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(57)【要約】
本発明は、キメラ抗原受容体をコードするレンチウイルスベクターを、好ましくは2つの
ベクター組込み遺伝子座をその細胞ゲノム中に含む、ErbB2に特異的なNK-92細胞または細
胞株に関する。本発明はさらに、癌、好ましくはErbB2発現癌の予防および/または治療に
おける、ErbB2に特異的なNK-92細胞または細胞株の使用にも関する。本発明はさらに、標
的指向化細胞治療物質としての、かつ/または癌養子免疫療法のための、ErbB2に特異的な
NK-92細胞または細胞株の使用にも関する。本発明はさらに、ErbB2に特異的なNK-92細胞
または細胞株を作製するための方法、およびErbB2に特異的なNK-92細胞または細胞株を同
定するための方法、ならびに、これらの方法によって得られるかまたは同定される、ErbB
2に特異的なNK-92細胞または細胞株、およびそれらの使用にも関する。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　ErbB2特異的scFv抗体断片、ヒンジ領域、CD28の膜貫通ドメインおよび細胞内ドメイン
、ならびにCD3ζの細胞内ドメイン
を含むキメラ抗原受容体をコードするレンチウイルスベクターを含み、
　該ベクターが、ゲノム中に組み込まれている、
ErbB2に特異的なNK-92細胞または細胞株。
【請求項２】
　前記ベクターが、ゲノム中、(i) 2番染色体上の遺伝子間領域内におよび (ii) 9番染色
体上のTRAF2遺伝子内に組み込まれている、請求項1記載のNK-92細胞または細胞株。
【請求項３】
　細胞または細胞株のゲノムDNAのPCR解析によって以下の増幅産物のうちの少なくとも1
つが得られることを特徴とする、請求項1または2記載のNK-92細胞または細胞株:
　- SEQ ID NO: 1 および2のプライマーを用いるPCRは、SEQ ID NO: 9のヌクレオチド配
列を有する増幅産物を生じる;
　- SEQ ID NO: 3および4のプライマーを用いるPCRは、SEQ ID NO: 10のヌクレオチド配
列を有する増幅産物を生じる;
　- SEQ ID NO: 5および6のプライマーを用いるPCRは、SEQ ID NO: 11のヌクレオチド配
列を有する増幅産物を生じる;
　- SEQ ID NO: 7 および8のプライマーを用いるPCRは、SEQ ID NO: 12のヌクレオチド配
列を有する増幅産物を生じる。
【請求項４】
　低減された天然の細胞傷害性を示すかもしくは全く示さず、すなわち、未改変NK-92細
胞によって溶解されるErbB2陰性細胞に対して低減された細胞傷害性を示すかもしくは全
く示さず、かつ/または
　増大した特異的な細胞傷害性を示す、すなわち、未改変NK-92細胞と比べて、ErbB2発現
腫瘍細胞に対して増大した細胞傷害性を示す、
請求項1～3のいずれか一項記載のNK-92細胞または細胞株。
【請求項５】
　ErbB2特異的scFv抗体断片が、SEQ ID NO: 13のアミノ酸配列(scFv FRP5)を含み、かつ/
またはSEQ ID NO: 14のヌクレオチド配列によってコードされる、請求項1～4のいずれか
一項記載のNK-92細胞または細胞株。
【請求項６】
　キメラ抗原受容体が、SEQ ID NO: 15のアミノ酸配列(完全長CAR)を含み、かつ/またはS
EQ ID NO: 16のヌクレオチド配列によってコードされる、請求項1～5のいずれか一項記載
のNK-92細胞または細胞株。
【請求項７】
　2014年6月11日にライプニッツ研究所(Leibniz Institute)DSMZ-ドイツ微生物細胞培養
コレクション(German Collection of Microorganisms and Cell Cultures)GmbHにアクセ
ッション番号DSM ACC3244で寄託された、NK-92細胞または細胞株NK-92/5.28.z。
【請求項８】
　医薬品で使用するための、請求項1～7のいずれか一項記載のNK-92細胞または細胞株。
【請求項９】
　乳癌、卵巣癌、胃癌、前立腺癌、扁平上皮癌、頭頸部癌、結腸癌、膵臓癌、子宮癌、腎
細胞癌、神経膠芽腫、髄芽細胞腫、肉腫、および肺癌より、より好ましくは選択される、
癌、好ましくはErbB2発現癌の予防および/または治療において使用するための、請求項1
～7のいずれか一項記載のNK-92細胞または細胞株。
【請求項１０】
　標的指向化細胞治療物質としておよび/または癌養子免疫療法用に使用するための、請
求項1～7のいずれか一項記載のNK-92細胞または細胞株。
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【請求項１１】
　放射線照射、好ましくはγ線照射による細胞の前処理を含む、請求項9または10記載のN
K-92細胞または細胞株。
【請求項１２】
　(1) NK-92細胞に形質導入するためのベクターを提供する段階、
　(2) 該ベクターを用いてNK-92細胞に形質導入する段階、
　(3) 限界希釈によって、単細胞クローンを得る/作製する段階、
　(4) ErbB2-Fc融合タンパク質を用いるフローサイトメトリー解析によってCAR発現細胞
を同定する段階、
　(5) 連続培養期間中にCARの安定した高発現を示す細胞クローンを選択する段階、
　(6) 標的変更させた細胞の、ErbB2発現細胞に対する細胞傷害活性を評価する段階、
　(7) 標的変更させた細胞の、ErbB2陰性細胞に対する細胞傷害活性を評価する段階、
　(8) ErbB2発現細胞に対して高い細胞傷害性を示しかつErbB2陰性細胞に対して低い細胞
傷害性を示すかまたは全く示さない細胞クローンを選択する段階、ならびに
　(9) ベクター組込みの数および位置を割り出し、かつ2番染色体上の遺伝子間領域内お
よび9番染色体上のTRAF2遺伝子内のベクター組込みを示す細胞クローンを選択する段階
を含む、ErbB2に特異的なNK-92細胞または細胞株を作製するための方法。
【請求項１３】
　細胞(クローン)におけるベクター組込みの数および位置を割り出し、かつ2番染色体上
の遺伝子間領域内および9番染色体上のTRAF2遺伝子内のベクター組込みを示す細胞(クロ
ーン)を選択する段階
を含み、
　好ましくは該細胞(クローン)が、該細胞(クローン)のゲノムDNAのPCR解析によって以下
の増幅産物のうちの少なくとも1つが得られることを特徴とする、ErbB2に特異的なNK-92
細胞または細胞株を同定するための方法:
　- SEQ ID NO: 1 および2のプライマーを用いるPCRは、SEQ ID NO: 9のヌクレオチド配
列を有する増幅産物を生じる;
　- SEQ ID NO: 3 および4のプライマーを用いるPCRは、SEQ ID NO: 10のヌクレオチド配
列を有する増幅産物を生じる;
　- SEQ ID NO: 5 および6のプライマーを用いるPCRは、SEQ ID NO: 11のヌクレオチド配
列を有する増幅産物を生じる;
　- SEQ ID NO: 7 および8のプライマーを用いるPCRは、SEQ ID NO: 12のヌクレオチド配
列を有する増幅産物を生じる。
【請求項１４】
　請求項12記載の方法によって得られるかまたは請求項13記載の方法によって同定される
、NK-92細胞または細胞株。
【請求項１５】
　放射線照射、より好ましくはγ線照射による細胞の前処理を好ましくは含む、
乳癌、卵巣癌、胃癌、前立腺癌、扁平上皮癌、頭頸部癌、結腸癌、膵臓癌、子宮癌、腎細
胞癌、神経膠芽腫、髄芽細胞腫、肉腫、および肺癌より、より好ましくは選択される、癌
、好ましくはErbB2発現癌の予防および/もしくは治療において使用するための、
ならびに/または、
　放射線照射、より好ましくはγ線照射による細胞の前処理を好ましくは含む、
標的指向化細胞治療物質としておよび/または癌養子免疫療法用に使用するための、
請求項12～14のいずれか一項記載のNK-92細胞または細胞株。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、キメラ抗原受容体をコードするレンチウイルスベクター、および好ましくは
、その細胞ゲノム中に2つのベクター組込み遺伝子座を含む、ErbB2に特異的なNK-92細胞
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または細胞株に関する。本発明はさらに、癌、好ましくはErbB2発現癌の予防および/また
は治療における、ErbB2に特異的なNK-92細胞または細胞株の使用にも関する。本発明はさ
らに、標的指向化細胞治療物質としての、かつ/または癌養子免疫療法のための、ErbB2に
特異的なNK-92細胞または細胞株の使用にも関する。本発明はさらに、ErbB2に特異的なNK
-92細胞または細胞株を作製するための方法、およびErbB2に特異的なNK-92細胞または細
胞株を同定するための方法、ならびに、これらの方法によって得られるかまたは同定され
る、ErbB2に特異的なNK-92細胞または細胞株、およびそれらの使用にも関する。
【背景技術】
【０００２】
発明の背景
　ナチュラルキラー(NK)細胞は、癌養子免疫療法のために重要なエフェクター細胞型であ
る。T細胞と同様に、キメラ抗原受容体(CAR)を発現するようにNK細胞を改変して、抗腫瘍
活性を増強することができる。
【０００３】
　CD19陽性悪性腫瘍患者へのCAR改変T細胞の適用が好結果であったことから、癌養子免疫
療法に対するこのアプローチの有効性が実証されており(例えば、Grupp et al., 2013を
参照されたい)、様々な異なる腫瘍抗原を標的とするCAR T細胞が、活発に臨床開発されて
いる(Kalos et al., 2013)。ナチュラルキラー(NK)細胞のCARを介した標的変更(retarget
ing)は、それほど頻繁に試みられておらず、これまでのところ、そのようなアプローチに
関する臨床データは入手不可能である。NK細胞は、癌免疫監視において重要な役割を果た
し、癌養子免疫療法のための重要なエフェクター細胞型である(Geller and Miller, 2011
)。T細胞とは対照的に、NK細胞は、事前の感作およびMHC分子との複合体の状態で提示さ
れるペプチド抗原の認識を必要としない。その代わりに、それらの細胞傷害性は、一つに
はCD3ζを通じてシグナル伝達する、生殖系列にコードされる細胞表面受容体を通じた適
切な刺激を受けると、迅速に誘発され得る(Koch et al., 2013)。したがって、CD3ζを含
むCARは、NK細胞に内在するシグナル伝達経路に容易に結合し、細胞溶解活性を誘発する(
例えば、Muller et al., 2008を参照されたい)。これらの進歩にもかかわらず、CAR操作
（CAR engineered）NK細胞を用いた経験およびそれらの臨床開発は、依然として限定的で
ある。効率的な抗ウイルス防御機構が原因で、レトロウイルスベクターおよびレンチウイ
ルスベクターならびに物理的トランスフェクション方法を用いるNK細胞への遺伝子移入は
、T細胞での場合より効率が低いため、多数のCAR発現細胞の作製は複雑である(Boissel e
t al., 2009)。この制限は、形質導入されていない大量の細胞からのCAR発現細胞の単離
および増殖を可能にするNK-92のような臨床適用可能なNK細胞株を使用することによって
克服することができる(Muller et al., 2008)。
【０００４】
　癌患者での第I相試験により、恒久的な生着を防止するために適用前に放射線照射され
た未改変NK-92細胞の注入が安全であることが実証された。これに関して、活性の臨床徴
候は、一部の患者でしか観察されなかった(Tonn et al., 2013)。これは、腫瘍特異的受
容体を欠く未改変NK-92細胞による不十分な腫瘍認識に起因する可能性が高い。
【０００５】
　本発明は、特に癌の治療において、および標的指向化細胞治療物質として、臨床使用す
るのに適している、改良されたCAR操作NK細胞を提供することを狙いとする。
【０００６】
　改良されたCAR操作NK細胞を作製し分子的に同定するための手段および方法を提供する
ことが、本発明のさらに別の目的である。
【発明の概要】
【０００７】
　本発明によれば、この目的は、
ErbB2特異的scFv抗体断片、ヒンジ領域、CD28の膜貫通ドメインおよび細胞内ドメイン、
ならびにCD3ζの細胞内ドメイン
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を含むキメラ抗原受容体(CAR)をコードするレンチウイルスベクターを含み、
　該ベクターが、ゲノム中、(i) 好ましくは、2番染色体上の遺伝子間領域内におよび (i
i) 9番染色体上のTRAF2遺伝子内に組み込まれている、
ErbB2に特異的なNK-92細胞または細胞株によって達成される。
【０００８】
　本発明によれば、この目的は、医薬品で使用するための本発明によるNK-92細胞または
細胞株を提供することによって、達成される。
【０００９】
　本発明によれば、この目的は、癌、好ましくはErbB2発現癌の予防および/または治療に
おいて使用するための本発明によるNK-92細胞または細胞株を提供することによって、達
成される。
【００１０】
　本発明によれば、この目的は、標的指向化細胞治療物質としておよび/または癌養子免
疫療法用に使用するための、本発明によるNK-92細胞または細胞株を提供することによっ
て、達成される。
【００１１】
　本発明によれば、この目的は、以下の段階を含む、ErbB2に特異的なNK-92細胞または細
胞株を作製するための方法によって、達成される:
　(1) NK-92細胞に形質導入するためのベクターを提供する段階、
　(2) 該ベクターを用いてNK-92細胞に形質導入する段階、
　(3) 限界希釈によって、単細胞クローンを得る/作製する段階、
　(4) ErbB2-Fc融合タンパク質を用いるフローサイトメトリー解析によってCAR発現細胞
を同定する段階、
　(5) 連続培養期間中にCARの安定した高発現を示す細胞クローンを選択する段階、
　(6) 標的変更させた細胞の、ErbB2発現細胞に対する細胞傷害活性を評価する段階、
　(7) 標的変更させた細胞の、ErbB2陰性細胞に対する細胞傷害活性を評価する段階、
　(8) ErbB2発現細胞に対して高い細胞傷害性を示しかつErbB2陰性細胞に対して低い細胞
傷害性を示すかまたは全く示さない細胞クローンを選択する段階、ならびに
　(9) ベクター組込みの数および位置を割り出し、かつ2番染色体上の遺伝子間領域内お
よび9番染色体上のTRAF2遺伝子内のベクター組込みを示す細胞クローンを選択する段階。
【００１２】
　本発明によれば、この目的は、
　細胞(クローン)におけるベクター組込みの数および位置を割り出し、かつ2番染色体上
の遺伝子間領域内および9番染色体上のTRAF2遺伝子内のベクター組込みを示す細胞(クロ
ーン)を選択する段階
を含む、ErbB2に特異的なNK-92細胞または細胞株を同定するための方法によって、達成さ
れる。
【００１３】
　本発明によれば、この目的は、本発明による方法によって得られるかまたは同定される
NK-92細胞または細胞株によって達成される。
【００１４】
　本発明によれば、この目的は、癌、好ましくはErbB2発現癌の予防および/または治療に
おいて使用するための、本発明による方法によって得られるかまたは同定されるNK-92細
胞または細胞株を提供することによって、達成される。
【００１５】
　本発明によれば、この目的は、標的指向化細胞治療物質としておよび/または癌養子免
疫療法用に使用するための、本発明による方法によって得られるかまたは同定されるNK-9
2細胞または細胞株を提供することによって、達成される。
【発明を実施するための形態】
【００１６】
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発明の好ましい態様の説明
　本発明を下記により詳細に説明する前に、本発明は、本明細書において説明する特定の
方法論、プロトコール、および試薬に限定されず、これらは様々であり得ることを理解す
べきである。また、本明細書において使用される専門用語は、特定の態様を説明すること
だけを目的とし、添付の特許請求の範囲によってのみ限定される本発明の範囲を限定する
ことは意図しないことも理解すべきである。他に規定されない限り、本明細書で使用され
る技術用語および科学用語はすべて、当業者によって一般に理解されるのと同じ意味を有
している。本発明のために、本明細書に引用される参考文献はすべて、その全体が参照に
より組み入れられる。
【００１７】
臨床的に使用可能なCAR発現ヒトNK-92細胞
　前述したように、本発明は、ErbB2に特異的なNK-92細胞または細胞株を提供する。
【００１８】
　本発明のErbB2に特異的なNK-92細胞または細胞株は、
ErbB2特異的scFv抗体断片、ヒンジ領域、CD28の膜貫通ドメインおよび細胞内ドメイン、
ならびにCD3ζの細胞内ドメイン
を含むキメラ抗原受容体をコードするレンチウイルスベクター
を含む。
【００１９】
　ErbB2に特異的なNK-92細胞または細胞株は、好ましくは、その細胞ゲノム中に2つのベ
クター組込み遺伝子座を含む。
【００２０】
　ErbB2に特異的なNK-92細胞または細胞株は、前記ベクターが、ゲノム中、(i) 好ましく
は、2番染色体上の遺伝子間領域内におよび (ii) 9番染色体上のTRAF2遺伝子内に組み込
まれていることを特徴とする。
【００２１】
　未改変のNK-92細胞または細胞株は、当技術分野において公知である。例えば、Gong et
 al., 1994またはWO 98/49268 A1を参照されたい。NK-92細胞は、アメリカンタイプティ
シューコレクション(American Type Tissue Collection)に寄託されている(ATCC番号CRL-
2407)。
【００２２】
- ベクター組込み
　ErbB2に特異的なNK-92細胞または細胞株は、前記2つのベクター組込みに基づいて、分
子的に特徴決定し同定することができる。
【００２３】
　好ましくは、本発明のNK-92細胞または細胞株は、該細胞または細胞株のゲノムDNAのPC
R解析によって以下の増幅産物のうちの少なくとも1つが得られることを特徴とする:
　- SEQ ID NO: 1および2のプライマーを用いるPCRは、SEQ ID NO: 9のヌクレオチド配列
を有する増幅産物を生じる;
　- SEQ ID NO: 3および4のプライマーを用いるPCRは、SEQ ID NO: 10のヌクレオチド配
列を有する増幅産物を生じる;
　- SEQ ID NO: 5および6のプライマーを用いるPCRは、SEQ ID NO: 11のヌクレオチド配
列を有する増幅産物を生じる;
　- SEQ ID NO: 7および8のプライマーを用いるPCRは、SEQ ID NO: 12のヌクレオチド配
列を有する増幅産物を生じる。
【００２４】
　染色体配列および組み込まれたベクター配列の5'連結部位および3'連結部位に隣接して
いるゲノム配列およびベクターDNA配列にハイブリダイズするオリゴヌクレオチドプライ
マー(すなわち、SEQ ID NO: 1および2、3および4、5および6、7および8に明記されたオリ
ゴヌクレオチドプライマー)を用いて本発明の細胞または細胞株のゲノムDNAをPCR解析す
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ると、決まった長さおよび配列の増幅産物(すなわち、SEQ ID NO: 9、10、11、12に明記
されたPCR断片)が生じることから、ベクターの組込みが確認され、本発明の細胞(クロー
ン)NK-92が分子的に同定される。
【００２５】
1) 染色体配列および組み込まれたベクター配列の5'連結部位および3'連結部位に隣接し
ているゲノム配列およびベクターDNA配列にハイブリダイズするオリゴヌクレオチドプラ
イマー:
a) TRAF2遺伝子内のCARベクター組込み
a-1) ベクター組込みの5'部分
フォワードPCRプライマーTRAF2-F1:

リバースPCRプライマーCAR-R1(ベクター配列に下線を引いている)

a-2) ベクター組込みの3'部分
フォワードPCRプライマーCAR-F1(ベクター配列に下線を引いている)

リバースPCRプライマーTRAF2-R1

b) 2番染色体の遺伝子間領域内のCARベクター組込み
b-1) ベクター組込みの5'部分
フォワードPCRプライマーIGCHR2-F1

リバースPCRプライマーCAR-R2(ベクター配列に下線を引いている)

b-2) ベクター組込みの3'部分
フォワードPCRプライマーCAR-F2(ベクター配列に下線を引いている)

リバースPCRプライマーIGCHR2_CAR-R1(ベクター配列に下線を引いている)

【００２６】
2) 決まった長さおよび配列の増幅産物:
a) TRAF2遺伝子内のCARベクター組込みの増幅産物
TRAF2遺伝子内のCARベクター組込み
ベクター組込みの5'部分
NK-92/5-28.z細胞のゲノムDNAに由来するPCR産物TRAF2-CAR(5')
プライマー: TRAF2-F1(SEQ ID NO: 1)、CAR-R1(SEQ ID NO: 2)
小文字: TRAF2遺伝子
大文字: ベクター配列
長さ: 587ヌクレオチド
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b) TRAF2遺伝子内のCARベクター組込みの増幅産物
TRAF2遺伝子内のCARベクター組込み
ベクター組込みの3'部分
NK-92/5-28.z細胞のゲノムDNAに由来するPCR産物CAR-TRAF2(3')
プライマー: CAR-F1(SEQ ID NO: 3)、TRAF2-R1(SEQ ID NO: 4)
小文字: TRAF2遺伝子
大文字: ベクター配列
長さ: 503ヌクレオチド

c) 2番染色体の遺伝子間領域内のCARベクター組込みの増幅産物
2番染色体の遺伝子間領域内のCARベクター組込み
ベクター組込みの5'部分
NK-92/5-28.z細胞のゲノムDNAに由来するPCR産物IGCHR2-CAR(5')
プライマー: IGCHR2-F1(SEQ ID NO: 5)、CAR-R2(SEQ ID NO: 6)
小文字: 2番染色体の遺伝子間領域
大文字: ベクター配列
長さ: 679ヌクレオチド
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d) 2番染色体の遺伝子間領域内のCARベクター組込みの増幅産物
2番染色体の遺伝子間領域内のCARベクター組込み
ベクター組込みの3'部分
NK-92/5-28.z細胞のゲノムDNAに由来するPCR産物CAR-IGCHR2(3')
プライマー: CAR-F2(SEQ ID NO: 7)、IGCHR2_CAR-R1(SEQ ID NO: 8)
小文字: 2番染色体の遺伝子間領域
大文字: ベクター配列
長さ: 376ヌクレオチド

【００２７】
- 低減した天然の細胞傷害性および高度に特異的な細胞傷害性
　好ましくは、本発明のNK-92細胞または細胞株は、以下を特徴とする:
　- NK-92細胞もしくは細胞株は、低減した天然の細胞傷害性を示すかもしくは全く示さ
ず、すなわち、未改変NK-92細胞によって溶解されるErbB2陰性細胞に対して低減した細胞
傷害性を示すかもしくは全く示さず、
かつ/または
　- NK-92細胞もしくは細胞株は、増大した特異的な細胞傷害性を示す、すなわち、未改
変NK-92細胞と比べて、ErbB2発現腫瘍細胞に対して増大した細胞傷害性を示す。
【００２８】
　前記低減した天然の細胞傷害性は、特に、臨床使用を考慮すると、本発明の細胞または
細胞株の重要な安全性特徴となる。本発明のNK-92細胞または細胞株は、未改変NK-92細胞
とは対照的に、高効率でErbB2発現腫瘍細胞を溶解するが、ErbB2陰性の非標的細胞を攻撃
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する可能性は、未改変NK-92細胞より低い。
【００２９】
- その他の特徴
　1つの態様において、ErbB2特異的scFv抗体断片は、SEQ ID NO: 13のアミノ酸配列(scFv
 FRP5)を含むか、もしくはそれからなり、かつ/またはSEQ ID NO: 14のヌクレオチド配列
によってコードされる。
【００３０】
　ErbB2特異的scFv FRP5は、EP2164516 B1およびUS7,887,801 B2においてさらに説明され
ている。
【００３１】
　キメラ抗原受容体(CAR)は、当技術分野において公知である。本発明において使用され
るErbB2特異的CARは、
　(i) ErbB2特異的scFv抗体断片、
　(ii) ヒンジ領域、
　(iii) CD28の膜貫通ドメインおよび細胞内ドメイン、ならびにCD3ζの細胞内ドメイン
を含む。
【００３２】
　1つの態様において、キメラ抗原受容体(CAR)は、SEQ ID NO: 15のアミノ酸配列を含む
か、もしくはそれからなり、かつ/またはSEQ ID NO: 16のヌクレオチド配列によってコー
ドされる。
【００３３】
　適切なCARは、WO 2012/031744においてさらに説明されている。
【００３４】
　例えば、免疫グロブリン重鎖シグナルペプチド、ErbB2特異的scFv(FRP5)抗体断片、ヒ
ンジ領域(CD8α)、それに続くCD28の膜貫通ドメインおよび細胞内ドメイン、ならびにCD3
ζの細胞内ドメインからなるキメラ抗原受容体(CAR)を、脾フォーカス形成ウイルスプロ
モーター(SFFV)の転写制御下でコードする、レンチウイルストランスファープラスミドpS
-5.28.z-W。CARコード配列は、ベクターの5'および3'の末端反復配列(LTR)にはさまれて
いる。
【００３５】
　ナチュラルキラー(NK)細胞は、癌養子免疫療法のために重要なエフェクター細胞型であ
る。T細胞と同様に、キメラ抗原受容体(CAR)を発現するようにNK細胞を改変して、抗腫瘍
活性を増強することができるが、CAR操作NK細胞を用いた経験は限られており、臨床開発
に関するデータが不足している。本明細書において、本発明者らは、臨床的に使用可能な
ヒトNK-92細胞を、上皮由来の多くの癌によって高レベルで発現される腫瘍関連ErbB2(HER
2)抗原に向け直した。
【００３６】
　GMPを遵守した手順に従って、本発明者らは、CD28およびCD3ζのシグナル伝達ドメイン
を有するErbB2特異的CARを発現するNK-92/5.28.z単細胞クローンを作製した。
【００３７】
　確立された手順(Schmidt et al., 2003)に従う線形増幅を介したPCRおよびDNA配列決定
によって、NK-92/5.28.z細胞クローンにおけるベクター組込みをマッピングした。これに
より、2番染色体上の遺伝子間領域内および9番染色体上のTRAF2遺伝子内のそれぞれに1つ
のベクター組込みが明らかになった。上述したように、染色体配列および組み込まれたベ
クター配列の5'連結部位および3'連結部位に隣接しているゲノム配列およびベクターDNA
配列にハイブリダイズするオリゴヌクレオチドプライマー(例えば、SEQ ID NO: 1および2
、3および4、5および6、7および8に明記されたオリゴヌクレオチドプライマー)を用いて
ゲノムDNAをPCR解析すると、決まった長さおよび配列の増幅産物(例えば、SEQ ID NO: 9
、10、11、12に明記されたPCR断片)が生じることから、ベクターの組込みが確認され、細
胞クローンNK-92/5.28.zが分子的に同定される。
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【００３８】
　NK-92/5.28.z細胞は、ErbB2を発現し、別の状況ではNK耐性である腫瘍細胞をインビト
ロで効率的に溶解したが、未改変NK-92に耐性のErbB2陰性細胞は溶解しなかった。予想外
に、NK-92/5.28.z細胞はまた、未改変NK-92細胞によって容易に溶解されるErbB2陰性細胞
に対しても、低減された細胞傷害性を示した。これは、未改変NK-92細胞とは対照的に、
高効率でErbB2発現腫瘍細胞を溶解するが、ErbB2陰性の非標的細胞を攻撃する可能性は未
改変NK-92細胞より低い、NK-92/5.28.z細胞の重要な安全性特徴となっている。腫瘍細胞
の特異的認識および抗腫瘍活性はインビボで保持され、その結果、NK-92/5.28.z細胞が同
所性の乳癌異種移植片に向かって進み(homing)、腎細胞癌細胞の肺転移が減った。臨床応
用のための潜在的な安全対策としてのγ線照射は、これらの細胞の複製を防止しつつ、イ
ンビトロおよびインビボでの抗腫瘍活性は維持された。
【００３９】
　特に好ましい本発明のErbB2に特異的なNK-92細胞または細胞株は、NK-92/5.28.zと同定
されるNK-92細胞または細胞株である。NK-92/5.28.zは、2014年6月11日にライプニッツ研
究所(Leibniz Institute)DSMZ-ドイツ微生物細胞培養コレクション(German Collection o
f Microorganisms and Cell Cultures)GmbH(Inhoffenstr. 7B, 38124 Braunschweig, Ger
many)にアクセッション番号DSM ACC3244で寄託された。
【００４０】
　本発明は、分子的および機能的に明確に定義され、連続的に増殖可能なクローン細胞治
療物質として、CAR発現NK細胞を操作することが可能であることを実証し、臨床開発のた
めの有望な候補としてNK-92/5.28.z細胞を提案する。
【００４１】
医療的用途
　前述したように、本発明は、医薬品で使用するための、本発明によるErbB2に特異的なN
K-92細胞または細胞株を提供する。
【００４２】
　前述したように、本発明は、癌、好ましくはErbB2発現癌の予防および/または治療にお
いて使用するための本発明によるNK-92細胞または細胞株を提供する。
【００４３】
　好ましくは、癌、好ましくはErbB2発現癌は、以下より選択される:
　- 乳癌、
　- 卵巣癌、
　- 胃癌、
　- 前立腺癌、
　- 扁平上皮癌、
　- 頭頸部癌、
　- 結腸癌、
　- 膵臓癌、
　- 子宮癌、
　- 腎細胞癌、
　- 神経膠芽腫、
　- 髄芽細胞腫、
　- 肉腫、
　- 肺癌。
【００４４】
　好ましい態様において、細胞は、放射線照射、好ましくはγ線照射によって前処理され
る。
【００４５】
　前記放射線照射は、安全対策として含まれてよい。
【００４６】
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　前述したように、本発明は、標的指向化細胞治療物質としておよび/または癌養子免疫
療法用に使用するための、本発明によるNK-92細胞または細胞株を提供する。
【００４７】
　「細胞治療物質」、特に「標的指向化細胞治療物質」、または「標的指向化同種異系細
胞治療物質」とは、癌養子免疫療法のために適用するのに適している免疫細胞を意味し、
この免疫細胞は、標的腫瘍細胞の表面で発現される所定の抗原を特異的に認識する抗原受
容体を発現するように遺伝子改変されている。
【００４８】
　「標的細胞に特異的な養子免疫療法」または「癌養子免疫療法」または「養子細胞療法
(ACT)」とは、腫瘍を有する宿主に免疫細胞が移入される形態の療法を意味する。免疫細
胞は、抗腫瘍反応性を有しており、直接的または間接的な抗腫瘍効果をもたらすことがで
きる。
【００４９】
　本発明によって提供されるような、CARを含むNK-92細胞の遺伝子操作は、ACTおよび癌
の治療に非常に適している。
【００５０】
　好ましくは、この使用は、放射線照射、好ましくはγ線照射による細胞の前処理を含む
。
【００５１】
　前記放射線照射は、安全対策として含まれてよい。
【００５２】
ErbB2に特異的なNK-92細胞または細胞株を作製するための方法
　前述したように、本発明は、ErbB2に特異的なNK-92細胞または細胞株を作製するための
方法を提供する。
【００５３】
　該方法はさらに、作製されたErbB2に特異的なNK-92細胞または細胞株を分子的に同定す
ることも可能にする。
【００５４】
　該方法は、
　(1) NK-92細胞に形質導入するためのベクターを提供する段階、
　(2) 該ベクターを用いてNK-92細胞に形質導入する段階、
　(3) 限界希釈によって、単細胞クローンを得る/作製する段階、
　(4) ErbB2-Fc融合タンパク質を用いるフローサイトメトリー解析によってCAR発現細胞
を同定する段階、
　(5) 連続培養期間中にCARの安定した高発現を示す細胞クローンを選択する段階、
　(6) 標的変更させた細胞の、ErbB2発現細胞に対する細胞傷害活性を評価する段階、
　(7) 標的変更させた細胞の、ErbB2陰性細胞に対する細胞傷害活性を評価する段階、
　(8) ErbB2発現細胞に対して高い細胞傷害性を示しかつErbB2陰性細胞に対して低い細胞
傷害性を示すかまたは全く示さない細胞クローンを選択する段階、ならびに
　(9) ベクター組込みの数および位置を割り出し、かつ2番染色体上の遺伝子間領域内お
よび9番染色体上のTRAF2遺伝子内のベクター組込みを示す細胞クローンを選択する段階
を含む。
【００５５】
　段階(1)のNK-92細胞に形質導入するためのベクターは、組込みベクター、好ましくはレ
ンチウイルスベクターである。
【００５６】
　適切なレンチウイルスベクターの例は、レンチウイルストランスファープラスミドpHR'
SIN-cPPT-WPREmutベクターである(Schambach et al., 2006)。別の適切なレンチウイルス
ベクターは、当業者に公知である。
【００５７】
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　レンチウイルスベクターは、
　ErbB2特異的scFv抗体断片、
　ヒンジ領域、
　CD28の膜貫通ドメインおよび細胞内ドメイン、ならびに
　CD3ζの細胞内ドメイン
を含むキメラ抗原受容体(CAR)を、コードする。
【００５８】
　レンチウイルスベクターは、当業者に公知である確立された方法論に従って作製するこ
とができる。
【００５９】
　ErbB2特異的scFv抗体断片の適切な例は、scFv FRP5である。
【００６０】
　例えば、ErbB2特異的scFv抗体断片は、SEQ ID NO: 13のアミノ酸配列(scFv FRP5)を含
むか、もしくはそれからなり、かつ/またはSEQ ID NO: 14のヌクレオチド配列によってコ
ードされる。
【００６１】
　ErbB2特異的scFv FRP5は、EP2164516 B1およびUS7,887,801 B2においてさらに説明され
ている。
【００６２】
　キメラ抗原受容体(CAR)は、当技術分野において公知である。本発明において使用され
るErbB2特異的CARは、
　(i) ErbB2特異的scFv抗体断片、
　(ii) ヒンジ領域、
　(iii) CD28の膜貫通ドメインおよび細胞内ドメイン、ならびにCD3ζの細胞内ドメイン
を含む。
【００６３】
　1つの態様において、キメラ抗原受容体(CAR)は、SEQ ID NO: 15のアミノ酸配列を含む
か、もしくはそれからなり、かつ/またはSEQ ID NO: 16のヌクレオチド配列によってコー
ドされる。
【００６４】
　ErbB2特異的scFv抗体断片を含むキメラ抗原受容体(CAR)の適切な例は、さらに公知であ
り、例えば、WO2012/031744において説明されている。
【００６５】
　段階(1)は、好ましくは、VSV-Gシュードタイプ化レンチウイルスベクター粒子を作製す
る段階を含む。
【００６６】
　段階(2)は、好ましくは、GMPを遵守した手順に従うことによって実施される。
【００６７】
　段階(2)のNK-92細胞は、好ましくは、ヒトNK-92細胞である。
【００６８】
　段階(5)は、好ましくは、連続培養期間中にCARの安定した高発現を示す細胞クローンを
選択する段階を含む。
【００６９】
　段階(6)および(7)は、好ましくは様々なエフェクター対標的比(E/T)で実施される、FAC
Sに基づくアッセイ法のようなインビトロ細胞傷害性アッセイ法を含む。
【００７０】
　適切なErbB2発現細胞は、ErbB2発現腫瘍細胞、例えば、ヒトErbB2を安定に発現するマ
ウス腎細胞癌細胞(Renca-lacZ/ErbB2)またはMDA-MB453ヒト乳癌細胞(ATCC番号HTB-131)で
ある。
【００７１】
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　前記ErbB2陰性細胞は、これらの細胞クローンの特異的細胞傷害性を評価または試験す
るために使用される。
【００７２】
　適切なErbB2陰性細胞は、NK感受性であるがErbB2陰性である細胞、例えば、ヒトK562赤
白血病細胞(ATCC番号CCL-243)である。
【００７３】
　前記ErbB2陰性細胞は、これらの細胞クローンの天然の細胞傷害性/内因的でCARに依存
しない細胞傷害性を評価または試験するために使用される。
【００７４】
　段階(6)および/または(7)の細胞傷害性アッセイ法はまた、好ましくは、未改変NK-92細
胞(ATCC番号CRL-2407)を用いても実施され、それらの結果が、試験された細胞クローンの
結果と比較される。
【００７５】
　段階(8)において、ErbB2発現細胞に対して高い細胞傷害性を示しかつErbB2陰性細胞に
対して低い細胞傷害性を示すかまたは全く示さない細胞クローンが、選択される。
【００７６】
　段階(9)は、好ましくは、線形増幅を介したPCR(LAM-PCR)およびDNA配列決定によってベ
クター組込みの数および位置を割り出す段階、ならびにゲノムDNAのPCR解析による確認を
含む。
【００７７】
　ゲノムDNAのPCR解析に適しているプライマーおよびそれらの各増幅産物は、例えば、(
レンチウイルスベクターを用いる態様において)、以下のものである。
ベクター組込み部位: TRAF2遺伝子内のCARベクター組込み:

【００７８】
ベクター組込み部位: 2番染色体の遺伝子間領域内のCARベクター組込み:

【００７９】
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　前述したように、本発明は、本発明による方法によって得られるNK-92細胞または細胞
株を提供する。
【００８０】
ErbB2に特異的なNK-92細胞または細胞株を同定するための方法
　前述したように、本発明は、ErbB2に特異的なNK-92細胞または細胞株を同定するための
方法を提供する。
【００８１】
　該方法は、
　細胞(クローン)におけるベクター組込みの数および位置を割り出し、かつ2番染色体上
の遺伝子間領域内および9番染色体上のTRAF2遺伝子内のベクター組込みを示す細胞(クロ
ーン)を選択する段階
を含む。
【００８２】
　上述したように、この方法は、好ましくは、線形増幅を介したPCR(LAM-PCR)およびDNA
配列決定によってベクター組込みの数および位置を割り出す段階、ならびにゲノムDNAのP
CR解析による確認を含む。
【００８３】
　ゲノムDNAのPCR解析に適しているプライマーおよびそれらの各増幅産物は、例えば、(
レンチウイルスベクターを用いる態様において)、前述したとおりである。
【００８４】
　本明細書において上記に説明したように、好ましくは、細胞(クローン)は、該細胞(ク
ローン)のゲノムDNAのPCR解析によって以下の増幅産物のうちの少なくとも1つが得られる
ことを特徴とする:
　- SEQ ID NO: 1 および2のプライマーを用いるPCRは、SEQ ID NO: 9のヌクレオチド配
列を有する増幅産物を生じる;
　- SEQ ID NO: 3 および4のプライマーを用いるPCRは、SEQ ID NO: 10のヌクレオチド配
列を有する増幅産物を生じる;
　- SEQ ID NO: 5 および6のプライマーを用いるPCRは、SEQ ID NO: 11のヌクレオチド配
列を有する増幅産物を生じる;
　- SEQ ID NO: 7 および8のプライマーを用いるPCRは、SEQ ID NO: 12のヌクレオチド配
列を有する増幅産物を生じる。
【００８５】
　前述したように、本発明は、本発明による方法によって同定されるNK-92細胞または細
胞株を提供する。
【００８６】
　前述したように、本発明は、癌、好ましくはErbB2発現癌の予防および/または治療にお
いて使用するための、本発明による方法によって得られるかまたは同定されるNK-92細胞
または細胞株を提供する。
【００８７】
　好ましくは、癌、好ましくはErbB2発現癌は、以下より選択される:
　- 乳癌、
　- 卵巣癌、
　- 胃癌、
　- 前立腺癌、
　- 扁平上皮癌、
　- 頭頸部癌、
　- 結腸癌、
　- 膵臓癌、
　- 子宮癌、
　- 腎細胞癌、
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　- 神経膠芽腫、
　- 髄芽細胞腫、
　- 肉腫、および
　- 肺癌。
【００８８】
　好ましい態様において、細胞は、放射線照射、好ましくはγ線照射によって前処理され
る。
【００８９】
　前記放射線照射は、安全対策として含まれてよい。
【００９０】
　前述したように、本発明は、標的指向化(同種異系)細胞治療物質としておよび/または
癌養子免疫療法用に使用するための、本発明による方法によって得られるかまたは同定さ
れるNK-92細胞または細胞株を提供する。
【００９１】
　好ましくは、この使用は、放射線照射、好ましくはγ線照射による細胞の前処理を含む
。
【００９２】
　前記放射線照射は、安全対策として含まれてよい。
【００９３】
予防および/または治療の方法
　本発明によれば、この目的は、癌の予防および/または治療のための方法(以下、「治療
方法」)によって、達成される。
【００９４】
　癌は、好ましくはErbB2発現癌であり、ErbB2発現癌は、好ましくは以下より選択される
:
　- 乳癌、
　- 卵巣癌、
　- 胃癌、
　- 前立腺癌、
　- 扁平上皮癌、
　- 頭頸部癌、
　- 結腸癌、
　- 膵臓癌、
　- 子宮癌、
　- 腎細胞癌、
　- 神経膠芽腫、
　- 髄芽細胞腫、
　- 肉腫、および
　- 肺癌。
【００９５】
　好ましくは、該治療方法は、癌養子免疫療法を含む。
【００９６】
　該治療方法は、
　　(a) 本発明によるNK-92細胞または本発明による方法によって得られるNK-92細胞、お
よび
　　(b) 任意で、各賦形剤
　を治療的有効量で対象に投与する段階
を含む。
【００９７】
　本発明のNK-92細胞の「治療的有効量」とは、各疾患(癌)を治療するのに、または標的
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細胞特異的な養子免疫療法の各成果を実現するのに十分である量を意味する。
【００９８】
好ましい態様
　本発明によれば、CAR操作NK-92細胞が、標的指向化同種異系細胞治療物質として開発さ
れた。本明細書において、本発明者らは、臨床応用に適しているErbB2特異的NK-92クロー
ン細胞株の作製ならびに分子的および機能的な特徴決定を説明する。これらのNK-92/5.28
.z細胞は、ErbB2(HER2)受容体型チロシンキナーゼ、すなわち、上皮由来の多くのヒト癌
によって高レベルで発現される腫瘍関連自己抗原を標的とする第2世代CARをコードするベ
クターを用いるレンチウイルス形質導入後に、単一の細胞クローンから得た(Hynes and L
ane, 2005)。
【００９９】
　GMPを遵守した手順に従って、本発明者らは、CD28およびCD3ζのシグナル伝達ドメイン
を有するErbB2特異的CARを発現するNK-92/5.28.z単細胞クローンを作製した。線形増幅を
介したPCRおよびDNA配列決定によって、ベクター組込みをマッピングした。インビボの腫
瘍ホーミングおよび転移抑制活性を、NOD-SCID IL2Rγnull(NSG)マウスモデルにおいて評
価した。
【０１００】
　ErbB2特異的NK-92/5.28.z細胞は、未改変NK-92細胞には耐性であるErbB2発現腫瘍細胞
をインビトロで効率的に溶解した。重要なことには、ErbB2陽性腫瘍細胞の特異的認識お
よび抗腫瘍活性はインビボで保持され、その結果、マウスモデルにおいて、NK-92/5.28.z
細胞は同所性乳癌異種移植片に向かって進み、腎細胞癌細胞の肺転移が減った。
【０１０１】
　本出願で示すデータは、ヒト化しコドン最適化した第2世代CARの発現によって、ヒトNK
-92細胞を腫瘍関連細胞表面抗原ErbB2に首尾よくターゲティングできることを実証してい
る。GMPを遵守した手順に従って、本発明者らは、分子的に明確な単細胞クローンから、
臨床開発に適している継続的に増殖するCAR改変細胞株を樹立した。これらのNK-92/5.28.
z細胞は、長期培養時の安定なCAR発現、ならびにインビトロおよびインビボでの標的抗原
特異的な細胞傷害性を示す。徹底的な分子解析が不可能である、CAR改変された初代NK細
胞および初代T細胞からなる異種組成物とは対称的に、この細胞クローンは分子レベルお
よび細胞レベルで全面的に特徴決定することが可能であるため、クローンの臨床応用のた
めに重要な安全性(important degree of safety)が加わる。
【０１０２】
　マウスにおいて、蛍光色素で標識されたNK-92/5.28.z細胞は、静脈注射後24時間以内に
ErbB2陽性の同所性乳癌異種移植片内で選択的に増加した(enriched)のに対し、改変され
ていない未改変NK-92細胞は、腫瘍内に蓄積しなかった。このことから、NK-92/5.28.z細
胞はインビボで標的細胞特異性を保持し、組織に入り込んで、遠い腫瘍部位に向かって進
めることが実証される。ErbB2発現腎細胞癌細胞に基づく実験的転移モデルにおいて、NK-
92/5.28.z細胞を静脈注射すると、様々な実験において50％またはそれ以上、転移形成が
減少したのに対し、未改変NK-92細胞は、肺腫瘍結節の増殖に影響を及ぼさなかった。重
要なことには、10Gyを放射線照射されたNK-92/5.28.z細胞のインビボでの抗腫瘍活性は、
放射線照射されていない細胞のものと同じであった。このことは、未改変NK-92細胞を用
いた第一相臨床試験において以前に実施されたように(Arai et al. 2008; Tonn et al., 
2013)、細胞の放射線照射が安全対策として含まれる場合があるNK-92/5.28.zの将来の臨
床応用にとって、重要であり得る。
【０１０３】
　腫瘍患者の免疫細胞は、癌の免疫抑制活性が原因で、機能が損なわれていることが多い
。それゆえ、NK細胞を用いる癌養子免疫療法のためには、ドナー由来の同種異系細胞が好
ましく、これは、ドナー由来の同種異系細胞は腫瘍細胞を「自己」と認識せず、その結果
、阻害シグナルを回避するためである(Geller and Miller, 2011)。本発明者らは、この
利点をCAR操作NK-92細胞に拡大適用できることを示した。
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【０１０４】
　本発明者らのデータから、インビトロおよびインビボで選択的かつ著しく増強された抗
腫瘍活性を有している、分子的および機能的に明確に定義され、連続的に増殖可能な既製
のクローン細胞治療物質として、同様の様式でCAR操作NK-92細胞を開発することが可能で
あることが、実証される。このような細胞は、様々なErbB2陽性悪性腫瘍の治療のために
臨床的に有用である。その結果、抗腫瘍活性が強力であること、全面的に特徴決定可能な
細胞製品として直ちに利用できること、および製造の失敗という明らかなリスクがないこ
とから、これらの細胞は、CAR改変親T細胞の有効かつ費用対効果が大きい代替物となって
いる。
【０１０５】
　以下の実施例および図面は、本発明を例示するが、ただし、本発明をそれらに限定しな
い。
【図面の簡単な説明】
【０１０６】
【図１Ａ】キメラ抗原受容体(CAR)5.28.zを、脾フォーカス形成ウイルスプロモーター(SF
FV)の転写制御下でコードする、レンチウイルストランスファープラスミドpS-5.28.z-Wの
概略図。CAR5.28.zは、免疫グロブリン重鎖シグナルペプチド(SP)、ErbB2特異的scFv(FRP
5)抗体断片(scFv)、ヒンジ領域(CD8α)、それに続くCD28の膜貫通ドメインおよび細胞内
ドメイン、ならびにCD3ζの細胞内ドメインからなる。CARコード配列は、ベクターの5'お
よび3'の末端反復配列(LTR)にはさまれている(図示せず)。
【図１Ｂ】NK-92/5.28.zクローン細胞のキメラ抗原受容体発現。レンチウイルスベクター
S-5.28.z-Wを用いる形質導入によってGMP条件下で作製したNK-92/5.28.zクローン細胞株
によるCAR発現を、ErbB2-Fc融合タンパク質を用いるフローサイトメトリーによって測定
した(白抜きの部分)。未改変NK-92細胞は、対照としての機能を果たした(灰色の部分)。
【図１Ｃ】NK-92/5.28.zクローン細胞の選択的細胞傷害性。ヒトErbB2(Renca-lacZ/ErbB2
)または対照としてのヒトEGFR(Renca-lacZ/EGFR)を安定に発現するマウス腎細胞癌細胞を
標的として用いる、様々なエフェクター対標的比(E/T)でのFACSに基づく細胞傷害性アッ
セイ法において、NK-92/5.28.z細胞による特異的な細胞死滅(黒丸)を調査した。未改変NK
-92細胞を比較のために含めた(白丸)。
【図１Ｄ】NK-92/5.28.zクローン細胞の選択的細胞傷害性。NK感受性であるがErbB2陰性
である標的に対するNK-92/5.28.z細胞の天然の細胞傷害性を、ヒトK562赤白血病細胞を標
的として用い、未改変NK-92細胞と比較して、調査した。
【図２Ａ】NK-92/5.28.zクローン細胞の分子的特徴決定。ゲノムDNA(白抜きのボックス)
中の5'および3'の末端反復配列(LTR)(黒いボックス)にはさまれているレンチウイルスCAR
ベクターS-5.28.z-Wの組込み部位(網掛けのボックス)の概略図。9番染色体上のTRAF2遺伝
子内および2番染色体上の遺伝子間領域内の組込み部位をマッピングするためのPCR戦略を
示している。
【図２Ｂ】NK-92/5.28.zクローン細胞の分子的特徴決定。ベクター組込みのPCR解析。TRA
F2遺伝と組み込まれたCARベクターの5'末端との連結部(TRAF2-CAR)および組み込まれたCA
Rベクターの3'末端とTRAF2遺伝子との連結部(CAR-TRAF2)を包含する個々のDNA配列を、NK
-92/5.28.z細胞の3つの異なる継代物に由来する鋳型としてのゲノムDNAおよび指定のオリ
ゴヌクレオチドプライマー対を用いるPCRによって増幅して、特徴的な587bpおよび503bp
の増幅産物を得た。未改変NK-92細胞のゲノムDNAならびに鋳型DNAを含まない試料(H2O)を
対照として含めた。M: DNAマーカー(GeneRuler 100bpプラスDNAラダー、Thermo Scientif
ic)。
【図２Ｃ】NK-92/5.28.zクローン細胞の分子的特徴決定。ベクター組込みのPCR解析。同
様に、2番染色体の遺伝子間領域と組込まれたCARベクターの5'末端との連結部(IGCHR2-CA
R)および3'末端との連結部(CAR-IGCHR2)を包含する個々のDNA配列を増幅して、特徴的な6
79bpおよび376bpの増幅産物を得た。未改変NK-92細胞のゲノムDNAならびに鋳型DNAを含ま
ない試料(H2O)を対照として含めた。M: DNAマーカー(GeneRuler 100bpプラスDNAラダー、
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Thermo Scientific)。
【図３】γ線照射をした場合のNK-92/5.28.z細胞の増殖および細胞傷害活性。　(A) 生存
能力に対する影響を調査するために、NK-92/5.28.z細胞に5Gyまたは10Gyを放射線照射し
、最長で72時間、培養した。指定された時点にトリパンブルー排除によって生細胞を計数
することによって、分裂増殖を解析した。　(B) 10Gyの放射線照射後24時間目のNK-92/5.
28.z細胞の、ErbB2陽性MDA-MB453乳癌細胞およびErbB2陰性MDA-MB468乳癌細胞に対する細
胞傷害活性を、表示したように様々なエフェクター対標的比(E/T)でのFACSに基づく細胞
傷害性アッセイ法において測定した(黒丸)。放射線照射後24時間目の未改変NK-92細胞は
、比較のために含めた(白丸)。
【図４】インビボでのErbB2陽性乳癌へのNK-92/5.28.z細胞のホーミング。未改変NK-92(
上のパネル)またはErbB2特異的NK-92/5.28.z細胞(下のパネル)を、蛍光性DiD標識試薬で
標識し、定着した同所性MDA-MB453/EGFP乳癌異種移植片を有するNSGマウスに静脈内注射
した。注射後24時間目に、腫瘍を摘出し、単細胞懸濁液を調製し、EGFPを発現する細胞お
よびDiDで標識された細胞の存在について解析した。DiD陽性NK細胞は、濃い灰色で示して
いる(右下の区画)。EGFP陽性乳癌細胞(左上の区画)および二重陰性のマウスストローマ細
胞(左下の区画)を、薄い灰色で示している。二重陽性の事象(右上の区画)は、CAR発現NK-
92/5.28.z細胞およびMDA-MB453/EGFP標的細胞の結合体に相当する。各群の1匹の動物に由
来する代表的なフローサイトメトリーデータを示している(n=3)。
【図５】NK-92/5.28.z細胞のインビボの抗腫瘍活性。　(A) 抗腫瘍活性を調査するために
、NSGマウスにRenca-lacZ/ErbB2腎細胞癌細胞を静脈内注射した。次いで、腫瘍細胞注射
後1日目および3日目に、未改変NK-92細胞またはNK-92/5.28.zクローン細胞の静脈注射に
よって、動物を2回処置した。対照マウスにはPBSを与えた。腫瘍接種後4週目に、肺を摘
出し、肺表面の腫瘍結節を数えた。　(B) 別の実験において、Renca-lacZ/ErbB2細胞を注
射したNSGマウスを、放射線照射されていないNK-92細胞もしくはNK-92/5.28.z細胞、また
は図に示すように10Gyを放射線照射したNK-92/5.28.z細胞を用いて、前述したように処置
した。平均値±SEMを示している; n=5。ns、p>0.05; *、p<0.05; **、p<0.01。
【実施例】
【０１０７】
実施例1
1.1 方法
細胞および培養条件
　ヒトK562赤白血病細胞(ATCC, Manassas, VA)をRPMI 1640培地(Lonza, Koln, Germany)
中で維持した。ヒトMDA-MB453乳癌細胞およびヒトMDA-MB468乳癌細胞、ならびにヒトHEK 
293T細胞(すべてATCC)をDMEM(Lonza)中で培養した。いずれの培地にも、10％の熱失活さ
せたFBS、2mM L-グルタミン、100U/mlペニシリン、100μg/mlストレプトマイシンを添加
した。ヒトNK-92細胞(ATCC)を、5％の熱失活させたヒト血漿(German Red Cross Blood Se
rvice Baden- Wurttemberg - Hessen, Frankfurt, Germany)および100IU/mlのIL-2(Prole
ukin; Novartis Pharma, Nurnberg, Germany)を添加したX-VIVO 10培地(Lonza)中で増殖
させた。ヒトのErbB2またはEGFRを発現するマウスRenca-lacZ/ErbB2腎細胞癌細胞および
マウスRenca-lacZ/EGFR腎細胞癌細胞を、10％FBS、2mM L-グルタミン、100U/mlペニシリ
ン、100μg/mlストレプトマイシン、0.25mg/mlゼオシン、および0.48mg/ml G418を添加し
たRPMI-1640培地中で培養した(Maurer-Gebhard et al., 1998)。
【０１０８】
CAR発現NK-92/5.28.z細胞の作製
　免疫グロブリン重鎖シグナルペプチド、ErbB2特異的scFv(FRP5)抗体断片、および改変
されたCD8αヒンジ領域(ヒンジ領域内部の対になっていないシステインが、セリンで置換
された)、続いてCD28の膜貫通ドメインおよび細胞内ドメイン、ならびにCD3ζ細胞内ドメ
インをコンピューターで組み立てることによって、CAR配列5.28.zを設計した。コドン最
適化した融合遺伝子を合成し(GeneArt, Regensburg, Germany)、レンチウイルストランス
ファープラスミドpHR'SIN-cPPT-WPREmutベクターに挿入して(Schambach et al., 2006)、
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レンチウイルストランスファープラスミド pS-5.28.z-Wを得た。VSV-Gシュードタイプ化
ベクター粒子を作製し、以前に説明されているようにしてNK-92細胞に形質導入し(Sahm e
t al., 2012)、染色体DNAと組み込まれたベクター配列との連結部にまたがる特徴的なPCR
産物を生じるオリゴヌクレオチドプライマーを用いてゲノムDNAをPCR解析することによっ
て、細胞クローンNK-92/.5.28.zについて確認した。
【０１０９】
細胞傷害性アッセイ法
　標的細胞に対するNK-92細胞の細胞傷害性を、説明されているような(Sahm et al., 201
2)FACSに基づくアッセイ法で解析した。簡単に説明すると、標的細胞をカルセインバイオ
レットAM(Molecular Probes, Invitrogen, Karlsruhe, Germany)で標識し、37℃で2時間
、様々なエフェクター対標的(E/T)比で、エフェクター細胞と共に同時培養した。同時培
養後、FACSCanto IIフローサイトメーター(BD Biosciences, Heidelberg, Germany)にお
いてフローサイトメトリー解析する5分前に、250μlの1μg/mlヨウ化プロピジウム(PI)溶
液を各試料に添加した。FACSDivaソフトウェア(BD Biosciences)を用いてデータを解析し
た。特異的細胞傷害性を計算するために、エフェクター細胞の非存在下で自発的に溶解し
た標的細胞の数を、測定試料中でカルセインバイオレットAMとPIの二重陽性として測定さ
れる死滅した標的細胞の数から引いた。
【０１１０】
NK-92細胞の放射線照射
　NK-92/5.28.z細胞および未改変NK-92細胞を遠心分離によって回収し、計数し、洗浄し
、新鮮な増殖培地中に再懸濁し、Biobeam 2000装置(Gamma Service Medical, Leipzig, G
ermany)を用いて5Gyまたは10Gyを放射線照射した。インビトロでの分裂増殖アッセイ法お
よび細胞傷害性アッセイ法のために、放射線照射した細胞を洗浄し、新鮮な増殖培地中に
再懸濁し、最長で72時間、培養した。様々な時点にトリパンブルー排除によって生細胞を
計数することによって、分裂増殖を解析した。インビボ実験のために、細胞に10Gyを放射
線照射し、直接使用した。
【０１１１】
NK-92細胞の腫瘍ホーミング
　EGFPをコードするレンチウイルスベクターを用いてMDA-MB453細胞に形質導入し、フロ
ーサイトメトリー細胞選別によって濃縮することによって、EGFPを発現するMDA-MB453乳
癌細胞を得た。Matrigel(BD Biosciences)に懸濁した5×106個のMDA-MB453/EGFP細胞を乳
腺脂肪パッドに注射することによって、4～6週齢の雌NOD-SCID IL2R γnull(NSG)マウス(
Charles River, Sulzfeld, Germany)に同所性乳癌異種移植片を導入した。腫瘍が触知可
能になると、説明されているように(Tavri et al., 2009)、DiD(1,1'-ジオクタデシル-3,
3,3',3'テトラメチルインドジカルボシアニン)標識試薬(Molecular Probes/Life Technol
ogies, Darmstadt, Germany)でNK-92/5.28.z細胞または未改変NK-92細胞を標識し、腫瘍
を有するマウスの外側尾静脈にそれらを注射した(1×107細胞/動物; 1群当たり3匹の動物
)。注射後24時間目に、マウスを屠殺し、腫瘍を摘出し、単細胞懸濁液を調製し、FACSCan
to IIフローサイトメーターにおいて、EGFPを発現する細胞およびDiDで標識された細胞の
存在について解析した。
【０１１２】
インビボの抗腫瘍活性
　0日目に、4～6週齢の雌NSGマウスの外側尾静脈に1×105個のRenca-lacZ/ErbB2細胞を注
射した。次いで、腫瘍細胞注射後1日目および3日目に、1×107個のNK-92/5.28.z細胞また
は未改変NK-92細胞を静脈注射することによって、動物を処置した(マウス5匹/群)。対照
マウスにはPBSを与えた。別々の実験において、Renca-lacZ/ErbB2細胞を注射したNSGマウ
スを、放射線照射したNK-92/5.28.z細胞(10Gy)、または放射線照射されていないNK-92/5.
28.z細胞、および対照としての未改変NK-92細胞でも処置した(マウス5匹/群)。腫瘍接種
後4週目に、すべての動物を屠殺し、肺を摘出し、説明されているようにして肺表面の腫
瘍結節を数えた(Maurer-Gebhard et al., 1998)。
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【０１１３】
統計学的解析
　対応のないスチューデントの両側t検定を用いて、値の差を評価した。p値<0.05を有意
とみなした。Prism 5ソフトウェア(GraphPad Software, La Jolla, CA)を用いて、統計学
的計算を実施した。
【０１１４】
1.2 結果
ErbB2特異的NK-92/5.28.z単細胞クローンの作製
　キメラ抗原受容体5.28.zを用いて、臨床的に適用可能なErbB2特異的NK-92細胞株を作製
した(図1A)。VSV-Gシュードタイプ化レンチウイルスCARベクター粒子を作製し、認定NK-9
2マスターセルバンクに由来するNK-92細胞(Arai et al., 2008)に形質導入した。限界希
釈によって単細胞クローンを得て、ErbB2-Fc融合タンパク質を用いるフローサイトメトリ
ー解析によってCAR発現細胞を同定した。1～4個の間のベクターコピーを有するCAR発現単
細胞クローン合計15個を機能的および分子的に特徴決定した。GMP条件下での大規模増殖
を反映する設定での連続培養期間中にCARの安定した高発現を示したNK-92/5.28.zと呼ば
れる1種の細胞クローンを、さらに解析するために選択した(図1B)。標的変更させた細胞
の選択的細胞傷害活性を、ヒトErbB2を安定に発現するRenca-lacZ/ErbB2マウス腎細胞癌
細胞を用いて評価した。NK-92/5.28.zクローン細胞は、未改変NK-92に対しては耐性であ
るこれらのErbB2発現標的細胞に対して高い細胞傷害性を示した(図1C、左のパネル)。一
方、ErbB2陰性であるが他の点では同質遺伝子的である、上皮成長因子受容体を発現するR
enca-lacZ/EGFR細胞は、エフェクター細胞に対して増強された感受性を示さなかった(図1
C、右のパネル)。このことは、細胞死滅が、CAR 5.28.zとその標的抗原ErbB2との相互作
用によって実際にもたらされたことを示している。
【０１１５】
　NK-92/5.28.z細胞の内因的でCARに依存しない細胞傷害性を、ErbB2陰性であるがNK感受
性であるK562ヒト赤白血病細胞を標的として用いて調査した。K562細胞は、CAR陰性の未
改変NK-92細胞に対して高度に感受性であったが、ErbB2特異的NK-92/5.28.z細胞によって
死滅されられた程度はずっと低かった(図1D)。
【０１１６】
　まとめると、これらのデータから、NK-92/5.28.z細胞が高度に選択的であり、ErbB2発
現腫瘍細胞を効率的に死滅させるのに対し、ErbB2陰性標的に対するそれらの内因的細胞
傷害性は、未改変NK-92細胞と比べた場合、著しく低減していることが実証される。
【０１１７】
ErbB2特異的NK-92/5.28.z細胞の分子的特徴決定
　線形増幅を介したPCR(LAM-PCR)およびDNA配列決定によって、NK-92/5.28.zクローン細
胞の2番染色体上の遺伝子間領域内および9番染色体上のTRAF2遺伝子内のそれぞれに1つの
ベクター組込みが明らかになった(図2A)。数ヶ月にわたる連続培養期間中の3つの異なる
継代物に由来するNK-92/5.28.z細胞のゲノムDNAをPCR解析し、それによって、TRAF2遺伝
と組み込まれたCARベクターの5'末端との連結部および組み込まれたCARベクターの3'末端
とTRAF2遺伝子との連結部を包含する個々のDNA配列(図2B、上のパネル)、ならびに2番染
色体の遺伝子間領域と組込まれたCARベクターの5'末端との連結部および3'末端との連結
部を包含する個々のDNA配列(図2B、下のパネル)を増幅することによって、組込み部位を
確認した。それぞれの場合において、NK-92/5.28.z細胞の異なる継代物のゲノムDNAが、
決まった長さおよび配列の同じ特徴的な増幅産物を生じたことから、ベクター組込みの長
期にわたる安定性が実証された。未改変NK-92細胞に由来するゲノムDNAのPCR解析の際に
は、同じオリゴヌクレオチドプライマーを用いても増幅産物は得られなかったことから、
CARベクター組込みの特異的PCR解析は、NK-92/5.28.z細胞クローンを分子的に同定するた
めの強力な診断ツールにもなることが示唆される。
【０１１８】
(a) 増幅産物TRAF2-CAR(5')
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TRAF2遺伝子内のCARベクター組込み
ベクター組込みの5'部分
NK-92/5-28.z細胞のゲノムDNAに由来するPCR産物TRAF2-CAR(5')
プライマー:

小文字: TRAF2遺伝子
大文字: ベクター配列
長さ: 587ヌクレオチド

【０１１９】
(b) 増幅産物CAR-TRAF2(3')
TRAF2遺伝子内のCARベクター組込み
ベクター組込みの3'部分
NK-92/5-28.z細胞のゲノムDNAに由来するPCR産物CAR-TRAF2(3')
プライマー:

小文字: TRAF2遺伝子
大文字: ベクター配列
長さ: 503ヌクレオチド

【０１２０】
(c) 増幅産物IGCHR2-CAR(5')
2番染色体の遺伝子間領域内のCARベクター組込み
ベクター組込みの5'部分
NK-92/5-28.z細胞のゲノムDNAに由来するPCR産物IGCHR2-CAR(5')
プライマー:
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小文字: 2番染色体の遺伝子間領域
大文字: ベクター配列
長さ: 679ヌクレオチド

【０１２１】
(d) 増幅産物CAR-IGCHR2(3')
2番染色体の遺伝子間領域内のCARベクター組込み
ベクター組込みの3'部分
NK-92/5-28.z細胞のゲノムDNAに由来するPCR産物CAR-IGCHR2(3')
プライマー:

小文字: 2番染色体の遺伝子間領域
大文字: ベクター配列
長さ: 376ヌクレオチド

【０１２２】
放射線照射されたNK-92/5.28.z細胞による標的細胞の死滅
　未改変NK-92を用いた第一相臨床試験において、注入前に細胞を10Gyで放射線照射する
ことが、恒久的な生着を防ぐための安全対策として含まれた(Arai et al., 2008; Tonn e
t al., 2013)。同様の安全対策が、標的変更させたNK-92細胞の臨床使用のために重要で
ある可能性がある。したがって、本発明者らは、NK-92/5.28.zクローン細胞の増殖および
細胞傷害活性に対するγ線照射の影響を試験した。5Gyの放射線照射が、それ以上の複製
を防ぐのに十分であったのに対し、生存能力があるNK-92/5.28.z細胞の数は、5Gyまたは1
0Gyへの曝露後24時間、ほぼ一定のままであり、その後、徐々に減少した(図3A)。細胞傷
害活性に対する影響を評価するために、10Gyを放射線照射したNK-92/5.28.z細胞を24時間
培養し、次いで、標的としてのErbB2発現ヒトMDA-MB453乳癌細胞と共に2時間、同時イン
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異的な細胞傷害性を示したのに対し(10:1のE/T比で65％の特異的溶解)、ErbB2陰性のヒト
MDA-MB468乳癌細胞は溶解しなかった(図3B)。MDA-MB453細胞もMDA-MB468細胞も、放射線
照射された未改変NK-92細胞によっては死滅しなかった。
【０１２３】
ErbB2陽性乳癌へのNK-92/5.28.z細胞のホーミング
　定着した腫瘍に向かってNK-92/5.28.z細胞が進む能力を、同所性乳癌モデルにおいて調
査した。EGFPをコードするレンチウイルスベクターを用いて形質導入したMDA-MB453細胞
を雌NSGマウスの乳腺脂肪パッドに移植し、腫瘍が触知可能になるまで増殖させた。次い
で、NK-92/5.28.z細胞および改変されていない未改変NK-92細胞を、蛍光性DiD標識試薬で
標識し、腫瘍を有する動物に静脈内注射した。24時間後に、腫瘍を摘出し、単細胞懸濁液
を調製し、EGFPを発現する腫瘍細胞およびDiDで標識されたNK細胞の存在について解析し
た。未改変NK-92を注射されたマウスでは、ごく少数のNK細胞しか、腫瘍中に存在しなか
った(図4、上のパネル)。一方、NK-92/5.28.z細胞は、MDA-MB453/EGFP異種移植片におい
て著しく増加していた(図4、下のパネル)。重要なことには、本発明者らはまた、これら
の腫瘍から調製した細胞懸濁液中にNK-92/5.28.z細胞とMDA-MB453/EGFP細胞の結合体も発
見した。これらのデータから、NK-92/5.28.z細胞はインビボで標的細胞特異性を保持し、
組織に入り込んで、遠い腫瘍部位に向かって進めることが実証される。
【０１２４】
NK-92/5.28.z細胞のインビボの抗腫瘍活性
　インビボの抗腫瘍活性を評価するために、本発明者らは、肺転移実験モデルを選択した
。腫瘍細胞接種後1日目および3日目に、Renca-lacZ/ErbB2細胞の静脈注射とそれに続く未
改変NK-92細胞または標的変更させたNK-92/5.28.z細胞の静脈注射をNSGマウスに施した。
対照マウスにはPBSを与えた。腫瘍接種後4週目に、肺を摘出し、肺表面の腫瘍結節を数え
た。未改変NK-92細胞による処置は、PBSで処置した対照と比較して、転移形成に影響を及
ぼさなかったのに対し、標的変更させたNK-92/5.28.z細胞は、この実験において、肺腫瘍
結節の数を約50％減少させた(肺表面転移の平均数: PBS: 37.7±5.4; NK-92: 36±5.1; N
K-92/5.28.z: 19±2.6; p<0.05)(図5A)。γ線照射後にNK-92/5.28.z細胞がインビボ抗腫
瘍活性を保持するかどうかを評価するために、注射前に10Gyを放射線照射されたNK-92/5.
28.z細胞を用いて同様の実験を実施した。対照動物は、放射線照射されていないNK-92/5.
28.z細胞または放射線照射されていない未改変NK-92細胞で処置した。未改変NK-92細胞に
よる処置と比較して、放射線照射されていないNK-92/5.28.z細胞と放射線照射されたNK-9
2/5.28.z細胞の両方とも、肺腫瘍結節の数を著しく減少させた(肺表面転移の平均数: NK-
92: 68.3±9.1; NK-92/5.28.z: 21±4.9; 放射線照射されたNK-92/5.28.z: 14.4±5.5; p
<0.01)(図5B)。これらのデータから、播種性疾患を反映するモデルのErbB2発現腫瘍細胞
に対する、全身に適用されたNK-92/5.28.z細胞の特異的抗腫瘍活性が実証される。重要な
ことには、NK-92/5.28.z細胞の生存能力および機能性は、それ以上エフェクター細胞が複
製するのを防ぐ線量のγ線照射の後に、一時的に維持されたため、インビボでの標的細胞
の認識および死滅が可能になった。
【０１２５】
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