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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　ヒトT細胞レセプター(TCR)の生産方法であって、該TCRは腫瘍細胞に特異的なものであ
り、かつ、養子T細胞療法における副作用を減少したTCRであって、
以下のステップa～c若しくはステップa～dの工程；
ステップa：ヒト白血球抗原（HLA）-A201の発現のための遺伝子導入を含み、及び再構成
されていない(un-rearranged)ヒトTCR座を発現する非ヒト哺乳動物を提供すること、
ステップb：腫瘍特異抗原(TSA)であるRAC1に特異的なエピトープを含む９～１６のアミノ
酸長をもつペプチドであって、配列番号１に示されるアミノ酸配列を含むペプチドで該非
ヒト哺乳動物を免疫すること、
ステップc：ヒト変異RAC1に対して活性をもつT細胞クローンを該非ヒト哺乳動物から単離
すること、
ステップd：該T細胞クローンからTCRを単離すること、
を含む方法。
【請求項２】
　該非ヒト哺乳動物は、さらに、不活性化された内成的なTCR座を含む、又はTCRα及びβ
鎖をコードする不活性化された内生的なTCR座を含む、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　該非ヒト哺乳動物はABabDIIマウスである、請求項１又は２に記載の方法。
【請求項４】
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　該変異RAC1が、RAC1P29Sである、請求項１～３のいずれか一に記載の方法。
【請求項５】
　α鎖及びβ鎖が、
ａ．α鎖が配列番号４２に示される可変領域に存在する全３つのＣＤＲを含み、およびβ
鎖が配列番号４３に示される可変領域に存在する全３つのＣＤＲを含む、
ｂ．α鎖が配列番号４４に示される可変領域に存在する全３つのＣＤＲを含み、およびβ
鎖が配列番号４５に示される可変領域に存在する全３つのＣＤＲを含む、
ｃ．α鎖が配列番号４６に示される可変領域に存在する全３つのＣＤＲを含み、およびβ
鎖が配列番号４８に示される可変領域に存在する全３つのＣＤＲを含む、
ｄ．α鎖が配列番号４７に示される可変領域に存在する全３つのＣＤＲを含み、およびβ
鎖が配列番号４９に示される可変領域に存在する全３つのＣＤＲを含む、
ｅ．α鎖が配列番号５０に示される可変領域に存在する全３つのＣＤＲを含み、およびβ
鎖が配列番号５１に示される可変領域に存在する全３つのＣＤＲを含む、
ｆ．α鎖が配列番号５２に示される可変領域に存在する全３つのＣＤＲを含み、およびβ
鎖が配列番号５３に示される可変領域に存在する全３つのＣＤＲを含む、
である、α鎖及びβ鎖を含む単離されたTCR。
【請求項６】
　α鎖及びβ鎖が、
ａ．α鎖が配列番号４２に示される可変領域を含み、およびβ鎖が配列番号４３に示され
る可変領域を含む、
ｂ．α鎖が配列番号４４に示される可変領域を含み、およびβ鎖が配列番号４５に示され
る可変領域を含む、
ｃ．α鎖が配列番号４６に示される可変領域を含み、およびβ鎖が配列番号４８に示され
る可変領域を含む、
ｄ．α鎖が配列番号４７に示される可変領域を含み、およびβ鎖が配列番号４９に示され
る可変領域を含む、
ｅ．α鎖が配列番号５０に示される可変領域を含み、およびβ鎖が配列番号５１に示され
る可変領域を含む、
ｆ．α鎖が配列番号５２に示される可変領域を含み、およびβ鎖が配列番号５３に示され
る可変領域を含む、
である、請求項５に記載の単離されたTCR。
【請求項７】
　請求項５または６に記載のTCRを含む、宿主細胞。
【請求項８】
　CD4かCD8が陽性のT細胞である、請求項７に記載の宿主細胞。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、免疫療法において、特にアドプテイブな(adoptive)T細胞移入（transfer）
における有害事象リスクの減少された、新規T細胞レセプター(TCR)の生産方法に関係する
。本発明の方法によって生産されたTCRは、腫瘍細胞特異的で、健康な組織に反応しない
。更に、本発明は、本発明のTCRをコードする核酸、本発明のTCRを含むベクター及び宿主
細胞、同様に腫瘍疾患の治療でのこれらの物質の使用を提供する。
【背景技術】
【０００２】
　診断法の著しい技術的な進歩及び癌と診断された患者に利用可能な治療オプションの著
しい技術的な進歩に関わらず、予後はまだしばしば悪いままであり、また、多くの患者が
治癒されない。免疫療法は、正常組織を破損せずに、悪性腫瘍細胞を根絶する可能性を持
ち、様々な腫瘍をもつと診断された患者への、有力で、標的化された治療提供の見込みが
ある。理論上、免疫系のT細胞は、腫瘍細胞特異的にタンパク質パターンを認識すること
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ができ、多様なエフェクター・メカニズムによってそれらの破壊を仲介することができる
。
　アドプテイブなT細胞治療は、健康な組織を破損せずに、患者自身のT細胞の腫瘍根絶能
を利用するもので、増幅させ、それらが有効に残存腫瘍を除去するように患者にこれらの
エフェクターをもどすというものである。このアドプテイブなT細胞治療（ATT）というア
プローチは、腫瘍免疫学の分野で、新規ではないが、いまだ、この臨床使用での多くの欠
点が、癌治療でのこのアプローチの完全利用を損なっている。
【０００３】
　TCRは、信号伝達の仲介に関与するCD3複合体の定常タンパク質に関係しており、免疫グ
ロブリンスーパーファミリーの異種ダイマー性の細胞表面タンパク質である。TCRは、α
β及びγδ形式で存在し、それは構造上類似しているが、全く別個の解剖学的位置付け及
び恐らく全く別個の機能を持っている。天然型の異種ダイマー性のαβTCRの細胞外部分
は、2つのポリペプチドからなり、その各々は、膜近位性定常領域、及び1つの膜遠位性可
変領域からなる。定常・可変領域の各々は、鎖内ジスルフィド結合を含んでいる。
　可変領域は、抗体の相補性決定領域(CDR)と類似した非常に多形態のループを含んでい
る。TCR遺伝子治療の使用は、多くの現在の問題点を克服する。それは、活性の損失を回
避して、短期間にT細胞の十分な数の生成と所望の特異性をもった患者自身のT細胞を調製
することを可能にする。TCRは、中央(central)メモリT細胞あるいは幹細胞特性を備えたT
細胞へ形質導入され、それは、移入に際し、よりよい持続性及び機能を保証する。TCR遺
伝子操作T細胞は、効率的な移植を可能にはするが免疫抑制を阻害する化学療法または放
射線照射によりリンパ球減少性をこうむった癌患者に投与される。ヒトMHC分子及び種々
のヒトTCRレパートリーを発現する遺伝子組み換えマウスは、ペプチド抗原が免疫原性で
あるかどうか、それらがMHC分子によって効率的に処理され提示されるか、それらが効率
的に免疫反応をもたらすＴ細胞反応を導くかを、素早く分析するためのツールとして役立
つ(Liら、2010年Nat Med)。
【０００４】
　ヒトTCRトランスジェニックマウスを使う場合、マウスゲノムによってコードされてい
ないヒトペプチド配列というものは、免疫化にふさわしく、最適な親和性を備えたTCRを
産出する。最適な親和性とは、T細胞が、ヒト自己-MHC分子に拘束され、また異質のもの
としてペプチド抗原を認識する、例えば、非寛容なレパートリーを表わす、ということを
意味する。
　ペプチド/MHCマルチマーの使用によって、遺伝子組み換えマウスの特異的T細胞は、単
一の細胞PCRによって単離されたヒトTCRを選別でき、該TCRは、内生的なTCRとのミスマッ
チを回避して効率的な発現のために最適化され、ウイルスベクターで患者T細胞の形質導
入につかわれる(Uckertら、2008年Cancer Immunol Immunother;Kammertoens Tら、2009年
のEur J Immunol)。
【０００５】
　ATTの重要な問題は、腫瘍再発及び有害副作用を防ぐために正しい抗原をターゲットと
することである。これは単純に多くの推定上の腫瘍抗原を与えられると思える。しかしな
がら、大部分は腫瘍関連(自己)抗原(TAA)である。TAAはまた正常細胞によって発現される
。まれであるが重要な細胞による発現は通常分析されていない。さらに、TAA発現は、与
えられた個々の腫瘍/腫瘍転移の範囲内において異質であるかもしれない。したがって、T
AAをターゲットとすることは、無効果で長期的な反応及び正常組織の破壊のリスクをもた
らす。
【０００６】
　例えば、Melan-A/MART-1、gp100、HER-2及び癌胎児性抗原に向けられたTCR（あるいは
キメラ抗体受容体：CAR)-遺伝子操作T細胞での臨床トライアルが、この仮説を支持した。
モーガンRA及び同僚は、ERBB2を認識するキメラ抗原受容体で形質転換されたT細胞を投与
することで処置されたERBB2過剰発現癌を担持する患者についてのケースレポートを提供
した。注入１５分後、患者は呼吸困難及び劇的な肺の浸潤を経験し、5日後に死亡した。
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この劇的な結果は、アドプテイブなT細胞治療の場合における有害副作用の問題を強調す
る。
【０００７】
　別のアプローチは、マウスの免疫がなされ、その後、腫瘍患者の自己由来末梢リンパ細
胞を形質転換するために、細胞からT細胞及びT細胞レセプターの単離がなされた。形質導
入されたリンパ細胞は増殖され、次に、再注入された。腫瘍退化は観察されたが、患者は
なお正常細胞の破壊をおこした(ジョンソンLAら、2009Blood)。
【０００８】
　Parkhurstと同僚(2010 Mol Ther)は、標準の治療に抵抗性がある転移結腸直腸癌の患者
の自己由来のTリンパ球を遺伝子操作した。Tリンパ球は癌胎児性抗原(CEA)を対象とする
マウスT細胞レセプターを発現するように変更された。再び、その報告は、腫瘍の退行を
示したにもかかわらずすべての患者に副作用としての重症な一時的な炎症性大腸炎を伴っ
た。
【０００９】
　かくして、多数(大部分ではないにしても)においては、有効なアドプテイブT細胞治療
によって腫瘍関連抗原の実質的な毒性が予測された。
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【００１０】
　背景技術の上記の主な欠点の観点で、本発明の目的は、遺伝子操作されたT細胞レセプ
ターが自己リンパ細胞へ導入され、そしてヒト患者に再注入されたとき、免疫療法におい
て観察される重篤な副作用を克服できるアドプテイブなT細胞治療のための新規なアプロ
ーチを提供することである。本発明のより特異的な目的は、腫瘍細胞を特異的に標的とし
、健康細胞は標的としない、新規な抗原認識構成物を提供することである。
【課題を解決するための手段】
【００１１】
　本発明の第一の態様において、上記の目的は、腫瘍細胞に特異的で、アドプテイブなT
細胞治療で副作用を減少した、ヒトT細胞レセプター(TCR)あるいはT細胞の生産の方法に
よって解決され、以下の工程を含む；
a.再調整がされてないヒトTCR遺伝子座を発現する宿主生物体を提供すること、
b.該宿主生物体を腫瘍特異抗原（TSA）に特異的なエピトープ含むペプチドで免疫するこ
と、
c.該宿主生物体からヒト変異TSAに対する活性をもつT細胞クローンを単離すること、
d.所望により、該T細胞クローンからTCRを単離すること、
以上において、該TSAは、体細胞変異抗原のクラスから選択される。
【００１２】
　本発明の驚くべき事実は、当該技術分野でのアプローチの現状とは逆に、変異癌-駆動
発癌遺伝子、特に体細胞変異抗原のクラスからのTSAが、アドプテイブT細胞治療（ATT）
によって標的化されるならば、当業者で知られるTAAでの多くの問題が解決されるという
ことである。癌ウィルスによってコードされた抗原を別にすれば、変異抗原というものが
、唯一の排他的な腫瘍特異抗原である。
【００１３】
　無論、本発明のここに記述された方法に従って生産されたTCRは、アドプテイブなT細胞
治療におけるそれらの有利な結果を提供するだけではなく、また、その標的にTCRの特異
的結合性が利用される他の治療的アプローチで有利な結果を提供する。
【００１４】
　本発明の方法に従って単離されたTCRは、アドプテイブなT細胞治療で観察される副作用
リスクの減少により、当業者レベルの抗原認識構成物の状態をこえて有利である。アドプ
テイブなT細胞移入の場合での副作用は、主として、自己免疫反応あるいは非標的化反応
による。本発明は、腫瘍細胞に高度に特異的で、患者の健康な組織に対する免疫反応を仲



(5) JP 6615612 B2 2019.12.4

10

20

30

40

50

介しないT細胞の提供により、前述の問題を解決することに成功した。本発明が減少させ
るヒトの自己由来あるいは同種異型のリンパ細胞の注入によってもたらされる有害事象は
様々でありえる。
　本発明の好ましい実施態様では、本発明によって得られたTCRは、アドプテイブなT細胞
治療で使用された時、健全な組織において、浮腫と壊死に帰着するかもしれない、損傷を
引き起こすリスクをさげる。
【００１５】
　本発明の一つの好適な実施態様において、宿主生物体によるヒト主要組織適合性複合体
(MHC)クラスIあるいはII対立遺伝子の発現のための遺伝子導入をさらに含む。好適なMHC
は、該変異TSAを提示できると知られ又は推定されるヒト白血球抗原(HLA)タイプである。
さらに好適には、該宿主生物体で発現されるHLAタイプが、該変異TSAに由来したペプチド
を提示することができると知られるか或いは想定されるものということである。このペプ
チドは、同じタンパク質の相当する未変化 (野生体)バージョンに反して、変異TSAに特異
的に存在する変異を含むアミノ酸配列を含むことが必要である。
【００１６】
　MHCクラスIに相当するHLAsは、タイプA、B及びCを含む。HLAクラスIは、提示細胞(もし
存在するならウイルスペプチドのような異質なペプチドを含む)内で処理されるペプチド
を提示する。一般に、そのようなHLAクラスIペプチドは、小さなポリマー、長さで約9つ
のアミノ酸である。MHCクラスIIに相応するHLAは、タイプDP、DM、DOA、DOB、DQ及びDRを
含む。HLAクラスII複合体は、細胞の外部から由来する抗原を提示する。それらは12～18
アミノ酸の間の長さでありうる。選択の抗原を提示する原因となるHLA対立遺伝子の特徴
づけは、当該技術分野で一般的に知られた方法である。
【００１７】
　本発明に従って使用された宿主生物体において（その限りにおいて、それはヒトではな
い)、再調整されていない(un-rearranged)ヒトTCR遺伝子座は、好適には、該宿主生物体
のゲノム中の1つ以上の導入遺伝子として存在する。好適には、これらの遺伝子座はTCRα
及びβ鎖をコードし、そして、好適には複数、理想的には全てのヒトTCR V、D、J及び／
又はC遺伝子を含む。
【００１８】
　本発明に従う方法において、宿主生物体は、適応性のある免疫系を持っており、及び／
又は、該ヒトTCR遺伝子座内のVDJC再配置(再調整）(rearrangement)を実施できるという
のが、好適には必須条件である。更に、宿主生物体は、異種起源のTCRを発現することが
できることが好適である。本発明のある好ましい実施態様で、該宿主生物体は、遺伝子組
み換え動物、好適には哺乳動物、より好適には非ヒト哺乳動物、最も好ましくは、マウス
、ラット、ロバ、ウサギ、野ウサギあるいは猿、あるいは当技術分野でT細胞の生成のた
めの宿主として知られているあらゆる動物である。
【００１９】
　上述の方法に関係がある、そして非ヒト宿主生物体が使われた本発明の実施態様におい
て、このような非ヒト宿主生物体は、好適には、さらに、不活性内生的TCR遺伝子座を含
み、好適には、該内生的TCR遺伝子座は該非ヒト宿主生物体のTCRα及びβ鎖をコードする
。
【００２０】
　本発明の格別に特異的な実施態様において、宿主生物体は「ABabDII」マウスである。
用語「ABabDII」マウスは、Liら(2010;16:1029-34NatureMedicine)に記述されるように生
産された遺伝子組み換え動物を指す。もちろん、本発明のここに記述された実施例で使用
される適切な宿主生物体としてLiらに記述されるのと同じ方法論で生産された他の遺伝子
組み換え動物も包含されることは理解されうる。
【００２１】
　代替の実施態様は、ヒト、例えば、健康な個体或いは腫瘍疾患のヒト患者が、本発明で
記述のペプチドで免疫される用途に関する。この実施態様において、T細胞は、ヒト被験
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者の血液から、免疫プロセスの後に、分離することができる。この実施態様は、改善され
たT細胞レセプターが、アドプテイブなT細胞治療において再注入のために使用できる、ヒ
ト、理想的には自己由来のT細胞で発現されるという有利性をもつ。
【００２２】
　本発明の方法の条件で宿主生物体の免疫に使用されたペプチドは、相応する野生型の細
胞タンパク質のアミノ酸配列と比較して少なくとも一つのアミノ酸残基において変異した
アミノ酸配列を含む。本発明は腫瘍特異抗原の使用に関し、したがって、腫瘍細胞の成長
において変異した、及びしたがってこの特異的に変異された形態で、排他的に、癌細胞に
存在するタンパク質の使用に関係する。しかしながら、正常で、健康な、細胞は、なおオ
リジナルの未変異の(野生型)タンパク質を発現するかもしれない。したがって、ここに記
述された本発明にとって、免疫に使用されたペプチドは、その配列において、オリジナル
の未変異細胞蛋白質から当該TSAを区別する変異を含むというのが特異的に好適である。
本発明の方法で使用される好ましいペプチドは、SEQ ID 1番～27番に示される配列のうち
のいくつかを含む。本発明の好ましい実施態様では、免疫用のペプチドは、SEQ ID 1番に
示されるアミノ酸配列を含む。
【００２３】
　健康な組織ではなく腫瘍細胞で特に発現する抗原は4つのタイプに分類することができ
る:
(I)変異抗原が、腫瘍細胞内で点突然変異か転移によって腫瘍生成中に成長する。それら
の抗原は、厳密に腫瘍特異的である。本発明の条件で、これらの抗原は腫瘍特異抗原(TSA
)と呼ばれる。
(II)癌/生殖細胞系抗原が、通常、健康な体細胞組織ではなく、もっぱら成人生物体の生
殖細胞内で発現される。しかしながら、癌細胞においては、後成的な調節の欠失により、
生殖細胞特異的遺伝子は活性化されうる。
(III)異分化抗原が、腫瘍及びそれらの健康な先祖細胞で発現される。そのような抗原に
対するCTL反応は、しばしば自己免疫反応に帰着する。
(IV) 過剰発現したTAAが、正常細胞(腫瘍では、それらの抗原は強く活性化される)のみで
少量の発現を示す。
　本発明においては、最初のタイプの抗原のみが使用されることが好適である。
【００２４】
　本発明は、何らかの変異で形成されたTSAが含まれる。単に図解的な理由で、次のタイ
プの変異が記述される:アミノ酸置換、欠失、付加、挿入あるいは化学的若しくは翻訳後
修飾。更に、染色体転座を含み、及び新規スプライス部位になる、非特異的スプライシン
グ変異によっておこる、癌細胞において排他的に発現するスプライス変異体を含む。
【００２５】
　免疫プロセスにおいて、該ペプチドは任意の長さをもつ。しかしながら、最小の必要条
件は、上記の言及された変異配列を含んでいるエピトープの存在である。本発明の好まし
いペプチドは、100のアミノ酸、好適には50のアミノ酸、さらに好適には30のアミノ酸、
なお一層好適には8～16のアミノ酸の長さをもつ。正確なペプチドの長さは、TSAがMHCク
ラスIかMHCクラスIIの提示かどうかに依存して、変化しうる。
【００２６】
　宿主生物体の免疫を増強するために、アジュバントがペプチドと一緒に使用されること
が好適である。アジュバントは、例えば、それに制限されずに、CpG及び／又は不完全な
フロインドのアジュバントである。ペプチドでの最初の免疫の後、宿主生物体は好適には
、少なくとも1あるいは2、3あるいは4回以上、該ペプチド及び／又は選択されたアジュバ
ントで処理される。フロイントアジュバントは、免疫用の抗原が乳化される油 (ミネラル
)溶液である。不完全なフロイントアジュバントは、この、本発明で好適に使用されたよ
うに、マイコバクテリウムのコンポーネントを何ら含んでいない。
【００２７】
　免疫プロセス中及び後、該宿主生物体は、本発明のTSAに対して特異的に再修正されたT
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細胞レセプターを発現するT細胞をもたらす。そして、そのようなT細胞クローンは、好ま
しい実施態様において、該宿主生物体から分離される。例えば、該細胞は脾臓細胞、リン
パ節細胞あるいは血液から分離することができる。T細胞クローンは、TSAエピトープがMH
CクラスIあるいはIIかどうかに依存して、例えば、CD4またはCD8の表面発現によって選択
される。単一のT細胞クローン型の宿主生物体からの単離方法は、当業者には公知である
。本発明はT細胞の分離のための特異的な方法には制限されない。しかしながら、本発明
の1つの好ましい実施態様で、T細胞又は該T細胞クローンは、分離後、さらに、本発明の
方法で使用されるTSAに結合するTCR（a TCR　binding to the TSA)の発現のためにテスト
される。これは、TSA特異的HLA四量体を使い、四量体結合（染色）によって好適になされ
る。選択的に、分離されたT細胞かT細胞クローンも、細胞タンパク質の未変異バージョン
と比較して、TSAへの特異性に関してテストされた。この目的のために、変異体を含むペ
プチド及び野生型のバージョンを含むペプチドに対するT細胞反応性が比較された。好ま
しい実施態様では、そのようなT細胞あるいはT細胞クローンは、本発明の方法に従って分
離され、それは、細胞タンパク質の未変異バージョンにではなくTSAに高度に選択的であ
る。
【００２８】
　本発明の別の実施態様は、T細胞かT細胞クローンの単離の後、TCR配列がクローン化さ
れる。この実施態様で、上記のステップdの方法は、さらに次のようなステップを含む； 
(i)該T細胞クローンからcDNAを調製すること、及び(ii) 該cDNAの増幅、そして(iii)ベク
ターにそれぞれTCRα及びβ遺伝子をクローニングする。
　好適には、ヒトの末梢血リンパ球の形質導入用のレトロウイルス・ベクターが、本発明
のTCRの運搬体として使用される。このようなクローニング手法のための手段及び方法は
、当業者には周知である。
【００２９】
　本発明の別の好ましい実施態様では、使用されたTSAが、腫瘍細胞または腫瘍疾患で発
現される。
【００３０】
　ここに使用される、用語「腫瘍」あるいは、「腫瘍疾患」は、良性・悪性腫瘍の両方か
、新生物体を意味し、黒色腫、リンパ腫、白血病、癌及び肉腫を含む。腫瘍組織の実例と
なる例は、悪性黒色腫と菌状息肉腫のような皮膚腫瘍;白血病のような血液の腫瘍、例え
ば急性リンパ芽球性、急性骨髄球性、あるいは慢性骨髄性白血病;ホジキン病または悪性
リンパ腫のようなリンパ腫;卵巣・子宮の腫瘍のような婦ヒト科領域の腫瘍;前立腺、膀胱
あるいは精巣のような泌尿器領域の腫瘍;軟部組織肉腫、骨のあるいは非骨の肉腫、胸腫
瘍;脳下垂体、甲状腺及び副腎皮質の腫瘍;食道、胃、腸及び結腸のような胃腸の腫瘍;膵
臓及び肝臓腫瘍;喉頭、乳頭及び肺腫瘍、である。
　本発明の条件において好ましい腫瘍は、黒色腫、肺腫瘍、子宮内膜の腫瘍、神経膠腫、
リンパ腫、白血病あるいは前立腺腫瘍から選ばれる。
【００３１】
　ここに記述された本発明の方法に適用できる例示的なTSAは、Krauthammerらに記述され
（2012　Nature Genetics)、本発明においてこれに制限されるものではない。HLAタイプA
2によって提示されるTSAの好ましい選択は、RAC1、RAC2、RHOT1、MAP2K1、MAP2K2、Nos1
、EGFR、SMCA4、STK11、ARID1A、RBM10、U2AF1、EP300、CHD4、FBXW7、H3F3A、KLHL6、SP
OPあるいはMED12である。それぞれの変異エピトープ配列は、以下の実施例で提供される
。
【００３２】
　本発明の目的は、本発明に従って得られた又は得られうるTCRをコードする核酸分子に
よって更に解決される。
　更に本発明で提供されるのは、本発明のTCRのそれぞれαあるいはβ鎖を、あるいは本
発明のTCRの可変或いは定常領域を、或いは本発明のTCRの断片を（好適には、TCRのこの
ような断片はなおそのTSAへの結合活性／結合能を保持する）コードする核酸分子である
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。それに加えて、核酸分子は、選択的に、該核酸配列の蛋白質発現のために、特異的には
、哺乳動物/ヒトでの発現のために、さらに好適には、免疫細胞で、必要な更なる配列を
担持する。使用された核酸は、細胞のTCRに相応する核酸配列の発現をさせるのにふさわ
しいベクター中に含まれることができる。
【００３３】
　また本発明によって提供されるのは、上述の核酸分子を含むベクター或いは細胞であり
、特異的には、ベクターは医薬領域での使用向けである。さらに、本発明によってベクタ
ーを含む細胞が提供される。
【００３４】
　別の態様において、本発明は、T細胞レセプター(TCR)、あるいはそれの断片を提供し、
それらは本発明の方法によって得られた若しくは別途入手可能である。本発明のTCRは、
免疫療法において減少された副作用を示すTCRであることが特に好適である。好適には、
本発明のTCRは、TCRの生成に使用されたTSAの未変異 (野生型)バージョンを発現する正常
細胞や組織を標的とはしない。好ましい具体的態様の本発明のTCRは、正常細胞または組
織に対して、壊死を引き起こさず及び免疫反応を受けた時に応答を開始しない。本発明の
好ましいTCRは、SEQ ID 1番に示されるエピトープに特異的なTCRである。
【００３５】
　本発明による好適なTCRは、以下に記述されるようなTCRでありうる。
【００３６】
　本発明の別の実施態様は、単一鎖TCR(scTCR、好適にはαβ-scTCR、それは本発明のTCR
の配列に由来する)に関係する。単一鎖のTCR(scTCRs)は単一のアミノ酸鎖から成る人工構
築物である。scTCRは、第１のTCR鎖(例えばアルファ鎖)の可変領域のポリペプチド及び全
（完全長の）第２のTCR鎖(例えばベータ鎖)のポリペプチド、或いはその逆の組み合わせ
、を含むことができる。更に、scTCRは、2つ以上のポリペプチドをともに連結する1つ以
上のリンカーを選択的に含むことができる。ここに記述されるように、リンカーは例えば
2つの単一鎖をともに連結するペプチドでありえる。
【００３７】
　さらに、本発明は、IL-2、IL-7あるいはIL-15のようなヒトのサイトカインに融合され
た本発明のscTCRあるいは本発明の分子に由来する他のTCRを提供する。本発明のTCRは、
多重結合の複合体としても提供することができ、それは、少なくとも2つのscTCRまたはTC
R分子を含み、該scTCRまたはTCR分子は、導入されたビオチン-ストレプタビジン機能によ
って例えば相互連結される。
【００３８】
　本発明の別の態様において、宿主細胞が提供され、それは上述の、ベクター、核酸ある
いはTCR分子を含む。本発明の好ましい実施態様では、宿主細胞は、ヒト細胞、好適には
ヒトTリンパ球であり、それはCD4またはCD8の発現に陽性である。本発明のそのような宿
主細胞は、好適には、本発明に従って核酸かベクターの形質導入によって得られうる。T
細胞へ核酸分子を導入する形質導入方法は、当該技術分野の当業者にとって、それに制限
せず、公知であり、そしてそれに制限されることなくウイルスの形質導入運搬体を含んで
いる。
【００３９】
　本発明の代替的な態様において、T細胞は、ヒトT細胞レセプター(TCR)の生産のための
方法によって得られ又は入手可能であり、それは腫瘍細胞に特異的で、上述されるような
アドプテイブなT細胞治療における副作用を減少した。そのようなT細胞は、本発明の方法
で使用される宿主生物体に依存し、それは例えばヒトかヒト以外のT細胞、好適にはヒトT
CRを発現するヒト以外のT細胞である。
【００４０】
　本発明によって提供される化合物は、医薬としての使用の更なる態様をもち、例えば癌
疾患の治療での使用の態様をもち、特に癌疾患は、変異TSA特異的発現によって特徴づけ
られる。最も好適には、本発明の化合物は、アドプテイブなT細胞移入を含む癌治療で使
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【００４１】
　本発明の別の態様は、ヒト被験者、特に腫瘍疾患患者を処置する方法に関連する。該処
置の方法は、そのような処置を必要とする患者への上記化合物のうちのいずれかの投与を
含む。本発明の化合物の投与は、例えば該患者への本発明のT細胞の注入を含む。好適に
は、そのようなT細胞は、本発明の核酸かTCRによって生体外で形質導入された、患者の自
己由来のT細胞である。
【００４２】
　本発明は、また、本発明によるTCRまたはTCR断片、あるいは本発明による核酸、ベクタ
ー、宿主細胞あるいは単離されたT細胞を含む医薬組成物を提供する。好ましい実施態様
では、医薬組成物は免疫療法用である。
【００４３】
　本発明において使用可能な薬学的に許容される担体あるいは希釈剤の例は、SPGAのよう
な安定剤、炭水化物(例えばソルビトール、マンニトール、澱粉、蔗糖、グルコース、デ
キストラン)、アルブミンまたはカゼインのようなタンパク質、牛の血清或いはスキムミ
ルクのようなタンパク質、及び緩衝剤（例えばリン酸緩衝液)を含む。
【００４４】
　本発明のTCRを得るために、本発明の方法において、好適に使用される腫瘍抗原は、以
下の表にリストされる (変異は両カッコでくくられ表示されるエピトープ内のアミノ酸変
異として示される):
【表１－１】
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【表１－２】

【００４５】
　本発明の上記のTCRは、以下のTCR分子に、好適な実施態様として、関係する:
【００４６】
　本発明は、TCRα鎖に関係し、それはSEQ ID NO：28、30、32、33、36、38あるいは40の
うちの任意の1つで示される配列をもつCDR3領域を含む。好適なものは、SEQID NO：42、4
4、46、47、50、52あるいは54のうちの任意の1つで示される配列をもつ可変領域を含むTC
Rα鎖である。
【００４７】
　本発明は、TCRβ鎖に関係し、それはSEQ ID NO：29、31、34、35、37、39あるいは41の
うちの任意の1つで示される配列をもつCDR3領域を含む。好適なものは、SEQ ID NO：43、
45、48、49、51、53あるいは55のうちの任意の1つで示される配列をもつ可変領域を含むT
CRβ鎖である。
【００４８】
　本発明の好適な実施態様は、単離されたあるいはここに記述されるような方法のうちの
任意の1つによって生産した(得られた) 特異的TCRに関係する。本発明のそのようなTCRは
、好適には表１及び２から選ばれた、変異抗原をターゲットとすることに特異的なTCRで
ある。Rac-1かTRRAPの変異抗原が好適である。より特異的に、このようなTCRは、変異Rac
-1エピトープFSGEYIPTV或いは変異TRAPPエピトープKLVFGSVFLに特異的な結合能をもつも
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のが好適である。
【００４９】
　本発明の好適なTCRは、SEQ ID NO：28～41で示されるアミノ酸配列のうちの任意の1つ
を含むCDR3領域の存在によって更に特徴づけられる。α鎖かβ鎖をもつ、本発明によるRa
c-1 TCRは、好適には、SEQ ID NO：28～39のうちの任意の1つで示される配列をもつCDR3
を含む。本発明による好ましいTRRAP TCRは、SEQ ID NO：40または41で示される配列から
選ばれたCDR3アミノ酸配列の存在によって特徴づけられる。
【００５０】
　より好ましいものは、
SEQ ID NO：28で示されるCDR3配列を含むα鎖及びSEQ ID NO：29で示されるCDR3配列を含
むβ鎖をもつアルファ/ベータTCR； 
SEQ ID NO：30で示されるCDR3配列を含むα鎖及びSEQ ID NO：31で示されるCDR3配列を含
むβ鎖をもつアルファ/ベータTCR；
SEQ ID NO：32で示されるCDR3配列を含むα鎖及びSEQ ID NO：34;で示されるCDR3配列を
含むβ鎖をもつアルファ/ベータTCR；
SEQ ID NO：32で示されるCDR3配列を含むα鎖及びSEQ ID NO：35で示されるCDR3配列を含
むβ鎖をもつアルファ/ベータTCR；
SEQ ID NO：33で示されるCDR3配列を含むα鎖及びSEQ ID NO：34で示されるCDR3配列を含
むβ鎖をもつアルファ/ベータTCR；
SEQ ID NO：33で示されるCDR3配列を含むα鎖及びSEQ ID NO：35で示されるCDR3配列を含
むβ鎖をもつアルファ/ベータTCR；
SEQ ID NO：36で示されるCDR3配列を含むα鎖及びSEQ ID NO：37で示されるCDR3配列を含
むβ鎖をもつアルファ/ベータTCR；
SEQ ID NO：38で示されるCDR3配列を含むα鎖及びSEQ ID NO：39で示されるCDR3配列を含
むβ鎖をもつアルファ/ベータTCR；
SEQ ID NO：40で示されるCDR3配列を含むα鎖及びSEQ ID NO：41で示されるCDR3配列を含
むβ鎖をもつアルファ/ベータTCR。
【００５１】
　本発明のTCRにおいて含まれたTCR鎖は、更に、TCR 1～7のうちの任意の1つの可変領域
のうちの1つに存在する、少なくとも１つ、好ましくは２つ、さらに好ましくは３つ全て
の、CDR領域を含むことができる。3つのCDR領域のすべてを含んでいる該可変領域の配列
は、SEQ ID NO：42～55に示される。
【００５２】
　本発明の別の好ましい実施態様において、本発明のTCRは、表３に例示される本発明のT
CR T1～T7の任意の1つのαかβ鎖の可変領域から選ばれたα及び／又はβ鎖の少なくとも
1つの可変領域を含む。
【００５３】
　本発明の条件において分離されるようなTCRは、次の可変領域(CDR3領域が下線によって
強調される)を含む：
Rac-1 TCR:
表A
TRAV20*02-CAVQTSQGGSEKLVF-TRAJ57*01
MEKMLECAFIV LWLQLGWLSG EDQVTQSPEA LRLQEGESSS LNCSYTVSGL RGLFWYRQDPGKGPEFLFTLYSAG
EEKEKE RLKATLTKKE SFLHITAPKP EDSATYLCAV QTSQGGSEKL VFGKGTKLTVNPYIQNPEPA
(SEQ ID NO：42) 
TRBV4-1*01-CASSQDASGIYYEQYF-TRBD2*02-TRBJ2-7*01
MGCRLLCCAV LCLLGAVPID TEVTQTPKHL VMGMTNKKSL KCEQHMGHRA MYWYKQKAKKPPELMFVYSYEKLSI
NESVP SRFSPECPNS SLLNLHLHAL QPEDSALYLC ASSQDASGIY YEQYFGPGTRLTVT
(SEQ ID NO：43) 
TRAV13-1*01-CAASRGGAQKLVF-TRAJ54*01
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MTSIRAVFIF LWLQLDLVNG ENVEQHPSTL SVQEGDSAVI KCTYSDSASN YFPWYKQELGKGPQLIIDIRSNVGE
KKDQR IAVTLNKTAK HFSLHITETQ PEDSAVYFCA ASRGGAQKLV FGQGTRLTINPN
(SEQ ID NO：44) 
TRBV3-1*01-CASSQLAGGPLYNEQFF-TRBD2*02-TRBJ2-1*01
MGCRLLCCVV FCLLQAGPLD TAVSQTPKYL VTQMGNDKSI KCEQNLGHDT MYWYKQDSKKFLKIMFSYNNKELII
NETVP NRFSPKSPDK AHLNLHINSL ELGDSAVYFC ASSQLAGGPL YNEQFFGPGTRLTVL
(SEQ ID NO：45) 
TRAV5*01-CAESKRFSDGQKLLF-TRAJ16*01
MR QVARVIVFLT LSMSRGEDVE QSLFLSVREG
DSSVINCTYT DSSSTYLYWY KQEPGAGLQL LTYIFSNMDM KQDQRLTVLL NKKDKHLSLR IADTQTGDSAIYFC
AESKRFSDGQKLLFAR GTMLKVDLN
(SEQ ID NO：46) 
TRAV12-2*02-CAAQSARQLTF-TRAJ22*01
M MKSLRVLLVI LWLQLSWVWS QQKEVEQNSG PLSVPEGAIA SLNCTYSDRG SQSFFWYRQYSGKSPELIMSIYS
NGDKED GRFTAQLNKA SQYVSLLIRD SQPSDSATYL CAAQSARQLT FGSGTQLTVLPD
(SEQ ID NO：47)
TRBV20-1*01(/02)-CSARDLITDTQYF-TRBJ2-3*01
MLLLLL LLGPGSGLGA VVSQHPSWVI CKSGTSVKIE CRSLDFQATT MFWYRQFPKQSLMLMATSNEGSKATYEQG
V EKDKFLINHA SLTLSTLTVT SAHPEDSSFY ICSARDLITD TQYFGPGTRLTVL
(SEQ ID NO：48) 
TRBV3-1*01-CASSPWQETQYF-TRBJ2-5*01
MGCRLL CCVVFCLLQA GPLDTAVSQT PKYLVTQMGN DKSIKCEQNL GHDTMYWYKQDSKKFLKIMFSYNNKELII
N ETVPNRFSPK SPDKAHLNLH INSLELGDSA VYFCASSPWQ ETQYFGPGTRLLVL
(SEQID NO：49) 
TRAV13-1*01 CAASLGSGNTPLVF TRAJ29*01
M TSIRAVFIFL WLQLDLVNGE NVEQHPSTLS VQEGDSAVIK CTYSDSASNY FPWYKQELGKGPQLIIDIRSNVG
EKKDQRI AVTLNKTAKH FSLHITETQP EDSAVYFCAA SLGSGNTPLV FGKGTRLSVIAN
(SEQ ID NO：50)
TRBV28*01 CASSLHSGRDTQYF TRBJ2-3*01TRBD2*02
MGIRLLCR VAFCFLAVGL VDVKVTQSSR YLVKRTGEKV FLECVQDMDH ENMFWYRQDPGLGLRLIYFSYDVKMKE
KGD IPEGYSVSRE KKERFSLILE SASTNQTSMY LCASSLHSGR DTQYFGPGTRLTVL
(SEQ ID NO：51) 
TRAV13-2*01 CAENRGANSKLTF TRAJ56*01 F
MMAGIRALF MYLWLQLDWV SRGESVGLHL PTLSVQEGDN SIINCAYSNS ASDYFIWYKQESGKGPQFIIDIRSNM
DKRQ GQRVTVLLNK TVKHLSLQIA ATQPGDSAVY FCAENRGANS KLTFGKGITLSVRPD
(SEQ IDNO：52) 
TRBV12-3*01 CASSFTGGFYGYTF TRBJ1-2*01TRBD1*01
MDSWTFCCVS LCILVAKHTD AGVIQSPRHE VTEMGQEVTL RCKPISGHNS LFWYRQTMMRGLELLIYFNNNVPID
DSGMP EDRFSAKMPN ASFSTLKIQP SEPRDSAVYF CASSFTGGFY GYTFGSGTRLTVV
(SEQ ID NO：53) 

TRRAP TCR:
TRAV17*01-CATDWYTGANSKLTF-TRAJ56*01
METLLGVSLV ILWLQLARVN SQQGEEDPQA LSIQEGENAT MNCSYKTSIN NLQWYRQNSGRGLVHLILIRSNERE
KHSGR LRVTLDTSKK SSSLLITASR AADTASYFCA TDWYTGANSK LTFGKGITLSVRPD
(SEQID NO：54)
TRBV6-2*01-CASSYSGYEQYF-TRBD1*01-TRBJ2-7*01
MSLGLLCCAA FSLLWAGPVN AGVTQTPKFR VLKTGQSMTL LCAQDMNHEY MYWYRQDPGMGLRLIHYSVGEGTTA
KGEVP DGYNVSRLKK QNFLLGLESA APSQTSVYFC ASSYSGYEQY FGPGTRLTVT
(SEQ ID NO：55)
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【００５４】
　本発明の一つのさらに好適な実施態様は、TCRα及び／又はβ鎖、若しくはそれらの断
片を提供し、それは、SEQ ID NO：42～55のグループから選ばれた配列を含む。好適には
、本発明のTCRは、異種ダイマー性のTCRであって、それらは
SEQ ID NO 42による配列を含むα鎖及びSEQ IDNO 43による配列を含むβ鎖、又は
SEQ ID NO 44による配列を含むα鎖及びSEQ IDNO 45による配列を含むβ鎖、又は
SEQ ID NO 46による配列を含むα鎖及びSEQ IDNO 48による配列を含むβ鎖、又は
SEQ ID NO 46による配列を含むα鎖及びSEQ IDNO 49による配列を含むβ鎖、又は
SEQ ID NO 47による配列を含むα鎖及びSEQ IDNO 48による配列を含むβ鎖、又は
SEQ ID NO 47による配列を含むα鎖及びSEQ IDNO 49による配列を含むβ鎖、又は
SEQ ID NO 50による配列を含むα鎖及びSEQ IDNO 51による配列を含むβ鎖、又は
SEQ ID NO 52による配列を含むα鎖及びSEQ IDNO 53による配列を含むβ鎖、又は
SEQ ID NO 54による配列を含むα鎖及びSEQ IDNO 55による配列を含むβ鎖、である。
【００５５】
　本発明のより好適な態様において、本発明のTCRは、以下の表３に示されるTCR T1～T7
のうちの任意の1つのTCR鎖から選ばれた少なくとも1つのTCRαあるいはβ鎖を含むTCRで
ある。最も好適な本発明のTCRは、表３に示されるT1～T7のうちの任意の1つから選ばれた
α/βTCRである。
【００５６】
　本発明の上述のTCRは、いくつかの実施態様において、変更されたアミノ酸配列を含む
ことができる。本発明の好適なTCR鎖は以下を含む；少なくとも70、80、90、95、96、97
、98あるいは99%の同一性ある、TCR配列、TCRαもしくはβ鎖配列、SEQIDNO42～45のうち
の任意の1つによるTCR可変領域、あるいはここに開示されるCDR3配列。
最も好ましくは、本発明のTCRは、表３に例示されるTCR T1～T7のうちの任意の1つのα/
β鎖と少なくとも90%あるいは95%あるいは99％の同一性あるα及び／又はβ鎖を含む。
【００５７】
　上記TCRは、好適には、表１又は２に開示のRac-1又はTRRAPの変異抗原に特異的であり
、特に腫瘍細胞若しくは抗原提示細胞のような細胞に提示されたとき、特異的である。本
発明によってさらに含まれるのは、本発明のTCR若しくはTCR鎖の機能的な断片である。用
語「TCR若しくはTCR鎖の機能的な断片」は、全長受容体分子の断片を指し、断片はその分
子から由来し及び変異TAAへの同じ結合性を維持するという特徴をもつ。
【００５８】
　さらなる態様において、既に上述のように、本発明は、本発明のTCR分子をコードする
核酸に関係し、同様に、さらにこれらの核酸を含む細胞、あるいは本発明の該TCRを発現
している細胞に関係する。本発明は、更に、上述する様々な方法又は用途において、TCR
タンパク質若しくは核酸、又は細胞の使用に関係する。
【００５９】
　本発明の好ましい態様は、本発明の方法及び様々な材料で腫瘍疾患の治療に関係がある
。好適な疾患は、癌であり、それは本発明によって特定された変異TAAのうちの任意の1つ
の発現によって特徴づけられる癌である。好適な疾患は、Rac-1あるいはTRRAPの変異エピ
トープの発現によって特徴づけられる疾患である。Rac-1変異抗原あるいはTRRAP変異抗原
に特異的である本発明のTCRで処理される好適な疾患は、癌性増殖性疾患、例えば肺癌、
乳癌、子宮頸癌、結腸癌、胃癌、腎臓癌、白血病、肝臓癌、リンパ腫、卵巣癌、膵臓癌、
前立腺癌、直腸癌、肉腫、皮膚癌、睾丸癌、また子宮癌から選ばれる。Rac1特異的TCRの
格別好適な疾患は、黒色腫と非小細胞性肺癌である。
【００６０】
　本発明は、図面及び配列を伴い以下の実施例でさらに説明されるが、本発明はそれに制
限されるものではない。本発明において、ここに引用される参照文献のすべては、それら
の全体が本発明に組み込まれる。
【図面の簡単な説明】
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【００６１】
【図１】図１は、ABabDIIマウスにおける、HLA-A201拘束変異RAC1P29Sエピトープに対す
る特異的CD8+T細胞反応を示す。SEQ ID NO 1～27は、表１に示すように、HLA型A2拘束TSA
の変異エピトープ配列を示す。SEQ ID NO 28～41は、本発明のTCRのCDR3領域配列を示す
。SEQIDNO 42～55は、本発明のTCR 1～7の可変領域を示す。
【実施例】
【００６２】
　本発明の条件で使用可能である、好適な腫瘍特異抗原エピトープが、表２に表示される
。
【表２】

*表中“　／　”は 野生体／変異アミノ酸を意味する。
【００６３】
実施例１　FSGEYIPTVエピトープに対するRAC1特異的TCR
　RAC1 TSA特異的TCRを担持するT細胞の生成のため、その内在性TCR座を欠損し、ヒトTCR
レパートリーを発現するマウスが使用された。遺伝子組み換えマウス(ABabDIIマウス)の
生産及びセットアップの詳細は、(Li LP、Lampert JC、Chen X、LeitaoC、Popovic J、Mu
ller W, et al: 種々のヒトT細胞抗原受容体レパートリーをもつ遺伝子組み換えマウス。
NatMed.2010;16:1029-34)に記述される。
【００６４】
　ABabDIIマウスは、変異RAC1 P29Sエピトープで2度免疫された(上記参照)。最後の免疫
の7日後に、集められた脾臓及びリンパ節細胞が、RAC1突然変異体或いは野生型ペプチド
で生体外で刺激され、CD3、CD8及び細胞内IFNの発現を分析した。図1は、CD3+ 細胞集団
内のCD8+及びIFNγ+ 細胞を示す(数によって示された％)。括弧は、CD8+ T細胞集団内のC
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【００６５】
実施例２:　本発明のRAC1及びTRRAP特異的TCR
表３:　次のTCRを分離することができる。
【表３】

* 配列識別子
【００６６】
　表３は、本発明の単離されたTCR(T1～T7)のα及びβ鎖配列を開示する。配列は、既知
のTCR対立遺伝子配列、及び、本発明のTCRの特異的CDR3アミノ酸配列を示す。TCR対立遺
伝子命名法はTCR対立遺伝子データベースIMGTに由来する。
(http://www.imgt.org/vquest/refseqh.html#VQUEST)Lefranc, M.-P. and Lefranc,G.The
 T cell receptor FactsBook Academic Press,London, UK (398 pages), (2001)
【００６７】
　TCR 1～7のTCR鎖の可変領域は、SEQ ID NO 42～55で示される。
T3/T4については、本発明者は、チェーン・コンビネーションTRAV5/TRBV20-1(SEQ IDNO:3
2 と34)が、Rac1四量体に特によい結合性を示すことを見出した。
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