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(57)【要約】
本開示は、NY-ESO-1特異的TCRアミノ酸配列およびそれらの使用方法に関する。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　ａ．TCRベータ鎖可変領域、TCRベータ鎖定常領域、ならびに任意に膜貫通ドメインおよ
び細胞質シグナル伝達ドメインを含む第1ポリペプチドと；
　ｂ．TCRアルファ鎖可変領域、TCRアルファ鎖定常領域、ならびに任意に膜貫通ドメイン
および細胞質シグナル伝達ドメインを含む第2ポリペプチドと； 
を含む、キメラヘテロ二量体T細胞受容体（TCR）ポリペプチドであって、
　前記ヘテロ二量体TCRはNY-ESO-1/MHC複合体に特異的に結合し、前記TCRベータ鎖可変領
域は配列番号：9に記載のTCRベータ鎖可変領域アミノ酸配列を含み；
　前記TCRアルファ鎖可変領域は配列番号：8に記載の同種TCRアルファ鎖可変領域アミノ
酸配列を含み；
　第1ポリペプチドと第2ポリペプチドとの間に少なくとも1つのジスルフィド結合が存在
する、キメラヘテロ二量体TCR。
【請求項２】
　前記TCRベータ鎖可変領域CDR3が、アミノ酸配列CASRLAGQETQYF（配列番号：4）を含む
、請求項１に記載のキメラヘテロ二量体TCR。
【請求項３】
　可溶性であり、
　第1ポリペプチドおよび第2ポリペプチドが、前記膜貫通ドメインおよび前記細胞質シグ
ナル伝達ドメインを含まない、請求項１に記載のキメラヘテロ二量体TCR。
【請求項４】
　請求項１に記載のキメラヘテロ二量体TCRをコードするポリヌクレオチド配列を含む、
核酸。
【請求項５】
　請求項４に記載の核酸を含む発現ベクター。
【請求項６】
　レトロウイルスベクターである、請求項５に記載の発現ベクター。
【請求項７】
　レンチウイルスベクターである、請求項５に記載の発現ベクター。
【請求項８】
　請求項４に記載の核酸または請求項５に記載のベクターを含む、単離細胞。
【請求項９】
　T細胞である、請求項８に記載の単離細胞。
【請求項１０】
　請求項１に記載のキメラヘテロ二量体TCR、請求項５に記載のベクター、請求項４に記
載の核酸または請求項９に記載の単離細胞を含む、医薬組成物。
【請求項１１】
　TCRベータ鎖可変領域、TCRアルファ鎖可変領域、定常領域ならびに任意に膜貫通ドメイ
ンおよび細胞質シグナル伝達ドメインを含む一本鎖TCRであって、
　前記TCRベータ鎖可変領域CDR3は、CASSLNRDYGYTF（配列番号：2）、CASSLNRDQPQHF（配
列番号：3）およびCASRLAGQETQYF（配列番号：4）からなる群より選択されるアミノ酸配
列を含み、
　NY-ESO-1/MHC複合体に特異的である、一本鎖TCR。
【請求項１２】
　前記TCRベータ鎖可変領域が配列番号：9に記載のTCRベータ鎖可変領域アミノ酸配列を
含み、
　前記TCRアルファ鎖可変領域が配列番号：8に記載の同種TCRアルファ鎖可変領域アミノ
酸配列を含む、請求項１１に記載の一本鎖TCR。
【請求項１３】
　可溶性であり、
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　前記膜貫通ドメインおよび前記細胞質シグナル伝達ドメインを含まない、請求項１１に
記載の一本鎖TCR。
【請求項１４】
　請求項１１～１３のいずれか一項に記載の一本鎖TCRをコードするポリヌクレオチド配
列を含む、核酸。
【請求項１５】
　請求項１４に記載の核酸を含む発現ベクター。
【請求項１６】
　レトロウイルスベクターである、請求項１５に記載の発現ベクター。
【請求項１７】
　レンチウイルスベクターである、請求項１５に記載の発現ベクター。
【請求項１８】
　請求項１４に記載の核酸または請求項１６に記載のベクターを含む、単離細胞。
【請求項１９】
　T細胞である、請求項１８に記載の単離細胞。
【請求項２０】
　請求項１１に記載の一本鎖TCR、請求項１５に記載のベクター、請求項１４に記載の核
酸または請求項１９に記載の単離細胞を含む、医薬組成物。
【請求項２１】
　哺乳動物被験体のNY-ESO-1がんの治療方法であって、前記被験体に治療用組成物を投与
することを含み、前記組成物が請求項９に記載の単離細胞および請求項１９に記載の単離
細胞から選択される1つ以上の治療剤を含み；前記治療用組成物が、前記被験体の前記が
んを治療するのに有効な量で投与される、方法。
【請求項２２】
　NY-ESO-1を哺乳動物被験体で発現するがん細胞の増殖の阻害方法であって、前記被験体
に請求項９に記載の単離細胞または請求項１９に記載の単離細胞から選択される治療を施
すことを含み；前記治療用組成物が、前記被験体でNY-ESO-1を発現する前記がん細胞の増
殖を阻害するのに有効な量で投与される、方法。
【請求項２３】
　（a）NY-ESO-1がん治療から恩恵を受ける可能性が高い哺乳動物被験体を同定する工程
であって、前記哺乳動物被験体からの試料中における以下：
　　（i）NY-ESO-1に特異的なTCRベータ鎖可変領域相補性決定領域3（VβCDR3）を含むTC
Rポリペプチドをコードするポリヌクレオチドであって、前記VβCDR3がCASSLNRDXXXXF（
配列番号：1）；もしくはCASRLAGQETQYF（配列番号：4）のアミノ酸配列；もしくは両方
を含む、ポリヌクレオチド；または
　　（ii）NY-ESO-1に特異的なVβCDR3を含むTCRポリペプチドであって、前記VβCDR3がC
ASSLNRDXXXXF（配列番号：1）；もしくはCASRLAGQETQYF（配列番号：4）のアミノ酸配列
、もしくは両方を含む、TCRポリペプチド、
　の有無を決定することを含む工程であって、
　　（i）および／または（ii）の存在は、前記被験体が前記NY-ESO-1がん治療から恩恵
を受ける可能性が高いことを示す、工程と、
　（b）前記NY-ESO-1がん治療を前記哺乳動物被験体に施す工程と、
を含む、がんの治療方法。
【請求項２４】
　前記VβCDR3が、CASSLNRDYGYTF（配列番号：2）、CASSLNRDQPQHF（配列番号：3）およ
びCASRLAGQETQYF（配列番号：4）からなる群より選択されるアミノ酸配列か、または前述
の1つ以上の任意の組み合わせを含む、請求項２３に記載の方法。
【請求項２５】
　前記NY-ESO-1がん治療が、NY-ESO-1ポリペプチドをコードするベクターを投与すること
を含む、請求項２３に記載の方法。
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【請求項２６】
　前記ベクターが、レトロウイルスベクターを標的とする樹状細胞を含む、請求項２３に
記載の方法。
【請求項２７】
　アジュバントを前記被験体に投与することをさらに含む、請求項２３に記載の方法。
【請求項２８】
　前記アジュバントが、グルコピラノシル脂質A（GLA）である、請求項２７に記載の方法
。
【請求項２９】
　GLAが安定な水中油型エマルション中に製剤化される、請求項２８に記載の方法。
【請求項３０】
　前記ベクターがレンチウイルスベクターである、請求項２４に記載の方法。
【請求項３１】
　前記NY-ESO-1がん治療が、前記被験体にGLAを含む組成物を投与することを含み、前記
組成物が以下を含む、請求項２３に記載の方法：
（a）以下の式のGLA：
【化１】

式中：
R1、R3、R5およびR6はC11～C20アルキルであり；
R2およびR4はC12～C20アルキルであり；
（b）薬学的に許容される担体または賦形剤；
ここで、前記組成物は抗原を含まない。
【請求項３２】
　R1、R3、R5およびR6がウンデシルであり、R2およびR4がトリデシルである、請求項３１
に記載の方法。
【請求項３３】
　前記哺乳動物がヒトである、請求項３１に記載の方法。
【請求項３４】
　前記組成物が水性製剤である、請求項３１に記載の方法。
【請求項３５】
　前記組成物が、水中油型エマルション、油中水型エマルション、リポソーム、ミセル製
剤、または微粒子の形態である、請求項３１に記載の方法。
【請求項３６】
　前記がんが固形腫瘍を含む、請求項２１～３５のいずれか一項に記載の方法。
【請求項３７】
　前記がんが、肉腫、前立腺がん、子宮がん、甲状腺がん、精巣がん、腎臓がん、膵臓が
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ん、卵巣がん、食道がん、非小細胞肺がん、非ホジキンリンパ腫、多発性骨髄腫、メラノ
ーマ、肝細胞がん、頭頸部がん、胃がん、子宮内膜がん、大腸がん、胆管がん、乳がん、
膀胱がん、骨髄性白血病および急性リンパ芽球性白血病からなる群より選択される、請求
項２１～３６のいずれか一項に記載の方法。
【請求項３８】
　前記組成物が、皮下、皮内、筋肉内、腫瘍内、または静脈内注射によって投与される、
請求項３１に記載の方法。
【請求項３９】
　前記組成物が、1つ以上の追加の治療剤または治療と併せて投与される、請求項２１～
３８のいずれか一項に記載の方法。
【請求項４０】
　前記治療剤が免疫チェックポイント阻害剤である、請求項３９に記載の方法。
【請求項４１】
　前記治療剤が、共刺激経路を活性化する抗体である、請求項３９に記載の方法。
【請求項４２】
　前記抗体が抗CD40抗体である、請求項４１に記載の方法。
【請求項４３】
　前記治療剤ががん治療剤である、請求項３９に記載の方法。
【請求項４４】
　前記がん治療剤が、タキソテール、カルボプラチン、トラスツズマブ、エピルビシン、
シクロホスファミド、シスプラチン、ドセタキセル、ドキソルビシン、エトポシド、5-FU
、ゲムシタビン、メトトレキセート、およびパクリタキセル、ミトキサントロン、エポチ
ロンB、表皮成長因子受容体（EGFR）標的化モノクローナル抗体7A7.27、ボリノスタット
、ロミデプシン、ドコサヘキサエン酸、ボルテゾミブ、シコニンならびに腫瘍溶解性ウイ
ルスからなる群より選択される、請求項４３に記載の方法。
【請求項４５】
　1つ以上の追加の前記治療が放射線治療である、請求項３９に記載の方法。
【請求項４６】
　（a）前記哺乳動物被験体からの試料中における以下：
　　（i）NY-ESO-1に特異的なVβCDR3を含むTCRポリペプチドをコードするポリヌクレオ
チドであって、該VβCDR3がCASSLNRDXXXXF（配列番号：1）もしくはCASRLAGQETQYF（配列
番号：4）のアミノ酸配列；もしくは両方を含む、ポリヌクレオチド；または
　　（ii）NY-ESO-1に特異的なVβCDR3を含むTCRポリペプチドであって、該VβCDR3がCAS
SLNRDXXXXF（配列番号：1）もしくはCASRLAGQETQYF（配列番号：4）のアミノ酸配列；も
しくは両方を含む、TCRポリペプチド、
　の有無を決定することを含む工程であって、
　　（i）および／または（ii）の存在は、前記被験体が前記NY-ESO-1がん治療から恩恵
を受ける可能性が高いことを示す工程を含む、NY-ESO-1がん治療から恩恵を受ける可能性
が高い哺乳動物被験体を同定する方法。
【請求項４７】
　前記VβCDR3が、CASSLNRDYGYTF（配列番号：2）、CASSLNRDQPQHF（配列番号：3）およ
びCASRLAGQETQYF（配列番号：4）からなる群より選択されるアミノ酸配列か、または前述
の1つ以上の任意の組み合わせを含む、請求項４６に記載の方法。
【請求項４８】
　MHC複合体と関連して細胞または組織上に提示されたNY-ESO-1ペプチド抗原を含む前記
細胞または組織を検出する方法であって、
　a）前記細胞または組織を、請求項３または請求項１３の少なくとも1つの可溶性TCR分
子またはその機能的フラグメントと、提示された前記NY-ESO-1ペプチド抗原と前記可溶性
TCRまたはフラグメントとの間に特異的結合複合体を形成する条件下で接触させる工程と
；
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　b）提示された前記ペプチド抗原に結合していない任意の可溶性TCR分子またはフラグメ
ントを除去するのに適切な条件下で前記細胞または組織を洗浄する工程と；
　c）前記特異的結合複合体を、提示された前記ペプチド抗原を含む細胞または組織を示
すものとして検出する工程と、を含む、方法。
【発明の詳細な説明】
【背景技術】
【０００１】
　がん患者を治療する1つのアプローチは、T細胞を遺伝的に組み換え、養子細胞療法（AC
T）のためのキメラ抗原受容体（CAR）または組み換えT細胞受容体（rTCR）の発現によっ
て、腫瘍細胞上に発現される抗原を標的化することである。CARは、ヒト白血球抗原非依
存的様式で細胞表面抗原を認識するように設計された抗原受容体である。CARを発現する
遺伝子組み換え細胞を使用して特定のタイプのがんを治療する試みは、特にCD19発現液性
腫瘍において顕著な成功を収めている。例えば、非特許文献１；非特許文献２を参照。同
様に、がん精巣抗原NY-ESO-1に由来するMHC拘束性ペプチドに特異的な組み換えT細胞受容
体を発現するように改変された自己T細胞は、近年、多発性骨髄腫および肉腫において優
れた臨床効果を示した。例えば、非特許文献３；非特許文献４を参照。
【０００２】
　しかしながら、特にin vitroで増強された親和性を有するrTCRの場合には、行き詰まり
、すなわち毒性に直面した（非特許文献５を参照）。したがって、上記の試みにもかかわ
らず、T細胞を腫瘍または他の目的標的に向け直すためのより効果的で安全な方法が引き
続き必要とされている。
【０００３】
　ヒトHLAトランスジェニックマウスの免疫化および患者の腫瘍浸潤リンパ球（TIL）から
のTCRの単離を含む、養子細胞療法用のT細胞受容体の選択のために、いくつかの方法が現
在使用されている（例えば、非特許文献６；非特許文献７を参照）。しかしながら、これ
らの方法は全て、所与のHLAの状況においてのみ機能するTCRを同定する潜在的な欠点を有
し、特定の患者集団に対するその有用性を制限する。
【０００４】
　TCRは、シグナル伝達の仲介に関与するCD3複合体の不変タンパク質に関連する免疫グロ
ブリンスーパーファミリーのヘテロ二量体細胞表面タンパク質である。TCRはαβ型およ
びγδ型で存在し、構造的には類似しているが、それらを発現するT細胞は全く異なる解
剖学的位置および機能を有する。受容体の細胞外部位は、2つの膜近位定常領域、および
抗体の相補性決定領域（CDR）に類似した3つの多型ループを有する2つの膜遠位可変領域
からなる。TCR分子の結合部位を形成し、ペプチド特異性を決定するのは、これらのルー
プである。特に、CDR1およびCDR2はMHC分子と大抵は相互作用するが、CDR3はMHCによって
提示されるペプチドリガンドと特異的に相互作用する（非特許文献８；非特許文献９）。
潜在的なTCR多様性の数学的見積もりは1012～1015の異なるTCRの範囲にあるが、自己耐性
を促進する上で、胸腺陽性および陰性選択は、個体のナイーブTCRαβレパートリーの規
模を、各ヒトについて約2×107TCRにまで減少させる（非特許文献１０；非特許文献１１
）。TCRアルファ鎖およびベータ鎖のCDR3領域は、MHC提示ペプチドとの相互作用に特異性
を与えるため、CDR3配列変異の特性評価は、抗原選択T細胞レパートリーにおけるT細胞多
様性の尺度を提供する（非特許文献１２；非特許文献１３）。興味深いことに、TCRレパ
ートリーには偏りがあり、多くの場合、同一およびほぼ同一のTCRレパートリー、いわゆ
る「共有TCR」を、異なる個体にわたって観察することができる（非特許文献１４）。こ
れらの共有TCR配列のいくつかの特定の分子的特徴が仮定されている（非特許文献１５）
。MHCクラスIおよびクラスIIリガンドは、免疫グロブリンスーパーファミリータンパク質
でもあるが、抗原提示に特化しており、APC細胞表面に多種多様な短いペプチドフラグメ
ントを提示することを可能にする多型ペプチド結合部位を有する。
【０００５】
　多くの論文は、それぞれのサブユニットを接続する天然のジスルフィド架橋を含むrTCR
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ヘテロ二量体の産生を記載している（非特許文献１６；非特許文献１７；非特許文献１８
；非特許文献１９；非特許文献２０；特許文献１）。しかしながら、そのようなTCRは、T
CR特異的抗体によって認識され得るが、その天然リガンドを比較的高い濃度以外で認識す
ることを示すものはなかった、および／または安定したものはなかった。
【０００６】
　特許文献２には、その天然のリガンドを認識することができ、ある期間にわたって安定
であり、合理的な量で産生できるように正確に折り畳まれた可溶性TCRが記載されている
。このTCRは、ロイシンジッパーなどの一対のC末端二量体化ペプチドによって、それぞれ
TCRβまたはδ鎖細胞外ドメインに二量体化されたTCRアルファ鎖またはガンマ鎖細胞外ド
メインを含む。rTCRを生成するこの戦略は、一般に全てのTCRに適用可能である。
【０００７】
　NY-ESO-1での免疫化は、抗体およびCD8+CTL応答の両方を誘導するために使用されてき
たが、がんの進行に対する効果はこれらの研究においてほとんど見られなかった（非特許
文献２１）。高い抗腫瘍活性を有するリンパ球の移入である養子免疫療法は、大きな既存
の腫瘍の退縮を媒介することができるが、HLA適合反応性リンパ球の生成は困難で高価で
あり、労働集約的である（非特許文献２２；非特許文献２３；非特許文献２４；非特許文
献２５；非特許文献２６；非特許文献２７）。腫瘍浸潤リンパ球は、細胞移植治療に使用
されており、様々なメラノーマ腫瘍関連抗原（TAA）を認識すると示されている。メラノ
ーマにおいて最も一般的に認識されるTAAは、メラノサイト分化抗原であるMART-1であり
、それはメラノーマの約90%で発現するが、一方でNY-ESO-1はメラノーマの～34%で発現す
る（非特許文献２８）。
【０００８】
　Zhaoら（非特許文献２９）は、NY-ESO-1 CT抗原に特異的なTCRの単離、およびレトロウ
イルスベクターを構築するためのそれらの使用を記載しており、それらは抗NY-ESO-1エフ
ェクター機能を正常初代ヒトT細胞に移入することが示された。共通TAAに対するrTCR遺伝
子ベクターは、各患者独自の抗腫瘍T細胞を同定する必要なしに、多数のがん患者を彼ら
自身の形質導入T細胞で治療するために使用される可能性を有する。しかしながら、現在
、rTCRに基づいてACTを開発するための全てのアプローチはHLA依存性であり、したがって
、特定の患者集団に限定される。
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【非特許文献９１】Robert, et al, Clin Can Res, 2014
【発明の概要】
【００１１】
　本開示の一態様は、以下を含む、キメラヘテロ二量体T細胞受容体（TCR）ポリペプチド
を提供する：a）TCRβ鎖可変領域、TCRβ鎖定常領域、ならびに任意に膜貫通ドメインお
よび細胞質シグナル伝達ドメインを含む第1ポリペプチド；b）TCRアルファ鎖可変領域、T
CRアルファ鎖定常領域、ならびに任意に膜貫通ドメインおよび細胞質シグナル伝達ドメイ
ンを含む第2ポリペプチド；ここで、ヘテロ二量体TCRはNY-ESO-1/MHC複合体に特異的に結
合し、TCRベータ鎖可変領域は配列番号：9に記載のTCRベータ鎖可変領域アミノ酸配列、
またはそれに対して少なくとも85%の同一性を有するその機能的変異体を含み；TCRアルフ
ァ鎖可変領域は配列番号：8に記載の同種TCRアルファ鎖可変領域アミノ酸配列、またはそ
れに対して少なくとも85%の同一性を有するその機能的変異体を含み；第1ポリペプチドと
第2ポリペプチドとの間に少なくとも1つのジスルフィド結合が存在する。キメラTCRの特
定の実施形態では、ベータ鎖可変領域CDR3は、アミノ酸CASRLAGQETQYF（配列番号：4）を
含む。本明細書に記載のキメラヘテロ二量体TCRの特定の他の実施形態では、第1ポリペプ
チドならびに第2ポリペプチドは、膜貫通ドメインおよび細胞質シグナル伝達ドメインを
含まず、したがってキメラヘテロ二量体TCRは可溶性である。本開示は、本明細書に記載
のキメラヘテロ二量体TCRをコードするポリヌクレオチド配列を含む核酸も提供する。他
の実施形態では、本開示は、本明細書に記載のキメラヘテロ二量体TCRをコードする核酸
を含む発現ベクターを提供する。特定の実施形態では、発現ベクターは、レンチウイルス
などのレトロウイルスベクターである。特定の実施形態では、本開示は、本明細書に記載
の核酸または本明細書に記載のキメラヘテロ二量体TCRなどの改変TCRのいずれかをコード
する本明細書に記載のベクターを含む単離細胞も提供する。特定の実施形態では、単離細
胞はT細胞である。
【００１２】
　本開示は、キメラヘテロ二量体TCR、もしくは本明細書に記載の他の改変TCRのいずれか
、または本明細書に記載のキメラヘテロ二量体TCRを発現するベクター、もしくは本明細
書に記載のキメラヘテロ二量体TCRをコードする核酸、もしくは本明細書に記載のキメラ
ヘテロ二量体TCRを発現するように改変された単離細胞のいずれかを含む医薬組成物も提
供する。
【００１３】
　本開示の別の態様は、TCRベータ鎖可変領域、TCRアルファ鎖可変領域、定常領域ならび
に任意に膜貫通ドメインおよび細胞質シグナル伝達ドメインを含む一本鎖TCRを提供し；
ここでTCRベータ鎖可変領域CDR3は、CASSLNRDYGYTF（配列番号：2）、CASSLNRDQPQHF（配
列番号：3）およびCASRLAGQETQYF（配列番号：4）からなる群より選択されるアミノ酸配
列を含み；一本鎖TCRはNY-ESO-1/MHC複合体に特異的である。一本鎖TCRの特定の実施形態
では、TCRベータ鎖可変領域は配列番号：9に記載のTCRベータ鎖可変領域アミノ酸配列、
またはそれに対して少なくとも85%の同一性を有するその機能的変異体を含み；TCRアルフ
ァ鎖可変領域は配列番号：8に記載の同種TCRアルファ可変領域アミノ酸配列、またはそれ
に対して少なくとも85%の同一性を有するその機能的変異体を含む。
【００１４】
　特定の実施形態では、一本鎖TCRは可溶性一本鎖TCRである。これに関して、一本鎖TCR
は、膜貫通ドメインおよび細胞質シグナル伝達ドメインを含まない。
【００１５】
　本発明の別の態様は、本明細書に記載の一本鎖TCRをコードするポリヌクレオチド配列
を含む核酸を提供する。特定の実施形態では、核酸は発現ベクターに含まれる。特定の実
施形態では、発現ベクターは、レンチウイルスベクターなどのレトロウイルスベクターで
ある。本開示は、本明細書に記載の一本鎖TCRをコードする核酸またはベクターを含む単
離細胞も提供する。特定の実施形態では、単離細胞はT細胞である。本開示は、本明細書
に記載の一本鎖TCR、一本鎖TCRをコードするか、さもなければ発現するベクター、一本鎖
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TCRをコードする核酸、および／または一本鎖TCRを発現する単離細胞を含む医薬組成物も
提供する。
【００１６】
　本発明の別の態様は、哺乳動物被験体のNY-ESO-1がんの治療方法または増殖阻害方法で
あって、被験体に治療用組成物を投与することを含み、前記組成物が、本明細書に記載の
キメラヘテロ二量体TCRまたは一本鎖TCRなどの改変TCRを発現する単離細胞を含み；治療
用組成物は、被験体のがんを治療するのに有効な量で投与される方法を提供する。
【００１７】
　本開示の別の態様は、以下を含む治療方法を提供する：（a）NY-ESO-1がん治療から恩
恵を受ける可能性が高い哺乳動物被験体を同定する工程であって、哺乳動物被験体からの
試料中における以下の有無を決定することを含む工程：（i）NY-ESO-1に特異的なTCRベー
タ鎖可変領域相補性決定領域3（VβCDR3）を含むTCRポリペプチドをコードするポリヌク
レオチドであって、VβCDR3がCASSLNRDXXXXF（配列番号：1）もしくはCASRLAGQETQYF（配
列番号：4）のアミノ酸配列、もしくは両方を含む、ポリヌクレオチド；または（ii）NY-
ESO-1に特異的なVβCDR3を含むTCRポリペプチドであって、VβCDR3がCASSLNRDXXXXF（配
列番号：1）もしくはCASRLAGQETQYF（配列番号：4）のアミノ酸配列、もしくは両方を含
む、TCRポリペプチド；ここで、（i）および／または（ii）の存在は、被験体がNY-ESO-1
がん治療から恩恵を受ける可能性が高いことを示す；ならびに（b）NY-ESO-1がん治療を
哺乳動物被験体に施す工程。本方法の特定の実施形態では、VβCDR3は、CASSLNRDYGYTF（
配列番号：2）、CASSLNRDQPQHF（配列番号：3）もしくはCASRLAGQETQYF（配列番号：4）
からなる群より選択されるアミノ酸配列か；または前述のVβCDR3の2つ以上の組み合わせ
を含む。特定の実施形態では、NY-ESO-1がん治療は、NY-ESO-1ポリペプチドをコードする
ベクターを投与することを含む。特定の実施形態では、ベクターは、レンチウイルスベク
ターなどのレトロウイルスベクターを標的とする樹状細胞を含む。さらなる実施形態では
、本方法は、アジュバントを被験体に投与することをさらに含む。これに関して、アジュ
バントは、グルコピラノシル脂質A（GLA）であってもよい。特定の実施形態では、GLAは
、安定な水中油型エマルション中に製剤化されるか、または水性製剤中に存在し得る。特
定の実施形態では、NY-ESO-1がん治療は、GLAを含む組成物を被験体に投与することを含
み、前記組成物は以下を含む：
（a）以下の式のGLA：
【化１】

式中：
R1、R3、R5およびR6はC11～C20アルキルであり；および
R2およびR4はC12～C20アルキルである；ならびに
（b）薬学的に許容される担体または賦形剤；
ここで、組成物は抗原を含まない。特定の実施形態では、R1、R3、R5およびR6はウンデシ
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ルであり、R2およびR4はトリデシルである。本明細書の方法は、任意の哺乳動物、特にヒ
ト被験体の治療に使用され得る。特定の実施形態では、GLA組成物は水性製剤である。他
の実施形態では、組成物は、水中油型エマルション、油中水型エマルション、リポソーム
、ミセル製剤、または微粒子の形態である。一実施形態では、本方法によって治療される
がんは、固形腫瘍を含む。これに関して、がんは、肉腫、前立腺がん、子宮がん、甲状腺
がん、精巣がん、腎臓がん、膵臓がん、卵巣がん、食道がん、非小細胞肺がん、非ホジキ
ンリンパ腫、多発性骨髄腫、メラノーマ、肝細胞がん、頭頸部がん、胃がん、子宮内膜が
ん、大腸がん、胆管がん、乳がん、膀胱がん、骨髄性白血病および急性リンパ芽球性白血
病からなる群より選択され得る。特定の実施形態では、組成物は、皮下、皮内、筋肉内、
腫瘍内、または静脈内注射によって投与される。特定の実施形態では、組成物は、1つ以
上の追加の治療剤または治療と併せて投与される。一実施形態では、治療剤は免疫チェッ
クポイント阻害剤である。他の実施形態では、治療剤は、抗CD40抗体などの、共刺激経路
を活性化する抗体である。他の実施形態では、治療剤はがん治療剤であり、例えばがん治
療剤は、タキソテール、カルボプラチン、トラスツズマブ、エピルビシン、シクロホスフ
ァミド、シスプラチン、ドセタキセル、ドキソルビシン、エトポシド、5-FU、ゲムシタビ
ン、メトトレキセート、およびパクリタキセル、ミトキサントロン、エポチロンB、表皮
成長因子受容体（EGFR）標的化モノクローナル抗体7A7.27、ボリノスタット、ロミデプシ
ン、ドコサヘキサエン酸、ボルテゾミブ、シコニンならびに腫瘍溶解性ウイルスからなる
群より選択される。別の実施形態では、1つ以上の追加の治療的処置は、放射線治療であ
る。
【００１８】
　本開示の別の態様は、以下を含む、NY-ESO-1がん治療から恩恵を受ける可能性が高い哺
乳動物被験体を同定する方法を提供する：（a）哺乳動物被験体からの試料中における以
下の有無を決定する工程：（i）NY-ESO-1に特異的なVβCDR3を含むTCRポリペプチドをコ
ードするポリヌクレオチドであって、VβCDR3がCASSLNRDXXXXF（配列番号：1）もしくはC
ASRLAGQETQYF（配列番号：4）のアミノ酸配列を含む、ポリヌクレオチド；または（ii）N
Y-ESO-1に特異的なVβCDR3を含むTCRポリペプチドであって、VβCDR3がCASSLNRDXXXXF（
配列番号：1）もしくはCASRLAGQETQYF（配列番号：4）のアミノ酸配列を含む、TCRポリペ
プチド；ここで、（i）および／または（ii）の存在は、被験体がNY-ESO-1がん治療から
恩恵を受ける可能性が高いことを示す。本方法の特定の実施形態では、VβCDR3は、CASSL
NRDYGYTF（配列番号：2）、CASSLNRDQPQHF（配列番号：3）およびCASRLAGQETQYF（配列番
号：4）からなる群より選択されるアミノ酸配列か；または前述のVβCDR3の2つ以上の組
み合わせを含む。
【００１９】
　本発明のさらなる態様は、MHC複合体と関連して細胞または組織上に提示されたNY-ESO-
1ペプチド抗原を含む細胞または組織を検出する方法を提供し、本方法は、a）細胞または
組織を、本明細書に記載の少なくとも1つの可溶性TCR分子またはその機能的フラグメント
と、提示されたNY-ESO-1ペプチド抗原と可溶性TCRまたはフラグメントとの間に特異的結
合複合体を形成する条件下で接触させる工程；b）提示されたペプチド抗原に結合してい
ない可溶性TCR分子またはフラグメントを除去するのに適切な条件下で細胞または組織を
洗浄する工程；ならびに c）特異的結合複合体を、提示されたペプチド抗原を含む細胞ま
たは組織を示すものとして検出する工程を含む。
【図面の簡単な説明】
【００２０】
【図１】LV305による治療は、ポリクローナルNY-ESO-1特異的T細胞応答の親和性の増加を
もたらす。Tx前およびTx後白血球アフェレーシス試料からの凍結保存されたPBMCを解凍し
、ELISPOTアッセイをセットアップするために使用した。200,000個の細胞を、ELISPOTプ
レートの各ウェルにプレーティングした。11個のアミノ酸がオーバーラップする15merの
ペプチドを43個含む、異なる濃度のNY-ESO-1ペプチド混合物で、細胞を処理した。試験し
たペプチドの濃度は、2.5ug/mL（1670nM）、0.5ug/mL（334nM）、0.1ug/mL（60nM）、お
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よび0.02ug/mL（12nM）であった。細胞をペプチドまたは対照処理培地と共に40時間イン
キュベートした。C.T.L Technologiesの自動スポットカウンターを用い、スポットを数え
た。データシンボルは、Tx前試料（白丸）またはTx後試料（黒四角）において試験された
各濃度での100万PBMC当たりのスポット形成単位（SFU）の平均数を表す。エラーバーは、
各処理条件での標準偏差を表す。
【図２】腫瘍抗原特異的TCR配列は、Tx前PBMCと比較して、Tx後PBMCで富化される。この
研究では、LV305処理前およびLV305での3回のワクチン接種後に、PBMCを患者から採取し
た。治療前腫瘍試料も患者から採取した。PBMCおよび腫瘍試料を、DNA抽出およびその後
のT細胞受容体（TCR）ベータ鎖の配列決定分析にかけた。Tx前PBMCとTx後PBMCとの間の配
列類似性を散乱プロットを用いて分析し、腫瘍試料から得られたTCR配列も、類似性につ
いて患者Tx前およびTx後PBMCと比較した。結果は、腫瘍抗原を認識する腫瘍浸潤リンパ球
を含む腫瘍試料由来のTCR配列は、Tx前PBMCと比較して、患者のTx後PBMCにおいて富化さ
れていることを示した。
【図３】NY-ESO-1特異的Tに対して高度に富化されたin vitro培養（IVS）によるTx後PBMC
からのオリゴクローナル培養物の樹立。LV305で3回ワクチン接種した後、患者Pt151006か
らPBMCを採取した。PBMCを、OpTmizer T細胞増殖培地中（Invitrogen、カールズバッド、
カリフォルニア州）、NY-ESO-1重複ペプチド（0.5μg/mL、JPT Technologies、ベルリン
、ドイツ）と共に、IL-2およびIL-7（10ng/mL）の存在下で培養した。反復刺激後、ELSIP
OTアッセイで測定したところ、PBMC培養物は、NY-ESO-1特異的T細胞について高度に富化
されていた。（A）NY-ESO-1ペプチドプールで刺激した際の、オリゴクローナルT細胞のIF
N-γの分泌を示す代表的なELISPOT。細胞（10K/ウェル）を、抗IFNγ捕捉抗体（MabTech
）でプレコーティングしたELISPOTプレートに3連でプレーティングした。細胞をNY-ESO-1
ペプチドプール（2.5μg/mL）または対照培地（Agなし）で処理し、CO2インキュベーター
中で40時間インキュベートした。次いで細胞を洗い流し、TMB基質を添加する前に、プレ
ートをHRP複合二次抗体と共に2時間インキュベートした。1ウェルあたりのスポット形成
単位（SFU）の数を、自動プレートリーダーで計数した。示されているのは、Agなし処理
の3つのウェル（上段）およびNY-ESO-1処理の3つのウェル（下段）の画像である。（B）A
gなし対照およびNY-ESO-1ペプチド混合処理ウェルにおける1ウェルあたりのSFUの数を示
す概要グラフ。棒は、各群の平均±SEMを表す。（C）示されているのは、TCRβディープ
シークエンシング分析によって決定されたオリゴクローナル培養由来の上位クローンであ
る。各棒は、特有のTCRβCDR3配列を有する1つのクローンを表す。y軸は、オリゴクロー
ナル培養物からの全配列読み取りの間の各クローンの相対頻度（パーセンテージ）を示す
。上位6クローンは全TCRの90%以上を占め、その培養物は高度にオリゴクローナルである
ことを示している。
【図４】オリゴクローナル培養物中のいくつかの高頻度TCRβCDR3配列は、Tx前PBMCと比
較して、Tx後PBMCにおいて富化されている。示されているのは、NY-ESO-1特異的オリゴク
ローナル培養物が由来するTx前PBMCにおけるTCR配列（x軸）を、同じ患者のTx後PBMC（y
軸）と比較する対数目盛りの散布図である。オリゴクローナル培養物からの配列をPBMC配
列上に重ねた。y軸にかけて重複配列の傾斜があり、NY-ESO-1特異的配列がTx前PBMCより
もTx後PBMCにおいてより頻繁に見られることを示しており、LV305がNY-ESO-1特異的T細胞
応答を誘導したことの指標となる。
【図５】PT151006のIVS3では20.5%の頻度を有するTCRβCDR3クローンは、PT151016のTx後
PBMCにおいて検出することができる。示されているのは、PT151006のIVS3からのオリゴク
ローナル培養物のTCR配列（y軸）を、第2の患者PT151016からのTx後PBMCで検出されたTCR
配列と比較する対数目盛りの散布図である。IVS3では高い頻度を有する2つのクローンは
、PT151016からのTx後試料でも検出可能である。散布図内の四角は、TCRβのCDR3領域の
アミノ酸配列ならびにPT151016のTx後PBMCにおける頻度の百分率（0.000298）およびIVS3
における頻度の百分率（20.5）を示す。同様の分析は、この配列がPT151016からのTx前PB
MCでは検出不可能であることを示した。
【図６】PT151006のIVS3では8.5%の頻度を有するTCRβCDR3クローンは、PT151016のTx後P
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BMCでは検出することができる。示されているのは、PT151006のIVS3からのオリゴクロー
ナル培養物のTCR配列（y軸）を、第2の患者PT151016からのTx後PBMCにおける配列と比較
する対数目盛りの散布図を示す。IVS3では高い頻度を有する2つのクローンは、PT151016
からのTx後試料でも検出可能である。散布図内の四角は、TCRβのCDR3領域のアミノ酸配
列ならびにPT151016のTx後PBMCにおける頻度の百分率（0.000642）およびIVS3における頻
度の百分率（8.52）を示す。同様の分析は、この配列がPT151016からのTx前PBMCでは検出
不可能であることを示した。
【図７】PT151006のIVS3では26.2%の頻度を有するTCRβCDR3クローンは、PT151014のTx後
PBMCでは検出することができる。示されているのは、PT151006のIVS3からのオリゴクロー
ナル培養物のTCR配列（Y軸）を、PT151014からのTx後PBMCにおける配列と対比する対数目
盛りの散布図である。IVS3では最も高い頻度（26.2%）を有するクローンは、PT151014か
らのTx後試料でも検出可能である。散布図内の四角は、TCRβのCDR3領域のアミノ酸配列
ならびにPT151014のTx後PBMCにおける頻度の百分率（0.00076）およびIVS3における頻度
の百分率（26.2）を示す。同様の分析は、この配列がPT151014からのTx前PBMCでは検出不
可能であることを示した。
【図８】8人の肉腫患者からのTx前およびTx後PBMCにおける3つの公開TCRβCDR3配列の頻
度を示す。棒グラフは、8人の試験された患者のそれぞれからのTx前（斜線棒）およびTx
後（黒棒）PBMCにおける公開TCRの頻度を示す。全ての患者はLV305治療を受けている。関
連するTCRβCDR3のアミノ酸配列は、各グラフの上部に含まれる。表1～3も参照。
【図９】患者間で共有される公開TCRは、各個体において異なるヌクレオチド配列を有す
る。示されているのは、3人の患者からの3つの公開TCRのヌクレオチド配列およびアミノ
酸配列である。配列がアミノ酸レベルで同じであっても、異なる患者間のヌクレオチドレ
ベルで完全な相同性はない。これは、公開TCRの生成について提唱されている収束組み換
えの概念と一致する（非特許文献１５）。
【図１０】公開TCRβCDR3配列は、VJD接合領域において、より短くより少ない非鋳型ヌク
レオチド付加を有する。（A）示されているのは、IVS3（黒色カラム）におけるTCRβCDR3
の長さ分布、Pt151006からのオリゴクローナルNY-ESO-1特異的T細胞in vitro培養、およ
び同じ患者からのTx後PBMCにおけるTCRβCDR3長分布（斜線棒）である。（B）3つの公開T
CRのヌクレオチド配列（CDR3をコードする配列に下線を引く）およびCDR3のアミノ酸配列
。接合領域における欠失および付加の数を、各TCRについても列挙する。3つの公開TCRは
全て同じCDR3ヌクレオチド長（n=39）を有する。これらのTCRはまた、比較的少ない鋳型
なしヌクレオチド付加を接合領域に有する。発明者らが同定した公開TCRの1つであるCASR
LAGQETQYF（配列番号：4）は、N1(VD)およびN2(DJ)挿入部位のいずれでもヌクレオチド付
加を有していなかった。より短いCDR3長および制限されたnt付加は、これらのTCRが公開T
CRであるという結論を支持する。
【図１１】完全なTCRα（配列番号：8）および同定された公開TCR CDR3 CASRLAGQETQYF（
配列番号：4）の1つに対するTCRβ（配列番号：9）可変領域の配列。このCDR3配列は、IV
S3では26.2%の頻度を有し、表3に示すように、PT151014およびPT151050においても共有さ
れている。表示の注釈は、IMGTデータベース（The international ImMunoGeneTics infor
mation system；インターネットアドレスIMGT.org）から入手可能な標準注釈である。TCR
α配列のBLAST検索は、既知のNY-ESO-1特異的TCRα配列との相同性を示す。
【図１２】異なるがん患者から同定された公開TCRβCDR3をコードするポリヌクレオチド
配列のアラインメントは、同じCDR3アミノ酸配列をコードする異なる患者からの異なる核
酸配列を示す。配列番号：1のヌクレオチド配列は以下の通りである：第1公開TCRβCDR3 
- PT006：配列番号：5；PT016：配列番号：10；PT050：配列番号：11；第2公開TCRβCDR3
 - PT 006：配列番号：6；PT 016：配列番号：12；PT 050；配列番号：13；第3公開TCRβ
CDR3 - PT006：配列番号：7；PT 016：配列番号：14；PT 050：配列番号：15。（図９も
参照）
【図１３】がん患者からのPBMCから拡大されたNY-ESO-1拡大T細胞培養物（IVS3）から同
定されたTCRβ鎖（配列番号：16）のアミノ酸配列を示す。配列を実施例１１に記載のよ
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うに単離した。
【図１４】MCC患者G2はNY-ESO-1を発現し、発現レベルはG100での治療後に減少する。腫
瘍生検は、腫瘍内G100治療の前およびG100での治療の4週間後のベースラインで採取した
。瞬間凍結生検組織からRNAを抽出し、200ngのRNAを、ヒトpanCancer Immune Profiling
キットを使用するnanostring遺伝子発現分析に用いた。示されているのは、がん精巣抗原
であるNY-ESO1をコードするCTAG1B遺伝子の発現である。Y軸は、遺伝子の発現レベルを反
映する結合密度を示す。発現レベルは、ベースラインと比較して、G100後の試料において
より低かった。
【図１５】公開TCRを有するT細胞は、MCC患者G2のリンパ節生検のG100での治療後に検出
可能である。腫瘍生検は、腫瘍内G100治療の前およびG100での治療の4週間後のベースラ
インで採取した。瞬間凍結生検組織からDNAを抽出し、TCRベータ鎖のCDR3領域のディープ
シークエンシング分析に使用した。示されているのは、患者G2からの腫瘍生検と、LV305
試験において患者151006から得られたオリゴクローナルNY-ESO-1刺激T細胞培養物から単
離されたTCRとの間の配列重複を示す2つの散布図である。グラフ（A）は、G100前試料（X
軸）と、LV305患者151006からのNY-ESO-1特異的TCR（Y軸）との相関を示す。グラフ（B）
は、G100後試料（X軸）と、LV305患者151006からのNY-ESO-1特異的TCR（Y軸）との相関を
示す。G100前のMCC罹患リンパ節生検で検出できなかった2つの公開CDR3配列は、G100治療
後の流入領域リンパ節の生検で検出可能であった。
【図１６】3つの公開TCRβCDR3配列は、抗CTLA4臨床試験からの患者において検出された
。示されたのは、抗CTLA4試験の21人の患者における3つの公開CDR3アミノ酸配列の頻度で
ある。X軸の数字は患者番号を表す。各番号には2つの棒が関連付けられている。左の棒は
、Tx前PBMCにおける頻度を示す。右の棒は、Tx後PBMCにおける頻度を示している。
【図１７】患者151006および患者151119は、同じCDR3配列、CASSLNRDQPQHF（配列番号：3
）に対して、異なるTCRβV遺伝子を使用する。TCRβの大部分は、V07-07遺伝子を使用す
る。しかしながら、TCRβ受容体のごく一部は、V07-08、V07-06、V07-09、V07-02、V07-0
3、V07-04、またはV11-02を使用する。患者151119では、V07-08のみがこのTCR CDR3に使
用される。どちらの患者も同じTCRβJ遺伝子J01-05を使用する。
【図１８】この図は、公開TCRβCDR3のCASSLNRDQPQHF（配列番号：3）の1つが、患者PT15
1006で少なくとも3つの異なるヌクレオチド配列によってコードされていることを示す。
ポリヌクレオチド配列は、配列番号：で与えられる。
【図１９】異なる臨床試験からの患者は、同じCDR3アミノ酸配列について異なるヌクレオ
チド配列および異なるTCRβV遺伝子使用を有する。最初の公開TCR、CASSLNRDYGYTF（配列
番号：2）について、PT151006（LV305試験から）およびC131-001（C131試験から）および
患者G2-C1W4B（G100-MCC試験から）は、TCRβV07-08、TCRβV02-01、およびTCRβV28-01
をそれぞれを使用する。第2公開TCR、CASSLNRDQPQHF（配列番号：3）について、PT151006
はTCRβV07-07を使用する。患者131-013は、3つの異なるTCRβV、V05-08、V13-01、およ
びV05-05を使用する。第3公開TCR、CASRLAGQETQYF（配列番号：4）について、PT151006、
C131-001、およびG2-C1W4Bは、TCRβV28-01、TCRβV06-06、およびTCRβV25-01をそれぞ
れ使用する。
【図２０】PT151006（IVS3）からのNY-ESO-1特異的T細胞培養物は、CD4 T細胞である。示
されているのは、IVS3細胞培養物（下段）の、正常ドナーからのPBMC（上段）との隣接染
色である。細胞を、抗CD3-パシフィックブルー（PB）、抗CD4-FITC、抗CD8-PerCP、およ
び抗CD56-APCで染色した。試料をBD LSRIIフローサイトメーターで取得した。データ分析
は、FlowJoソフトウェアを使用して行った。リンパ球集団を最初にFSC/SSCプロット上で
ゲーティングし、CD4 T細胞をCD3+CD4+リンパ球としてゲーティングし、CD8 T細胞をCD3+
CD8+リンパ球としてゲーティングした。NK細胞は、CD3-CD56+リンパ球としてゲーティン
グした。対照ドナーPBMCは、健常なドナーPBMC（上段）で通常観察されるように、CD4、C
D8 T細胞およびNK細胞の予想パーセンテージを有する。対照的に、PT151006-IVS3からの
培養細胞は、NK細胞およびCD8 T細胞の欠如を示し、CD4 T細胞のみを含む（下段）。
【００２１】
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（配列識別子の簡単な説明）
配列番号：1は、公開TCR CDR3コンセンサス配列CASSLNRDXXXXFのアミノ酸配列である。
配列番号：2は、第1公開TCR CDR3 CASSLNRDYGYTFのアミノ酸配列である。
配列番号：3は、第2公開TCR CDR3 CASSLNRDQPQHFのアミノ酸配列である。
配列番号：4は、第3公開TCR CDR3 CASRLAGQETQYFのアミノ酸配列である。
配列番号：5は、配列番号：2に記載のCDR3アミノ酸配列を含むTCR V領域をコードするポ
リヌクレオチド配列である。
配列番号：6は、配列番号：3に記載のCDR3アミノ酸配列を含むTCR V領域をコードするポ
リヌクレオチド配列である。
配列番号：7は、配列番号：4に記載のCDR3アミノ酸配列を含むTCR V領域をコードするポ
リヌクレオチド配列である。
配列番号：8は、図１１に示すような公開TCRのアルファ鎖のアミノ酸配列である。
配列番号：9は、図１１に示すような公開TCRのベータ鎖可変領域のアミノ酸配列である。
この公開TCRは、配列番号：4に示されるようにVβCDR3配列を有する。
配列番号：10は、配列番号：2に記載のCDR3アミノ酸配列を含むTCR V領域をコードするポ
リヌクレオチド配列である（図９を参照）。
配列番号：11は、配列番号：2に記載のCDR3アミノ酸配列を含むTCR V領域をコードするポ
リヌクレオチド配列である（図９を参照）。
配列番号：12は、配列番号：3に記載のCDR3アミノ酸配列を含むTCR V領域をコードするポ
リヌクレオチド配列である（図９を参照）。
配列番号：13は、配列番号：3に記載のCDR3アミノ酸配列を含むTCR V領域をコードするポ
リヌクレオチド配列である（図９を参照）。
配列番号：14は、配列番号：4に記載のCDR3アミノ酸配列を含むTCR V領域をコードするポ
リヌクレオチド配列である（図９を参照）。
配列番号：15は、配列番号：4に記載のCDR3アミノ酸配列を含むTCR V領域をコードするポ
リヌクレオチド配列である（図９を参照）。
配列番号：16は、実施例１１に記載のように、がん患者からのPBMCから拡大されたNY-ESO
-1拡大T細胞培養物（IVS3）から同定されたTCRβ鎖のアミノ酸配列である。配列は図１３
に示され、IMGTデータベースウェブサイトで概説された方法に従って注釈される。
配列番号：17～23は、図１９に示すように、患者C131-001、G2-C1WB4、C131-013からの公
開TCRβCDR3配列をコードするヌクレオチド配列である。
配列番号：24～26は、図１８に示すように、PT151006からのヌクレオチド配列であり、全
て公開TCRβCDR3配列CASSLNRDQPQHF（配列番号：3）をコードする。
【発明を実施するための形態】
【００２２】
　本開示は、異なるMHCクラスIハプロタイプのがん患者の間で共有される公開NY-ESO-1特
異的TCRアミノ酸配列のパネルの発見に部分的に基づく。本明細書で用いられる用語「公
開TCR」は、TCR配列、特にTCRβ鎖可変領域CDR3（VβCDR3）アミノ酸配列を指し、複数の
個体間で共有される（非特許文献１５）。実施例に示されるように、同定された公開TCR
の頻度は、NY-ESO-1特異的治療免疫による治療後ならびに合成TLR4アゴニストであるG100
での治療後に増加した。
【００２３】
（改変TCR）
　αβTCRは、不変CD3鎖分子との複合体の一部として発現される高度に可変なアルファ（
α）およびベータ（β）鎖を含む膜アンカー型ヘテロ二量体タンパク質である。非特許文
献３０。T細胞受容体の各鎖は、2つの細胞外ドメイン：可変（V）領域および定常（C）領
域からなる。定常領域は細胞膜の近位にあり、続いて膜貫通領域および短い細胞質尾部が
あり、一方で可変領域はペプチド／MHC複合体に結合する。TCRα鎖およびβ鎖の両方の可
変ドメインは、それぞれ、3つの超可変または相補性決定領域（CDR）を有するが、対して
β鎖の可変領域は、通常は抗原と接触しないため、したがってCDRとはみなされない超可
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変領域（HV4）の追加領域を有する。TCRは膜結合型であるが、その短い細胞質尾部のため
にシグナル伝達自体を媒介することができないため、TCRはCD3およびゼータがシグナル伝
達を行うことを必要とする。
【００２４】
　本発明は、NY-ESO-1/MHC複合体に特異的な改変T細胞受容体、および本明細書に記載の
改変T細胞受容体を発現する単離細胞を提供する。本明細書に記載の特定の実施形態では
、改変TCRは、配列番号：8および9にそれぞれ与えられるアルファ鎖可変領域およびベー
タ鎖可変領域を含む。本明細書に記載の他の実施形態では、改変TCRは、配列番号：9で与
えられるベータ鎖可変領域およびアルファ鎖対を、アルファ／ベータ対がMHCに関連してN
YESO1エピトープを認識する機能的TCRを形成するように含む。特定の実施形態では、本明
細書に記載の改変TCRのVβCDR3は、CASSLNRDXXXXFを含むアミノ酸配列を含み、ここでXは
任意のアミノ酸（配列番号：1）である。いくつかの実施形態では、VβCDR3は、CASSLNRD
YGYTF（配列番号：2）およびCASSLNRDQPQHF（配列番号：3）からなる群から選択されるア
ミノ酸配列を含み、それらのそれぞれは、配列番号：1のコンセンサス配列内にある配列
の例である。別の実施形態では、VβCDR3は、配列番号：4に記載のアミノ酸配列を含む。
【００２５】
　本発明の一態様では、改変TCRはヘテロ二量体TCRである。ヘテロ二量体TCRは、少なく
とも1つのジスルフィド結合によって連結された2つのポリペプチドを含む。ヘテロ二量体
TCR中の1つのポリペプチドは、アルファ鎖可変領域およびアルファ鎖定常領域を含む。一
実施形態では、アルファ鎖ポリペプチドは、任意に膜貫通ドメインを含む。特定の実施形
態では、アルファ鎖ポリペプチドは、膜貫通ドメインおよび細胞質ドメイン（例えば、CD
3ゼータ鎖シグナル伝達ドメインなどの細胞内シグナル伝達ドメインおよび任意に共刺激
ドメイン）を任意に含む。ヘテロ二量体TCR中の第2ポリペプチドは、ベータ鎖可変領域お
よびベータ鎖定常領域、ならびに任意に膜貫通ドメインを含む。ヘテロ二量体TCRにおけ
る特定の実施形態では、第2ポリペプチドは、ベータ鎖可変領域およびベータ鎖定常領域
、ならびに任意に膜貫通ドメインおよび細胞質ドメイン（例えば、細胞内シグナル伝達ド
メインおよび任意に共刺激ドメイン）を含む。ヘテロ二量体TCRの第1および第2ポリペプ
チドが膜貫通ドメインおよび細胞質ドメイン（例えば、細胞内シグナル伝達ドメイン）を
含まない実施形態では、ヘテロ二量体TCRは可溶性ヘテロ二量体である。一実施形態では
、ヘテロ二量体TCRは、発現を安定化させ、宿主細胞中に存在し得る天然のTCRとの相互作
用を最小限にするための1つ以上の修飾を含み得る。特定の実施形態では、ヘテロ二量体T
CRはキメラヘテロ二量体TCRである。
【００２６】
　本発明の一態様では、改変T細胞受容体はキメラT細胞受容体（TCR）である。本明細書
で使用する用語「キメラ」は、異なる起源の部分から構成される分子、例えばTCRを指す
。キメラ分子を含む部分は天然に存在し得るが、全体としてのキメラ分子は天然に存在せ
ず、例えば合成または組み換え体である。
【００２７】
　いくつかの実施形態では、本明細書に開示の改変TCRはキメラヘテロ二量体TCRである。
キメラヘテロ二量体TCRは、少なくとも1つのジスルフィド結合によって連結された2つの
ポリペプチドを含む。ヘテロ二量体TCR中の1つのポリペプチドは、アルファ鎖可変領域お
よびアルファ鎖定常領域を含む。アルファ鎖ポリペプチドは任意に、膜貫通ドメイン、ま
たは任意に膜貫通ドメインおよび細胞質ドメイン（例えば、CD3ゼータ鎖シグナル伝達ド
メインなどの、共刺激ドメインを有するまたは有さない細胞内シグナル伝達ドメイン）を
含む。キメラヘテロ二量体TCR中の第2ポリペプチドは、ベータ鎖可変領域およびベータ鎖
定常領域、ならびに任意に膜貫通ドメイン、または任意に膜貫通ドメインおよび細胞質ド
メイン（例えば、共刺激ドメインを有するまたは有さない細胞内シグナル伝達ドメイン）
を含む。キメラヘテロ二量体TCRの第1および第2ポリペプチドが膜貫通ドメインおよび細
胞質ドメインを含まない実施形態では、キメラヘテロ二量体TCRは可溶性キメラヘテロ二
量体である。
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【００２８】
　TCRのポリペプチド鎖は、当該技術分野で知られている。
【００２９】
　本明細書に記載の改変TCRは、ベータ鎖可変領域の少なくとも一部およびアルファ鎖可
変領域の少なくとも一部から通常構成される抗原結合ドメインを含み、ここで抗原結合ド
メインはNY-ESO-1/MHCに特異的であるか、特異的に結合する。本明細書で使用する用語「
特異的に結合する」は、MHCに関連して特定の抗原を認識するが、試料中の無関係な抗原
／MHCを実質的に認識または結合しないTCRの能力を指す。いくつかの例では、用語「特異
的結合」または「特異的に結合する」は、タンパク質またはペプチドの第2の化学種との
相互作用に関して、相互作用が化学種上の特定の構造（例えば、抗原決定基またはエピト
ープ）の存在に依存することを意味するために使用され得る；例えば、抗体は、タンパク
質全体ではなく、特定のタンパク質構造を認識し、結合する。抗体がエピトープ「A」に
特異的である場合、エピトープA（または遊離の非標識A）を含有する分子が標識「A」お
よび抗体を含む反応中に存在すると、抗体に結合した標識Aの量は減少する。
【００３０】
　一本鎖TCR（例えば、特許文献３を参照）も検討される。簡潔に述べると、一本鎖（「s
c-」）TCR分子は、適切なペプチドリンカー配列を介して共有結合したアルファ鎖可変領
域（Vα）およびベータ鎖可変領域（Vβ）を含む。例えば、Vαは、VαのC末端およびVβ
のN末端に融合した適切なペプチドリンカー配列を介して、Vβに共有結合することができ
る。本発明のscTCRは、構造Vα-L-Vβを有してもよく、または他の配向、例えばVβ-L-V
αであってもよい。特定の実施形態では、scTCRは、定常ドメイン（定常領域とも称され
る）をさらに含む。さらなる実施形態では、scTCRは、定常ドメイン、膜貫通ドメインお
よび細胞質ドメインをさらに含む。一実施形態では、細胞質ドメインは、共刺激ドメイン
を有するまたは有さない細胞内シグナル伝達ドメインを含む。sc-TCR融合タンパク質のV
αおよびVβは、一般に長さが約200～400アミノ酸、または長さが約300～350アミノ酸で
あり、NY-ESO-1/MHC複合体に特異的である本明細書で提供されるVαおよびVβアミノ酸配
列などの天然に存在するTCRのVαおよびVβと少なくとも90%同一であり、好ましくは100%
同一である。用語「同一」は、VαまたはVβのアミノ酸が対応する天然に存在するTCRVβ
またはVαと100%同一であることを意味する。
【００３１】
　いくつかの実施形態では、本明細書に記載の改変TCRは、細胞内シグナル伝達ドメイン
（例えば、CD3ゼータ鎖シグナル伝達ドメイン）を含む。本明細書に記載の改変TCRの、細
胞質シグナル伝達ドメインとも呼ぶことができる細胞内シグナル伝達ドメインは、改変TC
Rを発現する免疫細胞の正常なエフェクター機能の少なくとも1つの活性化に関与する。用
語「エフェクター機能」は、細胞の特殊な機能を指す。例えば、T細胞のエフェクター機
能は、細胞溶解活性、またはサイトカインの分泌を含むヘルパー活性であり得る。したが
って、用語「細胞内シグナル伝達ドメイン」または「細胞質シグナル伝達ドメイン」は、
エフェクター機能シグナルを形質導入し、細胞に特殊な機能を行わせるタンパク質の部位
を指す。通常、細胞内シグナル伝達ドメイン全体を用いることができるが、多くの場合、
シグナル伝達ドメイン全体を使用する必要はない。細胞内シグナル伝達ドメインの切断部
位が使用される範囲内において、そのような切断部位は、それがエフェクター機能シグナ
ルを形質導入する限り、インタクトな全長シグナル伝達ドメインの代わりに使用され得る
。したがって、用語細胞内シグナル伝達ドメインは、エフェクター機能シグナルを形質導
入するのに十分な細胞内シグナル伝達ドメインの切断部位を含むことを意味する。
【００３２】
 本明細書に記載の改変TCRで使用される細胞内シグナル伝達ドメインの例には、および協
調して作用し、抗原受容体連結後にシグナル伝達を開始するT細胞受容体（TCR）および共
受容体の細胞質配列、ならびにこれらの配列の誘導体または変異体、および同じ機能的能
力を有する任意の合成配列が挙げられる。本明細書では、NKシグナル伝達分子も検討され
ている。したがって、細胞内シグナル伝達ドメインとして本明細書での使用が検討される
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ものは、シグナル伝達に関与するCD3複合体を構成するポリペプチド、例えばγ、δ、ε
、ζおよびηCD3鎖である。TCR/CD3（T細胞の主要なシグナル伝達受容体複合体）のポリ
ペプチドの中で、特に有望なのは、ホモまたはヘテロSS結合二量体として現れるゼータお
よびそのエータアイソフォーム鎖であり、リガンドのTCR認識によって誘発される細胞活
性化プログラムの少なくとも一部を仲介する役割を担う（非特許文献３１；非特許文献３
２）。本明細書で使用する細胞内シグナル伝達ドメインのさらなる例には、MB1鎖（CD79A
）、B29、Fc RIIIおよびFc RIなどが挙げられる。活性化タンパク質ファミリーの他のメ
ンバーの細胞内シグナル伝達部分、例えばFcγRIIIおよびFcεRIも使用することができる
。非特許文献３３；非特許文献３４；非特許文献３５；非特許文献３６；非特許文献３７
；非特許文献３８を、本明細書での使用が検討されている種々の代替膜貫通ドメインおよ
び細胞内ドメインの開示のために参照。さらなる例には、IL-2受容体（IL-2R）p55（.ア
ルファ.）またはp75（.ベータ.）または.ガンマ.鎖のいずれか1つの細胞内シグナル伝達
ドメイン、特にT細胞およびNK増殖のシグナル伝達を担うp75および.ガンマ.サブユニット
が挙げられる。
【００３３】
　TCR単独で生成されたシグナルは、T細胞の完全な活性化には不十分であり、二次シグナ
ルまたは共刺激シグナルも必要であることが知られている。したがって、T細胞活性化は
、2つの異なるクラスの細胞質シグナル伝達配列、すなわちTCR（一次細胞質シグナル伝達
配列）を介して抗原依存性一次活性化を開始するものと、抗原非依存的に作用し、二次ま
たは共刺激シグナル（二次細胞質シグナル伝達配列）を与えるものによって媒介されると
言える。
【００３４】
　一次細胞質シグナル伝達配列は、刺激性様式または抑制性様式のいずれかで、TCR複合
体の一次活性化を調節する。刺激性様式で作用する一次細胞質シグナル伝達配列は、免疫
受容体チロシン活性化モチーフすなわちITAMとして知られるシグナル伝達モチーフを含み
得る。
【００３５】
　本明細書における細胞内シグナル伝達ドメインとして特に有用である一次細胞質シグナ
ル伝達配列を含むITAMの例には、

CD3デルタ、CD3イプシロン、CD5、CD22、CD79a、CD79b、およびCD66d由来のものが挙げら
れる。ある特定の実施形態では、本明細書で使用する改変TCRにおける細胞質シグナル伝
達ドメインは、CD3ゼータに由来する細胞質シグナル伝達配列を含む。本明細書において
有用なゼータ鎖部分配列は、細胞内ドメインを含む。ヒトCD3ゼータ鎖のアミノ酸残基52
～163に及ぶこのドメインは、標準的な分子生物学技術を用いて増幅することができる。
【００３６】
　いくつかの実施形態では、改変TCRの細胞質ドメインは、CD3-ゼータシグナル伝達ドメ
インを単独で、または本明細書で使用するTCRに関連して有用な任意の他の所望の細胞質
ドメイン（単数または複数）と組み合わせて含むように設計され得る。「共刺激シグナル
伝達領域」または「共刺激ドメイン」は、共刺激分子の細胞内ドメインまたはその機能的
フラグメントを含む改変TCRの一部分を指す。したがって、本明細書に記載の改変TCRの細
胞質ドメインは、細胞内シグナル伝達ドメインおよび共刺激ドメインを含み得る。
【００３７】
　「共刺激リガンド」には、T細胞上の同種の共刺激分子に特異的に結合し、それにより
、例えばTCR/CD3複合体の、ペプチドで負荷したMHC分子との結合によって与えられる一次
シグナルに加えて、増殖、活性化、分化などを含むがこれらに限定されないT細胞応答を
媒介するシグナルを与える抗原提示細胞上（例えば、aAPC、樹状細胞、B細胞など）の分
子が挙げられ。共刺激リガンドには、限定されないが、CD7、B7-1（CD80）、B7-2（CD86
）、PD-L1、PD-L2、4-1BBL、OX40L、誘導性共刺激リガンド（ICOS-L）、細胞間接着分子
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（ICAM）、CD30L、CD40、CD70、CD83、HLA-G、MICA、MICB、HVEM、リンホトキシンベータ
受容体、3/TR6、ILT3、ILT4、HVEM、Tollリガンド受容体に結合するアゴニストまたは抗
体およびB7-H3と特異的に結合するリガンドを挙げることができる。とりわけ、共刺激リ
ガンドは、限定されないが、CD27、CD28、4-1BB、OX40、CD30、CD40、PD-1、ICOS、リン
パ球機能関連抗原-1（LFA-1）、CD2、CD7、LIGHT、NKG2C、B7-H3などのT細胞上に存在す
る共刺激分子と特異的に結合する抗体、およびCD83と特異的に結合するリガンドも包含す
る。
【００３８】
　共刺激分子は、リンパ球の抗原に対する効率的な応答に必要な抗原受容体またはそのリ
ガンド以外の細胞表面分子である。そのような分子の例には、CD27、CD28、4-1BB（CD137
）、OX40、CD30、CD40L、PD-1、DAP-10、ICOS、リンパ球機能関連抗原-1（LFA-1）、CD2
、CD7、LIGHT、NKG2C、B7-H3、およびCD83と特異的に結合するリガンドなどが含まれる。
本明細書に記載のTCRと共に使用することが意図される具体的な例示としての共刺激ドメ
インは、4-1BBおよびCD28に由来するが、他の共刺激分子に由来する他の共刺激ドメイン
も本発明の範囲内である。
【００３９】
　本明細書に開示の改変TCRの細胞質ドメイン内の細胞内シグナル伝達配列および共刺激
配列は、各部位が適切にシグナル伝達するように機能する任意の順序で互いに連結され得
る。特定の実施形態では、共刺激領域は、存在する場合、TMドメインの細胞質側にちょう
ど存在し、シグナル伝達ドメイン（例えば、CD3ゼータのシグナル伝達ドメイン）が続く
。他の実施形態では順序が逆転し、TMドメインのすぐ隣にシグナリング部位があり、存在
する場合には共刺激ドメインが続く。場合により、特定の実施形態では、長さが約1、2、
3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、または15アミノ酸の短いオリゴまたはポリ
ペプチドリンカーは、結合を形成し得る。グリシン-セリンダブレットは、特に適切なリ
ンカーを提供する。種々のリンカーのいずれかを使用することができ、それらは当業者に
知られている。
【００４０】
　本明細書に記載されるように、改変TCRは、いくつかの実施形態では、それらを宿主細
胞（例えば、T細胞、NK細胞）の表面に固定する膜貫通（TM）ドメインも含む。TMは、TCR
アルファ鎖、TCRベータ鎖、CD3ゼータ鎖由来であり得るか、またはCD28またはCD4などの
別の膜貫通分子由来であり得る。当業者に認識されるように、キメラ受容体を膜に固定す
るために適切に機能するTMドメインを使用することができる。膜貫通ドメインに関して、
キメラTCRは、キメラTCRの細胞外ドメインに融合した膜貫通ドメインを含むように設計す
ることができる。一実施形態では、キメラTCR中のドメインの1つに天然に付随する膜貫通
ドメインが使用される。いくつかの例では、膜貫通ドメインを選択またはアミノ酸置換に
よって修飾し、そのようなドメインが同じまたは異なる表面膜タンパク質の膜貫通ドメイ
ンと結合するのを避け、受容体複合体の他のメンバーとの相互作用を最小限に抑えること
ができる。
【００４１】
　膜貫通ドメインは、天然供給源または合成供給源から誘導され得る。供給源が天然であ
る場合、ドメインは、任意の膜結合タンパク質または膜貫通タンパク質に由来し得る。本
発明において特に有用な膜貫通領域は、T細胞受容体、CD28、CD3イプシロン、CD45、CD4
、CD5、CD8、CD9、CD16、CD22、CD33、CD37、CD64、CD80、CD86、CD134、CD137、CD154の
アルファ、ベータまたはゼータ鎖に由来し得る（すなわち、少なくともそれらの膜貫通領
域（単数または複数）を含む）。あるいは、膜貫通ドメインは合成であってもよく、この
場合、それはロイシンおよびバリンなどの疎水性残基を主に含み得る。特定の実施形態で
は、フェニルアラニン、トリプトファンおよびバリンのトリプレットが合成膜貫通ドメイ
ンの各末端に見られる。場合により、特定の実施形態では、長さが1または2～約10、11、
12、13、14、または15アミノ酸の短いリンカーは、キメラTCRの膜貫通ドメインと細胞質
シグナル伝達ドメインとの間に結合を形成し得る。グリシン-セリンダブレットは、特に
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適切なリンカーを提供する。
【００４２】
　特定の実施形態では、キメラTCRの膜貫通ドメインは、CD8膜貫通ドメインである。いく
つかの例では、本明細書で使用するキメラTCRの膜貫通ドメインは、CD8ヒンジドメインを
含む。特定の実施形態では、膜貫通ドメインはCD28膜貫通ドメインであり、共刺激領域が
CD28に由来する実施形態では特にそうであり、体部分が、実施される必要がある増幅／ク
ローニング工程の数を最小にすることが便宜上の問題であるためである。したがって、あ
る実施形態では、TMドメインは、キメラTCRの共刺激または細胞内シグナル伝達ドメイン
と同じ分子に由来し得る。しかし、これは必須ではなく、TMドメインは、CD8およびCD3ゼ
ータ膜貫通ドメインを含むが、これに限定されない任意の適切な膜貫通タンパク質に由来
し得る。
【００４３】
　TCR定常ドメイン：本発明の改変TCRで使用される定常ドメインは、TCRアルファ鎖また
はTCRベータ鎖に由来し得る。そのような定常ドメインは当該技術分野で知られており、
公開配列データベースから入手可能である。
【００４４】
　特定の実施形態では、1つ以上のジスルフィド結合は、本発明の改変TCRに含まれる定常
ドメイン配列のアミノ酸残基を連結し得る。一実施形態では、ジスルフィド結合は、天然
TCRにおいてベータ炭素原子が0.6nm未満で離れているアミノ酸残基に対応するシステイン
残基間にある。例えば、ジスルフィド結合は、TRAC*01のエクソン1のThr 48およびTRBC1*
01またはTRBC2*01のエクソン1のSer 57またはその非ヒト等価物に対して置換されたシス
テイン残基間にあってもよい。システインが導入され、ジスルフィド結合を形成し得る他
の部位は、TCR.アルファ.鎖のTRAC*01ならびにTCR.ベータ.鎖のTRBC1*01またはTRBC2*01
のエクソン1における以下の残基である。
【表１】

【００４５】
　上記で言及された非天然ジスルフィド結合に加えて、本発明のTCRの二量体TCRまたはsc
TCR形態は、天然TCR中のジスルフィド結合によって連結されたものに対応する残基間のジ
スルフィド結合を含み得る。
【００４６】
（可溶性TCR）
　いくつかの実施形態では、改変TCRは可溶性TCRである。一般に、「可溶性TCR」は、そ
の膜貫通領域を除去するように切断されたTCR鎖を含む。例えば、特許文献４には、切断
型TCR鎖の会合を促進するための非天然ジスルフィド鎖間結合を有する可溶性TCRの生成お
よび試験が記載されている。他の潜在的に適切な可溶性TCR設計の詳細は、鎖の会合を容
易にするためにそのC末端に融合した異種ロイシンジッパーを利用する非ジスルフィド結
合切断型TCR鎖の生成を記載した特許文献２、およびペプチドリンカーを介してTCRVβ鎖
に共有結合したTCRVα鎖を含む一本鎖可溶性TCRの生成を記載している特許文献５で見る
ことができる。Boulterらは、可溶性の機能的かつ安定なTCRヘテロ二量体の製造方法も記
載している（非特許文献３９を参照）。さらなる実施形態では、本明細書に記載の可溶性
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TCRは、例えば、IL-2または他のサイトカインなどの異種タンパク質、抗体のFcドメイン
などに融合したキメラであり得る。例示的な可溶性TCR融合タンパク質は、例えば、非特
許文献４０；非特許文献４１；非特許文献４２に記載されている。
【００４７】
（改変TCRの機能的変異体および部位）
　本明細書に記載のTCRの機能的変異体も検討される。本明細書で使用する用語「機能的
変異体」は、親TCRと実質的または有意な配列同一性または類似性を有するTCRを指し、機
能的変異体は、親TCRの生物学的活性を保持するが、そのTCRは変異体である。機能的変異
体は、例えば、親TCRが抗原特異性を有するか、または親ポリペプチドまたはタンパク質
が特異的に結合するNY-ESO-1ポリペプチド／MHC複合体に、親TCRと同程度、同じ程度、ま
たはより高い程度で特異的に結合する能力を保持する本明細書に記載のTCRの変異体を包
含する。いくつかの実施形態では、機能的変異体は、本明細書で提供される配列表に記載
のベータ鎖可変ドメインアミノ酸配列などの親TCRのベータ鎖可変ドメインアミノ酸配列
と少なくとも50%、60%、70%、80%、81%、82%、83%、84%、85%、86%、87%、88%、89%、90%
、91%、92%、93%、94%、95%、96%、97%、98%、または99%同一であるアミノ酸配列を含む
ベータ鎖可変ドメインを含む。いくつかの実施形態では、機能的変異体は、配列番号：1
、配列番号：2または配列番号：3に記載のVβCDR3アミノ酸配列と少なくとも50%、60%、7
0%、80%、81%、82%、83%、84%、85%、86%、87%、88%、89%、90%、91%、92%、93%、94%、9
5%、96%、97%、98%、または99%同一であるVβCDR3アミノ酸配列を含む。
【００４８】
　いくつかの実施形態では、機能的変異体は、親TCRのアルファ鎖可変ドメインアミノ酸
配列、例えば本明細書で提供される配列表に記載のアルファ鎖可変ドメインアミノ酸配列
などと少なくとも50%、60%、70%、80%、81%、82%、83%、84%、85%、86%、87%、88%、89%
、90%、91%、92%、93%、94%、95%、96%、97%、98%、または99%同一であるアミノ酸配列を
含むアルファ鎖可変ドメインを含む。
【００４９】
　いくつかの実施形態では、機能的変異体のアミノ酸配列は、例えば、少なくとも1つの
保存的アミノ酸置換を有する親TCRのアミノ酸配列を含むことができる。保存的アミノ酸
置換は当該技術分野で知られており、特定の物理的および／または化学的性質を有する1
つのアミノ酸を同じ化学的または物理的性質を有する別のアミノ酸と交換するアミノ酸置
換を含む。例えば、保存的アミノ酸置換は、酸性アミノ酸の別の酸性アミノ酸（例えば、
AspまたはGlu）での置換、非極性側鎖を有するアミノ酸の非極性側鎖を有する別のアミノ
酸（例えば、Ala、Gly、Val、Ile、Leu、Met、Phe、Pro、Trp、Val、など）での置換、塩
基性アミノ酸の別の塩基性アミノ酸（Lys、Arg、など）での置換、極性側鎖を有するアミ
ノ酸の極性側鎖を有する別のアミノ酸（Asn、Cys、Gln、Ser、Thr、Tyr、など）での置換
などが挙げられる。
【００５０】
　代替的または追加的に、機能的変異体は、少なくとも1つの非保存的アミノ酸置換を有
する親TCRのアミノ酸配列を含むことができる。この場合、非保存的アミノ酸置換は、機
能的変異体の生物学的活性を妨害または阻害しないことが好ましい。好ましくは、非保存
的アミノ酸置換は、親TCR、ポリペプチド、またはタンパク質と比較して機能的変異体の
生物学的活性が増加するように、機能的変異体の生物学的活性を増強する。
【００５１】
　機能的変異体のアミノ酸配列のアミノ酸置換（単数または複数）は、アミノ酸配列の任
意の領域内にあり得る。例えば、いくつかの実施形態では、アミノ酸置換（単数または複
数）は、機能的変異体の可変領域または定常領域をコードするアミノ酸配列の領域内に位
置する。アミノ酸置換（単数または複数）が可変領域をコードするアミノ酸配列（例えば
、配列番号：1などのVβCDR3アミノ酸配列）の領域内に位置する場合、アミノ酸置換（単
数または複数）は、親TCRが抗原特異性を有するペプチド-MHC複合体に結合する機能的変
異体の能力を有意に減少させないことが理解される。
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【００５２】
　改変TCRの機能的部位も提供される。いくつかの実施形態では、機能的部位は、機能的
部位が配列番号：1に記載のアミノ酸配列を含むVβ鎖の一部を含むという条件で、親TCR
の連続アミノ酸を含む任意の部位を含むことができる。用語「機能的部位」は、TCRに関
して使用される場合、TCRの一部（親TCR）の生物学的活性を保持する、本発明のTCRの任
意の部位またはフラグメントを指す。機能的部位は、例えば、NY-ESO-1ペプチド-MHC複合
体に、親TCRとして特異的に結合する能力を保持するTCRの部位を包含する。
【００５３】
　いくつかの実施形態では、機能的部位は、TCR部位の生物学的機能を妨げない部分のア
ミノ末端もしくはカルボキシ末端、または両末端に追加のアミノ酸を含む。
【００５４】
　本明細書に記載のTCR（機能的部位および機能的変異体を含む）は、1つ以上の天然に存
在するアミノ酸の代わりに合成アミノ酸を任意に含む。そのような合成アミノ酸は、当該
技術分野で知られており、例えば、アミノシクロヘキサンカルボン酸、ノルロイシン、.
アルファ.-アミノ-n-デカン酸、ホモセリン、S-アセチルアミノメチル-システイン、トラ
ンス-3-およびトランス-4-ヒドロキシプロリン、4-アミノフェニルアラニン、4-ニトロフ
ェニルアラニン、4-クロロフェニルアラニン、4-カルボキシフェニルアラニン、β-フェ
ニルセリン.ベータ.-ヒドロキシフェニルアラニン、フェニルグリシン、α-ナフチルアラ
ニン、シクロヘキシルアラニン、シクロヘキシルグリシン、インドリン-2-カルボン酸、1
,2,3,4-テトラヒドロイソキノリン-3-カルボン酸、アミノマロン酸、アミノマロン酸モノ
アミド、N'-ベンジル-N'-メチル-リシン、N',N'-ジベンジル-リシン、6-ヒドロキシリシ
ン、オルニチン、α-アミノシクロペンタンカルボン酸、α-アミノシクロヘキサンカルボ
ン酸、α-アミノシクロヘプタンカルボン酸、α-(2-アミノ-2-ノルボルナン)カルボン酸
、α,γ-ジアミノ酪酸、α,β-ジアミノプロピオン酸、ホモフェニルアラニン、およびα
-tert-ブチルグリシンが挙げられる。
【００５５】
　本明細書に記載のTCR（機能的部位および機能的変異体を含む）は、グリコシル化、ア
ミド化、カルボキシル化、リン酸化、エステル化、N-アシル化、例えばジスルフィド架橋
を介して環化することができ、もしくは酸付加塩に変換することができ、および／または
任意に二量化もしくは重合、もしくは共役させることができる。
【００５６】
　いくつかの実施形態では、NY-ESO-1/MHC複合体に特異的な本明細書に記載のCDR3配列を
含むTCRの存在を同定することが望ましい。TCRの存在を同定する方法には、Adaptive Bio
technologies（シアトル、ワシントン州）から市販されているIMMUNOSEQ（登録商標）な
どのディープシークエンシング戦略が挙げられる。非特許文献４３；非特許文献４４を参
照。IMMUNOSEQを実施例２～７で使用し、本明細書中のTCR CDR3配列を発見したが、本明
細書に記載のCDR3配列の存在を検出する方法はこの方法に限定されない。TCR CDR3配列を
コードする特定のヌクレオチド配列の有無を検出する任意の技術が、本明細書での使用に
検討される。さらに、本明細書に記載のVβCDR3アミノ酸配列を有する公開TCRは、この目
的のために開発されたモノクローナル抗体を用いるイムノアッセイによって直接検出され
得る。使用され得るイムノアッセイには、限定されないが、ウェスタンブロット、ラジオ
イムノアッセイ、ELISA、「サンドイッチ」イムノアッセイ、免疫沈降アッセイ、沈降素
アッセイ、ゲル拡散沈降アッセイ、免疫放射線測定アッセイ、蛍光イムノアッセイ、タン
パク質A、イムノアッセイ、および補体結合アッセイなどの技術を用いる競合アッセイシ
ステムが挙げられる。そのようなアッセイは型どおりであり、当該技術分野で知られてい
る（例えば、非特許文献４５を参照）。さらに、非特許文献４６に記載されているような
型どおりの交差ブロッキングアッセイを行うことができる。核酸ベースのアッセイまたは
タンパク質ベースの検出アッセイのいずれかを用いて、個体において、本明細書に記載の
VβCDR3アミノ酸配列を含むTCRを有するT細胞の有無を決定することができる。
【００５７】
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（核酸、ベクターおよび細胞）
　本明細書に記載の改変TCR（またはその機能的部位および機能的変異体）のいずれかを
コードするヌクレオチド配列を含む核酸も検討される。
【００５８】
　本明細書で使用する「核酸」は、「ポリヌクレオチド」、「オリゴヌクレオチド」およ
び「核酸分子」を含み、一般にDNAまたはRNAのポリマーを意味し、それは一本鎖または二
本鎖、合成された、または天然源から得られた（例えば、単離および／もしくは精製され
た）ものであってよく、天然の、非天然のまたは改変されたヌクレオチドを含有すること
ができ、天然の、非天然のまたは改変されたヌクレオチド間結合、例えばホスホロアミデ
ート結合またはホスホロチオエート結合などを、未修飾オリゴヌクレオチドのヌクレオチ
ド間に見られるホスホジエステルの代わりに含有することができる。核酸がいかなる挿入
、欠失、逆位および／または置換も含まないことが一般に好ましい。しかしながら、場合
によっては、本明細書で考察されるように、核酸が1つ以上の挿入、欠失、逆位、および
／または置換を含むことが適切な場合がある。
【００５９】
　好ましくは、本明細書に記載の核酸は組み換え体である。本明細書で使用する用語「組
み換え」は、（i）天然または合成の核酸セグメントを、生細胞内で複製することができ
る核酸分子に結合させることによって生細胞の外で構築される分子、または（ii）上記（
i）に記載されたものの複製から生じる分子を指す。本明細書の目的のために、複製はin 
vitro複製またはin vivo複製であり得る。
【００６０】
　核酸は、当該技術分野で知られている手順または市販されている（例えば、Genscript
、Thermo Fisherおよび同様の会社からの）手順を用いる化学合成および／または酵素ラ
イゲーション反応に基づいて構築することができる。例えば、上記のSambrookら、および
上記のAusubelらを参照。例えば、天然に存在するヌクレオチドまたは分子の生物学的安
定性を増加させるために、もしくはハイブリダイゼーション時に形成される二本鎖の物理
的安定性を増加させるように設計された種々の修飾ヌクレオチド（例えば、ホスホロチオ
エート誘導体およびアクリジン置換ヌクレオチド）を用いて、核酸を化学的に合成するこ
とができる。核酸を生成するために使用され得る修飾ヌクレオチドの例には、限定されな
いが、5-フルオロウラシル、5-ブロモウラシル、5-クロロウラシル、5-ヨードウラシル、
ヒポキサンチン、キサンチン、4-アセチルシトシン、5-(カルボキシヒドロキシメチル)ウ
ラシル、5-カルボキシメチルアミノメチル-2-チオウリジン、5-カルボキシメチルアミノ
メチルウラシル、ジヒドロウラシル、ベータ-D-ガラクトシルクエオシン、イノシン、N6-
イソペンテニルアデニン、1-メチルグアニン、1-メチルイノシン、2,2-ジメチルグアニン
、2-メチルアデニン、2-メチルグアニン、3-メチルシトシン、5-メチルシトシン、N6-置
換アデニン、7-メチルグアニン、5-メチルアミノメチルウラシル、5-メトキシアミノメチ
ル-2-チオウラシル、ベータ-D-マンノシルクエオシン、5'-メトキシカルボキシメチルウ
ラシル、5-メトキシウラシル、2-メチルチオ-N6-イソペンテニルアデニン、ウラシル-5-
オキシ酢酸（v）、ワイブトキソシン、シュードウラシル、クエオシン、2-チオシトシン
、5-メチル-2-チオウラシル、2-チオウラシル、4-チオウラシル、5-メチルウラシル、ウ
ラシル-5-オキシ酢酸メチルエステル、3-(3-アミノ-3-N-2-カルボキシプロピル)ウラシル
、および2,6-ジアミノプリンが挙げられる。あるいは、本発明の核酸の1つ以上は、Macro
molecular Resources（フォートコリンズ、コロラド州）およびSynthegen（ヒューストン
、テキサス州）などの会社から購入することができる。
【００６１】
　核酸は、改変TCR、ポリペプチド、もしくはタンパク質、またはそれらの機能的部位も
しくは機能的変異体のいずれかをコードする任意のヌクレオチド配列を含むことができる
。
【００６２】
　本開示は、単離または精製された核酸の変異体も提供し、ここで変異体核酸は、親TCR
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をコードするヌクレオチド配列と少なくとも75%、80%、81%、82%、83%、84%、85%、86%、
87%、88%、89%、90%、91%、92%、93%、94%、95%、96%、97%、98%、または99%同一である
ヌクレオチド配列を含む。特定の実施形態では、本開示は、本明細書の配列表に提供され
るヌクレオチド配列と少なくとも75%、80%、81%、82%、83%、84%、85%、86%、87%、88%、
89%、90%、91%、92%、93%、94%、95%、96%、97%、98%、または99%同一であるヌクレオチ
ド配列を含む単離または精製された核酸を提供し、ここでそのような変異体ヌクレオチド
配列は、少なくとも親TCRだけでなく、その同種MHC-ペプチド複合体（例えば、NY-ESO-1
ペプチド／MHC複合体）を特異的に認識する機能的TCRをコードする。
【００６３】
　本開示はまた、本明細書に記載の核酸のいずれかのヌクレオチド配列に相補的なヌクレ
オチド配列、またはストリンジェントな条件下で本明細書に記載の核酸のいずれかのヌク
レオチド配列にハイブリダイズするヌクレオチド配列を含む単離または精製された核酸を
提供する。
【００６４】
　ストリンジェントな条件下でハイブリダイズするヌクレオチド配列は、好ましくは高ス
トリンジェンシー条件下でハイブリダイズする。「高ストリンジェンシー条件」とは、ヌ
クレオチド配列が、非特異的ハイブリダイゼーションよりも強く検出できるほどの量で標
的配列（本明細書に記載の核酸のいずれかのヌクレオチド配列）に特異的にハイブリダイ
ズすることを意味する。高ストリンジェンシー条件は、正確に相補的な配列を有するポリ
ヌクレオチド、またはごく少数の散在したミスマッチを含むポリヌクレオチドを、ヌクレ
オチド配列と一致する少数の小さな領域（例えば、3～10塩基）を有するランダム配列か
ら区別する条件が含まれる。そのような小さな領域の相補性は、14～17塩基以上の完全長
の相補鎖よりも容易に融解し、高ストリンジェンシーハイブリダイゼーションによりそれ
らを容易に区別することができる。比較的高いストリンジェンシー条件には、例えば、約
0.02～0.1M NaClまたは等価物によって、約50～70℃の温度で提供されるような、低塩お
よび／または高温条件が含まれる。そのような高ストリンジェンシー条件は、ヌクレオチ
ド配列と鋳型または標的鎖との間のミスマッチを、もしあっても、ほとんど許容せず、本
明細書に記載のTCRのいずれかの発現を検出するのに特に適している。さらなる量のホル
ムアミドの添加により、条件をより厳しくすることができることは一般的に理解されてい
る。
【００６５】
　特定の実施形態では、本明細書に記載の核酸を、様々な異なるタイプのベクターのいず
れかに組み込むことができる。これに関して、本開示は、本明細書に記載の任意の1つ以
上の核酸を含む1つ以上の組み換え発現ベクターを提供する。本明細書の目的のために、
用語「組み換え発現ベクター」は、構築物がmRNA、タンパク質、ポリペプチドまたはペプ
チドをコードするヌクレオチド配列を含む場合、宿主細胞によるmRNA、タンパク質、ポリ
ペプチドまたはペプチドの発現を可能にする遺伝子改変オリゴヌクレオチドまたはポリヌ
クレオチド構築物を意味し、ベクターを、細胞内で発現するmRNA、タンパク質、ポリペプ
チドまたはペプチドを有するのに十分な条件下で細胞と接触させる。本明細書に記載のベ
クターは、全体としては天然に存在しない。しかしながら、ベクターの一部は天然に存在
し得る。本明細書に記載の組み換え発現ベクターは、限定されないが、DNAおよびRNAを含
む任意のタイプのヌクレオチドを含むことができ、それは一本鎖または二本鎖、合成され
た、または天然源から部分的に得られたものであってよく、天然の、非天然のまたは改変
されたヌクレオチドを含有することができる。組み換え発現ベクターは、天然に存在する
、天然に存在しないヌクレオチド間結合、または両方のタイプの結合を含むことができる
。好ましくは、非天然もしくは改変ヌクレオチドまたはヌクレオチド間結合は、ベクター
の転写または複製を妨害しない。
【００６６】
　本明細書に記載の組み換え発現ベクターは、任意の適切な組み換え発現ベクターであっ
てよく、任意の適切な宿主を形質転換、トランスフェクトまたは形質導入するために使用
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され得る。適切なベクターには、増殖および拡大のために、もしくは発現のために、また
はその両方のために設計された、プラスミドおよびウイルスなどのベクターが挙げられる
。ベクターは、pUCシリーズ（Fermentas Life Sciences）、pBluescriptシリーズ（Strat
agene、ラホヤ、カリフォルニア州）、pETシリーズ（Novagen、マディソン、ウィスコン
シン州）、pGEXシリーズ（Pharmacia Biotech、ウプサラ、スウェーデン）、およびpEXシ
リーズ（Clontech、パロアルト、カリフォルニア州）および他の市販のプラスミドベクタ
ーからなる群より選択することができる。λG10、λGT11、λZapII（Stratagene）、λEM
BL4、およびλNM1149などのバクテリオファージベクターも使用することができる。植物
発現ベクターの例としては、pBI01、pBI101.2、pBI101.3、pBI121およびpBIN19（Clontec
h）が挙げられる。動物発現ベクターの例には、pEUK-C1、pMAMおよびpMAMneo（Clontech
）が挙げられる。
【００６７】
　いくつかの実施形態では、本明細書で用いるベクターはウイルスベクターであり、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、ポックスウイルスベクター、ワ
クシニアウイルスベクターなどのレトロウイルスベクターである。「レンチウイルス」は
、分裂細胞および非分裂細胞に感染することができるレトロウイルス属を指す。レンチウ
イルスのいくつかの例には、HIV（ヒト免疫不全ウイルス：HIV1型およびHIV2型を含む）
；ウマ伝染性貧血ウイルス；ネコ免疫不全ウイルス（FIV）；ウシ免疫不全ウイルス（BIV
）；およびサル免疫不全ウイルス（SIV）が挙げられる。
【００６８】
　例示的なレンチウイルスベクターには、限定されないが、HIV-1、HIV-2、FIV、ウマ感
染性貧血ウイルス、SIVおよびマエディ／ビスナウイルス由来のベクターが挙げられる。T
CR導入遺伝子を含有するウイルス粒子で哺乳動物標的細胞を形質導入するために、ウイル
スベクター、レトロウイルスおよびレンチウイルスウイルスベクターならびにパッケージ
ング細胞を使用する方法は当該技術分野でよく知られており、これまでに、例えば、特許
文献６；非特許文献４７；非特許文献２９；非特許文献４８；非特許文献４９；非特許文
献５０に記載されている。レトロウイルスおよびレンチウイルスベクター構築物ならびに
発現系も市販されている。
【００６９】
　組み換え発現ベクターは、例えば、非特許文献５１または上記のSambrookらおよび上記
のAusubelらに記載の標準組み換えDNA技術を用いて調製することができる。環状または線
状である発現ベクターの構築物は、原核または真核宿主細胞において機能的な複製系を含
むように調製することができる。複製系は、例えば、ColE1、2μプラスミド、λ、SV40、
ウシパピローマウイルスなどから誘導することができる。
【００７０】
　いくつかの実施形態では、組み換え発現ベクターは、必要に応じてベクターがDNAベー
スであるかRNAベースであるのかを考慮して、ベクターが導入される宿主のタイプ（例え
ば、細菌、真菌、植物、または動物）に特異的な転写および翻訳開始ならびに終止コドン
などの調節配列を含む。
【００７１】
　組み換え発現ベクターは、形質転換またはトランスフェクトされる宿主の選択を可能に
する1つ以上のマーカー遺伝子を含むことができる。マーカー遺伝子は、殺生剤耐性、例
えば、抗生物質、重金属などに対する耐性、栄養要求性宿主において原栄養性を提供する
相補性などを含む。本発明の発現ベクターに適切なマーカー遺伝子には、例えば、ネオマ
イシン／G418耐性遺伝子、ハイグロマイシン耐性遺伝子、ヒスチジノール耐性遺伝子、テ
トラサイクリン耐性遺伝子、およびアンピシリン耐性遺伝子が挙げられる。
【００７２】
　組み換え発現ベクターは、改変TCR、ポリペプチド、もしくはタンパク質（その機能的
部位および機能的変異体を含む）をコードするヌクレオチド配列に、または機能的TCRを
コードする変異体ヌクレオチド配列に、または修飾TCR、ポリペプチド、もしくはタンパ
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ク質をコードするヌクレオチド配列に相補的であるかまたはそれにハイブリダイズするヌ
クレオチド配列に作動可能に連結された天然または非天然プロモーターを含むことができ
る。例えば、強い、弱い、誘導性、組織特異的および発生特異的なプロモーターの選択は
、当業者の通常の技術の範囲内である。同様に、ヌクレオチド配列とプロモーターとの組
み合わせも当業者の技術の範囲内である。プロモーターは、非ウイルスプロモーターもし
くはウイルスプロモーター、例えばサイトメガロウイルス（CMV）プロモーター、SV40プ
ロモーター、RSVプロモーター、EF1αプロモーター、ユビキチンプロモーター、MHCクラ
スIもしくはIIプロモーター、T細胞特異的プロモーター、サイトカインプロモーター、ま
たはネズミ幹細胞ウイルスの長末端反復に見られるプロモーターであり得る。特定の実施
形態では、プロモーターは合成プロモーターである。
【００７３】
　本明細書で論じるように、ウイルスベクターが使用されるそれらの実施形態では、ウイ
ルスベクターゲノムは、標的細胞において発現するのが望ましい目的の配列を含む。レト
ロウイルスベクターに関して、典型的には、目的の配列（例えば、本明細書に記載の改変
TCRをコードする核酸）は、5'LTRと3'LTR配列（または特定の実施形態において使用され
得るような部分的5'および3'LTR配列）との間に位置する。特定の実施形態では、目的の
配列は、他の遺伝子要素、例えばプロモーターまたはエンハンサーを含む転写調節配列と
機能的関係にあり、特定の様式で目的の配列の発現を調節する。いくつかの例では、有用
な転写調節配列は、活性に関して、時間的および空間的に高度に調節されるものである。
要素の発現を調節するために使用され得る発現制御要素は、当該技術分野で知られており
、限定されないが、誘導性プロモーター、構成的プロモーター、分泌シグナル、エンハン
サーおよび他の調節要素を含む。
【００７４】
　目的の配列および任意の他の発現可能な配列は、典型的には、内部プロモーター／エン
ハンサー調節配列と機能的関係にある。「内部」プロモーター／エンハンサーは、ウイル
スベクター構築物中の5'LTRと3'LTR配列（またはそれらの部分配列）との間に位置し、目
的の配列に作動可能に連結されたものである。内部プロモーター／エンハンサーは、それ
が機能的関係にある核酸の発現を増加させることが知られている任意のプロモーター、エ
ンハンサーまたはプロモーター／エンハンサーの組合せであり得る。「機能的関係」およ
び「作動可能に連結された」とは、プロモーターおよび／またはエンハンサーが適切な分
子と接触した際に目的の配列が発現されるプロモーターおよび／またはエンハンサーに対
して、配列が正確な位置および方向にあることを意味するが、これに限定されない。
【００７５】
　内部プロモーター／エンハンサーの選択は、目的の配列の所望の発現パターンおよび既
知のプロモーター／エンハンサーの特異的特性に基づく。したがって、内部プロモーター
は構成的に活性であり得る。使用され得る構成的プロモーターの非限定的な例には、ユビ
キチンのプロモーター（特許文献７；特許文献８、その各々は参照によりその全体が本明
細書に組み込まれる）、CMV（非特許文献５２；特許文献９、その各々は参照によりその
全体が本明細書に組み込まれる）、ベータ-アクチン（非特許文献５３、参照によりその
全体が本明細書に組み込まれる）およびpgk（例えば、非特許文献５４；非特許文献５５
；および非特許文献５６を参照、前述の各々は参照によりその全体が本明細書に組み込ま
れる）。いくつかの実施形態では、ベクター（例えば、偽型レトロウイルスベクターゲノ
ム）にコードされる目的の配列（例えば、本明細書に記載の改変TCR）の発現を制御する
ために使用されるプロモーターは、イントロン欠損プロモーターである。いくつかの実施
形態では、ヒトユビキチン-C（UbiC）プロモーターを使用し、ウイルスベクターゲノムに
コードされるTCRの発現を制御する。様々な実施形態では、UbiCプロモーターはイントロ
ンを除去するように修飾されており、すなわち、プロモーターはイントロン欠損である。
全長UbiCプロモーターは1250ヌクレオチドである。イントロンは412から始まり、終わり
まで及ぶ（412～1250）。この領域は、異種ウイルスゲノム転写物を最小限に抑える目的
で削除することができる。HIVウイルスゲノムはその中に天然イントロンを有する。した



(30) JP 2018-532386 A 2018.11.8

10

20

30

40

50

がって、UbiCプロモーターを含むレンチウイルスは、レンチウイルスゲノム中に合計2つ
のイントロンを有するであろう。UbiCイントロンは、スプライシングされた形態とスプラ
イシングされていない形態の両方で存在することができる。UbiCイントロンの欠失は、異
種ウイルス転写物の可能性を排除し、送達された偽型レンチウイルス粒子の同質性を確実
にする。
【００７６】
　あるいは、プロモーターは、組織特異的プロモーターであってもよい。いくつかの好ま
しい実施形態では、プロモーターは標的細胞特異的プロモーターである。例えば、プロモ
ーターは、樹状細胞、T細胞、NK細胞によって発現される任意の産物からのものであって
よく、限定されないが、IL-2、IL-2R、インターフェロンγ、MHCクラスI、MHCクラスII、
CD3、CD11c、CD103、TLR、DC-SIGN、BDCA-3、DEC-205、DCIR2、マンノース受容体、デク
チン-1、Clec9Aが挙げられる。さらに、目的の配列の誘導発現を可能にするためにプロモ
ーターを選択してもよい。誘導可能な発現の多くの系が当該技術分野で知られており、テ
トラサイクリン応答系、lacオペレーター-リプレッサー系、ならびに様々な環境または生
理学的変化に応答するプロモーター、例えば熱ショック、金属イオンではメタロチオネイ
ンプロモーターなど、インターフェロン、低酸素症、ステロイドではプロゲステロンまた
はグルココルチコイド受容体プロモーターなど、放射線ではVEGFプロモーターなどが挙げ
られる。目的の遺伝子の所望の発現を得るために、プロモーターの組み合わせを使用して
もよい。当業者は、目的の生物または標的細胞における遺伝子の所望の発現パターンに基
づいてプロモーターを選択することができるであろう。
【００７７】
　ウイルスゲノムは、少なくとも1つのRNAポリメラーゼIIまたはIII応答性プロモーター
を含み得る。このプロモーターは目的の配列に作動可能に連結することができ、終止配列
に連結することもできる。さらに、1つより多くのRNAポリメラーゼIIまたはIIIプロモー
ターが組み込まれ得る。RNAポリメラーゼIIおよびIIIプロモーターは、当業者によく知ら
れている。RNAポリメラーゼIIIプロモーターの適切な範囲は、例えば、非特許文献５７に
おいて見ることができ、参照によりその全体が本明細書に組み込まれる。RNAポリメラー
ゼIIまたはIIIプロモーターは、RNAポリメラーゼIIまたはIIIに下流のRNAコード配列を転
写させることができる任意の合成または改変DNAフラグメントも含む。さらに、RNAポリメ
ラーゼIIまたはIII（Pol IIもしくはIII）プロモーターまたはウイルスベクターゲノムの
一部として使用されるプロモーターは、誘導性であり得る。任意の適切な誘導性Pol IIま
たはIIIプロモーターが、本開示の方法と共に使用され得る。特に適切なPol IIまたはIII
プロモーターには、各々が参照によりその全体が本明細書に組み込まれる非特許文献５８
および非特許文献５９で提供されるテトラサイクリン応答性プロモーターが含まれる。
【００７８】
　内部エンハンサーはウイルス構築物中に存在し、目的の遺伝子の発現を増加させてもよ
い。例えば、CMVエンハンサー（非特許文献６０；参照によりその全体が本明細書に組み
込まれる）を使用してもよい。HIV、CMV、および哺乳動物ゲノムなどのウイルスゲノムの
多くのエンハンサーが同定され、特性評価されている（GenBank参照）。エンハンサーは
、異種プロモーターと組み合わせて使用されてよい。当業者は、所望の発現パターンに基
づいて適切なエンハンサーを選択することができるであろう。
【００７９】
　ウイルスベクターゲノムは、追加の遺伝的要素も含み得る。構築物に含まれ得る要素の
タイプは、決して限定されず、特定の結果を達成するために選択され得る。例えば、標的
細胞におけるウイルスゲノムの核内進入を促進するシグナルが含まれ得る。そのようなシ
グナルの例は、HIV-1 cPPT/CTSである。さらに、標的細胞におけるプロウイルス組み込み
部位の特性評価を容易にする要素が含まれていてもよい。例えば、tRNAアンバーサプレッ
サー配列が構築物に含まれていてもよい。例えば、ニワトリβ-グロビン由来のインスレ
ーター配列もウイルスゲノム構築物に含まれ得る。この要素は、メチル化およびヘテロク
ロマチン化効果のために、標的細胞中の統合されたプロウイルスをサイレンシングする機
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会を減少させる。さらに、インスレーターは、内部エンハンサー、プロモーターおよび外
因性遺伝子を、染色体上の組み込み部位における周囲のDNAからのポジティブまたはネガ
ティブな位置効果から遮蔽することができる。さらに、ベクターゲノムは、目的の遺伝子
の発現を増強するように設計された1つ以上の遺伝子要素を含み得る。例えば、ウッドチ
ャック肝炎ウイルス応答要素（WRE）が構築物中に入れられてもよい（非特許文献６１；
非特許文献６２、これらの各々は、その全体が参照により本明細書に組み込まれる））。
【００８０】
　ウイルスベクターゲノムは、典型的には、パッケージング細胞またはプロデューサー細
胞株にトランスフェクトされ得るプラスミド形態で構築される。プラスミドは、一般に、
細菌におけるプラスミドの複製に有用な配列を含む。そのようなプラスミドは、当該技術
分野でよく知られている。さらに、原核生物の複製起点を含むベクターは、その発現が薬
剤耐性などの検出可能なまたは選択可能なマーカーを付与する遺伝子も含み得る。典型的
な細菌薬剤耐性産物は、アンピシリンまたはテトラサイクリンに対する耐性を与えるもの
である。
【００８１】
　本発明の組み換え発現ベクターを、一過性発現のために、安定した発現のために、また
はその両方のために設計することができる。また、組み換え発現ベクターを、構成的発現
または誘導発現のために作製することができる。
【００８２】
　さらに、組み換え発現ベクターを、自殺遺伝子を含むように作製することができる。本
明細書において使用される用語「自殺遺伝子」は、自殺遺伝子を発現する細胞を死滅させ
る遺伝子を指す。自殺遺伝子は、薬剤、例えば薬物に対する感受性を、遺伝子が発現され
る細胞に付与する遺伝子であってもよく、細胞が薬剤に接触またはさらされた場合に細胞
を死滅させる。自殺遺伝子は当該技術分野で知られており（例えば、非特許文献６３を参
照）、例えば、単純ヘルペスウイルス（HSV）チミジンキナーゼ（TK）遺伝子、シトシン
デアミナーゼ、プリンヌクレオシドホスホリラーゼ、およびニトロレダクターゼが挙げら
れる。
【００８３】
　本明細書に記載の組み換え発現ベクターのいずれかを含む宿主細胞も提供される。本明
細書で使用する用語「宿主細胞」は、本発明の組み換え発現ベクターを含み得る任意のタ
イプの細胞を指す。宿主細胞は、真核細胞、例えば、植物、動物、菌類、もしくは藻類で
あってもよく、または原核細胞、例えば、細菌または原生動物であってもよい。宿主細胞
は、培養細胞または初代細胞であってもよく、すなわち、生物、例えばヒトから直接単離
されてもよい。宿主細胞は、付着細胞または懸濁細胞、すなわち、懸濁液中で増殖する細
胞であり得る。適切な宿主細胞は当該技術分野で知られており、例えば、DH5α大腸菌細
胞、チャイニーズハムスター卵巣細胞、サルVERO細胞、COS細胞、HEK293細胞、293F、293
T細胞などが挙げられる。特に、本明細書に記載のTCRの送達のためにウイルス粒子を生成
する目的で、293Fおよび293T宿主細胞が使用され得る。組み換え発現ベクターを増幅また
は複製する目的で、宿主細胞は原核細胞、例えば、DH5α細胞であってもよい。組み換え
修飾TCR、ポリペプチド、またはタンパク質を産生する目的のために、宿主細胞は哺乳動
物細胞であってもよい。特定の実施形態では、宿主細胞はヒト細胞である。宿主細胞は、
任意の細胞型であり得るか、任意のタイプの組織に由来し得るか、任意の発生段階であり
得る。特定の実施形態では、宿主細胞は末梢血リンパ球（PBL）である。特定の実施形態
では、宿主細胞はT細胞である。
【００８４】
　いくつかの実施形態では、本明細書に記載のベクターは、本明細書に記載のTCR（また
は機能的変異体もしくは部位）をコードする。これに関して、TCRがヘテロ二量体TCRであ
る実施形態では、TCRベータ鎖およびTCRアルファ鎖の両方を同じベクターから発現させて
もよく、または同じ宿主細胞内の異なるベクターから発現させ、機能的二量体TCRが細胞
の表面で発現されるようにしてもよい。TCRが一本鎖TCRである他の実施形態では、本明細
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書に記載のベクターは、本明細書に記載の一本鎖TCRまたは他の形態のTCRをコードする核
酸を含む。
【００８５】
　さらなる実施形態では、本明細書に記載のベクターは、1つより多くの産物をコードし
得る。この点に関して、送達される配列は、本明細書に記載のTCRをコードする核酸を、
少なくとも1つのタンパク質、少なくとも1つのsiRNA、少なくとも1つのマイクロRNA、少
なくとも1つのdsRNAもしくは少なくとも1つのアンチセンスRNA分子またはそれらの任意の
組み合わせをコードする複数の遺伝子をコードする目的の他の核酸に加えて含むことがで
きる。例えば、送達される配列は、1つ以上のTCRをコードする1つ以上の遺伝子を含むこ
とができる。1つ以上のTCRは、単一の疾患または障害と関連し得るか、またはそれらは、
複数の疾患および／または障害と関連し得る。いくつかの例では、免疫調節タンパク質を
コードする遺伝子を、本明細書に記載のTCRをコードする遺伝子と共に含むことができ、
その組み合わせは、所望の方向および大きさに対する免疫応答を誘発および調節すること
ができる。他の例では、siRNA、マイクロRNA、dsRNAまたはアンチセンスRNA分子をコード
する配列は、本明細書に記載のTCRをコードする遺伝子で構築することができ、その組み
合わせは免疫応答の範囲を調節することができる。産物は、コード配列が1つのプロモー
ターと機能的関係にある最初の融合産物として産生され得る。あるいは、産物は、別々に
コードされてもよく、各コード配列はプロモーターと機能的関係にあるものであってもよ
い。プロモーターは同一であっても異なっていてもよい。
【００８６】
　いくつかの実施形態では、ベクターは、免疫調節分子をコードするポリヌクレオチド配
列を含む。例示的な免疫調節分子には、GM-CSF、IL-2、IL-4、IL-6、IL-7、IL-12、IL-15
、IL-18、IL-21、IL-23、インターフェロンガンマ、TNFα、B7.1、B7.2、4-1BB、CD40、C
D40リガンド（CD40L）、薬物誘導性CD40（iCD40）など、またはそれらに結合するリガン
ドもしくは一本鎖抗体が挙げられる。これらのポリヌクレオチドは、典型的には、宿主細
胞におけるコード配列の発現を導く1つ以上の調節要素の制御下にある。
【００８７】
　特定の実施形態では、本明細書に記載のベクターは、チェックポイント阻害剤を発現し
得る。チェックポイント阻害剤は、本明細書に記載のTCRと同じベクターから、または別
個のベクターから発現され得る。免疫チェックポイントは、自己寛容を維持し、免疫応答
の持続時間および振幅を調節するのに重要な免疫系の様々な阻害経路を指す。腫瘍は、特
定の免疫チェックポイント経路を、特に腫瘍抗原に特異的なT細胞に対する免疫抵抗性の
主要なメカニズムとして使用する。（例えば、非特許文献６４；非特許文献６５を参照）
。本開示は、本明細書に記載の発現ベクターから、本明細書に記載のTCRと一緒に発現さ
れ得る免疫チェックポイント阻害剤を提供する。例示的なチェックポイント阻害剤には、
免疫チェックポイント受容体に結合し、遮断もしくは阻害する抗体、もしくはその抗原結
合フラグメント、または免疫チェックポイント受容体リガンドに結合し、遮断もしくは阻
害する抗体もしくはその抗原結合フラグメントが挙げられる。遮断または阻害の標的とす
ることができる例示的な免疫チェックポイント分子には、限定されないが、CTLA-4、4-1B
B（CD137）、4-1BBL（CD137L）、PDL1、PDL2、PD1、B7-H3、B7-H4、BTLA、HVEM、TIM3、G
AL9、LAG3、TIM3、B7H3、B7H4、VISTA、KIR、2B4（CD2ファミリーの分子に属し、全NK、
γδ、および記憶CD8+（αβ）T細胞上に発現する）、CD160（BY55とも呼ばれる）ならび
にCGEN-15049が挙げられる。免疫チェックポイント阻害剤には、CTLA-4、PDL1、PDL2、PD
1、B7-H3、B7-H4、BTLA、HVEM、TIM3、GAL9、LAG3、TIM3、B7H3、B7H4、VISTA、KIR、2B4
、CD160およびCGEN-15049の1つ以上に結合し、それらの活性を遮断もしくは阻害する抗体
、またはその抗原結合フラグメント、または他の結合タンパク質が挙げられる。例示的な
免疫チェックポイント阻害剤には、トレメリムマブ（CTLA-4遮断抗体）、抗OX40、PD-L1
モノクローナル抗体（抗B7-H1；MEDI4736）、MK-3475（PD-1遮断剤）、ニボルマブ（抗PD
1抗体）、CT-011（抗PD1抗体）、BY55モノクローナル抗体、AMP224（抗PDL1抗体）、BMS-
936559（抗PDL1抗体）、MPLDL3280A（抗PDL1抗体）、MSB0010718C（抗PDL1抗体）およびY



(33) JP 2018-532386 A 2018.11.8

10

20

30

40

50

ervoy／イピリムマブ（抗CTLA-4チェックポイント阻害剤）が挙げられる。
【００８８】
　本明細書のTCRを発現するための発現ベクター（例えば、レトロウイルスベクターまた
はレンチウイルスベクター）は、一度に1つより多くの、例えば、2つ、3つ、または4つの
目的の配列を発現するように操作することができる。単一のベクターから同時に1つより
多くの配列を発現させるためのいくつかの方法が当該技術分野で知られている。例えば、
ベクターは、コード配列のオープンリーディングフレーム（ORF）に融合した複数のプロ
モーター、コード配列間のスプライシングシグナルの挿入、その発現が単一プロモーター
によって駆動される目的の配列の融合、コード配列間のタンパク質分解切断部位の挿入、
コード配列間の内部リボソーム進入部位（IRES）の挿入、コード配列間の二方向性プロモ
ーターの挿入、および／または「自己切断」2Aペプチドを含むことができる。マルチシス
トロン性発現ベクターで発現される各成分は、例えば内部リボソーム進入部位（IRES）要
素またはウイルス2A要素によって分離され、同じプロモーターからの様々なタンパク質の
別個の発現を可能にする。IRES要素および2A要素は、当該技術分野で知られている（特許
文献１０；非特許文献６６、各々は参照によりその全体が本明細書に組み込まれる）。一
実施形態では、口蹄疫ウイルス（FMDV；F2A）、ブタテッショウコウイルス-1（P2A）、ウ
マ鼻炎Aウイルス（ERAV；E2A）、およびthosea asignaウイルス（TaV；T2A）由来の2A様
配列と連結したフーリン切断部位配列（RAKR）（非特許文献６７、参照によりその全体が
本明細書に組み込まれる）をコードするオリゴヌクレオチド（非特許文献６８、参照によ
りその全体が本明細書に組み込まれる）を使用して、マルチシストロン性ベクター中の遺
伝子要素を分離する。特定のマルチシストロン性ベクターの有効性は、標準的なプロトコ
ールを用いて各遺伝子の発現を検出することによって容易に試験することができる。
【００８９】
　目的の2つ以上の配列（例えば、TCRアルファ鎖およびTCRベータ鎖をコードする配列；
一本鎖TCRおよび免疫調節分子）の発現は、内部リボソーム進入部位（IRES）を用いて達
成することもできる。IRESは、真核生物のリボソームが5'm7G-キャップ構造以外の位置で
mRNAに結合しスキャンすることを可能にする。内部に、例えば第1コード領域（またはシ
ストロン）の3'に位置する場合、IRESは同じ転写物内の第2コード領域の翻訳を可能にす
る。第2コード領域は、IRES後に遭遇する最初のATGによって同定される。例示的なIRES要
素には、ピコルナウイルスIRESおよびカルディオウイルスIRESなどのウイルスIRES（例え
ば、特許文献１０を参照）および5'UTRに見られる非ウイルス性IRES要素（例えば、免疫
グロブリン重鎖結合タンパク質（BiP）をコードする転写物の要素（非特許文献６９）；D
rosophila Antennapedia（非特許文献７０）およびUltrabithorax（非特許文献７１）；
線維芽細胞成長因子2（非特許文献７２）；開始因子eIF4G（非特許文献７３）；プロトオ
ンコジーンc-myc（非特許文献７４）；および血管内皮成長因子（VEGF）（非特許文献７
５）が挙げられる。
【００９０】
　2つ以上の目的の配列の発現は、双方向性プロモーター、すなわち、プロモーター領域
または2つのバックツーバッククローニングされたプロモーターを使用して達成すること
ができ、その読み取り方向は互いから離れており、そこからプロモーター領域に隣接する
2つのオープンリーディングフレームが転写される。そのようなプロモーターの例には、P
DGF-A、神経栄養性JCウイルス、BRCA1、トランスコバラミンII、およびジペプチジルペプ
チダーゼIVプロモーターが挙げられる。
【００９１】
（レンチウイルス粒子の産生）
　特定の実施形態では、レトロウイルスベクターを用いてT細胞を形質導入し、T細胞を改
変して本発明のTCRおよび本明細書に記載の他の目的の配列を発現させる。当該技術分野
で既に知られている様々な方法のいずれかを使用して、そのゲノムがウイルスベクターゲ
ノムのRNAコピーを含む感染性ウイルス、例えば、レトロウイルスおよびレンチウイルス
の粒子が産生され得る。1つの方法では、ウイルスベクターゲノムは、ウイルスベクター
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ゲノムから転写されたウイルスゲノムRNAをウイルス粒子にパッケージングするために必
要な全成分を含むパッケージング細胞株に導入される。あるいは、ウイルスベクターゲノ
ムは、1つ以上の目的の配列に加えて、ウイルス成分をコードする1つ以上の遺伝子を含み
得る。しかしながら、標的細胞中のゲノムの複製を防止するために、複製に必要とされる
内因性ウイルス遺伝子は通常除去され、パッケージング細胞株に別々に提供される。
【００９２】
　一般に、レトロウイルスベクター粒子は、粒子を生成するのに必要な成分を含む1つ以
上のプラスミドベクターでトランスフェクトされた細胞株によって産生される。これらの
レトロウイルスベクター粒子は、典型的には複製可能ではない、すなわち、それらは一回
の感染のみが可能である。多くの場合、複数のプラスミドベクターを利用して、ベクター
粒子を生成する様々な遺伝子成分を分離し、主に、複製可能ウイルスを生成する可能性の
ある組み換え事象の機会を減少させる。しかしながら、レトロウイルス成分の全てを有す
る単一プラスミドベクターを必要であれば使用することができる。複数のプラスミドベク
ターを使用する系の一例として、LTR、シス作用性パッケージング配列、および異種プロ
モーターに作動可能に連結されている目的の配列（単数または複数）を含むウイルスベク
ターゲノムを含む少なくとも1つのプラスミド（すなわちベクターゲノムプラスミド）、
ウイルス酵素的および構造的成分をコードする少なくとも1つのプラスミド（すなわち、G
agおよびPolなどの成分をコードするパッケージングプラスミド）、ならびにエンベロー
プ糖タンパク質（例えば、レトロウイルスに由来するエンベロープタンパク質、またはVS
V G、シンドビスエンベロープ、麻疹ウイルスエンベロープなどの他の適切なエンベロー
プ糖タンパク質）をコードする少なくとも1つのエンベローププラスミドで、細胞株はト
ランスフェクトされる。本明細書に記載され、当該技術分野で知られているように、追加
のプラスミド、例えばRev発現プラスミドを使用し、レトロウイルス粒子産生を増強する
ことができる。ウイルス粒子は細胞膜を貫通して芽を出し、目的の配列およびエンベロー
プ糖タンパク質を含有するゲノムを含むコアを含む。
【００９３】
　パッケージング細胞の本開示のプラスミドベクターでのトランスフェクションは、よく
知られている方法で行うことができ、使用する方法は決して限定されない。多くの非ウイ
ルス送達システムが当該技術分野で知られており、例えば、エレクトロポレーション、リ
ポソームを含む脂質ベースの送達システム、「裸の」DNAの送達、およびポリシクロデキ
ストリン化合物を用いた送達、Schatzlein AG（非特許文献７６、その全体が参照により
本明細書に組み込まれる）に記載されているものなどが挙げられる。陽イオン性脂質また
は塩処理法が典型的に使用され、例えば、非特許文献７７；非特許文献７８を参照、前述
の各々は参照によりその全体が本明細書に組み込まれる。リン酸カルシウム沈殿法が最も
よく用いられる。しかし、核マイクロインジェクションおよび細菌プロトプラスト融合を
含む、ベクターを細胞に導入するための他の方法も使用され得る。
【００９４】
　パッケージング細胞株は、ウイルス調節および構造タンパク質を含む成分を提供し、そ
れらはトランスにおいてウイルスゲノムRNAのレトロウイルス（例えば、レンチウイルス
）ベクター粒子へのパッケージングのために必要とされる。パッケージング細胞株は、レ
ンチウイルスタンパク質を発現し、機能的レンチウイルスベクター粒子を産生することが
できる任意の細胞株であり得る。いくつかの適切なパッケージング細胞株には、293（ATC
C CCL X）、293T、HeLa（ATCC CCL 2）、D17（ATCC CCL 183）、MDCK（ATCC CCL 34）、B
HK（ATCC CCL-10）およびCf2Th（ATCC CRL 1430）細胞が挙げられる。パッケージング細
胞株は、必要なウイルスタンパク質を安定に発現し得る。そのようなパッケージング細胞
株は、例えば、その全体が参照により本明細書に組み込まれる特許文献１１に記載されて
いる。あるいは、パッケージング細胞株は、ウィルスベクターゲノムとともに、1つ以上
の必要なウィルスタンパク質をコードする核酸分子で一時的にトランスフェクトされ得る
。得られたウイルス粒子を回収し、標的細胞に感染させるために使用する。エンベロープ
糖タンパク質をコードする遺伝子（単数または複数）は、通常、pcDNA3（Invitrogen、カ
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リフォルニア州、アメリカ）などの発現ベクターにクローン化される。真核生物細胞発現
ベクターは当該技術分野で知られており、多くの商業的供給源から入手可能である。次い
で、293T細胞などのパッケージング細胞を、目的の配列をコードするウイルスベクターゲ
ノム（典型的には抗原をコードする）、ウイルスパッケージング成分をコードする少なく
とも1つのプラスミド、および標的分子の発現のためのベクターで同時トランスフェクト
する。エンベロープは、パッケージング細胞の膜上に発現され、ウイルスベクターに組み
込まれる。
【００９５】
　本明細書で提供される目的のために、本明細書のTCRは、T細胞またはNK細胞または免疫
系の他の適切な細胞で発現され得る。T細胞は、培養T細胞、例えば初代T細胞、または培
養T細胞株、例えばJurkat、SupT1などからのT細胞、または哺乳動物から得られたT細胞な
どの、任意のT細胞であり得る。哺乳動物から得られた場合、T細胞は、限定されないが、
血液、末梢血単核細胞（PBMC）、末梢血白血球（PBL）、アフェレーシス試料、骨髄、リ
ンパ節、胸腺、または他の組織もしくは体液を含む多くの供給源から得ることができる。
T細胞は富化されていても精製されていてもよい。いくつかの実施形態では、T細胞はヒト
T細胞である。いくつかの実施形態では、T細胞は、ヒトから単離されたT細胞である。T細
胞は、任意のタイプのT細胞であってよく、CD4+/CD8+二重陽性T細胞、CD4+ヘルパーT細胞
、例えば、Th1およびTh2細胞、CD8+T細胞（例えば、細胞傷害性T細胞）、腫瘍浸潤細胞（
TIL）、記憶T細胞、ナイーブT細胞などが挙げられる。
【００９６】
　また、本明細書に記載の少なくとも1つの細胞を含む細胞の集団が本開示によって提供
される。細胞の集団は、記載の組み換え発現ベクターのいずれかを含む宿主細胞を、組み
換え発現ベクターも、T細胞以外の細胞、例えば、B細胞、NK細胞、マクロファージ、好中
球、赤血球、肝細胞、内皮細胞、上皮細胞、筋肉細胞、脳細胞などのいずれも含まない少
なくとも1つの他の細胞（例えば、T細胞）に加えて含む、不均一な集団であってよい。あ
るいは、細胞の集団は、組み換え発現ベクターを含む（例えば、本質的にそれらからなる
）細胞で集団が主に構成される、実質的に均質な集団であってよい。集団はまた、集団の
全細胞が組み換え発現ベクターを含むように、集団の全細胞が組み換え発現ベクターを含
む単一細胞のクローンである、細胞のクローン集団であり得る。本発明の一実施形態では
、細胞の集団は、本明細書に記載の組み換え発現ベクターを含む細胞を含むクローン集団
である。
【００９７】
（T細胞のex vivo遺伝子改変）
　上記のように、特定の実施形態では、T細胞をex vivoで遺伝子改変するために本明細書
に開示のウイルスベクターを使用することが望ましい場合がある。これに関して、T細胞
の供給源、T細胞の培養および増殖が記載される。
【００９８】
　T細胞の増殖および遺伝子改変の前に、被験体からT細胞源を得る。T細胞は、末梢血単
核細胞、骨髄、リンパ節組織、臍帯血、胸腺組織、感染部位由来の組織、腹水、胸水、脾
臓組織、および腫瘍を含む多くの供給源から得ることができる。本発明の特定の実施形態
では、当該技術分野で利用可能な任意の数のT細胞株が使用され得る。本発明の特定の実
施形態では、T細胞は、被験体から採取された血液の単位から、FICOLL（商標）分離など
の当業者に知られている任意の数の技術を使用して得ることができる。一実施形態では、
個体の循環血液からの細胞は、アフェレーシスによって得られる。アフェレーシス産物は
、典型的には、T細胞、単球、顆粒球、B細胞、他の有核白血球を含むリンパ球、赤血球お
よび血小板を含有する。一実施形態では、アフェレーシスによって収集された細胞を洗浄
して血漿画分を除去し、その後の処理工程のために細胞を適切な緩衝液または培地に入れ
ることができる。本発明の一実施形態では、細胞をリン酸緩衝食塩水（PBS）で洗浄する
。代替的な実施形態では、洗浄溶液はカルシウムを欠き、マグネシウムを欠いていてもよ
く、または全てではないにしても多くの二価陽イオンを欠いていてもよい。再び、驚くべ
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きことに、カルシウムの非存在下での最初の活性化段階は、活性化を拡大させる。当業者
であれば容易に理解されるように、洗浄工程は、製造元の指示に従って半自動「フロース
ルー」遠心分離機（例えば、Cobe 2991細胞プロセサー、Baxter CytoMate、またはHaemon
etics Cell Saver 5）を用いるなど、当業者に知られている方法によって行われ得る。洗
浄後、細胞を、様々な生体適合性緩衝液、例えば、Ca2+を含まない、Mg2+を含まないPBS
、PlasmaLyte A、または緩衝液を含むまたは含まないその他の生理食塩水に再懸濁するこ
とができる。あるいは、アフェレーシス試料の望ましくない成分を除去し、細胞を培地に
直接再懸濁してもよい。
【００９９】
　別の実施形態では、T細胞は、赤血球を溶解し、例えばPERCOLL（商標）勾配による遠心
分離または向流遠心分離による単球の枯渇により、末梢血リンパ球から単離される。CD3+
、CD28+、CD4+、CD8+、CD45RA+、およびCD45RO+T細胞などのT細胞の特定の亜集団を、陽
性または陰性選択技術によってさらに単離することができる。例えば、一実施形態では、
所望のT細胞の陽性選択に十分な時間の、DYNABEADS（商標）M-450 CD3/CD28 Tなどの抗CD
3/抗CD28（すなわち、3X28）共役ビーズとのインキュベーションによってT細胞を単離す
る。一実施形態では、時間は約30分である。さらなる実施形態では、時間は、30分～36時
間またはそれ以上、およびその間の全ての整数値に及ぶ。さらなる実施形態では、時間は
少なくとも1、2、3、4、5、または6時間である。さらに別の好ましい実施形態では、時間
は10～24時間である。好ましい一実施形態では、インキュベーション時間は24時間である
。白血病患者からのT細胞の単離のために、より長いインキュベーション時間、例えば24
時間の利用は、細胞収量を増加させることができる。腫瘍組織または免疫不全個体から腫
瘍浸潤リンパ球（TIL）を単離する場合など、他の細胞タイプと比較してT細胞が少ない任
意の状況において、より長いインキュベーション時間を利用してT細胞を単離してもよい
。さらに、より長いインキュベーション時間の利用は、CD8+T細胞の捕捉効率を増加させ
ることができる。したがって、T細胞がCD3/CD28ビーズに結合する時間を単純に短縮また
は延長することにより、および／またはT細胞に対するビーズの比を増加または減少させ
ることにより（本明細書にさらに記載されるように）、T細胞の亜集団を、培養開始時ま
たはプロセス中の他の時点で、優先的に取捨選択することができる。さらに、ビーズまた
は他の表面上の抗CD3および／または抗CD28抗体の比率を増加または減少させることによ
って、T細胞の亜集団を、培養開始時または他の所望の時点で、優先的に取捨選択するこ
とができる。当業者であれば、本発明の文脈において複数回の選択を用いることができる
ことも認識するであろう。特定の実施形態では、選択手順を実行し、活性化および拡張プ
ロセスにおいて「選択されていない」細胞を使用することが望ましい場合がある。「選択
されていない」細胞は、さらなる回数の選択を受けることもできる。
【０１００】
　陰性選択によるT細胞集団の富化は、陰性選択細胞に特有の表面マーカーに向けられる
抗体の組み合わせによって達成することができる。1つの方法は、陰性磁気免疫接着また
は陰性選択された細胞上に存在する細胞表面マーカーに向けられたモノクローナル抗体の
カクテルを用いるフローサイトメトリーによる細胞選別および／もしくは選択である。例
えば、陰性選択によりCD4+細胞を富化するために、モノクローナル抗体カクテルは、典型
的には、CD14、CD20、CD11b、CD16、HLA-DR、およびCD8に対する抗体を含む。特定の実施
形態では、CD4+、CD25+、CD62Lhi、GITR+、およびFoxP3+を典型的に発現する制御性T細胞
を富化するか、または陽性選択することが望ましい場合がある。あるいは、特定の実施形
態では、T制御細胞は、抗C25結合ビーズまたは他の同様の選択方法によって枯渇される。
【０１０１】
　陽性選択または陰性選択によって所望の細胞集団を単離するために、細胞および表面（
例えば、ビーズなどの粒子）の濃度を変えることができる。特定の実施形態では、ビーズ
および細胞が一緒に混合される体積を大幅に減少させ（すなわち、細胞の濃度を増加させ
）、細胞およびビーズの最大の接触を確実にすることが望ましい場合がある。例えば、一
実施形態では、20億細胞/mlの濃度が使用される。一実施形態では、10億細胞/mlの濃度が
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使用される。さらなる実施形態では、1億細胞/ml超が使用される。さらなる実施形態では
、1千万、1.5千万、2千万、2.5千万、3千万、3.5千万、4千万、4.5千万、または5千万細
胞/mlの細胞濃度が使用される。さらに別の実施形態では、7.5千万、8千万、8.5千万、9
千万、9.5千万、または1億細胞/mlの細胞濃度が使用される。さらなる実施形態では、1.2
5億または1.5億細胞/mlの濃度を使用することができる。高濃度を使用すると、細胞収量
、細胞活性化、および細胞増殖の増加につながり得る。さらに、高い細胞濃度の使用は、
CD28陰性T細胞などの、目的の標的抗原を弱く発現し得る細胞を、または腫瘍細胞が多く
存在する試料（すなわち、白血病血液、腫瘍組織など）からより効率的に捕捉することを
可能にする。そのような細胞の集団は治療的価値がある場合があり、得るのが望ましいで
あろう。例えば、高い細胞濃度を使用することにより、通常弱いCD28発現を有するCD8+T
細胞のより効率的な選択が可能になる。
【０１０２】
　特定の実施形態では、例えば、その開示が参照によりその全体が本明細書に組み込まれ
る特許文献１２に記載されているような方法を用いて、T細胞の特定のサブタイプは単離
され、本明細書に記載のレンチウイルスベクター粒子で遺伝子改変され得る。
【０１０３】
　関連する実施形態では、より低い細胞濃度を使用することが望ましい場合がある。T細
胞および表面（例えば、ビーズなどの粒子）の混合物を大幅に希釈することによって、粒
子と細胞との間の相互作用が最小限に抑えられる。これは、粒子に結合する所望の抗原を
大量に発現する細胞を選択する。例えば、CD4+T細胞は、より高レベルのCD28を発現し、C
D8+T細胞よりもより効率的に希薄濃度で捕捉される。一実施形態では、使用する細胞の濃
度は5×106/mlである。他の実施形態では、使用する濃度は、約1×105/ml～1×106/ml、
およびその間の任意の整数値であり得る。
【０１０４】
　他の実施形態では、細胞を、ローテーター上で、様々な長さの時間、可変速度で、2～1
0℃または室温でインキュベートすることができる。
【０１０５】
　刺激のためのT細胞はまた、洗浄工程後に凍結され得る。理論に拘束されないことを望
むが、凍結およびその後の解凍工程は、顆粒球およびある程度の単球を細胞集団から除去
することにより、より均一な産物を提供する。血漿および血小板を除去する洗浄工程の後
、細胞を凍結溶液中に懸濁させてもよい。多くの凍結溶液およびパラメーターが当該技術
分野で知られており、これに関して有用であるが、1つの方法は、20%DMSOおよび8%ヒト血
清アルブミンを含むPBS、または10%デキストラン40および5%デキストロース、20%ヒト血
清アルブミンおよび7.5%DMSO、または31.25%Plasmalyte-A、31.25%デキストロース5%、0.
45%NaCl、10%デキストラン40および5%デキストロース、20%ヒト血清アルブミン、および7
.5%DMSOを含む培地、または、例えば、HespanおよびPlasmaLyte Aを含む他の適切な細胞
凍結培地を使用することを伴い、細胞をその後毎分1℃の速度で-80℃に凍結させ、液体窒
素貯蔵タンクの蒸気相に保存する。制御された凍結の他の方法を、-20℃または液体窒素
中での制御されない瞬間凍結と同様に使用することができる。
【０１０６】
　特定の実施形態では、凍結保存された細胞を本明細書に記載のように解凍および洗浄し
、1時間室温で静置してから本発明の方法を用いて活性化させる。
【０１０７】
　本明細書に記載のように増殖された細胞が必要とされる前の時間における被験体由来の
血液試料またはアフェレーシス産物の採取も、本発明の文脈において検討される。このよ
うに、増殖させる細胞の供給源は、任意の必要な時点で収集することができ、T細胞など
の所望の細胞は、本明細書に記載のように、T細胞治療から恩恵を受け得る任意の数の疾
患または状態に対する後のT細胞療法での使用のために単離および凍結される。一実施形
態では、血液試料またはアフェレーシスは、通常健康な被験体から採取される。特定の実
施形態では、血液試料またはアフェレーシスは、疾患を発症する危険性があるが、まだ疾



(38) JP 2018-532386 A 2018.11.8

10

20

30

40

50

患を発症していない通常健康な被験体から採取され、目的の細胞は、後の使用のために単
離および凍結される。特定の実施形態では、T細胞を増殖、凍結させ、後で使用すること
ができる。特定の実施形態では、試料は、本明細書に記載のような特定の疾患の診断の直
後であるが、任意の治療の前に患者から収集される。さらなる実施形態では、細胞は、ナ
タリズマブ、エファリズマブ、抗ウイルス剤、化学療法剤、放射線、免疫抑制剤、例えば
シクロスポリン、アザチオプリン、アザチオプリン、メトトレキサート、ミコフェノラー
ト、およびFK506、抗体、または他の免疫抑制剤、例えばCAMPATH、抗CD3抗体、サイトキ
サン、フルダラビン、シクロスポリン、FK506、ラパマイシン、ミコフェノール酸、ステ
ロイド、FR901228、および照射を含むが、これに限定されない任意の数の関連治療様式の
前に、被験体由来の血液試料またはアフェレーシスから単離される。これらの薬物は、カ
ルシウム依存性ホスファターゼカルシニューリン（シクロスポリンおよびFK506）を阻害
するか、または成長因子誘導シグナル伝達（ラパマイシン）にとって重要なp70S6キナー
ゼを阻害する（非特許文献７９；非特許文献８０；非特許文献８１）。さらなる実施形態
では、細胞は患者から単離され、骨髄もしくは幹細胞移植と、フルダラビン、外照射療法
（XRT）、シクロホスファミドなどの他の化学療法剤、またはOKT3もしくはCAMPATHなどの
抗体のいずれかを用いたT細胞アブレーション療法と（例えば、前に、同時に、または後
に）後に併用するために凍結される。別の実施形態では、細胞を事前に単離し、CD20、例
えばリツキサンと反応する薬剤などのB細胞アブレーション治療後の治療で、後で使用す
るために凍結することができる。
【０１０８】
　さらなる実施形態では、治療後すぐに患者からT細胞を得る。これに関して、ある種の
がん治療後、特に免疫系に損傷を与える薬物による治療後、患者が通常は治療から回復し
ている期間の治療の直後に、得られたT細胞の質が最適であり得ること、またはex vivoで
増殖する能力が改善されていることが観察されている。同様に、本明細書に記載の方法を
用いたex vivo操作後、これらの細胞は、生着の増強およびin vivo増殖に好ましい状態に
あり得る。したがって、本発明の文脈内では、T細胞、樹状細胞、または造血系の他の細
胞を含む血液細胞を、この回復期の間に採取することが意図される。さらに、特定の実施
形態では、動員（例えば、GM-CSFでの動員）およびコンディショニングレジメンを使用し
て、被験体において、特定の細胞タイプの再増殖、再循環、再生および／または増殖が好
ましい状態を、特に治療後の規定された時間枠の間に作り出すことができる。例示的な細
胞種には、T細胞、B細胞、樹状細胞、および免疫系の他の細胞が挙げられる。
【０１０９】
　目的の配列を発現するT細胞のex vivoでの遺伝子改変の前または後に関わらず、T細胞
を当該技術分野で一般に知られている方法を用いて活性化および増殖することができる。
T細胞を活性化および増殖するための例示的な方法は、例えば、特許文献１３；特許文献
１４；特許文献１５；特許文献１６；特許文献１７；特許文献１８；特許文献１９；特許
文献２０；特許文献２１；特許文献２２；特許文献２３；特許文献２４；特許文献２５；
特許文献２６；特許文献２７；特許文献２８；ならびに特許文献１２および特許文献２９
に記載されており、それらの開示は、その全体が参照により本明細書に組み込まれる。
【０１１０】
　特定の実施形態では、T細胞を、CD3/TCR複合体関連シグナルを刺激する薬剤およびT細
胞の表面上の共刺激分子を刺激するリガンドを付着させた表面と接触させることによって
増殖させてもよい。特に、T細胞集団は、抗CD3抗体、もしくはその抗原結合フラグメント
、または表面上に固定化された抗CD2抗体との接触により、またはプロテインキナーゼC活
性化剤（例えば、ブリオスタチン）とのカルシウムイオノフォアと併せての接触によるな
ど、本明細書に記載されるように刺激され得る。T細胞の表面上のアクセサリー分子の共
刺激のために、アクセサリー分子に結合するリガンドが使用される。例えば、T細胞の増
殖を刺激するのに適切な条件下で、T細胞の集団を抗CD3抗体および抗CD28抗体と接触させ
ることができる。CD4+T細胞またはCD8+T細胞のいずれかの増殖を刺激するために、抗CD3
抗体および抗CD28抗体。抗CD28抗体の例には、9.3、B-T3、XR-CD28（Diaclone、ブザンソ
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ン、フランス）が挙げられるが、当該技術分野で一般に知られている他の方法（非特許文
献８２；非特許文献８３；非特許文献８４）として使用することができる。
【０１１１】
　特定の実施形態では、一次活性化シグナルは、抗CD3抗体またはその抗原結合フラグメ
ントであり、共刺激シグナルを提供する薬剤は、抗CD28抗体またはその抗原結合フラグメ
ントであり；両薬剤が同じビーズに分子当量で共固定化される。
【０１１２】
　特定の実施形態では、細胞対粒子の比は、1:100～100:1の範囲、およびその間の任意の
整数値であり、さらなる実施形態では、この比は1:9～9:1およびその間の任意の整数値を
含み、T細胞を刺激するために使用することもできる。T細胞刺激をもたらす抗CD3および
抗CD28結合粒子対T細胞の比は、上記のように変化し得るが、ある好ましい値には、1:100
、1:50、1:40、1:30、1:20、1:10、1:9、1:8、1:7、1:6、1:5、1:4、1:3、1:2、1:1、2:1
、3:1、4:1、5:1、6:1、7:1、8:1、9:1、10:1、および15:1が挙げられ、1つの好ましい比
はT細胞あたり少なくとも1:1粒子である。一実施形態では、1:1以下の粒子対細胞の比が
使用される。特定の一実施形態では、好ましい粒子：細胞比は1:5である。さらなる実施
形態では、粒子対細胞の比は、刺激の日に応じて変化させることができる。
【０１１３】
　T細胞培養に適切な条件には、血清（例えば、ウシ胎仔またはヒト血清）、インターロ
イキン-2（IL-2）、インスリン、IFN-.ガンマ.、IL-4、IL-7、GM-CSF、IL-10、IL-12、IL
-15、TGF.ベータ.およびTNF-.アルファ.または当業者に知られている細胞の成長のための
任意の他の添加剤を含む、増殖および生存に必要な因子を含み得る適切な培地（例えば、
最小必須培地またはRPMI培地1640またはX-vivo 15（Lonza））が挙げられる。細胞の成長
のための他の添加剤には、限定されないが、界面活性剤、プラスマネート、およびN-アセ
チル-システインおよび2-メルカプトエタノールなどの還元剤が挙げられる。培地は、RPM
I 1640、AIM-V、DMEM、MEM、α-MEM、F-12、X-Vivo 15およびX-Vivo 20、Optimizerを、
添加アミノ酸、ピルビン酸ナトリウムおよびビタミンと共に、無血清でまたはT細胞の成
長および増殖に十分な適当量の血清（または血漿）もしくは所定のホルモンセットならび
に／またはサイトカイン（単数または複数）の量を補充して含むことができる。抗生物質
、例えばペニシリンおよびストレプトマイシンは、被験体に注入される細胞の培養物では
なく、実験用培養物にのみ含まれる。標的細胞は、成長を支えるために必要な条件下で、
例えば適切な温度（例えば、37℃）および大気（例えば、空気および5%CO2）で維持され
る。
【０１１４】
　異なる刺激時間にさらされたT細胞は、異なる特性を示し得る。例えば、典型的な血液
またはアフェレーシス末梢血単核細胞産物は、細胞傷害性またはサプレッサーT細胞集団
（Tc、CD8+）よりも大きいヘルパーT細胞集団（TH、CD4+）を有する。CD3およびCD28受容
体を刺激することによるT細胞のex vivoでの増殖は、約8～9日前は主にTH細胞からなるT
細胞集団を産生し、約8～9日後は、T細胞の集団はTC細胞の集団を徐々に多く含むように
なる。したがって、治療の目的に応じて、主にTH細胞から構成されるT細胞集団を被験体
に注入することが有利であり得る。同様に、TC細胞の抗原特異的サブセットが単離されて
いる場合、このサブセットをより大きく増殖させることが有益であり得る。
【０１１５】
　さらに、CD4およびCD8マーカーに加えて、他の表現型マーカーは大きく変化するが、大
部分は、細胞増殖プロセスの過程で再現可能に変化する。したがって、そのような再現性
は、活性化T細胞産物を特定の目的のために調整する能力を可能にする。
【０１１６】
　特定の実施形態では、本開示は、本明細書に記載のTCRを安定に発現するように遺伝子
改変されたT細胞の使用を検討する。改変TCRを発現するT細胞は、本明細書ではキメラTCR
改変T細胞と呼ばれる。好ましくは、細胞を、その表面に抗体結合ドメインを安定に発現
し、MHC非依存性の新規な抗原特異性を付与するように遺伝子改変することができる。
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【０１１７】
（改変T細胞を含む組成物および改変T細胞の投与）
　特定の実施形態では、本開示は、本明細書に記載のレンチウイルスベクター粒子を用い
て、本明細書に記載の改変TCRなどの目的の導入遺伝子を発現するように改変されたT細胞
を含む組成物を提供する。そのような組成物は、本明細書にさらに記載されるように本開
示の方法において被験体に投与することができる。
【０１１８】
　本明細書に記載の改変T細胞を含む組成物は、本開示に基づいて当業者に明らかである
既知の技術またはそれらのバリエーションに従って、養子免疫療法のための方法および組
成物において利用され得る。例えば、Gruenbergらの特許文献３０を参照；特許文献３１
も参照。
【０１１９】
　いくつかの実施形態では、細胞を、最初にそれらの培地からそれらを採取し、次いで、
細胞を洗浄し、投与に適した培地および容器系（「薬学的に許容される」担体）で治療有
効量で富化することによって製剤化する。適切な注入媒体は、任意の等張培地製剤、典型
的には通常の生理食塩水、Normosol R（Abbott）またはPlasma-Lyte A（Baxter）であり
得るが、水中の5%デキストロースまたは乳酸リンゲル液も利用することができる。注入培
地にヒト血清アルブミンを補充することができる。
【０１２０】
　組成物中の治療有効量の細胞は、典型的には102細胞より大きく、最大106、最大108ま
たは109細胞を含み、1010細胞超であり得る。細胞の数は、その中に含まれる細胞のタイ
プと同様に、組成物が意図される最終的な使用に依存する。例えば、特定の抗原に特異的
な細胞が望ましい場合、集団は、そのような細胞を70%超、一般に80%、85%および90～95%
超で含む。本明細書で提供される使用については、細胞は一般に1リットル以下の容量で
あり、500ml以下、さらには250mlまたは100ml以下であり得る。したがって、所望の細胞
の密度は、典型的には106細胞/mlより大きく、一般的には107細胞/mlより大きく、一般的
には108細胞/ml以上である。当該技術分野の臨床医によって決定されるように、臨床的意
義がある免疫細胞の数を、109、1010もしくは10"細胞または免疫細胞の適切な数に累積的
に等しくなるかそれを超える複数回の注入に分配することができる。
【０１２１】
（診断方法および治療方法）
　また、本明細書では、改変TCR（例えば、本明細書に記載の可溶性TCR、およびその融合
タンパク質またはキメラタンパク質）を含む組成物；改変TCRをコードする配列を含むウ
イルスベクター粒子を含む組成物；またはがん（例えば、NY-ESO-1がん）を治療する方法
における使用のための、もしくはNY-ESO-1を発現するがん細胞の増殖を阻害する使用のた
めの本明細書に記載の改変TCRを発現する細胞、特にT細胞を含む組成物が提供される。
【０１２２】
　これに関して、本明細書に記載されるのは、哺乳動物被験体におけるNY-ESO-1発現に関
連するがんの治療方法であって、被験体に治療組成物を投与することを含み、前記組成物
が、以下からなる群より選択される1つ以上の治療剤を含む、方法である：（a）本明細書
に記載の改変TCR；（b）本明細書中に開示の改変TCRポリペプチドをコードするポリヌク
レオチドを含む単離細胞；（c）可溶性TCR、またはMHC分子に関してNY-ESO-1に特異的な
可溶性TCRを含むキメラまたは融合ポリペプチド；（d）改変TCRポリペプチドをコードす
るポリヌクレオチド；（e）MHC分子に関してNY-ESO-1に特異的な可溶性TCRをコードする
ポリヌクレオチド；（f）NY-ESO-1/MHC複合体に特異的な、本明細書の改変TCRポリペプチ
ドをコードするポリヌクレオチドを含むウイルスベクター；ここで、治療用組成物は、被
験体のがんを治療するのに有効な量で被験体に投与される。本明細書に記載の治療方法お
よびがんの増殖を阻害する方法における使用のための本明細書に記載の改変TCRで使用す
る例示的なTCR配列は配列表に与えられ、配列番号：9で与えられるベータ鎖可変領域、配
列番号：8で与えられるアルファ鎖可変領域を含む。
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【０１２３】
　これに関して、本明細書に記載されるのは、哺乳動物被験体におけるNY-ESO-1発現に関
連するがんの治療方法であって、被験体に治療組成物を投与することを含み、前記組成物
が、以下からなる群より選択される1つ以上の治療剤を含む、方法である：（a）NY-ESO-1
に特異的なVβCDR3を含む改変TCRポリペプチドをコードするポリヌクレオチドを含む単離
細胞であって、VβCDR3がCASSLNRDXXXXF（配列番号：1）のアミノ酸配列を含むか、もし
くはVベータCDR3が配列番号：2～4に記載のアミノ酸配列を含むか；またはベータ鎖可変
領域が配列番号：9与えられているものであり、アルファ鎖可変領域が配列番号：8で与え
られているものである、単離細胞；（b）MHC分子に関してNY-ESO-1に特異的なVβ鎖CDR3
を含む可溶性TCR、または可溶性TCRを含むキメラもしくは融合ポリペプチドであって、V
βCDR3がCASSLNRDXXXXF（配列番号：1）のアミノ酸配列を含むか、もしくはVベータCDR3
が配列番号：2～4に記載のアミノ酸配列を含む可溶性TCR、または可溶性TCRを含む、キメ
ラもしくは融合ポリペプチド；（c）NY-ESO-1に特異的なVβ鎖CDR3を含むキメラTCRポリ
ペプチドをコードするポリヌクレオチドであって、VβCDR3がCASSLNRDXXXXF（配列番号：
1）のアミノ酸配列を含むか、またはVベータCDR3が配列番号：2～4に記載のアミノ酸配列
を含む、ポリヌクレオチド；（d）MHC分子に関してNY-ESO-1に特異的なVβ鎖CDR3を含む
可溶性TCRをコードするポリヌクレオチドであって、VβCDR3がCASSLNRDXXXXFのアミノ酸
配列（配列番号：1）のアミノ酸配列を含むか、またはVベータCDR3が配列番号：2～4に記
載のアミノ酸配列を含む、ポリヌクレオチド；（e）NY-ESO-1に特異的なVβ鎖CDR3を含む
キメラTCRポリペプチドをコードするポリヌクレオチドを含む、ベクター；および（f）MH
C分子に関してNY-ESO-1に特異的なVβ鎖CDR3を含むベクター；ここで、治療用組成物は、
被験体のがんを治療するのに有効な量で被験体に投与される。本明細書に記載の特定の実
施形態では、改変TCRは、それぞれ配列番号：8および9で与えられるアルファ鎖可変領域
およびベータ鎖可変領域を含む。
【０１２４】
　本明細書で使用する用語「NY-ESO-1がん」および「NY-ESO-1を発現するがん細胞」は、
NY-ESO-1腫瘍抗原を発現する細胞を含む腫瘍を指す。そのようながんは当該技術分野で知
られており、特定のがんにおけるNY-ESO-1の発現は、当業者によって測定され得る。いく
つかの実施形態では、腫瘍は固形腫瘍である。例示的なNY-ESO-1がんには、限定されない
が、肉腫（例えば、軟部組織の肉腫）、メラノーマ、リンパ腫、前立腺がん、子宮がん、
甲状腺がん、精巣がん、腎臓がん、膵臓がん、卵巣がん、食道がん、非小細胞肺がん、非
ホジキンリンパ腫、NHL（DLCL）、多発性骨髄腫、肝細胞がん、頭頸部がん、胃がん、子
宮内膜がん、腎臓がん、大腸がん、胆管がん、乳がん、膀胱がん、神経芽細胞腫、骨髄性
白血病および急性リンパ芽球性白血病が挙げられる。
【０１２５】
　また、本明細書に記載されるのは、哺乳動物被験体においてNY-ESO-1を発現するがん細
胞の増殖を阻害する方法であって、被験体に、以下からなる群より選択される1つ以上の
治療剤を含む治療用組成物を投与することを含む：（a）NY-ESO-1に特異的なVβ鎖相補性
決定領域3（CDR3）を含むキメラTCRポリペプチドをコードするポリヌクレオチドを含む単
離細胞であって、VβCDR3がCASSLNRDXXXXF（配列番号：1）のアミノ酸配列を含むか、も
しくはVベータCDR3が配列番号：2～4に記載のアミノ酸配列を含む、単離細胞；（b）MHC
分子に関してNY-ESO-1に特異的なVβ鎖CDR3を含む可溶性TCRであって、VβCDR3がCASSLNR
DXXXXF（配列番号：1）のアミノ酸配列を含むか、もしくはVベータCDR3が配列番号：2～4
に記載のアミノ酸配列を含む、可溶性TCR；（c）NY-ESO-1に特異的なVβ鎖CDR3を含むキ
メラTCRポリペプチドをコードするポリヌクレオチドであって、VβCDR3がCASSLNRDXXXXF
（配列番号：1）のアミノ酸配列を含むか、またはVベータCDR3が配列番号：2～4に記載の
アミノ酸配列を含む、ポリヌクレオチド；（d）MHC分子に関してNY-ESO-1に特異的なVβ
鎖CDR3を含む可溶性TCRをコードするポリヌクレオチドであって、VβCDR3がCASSLNRDXXXX
Fのアミノ酸配列（配列番号：1）のアミノ酸配列を含むか、またはVベータCDR3が配列番
号：2～4に記載のアミノ酸配列を含む、ポリヌクレオチド；（e）NY-ESO-1に特異的なVβ
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鎖CDR3を含むキメラTCRポリペプチドをコードするポリヌクレオチドを含む、ベクター；
および（f）MHC分子に関してNY-ESO-1に特異的なVβ鎖CDR3を含む、ベクター；ここで、
治療用組成物は、被験体におけるがん細胞の増殖を阻害するのに有効な量で被験体に投与
される。本明細書に記載の特定の実施形態では、改変TCRは、それぞれ配列番号：8および
9で与えられるアルファ鎖可変領域およびベータ鎖可変領域を含む。
【０１２６】
　本明細書で使用する用語「治療有効量」または「有効量」は、治療的または予防的有効
性を提供する量を意味する。
【０１２７】
　本明細書に記載の組成物などの治療用組成物での治療から恩恵を受ける可能性が高い被
験体を同定する方法も検討される。この点に関して、本方法は以下を含む：（a）NY-ESO-
1がん治療から恩恵を受ける可能性が高い哺乳動物被験体を同定する工程であって、哺乳
動物被験体からの試料中における以下の有無を決定することを含む工程：（i）NY-ESO-1
に特異的なVβCDR3を含むTCRポリペプチドをコードするポリヌクレオチドであって、Vβ
鎖がCASSLNRDXXXXF（配列番号：1）のアミノ酸配列を含むか、もしくはVベータCDR3が配
列番号：2～4に記載のアミノ酸配列を含む、ポリヌクレオチド；または（ii）NY-ESO-1に
特異的なVβ鎖CDR3を含むTCRポリペプチドであって、Vβ鎖がCASSLNRDXXXXF（配列番号：
1）のアミノ酸配列を含むか、もしくはVベータCDR3が配列番号：2～4に記載のアミノ酸配
列を含む、TCRポリペプチド；ここで、（i）および／または（ii）の存在は、被験体がNY
-ESO-1がん治療から恩恵を受ける可能性が高いことを示す。
【０１２８】
　さらなる実施形態では、治療から恩恵を受ける可能性が高い被験体として同定された被
験体の治療方法も本明細書において検討される。この点に関して、治療方法は以下を含む
：（a）NY-ESO-1がん治療から恩恵を受ける可能性が高い哺乳動物被験体を同定する工程
であって、哺乳動物被験体からの試料中における以下の有無を決定することを含む工程：
（i）NY-ESO-1に特異的なVβCDR3を含むTCRポリペプチドをコードするポリヌクレオチド
であって、Vβ鎖がCASSLNRDXXXXF（配列番号：1）のアミノ酸配列を含むか、もしくはVベ
ータCDR3が配列番号：2～4に記載のアミノ酸配列を含む、ポリヌクレオチド；または（ii
）NY-ESO-1に特異的なVβ鎖CDR3を含むTCRポリペプチドであって、Vβ鎖がCASSLNRDXXXXF
（配列番号：1）のアミノ酸配列を含むか、もしくはVベータCDR3が配列番号：2～4に記載
のアミノ酸配列を含む、TCRポリペプチド；ここで、（i）および／または（ii）の存在は
、被験体がNY-ESO-1がん治療から恩恵を受ける可能性が高いことを示す；ならびに（b）N
Y-ESO-1がん治療を哺乳動物被験体に施す工程。
【０１２９】
 NY-ESO-1に特異的なVβ鎖CDR3を含むTCRポリペプチドをコードするポリヌクレオチドで
あって、Vβ鎖がCASSLNRDXXXXF（配列番号：1）のアミノ酸配列を含むか、もしくはVベー
タCDR3が配列番号：2～4に記載のアミノ酸配列を含むポリヌクレオチドの有無は、例えば
、Adaptive Biotechnologies（シアトル、ワシントン州）から市販され、実施例２～７に
記載のようなディープシークエンシング法によって決定することができる。マルチプレッ
クスPCRを含む他の方法、および特定のヌクレオチド配列の有無を検出する当該技術分野
で知られている他の技術も利用することができる。さらに、TCRポリペプチドは、この目
的のために開発された適切な四量体またはモノクローナル抗体でのイムノアッセイによっ
て直接検出され得る。使用され得るイムノアッセイには、限定されないが、ウェスタンブ
ロット、ラジオイムノアッセイ、ELISA、「サンドイッチ」イムノアッセイ、免疫沈降ア
ッセイ、沈降素アッセイ、ゲル拡散沈降アッセイ、免疫放射線測定アッセイ、蛍光イムノ
アッセイ、タンパク質A、イムノアッセイ、プラズモン表面共鳴、および補体結合アッセ
イなどの技術を用いる競合アッセイシステムが挙げられる。そのようなアッセイは型どお
りであり、当該技術分野で知られている（例えば、非特許文献８５を参照）。さらに、非
特許文献４６に記載されているような型どおりの交差ブロッキングアッセイを行うことが
できる。核酸ベースまたはタンパク質ベースのアッセイのいずれかで、本明細書に記載の
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CDR3アミノ酸配列を保有するVβ鎖を含むTCRを持つ個体を、診断用クローンタイプを保有
していない個体から高い頻度で識別することができる。
【０１３０】
　本明細書で検討される治療方法には、NY-ESO-1特異的がん療法、特に免疫療法が挙げら
れる。一実施形態では、本明細書に記載の公開TCRを発現する患者に有用な治療方法は、
特許文献３２に記載のようなものである。いくつかの実施形態では、NY-ESO-1がん治療は
、NY-ESO-1ポリペプチドをコードするポリヌクレオチドを含むベクターを被験体に投与す
ることを含む。いくつかの実施形態では、ベクターはレンチウイルスベクターである。い
くつかの実施形態では、ベクターは、NY-ESO-1ポリペプチドをコードするポリヌクレオチ
ドを含む。いくつかの実施形態では、ベクターは、NY-ESO-1ポリペプチドをコードするポ
リヌクレオチドを含む。
【０１３１】
　いくつかの実施形態では、NY-ESO-1がん療法は、GLAを含む有効量の組成物を被験体に
投与することを含み、前記組成物は以下を含む：
　　（a）式（I）のGLA：
【化２】

式中：R1、R3、R5およびR6はC11～C20アルキルであり；およびR2およびR4はC12～C20アル
キルである；ならびに
（b）薬学的に許容される担体または賦形剤；ここで、組成物は抗原を含まない。本明細
書に記載の方法の一実施形態では、R1、R3、R5およびR6はウンデシルであり、R2およびR4

はトリデシルである。本明細書に記載の方法の別の実施形態では、哺乳動物はヒトである
。さらに別の実施形態では、組成物は水性製剤であり、特定の実施形態では、組成物は水
中油型エマルション、油中水型エマルション、リポソーム、ミセル製剤、または微粒子の
形態である。
【０１３２】
　特許文献３３は、水性製剤（AF）および安定なエマルション製剤（SE）などの製剤をGL
A化合物用に提供し、これらの製剤が式（I）の化合物のいずれかに使用され得る。
【０１３３】
　本明細書に記載のGLAは、組成物中に0.1～10μg/用量、もしくは0.1～20μg/用量、0.1
～30μg/用量、0.1～40μg/用量、もしくは0.1～50μg/用量、または1～20μg/用量、も
しくは1～30μg/用量、もしくは1～40μg/用量、または1～50μg/用量、または0.2～5μg
/用量、または0.5～2.5μg/用量、もしくは0.5～8μg/用量もしくは0.5～15μg/用量の量
で存在する。用量は、例えば、0.5μg/用量、0.6μg/用量、0.7μg/用量、0.8μg/用量、
0.9μg/用量、1.0μg/用量、2.0μg/用量、3.0μg/用量、3.5μg/用量、4.0μg/用量、4.
5μg/用量、5.0μg/用量、5.5μg/用量、6.0μg/用量、6.5μg/用量、7.0μg/用量、7.5
μg/用量、8.0μg/用量、9.0μg/用量、10.0μg/用量、11.0μg/用量、12.0μg/用量、13
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.0μg/用量、14.0μg/用量、または15.0μg/用量であり得る。用量は、体重、体面積、体
重、被験体の血液量、または送達経路に応じて調整され得る。一実施形態では、1ml中2μ
g、3μg、4μg、5μg、6μg、7μg、8μg、9μg、10μg、11μg、または12μgのGLAを腫
瘍内投与する。これに関して、GLAの1mL用量を、腫瘍の複数の領域に等量で注射してもよ
い。特定の実施形態では、約0.01μg/kg～約100mg/kg体重のGLAは、典型的には皮内、腫
瘍内、皮下、筋肉内もしくは静脈内経路によって、または他の経路によって投与される。
特定の実施形態では、GLAの投与量は約0.1μg/kg～約1mg/kgであり、特定の実施形態では
、約0.1μg/kg、0.2μg/kg、0.3μg/kg、0.4μg/kg、0.5μg/kg、0.6μg/kg、0.7μg/kg
、0.8μg/kg、0.9μg/kg、1μg/kg、2μg/kg、3μg/kg、4μg/kg、5μg/kg、6μg/kg、7
μg/kg、8μg/kg、9μg/kg、10μg/kg～約200μg/kgに及ぶ。投与の回数および頻度は宿
主の応答に依存することは、当業者には明らかであろう。本明細書に記載のように、適切
な用量は、患者の（例えば、ヒトの）状態、すなわち、疾患の段階、全般的な健康状態、
ならびに年齢、性別、および体重、および医学分野の当業者によく知られている他の因子
にも依存し得る。本明細書の他の箇所に記載のように、本明細書に記載のGLA組成物は抗
原を含まない。
【０１３４】
（レンチウイルス粒子の送達）
　本明細書に記載の改変TCRの送達のためのウイルス粒子（例えば、レトロウイルス、レ
ンチウイルスまたは他のウイルス粒子）は、目的のポリヌクレオチドの送達が望ましいと
される、標的細胞、例えばT細胞、NK細胞または樹状細胞にウイルスが接触することを可
能にする任意の方法で標的細胞に送達され得る。時には、適当量のウイルスが、ヒトまた
は他の動物に直接（in vivoで）、例えば体内への注射を介して導入される。適切な動物
には、限定されないが、ウマ、イヌ、ネコ、ウシ、ブタ、ヒツジ、ウサギ、ニワトリまた
は他の鳥類が挙げられる。ウイルス粒子は、静脈内、皮内、皮下、リンパ節内、腹腔内、
または粘膜などの多くの経路によって注射され得る。その全てが、参照によりその全体が
本明細書に組み込まれる特許文献３４、特許文献３５、特許文献３６、特許文献３７、特
許文献３８、特許文献３９、特許文献４０、特許文献４１、特許文献４２、特許文献４３
、特許文献４４、特許文献４５、特許文献４６、特許文献４７、特許文献４８、特許文献
４９、特許文献５０、特許文献５１、特許文献５２に開示の装置などの皮下注射装置を用
いて、ウイルスは送達され得る。標的細胞を含む臓器への直接注入など、他の注入位置も
適している。例えば、リンパ節内注射、脾臓内注射、または骨髄内注射を使用し、それぞ
れリンパ節、脾臓および骨髄にウイルスを送達してもよい。特定の状況および標的細胞の
性質に応じて、例えば吸入、または上皮組織、例えば眼、口もしくは皮膚の上皮組織との
直接接触を含む他の手段を介して、導入を行うことができる。
【０１３５】
　あるいは、標的細胞を供給し、培養プレート中などのin vitroでウイルスと接触させる
。標的細胞は、典型的には、健常な被験体もしくは治療を必要とする被験体から得られた
か、または抗原に対する免疫応答を刺激することが望ましい樹状細胞またはT細胞を含む
細胞の集団である。被験体から細胞を得る方法は当該技術分野で知られており、静脈切開
、外科的切除、および生検が挙げられる。ヒトDCは、CD34α+ヒト造血前駆細胞を得るこ
と、および他の箇所で記載されているようなin vitro培養方法を使用することによっても
生成され得る（例えば、その全体が参照により本明細書に組み込まれる非特許文献８６）
。
【０１３６】
　ウイルスを培地中に懸濁し、培養プレートのウェル、チューブまたは他の容器に添加し
てもよい。ウイルスを含む培地は、細胞のプレーティングの前に、または細胞がプレーテ
ィングされた後に添加してもよい。細胞は、典型的には、生存能力をもたらし、宿主細胞
の形質導入が起こるように培地中のウイルスの適切な濃度を可能にする適切な量の培地中
でインキュベートされる。細胞は、好ましくは、ウイルスが細胞に感染するのを可能にす
るのに十分な時間、ウイルスと共にインキュベートされる。好ましくは、細胞を少なくと
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も1時間、少なくとも5時間または少なくとも10時間ウイルスと共にインキュベートする。
【０１３７】
　In vivoおよびin vitro送達の両方において、所望の標的細胞を感染させるのに十分な
数を含むウイルス粒子のアリコートを使用してよい。標的細胞を培養する場合、ウイルス
粒子の濃度は一般に、少なくとも1IU/μL、より好ましくは少なくとも10IU/μL、さらに
より好ましくは少なくとも300IU/μL、さらにより好ましくは少なくとも1×104IU/μL、
さらにより好ましくは少なくとも1×105IU/μL、さらにより好ましくは少なくとも1×106

IU/μL、またはさらにより好ましくは少なくとも1×107IU/μLである。
【０１３８】
　In vitroでのウイルス感染後、標的細胞をヒトまたは他の動物に導入（または再導入）
することができる。細胞は、真皮、真皮下、または末梢血流に導入することができる。動
物に導入される細胞は、好ましくは、有害な免疫応答を回避するために、その動物に由来
する細胞である。類似の免疫背景を有するドナー由来の細胞を使用してもよい。同様に使
用することができる他の細胞には、有害な免疫応答を回避するように設計された細胞が含
まれる。
【０１３９】
　標的細胞は、例えば、目的の配列または遺伝子（単数または複数）の統合、転写および
／または発現、遺伝子組み込みのコピー数、ならびに組み込みの位置について分析され得
る。そのような分析は、任意の時点で実施してもよく、当該技術分野で知られている任意
の方法によって実施してもよい。
【０１４０】
　ウイルスまたはウイルス感染T細胞が投与される被験体を、当該技術分野で知られてい
る任意の方法によって、感染細胞の位置、ウイルス送達されたポリヌクレオチドまたは目
的の遺伝子の発現、免疫応答の刺激について分析し、疾患または障害に関連する症状を観
察することができる。
【０１４１】
　本明細書に開示の細胞を感染させる方法は、細胞の個々の特徴に依存しない。結果とし
て、それらは様々な動物種にまで容易に拡張される。いくつかの例では、ウイルス粒子は
ヒトまたはヒトT細胞に送達され、他の場合には、マウス、ウマ、イヌ、ネコ、またはマ
ウスなどの動物、または鳥類に送達される。本明細書中で議論されるように、ウイルスベ
クターゲノムは、それに広範な宿主範囲ならびに標的細胞特異性を与えるためにシュード
タイプ化される。当業者は、特定の動物種において目的の配列の所望の発現を達成するの
に適切な内部プロモーターおよび他の要素も知っているであろう。したがって、当業者は
、任意の種からの樹状細胞を感染させる方法を修正することができるであろう。
【０１４２】
（併用療法）
　本明細書に記載の治療組成物を、1つ以上の他の治療剤の投与と同時に、投与の前に、
または投与後に投与してもよい。そのような併用療法は、本明細書に記載の治療組成物お
よび1つ以上の追加の活性剤を含む単一の医薬剤形の投与、ならびに組成物（例えば、本
明細書に記載の改変TCRを含む組成物、または本明細書に記載の改変TCRをコードする配列
を含むレンチウイルスベクター粒子を含む組成物、または本明細書に記載の改変TCRを発
現するように改変された単離T細胞を含む組成物）および各活性剤のそれ自体で別個の医
薬剤形中での投与を含んでもよい。例えば、本明細書に記載の治療用組成物および他の活
性剤を、哺乳動物被験体に、錠剤またはカプセルなどの単一の経口剤形組成物中で一緒に
投与するか、または各薬剤を別個の経口投与剤形で投与することができる。同様に、本明
細書に記載の組成物（例えば、本明細書に記載の改変TCRをコードする配列を含むレンチ
ウイルスベクター粒子、またはそのような粒子でex vivoで修飾されたT細胞を含む組成物
、または改変TCRを含む組成物）および他の活性剤を、哺乳動物被験体に、生理食塩水ま
たは他の生理学的に許容される溶液中などの単一の非経口投与組成物中で一緒に投与する
か、または各薬剤を別個の非経口剤形で投与することができる。別個の剤形が使用される
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場合、本明細書に開示の組成物および1つ以上の追加の活性剤を、本質的に同時に、すな
わち同時に、または別個に時間をずらして、すなわち逐次的に任意の順序で投与すること
ができる；併用療法は、これらのレジメンの全てを含むと理解される。したがって、特定
の実施形態では、1つ以上の他の治療剤と組み合わせて、本明細書に開示の1つ以上の組成
物の投与も検討される。そのような治療剤は、がんの標準治療として当該技術分野で受け
入れられてもよい。検討される例示的な治療剤には、サイトカイン、成長因子、免疫チェ
ックポイント阻害剤、グルコピラノシル脂質アジュバント（GLA）などのTLR4アゴニスト
を含むTLRアゴニスト（例えば、その開示が参照によりその全体が本明細書に組み込まれ
る特許文献５３、特許文献５４および特許文献５５に記載されているように）、ステロイ
ド、NSAID、DMARD、抗炎症剤、化学療法剤、放射線治療剤、または他の活性剤および補助
剤が挙げられる。
【０１４３】
　特定の実施形態では、本明細書に開示の治療用組成物は、任意の数の免疫チェックポイ
ント阻害剤と併用投与されてもよい。免疫チェックポイント阻害剤には、CTLA-4、PDL1、
PDL2、PD1、B7-H3、B7-H4、BTLA、HVEM、TIM3、およびGAL9の1つ以上に結合してその活性
を遮断または阻害する抗体、またはその抗原結合フラグメントが挙げられる。例示的な免
疫チェックポイント阻害剤には、トレメリムマブ（CTLA-4遮断抗体）、抗OX40、PD-L1モ
ノクローナル抗体（抗B7-H1；MEDI4736）、イピリムマブ、MK-3475（PD-1遮断剤）、ニボ
ルマム（抗PD1抗体）が挙げられる。
【０１４４】
　特定の実施形態では、本明細書に開示の組成物は、任意の数の化学療法剤と併用投与さ
れてもよい。化学療法剤の例には、以下が挙げられる：チオテパおよびシクロホスファミ
ド（CYTOXAN（商標））などのアルキル化剤；ブスルファン、インプロスルファンおよび
ピポスルファンなどのスルホン酸アルキル；ベンゾドーパ、カルボコン、メツレドーパ、
およびウレドーパなどのアジリジン；アルトレタミン、トリエチレンメラミン、トリメチ
レンホスホラミド、トリエチレンチオホスホラミドおよびトリメチロールメラミンを含む
エチレンイミンおよびメチルアメラミン；クロラムブシル、クロルナファジン、コロホス
ファミド、エストラムスチン、イホスファミド、メクロレタミン、メクロレタミンオキシ
ド塩酸塩、メルファラン、ノベムビチン、フェネステリン、プレドニムスチン、トロホス
ファミド、ウラシルマスタードなどのナイトロジェンマスタード；カルムスチン、クロロ
ゾトシン、ホテムスチン、ロムスチン、ニムスチン、ラニムスチンなどのニトロソ尿素；
アクラシノマイシン、アクチノマイシン、アウトラマイシン、アザセリン、ブレオマイシ
ン、カクチノマイシン、カリケアマイシン、カラビシン、カミノマイシン、カルジノフィ
リン、クロモマイシン、ダクチノマイシン、ダウノルビシン、デトルビシン、6-ジアゾ-5
-オキソ-L-ノルロイシン、ドキソルビシン、エピルビシン、エソルビシン、イダルビシン
、マルセロマイシン、マイトマイシンス、ミコフェノール酸、ノガラマイシン、オリボマ
イシン、ペプロマイシン、ポトフィロマイシン、ピューロマイシン、ケラマイシン、ロド
ルビシン、ストレプトニグリン、ストレプトゾシン、ツベルシジン、ウベニメックス、ジ
ノスタチン、ズルビシンなどの抗生物質；メトトレキセートおよび5-フルオロウラシル（
5-FU）などの抗代謝物質；デノプテリン、メトトレキセート、プテロプテリン、トリメト
レキセートなどの葉酸類似体；フルダラビン、6-メルカプトプリン、チアミプリン、チオ
グアニンなどのプリン類似体；アンシタビン、アザシチジン、6-アザウリジン、カルモフ
ール、シタラビン、ジデオキシウリジン、ドキシフルリジン、エノシタビン、フロクスウ
リジン、5-FUなどのピリミジン類似体；カルステトロン、プロピオン酸ドロモスタノン、
エピチオスタノール、メピチオスタン、テストラクトンなどのアンドロゲン；アミノグル
テチミド、ミトタン、トリロスタンなどの抗副腎剤；フロリン酸などの葉酸補充剤；アセ
グラトン；アルドホスファミドグリコシド；アミノレブリン酸；アムサクリン；ベストラ
ブシル；ビスアントレン；エダトレキサート；デホファミン；デメコルシン；ジアジコン
；エルホルミチン；エリプチニウム酢酸；エトグルシド；硝酸ガリウム；ヒドロキシウレ
ア；レンティナン；ロニダミン；ミトグアゾン；ミトキサントロン；モピダモール；ニト
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ラシン；ペントスタチン；フェナメット；ピラルビシン；ポドフィリン酸；2-エチルヒド
ラジド；プロカルバジン；PSK（登録商標）；ラゾキサン；シゾフラン；スピロゲルマニ
ウム；テヌアゾン酸；トリアジクオン；2,2',2''-トリクロロトリエチルアミン；ウレタ
ン；ビンデシン；ダカルバジン；マンノムスチン；ミトブロニトール；ミトラクトール；
ピポブロマン；ガシトシン；アラビノシド（「Ara-C」）；シクロホスファミド；チオテ
パ；タキソイド、例えばパクリタキセル（TAXOL（登録商標）、Bristol-Myers Squibb On
cology、プリンストン、ニュージャージー州）およびドセタキセル（TAXOTERE（登録商標
）、Rhne-Poulenc Rorer、アントニー、フランス）；クロラムブシル；ゲムシタビン；6-
チオグアニン；メルカプトプリン；メトトレキサート；シスプラチンおよびカルボプラチ
ンなどの白金類似体；ビンブラスチン；白金；エトポシド（VP-16）；イホスファミド；
マイトマイシンC；ミトキサントロン；ビンクリスチン；ビノレルビン；ナベルビン；ノ
バントロン；テニポシド；ダウノマイシン；アミノプテリン；ゼローダ；イバンドロン酸
塩；CPT-11；トポイソメラーゼ阻害剤RFS 2000；ジフルオロメチルオミチン（DMFO）；タ
ルグレチン（商標）（ベキサロテン）、パンレチン（商標）（アリトレチノイン）などの
レチノイン酸誘導体；ONTAK（商標）（デニロイキン・ジフチトクス）；エスペラミシン
；カペシタビン；ならびに上記のいずれかの薬学的に許容される塩、酸または誘導体。ま
た、この定義には、例えばタモキシフェン、ラロキシフェン、アロマターゼ阻害4(5)-イ
ミダゾール、4-ヒドロキシタモキシフェン、トリオキシフェン、ケオキシフェン、LY1170
18、オナプリストン、およびトレミフェン（フェアストン）を含む抗エストロゲンなどの
腫瘍に対するホルモン作用を調節または阻害するように作用する抗ホルモン剤が含まれる
；およびフルタミド、ニルタミド、ビカルタミド、ロイプロリド、およびゴセレリンなど
の抗アンドロゲン剤；ならびに上記のいずれかの薬学的に許容される塩、酸または誘導体
。
【０１４５】
　特定の実施形態では、本開示は、NY-ESO-1発現に関連するがんに罹患している哺乳動物
被験体に、治療有効量の本明細書に開示の改変TCR、本明細書に開示の改変TCRをコードす
る核酸を含むレンチウイルスベクター、またはex vivoでそのような粒子で改変されたT細
胞を含む組成物を投与し、次いで、樹状細胞を標的とし、そのため樹状細胞ワクチン接種
に使用され得るエンベロープを含む偽型レンチウイルスベクター粒子を含む組成物を被験
体にさらに投与することによって、NY-ESO-1発現に関連するがんを治療する方法、その進
行を阻害する方法または予防する方法を提供する（例えば、特許文献５６；特許文献５７
；特許文献５８；特許文献５９；特許文献６０；および特許文献６１を参照）。このよう
にして、抗原特異的T細胞を、本明細書に記載のレンチウイルスベクターを用いてin vivo
またはex vivo遺伝子改変を介して生成し、次いで、DC指向性レンチウイルスベクターを
用いて樹状細胞の能動免疫化を介してin vivoで活発化させる。
【０１４６】
　別の実施形態では、本開示は、NY-ESO-1がんに罹患している哺乳動物被験体に、本明細
書に開示の改変TCRを含む治療有効量の組成物、本明細書に開示の改変TCRをコードする核
酸を含むレンチウイルスベクターを含む組成物、またはex vivoでそのような粒子で改変
されたT細胞を含む組成物を投与し、次いで、グルコピラノシル脂質A（GLA）などのTLR4
アゴニストを含む組成物を患者に投与することによって免疫応答をさらに活発化させるこ
とによって、NY-ESO-1がんを治療する方法、その進行を阻害する方法または予防する方法
（例えば、特許文献６２ならびに特許文献６３および特許文献６４を参照）を、抗原の有
無にかかわらず提供する。このようにして、抗原特異的T細胞を、本明細書に記載のレン
チウイルスベクターを用いてin vivoまたはex vivo遺伝子改変を介して生成し、次いで、
樹状細胞の活性化を介してin vivoで活発化させる。
【０１４７】
　宿主細胞または細胞集団が被験体に投与される本発明の方法の目的のために、細胞は、
宿主に対して同種または自己である細胞であり得る。好ましくは、細胞は被験体に対して
自己である。
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【０１４８】
　本明細書で言及される被験体は、任意の被験体であり得る。好ましくは、被験体は哺乳
動物である。本明細書で使用する用語「哺乳動物」は、マウスおよびハムスターなどのネ
ズミ目の哺乳動物、およびウサギなどのウサギ目の哺乳動物を含むが、これらに限定され
ない任意の哺乳動物を指す。哺乳動物は、ネコ科（ネコ）およびイヌ科（イヌ）を含むネ
コ目由来であることが好ましい。哺乳動物は、ウシ属（ウシ）およびイノシシ属（ブタ）
を含むウシ目由来の哺乳動物またはウマ科（ウマ）を含むウマ目の哺乳動物であることが
より好ましい。哺乳動物は、サル目、セボイド、もしくはシモイド（サル）、または真猿
亜目（ヒトおよび類人猿）であることが最も好ましい。特に好ましい哺乳動物はヒトであ
る。
【０１４９】
（医薬組成物およびキット）
　また、本明細書で検討されるのは、1つ以上の（1）本明細書に記載の改変TCR；（2）改
変TCRをコードする核酸を含むウイルス粒子；（3）本明細書に記載の改変TCRを発現する
ように改変された、T細胞またはNK細胞などの免疫細胞；（4）本明細書に記載の改変TCR
をコードする核酸を含む医薬組成物およびキットである。いくつかの実施形態では、本開
示は、本明細書に記載の改変TCRをコードするヌクレオチド配列を含むレンチウイルスベ
クター粒子を含む組成物（または本明細書に記載のベクター粒子を用いて改変され、改変
TCRを発現するT細胞）を提供する。そのような組成物は、本明細書にさらに記載されるよ
うに、本開示の方法において被験体に投与することができる。
【０１５０】
　本明細書に記載の改変T細胞を含む組成物を、本開示に基づいて当業者に明らかである
既知の技術またはそれらのバリエーションに従って、養子免疫療法の方法および組成物に
おいて利用することができる。例えば、Gruenbergらの特許文献３０を参照；特許文献３
１も参照、これらの開示は、参照によりその全体が本明細書に組み込まれる。
【０１５１】
　いくつかの実施形態では、細胞を、最初にそれらの培地からそれらを採取し、次いで、
細胞を洗浄し、投与に適した培地および容器系（「薬学的に許容される」担体）で治療有
効量で富化することによって製剤化する。適切な注入媒体は、任意の等張培地製剤、典型
的には通常の生理食塩水、Normosol R（Abbott）またはPlasma-Lyte A（Baxter）であり
得るが、水中の5%デキストロースまたは乳酸リンゲル液も利用することができる。注入培
地にヒト血清アルブミンを補充することができる。
【０１５２】
　組成物中の治療有効量の細胞は、典型的には102細胞より大きく、最大106、最大108ま
たは109細胞を含み、1010細胞超であり得る。細胞の数は、その中に含まれる細胞のタイ
プと同様に、組成物が意図される最終的な使用に依存する。例えば、特定の抗原に特異的
な細胞が望ましい場合、集団は、そのような細胞を70%超、一般に80%、85%および90～95%
超で含む。本明細書で提供される使用については、細胞は一般に1リットル以下の容量で
あり、500ml以下、さらには250mlまたは100ml以下であり得る。したがって、所望の細胞
の密度は、典型的には106細胞/mlより大きく、一般的には107細胞/mlより大きく、一般的
には108細胞/ml以上である。臨床的意義がある免疫細胞の数を、109、1010もしくは1011

細胞に累積的に等しくなるかそれを超える複数回の注入に分配することができる。
【０１５３】
　本明細書で提供される医薬組成物は、様々な形態、例えば、固体、液体、粉末、水性ま
たは凍結乾燥形態であり得る。適切な医薬担体の例は、当該技術分野で知られている。そ
のような担体および／または添加剤は、従来の方法によって製剤化することができ、適切
な用量で被験体に投与することができる。脂質、ヌクレアーゼ阻害剤、ポリマー、および
キレート剤などの安定化剤は、組成物を体内分解から防ぐことができる。注射での投与が
意図される組成物では、界面活性剤、防腐剤、湿潤剤、分散剤、懸濁化剤、緩衝剤、安定
化剤および等張剤の1つ以上を含んでよい。
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【０１５４】
　本明細書に記載の改変TCR、または本明細書に提供される改変TCRをコードするヌクレオ
チド配列を含むウイルスベクター粒子は、キットとしてパッケージ化することができる。
キットは、使用説明書、器具、および追加の試薬などの1つ以上の部品、ならびに、チュ
ーブ、容器およびシリンジなどの、本方法の実施のための部品を任意に含むことができる
。例示的なキットは、本明細書で提供される改変TCRをコードする核酸、改変TCRポリペプ
チド、またはウイルスを含むことができ、使用説明書、被験体におけるウイルスを検出す
るための器具、組成物を被験体に投与するための器具、および組成物を被験体に投与する
ための器具を任意に含むことができる。
【０１５５】
　目的の遺伝子（例えば改変TCR）をコードするポリヌクレオチドを含むキットも、本明
細書において検討される。目的の配列（例えば、改変TCR）をコードするウイルスベクタ
ーおよび任意に免疫チェックポイント阻害剤をコードするポリヌクレオチド配列を含むキ
ットも、本明細書において検討される。
【０１５６】
　本明細書で検討されるキットは、本明細書に開示の公開TCRVβCDR3配列のいずれか1つ
以上をコードするポリヌクレオチドの存在を検出する方法を実施するためのキットも含む
。特に、そのような診断キットは、本明細書に開示の公開TCRVβCDR3配列をコードするポ
リヌクレオチドを検出するディープシークエンシングを実施するための適切な増幅プライ
マーおよび検出プライマーならびに他の関連試薬のセットを含んでもよい。さらなる実施
形態では、本明細書のキットは、TCRVβCDR3を含むTCRポリペプチドを検出するための試
薬、例えば抗体または他の結合分子を含んでもよい。診断キットはまた、公開TCRVβCDR3
配列をコードするポリヌクレオチドの存在を決定するため、または本明細書に開示の公開
TCRVβCDR3を含むTCRポリペプチドの存在を決定するための説明書も含んでよい。
【０１５７】
　キットは説明書も含んでよい。説明書には、典型的には、ウイルスを記述する具体的な
表現、および、任意に、キットに含まれる他の部品、および、被験体の適切な状態、適切
な投与量、および適切な投与方法を決定する方法、ウイルスの投与方法を含む投与方法が
含まれる。説明書は、治療期間にわたって被験者を観察するための指針も含むことができ
る。
【０１５８】
　本明細書で提供されるキットは、本明細書に記載の組成物を被験体に投与するための器
具も含むことができる。当該技術分野で知られている医薬品またはワクチンを投与するた
めの様々な器具のいずれも、本明細書で提供されるキットに含めることができる。例示的
な器具には、限定されないが、皮下注射針、静脈注射針、カテーテル、無針注射器、吸入
器、および点眼薬などの液体ディスペンサーが挙げられる。典型的には、キットのウイル
スを投与するための器具は、キットのウイルスと適合性がある；例えば、高圧注入器など
の無針注射器は、高圧注射によって損傷を受けないウイルスのキットには含めることがで
きるが、典型的には、高圧注入によって損傷を受けるウイルスのキットには含まれない。
【０１５９】
 本明細書で提供されるキットは、T細胞活性化剤もしくは刺激剤などの化合物、またはTL
R4アゴニストなどのTLRアゴニスト（例えば、その開示が参照によりその全体が本明細書
に組み込まれる特許文献６２を参照）を被験体に投与するための器具も含むことができる
。当該技術分野で知られている、薬剤を被験体に投与するための様々な器具のいずれかを
、本明細書で提供されるキットに含めることができる。例示的な器具には、皮下注射針、
静脈注射針、カテーテル、無針注射器、限定されないが、皮下注射針、静脈注射針、カテ
ーテル、無針注射器、吸入器、および点眼薬などの液体ディスペンサーが挙げられる。典
型的には、キットの化合物を投与するための器具は、化合物の所望の投与方法に適合する
。
【０１６０】
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　以下の実施例は例示の目的で提供されるものであり、本発明を限定するものではない。
【実施例】
【０１６１】
（実施例１：LV305での治療は、治療後NY-ESO-1特異的T細胞のポリクローナル親和性を増
加させた）
　この実施例は、LV305での治療が、ELISPOTによって測定されるように、NY-ESO-1腫瘍抗
原を認識するポリクローナル親和性T細胞を増加させることを実証する。
【０１６２】
　LV305についてのこの研究では、患者は、NY-ESO-1腫瘍抗原をコードする樹状細胞向性
レンチベクターLV305での注射を3回受けた。ワクチン接種前（Tx前）およびワクチン接種
後（Tx後）のPBMC試料におけるNY-ESO-1に対するT細胞応答をELISPOTによって測定し、こ
の場合、細胞をNY-ESO-1ペプチド混合物で40時間刺激し、IFN-γを分泌したT細胞の数を
、抗IFN-γ抗体でプレコーティングしたプレート中のスポットを計数することによって測
定した。
【０１６３】
　図１に示すように、Tx後T細胞は、試験した全てのNY-ESO-1濃度（1670、334、60、およ
び12nM）において、NY-ESO-1ペプチド混合物に対する応答がTx前T細胞よりも高かった。
発明者らが試験した2つのより低い濃度（12および60nM）では、Tx前試料で検出可能なT細
胞応答はなかったが、Tx試料後で有意なT細胞応答があった。これらのデータは、LV305で
の治療がNY-ESO-1に対するT細胞応答を増強させ、より高い親和性のNY-ESO-1特異的T細胞
をもたらし、低濃度のNY-ESO-1ペプチドで抗原を認識することを実証する。
【０１６４】
（実施例２：腫瘍抗原特異的TCR配列は、Tx前PBMCと比較して、Tx後PBMCにおいて富化さ
れる）
 この実施例は、LV305での治療が、NY-ESO-1特異的TCR配列の末梢血における富化をもた
らすことを実証する。
【０１６５】
　この研究では、LV305治療前およびLV305での3回のワクチン接種後に、患者からPBMCを
採取した。患者からTx前腫瘍試料も採取した。PBMCおよび腫瘍試料を、T細胞受容体（TCR
）ベータ鎖のDNA抽出およびその後の配列決定分析にかけた。Tx前PBMCとTx後PBMCとの間
の配列類似性を、散布図を用いて分析した。次いで、腫瘍試料由来のTCR配列も、類似性
について、Tx前およびTx後PBMCと比較した。その結果は、腫瘍試料に浸潤するT細胞から
のTCR配列が、Tx前PBMCと比較して、Tx後PBMCにおいて富化されることを示した。
【０１６６】
（実施例３：NY-ESO-1特異的T細胞について高度に富化されたオリゴクローナル培養物は
、Tx後PBMCから樹立された）
　この実施例は、NY-ESO-1特異的T細胞について高度に富化されたオリゴクローナル培養
物が、Tx後PBMCから樹立されたことを実証する。LV305ワクチン接種後の患者からのPBMC
を用いて培養を開始した。PBMCを、OpTmizer T細胞増殖培地中（Invitrogen、カールズバ
ッド、カリフォルニア州）、NY-ESO-1重複ペプチド（0.5μg/mL、JPT Technologies、ベ
ルリン、ドイツ）とともに、IL-2およびIL-7（10ng/mL）の存在下で培養した。反復刺激
および長期培養（＞3ヶ月）の後、PBMC培養物を、NY-ESO-1特異的T細胞について高度に富
化した。図３に示されるように、富化されたT細胞は、NY-ESO-1ペプチドによる刺激の際
に、大量のIFN-γを分泌した。TCR配列決定分析は、培養物が、上位6クローンが全T細胞
の90%以上を占めるように、非常にオリゴクローナルであることを示した。
【０１６７】
（実施例４：オリゴクローナル培養におけるTCRβCDR3配列は、Tx前PBMCと比較して、Tx
後PBMCで富化される）
　この実施例は、NY-ESO-1で刺激されたオリゴクローナル培養物（PT151006のIVS3）から
のTCR配列が、Tx前PBMCと比較してTx後PBMCで富化されることを実証する。Tx前PBMCとTx
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後PBMCとの間の配列類似性を、散布図を用いて分析した（図４）。次に、PT151006のIVS3
からの上位6TCR配列を、類似性に関してTx前およびTx後PBMCと比較した。その結果は、PT
151006のIVS3からのTCR配列が、Tx前PBMCと比較して、Tx後PBMCで富化されることを示し
た。
【０１６８】
（実施例５：PT151006のIVS3で20.5%の頻度を有するTCRβCDR3クローンは、PT151016 Tx
後PBMCで検出することができる）
　この実施例は、PT151006のIVS3由来の第2優性クローンが、PT151016のTx後PBMCでも検
出されることを実証する（図５）。注目すべきは、2人の患者が異なるクラスI HLAバック
グラウンドを有することである（表4を参照）。IVS3由来の第2優性クローン（20.5%頻度
）のTCRβ鎖のCDR3配列はCASSLNRDYGYTF（配列番号：2）である。図５に示すように、こ
のアミノ配列は、PT151016由来のTx後PBMCでは0.0003%の頻度で検出されるが、PT151016
由来のTx前PBMCでは検出されない。
【０１６９】
（実施例６：PT151006のIVS3で頻度8.5%のTCRβCDR3クローンは、PT151016のTx後PBMCで
検出することができる）
　この実施例は、PT151006IVS3由来の第5優性クローンが、PT151016のTx後PBMCでも検出
されることを実証する。IVS3由来の第5優性クローン（頻度8.5%）のTCRベータ鎖のCDR3配
列は、CASSLNRDQPQHF（配列番号：3）である。図６に示すように、このアミノ配列は、PT
151016由来のTx後PBMCでは0.0006%の頻度で検出されるが、PT151016由来のTx前PBMCでは
検出されない。
【０１７０】
（実施例７：PT151006のIVS3で頻度26.2%のTCRβCDR3クローンは、PT151014のTx後PBMCで
検出することができる）
　この実施例は、PT151006のIVS3由来の優性クローン（26.2%頻度）が、PT151014のTx後P
BMCでも検出されることを実証する。このクローンのCDR3配列は、CASRLAGQETQYF（配列番
号：4）である。図７に示すように、このアミノ配列は、PT151014由来のTx後PBMCでは0.0
00762%の頻度で検出されるが、PT151014由来のTx前PBMCでは検出されない。
【０１７１】
（実施例８：上位6TCRβCDR3クローンのうち3つのクローンは、1人より多くの患者の間で
共有される公開クローンである）
　この実施例は、本発明者らが発見した3つの公開配列が、異なるHLAバックグラウンドを
有する複数の患者において検出され、LV305治療後にサンプリングされたPBMCにおける頻
度が増加することを実証する。
【０１７２】
　TCRβの最初の公開CDR3配列は、CASSLNRDYGYTF（配列番号：2）である。表1に示すよう
に、この配列は、PT151006からのTx前PBMCでは0.001%で検出され、同じ患者からのTx後PB
MCでは0.003%に増加した。この配列は、PT151016由来のTx前PBMCでは検出不可能（0%）で
あり、同じ患者由来のTx後PBMCでは0.0003%で検出することができる。この配列は、PT151
050由来のTx前PBMCでは検出不可能（0%）であり、同じ患者由来のTx後PBMCでは0.0003%で
検出することができる。
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【表２】

　表1：8人の患者からのTx前およびTx後PBMC試料における第1公開TCRβCDR3配列の頻度。
この表は、LV305での治療の前または後のいずれかに採取した異なる患者PBMC試料におけ
る、CDR3配列、CASSLNRDYGYTF（配列番号：2）の頻度を示す。例えば、この配列は、PT15
1006由来のTx前PBMCでは0.001%で検出され、同じ患者由来のTx後PBMCでは0.003%に増加す
る。この配列は、PT151016由来のTx前PBMCでは検出不可能（0%）であり、同じ患者由来の
Tx後PBMCでは0.0003%で検出することができる。この配列は、PT151050由来のTx前PBMCで
は検出不可能（0%）であり、同じ患者由来のTx後PBMCでは0.0003%で検出することができ
る。
【０１７３】
　TCRβの第2公開CDR3配列は、CASSLNRDQPQHF（配列番号：3）である。表2に示すように
、この配列は、PT151006由来のTx前PBMCでは0.0058%で検出され、同じ患者由来のTx後PBM
Cでは0.017%に増加した。その配列は、この患者由来のTx前腫瘍生検（0.06%）および同じ
患者由来の腫瘍浸潤リンパ球（TIL）培養物、TIL-PC12-04A1中0.002%で検出することもで
きる。この配列は、PT151014由来のTx前PBMCでは検出不可能（0%）であり、同じ患者由来
のTx後PBMCでは0.000109%で検出することができる。この配列は、PT151050由来のTx前PBM
Cでは検出不可能（0%）であり、同じ患者由来のTx後PBMCでは0.0012%で検出することがで
きる。全体として、このTCRは、8人の患者のうち6人で検出可能であり、5人/8人の患者に
おいてTx後試料で頻度が増加し、1人/8人の患者で減少した。
【０１７４】
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【表３】

　表2：8人の患者からのTx前およびTx後PBMC試料における第2公開TCRβCDR3配列の頻度。
この表は、LV305での治療の前または後のいずれかに採取した異なる患者PBMC試料におけ
る、CDR3配列、CASSLNRDQPQHF（配列番号：3）の頻度を示す。例えば、この配列は、PT15
1006由来のTx前PBMCでは0.0058%で検出され、同じ患者由来のTx後PBMCでは0.017%に増加
する。この配列は、この患者からの固定腫瘍（0.06%）およびこの患者のTIL培養物（0.00
0647%）から検出することもできる。この配列は、PT151016由来のTx前PBMCでは検出不可
能（0%）であり、同じ患者由来のTx後PBMCでは0.0006%で検出することができる。この配
列は、PT151050由来のTx前PBMCでは検出不能（0%）であり、同じ患者由来のTx後PBMCでは
0.0012%で検出することができる。
【０１７５】
　TCRβの第3公開CDR3配列は、CASRLAGQETQYF（配列番号：4）である。表3に示すように
、この配列は、PT151006由来のTx前PBMCでは0%であり、同じ患者由来のTx後PBMCでは0.00
0196%に増加した。この配列は、PT151-014由来のTx前PBMCでは検出不可能（0%）であり、
同じ患者由来のTx後PBMCでは0.000761%で検出することができる。この配列はまた、PT151
050由来のTx前PBMCでは0.000274%で検出される。
【０１７６】
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【表４】

　表3：8人の患者からのTx前およびTx後PBMC試料における第3公開TCRβCDR3配列の頻度。
この表は、LV305での治療の前または後のいずれかに採取した異なる患者のPBMC試料にお
ける、CDR3配列、CASRLAGQETQYF（配列番号：4）の頻度を示す。この配列は、PT151006に
加えて、PT151014およびPT151050でも検出することができる.
【０１７７】
　8人の患者からのTx前およびPBX後における3つの同定された公開TCRの頻度を、図８に要
約する。
【０１７８】
（実施例９：3つの同定された公開TCRβのCDR3は、公開TCRの典型的な特徴を有する）
　この実施例は、同定されたTCRβCDR3配列が公開TCRの典型的な以下の特徴を有すること
を実証する：（1）異なる患者の異なるヌクレオチド配列によってコードされている；（2
）CDR3の長さが比較的短い；（3）比較的限られた非定型ヌクレオチド付加を有する。こ
れらの特徴は全て公開TCR配列の特徴である（非特許文献１５）。
【０１７９】
　TCRVαおよびVβ遺伝子セグメントの多様化は、異なるCDR1およびCDR2領域（異なるV遺
伝子セグメントにコードされる）の使用によって決まる。CDR3は、体細胞組み換え後の異
なるV(D)J生殖系列セグメントの並置によって作製され、ナイーブTCRレパートリーの多様
性は、V(D)J遺伝子再構成中の精度の欠如によって、および非鋳型のコード化されたヌク
レオチド（N）のV(D)J接合部への付加によって、さらに増加する（非特許文献８７）。
【０１８０】
　公開TCRが生成される1つの可能な方法は、収束組み換えによるものである。すなわち、
多くの異なるV(D)J組み換えイベントは、「収束」して同じヌクレオチド配列を生成し、
多くの異なるヌクレオチド配列は、「収束」して同じアミノ酸配列をコードする（非特許
文献１５）。図９および図１２に示すように、本発明者らが同定した公開TCR配列は、異
なる個体において異なるヌクレオチド配列を有する。
【０１８１】
　個人のTCRと比較して、共有TCR CDR3aa配列は、平均して約1aa残基短くなる傾向がある
と報告されており、さらに、VDおよびDJ接合におけるヌクレオチド（nt）挿入の数が有意
に少ないことが示されている（非特許文献８８）。IVS3におけるTCRβCDR3の長さ分布を
比較すると、IVS3（図１０Ａ、黒色棒）のT細胞は、Tx後PBMC（図１０Ａ、斜線棒）の非
刺激T細胞よりも比較的短いCDR3領域を有することが示された。図１０Ｂに示すように、3
つの公開TCRは全て同じCDR3長（n=39ヌクレオチド）を有する。これらのTCRはまた、接合
領域（0～2のヌクレオチド付加）において、比較的少量の非鋳型（NT）ヌクレオチド（nc
）付加を有する。本発明者らが同定した公開TCRの1つであるCASRLAGQETQYF（配列番号：4
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）は、N1(VD)挿入部位にNT nc付加をもたず、N2(DJ)挿入部位にもNT付加をもたなかった
。より短い長さおよび限定された数のNT nc付加の表現型の特徴は、これらのTCRβCDR3配
列が公開TCR配列であるという結論を支持する。
【０１８２】
（実施例1０：LV305で治療された患者のHLA組織タイピング結果）
　患者試料を、市販のHLA組織タイピングサービスに送った。結果を以下の表4に要約し、
公開TCR CDR3を共有する患者間のHLA-AまたはHLA-B対立遺伝子に重複がないことを確認す
る。HLA-DR、DPまたはDQ対立遺伝子も患者間で異なる。
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【表５】

【０１８３】
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（実施例１１：LV305で治療した患者由来の公開TCRのTCRαおよびTCRβ可変領域の配列決
定）
　5'-RLM-RACE（Ambion、オースティン、テキサス州）をTCRクローニングに用いた。この
方法は、可変ドメイン配列の予備知識なしにTCRを同定することを可能にする。つまり、T
rizol（登録商標）抽出を用いてNY-ESO-1特異的T細胞からRNAを単離した。次いで精製RNA
を脱リン酸化し、タバコ酸ピロホスファターゼを用いて脱キャップし、5'アダプターに連
結した。次に、M-MLV逆転写酵素（Ambion、オースティン、テキサス州）を使用し、ラン
ダムデカマーで製造者の指示に従い、RNAからcDNAを調製した。次に、cDNAをPCRに使用し
た。PCRを、TCRαまたはTCRβのいずれかの5'アダプターおよび定常領域にアニーリング
するプライマーを用いて実施した（例示的なプライマーならびにpCa1およびpCb1などの配
列は、非特許文献８９に記載されている；しかし、クローニング目的の制限部位を付加す
るように改変されている）。次いで、アンプリコンを消化し、ゲル精製し、PCRプライマ
ーに組み込まれた制限部位を用いて調製したベクターにクローニングした。次に、コロニ
ーを含む寒天プレートを、クローニングしたTCR mRNAの配列決定のために送り出した。
【０１８４】
　151クローンを、TCRβについての2回の別々のPCRから配列決定した。2つの異なるTCRβ
可変領域配列が高頻度で生じることが見出され、そのうちの1つは、以前に同定され、配
列番号：4で与えられた公開VβCDR3配列を含んでいた。配列番号：4の公開VβCDR3を含む
完全長TCRβ可変領域配列は、配列番号：9で与えられており、図１１に示されている。他
のTCRβ可変領域配列は配列番号：16で与えられており、図１３に示されている（この配
列には注釈をつけてもよく、TCRの異なる領域はIMGTデータベースウェブサイトに記載の
ような標準的方法論を用いて同定されてもよい）。2回の別々のPCRからのおよそ100個の
クローンを、TCRαについて配列決定した。単一のTCRα鎖可変領域が同定され、配列番号
：8で与えられ、図１１に示されている。TCRα配列のBLAST検索は、既知のNY-ESO-1特異
的TCRα配列との相同性を示す（非特許文献３９；非特許文献９０）。配列番号：9のTCR
β配列を用いた同様の検索では、既知の一致は同定されなかった。
【０１８５】
（実施例1２：公開TCRを有するNY-ESO-1特異的T細胞は、G100での治療後に腫瘍に浸潤す
る）
　この実施例は、安定なエマルション（GLA-SE）におけるグルコピラノシル脂質アジュバ
ントの腫瘍内注射であるG100を用いた2つの異なる臨床試験から、LV305免疫療法試験にお
いて肉腫患者から最初に同定された公開TCRβCDR3配列を検出することができることを実
証する。最初のG100試験（NCT02035657）は、メルケル細胞腫（MCC）患者のGLA-SEの概念
実証試験である。第2のG100試験（NCT02180698）は、転移性または手術で除去できない軟
部組織肉腫を有する患者の治療におけるTLR4アゴニストGLA-SEおよび放射線療法である。
腫瘍部位または排液リンパ節における生検を、G100の投与の前後に行った。生検組織およ
び末梢血からDNAを抽出し、TCRβCDR3領域のディープシークエンシングを実施し、T細胞
レパートリーの多様性を評価した。予想外に、LV305患者PT151006から同定されたいくつ
かの公開TCRは、照射と組み合わせた腫瘍内G100治療によって局所免疫調節を受けたメル
ケル細胞腫（MCC）および肉腫患者においても検出された。表5～表7は、1人のMCC患者な
らびに2人の肉腫患者におけるG100前およびG100後PBMCおよび生検試料中の3つの公開TCR
の頻度を列挙する。第1公開TCRβCDR3、CASSLNRDYGYTF（配列番号：2）は、MCC患者G2お
よび肉腫患者P13において検出可能であった。第2公開TCRβCDR3、CASSLNRDQPQHF（配列番
号：3）は、MCC患者G2および肉腫患者P12において検出可能であった。第3公開TCRβCDR3
、CASRLAGQETQYF（配列番号：4）は、MCC患者G2において検出可能であった。
【０１８６】
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【表６】

　表5：G100患者における第1公開TCRβCDR3配列、CASSLNRDYGYTF（配列番号：2）の頻度
。G100-MCC患者（G100-MCC-G2）ならびに2人のG100-肉腫患者（G100-肉腫-P12およびG100
-肉腫-P13）からのG100前またはG100後PBMCおよび腫瘍生検における公開TCRの存在（頻度
）を示す。この配列は、患者G2由来のTx後生検では0.000442%で検出されたが、Tx前生検
またはPBMC試料では検出できなかった。
【０１８７】
【表７】

　表6：G100患者における第2公開TCRTCRβCDR3配列、CASSLNRDQPQHFの頻度。G100-MCC患
者（G100-MCC-G2）ならびに2人のG100-肉腫患者（G100-肉腫-P12およびG100-肉腫-P13）
からのG100前またはG100後PBMCおよび腫瘍生検における公開TCRの存在（頻度）を示す。
この配列は、G2およびP12由来のTx前PBMCで検出された。
【０１８８】
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【表８】

　表7：G100患者における第3公開TCR TCRB CDR3配列、CASRLAGQETQYFの頻度。G100-MCC患
者（G100-MCC-G2）ならびに2人のG100-肉腫患者（G100-肉腫-P12およびG100-肉腫-P13）
からのG100前またはG100後PBMCおよび腫瘍生検における公開TCRの存在（頻度）を示す。
この配列は、患者G2由来のTx後生検では0.000442%で検出されたが、Tx前生検またはPBMC
試料では検出されなかった。
 
【０１８９】
　G2は、腫瘍内G100治療後に完全応答があったNY-ESO-1発現腫瘍を患うMCC患者である。
図１４に示すように、この患者からのG100前生検はNY-ESO-1発現を示し、それはG100後生
検では約3倍減少し、サイトケラチン（CK20）陽性腫瘍細胞のG100治療後の消失と一致し
た（データは示さず）。図１５に示すように、G100前生検で検出されなかった2つの公開T
CRβCDR3は、G100後生検で検出可能となった。これらのデータは、G100での腫瘍微小環境
の調節が、公開TCRを持つ抗原特異的T細胞を、末梢血からの腫瘍へ向かわせた可能性があ
ることを示唆している。これらの知見は、NY-ESO-1特異的免疫療法のバイオマーカーとし
ての公開TCRβ配列のさらなる探索を支持する。
【０１９０】
（実施例1３：LV305臨床試験の患者において同定された公開TCRβCDR3配列は、C131臨床
試験の患者においても検出することができる）
　この実施例は、LV305試験の患者（NCT02122861）であるPT151006から同定された3つの
公開TCRβCDR3配列が、異なる臨床試験であるC131の患者（NCT02387125）においても検出
され得ることを実証する。
【０１９１】
　C131は、NY-ESO-1を発現する局所進行性、再発性または転移性がんを患う患者における
CMB305の第1b相安全性試験である（逐次投与されるLV305およびG305（G305は、グルコピ
ラノシル脂質A（GLA）と呼ばれる合成小分子とともに製剤化された組み換えNY-ESO-1タン
パク質、TLR4アゴニストからなり、抗原特異的CD4「ヘルパー」T細胞の誘導を介してCTL
応答を活性化するように設計されている）。本発明者らは、PT151006から同定された公開
配列を用いて、13人のC131患者からのTCRβCDR3レパートリーを調べた。表8に示すように
、最初の公開TCRβCDR3配列であるCASSLNRDYGYTF（配列番号：2）が、C131患者13人のう
ち3人で検出された；表9に示すように、第2公開TCRβCDR3配列であるCASSLNRDQPQHF（配
列番号：3）が、C131患者13人のうち6人で検出された；表10に示すように、第3公開TCRβ
CDR3配列であるCASRLAGQETQYF（配列番号：4）も、C131患者13人のうち6人で検出された
。これらのデータは、PT151006からのCDR3配列が、異なる試験の患者において共有された
ことを示した。4人の患者では、これらの公開TCRは、CMB305レジメンの投与後に検出され
たため、治療によって誘導される可能性が高い。
【０１９２】
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【表９】

　表8：C131試験の13人の患者由来のTx前およびTx後PBMC試料における第1公開TCRβCDR3
配列の頻度。この表は、CMB305での治療の前または後のいずれかに採取した13人の患者の
PBMC試料における、CDR3配列、CASSLNRDYGYTF（配列番号：2）の頻度を示す。この配列は
、患者13人のうち3人で検出することができる。
【０１９３】
【表１０】

　　表9：C131試験の患者13人からのTx前およびTx後PBMC試料における第2公開TCRβCDR3
配列の頻度。この表は、CMB305による治療の前または後のいずれかに採取した患者13人の
PBMC試料における、CDR3配列、CASSLNRDQPQHF（配列番号：3）の頻度を示す。この配列は
、患者13人のうち6人で検出することができる。
【０１９４】
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【表１１】

　　表10：C131試験の患者13人からのTx前およびTx後PBMC試料の第3公開TCRβCDR3配列の
頻度。この表は、CMB305での治療の前または後のいずれかに採取した患者13人のPBMC試料
における、CDR3配列、CASRLAGQETQYF（配列番号：4）の頻度を示す。この配列は、患者13
人のうち6人で検出することができる。
【０１９５】
（実施例１４：LV305臨床試験から同定された3つの公開TCRβのCDR3を、抗CTLA-4試験の
患者において検出することができる）
　この実施例は、LV305試験から同定された公開TCRβCDR3配列が、トレメリムマブでの抗
CTLA4 mAb治療を受けた患者でも検出され得ることを実証する（非特許文献９１）。
【０１９６】
　トレメリムマブを用いたこの試験では、ベースライン時およびトレメリムマブ投与後30
～60日目にPBMCを採取した。次世代シークエンシングを用いてTCRβのCDR3領域を研究し
た。21人の患者からの配列データは、Adaptive ImmunoSEQ Analyzerソフトウェアを介し
てアクセス可能なオンラインデータベースに寄託されていた。PT151006-IVS3由来のCDR3
配列と抗CTLA4治療を受けている21人の患者の配列とを比較したデータベースクエリーは
、PT151006から同定された3つの公開配列が、CTLA4治療中のこれらの患者においても検出
され得ることを示した（図１６）。
【０１９７】
　CTLA4遮断療法を受けた患者では、TCRV-ベータCDR3の豊富さの増加およびシャノン指数
の多様性が観察された（非特許文献９１）。公開TCRの頻度に関しては、抗CTLA4療法後に
頻度が増減するかどうかの明確な傾向はなく、患者によって異なる。注目すべきは、CTLA
4試験、GA18からの完全応答（CR）があった患者3人のうちの1人において、3つの公開配列
は全てTx後PBMCでは検出されたが、Tx前PBMCでは検出されなかった。治療応答のためのバ
イオマーカーとしてのこれらの公開CDR3配列の潜在的使用をさらに調査する必要がある。
【０１９８】
（実施例１５：同じまたは異なる患者の同じCDR3に対する異なるTCRβVの使用）
　この実施例は、同じCDR3領域が、異なる患者において、または同じ患者においてさえも
、異なるTCRβV遺伝子と対合し得ることを実証する。
【０１９９】
　図１７は、ディープシークエンシング解析によって同じCDR3と関連することが検出され
た異なるTCRβV遺伝子使用を列挙する。CASSLNRDQPQHF（配列番号：3）は、PT151006およ
びPT151119の両方で検出された第2公開CDR3である。このCDR3は、主にPT151006においてT
CRβV07-07を使用する。また、PT151006においてTCRβV07-08、TCRβV07-06、TCRβV07-0
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-08のみがこのCDR3に用いられる。これは、異なるTCRβV遺伝子ファミリーが異なる患者
によって同じCDR3について使用され、異なるTCRβV遺伝子が同じ患者内で同じCDR3につい
て使用され得ることを示す。注目すべきは、J遺伝子の使用（TCRβJ01-05）は、両患者で
同じであることである。
【０２００】
　図１９は、異なる試験からの患者のTCRβのヌクレオチド配列、CDR3アミノ酸配列、な
らびにV遺伝子およびJ遺伝子を列挙する。PT151006はLV305臨床試験に由来する；C131-00
1およびC131-013はCMB305試験からのものであり；G2-C1W4BはG100試験からのものである
。この図のデータは、異なる試験からの患者が同じCDR3アミノ酸配列を有するが、異なる
ヌクレオチド配列を有し、異なるTCRβV遺伝子を使用することを示した。患者C131-013の
場合、3つの異なるヌクレオチド配列が、同じCDR3、CASSLNRDQPQHF（配列番号：3）を、
異なるTCRβV遺伝子を使用してコードすることが見出された。これは、図１７および図１
８に示されるように、PT151006についての観察と同様である。
【０２０１】
（実施例１６：公開CDR3は、NY-ESO-1特異的CD4 T細胞から同定される）
　この実施例は、公開TCRβCDR3を同定するために使用された、in vitroで生成された細
胞培養物が、CD4 T細胞から構成されたことを示す。
【０２０２】
　PT151006-IVS3 T細胞培養の表現型を特性評価するために、培養した細胞を、正常なド
ナーからの未培養PBMCと並べて染色した。T細胞マーカー（CD3、CD4、およびCD8）ならび
にNK細胞マーカー（CD56）に対するモノクローナル抗体で、蛍光色素結合モノクローナル
抗体を用いて細胞を染色し、BD LSRIIフローサイトメーターで分析した。FlowJoソフトウ
ェアを使用してデータ解析を行った。図２０に示すように、リンパ球集団を最初にFSC/SS
Cプロットでゲーティングし、次いでCD4 Tリンパ球をCD3+CD4+リンパ球としてゲーティン
グし、CD8 T細胞をCD3+CD8+リンパ球としてゲーティングした。NK細胞は、CD3-CD56+リン
パ球としてゲーティングした。対照ドナーPBMCは、健常ドナーPBMCでは通常観察されるよ
うに、CD4、CD8 T細胞およびNK細胞の予想パーセンテージを有する。対照的に、PT151006
-IVS3由来の培養細胞は、NK細胞およびCD8 T細胞の欠如を示し、CD4 T細胞のみを含む。
このデータは、PT151006から培養されたNY-ESO-1特異的T細胞株がCD4 T細胞であり、公開
TCRがCD4 TCRであることを示した。
【０２０３】
　上述の様々な実施形態を組み合わせて、さらなる実施形態を提供することができる。本
明細書で言及され、および／または出願データシートに列挙された全ての米国特許出願公
開、米国特許出願、外国特許、外国特許出願ならびに非特許刊行物は、その全体が参照に
より本明細書に組み込まれる。実施形態の態様を、必要に応じて様々な特許、出願、およ
び刊行物の概念を採用するように変更し、さらなる実施形態を提供することができる。
【０２０４】
　上記および詳細な説明に照らして、これらのおよび他の変更を実施形態に加えることが
できる。一般に、以下の特許請求の範囲において、使用される用語は、特許請求の範囲を
、本明細書および本特許請求の範囲に開示される特定の実施形態に限定するものと解釈さ
れるべきではなく、全ての可能な実施形態を、そのような請求項が権利を与えられる等価
物の全範囲と共に含むと解釈されるべきである。したがって、特許請求の範囲は、本開示
によって制限されない。
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