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(54) 발명의 명칭 세포 면역요법을 위한 방법 및 조성물
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본 발명은 세포 면역요법에 의해, 예컨대 CD8+ 중심 기억 T 세포 또는 키메라 수용체를 발현하도록 유전자 조작

된 CD4+ T 세포와 중심 기억 T 세포의 조합을 입양 전달하는 것에 의해 매개되는 면역 반응을 부여하고/거나 증

대시키기 위한 핵산, 벡터, 숙주 세포, 방법 및 조성물을 제공한다.  일부 대안에서 유전자 변형된 숙주 세포는 
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리간드 결합 도메인을 코딩하는 폴리뉴클레오티드, 맞춤화된 스페이서 영역을 포함하는 폴리뉴클레오티드, 막횡
단 도메인을 포함하는 폴리뉴클레오티드, 및 세포내 신호전달 도메인을 포함하는 폴리뉴클레오티드를 포함하는
핵산을 포함한다.  일부 대안에서, 리간드 결합 도메인은 CD171에 결합한다.
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명 세 서

청구범위

청구항 1 

(a) 서열식별번호: 54에 제시된 잔기 2150 내지 2875의 뉴클레오티드 서열을 포함하며 CD171에 특이적으로 결합

하고 항체 CE7로부터 유래된 단일-쇄 항체 단편(scFv)을 포함하는 리간드 결합 도메인을 코딩하는 폴리뉴클레오

티드;

(b) (i) 폴리펩티드 스페이서가 서열식별번호: 59에 제시된 아미노산 서열을 포함하고 119개 이하의 연속된 아

미노산의 길이를 갖는, IgG4 힌지 영역 서열 및 CH3 영역, 또는

(ii) 서열식별번호: 21에 제시된 아미노산 서열을 포함하고 15개 이하의 연속된 아미노산의 길이를 갖는, IgG4

힌지 영역 서열

을 포함하는 폴리펩티드 스페이서를 코딩하는 폴리뉴클레오티드;

(c) 막횡단 도메인을 코딩하는 폴리뉴클레오티드; 및

(d) CD27, CD28, 4-1BB, OX-40, CD30, CD40, PD-1, ICOS, LFA-1, CD2, CD7, NKG2C, B7-H3, 및 그의 조합으로

이루어진 군으로부터 선택된 공동자극 도메인과 조합하여 CD3 제타의 모두 또는 일부를 포함하는 세포내 신호전

달 도메인을 코딩하는 폴리뉴클레오티드

를 포함하는, 키메라 수용체를 코딩하는 핵산.

청구항 2 

제1항에 있어서, 세포내 신호전달 도메인이 CD28, 4-1BB, 또는 그의 조합으로부터 선택된 공동자극 도메인과 조

합하여 CD3 제타의 모두 또는 일부를 포함하는 것인 핵산.

청구항 3 

제2항에 있어서, 세포내 신호전달 도메인이 CD3 제타의 적어도 일부 및 4-1BB의 적어도 일부를 포함하는 것인

핵산.

청구항 4 

제1항에 있어서, 마커 서열을 코딩하는 핵산을 추가로 포함하는 핵산.

청구항 5 

제1항에 있어서, 서열식별번호: 55의 잔기 2084 내지 3778, 서열식별번호: 56의 잔기 2084 내지 3457, 또는 서

열식별번호: 57의 잔기 2084 내지 3580의 뉴클레오티드 서열과 적어도 95% 서열 동일성을 갖는 뉴클레오티드 서

열을 포함하는 핵산.

청구항 6 

제1항에 있어서, 서열식별번호: 55의 잔기 2084 내지 3778, 서열식별번호: 56의 잔기 2084 내지 3457, 또는 서

열식별번호: 57의 잔기 2084 내지 3580의 뉴클레오티드 서열을 포함하는 핵산.

청구항 7 

제1항 내지 제6항 중 어느 한 항의 핵산에 의해 코딩된 키메라 수용체 폴리펩티드.

청구항 8 

제1항 내지 제6항 중 어느 한 항의 핵산을 포함하는 발현 벡터.

청구항 9 
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제1항 내지 제6항 중 어느 한 항의 핵산을 포함하는 생체외(ex vivo) 숙주 세포.

청구항 10 

제9항에 있어서, 전구체 T 세포인 숙주 세포.

청구항 11 

제9항에 있어서, 조혈 줄기 세포인 숙주 세포.

청구항 12 

제9항에 있어서, 나이브 CD8+ T 세포, 중심 기억 CD8+ T 세포, 이펙터 기억 CD8+ T 세포 및 벌크 CD8+ T 세포로

이루어진 군으로부터 선택된 CD8+ T 세포독성 림프구 세포인 숙주 세포.

청구항 13 

제12항에 있어서, CD8+ 세포독성 T 림프구 세포가 CD45RO 및 CD62L에 대해 양성인 중심 기억 T 세포인, 숙주 세

포.

청구항 14 

제9항에 있어서, 나이브 CD4+ T 세포, 중심 기억 CD4+ T 세포, 이펙터 기억 CD4+ T 세포 및 벌크 CD4+ T 세포로

이루어진 군으로부터 선택된 CD4+ T 헬퍼 림프구 세포인 숙주 세포.

청구항 15 

제14항에 있어서, CD4+  헬퍼 림프구 세포가 CD45RA  및 CD62L에 대해 양성이고 CD45RO에 대해 음성인 나이브

CD4+ T 세포인, 숙주 세포.

청구항 16 

제9항의 숙주 세포 및 제약상 허용되는 부형제를 포함하는, 암 또는 종양의 치료 또는 억제에 사용하기 위한 조

성물.

청구항 17 

(a) 제1항 내지 제6항 중 어느 한 항의 키메라 수용체를 코딩하는 복수개의 핵산을 제공하는 단계이며, 여기서

각각의 복수개의 핵산은 길이가 상이한 키메라 수용체를 코딩하는 것인 단계;

(b) 각각의 복수개의 핵산을 별개의 단리된 T 림프구 집단에 도입시키고 각각의 T 림프구 집단을 시험관내에서

확장시킴으로써, 복수개의 유전자 변형된 T 림프구 집단을 생성하는 단계;

(c) 각각의 유전자 변형된 T 림프구 집단을 CD171을 포함하는 종양을 보유하는 동물 모델에 투여하고, 유전자

변형된 T 림프구 집단이 항종양 반응을 갖는지 여부를 결정하는 단계; 및

(d) 항종양 반응을 제공하는 키메라 수용체를 코딩하는 핵산을 선택하는 단계

를 포함하는, 숙주 세포를 제조하는 방법.

청구항 18 

제17항에 있어서, 림프구 집단이 CD8+ 또는 CD4+인 방법.

청구항 19 

제17항에 있어서, 키메라 수용체를 코딩하는 선택된 핵산을 숙주 세포에 도입시키는 단계를 추가로 포함하는 방

법.

청구항 20 

제1항 내지 제6항 중 어느 한 항의 핵산을 CD45RA-, CD45RO+, 및 CD62L+ 표현형을 갖는 림프구 집단에 도입시키
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는 단계; 및

림프구 집단을 항-CD3 항체 또는 항 CD28 항체, 및 적어도 1종의 항상성 시토카인의 존재 하에 림프구 집단이

세포 주입물로서 사용하기에 충분히 확장될 때까지 배양하는 단계

를 포함하는, 세포 주입물을 제조하는 방법.

청구항 21 

제20항에 있어서, 림프구 집단이 CD8+ 또는 CD4+인 방법.

청구항 22 

제9항에 있어서, CD171을 발현하는 암 또는 고형 종양의 치료 또는 억제에 사용하기 위한 숙주 세포.

청구항 23 

제22항에 있어서, 암이 신경모세포종인 숙주 세포.

청구항 24 

제22항에 있어서, 암이 유방암, 뇌암, 결장암, 신암, 췌장암 및 난소암으로 이루어진 군으로부터 선택된 것인

숙주 세포.

청구항 25 

제9항에 있어서, CD171을 포함하는 암을 갖는 대상체에서 세포 면역요법을 수행하는 데 사용하기 위한 숙주 세

포.

청구항 26 

제25항에 있어서, 암이 신경모세포종인 숙주 세포.

청구항 27 

제25항에 있어서, 암이 유방암, 뇌암, 결장암, 신암, 췌장암 및 난소암으로 이루어진 군으로부터 선택된 것인

숙주 세포.

청구항 28 

제9항에 있어서, 암을 갖는 대상체에서 세포 면역요법을 수행하는 데 사용하기 위한 숙주 세포.

청구항 29 

제28항에 있어서, 암이 신경모세포종인 숙주 세포.

청구항 30 

제28항에 있어서, 암이 유방암, 뇌암, 결장암, 신암, 췌장암 및 난소암으로 이루어진 군으로부터 선택된 것인

숙주 세포.

청구항 31 

삭제

청구항 32 

삭제

청구항 33 

삭제
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청구항 34 

삭제

청구항 35 

삭제

발명의 설명

기 술 분 야

관련 출원[0001]

본원은 2014년 4월 10일에 출원된 미국 특허 가출원 번호 61/977,751, 2014년 4월 30일에 출원된 미국 특허 가[0002]

출원 번호 61/986,479, 2014년 10월 2일에 출원된 미국 특허 가출원 번호 62/058,973, 2014년 12월 5일에 출원

된 미국 특허 가출원 번호 62/088,363, 2014년 12월 9일에 출원된 미국 특허 가출원 번호 62/089,730, 및 2014

년 12월 11일에 출원된 미국 특허 가출원 번호 62/090,845의 우선권의 이익을 청구한다.  상기 언급된 출원의

전체 개시내용은 그 전문이 참조로 명백히 포함된다.

서열 목록에 대한 참조[0003]

본 출원은 전자 형식의 서열 목록과 함께 출원한다.  서열 목록은 114kb 크기의 2014년 4월 1일에 생성된 파일[0004]

명칭 SCRI-065WO_SEQUENCE_LISTING.TXT로서 제공된다.  전자 포맷의 서열 목록 내 정보는 그 전문이 본원에 참

조로 포함된다.

발명의 분야[0005]

본 출원은 생물의약의 분야 및 구체적으로 암 요법에 유용한 것들을 포함한, 세포 면역요법에 사용하기 위한 방[0006]

법 및 조성물에 관한 것이다.  특히, 본 발명의 대안은 종양 표적화 수용체로 변형된 T 세포를 포함하는 세포

면역요법을 수행하기 위한 방법 및 조성물에 관한 것이다.

배 경 기 술

암  면역요법에  대한  접근법은,  그에  의해  T  세포가  유전자  변형되어  합성  키메라  항원  수용체  (CAR)가[0007]

발현되며, 상당히 초기의 인간 임상 시험의 대상이다.  B 세포 계통 악성종양, 예컨대 급성 림프모구성 백혈병

및 비-호지킨 림프종의 경우에 CD19-특이적 또는 CD19-표적화 CAR T 세포로 처리된 환자에서 극적인 항종양 효

력이 관찰되었지만, 고형 종양을 보유하는 환자에서 유사한 반응을 달성하기 위한 도전은 상당하다.  최근, 암

환자에서의 CAR 재지시된 T 세포 입양 요법의 개발 및 임상 시험은 대부분 실험적이고, 거대 불응성 종양을 갖

는 과도하게 사전치료된 환자를 수반하는 임상 I상 시험 실행의 실현가능성에 영향을 미치는 다양한 기술적 파

라미터에 의해 제약을 받는다.  보다 큰 정밀도로 규정될 수 있는 세포 생성물과 관련된 2종의 파라미터는 T 림

프구 하위세트 조성물 및 그의 항종양 활성을 최대화하는 기능적 아웃풋을 위한 CAR 신호전달의 조율이다.  일

부 대안에서, CAR-발현 중심 기억 T 세포의 치료 활성을 검사하였고, 줄기 세포 유사 특색을 갖는 T 세포 레퍼

토리의 안정한 항원-경험 구성요소가 입양 전달 후에 오래 계속되는 기능적 기억 위치를 재생하는 능력을 갖는

다는 것이 제시된 바 있다.  항-CD19 CAR-발현 세포는 생산되고, 면역자기 선택을 사용한 CD45RO
+
CD62L

+ 
TCM 세

포에 대한 풍부화 후에, 임상에서 평가된 바 있다.

CD19 발현 B 세포 악성종양의 표적화를 넘어, 기술분야의 도전과제는 허용되는 "온(on)" 표적 "오프(off)" 종양[0008]

반응성으로 CAR T 세포 인식을 수정할 수 있는 종양 세포 상의 세포 표면 표적 분자를 확인하고 조사하는 것일

것이다.  그러나, 일단 확인되면, CD4 및 CD8 T 세포 활성화와 상용성인 신호전달 아웃풋을 위한 새로운 CAR을

조율하는 접근법은 전적으로 만족스럽지 않았다.  일반적으로 CAR 개발에 중요한 것으로서 인지되는 파라미터는

표적 분자 CAR 항원 결합 도메인 (전형적으로 그러나 항체 scFv 및 세포질 도메인의 신호전달 모듈만으로 독점

되는 것은 아님)의 친화도이다.

치료 활성에 중요한 키메라 수용체 설계의 요소를 결정하는 방법을 확인하고, 특이적 항원 및 생체내에서 증진[0009]

된 생존 및 효능을 제공하는 유전자 변형되고 입양 전달된 세포 집단을 표적화하기 위한 키메라 수용체를 증진

또는 개선시키는 것이 필요하다.  특히 이러한 필요를 다루는 대안이 제공된다.
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발명의 내용

백혈병 및 림프종 환자에서 키메라 항원 수용체 (CAR) 재지시된 T 세포 면역요법의 치료 효능에도 불구하고, 방[0010]

법 및 조성물은 고형 종양에서 유사한 임상 반응을 달성할 필요가 있다.  CAR 개발은 일부 경우에 예를 들어 시

험관내 판독을 기반으로 하여 가장 높은 크기의 T 세포 기능적 아웃풋을 도출하는 구축물을 선택하는 것에 대해

편향될 수 있다.  상이한 CAR 세포외 스페이서 및 세포질 신호전달 도메인 변이체는 종양 세포 세포용해 및 시

토카인 분비를 위한 CD8+ CTL 활성화의 크기를 조율하기 위해 조합될 수 있다.  본원에 기재된 연구에서, 이러

한 시험관내 검정에서 가장 높은 활성을 나타낸 CAR 구축물은 또한 생체내에서 가장 낮은 항종양 활성을 나타낸

반면에, CAR은 중간 정도의 신호전달 효력 매개 종양 불활성화 및/또는 근절을 조율하였다.  재귀적 CAR 촉발은

아마도 증대된 FasL 발현의 결과로서 과다활성 CAR을 발현하는 CTL이 활성화 유도된 세포 사멸 (AICD)에 매우

감수성이게 할 수 있다는 것이 관찰되었다.  AICD를 제한하기 위해 세포외 스페이서 및 세포질 신호전달 모듈의

조합을 사용하여, 예를 들어 이러한 부분의 특성을 독립적으로 달리함으로써 CAR을 조율하는 것은, 고형 종양에

대해 증진 또는 개선된 임상 활성을 촉진할 수 있다.  CAR T 세포 성능에 기여하는, 항원 결합 및 막횡단 도메

인을 연결하는 세포외 스페이서의 특색, 예컨대 스페이서의 길이의 영향이 본원에 기재되어 있다.  일부 대안에

서, CAR 스페이서는, CAR-발현 세포, 예를 들어 T 세포와 표적화된 세포, 예를 들어 종양 세포 사이의 생물물리

학적 시냅스 거리를 조정 및/또는 증진 또는 개선시켜 면역 세포, 예를 들어 T 세포 활성화와 상용성이고/거나

그에 최적인 시냅스 거리를 달성하기 위해 선택된다.

본원에 기재된 대안은 모노클로날 항체 CE7에 의해 인식되고 임상 파일럿 실험에서 제1 세대 CAR로서 시험된 바[0011]

있는 CD171 상의 종양 선택적 에피토프 (L1-CAM)를 표적화할 수 있고/거나 그에 특이적인 CAR의 성능에 대한 세

포외 스페이서 길이 및 세포질 신호전달 모이어티 선택 둘 다의 각각의 기여에 관한 것이다.  CAR 재지시된 이

펙터 효력에 대한 시험관내 기능적 검정을 사용할 때, 제2 및 제3 세대 세포질 신호전달 도메인과 관련하여 스

페이서 치수를 기반으로 한 이펙터 아웃풋의 정량적 계층이 관찰되었다.  하나의 대안에서, 시험관내 대 생체내

CAR T 세포 성능에서의 현저한 비부합성은 가장 기능적으로 강력한 CAR 포맷의 활성화 유도된 세포 사멸 (AIC

D)로 인한 것으로 제시되었다.  이들 대안은 고형 종양에 대한 CAR T 세포 면역요법의 개발에서의 검사를 위한

임상적으로 적절한 파라미터를 밝힌다.  각각의 새로운 scFv 및 표적 분자가 종양 세포 형질 막으로부터의 고유

한 거리를 규정한다는 것을 고려하면, CAR 스페이서의 조정은 각 구축물에 대해 고유하고, 스페이서 길이 변이

체의 라이브러리의 경험적 시험을 통해 유래한다.

한 측면에서, 본 개시내용은 세포 면역요법에 의해, 예컨대 종양-특이적, 유전자 변형된 면역 세포의 집단, 예[0012]

컨대 CD8+ 또는 CD4+ T 세포 단독, 또는 조합의 유전자 변형된 하위세트를 입양 전달하는 것에 의해 매개되는

면역 반응을 부여하고/거나 증대시키기 위한 방법 및 조성물에 관한 것이다.  본 개시내용은 키메라 수용체 핵

산, 및 이러한 핵산을 포함하는 벡터 및 숙주 세포, 뿐만 아니라 이에 의해 코딩된 키메라 수용체를 제공한다.

이러한 키메라 수용체를 코딩하는 핵산 서열은 일반적으로, 효율적인 세포 활성화 및 특이적 표적 분자 또는 표

적 분자 상의 에피토프의 인식을 위해 표적화할 수 있고/거나 특이적인 키메라 수용체를 맞춤화하기 위해, 절제

될 수 있고 다른 구성요소로 대체될 수 있는 수많은 모듈화된 구성요소와 함께 연결된다.

키메라 항원 수용체 (CAR) 발현 세포를 사용하는 입양 면역요법은 암의 치료, 호전 및/또는 증식 억제에 유용할[0013]

수 있다.  일부 대안에서, 항원 CD171 (L1CAM)의 에피토프에 대해 지시된 CAR이 사용된다.  이러한 CAR 구축물

은 세포가 CD171을 발현하는 임의의 질환 또는 장애 또는 악성종양을 치료, 호전 또는 억제하는데 유용하다.

일부 대안에서, 질환 또는 장애는 CD171 (L1CAM)을 발현하는 암 또는 종양이다.  일부 대안에서, CD171을 발현

하는 암은 신경모세포종 (NB)이다.  CD171은 고위험 NB의 100%에서 발현된다.  CD171을 발현하는 다른 암은 흑

색종, 자궁경부 암종, 난소암, 자궁 암종, 췌장암, 결장 암종, 신암종 및 교모세포종을 포함한다.

L1CAM으로도 공지된 CD171은 200-kDa 막횡단 당단백질이다.  이는 축삭 안내 및 세포 이동에 수반되는 뉴런 세[0014]

포 부착 분자로, 치료-저항성 암에서 강력한 연관성을 갖는다.  CD171은 인식 분자의 이뮤노글로불린 슈퍼패밀

리에 속하고, 다른 부착 분자 예컨대 라미닌, 인테그린, 프로테오글리칸 및 CD24와의 이종친화성 상호작용에 참

여한다.  일부 대안에서, CD171은 종양 세포 상에서 우세하게 발견되는 에피토프를 포함하거나, 그로 본질적으

로 이루어지거나 또는 그로 이루어진다.  일부 대안에서, 에피토프는 글리코실화 CD171의 세포외 도메인 상에서

는 발견되고 비글리코실화 CD171 상에서는 발견되지 않는다.  일부 대안에서, 에피토프는 CE7, 또는 CE7로 간주

되는 항체에 의해 인식되는 에피토프를 지칭한다.

신경모세포종은 영아기 동안 발생하는 가장 흔한 두개외 고형 종양이다.   이는  신경모세포 (만능 교감신경[0015]

세포)로부터 발생하는 교감 신경계의 배아성 악성종양이다.  발생 중인 배아에서, 이들 세포는 함입하고, 신경
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축을 따라 이동하고, 교감 신경절, 부신 수질 및 다른 부위로 이주한다.  이들 세포의 분포의 패턴은 원발성 신

경모세포종 제시의 부위와 상관된다.  연령, 병기 및 종양 세포 내에서 직면하는 생물학적 특색은 중요한 예후

인자이고,  위험도  계층화  및  치료  할당에  사용된다.   신경모세포종을  갖는  환자에  대한  결과의  차이는

현저하다.  저위험 및 중간 위험 신경모세포종을 갖는 환자는 탁월한 예후 및 결과를 갖는다.  그러나, 고위험

질환을 갖는 이들은 집중 요법에도 불구하고 계속 매우 불량한 결과를 갖는다.  불행하게도, 18개월령 초과의

환자의 대략 70-80%는 통상적으로 림프절, 간, 골 및 골수에서 전이성 질환을 나타낸다.  심지어 고용량 요법에

이어서 자가 골수 또는 줄기 세포 구출의 사용에도 이들 환자의 절반 미만이 치유된다.  따라서, 본원에 기재된

CAR 형질도입된 림프구는 대상체에서의 신경모세포종의 치료, 호전 또는 억제에 유용하다.

일부 대안에서, CD171에 대해 지시된 CAR은 CAR 또는 그를 발현하는 세포의 생체내 활성 및/또는 생존 및/또는[0016]

또는 지속성을 증진시키는 구성요소를 포함한다.  일부 대안에서, 리간드 결합 도메인은 CD171의 에피토프, 예

컨대 건강한 세포보다 종양 세포 상에서 더 자주 발견되는 것에 특이적으로 결합하고/거나 그를 표적화하는 항

체 또는 항원 결합 단편을 포함한다.  다른 대안에서, 스페이서 영역이 포함되며, 이는 짧은 세포외 스페이서이

다.  일부 대안에서, 세포내 신호전달 도메인은 단일 공동-자극 도메인 및 단일 세포내 신호전달 도메인을 함유

하고, 다른 신호전달 도메인을 제외한다.

일부 대안은 리간드 결합 도메인 및/또는 동일한 것에 의해 코딩된 키메라 수용체를 코딩하는 폴리뉴클레오티드[0017]

(여기서 리간드는 암 또는 종양 세포 상에 발현된 분자임), 폴리펩티드 스페이서를 코딩하는 폴리뉴클레오티드,

막횡단 도메인을 코딩하는 폴리뉴클레오티드; 및 세포내 신호전달 도메인을 코딩하는 폴리뉴클레오티드를 포함

하는 키메라 수용체 핵산에 관한 것이다.  일부 대안에서, 스페이서는 리간드 결합 도메인과 막횡단 도메인을

연결하거나 또는 그 사이에서 발견된다.  일부 대안에서, 폴리펩티드 스페이서는 힌지 영역, 예컨대 항체 분자

로부터의 힌지 영역, 예컨대 아미노산 서열 X1PPX2P를 함유하는 힌지 영역을 포함한다.  이러한 힌지 영역은 CH2

및 CH3 영역을 포함하나 이에 제한되지는 않는 항체의 1개 이상의 불변 영역, 예를 들어 Ig Fc의 CH3 단독 서열

을 포함하는, 다른 아미노산 서열에 연결될 수 있다.  놀랍게도, 스페이서 영역의 길이는, 특히 생체내에서 수

용체를 발현하는 세포의 더 나은 종양 또는 표적 세포 인식 및/또는 이펙터 기능 및/또는 지속성을 위해 개별

표적 분자에 대해 맞춤화될 수 있다는 것이 발견된 바 있다.

일부 대안에서, 스페이서의 길이는 229, 200, 150, 120, 119, 100, 50, 40, 30, 20, 19, 18, 17, 16, 15, 14,[0018]

13 또는 12개 아미노산 길이 (그러나 2 또는 1개 이상 아미노산 길이) 또는 상기 언급된 길이 중 임의의 2개에

의해 규정된 범위 내의 길이 미만이거나 또는 그러한 길이이다.  일부 대안에서, 스페이서 길이는 15 또는 12개

아미노산  길이이다.   일부  대안에서,  스페이서  길이는  짧거나,  중간형이거나  (또한  "중간"으로서  본원에

지칭됨), 또는 길다.  일부 대안에서, 짧은, 중간형 또는 긴 스페이서는 표 7 및 8에 제시된 바와 같은 짧은,

중간형 또는 긴 스페이서이다.

일부 대안에서, 링커의 길이는 표적화되는 세포, 예컨대 종양 세포의 표면 형질 막과 관련하여, 키메라 수용체[0019]

가 결합하는 항원의 에피토프의 거리에 의해 결정되거나 영향을 받는다.

일부 대안에서, CD171로 지시된 CAR은 15개 아미노산 이하 (그러나 1 또는 2개 아미노산 이상), 예컨대 15, 14,[0020]

13 또는 12개 아미노산 또는 15, 14, 13, 12, 11, 10, 9, 8, 7, 6, 5, 4, 3 또는 2개 아미노산 또는 상기 언급

된 길이 중 임의의 2개에 의해 규정된 범위 내의 길이를 갖는 짧은 스페이서 영역을 코딩하는 폴리뉴클레오티드

를 포함한다.  일부 대안에서, 짧은 스페이서는 X1PPX2P의 아미노산 서열을 포함하거나, 그로 본질적으로 이루어

지거나, 또는 그로 이루어진다.  일부 대안에서, CE7에 의해 인식되는 CD171의 에피토프 또는 표면 형질 막과

관련하여 CD171에 대해 유사한 거리를 갖는 에피토프에 대해 지시된 CAR은 100, 50, 40, 20, 15 또는 12개 아미

노산 미만 길이의 스페이서 영역, 예컨대 15개 아미노산 이하 (그러나 1 또는 2개 아미노산 이상), 예컨대 15,

14, 13 또는 12개 아미노산 또는 11, 10, 9, 8, 7, 6, 5, 4, 3 또는 2개 아미노산 또는 상기 언급된 길이 중

임의의 2개에 의해 규정된 범위 내의 길이를 갖는 짧은 스페이서 영역을 포함한다.

본 개시내용의 또 다른 측면은 리간드 결합 도메인을 코딩하는 폴리뉴클레오티드 (여기서 리간드는 림프구에 의[0021]

한 인식, 불활성화 및/또는 제거를 매개하는데 적합한 종양 특이적 항원, 또는 표적 세포 집단 상에 발현된 임

의의 다른 분자임); 폴리펩티드 스페이서를 코딩하는 폴리뉴클레오티드 (여기서 폴리펩티드 스페이서는 맞춤화

된 길이를 갖고, 여기서 스페이서는 최적화됨); 막횡단 도메인을 코딩하는 폴리뉴클레오티드; 및 1개 이상의 세

포내 신호전달 도메인을 코딩하는 폴리뉴클레오티드를 포함하는 단리된 키메라 수용체 핵산을 제공한다.  본 개

시내용은  또한,  본원에  기재된  바와  같은  단리된  키메라  수용체를  포함하는  발현  벡터  및  숙주  세포를

포함한다.  일부 대안에서, 스페이서는 참조 키메라 수용체와 비교 시 리간드에 반응하여 증가된 T 세포 증식
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및/또는 시토카인 생산을 위해 최적화된다.  일부 대안에서, 숙주 세포는 전구체 T 세포이다.  일부 대안에서,

숙주 세포는 조혈 줄기 세포이다.

본 개시내용의 또 다른 측면은 리간드 결합 도메인 (여기서 리간드는 종양 특이적 항원 또는 표적 세포 집단 상[0022]

에 발현된 임의의 다른 분자이며, 표적화되어 림프구에 의한 인식 및 제거를 매개할 수 있음); 15개 아미노산

이하 (그러나 1 또는 2개 아미노산 이상), 예컨대 15, 14, 13, 12, 11, 10, 9, 8, 7, 6, 5, 4, 3 또는 2개 아

미노산 또는 상기 언급된 길이 중 임의의 2개에 의해 규정된 범위 내의 길이인 폴리펩티드 스페이서; 막횡단 도

메인; 및 1개 이상의 세포내 신호전달 도메인을 포함하는 키메라 수용체 폴리펩티드를 제공한다.  일부 대안에

서, 폴리펩티드 스페이서는 아미노산 서열 X1PPX2P를 함유하는 힌지 영역을 포함한다.

또 다른 측면에서, 본 개시내용은 세포 면역요법에 의해, 예컨대 종양-특이적, 하위세트 특이적 유전자 변형된[0023]

CD4+ 발현 T 세포를 입양 전달하는 것에 의해 매개되는 면역 반응을 부여하고/거나 증대시키는 조성물을 제공하

며, 여기서 CD4+ 발현 T 세포는 CD8+ 발현 T 세포가 항종양 반응성을 유지하고 종양-특이적 증식을 증가 및/또

는 최대화하는 능력을 부여하고/거나 증대시킨다.  일부 대안에서, CD4+ 발현 T 세포는 본원에 기재된 바와 같

이 키메라 수용체 핵산 및/또는 키메라 수용체 폴리펩티드를 발현하도록 유전자 변형된다.

또 다른 측면에서, 본 개시내용은 세포 면역요법에 의해, 예컨대 종양-특이적, 하위세트 특이적 유전자 변형된[0024]

CD8+ 발현 T 세포를 입양 전달하는 것에 의해 매개되는 면역 반응을 부여하고/거나 증대시키기 위한 조성물을

제공한다.  일부 대안에서, CD8+ 발현 T 세포는 본원에 기재된 바와 같은 키메라 수용체 핵산 및/또는 키메라

수용체 폴리펩티드를 발현한다.

또 다른 대안에서, 본 발명의 측면은 면역 반응을 부여하고/거나 증대시키기 위한 유전자 변형된 CD8+ 발현 세[0025]

포독성 T 림프구 세포 제제 (여기서 세포독성 T 림프구 세포 제제는 질환 또는 장애와 연관된 리간드에 대한 리

간드 결합 도메인, 맞춤화된 스페이서 영역, 막횡단 도메인; 및 T 세포 및 또는 다른 수용체의 세포내 신호전달

도메인, 예컨대 공동-자극 도메인을 포함하는 키메라 수용체를 발현하는 CD8+ 발현 T 세포를 포함함) 및/또는

유전자 변형된 헬퍼 T 림프구 세포 제제 (여기서 헬퍼 T 림프구 세포 제제는 질환 또는 장애와 연관된 리간드를

표적화할 수 있고/거나 그에 특이적인 항체 가변 도메인, 맞춤화된 스페이서 영역, 막횡단 도메인; 및 1개 이상

의 세포내 신호전달 도메인을 포함하는 키메라 수용체를 발현하는 CD4+ 발현 T 세포를 가짐)를 갖는 입양 세포

면역요법 조성물을 제공한다.

일부 대안에서, 본 개시내용은 환자에서 암, 예컨대 NB를 치료, 개선 또는 억제하는 방법, 환자에서, 암, 예컨[0026]

대 NB의 진행 및/또는 전이를 억제 또는 지연시키는 방법, 환자에서 종양 또는 암 세포, 예컨대 NB의 존재를 억

제 또는 감소시키는 방법 및/또는 그를 필요로 하는 환자에서 CD171 발현 세포의 표적 집단을 억제 또는 감소시

키는 방법을 제공한다.  이러한 방법은 세포성 면역 반응을 제공하는 상기 대상체 또는 상기 환자에게 유전자

변형된 세포독성 T 림프구 세포 제제를 투여하는 것을 수반하며, 여기서 세포독성 T 림프구 세포 제제는 리간드

결합 도메인을 코딩하는 폴리뉴클레오티드 (여기서 리간드는 림프구에 의한 인식 및 제거를 매개하는데 적합한

종양 특이적 항원 또는 표적 세포 집단 상에 발현된 임의의 다른 분자 (예를 들어 CD171)임); 폴리펩티드 스페

이서를 코딩하는 폴리뉴클레오티드 (여기서 폴리펩티드 스페이서는 맞춤화된 길이를 갖고, 여기서 스페이서는

참조 키메라 수용체와 비교 시 증진된 T 세포 증식, 증진된 생체내 세포 활성 및/또는 시토카인 생산 (예를 들

어 생체내)을 제공함); 막횡단 도메인을 코딩하는 폴리뉴클레오티드; 및 1개 이상의 세포내 신호전달 도메인을

코딩하는 폴리뉴클레오티드에 의해 코딩된 키메라 수용체를 갖는 CD8+ T 세포를 포함한다.

일부 대안에서, 리간드 결합 도메인은 질환 또는 장애와 연관된 리간드를 표적화할 수 있고/거나 그에 특이적인[0027]

세포외 항체 가변 도메인이다.  한 대안은 유전자 변형된 헬퍼 T 림프구 세포 제제를 포함하며, 여기서 헬퍼 T

림프구 세포 제제는 리간드 결합 도메인을 코딩하는 폴리뉴클레오티드 (여기서 리간드는 림프구에 의한 인식 및

제거를 매개하는데 적합한 종양 특이적 항원 또는 종양 표적화 항원, 또는 표적 세포 집단 상에 발현된 임의의

다른 분자임); 폴리펩티드 스페이서를 코딩하는 폴리뉴클레오티드 (여기서 폴리펩티드 스페이서는 맞춤화된 길

이를 갖고, 여기서 스페이서는 참조 키메라 수용체와 비교 시 증진된 T 세포 증식, 증진된 생체내 세포 활성 및

/또는 시토카인 생산을 제공함); 막횡단 도메인을 코딩하는 폴리뉴클레오티드; 및 1개 이상의 세포내 신호전달

도메인을 코딩하는 폴리뉴클레오티드를 포함하는 키메라 수용체를 갖는 CD4+ 발현 T 세포를 포함한다.  일부 대

안에서, 리간드 결합 도메인은 건강한 세포보다 오히려 종양 세포 상에서 더 자주 발견되는 CD171의 에피토프를

표적화하고/거나 그에 특이적으로 결합할 수 있는 항체 또는 그의 항원 결합 단편을 포함한다.  다른 대안에서,

스페이서 영역은 짧은 세포외 스페이서를 포함한다.  일부 대안에서, 신호전달 도메인은 단일 신호전달 도메인

을 함유하고, 다른 신호전달 도메인을 제외한다.
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일부 대안에서, 유전자 변형된 CD8+ 및 유전자 변형된 CD4+ 발현 T 세포 집단은 공-투여된다.  일부 대안에서,[0028]

T 세포는 자가 또는 동종 T 세포이다.  본원에 기재된 방법의 다양한 변형이 가능하다.  예를 들어, CD4+ 발현

T 세포 및 CD8+ 발현 T 세포에 의해 발현된 키메라 수용체는 동일하거나 상이할 수 있다.

또 다른 대안은 세포성 면역 반응을 도출하고 항원-반응성 키메라 수용체를 발현하는 키메라 수용체 변형된 종[0029]

양-특이적 또는 종양-표적화 CD8+ 발현 세포독성 T 림프구 세포 제제 (여기서 변형된 세포독성 T 림프구 세포

제제는 리간드 결합 도메인 (여기서 리간드는 종양 특이적 항원 또는 종양 표적화 항원 또는 림프구에 의한 인

식 및 제거를 매개하는데 적합한 표적 세포 집단 상에 발현된 임의의 다른 분자임); 폴리펩티드 스페이서 (여기

서 폴리펩티드 스페이서는 맞춤화된 길이를 갖고, 여기서 스페이서는 참조 키메라 수용체와 비교 시 증진된 T

세포 증식, 증진된 생체내 세포 활성 및/또는 시토카인 생산을 제공함); 막횡단 도메인; 및 1개 이상의 세포내

신호전달 도메인을 포함하는 키메라 수용체를 갖는 CD8+ 발현 T 세포를 포함함)를 수득함으로써; 및/또는 변형

된 나이브 또는 기억 CD4+ 발현 T 헬퍼 세포 (여기서 변형된 헬퍼 T 림프구 세포 제제는 리간드 결합 도메인

(여기서 리간드는 종양 특이적 항원 또는 종양 표적화 항원 또는 림프구에 의한 인식 및 제거를 매개하는데 적

합한 표적 세포 집단 상에 발현된 임의의 다른 분자임); 폴리펩티드 스페이서 (여기서 폴리펩티드 스페이서는

맞춤화된 길이를 갖고, 여기서 스페이서는  최적화됨); 막횡단 도메인; 및 1개 이상의 세포내 신호전달 도메인

을 포함하는 키메라 수용체를 갖는 CD4+ 발현 세포를 포함함)를 수득함으로써 입양 면역요법 조성물을 제조하는

방법에 관한 것이다.  일부 대안에서, 스페이서는 참조 키메라 수용체와 비교 시 리간드에 반응하여 증가된 T

세포 증식 및/또는 시토카인 생산을 위해 최적화된다.  일부 대안에서, 리간드 결합 도메인은 건강한 세포보다

오히려 종양 세포 상에서 더 자주 발견되는 CD171의 에피토프에 특이적으로 결합하고/거나 그를 표적화하는 항

체 또는 항원 결합 단편을 포함한다.  다른 대안에서, 스페이서 영역은 15개 아미노산 이하 (그러나 1 또는 2개

아미노산 이상), 예컨대 15, 14, 13, 12, 11, 10, 9, 8, 7, 6, 5, 4, 3 또는 2개 아미노산 또는 상기 언급된

길이 중 임의의 2개에 의해 규정된 범위 내의 길이일 수 있는 짧은 세포외 스페이서를 포함한다.  일부 대안에

서, 신호전달 도메인은 단일 신호전달 도메인을 함유하고, 다른 신호전달 도메인을 제외한다.

일부 대안은 또한 키메라 수용체를 코딩하는 핵산에 관한 것이다. 일부 대안에서, 상기 핵산은 a) 리간드 결합[0030]

도메인을 코딩하는 폴리뉴클레오티드 (여기서 리간드 결합 도메인은 CD171에 결합하고/거나 그를 표적화함), b)

리간드 결합 도메인과 막횡단 도메인 사이에 삽입된 폴리펩티드 스페이서를 코딩하는 폴리뉴클레오티드, c) 막

횡단 도메인을 코딩하는 폴리뉴클레오티드, 및 d) 세포내 신호전달 도메인을 코딩하는 폴리뉴클레오티드를 포함

하며, 여기서 면역 세포 집단에서의 키메라 수용체의 발현은 CD171-발현 종양을 갖는 대상체에게의 투여 시

CD171과의 직면 후 시간의 경과에 따른 면역 세포의 증가된 생존 및/또는 지속성 및/또는 치료 효능에서의 증가

를 발생시키고, 상기 증가는 보다 긴 폴리펩티드 스페이서를 갖는 상기 참조 키메라 수용체의 발현에 상대적이

다.  일부 대안에서, 시간의 경과에 따른 증가된 생존 및/또는 지속성은 상기 키메라 수용체를 발현하는 세포를

CD171을 발현하는 세포에 다중, 연속 라운드에 걸쳐 노출시키는 것을 포함하는, 시험관내 스트레스 시험 검정에

서 측정된 바와 같은 항원-유도된 세포 사멸에서의 상대적 감소를 포함하고/거나, 시간의 경과에 따른 증가된

생존 및/또는 지속성은 CD171-발현 종양을 갖는 대상체에게의 투여 후 생체내 세포의 지속성에서의 증가를 포함

하고/거나, 상기 보다 긴 폴리펩티드 스페이서는 길이가 적어도 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 또는 10배 더 크다.

일부 대안에서, 리간드 결합 도메인은 항체 단편이다.  일부 대안에서, 리간드 결합 도메인은 단일 쇄 가변 단

편이다.  일부 대안에서, 스페이서는 15개 아미노산 이하 (그러나 1 또는 2개 아미노산 이상)이다.  일부 대안

에서, 스페이서는 200, 150, 100, 50 또는 20개 아미노산 이하 (그러나 1 또는 2개 아미노산 이상) 길이 또는

상기 언급된 길이 중 임의의 2개에 의해 규정된 범위 내의 길이이다.

일부 대안은 a) CD171에 특이적으로 결합하고/거나 그를 표적화하는 리간드 결합 도메인을 코딩하는 폴리뉴클레[0031]

오티드, b) 키메라 수용체의 리간드 결합 도메인과 막횡단 도메인을 연결하는 100개 아미노산 미만 (그러나 1

또는 2개 아미노산 이상) 길이의 폴리펩티드 스페이서를 코딩하는 폴리뉴클레오티드, c) 키메라 수용체의 막횡

단 도메인을 코딩하는 폴리뉴클레오티드 및 키메라 수용체의 세포내 신호전달 도메인을 코딩하는 폴리뉴클레오

티드를 포함하는 키메라 수용체 핵산에 관한 것이다.  일부 대안에서, 스페이서는 X1PPX2P의 아미노산 서열을 포

함하며, 여기서 X1 및 X2는 독립적으로 임의의 아미노산이다.  일부 대안에서, X1 및/또는 X2는 시스테인이다.

일부 대안에서, 스페이서는 15개 아미노산 미만 (그러나 1 또는 2개 아미노산 이상) 길이이다.  일부 대안에서,

스페이서는 12, 13, 14 또는 15개 아미노산 길이 또는 상기 언급된 길이 중 임의의 2개에 의해 규정된 범위 내

의 길이이다.  일부 대안에서, 스페이서 영역은 인간 항체의 힌지 영역의 일부를 포함한다.  일부 대안에서, 스

페이서는  EPKSCDKTHTCPPCP  (서열식별번호(SEQ  ID  NO):  17),  ERKCCVECPPCP  (서열식별번호:  18),

ELKTPLGDTHTCPRCP  (EPKSCDTPPPCPRCP)3  (서열식별번호: 19),  ESKYGPPCPSCP  (서열식별번호: 20),  ESKYGPPCPPCP
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(서열식별번호: 21), YGPPCPPCP (서열식별번호: 51), KYGPPCPPCP (서열식별번호: 52) 또는 EVVKYGPPCPPCP (서

열식별번호: 53)를 포함하거나, 그로 이루어지거나, 또는 그로 본질적으로 이루어진다.  일부 대안에서, 스페이

서는 ESKYGPPCPSCP  (서열식별번호:  20),  ESKYGPPCPPCP  (서열식별번호: 21),  YGPPCPPCP  (서열식별번호: 51),

KYGPPCPPCP (서열식별번호: 52) 또는 EVVKYGPPCPPCP (서열식별번호: 53)로 이루어지거나 또는 그로 본질적으로

이루어진다.  일부 대안에서, 세포내 신호전달 도메인은 CD3 제타의 모두 또는 일부를 CD27, CD28, 4-1BB, OX-

40, CD30, CD40, PD-1, ICOS, LFA-1, CD2, CD7, NKG2C 및 B7-H3 또는 그의 조합으로 이루어진 군으로부터 선택

된 공동자극 도메인과 조합하여 포함한다.  일부 대안에서, 세포내 신호전달 도메인은 CD3 제타의 일부 및 4-

1BB의 일부를 포함한다.  일부 대안에서, 세포내 신호전달 도메인은 또 다른 공동자극 분자의 세포내 부분을 추

가로 포함하지 않고/거나, 여기서 세포내 신호전달 도메인은 CD27,  CD28,  OX-40,  CD30,  CD40,  PD-1,  ICOS,

LFA-1, CD2, CD7, NKG2C 및 B7-H3으로 이루어진 군으로부터 선택된 분자의 세포내 신호전달 부분을 포함하지 않

고/거나, 여기서 세포내 신호전달 도메인은 CD28의 세포내 신호전달 부분을 포함하지 않는다.  일부 대안에서,

키메라 수용체 핵산은 마커 서열을 코딩하는 핵산을 추가로 포함한다.

일부 대안에서, 키메라 수용체 핵산이 제공되며, 여기서 키메라 수용체 핵산은 a) 리간드 결합 도메인을 코딩하[0032]

는 폴리뉴클레오티드 (여기서 리간드 결합 도메인은 CD171에 결합하고/거나 그를 표적화함), b) 소정 길이의 최

적화된 폴리펩티드 스페이서를 코딩하는 폴리뉴클레오티드, c) 막횡단 도메인을 코딩하는 폴리뉴클레오티드 및

d) 세포내 신호전달 도메인을 코딩하는 폴리뉴클레오티드를 포함한다.  일부 대안에서, 리간드 결합 도메인은

항체 단편이다.  일부 대안에서, 리간드 결합 도메인은 단일 쇄 가변 단편이다.  일부 대안에서, 스페이서는 15

개 아미노산 이하 (그러나 1 또는 2개 아미노산 이상)이다.  일부 대안에서, 스페이서는 X1PPX2P의 아미노산 서

열을 포함한다.  일부 대안에서, 스페이서 영역은 인간 항체의 힌지 영역의 일부를 포함한다.  일부 대안에서,

세포내 신호전달 도메인은 CD3 제타의 모두 또는 일부를 CD27, CD28, 4-1BB, OX-40, CD30, CD40, PD-1, ICOS,

LFA-1, CD2, CD7, NKG2C 및 B7-H3 또는 그의 조합으로 이루어진 군으로부터 선택된 공동자극 도메인과 조합하여

포함한다.  일부 대안에서, 세포내 신호전달 도메인은 CD3 제타의 일부 및 4-1BB의 일부를 포함한다.  일부 대

안에서, 키메라 수용체 핵산은 마커 서열을 코딩하는 핵산을 추가로 포함한다.

일부 대안에서, 키메라 수용체 폴리펩티드가 제공되며, 여기서 키메라 수용체 폴리펩티드는 키메라 수용체 핵산[0033]

에 의해 코딩된다.  일부 대안에서, 키메라 수용체 핵산은 a) 리간드 결합 도메인을 코딩하는 폴리뉴클레오티드

(여기서 리간드 결합 도메인은 CD171에 결합하고/거나 그를 표적화함), b) 소정 길이의 최적화된 폴리펩티드 스

페이서를 코딩하는 폴리뉴클레오티드, c) 막횡단 도메인을 코딩하는 폴리뉴클레오티드 및 d) 세포내 신호전달

도메인을 코딩하는 폴리뉴클레오티드를 포함한다.  일부 대안에서, 리간드 결합 도메인은 항체 단편이다.  일부

대안에서, 리간드 결합 도메인은 단일 쇄 가변 단편이다.  일부 대안에서, 스페이서는 15개 아미노산 이하 (그

러나 1 또는 2개 아미노산 이상)이다.  일부 대안에서, 스페이서는 X1PPX2P의 아미노산 서열을 포함한다.  일부

대안에서, 스페이서 영역은 인간 항체의 힌지 영역의 일부를 포함한다.  일부 대안에서, 세포내 신호전달 도메

인은 CD3 제타의 모두 또는 일부를 CD27, CD28, 4-1BB, OX-40, CD30, CD40, PD-1, ICOS, LFA-1, CD2, CD7,

NKG2C 및 B7-H3 또는 그의 조합으로 이루어진 군으로부터 선택된 공동자극 도메인과 조합하여 포함한다.  일부

대안에서, 세포내 신호전달 도메인은 CD3 제타의 일부 및 4-1BB의 일부를 포함한다.  일부 대안에서, 키메라 수

용체 핵산은 마커 서열을 코딩하는 핵산을 추가로 포함한다.

일부 대안에서, 단리된 키메라 수용체 핵산을 포함하는 발현 벡터가 제공된다.  일부 대안에서, 키메라 수용체[0034]

핵산은 a) 리간드 결합 도메인을 코딩하는 폴리뉴클레오티드 (여기서 리간드 결합 도메인은 CD171에 결합하고/

거나 그를 표적화함), b) 소정 길이의 최적화된 폴리펩티드 스페이서를 코딩하는 폴리뉴클레오티드, c) 막횡단

도메인을 코딩하는 폴리뉴클레오티드 및 d) 세포내 신호전달 도메인을 코딩하는 폴리뉴클레오티드를 포함한다.

일부 대안에서, 리간드 결합 도메인은 항체 단편이다.  일부 대안에서, 리간드 결합 도메인은 단일 쇄 가변 단

편이다.  일부 대안에서, 스페이서는 15개 아미노산 이하 (그러나 1 또는 2개 아미노산 이상)이다.  일부 대안

에서, 스페이서는 X1PPX2P의 아미노산 서열을 포함한다.  일부 대안에서, 스페이서 영역은 인간 항체의 힌지 영

역의 일부를 포함한다.  일부 대안에서, 세포내 신호전달 도메인은 CD3 제타의 모두 또는 일부를 CD27, CD28,

4-1BB, OX-40, CD30, CD40, PD-1, ICOS, LFA-1, CD2, CD7, NKG2C 및 B7-H3 또는 그의 조합으로 이루어진 군으

로부터 선택된 공동자극 도메인과 조합하여 포함한다.  일부 대안에서, 세포내 신호전달 도메인은 CD3 제타의

일부 및 4-1BB의 일부를 포함한다.  일부 대안에서, 키메라 수용체 핵산은 마커 서열을 코딩하는 핵산을 추가로

포함한다.

일부 대안에서, 발현 벡터를 포함하는 숙주 세포가 제공된다.  일부 대안에서, 발현 벡터는 단리된 키메라 수용[0035]
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체 핵산을 포함한다.  일부 대안에서, 키메라 수용체 핵산은 a) 리간드 결합 도메인을 코딩하는 폴리뉴클레오티

드 (여기서 리간드 결합 도메인은 CD171에 결합하고/거나 그를 표적화함), b) 소정 길이의 최적화된 폴리펩티드

스페이서를 코딩하는 폴리뉴클레오티드, c) 막횡단 도메인을 코딩하는 폴리뉴클레오티드 및 d) 세포내 신호전달

도메인을 코딩하는 폴리뉴클레오티드를 포함한다.  일부 대안에서, 리간드 결합 도메인은 항체 단편이다.  일부

대안에서, 리간드 결합 도메인은 단일 쇄 가변 단편이다.  일부 대안에서, 스페이서는 15개 아미노산 이하 (그

러나 1 또는 2개 아미노산 이상)이다.  일부 대안에서, 스페이서는 X1PPX2P의 아미노산 서열을 포함한다.  일부

대안에서, 스페이서 영역은 인간 항체의 힌지 영역의 일부를 포함한다.  일부 대안에서, 세포내 신호전달 도메

인은 CD3 제타의 모두 또는 일부를 CD27, CD28, 4-1BB, OX-40, CD30, CD40, PD-1, ICOS, LFA-1, CD2, CD7,

NKG2C 및 B7-H3 또는 그의 조합으로 이루어진 군으로부터 선택된 공동자극 도메인과 조합하여 포함한다.  일부

대안에서, 세포내 신호전달 도메인은 CD3 제타의 일부 및 4-1BB의 일부를 포함한다.  일부 대안에서, 키메라 수

용체 핵산은 마커 서열을 코딩하는 핵산을 추가로 포함한다.  일부 대안에서, 숙주 세포는 나이브 CD8+ T 세포,

중심 기억 CD8+ T 세포, 이펙터 기억 CD8+ T 세포 및 벌크 CD8+ T 세포로 이루어진 군으로부터 선택된 CD8+ T

세포독성 림프구 세포이다.  일부 대안에서, CD8+ 세포독성 T 림프구 세포는 중심 기억 T 세포이며, 여기서 중

심 기억 T  세포는 CD45RO+,  CD62L+  및 CD8+에 대해 양성이다.  일부 대안에서, 숙주 세포는 나이브 CD4+  T

세포, 중심 기억 CD4+ T 세포, 이펙터 기억 CD4+ T 세포, 및 벌크 CD4+ T 세포로 이루어진 군으로부터 선택된

CD4+ T 헬퍼 림프구 세포이다.  일부 대안에서, 숙주 세포는 나이브 CD4+ T 세포, 중심 기억 CD4+ T 세포, 이펙

터 기억 CD4+ T 세포, 및 벌크 CD4+ T 세포로 이루어진 군으로부터 선택된 CD4+ T 헬퍼 림프구 세포이다. 일부

대안에서, CD4+ 헬퍼 림프구 세포는 나이브 CD4+ T 세포이며, 여기서 나이브 CD4+ T 세포는 CD45RA+, CD62L+

및 CD4+에 대해 양성이고 CD45RO에 대해 음성이다.  일부 대안에서, 숙주 세포는 전구체 T 세포이다.  일부 대

안에서, 숙주 세포는 조혈 줄기 세포이다.

일부 대안에서, 제약상 허용되는 부형제 중 숙주 세포를 포함하는 조성물이 제공된다.  일부 대안에서, 숙주 세[0036]

포는 발현 벡터를 포함한다.  일부 대안에서, 발현 벡터는 단리된 키메라 수용체 핵산을 포함한다.  일부 대안

에서, 키메라 수용체 핵산은 a) 리간드 결합 도메인을 코딩하는 폴리뉴클레오티드 (여기서 리간드 결합 도메인

은 CD171에 결합하고/거나 그를 표적화함), b) 소정 길이의 최적화된 폴리펩티드 스페이서를 코딩하는 폴리뉴클

레오티드, c) 막횡단 도메인을 코딩하는 폴리뉴클레오티드 및 d) 세포내 신호전달 도메인을 코딩하는 폴리뉴클

레오티드를 포함한다.  일부 대안에서, 리간드 결합 도메인은 항체 단편이다.  일부 대안에서, 리간드 결합 도

메인은 단일 쇄 가변 단편이다.  일부 대안에서, 스페이서는 15개 아미노산 이하 (그러나 1 또는 2개 아미노산

이상)이다.  일부 대안에서, 스페이서는 X1PPX2P의 아미노산 서열을 포함한다.  일부 대안에서, 스페이서 영역은

인간 항체의 힌지 영역의 일부를 포함한다.  일부 대안에서, 세포내 신호전달 도메인은 CD3 제타의 모두 또는

일부를 CD27, CD28, 4-1BB, OX-40, CD30, CD40, PD-1, ICOS, LFA-1, CD2, CD7, NKG2C 및 B7-H3 또는 그의 조

합으로 이루어진 군으로부터 선택된 공동자극 도메인과 조합하여 포함한다.  일부 대안에서, 세포내 신호전달

도메인은 CD3 제타의 일부 및 4-1BB의 일부를 포함한다.  일부 대안에서, 키메라 수용체 핵산은 마커 서열을 코

딩하는 핵산을 추가로 포함한다.  일부 대안에서, 숙주 세포는 나이브 CD8+ T 세포, 중심 기억 CD8+ T 세포, 이

펙터 기억 CD8+ T 세포 및 벌크 CD8+ T 세포로 이루어진 군으로부터 선택된 CD8+ T 세포독성 림프구 세포이다.

일부 대안에서, CD8+ 세포독성 T 림프구 세포는 중심 기억 T 세포이며, 여기서 중심 기억 T 세포는 CD45RO+,

CD62L+ 및 CD8+에 대해 양성이다.  일부 대안에서, 숙주 세포는 나이브 CD4+ T 세포, 중심 기억 CD4+ T 세포,

이펙터 기억 CD4+ T 세포, 및 벌크 CD4+ T 세포로 이루어진 군으로부터 선택된 CD4+ T 헬퍼 림프구 세포이다.

일부 대안에서, 숙주 세포는 나이브 CD4+ T 세포, 중심 기억 CD4+ T 세포, 이펙터 기억 CD4+ T 세포, 및 벌크

CD4+ T 세포로 이루어진 군으로부터 선택된 CD4+ T 헬퍼 림프구 세포이다.  일부 대안에서, CD4+ 헬퍼 림프구

세포는 나이브 CD4+  T  세포이며, 여기서 나이브 CD4+  T  세포는 CD45RA+,  CD62L+  및 CD4+에 대해 양성이고

CD45RO에 대해 음성이다.  일부 대안에서, 숙주 세포는 전구체 T 세포이다.  일부 대안에서, 숙주 세포는 조혈

줄기 세포이다.  일부 대안에서, 조성물은 나이브 CD8+ T 세포, 중심 기억 CD8+ T 세포, 이펙터 기억 CD8+ T 세

포 및 벌크 CD8+ T 세포로 이루어진 군으로부터 선택된 CD8+ T 세포독성 림프구 세포 또는 중심 기억 T 세포를

포함하고, 여기서 중심 기억 T 세포는 CD45RO+, CD62L+, 및 CD8+에 대해 양성이고, 또 다른 숙주 세포를 포함하

며, 여기서 숙주 세포는 CD45RO+,  CD62L+,  및 CD8+에 대해 양성인 중심 기억 T  세포, 또는 나이브 CD4+  T

세포, 중심 기억 CD4+ T 세포, 이펙터 기억 CD4+ T 세포, 및 벌크 CD4+ T 세포로 이루어진 군으로부터 선택된

CD4+ T 헬퍼 림프구 세포, 또는 CD45RA+, CD62L+ 및 CD4+에 대해 양성이고 CD45RO에 대해 음성인 나이브 CD4+

T 세포이다.

일부 대안에서, a) 키메라 수용체를 코딩하는 핵산의 라이브러리를 제공하는 단계이며, 여기서 각각의 복수개의[0037]
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핵산은 길이가 상이한 키메라 수용체를 코딩하는 것인 단계, b) 각각의 복수개의 핵산을 별개의 단리된 T 림프

구 집단에 도입시키고 각각의 T 림프구 집단을 시험관내에서 확장시키는 단계, c) 각각의 유전자 변형된 T 림프

구 집단을 종양 보유 동물 모델에 투여하고, 유전자 변형된 T 림프구 집단이 항종양 효능을 갖는지 여부를 결정

하는 단계, 및 d) 항종양 효능을 제공하는 키메라 수용체를 코딩하는 핵산을 선택하는 단계를 포함하는, 숙주

세포를 제조하는 방법이 제공된다.  일부 대안에서, 숙주 세포는 발현 벡터를 포함한다.  일부 대안에서, 발현

벡터는 단리된 키메라 수용체 핵산을 포함한다.  일부 대안에서, 키메라 수용체 핵산은 a) 리간드 결합 도메인

을 코딩하는 폴리뉴클레오티드 (여기서 리간드 결합 도메인은 CD171에 결합하고/거나 그를 표적화함), b) 소정

길이의 최적화된 폴리펩티드 스페이서를 코딩하는 폴리뉴클레오티드, c) 막횡단 도메인을 코딩하는 폴리뉴클레

오티드 및 d) 세포내 신호전달 도메인을 코딩하는 폴리뉴클레오티드를 포함한다.  일부 대안에서, 리간드 결합

도메인은 항체 단편이다.  일부 대안에서, 리간드 결합 도메인은 단일 쇄 가변 단편이다.  일부 대안에서, 스페

이서는 15개 아미노산 이하 (그러나 1 또는 2개 아미노산 이상)이다.  일부 대안에서, 스페이서는 X1PPX2P의 아

미노산 서열을 포함한다.  일부 대안에서, 스페이서 영역은 인간 항체의 힌지 영역의 일부를 포함한다.  일부

대안에서, 세포내 신호전달 도메인은 CD3 제타의 모두 또는 일부를 CD27, CD28, 4-1BB, OX-40, CD30, CD40,

PD-1, ICOS, LFA-1, CD2, CD7, NKG2C 및 B7-H3 또는 그의 조합으로 이루어진 군으로부터 선택된 공동자극 도메

인과 조합하여 포함한다.  일부 대안에서, 세포내 신호전달 도메인은 CD3 제타의 일부 및 4-1BB의 일부를 포함

한다.  일부 대안에서, 키메라 수용체 핵산은 마커 서열을 코딩하는 핵산을 추가로 포함한다.  일부 대안에서,

숙주 세포는 나이브 CD8+ T 세포, 중심 기억 CD8+ T 세포, 이펙터 기억 CD8+ T 세포 및 벌크 CD8+ T 세포로 이

루어진 군으로부터 선택된 CD8+ T 세포독성 림프구 세포이다.  일부 대안에서, CD8+ 세포독성 T 림프구 세포는

중심 기억 T 세포이며, 여기서 중심 기억 T 세포는 CD45RO+, CD62L+ 및 CD8+에 대해 양성이다.  일부 대안에서,

숙주 세포는 나이브 CD4+ T 세포, 중심 기억 CD4+ T 세포, 이펙터 기억 CD4+ T 세포, 및 벌크 CD4+ T 세포로 이

루어진 군으로부터 선택된 CD4+ T 헬퍼 림프구 세포이다.  일부 대안에서, 숙주 세포는 나이브 CD4+ T 세포, 중

심 기억 CD4+ T 세포, 이펙터 기억 CD4+ T 세포, 및 벌크 CD4+ T 세포로 이루어진 군으로부터 선택된 CD4+ T 헬

퍼 림프구 세포이다.  일부 대안에서, CD4+ 헬퍼 림프구 세포는 나이브 CD4+ T 세포이며, 여기서 나이브 CD4+ T

세포는 CD45RA+, CD62L+ 및 CD4+에 대해 양성이고 CD45RO에 대해 음성이다.  일부 대안에서, 숙주 세포는 전구

체 T 세포이다.  일부 대안에서, 숙주 세포는 조혈 줄기 세포이다.  일부 대안에서, 키메라 수용체 핵산은 a)

리간드 결합 도메인을 코딩하는 폴리뉴클레오티드 (여기서 리간드 결합 도메인은 CD171에 결합하고/거나 그를

표적화함), b) 소정 길이의 최적화된 폴리펩티드 스페이서를 코딩하는 폴리뉴클레오티드, c) 막횡단 도메인을

코딩하는 폴리뉴클레오티드 및 d) 세포내 신호전달 도메인을 코딩하는 폴리뉴클레오티드를 포함한다.  일부 대

안에서, 리간드 결합 도메인은 항체 단편이다.  일부 대안에서, 리간드 결합 도메인은 단일 쇄 가변 단편이다.

일부 대안에서, 스페이서는 15개 아미노산 이하 (그러나 1 또는 2개 아미노산 이상)이다.  일부 대안에서, 스페

이서는 X1PPX2P의 아미노산 서열을 포함한다.  일부 대안에서, 스페이서 영역은 인간 항체의 힌지 영역의 일부를

포함한다.  일부 대안에서, 세포내 신호전달 도메인은 CD3 제타의 모두 또는 일부를 CD27, CD28, 4-1BB, OX-40,

CD30, CD40, PD-1, ICOS, LFA-1, CD2, CD7, NKG2C 및 B7-H3 또는 그의 조합으로 이루어진 군으로부터 선택된

공동자극 도메인과 조합하여 포함한다.  일부 대안에서, 세포내 신호전달 도메인은 CD3 제타의 일부 및 4-1BB의

일부를 포함한다.  일부 대안에서, 키메라 수용체 핵산은 마커 서열을 코딩하는 핵산을 추가로 포함한다.  일부

대안에서, 방법은 키메라 수용체를 코딩하는 선택된 핵산을 숙주 세포에 도입시키는 단계를 추가로 포함한다.

일부 대안에서, 청구범위 중 어느 한 항의 숙주 세포를 제조하는 방법이 제공되며, 여기서 방법은 a) 핵산 또는[0038]

발현 벡터를 CD45RA-, CD45RO+, 및 CD62L+ 표현형을 갖는 림프구 집단에 도입시키는 단계 및 b) 세포를 항-CD3

및/또는 항 CD28, 및 적어도 1종의 항상성 시토카인의 존재 하에 세포가 세포 주입물로서 사용하기에 충분히 확

장될 때까지 배양하는 단계를 포함한다.  일부 대안에서, 발현 벡터는 단리된 키메라 수용체 핵산을 포함한다.

일부 대안에서, 키메라 수용체 핵산은 a) 리간드 결합 도메인을 코딩하는 폴리뉴클레오티드 (여기서 리간드 결

합 도메인은 CD171에 결합하고/거나 그를 표적화함), b) 소정 길이의 최적화된 폴리펩티드 스페이서를 코딩하는

폴리뉴클레오티드, c) 막횡단 도메인을 코딩하는 폴리뉴클레오티드 및 d) 세포내 신호전달 도메인을 코딩하는

폴리뉴클레오티드를 포함한다.  일부 대안에서, 리간드 결합 도메인은 항체 단편이다.  일부 대안에서, 리간드

결합 도메인은 단일 쇄 가변 단편이다.  일부 대안에서, 스페이서는 15개 아미노산 이하 (그러나 1 또는 2개 아

미노산 이상)이다.  일부 대안에서, 스페이서는 X1PPX2P의 아미노산 서열을 포함한다.  일부 대안에서, 스페이서

영역은 인간 항체의 힌지 영역의 일부를 포함한다.  일부 대안에서, 세포내 신호전달 도메인은 CD3 제타의 모두

또는 일부를 CD27, CD28, 4-1BB, OX-40, CD30, CD40, PD-1, ICOS, LFA-1, CD2, CD7, NKG2C 및 B7-H3 또는 그

의 조합으로 이루어진 군으로부터 선택된 공동자극 도메인과 조합하여 포함한다.  일부 대안에서, 세포내 신호

전달 도메인은 CD3  제타의 일부 및 4-1BB의 일부를 포함한다.  일부 대안에서, 숙주 세포는 나이브 CD8+  T
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세포, 중심 기억 CD8+ T 세포, 이펙터 기억 CD8+ T 세포 및 벌크 CD8+ T 세포로 이루어진 군으로부터 선택된

CD8+ T 세포독성 림프구 세포이다.  일부 대안에서, CD8+ 세포독성 T 림프구 세포는 중심 기억 T 세포이며, 여

기서 중심 기억 T 세포는 CD45RO+, CD62L+ 및 CD8+에 대해 양성이다.  일부 대안에서, 숙주 세포는 나이브 CD4+

T 세포, 중심 기억 CD4+ T 세포, 이펙터 기억 CD4+ T 세포, 및 벌크 CD4+ T 세포로 이루어진 군으로부터 선택된

CD4+ T 헬퍼 림프구 세포이다.  일부 대안에서, 숙주 세포는 나이브 CD4+ T 세포, 중심 기억 CD4+ T 세포, 이펙

터 기억 CD4+ T 세포, 및 벌크 CD4+ T 세포로 이루어진 군으로부터 선택된 CD4+ T 헬퍼 림프구 세포이다.  일부

대안에서, CD4+ 헬퍼 림프구 세포는 나이브 CD4+ T 세포이며, 여기서 나이브 CD4+ T 세포는 CD45RA+, CD62L+

및 CD4+에 대해 양성이고 CD45RO에 대해 음성이다.  일부 대안에서, 숙주 세포는 전구체 T 세포이다.  일부 대

안에서, 숙주 세포는 조혈 줄기 세포이다.  일부 대안에서, 키메라 수용체 핵산은 마커 서열을 코딩하는 핵산을

추가로 포함한다.  일부 대안에서, 림프구는 CD8+ 또는 CD4+이다.

일부 대안에서, 청구범위의 숙주 세포 또는 조성물의 용도가 제공되며, 여기서 용도는 CD171을 발현하는 암 또[0039]

는 고형 종양의 치료를 위한 것이다.  일부 대안에서, 숙주 세포는 발현 벡터를 포함한다.  일부 대안에서, 발

현 벡터는 단리된 키메라 수용체 핵산을 포함한다.  일부 대안에서, 키메라 수용체 핵산은 a) 리간드 결합 도메

인을 코딩하는 폴리뉴클레오티드 (여기서 리간드 결합 도메인은 CD171에 결합하고/거나 그를 표적화함), b) 소

정 길이의 최적화된 폴리펩티드 스페이서를 코딩하는 폴리뉴클레오티드, c) 막횡단 도메인을 코딩하는 폴리뉴클

레오티드 및 d) 세포내 신호전달 도메인을 코딩하는 폴리뉴클레오티드를 포함한다.  일부 대안에서, 리간드 결

합 도메인은 항체 단편이다.  일부 대안에서, 리간드 결합 도메인은 단일 쇄 가변 단편이다.  일부 대안에서,

스페이서는 15개 아미노산 이하 (그러나 1 또는 2개 아미노산 이상)이다.  일부 대안에서, 스페이서는 X1PPX2P의

아미노산 서열을 포함한다.  일부 대안에서, 스페이서 영역은 인간 항체의 힌지 영역의 일부를 포함한다.  일부

대안에서, 세포내 신호전달 도메인은 CD3 제타의 모두 또는 일부를 CD27, CD28, 4-1BB, OX-40, CD30, CD40,

PD-1, ICOS, LFA-1, CD2, CD7, NKG2C 및 B7-H3 또는 그의 조합으로 이루어진 군으로부터 선택된 공동자극 도메

인과 조합하여 포함한다.  일부 대안에서, 세포내 신호전달 도메인은 CD3 제타의 일부 및 4-1BB의 일부를 포함

한다.  일부 대안에서, 키메라 수용체 핵산은 마커 서열을 코딩하는 핵산을 추가로 포함한다.  일부 대안에서,

숙주 세포는 나이브 CD8+ T 세포, 중심 기억 CD8+ T 세포, 이펙터 기억 CD8+ T 세포 및 벌크 CD8+ T 세포로 이

루어진 군으로부터 선택된 CD8+ T 세포독성 림프구 세포이다.  일부 대안에서, CD8+ 세포독성 T 림프구 세포는

중심 기억 T 세포이며, 여기서 중심 기억 T 세포는 CD45RO+, CD62L+ 및 CD8+에 대해 양성이다.  일부 대안에서,

숙주 세포는 나이브 CD4+ T 세포, 중심 기억 CD4+ T 세포, 이펙터 기억 CD4+ T 세포, 및 벌크 CD4+ T 세포로 이

루어진 군으로부터 선택된 CD4+ T 헬퍼 림프구 세포이다.  일부 대안에서, 숙주 세포는 나이브 CD4+ T 세포, 중

심 기억 CD4+ T 세포, 이펙터 기억 CD4+ T 세포, 및 벌크 CD4+ T 세포로 이루어진 군으로부터 선택된 CD4+ T 헬

퍼 림프구 세포이다.  일부 대안에서, CD4+ 헬퍼 림프구 세포는 나이브 CD4+ T 세포이며, 여기서 나이브 CD4+ T

세포는 CD45RA+, CD62L+ 및 CD4+에 대해 양성이고 CD45RO에 대해 음성이다.  일부 대안에서, 숙주 세포는 전구

체 T 세포이다.  일부 대안에서, 숙주 세포는 조혈 줄기 세포이다.  일부 대안에서, 제약상 허용되는 부형제 중

숙주  세포를  포함하는  조성물이  제공된다.   일부  대안에서,  숙주  세포는  발현  벡터를  포함한다.   일부

대안에서, 발현 벡터는 단리된 키메라 수용체 핵산을 포함한다.  일부 대안에서, 키메라 수용체 핵산은 a) 리간

드 결합 도메인을 코딩하는 폴리뉴클레오티드 (여기서 리간드 결합 도메인은 CD171에 결합하고/거나 그를 표적

화함), b) 소정 길이의 최적화된 폴리펩티드 스페이서를 코딩하는 폴리뉴클레오티드, c) 막횡단 도메인을 코딩

하는 폴리뉴클레오티드 및 d) 세포내 신호전달 도메인을 코딩하는 폴리뉴클레오티드를 포함한다.  일부 대안에

서, 리간드 결합 도메인은 항체 단편이다.  일부 대안에서, 리간드 결합 도메인은 단일 쇄 가변 단편이다.  일

부 대안에서, 스페이서는 15개 아미노산 이하 (그러나 1 또는 2개 아미노산 이상)이다.  일부 대안에서, 스페이

서는 X1PPX2P의 아미노산 서열을 포함한다.  일부 대안에서, 스페이서 영역은 인간 항체의 힌지 영역의 일부를

포함한다.  일부 대안에서, 세포내 신호전달 도메인은 CD3 제타의 모두 또는 일부를 CD27, CD28, 4-1BB, OX-40,

CD30, CD40, PD-1, ICOS, LFA-1, CD2, CD7, NKG2C 및 B7-H3 또는 그의 조합으로 이루어진 군으로부터 선택된

공동자극 도메인과 조합하여 포함한다.  일부 대안에서, 세포내 신호전달 도메인은 CD3 제타의 일부 및 4-1BB의

일부를 포함한다.  일부 대안에서, 키메라 수용체 핵산은 마커 서열을 코딩하는 핵산을 추가로 포함한다.  일부

대안에서, 숙주 세포는 나이브 CD8+ T 세포, 중심 기억 CD8+ T 세포, 이펙터 기억 CD8+ T 세포 및 벌크 CD8+ T

세포로 이루어진 군으로부터 선택된 CD8+ T 세포독성 림프구 세포이다.  일부 대안에서, CD8+ 세포독성 T 림프

구 세포는 중심 기억 T 세포이며, 여기서 중심 기억 T 세포는 CD45RO+, CD62L+ 및 CD8+에 대해 양성이다.  일부

대안에서, 숙주 세포는 나이브 CD4+ T 세포, 중심 기억 CD4+ T 세포, 이펙터 기억 CD4+ T 세포, 및 벌크 CD4+ T

세포로 이루어진 군으로부터 선택된 CD4+ T 헬퍼 림프구 세포이다.  일부 대안에서, 숙주 세포는 나이브 CD4+ T

세포, 중심 기억 CD4+ T 세포, 이펙터 기억 CD4+ T 세포, 및 벌크 CD4+ T 세포로 이루어진 군으로부터 선택된
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CD4+ T 헬퍼 림프구 세포이다.  일부 대안에서, CD4+ 헬퍼 림프구 세포는 나이브 CD4+ T 세포이며, 여기서 나이

브 CD4+ T 세포는 CD45RA+, CD62L+ 및 CD4+에 대해 양성이고 CD45RO에 대해 음성이다.  일부 대안에서, 숙주

세포는 전구체 T 세포이다.  일부 대안에서, 숙주 세포는 조혈 줄기 세포이다.  일부 대안에서, 조성물은 나이

브 CD8+ T 세포, 중심 기억 CD8+ T 세포, 이펙터 기억 CD8+ T 세포 및 벌크 CD8+ T 세포로 이루어진 군으로부터

선택된 CD8+ T 세포독성 림프구 세포 또는 중심 기억 T 세포를 포함하고, 여기서 중심 기억 T 세포는 CD45RO+,

CD62L+, 및 CD8+에 대해 양성이고, 또 다른 숙주 세포를 포함하며, 여기서 숙주 세포는 CD45RO+, CD62L+, 및

CD8+에 대해 양성인 중심 기억 T 세포, 또는 나이브 CD4+ T 세포, 중심 기억 CD4+ T 세포, 이펙터 기억 CD4+ T

세포, 및 벌크 CD4+ T 세포로 이루어진 군으로부터 선택된 CD4+ T 헬퍼 림프구 세포, 또는 CD45RA+, CD62L+ 및

CD4+에 대해 양성이고 CD45RO에 대해 음성인 나이브 CD4+ T 세포이다.  일부 대안에서, 암은 신경모세포종이다.

일부  대안에서,  고형  종양은  유방암,  뇌암,  결장암,  신암,  췌장암  및  난소암으로  이루어진  군으로부터

선택된다.

일부 대안에서, 조성물 또는 숙주 세포를 암 또는 종양을 갖는 대상체에게 투여하는 것을 포함하는, 상기 대상[0040]

체에서 세포 면역요법을 수행하는 방법이 제공된다.  일부 대안에서, 숙주 세포는 발현 벡터를 포함한다.  일부

대안에서, 발현 벡터는 단리된 키메라 수용체 핵산을 포함한다.  일부 대안에서, 키메라 수용체 핵산은 a) 리간

드 결합 도메인을 코딩하는 폴리뉴클레오티드 (여기서 리간드 결합 도메인은 CD171에 결합하고/거나 그를 표적

화함), b) 소정 길이의 최적화된 폴리펩티드 스페이서를 코딩하는 폴리뉴클레오티드, c) 막횡단 도메인을 코딩

하는 폴리뉴클레오티드 및 d) 세포내 신호전달 도메인을 코딩하는 폴리뉴클레오티드를 포함한다.  일부 대안에

서, 리간드 결합 도메인은 항체 단편이다.  일부 대안에서, 리간드 결합 도메인은 단일 쇄 가변 단편이다.  일

부 대안에서, 스페이서는 15개 아미노산 이하 (그러나 1 또는 2개 아미노산 이상)이다.  일부 대안에서, 스페이

서는 X1PPX2P의 아미노산 서열을 포함한다.  일부 대안에서, 스페이서 영역은 인간 항체의 힌지 영역의 일부를

포함한다.  일부 대안에서, 세포내 신호전달 도메인은 CD3 제타의 모두 또는 일부를 CD27, CD28, 4-1BB, OX-40,

CD30, CD40, PD-1, ICOS, LFA-1, CD2, CD7, NKG2C 및 B7-H3 또는 그의 조합으로 이루어진 군으로부터 선택된

공동자극 도메인과 조합하여 포함한다.  일부 대안에서, 세포내 신호전달 도메인은 CD3 제타의 일부 및 4-1BB의

일부를 포함한다.  일부 대안에서, 키메라 수용체 핵산은 마커 서열을 코딩하는 핵산을 추가로 포함한다.  일부

대안에서, 숙주 세포는 나이브 CD8+ T 세포, 중심 기억 CD8+ T 세포, 이펙터 기억 CD8+ T 세포 및 벌크 CD8+ T

세포로 이루어진 군으로부터 선택된 CD8+ T 세포독성 림프구 세포이다.  일부 대안에서, CD8+ 세포독성 T 림프

구 세포는 중심 기억 T 세포이며, 여기서 중심 기억 T 세포는 CD45RO+, CD62L+ 및 CD8+에 대해 양성이다.  일부

대안에서, 숙주 세포는 나이브 CD4+ T 세포, 중심 기억 CD4+ T 세포, 이펙터 기억 CD4+ T 세포, 및 벌크 CD4+ T

세포로 이루어진 군으로부터 선택된 CD4+ T 헬퍼 림프구 세포이다.  일부 대안에서, 숙주 세포는 나이브 CD4+ T

세포, 중심 기억 CD4+ T 세포, 이펙터 기억 CD4+ T 세포, 및 벌크 CD4+ T 세포로 이루어진 군으로부터 선택된

CD4+ T 헬퍼 림프구 세포이다.  일부 대안에서, CD4+ 헬퍼 림프구 세포는 나이브 CD4+ T 세포이며, 여기서 나이

브 CD4+ T 세포는 CD45RA+, CD62L+ 및 CD4+에 대해 양성이고 CD45RO에 대해 음성이다.  일부 대안에서, 숙주

세포는 전구체 T 세포이다.  일부 대안에서, 숙주 세포는 조혈 줄기 세포이다.  일부 대안에서, 제약상 허용되

는 부형제 중 숙주 세포를 포함하는 조성물이 제공된다.  일부 대안에서, 숙주 세포는 발현 벡터를 포함한다.

일부 대안에서, 발현 벡터는 단리된 키메라 수용체 핵산을 포함한다.  일부 대안에서, 키메라 수용체 핵산은 a)

리간드 결합 도메인을 코딩하는 폴리뉴클레오티드 (여기서 리간드 결합 도메인은 CD171에 결합하고/거나 그를

표적화함), b) 소정 길이의 최적화된 폴리펩티드 스페이서를 코딩하는 폴리뉴클레오티드, c) 막횡단 도메인을

코딩하는 폴리뉴클레오티드 및 d) 세포내 신호전달 도메인을 코딩하는 폴리뉴클레오티드를 포함한다.  일부 대

안에서, 리간드 결합 도메인은 항체 단편이다.  일부 대안에서, 리간드 결합 도메인은 단일 쇄 가변 단편이다.

일부 대안에서, 스페이서는 15개 아미노산 이하 (그러나 1 또는 2개 아미노산 이상)이다.  일부 대안에서, 스페

이서는 X1PPX2P의 아미노산 서열을 포함한다.  일부 대안에서, 스페이서 영역은 인간 항체의 힌지 영역의 일부를

포함한다.  일부 대안에서, 세포내 신호전달 도메인은 CD3 제타의 모두 또는 일부를 CD27, CD28, 4-1BB, OX-40,

CD30, CD40, PD-1, ICOS, LFA-1, CD2, CD7, NKG2C 및 B7-H3 또는 그의 조합으로 이루어진 군으로부터 선택된

공동자극 도메인과 조합하여 포함한다.  일부 대안에서, 세포내 신호전달 도메인은 CD3 제타의 일부 및 4-1BB의

일부를 포함한다.  일부 대안에서, 키메라 수용체 핵산은 마커 서열을 코딩하는 핵산을 추가로 포함한다.  일부

대안에서, 숙주 세포는 나이브 CD8+ T 세포, 중심 기억 CD8+ T 세포, 이펙터 기억 CD8+ T 세포 및 벌크 CD8+ T

세포로 이루어진 군으로부터 선택된 CD8+ T 세포독성 림프구 세포이다.  일부 대안에서, CD8+ 세포독성 T 림프

구 세포는 중심 기억 T 세포이며, 여기서 중심 기억 T 세포는 CD45RO+, CD62L+ 및 CD8+에 대해 양성이다.  일부

대안에서, 숙주 세포는 나이브 CD4+ T 세포, 중심 기억 CD4+ T 세포, 이펙터 기억 CD4+ T 세포, 및 벌크 CD4+ T

세포로 이루어진 군으로부터 선택된 CD4+ T 헬퍼 림프구 세포이다.  일부 대안에서, 숙주 세포는 나이브 CD4+ T
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세포, 중심 기억 CD4+ T 세포, 이펙터 기억 CD4+ T 세포, 및 벌크 CD4+ T 세포로 이루어진 군으로부터 선택된

CD4+ T 헬퍼 림프구 세포이다.  일부 대안에서, CD4+ 헬퍼 림프구 세포는 나이브 CD4+ T 세포이며, 여기서 나이

브 CD4+ T 세포는 CD45RA+, CD62L+ 및 CD4+에 대해 양성이고 CD45RO에 대해 음성이다.  일부 대안에서, 숙주

세포는 전구체 T 세포이다.  일부 대안에서, 숙주 세포는 조혈 줄기 세포이다.  일부 대안에서, 조성물은 나이

브 CD8+ T 세포, 중심 기억 CD8+ T 세포, 이펙터 기억 CD8+ T 세포 및 벌크 CD8+ T 세포로 이루어진 군으로부터

선택된 CD8+ T 세포독성 림프구 세포 또는 중심 기억 T 세포를 포함하고, 여기서 중심 기억 T 세포는 CD45RO+,

CD62L+, 및 CD8+에 대해 양성이고, 또 다른 숙주 세포를 포함하며, 여기서 숙주 세포는 CD45RO+, CD62L+, 및

CD8+에 대해 양성인 중심 기억 T 세포, 또는 나이브 CD4+ T 세포, 중심 기억 CD4+ T 세포, 이펙터 기억 CD4+ T

세포, 및 벌크 CD4+ T 세포로 이루어진 군으로부터 선택된 CD4+ T 헬퍼 림프구 세포, 또는 CD45RA+, CD62L+ 및

CD4+에 대해 양성이고 CD45RO에 대해 음성인 나이브 CD4+ T 세포이다.  일부 대안에서, 암은 신경모세포종이다.

일부 대안에서, 종양은 유방암, 뇌암, 결장암, 신암, 췌장암 및 난소암으로 이루어진 군으로부터 선택된다.  일

부 대안에서, 스페이서는 참조 키메라 수용체와 비교 시 리간드에 반응하여 증가된 T 세포 증식 및/또는 시토카

인 생산을 위해 최적화된다.

또  다른  대안은  키메라  수용체  핵산에  의해  코딩되는  키메라  수용체  폴리펩티드에  관한  것이다.   일부[0041]

대안에서, 키메라 수용체 핵산은 a) CD171에 특이적으로 결합하고/거나 그를 표적화하는 리간드 결합 도메인을

코딩하는 폴리뉴클레오티드, b) 키메라 수용체의 리간드 결합 도메인과 막횡단 도메인을 연결하는, 100개 아미

노산 미만 (그러나 1 또는 2개 아미노산 이상) 길이의 폴리펩티드 스페이서를 코딩하는 폴리뉴클레오티드, c)

키메라 수용체의 막횡단 도메인을 코딩하는 폴리뉴클레오티드 및 키메라 수용체의 세포내 신호전달 도메인을 코

딩하는 폴리뉴클레오티드를 포함한다.  일부 대안에서, 스페이서는 X1PPX2P의 아미노산 서열을 포함하며, 여기서

X1 및 X2는 독립적으로 임의의 아미노산이다.  일부 대안에서, X1 및/또는 X2는 시스테인이다.  일부 대안에서,

스페이서는 15개 아미노산 미만 (그러나 1 또는 2개 아미노산 이상) 길이이다.  일부 대안에서, 스페이서는 12,

13, 14 또는 15개 아미노산 길이 또는 상기 언급된 길이 중 임의의 2개에 의해 규정된 범위 내의 길이이다.  일

부  대안에서,  스페이서  영역은  인간  항체의  힌지  영역의  일부를  포함한다.   일부  대안에서,  스페이서는

EPKSCDKTHTCPPCP  (서열식별번호:  17),  ERKCCVECPPCP  (서열식별번호:  18),  ELKTPLGDTHTCPRCP

(EPKSCDTPPPCPRCP)3  (서열식별번호:  19),  ESKYGPPCPSCP  (서열식별번호:  20),  ESKYGPPCPPCP  (서열식별번호:

21), YGPPCPPCP (서열식별번호: 51), KYGPPCPPCP (서열식별번호: 52) 또는 EVVKYGPPCPPCP (서열식별번호: 53)

를  포함하거나,  그로  이루어지거나,  또는  그로  본질적으로  이루어진다.   일부  대안에서,  스페이서는

ESKYGPPCPSCP  (서열식별번호:  20),  ESKYGPPCPPCP  (서열식별번호:  21),  YGPPCPPCP  (서열식별번호:  51),

KYGPPCPPCP (서열식별번호: 52) 또는 EVVKYGPPCPPCP (서열식별번호: 53)로 이루어지거나 또는 그로 본질적으로

이루어진다.  일부 대안에서, 세포내 신호전달 도메인은 CD3 제타의 모두 또는 일부를 CD27, CD28, 4-1BB, OX-

40, CD30, CD40, PD-1, ICOS, LFA-1, CD2, CD7, NKG2C 및 B7-H3 또는 그의 조합으로 이루어진 군으로부터 선택

된 공동자극 도메인과 조합하여 포함한다.  일부 대안에서, 세포내 신호전달 도메인은 CD3 제타의 일부 및 4-

1BB의 일부를 포함한다.  일부 대안에서, 세포내 신호전달 도메인은 또 다른 공동자극 분자의 세포내 부분을 추

가로 포함하지 않고/거나, 여기서 세포내 신호전달 도메인은 CD27,  CD28,  OX-40,  CD30,  CD40,  PD-1,  ICOS,

LFA-1, CD2, CD7, NKG2C 및 B7-H3으로 이루어진 군으로부터 선택된 분자의 세포내 신호전달 부분을 포함하지 않

고/거나, 여기서 세포내 신호전달 도메인은 CD28의 세포내 신호전달 부분을 포함하지 않는다.  일부 대안에서,

키메라 수용체 핵산은 마커 서열을 코딩하는 핵산을 추가로 포함한다.  일부 대안에서, 스페이서는 참조 키메라

수용체와 비교 시 리간드에 반응하여 증가된 T 세포 증식 및/또는 시토카인 생산을 제공한다.

또 다른 대안은 키메라 수용체 핵산을 포함하는 발현 벡터에 관한 것이다.  일부 대안에서, 키메라 수용체 핵산[0042]

은 a) CD171에 특이적으로 결합하고/거나 그를 표적화하는 리간드 결합 도메인을 코딩하는 폴리뉴클레오티드,

b) 키메라 수용체의 리간드 결합 도메인과 막횡단 도메인을 연결하는, 100개 아미노산 미만 (그러나 1 또는 2개

아미노산 이상) 길이의 폴리펩티드 스페이서를 코딩하는 폴리뉴클레오티드, c) 키메라 수용체의 막횡단 도메인

을 코딩하는 폴리뉴클레오티드 및 키메라 수용체의 세포내 신호전달 도메인을 코딩하는 폴리뉴클레오티드를 포

함한다.  일부 대안에서, 스페이서는 X1PPX2P의 아미노산 서열을 포함하며, 여기서 X1 및 X2는 독립적으로 임의

의 아미노산이다.  일부 대안에서, X1 및/또는 X2는 시스테인이다.  일부 대안에서, 스페이서는 15개 아미노산

미만 (그러나 1 또는 2개 아미노산 이상) 길이이다.  일부 대안에서, 스페이서는 12, 13, 14 또는 15개 아미노

산 길이 또는 상기 언급된 길이 중 임의의 2개에 의해 규정된 범위 내의 길이이다.  일부 대안에서, 스페이서

영역은  인간  항체의  힌지  영역의  일부를  포함한다.   일부  대안에서,  스페이서는  EPKSCDKTHTCPPCP
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(서열식별번호: 17), ERKCCVECPPCP (서열식별번호: 18), ELKTPLGDTHTCPRCP (EPKSCDTPPPCPRCP)3 (서열식별번호:

19),  ESKYGPPCPSCP  (서열식별번호: 20),  ESKYGPPCPPCP  (서열식별번호: 21),  YGPPCPPCP  (서열식별번호: 51),

KYGPPCPPCP (서열식별번호: 52) 또는 EVVKYGPPCPPCP (서열식별번호: 53)를 포함하거나, 그로 이루어지거나, 또

는 그로 본질적으로 이루어진다.  일부 대안에서, 스페이서는 ESKYGPPCPSCP (서열식별번호: 20), ESKYGPPCPPCP

(서열식별번호: 21), YGPPCPPCP (서열식별번호: 51), KYGPPCPPCP (서열식별번호: 52) 또는 EVVKYGPPCPPCP (서

열식별번호: 53)로 이루어지거나 또는 그로 본질적으로 이루어진다.  일부 대안에서, 세포내 신호전달 도메인은

CD3 제타의 모두 또는 일부를 CD27, CD28, 4-1BB, OX-40, CD30, CD40, PD-1, ICOS, LFA-1, CD2, CD7, NKG2C 및

B7-H3 또는 그의 조합으로 이루어진 군으로부터 선택된 공동자극 도메인과 조합하여 포함한다.  일부 대안에서,

세포내 신호전달 도메인은 CD3 제타의 일부 및 4-1BB의 일부를 포함한다.  일부 대안에서, 세포내 신호전달 도

메인은 또 다른 공동자극 분자의 세포내 부분을 추가로 포함하지 않고/거나, 여기서 세포내 신호전달 도메인은

CD27, CD28, OX-40, CD30, CD40, PD-1, ICOS, LFA-1, CD2, CD7, NKG2C 및 B7-H3으로 이루어진 군으로부터 선택

된 분자의 세포내 신호전달 부분을 포함하지 않고/거나, 여기서 세포내 신호전달 도메인은 CD28의 세포내 신호

전달 부분을 포함하지 않는다.  일부 대안에서, 키메라 수용체 핵산은 마커 서열을 코딩하는 핵산을 추가로 포

함한다.  일부 대안에서, 스페이서는 참조 키메라 수용체와 비교 시 리간드에 반응하여 증가된 T 세포 증식 및/

또는 시토카인 생산을 제공한다.

일부 대안에서, 발현 벡터를 포함하는 숙주 세포가 제공된다.  일부 대안에서, 발현 벡터는 키메라 수용체 핵산[0043]

을 포함한다.  일부 대안에서, 키메라 수용체 핵산은 a) CD171에 특이적으로 결합하고/거나 그를 표적화하는 리

간드 결합 도메인을 코딩하는 폴리뉴클레오티드, b) 키메라 수용체의 리간드 결합 도메인과 막횡단 도메인을 연

결하는, 100개 아미노산 미만 (그러나 1 또는 2개 아미노산 이상) 길이의 폴리펩티드 스페이서를 코딩하는 폴리

뉴클레오티드, c) 키메라 수용체의 막횡단 도메인을 코딩하는 폴리뉴클레오티드 및 키메라 수용체의 세포내 신

호전달 도메인을 코딩하는 폴리뉴클레오티드를 포함한다.  일부 대안에서, 스페이서는 X1PPX2P의 아미노산 서열

을 포함하며, 여기서 X1 및 X2는 독립적으로 임의의 아미노산이다.  일부 대안에서, X1 및/또는 X2는 시스테인이

다.  일부 대안에서, 스페이서는 15개 아미노산 미만 (그러나 1 또는 2개 아미노산 이상) 길이이다.  일부 대안

에서, 스페이서는 12, 13, 14 또는 15개 아미노산 길이 또는 상기 언급된 길이 중 임의의 2개에 의해 규정된 범

위 내의 길이이다.  일부 대안에서, 스페이서 영역은 인간 항체의 힌지 영역의 일부를 포함한다.  일부 대안에

서,  스페이서는 EPKSCDKTHTCPPCP  (서열식별번호:  17),  ERKCCVECPPCP  (서열식별번호:  18),  ELKTPLGDTHTCPRCP

(EPKSCDTPPPCPRCP)3  (서열식별번호:  19),  ESKYGPPCPSCP  (서열식별번호:  20),  ESKYGPPCPPCP  (서열식별번호:

21), YGPPCPPCP (서열식별번호: 51), KYGPPCPPCP (서열식별번호: 52) 또는 EVVKYGPPCPPCP (서열식별번호: 53)

를  포함하거나,  그로  이루어지거나,  또는  그로  본질적으로  이루어진다.   일부  대안에서,  스페이서는

ESKYGPPCPSCP  (서열식별번호:  20),  ESKYGPPCPPCP  (서열식별번호:  21),  YGPPCPPCP  (서열식별번호:  51),

KYGPPCPPCP (서열식별번호: 52) 또는 EVVKYGPPCPPCP (서열식별번호: 53)로 이루어지거나 또는 그로 본질적으로

이루어진다.  일부 대안에서, 세포내 신호전달 도메인은 CD3 제타의 모두 또는 일부를 CD27, CD28, 4-1BB, OX-

40, CD30, CD40, PD-1, ICOS, LFA-1, CD2, CD7, NKG2C 및 B7-H3 또는 그의 조합으로 이루어진 군으로부터 선택

된 공동자극 도메인과 조합하여 포함한다.  일부 대안에서, 세포내 신호전달 도메인은 CD3 제타의 일부 및 4-

1BB의 일부를 포함한다.  일부 대안에서, 세포내 신호전달 도메인은 또 다른 공동자극 분자의 세포내 부분을 추

가로 포함하지 않고/거나, 여기서 세포내 신호전달 도메인은 CD27,  CD28,  OX-40,  CD30,  CD40,  PD-1,  ICOS,

LFA-1, CD2, CD7, NKG2C 및 B7-H3으로 이루어진 군으로부터 선택된 분자의 세포내 신호전달 부분을 포함하지 않

고/거나, 여기서 세포내 신호전달 도메인은 CD28의 세포내 신호전달 부분을 포함하지 않는다.  일부 대안에서,

키메라 수용체 핵산은 마커 서열을 코딩하는 핵산을 추가로 포함한다.  일부 대안에서, 숙주 세포는 CD8+ T 세

포독성 림프구 세포이다.  일부 대안에서, CD8+ 세포독성 T 림프구 세포는 중심 기억 T 세포이며, 여기서 중심

기억 T 세포는 CD45RO, CD62L 및 CD8에 대해 양성이다.  일부 대안에서, 숙주 세포는 나이브 CD4+ T 세포, 중심

기억 CD4+ T 세포, 이펙터 기억 CD4+ T 세포, 및 벌크 CD4+ T 세포로 이루어진 군으로부터 선택된 CD4+ T 헬퍼

림프구 세포이다.  일부 대안에서, CD4+ 헬퍼 림프구 세포는 나이브 CD4+ T 세포이며, 여기서 나이브 CD4+ T 세

포는 CD45RA, CD62L 및/또는 CD4에 대해 양성이고/거나 CD45RO에 대해 음성이다.  일부 대안에서, 스페이서는

참조 키메라 수용체와 비교 시 리간드에 반응하여 증가된 T 세포 증식 및/또는 시토카인 생산을 제공한다.  일

부 대안에서, 숙주 세포는 전구체 T 세포이다.  일부 대안에서, 숙주 세포는 조혈 줄기 세포이다.

일부 대안에서, 숙주 세포를 포함하는 조성물이 제공된다.  일부 대안에서, 조성물은 발현 벡터를 포함하는 숙[0044]

주 세포를 포함한다.  일부 대안에서, 숙주 세포는 전구체 T 세포이다.  일부 대안에서, 숙주 세포는 조혈 줄기

세포이다.  일부 대안에서, 발현 벡터는 키메라 수용체 핵산을 포함한다.  일부 대안에서, 키메라 수용체 핵산
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은 a) CD171에 특이적으로 결합하고/거나 그를 표적화하는 리간드 결합 도메인을 코딩하는 폴리뉴클레오티드,

b) 키메라 수용체의 리간드 결합 도메인과 막횡단 도메인을 연결하는, 100개 아미노산 미만 (그러나 1 또는 2개

아미노산 이상) 길이의 폴리펩티드 스페이서를 코딩하는 폴리뉴클레오티드, c) 키메라 수용체의 막횡단 도메인

을 코딩하는 폴리뉴클레오티드 및 키메라 수용체의 세포내 신호전달 도메인을 코딩하는 폴리뉴클레오티드를 포

함한다.  일부 대안에서, 스페이서는 X1PPX2P의 아미노산 서열을 포함하며, 여기서 X1 및 X2는 독립적으로 임의

의 아미노산이다.  일부 대안에서, X1 및/또는 X2는 시스테인이다.  일부 대안에서, 스페이서는 15개 아미노산

미만 (그러나 1 또는 2개 아미노산 이상) 길이이다.  일부 대안에서, 스페이서는 12, 13, 14 또는 15개 아미노

산 길이 또는 상기 언급된 길이 중 임의의 2개에 의해 규정된 범위 내의 길이이다.  일부 대안에서, 스페이서

영역은  인간  항체의  힌지  영역의  일부를  포함한다.   일부  대안에서,  스페이서는  EPKSCDKTHTCPPCP

(서열식별번호: 17), ERKCCVECPPCP (서열식별번호: 18), ELKTPLGDTHTCPRCP (EPKSCDTPPPCPRCP)3 (서열식별번호:

19),  ESKYGPPCPSCP  (서열식별번호: 20),  ESKYGPPCPPCP  (서열식별번호: 21),  YGPPCPPCP  (서열식별번호: 51),

KYGPPCPPCP (서열식별번호: 52) 또는 EVVKYGPPCPPCP (서열식별번호: 53)를 포함하거나, 그로 이루어지거나, 또

는 그로 본질적으로 이루어진다.  일부 대안에서, 스페이서는 ESKYGPPCPSCP (서열식별번호: 20), ESKYGPPCPPCP

(서열식별번호: 21), YGPPCPPCP (서열식별번호: 51), KYGPPCPPCP (서열식별번호: 52) 또는 EVVKYGPPCPPCP (서

열식별번호: 53)로 이루어지거나 또는 그로 본질적으로 이루어진다.  일부 대안에서, 세포내 신호전달 도메인은

CD3 제타의 모두 또는 일부를 CD27, CD28, 4-1BB, OX-40, CD30, CD40, PD-1, ICOS, LFA-1, CD2, CD7, NKG2C 및

B7-H3 또는 그의 조합으로 이루어진 군으로부터 선택된 공동자극 도메인과 조합하여 포함한다.  일부 대안에서,

세포내 신호전달 도메인은 CD3 제타의 일부 및 4-1BB의 일부를 포함한다.  일부 대안에서, 세포내 신호전달 도

메인은 또 다른 공동자극 분자의 세포내 부분을 추가로 포함하지 않고/거나, 여기서 세포내 신호전달 도메인은

CD27, CD28, OX-40, CD30, CD40, PD-1, ICOS, LFA-1, CD2, CD7, NKG2C 및 B7-H3으로 이루어진 군으로부터 선택

된 분자의 세포내 신호전달 부분을 포함하지 않고/거나, 여기서 세포내 신호전달 도메인은 CD28의 세포내 신호

전달 부분을 포함하지 않는다.  일부 대안에서, 키메라 수용체 핵산은 마커 서열을 코딩하는 핵산을 추가로 포

함한다.  일부 대안에서, 숙주 세포는 CD8+ T 세포독성 림프구 세포이다.  조성물의 일부 대안에서, 상기 숙주

세포는 나이브 CD8+ T 세포, 중심 기억 CD8+ T 세포, 이펙터 기억 CD8+ T 세포 또는 벌크 CD8+ T 세포로 본질적

으로 이루어지거나 또는 이에 대해 풍부화된 바 있는 CD8+ 세포의 집단을 포함한다.  일부 대안에서, CD8+ 세포

의 상기 집단은 CD45RO, CD62L 및 CD8에 대해 양성인 CD8+ 중심 기억 T 세포로 본질적으로 이루어지거나 또는

이에 대해 풍부화된 바 있다.  일부 대안에서, 상기 숙주 세포는 나이브 CD4+ T 세포, 중심 기억 CD4+ T 세포,

이펙터 기억 CD4+ T 세포, 및 벌크 CD4+ T 세포로 이루어진 군으로부터 선택된 CD4+ T 헬퍼 림프구로 본질적으

로 이루어지거나 또는 이에 대해 풍부화된 바 있는 CD4+ 세포의 집단을 포함한다.  일부 대안에서, CD4+ 세포의

상기 집단은 CD45RA, CD62L 및 CD4에 대해 양성이고 CD45RO에 대해 음성인 나이브 CD4+ T 세포로 본질적으로 이

루어지거나 또는 이에 대해 풍부화된 바 있다.  일부 대안에서, CD8+ 세포독성 T 림프구 세포는 중심 기억 T 세

포이며, 여기서 중심 기억 T 세포는 CD45RO, CD62L 및 CD8에 대해 양성이다.  일부 대안에서, 숙주 세포는 나이

브 CD4+ T 세포, 중심 기억 CD4+ T 세포, 이펙터 기억 CD4+ T 세포, 및 벌크 CD4+ T 세포로 이루어진 군으로부

터 선택된 CD4+ T 헬퍼 림프구 세포이다.  일부 대안에서, CD4+ 헬퍼 림프구 세포는 나이브 CD4+ T 세포이며,

여기서 나이브 CD4+ T 세포는 CD45RA, CD62L 및/또는 CD4에 대해 양성이고/거나 CD45RO에 대해 음성이다.  일부

대안에서, 숙주 세포는 전구체 T 세포이다.  일부 대안에서, 숙주 세포는 조혈 줄기 세포이다.

또 다른 대안에서, 숙주 세포를 포함하는 조성물 또는 제약상 허용되는 부형제 중 숙주 세포의 조성물이 제공된[0045]

다.  일부 대안에서, 숙주 세포는 발현 벡터를 포함한다.  일부 대안에서, 숙주 세포는 전구체 T 세포이다.  일

부 대안에서, 숙주 세포는 조혈 줄기 세포이다.  일부 대안에서, 발현 벡터는 키메라 수용체 핵산을 포함한다.

일부 대안에서, 키메라 수용체 핵산은 a) CD171에 특이적으로 결합하고/거나 그를 표적화하는 리간드 결합 도메

인을 코딩하는 폴리뉴클레오티드, b) 키메라 수용체의 리간드 결합 도메인과 막횡단 도메인을 연결하는, 100개

아미노산 미만 (그러나 1 또는 2개 아미노산 이상) 길이의 폴리펩티드 스페이서를 코딩하는 폴리뉴클레오티드,

c) 키메라 수용체의 막횡단 도메인을 코딩하는 폴리뉴클레오티드 및 키메라 수용체의 세포내 신호전달 도메인을

코딩하는 폴리뉴클레오티드를 포함한다.  일부 대안에서, 스페이서는 X1PPX2P의 아미노산 서열을 포함하며, 여기

서 X1 및 X2는 독립적으로 임의의 아미노산이다.  일부 대안에서, X1 및/또는 X2는 시스테인이다.  일부 대안에

서, 스페이서는 15개 아미노산 미만 (그러나 1 또는 2개 아미노산 이상) 길이이다.  일부 대안에서, 스페이서는

12, 13, 14 또는 15개 아미노산 길이 또는 상기 언급된 길이 중 임의의 2개에 의해 규정된 범위 내의 길이이다.

일부  대안에서,  스페이서  영역은  인간  항체의  힌지  영역의  일부를  포함한다.   일부  대안에서,  스페이서는

EPKSCDKTHTCPPCP  (서열식별번호:  17),  ERKCCVECPPCP  (서열식별번호:  18),  ELKTPLGDTHTCPRCP
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(EPKSCDTPPPCPRCP)3  (서열식별번호:  19),  ESKYGPPCPSCP  (서열식별번호:  20),  ESKYGPPCPPCP  (서열식별번호:

21), YGPPCPPCP (서열식별번호: 51), KYGPPCPPCP (서열식별번호: 52) 또는 EVVKYGPPCPPCP (서열식별번호: 53)

를  포함하거나,  그로  이루어지거나,  또는  그로  본질적으로  이루어진다.   일부  대안에서,  스페이서는

ESKYGPPCPSCP  (서열식별번호:  20),  ESKYGPPCPPCP  (서열식별번호:  21),  YGPPCPPCP  (서열식별번호:  51),

KYGPPCPPCP (서열식별번호: 52) 또는 EVVKYGPPCPPCP (서열식별번호: 53)로 이루어지거나 또는 그로 본질적으로

이루어진다.  일부 대안에서, 세포내 신호전달 도메인은 CD3 제타의 모두 또는 일부를 CD27, CD28, 4-1BB, OX-

40, CD30, CD40, PD-1, ICOS, LFA-1, CD2, CD7, NKG2C 및 B7-H3 또는 그의 조합으로 이루어진 군으로부터 선택

된 공동자극 도메인과 조합하여 포함한다.  일부 대안에서, 세포내 신호전달 도메인은 CD3 제타의 일부 및 4-

1BB의 일부를 포함한다.  일부 대안에서, 세포내 신호전달 도메인은 또 다른 공동자극 분자의 세포내 부분을 추

가로 포함하지 않고/거나, 여기서 세포내 신호전달 도메인은 CD27,  CD28,  OX-40,  CD30,  CD40,  PD-1,  ICOS,

LFA-1, CD2, CD7, NKG2C 및 B7-H3으로 이루어진 군으로부터 선택된 분자의 세포내 신호전달 부분을 포함하지 않

고/거나, 여기서 세포내 신호전달 도메인은 CD28의 세포내 신호전달 부분을 포함하지 않는다.  일부 대안에서,

키메라 수용체 핵산은 마커 서열을 코딩하는 핵산을 추가로 포함한다.  일부 대안에서, 숙주 세포는 CD8+ T 세

포독성 림프구 세포이다.  일부 대안에서, CD8+ 세포독성 T 림프구 세포는 중심 기억 T 세포이며, 여기서 중심

기억 T 세포는 CD45RO, CD62L 및/또는 CD8에 대해 양성이다.  일부 대안에서, 숙주 세포는 나이브 CD4+ T 세포,

중심 기억 CD4+ T 세포, 이펙터 기억 CD4+ T 세포, 및 벌크 CD4+ T 세포로 이루어진 군으로부터 선택된 CD4+ T

헬퍼 림프구 세포이다.  일부 대안에서, CD4+ 헬퍼 림프구 세포는 나이브 CD4+ T 세포이며, 여기서 나이브 CD4+

T 세포는 CD45RA, CD62L 및/또는 CD4에 대해 양성이고/거나 CD45RO에 대해 음성이다.  일부 대안에서, 조성물은

발현 벡터를 포함하는 숙주 세포를 포함한다.  일부 대안에서, 발현 벡터는 키메라 수용체 핵산을 포함한다.

일부 대안에서, 키메라 수용체 핵산은 a) CD171에 특이적으로 결합하고/거나 그를 표적화하는 리간드 결합 도메

인을 코딩하는 폴리뉴클레오티드, b) 키메라 수용체의 리간드 결합 도메인과 막횡단 도메인을 연결하는, 100개

아미노산 미만 (그러나 1 또는 2개 아미노산 이상) 길이의 폴리펩티드 스페이서를 코딩하는 폴리뉴클레오티드,

c) 키메라 수용체의 막횡단 도메인을 코딩하는 폴리뉴클레오티드 및 키메라 수용체의 세포내 신호전달 도메인을

코딩하는 폴리뉴클레오티드를 포함한다.  일부 대안에서, 스페이서는 X1PPX2P의 아미노산 서열을 포함하며, 여기

서 X1 및 X2는 독립적으로 임의의 아미노산이다.  일부 대안에서, X1 및/또는 X2는 시스테인이다.  일부 대안에

서, 스페이서는 15개 아미노산 미만 (그러나 1 또는 2개 아미노산 이상) 길이이다.  일부 대안에서, 스페이서는

12, 13, 14 또는 15개 아미노산 길이 또는 상기 언급된 길이 중 임의의 2개에 의해 규정된 범위 내의 길이이다.

일부  대안에서,  스페이서  영역은  인간  항체의  힌지  영역의  일부를  포함한다.   일부  대안에서,  스페이서는

EPKSCDKTHTCPPCP  (서열식별번호:  17),  ERKCCVECPPCP  (서열식별번호:  18),  ELKTPLGDTHTCPRCP

(EPKSCDTPPPCPRCP)3  (서열식별번호:  19),  ESKYGPPCPSCP  (서열식별번호:  20),  ESKYGPPCPPCP  (서열식별번호:

21), YGPPCPPCP (서열식별번호: 51), KYGPPCPPCP (서열식별번호: 52) 또는 EVVKYGPPCPPCP (서열식별번호: 53)

를  포함하거나,  그로  이루어지거나,  또는  그로  본질적으로  이루어진다.   일부  대안에서,  스페이서는

ESKYGPPCPSCP  (서열식별번호:  20),  ESKYGPPCPPCP  (서열식별번호:  21),  YGPPCPPCP  (서열식별번호:  51),

KYGPPCPPCP (서열식별번호: 52) 또는 EVVKYGPPCPPCP (서열식별번호: 53)로 이루어지거나 또는 그로 본질적으로

이루어진다.  일부 대안에서, 세포내 신호전달 도메인은 CD3 제타의 모두 또는 일부를 CD27, CD28, 4-1BB, OX-

40, CD30, CD40, PD-1, ICOS, LFA-1, CD2, CD7, NKG2C 및 B7-H3 또는 그의 조합으로 이루어진 군으로부터 선택

된 공동자극 도메인과 조합하여 포함한다.  일부 대안에서, 세포내 신호전달 도메인은 CD3 제타의 일부 및 4-

1BB의 일부를 포함한다.  일부 대안에서, 세포내 신호전달 도메인은 또 다른 공동자극 분자의 세포내 부분을 추

가로 포함하지 않고/거나, 여기서 세포내 신호전달 도메인은 CD27,  CD28,  OX-40,  CD30,  CD40,  PD-1,  ICOS,

LFA-1, CD2, CD7, NKG2C 및 B7-H3으로 이루어진 군으로부터 선택된 분자의 세포내 신호전달 부분을 포함하지 않

고/거나, 여기서 세포내 신호전달 도메인은 CD28의 세포내 신호전달 부분을 포함하지 않는다.  일부 대안에서,

키메라 수용체 핵산은 마커 서열을 코딩하는 핵산을 추가로 포함한다.  일부 대안에서, 숙주 세포는 CD8+ T 세

포독성 림프구 세포이다.  조성물의 일부 대안에서, 상기 숙주 세포는 나이브 CD8+ T 세포, 중심 기억 CD8+ T

세포, 이펙터 기억 CD8+ T 세포 또는 벌크 CD8+ T 세포로 본질적으로 이루어지거나 또는 이에 대해 풍부화된 바

있는 CD8+ 세포의 집단을 포함한다.  일부 대안에서, CD8+ 세포의 상기 집단은 CD45RO, CD62L 및/또는 CD8에 대

해 양성인 CD8+ 중심 기억 T 세포로 본질적으로 이루어지거나 또는 이에 대해 풍부화된 바 있다.  일부 대안에

서, 상기 숙주 세포는 나이브 CD4+ T 세포, 중심 기억 CD4+ T 세포, 이펙터 기억 CD4+ T 세포, 및 벌크 CD4+ T

세포로 이루어진 군으로부터 선택된 CD4+ T 헬퍼 림프구로 본질적으로 이루어지거나 또는 이에 대해 풍부화된

바 있는 CD4+ 세포의 집단을 포함한다.  일부 대안에서, CD4+ 세포의 상기 집단은 CD45RA, CD62L 및/또는 CD4에

대해 양성이고/거나 CD45RO에 대해 음성인 나이브 CD4+ T 세포로 본질적으로 이루어지거나 또는 이에 대해 풍부
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화된 바 있다.  일부 대안에서, CD8+ 세포독성 T 림프구 세포는 중심 기억 T 세포이며, 여기서 중심 기억 T 세

포는 CD45RO, CD62L 및 CD8에 대해 양성이다.  일부 대안에서, 숙주 세포는 나이브 CD4+ T 세포, 중심 기억

CD4+ T 세포, 이펙터 기억 CD4+ T 세포, 및 벌크 CD4+ T 세포로 이루어진 군으로부터 선택된 CD4+ T 헬퍼 림프

구 세포이다.  일부 대안에서, CD4+ 헬퍼 림프구 세포는 나이브 CD4+ T 세포이며, 여기서 나이브 CD4+ T 세포는

CD45RA, CD62L 및/또는 CD4에 대해 양성이고/거나 CD45RO에 대해 음성이다.  일부 대안에서, 조성물은 숙주 세

포를 포함하며, 여기서 숙주 세포는 CD8+ T 세포독성 림프구 세포이거나 또는 CD8+ 세포독성 T 림프구 세포는

중심 기억 T 세포이고, 여기서 중심 기억 T 세포는 CD45RO, CD62L 및/또는 CD8에 대해 양성이고, 또 다른 숙주

세포를 포함하며, 여기서 숙주 세포는 나이브 CD4+ T 세포, 중심 기억 CD4+ T 세포, 이펙터 기억 CD4+ T 세포,

및 벌크 CD4+ T 세포로 이루어진 군으로부터 선택된 CD4+ T 헬퍼 림프구 세포이거나 또는 CD4+ 헬퍼 림프구 세

포는 나이브 CD4+ T 세포이고, 여기서 나이브 CD4+ T 세포는 CD45RA, CD62L 및/또는 CD4에 대해 양성이고/거나

CD45RO에 대해 음성이다.  일부 대안에서, 숙주 세포는 전구체 T 세포이다.  일부 대안에서, 숙주 세포는 조혈

줄기 세포이다.

또 다른 대안에서, 숙주 세포를 제조하는 시험관내 방법이 제공된다.  일부 대안에서, 숙주 세포는 발현 벡터를[0046]

포함한다.  일부 대안에서, 발현 벡터는 키메라 수용체 핵산을 포함한다.  일부 대안에서, 키메라 수용체 핵산

은 a) CD171에 특이적으로 결합하고/거나 그를 표적화하는 리간드 결합 도메인을 코딩하는 폴리뉴클레오티드,

b) 키메라 수용체의 리간드 결합 도메인과 막횡단 도메인을 연결하는, 100개 아미노산 미만 (그러나 1 또는 2개

아미노산 이상) 길이의 폴리펩티드 스페이서를 코딩하는 폴리뉴클레오티드, c) 키메라 수용체의 막횡단 도메인

을 코딩하는 폴리뉴클레오티드 및 키메라 수용체의 세포내 신호전달 도메인을 코딩하는 폴리뉴클레오티드를 포

함한다.  일부 대안에서, 스페이서는 X1PPX2P의 아미노산 서열을 포함하며, 여기서 X1 및 X2는 독립적으로 임의

의 아미노산이다.  일부 대안에서, X1 및/또는 X2는 시스테인이다.  일부 대안에서, 스페이서는 15개 아미노산

미만 (그러나 1 또는 2개 아미노산 이상) 길이이다.  일부 대안에서, 스페이서는 12, 13, 14 또는 15개 아미노

산 길이 또는 상기 언급된 길이 중 임의의 2개에 의해 규정된 범위 내의 길이이다.  일부 대안에서, 스페이서

영역은  인간  항체의  힌지  영역의  일부를  포함한다.   일부  대안에서,  스페이서는  EPKSCDKTHTCPPCP

(서열식별번호: 17), ERKCCVECPPCP (서열식별번호: 18), ELKTPLGDTHTCPRCP (EPKSCDTPPPCPRCP)3 (서열식별번호:

19),  ESKYGPPCPSCP  (서열식별번호: 20),  ESKYGPPCPPCP  (서열식별번호: 21),  YGPPCPPCP  (서열식별번호: 51),

KYGPPCPPCP (서열식별번호: 52) 또는 EVVKYGPPCPPCP (서열식별번호: 53)를 포함하거나, 그로 이루어지거나, 또

는 그로 본질적으로 이루어진다.  일부 대안에서, 스페이서는 ESKYGPPCPSCP (서열식별번호: 20), ESKYGPPCPPCP

(서열식별번호: 21), YGPPCPPCP (서열식별번호: 51), KYGPPCPPCP (서열식별번호: 52) 또는 EVVKYGPPCPPCP (서

열식별번호: 53)로 이루어지거나 또는 그로 본질적으로 이루어진다.  일부 대안에서, 세포내 신호전달 도메인은

CD3 제타의 모두 또는 일부를 CD27, CD28, 4-1BB, OX-40, CD30, CD40, PD-1, ICOS, LFA-1, CD2, CD7, NKG2C 및

B7-H3 또는 그의 조합으로 이루어진 군으로부터 선택된 공동자극 도메인과 조합하여 포함한다.  일부 대안에서,

세포내 신호전달 도메인은 CD3 제타의 일부 및 4-1BB의 일부를 포함한다.  일부 대안에서, 세포내 신호전달 도

메인은 또 다른 공동자극 분자의 세포내 부분을 추가로 포함하지 않고/거나, 여기서 세포내 신호전달 도메인은

CD27, CD28, OX-40, CD30, CD40, PD-1, ICOS, LFA-1, CD2, CD7, NKG2C 및 B7-H3으로 이루어진 군으로부터 선택

된 분자의 세포내 신호전달 부분을 포함하지 않고/거나, 여기서 세포내 신호전달 도메인은 CD28의 세포내 신호

전달 부분을 포함하지 않는다.  일부 대안에서, 키메라 수용체 핵산은 마커 서열을 코딩하는 핵산을 추가로 포

함한다.  일부 대안에서, 숙주 세포는 CD8+ T 세포독성 림프구 세포이다.  일부 대안에서, CD8+ 세포독성 T 림

프구 세포는 중심 기억 T 세포이며, 여기서 중심 기억 T 세포는 CD45RO, CD62L 및/또는 CD8에 대해 양성이다.

일부 대안에서, 숙주 세포는 나이브 CD4+ T 세포, 중심 기억 CD4+ T 세포, 이펙터 기억 CD4+ T 세포, 및 벌크

CD4+ T 세포로 이루어진 군으로부터 선택된 CD4+ T 헬퍼 림프구 세포이다.  일부 대안에서, CD4+ 헬퍼 림프구

세포는 나이브 CD4+ T 세포이며, 여기서 나이브 CD4+ T 세포는 CD45RA, CD62L 및/또는 CD4에 대해 양성이고/거

나 CD45RO에 대해 음성이다.  일부 대안에서, 숙주 세포는 CD8+ T 세포독성 림프구 세포이다.  일부 대안에서,

CD8+ 세포독성 T 림프구 세포는 중심 기억 T 세포이며, 여기서 중심 기억 T 세포는 CD45RO, CD62L 및/또는 CD8

에 대해 양성이다.  일부 대안에서, 숙주 세포는 나이브 CD4+ T 세포, 중심 기억 CD4+ T 세포, 이펙터 기억

CD4+ T 세포, 및 벌크 CD4+ T 세포로 이루어진 군으로부터 선택된 CD4+ T 헬퍼 림프구 세포이다.  일부 대안에

서, CD4+ 헬퍼 림프구 세포는 나이브 CD4+ T 세포이며, 여기서 나이브 CD4+ T 세포는 CD45RA, CD62L 및/또는

CD4에 대해 양성이고/거나 CD45RO에 대해 음성이다.  일부 대안에서, 방법은 a) 각각 키메라 수용체를 코딩하는

복수개의 핵산을 포함하는 라이브러리를 제공하는 단계이며, 여기서 복수개의 핵산에 의해 코딩된 각각의 복수

개의 키메라 수용체는 길이가 상이한 것인 단계, b) 각각의 복수개의 핵산을 별개의 림프구 집단에 도입시키고

각각의 T 림프구 집단을 시험관내에서 확장시켜 복수개의 유전자 변형된 T 림프구 집단을 생성하는 단계, c) 각
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각의 복수개의 유전자 변형된 T 림프구 집단을 종양 보유 동물 모델에 투여하고, 항종양 효능의 판독을 평가하

는 단계 및 d) 시험관내 및/또는 동물 모델에서 항종양 효능을 나타내는 키메라 수용체를 코딩하는 핵산을 선택

하는 단계를 포함한다.  일부 대안에서, 키메라 수용체 핵산은 a) CD171에 특이적으로 결합하고/거나 그를 표적

화하는 리간드 결합 도메인을 코딩하는 폴리뉴클레오티드, b) 키메라 수용체의 리간드 결합 도메인과 막횡단 도

메인을 연결하는, 100개 아미노산 미만 (그러나 1 또는 2개 아미노산 이상) 길이의 폴리펩티드 스페이서를 코딩

하는 폴리뉴클레오티드, c) 키메라 수용체의 막횡단 도메인을 코딩하는 폴리뉴클레오티드 및 키메라 수용체의

세포내 신호전달 도메인을 코딩하는 폴리뉴클레오티드를 포함한다.  일부 대안에서, 스페이서는 X1PPX2P의 아미

노산 서열을 포함하며, 여기서 X1 및 X2는 독립적으로 임의의 아미노산이다.  일부 대안에서, X1 및/또는 X2는

시스테인이다.  일부 대안에서, 스페이서는 15개 아미노산 미만 (그러나 1 또는 2개 아미노산 이상) 길이이다.

일부 대안에서, 스페이서는 12, 13, 14 또는 15개 아미노산 길이 또는 상기 언급된 길이 중 임의의 2개에 의해

규정된 범위 내의 길이이다.  일부 대안에서, 스페이서 영역은 인간 항체의 힌지 영역의 일부를 포함한다.  일

부  대안에서,  스페이서는  EPKSCDKTHTCPPCP  (서열식별번호:  17),  ERKCCVECPPCP  (서열식별번호:  18),

ELKTPLGDTHTCPRCP  (EPKSCDTPPPCPRCP)3  (서열식별번호: 19),  ESKYGPPCPSCP  (서열식별번호: 20),  ESKYGPPCPPCP

(서열식별번호: 21), YGPPCPPCP (서열식별번호: 51), KYGPPCPPCP (서열식별번호: 52) 또는 EVVKYGPPCPPCP (서

열식별번호: 53)를 포함하거나, 그로 이루어지거나, 또는 그로 본질적으로 이루어진다.  일부 대안에서, 스페이

서는 ESKYGPPCPSCP  (서열식별번호:  20),  ESKYGPPCPPCP  (서열식별번호: 21),  YGPPCPPCP  (서열식별번호: 51),

KYGPPCPPCP (서열식별번호: 52) 또는 EVVKYGPPCPPCP (서열식별번호: 53)로 이루어지거나 또는 그로 본질적으로

이루어진다.  일부 대안에서, 세포내 신호전달 도메인은 CD3 제타의 모두 또는 일부를 CD27, CD28, 4-1BB, OX-

40, CD30, CD40, PD-1, ICOS, LFA-1, CD2, CD7, NKG2C 및 B7-H3 또는 그의 조합으로 이루어진 군으로부터 선택

된 공동자극 도메인과 조합하여 포함한다.  일부 대안에서, 세포내 신호전달 도메인은 CD3 제타의 일부 및 4-

1BB의 일부를 포함한다.  일부 대안에서, 세포내 신호전달 도메인은 또 다른 공동자극 분자의 세포내 부분을 추

가로 포함하지 않고/거나, 여기서 세포내 신호전달 도메인은 CD27,  CD28,  OX-40,  CD30,  CD40,  PD-1,  ICOS,

LFA-1, CD2, CD7, NKG2C 및 B7-H3으로 이루어진 군으로부터 선택된 분자의 세포내 신호전달 부분을 포함하지 않

고/거나, 여기서 세포내 신호전달 도메인은 CD28의 세포내 신호전달 부분을 포함하지 않는다.  일부 대안에서,

키메라 수용체 핵산은 마커 서열을 코딩하는 핵산을 추가로 포함한다.  일부 대안에서, 복수개의 핵산은 발현

벡터를 코딩한다.  일부 대안에서, 발현 벡터는 키메라 수용체 핵산을 포함한다.  일부 대안에서, 키메라 수용

체 핵산은 a) CD171에 특이적으로 결합하고/거나 그를 표적화하는 리간드 결합 도메인을 코딩하는 폴리뉴클레오

티드, b) 키메라 수용체의 리간드 결합 도메인과 막횡단 도메인을 연결하는, 100개 아미노산 미만 (그러나 1 또

는 2개 아미노산 이상) 길이의 폴리펩티드 스페이서를 코딩하는 폴리뉴클레오티드, c) 키메라 수용체의 막횡단

도메인을 코딩하는 폴리뉴클레오티드 및 키메라 수용체의 세포내 신호전달 도메인을 코딩하는 폴리뉴클레오티드

를 포함한다.  일부 대안에서, 스페이서는 X1PPX2P의 아미노산 서열을 포함하며, 여기서 X1 및 X2는 독립적으로

임의의 아미노산이다.  일부 대안에서, X1 및/또는 X2는 시스테인이다.  일부 대안에서, 스페이서는 15개 아미노

산 미만 (그러나 1 또는 2개 아미노산 이상) 길이이다.  일부 대안에서, 스페이서는 12, 13, 14 또는 15개 아미

노산 길이 또는 상기 언급된 길이 중 임의의 2개에 의해 규정된 범위 내의 길이이다.  일부 대안에서, 스페이서

영역은  인간  항체의  힌지  영역의  일부를  포함한다.   일부  대안에서,  스페이서는  EPKSCDKTHTCPPCP

(서열식별번호: 17), ERKCCVECPPCP (서열식별번호: 18), ELKTPLGDTHTCPRCP (EPKSCDTPPPCPRCP)3 (서열식별번호:

19),  ESKYGPPCPSCP  (서열식별번호: 20),  ESKYGPPCPPCP  (서열식별번호: 21),  YGPPCPPCP  (서열식별번호: 51),

KYGPPCPPCP (서열식별번호: 52) 또는 EVVKYGPPCPPCP (서열식별번호: 53)를 포함하거나, 그로 이루어지거나, 또

는 그로 본질적으로 이루어진다.  일부 대안에서, 스페이서는 ESKYGPPCPSCP (서열식별번호: 20), ESKYGPPCPPCP

(서열식별번호: 21), YGPPCPPCP (서열식별번호: 51), KYGPPCPPCP (서열식별번호: 52) 또는 EVVKYGPPCPPCP (서

열식별번호: 53)로 이루어지거나 또는 그로 본질적으로 이루어진다.  일부 대안에서, 세포내 신호전달 도메인은

CD3 제타의 모두 또는 일부를 CD27, CD28, 4-1BB, OX-40, CD30, CD40, PD-1, ICOS, LFA-1, CD2, CD7, NKG2C 및

B7-H3 또는 그의 조합으로 이루어진 군으로부터 선택된 공동자극 도메인과 조합하여 포함한다.  일부 대안에서,

세포내 신호전달 도메인은 CD3 제타의 일부 및 4-1BB의 일부를 포함한다.  일부 대안에서, 세포내 신호전달 도

메인은 또 다른 공동자극 분자의 세포내 부분을 추가로 포함하지 않고/거나, 여기서 세포내 신호전달 도메인은

CD27, CD28, OX-40, CD30, CD40, PD-1, ICOS, LFA-1, CD2, CD7, NKG2C 및 B7-H3으로 이루어진 군으로부터 선택

된 분자의 세포내 신호전달 부분을 포함하지 않고/거나, 여기서 세포내 신호전달 도메인은 CD28의 세포내 신호

전달 부분을 포함하지 않는다.  일부 대안에서, 키메라 수용체 핵산은 마커 서열을 코딩하는 핵산을 추가로 포

함한다.  일부 대안에서, 방법은 키메라 수용체를 코딩하는 선택된 핵산을 숙주 세포에 도입시키는 단계를 추가
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로 포함한다.  일부 대안에서, 숙주 세포는 전구체 T 세포이다.  일부 대안에서, 숙주 세포는 조혈 줄기 세포이

다.

일부 대안에서, 항원을 표적화하기 위한 키메라 수용체를 선택하는 시험관내 방법이 제공되며, 여기서 방법은[0047]

각각의 복수개의 세포 집단을 항원을 발현하는 공여자 세포와 함께 일련의 순차적 재귀적 라운드로 인큐베이션

하며, 여기서 복수개의 세포 집단은 다양한 길이의 복수개의 키메라 수용체를 코딩하는 핵산을 포함하며, 각각

의 키메라 수용체는 항원에 특이적으로 결합하고/거나 그를 표적화하는 것인 단계, 및 각각의 복수개의 세포 집

단의 확장, 활성화 및/또는 생존을 평가하는 단계, 및 상기 평가를 기반으로 하여 키메라 수용체를 선택하는 단

계를 포함한다.  일부 대안에서, 일련의 순차적 라운드는 적어도 3 라운드의 인큐베이션을 포함하며, 여기서 세

포 집단은 라운드 사이에 수거된다.  일부 대안에서, 평가는 순차적 라운드의 인큐베이션 후에 각각의 집단의

생존 또는 생존 세포의 수 또는 백분율을 검출하는 것에 의해 수행되고, 여기서 선택된 키메라 수용체는 생존

또는  세포  수  또는  백분율이  또  다른  복수개의  세포  집단에  비해  증가된  집단에  의해  발현된다.   일부

대안에서, 집단의 세포 및 항원을 발현하는 세포는 각 라운드의 시작 시에 1:1의 비로 인큐베이션된다.  일부

대안에서, 다양한 길이의 키메라 수용체는 상이한 길이의 스페이서를 포함하고/거나 (각각의 스페이서는 키메라

수용체의 항원 결합 도메인과 막횡단 도메인을 연결함); 다양한 길이의 키메라 수용체는 다양한 수의 세포내 공

동자극 도메인 (각각 개별적으로 상이한 천연 공동자극 분자로부터의 세포내 도메인)을 갖는 키메라 수용체를

포함한다.  일부 대안에서, 숙주 세포는 전구체 T 세포이다.  일부 대안에서, 숙주 세포는 조혈 줄기 세포이다.

또 다른 대안에서, 숙주 세포를 제조하는 시험관내 방법이 제공되며, 여기서 방법은 상기 제시된 바와 같은 핵[0048]

산 또는 상기 제시된 바와 같은 발현 벡터를 CD45RA, CD45RO+, 및/또는 CD62L+ 표현형을 갖는 림프구 집단에 도

입시키는 단계 및 세포를 항-CD3 및/또는 항 CD28, 및 적어도 1종의 항상성 시토카인의 존재 하에 세포가 세포

주입물로서 사용하기에 충분히 확장될 때까지 배양하는 단계를 포함한다.  일부 대안에서, 숙주 세포는 상기 제

시된 바와 같은 발현 벡터를 포함한다.  일부 대안에서, 발현 벡터는 상기 제시된 바와 같은 키메라 수용체 핵

산을 포함한다.  일부 대안에서, 키메라 수용체 핵산은 a) CD171에 특이적으로 결합하고/거나 그를 표적화하는

리간드 결합 도메인을 코딩하는 폴리뉴클레오티드, b) 키메라 수용체의 리간드 결합 도메인과 막횡단 도메인을

연결하는, 100개 아미노산 미만 (그러나 1 또는 2개 아미노산 이상) 길이의 폴리펩티드 스페이서를 코딩하는 폴

리뉴클레오티드, c) 키메라 수용체의 막횡단 도메인을 코딩하는 폴리뉴클레오티드 및 키메라 수용체의 세포내

신호전달 도메인을 코딩하는 폴리뉴클레오티드를 포함한다.  일부 대안에서, 스페이서는 X1PPX2P의 아미노산 서

열을 포함하며, 여기서 X1 및 X2는 독립적으로 임의의 아미노산이다.  일부 대안에서, X1 및/또는 X2는 시스테인

이다.  일부 대안에서, 스페이서는 15개 아미노산 미만 (그러나 1 또는 2개 아미노산 이상) 길이이다.  일부 대

안에서, 스페이서는 12, 13, 14 또는 15개 아미노산 길이 또는 상기 언급된 길이 중 임의의 2개에 의해 규정된

범위 내의 길이이다.  일부 대안에서, 스페이서 영역은 인간 항체의 힌지 영역의 일부를 포함한다.  일부 대안

에서, 스페이서는 EPKSCDKTHTCPPCP (서열식별번호: 17), ERKCCVECPPCP (서열식별번호: 18), ELKTPLGDTHTCPRCP

(EPKSCDTPPPCPRCP)3  (서열식별번호:  19),  ESKYGPPCPSCP  (서열식별번호:  20),  ESKYGPPCPPCP  (서열식별번호:

21), YGPPCPPCP (서열식별번호: 51), KYGPPCPPCP (서열식별번호: 52) 또는 EVVKYGPPCPPCP (서열식별번호: 53)

를  포함하거나,  그로  이루어지거나,  또는  그로  본질적으로  이루어진다.   일부  대안에서,  스페이서는

ESKYGPPCPSCP  (서열식별번호:  20),  ESKYGPPCPPCP  (서열식별번호:  21),  YGPPCPPCP  (서열식별번호:  51),

KYGPPCPPCP (서열식별번호: 52) 또는 EVVKYGPPCPPCP (서열식별번호: 53)로 이루어지거나 또는 그로 본질적으로

이루어진다.  일부 대안에서, 세포내 신호전달 도메인은 CD3 제타의 모두 또는 일부를 CD27, CD28, 4-1BB, OX-

40, CD30, CD40, PD-1, ICOS, LFA-1, CD2, CD7, NKG2C 및 B7-H3 또는 그의 조합으로 이루어진 군으로부터 선택

된 공동자극 도메인과 조합하여 포함한다.  일부 대안에서, 세포내 신호전달 도메인은 CD3 제타의 일부 및 4-

1BB의 일부를 포함한다.  일부 대안에서, 세포내 신호전달 도메인은 또 다른 공동자극 분자의 세포내 부분을 추

가로 포함하지 않고/거나, 여기서 세포내 신호전달 도메인은 CD27,  CD28,  OX-40,  CD30,  CD40,  PD-1,  ICOS,

LFA-1, CD2, CD7, NKG2C 및 B7-H3으로 이루어진 군으로부터 선택된 분자의 세포내 신호전달 부분을 포함하지 않

고/거나, 여기서 세포내 신호전달 도메인은 CD28의 세포내 신호전달 부분을 포함하지 않는다.  일부 대안에서,

키메라 수용체 핵산은 마커 서열을 코딩하는 핵산을 추가로 포함한다.  일부 대안에서, 숙주 세포는 CD8+ T 세

포독성 림프구 세포이다.  일부 대안에서, CD8+ 세포독성 T 림프구 세포는 중심 기억 T 세포이며, 여기서 중심

기억 T 세포는 CD45RO, CD62L 및/또는 CD8에 대해 양성이다.  일부 대안에서, 숙주 세포는 나이브 CD4+ T 세포,

중심 기억 CD4+ T 세포, 이펙터 기억 CD4+ T 세포, 및 벌크 CD4+ T 세포로 이루어진 군으로부터 선택된 CD4+ T

헬퍼 림프구 세포이다.  일부 대안에서, CD4+ 헬퍼 림프구 세포는 나이브 CD4+ T 세포이며, 여기서 나이브 CD4+

T 세포는 CD45RA, CD62L 및/또는 CD4에 대해 양성이고/거나 CD45RO에 대해 음성이다.  일부 대안에서, 키메라
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수용체 핵산은 a) CD171에 특이적으로 결합하고/거나 그를 표적화하는 리간드 결합 도메인을 코딩하는 폴리뉴클

레오티드, b) 키메라 수용체의 리간드 결합 도메인과 막횡단 도메인을 연결하는, 100개 아미노산 미만 (그러나

1 또는 2개 아미노산 이상) 길이의 폴리펩티드 스페이서를 코딩하는 폴리뉴클레오티드, c) 키메라 수용체의 막

횡단 도메인을 코딩하는 폴리뉴클레오티드 및 키메라 수용체의 세포내 신호전달 도메인을 코딩하는 폴리뉴클레

오티드를 포함한다.  일부 대안에서, 스페이서는 X1PPX2P의 아미노산 서열을 포함하며, 여기서 X1 및 X2는 독립

적으로 임의의 아미노산이다.  일부 대안에서, X1 및/또는 X2는 시스테인이다.  일부 대안에서, 스페이서는 15개

아미노산 미만 (그러나 1 또는 2개 아미노산 이상) 길이이다.  일부 대안에서, 스페이서는 12, 13, 14 또는 15

개 아미노산 길이 또는 상기 언급된 길이 중 임의의 2개에 의해 규정된 범위 내의 길이이다.  일부 대안에서,

스페이서 영역은 인간 항체의 힌지 영역의 일부를 포함한다.  일부 대안에서, 스페이서는 EPKSCDKTHTCPPCP (서

열식별번호:  17),  ERKCCVECPPCP  (서열식별번호:  18),  ELKTPLGDTHTCPRCP  (EPKSCDTPPPCPRCP)3  (서열식별번호:

19),  ESKYGPPCPSCP  (서열식별번호: 20),  ESKYGPPCPPCP  (서열식별번호: 21),  YGPPCPPCP  (서열식별번호: 51),

KYGPPCPPCP (서열식별번호: 52) 또는 EVVKYGPPCPPCP (서열식별번호: 53)를 포함하거나, 그로 이루어지거나, 또

는 그로 본질적으로 이루어진다.  일부 대안에서, 스페이서는 ESKYGPPCPSCP (서열식별번호: 20), ESKYGPPCPPCP

(서열식별번호: 21), YGPPCPPCP (서열식별번호: 51), KYGPPCPPCP (서열식별번호: 52) 또는 EVVKYGPPCPPCP (서

열식별번호: 53)로 이루어지거나 또는 그로 본질적으로 이루어진다.  일부 대안에서, 세포내 신호전달 도메인은

CD3 제타의 모두 또는 일부를 CD27, CD28, 4-1BB, OX-40, CD30, CD40, PD-1, ICOS, LFA-1, CD2, CD7, NKG2C 및

B7-H3 또는 그의 조합으로 이루어진 군으로부터 선택된 공동자극 도메인과 조합하여 포함한다.  일부 대안에서,

세포내 신호전달 도메인은 CD3 제타의 일부 및 4-1BB의 일부를 포함한다.  일부 대안에서, 세포내 신호전달 도

메인은 또 다른 공동자극 분자의 세포내 부분을 추가로 포함하지 않고/거나, 여기서 세포내 신호전달 도메인은

CD27, CD28, OX-40, CD30, CD40, PD-1, ICOS, LFA-1, CD2, CD7, NKG2C 및 B7-H3으로 이루어진 군으로부터 선택

된 분자의 세포내 신호전달 부분을 포함하지 않고/거나, 여기서 세포내 신호전달 도메인은 CD28의 세포내 신호

전달 부분을 포함하지 않는다.  일부 대안에서, 키메라 수용체 핵산은 마커 서열을 코딩하는 핵산을 추가로 포

함한다.  일부 대안에서, 림프구는 CD8+ 또는 CD4+이다.  일부 대안에서, 숙주 세포는 전구체 T 세포이다.  일

부 대안에서, 숙주 세포는 조혈 줄기 세포이다.

일부 대안에서, CD171을 발현하는 암 또는 고형 종양의 치료 또는 억제에서의 숙주 세포 또는 조성물의 용도가[0049]

제공된다.  일부 대안에서, 암은 신경모세포종이다.  일부 대안에서, 고형 종양은 유방암, 뇌암, 결장암, 신암,

췌장암 및 난소암으로 이루어진 군으로부터 선택된다.  일부 대안에서, 숙주 세포는 본원에 제시된 바와 같이

발현 벡터를 포함한다.  일부 대안에서, 발현 벡터는 키메라 수용체 핵산을 포함한다.  일부 대안에서, 키메라

수용체 핵산은 a) CD171에 특이적으로 결합하고/거나 그를 표적화하는 리간드 결합 도메인을 코딩하는 폴리뉴클

레오티드, b) 키메라 수용체의 리간드 결합 도메인과 막횡단 도메인을 연결하는, 100개 아미노산 미만 (그러나

1 또는 2개 아미노산 이상) 길이의 폴리펩티드 스페이서를 코딩하는 폴리뉴클레오티드, c) 키메라 수용체의 막

횡단 도메인을 코딩하는 폴리뉴클레오티드 및 키메라 수용체의 세포내 신호전달 도메인을 코딩하는 폴리뉴클레

오티드를 포함한다.  일부 대안에서, 스페이서는 X1PPX2P의 아미노산 서열을 포함하며, 여기서 X1 및 X2는 독립

적으로 임의의 아미노산이다.  일부 대안에서, X1 및/또는 X2는 시스테인이다.  일부 대안에서, 스페이서는 15개

아미노산 미만 (그러나 1 또는 2개 아미노산 이상) 길이이다.  일부 대안에서, 스페이서는 12, 13, 14 또는 15

개 아미노산 길이 또는 상기 언급된 길이 중 임의의 2개에 의해 규정된 범위 내의 길이이다.  일부 대안에서,

스페이서 영역은 인간 항체의 힌지 영역의 일부를 포함한다.  일부 대안에서, 스페이서는 EPKSCDKTHTCPPCP (서

열식별번호:  17),  ERKCCVECPPCP  (서열식별번호:  18),  ELKTPLGDTHTCPRCP  (EPKSCDTPPPCPRCP)3  (서열식별번호:

19),  ESKYGPPCPSCP  (서열식별번호: 20),  ESKYGPPCPPCP  (서열식별번호: 21),  YGPPCPPCP  (서열식별번호: 51),

KYGPPCPPCP (서열식별번호: 52) 또는 EVVKYGPPCPPCP (서열식별번호: 53)를 포함하거나, 그로 이루어지거나, 또

는 그로 본질적으로 이루어진다.  일부 대안에서, 스페이서는 ESKYGPPCPSCP (서열식별번호: 20), ESKYGPPCPPCP

(서열식별번호: 21), YGPPCPPCP (서열식별번호: 51), KYGPPCPPCP (서열식별번호: 52) 또는 EVVKYGPPCPPCP (서

열식별번호: 53)로 이루어지거나 또는 그로 본질적으로 이루어진다.  일부 대안에서, 세포내 신호전달 도메인은

CD3 제타의 모두 또는 일부를 CD27, CD28, 4-1BB, OX-40, CD30, CD40, PD-1, ICOS, LFA-1, CD2, CD7, NKG2C 및

B7-H3 또는 그의 조합으로 이루어진 군으로부터 선택된 공동자극 도메인과 조합하여 포함한다.  일부 대안에서,

세포내 신호전달 도메인은 CD3 제타의 일부 및 4-1BB의 일부를 포함한다.  일부 대안에서, 세포내 신호전달 도

메인은 또 다른 공동자극 분자의 세포내 부분을 추가로 포함하지 않고/거나, 여기서 세포내 신호전달 도메인은

CD27, CD28, OX-40, CD30, CD40, PD-1, ICOS, LFA-1, CD2, CD7, NKG2C 및 B7-H3으로 이루어진 군으로부터 선택

된 분자의 세포내 신호전달 부분을 포함하지 않고/거나, 여기서 세포내 신호전달 도메인은 CD28의 세포내 신호
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전달 부분을 포함하지 않는다.  일부 대안에서, 키메라 수용체 핵산은 마커 서열을 코딩하는 핵산을 추가로 포

함한다.  일부 대안에서, 숙주 세포는 CD8+ T 세포독성 림프구 세포이다.  일부 대안에서, CD8+ 세포독성 T 림

프구 세포는 중심 기억 T 세포이며, 여기서 중심 기억 T 세포는 CD45RO, CD62L 및/또는 CD8에 대해 양성이다.

일부 대안에서, 숙주 세포는 나이브 CD4+ T 세포, 중심 기억 CD4+ T 세포, 이펙터 기억 CD4+ T 세포, 및 벌크

CD4+ T 세포로 이루어진 군으로부터 선택된 CD4+ T 헬퍼 림프구 세포이다.  일부 대안에서, CD4+ 헬퍼 림프구

세포는 나이브 CD4+ T 세포이며, 여기서 나이브 CD4+ T 세포는 CD45RA, CD62L 및/또는 CD4에 대해 양성이고/거

나 CD45RO에 대해 음성이다.  일부 대안에서, 조성물은 숙주 세포를 포함한다.  일부 대안에서, 조성물은 본원

에 제시된 바와 같은 발현 벡터를 포함하는 숙주 세포를 포함한다.  일부 대안에서, 발현 벡터는 본원에 제시된

바와 같은 키메라 수용체 핵산을 포함한다.  일부 대안에서, 키메라 수용체 핵산은 a) CD171에 특이적으로 결합

하고/거나 그를 표적화하는 리간드 결합 도메인을 코딩하는 폴리뉴클레오티드, b) 키메라 수용체의 리간드 결합

도메인과 막횡단 도메인을 연결하는, 100개 아미노산 미만 (그러나 1 또는 2개 아미노산 이상) 길이의 폴리펩티

드 스페이서를 코딩하는 폴리뉴클레오티드, c) 키메라 수용체의 막횡단 도메인을 코딩하는 폴리뉴클레오티드 및

키메라 수용체의 세포내 신호전달 도메인을 코딩하는 폴리뉴클레오티드를 포함한다.  일부 대안에서, 스페이서

는 X1PPX2P의 아미노산 서열을 포함하며, 여기서 X1 및 X2는 독립적으로 임의의 아미노산이다.  일부 대안에서,

X1 및/또는 X2는 시스테인이다.  일부 대안에서, 스페이서는 15개 아미노산 미만 (그러나 1 또는 2개 아미노산

이상) 길이이다.  일부 대안에서, 스페이서는 12, 13, 14 또는 15개 아미노산 길이 또는 상기 언급된 길이 중

임의의 2개에 의해 규정된 범위 내의 길이이다.  일부 대안에서, 스페이서 영역은 인간 항체의 힌지 영역의 일

부를 포함한다.  일부 대안에서, 스페이서는 EPKSCDKTHTCPPCP (서열식별번호: 17), ERKCCVECPPCP (서열식별번

호:  18),  ELKTPLGDTHTCPRCP  (EPKSCDTPPPCPRCP)3  (서열식별번호:  19),  ESKYGPPCPSCP  (서열식별번호:  20),

ESKYGPPCPPCP  (서열식별번호:  21),  YGPPCPPCP  (서열식별번호:  51),  KYGPPCPPCP  (서열식별번호:  52)  또는

EVVKYGPPCPPCP (서열식별번호: 53)를 포함하거나, 그로 이루어지거나, 또는 그로 본질적으로 이루어진다.  일부

대안에서, 스페이서는 ESKYGPPCPSCP (서열식별번호: 20), ESKYGPPCPPCP (서열식별번호: 21), YGPPCPPCP (서열

식별번호: 51), KYGPPCPPCP (서열식별번호: 52) 또는 EVVKYGPPCPPCP (서열식별번호: 53)로 이루어지거나 또는

그로 본질적으로 이루어진다.  일부 대안에서, 세포내 신호전달 도메인은 CD3 제타의 모두 또는 일부를 CD27,

CD28, 4-1BB, OX-40, CD30, CD40, PD-1, ICOS, LFA-1, CD2, CD7, NKG2C 및 B7-H3 또는 그의 조합으로 이루어진

군으로부터 선택된 공동자극 도메인과 조합하여 포함한다.  일부 대안에서, 세포내 신호전달 도메인은 CD3 제타

의 일부 및 4-1BB의 일부를 포함한다.  일부 대안에서, 세포내 신호전달 도메인은 또 다른 공동자극 분자의 세

포내 부분을 추가로 포함하지 않고/거나, 여기서 세포내 신호전달 도메인은 CD27, CD28, OX-40, CD30, CD40,

PD-1, ICOS, LFA-1, CD2, CD7, NKG2C 및 B7-H3으로 이루어진 군으로부터 선택된 분자의 세포내 신호전달 부분

을 포함하지 않고/거나, 여기서 세포내 신호전달 도메인은 CD28의 세포내 신호전달 부분을 포함하지 않는다.

일부 대안에서, 키메라 수용체 핵산은 마커 서열을 코딩하는 핵산을 추가로 포함한다.  일부 대안에서, 숙주 세

포는 CD8+ T 세포독성 림프구 세포이다.  조성물의 일부 대안에서, 상기 숙주 세포는 나이브 CD8+ T 세포, 중심

기억 CD8+ T 세포, 이펙터 기억 CD8+ T 세포 또는 벌크 CD8+ T 세포로 본질적으로 이루어지거나 또는 이에 대해

풍부화된 바 있는 CD8+ 세포의 집단을 포함한다.  일부 대안에서, CD8+ 세포의 상기 집단은 CD45RO, CD62L 및

CD8에 대해 양성인 CD8+ 중심 기억 T 세포로 본질적으로 이루어지거나 또는 이에 대해 풍부화된 바 있다.  일부

대안에서, 상기 숙주 세포는 나이브 CD4+ T 세포, 중심 기억 CD4+ T 세포, 이펙터 기억 CD4+ T 세포, 및 벌크

CD4+ T 세포로 이루어진 군으로부터 선택된 CD4+ T 헬퍼 림프구로 본질적으로 이루어지거나 또는 이에 대해 풍

부화된 바 있는 CD4+ 세포의 집단을 포함한다.  일부 대안에서, CD4+ 세포의 상기 집단은 CD45RA, CD62L 및 CD4

에 대해 양성이고 CD45RO에 대해 음성인 나이브 CD4+ T 세포로 본질적으로 이루어지거나 또는 이에 대해 풍부화

된 바 있다.  일부 대안에서, CD8+ 세포독성 T 림프구 세포는 중심 기억 T 세포이며, 여기서 중심 기억 T 세포

는 CD45RO, CD62L 및 CD8에 대해 양성이다.  일부 대안에서, 숙주 세포는 나이브 CD4+ T 세포, 중심 기억 CD4+

T 세포, 이펙터 기억 CD4+ T 세포, 및 벌크 CD4+ T 세포로 이루어진 군으로부터 선택된 CD4+ T 헬퍼 림프구 세

포이다.  일부 대안에서, CD4+  헬퍼 림프구 세포는 나이브 CD4+  T  세포이며, 여기서 나이브 CD4+  T  세포는

CD45RA, CD62L 및/또는 CD4에 대해 양성이고/거나 CD45RO에 대해 음성이다.  일부 대안에서, 조성물은 제약상

허용되는 부형제를 추가로 포함한다.  일부 대안에서, 숙주 세포는 전구체 T 세포이다.  일부 대안에서, 숙주

세포는 조혈 줄기 세포이다.

일부 대안에서, 청구범위의 조성물 또는 숙주 세포를 암 또는 종양을 갖는 대상체에게 투여하는 것을 포함하는,[0050]

상기 대상체에서 세포 면역요법을 수행하는 방법이 제공된다.  일부 대안에서, 암은 신경모세포종이다.  일부

대안에서, 종양은 유방암, 뇌암, 결장암, 신암, 췌장암 및 난소암으로 이루어진 군으로부터 선택된다.  일부 대

안에서, 숙주 세포는 본원에 제시된 바와 같이 발현 벡터를 포함한다.  일부 대안에서, 발현 벡터는 본원에 제
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시된 바와 같은 키메라 수용체 핵산을 포함한다.  일부 대안에서, 키메라 수용체 핵산은 a) CD171에 특이적으로

결합하고/거나 그를 표적화하는 리간드 결합 도메인을 코딩하는 폴리뉴클레오티드, b) 키메라 수용체의 리간드

결합 도메인과 막횡단 도메인을 연결하는, 100개 아미노산 미만 (그러나 1 또는 2개 아미노산 이상) 길이의 폴

리펩티드 스페이서를 코딩하는 폴리뉴클레오티드, c) 키메라 수용체의 막횡단 도메인을 코딩하는 폴리뉴클레오

티드 및 키메라 수용체의 세포내 신호전달 도메인을 코딩하는 폴리뉴클레오티드를 포함한다.  일부 대안에서,

스페이서는 X1PPX2P의 아미노산 서열을 포함하며, 여기서 X1 및 X2는 독립적으로 임의의 아미노산이다.  일부 대

안에서, X1 및/또는 X2는 시스테인이다.  일부 대안에서, 스페이서는 15개 아미노산 미만 (그러나 1 또는 2개 아

미노산 이상) 길이이다.  일부 대안에서, 스페이서는 12, 13, 14 또는 15개 아미노산 길이 또는 상기 언급된 길

이 중 임의의 2개에 의해 규정된 범위 내의 길이이다.  일부 대안에서, 스페이서 영역은 인간 항체의 힌지 영역

의 일부를 포함한다.  일부 대안에서, 스페이서는 EPKSCDKTHTCPPCP (서열식별번호: 17), ERKCCVECPPCP (서열식

별번호: 18),  ELKTPLGDTHTCPRCP  (EPKSCDTPPPCPRCP)3  (서열식별번호: 19),  ESKYGPPCPSCP  (서열식별번호: 20),

ESKYGPPCPPCP  (서열식별번호:  21),  YGPPCPPCP  (서열식별번호:  51),  KYGPPCPPCP  (서열식별번호:  52)  또는

EVVKYGPPCPPCP (서열식별번호: 53)를 포함하거나, 그로 이루어지거나, 또는 그로 본질적으로 이루어진다.  일부

대안에서, 스페이서는 ESKYGPPCPSCP (서열식별번호: 20), ESKYGPPCPPCP (서열식별번호: 21), YGPPCPPCP (서열

식별번호: 51), KYGPPCPPCP (서열식별번호: 52) 또는 EVVKYGPPCPPCP (서열식별번호: 53)로 이루어지거나 또는

그로 본질적으로 이루어진다.  일부 대안에서, 세포내 신호전달 도메인은 CD3 제타의 모두 또는 일부를 CD27,

CD28, 4-1BB, OX-40, CD30, CD40, PD-1, ICOS, LFA-1, CD2, CD7, NKG2C 및 B7-H3 또는 그의 조합으로 이루어진

군으로부터 선택된 공동자극 도메인과 조합하여 포함한다.  일부 대안에서, 세포내 신호전달 도메인은 CD3 제타

의 일부 및 4-1BB의 일부를 포함한다.  일부 대안에서, 세포내 신호전달 도메인은 또 다른 공동자극 분자의 세

포내 부분을 추가로 포함하지 않고/거나, 여기서 세포내 신호전달 도메인은 CD27, CD28, OX-40, CD30, CD40,

PD-1, ICOS, LFA-1, CD2, CD7, NKG2C 및 B7-H3으로 이루어진 군으로부터 선택된 분자의 세포내 신호전달 부분

을 포함하지 않고/거나, 여기서 세포내 신호전달 도메인은 CD28의 세포내 신호전달 부분을 포함하지 않는다.

일부 대안에서, 키메라 수용체 핵산은 마커 서열을 코딩하는 핵산을 추가로 포함한다.  일부 대안에서, 숙주 세

포는  CD8+  T  세포독성  림프구  세포이다.   일부  대안에서,  CD8+  세포독성  T  림프구  세포는  중심  기억  T

세포이며, 여기서 중심 기억 T 세포는 CD45RO, CD62L 및/또는 CD8에 대해 양성이다.  일부 대안에서, 숙주 세포

는 나이브 CD4+ T 세포, 중심 기억 CD4+ T 세포, 이펙터 기억 CD4+ T 세포, 및 벌크 CD4+ T 세포로 이루어진 군

으로부터 선택된 CD4+ T 헬퍼 림프구 세포이다.  일부 대안에서, CD4+ 헬퍼 림프구 세포는 나이브 CD4+ T 세포

이며, 여기서 나이브 CD4+ T 세포는 CD45RA, CD62L 및/또는 CD4에 대해 양성이고/거나 CD45RO에 대해 음성이다.

일부 대안에서, 조성물은 숙주 세포를 포함한다.  일부 대안에서, 조성물은 발현 벡터를 포함하는 숙주 세포를

포함한다.  일부 대안에서, 발현 벡터는 키메라 수용체 핵산을 포함한다.  일부 대안에서, 키메라 수용체 핵산

은 a) CD171에 특이적으로 결합하고/거나 그를 표적화하는 리간드 결합 도메인을 코딩하는 폴리뉴클레오티드,

b) 키메라 수용체의 리간드 결합 도메인과 막횡단 도메인을 연결하는, 100개 아미노산 미만 (그러나 1 또는 2개

아미노산 이상) 길이의 폴리펩티드 스페이서를 코딩하는 폴리뉴클레오티드, c) 키메라 수용체의 막횡단 도메인

을 코딩하는 폴리뉴클레오티드 및 키메라 수용체의 세포내 신호전달 도메인을 코딩하는 폴리뉴클레오티드를 포

함한다.  일부 대안에서, 스페이서는 X1PPX2P의 아미노산 서열을 포함하며, 여기서 X1 및 X2는 독립적으로 임의

의 아미노산이다.  일부 대안에서, X1 및/또는 X2는 시스테인이다.  일부 대안에서, 스페이서는 15개 아미노산

미만 (그러나 1 또는 2개 아미노산 이상) 길이이다.  일부 대안에서, 스페이서는 12, 13, 14 또는 15개 아미노

산 길이 또는 상기 언급된 길이 중 임의의 2개에 의해 규정된 범위 내의 길이이다.  일부 대안에서, 스페이서

영역은  인간  항체의  힌지  영역의  일부를  포함한다.   일부  대안에서,  스페이서는  EPKSCDKTHTCPPCP

(서열식별번호: 17), ERKCCVECPPCP (서열식별번호: 18), ELKTPLGDTHTCPRCP (EPKSCDTPPPCPRCP)3 (서열식별번호:

19),  ESKYGPPCPSCP  (서열식별번호: 20),  ESKYGPPCPPCP  (서열식별번호: 21),  YGPPCPPCP  (서열식별번호: 51),

KYGPPCPPCP (서열식별번호: 52) 또는 EVVKYGPPCPPCP (서열식별번호: 53)를 포함하거나, 그로 이루어지거나, 또

는 그로 본질적으로 이루어진다.  일부 대안에서, 스페이서는 ESKYGPPCPSCP (서열식별번호: 20), ESKYGPPCPPCP

(서열식별번호: 21), YGPPCPPCP (서열식별번호: 51), KYGPPCPPCP (서열식별번호: 52) 또는 EVVKYGPPCPPCP (서

열식별번호: 53)로 이루어지거나 또는 그로 본질적으로 이루어진다.  일부 대안에서, 세포내 신호전달 도메인은

CD3 제타의 모두 또는 일부를 CD27, CD28, 4-1BB, OX-40, CD30, CD40, PD-1, ICOS, LFA-1, CD2, CD7, NKG2C 및

B7-H3 또는 그의 조합으로 이루어진 군으로부터 선택된 공동자극 도메인과 조합하여 포함한다.  일부 대안에서,

세포내 신호전달 도메인은 CD3 제타의 일부 및 4-1BB의 일부를 포함한다.  일부 대안에서, 세포내 신호전달 도

메인은 또 다른 공동자극 분자의 세포내 부분을 추가로 포함하지 않고/거나, 여기서 세포내 신호전달 도메인은
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CD27, CD28, OX-40, CD30, CD40, PD-1, ICOS, LFA-1, CD2, CD7, NKG2C 및 B7-H3으로 이루어진 군으로부터 선택

된 분자의 세포내 신호전달 부분을 포함하지 않고/거나, 여기서 세포내 신호전달 도메인은 CD28의 세포내 신호

전달 부분을 포함하지 않는다.  일부 대안에서, 키메라 수용체 핵산은 마커 서열을 코딩하는 핵산을 추가로 포

함한다.  일부 대안에서, 숙주 세포는 CD8+ T 세포독성 림프구 세포이다.  조성물의 일부 대안에서, 상기 숙주

세포는 나이브 CD8+ T 세포, 중심 기억 CD8+ T 세포, 이펙터 기억 CD8+ T 세포 또는 벌크 CD8+ T 세포로 본질적

으로 이루어지거나 또는 이에 대해 풍부화된 바 있는 CD8+ 세포의 집단을 포함한다.  일부 대안에서, CD8+ 세포

의 상기 집단은 CD45RO, CD62L 및/또는 CD8에 대해 양성인 CD8+ 중심 기억 T 세포로 본질적으로 이루어지거나

또는 이에 대해 풍부화된 바 있다.  일부 대안에서, 상기 숙주 세포는 나이브 CD4+ T 세포, 중심 기억 CD4+ T

세포, 이펙터 기억 CD4+ T 세포, 및 벌크 CD4+ T 세포로 이루어진 군으로부터 선택된 CD4+ T 헬퍼 림프구로 본

질적으로 이루어지거나 또는 이에 대해 풍부화된 바 있는 CD4+ 세포의 집단을 포함한다.  일부 대안에서, CD4+

세포의 상기 집단은 CD45RA, CD62L 및/또는 CD4에 대해 양성이고/거나 CD45RO에 대해 음성인 나이브 CD4+ T 세

포로 본질적으로 이루어지거나 또는 이에 대해 풍부화된 바 있다.  일부 대안에서, CD8+ 세포독성 T 림프구 세

포는 중심 기억 T 세포이며, 여기서 중심 기억 T 세포는 CD45RO, CD62L 및/또는 CD8에 대해 양성이다.  일부 대

안에서, 숙주 세포는 나이브 CD4+ T 세포, 중심 기억 CD4+ T 세포, 이펙터 기억 CD4+ T 세포, 및 벌크 CD4+ T

세포로 이루어진 군으로부터 선택된 CD4+ T 헬퍼 림프구 세포이다.  일부 대안에서, CD4+ 헬퍼 림프구 세포는

나이브 CD4+  T  세포이며,  여기서 나이브 CD4+  T  세포는 CD45RA,  CD62L  및/또는 CD4에  대해 양성이고/거나

CD45RO에 대해 음성이다.  일부 대안에서, 조성물은 제약상 허용되는 부형제를 추가로 포함한다.  일부 대안에

서, 숙주 세포는 전구체 T 세포이다.  일부 대안에서, 숙주 세포는 조혈 줄기 세포이다.

도면의 간단한 설명

도 1은 말초 혈액 단핵 세포로부터의 중심 기억 T 세포의 단리를 제시한다.  A)는 CD4 및 CD8 마커에 대해 사전[0051]

소팅된 세포의 유동 세포측정법 프로파일을 제시한다.  B)는 CD8의 존재에 대해 소팅한 후 세포의 유동 세포측

정법 프로파일을 제시한다.  C)는 CD45RA에 대해 양성인 세포에 대한 CD8 + 세포 집단의 고갈 후의 세포의 유동

세포측정법 프로파일을 제시한다.  D)는 CD8에 대해 풍부화되고, CD45RA에 대해 고갈되고, CD45RO에 대해 풍부

화되고, CD62L에 대해 풍부화된 세포 집단의 유동 세포측정법 프로파일을 제시한다.

도 2a는 짧은, 중간 또는 긴 스페이서를 갖는 CAR 구축물로 형질도입된 CD8 중심 기억 세포의 유동 세포측정법

프로파일을 제시한다.  항 CD171 CAR의 발현은 F(ab)에 결합하는 항체에 의해 검출된다.  각 패널에 대한 삽도

그래프는 각 세포 집단에서 각 구축물에 존재하는 CD8 및 말단절단된 EGFR을 발현하는 세포의 %를 제시한다.

패널 1은 모의 감염된 세포이고, F(ab) 또는 EGFRt의 어떠한 발현도 나타내지 않는다.  패널 2는 CD8, EGFRt 및

F(ab)의 발현에 의한 결정 시 짧은 구축물의 발현을 제시한다.  패널 3은 CD8, EGFRt 및 F(ab)의 발현에 의한

결정 시 중간형 구축물의 발현을 제시한다.  패널 4는 CD8, EGFRt 및 F(ab)의 발현에 의한 결정 시 긴 구축물의

발현을 제시한다.  CD8 세포에서의 각각의 구축물의 발현은 짧은 (패널 2), 중간 (패널 3) 또는 긴 스페이서

(패널 4)가 구축물에 존재하는지의 여부에 상관없이 유사하다.

도 2b는 형질도입된 CD8 세포에서의 짧은, 중간 또는 긴 스페이서를 갖는 각 구축물의 동등한 발현을 제시하는,

CD3 제타 쇄에 대해 지시된 항체를 사용한 웨스턴 블롯을 제시한다.  레인 2는 짧은 구축물의 발현을 제시한다.

레인 3은 중간형 구축물의 발현을 제시한다.  레인 4는 긴 구축물의 발현을 제시한다.

도 2c는 SK-N-BE 2 신경모세포종 세포주 (Be2) 또는 대조군 세포주 TML (EBV-형질전환된 TMLCL)에 대한 모의 감

염된 CD8 세포 (●) 또는 짧은 스페이서 (■), 중간형 (▲) 또는 긴 스페이서 (▼)를 갖는 구축물로 형질도입된

CD8 세포의 세포용해 활성이 이전에 기재된 바와 같이 PBMC로부터 이루어졌다는 것을 제시한다 (Pelloquin F,

Lamelin , Lenoir GM. In vitro cell dev biol 1986; 22(12):689-694).  패널 1은 대조군 세포주 TML 대비 임

의의 CD8 세포의 세포용해 활성의 결여를 제시한다.  삽도 그래프는 대조군 TML 세포주가 CD171을 발현하지 않

는다는 것을 제시한다.  패널 2는 긴 구축물 (▼)로 형질도입된 세포가 중간형 (▲) 또는 짧은 (■) 구축물로

형질도입된 세포보다 CD171 발현 신경모세포종 세포를 사멸시키는데 보다 효과적이라는 것을 제시한다.  삽도

그래프는 신경모세포종 세포주 Be2가 CD171을 발현한다는 것을 제시한다.  패널 3은 항원 CD3 (Okt3)을 표적화

할 수 있고/거나 그에 특이적일 뿐만 아니라 각각의 구축물로 형질도입된 CD8 세포와 함께 인큐베이션된 TML 대

조군 세포가 구축물의 존재에도 불구하고 CD3을 표적화할 수 있고/거나 그에 특이적인 이펙터 세포에 의해 사멸

되었다는 것을 제시한다.

도 2d는 Be2 신경모세포종 세포 또는 대조군 TML과 접촉 시 짧은 스페이서, 중간형 스페이서 또는 긴 스페이서

를 갖는 구축물로 형질도입된 CD8 세포에 의한 시토카인 생산을 제시한다.  패널 1은 긴 스페이서 (L)를 갖는
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CD8 형질도입된 세포가 Be2 신경모세포종 세포와 접촉될 때 중간형 (I) 및 짧은 스페이서 (S)로 형질도입된 CD8

세포보다 더 많은 IFNγ를 생산하였음을 제시한다.  패널 2는 긴 스페이서 (L)를 갖는 CD8 형질도입된 세포가

Be2 신경모세포종 세포와 접촉될 때 중간형 (I) 및 짧은 스페이서 (S)로 형질도입된 CD8 세포보다 더 많은 IL-2

를 생산하였음을 제시한다.  패널 3은 긴 스페이서 (L)를 갖는 CD8 형질도입된 세포가 Be2 신경모세포종 세포와

접촉될 때 중간형 (I) 및 짧은 스페이서 (S)로 형질도입된 CD8 세포보다 더 많은 TNFα를 생산하였음을 제시한

다.

도 2e는 NSG 마우스에서 두개내 신경모세포종 이종이식 종양 모델의 종양 세포 생존 및 증식을 제시한다.  좌측

의 그래프는 짧은 구축물로 형질도입된 CD8 세포로 처리된 마우스에서 표지된 신경모세포종 세포가, 긴 구축물

로 형질도입된 CD8 세포 (상단으로부터 두번째 라인) 또는 가형질도입된 T 세포로 처리된 대조군 마우스 (상단

라인)와 비교하여 표지의 매우 적은 발현 (하단 라인)을 제시하였다.  우측에 있는 그래프는 짧은, 중간형 또는

긴 스페이서 영역으로 형질도입된 CD8 세포로 처리된 이종이식편 신경모세포종 종양을 갖는 마우스의 생존을 제

시한다.  짧은 스페이서 (상단 라인)를 갖는 구축물로 형질도입된 CD8 세포로 처리된 마우스는 중간형 (두번째

라인) 또는 긴 스페이서 (상단으로부터의 세번째 라인)보다 훨씬 더 오래 생존하였다.

도 2f는 긴 스페이서를 갖는 구축물로 형질도입된 CD8 세포로 처리된 마우스로부터의 종양이 종양 내에서 보다

많은 수의 CD3+ 세포를 나타내었음을 제시한다.

도 2g는 긴 스페이서를 갖는 구축물로 형질도입된 CD8 세포로 처리된 마우스로부터의 종양이 종양에서 더 많은

카스파제 3을 발현하였다는 것을 제시한다.

도 3a, 3b 및 3c는 24시간 동안 종양 세포에의 노출 후 (라운드 1)의 형질도입된 CAR T 세포의 활성화 상태 및

생존율을 제시하고, 이어서 T 세포는 라운드 1 세포 배양으로부터 수거되고 또 다른 24시간 동안 새로운 배양으

로 전달되고 (라운드 2); 이어서 T 세포는 라운드 2 세포 배양으로부터 수거되고 또 다른 24시간 동안 새로운

배양으로  전달된다  (라운드  3).   전달  사이의  생존  T  세포의  양은  상이한  T  세포주  사이에  동일하게

유지되었다.

도 3a는 긴 스페이서 영역 (L)을 갖는 구축물로 형질도입된 CD8 세포가 전달의 각 라운드에서 짧은 스페이서

(S)를 갖는 구축물로 형질도입된 세포와 비교 시 활성화된 세포 표면 마커 CD25/CD69를 갖는 더 큰 %의 세포를

갖는다는 것을 제시한다.

도 3b는 긴 (▼) 또는 중간형 스페이서 영역 (▲)을 갖는 구축물로 형질도입된 CD8 세포가 짧은 스페이서 (■)

를 갖는 구축물로 형질도입된 세포와 비교 시 더 큰 %의 사멸 세포 (상단 2 라인)를 가졌다는 것을 제시한다.

도 3c는 긴 또는 중간형 스페이서 영역을 갖는 구축물로 형질도입된 CD8 세포가 짧은 스페이서를 갖는 구축물로

형질도입된 그러한 세포와 비교하여 종양 세포에서 보다 큰 FasR 발현을 유발하였다는 것을 제시한다.

도 4a, 4b, 4c, 4d, 4e 및 4f는 짧은 스페이서 영역을 갖지만, 구축물이 CD3 제타 신호전달 도메인과 함께 CD28

및 4-1BB로부터의 공동자극 신호전달 영역을 포함하도록 CD28로부터의 추가의 세포내 신호전달 영역을 갖는 CAR

구축물로 형질도입된 CD8 중심 기억 T 세포를 제시한다.

도 4a는 CD28cyto/4-1BB 공동자극 도메인을 갖는 CAR 구축물 및 4-1BB 공동자극 도메인을 갖는 구축물로 형질도

입된 CD8 중심 기억 세포의 유동 세포측정법 프로파일을 제시한다.  항-CD171 CAR의 발현은 F(ab)에 결합하는

항체에 의해 검출된다.  각 패널에 대한 삽도 그래프는 각 세포 집단에서 각 구축물에 존재하는 CD8 및 말단절

단된 EGFR을 발현하는 세포의 %를 제시한다.  패널 1은 모의 감염된 세포이고, F(ab) 또는 EGFRt의 어떠한 발현

도 나타내지 않는다.  패널 2는 CD8, EGFRt 및 F(ab)의 발현에 의한 결정 시 4-1BB 공동자극 도메인을 갖는 짧

은 구축물의 발현을 제시한다.  패널 3은 CD8, EGFRt 및 F(ab)의 발현에 의한 결정 시 CD28cyto/4-1BB 공동자

극 도메인을 갖는 짧은 구축물의 발현을 제시한다.  CD8 세포에서의 각각의 구축물의 발현은 유사하다.

도 4b는 SK-N-BE 2 신경모세포종 세포주 (Be2)에 대한, 짧은 스페이서, 공동자극 도메인 4-1BB 및 신호전달 도

메인 CD3ζ를 포함하는 구축물 및 짧은 스페이서, 공동자극 도메인 CD28 cyto, 공동자극 도메인 4-1BB 및 신호

전달 도메인 CD3ζ를 포함하는 구축물로 형질도입된 CD8 세포의 세포용해 활성을 제시한다. 그래프는 공동자극

도메인 CD28cyto를 갖는 구축물로 형질도입된 세포 (상단 라인 ◆)가 CD28 cyto가 결여된 구축물로 형질도입된

세포 (상단으로부터 두번째 라인 ▼)보다 CD171 발현 신경모세포종 세포를 사멸시키는데 보다 효과적이라는 것

을 제시한다.

도 4c는 Be2 신경모세포종 세포 또는 대조군 TML과 접촉 시 형질도입된 T 세포에 의한 시토카인 생산을 제시한
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다.  Be2 또는 TML 세포는, 짧은 스페이서, 공동자극 도메인 4-1BB, 및 신호전달 도메인 CD3ζ를 포함하는 구축

물 및 짧은 스페이서, 공동자극 도메인 CD28 cyto, 공동자극 도메인 4-1BB 및 신호전달 도메인 CD3ζ를 포함하

는 구축물로 형질도입된 CD8 세포와 접촉된다.  그래프는 CD28cyto 공동자극 도메인 (CD28cyto)을 갖는 구축물

을 갖는 CD8 형질도입된 세포가 Be2 세포와의 접촉 시 CD28cyto 공동자극 도메인 (4-1BB)을 갖지 않는 구축물로

형질도입된 CD8 세포보다 더 IFNγ를 생산하였다는 것을 제시한다.

도 4d는 NSG 마우스에서 두개내 신경모세포종 이종이식 종양 모델의 종양 세포 생존 및 증식을 제시한다.  그래

프는 짧은 스페이서, 공동자극 도메인 4-1BB 및 신호전달 도메인 CD3ζ(4-1BB)를 포함하는 구축물 및 짧은 스페

이서, 공동자극 도메인 CD28 cyto, 공동자극 도메인 4-1BB 및 신호전달 도메인 CD3ζ (CD28 cyto)를 포함하는

구축물로  형질도입된  CD8  세포로  처리된  이종이식편  신경모세포종  종양을  갖는  마우스의  생존을  제시한다.

CD28cyto 공동자극 도메인을 갖는 (CD28 cyto) 구축물로 형질도입된 세포로 처리된 마우스보다 CD28cyto 공동자

극  도메인을  갖지  않는  (4-1BB)  구축물로  형질도입된  CD8  세포로  처리된  마우스가  보다  큰  백분율로

생존하였다.

도 4e는 24시간 동안 종양 세포에의 노출 후 (라운드 1)의 형질도입된 CAR T 세포의 활성화 상태 및 생존율을

제시하고, 이어서 T 세포는 라운드 1 세포 배양으로부터 수거되고 또 다른 24시간 동안 새로운 배양으로 전달되

고 (라운드 2), 이어서 T 세포는 라운드 2 세포 배양으로부터 수거되고 또 다른 24시간 동안 새로운 배양으로

전달된다 (라운드 3).  그래프는 CD28 cyto 공동자극 도메인 (CD28 cyto)을 갖는 구축물로 형질도입된 CD8 세포

가 CD28 cyto 공동자극 도메인 (4-1BB)을 갖지 않는 구축물로 형질도입된 세포와 비교 시 더 큰 %의 활성화된

세포 표면 마커 CD25/CD69를 갖는 세포를 갖는다는 것을 제시한다.

도 4f는 CD28cyto 공동자극 도메인을 갖는 구축물로 형질도입된 CD8 세포 (▲)가 CD28cyto 공동자극 도메인을

갖지 않는 구축물로 형질도입된 그러한 세포 (■)와 비교 시 더 큰 %의 사멸 세포를 가졌다는 것을 제시한다.

도 5는 Ce7scFv-IgG4힌지-CH2-CH3 CD28tm/4-1BB-제타-T2A-EGFRt-epHIV7 (긴 구축물)에 대한 서열 (서열식별번

호: 54)을 제시한다.  틸데는 구축물의 각 구성요소에 대한 코딩 서열의 시작 및 끝을 제시한다.

도 6은 Ce7scFv-IgG4힌지-CH2-CH3-CD28tm/4-1BB-제타-T2A-EGFRt-epHIV7 (긴 구축물)에 대한 서열을 포함하는

플라스미드 지도를 제시한다.

도 7은 CE7scFv-IgG4힌지-CH3-CD28tm/4-1BB-제타-T2A-EGFRt-epHIV7 (중간형)에 대한 서열 (서열식별번호: 55)

을 제시한다.  틸데는 구축물의 각 구성요소에 대한 코딩 서열의 시작 및 끝을 제시한다.

도 8은 CE7scFv-IgG4힌지-CH3-CD28tm/4-1BB-제타-T2A-EGFRt-epHIV7 (중간형)에 대한 서열을 포함하여 플라스미

드 지도를 제시한다.

도 9는 CE7scFv-IgG4힌지-CD28tm/4-1BB-제타-T2A-EGFRt-epHIV7 (짧은)에 대한 서열 (서열식별번호: 56)을 제시

한다.  틸데는 구축물의 각 구성요소에 대한 코딩 서열의 시작 및 끝을 제시한다.

도 10은 CE7scFv-IgG4힌지-CD28tm/4-1BB-제타-T2A-EGFRt-epHIV7 (짧은)에 대한 서열에 대한 플라스미드 지도를

제시한다.

도  11은  2개의  공동자극  도메인을  갖는  구축물  CE7scFv-IgG4힌지-CD28tm/cyto-4-1BB-제타-T2A-EGFRt-epHIV7

(짧은)에 대한 서열 (서열식별번호: 57)을 제시한다.  틸데는 구축물의 각 구성요소에 대한 코딩 서열의 시작

및 끝을 제시한다.

도  12는  2개의  공동자극  도메인을  갖는  구축물  CE7scFv-IgG4힌지-CD28tm/cyto-4-1BB-제타-T2A-EGFRt-epHIV7

(짧은)에 대한 서열을 포함하는 플라스미드 지도를 제시한다.

도 13a-13h는 CAR 세포외 스페이서가 CD8+ 발현 CTL의 항종양 이펙터 아웃풋을 조율한다는 것을 제시한다.  도

13a는 CD171-특이적 및/또는 표적화 2G-CAR 세포외 도메인 스페이서 변이체의 개략도를 제시한다.  도 13b는 각

각 항-뮤린 FAB 및 세툭시맙에 의해 검출된 2G SS, MS 또는 LS 스페이서 변이체 및 EGFRt의 인간 CD8+ TE(CM) 세

포 표면 발현을 제시한다.  도 13c는 CD3-ζ 특이적 웨스턴 블롯에 의해 검출된 2G-CAR 발현 수준을 제시한다.

도 13d는 1:1의 E:T 비에서의 CD171+ Be2 신경모세포종 종양 세포와의 공동-배양 시 포스포-ERK의 2G-CAR 유도

된 수준을 제시한다 (조건당 n≥3).  도 13e는 도 13d에서와 같이 종양 공동-배양 시 2G-CAR 활성화 유도된

CD137 표면 발현을 제시한다.  도 13f는 4-시간 크로뮴 방출 검정에 의해 결정된 스페이서 변이체 2G-CAR CTL의

항종양 용해 활성을 제시한다.  10:1의 E:T 비에서의 SS 2G-CAR CTL에 비례한 LS 및 MS 스페이서의 배수 특이적
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용해.  도 13g는 혼합된 2G-CAR CTL 혼합 종양 (Be2) 배양물 (조건당 n ≥5)에서 시토카인 분비의 자극을 제시

한다.  배수 시토카인 생산 비교는 도 13h에서와 같이, SS 2G-CAR에 비례한다.

도  14a-14h는  시험관내  CAR  스페이서-의존성  CTL  기능적  효력  및  생체내  항종양  활성의  역  상관관계를

제시한다.  도 14a는 정위 이식 후 제+6일에 두개내 NSG 마우스 신경모세포종 이종이식편 요법 모델 및 ffLuc
+

Be2 종양의 생체광자 신호의 도식을 제시한다.  도 14b는 종양내로 주입된 2G-CAR CD8
+
TE(CM) 스페이서 변이체

(군당 n=6 마우스)에 대한 생체광자 Be2 종양 신호 반응을 제시한다.  LS 2G-CAR 코호트는 종양 관련된 동물 고

통으로 인해 제20일에 안락사되었다.  도 14c는 도 14b로부터의 처리된 코호트의 카플란 마이어 생존을 제시한

다.  도 14d는 징후적 종양 진행의 시점에서 종양내 2G-CAR T 세포의 정량화를 제시한다.  T 세포 밀도는 인간

CD3
+ 
세포를 계수함으로써 결정하고, 40 hpf당 총수 (개별 종양 분석을 대표하는 데이터)로 보고하였다.  도 14e

는 후속 IHC/IF 검사를 위한 Be2 i.c. 이종이식편을 보유하고 2G-CAR CTL로 처리된 NSG 마우스로부터의 종양 회

수의 시간선을 제시한다.  도 14fa 및 14fb는 CD3, Ki67 및 활성화된 카스파제 3의 경우에 공동-국재화된 SS

2G-CAR CTL의 동시 염색에 대한 대표적인 종양 및 반대측 반구 IF 이미지를 제시한다.  도 14g는 종양내 이식 3

일 후 지속성 2G-CAR 스페이서 변이체 CTL의 IF 정량화를 제시한다.   N=도 14d에서와 같은 40 hpf당 전체 인간

CD3+ 세포.  도 14h는 그랜자임 B (좌측 패널), Ki67 (중앙 패널) 및 활성화된 카스파제 3 (우측 패널)을 공동-

발현하는  CD3+  T  세포의  백분율을  제시한다  (n=2마리의  개별  생착  마우스의  분석으로부터의  평균  세포  수

/40hpf).

도 15a-15h는 시험관내 재귀적 항원 노출이 CAR 스페이서 치수를 기반으로 하는 차별적 FasL 매개 AICD를 발생

시킨다는 것을 제시한다.  도 15a는 종양 세포로의 반복 자극 시 CAR T 세포 기능적 상태 및 생존율의 분석을

위한 시험관내 스트레스 시험 검정의 도식을 제시한다.  도 15b는 2G-CAR 전달의 연속 라운드 후에 잔여 생존

fLuc
+
Be2 종양 세포의 정량화를 제시한다 (%종양 생존율=3회 독립적 실험의 평균).  도 15c는 1:1의 이펙터:자

극제 (E:S) 비에서 Be2 세포와 공동-배양의 연속 라운드 후의 CD25 및 CD69 표면 발현의 글로우 세포측정 정량

화를 제시한다 (%CD25
+
CD69

+
값=2회의 독립적 실험의 평균).  도 15d는 각 라운드 후에 구아바 비아카운트 검정에

의한 2G-CAR T 세포 생존율 결정을 제시한다.  %사멸 T 세포 값은 도 15c에서와 같이 구한다.  도 15e는 Be2와

의 8-시간 공동-배양 전 및 후 FasL
+
2G-CAR CTL의 빈도를 제시한다 (E:S 1:1; 각 데이터 포인트는 독립적 실험

으로부터 유래된다).  도 15f는 SS 2G-CAR CTL과 관련하여 MS 및 LS 2G-CAR 스페이서 변이체의 공동-배양물을

베타-액틴에 대해 정규화 시 rt-qPCR에 의해 측정된 FasL mRNA 전사의 유도-배수를 제시한다 (5회의 독립적 실

험의 평균).  도 15g는 Be2와의 16-시간 공동-배양 후 활성화된 카스파제 3
+
2G-  CAR  CTL의 빈도를 제시한다

(E:S 1:1; 값=4회 독립적 실험의 평균).  도 15h는 3 라운드 후에 LS 2G-CAR CTL에서의 아폽토시스 유도에 대한

Fas 또는 FasL의 siRNA 녹다운의 효과를 제시한다.  3회 독립적 실험으로 수행된 구아바 비아카운트 검정에 의

한 평균 생존율 결정 ("1+" 상태는 모의 전기천공된 T 세포이고, "scr" 상태는 스크램블링된 siRNA임).

도 16a-16f는 제3 세대 CD28:4-1BB:제타 세포질 도메인을 통해 증대된 공동-자극이 시험관내 증진된 이펙터 기

능 아웃풋을 발생시킨다는 것을 제시한다.  도 16a는 2G- 대 3G-CAR 조성물의 개략도를 제시한다.  도 16b는 각

각 항-뮤린 FAB 및 세툭시맙에 의해 검출된 2G- 대 3G-CAR(SS) 및 EGFRt의 인간 CD8
+
TE(CM) 세포 표면 발현을 제

시한다.  도 16c는 CD3-ζ 특이적 웨스턴 블롯에 의해 검출된 2G- 및 3G-CAR(SS) 발현 수준을 제시한다.  도

16d는 종양 공동-배양 시 2G- 대 3G-CAR(SS) 활성화 유도된 CD137 표면 발현을 제시한다.  도 16e는 4-시간 크

로뮴 방출 검정에 의해 결정된 2G- 대 3G-CAR(SS) CTL의 항종양 용해 활성을 제시한다.  10:1의 E:T 비에서의

SS-2G CTL에 비례한 SS-3G의 배수 특이적 용해 (3회 독립적 실험의 평균).  도 16f는 2G- 대 3G-CAR(SS) CTL

종양 (Be2)  공동-배양물 (조건당 n ≥6)  중 시토카인 분비의 자극을 제시한다.  배수 시토카인 생산 비교는

(E)에서와 같이 2G-CAR(SS)에 비례한다.

도 17a-17d는 3G-CAR(SS) CTL이 생체내에서 증진된 항종양 활성을 나타내지 않는다는 것을 제시한다.  도 17a는

2G- 대 3G-CAR(SS) CTL로 처리된 Be2 생착된 NSG 마우스의 카플란 마이어 생존 곡선을 제시한다 (n=군당 5-6,

가형질도입된 CTL 대조군, 흑색).  도 17b는 도 17a에서와 같이 처리된 SK-N-DZ 그라프트된 마우스에 대한 카플

란 마이어 생존 곡선을 제시한다.  도 17c는 입양 전달 3일 후의 2G- 대 3G-CAR(SS) T 세포 종양내 지속성을 제

시한다.   N= 2개의 독립적으로 유래된 종양 시편에서의 40hpf당 CD3
+ 
세포의 수.  도 17d는 도 17c에 기재된

바와 같은 그랜자임 B (좌측 패널) 및 활성화된 카스파제 3 + (우측 패널) CD3+ CTL의 IF 검출을 제시한다.
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도 18a-18e는 시험관내 재귀적 항원 노출은 짧은 스페이서 세포외 도메인과 관련하여 CAR 세포질 신호전달을 기

반으로 하여 차별적 FasL 매개 AICD를 발생시킨다는 것을 제시한다.  도 18a는 1:1의 E:S에서 Be2 세포와 공동-

배양의 연속 라운드 후의 2G- 대 3G-CAR(SS) CTL에 의한 CD25 및 CD69 표면 발현의 유동 세포측정 정량화를 제

시한다 (%CD25
+
CD69

+ 
값은 2회의 독립적 실험의 평균으로부터 유래된다).  도 18b는 종양 공동-배양의 각 라운드

후에 구아바 비아카운트 검정에 의한 2G- 대 3G-CAR(SS) T 세포 생존율 결정을 제시한다.  % 사멸 T 세포 값은

이전에 기재된 바와 같이 구한다.  도 18c는 1:1의 E:S  비에서의 Be2  세포와 8-시간 공동-배양 전 및 후의

FasL
+
 2G- 대 3G-CAR(SS) CTL의 빈도를 제시한다 (2G-CAR 스페이서 변이체당 5개의 각각의 데이터 포인트는 독

립적으로 수행된 실험으로부터 유래된다).  도 18d는 2G- 대 3G-CAR(SS) CTL의 공동-배양물을 베타-액틴에 대해

정규화 시 rt-qPCR에 의해 측정된 FasL mRNA 전사의 배수 유도를 제시한다 (5회의 독립적으로 수행된 실험으로

부터의 평균 결과).  도 18e는 1:1의 E:S 비로의 Be2와의 16-시간 공동-배양 후 시토졸 활성화된 카스파제 3
+

2G- 대 3G-CAR(SS) CTL의 빈도를 제시한다 (4회의 독립적 실험의 평균 값).  + (도 18d) 및 도 18c에 기재된

바와 같은 활성화된 카스파제 3+ (도 18e) CD3+ CTL.

도 19a-19c는 스페이서 변이체 2G-CAR로의 렌티바이러스 형질도입 후 확장된 단리된 CD45RO
+
CD62L

+
 인간 Tcm 사

이의 표현형 유사성을 제시한다.  도 19a는 실험적 사용 전에 CD8 T CM 단리, 형질도입 및 확장의 시간선을 제

시한다.  도 19b는 PBMC로부터의 CD8
+
 TCM  세포 (CD45RO+ CD62L+)의 면역자기 단리 방법 및 순도를 제시한다.

도 19c는 실험적 사용 시점에 2G-CAR의 상이한 스페이서 변이체로 형질도입된 CD8+ TE(CM)의 표현형을 제시한다.

도 20a-20d는 CD171
저
 SK-N-DZ 인간 신경모세포종 이종이식편에 대한 CD171-특이적 및/또는 표적화 2G-CAR 스페

이서 변이체 CD8+ TE(CM) CLT의 시험관내 및 생체내 항종양 활성을 제시한다.  도 20a는 SK-N-DZ에 대한 4-시간

CRA에서의 2G-CAR 스페이서 변이체의 용해 효력을 제시한다.  도 20b는 스페이서 변이체 2G-CAR CTL에 의한 IFN

γ 분비의 SK-N-DZ 자극을 제시한다.  도 20c는 종양내로 주입된 2G-CAR(SS, MS 또는 LS) CD8 
+
TE(CM) (군당 n=

5)에 대한 생체광자 SK-N-DZ 종양 신호 반응을 제시한다.  도 20d는 처리된 코호트의 카플란 마이어 생존을 제

시한다.

도 21은 siRNA 녹다운 후 Fas 및 FasL의 발현을 제시한다.  패널 A는 scr siRNA로 처리된 LS 2G-CAR CTL와 관

련하여 Fas의 siRNA 녹다운 후의 Fas
+
 LS 2G-CAR CTL의 빈도를 제시한다 (%Fas

+
 값은 4회의 독립적 실험의 평균

로부터 구함).  패널 B는 패널 A에 기재된 바와 같이 FasL의 siRNA 녹다운 후에 FasL
+ 
LS 2G-CAR CTL의 빈도를

제시한다.

발명을 실시하기 위한 구체적인 내용

달리 정의되지 않는 한, 본원에 사용된 모든 기술 과학 용어는 본 발명이 속한 관련 기술분야의 통상의 기술자[0052]

에 의해 통상적으로 이해되는 것과 동일한 의미를 갖는다.

본원에 사용된 "활성화"는 검출가능한 세포 증식, 시토카인 생산 또는 세포 표면 마커 예컨대 CD69 및 CD25의[0053]

발현, 또는 검출가능한 이펙터 기능을 유도하기 위해 충분히 자극된 T 세포의 상태를 지칭한다.

본원에 사용된 "활성화 유도된 세포 사멸"은 활성화되었지만 2 세대를 초과하여 증식할 수 없는 T 세포의 상태[0054]

를 지칭하고, 아폽토시스의 마커를 나타낸다.

본원에 사용된 "항원" 또는 "Ag"는 면역 반응을 유발하는 분자를 지칭한다.  이러한 면역 반응은 항체 생산 또[0055]

는 특이적 면역학적-적격 세포의 활성화 또는 둘 다를 수반할 수 있다.  항원이 재조합적으로 생성, 합성, 생산

될 수 있거나 또는 생물학적 샘플로부터 유래될 수 있는 것은 용이하게 명백하다.  이러한 생물학적 샘플은 조

직 샘플, 종양 샘플, 세포 또는 생물학적 유체를 포함할 수 있으나, 이에 제한되지는 않는다.

본원에 사용된 "항종양"은 종양 부피의 감소, 종양 세포의 수의 감소, 전이의 수의 감소, 기대 수명의 증가 또[0056]

는 암성 상태와 연관된 다양한 생리학적 증상의 감소에 의해 명시될 수 있는 생물학적 효과를 지칭한다.  "항종

양 효과"는 또한 재발의 감소 또는 재발 전 시간의 증가에 의해 명시될 수 있다.

본원에 사용된 "키메라 수용체"는 질환 또는 장애와 연관된 분자에 결합하고, 스페이서 도메인을 통해 T 세포의[0057]

1개 이상의 세포내 신호전달 도메인 또는 다른 수용체, 예컨대 공동자극 도메인에 연결된, 항체 또는 다른 단백
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질 서열의 리간드 결합 도메인을 포함하는 합성적으로 설계된 수용체를 지칭한다.  키메라 수용체는 또한 인공

T 세포 수용체, 키메라 T 세포 수용체, 키메라 면역수용체 또는 키메라 항원 수용체 (CAR)로서 지칭될 수 있다.

이들 CAR은 면역 수용체 세포 상에 임의적인 특이성을 그라프팅할 수있는 조작된 수용체이다.  키메라 항원 수

용체 또는 "CAR"은 일부 조사자에 의해 항체 또는 항체 단편, 스페이서, 신호전달 도메인 및 막횡단 영역을 포

함하는 것으로 고려된다.   그러나, CAR의 상이한 구성요소 또는 도메인, 예컨대 에피토프 결합 영역 (예를

들어, 항체 단편, scFv 또는 그의 부분), 스페이서, 막횡단 도메인, 및/또는 신호전달 도메인을 변형시키는 것

의 놀라운 효과로 인해, 본 개시내용의 일부 문맥에서 CAR의 구성요소가 독립적으로 기재된다.  CAR의 상이한

요소의 변이는, 예를 들어, 특이적 에피토프에 대한 더 강한 결합 친화도로 이어질 수 있다.

본원에 사용된 용어 "공동-자극 도메인"은 예를 들어 TCR/CD3 복합체의 CD3 제타 쇄에 의해 제공되는 1차 신호[0058]

에 더하여 활성화, 증식, 분화, 시토카인 분비 등을 포함하나 이에 제한되지는 않는 T 세포 반응을 매개하는 신

호를 T  세포에게 제공하는 신호전달 모이어티를 지칭한다.  공동-자극 도메인은 CD27,  CD28,  4-1BB,  OX40,

CD30, CD40, ICOS, 림프구 기능-연관 항원-l (LFA-l), CD2, CD7, LIGHT, NKG2C, B7-H3, 및/또는 CD83과 특이적

으로 결합하고/거나 CD83을 표적화하는 리간드의 모두 또는 일부를 포함할 수 있으나, 이에 제한되지는 않는다.

일부 대안에서, 공동-자극 도메인은 다른 세포내 매개자와 상호작용하여 활성화, 증식, 분화 및 시토카인 분비

등을 포함하는 세포 반응을 매개하는 세포내 신호전달 도메인이다.

본원에 사용된 "을 코딩하는"은 다른 거대분자 예컨대 아미노산의 규정된 서열의 합성을 위한 주형으로서 작용[0059]

하는, 폴리뉴클레오티드 내 뉴클레오티드의 특정한 서열, 예컨대 유전자, cDNA 또는 mRNA의 속성을 지칭한다.

따라서, 유전자는 그 유전자에 상응하는 mRNA의 전사 및 번역이 세포 또는 다른 생물학적 시스템에서 단백질을

생산하는 경우에 단백질을 코딩한다.  "폴리펩티드를 코딩하는 핵산 서열"은 서로의 축중성 버전이고 동일한 아

미노산 서열을 코딩하는 모든 뉴클레오티드 서열을 포함한다.

본원에 사용된 "세포독성 T 림프구" (CTL)는 그의 표면 상에 CD8을 발현하는 T 림프구 (예를 들어, CD8
+
 발현 T[0060]

세포,  또한  CD8+  T  세포  또는  CD8  T  세포로도  지칭됨,  이는  모두  상호교환가능하게  사용될  수  있음)를

지칭한다.  일부 대안에서 이러한 세포는 바람직하게는 항원-경험 "기억" T 세포 (TM 세포)이다.  유사한 방식

으로, CD4+ 발현 T 세포는 CD4+ T 세포 또는 CD4 T 세포로서 상호교환가능하게 지칭될 수 있다.

본원에 사용된 "중심 기억" T 세포 (또는 "TCM")는 그의 표면 상에 CD62L 또는 CCR-7 및/또는 CD45RO를 발현하[0061]

고, 나이브 세포와 비교 시 CD45RA를 발현하지 않거나 감소된 발현을 갖는 항원 경험 CTL을 지칭한다.  일부 대

안에서, 중심 기억 세포는 나이브 세포와 비교 시 CD62L, CCR7, CD28, CD127, CD45RO 및/또는 CD95의 발현에

대해 양성이고/거나, CD54RA의 감소된 발현을 갖는다.

본원에 사용된 "이펙터 기억" T 세포 (또는 "TEM")는 중심 기억 세포와 비교 시 그의 표면 상에 CD62L을 발현하[0062]

지 않거나 감소된 발현을 갖고, 나이브 세포와 비교 시 CD45RA를 발현하지 않거나 감소된 발현을 갖는 항원 경

험 T 세포를 지칭한다.  일부 대안에서, 이펙터 기억 세포는 나이브 세포 또는 중심 기억 세포와 비교 시 CD62L

및/또는 CCR7의 발현에 대해 음성이고, CD28 및/또는 CD45RA의 가변 발현을 갖는다.

본원에 사용된 "나이브" T 세포는 중심 또는 이펙터 기억 세포와 비교하여 CD62L 및/또는 CD45RA는 발현하고[0063]

CD45RO-는 발현하지 않는 비-항원 경험 T 림프구를 지칭한다.  일부 대안에서, 나이브 CD8+ T 림프구는 CD62L,

CCR7, CD28, CD127 및/또는 CD45RA를 포함한 나이브 T 세포의 표현형 마커의 발현에 의해 특징화된다.

본원에 사용된 "이펙터 TE" T 세포는 중심 기억 또는 나이브 T 세포와 비교 시 CD62L, CCR7, CD28을 발현하지[0064]

않거나 감소된 발현을 갖고/거나 그랜자임 B 및/또는 퍼포린에 대해 양성인 항원 경험 세포독성 T 림프구 세포

를 지칭한다.

본원에 기재된 "T 세포 전구체"는 흉선으로 이동하고 T 세포 수용체를 발현하지 않는 T 세포 전구체가 될 수 있[0065]

는 림프성 전구체 세포를 지칭한다.  모든 T 세포는 골수의 조혈 줄기 세포로부터 기원한다.  조혈 줄기 세포로

부터의 조혈 전구세포 (림프성 전구 세포)는 흉선으로 이주하고, 세포 분열에 의해 확장되어 미성숙 흉선세포의

큰 집단을 생성한다.  가장 조기 흉선세포는 CD4도 CD8도 발현하지 않고, 따라서 이중-음성 (CD4-CD8-) 세포로

분류된다.  그것이 그의 발생을 통해 진행됨에 따라, 그는 이중-양성 흉선세포 (CD4+CD8+)가 되고, 최종적으로

단일-양성 (CD4+CD8- 또는 CD4-CD8+) 흉선세포로 성숙하며, 이어서 이는 흉선으로부터 말초 조직으로 방출된다.

흉선세포의 약 98%는 양성 선택 또는 음성 선택을 실패함으로써 흉선에서의 발생 과정 동안 사멸되는 반면에,[0066]
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다른 2%는 생존하고 흉선에 남겨져서 성숙한 면역적격 T 세포가 된다.

전구체 T 세포의 이중 음성 (DN) 단계는 기능적 β-쇄를 생산하는 것에 초점을 맞추는 반면에, 이중 양성 (DP)[0067]

단계는 기능적 α-쇄를 생산하여 궁극적으로 기능적 αβ T 세포 수용체를 생산하는 것에 초점을 맞춘다.  발생

중인 흉선세포가 4 DN 단계 (DN1, DN2, DN3 및 DN4)를 통해 진행함에 따라, T 세포는 불변 α-쇄를 발현하지만,

β-쇄 로커스를 재배열한다.  재배열된 β-쇄가 불변 α-쇄와 성공적으로 쌍형성한 경우에, β-쇄의 재배열을

중지시키고 (및 대안적 대립유전자를 침묵시키고) 세포의 증식을 발생시키는 신호가 생성된다.  이들 신호가 세

포 표면에서 이러한 프리-TCR을 필요로 하더라도, 이들은 프리-TCR에 대한 리간드 결합에 의존성이다.  이들 흉

선세포는  이어서  CD4  및  CD8  둘  다를  발현할  것이고,  α-쇄의  선택이  일어나는  이중  양성  (DP)  단계로

진행한다.  재배열된 β-쇄가 어떠한 신호전달로도 이어지지 않으면 (예를 들어 불변 α-쇄와 쌍형성하지 못하

는 결과로서), 세포는 무시 (신호전달의 결여)에 의해 사멸할 수 있다.

본원에 기재된 "조혈 줄기 세포" 또는 "HSC"는 골수 세포 예컨대, 예를 들어, 대식세포, 단핵구, 대식세포, 호[0068]

중구, 호염기구, 호산구, 적혈구, 거핵구/혈소판, 수지상 세포 및 림프계 (예컨대, 예를 들어, T-세포, B-세포,

NK-세포)로 발생할 수 있는 전구체 세포이다.  HSC는 줄기 세포의 3개 클래스가 존재하는 이종 집단을 가지며,

이는 혈액 내 림프성 대 골수성 자손의 그들의 비 (L/M)에 의해 구별된다.

본원에 기재된 "표적화", "표적"은 분자가 특이적인 리간드에 결합하는 능력을 지칭한다.  "특이적" 또는 "특이[0069]

성"은 결합 파트너에 대한 리간드 또는 대안적으로 리간드에 대한 결합 파트너의 특징을 지칭할 수 있고, 결합

을 위한 상보적 형상, 전하 및 소수성 특이성을 포함할 수 있다.  결합에 대한 특이성은 입체특이성, 위치선택

성 및 화학선택성을 포함할 수 있다.

혼합물 중 세포 유형의 양을 기재하기 위해 본원에 사용된 "풍부화된" 및 "고갈된"은 세포의 혼합물에 대해 "풍[0070]

부화된" 유형의 수의 증가 및 "고갈된" 세포의 수의 감소를 발생시키는 과정 또는 단계를 적용하는 것을 지칭한

다.  따라서, 풍부화 과정에 적용된 원래의 세포 집단의 공급원에 따라, 혼합물 또는 조성물은 "풍부화된" 세포

60, 70, 80, 90, 95 또는 99 퍼센트 이상 (수 또는 카운트 단위) 및 "고갈된" 세포 40, 30, 20, 10, 5 또는 1

퍼센트 이하 (수 또는 카운트 단위)를 함유할 수 있다.

본원에 사용된 "에피토프"는 항체, T 세포 및/또는 B 세포를 포함한 면역계에 의해 인식되는 항원 또는 분자의[0071]

부분을 지칭한다.  에피토프는 통상적으로 적어도 7개 아미노산을 갖고, 선형 또는 입체형태적일 수 있다.

"단리된"이 본원에 개시된 다양한 폴리펩티드를 기재하는데 사용될 때, 이는 그의 자연 환경의 구성요소로부터[0072]

확인 및 분리되고/거나 회수된 폴리펩티드 또는 핵산을 의미한다.  바람직하게는, 단리된 폴리펩티드 또는 핵산

은 그것이 자연적으로 회합되는 모든 구성요소와의 회합을 함유하지 않는다.  그의 자연 환경의 오염 성분은 전

형적으로 폴리펩티드 또는 핵산에 대한 진단 또는 치료 용도를 방해할 물질이고, 효소, 호르몬, 및 다른 단백질

성 또는 비-단백질성 용질을 포함할 수 있다.

본원에 사용된 "세포내 신호전달 도메인"은 림프구의 활성화를 제공하는 분자 (여기서 키메라 수용체 분자)의 1[0073]

개 이상의 도메인의 모두 또는 일부를 지칭한다.  이러한 분자의 세포내 도메인은 세포 매개자와 상호작용함으

로써 신호를 매개하여 증식, 분화, 활성화 및 다른 이펙터 기능을 발생시킨다.  일부 대안에서, 이러한 분자는

CD28, CD3 또는 4-1BB의 모두 또는 일부, 또는 그의 조합을 포함한다.  세포내 신호전달 도메인은 공동자극 도

메인을 포함한다.

본원에 사용된 "리간드"는 또 다른 물질에 특이적으로 결합하여 복합체를 형성하고/거나 또 다른 물질을 표적화[0074]

하는 물질을 지칭한다.  리간드의 예는 항원 상의 에피토프, 수용체에 결합하는 분자, 기질, 억제인자, 호르몬

및 활성화인자를 포함한다.  본원에 사용된 "리간드 결합 도메인"은 리간드에 결합하는 물질 또는 물질의 부분

을 지칭한다.  리간드 결합 도메인의 예는 항체의 항원 결합 부분, 수용체의 세포외 도메인, 및 효소의 활성 부

위를 포함한다.

본원에 사용된 "작동가능하게 연결된"은 이종 핵산 서열의 발현을 발생시키는 조절 서열과 이종 핵산 서열 사이[0075]

의 기능적 연결을 지칭한다.  예를 들어, 제1 핵산 서열이 제2 핵산 서열과 기능적 관계로 위치할 때 제1 핵산

서열은 제2 핵산 서열과 작동가능하게 연결된다.  예를 들어, 프로모터는 프로모터가 코딩 서열의 전사 또는 발

현에 영향을 미치는 경우에 코딩 서열에 작동가능하게 연결된다.  일반적으로, 작동가능하게 연결된 DNA 서열은

인접하고, 필요한 경우에 2개의 단백질 코딩 영역을 동일한 리딩 프레임 내에 연결한다.

본원에 확인된 키메라 수용체 폴리펩티드 서열과 관련하여 "퍼센트 (%) 아미노산 서열 동일성"은 서열을 정렬하[0076]

고 필요하다면 최대 퍼센트 서열 동일성을 달성하기 위해 갭을 도입한 후에 각각의 리간드 결합 도메인, 스페이
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서, 막횡단 도메인 및/또는 림프구 활성화 도메인에 대한 참조 서열 내 아미노산 잔기와 동일한 후보 서열 내

아미노산 잔기의 백분율로서 정의되며, 임의의 보존적 치환은 서열 동일성의 부분으로서 간주하지 않는다.  퍼

센트 아미노산 서열 동일성을 결정하기 위한 목적의 정렬은 예를 들어 공중 이용가능한 컴퓨터 소프트웨어 예컨

대 BLAST, BLAST-2, ALIGN, ALIGN-2 또는 메갈라인 (DNASTAR) 소프트웨어를 사용하여, 관련 기술분야의 기술

내의 다양한 방식으로 달성될 수 있다.

관련 기술분야의 통상의 기술자는 비교되는 서열의 전장에 걸쳐 최대 정렬을 달성하는데 필요한 임의의 알고리[0077]

즘을 포함하여, 정렬을 측정하기 위한 적절한 파라미터를 결정할 수 있다.  예를 들어, WU-BLAST-2 컴퓨터 프로

그램 [Altschul et al., Methods in Enzymology, 266:460-480 (1996)]을 사용하여 생성된 % 아미노산 서열 동

일성 값은 여러 검색 파라미터를 사용하며, 그의 대부분은 디폴트 값으로 설정된다.  디폴트 값 (즉, 조정가능

한 파라미터)으로 설정되지 않은 것은 하기 값으로 설정된다: 오버랩 스팬=1, 오버랩 분획=0.125, 단어 역치

(T)=11 및 스코어링 매트릭스=BLOSUM62.  % 아미노산 서열 동일성 값은 (a) WU-BLAST-2에 의해 결정되는 바와

같이 표 2에 제공된 참조 키메라 수용체 서열의 각각의 또는 모든 폴리펩티드 아미노산 서열과 관심 비교 아미

노산 서열 사이에 매칭되는 동일한 아미노산 잔기의 수를 (b) 관심 폴리펩티드의 아미노산 잔기의 총 수로 나누

는 것에 의해 결정된다.

본원에 사용된 "키메라 수용체 변이체 폴리뉴클레오티드" 또는 "키메라 수용체 변이체 핵산 서열"은 도 5, 7, 9[0078]

또는 11에 제시된 폴리뉴클레오티드 산 서열 또는 그의 특이적으로 유래된 단편, 예컨대 항원 결합 도메인을 코

딩하는 폴리뉴클레오티드, 스페이서 도메인을 코딩하는 폴리뉴클레오티드, 막횡단 도메인을 코딩하는 폴리뉴클

레오티드 및/또는 림프구 자극 도메인을 코딩하는 폴리뉴클레오티드와 적어도 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%,

94%, 95%, 96%, 97%, 98% 또는 99% 핵산 서열 동일성을 갖는 하기에 정의된 바와 같은 폴리펩티드-코딩 핵산 분

자를 지칭한다.  통상적으로, 폴리뉴클레오티드 또는 그의 단편의 키메라 수용체 변이체는 도 5, 7, 9, 또는 11

에 제시된 바와 같은 핵산 서열 또는 그의 유도된 단편과 적어도 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%,

96%, 97%, 98% 또는 99% 핵산 서열 동일성, 보다 바람직하게는 적어도 81% 핵산 서열 동일성, 보다 바람직하게

는 적어도 82% 핵산 서열 동일성, 보다 바람직하게는 적어도 83% 핵산 서열 동일성, 보다 바람직하게는 적어도

84% 핵산 서열 동일성, 보다 바람직하게는 적어도 85% 핵산 서열 동일성, 보다 바람직하게는 적어도 86% 핵산

서열  동일성,  보다  바람직하게는  적어도  87%  핵산  서열  동일성,  보다  바람직하게는  적어도  8%  핵산  서열

동일성, 보다 바람직하게는 적어도 89% 핵산 서열 동일성, 보다 바람직하게는 적어도 90% 핵산 서열 동일성, 보

다 바람직하게는 적어도 91% 핵산 서열 동일성, 보다 바람직하게는 적어도 92% 핵산 서열 동일성, 보다 바람직

하게는 적어도 93% 핵산 서열 동일성, 보다 바람직하게는 적어도 94% 핵산 서열 동일성, 보다 바람직하게는 적

어도 95% 핵산 서열 동일성, 보다 바람직하게는 적어도 96% 핵산 서열 동일성, 보다 바람직하게는 적어도 97%

핵산 서열 동일성, 보다 바람직하게는 적어도 98% 핵산 서열 동일성 및 보다 더 바람직하게는 적어도 99% 핵산

서열 동일성을 가질 것이다.  변이체는 천연 뉴클레오티드 서열을 포괄하지 않는다.  이와 관련하여, 유전자 코

드의 축중성으로 인해, 관련 기술분야의 통상의 기술자는 도 5, 7, 9, 또는 11의 뉴클레오티드 서열에 대해 적

어도 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 또는 99% 핵산 서열 동일성을 갖는 다수의 키

메라 수용체 변이체 폴리뉴클레오티드를 즉시 인식할 것이다.

"실질적으로 정제된"은 다른 분자 유형을 본질적으로 함유하지 않는 분자 또는 다른 세포 유형을 본질적으로 함[0079]

유하지 않는 세포를 지칭한다.  실질적으로 정제된 세포는 또한 그것이 그의 자연 발생 상태에서 정상적으로 회

합되는 다른 세포 유형으로부터 분리된 세포를 지칭한다.  일부 경우에, 실질적으로 정제된 세포의 집단은 세포

의 동종 집단을 지칭한다.

"실질적으로 발견되지 않는"이 정상 세포 상의 종양 항원 또는 다른 분자의 존재와 관련하여 사용되는 경우에,[0080]

이는 항원 또는 분자를 갖는 정상 세포 유형의 백분율 및/또는 세포 상의 항원의 밀도를 지칭한다.  일부 대안

에서, 실질적으로 발견되지 않는은 항원 또는 분자가 종양 세포 또는 다른 이환 세포 상에서 발견되는 세포 또

는 항원의 양과 비교 시 정상 세포 유형의 50% 미만 상에서 및/또는 50% 미만의 밀도로 발견된다는 것을 의미한

다.

본원에 사용된 "T 세포" 또는 "T 림프구"는 임의의 포유동물, 바람직하게는 원숭이, 개 및 인간을 포함한, 영장[0081]

류 종으로부터의 것일 수 있다.  일부 대안에서 T 세포는 수용자 대상체와 동종이고 (동일한 종이지만 상이한

공여자로부터); 일부 대안에서 T 세포는 자가이고 (공여자와 수용자가 동일); 일부 대안에서 T 세포는 동계이다

(공여자와 수용자가 상이하지만, 일란성 쌍둥이임).

"특이적" 또는 "특이성"은 결합 파트너에 대한 리간드 또는 대안적으로 리간드에 대한 결합 파트너의 특징을 지[0082]
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칭할 수 있고, 결합을 위한 상보적 형상, 전하 및 소수성 특이성을 포함할 수 있다.  결합에 대한 특이성은 입

체특이성, 위치선택성 및 화학선택성을 포함할 수 있다.

일부 대안에서, 스페이서는 스페이서가 리간드에 특이적이도록 기재된다.  리간드에 특이적인 스페이서는 스페[0083]

이서가 참조 키메라 수용체와 비교 시 리간드에 반응하여 증가된 T 세포 증식 및/또는 시토카인 생산을 제공하

도록 그의 특이적 또는 표적화된 리간드에 대해 리간드 결합 도메인의 증진된 결합 또는 표적화를 가능하게 할

수 있는 특이적 폴리펩티드 길이를 지칭할 수 있다.

본원에 기재된 "표적화"는 외래 표적의 고유한 부분, 예컨대 예를 들어, 단백질 에피토프의 인식을 지칭한다.[0084]

표적화는 또한, 항원으로서 지칭될 수 있는, 단백질의 특이적 영역에 대한 결합 또는 인식을 지칭할 수 있다.

유사한 항원 부위는 또한 표적화 항체에 의해 인식될 수 있고, 이는 항체가 상이한 단백질 상의 유사한 항원 부

위와 반응하는 능력으로 이어질 수 있고, 따라서 교차-반응성 항체로 이어질 수 있다.

"세포 활성"은 특정한 세포 집단의 체액성 반응, 세포-기반 면역 반응, 세포 반응, 성숙 경로, 성장 경로 및/또[0085]

는 반응성을 지칭할 수 있다.  일부 대안에서, 키메라 항원 수용체가 제공되며, 여기서 키메라 항원 수용체는

스페이서를 포함한다.  일부 대안에서, 스페이서는 증진 또는 개선된 T 세포 증식, 증진 및/또는 감소된 생체내

세포 활성, 및/또는 시토카인 생산을 제공한다.

키메라 수용체 핵산, 및 이러한 핵산을 포함하는 벡터 및 숙주 세포가 본원에 제공된다.  키메라 수용체 핵산은[0086]

특이적 표적 분자를 표적화하도록 키메라 수용체를 맞춤화하기 위해 삭제 및 다른 구성요소로 대체될 수 있는

수많은 모듈화된 구성요소를 포함한다.  본 개시내용은 모듈 구성요소 중 1종이 스페이서 구성요소임을 제공한

다.  놀랍게도, 스페이서 영역의 길이가 키메라 수용체를 발현하도록 변형된 T 세포의 생체내 효능에 영향을 미

치고, 증진된 치료 활성을 위해 개별 표적 분자에 대해 맞춤화될 수 있다는 것이 발견된 바 있다.

한 측면에서, 참조 키메라 수용체와 비교 시 리간드에 반응하여 증진 또는 개선된 종양 인식, 증가된 T 세포 증[0087]

식 및/또는 시토카인 생산을 갖고/거나 참조 키메라 수용체와 비교 시 항원에 대한 수용체의 특이적 결합 또는

표적화 후 키메라 수용체를 보유하는 세포의 증가된 생존을 발생시키는 키메라 수용체를 설계하기 위한 방법 및

핵산 구축물이 제공된다.

일부 대안에서, 참조 키메라 수용체는 수용체의 리간드 결합 도메인, 예를 들어 항체 단편과 수용체의 막횡단[0088]

및/또는 세포내 부분을 연결하는 스페이서, 예컨대 폴리펩티드 스페이서에서 1개 이상의 변형을 갖는 것 외에는

달리 대상 키메라 수용체와 동일한 키메라 수용체이다.  예를 들어, 일부 대안에서, 참조 키메라 수용체는 대상

키메라 수용체의 것과 비교하여 길이 또는 서열에서 상이한 스페이서, 예를 들어 아미노산 길이가 더 긴, 예컨

대 적어도 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 또는 10 배의 수인 스페이서를 갖는 것 이외에는 대상 수용체와 동일하다.

일부 대안에서, 핵산의 라이브러리가 제공되며, 여기서 각각의 핵산은 서열 및/또는 길이에서 다른 것과 상이한[0089]

스페이서 영역을 코딩한다.  이어서 각각의 핵산은 리간드에 반응하여 증진 또는 개선된 종양 인식, 증가된 T

세포 증식 및/또는 시토카인 생산을 제공하는 스페이서가 선택될 수 있도록 생체내 (동물 모델 내) 및/또는 시

험관내에서 시험될 수 있는 키메라 수용체 핵산 구축물을 형성하는데 사용될 수 있다.

일부 대안에서, 키메라 수용체 핵산은 리간드 결합 도메인을 코딩하는 폴리뉴클레오티드 (여기서 리간드는 종양[0090]

항원임), 맞춤화된 최적화된 폴리펩티드 스페이서를 코딩하는 폴리뉴클레오티드를 포함한다.  일부 대안에서,

스페이서는 참조 키메라 수용체와 비교 시 리간드에 반응하여 증가된 T 세포 증식 및/또는 시토카인 생산을 위

해 최적화된다.

키메라 수용체의 설계는 종양의 유형, 종양 상에 존재하는 표적 항원 또는 분자, 표적 분자에 대한 항체의 친화[0091]

도, 항원 결합 도메인에 필요한 가요성 및/또는 세포내 신호전달 도메인에 따라 맞춤화될 수 있다.  일부 대안

에서, 수용체로 변형된 T 세포가 면역결핍 마우스에서 종양 세포를 사멸시키고 입양 전달 후에 증식 및 지속되

는 능력을 결정하기 위해 수많은 키메라 수용체 구축물이 시험관내 및 생체내 모델에서 시험된다.

표적 분자가 대상체의 종양 세포 상에 존재하는지 여부에 따라, 키메라 수용체는 그러한 표적 분자에 특이적으[0092]

로 결합하고/거나 그를 표적화하는 리간드 결합 도메인을 포함한다.  일부 대안에서, 대상체의 종양 세포는 세

포 표면 종양 분자에 대해 특징화된다.  표적 분자는 특정한 대상체의 종양 세포 상의 그의 존재의 결정을 기반

으로 하여 선택될 수 있다.  일부 대안에서, 표적 분자 또는 그의 에피토프가 선택되고, 이는 종양 세포 상에서

우세하게 발견되고 정상 조직 상에서는 임의의 실질적인 정도로 발견되지 않는 세포 표면 분자이다.  일부 대안

에서, 항체는 표적화된 세포 표면 분자의 에피토프에 결합하도록 선택된다.  일부 대안에서, 표적 분자는 CD171

이다.   일부 대안에서, 키메라 수용체는 CE7로 공지된 항체에 의해 인식되는 CD171  상의 에피토프 및/또는
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CD171 또는 또 다른 항원의 에피토프에 특이적으로 결합하고/거나 그를 표적화하며, 여기서 에피토프는 CD171+

세포의 표면 형질 막으로부터 동일하거나 유사한 거리에 있다.  일부 대안에서, 항원은 CD171의 것과 유사한 크

기 또는 길이의 세포외 부분을 갖고, 따라서 유사한 키메라 수용체 구성은 적절하다.

또한, 키메라 수용체의 스페이서 영역은 표적 세포 상의 리간드의 T 세포 인식을 증진 또는 개선시키도록 변경[0093]

될 수 있다.  일부 대안에서, 스페이서 영역은 15개 아미노산 이하 (그러나 1 또는 2개 아미노산 이상), 예컨대

15, 14, 13, 12, 11, 10, 9, 8, 7, 6, 5, 4, 3, 또는 2개 아미노산 또는 상기 언급된 길이 중 임의의 2개에 의

해 규정된 범위 내의 아미노산 수의 짧은 스페이서 도메인으로부터 선택된다.  일부 대안에서, 스페이서 도메인

은 119개 아미노산 이하 (그러나 1 또는 2개 아미노산 이상), 예컨대 119, 115, 110, 100, 95, 90, 85, 80,

75, 70, 65, 60, 55, 50, 45, 40, 35, 30, 25, 20 또는 15개 아미노산 또는 상기 언급된 길이 중 임의의 2개에

의해 규정된 범위 내의 아미노산의 수의 중간형 스페이서 도메인으로부터 선택된다.  일부 대안에서, 스페이서

도메인은 229개 아미노산 이하 (그러나 1 또는 2개 아미노산 이상), 예컨대 229, 225, 220, 215, 210, 205,

200, 195, 190, 185, 180, 175, 170, 165, 160, 155, 150, 145, 140, 135, 130, 125, 또는 120개 아미노산 또

는 상기 언급된 길이 중 임의의 2개에 의해 규정된 범위 내의 아미노산의 수의 긴 스페이서로부터 선택된다.

일부 대안에서, 스페이서는 Fc 수용체의 힌지 영역 또는 변형된 힌지 영역이다.  일부 대안에서, 스페이서 영역

은 CH2 또는 CH3 또는 둘 다와 조합된 힌지 영역이다.  일부 대안에서, 스페이서는 아미노산 서열 X1PPX2P를 포

함한다.  대안에서 스페이서 영역은 전장 Fc 수용체를 포함하지 않고/거나, CH2 및/또는 CH3 도메인을 포함하지

않는다.  일부 이러한 대안에서, 스페이서는 항체 힌지 영역을 포함한다.

1차 및 공동자극 세포내 신호전달 도메인의 다양한 조합은 키메라 수용체의 생체내 효능을 증진시키는데 사용될[0094]

수 있다.  일부 대안에서, 키메라 수용체의 상이한 구축물은 종양 사멸에 대한 효능을 결정하기 위해 생체내 동

물 모델에서 실험될 수 있다.  일부 대안에서, 공동자극 세포내 신호전달 도메인은 CD28 및 그의 변형된 버전,

4-1BB 및 그의 변형된 버전 및/또는 그의 조합으로 이루어진 군으로부터 선택된다.  다른 공동자극 도메인, 예

컨대 OX40이 혼입될 수 있다.  일부 대안에서, 수용체의 공동자극 세포내 신호전달 부분은 단지 단일 공동자극

분자, 예컨대 오직 4-1BB 또는 오직 CD28로부터 유래된 세포내 도메인을 포함하고, 추가로 또 다른 이러한 분자

로부터의 이러한 도메인을 함유하지 않는다.

일부 대안에서, 소트 정제된 CD8+ 중심 기억 T 세포로부터 제조된 키메라 수용체-변형된, 예를 들어 CD171 특이[0095]

적 및/또는 표적화 키메라 수용체-변형된 세포, 예를 들어 세포독성 T 세포를 CD4+ 키메라 수용체-변형된 세포,

예를 들어 CD171 특이적 및/또는 표적화 키메라 수용체-변형된 T 세포의 존재 또는 부재 하에 투여된다.  일부

대안에서, 종양-특이적 또는 종양 표적화 CD4+ 발현 T 세포는 항종양 반응성을 발휘하고, 시험관내 및 생체내에

서 종양-특이적 CD8+ 발현 T 세포에게 도움을 제공한다.  구체적 대안에서, 종양-특이적 또는 종양-표적화 CD4+

발현 T 세포 또는 나이브 또는 중심 기억 하위세트로부터 선택된 CD4
+ 
발현 T 세포는 단독으로 또는 CD8

+
 TCM과

조합되어 이용된다.

일부 대안에서 키메라 항원 수용체 (CAR) 발현 T 세포를 사용하는 입양 면역요법은 암을 치료 또는 억제하기에[0096]

유용하다.  일부 대안에서, 항원 CD171 (L1CAM)의 에피토프에 대해 지시된 CAR이 제조된다.  이러한 CAR 구축물

은 CD171 (L1CAM)을 발현하는 임의의 암을 치료 또는 억제하는데 유용하다.  일부 대안에서, CD171을 발현하는

1종의 암은 신경모세포종 (NB)이다.  CD171은 고위험 NB의 100%에서 발현된다.  CD171을 과다 발현하는 것으로

생각되는 다른 암은 흑색종, 자궁경부 암종, 난소암, 자궁 암종, 췌장암, 결장 암종, 신암종 및 교모세포종을

포함한다.

본 개시내용은 입양 면역요법에 사용하기 위해 림프구를 형질전환 또는 형질도입시키기에 유용한 키메라 수용체[0097]

핵산을 제공한다.  일부 대안에서, 핵산은 핵산의 요소의 용이한 치환을 제공하는 다수의 모듈 구성요소를 함유

한다.  본 개시내용의 범주를 제한하기 위해 의도되는 것은 아니지만, 각각의 종양 항원에 대한 키메라 수용체

는 포유동물 세포에서의 생체내 효능 및 효율적 발현을 제공하기 위해 바람직하게는 구성요소의 면에서 맞춤화

되는 것으로 여겨진다.  예를 들어, 구체적 대안에서, CD171 L1CAM 에피토프에 결합하는 scFV를 포함하는 키메

라 수용체의 효능을 위해, 예컨대 CE7로 여겨지는 항체를 인식하는 것과 동일 또는 유사한 것, 또는 CD171 상의

에피토프 또는 표면 형질 막으로부터 동일한 관련 거리의 다른 항원, 15개 아미노산 이하 (그러나 1 또는 2개

아미노산 이상)인 스페이서가 사용된다.  일부 대안에서, 발현 벡터는 본원에 기재된 바와 같은 키메라 핵산을

포함한다.  키메라 수용체 핵산의 모두 또는 일부에 의해 코딩된 폴리펩티드가 또한 본원에 포함된다.

일부 대안에서, 키메라 수용체 핵산은 리간드 결합 도메인을 코딩하는 폴리뉴클레오티드를 포함한다.  일부 대[0098]
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안에서, 리간드 결합 도메인은 CD171 또는 CD171의 종양 제한된 에피토프에 특이적으로 결합하고/거나 그를 표

적화한다.  일부 대안에서, 리간드 결합 도메인은 항체 또는 그의 단편이다.  항체 또는 그의 결합 단편을 코딩

하는 핵산 서열은 용이하게 결정될 수 있다.  구체적 대안에서, 폴리뉴클레오티드는 CD171 (L1CAM)에 특이적으

로 결합하고/거나 그를 표적화하는 단일 쇄 Fv를 코딩한다.  예시적인 항체는 CE7 항체이다.  항체 CE7 scFv에

대한 예시적인 핵산 서열은 도 5에 제공된다.  다른 항체의 서열은 관련 기술분야의 통상의 기술자에게 공지되

어 있거나 또는 그에 의해 용이하게 결정될 수 있다.

종양 항원은 면역 반응을 도출하는 종양 세포에 의해 생산되는 단백질이다.  본 발명의 리간드 결합 도메인의[0099]

선택은 치료 또는 억제될 암의 유형에 따라 달라질 것이고, 종양 항원 또는 다른 종양 세포 표면 분자를 표적화

할 수 있다.  대상체로부터의 종양 샘플은 특정 바이오마커 또는 세포 표면 마커의 존재에 대해 특징화될 수 있

다.  예를 들어, 대상체로부터의 신경모세포종 세포는 CD171 (L1CAM)의 존재에 대해 특징화된다.  다른 암 또는

종양 세포는 또한 CD171 (L1CAM)의 존재에 대해 특징화될 수 있고, 본원에 기재된 조성물로 처리 또는 억제될

수 있다.  일부 대안에서 표적 분자는 종양 세포에서 발견되고 정상 조직에서는 실질적으로 발견되지 않거나,

그의 발현이 비-생체 정상 조직으로 제한되는 세포 표면 분자이다.

일단 키메라 수용체로 표적화될 수 있는 종양 세포 표면 분자가 확인되면, 표적 분자의 에피토프가 선택되고 특[0100]

징화된다.  L1CAM은 뉴런의 세포 부착에 수반되는 세포 막 분자이다.  L1CAM은 아미노산 1-19 신호 펩티드, 아

미노산 35-125 Ig-유사 C2 유형 1, 아미노산 139-226 Ig-유사 C2 유형 2, 아미노산 240-328 Ig-유사 C2 유형

3, 아미노산 333-420 Ig-유사 C2 유형 4, 아미노산 425-507 Ig-유사 C2 유형 5, 아미노산 518-607 Ig-유사 C2

유형 6, 아미노산 615-712 피브로넥틴 유형 III 1, 아미노산 717-810 피브로넥틴 유형 III 2, 아미노산 814-

916 피브로넥틴 유형 III 3, 아미노산 920-1015 피브로넥틴 유형 III 4, 및 아미노산 1016-1115 피브로넥틴 유

형 III 5를 포함하여 여러 도메인을 갖는다.  에피토프는 임의의 이들 도메인에서 발견될 수 있다.  특징화된 1

종의 에피토프는 CE7 에피토프로 공지되어 있다.  CE7 에피토프는 정상 조직과 비교 시 종양 세포 상에서 더 자

주 발견되는 에피토프이다.  일부 대안에서, 건강한 세포보다 종양 세포 상에서 더 자주 발견되는 CD171의 에피

토프가 선택된다.

종양 세포 표면 분자에 특이적으로 결합하고/거나 그를 표적화하는 항체는 모노클로날 항체를 수득하는 방법,[0101]

파지 디스플레이의 방법, 인간 또는 인간화 항체를 생성하는 방법, 또는 인간 항체를 생산하기 위해 조작된 트

랜스제닉 동물 또는 식물을 사용하는 방법을 사용하여 제조될 수 있다.  부분 또는 완전 합성 항체의 파지 디스

플레이 라이브러리가 이용가능하고, 표적 분자에 결합할 수 있는 항체 또는 그의 단편에 대해 스크리닝될 수 있

다.  인간 항체의 파지 디스플레이 라이브러리가 또한 이용가능하다.  일부 대안에서, 항체는 종양 세포 표면

분자에 특이적으로 결합하고/거나 그를 표적화하고, 비특이적 구성요소 예컨대 소 혈청 알부민 또는 다른 비관

련 항원과 교차 반응하지 않는다.  일단 확인되면, 항체를 코딩하는 아미노산 서열 또는 폴리뉴클레오티드 서열

은 단리 및/또는 결정될 수 있다.

항체 또는 항원 결합 단편은 폴리클로날 항체, 모노클로날 항체, 인간 항체, 인간화 항체, 합성 항체, 키메라[0102]

항체,  이중특이적 항체,  미니바디와 선형 항체의 모두 또는 일부를 포함한다.  항체 단편은 무손상 항체의

일부, 바람직하게는 무손상 항체의 항원 결합 또는 가변 영역을 포함하고, 용이하게 제조될 수 있다.  항체 단

편의 예는 Fab, Fab', F(ab')2 및 Fv 단편; 디아바디; 선형 항체; 단일-쇄 항체 분자; 및 항체 단편으로부터 형

성된 다중특이적 항체를 포함한다.  다수의 항 CD171 항체는 공지되어 있고, 상업적으로 입수가능하다.

일부 대안에서, 특정한 종양 세포 표면 분자에 결합하는 다수의 상이한 항체는 단리되고 특징화될 수 있다.  일[0103]

부 대안에서, 항체는 에피토프 특이성 및/또는 표적화된 분자의 표적화를 기반으로 하여 특징화된다.  또한, 일

부 경우에서, 동일한 에피토프에 결합하는 항체는 그 에피토프에 대한 항체의 친화도를 기반으로 하여 선택될

수 있다.  일부 대안에서, 항체는 적어도 1 mM, 바람직하게는 <50 nM의 친화도를 갖는다.  일부 대안에서, 다른

항체와 비교 시 에피토프에 대해 더 높은 친화도를 갖는 항체가 선택된다.  예를 들어, 동일한 에피토프에 결합

하는 참조 항체보다 적어도 2배, 적어도 5배, 적어도 10배, 적어도 20배, 적어도 30배, 적어도 40배, 또는 적어

도 50배 더 큰 친화도를 갖는 항체가 선택된다.

일부 대안에서, 리간드 결합 도메인을 코딩하는 폴리뉴클레오티드는 스페이서 영역을 코딩하는 폴리뉴클레오티[0104]

드에 작동가능하게 연결된다.  일부 대안에서, 리간드 결합 도메인을 코딩하는 폴리뉴클레오티드는 또한, 용이

한 절제 및 상이한 항원을 코딩하거나 또는 상이한 결합 특성을 갖는 리간드 결합 도메인을 코딩하는 또 다른

폴리뉴클레오티드에 의한 폴리뉴클레오티드의 대체를 제공하기 위해 코딩 서열의 5' 및/또는 3' 말단에 1개 이

상의 제한 효소 부위를 가질 수 있다.  예를 들어, 제한 부위, NheI는 리더 서열의 상류를 코딩하고; 힌지 영역
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내에 위치한 3' RsrII는 키메라 수용체 벡터 내로의 임의의 바람직한 scFv의 서브클로닝을 허용한다.  일부 대

안에서, 폴리뉴클레오티드는 포유동물 세포에서의 발현을 위해 코돈 최적화된다.

일부 대안에서, 리간드 결합 도메인을 코딩하는 폴리뉴클레오티드는 신호 펩티드에 작동가능하게 연결된다.  일[0105]

부 대안에서 신호 펩티드는 과립구 콜로니 자극 인자에 대한 신호 펩티드이다.  다른 신호 펩티드 예컨대 CD8

알파를 코딩하는 폴리뉴클레오티드가 이용될 수 있다.

일부 대안에서, 리간드 결합 도메인을 코딩하는 폴리뉴클레오티드는 프로모터에 작동가능하게 연결된다.  포유[0106]

동물 세포에서 키메라 항원 수용체의 발현을 제공하는 프로모터가 선택된다.  구체적 대안에서 프로모터는 신장

성장 인자 프로모터 (EF-1)이다.  적합한 프로모터의 또 다른 예는 극초기 시토메갈로바이러스 (CMV) 프로모터

서열이다.  그러나, 원숭이 바이러스 40 (SV 40) 초기 프로모터, 마우스 유방 종양 바이러스 (MMTV), 인간 면역

결핍 바이러스 (HIV) 긴 말단 반복부 (LTR) 프로모터, MuMoLV 프로모터, 조류 백혈병 바이러스 프로모터, 엡스

타인-바르 바이러스 극초기 프로모터, 라우스 육종 바이러스 프로모터, 뿐만 아니라 인간 유전자 프로모터, 예

컨대 비제한적으로 액틴 프로모터, 미오신 프로모터, 헤모글로빈 프로모터 및 크레아틴 키나제 프로모터를 포함

하나 이에 제한되지는 않는 다른 구성적 프로모터 서열이 또한 사용될 수 있다.  유도성 프로모터가 또한 고려

된다.  유도성 프로모터의 예는 메탈로티오닌 프로모터, 글루코코르티코이드 프로모터, 프로게스테론 프로모터

및 테트라시클린 프로모터를 포함하나, 이에 제한되지는 않는다.  리간드 결합 도메인을 코딩하는 폴리뉴클레오

티드의 구체적 대안은 CD171  상의 에피토프 Ce7에  특이적으로 결합하고/거나 그를 표적화하는 항체로부터의

scFv로서 도 5에 제시된다.

일부 대안에서, 키메라 수용체 핵산은 스페이서 영역을 코딩하는 폴리뉴클레오티드를 포함한다.  놀랍게도, 스[0107]

페이서 영역의 길이가 키메라 수용체를 발현하도록 변형된 T 세포의 생체내 효능에 영향을 미치고, 최적 종양

또는 표적 세포 인식을 위해 개별 표적 분자에 대해 맞춤화될 수 있다는 것이 발견된 바 있다.  일부 대안에서,

키메라 수용체 핵산은 스페이서 영역을 코딩하는 폴리뉴클레오티드의 라이브러리로부터 선택된 맞춤화가능한 스

페이서 영역을 코딩하는 폴리뉴클레오티드를 포함한다.  일부 대안에서, 스페이서 길이는 에피토프의 위치, 에

피토프에 대한 항체의 친화도 및/또는 키메라 수용체를 발현하는 T 세포가 항원 인식에 반응하여 시험관내 및/

또는 생체내에서 증식하는 능력을 기반으로 하여 선택된다.

전형적으로 스페이서 영역은 키메라 수용체의 리간드 결합 도메인과 막횡단 도메인 사이에서 발견된다.  일부[0108]

대안에서,  스페이서  영역은  리간드  결합  도메인의  가요성을  제공하고,  림프구에서의  높은  발현  수준을

허용한다.  229개 아미노산의 스페이서 도메인을 갖는 CD171특이적 및/또는 표적화 키메라 수용체는 15개 아미

노산 미만 (그러나 1 또는 2개 아미노산 이상)으로 구성된 짧은 스페이서 영역을 갖는 CD171-특이적 및/또는 표

적화 키메라 수용체보다 더 낮은 생체내 항종양 활성을 가졌다.

일부 대안에서, 스페이서 영역은 적어도 10 내지 229개 아미노산, 10 내지 200개 아미노산, 10 내지 175개 아미[0109]

노산, 10 내지 150개 아미노산, 10 내지 125개 아미노산, 10 내지 115개 아미노산, 10 내지 100개 아미노산, 10

내지 75개 아미노산, 10 내지 50개 아미노산, 10 내지 40개 아미노산, 10 내지 30개 아미노산, 10 내지 20개 아

미노산 또는 10 내지 15개 아미노산 또는 상기 언급된 아미노산 길이 중 임의의 2개에 의해 규정된 범위 내의

길이를 갖는다.  일부 대안에서, 스페이서 영역은 15개 아미노산 이하 (그러나 1 또는 2개 아미노산 이상), 119

개 아미노산 이하 (그러나 1 또는 2개 아미노산 이상) 또는 229개 아미노산 이하 (그러나 1 또는 2개 아미노산

이상)를 갖는다.

일부 대안에서, 스페이서 영역은 이뮤노글로불린 유사 분자의 힌지 영역으로부터 유래된다.  일부 대안에서, 스[0110]

페이서 영역은 인간 IgG1, 인간 IgG2, 인간 IgG3 또는 인간 IgG4로부터의 힌지 영역 또는 그의 변형된 변이체의

모두 또는 일부를 포함하고, 1개 이상의 아미노산 치환을 함유할 수 있다.  힌지 영역의 예시적인 서열은 표 6

에 제공된다.  일부 대안에서, 힌지 영역의 일부는 가변 중쇄와 코어 사이에서 발견되는 상부 힌지 아미노산,

및 폴리프롤린 영역을 포함하는 코어 힌지 아미노산을 포함한다.  전형적으로, 상부 힌지 영역은 3, 4, 5, 6,

7, 8, 9 또는 10개 아미노산을 갖는다.  일부 경우에서, 스페이서 영역은 X1PPX2P (서열식별번호: 1)의 아미노산

서열을 포함한다.  일부 대안에서, X1은 시스테인, 글리신 또는 아르기닌이고 X2는 시스테인 또는 트레오닌이다.

일부 대안에서, 힌지 영역 서열은 바람직하지 않은 구조적 상호작용 예컨대 이량체화를 회피하기 위해 1개 이상[0111]

의 아미노산에서 변형될 수 있다.  구체적 대안에서, 스페이서 영역은, 예를 들어, 표 1 또는 표 6에 제시된 바

와 같은 IgG4로부터 변형된 인간 힌지 영역의 일부를 포함한다.  변형된 IgG4 힌지 영역의 일부를 코딩하는 대

표적인 폴리뉴클레오티드가 표 1에 제공된다.  일부 대안에서, 힌지 영역은 표 1 또는 표 6에서 확인되는 힌지
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영역 아미노산 서열과 적어도 90%, 92%, 95%, 또는 100% 서열 동일성을 가질 수 있다.  구체적 대안에서, IgG4

로부터의 인간 힌지 영역의 일부는 CPSP에서부터 CPPC까지의 코어 아미노산에서 아미노산 치환을 갖는다.

일부 대안에서, 힌지 영역의 모두 또는 일부는 이뮤노글로불린의 불변 영역의 1개 이상의 도메인과 조합된다.[0112]

예를 들어, 힌지 영역의 일부는 CH2 또는 CH3 도메인 또는 그의 변이체의 모두 또는 일부와 조합될 수 있다.

일부 대안에서, 스페이서 영역은 CD8 알파, 전장 Fc 수용체, 및/또는 CD28 분자의 세포외 부분으로 이루어진 스

페이서 영역으로부터의 47-48개 아미노산 힌지 영역 서열을 포함하지 않는다.

일부 대안에서, 짧은 스페이서 영역은 15개 아미노산 이하 (그러나 1 또는 2개 아미노산 이상)를 갖고 IgG4 힌[0113]

지 영역 서열 또는 그의 변이체의 모두 또는 일부를 포함하고, 중간형 스페이서 영역은 119개 아미노산 이하

(그러나 1 또는 2개 아미노산 이상)를 갖고 IgG4 힌지 영역 서열 및 CH3 영역 또는 그의 변이체의 모두 또는 일

부를 포함하고, 긴 스페이서는 229개 아미노산 이하 (그러나 1 또는 2개 아미노산 이상)를 갖고 IgG4 힌지 영역

서열, CH2 영역 및 CH3 영역 또는 그의 변이체의 모두 또는 일부를 포함한다.

스페이서 영역을 코딩하는 폴리뉴클레오티드는 아미노산 서열로부터 합성 또는 재조합 방법에 의해 용이하게 제[0114]

조될 수 있다.  일부 대안에서, 스페이서 영역을 코딩하는 폴리뉴클레오티드는 막횡단 영역을 코딩하는 폴리뉴

클레오티드에 작동가능하게 연결된다.  일부 대안에서, 스페이서 영역을 코딩하는 폴리뉴클레오티드는 또한, 용

이한 절제 및 상이한 스페이서 영역을 코딩하는 또 다른 폴리뉴클레오티드에 의한 폴리뉴클레오티드의 대체를

제공하기 위해 코딩 서열의 5' 및/또는 3' 말단에 1개 이상의 제한 효소 부위를 가질 수 있다.  일부 대안에서,

스페이서 영역을 코딩하는 폴리뉴클레오티드는 포유동물 세포, 바람직하게는 인간에서의 발현을 위해 코돈 최적

화된다.

일부 대안에서, 상이한 스페이서 영역을 각각 코딩하는 폴리뉴클레오티드의 라이브러리가 제공된다.  일부 대안[0115]

에서, 스페이서 영역은 IgG1, IgG2, IgG3 또는 IgG4 또는 그의 일부로부터의 힌지 영역 서열, CH2 영역 또는 그

의 변이체의 모두 또는 일부와 조합된 IgG1, IgG2, IgG3 또는 IgG4로부터의 힌지 영역 서열, CH3 영역 또는 그

의 변이체의 모두 또는 일부와 조합된 IgG1, IgG2, IgG3 또는 IgG4로부터의 힌지 영역 서열, 및 CH2 영역 또는

그의 변이체 및 CH3 영역 또는 그의 변이체의 모두 또는 일부와 조합된 IgG1, IgG2, IgG3 또는 IgG4로부터의 힌

지 영역 서열로 이루어진 군으로부터 선택된다.  일부 대안에서, 짧은 스페이서 영역은 15개 아미노산 이하 (그

러나 1 또는 2개 아미노산 이상)를 갖는 변형된 IgG4 힌지 서열이고, 중간형 서열은 119개 아미노산 이하 (그러

나 1 또는 2개 아미노산 이상)를 갖는 CH3 서열을 갖는 IgG4 힌지 서열 (서열식별번호: 49); 또는 229개 아미노

산 이하 (그러나 1 또는 2개 아미노산 이상)를 갖는 CH2 및 CH3 영역을 갖는 IgG4 힌지 서열이다.

일부 대안에서, 키메라 수용체에 대해 스페이서 영역을 선택하는 방법이 본원에 제공된다.  놀랍게도 일부 키메[0116]

라 수용체 구축물은, 시험관내에서 T 세포를 활성화시키고 종양 세포의 사멸을 지시하는데 효과적이더라도, 생

체내에서 효과적이지 않았다.  또한, 키메라 수용체 변형된 T 세포의 부작용 프로파일은 보다 많은 세포가 활성

화 유도된 세포 사멸을 겪게 하거나 생체내 시토카인의 증가를 유발하도록 하는 정도일 수 있다.  일부 대안에

서, 방법은 단지 스페이서 영역에서만 상이한 복수개의 키메라 수용체 핵산을 제공하는 단계; 각각의 키메라 수

용체 핵산을 별개의 T 림프구 집단에 도입시키는 단계; 각각의 별개의 림프구 집단을 시험관내에서 확장시키는

단계, 및 각각의 림프구 집단을 종양 보유 동물에 도입시켜 T 세포에서 발현되었을 때 각각의 키메라 수용체의

항종양 효능을 결정하는 단계, 및 각각의 다른 키메라 수용체로 변형된 각각의 다른 별개의 림프구 집단과 비교

하여 항종양 효능을 제공하는 키메라 수용체를 선택하는 단계를 포함한다.

다양한 종양의 동물 모델이 공지되어 있다.  항종양 효능은 종양 부피의 감소를 확인함으로써, 동물 사멸, 생체[0117]

내 유전자 변형된 T 세포의 지속성, 유전자 변형된 T 세포의 활성화 (예를 들어, CD25 및/CD69의 발현의 증가를

검출함으로써) 및/또는 생체내 유전자 변형된 T 세포의 증식을 결정함으로써 측정될 수 있다.  일부 대안에서,

이들 파라미터 중 하나 이상에 의해 결정된 바와 같이 생체내 최고 항종양 효능을 제공하는 키메라 수용체가 선

택된다.  항종양 효능의 결여는 생체내 유전자 변형된 림프구의 지속성의 결여, 동물 사망, 카스파제 -3의 유도

의 증가에 의해 측정되는 바와 같은 아폽토시스에서의 증가 및/또는 유전자 변형된 림프구의 증식에서의 감소에

의해 결정될 수 있다.

일부 대안에서, 시험관내 및/또는 생체내에서 2 세대를 통해 증식하는 적어도 30%의 세포를 제공하는 키메라 수[0118]

용체가 선택된다.  다른 대안에서 키메라 수용체는 이것이 적어도 세포의 50%가 72시간 내에 활성화 유도된 세

포 사멸을 겪도록 하는 경우에 선택되지 않는다.

일부 대안에서, 단지 스페이서 영역에서만 상이한 복수개의 키메라 수용체 핵산을 제공하는 단계는 리간드 결합[0119]
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도메인을 코딩하는 폴리뉴클레오티드 (여기서 리간드는 림프구에 의한 인식 및 제거를 매개하는데 적합한 종양

특이적 및/또는 종양 표적화 항원, 또는 표적 세포 집단 상에 발현된 임의의 다른 분자임); 제1 폴리펩티드 스

페이서에 대한 코딩 서열의 5' 및 3' 말단에서 규정된 제한 부위를 갖는 제1 폴리펩티드 스페이서를 코딩하는

폴리뉴클레오티드; 막횡단 도메인을 코딩하는 폴리뉴클레오티드; 및 1개 이상의 세포내 신호전달 도메인을 코딩

하는 폴리뉴클레오티드를 포함하는 키메라 수용체 구축물을 제공하는 단계를 포함한다.

일부 대안에서, 방법은 각각이 상이한 스페이서 영역을 코딩하는 1종 이상의 폴리뉴클레오티드를 제공하는 것을[0120]

추가로 포함한다.  예시적인 구축물은 도 5, 7 및 9에 제공된다.  일부 대안에서, 방법은 스페이서 영역을 코딩

하는 폴리뉴클레오티드를 상이한 스페이서 영역을 코딩하는 폴리뉴클레오티드로 대체하여 상이한 스페이서 영역

을 갖는 키메라 수용체 핵산을 형성하는 것을 추가로 포함한다.  방법은 각각 스페이서 영역에서 상이한, 임의

의 수의 키메라 수용체 핵산을 형성하기 위해 반복될 수 있다.  일부 대안에서, 키메라 수용체 핵산은 단지 스

페이서 영역에서 서로 상이하다.

일부 대안에서, 키메라 수용체 핵산은 막횡단 도메인을 코딩하는 폴리뉴클레오티드를 포함한다.  막횡단 도메인[0121]

은 막에서의 키메라 수용체의 고정을 제공한다.  일부 대안에서, 키메라 수용체 내 도메인 중 1개와 자연적으로

회합된 막횡단 도메인이 사용된다.  일부 경우에서, 막횡단 도메인은 이러한 도메인이 동일하거나 상이한 표면

막 단백질의 막횡단 도메인에 결합하는 것을 회피하여 다른 수용체 복합체의 구성원과의 상호작용을 최소화하기

위해 선택되거나 또는 아미노산 치환에 의해 변형될 수 있다.

막횡단 도메인은 천연 또는 합성 공급원으로부터 유래될 수 있다.  공급원이 천연인 경우에, 도메인은 임의의[0122]

막-결합된 또는 막횡단 단백질로부터 유래될 수 있다.  막횡단 영역은 적어도 T-세포 수용체, CD28, CD3, CD45,

CD4, CD8, CD9, CD16, CD22; CD33, CD37, CD64, CD80, CD86, CD134, CD137 및/또는 CD154의 알파, 베타 또는

제타 쇄의 막횡단 영역(들)을 포함한다.  구체적 대안에서, 막횡단 도메인은 표 1에 제시된 바와 같은 CD28 막

횡단 도메인의 아미노산 서열을 포함한다.  CD28 막횡단 도메인을 코딩하는 대표적인 폴리뉴클레오티드 서열은

표 1에 제시된다 (서열식별번호: 5).

막횡단 도메인은 합성 또는 자연 발생 막횡단 도메인의 변이체일 수 있다.  일부 대안에서, 합성 또는 변이체[0123]

막횡단 도메인은 우세하게 소수성 잔기 예컨대 류신 및 발린을 포함한다.  일부 대안에서, 막횡단 도메인은 표

1 또는 표 3에 제시된 바와 같은 막횡단 도메인과 적어도 80%, 85%, 90%, 95%, 또는 100% 아미노산 서열 동일성

을 가질 수 있다.  변이체 막횡단 도메인은 바람직하게는 카이트-둘리틀에 의해 계산 시 적어도 50의 소수성 점

수를 갖는다.

막횡단 도메인을 코딩하는 폴리뉴클레오티드는 합성 또는 재조합 방법에 의해 용이하게 제조될 수 있다.  일부[0124]

대안에서, 막횡단 도메인을 코딩하는 폴리뉴클레오티드는 세포내 신호전달 영역을 코딩하는 폴리뉴클레오티드에

작동가능하게 연결된다.  일부 대안에서, 막횡단 도메인을 코딩하는 폴리뉴클레오티드는 또한, 용이한 절제 및

상이한 막횡단 도메인을 코딩하는 또 다른 폴리뉴클레오티드에 의한 막횡단 도메인을 코딩하는 폴리뉴클레오티

드의 대체를 제공하기 위해 코딩 서열의 5' 및/또는 3' 말단에 1개 이상의 제한 효소 부위를 가질 수 있다.  일

부  대안에서,  막횡단  도메인을  코딩하는  폴리뉴클레오티드는  포유동물  세포에서의  발현을  위해  코돈

최적화된다.

일부 대안에서, 키메라 수용체 핵산은 세포내 신호전달 도메인을 코딩하는 폴리뉴클레오티드를 포함한다.  세포[0125]

내 신호전달 도메인은 종양 세포 상에 발현된 리간드에의 결합 시 키메라 수용체를 발현하는 형질도입된 세포의

1종의 기능의 활성화를 제공한다.  일부 대안에서, 세포내 신호전달 도메인은 1개 이상의 공동자극 도메인을 함

유한다.  일부 대안에서, 세포내 신호전달 도메인은 형질도입된 세포의 적어도 1종의 기능의 활성화를 제공하는

세포내 신호전달 도메인의 일부 및/또는 변이체이다.

본 개시내용의 키메라 수용체에 사용하기 위한 세포내 신호전달 도메인의 예는 CD3 제타 쇄 및/또는 키메라 수[0126]

용체 관여 후 협력하여 신호 전달을 개시하는 작용을 하는 보조-수용체의 세포질 서열, 뿐만 아니라 이들 서열

의 임의의 유도체 또는 변이체 및 동일한 기능적 능력을 갖는 임의의 합성 서열을 포함한다.  T 세포 활성화는

2종의 구분되는 부류의 세포질 신호전달 서열에 의해 매개되는 것으로 언급될 수 있다: 항원-의존성 1차 활성화

를 개시하고 T 세포 수용체 유사 신호를 제공하는 것 (1차 세포질 신호전달 서열) 및 항원-비의존성 방식으로

작용하여 2차 또는 공동-자극 신호를 제공하는 것 (2차 세포질 신호전달 서열).  자극 방식으로 작용하는 1차

세포질 신호전달 서열은 수용체 티로신-기반 활성화 모티프 또는 ITAM으로 공지된 신호전달 모티프를 함유할 수

있다.  1차 세포질 신호전달 서열을 함유하는 ITAM의 예는 CD3 제타, FcR 감마, CD3 감마, CD3 델타, CD3 엡실

론, CD5, CD22, CD79a, CD79b 및/또는 CD66d로부터 유래된 것을 포함한다.  일부 대안에서, 1차 신호전달 세포
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내 도메인은 표 1에 제공된 서열을 갖는 CD3제타에 대해 적어도 80%, 85%, 90% 또는 95% 서열 동일성을 가질 수

있다.  일부 대안에서, CD3 제타의 변이체는 표 5에 제시된 바와 같은 적어도 1, 2, 3개 또는 모든 ITAM 영역을

보유한다.

바람직한 대안에서, 키메라 수용체의 세포내 신호전달 도메인은 CD3-제타 신호전달 도메인을 단독으로 또는 임[0127]

의의 다른 목적하는 세포질 도메인(들)과 조합하여 포함하도록 설계될 수 있다.  예를 들어, 키메라 수용체의

세포내 신호전달 도메인은 CD3-제타 쇄 및 공동자극 신호전달 영역을 포함할 수 있다.

공동자극 신호전달 영역은 공동자극 분자의 세포내 도메인을 포함하는 키메라 수용체의 일부를 지칭한다.  공동[0128]

자극 분자는 항원에 대한 림프구의 반응에 요구되는 항원 수용체 또는 그들의 리간드 이외의 세포 표면 분자이

다.  이러한 분자의 예는 CD27, CD28, 4-1BB (CD 137), OX40, CD30, CD40, 림프구 기능-연관 항원-1 (LFA-l),

CD2, CD7, LIGHT, NKG2C, B7-H3 및/또는 CD83에 특이적으로 결합하고/거나 CD83을 표적화하는 리간드를 포함한

다.  일부 대안에서, 공동자극 신호전달 도메인은 표 3에 제시된 바와 같은 CD28의 세포내 도메인에 대해 또는

표 4에 제공된 서열을 갖는 4-1BB에 대해 적어도 80%,  85%,  90%  또는 95% 아미노산 서열 동일성을 가질 수

있다.  일부 대안에서, CD28 세포내 도메인의 변이체는 위치 186-187에서 아미노산 치환을 포함하며, 여기서 LL

은 GG로 치환된다.

키메라 수용체의 세포내 신호전달 서열은 무작위 또는 명시된 순서로 서로에 연결될 수 있다.  임의로, 바람직[0129]

하게는 2 내지 10개 아미노산 길이의 짧은 올리고- 또는 폴리펩티드 링커는 연결을 형성할 수 있다.  하나의 대

안에서, 세포내 신호전달 도메인은 CD3-제타의 신호전달 도메인 또는 그의 변이체의 모두 또는 일부 및 CD28의

신호전달 도메인 또는 그의 변이체의 모두 또는 일부를 포함한다.  또 다른 대안에서, 세포내 신호전달 도메인

은 CD3-제타의 신호전달 도메인 또는 그의 변이체의 모두 또는 일부 및 4-lBB의 신호전달 도메인 또는 그의 변

이체의 모두 또는 일부를 포함한다.  또 다른 대안에서, 세포내 신호전달 도메인은 CD3-제타의 신호전달 도메인

또는 그의 변이체의 모두 또는 일부, CD28의 신호전달 도메인 또는 그의 변이체의 모두 또는 일부, 및 4-lBB의

신호전달 도메인 또는 그의 변이체의 모두 또는 일부를 포함한다.  구체적 대안에서, CD3제타의 변이체 및 4-

1BB 세포내 신호전달 도메인의 일부를 포함하는 세포내 신호전달 도메인의 아미노산 서열은 표 1에 제공된다.

대표적인 핵산 서열은 표 1에 제공된다.

일부 대안에서, 세포내 신호전달 도메인을 코딩하는 폴리뉴클레오티드는 CD3-제타 도메인의 일부에 연결된 4-[0130]

1BB  세포내  도메인을  포함한다.   다른  대안에서,  세포내  신호전달  도메인은  단일  공동자극  도메인만을

포함하고, 이중 공동자극 도메인, 예컨대 4-1BB 공동자극 도메인과 조합된 CD28 cyto는 포함하지 않는다.

일부 대안에서, CD3-제타 도메인의 일부에 연결된 4-1BB 세포내 도메인에 연결된 CD28 도메인을 포함하는 세포[0131]

내 신호전달 도메인을 코딩하는 폴리뉴클레오티드가 도 11에 제공된다.  세포내 신호전달 도메인을 코딩하는 폴

리뉴클레오티드는 아미노산 서열로부터 합성 또는 재조합 방법에 의해 용이하게 제조될 수 있다.  일부 대안에

서, 세포내 신호전달 도메인을 코딩하는 폴리뉴클레오티드는 또한, 용이한 절제 및 상이한 세포내 신호전달 도

메인을 코딩하는 또 다른 폴리뉴클레오티드에 의한 세포내 신호전달 도메인을 코딩하는 폴리뉴클레오티드의 대

체를 제공하기 위해 코딩 서열의 5' 및/또는 3' 말단에 1개 이상의 제한 효소 부위를 가질 수 있다.  일부 대안

에서, 세포내 신호전달 도메인을 코딩하는 폴리뉴클레오티드는 포유동물 세포, 바람직하게는 인간에서의 발현을

위해 코돈 최적화된다.

일부 대안에서, 키메라 수용체 핵산은 임의로 마커를 코딩하는 폴리뉴클레오티드 서열을 추가로 포함한다.  마[0132]

커 서열은 바람직하게는 형질도입된 세포의 선택 및/또는 형질도입된 세포의 확인을 허용할 수 있는 세포 표면

발현된 마커를 코딩한다.  일부 대안에서, 마커 서열은 링커 서열을 코딩하는 폴리뉴클레오티드 서열에 작동가

능하게 연결된다.  일부 대안에서, 링커 서열은 절단가능한 링커 서열이다.

다수의 다양한 마커 서열이 사용될 수 있다.  전형적으로 마커 서열은 형질도입된 세포의 선택 및/또는 형질도[0133]

입된 세포의 검출을 허용하는 기능적 특징을 갖는다.  일부 대안에서, 마커 서열은 인간 림프구의 형질도입과

상용성이다.

양성 선택 마커는 숙주 세포에의 도입 시 유전자를 보유하는 세포의 양성 선택을 허용하는 우성 표현형을 발현[0134]

하는 유전자일 수 있다.  이 유형의 유전자는 관련 기술분야에 공지되어 있고, 특히 히그로마이신 B에 대한 저

항성을 부여하는 히그로마이신-B 포스포트랜스퍼라제 유전자 (hph), 항생제 G418에 대한 저항성을 코딩하는 Tn5

로부터의 아미노 글리코시드 포스포트랜스퍼라제 유전자 (neo 또는 aph), 디히드로폴레이트 리덕타제 (DHFR) 유

전자, 아데노신 데아미나제 유전자 (ADA) 및/또는 다중-약물 저항성 (MDR) 유전자를 포함한다.
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일부 대안에서, 키메라 수용체 핵산은 마커를 코딩하는 폴리뉴클레오티드를 추가로 포함한다.  일부 대안에서,[0135]

마커 서열은 세포 표면에서 발현된, 말단절단된 표피 성장 인자 수용체를 코딩한다.  말단절단된 표피 성장 인

자 수용체에 대한 예시적인 폴리뉴클레오티드는 표 1에 제시된다.  일부 대안에서, 마커를 코딩하는 폴리뉴클레

오티드는 링커 서열을 코딩하는 폴리뉴클레오티드에 작동가능하게 연결된다.  구체적 대안에서, 링커 서열은 표

1에 제시된 바와 같은, 절단가능한 링커 서열 T2A이다.  T2A 링커를 코딩하는 예시적인 폴리뉴클레오티드 서열

은 표 1에 제공된다.

마커를 코딩하는 폴리뉴클레오티드는 아미노산 서열로부터 합성 또는 재조합 방법에 의해 용이하게 제조될 수[0136]

있다.  일부 대안에서 마커를 코딩하는 폴리뉴클레오티드는 세포내 신호전달 도메인을 코딩하는 폴리뉴클레오티

드에 작동가능하게 연결된다.  일부 대안에서, 마커를 코딩하는 폴리뉴클레오티드는 또한, 용이한 절제 및 상이

한 마커를 코딩하는 또 다른 폴리뉴클레오티드에 의한 마커를 코딩하는 폴리뉴클레오티드의 대체를 제공하기 위

해 코딩 서열의 5' 및/또는 3' 말단에 1개 이상의 제한 효소 부위를 가질 수 있다.  일부 대안에서, 마커를 코

딩하는 폴리뉴클레오티드는 포유동물 세포에서의 발현을 위해 코돈 최적화된다.

본원에 기재된 조성물은 CD4+ 및/또는 CD8+ T 림프구를 제공한다.  T 림프구는 공지된 기술에 따라 수집되고,[0137]

공지된 기술 예컨대 항체에 결합하는 친화도 예컨대 유동 세포측정법 및/또는 면역자기 선택에 의해 풍부화 또

는 고갈될 수 있다.  풍부화 및/또는 고갈 단계 후에, 목적하는 T 림프구의 시험관내 확장은 관련 기술분야의

통상의 기술자에게 명백할 공지된 기술 (미국 특허 번호 6,040,177 (Riddell et al.)에 기재된 것을 포함하나

이에 제한되지는 않음) 또는 그의 변경에 따라서 실행될 수 있다.  일부 대안에서, T 세포는 환자로부터 수득된

자가 T 세포이다.

예를 들어, 목적하는 T 세포 집단 또는 하위집단은 시험관내 배양 배지에 초기 T 림프구 집단을 첨가하고, 이어[0138]

서 배양 배지에 피더 세포, 예컨대 비-분열 말초 혈액 단핵 세포 (PBMC)를 첨가하고 (예를 들어, 생성된 세포의

집단이 확장되는 초기 집단 내 각각의 T 림프구에 대해 적어도 5, 10, 20 또는 40 또는 그 초과의 PBMC 피더 세

포를 함유하도록); 배양물을 인큐베이션하는 것 (예를 들어 T 세포의 수를 확장시키기에 충분한 시간 동안)에

의해 확장될 수 있다.  비-분열 피더 세포는 감마-조사된 PBMC 피더 세포를 포함할 수 있다.  일부 대안에서,

PBMC는 세포 분열을 방지하기 위해 3000 내지 3600 rad 범위의 감마선으로 조사된다.  배양 배지에의 T 세포 및

피더 세포의 첨가 순서는 원하는 경우에 역전될 수 있다.  배양물은 전형적으로 T 림프구의 성장에 적합한 온도

등의 조건 하에 인큐베이션될 수 있다.  인간 T 림프구의 성장을 위해, 예를 들어, 온도는 일반적으로 적어도

25℃, 바람직하게는 적어도 30℃, 보다 바람직하게는 37℃일 것이다.

확장된 T 림프구는 인간 종양 또는 병원체 상에 존재하는 항원에 특이적일 수 있는 CD8
+
 세포독성 T 림프구[0139]

(CTL) 및 CD4
+
 헬퍼 T 림프구를 포함한다.  임의로, 확장 방법은 피더 세포로서 비-분열 EBV-형질전환된 림프모

구성 세포 (LCL)를 첨가하는 단계를 추가로 포함할 수 있다.  LCL은 6000 내지 10,000 rad 범위의 감마선으로

조사될 수 있다.  LCL 피더 세포는 임의의 적합한 양, 예컨대 적어도 10:1의 LCL 피더 세포 대 초기 T 림프구의

비로 제공될 수 있다.  임의로, 확장 방법은 항-CD3 및/또는 항 CD28 항체를 배양 배지에 첨가하는 단계 (예를

들어, 적어도 0.5 ng/ml의 농도로)를 추가로 포함할 수 있다.  임의로, 확장 방법은 IL-2 및/또는 IL-15를 배양

배지에 첨가하는 단계 (예를 들어, 여기서 IL-2의 농도는 적어도 10 단위/ml임)를 추가로 포함할 수 있다.  T

림프구의 단리 후에 세포독성 및 헬퍼 T 림프구 둘 다는 확장 전 또는 후에 나이브, 기억 및 이펙터 T 세포 하

위집단으로 소팅될 수 있다.

CD8+ T 세포는 표준 방법을 사용하여 수득될 수 있다.  일부 대안에서, CD8+ T 세포는 각각의 유형의 CD8+ T 세[0140]

포와 연관된 세포 표면 항원을 확인함으로써 나이브, 중심 기억 및 이펙터 기억 세포로 추가로 소팅된다.  일부

대안에서, 기억 T 세포는 CD8+ 말초 혈액 림프구의 CD62L+ 및 CD62L- 하위세트 둘 다에 존재한다.  PBMC는 항-

CD8 및 항-CD62L 항체로 염색한 후 CD62L-CD8+ 및/또는 CD62L+CD8+ 분획으로 소팅된다.  일부 대안에서, 중심

기억 TCM의 표현형 마커의 발현은 CD45RO, CD62L, CCR7, CD28, CD3 및/또는 CD127을 포함하고, 그랜자임 B 및/

또는 CD45RA에 대해 음성이거나 낮다.  일부 대안에서, 중심 기억 T 세포는 CD45RO+, CD62L+ 또는 CD8+ T 세포

이다.  일부 대안에서, 이펙터 TE는 CD62L, CCR7, CD28 및/또는 CD127에 대해 음성이고, 그랜자임 B 및/또는 퍼

포린에 대해 양성이다.  일부 대안에서, 나이브 CD8+  T  림프구는 CD62L,  CCR7,  CD28,  CD3,  CD127  및/또는

CD45RA를 포함한 나이브 T 세포의 표현형 마커의 발현에 의해 특징화된다.

세포 또는 세포 집단이 특정한 세포 표면 마커에 대해 양성인지 여부는 표면 마커에 특이적인 항체 및 이소형[0141]

매칭 대조군 항체에 의한 염색을 사용하는 유동 세포측정법에 의해 결정될 수 있다.  마커에 대해 음성인 세포
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집단은 이소형 대조군에 비해 특이적 항체에 의한 세포 집단의 유의한 염색의 부재를 지칭하고, 양성은 이소형

대조군에 비해 세포 집단의 균일한 염색을 지칭한다.  일부 대안에서, 마커 중 1종의 발현의 감소는 참조 세포

집단과 비교 시 평균 형광 강도에서의 1 log10의 손실 및/또는 적어도 세포의 20%, 세포의 25%, 세포의 30%, 세

포의 35%, 세포의 40%, 세포의 45%, 세포의 50%, 세포의 55%, 세포의 60%, 세포의 65%, 세포의 70%, 세포의

75%, 세포의 80%, 세포의 85%, 세포의 90%, 세포의 95% 및 세포의 100% 및 20 내지 100% 사이의 임의의 %의 마

커를 나타내는 세포의 백분율의 감소를 지칭한다.  일부 대안에서, 마커 중 1개에 대해 양성인 세포 집단은 참

조 세포 집단과 비교 시 적어도 세포의 50%, 세포의 55%, 세포의 60%, 세포의 65%, 세포의 70%, 세포의 75%, 세

포의 80%, 세포의 85%, 세포의 90%, 세포의 95% 또는 세포의 100% 또는 50 내지 100% 사이의 임의의 %가 마커를

나타내는 세포의 백분율을 지칭한다.

CD4+ T 헬퍼 세포는 세포 표면 항원을 갖는 세포 집단을 확인함으로써 나이브, 중심 기억 및 이펙터 세포로 소[0142]

팅된다.  CD4+ 림프구는 표준 방법에 의해 수득될 수 있다.  일부 대안에서, 나이브 CD4+ T 림프구는 CD45RO-,

CD45RA+, CD62L+ 및/또는 CD4+ T 세포이다.  일부 대안에서, 중심 기억 CD4+ 세포는 CD62L+ 및/또는 CD45RO+이

다.  일부 대안에서, 이펙터 CD4+ 세포는 CD62L- 및/또는 CD45RO-이다.

일부 대안에서, 항원 특이적인 CD4+ 및 CD8+의 집단은 항원으로 나이브 또는 항원 특이적 T 림프구를 자극함으[0143]

로써 수득될 수 있다.  예를 들어, 항원-특이적 T 세포주 또는 클론은 시토메갈로바이러스 항원에 대해, 감염된

대상체로부터 T 세포를 단리하고 동일한 항원으로 세포를 시험관내 자극함으로써 생성될 수 있다.  나이브 T 세

포가 또한 사용될 수 있다.  종양 세포로부터의 임의의 수의 항원은 T 세포 반응을 도출하기 위한 표적으로 이

용될 수 있다.  일부 대안에서, 입양 세포 면역요법 조성물은 고형 종양, 혈액 악성종양, 유방암 또는 흑색종을

포함하는 질환 또는 장애의 치료에 유용하다.

일부 대안에서 본 개시내용에 따라 면역요법에 사용될 T 세포에 기능적 유전자를 도입시키는 것이 바람직할 수[0144]

있다.  예를 들어, 도입된 유전자 또는 유전자들은 전달된 T 세포의 생존율 및/또는 기능을 촉진함으로써 요법

의 효능을 증진 또는 개선시킬 수 있거나; 또는 이는 생체내 생존 또는 이동의 선택 및/또는 평가를 허용하는

유전자 마커를 제공할 수 있거나; 또는 이는 예를 들어 문헌 [Lupton S. D. et al., Mol. and Cell Biol.,

11:6 (1991); 및 Riddell et al., Human Gene Therapy 3:319-338 (1992)]에 기재된 바와 같이 세포가 생체내

음성 선택에 감수성이게 함으로써 면역요법의 안전성을 증진 또는 개선시키는 기능을 혼입시킬 수 있고; 또한

우성 양성 선택 마커를 음성 선택 마커와 융합하는 것으로부터 유래된 이중기능적 선택 융합 유전자의 사용을

기재한 PCT/US91/08442 및 PCT/US94/05601 (Lupton et al.)을 참조한다.  이는 공지된 기술 (예를 들어 미국

특허 번호 6,040,177 (Riddell et al.) 칼럼 14-17 참조) 또는 본 개시내용을 기반으로 관련 기술분야의 통상의

기술자에게 명백할 그의 변경에 따라 실행될 수 있다.

일부 대안에서, T 세포는 본원에 기재된 바와 같이 키메라 수용체로 변형된다.  일부 대안에서, T 세포는 치료[0145]

될 대상체로부터 수득되고, 다른 대안에서, 림프구는 동종 인간 공여자, 바람직하게는 건강한 인간 공여자로부

터 수득된다.  바람직하게는, 본원에 기재된 바와 같은 키메라 항원 수용체를 함유하는 T 세포는 흉선세포 (인

간에서 자연적 발생)로부터 뿐만 아니라 조작된 전구체, 예컨대 iPS 세포로부터 유래된 것으로부터 유래된다.

일부 대안에서, 키메라 수용체는 본원에 기재된 바와 같은 종양 세포 표면 분자, 폴리펩티드 스페이서 영역, 막[0146]

횡단 도메인 및 세포내 신호전달 도메인에 특이적으로 결합하고/거나 그를 표적화하는 리간드 결합 도메인을 포

함한다.  일부 대안에서, 리간드 결합 도메인은 모노클로날 항체 (mAb)의 가변 중쇄 (VH) 및 가변 경쇄 (VL)로

부터 유래된 단일-쇄 항체 단편 (scFv)이다.  공동자극 신호는 또한 CD3ζ 쇄에 CD28 및/또는 4-1BB의 공동자극

도메인을 융합시킴으로써 키메라 수용체를 통해 제공될 수 있다.  키메라 수용체는 HLA와 독립적으로 세포 표면

분자에 특이적이고/거나 그를 표적화하여, HLA-제한 및 종양 세포 상에서의 낮은 수준의 HLA-발현을 포함하는

TCR-인식의 한계를 극복한다.

일부 대안에서, 동일하거나 상이한 키메라 수용체는 CD4+ 및 CD8+ T 림프구의 각각의 집단에 도입될 수 있다.[0147]

일부 대안에서, 각각의 이들 집단 내의 키메라 수용체는 종양 또는 감염된 세포 상의 동일한 리간드에 특이적으

로 결합하고/거나 그를 표적화하는 리간드 결합 도메인을 갖는다.  세포 신호전달 모듈은 상이할 수 있다.  일

부 대안에서, CD8+ 세포독성 T 세포의 세포내 신호전달 도메인은 CD4+ 헬퍼 T 세포의 세포내 신호전달 도메인과

동일하다.  다른 대안에서, CD8+ 세포독성 T 세포의 세포내 신호전달 도메인은 CD4+ 헬퍼 T 세포의 세포내 신호

전달 도메인과는 상이하다.

일부 대안에서 각각의 CD4 또는 CD8 T 림프구는 본원에 기재된 바와 같이 형질도입 전에 나이브, 중심 기억, 이[0148]

펙터 기억 또는 이펙터 세포로 소팅될 수 있다.  대안적 대안에서, 각각의 CD4 또는 CD8 T 림프구는 형질도입
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후에 나이브, 중심 기억, 이펙터 기억 또는 이펙터 세포로 소팅될 수 있다.

다양한 형질도입 기술이 개발된 바 있으며, 이는 유전자 전달을 위한 재조합 감염성 바이러스 입자를 이용한다.[0149]

이는 본 발명의 T 림프구의 형질도입에 대한 현재 바람직한 접근법을 나타낸다.  이러한 방식에 사용된 바이러

스 벡터는 원숭이 바이러스 40, 아데노바이러스, 아데노-연관 바이러스 (AAV), 렌티바이러스 벡터 및/또는 레트

로바이러스로부터 유래된 바이러스 벡터를 포함한다.  따라서, 유전자 전달 및 발현 방법은 수없이 많지만, 본

질적으로 포유동물 세포에 유전 물질을 도입시키고 발현시키기 위해 기능한다.  재조합 아데노바이러스, 아데노

-연관 바이러스 및/또는 레트로바이러스 벡터를 사용한 인산칼슘 형질감염, 원형질체 융합, 전기천공, 및/또는

감염을 포함하는 몇몇 상기 기술은 조혈 또는 림프성 세포를 형질도입시키는데 사용된 바 있다.  1차 T 림프구

는 전기천공에 의해 및 레트로바이러스 또는 렌티바이러스 감염에 의해 성공적으로 형질도입된 바 있다.

레트로바이러스 및 렌티바이러스 벡터는 진핵 세포 내로의 유전자 전달을 위한 고도로 효율적인 방법을 제공한[0150]

다.  더욱이, 레트로바이러스 또는 렌티바이러스 통합은 제어된 방식으로 일어나고, 세포당 하나 또는 소수의

카피의 새로운 유전자 정보의 안정한 통합을 발생시킨다.

일부 대안에서 시험관내 음성 선택 표현형 세포의 선택을 가능하게 하는 양성 마커를 T 세포에 포함시키는 것이[0151]

유용할 수 있다.  양성 선택 마커는 숙주 세포에의 도입 시 유전자를 보유하는 세포의 양성 선택을 허용하는 우

성 표현형을 발현하는 유전자일 수 있다.  이 유형의 유전자는 관련 기술분야에 공지되어 있고, 특히 히그로마

이신 B에 대한 저항성을 부여하는 히그로마이신-B 포스포트랜스퍼라제 유전자 (hph), 항생제 G418에 대한 저항

성을 코딩하는 Tn5로부터의 아미노 글리코시드 포스포트랜스퍼라제 유전자 (neo 또는 aph), 디히드로폴레이트

리덕타제 (DHFR) 유전자, 아데노신 데아미나제 유전자 (ADA) 및/또는 다중-약물 저항성 (MDR) 유전자를 포함한

다.

다양한 방법이 관련 기술분야에서 널리 공지된 바와 같이, T 림프구를 형질도입시키는데 사용될 수 있다.  일부[0152]

대안에서, 형질도입은 렌티바이러스 벡터를 사용하여 수행된다.  일부 대안에서, CD4+ 및 CD8+ T 세포 각각은

개별적으로 키메라 수용체를 코딩하는 발현 벡터로 변형되어 규정된 집단을 형성할 수 있다.  일부 대안에서,

이들 세포는 이어서 각각의 세포 집단에 고유한 세포 표면 항원에 대해 소팅함으로써 상기 기재된 바와 같이 나

이브, 중심 기억 및 이펙터 세포의 하위집단으로 추가로 소팅된다.  또한, CD4+ 또는 CD8+ T 세포 집단은 그들

의 시토카인 프로파일 또는 증식 활성에 의해 선택될 수 있다.  예를 들어, 항원에 의해 자극될 때 가형질도입

된 세포 또는 형질도입된 CD8+ 세포와 비교 시 시토카인 예컨대 IL-2, IL-4, IL-10, TNFα 및/또는 IFNγ의 증

진된 생산을 갖는 CD4+ T 림프구가 선택될 수 있다.  다른 대안에서, IL-2 및/또는 TNFα의 증진된 생산을 갖는

나이브 또는 중심 기억 CD4+ T 세포가 선택된다.  마찬가지로, 가형질도입된 CD8+ 세포와 비교 시 증진된 IFNγ

생산을 갖는 CD8+ 세포가 선택된다.

일부 대안에서, 항원 또는 종양 표적에 반응하여 증식하는 CD4+ 및 CD8+ T 세포가 선택된다.  예를 들어, 가형[0153]

질도입된 세포 또는 CD8+ 형질도입된 세포와 비교 시 항원 또는 종양 표적에 의해 자극될 때 격렬하게 증식하는

CD4+ T 세포가 선택된다.  일부 대안에서, 항원 보유 세포에 대해 세포독성인 CD4+ 및 CD8+ T 세포가 선택된다.

일부 대안에서, CD4+ T 세포는 CD8+ T 세포와 비교 시 약하게 세포독성일 것으로 예상된다.

바람직한 대안에서, 특정한 유형의 암에 대해 확립된 동물 모델을 사용하여 생체내 종양 세포 사멸을 제공하는[0154]

형질도입된 림프구, 예컨대 CD8+ 중심 기억 세포가 선택된다.  이러한 동물 모델은 관련 기술분야의 통상의 기

술자에게 공지되어 있고, 인간을 제외한다.  본원에 기재된 바와 같이, 림프구 내로 형질도입된 모든 키메라 수

용체 구축물이 시험관내에서 활성화되고 종양 세포를 사멸시키는 능력에도 불구하고 생체내에서 종양 세포를 사

멸시키는 능력을 부여하는 것은 아니다.  특히, 일부 표적 분자의 경우에 긴 스페이서 영역을 갖는 키메라 수용

체 구축물을 갖는 T 세포는 짧은 스페이서 영역을 갖는 키메라 수용체를 갖는 T 세포와 비교 시 생체내에서 종

양 세포를 사멸시키는데 덜 효과적이었다.

본 개시내용은 CD4+ 및 CD8+ T 세포의 조합물이 조성물에서 이용될 것을 고려한다.  하나의 대안에서, 키메라[0155]

수용체 형질도입된 CD4+ 세포의 조합물은 동일한 리간드 특이성의 키메라 수용체 형질도입된 CD8+ 세포와 조합

될 수 있거나, 또는 별개의 종양 리간드에 특이적이고/거나 그를 표적화하는 CD8+ T 세포와 조합될 수 있다.

다른 대안에서, 키메라 수용체 형질도입된 CD8+ 세포를, 종양 상에 발현된 상이한 리간드에 특이적이고/거나 그

를 표적화할 수 있는 키메라 수용체 형질도입된 CD4+ 세포와 조합한다.  또 다른 대안에서, 키메라 수용체 변형

된 CD4+ 및 CD8+ 세포는 조합된다.  일부 대안에서 CD8+ 및 CD4+ 세포는 상이한 비, 예를 들어 CD8+ 및 CD4+의

1:1 비, CD8+ 대 CD4+의 10:1 비, 또는 CD8+ 대 CD4+의 100:1 비로 조합될 수 있다.  일부 대안에서, 조합된

집단은 시험관내 및/또는 생체내 세포 증식에 대해 시험되고, 세포의 증식을 제공하는 세포의 비가 선택된다.
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본원에 기재된 바와 같이, 본 개시내용은 CD4+ 및 CD8+ T 세포가 추가로 하위집단, 예컨대 나이브, 중심 기억[0156]

및 이펙터 기억 세포 집단으로 분리될 수 있음을 고려한다.  일부 대안에서, 본원에 기재된 나이브 CD4+ 세포는

CD45RO-,  CD45RA+,  CD62L+,  CD4+  양성 T 세포이다.  일부 대안에서, 중심 기억 CD4+  세포는 CD62L  양성 및

CD45RO 양성이다.  일부 대안에서, 이펙터 CD4+ 세포는 CD62L 음성 및 CD45RO 양성이다.  각각의 이들 집단은

독립적으로 키메라 수용체로 변형될 수 있다.

형질도입 및/또는 키메라 수용체 보유 세포에 대한 선택 후에, 인간 대상체에의 적어도 1회의 주입을 제공하는[0157]

데 충분한 수의 세포, 전형적으로 대략 10
4
개 세포/kg 내지 10

9
개 세포/kg가 수득될 때까지 세포 집단을 바람직

하게는 시험관내 확장시킨다.  일부 대안에서, 형질도입된 세포는 항원 보유 세포, 항 CD3, 항 CD28, 및 IL-2,

IL-7, IL-15 또는 IL-21 또는 그의 조합의 존재 하에 배양된다.

CD4+ 및 CD8+ 세포의 각각의 하위집단은 서로 조합될 수 있다.  구체적 대안에서, 변형된 나이브 또는 중심 기[0158]

억 CD4+ 세포는 변형된 중심 기억 CD8+ T 세포와 조합되어 항원 보유 세포, 예컨대 종양 세포에 대해 상승작용

적 세포독성 효과를 제공한다.

본 개시내용은 본원에 기재된 바와 같은 유전자 변형된 T 림프구 세포 제제를 포함하는 입양 세포 면역요법 조[0159]

성물을 제공한다.

일부 대안에서, T 림프구 세포 제제는 본원에 기재된 바와 같은 질환 또는 장애와 연관된 리간드에 특이적인 세[0160]

포외 항체 가변 도메인, 맞춤화된 스페이서 영역, 막횡단 도메인, 및 T 세포 수용체 또는 다른 수용체의 세포내

신호전달 도메인을 포함하는 키메라 수용체를 갖는 CD4 + T 세포를 포함한다.  다른 대안에서, 입양 세포 면역

요법 조성물은 세포성 면역 반응을 제공하는 키메라 수용체 변형된 종양-특이적 CD8+ 세포독성 T 림프구 세포

제제를 추가로 포함하며, 여기서 세포독성 T 림프구 세포 제제는 본원에 기재된 바와 같은 질환 또는 장애와 연

관된 리간드에 특이적인 세포외 단일 쇄 항체, 맞춤화된 스페이서 영역, 막횡단 도메인, 및 T 세포 수용체의 세

포내 신호전달 도메인을 포함하는 키메라 수용체를 갖는 CD8+ T 세포를 포함한다.

일부 대안에서, 입양 세포 면역요법 조성물은 세포성 면역 반응을 제공하는 키메라 수용체 변형된 종양-특이적[0161]

CD8+ 세포독성 T 림프구 세포 제제를 포함하며, 여기서 세포독성 T 림프구 세포 제제는 CD45RO- CD62L+ CD4+ T

세포로부터 유래된 항원-반응성 키메라 수용체 변형된 나이브 CD4+ T 헬퍼 세포, 및 제약상 허용되는 담체와 조

합하여, 질환 또는 장애와 연관된 리간드를 표적화할 수 있고/거나 그에 특이적인 세포외 단일 쇄 항체, 맞춤화

가능한 스페이서 영역, 막횡단 도메인, 및 T 세포 수용체의 세포내 신호전달 도메인을 포함하는 키메라 수용체

를 갖는 CD8+ T 세포를 포함한다.

다른 대안에서, 입양 세포 면역요법 조성물은 CD8+ 면역 반응을 증대시키는 항원-반응성 키메라 수용체 변형된[0162]

나이브 CD4+ T 헬퍼 세포와 조합하여, 환자로부터 유래된 세포성 면역 반응을 제공하는 항원 특이적 및/또는 표

적화 CD8+ 세포독성 T 림프구 세포 제제를 포함하며, 여기서 헬퍼 T 림프구 세포 제제는 질환 또는 장애와 연관

된 항원을 표적화할 수 있고/거나 그에 특이적인 세포외 항체 가변 도메인, 맞춤화된 스페이서 영역, 막횡단 도

메인, 및 T 세포 수용체의 세포내 신호전달 도메인을 포함하는 키메라 수용체를 갖는 CD4 + T 세포를 포함한다.

추가 대안에서, 입양 세포 면역요법 조성물은 CD8+ 면역 반응을 증대시키는 항원-반응성 키메라 수용체 변형된[0163]

나이브 CD4+ T 헬퍼 세포를 포함하며, 여기서 헬퍼 T 림프구 세포 제제는 질환 또는 장애와 연관된 리간드를 표

적화할 수 있고/거나 그에 특이적인 세포외 항체 가변 도메인, 맞춤화된 스페이서 영역, 막횡단 도메인, 및 T

세포 수용체의 세포내 신호전달 도메인을 포함하는 키메라 수용체를 갖는 CD4 + T 세포를 포함한다.

일부 대안에서, CD4+ T 헬퍼 림프구 세포는 나이브 CD4+ T 세포, 중심 기억 CD4+ T 세포, 이펙터 기억 CD4+ T[0164]

세포 또는 벌크 CD4+ T 세포로 이루어진 군으로부터 선택된다.  일부 대안에서, CD4+ 헬퍼 림프구 세포는 나이

브  CD4+  T  세포이며,  여기서  나이브  CD4+  T  세포는  CD45RO-,  CD45RA+,  및/또는  CD62L+  CD4+  T  세포를

포함한다.  일부 대안에서, CD8+ T 세포독성 림프구 세포는 나이브 CD8+ T 세포, 중심 기억 CD8+ T 세포, 이펙

터 기억 CD8+ T 세포 또는 벌크 CD8+ T 세포로 이루어진 군으로부터 선택된다.  일부 대안에서, CD8+ 세포독성

T 림프구 세포는 중심 기억 T 세포이며, 여기서 중심 기억 T 세포는 CD45RO+, CD62L+ 및/또는 CD8+ T 세포를 포

함한다.  또 다른 대안에서, CD8+ 세포독성 T 림프구 세포는 중심 기억 T 세포이고 CD4+ 헬퍼 T 림프구 세포는

나이브 또는 중심 기억 CD4+ T 세포이다.

본 개시내용은 입양 면역요법 조성물을 제조하는 방법, 및 질환 또는 장애를 갖는 대상체에서 세포 면역요법을[0165]

수행하기 위한 이들 조성물의 용도 또는 사용 방법을 제공한다.  키메라 수용체 변형된 T 세포의 증식 및 지속

성은 질환 또는 장애의 동물 모델을 사용하여 세포를 투여하고 전달된 세포의 지속성 및/또는 증식 능력을 결정
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하는 것에 의해 결정될 수 있다.  다른 대안에서, 증식 및 활성화는 항원 보유 세포를 사용하여 활성화의 다중

순환을 거침으로써 시험관내 시험될 수 있다.

일부 대안에서, 조성물을 제조하는 방법은 변형된 나이브 CD4+ T 헬퍼 세포를 수득하는 단계를 포함하며, 여기[0166]

서 변형된 헬퍼 T 림프구 세포 제제는 본원에 기재된 바와 같은 종양 세포 표면 분자를 표적화할 수 있고/거나

그에 특이적인 리간드 결합 도메인, 맞춤화된 스페이서 도메인, 막횡단 도메인 및 세포내 신호전달 도메인을 포

함하는 키메라 수용체를 갖는 CD4+ T 세포를 포함한다.

또 다른 대안에서, 방법은 변형된 CD8+ 세포독성 T 세포를 수득하는 단계를 추가로 포함하며, 여기서 변형된 세[0167]

포독성 T 림프구 세포 제제는 본원에 기재된 바와 같은 종양 세포 표면 분자를 표적화할 수 있고/거나 그에 특

이적인 리간드 결합 도메인, 맞춤화된 스페이서 도메인, 막횡단 도메인 및 세포내 신호전달 도메인을 포함하는

키메라 수용체를 갖는 CD8+ 세포를 포함한다.

또 다른 대안에서, 방법은 변형된 CD8+ 세포독성 T 세포를 수득하는 단계를 포함하며, 여기서 변형된 세포독성[0168]

T 림프구 세포 제제는 본원에 기재된 바와 같은 종양 세포 표면 분자를 표적화할 수 있고/거나 그에 특이적인

리간드 결합 도메인, 맞춤화된 스페이서 도메인, 막횡단 도메인 및 세포내 신호전달 도메인을 포함하는 키메라

수용체를 갖는 CD8+ T 세포를 포함하고, 방법은 변형된 CD8+ 세포독성 T 세포를 CD4+ 헬퍼 세포 림프구 세포 제

제와 조합하는 것을 추가로 포함한다.

키메라 수용체로 변형된 CD4+ 및 CD8+ 세포의 제조는 상기 뿐만 아니라 실시예에서 기재된 바 있다.  항원 특이[0169]

적 또는 항원 표적화 T 림프구는 질환 또는 장애를 갖는 환자로부터 수득될 수 있거나, 또는 항원의 존재 하에

T 림프구의 시험관내 자극에 의해 제조될 수 있다.  항원 특이성 또는 표적화에 대해 선택되지 않은 CD4+ 및

CD8+ T 림프구의 하위집단이 또한 본원에 기재된 바와 같이 단리되고 제조 방법에서 조합될 수 있다.  일부 대

안에서, 세포 집단의 조합은 세포 표면 마커의 균일성, 적어도 2 세대를 통해 균일한 세포 분화 상태를 갖도록

증식하는 능력에 대해 평가될 수 있다.  품질 관리는 표적 리간드를 발현하는 세포주를 키메라 수용체 변형된 T

세포와 공동-배양하여 관련 기술분야에 공지된 세포독성, 증식 또는 시토카인 생산 검정을 사용하여 키메라 수

용체 변형된 T 세포가 세포주를 인식하는지 여부를 결정함으로써 수행될 수 있다.  세포 분화 상태 및 키메라

수용체 변형된 T 세포 상의 세포 표면 마커는 유동 세포측정법에 의해 결정될 수 있다.  일부 대안에서, 마커

및 CD8+ 세포의 세포 분화 상태는 CD3, CD8, CD62L, CD28, CD27, CD69, CD25, PD-1, CTLA-4, CD45RO 및/또는

CD45RA를 포함한다.  일부 대안에서, 마커 및 CD4+ 세포의 세포 분화 상태는 CD3, CD4, CD62L, CD28, CD27,

CD69, CD25, PD-1, CTLA-4 CD45RO 및/또는 CD45RA를 포함한다.

일부 대안에서, 키메라 수용체에 대해 스페이서 영역을 선택하는 방법이 본원에 제공된다.  놀랍게도 일부 키메[0170]

라 수용체 구축물은, 시험관내에서 T 세포를 활성화시키는데 효과적이더라도, 생체내에서 효과적이지 않았다.

일부 대안에서, 방법은 단지 스페이서 영역에서만 상이한 복수개의 키메라 수용체 핵산을 제공하는 단계; 각각

의 키메라 수용체 핵산을 별개의 T 림프구 집단에 도입시키는 단계; 각각의 별개의 림프구 집단을 시험관내에서

확장시키는 단계, 및 각각의 림프구 집단을 종양 보유 동물에 도입시켜 각각의 키메라 수용체 변형된 T 세포의

항종양 효능을 결정하는 단계, 및 각각의 다른 키메라 수용체 변형된 T 세포로 변형된 각각의 다른 별개의 림프

구 집단과 비교하여 항종양 효능을 제공하는 키메라 수용체를 선택하는 단계를 포함한다.

다양한 종양의 동물 모델이 공지되어 있다.  항종양 효능은 종양 부피의 감소를 확인함으로써, 동물 사멸, 생체[0171]

내 유전자 변형된 T 세포의 지속성, 유전자 변형된 T 세포의 활성화 (예를 들어, CD25 및/CD69의 발현의 증가를

검출함으로써) 및/또는 생체내 유전자 변형된 T 세포의 증식을 결정함으로써 측정될 수 있다.  일부 대안에서,

이들 파라미터 중 하나 이상에 의해 결정된 바와 같이 생체내 최고 항종양 효능을 제공하는 키메라 수용체가 선

택된다.  항종양 효능의 결여는 생체내 유전자 변형된 림프구의 지속성의 결여, 동물 사망, 카스파제 -3의 유도

의 증가에 의해 측정되는 바와 같은 아폽토시스에서의 증가 및/또는 유전자 변형된 림프구의 증식에서의 감소에

의해 결정될 수 있다.

일부 대안에서, 단지 스페이서 영역에서만 상이한 복수개의 키메라 수용체 핵산을 제공하는 단계는 리간드 결합[0172]

도메인을 코딩하는 폴리뉴클레오티드 (여기서 리간드는 림프구에 의한 인식 및 제거를 매개하는데 적합한 종양

특이적  또는  종양  표적화  항원  (예를  들어  CD171)이거나,  또는  표적  세포  집단  상에  발현된  임의의  다른

분자임); 제1 폴리펩티드 스페이서에 대한 코딩 서열의 5' 및 3' 말단에서 규정된 제한 부위를 갖는 제1 폴리펩

티드 스페이서를 코딩하는 폴리뉴클레오티드; 막횡단 도메인을 코딩하는 폴리뉴클레오티드; 및 세포내 신호전달

도메인을 코딩하는 폴리뉴클레오티드를 포함하는 키메라 수용체 구축물을 제공하는 단계를 포함한다.
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일부 대안에서, 본 개시내용은 그를 필요로 하는 환자에서 암을 치료 또는 억제하는 방법, 암의 진행 및/또는[0173]

전이를 억제 또는 지연시키는 방법, 종양 또는 암 세포의 존재를 억제 또는 감소시키는 방법, 및/또는 CD171 발

현 세포의 표적 집단을 억제 또는 감소시키는 방법을 제공한다.  이러한 방법은 세포성 면역 반응을 제공하는

상기 대상체 또는 상기 환자에게 유전자 변형된 세포독성 T 림프구 세포 제제를 투여하는 것을 수반하며, 여기

서 세포독성 T 림프구 세포 제제는 리간드 결합 도메인을 코딩하는 폴리뉴클레오티드 (여기서 리간드는 림프구

에 의한 인식 및 제거를 매개하는데 적합한 종양 특이적 항원 또는 표적 세포 집단 상에 발현된 임의의 다른 분

자 (예를 들어 CD171)임); 폴리펩티드 스페이서를 코딩하는 폴리뉴클레오티드 (여기서 폴리펩티드 스페이서는

맞춤화된 길이를 갖고, 여기서 스페이서는 참조 키메라 수용체와 비교 시 증진된 T 세포 증식, 증진된 생체내

세포 활성 및/또는 시토카인 생산 (예를 들어 생체내)을 제공함); 막횡단 도메인을 코딩하는 폴리뉴클레오티드;

및 1개 이상의 세포내 신호전달 도메인을 코딩하는 폴리뉴클레오티드에 의해 코딩된 키메라 수용체를 갖는 CD8+

발현 T 세포를 포함한다.  일부 대안에서, 대상체는 암을 억제 또는 치료하는 요법을 필요로 하는 대상체로서

확인 또는 선택된다.  이러한 선택 또는 확인은 임상 또는 진단 평가에 의해 이루어질 수 있다.

본 개시내용은 또한 본원에 기재된 바와 같은 키메라 수용체를 발현하는 림프구의 조성물을 질환 또는 장애를[0174]

갖는 대상체에게 투여하는 것을 포함하는, 상기 대상체에서 세포 면역요법을 수행하는 방법을 제공한다.  다른

대안에서, 방법은 대상체에게 세포성 면역 반응을 제공하는 유전자 변형된 세포독성 T 림프구 세포 제제 (여기

서 세포독성 T 림프구 세포 제제는 본원에 기재된 바와 같은 종양 세포 표면 분자를 표적화할 수 있고/거나 그

에 특이적인 리간드 결합 도메인, 맞춤화된 스페이서 도메인, 막횡단 도메인 및 세포내 신호전달 도메인을 포함

하는 키메라 수용체를 갖는 CD8 + T 세포를 포함함) 및 직접 종양 인식을 도출하고 세포성 면역 반응을 매개하

는 유전자 변형된 세포독성 T 림프구 세포 제제 능력을 증대시키는 유전자 변형된 헬퍼 T 림프구 세포 제제 (여

기서 헬퍼 T 림프구 세포 제제는 본원에 기재된 바와 같은 종양 세포 표면 분자를 표적화할 수 있고/거나 그에

특이적인 리간드 결합 도메인, 맞춤화된 스페이서 도메인, 막횡단 도메인 및 세포내 신호전달 도메인을 포함하

는 키메라 수용체를 갖는 CD4+ T 세포를 포함함)를 투여하는 것을 포함한다.  일부 대안에서, 대상체는 암을 억

제 또는 치료하는 요법을 필요로 하는 대상체로서 확인 또는 선택된다.  이러한 선택 또는 확인은 임상 또는 진

단 평가에 의해 이루어질 수 있다.

본 개시내용의 범주를 제한하지 않으면서, 투여 전 생체내에서 지속 및 증식할 수 있는 키메라 수용체 변형된 T[0175]

세포 집단을 선택함으로써 보다 낮은 용량의 T 세포를 사용하고 보다 균일한 치료 활성을 제공하는 능력을 발생

시킬 수 있는 것으로 여겨진다.  일부 대안에서, T 세포의 용량은 적어도 10%, 20%, 또는 30% 또는 그 초과만큼

감소될 수 있다.  T 세포의 용량에서의 감소는 위험 또는 종양 용해 증후군 및 시토카인 폭풍을 감소시키는데

유익할 수 있다.

또 다른 대안에서, 질환 또는 장애를 갖는 대상체에서 세포 면역요법을 수행하는 방법은 상기 대상체에게 유전[0176]

자 변형된 헬퍼 T 림프구 세포 제제를 투여하는 것을 포함하며, 여기서 변형된 헬퍼 T 림프구 세포 제제는 본원

에 기재된 바와 같은 종양 세포 표면 분자를 표적화할 수 있고/거나 그에 특이적인 리간드 결합 도메인, 맞춤화

된 스페이서 도메인, 막횡단 도메인 및 세포내 신호전달 도메인을 포함하는 키메라 수용체를 갖는 CD4+ T 세포

를 포함한다.  일부 대안에서, 방법은 대상체에게 유전자 변형된 세포독성 T 림프구 세포 제제를 투여하는 것을

추가로 포함하며, 여기서 변형된 세포독성 T 림프구 세포 제제는 본원에 기재된 바와 같은 종양 세포 표면 분자

를 표적화할 수 있고/거나 그에 특이적인 리간드 결합 도메인, 맞춤화된 스페이서 도메인, 막횡단 도메인 및 세

포내 신호전달 도메인을 포함하는 키메라 수용체를 갖는 CD8+ 세포를 포함한다.  일부 대안에서, 대상체는 암을

억제 또는 치료하는 요법을 필요로 하는 대상체로서 확인 또는 선택된다.  이러한 선택 또는 확인은 임상 또는

진단 평가에 의해 이루어질 수 있다.

또 다른 대안은 질환 또는 장애를 갖는 대상체의 생물학적 샘플을 질환 또는 장애와 연관된 표적 분자 (예를 들[0177]

어 CD171)의 존재에 대해 분석하는 것 및 본원에 기재된 입양 면역요법 조성물을 투여하는 것을 포함하는, 질환

또는 장애를 갖는 대상체에서 세포 면역요법을 수행하는 방법을 기재하며, 여기서 키메라 수용체는 표적 분자에

특이적으로 결합하고/거나 그를 표적화한다.  일부 대안에서, 대상체는 암을 억제 또는 치료하는 요법을 필요로

하는 대상체로서 확인 또는 선택된다.  이러한 선택 또는 확인은 임상 또는 진단 평가에 의해 이루어질 수

있다.

일부 대안에서, CD4+ T 헬퍼 림프구 세포는 키메라 수용체의 도입 전에 나이브 CD4+ T 세포, 중심 기억 CD4+ T[0178]

세포, 이펙터 기억 CD4+ T 세포 또는 벌크 CD4+ T 세포로 이루어진 군으로부터 선택된다.  구체적 대안에서,

CD4+ 헬퍼 림프구 세포는 나이브 CD4+ T 세포이며, 여기서 나이브 CD4+ T 세포는 CD45RO-, CD45RA+, 및/또는

CD62L+ CD4+ T 세포를 포함한다.  또 다른 대안에서, CD8+ T 세포독성 림프구 세포는 키메라 수용체의 도입 전
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에 나이브 CD8+ T 세포, 중심 기억 CD8+ T 세포, 이펙터 기억 CD8+ T 세포 또는 벌크 CD8+ T 세포로 이루어진

군으로부터 선택된다.  구체적 대안에서, CD8+ 세포독성 T 림프구 세포는 중심 기억 T 세포이며, 여기서 중심

기억 T 세포는 CD45RO+, CD62L+ 및/또는 CD8+ T 세포를 포함한다.  구체적 대안에서, CD8+ 세포독성 T 림프구

세포는 중심 기억 T 세포이고, CD4+ 헬퍼 T 림프구 세포는 나이브 CD4+ T 세포이다.  일부 대안에서, 대상체는

암을 억제 또는 치료하는 요법을 필요로 하는 대상체로서 확인 또는 선택된다.  이러한 선택 또는 확인은 임상

또는 진단 평가에 의해 이루어질 수 있다.

일부 대안에서, CD8+ T 세포 및 CD4+ T 세포는 둘 다 종양-특이적 세포 표면 분자에 특이적으로 결합하고/거나[0179]

그를 표적화하는 항체 중쇄 도메인을 포함하는 키메라 수용체로 유전자 변형된다.  다른 대안에서, CD8 세포독

성 T 세포의 세포내 신호전달 도메인은 CD4 헬퍼 T 세포의 세포내 신호전달 도메인과 동일하다.  또 다른 대안

에서, CD8 세포독성 T 세포의 세포내 신호전달 도메인은 CD4 헬퍼 T 세포의 세포내 신호전달 도메인과는 상이하

다.

본원에 기재된 조성물을 제공받을 수 있는 대상체는 일반적으로 인간 및 다른 영장류 대상체, 예컨대 원숭이 및[0180]

수의학적 의약 목적을 위한 유인원이지만; 그러나, 기술은 또한 가축, 예컨대 말, 돼지, 양, 소 및 염소 뿐만

아니라 반려 동물, 예컨대 개 및 고양이에 대한 용도를 고려한다.  대상체는 남성 또는 여성일 수 있고, 유아,

소아, 청소년, 성인 및 노인 대상체를 포함한, 임의의 적합한 연령일 수 있다.

방법은 예를 들어 CD171 보유 암 또는 종양 세포의 치료 또는 억제에 유용하다.  일부 대안에서, CD171 암 또는[0181]

종양 세포는 신경모세포종, 흑색종, 자궁경부 암종, 난소암, 자궁 암종, 췌장암, 결장 암종, 신암종 및 교모세

포종을 포함한다.

상기 기재된 바와 같이 제조된 키메라 항원 T 세포는 본 발명의 개시내용을 기반으로 하여 관련 기술분야의 통[0182]

상의 기술자에게 명백할 공지된 기술 또는 그의 변경에 따라 입양 면역요법을 위한 방법 및 조성물에서 이용될

수 있다.  일부 대안에서, T 세포는 먼저 그의 배양 배지로부터 T 세포를 수거한 다음, 세척하고, 세포를 투여

에 적합한 배지 및 용기 시스템 ("제약상 허용되는" 담체) 내에서 치료-유효량으로 농축시킴으로써 제제화된다.

적합한 주입 배지는 임의의 등장성 배지 제제, 전형적으로 생리 염수, 노르모졸 R (애보트) 또는 플라즈마-라이

트 A (백스터)일 수 있지만, 또한 물 중 5% 덱스트로스 또는 링거 락테이트가 이용될 수 있다.  주입 배지는 인

간 혈청 알부민, 태아 소 혈청 또는 다른 인간 혈청 성분에 의해 보충될 수 있다.

조성물 중 세포의 치료 유효량은 적어도 2개 세포 하위세트 (예를 들어, 1개 CD8+ 중심 기억 T 세포 하위세트[0183]

및 1개 CD4+ 헬퍼 T 세포 하위세트)이거나, 보다 전형적으로 10
2
개 세포 초과, 및 10

6
개 이하, 10

8
 또는 10

9
개

세포 이하이고, 10
10
개 세포 초과일 수 있다.  세포의 수는 조성물 내에 포함될 세포의 유형에 따라 의도되는 궁

극적 용도에 따라 달라질 것이다.  예를 들어, 특정한 항원을 표적화할 수 있고/거나 그에 특이적인 세포를 원

하는 경우에, 집단은 이러한 세포를 70% 초과, 일반적으로 80%, 85% 및 90-95% 초과로 함유할 것이다.  본원에

제공된 용도를 위해, 세포는 일반적으로 리터 이하의 부피이고, 500 ml 이하, 심지어 250 ml 또는 100 ml 또는

그 미만일 수 있다.  따라서 목적 세포의 밀도는 전형적으로 10
4
개 세포/ml 초과이고, 일반적으로 10

7
개 세포/ml

초과, 일반적으로 10
8
개 세포/ml 이상이다.  누적해서 10

6
, 10

7
, 10

8
, 10

8
, 10

9
, 10

10
 또는 10

11
개 세포와 동일하

거나 그를 초과하는 면역 세포의 임상적으로 적절한 수는 다중 주입으로 배분될 수 있다.

일부 대안에서, 본 발명의 림프구는 개체에게 면역을 부여하는데 사용될 수 있다.  "면역"은 병원체에 의한 감[0184]

염에 대한, 또는 림프구 반응이 지시되는 종양에 대한 반응과 연관된 1종 이상의 신체 증상의 감소를 의미한다.

투여되는 세포의 양은 통상적으로 병원체에 대한 면역을 갖는 정상 개체에 존재하는 범위 내이다.  따라서, 세

포는 통상적으로 주입에 의해 투여되며, 각각의 주입은 2개 세포로부터, 적어도 10
6
 내지 3x10

10
개 세포까지의

범위, 바람직하게는 적어도 10
7
 내지 10

9
개 세포의 범위이다.  T 세포는 단일 주입에 의해, 또는 다중 주입에 의

해 소정 시간 범위에 걸쳐 투여될 수 있다.  그러나, 상이한 개체가 반응성이 다양할 것으로 예상되기 때문에,

주입되는 세포의 유형 및 양, 뿐만 아니라 주입 횟수 및 다중 주입이 주어지는 시간 범위가 담당 의사에 의해

결정되고, 이는 상용 검사에 의해 결정될 수 있다.  충분한 수준의 T 림프구 (세포독성 T 림프구 및/또는 헬퍼

T 림프구 포함)의 생성은 본원에 예시된 바와 같은 본 발명의 신속한 확장 방법을 사용하여 용이하게 달성가능

하다.  예를 들어, 미국 특허 번호 6,040,177 (Riddell et    al.)의 칼럼 17을 참조하며, 이는 그 전문이 참

조로 명백히 포함된다.

일부 대안에서, 본원에 기재된 바와 같은 조성물은 정맥내로, 복강내로, 종양내로, 골수 내로, 림프절 내로, 및[0185]
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/또는 뇌척수액 내로 투여된다.  일부 대안에서, 키메라 수용체 조작된 조성물은 종양 부위에 전달된다.  대안

적으로, 본원에 기재된 바와 같은 조성물은 세포를 종양 또는 면역계 구획으로 표적화하고 폐와 같은 부위는 회

피하는 화합물과 조합될 수 있다.  일부 대안에서, 본원에 기재된 바와 같은 조성물은 화학요법제 및/또는 면역

억제제와 함께 투여된다.  일부 대안에서, 환자는 다른 면역 세포를 억제 또는 파괴하는 화학요법제로 먼저 처

리된 다음, 본원에 기재된 조성물에 의해 처리된다.  일부 경우에서, 화학요법은 전적으로 회피될 수 있다.

본 발명은 하기 제시된 추가의 대안에서 추가로 예시된다.[0186]

대안[0187]

하기 대안은 본 발명을 예시하는 것이지, 어떠한 방식, 형상 또는 형태로든 명백하게 또는 함축적으로 제한하고[0188]

자 하는 것은 아니다.  그들이 사용될 수 있는 것들을 대표하더라도, 관련 기술분야의 통상의 기술자에게 공지

된 다른 절차, 방법론 또는 기술이 대안적으로 사용될 수 있다.

키메라 수용체 변형된 T 세포에 의한 CD171의 최적 인식을 위한 스페이서 도메인 길이의 맞춤화[0189]

신경모세포종을 포함한 수많은 인간 악성종양 상에서 발현되는 CD171분자를 표적화할 수 있거나 또는 그에 특이[0190]

적인 키메라 수용체를 구축하였다.  CD171 키메라 수용체는 CD171 상의 에피토프 CE7에 특이적으로 결합하고/거

나 그를 표적화하는 CD171 특이적 및/또는 표적화 scFV로부터 설계되었고, 상이한 길이의 세포외 스페이서 도메

인을 함유한다.  Ce7scFv-IgG4힌지-CH2-CH3-CD28tm/4-1BB-제타-T2A-EGFRt-epHIV7 (긴 구축물)에 대한 서열 (서

열식별번호: 54)은 도 5 및 도 6에 제시된다.  CE7scFv-IgG4힌지-CH3-CD28tm/4-1BB-제타-T2A-EGFRt-epHIV7 (중

간형)에 대한 서열 (서열식별번호: 55)은 도 7 및 8에 제시된다.  CE7scFv-IgG4힌지-CD28tm/4-1BB-제타-T2A-

EGFRt-epHIV7 (짧은)에 대한 서열 (서열식별번호: 56)은 도 9 및 10에 제시된다.  2개의 공동자극 도메인을 갖

는 구축물 CE7scFv-IgG4힌지-CD28tm/cyto-4-1BB-제타-T2A-EGFRt-epHIV7에 대한 서열 (서열식별번호: 57)은 도

11-12에 제시된다.  각각의 CD171  특이적 및/또는 표적화 키메라 수용체를 발현하는 T-세포가 시험관내에서

CD171 신경모세포종 종양을 인식하고, 면역결핍 마우스 내로 생착된 신경모세포종 종양 세포를 제거하는 능력을

분석하였다.

인간 대상체[0191]

말초 혈액 단핵 세포 (PBMC)는 연구 프로토콜의 사전 서면 동의 후에 건강한 공여자 및 환자로부터 입수하였다.[0192]

세포주[0193]

SK-N-BE  2  신경모세포종  세포주  (Be2)는  아메리칸  타입  컬쳐  콜렉션으로부터  입수하였다.   EBV-형질전환된[0194]

TMLCL은 이전에 기재된 바와 같이 PBMC로부터 제조되었다 (Pelloquin F, Lamelin, Lenoir GM. In vitro cell

dev biol 1986; 22(12):689-694).

면역표현형결정[0195]

PBMC 및 세포주를 하기 접합된 mAb: CD4, CD8, CD28, CD45RA 및 CD62L로 염색하고, 이소형 대조군 (BD 바이오[0196]

사이언시스(BD Biosciences))을 매칭하였다.  중심 기억 T 세포는 면역자기 비드를 사용하여 CD8+ 세포를 단리

시키고 CD45RA 세포의 CD8+ 세포 집단을 고갈시킴으로써 PBMC로부터 단리시켰다.  CD45RA가 고갈된 CD8+ 세포는

도 1에 제시된 바와 같이 면역자기 비드를 사용하여 CD62L에 대해 풍부화시켰다.  CD171키메라 수용체의 표면

발현은 폴리클로날 염소 항-마우스-IgG 항체 (Fab-특이적) (잭슨 이뮤노리서치)를 사용하여 분석하였다.  유동

분석은 FACS칸토(FACSCanto)® 상에서 실시하고, FACS아리아II(FACSAriaII)® (벡톤 디킨슨) 상에서 소트-정제

하고, 데이터는 플로우조(FlowJo)® 소프트웨어 (트리스타(Treestar))를 사용하여 분석하였다.

벡터 구축 및 키메라 수용체 코딩 렌티바이러스의 제조[0197]

CD171 특이적 및/또는 표적화 키메라 수용체는 CE7 mAb (CD171)의 VL 및 VH 쇄 절편을 사용하여 구축하였다.[0198]

(CE7에 대한 가변 영역 서열은 도 5, 7, 9 및 11에 제공된다).  각각의 scFV는 '힌지-CH2-CH3' (긴: 229 AA),

'힌지-CH3' (중간형: 119 AA) 또는 '힌지' 단독 (짧은: 12 AA) 서열을 포함하는 IgG4-Fc (유니프롯 데이터베이

스: P01861; 표 2)로부터 유래된 스페이서 도메인에 연결되었다 (표 6).  모든 스페이서는 천연 IgG4-Fc 단백질

의 위치 108에 위치한 '힌지' 도메인 내에 S → P 치환을 함유하였고; 인간 CD28 (유니프롯: P10747, 표 3)의

27  AA  막횡단 도메인, 및 (i)  인간 4-1BB  (유니프롯: Q07011,  표 4)의 42 AA  세포질 도메인에 연결된 천연

CD28 단백질 (표 3)의 위치 186-187에 위치한 LL → GG 치환을 갖는 인간 CD28의 41 AA 세포질 도메인 또는

(ii)  인간  4-1BB  단독의  세포질  도메인을  포함하는  신호전달  모듈  (각각의  모듈은  인간  CD3ζ  (유니프롯:
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P20963, 표 5)의 이소형 3의 112 AA 세포질 도메인에 연결됨)에 연결되었다.  구축물은 키메라 수용체 하류의

T2A 리보솜 스킵 요소 (표 1) 및 tEGFR 서열 (표 1)을 코딩하였다.  각각의 트랜스진을 코딩하는 인간 코돈-최

적화된 뉴클레오티드 서열을 합성하고 (라이프 테크놀로지스), epHIV7 렌티바이러스 벡터로 클로닝하였다.

CD171-키메라 수용체 또는 tEGFR-코딩 렌티바이러스를 패키징 벡터 pCHGP-2, pCMV-Rev2 및 pCMV-G, 및 칼포스[0199]

(Calphos)® 형질감염 시약 (클론테크)을 사용하여 293T 세포에서 생산하였다.

CD171-키메라 수용체를 발현하는 T-세포주의 생성[0200]

CD8
+  
CD45RA- CD62L

+
 중심 기억 T-세포 (TCM)를 정상 공여자의 PBMC로부터 소팅하고 (도 1 참조), 항-CD3/CD28[0201]

비드 (라이프 테크놀로지스)로 활성화시키고, 제3일에 1 μg/mL 폴리브렌 (밀리포어)으로 보충된 렌티바이러스

상청액 (MOI = 3)에 의해, 800 g에서 45분 동안 32℃에서의 원심분리에 의해 활성화한 후에 형질도입시켰다.

T-세포는 50 U/mL의 최종 농도로 재조합 인간 IL-2로 보충된 10% 인간 혈청, 2 mM L-글루타민을 함유하는 RPMI

(CTL 배지) 중에서 확장시켰다.  각각의 T-세포주의 tEGFR+ 하위세트는 비오틴-접합된 항-EGFR mAb (임클론 시

스템즈) 및 스트렙타비딘-비즈 (밀테니)를 사용하는 면역자기 선택에 의해 풍부화시켰다.

세포독성, 및 시토카인 분비[0202]

표적 세포, Be2 세포 또는 TML CL을, 
51
Cr (퍼킨엘머(PerkinElmer))로 표지하고, 세척하고, 다양한 이펙터 대[0203]

표적  (E:T)  비에서  이펙터  키메라  수용체  변형된  T-세포와  함께  1-2x10
3
개  세포/웰로  3중으로

인큐베이션하였다.  상청액을 4-시간 인큐베이션 후에 γ-계수를 위해 수거하고, 특이적 용해를 표준 식을 사용

하여 계산하였다.  시토카인 분비의 분석을 위해, 5x10
4
개 T-세포를 표적 세포와 함께 30:1, 10:1, 3:1 또는

1:1의 E:T 비로 3중으로 플레이팅하고, 24-시간 인큐베이션 후에 제거한 상청액 중에서 ELISA 또는 멀티플렉스

시토카인 면역검정 (루미넥스)에 의해 IFN-γ, TNF-α 및 IL-2를 측정하였다.

NOD/SCID/γc
-/- 

(NSG) 마우스에서의 실험[0204]

6- 내지 8-주령 암컷 NOD.Cg-Prkdc
scid

 Il2rg
tm1Wjl

/SzJ (NSG) 마우스는 잭슨 래보러토리로부터 입수하거나 또는[0205]

사내 사육하였다.  마우스는 0.2x10
6
개의 신경모세포종 종양 세포로 두개내로 주입되었고, 7일 후에, 2 x10

6
개의

키메라 수용체-변형된 또는 대조군 T-세포의 두개내 주사를 제공받았다.  종양 성장의 생물발광 영상화를 위해,

마우스는 PBS 중 재현탁된 루시페린 기질 (캘리퍼 라이프 사이언시스)의 주사 (15 μg/g 체중)를 제공받았다.

마우스를 이소플루란으로 마취하고, 1초 내지 1분의 수득 시간에서 작은 또는 중간 비닝 방식으로의 루시페린의

주사 15분 후에 제노겐 IVIS 영상화 시스템 (캘리퍼)을 사용하여 영상화하여 불포화 영상을 수득하였다.  루시

페라제 활성은 리빙 이미지 소프트웨어 (캘리퍼)를 사용하여 분석하고, 광자 플럭스를 전신을 포괄한 관심 영역

내에서 분석하였다.

통계적 분석[0206]

통계적 분석은 프리즘 소프트웨어 (그래프패드(GraphPad)®)를 사용하여 수행하였다.  스튜던트 t-검정은 95%의[0207]

신뢰 구간을 갖는 양측 대응표본 검정으로서 수행하였고, p<0.05의 p-값을 갖는 결과를 유의한 것으로 간주하였

다.  생존의 통계적 분석은 로그-순위 검정에 의해 실시하였고, p<0.05의 p-값을 갖는 결과를 유의한 것으로 간

주하였다.

CD171 키메라 수용체의 더 긴 스페이서 도메인은 우월한 세포독성 및 생체내 시토카인 분비를 부여한다[0208]

CE7 scFV를 사용하는 CD171-특이적 및/또는 표적화 키메라 수용체의 설계가 공지되어 있다.  (Park J et al.[0209]

Molecular Therapy 2007, April 15(4):825-33).  이 키메라 수용체는 시험관내에서 CD171 종양의 특이적 인식

및/또는 표적화를 부여했지만, 스페이서 도메인을 조정하는 것은 종양 인식 및 T-세포 신호전달을 증진시킬 것

이라고 가정되었다.  따라서, 스페이서 도메인이 '힌지-CH2-CH3' (229개 아미노산, 긴), '힌지-CH3' (119 AA,

중간형) 및 '힌지-단독' (12 AA, 짧은) 변이체로부터 선택된 키메라 수용체를 구축하였다.  각각의 새로운 수용

체는 동일한 CE7 scFV, 및 4-1BB 및 CD3ζ 신호전달 모듈을 함유하였다.  트랜스진 카세트는 키메라 수용체-변

형된 T-세포에 대한 형질도입, 선택 및 생체내 트랙킹 마커로서 작용하는 말단절단된 EGFR (tEGFR)을 포함하였

다.
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정제된 CD8
+
 TCM은 상이한 길이 스페이서를 함유하는 CD171-키메라 수용체로, 및 tEGFR 대조군 벡터로 형질도입[0210]

시켰다.  각각의 키메라 수용체의 표면 발현은 F(ab)-특이적 항체로 염색함으로써 확인하였다 (도 2a).  CD3ζ

에 특이적인 항체에 의해 형질도입된 세포의 웨스턴 블롯은 짧은, 중간 및 긴 구축물의 발현을 제시한다 (도

2b).  F(ab) 및 EGFRt의 유사한 발현은 각각의 짧은, 중간 또는 긴 스페이서 도메인과 함께 발견되었다.

각각의 CD171키메라 수용체를 발현하도록 변형된 CD8+ T-세포의 시험관내 기능의 분석은 각각의 수용체가 자연[0211]

적으로 CD171을 발현하는 Be2 세포의 특이적 용해를 부여하지만, 대조군 TML CL의 인식은 부여하지 않는다는 것

을 증명하였다 (도 2c).  긴 CD171-키메라 수용체를 발현하는 T-세포는 최대 세포용해 활성을 가졌고, CD171종

양 표적에 대해 종양 용해의 계층 (긴>> 중간형>> 짧은)이 명백하게 분명하였다 (도 2c).

Be2 세포로의 자극에 반응한 시토카인 생산의 정량 분석은 각각의 CD171 키메라 수용체를 발현하는 T-세포에 의[0212]

한 IFN-γ, TNF-α 및 IL-2의 생산을 제시하였다.  세포독성 검정에서 관찰된 바와 같이, 긴 스페이서 구축물을

갖는 T 세포는 종양 인식 후에 시토카인 분비를 매개하는데 있어서 우월하였다 (도 2d).

CD171 특이적 및/또는 표적화 CAR은 생체내 활성을 위해 짧은 세포외 스페이서 도메인을 필요로 한다.[0213]

보다 긴 스페이서를 갖는 CD171 키메라 수용체로 변형된 T-세포의 우월한 시험관내 활성이 생체내에서의 증진[0214]

또는 개선된 항종양 활성으로 번역되는지 여부는 불확실하게 남아있다.  이들 의문을 다루기 위해, 면역결핍

NSG 마우스의 코호트에 신경모세포종 세포를 두개내 주사에 의해 접종하고, 7일 후 마우스를 짧은, 중간형 또는

긴 스페이서를 갖는 CD171 특이적 키메라 수용체 CD8+ T-세포의 단일 두개내 용량으로 처리하였다.  대조군 마

우스를 tEGFR T-세포로 처리하거나 또는 비처리하였다.  비처리된 NSG/NB 마우스는 종양 접종 대략 4주 후에 안

락사를 필요로 하는 신경모세포종이 발생하였다 (도 2e, 우측 패널).

종양 퇴행 및 증진 또는 개선된 생존은 짧은 스페이서를 갖는 CD171 키메라 수용체 T-세포로 처리된 모든 마우[0215]

스에서 관찰되었다.  짧은 스페이서를 갖는 CD171 키메라 수용체 T-세포로 처리된 마우스는 긴 스페이서를 갖는

CD171 키메라 수용체 T-세포로 처리된 마우스와 비교하여 우수한 항종양 반응 및 생존을 가졌다 (도 2e, 우측

패널).  루시페린 기질로 로딩된 종양 세포로부터 총 플럭스를 측정하는 것은 짧은 또는 중간형 스페이서를 갖

는 구축물로 형질도입된 CD8 세포로 처리된 마우스가 비처리 마우스 또는 긴 스페이서를 갖는 구축물로 형질도

입된 CD8 세포로 처리된 마우스보다 훨씬 낮은 플럭스를 나타냈다는 것을 제시한다 (도 2e, 좌측 패널).

긴 스페이서 CD171 CAR 발현 CD8 Tcm으로 처리된 마우스로부터의 종양은 면역조직화학에 의하면 모의, 짧은 또[0216]

는 중간 스페이서 CD171 CAR 발현 CD8 Tcm으로 처리된 마우스로부터의 것보다 더 높은 CD3+ 세포의 백분율을 제

시하였다 (도 2f).  Ki67의 어떠한 차이도 상이한 CD8 Tcm에서의 면역조직화학에 의해 검출할 수 없었지만, 높

은 수준의 카스파제 3 및 그랜자임 B가 T 세포 주사의 3일 후에 짧은 또는 중간 스페이서를 발현하는 CD8 Tcm에

서보다 긴 스페이서 CD171 CAR을 발현하는 CD8 Tcm에서 발견되었다 (도 2g).

긴 세포외 스페이서 도메인을 갖는 CD171 특이적 및/또는 표적화 CAR은 보다 많은 활성화 유도된 세포 사멸을[0217]

제시하였다

긴 스페이서 도메인을 갖는 CD171 키메라 수용체를 발현하는 T 세포의 열등한 생체내 항종양 활성의 기저를 이[0218]

루는 잠재적 메카니즘을 결정하기 위해, T 세포가 생체내에서 종양 세포에 의해 효율적으로 활성화되지 않을 가

능성, 또는 반대로 그들이 생체내에서 활성화 유도된 T 세포 사멸을 겪을 가능성이 고려되었다.

짧은, 중간형 또는 긴 스페이서 구축물을 갖는 CD171CAR 구축물로 형질도입된 CD8 중심 기억 세포를 시험관내에[0219]

서 24시간 동안 신경모세포종 세포에 노출시켰다 (라운드 1).  CD8 중심 기억 세포를 배양물로부터 분리하고,

표현형적으로 특징화한 다음, 추가 24시간 동안 종양 세포와 함께 인큐베이션하였다 (라운드 2).  CD8 세포를

배양물로부터 분리하고, 표현형적으로 특징화한 다음, 추가 24시간 동안 종양 세포와 함께 배양물에 위치시켰다

(라운드 3).  이어서, CD8 세포를 분리하고, 표현형적으로 특징화하였다.

각 라운드로부터의 세포는 유동 세포측정법을 사용하여 활성화 마커 CD25 및 CD69의 발현에 대해 특징화하였다.[0220]

각 라운드로부터의 세포 중 사멸 세포의 백분율은 구아바 비아카운트에 의해 결정하였다.  NB 세포는 라운드 I

후에 FasR 발현에 대해 특징화되었다.

결과는 짧은 스페이서 CAR 세포가 긴 스페이서 CAR-발현 세포에 비해 연속 종양 세포 공동-배양 챌린지 후에 더[0221]

낮은 활성 및 더 나은 생존율을 나타내었다는 것을 제시한다 (라운드 III: CD25+CD69+ 42%(짧은) vs 66% (긴)

(도 3a), % 사멸 세포 15% (짧은) vs 60% (긴) (도 3b).  긴 스페이서 CAR-발현 세포는 짧은 스페이서 CAR 세
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포보다 더 큰 정도로 NB 세포에서 FasR 발현을 유도하였다 (도 3c).

집합적으로, 데이터는 긴 세포외 스페이서 도메인을 갖는 CD171 지시된 키메라 수용체가, 시험관내에서 동등하[0222]

거나  우월한  이펙터  기능을  매개함에도  불구하고,  생체내에서  높은  수준의  활성화  유도된  세포  사멸을

유도하고, 확립된 신경모세포종을 근절하는데 실패한다는 증거를 제공한다.

CD171은 많은 암종의 표면 상에서의 그의 발현으로 인해 암 면역요법을 위한 잠재적 표적으로서 관심을 끈 바[0223]

있다.  CD171 키메라 수용체의 설계 및 기능은 세포외 스페이서 도메인의 변형을 통해 증진되거나 개선된 바 있

다.  결과는 힌지 단독 짧은 스페이서 도메인을 갖는 CD171 지시된 CAR로 형질도입된 중심 기억 T 세포가 힌지-

CH3 (중간형) 또는 힌지-CH2-CH3 (긴) 스페이서 도메인을 갖는 CD171 지시된 CAR로 형질도입된 T 세포와 비교

시 신경모세포종 종양 근절의 생체내 모델에서 훨씬 우수한 성능을 갖는다는 것을 제시한다.

공동자극 도메인의 변형[0224]

신경모세포종을 포함한 수많은 인간 악성종양 상에서 발현되는 CD171분자를 표적화할 수 있거나 또는 그에 특이[0225]

적인 키메라 수용체를 구축하였다.  CD171 키메라 수용체는 CD171 상의 표적 에피토프 CE7에 특이적으로 결합하

고/거나 그를 표적화하고, 짧은 세포외 스페이서 도메인을 함유하는 CD171 특이적 및/또는 표적화 scFV로부터

설계되었다.  한 구축물은 CD3 제타 도메인에 연결된 공동자극 도메인 4-1BB를 함유하고 (4-1BB), 다른 구축물

은 CD3 제타에 연결된 CD28cyto 및 4-1BB를 포함하는 이중 공동자극 도메인을 포함한다 (CD28cyto).  2개의 공

동자극 도메인을 갖는 구축물 CE7scFv-IgG4힌지-CD28tm/cyto-4-1BB-제타-T2A-EGFRt-epHIV7에 대한 서열은 도

11-12에 제시된다.  CE7scFv-IgG4힌지-CD28tm/4-1BB-제타-T2A-EGFRt-epHIV7 (짧은)에 대한 서열은 도 9-10에

제시된다.  각각의 CD171 특이적 키메라 수용체를 발현하는 T-세포가 시험관내에서 CD171 신경모세포종 종양을

인식하고, 면역결핍 마우스 내로 생착된 신경모세포종 종양 세포를 제거하는 능력을 분석하였다.

인간 대상체[0226]

말초 혈액 단핵 세포 (PBMC)는 연구 프로토콜의 사전 서면 동의 후에 건강한 공여자 및 환자로부터 입수하였다.[0227]

세포주[0228]

SK-N-BE  2  신경모세포종  세포주  (Be2)는  아메리칸  타입  컬쳐  콜렉션으로부터  입수하였다.   EBV-형질전환된[0229]

TMLCL은 이전에 기재된 바와 같이 PBMC로부터 제조되었다 (Pelloquin F, Lamelin, Lenoir GM. In vitro cell

dev biol 1986; 22(12):689-694).

면역표현형결정[0230]

PBMC 및 세포주를 하기 접합된 mAb: CD4, CD8, CD28, CD45RA 및 CD62L로 염색하고, 이소형 대조군 (BD 바이오[0231]

사이언시스)을 매칭하였다.  중심 기억 T 세포는 면역 자기 비드를 사용하여 CD8+ 세포를 단리시키고 CD45RA 세

포의 CD8+ 세포 집단을 고갈시킴으로써 PBMC로부터 단리시켰다.  CD45RA가 고갈된 CD8+ 세포는 도 1에 제시된

바와 같이 면역자기 비드를 사용하여 CD62L에 대해 풍부화시켰다.  CD171키메라 수용체의 표면 발현은 폴리클로

날 염소 항-마우스-IgG 항체 (Fab-특이적) (잭슨 이뮤노리서치)를 사용하여 분석하였다.  유동 분석은 FACS칸토

® 상에서 실시하고, FACS아리아II® (벡톤 디킨슨) 상에서 소트-정제하고, 데이터는 플로우조® 소프트웨어

(트리스타)를 사용하여 분석하였다.

벡터 구축 및 키메라 수용체 코딩 렌티바이러스의 제조[0232]

CD171 특이적 및/또는 표적화 키메라 수용체는 CE7 mAb (CD171)의 VL 및 VH 쇄 절편을 사용하여 구축하였다.[0233]

(CE7에 대한 가변 영역 서열이 도 5, 7, 9 및 11에 제공된다)  각각의 scFV는 '힌지-CH2-CH3' (긴: 229 AA),

 '힌지-CH3' (중간형: 119 AA) 또는 '힌지' 단독 (짧은: 12 AA) 서열을 포함하는 IgG4-Fc (유니프롯 데이터베

이스: P01861; 표 2)로부터 유래된 스페이서 도메인에 연결되었다 (표 6).  모든 스페이서는 천연 IgG4-Fc 단백

질의 위치 108에 위치한 '힌지' 도메인 내에 S → P 치환을 함유하였고; 인간 CD28 (유니프롯: P10747, 표 3)의

27  AA  막횡단 도메인, 및 (i)  인간 4-1BB  (유니프롯: Q07011,  표 4)의 42 AA  세포질 도메인에 연결된 천연

CD28 단백질 (표 3)의 위치 186-187에 위치한 LL → GG 치환을 갖는 인간 CD28의 41 AA 세포질 도메인 또는

(ii)  인간  4-1BB  단독의  세포질  도메인을  포함하는  신호전달  모듈  (각각의  모듈은  인간  CD3ζ  (유니프롯:

P20963, 표 5)의 이소형 3의 112 AA 세포질 도메인에 연결됨)에 연결되었다.  한 구축물은 인간 4-1BB (유니프

롯: Q07011, 서열식별번호: 15)의 42 AA 세포질 도메인을 포함하는 공동자극 신호전달 모듈을 함유하였고, 이는

인간 CD3ζ (유니프롯: P20963, 서열식별번호: 16)의 이소형 3의 112 AA 세포질 도메인에 연결되었다.  구축물

은 키메라 수용체 하류의 T2A 리보솜 스킵 요소 (서열식별번호: 8) 및 tEGFR 서열 (서열식별번호: 9)을 코딩하
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였다. 각각의 트랜스진을 코딩하는 인간 코돈-최적화된 뉴클레오티드 서열을 합성하고 (라이프 테크놀로지스),

epHIV7 렌티바이러스 벡터 내로 클로닝하였다.  CD171-키메라 수용체 또는 tEGFR-코딩 렌티바이러스를 패키징

벡터 pCHGP-2, pCMV-Rev2 및 pCMV-G, 및 칼포스® 형질감염 시약 (클론테크)을 사용하여 293T 세포 내에서 생산

하였다.

CD171-키메라 수용체를 발현하는 T-세포주의 생성[0234]

CD8
+  
CD45RA- CD62L

+  
중심 기억 T-세포 (TCM)를 정상 공여자의 PBMC로부터 소팅하고 (도 1 참조), 항-CD3/CD28[0235]

비드 (라이프 테크놀로지스)로 활성화시키고, 제3일에 1 μg/mL 폴리브렌 (밀리포어)으로 보충된 렌티바이러스

상청액 (MOI = 3)에 의해, 800 g에서 45분 동안 32℃에서의 원심분리에 의해 활성화한 후에 형질도입시켰다.

T-세포는 재조합 인간 IL-2에 의해 50 U/mL의 최종 농도로 및 IL-15에 의해 10ng/μl의 최종 농도로 보충된 10%

인간 혈청, 2 mM L-글루타민 (CTL 배지)을 갖는 RPMI 중에서 확장되었다.  각각의 T-세포주의 tEGFR+ 하위세트

는 비오틴-접합된 항-EGFR mAb (임클론 시스템즈) 및 스트렙타비딘-비즈 (밀테니)를 사용하는 면역자기 선택에

의해 풍부화시켰다.

세포독성, 및 시토카인 분비[0236]

표적 세포, Be2 세포 또는 TML CL을, 
51
Cr (퍼킨엘머)로 표지하고, 세척하고, 다양한 이펙터 대 표적 (E:T) 비[0237]

에서 이펙터 키메라 수용체 변형된 T-세포와 함께 1-2x10
3
개 세포/웰로 3중으로 인큐베이션하였다.  상청액을

4-시간 인큐베이션 후에 γ-계수를 위해 수거하고, 특이적 용해를 표준 식을 사용하여 계산하였다.  시토카인

분비의 분석을 위해, 5x10
4
개 T-세포를 표적 세포와 함께 30:1, 10:1, 3:1 또는 1:1의 E:T 비로 3중으로 플레이

팅하고, 24-시간 인큐베이션 후에 제거한 상청액 중에서 ELISA 또는 멀티플렉스 시토카인 면역검정 (루미넥스)

에 의해 IFN-γ, TNF-α 및 IL-2를 측정하였다.

NOD/SCID/γc
-/-
 (NSG) 마우스에서의 실험[0238]

6- 내지 8-주령 암컷 NOD.Cg-Prkdc
scid

 Il2rg
tm1Wjl

/SzJ (NSG) 마우스는 잭슨 래보러토리로부터 입수하거나 또는[0239]

사내 사육하였다.  마우스는 0.2x10
6
개 신경모세포종 종양 세포를 두개내로 주사받았고, 2 x10

6
개 키메라 수용체

-변형된 또는 대조군 T-세포의 두개내 주사를 제공받았다.  종양 성장의 생물발광 영상화를 위해, 마우스는 PBS

중 재현탁된 루시페린 기질 (캘리퍼 라이프 사이언시스)의 주사 (15 μg/g 체중)를 제공받았다.  마우스를 이소

플루란으로 마취하고, 1초 내지 1분의 수득 시간에서 작은 또는 중간 비닝 방식으로의 루시페린의 주사 15분 후

에 제노겐 IVIS 영상화 시스템 (캘리퍼)을 사용하여 영상화하여 불포화 영상을 수득하였다.  루시페라제 활성은

리빙 이미지 소프트웨어 (캘리퍼)를 사용하여 분석하고, 광자 플럭스를 전체를 포괄한 관심 영역 내에서 분석하

였다.

통계적 분석[0240]

통계적 분석은 프리즘 소프트웨어 (그래프패드®)를 사용하여 수행하였다.  스튜던트 t-검정은 95%의 신뢰 구간[0241]

을 갖는 양측 대응표본 검정으로서 수행하였고, p<0.05의 p-값을 갖는 결과를 유의한 것으로 간주하였다.  생존

의 통계적 분석은 로그-순위 검정에 의해 실시하였고, p<0.05의 p-값을 갖는 결과를 유의한 것으로 간주하였다.

짧은 스페이서 영역 및 2개의 공동자극 도메인을 갖는 CD171 키메라 수용체는 우월한 세포독성 및 생체내 시토[0242]

카인 분비를 부여한다

본 발명자들은 상이한 공동자극 도메인을 함유하는 CD171-키메라 수용체로 및 tEGFR 대조군 벡터로 정제된 CD8
+

[0243]

TCM을 형질도입시켰다.  각각의 키메라 수용체의 표면 발현은 F(ab)-특이적 항체로 염색함으로써 확인하였다 (도

4a).  F(ab) 및 EGFRt의 유사한 발현은 단일 4-1BB 공동자극 도메인을 갖는 구축물 (패널 2) 및 CD28cyto/4-

1BB 공동자극 도메인을 갖는 구축물 (패널 3) 각각에 의해 발견되었다.  각각의 CD171키메라 수용체를 발현하도

록 변형된 CD8+ T-세포의 시험관내 기능의 분석은 각각의 수용체가 자연적으로 CD171을 발현하는 Be2 세포의 특

이적 용해를 부여하지만, 대조군 TML CL의 인식은 부여하지 않는다는 것을 증명하였다 (도 4b).  CD28cyto/4-

1BB  공동자극  도메인을  갖는  CD171-키메라  수용체를  발현하는  T-세포는  더  높은  세포용해  활성을  가지고

있었다.  Be2 세포로의 자극에 반응한 시토카인 생산의 정량 분석은 각각의 CD171 키메라 수용체를 발현하는 T-

세포에 의한 IFN-γ의 생산을 제시하였다.  세포독성 검정에서 관찰된 바와 같이, CD28cyto/4-1BB 공동자극 도
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메인을 갖는 구축물은 종양 인식 후에 시토카인 분비를 매개하는데 있어서 우월하였다 (도 4c).

CD28cyto/4-1BB 공동자극 도메인을 갖는 CD171 특이적 및/또는 표적화 CAR은 생체내에서 덜 효과적이었다[0244]

CD28cyto/4-1BB 공동자극 도메인을 갖는 CD171 키메라 수용체로 변형된 T-세포의 우월한 시험관내 활성이 생체[0245]

내에서의 증진 또는 개선된 항종양 활성으로 번역되는지 여부는 불확실하게 남아있다.  이들 의문을 다루기 위

해, 본 발명자들은 면역결핍 NSG 마우스의 코호트에 신경모세포종 세포를 두개내 주사에 의해 접종하고, 7일 후

마우스를 짧은, 중간형 또는 긴 스페이서를 갖는 CD171 특이적 및/또는 표적화 키메라 수용체 CD8
+
 T-세포의 단

일 두개내 용량으로 처리하였다.  대조군 마우스를 tEGFR T-세포로 처리하거나 또는 비처리하였다.  비처리된

NSG/NB 마우스는 종양 접종 대략 4주 후에 안락사를 필요로 하는 신경모세포종이 발생하였다 (도 4d).

본 발명자들은 단일 4-1BB 공동자극 도메인을 갖는 구축물을 갖는 CD171 키메라 수용체 T-세포로 처리된 모든[0246]

마우스에서 종양 퇴행 및 개선된 생존을 관찰하였다.  단일 4-1BB 공동자극 도메인을 갖는 구축물을 갖는 CD171

키메라 수용체 T-세포로 처리된 마우스는 CD28cyto/4-1BB 공동자극 도메인을 갖는 CD171 키메라 수용체 T-세포

로 처리된 마우스와 비교하여 우월한 항종양 반응 및 생존을 가졌다 (도 4d).

긴 세포외 스페이서 도메인을 갖는 CD171 특이적 및/또는 표적화 CAR은 보다 많은 활성화 유도된 세포 사멸을[0247]

제시하였다

본 발명자들은 CD28cyto/4-1BB 공동자극 도메인을 갖는 CD171 키메라 수용체를 발현하는 T 세포의 열등한 생체[0248]

내 항종양 활성의 기저를 이루는 잠재적 메카니즘을 결정하려고 노력하였다.  본 발명자들은 T 세포가 생체내에

서 종양 세포에 의해 효율적으로 활성화되지 않았을 가능성 또는 반대로, 그들이 생체내에서 활성화 유도된 T

세포 사멸을 겪었을 가능성을 고려하였다.

CD28cyto/4-1BB 공동자극 도메인을 갖는 CD171CAR 구축물 또는 4-1BB 공동자극 도메인 구축물로 형질도입된 CD8[0249]

중심 기억 세포를 시험관내에서 24시간 동안 신경모세포종 세포에 노출시켰다 (라운드 1).  CD8 중심 기억 세포

를 배양물로부터 분리하고, 표현형적으로 특징화한 다음, 추가 24시간 동안 종양 세포와 함께 인큐베이션하였다

(라운드 2).  CD8 세포를 배양물로부터 분리하고, 표현형적으로 특징화한 다음, 추가 24시간 동안 종양 세포와

함께 배양물에 위치시켰다 (라운드 3).  이어서, CD8 세포를 분리하고, 표현형적으로 특징화하였다.  각 라운드

로부터의 세포는 유동 세포측정법을 사용하여 활성화 마커 CD25 및 CD69의 발현에 대해 특징화하였다.  각 라운

드로부터의 세포 중 사멸 세포의 백분율은 구아바 비아카운트에 의해 결정하였다.

결과는 4-1BB 공동자극 도메인 단독을 갖는 CAR 세포가 CD28/cyto/4-1BB 공동-자극 도메인을 갖는 CAR을 발현하[0250]

는 세포에 비해 연속 종양 세포 공동-배양 챌린지 후에 더 낮은 활성화 및 더 나은 생존율을 나타내었다는 것을

제시한다 (라운드 III: CD25+CD69+ 40% (4-1BB) vs 60% (CD28cyto/4-1BB) (도 4e), % 사멸 세포 20% (4-1BB)

vs  45%  (CD28cyto/4-1BB)  (도  4f).   집합적으로,  데이터는 이중 CD28cyto/  4-1BB  공동자극 도메인을 갖는

CD171 지시된 키메라 수용체가, 시험관내에서 동등하거나 우월한 이펙터 기능을 매개함에도 불구하고, 생체내에

서 높은 수준의 활성화 유도된 세포 사멸을 유도하고, 확립된 신경모세포종을 근절하는데 감소된 능력을 갖는다

는 증거를 제공한다.

CD171키메라 수용체의 설계 및 기능은 공동자극 도메인의 변형을 통해 증진되거나 개선된 바 있다.  결과는 단[0251]

일 4-1BB 공동자극 도메인을 갖는 CD171 지시된 CAR로 형질도입된 중심 기억 T 세포가 이중 CD28cyto/ 4-1BB 공

동자극 도메인을 갖는 CD171 지시된 CAR로 형질도입된 T 세포보다 신경모세포종 종양 근절의 생체내 모델에서

훨씬 우수한 성능을 갖는다는 것을 제시한다.

시험관내 및 생체내 CD171 표적화 CAR의 성능에 대한 세포외 스페이서 길이 및 세포질 신호전달 도메인의 기여.[0252]

CD171을 표적화하는 CAR의 성능에 대한 세포외 스페이서 길이 및 세포질 신호전달 도메인의 기여를 시험관내 및[0253]

생체내 평가하였다.  시험관내에서, 초점은 표준 검정을 사용하여 세포독성, 시토카인 분비, 활성화 상태 및 세

포 사멸을 분석하는 것 및 종양 세포 노출의 다중 순차적 순환을 사용하여 새로운 CAR T-세포 스트레스 시험을

분석하는 것에 맞춰졌다.  상이한 공여자 T 세포를 사용하여 각 연구를 다수회 수행하였고, 최종 분석은 풀링된

데이터 또는 2회 이상의 샘플 반복에 의한 대표적인 실험을 포함하였다.  생체내 실험은 라이브 영상화, 생존

및 면역조직화학을 사용하여 항종양 활성을 분석하였다.  모든 마우스 실험은 군당 적어도 2마리의 마우스를 갖

도록 설계하였다.  모든 이상치는 데이터 분석에 포함되었다.

CAR 구축 및 렌티바이러스 생산[0254]
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CD171-특이적 및/또는 표적화 CAR은 CE7 (항-CD171) IgG2 모노클로날 항체의 (G4S)3 펩티드 연결된 VL 및 VH[0255]

절편을 사용하여 구축하였다.  scFv를 코돈 최적화하고, 후속해서 인간 IgG4-Fc로부터 유래된 12 AA (짧은 스페

이서 (SS)/"힌지-단독"), 119 AA (중간 스페이서 (MS)/"힌지-CH3") 또는 229 AA (긴 스페이서 (LS)/"힌지-CH2-

CH3")를 기반으로 하는 가변 스페이서 길이 도메인에 연결시켰다.  모든 스페이서는 IgG4-Fc 단백질의 위치 108

에 위치한 "힌지" 도메인 내에 S -> P 치환을 함유하였고, 인간 CD28의 막횡단 도메인 및 (i) 4-1BB 단독 (2G

CAR) 또는 (ii) CD28 (돌연변이체) 및 4-1BB (3G CAR)의 세포질 도메인을 포함하는 신호전달 모듈 (각각의 신호

전달 모듈은 그의 카르복실 말단 상에서 인간 CD3-ζ 엔도도메인에 융합됨)에 연결되었다.  구축물에 사용된

CD28의 세포질 도메인의 일부는 천연 CD28 단백질의 위치 186 내지 187에 위치한 LL -> GG 치환을 함유하였다.

CAR 변이체를 코딩하는 cDNA 클론은 하류 T2A 리보솜 스킵 요소 및 말단절단된 EGF 수용체 (EGFRt)에 연결되고,

epHIV7 렌티바이러스 벡터 내로 클로닝되고, CD171-CAR 렌티바이러스는 293T 세포에서 생산되었다.

실시간 PCR[0256]

총 RNA는 제조업체의 지침 (퀴아젠)에 따라 RNeasy 미니키트를 사용하여 T 세포로부터 추출하였다.  cDNA는 퍼[0257]

스트 스트랜드 키트 (라이프 테크놀로지스)를 사용하는 역전사에 의해 합성하였다.  특이적 유전자에 대한 RNA

정량화는 FasL (IDT) 및 CFX96 실시간 검출 시스템 (바이오라드)을 위한 실시간 프라이머를 사용하여 수행하였

다.  액틴은 하우스 키핑 유전자로서 사용되었다.  데이터를 CFX 매니저 소프트웨어 버전 3.0을 사용하여 분석

하였다.

단백질 발현[0258]

웨스턴 블롯 (WB) T-세포를 수거하고, PBS 중에서 2회 세척하고, 프로테아제 억제제 (밀리포어) 중에서 용해시[0259]

켰다.  단백질을 SDS/PAGE를 사용한 다음, 항-CD247 (CD3-ζ, BD 바이오사이언시스)을 사용하는 웨스턴 블롯팅

에 의해 제조업체의 지침에 따라 분석하였다.  신호는 오디세이 적외선 이미저를 사용하여 검출하고, 밴드 강도

는 오디세이 v2.0 소프트웨어 (LI-COR)를 사용하여 정량화하였다.

유동 세포측정법[0260]

면역표현형결정은 형광단-접합된 mAb: CD4, CD8, CD27, CD28, CD45RA, CD45RO, CD62L, CCR7 (바이오레전드)을[0261]

사용하여 수행하였다.  L1CAM의 세포 표면 발현은 형광단-접합된 mAb (클론 014, 시노 바이올로지칼)를 사용하

여 분석하였다.  EGFRt 발현은 비오티닐화 세툭시맙 (브리스톨-마이어스-스큅) 및 형광단 접합된 스트렙타비딘

2차 시약을 사용하여 분석하였다.  활성화 및 AICD를 평가하기 위해, CD25, CD69, CD137, C178 (Fas 리간드)

및 CD95 (Fas, 모두 바이오레전드)에 대한 형광단 접합된 mAb를 사용하였다.  카스파제 3 활성은 제조업체의 프

로토콜에 따라 카스프글로우(CaspGlow) (이바이오사이언스(eBioscience))를 사용하여 측정하였다.  유동 분석은

LSR포르테사 (BD 바이오사이언시스) 상에서 수행하였고, 데이터는 플로우조 소프트웨어 (트리스타)를 사용하여

분석하였다.

CD171 CAR을 발현하는 T 세포주의 생성[0262]

헤파린첨가 전혈의 샘플을, 시애틀 아동 연구소의 임상시험 심사 위원회에 의해 승인된 연구 프로토콜 (SCRI[0263]

IRB #13795)을 따르는 사전 서면 동의 후에 건강한 공여자로부터 수득하였다.  말초 혈액 단핵 세포 (PBMC)를

피콜 (지이 헬스케어 라이프 사이언시스)를 사용하는 표준 프로토콜에 의해 단리하였고, CD8
+
CD45RO

+
CD62L

+ 
중심

기억 T 세포 (TCM)는 제조업체의 지시 (밀테니 바이오텍)에 따라 면역자기 마이크로비드를 사용하여 단리하였다.

첫째로, CD8
+
CD45RO

+
 세포를 CD8 T 세포 단리 키트 및 CD45RA 비드를 사용한 음성 선택에 의해 수득하고, 이어

서 세포를 CD62L에 대해 풍부화하고, 3:1의 비드 대 세포 비로 항-CD3/CD28 비드로 활성화시키고 (라이프 테크

놀로지스, 써모 피셔 사이언티픽), 제3일에 1 mg/ml 프로타민 술페이트 (APP 파마슈티칼스)로 보충된 렌티바이

러스 상청액 (감염 다중도 [MOI] = 5)에 의해, 800 g에서 30분 동안 32℃에서의 원심분리에 의해 형질도입시켰

다.  T 세포는 최종 농도 50 U/ml 재조합 인간 인터류킨 (IL)-2 (키론 코포레이션) 및 10ng/μl IL-15 (밀테니

바이오텍)로 보충된 10% 열-불활성화 태아 소 혈청 (아틀라스, 콜로라도주 포트 콜린스), 2 mmol/L L-글루타민

(셀그로)를 함유하는 RPMI (셀그로) 중에서 확장되었다.  각각의 T-세포주의 EGFRt+ 하위세트는 비오틴-접합된

에르비툭스 (브리스톨-마이어스-스큅) 및  스트렙타비딘-마이크로비즈 (밀테니 바이오텍)를 사용하는 면역자기

선택에 의해 풍부화시켰다.  CD171-CAR 및 모의 대조군 T 세포를 신속한 확장 프로토콜을 사용하여 확장시켰다

(생체내 검정에 사용된 T 세포를 S1R2D14에서 동결시키고, 주사일에 해동시켰다).
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세포주[0264]

NB 세포주 Be2 및 SK-N-DZ는 아메리칸 타입 컬쳐 콜렉션 (ATCC)으로부터 입수하였다.  Be2 GFP-ffLuc_epHIV7[0265]

및 SK-N-DZ GFP-ffLuc_epHIV7을 반딧불이 루시페라제 (ffLuc) 유전자로의 렌티바이러스 형질도입에 의해 유도하

고, GFP 상에서 소팅함으로써 정제하였다.  둘 다의 세포주는 CD19t 상에서 소팅하는 것에 의해 정제되는 IL-2

분비 신경모세포종 세포주를 생성하기 위해 CD19t-2A-IL2_pHIV7로 추가로 형질도입시켰다.  모든 NB 세포주는

10% 열-불활성화 태아 소 혈청 및 2mmol/L L-글루타민으로 보충된 DMEM (셀그로)에서 배양하였다.  EBV-형질전

환된 림프모구성 세포주 (TMLCL) 및 OKT3 mAb로부터 유래된 막 테더링 CD3 엡실론 특이적 scFvFc를 발현하는

TMLCL (TMLCL-OKT3)을 10% 열-불활성화 태아 소 혈청 및 2 mmol/L L-글루타민으로 보충된 RPMI 1640 중에서 배

양하였다.

CAR T 세포 수용체 신호전달[0266]

1 x 10
6
개의 이펙터 및 표적 세포를 4 - 8분 동안 공동-배양한 후에, 세포를 가공하여 7-플렉스 T 세포 수용체[0267]

신호전달 키트 (밀리포어)에 따라 Erk/MAP 키나제 ½ 활성을 측정하였다.  단백질 농도는 피어스 BCA 단백질 검

정 키트 (써모 사이언티픽)를 사용하여 측정하였다.

시험관내 T 세포 검정[0268]

크로뮴 방출 검정에 의해 측정된 세포독성.  표적 세포를 
51
Cr (퍼킨 엘머)로 표지하고, 세척하고, 다양한 이펙[0269]

터 대 표적 (E:T) 비에서 T 세포 (S1R2D12-14)와 함께 웰당 5 x 103개의 세포로 3중으로 인큐베이션하였다.  상청

액은 탑 카운트 NTX (퍼킨 엘머)를 사용하는 γ-계수를 위해 4-시간 인큐베이션 후에 수거하고, 특이적 용해는

이전에 기재된 바와 같이 계산하였다.

생체광자 루시페라제 검정에 의해 측정된 세포독성[0270]

GFP-ffLuc_epHIV7을 함유하는 NB 세포주는 5:1 E:T 비로 이펙터 세포와 함께 공동-배양하였다.  이펙터 세포는[0271]

상기 기재된 바와 같이 종양 세포 직면의 제1, 제2 또는 제3 라운드에 있었다.  T 세포 직면 후에 남겨진 생존

종양 세포의 양을 평가하기 위해, D-루시페린을 첨가하고, 5분 후에 IVIS 스펙트럼 영상화 시스템 (퍼킨 엘머)

을 사용하여 NB 세포로부터의 생체광자 신호를 측정하였다.

시토카인 방출[0272]

총 5 x 10
5
개 T 세포 (S1R2D12-14)를 자극제 세포와 함께 2:1의 E:T 비로 24시간 동안 플레이팅하였다.  상청액 중[0273]

IFN-γ, TNF-a 및 IL-2를 바이오-플렉스 시토카인 검정 및 바이오 플렉스-200 시스템 (바이오-라드 래보러토리

즈)을 사용하여 측정하였다.

스트레스 시험[0274]

재귀적 항원 직면을 모방하기 위해, 1:1 E:T 비에서 부착 표적 세포 및 새롭게 해동된 비-부착 이펙터 세포의[0275]

공동-배양을 시작하였다.  24시간 (라운드 I) 및 48시간 (라운드 II) 후에, 구아바 비아카운트 검정 (밀리포

어)을 사용하여 T 세포 생존율을 평가하였고, 비-부착 이펙터 세포를 1:1 E:T 비에서 부착 표적 세포의 새로운

세트로 이동시켰다.  라운드 I, II 및 III (72시간) 후에 T 세포를 수거하고, 추가의 분석 전에 사멸 세포 제거

키트 (밀테니)로 처리하였다.

면역조직화학[0276]

마우스 뇌를 사후 수거하고, 10% 중성 완충 포르말린 (써모) 중에 24시간 동안 고정하고, 가공하고, 파라핀 포[0277]

매하고, 5μm 절편으로 절단하였다.  항원 검색은 디바 디클로커 RTU (바이오케어 메디칼(Biocare Medical))를

사용하여 수행하였다.  1차 항체를 섹션과 함께 4℃에서 밤새 인큐베이션하고, 다음과 같이 차단 완충제 중에

희석시켰다: 래트 모노클로날 항 인간 CD3 (클론 CD3-12, AbD 세로텍/바이오-라드) 1:100, 마우스 모노클로날

항 인간 Ki67 (클론 MIB-1, 다코) 1:200, 토끼 폴리클로날 항 인간 절단된 카스파제-3 (바이오 메디칼) 1:100,

토끼 폴리클로날 항 인간 그랜자임 B (코반스) 1:200.  2차 항체 (라이프 테크놀로지스)는 실온에서 2시간 동안

섹션과 함께 인큐베이션하고, 0.2% BSA를 함유하는 PBS 중에 1:500 희석하였다.

슬라이드는 뉘앙스 멀티스펙트럼 영상화 시스템 (퍼킨 엘머)이 장착된 이클립스 Ci 업라이트 에피형광 현미경[0278]

(니콘) 상에서 40x 배율로 영상화하였다.  영상화 데이터는 인폼 분석 소프트웨어 (퍼킨 엘머)를 사용하여 분석

등록특허 10-2508166

- 55 -



하였다.

NOD/SCID/γc 
-/-
마우스에서의 실험[0279]

NSG 마우스 종양 모델은 SCRI IACUC 승인 프로토콜 하에 수행되었다.[0280]

두개내 NSG 마우스 인간 신경모세포종 이종이식편 모델[0281]

성체 수컷 NOD.Cg-Prkdc
scid

Il2rg
tm1Wjl

/SzJ [NOD scid 감마(NSG)] 마우스는 잭슨 래보러토리로부터 입수하거나 또[0282]

는 사내 사육하였다.  마우스는 제0일에 2 x 10
5
개의 IL-2분비, ffLuc 발현 Be2 또는 SK-N-DZ 종양 세포로 브레

그마에 대해 2mm 측면, 0.5mm 전방 및 경막으로부터 2.5mm 깊이로 두개내 (i.c.) 주사를 제공받았다.  마우스는

2 x 10
6
개 CAR-변형된 CD8

+
TE(CM)의 후속 종양내 주사를 7일 (요법 반응 모델) 또는 14일 (스트레스 시험 모델)

이후에 제공받았다.  스트레스 시험 모델에서 마우스를 T 세포 주사 3일 후에 안락사시키고, IHC 분석을 위해

뇌를 수거하였다.  종양 성장의 생물발광 영상화를 위해, 마우스는 D-루시페린 (퍼킨 엘머; 4.29mg/마우스)의

복막내 (i.p.) 주사를 제공받았다.  마우스를 이소플루란으로 마취하고, D-루시페린 주사 15분 후에 IVIS 스펙

트럼 영상화 시스템 (퍼킨 엘머)을 사용하여 영상화하였다.  루시페라제 활성은 리빙 이미지 소프트웨어 버전

4.3 (퍼킨 엘머)을 사용하여 분석하고, 광자 플럭스는 관심 영역 내에서 분석하였다.

통계적 분석[0283]

통계적 분석은 프리즘 소프트웨어 (그래프패드(GraphPad))를 사용하여 수행하였다.  데이터는 도면 범례에서 제[0284]

시된 바와 같이 ± SD 또는 SEM으로서 나타낸다.  스튜던트 t 검정은 95%의 신뢰 구간을 갖는 양측 대응표본 검

정으로서 수행하였고, 0.05 미만의 P 값을 갖는 결과를 유의한 것으로 간주하였다.  생존의 통계적 분석은 로그

-순위 검정에 의해 실시하였고, 0.05 미만의 P 값을 갖는 결과를 유의한 것으로 간주하였다.

CAR 촉발된 세포용해 및 시토카인 기능적 아웃풋의 크기는 CAR 세포외 스페이서 크기를 기반으로 하여 증분적으[0285]

로 조정될 수 있다

CAR 발현 T 세포와 종양 세포 사이의 생물물리학적 시냅스는 종양 세포의 형질 막으로부터의 거리와 관련하여[0286]

종양 세포 표면 표적 분자 상의 에피토프 위치에 의해 영향을 받는다.  기능적 신호전달 시냅스를 수용하기 위

한 CAR 세포외 스페이서 크기 조율은 생물활성 CAR을 조작하기 위한 주요 속성인 것으로 가정되었다.  CD171-특

이적 및/또는 표적화 CAR 세포외 스페이서 크기의 영향을 평가하기 위해, 하기와 같은 인간 IgG4의 모듈 도메인

을 사용하여 일련의 스페이서를 어셈블리하였다: (긴 스페이서) (LS) IgG4 힌지-CH2-CH3, (중간 스페이서) (MS)

IgG4 힌지-CH3 융합체, 및 (짧은 스페이서) (SS) IgG4 힌지.  각각의 스페이서 변이체를 CD28 막횡단 도메인에

이어 제2 세대 (2G) 4-1BB: 제타 엔도도메인에 융합시켰고, 이를 다시 T2A 리보솜 스킵 펩티드를 사용하여 세포

표면 EGFRt 태그에 연결시켰다 (도 13a).  정제된 CD8
+
CD45RO

+
CD62L

+  
중심 기억 전구체로부터 면역자기 선택에

의해 스페이서 변이체 2G-CAR
+
/EGFRt

+
 인간 CD8+ 중심 기억 유래 이펙터 T 세포주 (TE(CM))의 세트가 생성되었다

(도 19a 및 b).  렌티바이러스적으로 형질도입된 TE(CM)의 확장 후, 세포주를 추가로 세툭시맙 면역자기 양성 선

택에 의해 균질 수준의 EGFRt 발현에 대해 풍부화시켰다 (18).  항-뮤린 F(ab)- 및 EGFR-특이적 유동 세포측정

염색에 의해 각각의 CAR 스페이서 변이체의 유사한 표면 발현 수준 및 각각의 T 세포주의 CD3ζ에 대한 웨스턴

블롯에 의해 정량화된 단백질 발현을 확인하였다 (도 13b 및 c).

결과에 따라 CD8
+
TE(CM)의 2G-CAR 촉발된 시험관내 활성화의 크기가 스페이서 도메인 크기에 의해 영향을 받는지[0287]

를 결정하여야 하였다.  CD171+ 인간 신경모세포종 (NB) 종양 세포에 의한 활성화 후, CD171-특이적 및/또는 표

적화  2G-CAR(LS)  CD8+  T  E(CM)는  그의  CD171-CAR(SS)  대응물과  비교  시  3.1-배  더  높은  수준의 포스포-ERK

(p=0.003) 및 5.7-배 더 높은 백분율의 활성화 마커 CD137을 발현하는 세포 (p=0.015)를 나타내었다 (도 13d

및 e). 2G-CAR(MS)는 LS 및 SS 2G-CAR과 비교 시 중간 정도 수준의 포스포-ERK 및 CD137 유도를 나타내었다.

다음에, 스페이서 크기가 또한 항종양 세포용해 활성의 크기를 LS>MS>SS 패턴으로 조정하는지 여부를 결정하였

다.  4-시간 크로뮴 방출 검정을 사용할 때, CD171+ NB 표적 세포의 용해는 CD171 고 Be2 및 CD171 저 SK-N-DZ

NB 세포주 둘 다에 대해 LS>MS>SS의 동일한 효력 구배에 따라 관찰되었다 (도 13f 및 도 20a).  또한, 시토카인

분비를 위한 활성화는 동일한 증분 아웃풋 계층을 따랐고, 2G-CAR(LS)는 2G-CAR(SS)와 비교 시 8.4-배 더 높은

양의 IFN-γ (p=0.003), 6.3-배 더 많은 IL-2 (p<0.0001) 및 6.1-배 더 높은 수준의 TNF-α (p=0.005; 도 13
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g)를 생산하였고, 2G-CAR(MS)는 2개의 극값 사이에 속하였다.  이들 데이터는 CAR에 의해 생성된 생물물리학적

시냅스가 활성화 및 기능적 아웃풋의 증분 수준이 달성되도록 하는 스페이서 크기에 의해 조율될 수 있음을 증

명한다.  기술분야에서 전형적으로 이용되는 표준 CAR 개발 기준을 기반으로 하여, 2G-CAR(LS) 스페이서 변이체

는 임상 적용을 위한 추가의 개발을 위한 주요 후보일 것이다.

시험관내 스페이서 조정된 CAR 재지시된 CTL 기능적 효력과 생체내 항종양 활성과의 역 상관관계[0288]

시험관내 검정을 기반으로 한 CAR 신호전달의 관찰된 효력 대 생체내 치료 활성의 관계를 서술하기 위해, 뇌 반[0289]

구에 정위 이식된 확립된 인간 NB 이종이식편을 갖는 NSG 마우스에서 입양 전달 실험을 수행하였다 (도 14a).

놀랍게도, 2G-CAR(LS)의 종양내 주사로 처리된 Be2 종양 생착 마우스는 종양 접종 대략 3주 후에 어떠한 치료

활성도 나타내지 않았고, 동물 안락사를 필요로 하였다 (도 14b 및 c).  비교 시, 생체광자 종양 신호는 감소되

었고, 생존은 2G-CAR(SS) CAR CD8+ T E(CM)로 처리된 마우스에서 증진되었고, 2G-CAR(MS) 변이체로 처리된 마우

스에서는  중간  정도까지  증진되었다  (p=0.001;  상이한  군의  중앙  생존기간:  LS=20d,  모의=21d,  MS=59.5d,

SS=76d).  SK-N-DZ 종양 생착된 마우스는 2G-CAR(SS) CD8+ TE(CM)로 처리된 동물의 균일한 종양 클리어런스 및

100% 생존과 함께, 종양 반응의 SS>MS>>LS 계층을 나타내었다 (도 20c 및 d).  생착된 종양 내로 직접 주사된

2G-CAR(LS) 재지시된 CTL의 실패는, 그랜자임 B 및 Ki67을 발현한 전달된 T 세포의 동등한 종양내 밀도가 입양

전달 직후 (제3일)에 IHC에 의해 관찰되었기 때문에, 입양 전달에서 생존하는 것 및 계내 활성화되는 것의 실패

로 인한 것이 아닐 수 있다 (도 14d-g).  통계적으로 유의하지 않더라도 (p=0.34), 활성화된 카스파제 3이 검출

된 2G-CAR(LS) CD8+ TE(CM)는 그들의 2G-CAR(SS) 대응물보다 12.1-배 더 빈번하였다.  이들 데이터는 세포외 스

페이서 크기에 의해 좌우되는 CAR 재지시된 T 세포의 시험관내 항종양 효력과 그의 생체내 항종양 치료 활성 사

이의 예상치못한 비부합성을 밝힌다.

증대된 활성화 유도된 세포 사멸은 재귀적 항원 노출 시 긴 스페이서 포맷된 제2 세대 CAR의 과다활성 신호전달[0290]

아웃풋을 동반한다

4-시간 내 CRA의 세포용해를 위한 시험관내 활성화는 CAR 매개 신호전달의 제한된 지속시간의 결과이지만, 생체[0291]

내  종양  모델은  종양  근절을  달성하기  위해  재귀적  라운드의  활성화를  필요로  하는  것으로  가정되었다.

따라서, 시험관내에서 우월한 메트릭스를 좌우하는 특정한 CAR 포맷의 신호전달 성능은 생체내 신호전달 진폭의

결과를 밝히는데 실패할 수 있다.  시험관내 재귀적 연속 자극을 재생하기 위해, CAR T 세포-종양 세포 공동-배

양 (스트레스 시험) 검정이 고안되었고, 이에 의하면 24시간 마다 CAR T 세포가 수거되고, 1:1의 불변 생존 T

세포:종양 세포 비를 조정하는 종양 세포로 시딩된 배양 접시에 재귀적으로 전달된다 (도 15a).  반딧불이 루시

페라제를 발현하도록 변형된 Be2는 각각의 3 라운드의 연속 전달 시 종양 세포 사멸을 공동으로 트래킹하기 위

해 이용되었다.  2G-CAR 스페이서 변이체 균주의 재귀적 활성화는 라운드 III에 의해 항종양 활성의 등가의 손

실을 발생시켰다 (도 15b).  추가적으로, 유동 세포 측정에 의한 각 라운드 후의 이펙터 세포를 발현하는 각각

의 스페이서 변이체의 분석은, 2G-CAR(LS) CD8
+
TE(CM)가 그의 2G-CAR(SS) 대응물과 비교하여 활성화 마커 CD25 및

CD69를 발현하는 세포의 보다 높은 빈도를 나타냈다는 것을 밝혀내었다 (라운드 I 79.4 vs 46.8%, p=0.007; 라

운드 II 74.0 vs 47.6%; 라운드 III 65.7 vs 42.1%, p=0.037) (도 15c).

보다 이른 시험관내 분석을 모방한 라운드 I에서의 활성화 마커의 상향조절의 LS>MS>SS 패턴과 대조적으로, 라[0292]

운드 III에서 가장 실질적인 T 세포 생존율의 LS/MS>SS 손실이 관찰되었다 (라운드 III 퍼센트 사멸 세포 LS

58.7%, MS 62.6% vs SS 21.1%, LS vs SS p=0.024 및 MS vs SS p=0.007) (도 15d).  재귀적 활성화와 함께 발생

한 2G-CAR(LS) CTL에 의한 T 세포 생존율의 비대칭 손실이 증대된 AICD의 결과임을 증명하기 위해, FasL-Fas 매

개 T 세포 동족살해에 초점을 맞추어 세포 사멸의 메카니즘을 평가하였다.  2G-CAR(LS) CD8
+
TE(CM)가 짧은 또는

중간 스페이서 CAR T 세포보다 각각 4.8- 및 2.5-배 더 높은 FasL 표면 발현 및 5.5- 및 3.3-배 더 높은 FasL

mRNA 존재비를 나타내었으므로, FasL의 종양-유도된 CAR 활성화 의존성 상향조절은 LS>MS>SS 계층을 따랐다는

것이 관찰되었다 (긴 vs 짧은: p<0.0001 및 p=0.002; 긴 vs 중간: p<0.0001 및 p=0.016) (도 15e 및 f).  FasL

발현을 증가된 Fas 매개 아폽토시스와 연결시키기 위해, 카스파제 3 활성을 분석하였고, 그의 SS 대응물과 비교

시 (p<0.0001) 2G-CAR(LS) CD8+ T E(CM)에서 절단된 카스파제 3의 13.2-배 더 높은 수준이 관찰되었다 (도 15g).

마지막으로, 2G-CAR(LS) CD8+ TE(CM)를 Fas 또는 FasL의 siRNA 녹다운에 적용시킨 다음, 종양에 노출시켰고, 라

운드 III 후에 T 세포 생존율에서 1.4-배 (Fas) (p=0.005) 및 1.6-배 (FasL) (p=0.0001) 증가가 각각 관찰되었

다 (도 15h).  siRNA 녹-다운이 Fas/FasL의 감소로 이어지는지 검증하기 위해, 2G-CAR(LS) CD8+ TE(CM) 상에서의
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그의 표면 발현을 평가하였고, 스크램블 siRNA로 처리된 2G-CAR(LS) CD8+T E(CM)보다 Fas+ (p<0.0001)에서 91.3%

감소 및 FasL+ CTL (p<0.0001)에서 80.1% 감소가 관찰되었다 (도 21A 및 B).  전체적으로, 이들 데이터는 CAR

스페이서 크기를 조율하는 것이 차별적 크기의 항종양 기능적 아웃풋 뿐만 아니라 AICD에 대한 감수성의 통합된

증가를 발생시키는 하류 신호전달 사건을 조정할 수 있다고 증명한다.  최적 생체내 항종양 활성을 위한 이들 2

종의 과정 사이의 균형은 2G-CAR(LS) 및 2G-CAR(SS) 구조적 변이체의 이들 비교에 의해 예시되는 바와 같이 최

고 수준의 CAR 신호전달 아웃풋을 달성하기 위한 스페이서 조율에 의해 항상 달성되는 것은 아닐 수 있다.

CAR 세포질 엔도도메인 조성물의 증진은 재귀적 종양 직면 시 짧은 스페이서 CD171-CAR을 AICD 경향 변이체로[0293]

복귀시킨다

제3 세대 CAR은 CD3-ζ 활성화 모듈과 직렬로 2개의 공동-자극 엔도도메인 모듈을 함유하고, 그의 제2 세대 대[0294]

응물보다 세포용해 및 시토카인 생산 수준의 크기를 증대시키는 것으로 보고되어 있다.  CD171-특이적 및/또는

표적화 3G-CAR은 2G 4-1BB:제타 엔도도메인에 대한 CD28 엔도도메인의 부가를 통해 어셈블리되었다 (도 16a).

대등한 수준의 2G-CAR(SS) 및 3G-CAR(SS)을 발현하는 CD8
+
TE(CM)가 정제된 TCM 전구체로부터 면역자기 선택에 의해

유도되었다 (도 16b 및 c). 3G-CAR(SS) CD8
+
TE(CM)는 종양 접촉 시 그의 제2 세대 대응물보다 8.4-배 더 높은

CD137 발현의 유도 (p<0.0001) (도 16d), Be2 표적에 대한 세포용해 활성에서의 1.3-배 증가 (이펙터 대 표적

비 1:10, p=0.0001) (도 16e) 및 5.1-배 많은 IL-2 및 2.5-배 많은 TNF-α 분비 (p<0.0001 및 p=0.003) (도

16f)를 증명하였다.

다음으로, 세포외 짧은 스페이서와 관련하여 3G 엔도도메인에 의해 매개되는 증대된 CAR을 통해 고조된 T 세포[0295]

활성화가 AICD의 악화 없이 생체내에서 항종양 활성을 선택적으로 증진시킬 수 있는지 여부를 평가하였다.  놀

랍게도, Be2 (도 17a) 및 SK-N-DZ (도 17b)는, 통계적으로 유의한 정도까지는 아니었지만, 그의 2G-CAR(SS) 대

응물보다 열등하였다.  이들 발견은 입양 전달 3일 후에 검출된 인간 CD3+ T 세포의 유사한 밀도를 기반으로 하

여 종양 내에서의 CAR T 세포의 단기 지속성에서의 차이에서 기인할 수 없다 (도 17c).  2G-CAR(SS) 종양내 T

세포와 비교 시 그랜자임 B+ 3G-CAR(SS) T 세포의 보다 높은 빈도의 발견에도 불구하고, 활성화된 카스파제 3을

갖는 증대된 수의 제3 세대 T 세포가 다시 관찰되었고, 이는 제3 세대 CAR에서 CD28 및 4-1BB의 조합 효과를 통

해 증대된 공동자극이 짧은 스페이서 세포외 도메인의 상황에도 불구하고 고조된 AICD를 발생시키는 과다자극일

수 있음을 시사한다 (도 17d).  이는 시험관내 스트레스 시험 검정을 사용하여 그들의 성능을 비교함으로써 확

인하였다.  종양 자극의 각 라운드 후에, 3G-CAR(SS) T 세포 집단에서의 CD25+CD69+ T 세포의 보다 높은 빈도가

관찰되었고 (도 18a), 연속 라운드의 활성화를 통해 사멸 T 세포의 증가된 빈도가 동반되었다 (도 18b).  증대

된 AICD는 다시 표면 염색 및 mRNA 함량에 의해 FasL 발현의 고조된 수준과 연관되고, 이는 차례로 활성화된 카

스파제 3의 증가된 수준과 부합한다 (도 18c-e).  이들 데이터는 세포내 신호전달 도메인 조성을 기반으로 한

CAR 신호전달 아웃풋의 과다 조율이 FasL-매개 T 세포 AICD를 증진시킴으로써 조합 방식으로 조율된 짧은 스페

이서 치수에 부정적인 영향을 미친다는 것을 증명한다.

CAR은 재지시된 항종양 T 세포 이펙터 기능을 촉발하는 멀티플렉스화 신호전달 아웃풋을 매개할 수 있다.  급성[0296]

림프모구성 백혈병을 갖는 환자에서 CD19에 대해 재지시된 CAR T 세포의 반박할 수 없는 치료 효력에도 불구하

고, 합성 수용체의 이러한 부류의 생물물리학적 구조-기능 속성은 불완전하게 이해된 채로 남아있다.  효과적인

T 세포 항종양 활성을 위해 CAR을 조율하는 것은 고형 종양 적용에서 보다 엄격할 것이 당연하고, 생체내 항종

양 기능에 대한 그의 조성물의 영향의 제한된 이해를 기반으로 한 CAR의 실험적 설계는 인간 임상 적용에서의

과정을 방해만 할 것이다.  여기에서, 세포질 신호전달 모듈 조성과 관련하여 세포외 스페이서 치수의 조합 효

과(들)에 초점을 맞춘 인간 중심 기억 유래 CD8+ 이펙터 CTL의 CAR 구조-기능이 체계적으로 조사되었다.  시험

관내 검정을 사용하여 CAR 신호전달 강도를 조사함으로써, CAR 구조적 변이체의 효력 계층을 확인하였다.  이들

분석은 고조된 AICD에 의해 감쇠된 생체내 효력을 초과하는 생체내 항종양 활성을 허용하는 CAR 신호전달 아웃

풋의 범위를 밝혀내었다.

CAR 설계의 진화는 지금까지 주로 실험적 과정을 통해 진행되었고, 우세하게는 ITAM 함유 활성화 도메인, 예컨[0297]

대 CD3 복합체의 제타 쇄에 직렬로 융합된 공동자극 수용체 세포질 도메인의 결합 모듈을 통해 신호전달 아웃풋

을 증대하는 것에 초점을 맞춰왔다.  제1, 제2 또는 제3 세대 CAR을 발현하는 CTL의 기능의 비교는 전형적으로,

전장 IgG에서 상대적으로 짧은 CD8α 힌지 또는 CD28의 막 근위부에 이르는 범위의 특정한 실험실에서 선호되는

"스톡" 세포외 스페이서 도메인과 관련하여 이루어져왔다.  CAR 신호전달 및 기능적 활성에 대한 스페이서 치수

의 영향이 많이 연구된 바 있다.  초분자 활성화 복합체 (SMAC)의 어셈블리를 허용하는 T 세포 형질 막과 표적
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세포 형질 막 사이의 스크립트된 생물물리학적 갭을 규정하는 펩티드 로딩된 HLA 클래스 I 또는 II와의 TcR 접

촉과는 달리, CAR은 표적 분자의 구조적 차원, 표적 분자 상의 scFv의 에피토프 위치 및 CAR의 스페이서 크기의

결과로서의 이러한 차원적 관계를 따르지 않는다.  CAR을 통한 SMAC의 분자 어셈블리는 상대적으로 공지되어 있

지 않으나, 지금까지의 분석은 그것이 TcR SMAC의 정돈된 아키텍처를 복제하지 않음을 시사한다.  제1 2개의 치

수는 각각의 선택된 항원 및 항체 결합 도메인 선택에 고유한 반면에, CAR 스페이서는 조율가능한 크기이고,

CAR T 세포와 표적 세포 사이의 직교 시냅스 거리를 정규화하는데 있어서 어느 정도까지 보상할 수 있다.  T 세

포와 표적 세포 사이의 면역학적 시냅스의 이러한 지형학은 또한, 짧은 스페이서 CAR에도 불구하고, 신호전달을

위해 시냅스 거리를 근위로 둘 수 없는 세포 표면 표적 분자 상의 막 원위 에피토프로 인해 CAR에 의해 기능적

으로 가교될 수 없는 거리를 규정한다.  마찬가지로, 막 근위 CAR 표적 항원 에피토프에 대해 신호전달 아웃풋

이 오직 긴 스페이서 CAR과 관련해서만 관찰된다고 기재된 바 있다.

먼저 CE7 mAb로부터 유래된 CD171-특이적 및/또는 표적화 scFv 결합 도메인을 사용하여, 4- 1BB:제타 제2 세대[0298]

CAR로부터의 신호전달 아웃풋에 대한 세포외 스페이서 크기의 영향을 평가하였다.  시험관내 검정을 기반으로

하여 스페이서 크기가 짧은 IgG4 힌지 스페이서로부터 중간형 힌지:CH3으로, 전장 IgG4 힌지: Fc 스페이서로 증

가됨에 따라 신호전달 아웃풋에서 기능의 증분 획득이 관찰되었다.  예상외로, NSG 마우스에서의 확립된 정위

이식된 실질내 뇌 신경모세포종 이종이식편에 대한 생체내 시험 시, 종양내로 주사된 CAR CD8+ CTL의 항종양 효

력은 스페이서 크기 (즉, SS>MS>>LS) 및 시험관내 기능적 효력과 역의 상관관계가 있었다.  직접 종양내 경로의

T 세포 투여는 T 세포 이동 또는 생존에 영향을 미칠 수 있는 마우스 Fc+ 세포와의 상호작용에 대한 잠재적 스

페이서 효과를 제거하기 위해 사용되었다.  이들 발견을 고려하면, 단일 제한된 지속시간의 종양 세포 직면 시

CAR T 세포 기능 (즉, 종양 세포 세포용해, 시토카인 분비의 자극 및 증식)을 평가하는 통상적으로 사용되는 시

험관내 검정은, 재귀적 종양 노출 시 생체내 고형 종양 내에서 발생할 것으로 예측되는 바와 같은 CAR T 세포의

후속 운명을 검출하는데 실패할 것으로 가정되었다.  이러한 가능성을 보다 잘 평가하기 위해 CAR T 세포가 생

체광자 리포터 유전자 발현 종양 세포의 동등한 수에 재귀적으로 노출되는 시험관내 검정을 고안하였다.  그에

의해 종양 세포 사멸이 생체광자적으로 정량화될 수 있고, 회수된 CAR T 세포는 종양 공동-배양의 각 라운드 후

에 활성화 상태, 생존율 및 카스파제 활성에 대해 조사될 수 있다.  시험관내에서의 3종의 재귀적 종양 직면 시

2G-CAR(SS) T 세포와 비교하여 2G-CAR(LS) T 세포 사이에서 아폽토시스를 겪는 T 세포의 빈도의 불균등한 증가

가 관찰되었다.  증대된 AICD는 FasL의 고조된 LS CAR 유도된 발현 및 SS CAR과 비례하여 활성화된 카스파제 3

과 상관관계가 있었다.  LS CAR T 세포 내 AICD는 종양 세포에 대한 노출 전에 FAS 또는 FasL의 siRNA 녹다운에

의해 감소되었다.  이들 시험관내 발견은 SS CAR T 세포와 비교 시 종양 이종이식편 내에서의 LS CAR T 세포의

제한된 종양내 지속성과 상관관계가 있었다.  전체적으로 이들 데이터는 비-신호전달 세포외 스페이서가 고형

종양에서 신호전달 활성 뿐만 아니라 CAR T 세포의 지속성에 영향을 미치는 주요 조율가능한 CAR 설계 요소임을

증명한다.

4-1BB제타 제2 세대 (2G)  CAR과 관련하여 스페이서 치수 및 생체내 생존 사이의 관계를 고려하여, 제3 세대[0299]

(3G) CD28:4-1BB:제타 CAR 엔도도메인 포맷의 신호전달 아웃풋을 증대시키는 것과 관련하여 짧은 스페이서 치수

가 일반적으로 최적일 것인지 여부를 결정하기 위한 노력이 수행되었다.  다중 다른 그룹에 의한 관찰과 일치하

여, CD171-특이적 및/또는 표적화 3G-CAR(SS)은 시험관내 종양 자극 시 2G-CAR(SS)와 비교하여 고조된 수준의

세포용해 활성 및 시토카인 합성을 자극하였다.  그러나, 그의 짧은 스페이서와 관련하여 3G-CAR의 증대된 신호

전달 아웃풋은 또한 FasL 발현을 증가시키고, 활성화된 카스파제 3의 증가된 수준에 의해 제시되는 바와 같이

아폽토시스를 악화시키고, 보다 높은 빈도의 세포 사멸을 야기하였다.  상응하게, 감쇠된 생체내 종양내 생존으

로 인해 2G-CAR(SS)과 비교 시 손상된 생체내 3G-CAR(SS) T 세포의 항종양 효능이 관찰되었다.  CD28이 초기 항

원 활성화 시 T 세포를 동시자극하고, cFLIPshort에서의 NFAT 조절된 증가를 통해 AICD를 편향시킴으로써 T 세

포 생존율을 증진시키는 한편, 공개된 연구는 또한 이전에 활성화된 T 세포의 재귀적 CD28 공동자극이 증대된

FasL 발현 및 결과적으로 증가된 AICD를 통해 그의 후속 생존을 감소시킬 수 있다는 것을 밝혀낸 바 있다.  따

라서, 보고된 임상 시험 (2, 35)에서 항-CD19 4-1BB:제타 처리된 환자의 종종 장기간 지속성과 비교하여, 항-

CD19 CD28: 제타 CAR T 세포에 의해 매개된 재귀적 CD28 신호전달이 처리된 ALL 환자에서 상대적으로 짧은 지속

시간에 대한 책임이 있는지 여부를 추측하는 것은 흥미롭다.  전체적으로, 이들 데이터는 CAR 재지시된 T 세포

의 생체내 효력이, 부분적으로, 특정한 세포질 신호전달 도메인 조성물과 관련하여 크기 최적화된 세포외 스페

이서 도메인의 허용되는 조합을 확인하는 것에 의존성이라는 것을 증명한다.  추가로, 재귀적 활성화 사건 시 1

차 인간 CD8+ CTL에서 AICD를 유도하는 CAR 구축물의 경향을 평가하기 위한 시험관내 검정을 기재하였다.  이들

연구는 스페이서 치수 및 세포질 신호전달 모듈 선택의 조합 순효과를 기반으로 하여 CAR의 "과다조율"의 경고

를 밝혀낸다.
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선험적으로 CAR이 종양 세포의 형질 막과 관련하여 표적 분자 에피토프 위치를 기반으로 어떻게 구축되어야 하[0300]

는지 신뢰가능하게 지시할 수 있는 예측 구조 모델은 아직 존재하지 않는다.  더욱이, 시험관내 생물검정에서

통상적으로 사용되는 대용물은 고-수준 기능적 항종양 CAR T 세포 아웃풋 및 저-수준 AICD 사이의 최대 차등을

발생시키는 CAR 조성물의 결정적 선택과 동떨어진 지시를 할 수 있다.  본원의 작업은 시험관내 스트레스 시험

검정을 사용한 CAR 구조적 라이브러리 스크린 기술이 CAR 조작과의 통합을 위한 가치있는 추가의 파라미터일 수

있음을 입증한다.  유전자 전략은 과다활성 CAR 구축물이 AICD를 겪을 감수성, 예컨대 cFLIP 또는 Toso의 강제

과다 발현, 또는, FasL 또는 Fas를 녹다운시키는 siRNA의 벡터 지시된 합성을 제한할 수 있는 것으로 생각될 수

있다.  아폽토시스를 겪도록 T 세포 감수성을 조작하는 것은 상응하는 엄격한 안전성 특색, 예컨대 유도성 자살

구축물, 또는 임상 제어 하에서의 트랜스진 발현 제어 가변저항, 예컨대 소분자 조절된 전사 또는 번역 제어 시

스템을 포함시키는 것을 필요로 할 것이다.  CAR 과다조율의 추가의 2차 결과, 예컨대 과다활성 CAR PD-L1 내에

서 소진된 T 세포 기능적 상태를 강요할 수 있는 억제 수용체, 예컨대 PD-1의 증대된 발현을 촉발시키는 것은

또한 조사를 필요로 한다.  데이터는 하기를 증명한다: 1.) 통상적으로 사용되는 기능적 검정을 사용한 CAR 구

조-기능 시험관내 시험은 통상의 실시가 최고 기능적 활성을 나타내는 구축물에 초점을 맞추기 때문에 후보 구

축물의 선택을 잘못 지시할 수 있고; 2.) CAR 재지시된 이펙터 CTL의 효력 조율은 이펙터 아웃풋의 크기에서 이

득이 CAR을 통한 재귀적 촉발 시 AICD의 증진에 의해 부정되는 상한치를 갖는다.  이들 결과는 재발성/불응성

신경모세포종을 갖는 소아에서의 I상 연구를 위한 CD171-특이적 및/또는 표적화 짧은 스페이서 CAR의 선택을 가

이드하였다.

추가의 대안[0301]

일부 대안에서, 키메라 수용체 핵산이 제공된다.  일부 대안에서, 키메라 수용체 핵산은 a) 리간드 결합 도메인[0302]

을 코딩하는 폴리뉴클레오티드 (여기서 리간드 결합 도메인은 CD171에 결합하고/거나 그를 표적화함), b) 리간

드를 표적화할 수 있고/거나 그에 특이적인 소정 길이의 최적화된 폴리펩티드 스페이서를 코딩하는 폴리뉴클레

오티드, c) 막횡단 도메인을 코딩하는 폴리뉴클레오티드 및 d) 세포내 신호전달 도메인을 코딩하는 폴리뉴클레

오티드를 포함한다.  일부 대안에서, 리간드 결합 도메인은 항체 단편이다.  일부 대안에서, 리간드 결합 도메

인은 단일 쇄 가변 단편이다.  일부 대안에서, 스페이서는 15개 아미노산 이하이다.  일부 대안에서, 스페이서

는 X1PPX2P의 아미노산 서열을 포함한다.  일부 대안에서, 스페이서 영역은 인간 항체의 힌지 영역의 일부를 포

함한다.  일부 대안에서, 세포내 신호전달 도메인은 CD3 제타의 모두 또는 일부를 CD27, CD28, 4-1BB, OX-40,

CD30, CD40, PD-1, ICOS, LFA-1, CD2, CD7, NKG2C 및 B7-H3 또는 그의 조합으로 이루어진 군으로부터 선택된

공동자극 도메인과 조합하여 포함한다.  일부 대안에서, 세포내 신호전달 도메인은 CD3 제타의 일부 및 4-1BB의

일부를 포함한다.  일부 대안에서, 키메라 수용체 핵산은 마커 서열을 코딩하는 핵산을 추가로 포함한다.  일부

대안에서, 스페이서는 참조 키메라 수용체와 비교 시 리간드에 반응하여 증가된 T 세포 증식 및/또는 시토카인

생산을 위해 최적화된다.

일부 대안에서, 키메라 수용체 폴리펩티드가 제공된다.  일부 대안에서, 키메라 수용체 폴리펩티드는 키메라 수[0303]

용체 핵산에 의해 코딩된다.  일부 대안에서, 키메라 수용체 핵산은 a) 리간드 결합 도메인을 코딩하는 폴리뉴

클레오티드 (여기서 리간드 결합 도메인은 CD171에 결합하고/거나 그를 표적화함), b) 리간드에 특이적인 소정

길이의 최적화된 폴리펩티드 스페이서를 코딩하는 폴리뉴클레오티드, c) 막횡단 도메인을 코딩하는 폴리뉴클레

오티드 및 d) 세포내 신호전달 도메인을 코딩하는 폴리뉴클레오티드를 포함한다.  일부 대안에서, 리간드 결합

도메인은 항체 단편이다.  일부 대안에서, 스페이서는 참조 키메라 수용체와 비교 시 리간드에 반응하여 증가된

T 세포 증식 및/또는 시토카인 생산을 위해 최적화된다.  일부 대안에서, 리간드 결합 도메인은 단일 쇄 가변

단편이다.  일부 대안에서, 스페이서는 15개 아미노산 이하 (그러나 1 또는 2개 아미노산 이상)이다.  일부 대

안에서, 스페이서는 X1PPX2P의 아미노산 서열을 포함한다.  일부 대안에서, 스페이서 영역은 인간 항체의 힌지

영역의 일부를 포함한다.  일부 대안에서, 세포내 신호전달 도메인은 CD3 제타의 모두 또는 일부를 CD27, CD28,

4-1BB, OX-40, CD30, CD40, PD-1, ICOS, LFA-1, CD2, CD7, NKG2C 및 B7-H3 또는 그의 조합으로 이루어진 군으

로부터 선택된 공동자극 도메인과 조합하여 포함한다.  일부 대안에서, 세포내 신호전달 도메인은 CD3 제타의

일부 및 4-1BB의 일부를 포함한다.  일부 대안에서, 키메라 수용체 핵산은 마커 서열을 코딩하는 핵산을 추가로

포함한다.

일부 대안에서, 단리된 키메라 수용체 핵산을 포함하는 발현 벡터가 제공된다.  일부 대안에서, 키메라 수용체[0304]

핵산은 a) 리간드 결합 도메인을 코딩하는 폴리뉴클레오티드 (여기서 리간드 결합 도메인은 CD171에 결합하고/

거나 그를 표적화함), b) 리간드에 특이적인 소정 길이의 최적화된 폴리펩티드 스페이서를 코딩하는 폴리뉴클레
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오티드, c) 막횡단 도메인을 코딩하는 폴리뉴클레오티드 및 d) 세포내 신호전달 도메인을 코딩하는 폴리뉴클레

오티드를 포함한다.  일부 대안에서, 스페이서는 참조 키메라 수용체와 비교 시 리간드에 반응하여 증가된 T 세

포 증식 및/또는 시토카인 생산을 위해 최적화된다.  일부 대안에서, 리간드 결합 도메인은 항체 단편이다.  일

부 대안에서, 리간드 결합 도메인은 단일 쇄 가변 단편이다.  일부 대안에서, 스페이서는 15개 아미노산 이하

(그러나 1 또는 2개 아미노산 이상)이다.  일부 대안에서, 스페이서는 X1PPX2P의 아미노산 서열을 포함한다.  일

부 대안에서, 스페이서 영역은 인간 항체의 힌지 영역의 일부를 포함한다.  일부 대안에서, 세포내 신호전달 도

메인은 CD3 제타의 모두 또는 일부를 CD27, CD28, 4-1BB, OX-40, CD30, CD40, PD-1, ICOS, LFA-1, CD2, CD7,

NKG2C 및 B7-H3 또는 그의 조합으로 이루어진 군으로부터 선택된 공동자극 도메인과 조합하여 포함한다.  일부

대안에서, 세포내 신호전달 도메인은 CD3 제타의 일부 및 4-1BB의 일부를 포함한다.  일부 대안에서, 키메라 수

용체 핵산은 마커 서열을 코딩하는 핵산을 추가로 포함한다.

일부 대안에서 숙주 세포가 제공된다.  일부 대안에서, 숙주 세포는 발현 벡터를 포함한다.  일부 대안에서, 단[0305]

리된 키메라 수용체 핵산을 포함하는 발현 벡터가 제공된다.  일부 대안에서, 키메라 수용체 핵산은 a) 리간드

결합  도메인을  코딩하는  폴리뉴클레오티드  (여기서  리간드  결합  도메인은  CD171에  결합하고/거나  그를

표적화함), b) 리간드에 특이적인 소정 길이의 최적화된 폴리펩티드 스페이서를 코딩하는 폴리뉴클레오티드, c)

막횡단 도메인을 코딩하는 폴리뉴클레오티드 및 d) 세포내 신호전달 도메인을 코딩하는 폴리뉴클레오티드를 포

함한다.  일부 대안에서, 스페이서는 참조 키메라 수용체와 비교 시 리간드에 반응하여 증가된 T 세포 증식 및/

또는  시토카인  생산을  위해  최적화된다.   일부  대안에서,  리간드  결합  도메인은  항체  단편이다.   일부

대안에서, 리간드 결합 도메인은 단일 쇄 가변 단편이다.  일부 대안에서, 스페이서는 15개 아미노산 이하 (그

러나 1 또는 2개 아미노산 이상)이다.  일부 대안에서, 스페이서는 X1PPX2P의 아미노산 서열을 포함한다.  일부

대안에서, 스페이서 영역은 인간 항체의 힌지 영역의 일부를 포함한다.  일부 대안에서, 세포내 신호전달 도메

인은 CD3 제타의 모두 또는 일부를 CD27, CD28, 4-1BB, OX-40, CD30, CD40, PD-1, ICOS, LFA-1, CD2, CD7,

NKG2C 및 B7-H3 또는 그의 조합으로 이루어진 군으로부터 선택된 공동자극 도메인과 조합하여 포함한다.  일부

대안에서, 세포내 신호전달 도메인은 CD3 제타의 일부 및 4-1BB의 일부를 포함한다.  일부 대안에서, 키메라 수

용체 핵산은 마커 서열을 코딩하는 핵산을 추가로 포함한다.  일부 대안에서, 숙주 세포는 나이브 CD8+ T 세포,

중심 기억 CD8+ T 세포, 이펙터 기억 CD8+ T 세포 및 벌크 CD8+ T 세포로 이루어진 군으로부터 선택된 CD8+ T

세포독성 림프구 세포이다.  일부 대안에서, CD8+ 세포독성 T 림프구 세포는 중심 기억 T 세포이며, 여기서 중

심 기억 T 세포는 CD45RO+, CD62L+ 및/또는 CD8+에 대해 양성이다.  일부 대안에서, 숙주 세포는 나이브 CD4+ T

세포, 중심 기억 CD4+ T 세포, 이펙터 기억 CD4+ T 세포 및 벌크 CD4+ T 세포로 이루어진 군으로부터 선택된

CD4+ T 헬퍼 림프구 세포이다.  일부 대안에서, CD4+ 헬퍼 림프구 세포는 나이브 CD4+ T 세포이며, 여기서 나이

브 CD4+ T 세포는 CD45RA+, CD62L+ 및/또는 CD4+에 대해 양성이고/거나 CD45RO에 대해 음성이다.

일부 대안에서, 조성물이 제공된다.  일부 대안에서, 조성물은 제약상 허용되는 부형제 중 숙주 세포를 포함한[0306]

다.  일부 대안에서, 숙주 세포는 발현 벡터를 포함한다.  일부 대안에서, 단리된 키메라 수용체 핵산을 포함하

는 발현 벡터가 제공된다.  일부 대안에서, 키메라 수용체 핵산은 a) 리간드 결합 도메인을 코딩하는 폴리뉴클

레오티드 (여기서 리간드 결합 도메인은 CD171에 결합하고/거나 그를 표적화함), b) 리간드에 특이적인 소정 길

이의 최적화된 폴리펩티드 스페이서를 코딩하는 폴리뉴클레오티드, c) 막횡단 도메인을 코딩하는 폴리뉴클레오

티드 및 d) 세포내 신호전달 도메인을 코딩하는 폴리뉴클레오티드를 포함한다.  일부 대안에서, 리간드 결합 도

메인은 항체 단편이다.  일부 대안에서, 리간드 결합 도메인은 단일 쇄 가변 단편이다.  일부 대안에서, 스페이

서는 15개 아미노산 이하 (그러나 1 또는 2개 아미노산 이상)이다.  일부 대안에서, 스페이서는 X1PPX2P의 아미

노산 서열을 포함한다.  일부 대안에서, 스페이서 영역은 인간 항체의 힌지 영역의 일부를 포함한다.  일부 대

안에서, 세포내 신호전달 도메인은 CD3 제타의 모두 또는 일부를 CD27, CD28, 4-1BB, OX-40, CD30, CD40, PD-

1, ICOS, LFA-1, CD2, CD7, NKG2C 및 B7-H3 또는 그의 조합으로 이루어진 군으로부터 선택된 공동자극 도메인

과 조합하여 포함한다.  일부 대안에서, 세포내 신호전달 도메인은 CD3 제타의 일부 및 4-1BB의 일부를 포함한

다.  일부 대안에서, 키메라 수용체 핵산은 마커 서열을 코딩하는 핵산을 추가로 포함한다.  일부 대안에서, 숙

주 세포는 나이브 CD8+ T 세포, 중심 기억 CD8+ T 세포, 이펙터 기억 CD8+ T 세포 및 벌크 CD8+ T 세포로 이루

어진 군으로부터 선택된 CD8+ T 세포독성 림프구 세포이다.  일부 대안에서, CD8+ 세포독성 T 림프구 세포는 중

심 기억 T 세포이며, 여기서 중심 기억 T 세포는 CD45RO+, CD62L+ 및/또는 CD8+에 대해 양성이다.  일부 대안에

서, 숙주 세포는 나이브 CD4+ T 세포, 중심 기억 CD4+ T 세포, 이펙터 기억 CD4+ T 세포 및 벌크 CD4+ T 세포로

이루어진 군으로부터 선택된 CD4+ T 헬퍼 림프구 세포이다.  일부 대안에서, CD4+ 헬퍼 림프구 세포는 나이브

CD4+ T 세포이며, 여기서 나이브 CD4+ T 세포는 CD45RA+, CD62L+ 및/또는 CD4+에 대해 양성이고/거나 CD45RO에
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대해 음성이다.  일부 대안에서, 조성물은 숙주 세포를 포함하며, 여기서 숙주 세포는 나이브 CD8+ T 세포, 중

심 기억 CD8+ T 세포, 이펙터 기억 CD8+ T 세포 및 벌크 CD8+ T 세포로 이루어진 군으로부터 선택된 CD8+ T 세

포독성 림프구 세포이거나, 또는 여기서 CD8+ 세포독성 T 림프구 세포는 중심 기억 T 세포이고, 여기서 중심 기

억 T 세포는 CD45RO+, CD62L+, 및/또는 CD8+에 대해 양성이고, 또 다른 숙주 세포를 포함하며, 여기서 숙주 세

포는 나이브 CD4+ T 세포, 중심 기억 CD4+ T 세포, 이펙터 기억 CD4+ T 세포, 및 벌크 CD4+ T 세포로 이루어진

군으로부터 선택된 CD4+ T 헬퍼 림프구 세포이거나 또는 여기서 CD4+ 헬퍼 림프구 세포는 나이브 CD4+ T 세포이

고, 여기서 나이브 CD4+ T 세포는 CD45RA+, CD62L+ 및/또는 CD4+에 대해 양성이고/거나 CD45RO에 대해 음성이

다.  일부 대안에서, 스페이서는 참조 키메라 수용체와 비교 시 리간드에 반응하여 증가된 T 세포 증식 및/또는

시토카인 생산을 위해 최적화된다.

일부 대안에서, 숙주 세포를 제조하는 시험관내 방법이 제공된다.  일부 대안에서, a) 키메라 수용체를 코딩하[0307]

는 핵산의 라이브러리를 제공하는 단계이며, 여기서 각각의 복수개의 핵산은 길이가 상이한 키메라 수용체를 코

딩하는 것인 단계, b) 각각의 복수개의 핵산을 별개의 단리된 T 림프구 집단에 도입시키고 각각의 T 림프구 집

단을 시험관내에서 확장시키는 단계, c) 각각의 유전자 변형된 T 림프구 집단을 종양 보유 동물 모델에 투여하

고, 유전자 변형된 T 림프구 집단이 항종양 효능을 갖는지 여부를 결정하는 단계, 및 d) 시험관내 및/또는 동물

모델에서 항종양 효능을 제공하는 키메라 수용체를 코딩하는 핵산을 선택하는 단계를 포함하는, 숙주 세포를 제

조하는 시험관내 방법이 제공된다.  일부 대안에서, 숙주 세포는 발현 벡터를 포함한다.  일부 대안에서, 단리

된 키메라 수용체 핵산을 포함하는 발현 벡터가 제공된다.  일부 대안에서, 키메라 수용체 핵산은 a) 리간드 결

합 도메인을 코딩하는 폴리뉴클레오티드 (여기서 리간드 결합 도메인은 CD171에 결합하고/거나 그를 표적화함),

b) 리간드에 특이적인 소정 길이의 최적화된 폴리펩티드 스페이서를 코딩하는 폴리뉴클레오티드, c) 막횡단 도

메인을 코딩하는 폴리뉴클레오티드 및 d)  세포내 신호전달 도메인을 코딩하는 폴리뉴클레오티드를 포함한다.

일부 대안에서, 스페이서는 참조 키메라 수용체와 비교 시 리간드에 반응하여 증가된 T 세포 증식 및/또는 시토

카인 생산을 위해 최적화된다.  일부 대안에서, 리간드 결합 도메인은 항체 단편이다.  일부 대안에서, 리간드

결합 도메인은 단일 쇄 가변 단편이다.  일부 대안에서, 스페이서는 15개 아미노산 이하 (그러나 1 또는 2개 아

미노산 이상)이다.  일부 대안에서, 스페이서는 X1PPX2P의 아미노산 서열을 포함한다.  일부 대안에서, 스페이서

영역은 인간 항체의 힌지 영역의 일부를 포함한다.  일부 대안에서, 세포내 신호전달 도메인은 CD3 제타의 모두

또는 일부를 CD27, CD28, 4-1BB, OX-40, CD30, CD40, PD-1, ICOS, LFA-1, CD2, CD7, NKG2C 및 B7-H3 또는 그

의 조합으로 이루어진 군으로부터 선택된 공동자극 도메인과 조합하여 포함한다.  일부 대안에서, 세포내 신호

전달 도메인은 CD3 제타의 일부 및 4-1BB의 일부를 포함한다.  일부 대안에서, 키메라 수용체 핵산은 마커 서열

을 코딩하는 핵산을 추가로 포함한다.  일부 대안에서, 숙주 세포는 나이브 CD8+ T 세포, 중심 기억 CD8+ T 세

포, 이펙터 기억 CD8+ T 세포 및 벌크 CD8+ T 세포로 이루어진 군으로부터 선택된 CD8+ T 세포독성 림프구 세포

이다.  일부 대안에서, CD8+  세포독성 T 림프구 세포는 중심 기억 T  세포이며, 여기서 중심 기억 T  세포는

CD45RO+, CD62L+ 및/또는 CD8+에 대해 양성이다.  일부 대안에서, 숙주 세포는 나이브 CD4+ T 세포, 중심 기억

CD4+ T 세포, 이펙터 기억 CD4+ T 세포 및 벌크 CD4+ T 세포로 이루어진 군으로부터 선택된 CD4+ T 헬퍼 림프구

세포이다.  일부 대안에서, CD4+ 헬퍼 림프구 세포는 나이브 CD4+ T 세포이며, 여기서 나이브 CD4+ T 세포는

CD45RA+, CD62L+ 및/또는 CD4+에 대해 양성이고 CD45RO에 대해 음성이다.  일부 대안에서, 키메라 수용체를 코

딩하는 핵산은 발현 벡터를 구성한다.  일부 대안에서, 발현 벡터는 단리된 키메라 수용체 핵산을 포함한다.

일부 대안에서, 키메라 수용체 핵산은 a) 리간드 결합 도메인을 코딩하는 폴리뉴클레오티드 (여기서 리간드 결

합 도메인은 CD171에 결합하고/거나 그를 표적화함), b) 리간드에 특이적인 소정 길이의 최적화된 폴리펩티드

스페이서를 코딩하는 폴리뉴클레오티드, c) 막횡단 도메인을 코딩하는 폴리뉴클레오티드 및 d) 세포내 신호전달

도메인을 코딩하는 폴리뉴클레오티드를 포함한다.  일부 대안에서, 스페이서는 참조 키메라 수용체와 비교 시

리간드에 반응하여 증가된 T 세포 증식 및/또는 시토카인 생산을 위해 최적화된다.  일부 대안에서, 리간드 결

합 도메인은 항체 단편이다.  일부 대안에서, 리간드 결합 도메인은 단일 쇄 가변 단편이다.  일부 대안에서,

스페이서는 15개 아미노산 이하 (그러나 1 또는 2개 아미노산 이상)이다.  일부 대안에서, 스페이서는 X1PPX2P의

아미노산 서열을 포함한다.  일부 대안에서, 스페이서 영역은 인간 항체의 힌지 영역의 일부를 포함한다.  일부

대안에서, 세포내 신호전달 도메인은 CD3 제타의 모두 또는 일부를 CD27, CD28, 4-1BB, OX-40, CD30, CD40,

PD-1, ICOS, LFA-1, CD2, CD7, NKG2C 및 B7-H3 또는 그의 조합으로 이루어진 군으로부터 선택된 공동자극 도메

인과 조합하여 포함한다.  일부 대안에서, 세포내 신호전달 도메인은 CD3 제타의 일부 및 4-1BB의 일부를 포함

한다.  일부 대안에서, 키메라 수용체 핵산은 마커 서열을 코딩하는 핵산을 추가로 포함한다.  일부 대안에서,

방법은 키메라 수용체를 코딩하는 선택된 핵산을 숙주 세포에 도입시키는 단계를 추가로 포함한다.
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일부 대안에서, 숙주 세포를 제조하는 시험관내 방법이 제공된다.  일부 대안에서, 방법은 a) 키메라 수용체 핵[0308]

산 또는 발현 벡터를 CD45RA-, CD45RO+, 및/또는 CD62L+ 표현형을 갖는 림프구 집단에 도입시키는 단계 및 b)

세포를 항-CD3 및/또는 항 CD28, 및 적어도 1종의 항상성 시토카인의 존재 하에 세포가 세포 주입물로서 사용하

기에 충분히 확장될 때까지 배양하는 단계를 포함한다.  일부 대안에서, 숙주 세포는 발현 벡터를 포함한다.

일부 대안에서, 단리된 키메라 수용체 핵산을 포함하는 발현 벡터가 제공된다.  일부 대안에서, 키메라 수용체

핵산은 a) 리간드 결합 도메인을 코딩하는 폴리뉴클레오티드 (여기서 리간드 결합 도메인은 CD171에 결합하고/

거나 그를 표적화함), b) 리간드에 특이적인 소정 길이의 최적화된 폴리펩티드 스페이서를 코딩하는 폴리뉴클레

오티드, c) 막횡단 도메인을 코딩하는 폴리뉴클레오티드 및 d) 세포내 신호전달 도메인을 코딩하는 폴리뉴클레

오티드를 포함한다.  일부 대안에서, 리간드 결합 도메인은 항체 단편이다.  일부 대안에서, 리간드 결합 도메

인은 단일 쇄 가변 단편이다.  일부 대안에서, 스페이서는 참조 키메라 수용체와 비교 시 리간드에 반응하여 증

가된 T 세포 증식 및/또는 시토카인 생산을 위해 최적화된다.  일부 대안에서, 스페이서는 15개 아미노산 이하

(그러나 1 또는 2개 아미노산 이상)이다.  일부 대안에서, 스페이서는 X1PPX2P의 아미노산 서열을 포함한다.  일

부 대안에서, 스페이서 영역은 인간 항체의 힌지 영역의 일부를 포함한다.  일부 대안에서, 세포내 신호전달 도

메인은 CD3 제타의 모두 또는 일부를 CD27, CD28, 4-1BB, OX-40, CD30, CD40, PD-1, ICOS, LFA-1, CD2, CD7,

NKG2C 및 B7-H3 또는 그의 조합으로 이루어진 군으로부터 선택된 공동자극 도메인과 조합하여 포함한다.  일부

대안에서, 세포내 신호전달 도메인은 CD3 제타의 일부 및 4-1BB의 일부를 포함한다.  일부 대안에서, 키메라 수

용체 핵산은 마커 서열을 코딩하는 핵산을 추가로 포함한다.  일부 대안에서, 숙주 세포는 나이브 CD8+ T 세포,

중심 기억 CD8+ T 세포, 이펙터 기억 CD8+ T 세포 및 벌크 CD8+ T 세포로 이루어진 군으로부터 선택된 CD8+ T

세포독성 림프구 세포이다.  일부 대안에서, CD8+ 세포독성 T 림프구 세포는 중심 기억 T 세포이며, 여기서 중

심 기억 T 세포는 CD45RO+, CD62L+ 및/또는 CD8+에 대해 양성이다.  일부 대안에서, 숙주 세포는 나이브 CD4+ T

세포, 중심 기억 CD4+ T 세포, 이펙터 기억 CD4+ T 세포 및 벌크 CD4+ T 세포로 이루어진 군으로부터 선택된

CD4+ T 헬퍼 림프구 세포이다.  일부 대안에서, CD4+ 헬퍼 림프구 세포는 나이브 CD4+ T 세포이며, 여기서 나이

브 CD4+ T 세포는 CD45RA+, CD62L+ 및/또는 CD4+에 양성이고/거나 CD45RO에 대해 음성이다.  일부 대안에서,

키메라  수용체  핵산은  a)  리간드  결합  도메인을  코딩하는  폴리뉴클레오티드  (여기서  리간드  결합  도메인은

CD171에 결합하고/거나 그를 표적화함), b) 리간드에 특이적인 소정 길이의 최적화된 폴리펩티드 스페이서를 코

딩하는 폴리뉴클레오티드, c) 막횡단 도메인을 코딩하는 폴리뉴클레오티드 및 d) 세포내 신호전달 도메인을 코

딩하는 폴리뉴클레오티드를 포함한다.  일부 대안에서, 리간드 결합 도메인은 항체 단편이다.  일부 대안에서,

스페이서는 참조 키메라 수용체와 비교 시 리간드에 반응하여 증가된 T 세포 증식 및/또는 시토카인 생산을 위

해 최적화된다.  일부 대안에서, 리간드 결합 도메인은 단일 쇄 가변 단편이다.  일부 대안에서, 스페이서는 15

개 아미노산 이하 (그러나 1 또는 2개 아미노산 이상)이다.  일부 대안에서, 스페이서는 X1PPX2P의 아미노산 서

열을 포함한다.  일부 대안에서, 스페이서 영역은 인간 항체의 힌지 영역의 일부를 포함한다.  일부 대안에서,

세포내 신호전달 도메인은 CD3 제타의 모두 또는 일부를 CD27, CD28, 4-1BB, OX-40, CD30, CD40, PD-1, ICOS,

LFA-1, CD2, CD7, NKG2C 및 B7-H3 또는 그의 조합으로 이루어진 군으로부터 선택된 공동자극 도메인과 조합하여

포함한다.  일부 대안에서, 세포내 신호전달 도메인은 CD3 제타의 일부 및 4-1BB의 일부를 포함한다.  일부 대

안에서, 키메라 수용체 핵산은 마커 서열을 코딩하는 핵산을 추가로 포함한다.  일부 대안에서, 발현 벡터는 단

리된 키메라 수용체 핵산을 포함한다.  일부 대안에서, 키메라 수용체 핵산은 a) 리간드 결합 도메인을 코딩하

는 폴리뉴클레오티드 (여기서 리간드 결합 도메인은 CD171에 결합하고/거나 그를 표적화함), b) 리간드에 특이

적인 소정 길이의 최적화된 폴리펩티드 스페이서를 코딩하는 폴리뉴클레오티드, c) 막횡단 도메인을 코딩하는

폴리뉴클레오티드 및 d) 세포내 신호전달 도메인을 코딩하는 폴리뉴클레오티드를 포함한다.  일부 대안에서, 스

페이서는 참조 키메라 수용체와 비교 시 리간드에 반응하여 증가된 T 세포 증식 및/또는 시토카인 생산을 위해

최적화된다.  일부 대안에서, 리간드 결합 도메인은 항체 단편이다.  일부 대안에서, 리간드 결합 도메인은 단

일  쇄  가변  단편이다.   일부  대안에서,  스페이서는  15개  아미노산  이하이다.   일부  대안에서,  스페이서는

X1PPX2P의 아미노산 서열을 포함한다.  일부 대안에서, 스페이서 영역은 인간 항체의 힌지 영역의 일부를 포함한

다.   일부 대안에서,  세포내 신호전달 도메인은 CD3  제타의 모두 또는 일부를 CD27,  CD28,  4-1BB,  OX-40,

CD30, CD40, PD-1, ICOS, LFA-1, CD2, CD7, NKG2C 및 B7-H3 또는 그의 조합으로 이루어진 군으로부터 선택된

공동자극 도메인과 조합하여 포함한다.  일부 대안에서, 세포내 신호전달 도메인은 CD3 제타의 일부 및 4-1BB의

일부를 포함한다.  일부 대안에서, 키메라 수용체 핵산은 마커 서열을 코딩하는 핵산을 추가로 포함한다.  일부

대안에서, 림프구는 CD8+ 또는 CD4+이다.

일부 대안에서, CD171을 발현하는 암 또는 고형 종양의 치료에서의 숙주 세포 또는 조성물의 용도가 제공된다.[0309]
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일부 대안에서, 조성물은 제약상 허용되는 부형제 중 숙주 세포를 포함한다.  일부 대안에서, 숙주 세포는 발현

벡터를 포함한다.  일부 대안에서, 단리된 키메라 수용체 핵산을 포함하는 발현 벡터가 제공된다.  일부 대안에

서, 키메라 수용체 핵산은 a) 리간드 결합 도메인을 코딩하는 폴리뉴클레오티드 (여기서 리간드 결합 도메인은

CD171에 결합하고/거나 그를 표적화함), b) 리간드에 특이적인 소정 길이의 최적화된 폴리펩티드 스페이서를 코

딩하는 폴리뉴클레오티드, c) 막횡단 도메인을 코딩하는 폴리뉴클레오티드 및 d) 세포내 신호전달 도메인을 코

딩하는 폴리뉴클레오티드를 포함한다.  일부 대안에서, 스페이서는 참조 키메라 수용체와 비교 시 리간드에 반

응하여 증가된 T 세포 증식 및/또는 시토카인 생산을 위해 최적화된다.  일부 대안에서, 리간드 결합 도메인은

항체 단편이다.  일부 대안에서, 리간드 결합 도메인은 단일 쇄 가변 단편이다.  일부 대안에서, 스페이서는 15

개 아미노산 이하 (그러나 1 또는 2개 아미노산 이상)이다.  일부 대안에서, 스페이서는 X1PPX2P의 아미노산 서

열을 포함한다.  일부 대안에서, 스페이서 영역은 인간 항체의 힌지 영역의 일부를 포함한다.  일부 대안에서,

세포내 신호전달 도메인은 CD3 제타의 모두 또는 일부를 CD27, CD28, 4-1BB, OX-40, CD30, CD40, PD-1, ICOS,

LFA-1, CD2, CD7, NKG2C 및 B7-H3 또는 그의 조합으로 이루어진 군으로부터 선택된 공동자극 도메인과 조합하여

포함한다.  일부 대안에서, 세포내 신호전달 도메인은 CD3 제타의 일부 및 4-1BB의 일부를 포함한다.  일부 대

안에서, 키메라 수용체 핵산은 마커 서열을 코딩하는 핵산을 추가로 포함한다.  일부 대안에서, 숙주 세포는 나

이브 CD8+ T 세포, 중심 기억 CD8+ T 세포, 이펙터 기억 CD8+ T 세포 및 벌크 CD8+ T 세포로 이루어진 군으로부

터 선택된 CD8+ T 세포독성 림프구 세포이다.  일부 대안에서, CD8+ 세포독성 T 림프구 세포는 중심 기억 T 세

포이며, 여기서 중심 기억 T 세포는 CD45RO+, CD62L+ 및/또는 CD8+에 대해 양성이다.  일부 대안에서, 숙주 세

포는 나이브 CD4+ T 세포, 중심 기억 CD4+ T 세포, 이펙터 기억 CD4+ T 세포 및 벌크 CD4+ T 세포로 이루어진

군으로부터 선택된 CD4+ T 헬퍼 림프구 세포이다.  일부 대안에서, CD4+ 헬퍼 림프구 세포는 나이브 CD4+ T 세

포이며, 여기서 나이브 CD4+ T 세포는 CD45RA+, CD62L+ 및/또는 CD4+에 대해 양성이고/거나 CD45RO에 대해 음

성이다.  일부 대안에서, 조성물은 숙주 세포를 포함하며, 여기서 숙주 세포는 나이브 CD8+ T 세포, 중심 기억

CD8+ T 세포, 이펙터 기억 CD8+ T 세포 및 벌크 CD8+ T 세포로 이루어진 군으로부터 선택된 CD8+ T 세포독성 림

프구 세포이거나, 또는 여기서 CD8+ 세포독성 T 림프구 세포는 중심 기억 T 세포이고, 여기서 중심 기억 T 세포

는 CD45RO+, CD62L+, 및/또는 CD8+에 대해 양성이고, 또 다른 숙주 세포를 포함하며, 여기서 숙주 세포는 나이

브 CD4+ T 세포, 중심 기억 CD4+ T 세포, 이펙터 기억 CD4+ T 세포, 및 벌크 CD4+ T 세포로 이루어진 군으로부

터 선택된 CD4+ T 헬퍼 림프구 세포이거나 또는 여기서 CD4+ 헬퍼 림프구 세포는 나이브 CD4+ T 세포이고, 여기

서 나이브 CD4+ T 세포는 CD45RA+, CD62L+ 및/또는 CD4+에 대해 양성이고/거나 CD45RO에 대해 음성이다.  일부

대안에서, 숙주 세포는 발현 벡터를 포함한다.  일부 대안에서, 단리된 키메라 수용체 핵산을 포함하는 발현 벡

터가 제공된다.  일부 대안에서, 키메라 수용체 핵산은 a) 리간드 결합 도메인을 코딩하는 폴리뉴클레오티드

(여기서 리간드 결합 도메인은 CD171에 결합하고/거나 그를 표적화함), b) 리간드에 특이적인 소정 길이의 최적

화된 폴리펩티드 스페이서를 코딩하는 폴리뉴클레오티드, c) 막횡단 도메인을 코딩하는 폴리뉴클레오티드 및 d)

세포내 신호전달 도메인을 코딩하는 폴리뉴클레오티드를 포함한다.  일부 대안에서, 스페이서는 참조 키메라 수

용체와 비교 시 리간드에 반응하여 증가된 T 세포 증식 및/또는 시토카인 생산을 위해 최적화된다.  일부 대안

에서, 리간드 결합 도메인은 항체 단편이다.  일부 대안에서, 리간드 결합 도메인은 단일 쇄 가변 단편이다.

일부 대안에서, 스페이서는 15개 아미노산 이하 (그러나 1 또는 2개 아미노산 이상)이다.  일부 대안에서, 스페

이서는 X1PPX2P의 아미노산 서열을 포함한다.  일부 대안에서, 스페이서 영역은 인간 항체의 힌지 영역의 일부를

포함한다.  일부 대안에서, 세포내 신호전달 도메인은 CD3 제타의 모두 또는 일부를 CD27, CD28, 4-1BB, OX-40,

CD30, CD40, PD-1, ICOS, LFA-1, CD2, CD7, NKG2C 및 B7-H3 또는 그의 조합으로 이루어진 군으로부터 선택된

공동자극 도메인과 조합하여 포함한다.  일부 대안에서, 세포내 신호전달 도메인은 CD3 제타의 일부 및 4-1BB의

일부를 포함한다.  일부 대안에서, 키메라 수용체 핵산은 마커 서열을 코딩하는 핵산을 추가로 포함한다.  일부

대안에서, 숙주 세포는 나이브 CD8+ T 세포, 중심 기억 CD8+ T 세포, 이펙터 기억 CD8+ T 세포 및 벌크 CD8+ T

세포로 이루어진 군으로부터 선택된 CD8+ T 세포독성 림프구 세포이다.  일부 대안에서, CD8+ 세포독성 T 림프

구 세포는 중심 기억 T 세포이며, 여기서 중심 기억 T 세포는 CD45RO+, CD62L+ 및/또는 CD8+에 대해 양성이다.

일부 대안에서, 숙주 세포는 나이브 CD4+ T 세포, 중심 기억 CD4+ T 세포, 이펙터 기억 CD4+ T 세포 및 벌크

CD4+ T 세포로 이루어진 군으로부터 선택된 CD4+ T 헬퍼 림프구 세포이다.  일부 대안에서, CD4+ 헬퍼 림프구

세포는 나이브 CD4+ T 세포이며, 여기서 나이브 CD4+ T 세포는 CD45RA+, CD62L+ 및/또는 CD4+에 대해 양성이고

/거나 CD45RO에 대해 음성이다.  일부 대안에서, 암은 신경모세포종이다.  일부 대안에서, 고형 종양은 결장암,

신암, 췌장암 및 난소암으로 이루어진 군으로부터 선택된다.

일부 대안에서, 암 또는 종양을 갖는 대상체에서 세포 면역요법을 수행하는 방법이 제공된다.  일부 대안에서,[0310]

방법은 조성물 또는 숙주 세포를 대상체에게 투여하는 것을 포함한다.  일부 대안에서, 숙주 세포는 발현 벡터
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를 포함한다.  일부 대안에서, 단리된 키메라 수용체 핵산을 포함하는 발현 벡터가 제공된다.  일부 대안에서,

키메라  수용체  핵산은  a)  리간드  결합  도메인을  코딩하는  폴리뉴클레오티드  (여기서  리간드  결합  도메인은

CD171에 결합하고/거나 그를 표적화함), b) 리간드에 특이적인 소정 길이의 최적화된 폴리펩티드 스페이서를 코

딩하는 폴리뉴클레오티드, c) 막횡단 도메인을 코딩하는 폴리뉴클레오티드 및 d) 세포내 신호전달 도메인을 코

딩하는 폴리뉴클레오티드를 포함한다.  일부 대안에서, 리간드 결합 도메인은 항체 단편이다.  일부 대안에서,

스페이서는 참조 키메라 수용체와 비교 시 리간드에 반응하여 증가된 T 세포 증식 및/또는 시토카인 생산을 위

해 최적화된다.  일부 대안에서, 리간드 결합 도메인은 단일 쇄 가변 단편이다.  일부 대안에서, 스페이서는 15

개 아미노산 이하 (그러나 1 또는 2개 아미노산 이상)이다.  일부 대안에서, 스페이서는 X1PPX2P의 아미노산 서

열을 포함한다.  일부 대안에서, 스페이서 영역은 인간 항체의 힌지 영역의 일부를 포함한다.  일부 대안에서,

세포내 신호전달 도메인은 CD3 제타의 모두 또는 일부를 CD27, CD28, 4-1BB, OX-40, CD30, CD40, PD-1, ICOS,

LFA-1, CD2, CD7, NKG2C 및 B7-H3 또는 그의 조합으로 이루어진 군으로부터 선택된 공동자극 도메인과 조합하여

포함한다.  일부 대안에서, 세포내 신호전달 도메인은 CD3 제타의 일부 및 4-1BB의 일부를 포함한다.  일부 대

안에서, 키메라 수용체 핵산은 마커 서열을 코딩하는 핵산을 추가로 포함한다.  일부 대안에서, 숙주 세포는 나

이브 CD8+ T 세포, 중심 기억 CD8+ T 세포, 이펙터 기억 CD8+ T 세포 및 벌크 CD8+ T 세포로 이루어진 군으로부

터 선택된 CD8+ T 세포독성 림프구 세포이다.  일부 대안에서, CD8+ 세포독성 T 림프구 세포는 중심 기억 T 세

포이며, 여기서 중심 기억 T 세포는 CD45RO+, CD62L+ 및/또는 CD8+에 대해 양성이다.  일부 대안에서, 숙주 세

포는 나이브 CD4+ T 세포, 중심 기억 CD4+ T 세포, 이펙터 기억 CD4+ T 세포 및 벌크 CD4+ T 세포로 이루어진

군으로부터 선택된 CD4+ T 헬퍼 림프구 세포이다.  일부 대안에서, CD4+ 헬퍼 림프구 세포는 나이브 CD4+ T 세

포이며, 여기서 나이브 CD4+ T 세포는 CD45RA+, CD62L+ 및/또는 CD4+에 대해 양성이고/거나 CD45RO에 대해 음

성이다.  일부 대안에서, 조성물은 제약상 허용되는 부형제 중 숙주 세포를 포함한다.  일부 대안에서, 숙주 세

포는 발현 벡터를 포함한다.  일부 대안에서, 단리된 키메라 수용체 핵산을 포함하는 발현 벡터가 제공된다.

일부 대안에서, 키메라 수용체 핵산은 a) 리간드 결합 도메인을 코딩하는 폴리뉴클레오티드 (여기서 리간드 결

합 도메인은 CD171에 결합하고/거나 그를 표적화함), b) 리간드에 특이적인 소정 길이의 최적화된 폴리펩티드

스페이서를 코딩하는 폴리뉴클레오티드, c) 막횡단 도메인을 코딩하는 폴리뉴클레오티드 및 d) 세포내 신호전달

도메인을 코딩하는 폴리뉴클레오티드를 포함한다.  일부 대안에서, 리간드 결합 도메인은 항체 단편이다.  일부

대안에서, 리간드 결합 도메인은 단일 쇄 가변 단편이다.  일부 대안에서, 스페이서는 15개 아미노산 이하 (그

러나 1 또는 2개 아미노산 이상)이다.  일부 대안에서, 스페이서는 X1PPX2P의 아미노산 서열을 포함한다.  일부

대안에서, 스페이서 영역은 인간 항체의 힌지 영역의 일부를 포함한다.  일부 대안에서, 세포내 신호전달 도메

인은 CD3 제타의 모두 또는 일부를 CD27, CD28, 4-1BB, OX-40, CD30, CD40, PD-1, ICOS, LFA-1, CD2, CD7,

NKG2C 및 B7-H3 또는 그의 조합으로 이루어진 군으로부터 선택된 공동자극 도메인과 조합하여 포함한다.  일부

대안에서, 세포내 신호전달 도메인은 CD3 제타의 일부 및 4-1BB의 일부를 포함한다.  일부 대안에서, 키메라 수

용체 핵산은 마커 서열을 코딩하는 핵산을 추가로 포함한다.  일부 대안에서, 숙주 세포는 나이브 CD8+ T 세포,

중심 기억 CD8+ T 세포, 이펙터 기억 CD8+ T 세포 및 벌크 CD8+ T 세포로 이루어진 군으로부터 선택된 CD8+ T

세포독성 림프구 세포이다.  일부 대안에서, CD8+ 세포독성 T 림프구 세포는 중심 기억 T 세포이며, 여기서 중

심 기억 T 세포는 CD45RO+, CD62L+ 및/또는 CD8+에 대해 양성이다.  일부 대안에서, 숙주 세포는 나이브 CD4+ T

세포, 중심 기억 CD4+ T 세포, 이펙터 기억 CD4+ T 세포 및 벌크 CD4+ T 세포로 이루어진 군으로부터 선택된

CD4+ T 헬퍼 림프구 세포이다.  일부 대안에서, CD4+ 헬퍼 림프구 세포는 나이브 CD4+ T 세포이며, 여기서 나이

브 CD4+ T 세포는 CD45RA+, CD62L+ 및/또는 CD4+에 대해 양성이고/거나 CD45RO에 대해 음성이다.  일부 대안에

서, 조성물은 숙주 세포를 포함하며, 여기서 숙주 세포는 나이브 CD8+ T 세포, 중심 기억 CD8+ T 세포, 이펙터

기억 CD8+ T 세포 및 벌크 CD8+ T 세포로 이루어진 군으로부터 선택된 CD8+ T 세포독성 림프구 세포이거나, 또

는 여기서 CD8+ 세포독성 T 림프구 세포는 중심 기억 T 세포이고, 여기서 중심 기억 T 세포는 CD45RO+, CD62L+,

및/또는 CD8+에 대해 양성이고, 또 다른 숙주 세포를 포함하며, 여기서 숙주 세포는 나이브 CD4+ T 세포, 중심

기억 CD4+ T 세포, 이펙터 기억 CD4+ T 세포, 및 벌크 CD4+ T 세포로 이루어진 군으로부터 선택된 CD4+ T 헬퍼

림프구 세포이거나 또는 여기서 CD4+ 헬퍼 림프구 세포는 나이브 CD4+ T 세포이고, 여기서 나이브 CD4+ T 세포

는 CD45RA+, CD62L+ 및/또는 CD4+에 대해 양성이고/거나 CD45RO에 대해 음성이다.  일부 대안에서, 암은 신경모

세포종이다.  일부 대안에서, 종양은 결장암, 신암, 췌장암 및 난소암으로 이루어진 군으로부터 선택된다.
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<표 1> 예시적인 서열[0311]

[0312]
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[0313]
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[0314]

<표 2>[0315]

예시적인 서열 유니프롯 P0861 IgG4-Fc (서열식별번호: 13)[0316]

[0317]

[0318]
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<표 3>[0319]

예시적인 서열/유니프롯 P10747 CD28(서열식별번호: 14)[0320]

[0321]

<표 4>[0322]
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예시적인 서열/유니프롯 Q07011 4-1BB(서열식별번호: 15)[0323]

[0324]

<표 5>[0325]
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예시적인 서열/유니프롯 P20963 인간 CD3ζ 이소형 3 (서열식별번호: 16)[0326]

[0327]

<표 6> 예시적인 힌지 영역 서열[0328]

[0329]
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<표 7>[0330]

[0331]
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<표 8>[0332]

[0333]
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<150> 62/090,845          

<151> 2014-12-11  

<150> 62/089,730          

<151> 2014-12-09  

<150> 62/088,363          

<151> 2014-12-05  

<150> 62/058,973          

<151> 2014-10-02  

<150> 61/986,479          

<151> 2014-04-30  

<150> 61/977,751          

<151> 2014-04-10  

<160> 60

<170> FastSEQ for Windows Version 4.0

<210> 1

<211> 5

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220> 

<223> Spacer Region

<220> 

<221> VARIANT        

<222> 1

<223> Xaa = cysteine, glycine, or arginine

<220> 

<221> VARIANT        

<222> 4

<223> Xaa = cysteine or threonine

<400> 1

Xaa Pro Pro Xaa Pro

 1               5  

<210> 2

<400> 2
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 000

<210> 3

<400> 3

 000

<210> 4

<400> 4

 000

<210> 5

<211> 34

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220> 

<223> CD28 transmembrane domain polynucleotide

<400> 5

Pro Pro Cys Pro Pro Cys Pro Met Phe Trp Val Leu Val Val Val Gly

 1               5                  10                  15      

Gly Val Leu Ala Cys Tyr Ser Leu Leu Val Thr Val Ala Phe Ile Ile

            20                  25                  30          

Phe Trp

        

<210> 6

<400> 6

 000

<210> 7

<400> 7

 000

<210> 8

<211> 9

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220

> 

<223> T2A ribosomal skip element

<400> 8
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Tyr Gly Pro Pro Cys Pro Pro Cys Pro

 1               5                  

<210> 9

<211> 9

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220> 

<223> tEGFR

<400> 9

Tyr Gly Pro Pro Cys Pro Pro Cys Pro

 1               5                  

<210> 10

<211> 1152

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220> 

<223> T2A domain

<400> 10

ccaaggctcg agggcggcgg agagggcaga ggaagtcttc taacatgcgg tgacgtggag 60

gagaatcccg gccctaggat gcttctcctg gtgacaagcc ttctgctctg tgagttacca 120

cacccagcat tcctcctgat cccacgcaaa gtgtgtaacg gaataggtat tggtgaattt 180

aaagactcac tctccataaa tgctacgaat attaaacact tcaaaaactg cacctccatc 240

agtggcgatc tccacatcct gccggtggca tttaggggtg actccttcac acatactcct 300

cctctggatc cacaggaact ggatattctg aaaaccgtaa aggaaatcac agggtttttg 360

ctgattcagg cttggcctga aaacaggacg gacctccatg cctttgagaa cctagaaatc 420

atacgcggca ggaccaagca acatggtcag ttttctcttg cagtcgtcag cctgaacata 480

acatccttgg gattacgctc cctcaaggag ataagtgatg gagatgtgat aatttcagga 540

aacaaaaatt tgtgctatgc aaatacaata aactggaaaa aactgtttgg gacctccggt 600

cagaaaacca aaattataag caacagaggt gaaaacagct gcaaggccac aggccaggtc 660

tgccatgcct tgtgctcccc cgagggctgc tggggcccgg agcccaggga ctgcgtctct 720

tgccggaatg tcagccgagg cagggaatgc gtggacaagt gcaaccttct ggagggtgag 780

ccaagggagt ttgtggagaa ctctgagtgc atacagtgcc acccagagtg cctgcctcag 840

gccatgaaca tcacctgcac aggacgggga ccagacaact gtatccagtg tgcccactac 900
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attgacggcc cccactgcgt caagacctgc ccggcaggag tcatgggaga aaacaacacc 960

ctggtctgga agtacgcaga cgccggccat gtgtgccacc tgtgccatcc aaactgcacc 1020

tacggatgca ctgggccagg tcttgaaggc tgtccaacga atgggcctaa gatcccgtcc 1080

atcgccactg ggatggtggg ggccctcctc ttgctgctgg tggtggccct ggggatcggc 1140

ctcttcatgt ga                                                     1152

<210> 11

<211> 383

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220> 

<223> T2A domain

<400> 11

Pro Arg Leu Glu Gly Gly Gly Glu Gly Arg Gly Ser Leu Leu Thr Cys

 1               5                  10                  15      

Gly Asp Val Glu Glu Asn Pro Gly Pro Arg Met Leu Leu Leu Val Thr

            20                  25                  30          

Ser Leu Leu Leu Cys Glu Leu Pro His Pro Ala Phe Leu Leu Ile Pro

        35                  40                  45              

Arg Lys Val Cys Asn Gly Ile Gly Ile Gly Glu Phe Lys Asp Ser Leu

    50                  55                  60                  

Ser Ile Asn Ala Thr Asn Ile Lys His Phe Lys Asn Cys Thr Ser Ile

65                  70                  75                  80  

Ser Gly Asp Leu His Ile Leu Pro Val Ala Phe Arg Gly Asp Ser Phe

                85                  90                  95      

Thr His Thr Pro Pro Leu Asp Pro Gln Glu Leu Asp Ile Leu Lys Thr

            100                 105                 110         

Val Lys Glu Ile Thr Gly Phe Leu Leu Ile Gln Ala Trp Pro Glu Asn

        115                 120                 125             

Arg Thr Asp Leu His Ala Phe Glu Asn Leu Glu Ile Ile Arg Gly Arg

    130                 135                 140                 

Thr Lys Gln His Gly Gln Phe Ser Leu Ala Val Val Ser Leu Asn Ile
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145                 150                 155                 160 

Thr Ser Leu Gly Leu Arg Ser Leu Lys Glu Ile Ser Asp Gly Asp Val

                165                 170                 175     

Ile Ile Ser Gly Asn Lys Asn Leu Cys Tyr Ala Asn Thr Ile Asn Trp

            180                 185                 190         

Lys Lys Leu Phe Gly Thr Ser Gly Gln Lys Thr Lys Ile Ile Ser Asn

        195                 200                 205             

Arg Gly Glu Asn Ser Cys Lys Ala Thr Gly Gln Val Cys His Ala Leu

    210                 215                 220                 

Cys Ser Pro Glu Gly Cys Trp Gly Pro Glu Pro Arg Asp Cys Val Ser

225                 230                 235                 240 

Cys Arg Asn Val Ser Arg Gly Arg Glu Cys Val Asp Lys Cys Asn Leu

                245                 250                 255     

Leu Glu Gly Glu Pro Arg Glu Phe Val Glu Asn Ser Glu Cys Ile Gln

            260                 265                 270         

Cys His Pro Glu Cys Leu Pro Gln Ala Met Asn Ile Thr Cys Thr Gly

        275                 280                 285             

Arg Gly Pro Asp Asn Cys Ile Gln Cys Ala His Tyr Ile Asp Gly Pro

    290                 295                 300                 

His Cys Val Lys Thr Cys Pro Ala Gly Val Met Gly Glu Asn Asn Thr

305                 310                 315                 320 

Leu Val Trp Lys Tyr Ala Asp Ala Gly His Val Cys His Leu Cys His

                325                 330                 335     

Pro Asn Cys Thr Tyr Gly Cys Thr Gly Pro Gly Leu Glu Gly Cys Pro

            340                 345                 350         

Thr Asn Gly Pro Lys Ile Pro Ser Ile Ala Thr Gly Met Val Gly Ala

        355                 360                 365             

Leu Leu Leu Leu Leu Val Val Ala Leu Gly Ile Gly Leu Phe Met

    370                 375                 380             

<210> 12

<400> 12
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 000

<210> 13

<211> 326

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220> 

<223> Exemplary IgG4-Fc

<400> 13

Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val Phe Pro Leu Ala Pro Cys Ser Arg

 1               5                  10                  15      

Ser Thr Ser Glu Ser Thr Ala Ala Leu Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr

            20                  25                  30          

Phe Pro Glu Pro Val Thr Val Ser Trp Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser

        35                  40                  45              

Gly Val His Thr Phe Pro Ala Val Leu Gln Ser Ser Gly Leu Tyr Ser

    50                  55                  60                  

Leu Ser Ser Val Val Thr Val Pro Ser Ser Ser Leu Gly Thr Lys Thr

65                  70                  75                  80  

Tyr Thr Cys Asn Val Asp His Lys Pro Ser Asn Thr Lys Val Asp Lys

                85                  90                  95      

Arg Val Glu Lys Tyr Gly Pro Pro Cys Pro Ser Cys Pro Ala Pro Glu

            100                 105                 110         

Phe Leu Gly Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp

        115                 120                 125             

Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp

    130                 135                 140                 

Val Ser Gln Glu Asp Pro Glu Val Gln Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly

145                 150                 155                 160 

Val Glu Val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Phe Asn

                165                 170                 175     

Ser Thr Tyr Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp

            180                 185                 190         
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Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Gly Leu Pro

        195                 200                 205             

Ser Ser Ile Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu

    210                 215                 220                 

Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Gln Glu Glu Met Thr Lys Asn

225                 230                 235                 240 

Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile

                245                 250                 255     

Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr

            260                 265                 270         

Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Arg

        275                 280                 285             

Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Glu Gly Asn Val Phe Ser Cys

    290                 295                 300                 

Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu

305                 310                 315                 320 

Ser Leu Ser Leu Gly Lys

                325     

<210> 14

<211> 219

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220> 

<223> Modified IgG4 hinge region

<400> 14

Leu Arg Leu Leu Leu Ala Leu Asn Leu Phe Pro Ser Ile Gln Val Thr

 1               5                  10                  15      

Gly Asn Lys Ile Leu Val Lys Gln Ser Pro Met Leu Val Ala Tyr Asp

            20                  25                  30          

Asn Ala Val Asn Leu Ser Cys Lys Tyr Ser Tyr Asn Leu Phe Ser Arg

        35                  40                  45              
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Glu Phe Arg Ala Ser Leu His Lys Gly Leu Asp Ser Ala Val Glu Val

    50                  55                  60                  

Cys Val Val Tyr Gly Asn Tyr Ser Gln Gln Leu Gln Val Tyr Ser Lys

65                  70                  75                  80  

Thr Gly Phe Asn Cys Asp Gly Lys Leu Gly Asn Glu Ser Val Thr Phe

                85                  90                  95      

Tyr Leu Gln Asn Leu Tyr Val Asn Gln Thr Asp Ile Tyr Phe Cys Lys

            100                 105                 110         

Ile Glu Val Met Tyr Pro Pro Pro Tyr Leu Asp Asn Glu Lys Ser Asn

        115                 120                 125             

Gly Thr Ile Ile His Val Lys Gly Lys His Leu Cys Pro Ser Pro Leu

    130                 135                 140                 

Phe Pro Gly Pro Ser Lys Pro Phe Trp Val Leu Val Val Val Gly Gly

145                 150                 155                 160 

Val Leu Ala Cys Tyr Ser Leu Leu Val Thr Val Ala Phe Ile Ile Phe

                165                 170                 175     

Trp Val Arg Ser Lys Arg Ser Arg Leu Leu His Ser Asp Tyr Met Asn

            180                 185                 190         

Met Thr Pro Arg Arg Pro Gly Pro Thr Arg Lys His Tyr Gln Pro Tyr

        195                 200                 205             

Ala Pro Pro Arg Asp Phe Ala Ala Tyr Arg Ser

    210                 215                 

<210> 15

<211> 255

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220> 

<223> Cytoplasmic domain of human 4-1BB

<400> 15

Met Gly Asn Ser Cys Tyr Asn Ile Val Ala Thr Leu Leu Leu Val Leu

 1               5                  10                  15      
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Asn Phe Glu Arg Thr Arg Ser Leu Gln Asp Pro Cys Ser Asn Cys Pro

            20                  25                  30          

Ala Gly Thr Phe Cys Asp Asn Asn Arg Asn Gln Ile Cys Ser Pro Cys

        35                  40                  45              

Pro Pro Asn Ser Phe Ser Ser Ala Gly Gly Gln Arg Thr Cys Asp Ile

    50                  55                  60                  

Cys Arg Gln Cys Lys Gly Val Phe Arg Thr Arg Lys Glu Cys Ser Ser

65                  70                  75                  80  

Thr Ser Asn Ala Glu Cys Asp Cys Thr Pro Gly Phe His Cys Leu Gly

                85                  90                  95      

Ala Gly Cys Ser Met Cys Glu Gln Asp Cys Lys Gln Gly Gln Glu Leu

            100                 105                 110         

Thr Lys Lys Gly Cys Lys Asp Cys Cys Phe Gly Thr Phe Asn Asp Gln

        115                 120                 125             

Lys Arg Gly Ile Cys Arg Pro Trp Thr Asn Cys Ser Leu Asp Gly Lys

    130                 135                 140                 

Ser Val Leu Val Asn Gly Thr Lys Glu Arg Asp Val Val Cys Gly Pro

145                 150                 155                 160 

Ser Pro Ala Asp Leu Ser Pro Gly Ala Ser Ser Val Thr Pro Pro Ala

                165                 170                 175     

Pro Ala Arg Glu Pro Gly His Ser Pro Gln Ile Ile Ser Phe Phe Leu

            180                 185                 190         

Ala Leu Thr Ser Thr Ala Leu Leu Phe Leu Leu Phe Phe Leu Thr Leu

        195                 200                 205             

Arg Phe Ser Val Val Lys Arg Gly Arg Lys Lys Leu Leu Tyr Ile Phe

    210                 215                 220                 

Lys Gln Pro Phe Met Arg Pro Val Gln Thr Thr Gln Glu Glu Asp Gly

225                 230                 235                 240 

Cys Ser Cys Arg Phe Pro Glu Glu Glu Glu Gly Gly Cys Glu Leu

                245                 250                 255 

<210> 16

<211> 164
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<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220> 

<223> Cytoplasmic domain of isoform 3 of human CD3 zeta

<400> 16

Met Lys Trp Lys Ala Leu Phe Thr Ala Ala Ile Leu Gln Ala Gln Leu

 1               5                  10                  15      

Pro Ile Thr Glu Ala Gln Ser Phe Gly Leu Leu Asp Pro Lys Leu Cys

            20                  25                  30          

Tyr Leu Leu Asp Gly Ile Leu Phe Ile Tyr Gly Val Ile Leu Thr Ala

        35                  40                  45              

Leu Phe Leu Arg Val Lys Phe Ser Arg Ser Ala Asp Ala Pro Ala Tyr

    50                  55                  60                  

Gln Gln Gly Gln Asn Gln Leu Tyr Asn Glu Leu Asn Leu Gly Arg Arg

65                  70                  75                  80  

Glu Glu Tyr Asp Val Leu Asp Lys Arg Arg Gly Arg Asp Pro Glu Met

                85                  90                  95      

Gly Gly Lys Pro Gln Arg Arg Lys Asn Pro Gln Glu Gly Leu Tyr Asn

            100                 105                 110         

Glu Leu Gln Lys Asp Lys Met Ala Glu Ala Tyr Ser Glu Ile Gly Met

        115                 120                 125             

Lys Gly Glu Arg Arg Arg Gly Lys Gly His Asp Gly Leu Tyr Gln Gly

    130                 135                 140                 

Leu Ser Thr Ala Thr Lys Asp Thr Tyr Asp Ala Leu His Met Gln Ala

145                 150                 155                 160 

Leu Pro Pro Arg

                

<210> 17

<211> 15

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220> 
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<223> Human IgG1 hinge region

<400> 17

Glu Pro Lys Ser Cys Asp Lys Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro

 1               5                  10                  15  

<210> 18

<211> 12

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220> 

<223> Human IgG2 hinge region

<400> 18

Glu Arg Lys Cys Cys Val Glu Cys Pro Pro Cys Pro

 1               5                  10          

<210> 19

<211> 61

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220> 

<223> Human IgG3 hinge region

<400> 19

Glu Leu Lys Thr Pro Leu Gly Asp Thr His Thr Cys Pro Arg Cys Pro

 1               5                  10                  15      

Glu Pro Lys Ser Cys Asp Thr Pro Pro Pro Cys Pro Arg Cys Pro Glu

            20                  25                  30          

Pro Lys Ser Cys Asp Thr Pro Pro Pro Cys Pro Arg Cys Pro Glu Pro

        35                  40                  45              

Lys Ser Cys Asp Thr Pro Pro Pro Cys Pro Arg Cys Pro

    50                  55                  60      

<210> 20

<211> 12

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220> 
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<223> Human IgG4 hinge region

<400> 20

Glu Ser Lys Tyr Gly Pro Pro Cys Pro Ser Cys Pro

 1               5                  10          

<210> 21

<211> 12

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220> 

<223> Modified Human IgG4 hinge region

<400> 21

Glu Ser Lys Tyr Gly Pro Pro Cys Pro Pro Cys Pro

 1               5                  10          

<210> 22

<400> 22

 000

<210> 23

<400> 23

 000

<210> 24

<400> 24

 000

<210> 25

<400> 25

 000

<210> 26

<400> 26

 000

<210> 27

<400> 27

 000

<210> 28

<400> 28

 000
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<210> 29

<400> 29

 000

<210> 30

<400> 30

 000

<210> 31

<400> 31

 000

<210> 32

<400> 32

 000

<210> 33

<400> 33

 000

<210> 34

<400> 34

 000

<210> 35

<400> 35

 000

<210> 36

<211> 348

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220> 

<223> Medium spacer IgG4 hinge-CH3

<400> 36

tacggaccgc cctgcccccc ttgccctggc cagcctcgcg agccccaggt gtacaccctg 60

cctccctccc aggaagagat gaccaagaac caggtgtccc tgacctgcct ggtgaagggc 120

ttctacccca gcgacatcgc cgtggagtgg gagagcaacg gccagcctga gaacaactac 180

aagaccaccc ctcccgtgct ggacagcgac ggcagcttct tcctgtacag ccggctgacc 240

gtggacaaga gccggtggca ggaaggcaac gtctttagct gcagcgtgat gcacgaggcc 300
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ctgcacaacc actacaccca gaagagcctg agcctgtccc tgggcaag              348

<210> 37

<400> 37

 000

<210> 38

<400> 38

 000

<210> 39

<400> 39

 000

<210> 40

<400> 40

 000

<210> 41

<400> 41

 000

<210> 42

<400> 42

 000

<210> 43

<400> 43

 000

<210> 44

<400> 44

 000

<210> 45

<400> 45

 000

<210> 46

<400> 46

 000

<210> 47

<400> 47

 000

<210> 48

<400> 48
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 000

<210> 49

<211> 5

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220> 

<223> IgG4 hinge

<400> 49

Glu Ser Lys Tyr Gly

 1               5  

<210> 50

<400> 50

 000

<210> 51

<211> 9

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220> 

<223> Modified Human IgG4 hinge region

<400> 51

Tyr Gly Pro Pro Cys Pro Pro Cys Pro

 1               5                  

<210> 52

<211> 10

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220> 

<223> Modified Human IgG4 hinge region

<400> 52

Lys Tyr Gly Pro Pro Cys Pro Pro Cys Pro

 1               5                  10  

<210> 53

<211> 13
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<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220> 

<223> Modified Human IgG4 hinge region

<400> 53

Glu Val Val Lys Tyr Gly Pro Pro Cys Pro Pro Cys Pro

 1               5                  10              

<210> 54

<211> 10024

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220> 

<223> Ce7scFv-IgG4hinge-CH2-CH3-CD28tm/4-1BB-zeta-T2A-EG

            FRt-epHIV7

<400> 54

gttagaccag atctgagcct gggagctctc tggctaacta gggaacccac tgcttaagcc 60

tcaataaagc ttgccttgag tgcttcaagt agtgtgtgcc cgtctgttgt gtgactctgg 120

taactagaga tccctcagac ccttttagtc agtgtggaaa atctctagca gtggcgcccg 180

aacagggact tgaaagcgaa agggaaacca gaggagctct ctcgacgcag gactcggctt 240

gctgaagcgc gcacggcaag aggcgagggg cggcgactgg tgagtacgcc aaaaattttg 300

actagcggag gctagaagga gagagatggg tgcgagagcg tcagtattaa gcgggggaga 360

attagatcga tgggaaaaaa ttcggttaag gccaggggga aagaaaaaat ataaattaaa 420

acatatagta tgggcaagca gggagctaga acgattcgca gttaatcctg gcctgttaga 480

aacatcagaa ggctgtagac aaatactggg acagctacaa ccatcccttc agacaggatc 540

agaagaactt agatcattat ataatacagt agcaaccctc tattgtgtgc atcaaaggat 600

agagataaaa gacaccaagg aagctttaga caagatagag gaagagcaaa acaaaagtaa 660

gaaaaaagca cagcaagcag cagctgacac aggacacagc aatcaggtca gccaaaatta 720

ccctatagtg cagaacatcc aggggcaaat ggtacatcag gccatatcac ctagaacttt 780

aaatgcatgg gtaaaagtag tagaagagaa ggctttcagc ccagaagtga tacccatgtt 840

ttcagcatta tcagaaggag ccaccccaca agatttaaac accatgctaa acacagtggg 900

gggacatcaa gcagccatgc aaatgttaaa agagaccatc aatgaggaag ctgcaggcaa 960

agagaagagt ggtgcagaga gaaaaaagag cagtgggaat aggagctttg ttccttgggt 1020

등록특허 10-2508166

- 188 -



tcttgggagc agcaggaagc actatgggcg cagcgtcaat gacgctgacg gtacaggcca 1080

gacaattatt gtctggtata gtgcagcagc agaacaattt gctgagggct attgaggcgc 1140

aacagcatct gttgcaactc acagtctggg gcatcaagca gctccaggca agaatcctgg 1200

ctgtggaaag atacctaaag gatcaacagc tcctggggat ttggggttgc tctggaaaac 1260

tcatttgcac cactgctgtg ccttggatct acaaatggca gtattcatcc acaattttaa 1320

aagaaaaggg gggattgggg ggtacagtgc aggggaaaga atagtagaca taatagcaac 1380

agacatacaa actaaagaat tacaaaaaca aattacaaaa attcaaaatt ttcgggttta 1440

ttacagggac agcagagatc cagtttgggg atcaattgca tgaagaatct gcttagggtt 1500

aggcgttttg cgctgcttcg cgaggatctg cgatcgctcc ggtgcccgtc agtgggcaga 1560

gcgcacatcg cccacagtcc ccgagaagtt ggggggaggg gtcggcaatt gaaccggtgc 1620

ctagagaagg tggcgcgggg taaactggga aagtgatgtc gtgtactggc tccgcctttt 1680

tcccgagggt gggggagaac cgtatataag tgcagtagtc gccgtgaacg ttctttttcg 1740

caacgggttt gccgccagaa cacagctgaa gcttcgaggg gctcgcatct ctccttcacg 1800

cgcccgccgc cctacctgag gccgccatcc acgccggttg agtcgcgttc tgccgcctcc 1860

cgcctgtggt gcctcctgaa ctgcgtccgc cgtctaggta agtttaaagc tcaggtcgag 1920

accgggcctt tgtccggcgc tcccttggag cctacctaga ctcagccggc tctccacgct 1980

ttgcctgacc ctgcttgctc aactctacgt ctttgtttcg ttttctgttc tgcgccgtta 2040

cagatccaag ctgtgaccgg cgcctacggc tagcgccgcc accatgctgc tgctggtgac 2100

cagcctgctg ctgtgcgagc tgccccaccc cgcctttctg ctgatccccc aggtgcagct 2160

gcagcagcct ggcgccgagc tggtgaagcc aggcgccagc gtgaagctgt cctgcaaggc 2220

cagcggctac accttcaccg gctactggat gcactgggtg aagcagagac ccggccacgg 2280

cctggaatgg atcggcgaga tcaaccccag caacggccgg accaactaca acgagcggtt 2340

caagagcaag gccaccctga ccgtggacaa gagcagcacc accgccttca tgcagctgtc 2400

cggcctgacc agcgaggaca gcgccgtgta cttctgcgcc agggactact acggcaccag 2460

ctacaacttc gactactggg gccagggcac cacactgacc gtgagcagcg gcggaggggg 2520

ctctggcggc ggaggatctg ggggaggggg cagcgacatc cagatgaccc agagcagcag 2580

cagcttcagc gtgagcctgg gcgaccgggt gaccatcacc tgtaaggcca acgaggacat 2640

caacaaccgg ctggcctggt atcagcagac ccccggcaac agccccaggc tgctgatcag 2700

cggcgccacc aacctggtga ccggcgtgcc cagccggttt agcggcagcg gctccggcaa 2760

ggactacacc ctgaccatca caagcctgca ggccgaggac ttcgccacct actactgcca 2820

gcagtactgg tccaccccct tcaccttcgg cagcggcacc gagctggaaa tcaaagagag 2880
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caagtacgga ccgccctgcc ccccttgccc tgcccccgag ttcctgggcg gacccagcgt 2940

gttcctgttc ccccccaagc ccaaggacac cctgatgatc agccggaccc ccgaggtgac 3000

ctgcgtggtg gtggacgtga gccaggaaga tcccgaggtc cagttcaatt ggtacgtgga 3060

cggcgtggaa gtgcacaacg ccaagaccaa gcccagagag gaacagttca acagcaccta 3120

ccgggtggtg tctgtgctga ccgtgctgca ccaggactgg ctgaacggca aagaatacaa 3180

gtgcaaggtg tccaacaagg gcctgcccag cagcatcgaa aagaccatca gcaaggccaa 3240

gggccagcct cgcgagcccc aggtgtacac cctgcctccc tcccaggaag agatgaccaa 3300

gaaccaggtg tccctgacct gcctggtgaa gggcttctac cccagcgaca tcgccgtgga 3360

gtgggagagc aacggccagc ctgagaacaa ctacaagacc acccctcccg tgctggacag 3420

cgacggcagc ttcttcctgt acagccggct gaccgtggac aagagccggt ggcaggaagg 3480

caacgtcttt agctgcagcg tgatgcacga ggccctgcac aaccactaca cccagaagag 3540

cctgagcctg tccctgggca agatgttctg ggtgctggtg gtggtgggcg gggtgctggc 3600

ctgctacagc ctgctggtga cagtggcctt catcatcttt tgggtgaaac ggggcagaaa 3660

gaaactcctg tatatattca aacaaccatt tatgagacca gtacaaacta ctcaagagga 3720

agatggctgt agctgccgat ttccagaaga agaagaagga ggatgtgaac tgcgggtgaa 3780

gttcagcaga agcgccgacg cccctgccta ccagcagggc cagaatcagc tgtacaacga 3840

gctgaacctg ggcagaaggg aagagtacga cgtcctggat aagcggagag gccgggaccc 3900

tgagatgggc ggcaagcctc ggcggaagaa cccccaggaa ggcctgtata acgaactgca 3960

gaaagacaag atggccgagg cctacagcga gatcggcatg aagggcgagc ggaggcgggg 4020

caagggccac gacggcctgt atcagggcct gtccaccgcc accaaggata cctacgacgc 4080

cctgcacatg caggccctgc ccccaaggct cgagggcggc ggagagggca gaggaagtct 4140

tctaacatgc ggtgacgtgg aggagaatcc cggccctagg atgcttctcc tggtgacaag 4200

ccttctgctc tgtgagttac cacacccagc attcctcctg atcccacgca aagtgtgtaa 4260

cggaataggt attggtgaat ttaaagactc actctccata aatgctacga atattaaaca 4320

cttcaaaaac tgcacctcca tcagtggcga tctccacatc ctgccggtgg catttagggg 4380

tgactccttc acacatactc ctcctctgga tccacaggaa ctggatattc tgaaaaccgt 4440

aaaggaaatc acagggtttt tgctgattca ggcttggcct gaaaacagga cggacctcca 4500

tgcctttgag aacctagaaa tcatacgcgg caggaccaag caacatggtc agttttctct 4560

tgcagtcgtc agcctgaaca taacatcctt gggattacgc tccctcaagg agataagtga 4620

tggagatgtg ataatttcag gaaacaaaaa tttgtgctat gcaaatacaa taaactggaa 4680

aaaactgttt gggacctccg gtcagaaaac caaaattata agcaacagag gtgaaaacag 4740
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ctgcaaggcc acaggccagg tctgccatgc cttgtgctcc cccgagggct gctggggccc 4800

ggagcccagg gactgcgtct cttgccggaa tgtcagccga ggcagggaat gcgtggacaa 4860

gtgcaacctt ctggagggtg agccaaggga gtttgtggag aactctgagt gcatacagtg 4920

ccacccagag tgcctgcctc aggccatgaa catcacctgc acaggacggg gaccagacaa 4980

ctgtatccag tgtgcccact acattgacgg cccccactgc gtcaagacct gcccggcagg 5040

agtcatggga gaaaacaaca ccctggtctg gaagtacgca gacgccggcc atgtgtgcca 5100

cctgtgccat ccaaactgca cctacggatg cactgggcca ggtcttgaag gctgtccaac 5160

gaatgggcct aagatcccgt ccatcgccac tgggatggtg ggggccctcc tcttgctgct 5220

ggtggtggcc ctggggatcg gcctcttcat gtgagcggcc gctctagacc cgggctgcag 5280

gaattcgata tcaagcttat cgataatcaa cctctggatt acaaaatttg tgaaagattg 5340

actggtattc ttaactatgt tgctcctttt acgctatgtg gatacgctgc tttaatgcct 5400

ttgtatcatg ctattgcttc ccgtatggct ttcattttct cctccttgta taaatcctgg 5460

ttgctgtctc tttatgagga gttgtggccc gttgtcaggc aacgtggcgt ggtgtgcact 5520

gtgtttgctg acgcaacccc cactggttgg ggcattgcca ccacctgtca gctcctttcc 5580

gggactttcg ctttccccct ccctattgcc acggcggaac tcatcgccgc ctgccttgcc 5640

cgctgctgga caggggctcg gctgttgggc actgacaatt ccgtggtgtt gtcggggaaa 5700

tcatcgtcct ttccttggct gctcgcctgt gttgccacct ggattctgcg cgggacgtcc 5760

ttctgctacg tcccttcggc cctcaatcca gcggaccttc cttcccgcgg cctgctgccg 5820

gctctgcggc ctcttccgcg tcttcgcctt cgccctcaga cgagtcggat ctccctttgg 5880

gccgcctccc cgcatcgata ccgtcgacta gccgtacctt taagaccaat gacttacaag 5940

gcagctgtag atcttagcca ctttttaaaa gaaaaggggg gactggaagg gctaattcac 6000

tcccaaagaa gacaagatct gctttttgcc tgtactgggt ctctctggtt agaccagatc 6060

tgagcctggg agctctctgg ctaactaggg aacccactgc ttaagcctca ataaagcttg 6120

ccttgagtgc ttcaagtagt gtgtgcccgt ctgttgtgtg actctggtaa ctagagatcc 6180

ctcagaccct tttagtcagt gtggaaaatc tctagcagaa ttcgatatca agcttatcga 6240

taccgtcgac ctcgaggggg ggcccggtac ccaattcgcc ctatagtgag tcgtattaca 6300

attcactggc cgtcgtttta caacgtcgtg actgggaaaa ccctggcgtt acccaactta 6360

atcgccttgc agcacatccc cctttcgcca gctggcgtaa tagcgaagag gcccgcaccg 6420

atcgcccttc ccaacagttg cgcagcctga atggcgaatg gaaattgtaa gcgttaatat 6480

tttgttaaaa ttcgcgttaa atttttgtta aatcagctca ttttttaacc aataggccga 6540

aatcggcaaa atcccttata aatcaaaaga atagaccgag atagggttga gtgttgttcc 6600
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agtttggaac aagagtccac tattaaagaa cgtggactcc aacgtcaaag ggcgaaaaac 6660

cgtctatcag ggcgatggcc cactacgtga accatcaccc taatcaagtt ttttggggtc 6720

gaggtgccgt aaagcactaa atcggaaccc taaagggagc ccccgattta gagcttgacg 6780

gggaaagccg gcgaacgtgg cgagaaagga agggaagaaa gcgaaaggag cgggcgctag 6840

ggcgctggca agtgtagcgg tcacgctgcg cgtaaccacc acacccgccg cgcttaatgc 6900

gccgctacag ggcgcgtcag gtggcacttt tcggggaaat gtgcgcggaa cccctatttg 6960

tttatttttc taaatacatt caaatatgta tccgctcatg agacaataac cctgataaat 7020

gcttcaataa tattgaaaaa ggaagagtat gagtattcaa catttccgtg tcgcccttat 7080

tccctttttt gcggcatttt gccttcctgt ttttgctcac ccagaaacgc tggtgaaagt 7140

aaaagatgct gaagatcagt tgggtgcacg agtgggttac atcgaactgg atctcaacag 7200

cggtaagatc cttgagagtt ttcgccccga agaacgtttt ccaatgatga gcacttttaa 7260

agttctgcta tgtggcgcgg tattatcccg tattgacgcc gggcaagagc aactcggtcg 7320

ccgcatacac tattctcaga atgacttggt tgagtactca ccagtcacag aaaagcatct 7380

tacggatggc atgacagtaa gagaattatg cagtgctgcc ataaccatga gtgataacac 7440

tgcggccaac ttacttctga caacgatcgg aggaccgaag gagctaaccg cttttttgca 7500

caacatgggg gatcatgtaa ctcgccttga tcgttgggaa ccggagctga atgaagccat 7560

accaaacgac gagcgtgaca ccacgatgcc tgtagcaatg gcaacaacgt tgcgcaaact 7620

attaactggc gaactactta ctctagcttc ccggcaacaa ttaatagact ggatggaggc 7680

ggataaagtt gcaggaccac ttctgcgctc ggcccttccg gctggctggt ttattgctga 7740

taaatctgga gccggtgagc gtgggtctcg cggtatcatt gcagcactgg ggccagatgg 7800

taagccctcc cgtatcgtag ttatctacac gacggggagt caggcaacta tggatgaacg 7860

aaatagacag atcgctgaga taggtgcctc actgattaag cattggtaac tgtcagacca 7920

agtttactca tatatacttt agattgattt aaaacttcat ttttaattta aaaggatcta 7980

ggtgaagatc ctttttgata atctcatgac caaaatccct taacgtgagt tttcgttcca 8040

ctgagcgtca gaccccgtag aaaagatcaa aggatcttct tgagatcctt tttttctgcg 8100

cgtaatctgc tgcttgcaaa caaaaaaacc accgctacca gcggtggttt gtttgccgga 8160

tcaagagcta ccaactcttt ttccgaaggt aactggcttc agcagagcgc agataccaaa 8220

tactgttctt ctagtgtagc cgtagttagg ccaccacttc aagaactctg tagcaccgcc 8280

tacatacctc gctctgctaa tcctgttacc agtggctgct gccagtggcg ataagtcgtg 8340

tcttaccggg ttggactcaa gacgatagtt accggataag gcgcagcggt cgggctgaac 8400

ggggggttcg tgcacacagc ccagcttgga gcgaacgacc tacaccgaac tgagatacct 8460
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acagcgtgag ctatgagaaa gcgccacgct tcccgaaggg agaaaggcgg acaggtatcc 8520

ggtaagcggc agggtcggaa caggagagcg cacgagggag cttccagggg gaaacgcctg 8580

gtatctttat agtcctgtcg ggtttcgcca cctctgactt gagcgtcgat ttttgtgatg 8640

ctcgtcaggg gggcggagcc tatggaaaaa cgccagcaac gcggcctttt tacggttcct 8700

ggccttttgc tggccttttg ctcacatgtt ctttcctgcg ttatcccctg attctgtgga 8760

taaccgtatt accgcctttg agtgagctga taccgctcgc cgcagccgaa cgaccgagcg 8820

cagcgagtca gtgagcgagg aagcggaaga gcgcccaata cgcaaaccgc ctctccccgc 8880

gcgttggccg attcattaat gcagctggca cgacaggttt cccgactgga aagcgggcag 8940

tgagcgcaac gcaattaatg tgagttagct cactcattag gcaccccagg ctttacactt 9000

tatgcttccg gctcgtatgt tgtgtggaat tgtgagcgga taacaatttc acacaggaaa 9060

cagctatgac catgattacg ccaagctcga aattaaccct cactaaaggg aacaaaagct 9120

ggagctccac cgcggtggcg gcctcgaggt cgagatccgg tcgaccagca accatagtcc 9180

cgcccctaac tccgcccatc ccgcccctaa ctccgcccag ttccgcccat tctccgcccc 9240

atggctgact aatttttttt atttatgcag aggccgaggc cgcctcggcc tctgagctat 9300

tccagaagta gtgaggaggc ttttttggag gcctaggctt ttgcaaaaag cttcgacggt 9360

atcgattggc tcatgtccaa cattaccgcc atgttgacat tgattattga ctagttatta 9420

atagtaatca attacggggt cattagttca tagcccatat atggagttcc gcgttacata 9480

acttacggta aatggcccgc ctggctgacc gcccaacgac ccccgcccat tgacgtcaat 9540

aatgacgtat gttcccatag taacgccaat agggactttc cattgacgtc aatgggtgga 9600

gtatttacgg taaactgccc acttggcagt acatcaagtg tatcatatgc caagtacgcc 9660

ccctattgac gtcaatgacg gtaaatggcc cgcctggcat tatgcccagt acatgacctt 9720

atgggacttt cctacttggc agtacatcta cgtattagtc atcgctatta ccatggtgat 9780

gcggttttgg cagtacatca atgggcgtgg atagcggttt gactcacggg gatttccaag 9840

tctccacccc attgacgtca atgggagttt gttttggcac caaaatcaac gggactttcc 9900

aaaatgtcgt aacaactccg ccccattgac gcaaatgggc ggtaggcgtg tacggaattc 9960

ggagtggcga gccctcagat cctgcatata agcagctgct ttttgcctgt actgggtctc 10020

tctg                                                              10024

<210> 55

<211> 9694

<212> DNA

<213> Artificial Sequence
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<220> 

<223> Ce7scFv-IgG4hinge-CH3-CD28tm/4-1BB-zeta-T2A-EGFRt-

            epHIV7 (intermediate)

<400> 55

gttagaccag atctgagcct gggagctctc tggctaacta gggaacccac tgcttaagcc 60

tcaataaagc ttgccttgag tgcttcaagt agtgtgtgcc cgtctgttgt gtgactctgg 120

taactagaga tccctcagac ccttttagtc agtgtggaaa atctctagca gtggcgcccg 180

aacagggact tgaaagcgaa agggaaacca gaggagctct ctcgacgcag gactcggctt 240

gctgaagcgc gcacggcaag aggcgagggg cggcgactgg tgagtacgcc aaaaattttg 300

actagcggag gctagaagga gagagatggg tgcgagagcg tcagtattaa gcgggggaga 360

attagatcga tgggaaaaaa ttcggttaag gccaggggga aagaaaaaat ataaattaaa 420

acatatagta tgggcaagca gggagctaga acgattcgca gttaatcctg gcctgttaga 480

aacatcagaa ggctgtagac aaatactggg acagctacaa ccatcccttc agacaggatc 540

agaagaactt agatcattat ataatacagt agcaaccctc tattgtgtgc atcaaaggat 600

agagataaaa gacaccaagg aagctttaga caagatagag gaagagcaaa acaaaagtaa 660

gaaaaaagca cagcaagcag cagctgacac aggacacagc aatcaggtca gccaaaatta 720

ccctatagtg cagaacatcc aggggcaaat ggtacatcag gccatatcac ctagaacttt 780

aaatgcatgg gtaaaagtag tagaagagaa ggctttcagc ccagaagtga tacccatgtt 840

ttcagcatta tcagaaggag ccaccccaca agatttaaac accatgctaa acacagtggg 900

gggacatcaa gcagccatgc aaatgttaaa agagaccatc aatgaggaag ctgcaggcaa 960

agagaagagt ggtgcagaga gaaaaaagag cagtgggaat aggagctttg ttccttgggt 1020

tcttgggagc agcaggaagc actatgggcg cagcgtcaat gacgctgacg gtacaggcca 1080

gacaattatt gtctggtata gtgcagcagc agaacaattt gctgagggct attgaggcgc 1140

aacagcatct gttgcaactc acagtctggg gcatcaagca gctccaggca agaatcctgg 1200

ctgtggaaag atacctaaag gatcaacagc tcctggggat ttggggttgc tctggaaaac 1260

tcatttgcac cactgctgtg ccttggatct acaaatggca gtattcatcc acaattttaa 1320

aagaaaaggg gggattgggg ggtacagtgc aggggaaaga atagtagaca taatagcaac 1380

agacatacaa actaaagaat tacaaaaaca aattacaaaa attcaaaatt ttcgggttta 1440

ttacagggac agcagagatc cagtttgggg atcaattgca tgaagaatct gcttagggtt 1500

aggcgttttg cgctgcttcg cgaggatctg cgatcgctcc ggtgcccgtc agtgggcaga 1560

gcgcacatcg cccacagtcc ccgagaagtt ggggggaggg gtcggcaatt gaaccggtgc 1620

ctagagaagg tggcgcgggg taaactggga aagtgatgtc gtgtactggc tccgcctttt 1680
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tcccgagggt gggggagaac cgtatataag tgcagtagtc gccgtgaacg ttctttttcg 1740

caacgggttt gccgccagaa cacagctgaa gcttcgaggg gctcgcatct ctccttcacg 1800

cgcccgccgc cctacctgag gccgccatcc acgccggttg agtcgcgttc tgccgcctcc 1860

cgcctgtggt gcctcctgaa ctgcgtccgc cgtctaggta agtttaaagc tcaggtcgag 1920

accgggcctt tgtccggcgc tcccttggag cctacctaga ctcagccggc tctccacgct 1980

ttgcctgacc ctgcttgctc aactctacgt ctttgtttcg ttttctgttc tgcgccgtta 2040

cagatccaag ctgtgaccgg cgcctacggc tagcgccgcc accatgctgc tgctggtgac 2100

cagcctgctg ctgtgcgagc tgccccaccc cgcctttctg ctgatccccc aggtgcagct 2160

gcagcagcct ggcgccgagc tggtgaagcc aggcgccagc gtgaagctgt cctgcaaggc 2220

cagcggctac accttcaccg gctactggat gcactgggtg aagcagagac ccggccacgg 2280

cctggaatgg atcggcgaga tcaaccccag caacggccgg accaactaca acgagcggtt 2340

caagagcaag gccaccctga ccgtggacaa gagcagcacc accgccttca tgcagctgtc 2400

cggcctgacc agcgaggaca gcgccgtgta cttctgcgcc agggactact acggcaccag 2460

ctacaacttc gactactggg gccagggcac cacactgacc gtgagcagcg gcggaggggg 2520

ctctggcggc ggaggatctg ggggaggggg cagcgacatc cagatgaccc agagcagcag 2580

cagcttcagc gtgagcctgg gcgaccgggt gaccatcacc tgtaaggcca acgaggacat 2640

caacaaccgg ctggcctggt atcagcagac ccccggcaac agccccaggc tgctgatcag 2700

cggcgccacc aacctggtga ccggcgtgcc cagccggttt agcggcagcg gctccggcaa 2760

ggactacacc ctgaccatca caagcctgca ggccgaggac ttcgccacct actactgcca 2820

gcagtactgg tccaccccct tcaccttcgg cagcggcacc gagctggaaa tcaaagaatc 2880

taagtacgga ccgccctgcc ccccttgccc tggccagcct agagaacccc aggtgtacac 2940

cctgcctccc agccaggaag agatgaccaa gaaccaggtg tccctgacct gcctggtcaa 3000

aggcttctac cccagcgata tcgccgtgga atgggagagc aacggccagc ccgagaacaa 3060

ctacaagacc accccccctg tgctggacag cgacggcagc ttcttcctgt actcccggct 3120

gaccgtggac aagagccggt ggcaggaagg caacgtcttc agctgcagcg tgatgcacga 3180

ggccctgcac aaccactaca cccagaagtc cctgagcctg agcctgggca agatgttctg 3240

ggtgctggtg gtggtcggag gcgtgctggc ctgctacagc ctgctggtca ccgtggcctt 3300

catcatcttt tgggtgaaac ggggcagaaa gaaactcctg tatatattca aacaaccatt 3360

tatgagacca gtacaaacta ctcaagagga agatggctgt agctgccgat ttccagaaga 3420

agaagaagga ggatgtgaac tgcgggtgaa gttcagcaga agcgccgacg cccctgccta 3480

ccagcagggc cagaatcagc tgtacaacga gctgaacctg ggcagaaggg aagagtacga 3540
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cgtcctggat aagcggagag gccgggaccc tgagatgggc ggcaagcctc ggcggaagaa 3600

cccccaggaa ggcctgtata acgaactgca gaaagacaag atggccgagg cctacagcga 3660

gatcggcatg aagggcgagc ggaggcgggg caagggccac gacggcctgt atcagggcct 3720

gtccaccgcc accaaggata cctacgacgc cctgcacatg caggccctgc ccccaaggct 3780

cgagggcggc ggagagggca gaggaagtct tctaacatgc ggtgacgtgg aggagaatcc 3840

cggccctagg atgcttctcc tggtgacaag ccttctgctc tgtgagttac cacacccagc 3900

attcctcctg atcccacgca aagtgtgtaa cggaataggt attggtgaat ttaaagactc 3960

actctccata aatgctacga atattaaaca cttcaaaaac tgcacctcca tcagtggcga 4020

tctccacatc ctgccggtgg catttagggg tgactccttc acacatactc ctcctctgga 4080

tccacaggaa ctggatattc tgaaaaccgt aaaggaaatc acagggtttt tgctgattca 4140

ggcttggcct gaaaacagga cggacctcca tgcctttgag aacctagaaa tcatacgcgg 4200

caggaccaag caacatggtc agttttctct tgcagtcgtc agcctgaaca taacatcctt 4260

gggattacgc tccctcaagg agataagtga tggagatgtg ataatttcag gaaacaaaaa 4320

tttgtgctat gcaaatacaa taaactggaa aaaactgttt gggacctccg gtcagaaaac 4380

caaaattata agcaacagag gtgaaaacag ctgcaaggcc acaggccagg tctgccatgc 4440

cttgtgctcc cccgagggct gctggggccc ggagcccagg gactgcgtct cttgccggaa 4500

tgtcagccga ggcagggaat gcgtggacaa gtgcaacctt ctggagggtg agccaaggga 4560

gtttgtggag aactctgagt gcatacagtg ccacccagag tgcctgcctc aggccatgaa 4620

catcacctgc acaggacggg gaccagacaa ctgtatccag tgtgcccact acattgacgg 4680

cccccactgc gtcaagacct gcccggcagg agtcatggga gaaaacaaca ccctggtctg 4740

gaagtacgca gacgccggcc atgtgtgcca cctgtgccat ccaaactgca cctacggatg 4800

cactgggcca ggtcttgaag gctgtccaac gaatgggcct aagatcccgt ccatcgccac 4860

tgggatggtg ggggccctcc tcttgctgct ggtggtggcc ctggggatcg gcctcttcat 4920

gtgagcggcc gctctagacc cgggctgcag gaattcgata tcaagcttat cgataatcaa 4980

cctctggatt acaaaatttg tgaaagattg actggtattc ttaactatgt tgctcctttt 5040

acgctatgtg gatacgctgc tttaatgcct ttgtatcatg ctattgcttc ccgtatggct 5100

ttcattttct cctccttgta taaatcctgg ttgctgtctc tttatgagga gttgtggccc 5160

gttgtcaggc aacgtggcgt ggtgtgcact gtgtttgctg acgcaacccc cactggttgg 5220

ggcattgcca ccacctgtca gctcctttcc gggactttcg ctttccccct ccctattgcc 5280

acggcggaac tcatcgccgc ctgccttgcc cgctgctgga caggggctcg gctgttgggc 5340

actgacaatt ccgtggtgtt gtcggggaaa tcatcgtcct ttccttggct gctcgcctgt 5400

등록특허 10-2508166

- 196 -



gttgccacct ggattctgcg cgggacgtcc ttctgctacg tcccttcggc cctcaatcca 5460

gcggaccttc cttcccgcgg cctgctgccg gctctgcggc ctcttccgcg tcttcgcctt 5520

cgccctcaga cgagtcggat ctccctttgg gccgcctccc cgcatcgata ccgtcgacta 5580

gccgtacctt taagaccaat gacttacaag gcagctgtag atcttagcca ctttttaaaa 5640

gaaaaggggg gactggaagg gctaattcac tcccaaagaa gacaagatct gctttttgcc 5700

tgtactgggt ctctctggtt agaccagatc tgagcctggg agctctctgg ctaactaggg 5760

aacccactgc ttaagcctca ataaagcttg ccttgagtgc ttcaagtagt gtgtgcccgt 5820

ctgttgtgtg actctggtaa ctagagatcc ctcagaccct tttagtcagt gtggaaaatc 5880

tctagcagaa ttcgatatca agcttatcga taccgtcgac ctcgaggggg ggcccggtac 5940

ccaattcgcc ctatagtgag tcgtattaca attcactggc cgtcgtttta caacgtcgtg 6000

actgggaaaa ccctggcgtt acccaactta atcgccttgc agcacatccc cctttcgcca 6060

gctggcgtaa tagcgaagag gcccgcaccg atcgcccttc ccaacagttg cgcagcctga 6120

atggcgaatg gaaattgtaa gcgttaatat tttgttaaaa ttcgcgttaa atttttgtta 6180

aatcagctca ttttttaacc aataggccga aatcggcaaa atcccttata aatcaaaaga 6240

atagaccgag atagggttga gtgttgttcc agtttggaac aagagtccac tattaaagaa 6300

cgtggactcc aacgtcaaag ggcgaaaaac cgtctatcag ggcgatggcc cactacgtga 6360

accatcaccc taatcaagtt ttttggggtc gaggtgccgt aaagcactaa atcggaaccc 6420

taaagggagc ccccgattta gagcttgacg gggaaagccg gcgaacgtgg cgagaaagga 6480

agggaagaaa gcgaaaggag cgggcgctag ggcgctggca agtgtagcgg tcacgctgcg 6540

cgtaaccacc acacccgccg cgcttaatgc gccgctacag ggcgcgtcag gtggcacttt 6600

tcggggaaat gtgcgcggaa cccctatttg tttatttttc taaatacatt caaatatgta 6660

tccgctcatg agacaataac cctgataaat gcttcaataa tattgaaaaa ggaagagtat 6720

gagtattcaa catttccgtg tcgcccttat tccctttttt gcggcatttt gccttcctgt 6780

ttttgctcac ccagaaacgc tggtgaaagt aaaagatgct gaagatcagt tgggtgcacg 6840

agtgggttac atcgaactgg atctcaacag cggtaagatc cttgagagtt ttcgccccga 6900

agaacgtttt ccaatgatga gcacttttaa agttctgcta tgtggcgcgg tattatcccg 6960

tattgacgcc gggcaagagc aactcggtcg ccgcatacac tattctcaga atgacttggt 7020

tgagtactca ccagtcacag aaaagcatct tacggatggc atgacagtaa gagaattatg 7080

cagtgctgcc ataaccatga gtgataacac tgcggccaac ttacttctga caacgatcgg 7140

aggaccgaag gagctaaccg cttttttgca caacatgggg gatcatgtaa ctcgccttga 7200

tcgttgggaa ccggagctga atgaagccat accaaacgac gagcgtgaca ccacgatgcc 7260
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tgtagcaatg gcaacaacgt tgcgcaaact attaactggc gaactactta ctctagcttc 7320

ccggcaacaa ttaatagact ggatggaggc ggataaagtt gcaggaccac ttctgcgctc 7380

ggcccttccg gctggctggt ttattgctga taaatctgga gccggtgagc gtgggtctcg 7440

cggtatcatt gcagcactgg ggccagatgg taagccctcc cgtatcgtag ttatctacac 7500

gacggggagt caggcaacta tggatgaacg aaatagacag atcgctgaga taggtgcctc 7560

actgattaag cattggtaac tgtcagacca agtttactca tatatacttt agattgattt 7620

aaaacttcat ttttaattta aaaggatcta ggtgaagatc ctttttgata atctcatgac 7680

caaaatccct taacgtgagt tttcgttcca ctgagcgtca gaccccgtag aaaagatcaa 7740

aggatcttct tgagatcctt tttttctgcg cgtaatctgc tgcttgcaaa caaaaaaacc 7800

accgctacca gcggtggttt gtttgccgga tcaagagcta ccaactcttt ttccgaaggt 7860

aactggcttc agcagagcgc agataccaaa tactgttctt ctagtgtagc cgtagttagg 7920

ccaccacttc aagaactctg tagcaccgcc tacatacctc gctctgctaa tcctgttacc 7980

agtggctgct gccagtggcg ataagtcgtg tcttaccggg ttggactcaa gacgatagtt 8040

accggataag gcgcagcggt cgggctgaac ggggggttcg tgcacacagc ccagcttgga 8100

gcgaacgacc tacaccgaac tgagatacct acagcgtgag ctatgagaaa gcgccacgct 8160

tcccgaaggg agaaaggcgg acaggtatcc ggtaagcggc agggtcggaa caggagagcg 8220

cacgagggag cttccagggg gaaacgcctg gtatctttat agtcctgtcg ggtttcgcca 8280

cctctgactt gagcgtcgat ttttgtgatg ctcgtcaggg gggcggagcc tatggaaaaa 8340

cgccagcaac gcggcctttt tacggttcct ggccttttgc tggccttttg ctcacatgtt 8400

ctttcctgcg ttatcccctg attctgtgga taaccgtatt accgcctttg agtgagctga 8460

taccgctcgc cgcagccgaa cgaccgagcg cagcgagtca gtgagcgagg aagcggaaga 8520

gcgcccaata cgcaaaccgc ctctccccgc gcgttggccg attcattaat gcagctggca 8580

cgacaggttt cccgactgga aagcgggcag tgagcgcaac gcaattaatg tgagttagct 8640

cactcattag gcaccccagg ctttacactt tatgcttccg gctcgtatgt tgtgtggaat 8700

tgtgagcgga taacaatttc acacaggaaa cagctatgac catgattacg ccaagctcga 8760

aattaaccct cactaaaggg aacaaaagct ggagctccac cgcggtggcg gcctcgaggt 8820

cgagatccgg tcgaccagca accatagtcc cgcccctaac tccgcccatc ccgcccctaa 8880

ctccgcccag ttccgcccat tctccgcccc atggctgact aatttttttt atttatgcag 8940

aggccgaggc cgcctcggcc tctgagctat tccagaagta gtgaggaggc ttttttggag 9000

gcctaggctt ttgcaaaaag cttcgacggt atcgattggc tcatgtccaa cattaccgcc 9060

atgttgacat tgattattga ctagttatta atagtaatca attacggggt cattagttca 9120
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tagcccatat atggagttcc gcgttacata acttacggta aatggcccgc ctggctgacc 9180

gcccaacgac ccccgcccat tgacgtcaat aatgacgtat gttcccatag taacgccaat 9240

agggactttc cattgacgtc aatgggtgga gtatttacgg taaactgccc acttggcagt 9300

acatcaagtg tatcatatgc caagtacgcc ccctattgac gtcaatgacg gtaaatggcc 9360

cgcctggcat tatgcccagt acatgacctt atgggacttt cctacttggc agtacatcta 9420

cgtattagtc atcgctatta ccatggtgat gcggttttgg cagtacatca atgggcgtgg 9480

atagcggttt gactcacggg gatttccaag tctccacccc attgacgtca atgggagttt 9540

gttttggcac caaaatcaac gggactttcc aaaatgtcgt aacaactccg ccccattgac 9600

gcaaatgggc ggtaggcgtg tacggaattc ggagtggcga gccctcagat cctgcatata 9660

agcagctgct ttttgcctgt actgggtctc tctg                             9694

<210> 56

<211> 9373

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220> 

<223> Ce7scFv-IgG4hinge-CD28tm/4-1BB-zeta-T2A-EGFRt-epHI

            V7

<400> 56

gttagaccag atctgagcct gggagctctc tggctaacta gggaacccac tgcttaagcc 60

tcaataaagc ttgccttgag tgcttcaagt agtgtgtgcc cgtctgttgt gtgactctgg 120

taactagaga tccctcagac ccttttagtc agtgtggaaa atctctagca gtggcgcccg 180

aacagggact tgaaagcgaa agggaaacca gaggagctct ctcgacgcag gactcggctt 240

gctgaagcgc gcacggcaag aggcgagggg cggcgactgg tgagtacgcc aaaaattttg 300

actagcggag gctagaagga gagagatggg tgcgagagcg tcagtattaa gcgggggaga 360

attagatcga tgggaaaaaa ttcggttaag gccaggggga aagaaaaaat ataaattaaa 420

acatatagta tgggcaagca gggagctaga acgattcgca gttaatcctg gcctgttaga 480

aacatcagaa ggctgtagac aaatactggg acagctacaa ccatcccttc agacaggatc 540

agaagaactt agatcattat ataatacagt agcaaccctc tattgtgtgc atcaaaggat 600

agagataaaa gacaccaagg aagctttaga caagatagag gaagagcaaa acaaaagtaa 660

gaaaaaagca cagcaagcag cagctgacac aggacacagc aatcaggtca gccaaaatta 720

ccctatagtg cagaacatcc aggggcaaat ggtacatcag gccatatcac ctagaacttt 780

aaatgcatgg gtaaaagtag tagaagagaa ggctttcagc ccagaagtga tacccatgtt 840
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ttcagcatta tcagaaggag ccaccccaca agatttaaac accatgctaa acacagtggg 900

gggacatcaa gcagccatgc aaatgttaaa agagaccatc aatgaggaag ctgcaggcaa 960

agagaagagt ggtgcagaga gaaaaaagag cagtgggaat aggagctttg ttccttgggt 1020

tcttgggagc agcaggaagc actatgggcg cagcgtcaat gacgctgacg gtacaggcca 1080

gacaattatt gtctggtata gtgcagcagc agaacaattt gctgagggct attgaggcgc 1140

aacagcatct gttgcaactc acagtctggg gcatcaagca gctccaggca agaatcctgg 1200

ctgtggaaag atacctaaag gatcaacagc tcctggggat ttggggttgc tctggaaaac 1260

tcatttgcac cactgctgtg ccttggatct acaaatggca gtattcatcc acaattttaa 1320

aagaaaaggg gggattgggg ggtacagtgc aggggaaaga atagtagaca taatagcaac 1380

agacatacaa actaaagaat tacaaaaaca aattacaaaa attcaaaatt ttcgggttta 1440

ttacagggac agcagagatc cagtttgggg atcaattgca tgaagaatct gcttagggtt 1500

aggcgttttg cgctgcttcg cgaggatctg cgatcgctcc ggtgcccgtc agtgggcaga 1560

gcgcacatcg cccacagtcc ccgagaagtt ggggggaggg gtcggcaatt gaaccggtgc 1620

ctagagaagg tggcgcgggg taaactggga aagtgatgtc gtgtactggc tccgcctttt 1680

tcccgagggt gggggagaac cgtatataag tgcagtagtc gccgtgaacg ttctttttcg 1740

caacgggttt gccgccagaa cacagctgaa gcttcgaggg gctcgcatct ctccttcacg 1800

cgcccgccgc cctacctgag gccgccatcc acgccggttg agtcgcgttc tgccgcctcc 1860

cgcctgtggt gcctcctgaa ctgcgtccgc cgtctaggta agtttaaagc tcaggtcgag 1920

accgggcctt tgtccggcgc tcccttggag cctacctaga ctcagccggc tctccacgct 1980

ttgcctgacc ctgcttgctc aactctacgt ctttgtttcg ttttctgttc tgcgccgtta 2040

cagatccaag ctgtgaccgg cgcctacggc tagcgccgcc accatgctgc tgctggtgac 2100

cagcctgctg ctgtgcgagc tgccccaccc cgcctttctg ctgatccccc aggtgcagct 2160

gcagcagcct ggcgccgagc tggtgaagcc aggcgccagc gtgaagctgt cctgcaaggc 2220

cagcggctac accttcaccg gctactggat gcactgggtg aagcagagac ccggccacgg 2280

cctggaatgg atcggcgaga tcaaccccag caacggccgg accaactaca acgagcggtt 2340

caagagcaag gccaccctga ccgtggacaa gagcagcacc accgccttca tgcagctgtc 2400

cggcctgacc agcgaggaca gcgccgtgta cttctgcgcc agggactact acggcaccag 2460

ctacaacttc gactactggg gccagggcac cacactgacc gtgagcagcg gcggaggggg 2520

ctctggcggc ggaggatctg ggggaggggg cagcgacatc cagatgaccc agagcagcag 2580

cagcttcagc gtgagcctgg gcgaccgggt gaccatcacc tgtaaggcca acgaggacat 2640

caacaaccgg ctggcctggt atcagcagac ccccggcaac agccccaggc tgctgatcag 2700
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cggcgccacc aacctggtga ccggcgtgcc cagccggttt agcggcagcg gctccggcaa 2760

ggactacacc ctgaccatca caagcctgca ggccgaggac ttcgccacct actactgcca 2820

gcagtactgg tccaccccct tcaccttcgg cagcggcacc gagctggaaa tcaaagaatc 2880

taagtacgga ccgccctgcc ccccttgccc tatgttctgg gtgctggtgg tggtcggagg 2940

cgtgctggcc tgctacagcc tgctggtcac cgtggccttc atcatctttt gggtgaaacg 3000

gggcagaaag aaactcctgt atatattcaa acaaccattt atgagaccag tacaaactac 3060

tcaagaggaa gatggctgta gctgccgatt tccagaagaa gaagaaggag gatgtgaact 3120

gcgggtgaag ttcagcagaa gcgccgacgc ccctgcctac cagcagggcc agaatcagct 3180

gtacaacgag ctgaacctgg gcagaaggga agagtacgac gtcctggata agcggagagg 3240

ccgggaccct gagatgggcg gcaagcctcg gcggaagaac ccccaggaag gcctgtataa 3300

cgaactgcag aaagacaaga tggccgaggc ctacagcgag atcggcatga agggcgagcg 3360

gaggcggggc aagggccacg acggcctgta tcagggcctg tccaccgcca ccaaggatac 3420

ctacgacgcc ctgcacatgc aggccctgcc cccaaggctc gagggcggcg gagagggcag 3480

aggaagtctt ctaacatgcg gtgacgtgga ggagaatccc ggccctagga tgcttctcct 3540

ggtgacaagc cttctgctct gtgagttacc acacccagca ttcctcctga tcccacgcaa 3600

agtgtgtaac ggaataggta ttggtgaatt taaagactca ctctccataa atgctacgaa 3660

tattaaacac ttcaaaaact gcacctccat cagtggcgat ctccacatcc tgccggtggc 3720

atttaggggt gactccttca cacatactcc tcctctggat ccacaggaac tggatattct 3780

gaaaaccgta aaggaaatca cagggttttt gctgattcag gcttggcctg aaaacaggac 3840

ggacctccat gcctttgaga acctagaaat catacgcggc aggaccaagc aacatggtca 3900

gttttctctt gcagtcgtca gcctgaacat aacatccttg ggattacgct ccctcaagga 3960

gataagtgat ggagatgtga taatttcagg aaacaaaaat ttgtgctatg caaatacaat 4020

aaactggaaa aaactgtttg ggacctccgg tcagaaaacc aaaattataa gcaacagagg 4080

tgaaaacagc tgcaaggcca caggccaggt ctgccatgcc ttgtgctccc ccgagggctg 4140

ctggggcccg gagcccaggg actgcgtctc ttgccggaat gtcagccgag gcagggaatg 4200

cgtggacaag tgcaaccttc tggagggtga gccaagggag tttgtggaga actctgagtg 4260

catacagtgc cacccagagt gcctgcctca ggccatgaac atcacctgca caggacgggg 4320

accagacaac tgtatccagt gtgcccacta cattgacggc ccccactgcg tcaagacctg 4380

cccggcagga gtcatgggag aaaacaacac cctggtctgg aagtacgcag acgccggcca 4440

tgtgtgccac ctgtgccatc caaactgcac ctacggatgc actgggccag gtcttgaagg 4500

ctgtccaacg aatgggccta agatcccgtc catcgccact gggatggtgg gggccctcct 4560
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cttgctgctg gtggtggccc tggggatcgg cctcttcatg tgagcggccg ctctagaccc 4620

gggctgcagg aattcgatat caagcttatc gataatcaac ctctggatta caaaatttgt 4680

gaaagattga ctggtattct taactatgtt gctcctttta cgctatgtgg atacgctgct 4740

ttaatgcctt tgtatcatgc tattgcttcc cgtatggctt tcattttctc ctccttgtat 4800

aaatcctggt tgctgtctct ttatgaggag ttgtggcccg ttgtcaggca acgtggcgtg 4860

gtgtgcactg tgtttgctga cgcaaccccc actggttggg gcattgccac cacctgtcag 4920

ctcctttccg ggactttcgc tttccccctc cctattgcca cggcggaact catcgccgcc 4980

tgccttgccc gctgctggac aggggctcgg ctgttgggca ctgacaattc cgtggtgttg 5040

tcggggaaat catcgtcctt tccttggctg ctcgcctgtg ttgccacctg gattctgcgc 5100

gggacgtcct tctgctacgt cccttcggcc ctcaatccag cggaccttcc ttcccgcggc 5160

ctgctgccgg ctctgcggcc tcttccgcgt cttcgccttc gccctcagac gagtcggatc 5220

tccctttggg ccgcctcccc gcatcgatac cgtcgactag ccgtaccttt aagaccaatg 5280

acttacaagg cagctgtaga tcttagccac tttttaaaag aaaagggggg actggaaggg 5340

ctaattcact cccaaagaag acaagatctg ctttttgcct gtactgggtc tctctggtta 5400

gaccagatct gagcctggga gctctctggc taactaggga acccactgct taagcctcaa 5460

taaagcttgc cttgagtgct tcaagtagtg tgtgcccgtc tgttgtgtga ctctggtaac 5520

tagagatccc tcagaccctt ttagtcagtg tggaaaatct ctagcagaat tcgatatcaa 5580

gcttatcgat accgtcgacc tcgagggggg gcccggtacc caattcgccc tatagtgagt 5640

cgtattacaa ttcactggcc gtcgttttac aacgtcgtga ctgggaaaac cctggcgtta 5700

cccaacttaa tcgccttgca gcacatcccc ctttcgccag ctggcgtaat agcgaagagg 5760

cccgcaccga tcgcccttcc caacagttgc gcagcctgaa tggcgaatgg aaattgtaag 5820

cgttaatatt ttgttaaaat tcgcgttaaa tttttgttaa atcagctcat tttttaacca 5880

ataggccgaa atcggcaaaa tcccttataa atcaaaagaa tagaccgaga tagggttgag 5940

tgttgttcca gtttggaaca agagtccact attaaagaac gtggactcca acgtcaaagg 6000

gcgaaaaacc gtctatcagg gcgatggccc actacgtgaa ccatcaccct aatcaagttt 6060

tttggggtcg aggtgccgta aagcactaaa tcggaaccct aaagggagcc cccgatttag 6120

agcttgacgg ggaaagccgg cgaacgtggc gagaaaggaa gggaagaaag cgaaaggagc 6180

gggcgctagg gcgctggcaa gtgtagcggt cacgctgcgc gtaaccacca cacccgccgc 6240

gcttaatgcg ccgctacagg gcgcgtcagg tggcactttt cggggaaatg tgcgcggaac 6300

ccctatttgt ttatttttct aaatacattc aaatatgtat ccgctcatga gacaataacc 6360

ctgataaatg cttcaataat attgaaaaag gaagagtatg agtattcaac atttccgtgt 6420
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cgcccttatt cccttttttg cggcattttg ccttcctgtt tttgctcacc cagaaacgct 6480

ggtgaaagta aaagatgctg aagatcagtt gggtgcacga gtgggttaca tcgaactgga 6540

tctcaacagc ggtaagatcc ttgagagttt tcgccccgaa gaacgttttc caatgatgag 6600

cacttttaaa gttctgctat gtggcgcggt attatcccgt attgacgccg ggcaagagca 6660

actcggtcgc cgcatacact attctcagaa tgacttggtt gagtactcac cagtcacaga 6720

aaagcatctt acggatggca tgacagtaag agaattatgc agtgctgcca taaccatgag 6780

tgataacact gcggccaact tacttctgac aacgatcgga ggaccgaagg agctaaccgc 6840

ttttttgcac aacatggggg atcatgtaac tcgccttgat cgttgggaac cggagctgaa 6900

tgaagccata ccaaacgacg agcgtgacac cacgatgcct gtagcaatgg caacaacgtt 6960

gcgcaaacta ttaactggcg aactacttac tctagcttcc cggcaacaat taatagactg 7020

gatggaggcg gataaagttg caggaccact tctgcgctcg gcccttccgg ctggctggtt 7080

tattgctgat aaatctggag ccggtgagcg tgggtctcgc ggtatcattg cagcactggg 7140

gccagatggt aagccctccc gtatcgtagt tatctacacg acggggagtc aggcaactat 7200

ggatgaacga aatagacaga tcgctgagat aggtgcctca ctgattaagc attggtaact 7260

gtcagaccaa gtttactcat atatacttta gattgattta aaacttcatt tttaatttaa 7320

aaggatctag gtgaagatcc tttttgataa tctcatgacc aaaatccctt aacgtgagtt 7380

ttcgttccac tgagcgtcag accccgtaga aaagatcaaa ggatcttctt gagatccttt 7440

ttttctgcgc gtaatctgct gcttgcaaac aaaaaaacca ccgctaccag cggtggtttg 7500

tttgccggat caagagctac caactctttt tccgaaggta actggcttca gcagagcgca 7560

gataccaaat actgttcttc tagtgtagcc gtagttaggc caccacttca agaactctgt 7620

agcaccgcct acatacctcg ctctgctaat cctgttacca gtggctgctg ccagtggcga 7680

taagtcgtgt cttaccgggt tggactcaag acgatagtta ccggataagg cgcagcggtc 7740

gggctgaacg gggggttcgt gcacacagcc cagcttggag cgaacgacct acaccgaact 7800

gagataccta cagcgtgagc tatgagaaag cgccacgctt cccgaaggga gaaaggcgga 7860

caggtatccg gtaagcggca gggtcggaac aggagagcgc acgagggagc ttccaggggg 7920

aaacgcctgg tatctttata gtcctgtcgg gtttcgccac ctctgacttg agcgtcgatt 7980

tttgtgatgc tcgtcagggg ggcggagcct atggaaaaac gccagcaacg cggccttttt 8040

acggttcctg gccttttgct ggccttttgc tcacatgttc tttcctgcgt tatcccctga 8100

ttctgtggat aaccgtatta ccgcctttga gtgagctgat accgctcgcc gcagccgaac 8160

gaccgagcgc agcgagtcag tgagcgagga agcggaagag cgcccaatac gcaaaccgcc 8220

tctccccgcg cgttggccga ttcattaatg cagctggcac gacaggtttc ccgactggaa 8280
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agcgggcagt gagcgcaacg caattaatgt gagttagctc actcattagg caccccaggc 8340

tttacacttt atgcttccgg ctcgtatgtt gtgtggaatt gtgagcggat aacaatttca 8400

cacaggaaac agctatgacc atgattacgc caagctcgaa attaaccctc actaaaggga 8460

acaaaagctg gagctccacc gcggtggcgg cctcgaggtc gagatccggt cgaccagcaa 8520

ccatagtccc gcccctaact ccgcccatcc cgcccctaac tccgcccagt tccgcccatt 8580

ctccgcccca tggctgacta atttttttta tttatgcaga ggccgaggcc gcctcggcct 8640

ctgagctatt ccagaagtag tgaggaggct tttttggagg cctaggcttt tgcaaaaagc 8700

ttcgacggta tcgattggct catgtccaac attaccgcca tgttgacatt gattattgac 8760

tagttattaa tagtaatcaa ttacggggtc attagttcat agcccatata tggagttccg 8820

cgttacataa cttacggtaa atggcccgcc tggctgaccg cccaacgacc cccgcccatt 8880

gacgtcaata atgacgtatg ttcccatagt aacgccaata gggactttcc attgacgtca 8940

atgggtggag tatttacggt aaactgccca cttggcagta catcaagtgt atcatatgcc 9000

aagtacgccc cctattgacg tcaatgacgg taaatggccc gcctggcatt atgcccagta 9060

catgacctta tgggactttc ctacttggca gtacatctac gtattagtca tcgctattac 9120

catggtgatg cggttttggc agtacatcaa tgggcgtgga tagcggtttg actcacgggg 9180

atttccaagt ctccacccca ttgacgtcaa tgggagtttg ttttggcacc aaaatcaacg 9240

ggactttcca aaatgtcgta acaactccgc cccattgacg caaatgggcg gtaggcgtgt 9300

acggaattcg gagtggcgag ccctcagatc ctgcatataa gcagctgctt tttgcctgta 9360

ctgggtctct ctg                                                    9373

<210> 57

<211> 9496

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220> 

<223

> Ce7scFv-IgG4hinge-CD28tm/cyto-4-1BB-zeta-T2A-EGFRt

            -epHIV7 (short two costimulatory domains)

<400> 57

gttagaccag atctgagcct gggagctctc tggctaacta gggaacccac tgcttaagcc 60

tcaataaagc ttgccttgag tgcttcaagt agtgtgtgcc cgtctgttgt gtgactctgg 120

taactagaga tccctcagac ccttttagtc agtgtggaaa atctctagca gtggcgcccg 180

aacagggact tgaaagcgaa agggaaacca gaggagctct ctcgacgcag gactcggctt 240

gctgaagcgc gcacggcaag aggcgagggg cggcgactgg tgagtacgcc aaaaattttg 300
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actagcggag gctagaagga gagagatggg tgcgagagcg tcagtattaa gcgggggaga 360

attagatcga tgggaaaaaa ttcggttaag gccaggggga aagaaaaaat ataaattaaa 420

acatatagta tgggcaagca gggagctaga acgattcgca gttaatcctg gcctgttaga 480

aacatcagaa ggctgtagac aaatactggg acagctacaa ccatcccttc agacaggatc 540

agaagaactt agatcattat ataatacagt agcaaccctc tattgtgtgc atcaaaggat 600

agagataaaa gacaccaagg aagctttaga caagatagag gaagagcaaa acaaaagtaa 660

gaaaaaagca cagcaagcag cagctgacac aggacacagc aatcaggtca gccaaaatta 720

ccctatagtg cagaacatcc aggggcaaat ggtacatcag gccatatcac ctagaacttt 780

aaatgcatgg gtaaaagtag tagaagagaa ggctttcagc ccagaagtga tacccatgtt 840

ttcagcatta tcagaaggag ccaccccaca agatttaaac accatgctaa acacagtggg 900

gggacatcaa gcagccatgc aaatgttaaa agagaccatc aatgaggaag ctgcaggcaa 960

agagaagagt ggtgcagaga gaaaaaagag cagtgggaat aggagctttg ttccttgggt 1020

tcttgggagc agcaggaagc actatgggcg cagcgtcaat gacgctgacg gtacaggcca 1080

gacaattatt gtctggtata gtgcagcagc agaacaattt gctgagggct attgaggcgc 1140

aacagcatct gttgcaactc acagtctggg gcatcaagca gctccaggca agaatcctgg 1200

ctgtggaaag atacctaaag gatcaacagc tcctggggat ttggggttgc tctggaaaac 1260

tcatttgcac cactgctgtg ccttggatct acaaatggca gtattcatcc acaattttaa 1320

aagaaaaggg gggattgggg ggtacagtgc aggggaaaga atagtagaca taatagcaac 1380

agacatacaa actaaagaat tacaaaaaca aattacaaaa attcaaaatt ttcgggttta 1440

ttacagggac agcagagatc cagtttgggg atcaattgca tgaagaatct gcttagggtt 1500

aggcgttttg cgctgcttcg cgaggatctg cgatcgctcc ggtgcccgtc agtgggcaga 1560

gcgcacatcg cccacagtcc ccgagaagtt ggggggaggg gtcggcaatt gaaccggtgc 1620

ctagagaagg tggcgcgggg taaactggga aagtgatgtc gtgtactggc tccgcctttt 1680

tcccgagggt gggggagaac cgtatataag tgcagtagtc gccgtgaacg ttctttttcg 1740

caacgggttt gccgccagaa cacagctgaa gcttcgaggg gctcgcatct ctccttcacg 1800

cgcccgccgc cctacctgag gccgccatcc acgccggttg agtcgcgttc tgccgcctcc 1860

cgcctgtggt gcctcctgaa ctgcgtccgc cgtctaggta agtttaaagc tcaggtcgag 1920

accgggcctt tgtccggcgc tcccttggag cctacctaga ctcagccggc tctccacgct 1980

ttgcctgacc ctgcttgctc aactctacgt ctttgtttcg ttttctgttc tgcgccgtta 2040

cagatccaag ctgtgaccgg cgcctacggc tagcgccgcc accatgctgc tgctggtgac 2100

cagcctgctg ctgtgcgagc tgccccaccc cgcctttctg ctgatccccc aggtgcagct 2160
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gcagcagcct ggcgccgagc tggtgaagcc aggcgccagc gtgaagctgt cctgcaaggc 2220

cagcggctac accttcaccg gctactggat gcactgggtg aagcagagac ccggccacgg 2280

cctggaatgg atcggcgaga tcaaccccag caacggccgg accaactaca acgagcggtt 2340

caagagcaag gccaccctga ccgtggacaa gagcagcacc accgccttca tgcagctgtc 2400

cggcctgacc agcgaggaca gcgccgtgta cttctgcgcc agggactact acggcaccag 2460

ctacaacttc gactactggg gccagggcac cacactgacc gtgagcagcg gcggaggggg 2520

ctctggcggc ggaggatctg ggggaggggg cagcgacatc cagatgaccc agagcagcag 2580

cagcttcagc gtgagcctgg gcgaccgggt gaccatcacc tgtaaggcca acgaggacat 2640

caacaaccgg ctggcctggt atcagcagac ccccggcaac agccccaggc tgctgatcag 2700

cggcgccacc aacctggtga ccggcgtgcc cagccggttt agcggcagcg gctccggcaa 2760

ggactacacc ctgaccatca caagcctgca ggccgaggac ttcgccacct actactgcca 2820

gcagtactgg tccaccccct tcaccttcgg cagcggcacc gagctggaaa tcaaagaatc 2880

taagtacgga ccgccctgcc ccccttgccc tatgttctgg gtgctggtgg tggtcggagg 2940

cgtgctggcc tgctacagcc tgctggtcac cgtggccttc atcatctttt gggtccgcag 3000

caagcggagc agaggcggcc acagcgacta catgaacatg acccctagac ggcctggccc 3060

caccagaaag cactaccagc cctacgcccc tccccgggac tttgccgcct acagaagcaa 3120

acggggcaga aagaaactcc tgtatatatt caaacaacca tttatgagac cagtacaaac 3180

tactcaagag gaagatggct gtagctgccg atttccagaa gaagaagaag gaggatgtga 3240

actgcgggtg aagttcagca gaagcgccga cgcccctgcc taccagcagg gccagaatca 3300

gctgtacaac gagctgaacc tgggcagaag ggaagagtac gacgtcctgg ataagcggag 3360

aggccgggac cctgagatgg gcggcaagcc tcggcggaag aacccccagg aaggcctgta 3420

taacgaactg cagaaagaca agatggccga ggcctacagc gagatcggca tgaagggcga 3480

gcggaggcgg ggcaagggcc acgacggcct gtatcagggc ctgtccaccg ccaccaagga 3540

tacctacgac gccctgcaca tgcaggccct gcccccaagg ctcgagggcg gcggagaggg 3600

cagaggaagt cttctaacat gcggtgacgt ggaggagaat cccggcccta ggatgcttct 3660

cctggtgaca agccttctgc tctgtgagtt accacaccca gcattcctcc tgatcccacg 3720

caaagtgtgt aacggaatag gtattggtga atttaaagac tcactctcca taaatgctac 3780

gaatattaaa cacttcaaaa actgcacctc catcagtggc gatctccaca tcctgccggt 3840

ggcatttagg ggtgactcct tcacacatac tcctcctctg gatccacagg aactggatat 3900

tctgaaaacc gtaaaggaaa tcacagggtt tttgctgatt caggcttggc ctgaaaacag 3960

gacggacctc catgcctttg agaacctaga aatcatacgc ggcaggacca agcaacatgg 4020

등록특허 10-2508166

- 206 -



tcagttttct cttgcagtcg tcagcctgaa cataacatcc ttgggattac gctccctcaa 4080

ggagataagt gatggagatg tgataatttc aggaaacaaa aatttgtgct atgcaaatac 4140

aataaactgg aaaaaactgt ttgggacctc cggtcagaaa accaaaatta taagcaacag 4200

aggtgaaaac agctgcaagg ccacaggcca ggtctgccat gccttgtgct cccccgaggg 4260

ctgctggggc ccggagccca gggactgcgt ctcttgccgg aatgtcagcc gaggcaggga 4320

atgcgtggac aagtgcaacc ttctggaggg tgagccaagg gagtttgtgg agaactctga 4380

gtgcatacag tgccacccag agtgcctgcc tcaggccatg aacatcacct gcacaggacg 4440

gggaccagac aactgtatcc agtgtgccca ctacattgac ggcccccact gcgtcaagac 4500

ctgcccggca ggagtcatgg gagaaaacaa caccctggtc tggaagtacg cagacgccgg 4560

ccatgtgtgc cacctgtgcc atccaaactg cacctacgga tgcactgggc caggtcttga 4620

aggctgtcca acgaatgggc ctaagatccc gtccatcgcc actgggatgg tgggggccct 4680

cctcttgctg ctggtggtgg ccctggggat cggcctcttc atgtgagcgg ccgctctaga 4740

cccgggctgc aggaattcga tatcaagctt atcgataatc aacctctgga ttacaaaatt 4800

tgtgaaagat tgactggtat tcttaactat gttgctcctt ttacgctatg tggatacgct 4860

gctttaatgc ctttgtatca tgctattgct tcccgtatgg ctttcatttt ctcctccttg 4920

tataaatcct ggttgctgtc tctttatgag gagttgtggc ccgttgtcag gcaacgtggc 4980

gtggtgtgca ctgtgtttgc tgacgcaacc cccactggtt ggggcattgc caccacctgt 5040

cagctccttt ccgggacttt cgctttcccc ctccctattg ccacggcgga actcatcgcc 5100

gcctgccttg cccgctgctg gacaggggct cggctgttgg gcactgacaa ttccgtggtg 5160

ttgtcgggga aatcatcgtc ctttccttgg ctgctcgcct gtgttgccac ctggattctg 5220

cgcgggacgt ccttctgcta cgtcccttcg gccctcaatc cagcggacct tccttcccgc 5280

ggcctgctgc cggctctgcg gcctcttccg cgtcttcgcc ttcgccctca gacgagtcgg 5340

atctcccttt gggccgcctc cccgcatcga taccgtcgac tagccgtacc tttaagacca 5400

atgacttaca aggcagctgt agatcttagc cactttttaa aagaaaaggg gggactggaa 5460

gggctaattc actcccaaag aagacaagat ctgctttttg cctgtactgg gtctctctgg 5520

ttagaccaga tctgagcctg ggagctctct ggctaactag ggaacccact gcttaagcct 5580

caataaagct tgccttgagt gcttcaagta gtgtgtgccc gtctgttgtg tgactctggt 5640

aactagagat ccctcagacc cttttagtca gtgtggaaaa tctctagcag aattcgatat 5700

caagcttatc gataccgtcg acctcgaggg ggggcccggt acccaattcg ccctatagtg 5760

agtcgtatta caattcactg gccgtcgttt tacaacgtcg tgactgggaa aaccctggcg 5820

ttacccaact taatcgcctt gcagcacatc cccctttcgc cagctggcgt aatagcgaag 5880
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aggcccgcac cgatcgccct tcccaacagt tgcgcagcct gaatggcgaa tggaaattgt 5940

aagcgttaat attttgttaa aattcgcgtt aaatttttgt taaatcagct cattttttaa 6000

ccaataggcc gaaatcggca aaatccctta taaatcaaaa gaatagaccg agatagggtt 6060

gagtgttgtt ccagtttgga acaagagtcc actattaaag aacgtggact ccaacgtcaa 6120

agggcgaaaa accgtctatc agggcgatgg cccactacgt gaaccatcac cctaatcaag 6180

ttttttgggg tcgaggtgcc gtaaagcact aaatcggaac cctaaaggga gcccccgatt 6240

tagagcttga cggggaaagc cggcgaacgt ggcgagaaag gaagggaaga aagcgaaagg 6300

agcgggcgct agggcgctgg caagtgtagc ggtcacgctg cgcgtaacca ccacacccgc 6360

cgcgcttaat gcgccgctac agggcgcgtc aggtggcact tttcggggaa atgtgcgcgg 6420

aacccctatt tgtttatttt tctaaataca ttcaaatatg tatccgctca tgagacaata 6480

accctgataa atgcttcaat aatattgaaa aaggaagagt atgagtattc aacatttccg 6540

tgtcgccctt attccctttt ttgcggcatt ttgccttcct gtttttgctc acccagaaac 6600

gctggtgaaa gtaaaagatg ctgaagatca gttgggtgca cgagtgggtt acatcgaact 6660

ggatctcaac agcggtaaga tccttgagag ttttcgcccc gaagaacgtt ttccaatgat 6720

gagcactttt aaagttctgc tatgtggcgc ggtattatcc cgtattgacg ccgggcaaga 6780

gcaactcggt cgccgcatac actattctca gaatgacttg gttgagtact caccagtcac 6840

agaaaagcat cttacggatg gcatgacagt aagagaatta tgcagtgctg ccataaccat 6900

gagtgataac actgcggcca acttacttct gacaacgatc ggaggaccga aggagctaac 6960

cgcttttttg cacaacatgg gggatcatgt aactcgcctt gatcgttggg aaccggagct 7020

gaatgaagcc ataccaaacg acgagcgtga caccacgatg cctgtagcaa tggcaacaac 7080

gttgcgcaaa ctattaactg gcgaactact tactctagct tcccggcaac aattaataga 7140

ctggatggag gcggataaag ttgcaggacc acttctgcgc tcggcccttc cggctggctg 7200

gtttattgct gataaatctg gagccggtga gcgtgggtct cgcggtatca ttgcagcact 7260

ggggccagat ggtaagccct cccgtatcgt agttatctac acgacgggga gtcaggcaac 7320

tatggatgaa cgaaatagac agatcgctga gataggtgcc tcactgatta agcattggta 7380

actgtcagac caagtttact catatatact ttagattgat ttaaaacttc atttttaatt 7440

taaaaggatc taggtgaaga tcctttttga taatctcatg accaaaatcc cttaacgtga 7500

gttttcgttc cactgagcgt cagaccccgt agaaaagatc aaaggatctt cttgagatcc 7560

tttttttctg cgcgtaatct gctgcttgca aacaaaaaaa ccaccgctac cagcggtggt 7620

ttgtttgccg gatcaagagc taccaactct ttttccgaag gtaactggct tcagcagagc 7680

gcagatacca aatactgttc ttctagtgta gccgtagtta ggccaccact tcaagaactc 7740
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tgtagcaccg cctacatacc tcgctctgct aatcctgtta ccagtggctg ctgccagtgg 7800

cgataagtcg tgtcttaccg ggttggactc aagacgatag ttaccggata aggcgcagcg 7860

gtcgggctga acggggggtt cgtgcacaca gcccagcttg gagcgaacga cctacaccga 7920

actgagatac ctacagcgtg agctatgaga aagcgccacg cttcccgaag ggagaaaggc 7980

ggacaggtat ccggtaagcg gcagggtcgg aacaggagag cgcacgaggg agcttccagg 8040

gggaaacgcc tggtatcttt atagtcctgt cgggtttcgc cacctctgac ttgagcgtcg 8100

atttttgtga tgctcgtcag gggggcggag cctatggaaa aacgccagca acgcggcctt 8160

tttacggttc ctggcctttt gctggccttt tgctcacatg ttctttcctg cgttatcccc 8220

tgattctgtg gataaccgta ttaccgcctt tgagtgagct gataccgctc gccgcagccg 8280

aacgaccgag cgcagcgagt cagtgagcga ggaagcggaa gagcgcccaa tacgcaaacc 8340

gcctctcccc gcgcgttggc cgattcatta atgcagctgg cacgacaggt ttcccgactg 8400

gaaagcgggc agtgagcgca acgcaattaa tgtgagttag ctcactcatt aggcacccca 8460

ggctttacac tttatgcttc cggctcgtat gttgtgtgga attgtgagcg gataacaatt 8520

tcacacagga aacagctatg accatgatta cgccaagctc gaaattaacc ctcactaaag 8580

ggaacaaaag ctggagctcc accgcggtgg cggcctcgag gtcgagatcc ggtcgaccag 8640

caaccatagt cccgccccta actccgccca tcccgcccct aactccgccc agttccgccc 8700

attctccgcc ccatggctga ctaatttttt ttatttatgc agaggccgag gccgcctcgg 8760

cctctgagct attccagaag tagtgaggag gcttttttgg aggcctaggc ttttgcaaaa 8820

agcttcgacg gtatcgattg gctcatgtcc aacattaccg ccatgttgac attgattatt 8880

gactagttat taatagtaat caattacggg gtcattagtt catagcccat atatggagtt 8940

ccgcgttaca taacttacgg taaatggccc gcctggctga ccgcccaacg acccccgccc 9000

attgacgtca ataatgacgt atgttcccat agtaacgcca atagggactt tccattgacg 9060

tcaatgggtg gagtatttac ggtaaactgc ccacttggca gtacatcaag tgtatcatat 9120

gccaagtacg ccccctattg acgtcaatga cggtaaatgg cccgcctggc attatgccca 9180

gtacatgacc ttatgggact ttcctacttg gcagtacatc tacgtattag tcatcgctat 9240

taccatggtg atgcggtttt ggcagtacat caatgggcgt ggatagcggt ttgactcacg 9300

gggatttcca agtctccacc ccattgacgt caatgggagt ttgttttggc accaaaatca 9360

acgggacttt ccaaaatgtc gtaacaactc cgccccattg acgcaaatgg gcggtaggcg 9420

tgtacggaat tcggagtggc gagccctcag atcctgcata taagcagctg ctttttgcct 9480

gtactgggtc tctctg                                                 9496

<210> 58
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<211> 679

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220> 

<223> Long Spacer IgG4 hinge-CH2-CH3

<400> 58

tacggaccgt ccctgccccc cttgccctgc ccccgagttc ctgggcggac ccagcgtgtt 60

cctgttcccc cccaagccca aggacaccct gatgatcagc cggacccccg aggtgacctg 120

cgtggtggtg gacgtgagcc aggaagatcc cgaggtccag ttcaattggt acgtggacgg 180

cgtggaagtg cacaacgcca agaccaagcc cagagaggaa cagttcaaca gcacctaccg 240

ggtggtgtct gtgctgaccg tgctgcacca ggactggctg aacggcaaag aatacaagtg 300

caaggtgtcc aacaagggcc tgcccagcag catcgaaaag accatcagca aggccaaggg 360

ccagcctcgc gagccccagg tgtacaccct gcctccctcc caggaagaga tgaccaagaa 420

ccaggtgtcc ctgacctgcc tggtgaaggg cttctacccc agcgacatcg ccgtggagtg 480

ggagagcaac ggccagcctg agaacaacta caagaccacc cctcccgtgc tggacagcga 540

cggcagcttc ttcctgtaca gccggctgac cgtggacaag agccggtggc aggaaggcaa 600

cgtctttagc tgcagcgtga tgcacgaggc cctgcacaac cactacaccc agaagagcct 660

gagcctgtcc ctgggcaag                                              679

<210> 59

<211> 119

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220> 

<223> Medium spacer

<400> 59

Glu Ser Lys Tyr Gly Pro Pro Cys Pro Pro Cys Pro Gly Gln Pro Arg

 1               5                  10                  15      

Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Gln Glu Glu Met Thr Lys

            20                  25                  30          

Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp

        35                  40                  45              

Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys
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    50                  55                  60                  

Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser

65                  70                  75                  80  

Arg Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Glu Gly Asn Val Phe Ser

                85                  90                  95      

Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser

            100                 105                 110         

Leu Ser Leu Ser Leu Gly Lys

        115                 

<210> 60

<211> 229

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220> 

<223> Long spacer

<400> 60

Glu Ser Lys Tyr Gly Pro Pro Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Phe

 1               5                  10                  15      

Leu Gly Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr

            20                  25                  30          

Leu Met Ile Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val

        35                  40                  45              

Ser Gln Glu Asp Pro Glu Val Gln Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val

    50                  55                  60                  

Glu Val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Phe Asn Ser

65                  70                  75                  80  

Thr Tyr Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu

                85                  90                  95      

Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Gly Leu Pro Ser

            100                 105                 110         

Ser Ile Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro

        115                 120                 125             
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Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Gln Glu Glu Met Thr Lys Asn Gln

    130                 135                 140                 

Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala

145                 150                 155                 160 

Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr

                165                 170                 175     

Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Arg Leu

            180                 185                 190         

Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Glu Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser

        195                 200                 205             

Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser

    210                 215                 220                 

Leu Ser Leu Gly Lys

225
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