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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　サイトカイン結合細胞外ドメインおよびシグナル伝達細胞内ドメインを含むキメラサイ
トカイン受容体を含む免疫系細胞であって、
　前記細胞外ドメインがＩＬ４細胞外ドメイン、かつ前記細胞内ドメインがＩＬ７細胞内
ドメインである、および／または、
　前記細胞外ドメインがＩＬ１３細胞外ドメイン、かつ前記細胞内ドメインがＩＬ２細胞
内ドメインであり、
　前記免疫系細胞が、Ｔリンパ球である免疫系細胞。
【請求項２】
　前記Ｔリンパ球が、天然起源の腫瘍抗原特異的細胞傷害性Ｔリンパ球である、請求項１
に記載の細胞。
【請求項３】
　前記免疫系細胞が、ＣＥＡ、ＭＵＣ１、ＭＵＣ５ＡＣ、ＭＵＣ６、テロメラーゼ、ＰＲ
ＡＭＥ、ＭＡＧＥＡ、ＳＳＸ２／４、ＮＹ－ＥＳＯ、ＰＳＣＡ、ＰＳＭＡ、サバイビン、
ＭＨＣ、ＣＴＬＡ－４、ｇｐ１００、メソテリン、ＰＤ－Ｌ１、ＴＲＰ１、ＣＤ４０、Ｅ
ＧＦＰ、Ｈｅｒ２、ＴＣＲα、ｔｒｐ２、ＴＣＲ、ＭＵＣ１、ｃｄｒ２、ｒａｓ、４－１
ＢＢ、ＣＴ２６、ＧＩＴＲ、ＯＸ４０、ＴＧＦ－α、ＷＴ１、ＭＵＣ１、ＬＭＰ２、ＨＰ
Ｖ　Ｅ６Ｅ７、ＥＧＦＲｖＩＩＩ、ＨＥＲ－２／ｎｅｕ、ＭＡＧＥ　Ａ３、ｐ５３の非変
異体、ＧＤ２、メランＡ／ＭＡＲＴ１、Ｒａｓ変異体、ｐ５３変異体、プロテイナーゼ３
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（ＰＲ１）、ｂｃｒ－ａｂｌ、チロシナーゼ、ＰＳＡ、ｈＴＥＲＴ、ＥｐｈＡ２、ＰＡＰ
、ＭＬ－ＩＡＰ、ＡＦＰ、ＥｐＣＡＭ、ＥＲＧ（ＴＭＰＲＳＳ２　ＥＴＳ融合遺伝子）、
ＮＡ１７、ＰＡＸ３、ＡＬＫ、アンドロゲン受容体、サイクリンＢｌ、ポリシアル酸、Ｍ
ＹＣＮ、ＲｈｏＣ、ＴＲＰ－２、ＧＤ３、フコシルＧＭ１、メソテリン、ＭＡＧＥ　Ａ１
、ｓＬｅ（ａ）、ＣＹＰ１Ｂ１、ＰＬＡＣ１、ＧＭ３、ＢＯＲＩＳ、Ｔｎ、ＧｌｏｂｏＨ
、ＥＴＶ６－ＡＭＬ、ＮＹ－ＢＲ－１、ＲＧＳ５、ＳＡＲＴ３、ＳＴｎ、炭酸脱水酵素Ｉ
Ｘ、ＰＡＸ５、ＯＹ－ＴＥＳ１、精液タンパク質１７、ＬＣＫ、ＨＭＷＭＡＡ、ＡＫＡＰ
－４、ＸＡＧＥ１、Ｂ７Ｈ３、レグマイン、Ｔｉｅ２、Ｐａｇｅ４、ＶＥＧＦＲ２、ＭＡ
Ｄ－ＣＴ－１、ＦＡＰ、ＰＤＧＦＲ－β、ＭＡＤ－ＣＴ－２、およびＦｏｓ関連抗原１か
らなる群から選択される腫瘍関連抗原を標的とするキメラ抗原受容体を含む、請求項１ま
たは２に記載の細胞。
【請求項４】
　がんを有する個体の治療剤製造のための請求項１～３のいずれか１項に記載の細胞の使
用。
【請求項５】
　前記免疫系細胞が、個体に対して自己由来または同種異系である、請求項４に記載の細
胞の使用。
【請求項６】
　前記がんが、膵臓がん、肺がん、乳がん、脳腫瘍、前立腺がん、皮膚がん、卵巣がん、
精巣がん、胆嚢がん、脾臓がん、胃腸がん、結腸がん、直腸がん、食道がん、子宮頸がん
、膀胱がん、子宮内膜がん、腎臓がん、血液がん、甲状腺がん、および胃がんからなる群
から選択される、請求項４または５に記載の細胞の使用。
【請求項７】
　前記がんが、膵臓がんである、請求項６に記載の細胞の使用。
【請求項８】
　前記がんが、肺がんである、請求項６に記載の細胞の使用。
【請求項９】
　前記がんが、乳がんである、請求項６に記載の細胞の使用。
【請求項１０】
　前記がんが、脳腫瘍である、請求項６に記載の細胞の使用。
【請求項１１】
　前記がんが、前立腺がんである、請求項６に記載の細胞の使用。
【請求項１２】
　前記がんが、皮膚がんである、請求項６に記載の細胞の使用。
【請求項１３】
　前記がんが、卵巣がんである、請求項６に記載の細胞の使用。
【請求項１４】
　前記がんが、精巣がんである、請求項６に記載の細胞の使用。
【請求項１５】
　前記がんが、胆嚢がんである、請求項６に記載の細胞の使用。
【請求項１６】
　前記がんが、脾臓がんである、請求項６に記載の細胞の使用。
【請求項１７】
　前記がんが、胃腸がんである、請求項６に記載の細胞の使用。
【請求項１８】
　前記がんが、結腸がんである、請求項６に記載の細胞の使用。
【請求項１９】
　前記がんが、直腸がんである、請求項６に記載の細胞の使用。
【請求項２０】
　前記がんが、食道がんである、請求項６に記載の細胞の使用。
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【請求項２１】
　前記がんが、子宮頸がんである、請求項６に記載の細胞の使用。
【請求項２２】
　前記がんが、膀胱がんである、請求項６に記載の細胞の使用。
【請求項２３】
　前記がんが、子宮内膜がんである、請求項６に記載の細胞の使用。
【請求項２４】
　前記がんが、腎臓がんである、請求項６に記載の細胞の使用。
【請求項２５】
　前記がんが、血液がんである、請求項６に記載の細胞の使用。
【請求項２６】
　前記がんが、甲状腺がんである、請求項６に記載の細胞の使用。
【請求項２７】
　前記がんが、胃がんである、請求項６に記載の細胞の使用。
【請求項２８】
　前記治療剤が、静脈内送達によって個体に送達されるために配合される、請求項４に記
載の細胞の使用。
【請求項２９】
　請求項１に記載の免疫系細胞を製造する方法であって、免疫細胞を提供または得るステ
ップ；キメラサイトカイン受容体をコードする発現ベクターで細胞をトランスフェクトす
るステップ；を含む方法。
【請求項３０】
　前記免疫細胞が、がん治療を必要とする個体由来である、請求項２９に記載の方法。
【請求項３１】
　前記発現ベクターが、レトロウィルスベクター、レンチウィルスベクター、またはトラ
ンスポゾンプラスミドである、請求項２９に記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本出願は、その全体が参照により本明細書に組み込まれる、２０１１年４月８日に出願
された米国仮特許出願第６１／４７３，４５７号の優先権を主張するものである。
【０００２】
　本発明の分野は、免疫学、細胞生物学、分子生物学、そして医学の分野を少なくとも一
般的に含む。
【背景技術】
【０００３】
発明の背景
　従来の化学療法と放射線療法は、多くの場合、不十分な利益をもたらし、新規な治療の
必要性を強調している。インビトロで拡大培養された腫瘍関連抗原（ＴＡＡ）－特異的細
胞傷害性Ｔリンパ球（ＣＴＬ）の養子移入は、例えば、ホジキンリンパ腫、上咽頭がん、
神経芽細胞腫および黒色腫を含む腫瘍を有効に治療することができる。がん発現ＴＡＡを
標的とするＣＴＬの注入は、治療上有用であるが、少なくとも一部の腫瘍は、抗原発現の
ダウンレギュレーションやＩＬ１３およびＩＬ４などの可溶性免疫調節サイトカイン類の
放出などを含む、細胞毒性Ｔｈ１型免疫応答よりもむしろＴｈ２の発育を助長する免疫回
避の複数のメカニズムを使用する。本発明は、腫瘍によるこのような回避措置の克服を容
易にするという当該分野における必要性に対する解決策を提供する。
【発明の概要】
【課題を解決するための手段】
【０００４】
　進行性の腫瘍増殖は、免疫応答の抑制に関連付けることができる。多くの異なるメカニ
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ズムが免疫回避に寄与する可能性があるが、がんの多くのタイプは、がん細胞を破壊する
ことを標的とする適切な免疫応答をダウンレギュレーションするサイトカイン類の調節の
役割を利用している。それらは、腫瘍への制御性免疫細胞をリクルートし、効果のないＴ
ｈ２表現型への細胞傷害性Ｔｈ１　Ｔ細胞を直接に阻害および／または再分極するのに役
立つ免疫抑制サイトカイン類を分泌することによってこれを行う。がん細胞や周囲の腫瘍
間質により分泌される免疫抑制性サイトカイン類は、少なくともインターロイキン（ＩＬ
）１３、ＩＬ４、（形質転換成長因子－β）ＴＧＦ－β、ＩＬ６、ＩＬ８、およびＩＬ－
１０を含む。
【０００５】
　本発明の実施形態は、腫瘍反応性Ｔ細胞を、微小環境に存在する免疫抑制性／阻害性サ
イトカイン類に対して耐性とする新しいアプローチを提供する。本発明の特定の実施形態
は、トランスジェニックキメラサイトカイン受容体を用いた腫瘍特異的ＣＴＬの改善され
た拡大培養および抗腫瘍活性に関する。
【０００６】
　本発明の実施形態は、エフェクターＴｈ１　Ｔ細胞を、腫瘍微小環境における阻害性サ
イトカイン環境に対して耐性とする新しいアプローチを提供する。このような実施形態は
、天然の腫瘍特異的Ｔ細胞、または阻害性／抑制性サイトカイン類と結合し、それらの細
胞内結果をＴｈ１の免疫刺激性／活性化シグナルへ変換し、それにより腫瘍特異的Ｔ細胞
の効果を改善するキメラ受容体により遺伝的に改変された腫瘍特異的Ｔ細胞を包含する。
【０００７】
　例として、本発明は、ＩＬ２および／またはＩＬ７サイトカイン受容体に対するシグナ
ル伝達細胞内ドメインと融合したＩＬ４および／またはＩＬ１３サイトカイン受容体に対
する細胞外ドメインをコードする、バイシストロン性レトロウィルスベクターなどのベク
ターを包含する。同様に、本発明は、ＩＬ２および／またはＩＬ１サイトカイン受容体に
対するシグナル伝達細胞内ドメインと融合したＩＬ１０サイトカイン受容体の細胞外ドメ
インをコードする、レトロウィルスベクターなどのベクターを包含する。
【０００８】
　特定の態様において、ＩＬ１３、ＩＬ４および／またはＩＬ１０（またはその他）の１
つ以上が、微小環境中に存在するがんは、実質的にすべての固形腫瘍を含む。特定の例示
的ながんとしては、少なくとも、膵臓がん、ホジキンおよび非ホジキンリンパ腫、黒色腫
、乳がん、肺がん、前立腺がん、神経膠芽腫、肝細胞がん、卵巣がんなどが挙げられる。
【０００９】
　本発明の実施形態は、例えば、初代Ｔ細胞、天然起源腫瘍抗原特異的細胞傷害性Ｔリン
パ球、およびＮＫ細胞を改変するのに有用である。本発明を使用して改変されたＴ／ＮＫ
細胞は、自家系または同種異系の設定で使用することができる。
【００１０】
　本発明のいくつかの実施形態では、負の免疫調節シグナルを正のシグナルに変換するこ
とができるキメラ分子が存在する。このアプローチは、一例としてのみであるが、ＩＬ－
４および／またはＩＬ－１３の細胞外ドメインをＩＬ－２および／またはＩＬ－７受容体
のシグナル伝達細胞内ドメインと融合させることを含む。このアプローチは、腫瘍微小環
境でしばしば提示する負のサイトカインシグナルに対してエフェクターのＴｈ１細胞を耐
性とするために使用することができる。
【００１１】
　いくつかの実施形態では、本発明は、ＩＬ－２および／またはＩＬ－７受容体の細胞内
ドメインと融合したＩＬ－４および／またはＩＬ－１３の細胞外ドメインであるキメラサ
イトカイン受容体を用いて腫瘍微小環境の影響を逆転することを提供する。
【００１２】
　特定の実施形態では、本発明は、例えば、ＩＬ－２およびＩＬ－７受容体の細胞内ドメ
インと融合したＩＬ－４およびＩＬ－１３の細胞外ドメインであるキメラサイトカイン受
容体を用いて腫瘍微小環境の影響を逆転することを可能とする。
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【００１３】
　本発明のいくつかの実施形態では、Ｔｈ２表現型を有する細胞への細胞傷害性Ｔｈ１　
Ｔ細胞の阻害または再分極を防止する方法があり、該方法は、腫瘍特異的Ｔ細胞を改変し
て阻害性または抑制性サイトカイン類と結合するキメラ受容体を構成するステップを含み
、ここで、阻害性または抑制性サイトカイン類によりキメラ受容体に結合すると、細胞傷
害性Ｔｈ１　Ｔ細胞の阻害または再分極は、それによって防止される。特定の実施形態で
は、キメラ受容体は、１つまたは複数のＩＬ１０、ＩＬ４、および／またはＩＬ１３サイ
トカイン受容体の細胞外ドメインを含み、そして、１つまたは複数のＩＬ２および／また
はＩＬ７サイトカイン受容体のシグナル伝達細胞内ドメインを含む。特定の実施形態では
、キメラ受容体は、免疫抑制性サイトカインの細胞外ドメインとＴｈ１シグナルを伝達す
るサイトカイン類の細胞内ドメインを含む。
【００１４】
　いくつかの実施形態では、免疫抑制性サイトカイン受容体の細胞外ドメインとＴｈ１シ
グナルを伝達するサイトカイン受容体の細胞内ドメイとを含むキメラ受容体を含むベクタ
ーが存在する。いくつかの実施形態では、免疫抑制性サイトカインの細胞外ドメインは、
ＩＬ１０、ＩＬ４、および／またはＩＬ１３サイトカイン受容体の細胞外ドメインである
。特定の実施形態では、Ｔｈ１のシグナルを伝達するサイトカイン受容体の細胞内ドメイ
ンは、ＩＬ２および／またはＩＬ７サイトカイン受容体に対するサイトカイン受容体の細
胞内ドメインである。ベクターは、どんな種類であってもよく、レトロウィルスベクター
、アデノウィルスベクター、プラスミド、またはアデノ随伴ウィルスベクターを含む。特
定の実施形態では、キメラ受容体は、ＩＬ４の細胞外ドメインとＩＬ７の細胞内ドメイン
を含む。
【００１５】
　上記は、以下の本発明の詳細な説明がより良く理解され得るように、本発明の特徴と技
術的な利点をかなり広く概説した。本発明のさらなる特徴および利点は、以下に記述され
、それは本発明の特許請求の範囲の主題を形成する。開示された概念および特定の実施形
態は、同じ目的を実施するために、他の構造を改変または設計するための基礎として、容
易に利用できることが当業者によって理解されるべきである。また、そのような均等な構
成が、添付の特許請求の範囲に記載される本発明の精神および範囲から逸脱しないことは
、当業者によってこれまた理解されるべきである。更なる目的および利点と共に、その構
成および動作方法の両方に関して、本発明に特徴的であると考えられる新規な特徴は、添
付の図面と関連させて考慮すれば、以下の説明からよりよく理解されよう。しかし、各図
面は、例示および説明のためにのみ提供されるのであって、本発明の限定の定義を意図す
るものではないことは明白に理解すべきである。
【図面の簡単な説明】
【００１６】
　本発明のより完全な理解のために、今度は、添付の図面と併せて以下の説明が参照され
る：
【図１】ＩＬ４およびＩＬ１３のシグナル伝達の概略図である。
【図２】Ａ）典型的な構築物＃１と＃２のベクターマップ、Ｂ）ＧＦＰ（＃１）およびｍ
Ｏｒａｎｇｅ（＃２）発現による導入効率の評価、Ｃ）１０分間のサイトカイン曝露後の
リン酸化Ｓｔａｔ５、Ｄ）ＩＬ２、４、または１３で培養された形質導入ＣＴＬと対照Ｃ
ＴＬを示す。
【図３】３Ａは、典型的な構築物＃３を、３Ｂは、トランスジェニック細胞でのＩＬ４と
ＩＬ１３シグナル伝達の概略図を示す。
【図４】ＩＬ４Ｒα／ＩＬ７Ｒα（“４／７Ｒ”）とレポーター遺伝子の典型的な融合を
示す。
【図５】形質導入細胞上でのＩＬ４ＲとｍＯｒａｎｇｅの安定な発現を示す。
【図６】ＩＬ－４投与後のトランスジェニック細胞上のｐＳＴＡＴ５を示す。
【図７】４／７Ｒ発現が、ＣＴＬ機能に悪影響を及ぼさないことを示す。
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【図８】４／７Ｒを発現するトランスジェニックＴ細胞は、ＩＬ－４の存在下インビトロ
で増殖することを示す。
【図９】４／７Ｒ発現ＣＴＬは、上清からＩＬ４を枯渇させることができることを示す。
【図１０】４／７Ｒ発現ＣＴＬは、他の免疫抑制性サイトカイン類に耐性であることを示
す。
【図１１】Ｔ細胞増殖因子への免疫抑制性サイトカインのシグナル伝達の変化を説明する
。
【図１２】４／７Ｒ　ＣＴＬは、腫瘍増殖をコントロールすることを示す。
【図１３】４／７Ｒ　ＣＴＬは、腫瘍増殖をコントロールすることを示す。
【図１４】４／７Ｒ　ＣＴＬは、腫瘍増殖をコントロールすることを示す。
【図１５】特定の実施形態では、例えば、患者由来のＣＡＲ－ＰＳＣＡ改変Ｔ細胞を改変
して４／７Ｒを共発現することができるように対処している。
【図１６】４／７Ｒを共発現するように改変されたＣＡＲ－ＰＳＣＡ　Ｔ細胞が、腫瘍標
的を殺すそれらの能力を保持していることを示す。
【発明を実施するための形態】
【００１７】
発明の実施形態の詳細な説明
１．定義
　本明細書で使用される場合、「１つ（“ａ”または“ａｎ”）」は、１つ以上を意味す
ることができる。本明細書の１つまたは複数の請求項で使用される場合、単語「含む」と
一緒に、単語「１つ（“ａ”または“ａｎ”）」は、１つ以上を意味することができる。
本明細書で使用する場合、「別の」は、少なくとも第２以降の事項を意味し得る。
【００１８】
　本明細書で使用される用語「キメラサイトカイン受容体」は、異なる受容体からの細胞
内シグナル伝達部分に連結した１つの受容体からのサイトカイン結合部分を含む設計され
た受容体を意味する。
【００１９】
　本明細書で使用される用語「サイトカイン結合性細胞外ドメイン」は、サイトカインに
結合する細胞表面上のサイトカイン受容体部分を指す。
【００２０】
　本明細書で使用される用語「シグナル伝達細胞内ドメイン」は、サイトカイン結合時に
シグナル伝達を担う細胞内のサイトカイン受容体部分を指す。
【００２１】
ＩＩ．本発明の一般的な実施形態
　当該分野の障壁を克服し、がんに対する効果的な免疫療法戦略を開発するために、本発
明の実施形態は、悪性細胞上に発現する抗原を標的とする、ＣＴＬ株（天然の腫瘍特異性
を有するＴ細胞株）またはキメラ抗原受容体（ＣＡＲ）－改変Ｔ細胞、ならびにＴｈ１シ
グナルを伝達するＩＬ２ＲγおよびＩＬ７Ｒαの細胞内ドメインに連結したＩＬ１３受容
体α（ＩＬ１３Ｒα１）およびＩＬ４Ｒαのサイトカイン結合細胞外ドメインを含むキメ
ラ受容体を発現するこれらの細胞の設計を包含する。特定の実施形態では、これらの操作
は、Ｔｈ２分極の腫瘍微小環境に対してＣＴＬを耐性とし、その代わりにＴＡＡを標的と
するＣＴＬへのＴｈ１シグナル伝達を維持する。がん患者サンプルを検査し、ＴＡＡの発
現パターンやレベル、ならびに産生されるＴｈ２サイトカイン類のレベルやパターンを記
録することができる。その後、患者ＰＢＭＣからの発現抗原に向けられたＣＴＬが拡大培
養できるかどうかを決定し、それらを改変する影響を特徴付けて、それらがＴｈ２誘導腫
瘍微小環境でさえＴｈ１活性に分極した状態を維持することができる。特定の実施形態で
は、膵臓がん関連抗原（単なる例による）に対する反応性Ｔ細胞は、患者のＰＢＭＣから
生成させることができ、腫瘍のＴｈ２サイトカイン環境においてでさえ、Ｔｈ１機能を保
持するように改変することができる。このような実施形態は、以下のように検討すること
ができる：１）ＴＡＡ発現のパターンを記録し、主生検サンプルのサイトカインプロファ
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イルを評価すること、２）複数の膵臓がん関連標的抗原に対して特異的な腫瘍反応性ＣＴ
Ｌを生成させ、インビトロでのそれらの特異性および機能を評価すること、および３）キ
メラサイトカイン受容体の強制発現により、Ｔｈ２サイトカイン類でのシグナル伝達の阻
害効果からＣＴＬを保護する。これに続いて、膵臓がんを含むがんを有する個体でのＴＡ
Ａ－ＣＴＬの安全性と抗腫瘍効果を評価することができる。
【００２２】
　腫瘍特異的ＣＴＬの生存および拡大培養は、Ｔ細胞療法のインビボでの最適有効性にと
って重要である。ＩＬ２投与は、これらの効果をもたらすことができるが、それは利益を
限定する阻害性Ｔ細胞集団の毒性と拡大に関連付けられる。ＩＬ７受容体のトランスジェ
ニック発現は、ＣＴＬ生存率と拡大を改善するが、ＩＬ７サイトカインの繰り返しの外因
性投与でのみ有益であるが、それは高価であり、臨床グレード製品の利用可能性に依存し
ており、腫瘍部位では不十分な濃度である場合がある。本発明の実施形態は、ＩＬ４、す
なわち、いくつかの腫瘍微小環境で豊富に内因的に存在し、そうでなければ、がん細胞増
殖、アポトーシスからの腫瘍細胞の保護、および抑制性Ｔｈ２表現型への細胞傷害性腫瘍
特異的Ｔ細胞の再分極を含む腫瘍形成を促進する作用に関連付けられたサイトカインに対
して操作されたＴ細胞応答を提供する。腫瘍特異的ＣＴＬに対するＩＬ４の阻害効果を逆
転させ、その代わりにそれらが成長因子としてＩＬ４を利用することを可能にするために
、発明者らは、ＩＬ７Ｒの細胞内ドメイン（シグナル伝達ドメイン）と融合し、トランス
ジェニック遺伝子の検出を可能とするｍＯｒａｎｇｅと連結した、ＩＬ４Ｒα細胞外ドメ
イン（サイトカイン結合部分）をコードするレトロウィルスベクターを設計した。キメラ
ＩＬ４／７Ｒのトランスジェニック発現が、ＣＴＬの生存率と拡大培養を改善するかどう
かを判断するために、本発明者らは、エプスタイン・バーウィルス（ＥＢＶ）特異的ＣＴ
ＬによってＥＢＶ＋腫瘍を死滅させることを採用した。形質導入後、ＩＬ４／７Ｒ　ＣＴ
Ｌは、フローサイトメトリー（ダブルポジティブｍＯｒａｎｇｅ、ＩＬ４Ｒ）によってＥ
ＢＶ－ＣＴＬの１３～７６％で検出された。ＩＬ４の添加は、ＩＬ２投与後に達成された
ものと同様のレベルで、ＥＢＶ－ＣＴＬ／ＩＬ４／７Ｒ＋のみでＳＴＡＴ５をリン酸化し
たので、トランスジェニック分子は機能的であった。トランスジェニックＣＴＬおよび対
照ＣＴＬの両方は、ＩＬ２（１×１０６の細胞から３．５×１０７の細胞および５．３×
ｌ０７の細胞へとそれぞれ増加）に応じて拡大培養されたが、ＥＢＶ－ＣＴＬ／ＩＬ４／
７Ｒ＋のみが、ＩＬ－４（１０００Ｕｌｍｌ）（それぞれ、１×１０６～２．９×１０７

対３．２×１０６のＣＴＬ）の存在下、１週間に渡って拡大培養された。予想通り、ＥＢ
Ｖ－ＣＴＬのトランスジェニック部分母集団は、ＩＬ２で培養されたＣＴＬと比較して、
ＩＬ４（１週間で１３％から８０％に増加）の存在下でポジティブに選択された。ＩＬ４
での拡大培養の後、トランスジェニックＣＴＬは、エフェクターメモリープロファイルを
有してポリクローナルのままであり、ＩＦＮγ放出により測定される抗原特異性、ＥＢＶ
－５量体結合、および自己ＥＢＶ－ＬＣＬのＭＨＣ拘束性殺害を保持した。重要なのは、
ＣＴＬの拡大培養は、どちらかの刺激の撤退が拡大を終了させたので、厳密には抗原およ
びサイトカイン依存性のままであった。これらのインビトロ特性は、ＥＢＶ－ＣＴＬ／Ｉ
Ｌ４／７ＲがＩＬ２またはＩＬ４に応じて拡大培養し、それらの抗ＥＢＶ－腫瘍活性を維
持した異種移植マウスモデルにおいてインビボで複製された。最後に、ＣＴＬをＩＬ－４
産生腫瘍から採取した上清の存在下で培養した。トランスジェニックＣＴＬのみが、培地
からサイトカインを枯渇させた。したがって、本発明の実施形態では、ＩＬ４／７Ｒ　Ｃ
ＴＬは、腫瘍由来ＩＬ４を成長因子として利用し、腫瘍微小環境からサイトカインを枯渇
させるシンクとして機能することができ、したがって、さもなければ、腫瘍の成長と生存
に役立つタンパク質を悪性腫瘍から奪っている。
【００２３】
ＩＩＩ．腫瘍関連抗原
　複数ＴＡＡ特異的ＣＴＬが、がんの治療および／または予防のために採用される実施形
態では、様々なＴＡＡが標的とされ得る。腫瘍抗原は、宿主の免疫応答を誘発する腫瘍細
胞で産生される物質である。
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【００２４】
　典型的な腫瘍抗原としては、少なくとも以下のものを含む：腸がんのためのがん胎児性
抗原（ＣＥＡ）；卵巣がんのためのＣＡ－１２５；乳がんのためのＭＵＣ－１または上皮
性腫瘍抗原（ＥＴＡ）もしくはＣＡ１５－３；チロシナーゼまたは悪性黒色腫のための黒
色腫関連抗原（ＭＡＧＥ）；および様々な種類の腫瘍のためのｒａｓ、ｐ５３の異常な生
成物；肝がん、卵巣がん、または精巣がんのためのα－フェトプロテイン；精巣がんの男
性のためのｈＣＧのβサブユニット；前立腺がんのための前立腺特異的抗原；多発性骨髄
腫のための、および一部のリンパ腫でのβ２ミクログロブリン；結腸直腸がん、胆管がん
、および膵臓がんのためのＣＡ１９－９；肺がんおよび前立腺がんのためのクロモグラニ
ンＡ；黒色腫、軟部組織肉腫ならびに乳がん、結腸がん、および肺がんのためのＴＡ９０
、ＧＰ１００、およびメランＡ／ＭＡＲＴ１。腫瘍抗原の例は、当技術分野において、例
えば、Ｃｈｅｅｖｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，２００９で公知であり、これは、引用によりその
全体が本明細書に取り込まれる。
【００２５】
　腫瘍抗原の具体例としては、例えば、少なくともＣＥＡ、ＭＨＣ、ＣＴＬＡ－４、ｇｐ
１００、メソテリン、ＰＤ－Ｌ１、ＴＲＰ１、ＣＤ４０、ＥＧＦＰ、Ｈｅｒ２、ＴＣＲα
、ｔｒｐ２、ＴＣＲ、ＭＵＣ１、ｃｄｒ２、ｒａｓ、４－１ＢＢ、ＣＴ２６、ＧＩＴＲ、
ＯＸ４０、ＴＧＦ－α、ＷＴ１、ＭＵＣ１、ＬＭＰ２、ＨＰＶ　Ｅ６Ｅ７、ＥＧＦＲｖＩ
ＩＩ、ＨＥＲ－２／ｎｅｕ、ＭＡＧＥ　Ａ３、ｐ５３の非変異体、ＮＹ－ＥＳＯ－１、Ｐ
ＳＭＡ、ＧＤ２、メランＡ／ＭＡＲＴ１、Ｒａｓ変異体、ｇｐ１００、ｐ５３変異体、プ
ロテイナーゼ３（ＰＲ１）、ｂｃｒ－ａｂｌ、チロシナーゼ、サバイビン、ＰＳＡ、ｈＴ
ＥＲＴ、ＥｐｈＡ２、ＰＡＰ、ＭＬ－ＩＡＰ、ＡＦＰ、ＥｐＣＡＭ、ＥＲＧ（ＴＭＰＲＳ
Ｓ２　ＥＴＳ融合遺伝子）、ＮＡ１７、ＰＡＸ３、ＡＬＫ、アンドロゲン受容体、サイク
リンＢｌ、ポリシアル酸、ＭＹＣＮ、ＲｈｏＣ、ＴＲＰ－２、ＧＤ３、フコシルＧＭ１、
メソテリン、ＰＳＣＡ、ＭＡＧＥ　Ａ１、ｓＬｅ（ａ）、ＣＹＰ１Ｂ１、ＰＬＡＣ１、Ｇ
Ｍ３、ＢＯＲＩＳ、Ｔｎ、ＧｌｏｂｏＨ、ＥＴＶ６－ＡＭＬ、ＮＹ－ＢＲ－１、ＲＧＳ５
、ＳＡＲＴ３、ＳＴｎ、炭酸脱水酵素ＩＸ、ＰＡＸ５、ＯＹ－ＴＥＳ１、精液タンパク質
１７、ＬＣＫ、ＨＭＷＭＡＡ、ＡＫＡＰ－４、ＳＳＸ２、ＸＡＧＥ１、Ｂ７Ｈ３、レグマ
イン、Ｔｉｅ２、Ｐａｇｅ４、ＶＥＧＦＲ２、ＭＡＤ－ＣＴ－１、ＦＡＰ、ＰＤＧＦＲ－
β、ＭＡＤ－ＣＴ－２、およびＦｏｓ関連抗原１が挙げられる。
【００２６】
ＩＶ．核酸
　本発明に係る核酸は、キメラサイトカイン受容体をコードすることができる。核酸は、
ゲノムＤＮＡ、相補的ＤＮＡ（ｃＤＮＡ）、または合成ＤＮＡから誘導することができる
。
【００２７】
　本明細書で使用する場合「核酸」は、一本鎖および二本鎖分子、ならびにＤＮＡ、ＲＮ
Ａ、化学的に改変された核酸および核酸類似体を含む。なお、本発明の範囲内の核酸は、
コードされたタンパク質またはペプチドの長さによって部分的に決定される、ほぼ全ての
サイズであってよいと考えられる。
【００２８】
　なお、キメラサイトカイン受容体は、適切なアミノ酸配列をコードする任意の核酸配列
によってコードされ得ると考えられる。所望のアミノ酸配列をコードする核酸の設計およ
び生産は、標準化されたコドン表を用いて当業者に周知である。好ましい実施形態では、
各アミノ酸をコードするために選択されるコドンは、目的の宿主細胞における核酸の発現
を最適化するために改変されてもよい。
【００２９】
Ｖ．遺伝子治療ベクターの標的送達
　本発明の特定の実施形態では、レトロウィルス、レンチウィルス、およびトランスポゾ
ンなどの一過性発現よりも、むしろ組み込みを可能にするベクターが用いられる。
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【００３０】
　遺伝子治療ベクターを細胞に導入し得る多数の方法がある。本発明の特定の実施形態で
は、遺伝子治療ベクターは、ウィルスを含む。受容体媒介細胞内取り込みを介して細胞に
侵入して、宿主細胞ゲノムに組み込まれるか、またはエピソームに維持され、かつウィル
ス遺伝子を安定的かつ効率的に発現するための特定のウィルスの能力は、それらを哺乳動
物細胞に外来遺伝子を転写するための魅力的な候補とした（Ｒｉｄｇｅｗａｙ，１９８８
；Ｎｉｃｏｌａｓ　ａｎｄ　Ｒｕｂｉｎｓｔｅｉｎ，１９８８．；Ｂａｉｃｈｗａｌ　ａ
ｎｄ　Ｓｕｇｄｅｎ，１９８６；Ｔｅｍｉｎ，１９８６）。好ましい遺伝子治療ベクター
は、一般に、ウィルスベクターである。遺伝子治療ベクターとして使用されるＤＮＡウィ
ルスは、パポバウィルス（例えば、シミアンウィルス４０、ウシパピローマウィルス、お
よびポリオーマ）（Ｒｉｄｇｅｗａｙ，１９８８；Ｂａｉｃｈｗａｌ　ａｎｄ　Ｓｕｇｄ
ｅｎ，１９８６）およびアデノウィルス（Ｒｉｄｇｅｗａｙ，１９８８；Ｂａｉｃｈｗａ
ｌ　ａｎｄ　Ｓｕｇｄｅｎ，１９８６）が挙げられる。
【００３１】
　他の遺伝子導入ベクターは、レトロウィルスから構築され得る（Ｃｏｆｆｉｎ，１９９
０）。レトロウィルスベクターを構築するために、目的のタンパク質をコードする核酸は
、特定のウィルス配列の代わりに、ウィルスゲノムに挿入されて複製欠損のウィルスを生
成する。ビリオンを生成するために、ｇａｇ、ｐｏｌ、およびｅｎｖ遺伝子を含むが、Ｌ
ＴＲとパッケージング成分を含まないパッケージング細胞株が構築される（Ｍａｎｎ　ｅ
ｔ　ａｌ．，１９８３）。レトロウィルスＬＴＲおよびパッケージング配列と一緒にｃＤ
ＮＡを含む組換えプラスミドは、この細胞株に導入される場合（例えば、リン酸カルシウ
ム沈殿法により）、パッケージング配列は、組換えプラスミドのＲＮＡ転写物がウィルス
粒子にパッケージングされるのを可能とし、次いでそれらは培地中に分泌される（Ｎｉｃ
ｏｌａｓ　ａｎｄ　Ｒｕｂｅｎｓｔｅｉｎ，１９８８；Ｔｅｍｉｎ，１９８６；Ｍａｎｎ
　ｅｔ　ａｌ，１９８３）。組換えレトロウィルスを含む培地は、次いで、収集され、必
要に応じて濃縮され、遺伝子移入のために使用される。レトロウィルスベクターは、幅広
い細胞型を感染させることができる。しかし、組み込みと安定した発現は、宿主細胞の分
裂を必要とする（Ｐａｓｋｉｎｄ　ｅｔ　ａｌ．，１９７５）。
【００３２】
　他のウィルスベクターは、標的遺伝子治療ベクターとして用いることができる。ワクシ
ニアウィルス（Ｒｉｄｇｅｗａｙ，１９８８；Ｂａｉｃｈｗａｌ　ａｎｄ　Ｓｕｇｄｅｎ
，１９８６；Ｃｏｕｐａｒ　ｅｔ　ａｌ，１９８８）、アデノ随伴ウィルス（ＡＡＶ）（
Ｒｉｄｇｅｗａｙ，１９８８；Ｂａｉｃｈｗａｌ　ａｎｄ　Ｓｕｇｄｅｎ，１９８６；Ｈ
ｅｒｍｏｎａｔ　ａｎｄ　Ｍｕｚｙｃｓｋａ，１９８４）、およびヘルペスウィルスなど
のウィルス由来のベクターを用いることができる。
【００３３】
　本発明のさらなる実施形態において、遺伝子療法構築物は、リポソーム中に封入されて
もよい。リポソーム媒介核酸送達およびインビトロでの外来ＤＮＡの発現は、非常に成功
している。Ｗｏｎｇら（１９８０）は、リポソーム媒介送達と培養ニワトリ胚、ＨｅＬａ
細胞、および肝がん細胞における外来ＤＮＡの発現の可能性を実証した。Ｎｉｃｏｌａｕ
ら（１９８７）は、静脈内注射後、ラットでの成功裏のリポソーム媒介遺伝子移入を達成
した。
【００３４】
　本発明の遺伝子治療ベクターは、様々な導入遺伝子を含むことができ、それは、典型的
には、発現ベクターのコード化されたＤＮＡまたはＲＮＡである。遺伝子治療は、治療遺
伝子の発現、血管新生を高めるＡＰＡの発現、または血管新生に関連する疾患状態の治療
のためのＡＰＡ発現の阻害のために用いることができる。ＤＮＡは、ｃＤＮＡ、インビト
ロ重合ＤＮＡ、プラスミドＤＮＡ、プラスミドＤＮＡの部分、ウィルス由来の遺伝物質、
直鎖状ＤＮＡ、ベクター（ＰＩ、ＰＡＣ、ＢＡＣ、ＹＡＣ、人工染色体）、発現カセット
、キメラ配列、組換えＤＮＡ、染色体ＤＮＡ、オリゴヌクレオチド、アンチセンスＤＮＡ
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またはこれらのグループの誘導体の形態であり得る。ＲＮＡは、オリゴヌクレオチドＲＮ
Ａ、ｔＲＮＡ（転移ＲＮＡ）、ｓｎＲＮＡの（核内低分子ＲＮＡ）、ｒＲＮＡ（リボソー
ムＲＮＡ）、ｍＲＮＡ（メッセンジャーＲＮＡ）、インビトロ重合ＲＮＡ、組換えＲＮＡ
、キメラ配列、アンチセンスＲＮＡ、ｓｉＲＮＡ（低分子干渉ＲＮＡ）、リボザイム、ま
たはこれらのグループの誘導体の形態であってもよい。アンチセンスポリヌクレオチドは
、ＤＮＡおよび／またはＲＮＡの機能を干渉するポリヌクレオチドである。アンチセンス
ポリヌクレオチドは、これらに限定されないが、モルホリノ、２’－Ｏ－メチルポリヌク
レオチド、ＤＮＡ、ＲＮＡなどを含む。ＳｉＲＮＡは、典型的には１５～５０塩基対、好
ましくは２１～２５塩基対を含有し、細胞内での発現標的遺伝子またはＲＮＡと同じもし
くは略同一のヌクレオチド配列を有する二本鎖構造を含む。干渉は発現の抑制をもたらす
可能性がある。ポリヌクレオチドはまた、細胞内でのその存在または発現が、細胞の遺伝
子またはＲＮＡ、例えば、ＡＰＡの発現または機能を変更する配列でもあり得る。また、
ＤＮＡとＲＮＡは１本鎖、２本鎖、３鎖、または４本鎖であってもよい。
【００３５】
ＶＩ．医薬組成物
　本発明の医薬組成物は、本明細書に記載されるように、薬学的に許容されるキャリアに
溶解または分散された、本発明のキメラサイトカイン受容体をコードするベクターまたは
ベクターを保持する細胞を含む１つ以上の組成物の有効量を含む。語句「薬学的または薬
理学的に許容される」は、例えば、必要に応じて、ヒトなどの動物に投与した場合に副作
用、アレルギー反応、または他の有害反応を引き起こさない分子的実体および組成物を意
味する。本発明の少なくとも１つの組成物またはさらなる有効成分を含む医薬組成物の調
製は、Ｒｅｍｉｎｇｔｏｎ’ｓ　Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ、１
８ｔｈ　Ｅｄ．Ｍａｃｋ　Ｐｒｉｎｔｉｎｇ　Ｃｏｍｐａｎｙ、１９９０（引用により本
明細書に組み込まれる）に例示されるように、本開示を考慮して当業者に公知であろう。
さらに、動物（例えば、ヒト）への投与のために、製剤は、ＦＤＡ当局の生物学的基準に
必要とされる無菌性、発熱性、一般的安全性、および純度の基準を満たすべきであると理
解されるであろう。
【００３６】
　本明細書中で使用する場合、「薬学的に許容可されるキャリア」には、当業者に公知の
ように（例えば、Ｒｅｍｉｎｇｔｏｎ’ｓ　Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ　Ｓｃｉｅｎ
ｃｅｓ、１８ｔｈ　Ｅｄ．Ｍａｃｋ　Ｐｒｉｎｔｉｎｇ　Ｃｏｍｐａｎｙ、１９９０、ｐ
ｐ．１２８９－１３２９を参照のこと；これは、引用により、本明細書に組み込まれる）
、あらゆる溶媒、分散媒、コーティング、界面活性剤、抗酸化剤、防腐剤（例えば、抗菌
剤、抗真菌剤）、等張剤、吸収遅延剤、塩、防腐剤、薬物、薬物安定剤、ゲル、結合剤、
賦形剤、崩壊剤、滑沢剤、甘味剤、矯味矯臭剤、色素、それらの類似の物質および組み合
わせが含まれる。任意の従来のキャリアが有効成分と不適合である場合を除き、治療薬ま
たは医薬組成物中でのその使用が考慮される。
【００３７】
　本発明の治療用組成物および診断用組成物は、固体、液体、またはエアゾール形態のい
ずれで投与するか、また、そのような投与経路に対して無菌である必要があるかどうかに
応じて、異なる種類のキャリアを含むことができる。本発明は、当業者に公知のように［
例えば、Ｒｅｍｉｎｇｔｏｎ’ｓ　Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ、
１８ｔｈ　Ｅｄ．Ｍａｃｋ　Ｐｒｉｎｔｉｎｇ　Ｃｏｍｐａｎｙ、１９９０（これは、引
用により本明細書に組み込まれる）を参照のこと］、静脈内投与、皮内投与、動脈内投与
、腹腔内投与、病変内投与、頭蓋内投与、関節内投与、胸腔内投与、気管内投与、腫瘍内
投与、筋肉内投与、腹腔内投与、皮下内投与、小胞内投与、舌下投与、吸入投与（例えば
、エアゾール吸入）、注射投与、点滴投与、連続点滴投与、直接的に標的細胞を浸漬する
局所潅流投与、カテーテル投与、洗浄液投与、脂質組成物での投与（例えば、リポソーム
）、または、他の方法または上記の任意の組み合わせによって投与することができる。
【００３８】



(11) JP 6066991 B2 2017.1.25

10

20

30

40

50

　対象に投与する本発明の組成物の実際の用量は、物理的および生理学的要因（体重、状
態の重症度、治療される疾患の種類、以前または現在の治療介入、患者の特発性疾患、お
よび投与経路など）によって決定することができる。投与を担う実務者は、任意の事象で
、個別の対象のための組成物中の１つまたは複数の有効成分の濃度および１つまたは複数
の適切な用量を決定するであろう。
【００３９】
　ある実施形態では、医薬組成物は、例えば、少なくとも約０．１％の活性化合物を含む
ことができる。他の実施形態では、活性化合物は、例えば、構成単位の重量の約２％～約
７５％、または約２５％～約６０％、およびこれらの数値内から導かれる任意の範囲も含
むことができる。他の非限定的な例では、用量は、また、投与あたり約１μｇ／ｋｇ／体
重から、約５μｇ／ｋｇ／体重、約１０μｇ／ｋｇ／体重、約５０μｇ／ｋｇ／体重、約
１００μｇ／ｋｇ／体重、約２００μｇ／ｋｇ／体重、約３５０μｇ／ｋｇ／体重、約５
００μｇ／ｋｇ／体重、約１ｍｇ／ｋｇ／体重、約５ｍｇ／ｋｇ／体重、約１０ｍｇ／ｋ
ｇ／体重、約５０ｍｇ／ｋｇ／体重、約１００ｍｇ／ｋｇ／体重、約２００ｍｇ／ｋｇ／
体重、約３５０ｍｇ／ｋｇ／体重、約５００ｍｇ／ｋｇ／体重、約１０００ｍｇ／ｋｇ／
体重まで、またはそれを超える用量、およびこれらの数値内から導かれる任意の範囲も含
むことができる。本明細書中に列挙した数値から導かれる範囲の非限定的な例では、上記
数値に基づいて、約５ｍｇ／ｋｇ／体重～約１００ｍｇ／ｋｇ／体重の範囲、約５μｇ／
ｋｇ／体重～約５００ｍｇ／ｋｇ／体重の範囲などを投与することができる。
【００４０】
　いずれの場合においても、組成物は、１つ以上の成分の酸化を遅らせるために様々な抗
酸化剤を含んでもよい。また、微生物の作用の防止は、限定されるものではないが、パラ
ベン類（例えば、メチルパラベン、プロピルパラベン）、クロロブタノール、フェノール
、ソルビン酸、チメロサール、またはそれらの組み合わせを含む様々な抗菌剤および抗真
菌剤などの防腐剤によってもたらすことができる。
【００４１】
　組成物が液体形態である実施形態では、キャリアとしては、限定されるものではないが
、水、エタノール、ポリオール（例えば、グリセロール、プロピレングリコール、液体ポ
リエチレングリコール）、脂質類（例えば、トリグリセリド、植物油、リポソーム）、お
よびこれらの組み合わせを含む溶媒または分散媒体が挙げられる。多くの場合、例えば、
糖類、塩化ナトリウムまたはそれらの組み合わせなどの等張剤を含むことが好ましいであ
ろう。
【００４２】
　無菌注射溶液は、必要に応じて、ＡＰＡ標的部分またはそのコンジュゲートを、上に列
挙した様々な他の成分と共に適切な溶媒中に必要量で配合し、次いで、滅菌ろ過して調製
される。一般に、分散液は、塩基性分散媒体および／または他の成分を含む無菌ビヒクル
中に種々の無菌活性成分を配合することによって調製される。無菌注射用溶液、懸濁液ま
たはエマルジョンの調製のための無菌粉末の場合、好ましい調製方法は、先に滅菌ろ過さ
れたその液体媒体からの任意のさらなる所望の成分を加えた活性成分の粉末をもたらす、
真空乾燥あるいは凍結乾燥の技術である。液体媒体は、必要に応じて適切に緩衝化され、
液体希釈剤は、注射する前に、まず十分な生理食塩水またはグルコースで等張化されるべ
きである。直接注射用組成物の調製もまた、考慮されるが、そこでは、溶媒としてＤＭＳ
Ｏの使用が想定され、非常に急速な浸透をもたらし、高濃度の活性薬剤を小領域へ送達す
る。
【００４３】
　組成物は、製造および貯蔵の条件下で安定であり、細菌および真菌などの微生物の汚染
作用から保護する必要がある。なお、エンドトキシン汚染は、安全なレベルで最小限、例
えば、０．５ｎｇ／ｍｇ未満のタンパク質に、保たれるべきであることが理解されるであ
ろう。
【００４４】
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ＶＩＩ．併用療法
　本発明の特定の実施形態では、臨床的側面のための本発明の方法は、抗がん剤などの過
剰増殖性疾患の治療に有効な他の薬剤と組み合わされる。「抗がん剤」は、例えば、がん
細胞を殺す、がん細胞にアポトーシスを誘導する、がん細胞の増殖率を低下させる、転移
の発生率や数を減らす、腫瘍の大きさを減らす、腫瘍の成長を阻害する、腫瘍またはがん
細胞への血液供給を減少させる、がん細胞または腫瘍に対する免疫応答を促進させる、が
んの進行を予防または阻害する、またはがんに罹患した対象の寿命を増加させる、ことに
より対象のがんに悪影響を及ぼすことができる。より一般的には、これらの他の組成物は
、細胞の増殖を殺すまたは阻害するのに効果的な併用量で提供されるであろう。このプロ
セスは、がん細胞を発現構築物と１つまたは複数の薬剤または複数の因子と同時に接触さ
せることを含むことができる。これは、細胞を単一の組成物または両方の薬剤を含む医薬
製剤と接触させることにより、または２つの別個の組成物または製剤と細胞を同時に接触
させることにより達成することが可能であり、ここで１方の組成物は、発現構築物を含み
、他方の組成物は、１つまたは複数の第２薬剤を含む。
【００４５】
　化学療法剤と放射線療法剤に対する腫瘍細胞の耐性は、臨床腫瘍学の主要な問題を呈し
ている。現在のがん研究の１つの目標は、遺伝子治療を組み合わせることで化学療法と放
射線療法の有効性を改善する方法を見つけることである。例えば、単純ヘルペス－チミジ
ンキナーゼ（ＨＳ－ｔＫ）遺伝子は、レトロウィルスベクター系で脳腫瘍に送達されると
、抗ウィルス剤ガンシクロビルに対する感受性を誘発するのに成功した（Ｃｕｌｖｅｒ　
ｅｔ　ａｌ．，１９９２）。本発明の文脈において、細胞療法は、他のアポトーシス促進
剤や細胞周期調節剤に加えて、化学療法、放射線療法、または免疫療法の介入と組み合わ
せて同様に使用することができることが期待される。
【００４６】
　あるいはまた、本発明の治療は、数分から数週間の間隔で、他の薬剤での処置前または
処置後になされてよい。他の薬剤および本発明が個別に個体に適用される実施形態では、
薬剤および本発明の治療が細胞に対して有利に併用効果を依然として発揮できるように、
一般的に確実に各送達時間の間で大幅な時間経過がないようにする。このような場合、互
いの約１２～２４時間以内に、より好ましくは、互いの約６～１２時間以内に、細胞を両
方の治療法と接触させることが考えられる。しかし、いくつかの状況では、治療のための
期間を大幅に延長することが望ましい場合があるが、それぞれの投与の間に、数日（２日
、３日、４日、５日、６日または７日）から数週間（１週、２週、３週、４週、５週、６
週、７週または８週）が経過する。
【００４７】
　様々な組み合わせを用いることができ、本発明を「Ａ」、放射線療法または化学療法な
どの二次的薬剤を「Ｂ」とする：
【００４８】
　Ａ／Ｂ／Ａ　Ｂ／Ａ／Ｂ　Ｂ／Ｂ／Ａ　Ａ／Ａ／Ｂ　Ａ／Ｂ／Ｂ　Ｂ／Ａ／Ａ　Ａ／Ｂ
／Ｂ／Ｂ　Ｂ／Ａ／Ｂ／Ｂ
【００４９】
　Ｂ／Ｂ／Ｂ／Ａ　Ｂ／Ｂ／Ａ／Ｂ　Ａ／Ａ／Ｂ／Ｂ　Ａ／Ｂ／Ａ／Ｂ　Ａ／Ｂ／Ｂ／Ａ
　Ｂ／Ｂ／Ａ／Ａ
【００５０】
　Ｂ／Ａ／Ｂ／Ａ　Ｂ／Ａ／Ａ／Ｂ　Ａ／Ａ／Ａ／Ｂ　Ｂ／Ａ／Ａ／Ａ　Ａ／Ｂ／Ａ／Ａ
　Ａ／Ａ／Ｂ／Ａ
【００５１】
　治療サイクルは、必要に応じて繰り返されることが期待される。また、各種標準療法、
同様に外科的介入が、本発明の細胞療法との併用で適用され得ることが考えられる。
【００５２】
Ａ．化学療法
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　がんの治療法はまた、化学および放射線ベースの治療の両方の様々な併用療法を含む。
併用化学療法としては、例えば、アブラキサン、アルトレタミン、ドセタキセル、ハーセ
プチン、メトトレキサート、ノバントロン、ゾラデックス、シスプラチン（ＣＤＤＰ）、
カルボプラチン、プロカルバジン、メクロレタミン、シクロホスファミド、カンプトテシ
ン、イホスファミド、メルファラン、クロラムブシル、ブスルファン、ニトロソウレア、
ダクチノマイシン、ダウノルビシン、ドキソルビシン、ブレオマイシン、プリコマイシン
、マイトマイシン、エトポシド（ＶＰ１６）、タモキシフェン、ラロキシフェン、エスト
ロゲン受容体結合剤、タキソール、ゲムシタビン、ナベルビン、ファルネシルタンパク質
トランスフェラーゼ阻害剤、トランスプラチナ、５－フルオロウラシル、ビンクリスチン
、ビンブラスチンおよびメトトレキサート、または任意の類似体もしくは上記の誘導変異
体が挙げられる。
【００５３】
Ｂ．放射線療法
　ＤＮＡ損傷を引き起こし、広範囲に使用されているその他の因子は、γ線、Ｘ線、およ
び／または腫瘍細胞への放射性同位元素の指向送達として一般的に知られているものを含
む。マイクロ波およびＵＶ照射などの他の形態のＤＮＡ損傷因子も意図される。これらの
因子すべてが、ＤＮＡ、ＤＮＡの前駆体、ＤＮＡの複製および修復、ならびに染色体の構
築および維持に対して広範囲の損傷を生じさせる可能性が高い。Ｘ線についての線量範囲
は、長期間（３～４週間）にわたる５０～２００レントゲンの１日線量から、２０００～
６０００レントゲンの単回線量までに及ぶ。放射性同位体についての線量範囲は、広く変
動し、その同位体の半減期、放射される放射線の強さおよび種類、ならびに新生物細胞に
よる取り込みに依存する。
【００５４】
　細胞に適用される場合の「接触させた」および「曝露させた」という用語は、治療構築
物と化学療法剤もしくは放射線治療薬が標的細胞に送達される過程、または標的細胞と直
接並置される過程を記述するために本明細書で使用される。細胞の死滅または静止を達成
するために、両方の薬剤は、細胞を死滅させるまたは細胞が分裂するのを妨げるのに有効
な併用量で細胞に送達される
【００５５】
Ｃ．免疫療法
　免疫療法は、一般に、がん細胞を標的とし、破壊する免疫エフェクター細胞および分子
の使用に基づく。免疫エフェクターは、例えば、腫瘍細胞表面上のいくつかのマーカーに
特異的な抗体であり得る。抗体単独で治療のエフェクターとして働き得るか、または実際
に細胞の死滅を生じさせる他の細胞を動員し得る。抗体はまた、薬剤または毒素（化学療
法剤、放射性核種、リシンＡ鎖、コレラ毒素、百日咳毒素など）に結合されてもよく、単
に標的化剤としても役立ち得る。あるいは、エフェクターは、腫瘍細胞標的と直接的また
は間接的のいずれかで相互作用する表面分子を担持するリンパ球であり得る。様々なエフ
ェクター細胞は、細胞傷害性Ｔ細胞およびＮＫ細胞を含む。
【００５６】
　それゆえ、免疫療法は、本細胞療法と共に、併用療法の一部として使用され得る。併用
療法のための一般的なアプローチを以下で論じる。一般に、腫瘍細胞は、標的としやすい
、すなわち大部分の他の細胞上には存在しない何らかのマーカーを担持しなければならな
い。多くの腫瘍マーカーが存在し、これらのいずれもが本発明の文脈では、標的に適し得
る。一般的な腫瘍マーカーは、がん胎児性抗原、前立腺特異抗原、泌尿器腫瘍関連抗原、
胎児抗原、チロシナーゼ（ｐ９７）、ｇｐ６８、ＴＡＧ－７２、ＨＭＦＧ、シアリルルイ
ス抗原、ＭｕｃＡ、ＭｕｃＢ、ＰＬＡＰ、エストロゲン受容体、ラミニン受容体、ｅｒｂ
　Ｂおよびｐ１５５を含む。
【００５７】
Ｄ．遺伝子
　さらに別の実施形態では、第２の治療は遺伝子療法であり、そこでは、治療的ポリヌク
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レオチドが、本発明の臨床実施形態の前、後またはそれと同時に投与される。様々な発現
産物は、本発明に包含され、それは細胞増殖の誘発剤、細胞増殖の阻害剤、またはプログ
ラム化された細胞死の調節因子を含む。
【００５８】
Ｅ．手術
　がんを有する人々の約６０％が、何らかの種類の手術を受け、それには予防的、診断的
または病期分類的、治癒的および緩和的手術が含まれる。治癒的手術は、本発明の治療、
化学療法、放射線療法、ホルモン療法、遺伝子治療、免疫療法および／または代替療法な
どの他の療法と組み合わせて使用され得るがん治療である。
【００５９】
　治癒的手術は、がん組織の全部または一部を物理的に除去する、切除する、および／ま
たは破壊する切除術を含む。腫瘍切除術は、少なくとも腫瘍の一部の物理的除去を指す。
腫瘍切除術に加えて、手術による治療は、レーザー手術、凍結手術、電気外科手術、およ
び顕微鏡下手術（モース手術）を含む。本発明は、表在がん、前がん病変、または偶発的
量の正常組織の除去と共に使用され得ることがさらに考えられる。
【００６０】
　がん細胞、組織、または腫瘍の一部または全部の切除後、体内に腔が形成される場合が
ある。治療は、灌流、直接注入または付加的な抗がん治療によるその領域の局所適用によ
って達成され得る。そのような治療は、たとえば、１、２、３、４、５、６、もしくは７
日ごとに、または１、２、３、４、および５週間ごとに、または１、２、３、４、５、６
、７、８、９、１０、１１、もしくは１２カ月ごとに反復され得る。これらの治療は、ま
た、様々な用量で可能である。
【００６１】
Ｆ．他の薬剤
　他の薬剤も、治療効果を改善するために本発明と組み合わせて使用され得ることが考え
られる。これらのさらなる作用物質は、免疫調節剤；細胞表面受容体およびギャップ結合
のアップレギュレーションに影響を及ぼす薬剤；細胞増殖抑制剤および分化薬剤；細胞接
着の阻害剤；またはアポトーシス誘導物質に対する過剰増殖性細胞の感受性を高める薬剤
を含む。免疫調節剤は、腫瘍壊死因子；インターフェロンα、βおよびγ；ＩＬ－２およ
び他のサイトカイン類；Ｆ４２Ｋおよび他のサイトカイン類似体；またはＭＩＰ－１、Ｍ
ＩＰ－１β、ＭＣＰ－１、ＲＡＮＴＥＳ、および他のケモカイン類を含む。細胞表面受容
体またはＦａｓ／Ｆａｓリガンド、ＤＲ４もしくはＤＲ５／ＴＲＡＩＬなどのそれらのリ
ガンドのアップレギュレーションは、過剰増殖性細胞への自己分泌またはパラ分泌作用の
確立によって本発明のアポトーシス誘導能力を強化することがさらに考えられる。ギャッ
プ結合の数を増加させることによる細胞内シグナル伝達の増加は、隣接する過剰増殖性細
胞集団への抗過剰増殖作用を高める。他の実施形態では、細胞増殖抑制剤または分化薬剤
が、治療の抗過剰増殖効果を改善するために本発明と組み合わせて使用され得る。細胞接
着の阻害剤は、本発明の効果を改善することが考えられる。細胞接着阻害剤の例は、接着
斑キナーゼ（ＦＡＫ）阻害剤およびロバスタチンである。ｃ２２５抗体などの、アポトー
シスに対する過剰増殖性細胞の感受性を高める他薬剤も、治療効果を改善するために本発
明と組み合わせて使用され得ることがさらに考えられる。
【００６２】
　ホルモン療法も、本発明と共に、または先に述べた任意の他のがん治療と組み合わせて
使用され得る。ホルモンの使用は、テストステロンまたはエストロゲンなどの特定のホル
モンのレベルを低下させるまたはその作用をブロックするために、乳がん、前立腺がん、
卵巣がん、または子宮頸がんなどの特定のがんの治療において使用され得る。この治療は
、治療の選択肢として、または転移のリスクを減らすために、少なくとも１つの他のがん
治療と組み合わせてしばしば使用される。
【００６３】
　ＤＮＡメチルトランスフェラーゼ阻害剤および／またはヒストンデアセチラーゼ阻害剤
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。典型的なＤＮＡメチルトランスフェラーゼ阻害剤は、例えば、５－アザシチジン、５－
アザ－２’－デオキシシチジン、１－β－Ｄ－アラビノフラノシル－５－アザシトシンお
よびジヒドロ－５－アザシチジンを含む。典型的なＨＤＡＣ阻害剤としては、トリコスタ
チンＡなどのヒドロキサム酸類；環状テトラペプチド（トラポキシンＢなど）、およびデ
プシペプチド類；ベンズアミド類；求電子性ケトン類；フェニルブチラートやバルプロ酸
などの脂肪族酸の化合物が挙げられる。
【００６４】
Ｇ．プログラムされた細胞死のレギュレーター
　アポトーシス、すなわち、プログラムされた細胞死は、正常の胚発生、成体組織中のホ
メオスタシスの保持、およびがん化の抑制に対する本質的なプロセスである（Ｋｅｒｒ　
ｅｔ　ａｌ．，１９７２）。タンパク質のＢｃｌ－２ファミリーおよびＩＣＥ様プロテア
ーゼが、他の系におけるアポトーシスの重要なレギュレーターおよびエフェクターである
ことが示された。濾胞性リンパ腫に関連して発見されたＢｃｌ－２タンパク質は、様々な
アポトーシス刺激に応じて、アポトーシスの制御および細胞生存率の向上で顕著な役割を
果たす（Ｂａｋｈｓｈｉ　ｅｔ　ａｌ．，１９８５、Ｃｌｅａｒｙ　ａｎｄ　Ｓｋｌａｒ
，１９８５；Ｃｌｅａｒｙ　ｅｔ　ａｌ．，１９８６；Ｔｓｕｊｉｍｏｔｏ　ｅｔ　ａｌ
．，１９８５；Ｔｓｕｊｉｍｏｔｏ　ａｎｄ　Ｃｒｏｃｅ，１９８６）。進化上保存され
たＢｃｌ－２タンパク質は、現在、関連タンパク質のファミリーのメンバーであると認識
されており、デスアゴニストまたはデスアンタゴニストとして分類できる。
【００６５】
　その発見に続いて、Ｂｃｌ－２は、様々な刺激によって引き起こされる細胞死を抑制す
る作用があることが示された。また、現在では、共通の構造と配列相同性を共有するＢｃ
ｌ－２細胞死調節タンパク質のファミリーがあることが明らかである。これらの異なるフ
ァミリーメンバーは、Ｂｃｌ－２と同様の機能を有しているか（例えば、ＢｃｌＸＬ、Ｂ
ｃｌＷ、ＢｃｌＳ、ＭＣｌ－１、Ａ１、Ｂｆ１－１）、またはＢｃｌ－２の機能を妨げ、
細胞死を促進させる（例えば、Ｂａｘ、Ｂａｋ、Ｂｉｋ、Ｂｉｍ、Ｂｉｄ、Ｂａｄ、Ｈａ
ｒａｋｉｒｉ）かのいずれかであることが示された。
【００６６】
Ｈ．血管新生阻害剤
　特定の実施形態では、本発明は、アンジオテンシン、ラミニンペプチド、フィブロネク
チンペプチド、プラスミノーゲン活性化阻害剤、組織メタロプロテイナーゼ阻害剤、イン
ターフェロン、インターロイキン１２、血小板因子４、ＩＰ－１０、Ｇｒｏ－β、トロン
ボスポンジン、２－メトキシエストラジオール、プロリフェリン関連タンパク質、カルボ
キシアミドトリアゾール、ＣＭ１０１、マリマスタット、ペントサンポリサルフェート、
アンジオポエチン２（レジェネロン）、インターフェロン－α、ハービマイシンＡ、ＰＮ
Ｕ１４５１５６Ｅ、１６Ｋプロラクチン断片、リノマイド、サリドマイド、ペントキシフ
ィリン、ゲニステイン、ＴＮＰ－４７０、エンドスタチン、パクリタキセル、アキュチン
、アンジオスタチン、シドフォビル、ビンクリスチン、ブレオマイシン、ＡＧＭ－１４７
０、血小板因子４またはミノサイクリンなどの血管新生阻害剤に動作可能なように結合さ
れた部分を標的とする投与に関係し得る。
【００６７】
　腫瘍細胞の増殖は、がんの進行に伴う広範な腫瘍血管新生に大きく依存している。した
がって、血管新生阻害剤による新しい血管形成の阻害および既存の血管を標的とする破壊
は、腫瘍治療に有効な、比較的非毒性のアプローチとして導入されている（Ａｒａｐ　ｅ
ｔ　ａｌ．，１９９８；Ａｒａｐ　ｅｔ　ａｌ．，　１９９８；Ｅｌｌｅｒｂｙ　ｅｔ　
ａｌ．，１９９９）。種々の血管新生阻害剤および／または血管阻害剤が知られている（
例えば、Ｆｏｌｋｍａｎ，１９９７；Ｅｌｉｃｅｉｒｉ　ａｎｄ　Ｃｈｅｒｅｓｈ，２０
０１）。
【００６８】
Ｉ．細胞傷害性薬剤
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　化学療法（細胞傷害性）剤が、がんを含む種々の疾患状態を治療するために使用するこ
とができる。使用の可能性のある化学療法（細胞傷害性）剤としては、これらに限定され
ないが、５－フルオロウラシル、ブレオマイシン、ブスルファン、カンプトテシン、カル
ボプラチン、クロラムブシル、シスプラチン（ＣＤＤＰ）、シクロホスファミド、ダクチ
ノマイシン、ダウノルビシン、ドキソルビシン、エストロゲン受容体結合剤、エトポシド
（ＶＰ１６）、ファルネシルタンパク質トランスフェラーゼ阻害剤、ゲムシタビン、イホ
スファミド、メクロレタミン、メルファラン、マイトマイシン、ナベルビン、ニトロソウ
レア、プリコマイシン、プロカルバジン、ラロキシフェン、タモキシフェン、タキソール
、テマゾロミド（ＤＴＩＣの水性形態）、トランスプラチナ、ビンブラスチン、およびメ
トトレキサート、ビンクリスチン、またはこれらの任意の類似体もしくは誘導変異体が挙
げられる。ほとんどの化学療法剤は、アルキル化剤、代謝拮抗剤、抗腫瘍性抗生物質、コ
ルチコステロイドホルモン、有糸分裂阻害剤、およびニトロソウレア、ホルモン剤、その
他の薬剤、ならびにそれらの任意の類似体または誘導変異体の種類に分類される。
【００６９】
　化学療法剤および投与方法、用量などは、当業者に周知であり（例えば、「Ｐｈｙｓｉ
ｃｉａｎｓ　Ｄｅｓｋ　Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ」，Ｇｏｏｄｍａｎ＆Ｇｉｌｍａｎ’ｓ「Ｔ
ｈｅ　Ｐｈａｒｍａｃｏｌｏｇｉｃａｌ　Ｂａｓｉｓ　ｏｆ　Ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃｓ
」および「Ｒｅｍｉｎｇｔｏｎ’ｓ　Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ
」１５ｔｈ　ｅｄ．，ｐｐ１０３５－１０３８および１５７０－１５８０を参照されたい
；これは、引用により関連部分が本明細書に組み込まれる）、本明細書の開示に照らして
、本発明と組み合わせることができる。用量のいくらかの変更は、治療を受けている対象
の状態に応じて必然的に発生する。投与の責任者は、いずれにしても、個々の対象に対し
て適切な用量を決定するであろう。もちろん、本明細書に記載された全ての用量および薬
剤は、限定ではなく例示であり、他の用量または薬剤を、特定の患者または適用に対して
当業者は使用してもよい。こうした点の中間の任意の用量、またはそこで派生する範囲は
、本発明に使用されることが期待される。
【００７０】
Ｊ．アルキル化剤
　アルキル化剤は、ゲノムＤＮＡに直接、相互作用して細胞が増殖するのを防ぐ薬剤であ
る。化学療法剤のこのカテゴリーは、細胞周期のすべての段階に影響を与える薬剤を表し
、つまり、それらは、段階に特異的ではない。アルキル化剤は、限定されるものではない
が、ナイトロジェンマスタード、エチレンイメン、メチルメラミン、アルキルスルホネー
ト、ニトロソウレアまたはトリアジン類を含み得る。それらは、限定はされないが、ブス
ルファン、クロラムブシル、シスプラチン、シクロホスファミド（サイトキサン）、ダカ
ルバジン、イホスファミド、メクロレタミン（マスタージェン）、およびメルファランを
含む。
【００７１】
Ｋ．代謝拮抗剤
　代謝拮抗剤は、ＤＮＡ合成およびＲＮＡ合成を妨害する。アルキル化剤とは異なり、そ
れらは、具体的には、Ｓ段階の細胞周期に影響を与える。代謝拮抗剤は、例えば、葉酸類
似体、ピリミジン類似体およびプリン類似体ならびに関連阻害性化合物などの様々なカテ
ゴリーに区別することができる。代謝拮抗剤としては、限定されるものではないが、５－
フルオロウラシル（５－ＦＵ）、シタラビン（Ａｒａ－Ｃ）、フルダラビン、ゲムシタビ
ン、およびメトトレキサートが挙げられる。
【００７２】
Ｌ．天然物
　天然物は、一般的に天然源からもともと単離され、薬理活性を有するとして同定された
化合物を指す。このような化合物、類似体およびそれらの誘導体は、当業者に公知の任意
の技術によって、天然源から単離、化学的に合成、または組換え的に製造されてもよい。
天然物は、有糸分裂阻害剤、抗腫瘍性抗生物質、酵素および生物学的応答改変因子などの
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カテゴリーを含む。
【００７３】
　有糸分裂阻害剤は、細胞分裂または有糸分裂に必要ないずれかのタンパク質合成を阻害
することができる植物アルカロイドおよびその他の天然の薬剤を含む。それらは、細胞周
期の特定の段階で動作する。有糸分裂阻害剤としては、例えば、ドセタキセル、エトポシ
ド（ＶＰ１６）、テニポシド、パクリタキセル、タキソール、ビンブラスチン、ビンクリ
スチン、およびビノレルビンが挙げられる。
【００７４】
　タキソイド類は、ハイノキ、タイヘイヨウイチイ（Ｔａｘｕｓ　ｂｒｅｖｉｆｏｌｉａ
）の樹皮から単離された関連化合物のクラスである。タキソイド類としては、例えば、ド
セタキセルおよびパクリタキセルなどの化合物を含むが、これらに限定されるものではな
い。パクリタキセルは、チューブリンに結合し（ビンカアルカロイドで使用されているも
のとは別の部位で）、微小管の組み立てを促進する。
【００７５】
　ビンカアルカロイドは、医薬活性を有すると同定された植物アルカロイドの一種である
。ビンカアルカロイドとしては、ビンブラスチン（ＶＬＢ）およびビンクリスチンなどの
化合物が挙げられる。
【００７６】
Ｍ．抗生物質
　特定の抗生物質は、抗菌活性および細胞傷害活性の両方の活性を有する。これらの薬剤
はまた、酵素や有糸分裂を化学的に阻害するか、または細胞膜を変更することによってＤ
ＮＡに干渉する。これらの薬剤は、段階に特異的ではなく、したがって、細胞周期のすべ
ての段階において動作する。細胞傷害性抗生物質の例としては、限定されるものではない
が、ブレオマイシン、ダクチノマイシン、ダウノルビシン、ドキソルビシン（アドリアマ
イシン）、プリカマイシン（ミトラマイシン）およびイダルビシンが挙げられる。
【００７７】
Ｎ．その他の薬剤
　前のカテゴリーに分類されないその他の細胞傷害性薬剤としては、限定されるものでは
ないが、白金配位錯体、アントラセンジオン類、置換尿素、メチルヒドラジン誘導体、ア
ムサクリン、Ｌ－アスパラギナーゼ、およびトレチノインが挙げられる。白金配位錯体と
しては、カルボプラチンおよびシスプラチン（シス－ＤＤＰ）などの化合物が挙げられる
。典型的なアントラセンジオンは、ミトキサントロンである。典型的な置換尿素は、ヒド
ロキシウレアである。典型的なメチルヒドラジン誘導体は、プロカルバジン（Ｎ－メチル
ヒドラジン、ＭＩＨ）である。これらの例は、限定するものではなく、任意の公知の細胞
傷害性薬剤、細胞増殖抑制剤または細胞致死剤を、対象とするペプチドに付着させること
が可能であり、本発明の範囲内で、目標とする器官、組織または細胞型に投与され得ると
考えられる。
【００７８】
ＶＩＩＩ．本発明のキット
　本明細書中に記載の任意の組成物を、キット中に含めることができる。非限定的な例で
は、そのような細胞を生成するためにキメラサイトカイン受容体および／または試薬を含
む改変された細胞は、キット中に含めることができる。そのような試薬は、１つ以上の、
細胞、核酸ベクター、緩衝剤、ヌクレオチド、オリゴヌクレオチドなどを含む。キットは
、１つ以上の適切な容器内にその成分のいずれをも含むであろう。
【００７９】
　キットの成分は、水性媒体中または凍結乾燥形態のいずれかにパッケージすることがで
きる。キットの容器手段には、一般に、少なくとも１つのバイアル、試験管、フラスコ、
ボトル、注射器、または他の容器手段が含まれ、その中に成分を配置し、好ましくは、適
切に等分することができる。キット中に１つを超える成分が存在する場合、キットはまた
、一般に、さらなる成分を個別に配置することができる第２、第３、または他のさらなる
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容器を含むであろう。しかし、成分の様々な組み合わせをバイアルに含ませてもよい。本
発明のキットはまた、典型的には、市販用に厳重に閉じ込められた成分を収容するための
手段を含むであろう。そのような容器は、所望のバイアルが保持されている、射出成形ま
たはブロー成形のプラスチック容器を含むことができる。キットの成分は、乾燥粉末とし
て提供することができる。試薬および／または成分が乾燥粉末として提供される場合、粉
末は、適切な溶媒を添加することによって再構成することができる。なお、溶媒は、別の
容器手段で提供されてもよいことが想定される。
【実施例】
【００８０】
　以下の実施例は、本発明の好ましい実施形態を実証するために挙げられる。以下の実施
例に開示される技術は、本発明の実施において、良好に機能すると本発明者らによって見
出された技術を表し、従って、その実施のための好ましい形態を構成するとみなし得るこ
とが当業者に理解されるべきである。しかし、当業者は、本開示を考慮して、開示される
特定の実施形態において多くの変更がなされ、そして本発明の精神および範囲から逸脱す
ることなく、同様または類似の結果がなおも得られ得ることを理解すべきである。
【００８１】
実施例１
キメラサイトカイン受容体を用いて腫瘍微小環境の影響を逆転する方法
　膵臓がんは、先進国では依然としてがん死亡の４番目に最も多い原因である。臨床症状
は遅れて発現し、疾患は早期に転移し、発生率と死亡率は、＞５０年の間、ほぼ同じに推
移している（Ｓｗｅｅｎｅｙ　ｅｔ　ａｌ．，２００９；Ｗｏｎｇ　ｅｔ　ａｌ．，２０
０９）。疾病生物学の理解に基づく改善された治療戦略が、したがって必要とされている
。悪性細胞によって発現される腫瘍関連抗原（ＴＡＡ）は、免疫原性であり、したがって
、免疫破壊の潜在的な標的となることができる（Ｔａｓｓｉ　ｅｔ　ａｌ，２００８；Ｈ
ａｎ　ｅｔ　ａｌ．，２００９；Ｒｏｎｇ　ｅｔ　ａｌ．，２００９；Ｌｉ　ｅｔ　ａｌ
．，２００８；Ｐｌａｔｅ，２００７）。インビトロで拡大培養されたＴＡＡ特異的細胞
傷害性Ｔリンパ球（ＣＴＬ）の養子移入は、ホジキンリンパ腫および悪性黒色腫を含む腫
瘍を効果的に治療することができる（Ｂｏｌｌａｒｄ　ｅｔ　ａｌ．，２００７；Ｍｏｒ
ｇａｎ　ｅｔ　ａｌ．，２００６）。膵臓がん発現ＴＡＡを標的とするＣＴＬの注入は、
治療の可能性を秘めているが、これらの腫瘍は、免疫回避の複数のメカニズムを使用して
おり、それらは、抗原発現のダウンレギュレーション、ならびに可溶性の免疫調節サイト
カイン類の放出および細胞傷害性Ｔｈ１型免疫応答よりもむしろＴｈ２の発育を助長する
他の物質の放出を含む（Ｌｅｅｎ　ｅｔ　ａｌ．，２００７；Ｓｅｌｃｅａｎ　ｅｔ　ａ
ｌ．，２００９；Ｆｏｒｍｅｎｔｉｎｉ　ｅｔ　ａｌ．，２００９；Ｋｏｒｎｍａｎｎ　
ｅｔ　ａｌ．，１９９９；Ｐｒｏｋｏｐｃｈｕｋ　ｅｔ　ａｌ．，２００５；Ｓｅｒｕｇ
ａ　ｅｔ　ａｌ．，２００８）。
【００８２】
　これらの障壁を克服し、膵臓がんに対して効果的な免疫療法戦略を開発するために、本
発明の実施形態は、悪性細胞上に発現する抗原を標的とするＣＴＬ株を生成し、これらの
ＣＴＬを操作して、Ｔｈ１シグナルを伝達するＩＬ２ＲγとＩＬ７Ｒαの細胞内ドメイン
に連結したＩＬ１３受容体α（ＩＬ１３Ｒα１）とＩＬ４Ｒαのサイトカイン結合性細胞
外ドメインを含むキメラ分子を発現することに関する（Ｆｏｒｍｅｎｔｉｎｉ　ｅｔ　ａ
ｌ．，２００９；Ｐｒｏｋｏｐｃｈｕｋ　ｅｔ　ａｌ．，２００５）。本発明の特定の実
施形態では、これらの操作は、ＣＴＬをＴｈ２分極腫瘍微小環境に耐性とし、その代わり
に、ＴＡＡを標的とするＣＴＬへのＴｈ１シグナル伝達を維持する（Ｖｅｒａ　ｅｔ　ａ
ｌ．，２００９）。膵臓がん患者などのがん患者からの生検および血清サンプルを検査す
ることによって開始し、ＴＡＡ発現のパターンならびに産生Ｔｈ２サイトカインのレベル
およびパターンを記録することができる。患者ＰＢＭＣからの発現抗原に対して向けられ
たＣＴＬを拡大培養できるかどうかを、そしてＴｈ２誘導腫瘍微小環境においてでさえ、
Ｔｈ１活性に分極化したままであるようにそれらを改変することの影響を判断できる。本
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発明の実施形態では、膵臓がん関連抗原に対する反応性Ｔ細胞は、患者ＰＢＭＣから生成
することができ、腫瘍のＴｈ２サイトカイン環境でのＴｈ１機能を保持するように改変す
ることができる。そのような実施形態は、３つの代表的なアプローチによって特徴づける
ことができる：１）ＴＡＡ発現のパターンを記録し、主生検サンプルのサイトカインプロ
ファイルを評価する；２）複数の膵臓がん関連標的抗原に特異的な腫瘍反応性ＣＴＬを生
成し、それらのインビトロにおける特異性および機能性を評価する；および３）Ｔｈ２サ
イトカイン類でのシグナル伝達の阻害効果からＣＴＬをキメラサイトカイン受容体の強制
発現により保護する。
【００８３】
背景と意義
　膵臓がん。膵臓がんは、世界中で年間推定２１万３千人の死亡を引き起こす（Ｗｏｎｇ
　ｅｔ　ａｌ．，２００９）。外科的切除が、依然として唯一の根治治療であるが、５年
生存率は１５～２０％であり、この選択肢は、局所的に進行した、または転移した疾患と
診断された大多数には利用できない（Ｓｗｅｅｎｅｙ　ｅｔ　ａｌ．，２００９；Ｔａｎ
ｉｓ　ｅｔ　ａｌ．，２００９）。従来の化学療法と放射線療法は、ほとんど実質的な利
益をもたらさないで、新規な治療法の必要性を強調している。
【００８４】
　ウィルス関連悪性腫瘍のための養子免疫療法。本発明者らは、日常的に養子移入のため
のウィルス特異的ＣＴＬを生成し（Ｌｅｅｎ　ｅｔ　ａｌ．，２００６；Ｌｅｅｎ　ｅｔ
　ａｌ．，２００９）、＞１００人の幹細胞レシピエントにおける研究は、ドナー由来Ｅ
ＢＶ－ＣＴＬがＥＢＶ推進リンパ腫から患者を安全に保護し、大きいと確定した疾患でさ
え治療することができることを示した（Ｈｅｓｌｏｐ　ｅｔ　ａｌ．，２００９；Ｈｅｓ
ｌｏｐ　ｅｔ　ａｌ．１９９６；Ｒｏｏｎｅｙ　ｅｔ　ａｌ．，１９９５）。このアプロ
ーチは、免疫応答性個体でのＥＢＶ陽性腫瘍の治療における成功を示している（Ｂｏｌａ
ｒｄ　ｅｔ　ａｌ．，２００７；Ｌｏｕｉｓ　ｅｔ　ａｌ．，２００９；Ｓｔｒａａｔｈ
ｏｆ　ｅｔ　ａｌ．，２００５；Ｂｏｌｌａｒｄ　ｅｔ　ａｌ．，２００４）。最近の段
階Ｉ試験では、高リスクのＥＢＶ陽性ＨＬやＮＨＬの寛解期で治療された１０人のうち９
人の患者は、寛解を維持したが、一方、活発な再発性疾患を有する６人の患者のうち５人
は、腫瘍応答を有し、それは４人において完全であった（Ｂｏｌｌａｒｄ　ｅｔ　ａｌ．
，２００７）。これらの研究は、機能性ＥＢＶ－特異的Ｔ細胞が、注入後（インビボでの
拡大を意味する）に、患者の血液中で頻繁に増加し、腫瘍組織に戻り、そして、腫瘍細胞
を排除したことを証明した。
【００８５】
　ウィルス非依存性悪性腫瘍のための養子免疫療法。ウィルス非依存性がんの治療のため
の養子移入ＣＴＬを開発する努力は、（ｉ）ＴＡＡの発現に関する限られた情報、（ｉｉ
）循環する反応性Ｔ細胞が、しばしばアネルギー化または寛容化されることを考えると、
発現抗原に向けられたＣＴＬ株を生成する再現可能な方法の欠如、および（ｉｉｉ）養子
移入Ｔ細胞のインビボでの活性を制限する腫瘍に使用される免疫回避戦略によって妨げら
れてきた。これらは、発現標的抗原のダウンレギュレーションおよび腫瘍に調節免疫細胞
を補充し、有効でないＴｈ２表現型への細胞傷害性Ｔｈ１　Ｔ細胞を直接に阻害および／
または再分極させるように働く抑制性サイトカインの分泌を含む（Ｓｅｌｃｅａｎ　ｅｔ
　ａｌ．，２００９；Ｆｏｒｍｅｎｔｉｎｉ　ｅｔ　ａｌ．，２００９；Ｐｒｏｋｏｐｃ
ｈｕｋ　ｅｔ　ａｌ．，２００５）。本発明者らは、ＴＡＡ－ＣＴＬを生成するために、
最適化された抗原提示細胞（ＡＰＣ）を用い、サイトカイン類を強化して、アネルギー化
／寛容化されたＴ細胞を再活性化するための戦略を開発してきた（Ｋａｋａ　ｅｔ　ａｌ
．，２００９；Ｆｏｓｔｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，２００７；Ｋａｋａ　ｅｔ　ａｌ．，２０
０８）。
【００８６】
　以下に、本発明者らは、膵臓がんにより発現された標的を同定し、インビトロで生成し
たＴＡＡ－ＣＴＬの、腫瘍微小環境に存在するサイトカイン類に対する応答を調節する戦
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略を提供する；これらの戦略は、養子免疫療法を用いた膵臓がんを標的とするために開発
されている。
【００８７】
　ＴＡＡ発現パターンの決定。膵臓がん生検試料で発現されるＴＡＡについて限られた報
告がある。したがって、例えば、免疫組織化学（ＩＨＣ）およびＲＴ－ＰＣＲを使用して
、膵臓がんにおけるＴＡＡ発現を総合的に実証することができる。
【００８８】
　インビトロでのＴＡＡ特異的ＣＴＬの生成。本発明者らは、ＡＰＣとして全抗原（ｐｅ
ｐｍｉｘまたはＴＡＡをコードするプラスミド）を発現するＤＣおよび最適なサイトカイ
ンカクテル（表１）での共培養を使用して、患者ＰＢＭＣからＴＡＡ－ＣＴＬを生成する
ためのプロトコルを開発した。この戦略が膵臓がん関連抗原を標的とするＴＡＡ－ＣＴＬ
の生成に適用することができるかどうかを判断することもできる。
【００８９】
　腫瘍免疫回避戦略の克服。効果的な免疫療法のためには、腫瘍免疫回避戦略は、特徴を
明らかにして、回避しなければならない。ＩＬ１３とＩＬ４の両方は、膵臓がんの腫瘍を
除去するための重要なＴｈ１エフェクターＴ細胞の抑制および再分極に大きく貢献をして
いる（Ｆｏｒｍｅｎｔｉｎｉ　ｅｔ　ａｌ．２００９；Ｐｒｏｋｏｐｃｈｕｋ　ｅｔ　ａ
ｌ．，２００５）。これらの抑制性サイトカインと結合し、それらの細胞内結果をＴｈ１
シグナルに変換することによって、ＣＴＬの有効性を改善させるキメラサイトカイン受容
体で作動可能なＴＡＡ－ＣＴＬを特徴づけることができる。
【００９０】
典型的な結果
　がん生検サンプルでのＴＡＡの検出。最初にアプローチをモデル化するために、リンパ
節のパラフィン包埋４μｍ切片が、ホジキン病患者またはＴＣＨの病理学科、メソジスト
病院、および小児腫瘍学グループからの濾胞Ｂ細胞リンパ腫から得られた。切片は、脱パ
ラフィンし、再水和された。トリトン－Ｘ－１００およびＤｉｇｅｓｔ　ＡＬＬ１（Ｚｙ
ｍｅｄ社）を抗原回復のために使用した。切片を、ＭＡＧＥ－Ａ４、ＰＲＡＭＥ、および
サバイビンのための一次抗体で染色した。抗原発現が、（ｉ）ウサギまたはマウス一次抗
体のためのＰｏｗｅｒｖｉｓｉｏｎ＋のキット（Ｉｍｍｕｎｏｖｉｓｉｏｎ社）または（
ｉｉ）他の一次抗体のためのＡＢＣキット（Ｖｅｃｔｏｒ　Ｌａｂｓ社）でうまく検出さ
れた。全抗体は、陽性および陰性の対照スライドならびに非がん性組織の組織アレイを使
用して確認された。
【００９１】
　Ｐｅｐｍｉｘでパルスされた、またはプラスミドでヌクレオフェクションされたＡＰＣ
を使用して、複数のＴＡＡに対する同時特異性を有するＴＡＡ－ＣＴＬの生成。本発明者
らは、ＡＰＣとして典型的なリンパ腫関連抗原ＳＳＸ２、サバイビン、およびＭＡＧＥＡ
４にまたがるＰｅｐＭｉｘのＭａｓｔｅｒＭｉｘでパルスされたＤＣを使用し、ＩＬ７（
１０ｎｇ／ｍｌ）、ＩＬ１２（１０ｎｇ／ｍｌ）、ＩＬ１５（１０ｎｇ／ｍｌ）およびＩ
Ｌ６（１０００Ｕ／ｍｌ）の存在下で共培養することにより、ＣＴＬ生成プロトコルを最
適化した（表１）。
【００９２】
【表１】

【００９３】
　ＴＡＡ－ＣＴＬは、刺激抗原の全３つに対する同時特異性で生成された。重要なことは
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、同じ抗原を用いて同じドナーから生成し、次善のサイトカインの組み合わせ（表１、グ
ループ１、３、４）を使用して培養されたＣＴＬは、免疫優性ＳＳＸ２抗原に向けられた
単一の特異的なＣＴＬを産生し、このように最適化サイトカインの組み合わせの有用性を
実証し、少なくとも特定の実施形態で、複数ＴＭ－ＣＴＬを生成した。系の一貫性とロバ
スト性は、ＳＳＸ２、サバイビン、そしてＭＡＧＥＡ４をコードするＤＮＡプラスミドで
ヌクレオフェクションされたＤＣを用いて、６／６のドナーから複数ＴＭ－ＣＴＬを生成
することによって確認した。本発明者らはまた、白血病発現抗原ＷＴ１、ＰＲＡＭＥ、サ
バイビン、およびプロテイナーゼ３（ｎ＝３）、同様に典型的な肝細胞がん発現抗原ＭＡ
ＧＥ１、ＭＡＧＥ３およびＡＦＰ（ｎ＝３）を同時に標的とする複数ＴＡＡ－ＣＴＬを生
成した。これら複数ＴＡＡ－ＣＴＬは、ＩＦＮγ　ＥＬｉｓｐｏｔおよび細胞傷害性アッ
セイにより評価されるように、機能的であった。最も頻繁に発現される膵臓がん発現抗原
を標的とする複数ＴＡＡ－ＣＴＬの生成にこの技術を適用することができる。
【００９４】
　ＣＴＬに対するＴｈ２シグナル伝達の影響を逆転し、その代わりにこれらのサイトカイ
ン類への曝露を確実にすることにより、Ｔｈ１型の応答が持続される。２つの中間レトロ
ウィルス構築物の操作およびトランスジェニックＣＴＬでの予備試験。共有コンポーネン
トで受容体に結合するＴｈ２サイトカイン類ＩＬ４およびＩＬ１３は、膵臓がん対象のＴ
ｈ１免疫を抑制することが報告されている（Ｆｏｒｍｅｎｔｉｎｉ　ｅｔ　ａｌ．，２０
０９；Ｐｒｏｋｏｐｃｈｕｋ　ｅｔ　ａｌ．，２００５）。ＩＬ１３受容体は、ＩＬ４Ｒ
α鎖およびＩＬ－１３Ｒα１鎖から構成されている。ＩＬ１３サイトカインは、低親和性
でＩＬ１３α１鎖に低親和性で結合し、ついで、ＩＬ４Ｒα鎖をリクルートし、結合親和
性を増大させる。対照的に、ＩＬ４は最初にＩＬ４Ｒαに結合し、次にＩＬ１３Ｒα１鎖
またはＩＬ２Ｒγｃ鎖（図１）のいずれかをリクルートする。両方の受容体複合体からの
信号は、ＩＬ４Ｒα鎖によって伝達され、それによりＩＬ４とＩＬ１３の両方が、同じヤ
ヌスキナーゼ（ＪＡＫ）シグナル伝達物質および転写（Ｓｔａｔ６）経路の活性化因子を
リクルートする。結果として、どちらかのサイトカインへの曝露は、免疫抑制の結果が重
複する（Ｆｏｒｍｅｎｔｉｎｉ　ｅｔ　ａｌ．，２００９；Ｐｒｏｋｏｐｃｈｕｋ　ｅｔ
　ａｌ．，２００５）。Ｔｈ１のＴＡＡ－ＣＴＬに対するこれらの効果を打ち消すために
、本発明者らは、２つの典型的な第一世代のレトロウィルスベクターを構築した。図２Ａ
に示したように、構築物＃１は、ＩＬ１３Ｒα１細胞外ドメインと、ＩＲＥＳを介してＧ
ＦＰに連結したＩＬ２Ｒγ細胞内ドメイン（ＩＬ－１３Ｒα１／ＩＬ－２Ｒγ）との融合
タンパク質をコードする。構築物＃２は、ＩＬ４Ｒα細胞外ドメインと、ｍＯｒａｎｇｅ
に連結したＩＬ７Ｒα細胞内ドメイン（ＩＬ－４Ｒα／ＩＬ－７Ｒα）との融合物をコー
ドする。したがって、両方の構築物を発現する細胞は、本発明の特定の実施形態において
、ＩＬ４またはＩＬ１３サイトカインのいずれかの係合時に細胞内Ｔｈ１シグナルを誘発
する。ＧＦＰまたはｍＯｒａｎｇｅのレトロウィルス形質導入発現の効率を評価すること
が、二重導入抗原特異的ＣＴＬに関して評価された。予想されるように、これは、構築物
＃１（ＧＦＰ陽性－右下４分の１区分）、構築物＃２（ｍＯｒａｎｇｅ陽性－左上４分の
１区分）、または２重陽性（ＧＦＰ／ｍＯｒａｎｇｅ－右上４分の１区分）（図２Ｂ）の
いずれかを発現するＣＴＬの混合集団をもたらした。導入遺伝子の機能は、ＩＬ２（５０
Ｕ／ｍｌ）、ＩＬ－４（１０００Ｕ／ｍｌ）またはＩＬ１３（５ｎｇ／ｍｌ）への曝露後
、ＳｔａｔＳのリン酸化を測定することによって確かめられた。リン酸化Ｓｔａｔ５は、
ＩＬ２投与後、対照細胞のみで検出された；対照的に、リン酸化Ｓｔａｔ５は、３つのサ
イトカイン類のいずれかへの曝露の後、両方の構築物を共発現するトランスジェニック細
胞で検出された（図２Ｃ）。なお、これらのサイトカイン類は、顕微鏡分析を用いて、成
長因子として作用することが確認された（図２Ｄ）。
【００９５】
典型的な実験デザインと方法
　膵臓がんは予後不良の攻撃的な病気である。腫瘍特異的Ｔ細胞免疫の証拠は存在するが
（Ｔａｓｓｉ　ｅｔ　ａｌ．，２００８；ｒｏｎｇ　ｅｔ　ａｌ．，２００９；Ｐｌａｔ
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ｅ，２００７；Ａｌｔｅｒｓ　ｅｔ　ａｌ．，１９９７；Ｃａｐｐｅｌｌｏ　ｅｔ　ａｌ
．，２００９；Ｌｅｐｏｉｓｔｏ　ｅｔ　ａｌ．，２００８；Ｋａｗａｏｋａ　ｅｔ　ａ
ｌ．，２００８；Ｋｏｎｄｏ　ｅｔ　ａｌ．２００８）、腫瘍環境における免疫抑制サイ
トカイン類は、Ｔ細胞の有効性を限定しているように見える（Ｓｅｌｃｅａｎ　ｅｔ　ａ
ｌ．，２００９；Ｆｏｒｍｅｎｔｉｎｉ　ｅｔ　ａｌ．，２００９；Ｋｏｒｎｍａｎｎ　
ｅｔ　ａｌ．，１９９９；Ｐｒｏｋｏｐｃｈｕｋ　ｅｔ　ａｌ．，２００５）。特定の実
施形態では、生体外で拡大培養されたＴＡＡ－ＣＴＬの注入は、それは（ｉ）アネルギー
を逆転させるＴｈ１分極サイトカインで培養され、（ｉｉ）エピトープ損失を介して回避
を最小限に抑えるために、複数のＴＡＡに特異的であるように選択され、および（ｉｉｉ
）インビボで存在する抑制性の可溶性因子に対して耐性とされるものであるが、臨床的利
益をもたらし、膵臓がんのための新たな治療選択肢を提供する。
【００９６】
　最初のアプローチでは、次の操作を行うことができる：ａ）膵臓腫瘍のサイトカインプ
ロファイルを評価すること、ｂ）ＴＡＡ発現のそれらのパターンを記録すること。患者血
清中のＴｈ１とＴｈ２／抑制性サイトカイン類、同様に培養した原発腫瘍サンプルから放
出されるサイトカイン類のパターンを確立することができ、例えばＩＨＣおよびＲＴ－Ｐ
ＣＲを用いて、生検でのＴＡＡの発現パターンを測定し、下記のＣＴＬ刺激プロトコルに
おける使用のために最も頻繁に発現する抗原をコードするＤＮＡプラスミドのバンクを生
成することができる。このアプローチからのデータは、腫瘍抗原を標的とし、腫瘍抑制に
耐性とすることができる養子免疫療法のためのＴ細胞の設計を可能にする。
【００９７】
　典型的な方法は次のとおりである。サイトカイン分析。例えば３０～５０のバンク患者
血清サンプルのサイトカインプロファイルを記録し、Ｔｈ１／Ｔｈ２サイトカインアレイ
を用いて、これらを例えば、３０人の健常ドナーから採取した血清と比較することができ
、それは、ＩＬ１β、ＩＬ２、ＩＬ４、ＩＬ５、ＩＬ６、ＩＬ７、ＩＬ８、ＩＬ１０、Ｉ
Ｌ１２、ＩＬ１３、ＩＦＮγ、ＧＭ－ＣＳＦおよびＴＮＦαを検出する；ＥＬＩＳＡによ
ってＴＧＦβを測定することができる。また、新鮮な生検サンプルを収集し、ＲＰＭＩ＋
５％ＨｕＳで４～５日間、培養し、同じサイトカイン類を使用して上清を分析することが
できる。これは、これらの患者で循環し、腫瘍によって産生される、あらゆる種類の抑制
性と刺激性サイトカイン類の評価を可能とする。
【００９８】
　ＴＡＡ発現。ＴＡＡ発現のための生検サンプルをＩＨＣおよびＲＴ－ＰＣＲでスクリ－
ニングすることができ、それは、以前に膵臓がん（ＣＥＡ、ＭＵＣ１、ＭＵＣ２、ＭＵＣ
５ＡＣ、ＭＵＣ６、およびテロメラーゼ）（Ｈａｎ　ｅｔ　ａｌ．，２００９；Ｌｉ　ｅ
ｔ　ａｌ．，２００８）、同様にＰＲＡＭＥ、ＭＡＧＥＡ、ＳＳＸ２／４、ＮＹ－ＥＳＯ
、およびサバイビンと関係していると主張されるものを含む。
【００９９】
　ＤＮＡプラスミドバンクの生成。最も頻繁にスクリーニングで検出される７つの抗原（
例によって）をコードするプラスミドを生成することができる。これらは、ＣＭＶプロモ
ーターの制御下で、ｐ－Ｍａｘ発現プラスミドにクローニングすることができ、それは高
レベルの導入遺伝子発現を保証し、ＧＦＰと共発現してヌクレオフェクション効率の評価
を可能にする。本発明者らは、ウィルス（Ｇｅｒｄｅｍａｎｎ　ｅｔ　ａｌ．，２００９
）と腫瘍特異的ＣＴＬの両方の生成のための抗原の有効なソースとしてＤＮＡプラスミド
を先に検証している。
【０１００】
　本発明の特定の実施形態では、患者血清中および培養生検からの上清中でのＴｈ２／抑
制性サイトカイン類ＩＬ１３およびＩＬ４の優位性を検出するが、これは、両方が膵臓細
胞株によって過剰に産生され、自己分泌増殖因子として腫瘍によって使用されるからであ
る。特定の実施形態では、患者の生検でＴＡＡの発現を検出する。公表された報告によれ
ば、腫瘍の大部分は、ＣＥＡ－陽性であり、約６０％がＭＵＣ－１を発現する一方、ＭＵ
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Ｃ－６はあまり頻繁に検出されず（＜１５％）、そして、ＴＡＡ発現の頻度と強度をさら
に特徴付けることができることを示している。最も頻繁に検出されるＴＡＡを発現するプ
ラスミドバンクを生成することが可能である。
【０１０１】
表２：典型的な組織サンプル
【表２】

【０１０２】
　これらの記載された実施形態は、膵腫瘍によるＴＡＡと抑制サイトカインの発現のプロ
ファイルを提供し、標的と保護戦略の設計を可能にする。
【０１０３】
　第二のアプローチでは、複数の膵臓がん関連標的抗原に特異的な腫瘍特異的ＣＴＬを生
成し、インビトロでのそれらの特異性および機能を評価することができる。膵臓がんのＴ
ＡＡに対して向けられたＣＴＬが、膵臓がんを有する対象から拡大することができるかど
うかを判断することができる。腫瘍抗原欠損変異体によって媒介される免疫回避を最小化
する目的で、他のがんでの成功に基づいて、最初に単一の抗原特異性、次いで複数の抗原
特異性を有するＣＴＬを生成することができる。
【０１０４】
　典型的な方法は次のとおりである：例えば、ＡＰＣとレスポンダーＴ細胞のソースとな
る患者の血液４０～５０ミリリットルを取得することができる。例えば、２０～２５人の
患者からのＣＴＬ株を生成することができる。
【０１０５】
　ＤＣの生成：ＤＣは、ＣｅｌｌＧｅｎｉｘ　ＤＣ培地でのＧＭ－ＣＳＦおよびＩＬ－４
中で培養することにより、ＣＤ１４選択単球から区別される。ＣＤ１４陽性細胞は、その
後の刺激のために凍結保存される。培養されたＤＣは、２４時間、再熟成され、例えば、
上述のように生成された種々の抗原をコードするＤＮＡプラスミドを用いて、ヌクレオフ
ェクションし、次いで、さらに２４時間熟成する。表現型およびヌクレオフェクション効
率は、フローサイトメトリーを用いて、成熟／共刺激分子ＣＤ８０、ＣＤ８３、ＣＤ８６
、ＨＬＡ－ＤｒおよびＧＦＰの発現を測定することによって評価される。
【０１０６】
　ＣＴＬ刺激：抗原特異的Ｔ細胞の活性化については、ヌクレオフェクションされたＤＣ
が、最適化されたサイトカインカクテル（ＩＬ－７、ＩＬ－１２、ＩＬ１５およびＩＬ６
）（表１）のＣＴＬ培地中（４５％Ｃｌｉｃｋ’ｓ、４５％高度ＲＰＭＩ、５％ヒト血清
、および５ｍＭのＬ－ｇｌｕｔａｍａｘ）で１０：１のＲ：Ｓ比で、ＣＤ１４陽性ＰＢＭ
Ｃと共培養されて、最適なＣＴＬの生存と拡大培養を促進する。複数ＴＡＡ－ＣＴＬを生
成するには、複数のプラスミドで同時にＤＣをトランスフェクトすることができる。拡大
培養された細胞は、ヌクレオフェクションされたＤＣで９日目に再刺激され、ＩＬ７と培
養され、１２日目からは週２回、ＩＬ－２（５０Ｕ／ｍｌ）と培養される。ＣＴＬの拡大
培養と生存率は、トリパンブルー色素排除により評価される。３つの刺激後、ＣＴＬの活
性化とメモリ（エフェクターメモリ対セントラルメモリ）の状態を測定するために、ＣＤ
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４、ＣＤ８、ＣＤ５６、ＣＤ１６、ＣＤ４５ＲＡ、ＣＤ４５ＲＯ、ＣＤ２５、ＣＤ２８、
ＣＤ２７およびＣＤ６２Ｌを含むマーカーを用いて、細胞の表現型を解析することができ
る。ＥＬｉｓｐｏｔまたは細胞内サイトカイン染色を使用して、刺激（ペプチドまたはヌ
クレオフェクションされたＤＣのどちらか）に応じてＴｈ１（ＩＦＮ－γ、ＴＮＦα、Ｉ
Ｌ２）およびＴｈ２（ＩＬ４、ＩＬ５、ＩＬ１３、ＩＬ１０、およびＴＧＦβ）サイトカ
イン類の産生を測定することができる。エピトープの幅は、ＣＤ４およびＣＤ８選択細胞
を刺激する重複ペプチドのプールを使用して、例えば、ＥＬｉｓｐｏｔによって評価され
、ＣＤ４およびＣＤ８エピトープのどちらが、各タンパク質内で認識されるかが決定され
る。細胞傷害機能は、ＴＡＡ発現ＡＰＣ、ＨＬＡ適合膵臓細胞株、並びに標的細胞として
自己腫瘍を用いてＣｒ５１放出アッセイにより評価される。
【０１０７】
　本発明の特定の実施形態では、ポリクローナルの複数ＴＡＡ－ＣＴＬが、ＡＰＣとして
ヌクレオフェクションされたＤＣを用いて、患者ＰＢＭＣから容易に製造される。特定の
ケースでは、すべての抗原がすべてのドナーで免疫原性であるというわけではないが、し
かし、特定のケースでは、各々の対象について少なくとも２つの抗原を認識する複数ＴＡ
Ａ－ＣＴＬを一貫して生成することができる。上記のように識別されたＴＡＡ発現プロフ
ァイルと組み合わせたＣＴＬ株の知見に基づいて、将来の免疫療法のための最適な４～５
の標的（例えば）を識別することができる。拡大培養された細胞は、セントラルメモリ（
ＣＤ６２Ｌ＋）とエフェクターメモリー（ＣＤ６２Ｌ－）の集団を有するポリクローナル
（ＣＤ４＋およびＣＤ８＋）であり、そして終末分化エフェクターであり得る。最適化さ
れたサイトカインカクテルの存在下で、特定の実施形態において、ＣＴＬはＴｈ１サイト
カインプロファイルを有し、再刺激によりＴＮＦα、ＩＦＮγ、およびＩＬ２を産生し、
各抗原に対するＣＤ４＋およびＣＤ８＋Ｔ細胞エピトープのパネルの同定を可能にする。
本発明のいくつかの実施形態においては、拡大培養した細胞は、例えば、フローサイトメ
トリー、細胞内サイトカイン染色、および細胞溶解アッセイにより測定したすべての刺激
抗原に対して特異性および活性を保持する。
【０１０８】
　ＡＰＣとしてヌクレオフェクションされたＤＣを使用して、ＴＡＡ－ＣＴＬを生成する
ことができない場合は、抗原刺激のためにｐｅｐｍｉｘを利用することができる。ウィル
ス抗原に関して、複数のＴＡＡ特異性を有するＣＴＬを同時に活性化して、拡大培養する
ことができない場合は、すべてのＴＡＡが等しく免疫原性であるというわけではなく、そ
して、刺激の複数のラウンドにわたり、より弱い抗原に対する抗原性競合と特異性の喪失
を見ることがある。しかし、最適化されたサイトカインの組み合わせは、株内での複数の
特異性を維持することを可能とする。インビトロでＴＡＡ－ＣＴＬの乏しい増殖（本発明
者らは、Ｇ－Ｒｅｘバイオリアクターでの１６日間の培養期間にわたり、ＴＡＡ－ＣＴＬ
の２０～４０倍の拡大培養を一貫して成し遂げるので、これはありそうもない；Ｖｅｒａ
　ｅｔ　ａｌ．，２００９）の場合であって、この拡大培養が持続されないときには、特
異性を喪失することなく増殖を拡大するＩＬ２をＩＬ１５と置き換えることができ（Ｑｕ
ｉｎｔａｒｅｌｌｉ　ｅｔ　ａｌ．，２００７）。反応性Ｔ細胞の頻度が、ＩＦＮγ　Ｅ
Ｌｉｓｐｏｔおよび細胞内染色アッセイの検出限界以下である場合、ＥＬｉｓｐｏｔがわ
ずか１／１００，０００のサイトカイン分泌細胞を検出できるので、これはありそうもな
いが、何回も刺激（例えば７～１０回の各刺激を倍増）されたＣＴＬを分析することがで
き、Ｔ細胞の頻度が十分に増幅されて検出できることが期待される。そうでない場合、再
刺激することができる。
【０１０９】
　本発明の実施形態では、少なくとも膵臓がんを含むがんにおいて発現された複数の腫瘍
抗原内の複数のエピトープに対する特異性を有するポリクローナルＣＴＬを製造する再現
可能な技術が開発されている。
【０１１０】
　第３のアプローチでは、キメラサイトカイン受容体の強制発現によってＴｈ２サイトカ
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イン類のシグナル伝達の阻害効果からＣＴＬを保護することができる。特定の実施形態で
は、例えば、ＩＬ２Ｒγおよび／またはＩＬ７Ｒαの細胞内ドメインに連結したＩＬ１３
Ｒａおよび／またはＩＬ４Ｒａの細胞外ドメインをコードする単一のバイシストロン性構
築物が生成される。
【０１１１】
　例えば、膵臓がんで使用される腫瘍免疫回避戦略は、ＩＬ１３およびＩＬ４などのＴｈ
２阻害性サイトカイン類の放出であり、それは、ｉ）がん細胞の増殖を高める、そして、
ｉｉ）ＴＡＡ特異的ＴＨ１－ＣＴＬをＴｈ２細胞へ減衰し、再分極する。したがって、養
子移入の複数ＴＡＡ－ＣＴＬの有効性を改善するために、これらのＴｈ２サイトカイン類
に結合する受容体の細胞外ドメインを２つの刺激性（Ｔｈ１）サイトカイン受容体のシグ
ナル伝達細胞内ドメインに連結するキメラサイトカイン受容体を使用して、ＩＬ１３とＩ
Ｌ４の抑制効果に対してそれらが耐性となるようにすることができる。
【０１１２】
　典型的な方法は次のとおりである：本発明者らは、既に２つの例示的な機能性の中間レ
トロウィルスベクターを作成し、試験している；構築物＃１は、ＩＬ－１３Ｒα１／ＩＬ
－２Ｒγ－ＩＲＥＳ－ＧＦＰをコードし、構築物＃２は、ＩＬ－４Ｒα／ＩＬ－７Ｒα－
ＩＲＥＳ－ｍＯｒａｎｇｅをコードする（図２）。シグナル伝達ＩＬ２とＩＬ７受容体を
用いて、ＩＬ４およびＩＬ１３受容体の両方のための細胞外ドメインをコードする単一の
バイシストロン性構築物（＃３）を生成するために、独特の互換性のある制限酵素部位（
Ｘｈｏ１－Ｍｌｕｌ）が含まれて、構築物＃２（図２ａ）からのＩＬ４Ｒα／ＩＬ７Ｒα
融合タンパク質で構築物＃１中のＧＦＰの置換を容易に可能とする（図３ａ）。当外分野
の標準的な手段によって、その機能を検証することができる。レトロウィルス上清は、２
９３Ｔ細胞の一過性トランスフェクションにより調製することができ、ＣＴｌ形質導入は
、公開されたプロトコルに従うことができる（Ｖｅｒａ　ｅｔ　ａｌ．，２００９；Ｑｕ
ｉｎｔａｒｅｌｌｉ　ｅｔ　ａｌ．，２００７；Ｖｅｒａ　ｅｔ　ａｌ．，２００６；Ｓ
ａｖｏｌｄｏ　ｅｔ　ａｌ．，２００７）。ＩＬ１３ＲαとＩＬ４ＲαのためのＦＡＣＳ
分析により組換えタンパク質の発現を、そして、ＩＬ２、ＩＬ４またはＩＬ１３の存在下
でのリン酸化Ｓｔａｔ５分析により、ＩＬ２ＲγとＩＬ７Ｒαの細胞内ドメインの機能性
を評価することができる。トランスでＧａｇおよびＰｏｌ配列を含有する安定なＰＧ－１
３生産株を生成することができ、安定したウィルス産生を可能にする。単一細胞クローン
を単離し、それらを機能的力価および複製有能なベクターに関して試験をすることができ
る。
【０１１３】
　本発明の特定の実施形態では、ＦＡＣＳによって評価されるようにＩＬ１３Ｒα１とＩ
Ｌ４Ｒαの両方の等しい発現があり、ＩＬ２ＲγとＩＬ７Ｒαの両方の細胞内ドメインが
、リン酸化Ｓｔａｔ５の分析により検出可能なＴｈ１シグナルを伝達する。例えば、Ｔ細
胞標的の＞２０％の形質導入があり、形質導入された細胞は、ＩＬ４またはＩＬ１３での
培養によって経時的に選択される。（Ｖｅｒａ　ｅｔ　ａｌ．，２００９；Ｂｏｌｌａｒ
ｄ　ｅｔ　ａｌ．，２００７；Ｓａｖｏｌｄｏ　ｅｔ　ａｌ．，２００７）。
【０１１４】
　場合によっては、ＩＬ１３Ｒα１細胞外ドメインと野生型ＩＬ４Ｒαの間で、クロスペ
アリングがあり得るが、これはＣＴＬ上で弱く発現し、低レベルのバックグラウンドＳｔ
ａｔ６シグナル伝達につながる可能性がある。しかしながら、トランスジェニック：野生
型受容体の発現の比率が高いことは、これが発生する確率を低下させる。ＩＬ４Ｒα細胞
外ドメインの野生型ＩＬ２Ｒγとのクロスペアリングは、また、特定の態様で発生し得る
が、Ｔｈ１シグナルが伝達されるので、この中では許容される（図３）。
【０１１５】
　本発明のいくつかの実施形態では、バイシストロン性構築物、および通常はＴｈ２のス
イッチを誘導するＩＬ４またはＩＬ１３に曝された場合であっても、ＣＴＬがＴｈ１活性
シグナルを維持することを可能とする、安定した生産ラインが生成される。
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【０１１６】
　ＩＬ１３とＩＬ４の存在下で培養された遺伝子改変複数ＴＡＡ－ＣＴＬの生体外での導
入効率と機能を評価することができる。この型通りのインビトロでの比較では、各融合タ
ンパク質が、複数ＴＡＡ－ＣＴＬで機能的に発現されるかどうかを、導入遺伝子の発現が
持続するかどうかを、そしてそのような発現が、導入された細胞の表現型を変更するか、
またはそれらの抗腫瘍活性に悪影響を与えるかどうかを決定することができる。
【０１１７】
　典型的な方法は次のとおりである：複数ＴＡＡ－ＣＴＬは、例えば、上記のように生成
され、例えば、構築物＃３で形質導入される。非形質導入細胞および形質導入細胞の拡大
を測定することができる。構築物＃１または＃２のいずれかで単独に形質導入されたＣＴ
Ｌは、対照として用いてもよい。ＣＴＬは、ＩＬ２、ＩＬ４およびＩＬ１３の存在下で培
養される。ＦＡＣおよびトリパンブルー排除を使用して、細胞の表現型、数、および生存
率の変化を、そして、多経路シグナル伝達キットを用いて細胞のシグナル伝達における変
化を測定することができる。加えて、抗腫瘍活性は、短期（４時間Ｃｒ５１、アッセイ）
および長期（４日間の共培養）の研究におけるＩＬ２、ＩＬ１３およびＩＬ４の存在下、
自己ＴＡＡ発現ＡＰＣ、ＨＬＡ適合膵臓細胞株、および標的として自己腫瘍細胞を用いて
比較される。
【０１１８】
　本発明の特定の態様では、融合タンパク質の両方の機能レベルを検出することができ、
しかも、非形質導入ＣＴＬまたはＩＬ２以外の任意のサイトカインを有する構築物＃１で
形質導入したＣＴＬの培養は、ＣＴＬの機能、増殖および生存にマイナスの効果をもたら
す。特定の実施形態では、構築物＃２で形質導入されたＣＴＬは、増殖し、ＩＬ４の存在
下でその機能を維持するが、これは、この典型的なキメラ構築物が野生型ＩＬ２Ｒγと２
量体化できるからである。最後に、本発明の特定の実施形態では、構築物＃３で形質導入
されたＣＴＬは、全３つのサイトカイン類の存在下、Ｔｈ１シグナルを伝達し、増殖し、
生存し、そして、機能する（図３）。典型的な結果の要約表を表３に示す。
【０１１９】
表３：典型的な構築物の予測結果

【表３】

【０１２０】
　本発明の実施形態では、腫瘍を標的とする多重特異的ＣＴＬ療法は、膵臓がんなどのが
んのために開発されており、これらの細胞は、腫瘍によって使用される重要な免疫回避戦
略に対して抵抗する。膵臓がんを有する個体におけるその安全性と抗腫瘍効果を評価する
ために、臨床研究における遺伝子改変複数ＴＡＡ－ＣＴＬを生成し、注入することができ
る。
【０１２１】
実施例２
例としてＩＬ４Ｒα／ＩＬ７ＲαによるＣＡＲ改変Ｔ細胞の遺伝的改変
　腫瘍は、エフェクターＴ細胞おいてアネルギーまたはアポトーシスを誘導するＦａｓＬ
またはＰＤ－Ｌ１の発現を含む細胞性免疫応答を破壊するための複雑なメカニズムを進化
させてきた。制御性Ｔ細胞のリクルートおよびＴ細胞増殖を阻害するＴＧＦ－βおよびそ
の他の免疫抑制性サイトカイン類の分泌が、微小環境に含まれる。腫瘍によるインドール
アミン２，３－ジオキシゲナーゼ（ＩＤＯ）および制御性樹状細胞の構成的発現があり、
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それはトリプトファンを枯渇し、Ｔ細胞アネルギーおよびＭＨＣや共刺激分子のダウンレ
ギュレーションまたは変調をもたらす。Ｔ細胞は、少なくともＩＬ１０、ＴＧＦ－β、Ｉ
Ｌ１３、およびＩＬ－４を含む、腫瘍微小環境に存在する多様な因子により抑制すること
ができる。サイトカイン受容体細胞外ドメインが、ネイティブでない細胞内ドメインと共
に使用されてＴ細胞を作動状態にして抑制性腫瘍微小環境に耐えるならば、この問題を克
服することができる。
【０１２２】
　本発明の実施形態では、人工的なＩＬ４／ＩＬ７サイトカイン受容体の強制発現による
Ｔｈ２サイトカイン類の阻害効果からの複数ＴＡＡ－ＣＴＬの保護がある。典型的なトラ
ンスジェニック構築物は、図４の一例のように製造することができるが、それはＩＬ４Ｒ
α／ＩＬ７Ｒαの融合を示し、いくつかのケースでは構築物がレポーター遺伝子を欠いて
いるが、ｍＯｒａｎｇｅなどのレポーター遺伝子を含む。図５は、ＩＬ４Ｒの発現と形質
導入細胞上でのｍＯｒａｎｇｅの共発現を検出するためのフローサイトメトリーにより検
出されたトランスジェニック受容体の安定した発現を示している。図６は、トランスジェ
ニック受容体が、野生型条件下ではｐＳＴＡＴ６を誘発するであろうＩＬ４サイトカイン
への曝露でトランスジェニック細胞のリン酸化ＳＴＡＴ５（ｐＳＴＡＴ５）の検出により
評価されるように機能的であることを示す。図７は、標的細胞の特異的溶解を検出するた
めのクロム放出アッセイを用いて評価されるように、キメラ４／７Ｒのトランスジェニッ
ク発現がＣＴＬ機能に悪影響を与えていないことを示し、図８は、４／７Ｒを発現するト
ランスジェニックＴ細胞が、ＩＬ２（Ｔ細胞増殖を誘導するために使用される標準的な成
長因子）またはＩＬ－４のいずれかの存在下、インビトロで増殖する一方、同じドナーか
ら生成した、しかし４／７Ｒを発現しないＣＴＬが、成長因子ＩＬ２の存在下でのみ増殖
することを示している。図９は、４／７Ｒを発現するＣＴＬが、腫瘍株から採取した上清
液からのＩＬ４を枯渇させることができることを示し、このことは、トランスジェニック
受容体が、実際に、腫瘍産生サイトカインを利用することができ、かつての成長因子から
腫瘍を潜在的に飢えさせることができることを示している。図１０は、４／７Ｒ発現ＣＴ
Ｌが、示されたサイトカイン条件へ曝露した後の計数された細胞により評価される他の免
疫抑制性サイトカイン類に対して耐性であることを示している；ＣＴＬの特異性と機能は
、ＥＬＩｓｐｏｔによって評価されて維持された。
【０１２３】
　Ｔ細胞増殖因子への免疫抑制性サイトカインのシグナル伝達の変更が例示される（図１
１）。図１２～１４は、４／７ＲのＣＴＬが、異種移植マウスモデルにおける腫瘍の成長
を制御することを証明しており、ここで、ＳＣＩＤマウスはＩＬ４産生腫瘍共発現ＦＦＬ
ｕｃを移植され、インビボでの画像化を可能とする。続いて、動物は、非形質導入または
４／７Ｒ改変ＣＴＬにより処理された。４／７ＲのＣＴＬで処理した動物は、全体的な生
存率の増加をもたらした対照群よりも有意に小さい腫瘍を有した。図１５は、特定の実施
形態では、患者由来のＣＡＲ－ＰＳＣＡ改変Ｔ細胞を改変して、例えば、４／７Ｒを共発
現できることに向けられている。図１６は、４／７Ｒを共発現するように改変されたＣＡ
Ｒ－ＰＳＣＡ　Ｔ細胞が、腫瘍標的を殺すための能力を保持していることを示している。
【０１２４】
　この実施例では、Ｔ細胞が改変されて異なる導入遺伝子を共発現することができること
を示している。Ｔ細胞は、典型的な腫瘍抗原ＰＳＣＡを標的とするキメラ抗原受容体によ
る遺伝子改変を介して抗原特異性を付与された。続いて、同じ細胞が共発現４／７Ｒする
ように改変された。４／７Ｒによる改変は、腫瘍細胞を認識するＴ細胞の能力に悪影響を
及ぼさなかった。
【０１２５】
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【０１２６】
　本発明とその利点について詳細に説明したが、添付の特許請求の範囲で定義される本発
明の精神と範囲から逸脱することなく、様々な変更、置換、および代替が本明細書中でな
され得ることが理解されるべきである。さらに、本願の範囲は、本明細書中に記載された
、プロセス、機械、製造、組成物、手段、方法、およびステップといった特定の実施形態
に限定されるものではない。当業者であれば、本発明の開示から容易に理解できるように
、本明細書に記載の対応する実施形態と実質的に同一に機能する、あるいは実質的に同一
の結果を達成できる既存あるいは後発のプロセス、機械、製造、組成物、手段、方法、ま
たはステップを、本発明に従って利用することができる。したがって、添付の特許請求の
範囲は、それらの範囲内にそのようなプロセス、機械、製造、組成物、手段、方法、また
はステップを含むものとする。
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