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(57)【要約】
本技術は、概して、組換えT細胞受容体（TCR）ライブラ
リーを作製するための組成物および方法、ならびにその
治療的使用方法に関する。本技術の組成物および方法は
、がんおよびウイルス感染症のための個別化標的療法と
しての、抗原特異的TCRレパートリーの迅速な単離に有
用である。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　（a）ベクターバックボーン；ならびに
　（b）（i）TCRαポリペプチドをコードする第1のポリヌクレオチド、およびTCRβポリ
ペプチドをコードする第2のポリヌクレオチド；または
　　　（ii）TCRγポリペプチドをコードする第1のポリヌクレオチド、およびTCRδポリ
ペプチドをコードする第2のポリヌクレオチド
を含む、組換えT細胞受容体（TCR）ライブラリーベクターであって、
　第1のポリヌクレオチドおよび第2のポリヌクレオチドが、同族ペアであり、かつ第1の
ポリヌクレオチドおよび第2のポリヌクレオチドが、区画に存在する単一の溶解されたT細
胞から単離されたmRNAに由来している、前記ベクター。
【請求項２】
　前記単一の溶解されたT細胞のmRNAが、mRNA捕捉試薬または逆転写PCR（RT-PCR）を用い
て単離される、請求項1記載のベクター。
【請求項３】
　第1のポリヌクレオチドと第2のポリヌクレオチドとが、任意でリンカーポリヌクレオチ
ドを介して、機能的に連結され、かつ任意で、第1のポリヌクレオチドと第2のポリヌクレ
オチドとが、T細胞mRNAの逆転写およびPCR増幅によって機能的に連結されている、請求項
2記載のベクター。
【請求項４】
　第1のポリヌクレオチドおよび第2のポリヌクレオチドが、TCR遺伝子において天然に見
出される標的制限エンドヌクレアーゼ部位での切断によって、ベクターバックボーン中に
クローニングされている、請求項1記載のベクター。
【請求項５】
　標的制限エンドヌクレアーゼ部位が、低頻度でTCR遺伝子中に存在している、請求項4記
載のベクター。
【請求項６】
　第1のポリヌクレオチドおよび第2のポリヌクレオチドが、表7または表8に記載される少
なくとも1つの標的制限エンドヌクレアーゼ部位を組み込むように変更されている、請求
項4記載のベクター。
【請求項７】
　前記標的制限エンドヌクレアーゼ部位が、サイレント変異を含む、請求項4記載のベク
ター。
【請求項８】
　前記mRNA捕捉試薬が、ポリ(dT)でコーティングされたビーズ、オリゴヌクレオチドでコ
ーティングされたビーズ、ヒドロゲルビーズ、およびマイクロアレイウェルの表面上のプ
リントされたオリゴからなる群より選択される、請求項2記載のベクター。
【請求項９】
　前記区画が、エマルジョン滴またはウェルである、請求項1記載のベクター。
【請求項１０】
　前記ウェルが、プリントされたポリマースライド、プラスチックプレート、マイクロタ
イタープレート、またはゲルに位置する、請求項9記載のベクター。
【請求項１１】
　前記区画が、5 nL以下の体積を有する、請求項1記載のベクター。
【請求項１２】
　第1のポリヌクレオチドおよび/または第2のポリヌクレオチドに機能的に連結された発
現調節エレメントをコードする少なくとも1つのポリヌクレオチドをさらに含む、請求項1
記載のベクター。
【請求項１３】
　前記発現調節エレメントが、プロモーター、p2A配列、およびIRES配列からなる群より
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選択される、請求項12記載のベクター。
【請求項１４】
　前記プロモーターが、EF1αプロモーターまたはCMVプロモーターである、請求項13記載
のベクター。
【請求項１５】
　前記発現調節エレメントをコードするポリヌクレオチドが、第1のポリヌクレオチドと
第2のポリヌクレオチドとの間に位置する、請求項12記載のベクター。
【請求項１６】
　環状化されている、請求項1記載のベクター。
【請求項１７】
　前記発現調節エレメントのベクター中への組込みの前に環状化されている、請求項12記
載のベクター。
【請求項１８】
　前記発現調節エレメントのベクター中への組込みの後に環状化されている、請求項12記
載のベクター。
【請求項１９】
　前記発現調節エレメントが、プロトスペーサー隣接モチーフ（PAM）の近くに組み込ま
れている、請求項12記載のベクター。
【請求項２０】
　前記発現調節エレメントが、制限酵素またはTALENから選択されるDNA修飾酵素を用いて
、ベクター中に組み込まれている、請求項12記載のベクター。
【請求項２１】
　第1のポリヌクレオチドおよび第2のポリヌクレオチドのうちの少なくとも1つに連結さ
れたトランスポゾンをコードする1つまたは複数のポリヌクレオチドをさらに含む、請求
項1記載のベクター。
【請求項２２】
　検出可能なマーカーをコードするポリヌクレオチドをさらに含む、請求項1記載のベク
ター。
【請求項２３】
　選択可能なマーカーをコードするポリヌクレオチドをさらに含む、請求項1記載のベク
ター。
【請求項２４】
　第1のポリヌクレオチドおよび第2のポリヌクレオチドの発現および/または活性化を調
節するためのスイッチ機構をコードするポリヌクレオチドをさらに含む、請求項1記載の
ベクター。
【請求項２５】
　Kozakコンセンサス配列またはエンハンサーをコードするポリヌクレオチドをさらに含
む、請求項1記載のベクター。
【請求項２６】
　前記ベクターバックボーンが、レトロウイルスベクターバックボーン、レンチウイルス
ベクターバックボーン、アデノウイルスベクターバックボーン、およびアデノ随伴ウイル
スベクターバックボーンからなる群より選択される、請求項1記載のベクター。
【請求項２７】
　標的細胞または疾患抗原に対する結合特異性を有するTCRをコードする、請求項1記載の
ベクター。
【請求項２８】
　前記標的細胞が、がん細胞またはウイルスに感染した細胞であり、任意で、該標的細胞
が対象から単離された、請求項27記載のベクター。
【請求項２９】
　前記疾患抗原が、ウイルス抗原または腫瘍抗原であり、任意で、該抗原が抗原:MHC複合
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体中にロードされる、請求項27記載のベクター。
【請求項３０】
　前記疾患抗原が、アデノウイルス、CMV、コロナウイルス、コクサッキーウイルス、デ
ングウイルス、エプスタイン-バーウイルス（EBV）、エンテロウイルス71（EV71）、エボ
ラウイルス、A型肝炎（HAV）、B型肝炎（HBV）、サイトメガロウイルス（CMV）、C型肝炎
（HCV）、D型肝炎（HDV）、E型肝炎（HEV）、ヒト免疫不全ウイルス（HIV）、ヒトパピロ
ーマウイルス（HPV）、単純ヘルペスウイルス（HSV）、ヒトTリンパ球向性ウイルス（HTL
V）、A型インフルエンザウイルス、B型インフルエンザウイルス、日本脳炎、白血病ウイ
ルス、麻疹ウイルス、伝染性軟属腫、オルフウイルス、パルボウイルス、狂犬病ウイルス
、呼吸器合胞体ウイルス、リフトバレー熱ウイルス、風疹ウイルス、ロタウイルス、ダニ
媒介性脳炎（TBEV）、サル免疫不全ウイルス、タバコエッチウイルス（TEV）、水痘帯状
疱疹ウイルス、疱瘡、西ナイルウイルス、ジカウイルス、およびチクングニアウイルスか
らなる群より選択されるウイルスに由来するウイルス抗原である、請求項29記載のベクタ
ー。
【請求項３１】
　前記疾患抗原が、CD45、グリピカン-3、IGF2B3、カリクレイン4、KIF20A、レングシン
（Lengsin）、メロエ（Meloe）、ムチン5AC（MUC5AC）、サバイビン、サイクリン-A1、MA
GE-A1、MAGE-C1、MAGE-C2、SSX2、XAGE1b/GAGED2A、CD19、CD20、CD22、CD52、上皮成長
因子受容体（EGFR）、ヒト上皮成長因子受容体2（HER2）、腫瘍壊死因子受容体スーパー
ファミリー、メンバー10a（TRAILR1）、核内因子κB活性化受容体リガンド（RANKL）、イ
ンスリン様増殖因子1受容体（IGF1R）、上皮細胞接着分子（EpCAM）、およびがん胎児性
抗原（CEA）からなる群より選択される腫瘍抗原である、請求項29記載のベクター。
【請求項３２】
　請求項1～31のいずれか一項記載のベクターを含む、組換え細胞であって、任意で、細
菌細胞、哺乳動物細胞、または酵母細胞である、前記組換え細胞。
【請求項３３】
　請求項1～31のいずれか一項記載の複数のベクターを含む、組換えTCRベクターライブラ
リー。
【請求項３４】
　前記複数のベクターが、TCRレパートリーを含む、請求項33記載の組換えTCRベクターラ
イブラリー。
【請求項３５】
　前記複数のベクターにおける各ベクターが、TCRクローン優勢度、インビトロアッセイ
由来のTCR濃縮特性、TCR結合特異性、TCR Vセグメント配列、TCR Dセグメント配列、TCR 
Jセグメント配列、TCR遺伝子モチーフ、および/またはCDR3遺伝子モチーフのうちの1つま
たは複数の特性に基づいて選択されている、請求項33記載の組換えTCRベクターライブラ
リー。
【請求項３６】
　第1のポリヌクレオチドおよび第2のポリヌクレオチドの核酸シーケンシングによって特
徴決定されている、請求項33記載の組換えTCRベクターライブラリー。
【請求項３７】
　請求項1～31のいずれか一項記載のベクターを含む、単離された免疫細胞。
【請求項３８】
　造血幹細胞、造血前駆細胞、T細胞、またはナチュラルキラー（NK）細胞である、請求
項37記載の単離された免疫細胞。
【請求項３９】
　請求項1～31のいずれか一項記載のベクターまたは請求項33～36のいずれか一項記載の
ベクターライブラリーを含む、細胞集団。
【請求項４０】
　造血幹細胞、造血前駆細胞、T細胞、および/またはNK細胞を含む、請求項39記載の細胞
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集団。
【請求項４１】
　請求項33～36のいずれか一項記載のベクターライブラリーで、細胞の集団を形質転換す
る工程を含む、組換えTCRライブラリーを調製するための方法。
【請求項４２】
　前記細胞が、造血幹細胞、造血前駆細胞、T細胞、またはNK細胞である、請求項41記載
の方法。
【請求項４３】
　標的細胞に対する特異的結合についてライブラリーをスクリーニングする工程をさらに
含む、請求項41記載の方法。
【請求項４４】
　前記標的細胞が、がん細胞またはウイルスに感染した細胞であり、任意で、該細胞が対
象から単離された、請求項43記載の方法。
【請求項４５】
　抗原:MHC複合体に対する特異的結合についてライブラリーをスクリーニングする工程を
さらに含む、請求項41記載の方法。
【請求項４６】
　前記抗原:MHC複合体の抗原が、アデノウイルス、CMV、コロナウイルス、コクサッキー
ウイルス、デングウイルス、エプスタイン-バーウイルス（EBV）、エンテロウイルス71（
EV71）、エボラウイルス、A型肝炎（HAV）、B型肝炎（HBV）、サイトメガロウイルス（CM
V）、C型肝炎（HCV）、D型肝炎（HDV）、E型肝炎（HEV）、ヒト免疫不全ウイルス（HIV）
、ヒトパピローマウイルス（HPV）、単純ヘルペスウイルス（HSV）、ヒトTリンパ球向性
ウイルス（HTLV）、A型インフルエンザウイルス、B型インフルエンザウイルス、日本脳炎
、白血病ウイルス、麻疹ウイルス、伝染性軟属腫、オルフウイルス、パルボウイルス、狂
犬病ウイルス、呼吸器合胞体ウイルス、リフトバレー熱ウイルス、風疹ウイルス、ロタウ
イルス、ダニ媒介性脳炎（TBEV）、サル免疫不全ウイルス、タバコエッチウイルス（TEV
）、水痘帯状疱疹ウイルス、疱瘡、西ナイルウイルス、ジカウイルス、およびチクングニ
アウイルスからなる群より選択されるウイルスに由来するウイルス抗原である、請求項45
記載の方法。
【請求項４７】
　前記抗原:MHC複合体の抗原が、CD45、グリピカン-3、IGF2B3、カリクレイン4、KIF20A
、レングシン、メロエ、ムチン5AC（MUC5AC）、サバイビン、サイクリン-A1、MAGE-A1、M
AGE-C1、MAGE-C2、SSX2、XAGE1b/GAGED2A、CD19、CD20、CD22、CD52、EGFR、HER2、TRAIL
R1、RANKL、IGF1R、EpCAM、およびCEAからなる群より選択される腫瘍抗原である、請求項
45記載の方法。
【請求項４８】
　T細胞表現型マーカーについてライブラリーをスクリーニングする工程をさらに含む、
請求項41記載の方法。
【請求項４９】
　共培養系における活性についてライブラリーをスクリーニングする工程であって、該共
培養系が、
　（a）がん細胞株；
　（b）公知のウイルスに感染した複数の細胞；
　（c）がん患者から単離された複数の腫瘍細胞；
　（d）不死化細胞株；または
　（e）患者組織生検に由来する複数の細胞
のうちの少なくとも1つを含む、前記工程
をさらに含む、請求項41記載の方法。
【請求項５０】
　形質転換された細胞の集団のインビトロ活性化をさらに含む、請求項41記載の方法。
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【請求項５１】
　前記インビトロ活性化が、抗CD3抗体、抗CD8抗体、抗CD27抗体、IL-2、IL-4、IL-21、
抗PD1抗体、抗CTLA4抗体、腫瘍細胞溶解物、ウイルス感染細胞との細胞共培養、および腫
瘍細胞株のうちの1つまたは複数の刺激物質を用いて行われる、請求項50記載の方法。
【請求項５２】
　転写因子をコードするポリヌクレオチドで、細胞の集団を形質転換する工程をさらに含
む、請求項41記載の方法。
【請求項５３】
　前記転写因子が、FOXP3、BLIMP-1、Ikaros、Helios、およびTGF-βからなる群より選択
される、請求項52記載の方法。
【請求項５４】
　TCRクローン優勢度、インビトロアッセイ由来のTCR濃縮特性、TCR結合特異性、TCR Vセ
グメント配列、TCR Dセグメント配列、TCR Jセグメント配列、TCR遺伝子モチーフ、およ
び/またはCDR3遺伝子モチーフのうちの1つまたは複数の特性に基づいて、組換えTCRライ
ブラリーに含めるために個々のベクターを選択する工程をさらに含む、請求項41記載の方
法。
【請求項５５】
　前記選択が、合成に由来するTCRライブラリーを生成するために、定義された比で個々
のベクターを混合することを含む、請求項54記載の方法。
【請求項５６】
　請求項41記載の方法によって調製された、組換えTCRライブラリー。
【請求項５７】
　請求項56記載の組換えTCRライブラリーと担体とを含む、組成物。
【請求項５８】
　前記担体が、薬学的に許容される担体である、請求項57記載の組成物。
【請求項５９】
　対象に対する請求項56記載の組換えTCRライブラリーまたは請求項57もしくは58記載の
組成物の有効量を、対象に投与する工程を含む、処置の必要がある対象を処置する方法。
【請求項６０】
　対象に対する請求項56記載の組換えTCRライブラリーまたは請求項57もしくは58記載の
組成物の有効量を、対象に投与する工程を含む、がんの処置の必要がある対象においてが
んを処置する方法。
【請求項６１】
　前記がんが、急性リンパ芽球性白血病（ALL）；急性骨髄性白血病（AML）；副腎皮質癌
；AIDS関連がん；肛門がん；虫垂がん；星状細胞腫；非定型奇形腫様/ラブドイド腫瘍、
脳腫瘍；皮膚の基底細胞癌；胆管がん；膀胱がん；骨がん；乳がん；気管支腫瘍；バーキ
ットリンパ腫；カルチノイド腫瘍（胃腸）；胚細胞腫瘍；原発性CNSリンパ腫；子宮頚が
ん；胆管細胞癌；脊索腫；慢性リンパ球性白血病（CLL）；慢性骨髄性白血病（CML）；慢
性骨髄増殖性新生物；大腸がん；頭蓋咽頭腫；皮膚T細胞リンパ腫；非浸潤性乳管癌（DCI
S）；子宮内膜がん；上衣腫；食道がん；感覚神経芽腫；頭蓋外胚細胞腫瘍；性腺外胚細
胞腫瘍；眼がん；眼球内黒色腫；網膜芽腫；卵管がん；悪性の骨の線維性組織球腫、およ
び骨肉腫；胆嚢がん；胃（gastric）がん；消化管カルチノイド腫瘍；消化管間質腫瘍（G
IST）；胚細胞腫瘍；妊娠性絨毛性疾患；毛様細胞白血病；頭頚部がん；心臓腫瘍；肝細
胞がん；ランゲルハンス細胞組織球症；ホジキンリンパ腫；下咽頭がん；眼球内黒色腫；
膵島細胞腫瘍、膵神経内分泌腫瘍；腎臓がん；喉頭がん；白血病；口唇および口腔（oral
 cavity）がん；肝臓がん；肺がん；リンパ腫；男性乳がん；骨の悪性線維性組織球腫お
よび骨肉腫；黒色腫；メルケル細胞癌；中皮腫；転移性がん；口腔（mouth）がん；多発
性内分泌腫瘍症候群；多発性骨髄腫/形質細胞新生物；菌状息肉腫；慢性の骨髄異形成症
候群、骨髄増殖性新生物；鼻咽頭がん；神経芽腫；非ホジキンリンパ腫；非小細胞肺がん
；口腔（oral）がん、口咽頭がん；骨肉腫；卵巣がん；膵臓がん；膵神経内分泌腫瘍；乳
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頭腫症；傍神経節腫；副鼻腔がん；副甲状腺がん；咽頭がん；褐色細胞腫；下垂体腫瘍；
胸膜肺芽腫；前立腺がん；直腸がん；再発がん；腎細胞がん；網膜芽腫；横紋筋肉腫；唾
液腺がん；肉腫；ユーイング肉腫；カポジ肉腫；骨肉腫；子宮肉腫；セザリー症候群；皮
膚がん；小細胞肺がん；小腸がん；軟部組織肉腫；皮膚の扁平上皮癌；頸部扁平上皮がん
；胃（stomach）がん；T細胞リンパ腫；精巣がん；咽喉がん；鼻咽頭がん；下咽頭がん；
胸腺癌；甲状腺がん；尿道がん；子宮がん；膣がん；血管腫瘍；外陰部がん；またはウィ
ルムス腫瘍である、請求項60記載の方法。
【請求項６２】
　対象に対する請求項56記載の組換えTCRライブラリーまたは請求項57もしくは58記載の
組成物の有効量を、対象に投与する工程を含む、腫瘍成長の阻害の必要がある対象におい
て腫瘍成長を阻害する方法。
【請求項６３】
　前記腫瘍が固形腫瘍である、請求項62記載の方法。
【請求項６４】
　対象に対する請求項56記載の組換えTCRライブラリーまたは請求項57もしくは58記載の
組成物の有効量を、対象に投与する工程を含む、ウイルス感染症の処置の必要がある対象
においてウイルス感染症を処置する方法。
【請求項６５】
　前記ウイルス感染症が、アデノウイルス、CMV、コロナウイルス、コクサッキーウイル
ス、デングウイルス、エプスタイン-バーウイルス（EBV）、エンテロウイルス71（EV71）
、エボラウイルス、A型肝炎（HAV）、B型肝炎（HBV）、サイトメガロウイルス（CMV）、C
型肝炎（HCV）、D型肝炎（HDV）、E型肝炎（HEV）、ヒト免疫不全ウイルス（HIV）、ヒト
パピローマウイルス（HPV）、単純ヘルペスウイルス（HSV）、ヒトTリンパ球向性ウイル
ス（HTLV）、A型インフルエンザウイルス、B型インフルエンザウイルス、日本脳炎、白血
病ウイルス、麻疹ウイルス、伝染性軟属腫、オルフウイルス、パルボウイルス、狂犬病ウ
イルス、呼吸器合胞体ウイルス、リフトバレー熱ウイルス、風疹ウイルス、ロタウイルス
、ダニ媒介性脳炎（TBEV）、サル免疫不全ウイルス、タバコエッチウイルス（TEV）、水
痘帯状疱疹ウイルス、疱瘡、西ナイルウイルス、ジカウイルス、およびチクングニアウイ
ルスからなる群より選択されるウイルスによって引き起こされる、請求項64記載の方法。
【請求項６６】
　請求項56記載の組換えTCRライブラリーまたは請求項57もしくは58記載の組成物の第2の
用量を、対象に投与する工程をさらに含む、請求項59～65のいずれか一項記載の方法。
【請求項６７】
　前記組換えTCRライブラリーが、処置される対象にとって自己由来または同種異系であ
る細胞を含む、請求項59～66のいずれか一項記載の方法。
【請求項６８】
　前記対象が、ヒト、動物、非ヒト霊長類、イヌ、ネコ、ヒツジ、マウス、ウマ、または
ウシである、請求項59～67のいずれか一項記載の方法。
【請求項６９】
　前記対象がヒトである、請求項68記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
関連出願の相互参照
　本出願は、2018年3月1日に出願された米国特許仮出願第62/637,240号の恩典および優先
権を主張し、その内容は、全体が参照により本明細書に組み入れられる。
【０００２】
米国政府の支援
　本発明は、National Institutes of Healthによって授与されたGM103418の下で、政府
の支援で行われた。政府は、本発明においてある一定の権利を有する。
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【０００３】
配列表
　本出願は、ASCII形式で電子的に提出されており、かつその全体が参照により本明細書
に組み入れられる、配列表を含有している。2019年2月25日に作成された該ASCIIコピーは
、104434-0179_SL.txtという名称であり、サイズが206,931バイトである。
【０００４】
技術の分野
　本技術は、概して、細胞治療としてのT細胞受容体をコードする単一T細胞からの遺伝子
のハイスループットの単離および操作の方法、T細胞ライブラリーの組成物、ならびにそ
の治療的使用の方法に関する。
【背景技術】
【０００５】
背景
　以下の説明は、読者の理解を補助するために提供される。提供される情報または引用さ
れる参照文献のいずれも、本方法に対する先行技術であると認められない。
【０００６】
　ヒトは、適応免疫系の主要な構成要素を提供する何千ものT細胞受容体を有し、T細胞受
容体応答は、ウイルス感染症、がん、および自己免疫を含む疾患からの防御に対して重要
な貢献を提供することが実証されている。しかし、T細胞受容体応答を処置にトランスレ
ートする（translate）ための方法が、トランスレーショナル療法に実用的である規模で
完全には解明されていないため、分子的に定義されたT細胞受容体療法は、臨床ケアに対
して限られた影響を与えている。現在の方法は、ロースループットのT細胞受容体同定技
術、T細胞受容体のクローニングのための煩雑な実践、およびT細胞ライブラリーの細胞状
態を指示する限定された能力に依拠している。
【０００７】
　特にがんの処置のために、細胞治療用の薬としてのT細胞受容体応答の迅速な技術移転
のための方法を確立することが、必要である。本技術は、一部、がんの臨床的処置または
予防のために適応免疫に対するTCRレパートリーの寄与を活用することによって、この必
要に対処する。
【発明の概要】
【０００８】
概要
　本技術は、概して、組換えTCRライブラリーを作製するための新規の組成物および方法
、ならびにその治療的使用の方法に関する。本技術の組成物および方法は、がんおよびウ
イルス感染症のための個別化標的療法の開発用の、抗原特異的TCRレパートリーの迅速な
単離に有用である。
【０００９】
　したがって、1つの局面において、本技術は、（a）ベクターバックボーン；ならびに（
b）TCRαポリペプチドをコードする第1のポリヌクレオチド、およびTCRβポリペプチドを
コードする第2のポリヌクレオチド；または（b）TCRγポリペプチドをコードする第1のポ
リヌクレオチド、およびTCRδポリペプチドをコードする第2のポリヌクレオチドを含む、
組換えT細胞受容体（TCR）ライブラリーベクターであって；第1のポリヌクレオチドおよ
び第2のポリヌクレオチドが、同族ペアであり、かつ第1のポリヌクレオチドおよび第2の
ポリヌクレオチドが、区画に存在する単一の溶解されたT細胞から単離されたmRNAに由来
している、前記ベクターを提供する。いくつかの態様において、単一の溶解されたT細胞
のmRNAは、mRNA捕捉試薬または逆転写PCR（RT-PCR）を用いて単離される。追加的にまた
は代替的に、いくつかの態様において、単一の溶解されたT細胞の内容物を含有する区画
は、マイクロウェル（例えば、96ウェルプレート内のマイクロウェル）または小滴である
。
【００１０】
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　ベクターのいくつかの態様において、第1のポリヌクレオチドと第2のポリヌクレオチド
とは、任意でリンカーポリヌクレオチドを介して、機能的に連結されている。ベクターの
いくつかの態様において、第1のポリヌクレオチドと第2のポリヌクレオチドとは、捕捉さ
れたT細胞mRNAの逆転写およびPCR増幅によって、機能的に連結されている。ベクターのい
くつかの態様において、第1のポリヌクレオチドおよび第2のポリヌクレオチドは、TCR遺
伝子において天然に見出される標的制限エンドヌクレアーゼ部位での切断によって、ベク
ターバックボーン中にクローニングされている。ある特定の態様において、標的制限エン
ドヌクレアーゼ部位は、低頻度でTCR遺伝子中に存在している。いくつかの態様において
、第1のポリヌクレオチドおよび第2のポリヌクレオチドは、表7または表8に記載される少
なくとも1つの標的制限エンドヌクレアーゼ部位を組み込むように変更されている。ある
特定の態様において、標的制限エンドヌクレアーゼ部位は、サイレント変異を含む。
【００１１】
　ベクターのある特定の態様において、mRNA捕捉試薬は、ポリ(dT)でコーティングされた
ビーズ、オリゴヌクレオチドでコーティングされたビーズ、ヒドロゲルビーズ、およびマ
イクロアレイウェルの表面上のプリントされたオリゴからなる群より選択される。いくつ
かの態様において、区画は、エマルジョン滴またはウェルである。ある特定の態様におい
て、ウェルは、プリントされたポリマースライド、プラスチックプレート、マイクロタイ
タープレート、またはゲルに位置する。いくつかの態様において、区画の体積は、5 nL以
下である。
【００１２】
　ベクターのある特定の態様において、ベクターは、第1のポリヌクレオチドおよび/また
は第2のポリヌクレオチドに機能的に連結された発現調節エレメントをコードする、少な
くとも1つのポリヌクレオチドをさらに含む。いくつかの態様において、発現調節エレメ
ントは、プロモーター、p2a配列、およびIRES配列からなる群より選択される。特定の態
様において、プロモーターは、EF1αプロモーターまたはCMVプロモーターである。ある特
定の態様において、発現調節エレメントをコードするポリヌクレオチドは、第1のポリヌ
クレオチドと第2のポリヌクレオチドとの間に位置する。
【００１３】
　ベクターのいくつかの態様において、ベクターは環状化されている。いくつかの態様に
おいて、ベクターは、発現調節エレメントのベクター中への組込みの前に環状化されてい
る。他の態様において、ベクターは、発現調節エレメントのベクター中への組込みの後に
環状化されている。いくつかの態様において、ベクターは、直鎖状である（例えば、環状
化されていない）。
【００１４】
　ベクターのある特定の態様において、発現調節エレメントは、プロトスペーサー隣接モ
チーフ（PAM）の近くに組み込まれている。他の態様において、発現調節エレメントは、
制限酵素またはTALENから選択されるDNA修飾酵素を用いて、ベクター中に組み込まれてい
る。他の態様において、ベクターは、第1のポリヌクレオチドおよび第2のポリヌクレオチ
ドのうちの少なくとも1つに機能的に連結されたトランスポゾンをコードする、1つまたは
複数のポリヌクレオチドをさらに含む。
【００１５】
　ベクターのいくつかの態様において、ベクターは、検出可能なマーカーをコードするポ
リヌクレオチド、選択可能なマーカーをコードするポリヌクレオチド、第1のポリヌクレ
オチドおよび第2のポリヌクレオチドの発現および/または活性化を調節するためのスイッ
チ機構をコードするポリヌクレオチド、ならびにKozakコンセンサス配列またはエンハン
サーをコードするポリヌクレオチドのうちの1つまたは複数をさらに含む。
【００１６】
　ベクターのある特定の態様において、ベクターバックボーンは、レトロウイルスベクタ
ーバックボーン、レンチウイルスベクターバックボーン、アデノウイルスベクターバック
ボーン、およびアデノ随伴ウイルスベクターバックボーンからなる群より選択される。あ
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る特定の態様において、ベクターは、CRISPR/Cas9組込みのための直鎖状DNAを含んでもよ
い。ある特定の態様において、ベクターは、リコンビナーゼ酵素を用いて宿主中に組み込
まれ得るDNAを含んでもよい。いくつかの態様において、ベクターは、トランスポザーゼ
酵素を用いて宿主中に組み込まれ得るDNAを含んでもよい。
【００１７】
　ベクターのいくつかの態様において、コードされるT細胞受容体（例えば、TCRαβまた
はTCRγδ）は、疾患抗原または標的細胞に対して反応性である。ある特定の態様におい
て、疾患抗原は、アデノウイルス、CMV、コロナウイルス、コクサッキーウイルス、デン
グウイルス、エプスタイン-バーウイルス（EBV）、エンテロウイルス71（EV71）、エボラ
ウイルス、A型肝炎（HAV）、B型肝炎（HBV）、サイトメガロウイルス（CMV）、C型肝炎（
HCV）、D型肝炎（HDV）、E型肝炎（HEV）、ヒト免疫不全ウイルス（HIV）、ヒトパピロー
マウイルス（HPV）、単純ヘルペスウイルス（HSV）、ヒトTリンパ球向性ウイルス（HTLV
）、A型インフルエンザウイルス、B型インフルエンザウイルス、日本脳炎、白血病ウイル
ス、麻疹ウイルス、伝染性軟属腫、オルフウイルス、パルボウイルス、狂犬病ウイルス、
呼吸器合胞体ウイルス、リフトバレー熱ウイルス、風疹ウイルス、ロタウイルス、ダニ媒
介性脳炎（TBEV）、サル免疫不全ウイルス、タバコエッチウイルス（TEV）、水痘帯状疱
疹ウイルス、疱瘡、西ナイルウイルス、ジカウイルス、およびチクングニアウイルスから
なる群より選択されるウイルスに由来するウイルス抗原である。他の態様において、疾患
抗原は、CD45、グリピカン-3、IGF2B3、カリクレイン4、KIF20A、レングシン（Lengsin）
、メロエ（Meloe）、ムチン5AC（MUC5AC）、サバイビン、サイクリン-A1、MAGE-A1、MAGE
-C1、MAGE-C2、SSX2、XAGE1b/GAGED2A、CD19、CD20、CD22、CD52、上皮成長因子受容体（
EGFR）、ヒト上皮成長因子受容体2（HER2）、腫瘍壊死因子受容体スーパーファミリー、
メンバー10a（TRAILR1）、核内因子κB活性化受容体リガンド（RANKL）、インスリン様増
殖因子1受容体（IGF1R）、上皮細胞接着分子（EpCAM）、およびがん胎児性抗原（CEA）か
らなる群より選択される腫瘍抗原である。
【００１８】
　別の局面において、本技術は、ベクターを含む組換え細胞であって、該ベクターが、（
a）ベクターバックボーン；ならびに（b）TCRαポリペプチドをコードする第1のポリヌク
レオチド、およびTCRβポリペプチドをコードする第2のポリヌクレオチド；または（b）T
CRγポリペプチドをコードする第1のポリヌクレオチド、およびTCRδポリペプチドをコー
ドする第2のポリヌクレオチドを含み；第1のポリヌクレオチドおよび第2のポリヌクレオ
チドが、同族ペアであり、かつ第1のポリヌクレオチドおよび第2のポリヌクレオチドが、
区画における単一の溶解されたT細胞のmRNAに由来している、前記組換え細胞を提供する
。いくつかの態様において、単一の溶解されたT細胞のmRNAは、区画においてmRNA捕捉試
薬を用いて単離され、任意で、組換え細胞は、細菌細胞、哺乳動物細胞、または酵母細胞
である。他の態様において、ペアのT細胞受容体ポリペプチドをコードするポリヌクレオ
チドは、mRNA捕捉試薬の使用を伴わずに、単一細胞に由来している。追加的にまたは代替
的に、いくつかの態様において、単一の溶解されたT細胞の内容物を含有する区画は、マ
イクロウェル（例えば、96ウェルプレート内のマイクロウェル）または小滴である。
【００１９】
　1つの局面において、本技術は、（a）ベクターバックボーン；ならびに（b）TCRαポリ
ペプチドをコードする第1のポリヌクレオチド、およびTCRβポリペプチドをコードする第
2のポリヌクレオチド；または（b）TCRγポリペプチドをコードする第1のポリヌクレオチ
ド、およびTCRδポリペプチドをコードする第2のポリヌクレオチドを各々が含む複数のベ
クターを含む、組換えTCRベクターライブラリーであって；第1のポリヌクレオチドおよび
第2のポリヌクレオチドが、同族ペアであり、かつ第1のポリヌクレオチドおよび第2のポ
リヌクレオチドが、区画においてmRNA捕捉試薬によって捕捉された単一の溶解されたT細
胞のmRNAに由来している、前記組換えTCRベクターライブラリーを提供する。いくつかの
態様において、複数のベクターは、TCRレパートリーを含む。いくつかの態様において、T
CRベクターライブラリーにおける個々のベクターは、TCRクローン優勢度、インビトロア
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ッセイ由来のTCR濃縮特性、TCR結合特異性、TCR Vセグメント配列、TCR Dセグメント配列
、TCR Jセグメント配列、TCR遺伝子モチーフ、および/またはCDR3遺伝子モチーフのうち
の1つまたは複数の特性に基づいて、TCRライブラリーに含めるために選択された。いくつ
かの態様において、ライブラリーにおける個々のベクターは、合成に由来するTCRライブ
ラリーを生成するために、定義された比で混合される。
【００２０】
　別の局面において、本技術は、（a）ベクターバックボーン；ならびに（b）TCRαポリ
ペプチドをコードする第1のポリヌクレオチド、およびTCRβポリペプチドをコードする第
2のポリヌクレオチド；または（b）TCRγポリペプチドをコードする第1のポリヌクレオチ
ド、およびTCRδポリペプチドをコードする第2のポリヌクレオチドを含む、単離された免
疫細胞であって；第1のポリヌクレオチドおよび第2のポリヌクレオチドが、同族ペアであ
り、かつ第1のポリヌクレオチドおよび第2のポリヌクレオチドが、区画においてmRNA捕捉
試薬によって捕捉された単一の溶解されたT細胞のmRNAに由来している、前記単離された
免疫細胞を提供する。いくつかの態様において、免疫細胞は、造血幹細胞、造血前駆細胞
、T細胞、またはナチュラルキラー（NK）細胞である。
【００２１】
　1つの局面において、本技術は、（a）ベクターバックボーン；ならびに（b）TCRαポリ
ペプチドをコードする第1のポリヌクレオチド、およびTCRβポリペプチドをコードする第
2のポリヌクレオチド；または（b）TCRγポリペプチドをコードする第1のポリヌクレオチ
ド、およびTCRδポリペプチドをコードする第2のポリヌクレオチドを各々が含む複数のベ
クターを含む、組換えTCRベクターライブラリーを含む細胞集団であって；第1のポリヌク
レオチドおよび第2のポリヌクレオチドが、同族ペアであり、かつ第1のポリヌクレオチド
および第2のポリヌクレオチドが、区画における単一の溶解されたT細胞のmRNAに由来して
いる、前記細胞集団を提供する。いくつかの態様において、単一の溶解されたT細胞のmRN
Aは、mRNA捕捉試薬を用いて単離される。他の態様において、ペアのT細胞受容体ポリペプ
チドをコードするポリヌクレオチドは、mRNA捕捉試薬の使用を伴わずに、単一細胞に由来
している。追加的にまたは代替的に、いくつかの態様において、単一の溶解されたT細胞
の内容物を含有する区画は、マイクロウェル（例えば、96ウェルプレート内のマイクロウ
ェル）または小滴である。いくつかの態様において、集団は、造血幹細胞、造血前駆細胞
、T細胞、またはNK細胞を含む。
【００２２】
　別の局面において、また、（a）ベクターバックボーン；ならびに（b）TCRαポリペプ
チドをコードする第1のポリヌクレオチド、およびTCRβポリペプチドをコードする第2の
ポリヌクレオチド；または（b）TCRγポリペプチドをコードする第1のポリヌクレオチド
、およびTCRδポリペプチドをコードする第2のポリヌクレオチドを各々が含む複数のベク
ターを含む、ベクターライブラリーであって；第1のポリヌクレオチドおよび第2のポリヌ
クレオチドが、同族ペアであり、かつ第1のポリヌクレオチドおよび第2のポリヌクレオチ
ドが、区画における単一の溶解されたT細胞のmRNAに由来している、前記ベクターライブ
ラリーで、細胞の集団を形質転換する工程を含む、組換えTCRライブラリーを調製するた
めの方法も、本明細書において提供される。いくつかの態様において、単一の溶解された
T細胞のmRNAは、mRNA捕捉試薬を用いて単離される。他の態様において、ペアのT細胞受容
体ポリペプチドをコードするポリヌクレオチドは、mRNA捕捉試薬の使用を伴わずに、単一
細胞に由来している。追加的にまたは代替的に、いくつかの態様において、単一の溶解さ
れたT細胞の内容物を含有する区画は、マイクロウェル（例えば、96ウェルプレート内の
マイクロウェル）または小滴である。いくつかの態様において、集団は、造血幹細胞、造
血前駆細胞、T細胞、またはNK細胞を含む。いくつかの態様において、複数のベクターは
、方法のある特定の段階で環状化され、他の段階で直線化される。
【００２３】
　方法のいくつかの態様において、ライブラリーは、標的細胞に対する特異的結合につい
てスクリーニングされる。ある特定の態様において、細胞は、がん細胞またはウイルスに
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感染した細胞である。いくつかの態様において、標的細胞は、対象から単離された。
【００２４】
　方法の他の態様において、ライブラリーは、抗原:MHC複合体に対する特異的結合につい
てスクリーニングされる。いくつかの態様において、抗原:MHC複合体の抗原は、アデノウ
イルス、CMV、コロナウイルス、コクサッキーウイルス、デングウイルス、エプスタイン-
バーウイルス（EBV）、エンテロウイルス71（EV71）、エボラウイルス、A型肝炎（HAV）
、B型肝炎（HBV）、サイトメガロウイルス（CMV）、C型肝炎（HCV）、D型肝炎（HDV）、E
型肝炎（HEV）、ヒト免疫不全ウイルス（HIV）、ヒトパピローマウイルス（HPV）、単純
ヘルペスウイルス（HSV）、ヒトTリンパ球向性ウイルス（HTLV）、A型インフルエンザウ
イルス、B型インフルエンザウイルス、日本脳炎、白血病ウイルス、麻疹ウイルス、伝染
性軟属腫、オルフウイルス、パルボウイルス、狂犬病ウイルス、呼吸器合胞体ウイルス、
リフトバレー熱ウイルス、風疹ウイルス、ロタウイルス、ダニ媒介性脳炎（TBEV）、サル
免疫不全ウイルス、タバコエッチウイルス（TEV）、水痘帯状疱疹ウイルス、疱瘡、西ナ
イルウイルス、ジカウイルス、およびチクングニアウイルスからなる群より選択されるウ
イルスに由来するウイルス抗原である。他の態様において、抗原:MHC複合体の抗原は、CD
45、グリピカン-3、IGF2B3、カリクレイン4、KIF20A、レングシン、メロエ、ムチン5AC（
MUC5AC）、サバイビン、サイクリン-A1、MAGE-A1、MAGE-C1、MAGE-C2、SSX2、XAGE1b/GAG
ED2A、CD19、CD20、CD22、CD52、EGFR、HER2、TRAILR1、RANKL、IGF1R、EpCAM、およびCE
Aからなる群より選択される腫瘍抗原である。
【００２５】
　方法のいくつかの態様において、ライブラリーは、T細胞表現型マーカーについてスク
リーニングされる。方法の他の態様において、ライブラリーは、造血幹細胞表現型マーカ
ーについてスクリーニングされる。方法の他の態様において、ライブラリーは、ナチュラ
ルキラー細胞表現型マーカーについてスクリーニングされる。
【００２６】
　方法のある特定の態様において、ライブラリーは、共培養系における活性についてスク
リーニングされ、該共培養系は、（a）がん細胞株；（b）公知のウイルスに感染した複数
の細胞；（c）がん患者から単離された複数の腫瘍細胞；（d）不死化細胞株；または（e
）患者組織生検に由来する複数の細胞、のうちの少なくとも1つを含む。
【００２７】
　方法のいくつかの態様において、形質転換された細胞は、インビトロで活性化される。
特定の態様において、活性化は、抗CD3抗体、抗CD8抗体、抗CD27抗体、IL-2、IL-4、IL-2
1、抗PD1抗体、抗CTLA4抗体、腫瘍細胞溶解物、ウイルス感染細胞との細胞共培養、およ
び腫瘍細胞株のうちの1つまたは複数の刺激物質を用いて行われる。
【００２８】
　方法のある特定の態様において、細胞の集団は、転写因子で形質転換される。転写因子
は、形質転換された細胞の挙動または表現型に影響を及ぼし得る。いくつかの態様におい
て、転写因子は、FOXP3、BLIMP-1、Helios、Ikaros、およびTGF-βからなる群より選択さ
れる。
【００２９】
　別の局面において、（a）ベクターバックボーン；ならびに（b）TCRαポリペプチドを
コードする第1のポリヌクレオチド、およびTCRβポリペプチドをコードする第2のポリヌ
クレオチド；または（b）TCRγポリペプチドをコードする第1のポリヌクレオチド、およ
びTCRδポリペプチドをコードする第2のポリヌクレオチドを各々が含む複数のベクターを
含むベクターライブラリーであって；第1のポリヌクレオチドおよび第2のポリヌクレオチ
ドが、同族ペアであり、かつ第1のポリヌクレオチドおよび第2のポリヌクレオチドが、区
画における単一の溶解されたT細胞のmRNAに由来している、前記ベクターライブラリーで
、細胞の集団を形質転換する工程を含む方法によって調製された組換えTCRライブラリー
が、本明細書において提供される。いくつかの態様において、単一の溶解されたT細胞のm
RNAは、mRNA捕捉試薬を用いて単離される。他の態様において、ペアのT細胞受容体ポリペ
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プチドをコードするポリヌクレオチドは、mRNA捕捉試薬の使用を伴わずに、単一細胞に由
来している。追加的にまたは代替的に、いくつかの態様において、単一の溶解されたT細
胞の内容物を含有する区画は、マイクロウェル（例えば、96ウェルプレート内のマイクロ
ウェル）または小滴である。いくつかの態様において、集団は、造血幹細胞、造血前駆細
胞、T細胞、またはNK細胞を含む。
【００３０】
　1つの局面において、本技術は、（a）ベクターバックボーン；ならびに（b）TCRαポリ
ペプチドをコードする第1のポリヌクレオチド、およびTCRβポリペプチドをコードする第
2のポリヌクレオチド；または（b）TCRγポリペプチドをコードする第1のポリヌクレオチ
ド、およびTCRδポリペプチドをコードする第2のポリヌクレオチドを各々が含む複数のベ
クターを含むベクターライブラリーであって；第1のポリヌクレオチドおよび第2のポリヌ
クレオチドが、同族ペアであり、かつ第1のポリヌクレオチドおよび第2のポリヌクレオチ
ドが、区画における単一の溶解されたT細胞のmRNAに由来している、前記ベクターライブ
ラリーで、細胞の集団を形質転換する工程を含む方法によって調製された組換えTCRライ
ブラリーと、担体とを含む組成物を提供する。いくつかの態様において、担体は、薬学的
に許容される担体である。いくつかの担体において、単一の溶解されたT細胞のmRNAは、m
RNA捕捉試薬を用いて単離される。他の態様において、ペアのT細胞受容体ポリペプチドを
コードするポリヌクレオチドは、mRNA捕捉試薬の使用を伴わずに、単一細胞に由来してい
る。追加的にまたは代替的に、いくつかの態様において、単一の溶解されたT細胞の内容
物を含有する区画は、マイクロウェル（例えば、96ウェルプレート内のマイクロウェル）
または小滴である。
【００３１】
　1つの局面において、組換えTCRライブラリーまたは組換えTCRライブラリーを含む組成
物の有効量を、対象に投与する工程を含む、その必要がある対象を処置する方法が、本明
細書において提供され、ここで、該組換えTCRライブラリーは、（a）ベクターバックボー
ン；ならびに（b）TCRαポリペプチドをコードする第1のポリヌクレオチド、およびTCRβ
ポリペプチドをコードする第2のポリヌクレオチド；または（b）TCRγポリペプチドをコ
ードする第1のポリヌクレオチド、およびTCRδポリペプチドをコードする第2のポリヌク
レオチドを各々が含む複数のベクターを含むベクターライブラリーであって；第1のポリ
ヌクレオチドおよび第2のポリヌクレオチドが、同族ペアであり、かつ第1のポリヌクレオ
チドおよび第2のポリヌクレオチドが、区画における単一の溶解されたT細胞のmRNAに由来
している、前記ベクターライブラリーで、細胞の集団を形質転換する工程を含む方法によ
って調製された。いくつかの態様において、単一の溶解されたT細胞のmRNAは、mRNA捕捉
試薬を用いて単離される。他の態様において、ペアのT細胞受容体ポリペプチドをコード
するポリヌクレオチドは、mRNA捕捉試薬の使用を伴わずに、単一細胞に由来している。追
加的にまたは代替的に、いくつかの態様において、単一の溶解されたT細胞の内容物を含
有する区画は、マイクロウェル（例えば、96ウェルプレート内のマイクロウェル）または
小滴である。
【００３２】
　別の局面において、組換えTCRライブラリーまたは組換えTCRライブラリーを含む組成物
の有効量を、対象に投与する工程を含む、その必要がある対象においてがんを処置する方
法が、本明細書において提供され、ここで、該組換えTCRライブラリーは、（a）ベクター
バックボーン；ならびに（b）TCRαポリペプチドをコードする第1のポリヌクレオチド、
およびTCRβポリペプチドをコードする第2のポリヌクレオチド；または（b）TCRγポリペ
プチドをコードする第1のポリヌクレオチド、およびTCRδポリペプチドをコードする第2
のポリヌクレオチドを各々が含む複数のベクターを含むベクターライブラリーであって；
第1のポリヌクレオチドおよび第2のポリヌクレオチドが、同族ペアであり、かつ第1のポ
リヌクレオチドおよび第2のポリヌクレオチドが、区画における単一の溶解されたT細胞の
mRNAに由来している、前記ベクターライブラリーで、細胞の集団を形質転換する工程を含
む方法によって調製された。いくつかの態様において、単一の溶解されたT細胞のmRNAは
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、mRNA捕捉試薬を用いて単離される。他の態様において、ペアのT細胞受容体ポリペプチ
ドをコードするポリヌクレオチドは、mRNA捕捉試薬の使用を伴わずに、単一細胞に由来し
ている。追加的にまたは代替的に、いくつかの態様において、単一の溶解されたT細胞の
内容物を含有する区画は、マイクロウェル（例えば、96ウェルプレート内のマイクロウェ
ル）または小滴である。
【００３３】
　いくつかの態様において、がんは、急性リンパ芽球性白血病（ALL）；急性骨髄性白血
病（AML）；副腎皮質癌；AIDS関連がん；肛門がん；虫垂がん；星状細胞腫；非定型奇形
腫様/ラブドイド腫瘍、脳腫瘍；皮膚の基底細胞癌；胆管がん；膀胱がん；骨がん；乳が
ん；気管支腫瘍；バーキットリンパ腫；カルチノイド腫瘍（胃腸）；胚細胞腫瘍；原発性
CNSリンパ腫；子宮頚がん；胆管細胞癌；脊索腫；慢性リンパ球性白血病（CLL）；慢性骨
髄性白血病（CML）；慢性骨髄増殖性新生物；大腸がん；頭蓋咽頭腫；皮膚T細胞リンパ腫
；非浸潤性乳管癌（DCIS）；子宮内膜がん；上衣腫；食道がん；感覚神経芽腫；頭蓋外胚
細胞腫瘍；性腺外胚細胞腫瘍；眼がん；眼球内黒色腫；網膜芽腫；卵管がん；悪性の骨の
線維性組織球腫、および骨肉腫；胆嚢がん；胃（gastric）がん；消化管カルチノイド腫
瘍；消化管間質腫瘍（GIST）；胚細胞腫瘍；妊娠性絨毛性疾患；毛様細胞白血病；頭頚部
がん；心臓腫瘍；肝細胞がん；ランゲルハンス細胞組織球症；ホジキンリンパ腫；下咽頭
がん；眼球内黒色腫；膵島細胞腫瘍、膵神経内分泌腫瘍；腎臓がん；喉頭がん；白血病；
口唇および口腔（oral cavity）がん；肝臓がん；肺がん；リンパ腫；男性乳がん；骨の
悪性線維性組織球腫および骨肉腫；黒色腫；メルケル細胞癌；中皮腫；転移性がん；口腔
（mouth）がん；多発性内分泌腫瘍症候群；多発性骨髄腫/形質細胞新生物；菌状息肉腫；
慢性の骨髄異形成症候群、骨髄増殖性新生物；鼻咽頭がん；神経芽腫；非ホジキンリンパ
腫；非小細胞肺がん；口腔（oral）がん、口咽頭がん；骨肉腫；卵巣がん；膵臓がん；膵
神経内分泌腫瘍；乳頭腫症；傍神経節腫；副鼻腔がん；副甲状腺がん；咽頭がん；褐色細
胞腫；下垂体腫瘍；胸膜肺芽腫；前立腺がん；直腸がん；再発がん；腎細胞がん；網膜芽
腫；横紋筋肉腫；唾液腺がん；肉腫；ユーイング肉腫；カポジ肉腫；骨肉腫；子宮肉腫；
セザリー症候群；皮膚がん；小細胞肺がん；小腸がん；軟部組織肉腫；皮膚の扁平上皮癌
；頸部扁平上皮がん；胃（stomach）がん；T細胞リンパ腫；精巣がん；咽喉がん；鼻咽頭
がん；下咽頭がん；胸腺癌；甲状腺がん；尿道がん；子宮がん；膣がん；血管腫瘍；外陰
部がん；またはウィルムス腫瘍である。
【００３４】
　1つの局面において、組換えTCRライブラリーまたは組換えTCRライブラリーを含む組成
物の有効量を、対象に投与する工程を含む、その必要がある対象において腫瘍成長を阻害
する方法が、本明細書において提供され、ここで、該組換えTCRライブラリーは、（a）ベ
クターバックボーン；ならびに（b）TCRαポリペプチドをコードする第1のポリヌクレオ
チド、およびTCRβポリペプチドをコードする第2のポリヌクレオチド；または（b）TCRγ
ポリペプチドをコードする第1のポリヌクレオチド、およびTCRδポリペプチドをコードす
る第2のポリヌクレオチドを各々が含む複数のベクターを含むベクターライブラリーであ
って；第1のポリヌクレオチドおよび第2のポリヌクレオチドが、同族ペアであり、かつ第
1のポリヌクレオチドおよび第2のポリヌクレオチドが、区画における単一の溶解されたT
細胞のmRNAに由来している、前記ベクターライブラリーで、細胞の集団を形質転換する工
程を含む方法によって調製された。いくつかの態様において、単一の溶解されたT細胞のm
RNAは、mRNA捕捉試薬を用いて単離される。他の態様において、ペアのT細胞受容体ポリペ
プチドをコードするポリヌクレオチドは、mRNA捕捉試薬の使用を伴わずに、単一細胞に由
来している。追加的にまたは代替的に、いくつかの態様において、単一の溶解されたT細
胞の内容物を含有する区画は、マイクロウェル（例えば、96ウェルプレート内のマイクロ
ウェル）または小滴である。いくつかの態様において、腫瘍は固形腫瘍である。
【００３５】
　別の局面において、組換えTCRライブラリーまたは組換えTCRライブラリーを含む組成物
の有効量を、対象に投与する工程を含む、その必要がある対象においてウイルス感染症を
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処置する方法が、本明細書において提供され、ここで、該組換えTCRライブラリーは、（a
）ベクターバックボーン；ならびに（b）TCRαポリペプチドをコードする第1のポリヌク
レオチド、およびTCRβポリペプチドをコードする第2のポリヌクレオチド；または（b）T
CRγポリペプチドをコードする第1のポリヌクレオチド、およびTCRδポリペプチドをコー
ドする第2のポリヌクレオチドを各々が含む複数のベクターを含むベクターライブラリー
であって；第1のポリヌクレオチドおよび第2のポリヌクレオチドが、同族ペアであり、か
つ第1のポリヌクレオチドおよび第2のポリヌクレオチドが、区画における単一の溶解され
たT細胞のmRNAに由来している、前記ベクターライブラリーで、細胞の集団を形質転換す
る工程を含む方法によって調製された。いくつかの態様において、単一の溶解されたT細
胞のmRNAは、mRNA捕捉試薬を用いて単離される。他の態様において、ペアのT細胞受容体
ポリペプチドをコードするポリヌクレオチドは、mRNA捕捉試薬の使用を伴わずに、単一細
胞に由来している。追加的にまたは代替的に、いくつかの態様において、単一の溶解され
たT細胞の内容物を含有する区画は、マイクロウェル（例えば、96ウェルプレート内のマ
イクロウェル）または小滴である。いくつかの態様において、ウイルス感染症は、アデノ
ウイルス、CMV、コロナウイルス、コクサッキーウイルス、デングウイルス、エプスタイ
ン-バーウイルス（EBV）、エンテロウイルス71（EV71）、エボラウイルス、A型肝炎（HAV
）、B型肝炎（HBV）、サイトメガロウイルス（CMV）、C型肝炎（HCV）、D型肝炎（HDV）
、E型肝炎（HEV）、ヒト免疫不全ウイルス（HIV）、ヒトパピローマウイルス（HPV）、単
純ヘルペスウイルス（HSV）、ヒトTリンパ球向性ウイルス（HTLV）、A型インフルエンザ
ウイルス、B型インフルエンザウイルス、日本脳炎、白血病ウイルス、麻疹ウイルス、伝
染性軟属腫、オルフウイルス、パルボウイルス、狂犬病ウイルス、呼吸器合胞体ウイルス
、リフトバレー熱ウイルス、風疹ウイルス、ロタウイルス、ダニ媒介性脳炎（TBEV）、サ
ル免疫不全ウイルス、タバコエッチウイルス（TEV）、水痘帯状疱疹ウイルス、疱瘡、西
ナイルウイルス、ジカウイルス、およびチクングニアウイルスからなる群より選択される
ウイルスによって引き起こされる。
【００３６】
　いくつかの態様において、本明細書において提供される処置の方法は、組換えTCRライ
ブラリーまたは組成物の1つまたは複数の追加的な用量を、対象に投与する工程をさらに
含む。
【００３７】
　いくつかの態様において、組換えTCRライブラリーは、処置される対象にとって自己由
来または同種異系である細胞を含む。
【００３８】
　いくつかの態様において、対象は、ヒト、動物、非ヒト霊長類、イヌ、ネコ、ヒツジ、
マウス、ウマ、またはウシである。特定の態様において、対象はヒトである。
【図面の簡単な説明】
【００３９】
【図１】完全長TCRα:β可変領域を取得するための、オーバーラップ伸長（OE-PCR）のゲ
ル画像を示す。OE-PCR後に、PCR産物を精製して、DNAゲル電気泳動によって解析した。TC
Rα:βアンプリコン（約1000 b.p.）が見られ、ネステッドPCRを用いてさらに濃縮した。
DNAゲル電気泳動後に、ゲル抽出を行って、TCRα:βアンプリコンを取得した。5 ngの精
製されたPCR産物を、半ネステッドPCRを行うための鋳型として用いた。
【図２】ネステッドPCR産物のゲル電気泳動を示す。DNA電気泳動後に、TCRα:βアンプリ
コンを切り出し、Zymoclean（商標） Gel DNA Recovery Kit（Zymo Research）を用いて
ゲル精製を行った。精製されたアンプリコンを、zero-blunt cloning（Thermo Fisher Sc
ientific）に供して、TCRα:βアンプリコン配列を解析した。配列を、NCBI IGBLAST T細
胞受容体遺伝子データベースによって同定した。
【図３】例示的なpLVX-CMV-TCR1-pTert-iCas9ベクターのベクターマップを示す。ベクタ
ーは、アンピシリン耐性遺伝子、5'および3' LTR、CMVプロモーター、TCRβ配列（TRBV6-
2リーダーペプチド、TRBV25、TRBC）およびTCRα配列（TRAV38-1、TRAV35、およびTRAC）
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、TCRβとTCRαとの間に挿入されたp2A配列、TCRα配列後に挿入されたIRES配列、mCherr
y蛍光マーカー、tet誘導性プロモーターによって調節され、かつcHS4インスレーター配列
が隣接したi-カスパーゼ9自殺スイッチ、ならびにWPREエンハンサーを含む。
【図４】pLVX-CMV-TCR2-pTert-iCas9のベクターマップを示す。ベクターは、アンピシリ
ン耐性遺伝子、5'および3' LTR、CMVプロモーター、TCRβ配列（TRBV5-8リーダーペプチ
ド、TRBV25、TRBC）およびTCRα配列（TRAV40、TRAV35、およびTRAC）、TCRβとTCRαと
の間に挿入されたp2A配列、TCRα配列後に挿入されたIRES配列、mCherry蛍光マーカー、t
et誘導性プロモーターによって調節され、かつcHS4インスレーター配列が隣接したi-カス
パーゼ9自殺スイッチ、ならびにWPREエンハンサーを含む。
【図５】pLVX-CMV-TCR3-pTert-iCas9のベクターマップを示す。ベクターは、アンピシリ
ン耐性遺伝子、5'および3' LTR、CMVプロモーター、TCRβ配列（TRBV10-3リーダーペプチ
ド、TRBV25、TRBC）およびTCRα配列（TRAV13-2、TRAV35、およびTRAC）、TCRβとTCRα
との間に挿入されたp2A配列、TCRα配列後に挿入されたIRES配列、mCherry蛍光マーカー
、tet誘導性プロモーターによって調節され、かつcHS4インスレーター配列が隣接したi-
カスパーゼ9自殺スイッチ、ならびにWPREエンハンサーを含む。
【図６】pLVX-CMV-TCR4-pTert-iCas9のベクターマップを示す。ベクターは、アンピシリ
ン耐性遺伝子、5'および3' LTR、CMVプロモーター、TCRβ配列（TRBV28-1リーダーペプチ
ド、TRBV25、TRBC）およびTCRα配列（TRAV38-1、TRAV35、およびTRAC）、TCRβとTCRα
との間に挿入されたp2A配列、TCRα配列後に挿入されたIRES配列、mCherry蛍光マーカー
、tet誘導性プロモーターによって調節され、かつcHS4インスレーター配列が隣接したi-
カスパーゼ9自殺スイッチ、ならびにWPREエンハンサーを含む。
【図７】pLVX-CMV-TCR5-pTert-iCas9のベクターマップを示す。ベクターは、アンピシリ
ン耐性遺伝子、5'および3' LTR、CMVプロモーター、TCRβ配列（TRBV24-1リーダーペプチ
ド、TRBV25、TRBC）およびTCRα配列（TRAV38、TRAV35、およびTRAC）、TCRβとTCRαと
の間に挿入されたp2A配列、TCRα配列後に挿入されたIRES配列、mCherry蛍光マーカー、t
et誘導性プロモーターによって調節され、かつcHS4インスレーター配列が隣接したi-カス
パーゼ9自殺スイッチ、ならびにWPREエンハンサーを含む。
【図８】pLVX-TCR1-pTert-iCas9のベクターマップを示す。ベクターは、アンピシリン耐
性遺伝子、5'および3' LTR、CMVプロモーター、TCRβ配列（TRBV6-2リーダーペプチド、T
RBV25、TRBC）およびTCRα配列（TRAV38-1、TRAV35、およびTRAC）、TCRβとTCRαとの間
に挿入されたp2A配列、TCRα配列後に挿入されたIRES配列、mCherry蛍光マーカー、なら
びにWPREエンハンサーを含む。
【図９】pLVX-TCR2-pTert-iCas9のベクターマップを示す。ベクターは、アンピシリン耐
性遺伝子、5'および3' LTR、CMVプロモーター、TCRβ配列（TRBV5-8リーダーペプチド、T
RBV25、TRBC）およびTCRα配列（TRAV40、TRAV35、およびTRAC）、TCRβとTCRαとの間に
挿入されたp2A配列、TCRα配列後に挿入されたIRES配列、mCherry蛍光マーカー、ならび
にWPREエンハンサーを含む。
【図１０】pLVX-TCR3-pTert-iCas9のベクターマップを示す。ベクターは、アンピシリン
耐性遺伝子、5'および3' LTR、CMVプロモーター、TCRβ配列（TRBV10-3リーダーペプチド
、TRBV25、TRBC）およびTCRα配列（TRAV13-2、TRAV35、およびTRAC）、TCRβとTCRαと
の間に挿入されたp2A配列、TCRα配列後に挿入されたIRES配列、mCherry蛍光マーカー、
ならびにWPREエンハンサーを含む。
【図１１】pLVX-TCR4-pTert-iCas9のベクターマップを示す。ベクターは、アンピシリン
耐性遺伝子、5'および3' LTR、CMVプロモーター、TCRβ配列（TRBV28-1リーダーペプチド
、TRBV25、TRBC）およびTCRα配列（TRAV38-1、TRAV35、およびTRAC）、TCRβとTCRαと
の間に挿入されたp2A配列、TCRα配列後に挿入されたIRES配列、mCherry蛍光マーカー、
ならびにWPREエンハンサーを含む。
【図１２】pLVX-TCR5-pTert-iCas9のベクターマップを示す。ベクターは、アンピシリン
耐性遺伝子、5'および3' LTR、CMVプロモーター、TCRβ配列（TRBV24-1リーダーペプチド
、TRBV25、TRBC）およびTCRα配列（TRAV38、TRAV35、およびTRAC）、TCRβとTCRαとの
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間に挿入されたp2A配列、TCRα配列後に挿入されたIRES配列、mCherry蛍光マーカー、な
らびにWPREエンハンサーを含む。
【図１３】元のpLVX-EF1α-IRES-mCherryベクターのベクターマップを示す。
【図１４】部位特異的変異誘発を行うことによって過剰なAgeI、SphI、NheI、およびMluI
制限部位が排除されている、改変されたpLVX-EF1α-IRES-mCherryベクターのベクターマ
ップを示す。
【図１５】単一細胞エマルジョン化オーバーラップ伸長RT-PCR由来のT細胞受容体（TCR）
アンプリコン（α:β鎖）のDNA電気泳動解析を示す。左のパネルは、ペアのα:β鎖TCRア
ンプリコンのPCR増幅スキームを示す。右のパネルは、1回目の半ネステッドPCR、2回目の
半ネステッドPCR、およびMi-seq PCRのDNA電気泳動結果を示す。T細胞受容体アンプリコ
ンを、赤色の四角において強調した。Miseqプライマーは、TRBV遺伝子のFR3領域でアニー
リングし、天然でペアのDNA配列解析について約550 bpのペアのα:βPCRアンプリコンを
生じた。
【図１６】連結されたα:βT細胞受容体遺伝子分布の概要を示す。ハイスループットシー
ケンシング後に、未加工のDNA配列を、品質でふるい分けし、NCBI IgBLASTおよびCDR3モ
チーフアルゴリズムを介してTCR遺伝子使用頻度について注釈をつけ、α鎖とβ鎖とをペ
アにして、TCRレパートリーにコンパイルした。
【図１７】変異体抗HIV-Nef-Rm9 TCRの発現およびpMHCに対するその結合親和性の評価を
示し、ここで、これらの変異体TCRは、元の野生型抗HIV-Nef-Rm9リーダーペプチドとは異
なるリーダーペプチドを含む。これらの非天然リーダーペプチドはすべて、制限酵素切断
部位を含むように、サイレントDNA変異配列を有する（元のリーダーペプチドDNA配列およ
び非サイレント変異体リーダーペプチドDNA配列、ならびに導入された制限切断部位を、
表7～8に要約する）。
【図１８】変異体抗HIV-Nef-Rm9 TCRの発現およびpMHCに対するその結合親和性の評価を
示す。これらの変異体TCRは、TCRクローニング用の制限切断部位の組込みのために、TCR
定常領域に1つの非サイレント変異または1つのサイレント変異を含む（表7におけるサイ
レント変異および表8における非サイレント変異をすべて参照されたい）。
【図１９】（a）は、ヒト化マウスモデルおよびがん患者の腫瘍特異的T細胞解析のための
ヒトエフェクターT細胞の単離を示す。（b）は、単離され、RT-PCR増幅され、NGSを介し
て解析された31,718種類のヒトCD8+ TCRクラスターにおけるVα:Vβ遺伝子使用頻度を示
す。
【図２０】本技術のレンチウイルスTCR細胞ディスプレイプラットフォームを示す。p2aに
よって分離されたTCRα:β遺伝子を、IRES TCR発現ベクターの多重クローニング部位（MC
S）中に挿入した。パッケージングベクターおよびエンベロープベクターのHEK293T細胞へ
のコトランスフェクションにより、J.RT3/CD8細胞株に（細胞表面で発現する）TCR遺伝子
およびmCherryレポーターを形質導入するレンチウイルス粒子が生成される。フロープロ
ット：HIV Nef B*0702 RM9, RPQVPLRPM（SEQ ID NO: 1）で染色された、抗B*0702 NEF TM
9 TCRを有するJ.RT3/CD8。
【図２１】（a）は、免疫チェックポイント阻害剤で処置されたヒト化マウスにおけるRKO
腫瘍サイズを示す。RKO細胞を標的とする抗原特異的TCRを発見するために、TCRスクリー
ニングを行う。（b）は、用いられるマウス結腸がんモデルにおける処置群が、抗原特異
的免疫療法について同定されたTCRを評価することを示す。
【図２２】PDXマウスモデルにおいて、抗原特異的がん免疫療法を試験し、かつ最適化す
るためのワークフローを示す。（左）患者の腫瘍を単離して、マウス異種移植片として培
養し、LN2において凍結保存し、培養において増殖させた。（中央）TCR遺伝子を収集して
、PDX細胞に対してスクリーニングした。（右）抗腫瘍TCR遺伝子を、PDXモデルにおいて
遺伝子治療として用いて、処置効力を試験し、かつ最適化した。
【発明を実施するための形態】
【００４０】
詳細な説明
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　免疫チェックポイント阻害剤は、腫瘍成長の調節における免疫細胞、特にCD8+ T細胞の
重要な役割を強調する、がん治療における素晴らしい進歩を引き起こしている。しかし、
免疫受容体シーケンシングにおける最近の進歩により、適応免疫のクローンのランクに基
づいた特徴に関する洞察が提供されているが、ペアのTCRα鎖およびβ鎖をシーケンシン
グし、かつ機能的にスクリーニングすることはできないことによって、腫瘍免疫抑制に関
するより広い機能データの収集が妨げられ、かつ遺伝子治療用の抗がんT細胞受容体遺伝
子の発見および迅速な治療的使用が複雑化している（Bonter, K. et al., Regen. Med. 1
2, 623-636 (2017)；Malherbe, L., Ann. Allergy. Asthma. Immunol. 103, 76-79 (2009
)；Ahmad, T. A. et al., Vaccine Rep. 6, 13-22 (2016)；Maus, M. V. et al., Annu. 
Rev. Immunol. 32, 189-225 (2014)；Yee, C. J. Transl. Med. 3, 17 (2005)）。現在ま
で、腫瘍特異的T細胞のクローニングおよび機能解析は、実用的に、初代生存T細胞を選別
する必要のために、試料当たり数種類の一般的なペプチド-MHCの組み合わせだけに限定さ
れている（Malherbe, L., Ann. Allergy. Asthma. Immunol. 103, 76-79 (2009)；Ahmad,
 T. A. et al., Vaccine Rep. 6, 13-22 (2016)；Sanchez-Trincado, J. L. et al., Jou
rnal of Immunology Research (2017)）。各腫瘍試料は、体細胞変異のそれ自体の独自の
景観を有するため、有効にスクリーニングすることができる少ない数のペプチド-MHCは、
新生抗原発見のために反復スクリーニングが必要であるという事実によって、さらに複雑
化される（Martincorena, I. & Campbell, P. J. Science 349, 1483-1489 (2015)；Tran
, E. et al., Science aad1253 (2015)；Choudhury, N. J. et al., Eur. Urol. Focus 2
, 445-452 (2016)）。T細胞増殖およびELISPOTなどの代替法は、生きているT細胞に依拠
し、これは、多くの患者試料において非常に限定されており、ならびに、細胞増殖率、細
胞ベースの治療法としての応用のために必要とされる時間、適切なT細胞表現型の特異性
および維持に関して限界を有する（Bonter, K. et al., Regen. Med. 12, 623-636 (2017
); Maus, M. V. et al., Annu. Rev. Immunol. 32, 189-225 (2014); Yee, C. J. Transl
. Med. 3, 17 (2005); Redeker, A. & Arens, R., Front. Immunol. 7, (2016)）。
【００４１】
　本明細書に記載される方法および組成物は、これらの支障に直接対処し、患者における
エピトープ特異的T細胞応答の第1の総合的な配列ベースおよび機能ベースの注釈を提供し
、標的がん治療薬の開発を手引きする新しい分子規模での技術を提供する。本技術の組成
物および方法は、概して、例えば、がんおよびウイルス感染症のための個別化標的療法と
してスクリーニングし、改変し、かつ用いることができる抗原特異的TCRレパートリーの
迅速な単離に有用である。本明細書に記載される標的療法は、現在利用可能な細胞ベース
の治療法よりも迅速に（わずか5日～2週間で）開発し、かつ投与することができる。加え
て、これらの治療法は、複数の別個のTCRを含み、これは、標的とされるエピトープまた
は抗原の抑制によって標的細胞が免疫検出を逃れることができる機構である、免疫逃避を
回避する、より大きな可能性を有する。
【００４２】
　さらに、本明細書に記載される方法および組成物の具体的な態様は、TCRライブラリー
の作製に対して以前に記述されたアプローチを上回る以下の別個の利点を提供する：（1
）いくつかの態様において、TCRライブラリーを細菌のコロニーとして成長させることが
でき、多数のコロニーを選択し、シーケンシングし、一緒に混合して、定義された生成物
として再送達することができる方法が、本明細書に記載される；（2）いくつかの態様に
おいて、最終薬物製品に含まれ得るPCRエラーバリアントの可能性を最小化し、それによ
って、最終治療用細胞組成物が、副作用を誘導し得る、特徴決定不可能な、かつ潜在的に
非常に危険なバリアントを含有するリスクを低減させる、分離および特徴決定の段階が、
本明細書に記載される；（3）いくつかの態様において、合併症およびオフターゲット作
用の事象において患者に害を及ぼすリスクを低減させるために、自殺スイッチを含めるこ
とが、本明細書に記載される；（4）いくつかの態様において、インビボで所望のTCR機能
を達成するかまたは増強するために、細胞を、投与前にあらかじめ刺激する；（5）いく
つかの態様において、方法は、強力な抗がん表現型へのT細胞の発生に影響を及ぼすため
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に、細胞において転写因子を共発現できることを含む；（6）いくつかの態様において、
インビトロ活性化技法は、治療施与に対する患者の特異的応答に依存して必要とされるよ
うに改変されてもよい；ならびに（7）いくつかの態様において、開示される方法は、疾
患状態が存続するかまたは再発した場合には、患者に対して反復用量の細胞治療を提供す
るために用いることができる。
【００４３】
　本発明のある特定の局面、様式、態様、変形物、および特徴が、本技術の実質的な理解
を提供するために、様々なレベルの詳細さで以下に説明されることが、認識されるべきで
ある。
【００４４】
　本発明の実践において、分子生物学、タンパク質生化学、細胞生物学、免疫学、微生物
学、および組換えDNAにおける多くの従来の技法が用いられる。例えば、Sambrook and Ru
ssell eds. (2001) Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 3rd edition；Ausubel e
t al. eds. (2007) Current Protocols in Molecular Biologyのシリーズ；Methods in E
nzymology (Academic Press, Inc., N.Y.)のシリーズ；MacPherson et al. (1991) PCR 1
: A Practical Approach (IRL Press at Oxford University Press)；MacPherson et al.
 (1995) PCR 2: A Practical Approach；Harlow and Lane eds. (1999) Antibodies, A L
aboratory Manual；Freshney (2005) Culture of Animal Cells: A Manual of Basic Tec
hnique, 5th edition；Gait ed. (1984) Oligonucleotide Synthesis；米国特許第4,683,
195号；Hames and Higgins eds. (1984) Nucleic Acid Hybridization；Anderson (1999)
 Nucleic Acid Hybridization；Hames and Higgins eds. (1984) Transcription and Tra
nslation；Immobilized Cells and Enzymes (IRL Press (1986))；Perbal (1984) A Prac
tical Guide to Molecular Cloning；Miller and Calos eds. (1987) Gene Transfer Vec
tors for Mammalian Cells (Cold Spring Harbor Laboratory)；Makrides ed. (2003) Ge
ne Transfer and Expression in Mammalian Cells；Mayer and Walker eds. (1987) Immu
nochemical Methods in Cell and Molecular Biology (Academic Press, London)；およ
びHerzenberg et al. eds (1996) Weir’s Handbook of Experimental Immunologyを参照
されたい。ポリペプチド遺伝子発現産物のレベル（すなわち、遺伝子翻訳レベル）を検出
して測定する方法は、当技術分野において周知であり、抗体検出および定量技法などのポ
リペプチド検出法の使用を含む（Strachan & Read, Human Molecular Genetics, Second 
Edition. (John Wiley and Sons, Inc., NY, 1999)もまた、参照されたい）。
【００４５】
　別段の定義がない限り、本明細書において用いられるすべての技術用語および科学用語
は、概して、本技術が属する技術分野における当業者によって一般的に理解されるものと
同じ意味を有する。本明細書および添付の特許請求の範囲において用いられる場合、単数
形の「1つの（a）」、「1つの（an）」、および「その（the）」は、文脈上明らかに別段
の指図がない限り、複数の指示物を含む。例えば、「1つの細胞（a cell）」への言及は
、2つ以上の細胞の組み合わせを含む、などである。概して、本明細書において用いられ
る命名法、ならびに細胞培養、分子遺伝学、有機化学、分析化学、および核酸化学、およ
び下記のハイブリダイゼーションにおける実験手順は、当技術分野において周知であり、
かつ一般的に使用されるものである。本明細書において引用されるすべての参照文献は、
あたかも各個々の刊行物、特許、または特許出願が、すべての目的でその全体が参照によ
り具体的にかつ個々に組み入れられるのと同じ程度まで、その全体がかつすべての目的で
参照により本明細書に組み入れられる。
【００４６】
　本明細書において用いられる場合、数に関する「約」という用語は、概して、特に明記
されないかまたは別の方法で文脈から明らかではない限り、数のいずれかの方向で（それ
よりも大きいまたはそれよりも小さい）1％、5％、または10％の範囲内に入る数を含むよ
うに解釈される（そのような数が可能な値の0％未満であるかまたは100％を超える場合を
除く）。
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【００４７】
　本明細書において用いられる場合、作用物質または薬物の対象への「投与」は、その意
図された機能を果たすように化合物を対象に導入するかまたは送達する任意の経路を含む
。投与は、経口、鼻内、非経口（静脈内、筋肉内、腹腔内、もしくは皮下）、直腸、また
は局所を含む、任意の適している経路によって実施することができる。投与は、自己投与
および他者による投与を含む。
【００４８】
　「アジュバント」とは、免疫系の刺激を引き起こす1つまたは複数の物質を指す。この
文脈において、アジュバントは、1つまたは複数のワクチン抗原または抗体に対する免疫
応答を増強するために用いられる。アジュバントは、ワクチンの投与の前に、それと組み
合わせて、またはその後に投与されてもよい。アジュバントとして用いられる化学化合物
の例には、アルミニウム化合物、油、ブロックポリマー、免疫刺激複合体、ビタミンおよ
びミネラル（例えば、ビタミンE、ビタミンA、セレン、およびビタミンB12）、Quil A（
サポニン）、細菌および真菌の細胞壁構成要素（例えば、リポ多糖類、リポタンパク質、
および糖タンパク質）、ホルモン、サイトカイン、ならびに共刺激因子が含まれる。
【００４９】
　本明細書において用いられる場合、「抗体」という用語は、例としてかつ非限定的に、
IgA、IgD、IgE、IgG、およびIgM、それらの組み合わせ、ならびに、任意の脊椎動物にお
いて、例えば、ヒト、ヤギ、ウサギ、およびマウスなどの哺乳動物、ならびに非哺乳動物
種において免疫応答中に産生される類似した分子、例えばサメ免疫グロブリンを含む、免
疫グロブリンまたは免疫グロブリン様分子を、集合的に指す。「抗体」という用語は、他
の分子に対する結合を実質的に除外するように、関心対象の分子（または関心対象の非常
に類似した分子の群）に特異的に結合するインタクトな免疫グロブリンおよび「抗体断片
」または「抗原結合断片」（例えば、生物学的試料における他の分子に対する結合定数よ
りも少なくとも103 M-1大きい、少なくとも104 M-1 大きい、または少なくとも105 M-1大
きい、関心対象の分子に対する結合定数を有する抗体および抗体断片）を含む。「抗体」
という用語はまた、キメラ抗体（例えば、ヒト化マウス抗体）、ヘテロコンジュゲート抗
体（例えば、二重特異性抗体）などの遺伝子操作された形態も含む。Pierce Catalog and
 Handbook, 1994-1995 (Pierce Chemical Co., Rockford, Ill.)；Kuby, J., Immunology
, 3rd Ed., W.H. Freeman & Co., New York, 1997もまた、参照されたい。
【００５０】
　より詳細には、抗体は、抗原のエピトープを特異的に認識して結合する、少なくとも軽
鎖免疫グロブリン可変領域または重鎖免疫グロブリン可変領域を含むポリペプチドリガン
ドを指す。抗体は、重鎖および軽鎖から構成され、その各々は、重鎖可変（VH）領域およ
び軽鎖可変（VL）領域と呼ばれる可変領域を有する。共に、VH領域およびVL領域は、抗体
によって認識される抗原への結合を担う。典型的には、免疫グロブリンは、ジスルフィド
結合によって相互接続された重（H）鎖および軽（L）鎖を有する。2つのタイプの軽鎖、
ラムダ（λ）およびカッパ（κ）がある。抗体分子の機能的活性を決定する5つの主な重
鎖クラス（またはアイソタイプ）：IgM、IgD、IgG、IgA、およびIgEがある。各重鎖およ
び軽鎖は、定常領域および可変領域を含有する（領域は「ドメイン」としても知られる）
。組み合わせにおいて、重鎖可変領域および軽鎖可変領域は、抗原に特異的に結合する。
軽鎖可変領域および重鎖可変領域は、「相補性決定領域」または「CDR」とも呼ばれる3つ
の超可変領域によって分断されている「フレームワーク」領域を含有する。フレームワー
ク領域およびCDRの範囲は、定義されている（参照により本明細書に組み入れられる、Kab
at et al., Sequences of Proteins of Immunological Interest, U.S. Department of H
ealth and Human Services, 1991を参照されたい）。Kabatデータベースは、現在オンラ
インで維持されている。様々な軽鎖または重鎖のフレームワーク領域の配列は、種内で相
対的に保存されている。構成要素である軽鎖および重鎖の組み合わされたフレーム領域で
ある、抗体のフレームワーク領域は、主として、βシートコンフォメーションを採り、CD
Rは、βシート構造を接続し、いくつかの場合にはその一部を形成する、ループを形成す
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る。したがって、フレームワーク領域は、鎖間の非共有結合性相互作用によってCDRを正
しい配向に位置づけることを提供するスキャフォールドを形成するように作用する。
【００５１】
　本明細書において用いられる場合、「相補性決定領域」または「CDR」とは、抗原また
は抗原:MHC複合体のエピトープに対する結合を主として担う、抗体またはTCRの領域を指
す。CDRはまた、超可変領域とも呼ばれる。各TCRまたは抗体鎖のCDRは、典型的には、N末
端から開始して順次番号がつけられたCDR1、CDR2、およびCDR3と呼ばれ、かつまた、典型
的には、特定のCDRが位置する鎖によって同定される。異なる特異性（すなわち、異なる
抗原に対する異なる結合部位）を有する抗体およびTCRは、異なるCDRを有する。CDR内の
限定された数のアミノ酸位置のみが、抗原結合に直接関与している。CDR内のこれらの位
置は、特異性決定残基（SDR）と呼ばれる。
【００５２】
　本明細書において用いられる場合、「抗原」とは、抗体が選択的に結合することができ
る分子を指す。標的抗原は、タンパク質（例えば、抗原ペプチド）、糖質、核酸、脂質、
ハプテン、または他の天然に存在する化合物もしくは合成化合物であってもよい。標的抗
原は、ポリペプチドまたはペプチド模倣物であってもよい。抗原はまた、動物において免
疫応答を生成するために、動物に投与されてもよい。いくつかの態様において、抗原は、
1つまたは複数のエピトープを含む。いくつかの態様において、抗原または抗原に由来す
るエピトープは、MHCクラスI複合体またはMHCクラスII複合体中にロードすることができ
る。
【００５３】
　本明細書において用いられる場合、細胞に関する「自己由来」という用語は、単離され
、同じ対象（例えば、レシピエント、ドナー、または宿主）中に投与して戻される細胞を
指す。「同種異系」とは、自己由来ではない細胞を指す。
【００５４】
　本明細書において用いられる場合、「結合親和性」とは、分子（例えば、抗体）の単一
の結合部位とその結合パートナー（例えば、抗原または抗原ペプチド）との間の非共有結
合性相互作用全体の強度を指す。分子XのそのパートナーYに対する親和性は、概して、解
離定数（Kd）によって表すことができる。親和性は、本明細書に記載されるものを含む、
当技術分野において公知の標準的な方法によって測定することができる。低親和性複合体
は、概して抗原から容易に解離する傾向がある抗体を含有するのに対して、高親和性複合
体は、概してより長い持続期間にわたって抗原に結合したままである傾向がある抗体を含
有する。
【００５５】
　本明細書において用いられる場合、「B細胞」という用語は、適応免疫系の液性免疫に
おけるリンパ球のタイプを指す。B細胞は、主に、抗原相互作用による活性化後に、抗体
を作る、抗原提示細胞として働く、サイトカインを放出する、およびメモリーB細胞を発
生するように機能する。B細胞は、細胞表面上のB細胞受容体の存在によって、T細胞など
の他のリンパ球から区別される。B細胞は、単離されるか、または市販の供給源から得ら
れるかのいずれかであってもよい。市販のB細胞株の非限定的な例には、株AHH-1（ATCC（
登録商標） CRL-8146（商標））、BC-1（ATCC（登録商標） CRL-2230（商標））、BC-2（
ATCC（登録商標） CRL-2231（商標））、BC-3（ATCC（登録商標） CRL-2277（商標））、
CA46（ATCC（登録商標） CRL-1648（商標））、DG-75［D.G.-75］（ATCC（登録商標） CR
L-2625（商標））、DS-1（ATCC（登録商標） CRL-11102（商標））、EB-3［EB3］（ATCC
（登録商標） CCL-85（商標））、Z-138（ATCC #CRL-3001）、DB（ATCC CRL-2289）、Tol
edo（ATCC CRL-2631）、Pfiffer（ATCC CRL-2632）、SR（ATCC CRL-2262）、JM-1（ATCC 
CRL-10421）、NFS-5 C-1（ATCC CRL-1693）；NFS-70 C10（ATCC CRL-1694）、NFS-25 C-3
（ATCC CRL-1695）、およびSUP-B15（ATCC CRL-1929）が含まれる。さらなる例には、未
分化大細胞リンパ腫に由来する細胞株、例えば、DEL、DL-40、FE-PD、JB6、Karpas 299、
Ki-JK、Mac-2A Ply1、SR-786、SU-DHL-1、-2、-4,-5,-6,-7,-8,-9,-10、および-16、DOHH
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-2、NU-DHL-1、U-937、Granda 519、USC-DHL-1、RL；ホジキンリンパ腫に由来する細胞株
、例えば、DEV、HD-70、HDLM-2、HD-MyZ、HKB-1、KM-H2、L 428、L 540、L1236、SBH-1、
SUP-HD1、SU/RH-HD-lが含まれるが、それらに限定されない。そのような市販の細胞株に
ついての非限定的な例示的供給源には、American Type Culture Collection、すなわちAT
CC（www.atcc.org/）およびGerman Collection of Microorganisms and Cell Cultures（
https://www.dsmz.de/）が含まれる。
【００５６】
　本明細書において用いられる場合、「同族」という用語は、2つの分子の間（例えば、
受容体とそのリガンドとの間）の対応を表明する関係を指す。TCRの文脈において、「同
族ペア」とは、単一T細胞に由来する2つの別個のTCRポリペプチドまたはポリペプチドを
コードするポリヌクレオチドの関係（例えば、単一T細胞に由来するTCRα鎖およびTCRβ
鎖）を指す。「同族」はまた、TCRと、それが特異的に結合する対応する抗原:MHC複合体
との間の関係も指し得る。
【００５７】
　本明細書において用いられる場合、「CRISPR」という用語は、クラスター化して規則的
な配置の短い回文配列リピート（clustered regularly interspaced short palindromic 
repeats）経路（CRISPR）に依拠する配列特異的遺伝子操作の技法を指す。CRISPRは、遺
伝子編集および/または遺伝子制御を行うために、ならびに単純にタンパク質を特異的な
ゲノム上の場所にターゲティングするために用いることができる。遺伝子編集とは、標的
ポリヌクレオチドのヌクレオチド配列が、ポリヌクレオチド配列に対する欠失、挿入、ま
たは塩基置換の導入を通して変更される、遺伝子操作のタイプを指す。いくつかの局面に
おいて、CRISPR媒介性遺伝子編集は、編集を行うために非相同末端結合（NHEJ）または相
同組換えの経路を利用する。遺伝子制御とは、タンパク質またはRNAなどの特定の遺伝子
産物の産生を増加させることまたは減少させることを指す。
【００５８】
　本明細書において用いられる場合の「ガイドRNA」または「gRNA」という用語は、CRISP
R複合体を、細胞のゲノムの特異的領域などの特異的なヌクレオチド配列にターゲティン
グするために用いられる、ガイドRNA配列を指す。標的特異性のためにgRNAおよびドナー
治療用ポリヌクレオチドを設計する技法は、当技術分野において周知である。例えば、Do
ench, J., et al. Nature biotechnology 2014; 32(12):1262-7、Mohr, S. et al. (2016
) FEBS Journal 283: 3232-38、およびGraham, D., et al. Genome Biol. 2015; 16: 260
。gRNAは、CRISPR RNA（crRNA）およびトランス活性化CRIPSPR RNA（tracrRNA）を含む融
合ポリヌクレオチド；またはCRISPR RNA（crRNA）およびトランス活性化CRIPSPR RNA（tr
acrRNA）を含むポリヌクレオチドを含むか、または代替的にそれから本質的になるか、ま
たはまださらにそれからなる。いくつかの局面において、gRNAは合成である（Kelley, M.
 et al. (2016) J of Biotechnology 233 (2016) 74-83）。
【００５９】
　本明細書において用いられる場合、「検出可能なマーカー」という用語は、直接または
間接的に、検出可能なシグナルを生じることができる、少なくとも1つのマーカーを指す
。例示的なマーカーの非網羅的なリストには、西洋ワサビペルオキシダーゼ、アルカリホ
スファターゼ、βガラクトシダーゼ、グルコース-6-リン酸デヒドロゲナーゼなどの、例
えば、比色法、蛍光、発光によって検出可能なシグナルを生じる酵素、蛍光、発光色素な
どの発色団、電子顕微鏡によって、もしくは伝導率、電流測定、ボルタンメトリー、イン
ピーダンスなどのその電気的特性によって検出される電子密度を有する基、例えば、その
分子が、その物理的特性および/もしくは化学的特性において検出可能な修飾を誘導する
のに十分なサイズであり、そのような検出が、回折、表面プラズモン共鳴、表面変化、接
触角変化などの光学的方法、もしくは原子間力分光法、トンネル効果などの物理的方法に
よって達成され得る検出可能な基、または、32P、35S、もしくは125Iなどの放射性分子が
含まれる。
【００６０】
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　本明細書において用いられる場合、「精製マーカー」という用語は、精製または同定に
有用な少なくとも1つのマーカーを指す。このマーカーの非網羅的なリストには、His、la
cZ、GST、マルトース結合タンパク質、NusA、BCCP、c-myc、CaM、FLAG、GFP、YFP、cherr
y、チオレドキシン、ポリ(NANP)、V5、Snap、HA、キチン結合タンパク質、Softag 1、Sof
tag 3、Strep、またはSタンパク質が含まれる。適している直接蛍光マーカーまたは間接
蛍光マーカーには、FLAG、GFP、YFP、RFP、dTomato、cherry、Cy3、Cy 5、Cy 5.5、Cy 7
、DNP、AMCA、ビオチン、ジゴキシゲニン、Tamra、Texas Red、ローダミン、Alexa fluor
s、FITC、TRITC、または任意の他の蛍光色素もしくはハプテンが含まれる。
【００６１】
　本明細書において用いられる場合、組成物の「有効量」または「治療的有効量」という
用語は、所望の治療効果を達成するのに十分な量、例えば、処置されている疾患に関連す
る症状、例えば、がんまたはウイルス感染症に関連する疾患または医学的状態における減
少を結果としてもたらす量である。対象に投与される本技術の組成物の量は、疾患のタイ
プおよび重篤度に、ならびに、全身の健康、年齢、性別、体重、および薬物に対する耐性
などの個体の特性に依存するであろう。これはまた、疾患の程度、重篤度、およびタイプ
にも依存するであろう。当業者は、これらの要因および他の要因に依存して、適切な投与
量を決定することができるであろう。本技術の組成物はまた、1つまたは複数の追加的な
治療用化合物と組み合わせて投与することもできる。いくつかの態様において、有効量と
は、がんまたはウイルス感染症の中和において部分的にまたは完全に有効である、本技術
の細胞の量を指す。
【００６２】
　本明細書において用いられる場合、「エピトープ」という用語は、抗体またはTCRに特
異的に結合することができるタンパク質決定基を意味する。エピトープは、通常、アミノ
酸または糖側鎖などの分子の化学的活性表面グループ分けからなり、通常、特異的な三次
元構造特性、および特異的な電荷特性を有する。コンフォメーションエピトープと非コン
フォメーションエピトープとは、変性溶媒の存在下で、前者に対する結合は失われるが、
後者に対する結合は失われない点で区別される。
【００６３】
　本明細書において用いられる場合、「発現」とは、以下のうちの1つまたは複数を含む
：遺伝子の前駆mRNAへの転写；成熟mRNAを産生するための前駆mRNAのスプライシングおよ
び他のプロセシング；mRNAの安定；成熟mRNAのタンパク質への翻訳（コドン使用頻度およ
びtRNA利用可能性を含む）；ならびに、妥当な発現および機能に必要とされる場合には、
翻訳産物のグリコシル化および/または他の修飾。
【００６４】
　本明細書において用いられる場合、「発現の上昇」とは、対照または参照試料と比較し
た、遺伝子発現またはタンパク質発現における増加（例えば、対照または正常参照試料と
比較した、少なくとも2倍、約2倍～約150倍、5倍～150倍、5倍～100倍、10倍～150倍、10
倍～100倍、50倍～150倍、50倍～100倍、75倍～150倍、または75倍～100倍の増加）を指
す。「発現の減少」とは、対照または参照試料と比較した、遺伝子発現またタンパク質発
現における全体的な低減（例えば、20％以上、50％以上、または75％、80％、85％、90％
、95％、もしくはそれよりも高い）を指す。遺伝子発現またはタンパク質発現における増
加または減少は、当技術分野において公知の、または本明細書に記載される任意の有用な
方法（例えば、ELISA）を用いて測定することができる。治療応用のためには、「減少」
とは、障害（例えば、タウオパチー、TBI、または卒中）に関連するポリペプチドまたは
タンパク質のレベルの低減を指すことができる。診断応用またはモニタリング応用のため
には、「減少」とは、診断アッセイまたはモニタリングアッセイによって検出されるタン
パク質または核酸のレベルの減少を指すことができる。
【００６５】
　本明細書において用いられる場合、「遺伝子」という用語は、プロモーター、エクソン
、イントロン、および発現を調節する他の非翻訳領域を含む、RNA産物の制御された生合
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成のための情報をすべて含有する、DNAのセグメントを意味する。
【００６６】
　本明細書において用いられる場合、非ヒトタンパク質（例えば、マウスTCR）の「ヒト
化」型という用語は、タンパク質の非ヒトホモログに由来する最小配列を含有する、キメ
ラタンパク質である。大部分について、ヒト化タンパク質は、レシピエントの可変領域残
基が、所望の特異性、親和性、および能力を有するマウス、ラット、ウサギ、または非ヒ
ト霊長類などの非ヒト種（ドナーTCR）由来の可変領域残基によって置き換えられている
、ヒトTCRである。
【００６７】
　本明細書において用いられる場合、2つ以上の核酸またはポリペプチド配列の文脈にお
いて用いられる際の「同一」またはパーセント「同一性」という用語は、下記のデフォル
トパラメータでのBLASTもしくはBLAST 2.0配列比較アルゴリズムを用いて、または手動の
アラインメントおよび目視検査、例えば、NCBIウェブサイトによって測定された際に同じ
であるか、または指定されたパーセンテージの同じであるアミノ酸残基もしくはヌクレオ
チド（すなわち、比較ウィンドウまたは明示された領域にわたる最大の対応について比較
され、アラインメントされた時に、指定された領域（例えば、本明細書に記載される抗体
をコードするヌクレオチド配列、または本明細書に記載される抗体のアミノ酸配列）にわ
たる、約60％、65％、70％、75％、80％、85％、90％、91％、92％、93％、94％、95％、
96％、97％、98％、99％、またはそれよりも高い同一性）を有する、2つ以上の配列また
は部分配列を指す。そのような配列はその時、「実質的に同一」であると言われる。この
用語はまた、試験配列の相補を指すか、またはそれに適用することもできる。この用語は
また、欠失および/または付加を有する配列、ならびに置換を有する配列も含む。いくつ
かの態様において、同一性は、少なくとも約25個のアミノ酸長もしくはヌクレオチド長、
または50～100個のアミノ酸長もしくはヌクレオチド長である領域にわたって存在する。
【００６８】
　「Kozakコンセンサス配列」または「Kozak配列」とは、翻訳開始部位としてリボソーム
によって認識されるmRNA配列である。Kozak配列は、翻訳の開始のための開始コドン（イ
ニシエーションコドンとしても公知である）および追加的な隣接ヌクレオチドを含む。開
始コドンは、翻訳されるポリペプチドのN末端のメチオニンアミノ酸を特定する。脊椎動
物のためのKozakコンセンサス配列は、当技術分野において公知である（例えば、Kozak, 
M. 1987 Nucleic Acids Res. 15(20): 8125-48）。いくつかの態様において、Kozak配列
は、「強い」ように改変することができ、これは、ヌクレオチド配列が、特に第1番のヌ
クレオチドに比べて+4および-3のヌクレオチドで、コンセンサス配列に厳密に合致するこ
とを意味する。「適格の」Kozak配列は、これらの合致するヌクレオチドのうちの1つのみ
を有し、他方、「弱い」Kozak配列は、いずれの合致するヌクレオチドも有さない。Kozak
配列の強度は、発現したmRNAから翻訳されるポリペプチドの量と直接相関する。概して、
強いKozak配列は、発現したmRNAのより高い効率の翻訳を結果としてもたらし、他方、弱
いKozak配列を有するmRNAからは、より少ないポリペプチドが転写される。
【００６９】
　本明細書において用いられる場合、「主要組織適合複合体」または「MHC」とは、抗原
をT細胞に提示する、細胞表面タンパク質を指す。クラスI MHC分子は、CD8+ T細胞によっ
て認識される。クラスII MHC分子は、CD4+ T細胞によって認識される。抗原またはそのエ
ピトープがロードされたMHC分子は、抗原:MHC複合体と呼ばれる。
【００７０】
　本明細書において用いられる場合、ナチュラルキラー細胞としても公知の「NK細胞」と
いう用語は、骨髄が起源であり、自然免疫系において重要な役割を果たす、リンパ球のタ
イプを指す。NK細胞は、抗体および細胞表面上の主要組織適合複合体の非存在下でさえも
、ウイルス感染細胞、腫瘍細胞、または他のストレスを受けた細胞に対して迅速な免疫応
答を提供する。NK細胞は、単離されるか、または市販の供給源から得られるかのいずれか
であってもよい。市販のNK細胞株の非限定的な例には、株NK-92（ATCC（登録商標） CRL-
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2407（商標））、NK-92MI（ATCC（登録商標） CRL-2408（商標））が含まれる。さらなる
例には、NK株HANK1、KHYG-1、NKL、NK-YS、NOI-90、およびYTが含まれるが、それらに限
定されない。そのような市販の細胞株についての非限定的な例示的供給源には、American
 Type Culture Collection、すなわちATCC（http://www.atcc.org/）およびGerman Colle
ction of Microorganisms and Cell Cultures（https://www.dsmz.de/）が含まれる。
【００７１】
　本明細書において用いられる場合、「機能的に連結される」という用語は、同じ核酸分
子の一部として連結される2つ以上のポリヌクレオチドを指す。いくつかの態様において
、連結されたポリヌクレオチドは、同じ発現調節エレメントから開始される転写のために
、適切に位置づけられ、かつ配向される。いくつかの態様において、発現調節エレメント
（例えば、プロモーター）に機能的に連結されたポリヌクレオチドの転写は、発現調節エ
レメントによって調節され、制御され、または影響を受ける。
【００７２】
　本明細書において用いられる場合、「薬学的に許容される担体」という用語は、薬学的
投与に適合性である、任意のおよびすべての溶媒、分散媒、コーティング、抗細菌化合物
および抗真菌化合物、等張化合物および吸収遅延化合物などを含むように意図される。薬
学的に許容される担体およびその製剤は、当業者に知られており、例えば、Remington's 
Pharmaceutical Sciences (20th edition, ed. A. Gennaro, 2000, Lippincott, William
s & Wilkins, Philadelphia, Pa.)に記載されている。
【００７３】
　本明細書において用いられる場合、「ポリヌクレオチド」または「核酸」という用語は
、修飾されていないかまたは修飾されたRNAまたはDNAであってもよい、任意のRNAまたはD
NAを意味する。ポリヌクレオチドには、非限定的に、一本鎖および二本鎖DNA、一本鎖領
域および二本鎖領域の混合物であるDNA、一本鎖および二本鎖RNA、一本鎖領域および二本
鎖領域の混合物であるRNA、ならびに、一本鎖、またはより典型的には二本鎖、または一
本鎖領域および二本鎖領域の混合物であってもよいDNAおよびRNAを含むハイブリッド分子
が含まれる。加えて、ポリヌクレオチドは、RNAまたはDNAまたはRNAおよびDNAの両方を含
む、三本鎖領域を指す。ポリヌクレオチドという用語はまた、1つまたは複数の修飾され
た塩基を含有するDNAまたはRNA、および安定性のためまたは他の理由のために修飾された
バックボーンを有するDNAまたはRNAも含む。
【００７４】
　本明細書において用いられる場合、「ポリペプチド」、「ペプチド」、および「タンパ
ク質」という用語は、ペプチド結合または修飾されたペプチド結合によって互いに連結さ
れた2個以上のアミノ酸、すなわち、ペプチド同配体を含むポリマーを意味するように、
本明細書において互換的に用いられる。ポリペプチドとは、ペプチド、グリコペプチド、
またはオリゴマーと一般的に呼ばれる短い鎖、および、タンパク質と概して呼ばれる、よ
り長い鎖の両方を指す。ポリペプチドは、20種類の遺伝子にコードされるアミノ酸以外の
アミノ酸を含有してもよい。ポリペプチドは、翻訳後プロセシングなどの天然のプロセス
によって、または当技術分野において周知である化学修飾技法によってのいずれかで修飾
されたアミノ酸配列を含む。そのような修飾は、基本的なテキストに、およびより詳細な
単行本に、ならびに多数の研究文献に、十分に記載されている。
【００７５】
　ポリペプチド、ペプチド、ポリヌクレオチド、または細胞を、他の細胞または細胞構成
要素から取り出すために、物理的方法、機械的方法、または化学的方法が使用されている
場合に、ポリペプチド、ペプチド、ポリヌクレオチド、または細胞は、「単離されている
」または「実質的に純粋である」と言われてもよい。単離されたポリペプチド、ペプチド
、ポリヌクレオチド、または細胞（例えば、単離された細胞）、「実質に純粋な」または
「実質的に純粋でありかつ単離された」ポリペプチド、ペプチド、ポリヌクレオチド、ま
たは細胞は、典型的には、それが天然で会合しているタンパク質および天然に存在する有
機分子を、少なくとも60重量％含まない場合に、細胞構成要素から取り出され、実質的に
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純粋であると考えられる。ポリペプチドは、重量で少なくとも75％、80％、85％、90％、
95％、または99％純粋であり得る。実質的に純粋なポリペプチド、ペプチド、ポリヌクレ
オチド、または細胞（例えば、実質的に純粋な抗体またはその断片）は、標準的な技法に
よって、例えば、ポリペプチドをコードする組換え核酸の発現によって、またはポリペプ
チドを化学的に合成することによって、取得され得る。純度は、任意の適切な方法によっ
て、例えば、カラムクロマトグラフィー、ポリアクリルアミド電気泳動、またはHPLC解析
によって、測定することができる。
【００７６】
　本明細書において用いられる場合、例えば、細胞、または核酸、タンパク質、またはベ
クターに関して用いられる際の「組換え」という用語は、細胞、核酸、タンパク質、また
はベクターが、異種核酸もしくはタンパク質の導入、または天然の核酸もしくはタンパク
質の変更によって改変されていること、または、物質が、そのように改変された細胞に由
来することを示す。したがって、例えば、組換え細胞は、細胞の天然（非組換え）型内に
は見出されない遺伝子を発現するか、または、さもなければ異常に発現しているか、不十
分に発現しているか、もしくは全く発現していない天然の遺伝子を発現する。
【００７７】
　本明細書において用いられる場合、「別々の」治療的使用という用語は、少なくとも2
つの活性成分の、同時の、または異なる経路による実質的に同時の投与を指す。
【００７８】
　本明細書において用いられる場合、「反復の」治療的使用という用語は、異なる時の、
同一であるかまたは異なる投与経路での活性成分の投与を指す。より詳細には、順次使用
とは、同じかまたは異なる活性成分の第2の投与が始まる前の、活性成分の全投与を指す
。したがって、第2の投与の前に、活性成分のうちの1つを、数分、数時間、数日、数か月
、または数年にわたって投与することが可能である。
【００７９】
　本明細書において用いられる場合、「対象」、「個体」、および「患者」という用語は
、互換的に用いられ、ヒトまたは非ヒト動物、例えば、家庭内の動物（例えば、イヌ、ネ
コなど）、農場の動物（例えば、ウシ、ヒツジ、ブタ、ウマなど）、野生の動物（コウモ
リ、アライグマ、キツネ、スカンク、リス、シマリス、ネズミ、ウサギなど）、および実
験動物（例えば、サル、ラット、マウス、ウサギ、モルモットなど）を指す。いくつかの
態様において、対象は哺乳動物である。特定の態様において、対象はヒトである。
【００８０】
　本明細書において用いられる場合、「スイッチ」という用語は、組換えTCRまたは組換
えTCRの構成要素の発現、活性化、または安定性が調節される機構（すなわち、TCRを「オ
ン」または「オフ」にする機構）を指す。スイッチ機構には、活性化されるために1つよ
りも多い構築物の共発現を必要とするTCR発現系、自殺スイッチ、安全スイッチ、および
活性化のために多量体化を必要とするTCRが含まれるが、それらに限定されない。いくつ
かの態様において、スイッチは誘導性である。
【００８１】
　本明細書において用いられる場合、「T細胞」という用語は、胸腺において成熟する、
リンパ球のタイプを指す。T細胞は、細胞媒介性免疫において重要な役割を果たし、細胞
表面上のT細胞受容体の存在によって、B細胞などの他のリンパ球から区別される。T細胞
は、単離されるか、または市販の供給源から得られるかのいずれかであってもよい。「T
細胞」には、ヘルパーT細胞（CD4+細胞）、細胞傷害性T細胞（CD8+細胞）、ナチュラルキ
ラーT細胞、制御性T細胞（Treg）、およびγδT細胞を含む、CD3を発現する免疫細胞のす
べてのタイプが含まれる。「細胞傷害性細胞」には、CD8+ T細胞、ナチュラルキラー（NK
）細胞、および好中球が含まれ、該細胞は、細胞傷害応答を媒介することができる。市販
のT細胞株の非限定的な例には、株BCL2 (AAA) Jurkat（ATCC（登録商標） CRL-2902（商
標））、BCL2 (S70A) Jurkat（ATCC（登録商標） CRL-2900（商標））、BCL2 (S87A) Jur
kat（ATCC（登録商標） CRL-2901（商標））、BCL2 Jurkat（ATCC（登録商標） CRL-2899
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（商標））、Neo Jurkat（ATCC（登録商標） CRL-2898（商標））、TALL-104細胞傷害性
ヒトT細胞株（ATCC # CRL-11386）が含まれる。さらなる例には、成熟T細胞株、例えば、
Deglis、EBT-8、HPB-MLp-W、HUT 78、HUT 102、Karpas 384、Ki 225、My-La、Se-Ax、SKW
-3、SMZ-1、およびT34など；ならびに未熟T細胞株、例えば、ALL-SIL、Be13、CCRF-CEM、
CML-T1、DND-41、DU.528、EU-9、HD-Mar、HPB-ALL、H-SB2、HT-1、JK-T1、Jurkat、Karpa
s 45、KE-37、KOPT-K1、K-T1、L-KAW、Loucy、MAT、MOLT-1、MOLT 3、MOLT-4、MOLT 13、
MOLT-16、MT-1、MT-ALL、P12/Ichikawa、Peer、PER0117、PER-255、PF-382、PFI-285、RP
MI-8402、ST-4、SUP-T1～T14、TALL-1、TALL-101、TALL-103/2、TALL-104、TALL-105、TA
LL-106、TALL-107、TALL-197、TK-6、TLBR-1、-2、-3、および-4、CCRF-HSB-2（CCL-120.
1）、J.RT3-T3.5（ATCC TIB-153）、J45.01（ATCC CRL-1990）、J.CaM1.6（ATCC CRL-206
3）、RS4;11（ATCC CRL-1873）、CCRF-CEM（ATCC CRM-CCL-119）；ならびに皮膚T細胞リ
ンパ腫株、例えば、HuT78（ATCC CRM-TIB-161）、MJ[G11]（ATCC CRL-8294）、HuT102（A
TCC TIB-162）が含まれるが、それらに限定されない。REH、NALL-1、KM-3、L92-221を含
むがそれらに限定されない、ヌル白血病細胞株が、K562赤白血病、THP-1単球性白血病、U
937リンパ腫、HEL赤白血病、HL60白血病、HMC-1白血病、KG-1白血病、U266骨髄腫などの
他の白血病およびリンパ腫に由来する細胞株と同様に、別の市販の供給源の免疫細胞であ
る。そのような市販の細胞株についての非限定的な例示的供給源には、American Type Cu
lture Collection、すなわちATCC（http://www.atcc.org/）およびGerman Collection of
 Microorganisms and Cell Cultures（https://www.dsmz.de/）が含まれる。
【００８２】
　本明細書において用いられる場合、「T細胞受容体」または「TCR」という用語は、シグ
ナル伝達の媒介に関与するCD3複合体の不変タンパク質と会合している免疫グロブリンス
ーパーファミリーのヘテロ二量体細胞表面タンパク質を指す。TCRは、2本の同族タンパク
質鎖：アルファ（α）鎖およびベータ（β）鎖（それぞれ、TRA（Entrez gene: 6955）お
よびTRB遺伝子（Entrez gene: 6957）によってコードされる）、またはガンマ（γ）鎖お
よびデルタ（δ）鎖（それぞれ、TRG（Entrez gene: 6965）およびTRD遺伝子（Entrez ge
ne: 6964）によってコードされる）から構成されている。各鎖は、2つの細胞外ドメイン
：可変（V）領域および定常（C）領域から構成されている。定常領域は、細胞膜の近位で
あり、次に膜貫通領域および短い細胞質尾部が続き、他方、可変領域は、抗原:MHC複合体
に結合する。TCRのα鎖およびβ鎖両方の可変ドメインは各々、3つの超可変領域または相
補性決定領域（CDR）を有する。通常は抗原と接触せず、したがってCDRとは考えられない
、β鎖上の超可変性の追加的な区域（HV4）もある。CDR3は、プロセシングされた抗原の
認識を担う主なCDRであるが、α鎖のCDR1もまた、抗原ペプチドのN末端部分と相互作用す
ることが示されており、それに対して、β鎖のCDR1は、ペプチドのC末端部分と相互作用
する。CDR2は、MHCを認識すると考えられている。β鎖のCDR4は、抗原認識に関係すると
考えられていないが、スーパー抗原と相互作用することが示されている。TCRの定常ドメ
インは、システイン残基が、2本の鎖の間の連結を形成するジスルフィド結合を形成する
、短い接続配列からなる。
【００８３】
　対象におけるTCRの多様なレパートリーは、可変（V）、連結（J）、および多様性（D）
遺伝子セグメントを再構成する体細胞組換え機構である、V(D)J組換えによって達成され
る。ヒトにおいて、TRA遺伝子座は、54個のTRAV（V）セグメント、61個のTRAJ（J）セグ
メント、および唯一の定常TRAC（C）セグメントを含む。TRB遺伝子座は、64～67個のTRBV
（V）セグメント、2個のTRBD（D）セグメント、14個のTRBJ（J）セグメント、および2個
のTRBC（C）セグメントを含む。TRG遺伝子座は、12～15個のTRGV（V）セグメント、5個の
TRGJ（J）セグメント、および2個のTRGC（C）セグメントを含む。TRD遺伝子座は、TRA遺
伝子座に埋め込まれており、8個のTRDVまたはTRAV/DV（V）セグメント、3個のTRDD（D）
セグメント、4個のTRDJ（J）セグメント、および1個のTRDC（C）セグメントを含有する。
TCRアミノ酸配列の非限定的な例は、当技術分野において公知であり、本明細書において
提供される。
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【００８４】
ヒトTCR（α）鎖TRACセグメント：

【００８５】
ヒトTCR（β）鎖TRBC1セグメント：

【００８６】
ヒトTCR（β）鎖TRBC2セグメント：

【００８７】
ヒトTCR（γ）鎖TRGC1セグメント：

【００８８】
ヒトTCR（γ）鎖TRGC2セグメント：

【００８９】
ヒトTCR（δ）鎖TRDCセグメント：

【００９０】
　本明細書において用いられる場合、「治療剤」という用語は、有効量で存在する時に、
その必要がある対象に対して所望の治療効果を生じる、核酸、組換えTCR、ベクター、細
胞、または細胞の集団を意味するように意図される。
【００９１】
　本明細書に記載されるTCRのアミノ酸配列改変が、企図される。例えば、TCRの結合親和
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性および/または他の生物学的特性を改善することが、望ましい場合がある。TCRのアミノ
酸配列バリアントは、適切なヌクレオチド変化をTCR核酸中に導入することによって、ま
たはペプチド合成によって調製される。そのような改変には、例えば、TCRのアミノ酸配
列内の残基からの欠失、および/またはその中への挿入、および/またはその置換が含まれ
る。得られたTCRが所望の特性を保有する限り、欠失、挿入、および置換の任意の組み合
わせが、関心対象のTCRを得るために行われる。改変にはまた、タンパク質のグリコシル
化のパターンの変化も含まれる。置換変異誘発のための最も強い関心対象の部位には、超
可変領域が含まれるが、FRの変更もまた企図される。「保存的置換」を、以下の表に示す
。
【００９２】
　（表１）アミノ酸置換
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【００９３】
　本明細書において用いられる場合、「特異的に結合する」とは、別の分子（例えば、抗
原:MHC複合体）を認識して結合するが、他の分子は実質的に認識して結合しない、分子（
例えば、TCR）を指す。特定の分子（例えば、特定の細胞、抗原、エピトープ、または抗
原:MHC複合体）への「特異的結合」、「に特異的に結合する」、または「に特異的」であ
るという用語は、本明細書において用いられる場合、例えば、それが結合する分子につい
て少なくとも約10-4 M、10-5 M、10-6 M、10-7 M、10-8 M、10-9 M、10-10 M、10-11 M、
10-12 M、またはそれよりも大きいKdを有する分子によって示され得る。「特異的に結合
する」という用語はまた、分子（例えば、TCR）が、特定の細胞、抗原、エピトープ、ま
たは抗原:MHC複合体に、任意の他の細胞、抗原、エピトープ、または抗原:MHC複合体に実
質的に結合することなく結合する結合も指し得る。例えば、TCRは、1つの抗原:MHC複合体
に対して別の抗原:MHC複合体に対してよりも、例えば、少なくとも10～100倍高い親和性
（例えば、101倍、102倍、103倍、104倍、105倍、106倍、107倍、108倍、109倍、または1
010倍高い親和性）を有し得る。
【００９４】
　本明細書において用いられる場合、「ベクター」という用語は、プラスミド、ウイルス
、コスミド、ファージ、BAC、YACなどを含むがそれらに限定されない、様々な宿主間の移
動のために設計された核酸構築物を指す。いくつかの態様において、プラスミドベクター
は、市販のベクターから調製されてもよい。他の態様において、ウイルスベクターは、当
技術分野において公知の技法に従って、バキュロウイルス、レトロウイルス、アデノウイ
ルス、AAVなどから作製されてもよい。1つの態様において、ウイルスベクターはレンチウ
イルスベクターである。
【００９５】
　本明細書において用いられる場合の「プロモーター」という用語は、遺伝子などのコー
ド配列の発現を制御する任意の配列を指す。プロモーターは、例えば、構成的、誘導性、
抑制性、または組織特異的であってもよい。「プロモーター」とは、転写の開始および速
度が調節されるポリヌクレオチド配列の領域である、調節配列である。これは、RNAポリ
メラーゼおよび他の転写因子などの制御性タンパク質および分子がそこで結合し得る、遺
伝子エレメントを含有し得る。プロモーターの非限定的な例には、p2A、CMV、およびE1α
が含まれる。
【００９６】
　組換え細胞の作製に適用される場合の「形質導入する」または「形質導入」という用語
は、それによって外来ヌクレオチド配列が細胞中に導入されるプロセスを指す。いくつか
の態様において、この形質導入は、ベクターを介して行われる。
【００９７】
　本明細書において用いられる場合の「処置すること」または「処置」は、ヒトなどの対
象における、本明細書に記載される疾患または障害の処置に及び、（i）疾患もしくは障
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害を阻害すること、すなわち、その発生を停止すること；（ii）疾患もしくは障害を軽減
すること、すなわち、障害の退縮を引き起こすこと；（iii）障害の進行を遅くすること
；および/または（iv）疾患もしくは障害の1つもしくは複数の症状を阻害すること、軽減
すること、もしくはその進行を遅くすることを含む。「がんを処置すること」によっては
、がんまたはがん細胞が、例えば、緩和される、低減する、治癒する、または寛解の状態
に置かれることが意味される。「ウイルス感染症を処置すること」によっては、ウイルス
またはウイルス負荷が、例えば、緩和される、低減する、治癒する、または寛解の状態に
置かれることが意味される。
【００９８】
　本明細書に記載されるようながんおよびウイルス感染症の処置の様々な様式は、全体を
含むが、全体に満たない処置も含む、「実質的」を意味するように意図され、対象の寿命
の延長などのいくつかの生物学的または医学的に関係がある結果が達成されることもまた
、認識されるべきである。処置は、再発を阻止するための連続的な長期の処置、または急
性処置のための数回の投与であってもよい。
【００９９】
I. 本技術の組成物
　1つの局面において、本技術は、（a）ベクターバックボーン；ならびに（b）TCRαポリ
ペプチドをコードする第1のポリヌクレオチド、およびTCRβポリペプチドをコードする第
2のポリヌクレオチド；または（b）TCRγポリペプチドをコードする第1のポリヌクレオチ
ド、およびTCRδポリペプチドをコードする第2のポリヌクレオチドを含む、組換えT細胞
受容体（TCR）ライブラリーベクターであって；第1のポリヌクレオチドおよび第2のポリ
ヌクレオチドが、同族ペアであり、かつ第1のポリヌクレオチドおよび第2のポリヌクレオ
チドが、区画に存在する単一の溶解されたT細胞から単離されたmRNAに由来している、前
記ベクターを提供する。いくつかの態様において、単一の溶解されたT細胞のmRNAは、mRN
A捕捉試薬または逆転写PCR（RT-PCR）を用いて単離される。追加的にまたは代替的に、い
くつかの態様において、単一の溶解されたT細胞の内容物を含有する区画は、マイクロウ
ェル（例えば、96ウェルプレート内のマイクロウェル）または小滴である。いくつかの態
様において、単一の溶解されたT細胞のmRNAは、mRNA捕捉試薬の使用を伴わずに、区画の
内側で単離される。
【０１００】
　「ベクター」という用語は、分裂しない細胞および/またはゆっくり分裂する細胞に感
染して形質導入し、標的細胞のゲノム中に組み込まれる能力を保持する、組換えベクター
を意図する。いくつかの態様において、ベクターは、野生型ウイルスに由来するか、また
はそれに基づく。さらなる態様において、ベクターは、野生型レンチウイルス、レトロウ
イルス、アデノウイルス、またはアデノ随伴ウイルスに由来するか、またはそれに基づく
。そのようなものの例には、非限定的に、ヒト免疫不全ウイルス（HIV）、ヒトTリンパ球
向性ウイルス1型（HTLV-1）、ヒトTリンパ球向性ウイルス2型（HTLV-2）、ヒトアデノウ
イルス（HadV-1～57）、アデノ随伴ウイルス（AAV）、ウマ伝染性貧血ウイルス（EIAV）
、サル免疫不全ウイルス（SIV）およびネコ免疫不全ウイルス（FIV）、ならびにマウス白
血病ウイルス（MLV）が含まれる。本開示によるウイルスベクターは、特定のウイルスの
構成要素に限定される必要がないことが、明白であろう。ウイルスベクターは、2種類以
上の異なるウイルスに由来する構成要素を含んでもよく、かつまた、合成構成要素を含ん
でもよい。
【０１０１】
　ベクターのある特定の態様において、ベクターバックボーンは、レトロウイルスベクタ
ーバックボーン、レンチウイルスベクターバックボーン、アデノウイルスベクターバック
ボーン、およびアデノ随伴ウイルスベクターバックボーンからなる群より選択される。ベ
クターバックボーンのゲノムは、それが元々由来したウイルス由来の構成要素を含む。例
えば、いくつかの態様において、ベクターバックボーンは、逆転写システムおよび組込み
システムを含む、RNAゲノムと適合性の本質的なベクター構成要素を含有する。いくつか
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の態様において、これらには、特定のレトロウイルスに由来するgagタンパク質およびpol
タンパク質が含まれる。いくつかの態様において、ベクターバックボーンの構造構成要素
は、所望の有用な特性を提供するために、遺伝学的にまたは別の方法で変更されている。
例えば、ベクターに様々な標的特異性を与えるために、ベクター作製システムにおいて様
々なenv遺伝子を用いることによって、ベクター宿主範囲および標的細胞型を変更するこ
とができる。
【０１０２】
　特定の態様において、ベクターバックボーンは、レンチウイルスベクターバックボーン
、例えば、pLVXである。レンチウイルスベクターは、オンコレトロウイルス（MLVを含有
するレトロウイルスの亜群）およびレンチウイルス（HIVを含有するレトロウイルスの亜
群）に基づくか、またはそれに由来する。非限定的な例には、ASLV、SNV、およびRSVが含
まれ、そのすべては、レンチウイルスベクター粒子作製システムのためのパッケージング
構成要素およびベクター構成要素に分けられている。本開示によるレンチウイルスベクタ
ー粒子は、特定のレトロウイルスの遺伝学的にまたは別の方法で（例えば、パッケージン
グ細胞系の特異的選択によって）変更されたバージョンに基づいてもよい。
【０１０３】
　非限定的な例示的ベクターバックボーンが、当技術分野において公知であり、例えば、
参照により本明細書に組み入れられる米国特許第6,924,123号；同第7,056,699号；同第7,
07,993号；同第7,419,829号；および同第7,442,551号、ならびに、InvitrogenのpLentiシ
リーズバージョン4、6、および6.2「ViraPower」システム、City of Hope Research Inst
ituteによって研究室で生成され、用いられているpHIV-7-GFP；Clontechによって製造さ
れている「Lenti-X」レンチウイルスベクターpLVX；Sigma-Aldrichによって製造されてい
るpLKO.1-puro；Open Biosystemsによって製造されているpLemiR；および、Charite Medi
cal School, Institute of Virology (CBF), Berlin, Germanyによって研究室で生成され
、用いられているpLVを参照されたい。
【０１０４】
　ある特定のレトロウイルス配列は、標的細胞ゲノム中への組込みを容易にする（例えば
、米国特許第6,924,123号を参照されたい）。各レトロウイルスゲノムは、ビリオンタン
パク質および酵素をコードする、gag、pol、およびenvと呼ばれる遺伝子を含む。これら
の遺伝子には、末端反復配列（LTR）と呼ばれる領域が、両端に隣接している。LTRは、プ
ロウイルスの組込みおよび転写を担う。それらはまた、ウイルス遺伝子の発現を調節する
ことができるエンハンサー-プロモーター配列としても働く。レトロウイルスゲノムのカ
プシド形成は、ウイルスゲノムの5'端に位置するpsi配列によって起こる。LTR自体は、U3
、R、およびU5と呼ばれる3つのエレメントに分けることができる、同一の配列である。U3
は、RNAの3'端に特有の配列に由来している。Rは、RNAの両端で反復される配列に由来し
、かつU5は、RNAの5'端に特有の配列に由来している。3つのエレメントのサイズは、異な
るレトロウイルスの間でかなり変動し得る。U3は、プロウイルスの発現調節エレメントの
大部分を含有し、これは、細胞のタンパク質および場合によってはウイルス転写アクチベ
ータータンパク質に応答性の、プロモーターおよび複数のエンハンサー配列を含む。
【０１０５】
　構造遺伝子gag、pol、およびenv自体に関しては、gagは、ウイルスの内部構造タンパク
質をコードする。gagタンパク質は、タンパク質分解性にプロセシングされて、成熟タン
パク質であるMA（マトリックス）、CA（カプシド）、およびNC（ヌクレオカプシド）にな
る。pol遺伝子は、逆転写酵素（RT）をコードし、これは、ゲノムの複製を媒介する、DNA
ポリメラーゼ、関連するRNアーゼH、およびインテグラーゼ（IN）を含有する。
【０１０６】
　ウイルス粒子は、ベクターRNAゲノムを、それをコードするDNA構築物から宿主細胞にお
いて発現させることによって作製される。いくつかの態様において、ベクターバックボー
ンによってコードされないウイルス粒子の構成要素は、宿主細胞において発現される追加
的な核酸配列（gag/pol遺伝子およびenv遺伝子のいずれかまたは両方を通常含む、「パッ



(34) JP 2021-516049 A 2021.7.1

10

20

30

40

50

ケージングシステム」）によってトランスで提供される。いくつかの態様において、ウイ
ルスベクター粒子の作製のために必要とされる配列のセットは、一過性トランスフェクシ
ョンによって宿主中に導入されるか、または宿主細胞ゲノム中に組み込まれるか、または
パッケージング細胞株の使用を通して提供される。関与する技法は、当業者に知られてい
る。
【０１０７】
　いくつかの態様において、第1のポリヌクレオチドおよび第2のポリヌクレオチドの誘導
の方法またはプロセスは、当技術分野において公知の他のベクターおよび方法とは別個で
ある、第1のポリヌクレオチドおよび/または第2のポリヌクレオチドにおける構造的特徴
を結果としてもたらす。例えば、mRNA捕捉試薬と溶解されたT細胞についての個々の区画
との使用により、TCRポリヌクレオチドの同族ペアの捕捉が可能である。構造的特徴の他
の非限定的な例には、制限酵素認識部位、組み込まれるプライマー部位、およびmRNA捕捉
試薬に由来する配列が含まれる。
【０１０８】
　ベクターのいくつかの態様において、mRNA捕捉試薬は、ポリ(dT)でコーティングされた
ビーズ、オリゴヌクレオチドでコーティングされたビーズ、ヒドロゲルビーズ、およびマ
イクロアレイウェルの表面上のプリントされたオリゴからなる群より選択される。例えば
、mRNA捕捉物質は、固定化されたオリゴヌクレオチド、またはデキストランおよびアガロ
ースなどのポリマーネットワークを含む、ビーズなどの固体支持体であることができる。
いくつかの態様において、ビーズは、シリカビーズまたは磁気ビーズである。いくつかの
態様において、mRNA捕捉物質は、mRNAにハイブリダイズするオリゴヌクレオチドを含む。
例えば、オリゴヌクレオチドは、少なくとも1つのポリ(T)および/または関心対象の転写
産物に特異的なプライマーを含んでもよい。ある特定の態様において、mRNA捕捉試薬のビ
ーズは、単離されている個々の細胞（例えば、T細胞）よりも小さい。いくつかの態様に
おいて、mRNA捕捉物質との単一T細胞の隔離は、T細胞の溶解の前に行われる。他の態様に
おいて、mRNA捕捉物質との単一T細胞の隔離は、T細胞溶解と同時に行われる。したがって
、いくつかの態様において、単一T細胞とmRNA捕捉物質とは、細胞溶解溶液の存在下でエ
マルジョンの個々の微小胞中に単離される。
【０１０９】
　いくつかの態様において、個々の区画は、100 nL以下、50 nL以下、40 nL以下、30 nL
以下、20 nL以下、10 nL以下、5 nL以下の体積を有する。特定の態様において、個々の区
画は、5 nL以下の体積を有する。いくつかの態様において、個々の区画は、任意でエマル
ジョンの、小滴または微小胞である。いくつかの態様において、区画はウェルである。あ
る特定の態様において、ウェルは、プリントされたポリマースライド、プラスチックプレ
ート、マイクロタイタープレート、またはゲルに位置する。いくつかの態様において、ウ
ェルは、T細胞の溶解の前、またはRT-PCRを行う前に、透過膜で密封される。本明細書に
記載されるような区画化された調製物により、ライブラリーの特徴決定が可能になり、か
つ最終薬物製品に含まれ得るPCRエラーバリアントの可能性が最小化される。これは、最
終治療用細胞組成物が、副作用および/またはオフターゲットTCR結合特異性を誘導し得る
、特徴決定不可能な、かつ潜在的に非常に危険なバリアントを含有するリスクを低減させ
る。
【０１１０】
　いくつかの態様において、単一の溶解されたT細胞のmRNAは、当技術分野において公知
の任意の方法を用いて、cDNAに逆転写される。例えば、いくつかの態様において、逆転写
は、オーバーラップ伸長（OE）逆転写PCR（RT-PCR）を用いて行われる。OE-RT-PCRのため
の反応ミックスは、共有結合で互いに連結された関心対象の2つ以上の転写産物のcDNAを
含む単一PCR産物を作製するために設計された、プライマーを含む。OE-RT-PCRのためのプ
ライマー設定は、所与の細胞が発現するどの関心対象の転写産物（例えば、TCR遺伝子転
写産物）が、互いに連結されるかを決定する。例えば、ある特定の態様において、同族ペ
アTCR鎖転写産物由来のそれぞれのcDNAが、共有結合で互いに連結されることを引き起こ
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すプライマーが、設計される。OE-RT-PCR反応条件の非限定的な例を、本明細書中の表3に
提供する。連結されたTCR cDNAを取得する反応を行うのに適しているPCRプライマーの非
限定的な例を、本明細書中の表4に提供する。OE RT-PCRの連結されたcDNA産物を回収し、
関心対象の連結された転写産物を増幅するネステッドPCRのための鋳型として用いる。ネ
ステッドPCRのための例示的な反応条件を、本明細書中の表5に提供する。いくつかの態様
において、次いで、精製されたネステッドPCRの産物をシーケンシングして、ペアの情報
を解析する。いくつかの態様において、関心対象の複数の転写産物のcDNAを連結するため
に、制限およびライゲーションが用いられてもよい。他の態様において、関心対象の複数
の転写産物のcDNAを連結するために、組換えが用いられてもよい。
【０１１１】
　いくつかの態様において、TCRαポリペプチドは、少なくとも1つのTRAVセグメントおよ
びTRACセグメント、またはその各々の等価物を含む。いくつかの態様において、TCRαポ
リペプチドは、少なくとも1つのTRAVセグメント、TRACセグメント、および少なくとも1つ
のTRADセグメントを含む。いくつかの態様において、TCRαポリペプチドは、少なくとも1
つのTRAVセグメント、TRACセグメント、少なくとも1つのTRADセグメント、および少なく
とも1つのTRAJセグメントを含む。いくつかの態様において、TCRαポリペプチドは、少な
くとも1つのTRAVセグメント、TRACセグメント、および少なくとも1つのTRAJセグメントを
含む。
【０１１２】
　いくつかの態様において、TCRβポリペプチドは、少なくとも1つのTRBVセグメントおよ
びTRBCセグメント、またはその各々の等価物を含む。いくつかの態様において、TCRβポ
リペプチドは、少なくとも1つのTRBVセグメント、少なくとも1つのTRBCセグメント、およ
び少なくとも1つのTRBDセグメントを含む。いくつかの態様において、TCRβポリペプチド
は、少なくとも1つのTRBVセグメント、少なくとも1つのTRBCセグメント、少なくとも1つ
のTRBDセグメント、および少なくとも1つのTRBJセグメントを含む。いくつかの態様にお
いて、TCRβポリペプチドは、少なくとも1つのTRBVセグメント、少なくとも1つのTRBCセ
グメント、および少なくとも1つのTRBJセグメントを含む。
【０１１３】
　いくつかの態様において、TCRγポリペプチドは、少なくとも1つのTRGVセグメントおよ
びTRGCセグメント、またはその各々の等価物を含む。いくつかの態様において、TCRγポ
リペプチドは、少なくとも1つのTRGVセグメント、少なくとも1つのTRGCセグメント、およ
び少なくとも1つのTRGDセグメントを含む。いくつかの態様において、TCRγポリペプチド
は、少なくとも1つのTRGVセグメント、少なくとも1つのTRGCセグメント、少なくとも1つ
のTRGDセグメント、および少なくとも1つのTRGJセグメントを含む。いくつかの態様にお
いて、TCRγポリペプチドは、少なくとも1つのTRGVセグメント、少なくとも1つのTRGCセ
グメント、および少なくとも1つのTRGJセグメントを含む。
【０１１４】
　いくつかの態様において、TCRδポリペプチドは、少なくとも1つのTRDVセグメントおよ
びTRDCセグメント、またはその各々の等価物を含む。いくつかの態様において、TCRδポ
リペプチドは、少なくとも1つのTRDVセグメント、少なくとも1つのTRDCセグメント、およ
び少なくとも1つのTRDDセグメントを含む。いくつかの態様において、TCRδポリペプチド
は、少なくとも1つのTRDVセグメント、少なくとも1つのTRDCセグメント、少なくとも1つ
のTRDDセグメント、および少なくとも1つのTRDJセグメントを含む。いくつかの態様にお
いて、TCRδポリペプチドは、少なくとも1つのTRDVセグメント、少なくとも1つのTRDCセ
グメント、および少なくとも1つのTRDJセグメントを含む。
【０１１５】
　ベクターのいくつかの態様において、第1のポリヌクレオチドと第2のポリヌクレオチド
とは、任意でリンカーポリヌクレオチドを介して、機能的に連結されている。いくつかの
態様において、リンカーポリヌクレオチドは、リンカーポリペプチドをコードする。本明
細書において用いられる場合、「リンカーポリペプチド」という用語は、1回から10回ま



(36) JP 2021-516049 A 2021.7.1

10

20

30

40

50

で、または代替的に約8回まで、または代替的に約6回まで、または代替的に約5回、また
は4回、または代替的に3回、または代替的に2回反復されてもよい、1～10、または代替的
に8アミノ酸、または代替的に6アミノ酸、または代替的に5アミノ酸を含む任意のアミノ
酸配列に関する。例えば、リンカーは、3回反復されるペンタペプチドからなる最大で15
アミノ酸残基を含んでもよい。1つの局面において、リンカー配列は、3コピーのgly-gly-
gly-gly-ser（SEQ ID NO: 9）を含む(グリシン4セリン)3（SEQ ID NO: 8）可撓性ポリペ
プチドリンカー、またはその等価物である。リンカー配列の非限定的な例は、当技術分野
において公知であり、例えば、

（およびその等価物）；トリペプチドEFM；または

、ならびにその各々の等価物である。ベクターのいくつかの態様において、第1のポリヌ
クレオチドと第2のポリヌクレオチドとは、捕捉されたT細胞mRNAの逆転写およびPCR増幅
によって機能的に連結されている。
【０１１６】
　ベクターのいくつかの態様において、第1のポリヌクレオチドと第2のポリヌクレオチド
とは、TCR遺伝子において天然には見出されない標的制限エンドヌクレアーゼ部位で切断
する制限酵素を用いて、連結されており、かつ/またはベクターバックボーン中にクロー
ニングされている。ある特定の態様において、標的制限エンドヌクレアーゼ部位は、低頻
度でTCR遺伝子中に存在している。「低頻度」とは、TCR遺伝子中に20回未満、15回未満、
10回未満、5回未満、または2回未満存在している部位を指す。ある特定の態様において、
標的制限エンドヌクレアーゼ部位は、発現されるTCRポリペプチド配列を変更しないサイ
レント変異を含む。制限エンドヌクレアーゼ認識部位の非限定的な例を、本明細書中の表
6および7に提供する。いくつかの態様において、第1のポリヌクレオチドおよび/または第
2のポリヌクレオチドは、表6または表7に記載される少なくとも1個、少なくとも2個、少
なくとも3個、少なくとも4個、少なくとも5個、少なくとも5個、少なくとも7個、少なく
とも8個、少なくとも9個、または少なくとも10個の標的制限エンドヌクレアーゼ部位を組
み込むように変更されている。
【０１１７】
　ベクターのある特定の態様において、ベクターは、少なくとも1つ、少なくとも2つ、少
なくとも3つ、または少なくとも4つの、発現調節エレメントをコードするポリヌクレオチ
ドをさらに含む。本明細書において用いられる場合、「発現調節エレメント」とは、ポリ
ヌクレオチドの発現を直接または間接的に容易にする、促進する、制御する、または影響
を及ぼすポリヌクレオチドを意図する。いくつかの態様において、発現調節エレメントは
、ポリヌクレオチドの発現を活性化する。いくつかの態様において、発現調節エレメント
は、ポリヌクレオチドの発現を維持する。いくつかの態様において、発現調節エレメント
は、ポリヌクレオチドの発現を増強する。いくつかの態様において、発現調節エレメント
は、ポリヌクレオチドの転写産物を安定化する。いくつかの態様において、発現調節エレ
メントは、ポリヌクレオチドの発現を抑制する。いくつかの態様において、発現調節エレ
メントの活性は、誘導性である。いくつかの態様において、発現調節エレメントは、第1
のポリヌクレオチドおよび/または第2のポリヌクレオチドに機能的に連結されている。い
くつかの態様において、発現調節エレメントは、第1のポリヌクレオチドおよび/または第
2のポリヌクレオチドの上流（5'）である。いくつかの態様において、発現調節エレメン
トは、第1のポリヌクレオチドおよび/または第2のポリヌクレオチドの下流（3'）である
。ある特定の態様において、発現調節エレメントをコードするポリヌクレオチドは、第1
のポリヌクレオチドと第2のポリヌクレオチドとの間に位置する。いくつかの態様におい
て、発現調節エレメントは、プロモーター、p2A配列、エンハンサー、および内部リボソ
ーム進入部位（IRES）配列からなる群より選択される。
【０１１８】
　p2A配列は、同じmRNAから等モルレベルの複数の遺伝子を産生する、短いペプチド（約2
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0アミノ酸）である。ペプチドは、リボソームに2AエレメントのC末端でペプチド結合の合
成をスキップさせ、2A配列の末端と下流にある次のペプチドとの間の分離をもたらすこと
によって機能すると考えられている。結果として生じる「切断」は、C末端に見出される
グリシン残基とプロリン残基との間で起こり、これは、上流のシストロンが、末端に付加
された数個の追加的な残基を有し、他方、下流のシストロンがプロリンで始まることを意
味する。特定の態様において、p2A配列は、以下からなる群より選択される。

【０１１９】
　プロモーターは、ポリヌクレオチドの制御された転写のための調節点を提供する、制御
性ポリヌクレオチドである。いくつかの態様において、プロモーターは、CMV、EF1a、SV4
0、PGK1、UBC、MNDU3、ヒトβアクチン、CAG、TRE、UAS、Ac5、ポリヘドリン、CaMKIIa、
GAL1、GAL10、GDS、ADH1、CaMV35S、Ubi、H1、およびU6からなる群より選択される。特定
の態様において、プロモーターは、EF1αプロモーターまたはCMVプロモーターである。
【０１２０】
　内部リボソーム進入部位は、タンパク質合成のより大きなプロセスの一部として、キャ
ップ非依存的様式で翻訳開始を可能にする、RNAエレメントである。真核生物の翻訳にお
いては、開始複合体のアセンブリーのために5'キャップ認識が必要とされるため、開始は
、典型的には、mRNA分子の5'端で起こる。IRESエレメントの場所は、多くの場合は5'UTR
中であるが、mRNA中の他の場所に存在することもできる。ある特定の態様において、IRES
は、FMDV IRES配列またはEMCV IRES配列である。IRES配列（EMCV）をコードするポリヌク
レオチドの非限定的な例を、本明細書において提供する。

【０１２１】
　エンハンサーは、特定の標的ポリヌクレオチドの転写が起こる可能性を増大させるため
に、タンパク質（例えば、転写因子）が結合することができるDNAの領域である。エンハ
ンサーは、シス作用性である。いくつかの態様において、それらは、50～1500塩基対の長
さである。いくつかの態様において、それらは、標的ポリヌクレオチドの上流、下流、そ
の中に位置する。いくつかの態様において、エンハンサーは、CENTG2エンハンサー、GADD
45Gエンハンサー、およびWPREエンハンサーからなる群より選択される。特定の態様にお
いて、エンハンサーは、転写された時に、発現を増強する三次構造を作製するDNA配列で
ある、ウッドチャック肝炎ウイルス（WHP）転写後制御エレメント（WPRE）である。WPRE
は、γ構成要素、α構成要素、およびβ構成要素を有する、三要素制御エレメントである
。いくつかの態様において、エンハンサーは、WPREのα構成要素のみを含む。他の態様に
おいて、エンハンサーは、完全三要素WPRE配列を含む。γWPRE構成要素およびβWPRE構成
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要素を伴わずに単独で用いられる時、α構成要素は、完全三要素WPREの9％の活性を有す
るだけである。
【０１２２】
WPREα配列：

【０１２３】
完全三要素WPRE配列：

【０１２４】
　ベクターのいくつかの態様において、ベクターは環状化されている。いくつかの態様に
おいて、ベクターは、発現調節エレメントのベクター中への組込みの前に、環状化されて
いる。他の態様において、ベクターは、発現調節エレメントのベクター中への組込みの後
に、環状化されている。
【０１２５】
　ベクターのある特定の態様において、発現調節エレメントは、プロトスペーサー隣接モ
チーフ（PAM）の近くに組み込まれている。これらの態様において、発現調節エレメント
は、CRISPR/Cas媒介機構を介して、ベクター中に挿入される。他の態様において、発現調
節エレメントは、制限酵素またはTALENから選択されるDNA修飾酵素を用いて、ベクター中
に組み込まれている。
【０１２６】
　ある特定の態様において、ベクターは、第1のポリヌクレオチドおよび第2のポリヌクレ
オチドのうちの少なくとも1つの標的細胞または宿主細胞中への組込みを容易にするため
の、トランスポゾンをコードする1つまたは複数のポリヌクレオチドをさらに含む。Sleep
ing Beautyトランスポザーゼは、レシピエントDNA配列におけるTAジヌクレオチド塩基対
中にトランスポゾンを挿入する。例えば、いくつかの態様において、第1のポリヌクレオ
チドおよび第2のポリヌクレオチドに隣接するトランスポゾンは、TAジヌクレオチドでの
組換え細胞ゲノムまたは免疫細胞ゲノム中への組込みを容易にする。いくつかの態様にお
いて、ベクターバックボーンは、非ウイルスベクターに由来するか、またはそれを含む。
非ウイルスベクターの利点には、患者集団全体に対処するのに必要とされる十分な量を作
製する容易さおよび相対的に低い価格、保存中の安定性、および免疫原性の欠如が含まれ
る。本技術のベクターにおける使用に適しているトランスポゾンシステムの非限定的な例
は、Sleeping Beautyトランスポゾンシステムである（例えば、参照により本明細書に組
み入れられるKebriaei, P. et al. (2017) Trends in Genetics 33: 852-70を参照された
い）。Sleeping Beautyトランスポゾンシステムは、2つの構成要素：（i）遺伝子発現カ
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セットを含有するトランスポゾン、および（ii）トランスポザーゼ酵素の供給源からなる
。発現カセットをプラスミドからゲノム中に転位することによって、導入遺伝子の持続性
の転写を達成することができる。例示的なSleeping beautyトランスポザーゼベクターに
は、pSBbi（Kowarz, E. et al. Biotechnol J. 10(4):647-53、Addgeneから入手可能）、
pCMV(CAT)T7-SB100（Mates, L. et al. Nat Genet. 2009 Jun;41(6):753-61、Addgeneか
ら入手可能）、およびpT2/LTR7（Wang, J. et al. Nature. 2014 Dec 18;516(7531):405-
9、Addgeneから入手可能）が含まれるが、それらに限定されない。
【０１２７】
　ベクターのいくつかの態様において、ベクターは、検出可能なマーカーまたは精製マー
カーをコードする1つまたは複数のポリヌクレオチドをさらに含む。特定の態様において
、検出可能なマーカーは、GFP、YFP、RFP、dTomato、cherry、Cy3、Cy 5、Cy 5.5、Cy 7
、DNP、AMCA、ビオチン、ジゴキシゲニン、Tamra、Texas Red、ローダミン、Alexafluors
、FITC、およびTRITCからなる群より選択される蛍光タンパク質である。
【０１２８】
　ベクターのいくつかの態様において、ベクターは、選択可能なマーカーをコードする1
つまたは複数のポリヌクレオチドをさらに含む。特定の態様において、選択可能なマーカ
ー、例えば、ブラストサイジン（bsd遺伝子）、G418/Geneticin（neo遺伝子）、ハイグロ
マイシンB（hygB遺伝子）、ピューロマイシン（pac遺伝子）、またはzeocin（Sh bla遺伝
子）は、真核細胞において陽性選択形質を付与する。いくつかの態様において、選択可能
なマーカー、例えば、β-ラクタマーゼ遺伝子は、細菌細胞において陽性選択形質を付与
する。
【０１２９】
　ベクターのいくつかの態様において、ベクターは、第1のポリヌクレオチドおよび第2の
ポリヌクレオチドの発現および/または活性化を調節するための、スイッチ機構をコード
する1つまたは複数のポリヌクレオチドをさらに含む。ベクターの他の態様において、第1
のポリヌクレオチドおよび第2のポリヌクレオチドによってコードされる組換えTCRは、ス
イッチ機構を含む。特定の態様において、スイッチ機構は、TCRライブラリーを含む細胞
のアポトーシスまたは死を引き起こすように活性化することができる安全機構である、自
殺スイッチ、例えば、iカスパーゼ9である。
【０１３０】
　例えば、いくつかの態様において、TCRは、標的細胞上にまたは標的細胞によって発現
される標的抗原以外の分子に特異的である標識、結合ドメイン、またはタグを含む、標的
特異的結合エレメントを有する細胞外ドメインを含み得る。そのような態様において、TC
Rの特異性は、標的抗原結合ドメインと、TCR上の標識、結合ドメイン、またはタグによっ
て認識されるかまたはそれに結合するドメインとを含む、それからなる、または本質的に
それからなる第2の構築物によって提供される。例えば、WO 2013/044225、WO 2016/00030
4、WO 2015/057834、WO 2015/057852、WO 2016/070061、US 9,233,125、US 2016/0129109
を参照されたい。このように、TCRを発現するT細胞を対象に投与することができるが、こ
れは、抗原特異的結合ドメインを含む第2の組成物が投与されるまで、その標的抗原に結
合することができない。
【０１３１】
　他の態様において、TCRは、活性化されるために多量体化（例えば、US 2015/0368342、
US 2016/0175359、US 2015/0368360を参照されたい）、および/または小分子薬物などの
外因性シグナル（US 2016/0166613、Yung et al., Science, 2015）を必要とするように
改変される。
【０１３２】
　いくつかの態様において、ベクターは、処置後にベクター発現細胞の細胞死を誘導する
ために（Buddee et al., PLoS One, 2013）、または標的抗原に対する結合後にTCRの発現
を下方制御するために（WO 2016/011210）、「自殺スイッチ」または「安全スイッチ」を
コードするポリヌクレオチドを含む。例えば、ベクターは、TCR活性を停止させるために
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投与することができる抗体またはプロドラッグに対する感受性を付与する自殺遺伝子を含
むことができる。いくつかの態様において、抗体またはプロドラッグは、有害事象の発生
時にTCRライブラリー療法を受けていた対象に投与される。例示的な自殺遺伝子には、細
胞をガンシクロビルに対して感受性にする単純ヘルペスウイルスチミジンキナーゼ（HSV-
TK）（Bonini et al. Science 276: 1719-1724 (1997)）、二量体化因子（dimerizer）薬
物によって活性化された時に二量体化およびアポトーシスの活性化を可能にする誘導性カ
スパーゼ9（iカスパーゼ9）（Gargett et al., Front Pharmacol, 2014 5:235）、ならび
に細胞をセツキシマブに対して感受性にする切断型EGFR（Wang et al. Blood 118: 1255-
63 (2011)）が含まれるが、それらに限定されない。
【０１３３】
　ベクターのいくつかの態様において、ベクターは、Kozakコンセンサス配列をコードす
る1つまたは複数のポリヌクレオチド配列をさらに含む。いくつかの態様において、Kozak
コンセンサス配列は、強いか、適格であるか、または弱い。
【０１３４】
　ベクターのいくつかの態様において、T細胞を、溶解の前に標的細胞または疾患抗原と
の反応性についてスクリーニングした。ベクターのある特定の態様において、ベクターに
よってコードされるTCRは、標的細胞または疾患抗原に対する結合特異性を有するか、ま
たはそれによって活性化される。ある特定の態様において、標的細胞は、がん細胞、ウイ
ルスに感染した細胞、ウイルスに感染した対象に由来する細胞、腫瘍細胞、またはウイル
ス感染症もしくはがんを有する疑いがある対象から単離された組織生検細胞である。いく
つかの態様において、細胞は、対象から単離された。ベクターのいくつかの態様において
、TCRは、疾患抗原:MHC複合体に対する特異的結合についてスクリーニングされる。
【０１３５】
　ある特定の態様において、疾患抗原は、アデノウイルス、CMV、コロナウイルス、コク
サッキーウイルス、デングウイルス、エプスタイン-バーウイルス（EBV）、エンテロウイ
ルス71（EV71）、エボラウイルス、A型肝炎（HAV）、B型肝炎（HBV）、サイトメガロウイ
ルス（CMV）、C型肝炎（HCV）、D型肝炎（HDV）、E型肝炎（HEV）、ヒト免疫不全ウイル
ス（HIV）、ヒトパピローマウイルス（HPV）、単純ヘルペスウイルス（HSV）、ヒトTリン
パ球向性ウイルス（HTLV）、A型インフルエンザウイルス、B型インフルエンザウイルス、
日本脳炎、白血病ウイルス、麻疹ウイルス、伝染性軟属腫、オルフウイルス、パルボウイ
ルス、狂犬病ウイルス、呼吸器合胞体ウイルス、リフトバレー熱ウイルス、風疹ウイルス
、ロタウイルス、ダニ媒介性脳炎（TBEV）、サル免疫不全ウイルス、タバコエッチウイル
ス（TEV）、水痘帯状疱疹ウイルス、疱瘡、西ナイルウイルス、ジカウイルス、およびチ
クングニアウイルスからなる群より選択されるウイルスに由来するウイルス抗原である。
【０１３６】
　他の態様において、疾患抗原は、CD45、グリピカン-3、IGF2B3、カリクレイン4、KIF20
A、レングシン、メロエ、ムチン5AC（MUC5AC）、サバイビン、サイクリン-A1、MAGE-A1、
MAGE-C1、MAGE-C2、SSX2、XAGE1b/GAGED2A、CD19、CD20、CD22、CD52、上皮成長因子受容
体（EGFR）、ヒト上皮成長因子受容体2（HER2）、腫瘍壊死因子受容体スーパーファミリ
ー、メンバー10a（TRAILR1）、核内因子κB活性化受容体リガンド（RANKL）、インスリン
様増殖因子1受容体（IGF1R）、上皮細胞接着分子（EpCAM）、およびがん胎児性抗原（CEA
）からなる群より選択される腫瘍抗原である。
【０１３７】
　単に例として、いくつかの態様において、元の目的クローニングベクター（例えば、pL
VX-EF1α-IRES-mCherry）は、AgeI（2415）、SphI（2331）、NheI（8192）、およびMluI
（6669）切断部位（数字は、これらの切断部位の場所を示す）などの、制限酵素のための
多重認識部位を含有し得る。図13を参照されたい。いくつかの態様において、AgeI、SphI
、NheI、およびMluIについての過剰な制限酵素部位は、部位特異的変異誘発を行うことに
よって排除されてもよい（図14を参照されたい）。いくつかの態様において、目的クロー
ニングベクターから除去されるべき過剰な制限酵素部位は、表7または表8に列記されるも
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ののいずれかであってもよい。他の態様において、過剰な制限酵素部位は、直鎖状ベクタ
ー型式または環状化ベクター型式中へのT細胞受容体のペアのα:βのクローニングを可能
にする、他の公知の制限酵素部位で置換されてもよい。
元のpLVX-EF1α-IRES mcherryベクター配列
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改変されたpLVX-EF1α-IRES mcherryベクター配列
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【０１３８】
　本開示のベクターの核酸配列の非限定的な例は、本明細書中で表2に提供され、かつ図3
～12において例証される。
【０１３９】
　（表２）例示的なベクター配列
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【０１４０】
　別の局面において、本技術は、ベクターを含む組換え細胞であって、該ベクターが、（
a）ベクターバックボーン；ならびに（b）TCRαポリペプチドをコードする第1のポリヌク
レオチド、およびTCRβポリペプチドをコードする第2のポリヌクレオチド；または（b）T
CRγポリペプチドをコードする第1のポリヌクレオチド、およびTCRδポリペプチドをコー
ドする第2のポリヌクレオチドを含み；第1のポリヌクレオチドおよび第2のポリヌクレオ
チドが、同族ペアであり、かつ第1のポリヌクレオチドおよび第2のポリヌクレオチドが、
区画における単一の溶解されたT細胞のmRNAに由来している、前記組換え細胞を提供する
。いくつかの態様において、単一の溶解されたT細胞のmRNAは、区画においてmRNA捕捉試
薬を用いて単離され、任意で、組換え細胞は、細菌細胞、哺乳動物細胞、または酵母細胞
である。他の態様において、ペアのT細胞受容体ポリペプチドをコードするポリヌクレオ
チドは、mRNA捕捉試薬の使用を伴わずに、単一細胞に由来している。追加的にまたは代替
的に、いくつかの態様において、単一の溶解されたT細胞の内容物を含有する区画は、マ
イクロウェル（例えば、96ウェルプレート内のマイクロウェル）または小滴である。
【０１４１】
　1つの局面において、本技術は、（a）ベクターバックボーン；ならびに（b）TCRαポリ
ペプチドをコードする第1のポリヌクレオチド、およびTCRβポリペプチドをコードする第
2のポリヌクレオチド；または（b）TCRγポリペプチドをコードする第1のポリヌクレオチ
ド、およびTCRδポリペプチドをコードする第2のポリヌクレオチドを各々が含む複数のベ
クターを含む、組換えTCRベクターライブラリーであって；第1のポリヌクレオチドおよび
第2のポリヌクレオチドが、同族ペアであり、かつ第1のポリヌクレオチドおよび第2のポ
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リヌクレオチドが、区画における単一の溶解されたT細胞のmRNAに由来している、前記組
換えTCRベクターライブラリーを提供する。いくつかの態様において、単一の溶解されたT
細胞のmRNAは、区画においてmRNA捕捉試薬を用いて単離される。他の態様において、ペア
のT細胞受容体ポリペプチドをコードするポリヌクレオチドは、mRNA捕捉試薬の使用を伴
わずに、単一細胞に由来している。追加的にまたは代替的に、いくつかの態様において、
単一の溶解されたT細胞の内容物を含有する区画は、マイクロウェル（例えば、96ウェル
プレート内のマイクロウェル）または小滴である。
【０１４２】
　いくつかの態様において、TCRベクターライブラリーは、TCRレパートリーを含む。した
がって、いくつかの態様において、TCRベクターライブラリーは、V(D)J再編成および/ま
たはT細胞選択の結果として、単一のドナーまたは対象において産生される様々なTCRの完
全なまたは部分的な収集物である。他の態様において、本開示のTCRベクターライブラリ
ーは、その結合特異性または他の所望の特性について具体的に選択されたTCRの定義され
た収集物を含む。例えば、TCRベクターライブラリーは、特定の標的細胞、抗原、抗原:MH
C複合体、またはその組み合わせに特異的に結合するTCRのサブセットを含むことができる
。これらの態様において、TCRは、単一のドナーもしくは対象、または1つよりも多いドナ
ーもしくは対象に由来することができる。
【０１４３】
　ある特定の態様において、TCRベクターライブラリーにおける各TCRは、遺伝学的に別個
であり、別個の結合特異性を含む。いくつかの態様において、TCRベクターは、約2～約5
種類の異なるTCR、約2～約10種類の異なるTCR、約5～約10種類の異なるTCR、約5～約15種
類の異なるTCR、約5～約20種類の異なるTCR、約10～約30種類の異なるTCR、約10～約40種
類の異なるTCR、約10～約50種類のTCR、約20～約60種類の異なるTCR、約25～約75種類の
異なるTCR、約50～約100種類の異なるTCR、または100種類よりも多い異なるTCRを含む。
【０１４４】
　正確な分子組成は、生物治療薬（biotherapeutics）の安定性、効力、および/または安
全性にとって利点であることができる。したがって、ある特定の態様において、TCRベク
ターライブラリーにおける各々のベクターおよび/またはTCRは、TCRの核酸および/もしく
はアミノ酸の配列、ならびに/またはその結合特異性を決定するために特徴決定される。
いくつかの態様において、分子特徴決定は、ベクターまたはベクターの一部（例えば、第
1のポリヌクレオチドおよび第2のポリヌクレオチド）の核酸シーケンシングによって行わ
れる。ある特定の態様において、分子特徴決定は、質量分析を用いたTCRタンパク質の解
析によって行われる。いくつかの態様において、TCRベクターライブラリーの分子特徴決
定は、TCRベクターライブラリーで形質転換された組換え細胞（例えば、細菌細胞）を各
々が含む、2個以上、または3個以上、または4個以上、または5個以上、または6個以上、
または7個以上、または8個以上、または9個以上、または10個以上、または15個以上、ま
たは20個以上、または30個以上、または40個以上、または50個以上の単離されたコロニー
の核酸シーケンシングによって行われる。いくつかの態様において、TCRベクターライブ
ラリーは、形質転換された組換え細胞の単一コロニー核酸増幅およびシーケンシング、そ
の後の定義された分子ライブラリー組成を生成するための定義された比での様々なベクタ
ーコロニーの混合によって、精錬されるかまたは選択される。いくつかの態様において、
ライブラリーに含めるための個々のベクターの選択は、出発ライブラリーの特徴決定およ
び/または結合特異性の局面によって通知される。そのような局面の非限定的な例には、T
CRクローン優勢度、インビトロアッセイ由来のTCR濃縮特性、TCR Vセグメント配列、TCR 
Dセグメント配列、TCR Jセグメント配列、TCR遺伝子モチーフ、および/またはCDR3遺伝子
モチーフが含まれる。
【０１４５】
　いくつかの態様において、TCRベクターライブラリーにおけるベクターの比は、ライブ
ラリーの治療活性を最適化するために、調整されるかまたは選択される。例えば、2つのT
CRを含むTCRベクターライブラリーは、約1:1、約1:2、約1:5、約1:10などのベクター比の
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、各ベクターを有し得る。別の非限定的な例において、3つのTCRを含むライブラリーは、
約1:1:1、約2:1:1、約2:2:1などのベクター比の、各ベクターを有し得る。
【０１４６】
　別の局面において、本技術は、（a）ベクターバックボーン；ならびに（b）TCRαポリ
ペプチドをコードする第1のポリヌクレオチド、およびTCRβポリペプチドをコードする第
2のポリヌクレオチド；または（b）TCRγポリペプチドをコードする第1のポリヌクレオチ
ド、およびTCRδポリペプチドをコードする第2のポリヌクレオチドを含む、単離された免
疫細胞であって；第1のポリヌクレオチドおよび第2のポリヌクレオチドが、同族ペアであ
り、かつ第1のポリヌクレオチドおよび第2のポリヌクレオチドが、区画における単一の溶
解されたT細胞のmRNAに由来している、前記単離された免疫細胞を提供する。いくつかの
態様において、単一の溶解されたT細胞のmRNAは、区画においてmRNA捕捉試薬を用いて単
離される。他の態様において、ペアのT細胞受容体ポリペプチドをコードするポリヌクレ
オチドは、mRNA捕捉試薬の使用を伴わずに、単一細胞に由来している。追加的にまたは代
替的に、いくつかの態様において、単一の溶解されたT細胞の内容物を含有する区画は、
マイクロウェル（例えば、96ウェルプレート内のマイクロウェル）または小滴である。い
くつかの態様において、免疫細胞は、造血幹細胞、造血前駆細胞、T細胞、またはナチュ
ラルキラー（NK）細胞である。
【０１４７】
　1つの局面において、本技術は、（a）ベクターバックボーン；ならびに（b）TCRαポリ
ペプチドをコードする第1のポリヌクレオチド、およびTCRβポリペプチドをコードする第
2のポリヌクレオチド；または（b）TCRγポリペプチドをコードする第1のポリヌクレオチ
ド、およびTCRδポリペプチドをコードする第2のポリヌクレオチドを各々が含む複数のベ
クターを含む、組換えTCRベクターライブラリーを含む細胞集団であって；第1のポリヌク
レオチドおよび第2のポリヌクレオチドが、同族ペアであり、かつ第1のポリヌクレオチド
および第2のポリヌクレオチドが、区画における単一の溶解されたT細胞のmRNAに由来して
いる、前記細胞集団を提供する。いくつかの態様において、単一の溶解されたT細胞のmRN
Aは、区画においてmRNA捕捉試薬を用いて単離される。他の態様において、ペアのT細胞受
容体ポリペプチドをコードするポリヌクレオチドは、mRNA捕捉試薬の使用を伴わずに、単
一細胞に由来している。追加的にまたは代替的に、いくつかの態様において、単一の溶解
されたT細胞の内容物を含有する区画は、マイクロウェル（例えば、96ウェルプレート内
のマイクロウェル）または小滴である。いくつかの態様において、集団は、造血幹細胞、
造血前駆細胞、T細胞、またはNK細胞を含む。いくつかの態様において、細胞集団は、対
象の完全なまたは部分的なTCRレパートリーを含む。
【０１４８】
　本技術の追加的な局面は、担体と、本技術の1つまたは複数のベクターとを含む組成物
に関する。あるいは、組成物は、担体と、本技術の1つまたは複数の組換えTCRベクターラ
イブラリーとを含む。別の態様において、組成物は、担体と、本技術の1つまたは複数の
ベクターを含む1つまたは複数の免疫細胞とを含む。さらに別の態様において、組成物は
、担体と、本技術の組換えTCRベクターライブラリーを含む細胞集団とを含む。周知の担
体の例には、ガラス、ポリスチレン、ポリプロピレン、ポリエチレン、デキストラン、ナ
イロン、アミラーゼ、天然セルロースおよび改質セルロース、ポリアクリルアミド、アガ
ロース、ならびに磁鉄鉱が含まれる。担体の性質は、本開示の目的で、可溶性または不溶
性のいずれかであることができる。当業者は、ベクター、細胞、細胞集団、もしくはベク
ターライブラリーに結合するための他の適している担体のことを知っているか、または、
日常的な実験法を用いて、そのようなものを確かめることができるであろう。
【０１４９】
　いくつかの態様において、担体は、薬学的に許容される担体である。特許請求される組
成物のいずれか1つを含むがそれに限定されない本開示の薬学的組成物は、1つまたは複数
の薬学的にまたは生理学的に許容される担体、希釈剤、または賦形剤との組み合わせで、
本明細書に記載されるようなベクター、ライブラリー、細胞、または細胞集団を含んでも
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よい。そのような組成物は、中性緩衝生理食塩水、リン酸緩衝生理食塩水などのような緩
衝液；グルコース、マンノース、スクロース、またはデキストランなどの糖質；タンパク
質；ポリペプチドまたはグリシンなどのアミノ酸；抗酸化剤；EDTAまたはグルタチオンな
どのキレート剤；アジュバント（例えば、水酸化アルミニウム）；および保存剤を含んで
もよい。本開示の組成物は、経口、静脈内、局所、経腸、および/または非経口投与のた
めに製剤化することができる。ある特定の態様において、本開示の組成物は、静脈内投与
のために製剤化される。
【０１５０】
II. 本技術の組成物を調製する方法
　（a）ベクターバックボーン；ならびに（b）TCRαポリペプチドをコードする第1のポリ
ヌクレオチド、およびTCRβポリペプチドをコードする第2のポリヌクレオチド；または（
b）TCRγポリペプチドをコードする第1のポリヌクレオチド、およびTCRδポリペプチドを
コードする第2のポリヌクレオチドを各々が含む複数のベクターを含む、ベクターライブ
ラリーであって；第1のポリヌクレオチドおよび第2のポリヌクレオチドが、同族ペアであ
り、かつ第1のポリヌクレオチドおよび第2のポリヌクレオチドが、区画における単一の溶
解されたT細胞のmRNAに由来している、前記ベクターライブラリーで、細胞の集団を形質
転換する工程を含む、組換えTCRライブラリーを調製するための方法が、本明細書におい
て提供される。いくつかの態様において、単一の溶解されたT細胞のmRNAは、区画におい
てmRNA捕捉試薬を用いて単離される。他の態様において、ペアのT細胞受容体ポリペプチ
ドをコードするポリヌクレオチドは、mRNA捕捉試薬の使用を伴わずに、単一細胞に由来し
ている。追加的にまたは代替的に、いくつかの態様において、単一の溶解されたT細胞の
内容物を含有する区画は、マイクロウェル（例えば、96ウェルプレート内のマイクロウェ
ル）または小滴である。いくつかの態様において、集団は、造血幹細胞、造血前駆細胞、
T細胞、またはNK細胞を含む。
【０１５１】
　方法のいくつかの態様において、ライブラリーは、標的細胞に対する特異的結合につい
てスクリーニングされる。ある特定の態様において、標的細胞は、がん細胞、ウイルスに
感染した細胞、ウイルスに感染した対象に由来する細胞、腫瘍細胞、またはウイルス感染
症もしくはがんを有する疑いがある対象から単離された組織生検細胞である。
【０１５２】
　方法のいくつかの態様において、ライブラリーは、抗原:MHC複合体に対する特異的結合
についてスクリーニングされる。いくつかの態様において、抗原:MHC複合体の抗原は、ア
デノウイルス、CMV、コロナウイルス、コクサッキーウイルス、デングウイルス、エプス
タイン-バーウイルス（EBV）、エンテロウイルス71（EV71）、エボラウイルス、A型肝炎
（HAV）、B型肝炎（HBV）、サイトメガロウイルス（CMV）、C型肝炎（HCV）、D型肝炎（H
DV）、E型肝炎（HEV）、ヒト免疫不全ウイルス（HIV）、ヒトパピローマウイルス（HPV）
、単純ヘルペスウイルス（HSV）、ヒトTリンパ球向性ウイルス（HTLV）、A型インフルエ
ンザウイルス、B型インフルエンザウイルス、日本脳炎、白血病ウイルス、麻疹ウイルス
、伝染性軟属腫、オルフウイルス、パルボウイルス、狂犬病ウイルス、呼吸器合胞体ウイ
ルス、リフトバレー熱ウイルス、風疹ウイルス、ロタウイルス、ダニ媒介性脳炎（TBEV）
、サル免疫不全ウイルス、タバコエッチウイルス（TEV）、水痘帯状疱疹ウイルス、疱瘡
、西ナイルウイルス、ジカウイルス、およびチクングニアウイルスからなる群より選択さ
れるウイルスに由来するウイルス抗原である。他の態様において、抗原:MHC複合体の抗原
は、CD45、グリピカン-3、IGF2B3、カリクレイン4、KIF20A、レングシン、メロエ、ムチ
ン5AC（MUC5AC）、サバイビン、サイクリン-A1、MAGE-A1、MAGE-C1、MAGE-C2、SSX2、XAG
E1b/GAGED2A、CD19、CD20、CD22、CD52、EGFR、HER2、TRAILR1、RANKL、IGF1R、EpCAM、
およびCEAからなる群より選択される腫瘍抗原である。
【０１５３】
　方法のいくつかの態様において、ライブラリーは、T細胞表現型マーカーについてスク
リーニングされる。ある特定の態様において、T細胞表現型マーカーは、1つまたは複数の
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TCR複合体構成要素、例えば、TCRα、TCRβ、TCRγ、TCRδ、CD3δ/ε、CD3γ/ε、およ
びCD247ζ/ζまたはζ/ηの発現を特定する。いくつかの態様において、T細胞表現型マー
カーは、ナイーブCD8+ T細胞、ナイーブCD4+ T細胞、CD4+ T細胞、CD8+細胞傷害性T細胞
、γ/δT細胞、NKT細胞、Th1細胞、Th2細胞、Th9細胞、Th22細胞、濾胞性ヘルパーT細胞
、Th17細胞、および制御性T細胞などの特定のT細胞サブセットの同定の手助けをする。こ
れらのT細胞サブセットを同定するのに適している細胞表面マーカーに特異的な抗体は、
当技術分野において公知であり、例えば、R&D Systemsから入手可能である。スクリーニ
ングは、ELISA、ウェスタンブロット、ノーザンブロット、PCR、qPCR、およびフローサイ
トメトリーを含むがそれらに限定されない、当技術分野において公知の任意の方法によっ
て行うことができる。
【０１５４】
　方法のある特定の態様において、ライブラリーは、共培養系における活性についてスク
リーニングされ、該共培養系は、（a）がん細胞株；（b）公知のウイルスに感染した複数
の細胞；（c）がん患者から単離された複数の腫瘍細胞；（d）不死化細胞株；または（e
）患者組織生検に由来する複数の細胞、のうちの少なくとも1つを含む。いくつかの態様
において、活性は、組換えTCR/CD3複合体と共刺激受容体、例えば、CD28との共会合（co-
engagement）をアッセイすることによって測定される。細胞表面上のこれらの受容体の共
会合は、細胞内シグナル伝達事象、ならびに活性化T細胞核内因子（NFAT）、NF-kB、およ
びAP-1などの核内転写因子の活性化をもたらす。具体的には、TCR/CD3複合体の会合は、P
LC-gのリン酸化および活性化、細胞内カルシウム流入、ならびにNFAT経路の転写活性化を
もたらす。いくつかの態様において、TCR/CD3と共刺激受容体CD28との共会合は、ERK/JNK
およびIkBキナーゼ（IKK）の活性化をもたらし、これは次に、それぞれ、AP-1経路および
NF-kB経路の転写活性化を制御する。IL-2プロモーターは、NFAT、NF-kB、およびAP-1に対
するDNA結合部位を含有する。そのため、TCR/CD3とCD28との共会合は、T細胞活性化につ
いての機能的読み取りとして一般的に用いられる、IL-2産生を結果としてもたらす。いく
つかの態様において、T細胞活性化を測定するために用いられる他のエンドポイントには
、細胞増殖、細胞傷害活性（標的細胞の死）、およびIFNγなどの追加的なサイトカイン
の産生が含まれるが、それらに限定されない。T細胞活性を測定するかまたは検出するキ
ットに適しているキットは、例えば、Promega Corp.から入手可能である（T Cell Activa
tion Bioassay (IL-2)(a,b)（カタログ番号J1651およびJ1655））。
【０１５５】
　方法のいくつかの態様において、形質転換された細胞は、インビトロで活性化される。
特定の態様において、活性化は、抗CD3抗体、抗CD8抗体、抗CD27抗体、IL-2、IL-4、IL-2
1、抗PD1抗体、抗CTLA4抗体、抗CD3/CD28四量体抗体、腫瘍細胞溶解物、ウイルス感染細
胞との細胞共培養、および腫瘍細胞株のうちの1つまたは複数の刺激物質を用いて行われ
る。T細胞活性化キットは、例えば、Miltenyi Biotecから入手可能である（T cell Activ
ation/Expansion Kit, human,カタログ番号130-091-441）。
【０１５６】
　方法のある特定の態様において、細胞の集団は、転写因子で形質転換される。いくつか
の態様において、転写因子は、フォークヘッドボックスP3（FOXP3, Entrez gene: 50943,
 RefSeq mRNA: NM_001114377; NM_014009）、PRドメインZnフィンガータンパク質1（BLIM
P-1, Entrez gene: 639, RefSeq mRNA: NM_001198; NM_182907）、Helios（IKZF2, Entre
z gene: 22807, RefSeq mRNA: NM_001079526.1; NM_016260.2, Uniprot: Q9UKS7）、Ikar
os（IKZF1, Entrez:gene: 10320, RefSeq mRNA: NM_001220765.2; NM_006060.6など; Uni
prot: Q13422）、および形質転換増殖因子β1（TGF-beta 1, Entrez gene: 7040, RefSeq
 mRNA: NM_000660）からなる群より選択される。FOXP3は、免疫系応答に関与するタンパ
ク質であり、制御性T細胞の発生および機能のマスター制御因子として機能すると考えら
れている。制御性T細胞は、概して、免疫応答を抑制する。BLIMP-1は、β-インターフェ
ロン（β-IFN）遺伝子発現の抑制因子として作用する。制御性T細胞は、他のT細胞の作用
を阻害するために、TGF-β1を放出する。活性化T細胞のインターロイキン1およびインタ
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活性化は、TGF-β1の活性によって阻止される。同様に、TGF-β1は、インターフェロン-
γ、腫瘍壊死因子-α（TNF-α）、および様々なインターロイキンを含む多くの他のサイ
トカインの分泌および活性を阻害することができる。これはまた、免疫細胞の活性を下方
制御するために、IL-2受容体などのサイトカイン受容体の発現レベルを低下させることも
できる。転写因子アミノ酸配列の非限定的な例を、本明細書において提供する。
【０１５７】
FOXP3（UniProt Q9BZS1）：

【０１５８】
BLIMP-1（UniProt O75626）：

【０１５９】
TGF-β1（UniProt P01137）：
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【０１６０】
　いくつかの態様において、方法は、本明細書に記載される方法に従って調製された組換
えTCRライブラリーの有効量を、その必要がある対象に投与する工程をさらに含む。いく
つかの態様において、その必要がある対象は、がんまたはウイルス感染症に罹患している
。
【０１６１】
　別の局面において、（a）ベクターバックボーン；ならびに（b）TCRαポリペプチドを
コードする第1のポリヌクレオチド、およびTCRβポリペプチドをコードする第2のポリヌ
クレオチド；または（b）TCRγポリペプチドをコードする第1のポリヌクレオチド、およ
びTCRδポリペプチドをコードする第2のポリヌクレオチドを各々が含む複数のベクターを
含むベクターライブラリーであって；第1のポリヌクレオチドおよび第2のポリヌクレオチ
ドが、同族ペアであり、かつ第1のポリヌクレオチドおよび第2のポリヌクレオチドが、区
画における単一の溶解されたT細胞のmRNAに由来している、前記ベクターライブラリーで
、細胞の集団を形質転換する工程を含む方法によって調製された組換えTCRライブラリー
が、本明細書において提供される。いくつかの態様において、単一の溶解されたT細胞のm
RNAは、区画においてmRNA捕捉試薬を用いて単離される。他の態様において、ペアのT細胞
受容体ポリペプチドをコードするポリヌクレオチドは、mRNA捕捉試薬の使用を伴わずに、
単一細胞に由来している。追加的にまたは代替的に、いくつかの態様において、単一の溶
解されたT細胞の内容物を含有する区画は、マイクロウェル（例えば、96ウェルプレート
内のマイクロウェル）または小滴である。いくつかの態様において、集団は、造血幹細胞
、造血前駆細胞、T細胞、またはNK細胞を含む。
【０１６２】
　1つの局面において、本技術は、担体と、本明細書に記載されるような方法によって調
製された組換えTCRライブラリーとを含む組成物を提供する。いくつかの態様において、
担体は、薬学的に許容される担体である。
【０１６３】
III. 使用の方法
　本明細書に記載される処置の方法は、臨床治療に関連性がある時間尺度（例えば、数か
月よりもむしろ数週間）で、迅速に発見し、増幅し、かつ対象に戻すことができる、特異
的TCRの単離および使用のための型式を提供する。
【０１６４】
　したがって、1つの局面において、組換えTCRライブラリーまたは組換えTCRライブラリ
ーを含む組成物の有効量を、対象に投与する工程を含む、その必要がある対象を処置する
方法が、本明細書において提供され、ここで、該組換えTCRライブラリーは、（a）ベクタ
ーバックボーン；ならびに（b）TCRαポリペプチドをコードする第1のポリヌクレオチド
、およびTCRβポリペプチドをコードする第2のポリヌクレオチド；または（b）TCRγポリ
ペプチドをコードする第1のポリヌクレオチド、およびTCRδポリペプチドをコードする第
2のポリヌクレオチドを各々が含む複数のベクターを含むベクターライブラリーであって
；第1のポリヌクレオチドおよび第2のポリヌクレオチドが、同族ペアであり、かつ第1の
ポリヌクレオチドおよび第2のポリヌクレオチドが、区画における単一の溶解されたT細胞
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のmRNAに由来している、前記ベクターライブラリーで、細胞の集団を形質転換する工程を
含む方法によって調製された。いくつかの態様において、単一の溶解されたT細胞のmRNA
は、区画においてmRNA捕捉試薬を用いて単離される。他の態様において、ペアのT細胞受
容体ポリペプチドをコードするポリヌクレオチドは、mRNA捕捉試薬の使用を伴わずに、単
一細胞に由来している。追加的にまたは代替的に、いくつかの態様において、単一の溶解
されたT細胞の内容物を含有する区画は、マイクロウェル（例えば、96ウェルプレート内
のマイクロウェル）または小滴である。
【０１６５】
　別の局面において、組換えTCRライブラリーまたは組換えTCRライブラリーを含む組成物
の有効量を、対象に投与する工程を含む、その必要がある対象においてがんを処置する方
法が、本明細書において提供され、ここで、該組換えTCRライブラリーは、（a）ベクター
バックボーン；ならびに（b）TCRαポリペプチドをコードする第1のポリヌクレオチド、
およびTCRβポリペプチドをコードする第2のポリヌクレオチド；または（b）TCRγポリペ
プチドをコードする第1のポリヌクレオチド、およびTCRδポリペプチドをコードする第2
のポリヌクレオチドを各々が含む複数のベクターを含むベクターライブラリーであって；
第1のポリヌクレオチドおよび第2のポリヌクレオチドが、同族ペアであり、かつ第1のポ
リヌクレオチドおよび第2のポリヌクレオチドが、区画における単一の溶解されたT細胞の
mRNAに由来している、前記ベクターライブラリーで、細胞の集団を形質転換する工程を含
む方法によって調製された。いくつかの態様において、単一の溶解されたT細胞のmRNAは
、区画においてmRNA捕捉試薬を用いて単離される。他の態様において、ペアのT細胞受容
体ポリペプチドをコードするポリヌクレオチドは、mRNA捕捉試薬の使用を伴わずに、単一
細胞に由来している。追加的にまたは代替的に、いくつかの態様において、単一の溶解さ
れたT細胞の内容物を含有する区画は、マイクロウェル（例えば、96ウェルプレート内の
マイクロウェル）または小滴である。
【０１６６】
　いくつかの態様において、がんは、急性リンパ芽球性白血病（ALL）；急性骨髄性白血
病（AML）；副腎皮質癌；AIDS関連がん；肛門がん；虫垂がん；星状細胞腫；非定型奇形
腫様/ラブドイド腫瘍、脳腫瘍；皮膚の基底細胞癌；胆管がん；膀胱がん；骨がん；乳が
ん；気管支腫瘍；バーキットリンパ腫；カルチノイド腫瘍（胃腸）；胚細胞腫瘍；原発性
CNSリンパ腫；子宮頚がん；胆管細胞癌；脊索腫；慢性リンパ球性白血病（CLL）；慢性骨
髄性白血病（CML）；慢性骨髄増殖性新生物；大腸がん；頭蓋咽頭腫；皮膚T細胞リンパ腫
；非浸潤性乳管癌（DCIS）；子宮内膜がん；上衣腫；食道がん；感覚神経芽腫；頭蓋外胚
細胞腫瘍；性腺外胚細胞腫瘍；眼がん；眼球内黒色腫；網膜芽腫；卵管がん；悪性の骨の
線維性組織球腫、および骨肉腫；胆嚢がん；胃（gastric）がん；消化管カルチノイド腫
瘍；消化管間質腫瘍（GIST）；胚細胞腫瘍；妊娠性絨毛性疾患；毛様細胞白血病；頭頚部
がん；心臓腫瘍；肝細胞がん；ランゲルハンス細胞組織球症；ホジキンリンパ腫；下咽頭
がん；眼球内黒色腫；膵島細胞腫瘍、膵神経内分泌腫瘍；腎臓がん；喉頭がん；白血病；
口唇および口腔（oral cavity）がん；肝臓がん；肺がん；リンパ腫；男性乳がん；骨の
悪性線維性組織球腫および骨肉腫；黒色腫；メルケル細胞癌；中皮腫；転移性がん；口腔
（mouth）がん；多発性内分泌腫瘍症候群；多発性骨髄腫/形質細胞新生物；菌状息肉腫；
慢性の骨髄異形成症候群、骨髄増殖性新生物；鼻咽頭がん；神経芽腫；非ホジキンリンパ
腫；非小細胞肺がん；口腔（oral）がん、口咽頭がん；骨肉腫；卵巣がん；膵臓がん；膵
神経内分泌腫瘍；乳頭腫症；傍神経節腫；副鼻腔がん；副甲状腺がん；咽頭がん；褐色細
胞腫；下垂体腫瘍；胸膜肺芽腫；前立腺がん；直腸がん；再発がん；腎細胞がん；網膜芽
腫；横紋筋肉腫；唾液腺がん；肉腫；ユーイング肉腫；カポジ肉腫；骨肉腫；子宮肉腫；
セザリー症候群；皮膚がん；小細胞肺がん；小腸がん；軟部組織肉腫；皮膚の扁平上皮癌
；頸部扁平上皮がん；胃（stomach）がん；T細胞リンパ腫；精巣がん；咽喉がん；鼻咽頭
がん；下咽頭がん；胸腺癌；甲状腺がん；尿道がん；子宮がん；膣がん；血管腫瘍；外陰
部がん；またはウィルムス腫瘍である。
【０１６７】
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　1つの局面において、組換えTCRライブラリーまたは組換えTCRライブラリーを含む組成
物の有効量を、対象に投与する工程を含む、その必要がある対象において腫瘍成長を阻害
する方法が、本明細書において提供され、ここで、該組換えTCRライブラリーは、（a）ベ
クターバックボーン；ならびに（b）TCRαポリペプチドをコードする第1のポリヌクレオ
チド、およびTCRβポリペプチドをコードする第2のポリヌクレオチド；または（b）TCRγ
ポリペプチドをコードする第1のポリヌクレオチド、およびTCRδポリペプチドをコードす
る第2のポリヌクレオチドを各々が含む複数のベクターを含むベクターライブラリーであ
って；第1のポリヌクレオチドおよび第2のポリヌクレオチドが、同族ペアであり、かつ第
1のポリヌクレオチドおよび第2のポリヌクレオチドが、区画における単一の溶解されたT
細胞のmRNAに由来している、前記ベクターライブラリーで、細胞の集団を形質転換する工
程を含む方法によって調製された。いくつかの態様において、単一の溶解されたT細胞のm
RNAは、区画においてmRNA捕捉試薬を用いて単離される。他の態様において、ペアのT細胞
受容体ポリペプチドをコードするポリヌクレオチドは、mRNA捕捉試薬の使用を伴わずに、
単一細胞に由来している。追加的にまたは代替的に、いくつかの態様において、単一の溶
解されたT細胞の内容物を含有する区画は、マイクロウェル（例えば、96ウェルプレート
内のマイクロウェル）または小滴である。いくつかの態様において、腫瘍は固形腫瘍であ
る。
【０１６８】
　別の局面において、組換えTCRライブラリーまたは組換えTCRライブラリーを含む組成物
の有効量を、対象に投与する工程を含む、その必要がある対象においてウイルス感染症を
処置する方法が、本明細書において提供され、ここで、該組換えTCRライブラリーは、（a
）ベクターバックボーン；ならびに（b）TCRαポリペプチドをコードする第1のポリヌク
レオチド、およびTCRβポリペプチドをコードする第2のポリヌクレオチド；または（b）T
CRγポリペプチドをコードする第1のポリヌクレオチド、およびTCRδポリペプチドをコー
ドする第2のポリヌクレオチドを各々が含む複数のベクターを含むベクターライブラリー
であって；第1のポリヌクレオチドおよび第2のポリヌクレオチドが、同族ペアであり、か
つ第1のポリヌクレオチドおよび第2のポリヌクレオチドが、区画においてmRNA捕捉試薬に
よって捕捉された単一の溶解されたT細胞のmRNAに由来している、前記ベクターライブラ
リーで、細胞の集団を形質転換する工程を含む方法によって調製された。いくつかの態様
において、ウイルス感染症は、アデノウイルス、CMV、コロナウイルス、コクサッキーウ
イルス、デングウイルス、エプスタイン-バーウイルス（EBV）、エンテロウイルス71（EV
71）、エボラウイルス、A型肝炎（HAV）、B型肝炎（HBV）、サイトメガロウイルス（CMV
）、C型肝炎（HCV）、D型肝炎（HDV）、E型肝炎（HEV）、ヒト免疫不全ウイルス（HIV）
、ヒトパピローマウイルス（HPV）、単純ヘルペスウイルス（HSV）、ヒトTリンパ球向性
ウイルス（HTLV）、A型インフルエンザウイルス、B型インフルエンザウイルス、日本脳炎
、白血病ウイルス、麻疹ウイルス、伝染性軟属腫、オルフウイルス、パルボウイルス、狂
犬病ウイルス、呼吸器合胞体ウイルス、リフトバレー熱ウイルス、風疹ウイルス、ロタウ
イルス、ダニ媒介性脳炎（TBEV）、サル免疫不全ウイルス、タバコエッチウイルス（TEV
）、水痘帯状疱疹ウイルス、疱瘡、西ナイルウイルス、ジカウイルス、およびチクングニ
アウイルスからなる群より選択されるウイルスによって引き起こされる。
【０１６９】
　いくつかの態様において、方法は、ベクターを含む細胞または細胞集団を自殺スイッチ
（例えば、i-カスパーゼ9）で死滅させるために、自殺スイッチを活性化すること、それ
によって、患者に対する害のリスクを低減させることをさらに含む。いくつかの態様にお
いて、自殺スイッチは、長期の副作用のリスクを低減させるために、対象のがんまたは感
染症の有意な改善または明らかな治癒の後に誘発される。
【０１７０】
　ある特定の態様において、方法は、上記の調製の方法に記載されるように、インビボで
所望のTCR機能またはT細胞同一性を達成するために、投与の前にインビトロで細胞をあら
かじめ刺激することをさらに含む。



(91) JP 2021-516049 A 2021.7.1

10

20

30

40

50

【０１７１】
　いくつかの態様において、方法は、上記の調製の方法に記載されるように、強力な抗が
ん表現型または抗ウイルス表現型へのT細胞の発生に影響を及ぼすために、または免疫抑
制するTregの発生を阻止するために、組換え細胞において1つまたは複数の転写因子を共
発現させることをさらに含む。
【０１７２】
　細胞、ライブラリー、細胞集団、または組成物の投与は、処置のコースを通して一用量
で、連続的に、または断続的に行うことができる。投与の最も有効な手段および投薬量を
決定する方法は、当業者に知られており、治療に用いられる組成物、治療の目的、および
処置されている対象と共に変動するであろう。単一の投与または複数の投与を、処置する
医師によって選択されている用量レベルおよびパターンで実施することができる。適して
いる投薬製剤および作用物質を投与する方法は、当技術分野において公知である。さらな
る局面において、本開示の細胞および組成物は、他の処置との組み合わせで投与すること
ができる。細胞および細胞の集団は、当技術分野において公知であり、例えば、PCT/US20
11/064191に記載されている方法を用いて、宿主に投与される。本開示の細胞または組成
物のこの投与は、実験およびスクリーニングアッセイ用に所望の疾患、障害、または状態
の動物モデルを生成するために、行うことができる。
【０１７３】
　本開示の組成物は、疾患を処置するかまたは予防するのに適切な様式で、投与されても
よい。適切な投薬量は、臨床試験によって決定され得るが、投与の量および頻度は、患者
の状態、ならびに患者の疾患のタイプおよび重篤度などの要因によって決定されるであろ
う。
【０１７４】
　いくつかの態様において、組換えTCRライブラリーの有効用量には、約50～約102細胞、
約102細胞～約103細胞、約102細胞～約104細胞、約103細胞～約105細胞、約104細胞～約1
06細胞、約105細胞～約107細胞、約106細胞～約108細胞、約107細胞～約109細胞、または
約108細胞～約1010細胞が含まれる。特定の態様において、有効用量には、約5×105細胞
～約1.5×106細胞、または約1×104細胞～約5×104細胞、約5×104細胞～約5×105細胞、
または約2.5×105細胞～約7.5×105細胞が含まれる。
【０１７５】
　ある特定の態様において、投与は、治療施与に対する対象の特異的応答に応じて必要と
されるように、反復され、かつ/または改変される。反復投与は、例えば、その必要があ
る対象におけるがん細胞またはウイルスの再出現（例えば、腫瘍免疫「逃避」）時に、必
要とされ得る。いくつかの態様において、反復される投与は、最初の投与とは別個である
方法によって調製された細胞、ライブラリー、細胞集団、または組成物を含む（例えば、
反復用量は、T細胞をプレスクリーニングするかまたは事前活性化する追加的な段階を含
む）。特定の態様において、本明細書において提供される処置の方法は、第2、第3、第4
、第5、第6、第7、第8、第9、第10の用量の組換えTCRライブラリーまたは組成物を投与す
ることをさらに含む。
【０１７６】
　いくつかの態様において、組換えTCRライブラリーは、処置される対象にとって自己由
来または同種異系である細胞を含む。
【０１７７】
　免疫アッセイおよびイメージング。いくつかの局面において、本明細書において開示さ
れる組換えTCRライブラリーは、対象から単離された生物学的試料（例えば、ヒト血漿）
における標的細胞の存在についてアッセイするために、用いることができる。標的細胞（
例えば、がん細胞）は、組換えTCRライブラリーを生物学的試料に曝露すること、ならび
にTCRの活性化および/または結合についてアッセイすることによって、検出することがで
きる。
【０１７８】
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　標的細胞の存在についてアッセイすることに加えて、本明細書において開示される組換
えTCRライブラリーは、インビボイメージングのために用いることができる。組換えTCRラ
イブラリーと共に組み入れることができる検出可能な標識には、X線撮影、NMR、またはES
Rによって検出可能なものが含まれる。X線撮影について、適している標識には、検出可能
な放射線を放出するが、対象に明白には有害ではない、バリウムまたはセシウムなどの放
射性同位体が含まれる。NMRおよびESRに適しているマーカーには、TCRライブラリー中に
組み入れることができる、重水素などの検出可能な特徴的スピンを有するものが含まれる
。放射性同位体（例えば、131I、112In、99mTc）、放射線不透過性物質、または核磁気共
鳴によって検出可能な物質などの、適切な検出可能なイメージング部分で標識されている
TCRライブラリーが、対象中に（例えば、非経口的に、皮下に、または腹腔内に）導入さ
れる。対象のサイズおよび用いられるイメージングシステムにより、診断画像を生じるの
に必要されるイメージング部分の量が決定されることが、当技術分野において理解される
であろう。放射性同位体部分の場合、ヒト対象について、注射される放射活性の量は、通
常、約5～20ミリキュリーの99mTcの範囲にわたる。組換えTCRライブラリーは、その時、
標的細胞の場所に優先的に蓄積するであろう。例えば、インビボ腫瘍イメージングは、S.
 W. Burchiel et al., Tumor Imaging: The Radiochemical Detection of Cancer 13 (19
82)に記載されている。
【０１７９】
　診断用途。本明細書において開示される組換えTCRライブラリーは、診断法のために用
いることができる。そのように、本開示は、対象におけるがんまたはウイルス感染症の診
断において、本明細書において開示される組換えTCRライブラリーを用いるための方法を
提供する。診断法は、対象から単離された生物学的試料を、本開示の組換えTCRライブラ
リーと接触させることを含む。生物学的試料は、対象の任意の組織（生検材料を含む）、
細胞、または体液から取得することができる。組換えTCRライブラリーの活性または結合
が、アッセイされる。組換えTCRライブラリーが、生物学的試料に対する曝露時に活性化
される場合には、対象の生物学的試料は、TCRライブラリーによって認識される細胞を含
有する。したがって、対象は、がんまたはウイルス感染症と診断される。
【０１８０】
　予後判定用途。本明細書において開示される組換えTCRライブラリーは、予後判定法の
ために用いることができる。そのように、本開示は、がんまたはウイルス感染症を有する
対象の予後の予測において、本明細書において開示される組換えTCRライブラリーを用い
るための方法を提供する。予後判定法は、対象から単離された生物学的試料を、本開示の
組換えTCRライブラリーと接触させることを含む。生物学的試料は、対象の任意の組織（
生検材料を含む）、細胞、または体液から取得することができる。組換えTCRライブラリ
ーの活性または結合が、アッセイされる。組換えTCRライブラリーが、生物学的試料に対
する曝露時に活性化される場合には、対象の生物学的試料は、TCRライブラリーによって
認識される細胞を含有する。したがって、対象は、がんおよび/もしくは固形腫瘍、また
はウイルス感染症を有するか、または発症するリスクがあると特定される。
【０１８１】
　いくつかの態様において、対象は、ヒト、動物、非ヒト霊長類、イヌ、ネコ、ヒツジ、
マウス、ウマ、またはウシである。特定の態様において、対象はヒトである。
【０１８２】
IV. キット
　本明細書において示されるように、本開示は、TCRライブラリー調製の方法、処置の方
法、診断法、および予後判定法を提供する。1つの特定の局面において、本開示は、これ
らの方法を行うためのキット、ならびに、ドナー細胞の収集および/もしくはスクリーニ
ングの実施、ならびに/または結果の解析などの本開示の方法を実施するための説明書を
提供する。
【０１８３】
　いくつかの態様において、キットは、本明細書において開示される組換えTCRライブラ
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リー、および使用のための説明書を含むか、または代替的にそれから本質的になるか、ま
たはまたさらにそれからなる。いくつかの態様において、キットは、本明細書において開
示される1つまたは複数のベクター、および使用のための説明書を含むか、または代替的
にそれから本質的になるか、またはまたさらにそれからなる。いくつかの態様において、
キットは、本明細書において開示されるような薬学的組成物、および使用のための説明書
を含むか、または代替的にそれから本質的になるか、またはまたさらにそれからなる。
【０１８４】
　いくつかの局面において、キットは、本明細書において開示されるような1つまたは複
数のベクター、細胞、集団、または組換えTCRライブラリー；生物学的試料において反応
性抗原もしくは細胞の量を決定するための手段、またはTCRライブラリーの活性をアッセ
イする手段；および標準との比較のための手段を含むことができる。
【０１８５】
　キット構成要素（例えば、試薬）は、適している容器に包装することができる。例えば
、これらの示唆されるキット構成要素は、溶液において、または液体分散物としてなどで
提供されてもよい。キットはまた、例えば、緩衝剤、保存剤、またはタンパク質安定剤を
含むこともできる。キットは、検出可能な標識を検出するために必要な構成要素、例えば
、酵素または基質をさらに含むことができる。キットはまた、アッセイして試験試料と比
較することができる、対照試料または一連の対照試料を含有することもできる。キットの
各構成要素は、個々の容器内に封入することができ、様々な容器のすべては、キットを用
いて行われたアッセイの結果を解釈するための説明書と共に、単一包装内にあることがで
きる。本開示のキットは、キット容器上またはキット容器中に、書面の製品を含有しても
よい。書面の製品は、キットに含有される試薬の用い方を記載する。
【実施例】
【０１８６】
　本技術は、決して限定的であると解釈されるべきではない、以下の実施例によってさら
に例証される。
【０１８７】
実施例1：ペアの天然TCRα:βアンプリコンの生成および発現ベクター中へのクローニン
グ
　最初に、天然でペアのT細胞受容体遺伝子の供給源として、ペアのTCRα:βアンプリコ
ンの収集のために、ヒトT細胞の集団を単離した。末梢血単核細胞（PBMC）を、Histopaqu
e（登録商標）-1077を用いて400×gで30分間の遠心分離により、健常ヒト患者由来の抗凝
固処理された全血から単離した。上の血漿層を除去した後、血漿とHistopaque（登録商標
）-1077との間の単核細胞を収集し、リン酸緩衝生理食塩水に再懸濁した。血小板の除去
のために、細胞を穏やかに混合し、250×gで10分間遠心分離した。上清を除去して、細胞
ペレットを、PBMC培養培地（10％胎児ウシ血清を含むRPMI）、または凍結保存のための細
胞凍結培地（10％胎児ウシ血清および10％DMSOを含むRPMI）で再懸濁した。
【０１８８】
　次いで、完全長のT細胞受容体α鎖およびβ鎖を増幅するためのエマルジョンPCRの前に
、PBMCを、10％胎児ウシ血清を補給したRPMI培地で4時間培養し、T細胞の刺激のために、
ホルボール12-ミリスタート13-アセタート（PMA）およびイオノマイシンを、100 ng/mLの
最終濃度になるようにPBMC培養培地に添加した。特注のフローフォーカシングノズルを用
いて、単一のPBMC細胞を、細胞溶解緩衝液およびmRNAを捕捉するポリ(dT)ビーズを含むエ
マルジョン滴中に単離した（参照文献番号1～4）。ノズルの設計により、細胞が単一の小
滴中に単離された後まで溶解緩衝液に曝露されないことが保証された。小滴内で、細胞を
、mRNAを放出するための溶解試薬、ならびにmRNAの捕捉および精製のためのポリ(dT)磁気
ビーズと共に同時カプセル化した。ジエチルエーテルを用いてエマルジョンを壊したのに
対して、ポリ(dT)ビーズを回収し、最初に高塩濃度ハイブリダイゼーション緩衝液、次い
でPCR緩衝液を用いて洗浄した。次いで、ビーズを、下流のクローニング用の制限酵素配
列およびT細胞受容体リーダー配列の組込みを伴うTCRα鎖およびβ鎖の配列に特異的な、
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Boria et al.（参照文献番号5）由来の適合させたプライマーを含むオーバーラップ伸長
逆転写PCRのOE-RTRT-PCRミックスにおいて、再エマルジョン化した。TCR OE-RT-PCRの最
中にTCRα鎖およびβ鎖の物理的結合を可能にするために、リンカー配列もまた含めた。S
uperScript（商標） III One-Step RT-PCR System with Platinum（商標） Taq DNA Poly
meraseを、エマルジョンPCR試薬のために用いた。OE-PCR熱サイクル条件を表3に提供し、
プライマー配列を表4に提供する。
【０１８９】
　（表３）OE-PCR熱サイクル条件

【０１９０】
　（表４）OE-PCRに用いたプライマー
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【０１９１】
　OE-RT-PCR反応後に、PCR試料を、DNAクリーンアップキットによって精製し、DNAゲル電
気泳動に供した。図1に示されるように、連結されたTCRαおよびβアンプリコンが、1000
 b.p.あたりに同定され、OE-RT-PCR反応の成功を示した。
【０１９２】
　DNAゲル電気泳動後に、ゲル抽出を行って、TCRα:βアンプリコンを取得した。5 ngの
精製されたPCR産物を、半ネステッドPCRを行うための鋳型として用いた。ネステッドPCR
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熱サイクル条件を、表5に提供する。
【０１９３】
　（表５）ネステッドPCR熱サイクル条件

【０１９４】
　PCR産物を精製するために、Zymo DNA Clean & Concentrator kit（Zymo Research）を
用いてDNAクリーンアップを行った。精製されたPCR産物を、DNA電気泳動によって解析し
た。PCRの結果を図2に示し、約1000 b.p.のバンドは、TCRα:βアンプリコンの増幅の成
功を示した。
【０１９５】
　DNA電気泳動後に、TCRα:βアンプリコンを切り出し、Zymoclean（商標） Gel DNA Rec
overy Kit（Zymo Research）を用いてゲル精製を行った。TCRα:βアンプリコン配列を解
析するために、精製されたアンプリコンを、zero-blunt cloning（Thermo Fisher Scient
ific）に供した。配列を、NCBI IGBLAST T細胞受容体遺伝子データベース（www.ncbi.nlm
.nih.gov/igblast/で利用可能）によって同定した。8種類のTCRα:βアンプリコンならび
にそのそれぞれのTCRα鎖およびβ鎖の遺伝子のシーケンシング結果を、表6に列記する。
【０１９６】
　（表６）単一コロニーシーケンシングのためにプラスミドベクター中にクローニングさ
れたTCRα:βアンプリコンの遺伝子シーケンシング結果

【０１９７】
　シーケンシングされたTCRα:βアンプリコンは、ヒトPBMC由来の多様なTCRα:βレパー
トリーに相当し、これは、本実施例に記載されるTCRプライマー設計が、TCRレパートリー
を成功裡に増幅することができるという結論を支持した。制限エンドヌクレアーゼ標的切
断部位を有する表4に示されるプライマーを、アンプリコン中に組み込み、OE-PCRおよび
ネステッドPCRの実施に成功した。T細胞受容体遺伝子（可変、多様性、連結、および定常
領域を含む）においてめったに見出されない（例えば、5個よりも少ないセグメントにお
いて見出される）標的切断部位を選択するように、制限酵素が選択され、これにより、制
限酵素消化中の切断およびその後の発現プラスミドの環状化プロセスのために、TCRライ
ブラリーの多様性を失うことなく、かつTCRライブラリーバイアスを低減させることなく
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、元のTCRアミノ酸配列の発現が可能になる。天然のTCR遺伝子においてめったに見出され
ない追加的な制限酵素切断部位を付加するために、サイレント変異および非サイレント変
異を伴ういくつかの制限部位を組み込んだ（表7および表8）。
【０１９８】
　（表７）遺伝子のアミノ酸配列を変化させることなくT細胞受容体をレンチウイルス発
現ベクター中にクローニングするために用いた、サイレント変異
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【０１９９】
　（表８）天然のアミノ酸配列に対して最小の改変を伴ってT細胞受容体をレンチウイル
ス発現ベクター中にクローニングするために用いた、非サイレント変異
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【０２００】
　TCRα:βアンプリコンを、レンチウイルス発現ベクターであるpLVX-EF1α-IRES-mCherr
y（Clontech）中にサブクローニングした。TCR発現用のレンチウイルス粒子を生成するた
めに、TCRを含有するレンチウイルス発現ベクターと、レンチウイルスパッケージングベ
クターおよびエンベロープベクターとのHEK293T細胞中へのコトランスフェクションを行
った。HEK293T細胞に、以下の比：10μg pLVX、8μg psPAX2パッケージングプラスミド、
3μg pMD2.gエンベローププラスミド、100μl Fugeneトランスフェクション試薬でトラン
スフェクトした。TCRの発現のために、TCRをコードする組換えレンチウイルスを、インビ
トロディスプレイJ.RT3 T細胞株中に形質導入した。J.RT3の内在性のTCRα遺伝子および
β遺伝子は、ノックアウトされており、これにより、外来のTCRα鎖およびβ鎖のトラン
スジェニック発現が可能になる。細胞の大多数が、単一TCRのペアのα:βアンプリコンの
みを発現するように、形質導入プロトコールを最適化して、0.2以下のMOIを達成した。最
終的に、形質導入された細胞を、フローサイトメトリー解析のために抗α鎖抗体、抗β鎖
抗体、抗CD8抗体、および抗CD3抗体で染色して、機能的なペプチド-MHC結合解析の準備が
できた、完全にアセンブルされたTCR複合体を提示するmCherry発現細胞の画分を決定した
。
【０２０１】
　図15は、単一細胞エマルジョン化オーバーラップ伸長RT-PCR由来のT細胞受容体（TCR）
アンプリコン（α：β鎖）のDNA電気泳動解析を示す。簡潔に述べると、CD8単離キットを
用いてPBMCから精製されたT細胞を、細胞溶解およびRNA捕捉のために、溶解緩衝液および
mRNAを捕捉するためのポリ(dT)ビーズを含む油エマルジョン滴中に単離した。T細胞RNAを
伴うポリ(dT)ビーズを、cDNA合成およびオーバーラップ伸長PCR（OE-PCR）のために再エ
マルジョン化した。2回の半ネステッドPCR（1回目の半ネステッドおよび2回目の半ネステ
ッド）を行って、TCRペアα:β鎖アンプリコン濃度を増加させた。次いで、Mi-seq PCRを
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行って、ハイスループットシーケンシング解析のための次世代配列バーコードを付加した
。
【０２０２】
　ハイスループットシーケンシング後に、未加工のDNA配列を、品質でふるい分けし、NCB
I IgBLASTおよびCDR3モチーフアルゴリズムを介してTCR遺伝子使用頻度について注釈をつ
け、α鎖とβ鎖とをペアにして、TCRレパートリーにコンパイルした。図16は、連結され
たα:βT細胞受容体遺伝子分布の概要を示す。
【０２０３】
実施例2：サイレント変異または非サイレント変異を含有するTCRクローンの評価
　本明細書において列記される制限酵素を用いてTCR遺伝子に成功裡にクローニングする
ために、目的クローニングベクターpLVX-EF1α-IRES-mCherryを、部位特異的変異誘発を
介して以下の4つの切断部位を除去するように改変した：AgeI（2415）、SphI（2331）、N
heI（8192）、およびMluI（6669）切断部位（数字は、これらの切断部位の場所を示す）
。
【０２０４】
　以前に同定されたTCRである抗HIV-Nef-Rm9を、表7および表8に列記される様々な変異を
有するTCR遺伝子の評価のためのモデルTCRとして用いた。活性TCRの発現のために、野生
型抗HIV-Nef-RM9 TCR遺伝子断片を、レンチウイルスベクターpLVX-EF1α-IRES-mCherry中
にサブクローニングした。すべての抗HIV-Nef-RM9変異体クローン（表7および表8）を、
制限酵素消化およびライゲーションと共に遺伝子合成によって導入した。野生型および変
異体抗HIV-Nef-Rm9 TCRを有するレンチウイルス発現ベクターを、別々に、レンチウイル
スの発現のためにHEK293FT細胞中へ、エンベローププラスミドおよびパッキングプラスミ
ド（psPAX2およびpMD2.G）と共にトランスフェクトした。活性T細胞受容体発現を有さな
いように改変された、操作されたJurkat細胞株JRT3/CD8を、TCR発現プラットフォームと
して用いた。野生型および変異体抗HIV-Nef-RM9 TCRをコードするレンチウイルスを、別
々に、TCR発現のためにJRT3/CD8細胞中に形質導入した。主要組織適合複合体（MHC）上に
カップリングしたHIVペプチドRPQVPLRPM（SEQ ID NO: 1）に対する、野生型および変異体
抗HIV-Nef-Rm9 TCRの結合親和性を評価した。ペプチド-MHCに対するTCRの結合の検出のた
めに、RPQVPLRPM-MHC（「RPQVPLRPM」は、SEQ ID NO: 1として開示される）複合体を、ス
トレプトアビジン-アロフィコシアニン（SA-APC）とコンジュゲートさせた。並行して、
様々な変異を有する抗HIV-Nef-Rm9のT細胞受容体発現の評価のために、形質導入されたJR
T3/CD8細胞を、BV421蛍光マーカーとコンジュゲートされた抗TCR抗体で染色した。
【０２０５】
　図17および図18は、様々な非天然リーダーペプチドを有する変異体抗HIV-Nef-Rm9 TCR
が、様々なレベルのTCR発現をもたらし得ることを実証する。野生型抗HIV-TCRの発現レベ
ルおよびpMHCに対するその結合親和性と比較して（図17、パネルCおよびD）、TRBV24-1リ
ーダーペプチドまたはTRAV40-1リーダーペプチドを含む変異体TCRは、匹敵するレベルのT
CR発現およびpMHC結合親和性を示した（図17、TRBV24-1についてはパネルGおよびH、なら
びにTRAV40-1についてはパネルKおよびL）が、TRBV30リーダーペプチドを有する変異体TC
Rは、低減したTCR発現およびpMHC結合能力を示した（図17、パネルEおよびF）。TRAV17-1
リーダーペプチドを有する変異体抗HIV TCRは、いかなるpMHC結合傾向も示さず、低レベ
ルのTCR発現を示した（図17、パネルIおよびJ）。野生型抗HIV-TCRの発現レベルおよびpM
HCに対するその結合親和性と比較して（図17、パネルCおよびD）、（SpeI制限部位の組込
みのための）サイレント変異を有するTCRは、匹敵するレベルのTCR発現およびpMHC結合親
和性を有していた（図18、パネルAおよびB）。単一のアミノ酸変異TRBCV30Aを有する変異
体TCRは、野生型抗HIV TCRのものと同様のTCR発現およびpMHC結合能力を示した（図18、
パネルCおよびD）。単一のアミノ酸変異TRBCP9Lを有する変異体抗HIV TCRは、いかなるpM
HC結合傾向も示さず、いかなるTCR発現も示さなかった（図18、パネルEおよびF）。
【０２０６】
　図19（a）は、ヒト化マウスモデルおよびがん患者の腫瘍特異的T細胞解析のためのヒト
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エフェクターT細胞の単離を示す。図19（b）は、単離され、RT-PCR増幅され、NGSを介し
て解析された、31,718種類のヒトCD8+ TCRクラスターにおけるVα:Vβ遺伝子使用頻度を
示す。
【０２０７】
実施例3：既知のペプチド:MHCの組み合わせに対する結合についての天然TCRα:βのスク
リーニング
　本実施例において、既知のエプスタイン-バーウイルス（EBV）ペプチドがロードされた
組換えヒト白血球抗原（HLA）四量体複合体を用いて、四量体染色を行う。細胞表面上にT
CRを有するEBV反応性T細胞は、EBVペプチド-HLA四量体複合体を認識すると考えられる。H
LA複合体を、ビオチン化して、蛍光体に連結されたストレプトアビジンとコンジュゲート
させ、これが、EBV反応性T細胞の選別を可能にした。PBMCを、既知のHLAアレルを有する
エプスタイン-バーウイルス陽性ドナーから単離して、実施例1に記載されるように、エマ
ルジョンオーバーラップ逆転写伸長PCR（OE-RT-PCR）を行って、ドナーのT細胞受容体レ
パートリーを単離する。TCRアンプリコンを、実施例1において構築された、開発されたTC
R発現レンチウイルスベクター中に挿入した。天然でペアのT細胞受容体ライブラリーを発
現させるためのベクターの生成後に、J.RT3細胞株に、0.2以下のMOIでレンチウイルスベ
クターを形質導入し、これにより、インビトロ細胞ライブラリー上でのTCRα鎖およびβ
鎖の発現が可能になる。
【０２０８】
　いくつかの以前に特徴決定されたEBV TCR-ペプチド-MHC相互作用を、評価する（参照文
献番号6～8）。特に、既知の免疫優性EBVペプチドである、潜伏性EBV抗原タンパク質EBNA
3Aに由来するHLA-B8拘束性エピトープFLRGRAYGL（SEQ ID NO: 79）がロードされたHLA B8
（参照文献番号9）。EBV防御のために重要な、潜在的に防御的な効果を有すると考えられ
るが、より慎重なEBV応答を含む、既知のEBV発癌タンパク質であるLMP2由来のHLA-A*02.0
1拘束性エピトープに対するトランスジェニックJ.RT3細胞の応答もまた、試験する（参照
文献番号10）。次いで、ビオチン化HLA四量体を、5:1のMHC単量体対、細胞選別マーカー
としてのストレプトアビジンのモル比で、Thermo Fisher Scientific（カタログ番号S323
62）由来のストレプトアビジンアロフィコシアニンコンジュゲートとコンジュゲートさせ
る。ストレプトアビジン標識されたMHC複合体を、その細胞表面上に組換えTCRを有するレ
ンチウイルスで形質導入されたJ.RT3細胞とインキュベートして、Altman et al（参照文
献番号11）に記載されているように、蛍光活性化細胞選別に供する。
【０２０９】
　EBV反応性T細胞受容体配列（α:β鎖）を発現する選別されたJ.RT3細胞を、フローサイ
トメトリーによって選別し、10％FBSを含むRPMIにおいて一晩回復させる。次いで、以前
に記載されているように（参照文献番号12～16）、TCRアンプリコン配列を、選別されたT
細胞受容体ライブラリーの次世代シーケンシング解析によって同定する。あるいは、EBV
反応性を含有するJ.RT3細胞を、単一細胞クローンを単離するために、1細胞/ウェルの密
度で96ウェルプレート上に播種する。単一細胞が増殖してコロニーになったら、RNAを抽
出し、逆転写酵素によってcDNAを合成する。以前に記載されているように（参照文献番号
17～19）、TCRα:βペア配列を増幅するために、PCRを行う。プラスミドを抽出し、サン
ガーシーケンシングによって配列を同定する。
【０２１０】
実施例4：インビトロでの細胞株による活性化およびEBV感染細胞死滅についての天然TCR
α:βのスクリーニング
　ナイーブT細胞を、健常ヒトドナーのPBMCから、EasySep（商標） Human Naive CD8+ T 
Cell Isolation Kit（Stemcell Technology）を用いて単離する。Sleeping Beautyトラン
スポゾン/トランスポザーゼシステムを用いて、実施例1および2において回収されるよう
なTCRα:β遺伝子配列を、単離されたナイーブT細胞中に送達する。TCR配列ライブラリー
を、実施例2由来のpLVXベクターにおいて、遺伝子発現用のEF1αプロモーターと共に、SB
トランスポザーゼを含有するsleeping beautyトランスポゾンクローニングベクターpT2/B
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H中にサブクローニングする（参照文献番号20）。ナイーブT細胞に、pT2/BHベクターおよ
びpCMV(CAT)T7-SB100（Addgene Plasmid # 34879）の両方をトランスフェクトする。pCMA
T7-SB100は、機能亢進性のSleeping Beautyトランスポザーゼを発現し、これにより、完
全長TCRの発現が可能になる。EBV TCRを含有する遺伝子送達トランスポゾンプラスミドお
よびSB100Xトランスポザーゼプラスミドを、4DNucleofectorを用いて製造業者の説明書に
従って（Lonza, Cologne, Germany）、T細胞集団中にトランスフェクトする。並行して、
ナイーブT細胞に、陰性対照として実施例2において同定された非EBV応答性TCRをトランス
フェクトする。形質導入されたT細胞ライブラリーを、フローサイトメトリーを介して、
安定なTCR複合体アセンブリーを示したTCR表面マーカーについての染色によって同定し（
抗α、抗β、抗CD8、抗CD3）、解析する。形質導入された細胞上の生産的TCRディスプレ
イの効率を解析する。
【０２１１】
　次に、トランスフェクトされたTCRライブラリーを、EBV感染B細胞（EBVの存在が陽性と
試験されているがん細胞株である、Raji細胞）との共培養によってインビトロ機能につい
て、およびまた、EBVに感染した自己由来ドナーB細胞に対する活性についても解析する。
T細胞を、10:1の比でEBV陽性B細胞と共に播種し、24時間共培養する。24時間のインビト
ロ共培養後に、T細胞を回収し、染色して、T細胞マーカー、およびCD107の発現/膜TNF-α
上方制御について選別した（参照文献番号21～23）。レパートリーにおけるEBVターゲテ
ィング腫瘍浸潤リンパ球（TIL）配列を明らかにするために、それらがコードするTCRを、
NextGen配列解析によって解析する。
【０２１２】
　次いで、モノクローナルのペアのTCRα:β cDNAを、回収し、モノクローナルTCRとして
ナイーブヒトT細胞中に形質導入し、EBV感染B細胞の同じ集団とのインビトロ共培養によ
ってアッセイして、EBVペプチドを標的とするそれらのTCRの能力を検証する。共培養アッ
セイを繰り返して、炎症誘発性サイトカインを、IFNγ、TNF-α、パーフォリン、および
グランザイムを測定するためのELISAキットを用いて測定する。陰性対照のTCRがトランス
フェクトされたナイーブT細胞と比較して、EBV特異的TCRを発現するナイーブT細胞は、す
べての炎症誘発性サイトカインのレベルの増加を実証する。
【０２１３】
　形質転換されたナイーブT細胞の、EBV感染B細胞またはRaji細胞に対する活性を評価す
るために、インビトロ細胞傷害活性アッセイもまた行う。Raji細胞および自己由来B細胞
を、別々に、5×106/mLの濃度に希釈し、0.25μMのカルボキシフルオレセインジアセター
トスクシンイミジルエステル（CFSE）と共に30分間、37℃ CO2インキュベーターでインキ
ュベートして、CFSE色素を細胞由来のすべての遊離アミンに共有結合で結合させた。CFSE
色素は、B細胞の生存率および増殖の評価を可能にした。染色されたB細胞を、RPMI培地で
3回洗浄する。ナイーブT細胞は、EBV反応性TCRのみを対照TCRレパートリーと共に発現し
ており、次いで、ある範囲のエフェクター細胞対標的細胞の比で、CFSEで染色されたB細
胞またはRaji細胞と共培養した。細胞の細胞傷害活性を、それぞれ492および517の励起波
長および発光波長で、フローサイトメトリーによって評価する。対照TCR実験におけるナ
イーブT細胞（EBVペプチド親和性を有さないTCR）と比較して、健常ナイーブT細胞集団中
に形質導入されたEBV反応性TCRは、EBV感染自己由来B細胞またはRaji細胞に対して、優れ
た細胞傷害活性を示す。
【０２１４】
実施例5：がんの処置のための天然TCRα:βライブラリーの遺伝子移入
　がん特異的TCRの単離、回収、および細胞ベースの治療薬としての回収されたTCRライブ
ラリーの追跡応用を実証するために、動物モデルを用いる。ヒトPBMC移植CD34-NSGヒト化
マウスに、ヒトRKO結腸癌異種移植片を埋め込む（Charles River Labs）。CD34-NSGに、
最初に、静脈内注射（i.v.）によってヒトPBMCを移植し、次いで、皮下注射によって50％
Martigel（登録商標） Matrix（Corning）中の1×107個のRKO腫瘍を移植した。次いで、
抗腫瘍TCR応答を増強するために、マウスに、2種類のチェックポイント阻害剤、ペムブロ
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リズマブ（抗PD-1）およびイピリムマブ（抗CTLA-4）を与えた。マウスに、100μgのペム
ブロリズマブおよび100μgのイピリムマブを、1週間に2回与えた。15日目に、脾臓および
腫瘍浸潤T細胞を単離するために、脾臓および腫瘍組織をマウスから取り出した。セント
ラルメモリー（TCM）および移行メモリー（transitional memory）（TTM）T細胞を、CD3+
CD8+CD45RA CCR7発現についてのFACS解析によって取得した。次いで、TCM集団およびTTM
集団を、増大させ、実施例1および2におけるように、TCRレパートリーを取得するために
エマルジョンOE-PCRおよびネステッドPCRに供し、実施例3に記載されるように、Sleeping
 Beautyトランスポゾン/トランスポザーゼ形質導入プラスミド中にクローニングした。
【０２１５】
　Illumina MiSeq 2x300ペアードエンドリードプラットフォームを用いて、TCRライブラ
リーの分子的特徴を正確に定義し、決定した。未加工のIllumina配列を、品質でふるい分
けし、International Immunogenetics Information System（IMGT、参照文献番号24）を
用いて抽出されたV遺伝子、D遺伝子、およびJ遺伝子、ならびにCDR3にマッピングした。
配列データを、インフレームのV(D)Jジャンクションについてふるい分けし、かつ、生産
的なTCRα配列およびTCRβ配列を、IlluminaリードIDによってペアにして、正確なCDR3ヌ
クレオチドおよびV(D)J遺伝子使用頻度の合致によってコンパイルする。CDR-β3ヌクレオ
チド配列を、抽出して、末端ギャップを無視して96％nt同一性にクラスター化させ（USEA
RCH v5.2.32、参照文献番号25）、結果として生じた2以上のリードを有するVα:Vβペア
は、Vα:Vβクラスターのリストを含んでいた。
【０２１６】
　あるいは、高度に多様なTCRライブラリーをクローニングするために、エマルジョンRT-
PCRおよびネステッドPCRを行った後に、TCRα:βアンプリコンライブラリーを、sleeping
 beautyトランスポゾンベクター（pT2/BH）中にライゲーションし、XL-Gold（Agilent #2
00314）などの高効力のコンピテント大腸菌（E. coli）細胞を形質転換することができる
。次いで、ペアのαβTCRを、細菌コロニーサンガーシーケンシングによって個々にシー
ケンシングする。およそ100個のコロニーを、公知のTCR配列と組み合わせて、ナイーブT
細胞中への送達のために、正確に定義されたペアのαβTCRライブラリーを生成する。RKO
がん細胞株の移植を伴わないヒト化マウスに由来するTCMおよびTTM T細胞から獲得された
TCRレパートリーを、陰性対照群として用いる。
【０２１７】
　次に、両方のTCRレパートリー（RKO異種移植TCRに由来、またはRKO異種移植TCRを有さ
ないマウスに由来）を、実施例3において報告されるようなSleeping Beautyトランスポゾ
ン/トランスポザーゼシステムを用いて、ナイーブT細胞において発現させる。形質転換さ
れたTCRライブラリーを、i.v.注射を介して、様々なRKO異種移植マウスに別々に投与する
。個々のマウスの腫瘍体積および体重変化を毎日測定して、腫瘍サイズおよび疾患の進行
を追跡する。他のRKO異種移植マウス由来のTILが形質導入されたT細胞集団で処置されたR
KO異種移植マウスは、対照群由来の（すなわち、RKO異種移植片を有さないヒトPBMC CD34
移植マウスに由来する）TCRライブラリーが形質導入されたT細胞で処置されたマウスと比
較して、腫瘍成長の遅延を示す。これは、腫瘍進行を有効に低減させることができる細胞
ベースの治療薬としての、正確に定義されたTCRライブラリーの応用性を実証する。
【０２１８】
実施例6：がんの処置のための抗がん活性についての事前選択後の天然TCRα:βライブラ
リーの遺伝子移入
　実施例4と同様の手順および同じマウスモデル（RKO結腸がん異種移植片を有するヒトPB
MC移植CD34-NSGヒト化マウスモデル）を、本実施例において用いるが、細胞ベースの治療
薬としての使用の前に、インビトロ選択によって抗がんTCRを単離するための追加的なT細
胞事前選択段階を伴う。脾細胞および腫瘍浸潤リンパ球集団を、RKO結腸がん異種移植後
に単離する。TCMおよびTTMを、マーカーCD3+CD8+CD45RAおよびCCR7でのFACSによって単離
する。実施例4に記載されるように、TCRレパートリーを、エマルジョンOE-PCRおよびネス
テッドPCRを用いて単離し、次いで、Sleeping Beautyトランスポゾンベクター中にサブク
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ローニングして、PBMCから単離されたナイーブT細胞中に再送達する。実施例3に記載され
るように、トランスジェニックナイーブT細胞を、放射線照射RKO結腸がん細胞株との共培
養によって刺激し、CD107および膜TNF-αについてのフローサイトメトリーを用いて単離
する。
【０２１９】
　あるいは、樹状細胞（DC）を、血液樹状細胞単離キットII（Miltenyi Biotec）を用い
てヒト化マウスから単離し、DCを、50 ng/mLの顆粒球-マクロファージコロニー刺激因子
（GM-CSF）を補給した10％FBSを含むRPMIにおいて培養する。樹状細胞を、RKOがん細胞溶
解物またはヒト結腸がん細胞溶解物で2時間パルスする。Sleeping Beautyトランスポゾン
/トランスポザーゼベクター中にクローニングされているTCRライブラリーが形質導入され
たナイーブT細胞を、次いで、10:1の比で4日間、DC細胞と共培養する。刺激された抗がん
細胞傷害性T細胞を、膜結合型CD107、膜結合型TNF-α発現、またはCD137（4-1BB）発現で
ゲーティングする。CD107aは、活性化CD8+ T細胞の脱顆粒のマーカーである（参照文献番
号26～33）。CD137は、TNFRファミリーに属し、T細胞の増殖および生存に関連している（
参照文献番号34～35）。選別されたT細胞（抗がんT細胞）を、実施例4に記載されるよう
にRKO結腸がんマウスモデル中に送達する。非RKO異種移植マウス由来のTCRが形質導入さ
れたナイーブT細胞で処置されたマウスと比較して、インビトロ機能的スクリーニングか
ら単離されたRKOターゲティングTCRが形質導入されたナイーブT細胞で処置されたマウス
は、より高い生存率および低減した腫瘍成長を示した。最終的な細胞ベースの治療薬の抗
がん効力を増加させるために、T細胞を、抗がん共培養アッセイにおいて活性化について
選択し、がん特異的TCRについて濃縮する。
【０２２０】
実施例7：抗腫瘍細胞死滅を増強するための、抗がん活性についての事前選択およびイン
ビトロ事前活性化後の天然TCRα:βライブラリーの遺伝子移入
　実施例6における実験手順を、天然でペアのTCRライブラリーのナイーブT細胞中への形
質導入後の追加的なT細胞活性化段階を伴って、実施例5に記載されるように行う。この活
性化段階は、増強したがん細胞死滅のために、T細胞をあらかじめプライミングし、かつ
それらを活性化する。簡潔に述べると、OE-PCRおよび1回目のネステッドPCRの後に、TCR
ライブラリーを、TCRのトランスジェニック発現のためにsleeping beautyトランスポゾン
ベクター中にクローニングする。TCRライブラリーのサイズおよび多様性を定義するため
に、個々のプラスミドの次世代シーケンシングまたはサンガーシーケンシングを行う。プ
ールされたTCRトランスポゾンプラスミドを、sleeping beautyトランスポザーゼ発現ベク
ターSB100とコトランスフェクトし、これが、ナイーブT細胞におけるTCRの発現を可能に
する。トランスジェニックT細胞を、RKO細胞株またはがん抗原でパルスされたT細胞で最
初に刺激し、CD137/CD107/TFN-α発現抗がんT細胞を、FACSによって選別する。次いで、
これらの細胞を、細胞ベースの治療薬としてのRKO腫瘍マウスモデル中への送達の前に、
インビトロで活性化する。Gibco（商標） Dynabeads（商標） Human T-Activator CD3/CD
28（Thermo Fisher Scientific）を、TCRが形質導入されたナイーブT細胞培養物に、1:1
のビーズ対細胞の最終的な比で添加し、37℃ CO2インキュベーターにおいて3日間インキ
ュベートする。T細胞と抗原提示細胞（APC）とのインビボ相互作用を模倣して、Dynabead
sを抗CD3および抗CD28抗体とコンジュゲートさせ、これにより、T細胞クローンの増大お
よび分化が可能になる（参照文献番号36）。細胞の増殖および生存率を、活性化後に毎日
モニターする。
【０２２１】
　T細胞の分化を示すIFN-γおよびTNF-αの発現を、ELISAによって検討する。ビーズの添
加後3日目に、さらなるT細胞の増大を誘導するために、20 U/mLの組換えヒトインターロ
イキン2（IL2）を、培養培地中に添加する。7日目に、増大したT細胞を計数して、尾静脈
i.v.注射を介してRKO異種移植マウス中に送達する。腫瘍成長および個々のマウスの体重
を評価して、実施例4および5において得られたものと比較した。本実施例におけるトラン
スジェニックのRKO腫瘍特異的な、刺激され、かつ活性化されたT細胞で処置されたRKO移
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植マウスは、実施例4由来のもの（腫瘍選択または活性化を伴わないトランスジェニックT
細胞）および実施例5由来のもの（インビトロ事前活性化を伴わない、RKOに対する反応性
についてスクリーニングされたT細胞）と比較して、優れた抗がん効率を示す。本実施例
に記載される追加的な活性化段階は、マウスモデルにおける腫瘍免疫抑制の速度および強
度を増強するために、治療的送達の前にエフェクター細胞傷害性T細胞の分化を可能にす
る。
【０２２２】
実施例8：抗原特異的免疫寛容の誘導のための天然TCRα:βライブラリーの遺伝子移入
　CD34+ヒトPBMC移植マウスモデルは、マウスにおいて移植片対宿主病（GvHD）を誘導す
ることが公知である。この問題を緩和するために、GvHDを患うマウスから単離されたTCR
を有する制御性T細胞を誘導して、免疫寛容を誘導するための治療薬として用いた。
【０２２３】
　T細胞を、実施例4に記載されるように調製されているマウスの脾臓およびPBMCから単離
する。T細胞は、GvHDの発症が始まる時である移植後30日目に単離する。Treg細胞（CD4+C
D25+）および従来のT細胞（CD4+CD25-）の両方からTCRライブラリーを取得するために、
実施例1由来のTCRクローニングプライマーセットを使用して、オーバーラップ伸長逆転写
PCRを行う。次に、2つのTCRライブラリーを、pT2/BH Sleeping Beautyトランスポゾンベ
クター中にサブクローニングする。次世代シーケンシングを行って、これらの2セットのT
細胞受容体ライブラリーを解析し、かつT細胞受容体遺伝子使用頻度を特徴決定する。
【０２２４】
　ナイーブT細胞を、以下の選別マーカー設定：CD25-CD44lowCD62LhiでPBMCから単離する
。GvHDマウスから単離されているTCR配列ライブラリーを用いて、TCR発現のために、細胞
に、上記の2つのライブラリーを含有するTCRドナートランスポゾンプラスミドを、Sleepi
ng Beautyトランスポザーゼプラスミド（SB100）と共にトランスフェクトする。次いで、
トランスジェニックナイーブT細胞を、5 ng/mLのTGF-β1と共にDynabeads（商標） Human
 T-Activator CD3/CD28によって、Treg細胞に誘導する。TGF-βは、Foxp3発現を誘導する
ことが示されているマスター制御因子であり、ナイーブT細胞の制御性T細胞への分化を可
能にする（参照文献番号37～38）。誘導の5日後に、誘導された制御性T細胞（iTreg）に
、GvHD発症マウスの処置のためにT細胞増大を可能にするrIL-2を供給する。
【０２２５】
　あるいは、以前に記載されているように、T細胞に、Foxp3配列を直接形質導入する（参
照文献番号39～40）。増大の3日後に、トランスジェニックTCRを有するiTreg細胞および
トランスジェニックTCRを有さないiTreg細胞を、別々に、尾静脈注射を介して静脈内に、
GvHD発症マウス中に注射する（n＝5）；これらのマウスは、より早期のGvHDマウスと同じ
ドナーおよびサンプリングの時点由来のCD34+ヒトPBMCを、移植されている。CD4+CD25+ト
ランスジェニックTCRを有するiTregで処置されたマウスは、トランスジェニックCD4+CD25
- TCRを有するiTreg細胞およびトランスジェニックTCRを有さないiTreg由来のものと比較
して、遅延したGvHD疾患発症を示す。
【０２２６】
　3つの群（非トランスジェニックTCR、CD4+CD25+ TCR、およびCD4+CD25- TCR）の間の、
体重変化およびGvHDスコアを解析する。CD4+CD25+トランスジェニックTCRを発現するT細
胞が注射されたマウスは、T細胞のみおよびCD4+CD25-トランスジェニックTCRを有するT細
胞が注入されたマウスと比較して、最も低い体重の変化、および最も低いGvHDスコアを示
した。免疫寛容原性活性およびT細胞表現型を、モニターする。T細胞注入の20日後に、ヒ
ト化マウスの屠殺、脾臓の採集、および赤血球溶解緩衝液消化によって、脾細胞を単離す
る。結果として生じた白血球を、抗CD25、抗CD4+、抗CD3、およびFoxp3で染色し、その後
フローサイトメトリー解析を行って、免疫寛容原性活性を評価する。トランスジェニック
CD4+CD25+ TCRを有するマウス由来の白血球は、他の2つの群のマウス（非トランスジェニ
ックTCRおよびCD4+CD25- TCRを有する）由来の白血球と比較して、フローサイトメトリー
染色解析から最も強いFoxp3シグナルおよびCD25シグナルを示す。
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【０２２７】
実施例9：哺乳動物患者およびヒト患者におけるがん治療のための天然TCRα:βライブラ
リー遺伝子移入の応用
　本実施例において、ヒトがん患者などの哺乳動物患者を処置する。いくつかの態様にお
いて、がんのタイプは、肺がん、黒色腫、腎細胞癌、乳がん（トリプルネガティブ乳がん
を含む）、結腸がん、または前立腺がんである。治療手順は、実施例4に記載されるもの
と同様に行われてもよい。簡潔に述べると、哺乳動物患者またはヒト患者からのT細胞を
回収し、これは、患者からのPBMC、腫瘍浸潤リンパ球、脾臓組織、罹患臓器、または他の
ヒト組織に由来してもよい。次いで、TCR遺伝子を回収して、発現ベクター中にクローニ
ングする。いくつかの態様において、T細胞ライブラリーを、最初に、抗腫瘍活性につい
てプレスクリーニングする。スクリーニングは、腫瘍ペプチド新生抗原に対する反応性、
あるいは、インビトロでの全腫瘍細胞に対する反応性を有するTCRを特定することができ
る。いくつかの態様において、腫瘍細胞は、がん患者に由来してもよい。
【０２２８】
　次に、選択されたT細胞ライブラリーを、細胞ベースの治療薬として用いることができ
る。いくつかの態様において、細胞ベースのTCR治療薬の分子組成を正確に定義するため
に、ライブラリーを、ハイスループットシーケンシングを用いて解析する。他の態様にお
いて、細菌における多数の個々のプラスミドコロニー（ライブラリーに由来する3～100,0
00個の範囲にわたるコロニー）をサブサンプリングすること、およびミニプレップ後に個
々に各プラスミドコロニーをシーケンシングすることによって、ライブラリーを選択する
。次いで、正確に定義された分子ライブラリーを再構成するために、それらの個々のプラ
スミドを、定義された比で混合する。これらの正確に定義された分子ライブラリーは、TC
Rライブラリーが元々RT-PCRによって生成された場合に生じ得るPCRエラーバリアントの存
在を、低減させることができる。
【０２２９】
　いくつかの態様において、TCR導入遺伝子が、遺伝子レシピエントT細胞において天然の
ヒトT細胞受容体遺伝子と会合することを阻止するために、マウスTCR定常領域遺伝子を用
いる。TCRおよび任意の他のプラスミド遺伝子をヒトT細胞に移入するために、ライブラリ
ーを用いる。いくつかの態様において、これらのT細胞は、患者に由来している。いくつ
かの態様において、これらのT細胞は、患者由来のナイーブT細胞であろう。他の態様にお
いて、これらのT細胞は、他のヒトまたは細胞株に由来してもよい。いくつかの態様にお
いて、実施例6に記載されるような増強したがん細胞死滅のために、T細胞をあらかじめプ
ライミングし、かつそれらを活性化する活性化段階があってもよい。
【０２３０】
　いくつかの態様において、実施例7に記載されるように、細胞の運命に影響を及ぼすた
めに、転写因子が用いられてもよい。TCR導入遺伝子を発現する形質転換されたT細胞を、
細胞バンクを生成するためにインビトロで増大させてもよく、または、それらを患者に直
接投与してもよい。いくつかの態様において、T細胞を、腫瘍中に直接注射する。他の態
様において、T細胞を、静脈内またはくも膜下腔内に投与する。
【０２３１】
　その後の反復投与用にT細胞導入遺伝子の集団を再作製するために、プラスミド遺伝子
ライブラリーを、任意の時に再び用いることができる；他の態様において、増大した細胞
バンクを、反復治療用投与のために用いてもよい。継続的ながんの進行および/もしくは
腫瘍成長、または任意の方法での腫瘍の不適切な処置の事象において、治療プロセス全体
を繰り返すことができる。いくつかの態様において、これは、患者のT細胞遺伝子を再び
捕捉すること、ならびに、スクリーニングおよびライブラリー生成のプロセスを繰り返す
ことを含んでもよい。他の態様において、反復治療は、進化したがん細胞を標的とするTC
Rを特定するために、元々捕捉されたTCR遺伝子ライブラリーを耐性腫瘍細胞集団に対して
再スクリーニングすることを含むことができる。他の態様において、反復治療は、TCR遺
伝子ライブラリーの追加的な活性化を含んでもよい。いくつかの態様において、インビト
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ロ細胞活性化プロセスは、複数の処置投与のコースにわたって変化してもよく、例えば、
がんが進行する場合には、より強力な活性化段階が、治療的投与の前にインビトロで、細
胞ベースの治療薬のために用いられてもよい。
【０２３２】
　いくつかの態様において、治療的投与後に細胞ベースの治療法の運命を制御するために
、i-カスパーゼ遺伝子または他の誘導性自殺スイッチ遺伝子が、導入遺伝子ベクターに含
まれてもよい。
【０２３３】
実施例10：ウイルス感染症の処置のための天然TCRα:βライブラリー遺伝子移入の応用
　移植後リンパ増殖性障害（PTLD）は、固形臓器移植の重篤な合併症である。原発性エプ
スタイン-バーウイルス（EBV）感染症が、主要なリスク因子であり、PTLD症例のおよそ60
～80％が、EBV血清陽性である。EBVペプチドに対するT細胞応答は、悪性度を抑制するた
めに非常に重要である（Llaurador, G. et al., Curr. Opin. Pediatr. 29, 34-40 (2017
)）。
【０２３４】
　本明細書において開示されるTCRα:βライブラリーは、抗ウイルスTCR治療薬のための
モデルとしてのマウスモデルにおいて、PTLDを処置するかまたは予防するために用いられ
る（Ahmed, E. H. & Baiocchi, R. A, ILAR J. 57, 55-62 (2016)；Ricciardelli, I. et
 al., Blood 124, 2514-2522 (2014)）。簡潔に述べると、抗EBV TCRが、ペアのα遺伝子
およびβ遺伝子の単一細胞単離によって特定され、TCRディスプレイベクター中にクロー
ニングされ、かつ抗EBVペプチド結合についてのFACSによって細胞ベースのスクリーニン
グがされる。他の態様において、トランスジェニックTCRで形質転換されたT細胞の認識、
増大、および/またはインビトロ死滅活性を特定することによって、抗EBV TCRが発見され
得る。他の態様において、様々な抗ウイルス療法のために、ヒトサイトメガロウイルス（
HCMV）、単純ヘルペスウイルス1または2（HSV-1/HSV-2）、および黄熱ウイルス（YFV）を
含むがそれらに限定されない他のウイルスを標的とするT細胞受容体が、発見される。
【０２３５】
　抗ウイルスT細胞受容体ポリヌクレオチドを単離した後、それを、DNAベクター中にクロ
ーニングして、PTLDを処置するための自家遺伝子治療に利用する。形質転換されたT細胞
を、他のウイルス感染症を処置するために、または異種遺伝子治療のために用いてもよい
。他の態様において、それらを、PTLDまたは他のウイルス感染症を予防するための予防的
細胞治療として用いてもよい。他の態様において、ベクターを、ウイルスに関連した予防
用がんワクチンとして遺伝子治療に用いてもよい。
【０２３６】
　ウイルスに感染した細胞のインビトロ死滅効力を評価するために、レンチウイルス遺伝
子形質導入を用いて、ヒト汎T細胞を抗ウイルスTCRで形質転換する。形質転換されたT細
胞を、以下の刺激条件：なし、IL-2、抗CD3/抗CD28磁気ビーズ、またはIL-2/抗CD3/抗CD2
8のいずれかで、ウイルスに感染した細胞と共培養してもよい。インビトロでのウイルス
に感染した細胞の死滅は、蛍光標識された腫瘍細胞の細胞死滅による喪失を測定する、In
cuCyte Live Cellアッセイによって評価される（Single, A. et al., J. Biomol. Screen
. 20, 1286-1293 (2015)）。
【０２３７】
　次に、ヒト汎T細胞に、最適化条件下で抗ウイルスTCRを形質導入し、マウスモデルにお
いてウイルス感染症を処置するために用いる。EBV感染症およびPTLDのマウスモデルが、
用いられる（Johannessen, I. et al. J. Med. Virol. 83, 1585-1596 (2011)）。他の態
様において、マウスに、ウイルスを感染させ、ウイルスタンパク質に特異的なT細胞で処
置してもよい。形質導入されたT細胞を、トランスジェニックTCR発現についてのフローサ
イトメトリーによって単離して、純粋な形質導入されたTCRライブラリーを取得する。次
に、形質転換された細胞を、上記の条件を含み得るT細胞刺激プロトコールを用いて刺激
し、刺激されたT細胞を、静脈内尾静脈注射を介してマウスに送達する（Kurtz, A. Mesen
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chymal Stem Cell Delivery Routes and Fate. Int. J. Stem Cells 1, 1-7 (2008)）。
【０２３８】
　マウスを、30日間追跡して、体重減少およびPTLD腫瘍体積を記録する。処置されたマウ
スを、処置されていないマウス対照、ならびに、抗ウイルス抗体および抗ウイルス小分子
阻害剤で処置された他の対照と比較する。PTLD腫瘍成長におけるいずれかの遅延を、主要
な研究エンドポイントとして定量する。本技術の抗EBV TCRを含む形質転換された細胞で
処置されたマウスは、処置されていない対照と比較して、PTLD成長における遅延、遅延し
たウイルス増殖速度論、および/またはウイルス感染後のより早い疾患回復を示すことが
期待される。これらの結果により、本技術の組成物が、その必要がある対象において、ウ
イルス感染症およびウイルスに関連したがんを処置するかまたは予防するための方法に有
用であることが、実証されるであろう。
【０２３９】
実施例11：PDXマウスモデルにおいてがんを処置する際の抗原特異的TCRα:βの評価
　抗腫瘍T細胞の発見のための更新可能な細胞供給源として、卵巣がん患者からの、患者
由来異種移植（PDX）マウスモデルを確立する（図22）。
【０２４０】
　ヒト汎T細胞に、0.2未満の感染多重度（すなわち、細胞当たり1つのTCR導入遺伝子）で
形質導入し、形質導入されたライブラリーを、共培養されたPDX腫瘍細胞に対するTCR活性
化についてインビトロでスクリーニングする。増大および活性化因子遺伝子発現（CD69/C
D107/膜TNF-α）を、抗腫瘍TCR認識の証明として定量する。クローニングおよび選択プロ
セスにおける各段階で（すなわち、インプットcDNA、レンチウイルス粒子生成後、および
表面に提示されたTCRを有するmCherry+ J.RT3細胞）、Illumina MiSeq 2x300ペアードエ
ンドシーケンシングを利用して、TCRライブラリーの多様性を解析し、Vβ遺伝子およびV
α遺伝子を特徴決定する。2x300シーケンシングにより、CDRα3領域およびCDRβ3領域を
完全に網羅することが可能になる。ハイスループットシーケンシングにより、TCRライブ
ラリーが高い多様性を維持し、かつ哺乳動物T細胞上で提示される105以上の天然TCRα:β
が生じるであろうことが検証される。NGSもまた用いて、PDX新生抗原を特定し、TCR分子
モデリングを行って、抗PDX TCRの新生抗原標的を決定する。
【０２４１】
　抗PDX TCRがスクリーニングによって特定されたら、自己由来患者T細胞にそれらの抗腫
瘍TCRを形質導入し、インビトロでPDX腫瘍細胞を死滅させるその能力をアッセイする。ヒ
トT細胞に、レンチウイルス遺伝子形質導入を介して、抗腫瘍TCRα:β遺伝子をトランス
フェクトする（図20）。患者T細胞に、形質導入されたTCRの優先的な発現を促進するため
のシステイン改変を含む、天然ヒトTCR定常領域遺伝子を形質導入する。インビトロでTCR
ベースの腫瘍細胞死滅を評価するために、形質導入されたT細胞を、T細胞刺激物質（一例
として、抗CD3/抗CD28磁気ビーズ/IL-2）で事前活性化し、IncuCyte標識された腫瘍細胞
とインキュベートする。腫瘍細胞を標的としない連結されたTCRα:β遺伝子が形質導入さ
れた自己由来T細胞が、陰性対照として働く。陰性対照TCR遺伝子と比較した腫瘍細胞死滅
の統計解析のために、ANOVAを用いる。
【０２４２】
　次に、抗原特異的腫瘍免疫療法のために、トランスジェニック抗PDX T細胞を、PDXマウ
スにおいて送達する。形質導入されたT細胞を、フローサイトメトリーによって単離して
、純粋な形質導入されたTCRライブラリーを取得する。マウス汎T細胞に、抗PDX TCRを形
質導入し、細胞死滅アッセイにおいて決定された条件を用いて、あらかじめ刺激する；刺
激されたT細胞を、静脈内尾静脈注射を介してマウスに送達する。マウスを30日間追跡し
、処置されたマウスを、対照群およびチェックポイント阻害剤で処置された動物と比較す
る。遅延した腫瘍成長を、主要な研究エンドポイントとして定量し、統計学的有意性を検
証するために、生存のカプラン・マイヤー生存解析を適用する。抗PDX TCRを含むT細胞で
処置された動物は、チェックポイント免疫療法処置を受ける動物において観察される治療
応答と合致するかまたはそれを超えるであろうことが予想される。これらの結果により、
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本技術のTCRライブラリーが、ヒト患者における個別化抗原特異的治療法に有用であるこ
とが実証されるであろう。
【０２４３】
実施例12：PDXマウスモデルにおいてがんを処置する際の抗原特異的TCRα:βの評価
　腎細胞癌（RCC）は、免疫療法に感受性であり、かつ典型的に、腫瘍が局所的に進行す
るかまたは転移するまで、臨床的に無症状である。したがって、後期RCCの診断が一般的
であり、外科切除により、実験室での研究のための実質的なT細胞浸潤物を伴う大きな腫
瘍が生じる。進行RCCはまた、チェックポイント阻害および組換えIL-2療法についてFDAに
認可された適応症であり、RCCは、免疫療法で再び活気づけることができる大量のT細胞浸
潤物を伴い、高度に免疫原性であることができる。RCCに応答するTIL TCRのハイスループ
ットシーケンシングを用いて、精密な治療に活用することができる新生抗原特異的TCRを
特定する。
【０２４４】
　最初に、TILおよびがん細胞を、フローサイトメトリーを用いて腫瘍から単離し；腫瘍
細胞を凍結保存し、他方、TILは、TCRレパートリーの単離およびクローニングのためのイ
ンプットである。次に、TCRレパートリーを、ナイーブT細胞中に形質転換し、結果として
生じたディスプレイライブラリーを、自己由来患者腫瘍細胞との共培養において播種する
。24時間の共培養後に、活性化されたT細胞を、CD69/CD107/膜TNF-α上方制御についての
FACSによって選別し、コードされるTCRを、NextGenシーケンシングによって解析して、レ
パートリー中の腫瘍ターゲティングTCRを明らかにする。最終的に、モノクローナルのペ
アのTCRα:β cDNAを回収し、ヒト汎T細胞中に形質導入して、抗RCC TCRを特定するため
に、腫瘍細胞共培養によってアッセイする。これらの結果により、本技術のTCRライブラ
リーが、ヒト患者における個別化抗原特異的治療法に有用であることが実証されるであろ
う。
【０２４５】
実施例13：結腸癌、卵巣がん、およびB細胞がんを処置するためのペアのTCRα:β遺伝子
治療の応用
　結腸がん。RKO細胞（ヒト結腸癌細胞株）に対するペアのTCRα:β遺伝子ライブラリー
を、マウスT細胞中にクローニングする。簡潔に述べると、汎T細胞を、磁気ビーズを用い
てマウス脾臓から単離し、レンチウイルスまたはトランスポザーゼのいずれかベースのTC
R遺伝子送達に供する。
【０２４６】
　図20に示されるレンチウイルス戦略に従って、ヒトTCR定常領域遺伝子を用いて、天然
マウスTCRとの交差二量体化を阻止する。次に、トランスジェニックヒトαおよびβ定常
領域タンパク質の表面発現を評価するために、T細胞を抗体で染色し、TCR発現を、フロー
サイトメトリーによって定量する。RKO死滅効力を評価するために、レンチウイルス遺伝
子形質導入を用いて、マウス汎T細胞を抗RKO TCRで形質転換する。形質導入されたT細胞
を、ヒトTCR発現についてのフローサイトメトリーによって単離して、純粋な形質導入さ
れたTCRライブラリーを取得する。形質転換された細胞を、以下の刺激条件：なし、IL-2
、抗CD3/抗CD28磁気ビーズ、またはIL-2/抗CD3/抗CD28のいずれかで、RKO腫瘍細胞と共培
養してもよい。インビトロRKO細胞死滅を、蛍光標識された腫瘍細胞の細胞死滅による喪
失を測定する、IncuCyte Live Cellアッセイによって評価した。
【０２４７】
　インビボ研究のために、刺激されたT細胞を、静脈内尾静脈注射を介してマウスに送達
する。マウスを、30日間追跡して、体重減少および腫瘍体積を記録する。処置されたマウ
スを、処置されていないマウス対照（群1および4、図21（b））、ならびに、現在認可さ
れている抗体ベースの免疫療法で処置された歴史的対照（図21（a））と比較する。腫瘍
成長における遅延を、主要な研究エンドポイントとして定量する。抗RKO TCRを含むT細胞
で処置された動物は、抗体ベースの免疫療法で処置された動物において観察される腫瘍成
長における遅延と一致するかまたはそれを超えることが期待される。
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【０２４８】
　卵巣がん。ヒト臨床PBMCおよびTIL試料を、切り出された腫瘍および/または患者の血液
から収集する。卵巣がん患者由来のTCRα:βライブラリーを単離する。臨床PBMCおよびTI
L試料を、外科切除および/または採血後に取得する。J.RT3 T細胞中へのレトロウイルスT
CR形質導入のために、緑色蛍光タンパク質（GFP）レポーター系を用いて、TCRα:βクロ
ーニングを行う。J.RT3細胞は、内在性TCRを発現せず、TCR発現のための安定化タンパク
質および共発現因子（CD3およびCD8を含む）を提供して、これにより、J.RT3は、TCRディ
スプレイに理想的な哺乳動物宿主になる。天然でペアのα:β可変領域遺伝子を、連結さ
れたアンプリコンの末端にある制限部位を用いて、pLVXレンチウイルス発現ベクター中に
クローニングする。ベクターライブラリーを、大腸菌において増幅し、TCRα:β発現ライ
ブラリーを、パッケージングベクターおよびエンベロープベクター（psPax2およびpMD2.g
）と共にHEK293T細胞中にコトランスフェクトして、レンチウイルスTCRα:β形質導入粒
子を生成する（図20）。
【０２４９】
　B細胞がん。B細胞系列がんには、TCRによって標的とされる腫瘍特異的新生抗原として
抗体遺伝子を発現する、リンパ腫および多発性骨髄腫が含まれる。ペアのTCRα:β遺伝子
ライブラリーを、B細胞系列がん患者から単離する。J.RT3 T細胞中へのTCR発現プラスミ
ドのレトロウイルス形質導入のために、緑色蛍光タンパク質（GFP）レポーター系を用い
て、ペアのTCRα:βクローニングを行う。J.RT3細胞は、内在性TCRを発現せず、安定なTC
R発現に必要とされる安定化タンパク質および共発現因子（CD3およびCD8を含む）もまた
提供して、これにより、J.RT3は、TCRライブラリーディスプレイに適している哺乳動物宿
主になる。天然でペアのα:β可変領域遺伝子を、連結されたアンプリコンの末端にある
制限部位を用いて、pLVXレンチウイルス発現ベクター中にクローニングする（図20に示さ
れる通り）。
【０２５０】
　ベクターライブラリーを、安定なレンチウイルスプラスミド複製のために設計された株
（例えば、Stbl312）を用いて大腸菌において増幅し、次いで、TCRα:β発現ライブラリ
ーを、パッケージングベクターおよびエンベロープベクター（psPax2およびpMD2.g）と共
にHEK293T細胞中にコトランスフェクトして、レンチウイルスTCRα:β形質導入粒子を生
成する。並行して、腫瘍特異的BCRを、PBMC臨床試料からシーケンシングする。J.RT3 T細
胞に、0.2未満の感染多重度（MOI）（すなわち、細胞当たり1つのTCR導入遺伝子）で形質
導入して、BCR新生抗原に対するTCR結合をアッセイする。形質導入された細胞を、患者の
シーケンシングされた腫瘍にコードされる抗体遺伝子からのCDR-H3、CDR-L3、および体細
胞変異に由来する新生抗原由来の、オーバーラップするペプチド-MHCに対してスクリーニ
ングする。
【０２５１】
　クローニングプロセスにおける各段階で（すなわち、インプットcDNA、レンチウイルス
粒子生成後、および表面に提示されたTCRを有するmCherry+ J.RT3/CD8細胞）、Illumina 
MiSeq 2x300ペアードエンドNGSシステムを用いて、ライブラリーの多様性を解析し、Vβ
ライブラリーおよびVαライブラリーを特徴決定する。2x300シーケンシングにより、CDR
α3領域およびCDRβ3領域を完全に網羅することが可能になる。ハイスループットシーケ
ンシングにより、TCRライブラリーがライブラリークローニングプロセスを通して高い多
様性を維持すること、および哺乳動物細胞上で提示される106以上の天然TCRα:βが生じ
るであろうことが検証される。ペプチド:MHC新生抗原スクリーニングによって発見された
TCRα:βを、表面プラズモン共鳴（SPR）を用いて親和性について試験する。これらの結
果により、本技術のTCRライブラリーが、ヒト患者における個別化抗原特異的治療法に有
用であることが実証されるであろう。
【０２５２】
　本明細書において述べられるすべての刊行物、特許出願、特許、および他の参照文献は
、あたかも各々が参照により個々に組み入れられるのと同じ程度まで、その全体が参照に
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より明白に組み入れられる。矛盾する場合には、本明細書が、定義を含めて、支配するこ
とになる。
【０２５３】
参照文献
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【０２５４】
等価物
　本技術は、本技術の個々の局面の単一の例証として意図される、本出願に記載される特
定の態様に関して限定されない。当業者に明らかであるように、本技術の多くの改変物お
よび変形物を、その精神および範囲から逸脱することなく、作ることができる。本明細書
において列挙されるものに加えて、本技術の範囲内の機能的に等価の方法および装置が、
前述の説明から当業者に明らかであろう。そのような改変物および変形物は、添付の特許
請求の範囲内に入るように意図される。本技術は、添付の特許請求の範囲が権利を与えら
れる等価物の完全な範囲と共に、そのような特許請求の範囲の用語によってのみ限定され
るべきである。本技術は、特定の方法、試薬、化合物、組成物、または生物システムに限
定されず、当然変動し得ることが、理解されるべきである。本明細書において用いられる
用語法は、特定の態様を説明することを目的とするだけであり、限定的であるようには意
図されないこともまた、理解されるべきである。
【０２５５】
　加えて、本開示の特徴または局面が、マーカッシュ群に関して説明される場合、開示が
それによって、マーカッシュ群の任意の個々のメンバーまたはメンバーの部分群に関して
も説明されることを、当業者は認識するであろう。
【０２５６】
　当業者によって理解されるであろうように、任意のおよびすべての目的で、特に書面の
説明を提供することに関して、本明細書において開示されるすべての範囲は、その任意の
およびすべての可能な部分範囲および部分範囲の組み合わせも包含する。任意の列記され
る範囲は、十分に説明し、かつ同じ範囲を少なくとも同等の半分、三分の一、四分の一、
五分の一、十分の一などに分けることを可能にするとして、容易に認識され得る。非限定
的な例として、本明細書において議論される各範囲は、下位の三分の一、中間の三分の一
、および上位の三分の一などに容易に分けることができる。当業者によってまた理解され
るであろうように、「最大で」、「少なくとも」、「よりも大きい」、「よりも小さい」
などのようなすべての言語は、列挙される数を含み、かつ上記で議論されるような部分範
囲にその後分けることができる範囲を指す。最後に、当業者によって理解されるであろう
ように、範囲は、各個々のメンバーを含む。したがって、例えば、1～3つの細胞を有する
群は、1つ、2つ、または3つの細胞を有する群を指す。同様に、1～5つの細胞を有する群
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は、1つ、2つ、3つ、4つ、または5つの細胞を有する群を指す、などである。
【０２５７】
　本明細書において言及されるかまたは引用されるすべての特許、特許出願、仮出願、お
よび刊行物は、それらが本明細書の明確な教義と矛盾していない程度まで、すべての図お
よび表を含んで、その全体が参照により組み入れられる。
【０２５８】
　本技術は、以下の文字で記された段落において列挙される特徴および特徴の組み合わせ
を含んでもよいが、それらに限定されず、以下の段落は、本明細書に添付されるような特
許請求の範囲を限定するとして、またはすべてのそのような特徴が、そのような特許請求
の範囲に必ず含まれなければならないことを要求するとして解釈されるべきではないこと
が、理解されている。
【０２５９】
A.　（a）ベクターバックボーン；ならびに
　（b）（i）TCRαポリペプチドをコードする第1のポリヌクレオチド、およびTCRβポリ
ペプチドをコードする第2のポリヌクレオチド；または
　　　（ii）TCRγポリペプチドをコードする第1のポリヌクレオチド、およびTCRδポリ
ペプチドをコードする第2のポリヌクレオチド
を含む、組換えT細胞受容体（TCR）ライブラリーベクターであって、
　第1のポリヌクレオチドおよび第2のポリヌクレオチドが、同族ペアであり、かつ第1の
ポリヌクレオチドおよび第2のポリヌクレオチドが、区画に存在する単一の溶解されたT細
胞から単離されたmRNAに由来している、前記ベクター。
B.　前記単一の溶解されたT細胞のmRNAが、mRNA捕捉試薬または逆転写PCR（RT-PCR）を用
いて単離される、パラグラフAのベクター。
C.　第1のポリヌクレオチドと第2のポリヌクレオチドとが、任意でリンカーポリヌクレオ
チドを介して、機能的に連結され、かつ任意で、第1のポリヌクレオチドと第2のポリヌク
レオチドとが、T細胞mRNAの逆転写およびPCR増幅によって機能的に連結されている、パラ
グラフAまたはBのベクター。
D.　第1のポリヌクレオチドおよび第2のポリヌクレオチドが、TCR遺伝子において天然に
見出される標的制限エンドヌクレアーゼ部位での切断によって、ベクターバックボーン中
にクローニングされている、前記パラグラフのいずれか一つのベクター。
E.　標的制限エンドヌクレアーゼ部位が、低頻度でTCR遺伝子中に存在している、パラグ
ラフDのベクター。
F.　第1のポリヌクレオチドおよび第2のポリヌクレオチドが、表7または表8に記載される
少なくとも1つの標的制限エンドヌクレアーゼ部位を組み込むように変更されている、パ
ラグラフDまたはEのベクター。
G.　前記標的制限エンドヌクレアーゼ部位が、サイレント変異を含む、パラグラフD～Fの
いずれか一つのベクター。
H.　前記mRNA捕捉試薬が、ポリ(dT)でコーティングされたビーズ、オリゴヌクレオチドで
コーティングされたビーズ、ヒドロゲルビーズ、およびマイクロアレイウェルの表面上の
プリントされたオリゴからなる群より選択される、パラグラフD～Gのいずれか一つのベク
ター。
I.　前記区画が、エマルジョン滴またはウェルである、前記パラグラフのいずれか一つの
ベクター。
J.　前記ウェルが、プリントされたポリマースライド、プラスチックプレート、マイクロ
タイタープレート、またはゲルに位置する、パラグラフIのベクター。
K.　前記区画が、5 nL以下の体積を有する、前記パラグラフのいずれか一つのベクター。
L.　第1のポリヌクレオチドおよび/または第2のポリヌクレオチドに機能的に連結された
発現調節エレメントをコードする少なくとも1つのポリヌクレオチドをさらに含む、前記
パラグラフのいずれか一つのベクター。
M.　前記発現調節エレメントが、プロモーター、p2A配列、およびIRES配列からなる群よ
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り選択される、パラグラフLのベクター。
N.　前記プロモーターが、EF1αプロモーターまたはCMVプロモーターである、パラグラフ
Mのベクター。
O.　前記発現調節エレメントをコードするポリヌクレオチドが、第1のポリヌクレオチド
と第2のポリヌクレオチドとの間に位置する、パラグラフL～Nのいずれか一つのベクター
。
P.　環状化されている、前記パラグラフのいずれか一つのベクター。
Q.　前記発現調節エレメントのベクター中への組込みの前に環状化されている、パラグラ
フL～Pのいずれか一つのベクター。
R.　前記発現調節エレメントのベクター中への組込みの後に環状化されている、パラグラ
フL～Pのいずれか一つのベクター。
S.　前記発現調節エレメントが、プロトスペーサー隣接モチーフ（PAM）の近くに組み込
まれている、パラグラフL～Rのいずれか一つのベクター。
T.　前記発現調節エレメントが、制限酵素またはTALENから選択されるDNA修飾酵素を用い
て、ベクター中に組み込まれている、パラグラフL～Rのいずれか一つのベクター。
U.　第1のポリヌクレオチドおよび第2のポリヌクレオチドのうちの少なくとも1つに連結
されたトランスポゾンをコードする1つまたは複数のポリヌクレオチドをさらに含む、前
記パラグラフのいずれか一つのベクター。
V.　検出可能なマーカーをコードするポリヌクレオチドをさらに含む、前記パラグラフの
いずれか一つのベクター。
W.　選択可能なマーカーをコードするポリヌクレオチドをさらに含む、前記パラグラフの
いずれか一つのベクター。
X.　第1のポリヌクレオチドおよび第2のポリヌクレオチドの発現および/または活性化を
調節するためのスイッチ機構をコードするポリヌクレオチドをさらに含む、前記パラグラ
フのいずれか一つのベクター。
Y.　Kozakコンセンサス配列またはエンハンサーをコードするポリヌクレオチドをさらに
含む、前記パラグラフのいずれか一つのベクター。
Z.　前記ベクターバックボーンが、レトロウイルスベクターバックボーン、レンチウイル
スベクターバックボーン、アデノウイルスベクターバックボーン、およびアデノ随伴ウイ
ルスベクターバックボーンからなる群より選択される、前記パラグラフのいずれか一つの
ベクター。
AA.　標的細胞または疾患抗原に対する結合特異性を有するTCRをコードする、前記パラグ
ラフのいずれか一つのベクター。
BB.　前記標的細胞が、がん細胞またはウイルスに感染した細胞であり、任意で、該標的
細胞が対象から単離された、パラグラフAAのベクター。
CC.　前記疾患抗原が、ウイルス抗原または腫瘍抗原であり、任意で、該抗原が抗原:MHC
複合体中にロードされる、パラグラフAAのベクター。
DD.　前記疾患抗原が、アデノウイルス、CMV、コロナウイルス、コクサッキーウイルス、
デングウイルス、エプスタイン-バーウイルス（EBV）、エンテロウイルス71（EV71）、エ
ボラウイルス、A型肝炎（HAV）、B型肝炎（HBV）、サイトメガロウイルス（CMV）、C型肝
炎（HCV）、D型肝炎（HDV）、E型肝炎（HEV）、ヒト免疫不全ウイルス（HIV）、ヒトパピ
ローマウイルス（HPV）、単純ヘルペスウイルス（HSV）、ヒトTリンパ球向性ウイルス（H
TLV）、A型インフルエンザウイルス、B型インフルエンザウイルス、日本脳炎、白血病ウ
イルス、麻疹ウイルス、伝染性軟属腫、オルフウイルス、パルボウイルス、狂犬病ウイル
ス、呼吸器合胞体ウイルス、リフトバレー熱ウイルス、風疹ウイルス、ロタウイルス、ダ
ニ媒介性脳炎（TBEV）、サル免疫不全ウイルス、タバコエッチウイルス（TEV）、水痘帯
状疱疹ウイルス、疱瘡、西ナイルウイルス、ジカウイルス、およびチクングニアウイルス
からなる群より選択されるウイルスに由来するウイルス抗原である、パラグラフCCのベク
ター。
EE.　前記疾患抗原が、CD45、グリピカン-3、IGF2B3、カリクレイン4、KIF20A、レングシ
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ン、メロエ、ムチン5AC（MUC5AC）、サバイビン、サイクリン-A1、MAGE-A1、MAGE-C1、MA
GE-C2、SSX2、X AGE 1b/GAGED2A、CD19、CD20、CD22、CD52、上皮成長因子受容体（EGFR
）、ヒト上皮成長因子受容体2（HER2）、腫瘍壊死因子受容体スーパーファミリー、メン
バー10a（TRAILR1）、核内因子κB活性化受容体リガンド（RANKL）、インスリン様増殖因
子1受容体（IGF1R）、上皮細胞接着分子（EpCAM）、およびがん胎児性抗原（CEA）からな
る群より選択される腫瘍抗原である、パラグラフCCのベクター。
FF.　前記パラグラフのいずれか一つのベクターを含む、組換え細胞であって、任意で、
細菌細胞、哺乳動物細胞、または酵母細胞である、前記組換え細胞。
GG.　パラグラフA～EEのいずれか一つの複数のベクターを含む、組換えTCRベクターライ
ブラリー。
HH.　前記複数のベクターが、TCRレパートリーを含む、パラグラフGGの組換えTCRベクタ
ーライブラリー。
II.　前記複数のベクターにおける各ベクターが、TCRクローン優勢度、インビトロアッセ
イ由来のTCR濃縮特性、TCR結合特異性、TCR Vセグメント配列、TCR Dセグメント配列、TC
R Jセグメント配列、TCR遺伝子モチーフ、および/またはCDR3遺伝子モチーフのうちの1つ
または複数の特性に基づいて選択されている、パラグラフGGまたはHHの組換えTCRベクタ
ーライブラリー。
JJ.　第1のポリヌクレオチドおよび第2のポリヌクレオチドの核酸シーケンシングによっ
て特徴決定されている、パラグラフGG～IIのいずれか一つの組換えTCRベクターライブラ
リー。
KK.　パラグラフA～EEのいずれか一つのベクターを含む、単離された免疫細胞。
LL.　造血幹細胞、造血前駆細胞、T細胞、またはナチュラルキラー（NK）細胞である、パ
ラグラフKKの単離された免疫細胞。
MM.　パラグラフA～EEのいずれか一つのベクターまたはパラグラフGG～JJのいずれか一つ
のベクターライブラリーを含む、細胞集団。
NN.　造血幹細胞、造血前駆細胞、T細胞、および/またはNK細胞を含む、パラグラフMMの
細胞集団。
OO.　パラグラフGG～JJのいずれか一つのベクターライブラリーで、細胞の集団を形質転
換する工程を含む、組換えTCRライブラリーを調製するための方法。
PP.　前記細胞が、造血幹細胞、造血前駆細胞、T細胞、またはNK細胞である、パラグラフ
OOの方法。
QQ.　標的細胞に対する特異的結合についてライブラリーをスクリーニングする工程をさ
らに含む、パラグラフOOまたはPPの方法。
RR.　前記標的細胞が、がん細胞またはウイルスに感染した細胞であり、任意で、該細胞
が対象から単離された、パラグラフQQの方法。
SS.　抗原:MHC複合体に対する特異的結合についてライブラリーをスクリーニングする工
程をさらに含む、パラグラフOOまたはPPの方法。
TT.　前記抗原:MHC複合体の抗原が、アデノウイルス、CMV、コロナウイルス、コクサッキ
ーウイルス、デングウイルス、エプスタイン-バーウイルス（EBV）、エンテロウイルス71
（EV71）、エボラウイルス、A型肝炎（HAV）、B型肝炎（HBV）、サイトメガロウイルス（
CMV）、C型肝炎（HCV）、D型肝炎（HDV）、E型肝炎（HEV）、ヒト免疫不全ウイルス（HIV
）、ヒトパピローマウイルス（HPV）、単純ヘルペスウイルス（HSV）、ヒトTリンパ球向
性ウイルス（HTLV）、A型インフルエンザウイルス、B型インフルエンザウイルス、日本脳
炎、白血病ウイルス、麻疹ウイルス、伝染性軟属腫、オルフウイルス、パルボウイルス、
狂犬病ウイルス、呼吸器合胞体ウイルス、リフトバレー熱ウイルス、風疹ウイルス、ロタ
ウイルス、ダニ媒介性脳炎（TBEV）、サル免疫不全ウイルス、タバコエッチウイルス（TE
V）、水痘帯状疱疹ウイルス、疱瘡、西ナイルウイルス、ジカウイルス、およびチクング
ニアウイルスからなる群より選択されるウイルスに由来するウイルス抗原である、パラグ
ラフSSの方法。
UU.　前記抗原:MHC複合体の抗原が、CD45、グリピカン-3、IGF2B3、カリクレイン4、KIF2
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0A、レングシン、メロエ、ムチン5AC（MUC5AC）、サバイビン、サイクリン-A1、MAGE-A1
、MAGE-C1、MAGE-C2、SSX2、XAGE1b/GAGED2A、CD19、CD20、CD22、CD52、EGFR、HER2、TR
AILR1、RANKL、IGF1R、EpCAM、およびCEAからなる群より選択される腫瘍抗原である、パ
ラグラフSSの方法。
VV.　T細胞表現型マーカーについてライブラリーをスクリーニングする工程をさらに含む
、パラグラフOO～UUのいずれか一つの方法。
WW.　共培養系における活性についてライブラリーをスクリーニングする工程であって、
該共培養系が、
　（a）がん細胞株；
　（b）公知のウイルスに感染した複数の細胞；
　（c）がん患者から単離された複数の腫瘍細胞；
　（d）不死化細胞株；または
　（e）患者組織生検に由来する複数の細胞
のうちの少なくとも1つを含む、工程
をさらに含む、パラグラフOO～VVのいずれか一つの方法。
XX.　形質転換された細胞の集団のインビトロ活性化をさらに含む、パラグラフOO～WWの
いずれか一つの方法。
YY.　前記インビトロ活性化が、抗CD3抗体、抗CD8抗体、抗CD27抗体、IL-2、IL-4、IL-21
、抗PD1抗体、抗CTLA4抗体、腫瘍細胞溶解物、ウイルス感染細胞との細胞共培養、および
腫瘍細胞株のうちの1つまたは複数の刺激物質を用いて行われる、パラグラフXXの方法。
ZZ.　転写因子をコードするポリヌクレオチドで、細胞の集団を形質転換する工程をさら
に含む、パラグラフOO～YYのいずれか一つの方法。
AAA.　前記転写因子が、FOXP3、BLIMP-1、Ikaros、Helios、およびTGF-βからなる群より
選択される、パラグラフZZの方法。
BBB.　TCRクローン優勢度、インビトロアッセイ由来のTCR濃縮特性、TCR結合特異性、TCR
 Vセグメント配列、TCR Dセグメント配列、TCR Jセグメント配列、TCR遺伝子モチーフ、
および/またはCDR3遺伝子モチーフのうちの1つまたは複数の特性に基づいて、組換えTCR
ライブラリーに含めるために個々のベクターを選択する工程をさらに含む、パラグラフOO
～AAAのいずれか一つの方法。
CCC.　前記選択が、合成に由来するTCRライブラリーを生成するために、定義された比で
個々のベクターを混合することを含む、パラグラフBBBの方法。
DDD.　パラグラフOO～CCCのいずれか一つの方法によって調製された、組換えTCRライブラ
リー。
EEE.　パラグラフDDDの組換えTCRライブラリーと担体とを含む、組成物。
FFF.　前記担体が、薬学的に許容される担体である、パラグラフEEEの組成物。
GGG.　対象に対するパラグラフDDDの組換えTCRライブラリーまたはパラグラフEEEもしく
はFFFの組成物の有効量を、対象に投与する工程を含む、処置の必要がある対象を処置す
る方法。
HHH.　対象に対するパラグラフDDDの組換えTCRライブラリーまたはパラグラフEEEもしく
はFFFの組成物の有効量を、対象に投与する工程を含む、がんの処置の必要がある対象に
おいてがんを処置する方法。
III.　前記がんが、急性リンパ芽球性白血病（ALL）；急性骨髄性白血病（AML）；副腎皮
質癌；AIDS関連がん；肛門がん；虫垂がん；星状細胞腫；非定型奇形腫様/ラブドイド腫
瘍、脳腫瘍；皮膚の基底細胞癌；胆管がん；膀胱がん；骨がん；乳がん；気管支腫瘍；バ
ーキットリンパ腫；カルチノイド腫瘍（胃腸）；胚細胞腫瘍；原発性CNSリンパ腫；子宮
頚がん；胆管細胞癌；脊索腫；慢性リンパ球性白血病（CLL）；慢性骨髄性白血病（CML）
；慢性骨髄増殖性新生物；大腸がん；頭蓋咽頭腫；皮膚T細胞リンパ腫；非浸潤性乳管癌
（DCIS）；子宮内膜がん；上衣腫；食道がん；感覚神経芽腫；頭蓋外胚細胞腫瘍；性腺外
胚細胞腫瘍；眼がん；眼球内黒色腫；網膜芽腫；卵管がん；悪性の骨の線維性組織球腫、
および骨肉腫；胆嚢がん；胃（gastric）がん；消化管カルチノイド腫瘍；消化管間質腫
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瘍（GIST）；胚細胞腫瘍；妊娠性絨毛性疾患；毛様細胞白血病；頭頚部がん；心臓腫瘍；
肝細胞がん；ランゲルハンス細胞組織球症；ホジキンリンパ腫；下咽頭がん；眼球内黒色
腫；膵島細胞腫瘍、膵神経内分泌腫瘍；腎臓がん；喉頭がん；白血病；口唇および口腔（
oral cavity）がん；肝臓がん；肺がん；リンパ腫；男性乳がん；骨の悪性線維性組織球
腫および骨肉腫；黒色腫；メルケル細胞癌；中皮腫；転移性がん；口腔（mouth）がん；
多発性内分泌腫瘍症候群；多発性骨髄腫/形質細胞新生物；菌状息肉腫；慢性の骨髄異形
成症候群、骨髄増殖性新生物；鼻咽頭がん；神経芽腫；非ホジキンリンパ腫；非小細胞肺
がん；口腔（oral）がん、口咽頭がん；骨肉腫；卵巣がん；膵臓がん；膵神経内分泌腫瘍
；乳頭腫症；傍神経節腫；副鼻腔がん；副甲状腺がん；咽頭がん；褐色細胞腫；下垂体腫
瘍；胸膜肺芽腫；前立腺がん；直腸がん；再発がん；腎細胞がん；網膜芽腫；横紋筋肉腫
；唾液腺がん；肉腫；ユーイング肉腫；カポジ肉腫；骨肉腫；子宮肉腫；セザリー症候群
；皮膚がん；小細胞肺がん；小腸がん；軟部組織肉腫；皮膚の扁平上皮癌；頸部扁平上皮
がん；胃（stomach）がん；T細胞リンパ腫；精巣がん；咽喉がん；鼻咽頭がん；下咽頭が
ん；胸腺癌；甲状腺がん；尿道がん；子宮がん；膣がん；血管腫瘍；外陰部がん；または
ウィルムス腫瘍である、パラグラフHHHの方法。
JJJ.　対象に対するパラグラフDDDの組換えTCRライブラリーまたはパラグラフEEEもしく
はFFFの組成物の有効量を、対象に投与する工程を含む、腫瘍成長の阻害の必要がある対
象において腫瘍成長を阻害する方法。
KKK.　前記腫瘍が固形腫瘍である、パラグラフJJJの方法。
LLL.　対象に対するパラグラフDDDの組換えTCRライブラリーまたはパラグラフEEEもしく
はFFFの組成物の有効量を、対象に投与する工程を含む、ウイルス感染症の処置の必要が
ある対象においてウイルス感染症を処置する方法。
MMM.　前記ウイルス感染症が、アデノウイルス、CMV、コロナウイルス、コクサッキーウ
イルス、デングウイルス、エプスタイン-バーウイルス（EBV）、エンテロウイルス71（EV
71）、エボラウイルス、A型肝炎（HAV）、B型肝炎（HBV）、サイトメガロウイルス（CMV
）、C型肝炎（HCV）、D型肝炎（HDV）、E型肝炎（HEV）、ヒト免疫不全ウイルス（HIV）
、ヒトパピローマウイルス（HPV）、単純ヘルペスウイルス（HSV）、ヒトTリンパ球向性
ウイルス（HTLV）、A型インフルエンザウイルス、B型インフルエンザウイルス、日本脳炎
、白血病ウイルス、麻疹ウイルス、伝染性軟属腫、オルフウイルス、パルボウイルス、狂
犬病ウイルス、呼吸器合胞体ウイルス、リフトバレー熱ウイルス、風疹ウイルス、ロタウ
イルス、ダニ媒介性脳炎（TBEV）、サル免疫不全ウイルス、タバコエッチウイルス（TEV
）、水痘帯状疱疹ウイルス、疱瘡、西ナイルウイルス、ジカウイルス、およびチクングニ
アウイルスからなる群より選択されるウイルスによって引き起こされる、パラグラフLLL
の方法。
NNN.　パラグラフDDDの組換えTCRライブラリーまたはパラグラフEEEもしくはFFFの組成物
の第2の用量を、対象に投与する工程をさらに含む、パラグラフGGG～MMMのいずれか一つ
の方法。
OOO.　前記組換えTCRライブラリーが、処置される対象にとって自己由来または同種異系
である細胞を含む、パラグラフGGG～NNNのいずれか一つの方法。
PPP.　前記対象が、ヒト、動物、非ヒト霊長類、イヌ、ネコ、ヒツジ、マウス、ウマ、ま
たはウシである、パラグラフGGG～OOOのいずれか一つの方法。
QQQ.　前記対象がヒトである、パラグラフPPPの方法。
【０２６０】
　他の態様を、添付の特許請求の範囲に示す。
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