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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　Ｔ細胞、ＮＫ細胞、ＮＫＴ細胞、およびＣＡＲ　Ｔ細胞からなる群より選ばれる細胞で
あって、１種または複数の細胞表面分子に結合する活性化ドメインと、ＥｐｈＡ２および
／またはＣＤ１９に結合する抗原認識ドメインとを含む、二部分分子をコードするポリヌ
クレオチドベクターを含み、前記二部分分子は前記細胞から分泌可能である、細胞。
【請求項２】
前記抗原認識ドメインが、ＥｐｈＡ２に結合する抗原認識ドメインである、請求項１に記
載の細胞。
【請求項３】
　前記活性化ドメイン、抗原認識ドメイン、または両方のドメインが、一本鎖可変領域断
片（ｓｃＦＶ）抗体部分を含む、請求項１または２に記載の細胞。
【請求項４】
　前記活性化ドメインが、ＣＤ３、ＣＤ１６、ＣＤ２７、ＣＤ２８、ＣＤ４０、ＣＤ１３
４、およびＣＤ１３７からなる群から選択される分子を認識するｓｃＦＶである、請求項
１または２に記載の細胞。
【請求項５】
　前記ベクターが、非ウイルスベクターまたはウイルスベクターである、請求項１または
２に記載の細胞。
【請求項６】
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　前記ウイルスベクターが、レンチウイルス、アデノウイルス、レトロウイルス、および
アデノ随伴ウイルスベクターからなる群から選択される、請求項５に記載の細胞。
【請求項７】
　前記ベクターが、腫瘍溶解ベクターである、請求項１または２に記載の細胞。
【請求項８】
　１種または複数の請求項１または２に記載の細胞の治療有効量を含み、がんを有する個
体に対して送達するための、医薬組成物。
【請求項９】
　前記がんが、ＥｐｈＡ２陽性またはＣＤ１９陽性である、請求項８に記載の医薬組成物
。
【請求項１０】
　前記ベクターが、レンチウイルス、アデノウイルス、レトロウイルス、およびアデノ随
伴ウイルスベクターからなる群から選択される、請求項８に記載の医薬組成物。
【請求項１１】
　前記個体に、追加のがん療法が提供される、請求項８に記載の医薬組成物。
【請求項１２】
　前記追加のがん療法が、外科手術、放射線照射、化学療法、ホルモン療法、免疫療法、
またはこれらの組合せである、請求項１１に記載の医薬組成物。
【請求項１３】
　Ｔ細胞、ＮＫ細胞、ＮＫＴ細胞およびＣＡＲ　Ｔ細胞からなる群より選ばれる細胞に導
入するために用いられるポリヌクレオチドベクターであって、１種または複数の細胞表面
分子に結合する活性化ドメインと、ＥｐｈＡ２またはＣＤ１９に結合する抗原認識ドメイ
ンとを含む二部分分子をコードし、前記細胞が前記二成分分子を発現する場合に、Ｅｐｈ
Ａ２またはＣＤ１９を発現する腫瘍細胞を殺す能力があることを特徴とする、ポリヌクレ
オチドベクター。
【請求項１４】
　前記ベクターが、非ウイルスベクターまたはウイルスベクターである、請求項１３に記
載のベクター。
【請求項１５】
　前記ウイルスベクターが、レンチウイルス、アデノウイルス、レトロウイルス、および
アデノ随伴ウイルスベクターからなる群から選択される、請求項１３に記載のベクター。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本出願は、２０１３年３月５日出願の米国特許仮出願第６１／７７２，８０３号、２０
１３年３月９日出願の米国特許仮出願第６１／７７５，５２４号、２０１４年１月１６日
出願の米国特許仮出願第６１／９２８，３８３号、および２０１４年２月１９日出願の米
国特許仮出願第６１／９４１，７２９号に基づく優先権を主張する。これらの出願はすべ
て、参照により全体として本明細書に組み込まれる。
【０００２】
連邦政府による資金提供を受けた研究開発の記述
　本発明は、ＮＣＩ／ＮＩＨ助成金第Ｐ５０　ＣＡ１２６７５２号による政府資金提供を
受けて行われた。アメリカ合衆国政府は、本発明について一定の権利を有する。
【０００３】
　本発明の分野は、少なくとも、免疫学、細胞生物学、分子生物学、および腫瘍学などの
医学を含む。
【背景技術】
【０００４】
　抗原特異的なＴ細胞を用いた免疫療法は、前臨床モデルおよび第Ｉ／ＩＩ相臨床研究で
の固形腫瘍および血液悪性腫瘍の処置において有望性を示している。キメラ抗原受容体（
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ＣＡＲ）または遺伝子操作されたＴ細胞受容体（ＴＣＲ）を用いてＴ細胞を改変すること
によって、抗原特異的なＴ細胞の迅速な生成が可能となる。しかし、ＣＡＲを発現するＴ
細胞も遺伝子操作されたＴＣＲを発現するＴ細胞も、常在免疫細胞の膨大な蓄えを、抗腫
瘍作用を制限する腫瘍にリダイレクトしない。この制限を克服するため、免疫細胞に腫瘍
細胞に対する特異性を与えるだけでなく、免疫細胞が常在免疫細胞を腫瘍部位にリダイレ
クトするのを可能にする新規のアプローチを本明細書に記載する。本開示の主題は、がん
免疫療法分野に適用があるのみならず、治療目的で免疫系を操作するあらゆる他の疾患に
も適用がある。
【発明の概要】
【課題を解決するための手段】
【０００５】
　第１の態様では、本明細書において、エンゲージャーを含む、またはエンゲージャーか
ら本質的になる、またはエンゲージャーからなる組成物であって、前記エンゲージャーが
、免疫細胞表面または遺伝子操作された免疫細胞の表面にある活性化分子に結合する活性
化ドメイン、および標的細胞抗原、例えば、腫瘍細胞またはがん細胞の表面に発現した抗
原に結合する抗原認識ドメインとを含む分子である、組成物を提供する。がん細胞は、固
形腫瘍でも血液悪性腫瘍でもよい。
【０００６】
　エンゲージャー細胞は、エンゲージャー分子を分泌する能力を有する細胞であり（図１
）、本発明のある特定の態様では、療法を個体にもたらす細胞を個体に提供する。これら
の細胞（限定されるものではないが、Ｔ細胞、ＮＫ細胞、ＮＫＴ細胞、ＣＡＲ　Ｔ細胞、
間葉系幹細胞（ＭＳＣ）、神経幹細胞、造血幹細胞、または場合によってはこれらの混合
物が含まれる）は、免疫細胞を活性化するエンゲージャーを分泌する。
【０００７】
　ある特定の実施形態では、活性化ドメインが免疫細胞上の活性化分子に結合し、抗原認
識ドメインが標的細胞抗原に結合すると、免疫細胞によって標的細胞が殺滅される。エン
ゲージャーは、二部分構成でもよいし（例えば、場合によってリンカーによって連結され
ていてもよい、活性化ドメインと抗原認識ドメインとを含むもの）、三部分または多部分
構成でもよい（例えば、１つまたは複数の活性化ドメインおよび／もしくは抗原認識ドメ
インまたは他のドメインを含む）。
【０００８】
　ある特定の実施形態では、エンゲージャーは、タンパク質、例えば、遺伝子操作された
タンパク質である。特定の実施形態では、エンゲージャーの活性化ドメインが、抗体また
はその抗原結合性断片もしくは部分、例えば一本鎖可変領域断片（ｓｃＦｖ）であるか、
またはこれを含む。他の特定の実施形態では、抗原認識ドメインが、抗体もしくはその抗
原結合性断片もしくは部分、例えばモノクローナル抗体もしくはｓｃＦｖであるか、これ
を含むか、または抗原認識ドメインが、リガンド、ペプチド、可溶性Ｔ細胞受容体、もし
くはこれらの組合せを含みうる（図２）。ある特定の実施形態では、活性化ドメインおよ
び抗原認識ドメインが、リンカー、例えば、ペプチドリンカーによって連結されている。
【０００９】
　エンゲージャー分子の活性化ドメインは、免疫細胞に活性化をもたらすことができる。
当業者は、免疫細胞が様々な活性化受容体を有することを認識している。例えば、ＣＤ３
は、Ｔ細胞上の活性化受容体であるが、ＣＤ１６、ＮＫＧ２Ｄ、またはＮＫｐ３０は、Ｎ
Ｋ細胞上の活性化受容体であり、そして、ＣＤ３またはインバリアントＴＣＲは、ＮＫＴ
細胞上の活性化受容体である。したがって、Ｔ細胞を活性化するエンゲージャー分子は、
ＮＫ細胞を活性化するエンゲージャー分子とは異なる活性化ドメインを有しうる（図２）
。特定の実施形態、例えば、免疫細胞がＴ細胞である実施形態では、活性化分子が、ＣＤ
３、例えば、ＣＤ３ガンマ、ＣＤ３デルタ、もしくはＣＤ３イプシロン；またはＣＤ２７
、ＣＤ２８、ＣＤ４０、ＣＤ１３４、ＣＤ１３７、およびＣＤ２７８のうちの１つまたは
複数である。他の特定の実施形態、例えば、免疫細胞がＮＫ細胞である実施形態では、活
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性化分子がＣＤ１６、ＮＫＧ２Ｄ、またはＮＫｐ３０であり、免疫細胞がＮＫＴ細胞であ
る実施形態では、活性化分子がＣＤ３またはインバリアントＴＣＲであり、免疫細胞がＮ
ＫＴ細胞である実施形態では、活性化分子がインバリアントＴＣＲまたはＣＤ１ｄである
。
【００１０】
　活性化は、正または負のシグナルをもたらしうる。「正のシグナル」の活性化ドメイン
の例としては、１）ＣＤ３ならびにＣＤ２８、ＣＤ１３４、およびＣＤ１３７など、共刺
激分子のリガンドまたは受容体に特異的な（を活性化する）ｓｃＦｖ；２）ＣＤ８０、Ｃ
Ｄ７０、ＣＤ１３４Ｌ（ＯＸ４０Ｌ）、ＣＤ１３７Ｌ（４１ＢＢＬ）など、共刺激分子由
来のドメイン；３）ＩＬ－２、ＩＬ－７、およびＩＬ－１５などのサイトカイン；４）Ｃ
ＣＬ１、ＣＣＬ２、ＣＣＬ１６、ＣＣＬ１７、ＣＣＬ２２、ＣＸＣＬ８、またはＲＡＮＴ
ＥＳなどのケモカインが挙げられる。「負のシグナル」の活性化ドメインの例としては、
１）ＰＤ－Ｌ１など、抑制分子由来のドメイン；２）ＣＴＬＡ４およびＰＤ－１などの抑
制分子に特異的なｓｃＦｖ、ならびに２）ＴＧＦベータおよびＩＬ－１０などの抑制性サ
イトカインが挙げられる。特定の実施形態では、活性化ドメインがｓｃＦｖである。
【００１１】
　ある特定の他の実施形態では、エンゲージャーが、１つまたは複数のアクセサリードメ
イン、例えば、１つもしくは複数のサイトカイン、共刺激性ドメイン、Ｔ細胞活性化の負
の調節分子を抑制するドメイン、またはこれらの組合せをさらに含む。特定の実施形態で
は、サイトカインがＩＬ－１５、ＩＬ－２、および／または、ＩＬ－７である。他の特定
の実施形態では、共刺激性ドメインがＣＤ２７、ＣＤ８０、ＣＤ８６、ＣＤ１３４、また
はＣＤ１３７である。他の特定の実施形態では、Ｔ細胞活性化の負の調節分子を抑制する
ドメインが、ＰＤ－１、ＰＤ－Ｌ１、ＣＴＬＡ４、またはＢ７－Ｈ４である。
【００１２】
　本明細書に記載のエンゲージャーのいずれについても、それぞれのドメインは、Ｎ末端
からＣ末端に向けて任意の順序でよく、これには、例えば、抗原認識ドメインのＮ末端側
に活性化ドメインを有する順序、抗原認識ドメインのＣ末端側に活性化ドメインを有する
順序などが含まれる。ある特定の実施形態では、Ｔ細胞が、活性化ドメインのＮ末端側に
抗原認識ドメインを有するエンゲージャー分子を分泌するように改変されている。特定の
実施形態では、エンゲージャー分子の２つ以上のドメインが、リンカーによって分離され
ている。リンカーはいかなる適した長さでもよく、そのようなパラメータは、当技術分野
で慣行的に最適化されている。例えば、リンカーは、第１のドメインおよび第２のドメイ
ンがそれぞれ相互に独立してそれらの差次的な結合特異性を保持できることを保証するの
に十分な長さおよび配列のものでもよい。
【００１３】
　ある特定の実施形態では、抗原認識ドメインが結合する抗原が腫瘍関連抗原（ＴＡＡ）
または腫瘍特異抗原（ＴＳＡ）である。ある特定の実施形態では、エンゲージャーの抗原
認識ドメインが、ＴＡＡまたはＴＳＡに特異的なｓｃＦｖである。特定の実施形態では、
ＴＡＡまたはＴＳＡが、がん細胞上に発現される。一実施形態では、ＴＡＡまたはＴＳＡ
が血液がん細胞上に発現される。別の実施形態では、ＴＡＡまたはＴＳＡが固形腫瘍細胞
上に発現される。より特定の実施形態では、固形腫瘍が、膠芽腫、非小細胞肺がん、非小
細胞肺がん以外の肺がん、乳がん、前立腺がん、膵がん、肝がん、結腸がん、胃がん、脾
臓のがん、皮膚がん、膠芽腫以外の脳腫瘍、腎がん、甲状腺がんなどである。より特定の
実施形態では、ＴＡＡまたはＴＳＡが、個体の腫瘍細胞によって発現される。特定の実施
形態では、ＴＡＡまたはＴＳＡが、以下の１つまたは複数であり、例えば、エンゲージャ
ー上のｓｃＦｖが以下の１つまたは複数に特異的である：５Ｔ４、８Ｈ９、アルファｖベ
ータ６インテグリン、ＢＣＭＡ、Ｂ７－Ｈ３、Ｂ７－Ｈ６、ＣＡＩＸ、ＣＡ９、ＣＤ１９
、ＣＤ２０、ＣＤ２２、ＣＤ３０、ＣＤ３３、ＣＤ３８、ＣＤ４４、ＣＤ４４ｖ６、ＣＤ
４４ｖ７／８、ＣＤ７０、ＣＤ１２３、ＣＤ１３８、ＣＤ１７１、ＣＥＡ、ＣＳＰＧ４、
ＥＧＦＲ、ＥｒｂＢ２（ＨＥＲ２）を含めたＥＧＦＲファミリー、ＥＧＦＲｖＩＩＩ、Ｅ



(5) JP 6420776 B2 2018.11.7

10

ＧＰ２、ＥＧＰ４０、ＥＲＢＢ３、ＥＲＢＢ４、ＥｒｂＢ３／４、ＥＰＣＡＭ、ＥｐｈＡ
２、ＥｐＣＡＭ、ＦＡＰ、ＦＢＰ、胎児ＡｃｈＲ、ＦＲアルファ、ＧＤ２、ＧＤ３、グリ
ピカン－３（ＧＰＣ３）、ＨＬＡ－Ａ１＋ＭＡＧＥ１、ＨＬＡ－Ａ１＋ＮＹ－ＥＳＯ－１
、ＩＬ－１１Ｒアルファ、ＩＬ－１３Ｒアルファ２、ラムダ、Ｌｅｗｉｓ－Ｙ、カッパ、
ＫＤＲ、ＭＣＳＰ、メソセリン、Ｍｕｃ１、Ｍｕｃ１６、ＮＣＡＭ、ＮＫＧ２Ｄリガンド
、ＮＹ－ＥＳＯ－１、ＰＲＡＭＥ、ＰＳＣ１、ＰＳＣＡ、ＰＳＭＡ、ＲＯＲ１、ＳＰ１７
、サバイビン、ＴＡＧ７２、ＴＥＭ、癌胎児性抗原、ＨＭＷ－ＭＡＡ、およびＶＥＧＦＲ
２。
【００１４】
　エンゲージャー分子の特定の細胞認識ドメインは、特定の抗原を発現する対応する腫瘍
を認識するように仕立てることができる。抗原は、悪性がん細胞、または腫瘍成長を支え
るいわゆる腫瘍間質のいずれかによって産生される。場合によっては、ｓｃＦｖが、Ｅｐ
ｈＡ２、ＣＤ１９、ＣＤ１２３、ＬｅＹ、Ｂ７Ｈ３、ＨＥＲ２、またはＥＧＦＲ（ＥＧＦ
ＲＶＩＩＩを含める）に特異的である。抗原の例を表１に記載する。
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【表１】

【００１５】
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　表１に記載の抗原の例に加えて、抗原認識ドメインは、他の抗原、例えば、ＰＤ－Ｌ１
およびＣＴＬＡ４など、腫瘍微小環境内のがん細胞または細胞上に発現された抑制分子を
標的にすることができる。ＰＤ－Ｌ１特異的な抗原認識ドメインおよびＣＤ３特異的なＴ
細胞活性化ドメインを含むエンゲージャー分子は、抑制シグナルを正の（ＣＤ３活性化）
シグナルに変換することによって、腫瘍によって媒介される免疫抑制作用を克服すること
になる。他の例は、フィブロネクチンもしくはテネイシンの癌胎児性バリアントなど、腫
瘍の細胞外マトリックスまたは腫瘍の壊死性領域内に存在する抗原である。
【００１６】
　別の態様では、エンゲージャー分子、例えば、本明細書に記載の任意のエンゲージャー
分子をコードするポリヌクレオチドが、本明細書において提供される。ポリヌクレオチド
は、ベクター内に含まれるか、ベクターを含むことができる。適したベクターならばいか
なるタイプのものも利用できるが、特定の実施形態では、ベクターが、非ウイルスベクタ
ー（例えば、プラスミド、ミニサークルＤＮＡベクター、スリーピングビューティー（ｓ
ｌｅｅｐｉｎｇ　ｂｅａｕｔｙ）プラスミド、ＰｉｇｇｙＢａｃプラスミドなど）または
ウイルスベクター（例えば、レンチウイルスベクター、アデノウイルスベクター、レトロ
ウイルスベクター、アデノ随伴ウイルスベクター、腫瘍溶解ベクターなど）である。特定
の実施形態では、ポリヌクレオチドは、ポリヌクレオチドを含有する細胞内でエンゲージ
ャー分子を安定的に発現する。別の特定の実施形態では、ポリヌクレオチドは、ポリヌク
レオチドを含有する細胞内でエンゲージャー分子を一過性に発現する。別の特定の実施形
態では、ポリヌクレオチドは、ポリヌクレオチドを含有する細胞内における、エンゲージ
ャー分子の誘導可能な発現を可能にする。別の特定の実施形態では、ポリヌクレオチドは
、ポリヌクレオチドを含有する細胞内における、エンゲージャー分子の発現の誘導可能な
抑制を可能にする。本明細書に示す実施形態のいずれでも、ポリヌクレオチドは、細胞に
より分泌可能な形態でエンゲージャーをコードすることが好ましい。ポリヌクレオチドは
、活性化ドメインおよび抗原認識ドメインを含む融合分子をコードし、特定の実施形態で
は、各ドメインがｓｃＦｖである。活性化ドメインは、抗原認識ドメインに比べて、ポリ
ペプチドのＮ末端側に配置されてもよいし、抗原認識ドメインに比べて、ポリペプチドの
Ｃ末端側に配置されてもよい。
【００１７】
　別の態様では、１つまたは複数のエンゲージャー、例えば、本明細書に記載のエンゲー
ジャー分子のいずれかを発現するように遺伝的に操作された細胞（例えば、「エンゲージ
ャー細胞」と呼ばれる）が、本明細書において提供される。ある特定の実施形態では、遺
伝的に操作された細胞が、例えば、Ｔリンパ球（Ｔ細胞）、ＣＡＲ　Ｔ細胞、ナチュラル
キラー（ＮＫ）Ｔ細胞、またはＮＫ細胞である。ある特定の他の実施形態では、遺伝的に
操作された細胞が、非免疫細胞、例えば、間葉系幹細胞（ＭＳＣ）、神経幹細胞、造血幹
細胞、人工多能性幹細胞（ｉＰＳ細胞）、胚幹細胞である。ある特定の実施形態では、エ
ンゲージャー細胞は、エンゲージャー細胞の周りの環境、例えば培養培地（エンゲージャ
ー細胞がｉｎ　ｖｉｔｒｏで培養される場合）中またはエンゲージャー細胞が投与された
個体内にエンゲージャーを分泌する。ある特定の実施形態では、レンチウイルスベクター
を利用することができるが、場合によっては、形質導入効率がさらに高いレトロウイルス
ベクターを利用することができる。レトロウイルスベクターの１例は、５’から３’方向
にＣＤ１９ｓｃＦｖ－ＣＤ３ｓｃＦｖを含む。別のレトロウイルスベクターの例は、５’
から３’方向にＥｐｈＡ２（４Ｈ５）－ＣＤ３ｓｃＦｖを含み、場合によって、蛍光また
は選択可能マーカー、例えばｍＯｒａｎｇｅをコードするヌクレオチド配列が後に続くＩ
ＲＥＳが後に続く。
【００１８】
　ある特定の実施形態では、１つの細胞が、複数（例えば、１、２、３、４、５、６、７
、８、９、１０または１１以上）のタイプのエンゲージャー分子を分泌する。細胞は、同
一ではないエンゲージャー分子を発現する同一ではないポリヌクレオチドを有するように
改変されていてもよい。例えば、１つの細胞が、エンゲージャー分子をコードする１つの
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ポリヌクレオチドを含み、かつ、他のエンゲージャー分子をコードする他の１つまたは複
数のポリヌクレオチドも含む。特定の実施形態では、細胞は、表１に記載の抗原の１つを
標的にするエンゲージャー分子をコードする第１のポリヌクレオチドと、表１に記載の別
の抗原を標的にするエンゲージャー分子をコードする第２のポリヌクレオチドとを有する
。エンゲージャーは、免疫細胞がＴ細胞、ＮＫ細胞、またはこれらの両方を活性化できる
ように、様々な抗原認識ドメインに加えて、様々な活性化ドメインも含有することができ
る。したがって、本開示の実施形態は、例えば、ＮＫ細胞および／またはＴ細胞を活性化
することができるエンゲージャー分子を分泌するＴ細胞ならびにＮＫ細胞および／または
Ｔ細胞を活性化するＮＫ細胞を提供する。
【００１９】
　特定の実施形態では、本発明のエンゲージャー細胞がＣＡＲ、遺伝子操作されたＴＣＲ
、または他のいかなる遺伝的改変もさらに含まないが、ある特定の実施形態では、エンゲ
ージャーＴ細胞は、その機能を強化することができる、表１に記載の抗原を標的にするも
のを含めたＣＡＲ、遺伝子操作されたＴＣＲ、または他の任意の遺伝的改変をさらに含む
。一実施形態では、ＣＡＲまたは遺伝子操作されたＴＣＲを発現するＴ細胞が１種または
複数のエンゲージャー分子を含む。特定の実施形態では、ＣＡＲまたはＴＣＲの抗原結合
ドメインおよびエンゲージャー分子の抗原認識ドメインが、同じ標的抗原を認識または結
合する。ある特定の実施形態では、ＣＡＲの抗原結合ドメインおよびエンゲージャー分子
の抗原認識ドメインが、同じ標的細胞上に発現された異なった標的抗原を認識または結合
する。特定の実施形態では、１つの細胞が、エンゲージャー分子を発現する１つのポリヌ
クレオチドを含み、かつ、ＣＤ８０、ＣＤ７０、ＣＤ１３４Ｌ（ＯＸ４０Ｌ）、およびＣ
Ｄ１３７Ｌ（４１ＢＢＬ）を含めた共刺激分子を発現する１つまたは複数のポリヌクレオ
チドも含む。特定の実施形態では、細胞は、ＣＤ１９を標的にするエンゲージャー分子を
コードする第１のポリヌクレオチドと、ＣＤ８０および４１ＢＢＬをコードする第２のポ
リヌクレオチドとを有する（図２２）。
【００２０】
　特定の実施形態では、天然免疫細胞の表面または遺伝子操作された免疫細胞の表面上に
ある標的に結合する活性化ドメインを有し、かつ標的細胞によって産生される１つまたは
複数の分子に結合する認識ドメインも有するものを含めた、エンゲージャー分子および／
またはエンゲージャー分子を分泌する１つまたは複数の細胞を含む医薬組成物がある。エ
ンゲージャー分子またはそれらを分泌する細胞の有効量が、それを必要とする個体に与え
られる。
【００２１】
　別の態様では、腫瘍細胞を有する個体を処置する方法であって、エンゲージャー分子の
治療有効量を個体に投与するステップを含み、エンゲージャー分子が、腫瘍細胞上にある
抗原に結合する抗原認識ドメインを含む、方法が本明細書において提供される。関連した
態様では、腫瘍細胞を有する個体を処置する方法であって、１種または複数のエンゲージ
ャー分子を分泌するエンゲージャー細胞の治療有効量を個体に投与するステップを含み、
前記エンゲージャー分子が、腫瘍細胞上にある抗原に結合する抗原認識ドメインを含む、
方法が本明細書において提供される。特定の実施形態では、前記投与が、個体内の腫瘍の
成長の測定可能な低減をもたらす。別の特定の実施形態では、前記投与が、個体内の腫瘍
のサイズの測定可能な低減をもたらす。様々な実施形態で、腫瘍のサイズまたは成長速度
が、例えば、直接的イメージング（例えば、ＣＴスキャン、ＭＲＩ、ＰＥＴスキャンなど
）、蛍光イメージング、組織生検、および／または関係のある生理的マーカー（例えば、
前立腺がん用のＰＳＡレベル；絨毛癌用のＨＣＧレベルなど）の評価によって決定可能で
ありうる。本発明の特定の実施形態では、個体は、高レベルの、予後不良に相関する抗原
、例えばＥｐｈＡ２を有する。いくつかの実施形態では、個体に、外科手術、放射線照射
、化学療法、ホルモン療法、免疫療法、またはこれらの組合せなど、追加のがん療法が提
供される。
【００２２】
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　特定の実施形態では、組成物を分泌する細胞であって、前記組成物が、天然免疫細胞の
表面または遺伝子操作された免疫細胞の表面上にある標的に結合する活性化ドメインと標
的細胞によって産生される１種または複数の分子に結合する抗原認識ドメインとを含む、
細胞がある。少なくともいくつかの場合には、リンカーが活性化ドメインおよび抗原認識
ドメインに結合している。活性化ドメインは、抗体またはリガンドを含みうる。特定の実
施形態では、免疫細胞がＴ細胞であり、抗体がＣＤ３を認識するが、免疫細胞はＮＫ細胞
であってもよく、抗体はＣＤ１６、ＮＫＧ２Ｄ、またはＮＫｐ３０を認識する。特定の実
施形態では、抗体が一本鎖可変領域断片（ｓｃＦｖ）抗体である。特定の実施形態では、
抗原認識ドメインが、標的細胞によって産生される抗原を認識する抗体であり、いくつか
の場合には、抗体がｓｃＦｖ断片である。
【００２３】
　特定の実施形態では、抗原認識ドメインが、リガンド、ペプチド、または可溶性ＴＣＲ
であるか、表１の抗原を認識する。
【００２４】
　本開示の組成物の特定の例としては、例えば、配列番号１、配列番号２、配列番号３、
配列番号４、配列番号５、配列番号６、配列番号７、配列番号８、または配列番号９の配
列が挙げられる。
【００２５】
　本開示のいくつかの組成物は、以下：サイトカイン、共刺激ドメイン、Ｔ細胞活性化の
負の調節分子を抑制するためのドメインのうちの１つまたは複数をさらに含む。特定の実
施形態では、サイトカインは、ＩＬ－１５である。特定の態様では、共刺激ドメインは、
ＣＤ８０、ＣＤ１３７、またはこれら両方である。特定の態様では、Ｔ細胞活性化の負の
調節分子を抑制するためのドメインは、ＰＤ－１、ＰＤ－Ｌ１、ＣＴＬＡ４、またはＢ７
－Ｈ４を含む。本開示のいくつかの組成物は、検出可能なマーカーを含む。
【００２６】
　一実施形態では、がんを有する個体を処置する方法であって、１種または複数の本開示
の細胞の治療有効量を個体に送達するステップを含む方法がある。特定の実施形態では、
組成物が細胞によって分泌されて、組成物が細胞に結合し、これを活性化する。ある特定
の態様では、組成物が細胞によって分泌され、組成物が、個体内の天然免疫細胞に結合し
、これを活性化する。特定の実施形態では、組成物を発現することができる細胞がＴ細胞
であり、活性化ドメインが、ＣＤ３を認識する抗体を含む。他の態様では、組成物を発現
することができる細胞がＮＫ細胞であり、活性化ドメインが、ＣＤ１６、ＮＫＧ２Ｄ、ま
たはＮＫｐ３０を認識する抗体を含む。一態様では、がんが、ＥｐｈＡ２陽性、ＣＤ１９
陽性、ＣＤ１２３陽性、ＬｅＹ陽性、Ｂ７Ｈ３陽性、ＨＥＲ２陽性、またはＥＧＦＲ（Ｅ
ＧＦＲｖＩＩＩを含める）陽性である。
【００２７】
　本発明の実施形態では、ポリペプチドを分泌する細胞を含む組成物であって、前記ポリ
ペプチドが、免疫細胞表面上にある標的に結合する活性化ドメインと、標的細胞によって
産生されるか、標的細胞上に提示されている１種または複数の分子に結合する抗原認識ド
メインを含む、組成物がある。特定の実施形態では、リンカーが活性化ドメインおよび抗
原認識ドメインに結合している。特定の実施形態では、免疫細胞が天然免疫細胞である。
ある特定の実施形態では、免疫細胞が、遺伝子操作された免疫細胞である。特定の実施形
態では、活性化ドメインが抗体、リガンド、受容体、またはペプチドを含む。特定の実施
形態では、免疫細胞がＴ細胞であり、抗体がＣＤ３を認識する。いくつかの実施形態では
、免疫細胞がＮＫ細胞であり、抗体がＣＤ１６、ＮＫＧ２Ｄ、またはＮＫｐ３０を認識す
る。ある特定の実施形態では、抗体が一本鎖可変領域断片（ｓｃＦｖ）抗体である。特定
の実施形態では、抗原認識ドメインが、標的細胞によって産生される抗原を認識する抗体
である。いくつかの実施形態では、抗体がｓｃＦｖ抗体である。特定の実施形態では、抗
原認識ドメインが、リガンド、ペプチド、または可溶性ＴＣＲである。特定の実施形態で
は、抗原認識ドメインが表１の抗原を認識する。特定の実施形態では、ポリペプチドが、
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配列番号１、配列番号２、配列番号３、配列番号４、配列番号５、配列番号６、配列番号
７、配列番号８、または配列番号９の配列を含む。ある特定の実施形態では、ポリペプチ
ドが、以下：サイトカイン、共刺激ドメイン、またはＴ細胞活性化の負の調節分子を抑制
するためのドメインのうちの１つまたは複数をさらに含む。特定の実施形態では、サイト
カインが、ＩＬ－１５、ＩＬ－１２、ＩＬ－２、またはＩＬ－７である。特定の実施形態
では、共刺激ドメインが、ＣＤ８０、ＣＤ１３４、ＣＤ１３７、またはこれらの組合せで
ある。ある特定の実施形態では、Ｔ細胞活性化の負の調節分子を抑制するためのドメイン
が、ＰＤ－１、ＰＤ－Ｌ１、ＣＴＬＡ４、またはＢ７－Ｈ４を含む。いくつかの実施形態
では、ポリペプチドが、検出可能なマーカーをさらに含む。いくつかの実施形態では、細
胞が、ポリペプチドをコードするポリヌクレオチドを含む。ある特定の実施形態では、ポ
リヌクレオチドが細胞のゲノムに組み込まれる。特定の実施形態では、ポリペプチドをコ
ードするポリヌクレオチドの発現が、１つまたは複数の腫瘍関連因子の制御下にある。い
くつかの実施形態では、１つまたは複数の腫瘍関連因子がケモカインまたはサイトカイン
である。ケモカインは、ＣＣＬ２、ＣＣＬ３、ＣＣＬ５、ＣＣＬ１６、ＣＸＣＬ８、ＣＸ
ＣＬ１０、ＸＣＬ１、ＸＣＬ２、またはＣＸ３ＣＬ１を含めた、ＣＣ、ＣＸＣ、Ｃ、およ
びＣＸ３Ｃケモカインからなる群から選択されるファミリーのケモカインでありうる。サ
イトカインは、ＩＬ２、ＩＬ４、ＩＬ５、ＩＬ７、ＩＬ１０、ＩＬ１２、ＩＬ１５、およ
びＩＬ１７からなる群から選択されうる。特定の実施形態では、ポリペプチドをコードす
るポリヌクレオチドの発現が、組織特異的な調節配列の制御下にある。いくつかの実施形
態では、組織特異的な調節配列が、低酸素特異的な調節配列である。ある特定の実施形態
では、低酸素特異的な調節配列が、低酸素応答エレメント（ＨＲＥ）または酸素依存性分
解ドメイン（ＯＤＤＤ）である。いくつかの態様では、ＨＲＥが５’－ＲＣＧＴＧ－３’
（配列番号１０）を含む。
【００２８】
　一実施形態では、がんを有する個体を処置する方法であって、本開示の組成物の治療有
効量を個体に送達するステップを含む方法がある。特定の実施形態では、ポリペプチドが
細胞によって分泌され、組成物が、細胞に結合し、これを活性化し、少なくともいくつか
の場合では、ポリペプチドが細胞によって分泌され、ポリペプチドが、個体内の天然免疫
細胞に結合し、これを活性化する。いくつかの実施形態では、ポリペプチドを発現するこ
とができる細胞がＴ細胞である。ある特定の実施形態では、活性化ドメインが、ＣＤ３を
認識する抗体を含む。いくつかの実施形態では、ポリペプチドを発現することができる細
胞がＮＫ細胞である。特定の実施形態では、活性化ドメインが、ＣＤ１６、ＮＫＧ２Ｄ、
またはＮＫｐ３０を認識する抗体を含む。ある特定の実施形態では、がんが、ＥｐｈＡ２
陽性、ＣＤ１９陽性、ＣＤ１２３陽性、ＬｅＹ陽性、Ｂ７Ｈ３陽性、ＨＥＲ２陽性、また
はＥＧＦＲ陽性であり、ＥＧＦＲｖＩＩＩ陽性でありうる。
【００２９】
　後述の「発明を実施するための形態」をよりよく理解するために、上記で本発明の特徴
および技術的な利点についてある程度広く概説した。本発明の請求の範囲の主題を形成す
る本発明のさらなる特徴および利点を、以下に記載する。当業者ならば、本開示の概念お
よび具体的な実施形態は、本発明の同じ目的を実行するように他の構造を改変または設計
するための基礎として容易に利用できることを理解するであろう。当業者ならば、そのよ
うな同等な構造は、添付の請求の範囲に記載される本発明の趣旨および範囲から逸脱しな
いことも認識するであろう。その構成および操作の方法の両方に関する、本発明の特色と
考えられる新規な特徴は、さらなる目的および利点と併せて、添付の図面を参照して考慮
した場合、以下の記述から、さらによく理解されるものと予想される。しかし、図面のそ
れぞれは、例示と説明のみを目的として提供されたものであって、本発明の限定を規定し
ないことが明示的に理解されるものと予想される。
【００３０】
　本発明をよりいっそう理解するために、添付の図面と併せて考慮される以下の記述をこ
こで参照する。
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【図面の簡単な説明】
【００３１】
【図１】エンゲージャー細胞の実施形態の概念を示す図である。
【００３２】
【図２】Ｔ細胞およびＮＫ細胞エンゲージャーの実施形態の概念を示す図である。
【００３３】
【図３】エンゲージャーＴ細胞の例を示す図である。
【００３４】
【図４】ＥｐｈＡ２－ＥＮＧ　Ｔ細胞の生成を示す図である。（Ａ）レトロウイルスベク
ターのスキーム（ＩＲＥＳ：内部リボソーム進入部位；ｍＯ：ｍＯｒａｎｇｅ）。（Ｂ）
形質導入Ｔ細胞およびＮＴ　Ｔ細胞のｍＯｒａｎｇｅについてのＦＡＣＳ分析。（Ｃ）形
質導入Ｔ細胞およびＮＴ　Ｔ細胞のＥｐｈＡ２エンゲージャーについてのｑＲＴ－ＰＣＲ
。
【００３５】
【図５Ａ】ＥｐｈＡ２特異的エンゲージャー分子が、Ｔ細胞の細胞表面に結合し、Ｔ細胞
によって分泌されることの実証を示す図である。（Ａ）ＥｐｈＡ２－ＥＮＧおよびｃ末端
６×Ｈｉｓ－Ｍｙｃタグを有するＥｐｈＡ２－ＥＮＧ（ＥｐｈＡ２－ＨＭ）をコードする
レトロウイルスベクターのスキーム。ＥｐｈＡ２－ＨＭは、終止コドンの前に６×Ｈｉｓ
Ｍｙｃタグを挿入することによって生成された。ＥｐｈＡ２－ＥＮＧおよびＥｐｈＡ２－
ＨＭ　ＥＮＧ　Ｔ細胞は、レトロウイルスの形質導入によって生成され、形質導入後、７
３％（ＥｐｈＡ２－ＥＮＧ）または５７％（ＥｐｈＡ２－ＨＭ　ＥＮＧ）のＴ細胞が、Ｆ
ＡＣＳ分析でｍＯｒａｎｇｅ陽性であった（データは示されていない）。
【図５Ｂ】（Ｂ）ＮＴ、ＥｐｈＡ２－ＥＮＧ、およびＥｐｈＡ２－ＨＭ　Ｔ細胞をエフェ
クターとして、ＥｐｈＡ２陽性Ｕ３７３細胞を標的細胞として用いる細胞傷害性アッセイ
。ＥｐｈＡ２－ＥＮＧ　Ｔ細胞とＥｐｈＡ２－ＨＭ　ＥＮＧ　Ｔ細胞の間には、有意な相
違がなかった。これは、タグがエンゲージャー分子の機能を妨げないことを示す。
【図５Ｃ】（Ｃ）ＥｐｈＡ２－ＥＮＧおよびＥｐｈＡ２－ＨＭ　ＥＮＧ　Ｔ細胞のＦＡＣ
Ｓ分析は、ｍＯｒａｎｇｅ陽性細胞およびｍＯｒａｎｇｅ陰性細胞についてゲーティング
した（白抜きの曲線：アイソタイプ、塗り潰しの曲線：アルファｍｙｃ－ＡＰＣ（Ａｂｃ
ａｍ、Ｃａｍｂｒｉｄｇｅ、ＭＡ）。ＥｐｈＡ２－ＥＮＧ　Ｔ細胞は、細胞表面の染色を
示さなかった。ＥｐｈＡ２－ＥＮＧ－ＨＭ　Ｔ細胞をアルファｍｙｃ－ＡＰＣで染色した
。形質導入（ｍＯｒａｎｇｅ＋）および形質導入されていないＴ細胞（ｍＯｒａｎｇｅ－
）は陽性であった。これは、形質導入Ｔ細胞が、形質導入されていないＴ細胞に結合する
エンゲージャー分子を分泌することを示す。
【図５Ｄ】（Ｄ）ＮＴ、ＥｐｈＡ２－ＥＮＧまたはＥｐｈＡ２－ＨＭ　ＥＮＧ　Ｔ細胞か
らの培地をＨｉｓ　Ｍａｇ　Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ　ｅｘｃｅｌ（ＧＥ　Ｈｅａｌｔｈｃａ
ｒｅ）と共にインキュベートした。ビーズを洗浄し、結合画分を製造業者の指示に従って
溶出した。溶出画分をＳＤＳ－ＰＡＧＥによって分離し、アルファＭｙｃ（Ａｂｃａｍ）
でブロッティングし、続いてＨＲＰコンジュゲートヤギマウスＩｇＧ抗体（Ｓａｎｔａ　
Ｃｒｕｚ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ）でブロッティングした。＊：非特異的なバンド
。
【００３６】
【図６】ＥｐｈＡ２－ＥＮＧ　Ｔ細胞が、サイトカインを分泌し、増殖し、抗原特異的に
標的細胞を殺滅することの実証を示す図である。（Ａ）ＥｐｈＡ２－ＥＮＧ、ＣＤ１９－
ＥＮＧ、およびＮＴ　Ｔ細胞を、１０：１の比率でＥｐｈＡ２陽性（Ｕ３７３、Ａ５４９
、Ｋ５６２－ＥｐｈＡ２）または陰性（Ｋ５６２）腫瘍細胞と共培養した。２４時間後に
、ＥＬＩＳＡによってＩＦＮガンマおよびＩＬ２産生量を測定した（ｎ＝４）。（Ｂ）Ｅ
ｐｈＡ２－ＥＮＧ、ＣＤ１９－ＥＮＧ、およびＮＴ　Ｔ細胞を１０：１の比率でＥｐｈＡ
２陽性（Ｕ３７３、Ａ５４９）腫瘍細胞と共培養した。７日後に、トリパンブルー染色に
よって生存Ｔ細胞を計数した（ｎ＝４）。（Ｃ）ＥｐｈＡ２－ＥＮＧ、ＣＤ１９－ＥＮＧ
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、およびＮＴ　Ｔ細胞をエフェクターとして、ＥｐｈＡ２陽性（Ｕ３７３、Ａ５４９、Ｋ
５６２－ＥｐｈＡ２）および陰性（Ｋ５６２）腫瘍細胞を標的として用いて細胞傷害性ア
ッセイを行った（平均±ＳＤ；ｎ＝４）。
【００３７】
【図７Ａ】ＣＤ１９特異的なエンゲージャー分子を分泌するＴ細胞の生成の実証を示す図
である。（Ａ）レトロウイルスベクターのスキーム。
【図７Ｂ】（Ｂ）形質導入Ｔ細胞およびＮＴ　Ｔ細胞のｍＯｒａｎｇｅについてのＦＡＣ
Ｓ分析。
【図７Ｃ】（Ｃ）細胞傷害性アッセイでは、Ｅ：Ｔ比２．５：１において、形質導入され
ていない（ＮＴ）Ｔ細胞とは対照的に、ＣＤ１９－ＥＮＧ　Ｔ細胞のみがＣＤ１９＋細胞
株（Ｄａｕｄｉ、Ｒａｊｉ、ＢＶ１７３）を殺滅した（ｎ＝４；ｐ＜０．０５）。
【図７Ｄ】（Ｄ）ＣＤ１９＋標的との共培養アッセイにおいて、ＣＤ１９－ＥＮＧ　Ｔ細
胞のみが有意なレベルのＩＦＮ－ガンマを分泌した（ｎ＝３；ＢＶ１７３、Ｄａｕｄｉ、
ＲａｊｉについてＣＤ１９－ＥＮＧ対ＥｐｈＡ２－ＥＮＧ　Ｔ細胞：ｐ＜０．０５）。一
貫したＩＬ－２産生は、ＣＤ１９＋標的に特異的であり、標的細胞上におけるＣＤ８０お
よびＣＤ８６の発現によって影響を受けた（ｎ＝３；ＤａｕｄｉおよびＲａｊｉについて
ＣＤ１９－ＥＮＧ対ＥｐｈＡ２－ＥＮＧ　Ｔ細胞：ｐ＜０．０５；ＢＶ１７３についてＣ
Ｄ１９－ＥＮＧ対ＥｐｈＡ２－ＥＮＧ　Ｔ細胞：ｐ＝有意で無い）。
【００３８】
【図８Ａ】ＣＤ１２３特異的なＴ細胞エンゲージャーを分泌するＴ細胞が抗原特異的にＣ
Ｄ１２３陽性腫瘍細胞を認識することの実証を示す図である。（Ａ）ＣＤ１２３特異的な
エンゲージャーをコードするレトロウイルスベクターのスキームおよび形質導入Ｔ細胞の
ＦＡＣＳ分析。
【図８Ｂ】（Ｂ）ＣＤ１２３陽性ＡＭＬ細胞（ＴＨＰ－１およびＫＧ１ａ）ならびに陰性
（Ｊｕｒｋａｔ）および陽性対照（Ｊｕｒｋａｔ　ＣＤ１２３）のＦＡＣＳ分析。
【図８Ｃ】（Ｃ）ＣＤ１９特異的、ＣＤ１２３（２９２）特異的、またはＣＤ１２３（７
１６）特異的なエフェクターの、ＣＤ１２３陽性標的細胞（ＫＧ１ａ、Ｊｕｒｋａｔ－Ｃ
Ｄ１２３）およびＣＤ１２３陰性標的細胞（Ｊｕｒｋａｔ）との共培養アッセイ。２４時
間後にＩＦＮガンマを測定した。
【図８Ｄ】（Ｄ）ＣＤ１９特異的、ＣＤ１２３（２９２）特異的、またはＣＤ１２３（７
１６）特異的なエフェクターとＣＤ１２３陽性標的細胞（ＫＧ１ａ）を用いる細胞傷害性
アッセイ。
【００３９】
【図９】ＬｅＹ特異的なＴ細胞エンゲージャーを分泌するＴ細胞が、抗原特異的にＬｅＹ
陽性腫瘍細胞を殺滅することの実証を示す図である。ＬｅＹ－ＥＮＧ　Ｔ細胞およびＣＤ
１９－ＥＮＧ　Ｔ細胞をエフェクターとして、Ｋ５６２（ＣＤ１９－、ＬｅＹ＋）および
ＫＧ１ａ（ＣＤ１９－、ＬｅＹ＋）を標的細胞として用いて、標準的な細胞傷害性アッセ
イを行った。
【００４０】
【図１０】Ｂ７Ｈ３特異的なＴ細胞エンゲージャーを分泌するＴ細胞がＢ７Ｈ３陽性腫瘍
細胞を抗原特異的に認識することの実証を示す図である。（Ａ）Ｂ７Ｈ３－ＥＮＧ　Ｔ細
胞またはＣＤ１９－ＥＮＧ　Ｔ細胞の、Ｂ７Ｈ３陽性（Ｕ３７３、ＬＭ７、ＣＨＬＡ２５
５）およびＢ７Ｈ３陰性（ＨＴＢ１１９）腫瘍細胞との共培養アッセイ。２４時間後にＩ
ＦＮガンマを測定した。（Ｂ）Ｂ７Ｈ３－ＥＮＧ　Ｔ細胞またはＣＤ１９－ＥＮＧ　Ｔ細
胞の、Ｕ３７３、ＬＭ７、ＣＨＬＡ２５５との共培養アッセイ。生存腫瘍細胞は、クリス
タルバイオレット染色によって可視化した。
【００４１】
【図１１】ＨＥＲ２特異的Ｔ細胞エンゲージャーを分泌するＴ細胞がＨＥＲ２陽性腫瘍細
胞を抗原特異的に認識することの実証を示す図である。ＨＥＲ２－ＥＮＧ　Ｔ細胞および
形質導入されていない（ＮＴ）Ｔ細胞をＨＥＲ２陽性（Ｕ３７３）およびＨＥＲ２陰性（
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ＭＤＡ）腫瘍細胞と共培養した。２４時間後にＩＦＮガンマを測定した。
【００４２】
【図１２】ＥＧＦＲコンフォメーションエピトープ８０６に特異的なＴ細胞エンゲージャ
ーを分泌するＴ細胞がＥＧＦＲ陽性腫瘍細胞を抗原特異的に認識することの実証を示す図
である。８０６－ＥＮＧ　Ｔ細胞およびＣＤ１９－ＥＮＧ　Ｔ細胞を、Ｕ３７３（ＥＧＦ
Ｒ低レベル陽性）、Ａ４３１（増幅されたＥＧＦＲ遺伝子）、Ｋ５６２（ＥＧＦＲ陰性）
、およびＥＧＦＲｖＩＩＩを発現するように遺伝的に改変されたＫ５６２（Ｋ５６２－Ｅ
ＧＦＲｖＩＩＩ）と共にインキュベートした。２４時間後にＩＦＮガンマを測定した。
【００４３】
【図１３】ＥｐｈＡ２特異的ＮＫ細胞エンゲージャーを分泌するＴ細胞がＮＫ細胞を抗原
特異的に活性化することの実証を示す図である。（Ａ）ＥｐｈＡ２特異的ＮＫ細胞エンゲ
ージャーをコードするレトロウイルスベクターのスキーム。（Ｂ）ＩＬ１３Ｒアルファ２
またはＥｐｈＡ２コーティングされたプレート上におけるＮＫ細胞、ＣＤ１６．ＥｐｈＡ
２－ＥＮＧ　Ｔ細胞、またはＣＤ１６．ＥｐｈＡ２－ＥＮＧ　Ｔ細胞とＮＫ細胞の共培養
アッセイ。ＣＤ１６．ＥｐｈＡ２－ＥＮＧ　Ｔ細胞とＮＫ細胞の共培養のみがＥｐｈＡ２
の存在下で高レベルのＩＦＮｇを産生した。これは、ＮＫ細胞の抗原特異的な活性化を実
証するものである。
【００４４】
【図１４】ＥｐｈＡ２－ＥＮＧ　Ｔ細胞がバイスタンダー（ｂｙｓｔａｎｄｅｒ）Ｔ細胞
を腫瘍細胞にリダイレクトすることの実証を示す図である。（Ａ）Ａ５４９細胞を、ＮＴ
　Ｔ細胞およびＮＴ　Ｔ細胞またはＥｐｈＡ２－ＥＮＧ　Ｔ細胞の培地の存在下または非
存在下で共培養した。２４時間後にＥＬＩＳＡによってＩＦＮ－ガンマの産生量を測定し
た。（平均±ＳＤ；ｎ＝４）。（Ｂ）共培養トランスウェルアッセイのスキーム。（Ｃ）
ＮＴ　Ｔ細胞およびＵ３７３細胞をボトムウェルに、ＥｐｈＡ２－ＥＮＧ　Ｔ細胞をイン
サートウェルにプレーティングした。プレーティングされたＥｐｈＡ２－ＥＮＧ　Ｔ細胞
の数は１０３～１０６の範囲であった。インサートウェル内のＣＤ１９－ＥＮＧ　Ｔ細胞
およびＮＴ　Ｔ細胞無しのボトムウェルを対照として用いた。４８時間後に、生存Ｕ３７
３細胞をクリスタルバイオレット染色によって可視化した。代表的な１回の実験の結果を
示す。（Ｄ）ＥｐｈＡ２－ＥＮＧおよびＥｐｈＡ２－ＣＡＲ　Ｔ細胞の抗腫瘍活性を比較
するために、漸増パーセントの形質導入ＥｐｈＡ２－ＥＮＧまたはＥｐｈＡ２－ＣＡＲ　
Ｔ細胞を含有する１×１０５個のＴ細胞と共にＵ３７３細胞をインキュベートした。４８
時間後に生存腫瘍細胞をＭＴＳアッセイによって測定した（ｎ＝４；各ドナーについて三
連のアッセイ；ｐ＜０．００００１）。
【００４５】
【図１５】ＣＤ１９－ＥＮＧ　Ｔ細胞がバイスタンダーＴ細胞を腫瘍細胞にリダイレクト
することの実証を示す図である。形質導入されていない（ＮＴ）、ＥｐｈＡ２－ＥＮＧ、
またはＣＤ１９－ＥＮＧ　Ｔ細胞をインサートウェルにプレーティングし、ホタルルシフ
ェラーゼ（ｆｆＬｕｃ）－ＢＶ１７３またはｆｆＬｕｃ－ＢＶ１７３およびＮＴ　Ｔ細胞
をボトムウェルにプレーティングした。４８時間後にｌｕｃ－アッセイによって腫瘍細胞
の存在を測定した。ＣＤ１９－ＥＮＧ　Ｔ細胞のみがＮＴ　Ｔ細胞を腫瘍細胞にリダイレ
クトした（ｎ＝３；Ｐ＜０．０５）。
【００４６】
【図１６】ＥｐｈＡ２－ＥＮＧ　Ｔ細胞の抗原特異的な活性化は、それらが有する、バイ
スタンダーＴ細胞を腫瘍細胞にリダイレクトする能力を高めることの実証を示す図である
。（Ａ、Ｂ）ＥｐｈＡ２（活性化）またはＨＥＲ２（非活性化）タンパク質コーティング
されたプレートでＮＴ　Ｔ細胞およびＥｐｈＡ２－ＥＮＧ　Ｔ細胞を培養した。ＰＢＳ処
理されたプレートを対照として用いた。（Ａ）７２時間後にｑＲＴ－ＰＣＲによってＥｐ
ｈＡ２－ＥＮＧの発現量を測定した（平均＋ＳＤ；ｎ＝３）。（Ｂ）２４時間後にＥＬＩ
ＳＡによってＩＦＮガンマの産生量を測定した（平均で＋ＳＤ；ｎ＝３）。（Ｃ）Ｕ３７
３．ｅＧＦＰ．ｆｆＬｕｃまたはＢＶ１７３．ｆｆＬｕｃ細胞をＮＴ　Ｔ細胞、トランス
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ウェル分離された漸増数の活性化または非活性化ＥｐｈＡ２－ＥＮＧ　Ｔ細胞と共に共培
養した。４８時間後にルシフェラーゼアッセイによって生存腫瘍細胞について決定した（
ｎ＝３；各ドナーについて二連のアッセイ；活性化対非活性化Ｔ細胞：Ｕ３７３について
：ｐ＜０．００００１；ＢＶ１７３について：ｐ＝０．１２）
【００４７】
【図１７】ｉｎ　ｖｉｖｏにおけるＥｐｈＡ２－ＥＮＧ　Ｔ細胞およびバイスタンダーＴ
細胞の抗原依存的な拡張の実証を示す図である。（Ａ）Ａ５４９担がんマウスまたは非担
がんマウスに、５×１０６個のｅＧＦＰ．ｆｆＬｕｃ発現ＥｐｈＡ２－ＥＮＧおよび５×
１０６個のＮＴ　Ｔ細胞の混合物のｉ．ｖ．注射、ならびに１用量のＩＬ２（１，５００
単位）のｉ．ｐ．投与を行った。連続生物発光イメージングを行ってＴ細胞の追跡を行っ
た（平均±ＳＤを示す；１群当たりｎ＝５；＊ｐ＜０．０５、＊＊ｐ＜０．０１、＊＊＊

ｐ＜０．００５）。（Ｂ）Ａ５４９担がんマウスに、５×１０６個のＥｐｈＡ２－ＥＮＧ
およびｅＧＦＰ．ｆｆＬｕｃを発現する５×１０６個のＮＴ細胞、または５×１０６個の
ＣＤ１９－ＥＮＧおよびｅＧＦＰ．ｆｆＬｕｃを発現する５×１０６個のＮＴ細胞の混合
物のｉ．ｖ．注射、ならびに１用量のＩＬ２（１，５００単位）のｉ．ｐ．投与を行った
。連続生物発光イメージングを行ってＴ細胞の追跡を行った。
【００４８】
【図１８】ＥｐｈＡ２－ＥＮＧおよびＣＤ１９－ＥＮＧ　Ｔ細胞が試験された動物モデル
の実験スキームの概略図である。
【００４９】
【図１９】ＥｐｈＡ２－ＥＮＧ　Ｔ細胞が有効な抗腫瘍活性ｉｎ　ｖｉｖｏを有すること
の実証を示す図である。（Ａ～Ｃ）Ｕ３７３神経膠腫ＳＣＩＤ異種移植モデルにおけるＥ
ｐｈＡ２－ＥＮＧ　Ｔ細胞の抗腫瘍活性。１×１０５個のＵ３７３．ｅＧＦＰ．ｆｆＬｕ
ｃ細胞の頭蓋内注射の７日後に、２×１０６個のＥｐｈＡ２－ＥＮＧ（ｎ＝８）またはＣ
Ｄ１９－ＥＮＧ（ｎ＝５）Ｔ細胞を同じ部位に頭蓋内注射した。未処置の動物を対照（ｎ
＝５）として用いた。腫瘍成長を生物発光イメージングによって追跡した。（Ａ）代表的
な動物の画像、（Ｂ）各マウスについての定量的生物発光イメージングの経時的結果（放
射輝度＝光子／秒／ｃｍ２／ｓｒ）、（Ｃ）カプラン・マイヤー生存曲線。（Ｄ～Ｆ）Ａ
５４９肺腫瘍ＳＣＩＤ異種移植モデルにおけるＥｐｈＡ２－ＥＮＧ　Ｔ細胞の抗腫瘍活性
。２．５×１０６個のＡ５４９．ｅＧＦＰ．ｆｆＬｕｃ細胞をｉ．ｖ．注射した７、１４
、および２１日後に、マウスに１×１０７個のＥｐｈＡ２－ＥＮＧ　Ｔ細胞（ｎ＝５）ま
たはＣＤ１９－ＥＮＧ　Ｔ細胞（ｎ＝４）のｉ．ｖ．投与およびＩＬ２（１５００単位）
のｉ．ｐ．投与を行った。未処置の動物を対照（ｎ＝５）として用いた。腫瘍成長を生物
発光イメージングによって追跡した。（Ｄ）代表的な動物の画像、（Ｅ）各マウスについ
ての定量的な生物発光イメージング結果、（Ｆ）カプラン・マイヤー生存曲線。
【００５０】
【図２０】ＣＤ１９－ＥＮＧ　Ｔ細胞が白血病異種移植モデルにおいて有効な抗腫瘍活性
を有することの実証を示す図である。０日目にＢＶ１７３．ｆｆＬｕｃ細胞をｉ．ｖ．注
射し、７、１４、２１日目に、マウスに１×１０７個のＥｐｈＡ２－ＥＮＧ　Ｔ細胞（ｎ
＝５）またはＣＤ１９－ＥＮＧ　Ｔ細胞（ｎ＝５）のｉ．ｖ．投与およびＩＬ２のｉ．ｐ
．投与を行った。未処置の動物を対照（ｎ＝５）として用いた。（Ａ）代表的な画像、（
Ｂ）定量的生物発光。
【００５１】
【図２１】ＣＤ１９－ＥＮＧ　Ｔ細胞がリンパ腫異種移植モデルにおいて有効な抗腫瘍活
性を有することの実証を示す図である。０日目にＤａｕｄｉ．ｆｆＬｕｃ細胞をｉ．ｖ．
注射し、３、６、９日目に１×１０７個のＣＤ１９－ＥＮＧ　Ｔ細胞（ｎ＝５）または形
質導入されていない（ＮＴ）Ｔ細胞（ｎ＝５）をマウスにｉ．ｖ．投与した。（Ａ）代表
的な画像、（Ｂ）定量的生物発光。
【００５２】
【図２２】ＣＤ１９特異的なエンゲージャー分子、共刺激分子ＣＤ８０、および４－１Ｂ
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ＢＬを発現するＴ細胞が、共培養アッセイでＩＬ－２を定常的に産生することの実証を示
す図である。（Ａ）使用したレトロウイルスベクターおよびＣＤ１９－ＥＮＧ／共刺激Ｔ
細胞のスキーム。（Ｂ）ＣＤ１９－ＥＮＧＴ細胞およびＣＤ１９－ＥＮＧ／共刺激Ｔ細胞
上のＣＤ８０および４－１ＢＢＬの発現、ｎ＝４。（Ｃ）ＣＤ１９－ＥＮＧ／共刺激Ｔ細
胞をＢＶ１７３（ＣＤ８０－／ＣＤ８６－）で刺激した後におけるＩＬ－２の定常的産生
、ｎ＝２。無関係のエンゲージャー分子を発現する共刺激Ｔ細胞（ＥｐｈＡ２－ＥＮＧ／
共刺激Ｔ細胞）を用いた場合、ＩＬ－２産生は観察されなかった。これは、抗原特異的な
ＩＬ－２分泌を確認するものである。
【００５３】
【図２３】ＥｐｈＡ２－ＥＮＧおよびＩＬ１５をコードするレトロウイルスベクターで遺
伝的に改変されたＴ細胞が、活性化後に、ＩＦＮｇおよびＩＬ２を発現するだけではなく
、ＩＬ１５のレベルも増大させることの実証を示す図である。ＮＴ　Ｔ細胞、ＣＤ１９－
ＥＮＧ　Ｔ細胞、ＥｐｈＡ２－ＥＮＧ　Ｔ細胞、またはＥｐｈＡ２－ＥＮＧ／ＩＬ１５Ｔ
細胞を、ＥｐｈＡ２陽性／ＣＤ１９陰性細胞（Ｕ３７３、Ａ５４９、Ｋ５６２－ＥｐｈＡ
２）、ＥｐｈＡ２陰性／ＣＤ１９陰性細胞（Ｋ５６２）、またはＥｐｈＡ２陰性／ＣＤ１
９陽性の細胞（ＢＶ１７３）と共培養した。２４時間後に、ＩＦＮガンマ（Ａ）、ＩＬ２
（Ｂ）、およびＩＬ１５（Ｂ）産生をＥＬＩＳＡ（ｎ＝４）によって測定した。
【００５４】
【図２４】ＥｐｈＡ２－ＥＮＧおよびＩＬ１５をコードするレトロウイルスベクターで遺
伝的に改変されたＴ細胞が、ＥｐｈＡ２－ＥＮＧによる改変のみのＴ細胞より大きな増殖
能力を有することの実証を示す図である。ＮＴ　Ｔ細胞、ＣＤ１９－ＥＮＧ、ＥｐｈＡ２
－ＥＮＧ、およびＥｐｈＡ２／ＩＬ１５Ｔ細胞を、ＥｐｈＡ２陽性（Ｕ３７３、Ａ５４９
）の腫瘍細胞（Ｂ、Ｃ）と１０：１の比率で、または培地（Ａ）と共培養した。７日後に
、生存Ｔ細胞数をトリパンブルー染色で計数した（Ｕ３７３：ＥｐｈＡ２－ＥＮＧ対Ｅｐ
ｈＡ２－ＥＮＧ／ＩＬ１５　ｐ＝０．０１；Ａ５４９：ＥｐｈＡ２－ＥＮＧ対ＥｐｈＡ２
－ＥＮＧ／ＩＬ１５　ｐ＝０．００８；ｎ＝４）。
【発明を実施するための形態】
【００５５】
　本明細書で使用する場合、単語「１つの（ａ）」および「１つの（ａｎ）」は、請求項
を含めて、本明細書で単語「含む（ｃｏｍｐｒｉｓｉｎｇ）」と共に使用される場合、「
１つまたは複数」を意味する。本発明の一部の実施形態は、１種または複数の要素、方法
ステップ、および／または本発明の方法からなるか、本質的になるものでありうる。本明
細書に記載のいずれの方法または組成物も、本明細書に記載の任意の他の方法または組成
物に関して実行できることが企図されている。
【００５６】
　本明細書で使用する場合、「エンゲージャー」または「エンゲージャー分子」という用
語は、免疫細胞を活性化する細胞から分泌される分子を指す。特定の実施形態では、エン
ゲージャーは、そのエンゲージャー内に存在するドメインに応じた特定の免疫細胞を活性
化する。限定されるものではないが、エンゲージャーを分泌する細胞の説明に役立つ例と
しては、Ｔ細胞、ＮＫ細胞、ＮＫＴ細胞、ＣＡＲ　Ｔ細胞、間葉系幹細胞（ＭＳＣ）、神
経幹細胞、造血幹細胞、または場合によってはこれらの混合物が挙げられる。
【００５７】
　本明細書で使用する場合、「抗原認識ドメイン」という用語は、抗原を認識するエンゲ
ージャー分子の一部を指す。特定の実施形態では、抗原は、いかなる性質のものでもよく
、タンパク質、炭化水素、および／または合成分子が含まれるが、これらに限定されない
。
【００５８】
　本明細書で使用する場合、「活性化ドメイン」という用語は、免疫細胞と相互作用し、
正または負の免疫調節シグナルを誘導する、エンゲージャー分子の一部を指す。正の免疫
調節シグナルの説明に役立つ例としては、細胞増殖、サイトカイン分泌、または細胞溶解
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活性を誘導するシグナルが挙げられる。負の免疫調節シグナルの説明に役立つ例としては
、細胞増殖を抑制するシグナル、免疫抑制因子の分泌を抑制するシグナル、または細胞死
を誘導するシグナルが挙げられる。
【００５９】
　本明細書で使用する場合、「天然免疫細胞」という用語は、免疫系に天然に存在する免
疫細胞を指す。説明に役立つ例としては、Ｔ細胞、ＮＫ細胞、ＮＫＴ細胞、Ｂ細胞、およ
び樹状細胞が挙げられるが、これらに限定されない。
【００６０】
　本明細書で使用する場合、「遺伝子操作された免疫細胞」という用語は、遺伝的に改変
された免疫細胞を指す。
【００６１】
　本明細書で使用する場合、「共刺激ドメイン」または「共刺激シグナル伝達ドメイン」
という用語は、共刺激分子の細胞内シグナル伝達ドメインを指す。特定の態様では、この
用語は、活性化ドメインと共に追加のシグナルを免疫細胞にもたらすドメインを指す。共
刺激分子は、抗原に結合した際にＴリンパ球の有効な活性化および機能に必要な第２のシ
グナルをもたらす、抗原受容体またはＦｃ受容体以外の細胞表面分子である。そのような
共刺激分子の説明に役立つ例としては、ＣＤ２７、ＣＤ２８、４－１ＢＢ（ＣＤ１３７）
、ＯＸ４０（ＣＤ１３４）、ＣＤ３０、ＣＤ４０、ＩＣＯＳ（ＣＤ２７８）、ＬＦＡ－１
、ＣＤ２、ＣＤ７、ＬＩＧＨＴ、ＮＫＤ２Ｃ、ＣＤ７０、ＣＤ８０、ＣＤ８６、およびＣ
Ｄ８３が挙げられる。
【００６２】
Ｉ．エンゲージャー分子
　特定の実施形態では、少なくとも抗原認識ドメインおよび活性化ドメインを含み、場合
によってサイトカイン、共刺激性ドメイン、および／またはＴ細胞活性化の負の調節分子
を抑制するためのドメインを含むエンゲージャー分子によって、細胞が遺伝的に改変され
ている（免疫細胞を含める）。エンゲージャー分子の抗原認識ドメインは、標的細胞内お
よび／または標的細胞上に存在し、標的細胞によって分泌される１種または複数の分子に
結合する。特定の態様では、標的細胞ががん細胞であり、これには、少なくとも固形腫瘍
細胞が含まれる。エンゲージャー分子が標的分子に結合したら、それらは活性化ドメイン
によって認識される分子を発現する細胞を活性化することができる。エンゲージャー分子
は、エンゲージャー分子で遺伝的に改変された細胞を活性化することも、無改変の細胞を
活性化することもできる。所望の効果に応じて、活性化は、正または負のシグナルをもた
らすことができる。正のシグナルの例としては、細胞増殖、サイトカイン分泌、または細
胞溶解活性を誘導するシグナルが挙げられる。負のシグナルの例としては、Ｔ細胞増殖を
抑制するシグナル、免疫抑制因子の分泌を抑制するシグナル、または細胞死を誘導するシ
グナルが挙げられる。
【００６３】
　特定の態様では、エンゲージャー分子を分泌する免疫細胞が、常在（特定の個体におい
て天然に内在する）免疫細胞をがん細胞にリダイレクトすることができる。
【００６４】
　本開示の実施形態は、エンゲージャー分子を個体自体に送達するだけ（改変免疫細胞に
よって産生されること無しに）ではなく、エンゲージャー分子を分泌する改変免疫細胞を
、それを必要とする個体（特定のがんを含めた、がんを有することが既知である、または
がんを有すると考えられる個体）に送達することも提供する。本開示では、個体に、エン
ゲージャー分子の産生を可能にする改変免疫細胞を投与する。特定の実施形態では、細胞
は、免疫活性化サイトカインを産生し、抗原特異的に増殖し、しかるべき標的細胞を殺滅
し、バイスタンダー免疫細胞（少なくともＴ細胞またはＮＫ細胞が含まれる）をがん細胞
にリダイレクトし、活性化した際にエンゲージャー分子を分泌し、かつ／またはがんに対
して局所領域的もしくは全身的に有効である。図３は、エンゲージャー分子を分泌する改
変Ｔ細胞またはＮＫ細胞の例を示す。特定のＴ細胞またはＮＫ細胞が、同じがん細胞特異
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抗原を標的にすることができるエンゲージャーを産生してもよいが、ＮＫ細胞はＣＤ３を
発現しないので、Ｔ細胞またはＮＫ細胞に対する活性化ドメインは異なっていなければな
らない。ＮＫ細胞に対する活性化ドメインの例としては、例として、少なくともＣＤ１６
、ＮＫＧ２Ｄ、またはＮＫｐ３０が挙げられる。
【００６５】
　様々な実施形態において、方法および組成物は、二重特異性一本鎖抗体コンストラクト
、または、抗体由来の断片の代わりに、抗原認識ドメインであるリガンド、ペプチド、も
しくは可溶性ＴＣＲおよび／もしくは免疫細胞活性化ドメインであるリガンドを含む二重
特異性コンストラクトを含む組成物に関する（図３）。二重特異性一本鎖抗体コンストラ
クトは、少なくとも２つのドメインを含む、からなる、または本質的になり、それによっ
て、前記少なくとも２つのドメインの１つが表１に記載の腫瘍抗原（例えば、ＥｐｈＡ２
、ＣＤ１９、ＣＤ１２３、ＬｅＹ、Ｂ７Ｈ３、ＨＥＲ２、およびＥＧＦＲ（ＥＧＦＲｖＩ
ＩＩなど））に特異的に結合し、第２のドメインは、例えば、Ｔ細胞上のＣＤ３など、免
疫細胞表面タンパク質に結合することを特徴とする。加えて、エンゲージャー分子は、３
つ以上のドメインを含んでいてもよい。実施形態には、本開示の組成物を生成するための
プロセス、がんの予防、処置、または改善のための方法、およびがんまたは少なくとも１
つのその症状の予防、処置、または改善における二重特異性エンゲージャー分子コンスト
ラクトの使用がさらに包含される。
【００６６】
　いくつかの実施形態では、エンゲージャー組成物が、二重特異性一本鎖抗体コンストラ
クトに加えて、第３のドメイン（場合によって、さらに多くのドメインを付加してもよい
）を含み、これは、三部分エンゲージャーと呼ぶことができる。第３のドメインまたはさ
らなるドメインは、サイトカイン、共刺激性ドメイン、および／またはＴ細胞活性化の負
の調節分子を抑制するためのドメインの提供などによって、組成物または方法の活性を強
化するものでありうる。実施形態には、三部分エンゲージャーを生成するためのプロセス
、がんの予防、処置、または改善のための方法、およびがんの予防、処置、または改善に
おける三部分エンゲージャーの使用がさらに包含される。
【００６７】
　特定の実施形態では、エンゲージャー分子は、ＥｐｈＡ２に結合する抗原認識ドメイン
を含む。ＥｐｈＡ２は、ＥＰＨ受容体Ａ２（エフリンＡ型受容体２、ＥＰＨＡ２、ＡＲＣ
Ｃ２、ＣＴＰＡ、ＣＴＰＰ１、またはＥＣＫ）とも呼ばれることがあり、ヒトでは、タン
パク質チロシンキナーゼファミリーのエフリン受容体サブファミリーに属するＥＰＨＡ２
遺伝子によってコードされているタンパク質である。このサブファミリーに属する受容体
は、一般に、１つのキナーゼドメインと、１つのＣｙｓリッチドメインおよび２つのフィ
ブロネクチンＩＩＩ型リピートを含む細胞外領域とを含む。本開示の抗体の実施形態は、
これらのドメインのいずれを標的にするものでもよい。エフリン受容体は、それらのそれ
ぞれの細胞外ドメイン配列の類似性ならびにエフリンＡおよびエフリンＢリガンドと結合
する親和性の結果、２つのグループに分けられ、ＥｐｈＡ２は、エフリンＡリガンドに結
合するタンパク質をコードする。ヒトＥｐｈＡ２核酸配列の一例は、ＧｅｎＢａｎｋ（登
録商標）受託番号ＮＭ＿００４４３１にあり、ヒトＥｐｈＡ２ポリペプチド配列の一例は
、ＧｅｎＢａｎｋ（登録商標）受託番号ＮＰ＿００４４２２にある。これらの配列の両方
を本明細書に全体として組み込む。
【００６８】
　特定の実施形態では、エンゲージャー分子が、ＣＤ１９に結合する抗原認識ドメインを
含む。ＣＤ１９は、ＣＤ１９分子、ＣＤ１９抗原、分化抗原ＣＤ１９、Ｂリンパ球表面抗
原Ｂ４、ＣＶＩＤ３と呼ばれることがある。遺伝子座、ヌクレオチド配列、およびアミノ
酸配列に関する情報は、ＨＧＮＣ：１６３３、Ｅｎｔｒｅｚ　Ｇｅｎｅ：９３０、Ｅｎｓ
ｅｍｂｌ：ＥＮＳＧ０００００１７７４５５、ＵｎｉＰｒｏｔＫＢ：Ｐ１５３９１で見出
すことができる。ＣＤ１９は細胞表面分子をコードし、これは、抗原受容体に依存する刺
激の閾値を低減するために、Ｂリンパ球の抗原受容体と集合する。ヒトＣＤ１９分子の一
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例は、ＧｅｎＢａｎｋ（登録商標）受託番号ＮＭ＿００１１７８０９８にあり、ヒトＣＤ
１９ポリペプチドの一例は、ＧｅｎＢａｎｋ（登録商標）受託番号ＮＰ＿００１１７１５
６９にある。これらの配列の両方を本明細書に全体として組み込む。
【００６９】
　エンゲージャー細胞は、当技術分野における任意の適した方法で生成できる。特定の実
施形態では、エンゲージャーＴ細胞は、Ｔ細胞のウイルス性形質導入によって生成される
が、いくつかの実施形態では、少なくとも特定の場合に、ＮＫ細胞および他の細胞（場合
によって、ＣＡＲ　Ｔ細胞、ＮＫＴ細胞、ＭＳＣ、神経幹細胞、造血幹細胞）のウイルス
性形質導入も有用である。形質導入されたＴ細胞の内因性天然ＴＣＲは、非特異的である
か、腫瘍抗原またはウイルス抗原など、抗原に特異的である。
【００７０】
Ａ．抗原認識ドメイン
　本開示のエンゲージャー組成物は、エンゲージャーを発現するＴ細胞および対応するエ
ンゲージャー分子が、抗原を発現する、対象とする特定の細胞を標的にするか、分泌可能
な抗原を標的にするのを可能にする抗原認識ドメインを含む。特定の態様では、いかなる
細胞が抗原を含んでもよいが、特定の態様では、抗原が、固形腫瘍細胞を含めたがん細胞
上に提示される。がん細胞抗原は、いかなる種類のものでもよいが、特定の態様では、が
ん細胞に特異的であり、かつ特定のタイプのがん細胞に特異的でありうる。例えば、Ｅｐ
ｈＡ２が利用される実施形態では、がん細胞は、乳がん細胞でも、肺がん細胞でも、前立
腺がん細胞でも、膠芽腫細胞でもよい。細胞は、細菌細胞などの病原性細胞でもよい。
【００７１】
　あらゆるがん抗原が、エンゲージャーを発現するＴ細胞またはそれに対応するエンゲー
ジャー分子の標的になる可能性がある。特定の実施形態では、抗原が、表１に記載の抗原
である。特定の実施形態では、エンゲージャー分子が複数の抗原認識ドメインを含む。
【００７２】
　特定のがん抗原を標的にする場合、抗原は、抗体の任意の適したｓｃＦｖまたは抗原結
合断片を用いて標的にすることができる。エンゲージャー分子を構築するのに使用された
特定のｓｃＦｖの例を表２に記載する。それぞれのエンゲージャー分子を発現するＴ細胞
の機能性について確認した。これについては、実施例２に詳細に記載されている。
【表２】

【００７３】
　他の潜在的な抗原については、表１に記載されており、かつ／または本明細書中の他の
箇所で論じられている。
【００７４】
Ｂ．活性化ドメイン
　本開示のエンゲージャー組成物は、エンゲージャー分子を発現する免疫細胞および／ま
たは他の免疫細胞が、エンゲージャーおよび標的細胞に結合するのを可能にする活性化ド
メインを含む。活性化ドメインは、特定の態様では、抗体またはその抗原結合性断片であ
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る。活性化ドメインの説明に役立つ例としては、抗体もしくはその抗原結合性断片、リガ
ンド、ペプチド、可溶性Ｔ細胞受容体、またはこれらの組合せが挙げられるが、これらに
限定されない。
【００７５】
　エンゲージャーが結合する免疫細胞は、無改変の天然に内在する（レシピエント個体に
内在する）免疫細胞でも、遺伝的に改変された免疫細胞でもよい。エンゲージャーは、活
性化ドメイン（Ｔ細胞の場合におけるＣＤ３モノクローナル抗体など）を介して標的免疫
細胞に結合し、それによって標的免疫細胞を活性化する。エンゲージャーで容易に標的に
することができる他の活性化分子には、ＣＤ２７、ＣＤ２８、ＣＤ１３４、ＣＤ１３７な
どの共刺激分子が含まれる。例えば、ＥｐｈＡ２特異的抗原認識ドメインおよびＣＤ３特
異的な活性化ドメインを有する１つのエンゲージャー分子と、ＨＥＲ２特異的抗原認識ド
メインとおよびＣＤ２８特異的な活性化ドメインを有するもう１つのエンゲージャーとを
発現するように、Ｔ細胞を遺伝子操作することができる。これらのエンゲージャーＴ細胞
は、両方の抗原が発現されている腫瘍部位でのみ完全に活性化されることになる。エンゲ
ージャーがＮＫ細胞を標的にする場合には、活性化ドメインは、ＣＤ１６を認識する抗体
（ＮＭ３Ｅ２抗体など）またはＮＫＧ２Ｄ（ＵＬＢＰ２）もしくはＮＫｐ３０（Ｂ７Ｈ６
）に特異的なリガンドを認識する抗体を含みうる。特定の実施形態では、活性化ドメイン
がリガンド、受容体、ペプチドなどを含む。
【００７６】
Ｃ．オプションの追加ドメイン
　特定の実施形態では、エンゲージャーは、エンゲージャーの活性を強化し、かつ／また
はエンゲージャー分子を発現する免疫細胞の活性を強化する追加ドメインを含む。追加ド
メインは、いかなる種類のものでもよいが、特定の実施形態では、追加ドメインは、１つ
もしくは複数の抗原認識ドメインまたは１つもしくは複数の活性化ドメインを含む。追加
ドメインは、サイトカイン、共刺激ドメイン、またはＴ細胞活性化の負の調節分子を抑制
する実体を含みうる。いくつかの実施形態では、エンゲージャー分子で用いられる追加ド
メインが１つだけだが、他の実施形態では、同じタイプのもの複数および異なるタイプの
もの複数を含めた、複数を用いることができる。
【００７７】
　追加ドメインは、追加の抗原を標的にすることによって、免疫逃避を相殺できるだろう
。例えば、エンゲージャー分子は、血液悪性腫瘍用にＣＤ１９およびＣＤ２２を標的にす
るように設計することも、固形腫瘍用にＥｐｈＡ２およびＨＥＲ２を標的にするように設
計することもできよう。追加ドメインは、共刺激をもたらすものでもよい。例えば、腫瘍
抗原（表１を参照）を標的とし、Ｔ細胞活性化用のＣＤ３特異的なｓｃＦｖと、共刺激を
もたらす４１ＢＢＬの細胞外ドメインとを含有するようにエンゲージャー分子を設計する
こともあり得る。追加ドメインは、免疫細胞を誘引するものでもよい。例えば、腫瘍部位
への免疫細胞の移動を増強するのに、ケモカインＲＡＮＴＥＳをコードする追加ドメイン
を用いることもあり得る。追加ドメインは、サイトカインなどの免疫細胞成長因子を提供
するのに用いることもできよう。例えば、ＩＬ－２またはＩＬ１５のようなサイトカイン
をコードする追加ドメインを、免疫細胞の増殖および拡張を強化するのに用いることもあ
り得る。追加ドメインは、エンゲージャー分子の物理的特性を変えるのに用いることもで
きよう。例えば、ＣＨ２－ＣＨ３ドメインまたはロイシンジッパーをコードする追加ドメ
インは、エンゲージャー分子の二量体化または三量体化を促進し、機能の強化をもたらす
こともあり得る。
【００７８】
　特定の実施形態では、追加ドメインは、任意のサイトカインをコードする。特定の態様
では、サイトカインが、ＩＬ－２、ＩＬ－７、および／またはＩＬ－１５であってもよく
、いくつかの態様では、エンゲージャーが、サイトカインをコードする複数の追加ドメイ
ンを含む。
【００７９】
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　特定の実施形態では、エンゲージャーは、本明細書中の他の箇所に記載されているよう
に共刺激ドメインを含む。しかし、特定の実施形態では、共刺激ドメインが、ＣＤ８０、
ＣＤ１３７などを含む。
【００８０】
　特定の態様では、エンゲージャー分子が、Ｔ細胞活性化の負の調節分子を抑制するドメ
インを含む。特定の態様では、このドメインは、例えば、ＰＤ－Ｌ１またはＣＴＬＡ４で
ある。
【００８１】
Ｄ．可溶性Ｔ細胞受容体ドメイン
　いくつかの実施形態では、抗原認識ドメインが抗体であることの代わりに、エンゲージ
ャーが、抗体ではなく、がん細胞を認識することができる異なる種類のドメインを含む。
一態様では、エンゲージャーがリガンド受容体結合対の１つのメンバーを含み、同族のメ
ンバーががん細胞で発現される。ある特定の態様では、エンゲージャーが、抗体の代わり
などで、可溶性Ｔ細胞受容体（ＴＣＲ）ドメインを含む。図２は、Ｔ細胞活性化ドメイン
が可溶性ＴＣＲと連結されている実施形態の例を示す。
【００８２】
Ｅ．特定のエンゲージャー分子の例
　以下に、エンゲージャー分子の特定の例を示す。一般に、ｓｃＦｖは、リンカーペプチ
ドによって接続されたＶＨおよびＶＬドメインを含有している。例えば、配列番号１は、
下記の式を含むＣＤ１９－ＣＤ３Ｔ細胞エンゲージャーである。
【００８３】
１．ＣＤ１９－ＣＤ３Ｔ細胞エンゲージャー
リーダー－ＶＬ　ＦＭＣ６３－（Ｇ４Ｓ１）３－ＶＨ　ＦＭＣ６３－ＳＧ４Ｓ－ＶＨＯＫ
Ｔ３－（Ｇ４Ｓ１）３－ＶＬＯＫＴ３
【００８４】
　配列番号１は以下の通りである。配列中、第１の下線部は、リーダーであり、その後の
下線部は、上記の式による各ｓｃＦｖの間にあるリンカー配列である。
【００８５】
MDWIWRILFLVGAATGAHSDIQMTQTTSSLSASLGDRVTISCRASQDISKYLNWYQQKPDGTVKLLIYHTSRLHSGVPSR
FSGSGSGTDYSLTISNLEQEDIATYFCQQGNTLPYTFGGGTKLELKRGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSEVQLQQSGPGLVA
PSQSLSVTCTVSGVSLPDYGVSWIRQPPRKGLEWLGVIWGSETTYYNSALKSRLTIIKDNSKSQVFLKMNSLQTDDTAIY
YCAKHYYYGGSYAMDYWGQGTTVTVSSYVTVSSSGGGGSDIKLQQSGAELARPGASVKMSCKTSGYTFTRYTMHWVKQRP
GQGLEWIGYINPSRGYTNYNQKFKDKATLTTDKSSSTAYMQLSSLTSEDSAVYYCARYYDDHYCLDYWGQGTTLTVSSGG
GGSGGGGSGGGGSDIQLTQSPAIMSASPGEKVTMTCRASSSVSYMNWYQQKSGTSPKRWIYDTSKVASGVPYRFSGSGSG
TSYSLTISSMEAEDAATYYCQQWSSNPLTFGAGTKLELKS
【００８６】
２．ＩＬ３Ｒａ－ＣＤ３Ｔ細胞エンゲージャー
リーダー－ＶＨ２６２９２－（Ｇ４Ｓ１）３－ＶＬ２６２９２－ＳＧ４Ｓ－ＶＨＯＫＴ３
－（Ｇ４Ｓ１）３－ＶＬＯＫＴ３
【００８７】
　配列番号２は以下の通りである。配列中、第１の下線部は、リーダーであり、その後の
下線部は、上記の式による各ｓｃＦｖの間にあるリンカー配列である。
【００８８】
MDWIWRILFLVGAATGAHSQVQLQQPGAELVRPGASVKLSCKASGYTFTSYWMNWVKQRPDQGLEWIGRIDPYDSETHYN
QKFKDKAILTVDKSSSTAYMQLSSLTSEDSAVYYCARGNWDDYWGQGTTLTVSSGGGGSGGGGSGGGGSDVQITQSPSYL
AASPGETITINCRASKSISKDLAWYQEKPGKTNKLLIYSGSTLQSGIPSRFSGSGSGTDFTLTISSLEPEDFAMYYCQQH
NKYPYTFGGGTKLEIKSGGGGSDIKLQQSGAELARPGASVKMSCKTSGYTFTRYTMHWVKQRPGQGLEWIGYINPSRGYT
NYNQKFKDKATLTTDKSSSTAYMQLSSLTSEDSAVYYCARYYDDHYCLDYWGQGTTLTVSSGGGGSGGGGSGGGGSDIQL
TQSPAIMSASPGEKVTMTCRASSSVSYMNWYQQKSGTSPKRWIYDTSKVASGVPYRFSGSGSGTSYSLTISSMEAEDAAT
YYCQQWSSNPLTFGAGTKLELKS
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【００８９】
３．ＩＬ３Ｒａ－ＣＤ３Ｔ細胞エンゲージャー
リーダー－ＶＨ３２７１６－（Ｇ４Ｓ１）３－ＶＬ３２７１６－ＳＧ４Ｓ－ＶＨＯＫＴ３
－（Ｇ４Ｓ１）３－ＶＬＯＫＴ３
【００９０】
　配列番号３は以下の通りである。配列中、第１の下線部は、リーダーであり、その後の
下線部は、上記の式による各ｓｃＦｖの間にあるリンカー配列である：
【００９１】
MDWIWRILFLVGAATGAHSQIQLVQSGPELKKPGETVKISCKASGYIFTNYGMNWVKQAPGKSFKWMGWINTYTGESTYS
ADFKGRFAFSLETSASTAYLHINDLKNEDTATYFCARSGGYDPMDYWGQGTSVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSDIVLTQSP
ASLAVSLGQRATISCRASESVDNYGNTFMHWYQQKPGQPPKLLIYRASNLESGIPARFSGSGSRTDFTLTINPVEADDVA
TYYCQQSNEDPPTFGAGTKLELKSGGGGSDIKLQQSGAELARPGASVKMSCKTSGYTFTRYTMHWVKQRPGQGLEWIGYI
NPSRGYTNYNQKFKDKATLTTDKSSSTAYMQLSSLTSEDSAVYYCARYYDDHYCLDYWGQGTTLTVSSGGGGSGGGGSGG
GGSDIQLTQSPAIMSASPGEKVTMTCRASSSVSYMNWYQQKSGTSPKRWIYDTSKVASGVPYRFSGSGSGTSYSLTISSM
EAEDAATYYCQQWSSNPLTFGAGTKLELKS
【００９２】
４．Ｌｅ　Ｙ－ＣＤ３Ｔ細胞エンゲージャー
リーダー－ＶＨＨｕ３Ｓ１９３－（Ｇ４Ｓ１）３－ＶＬＨｕ３Ｓ１９３－ＳＧ４Ｓ－ＶＨ
ＯＫＴ３－（Ｇ４Ｓ１）３－ＶＬＯＫＴ３
【００９３】
　配列番号４は以下の通りである。配列中、第１の下線部は、リーダーであり、その後の
下線部は、上記の式による各ｓｃＦｖの間にあるリンカー配列である。
【００９４】
MDWIWRILFLVGAATGAHSEVQLVESGGGVVQPGRSLRLSCSTSGFTFSDYYMYWVRQAPGKGLEWVAYMSNVGAITDYP
DTVKGRFTISRDNSKNTLFLQMDSLRPEDTGVYFCARGTRDGSWFAYWGQGTPVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSDIQMTQS
PSSLSASVGDRVTITCRSSQRIVHSNGNTYLEWYQQTPGKAPKLLIYKVSNRFSGVPSRFSGSGSGTDFTFTISSLQPED
IATYYCFQGSHVPFTFGQGTKLQITSGGGGSDIKLQQSGAELARPGASVKMSCKTSGYTFTRYTMHWVKQRPGQGLEWIG
YINPSRGYTNYNQKFKDKATLTTDKSSSTAYMQLSSLTSEDSAVYYCARYYDDHYCLDYWGQGTTLTVSSGGGGSGGGGS
GGGGSDIQLTQSPAIMSASPGEKVTMTCRASSSVSYMNWYQQKSGTSPKRWIYDTSKVASGVPYRFSGSGSGTSYSLTIS
SMEAEDAATYYCQQWSSNPLTFGAGTKLELKS
【００９５】
５．ＥｐｈＡ２－ＣＤ３Ｔ細胞エンゲージャー
リーダー－ＶＨ４Ｈ５－（Ｇ４Ｓ１）３－ＶＬ４Ｈ５－ＳＧ４Ｓ－ＶＨＯＫＴ３－（Ｇ４
Ｓ１）３－ＶＬＯＫＴ３
【００９６】
　配列番号５は以下の通りである。配列中、第１の下線部は、リーダーであり、その後の
下線部は、上記の式による各ｓｃＦｖの間にあるリンカー配列である：
【００９７】
MDWIWRILFLVGAATGAHSQVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSYTMSWVRQAPGQALEWMGTISSGGTYTYYP
DSVKGRFTISRDNAKNSLYLQMNSLRAEDTAVYYCAREAIFTYWGRGTLVTSSGGGGSGGGGSGGGGSDIQLTQSPSSLS
ASVGDRVTITCKASQDINNYLSWYQQKPGQAPRLLIYRANRLVDGVPDRFSGSGYGTDFTLTINNIESEDAAYYFCLKYD
VFPYTFGQGTKVEIKSGGGGSDIKLQQSGAELARPGASVKMSCKTSGYTFTRYTMHWVKQRPGQGLEWIGYINPSRGYTN
YNQKFKDKATLTTDKSSSTAYMQLSSLTSEDSAVYYCARYYDDHYCLDYWGQGTTLTVSSGGGGSGGGGSGGGGSDIQLT
QSPAIMSASPGEKVTMTCRASSSVSYMNWYQQKSGTSPKRWIYDTSKVASGVPYRFSGSGSGTSYSLTISSMEAEDAATY
YCQQWSSNPLTFGAGTKLELKS
【００９８】
６．Ｂ７Ｈ３－ＣＤ３Ｔ細胞エンゲージャー
リーダー－ＶＨ８Ｈ９－（Ｇ４Ｓ１）３－ＶＬ８Ｈ９－ＳＧ４Ｓ－ＶＨＯＫＴ３－（Ｇ４
Ｓ１）３－ＶＬＯＫＴ３
【００９９】
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　配列番号６は以下の通りである。配列中、第１の下線部は、リーダーであり、その後の
下線部は、上記の式による各ｓｃＦｖの間にあるリンカー配列である。
【０１００】
MDWIWRILFLVGAATGAHSQVKLQQSGAELVKPGASVKLSCKASGYTFTNYDINWVRQRPEQGLEWIGWIFPGDGSTQYN
EKFKGKATLTTDTSSSTAYMQLSRLTSEDSAVYFCARQTTATWFAYWGQGTTVTVSSDGGGSGGGGSGGGGSDIELTQSP
TTLSVTPGDRVSLSCRASQSISDYLHWYQQKSHESPRLLIKYASQSISGIPSRFSGSGSGSDFTLSINSVEPEDVGVYYC
QNGHSFPLTFGAGTKLELKQAASGGGGSDIKLQQSGAELARPGASVKMSCKTSGYTFTRYTMHWVKQRPGQGLEWIGYIN
PSRGYTNYNQKFKDKATLTTDKSSSTAYMQLSSLTSEDSAVYYCARYYDDHYCLDYWGQGTTLTVSSGGGGSGGGGSGGG
GSDIQLTQSPAIMSASPGEKVTMTCRASSSVSYMNWYQQKSGTSPKRWIYDTSKVASGVPYRFSGSGSGTSYSLTISSME
AEDAATYYCQQWSSNPLTFGAGTKLELKS
【０１０１】
７．ＨＥＲ２－ＣＤ３Ｔ細胞エンゲージャー
リーダー－ＶＨＦＲＰ５－（Ｇ４Ｓ１）３－ＶＬＦＲＰ５－Ｇ４Ｓ－ＶＨＯＫＴ３－（Ｇ
４Ｓ１）３－ＶＬＯＫＴ３
【０１０２】
　配列番号７は以下の通りである。配列中、第１の下線部は、リーダーであり、その後の
下線部は、上記の式による各ｓｃＦｖの間にあるリンカー配列である。
【０１０３】
mdwiwrilflvgaatgahsevqlqqsgpelkkpgetvkisckasgypftnygmnwvkqapgqglkwmgwintstgestfa
ddfkgrfdfsletsantaylqinnlksedmatyfcarwevyhgyvpywgqgttvtvssggggsggggsggggsdiqltqs
hkflstsvgdrvsitckasqdvynavawyqqkpgqspklliysassrytgvpsrftgsgsgpdftftissvqaedlavyf
cqqhfrtpftfgsgtkleikalggggsdiklqqsgaelarpgasvkmscktsgytftrytmhwvkqrpgqglewigyinp
srgytnynqkfkdkatlttdkssstaymqlssltsedsavyycaryyddhycldywgqgttltvssggggsggggsgggg
sdiqltqspaimsaspgekvtmtcrasssvsymnwyqqksgtspkrwiydtskvasgvpyrfsgsgsgtsysltissmea
edaatyycqqwssnpltfgagtklelks
【０１０４】
８．ＥＧＦＲ－ＣＤ３Ｔ細胞エンゲージャー
リーダー－ＶＨ８０６－（Ｇ４Ｓ１）３－ＶＬ８０６－ＳＧ４Ｓ－ＶＨＯＫＴ３－（Ｇ４
Ｓ１）３－ＶＬＯＫＴ３
【０１０５】
　配列番号８は以下の通りである。配列中、第１の下線部は、リーダーであり、その後の
下線部は、上記の式による各ｓｃＦｖの間にあるリンカー配列である。
【０１０６】
MDWIWRILFLVGAATGAHSDVQLQESGPSLVKPSQSLSLTCTVTGYSITSDFAWNWIRQFPGNKLEWMGYISYSGNTRYN
PSLKSRISITRDTSKNQFFLQLNSVTIEDTATYYCVTAGRGFPYWGQGTLVTVSAGGGGSGGGGSGGGGSDILMTQSPSS
MSVSLGDTVSITCHSSQDINSNIGWLQQRPGKSFKGLIYHGTNLDDEVPSRFSGSGSGADYSLTISSLESEDFADYYCVQ
YAQFPWTFGGGTKLEIKRSGgggsdiklqqsgaelarpgasvkmscktsgytftrytmhwvkqrpgqglewigyinpsrg
ytnynqkfkdkatlttdkssstaymqlssltsedsavyycaryyddhycldywgqgttltvssggggsggggsggggsdi
qltqspaimsaspgekvtmtcrasssvsymnwyqqksgtspkrwiydtskvasgvpyrfsgsgsgtsysltissmeaeda
atyycqqwssnpltfgagtklelks
【０１０７】
９．ＣＤ１６－ＥｐｈＡ２　ＮＫ細胞エンゲージャー
リーダー－ＶＨＮＭ３Ｅ２－（Ｇ４Ｓ１）３－ＶＬＮＭ３Ｅ２－ＳＧ４Ｓ－ＶＨ４Ｈ５－
（Ｇ４Ｓ１）３－ＶＬ４Ｈ５
【０１０８】
　配列番号９は以下の通りである。配列中、第１の下線部は、リーダーであり、その後の
下線部は、上記の式による各ｓｃＦｖの間にあるリンカー配列である。
【０１０９】
MDWIWRILFLVGAATGAHSEVQLVESGGGVVRPGGSLRLSCAASGFTFDDYGMSWVRQAPGKGLEWVSGINWNGGSTGYA
DSVKGRFTISRDNAKNSLYLQMNSLRAEDTAVYYCARGRSLLFDYWGQGTLVTVSRGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSSSEL
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TQDPAVSVALGQTVRITCQGDSLRSYYASWYQQKPGQAPVLVIYGKNNRPSGIPDRFSGSSSGNTASLTITGAQAEDEAD
YYCNSRDSSGNHVVFGGGTKLTVGSGGGGSQVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSYTMSWVRQAPGQALEWMGT
ISSGGTYTYYPDSVKGRFTISRDNAKNSLYLQMNSLRAEDTAVYYCAREAIFTYWGRGTLVTSSGGGGSGGGGSGGGGSD
IQLTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQDINNYLSWYQQKPGQAPRLLIYRANRLVDGVPDRFSGSGYGTDFTLTINNIESE
DAAYYFCLKYDVFPYTFGQGTKVEIK
【０１１０】
Ｆ．エンゲージャー－一般概念
　「二重特異性一本鎖抗体コンストラクト」という用語は、２つの抗体由来結合ドメイン
を含むコンストラクトに関する。結合ドメインの１つは、標的抗原、例えば、ＥｐｈＡ２
またはＣＤ１９と特異的に結合するか、相互作用することができる抗体、抗体断片または
その誘導体の可変領域（またはその部分）を含みうる。第２の結合ドメインは、活性化分
子、例えばヒトＣＤ３抗原と特異的に結合するか、相互作用することができる抗体、抗体
断片またはその誘導体の可変領域（またはその部分）を含みうる。特定の実施形態では、
可変領域の一部が、少なくともＣＤＲ１、ＣＤＲ２、またはＣＤＲ３領域など、少なくと
も１つのＣＤＲ（「相補性決定領域」）を含む。一本鎖抗体コンストラクト内の２つのド
メイン／領域は、好ましくは共有結合によって、一本鎖として相互に接続されている。
【０１１１】
　ｓｃＦｖは、一般に、リンカーペプチドによって接続されたＶＨおよびＶＬドメインを
含有する。分泌可能なエンゲージャーは、細胞からの（分泌を可能にする）シグナルペプ
チドと、それに続く、リンカーペプチド（Ｌｘ、Ｌｙ、Ｌｚ）によって接続された２つま
たは３つ以上のｓｃＦｖとで構成されている。リンカーは、第１のドメインおよび第２の
ドメインのそれぞれが、相互に独立して、それらの差次的な結合特異性を保持できること
を確実にするのに十分な長さおよび配列のものである。二重特異性ｓｃＦｖは、以下のよ
うな様々なフォーマットに配置されたものでありうる。ＶＨアルファ－Ｌｘ－ＶＬアルフ
ァ－Ｌｙ－ＶＨベータ－Ｌｚ－ＶＬベータ，ＶＬアルファ－Ｌｘ－ＶＨアルファ－Ｌｙ－
ＶＨベータ－Ｌｚ－ＶＬベータ，ＶＬアルファ－Ｌｘ－ＶＨアルファ－Ｌｙ－ＶＬベータ
－Ｌｚ－ＶＨベータ，ＶＨアルファ－Ｌｘ－ＶＬアルファ－Ｌｙ－ＶＬベータ－Ｌｚ－Ｖ

Ｈベータ，ＶＨアルファ－Ｌｘ－ＶＬベータ－Ｌｙ－ＶＨベータ－Ｌｚ－ＶＬアルファ，
ＶＨベータ－Ｌｘ－ＶＬアルファ－Ｌｙ－ＶＨアルファ－Ｌｚ－ＶＬベータ，ＶＬアルフ
ァ－Ｌｘ－ＶＨベータ－Ｌｙ－ＶＬベータ－Ｌｚ－ＶＨアルファ，ＶＬベータ－Ｌｘ－Ｖ

Ｈアルファ－Ｌｙ－ＶＬアルファ－Ｌｚ－ＶＨベータ．
【０１１２】
　特定の実施形態では、本開示の組成物で利用される「二重特異性一本鎖抗体コンストラ
クト」は、二重特異性一本鎖Ｆｖ（ｓｃＦｖ）を含む。二重特異性一本鎖分子の説明に役
立つ例は、当業界で公知であり、ＷＯ９９／５４４４０；Ｍａｃｋ、Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ
．（１９９７）、１５８、３９６５～３９７０；Ｍａｃｋ、ＰＮＡＳ（１９９５）、９２
、７０２１～７０２５；Ｋｕｆｅｒ、Ｃａｎｃｅｒ　Ｉｍｍｕｎｏｌ．Ｉｍｍｕｎｏｔｈ
ｅｒ．（１９９７）、４５、１９３～１９７；Ｌｏｆｆｌｅｒ、Ｂｌｏｏｄ（２０００）
、９５、６、２０９８～２１０３；およびＢｒｕｈｌ、Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．（２００１
）、１６６、２４２０～２４２６に記載されている。
【０１１３】
　特定の実施形態では、本開示の分子フォーマットの一例として、抗体由来の領域が１つ
のＶＨ領域および１つのＶＬ領域を含むポリペプチドコンストラクトを提供する。特定の
実施形態では、ｓｃＦｖフォーマットにおける、リンカードメインによって相互に連結さ
れているＶＨドメインおよびＶＬドメインの分子内の方向性が、記載された二重特異性一
本鎖コンストラクトにとって決定的ではない。二重特異性一本鎖コンストラクトの特定の
実施形態では、両方の可能な配置（ＶＨドメイン－リンカードメイン－ＶＬドメイン、Ｖ

Ｌドメイン－リンカードメイン－ＶＨドメイン）のｓｃＦｖが企図されている。
【０１１４】
　特定の実施形態では、エンゲージャーコンストラクトは、追加ドメインも含むことがで
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き、例えば、抗原結合ドメインは、複数の抗原を標的にすることを可能にする複数の抗原
認識結合ドメインを含有することができ、活性化ドメインは、細胞を活性化する複数のド
メインを含有することができる。
【０１１５】
　いくつかの実施形態において、本開示に従って使用される「一本鎖」という用語は、二
重特異性一本鎖コンストラクトの第１および第２のドメインが共有結合によって、好まし
くは、１つの核酸分子によってコード可能な共線形性アミノ酸配列の形態で連結されるこ
とを意味する。
【０１１６】
　本開示との関係で使用される場合、「と結合／相互作用する」という用語は、少なくと
も２つの「抗原相互作用部位」の互いとの結合／相互作用を意味する。「抗原相互作用部
位」という用語は、本開示によれば、特定の抗原または抗原の特定の群と特異的相互作用
する能力を示すポリペプチドのモチーフを意味する。結合／相互作用は、「特異的な認識
」を意味するとも理解されている。「特異的に認識する」という用語は、本開示によれば
、抗体分子が、本明細書に定義される標的分子それぞれの少なくとも２個のアミノ酸と特
異的に相互作用および／または結合することができることを意味する。この用語は、抗体
分子の特異性、すなわち、本明細書に定義されるヒト標的分子の特定の領域を相互に区別
する抗体分子の能力に関する。抗原相互作用部位がその特異抗原と特異的に相互作用する
と、例えば、抗原のコンフォメーション変化、抗原のオリゴマー形成などの誘導により、
シグナルの開始を引き起こすことができる。さらに、結合は、「鍵と鍵穴の原則」の特異
性によって例示することができる。したがって、抗原相互作用部位のアミノ酸配列におけ
る特定のモチーフと抗原は、それらの一次、二次、または三次構造の結果、そしていくつ
かの実施形態では、前記構造の二次修飾の結果、互いに結合する。抗原相互作用部位がそ
の特異抗原と特異的に相互作用すると、この部位が抗原と単純に結合する結果となること
もある。
【０１１７】
　本開示に従って用いられる「特異的相互作用」という用語は、二重特異性一本鎖コンス
トラクトが、類似の構造の（ポリ）ペプチドと交差反応しない、または本質的に交差反応
しないことを意味する。検査中の二重特異性一本鎖コンストラクトのパネルの交差反応性
は、例えば、二重特異性一本鎖コンストラクトのパネルの、対象とする（ポリ）ペプチド
およびいくつかの幾分（構造的および／または機能的に）密接に関係する（ポリ）ペプチ
ドへの結合を通常の条件（例えば、ＨａｒｌｏｗおよびＬａｎｅ、Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ
：Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ、Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　
Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｐｒｅｓｓ、１９８８、およびＵｓｉｎｇ　Ａｎｔｉｂｏｄｉｅ
ｓ：Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ、Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ
　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｐｒｅｓｓ、１９９９を参照）で評価することによって試験す
ることができる。対象とする（ポリ）ペプチド／タンパク質と結合するが、他の（ポリ）
ペプチドのいずれとも結合しない、または本質的に結合しない抗体のみが、対象とする（
ポリ）ペプチド／タンパク質に特異的であるとされる。抗原相互作用部位の、特異抗原と
の特異的相互作用の例は、受容体に対するリガンドの特異性を含む。この定義は、特に、
リガンドがその特異的な受容体に結合する際の、シグナルを誘導する相互作用を含む。対
応するリガンドの例は、その特異的なサイトカイン受容体と相互作用／結合するサイトカ
インを含む。前記定義に特に含まれる、前記相互作用の別の例は、抗原決定基（エピトー
プ）の、抗体の抗原結合部位との相互作用である。
【０１１８】
　「と結合／相互作用する」という用語は、ヒト標的分子またはその部分の２つの領域か
らなるコンフォメーションエピトープ、構造エピトープ、または不連続エピトープに関係
することもある。本開示の関係では、コンフォメーションエピトープは、ポリペプチドが
天然タンパク質に折り畳まれる際にその分子の表面で一緒になる、一次配列中で分離され
ている２つ以上の個別のアミノ酸配列によって定義される（Ｓｅｌａ（１９６９）、Ｓｃ
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ｉｅｎｃｅ１６６、１３６５およびＬａｙｅｒ（１９９０）、Ｃｅｌｌ　６１、５５３～
６）。
【０１１９】
　特定の実施形態では、本開示のコンストラクトが、本明細書中の以下に開示される、本
明細書に記載のヒトＣＤ３複合体またはその部分の２つの領域から構成され、かつ／また
はこれを含むコンフォメーションまたは構造エピトープと特異的に結合／相互作用すると
想定されている。
【０１２０】
　したがって、特異性は、当業界で公知の方法ならびに本明細書に開示および記載されて
いる方法によって、実験的に決定することができる。そのような方法には、ウエスタンブ
ロット、ＥＬＩＳＡ、ＲＩＡ、ＥＣＬ、ＩＲＭＡ、ＥＩＡ試験およびペプチドスキャンが
含まれるが、これらに限定されない。
【０１２１】
　「抗体断片またはその誘導体」という用語は、一本鎖抗体またはその断片、合成抗体、
ラクダＩｇなどの抗体断片、Ｉｇ　ＮＡＲ、Ｆａｂ断片、Ｆａｂ’断片、Ｆ（ａｂ）’２
断片、Ｆ（ａｂ）’３断片、Ｆｖ、一本鎖Ｆｖ抗体（「ｓｃＦｖ」）、ｂｉｓ－ｓｃＦｖ
、（ｓｃＦｖ）２、ミニボディ、ダイアボディ、トライアボディ、テトラボディ、ジスル
フィド安定化Ｆｖタンパク質（「ｄｓＦｖ」）、および単一ドメイン抗体（ｓｄＡｂ、ナ
ノボディ）など、またはこれらのうちのいずれかの化学的に改変された誘導体に関する。
本開示に従って利用される抗体またはそれらの対応する免疫グロブリン鎖は、当業界で公
知の従来の技法を用いて、例えば、アミノ酸の欠失、挿入、置換、付加、組み換え、およ
び／または当業界で公知の任意の他の改変（例えば、グリコシル化またはリン酸化などの
翻訳後化学修飾）を単独でまたは組み合わせて用いることによって、さらに改変すること
ができる。免疫グロブリン鎖のアミノ酸配列の基礎となっているＤＮＡ配列にそのような
改変を導入するための方法は、当業者に周知である。例えば、Ｓａｍｂｒｏｏｋら（１９
８９）を参照のこと。
【０１２２】
　「抗体断片またはその誘導体」という用語は、特に、少なくとも１つのＣＤＲを含む（
ポリ）ペプチドコンストラクトに関する。
【０１２３】
　記載された抗体分子の断片または誘導体は、上記抗体分子の部分であり、かつ／または
化学的／生化学的もしくは分子生物学的方法によって改変されている（ポリ）ペプチドを
意味する。対応する方法は、当業界で公知であり、とりわけ実験マニュアル（Ｓａｍｂｒ
ｏｏｋら；Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ：Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕ
ａｌ；Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｐｒｅｓｓ、第
２版１９８９年および第３版２００１年；ＡＳＭ　Ｐｒｅｓｓ、Ｇｅｒｈａｒｄｔら、Ｍ
ｅｔｈｏｄｓ　ｆｏｒ　Ｇｅｎｅｒａｌ　ａｎｄ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂａｃｔｅｒｉ
ｏｌｏｇｙ、１９９４年；Ｌｅｆｋｏｖｉｔｓ；Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ　Ｍｅｔｈｏｄｓ
　Ｍａｎｕａｌ：Ｔｈｅ　Ｃｏｍｐｒｅｈｅｎｓｉｖｅ　Ｓｏｕｒｃｅｂｏｏｋ　ｏｆ　
Ｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ、Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ、１９９７年；Ｇｏｌｅｍｉｓ；
　Ｐｒｏｔｅｉｎ－Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｓ：　Ａ　Ｍｏｌｅｃｕｌ
ａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ　Ｍａｎｕａｌ；Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂ
ｏｒａｔｏｒｙ　Ｐｒｅｓｓ、２００２年を参照）に記載されている。
【０１２４】
　本明細書に記載の二重特異性一本鎖コンストラクトに含まれる可変ドメインは、追加の
リンカー配列によって接続されていてもよい。「ペプチドリンカー」という用語は、本開
示に従って、それによって、規定のコンストラクトの第１のドメインのアミノ酸配列と第
２のドメインのアミノ酸配列が互いと連結されるアミノ酸配列を意味する。そのようなペ
プチドリンカーの必須な技術的特徴は、前記ペプチドリンカーがいかなる重合活性も含ま
ないということである。二次構造を促進しないことを含む、ペプチドリンカーの特色は、
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当業界で公知であり、例えば、Ｄａｌｌ’Ａｃｑｕａら（Ｂｉｏｃｈｅｍ．（１９９８）
３７、９２６６～９２７３）、Ｃｈｅａｄｌｅら（Ｍｏｌ　Ｉｍｍｕｎｏｌ（１９９２）
、２９、２１～３０）、ならびにＲａａｇおよびＷｈｉｔｌｏｗ（ＦＡＳＥＢ（１９９５
）、９（１）、７３～８０）に記載されている。想定されている５アミノ酸未満を有する
ペプチドリンカーは、４、３、２、または１つのアミノ酸を含むことができる。「ペプチ
ドリンカー」の関係において特に好ましい「１つ」のアミノ酸はＧｌｙである。したがっ
て、ペプチドリンカーは、１つまたは複数のＧｌｙ残基からなるものでもよい。さらに、
また、いかなる二次構造も促進しないペプチドリンカーが好ましい。ドメイン相互の連結
は、例えば、遺伝的な操作によって得ることができる。融合され、かつ動作可能に連結さ
れた二重特異性一本鎖コンストラクトを調製し、かつ哺乳動物細胞または細菌でそれらを
発現するための方法は、当業界で周知である（例えば、ＷＯ９９／５４４４０、Ａｕｓｕ
ｂｅｌ、Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏ
ｇｙ、Ｇｒｅｅｎ　Ｐｕｂｌｉｓｈｉｎｇ　Ａｓｓｏｃｉａｔｅｓ　ａｎｄ　Ｗｉｌｅｙ
　Ｉｎｔｅｒｓｃｉｅｎｃｅ、Ｎ．Ｙ．１９８９および１９９４またはＳａｍｂｒｏｏｋ
ら、Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ：Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ、
Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｐｒｅｓｓ、Ｃｏｌｄ
　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ、Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ、２００１）。
【０１２５】
　本明細書中上記または下記の二重特異性一本鎖抗体コンストラクトは、ヒト化抗体コン
ストラクトでも、脱免疫化抗体コンストラクトでもよい。（ポリ）ペプチド、特に、抗体
コンストラクトのヒト化および／または脱免疫化のための方法は、当業者に公知である。
【０１２６】
　本開示の医薬組成物の一実施形態では、ヒトＣＤ３特異的ドメインのＶＨ領域およびＶ

Ｌ領域が、Ｘ３５－３、ＶＩＴ３、ＢＭＡ０３０（ＢＷ２６４／５６）、ＣＬＢ－Ｔ３／
３、ＣＲＩＳ７、ＹＴＨ１２．５、Ｆ１１１－４０９、ＣＬＢ－Ｔ３．４．２、ＴＲ－６
６、ＷＴ３２、ＳＰｖ－Ｔ３ｂ、１１Ｄ８、ＸＩＩＩ－１４１、ＸＩＩＩ－４６、ＸＩＩ
Ｉ－８７、１２Ｆ６、Ｔ３／ＲＷ２－８Ｃ８、Ｔ３／ＲＷ２－４Ｂ６、ＯＫＴ３Ｄ、Ｍ－
Ｔ３０１、ＳＭＣ２、ＷＴ３１、およびＦ１０１．０１からなる群から選択されるＣＤ３
特異抗体に由来するものである。これらのＣＤ３特異抗体は、当業界で周知であり、とり
わけ、Ｔｕｎｎａｃｌｉｆｆｅ（１９８９）、Ｉｎｔ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．１、５４６～５
５０に記載されている。特定の実施形態では、ＶＨおよびＶＬ領域は、ヒトＣＤ３イプシ
ロン鎖またはヒトＣＤ３ゼータ鎖を特異的に認識できる抗体／抗体誘導体などに由来する
ものである。
【０１２７】
ＩＩ．エンゲージャーをコードするポリヌクレオチド
　本開示は、上記に定義した二重特異性一本鎖抗体コンストラクトをコードする核酸配列
を含む組成物および当該核酸配列を有する細胞も包含する。核酸分子は、特定の態様では
組換え体核酸分子であり、合成でもよい。核酸分子は、ＤＮＡ、ＲＮＡ、およびＰＮＡ（
ペプチド核酸）を含んでもよく、これらのハイブリッドでもよい。
【０１２８】
　本開示の組成物に含まれる核酸分子に、１つまたは複数の調節配列を付加してもよいこ
とは当業者には明らかである。例えば、本開示のポリヌクレオチドの発現誘導を可能にす
るプロモーター、転写エンハンサー、および／または配列を利用してもよい。適した誘導
可能な系は、例えば、ＧｏｓｓｅｎおよびＢｕｊａｒｄ（Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ
．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　８９（１９９２）、５５４７～５５５１）ならびにＧｏｓｓｅｎら（
Ｔｒｅｎｄｓ　Ｂｉｏｔｅｃｈ．１２（１９９４）、５８～６２）などに記載されている
テトラサイクリンで調節される遺伝子発現またはＣｒｏｏｋ（１９８９）、ＥＭＢＯ　Ｊ
．８、５１３～５１９などに記載されているデキサメサゾンで誘導可能な遺伝子発現系で
ある。
【０１２９】
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　さらに、さらなる目的のために、核酸分子は、例えば、チオエステル結合および／また
はヌクレオチド類似体を含有してもよいことが想定されている。この改変は、細胞内のエ
ンドおよび／またはエクソヌクレアーゼに対して核酸分子を安定化するのに有用でありう
る。核酸分子は、細胞における前記核酸分子の転写を可能にする、キメラ遺伝子を含む適
切なベクターによって転写することができる。この点で、そのようなポリヌクレオチドを
、「遺伝子ターゲティング」または「遺伝子療法」アプローチに用いることができること
も理解されたい。別の実施形態では、核酸分子が標識される。核酸を検出するための方法
、例えば、サザンブロッティングおよびノーザンブロッティング、ＰＣＲ、またはプライ
マー伸長は、当業界で周知である。この実施形態は、遺伝子療法アプローチ中に、上記の
核酸分子の導入が成功したことを確かめるスクリーニング法に有用でありうる。
【０１３０】
　核酸分子は、上述の核酸分子のいずれかを単独で、または組合せて含む組換え産生され
たキメラ核酸分子でもよい。特定の態様では、核酸分子がベクターの一部である。
【０１３１】
　したがって、本開示は、本開示に記載の核酸分子を含むベクターを含む組成物にも関す
る。
【０１３２】
　多くの適したベクターが、分子生物学の当業者に公知である。ベクターは、所望の機能
に応じて選択され、それには、プラスミド、コスミド、ウイルス、バクテリオファージ、
および遺伝的操作に通常用いられる他のベクターが含まれる。当業者に周知の方法を用い
て、様々なプラスミドおよびベクターを構築することができる。例えば、Ｓａｍｂｒｏｏ
ｋら（１９８９）およびＡｕｓｕｂｅｌ、Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ　
Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ、Ｇｒｅｅｎ　Ｐｕｂｌｉｓｈｉｎｇ　Ａｓｓｏｃ
ｉａｔｅｓ　ａｎｄ　Ｗｉｌｅｙ　Ｉｎｔｅｒｓｃｉｅｎｃｅ、Ｎ．Ｙ．（１９８９）（
１９９４）に記載の技法を参照のこと。代わりに、本開示のポリヌクレオチドおよびベク
ターを、細胞を標的にする送達のためのリポソームに再構成することもできる。クローニ
ングベクターは、個々の配列のＤＮＡを単離するのに用いることができる。特定のポリペ
プチドの発現が必要な場合、適切な配列を発現ベクターに導入することができる。典型的
なクローニングベクターには、ｐＢｌｕｅｓｃｒｉｐｔ　ＳＫ、ｐＧＥＭ、ｐＵＣ９、ｐ
ＢＲ３２２、およびｐＧＢＴ９が含まれる。典型的な発現ベクターには、ｐＴＲＥ、ｐＣ
ＡＬ－ｎ－ＥＫ、ｐＥＳＰ－１、ｐＯＰ１３ＣＡＴが含まれる。
【０１３３】
　特定の実施形態では、本明細書に定義されている二重特異性一本鎖抗体コンストラクト
をコードする核酸配列に動作可能に連結した調節配列である核酸配列を含むベクターがあ
る。そのような調節配列（制御エレメント）は、当業者に公知であり、これには、プロモ
ーター、スプライシングカセット、翻訳開始コドン、ベクターに挿入配列を導入するため
の翻訳および挿入部位を含めることができる。特定の実施形態では、核酸分子が、真核ま
たは原核細胞での発現を可能にする前記発現制御配列に動作可能に連結される。
【０１３４】
　ベクターが、本明細書に定義されている二重特異性一本鎖抗体コンストラクトをコード
する核酸分子を含む発現ベクターであることが想定されている。特定の態様では、ベクタ
ーが、レンチウイルスベクターなどのウイルスベクターである。レンチウイルスベクター
は、例えば、Ｃｌｏｎｔｅｃｈ（Ｍｏｕｎｔａｉｎ　Ｖｉｅｗ、ＣＡ）またはＧｅｎｅＣ
ｏｐｏｅｉａ（Ｒｏｃｋｖｉｌｌｅ、ＭＤ）などから購入できる。
【０１３５】
　「調節配列」という用語は、それらが連結されているコード配列の発現を実施するのに
必要なＤＮＡ配列を指す。そのような制御配列の性質は、宿主生物によって異なる。原核
生物では、一般に、制御配列に、プロモーター、リボソーム結合部位、およびターミネー
ターが含まれる。真核生物では、一般に、制御配列に、プロモーターおよびターミネータ
ーならびに、場合によって、エンハンサー、トランス活性化因子、または転写因子が含ま
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れる。「制御配列」という用語は、最小限でも、その存在が発現に必要なすべての構成要
素を含み、さらなる有利な構成要素も含んでよいことが企図されている。
【０１３６】
　「動作可能に連結」という用語は、そのように記載された前記構成要素の関係が、それ
らに意図されているようにそれらが機能するのを可能にするようになっている並置を指す
。コード配列に「動作可能に連結されている」制御配列は、コード配列の発現が、制御配
列と適合した条件下で起こるようにライゲートされる。制御配列がプロモーターである場
合には、二本鎖核酸の使用が好ましいことが当業者には明らかである。
【０１３７】
　したがって、ある特定の実施形態では、記載されたベクターが発現ベクターである。「
発現ベクター」は、選択された宿主を形質転換するのに用いることができ、選択された宿
主におけるコード配列の発現を起こすコンストラクトである。発現ベクターは、例えば、
クローニングベクター、バイナリーベクターまたは組み込みベクターでありうる。発現は
、翻訳可能なｍＲＮＡへの核酸分子の転写を含むことが好ましい。原核生物および／また
は真核細胞内での発現を確実にする調節エレメントは、当業者に周知である。真核細胞の
場合、調節エレメントは、通常、転写の開始を確実にするプロモーターを含み、場合によ
って、転写の終結および転写産物の安定化を確実にするポリＡシグナルも含む。原核宿主
細胞における発現を可能にするのに用いることができる調節エレメントには、例えば、Ｅ
．ｃｏｌｉのＰＬ、ｌａｃ、ｔｒｐ、またはｔａｃプロモーターが含まれ、真核宿主細胞
における発現を可能にする調節エレメントの例は、酵母のＡＯＸ１もしくはＧＡＬ１プロ
モーター、またはＣＭＶ、ＳＶ４０、ＲＳＶプロモーター（ラウス肉腫ウイルス）、ＣＭ
Ｖエンハンサー、ＳＶ４０エンハンサー、または哺乳類もしくは他の動物細胞におけるグ
ロビンイントロンである。
【０１３８】
　転写の開始の原因となるエレメントの他に、そのような調節エレメントは、当該ポリヌ
クレオチドの下流に、ＳＶ４０ポリＡ部位またはｔｋポリＡ部位など、転写終結シグナル
を含むことができる。さらに、使用される発現系に応じて、ポリペプチドを細胞区画へと
方向付けるか、それを培地中に分泌することができるリーダー配列を、記載された核酸配
列のコード配列に付加することができ、そのようなリーダー配列は、当業界で周知である
。リーダー配列は、翻訳、開始、および終止配列と適切な相で組み立てられ、リーダー配
列は、翻訳されたタンパク質またはその部分を、細胞膜周辺腔または細胞外の培地中に分
泌するように方向付けることができることが好ましい。場合によって、異種配列は、所望
の特色、例えば、発現された組換え産物の安定化または簡便な精製を与えるＮ末端同定ペ
プチドを含む融合タンパク質をコードすることができる。上記参照。この関係において、
Ｏｋａｙａｍａ－Ｂｅｒｇ　ｃＤＮＡ発現ベクターｐｃＤＶ１（Ｐｈａｒｍａｃｉａ）、
ｐＥＦ－Ｎｅｏ、ｐＣＤＭ８、ｐＲｃ／ＣＭＶ、ｐｃＤＮＡ１、ｐｃＤＮＡ３（Ｉｎｖｉ
ｔｒｏｇｅｎ）、ｐＥＦ－ＤＨＦＲ、およびｐＥＦ－ＡＤＡ（Ｒａｕｍら、Ｃａｎｃｅｒ
　Ｉｍｍｕｎｏｌ　Ｉｍｍｕｎｏｔｈｅｒ（２００１）、５０（３）、１４１～１５０）
またはｐＳＰＯＲＴ１（ＧＩＢＣＯ　ＢＲＬ）などの適した発現ベクターが当業界で公知
である。
【０１３９】
　いくつかの実施形態では、発現制御配列は、真核細胞宿主細胞を形質転換またはトラン
スフェクトできるベクターにおける真核細胞プロモーター系であるが、原核細胞宿主の制
御配列を用いることもできる。ベクターが適切な宿主に組み入れられたら、宿主は、当該
ヌクレオチド配列の高レベル発現に適した条件下に維持され、必要に応じてその後に本開
示のポリペプチドの収集および精製を行うことができる。
【０１４０】
　追加の調節エレメントには、転写および翻訳のエンハンサーを含めることができる。本
開示の上記ベクターは、選択可能および／または採点可能なマーカーを含むと有利である
。形質転換細胞の選択に有用な選択マーカー遺伝子は、当業者に周知であり、例えば、メ
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トトレキサートに対する耐性を与えるｄｈｆｒ（Ｒｅｉｓｓ、Ｐｌａｎｔ　Ｐｈｙｓｉｏ
ｌ．（Ｌｉｆｅ－Ｓｃｉ．Ａｄｖ．）、１３（１９９４）、１４３～１４９）、アミノグ
ルコシドネオマイシン、カナマイシン、およびパロマイシンに対する耐性を与えるｎｐｔ
（Ｈｅｒｒｅｒａ－Ｅｓｔｒｅｌｌａ、ＥＭＢＯ　Ｊ．２（１９８３）、９８７～９９５
）、およびハイグロマイシンに対する耐性を与えるｈｙｇｒｏ（Ｍａｒｓｈ、Ｇｅｎｅ　
３２（１９８４）、４８１～４８５）の選択に基づく代謝拮抗物質耐性を含む。他の選択
可能な遺伝子も記載されている、すなわち、細胞がトリプトファンの代わりにインドール
を利用できるようにするｔｒｐＢ、細胞がヒスチジンの代わりにヒスチノールを利用でき
るようにするｈｉｓＤ（Ｈａｒｔｍａｎ、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳ
Ａ　８５（１９８８）、８０４７）、細胞がマンノースを利用できるようにするマンノー
ス６リン酸イソメラーゼ（ＷＯ９４／２０６２７）、およびオルニチンデカルボキシラー
ゼ阻害剤、２－（ジフルオロメチル）－ＤＬ－オルニチン、ＤＦＭＯに対する耐性を与え
るＯＤＣ（オルニチンデカルボキシラーゼ）（ＭｃＣｏｎｌｏｇｕｅ、１９８７、Ｃｕｒ
ｒｅｎｔ　Ｃｏｍｍｕｎｉｃａｔｉｏｎｓ　ｉｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ
、Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ編）またはブラストサ
イジンＳに対する耐性を与えるＡｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ　ｔｅｒｒｅｕｓ由来のデアミナ
ーゼ（Ｔａｍｕｒａ、ＢｉｏＳｃｉ．Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ　Ｂｉｏｃｈｅｍ．５９（１
９９５）、２３３６～２３３８）である。
【０１４１】
　有用な採点可能マーカーも、当業者に公知であり、市販されている。有利には、前記マ
ーカーが、ルシフェラーゼをコードする遺伝子（Ｇｉａｃｏｍｉｎ、Ｐｌ．Ｓｃｉ．１１
６（１９９６）、５９～７２；Ｓｃｉｋａｎｔｈａ、Ｊ．Ｂａｃｔ．１７８（１９９６）
、１２１）、緑色蛍光タンパク質（Ｇｅｒｄｅｓ、ＦＥＢＳ　Ｌｅｔｔ．３８９（１９９
６）、４４～４７）、またはベータ－グルクロニダーゼ（Ｊｅｆｆｅｒｓｏｎ、ＥＭＢＯ
　Ｊ．６（１９８７）、３９０１～３９０７）である。この実施形態は、特に、記載され
たベクターを含有する細胞、組織、および生物の簡便かつ迅速なスクリーニングに有用で
ある。
【０１４２】
　上述の通り、記載された核酸分子を、単独で、またはベクターの一部として、細胞内で
使用して、コードされたポリペプチドを細胞内で発現することができる。上記の二重特異
性一本鎖抗体コンストラクトのいずれか１つをコードするＤＮＡ配列を含有する核酸分子
またはベクターが細胞内に導入され、次いで、それが、対象とするポリペプチドを産生す
る。記載された核酸分子およびベクターは、細胞内への直接導入用、またはリポソームも
しくはウイルスベクター（例えば、アデノウイルス、レトロウイルス）介した導入用に設
計することができる。ある特定の実施形態では、当該細胞が、例えば、Ｔ細胞、ＣＡＲ　
Ｔ細胞、ＮＫ細胞、ＮＫＴ細胞、ＭＳＣ、神経幹細胞、または造血幹細胞である。
【０１４３】
　上記に従って、本開示は、本明細書に定義されている二重特異性一本鎖抗体コンストラ
クトのポリペプチド配列をコードする核酸分子を含む、遺伝的操作に通常に使用されるベ
クター、とりわけプラスミド、コスミド、ウイルス、およびバクテリオファージを得る方
法に関する。前記ベクターは、発現ベクターおよび／または遺伝子移入もしくは標的化ベ
クターであることが好ましい。記載されたポリヌクレオチドまたはベクターを標的細胞集
団に送達するために、レトロウイルス、ワクシニアウイルス、アデノ随伴ウイルス、ヘル
ペスウイルス、またはウシパピローマウイルスなどのウイルスに由来する発現ベクターを
使用することができる。当業者に周知の方法を用いて、組換えベクターを構築することが
できる。例えば、Ｓａｍｂｒｏｏｋら（上記引用文）、Ａｕｓｕｂｅｌ（１９８９、上記
引用文）または他の標準的な教本に記載の技法を参照のこと。代わりに、記載された核酸
分子およびベクターを、細胞を標的にする送達のためにリポソームに再構成することもで
きる。本開示の核酸分子を含有するベクターは、周知の方法によって宿主細胞内に導入す
ることができる。そのような方法は、細胞宿主のタイプに応じて異なる。例えば、原核細
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胞には、塩化カルシウムトランスフェクションが一般的に利用され、一方、他の細胞宿主
には、リン酸カルシウム処理またはエレクトロポレーションが用いることができる。上記
のＳａｍｂｒｏｏｋを参照。
【０１４４】
ＩＩＩ．ベクターの概説
　本開示のエンゲージャー分子は、発現ベクターから発現させることができる。そのよう
な発現ベクターを生成する組換え技法は、当業界で周知である。
【０１４５】
　「ベクター」という用語は、細胞に導入するために核酸配列をその中に挿入でき、細胞
内で複製可能である担体核酸分子を指すのに用いられる。核酸配列は、「外因性」であっ
てもよく、これは、その配列が、ベクターがその中に導入される細胞にとって外来のもの
であること、またはその配列が細胞内の配列に相同であるが、宿主細胞核酸中において、
その配列が通常は存在しない位置にあることを意味する。ベクターには、プラスミド、コ
スミド、ウイルス（バクテリオファージ、動物ウイルス、および植物ウイルス）、および
人工染色体（例えば、ＹＡＣ）が含まれる。当業者ならば、標準的な組換え技法でベクタ
ーを構築するのに十分な装備を備えている（例えば、Ｍａｎｉａｔｉｓら、１９８８、お
よびＡｕｓｕｂｅｌら、１９９４を参照。両文献を参照により本明細書に組み込む）。
【０１４６】
　「発現ベクター」という用語は、転写可能なＲＮＡをコードする核酸を含む、任意のタ
イプの遺伝子コンストラクトを指す。場合によっては、その後、ＲＮＡ分子がタンパク質
、ポリペプチド、またはペプチドに翻訳される。その他の場合、例えば、アンチセンス分
子またはリボザイムの生成においては、これらの配列は翻訳されない。発現ベクターは、
様々な「制御配列」を含有することができる。「制御配列」は、特定の宿主細胞における
、動作可能に連結されたコード配列の転写、場合によって翻訳に必要な核酸配列を指す。
転写および翻訳を支配する制御配列に加えて、ベクターおよび発現ベクターは、他の機能
を果たす、下に記載される核酸配列を含有することもできる。
【０１４７】
Ａ．プロモーターおよびエンハンサー
　「プロモーター」は、転写の開始および速度がそこで制御される核酸配列領域である制
御配列である。「プロモーター」は、ＲＮＡポリメラーゼおよび他の転写因子など、調節
タンパク質および調節分子が、核酸配列の特異的な転写を開始するために結合しうる遺伝
エレメントを含有しうる。「動作可能に配置された」、「動作可能に連結された」、「制
御下」、および「転写制御下」という句は、プロモーターが、核酸配列との関係において
、その配列の転写開始および／または発現を制御するのに正しい機能的な位置および／ま
たは方向で存在することを意味する。
【０１４８】
　プロモーターは、一般に、ＲＮＡ合成の開始部位の位置を決めるのに機能する配列を含
む。この最もよく知られている例がＴＡＴＡボックスであるが、例えば、哺乳動物の末端
デオキシヌクレオチドトランスフェラーゼ遺伝子のプロモーターおよびＳＶ４０後期遺伝
子のプロモーターなど、プロモーターの中にはＴＡＴＡボックスをもたないものもあり、
開始部位自体を覆う異なるエレメントが、開始箇所を定めるのを助ける。さらに別のプロ
モーターエレメントが、転写開始の頻度を調節する。典型的な場合、これらは開始部位の
３０～１１０ｂｐ上流の領域に位置している。ただし、開始部位の下流に機能エレメント
を含有していることが示されているプロモーターもいくつもある。コード配列をプロモー
ターの「制御下」に置くには、転写リーディングフレームの転写開始部位の５’末端を、
選択されたプロモーターの「下流」（すなわち、３’側）に配置する。「上流」のプロモ
ーターが、ＤＮＡの転写を刺激し、コードされたＲＮＡの発現を促進する。
【０１４９】
　プロモーターエレメント間の間隔は、しばしば柔軟であり、そのため、エレメントが反
転するか、お互いと比較して動いた場合でも、プロモーター機能が保存される。ｔｋプロ
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モーターでは、活性を低下させずに、プロモーターエレメント間の間隔を５０ｂｐまで広
げることができる。プロモーターに応じて、個々のエレメントは、転写を活性化するため
に協力して機能することも、独立して機能することもできるようである。プロモーターは
、「エンハンサー」と共に用いても、そうでなくともよい。「エンハンサー」は、核酸配
列の転写活性化に関与するシス作用の調節配列を指す。
【０１５０】
　プロモーターは、コーディングセグメントおよび／またはエキソンの上流に位置する５
プライム非コード配列を単離することによって得ることのできる、核酸配列に天然に随伴
しているものでもよい。そのようなプロモーターを「内因性」と呼ぶことができる。同様
に、エンハンサーは、核酸配列に天然に随伴し、その配列の下流または上流のいずれかに
位置するものでもよい。代わりに、コーディング核酸セグメントを、組換え体または異種
のプロモーターの制御下に置くことによって、ある種の利点が得られるであろう。組換え
体または異種のプロモーターとは、その天然の環境にある核酸配列には通常は随伴してい
ないプロモーターを指す。組換え体または異種のエンハンサーも、その天然の環境にある
核酸配列には通常は随伴していないエンハンサーを指す。そのようなプロモーターまたは
エンハンサーには、他の遺伝子のプロモーターまたはエンハンサー、および任意の他のウ
イルスまたは原核もしくは真核細胞から単離されるプロモーターまたはエンハンサー、お
よび「天然に存在」しない、すなわち、異なる転写調節領域の異なるエレメントおよび／
または発現を改変する変異を含有するプロモーターまたはエンハンサーが含まれうる。例
えば、組換えＤＮＡの構築で最も一般的に用いられるプロモーターには、ベータラクタマ
ーゼ（ペニシリナーゼ）、ラクトース、およびトリプトファン（ｔｒｐ）プロモーター系
が含まれる。プロモーターおよびエンハンサー核酸配列の合成による生成に加えて、本明
細書に開示されている組成物に関して、ＰＣＲ（商標）を含めた組換えクローニングおよ
び／または核酸増幅技術を用いて、配列を生成することができる（それぞれが参照により
本明細書に組み込まれる米国特許第４，６８３，２０２号および第５，９２８，９０６号
を参照）。さらに、ミトコンドリア、葉緑体などの非核オルガネラ内の配列の転写および
／または発現を指示する制御配列も利用できることが企図されている。
【０１５１】
　当然ながら、発現用に選択されたオルガネラ、細胞型、組織、器官、または生物内でＤ
ＮＡセグメントの発現を効率的に指示するプロモーターおよび／またはエンハンサーを利
用することが重要となる。分子生物学の当業者ならば、タンパク質発現用のプロモーター
、エンハンサー、および細胞型の組合せの使用について一般的に知っている（例えば、参
照により本明細書に組み込まれるＳａｍｂｒｏｏｋら、１９８９参照）。利用するプロモ
ーターは、導入されたＤＮＡセグメントの高レベル発現を指示するのに適切な条件下で構
成的なもの、組織特異的なもの、誘導可能なもの、ならびに／または、組換えタンパク質
および／もしくはペプチドの大規模生成に有利なものなど、有用なものでありうる。プロ
モーターは、異種のものでも、内因性のものでもよい。
【０１５２】
　さらに、発現を駆動させるために、あらゆるプロモーター／エンハンサーの組合せを使
用することもできる。Ｔ３、Ｔ７、またはＳＰ６の細胞質発現系の使用も、別の可能な実
施形態である。真核細胞は、送達複合体の一部として、または追加の遺伝子発現コンスト
ラクトとして適切な細菌ポリメラーゼが与えられれば、ある種の細菌プロモーターからの
細胞質転写をサポートすることができる。
【０１５３】
　組織特異的プロモーターまたはエレメントの素性およびそれらの活性を特徴付けるアッ
セイは、当業者に周知である。
【０１５４】
　特定の実施形態では、分泌可能なエンゲージャー分子ポリペプチドの発現が調整される
。特定の実施形態では、１つまたは複数の調節配列が、エンゲージャーポリペプチドをコ
ードするポリヌクレオチドの発現を空間的および／または時間的に指示するが、発現は様
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々な方法で調整することができる。場合によっては、発現は、エンゲージャーポリペプチ
ドをコードするポリヌクレオチドの発現を増強するように調整され、それに対応して、免
疫細胞内またはそれから分泌されるエンゲージャーポリペプチドのレベルが増大する。場
合によっては、発現は、エンゲージャー分子をコードするポリヌクレオチドの発現を低減
するように調整され、それに対応して、免疫細胞内またはそれから分泌されるエンゲージ
ャーポリペプチドのレベルが低減する。発現の低減が望まれうる状況には、例えば正常組
織において、エンゲージャーが望ましくないまたはもはや望ましくない状況が含まれる。
発現の調整は、それを調節する特定の調節配列または因子が存在しないときの発現のレベ
ルと比較することができる。
【０１５５】
　ある特定の実施形態では、エンゲージャーポリペプチドの発現が、対応する調節配列が
１つまたは複数の因子に曝露された際に調整される。特定の実施形態では、腫瘍関連因子
に曝露された際に、発現が調整される。腫瘍関連因子の説明に役立つ例としては、低酸素
組織に存在する因子が挙げられる。いくつかの実施形態では、当該因子が、サイトカイン
および／またはケモカインである。例えば、低酸素は、ＨＩＦ－１アルファの発現を誘導
する。ＨＩＦ－１アルファは、低酸素応答エレメント（ＨＲＥ）の制御下にあるエンゲー
ジャー発現を誘導することができるであろう転写因子である。低酸素は、酸素依存性分解
ドメイン（ＯＤＤＤ）を含有するエンゲージャー分子を安定化させることもできるであろ
う。腫瘍細胞によって生成され、エンゲージャー遺伝子発現を調節することができるであ
ろう物質の別の例は、乳酸である。コード配列の効率的な翻訳には、特異的な開始シグナ
ルも必要でありうる。これらのシグナルには、ＡＴＧ開始コドンまたは隣接の配列が含ま
れる。ＡＴＧ開始コドンを含めた、外因性の翻訳制御シグナルの提供が必要でありうる。
当業者ならば、この決定および必要なシグナルの提供を容易に行うことができるだろう。
【０１５６】
　ある特定の実施形態では、内部リボソーム進入部位（ＩＲＥＳ）エレメントを用いて、
多重遺伝子または多シストロン性メッセージが生成され、これらを、実施形態で用いるこ
とができる。
【０１５７】
　ある特定の実施形態では２Ａ配列を用いて、多重遺伝子メッセージが生成され、これら
を実施形態で用いることができる。
【０１５８】
　ベクターは、多重クローニング部位（ＭＣＳ）を含むことができる。ＭＣＳは、複数の
制限酵素部位を含有する核酸領域である。これらの制限酵素部位はいずれも、ベクターを
消化する標準的な組換え技術と共に用いることができる。「制限酵素消化」は、核酸分子
内の特定の位置のみで機能する酵素を用いて核酸分子を触媒により切断することを指す。
これらの制限酵素の多くは市販されている。そのような酵素の使用は、当業者によって広
く理解されている。しばしば、ベクターは、外因性の配列をベクターにライゲートするこ
とが可能となるように、ＭＣＳ内で切断する制限酵素を用いて線形化または断片化される
。「ライゲーション」は、相互に連続していても、いなくてもよい２つの核酸断片間でリ
ン酸ジエステル結合を形成するプロセスを指す。制限酵素およびライゲーション反応を用
いる技法は、組換え技術の当業者に周知である。
【０１５９】
　スプライシング部位、終結シグナル、複製起点、および選択マーカーも利用することが
できる。
【０１６０】
Ｂ．プラスミドベクター
　ある特定の実施形態では、プラスミドベクターが、宿主細胞を形質転換するための使用
に企図されている。一般に、宿主細胞と適合性の種に由来するレプリコンおよび制御配列
を含有するプラスミドベクターがこれらの宿主と共に使用される。通常、ベクターは、複
製部位と、形質転換細胞における表現型選択を提供できるマーキング配列とを有する。非
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限定的な例では、Ｅ．ｃｏｌｉは、しばしば、Ｅ．ｃｏｌｉ種由来のプラスミドであるｐ
ＢＲ３２２の誘導体を用いて形質転換される。ｐＢＲ３２２は、アンピシリンおよびテト
ラサイクリン耐性のための遺伝子を含有しており、したがって、形質転換細胞を同定する
ための簡単な手段を提供する。ｐＢＲプラスミドまたは他の微生物プラスミドもしくはフ
ァージは、例えば、微生物がそれ自体のタンパク質の発現に用いることができるプロモー
ターも含有しているか、含有するように改変されていなければならない。
【０１６１】
　加えて、宿主微生物と適合性であるレプリコンおよび制御配列を含有するファージベク
ターを、これらの宿主と共に形質転換ベクターとして用いることができる。例えば、組換
えファージベクターを作製する際に、例えば、Ｅ．ｃｏｌｉ　ＬＥ３９２などの宿主細胞
を形質転換するのに使用できるラムダファージＧＥＭＴＭ１１を利用することができる。
【０１６２】
　さらなる有用なプラスミドベクターには、ｐＩＮベクター（Ｉｎｏｕｙｅら、１９８５
）およびｐＧＥＸベクターが含まれる。ｐＧＥＸベクターは、後の精製および分離または
切断のために、グルタチオンＳトランスフェラーゼ（ＧＳＴ）可溶性融合タンパク質を生
成するのに使用される。他の適した融合タンパク質は、ベータガラクトシダーゼやユビキ
チンなどとの融合タンパク質である。
【０１６３】
　発現ベクターを含む細菌宿主細胞、例えば、Ｅ．ｃｏｌｉは、いくつかの適した培地の
いずれか、例えば、ＬＢ中で培養される。当業者には理解されるように、ある種のベクタ
ーにおける組換えタンパク質の発現は、宿主細胞を、ある種のプロモーターに特異的な薬
剤と接触させることによって、例えば、ＩＰＴＧを培地に添加するか、インキュベーショ
ン温度をより高温に切り換えることによって、誘導することができる。細菌をさらなる期
間、通常は２～２４時間培養した後、遠心分離によって細胞を収集し、洗浄して、残りの
培地を除去する。
【０１６４】
Ｃ．ウイルスベクター
　ある種のウイルスは、細胞を感染させるか、受容体媒介のエンドサイトーシスを介して
細胞に進入し、宿主細胞ゲノムに組み込まれ、ウイルス遺伝子を安定的かつ効率的に発現
する能力を有するので、そのようなウイルスは、外来の核酸を細胞（例えば、哺乳動物細
胞）内に導入する魅力的な候補となっている。本開示の構成要素は、開示の１つまたは複
数のＣＡＲをコードするウイルスベクターでありうる。本開示の核酸を送達するのに使用
できるウイルスベクターの非限定な例を以下に記載する。
【０１６５】
ｉ．アデノウイルスベクター
　核酸の送達のための特定の方法は、アデノウイルス発現ベクターを使用するものである
。アデノウイルスベクターは、ゲノムＤＮＡに組み込まれる能力が低いことが知られてい
るが、この特徴は、これらのベクターによってもたらされる遺伝子移入の効率が高いこと
で相殺される。「アデノウイルス発現ベクター」には、（ａ）コンストラクトのパッケー
ジングをサポートし、（ｂ）最終的に、その中にクローニングされた組織または細胞特異
的なコンストラクトを発現するのに十分なアデノウイルス配列を含有するコンストラクト
が含まれると企図されている。アデノウイルス（３６ｋｂの直鎖状二本鎖ＤＮＡウイルス
）の遺伝学的構成に関する知識により、アデノウイルスＤＮＡの大きな領域を７ｋｂまで
の外来配列で置換することが可能である（ＧｒｕｎｈａｕｓおよびＨｏｒｗｉｔｚ、１９
９２）。
【０１６６】
ｉｉ．ＡＡＶベクター
　核酸は、アデノウイルス支援のトランスフェクションを用いて細胞内に導入できる。ア
デノウイルスを組み合わせた系を用いた細胞系でトランスフェクション効率の増大が報告
されている（ＫｅｌｌｅｈｅｒおよびＶｏｓ、１９９４；Ｃｏｔｔｅｎら、１９９２；Ｃ
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ｕｒｉｅｌ、１９９４）。アデノ随伴ウイルス（ＡＡＶ）は、組み込まれる頻度が高く、
かつ非分裂性の細胞を感染させることができ、それにより遺伝子を哺乳動物細胞に、例え
ば組織培養中（Ｍｕｚｙｃｚｋａ、１９９２）またはｉｎ　ｖｉｖｏで、送達するのに有
用となっているので、本開示の細胞で使用するのに魅力的なベクター系である。ＡＡＶは
、感染の宿主域が広い（Ｔｒａｔｓｃｈｉｎら、１９８４；Ｌａｕｇｈｌｉｎら、１９８
６；Ｌｅｂｋｏｗｓｋｉら、１９８８；ＭｃＬａｕｇｈｌｉｎら、１９８８）。ｒＡＡＶ
ベクターの生成および使用に関する詳細は、それぞれが参照により本明細書に組み込まれ
る米国特許第５，１３９，９４１号および第４，７９７，３６８号に記載されている。
【０１６７】
ｉｉｉ．レトロウイルスベクター
　レトロウイルスは、それらの遺伝子を宿主ゲノムに組み込み、多量の外来遺伝物質を輸
送し、広い範囲の種および細胞型を感染させ、特別な細胞株でパッケージングされる能力
を有するため、送達ベクターとして有用である（Ｍｉｌｌｅｒ、１９９２。）
【０１６８】
　例示のレトロウイルスベクターは、５’から３’方向に、ＣＤ３特異的なｓｃＦｖに連
結されたＥｐｈＡ２特異的なｓｃＦｖ（４Ｈ５）と、それに続く、配列内リボソーム進入
部位（ＩＲＥＳ）によって分離されたｍＯｒａｎｇｅ（ｍＯ）とを含む（図４）。
【０１６９】
　レトロウイルスベクターを構築するために、複製欠損であるウイルスを生成する特定の
ウイルス配列の箇所に核酸（例えば、所望の配列をコードするもの）をウイルスゲノムに
挿入する。ビリオンを生成するために、ｇａｇ、ｐｏｌ、およびｅｎｖ遺伝子を含有する
がＬＴＲおよびパッケージング構成要素が無いパッケージング細胞株を構築する（Ｍａｎ
ｎら、１９８３）。レトロウイルスＬＴＲおよびパッケージング配列と共に、ｃＤＮＡを
含有する組換えプラスミドが、特別な細胞株に導入される（例えば、リン酸カルシウム沈
殿によって）と、パッケージング配列によって、組換えプラスミドのＲＮＡ転写産物をウ
イルス粒子にパッケージングすることが可能になり、その後、ウイルス粒子が培養培地中
に分泌される（ＮｉｃｏｌａｓおよびＲｕｂｅｎｓｔｅｉｎ、１９８８；Ｔｅｍｉｎ、１
９８６；Ｍａｎｎら、１９８３）。次いで、組換え体レトロウイルスを含有する培地を収
集し、場合によっては濃縮し、遺伝子移入に用いる。レトロウイルスベクターは、多様な
細胞型を感染させることができる。しかし、組み込みおよび安定した発現には、宿主細胞
の分裂が必要である（Ｐａｓｋｉｎｄら、１９７５）。
【０１７０】
　レンチウイルスは、複雑なレトロウイルスであり、共通のレトロウイルス遺伝子である
ｇａｇ、ｐｏｌ、およびｅｎｖに加えて、調節または構造的な機能を有する他の遺伝子も
含有している。レンチウイルスベクターは、当業界で周知である（例えば、Ｎａｌｄｉｎ
ｉら、１９９６；Ｚｕｆｆｅｒｅｙら、１９９７；Ｂｌｏｍｅｒら、１９９７年；米国特
許第６，０１３，５１６号および第５，９９４，１３６号を参照）。レンチウイルスのい
くつかの例としては、ヒト免疫不全ウイルス：ＨＩＶ－１、ＨＩＶ－２、およびサル免疫
不全ウイルス：ＳＩＶが挙げられる。レンチウイルスベクターは、ＨＩＶ病原性遺伝子を
多重弱毒化することによって生成された。例えば、遺伝子ｅｎｖ、ｖｉｆ、ｖｐｒ、ｖｐ
ｕ、およびｎｅｆが欠失しており、それにより、ベクターが生物学的に安全になっている
。
【０１７１】
　組換え体レンチウイルスベクターは、非分裂性細胞を感染させることができ、ｉｎ　ｖ
ｉｖｏおよびｅｘ　ｖｉｖｏの遺伝子移入ならびに核酸配列の発現の両方に用いることが
できる。例えば、適した宿主細胞が、パッケージング機能、すなわち、ｇａｇ、ｐｏｌ、
ｅｎｖ、ｒｅｖ、およびｔａｔを有する２つ以上のベクターでトランスフェクトされる、
非分裂性細胞を感染させることができる組換え体レンチウイルスが、参照により本明細書
に組み込まれる米国特許第５，９９４，１３６号に記載されている。エンベロープタンパ
ク質を、特定の細胞型の受容体へとターゲティングする抗体または特定のリガンドと連結
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することによって、組換え体ウイルスをターゲティングすることができる。対象とする配
列（調節領域を含む）を、特定の標的細胞上にある受容体のリガンドをコードする別の遺
伝子と共にウイルスベクターに挿入することによって、例えば、ベクターが標的特異的と
なる。
【０１７２】
　特定の実施形態では、レトロウイルスが、最終的には細胞株から生成された組換え体レ
トロウイルスによって感染させ、形質転換することができる宿主細胞の範囲を決定するエ
ンベロープ（ｅｎｖ）タンパク質を含む。本発明で利用することができるレトロウイルス
由来のｅｎｖ遺伝子の説明に役立つ例としては、ＶＳＶ－Ｇ、ＭＬＶエンベロープ、１０
Ａ１エンベロープ、ＢＡＥＶ、ＦｅＬＶ－Ｂ、ＲＤ１１４、ＳＳＡＶ、エボラ、センダイ
、ＦＰＶ（家禽ペストウイルス）、ｇｐ４１、およびｇｐ１２０ならびにインフルエンザ
ウイルスエンベロープが挙げられるが、これらに限定されない。
【０１７３】
　一実施形態では、本発明は、ＶＳＶ－Ｇ糖タンパク質でシュードタイプ化したレトロウ
イルスを提供する。
【０１７４】
２．他のウイルスベクター
　他のウイルスベクターも、本開示におけるワクチンコンストラクトとして利用できる。
ワクシニアウイルス（Ｒｉｄｇｅｗａｙ、１９８８；ＢａｉｃｈｗａｌおよびＳｕｇｄｅ
ｎ、１９８６；Ｃｏｕｐａｒら、１９８８）、シンドビスウイルス、サイトメガロウィル
ス、および単純ヘルペスウイルスなどのウイルス由来のベクターを利用することができる
。これらは、様々な哺乳動物細胞用に魅力的な特徴をいくつかもっている（Ｆｒｉｅｄｍ
ａｎｎ、１９８９；Ｒｉｄｇｅｗａｙ、１９８８；ＢａｉｃｈｗａｌおよびＳｕｇｄｅｎ
、１９８６；Ｃｏｕｐａｒら、１９８８；Ｈｏｒｗｉｃｈら、１９９０）。
【０１７５】
Ｄ．改変ウイルスを用いる送達
　送達する核酸を、特異的な結合リガンドを発現するように遺伝子操作された感染性のウ
イルス中に収容することができる。したがって、ウイルス粒子は、標的細胞の同族受容体
に特異的に結合し、内容物を細胞に送達することになる。ウイルスエンベロープにラクト
ース残基を化学的に付加することによるレトロウイルスの化学修飾に基づいて、レトロウ
イルスベクターの特異的なターゲティングを可能にするように設計された新規なアプロー
チが開発された。この修飾は、シアロ糖タンパク質受容体を介した肝細胞の特異的な感染
を可能にすることができる。
【０１７６】
　レトロウイルスエンベロープタンパク質および特定の細胞受容体に対するビオチン化抗
体が用いられる、組換え体レトロウイルスをターゲティングする別のアプローチが設計さ
れた。抗体は、ストレプトアビジンを用いることにより、ビオチン構成要素を介して結合
させた（Ｒｏｕｘら、１９８９）。Ｒｏｕｘらは、主要組織適合複合体クラスＩおよびク
ラスＩＩ抗原に対する抗体を用いて、それらの表面抗原を有する様々なヒト細胞の、エコ
トロピックウイルスによる感染をｉｎ　ｖｉｔｒｏで実証した（Ｒｏｕｘら、１９８９）
。
【０１７７】
Ｅ．ベクター送達と細胞形質転換
　細胞をトランスフェクトまたは形質転換するための核酸送達のための適した方法は、当
業者に公知である。そのような方法には、ＤＮＡのｅｘ　ｖｉｖｏでのトランスフェクシ
ョンや注入などによる直接的送達が含まれるが、これらに限定されない。当業界で公知の
技法の適用によって、細胞を安定的にまたは一過性に形質転換することができる。
【０１７８】
Ｆ．Ｅｘ　Ｖｉｖｏ形質転換
　ｅｘ　ｖｉｖｏセッティングで生物から取り出された真核細胞および組織にトランスフ
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ェクトするための方法は、当業者に公知である。したがって、Ｔ細胞または組織を取り出
し、本開示の核酸を用いてｅｘ　ｖｉｖｏでトランスフェクトできることが企図されてい
る。特定の態様では、移植細胞または組織が生物内に入れられる。好ましい様相では、核
酸が移植細胞内で発現される。
【０１７９】
ＩＶ．エンゲージャーを含む宿主細胞
　本開示の医薬組成物が、本明細書中上記に定義されたベクターで形質転換またはトラン
スフェクトされた宿主細胞を含むことがさらに想定されている。宿主細胞は、上記のベク
ターの少なくとも１つまたは上記の核酸分子の少なくとも１つを宿主細胞内に導入するこ
とによって生成できる。少なくとも１つのベクターまたは少なくとも１つの核酸分子が宿
主内に存在することが、上記の特異的な一本鎖抗体コンストラクトをコードする遺伝子の
発現を媒介しうる。
【０１８０】
　宿主細胞内に導入された、記載された核酸分子またはベクターは、宿主のゲノムに組み
込まれても、染色体外に維持されてもよい。
【０１８１】
　宿主細胞は、いかなる原核細胞でも真核細胞でもよいが、特定の実施形態では、真核細
胞である。特定の実施形態では、宿主細胞が、細菌細胞、昆虫細胞、真菌細胞、植物細胞
、または動物細胞である。記載された宿主が哺乳動物細胞、より好ましくはヒト細胞また
はヒト細胞株でもよいことが特に想定されている。特に好ましい宿主細胞は、免疫細胞、
ＣＨＯ細胞、ＣＯＳ細胞、ＳＰ２／０またはＮＳ／０のようなミエローマ細胞株を含む。
【０１８２】
　本開示の医薬組成物は、細胞増殖または細胞刺激に有用な活性化シグナルを免疫エフェ
クター細胞に伝えることのできるタンパク質化合物も含むことができる。特定の実施形態
では、タンパク質化合物は、上記に定義されている二重特異性一本鎖抗体コンストラクト
の追加ドメインではなく、本開示の医薬組成物の少なくとも１つの追加構成要素であると
理解される。
【０１８３】
　本開示に鑑みて、「活性化シグナルを免疫エフェクター細胞に伝えるタンパク質化合物
」」は、例えば、Ｔ細胞のさらなる活性化シグナル（例えば、さらなる共刺激分子：Ｂ７
－ファミリーの分子、ＯＸ４０Ｌ、４－１ＢＢＬ）、またはさらなるサイトカイン：イン
ターロイキン（例えば、ＩＬ－２、ＩＬ－７、またはＩＬ－１５）またはＮＫＧ－２Ｄエ
ンゲージング化合物である。タンパク質化合物の好ましいフォーマットは、さらなる二重
特異性抗体およびその断片または誘導体、例えば二重特異性ｓｃＦｖを含む。タンパク質
化合物は、Ｔ細胞受容体に特異的なｓｃＦｖ断片またはスーパー抗原を含むことができる
が、これらに限定されない。スーパー抗原は、ＭＨＣに依存せずに、ある特定のサブファ
ミリーのＴ細胞受容体可変領域に直接的に結合し、それによって、Ｔ細胞の一次活性化シ
グナルを媒介する。タンパク質化合物は、Ｔ細胞ではない免疫エフェクター細胞にも活性
化シグナルを伝えることができる。Ｔ細胞ではない免疫エフェクター細胞の例としては、
とりわけ、ＮＫ細胞、またはＮＫＴ細胞が挙げられる。
【０１８４】
　一実施形態は、本開示の組成物を生成するプロセスであって、本明細書中上記に定義さ
れた宿主細胞を、コンストラクトの発現を可能にする条件下で培養するステップと、生成
された二重特異性一本鎖抗体コンストラクトを培養から回収するステップとを含むプロセ
スに関する。しかし、特定の実施形態では、当該細胞または複数の細胞を個体に提供する
。
【０１８５】
　エンゲージャー分子の発現を可能にする、発現コンストラクトを有する細胞を培養する
ための条件も、所望によりコンストラクトを精製／回収するための手順も当業界で公知で
ある。
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【０１８６】
　一実施形態では、宿主細胞が、遺伝子操作されたＴＣＲ受容体またはＣＡＲを含むＴ細
胞である。天然存在のＴ細胞受容体は、２つのサブユニット、アルファサブユニットおよ
びベータサブユニットを含み、両サブユニットは、それぞれが、各Ｔ細胞ゲノムで組換え
イベントによって生成される特有のタンパク質である。ＴＣＲのライブラリーを、特定の
標的抗原に対するそれらの選択性についてスクリーニングすることができる。「遺伝子操
作されたＴＣＲ」は、選択され、クローニングされ、かつ／またはその後養子免疫療法に
用いられるＴ細胞集団に導入される、標的抗原に対して高いアビディティーおよび反応性
を有する天然のＴＣＲを指す。遺伝子操作されたＴＣＲとは対照的に、ＣＡＲは、ＭＨＣ
に依存せずに標的抗原に結合するように遺伝子操作されている。特定の実施形態では、Ｃ
ＡＲは、限定されるものではないが、抗体またはその抗原結合断片、膜貫通ドメイン、１
つまたは複数の細胞内共刺激性シグナル伝達ドメイン、および一次シグナル伝達ドメイン
を含めた細胞外結合ドメインを含む。
【０１８７】
　様々な実施形態において、Ｔ細胞は、このＴ細胞によって発現されるＣＡＲまたは遺伝
子操作されたＴＣＲと同じ標的抗原を認識するエンゲージャー分子をコードする１つまた
は複数のポリヌクレオチドを含む。特定の実施形態では、ＣＡＲまたは遺伝子操作された
ＴＣＲを発現するＴ細胞は、ＣＡＲまたは遺伝子操作されたＴＣＲによって認識される標
的抗原とは異なるが、同じ標的細胞上に発現される標的抗原を認識するエンゲージャー分
子をコードする１つまたは複数のポリヌクレオチドを含む。
【０１８８】
Ｖ．医薬組成物
　本開示によると、「医薬組成物」という用語は、個体に投与するための組成物に関する
。好ましい実施形態では、医薬組成物は、非経口、経皮、腔内、関節内、くも膜下腔内、
もしくは静脈内投与用またはがんへの直接注入用の組成物を含む。前記医薬組成物は、注
入または注射で個体に投与されることが特に想定されている。適した組成物の投与は、様
々な方法によって、例えば、静脈内、皮下、腹腔内、筋肉内、局所、または皮内投与によ
って行うことができる。
【０１８９】
　本開示の医薬組成物は、薬学的に許容できる担体をさらに含むことができる。適した薬
学的担体の例は、当業界で周知であり、これには、リン酸緩衝食塩水溶液、水、油／水型
乳剤などの乳剤、様々なタイプの湿潤剤、無菌溶液などが含まれる。そのような担体を含
む組成物は、周知の従来の方法によって製剤化することができる。これらの医薬組成物は
、適した用量で対象に投与することができる。
【０１９０】
　投与レジメンは、主治医および臨床的因子によって決定されることになる。医学分野で
周知の通り、任意の一患者の投薬量は、多くの因子に依存し、これには、患者のサイズ、
体表面積、年齢、投与される特定の化合物、性別、投与の時間および経路、一般健康状態
、ならびに同時に投与される他の薬物が含まれる。投与のための好ましい投薬量は、１日
当たり、体重１キログラム当たり、０．２４μｇから４８ｍｇ、好ましくは０．２４μｇ
から２４ｍｇ、より好ましくは０．２４μｇから２．４ｍｇ、さらに好ましくは０．２４
μｇから１．２ｍｇ、最も好ましくは０．２４μｇから２４０ｍｇ単位の範囲でありうる
。特に好ましい投薬量は、本明細書中下記に示されている。進行は、定期評価でモニター
することができる。投薬量は変動することになるが、ＤＮＡの静脈内投与に好ましい投薬
量は、ＤＮＡ分子約１０６～１０１２コピーである。
【０１９１】
　本開示の組成物は、局部に投与しても、全身投与してもよい。投与は、一般に非経口、
例えば、静脈内となる。ＤＮＡは、標的部位に直接的に、例えば、内部もしくは外部の標
的部位への微粒子銃送達または動脈内の部位へのカテーテルによって、投与してもよい。
好ましい実施形態では、医薬組成物は、皮下に、さらに好ましい実施形態では、静脈内に
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投与される。非経口投与用の製剤には、無菌水溶液、非水性溶液、懸濁液、および乳剤が
含まれる。非水性溶媒の例は、プロピレングリコール、ポリエチレングリコール、オリー
ブ油などの植物油、オレイン酸エチルなどの注射可能な有機エステルである。水性担体に
は、食塩水および緩衝化培地を含めた、水、アルコール／水性溶液、乳剤、または懸濁液
が含まれる。非経口ビヒクルには、塩化ナトリウム溶液、リンゲルブドウ糖、ブドウ糖お
よび塩化ナトリウム乳酸リンゲル液、または不揮発性油が含まれる。静脈内ビヒクルには
、流体、栄養補充剤、電解質補充剤（リンゲルブドウ糖ベースのものなど）などが含まれ
る。例えば、抗菌剤、酸化防止剤、キレート剤、不活性ガスなど、保存剤および他の添加
剤も含まれうる。加えて、本開示の医薬組成物は、好ましくはヒト由来の、例えば、血清
アルブミンまたは免疫グロブリンなど、タンパク質担体を含んでもよい。本開示の医薬組
成物は、タンパク質二重特異性一本鎖抗体コンストラクト、これをコードする核酸分子ま
たはベクター（本開示に記載のもの）に加えて、医薬組成物の意図された使用に応じて、
さらなる生物学的に活性な薬剤を含みうることが想定されている。
【０１９２】
　本明細書に記載の組成物は、いずれもキットに含めることができる。非限定的な例にお
いて、組換え発現ベクターを保持する、細胞療法で使用するための１種または複数の細胞
および／または細胞療法で使用するための１種または複数の細胞を生成するための試薬を
キットに含めることができる。キットの構成要素は、適した容器手段で提供される。
【０１９３】
　キットのいくつかの構成要素は、水性媒体に入れるか、凍結乾燥形態でパッケージング
することができる。キットの容器手段には、通常、少なくとも１つのバイアル、試験管、
フラスコ、ボトル、シリンジ、または他の容器手段が含まれることになり、その中に、構
成要素を入れる、好ましくは、適切にアリコートに分けることができる。キット内に複数
の構成要素がある場合、キットは、通常、第２、第３、または他の追加の容器を含有する
ことになり、その中に追加の構成要素を個別に入れることができる。しかし、構成要素の
様々な組合せを１つのバイアルに含めることもできる。キットは、典型的には、販売用に
構成要素をしっかりと封じ込めるための手段も含むことになる。そのような容器には、そ
の中に所望のバイアルが保持される射出成形またはブロー成形されたプラスチック容器が
含まれることになる。
【０１９４】
　キットの構成要素を１種および／または２種以上の液体溶液中で提供する場合、液体溶
液は水溶液であり、無菌水溶液が特に有用である。場合によっては、容器手段が、それ自
体、シリンジ、ピペット、および／または装置などの他のものであってもよく、そこから
、製剤を身体の感染領域に適用すること、動物に注射すること、ならびに／またはキット
の他の構成要素にさえ適用し、かつ／もしくはこれと混合することができる。
【０１９５】
　しかし、キットの構成要素は、乾燥粉末として提供することができる。試薬および／ま
たは構成要素を乾燥粉末として提供する場合、この粉末を、適した溶媒の添加によって再
構成することができる。溶媒を別の容器手段に入れて提供できることが企図されている。
キットは、無菌の薬学的に許容できるバッファーおよび／または他の希釈剤を含有するた
めの第２の容器手段を含むことができる。
【０１９６】
　特定の実施形態では、細胞療法に用いられる細胞をキットに入れて提供し、場合によっ
ては、細胞がキットの本質的に唯一の構成要素となる。キットは、所望の細胞を作るため
の試薬および材料を含むことができる。特定の実施形態では、試薬および材料には、所望
の配列を増幅するためのプライマー、ヌクレオチド、適したバッファー、バッファー試薬
、塩などが含まれ、場合によっては、試薬には、本明細書に記載のエンゲージャー分子を
コードするベクターおよび／もしくはＤＮＡならびに／またはそのための調節エレメント
が含まれる。
【０１９７】
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　特定の実施形態では、キット内に、個体から１つまたは複数の試料を抽出するのに適し
た１つまたは複数の装置がある。この装置は、シリンジ、メスなどであってもよい。
【０１９８】
　場合によっては、キットが、細胞療法実施形態に加えて、例えば、化学療法、ホルモン
療法、および／または免疫療法など、第２のがん療法も含む。キットは、個体用に特定の
がんに適合させ、個体用のそれぞれの第２のがん療法を含むようにできる。
【０１９９】
ＶＩ．エンゲージャーおよびエンゲージャーを含む宿主Ｔ細胞の治療的使用
　様々な実施形態において、本明細書に企図されている二重特異性一本鎖抗体コンストラ
クト、核酸配列、ベクター、宿主細胞、および／またはこれを含む医薬組成物は、腫瘍性
疾患など、がん疾患の予防、処置、または改善に用いられる。特定の実施形態では、本開
示の医薬組成物は、例えば固形腫瘍を有するがんを含めた、がんを予防、改善、および／
または処置するのに特に有用でありうる。
【０２００】
　本明細書で使用される場合、「処置」または「処置すること」は、疾患または病的状態
の症状または病態への有益または望ましいいかなる作用も含み、処置されている疾患また
は状態（例えば、がん）の１種または複数の測定可能マーカーにおける最小限の低減さえ
含みうる。処置は、場合によって、疾患もしくは状態の症状の軽減もしくは改善または疾
患もしくは状態の進行の遅延を伴うことがある。「処置」は、必ずしも、疾患もしくは状
態またはそれに伴う症状の完全な根絶または治癒を示すわけではない。
【０２０１】
　本明細書で使用される場合、「予防する」および「予防される」、「予防すること」な
どの類似の語は、疾患または状態、例えば、がんの発生または再発を予防する、阻害する
、またはその可能性を低減するためのアプローチを示す。この語は、疾患もしくは状態の
発症もしくは再発を遅らせること、または疾患もしくは状態の症状の発症もしくは再発を
遅らせることも指す。本明細書で使用される場合、「予防」および類似の語は、疾患また
は状態の発症または再発の前に、疾患または状態の強度、影響、症状、および／または負
荷を軽減させることも含む。
【０２０２】
　特定の実施形態では、本発明は、標準的なベクターおよび／または遺伝子送達系を用い
て、単独で、または任意の組合せで、かつ少なくともいくつかの態様では、薬学的に許容
できる担体または賦形剤と共に、投与することができる細胞、二重特異性一本鎖抗体コン
ストラクト、核酸分子、およびベクターを部分的に企図している。ある特定の実施形態で
は、投与に続いて、前記核酸分子またはベクターを、対象のゲノムに安定的に組み込むこ
とができる。
【０２０３】
　特定の実施形態では、ある種の細胞または組織に特異的なウイルスベクターを用いるこ
とができ、このベクターが前記細胞内で持続する。適した薬学的に担体および賦形剤は、
当業界で周知である。本開示に従って調製された組成物を、上記同定された疾患の予防も
しくは処置またはこれを遅らせるのに用いることができる。
【０２０４】
　さらに、本開示は、腫瘍性疾患の予防、処置、または改善のための方法であって、本明
細書に企図されており、かつ／または本明細書に企図されているプロセスによって生成さ
れたエンゲージャー分子、核酸配列、ベクターを有する細胞の有効量を、それを必要とす
る対象に投与するステップを含む方法に関する。
【０２０５】
　例示のＥｐｈＡ２エンゲージャー細胞の組成物の投与に関して考えられる適応症は、乳
腺、前立腺、肺、および結腸がん、または乳がん、結腸がん、前立腺がん、頭頚部がん、
皮膚がんなどの上皮がん／癌、尿生殖器がん、例えば、卵巣がん、子宮体がん、子宮がん
、および腎がん、肺がん、胃がん、小腸のがん、肝がん、膵がん、胆嚢がん、胆管のがん
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、食道がん、唾液腺のがん、ならびに甲状腺のがんを含めた、腫瘍性疾患を含めたがん疾
患である。特定の態様では、がんが、例えば、ＥｐｈＡ２陽性である。ＣＤ１９エンゲー
ジャー細胞の組成物の投与に関する例示的な適応症は、ＣＤ１９を発現するいかなる悪性
腫瘍も含めたがん疾患である。これらには、一般的に、Ｂ細胞系列に由来するすべての血
液悪性腫瘍が含まれる。加えて、異常にＣＤ１９を発現する悪性腫瘍も含まれる。本開示
の組成物の投与は、例えば、微小残存病変、初期がん、進行がん、および／または転移が
んおよび／または不応性がんを含めたすべてのステージおよびタイプのがんに有用である
。
【０２０６】
　本開示は、他の化合物、例えば、二重特異性抗体コンストラクト、標的に向けられる毒
素、または免疫細胞を介して作用する他の化合物との共投与プロトコールをさらに包含す
る。本発明の化合物の共投与のための臨床レジメンは、他方の構成要素を投与するのと同
時に、その前に、またはその後に行う共投与を包含しうる。特定の組合せ療法には、化学
療法、放射線照射、外科手術、ホルモン療法、または他のタイプの免疫療法が含まれる。
【０２０７】
　実施形態は、上記に定義されている二重特異性一本鎖抗体コンストラクト、上記に定義
されている核酸配列、上記に定義されているベクター、および／または上記に定義されて
いる宿主を含むキットに関する。本開示のキットは、本明細書中上記に記載されている医
薬組成物を単独で、または医療処置もしくは介入を必要とする個体に投与されるさらなる
医薬と組み合わせて含むことも企図されている。
【０２０８】
ＶＩＩ．併用療法
　ある特定の実施形態では、臨床態様のための本開示の方法が、抗がん剤など、過増殖疾
患の処置に有効な他の薬剤と併用される。例えば、「抗がん」剤は、がん細胞を殺滅する
、がん細胞のアポトーシスを誘導する、がん細胞の成長速度を低減させる、転移の発生率
または数を低減させる、腫瘍の大きさを低減させる、腫瘍成長を抑制する、腫瘍もしくは
がん細胞への血液供給を低減させる、がん細胞もしくは腫瘍に対する免疫応答を促進する
、がんの進行を防止もしくは抑制する、またはがんを有する対象の寿命を延長することに
よって、対象体内のがんに負の影響を与えることができる。より一般的には、これらの他
の組成物は、細胞を殺滅するか、その増殖を抑制するのに有効な総量で提供することにな
る。このプロセスは、がん細胞を、発現コンストラクトおよび薬剤または複数の因子と同
時に接触させることを含みうる。これは、細胞を、両方の薬剤を含む１つの組成物または
薬理学的製剤と接触させることによって、または細胞を、一方の組成物が発現コンストラ
クトを含み、他方が第２の薬剤を含む２つの異なる組成物もしくは製剤と同時に接触させ
ることによって達成できる。
【０２０９】
　例えば、化学療法および放射線療法薬剤に対する腫瘍細胞の耐性は、臨床腫瘍学におけ
る重大な問題となっている。現在のがん研究の１つの目標は、化学療法および放射線療法
の有効性を、それを他の療法と併用することによって改善する方法を見出すことである。
本開示の関係では、Ｔ細胞療法が、化学療法、放射線療法、または免疫療法介入およびア
ポトーシス促進性または細胞周期調節性薬剤と共に同様に使用できることが企図されてい
る。
【０２１０】
　代わりに、本発明の療法は、他方の薬剤処置と数分間から何週間かの間隔を置いて、そ
の前にまたはその後に行うことができる。他方の薬剤と本開示が個体に別々に適用される
実施形態では、一般に、各送達時の間で有意な期間が期限切れにならないことを確実にし
て、それにより、薬剤療法および本発明の療法が細胞に対してなお有利な併用効果を及ぼ
すことができるようにすることになる。そのような場合、細胞を、両方の様式と、相互に
約１２～２４時間の内、より好ましくは、相互に約６～１２時間の内に接触させることが
できることが企図されている。しかし、状況によっては、処置の期間をかなり延長し、そ
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れぞれの投与の間で数日（２、３、４、５、６、または７）から数週間（１、２、３、４
、５、６、７、または８）が経過することが望ましい可能性がある。
【０２１１】
　次のような様々な組合せを利用することができる。ここで、本開示は「Ａ」であり、例
えば、放射線療法または化学療法など、第２の薬剤は「Ｂ」である。
【０２１２】
Ａ／Ｂ／Ａ　　　　Ｂ／Ａ／Ｂ　　　　Ｂ／Ｂ／Ａ　　　　Ａ／Ａ／Ｂ　　　　Ａ／Ｂ／
Ｂ　　　　Ｂ／Ａ／Ａ　　　　Ａ／Ｂ／Ｂ／Ｂ　　　　Ｂ／Ａ／Ｂ／Ｂ
【０２１３】
Ｂ／Ｂ／Ｂ／Ａ　　　　　　　Ｂ／Ｂ／Ａ／Ｂ　　　　　　　Ａ／Ａ／Ｂ／Ｂ　　　　　
　　Ａ／Ｂ／Ａ／Ｂ　　　　　　Ａ／Ｂ／Ｂ／Ａ　　　　　　Ｂ／Ｂ／Ａ／Ａ
【０２１４】
Ｂ／Ａ／Ｂ／Ａ　　　　　　　Ｂ／Ａ／Ａ／Ｂ　　　　　　　Ａ／Ａ／Ａ／Ｂ　　　　　
　Ｂ／Ａ／Ａ／Ａ　　　　　　Ａ／Ｂ／Ａ／Ａ　　　　　　Ａ／Ａ／Ｂ／Ａ
【０２１５】
　必要に応じて処置サイクルを反復することが予期されている。様々な標準的療法および
外科的介入を本発明の細胞療法と組み合わせて適用できることも企図されている。
【０２１６】
Ａ．化学療法
　がん療法には、化学的処置および放射線照射ベースの処置の両方ならびに／または非免
疫ベースの標的化療法との様々な併用療法も含まれる。併用化学療法には、アルキル化剤
、代謝拮抗薬、植物アルカロイド、抗生物質、ホルモン剤、およびその他の抗がん剤を含
めた全クラスの化学療法剤が含まれる。特定の薬剤には、例えば、アブラキサン、アルト
レタミン、ドセタキセル、ハーセプチン、メトトレキサート、ノバントロン、ゾラデック
ス、シスプラチン（ＣＤＤＰ）、カルボプラチン、プロカルバジン、メクロレタミン、シ
クロホスファミド、カンプトテシン、イホスファミド、メルファラン、クロランブシル、
ブスルファン、ニトロソウレア、ダクチノマイシン、ダウノルビシン、ドキソルビシン、
ブレオマイシン、プリカマイシン、マイトマイシン、エトポシド（ＶＰ１６）、タモキシ
フェン、ラロキシフェン、エストロゲン受容体結合物質、タキソール、ゲムシタビン、フ
ルダラビン、ナベルビン、ファルネシルタンパク質トランスフェラーゼ阻害剤、トランス
プラチナ、５－フルオロウラシル、ビンクリスチン、およびビンブラスチン、または以上
の任意の類似体もしくは派生変異体、ならびにこれらの組合せが含まれる。
【０２１７】
　特定の実施形態では、個体のための化学療法が、本開示と共に、例えば、実施形態の投
与の前、間、および／または後に利用される。
【０２１８】
Ｂ．放射線療法
　ＤＮＡ損傷を引き起こし、かつ広く利用されている他の因子には、ガンマ線、Ｘ線およ
び／または腫瘍細胞への放射性同位元素の指向的送達として一般に知られているものが含
まれる。マイクロ波およびＵＶ照射などの他の形態のＤＮＡ損傷因子も企図されている。
これらの因子すべてが、ＤＮＡ、ＤＮＡの前駆体、ＤＮＡの複製および修復、ならびに染
色体の集合および維持に広範な損傷をもたらす可能性がきわめて高い。Ｘ線の線量範囲は
、長期間（３～４週間）にわたる場合の５０～２００レントゲンの１日線量から、２００
０～６０００レントゲンの単回線量までである。放射性同位元素の投与量範囲は、広範に
様々であってもよく、同位元素の半減期、照射される放射線の強度およびタイプ、ならび
に新生細胞による取り込みによって左右される。
【０２１９】
　細胞に用いられる場合、「接触」および「曝露」という用語は、本明細書では、治療用
コンストラクトおよび化学療法剤または放射線療法剤を標的細胞に送達するか、標的細胞
の直近に置くプロセスを述べるのに使用される。細胞の殺滅または分裂停止を行うため、
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細胞を殺滅するか、細胞が分裂するのを妨げるのに有効な総量で両薬剤を細胞に送達する
。
【０２２０】
Ｃ．免疫ベースではない標的化療法
　がん療法には、免疫ベースではない標的化療法との様々な併用療法も含まれる。これら
には、例えば、ＷＮＴ、ｐ５３、および／または、ＲＢシグナル伝達経路などのシグナル
伝達経路を抑制する薬剤が含まれる。他の例としては、チロシンキナーゼ、ＢＲＡＦ、Ｓ
ＴＡＴ３、もしくはｃ－ｍｅｔを抑制する薬剤、遺伝子発現を調節する薬剤、細胞死を誘
導する薬剤、または血管形成を遮断する薬剤が含まれる。特定の薬剤の例としては、メシ
ル酸イマチニブ、ダサチニブ、ニロチニブ、ボスチニブ、ラパチニブ、ゲフィニチブ、エ
ルロチニブ、テムシロリムス、エベロリムス、ベムラフェニブ、クリゾチニブ、ボリノス
タット、ロミデプシン、ベキサロテン、アリトリオニン、トレチノイン、ボルテゾミブ、
カーフィルゾミブ、プララトレキサート、ソラフェニブ、スニチニブ、パゾパニブ、レゴ
ラフェニブ、またはカボザンチニブが挙げられる。
【０２２１】
Ｄ．免疫療法
　免疫療法薬は、一般に、免疫エフェクター細胞および分子の使用に依存して、がん細胞
を標的にし、破壊する。免疫エフェクターは、例えば、腫瘍細胞の表面のなんらかのマー
カーに特異的な抗体でありうる。抗体だけで、治療のエフェクターとして働いても、Ｔ細
胞殺滅を実際に行うのに他の細胞を動員してもよい。抗体は、薬物または毒素（化学療法
剤、放射性核種、リシンＡ鎖、コレラ毒素、百日咳毒素など）とコンジュゲートさせても
よく、ターゲティング剤として働く。代わりに、エフェクターは、直接的または間接的に
腫瘍細胞標的と相互作用する表面分子を有するリンパ球でもよい。様々なエフェクター細
胞には、細胞傷害性Ｔ細胞およびＮＫ細胞が含まれる。
【０２２２】
　したがって、本明細書に記載の本発明の療法ではない免疫療法を、本開示のＴ細胞療法
との併用療法の一部として用いることもあり得る。併用療法の一般的なアプローチについ
て以下に論じる。一般に、腫瘍細胞には、標的にすることができる、すなわち、大部分の
他の細胞には存在しないなんらかのマーカーがあるはずである。多くの腫瘍マーカーが存
在しており、これらのいずれも、本開示の関係において、ターゲティングに適したもので
ありうる。一般的な腫瘍マーカーには、癌胎児性抗原、前立腺特異抗原、尿中腫瘍関連抗
原、胎児性抗原、チロシナーゼ（ｐ９７）、ｇｐ６８、ＴＡＧ－７２、ＨＭＦＧ、シリア
ルルイス抗原、ＭｕｃＡ、ＭｕｃＢ、ＰＬＡＰ、エストロゲン受容体、ラミニン受容体、
ｅｒｂ　Ｂ、およびｐ１５５などが含まれる。
【０２２３】
Ｅ．遺伝子
　さらに別の実施形態では、第２の処置が、治療用ポリヌクレオチドが本開示の臨床実施
形態の前もしくは後、またはそれと同時に投与される遺伝子療法である。細胞増殖の誘導
因子、細胞増殖の抑制因子、またはプログラム細胞死の調節因子を含めた様々な発現産物
が、本開示に包含される。
【０２２４】
Ｆ．外科手術
　がんを有するヒトの６０％が、予防、診断、病期分類、根治、および緩和のための手術
を含めたなんらかのタイプの手術を行うことになる。根治手術は、本開示の処置、化学療
法、放射線療法、ホルモン療法、遺伝子療法、免疫療法、および／または代替療法など、
他の療法とともに施用されうるがん治療である。
【０２２５】
　根治手術には、がん組織の全体または一部を物理的に摘出、切除、および／または破壊
する切除術が含まれる。腫瘍切除術は、少なくとも腫瘍の一部の物理的な摘出を指す。腫
瘍切除術に加えて、外科手術による処置には、レーザー外科療法、低温外科手術、電気外
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科手術、および顕微鏡下手術（モース手術）が含まれる。本開示は、表在がん、前がん病
変、または付帯的な量の正常組織の摘出とともに使用できることがさらに企図されている
。
【０２２６】
　がん細胞、組織、または腫瘍の全部または一部の切除に際し、体内に空洞が形成されう
る。さらなる抗がん療法の潅流、直接注射、または当該領域への局所適用によって、処置
を達成させてもよい。そのような処置は、例えば、１日、２日、３日、４日、５日、６日
、もしくは７日毎に、または１週、２週、３週、４週、および５週毎に、または１カ月、
２カ月、３カ月、４カ月、５カ月、６カ月、７カ月、８カ月、９カ月、１０カ月、１１カ
月、もしくは１２カ月毎に、反復することができる。これらの処置は、投薬量が可変的な
ものでもよい。
【０２２７】
Ｇ．他の薬剤
　処置の治療有効性を向上させるために、本開示と組み合わせて、他の薬剤を用いてもよ
いことが企図されている。これらの追加薬剤には、免疫調節剤、細胞表面受容体およびギ
ャップ結合の上方制御に作用する薬剤、細胞分裂停止および分化薬剤、細胞接着の阻害剤
、またはアポトーシス誘導因子に対する過増殖細胞の感受性を増強する薬剤が含まれる。
免疫調節剤には、腫瘍壊死因子；インターフェロンアルファ、ベータ、およびガンマ；Ｉ
Ｌ－２および他のサイトカイン；Ｆ４２Ｋおよび他のサイトカイン類似体；ＭＩＰ－１、
ＭＩＰ－１ベータ、ＭＣＰ－１、ＲＡＮＴＥＳ、および他のケモカインが含まれる。Ｆａ
ｓ／Ｆａｓリガンド、ＤＲ４もしくはＤＲ５／ＴＲＡＩＬなど、細胞表面受容体またはそ
のリガンドの上方制御は、過増殖細胞に対するオートクリンまたはパラクリン作用を確立
することによって、本開示のアポトーシス誘導能を強化するであろうことがさらに企図さ
れている。ギャップ結合の数を増加させることにより細胞間シグナル伝達が増強されると
、近傍の過増殖細胞集団に対する抗過増殖作用を増強するであろう。他の実施形態では、
処置の抗過増殖有効性を向上させるために、本開示と組み合わせて、細胞分裂停止または
分化薬剤を用いることができる。細胞接着の阻害剤は、本開示の有効性を向上させること
が企図されている。細胞接着阻害剤の例は、接着斑キナーゼ（ＦＡＫ）阻害剤およびロバ
スタチンである。処置の有効性を向上させるために、抗体ｃ２２５など、アポトーシスに
対する過増殖細胞の感受性を増強する他の薬剤を、本開示と組み合わせて使用できるであ
ろうことがさらに企図されている。
【実施例】
【０２２８】
　本開示の好ましい実施形態をより完全に説明するために、下記の実施例を示す。しかし
これらは、いかなる意味においても本開示の広い範囲を限定するものと解釈されないもの
とする。
【０２２９】
ＶＩＩＩ．実施例１：エンゲージャー細胞の生成
　本発明者らは、細胞（例えば、限定されるものではないが、Ｔ細胞、ＮＫ、またはＮＫ
Ｔ細胞）をエンゲージャーと名付けられた分泌可能な分子で遺伝的に改変することによっ
て、新規のクラスの細胞を開発した。エンゲージャーは、抗原認識ドメインおよび活性化
ドメインを含む。抗原認識ドメインおよび活性化ドメインは、１種または複数の分子と結
合でき、例えば、１）ｓｃＦｖ、２）ペプチド、および／または、３）天然リガンドを含
む。抗原認識ドメインは、標的細胞内および／または標的細胞上に存在するか、または標
的細胞によって分泌される分子と結合する。活性化ドメインは、細胞の細胞表面に発現さ
れた分子または細胞によって分泌された分子を認識する。活性化ドメインの例としては、
ＣＤ３、ＣＤ１６、ＣＤ２８、ＣＤ４０、ＣＤ１３４、またはＣＤ１３７と結合するドメ
インが挙げられる。エンゲージャー細胞の作用様式の例が、図１および３にまとめられて
いる。
【０２３０】
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　例として、ＥｐｈＡ２、ＣＤ１９、ＣＤ１２３、ＬｅＹ、Ｂ７Ｈ３、ＨＥＲ２、または
ＥＧＦＲに特異的な抗原認識ドメインと、ＣＤ３またはＣＤ１６に特異的な活性化ドメイ
ンとを含むエンゲージャーを、レトロウイルスベクターを用いて分泌する例示のＴ細胞を
本明細書に示す（ＥｐｈＡ２　Ｔ細胞エンゲージャー（図６）、ＣＤ１９　Ｔ細胞エンゲ
ージャー（図７）、ＣＤ１２３　Ｔ細胞エンゲージャー（図８）、ＬｅＹ　Ｔ細胞エンゲ
ージャー（図９）、Ｂ７Ｈ３　Ｔ細胞エンゲージャー（図１０）、ＨＥＲ２　Ｔ細胞エン
ゲージャー（図１１）、またはＥＧＦＲ　Ｔ細胞エンゲージャー（図１２）、およびＥｐ
ｈＡ２　ＮＫ細胞エンゲージャー（図１３）。
【０２３１】
ＩＸ．実施例２：エンゲージャーＴ細胞は抗原依存的に標的細胞を認識する
　特定の実施形態では、本発明者らは、２つのｓｃＦＶを含む分泌可能な二重特異性Ｔ細
胞エンゲージャーの、Ｔ細胞における発現を利用する、抗原に特異的なＴ細胞を与えるた
めの代替戦略を提供する。一方のｓｃＦＶは、ＣＤ３に特異的であり、他方のｓｃＦＶは
、選択された抗原に特異的である。本発明者らは、１）ＣＤ３および腫瘍抗原ＥｐｈＡ２
を認識する二重特異性Ｔ細胞エンゲージャー、２）ＣＤ３および腫瘍抗原ＣＤ１９を認識
する二重特異性Ｔ細胞エンゲージャー、３）ＣＤ３および腫瘍抗原ＣＤ１２３を認識する
二重特異性Ｔ細胞エンゲージャー、４）ＣＤ３および腫瘍抗原ＬｅＹを認識する二重特異
性Ｔ細胞エンゲージャー、５）ＣＤ３および腫瘍抗原Ｂ７Ｈ３を認識する二重特異性Ｔ細
胞エンゲージャー、６）ＣＤ３および腫瘍抗原ＨＥＲ２を認識する二重特異性Ｔ細胞エン
ゲージャー、ならびに７）ＣＤ３および腫瘍抗原ＥＧＦＲを認識する二重特異性Ｔ細胞エ
ンゲージャーを構築した。エンゲージャーＴ細胞は、例示の方法である、Ｔ細胞のウイル
ス形質導入によって生成した。エンゲージャー分子は容易に検出することができないので
、ＥｐｈＡ２特異的エンゲージャー分子は、６×Ｈｉｓ－ｍｙｃタグを付けて生成した（
ＥｐｈＡ２－ＨＭ　ＥＮＧ；図５Ａ）。標準的なＥｐｈＡ２－ＥＮＧおよびＥｐｈＡ２－
ＨＭ　ＥＮＧを発現するＴ細胞は、ＥｐｈＡ２陽性標的細胞を殺滅した。これは、Ｅｐｈ
Ａ２－ＨＭ　ＥＮＧが機能することを実証している（図５Ｂ）。ｍｙｃ抗体および６×Ｈ
ｉｓ抗体を用いて、ＥｐｈＡ２－ＨＭ　ＥＮＧ分子が、Ｔ細胞の細胞表面に結合すること
（図５Ｃ）および培地中に分泌される（図５Ｄ）ことを実証した。この実施形態の一部は
、第３のドメインをエンゲージャー分子に付加して、その機能を強化することができるこ
とである。ここで、「認識タグ」が付加されている。これは、エンゲージャー分子をさら
に改変することが可能であることを実証している。
【０２３２】
　ＥｐｈＡ２－ＥＮＧ　Ｔ細胞は、ＥｐｈＡ２陽性腫瘍細胞を認識する。ＣＤ３／Ｅｐｈ
Ａ２　Ｔ細胞エンゲージャーを発現するＴ細胞（ＥｐｈＡ２－ＥＮＧ－Ｔ細胞）は、Ｅｐ
ｈＡ２陽性がん細胞認識する（図６Ａ）。ＥｐｈＡ２－ＥＮＧ－Ｔ細胞を、ＥｐｈＡ２陽
性（Ｕ３７３、Ａ５４９）およびＥｐｈＡ２陰性（Ｋ５６２）の腫瘍細胞と共培養した。
２４時間後に、分析のため、培地を収集した。炎症誘発性サイトカインＩＦＮガンマの産
生によって判断すると、ＥｐｈＡ２－ＥＮＧ－Ｔ細胞は、Ｋ５６２とは対照的に、Ｕ３７
３およびＡ５４９を認識した。ＥｐｈＡ２を発現するように遺伝的に改変されたＫ５６２
細胞は、ＩＦＮガンマ産生を誘導した。これは、ＩＦＮガンマの産生を誘導するには、Ｅ
ｐｈＡ２が標的細胞によって発現されていなければならないことを強調する。形質導入さ
れていない（ＮＴ）Ｔ細胞およびこれらの腫瘍細胞上に発現されない抗原（ＣＤ１９）を
認識するエンゲージャーを分泌するＴ細胞は、ＩＦＮガンマを産生しない。ＮＴ　Ｔ細胞
およびＣＤ１９特異的なＴ細胞とは対照的に、ＥｐｈＡ２－ＥＮＧ－Ｔ細胞は、ＥｐｈＡ
２陽性腫瘍細胞の存在下でも増殖した。４種の例示のドナーの結果を示す（図６Ｂ）。
【０２３３】
　ＣＤ１９－ＥＮＧ－Ｔ細胞は、ＣＤ１９陽性腫瘍細胞を殺滅する（図７）。ＣＤ１９エ
ンゲージャーＴ細胞を、レトロウイルス形質導入によって生成された。ＦＡＣＳ分析で判
断すると、約５０％のＴ細胞が形質導入された（図７Ａ、Ｂ）。クロム放出アッセイ（図
７Ｃ）ならびにＩＦＮ－ガンマおよびＩＬ－２の分泌（図７Ｄ）によって判断すると、Ｃ
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Ｄ１９陰性Ｋ５６２細胞とは対照的に、ＣＤ１９－ＥＮＧ　Ｔ細胞は、ＣＤ１９陽性標的
細胞を認識した。いずれの標的も、形質導入されていない（ＮＴ）Ｔ細胞または無関係な
抗原に特異的なエンゲージャーを分泌するＴ細胞（ＥｐｈＡ２－ＥＮＧ　Ｔ細胞）によっ
て認識されなかった。
【０２３４】
　ＣＤ１２３－ＥＮＧ　Ｔ細胞はＣＤ１２３陽性腫瘍細胞を殺滅する（図８）。それぞれ
ＣＤ１２３分子上の異なるエピトープに結合するＣＤ１２３特異ＭＡｂ２６２９２（２９
２）および３２７１６（７１６）に由来するＣＤ１２３特異的なエンゲージャー分子をコ
ードする２つのレトロウイルスベクターが生成された（図８Ａ）。ＣＤ１２３（２９２）
およびＣＤ１２３（７１６）特異的なＴ細胞を、レトロウイルス形質導入によって生成し
た。ＦＡＣＳ分析で判断すると、８０％超のＴ細胞が遺伝的に改変された（図８Ａ）。Ｉ
ＦＮガンマ分泌によって判断すると、共培養アッセイにおいて、ＣＤ１２３（２９２）お
よびＣＤ１２３（７１６）に特異的なＥＮＧ　Ｔ細胞は、ＣＤ１２３陽性標的細胞、ＫＧ
１ａおよびＣＤ１２３を発現するように遺伝的に改変されたＪｕｒｋａｔ　Ｔ細胞（Ｊｕ
ｒｋａｔ－ＣＤ１２３）を認識した（図８Ｂ、Ｃ）。対照的に、ＣＤ１２３陰性の親Ｊｕ
ｒｋａｔ　Ｔ細胞は、ＩＦＮガンマ分泌を誘導せず、無関係の抗原（ＣＤ１９）に特異的
なＥＮＧ　Ｔ細胞は、試験されたどの標的細胞にも、反応してサイトカインを放出するこ
とがなかった（図８Ｃ）。ＣＤ１９特異的なＥＮＧ　Ｔ細胞とは対照的に、ＣＤ１２３（
２９２）およびＣＤ１２３（７１６）に特異的なＥＮＧ　Ｔ細胞は、標準的な細胞傷害性
アッセイにおいて、ＫＧ１ａ細胞を殺滅した。これは、抗原の特異性を確認するものであ
る（図８Ｄ）。
【０２３５】
　ＬｅＹ－ＥＮＧ　Ｔ細胞はＬｅＹ陽性腫瘍細胞を殺滅する（図９）。ＬｅＹ－ＥＮＧ　
Ｔ細胞がＬｅＹ陽性標的細胞を殺滅することを実証するために、本発明者らは、エフェク
ターとしてのＬｅＹ－ＥＮＧ　Ｔ細胞およびＣＤ１９－ＥＮＧ　Ｔ細胞と、Ｋ５６２（Ｃ
Ｄ１９－、ＬｅＹ－）およびＫＧ１ａ（ＣＤ１９－、ＬｅＹ＋）標的細胞とを用いて、標
準的な細胞傷害性アッセイを行った。ＬｅＹ陽性標的細胞のみが、ＬｅＹ－ＥＮＧ　Ｔ細
胞によって殺滅された。対照的に、ＣＤ１９－ＥＮＧ　Ｔ細胞は、いかなる細胞溶解活性
も有しなかった。
【０２３６】
　Ｂ７Ｈ３－ＥＮＧ　Ｔ細胞はＢ７Ｈ３陽性腫瘍細胞を認識して、殺滅する（図１０）。
Ｂ７Ｈ３－ＥＮＧ　Ｔ細胞がＢ７Ｈ３陽性腫瘍細胞を特異的に認識するかどうか決定する
ために、本発明者らは、Ｂ７Ｈ３－ＥＮＧ　Ｔ細胞の、Ｂ７Ｈ３陽性（Ｕ３７３、ＬＭ７
、ＣＨＬＡ２５５）およびＢ７Ｈ３陰性（ＨＴＢ１１９）の腫瘍細胞との共培養アッセイ
を行った。試験されたすべての腫瘍細胞がＣＤ１９を発現しなかったので、ＣＤ１９－Ｅ
ＮＧ　Ｔ細胞を対照として用いた。Ｂ７Ｈ３陽性標的Ｔ細胞のみが、Ｂ７Ｈ３－ＥＮＧ　
Ｔ細胞のＩＦＮガンマ産生を誘導した（図１０Ａ）。これは、Ｂ７Ｈ３－ＥＮＧ　Ｔ細胞
の抗原特異的な活性化を実証している。Ｂ７Ｈ３－ＥＮＧ　Ｔ細胞の細胞溶解活性を決定
するために、Ｕ３７３、ＬＭ７、ＣＨＬＡ２５５を、Ｂ７Ｈ３－ＥＮＧ　Ｔ細胞またはＣ
Ｄ１９－ＥＮＧ　Ｔ細胞と共にインキュベートした。クリスタルバイオレット染色によっ
て判断すると、Ｂ７Ｈ３－ＥＮＧ　Ｔ細胞は、すべての腫瘍細胞を殺滅したが、ＣＤ１９
－ＥＮＧ　Ｔ細胞の存在下では殺滅が観察されなかった（図１０Ｂ）。
【０２３７】
　ＨＥＲ２－ＥＮＧ　Ｔ細胞はＨＥＲ２陽性腫瘍細胞を認識する。（図１１）。ＨＥＲ２
－ＥＮＧ　Ｔ細胞が、抗原依存的にＨＥＲ２陽性標的細胞を認識することを実証するため
に、本発明者らは、ＨＥＲ２－ＥＮＧ　Ｔ細胞または形質導入されていない（ＮＴ）Ｔ細
胞を、ＨＥＲ２陽性（Ｕ３７３）およびＨＥＲ２陰性（ＭＤＡ）の腫瘍細胞と共培養した
。２４時間後にＩＦＮガンマを測定した。Ｕ３７３はＩＦＮガンマ産生を誘導したが、Ｍ
ＤＡはしなかった。これは、ＨＥＲ２陽性腫瘍細胞の抗原特異的な認識を実証する。ＮＴ
　Ｔ細胞の存在下では、いずれの標的によっても、ＩＦＮガンマ産生が観察されなかった
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。
【０２３８】
　８０６－ＥＮＧ　Ｔ細胞はＥＧＦＲ陽性腫瘍細胞を認識する（図１２）。ＥＧＦＲが遺
伝子増幅されているか、ＥＧＦＲｖＩＩＩを発現する細胞におけるコンフォメーションＥ
ＧＦＲエピトープ８０６を、８０６－ＥＮＧ　Ｔ細胞が認識することを実証するために、
本発明者らは、Ｕ３７３（ＥＧＦＲ低レベル陽性）、Ａ４３１（増幅されたＥＧＦＲ遺伝
子）、Ｋ５６２（ＥＧＦＲ陰性）、およびＥＧＦＲｖＩＩＩを発現するように遺伝的に改
変されたＫ５６２（Ｋ５６２－ＥＧＦＲｖＩＩＩ）との共培養アッセイを行った。Ａ４３
１およびＫ５６２－ＥＧＦＲｖＩＩＩの存在下で、有意なＩＦＮガンマ産生が観察された
。対照的に、いずれの標的（すべてＣＤ１９陰性）も、ＣＤ１９－ＥＮＧ　Ｔ細胞のＩＦ
Ｎガンマ産生を誘導しなかった。
【０２３９】
　ＥｐｈＡ２特異的ＮＫ細胞エンゲージャーを分泌するＴ細胞は抗原特異的にＮＫ細胞を
活性化する（図１３）。ＥｐｈＡ２特異的ｓｃＦｖに連結されたＣＤ１６特異的なｓｃＦ
ｖからなるＮＫ細胞エンゲージャーをコードするレトロウイルスベクターでＴ細胞に形質
導入した（図１３Ａ。）形質導入されたＴ細胞（ＣＤ１６．ＥｐｈＡ２－ＥＮＧ　Ｔ細胞
）を、自系ＮＫ細胞の非存在下または存在下で、ＩＬ１３Ｒアルファ２またはＥｐｈＡ２
コーティングされたプレート上でインキュベートした。２４時間後にＩＦＮガンマ産生を
測定した。ＣＤ１６．ＥｐｈＡ２－ＥＮＧ　Ｔ細胞／ＮＫ細胞共培養は、ＥｐｈＡ２の存
在下では、高レベルのＩＦＮガンマを産生したが、ＩＬ１３Ｒアルファ２の存在下では産
生しなかった。加えて、ＣＤ１６．ＥｐｈＡ２－ＥＮＧ　Ｔ細胞またはＮＫ細胞は、単独
ではＩＦＮガンマを産生しなかった。これは、ＣＤ１６．ＥｐｈＡ２－ＥＮＧ　Ｔ細胞が
ＮＫ細胞を特異的にＥｐｈＡ２にリダイレクトすることができることを示している（図１
３Ｂ）。
【０２４０】
Ｘ．実施例３：エンゲージャーＴ細胞はバイスタンダーＴ細胞を標的細胞にリダイレクト
する－ｉｎ　ｖｉｔｒｏ研究
　ＥｐｈＡ２－ＥＮＧ－Ｔ細胞の上清は、形質導入されていないＴ細胞を、腫瘍細胞を認
識するように「武装させる」（図１４Ａ）。ＥｐｈＡ２－ＥＮＧ－Ｔ細胞から培地を収集
し、形質導入されていないＴ細胞および腫瘍細胞と混ぜた。形質導入されていないＴ細胞
は、Ｕ３７３曝露後にＩＦＮガンマを産生した。これはＴ細胞活性化を示す。対照的に、
形質導入されていないＴ細胞から採取された培地と混ぜた場合、形質導入されていないＴ
細胞はＩＦＮガンマを産生しなかった。したがって、ＥｐｈＡ２－ＥＮＧ－Ｔ細胞は、Ｔ
細胞エンゲージャーを分泌して、バイスタンダーＴ細胞を「武装させる」。４種の例示の
ドナーの結果を示す。
【０２４１】
　ＥｐｈＡ２－ＥＮＧ－Ｔ細胞は、形質導入されていないＴ細胞を、腫瘍細胞を認識する
ように「武装させる」（図１４Ｂ、Ｃ）。ＥｐｈＡ２－ＥＮＧ－Ｔ細胞を、共培養アッセ
イのトランスウェル内にプレーティングし、腫瘍細胞および形質導入されていないＴ細胞
をボトム（プレートウェル）内にプレーティングした。クリスタルバイオレット染色によ
って、生存腫瘍細胞を測定した。腫瘍細胞の殺滅は、形質導入されていないＴ細胞の存在
に依存した。これは、ＥｐｈＡ２－ＥＮＧ　Ｔ細胞が能動的にエンゲージャーを分泌する
ことを実証している。ＣＤ１９－ＥＮＧ　Ｔ細胞は、抗腫瘍作用を有しなかった。これは
、再度、アプローチの特異性を強調する。ＥｐｈＡ２－ＥＮＧ　Ｔ細胞とＥｐｈＡ２－Ｃ
ＡＲ　Ｔ細胞の直接比較（図１４Ｄ）。エンゲージャーと同じＥｐｈＡ２特異的ｓｃＦｖ
を含有する第２世代のＣＡＲを発現するＴ細胞（ＥｐｈＡ２－ＣＡＲ　Ｔ細胞）の活性を
比較した。Ｔ細胞に含まれる形質導入ＥｐｈＡ２－ＥＮＧ　Ｔ細胞またはＥｐｈＡ２－Ｃ
ＡＲ　Ｔ細胞の百分率を増大させながら、Ｕ３７３細胞を１×１０５個のＴ細胞と共にイ
ンキュベートした。４８時間後に生存腫瘍細胞をＭＴＳアッセイによって測定した。９９
％超の腫瘍細胞殺滅を達成するのに、ＥｐｈＡ２エンゲージャーを発現するＴ細胞が約１
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０％あればよいのみだった。同じ抗腫瘍活性は、約７５％のＴ細胞がＥｐｈＡ２－ＣＡＲ
を発現したときにのみ観察された（ｐ＜０．００００１）。
【０２４２】
　ＣＤ１９－ＥＮＧ－Ｔ細胞は、形質導入されていないＴ細胞を、腫瘍細胞を認識するよ
うに「武装させる」（図１５）。ＥｐｈＡ２－ＥＮＧ－Ｔ細胞を、共培養アッセイのトラ
ンスウェル内にプレーティングし、ルシフェラーゼを発現するＢＶ１７３腫瘍細胞および
形質導入されていないＴ細胞をボトム（プレートウェル）にプレーティングした。ルシフ
ェラーゼアッセイによって生存腫瘍細胞を測定した。腫瘍細胞の殺滅は、形質導入されて
いないＴ細胞の存在に依存した。これは、ＣＤ１９－ＥＮＧ　Ｔ細胞が能動的にエンゲー
ジャーを分泌することを実証している。ＥｐｈＡ２－ＥＮＧ　Ｔ細胞は、抗腫瘍作用を有
しなかった。これは、再度、アプローチの特異性を強調する。
【０２４３】
　ＥｐｈＡ２－ＥＮＧ－Ｔ細胞は、活性化されると、より多くのエンゲージャーを分泌す
る（図１６）。ＥｐｈＡ２－ＥＮＧ－Ｔ細胞を、ＥｐｈＡ２タンパク質または対照（ＨＥ
Ｒ２）タンパク質で活性化した。活性化されたＥｐｈＡ２－ＥＮＧ　Ｔ細胞は、ＩＦＮガ
ンマ（図１６Ａ）およびより多くのエンゲージャー分子（図１６Ｂ）を分泌した。活性化
されたエンゲージャーＴ細胞および活性化されていないエンゲージャーＴ細胞の抗腫瘍活
性を、ルシフェラーゼを発現するＥｐｈＡ２陽性Ｕ３７３細胞とのトランスウェル共培養
アッセイで評価した。ＥｐｈＡ２で活性化されたＥｐｈＡ２－ＥＮＧ　Ｔ細胞は、対照よ
り約１０倍強力なＥｐｈＡ２－ＥＮＧ　Ｔ細胞であった。これは、Ｔ細胞活性化によって
、より多くのエンゲージャーが分泌されることを実証する（図１６Ｃ）。活性化されたＥ
ｐｈＡ２－ＥＮＧ　Ｔ細胞の、ＥｐｈＡ２陰性腫瘍細胞（ＢＶ１７３）に対する殺滅には
、増大が観察されなかった。これは、特異性を確認する（図１６Ｄ）。
【０２４４】
ＸＩ．実施例４：エンゲージャーＴ細胞はバイスタンダーＴ細胞を標的細胞にリダイレク
トする－ｉｎ　ｖｉｖｏ研究
　ＥｐｈＡ２エンゲージャーは、形質導入Ｔ細胞およびバイスタンダーＴ細胞の拡張をｉ
ｎ　ｖｉｖｏで誘導する（図１７）。ＥｐｈＡ２－ＥＮＧ　Ｔ細胞がｉｎ　ｖｉｖｏで拡
張することを実証するために、ヒトＡ５４９肺がんＳＣＩＤ異種移植モデルを用いた。担
がんマウス（ｎ＝５）または対照（ｎ＝５）マウスに、５×１０６個のｅＧＦＰ．ｆｆｌ
ｕｃを発現するＥｐｈＡ２－ＥＮＧ　Ｔ細胞と５×１０６個の無改変Ｔ細胞の混合物を静
脈内（ｉ．ｖ．）注射し、１用量のＩＬ２を腹腔内（ｉ．ｐ．）投与した。ＥｐｈＡ２－
ＥＮＧ　Ｔ細胞は、担がんマウス体内で拡張したが、腫瘍の非存在下では拡張が観察され
なかった（図１７Ｂ）。ＥｐｈＡ２－ＥＮＧ　Ｔ細胞がバイスタンダーＴ細胞の拡張をｉ
ｎ　ｖｉｖｏで誘導することを実証するために、担がんマウスに、５×１０６個のＥｐｈ
Ａ２－ＥＮＧ　Ｔ細胞と５×１０６個のｅＧＦＰ．ｆｆＬｕｃを発現するＴ細胞（ｎ＝５
）または５×１０６個のＣＤ１９－ＥＮＧ　Ｔ細胞と５×１０６個のｅＧＦＰ．ｆｆＬｕ
ｃを発現するＴ細胞（ｎ＝５）の混合物をｉ．ｖ．注射した。生物発光イメージングによ
って判断すると、ＥｐｈＡ２－ＥＮＧ　Ｔ細胞と同時注射された場合のみ、ｅＧＦＰ．ｆ
ｆＬｕｃを発現するＴ細胞が拡張した（図１７Ｂ）。これらの結果は、ＥｐｈＡ２エンゲ
ージャーが、形質導入Ｔ細胞およびバイスタンダーＴ細胞の拡張をｉｎ　ｖｉｖｏで抗原
依存的に誘導したことを示す。
【０２４５】
ＸＩＩ．実施例５：エンゲージャーＴ細胞はｉｎ　ｖｉｖｏで強力な抗腫瘍活性を有する
。
　エンゲージャーＴ細胞のｉｎ　ｖｉｖｏ抗腫瘍活性を４種の動物モデルで評価した。実
験のあらましが図１８にまとめられている。
【０２４６】
ＥｐｈＡ２－ＥＮＧ　Ｔ細胞は、神経膠腫モデルにおける強力な抗腫瘍活性を有する（図
１９Ａ、Ｃ）。ヒト神経膠腫モデルおよび肺がんＳＣＩＤ異種移植モデルにおけるＥｐｈ
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Ａ２－ＥＮＧ　Ｔ細胞の抗腫瘍活性を評価した。１×１０５個のＵ３７３．ｅＧＦＰ．ｆ
ｆＬｕｃ細胞を頭蓋内注射した７日後に、２×１０６個のＥｐｈＡ２－ＥＮＧ　Ｔ細胞（
ｎ＝８）またはＣＤ１９－ＥＮＧ　Ｔ細胞（ｎ＝５）を、マウスの腫瘍部位に定位的に注
射した。未処置の動物を対照（ｎ＝５）として用いた。連続生物発光イメージングを用い
て、腫瘍成長を追跡した（図１９Ａ、Ｂ）。ＥｐｈＡ２－ＥＮＧ　Ｔ細胞で処置されたマ
ウスは、腫瘍シグナルが２ログ以上低減していた。この結果、８匹中５匹のマウスが長期
無再発生存を得た（ｐ＜０．０００５）（図１９Ｃ）。
【０２４７】
　ＥｐｈＡ２－ＥＮＧ　Ｔ細胞は、全身性肺がんモデルにおける強力な抗腫瘍活性を有す
る（図１９Ｄ、Ｆ）。Ａ５４９．ｅＧＦＰ．ｆｆＬｕｃ転移肺がんモデルにおけるＥｐｈ
Ａ２－ＥＮＧ　Ｔ細胞の抗腫瘍有効性を評価した。０日目に２．５×１０６個のＡ５４９
．ｅＧＦＰ．ｆｆＬｕｃ細胞をｉ．ｖ．注射し、７、１４、２１日目にマウスに１×１０
７個のＥｐｈＡ２－ＥＮＧ　Ｔ細胞（ｎ＝５）またはＣＤ１９－ＥＮＧ　Ｔ細胞（ｎ＝４
）をｉ．ｖ．投与し、１用量のＩＬ２をｉ．ｐ．投与した。未処置の動物を対照（ｎ＝５
）として用いた。ＥｐｈＡ２－ＥＮＧ　Ｔ細胞で処置されたマウスのみが、最初のＴ細胞
投与の５日後という早期に腫瘍シグナルを有意に低減させ（ｐ＜０．００５）（図１９Ｄ
、Ｅ）、ＣＤ１９－エンゲージャーＴ細胞で処置されたマウスおよび未処置マウスと比較
して、生存に有利となった（ｐ＜０．００５）（図１９Ｆ）。
【０２４８】
　ＣＤ１９－ＥＮＧ　Ｔ細胞は強力な抗腫瘍白血病モデルを有する（図２０Ａ、Ｂ）。Ｂ
Ｖ１７３．ｆｆＬｕｃ　ＮＳＧ白血病モデルにおけるＣＤ１９－ＥＮＧ　Ｔ細胞の抗腫瘍
活性を決定した。０日目にＢＶ１７３．ｆｆＬｕｃ細胞をｉ．ｖ．注射し、７、１４、２
１日目に、マウスに１×１０７個のＣＤ１９－ＥＮＧ　Ｔ細胞（ｎ＝５）またはＣＤ１９
－ＥＮＧ　Ｔ細胞（ｎ＝５）のｉ．ｖ．投与およびＩＬ２のｉ．ｐ．投与を行った。未処
置の動物を対照（ｎ＝５）として用いた。ＣＤ１９－ＥＮＧ　Ｔ細胞で処置されたマウス
のみが、腫瘍シグナルを有意に低減した（ｐ＜０．００５）。ＥｐｈＡ２－ＥＮＧ　Ｔ細
胞を投与されたマウスとは対照的に、ＣＤ１９－ＥＮＧ　Ｔ細胞で処置されたすべてのマ
ウスが疾患から回復した。
【０２４９】
　ＣＤ１９－ＥＮＧ　Ｔ細胞は、強力な抗腫瘍リンパ腫モデルを有する（図２１Ａ、Ｂ）
。０日目にＤａｕｄｉ．ｆｆＬｕｃ細胞をｉ．ｖ．注射し、３、６、９日目にマウスに１
×１０７個のＣＤ１９－ＥＮＧ　Ｔ細胞（ｎ＝５）または形質導入されていない（ＮＴ）
Ｔ細胞（ｎ＝５）をｉ．ｖ．投与した。ＮＴ－Ｔ細胞で処置されたマウスでは、腫瘍が指
数関数的に成長したが、ＣＤ１９－ＥＮＧ　Ｔ細胞で処置されたマウスでは、成長が観察
されなかった。
【０２５０】
ＸＩＩＩ．実施例６：Ｔ細胞の細胞表面上の共刺激分子またはＩＬ１５を発現することに
よって、エンゲージャーＴ細胞の機能を強化することができる。
　共刺激分子を共発現するＣＤ１９－ＥＮＧ　Ｔ細胞の生成（図２２）。共刺激は、Ｔ細
胞表面上に共刺激分子を発現することによって提供することができる。Ｔ細胞が活性化さ
れたら、それらは対応するリガンドを発現し、持続的なＴ細胞活性化がもたらされる。Ｉ
ＲＥＳによって分離された４１ＢＢＬおよびＣＤ８０をコードするレトロウイルスベクタ
ー（図２２Ａ）を生成した。エンゲージャー分子すなわちＣＤ８０と４１ＢＢＬとをコー
ドするレトロウイルスベクターでＴ細胞に「二重」形質導入すると、エンゲージャー分子
をコードするレトロウイルスで形質導入されただけのＴ細胞とは対照的に、Ｔ細胞の細胞
表面上にＣＤ８０および４１ＢＢＬが発現される結果となる（図２２Ｂ）。共刺激分子を
発現しない標的細胞の存在下では、定常的なＩＬ２産生があった（図２２Ｂ）。これは、
Ｔ細胞に追加の遺伝的改変を導入して、その機能を強化することが可能であることを強調
する。
【０２５１】
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　ＥｐｈＡ２－ＥＮＧおよびＩＬ１５を発現するＴ細胞の生成（図２３および２４）。エ
ンゲージャー分子またはＩＬ１５をコードするレトロウイルスベクターでＴ細胞に「二重
」形質導入することによって、ＥｐｈＡ２－ＥＮＧ／ＩＬ１５Ｔ細胞を生成した。Ｅｐｈ
Ａ２陽性腫瘍細胞による刺激後、ＥｐｈＡ２－ＥＮＧ／ＩＬ１５Ｔ細胞は、ＩＦＮガンマ
、ＩＬ２、およびＩＬ１５を産生した（図２３）。ＥｐｈＡ２－ＥＮＧを発現するのみの
Ｔ細胞と比較して、ＥｐｈＡ２－ＥＮＧ／ＩＬ１５Ｔ細胞刺激の増殖が増強された（図２
４）。これは、共刺激分子をコードする遺伝子以外に、追加の遺伝子をＴ細胞に導入して
、その機能を強化することが可能であることを強調する。
【０２５２】
ＸＩＶ．実施例７：ある特定の実施形態の概要
　本明細書には、二重特異性Ｔ細胞エンゲージャーを分泌する新規のクラスのＴ細胞の開
発および特性分析が記載されており、抗原特異的なエンゲージャーを分泌するＴ細胞が、
抗原陽性細胞を効果的に標的にすることが示されている。これらのエンゲージャーＴ細胞
は、免疫刺激性サイトカインを産生し、抗原特異的に増殖し、抗原陽性の標的と共培養さ
れると、腫瘍細胞溶解を誘導し、バイスタンダーＴ細胞を抗原陽性腫瘍細胞にリダイレク
トし、強力なｉｎ　ｖｉｖｏ抗腫瘍活性を有する。
【０２５３】
　ＣＡＲまたは遺伝子操作されたＴＣＲによるＴ細胞の遺伝的改変は、抗原特異的なＴ細
胞を迅速に生成する魅力的な戦略である。しかし、ＣＡＲも、遺伝子操作されたＴＣＲ　
Ｔ細胞も、バイスタンダーＴ細胞をがん細胞にリダイレクトすることができると示されて
はいない。いくつかの研究者グループが、常在Ｔ細胞を腫瘍細胞にリダイレクトするため
に、二重特異性Ｔ細胞エンゲージャー（ＢｉＴＥ）、二重親和性再ターゲティング抗体（
ＤＡＲＴ）、およびダイアボディを含めた二重特異性抗体を開発している。これらのうち
、ＣＤ１９特異的なＢｉＴＥであるブリナツモマブが、血液悪性腫瘍を有する患者に関す
る第Ｉ相およびＩＩ相臨床試験において有望な結果を示している。しかし、ＢｉＴＥは、
持続注入で投与しなければならず、これには、全身毒性が伴いうる。加えて、通常のＭＡ
ｂのように、ＢｉＴＥは、注入されたら、能動的な生体分布も、自己増幅もない。加えて
、それらは組織平面を貫通しない。これによって、固形腫瘍を有するヒトにおける、Ｂｉ
ＴＥの活性が今のところでは限定されていることの原因が説明されるかもしれない。
【０２５４】
　エンゲージャー分子を分泌するＴ細胞は、注入後にも持続し拡張することができ、腫瘍
部位へと能動的に移動し、活性化されると導入遺伝子発現を増強するので、二重特異性Ｍ
Ａｂのもつ多くの限定を克服することができる。実際、エンゲージャーＴ細胞はｉｎ　ｖ
ｉｖｏで拡張し、これは、エンゲージャー分子を持続注入する必要性を取り除く。エンゲ
ージャー細胞は、活性化されたら、エンゲージャー分子の産生を増強し、これによって、
バイスタンダーＴ細胞を腫瘍細胞にリダイレクトする能力が強化される結果となった。特
定の実施形態では、Ｔ細胞のこれらの好ましい特色により、毒性となる可能性のある全身
曝露を最小限にしながら、腫瘍部位におけるエンゲージャー分子の濃度が高くなる。
【０２５５】
　ｉｎ　ｖｉｖｏにおいて、エンゲージャーＴ細胞は、４種の動物モデルにおける強力な
抗腫瘍活性を有した。これは、エンゲージャーＴ細胞の治療可能性が大きいことを実証し
ている。
【０２５６】
　結論として、エンゲージャーＴ細胞は、抗原依存的にバイスタンダーＴ細胞を腫瘍細胞
にリダイレクトする独特の能力を有する新規クラスの抗原特異的なＴ細胞を提供する。エ
ンゲージャーＴ細胞は、局所領域性および全身性の異種移植モデルにおいて、定着腫瘍の
退縮を誘導した。したがって、エンゲージャーＴ細胞は、がんのための現在の免疫療法を
改善するのに有用である。
【０２５７】
ＸＶ．実施例８：材料と方法
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　この実施例は、ＥｐｈＡ２に関する特定的であるが例示の実施形態を記載する。当業者
は、そのような実施例が他の実施形態へと外挿可能であり、当業者の通常の技術の範囲内
であることを認識している。
【０２５８】
Ａ．腫瘍細胞株
　肺がん細胞株Ａ５４９、白血病細胞株Ｋ５６２、および膠芽腫株Ｕ３７３は、ＡＴＣＣ
（アメリカ培養細胞系統保存機関）から購入した。白血病細胞株ＢＶ１７３は、ライプニ
ッツ研究所（Ｌｅｉｂｎｉｚ　Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ）ＤＳＭＺ（ドイツ微生物細胞培養コ
レクション、Ｂｒａｕｎｓｃｈｗｅｉｇ、Ｇｅｒｍａｎｙ）から購入した。ヒトＥｐｈＡ
２を発現するＫ５６２細胞（Ｋ５６２－ＥｐｈＡ２）と、ｆｆＬｕｃを発現するＵ３７３
、Ａ５４９、およびＢＶ１７３細胞の生成については前に記載されている。
【０２５９】
Ｂ．ＥｐｈＡ２特異的およびＣＤ１９特異的なＥＮＧをコードするレトロウイルスベクタ
ーの構築
　免疫グロブリン重鎖リーダーペプチド、ＥｐｈＡ２特異的ｓｃＦｖ　４Ｈ５、短いセリ
ン－グリシンリンカー、およびＯＫＴ３由来のＣＤ３特異的なｓｃＦＶを含有するＥｐｈ
Ａ２特異的エンゲージャーの構築については、他の箇所に記載されている。ＥｐｈＡ２特
異的エンゲージャーをｐＳＦＧ－ＩＲＥＳ－ｍＯｒａｎｇｅにサブクローニングした。免
疫グロブリン重鎖リーダーペプチド、ＣＤ１９特異的なｓｃＦｖ（ＦＭＣ６３）、短いセ
リン－グリシンリンカー、およびＯＫＴ３由来のＣＤ３特異的なｓｃＦＶを含有するＣＤ
１９特異的エンゲージャーは、Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ（Ｃａｒｌｓｂａｄ、ＣＡ）によっ
て合成され、これをｐＳＦＧ－ＩＲＥＳ－ｍＯｒａｎｇｅにサブクローニングした。ＲＤ
１１４シュードタイプ化されたレトロウイルス粒子を生成した。
【０２６０】
Ｃ．ＥＮＧ　Ｔ細胞の生成
　ＥＮＧ発現またはＣＡＲ発現Ｔ細胞については、前に記載されている通りに生成した。
採血の前に、健常ドナーから、ベイラー医科大学（Ｂａｙｌｏｒ　Ｃｏｌｌｅｇｅ　ｏｆ
　Ｍｅｄｉｃｉｎｅ）施設内倫理委員会によって承認されたプロトコールに従ってインフ
ォームドコンセントを得た。ＰＢＭＣは、ＯＫＴ３およびＣＤ２８抗体でコーティングさ
れた非組織培養処理の２４ウェルプレート上で刺激した。２日目にヒトＩＬ２（Ｐｒｏｌ
ｅｕｋｉｎ、Ｃｈｉｒｏｎ）を培養物に添加し、３日目に、ＲｅｔｒｏＮｅｃｔｉｎ（Ｃ
ｌｏｎｔｅｃｈ）コーティングされたプレート上、ＩＬ２の存在下において、レトロウイ
ルス粒子でＴ細胞に形質導入した。その後、ＩＬ２の存在下でＴ細胞を拡張させた。ＮＴ
　Ｔ細胞は、でＯＫＴ３／ＣＤ２８で活性化し、ＩＬ２存在下で平行して拡張させた。
【０２６１】
Ｄ．フローサイトメトリー
　ｍＯｒａｎｇｅの発現は、ＦＡＣＳ分析によって検出した。Ｔ細胞上でのＣＡＲの表面
発現は、ＣＨ２ＣＨ３　Ｃｙ５抗体（Ｊａｃｋｓｏｎ　ＩｍｍｕｎｏＲｅｓｅａｒｃｈ　
Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ）を用いて分析した。免疫表現型検査には、細胞を、ＣＤ３－
ＰｅｒＣＰ、ＣＤ４－ＦＩＴＣ、およびＣＤ８－ＦＩＴＣモノクローナル抗体（ＢＤ　Ｂ
ｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ）で染色した。アイソタイプ対照は、免疫グロブリンＧ１－フルオ
レセインイソチオシアネート（ＩｇＧ－ＦＩＴＣ、ＢＤ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ）、Ｉ
ｇＧ１－ペリジニンクロロフィルタンパク質（ＩｇＧ１－ＰｅｒＣＰ、ＢＤ　Ｂｉｏｓｃ
ｉｅｎｃｅｓ）、アイソタイプＣｙ５（Ｊａｃｋｓｏｎ　ＩｍｍｕｎｏＲｅｓｅａｒｃｈ
　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ）であった。各試料について、Ｃｅｌｌ　Ｑｕｅｓｔソフト
ウェア（ＢＤ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ）を用いて、ＦＡＣＳＣａｌｉｂｕｒ装置（ＢＤ
　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ）によって２０，０００個の細胞を分析した。
【０２６２】
Ｅ．Ｔ細胞のｅｘ　ｖｉｖｏ機能分析
　ＥｐｈＡ２－ＥＮＧ、ＣＤ１９－ＥＮＧ、およびＮＴ　Ｔ細胞を腫瘍細胞と共に１０：
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１の比率でプレーティングした。共培養の２４時間後におけるＩＦＮガンマおよびＩＬ２
の産生を、製造業者（Ｒ＆Ｄ　Ｓｙｓｔｅｍｓ）の指示に従ってＥＬＩＳＡを用いて測定
した。標準的なクロム（５１Ｃｒ）放出アッセイを、前に記載されている通りに行った。
【０２６３】
Ｆ．トランスウェルアッセイ
　Ｕ３７３、Ｕ３７３．ｅＧＦＰ．ｆｆＬｕｃ、またはＢＶ１７３．ｆｆＬｕｃ細胞を２
４ウェルプレートのボトムウェルにプレーティングした。２４時間後にＮＴ　Ｔ細胞をボ
トムウェルに添加し、ＥｐｈＡ２－ＥＮＧまたはＣＤ１９－ＥＮＧ　Ｔ細胞をトランスウ
ェルインサートウェル（直径６．５ｍｍ、孔径０．４μｍ、ポリカーボネート、Ｃｏｒｎ
ｉｎｇ　Ｉｎｃ．）に添加した。４８時間後に、Ｕ３７３用のクリスタルバイオレット染
色またはＵ３７３．ｅＧＦＰ．ｆｆＬｕｃもしくはＢＶ１７３．ｆｆＬｕｃ細胞用のルシ
フェラーゼアッセイによって生存腫瘍細胞を検出した。
【０２６４】
Ｇ．ＭＴＳアッセイ
　Ｕ３７３細胞を１ウェルあたり１×１０４細胞の密度で９６ウェルプレートにプレーテ
ィングした。２４時間後に、Ｔ細胞をプレートに添加した。４８時間の共培養の後に、付
着していないＴ細胞を取り除き、３－（４，５－ジメチルチアゾール－２－イル）－５－
（３－カルボキシメトキシフェニル）－２－（４－スルホフェニル）－２Ｈ－テトラゾリ
ウム（ＭＴＳ）アッセイ（ＣｅｌｌＴｉｔｅｒ９６　ａｑｕｅｏｕｓ　ｏｎｅ　ｓｏｌｕ
ｔｉｏｎ　ｃｅｌｌ　ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ　ａｓｓａｙ、Ｐｒｏｍｅｇａ）によ
って生存細胞を検出した。
【０２６５】
Ｈ．定量的リアルタイムＰＣＲ
　ＲＮＡは、ＲＮｅａｓｙミニキット（Ｑｉａｇｅｎ）を用いてＴ細胞から抽出した。Ｅ
ｐｈＡ２－ＥＮＧ　ｍＲＮＡ発現の相対定量は、ＳＹＢＲ　Ｇｒｅｅｎ試薬（Ｑｉａｇｅ
ｎ）を用いて行った。
【０２６６】
Ｉ．動物モデル
　すべての動物実験は、ベイラー医科大学の動物実験委員会（Ｉｎｓｔｉｔｕｔｉｏｎａ
ｌ　Ａｎｉｍａｌ　Ｃａｒｅ　ａｎｄ　Ｕｓｅ　Ｃｏｍｍｉｔｔｅｅ）で承認されたプロ
トコールに従って行った。実験は、小さな修正を加えて、前に記載されている通りに行っ
た。
【０２６７】
　頭蓋内モデル：８～１２週齢の雄性ＩＣＲ－ＳＣＩＤマウスをＴａｃｏｎｉｃから購入
した（ＩｃｒＴａｃ：ＩＣＲ－Ｐｒｋｄｃｓｃｉｄ；Ｆｏｘ　Ｃｈａｓｅ　Ｃ．Ｂ－１７
　ＳＣＩＤ　ＩＣＲ；Ｔａｃｏｎｉｃ）。簡潔には、Ｕ３７３．ｅＧＦＰ．ｆｆＬｕｃ細
胞（２．０μｌ中に１×１０５個）を、右尾状核の中心に相当する、ブレグマから深さ３
ｍｍに、５分間にわたり注射した。腫瘍細胞注射の７日後に、同じ腫瘍座標への、同じド
ナーから得た２μｌ中２×１０６個のＮＴまたはＥＮＧ　Ｔ細胞による処置を動物に施し
た。ルシフェラーゼを発現する腫瘍細胞から放射された光子を、Ｌｉｖｉｎｇ　Ｉｍａｇ
ｅソフトウェア（Ｃａｌｉｐｅｒ　Ｌｉｆｅ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ）を用いて定量した。一
定の対象領域（ＲＯＩ）を腫瘍領域の上方に設定し、シグナル強度を総光子／秒／ｃｍ２

／ステラジアン（ｐ／ｓ／ｃｍ２／ｓｒ）として測定した。動物のイメージングを最初は
２日毎に、その後は１週間に１回行った。２回にわたって腫瘍輝度が＞１×１０９となっ
たとき、またはマウスが、ベイラー医科大学比較医学センター（ｔｈｅ　Ｃｅｎｔｅｒ　
ｆｏｒ　Ｃｏｍｐａｒａｔｉｖｅ　Ｍｅｄｉｃｉｎｅ　ａｔ　Ｂａｙｌｏｒ　Ｃｏｌｌｅ
ｇｅ　ｏｆ　Ｍｅｄｉｃｉｎｅ）による安楽死判定規準（神経障害、体重減、苦悩の徴候
）を満たしたときにマウスを安楽死させた。
【０２６８】
　全身Ａ５４９腫瘍モデル（抗腫瘍活性）：８～１２週齢の雄性ＳＣＩＤ　Ｂｅｉｇｅマ
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ウスをＣｈａｒｌｅｓ　Ｒｉｖｅｒから購入した（ＣＢ１７．Ｃｇ－Ｐｒｋｄｃｓｃｉｄ
Ｌｙｓｔｂｇ／Ｃｒｌ；　Ｆｏｘ　Ｃｈａｓｅ　ＳＣＩＤＲ　Ｂｅｉｇｅマウス；Ｃｈａ
ｒｌｅｓ　Ｒｉｖｅｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ　Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ，Ｉｎ
ｃ．）。０日目にＰＢＳ中の２．５×１０６個のＡ５４９．ｅＧＦＰ．ｆｆＬｕｃ細胞を
ｉ．ｖ．注射した。腫瘍細胞注射の７、１４、および２１日後に、１×１０７個のＣＤ１
９－ＥＮＧ　Ｔ細胞またはＥｐｈＡ２－ＥＮＧ　Ｔ細胞によるｉ．ｖ．処置をマウスに施
した。Ｔ細胞注射の日に、すべての動物に１用量のＩＬ２（１，５００Ｕ）をｉ．ｐ．投
与した。未処置の動物を対照として用いた。動物のイメージングを上述の通り行った。マ
ウスは、ベイラー医科大学比較医学センターによる安楽死判定規準を満たしたときに安楽
死させた。
【０２６９】
　全身Ａ５４９腫瘍モデル（Ｔ細胞の拡張および持続）：ＥｐｈＡ２－ＥＮＧ　Ｔ細胞の
拡張および持続を判定するために、０日目に、８～１２週齢の雄性ＳＣＩＤ　Ｂｅｉｇｅ
マウスに、ＰＢＳ中の２．５×１０６個のＡ５４９細胞をｉ．ｖ．注射した。腫瘍刺激の
７日後に、５匹の担がんマウスおよび５匹の対照に、５×１０６個のｅＧＦＰ．ｆｆＬｕ
ｃを発現するＥｐｈＡ２　ＥＮＧ　Ｔ細胞と５×１０６個のＮＴ　Ｔ細胞の混合物をｉ．
ｖ．注射した。すべてのマウスに１用量のＩＬ２（１，５００Ｕ）をｉ．ｐ．投与し、Ｔ
細胞の拡張および維持を連続生物発光イメージングによってモニターした。バイスタンダ
ーＴ細胞の拡張および持続を判定するために、０日目に、８～１２週齢の雄性ＳＣＩＤ　
Ｂｅｉｇｅマウスに２．５×１０６個のＡ５４９細胞をｉ．ｖ．注射した。腫瘍刺激の７
日後に、５×１０６個のＥｐｈＡ２　ＥＮＧ　Ｔ細胞と５×１０６個のｅＧＦＰ．ｆｆＬ
ｕｃを発現するＴ細胞の混合物、または５×１０６個のＣＤ１９　ＥＮＧ　Ｔ細胞と５×
１０６個のｅＧＦＰ．ｆｆＬｕｃを発現するＴ細胞の混合物を、担がんマウスにｉ．ｖ．
注射した（１群あたりマウス５匹）。すべてのマウスに１用量のＩＬ２（１，５００Ｕ）
をｉ．ｐ．投与し、Ｔ細胞の拡張および持続を連続生物発光イメージングによってモニタ
ーした。
【０２７０】
Ｊ．統計分析
　統計分析には、ＧｒａｐｈＰａｄ　Ｐｒｉｓｍ　５ソフトウェア（ＧｒａｐｈＰａｄ　
ｓｏｆｔｗａｒｅ，　Ｉｎｃ．）を用いた。測定データは、平均±標準偏差（ＳＤ）で示
した。２群間の比較には、両側ｔ検定を用いた。３群以上の比較には、ボンフェローニの
事後検定を用いた片道分散分析によって値を分析した。ＥＮＧ、ＣＡＲ　Ｔ細胞、ならび
に活性化および非活性化ＥＮＧ　Ｔ細胞の抗腫瘍活性の比較には、線形回帰分析を行った
。有意水準には、ｐ＜０．０５を用いた。マウス実験は、５匹のマウスを用いて、２とい
う大きな効果量が検出されるように計画した。これにより、第一種過誤が５％である少な
くとも８０％の検出力が得られた。正式なランダム化は行わなかったが、５匹のマウスは
、ケージから無作為に選ばれた。腫瘍細胞注射時間から決定した生存期間は、カプラン・
マイヤー法およびログランク検定によって分析した。
【０２７１】
　本明細中で言及したすべての特許および刊行物は、本開示が属する技術分野における当
業者のレベルを示すものである。すべての特許および刊行物は、個々の刊行物を具体的か
つ個別に参照により組み込むと示されているのと同程度に、参照により本明細書に組み込
まれる。
【０２７２】
　本開示およびその利点を詳細に説明したが、添付されている請求の範囲の趣旨および範
囲から逸脱せずに、様々な変更、置換、および改変をここに加えることができると理解す
るべきである。さらに、本出願の範囲は、本明細中に記載されたプロセス、機械、製造、
組成物、手段、方法、およびステップの特定の実施形態に限定されるものではない。当業
者ならば、本開示の開示内容から容易に理解するように、本明細書に記載の対応する実施
形態と実質的に同じ機能を果たすか、そのような実施形態と実質的に同じ結果をもたらす
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、現存する、または後に開発されるプロセス、機械、製造、組成物、手段、方法、または
ステップも、本開示に従って使用できる。したがって、添付されている請求の範囲には、
そのようなプロセス、機械、製造、組成物、手段、方法、またはステップも包含されるも
のとする。
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