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명 세 서

청구범위

청구항 1 

(CDR) CAYRSAVNARLMF(서열번호 1) 또는 이와 적어도 88%의 동일성(identity)을 공유하는 CDR; 및/또는 (CDR)

CASSEARGLAEFT                          DTQYF(서열번호 2) 또는 이와 적어도 88%의 동일성을 공유하는 CDR을

포함하거나 이로 이루어진 상보성-결정 영역(complementarity-determining region)을 특징으로 하는 종양 특이

성 T-세포 수용체(TCR).

청구항 2 

제1항에 있어서,

2개의 CDR을 모두 포함하는 종양 특이성 T-세포 수용체(TCR).

청구항 3 

제1항 또는 제2항에 있어서,

하기의 상보성-결정 영역 중, 임의의 조합을 포함하여, 하나 이상을 포함하거나 이로 이루어진 종양 특이성 T-

세포 수용체(TCR):

TSESDYY(CDR1α) 서열번호 3

ATEN(CDR2α) 서열번호 4

MGHDK(CDR1β) 서열번호 5

SYGVNS(CDR2β) 서열번호 6

청구항 4 

제1항 내지 제3항 중 어느 한 항에 있어서,

점막-관련된 불변성 T 세포(MAIT 세포)에 의해 발현되거나 또는 상기 세포와 관련된 TCR이 아닌 종양 특이성 T-

세포 수용체(TCR).

청구항 5 

제1항 내지 제4항 중 어느 한 항에 있어서,

AQTVTQSQPEMSVQEAETVTLSCTYDTSESDYYLFWYKQPPSRQMILVIRQEAYKQQNATENRFSVNFQKAAKSFSLKISDSQLGDAAMYFCAYRSAVNARL

MFGDGTQLVVKPNIQNPDPAVYQLRDSKSSDKSVCLFTDFDSQTNVSQSKDSDVYITDKCVLDMRSMDFKSNSAVAWSNKSDFACANAFNNSIIPEDTFFPS

PESS(서열번호 7)를 추가로 포함하거나 이로 이루어진 α 쇄 또는 상기와 적어도 88%의 동일성을 공유하는 알파

쇄인 종양 특이성 T-세포 수용체(TCR).

청구항 6 

제1항 내지 제4항 중 어느 한 항에 있어서,

EADIYQTPRYLVIGTGKKITLECSQTMGHDKMYWYQQDPGMELHLIHYSYGVNSTEKGDLSSESTVSRIRTEHFPLTLESARPSHTSQYLCASSEARGLAEF

TDTQYFGPGTRLTVLEDLKNVFPPEVAVFEPSEAEISHTQKATLVCLATGFYPDHVELSWWVNGKEVHSGVCTDPQPLKEQPALNDSRYALSSRLRVSATFW

QDPRNHFRCQVQFYGLSENDEWTQDRAKPVTQIVSAEAWGRAD(서열번호 8)를 추가로 포함하거나 이로 이루어진 β 쇄 또는 상

기와 적어도 88%의 동일성을 공유하는 베타 쇄인 종양 특이성 T-세포 수용체(TCR).

청구항 7 

제1항 내지 제6항 중 어느 한 항에 있어서,
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가용성인 종양 특이성 T-세포 수용체(TCR).

청구항 8 

제1항 내지 제7항 중 어느 한 항에 있어서,

MR1-제한된 종양 특이성 T-세포 수용체(TCR).

청구항 9 

제1항 내지 제8항 중 어느 한 항에 따른 TCR을 발현하는 T-세포.

청구항 10 

제1항 내지 제8항 중 어느 한 항에 따른 TCR을 발현하는 T-세포 클론.

청구항 11 

제9항에 있어서,

MC.7.G5 클론인 T-세포 클론.

청구항 12 

제1항 내지 제8항 중 어느 한 항에 따른 TCR을 암호화하는 벡터.

청구항 13 

제1항 내지 제8항 중 어느 한 항에 따른 TCR 또는 제9항에 따른 세포 또는 제10항 또는 제11항에 따른 클론 또

는 제12항에 따른 벡터를 포함하는 약학 조성물 또는 면역원제(immunogenic agent) 또는 이중특이성 항체 또는

백신.

청구항 14 

제1항 내지 제8항 중 어느 한 항에 있어서; 제9항에 있어서; 제10항 또는 제11항에 있어서; 제12항에 있어서;

또는 제13항에 있어서, 암 치료에 사용하기 위한, TCR; 세포; 클론; 벡터; 또는 약학 조성물 또는 면역원제 또

는 이중특이성 항체 또는 백신.

청구항 15 

제14항에 있어서,

암이 결장직장암, 폐, 신장, 전립선, 자궁경부, 흑색종(피부), 뼈, 난소, 유방 및 혈액암을 포함하거나 또는 이

로 이루어진 그룹 중에서 선택되는 암 치료에 사용하기 위한, TCR;세포;클론;벡터; 약학 조성물, 면역원제, 이

중특이성 항체 또는 백신.

청구항 16 

치료할 개체에게 제1항 내지 제8항 중 어느 한 항에 따른 TCR 또는 제9항에 따른 세포 또는 제10항 또는 제11항

에 따른 클론 또는 제12항에 따른 벡터 또는 제13항에 따른 약학 조성물 또는 면역원제 또는 이중특이성 항체

또는 백신을 투여함을 포함하는, 암의 치료 방법.

청구항 17 

제16항에 있어서,

암이 결장직장암, 폐, 신장, 전립선, 자궁경부, 흑색종(피부), 뼈, 유방, 난소 및 혈액암을 포함하거나 또는 이

로 이루어진 그룹 중에서 선택되는 방법.

청구항 18 

제16항 또는 제17항에 있어서,
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TCR,  세포,  클론,  벡터,  약학 조성물,  면역원제,  이중특이성 항체 또는 백신을 항-종양제와 함께 투여하는

방법.

청구항 19 

암을 치료하기 위한 약제의 제조에서, 제1항 내지 제8항 중 어느 한 항에 따른 TCR 또는 제9항에 따른 세포 또

는 제10항 또는 제11항에 따른 클론 또는 제12항에 따른 벡터의 용도.

청구항 20 

a) 제1항 내지 제8항 중 어느 한 항에 따른 TCR 또는 제9항에 따른 세포 또는 제10항 또는 제11항에 따른 클론

또는 제12항에 따른 벡터 또는 제13항에 따른 약학 조성물 또는 면역원제 또는 이중특이성 항체 또는 백신을

b) 추가의 암 치료제

와 함께 포함하는, 암의 치료를 위한 병용 치료제.

[청구항 20]

본 명세서에 실질적으로 기재된 바와 같은 TCR, 세포, 클론, 벡터, 약학 조성물, 면역원제, 이중특이성 항체 또

는 백신.

발명의 설명

기 술 분 야

본  개시는  신규의  T-세포  수용체(TCR),  특히  그의  적어도  하나의  상보성-결정  영역(complementarity-[0001]

determining region; CDR); 상기 TCR을 발현하는 T-세포; 상기 TCR을 발현하는 클론; 상기 TCR을 암호화하는

벡터; 상기 TCR의 가용성 버전; 상기 TCR, 상기 세포, 상기 클론 또는 상기 벡터를 포함하는 약학 조성물 또는

면역원제(immunogenic agent) 또는 이중특이성 항체 또는 백신; 암을 치료하기 위한 상기 TCR 또는 상기 세포

또는 상기 클론 또는 상기 벡터 또는 상기 약학 조성물 또는 면역원제 또는 이중특이성 항체 또는 백신의 용도;

및 상기 TCR, 상기 세포, 상기 클론, 상기 벡터, 상기 TCR을 포함하는 상기 약학 조성물, 면역원제, 이중특이성

항체 또는 백신을 사용하는 암 치료 방법에 관한 것이다.

배 경 기 술

본 발명자들은 집단-불변성 주 조직적합성 복합체 부류 관련 단백질(MR)1을 통해 암세포를 인식하는, 암 치료에[0002]

유효한 신규 부류의 T-세포를 발견하였다. 이러한 신규 T-세포의 식별은 특이적인 인간 백혈구 항원(HLA)의 요

구 없이 암세포를 인식하는 T-세포를 탐색하는 실험으로부터 유래하였다. 상기 HLA 유전자좌는 오늘날 기재된

17,000개 이상의 상이한 대립유전자에 따라 대단히 가변적이다. 이와 같이, HLA를 통해 작용하는 임의의 치료학

적 접근법은 단지 소수의 환자에서만 유효할 수 있다. 대조적으로, 모든 인간 집단은 MR1을 발현한다.

공지된 MR1-제한된 T-세포의 주요 유형을 점막-관련된 불변성 T-세포(MAIT)라 지칭한다. MAIT는 마이코박테리아[0003]

리보플라빈 생합성의 중간체를 인식하는 것으로 공지되어 있다. 본 발명자들의 실험실 및 다른 실험실에 의한

최근의 연구는 상이한 MR1-결합된 리간드를 인식하는 다른 유형의 MR1-제한된 T-세포가 또한 존재함을 입증하였

다. 본 명세서에 기재된 연구는, 본 발명자들의 신규의 T-세포 부류가 MR1을 통한 표적 특이성을 갖지만 상기

TCR은 MR1 자체에 또는 공지된 감염성 리간드가 로딩된 MR1에 결합하지 않고, 오히려 상기 T-세포는 상기 MR1

결합 홈내의 암-특이성 리간드를 인식하며; MR1은 상기 TCR에 암-특이성 또는 암-상향조절된 리간드를 제공함을

보인다.

본 발명자들의 신규의 T-세포 클론, MC.7.G5는 선암종 폐포 기저상피 세포주, A549(정보에 대해서 ATCC
®
 참조[0004]

CCL-185)에 오합치된 HLA인 건강한 공여체로부터의 T-세포의 선별 중에 발견되었다. 실험적 접근법은 T-세포를

A549 세포와 배양하고 이어서 상기 A549 세포에 반응하여 증식된 T-세포를 단리하고 클로닝함을 수반하였다. 추

가의 연구는 상기 MC.7.G5 T-세포 클론이 암세포, 더욱이 다수의 기관 및 조직 유형으로부터의 암세포를 인식하

여 사멸시킬 수 있음을 보였으며, 따라서 상기 클론은 대부분 유형의 암을 치료할 가능성이 있음을 보였다.
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공지되고 도 12에 도시된 바와 같이, TCR은 통상적으로 불변성 CD3 쇄 분자와 결합하여 완전한 기능성 TCR을 형[0005]

성하는 고 가변성 알파(α) 및 베타(β) 쇄로 이루어진 디설파이드-결합된 막-고정된 이종이량체성 단백질이다.

상기 수용체를 발현하는 T 세포를 α:β(또는 αβ) T 세포라 칭한다.

상기 α 및 베타 β 쇄는 불변(C) 영역 및 가변(V) 영역을 포함하는 세포외 도메인으로 구성된다. 상기 불변 영[0006]

역은 세포막에 근접하고, 이어서 막관통 영역 및 짧은 세포질 꼬리가 있는 반면, 가변 영역은 상기 리간드에 결

합한다. 대부분의 αβ T 세포에 대한 리간드는 MHC 분자에 결합된 펩티드이다.

TCR α-쇄 및 β-쇄 모두의 가변 도메인은 각각 상보성 결정 영역(CDR)이라 칭하는 3개의 가변 영역을 갖는다.[0007]

또한 통상적으로 항원과 접촉하지 않고 따라서 CDR로 간주되지 않는 β-쇄상의 추가적인 가변성 영역(HV4)이 존

재한다. 일반적으로, 상기 항원-결합 부위는 TCR α-쇄 및 β-쇄의 CDR 루프에 의해 형성된다. CDR1α 및 CDR2

α는 개별적인 Vα 유전자에 의해 암호화되는 반면, CDR1β 및 CDR2β는 개별적인 Vβ 유전자에 의해 암호화된

다. 상기 TCR α-쇄의 CDR3는 V 영역 및 결합 영역의 결합 부근의 뉴클레오티드 부가 및 제거에 대한 가능성으

로 인해 고가변성이다. 상기 TCR β-쇄 CDR3는 다양성(D) 유전자를 추가로 포함할 수 있으므로 훨씬 더 큰 변화

능력을 갖는다.

CDR3는 가공된 항원 인식을 담당하는 주요 CDR이지만, 알파쇄의 CDR1은 또한 항원 펩티드의 N-말단 부분과 상호[0008]

작용하고 β-쇄의 CDR1은 상기 펩티드의 C-말단 부분과 상호작용하는 것으로 나타났다.

2015년에, 약 9050만명이 암에 걸렸다. 1년에 약 1410만건의 새로운 사례가 발생한다(흑색종 이외의 피부암은[0009]

포함하지 않음). 암은 인간 사망의 약 880만건의 사망(15.7%)을 야기한다. 남성에서 가장 흔한 유형의 암은 폐

암, 전립선암, 결장직장암 및 위암이다. 여성에서 가장 흔한 유형의 암은 유방암, 결장직장암, 폐암 및 자궁경

부암이다. 흑색종 이외의 피부암이 매년의 전체 신규암에 포함된다면, 이는 사례의 대략 40%를 차지할 것이다.

아동에서는 급성 림프모구성 백혈병 및 뇌종양이 아프리카(비-호지킨 림프종이 더 종종 발생한다)를 제외하고

가장 흔하다. 2012년에, 15세 이하의 아동 약 165,000명이 암으로 진단되었다. 암의 위험성은 나이에 따라 현저

하게 증가하며 다수의 암은 선진국에서 더 흔하게 발생한다. 보다 많은 사람이 오래 살고 개발도상국에서는 생

활양식의 변화가 발생함에 따라 비율이 증가하고 있다. 암의 금융 비용은 2010년 현재 매년 1조1600억 달러

(USD)로 추산되었다. 상기 질병을 치료하거나 근절할 보다 양호하고 보다 안전한 방법을 제공할 필요가 발생한

다. 이상 조직을 사멸시키는 신체의 자연 방어 시스템을 사용하는 면역요법이 화학적인 중재보다는 더 안전한

것으로 인정되고 있으나, 유효하기 위해서는 상기 면역요법은 암 특이적이어야 한다. 더욱이, 임의의 유형의 암

에 대해 유효한 면역요법의 발견은, 상기 요법을 다수의 상이한 유형의 암을 앓고 있는 개체에게 투여할 수 있

을 뿐만 아니라(즉 상기는 범-집단 적용을 가질 것이다) 한 가지가 넘는 유형의 암을 앓고 있는 한 명의 개체에

게도 투여할 수 있기 때문에 대단히 이로울 것이다. 추가로, MHC-제한되지 않은 면역요법의 식별은 또한 상기를

MHC 조직 유형에 관계 없이 임의의 개체에게 투여할 수 있음을 의미하기 때문에 대단히 유리할 것이다.

본원에서 본 발명자들이 식별한 T-세포는 제한성 MR1 분자의 편재된 발현으로 인해 상기 세포가 임의의 유형의[0010]

암에 대해 유효하고 MHC-제한되지 않으며 따라서 범-집단 적용을 갖는다는 점에서 상기의 유리한 특징들을 갖는

다.

발명의 내용

본 발명의 첫 번째 태양에 따라, (CDR) CAYRSAVNARLMF(서열번호 1) 및/또는 CASSEARGLAEFTDTQYF(서열번호 2)를[0011]

포함하거나  또는  이로  이루어진  상보성-결정  영역을  특징으로  하는  종양  특이성  T-세포  수용체(TCR)를

제공한다.

본 발명의 바람직한 실시태양에서 상기 CDR은 (CDR)  CAYRSAVNARLMF(서열번호 1) 및/또는 CASSEARGLAEFTDTQYF[0012]

(서열번호 2) 또는 이들과 적어도 88%, 예를 들어 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% 또는

99%의 동일성(identity)을 공유하는 CDR을 포함하거나 또는 이로 이루어진다.

본 명세서에 기재된 CDR은 상기 TCR의 CDR3를 나타내며 따라서 가공된 항원 또는 리간드의 인식을 담당하는 주[0013]

요 CDR이다. 다른 CDR(CDR1알파, CDR2알파, CDR1베타 및 CDR2베타)은 생식계열에 의해 암호화된다. 따라서, 본

발명은 추가로 이들 다른 CDR, 즉 CDR1알파, CDR2알파, CDR1베타 및 CDR2베타 중 하나 이상을 추가로 포함하는

TCR에 관한 것이다.

상응하게, 바람직한 실시태양에서 상기 TCR은 하기의 상보성-결정 영역 중, 임의의 조합을 포함하여, 하나 이상[0014]

을 포함하거나 또는 이로 이루어진다:
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TSESDYY(CDR1α) 서열번호 3[0015]

ATEN(CDR2α) 서열번호 4[0016]

MGHDK(CDR1β) 서열번호 5[0017]

SYGVNS(CDR2β) 서열번호 6[0018]

본 명세서에서 종양 특이성 TCR에 대한 언급은, MR1의 상황에서 종양 세포 또는 종양 세포 리간드를 특이적으로[0019]

인식하고 이에 의해 활성화되지만 MR1의 상황에서 비-종양 세포 또는 비-종양 세포 리간드에 의해서는 활성화되

지 않는 TCR에 대한 것이다.

본 발명의 바람직한 실시태양에서 상기 TCR은 α 쇄 및 β 쇄를 갖는 αβ TCR이며 상기 α 쇄의 상기 CDR은[0020]

CDR: CAYRSAVNARLMF(서열번호 1) 또는 이와 적어도 88%, 예를 들어 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%,

97%,  98%  또는 99%의 동일성을 공유하는 CDR을 포함하거나 또는 이로 이루어지고; 상기 β 쇄의 상기 CDR은

CDR: CASSEARGLAEFTDTQYF(서열번호 2) 또는 이와 적어도 88%, 예를 들어 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%,

96%, 97%, 98% 또는 99%의 동일성을 공유하는 CDR을 포함하거나 또는 이로 이루어진다. 상응하게, 상기 TCR은

상기 CDR 중 하나 또는 둘 다를 포함할 수 있고 바람직한 실시태양에서 상기 CDR을 모두 포함한다.

더욱 추가의 바람직한 실시태양에서 상기 TCR은, MHC-제한되지 않고 오히려 MR1, 대안의 MHC-유사 분자의 상황[0021]

에서 종양 특이성 리간드에 결합한다는 점에서 통상적이지 않다. 지금까지, MR1-제한된 αβ T-세포는 오직 점

막-관련된 불변성 T 세포(MAIT 세포)뿐인 것으로 생각되었으나, 본 발명자들은 본 명세서에서 상기 MAIT TCR α

쇄를 발현하지 않는 MR1-제한된 T-세포의 추가의 부류가 존재하며, 더욱이 유리하게 상기 T-세포 및 그의 TCR이

종양 특이적이지만(즉 종양 세포에는 반응하지만 비-종양 세포에는 반응하지 않는다) 놀랍게도 기원이나 조직

유형이 무엇이든간에 임의의 종양을 식별할 수 있고 따라서 범-암 치료 가능성을 가질 수 있음을 입증한다. 더

욱이, 상기 T-세포 및 그의 TCR이 MHC-제한되지 않는다는 사실은 상기가 범-집단 치료 가능성을 가지며 따라서

대단히 중요한 신규의 암 요법을 나타냄을 의미한다.

본 발명의 추가의 바람직한 실시태양에서 상기 TCR α 쇄는 [0022]

AQTVTQSQPEMSVQEAETVTLSCTYDTSESDYYLFWYKQPPSRQMILVIRQEAYKQQNATENRFSVNFQKAAKSFSLKISDSQLGDAAMYFCAYRSAVNARL[0023]

MFGDGTQLVVKPNIQNPDPAVYQLRDSKSSDKSVCLFTDFDSQTNVSQSKDSDVYITDKCVLDMRSMDFKSNSAVAWSNKSDFACANAFNNSIIPEDTFFPS

PESS(서열번호 7) 또는 이와 적어도 88%, 예를 들어 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% 또는

99%의 동일성을 갖는 서열을 포함하거나 또는 이로 이루어진다.

본 발명의 추가의 바람직한 실시태양에서 상기 TCR β 쇄는 [0024]

EADIYQTPRYLVIGTGKKITLECSQTMGHDKMYWYQQDPGMELHLIHYSYGVNSTEKGDLSSESTVSRIRTEHFPLTLESARPSHTSQYLCASSEARGLAEF[0025]

TDTQYFGPGTRLTVLEDLKNVFPPEVAVFEPSEAEISHTQKATLVCLATGFYPDHVELSWWVNGKEVHSGVCTDPQPLKEQPALNDSRYALSSRLRVSATFW

QDPRNHFRCQVQFYGLSENDEWTQDRAKPVTQIVSAEAWGRAD(서열번호 8) 또는 이와 적어도 88%, 예를 들어 89%, 90%, 91%,

92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% 또는 99%의 동일성을 갖는 서열을 포함하거나 또는 이로 이루어진다.

(상기 단락에서, 굵고 밑줄 친 내용은 CDR을 나타낸다)[0026]

본 발명의 더욱 추가의 바람직한 실시태양에서 상기 TCR은 상기 TCR α 쇄 및 상기 TCR β 쇄를 포함한다.[0027]

더욱 추가의 바람직한 실시태양에서, 상기 TCR은 가용성 TCR 또는 sTCR이고, 따라서 막관통, 및 이상적으로는[0028]

또한, 세포내 도메인이 없다.

본 발명의 더욱 또 다른 바람직한 실시태양에서 상기 TCR은 본 명세서에 기재된 기능성을 갖는 키메릭 수용체의[0029]

부분이다.

본 발명의 추가의 태양에 따라, 이상적으로는 가용성 또는 막 양립성 형태, 즉 막관통 영역 및 세포내 영역을[0030]

갖는 형태로 본 발명의 상기 TCR을 발현하는 T-세포를 제공한다.

본 발명의 더욱 추가의 태양에 따라, 이상적으로는 가용성 또는 막 양립성 형태, 즉 막관통 영역 및 세포내 영[0031]

역을 갖는 형태로 본 발명의 상기 TCR을 발현하는 T-세포 클론을 제공한다. 바람직하게 상기 클론은 본 명세서

에 기재된 바와 같은 MC.7.G5 클론이다.

본 발명의 더욱 추가의 태양에 따라 본 발명의 상기 TCR을 암호화하는 벡터를 제공한다.[0032]
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본 발명의 더욱 추가의 태양에 따라 상기 TCR 또는 세포 또는 클론 또는 벡터를 포함하는 약학 조성물 또는 면[0033]

역원제 또는 이중특이성 항체 또는 백신을 제공한다.

바람직한 실시태양에서 상기 약학 조성물 또는 면역원제 또는 이중특이성 항체를 임의의 암, 이상적으로는 결장[0034]

직장암, 폐, 신장, 전립선, 방광, 자궁경부, 흑색종(피부), 뼈, 유방, 난소 또는 혈액암의 치료에 사용한다.

본 발명의 더욱 추가의 태양에 따라 암을 치료하기 위한 상기 TCR 또는 세포 또는 클론 또는 벡터의 용도를 제[0035]

공한다.

본 발명의 더욱 추가의 태양에 따라 상기 TCR 또는 세포 또는 클론 또는 벡터를 치료할 개체에게 투여함을 포함[0036]

하는 암 치료 방법을 제공한다.

이상적으로  상기  암은  임의의  유형의  것이나  특히  결장직장암,  폐,  신장,  전립선,  방광,  자궁경부,[0037]

흑색종(피부), 뼈, 유방, 난소 또는 혈액암이다.

본 발명의 바람직한 방법에서 상기 TCR, 세포, 클론 또는 벡터를 항-종양제, 예를 들어 비제한적으로 이중특이[0038]

성 항체와 함께 투여한다.

본 명세서에서 이중특이성 항체에 대한 언급은 2개의 상이한 유형의 항원에 동시에 결합할 수 있는 인공 단백질[0039]

인 이중특이성 단클론 항체(BsMAb, BsAb)를 지칭한다.

한편으로, 상기 TCR은 이중특이성 항체의 부분을 형성할 수 있으며, 여기에서 상기 이중특이성 항체는 암세포상[0040]

의 그의 리간드에의 결합을 위한 상기 TCR, 및 또한 킬러 T-세포와 같은 면역 세포와 결합하고 따라서 이를 활

성화시키는 면역 세포 활성화 성분 또는 리간드를 포함한다.

본 발명의 더욱 추가의 태양에 따라 암을 치료하기 위한 약제의 제조에서 상기 TCR 또는 세포 또는 클론 또는[0041]

벡터의 용도를 제공한다.

본 발명의 더욱 추가의 태양에 따라 [0042]

a) 상기 TCR 또는 세포 또는 클론 또는 벡터를[0043]

b) 추가의 암 치료제[0044]

와 함께 포함하는, 암 치료를 위한 병용 치료제를 제공한다.[0045]

하기의 청구범위 및 본 발명의 선행 기재에서, 표현이나 필요한 암시를 나타냄으로 인해 문맥상 요구됨을 제외[0046]

하고, "포함하다"란 단어 또는 "포함하는"과 같은 변형은 포괄적인 의미로, 즉 서술된 특징의 존재를 명시하지

만 본 발명의 다양한 실시태양에서 추가의 특징의 존재 또는 부가를 제외하지 않는데 사용된다.

본 명세서에 인용된 임의의 특허 또는 특허 출원을 포함한 모든 참고문헌은 본 명세서에 참고로 인용된다. 임의[0047]

의 참고문헌이 종래 기술을 구성함을 인정하는 것은 아니다. 더욱이, 종래 기술 중 임의의 기술이 당해 분야의

통상적인 일반적인 지식의 부분을 구성함을 인정하는 것은 아니다.

본 발명의 각 태양의 바람직한 특징은 다른 태양 중 어느 하나와 관련하여 기재되는 바와 같을 수 있다.[0048]

본 발명의 다른 특징은 하기의 실시예로부터 자명해질 것이다. 일반적으로 말하자면, 본 발명은 본 명세서(첨부[0049]

된 청구범위 및 도면을 포함하여)에 개시된 특징 중 임의의 신규의 것, 또는 임의의 신규의 조합으로 확장된다.

따라서, 본 발명의 특정 태양, 실시태양 또는 실시예와 함께 기재된 특징, 정수, 특성, 화합물 또는 화학적 부

분은 서로 양립할 수 없지 않은 한, 본 명세서에 기재된 임의의 다른 태양, 실시태양 또는 실시예에 적용 가능

한 것으로 이해해야 한다.

더욱이, 달리 서술되지 않는 한, 본 명세서에 개시된 임의의 특징은 동일하거나 또는 유사한 목적으로 제공되는[0050]

대안의 특징에 의해 교체될 수 있다.

본 명세서의 기재 및 청구항 전체를 통해, 단수는 문맥상 달리 요구되지 않는 한 복수를 포함한다. 특히, 부정[0051]

관사가 사용되는 경우, 본 명세서는 문맥상 달리 요구되지 않는 한, 단수뿐만 아니라 복수를 고려하는 것으로서

이해해야 한다.

도면의 간단한 설명

이제 본 발명의 실시태양을 하기를 참조하여 단지 예로서 기재할 것이며, 여기에서:[0052]
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도 1은 MC.7.G5가 어떻게 단리되었는가 및 그의 초기 특성화를 도시한다. A. T-세포를 염료 CFSE로 표지하고, 2

주간 A549와 배양하였다. CFSE 형광의 감소는, 증식되어 A549 반응성 T-세포가 단리될 수 있게 하는 T-세포를

나타내었다. B. TNF α의 방출에 근거한, A549 세포에 대한 MC.7.G5 반응성이 MHC 부류 I 또는 II에 대한 항체

의 차단에 의해 방해되지 않았다. 분석으로부터의 상등액을 분석을 위해 TNFα ELISA에 의해 수확하였다. C.

MC.7.G5 클론의 항체 표현형분석 패널은 상기가 γδ- αβ+ CD8+임을 보였다(도 16A에서 반복됨).

도 2는 MC.7.G5가 정상(비-암) 세포에 반응하지 않음을 도시한다. 실험은 흑색종 세포주 MM909.24(MC.7.G5의 암

표적) 및 4개의 1차(비-종양, 불멸화되지 않은) 세포주에 반응하는 클론 MC.7.G5로부터의 TNFα 방출을 비교한

다. SMC3는 평활근 세포주이고; CIL-1은 섬모 상피세포이고, MCR5는 hTERT 형질도입된 섬유아세포 세포주이고;

Hep2는 간세포 세포주이다. (정상 세포주는 도 15 및 17에서 또한 시험됨).

도 3은 MC.7.G5 TCRα 및 β 쇄의 서열을 도시한다.

도 4는 클론 MC.7.G5가 광범위한 종양 표적에 반응함을 도시한다. 종양 패널에 대한 MC.7.G5 반응을 도시하는 T

세포 활성화 분석으로부터 수확되고 TNFα 및 MIP1β 생성에 대해 검사된 상등액. B. 도시된 T-세포 대 암세포

의 비에서 암세포의 특이적인 사멸을 도시하는 크로뮴 방출 분석. 오차 막대와 함께 중복 수행된 A&B.

도 5는 클론 MC.7.G5의 리간드로서 MR1을 식별하는데 사용된 전장 게놈 CRISPR 접근법에 의한 유전자 포촉법

(gene trapping)을 도시한다. MC.7.G5 클론 CRISPR 라이브러리 선별에 대한 데이터는 도 13에 도시한다.

도 6은 클론 MC.7.G5가 MR1을 통해 표적 특이성을 보임을 도시한다. A. MR1 항체는 A549 세포의 인식을 차단하

였다. ELISA에 의한 TNFα 및 MIP1β 생성. B. A549c9 및 흑색종 MM909.24c4 MR1 녹아웃(CRISPR/Cas9 기술)은

MC.7.G5에 의해 인식되지 않았다. C. MR1 녹아웃 A549c9 세포 또는 1차 세포주 MRC5의 특이적인 사멸은 없었다.

MM909.24wt 및 A549wt의 사멸을 또한 도시한다. D. 렌티바이러스 형질도입에 의한 상기 세포주에서의 MR1의 과

발현은 인식을 약간 증대시킨다. LCL 계통 pt146은 MR1을 과발현하도록 형질도입되는 경우에조차 클론 MC.7.G5

에 의해 인식되지 않는다. 상기 MR1의 일부는 세포 표면에서 존재하며 MR1 항체로 검출될 수 있다(우측).

도 7은 클론 MC.7.G5가 MAIT  리간드 MR1-5-(2-옥소프로필리덴아미노)-6-d-리비틸아미노우라실(MR1-5-OP-RU)의

사량체 형태 또는 MR1 아세틸-6-포르밀프테린(Ac-6-FP)으로 염색되지 않음을 도시한다. 병행 실험에서 MAIT 클

론은 MR1-5-OP-RU 사량체로 잘 염색되었다. PBMC 집단에서 MR1-5-OP-RU로 염색되는 세포의 소집단이 또한 존재

한다. PBMC 샘플내에 검출 가능한 MAIT 세포가 존재할 것으로 예상된다. 상기 결과는 MC.7.G5 TCR이 MR1 자체

또는 공지된 감염성 리간드가 로딩된 MR1에 결합하지 않음을 나타내며 상기 T-세포가 MR1 결합 홈내 암-특이성

리간드를 인식함을 암시한다. 반복된 사량체 염색 실험을 '빈' MR1의 경우를 포함하여 도 14E에 도시한다.

도 8은 Ac-6-FP 및 M.smeg 감염이 세포 표면에서 MR1의 발현을 증대시킴에도 불구하고 클론 MC.7.G5에 의한 인

식을 감소시킴을 도시한다. A549 또는 MM909.24 세포와 50 ㎍/㎖의 Ac-6-FP와의 12시간 배양은 상기 표면에서

MR1 발현을 증가시키지만 클론 MC.7.G5에 의한 인식은 감소시킨다. M. smeg 감염의 효과는 훨씬 더 대단하며

MAIT 클론의 효능있는 활성제로서 작용하면서 클론 MC.7.G5의 반응을 실질적으로 감소시킨다. 반복된 M.smeg 및

Ac-6-FP 실험을 도 14F&G에 도시한다.

도  9는  MC.7.G5  TCR에  의한  다클론  T-세포의  형질도입(도  2에  도시됨)이 종양  인식을  부여함을  도시한다.

MC.7.G5 TCR 및 환자 T-세포에 의한 추가의 실험을 도 15에 도시한다.

도 10은 클론 MC.7.G5 TCR만이 암세포를 인식함을 도시하는 개략도이다. 인식은 MR1을 필요로 하며 공지된 비-

암 MR1 리간드에 의해 억제되고 이는 MR1이 MC.7.G5 TCR에 대한 암-특이성, 또는 암-상향조절된 리간드를 제공

함을 암시한다.

도 11은 공지된 MR1 리간드가 MC.7.G5 TCR에 의한 암세포의 인식을 억제함을 도시하는 개략도이다.

도 12는 T 세포 수용체 mRNA 및 단백질의 구조를 도시한다. mRNA 구조(상부)는 각각의 쇄에 대해서 CDR1 및

CDR2가 생식계열에서 암호화됨을 도시한다. CDR3는 T 세포 수용체(TCR)-α 쇄 중 V-J 결합 및 TCR-β 쇄 중 V-

D-J 결합에서의 결합 다양성의 산물이다. CDR3는 결과적으로 고가변성이다. CDR 루프에 대해 채용된 색상 코드

는 도면 전체를 통해 유지된다. 회색 부분은 TCR의 불변 및 가변 도메인을 나타낸다(고가변성 CDR 루프는 포함

하지 않음). 기부 패널은 예상되는 단백질 폴드를 도시한다. TCR은 분자의 막 원위 단부에 상보성-결정 영역

(CDR) 루프가 위치하는 유사한 3차 구조를 채용한다. 6개의 CDR 루프가 함께 항원 결합 부위를 형성한다.

도 13. 전장 게놈 CRISPR-Cas9 라이브러리 선별은 MC.7.G5의 후보 표적으로서 MR1을 밝혀낸다. (A) MC.7.G5의

리간드를 밝혀내는데 사용된 접근법의 개요. GeCKO v2 전장 게놈 CRISPR/Cas9 라이브러리 A 및 B를 렌티바이러
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스로서  사용하여  표적  세포주  HEK293T를  형질도입시켰다.  MC.7.G5는  HEK293T  인식과  무관한  유전자에  대한

sgRNA를 발현하는 HEK293T를 용해시켰으며, 이에 의해 MC.7.G5에 의한 암세포 용해에 필수적인 유전자에 대한

sgRNA를 농축시켰다. MC.7.G5에 의한 2회 라운드의 선택을 수행하였으며 선택된 라이브러리를 선택되지 않은

HEK293T(MC.7.G5가 아님)와 비교하여 농축된 sgRNA를 밝혀내었다. (B)  선택-후 선택된 HKE293T  라이브러리의

MC.7.G5 인식은 야생형 HEK293T와 비교하여 크게 감소되며, 이는 핵심 유전자가 상기 전장 게놈 CRISPR-Cas9 접

근법에 의해 제거되었음을 암시한다. 밤새 활성화 및 TNF ELISA. (C) MR1은 HEK293T의 MC.7.G5 인식을 위한 핵

심 유전자 중 하나로서 식별되었다. MAGeCK 분석 및 선택된 HEK293T 세포 중에 농축된 ≥2 sgRNA를 갖는 강조된

(색칠된) 유전자. MC.7.G5의 표적으로서 MR1의 확인을 도 14에 도시한다.

도 14. MC.7.G5에 의한 MR1 인식의 확인 및 탐구. (A-D) MR1은 MC.7.G5의 암세포 발현된 표적이다. (A) 흑색종

MM909.23의 인식이 MR1 차단 항체(Ab)의 존재하에서 감소되었다. MHCI 및 II Ab가 음성 대조용으로서 사용되었

다. 밤새 활성화 및 TNF ELISA. (B) 암세포주로부터의 MR1 발현의 제거는 MC.7.G5 매개된 인식 및 사멸을 방지

하였다. 흑색종 MM909.24 및 폐 선암종 A549를 sgRNA로 형질도입시켜 CRIPSRCas9를 통해 MR1 유전자를 녹아웃시

켰다(-/-). 밤새 활성화 및 TNF ELISA. 6h(MM909.24) 또는 18h(A549) 동안 크로뮴 방출 세포독성 분석. (C)

MR1의 과발현(+)은 MC.7.G5에 의한 암세포 사멸을 개선시켰다. 비교적 낮은 MC.7.G5 활성화를 유도하는 것으로

나타난 암세포주 C1R  및  HeLa가  MR1을  안정하게 과발현하도록 렌티바이러스에 의해 형질도입되었다.  흑색종

MM909.24가 양성 대조용으로서 포함되었다. 6h 동안 수행된 크로뮴 방출 세포독성 분석. (D) MR1-/- 세포에서의

MR1의 발현은 MC.7.G5의 활성화를 복원시킨다. A549 야생형, MR1-/- 및 MR1 트랜스유전자(+)를 갖는 MR1-/- 세

포를 MC.7.G5와의 밤새 활성화 분석에 사용하였다. TNF ELISA. (E&F) MC.7.G5는 공지된 기전에 의해 MR1을 인

식하지 않는다: (E)  MC.7.G5  클론, 정규 MAIT  클론(5-OP-RU  결합된 MR1을 인식한다), 및 MHCI  제한된 클론

(MEL5/13,  HLA  A2  제한된,  Melan  A  펩티드  ELAGIGILTV)이  하기의  사량체에  의한  염색에  사용되었다:  MR1

 '빈'(MR1  리간드의  부재하에서  리폴딩을  가능하게  하는  K43A  돌연변이체),  MR1  5-OP-RU  및  MHCI(HLA  A2

ELAGIGILTV). MHCI 클론이 무관한 MHCI 사량체에 대한 양성 대조용으로서 사용되었다. (F) MAIT-활성화 세균 마

이코박테리움 스메그마티스(Mycobacterium smegmatis)가 로딩된 A549는 A549의 MC.7.G5 인식을 감소시켰다. E

로부터의 정규 MAIT 클론이 양성 대조용으로서 사용되었다. A549 MR1-/-는 상기 두 클론 모두에 대한 음성 대조

용으로서 사용되었다. 표면 CD107a 및 세포내 TNF에 대한 염색. 클론 단독상의 게이트 셋팅. (G) 공지된 MR1 결

합 분자인 외인성 Ac-6-FP는 흑색종 MM909.24의 MC.7.G5 인식을 감소시켰다. 모의 처리된 WT 및 Ac-6-FP MR1-

/- 표적이 대조용으로서 사용되었다. 좌측 패널: FlowJo에 의해 분석된 3중 양성을 갖는 세포내 CD107a, TNF 및

IFNγ에 대한 염색. 2회의 실험을 나타내는, 플롯 기호보다 작은 오차 막대. 우측 패널: Ac-6-FP 처리된 표적

세포상의 MR1 발현.

도 15. MC.7.G5 T-세포 수용체의 전달은 자기유래 흑색종을 사멸시키도록 환자 T-세포를 전용한다. (A) 전이성

흑색종 환자(MM909.11 및 MM909.24) 유래된 T-세포를 MC.7.G5 인식된 자기유래 및 비-자기유래 흑색종의 T-세포

수용체로 형질도입시켰다. 형질도입되지 않은 T-세포를 음성 대조용으로서 사용하였다. 4h의 활성화에 이은 표

면 CD107a 및 세포내 TNF 염색. (B) MC.7.G5 TCR이 형질도입된 환자 MM909.11로부터의 T-세포는 자기유래 및

비자기유래 흑색종을 사멸시켰으나, 건강한 세포는 사멸시키지 않았다. 자기유래 흑색종, 환자 MM909.24로부터

의 흑색종(야생형 및 MR1 녹아웃(-/-)) 및 건강한 세포주: SMC3(평활근); CIL-1(섬모 상피); 및 Hep2(간세포)에

대한 환자 MM909.11로부터의, 형질도입되지 않은(-) 및 MC.7.G5 TCR 형질도입된(+) T-세포에 대한 크로뮴 방출

세포독성 분석. 6h 및 18h 동안, 5:1의 T-세포 대 표적 세포비에서 수행됨.

도 16. (A) MC.7.G5의 유식 세포측정에 의한 표현형분석. (B) 엑손 2에서 MR1 CRISPR-Cas9 유도된 이중대립유

전자 결실을 갖는 흑색종 MM909.24의 MR1 유전자좌의 게놈 서열. (C) 항-MR1 항체(Ab)에 대해 평가된 도 14A-

D에 사용된 표적 세포의 MR1 발현. (D) 형질도입된 MC.7.G5 TCR의 존재 및 부재하의, 흑색종 환자 MM909.11 및

MM909.24로부터의 T-세포의 rCD2 염색.

도 17. 48시간의 공-배양후 상이한 기원(핵심)의 다양한 암세포주(x-축)의 MC.7.G5 사멸('장기간 사멸 분석')

(A). 이는 MC.7.G5가 각 세포주의 95-99.9%를 사멸할 수 있음을 보이며, 이에 의해 도 4에 도시된 비교적 짧은

기간의 사멸 분석으로부터의 데이터를 보충한다. 5:1의 T-세포 대 표적 세포비에서 배양되었고 사멸 정도는 카

운팅 비드 또는 CFSE 표지된 참조 세포를 사용하여 측정되었다. (B) MC.7.G5는 7일 동안 공-배양시 정상 세포를

사멸시키지 않았다. 5:1의 T-세포 대 표적 세포비 및 카운팅 비드가 남아있는 표적 세포의 수를 확립시키는데

사용되었다. SMC3(평활근), Hep2(간세포) 및 MRC5(피부 섬유아세포). 흑색종 MM909.11이 양성 대조용으로서 사

용되었다. 1000 카운팅 비드당 표적 세포(건강한 또는 흑색종)의 수±MC.7.G5로서 나타내었다. (C) MC.7.G5는

흑색종 MM909.24를 민감하게 사멸시켰다. 7일간 배양되었고 CFSE 표지된 참조 세포가 사멸 정도를 확립시키는데
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사용되었다. 같은 분석에서 정상 세포주 Hep2는 사멸되지 않았다.

도 18은 CIR 세포에서 돌연변이된 K43A('빈') MR1의 과발현이 (A) MR1 항체에 의한 CIR-K43A의 높은 염색에도

불구하고 MC.7.G5의 활성화를 유도하지 않았음을 도시한다. (B)  대조적으로, CIR에서 야생형 MR1의 과발현은

MC.7.G5 활성화를 유도하였다. 이는 MC.7.G5 TCR이 화물이 결합된 MR1을 인식함을 추가로 입증하며 빈 K43A MR1

사량체에 의한 MC.7.G5의 비-염색을 도시하는 도 14E의 데이터를 보강한다.

발명을 실시하기 위한 구체적인 내용

방법 및 물질[0053]

T-세포 클론 MC.7.G5의 조달 및 특성화.[0054]

말초 혈액 단핵 세포(PBMC)를 표준 밀도 구배 분리에 의해 건강한 공여자의 혈액으로부터 정제하고, 이어서 인[0055]

간 선암종 폐포 기저상피 세포주, A549(배양 조건 및 배경 정보에 대해서 ATCC
®
 CCL-185)로 자극하였다. A549

에 대한 반응에서 T-세포 증식을 추적하기 위해서, PBMC를 세포 염료 카복시플루오레세인 숙신이미딜 에스테르

(CFSE, 몰레큘러 브로브스, 써모 피셔 사이언티픽(Molecular Probes, Thermo Fisher Scientific), 미국 매사추

세츠주 월썸 소재)로 표지하였다. PBMC를 PBS에서 광범위하게 세척하고 이어서 암실에서 1 μM CFSE와 함께 37

℃에서 10분간 배양한 다음 과잉의 소 태아 혈청으로 급냉시켰다. CFSE 표지된 PBMC를 단독으로 배양하거나 또

는 24 웰 조직 배양 플레이트에서 A549와, T-세포 초회항원자극 배지 중의 6-8 x 10
6
 PBMC 및 0.1-0.2 x 10

6

A549의 밀도로 배양하였다(Theaker et al., 2016). 배양 배지를 매주 3회 교환하고(50 부피%) 세포를 총 2주간

배양하였다. A549에 반응하는 증식의 정도를 평가하기 위해서 세포를 배양물로부터 수확하고 PBS 중에서 세척하

고 세포 생육력 염료 Vivid(PBS 중의 1:40 희석, 이어서 50 ㎕ 중의 염료당 2 ㎕)(라이프 테크놀로지스(Life

Technologies))로 표지하고 RT에서 5분간 배양 후에 추가로 20분 동안 빙상에서 항-CD3 항체(Ab)(BW264/56, 밀

테니 바이오텍(Miltenyi Biotec), 독일 베르기쉬 글라드바하 소재)를 가하였다. 세포를 림프구(전방 대 측면 살

포제), 단일(전방 대 측면 살포제), 및 Vivid
-
CD3

+
 세포상에서 게이팅하고 분석을 위해 이변량 플롯을 CD3 Ab 대

CFSE로서 나타내었다. CFSE
저
 세포(증식된 T-세포)를 앞서 기재된 바와 같이(Theaker et al., 2012) 제한 희석

에 의해 클로닝을 위해 BD FACS Aria(센트럴 바이오테크놀로지 서비시즈(Central Biotechnology Services), 영

국 카디프 대학)를 사용하여 분류하였다. 활성화 분석의 수행에 앞서, MC.7.G5를 수확하고, 세척하고 앞서 기재

된 바와 같이(Wooldridge et al., 2012) 환원된 혈청 배지에서 24h 동안 배양하였다. 후속적으로, MC.7.G5(96

U 웰 플레이트의 웰당 30,000)를, 표지되지 않고 방치되었거나 또는 10 ㎍/㎖의 MHC 부류 I(W6/32, 바이오레전

드(BioLegend), 미국 캘리포니아주 샌디에고 소재) 또는 MHC 부류 II(Tu39, 바이오레전드) 항체(Ab)로 1h 동안

표지된 A549(60,000/웰)와 배양하였다. 세척 없이 MC.7G.5를 상기 웰에 100 ㎕의 최종 부피로 가하였으며, 이때

클론을 또한 단독으로 또는 10 ㎍/㎖의 피토헤마글루티닌(PHA)과 배양하였다. 밤새 배양 후에, 상등액을 수확하

고 TNFα  ELISA(R&D  리써치(Research),  미국 미네소타주 미네아폴리스 소재)에 의해 전개시켰다. MC.7.G5를

CD3(밀테니 바이오텍), CD8(BW135/80, 밀테니 바이오텍), CD4(M-T466, 밀테니 바이오텍), γδTCR(11F2, 밀테

니 바이오텍) 및 αβ TCR(BW242/412, 밀테니 바이오텍)의 표면 발현을 위해 Ab로 염색하였다. 염색을 위해, 상

기 클론을 배양물로부터 수확하고, PBS로 세척하고, 실온(RT)에서 생육력 착색제 Vivid로 표지한 다음 각각의

Ab로 빙상에서 20분간 별도로 표지하였다. 벡톤 디킨슨(Becton Dickinson) FACS 칸토(Canto) II상에서 포획을

수행하고  FlowJo  소프트웨어(트리  스타(Tree  Star))를  사용하여  데이터를  분석하였다.  세포  크기(림프구

게이트), vivid
-
 세포 및 이어서 관심 세포 표면 마커에 대한 게이팅을 히스토그램으로서 나타내었다.

MC.7.G5는 정상 세포에 반응하지 않는다.[0056]

건강한 세포 및 그의 전용 배양 배지를 사이언셀(Sciencell)(미국 캘리포니아주 칼스바드 소재)로부터 수득하고[0057]

물질 및 방법 섹션의 다른 어딘가에 기재된 활성화 및 세포독성 분석에 표적 세포로서 사용하였다. SMC3(인간

결장 평활근), CIL-1(인간 비-착색된 섬모 상피) 및 Hep2(인간 간세포)를 모두 96 U 웰 플레이트의 웰당 60,000

세포로 사용하였다. 추가로, 노화 지연을 위해 hTERT를 발현하는 MRC-5(폐 섬유아세포, ATCC
®
 참조 CCL-171)를

같은 분석에 또한 사용하였다.

MC.7.G5 TCR α 및 β 쇄의 서열[0058]

RNA를  RNEasy  마이크로  키트(퀴아겐(Qiagen))를  사용하여  추출하였다.  cDNA를  제조사의  설명에  따라  5'/3'[0059]
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SMARTer 키트(클론테크(Clontech), 프랑스 파리 소재)를 사용하여 합성하였다. 상기 SMARTer 접근법은 몰로니

쥐 백혈병 바이러스(MMLV) 역전사효소, 3' 올리고-dT 프라이머 및 5' 올리고뉴클레오티드를 사용하여, 공지된

보편적인 앵커 서열이 측면에 인접된 cDNA 주형을 생성시켰다. 이어서 PCR을 단일 프라이머 쌍을 사용하여 셋업

하였다. TCR-β 불변 영역-특이성 역방향 프라이머(Cβ-R1, 5'-GAGACCCTCAGGCGGCTGCTC-3', 서열번호 9, 유로핀

스 게노믹스(Eurofins Genomics), 독일 에벨스베르크 소재) 및 앵커-특이성 순방향 프라이머(클론테크)를 하기

의 PCR 반응에 사용하였다: 2.5 ㎕ 주형 cDNA, 0.25 ㎕ 고충실도 퓨전(Phusion) Taq 폴리머라제, 10 ㎕ 5X 퓨

전 완충제, 0.5 ㎕ DMSO(모두 써모 피셔 사이언티픽으로부터), 1 ㎕ dNTP(각각 50 mM, 라이프 테크놀로지스), 1

㎕의 각각의 프라이머(10 μM), 및 50 ㎕의 최종 반응 부피를 위한 무-뉴클레아제 수. 후속적으로, 2.5 ㎕의 첫

번째 PCR 산물을 취하고, 네스티드 프라이머 쌍(Cβ-R2, 5'-TGTGTGGCCAGGCACACCAGTGTG-3, 서열번호 10, 유로핀

스 게노믹스 및 클론테크로부터의 앵커-특이성 프라이머)을 사용하여 상기와 같은 네스티드 PCR을 셋업하였다.

상기 두 PCR 반응을 위한 순환 조건은 하기와 같았다: 94℃ 5분, 30주기의 94℃ 30s, 63℃ 30s, 72℃ 90s, 및

최종적으로 72℃ 10분. 최종 PCR 산물을 1% 아가로스 겔상에 로딩하고 QIAEX II 겔 추출 키트(퀴아겐)로 정제하

였다. 정제된 산물을 제로 블런트(Zero-Blunt) TOPO내에 클로닝하고 표준 서열분석을 위해 원샷 화학 능력 이

콜라이 세포내로 형질전환시켰다(둘 다 라이프 테크놀로지스로부터).

클론 MC.7.G5는 광범위한 종양 표적에 반응한다.[0060]

활성화 분석, 및 또한 나트롬 크로메이트(크로뮴
51
) 표지된 표적 세포(Ekeruche-Makinde et al., 2012), 또는[0061]

유식 세포측정 기반 장기간 사멸 분석을 사용하는 세포독성 분석을 상기와 같이 수행하였다(물질 및 방법 섹션

의 다른 어딘가를 참조하시오). 크로뮴 방출 분석을 위해 각각의 세포주를 1x10
6
 세포당 Cr

51
의 30 μCi(퍼킨 엘

머, 미국 매사추세츠주 월썸 소재)로 표지하고 웰(96 U 웰 플레이트)당 2000 표적 세포를 MC.7.G5와 함께 사용

하여 목적하는 T-세포 대 표적 세포비를 성취하였다. 밤새 배양후에 상등액을 수확하고, 섬광제와 혼합하고 마

이크로베타(Microbeta)  계수기를  사용하여  판독하고  비용해를  앞서  기재된  바와  같이  산정하였다(Ekeruche-

Makinde et al., 2012). 상기 A549 HEK293T 외에, 사용된 암세포주에 대한 세부사항은 하기와 같다: 세포주 명

칭(배경 및 배양 정보에 대해서 ATCC
®
 참조 또는 ECACC 수)/기원 조직 또는 기관: HEK293T(태아 신장, CRL-

1573); LnCaP(CRL-1740)/전립선; SiHa(HTB-35) 및 HeLa(CCL-2)/자궁경부; MCF7(HTB-22), MDA-MB-231(CRM-HTB-

26) 및 T47D(HTB-133)/유방; TK143(CRL-8303) 및 U20S(HTB-96)/뼈; HCT-116(CCL-247)/결장; Jurkat(TIB-152),

T2(.174  x  CEM.T2)(CRL-1992),  K562(CCL-243),  CIR  발현 HLA-A2(CRL-1193),  THP-1(TIB-202),  U266(TIB-196)

및 Molts(CRL-1552)/모든 혈액; FM74(ECACC 13012422), SK-Mel-28(HTB-72) 및 FM45(ECACC 13012410)/모든 피

부 흑색종. RC177(신장, 신세포 암종), MM909.11, MM909.15 및 MM909.24(모든 피부 흑색종)를 암 면역요법 치

료 센터(CCIT, 헤르레프 병원, 덴마크 코펜하겐 소재)에서 치료된 암 환자로부터 수득하였다.

T 세포 클론[0062]

멜란(Melan) A(Woodridge et al (2010); Lissina et al (2009))로부터 펩티드 EAAGIGILTV 및 ELAGIGILTV(2번[0063]

위치의 불규칙변화성 L)를 인식하는 HLA-A*0201 제한된 클론 MEL5/13 및 정규 MAIT 클론을 앞서 기재된 바와 같

이 배양하였다(Tungatt et al (2014)).

전장 게놈 CRISPR에 의한 유전자 포촉법[0064]

전장 게놈 CRISPR/Cas9 라이브러리 접근법을 사용하였다(개요에 대해서 도 5 및 14 및 또한 최근에 문헌[Patel[0065]

et al., 2017]에 기재되었다). GeCKO v2 하위-라이브러리 A 및 B(애드진(Adgene) 플라스미드, #1000000048, 펭

장 박사(Dr. Feng Zhang)에 의해 기탁됨)를 사용하는 전장 게놈 표적화된 HKE293T를 MC.7G.5에 의한 선택에 사

용하였다. 간단히, 퓨로마이신으로 선택된 성공적으로 형질도입된 HEK293T(0.4의 MOI)를 MC.7G.5와 1:1의 소정

의 비로 2 내지 3주간 96 웰 편평바닥 플레이트에서 공-배양하였다. MC.7G.5에 의한 2회 라운드의 선택에 생존

한 HEK293T로부터의 게놈 DNA를, 삽입된 가이드 RNA 및 따라서 제거를 위해 표적화된 유전자를 밝혀내기 위한

차세대 서열분석에 사용하였다.

클론 MC.7.G5는 MR1을 통해 표적 특이성을 나타낸다.[0066]

MHC 차단 Ab에 대한 상기와 같은 동일한 접근법을 사용하여, 항-MR1 항체를 사용하는 활성화 분석을 또한 수행[0067]

하였다, 도 6 및 도 14(클론 26.5, 바이오레전드). MC.7.G5를 앞서 기재된 바와 같이(Laugel et al, 2016) MR1

유전자의 발현을 제거하도록 CRISPR/Cas9 기술로 표적화한 A549 및 MM909.24 세포와 함께 활성화 분석에 사용하

였다. 세포주를 상기와 같은 활성화 및 크로뮴 방출 분석에 사용하였다. 완전길이 코돈 최적화된 MR1 유전자를
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렌티바이러스 입자로서 생성시켰으며 하기에 MC.7G.5 TCR에 대해 기재된 바와 유사한 방법(단일 유전자, 및 이

경우에 ratCD2 없이)을 사용하여 표적 세포에 형질도입시켜 MR1 과발현(고) 세포주를 생성시켰다. MR1 발현을

2% FBS가 있는 50 ㎕의 PBS 중에서 착색제당 10 ㎍/㎖의 MR1 Ab(상기와 같은) 및 50,000 세포를 사용하여 평가

하였다. MM909.24에서의 MR1 녹아웃을 상기 A549에 대해 기재된 바와 같이 성취하였다(6). 활성화 분석을 세포

주: MM909.24  wt,  MM909.24  MR1
-/-
,  MM909.24  MR1

고
,  pt146  wt(B-림프모구성 세포주), pt146  MR1

-/-
 및 pt146

MR1
고
 로 상기와 같이 수행하였다.

클론 MC.7.G5는 사량체 형태의 MAIT 리간드 MR1-5-OP-RU 또는 MR1-Ac-6-FP에 의해 염색되지 않는다.[0068]

MC.7.G5를 배양물로부터 수확하고, PBS + 2% FBS에서 세척하고, 이어서 50 nM의 단백질 키나제 억제제(PKI), 다[0069]

사티니브(Lissina et al., 2009)로 처리하고, 이어서 Ac-6-FP 또는 5-OP-RU로 리폴딩된 MR1과 조립된 PE 접합

된 사량체로 표지하였다, 도 6  및 14.  상기 사량체 염색된 세포를 앞서 기재된 바와 같이(Tungatt et  al.,

2015) 접합되지 않은 항-PE Ab로 표지한 다음 Vivid 및 항-CD8 Ab로 표지하였다. MR1-5-OP-RU 반응성 MAIT 클

론을 양성 대조용으로서 작용하도록 동일한 방식으로 염색하였다. 세포를 크기에 이어서 Vivid
-
CD8

+
에 대해 게이

팅하고 상기와 같은 데이터 획득 및 분석과 함께 사량체 형광의 히스토그램으로서 나타내었다.

Ac-6-FP 및 M.smeg 감염은 세포 표면에서 MR1의 발현 증대에도 불구하고 클론 MC.7.G5에 의한 인식을 감소시킨[0070]

다.

MC.7.G5를 50 ㎍/㎖(도 8), 및 1, 10 또는 100 ㎍/㎖(도 14)의 Ac-6FP와 예비-배양된 표적 세포(MM909.24 및[0071]

A549)를 사용하는 활성 분석에 사용하였다. 추가로, M.smeg가 로딩된 A549 세포를 또한 사용하였다. 처리되지

않고 방치된/로딩되지 않은 표적 세포를 음성 대조용으로서 사용하였다, 도 8 및 14. A549를 100:1 M.smeg 대

A549의 MOI로 M.smeg와 무항생제 배지에서 2h 동안 배양한 다음 상기 세포를 배양 플라스크에서 세정하고 이어

서 R10에서 2h  동안 배양하였다.  MC.7.G5  및  MAIT  클론을 TNF  가공 억제제(TAPI)-0(30  μM)  및 항-CD107a

Ab(H4A3, BD)의 존재하에서 4-5h 동안 배양하고, 이어서 항-TNF Ab(cA2, 밀테니 바이오텍), 항-CD3 Ab, 항-CD8

Ab 및 Vivid로 염색하였다. 상기와 같은 데이터 획득 및 분석과 함께 크기, 단일, vivid
-
CD3

+
 세포 이어서 CD8

+

대 CD107a 또는 TNFα에 대한 게이팅. 각각의 표적 세포를 또한 2% FBS가 있는 50 ㎕의 PBS 중에서 착색제당

50,000 세포를 사용하여 10 ㎍/㎖의 Ac-6FP 또는 M.smeg와 배양 후 MR1 Ab로 염색하였다.

MC.7.G5 TCR에 의한 다클론 T-세포의 형질도입(도 2에 도시됨)은 종양 인식을 부여한다.[0072]

자기-절단 2A 서열에 의해 분리된, 코돈 최적화된 완전길이 TCR 쇄를 합성하고(진위즈(Genewiz)) 3세대 렌티바[0073]

이러스  전달  벡터  pELNS(친절하게도,  미국  펜실배니아  소재  펜실배니아  대학의  제임스  릴리  박사에  의해

제공됨)내에 클로닝하였다. 상기 pELNS 벡터는 또 다른 자기-절단 2A 서열에 의해 상기 TCR로부터 분리된 래트

CD2(rCD2) 마커 유전자를 함유한다. 렌티바이러스 입자를 HEK293T 세포의 염화 칼슘 형질감염에 의해 생성시켰

다. TCR 전달 벡터를 패키징 및 외막 플라스미드 pMD2.G, pRSV-Rev 및 pMDLg/pRRE로 동시-형질감염시켰다. 렌티

바이러스 입자를, 미리 24h 동안 건강한 공여자(도 9) 또는 흑색종 환자(도 15)로부터 자기 분리(밀테니 바이오

텍)에 의해 정제시키고 3:1 비드:T-세포 비로 CD3/CD28 비드(다이나비즈(Dynabeads), 라이프 테크놀로지스)로

밤새 활성화시킨 CD8
+
 T-세포와 함께, 5 ㎍/㎖의 폴리브렌을 사용하여 CD8

+
 T-세포의 형질도입에 앞서 한외원심

분리에 의해 농축시켰다. 상기 바이러스를 흡수한 T-세포를 항-rCD2 PE Ab(OX-34, 바이오레전드)에 의한 농축에

이어서 항-PE 자기 비드(밀테니 바이오텍)에 의해 선택하였다. 형질도입 14d 후에 T-세포를 동종이계 공급기로

확대시켰다. 모든 기능 실험에 대해서, MC.7.G5 TCR 형질도입된 T-세포는 >95% rCD2
+
이었으며 기능 분석에 사용

되었다(도 16). 형질도입된 세포를 30 mM의 TAPI-0 CD107a Ab의 존재하에서 4-5h 동안 표적 세포와 배양하고 이

어서 TNFα, CD3, CD8 및 또한 Vivid에 대한 Ab로 염색하였다. 크기, 단일, vivid
-
CD3

+
 세포 및 이어서 CD8

+
 대

CD107a 또는 TNFα에 대한 게이팅. 데이터 획득 및 분석은 상기와 같다. 환자로부터의 TCR 형질도입된 T-세포를

또한 상술한 바와 같이 크로뮴 방출 세포독성 시험(도 15)에 사용하였다.

유식 세포측정[0074]

세포를 고정성 생/사 바이올렛 염료(라이프 테크놀로지스) 및 하기의 표면 항체: 범-αβ TCR PE(클론 IP26, 바[0075]

이오레전드), 범-γδ TCR-FITC(클론 REA591,  밀테니 바이오텍), CD3  PerCP(클론 UCHT1,  바이오레전드), CD4

APC(클론 VIT4, 밀테니 바이오텍), CD8 PE(클론 BW135/80, 밀테니 바이오텍), 래트 CD2 PE(클론 OX-34, 바이오

레전드) 및 MR1 PE(클론 26.5, 바이오레전드)로 염색하였다. MR1 PE에 의한 염색을 위해 Fc 블록(밀테니 바이오
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텍)을 제조사의 설명에 따라 사용하였다. 사량체 염색의 경우, MR1 단량체가 제이미 로쓰존(Jamie Rossjohn)(모

내쉬 대학)에 의해 제공되었으며, pMHC 단량체는 사내 생산되었다. 사량체를 조립하고 앞서 기재된 바와 같이

최적화된 염색에 사용하였다(Tungatt et al(2014)). 데이터를 BD FACS 칸토 II(BD 바이오사이언시즈)상에서 획

득하고 FlowJo 소프트웨어(트리스타)로 분석하였다.

MR1 녹아웃 및 트랜스유전자 발현[0076]

MR1  sgRNA  및  CRISPR/Cas9  렌티바이러스를  앞서  기재된  바와  같이  생성시키고  사용하였다(Laugel  et[0077]

al(2016)). MR1 트랜스유전자를, 인간 PGK 프로모터 및 GFP cDNA가 없는 디디엘 트로노(Didier Trono)의 실험

실에 의해 개발된 2 세대 pRRL.sin.cppt.pgk-gfp.wpre 렌티벡터 주쇄(애드진 12252번) 내로 클로닝하고, 렌티

바이러스 입자를 MR1 sgRNA에 대해 기재된 바와 같이 생성시켰다(Laugel et al(2016)). 표적 세포를 8 ㎍/㎖ 폴

리브렌의 존재하에서; 37℃에서 2시간 동안 500xg에서 스핀감염시켰다(spinfected)(Shalem et al(2014)). 항-

MR1 항체 PE(클론 26.2, 바이오레전드) 양성 세포를 제조사의 설명(밀테니 바이오텍)에 따라 항-PE 자기 비드를

사용하여 자기에 의해 농축시켰다.

TCR 서열분석 및 형질도입[0078]

MC.7.G5 TCR을, SMARTer RACE 키트(클론테크) 및 TCR-α 및 TCR-β 불변 영역에 특이적인 보편적인 순방향 프[0079]

라이머 및 역방향 프라이머를 사용하는 2-단계 폴리머라제 쇄 반응을 사용하여 사내에서 서열분석하였다. 이어

서 상기 TCR을 코돈 최적화(진위즈)로 합성하였으며, 이때 완전길이 TCR 쇄는 자기-절단 2A 서열에 의해 분리되

었다(Ryan et al 1991). 상기 TCR을 제2의 2A 자기-절단 서열에 의해 상기 TCR로부터 분리된 rCD2를 함유하는

3 세대 pELNS 렌티바이러스 벡터(친절하게도 펜실배니아 대학의 제임스 릴리 박사에 의해 제공됨)내에 클로닝시

켰다. 렌티바이러스 입자를 HEK293T 세포의 염화 칼슘 형질감염에 의해 생성시키고 한외원심분리에 의해 농축시

켰다. 치료후 PBMC를 TIL 환자 MM909.11 및 MM909.24로부터 수득하였으며 CD8 및 CD4 T 세포를 자기 농축(밀테

니 바이오텍)에 의해 정제시켰다. T 세포를 후속적으로 3:1 비드 대 T 세포비로 CD3/CD28 비드(다이나비즈; 라

이프 테크놀로지스)와의 밤새 배양에 의해 활성화시켰다. 이어서 T-세포를 5 ㎍/㎖ 폴리브렌(산타 크루즈 바이

오테크놀로지(Santa Cruz Biotechnology))의 존재하에서 MC.7.G5 TCR로 형질도입시켰다. 상기 바이러스를 흡수

한 T 세포를 제조사의 설명(밀테니 바이오텍)에 따라, 항-rCD2 항체 및 항-PE 자기 비드로 자기에 의해 농축시

켰다. 형질도입 14일 후에 T 세포를 앞서 기재된 바와 같이(Tungatt et al(2014)) 확대시켰다. 모든 기능 실험

에 대해서, 형질도입된 T 세포는 >85% rCD2+이었다(도 16D).

전장 게놈 GeCKOv.2 선별[0080]

GeCKOv.2 라이브러리용 렌티바이러스 입자(친절하게 펭 장에 의해 제공된 플라스미드(Sanjana et al (2014))(애[0081]

드진 플라스미드 #1000000048)). 상기 GeCKOv.2 라이브러리는 19,050개의 단백질-암호화 유전자를 표적화하는

123,411개의 단일 가이드 (sg)RNA(유전자당 6개의 sgRNA) 및 1,864개의 미세RNA(미세RNA당 4개의 sgRNA)로 이

루어지며 표적 세포주 HEK293T를 형질도입시키기 위한 렌티바이러스로서 사용되었다. 4x107  HEK-293T  세포를

0.4의 MOI로 형질도입시켜 각 하위라이브러리의 100X 커버리지를 제공하였다. 상기 렌티바이러스를 흡수한 세포

는 퓨로마이신하에서 선택되었다. 14일 후에, 상기 라이브러리의 절반을 대조용으로서 동결시켰다. MC.7.G5를

나머지 형질도입된 HEK-293T 세포에, 20 IU IL-2 배지 중의 0.25:1의 T-세포 대 HEK293T 비로 가하였다. 14일

후에, MC.7.G5를 다시 0.5:1 비로 가하였다. 7일 후에 상기 HEK293T 세포를 서열분석에 사용하였다. 3x107의

HEK-293T 세포(선택되지 않은 대조용 및 MC.7.G5로 선택된)로부터 게놈 DNA를 단리하였다(GenElute 포유동물 게

놈 DNA 미니프렙 키트, 시그마 알드리치(Sigma Aldrich)). 단리된 게놈 DNA(50 ㎕ 반응당 2.5 ㎍) 전체를, 상

기 라이브러리의 전체 표출을 확실히 포획하기 위해 후속 PCR에 사용하였다. 상기 2단계 PCR을 HPLC 정제된 프

라이머 및 NEBNext 고충실도 PCR 마스터믹스(뉴잉글랜드 바이오랩스(New England BioLabs))를 사용하여 이전에

기재된 바와 같이(Shalem et al(2014)) 수행하였다. <300 bp PCR 산물을 후속적으로 아가로스 겔로부터 단리하

고, 80  주기의 판독 1(sgRNA의 서열을 측정하기 위해) 및 8  주기의 판독 2(샘플-특이성 바코드를 식별하기

위해)로, HiSeq 장치(일루미나(Illumina))상에서 서열분석하였다. 농축된 가이드의 분석을 MAGeCK 분석(Li et

al(2014))을 사용하여 수행하였다.

장기간 사멸 분석[0082]

유동-기반 사멸 분석을 위해 5000 내지 10,000개의 암 또는 정상 세포주를 96U 웰 플레이트에 놓고, MC.7.G5 클[0083]

론을 가하여 표적 세포(실험 웰)당 5개의 T-세포를 제공하였다. 상기 세포를 20 IU의 IL-2 및 25 ng/㎖의 IL-15

가 보충된 200 ㎕의 표적 세포 배지에서 공-배양하였다. 표적 세포(대조용 웰), MC.7.G5 및 CSFE CIR을 또한 단
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독으로 배양하여 분석을 보조하였다. 상기 세포를 48시간 동안 배양하였다. 감도 분석을 위해 MC.7.G5의 수를

표적 세포에 대해 적정하고 7일 동안 배양하였다. 물질 및 방법 섹션의 다른 어딘가에 기재된 세포주 외에, 난

소암 세포주 A2780(ECACC 93112519)을 또한 사용하였다. 수확에 앞서, 0.1x10
6
 CFSE 표지된(0.1 μM) CIR 세포

를 각 웰에 가하여 실험 및 대조용 웰에 남아있는 표적 세포의 수를 확립시켰다. 상기 세포를 2 mM EDTA가 보충

된 냉장 D-PBS로 3회 세척하고, 이어서 상기 분석 플레이트에서 고정성 생/사 바이올렛 염료(라이프 테크놀로지

스), 이어서 CD3 PerCP(클론 UCHT1, 바이오레전드) 및/또는 항-TRBV25.1 APC TCR(TRBV11 아덴(Arden) 명명법:

카탈로그 A66905, 벡크만 쿨터(Beckman Coulter)) Ab로 염색하여 죽은 세포 및 T-세포가 게이팅-아웃되게 하였

으며, 이는 분석에 실행가능한 표적 세포를 남겼다. 사멸 백분율을 하기 식을 사용하여 산정하였다:

사멸% = 100 - ((실험 표적 세포 사건 ÷ 실험 비드 또는 CFSE CIR 사건) ÷ (대조용 표적 세포 사건 ÷ 대조용[0084]

비드 또는 CFSE CIR 사건) x 100)

CIR 세포 발현 빈(K43A) MR1에 의한 활성화 분석[0085]

CIR 세포를 야생형 MR1에 관하여 K43A 돌연변이(R. Reantragoon et al)를 갖는 MR1으로 형질도입시켰다. 활성[0086]

화 분석 및 유식 세포측정을 물질 및 방법 섹션의 다른 어딘가에 기재된 바와 같이 수행하였다.

결과[0087]

클론 특성화[0088]

1. T-세포 클론 MC.7.G5는 A549 세포를 인식한다(도 1A). 10 ㎍/㎖의 차단 MHC-I 및 MHC-II 항체의 첨가는 인[0089]

식을 차단하지 않았다(도 1B).

2. 항체 염색 및 유식 세포측정은 클론 MC.7.G5가 αβ TCR을 발현하고 CD8+임을 입증하였다(도 1C 및 도 16A에[0090]

서 반복됨).

3. 중요하게 T-세포 클론 MC.7G.5는 정상(비-암) 세포주에 반응하지 않는다(도 2 및 도 17B&C). 상기 MC.7.G5[0091]

TCR이 1차 CD8 T-세포에서 발현시 상기는 정상 세포의 사멸을 매개하지 않았다(도 15B). 상기 MC.7.G5 클론은

자신 또는 신선한 말초 혈액 단핵세포에 반응하지 않았다(도시 안 됨). 상기 MC.7G.5 T-세포 클론은 명백한 손

상이 없는 정상적인 건강한 공여자로부터 단리되었다. 본 발명자들은 T-세포 클론 MC.7G.5가 종양-특이성이라는

결론을 내린다.

4. MC.7.G5  T-세포 클론은 도 3에 도시된 서열의 TRAV38.2/DV8  TRAJ31  및 TRBV25.1 TRBJ2.3으로부터 제조된[0092]

TCR을 발현한다. MR1-제한된 클론 MC.7.G5는 MAIT가 아니며 MAIT TCRα 쇄를 발현하지 않는다.

5. MC.7.G5 T-세포 클론은 광범위한 암 세포주에 반응하여 MIP1β(도 4A) 및 TNFα(도 4A)를 만든다. MC.7.G5[0093]

는 또한 매우 낮은 효과기 대 표적 비(도 4B 및 17C)에서조차 다수의 암세포에 대해 대단히 세포독성이다(도 4B

및 17A). MC.7G.5는 시험된 모든 유형의 암: 혈액, 뼈, 흑색종(피부), 결장, 신장, 폐, 자궁경부, 유방, 난소

및 전립선을 인식하였다. 더욱이, 이러한 세포독성은 유효하고 민감하였다: 장기간(48시간) 사멸 분석으로부터

의 데이터는 낮은 T-세포 대 표적세포 비(도 17C)에서 암세포주의 >95% 사멸을 나타내었다(도 17A).

6. MC.7.G5 암 표적의 전장 게놈 CRISPR/Cas9 라이브러리는 클론 MC.7.G5에 의한 용해에 내성인 표적 세포주를[0094]

생성시킴으로써 MR1을 MC.7.G5의 리간드로서 밝혀내었다. 이러한 내성 세포주 중의 가이드 RNA의 서열분석은 상

기가 주로 대사 및 면역계에 관련된 유전자를 표적화함을 보였다. MR1 및 β2 미세글로불린에 대한 가이드 RNA

는 MC.7.G5에 의한 용해에 내성인 세포 집단에 매우 농축되었다. 이들 유전자는 MAIT 세포 활성화에 대한 그들

의 연관성으로 인해 즉각적으로 본 발명자들의 주목을 끌었다(MR1은 폴딩을 위해 β2 미세글로불린을 필요로 한

다).

7. 항-MR1 항체에 의한 차단은 A549 세포주의 인식을 제거하였다(도 6A 및 도 14에서 반복됨).[0095]

6. 암 세포주 A549(클론 c9) 및 MM909.24(클론 c4)는, MR1이 이들 세포주로부터 녹아웃될 때 인식되지 않았다[0096]

(도 6B&C 및 14). 렌티바이러스 형질도입을 통한 MM909.24에서의 MR1의 과발현은 인식을 약간 증대시킨다(도 6D

및 14).

8. LCL 계통 pt146은 T-세포 클론 MC.7.G5에 의해 인식되지 않는다. MC.7.G5는 또한 상기가 MR1-발현 렌티바이[0097]

러스로 형질도입되고 세포 표면에서 일부 MR1 발현을 나타낼 때조차 pt146 세포를 인식하지 못한다. LCL 계통

pt146은 MC.7.G5 T-세포 리간드를 발현하지 않는다. 이는 MC.7.G5가 MR1 자체에 반응하지 않고 오히려 상기 MR1
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결합 홈내 특유의 암 특이성 리간드를 인식함을 암시한다(도 6).

9. 클론 MC.7.G5는 Ac-6-FP 또는 5-OP-RU 로딩된 MR1 사량체로 염색되지 않는다(도 7 및 도 14E에서 반복됨).[0098]

MAIT T-세포 클론은 병행 분석에서 MR1-5-OP-RU 사량체로 염색된다. 본 발명자들은 MC.7.G5가 MAIT 리간드에 결

합하지 않는다는 결론을 내린다. 이러한 발견은 MC.7.G5가 정규 MAIT 불변성 TRAV1-2α 쇄를 발현하지 않음과

일치한다. 이는 '빈'(K43A) MR1 사량체(이는 MC.7.G5를 염색하지 않았다)를 사용하여 입증되었다. 상기 MR1의

K43A 돌연변이는 결합된 화물의 부재하에서 MR1의 리폴딩을 허용한다, 도 14. 유사하게, 빈(K43A) MR1의 발현은

C1R상에서 MR1의 양호한 세포 표면 발현에도 불구하고 MC.7.G5에 의한 인식을 도출하지 않는다(MR1 Ab 염색 우

측 패널) 도 18. 이는 MR1에 결합된 암-발현된 리간드가 MC.7.G5 활성화에 중요함을 추가로 입증한다.

10.  12시간  동안  10,  50  또는  100  ㎍/㎖의  MR1  리간드  Ac-6-[0099]

FP(http://www.rcsb.org/pdb/explore.do?structureId=4pj5)의 부가는 MM909.24 세포의 표면에서 MR1 발현을 실

질적으로 증대시키지만(도 8 및 14G) 클론 MC.7.G5에 의한 상기 세포의 인식은 낮춘다(도 8 및 14G). 이러한 발

견은 클론 MC.7.G5가 MM909.24 세포 표면상의 Ac-6-FP와 상이한 MR1-결합된 리간드를 인식할 것임을 강하게 암

시한다. 유사한 발견이 A549 세포에서 관찰되었다. A549 세포와 Ac-6-FP와의 배양은 상기 표면상의 MR1 발현을

증가시키는 반면 인식은 감소시켰다. 마이코박테리움 스메그마티스(M.smeg)에의 A549 세포의 노출은 또한 MR1

발현을 증대시켰다. 이는 M.smeg가 MR1  리간드를 생성시킴이 공지되어 있기 때문에 예상된다. 이들 리간드는

MAIT 세포에 의해 인식될 수 있다. M.smeg 감염된 A549 세포는 병행 실험에서 MAIT 클론에 양호한 리간드였다

(도 8 및 14F). M.smeg에의 A549 세포의 노출은 클론 MC.7.G5에 의한 인식을 실질적으로 감소시켰다. 본 발명자

들은 클론 MC.7.G5가, 오직 암세포상에만 존재하는 MR1 결합 홈 중의 리간드를 통해 암세포를 인식한다는 결론

을 내린다.

11.  MC.7.G5의  다클론  T-세포내로의  형질도입은  상기가  종양  표적을  인식하게  한다(도  9).  실제로,  상기[0100]

MC.7.G5 TCR로 형질도입된 전이성 흑색종 환자 MM909.11으로부터의 CD8 T-세포는 자기유래 및 비-자기유래 흑색

종을 사멸시켰지만, 정상 세포는 사멸시키지 않았다(도 15). 본 발명자들은 클론 MC.7.G5에 의한 종양 인식이

MR1  분자에  의해  제공된  리간드를  통해  도  3에  도시된  MC.7.G5  T-세포  수용체를  통해  발생한다는  결론을

내린다.

6개의 상이한 단일 가이드(sg)RNA를 갖는 인간 게놈 중 모든 단백질-암호화 유전자를 표적화하는 GeCKOv.2 라이[0101]

브러리를 사용하는 게놈-와이드 CRISPR/Cas9 접근법을 사용하여 MC.7.G5에 의한 표적 세포의 인식에 필수적인

유전자를 식별하였다(도 13A). MC.7.G5에 의한 2회 라운드의 선택에 이어서, 생존하는 형질도입된 HEK293T 세포

는 감소된 MC.7.G5 자극 능력을 나타내었으며, 이는 그의 인식에 관련된 핵심 유전자가 제거되었음을 암시한다

(도 13B). 용해 내성 HEK293T 세포에서 CRISPR sgRNA의 서열분석은 단지 6개의 유전자만이 하나 초과의 농축된

sgRNA: β2M(5개의 sgRNAs), MR1(2개의 sgRNAs), 조절 인자 X(RFX, 5개의 sgRNAs), RFX 관련 안키린 함유 단백

질(RFXANK,  5개의  sgRNAs),  RFX  관련  단백질(RFXAP,  3개의  sgRNAs),  및  전사  6의  신호  전달제  및  활성제

(STAT6, 2개의 sgRNAs)에 의해 표적화됨을 보였다(도 13C). RFX, RFXANK 및 RFXAP는 β2M, MHCI 및 MHCII 프로

모터의 전사활성화를 담당하는 단백질 복합체의 필수 성분들이다. β2M 및 MR1이 연합하여 MAIT 및 다른 MR1-제

한된 T-세포를 활성화하는 것으로 공지된 비-다형태성의 안정한 항원-제공 분자를 형성한다는 사실과 함께, 이

들 데이터는 상기 MC.7.G5 T-세포가 불변성 MR1 분자를 통해 암 표적을 인식함을 강하게 암시하였다. 상응하게,

MR1 항체(그러나 MHC1 또는 MHCII 항체는 아님)는 MC.7.G5에 의한 표적 세포 인식을 차단하였다(도 14A). A549

및 흑색종 MM909.24로부터의 MR1의 CRISPR 매개된 녹아웃(도 16B에 도시된 결실 돌연변이)은 MC.7.G5-매개된 인

식 및 용해로부터 보호되었다(도 14B). 흑색종 MM909.24는 항-MR1 항체로 염색되지 않았으며 이는 표적 인식에

매우 최소 수준의 MR1이 요구됨을 암시하였다(도 16C). MR1의 과발현은 불충분하게 인식된 표적, HeLa 및 C1R의

강한 인식을 생성시켰으며, 흑색종 MM909.24의 인식을 약간 증대시켰다(도 14C). MR1의 CRISPR/Cas9 MR1-녹아웃

A549 세포내로의 재도입은 MC.7.G5에 의한 인식을 복원시켰으며(도 14D), 이는 암세포 인식이 MR1-의존성이라는

추가적인 신뢰를 심어주었다.

MR1은 MAIT 세포에 세포 표면의 리보플라빈 합성 중간체를 제공하는 것으로 공지되어 있으며 결합된 화물 없이[0102]

는 상기 세포 표면에서 발현되지 않는 것으로 여겨진다. MC.7.G5는 결합된 리간드 없이 MR1 리폴딩을 허용하는

K43A 돌연변이를 함유하는 MR1으로 구성된 사량체로 염색되지 않았다. 암세포의 MR1-의존적인 인식은 MC.7.G5가

악성 세포에서 특이적으로 발현되거나 상향조절된 MR1-결합된 대사산물을 인식할 수도 있음을 암시하였다. 상기

가설과 일치하여, MC.7.G5는 MR1 제공 미생물 유래된 T 세포 활성제 5-OP-RU와 조립된 사량체로 염색되지 않았

다. 더욱 또한, 표적 세포의 인식은, MR1의 표면 발현의 증가에도 불구하고(도 14G), MAIT 활성화 세균 마이코

박테리움 스메그마티스(M.smeg)(도 14F)  또는 MR1  리간드 아세틸-6-포르밀프테린(Ac-6-FP)(22,23)(도 14G)가
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로딩될 때 감소되었다. 이러한 결과는 MC.7G.5가 공지된 기전에 의해 MR1 자체도, MR1도 인식하지 않으며, 오히

려 암세포에 특이적이거나 또는 암세포에 결합된 화물이 있는 MR1을 인식함을 가리킨다.

MC.7.G5의 TCR 서열분석은 TRBV25.1 TRBJ2.3 β-쇄와 짝을 이룬 TRAV38.2/DV8 TRAJ31 α-쇄로 구성된 신규의[0103]

TCR을 밝혀내었다. 암세포상의 MR1을 표적화하는 치료학적 가능성을 탐구하기 위해서 본 발명자들은 T-세포를

IV기 흑색종 환자로부터 정제하고 상기를 MC.7.G5 TCR로 렌티바이러스에 의해 형질도입시켰으며, 이는 자기유래

및 비-자기유래 흑색종의 인식 및 사멸을 생성시켰지만(도 15), 건강한 세포는 그렇게 하지 않았다(도 15B). 상

기 사멸은 상기 MC.7.G5 TCR 형질도입된 세포가 MR1 녹아웃 흑색종을 용해하지 않았기 때문에 MR1에 특이적이었

다(도 15B). 본 발명자들은 상기 MC.7.G5 TCR이 환자 T-세포를 특정한 HLA의 요구 없이 환자의 암세포를 사멸시

키는데 전용할 수 있다는 결론을 내린다. MR1은 그의 비-다형태성의, 편재하여 발현되는 성질로 인해 암 면역요

법에 매력적인 표적이다. MR1 사량체 및 리간드 발견에 있어서 최근의 진보는 상기 분야에서 진전된 지식을 갖

지만, 발견해야 할 것은 훨씬 더 많다. 여기에서 본 발명자들은 다양한 조직 유형으로부터의 다수의 암세포주에

반응하는 T-세포 클론에 의한 암세포 인식을 입증하였다.

장기간 사멸 분석(도 17)은 상이한 기원의 일련의 암세포주의 MC.7.G5 사멸을 도시한다. 실제로, MC.7.G5는 각[0104]

세포주의 95 내지 99.5%를 사멸할 수 있었다. 더욱이, MC.7.G5는 건강한 세포를 사멸시키지 않았다.

CIR 세포에서 돌연변이된 K43A('빈') MR1의 과발현은 MR1 항체에 의한 CIR-K43A의 고도의 염색에도 불구하고(도[0105]

18B) MC.7.G5의 활성화를 유도하지 않았다(도 18A). 대조적으로, CIR에서 야생형 MR1의 과발현은 MC.7.G5 활성

화를 유도하였다. 이는 상기 MC.7.G5 TCR이 결합된 화물을 갖는 MR1을 인식함을 입증한다.

현행 MR1 항체는 검출 가능한 mRNA 발현에도 불구하고, 암세포상에서 MR1의 낮은 표면 발현을 검출할 수 없다.[0106]

실제로, MC.7.G5에 의한 암세포 인식에 요구되는 MR1 표면 발현의 수준은 종종 항체에 의한 염색에 요구되는 한

계 미만이었으며, 이는 상기 MC.7.G5가 pMHC를 인식하는 T-세포와 유사한, 낮은 사본수의 MR1 리간드에 반응할

수도 있음을 암시한다. 본 발명자들의 결과는 또한 통상적이지 않은 T-세포 리간드에 대한 발견 플랫폼으로서

게놈-와이드 CRISPR/Cas9 선별의 막대한 힘을 입증한다. 실제로, 본 발명자들은 또한 상기 기법을 사용하여 γ

δ TCR에 의한 암세포 인식에 요구되는 절대적인 세포 표면 발현된 분자를 발견하였으며, 본 발명자들은 여기에

서 적용된 방법론이 신규 리간드를 드러냄으로써 상기 통상적이지 않은 T-세포 분야를 급속하게 혁신시킬 것임

을 예상한다.

요약하면, 전장 게놈 CRISPR 선별을 사용하여 MC.7.G5의 암 발현된 리간드를 밝혀내었다. MR1 확인 실험은 A549[0107]

세포에 의한 MC.7.G5의 활성화가 MR1 항체에 의해 차단될 수 있고 상기 클론이 본 발명자들의 실험실에 의해 생

성된 MR1 녹아웃 A549 세포(Laugel et al 2012) 또는 흑색종 표적 MM9909.24의 CRISPR/Cas9-매개 MR1 녹아웃에

반응하지  않음을  보였다.  MC.7.G5는  대부분의  암세포주에  반응하였으나  1차(비-종양)  세포에는  반응하지

않았다. MC.7.G5에 의한 표적 암세포의 인식은 MR1의 발현을 요구하였다. MR1의 유일한 다형성은 MR1-제한된

TCR이 집단 중 임의의 개체로부터의 세포에 반응하도록 침묵한다(Parra-Cuadrado et al 2000). 이는 단일 생성

물을 모든 환자에 사용할 수 있었으므로(Guo et al 2015) MR1을 입양 세포 요법 접근법에 특히 매력적인 후보로

만든다.

결론[0108]

상기 MC.7.G5 TCR은 T-세포가 광범위한 종양을 인식할 수 있게 한다. 인식은 집단 불변성 분자 MR1을 통해 일어[0109]

난다. MR1은 통상적으로 그의 결합 홈 중 리간드의 부재하에서 세포 표면상에서 발현되지 않는다(Chua et al.

2011). MR1에 결합하는 리간드의 발현은 상기 분자를 세포 표면으로 수송하여 상기 리간드를 제공할 수 있게 한

다(도  10).  공지된  MR1  리간드의  부가는  MC.7.G5  T-세포  클론에  의한  종양  인식을  감소시키며  이는  상기

MC.7.G5가 MR1의 상황에서 암세포 특이성 리간드를 인식함을 암시한다(도 11)(즉, 다른 리간드들이 MR1에의 결

합에 대해 암 리간드와 경쟁한다). MR1에 관해 공지된 것을 고려하면, 상기 리간드는 종양형성에 의해 상향조절

되는 대사 경로의 중간체인 것처럼 보인다. 진행중인 실험은 상기 리간드의 성질을 측정하는 것을 목적으로 한

다.

본 발명은 T-세포 클론 MC.7.G5에서 식별된 TCR에 중점을 둔다. 상기 TCR은 보존된 MHC 관련된(MR) 1 단백질을[0110]

통해 광범위한 암세포를 인식한다. 상기 TCR은 비-종양 세포는 인식하지 않는다. 종양 세포주로부터의 MR1의

CRISPR/Cas9 녹아웃 또는 항-MR1 항체에 의한 차단은 TCR 인식을 제거한다. 공지된 MR1-결합 리간드와의 배양은

TCR 인식을 감소시키며 이는 상기 T-세포 수용체(TCR) 리간드가, MR1 결합 홈 중의 TCR에 있거나 또는 상기에

제공되는 암-특이성 대사산물임을 암시한다. 상기 MC.7.G5 TCR은 다양한 상이한 암 면역요법 전략에 사용될 수
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있다. 광범위한 종양 인식 및 인식의 인간 백혈구 항원(HLA)-독립성은 상기 TCR을 사용하는 범-암, 범-집단 면

역요법에 대한 흥분되는 가능성을 드러낸다. 
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