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(57)【要約】
少なくとも1種のCARおよび少なくとも1種のFc受容体を
発現する、NK-92細胞が、本明細書において提供される
。さらに、NK-92細胞を用いて処置可能な疾患、例えば
がんを有するかまたは有することが疑われる患者の処置
の方法であって、該患者にNK-92-Fc-CARを投与する段階
を含む、方法が提供される。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　少なくとも1種のFc受容体および少なくとも1種のキメラ抗原受容体(CAR)をNK-92細胞の
細胞表面上に提示するように、該少なくとも1種のFc受容体および該少なくとも1種のCAR
を発現するよう改変されている、該NK-92細胞。
【請求項２】
　前記Fc受容体が、FcγRIII-A(CD16)であるか、または成熟形態の該CD16の158位にバリ
ンを有するCD16ポリペプチドである、請求項1に記載の細胞。
【請求項３】
　前記Fc受容体が、SEQ ID NO:2のアミノ酸配列と少なくとも90％の配列同一性を有する
ポリペプチドをコードするポリヌクレオチド配列を含み、かつ158位にバリンを含む、請
求項1に記載の細胞。
【請求項４】
　前記Fc受容体がSEQ ID NO:2のアミノ酸配列を含む、請求項1に記載の細胞。
【請求項５】
　前記CARが、SEQ ID NO:9、SEQ ID NO:11、またはSEQ ID NO:13と少なくとも90％の同一
性を有する、請求項1～4のいずれか一項に記載の細胞。
【請求項６】
　前記CARが、CD19、CSPG-4、CD20、NKG2Dリガンド、CS1、GD2、CD138、EpCAM、HER-2、E
BNA3C、GPA7、CD244、CA-125、MUC-1、ETA、MAGE、CEA、CD52、CD30、MUC5AC、c-Met、EG
FR、FAB、WT-1、PSMA、NY-ESO1、およびCD33からなる群より選択される腫瘍関連抗原を標
的とする、請求項1～4のいずれか一項に記載の細胞。
【請求項７】
　サイトカインをさらに発現する、請求項1～6のいずれか一項に記載の細胞。
【請求項８】
　前記サイトカインがインターロイキン-2またはそのバリアントである、請求項7に記載
の細胞。
【請求項９】
　前記サイトカインが小胞体を標的とする、請求項7または8に記載の細胞。
【請求項１０】
　前記Fc受容体および前記CARが、異なるベクター上にコードされている、請求項1～9の
いずれか一項に記載の細胞。
【請求項１１】
　Fc受容体およびキメラ抗原受容体(CAR)をNK-92細胞の細胞表面上に提示するように、NK
-92細胞株の細胞が、少なくとも1種の該Fc受容体および少なくとも1種の該CARを発現する
よう改変されている、該NK-92細胞株。
【請求項１２】
　前記Fc受容体が、FcγRIII-A(CD16)であるか、または成熟形態の該CD16の158位にバリ
ンを有するCD16ポリペプチドである、請求項11に記載のNK-92細胞株。
【請求項１３】
　前記Fc受容体が、SEQ ID NO:2のアミノ酸配列と少なくとも90％の配列同一性を有する
ポリペプチドをコードするポリヌクレオチド配列を含み、かつ158位にバリンを含む、請
求項11に記載の方法。
【請求項１４】
　前記Fc受容体がSEQ ID NO:2のアミノ酸配列を含む、請求項11に記載の方法。
【請求項１５】
　前記CARが、SEQ ID NO:9、SEQ ID NO:11、またはSEQ ID NO:13と少なくとも90％の同一
性を有する、請求項11～14のいずれか一項に記載のNK-92細胞株。
【請求項１６】
　前記CARが、CD19、CD20、NKG2Dリガンド、CS1、GD2、CD138、EpCAM、HER-2、EBNA3C、G
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PA7、CD244、CA-125、MUC-1、ETA、MAGE、CEA、CD52、CD30、MUC5AC、c-Met、EGFR、FAB
、WT-1、PSMA、NY-ESO1、およびCD33からなる群より選択される腫瘍関連抗原を標的とす
る、請求項11～14のいずれか一項に記載のNK-92細胞株。
【請求項１７】
　サイトカインをさらに発現する、請求項11～16のいずれか一項に記載のNK-92細胞株。
【請求項１８】
　前記サイトカインがインターロイキン-2またはそのバリアントである、請求項17に記載
のNK-92細胞株。
【請求項１９】
　前記サイトカインが小胞体を標的とする、請求項17または18に記載のNK-92細胞株。
【請求項２０】
　前記Fc受容体および前記CARが、異なるベクター上にコードされている、請求項11～19
のいずれか一項に記載の細胞。
【請求項２１】
　前記細胞株の細胞が10回未満の集団倍加を受ける、請求項11～20のいずれか一項に記載
の細胞株。
【請求項２２】
　前記細胞が、10 U/ml未満のIL-2を含有する培地中で培養される、請求項11～20のいず
れか一項に記載の細胞株。
【請求項２３】
　請求項1～10または請求項11～22のいずれか一項からの細胞のある量を含む、組成物。
【請求項２４】
　少なくとも1種のモノクローナル抗体をさらに含む、請求項23に記載の組成物。
【請求項２５】
　前記少なくとも1種のモノクローナル抗体が、裸のモノクローナル抗体、コンジュゲー
トされたモノクローナル抗体、または二重特異性モノクローナル抗体である、請求項24に
記載の組成物。
【請求項２６】
　前記モノクローナル抗体が、アレムツズマブ、リツクスマブ(rituxumab)、トラスツズ
マブ、イブリツモマブ、ブレンツキシマブ、ゲムツズマブ、アドトラスツズマブ(adotran
stuzumab)、ブリナツモマブ、アベルマブ、ダラツムマブ(daratumumab)、およびエロツズ
マブからなる群より選択される、請求項24に記載の組成物。
【請求項２７】
　それを必要とする患者においてがんを処置する方法であって、請求項1～10のいずれか
一項に記載の細胞または請求項11～22のいずれか一項に記載の細胞株のいずれか1つの有
効量を、該患者に投与し、それによって該がんを処置する段階を含む、方法。
【請求項２８】
　前記細胞が、静脈内、腹腔内、および皮下からなる群より選択される経路によって前記
患者に投与される、請求項27に記載の方法。
【請求項２９】
　少なくとも1種のモノクローナル抗体の有効量を前記患者に投与する段階をさらに含む
、請求項27に記載の方法。
【請求項３０】
　前記モノクローナル抗体が、裸のモノクローナル抗体、コンジュゲートされたモノクロ
ーナル抗体、または二重特異性モノクローナル抗体である、請求項29に記載の方法。
【請求項３１】
　前記モノクローナル抗体が、アレムツズマブ、リツクスマブ、トラスツズマブ、イブリ
ツモマブ、ブレンツキシマブ、ゲムツズマブ、アドトラスツズマブ、ブリナツモマブ、ア
ベルマブ、ダラツムマブ、およびエロツズマブからなる群より選択される、請求項29に記
載の方法。
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【請求項３２】
　前記モノクローナル抗体および前記細胞が同時に投与される、請求項29～31のいずれか
一項に記載の方法。
【請求項３３】
　前記モノクローナル抗体および前記細胞が、前記患者へ投与する前に混合される、請求
項29～31のいずれか一項に記載の方法。
【請求項３４】
　前記モノクローナル抗体および前記細胞が連続的に投与される、請求項29～31のいずれ
か一項に記載の方法。
【請求項３５】
　前記がんが、白血病、リンパ腫、真性多血症、多発性骨髄腫、ワルデンストレーム高ガ
ンマグロブリン血症、重鎖病、肉腫、およびがん腫からなる群より選択される、請求項27
～34のいずれか一項に記載の方法。
【請求項３６】
　前記患者の体表面積1 m2当たり約1×108個から約1×1011個の細胞が該患者に投与され
る、請求項27～35のいずれか一項に記載の方法。
【請求項３７】
　（a）細胞表面上に少なくとも1種のFc受容体および該細胞表面上に少なくとも1種のキ
メラ抗原受容体(CAR)を発現するよう改変されている、NK-92細胞と、(b)使用のための説
明書とを含む、がんを処置するためのキット。
【請求項３８】
　(c)少なくとも1種のモノクローナル抗体をさらに含む、請求項37に記載のキット。
【請求項３９】
　前記モノクローナル抗体が、裸のモノクローナル抗体、コンジュゲートされたモノクロ
ーナル抗体、または二重特異性モノクローナル抗体である、請求項38に記載のキット。
【請求項４０】
　前記モノクローナル抗体が、アレムツズマブ、リツクスマブ、トラスツズマブ、イブリ
ツモマブ、ブレンツキシマブ、ゲムツズマブ、アドトラスツズマブ、ブリナツモマブ、ア
ベルマブ、ダラツムマブ、およびエロツズマブからなる群より選択される、請求項38に記
載のキット。
【請求項４１】
　改変NK-92細胞の細胞表面上に少なくとも2種のリガンド結合要素を有するように、1種
または複数種のFc受容体および1種または複数種のCARからなる群より選択される多座配位
(multidentate)リガンド結合要素を含む、該改変NK-92細胞。
【請求項４２】
　改変NK-92細胞の細胞表面上の多座配位結合要素を使用する段階を含む、がん細胞に対
するNK-92細胞の結合親和性を増強するための方法であって、該改変NK-92細胞が、該NK-9
2細胞の細胞表面上に少なくとも2種のリガンド結合要素を有するように、1種または複数
種のFc受容体および1種または複数種のCARについての多座配位結合要素を含む、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、2015年6月10日に出願された米国仮特許出願第62/173,701号および2016年5月
16日に出願された米国仮特許出願第62/337,044号に対する優先権の恩典を主張するもので
あり、これらのそれぞれは、その全体が参照により本明細書に組み入れられる。
【背景技術】
【０００２】
背景
　ナチュラルキラー(NK)細胞は、自然免疫系の主要構成要素を成す細胞傷害性リンパ球で
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ある。NK細胞は一般に、循環リンパ球の約10～15％を占め、抗原に関して非特異的にかつ
事前の免疫感作なしに、ウイルス感染細胞および多くの悪性細胞を含む標的細胞に結合し
かつそれらを死滅させる。Herberman et al., Science 214:24(1981)（非特許文献1）。
標的細胞の死滅は細胞溶解を誘導することによって生じる。この目的で用いられるNK細胞
は、対象由来の血液の末梢血リンパ球(「PBL」)画分から単離され、十分な数の細胞を得
るために細胞培養中で増大され、次いで、対象内に再注入される。NK細胞は、エクスビボ
療法およびインビボ処置の両方においてある程度有効であることが示されている。しかし
ながら、そのような療法は、全てのNK細胞が細胞溶解性ではなく、療法は処置された患者
に特有なものであるという事実によって複雑になる。
【０００３】
　がんでは、腫瘍細胞を同じ組織に由来する正常細胞から区別する表現型の変化は多くの
場合、正常細胞表面成分の消失またはそれ以外の成分(すなわち、対応する正常な非がん
性組織で検出されない抗原)の獲得を含む、特定の遺伝子産物の発現における1つまたは複
数の変化に関連する。新生物性細胞または腫瘍細胞で発現するが、正常細胞ではそうでは
ない抗原、または正常細胞で見られるものを実質的に上回るレベルで新生細胞において発
現する抗原は、「腫瘍特異的抗原」または「腫瘍関連抗原」と呼ばれている。そのような
腫瘍特異的抗原は腫瘍表現型のマーカーとして役立つ可能性がある。腫瘍特異的抗原は3
つの主なグループに割り当てることができる：がん/精巣特異的抗原(例えば、MAGE、BAGE
、GAGE、PRAMEおよびNY-ESO-1)、メラニン細胞分化抗原(例えば、チロシナーゼ、Melan-A
/MART、gplOO、TRP-1およびTRP-2)、ならびに変異したまたは異常に発現した抗原(例えば
、MUM-1、CDK4、βカテニン、gp100-in4、p15およびN-アセチルグルコサミニルトランス
フェラーゼV)。
【０００４】
　腫瘍特異的抗原はがん免疫療法の標的として用いられている。そのような療法の一つは
、T細胞およびNK細胞を含む免疫細胞の表面上に発現させたキメラ抗原受容体(CAR)を用い
て、がん細胞に対する細胞傷害性を改善する。CARは、少なくとも1つの細胞内シグナル伝
達ドメインに連結させた一本鎖可変断片(scFv)を含む。scFvは、標的細胞(例えば、がん
細胞)上の抗原を認識しかつそれに結合し、エフェクター細胞活性化を引き起こす。
【０００５】
　加えて、モノクローナル抗体(mAb)による抗がん処置は、特に化学療法と組み合わせた
場合に、がんを有する患者の臨床転帰を大幅に改善してきた。しかしながら、悪性細胞に
よる抗原の提示および免疫細胞の存在にもかかわらず、がん細胞は免疫媒介性拒絶から免
れることが知られている。がん細胞がそれによって免疫排除を免れる1つの機序は、検出
を妨げることによるものである。例えば、腫瘍回避機序には、CAR発現免疫細胞およびmAb
などの単独での標的療法の有効性を低減させる、抗原提示の不全または低下(例えば、腫
瘍抗原の変異または下方制御)が含まれる。このように、がん細胞を処置する改良された
治療および方法が依然として必要とされる。
【先行技術文献】
【非特許文献】
【０００６】
【非特許文献１】Herberman et al., Science 214:24(1981)
【発明の概要】
【０００７】
簡単な概要
　複数のトランスジーンを発現するように操作された、遺伝的に改変されたNK-92細胞ま
たは細胞株が、本明細書において提供される。例えば、少なくとも1種のFc受容体および
少なくとも1種のキメラ抗原受容体(CAR)がNK-92細胞の細胞表面上に提示されるように、N
K-92細胞は少なくとも1種のFc受容体および少なくとも1種のCARを同時に発現するよう改
変される。
【０００８】
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　よって、本開示は、Fc受容体およびキメラ抗原受容体(CAR)がNK-92細胞の細胞表面上に
提示されるように、NK-92細胞株の細胞が、少なくとも1種のFc受容体および少なくとも1
種のCARを発現するよう改変されている、NK-92細胞株を提供する。
【０００９】
　前述の一般的な説明および下記の詳細な説明は、例示的かつ説明的なものであり、本開
示のさらなる説明を提供することを意図する。他の目的、利点および新規な特徴は、当業
者には容易に明らかである。
【図面の簡単な説明】
【００１０】
　目的、特徴、および利点は、添付の図面と併せて考慮する際、下記の開示を参照するこ
とで、より容易に理解される。
【図１Ａ】インビトロ細胞傷害性アッセイを示すグラフである。図1Aは、エレクトロポレ
ーションしていない親NK-92細胞による標的細胞株の死滅を示す。
【図１Ｂ】インビトロ細胞傷害性アッセイを示すグラフである。図1Bは、CD19-CARを発現
する親NK-92細胞による標的細胞株の死滅を示す。
【図１Ｃ】インビトロ細胞傷害性アッセイを示すグラフである。図1Cは、CD19-CARを発現
するCD16(158V)-ERIL2 NK-92細胞による標的細胞株の死滅を示す。
【発明を実施するための形態】
【００１１】
詳細な説明
　少なくとも1種のFc受容体および少なくとも1種のキメラ抗原受容体(CAR)をNK-92細胞の
細胞表面上に提示するように、少なくとも1種のFc受容体および少なくとも1種のCARを発
現するよう改変された、NK-92細胞が、本明細書において提供される。任意で、Fc受容体
はFcγRIII-A(CD16)を含んでもよい。任意で、NK-92細胞は、SEQ ID NO:1(158位にフェニ
ルアラニンを有するFcγRIII-AまたはCD16 (F-158))と少なくとも90％の配列同一性；ま
たはSEQ ID NO:2(158位にバリンを有する(F158V)CD16、より親和性の高い形態)と少なく
とも90％の同一性を有するポリペプチドをコードするFc受容体を発現するように遺伝子改
変される。典型的な態様において、CD16ポリペプチドは158位にバリンを有する。任意で
、NK-92細胞は、SEQ ID NO:8(CD19)、SEQ ID NO:9(CD19)、SEQ ID NO:10(CD33)、SEQ ID 
NO:11(CD33)、SEQ ID NO:12(CSPG-4)、またはSEQ ID NO:13(CSPG-4)と少なくとも90％の
配列同一性を有するポリペプチドをコードするCARを発現するように遺伝子改変される。
任意で、CARは、腫瘍関連抗原、例えば、CD19、CD20、NKG2Dリガンド、CS1、GD2、CD138
、EpCAM、HER-2、EBNA3C、GPA7、CD244、CA-125、MUC-1、ETA、MAGE、CEA、CD52、CD30、
MUC5AC、c-Met、EGFR、FAB、WT-1、PSMA、NY-ESO1、およびCD33を標的とする。いくつか
の態様において、細胞株のNK-92細胞は10回未満の集団倍加を受ける。
【００１２】
　任意で、NK-92細胞は、サイトカイン、例えば、インターロイキン-2またはそのバリア
ントをさらに発現する。いくつかの態様において、NK-92細胞は、SEQ ID NO:6またはSEQ 
ID NO:7の配列を有するポリペプチドを発現するよう改変される。さらなる態様において
、サイトカインは小胞体を標的とする。任意で、細胞株のNK-92細胞は10 U/ml未満のIL-2
を含有する培地中で培養される。
【００１３】
　本開示は、本明細書に記載されたNK-92細胞のいずれかを含む組成物を提供する。任意
で、本開示は、上記態様のNK-92細胞のいずれか、および少なくとも1種の抗体、例えば、
アレムツズマブ、リツクスマブ(rituxumab)、トラスツズマブ、イブリツモマブ、ゲムツ
ズマブ、ブレンツキシマブ、アドトラスツズマブ(adotranstuzumab)、ブリナツモマブ、
ダラツムマブ(daratumumab)またはエロツズマブ等、の組成物を提供する。いくつかの態
様において、モノクローナル抗体は、裸のモノクローナル抗体、コンジュゲートされたモ
ノクローナル抗体または二重特異性モノクローナル抗体である。
【００１４】
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　本開示は、それを必要とする患者においてがんを処置する方法であって、上記態様のい
ずれかの細胞の有効量を患者に投与する段階を含む、方法を提供する。いくつかの態様に
おいて、細胞は、静脈内、腹腔内、および皮下からなる群より選択される経路によって患
者に投与される。いくつかの態様において、患者の体表面積1 m2当たり約1×108個から約
1×1011個の細胞が患者に投与される。任意で、本開示の方法は、少なくとも1種のモノク
ローナル抗体、例えば、アレムツズマブ、リツクスマブ、トラスツズマブ、イブリツモマ
ブ、ゲムツズマブ、ブレンツキシマブ、アドトラスツズマブ、ブリナツモマブ、ダラツム
マブ、またはエロツズマブの有効量を患者に投与する段階を提供する。いくつかの態様に
おいて、モノクローナル抗体は、裸のモノクローナル抗体、コンジュゲートされたモノク
ローナル抗体または二重特異性モノクローナル抗体である。いくつかの態様において、モ
ノクローナル抗体は、静脈内、腹腔内、および皮下からなる群より選択される経路によっ
て患者に投与される。1つの態様において、モノクローナル抗体および細胞は同時に投与
される。いくつかの態様において、モノクローナル抗体および細胞は、患者へ投与する前
に一緒に混合される。他の態様において、モノクローナル抗体および細胞は連続的に投与
される。他の態様において、対象は、モノクローナル抗体を投与され、引き続き、モノク
ローナル抗体の投与後、例えば、24時間以内；または24から72時間以内に、改変NK-92細
胞を投与される。
【００１５】
　1つの態様において、がんは、例えば、白血病(例えば、慢性B細胞白血病、急性リンパ
芽球性白血病(ALL)、慢性リンパ性白血病(CLL))、リンパ腫(例えば、非ホジキンリンパ腫
(NHL))、真性多血症、多発性骨髄腫、ワルデンストレーム高ガンマグロブリン血症、重鎖
病、肉腫またはがん腫である。
【００１６】
　本開示は、がんを処置する上記方法のいずれかで用いるためのキットを提供し、ここで
、該キットは、(a)細胞表面上に少なくとも1種のFc受容体および細胞表面上に少なくとも
1種のキメラ抗原受容体(CAR)を発現するよう改変されている、NK-92細胞のある量、およ
び(b)本開示の少なくとも1つの方法を説明する説明書の少なくとも一方を含む。いくつか
の態様において、キットは少なくとも1種のモノクローナル抗体をさらに含む。
【００１７】
　本明細書を読んだ後、様々な別の態様および別の用途を実行する方法が当業者に明らか
になるであろう。しかしながら、全ての態様が本明細書で説明されるわけではない。本明
細書に示される態様は例示のみを目的として示されており、限定を目的としないことが理
解されよう。したがって、この様々な別の態様の詳細な説明は、本明細書に記載の開示の
範囲および広がりを限定すると解釈されるべきではない。下記に説明する局面は、特定の
組成物、そのような組成物を調製する方法、またはその使用に限定されるものではなく、
もちろん変化してよいことが理解されるべきである。
【００１８】
用語
　特に他で定義されない限り、本明細書で用いられる全ての技術用語および科学用語は、
当業者によって一般的に理解されるのと同じ意味を有する。
【００１９】
　本明細書および添付の特許請求の範囲において、以下の意味を有すると定義されるもの
とするいくつかの用語について言及がなされる。
【００２０】
　本明細書で用いる用語は、特定の態様を説明することのみを目的とし、限定することを
意図するものではない。本明細書で用いる場合、単数形「1つの(a)」、「1つの(an)」お
よび「その(the)」は、文脈がそうでないことを明確に示さない限り、複数形も含むこと
が意図される。よって、例えば、「ナチュラルキラー細胞」への言及には複数のナチュラ
ルキラー細胞が含まれる。
【００２１】
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　範囲を含む全ての数値表記、例えば、pH、温度、時間、濃度、量、および分子量などは
、必要に応じて、0.1または1.0の増分で(＋)または(－)に変化する近似値である。必ずし
も明記されないが、全ての数値表記は用語「約」を前に付すことができることを理解すべ
きである。
【００２２】
　当業者によって理解されるように、任意のおよび全ての目的について、特に発明の詳細
な説明の提供に関して、本明細書に記載の全ての範囲は、任意のおよび全ての可能性のあ
る部分範囲ならびにその部分範囲の組み合わせも包含する。任意の記載された範囲は、少
なくとも均等に2分割、3分割、4分割、5分割、10分割などに分解されている同じ範囲を十
分に説明および可能にするとして簡単に認識することができる。非限定例として、本明細
書に記載の各範囲は、下から3分の1、中央3分の1および上から3分の1などに容易に分解す
ることができる。当業者によってまた理解されるように、「最大で」、「少なくとも」、
「上回る」、および「未満」などの全ての語は、記載された数を含み、上述のように続い
て部分範囲に分解することができる範囲に言及する。最後に、当業者によって理解される
ように、範囲には各個別の要素が含まれる。よって、例えば、1～3個の細胞を有する群は
、1、2、または3個の細胞を有する群に言及する。同様に、1～5個の細胞を有する群は、1
、2、3、4、または5個の細胞を有する群などに言及する。
【００２３】
　必ずしも明記されないが、本明細書に記載される試薬は単なる例示であり、そのような
試薬の同等物が当技術分野で公知であることも理解すべきである。
【００２４】
　「任意の」または「任意で」は、その後に記載される事象または状況が発生してもしな
くてもよいこと、および該記載が、その事象または状況が起こる場合とそれが起こらない
場合を含むことを意味する。
【００２５】
　用語「含む」は、組成物および方法が記載された要素を含むが、他の要素を排除しない
ことを意味することが意図される。組成物および方法を定義するために用いられる場合の
「から本質的になる」は、その組み合わせにとって何らかの本質的に重要な他の要素を排
除することを意味するものとする。例えば、本明細書に定義されるような要素から本質的
になる組成物は、特許請求の範囲の基本的かつ新規の特徴に実質的に影響を与えない他の
要素を排除しない。「からなる」は、微量を上回る量の他の成分および実質的な方法の段
階を排除することを意味するものとする。これらの移行語の各々によって定義される態様
は本開示の範囲内である。
【００２６】
　本明細書で用いる場合、「同時の」または「同時に」は、同じ時にまたはおおよそ同じ
時に少なくとも2種類の作用物質(例えば、NK-92-Fc-CAR細胞およびモノクローナル抗体)
を投与することを指す。
【００２７】
　本明細書で用いる場合、用語「有効量」は、所望の治療効果を達成するのに十分な組成
物の量、例えば、がん細胞またはがんに付随する1つまたは複数の徴候の寛解をもたらす
量を指す。治療応用の文脈において、対象に投与されるNK-92細胞または抗体の量は、が
んの種類および進行、ならびに個体の特徴、例えば、全体的な健康、年齢、性別、体重お
よび薬物に対する耐性などに左右される。疾患の程度、重症度および種類によっても左右
される。当業者は、これらおよび他の要因に応じて適切な投薬量を決定することができる
。NK-92細胞はまた、1種または複数種の追加の治療化合物(例えば、抗体)と組み合わせて
投与することもできる。
【００２８】
　本明細書で用いる場合、用語「発現」は、それによってポリヌクレオチドがmRNAに転写
される工程、および/またはそれによって転写されたmRNAがペプチド、ポリペプチド、ま
たはタンパク質に引き続き翻訳される工程を指す。ポリヌクレオチドがゲノムDNAに由来
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する場合、発現は真核細胞におけるmRNAのスプライシングを含む可能性がある。遺伝子の
発現レベルは、細胞または組織サンプルにおけるmRNAまたはタンパク質の量を測定するこ
とによって決定され得る。1つの局面において、あるサンプルからの遺伝子の発現レベル
は、対照または参照サンプルからのその遺伝子の発現レベルと直接比較され得る。別の局
面において、あるサンプルからの遺伝子の発現レベルは、NK-92細胞の投与後の同じサン
プルからのその遺伝子の発現レベルと直接比較され得る。
【００２９】
　本明細書で用いる場合、「免疫療法」は、単独であろうと組み合わせであろうと、改変
型または非改変型のNK-92細胞、天然に生じるもしくは改変されたNK細胞またはT細胞の使
用を指し、それらは標的細胞に接触すると細胞傷害性を誘導することができる。
【００３０】
　本明細書で用いる場合、「ナチュラルキラー(NK)細胞」は、特異的抗原刺激の非存在下
で、かつ主要組織適合複合体(MHC)クラスによる制限なしに、標的細胞を死滅させる免疫
系の細胞である。標的細胞はがんまたは腫瘍細胞であり得る。NK細胞は、CD56表面マーカ
ーの存在およびCD3表面マーカーの非存在を特徴とする。
【００３１】
　用語「内因性NK細胞」は、NK-92細胞株とは区別される、ドナー(または患者)に由来す
るNK細胞を指すために用いられる。内因性NK細胞は、一般的に、その中でNK細胞が富化さ
れている細胞の不均一な集団である。内因性NK細胞は、患者の自家治療用または同種異系
治療用のものでありうる。
【００３２】
　「NK-92細胞」は、もともとは非ホジキンリンパ腫を有する患者から得られた、不死NK
細胞株、NK-92を指す。用語「NK-92」は、元のNK-92細胞株ならびに(例えば、外因性遺伝
子の導入により)改変されているNK-92細胞株を指すことを意図する。NK-92細胞ならびに
その例示的かつ非限定的な改変は、米国特許第7,618,817号；同第8,034,332号；および同
第8,313,943号に記載されており、これらの全ては、その全体が参照により本明細書に組
み入れられる。
【００３３】
　「改変NK-92細胞」は、Fc受容体、CAR、IL-2、および/または自殺遺伝子を含む、トラ
ンスジーンをコードするベクターをさらに含むNK-92細胞を指す。好ましい態様において
、改変NK-92細胞は、少なくとも1種の遺伝子導入タンパク質を発現する。
【００３４】
　本明細書で用いる場合、「非照射NK-92細胞」は、照射されていないNK-92細胞である。
照射は、該細胞を成長および増殖できないようにする。最適な活性を維持するためには、
照射と注入との間の時間は4時間を超えないようにすべきであることから、NK-92細胞は、
患者の処置の前に処置施設または別の他の場所で照射されることが想定される。あるいは
、NK-92細胞を別の機序によって不活性化することもできる。
【００３５】
　本明細書で用いる場合、NK-92細胞の「不活性化」はそれらを成長不能にする。不活性
化はまたNK-92細胞の死にも関連し得る。NK-92細胞は、それらが治療応用における病理に
関連した細胞のエクスビボサンプルを効果的にパージした後に、またはそれらが体内に存
在する多くのまたは全ての標的細胞を効果的に死滅させるのに十分な時間哺乳動物の体内
に存在した後に、不活性化され得ることが想定される。不活性化は、非限定的な例として
、NK-92細胞が感受性である不活性化剤を投与することによって誘導することができる。
【００３６】
　本明細書で用いる場合、用語「細胞傷害性」および「細胞溶解性」は、NK細胞などのエ
フェクター細胞の活性を記述するために用いられる場合、同義であることが意図される。
一般に、細胞傷害活性は、様々な生物学的、生化学的、または生物物理学的機序のいずれ
かによって標的細胞を死滅させることに関係する。細胞溶解は、より具体的には、該エフ
ェクターが標的細胞の原形質膜を溶解し、それによってその物理的完全性を破壊するとい
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う活性を指す。これは結果的に標的細胞の死滅をもたらす。理論に拘束されることを望む
ものではないが、NK細胞の細胞傷害作用は細胞溶解によるものであると考えられる。
【００３７】
　細胞/細胞集団に関して用語「死滅させる」は、その細胞/細胞集団の死につながる任意
のタイプの操作を含むように指向されている。
【００３８】
　用語「Fc受容体」は、Fc領域として知られる抗体の一部に結合することによって免疫細
胞の防御機能に寄与する、ある特定の細胞(例えば、ナチュラルキラー細胞)の表面上に見
出されるタンパク質を指す。細胞のFc受容体(FcR)への抗体のFc領域の結合は、抗体媒介
性食作用または抗体依存性細胞媒介性細胞傷害(ADCC)を介して細胞の食作用または細胞傷
害活性を刺激する。FcRは、それらが認識する抗体のタイプに基づいて分類される。例え
ば、Fc-γ受容体(FcγR)はIgGクラスの抗体に結合する。FcγRIII-A(CD16とも呼ばれる)
は、IgG抗体に結合してADCCを活性化する低親和性Fc受容体である。FCγRIII-Aは典型的
にはNK細胞上に見出される。NK-92細胞はFcγRIII-Aを発現しない。CD16の天然形態をコ
ードする代表的なポリヌクレオチド配列をSEQ ID NO:5に示す。
【００３９】
　用語「キメラ抗原受容体」(CAR)は、本明細書で用いる場合、細胞内シグナル伝達ドメ
インと融合する細胞外抗原結合ドメインを指す。CARはT細胞またはNK細胞で発現し、細胞
傷害性を増大させることができる。概して、細胞外抗原結合ドメインは、関心対象の細胞
上に見出される抗原に特異的なscFvである。CAR発現NK-92細胞は、scFvドメインの特異性
に基づき、ある特定の抗原を細胞表面上に発現する細胞を標的とする。scFvドメインは、
腫瘍特異的抗原を含む、任意の抗原を認識するように操作することができる。
【００４０】
　用語「腫瘍特異的抗原」は、本明細書で用いられる場合、がんまたは新生物性細胞上に
存在するが、がん細胞と同じ組織または系列に由来する正常な細胞上では検出できない抗
原を指す。腫瘍特異的抗原は、本明細書で用いる場合、腫瘍関連抗原、すなわち、がん細
胞と同じ組織または系列に由来する正常な細胞と比較してがん細胞上でより高いレベルで
発現する抗原も指す。
【００４１】
　用語「ポリヌクレオチド」、「核酸」、および「オリゴヌクレオチド」は互換的に用い
られ、デオキシリボヌクレオチドもしくはリボヌクレオチドまたはその類似体のいずれか
のヌクレオチドの任意の長さのポリマー形態を指す。ポリヌクレオチドは、どのような三
次元構造をとってもよく、既知または未知の任意の機能を果たしうる。以下は、ポリヌク
レオチドの非限定的な例である：遺伝子または遺伝子断片(例えば、プローブ、プライマ
ー、ESTまたはSAGEタグ)、エクソン、イントロン、メッセンジャーRNA(mRNA)、トランス
ファーRNA、リボソームRNA、リボザイム、cDNA、組換えポリヌクレオチド、分枝ポリヌク
レオチド、プラスミド、ベクター、任意の配列の単離されたDNA、任意の配列の単離され
たRNA、核酸プローブおよびプライマー。ポリヌクレオチドは、メチル化ヌクレオチドお
よびヌクレオチド類似体などの修飾ヌクレオチドを含むことができる。存在する場合には
、ヌクレオチド構造への修飾は、ポリヌクレオチドのアセンブリの前または後に付与する
ことができる。ヌクレオチドの配列は非ヌクレオチド成分で中断されてもよい。ポリヌク
レオチドは、重合の後に、例えば標識成分とのコンジュゲーションにより、さらに修飾す
ることができる。該用語はまた、二本鎖分子と一本鎖分子との両方を指す。特に他に指定
または要求がない限り、ポリヌクレオチドは、二本鎖形態と、二本鎖形態を構成すること
が知られるまたは予測される2本の相補的一本鎖形態の各々との両方を包含する
【００４２】
　ポリヌクレオチドは、以下の4種のヌクレオチド塩基の特定の配列で構成される：アデ
ニン(A)；シトシン(C)；グアニン(G)；チミン(T)；およびポリヌクレオチドがRNAである
場合はチミンに代えてウラシル(U)。したがって、用語「ポリヌクレオチド配列」は、ポ
リヌクレオチド分子のアルファベット表示である。
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【００４３】
　本明細書で用いる場合、「同一性パーセント」とは、2つのペプチド間または2つの核酸
分子間の配列同一性を指す。同一性パーセントは、比較を目的としてアライメントされ得
る各配列における位置を比較することによって決定することができる。比較した配列中の
ある位置が同じ塩基またはアミノ酸で占められる場合、該分子はその位置で同一である。
本明細書で用いる場合、語句「相同」もしくは「バリアント」ヌクレオチド配列、または
「相同」もしくは「バリアント」アミノ酸配列は、ヌクレオチドレベルまたはアミノ酸レ
ベルでの、少なくとも指定のパーセンテージの同一性を特徴とする配列を指す。相同ヌク
レオチド配列は、本明細書に記載のヌクレオチド配列の天然に生じる対立遺伝子バリアン
トおよび突然変異体をコードする配列を含む。相同ヌクレオチド配列は、ヒト以外の哺乳
動物種のタンパク質をコードするヌクレオチド配列を含む。相同アミノ酸配列は、保存的
アミノ酸置換を含みかつそのポリペプチドが同じ結合および/または活性を有するアミノ
酸配列を含む。いくつかの態様において、相同ヌクレオチドまたはアミノ酸配列は、比較
配列と少なくとも60％またはそれより大きい、例えば少なくとも70％、少なくとも80％、
少なくとも85％またはそれより大きいを有する。いくつかの態様において、相同ヌクレオ
チドまたはアミノ酸配列は、比較配列と少なくとも90％、91％、92％、93％、94％、95％
、96％、97％、98％または99％の同一性を有する。いくつかの態様において、相同アミノ
酸配列は、15個以下、10個以下、5個以下または3個以下の保存的アミノ酸置換を有する。
同一性パーセントは、例えば、SmithおよびWatermanのアルゴリズム(Adv. Appl. Math., 
1981, 2, 482-489)を使用するGapプログラム(Wisconsin Sequence Analysis Package, Ve
rsion 8 for UNIX, Genetics Computer Group, University Research Park, Madison Wis
.)により、デフォルト設定を用いて、決定することができる。
【００４４】
　用語「発現」は、遺伝子産物の産生を指す。発現に言及する場合の用語「一過性」は、
ポリヌクレオチドが細胞のゲノムに組み込まれていないことを意味する。
【００４５】
　用語「サイトカイン」は、免疫系の細胞に作用する生物学的分子の一般的クラスを指す
。例示的なサイトカインには、限定するものではないが、インターフェロンおよびインタ
ーロイキン(IL)、特にIL-2、IL-12、IL-15、IL-18およびIL-21が含まれる。好ましい態様
において、サイトカインはIL-2である。
【００４６】
　本明細書で用いる場合、用語「ベクター」は、例えば形質転換のプロセスによって、ベ
クターが許容細胞内に配置された場合に複製することができるような、インタクトなレプ
リコンを含む非染色体性の核酸を指す。ベクターは、細菌などの1つの細胞タイプにおい
て複製することができるが、哺乳動物細胞などの別の細胞では複製する能力が限られてい
る。ベクターはウイルス性であっても、非ウイルス性であってもよい。核酸を送達するた
めの例示的な非ウイルスベクターには、以下が含まれる：裸のDNA；単独でまたはカチオ
ン性ポリマーとの組み合わせで、カチオン性脂質と複合体を形成したDNA；アニオン性お
よびカチオン性リポソーム；一部の場合にはリポソーム内に含まれる、異種ポリリシン、
一定の長さのオリゴペプチド、およびポリエチレンイミンなどのカチオン性ポリマーで縮
合したDNAを含むDNA-タンパク質複合体および粒子；ならびにウイルスとポリリシン-DNA
を含む三元複合体の使用。
【００４７】
　本明細書で用いる場合、用語「標的とする」は、限定するものではないが、細胞内また
は細胞の外側の適切な目的地にタンパク質またはポリペプチドを方向付けることを含むこ
とを意図する。ターゲティングは、典型的には、ポリペプチド鎖中の一続きのアミノ酸残
基であるシグナルペプチドまたはターゲティングペプチドを介して達成される。こうした
シグナルペプチドは、ポリペプチド配列内のどこにでも位置することができるが、多くの
場合はN末端に位置する。ポリペプチドは、C末端にシグナルペプチドを有するように操作
することもできる。シグナルペプチドは、細胞外の区域、原形質膜への配置、ゴルジ、エ
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ンドソーム、小胞体、その他の細胞内区画へポリペプチドを方向付けることができる。例
えば、そのC末端に特定のアミノ酸配列(例えば、KDEL)を有するポリペプチドは、ER内腔
に保留されるか、またはER内腔に送り返される。
【００４８】
　用語「自殺遺伝子」は、細胞の負の選択を可能にするものである。自殺遺伝子は安全シ
ステムとして用いられ、該遺伝子を発現する細胞を選択剤の導入によって死滅させること
ができる。これは、組換え遺伝子が制御不能な細胞増殖につながる突然変異を引き起こす
場合に望ましい。いくつかの自殺遺伝子系が同定されており、それらには、単純ヘルペス
ウイルスチミジンキナーゼ(TK)遺伝子、シトシンデアミナーゼ遺伝子、水痘帯状疱疹ウイ
ルスチミジンキナーゼ遺伝子、ニトロレダクターゼ遺伝子、大腸菌(Escherichia coli)gp
t遺伝子、および大腸菌(E. coli) Deo遺伝子が含まれる(さらに、例えば、Yazawa K, Fis
her W E, Brunicardi F C: Current progress in suicide gene therapy for cancer. Wo
rld J. Surg. 2002 July; 26(7):783-9を参照)。1つの態様において、自殺遺伝子は誘導
性カスパーゼ9 (iCas9)である(Di Stasi, (2011) “Inducible apoptosis as a safety s
witch for adoptive cell therapy.” N Engl J Med 365: 1673-1683。さらに、Morgan, 
“Live and Let Die: A New Suicide Gene Therapy Moves to the Clinic” Molecular T
herapy(2012); 20: 11-13も参照)。TK遺伝子は、野生型または変異型TK遺伝子(例えば、t
k30、tk75、sr39tk)であり得る。TKタンパク質を発現する細胞は、ガンシクロビルを用い
て死滅させることができる。
【００４９】
　用語「患者」、「対象」、および「個体」などは、本明細書では互換的に用いられ、本
明細書に記載の方法に適している任意の動物、またはインビトロもしくはインサイチュー
にかかわらずその細胞を指す。好ましい態様において、患者、対象、または個体は哺乳動
物である。特定の好ましい態様において、患者、対象、または個体はヒトである。
【００５０】
　用語「処置する」または「処置」は、ヒトなどの対象における本明細書に記載の疾患ま
たは障害の処置に及び、(i)疾患または障害を抑制すること、すなわち、その発達を停止
させること；(ii)疾患または障害を緩和すること、すなわち、障害の退縮を引き起こすこ
と；(iii)障害の進行を遅らせること；および/または(iv)疾患または障害の1つまたは複
数の症状を抑制するか、緩和するか、またはその進行を遅らせることを含む。対象にモノ
クローナル抗体またはナチュラルキラー細胞を「投与する」または「投与」という用語は
、意図した機能を果たすために該抗体または細胞を導入または送達する任意の経路を含む
。投与は、該細胞または該モノクローナル抗体の送達に適したどのような経路で行っても
よい。したがって、送達経路は、静脈内、筋肉内、腹腔内、または皮下送達を含み得る。
いくつかの態様において、モノクローナル抗体および/またはNK-92細胞は、例えば腫瘍内
への注入によって、腫瘍に直接投与される。投与には自己投与および他者による投与が含
まれる。
【００５１】
　本明細書で用いられる有効用量または有効量は、所望の作用(例えば、疾患を治療する
または予防する)を生じる作用物質または該作用物質を含有する組成物の用量を意味する
。ナノ粒子の正確な用量および製剤は処置の目的によって左右され、公知の技術を用いて
当業者によって確かめられる(例えば、Lieberman, Pharmaceutical Dosage Forms(vols. 
1-3, 1992); Lloyd, The Art, Science and Technology of Pharmaceutical Compounding
(1999); Remington(2005);およびPickar, Dosage Calculations(9th edition)(1999)を参
照)。例えば、所与のパラメーターに関して、治療的有効量は、少なくとも5％、10％、15
％、20％、25％、40％、50％、60％、75％、80％、90％、または少なくとも100％の増大
または減少を示す。治療有効性はまた、「-倍」の増大または減少として表すこともでき
る。例えば、治療的有効量は、標準的な対照に対して少なくとも1.2倍、1.5倍、2倍、5倍
、またはそれを上回る効果を有し得る。治療的有効用量または治療的有効量は、疾患の1
つまたは複数の症状を寛解させ得る。治療的有効用量または治療的有効量は、それが投与
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される効果が疾患を発症するリスクがある人を処置するものである場合、疾患の発症また
は疾患の1つもしくは複数の症状を予防するまたは遅らせる可能性がある。
【００５２】
　本明細書で用いる場合、用語「抗体」は免疫グロブリンまたはその断片を指す。抗体は
いずれかのタイプ(例えば、IgG、IgA、IgM、IgE、またはIgD)でありうる。好ましくは、
抗体はIgGである。抗体は非ヒト(例えば、マウス、ヤギ、または任意の他の動物に由来)
、完全ヒト、ヒト化、またはキメラであり得る。抗体はポリクローナルまたはモノクロー
ナルであり得る。任意で、抗体はモノクローナルである。
【００５３】
　本明細書で用いる用語「モノクローナル抗体」は、培養中で成長しかつ無限に増殖する
能力がある細胞の単一クローンから産生される、純粋な標的特異的抗体を指す。使用され
得るモノクローナル抗体には、がん性細胞上の抗原に付着してそれをブロックする裸の抗
体が含まれる。1つの態様において、裸のモノクローナル抗体はアレムツズマブであり、
これはリンパ球においてCD52抗原に結合する。また、使用され得るモノクローナル抗体に
は、タグ付けされた、標識された、または負荷された抗体などのコンジュゲート化モノク
ローナル抗体も含まれる。具体的には、抗体は、薬物もしくは毒素でタグ付けまたは負荷
されるか、または放射性標識され得る。そのような抗体の例としては、限定するものでは
ないが、CD20抗原を標的とするイブリツモマブ、CD30抗原を標的とするブレンツキシマブ
、およびHER2タンパク質を標的とするトラスツズマブが挙げられる。使用され得る他のモ
ノクローナル抗体は、リンパ腫細胞のCD19およびT細胞のCD3を標的とするブリナツモマブ
などの二重特異性モノクローナル抗体である。
【００５４】
　本明細書で用いる場合、用語「抗体断片」は、エピトープを認識する抗体の任意の部分
を指す。抗体断片はグリコシル化され得る。非限定的な例として、抗体断片は、Fab断片
、Fab’断片、F(ab’)2断片、Fv断片、rIgG断片、機能的抗体断片、前記の一本鎖組換え
形態などであってもよい。F(ab')2、Fab、Fab'およびFvは、IgGおよびIgMの可変領域から
作製することができる抗原結合断片である。それらはサイズ、原子価、およびFc含量の点
で異なる。断片は、1つの細胞もしくは細胞株、または複数の細胞もしくは細胞株による
構成物(例えば、重鎖部分および軽鎖部分)の発現を含む、任意の方法によって作製され得
る。好ましくは、抗体断片は、エピトープを認識し、Fc受容体に結合する能力を有するよ
うな十分なFc領域の部分を含有する。
【００５５】
　本明細書で用いる場合、用語「がん」は、白血病、がん腫および肉腫を含む、哺乳動物
で見出されるがん、新生物、または悪性腫瘍の全てのタイプを指す。例示的ながんとして
は、脳、乳房、子宮頸部、結腸、頭頸部、肝臓、腎臓、肺、非小細胞肺、黒色腫、中皮腫
、卵巣、肉腫、胃、子宮および髄芽腫のがんが挙げられる。さらなる例としては、ホジキ
ン病、非ホジキンリンパ腫、多発性骨髄腫、神経芽腫、卵巣がん、横紋筋肉腫、原発性血
小板増加症、原発性マクログロブリン血症、原発性脳腫瘍、がん、悪性膵性インスリノー
マ、悪性カルチノイド、膀胱がん、前がん皮膚病変、精巣がん、リンパ腫、甲状腺がん、
神経芽腫、食道がん、泌尿生殖器がん、悪性高カルシウム血症、子宮内膜がん、副腎皮質
がん、膵内分泌部および膵外分泌部の新生物、ならびに前立腺がんが挙げられる。
【００５６】
　表題または副題が、読む人の利便性のために本明細書において用いられる可能性があり
、それらは本開示の範囲に影響を与えることを意図しない。加えて、本明細書で用いられ
る一部の用語は下記でより具体的に定義される。
【００５７】
NK-92細胞
　NK-92細胞株は、インターロイキン2(IL-2)の存在下で増殖することが発見された独特の
細胞株である。Gong et al., Leukemia 8:652-658 (1994)。これらの細胞は、様々ながん
に対して高い細胞溶解活性を有する。NK-92細胞株は、広範な抗腫瘍細胞傷害性を有する
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均一ながん性NK細胞集団であり、増大後に予測可能な収量で得られる。第I相臨床試験で
はその安全性プロファイルが確認されている。NK-92は非ホジキンリンパ腫に罹患してい
る対象の血液中で発見され、その後、エクスビボで不死化された。NK-92細胞はNK細胞に
由来するが、正常なNK細胞によって示される主な阻害性受容体を欠き、活性化受容体の大
部分を保持する。しかしながら、NK-92細胞は正常な細胞を攻撃せず、また、ヒトにおい
て容認できない免疫拒絶反応を誘発することもない。NK-92細胞株の特性解析は、WO 1998
/49268および米国特許出願公開第2002-0068044号に記載されている。
【００５８】
　NK-92細胞株は、CD56bright、CD2、CD7、CD11a、CD28、CD45、およびCD54表面マーカー
を呈することが見出されている。さらに、それはCD1、CD3、CD4、CD5、CD8、CD10、CD14
、CD16、CD19、CD20、CD23およびCD34マーカーを提示しない。培養中のNK-92細胞の成長
は、組換えインターロイキン2(rIL-2)の存在に依存しており、1 IU/mL程度の低用量でも
増殖を維持するのに十分である。IL-7およびIL-12は長期間の成長を支持せず、IL-1α、I
L-6、腫瘍壊死因子α、インターフェロンαおよびインターフェロンγを含む、試験した
他のサイトカイン類も支持しない。NK-92は、1：1の低いエフェクター：標的(E：T)比で
さえも高い細胞傷害性を有する。Gong, et al., 前掲。NK-92細胞は、American Type Cul
ture Collection (ATCC)にCRL-2407という名称で寄託されている。
【００５９】
　これまで、内因性NK細胞に関する研究によって、輸送中のNK細胞活性化にとってIL-2 (
1000 IU/mL)が重要であること、しかし該細胞を37℃かつ5％二酸化炭素で維持する必要は
ないことが示されている。Koepsell, et al., Transfusion 53:398-403 (2013)。
【００６０】
　改変NK-92細胞は公知であり、限定するものではないが、例えば、それらの全てが参照
によりその全体が本明細書に組み入れられる、米国特許第7,618,817号、同第8,034,332号
、および同第8,313,943号、米国特許出願公開第2013/0040386号に記載のもの、例えば、
野生型NK-92、NK-92-CD16、NK-92-CD16-γ、NK-92-CD16-ζ、NK-92-CD16(F157V)、NK-92m
iおよびNK-92ciなどを含む。
【００６１】
　NK-92細胞は、NK細胞に関連する活性化受容体および細胞溶解経路のほぼ全てを保持す
るが、その細胞表面上にCD16を発現しない。CD16は、抗体のFc部分を認識してそれに結合
し、抗体依存性細胞傷害(ADCC)に対してNK細胞を活性化する、Fc受容体である。CD16受容
体が存在しないため、NK-92細胞はADCC機序を介して標的細胞を溶解することができず、
したがって、内因性または外因性の抗体(すなわち、リツクスマブおよびハーセプチン)の
抗腫瘍作用を増強することができない。
【００６２】
　内因性NK細胞に関する研究は、輸送中のNK細胞活性化にとってIL-2 (1000 IU/mL)が重
要であること、しかし該細胞を37℃かつ5％二酸化炭素で維持する必要はないことを示し
ている。Koepsell, et al., Transfusion 53:398-403 (2013)。しかしながら、主に、NK-
92はがん由来細胞株であるのに対し内因性NK細胞はドナー(または患者)から収集され患者
内への注入のために加工されているというそれらの細胞の起源の違いのために、内因性NK
細胞はNK-92細胞とで著しく異なっている、内因性NK細胞調製物は不均一な細胞集団であ
るのに対して、NK-92細胞は均一なクローン細胞株である。NK-92細胞は、細胞傷害性を維
持しながら培養中で容易に増殖するのに対して、内因性NK細胞はそうではない。加えて、
NK細胞の内因性の不均一な集団は高密度で凝集しない。さらに内因性NK細胞は、NK-92細
胞によって発現されないCD-16受容体を含む、Fc受容体を発現する。
【００６３】
Fc受容体
　Fc受容体は抗体のFc部分に結合する。いくつかのFc受容体が知られており、それらは、
その好ましいリガンド、親和性、発現、および抗体への結合後の効果によって相違する。
【００６４】
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　（表１）例示的なFc受容体
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【００６５】
　いくつかの態様において、NK-92細胞は、細胞表面上にFc受容体タンパク質を発現する
よう改変される。
【００６６】
　いくつかの態様において、Fc受容体はCD16である。本開示の目的において、CD16の特定
のアミノ酸残基は、SEQ ID NO:2を基準にして、またはSEQ ID NO:2と比べて1つの位置で
異なるSEQ ID NO:1を基準にして指定される。したがって、CD16ポリペプチドの「158位」
のアミノ酸残基は、CD16ポリペプチドとSEQ ID NO:2を最大限にアライメントさせた場合
の、SEQ ID NO:2(またはSEQ ID NO:1)の158位に対応するアミノ酸残基である。いくつか
の態様において、NK-92細胞は、成熟形態のこのタンパク質の158位にフェニルアラニンを
有するヒトCD16、例えばSEQ ID NO:1を発現するよう改変される。典型的な態様において
、NK-92細胞は、成熟形態のこのタンパク質の158位にバリンを有するヒトCD16の高親和性
形態、例えばSEQ ID NO:2を発現するよう改変される。成熟タンパク質の158位は、天然の
シグナルペプチドを含むCD16配列の176位に対応する。いくつかの態様において、CD16ポ
リペプチドは、SEQ ID NO:3またはSEQ ID NO:4の前駆体(すなわち、天然のシグナルペプ
チドを有する)ポリペプチド配列をコードするポリヌクレオチドによってコードされる。
【００６７】
　いくつかの態様において、CD16ポリペプチドをコードするポリヌクレオチドは、完全長
CD16の176位(成熟CD16タンパク質の158位に対応する)にフェニルアラニンを有する、シグ
ナルペプチドを含む完全長の天然に生じるCD16をコードするポリヌクレオチド配列と少な
くとも約70％のポリヌクレオチド配列同一性を有する。いくつかの態様において、CD16ポ
リペプチドをコードするポリヌクレオチドは、176位(成熟タンパク質の158位に対応する)
にバリンを有する、シグナルペプチドを含む完全長の天然に生じるCD16をコードするポリ
ヌクレオチド配列と少なくとも約70％のポリヌクレオチド配列同一性を有する。いくつか
の態様において、CD16をコードするポリヌクレオチドは、SEQ ID NO:5と少なくとも70％
の同一性を有し、かつシグナルペプチドを含む完全長のCD16ポリペプチドの176位をコー
ドするポリヌクレオチドの位置にバリンをコードするコドンを含む。いくつかの態様にお
いて、CD16をコードするポリヌクレオチドは、SEQ ID NO:5と少なくとも90％の同一性を
有し、かつ完全長CD16の176位にバリンをコードするコドンを含む。いくつかの態様にお
いて、CD16をコードするポリヌクレオチドは、SEQ ID NO:5を含むが、完全長CD16の176位
にバリンをコードするコドンを有する。
【００６８】
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　いくつかの態様において、CD16ポリヌクレオチドは、SEQ ID NO:1またはSEQ ID NO:2に
対して少なくとも70％、80％、90％または95％の同一性を有するポリペプチドをコードす
る。いくつかの態様において、該ポリヌクレオチドは、SEQ ID NO:2に対して少なくとも7
0％の同一性または少なくとも80％の同一性を有するポリペプチドをコードし、かつSEQ I
D NO:2を基準にして決定される158位にバリンを含む。いくつかの態様において、該ポリ
ヌクレオチドは、SEQ ID NO:2に対して少なくとも90％の同一性を有するポリペプチドを
コードし、かつSEQ ID NO:2を基準にして決定される158位にバリンを含む。いくつかの態
様において、該ポリヌクレオチドは、SEQ ID NO:2に対して少なくとも95％の同一性を有
するポリペプチドをコードし、かつSEQ ID NO:2を基準にして決定される2位にバリンを含
む。いくつかの態様において、該ポリヌクレオチドはSEQ ID NO:2をコードする。いくつ
かの態様において、CD16ポリヌクレオチドは、シグナル配列を有するまたは有さないCD16
の細胞外ドメイン、または完全長CD16の任意の他の断片、または、別のタンパク質のアミ
ノ酸配列に融合されたCD16の少なくとも部分配列を包含するキメラ受容体をコードする。
他の態様において、エピトープタグペプチド、例えば、FLAG、myc、ポリヒスチジンまた
はV5などは、成熟ポリペプチドのアミノ末端ドメインに付加され、抗エピトープタグペプ
チドモノクローナルまたはポリクローナル抗体を用いることによって細胞表面検出を助け
ることができる。
【００６９】
　いくつかの態様において、700個超から800個のポリヌクレオチドを有するCD16バリアン
トが本開示の範囲内であるが、相同CD16ポリヌクレオチドは、約150から約700、約750、
または約800ポリヌクレオチドの長さであってもよい。
【００７０】
　相同ポリヌクレオチド配列には、CD16のバリアントをコードするポリペプチド配列をコ
ードするものが含まれる。相同ポリヌクレオチド配列には、SEQ ID NO:5に関連した天然
に生じる対立遺伝子変種も含まれる。SEQ ID NO:1もしくはSEQ ID NO:2のいずれかに示さ
れるアミノ酸配列、その天然に生じるバリアント、またはSEQ ID NO:1もしくはSEQ ID NO
:2と少なくとも70％同一または少なくとも80％、90％、もしくは95％同一である配列を有
するポリペプチドをコードする任意のポリヌクレオチドによるNK-92細胞のトランスフェ
クションは、本開示の範囲内である。いくつかの態様において、相同ポリヌクレオチド配
列は、SEQ ID NO:1またはSEQ ID NO:2における保存的アミノ酸置換をコードする。いくつ
かの態様において、NK-92細胞は、天然のポリヌクレオチド配列とは異なるが同じポリペ
プチドをコードする、縮重している相同CD16ポリヌクレオチド配列を用いてトランスフェ
クトされる。
【００７１】
　他の例では、CD16アミノ酸配列を変更する多型を有するcDNA配列が、例えば、CD16遺伝
子において遺伝的多型を呈する個体間の対立遺伝子変種などのNK-92細胞を改変するため
に用いられる。他の例では、SEQ ID NO:5の配列とは異なるポリヌクレオチド配列を有す
る他の種由来のCD16遺伝子が、NK-92細胞を改変するために用いられる。
【００７２】
　いくつかの例では、バリアントポリペプチドは、オリゴヌクレオチド媒介性(部位特異
的)変異誘発、アラニンスキャニング、およびPCR変異誘発などの当技術分野において公知
の方法を用いて作製される。部位特異的変異誘発(Carter, 1986; Zoller and Smith, 198
7)、カセット変異導入、制限選択変異誘発(restriction selection mutagenesis)(Wells 
et al., 1985)または他の公知の技術を、クローニングされたDNAに対して実施して、CD16
バリアントを生じさせることができる(Ausubel, 2002; Sambrook and Russell, 2001)。
【００７３】
　いくつかの態様において、CD16をコードするポリヌクレオチドは、CD16の機能を変える
ことなく、CD16をコードするアミノ酸配列を変更するように変異される。例えば、「非必
須」アミノ酸残基でのアミノ酸置換をもたらすポリヌクレオチド置換をSEQ ID NO:1また
はSEQ ID NO:2において行うことができる。



(18) JP 2018-517415 A 2018.7.5

10

20

30

40

【００７４】
　あるクラスのアミノ酸が同じクラスの別のアミノ酸と置換される、SEQ ID NO:1またはS
EQ ID NO:2での保存的置換は、該置換がポリペプチドの活性を実質的に変更しない限り、
開示されたCD16バリアントの範囲内に入る。保存的置換は当業者に周知である。(1)ポリ
ペプチド骨格の構造、例えば、βシートまたはαヘリックスコンフォメーション、(2)電
荷、(3)疎水性、または(4)標的部位の側鎖の嵩高さ、に影響を及ぼす非保存的置換は、CD
16ポリペプチドの機能または免疫学的独自性を変更する可能性がある。非保存的置換は、
これらのクラスのうちの1つのあるメンバーを別のクラスに交換することを伴う。置換は
、保存的置換部位に、より好ましくは非保存部位に、導入され得る。
【００７５】
　いくつかの態様において、CD16ポリペプチドバリアントは、少なくとも200アミノ酸長
であり、SEQ ID NO:1またはSEQ ID NO:2に対して少なくとも70％のアミノ酸配列同一性、
または少なくとも80％、または少なくとも90％の同一性を有する。いくつかの態様におい
て、CD16ポリペプチドバリアントは、少なくとも225アミノ酸長であり、SEQ ID NO:1また
はSEQ ID NO:2に対して少なくとも70％のアミノ酸配列同一性、または少なくとも80％、
または少なくとも90％の同一性を有する。いくつかの態様において、CD16ポリペプチドバ
リアントは、SEQ ID NO:2を基準に決定される158位にバリンを有する。
【００７６】
　いくつかの態様において、CD16ポリペプチドをコードする核酸は、CD16融合タンパク質
をコードし得る。CD16融合ポリペプチドは、非CD16ポリペプチドと融合したCD16の任意の
部分またはCD16全体を含む。融合ポリペプチドは組換え法を用いて簡便に作製される。例
えば、SEQ ID NO:1またはSEQ ID NO:2などのCD16ポリペプチドをコードするポリヌクレオ
チドは、非CD16コードポリヌクレオチド(例えば、異種タンパク質のシグナルペプチドを
コードするポリヌクレオチド配列)とインフレームで融合される。いくつかの態様におい
て、異種ポリペプチド配列がCD16のC末端に融合された、またはCD16の内部に位置付けら
れた、融合ポリペプチドが作製され得る。典型的には、CD16細胞質ドメインの約30％まで
を置き換えることができる。こうした改変は、発現を増強するか、または細胞傷害性(例
えば、ADCC応答性)を高めることができる。他の例では、キメラタンパク質、例えばIg-a
、Ig-B、CD3-e、CD3-d、DAP-12およびDAP-10を含むがこれらに限定されない、他のリンパ
球活性化受容体由来のドメインが、CD16細胞質ドメインの一部に置き換わる。
【００７７】
　融合遺伝子は、従来の技術によって合成することができ、従来の技術には、その後にア
ニーリングおよび再増幅されキメラ遺伝子配列を生成することができる、2つの連続した
遺伝子断片の間に相補的オーバーハングを生じるアンカープライマー用いる自動DNA合成
装置およびPCR増幅が含まれる(Ausubel, 2002)。融合部分にインフレームでCD16をサブク
ローニングすることを容易にする、多くのベクターが商業的に入手可能である。
【００７８】
キメラ抗原受容体
　本明細書に記載される場合、NK-92細胞は、細胞表面上にキメラ抗原受容体(CAR)を発現
するようにさらに操作される。任意で、CARは腫瘍特異的抗原に特異的である。腫瘍特異
的抗原は、それらのそれぞれが参照によりその全体が本明細書に組み入れられる、US 201
3/0189268；WO 1999024566 A1；US 7098008；およびWO 2000020460 A1に、非限定的な例
として、記載される。腫瘍特異的抗原には、限定するものではないが、NKG2D、CS1、GD2
、CD138、EpCAM、EBNA3C、GPA7、CD244、CA-125、ETA、MAGE、CAGE、BAGE、HAGE、LAGE、
PAGE、NY-SEO-1、GAGE、CEA、CD52、CD30、MUC5AC、c-Met、EGFR、FAB、WT-1、PSMA、NY-
ESO1、AFP、CEA、CTAG1B、CD19およびCD33が含まれる。さらなる非限定的な腫瘍関連抗原
、およびそれに関連する悪性腫瘍は表1に見出すことができる。
【００７９】
　（表１）腫瘍特異的抗原および関連する悪性腫瘍
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【００８０】
　いくつかの態様において、CARはCD19、CD33、またはCSPG-4を標的とする。CD19、CD33
およびCSPG-4 CARの代表的なポリヌクレオチドおよびポリペプチド配列は、SEQ ID NO:8(
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CD19 CARポリヌクレオチド)、SEQ ID NO:9(CD19 CARポリペプチド)、SEQ ID NO:10(CD33 
CARポリヌクレオチド)、SEQ ID NO:11(CD33 CARポリペプチド)、SEQ ID NO:12(CSPG-4 CA
Rポリヌクレオチド)、およびSEQ ID NO:13(CSPG-4 CARポリペプチド)において提供される
。いくつかの態様において、CD19 CARポリヌクレオチドはSEQ ID NO:9に対して少なくと
も70％、80％、90％、または95％の同一性を有するポリペプチドをコードする。任意で、
CD19 CARポリペプチドはSEQ ID NO:9に対して少なくとも90、91、92、93、94、95、96、9
7、98、または99％の同一性を有する。いくつかの態様において、CD33 CARポリヌクレオ
チドはSEQ ID NO:11に対して少なくとも70％、80％、90％、または95％の同一性を有する
ポリペプチドをコードする。任意で、CD33 CARポリペプチドはSEQ ID NO:11に対して少な
くとも90、91、92、93、94、95、96、97、98、または99％の同一性を有する。いくつかの
態様において、CSPG-4 CARポリヌクレオチドはSEQ ID NO:13に対して少なくとも70％、80
％、90％、または95％の同一性を有するポリペプチドをコードする。任意で、CSPG-4 CAR
ポリペプチドはSEQ ID NO:13に対して少なくとも90、91、92、93、94、95、96、97、98、
または99％の同一性を有する。いくつかの態様において、エピトープタグペプチド、例え
ばFLAG、myc、ポリヒスチジン、またはV5等は、ポリペプチドのアミノ末端ドメインに付
加され、抗エピトープタグペプチドモノクローナルまたはポリクローナル抗体を用いるこ
とによって細胞表面検出を助けることができる。
【００８１】
　いくつかの例では、バリアントポリペプチドは、オリゴヌクレオチド媒介性(部位特異
的)変異誘発、アラニンスキャニング、およびPCR変異誘発などの当技術分野において公知
の方法を用いて作製される。部位特異的変異誘発(Carter, 1986; Zoller and Smith, 198
7)、カセット変異導入、制限選択変異誘発(restriction selection mutagenesis)(Wells 
et al., 1985)または他の公知の技術を、クローニングされたDNAに対して実施して、CD16
バリアントを生じさせることができる(Ausubel, 2002; Sambrook and Russell, 2001)。
【００８２】
　いくつかの態様において、CARをコードするポリヌクレオチドは、CARの機能を変えるこ
となく、CARをコードするアミノ酸配列を変更するように変異される。例えば、「非必須
」アミノ酸残基でのアミノ酸置換をもたらすポリヌクレオチド置換をSEQ ID NO:9、SEQ I
D NO:11またはSEQ ID NO:13において行うことができる。
【００８３】
　あるクラスのアミノ酸が同じクラスの別のアミノ酸と置換される、SEQ ID NO:9、SEQ I
D NO:11またはSEQ ID NO:13での保存的置換は、該置換がポリペプチドの活性を実質的に
変更しない限り、開示されたバリアントの範囲内に入る。保存的置換は当業者に周知であ
る。(1)ポリペプチド骨格の構造、例えば、βシートまたはαヘリックスコンフォメーシ
ョン、(2)電荷、(3)疎水性、または(4)標的部位の側鎖の嵩高さ、に影響を及ぼす非保存
的置換は、ポリペプチドの機能または免疫学的独自性を変更する可能性がある。非保存的
置換は、これらのクラスのうちの1つのあるメンバーを別のクラスに交換することを伴う
。置換は、保存的置換部位に、より好ましくは非保存部位に、導入され得る。
【００８４】
　任意で、CARは特定のがんの種類に関連する抗原を標的とする。任意で、がんは、白血
病(急性白血病(例えば、急性リンパ性白血病、急性骨髄性白血病(骨髄芽球性、前骨髄球
性、骨髄単球性、単球性、および赤白血病を含む)を含む)および慢性白血病(例えば、慢
性骨髄性(顆粒球性)白血病および慢性リンパ性白血病)、真性多血症、リンパ腫(例えば、
ホジキン病および非ホジキン病)、多発性骨髄腫、ワルデンストレーム高ガンマグロブリ
ン血症、重鎖病、これらに限定されないが、例えば、線維肉腫、粘液肉腫、脂肪肉腫、軟
骨肉腫、骨肉腫、脊索腫、血管肉腫、内皮肉腫、リンパ管肉腫、リンパ管内皮肉腫(lymph
angioendotheliosarcoma)、滑膜種、中皮腫、ユーイング腫瘍、平滑筋肉腫、横紋筋肉腫
、結腸がん、膵臓がん、乳がん、卵巣がん、前立腺がん、扁平上皮がん、基底細胞がん、
腺がん、汗腺がん、脂腺がん、乳頭がん、乳頭状腺がん、嚢胞腺がん、髄様がん、気管支
原性肺がん、腎細胞がん、肝細胞がん、胆管がん、絨毛がん、精上皮種、胚性がん腫、ウ
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ィルムス腫瘍、子宮頸がん、精巣腫瘍、肺がん、小細胞肺がん、膀胱がん、上皮がん、神
経膠腫、星細胞腫、髄芽腫、頭蓋咽頭腫、上衣腫、松果体腫、血管芽細胞腫、聴神経腫瘍
、乏突起神経膠腫、髄膜腫、黒色腫、神経芽腫および網膜芽細胞腫などの肉腫およびがん
腫を含む、固形腫瘍からなる群より選択される。
【００８５】
　CARは、例えば、それらのそれぞれが参照によりその全体が本明細書に組み入れられる
、特許公報番号WO 2014039523;同US 20140242701;同US 20140274909; 同US 20130280285;
および同WO 2014099671等に記載のように操作することができる。任意で、CARはCD19 CAR
、CD33 CARまたはCSPG-4 CARである。
【００８６】
さらなる改変－サイトカイン
　NK-92細胞の細胞傷害性は、サイトカイン(例えば、インターロイキン-2 (IL-2))の存在
に依存する。商業規模の培養でNK-92細胞を維持しかつ増大させるために必要とされるIL-
2を外部から加えて使用するには、かなりのコストがかかる。NK92細胞の活性化を継続す
るのに十分な量でのヒト対象へのIL-2の投与は有害な副作用を引き起こすおそれがある。
【００８７】
　いくつかの態様において、FcR発現NK-92細胞は、少なくとも1種のサイトカインおよび
自殺遺伝子を発現するようにさらに改変される。特定の態様において、少なくとも1種の
サイトカインは、IL-2、IL-12、IL-15、IL-18、IL-21またはそのバリアントである。好ま
しい態様において、サイトカインはIL-2(SEQ ID NO:6)である。ある特定の態様において
、IL-2は小胞体を標的とするバリアントであり、自殺遺伝子はiCas9である。
【００８８】
　1つの態様において、IL-2は、IL-2を小胞体に指向させるシグナル配列と共に発現され
る。いくつかの態様において、IL-2をコードするポリヌクレオチドは、SEQ ID NO:7の配
列を有するポリペプチドをコードする。理論に拘束されるものではないが、IL-2を小胞体
に指向させることによって、細胞外にIL-2を放出することなく、自己分泌活性化に十分な
レベルでのIL-2の発現が可能になる。Konstantinidis et al “Targeting IL-2 to the e
ndoplasmic reticulum confines autocrine growth stimulation to NK-92 cells” Exp 
Hematol. 2005 Feb;33(2):159-64を参照されたい。FcR発現NK-92細胞の連続的な活性化は
、例えば自殺遺伝子の存在によって、防止することができる。
【００８９】
さらなる改変－自殺遺伝子
　用語「自殺遺伝子」は、細胞の負の選択を可能にするものである。自殺遺伝子は安全シ
ステムとして用いられ、該遺伝子を発現する細胞を選択剤の導入によって死滅させること
ができる。これは、組換え遺伝子が制御不能な細胞増殖につながる突然変異を引き起こす
場合に望ましい。いくつかの自殺遺伝子系が同定されており、それらには、単純ヘルペス
ウイルスチミジンキナーゼ(TK)遺伝子、シトシンデアミナーゼ遺伝子、水痘帯状疱疹ウイ
ルスチミジンキナーゼ遺伝子、ニトロレダクターゼ遺伝子、大腸菌gpt遺伝子、および大
腸菌Deo遺伝子が含まれる(さらに、例えば、Yazawa K, Fisher W E, Brunicardi F C: Cu
rrent progress in suicide gene therapy for cancer. World J. Surg. 2002 July; 26(
7):783-9を参照)。本明細書で用いる場合、自殺遺伝子はNK-92細胞において活性がある。
典型的には、自殺遺伝子は、細胞に対して悪影響を有さないが、特定の化合物の存在下で
細胞を死滅させる、タンパク質をコードする。したがって、自殺遺伝子は典型的には系の
一部である。
【００９０】
　1つの態様において、自殺遺伝子はチミジンキナーゼ(TK)遺伝子である。TK遺伝子は野
生型または変異型TK遺伝子(例えば、tk30、tk75、sr39tk)であり得る。TKタンパク質を発
現する細胞はガンシクロビルを用いて死滅させることができる。
【００９１】
　別の態様において、自殺遺伝子はシトシンデアミナーゼであり、これは5-フルオロシト
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シンの存在下で細胞に対して毒性である。Garcia-Sanchez et al. “Cytosine deaminase
 adenoviral vector and 5-fluorocytosine selectively reduce breast cancer cells 1
 million-fold when they contaminate hematopoietic cells: a potential purging met
hod for autologous transplantation.” Blood 1998 Jul 15;92(2):672-82。
【００９２】
　別の態様において、自殺遺伝子は、イホスファミドまたはシクロホスファミドの存在下
で毒性であるシトクロムP450である。例えば、Touati et al. “A suicide gene therapy
 combining the improvement of cyclophosphamide tumor cytotoxicity and the develo
pment of an anti-tumor immune response.” Curr Gene Ther. 2014;14(3):236-46を参
照されたい。
【００９３】
　別の態様において、自殺遺伝子はiCas9である。Di Stasi,(2011) “Inducible apoptos
is as a safety switch for adoptive cell therapy.” N Engl J Med 365: 1673-1683。
さらに、Morgen, “Live and Let Die: A New Suicide Gene Therapy Moves to the Clin
ic” Molecular Therapy(2012); 20: 11-13を参照されたい。iCas9タンパク質は、低分子
AP1903の存在下でアポトーシスを誘導する。AP1903は生物学的に不活性な低分子であり、
臨床試験において耐容性良好であることが示されており、養子細胞療法の状況において使
用されている。
【００９４】
　1つの態様において、改変NK-92細胞は、患者への投与に先だって照射される。NK-92細
胞の照射は、例えば、米国特許第8,034,332号に記載されており、これはその全体が参照
により本明細書に組み入れられる。1つの態様において、自殺遺伝子を発現するように操
作されていない改変NK-92細胞が照射される。
【００９５】
トランスジーン発現
　トランスジーン(例えば、CD19 CARおよびCD16)は、当業者に公知の任意の機序によって
発現ベクター内に操作され得る。トランスジーンは同じ発現ベクターまたは異なる発現ベ
クター内に操作され得る。好ましい態様において、トランスジーンは同じベクター内に操
作される。
【００９６】
　いくつかの態様において、ベクターは、細胞のゲノム内へのトランスジーンの取り込み
を可能にする。いくつかの態様において、ベクターは正の選択マーカーを有する。正の選
択マーカーには、その遺伝子を発現しない細胞を死滅させる条件下で細胞を成長させるこ
とができる任意の遺伝子が含まれる。非限定的な例として、抗生物質耐性、例えば、ジェ
ネテシン(Tn5由来のNeo遺伝子)が含まれる。
【００９７】
　任意の数のベクターが、Fc受容体および/またはCARを発現するために用いられうる。い
くつかの態様において、ベクターはプラスミドである。1つの態様において、ベクターは
ウイルスベクターである。ウイルスベクターには、限定するものではないが、レトロウイ
ルスベクター、アデノウイルスベクター、アデノ随伴ウイルスベクター、単純ヘルペスウ
イルスベクター、およびポックスウイルスベクターなどが含まれる。
【００９８】
　トランスジーンは、非限定的な例として、感染、エレクトロポレーション、リポフェク
ション、ヌクレオフェクション、または「遺伝子銃」を含む、当技術分野において公知の
任意のトランスフェクション法を用いて、NK-92細胞内に導入することができる。
【００９９】
抗体
　任意で、抗体は、がん性細胞またはがん関連マーカーを発現する細胞を標的とするよう
に用いられうる。いくつかの抗体は、単独で、がんの処置に承認されている。
【０１００】
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　（表２）FDA承認治療用モノクローナル抗体の例



(25) JP 2018-517415 A 2018.7.5

10

20

30

40

50

【０１０１】
　抗体はいくつかの機序を通じてがんを処置し得る。抗体依存性細胞傷害(ADCC)は、NK細
胞などの免疫細胞がCD16などのFc受容体を通じて標的細胞に結合する抗体に結合した場合
に起こる。
【０１０２】
　したがって、いくつかの態様において、CD16および/またはCARを発現するNK-92細胞は
、例えば、アレムツズマブ、ベバシズマブ(bevacizumab)、イブリツモマブ チウキセタン
、オファツムマブ(ofatumumab)、リツキシマブ、およびトラスツズマブなどの、特異的が
ん関連タンパク質に対する少なくとも1種のモノクローナル抗体の有効量と一緒に患者に
投与される。いくつかの態様において、モノクローナル抗体は、裸のモノクローナル抗体
、コンジュゲートされたモノクローナル抗体または二重特異性モノクローナル抗体である
。1つの態様において、がん細胞に結合しさらにはNK-92細胞の表面上に存在する細胞表面
タンパク質にも結合する二重特異性抗体を用いることができる。
【０１０３】
　がん特異的抗体は、がん細胞の表面上に発現される特定のタンパク質抗原に結合する。
NK-92細胞は、該NK-92細胞表面に抗体が会合するよう改変することができる。好ましい態
様において、抗体はがんに特異的である。この方法では、NK-92細胞はがんを特異的に標
的とすることができる。中和抗体もまた単離され得る。例えば、分泌型糖タンパク質、YK
L-40はヒト進行がんの複数の種類で上昇する。YKL-40に対する抗体を用いて腫瘍成長、血
管新生および/または転移を抑制できることが考えられる。Faibish et al.,(2011) Mol. 
Cancer Ther. 10(5):742-751。
【０１０４】
　抗体は、NK-92細胞の投与と併用して投与することができる。処置すべきがんに特異的
な抗体は、NK-92細胞の投与前に、それと同時に、および/またはその後に投与することが
できる。
【０１０５】
　がんに対する抗体は市販の供給元から購入することができるか、または当技術分野に公
知の任意の方法によって産生することができる。例えば、抗体は、以前にがんに罹り回復
したまたはサンプル採取時に回復中であった1人または複数人の患者由来のB細胞、骨髄、
または他のサンプルを入手することによって産生することができる。これらのサンプルか
ら抗体(例えば、モノクローナル抗体)を同定し、スクリーニングし、かつ増大させる方法
は知られている。例えば、ファージディスプレイライブラリが、サンプルまたは関心対象
の細胞からRNAを単離すること、単離されたRNAからcDNAを調製すること、cDNAを重鎖およ
び/または軽鎖cDNAについて濃縮すること、およびファージディスプレイベクターを用い
てライブラリを作出することによって作製することができる。ライブラリは、例えば、そ
の全体が参照により本明細書に組み入れられる、Maruyama, et al.に記載のように、調製
およびスクリーニングすることができる。抗体は、組換え法または任意の他の方法によっ
て作製することができる。ヒトモノクローナル抗体の単離、スクリーニング、特性解析、
および産生は、その全体が参照により本明細書に組み入れられる、Beerli, et al., PNAS
(2008) 105(38):14336-14341にも記載されている。
【０１０６】
処置
　本明細書に記載された改変NK-92細胞で患者を処置する方法も提供される。1つの態様に
おいて、患者はがんを患っていて、NK-92細胞によって発現されたCARはそのがんの表面上
に発現された抗原に特異的である。NK-92は、そのがんの表面上に発現された抗原に特異
的なCARに加えて、Fc受容体を発現する(すなわち、NK-92-Fc-CAR)。例えば、NK-92細胞は
、その細胞表面上にCD16およびMAGEを発現することができる(すなわち、NK-92-CD16-MAGE
)。任意で、患者は改変NK92細胞さらには抗体を用いて処置される。
【０１０７】
　NK-92細胞は個体に細胞の絶対数で投与することができ、例えば、前記個体は、約1000
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個の細胞/注入から最大で約100億個の細胞/注入まで、例えば1回の注入につき約、少なく
とも約、または多くても約1×108、1×107、5×107、1×106、5×106、1×105、5×105、
1×104、5×104、1×103、5×103個(など)のNK-92細胞、またはいずれか2つの数字間の端
点を含む任意の範囲を投与され得る。
【０１０８】
　他の態様において、前記個体は、約1000個の細胞/注入/m2から最大で約100億個の細胞/
注入/m2まで、例えば1回の注入につき約、少なくとも約、または多くても約1×108/m2、1
×107/m2、5×107/m2、1×106/m2、5×106/m2、1×105/m2、5×105/m2、1×104/m2、5×1
04/m2、1×103/m2、5×103/m2(など)のNK-92細胞、またはいずれか2つの数字間の端点を
含む任意の範囲を投与され得る。
【０１０９】
　他の態様において、NK-92細胞はそのような個体に細胞の相対数で投与することができ
、例えば、前記個体は、個体1キログラムあたり約1000個の細胞から最大で約100億個の細
胞まで、例えば個体1キログラムあたり約、少なくとも約、または多くても約1×108、1×
107、5×107、1×106、5×106、1×105、5×105、1×104、5×104、1×103、5×103個(な
ど)のNK-92細胞、またはいずれか2つの数字間の端点を含む任意の範囲を投与され得る。
【０１１０】
　他の態様において、総用量は、体表面積のm2によって算出することができ、1 m2あたり
約1×1011、1×1010、1×109、1×108、1×107、またはいずれか2つの数字間の端点を含
む任意の範囲を含む。平均的な人は約1.6 m2から約1.8 m2である。好ましい態様において
、約10億個から約30億個のNK-92細胞が患者に投与される。他の態様において、1用量につ
き注入されるNK-92細胞の量は体表面積のm2によって算出することができ、1 m2あたり1×
1011、1×1010、1×109、1×108、1×107を含む。平均的な人は1.6～1.8 m2である。
【０１１１】
　NK-92細胞、および任意で他の抗がん剤は、がんを有する患者に1回投与することができ
、複数回、例えば、治療期間を通して、1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、1
4、15、16、17、18、19、20、21、22もしくは23時間ごとに1回、または1、2、3、4、5、6
もしくは7日ごとに1回、または1、2、3、4、5、6、7、8、9、10週もしくはそれを超える
週ごとに1回、またはいずれか2つの数字間の端点を含む任意の範囲ごとに1回、投与する
ことができる。
【０１１２】
　いくつかの態様において、NK-92細胞は、NK-92細胞および媒体、例えばヒト血清または
その同等物を含む組成物で投与される。いくつかの態様において、媒体はヒト血清アルブ
ミンを含む。いくつかの態様において、媒体はヒト血漿を含む。いくつかの態様において
、媒体は約1％から約15％のヒト血清またはヒト血清同等物を含む。いくつかの態様にお
いて、媒体は約1％から約10％のヒト血清またはヒト血清同等物を含む。いくつかの態様
において、媒体は約1％から約5％のヒト血清またはヒト血清同等物を含む。好ましい態様
において、媒体は約2.5％のヒト血清またはヒト血清同等物を含む。いくつかの態様にお
いて、血清はヒトAB血清である。いくつかの態様において、ヒト治療での使用に許容され
る血清代替物がヒト血清の代わりに用いられる。そのような血清代替物は、当技術分野に
おいて公知であるか、または今後開発され得る。15％を超える濃度のヒト血清を用いるこ
とができるが、約5％を上回る濃度は費用が高すぎることが考えられる。いくつかの態様
において、NK-92細胞は、NK-92細胞と細胞生存性を支持する等張液とを含む組成物で投与
される。いくつかの態様において、NK-92細胞は、凍結保存したサンプルから再構成させ
た組成物で投与される。
【０１１３】
　薬学的に許容される組成物には、様々な担体および賦形剤が含まれ得る。様々な水性担
体、例えば、緩衝生理食塩水などが用いられうる。これらの溶液は無菌状態であり、かつ
一般に望ましくない物体を含まない。適した担体および賦形剤ならびにそれらの処方は、
Remington: The Science and Practice of Pharmacy, 21st Edition, David B. Troy, ed
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., Lippicott Williams & Wilkins(2005)に記載されている。薬学的に許容される担体は
、生物学的にまたはその他で望ましくないものではない材料を意味し、すなわち、該材料
は、望ましくない生物学的作用を引き起こす、またはそれが含まれる薬学的組成物のその
他の成分と有害な形で相互作用することなく、対象に投与される。対象に投与される場合
、担体は、活性成分の分解を最小化するおよび対象における有害な副作用を最小化するよ
うに選択されてもよい。本明細書で用いる場合、薬学的に許容されるという用語は、生理
学的に許容されるおよび薬理学的に許容されると同義的に用いられる。薬学的組成物は概
して、緩衝および保管時の保存性のための作用物質を含み、かつ投与の経路に応じた適切
な送達のための緩衝液および担体を含み得る。
【０１１４】
　インビボまたはインビトロでの使用のためのこれらの組成物は、通常の周知の滅菌技術
によって滅菌され得る。組成物は、適切な生理学的状態に必要とされる許容可能な補助物
質、例えば、pH調整剤および緩衝剤、ならびに毒性調整剤など、例えば、酢酸ナトリウム
、塩酸ナトリウム、塩酸カリウム、塩酸カルシウム、および乳酸ナトリウムなどを含有し
得る。これらの製剤中の細胞および/または他の作用物質の濃度は異なる可能性があり、
選択された特定の投与形態および対象のニーズにしたがって液体量、粘性、および体重な
ど基づき主に選択される。
【０１１５】
　1つの態様において、NK-92細胞は、処置されるがんに対する1つまたは複数の他の処置
と併用して、患者に投与される。理論に拘束されるものではないが、NK-92細胞およびが
んに対する別の療法による患者の同時処置によって、NK-92細胞および代替的療法が、こ
れまで内因性作用を抑えていたがんを排除するチャンスをそのような内因性免疫系に与え
ることを可能にすると考えられる。いくつかの態様において、処置されるがんに対するの
2つまたはそれ以上の他の処置には、例えば、抗体、放射線、化学療法、幹細胞移植、ま
たはホルモン療法などが含まれる。
【０１１６】
　1つの態様において、抗体は、NK-92細胞と併用して患者に投与される。1つの態様にお
いて、NK-92細胞および抗体は患者に一緒に、例えば、同じ製剤中で；別々に、例えば、
別々の製剤で、同時に投与され、または別々に、例えば、異なる投薬スケジュールでまた
は一日の異なる時間に投与されうる。別々に投与される場合、抗体は、静脈内または経口
投与などの任意の適した経路で投与されうる。
【０１１７】
　理論に拘束されるものではないが、Fc受容体およびCARの組み合わせを発現するNK-92細
胞は、モノクローナル抗体と一緒に投与されると、より容易にエスケープ変異体を未然に
防ぐと考えられ、さらにはエスケープ変異体を選択することを避けることも考えられる。
加えて、患者自身のエフェクター細胞は、モノクローナル抗体によるADCCに関与し、がん
細胞を標的としうる。この二重システム(Fc受容体およびCARの両方)はまた、非がん性細
胞よりがん細胞に選択的である可能性がある(off-tumor on-target)。がん細胞上に独占
的に発現する腫瘍関連抗原はほとんどないが、非がん性細胞が2種類の腫瘍関連/特異的抗
原を過剰発現している可能性は極めてまれである。例えば、リンパ球は通常CD19およびCD
20の両方を発現しており、多くの場合一方が上方制御されるともう一方は下方制御され、
逆もまた同様である。NK-92-CD16-CD19は、イブリツモマブ チウキセタンまたはリツキシ
マブとの組み合わせで、ある特定のリンパ腫を処置するのに有効であり得る。
【０１１８】
キット
　また、細胞表面上に少なくとも1種のFc受容体および細胞表面上に少なくとも1種のキメ
ラ抗原受容体(CAR)を発現するよう改変されているNK-92細胞のある量を含む組成物と、が
んの処置で使用するための説明書とを用いるがんの処置のためのキットが開示される。い
くつかの態様において、本開示のキットは、少なくとも1種のモノクローナル抗体も含み
得る。
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【０１１９】
　キットの構成成分は、1つまたは複数のバイアルなど1つまたは異なる容器中に含有され
うる。抗体は、液体または固体形態（例えば、凍結乾燥後）であり、保存期間を向上させ
る。液体形態の場合、構成成分は、安定剤および/または保存剤などの添加剤、例えば、
プロリン、グリシン、もしくはスクロースまたは保存期間を向上させる他の添加剤などを
含み得る。
【０１２０】
　ある特定の態様において、キットは、改変NK-92細胞またはNK-92細胞および抗体の投与
の前に、それと同時にまたはその後に投与されるべき、治療的活性化合物または薬物など
の追加の化合物を含み得る。そのような化合物の例として、ビタミン、ミネラル、フルド
ロコルチゾン、イブプロフェン、リドカイン、キニジン、化学療法剤などが挙げられる。
【０１２１】
　様々な態様において、キットの使用のための説明書には、がんの処置におけるキット構
成成分を使用するための指示が含まれる。説明書は、抗体およびNK-92細胞を調製する(凍
結乾燥したタンパク質の場合、希釈および再構成する)方法に関する情報(例えば、解凍す
るおよび/または培養する)をさらに含有し得る。説明書は、投薬量および投与の頻度に関
するガイダンスをさらに含み得る。
【０１２２】
　本開示の方法および組成物で使用することができる、それと併用して使用することがで
きる、それらの調製で使用することができる、またはそれらの産物である、材料、組成物
、および構成成分が開示される。これらおよび他の材料が本明細書において開示され、こ
れらの材料の組み合わせ、サブセット、相互作用、グループなどが記載される場合、これ
らの化合物の各種個別のおよび集合的な組み合わせおよび順列の具体的な記載が明確に記
載されていない可能性があるが、各々が本明細書において具体的に企図され記載されるこ
とが理解される。例えば、方法が開示および議論され、方法を含むいくつかの分子に対し
て行うことができるいくつかの改変が議論される場合、方法の各々のおよび全ての組み合
わせおよび順列、ならびに可能性のある改変は、それとは反対の具体的な指示がない限り
、具体的に企図される。同様に、これらの任意のサブセットまたは組み合わせもまた、具
体的に企図され開示される。この概念は、限定するものではないが、開示の組成物を用い
る方法における工程を含む本開示の全ての局面に適用される。したがって、実施すること
ができる様々な追加的段階が存在する場合、これらの追加的段階の各々が、任意の特定の
方法段階または開示の方法の方法段階の組み合わせによって実施できること、およびその
ような組み合わせまたは組み合わせのサブセットの各々が具体的に企図されかつ開示され
ているとみなされるべきことが理解される。
【実施例】
【０１２３】
　以下の実施例は、例示のみを目的としたものであり、限定として解釈されるべきではな
い。当業者に利用可能な様々な代替技術および手法が存在しており、これらは以下の実施
例を成功裏に実施することを同様に可能にする。
【０１２４】
実施例1:NK-92-Fc-CARによる処置後の生存期間の延長
　T系統急性リンパ芽球性白血病(ALL)患者、急性骨髄性白血病(AML)患者、およびプレB-A
LL患者に由来するCD19陽性白血病細胞を、S.C.接種によってNSGマウスにおいて養子成長
させ、増大させる。該マウスの白血病小結節から回収された白血病細胞(第1継代)を使用
する。各群のNSGマウスに、0.2 mL PBS中の第1継代からの5×106個の白血病細胞をI.P.接
種する。全てのヒト白血病はNSGマウスにおいて活発に成長する。24時間後に(a)リツキシ
マブ、(b) NK-92-CD16-CD19細胞、または(c)リツキシマブおよびNK-92-CD16-CD19細胞の
いずれかによる。4ヶ月間毎週マウスに処置をする。NK-92-CD16-CD19細胞またはリツキシ
マブとNK-92-CD16-CD19細胞との組み合わせのいずれかによる処置が有意に寿命を延ばし
、リツキシマブのみによる処置と比較してマウスの生存期間を延長することが考えられる
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【０１２５】
実施例2. NK-92細胞はFc受容体およびCARを発現することができる
　Fc受容体およびCARを発現するNK-92細胞を分析するために、細胞株K562(NK-92感受性、
CD19陰性)、SUP-B15(NK-92耐性、CD19陽性)、およびSR-91(NK-92耐性、CD19陰性)に対し
てCD19-CARをコードするmRNAをエレクトロポレーションしたNK-92細胞のインビトロでの
細胞傷害性アッセイを行った。結果を図1A、1B、および1Cに示す。図1Aは、エレクトロポ
レーションされていない親NK-92細胞による標的細胞株の死滅を示す。図1Bは、CD19-CAR
を発現する親NK-92細胞による標的細胞株の死滅を示す。図1Cは、CD19-CARを発現するCD1
6(158V)-ERIL2 NK-92細胞による標的細胞株の死滅を示す。NK耐性CD19陽性SUP-B15細胞は
、CD19-CAR発現NK-92細胞およびCD16(158V)-ERIL2 NK-92細胞に対して感受性になるが、N
K耐性CD19陰性SR-91細胞は耐性のままである。K562の死滅はCD19-CARの発現によって影響
を受けない。
【０１２６】
実施例3. ヒトNK細胞株内へのキメラ抗原受容体(CAR)のmRNAのエレクトロポレーションは
高いトランスフェクション効率および標的特異的細胞傷害をもたらす
　第1世代CAR構築物に基づく3種類の異なるCAR: CD19、CD33、およびCSPG-4のmRNAトラン
スフェクション、発現および細胞傷害性のデータを提供する。mRNAトランスフェクション
用の標的細胞株はaNK(親NK-92細胞)およびhaNK(高親和性FcR発現NK-92)であった。scFv配
列をGeneArt(コドン最適化)によってオーダーメイドし、mRNAをMaxCyte GTを用いてトラ
ンスフェクトしてtaNK(標的活性化NK細胞)を作製した。対応する抗体を用いる免疫蛍光に
よって発現を判定し、標準的なフローサイトメトリーアッセイを用いて細胞傷害性を測定
した。
【０１２７】
　電気パルスの電圧および時間に関してトランスフェクションプロトコールを最適化した
後に、aNKおよびhaNKの両方に3種類全てのmRNA CAR構築物を有効にトランスフェクトする
ことができると判定した。トランスフェクション後のトランスフェクションされたNK細胞
の生存率は一貫して80％を上回り、対応するCARの発現は6時間で55～60％、24時間で80～
95％、および48時間で80％を上回るものであった。特異的細胞傷害性をaNK耐性細胞株(CD
19についてSUP-B15、CD33についてSR-91、およびCSPG-4についてSK-MEL)に対して判定し
た。トランスフェクション後、24時間でのaNK耐性細胞株に対する細胞傷害性は一貫して8
0％を上回った。
【０１２８】
　aNKおよびhaNKの両方に確実にかつ一貫して、トランスフェクションされたNK細胞の高
い生存率、CARの優れた発現、ならびに少なくとも48時間の標的細胞特異的細胞傷害を維
持する様々なCAR構築物のmRNAをトランスフェクションすることができる。この技術は、C
AR発現NK細胞株の臨床グレードでの産生へ容易に規模拡大することができる。haNKが効果
的にトランスフェクションできる(t-haNKになる)という事実は、悪性病変の交差反応しな
い二重受容体ターゲティング(すなわち、CD20抗体を伴うCD19 CAR)の可能性を開く。
【０１２９】
　本明細書に記載された実施例および態様は例示のみを目的としたものであり、それらの
観点で様々な修正または変更が当業者には示唆され、本出願の精神および範囲内にかつ添
付の特許請求の範囲内に含まれるべきであることが理解されよう。本明細書に引用された
全ての刊行物、配列アクセッション番号、特許および特許出願は、あらゆる目的のために
その全体が参照により本明細書に組み入れられる。
【０１３０】
例示的な配列
SEQ ID NO:1　低親和性免疫グロブリンγFc領域受容体III-Aのアミノ酸配列(成熟形態)。
158位のフェニルアラニンには下線が引かれている。
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SEQ ID NO:2　高親和性バリアントF158V免疫グロブリンγFc領域受容体III-Aのアミノ酸
配列(成熟形態)。158位のバリンには下線が引かれている。

SEQ ID NO:3　低親和性免疫グロブリンγFc領域受容体III-Aのアミノ酸配列(前駆体形態)
。前駆体形態についての176位は成熟形態についての158位に対応する。176位のPheには下
線が引かれている。
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SEQ ID NO:4　高親和性バリアント免疫グロブリンγFc領域受容体III-Aのアミノ酸配列(
前駆体形態)。前駆体形態についての176位は成熟形態についての158位に対応する。176位
のValには下線が引かれている。

SEQ ID NO:5　低親和性免疫グロブリンγFc領域受容体III-A(前駆体)をコードするポリヌ
クレオチド(158位においてフェニルアラニンをコードする)
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SEQ ID NO:6　野生型IL-2

SEQ ID NO:7　IL-2-ER

SEQ ID NO:8　CD19-CAR DNA配列
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SEQ ID NO:9　CD19-CARアミノ酸配列
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SEQ ID NO:10　CD33-CAR DNA配列
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SEQ ID NO:11　CD33-CARアミノ酸配列
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SEQ ID NO:12　CSPG4-CAR DNA配列
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SEQ ID NO:13　CSPG4-CARアミノ酸配列
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【図１Ａ】

【図１Ｂ】

【図１Ｃ】



(39) JP 2018-517415 A 2018.7.5

【配列表】
2018517415000001.xml
【手続補正書】
【提出日】平成30年2月19日(2018.2.19)
【手続補正１】
【補正対象書類名】明細書
【補正対象項目名】配列表
【補正方法】追加
【補正の内容】
【配列表】
2018517415000001.app



(40) JP 2018-517415 A 2018.7.5

10

20

30

40

【国際調査報告】



(41) JP 2018-517415 A 2018.7.5

10

20

30

40



(42) JP 2018-517415 A 2018.7.5

10

20

30

40



(43) JP 2018-517415 A 2018.7.5

10

20

30

40



(44) JP 2018-517415 A 2018.7.5

10

20

30

40



(45) JP 2018-517415 A 2018.7.5

10

20

30

40



(46) JP 2018-517415 A 2018.7.5

10

20

30

フロントページの続き

(51)Int.Cl.                             ＦＩ                                    テーマコード（参考）
   Ａ６１Ｐ  43/00     (2006.01)           Ａ６１Ｐ   43/00     １２１　        　　　　　
   Ｃ１２Ｎ  15/09     (2006.01)           Ｃ１２Ｎ   15/09     　　　Ｚ        　　　　　
   Ｃ１２Ｎ   5/0783   (2010.01)           Ｃ１２Ｎ    5/0783   　　　　        　　　　　
   Ｃ０７Ｋ  14/735    (2006.01)           Ｃ０７Ｋ   14/735    　　　　        　　　　　
   Ｃ０７Ｋ  14/705    (2006.01)           Ｃ０７Ｋ   14/705    　　　　        　　　　　

(81)指定国　　　　  AP(BW,GH,GM,KE,LR,LS,MW,MZ,NA,RW,SD,SL,ST,SZ,TZ,UG,ZM,ZW),EA(AM,AZ,BY,KG,KZ,RU,T
J,TM),EP(AL,AT,BE,BG,CH,CY,CZ,DE,DK,EE,ES,FI,FR,GB,GR,HR,HU,IE,IS,IT,LT,LU,LV,MC,MK,MT,NL,NO,PL,PT,R
O,RS,SE,SI,SK,SM,TR),OA(BF,BJ,CF,CG,CI,CM,GA,GN,GQ,GW,KM,ML,MR,NE,SN,TD,TG),AE,AG,AL,AM,AO,AT,AU,AZ,
BA,BB,BG,BH,BN,BR,BW,BY,BZ,CA,CH,CL,CN,CO,CR,CU,CZ,DE,DK,DM,DO,DZ,EC,EE,EG,ES,FI,GB,GD,GE,GH,GM,GT,H
N,HR,HU,ID,IL,IN,IR,IS,JP,KE,KG,KN,KP,KR,KZ,LA,LC,LK,LR,LS,LU,LY,MA,MD,ME,MG,MK,MN,MW,MX,MY,MZ,NA,NG
,NI,NO,NZ,OM,PA,PE,PG,PH,PL,PT,QA,RO,RS,RU,RW,SA,SC,SD,SE,SG,SK,SL,SM,ST,SV,SY,TH,TJ,TM,TN,TR,TT,TZ,
UA,UG,US

(74)代理人  100148699
            弁理士　佐藤　利光
(74)代理人  100128048
            弁理士　新見　浩一
(74)代理人  100129506
            弁理士　小林　智彦
(74)代理人  100205707
            弁理士　小寺　秀紀
(74)代理人  100114340
            弁理士　大関　雅人
(74)代理人  100114889
            弁理士　五十嵐　義弘
(74)代理人  100121072
            弁理士　川本　和弥
(72)発明者  リー　ティエン
            アメリカ合衆国　９０２３２　カリフォルニア州　カルバー　シティ　ジェファーソン　ブールバ
            ード　９９２０　ナントクエスト　インコーポレイテッド内
Ｆターム(参考) 4B065 AA94X AA94Y AA99Y AB01  BA02  BA03  CA24  CA44 
　　　　 　　  4C085 AA14  AA16  BB36  CC23  DD62  EE03  GG02  GG04  GG06 
　　　　 　　  4C087 AA01  AA02  BB37  BB64  BB65  MA02  MA66  NA05  NA14  ZB26 
　　　　 　　        ZB27  ZC75 
　　　　 　　  4H045 AA30  BA10  CA40  DA50  EA22  EA28  FA74 


	biblio-graphic-data
	abstract
	claims
	description
	drawings
	reference-file-article
	written-amendment
	search-report
	overflow

