＰ、チオレドキシンタグの配列に対して少なくとも８０％
；８１％；８２％；８３％；８４％；８５％；８６％；８７％；８８％；８９％；９０％
；９１％；９２％；９３％；９４％；９５％；９６％；９７％；９８％；または９９％の
配列同一性を有する配列が含まれる。
【０１７８】
　特定の実施形態では、結合ドメインには、本明細書で開示されている軽鎖可変領域（Ｖ
Ｌ）のアミノ酸配列または重鎖可変領域（ＶＨ）に対して少なくとも８０％；８１％；８
２％；８３％；８４％；８５％；８６％；８７％；８８％；８９％；９０％；９１％；９
２％；９３％；９４％；９５％；９６％；９７％；９８％；または９９％の配列同一性を
有する配列が含まれ、その際、各ＣＤＲは、対象とする細胞マーカーを特異的に結合する
モノクローナル抗体またはその断片からゼロの変化、または多くても１、２または３の変
化を含む。
【０１７９】
　「特異的に結合する」は、試料における他の分子または成分とは有意に会合または結合
しない一方で、タグカセットまたは結合ドメインまたはその融合タンパク質がそれぞれ同
族結合分子または細胞マーカーに１０５Ｍ－１以上の親和性またはＫａで（すなわち、１
／Ｍの単位での特定の結合相互作用の平衡会合定数）会合するまたは結合することを指す
。タグカセットまたは結合ドメイン（またはその融合タンパク質）は「高親和性」または
「低親和性」として分類されてもよい。「高親和性」のタグカセットまたは結合ドメイン
は、少なくとも１０７Ｍ－１、少なくとも１０８Ｍ－１、少なくとも１０９Ｍ－１、少な
くとも１０１０Ｍ－１、少なくとも１０１１Ｍ－１、少なくとも１０１２Ｍ－１、または
少なくとも１０１３Ｍ－１のＫａを持つタグカセットまたは結合ドメインを指す。「低親
和性」のタグカセットまたは結合ドメインは、１０７Ｍ－１までの、１０６Ｍ－１までの
、１０５Ｍ－１までのＫａを持つタグカセットまたは結合ドメインを指す。或いは、親和
性は、Ｍの単位（たとえば、１０－５Ｍ～１０－１３Ｍ）を持つ特定の結合相互作用の平
衡解離定数（Ｋｄ）として定義されてもよい。特定の実施形態では、タグカセットまたは
結合ドメインは、野生型（または親）のタグカセットまたは結合ドメインよりもそれぞれ
同族結合分子または細胞マーカーとの強い結合を持つ選択されたまたは操作されたタグカ
セットまたは結合ドメインを指す「高められた親和性」を有してもよい。たとえば、高め
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られた親和性は、それぞれ同族結合分子または細胞マーカーに対するＫａ（平衡会合定数
）、野生型のタグカセットまたは結合ドメインより高い細胞マーカーのＫａのせいであっ
てもよく、または野生型のタグカセットまたは結合ドメインのそれより低い、それぞれ同
族結合分子または細胞マーカーに対するＫｄ（解離定数）のせいであってもよく、または
野生型のタグカセットまたは結合ドメインのそれより低い、それぞれ同族結合分子または
細胞マーカーに対するオフ速度（Ｋｏｆｆ）のせいであってもよい。たとえば、ウエスタ
ンブロット、ＥＬＩＳＡ、及びＢＩＡＣＯＲＥ（登録商標）解析（たとえば、Ｓｃａｔｃ
ｈａｒｄ，ｅｔ　ａｌ．，１９４９，Ａｎｎ．Ｎ．Ｙ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．５１：６６０
；及び米国特許第５，２８３，１７３号、同第５，４６８，６１４号、または同等物も参
照のこと）のような、それぞれ同族結合分子または細胞マーカーを特異的に結合するタグ
カセットまたは結合ドメインを特定すると共に、タグカセットまたは結合ドメインまたは
融合タンパク質の親和性を決定するための種々のアッセイは既知である。
【０１８０】
　特定の実施形態では、結合ドメインには、ＴＣＲ　Ｖα、Ｖβ、Ｃα、またはＣβのア
ミノ酸配列に対して少なくとも８０％；８１％；８２％；８３％；８４％；８５％；８６
％；８７％；８８％；８９％；９０％；９１％；９２％；９３％；９４％；９５％；９６
％；９７％；９８％；または９９％の配列同一性を有する配列が挙げられ、その際、各Ｃ
ＤＲは、対象とする細胞マーカーに特異的に結合するＴＣＲまたはその断片からのゼロの
変化または多くても１、２または３の変化を含む。
【０１８１】
　特定の実施形態では、結合ドメインＶα、Ｖβ、ＣαまたはＣβの領域は既知のＴＣＲ
（たとえば、高親和性ＴＣＲ）のＶα、Ｖβ、Ｃα、またはＣβに由来するまたは基づく
ことができ、既知のＴＣＲのＶα、Ｖβ、Ｃα、またはＣβと比べると、１以上（たとえ
ば、２、３、４、５、６、７、８、９、１０）の挿入、１以上（たとえば、２、３、４、
５、６、７、８、９、１０）の欠失、１以上（たとえば、２、３、４、５、６、７、８、
９、１０）のアミノ酸置換（たとえば、保存的なアミノ酸置換または非保存的なアミノ酸
置換）、または上記の変化の組み合わせを含有する。各ＣＤＲがゼロの変化または多くて
も１、２または３の変化を含むという条件で、及び操作されたＶα、Ｖβ、ＣαまたはＣ
βの領域を含有する結合ドメインが野生型と類似した親和性で依然として特異的にその標
的細胞マーカーを結合することができるという条件で、挿入、欠失または置換は、Ｖα、
Ｖβ、ＣαまたはＣβの領域のアミノ末端またはカルボキシ末端または両端を含む、これ
らの領域のどこにあってもよい。
【０１８２】
　特定の実施形態では、結合ドメインのＶＨまたはＶＬの領域は既知のモノクローナル抗
体のＶＨまたはＶＬに由来するまたは基づくことができ、既知のモノクローナル抗体のＶ
ＨまたはＶＬと比べると、１以上（たとえば、２、３、４、５、６、７、８、９、１０）
の挿入、１以上（たとえば、２、３、４、５、６、７、８、９、１０）の欠失、１以上（
たとえば、２、３、４、５、６、７、８、９、１０）のアミノ酸置換（たとえば、保存的
なアミノ酸置換または非保存的なアミノ酸置換）、または上記の変化の組み合わせを個々
にまたはまとめて含有することができる。各ＣＤＲがゼロの変化または多くても１、２ま
たは３の変化を含むという条件で、及び操作されたＶＨまたはＶＬの領域を含有する結合
ドメインが野生型結合ドメインと類似した親和性で依然として特異的にその標的細胞マー
カーを結合することができるという条件で、挿入、欠失または置換は、ＶＨまたはＶＬの
領域のアミノ末端またはカルボキシ末端または両端を含む、これらの領域のどこにあって
もよい。
【０１８３】
　特定の実施形態では、結合ドメインには、（ｉ）ＦＭＣ６３についてのｓｃＦｖ、（ｉ
ｉ）Ｒ１２についてのｓｃＦｖ；（ｉｉｉ）Ｒ１１についてのｓｃＦｖ；または（ｉｖ）
ハーセプチンについてのｓｃＦｖの配列に対して少なくとも８０％；８１％；８２％；８
３％；８４％；８５％；８６％；８７％；８８％；８９％；９０％；９１％；９２％；９
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３％；９４％；９５％；９６％；９７％；９８％；または９９％の配列同一性を有する配
列が含まれる。
【０１８４】
　特定の実施形態では、細胞内シグナル伝達ドメインは、図２で提供されている配列を有
するＣＤ３ζに対して少なくとも８０％；８１％；８２％；８３％；８４％；８５％；８
６％；８７％；８８％；８９％；９０％；９１％；９２％；９３％；９４％；９５％；９
６％；９７％；９８％；または９９％の配列同一性を有することができる。
【０１８５】
　特定の実施形態では、共刺激シグナル伝達ドメインは、図５で示されるようなＣＤ２８
の細胞内ドメインまたは図２で提供されている配列を有する４－１ＢＢに対して少なくと
も８０％；８１％；８２％；８３％；８４％；８５％；８６％；８７％；８８％；８９％
；９０％；９１％；９２％；９３％；９４％；９５％；９６％；９７％；９８％；または
９９％の配列同一性を有することができる。特定の実施形態では、ＣＤ２８の細胞内ドメ
インの変異体は１８６～１８７位にてアミノ酸置換を含み、その際、ＬＬがＧＧによって
置換される。
【０１８６】
　特定の実施形態では、膜貫通ドメインはアミノ酸置換（複数可）によって、同一または
異なる表面膜タンパク質の膜貫通ドメインへのそのようなドメインの結合を回避するよう
に選択され、または操作されて受容体複合体の他のメンバーとの相互作用を出来るだけ抑
えることができる。さらなる特定の実施形態では、合成のまたは変異体の膜貫通ドメイン
は、ロイシン及びバリンのような疎水性の残基を優勢に含む。変異体の膜貫通ドメインは
好ましくはＫｙｔｅ　Ｄｏｏｌｉｔｔｌｅによって算出されたような少なくとも５０の疎
水性スコアを有する。特定の実施形態では、膜貫通ドメインは図２または６の配列との少
なくとも８０％；８１％；８２％；８３％；８４％；８５％；８６％；８７％；８８％；
８９％；９０％；９１％；９２％；９３％；９４％；９５％；９６％；９７％；９８％；
または９９％の配列同一性を有することができる。
【０１８７】
　本明細書で明白に開示されているものと同じ機能的能力を有するタンパク質またはペプ
チドも包含される。
【０１８８】
　ここで明白に提供されていない場合、公的なデータベースによって提供されている配列
情報及び当業者の知識を用いて関係する及び関連するタンパク質及びペプチドの配列なら
びにそのようなタンパク質及びペプチドをコードする遺伝子配列を特定することができる
。
【０１８９】
　分化。特定の実施形態では、操作されたＨＳＰＣは対象への投与の前に操作された非Ｔ
エフェクター細胞に分化させられる。操作されたＨＳＰＣの分化が所望である場合、非Ｔ
エフェクター細胞への分化を促進する１以上の増殖因子にＨＳＰＣを曝露することができ
る。分化を促進する増殖因子及び培養条件は当該技術で既知である（たとえば、米国特許
第７，３９９，６３３号のセクション５．２及びセクション５．５を参照のこと）。たと
えば、ＧＭ－ＳＣＦまたはＩＬ－７との組み合わせでＳＣＦを用いてＨＳＰＣをそれぞれ
骨髄系幹細胞／前駆細胞またはリンパ系幹細胞／前駆細胞に分化させることができる。特
定の実施形態では、ＨＳＰＣをそれぞれ１００ｎｇ／ｍｌのＳＣＦとＧＭ－ＳＣＦまたは
ＩＬ－７に曝露することによってＨＳＰＣをリンパ系幹細胞／前駆細胞に分化させること
ができる。特定の実施形態では、レチノイン酸受容体（ＲＡＲ）アゴニストまたは好まし
くは全トランスレチノイン酸（ＡＴＲＡ）を用いてＨＳＰＣの分化を促進する。ナチュラ
ルキラー細胞への分化は、たとえば、ヒト血清、５０Ｕ／ｍｌでのＩＬ－２及び５００ｎ
ｇ／ｍｌでのＩＬ－１５で補完されたＲＰＭＩ培地に培養されたＨＳＰＣを曝露すること
によって達成することができる。追加の実施形態では、ＲＰＭＩ培地はＬ－グルタミンで
も補完され得る。
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【０１９０】
　特定の実施形態では、操作されたＨＳＰＣをナチュラルキラー（ＮＫ）細胞または好中
球を含む非Ｔエフェクター細胞に分化させることができる。ＮＫ細胞は、２つの主要な機
能：（ｉ）腫瘍細胞及び他のウイルスに感染した細胞を認識し、殺傷することと、（ｉｉ
）ＣＣＬ３、ＣＣＬ４、ＣＣＬ５及び／またはＸＣＬ１のケモカイン、または、たとえば
、顆粒球／マクロファージコロニー刺激因子、腫瘍壊死因子－α、またはＩＦＮ－γのよ
うなサイトカインを分泌することによって自然免疫及び養子免疫の応答を調節することと
を実行する。好中球は一般に、それらが異常な細胞型を標的とし、破壊する炎症の部位に
それらが移動するまで血流にて循環する。
【０１９１】
　組成物及び製剤。細胞及び操作された細胞を対象への投与のための組成物及び／または
製剤として調製することができる。組成物は対象への投与のために薬学上許容できるキャ
リアと共に調製された細胞または操作された細胞を指す。製剤は対象への投与のための薬
学上許容できるキャリア（以後、キャリア）の範囲内での少なくとも２つの細胞型を指す
。
【０１９２】
　組成物または製剤の調製の間での種々の時点で、細胞を凍結保存することが必要である
または有益であることができる。用語「凍結された／凍結すること」及び「凍結保存され
た／凍結保存すること」は相互交換可能に使用することができる。凍結することには凍結
乾燥することが含まれる。
【０１９３】
　当業者によって理解されるように、細胞の凍結は破壊的であり得る（Ｍａｚｕｒ，Ｐ．
，１９７７，Ｃｒｙｏｂｉｏｌｏｇｙ，１４：２５１－２７２）が、そのような損傷を防
ぐのに利用できる多数の手順がある。たとえば、損傷は、（ａ）凍結防止剤の使用、（ｂ
）凍結速度の制御、及び／または（ｃ）変性反応を出来るだけ抑えるのに十分低い温度で
の保存によって回避することができる。例となる凍結防止剤には、ジメチルスルホキシド
（ＤＭＳＯ）（Ｌｏｖｅｌｏｃｋ及びＢｉｓｈｏｐ，１９５９，Ｎａｔｕｒｅ，１８３：
１３９４－１３９５；Ａｓｈｗｏｏｄ－Ｓｍｉｔｈ，１９６１，Ｎａｔｕｒｅ，１９０：
１２０４－１２０５）、グリセロール、ポリビニルピロリドン，（Ｒｉｎｆｒｅｔ，１９
６０，Ａｎｎ．Ｎ．Ｙ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．８５：５７６）、ポリエチレングリコール（
Ｓｌｏｖｉｔｅｒ及びＲａｖｄｉｎ，１９６２，Ｎａｔｕｒｅ，１９６：５４８）、アル
ブミン、デキストラン、スクロース、エチレングリコール、ｉ－エリスリトール、Ｄ－リ
ビトール、Ｄ－マンニトール（Ｒｏｗｅ，ｅｔ　ａｌ．，１９６２，Ｆｅｄ．Ｐｒｏｃ．
２１：１５７）、Ｄ－ソルビトール、ｉ－イノシトール、Ｄ－ラクトース、塩化コリン（
Ｂｅｎｄｅｒ，ｅｔ　ａｌ．，１９６０，Ｊ．Ａｐｐｌ．Ｐｈｙｓｉｏｌ．１５：５２０
）、アミノ酸（Ｐｈａｎ　Ｔｈｅ　Ｔｒａｎ　ａｎｄ　Ｂｅｎｄｅｒ，１９６０，Ｅｘｐ
．Ｃｅｌｌ　Ｒｅｓ．２０：６５１）、メタノール、アセトアミド、モノ酢酸グリセロー
ル（Ｌｏｖｅｌｏｃｋ，１９５４，Ｂｉｏｃｈｅｍ．Ｊ．５６：２６５）、及び無機塩（
Ｐｈａｎ　Ｔｈｅ　Ｔｒａｎ　ａｎｄ　Ｂｅｎｄｅｒ，１９６０，Ｐｒｏｃ．Ｓｏｃ．Ｅ
ｘｐ．Ｂｉｏｌ．Ｍｅｄ．１０４：３８８；Ｐｈａｎ　Ｔｈｅ　Ｔｒａｎ　ａｎｄ　Ｂｅ
ｎｄｅｒ，１９６１，ｉｎ　Ｒａｄｉｏｂｉｏｌｏｇｙ，Ｐｒｏｃｅｅｄｉｎｇｓ　ｏｆ
　ｔｈｅ　Ｔｈｉｒｄ　Ａｕｓｔｒａｌｉａｎ　Ｃｏｎｆｅｒｅｎｃｅ　ｏｎ　Ｒａｄｉ
ｏｂｉｏｌｏｇｙ，Ｉｌｂｅｒｙ　ｅｄ．，Ｂｕｔｔｅｒｗｏｒｔｈ，Ｌｏｎｄｏｎ，ｐ
．５９）が挙げられる。特定の実施形態では、ＤＭＳＯを使用することができる。血漿の
添加（たとえば、２０～２５％の濃度）はＤＭＳＯの保護効果を増強することができる。
ＤＭＳＯの添加の後、１％のＤＭＳＯの濃度は４℃を超える温度では毒性であり得るので
、凍結まで細胞を０℃で保持することができる。
【０１９４】
　細胞の凍結保存では、緩慢な制御された冷却速度が決定的であり得、様々な凍結防止剤
（Ｒａｐａｔｚ，ｅｔ　ａｌ．，１９６８，Ｃｒｙｏｂｉｏｌｏｇｙ，５（１）：１８－
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２５）及び様々な細胞型が様々な最適な冷却速度を有する（幹細胞の生存及びその移植潜
在力に対する冷却速度の効果については、たとえば、Ｒｏｗｅ及びＲｉｎｆｒｅｔ，１９
６２，Ｂｌｏｏｄ，２０：６３６；Ｒｏｗｅ，１９６６，Ｃｒｙｏｂｉｏｌｏｇｙ，３（
１）：１２－１８；Ｌｅｗｉｓ，ｅｔ　ａｌ．，１９６７，Ｔｒａｎｓｆｕｓｉｏｎ，７
（１）：１７－３２；ならびにＭａｚｕｒ，１９７０，Ｓｃｉｅｎｃｅ，１６８：９３９
－　９４９を参照のこと）。水が氷に変わる溶融相の熱は最小であるべきである。たとえ
ば、プログラム可能な凍結装置またはメタノール槽法を用いて冷却手順を実行することが
できる。プログラム可能な凍結装置は最適な冷却速度の決定を可能にし、標準の再現でき
る冷却を促す。
【０１９５】
　特定の実施形態では、ＤＭＳＯで処理した細胞を氷上で予備冷却し、次に－８０℃の機
械式冷凍庫（たとえば、ＨａｒｒｉｓまたはＲｅｖｃｏ）に入れる冷却されたメタノール
を含有するトレイに移す。メタノール槽と試料の熱電対測定が１℃～３℃／分の冷却速度
を示すことが好まれ得る。少なくとも２時間後、検体は－８０℃の温度に到達することが
できており、液体窒素（－１９６℃）に直接入れることができる。
【０１９６】
　十分な凍結の後、細胞を長期の低温保存容器に迅速に移すことができる。好まれる実施
形態では、試料は液体窒素（－１９６℃）または蒸気（－１℃）にて凍結して保存するこ
とができる。そのような保存は効率の高い液体窒素冷凍庫の可用性によって促される。
【０１９７】
　細胞の操作、凍結保存及び長期保存に関するさらなる検討及び手順は、以下の例となる
参考文献：米国特許第４，１９９，０２２号；同第３，７５３，３５７号；及び同第４，
５５９，２９８号；Ｇｏｒｉｎ，１９８６，Ｃｌｉｎｉｃｓ　Ｉｎ　Ｈａｅｍａｔｏｌｏ
ｇｙ，１５（１）：１９－４８；Ｂｏｎｅ－Ｍａｒｒｏｗ　Ｃｏｎｓｅｒｖａｔｉｏｎ，
　Ｃｕｌｔｕｒｅ　ａｎｄ　Ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ，Ｐｒｏｃｅｅｄｉｎｇｓ
　ｏｆ　ａ　Ｐａｎｅｌ，Ｍｏｓｃｏｗ，Ｊｕｌｙ，２２－２６，１９６８，Ｉｎｔｅｒ
ｎａｔｉｏｎａｌ　Ａｔｏｍｉｃ　Ｅｎｅｒｇｙ　Ａｇｅｎｃｙ，Ｖｉｅｎｎａ，ｐｐ．
１０７－１８６；Ｌｉｖｅｓｅｙ及びＬｉｎｎｅｒ，１９８７，Ｎａｔｕｒｅ，３２７：
２５５；Ｌｉｎｎｅｒ，ｅｔ　ａｌ．，１９８６，Ｊ．Ｈｉｓｔｏｃｈｅｍ．Ｃｙｔｏｃ
ｈｅｍ．３４（９）：１１２３－１１３５；Ｓｉｍｉｏｎｅ，１９９２，Ｊ．Ｐａｒｅｎ
ｔｅｒ．Ｓｃｉ．Ｔｅｃｈｎｏｌ．４６（６）：２２６－３２にて見いだすことができる
。
【０１９８】
　凍結保存に続いて、凍結細胞は当業者に既知の方法にしたがって使用のために融解する
ことができる。凍結細胞は好ましくは迅速に融解され、融解の際直ちに冷却される。特定
の実施形態では、凍結細胞を含有するバイアルを温水槽でその首まで浸すことができ；穏
やかな回転はそれが融解するにつれて細胞浮遊液の混合を保証し、内部の氷塊への温水か
らの熱移動を増やすであろう。氷が融けると直ちにバイアルを速やかに氷上に置くことが
できる。
【０１９９】
　特定の実施形態では、方法を用いて、融解の間での細胞の凝集を防ぐことができる。例
となる方法には、凍結の前及び／または後でのＤＮＡ分解酵素（Ｓｐｉｔｚｅｒ，ｅｔ　
ａｌ．，１９８０，Ｃａｎｃｅｒ，４５：３０７５－３０８５）、低分子量のデキストラ
ン及びクエン酸塩、ヒドロキシエチルデンプン（Ｓｔｉｆｆ，ｅｔ　ａｌ．，１９８３，
Ｃｒｙｏｂｉｏｌｏｇｙ，２０：１７－２４）等の添加が挙げられる。
【０２００】
　当業者によって理解されるように、ヒトにとって毒性である凍結防止剤が使用されるの
であれば、治療上の使用に先立ってそれが取り除かれるべきである。ＤＭＳＯは深刻な毒
性を有さない。
【０２０１】
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　細胞の投与の例となるキャリア及び様式は、米国特許公開番号２０１０／０１８３５６
４の１４～１５ページに記載されている。追加の医薬キャリアはＲｅｍｉｎｇｔｏｎ：Ｔ
ｈｅ　Ｓｃｉｅｎｃｅ　ａｎｄ　Ｐｒａｃｔｉｃｅ　ｏｆ　Ｐｈａｒｍａｃｙ，２１ｓｔ
　Ｅｄｉｔｉｏｎ，Ｄａｖｉｄ，Ｂ．Ｔｒｏｙ，ｅｄ．，Ｌｉｐｐｉｃｏｔｔ　Ｗｉｌｌ
ｉａｍｓ　＆　Ｗｉｌｋｉｎｓ（２００５）にて記載されている。
【０２０２】
　特定の実施形態では、細胞を培養培地から回収し、洗浄し、治療上有効な量でキャリア
にて濃縮することができる。例となるキャリアには、生理食塩水、緩衝化生理食塩水、生
理的生理食塩水、水、ハンクス溶液、リンガー溶液、Ｎｏｎｎｏｓｏｌ－Ｒ（Ａｂｂｏｔ
ｔ　Ｌａｂｓ）、ＰＬＡＳＭＡ－ＬＹＴＥ　Ａ（登録商標）（Ｂａｘｔｅｒ　Ｌａｂｏｒ
ａｔｏｒｉｅｓ，Ｉｎｃ．，Ｍｏｒｔｏｎ　Ｇｒｏｖｅ，ＩＬ）、グリセロール、エタノ
ール、及びそれらの組み合わせが挙げられる。
【０２０３】
　特定の実施形態では、キャリアはヒト血清アルブミン（ＨＳＡ）またはヒト血清成分ま
たはウシ胎児血清によって補完することができる。特定の実施形態では、点滴用のキャリ
アには、５％のＨＡＳまたはデキストロースを伴う緩衝化生理食塩水が含まれる。追加の
等張剤には、たとえば、グリセリン、エリスリトール、アラビトール、キシリトール、ソ
ルビトールまたはマンニトールのような三価以上の糖アルコールを含む多価の糖アルコー
ルが挙げられる。
【０２０４】
　キャリアには、たとえば、クエン酸緩衝液、コハク酸緩衝液、酒石酸緩衝液、フマル酸
緩衝液、グルコン酸緩衝液、シュウ酸緩衝液、乳酸緩衝液、酢酸緩衝液、リン酸緩衝液、
ヒスチジン緩衝液、及び／またはトリメチルアミン塩のような緩衝剤を挙げることができ
る。
【０２０５】
　安定剤は、容器壁への細胞の接着を防ぐのに役立つ増量剤から添加剤までの機能に幅が
あり得る広いカテゴリーの賦形剤を指す。典型的な安定剤には、多価糖アルコール；たと
えば、アルギニン、リジン、グリシン、グルタミン、アスパラギン、ヒスチジン、アラニ
ン、オルニチン、Ｌ－ロイシン、２－フェニルアラニン、グルタミン酸、及びスレオニン
のようなアミノ酸；たとえば、ラクトース、トレハロース、スタキロース、マンニトール
、ソルビトール、キシリトール、リビトール、ミオイニシトール、ガラクチトール、グリ
セロール、及びシクリトール、たとえば、イノシトールのような有機糖または糖アルコー
ル；ＰＥＧ；アミノ酸ポリマー；たとえば、尿素、グルタチオン、チオクト酸、チオグリ
コール酸ナトリウム、チオグリセロール、アルファ－モノチオグリセロール、及びチオ硫
酸ナトリウムのようなイオウ含有還元剤；低分子量ポリペプチド（すなわち、＜１０の残
基）；たとえば、ＨＳＡ、ウシ血清アルブミン、ゼラチンまたは免疫グロブリンのような
タンパク質；たとえば、ポリビニルピロリドンのような親水性ポリマー；たとえば、キシ
ロース、マンノース、フルクトース及びグルコースのような単糖類；たとえば、ラクトー
ス、マルトース及びスクロースのような二糖類；たとえば、ラフィノースのような三糖類
、ならびにたとえば、デキストランのような多糖類を挙げることができる。
【０２０６】
　必要でありまたは有益である場合、組成物または製剤は、注射の部位で疼痛を軽減する
リドカインのような局所麻酔剤を含むことができる。
【０２０７】
　例となる保存剤には、フェノール、ベンジルアルコール、メタ－クレゾール、メチルパ
ラベン、プロピルパラベン、オクタデシルメチルベンジル塩化アンモニウム、ベンザルコ
ニウムハロゲン化物、塩化ヘキサメトニウム、たとえば、メチルパラベンまたはプロピル
パラベンのようなアルキルパラベン、カテコール、レゾルシノール、シクロヘキサノール
及び３－ペンタノールが挙げられる。
【０２０８】
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　組成物または製剤の中での治療上有効な量の細胞は、１０２を超える細胞、１０３を超
える細胞、１０４を超える細胞、１０５を超える細胞、１０６を超える細胞、１０７を超
える細胞、１０８を超える細胞、１０９を超える細胞、１０１０を超える細胞、または１
０１１を超えるものであることができる。
【０２０９】
　本明細書で開示されている組成物及び製剤では、細胞は一般に１リットル以下、５００
ｍｌ以下、２５０ｍｌ以下または１００ｍｌ以下の容量である。したがって、投与される
細胞の密度は通常１０４個の細胞／ｍｌ、１０７個の細胞／ｍｌまたは１０８個の細胞／
ｍｌを超える。
【０２１０】
　示されるように、組成物は１つの細胞型（たとえば、操作されたＨＳＰＣまたは操作さ
れたエフェクター）を含む。製剤は、ＨＳＰＣ、操作されたＨＳＰＣ及び／または操作さ
れたエフェクター（たとえば、操作されたＮＫ細胞）を組み合わせて含むことができる。
特定の実施形態では、操作されたＨＳＰＣと同じ結合ドメインを持つ操作されたエフェク
ターの組み合わせが組み合わせられる。他の実施形態では、操作されたＨＳＰＣと異なる
結合ドメインを持つ操作されたエフェクターが組み合わせられる。同様に、発現されたキ
メラ分子の他の態様すべて（たとえば、タグカセット、エフェクタードメイン成分、スペ
ーサー領域等）は、製剤の中での操作されたＨＳＰＣと操作されたエフェクターとの間で
の種々の組み合わせで同じであることができ、または異なることができる。さらに、異な
るキメラ分子またはその成分を発現している操作されたＨＳＰＣを製剤の中に一緒に含む
ことができ、異なるキメラ分子またはその成分を発現している操作されたエフェクターを
製剤の中に一緒に含むことができる。特定の実施形態では、製剤は異なるキメラ分子を発
現している少なくとも２つの操作されたＨＳＰＣと異なるキメラ分子を発現している少な
くとも２つの操作されたエフェクターとを含むことができる。
【０２１１】
　ＨＳＰＣ、操作されたＨＳＰＣ及び操作されたエフェクターを様々な比、たとえば、１
：１：１の比、２：１：１の比、１：２：１の比、１：１：２の比、５：１：１の比、１
：５：１の比、１：１：５の比、１０：１：１の比、１：１０：１の比、１：１：１０の
比、２：２：１の比、１：２：２の比、２：１：２の比、５：５：１の比、１：５：５の
比、５：１：５の比、１０：１０：１の比、１：１０：１０の比、１０：１：１０の比、
等で組み合わせることができる。これらの比は同じまたは異なるキメラ分子の成分を発現
している細胞の数に適用することもできる。細胞型の２つのみが製剤で組み合わせられる
、または発現されたキメラ分子の成分の２つの組み合わせのみが製剤に含まれるのであれ
ば、比は、上記で提供された３の数の組み合わせから作り出すことができる２の数の組み
合わせを含むことができる。実施形態では、組み合わせた細胞集団を試験管内、生体内及
び／または生体外での有効性及び／または細胞増殖について調べ、有効性及び／または細
胞の増殖を提供する細胞の比が選択される。
【０２１２】
　本明細書で開示されている組成物及び製剤は、たとえば、注射、点滴、潅流または洗浄
による投与のために調製することができる。組成物及び製剤は、骨髄、静脈内、皮内、動
脈内、結節内、リンパ内、腹腔内、病変内、前立腺内、膣内、直腸内、局所、クモ膜下、
腫瘍内、筋肉内、水疱内、及び皮下の注射のためにさらに製剤化することができる。
【０２１３】
　キット。キットは、本明細書に記載されている細胞、組成物または製剤の１以上を含む
１以上の容器を含むことができる。特定の実施形態では、キットは、他の細胞、組成物ま
たは製剤との組み合わせで使用される１以上の細胞、組成物または製剤、及び／または組
成物を含有する１以上の容器を含むことができる。そのような容器（複数可）に関連する
のは、医薬品または生物学的製剤の製造、使用または販売を規制する政府機関によって指
示された形態の通知書であることができ、その通知書はヒトへの投与についての製造、使
用または販売の当局による認可を反映する。通知書は、免疫学的適合がなくても提供され
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る細胞、組成物または製剤を対象に投与できることを述べてもよい。キットはさらに、キ
ットを使用するための指示書、たとえば、投与のための細胞、組成物及び／または製剤の
調製；関連する廃棄物の適正な廃棄；等に関する指示書を含むことができる。指示書はキ
ットの中で提供される印刷された指示書の形態であることができ、または指示書はキット
自体の一部に印刷することができる。指示書は、シート、パンフレット、冊子、ＣＤロム
、もしくはコンピュータで読み取れる装置の形態であってもよく、または遠隔地、たとえ
ばウェブサイトで指示書に対する指示を提供することができる。特定の実施形態では、キ
ットは、キットを効果的に使用するのに必要とされる必要な医療用品、たとえば、注射器
、アンプル、管類、フェイスマスク、針無し流体移動装置、注入キャップ、スポンジ、無
菌の接着性細片、Ｃｈｌｏｒａｐｒｅｐ、手袋、等の一部または全部を含むこともできる
。本明細書に記載されているキットのいずれかの内容の変化を作り出すことができる。
【０２１４】
　使用の方法。本明細書で開示されている方法は、対象（ヒト、獣医学動物（イヌ、ネコ
、爬虫類、鳥類等）、家畜（ウマ、ウシ、ヤギ、ブタ、ニワトリ等）及び実験動物（サル
、ラット、マウス、サカナ等））を本明細書で開示されている細胞で治療することを含む
。対象を治療することには治療上有効な量を送達することが含まれる。治療上有効な量に
は、有効な量、予防上の処置及び／または治療上の処置を提供するものが含まれる。
【０２１５】
　「有効な量」は、対象にて所望の生理的な変化を生じるのに必要な細胞の数である。有
効な量は研究目的で投与されることが多い。本明細書で開示されている有効な量は、（ｉ
）免疫不全症、汎血球減少症、好中球減少症、及び／または白血球減少症を軽減すること
（たとえば、免疫系の細胞を再構成すること）によって血液サポートを提供する、及び（
ｉｉ）抗癌効果を有する、の１以上を実施する。
【０２１６】
　「予防上の処置」には、治療される状態の兆候もしくは症状を示していない、または治
療される状態の初期の兆候もしくは症状のみを示している対象に、その状態を減らす、防
ぐ、またはその状態の発生のリスクを減らす目的で治療が投与されるように、投与される
治療が含まれる。したがって、予防上の処置は状態に対する予防的治療として機能する。
【０２１７】
　「治療上の処置」は、状態の症状または兆候を示している対象に投与される治療を含み
、且つ状態の重症度または進行を減らす目的で対象に投与される。
【０２１８】
　特定の対象に投与される実際の用量の量は、たとえば、細胞マーカー；体重；状態の種
類；状態の重症度；分かった場合の次に来る関連事象；以前のまたは現在の治療上の介入
；対象の特発性疾患；及び投与の経路を含む物理的な及び生理的な因子のようなパラメー
タを考慮して内科医、獣医または研究者によって決定され得る。加えて、試験管内、生体
内及び／または生体外のアッセイを任意で採用して最適な投与量範囲を特定するのに役立
てることができる。
【０２１９】
　投与するのに治療上有効な量には、１０２を超える細胞、１０３を超える細胞、１０４

を超える細胞、１０５を超える細胞、１０６を超える細胞、１０７を超える細胞、１０８

を超える細胞、１０９を超える細胞、１０１０を超える細胞、または１０１１を超えるも
のを挙げることができる。
【０２２０】
　示されるように、本明細書で開示されている組成物及び製剤は、たとえば、注射、点滴
、潅流または洗浄によって投与することができ、さらに詳しくは、１以上の骨髄、静脈内
、皮内、動脈内、結節内、リンパ内、腹腔内、病変内、前立腺内、膣内、直腸内、局所、
クモ膜下、腫瘍内、筋肉内、水疱内、及び／または皮下の点滴、及び／またはボーラス注
射を介した投与を含むことができる。
【０２２１】
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　操作されていないＨＳＰＣの使用は米国特許第７，３９９，６３３号のセクション５.
６．１及びＷＯ２０１３／０８６４３６にて記載されている。ＨＳＰＣ及び操作されたＨ
ＳＰＣは同じ目的で、または異なる目的で投与することができる。共通する目的には、そ
れを必要とする対象にて造血機能を提供すること；及び／または免疫不全症、汎血球減少
症、好中球減少症、及び／または白血球減少症（周期性好中球減少症及び特発性好中球減
少症を含む）の１以上を治療することが挙げられる（まとめて、「目的」）。対照の血液
細胞のレベルに比べて低下した血液細胞のレベルを有する、または低下した血液細胞のレ
ベルを発生するリスクがある対象にＨＳＰＣ及び操作されたＨＳＰＣを投与することがで
きる。特定の実施形態では、対象は貧血を有する、または貧血を発症するリスクがある。
【０２２２】
　目的のための治療は、アルキル化剤、Ａｒａ－Ｃ、アザチオプリン、カルボプラチン、
シスプラチン、クロラムブシル、クロファラビン、サイクロホスファミド、イフォスファ
ミド、メクロレタミン、メルカプトプリン、オキサリプラチン、タキサン、及びビンカア
ルカロイド（たとえば、ビンクリスチン、ビンブラスチン、ビノレルビン及びビンデシン
）の１以上への曝露を含む、強化化学療法計画への曝露に基づいて必要とされ得る。
【０２２３】
　目的のための治療は、造血細胞移植（ＨＣＴ）のための骨髄機能廃絶計画への曝露に基
づいて必要とされ得る。特定の実施形態では、枯渇した骨髄のリスクまたは枯渇したもし
くは限定された血液細胞のレベルのリスクがある骨髄ドナーにＨＳＰＣ及び／または操作
されたＨＳＰＣが投与される。投与は骨髄の採取に先立って、及び／またはその後で生じ
ることができる。骨髄移植のレシピエントにＨＳＰＣ及び／または操作されたＨＳＰＣを
投与することもできる。
【０２２４】
　目的のための治療は、急性イオン化放射線照射への曝露、及び／または抗生剤、ペニシ
リン、ガンシクロビル、ダウノマイシン、サルファ剤、フェノチアゾン、精神安定剤、メ
プロバメート、鎮痛剤、アミノプリン、ジピロン、抗痙攣剤、フェニトイン、カルバマゼ
ピン、抗甲状腺薬、プロピルチオウラシル、メチマゾール及び利尿剤を含む、骨髄抑制ま
たは造血欠損を引き起こすことができる他の薬剤への曝露に基づいても必要され得る。
【０２２５】
目的のための治療は、ウイルス（たとえば、ＨＩＶＩ、ＨＩＶＩＩ、ＨＴＬＶＩ、ＨＴＬ
ＶＩＩ、ＨＴＬＶＩＩＩ）、微生物もしくは寄生虫の感染に基づいて、及び／または腎疾
患もしくは腎不全の治療、たとえば、透析の結果としても必要とされ得る。たとえば、Ｔ
及び／またはＢリンパ球における種々の免疫不全症、または免疫疾患、たとえば、関節リ
ウマチもＨＳＰＣまたは操作されたＨＳＰＣによる治療によっても有益に影響されてもよ
い。免疫不全症はまた、他の薬物療法の結果であってもよい。
【０２２６】
ＨＳＰＣまたは操作されたＨＳＰＣは、再生不良性貧血、セディアック・ヒガシ症候群、
全身性エリテマトーデス（ＳＬＥ）、白血病、骨髄異形成症候群、骨髄線維症または血小
板減少症を治療するのにも使用することができる。重度の血小板減少症は、Ｆａｎｃｏｎ
ｉの貧血、Ｗｉｓｃｏｔｔ－Ａｌｄｒｉｃｈ症候群またはＭａｙ－Ｈｅｇｇｌｉｎ症候群
のような遺伝的欠損の結果生じてもよい。後天性血小板減少症は、免疫血小板減少性紫斑
病、全身性エリテマトーデス、溶血性貧血または胎児母体組織不適合のような自己抗体ま
たは同種抗体から生じてもよい。加えて、脾腫、播種性血管内凝固、血栓性血小板減少性
紫斑病、感染及び／または人工心臓弁は血小板減少症を生じてもよい。血小板減少症は、
癌腫、リンパ腫、白血病または線維症による骨髄浸潤の結果生じてもよい。
【０２２７】
　特定の実施形態では、対象は、たとえば、外傷による失血を有する、または失血のリス
クがある。特定の実施形態では、対象は、たとえば、骨髄の損失または枯渇した骨髄を特
徴とする先天的な、遺伝的なまたは後天的な症候群に関連する枯渇した骨髄を有する。特
定の実施形態では、対象は造血を必要とする。
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【０２２８】
　骨髄ドナーに関連して示されるように、対象に対するＨＳＰＣまたは操作されたＨＳＰ
Ｃの投与は、投与する専門家によって有益であると思われた治療投薬計画の範囲内でいつ
でも生じることができる。非限定例として、ＨＳＰＣ及び／または操作されたＨＳＰＣは
、たとえば、化学療法、放射線療法または骨髄移植の前に、それと同時に、またはその後
で対象に投与することができる。ＨＳＰＣ及び／または操作されたＨＳＰＣの対象への投
与の後、１、２、３、４、５、６、７、８、９、１０日（または１、２、３、４、５、６
、７、８、９、１０日を超えてもしくはそれ未満）で、１、２、３、４、５、６、７、８
、９、１０週（または１、２、３、４、５、６、７、８、９、１０週を超えてもしくはそ
れ未満）で、１、２、３、４、５、６、７、８、９、１０、１１、１２ヵ月（または１、
２、３、４、５、６、７、８、９、１０、１１、１２ヵ月を超えてもしくはそれ未満）で
、または１、２、３、４、５年（または１、２、３、４、５年を超えてもしくはそれ未満
）でアッセイした場合、ＨＳＰＣ及び／または操作されたＨＳＰＣは、生着を提供するの
に有効であることができる。特定の実施形態では、ＨＳＰＣ及び／または操作されたＨＳ
ＰＣは、ＨＳＰＣ及び／またはＣＡＲ－ＨＳＰＣの対象への投与の後、１０日、２週間、
３週間、４週間、６週間、または１３週間でアッセイした場合、生着を提供するのに有効
である。
【０２２９】
　ＨＳＰＣ、操作されたＨＳＰＣ及び操作されたエフェクター。ＨＳＰＣ、操作されたＨ
ＳＰＣ及び操作されたエフェクターは治療投薬計画の範囲内にて異なる目的で投与するこ
とができる。血液サポートを提供するためのＨＳＰＣ及び操作されたＨＳＰＣ、ならびに
ＡＬＬの治療における移植片対白血病効果を提供するための操作されたＨＳＰＣ及び操作
されたエフェクターの使用は上記で記載されている。血液サポートを提供するのに及び／
または望ましくない癌細胞を標的とするのに、及び化学療法または放射線療法に対する付
加治療として類似のアプローチを使用することができる。
【０２３０】
　操作されたＨＳＰＣ及び操作されたエフェクターで治療することができる例となる癌に
は、副腎癌、膀胱癌、血液癌、骨癌、脳腫瘍、乳癌、癌腫、子宮頸癌、結腸癌、結腸直腸
癌、子宮体癌、耳、鼻及び喉（ＥＮＴ）の癌、子宮内膜癌、食道癌、消化器癌、頭頚部の
癌、ホジキン病、腸癌、腎臓癌、喉頭癌、白血病、肝臓癌、リンパ節の癌、リンパ腫、肺
癌、黒色腫、中皮腫、骨髄腫、鼻咽頭癌、神経芽細胞型、非ホジキンリンパ腫、口腔癌、
卵巣癌、膵臓癌、陰茎癌、咽頭癌、前立腺癌、直腸癌、肉腫、精上皮腫、皮膚癌、胃癌、
奇形腫、精巣癌、甲状腺癌、子宮癌、膣癌、血管腫瘍、及びそれらの転移が挙げられる。
【０２３１】
　癌の文脈では、治療上有効な量は抗癌効果を有する。抗癌効果は、腫瘍細胞の数の低下
、転移の数の低下、腫瘍容積の低下、平均余命の増加、癌細胞のアポトーシスの誘導、癌
細胞死の誘導、癌細胞の増殖の抑制、腫瘍増殖の抑制、転移の防止、対象の命の延長、及
び／または治療に続く癌の再発または再発生の低下を観察することによって定量すること
ができる。
【０２３２】
　血液サポートの文脈では、治療上有効な量は、対象の循環における所望の細胞の数を増
やすことによって免疫不全症、汎血球減少症、好中球減少症、及び／または白血球減少症
を治療する。対象の循環にて細胞の所望の数を増やすことは、免疫系細胞及び／または免
疫系細胞の前駆細胞の数を増やすことによって対象の免疫系を再構成することができる。
【０２３３】
　操作されたＨＳＰＣ及び操作されたエフェクターを利用する特定の実施形態では、対象
の癌細胞は細胞マーカーの存在を特徴とすることができる。操作されたＨＳＰＣまたは操
作されたエフェクターによって発現される結合ドメインは細胞マーカーの特徴に基づいて
選択することができる。特定の実施形態では、予め生成された操作されたＨＳＰＣ及び操
作されたエフェクターは、特定の対象の癌細胞上で優先的に発現される細胞マーカーを結
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合する能力に基づいて対象の治療のために選択される。
【０２３４】
　癌を治療するように製剤化される場合、開示されている組成物及び製剤は、ｐ５３、Ｒ
Ｂ、ＢＲＣＡ１、Ｅ１Ａ、ｂｃｌ－２、ＭＤＲ－１、ｐ２１、ｐ１６、ｂａｘ、ｂｃｌ－
ｘｓ、Ｅ２Ｆ、ＩＧＦ－Ｉ　ＶＥＧＦ、アンギオスタチン、オンコスタチン、エンドスタ
チン、ＧＭ－ＣＳＦ、ＩＬ－１２、ＩＬ－２、ＩＬ－４、ＩＬ－７、ＩＦＮ－γ、ＴＮＦ
－α及び／またはＨＳＶ－ｔｋから選択される１以上の抗癌遺伝子を運ぶプラスミドＤＮ
Ａも含むことができる。組成物及び製剤は、アドリアマイシン、アンギオスタチン、アザ
チオプリン、ブレオマイシン、ブスルファン、カンプトテシン、カルボプラチン、カルム
スチン、クロラムブシル、クロロメタミン、クロロキノキサリンスルホンアミド、シスプ
ラチン、サイクロホスファミド、シクロプラタム、シタラビン、ダカルバジン、ダクチノ
マイシン、ダウノルビシン、ジドックス、ドキソルビシン、エンドスタチン、エンロプラ
チン、エストラムスチン、エトポシド、エクストラムスチンホスフェート、フルシトシン
、フルオロデオキシウリジン、フルオロウラシル、硝酸ガリウム、ヒドロキシ尿素、イド
クスリジン、インターフェロン、インターロイキン、リュープロリド、ロバプラチン、ロ
ムスチン、マンノムスチン、メクロレタミン、メクロレタミノキシド、メルファラン、メ
ルカプトプリン、メソトレキセート、ミトラマイシン、ミトブロニトール、マイトマイシ
ン、ミコフェノール酸、ノコダゾール、オンコスタチン、オキサリプラチン、パクリタキ
セル、ペンタムスチン、白金－トリアミン錯体、プリカマイシン、プレドニゾロン、プレ
ドニゾン、プロカルバジン、タンパク質キナーゼＣ阻害剤、プロマイシン、セムスチン、
シグナル伝達阻害剤、スピロプラチン、ストレプトゾトシン、ストロメリシン阻害剤、タ
キソール、テガフール、テロメラーゼ阻害剤、テニポシド、タリドミド、チアミプリン、
チオグアニン、チオテパ、チアミプリン、テトラミン、トリアジクオン、トリフォスファ
ミド、チロシンキナーゼ阻害剤、ウラムスチン、ビダラビン、ビンブラスチン、ビンカア
ルカロイド、ビンクリスチン、ビンデシン、ボロゾール、ゼニプラチン、ゼニプラチンま
たはジノスタチンを含む１以上の抗腫瘍薬を含むこともでき、またはそれとの併用で投与
することもできる。
【０２３５】
　操作されたＨＳＰＣ及び操作されたエフェクター。造血機能を提供する治療または免疫
不全症、汎血球減少症、好中球減少症、及び／または白血球減少症を治療する治療が所望
ではないまたは必要ではない場合、ＨＳＰＣがなくても操作されたＨＳＰＣ及び／または
操作されたエフェクターを使用することができる。
【０２３６】
　当業者によって理解されるように、様々な血液疾患及び癌の動物モデルが周知であり、
必要または都合に応じてそれを用いて特定の治療の範例の有効性を評価することができる
。
【０２３７】
　特定の実施形態では、本開示は、タグカセットに特異的で且つ固体表面に連結されたま
たは生体適合性マトリクス（たとえば、アルギネート、基底膜マトリクス（ＭＡＴＲＩＧ
ＥＬ（登録商標）、バイオポリマー）の一部としての同族結合分子にキメラ分子を発現し
ている操作された細胞（たとえば、操作された幹細胞または非Ｔエフェクター細胞）を接
触させることによって操作された細胞を選択的に活性化する方法を提供する。たとえば、
キメラ分子を発現している操作された細胞は、タグカセットに特異的な同族結合分子（た
とえば、抗体）で被覆されたまたはそれに結合されたビーズによって活性化されてもよい
。たとえば、タグカセットがＳｔｒｅｐタグであるならば、そのときはＳｔｒｅｐＴａｃ
ｔｉｎで被覆したビーズまたは抗Ｓｔｒｅｐタグ抗体を結合したビーズを用いて操作され
た細胞の活性化を誘導することができる。特定の実施形態では、方法は、本開示のキメラ
分子を発現している操作された細胞を試験管内または生体外で活性化することを含み、任
意でさらにキメラ抗原受容体（ＣＡＲ）を発現している。そのような活性化された操作さ
れた細胞は本明細書に記載されている疾患の治療方法で有用である。
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【０２３８】
　別の態様では、本開示は本開示のキメラ分子を発現している操作された幹細胞の増殖を
選択的に促進する方法を提供する。特定の実施形態では、方法は、たとえば、抗体のよう
なタグの結合相手を用いたキメラ分子を発現している操作された細胞の選択的な試験管内
または生体外の増殖を含む。さらなる実施形態では、方法は、タグの結合相手によって操
作された細胞を増殖させることを含む。特定の実施形態では、抗タグ結合相手を用いて、
キメラ分子（たとえば、ＷｎｔまたはＮｏｔｃｈのキメラ分子）を形質導入した造血幹細
胞、胚性幹細胞または組織幹細胞（たとえば、神経幹細胞）を活性化し、自己再生させて
もよく、増殖させてもよく、または治療上の使用のための１以上の所望の表現型に分化さ
せてもよい。
【０２３９】
　その上さらなる実施形態では、キメラ分子は、本開示のキメラ分子を発現している場合
、操作された細胞の生体内での増殖の選択的促進を可能にする。特定の実施形態では、タ
グカセットを含むＣＡＲを発現している操作された細胞は、リガンドを発現している細胞
に接触すると生体内でのＣＡＲ細胞の増殖を可能にする。そのような増殖させた操作され
た細胞は本明細書に記載されている疾患の治療法で有用である。特定の実施形態では、本
明細書で開示されているようなキメラ分子を発現している細胞を増殖させることまたは増
やすことが生体内で誘導され、それはタグカセットの結合相手（たとえば、抗タグカセッ
ト抗体）によって誘導されてもよい。
【０２４０】
　示されるように、本明細書で開示されている操作された細胞は製造において及び／また
は研究ツールとして重要な用途を有する。研究ツールとしての用途に関して、操作された
細胞を投与し、追跡することができる。特定の実施形態では、生体内での活性化に続いて
操作された細胞を追跡することができる。投与に続く種々の時点で細胞を枯渇させるまた
は除去する効果も評価することができる。これらの例は、本明細書で開示されている操作
された細胞の潜在的な研究用途のほんの小さな一部である。
【０２４１】
例となる実施形態
１．造血幹細胞前駆細胞（ＨＳＰＣ）または非Ｔエフェクター細胞であって、外来性の同
族結合分子（ＥｘｏＣＢＭ）を特異的に結合するタグカセットを含む細胞外成分を含むキ
メラ分子を発現するように遺伝子操作されるＨＳＰＣまたは非Ｔエフェクター細胞。
２．細胞外成分が１、２、３、４または５のタグカセットを有する実施形態１のＨＳＰＣ
または非Ｔエフェクター細胞。
３．少なくとも１つのタグカセットが、Ｓｔｒｅｐタグ、Ｈｉｓタグ、Ｆｌａｇタグ、Ｘ
ｐｒｅｓｓタグ、Ａｖｉタグ、カルモジュリンタグ、ポリグルタミン酸塩タグ、ＨＡタグ
、Ｍｙｃタグ、Ｎｕｓタグ、Ｓタグ、Ｘタグ、ＳＢＰタグ、Ｓｏｆタグ、Ｖ５タグ、ＣＢ
Ｐ、ＧＳＴ、ＭＢＰ、ＧＦＰ、チオレドキシンタグ、またはそれらの組み合わせである、
またはそれを含む実施形態１または２のＨＳＰＣまたは非Ｔエフェクター細胞。
４．少なくとも１つのタグカセットが、アミノ酸配列Ｔｒｐ－Ｓｅｒ－Ｈｉｓ－Ｐｒｏ－
Ｇｌｎ－Ｐｈｅ－Ｇｌｕ－Ｌｙｓ（配列番号１１８）またはＴｒｐ－Ａｒｇ－Ｈｉｓ－Ｐ
ｒｏ－Ｇｌｎ－Ｐｈｅ－Ｇｌｙ－Ｇｌｙ（配列番号１３７）を含むＳｔｒｅｐタグである
またはそれを含む実施形態１～３のＨＳＰＣまたは非Ｔエフェクター細胞。
５．細胞外成分が疎水性部分を介して細胞内成分に連結される実施形態１～４のＨＳＰＣ
または非Ｔエフェクター細胞。
６．細胞外成分が、（ｉ）細胞マーカーを特異的に結合する結合ドメインと、（ｉｉ）ヒ
ンジとを含み、その際、細胞内成分がエフェクタードメインを含む実施形態５のＨＳＰＣ
または非Ｔエフェクター細胞。
７．少なくとも１つのタグカセットが、結合ドメインに対してアミノ末端または結合ドメ
インに対してカルボキシ末端に位置する実施形態５または６のＨＳＰＣまたは非Ｔエフェ
クター細胞。
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８．タグカセットが、結合ドメインに対してアミノ末端、結合ドメインに対してカルボキ
シ末端に位置する、または少なくとも１つのタグカセットが結合ドメインに対してアミノ
末端に位置し、且つ少なくとも１つのタグカセットが結合ドメインに対してカルボキシ末
端に位置する、２以上の細胞外タグカセットを含む実施形態５～７のＨＳＰＣまたは非Ｔ
エフェクター細胞。
９．結合ドメインが１以上のタグカセットを含む実施形態５～８のＨＳＰＣまたは非Ｔエ
フェクター細胞。
１０．結合ドメインがｓｃＦｖ、ｓｃＴＣＲ、受容体の細胞外ドメインまたはリガンドで
ある実施形態５～９のＨＳＰＣまたは非Ｔエフェクター細胞。
１１．ｓｃＦｖまたはｓｃＴＣＲが、１以上のタグカセットを含む可変領域リンカーを含
む実施形態１０のＨＳＰＣまたは非Ｔエフェクター細胞。
１２．細胞マーカーが、ＣＤ３、ＣＥＡＣＡＭ６、ｃ－Ｍｅｔ、ＥＧＦＲ、ＥＧＦＲｖＩ
ＩＩ、ＥｒｂＢ２、ＥｒｂＢ３、ＥｒｂＢ４、ＥｐｈＡ２、ＩＧＦ１Ｒ、ＧＤ２、Ｏ－ア
セチルＧＤ２、Ｏ－アセチルＧＤ３、ＧＨＲＨＲ、ＧＨＲ、ＦＬＴ１、ＫＤＲ、ＦＬＴ４
、ＣＤ４４ｖ６、ＣＤ１５１、ＣＡ１２５、ＣＥＡ、ＣＴＬＡ－４、ＧＩＴＲ、ＢＴＬＡ
、ＴＧＦＢＲ２、ＴＧＦＢＲ１、ＩＬ６Ｒ、ｇｐ１３０、ＬｅｗｉｓＡ、ＬｅｗｉｓＹ、
ＴＮＦＲ１、ＴＮＦＲ２、ＰＤ１、ＰＤ－Ｌ１、ＰＤ－Ｌ２、ＨＶＥＭ、ＭＡＧＥ－Ａ、
メソテリン、ＮＹ－ＥＳＯ－１、ＰＳＭＡ、ＲＡＮＫ、ＲＯＲ１、ＴＮＦＲＳＦ４、ＣＤ
４０、ＣＤ１３７、ＴＷＥＡＫ－Ｒ、ＨＬＡ、ＨＬＡに結合した腫瘍もしくは病原体に関
連するペプチド、ＨＬＡに結合したｈＴＥＲＴペプチド、ＨＬＡに結合したチロシナーゼ
ペプチド、ＨＬＡに結合したＷＴ－１ペプチド、ＬＴβＲ、ＬＩＦＲβ、ＬＲＰ５、ＭＵ
Ｃ１、ＯＳＭＲβ、ＴＣＲα、ＴＣＲβ、ＣＤ１９、ＣＤ２０、ＣＤ２２、ＣＤ２５、Ｃ
Ｄ２８、ＣＤ３０、ＣＤ３３、ＣＤ５２、ＣＤ５６、ＣＤ８０、ＣＤ８１、ＣＤ８６、Ｃ
Ｄ１２３、ＣＤ１７１、ＣＤ２７６、Ｂ７Ｈ４、ＴＬＲ７、ＴＬＲ９、ＰＴＣＨ１、ＷＴ
－１、Ｒｏｂｏ１、α－フェトプロテイン（ＡＦＰ）、Ｆｒｉｚｚｌｅｄ、ＯＸ４０、ま
たはＣＤ７９ｂ、Ｂ７Ｈ４、ＴＬＲ７、ＴＬＲ９、ＰＴＣＨ１、ＷＴ－１、Ｒｏｂｏ１、
α－フェトプロテイン（ＡＦＰ）、Ｆｒｉｚｚｌｅｄ、ＯＸ４０、またはＣＤ７９ｂを含
む実施形態６～１１のＨＳＰＣまたは非Ｔエフェクター細胞。
１３．細胞マーカーが、ＣＤ１９、ＲＯＲ１、ＰＳＭＡ、ＰＳＣＡ、メソテリン、ＣＤ２
０、ＷＴ１、またはＨｅｒ２を含む実施形態６～１１のＨＳＰＣまたは非Ｔエフェクター
細胞。
１４．リガンド結合ドメインがＣＤ１９を結合し；細胞外成分がヒトＩｇＧ４のヒンジ領
域を含むスペーサー領域を含み；細胞内成分がＣＤ２８または４－１ＢＢの細胞質ドメイ
ンを含むエフェクタードメインを含み；疎水性部分がヒトの膜貫通ドメインを含む実施形
態６～１１のＨＳＰＣまたは非Ｔエフェクター細胞。
１５．リガンド結合ドメインが、ＲＡＳＱＤＩＳＫＹＬＮ（配列番号１０８）のＣＤＲＬ
１配列と、ＳＲＬＨＳＧＶ（配列番号１１１）のＣＤＲＬ２配列と、ＧＮＴＬＰＹＴＦＧ
（配列番号１０４）のＣＤＲＬ３配列と、ＤＹＧＶＳ（配列番号１０３）のＣＤＲＨ１配
列と、ＶＴＷＧＳＥＴＴＹＹＮＳＡＬＫＳ（配列番号１１４）のＣＤＲＨ２配列と、ＹＡ
ＭＤＹＷＧ（配列番号１１５）のＣＤＲＨ３配列とを含む単鎖Ｆｖ断片（ｓｃＦｖ）であ
る実施形態６～１１のＨＳＰＣまたは非Ｔエフェクター細胞。
１６．細胞外成分が、１２未満のアミノ酸のスペーサー領域を含む実施形態１５のＨＳＰ
Ｃまたは非Ｔエフェクター細胞。
１７．スペーサー領域が配列番号４７を含む実施形態１６のＨＳＰＣまたは非Ｔエフェク
ター細胞。
１８．配列番号３４、５３、５４、５５、５６、５７または５８を含むキメラ抗原受容体
（ＣＡＲ）を発現するように遺伝子操作される実施形態１～１１のＨＳＰＣまたは非Ｔエ
フェクター細胞。
１９．リガンド結合ドメインがＲＯＲ１を結合する実施形態６～１１のＨＳＰＣまたは非
Ｔエフェクター細胞。
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２０．リガンド結合ドメインが、ＡＳＧＦＤＦＳＡＹＹＭ（配列番号１０１）のＣＤＲＬ
１配列と、ＴＩＹＰＳＳＧ（配列番号１１２）のＣＤＲＬ２配列と、ＡＤＲＡＴＹＦＣＡ
（配列番号１００）のＣＤＲＬ３配列と、ＤＴＩＤＷＹ（配列番号１０２）のＣＤＲＨ１
配列と、ＶＱＳＤＧＳＹＴＫＲＰＧＶＰＤＲ（配列番号１１３）のＣＤＲＨ２配列と、Ｙ
ＩＧＧＹＶＦＧ（配列番号１１７）のＣＤＲＨ３配列とを含むｓｃＦｖである実施形態６
～１１のＨＳＰＣまたは非Ｔエフェクター細胞。
２１．リガンド結合ドメインが、ＳＧＳＤＩＮＤＹＰＩＳ（配列番号１０９）のＣＤＲＬ
１配列と、ＩＮＳＧＧＳＴ（配列番号１０５）のＣＤＲＬ２配列と、ＹＦＣＡＲＧＹＳ（
配列番号１１６）のＣＤＲＬ３配列と、ＳＮＬＡＷ（配列番号１１０）のＣＤＲＨ１配列
と、ＲＡＳＮＬＡＳＧＶＰＳＲＦＳＧＳ（配列番号１０７）のＣＤＲＨ２配列と、ＮＶＳ
ＹＲＴＳＦ（配列番号１０６）のＣＤＲＨ３配列とを含むｓｃＦｖである実施形態６～１
１のＨＳＰＣまたは非Ｔエフェクター細胞。
２２．細胞外成分が、２２９以下のアミノ酸のスペーサー領域を含む実施形態２１のＨＳ
ＰＣまたは非Ｔエフェクター細胞。
２３．スペーサー領域が配列番号６１を含む実施形態２２のＨＳＰＣまたは非Ｔエフェク
ター細胞。
２４．細胞内成分が、４－１ＢＢ、Ｂ７－Ｈ３、ＣＡＲＤ１１、ＣＤ２、ＣＤ３γ、ＣＤ
３δ、ＣＤ３ε、ＣＤ３ζ、ＣＤ７、ＣＤ２５、ＣＤ２７、ＣＤ２８、ＣＤ３０、ＣＤ４
０、ＣＤ７９Ａ、ＣＤ７９Ｂ、ＤＡＰ１０、ＦｃＲα、ＦｃＲβ、ＦｃＲγ、Ｆｙｎ、Ｈ
ＶＥＭ、ＩＣＯＳ、ＬＡＧ３、ＬＡＴ、Ｌｃｋ、ＬＦＡ－１、ＬＩＧＨＴ、ＬＲＰ、ＮＫ
Ｇ２Ｃ、ＮＫＧ２Ｄ、ＮＯＴＣＨ１、ＮＯＴＣＨ２、ＮＯＴＣＨ３、ＮＯＴＣＨ４、ｐＴ
α、ＰＴＣＨ２、ＯＸ４０、ＲＯＲ２、Ｒｙｋ、ＳＬＡＭＦ１、Ｓｌｐ７６、ＴＣＲα、
ＴＣＲβ、ＴＲＩＭ、Ｗｎｔ、及びＺａｐ７０から選択される１以上のシグナル伝達ドメ
イン、刺激ドメインまたは共刺激ドメインを含むエフェクタードメインを含む実施形態５
～１７または１９～２３のＨＳＰＣまたは非Ｔエフェクター細胞。
２５．細胞内成分が、（ｉ）ＣＤ３ζのシグナル伝達ドメインの全部または一部、（ｉｉ
）ＣＤ２８のシグナル伝達ドメインの全部または一部、（ｉｉｉ）４－１ＢＢのシグナル
伝達ドメインの全部または一部、または（ｉｖ）ＣＤ３ζ、ＣＤ２８及び／または４－１
ＢＢのシグナル伝達ドメインの全部または一部を含む細胞内シグナル伝達ドメインを含む
エフェクタードメインを含む実施形態５～１７または１９～２３のＨＳＰＣまたは非Ｔエ
フェクター細胞。
２６．細胞内成分が、ＣＤ３ζの変異体及び／または４－１ＢＢの細胞内シグナル伝達ド
メインの一部を含むエフェクタードメインを含む実施形態５～１７または１９～２３のＨ
ＳＰＣまたは非Ｔエフェクター細胞。
２７．細胞外成分がスペーサー領域を含む実施形態１～２６のＨＳＰＣまたは非Ｔエフェ
クター細胞。
２８．スペーサー領域が、ヒト抗体のヒンジ領域の一部を含む実施形態２７のＨＳＰＣま
たは非Ｔエフェクター細胞。
２９．スペーサー領域が、ヒンジ領域と、ＣＨ１、ＣＨ２、ＣＨ３またはそれらの組み合
わせから選択されるヒト抗体のＦｃドメインの少なくとも１つの他の部分とを含む実施形
態２７または２８のＨＳＰＣまたは非Ｔエフェクター細胞。
３０．スペーサー領域が、Ｆｃドメインと、ヒトＩｇＧ４重鎖のヒンジとを含む実施形態
２７または２８のＨＳＰＣまたは非Ｔエフェクター細胞。
３１．スペーサー領域が、１２未満のアミノ酸、１１９未満のアミノ酸、または２２９未
満のアミノ酸から選択される長さのものである実施形態２７～３０のＨＳＰＣまたは非Ｔ
エフェクター細胞。
３２．スペーサー領域が、配列番号４７、配列番号５２または配列番号６１である実施形
態２７のＨＳＰＣまたは非Ｔエフェクター細胞。
３３．疎水性部分がヒトの膜貫通ドメインを含む実施形態５～３２のＨＳＰＣまたは非Ｔ
エフェクター細胞。
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３４．膜貫通ドメインが、ＣＤ２８の膜貫通ドメイン、ＣＤ４の膜貫通ドメイン、ＣＤ８
の膜貫通ドメイン、またはＣＤ２７の膜貫通ドメインである実施形態３３のＨＳＰＣまた
は非Ｔエフェクター細胞。
３５．細胞外成分がさらに、内在性の同族結合分子（ＥｎｄｏＣＢＭ）を結合するタグ配
列を含む実施形態１～３４のＨＳＰＣまたは非Ｔエフェクター細胞。
３６．タグ配列が、細胞内シグナル伝達ドメインを欠いているＥＧＦＲである実施形態３
５のＨＳＰＣまたは非Ｔエフェクター細胞。
３７．キメラ分子がリンカー配列を含む実施形態１～３６のＨＳＰＣまたは非Ｔエフェク
ター細胞。
３８．リンカー配列が（ＧｌｙｘＳｅｒｙ）ｎの配列を含み、ｎは１～１０の整数であり
、ｘ及びｙは双方ともが０になることはないという条件で独立して０～１０の整数である
実施形態３７のＨＳＰＣまたは非Ｔエフェクター細胞。
３９．リンカー配列がＣＨ２ＣＨ３またはＣＨ３である実施形態３７のＨＳＰＣまたは非
Ｔエフェクター細胞。
４０．リンカー配列が、Ｇｌｙ－Ｇｌｙ－Ｇｌｙ－Ｇｌｙ－Ｓｅｒ（配列番号１４５）、
（Ｇｌｙ－Ｇｌｙ－Ｇｌｙ－Ｇｌｙ－Ｓｅｒ）２（配列番号１２２）、または（Ｇｌｙ－
Ｇｌｙ－Ｇｌｙ－Ｓｅｒ）２－Ｇｌｙ－Ｇｌｙ－Ｓｅｒ（配列番号１２４）のアミノ酸配
列を有する実施形態３７のＨＳＰＣまたは非Ｔエフェクター細胞。
４１．キメラ分子が、１以上のタグカセットに隣接するリンカー配列を含み、リンカー配
列及び隣接するタグカセットがまとめて、（Ｇｌｙ－Ｇｌｙ－Ｇｌｙ－Ｇｌｙ－Ｓｅｒ）

２－Ｔｒｐ－Ｓｅｒ－Ｈｉｓ－Ｐｒｏ－Ｇｌｎ－Ｐｈｅ－Ｇｌｕ－Ｌｙｓ（配列番号１３
９）、Ｔｒｐ－Ｓｅｒ－Ｈｉｓ－Ｐｒｏ－Ｇｌｎ－Ｐｈｅ－Ｇｌｕ－Ｌｙｓ－（Ｇｌｙ－
Ｇｌｙ－Ｇｌｙ－Ｇｌｙ－Ｓｅｒ）２（配列番号１４０）、（Ｇｌｙ－Ｇｌｙ－Ｇｌｙ－
Ｇｌｙ－Ｓｅｒ）２－Ｔｒｐ－Ｓｅｒ－Ｈｉｓ－Ｐｒｏ－Ｇｌｎ－Ｐｈｅ－Ｇｌｕ－Ｌｙ
ｓ－（Ｇｌｙ－Ｇｌｙ－Ｇｌｙ－Ｓｅｒ）２－Ｇｌｙ－Ｇｌｙ－Ｓｅｒ－Ｔｒｐ－Ｓｅｒ
－Ｈｉｓ－Ｐｒｏ－Ｇｌｎ－Ｐｈｅ－Ｇｌｕ－Ｌｙｓ（配列番号１４１）、Ｔｒｐ－Ｓｅ
ｒ－Ｈｉｓ－Ｐｒｏ－Ｇｌｎ－Ｐｈｅ－Ｇｌｕ－Ｌｙｓ－（Ｇｌｙ－Ｇｌｙ－Ｇｌｙ－Ｓ
ｅｒ）２－Ｇｌｙ－Ｇｌｙ－Ｓｅｒ－Ｔｒｐ－Ｓｅｒ－Ｈｉｓ－Ｐｒｏ－Ｇｌｎ－Ｐｈｅ
－Ｇｌｕ－Ｌｙｓ－（Ｇｌｙ－Ｇｌｙ－Ｇｌｙ－Ｇｌｙ－Ｓｅｒ）２（配列番号１４２）
、（Ｇｌｙ－Ｇｌｙ－Ｇｌｙ－Ｇｌｙ－Ｓｅｒ）２－Ｔｒｐ－Ｓｅｒ－Ｈｉｓ－Ｐｒｏ－
Ｇｌｎ－Ｐｈｅ－Ｇｌｕ－Ｌｙｓ－（Ｇｌｙ－Ｇｌｙ－Ｇｌｙ－Ｓｅｒ）２－Ｇｌｙ－Ｇ
ｌｙ－Ｓｅｒ－Ｔｒｐ－Ｓｅｒ－Ｈｉｓ－Ｐｒｏ－Ｇｌｎ－Ｐｈｅ－Ｇｌｕ－Ｌｙｓ－（
Ｇｌｙ－Ｇｌｙ－Ｇｌｙ－Ｇｌｙ－Ｓｅｒ）２－Ｔｒｐ－Ｓｅｒ－Ｈｉｓ－Ｐｒｏ－Ｇｌ
ｎ－Ｐｈｅ－Ｇｌｕ－Ｌｙｓ（配列番号１４３）、またはＴｒｐ－Ｓｅｒ－Ｈｉｓ－Ｐｒ
ｏ－Ｇｌｎ－Ｐｈｅ－Ｇｌｕ－Ｌｙｓ－（Ｇｌｙ－Ｇｌｙ－Ｇｌｙ－Ｇｌｙ－Ｓｅｒ）２

－Ｔｒｐ－Ｓｅｒ－Ｈｉｓ－Ｐｒｏ－Ｇｌｎ－Ｐｈｅ－Ｇｌｕ－Ｌｙｓ－（Ｇｌｙ－Ｇｌ
ｙ－Ｇｌｙ－Ｓｅｒ）２－Ｇｌｙ－Ｇｌｙ－Ｓｅｒ－Ｔｒｐ－Ｓｅｒ－Ｈｉｓ－Ｐｒｏ－
Ｇｌｎ－Ｐｈｅ－Ｇｌｕ－Ｌｙｓ－（Ｇｌｙ－Ｇｌｙ－Ｇｌｙ－Ｇｌｙ－Ｓｅｒ）２（配
列番号１４４）のアミノ酸配列を有する実施形態１～３７のＨＳＰＣまたは非Ｔエフェク
ター細胞。
４２．キメラ分子がアミノ末端からカルボキシ末端までにて、細胞外結合ドメインと、タ
グカセットと、ヒンジと、疎水性部分と、エフェクタードメインを含む細胞内成分とを含
む実施形態１～６または９～４１のＨＳＰＣまたは非Ｔエフェクター細胞。
４３．キメラ分子がアミノ末端からカルボキシ末端までにて、細胞外結合ドメインと、第
１のタグカセットと、第２のタグカセットと、ヒンジと、疎水性部分と、エフェクタード
メインを含む細胞内成分とを含む実施形態１～６または９～４１のＨＳＰＣまたは非Ｔエ
フェクター細胞。
４４．キメラ分子がアミノ末端からカルボキシ末端までにて、細胞外結合ドメインと、第
１のタグカセットと、第２のタグカセットと、第３のタグカセットと、ヒンジと、疎水性
部分と、エフェクタードメインを含む細胞内成分とを含む実施形態１～６または９～４１
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のＨＳＰＣまたは非Ｔエフェクター細胞。
４５．キメラ分子がアミノ末端からカルボキシ末端までにて、タグカセットと、細胞外結
合ドメインと、ヒンジと、疎水性部分と、エフェクタードメインを含む細胞内成分とを含
む実施形態１～６または９～４１のＨＳＰＣまたは非Ｔエフェクター細胞。
４６．キメラ分子がアミノ末端からカルボキシ末端までにて、細胞外結合ドメインと、２
～５のタグカセットと、ヒンジと、疎水性部分と、エフェクタードメインを含む細胞内成
分とを含む実施形態１～６または９～４１のＨＳＰＣまたは非Ｔエフェクター細胞。
４７．キメラ分子がアミノ末端からカルボキシ末端までにて、可変領域間に配置される可
変領域リンカーを含み、タグカセットを含有する細胞外ｓｃＦｖまたはｓｃＴＣＲ結合ド
メインと、ヒンジと、疎水性部分と、エフェクタードメインを含む細胞内成分とを含有す
る実施形態１～６または９～４１のＨＳＰＣまたは非Ｔエフェクター細胞。
４８．キメラ分子がアミノ末端からカルボキシ末端までにて、細胞外ｓｃＦｖまたはｓｃ
ＴＣＲ結合ドメインと、タグカセットと、ＩｇＧヒンジと、膜貫通ドメインと、エフェク
タードメインを含む細胞内成分とを含み、その際、エフェクタードメインが、４－１ＢＢ
とＣＤ３ζ、ＣＤ２７とＣＤ３ζ、ＣＤ２８とＣＤ３ζ、ＯＸ４０とＣＤ３ζ、ＣＤ２８
と４－１ＢＢとＣＤ３ζ、ＯＸ４０と４－１ＢＢとＣＤ３ζ、またはＣＤ２８とＯＸ４０
とＣＤ３ζを含む実施形態１のＨＳＰＣまたは非Ｔエフェクター細胞。
４９．キメラ分子がアミノ末端からカルボキシ末端までにて、受容体細胞外ドメインを含
む細胞外結合ドメインと、タグカセットと、ヒンジと、疎水性部分と、エフェクタードメ
インを含む細胞内成分とを含み、エフェクタードメインが、４－１ＢＢ、ＣＤ２７、ＣＤ
２８またはＯＸ４０を含む実施形態１のＨＳＰＣまたは非Ｔエフェクター細胞。
５０．キメラ分子がさらに、細胞傷害剤、放射性同位元素、放射性金属または検出可能因
子を含む実施形態１～４９のＨＳＰＣまたは非Ｔエフェクター細胞。
５１．細胞外成分がさらに細胞傷害剤、放射性同位元素、放射性金属または検出可能因子
を含む実施形態１～４９のＨＳＰＣまたは非Ｔエフェクター細胞。
５２．ＨＳＰＣがＣＤ３４＋ＨＳＰＣであり、及び／または非Ｔエフェクター細胞がナチ
ュラルキラー細胞である実施形態１～５１のＨＳＰＣまたは非Ｔエフェクター細胞。
５３．薬学上許容できるキャリアと、実施形態１～５２のいずれか１つの遺伝子操作され
たＨＳＰＣまたは非Ｔエフェクター細胞とを含む組成物。
５４．組成物内のＨＳＰＣまたは非Ｔエフェクター細胞によって発現されるタグカセット
を特異的に結合するＥｘｏＣＢＭをさらに含む実施形態５３の組成物。
５５．組成物内のＨＳＰＣまたは非Ｔエフェクター細胞によって発現される刺激分子を特
異的に結合するＥｎｄｏＣＢＭをさらに含む実施形態５３の組成物。
５６．さらに、組成物内のＨＳＰＣまたは非Ｔエフェクター細胞によって発現されるタグ
カセットを特異的に結合するＥｘｏＣＢＭと、組成物内のＨＳＰＣまたは非Ｔエフェクタ
ー細胞によって発現される刺激分子を特異的に結合するＥｎｄｏＣＢＭとを含む実施形態
５３の組成物。
５７．点滴または注射のために製剤化される実施形態５３～５６の組成物。
５８．薬学上許容できるキャリアと、実施形態１～５２のいずれか１つの遺伝子操作され
たＨＳＰＣまたは非Ｔエフェクター細胞とを含む製剤。
５９．さらに、組成物内のＨＳＰＣ及び／または非Ｔエフェクター細胞によって発現され
るタグカセットを特異的に結合するＥｘｏＣＢＭをさらに含む実施形態５８の製剤。
６０．さらに、組成物内のＨＳＰＣ及び／または非Ｔエフェクター細胞によって発現され
る刺激分子を特異的に結合するＥｎｄｏＣＢＭとを含む実施形態５８の製剤。
６１．さらに、組成物内のＨＳＰＣ及び／または非Ｔエフェクター細胞によって発現され
るタグカセットを特異的に結合するＥｘｏＣＢＭと、組成物内のＨＳＰＣ及び／または非
Ｔエフェクター細胞によって発現される刺激分子を特異的に結合するＥｎｄｏＣＢＭとを
含む実施形態５８の製剤。
６２．点滴または注射のために製剤化される実施形態５８～６１の製剤。
６３．実施形態１～５２のいずれか１つのＨＳＰＣまたは非Ｔエフェクター細胞によって



(68) JP 6985934 B2 2021.12.22

10

20

30

40

50

発現されるタグカセットを特異的に結合するＥｘｏＣＢＭを含む組成物。
６４．さらに、ＨＳＰＣまたは非Ｔエフェクター細胞によって発現される刺激分子を特異
的に結合するＥｎｄｏＣＢＭを含む実施形態６３の組成物。
６５．実施形態１～５２のいずれか１つのＨＳＰＣまたは非Ｔエフェクター細胞を活性化
する方法であって、ＨＳＰＣまたは非Ｔエフェクター細胞によって発現されるタグカセッ
トを特異的に結合するＥｘｏＣＢＭにＨＳＰＣまたは非Ｔエフェクター細胞を接触させ、
それによってＨＳＰＣまたは非Ｔエフェクター細胞を活性化することを含む、方法。
６６．ＨＳＰＣまたは非Ｔエフェクター細胞によって発現される刺激分子を特異的に結合
するＥｎｄｏＣＢＭにＨＳＰＣまたは非Ｔエフェクター細胞を接触させることをさらに含
む実施形態６５の方法。
６７．ＥｎｄｏＣＢＭが、Ｎｏｔｃｈアゴニスト、アンギオポエチン様タンパク質、エリ
スロポエチン、線維芽細胞増殖因子－１（ＦＧＦ－１）；Ｆｌｔ－３リガンド（Ｆｌｔ－
３Ｌ）；顆粒球コロニー刺激因子（Ｇ－ＣＳＦ）；顆粒球／マクロファージコロニー刺激
因子（ＧＭ－ＣＳＦ）；インスリン増殖因子－２（ＩＦＧ－２）；インターロイキン－３
（ＩＬ－３）；インターロイキン－６（ＩＬ－６）；インターロイキン－７（ＩＬ－７）
；インターロイキン－１１（ＩＬ－１１）；幹細胞因子（ＳＣＦ）；及びトロンボポエチ
ン（ＴＰＯ）から選択される実施形態６５の方法。
６８．ＥｎｄｏＣＢＭが、ＳＣＦ、Ｆｌｔ－３Ｌ、ＴＰＯ、ＩＬ－６及びＩＬ－３である
実施形態６７の方法。
６９．ＥｘｏＣＢＭが、同族受容体、抗タグ抗体及び／または抗タグ－ｓｃＦｖである実
施形態６５～６８の方法。
７０．タグカセットが、アミノ酸配列Ｔｒｐ－Ｓｅｒ－Ｈｉｓ－Ｐｒｏ－Ｇｌｎ－Ｐｈｅ
－Ｇｌｕ－Ｌｙｓ（配列番号１１８）またはＴｒｐ－Ａｒｇ－Ｈｉｓ－Ｐｒｏ－Ｇｌｎ－
Ｐｈｅ－Ｇｌｙ－Ｇｌｙ（配列番号１３７）を有するＳｔｒｅｐタグである実施形態６５
～６９の方法。
７１．タグカセットを特異的に結合するＥｘｏＣＢＭがビオチン結合タンパク質または抗
Ｓｔｒｅｐタグ抗体である実施形態６５～７０の方法。
７２．ＥｘｏＣＢＭが固体表面に連結される実施形態６５～７１の方法。
７３．ＥｘｏＣＢＭが、平面、アガロース、樹脂、３Ｄ構造マトリクス、またはビーズに
連結される実施形態６５～７２の方法。
７４．ＥｘｏＣＢＭがマイクロビーズまたはナノビーズに連結される実施形態６５～７３
の方法。
７５．活性化することが試験管内、生体内または生体外で実施される実施形態６５～７４
の方法。
７６．実施形態１～５２のいずれか１つのＨＳＰＣまたは非Ｔエフェクター細胞の増殖を
促進する方法であって、ＨＳＰＣまたは非Ｔエフェクター細胞を（ｉ）ＨＳＰＣまたは非
Ｔエフェクター細胞によって発現されるタグカセットを特異的に結合するＥｘｏＣＢＭと
、（ｉｉ）ＨＳＰＣまたは非Ｔエフェクター細胞によって発現される刺激因子を特異的に
結合するＥｎｄｏＣＢＭとにＨＳＰＣまたは非Ｔエフェクター細胞の増殖を促進するのに
十分な時間、接触させることを含む、方法。
７７．ＥｎｄｏＣＢＭが、Ｎｏｔｃｈアゴニスト、アンギオポエチン様タンパク質、エリ
スロポエチン、線維芽細胞増殖因子－１（ＦＧＦ－１）；Ｆｌｔ－３リガンド（Ｆｌｔ－
３Ｌ）；顆粒球コロニー刺激因子（Ｇ－ＣＳＦ）；顆粒球／マクロファージコロニー刺激
因子（ＧＭ－ＣＳＦ）；インスリン増殖因子－２（ＩＦＧ－２）；インターロイキン－３
（ＩＬ－３）；インターロイキン－６（ＩＬ－６）；インターロイキン－７（ＩＬ－７）
；インターロイキン－１１（ＩＬ－１１）；幹細胞因子（ＳＣＦ）；及びトロンボポエチ
ン（ＴＰＯ）から選択される実施形態７６の方法。
７８．ＥｎｄｏＣＢＭが、ＳＣＦ、Ｆｌｔ－３Ｌ、ＴＰＯ、ＩＬ－６及びＩＬ－３である
実施形態７７の方法。
７９．ＥｘｏＣＢＭが、同族受容体、抗タグ抗体及び／または抗タグ－ｓｃＦｖである実
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施形態７６～７８の方法。
８０．タグカセットが、アミノ酸配列Ｔｒｐ－Ｓｅｒ－Ｈｉｓ－Ｐｒｏ－Ｇｌｎ－Ｐｈｅ
－Ｇｌｕ－Ｌｙｓ（配列番号１１８）またはＴｒｐ－Ａｒｇ－Ｈｉｓ－Ｐｒｏ－Ｇｌｎ－
Ｐｈｅ－Ｇｌｙ－Ｇｌｙ（配列番号１３７）を有するＳｔｒｅｐタグである実施形態７６
～７９の方法。
８１．タグカセットを特異的に結合するＥｘｏＣＢＭがビオチン結合タンパク質または抗
Ｓｔｒｅｐタグ抗体である実施形態７６～８０の方法。
８２．ＥｘｏＣＢＭが固体表面に連結される実施形態７６～８１の方法。
８３．ＥｘｏＣＢＭが、平面、アガロース、樹脂、３Ｄ構造マトリクス、またはビーズに
連結される実施形態７６～８２の方法。
８４．ＥｘｏＣＢＭがマイクロビーズまたはナノビーズに連結される実施形態７６～８３
の方法。
８５．活性化することが試験管内、生体内または生体外で実施される実施形態７６～８４
の方法。
８６．ＨＳＰＣまたは非Ｔエフェクター細胞を検出する方法であって、実施形態１～５２
のいずれか１つのＨＳＰＣまたは非Ｔエフェクター細胞を含む試料を、ＨＳＰＣまたは非
Ｔエフェクター細胞によって発現されるタグカセットを特異的に結合するＥｘｏＣＢＭに
接触させ、ＥｘｏＣＢＭは検出可能部分を含むことと、検出可能部分を含むＥｘｏＣＢＭ
の特異的な結合に基づいて試料におけるＨＳＰＣまたは非Ｔエフェクター細胞の存在を検
出することとを含む、方法。
８７．ＥｘｏＣＢＭが、同族受容体、抗タグ抗体及び／または抗タグ－ｓｃＦｖである実
施形態８６の方法。
８８．タグカセットが、アミノ酸配列Ｔｒｐ－Ｓｅｒ－Ｈｉｓ－Ｐｒｏ－Ｇｌｎ－Ｐｈｅ
－Ｇｌｕ－Ｌｙｓ（配列番号１１８）またはＴｒｐ－Ａｒｇ－Ｈｉｓ－Ｐｒｏ－Ｇｌｎ－
Ｐｈｅ－Ｇｌｙ－Ｇｌｙ（配列番号１３７）を有するＳｔｒｅｐタグである実施形態８６
または８７の方法。
８９．タグカセットを特異的に結合するＥｘｏＣＢＭがビオチン結合タンパク質または抗
Ｓｔｒｅｐタグ抗体である実施形態８６～８８の方法。
９０．ＥｘｏＣＢＭが固体表面に連結される実施形態８６～８９の方法。
９１．ＥｘｏＣＢＭが、平面、アガロース、樹脂、３Ｄ構造マトリクス、またはビーズに
連結される実施形態８６～９０の方法。
９２．ＥｘｏＣＢＭがマイクロビーズまたはナノビーズに連結される実施形態８６～９１
の方法。
９３．検出することが試験管内、生体内または生体外で実施される実施形態８６～９２の
方法。
９４．検出可能部分が蛍光マーカーである実施形態８６～９３の方法。
９５．検出可能部分がＡＰＣ、ＰＥ、パシフィックブルー、アレクサフルオル、またはＦ
ＩＴＣである実施形態８６～９４の方法。
９６．検出がフローサイトメトリーを用いて生じる実施形態８６～９５の方法。
９７．実施形態１～５２のいずれかのＨＳＰＣまたは非Ｔエフェクター細胞を濃縮するま
たは単離する方法であって、ＨＳＰＣまたは非Ｔエフェクター細胞を含む試料を、ＨＳＰ
Ｃまたは非Ｔエフェクター細胞によって発現されるタグカセットを特異的に結合するＥｘ
ｏＣＢＭに接触させることと、試料にてタグカセットを発現していない他の細胞からＨＳ
ＰＣまたは非Ｔエフェクター細胞を濃縮することまたは単離することとを含む、方法。
９８．ＥｘｏＣＢＭが、同族受容体、抗タグ抗体及び／または抗タグ－ｓｃＦｖである実
施形態９７の方法。
９９．タグカセットが、アミノ酸配列Ｔｒｐ－Ｓｅｒ－Ｈｉｓ－Ｐｒｏ－Ｇｌｎ－Ｐｈｅ
－Ｇｌｕ－Ｌｙｓ（配列番号１１８）またはＴｒｐ－Ａｒｇ－Ｈｉｓ－Ｐｒｏ－Ｇｌｎ－
Ｐｈｅ－Ｇｌｙ－Ｇｌｙ（配列番号１３７）を有するＳｔｒｅｐタグである実施形態９７
または９８の方法。
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１００．タグカセットを特異的に結合するＥｘｏＣＢＭがビオチン結合タンパク質または
抗Ｓｔｒｅｐタグ抗体である実施形態９７～９９の方法。
１０１．ＥｘｏＣＢＭが固体表面に連結される実施形態９～１００の方法。
１０２．ＥｘｏＣＢＭが、平面、アガロース、樹脂、３Ｄ構造マトリクス、またはビーズ
に連結される実施形態９７～１０１の方法。
１０３．ＥｘｏＣＢＭがマイクロビーズまたはナノビーズに連結される実施形態９７～１
０２の方法。
１０４．ＨＳＰＣまたは非Ｔエフェクター細胞が磁気カラムクロマトグラフィによって濃
縮されるまたは単離される実施形態９７～１０３の方法。
１０５．濃縮されたまたは単離されたＨＳＰＣまたは非Ｔエフェクター細胞によって発現
されるタグカセットを特異的に結合するＥｘｏＣＢＭにＨＳＰＣまたは非Ｔエフェクター
細胞を接触させ、ＥｘｏＣＢＭは検出可能部分を含むことと、検出可能部分を含むＥｘｏ
ＣＢＭの特異的な結合に基づいて試料におけるＨＳＰＣまたは非Ｔエフェクター細胞の存
在を検出することとによって、濃縮されたまたは単離されたＨＳＰＣまたは非Ｔエフェク
ター細胞を検出することを含む実施形態９７～１０４の方法。
１０６．検出可能部分が蛍光マーカーである実施形態１０５の方法。
１０７．検出可能部分がＡＰＣ、ＰＥ、パシフィックブルー、アレクサフルオル、または
ＦＩＴＣである実施形態１０５または１０６の方法。
１０８．検出がフローサイトメトリーを用いて生じる実施形態１０５～１０７の方法。
１０９．実施形態１～５２のいずれかのＨＳＰＣまたは非Ｔエフェクター細胞を枯渇させ
るまたは除去する方法であって、ＨＳＰＣまたは非Ｔエフェクター細胞を含む試料を、Ｈ
ＳＰＣまたは非Ｔエフェクター細胞によって発現されるタグカセットを特異的に結合する
ＥｘｏＣＢＭに接触させることを含み、その際、ＥｘｏＣＢＭのタグカセットへの結合が
タグカセットを発現しているＨＳＰＣまたは非Ｔエフェクター細胞の細胞死をもたらす、
方法。
１１０．ＥｘｏＣＢＭが二重特異性結合ドメインを含み、第１の結合ドメインがタグカセ
ットに対して特異的であり、第２の結合ドメインがＣＤ３に対して特異的である実施形態
１０９の方法。
１１１．ＥｘｏＣＢＭが細胞傷害剤、放射性同位元素または放射性金属剤を含む実施形態
１０９または１１０の方法。
１１２．ＥｘｏＣＢＭが、同族受容体、抗タグ抗体、抗タグｓｃＦｖ、またはその細胞表
面上に抗タグ結合ドメインを持つ細胞を含む実施形態１０９～１１１の方法。
１１３．タグカセットが、アミノ酸配列Ｔｒｐ－Ｓｅｒ－Ｈｉｓ－Ｐｒｏ－Ｇｌｎ－Ｐｈ
ｅ－Ｇｌｕ－Ｌｙｓ（配列番号１１８）またはＴｒｐ－Ａｒｇ－Ｈｉｓ－Ｐｒｏ－Ｇｌｎ
－Ｐｈｅ－Ｇｌｙ－Ｇｌｙ（配列番号１３７）を有するＳｔｒｅｐタグである実施形態１
０９～１１２の方法。
１１４．タグカセットを特異的に結合するＥｘｏＣＢＭがビオチン結合タンパク質または
抗Ｓｔｒｅｐタグ抗体である実施形態１０９～１１３の方法。
１１５．ＥｘｏＣＢＭが固体表面に連結される実施形態１０９～１１４の方法。
１１６．ＥｘｏＣＢＭが、平面、アガロース、樹脂、３Ｄ構造マトリクス、またはビーズ
に連結される実施形態１０９～１１５の方法。
１１７．ＥｘｏＣＢＭがマイクロビーズまたはナノビーズに連結される実施形態１０９～
１１６の方法。
１１８．投与された、実施形態１～５２のいずれかのＨＳＰＣまたは非Ｔエフェクター細
胞を追跡する方法であって、ＥｘｏＣＢＭが検出可能部分を含む、ＨＳＰＣまたは非Ｔエ
フェクター細胞によって発現されるタグカセットを特異的に結合するＥｘｏＣＢＭを対象
に投与することと、検出可能部分を含むＥｘｏＣＢＭの特異的な結合に基づいて対象内で
のＨＳＰＣまたは非Ｔエフェクター細胞の存在を検出することとを含む、方法。
１１９．ＨＳＰＣまたは非Ｔエフェクター細胞とＥｘｏＣＢＭとが同時に投与される実施
形態１１８の方法。
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１２０．ＨＳＰＣまたは非Ｔエフェクター細胞とＥｘｏＣＢＭとが組成物または製剤とし
て投与される実施形態１１８または１１９の方法。
１２１．ＥｘｏＣＢＭが、同族受容体、抗タグ抗体及び／または抗タグ－ｓｃＦｖである
実施形態１１８～１２０の方法。
１２２．タグカセットが、アミノ酸配列Ｔｒｐ－Ｓｅｒ－Ｈｉｓ－Ｐｒｏ－Ｇｌｎ－Ｐｈ
ｅ－Ｇｌｕ－Ｌｙｓ（配列番号１１８）またはＴｒｐ－Ａｒｇ－Ｈｉｓ－Ｐｒｏ－Ｇｌｎ
－Ｐｈｅ－Ｇｌｙ－Ｇｌｙ（配列番号１３７）を有するＳｔｒｅｐタグである実施形態１
１８～１２１の方法。
１２３．タグカセットを特異的に結合するＥｘｏＣＢＭがビオチン結合タンパク質または
抗Ｓｔｒｅｐタグ抗体である実施形態１１８～１２２の方法。
１２４．ＥｘｏＣＢＭが固体表面に連結される実施形態１１８～１２３の方法。
１２５．ＥｘｏＣＢＭが、平面、アガロース、樹脂、３Ｄ構造マトリクス、またはビーズ
に連結される実施形態１１８～１２４の方法。
１２６．ＥｘｏＣＢＭがマイクロビーズまたはナノビーズに連結される実施形態１１８～
１２５の方法。
１２７．検出可能部分が蛍光マーカーを含む実施形態１１８～１２６の方法。
１２８．検出可能部分がＡＰＣ、ＰＥ、パシフィックブルー、アレクサフルオル、または
ＦＩＴＣを含む実施形態１１８～１２７の方法。
１２９．検出可能部分が、磁気粒子、超常磁性イオン酸化物（ＳＰＩＯ）、フルオロデオ
キシグルコース（１８Ｆ）、蛍光化合物、またはそれらの組み合わせを含む実施形態１１
８～１２８の方法。
１３０．追跡することが、ＭＲＩ、ＰＥＴまたは近赤外線画像診断を含む実施形態１１８
～１２９の方法。
１３１．投与された、実施形態１～５２のいずれかのＨＳＰＣまたは非Ｔエフェクター細
胞を活性化する方法であって、対象に（ｉ）ＨＳＰＣまたは非Ｔエフェクター細胞によっ
て発現されるタグカセットを特異的に結合するＥｘｏＣＢＭと、（ｉｉ）ＨＳＰＣまたは
非Ｔエフェクター細胞によって発現される刺激因子を特異的に結合するＥｎｄｏＣＢＭと
を投与することを含み、その際、ＥｘｏＣＢＭとＥｎｄｏＣＢＭの特異的な結合がＨＳＰ
Ｃまたは非Ｔエフェクター細胞を生体内で活性化する、方法。
１３２．ＥｎｄｏＣＢＭが、Ｎｏｔｃｈアゴニスト、アンギオポエチン様タンパク質、エ
リスロポエチン、線維芽細胞増殖因子－１（ＦＧＦ－１）；Ｆｌｔ－３リガンド（Ｆｌｔ
－３Ｌ）；顆粒球コロニー刺激因子（Ｇ－ＣＳＦ）；顆粒球／マクロファージコロニー刺
激因子（ＧＭ－ＣＳＦ）；インスリン増殖因子－２（ＩＦＧ－２）；インターロイキン－
３（ＩＬ－３）；インターロイキン－６（ＩＬ－６）；インターロイキン－７（ＩＬ－７
）；インターロイキン－１１（ＩＬ－１１）；幹細胞因子（ＳＣＦ）；及びトロンボポエ
チン（ＴＰＯ）から選択される実施形態１３１の方法。
１３３．ＥｎｄｏＣＢＭが、ＳＣＦ、Ｆｌｔ－３Ｌ、ＴＰＯ、ＩＬ－６及びＩＬ－３であ
る実施形態１３２の方法。
１３４．ＨＳＰＣまたは非Ｔエフェクター細胞と、ＥｘｏＣＢＭと、ＥｎｄｏＣＢＭとが
同時に投与される実施形態１３１～１３３の方法。
１３５．ＨＳＰＣまたは非Ｔエフェクター細胞と、ＥｘｏＣＢＭと、ＥｎｄｏＣＢＭとが
組成物または製剤として投与される実施形態１３１～１３４の方法。
１３６．ＥｘｏＣＢＭが、同族受容体、抗タグ抗体及び／または抗タグｓｃＦｖである実
施形態１３１～１３５の方法。
１３７．タグカセットが、アミノ酸配列Ｔｒｐ－Ｓｅｒ－Ｈｉｓ－Ｐｒｏ－Ｇｌｎ－Ｐｈ
ｅ－Ｇｌｕ－Ｌｙｓ（配列番号１１８）またはＴｒｐ－Ａｒｇ－Ｈｉｓ－Ｐｒｏ－Ｇｌｎ
－Ｐｈｅ－Ｇｌｙ－Ｇｌｙ（配列番号１３７）を有するＳｔｒｅｐタグである実施形態１
３１～１３６の方法。
１３８．タグカセットを特異的に結合するＥｘｏＣＢＭがビオチン結合タンパク質または
抗Ｓｔｒｅｐタグ抗体である実施形態１３１～１３７の方法。
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１３９．投与された、実施形態１～５２のいずれかのＨＳＰＣまたは非Ｔエフェクター細
胞を枯渇させる方法であって、投与されたＨＳＰＣまたは非Ｔエフェクター細胞によって
発現されるタグカセットを特異的に結合するＥｘｏＣＢＭを投与することを含み、その際
、ＥｘｏＣＢＭのタグカセットへの結合がタグカセットを発現しているＨＳＰＣまたは非
Ｔエフェクター細胞の細胞死をもたらす、方法。
１４０．ＥｘｏＣＢＭが二重特異性結合ドメインを含み、第１の結合ドメインがタグカセ
ットに対して特異的であり、第２の結合ドメインがＣＤ３に対して特異的である実施形態
１３９の方法。
１４１．ＥｘｏＣＢＭが細胞傷害剤、放射性同位元素または放射性金属剤を含む実施形態
１３９または１４０の方法。
１４２．ＥｘｏＣＢＭが、同族受容体、抗タグ抗体、抗タグｓｃＦｖ、またはその細胞表
面上に抗タグ結合ドメインを持つ細胞を含む実施形態１３９～１４１の方法。
１４３．タグカセットが、アミノ酸配列Ｔｒｐ－Ｓｅｒ－Ｈｉｓ－Ｐｒｏ－Ｇｌｎ－Ｐｈ
ｅ－Ｇｌｕ－Ｌｙｓ（配列番号１１８）またはＴｒｐ－Ａｒｇ－Ｈｉｓ－Ｐｒｏ－Ｇｌｎ
－Ｐｈｅ－Ｇｌｙ－Ｇｌｙ（配列番号１３７）を有するＳｔｒｅｐタグである実施形態１
３９～１４２の方法。
１４４．タグカセットを特異的に結合するＥｘｏＣＢＭがビオチン結合タンパク質または
抗Ｓｔｒｅｐタグ抗体である実施形態１３９～１４３の方法。
１４５．ＥｘｏＣＢＭが固体表面に連結される実施形態１３９～１４４の方法。
１４６．ＥｘｏＣＢＭが、平面、アガロース、樹脂、３Ｄ構造マトリクス、またはビーズ
に連結される実施形態１３９～１４５の方法。
１４７．ＥｘｏＣＢＭがマイクロビーズまたはナノビーズに連結される実施形態１３９～
１４６の方法。
１４８．対象における状態を治療する方法であって、対象に治療上有効な量の実施形態１
～５２のいずれか１つのＨＳＰＣまたは非Ｔエフェクター細胞、治療上有効な量の実施形
態５３～５７、６３もしくは６４のいずれか１つの組成物、または治療上有効な量の実施
形態５８～６２のいずれか１つの製剤を投与し、それによって対象における状態を治療す
ることを含む、方法。
１４９．投与の前に対象との免疫学的適合が必要とされない実施形態１４８の方法。
１５０．対象が、再発した小児急性リンパ芽球性白血病患者である実施形態１４８または
１４９の方法。
１５１．方法がさらに、タグカセットを特異的に結合するＥｘｏＣＢＭを投与した後、対
象にてサイトカインのレベルをモニターすることを含む実施形態１４８～１５０の方法。
１５２．状態が、免疫不全症、汎血球減少症、好中球減少症、及び／または白血球減少症
である実施形態１４８～１５１の方法。
１５３．免疫不全症、汎血球減少症、好中球減少症、及び／または白血球減少症が、化学
療法、放射線療法、及び／またはＨＣＴのための骨髄機能廃絶計画及び／または急性イオ
ン化放射線照射のせいである実施形態１５２の方法。
１５４．状態が枯渇した免疫系である実施形態１４８～１５１の方法。
１５５．枯渇した免疫系が、ウイルス感染、微生物感染、寄生虫感染、腎疾患及び／また
は腎不全のせいで生じた実施形態１５４の方法。
１５６．枯渇した免疫系が、骨髄抑制または造血欠損を引き起こす薬剤への曝露のせいで
生じた実施形態１５４または１５５の方法。
１５７．枯渇した免疫系が、ペニシリン、ガンシクロビル、ダウノマイシン、メプロバメ
ート、アミノプリン、ジピロン、フェニトイン、カルバマゼピン、プロピルチオウラシル
、及び／またはメチマゾールへの曝露のせいで生じた実施形態１５４～１５６の方法。
１５８．枯渇した免疫系が、透析への曝露のせいで生じた実施形態１５４～１５７の方法
。
１５９．さらに、対象に遺伝子操作していないＨＳＰＣを投与することを含む実施形態１
４８～１５８の方法。
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１６０．実施形態１１８～１４７の方法のいずれかにしたがって、投与されたＨＳＰＣ及
び／または非Ｔエフェクター細胞を活性化すること、追跡することまたは枯渇させること
をさらに含む実施形態１４８～１５９の方法。
１６１．それを必要とする対象にて免疫系を再構成する方法であって、対象に治療上有効
な量の実施形態１～５２のいずれか１つのＨＳＰＣまたは非Ｔエフェクター細胞、治療上
有効な量の実施形態５３～５７、６３もしくは６４のいずれか１つの組成物、または治療
上有効な量の実施形態５８～６２のいずれか１つの製剤を投与し、それによって対象の免
疫系を再構成することを含む、方法。
１６２．投与の前に対象との免疫学的適合が必要とされない実施形態１６１の方法。
１６３．対象に治療上有効な量の実施形態１～５２のいずれか１つの遺伝子操作されたＨ
ＳＰＣ及び／または遺伝子操作された非Ｔエフェクター細胞を投与し、それにより癌細胞
を標的とすることによって、対象にて細胞マーカーを発現している癌細胞を標的とするこ
とをさらに含む実施形態１６１または１６２の方法。
１６４．癌細胞が、副腎癌、膀胱癌、血液癌、骨癌、脳腫瘍、乳癌、癌腫、子宮頸癌、結
腸癌、結腸直腸癌、子宮体癌、耳、鼻及び喉（ＥＮＴ）の癌、子宮内膜癌、食道癌、消化
器癌、頭頚部の癌、ホジキン病、腸癌、腎臓癌、喉頭癌、白血病、肝臓癌、リンパ節癌、
リンパ腫、肺癌、黒色腫、中皮腫、骨髄腫、鼻咽頭癌、神経芽細胞型、非ホジキンリンパ
腫、口腔癌、卵巣癌、膵臓癌、陰茎癌、咽頭癌、前立腺癌、直腸癌、肉腫、精上皮腫、皮
膚癌、胃癌、奇形腫、精巣癌、甲状腺癌、子宮癌、膣癌、血管腫瘍、及び／またはそれら
の転移に由来する実施形態１６３の方法。
１６５．癌細胞の細胞マーカー（複数可）が、Ａ３３；ＢＡＧＥ；Ｂｃｌ－２；β－カテ
ニン；Ｂ７Ｈ４；ＢＴＬＡ；ＣＡ１２５；ＣＡ１９－９；ＣＤ５；ＣＤ１９；ＣＤ２０；
ＣＤ２１；ＣＤ２２；ＣＤ３３；ＣＤ３７；ＣＤ４４ｖ６；ＣＤ４５；ＣＤ１２３；ＣＥ
Ａ；ＣＥＡＣＡＭ６；ｃ－Ｍｅｔ；ＣＳ－１；サイクリンＢ１；ＤＡＧＥ；ＥＢＮＡ；Ｅ
ＧＦＲ；エフリンＢ２；ＥｒｂＢ２；ＥｒｂＢ３；ＥｒｂＢ４；ＥｐｈＡ２；エストロゲ
ン受容体；ＦＡＰ；フェリチン；α－フェトプロテイン（ＡＦＰ）；ＦＬＴ１；ＦＬＴ４
；葉酸結合タンパク質；Ｆｒｉｚｚｌｅｄ；ＧＡＧＥ；Ｇ２５０；ＧＤ－２；ＧＨＲＨＲ
；ＧＨＲ；ＧＭ２；ｇｐ７５；ｇｐ１００（Ｐｍｅｌ１７）；ｇｐ１３０；ＨＬＡ；ＨＥ
Ｒ－２／ｎｅｕ；ＨＰＶ　Ｅ６；ＨＰＶＥ７；ｈＴＥＲＴ；ＨＶＥＭ；ＩＧＦ１Ｒ；ＩＬ
６Ｒ；ＫＤＲ；Ｋｉ－６７；ＬＩＦＲβ；ＬＲＰ；ＬＲＰ５；ＬＴβＲ；メソテリン；Ｏ
ＳＭＲβ；ｐ５３；ＰＤ１；ＰＤ－Ｌ１；ＰＤ－Ｌ２；ＰＲＡＭＥ；プロゲステロン受容
体；ＰＳＡ；ＰＳＭＡ；ＰＴＣＨ１；ＭＡＧＥ；ＭＡＲＴ；メソテリン；ＭＵＣ；ＭＵＣ
１；ＭＵＭ－１－Ｂ；ｍｙｃ；ＮＹＥＳＯ－１；ＲＡＮＫ；ｒａｓ；Ｒｏｂｏ１；ＲＯＲ
ｌ；サバイビン；ＴＣＲα；ＴＣＲβ；テネイシン；ＴＧＦＢＲ１；ＴＧＦＢＲ２；ＴＬ
Ｒ７；ＴＬＲ９；ＴＮＦＲ１；ＴＮＦＲ２；ＴＮＦＲＳＦ４；ＴＷＥＡＫ－Ｒ；ＴＳＴＡ
チロシナーゼ；ＶＥＧＦ；及びＷＴ１から選択される実施形態１６３の方法。
１６６．癌が白血病／リンパ腫であり、細胞マーカー（複数可）がＣＤ１９、ＣＤ２０、
ＣＤ２２、ＲＯＲ１、ＣＤ３３及びＷＴ１の１以上である；癌が多発性骨髄腫であり、細
胞マーカーがＢＣＭＡである；癌が前立腺癌であり、細胞マーカー（複数可）がＰＳＭＡ
、ＷＴ１、ＰＳＣＡ及びＳＶ４０Ｔの１以上である；癌が乳癌であり、細胞マーカー（複
数可）がＨＥＲ２、ＥＲＢＢ２及びＲＯＲ１の１以上である；癌が幹細胞癌であり、細胞
マーカーがＣＤ１３３である；癌が卵巣癌であり、細胞マーカー（複数可）がＬ１－ＣＡ
Ｍ、ＭＵＣ－ＣＤ、葉酸受容体、ルイスＹ、ＲＯＲ１、メソテリン及びＷＴ－１の１以上
である；癌が中皮腫であり、細胞マーカーがメソテリンである；癌が腎細胞癌であり、細
胞マーカーがＣＡＩＸである；癌が黒色腫であり、細胞マーカーがＧＤ２である；癌が膵
臓癌であり、細胞マーカー（複数可）がメソテリン、ＣＥＡ、ＣＤ２４及びＲＯＲ１の１
以上である；または癌が肺癌であり、細胞マーカーがＲＯＲ１である実施形態１６３の方
法。
１６７．癌細胞が、ＣＤ１９を発現している急性リンパ芽球性白血病細胞である実施形態
１６３の方法。
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１６８．癌が急性リンパ芽球性白血病であり、対象が小児患者である実施形態１６３の方
法。
１６９．実施形態１１８～１４７の方法のいずれかにしたがって、投与されたＨＳＰＣ及
び／または非Ｔエフェクター細胞を活性化すること、追跡すること、または枯渇させるこ
とをさらに含む実施形態１６３～１６８の方法。
１７０．ＣＤ１９を優先的に発現している細胞を破壊のために標的とする方法であって、
それを必要とする対象に治療上有効な量の遺伝子操作されたＨＳＰＣ及び／または遺伝子
操作された非Ｔエフェクター細胞を投与することを含み、その際、遺伝子操作された細胞
は、（ｉ）少なくとも１つのタグカセットとＣＤ１９リガンドの結合ドメインとを含む細
胞外成分と、（ｉｉ）エフェクタードメインを含む細胞内成分とを発現し、それによって
ＣＤ１９を優先的に発現している細胞を標的とし、破壊する、方法。
１７１．投与の前に対象との免疫学的適合が必要とされない実施形態１７０の方法。
１７２．ＣＤ１９を優先的に発現している細胞が急性リンパ芽球性白血病細胞である実施
形態１７０または１７１の方法。
１７３．対象が、再発した小児急性リンパ芽球性白血病患者である実施形態１７０～１７
２の方法。
１７４．少なくとも１つのタグカセットが、Ｓｔｒｅｐタグ、Ｈｉｓタグ、Ｆｌａｇタグ
、Ｘｐｒｅｓｓタグ、Ａｖｉタグ、カルモジュリンタグ、ポリグルタミン酸塩タグ、ＨＡ
タグ、Ｍｙｃタグ、Ｎｕｓタグ、Ｓタグ、Ｘタグ、ＳＢＰタグ、Ｓｏｆタグ、Ｖ５タグ、
ＣＢＰ、ＧＳＴ、ＭＢＰ、ＧＦＰ、チオレドキシンタグ、またはそれらの組み合わせであ
る、またはそれを含む実施形態１７０～１７３の方法。
１７５．少なくとも１つのタグカセットが、アミノ酸配列Ｔｒｐ－Ｓｅｒ－Ｈｉｓ－Ｐｒ
ｏ－Ｇｌｎ－Ｐｈｅ－Ｇｌｕ－Ｌｙｓ（配列番号１１８）またはＴｒｐ－Ａｒｇ－Ｈｉｓ
－Ｐｒｏ－Ｇｌｎ－Ｐｈｅ－Ｇｌｙ－Ｇｌｙ（配列番号１３７）を含むＳｔｒｅｐタグで
あるまたはそれを含む実施形態１７０～１７４の方法。
１７６．治療上有効な量のＨＳＰＣを対象に投与することによって対象にて免疫不全症、
汎血球減少症、好中球減少症、及び／または白血球減少症を治療することをさらに含む実
施形態１７０～１７５の方法。
１７７．免疫不全症、汎血球減少症、好中球減少症、及び／または白血球減少症が、化学
療法、放射線療法、及び／またはＨＣＴのための骨髄機能廃絶計画のせいである実施形態
１７６の方法。
１７８．実施形態１１８～１４７の方法のいずれかにしたがって、投与されたＨＳＰＣ及
び／または非Ｔエフェクター細胞を活性化すること、追跡すること、または枯渇させるこ
とをさらに含む実施形態１７０～１７７の方法。
１７９．対象にて癌細胞を標的とする方法であって、対象に由来する癌細胞上で優先的に
発現される少なくとも１つの細胞マーカーを特定することと、特定された少なくとも１つ
の細胞マーカーに基づいて、対象に治療上有効な量の実施形態１～５２のいずれか１つの
ＨＳＰＣまたは非Ｔエフェクター細胞、治療上有効な量の実施形態５３～５７、６３もし
くは６４のいずれか１つの組成物、または治療上有効な量の実施形態５８～６２のいずれ
か１つの製剤を投与することとを含む、方法。
１８０．実施形態５３～５７、６３もしくは６４のいずれか１つの組成物を含むキットで
あって、キットが、免疫学的適合がなくても組成物を対象に投与することができることを
通知する指示書を含む、キット。
１８１．実施形態５８～６２のいずれか１つの製剤を含むキットであって、キットが、免
疫学的適合がなくても製剤を対象に投与することができることを通知する指示書を含む、
キット。
１８２．実施形態５３～５７、６３もしくは６４のいずれか１つの組成物及び実施形態５
８～６２のいずれか１つの製剤を含むキットであって、キットが、免疫学的適合がなくて
も組成物または製剤を対象に投与することができることを通知する指示書を含む、キット
。
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【０２４２】
　以下の実施例及び例となる実施形態は、本開示の特定の実施形態を実証するように含め
られる。当業者は本開示の観点から、本明細書で開示されている具体的な実施形態に対し
て多数の変更を行うことができ、それは本開示の精神及び範囲から逸脱することなく類似
のまたは同様の結果をそれでもやはり得ることを理解するべきである。
【実施例】
【０２４３】
例となる実施形態
実施例１．
　ＣＤ１９－ＣＡＲとｈｕＥＧＦＲｔの選択／自殺構築物の協調的発現のための２つの第
３世代レンチウイルスベクターの設計及びｃＧＭＰ生成を行った。双方について、ＣＤ１
９特異的なＣＡＲと細胞内シグナル伝達ドメインを含有しない切り詰めたヒトＥＧＦＲタ
ンパク質であるｈｕＥＧＦＲｔとをコードするｃＧＭＰ条件下でのＳＩＮ水疱性口内炎ウ
イルスＧ（ＶＳＶ－Ｇ）偽型レンチウイルスベクターを開発した。ＣＤ１９に特異的なｓ
ｃＦｖＦｃ－ＣＤ３ζＣＤ２８　ＣＡＲとｈｕＥＧＦＲｔのベクターは、Ｕ３領域がＣＭ
Ｖプロモータで置き換えられているハイブリッド５’ＬＴＲと、シス作動性の調節性配列
がＵ３領域から完全に取り除かれている３’ＬＴＲを含有する。その結果、５’及び３’
のＬＴＲは双方とも、プロウイルスが生成され、染色体に組み込まれると不活化される。
ＣＤ１９ＣＡＲは、ヒトのＧＭＣＳＦＲα鎖のリーダー配列と、ＣＤ１９に特異的なマウ
スＩｇＧ１ｍＡｂ（ＦＭＣ６３）に由来するＶＬ及びＶＨの配列と、ヒトのＩｇＧ４重鎖
のＦｃ及びヒンジの領域と、ヒトＣＤ２８の膜貫通領域と、ＣＤ３ζ及びＣＤ２８の細胞
質ドメインとを含む。この構築物は、ＣＭＶプロモータがヒトＥＦ－１αプロモータと交
換された修飾されたｐＨＩＶ７にクローニングされた（図２９Ａ）。ベクターはＴ２Ａ要
素の使用を介してＣＤ１９ＣＡＲとｈｕＥＧＦＲｔのほぼ１：１の発現を可能にする。第
２は、表面発現を指示するためのヒトＧＭＣＳＦ受容体α鎖シグナル配列のＮ末端リーダ
ーペプチドと、ＩｇＧ１マウスモノクローナル抗体（ＦＭＣ６３）に由来するＣＤ１９に
特異的なｓｃＦｖと、ヒトＩｇＧ４のヒンジと、ヒトＣＤ２８の膜貫通領域と、ヒトＣＤ
３ζの細胞質尾部を伴った４－１ＢＢの共刺激要素とをコードするＣＤ１９に特異的なｓ
ｃＦｖ－４－１ＢＢ／ＣＤ３ζ　ＣＡＲ断片である（図２９Ｂ）。再び、ベクターはＴ２
Ａ要素の使用を介してＣＤ１９ＣＡＲとｈｕＥＧＦＲｔのほぼ１：１の発現を可能にする
。
【０２４４】
　ｈｕＥＧＦＲｔの発現は、形質導入効率の簡単な検査を可能にする第２の細胞表面マー
カーを提供する。ビオチン化されたアービタックスは細胞表面に発現されたｈｕＥＧＦＲ
ｔに結合し、フローサイトメトリーによる解析のための蛍光色素で標識することができる
。さらに、アービタックスの治療による臨床設定にてそれは自殺遺伝子として使用するこ
とができる。ＣＡＲの代わりにｅＧＦＰ伴う類似のベクターも生成した。ｈｕＥＧＦＲｔ
は、たとえば、ＳＴＲＥＰタグ（登録商標）ＩＩ（配列番号１１８）、Ｍｙｃタグ（配列
番号１１９）、Ｖ５タグ（配列番号１２０）、ＦＬＡＧ（登録商標）タグ（配列番号１２
１）、Ｈｉｓタグ、または本明細書で開示されているような他のペプチドもしくは分子の
ようなＥｘｏＣＢＭを結合しているタグカセットによって置き換えることができ、または
補完することができる。
【０２４５】
実施例２．ＣＢ　ＨＳＰＣのＮｏｔｃｈが介在する生体外の増殖は、十分に認容されてい
る臨床的に検証された細胞療法用の製品であり、ＨＬＡの一致がなくても即納で提供する
ことができ、ＨＣＴ及び強化化学療法の設定の双方で一時的な骨髄の生着を提供する。即
納の増殖させた単位は、＞８５人の対象に点滴されており、ＤＭＳＯに起因するアレルギ
ー反応の１例を除いて重篤な有害事象は指摘されていない。さらに、ＨＣＴの設定で１８
０日目を超える及び化学療法の設定での点滴後１４日を超える持続する生着は今までにな
い。
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【０２４６】
　方法。臍帯血／胎盤血の単位（複数可）を出産時のヒト（複数可）から採取した。採取
した血液を抗凝固剤と混合して凝固を防ぎ、保存した。増殖培養の予定した開始に先立っ
て、組織培養容器を先ず、４℃で一晩または３７℃で最低２時間、リン酸緩衝生理食塩水
（ＰＢＳ）における２．５μｇ／ｍｌのＤｅｌｔａ１ｅｘｔ－ＩｇＧと５μｇ／ｍｌのＲ
ＥＴＲＯＮＥＣＴＩＮ（登録商標）（組換えヒトフィブロネクチン断片）（Ｃｌｏｎｔｅ
ｃｈ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ，Ｉｎｃ．，Ｍａｄｉｓｏｎ，Ｗｌ）で被覆した。次い
でフラスコをＰＢＳで洗浄し、ＰＢＳ／２％ヒト血清アルブミン（ＨＳＡ）でブロックし
た。新鮮な臍帯血単位を赤血球溶解し、ＡＵＴＯＭＡＣＳ（登録商標）細胞分離システム
（Ｍｉｌｔｅｎｙｉ　Ｂｉｏｔｅｃ　ＧｍｂＨ，Ｇｌａｄｂａｃｈ，Ｇｅｒｍａｎｙ）を
用いてＣＤ３４＋細胞について選択するように処理した。濃縮の後、試料におけるＣＤ３
４＋細胞の比率は、濃縮の前の試料におけるＣＤ３４＋細胞の比率に比べて増加する。濃
縮したＣＤ３４＋細胞分画を最終培養培地に再浮遊したが、それは、ｒｈＩＬ－３（１０
ｎｇ／ｍｌ）とｒｈＩＬ－６（５０ｎｇ／ｍｌ）とｒｈＴＰＯ（５０ｎｇ／ｍｌ）とｒｈ
Ｆｌｔ－３Ｌ（５０ｎｇ／ｍｌ）とｒｈＳＣＦ（５０ｎｇ／ｍｌ）によって補完されたＳ
ＴＥＭＳＰＡＮ（商標）無血清増殖培地（ＳｔｅｍＣｅｌｌ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ
，Ｖａｎｃｏｕｖｅｒ，Ｂｒｉｔｉｓｈ　Ｃｏｌｕｍｂｉａ）から成る。
【０２４７】
　ＣＤ１９に特異的なｓｃＦｖＦｃ：ＣＤ２８：ζキメラ抗原受容体とｈｕＥＧＦＲｔ選
択自殺構築物との同時発現を指図するＳＩＮレンチウイルスベクターを、レンチウイルス
上清（ＭＯＩ３）と４μｇ／ｍｌの硫酸プロタミンと共に３２℃で８００×ｇにて４５分
間遠心することを介して、３または４日目のＮｏｔｃｈで増殖させたＣＢ幹細胞に形質導
入した。或いは、ＳＩＮレンチウイルスベクターは４－１ＢＢの共刺激をコードした（図
の短い説明を参照のこと）。潜在的なシグナル伝達能を持つＨＳＰＣ上でのＣＡＲの発現
の懸念のために、放射線照射したＬＣＬを１：１の比で培養７日目に加えて抗原刺激を提
供した。ｈｕＥＧＦＲｔは、たとえば、ＳＴＲＥＰタグ（登録商標）ＩＩ（配列番号１１
８）、Ｍｙｃタグ（配列番号１１９）、Ｖ５タグ（配列番号１２０）、ＦＬＡＧ（登録商
標）タグ（配列番号１２１）、Ｈｉｓタグ、または本明細書で開示されているような他の
ペプチドもしくは分子のようなＥｘｏＣＢＭを結合しているタグカセットによって置き換
えることができ、または補完することができる。
【０２４８】
　増殖培養の終了時、ＮＫ細胞及び好中球はいまだに未成熟である。溶解能を完全に評価
するために、培養方法を工夫して成熟性を高めた。ＮＫ細胞については、培養のさらに１
週間、ヒト血清、５０Ｕ／ｍＬのＩＬ－２及び５００ｎｇ／ｍＬのＩＬ－１５で補完され
たＲＰＭＩ培地またはヒト血清、Ｌ－グルタミン、５０Ｕ／ｍＬのＩＬ－２及び５００ｎ
ｇ／ｍＬのＩＬ－１５で補完されたＲＰＭＩ培地に培養物を入れ替えた。
【０２４９】
　ＮＯＤ／ＳＣＩＤ　ＩＬ２Ｒヌル（ＮＯＧ）マウスモデルを用いて増殖させたＣＢ細胞
の生着を評価した。半致死量の放射線照射を受けた後、マウスは増殖させたＣＢ細胞を確
実に生着させることができる。形質導入した増殖させたＣＢ細胞による生着を見るために
、線形加速装置によって３２５ｃＧｙの線量にてＮＯＧマウスに放射線照射し、Ｄｅｌｔ
ａ－１ｅｘｔ－ＩｇＧで培養したＣＤ３４＋ＣＢ細胞１０，０００～３０，０００個から
生成された子孫細胞を尾静脈注射を介して注入した。
【０２５０】
結果。形質導入効率は１０％から＞５０％に及び、ＣＤ３４＋細胞とＣＤ３４－細胞の間
では一般に同等の形質導入があった。コピー数の解析は、検証されたリアルタイム定量Ｐ
ＣＲ解析によって決定されたように１～４コピー／細胞を明らかにしたが、それは臨床遺
伝子治療の細胞製品に対するＦＤＡの要件に合致する。
【０２５１】
　Ｎｏｔｃｈリガンドで培養したＣＤ３４＋ＣＢ細胞は種々の細胞型を含有し、それは免
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疫表現型検査に基づいて特定することができる。ＣＤ１９ＣＡＲレンチウイルスによって
形質導入した培養物を同じ臍帯血単位に由来する形質導入しなかった培養物と比べたとこ
ろ、回収時点の最終的な免疫表現型検査、またはＣＤ３４の増殖倍率及びＴＮＣの増殖倍
率を含む培養における細胞の増殖全体に関して有意な差異は検出されていない。
【０２５２】
　導入遺伝子の発現は１４日での最終的な培養の表現型には影響を与えなかったが、導入
遺伝子の発現は細胞のサブセットすべてに見られ、培養期間にわたって相対的に安定であ
ると思われる。
【０２５３】
　細胞培養物をＣＤ１９＋ＬＣＬに曝露して抗原への曝露が培養物に対して悪影響を引き
起こすかどうかを判定する追加の実験を行った。７日目の培養物に対して１：１の比で放
射線照射したＬＣＬを加えることは厄介な結末を有さず、実際、形質導入した及び形質導
入しなかった培養物の双方にて増殖及び生存率を高めた。ＬＣＬがＣＡＲ＋集団を増やす
とは思われなかったということは、抗原はＣＡＲを発現している未成熟細胞の増殖を高め
ないことを示唆している。さらに、導入遺伝子は最終製品の細胞の表現型サブセットのす
べてで同等に検出されている。これらの結果のグラフでの説明については、図３０Ａ、３
０Ｂ、３１、３２及び３３を参照のこと。
【０２５４】
　ＣＤ１９ＣＡＲの発現を介してＣＤ１９に遭遇する際のエフェクター機能の導入は、操
作されたＣＢ　ＨＳＰＣ細胞の最終的な抗癌（たとえば、抗白血病）活性にとって重要で
ある。分化培養条件はＮＫ細胞の増加を生じた（図３４）。ＣＤ５６＋細胞の分画を選別
し、Ｋ５６２及びＬＣＬの標的細胞によるＣＲＡで使用した。予想どおり、形質導入しな
かった細胞及び形質導入した細胞は双方ともＫ５６２を殺傷することができ、ＬＣＬも双
方によって殺傷されたが、ＬＣＬの溶解はＣＡＲの発現を介して有意に増強された。さら
に詳しくは、ＣＤ１９－ＣＡＲを発現しているＮＫ細胞は形質導入しなかったＮＫ細胞に
比べて高い細胞傷害活性を有した（５０％対３０％）のに対して双方はＫ５６２標的を同
等に殺傷した（７５％対８０％）。図３５を参照のこと。
【０２５５】
　増殖させたＣＢ細胞を移植した場合ＮＯＧモデルは、移植後４～５週目ころから始まっ
てＣＤ１９＋細胞の大きな集団の発生をもたらした。形質導入した細胞の早期の生着には
影響はなかったが、形質導入しなかった細胞に比べてＣＤ１９ＣＡＲを発現している細胞
を移植したマウスではＣＤ１９の生着で実質的な低下があり、ＣＤ１９集団が生着細胞の
＞２０％だったということは抗ＣＤ１９活性を示している。放射線照射し、３週目で開始
して週当たり３回皮下に注射したＮＳ０－ＩＬ１５分泌細胞を用いてＮＫ細胞集団を増や
し、高いエフェクター機能を提供した。この効果は生体内でのＣＤ５６＋細胞の量を高め
る。図３６及び３７を参照のこと。
【０２５６】
　データは、ＣＤ１９に特異的なＣＡＲを発現させるための不動化されたＤｅｌｔａ１ｅ

ｘｔ－ＩｇＧの存在下での培養の間の増殖させたＣＢ細胞の形質導入は、増殖の質及び量
に対してもマウスモデルにおけるその再構成能に対しても検出できる影響を有さないこと
を示している。これらの結果は、臍帯血移植に対する移植片対癌（たとえば、白血病）効
果を操作する方法として有望である。さらに、万能供血者の増殖させたＣＢ　ＨＳＰＣへ
のＣＤ１９ＣＡＲの形質導入は、治療を臨床的に必要とする対象、たとえば、再発または
持続ＭＲＤの対象の特定の直後（たとえば、投与の前に免疫学的適合を必要としない）に
与えられる抗ＣＤ１９細胞製剤の点滴を可能にする。同時に抗ＣＤ１９活性を操作しなが
ら、培養全体にも生体内での生着能にも影響を与えることなく、Ｎｏｔｃｈリガンドにて
増殖させたＣＤ３４＋臍帯血細胞の確実な形質導入が実証されている。増殖させた臍帯血
細胞は即納物としてすでに臨床的に使用されているので、記載されている実施例であるＨ
ＬＡ非一致細胞療法は、自己Ｔ細胞製剤を得ることができず、操作することができなくて
も患者が免疫療法を受けることを可能にする即納細胞療法としての追加の用途を示してい
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る。
【０２５７】
　示されるように、本開示の実践は、特に示されない限り、当該技術の普通の技量の範囲
内でのウイルス学、微生物学、分子生物学、及び組換えＤＮＡ技法の従来の方法を採用す
ることができる。そのような技法は、文献にて完全に説明されている；たとえば、そのそ
れぞれが、それに関するその教示について参照によって本明細書に組み入れられるＳａｍ
ｂｒｏｏｋ，ｅｔ　ａｌ．，“Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ：Ａ　Ｌａｂｏｒａ
ｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ（Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｅｄｉｔｉｏｎ）”；ＤＮＡ　Ｃｌｏｎｉｎ
ｇ：Ａ　Ｐｒａｃｔｉｃａｌ　Ａｐｐｒｏａｃｈ，ｖｏｌ．Ｉ　＆　ＩＩ（Ｄ．Ｇｌｏｖ
ｅｒ，ｅｄ．）；Ｏｌｉｇｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ　Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ（Ｎ．Ｇａｉｔ
，ｅｄ．，Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｅｄｉｔｉｏｎ）；Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄ　Ｈｙｂｒｉ
ｄｉｚａｔｉｏｎ（Ｂ．Ｈａｍｅｓ　＆　Ｓ．Ｈｉｇｇｉｎｓ，ｅｄｓ．，Ｃｕｒｒｅｎ
ｔ　Ｅｄｉｔｉｏｎ）；Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ　ａｎｄ　Ｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎ
（Ｂ．Ｈａｍｅｓ　＆　Ｓ．Ｈｉｇｇｉｎｓ，ｅｄｓ．，Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｅｄｉｔｉｏ
ｎ）；ＣＲＣ　Ｈａｎｄｂｏｏｋ　ｏｆ　Ｐａｒｖｏｖｉｒｕｓｅｓ，ｖｏｌ．Ｉ　＆　
ＩＩ（Ｐ．Ｔｉｊｅｓｓｅｎ，ｅｄ．）；Ｆｕｎｄａｍｅｎｔａｌ　Ｖｉｒｏｌｏｇｙ，
２ｎｄ　Ｅｄｉｔｉｏｎ，ｖｏｌ．Ｉ　＆　ＩＩ（Ｂ．Ｎ．Ｆｉｅｌｄｓ　ａｎｄ　Ｄ．
Ｍ．Ｋｎｉｐｅ，ｅｄｓ．）を参照のこと。
【０２５８】
　当業者によって理解されるように、本明細書で開示されている各実施形態は、その特定
の述べられた要素、工程、成分または構成成分を含むことができ、それから本質的に成る
ことができ、または成ることができる。「ｉｎｃｌｕｄｅｓ」または「ｉｎｃｌｕｄｉｎ
ｇ」は「ｃｏｍｐｒｉｓｅｓ、ｃｏｎｓｉｓｔｓ　ｅｓｓｅｎｔｉａｌｌｙ　ｏｆ、また
はｃｏｎｓｉｓｔｓ　ｏｆ」を意味する。移行用語「ｃｏｍｐｒｉｓｅ」または「ｃｏｍ
ｐｒｉｓｅｓ」はｉｎｃｌｕｄｅを意味するが、多量でさえ未特定の要素、工程、成分ま
たは構成成分の包含に限定されず、それを可能にする。移行句「ｃｏｎｓｉｓｔｉｎｇ　
ｏｆ」は特定されていないどんな要素、工程、成分または構成成分も排除する。移行句「
ｃｏｎｓｉｓｔｉｎｇ　ｅｓｓｅｎｔｉａｌｌｙ　ｏｆ」は実施形態の範囲を特定された
要素、工程、成分または構成成分及び実施形態に実質的に影響を及ぼさないものに限定す
る。重大な影響は、（ｉ）対象にて抗癌効果を作り出す細胞投与の有効性での統計的に有
意な低下、及び／または（ｉｉ）対象の免疫系を再構成する細胞投与の有効性での統計的
に有意な低下を生じることになる。
【０２５９】
　特に指示されない限り、明細書及びクレームで使用される成分、分子量のような特性、
反応条件等の量を表す数はすべて、すべての例で用語「約」によって修飾されると理解さ
れるべきである。したがって、それとは反対に示されない限り、明細書及び添付のクレー
ムで述べられている数的パラメータは本発明によって得られるように求められる所望の特
性に応じて変化してもよい近似値である。少なくとも、及びクレームの範囲に同等の原理
の適用を限定する試みとしてではなく、そのような数的パラメータは、報告された有意な
数字の数の観点で、及び普通の四捨五入法を適用することによって少なくとも解釈される
べきである。さらなる明瞭さが必要とされる場合、用語「約」は、述べられた数値または
範囲と併せて使用される場合、当業者によって合理的にそれと見なされる意味、すなわち
、述べられた値または範囲よりも幾分多いまたは幾分少ないを示す、述べられた値の±２
０％；述べられた値の±１９％；述べられた値の±１８％；述べられた値の±１７％；述
べられた値の±１６％；述べられた値の±１５％；述べられた値の±１４％；述べられた
値の±１３％；述べられた値の±１２％；述べられた値の±１１％；述べられた値の±１
０％；述べられた値の±９％；述べられた値の±８％；述べられた値の±７％；述べられ
た値の±６％；述べられた値の±５％；述べられた値の±４％；述べられた値の±３％；
述べられた値の±２％；または述べられた値の±１％の範囲の範囲内と見なされる意味を
有する。
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【０２６０】
　本発明の広い範囲を述べている数的な範囲及びパラメータが近似値であるにもかかわら
ず、具体的な実施例で述べられる数値は出来るだけ正確に報告される。しかしながら、任
意の数値は、その各試験測定で見いだされる標準偏差から必然的に生じる特定の誤差を本
質的に含有する。
【０２６１】
　本発明の記載の文脈で（特に以下のクレームの文脈で）使用される用語「ａ」、「ａｎ
」、「ｔｈｅ」及び類似の指示対象は、本明細書で特に指示されない限り、または文脈に
よって明瞭に否定されない限り、単数及び複数の双方を網羅するように解釈されるべきで
ある。本明細書での値の範囲の引用は、範囲の中に入る各別々の値を個々に参照する簡単
な方法として役立つように単に意図される。本明細書で特に指示されない限り、各個々の
値はそれが個々に本明細書で引用されたかのように明細書に組み込まれる。本明細書に記
載されている方法はすべて、本明細書で特に指示されない限り、または文脈によって明瞭
に否定されない限り、好適な順序で実施することができる。本明細書で提供されている実
施例のいずれか及びすべて、または例となる文体（たとえば、「たとえば」）の使用は、
本発明をさらに良好に明らかにするように単に意図され、さもなければ請求される本発明
の範囲に対する限定を提示するものではない。本明細書における文体は、本発明の実践に
必須である請求されない要素を示すと解釈されるべきではない。
【０２６２】
　本明細書で開示されている本発明の代替の要素または実施形態のグループ分けは限定と
して解釈されるべきではない。各群のメンバーは、個々に、または群の他のメンバーもし
くは本明細書で見いだされる他の要素と組み合わせて参照されてもよく、且つ請求されて
もよい。群の１以上のメンバーが好都合及び／または特許性の理由で群に含められてもよ
いし、または群から削除されてもよいことが予測される。そのような包含または削除が生
じる場合、明細書は、修正されたような群を含有すると見なされるので、添付のクレーム
で使用されるマーカッシュ群すべての書面による記載を満たす。
【０２６３】
　本発明を実施するための本発明者らに知られる最良の方法を含む本発明の特定の実施形
態が本明細書に記載されている。当然、前述の記載を読む際、これらの記載された実施形
態における変化が当業者に明らかになるであろう。本発明者らは、技量のある熟練者が適
宜そのような発明を採用することを期待し、本発明者らは本明細書に具体的に記載されて
いる以外に実践される発明を意図する。したがって、本発明は、適用法令によって許容さ
れるような本明細書に添付されるクレームにて引用されている主題の改変及び同等物のす
べてを包含する。さらに、考えられるその変化のすべてにおける上述の要素の任意の組み
合わせは、本明細書で特に指示されない限り、または文脈によって明瞭に否定されない限
り、本発明によって包含される。
【０２６４】
　さらに、本明細書全体を通して多数の参照が、書籍、雑誌の論文、論文、特許、印刷さ
れた出版物等に対して行われている（まとめて「参照」）。上記で引用された参照のそれ
ぞれはその引用された教示について参照によって個々に本明細書に組み入れられる。
【０２６５】
　最後に、本明細書で開示されている本発明の実施形態は本発明の原理の説明に役に立つ
ことが理解されるべきである。採用されてもよい他の改変は本発明の範囲の中にある。し
たがって、限定ではなく例として、本明細書の教示にしたがって、本発明の代替の構成が
利用されてもよい。したがって、本発明は正確に示され、記載されるようなものに限定さ
れない。
【０２６６】
　本明細書で示される事項は、本発明の好まれる実施形態の説明に役立つ議論の例として
の、及びそれを目的とするだけのものであり、本発明の種々の実施形態の原理及び概念的
態様の最も有用で且つ容易に理解される記載であると考えられるものを提供するという大
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義名分のもとで提示される。この点で、本発明の基本的な理解、本発明の幾つかの形態が
実践にてどのように具体化されてもよいかを当業者に明らかにする図面及び／または実施
例と共に理解される記載の基本的な理解に必要なものより詳細に本発明の構造的詳細を示
す試みは行われない。
【０２６７】
　本開示で使用されている定義及び説明は、以下の実施例にて明瞭に且つ曖昧さを残さず
に改変されない限り、または意味の適用が構成を無意味にするまたは本質的に無意味にす
る場合、将来の構成の管理であることにし、且つそれを意図する。用語の構成がそれを無
意味にするまたは本質的に無意味にする場合、定義は、Ｗｅｂｓｔｅｒ’ｓ　Ｄｉｃｔｉ
ｏｎａｒｙ　３ｒｄ　Ｅｄｉｔｉｏｎ、またはＯｘｆｏｒｄ　Ｄｉｃｔｉｏｎａｒｙ　ｏ
ｆ　Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ　ａｎｄ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ（Ｅｄ．
Ａｎｔｈｏｎｙ　Ｓｍｉｔｈ，Ｏｘｆｏｒｄ　Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ　Ｐｒｅｓｓ，Ｏｘ
ｆｏｒｄ，２００４）のような当業者に既知の辞書から解釈されるべきである。

【図１】 【図２－１】



(81) JP 6985934 B2 2021.12.22

【図２－２】 【図２－３】

【図３Ａ】

【図３Ｂ】

【図４】



(82) JP 6985934 B2 2021.12.22

【図５】 【図６】

【図７】

【図８】

【図９－１】



(83) JP 6985934 B2 2021.12.22

【図９－２】 【図９－３】

【図９－４】 【図１０】



(84) JP 6985934 B2 2021.12.22

【図１１－１】 【図１１－２】

【図１１－３】 【図１１－４】



(85) JP 6985934 B2 2021.12.22

【図１２】 【図１３－１】

【図１３－２】 【図１３－３】



(86) JP 6985934 B2 2021.12.22

【図１３－４】 【図１４】

【図１５－１】 【図１５－２】



(87) JP 6985934 B2 2021.12.22

【図１５－３】 【図１５－４】

【図１６】 【図１７－１】



(88) JP 6985934 B2 2021.12.22

【図１７－２】 【図１７－３】

【図１７－４】 【図１８】



(89) JP 6985934 B2 2021.12.22

【図１９－１】 【図１９－２】

【図１９－３】 【図１９－４】



(90) JP 6985934 B2 2021.12.22

【図２０】 【図２１】

【図２２】 【図２３】



(91) JP 6985934 B2 2021.12.22

【図２４－１】 【図２４－２】

【図２５】

【図２６Ａ】

【図２６Ｂ】

【図２７Ａ】

【図２７Ｂ】

【図２８】



(92) JP 6985934 B2 2021.12.22

【図２９Ａ】 【図２９Ｂ】

【図３０Ａ】

【図３０Ｂ】

【図３１－１】



(93) JP 6985934 B2 2021.12.22

【図３１－２】 【図３２－１】

【図３２－２】 【図３３】



(94) JP 6985934 B2 2021.12.22

【図３４】 【図３５】

【図３６】 【図３７】



(95) JP 6985934 B2 2021.12.22

【図３８Ａ】

【図３８Ｂ】

【図３８Ｃ】

【図３８Ｄ】

【図３８Ｅ】

【図３８Ｆ】

【図３８Ｇ】

【図３８Ｈ】

【図３９Ａ】

【図３９Ｂ】

【図３９Ｃ】

【図３９Ｄ】

【図３９Ｅ】

【図３９Ｆ】

【図３９Ｇ】

【図３９Ｈ】

【図３９Ｉ】

【図３９Ｊ】



(96) JP 6985934 B2 2021.12.22

【図３９Ｋ】

【図３９Ｌ】

【図３９Ｍ】

【図３９Ｎ】

【図３９Ｏ】

【図３９Ｐ】

【図３９Ｑ】

【図３９Ｒ】

【図３９Ｓ】

【図３９Ｔ】

【図３９Ｕ】

【図３９Ｖ】

【図３９Ｗ】

【図３９Ｘ】

【図３９Ｙ】

【図３９Ｚ】

【図３９ＡＡ】

【図３９ＢＢ】

【図３９ＣＣ】

【図３９ＤＤ】



(97) JP 6985934 B2 2021.12.22

【図３９ＥＥ】

【図３９ＦＦ】

【図３９ＧＧ】

【図３９ＨＨ】

【図３９ＩＩ】

【配列表】
0006985934000001.app



(98) JP 6985934 B2 2021.12.22

10

フロントページの続き

(72)発明者  リデル，スタンリー・アール
            アメリカ合衆国、ワシントン・９８１０９、シアトル、フェアビュー・アベニュー・ノース・１１
            ００、ジェイ・２－３０２

    審査官  川合　理恵

(56)参考文献  国際公開第２０１２／１３６２３１（ＷＯ，Ａ１）　　
              J. Immunol., 2015, Vol. 194, pp. 3201-3212
              Mol. Ther., 2014, Vol. 22, Suppl. 1, S164
              Clin. Cancer Res., 2014, Vol. 20, No. 16, pp. 4262-4273
              Blood, 2011, Vol. 118, No. 5, pp. 1255-1263
              Hum. Gene Ther., 2013, Vol. 24, pp. 824-839

(58)調査した分野(Int.Cl.，ＤＢ名)
              Ｃ１２Ｎ　　１５／００－１５／９０
              ＪＳＴＰｌｕｓ／ＪＭＥＤＰｌｕｓ／ＪＳＴ７５８０（ＪＤｒｅａｍＩＩＩ）
              ＣＡｐｌｕｓ／ＭＥＤＬＩＮＥ／ＥＭＢＡＳＥ／ＢＩＯＳＩＳ（ＳＴＮ）


	biblio-graphic-data
	claims
	description
	drawings
	reference-file-article
	overflow

