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【公報種別】公表特許公報の訂正
【部門区分】第１部門第１区分
【発行日】平成30年12月13日(2018.12.13)

【公表番号】特表2018-531035(P2018-531035A)
【公表日】平成30年10月25日(2018.10.25)
【年通号数】公開・登録公報2018-041
【出願番号】特願2018-521024(P2018-521024)
【訂正要旨】国際特許分類のＸＭＬデータの誤載により下記のとおり全文を訂正する。
【国際特許分類】
   Ｃ１２Ｎ   5/0783   (2010.01)
   Ｃ０７Ｋ  16/28     (2006.01)
   Ｃ１２Ｎ  15/115    (2010.01)
   Ｃ０７Ｋ  14/725    (2006.01)
   Ｃ０７Ｋ  14/715    (2006.01)
   Ｃ０７Ｋ  14/705    (2006.01)
   Ａ６１Ｋ  35/17     (2015.01)
   Ａ６１Ｐ  35/00     (2006.01)
   Ａ６１Ｐ  37/02     (2006.01)
   Ａ６１Ｐ  31/00     (2006.01)
【ＦＩ】
   Ｃ１２Ｎ    5/0783   ＺＮＡ　
   Ｃ０７Ｋ   16/28     　　　　
   Ｃ１２Ｎ   15/115    　　　　
   Ｃ０７Ｋ   14/725    　　　　
   Ｃ０７Ｋ   14/715    　　　　
   Ｃ０７Ｋ   14/705    　　　　
   Ａ６１Ｋ   35/17     　　　Ｚ
   Ａ６１Ｐ   35/00     　　　　
   Ａ６１Ｐ   37/02     　　　　
   Ａ６１Ｐ   31/00     　　　　
【記】別紙のとおり
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(57)【要約】
いくつかの局面においてリンパ球の集団などの細胞の組
成物の、例えば、増大（増殖）、活性化、共刺激、およ
び／または生存の刺激を誘導するためのインキュベーシ
ョンまたは培養に関する方法を、本明細書において提供
する。いくつかの局面において、それによって細胞に対
して1つまたは複数のシグナルを提供する、細胞の表面
上の分子に対する作用物質の結合を含む、例えば細胞集
団の増大（増殖）、生存もしくは存続、活性化、共刺激
、または他の効果の刺激のための方法および試薬を提供
する。いくつかの場合に、試薬は、多量体化試薬などの
、作用物質に対する複数の結合部位を含有する試薬であ
り、したがって、1つまたは複数の作用物質は、該試薬
に対する可逆的結合によって多量体化され、例えばそれ
によって、多量体化された刺激物質をその上に有する刺
激試薬（多量体化作用物質）を作製する。いくつかの局
面において、多量体化作用物質は、細胞の集団の増大ま
たは増殖または他の刺激を提供することができ、次いで
、そのような刺激物質を、可逆的結合の破壊によって除
去することができる。また、それらの組成物、装置、お
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
  以下の工程を含む、T細胞を培養するための方法：
  （a）T細胞を含む組成物を、受容体結合物質の存在下でインキュベートする工程であっ
て、該受容体結合物質が、(i)該受容体結合物質に可逆的に結合することができる複数の
結合部位を含む試薬に可逆的に結合されており、かつ(ii)該組成物中のT細胞においてシ
グナルを誘導またはモジュレートする様式でT細胞の表面上の分子に特異的に結合する工
程；および
  （b）該インキュベーションの開始後5日以内に、受容体結合物質と試薬との間の可逆的
結合を破壊し、それによって培養T細胞が生成される工程。
【請求項２】
  受容体結合物質が分子に特異的に結合しそれによって組成物中の1つまたは複数のT細胞
においてシグナルを誘導またはモジュレートする条件下で、インキュベーションが行われ
る、請求項1に記載の方法。
【請求項３】
  前記破壊が、前記インキュベーションの開始後30分を超えてから実行される、請求項1
または請求項2に記載の方法。
【請求項４】
  前記破壊が、前記インキュベーションの開始後1時間～4日、前記インキュベーションの
開始後6時間～3日、前記インキュベーションの開始後12時間～2日、もしくは前記インキ
ュベーションの開始後1日～3日に実行される；または
  前記破壊が、前記インキュベーションの開始後約1時間～約4日、前記インキュベーショ
ンの開始後約6時間～約3日、前記インキュベーションの開始後約12時間～約2日、もしく
は前記インキュベーションの開始後約1日～約3日に実行される；または
  前記破壊が、前記インキュベーションの開始後約1時間もしくはそれを超えてから、前
記インキュベーションの開始後1日、2日、3日、もしくは4日以内に、実行される、
請求項1～3のいずれか一項に記載の方法。
【請求項５】
  分子に対する受容体結合物質の結合が、T細胞においてTCR/CD3複合体関連シグナルを開
始し；かつ／または
  受容体結合物質が、TCR/CD3複合体のメンバーに特異的に結合し；かつ／または
  受容体結合物質が、CD3に特異的に結合する、
請求項1～4のいずれか一項に記載の方法。
【請求項６】
  分子が、TCR/CD3複合体の構成成分であるか、またはCD3である、請求項1～5のいずれか
一項に記載の方法。
【請求項７】
  分子が第1の分子であり、受容体結合物質がさらに、1つまたは複数のT細胞の表面上の
第2の分子に特異的に結合することができ、該第2の分子が、任意で、T細胞において第1の
分子を介して送達されたシグナルを誘導するかもしくは増強するか、減衰させるか、また
は改変することができる、請求項1～6のいずれか一項に記載の方法。
【請求項８】
  受容体結合物質が、結合パートナーC1を含み；かつ
  複数の結合部位が、各々が結合パートナーC1に結合して受容体結合物質と試薬との間に
可逆的結合を形成することができる2つ以上の結合部位Z1を含む、
請求項1～7のいずれか一項に記載の方法。
【請求項９】
  前記破壊が、受容体結合物質と試薬との間の結合を逆転させることができる物質を含む
組成物の細胞への導入を含む、請求項1～8のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１０】



(4) JP 2018-531035 A6 2018.12.13

10

20

30

40

50

  受容体結合物質が第1の受容体結合物質であり、1つまたは複数のT細胞の表面上の第2の
分子に特異的に結合することができる第2の受容体結合物質の存在下で、インキュベーシ
ョンがさらに実行される、請求項1～9のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１１】
  第2の分子に対する第2の受容体結合物質の結合が、T細胞において第1の分子を介して送
達されたシグナルを増強するか、減衰させるか、または改変する、請求項10に記載の方法
。
【請求項１２】
  試薬が、第2の受容体結合物質に可逆的に結合することができる複数の結合部位を含み
、それによって、第2の受容体結合物質が該試薬に可逆的に結合されている、請求項10ま
たは請求項11に記載の方法。
【請求項１３】
  第1の受容体結合物質に可逆的に結合することができる複数の結合部位、および第2の受
容体結合物質に可逆的に結合することができる複数の結合部位が、同じであるかまたは異
なることができる、請求項12に記載の方法。
【請求項１４】
  第2の受容体結合物質が、2つ以上の結合部位Z1に可逆的に結合することができる結合パ
ートナーC1またはC2を含み、それによって、第1および第2の受容体結合物質が、2つ以上
の結合部位Z1を介して試薬に可逆的に結合されており；かつ／または
  第2の受容体結合物質が、結合パートナーC2を含み、該試薬が、結合パートナーC2に結
合して第2の受容体結合物質と試薬との間に可逆的結合を形成することができる複数の結
合部位Z2をさらに含む、
請求項12または請求項13に記載の方法。
【請求項１５】
  C1およびC2が、同じもしくは実質的に同じであるか、または、同じもしくは実質的に同
じ部分を含有し；かつ／または
  Z1およびZ2が、同じもしくは実質的に同じであるか、または、同じもしくは実質的に同
じ部分を含有する、
請求項14に記載の方法。
【請求項１６】
  試薬が第1の試薬であり、少なくとも、第2の受容体結合物質に可逆的に結合されている
第2の試薬の存在下で、インキュベーションが実行される、請求項10または請求項11に記
載の方法。
【請求項１７】
  第2の受容体結合物質が第2の分子に特異的に結合しそれによってT細胞において第2のシ
グナルを誘導またはモジュレートする条件下で、インキュベーションが行われる、請求項
10～15のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１８】
  第2のシグナルが、T細胞において第1の分子を介して送達されたシグナルを増強するか
、減衰させるか、または改変する、請求項10～17のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１９】
  前記破壊が、第1の受容体結合物質と試薬との間、および／または第2の受容体結合物質
と試薬との間の結合を逆転させることができる物質を含む組成物の細胞への導入を含む、
請求項10～18のいずれか一項に記載の方法。
【請求項２０】
  前記破壊が、第1の受容体結合物質によって誘導またはモジュレートされたシグナルを
終結または減少させ、かつ、第2の受容体結合物質によって誘導またはモジュレートされ
たシグナルを終結または減少させる、請求項10～19のいずれか一項に記載の方法。
【請求項２１】
  以下の工程を含む、T細胞を培養するための方法：
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  （a）T細胞を含む組成物を、
    (i)T細胞においてTCR/CD3複合体関連シグナルを誘導またはモジュレートする様式で
、T細胞の表面上に発現している第1の分子に特異的に結合する、第1の受容体結合物質；
および
    (ii)(i)第2の受容体結合物質に可逆的に結合することができる複数の結合部位を含む
試薬に可逆的に結合されており、かつ(ii)T細胞において第2のシグナルを誘導またはモジ
ュレートする様式でT細胞の表面上の第2の分子に特異的に結合する、第2の受容体結合物
質
の存在下でインキュベートする工程；ならびに
  （b）該インキュベーションの開始後5日以内に、第2の受容体結合物質と試薬との間の
可逆的結合を破壊し、それによって培養T細胞が生成される工程。
【請求項２２】
  第2のシグナルが、T細胞において第1の分子を介して送達されたシグナルを増強するか
、減衰させるか、または改変する、請求項21に記載の方法。
【請求項２３】
  第1の受容体結合物質が第1の分子に特異的に結合しかつ／または第2の受容体結合物質
が第2の分子に特異的に結合しそれによってT細胞において1つまたは複数のシグナルを誘
導またはモジュレートする条件下で、インキュベーションが行われる、請求項21または請
求項22に記載の方法。
【請求項２４】
  前記破壊が、前記インキュベーションの開始後30分を超えてから実行される、請求項21
～23のいずれか一項に記載の方法。
【請求項２５】
  前記破壊が、前記インキュベーションの開始後1時間～4日、前記インキュベーションの
開始後6時間～3日、前記インキュベーションの開始後12時間～2日、もしくは前記インキ
ュベーションの開始後1日～3日に実行される；または
  前記破壊が、前記インキュベーションの開始後約1時間～約4日、前記インキュベーショ
ンの開始後約6時間～約3日、前記インキュベーションの開始後約12時間～約2日、もしく
は前記インキュベーションの開始後約1日～約3日に実行される；または
  前記破壊が、前記インキュベーションの開始後約1時間もしくはそれを超えてから、前
記インキュベーションの開始後1日、2日、3日、もしくは4日以内に、実行される、
請求項21～24のいずれか一項に記載の方法。
【請求項２６】
  第2の受容体結合物質が、結合パートナーC1を含み；かつ
  複数の結合部位が、各々が結合パートナーC1に結合して第2の受容体結合物質と試薬と
の間に可逆的結合を形成することができる2つ以上の結合部位Z1を含む、
請求項21～25のいずれか一項に記載の方法。
【請求項２７】
  第2のシグナルが、TCR/CD3複合体関連シグナル以外のシグナルである；
  第2のシグナルが、TCR/CD3複合体関連シグナルを増強もしくは強化することができる；
または
  第2の分子が、共刺激分子、アクセサリー分子、サイトカイン受容体、ケモカイン受容
体、免疫チェックポイント分子であるか、または、TNFファミリーもしくはTNF受容体ファ
ミリーのメンバーである、
請求項7～26のいずれか一項に記載の方法。
【請求項２８】
  第2の分子が、CD28、CD90（Thy-1）、CD95（Apo-/Fas）、CD137（4-1BB）、CD154（CD4
0L）、ICOS、LAT、CD27、OX40、およびHVEMの中から選択される、請求項7～27のいずれか
一項に記載の方法。
【請求項２９】
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  第2の分子がCD28である、請求項7～28のいずれか一項に記載の方法。
【請求項３０】
  第2の分子が、接着分子であるかもしくはそれを含む、または、サイトカイン産生、ケ
モカイン産生、および／もしくは接着分子の発現を誘導する因子である、請求項7～29の
いずれか一項に記載の方法。
【請求項３１】
  第2の受容体結合物質が、IL-2R、IL-1R、IL-15R、IFN-γR、TNF-αR、IL-4R、IL-10R、
I型IFNR、IL-12R、IL-15R、IL-17R、TNFR1、およびTNFR2の中から選択されるサイトカイ
ン受容体に特異的に結合する、請求項27または請求項30に記載の方法。
【請求項３２】
  第2の受容体結合物質が、IL-2R、IL-1R、IL-15R、IFN-γR、TNF-αR、IL-4R、IL-10R、
I型IFNR、IL-12R、IL-15R、IL-17R、TNFR1、およびTNFR2の中から選択されるサイトカイ
ン受容体に特異的に結合するリガンドであり；かつ／または
  第2の受容体結合物質が、IL-2、IL-1、IL-15、IFN-γ、TNF-α、IL-4、IL-10、IL-12、
IL-15、IL-17、およびTNFの中から選択されるリガンドであるか、もしくはそれらの生物
学的に活性な断片である、
請求項27、30、および31のいずれか一項に記載の方法。
【請求項３３】
  第2の受容体結合物質が、IL-12R、IFN-γR、IL-4R、およびIL-17Rの中から選択される
サイトカイン受容体に特異的に結合する；または
  第2の受容体結合物質が、IL-2、IL-4、IL-7、IL-10、IL-15、およびIL-17の中から選択
されるリガンドであるか、もしくはそれらの生物学的に活性な断片である、
請求項27および30～32のいずれか一項に記載の方法。
【請求項３４】
  第2の受容体結合物質が、IL-7R、IL-21R、およびCD132（IL受容体共通γ鎖）の中から
選択されるサイトカイン受容体に特異的に結合する、請求項27または請求項30に記載の方
法。
【請求項３５】
  第2の受容体結合物質が、IL-7R、IL-21R、およびCD132（IL受容体共通γ鎖）の中から
選択されるサイトカイン受容体に特異的に結合するリガンドであり；かつ／または
  第2の受容体結合物質が、IL-7、IL-21、IL-2、IL-4、IL-9、およびIL-15の中から選択
されるリガンドであるか、もしくはそれらの生物学的に活性な断片である、
請求項27、30、および34のいずれか一項に記載の方法。
【請求項３６】
  第2の受容体結合物質が、IL-7R、IL-21R、およびCD132（IL受容体共通γ鎖）の中から
選択されるサイトカイン受容体に特異的に結合する；または
  第2の受容体結合物質が、IL-7、IL-21、IL-2、IL-4、IL-9、およびIL-15の中から選択
されるリガンドであるか、もしくはそれらの生物学的に活性な断片である、
請求項27、30、34、および35のいずれか一項に記載の方法。
【請求項３７】
  第2の受容体結合物質が、CCR1、CCR2、CCR3、CCR4、CCR5、CCR7、CCR9、CXCR1、CXCR3
、およびCXCR4の中から選択されるケモカイン受容体に特異的に結合する、請求項27また
は請求項30に記載の方法。
【請求項３８】
  第2の受容体結合物質が、CCR1、CCR2、CCR3、CCR4、CCR5、CCR7、CCR9、CXCR1、CXCR3
、およびCXCR4の中から選択されるサイトカイン受容体に特異的に結合するリガンドであ
る；または
  第2の受容体結合物質が、CXCL9、CXCL10、CCL19、CCL21、およびCCL25の中から選択さ
れるリガンドであるか、もしくはそれらの生物学的に活性な断片である、
請求項27、30、および37のいずれか一項に記載の方法。
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【請求項３９】
  第2の受容体結合物質が、CXCR3、CCR7、CXCR1、およびCXCR4の中から選択されるケモカ
イン受容体に特異的に結合する；または
  第2の受容体結合物質が、CXCL9、CXCL10、CCL19、CCL21、およびCCL25の中から選択さ
れるリガンドであるか、もしくはそれらの生物学的に活性な断片である、
請求項27、30、37、および38のいずれか一項に記載の方法。
【請求項４０】
  接着分子が、CD44、CD31、CD18/CD11a（LFA-1）、CD29、CD54（ICAM-1）、CD62L （L-
セレクチン）、およびCD29/CD49d（VLA-4）、CD106（VCAM-1）の中から選択されるか、ま
たはそれらの生物学的に活性な断片である、請求項27または請求項30に記載の方法。
【請求項４１】
  接着分子が、LFA-1、L-セレクチン、VCAM-1、およびVLA-4の中から選択されるか、また
はそれらの生物学的に活性な断片である、請求項27、30、および40のいずれか一項に記載
の方法。
【請求項４２】
  因子が核因子である、請求項27または請求項30に記載の方法。
【請求項４３】
  因子が、レチノイン酸受容体関連オーファン受容体γ（RORγ）またはRORαである、請
求項27、30、および42のいずれか一項に記載の方法。
【請求項４４】
  前記破壊が、第2の受容体結合物質と試薬との間の結合を逆転させることができる物質
を含む組成物の細胞への導入を含む、請求項7～43のいずれか一項に記載の方法。
【請求項４５】
  前記破壊が、第2の受容体結合物質によって誘導またはモジュレートされたシグナルを
終結または減少させる、請求項44に記載の方法。
【請求項４６】
  第2の分子がCD28であり、破壊が、T細胞においてCD28共刺激シグナルを終結または減少
させる、請求項44または請求項45に記載の方法。
【請求項４７】
  1つまたは複数のT細胞の表面上の第3の分子に特異的に結合することができる第3の受容
体結合物質の存在下で、インキュベーションがさらに実行される、請求項7～46のいずれ
か一項に記載の方法。
【請求項４８】
  第1の受容体結合物質が、T細胞においてTCR/CD3複合体関連シグナルを誘導またはモジ
ュレートする様式で、T細胞の表面上に発現している第1の分子に特異的に結合し；
  第2の受容体結合物質が、第2の分子に特異的に結合し、それによってT細胞において第2
のシグナルを誘導またはモジュレートし；かつ
  第3の受容体結合物質が、該細胞において追加のシグナルを誘導またはモジュレートす
る、T細胞の表面上の第3の分子に特異的に結合する、
請求項47に記載の方法。
【請求項４９】
  第1の分子がCD3である、請求項47または請求項48に記載の方法。
【請求項５０】
  第2のシグナルが、第1の分子を介して送達されたシグナルを増強するか、減衰させるか
、または改変する、請求項47～49のいずれか一項に記載の方法。
【請求項５１】
  第2の分子が、共刺激分子、アクセサリー分子、サイトカイン受容体、ケモカイン受容
体、免疫チェックポイント分子であるか、または、TNFファミリーもしくはTNF受容体ファ
ミリーのメンバーである、請求項47～50のいずれか一項に記載の方法。
【請求項５２】
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  第2の分子が、CD28、CD90（Thy-1）、CD95（Apo-/Fas）、CD137（4-1BB）、CD154（CD4
0L）、ICOS、LAT、CD27、OX40、およびHVEMの中から選択される、請求項47～51のいずれ
か一項に記載の方法。
【請求項５３】
  第2の分子がCD28である、請求項47～52のいずれか一項に記載の方法。
【請求項５４】
  第3の分子が、サイトカイン受容体、ケモカイン受容体である、または、接着分子であ
るかもしくはそれを含む、または、サイトカイン産生、ケモカイン産生、および／もしく
は接着分子の発現を誘導する因子である、請求項47～53のいずれか一項に記載の方法。
【請求項５５】
  第3の受容体結合物質が、IL-2R、IL-1R、IL-15R、IFN-γR、TNF-αR、IL-4R、IL-10R、
I型IFNR、IL-12R、IL-15R、IL-17R、TNFR1、およびTNFR2の中から選択されるサイトカイ
ン受容体に特異的に結合する、請求項54に記載の方法。
【請求項５６】
  第3の受容体結合物質が、IL-2R、IL-1R、IL-15R、IFN-γR、TNF-αR、IL-4R、IL-10R、
I型IFNR、IL-12R、IL-15R、IL-17R、TNFR1、およびTNFR2の中から選択されるサイトカイ
ン受容体に特異的に結合するリガンドであり；かつ／または
  第3の受容体結合物質が、IL-2、IL-1、IL-15、IFN-γ、TNF-α、IL-4、IL-10、IL-12、
IL-15、IL-17、およびTNFの中から選択されるリガンドであるか、もしくはそれらの生物
学的に活性な断片である、
請求項54または請求項55に記載の方法。
【請求項５７】
  第3の受容体結合物質が、IL-12R、IFN-γR、IL-4R、およびIL-17Rの中から選択される
サイトカイン受容体に特異的に結合する；または
  第3の受容体結合物質が、IL-2、IL-4、IL-7、IL-10、IL-15、およびIL-17の中から選択
されるリガンドであるか、もしくはそれらの生物学的に活性な断片である、
請求項54～56のいずれか一項に記載の方法。
【請求項５８】
  第3の受容体結合物質が、IL-7R、IL-21R、およびCD132（IL受容体共通γ鎖）の中から
選択されるサイトカイン受容体に特異的に結合する、請求項54に記載の方法。
【請求項５９】
  第3の受容体結合物質が、IL-7R、IL-21R、およびCD132（IL受容体共通γ鎖）の中から
選択されるサイトカイン受容体に特異的に結合するリガンドであり；かつ／または
  第3の受容体結合物質が、IL-7、IL-21、IL-2、IL-4、IL-9、およびIL-15の中から選択
されるリガンドであるか、もしくはそれらの生物学的に活性な断片である、
請求項54または請求項58に記載の方法。
【請求項６０】
  第3の受容体結合物質が、IL-7R、IL-21R、およびCD132（IL受容体共通γ鎖）の中から
選択されるサイトカイン受容体に特異的に結合する；または
  第3の受容体結合物質が、IL-7、IL-21、IL-2、IL-4、IL-9、およびIL-15の中から選択
されるリガンドであるか、もしくはそれらの生物学的に活性な断片である、
請求項54、58、および59のいずれか一項に記載の方法。
【請求項６１】
  第3の受容体結合物質が、CCR1、CCR2、CCR3、CCR4、CCR5、CCR7、CCR9、CXCR1、CXCR3
、およびCXCR4の中から選択されるケモカイン受容体に特異的に結合する、請求項54に記
載の方法。
【請求項６２】
  第3の受容体結合物質が、CCR1、CCR2、CCR3、CCR4、CCR5、CCR7、CCR9、CXCR1、CXCR3
、およびCXCR4の中から選択されるサイトカイン受容体に特異的に結合するリガンドであ
る；または
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  第3の受容体結合物質が、CXCL9、CXCL10、CCL19、CCL21、およびCCL25の中から選択さ
れるリガンドであるか、もしくはそれらの生物学的に活性な断片である、
請求項54または請求項61に記載の方法。
【請求項６３】
  第3の受容体結合物質が、CXCR3、CCR7、CXCR1、およびCXCR4の中から選択されるケモカ
イン受容体に特異的に結合する；または
  第3の受容体結合物質が、CXCL9、CXCL10、CCL19、CCL21、およびCCL25の中から選択さ
れるリガンドであるか、もしくはそれらの生物学的に活性な断片である、
請求項54、61、および62のいずれか一項に記載の方法。
【請求項６４】
  接着分子が、CD44、CD31、CD18/CD11a（LFA-1）、CD29、CD54（ICAM-1）、CD62L（L-セ
レクチン）、およびCD29/CD49d（VLA-4）、CD106（VCAM-1）の中から選択されるか、また
はそれらの生物学的に活性な断片である、請求項54に記載の方法。
【請求項６５】
  接着分子が、LFA-1、L-セレクチン、VCAM-1、およびVLA-4の中から選択されるか、また
はそれらの生物学的に活性な断片である、請求項54または請求項64に記載の方法。
【請求項６６】
  因子が核因子である、請求項54に記載の方法。
【請求項６７】
  因子が、レチノイン酸受容体関連オーファン受容体γ（RORγ）またはRORαである、請
求項54または請求項66に記載の方法。
【請求項６８】
  第3の受容体結合物質が、第1の試薬もしくは第2の試薬に可逆的に結合されている；ま
たは
  第3の受容体結合物質に可逆的に結合されているさらなる試薬の存在下で、インキュベ
ーションが実行される、
請求項47～67のいずれか一項に記載の方法。
【請求項６９】
  前記破壊の後、T細胞を含む組成物をさらにインキュベートする工程を含む、請求項1～
68のいずれか一項に記載の方法。
【請求項７０】
  インキュベーションおよびさらなるインキュベーションが、同じ容器において実行され
；かつ／または
  さらなるインキュベーションが、前記物質の存在下で実行され；かつ／または
  前記方法が、前記物質、受容体結合物質、第2の受容体結合物質、および／もしくは試
薬を、さらなるインキュベーションの前に細胞組成物から除去する工程を含まない、
請求項69に記載の方法。
【請求項７１】
  インキュベーションおよび／もしくはさらなるインキュベーションが、37℃±2℃でも
しくは約37℃±2℃で実行され；かつ／または
  インキュベーションおよび／もしくはさらなるインキュベーションが、T細胞にシグナ
ルを送達することができるさらなる作用物質の存在下で実行される、
請求項1～70のいずれか一項に記載の方法。
【請求項７２】
  さらなる作用物質が、T細胞、CD4+ T細胞、および／またはCD8+ T細胞の増殖を増強ま
たは誘導することができる、請求項71に記載の方法。
【請求項７３】
  さらなる作用物質が、IL-2、IL-15、およびIL-7の中から選択されるサイトカインであ
る、請求項72に記載の方法。
【請求項７４】
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  さらなるインキュベーションが、14日を超えない、12日を超えない、10日を超えない、
8日を超えない、または6日を超えない期間にわたって実行される、請求項69～73のいずれ
か一項に記載の方法。
【請求項７５】
  以下の工程を含む、T細胞を培養するための方法：
  T細胞を含む組成物を、細胞においてCD28を介したシグナル伝達をもたらす条件下で、T
細胞の表面上のCD28分子に特異的に結合する受容体結合物質の存在下でインキュベートす
る工程；および
  該インキュベーションの開始後5日以内に、受容体結合物質とCD28分子との結合を排除
するかまたは低減させ、これにより、CD28シグナル伝達が細胞において終結または減少し
、それによって培養T細胞が生成される工程。
【請求項７６】
  排除または低減が、インキュベーションの開始後4日以内、3日以内、2日以内、または1
日以内に実行される、請求項75に記載の方法。
【請求項７７】
  排除または低減が、
  それによって、CD28に特異的に結合されていない任意の受容体結合物質が組成物から除
去されるかもしくは低減する、細胞の洗浄；または
  受容体結合物質を組成物から除去するためもしくは低減させるための細胞の洗浄を任意
でさらに含む、受容体結合物質とCD28分子との間の結合相互作用の逆転
を含む、請求項75または請求項76に記載の方法。
【請求項７８】
  インキュベーションの少なくとも一部の間、および／またはインキュベーションの後に
、組成物中のT細胞を、TCR/CD3複合体の分子に特異的に結合する作用物質の存在下でイン
キュベートし、それによって、TCR/CD3複合体関連シグナルが細胞において誘導またはモ
ジュレートされる、請求項75～77のいずれか一項に記載の方法。
【請求項７９】
  標的細胞を含む組成物を、受容体結合物質の存在下でインキュベートする工程であって
、該受容体結合物質が、(i)該受容体結合物質に可逆的に結合することができる複数の結
合部位を含む試薬に可逆的に結合されており；かつ(ii)標的細胞においてシグナルを誘導
もしくはモジュレートしかつ／または標的細胞の機能を変更する様式でCD28、CD3、また
はCD40以外の標的細胞の表面上の分子に特異的に結合し、それによって培養標的細胞が生
成される工程を含む、標的細胞を培養するための方法。
【請求項８０】
  分子がCD137ではなく、かつ／または、受容体結合物質がCD137に特異的に結合しない、
請求項79に記載の方法。
【請求項８１】
  受容体結合物質が分子に特異的に結合しそれによって標的細胞においてシグナルを誘導
またはモジュレートする条件下で、インキュベーションが行われる、請求項79または請求
項80に記載の方法。
【請求項８２】
  シグナルが、TCR/CD3複合体関連シグナルではない、請求項79～81のいずれか一項に記
載の方法。
【請求項８３】
  受容体結合物質が、結合パートナーC1を含み、複数の結合部位が、各々が結合パートナ
ーC1に結合して受容体結合物質と試薬との間に可逆的結合を形成することができる2つ以
上の結合部位Z1を含む、請求項79～82のいずれか一項に記載の方法。
【請求項８４】
  分子が、CD90（Thy-1）、CD95（Apo-/Fas）、CD137（4-1BB）、CD154（CD40L）、ICOS
、LAT、CD27、OX40、およびHVEMの中から選択され；かつ／または
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  受容体結合物質が、CD90（Thy-1）、CD95（Apo-/Fas）、CD137（4-1BB）、CD154（CD40
L）、ICOS、LAT、CD27、OX40、もしくはHVEMに特異的に結合する、
請求項79～83のいずれか一項に記載の方法。
【請求項８５】
  受容体結合物質が第2の受容体結合物質であり、分子が第2の分子であり、1つまたは複
数のT細胞の表面上の第1の分子に特異的に結合することができる第1の受容体結合物質の
存在下で、インキュベーションがさらに実行され、該第1の分子が、任意で、組成物中の1
つまたは複数のT細胞において第1のシグナルを誘導またはモジュレートすることができる
、請求項79～84のいずれか一項に記載の方法。
【請求項８６】
  第1の受容体結合物質が、第1の受容体結合物質および第2の受容体結合物質に対する複
数の結合部位を含む試薬に可逆的に結合されている；または
  第1の受容体結合物質が、第1の受容体結合物質に可逆的に結合することができる複数の
結合部位を含む第2の試薬に可逆的に結合されている、
請求項85に記載の方法。
【請求項８７】
  第1の受容体結合物質が、T細胞においてTCR/CD3複合体関連シグナルを開始することが
でき；かつ／または
  第1の受容体結合物質が、TCR/CD3複合体のメンバーに特異的に結合し；かつ／または
  第1の受容体結合物質が、CD3に特異的に結合する、
請求項85または請求項86に記載の方法。
【請求項８８】
  第2の分子に対する第2の受容体結合物質の特異的結合が、第1の分子を介して送達され
たシグナルを増強するか、減衰させるか、もしくは改変することができる；または
  第2の分子に対する第2の受容体結合物質の特異的結合が、TCR/CD3複合体関連シグナル
を増強もしくは強化することができる、
請求項85～87のいずれか一項に記載の方法。
【請求項８９】
  T細胞を含む組成物を、
  (i)(i)第1の受容体結合物質に可逆的に結合することができる複数の結合部位を含む試
薬に可逆的に結合されており、かつ(ii)該組成物中のT細胞においてTCR/CD3複合体関連シ
グナルを誘導またはモジュレートする様式でT細胞の表面上の第1の分子に特異的に結合す
る、第1の受容体結合物質；および
  (ii)(i)（a）第2の受容体結合物質に対する複数の結合部位をさらに含む試薬、または
（b）第2の受容体結合物質に可逆的に結合することができる複数の結合部位を含む第2の
試薬のいずれかに可逆的に結合されており、かつ(ii)該組成物中のT細胞において第2のシ
グナルを誘導またはモジュレートする様式でT細胞の表面上の第2の分子に特異的に結合し
、該第2の分子がCD28以外である、第2の受容体結合物質
の存在下でインキュベートする工程であって、組成物中のT細胞においてシグナルおよび
／または第2のシグナルが誘導またはモジュレートされる条件下で、該インキュベーショ
ンが行われ、それによって培養T細胞が生成される工程を含む、T細胞を培養するための方
法。
【請求項９０】
  第1の受容体結合物質が、TCR/CD3複合体のメンバーに特異的に結合し、かつ／または、
第1の受容体結合物質が、CD3に特異的に結合する、請求項89に記載の方法。
【請求項９１】
  第2の分子に対する第2の受容体結合物質の特異的結合が、TCR/CD3複合体関連シグナル
以外のシグナルを誘導もしくはモジュレートすることができ；かつ／または
  第2の分子に対する第2の受容体結合物質の特異的結合が、第1の分子を介して送達され
たシグナルを増強するか、減衰させるか、もしくは改変することができる；または
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  第2の分子に対する第2の受容体結合物質の特異的結合が、TCR/CD3複合体関連シグナル
を増強もしくは強化することができる、
請求項89または請求項90に記載の方法。
【請求項９２】
  第2の分子が、CD90（Thy-1）、CD95（Apo-/Fas）、CD137（4-1BB）、CD154（CD40L）、
ICOS、LAT、CD27、OX40、およびHVEMの中から選択され；かつ／または
  第2の受容体結合物質が、CD90（Thy-1）、CD95（Apo-/Fas）、CD137（4-1BB）、CD154
（CD40L）、ICOS、LAT、CD27、OX40、もしくはHVEMに特異的に結合する、
請求項85～91のいずれか一項に記載の方法。
【請求項９３】
  第2の分子がCD137ではなく、かつ／または、第2の受容体結合物質がCD137に特異的に結
合しない、請求項85～92のいずれか一項に記載の方法。
【請求項９４】
  第1の受容体結合物質および第2の受容体結合物質が、試薬に可逆的に結合し；かつ
  (i)第1の受容体結合物質および第2の受容体結合物質が各々個々に、結合パートナーC1
を含み、複数の結合部位が、各々が結合パートナーC1に結合して第1および第2の受容体結
合物質と試薬との間に可逆的結合を形成することができる2つ以上の結合部位Z1を含むか
；または
  (ii)第1の受容体結合物質が、結合パートナーC1を含み、第2の受容体結合物質が、結合
パートナーC2を含み、複数の結合部位が、各々が結合パートナーC1および結合パートナー
C2に結合して第1および第2の受容体結合物質と試薬との間に可逆的結合を形成することが
できる2つ以上の結合部位Z1を含むか；または
  (iii)第1の受容体結合物質が、結合パートナーC1を含み、第2の受容体結合物質が、結
合パートナーC2を含み、複数の結合部位が、各々が結合パートナーC1に結合して第1の受
容体結合物質と試薬との間に可逆的結合を形成することができる2つ以上の結合部位Z1、
および、各々が結合パートナーC2に結合して第2の受容体結合物質と試薬との間に可逆的
結合を形成することができる2つ以上の結合部位Z2を含む
のいずれかである、
請求項85～93のいずれか一項に記載の方法。
【請求項９５】
  受容体結合物質が、IL-2R、IL-1R、IL-15R、IFN-γR、TNF-αR、IL-4R、IL-10R、I型IF
NR、IL-12R、IL-15R、IL-17R、TNFR1、およびTNFR2の中から選択されるサイトカイン受容
体に特異的に結合する、請求項79～83のいずれか一項に記載の方法。
【請求項９６】
  受容体結合物質が、IL-2R、IL-1R、IL-15R、IFN-γR、TNF-αR、IL-4R、IL-10R、I型IF
NR、IL-12R、IL-15R、IL-17R、TNFR1、およびTNFR2の中から選択されるサイトカイン受容
体に特異的に結合するリガンドであり；かつ／または
  受容体結合物質が、IL-2、IL-1、IL-15、IFN-γ、TNF-α、IL-4、IL-10、IL-12、IL-15
、IL-17、およびTNFの中から選択されるリガンドであるか、もしくはそれらの生物学的に
活性な断片である、
請求項79～83および95のいずれか一項に記載の方法。
【請求項９７】
  受容体結合物質が、IL-12R、IFN-γR、IL-4R、およびIL-17Rの中から選択されるサイト
カイン受容体に特異的に結合する；または
  受容体結合物質が、IL-2、IL-4、IL-7、IL-10、IL-15、およびIL-17の中から選択され
るリガンドであるか、もしくはそれらの生物学的に活性な断片である、
請求項79～83、95、および96のいずれか一項に記載の方法。
【請求項９８】
  受容体結合物質が、IL-7R、IL-21R、およびCD132（IL受容体共通γ鎖）の中から選択さ
れるサイトカイン受容体に特異的に結合する、請求項79～83のいずれか一項に記載の方法
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。
【請求項９９】
  受容体結合物質が、IL-7R、IL-21R、およびCD132（IL受容体共通γ鎖）の中から選択さ
れるサイトカイン受容体に特異的に結合するリガンドであり；かつ／または
  受容体結合物質が、IL-7、IL-21、IL-2、IL-4、IL-9、およびIL-15の中から選択される
リガンドであるか、もしくはそれらの生物学的に活性な断片である、
請求項79～83および98のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１００】
  受容体結合物質が、IL-7R、IL-21R、およびCD132（IL受容体共通γ鎖）の中から選択さ
れるサイトカイン受容体に特異的に結合する；または
  受容体結合物質が、IL-7、IL-21、IL-2、IL-4、IL-9、およびIL-15の中から選択される
リガンドであるか、もしくはそれらの生物学的に活性な断片である、
請求項79～83、98、および99のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１０１】
  受容体結合物質が、CCR1、CCR2、CCR3、CCR4、CCR5、CCR7、CCR9、CXCR1、CXCR3、およ
びCXCR4の中から選択されるケモカイン受容体に特異的に結合する、請求項79～83のいず
れか一項に記載の方法。
【請求項１０２】
  受容体結合物質が、CCR1、CCR2、CCR3、CCR4、CCR5、CCR7、CCR9、CXCR1、CXCR3、およ
びCXCR4の中から選択されるサイトカイン受容体に特異的に結合するリガンドである；ま
たは
  受容体結合物質が、CXCL9、CXCL10、CCL19、CCL21、およびCCL25の中から選択されるリ
ガンドであるか、もしくはそれらの生物学的に活性な断片である、
請求項79～83および101のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１０３】
  受容体結合物質が、CXCR3、CCR7、CXCR1、およびCXCR4の中から選択されるケモカイン
受容体に特異的に結合する；または
  受容体結合物質が、CXCL9、CXCL10、CCL19、CCL21、およびCCL25の中から選択されるリ
ガンドであるか、もしくはそれらの生物学的に活性な断片である、
請求項79～83、101、および102のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１０４】
  接着分子が、CD44、CD31、CD18/CD11a（LFA-1）、CD29、CD54（ICAM-1）、CD62L（L-セ
レクチン）、およびCD29/CD49d（VLA-4）、CD106（VCAM-1）の中から選択されるか、また
はそれらの生物学的に活性な断片である、請求項79～83のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１０５】
  接着分子が、LFA-1、L-セレクチン、VCAM-1、およびVLA-4の中から選択されるか、また
はそれらの生物学的に活性な断片である、請求項79～83および104のいずれか一項に記載
の方法。
【請求項１０６】
  因子が核因子である、請求項79～83のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１０７】
  因子が、レチノイン酸受容体関連オーファン受容体γ（RORγ）またはRORαである、請
求項79～83および106のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１０８】
  受容体結合物質が分子に特異的に結合しそれによって標的細胞においてシグナルを誘導
もしくはモジュレートしかつ／または標的細胞における機能を変更する条件下で、インキ
ュベーションが行われる、請求項79～83および95～107のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１０９】
  受容体結合物質が、結合パートナーC1を含み、複数の結合部位が、各々が結合パートナ
ーC1に結合して受容体結合物質と試薬との間に可逆的結合を形成することができる2つ以
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上の結合部位Z1を含む、請求項79～83および95～108のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１１０】
  受容体結合物質が追加の受容体結合物質であり、分子が追加の分子であり、1つまたは
複数のT細胞の表面上の第1の分子に特異的に結合することができる第1の受容体結合物質
の存在下で、インキュベーションがさらに実行され、該第1の分子が、任意で、組成物中
の1つまたは複数のT細胞において第1のシグナルを誘導またはモジュレートすることがで
きる、請求項79～83および95～109のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１１１】
  第1の受容体結合物質が、第1の受容体結合物質および追加の受容体結合物質に対する複
数の結合部位を含む試薬に可逆的に結合されている；または
  第1の受容体結合物質が、第1の受容体結合物質に可逆的に結合することができる複数の
結合部位を含む第2の試薬に可逆的に結合されている、
請求項110に記載の方法。
【請求項１１２】
  第1の受容体結合物質が、T細胞においてTCR/CD3複合体関連シグナルを開始することが
でき；かつ／または
  第1の受容体結合物質が、TCR/CD3複合体のメンバーに特異的に結合し；かつ／または
  第1の受容体結合物質が、CD3に特異的に結合する、
請求項110または請求項111に記載の方法。
【請求項１１３】
  第1の受容体結合物質が、結合パートナーC2を含み、複数の結合部位が、各々が結合パ
ートナーC2に結合して第1の受容体結合物質と試薬との間に可逆的結合を形成することが
できる2つ以上の結合部位Z2を含む、請求項110～112のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１１４】
  1つまたは複数のT細胞の表面上の第2の分子に特異的に結合することができる第2の受容
体結合物質の存在下で、インキュベーションがさらに実行され、該第2の分子が、任意で
、第1の分子を介して送達されたシグナルを増強するか、減衰させるか、または改変する
ように組成物中の標的細胞においてシグナルを誘導またはモジュレートすることができる
、請求項110～113のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１１５】
  第2のシグナルが、TCR/CD3複合体関連シグナル以外のシグナルである；
  第2のシグナルが、TCR/CD3複合体関連シグナルを増強もしくは強化することができる；
または
  第2の分子が、共刺激分子、アクセサリー分子、サイトカイン受容体、ケモカイン受容
体、免疫チェックポイント分子であるか、または、TNFファミリーもしくはTNF受容体ファ
ミリーのメンバーである、
請求項114に記載の方法。
【請求項１１６】
  第2の分子が、CD90（Thy-1）、CD95（Apo-/Fas）、CD137（4-1BB）、CD154（CD40L）、
ICOS、LAT、CD27、OX40、およびHVEMの中から選択され；かつ／または
  第2の受容体結合物質が、CD90（Thy-1）、CD95（Apo-/Fas）、CD137（4-1BB）、CD154
（CD40L）、ICOS、LAT、CD27、OX40、もしくはHVEMに特異的に結合する、
請求項114または請求項115に記載の方法。
【請求項１１７】
  第2の分子が、CD28およびCD137の中から選択される、請求項114～116のいずれか一項に
記載の方法。
【請求項１１８】
  第2の分子がCD28である、請求項114～117のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１１９】
  標的細胞を含む組成物を、1つまたは複数の受容体結合物質の存在下でインキュベート
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する工程であって、該受容体結合物質が、(i)該受容体結合物質に可逆的に結合すること
ができる複数の結合部位を含むストレプトアビジン類似体またはムテインである試薬に可
逆的に結合されており；かつ(ii)該組成物中の標的細胞においてシグナルを誘導またはモ
ジュレートする様式で標的細胞の表面上の分子に特異的に結合し、該ストレプトアビジン
ムテインが、正味の負電荷を含むか、またはSEQ ID NO: 4もしくは6に示されるストレプ
トアビジンムテインよりも低い等電点を呈し、それによって培養標的細胞が生成される工
程
を含む、標的細胞を培養するための方法。
【請求項１２０】
  標的細胞を含む組成物を、1つまたは複数の受容体結合物質の存在下でインキュベート
する工程であって、該受容体結合物質が、(i)該受容体結合物質に可逆的に結合すること
ができる複数の結合部位を含むストレプトアビジン類似体またはムテインである試薬に可
逆的に結合されており；かつ(ii)該組成物中の標的細胞においてシグナルを誘導またはモ
ジュレートする様式で標的細胞の表面上の分子に特異的に結合し、該ストレプトアビジン
類似体またはムテインが、アミノ酸の配列Trp-Ser-His-Pro-Gln-Phe-Glu-Lys（SEQ ID NO
: 8）を含むストレプトアビジン結合ペプチドに対して、SEQ ID NO: 1～6のいずれかに示
されるアミノ酸の配列を含むストレプトアビジンまたはムテインよりも高い親和性を呈し
、それによって培養標的細胞が生成される工程
を含む、標的細胞を培養するための方法。
【請求項１２１】
  受容体結合物質が分子に特異的に結合しそれによって組成物中の1つまたは複数の標的
細胞においてシグナルを誘導またはモジュレートする条件下で、インキュベーションが行
われる、請求項119または請求項120に記載の方法。
【請求項１２２】
  複数の結合部位が、2つ以上の結合部位Z1を含み；かつ
  受容体結合物質が、結合部位Z1に可逆的に結合することができる結合パートナーC1を含
み、C1とZ1との間の可逆的結合が、受容体結合物質と試薬との間の可逆的結合をもたらす
、
請求項119～121のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１２３】
  ストレプトアビジン類似体またはムテインが、複数の結合部位Z1を含み、複数の受容体
結合物質が、試薬に可逆的に結合されている、請求項122に記載の方法。
【請求項１２４】
  標的細胞が免疫細胞を含む、請求項79～88および95～123のいずれか一項に記載の方法
。
【請求項１２５】
  標的細胞が血液細胞を含み；
  標的細胞が白血球を含み；
  標的細胞がリンパ球を含み；
  標的細胞がB細胞を含み；
  標的細胞がB細胞集団を含み；
  標的細胞がT細胞を含み；
  標的細胞がT細胞集団を含み；かつ／または
  標的細胞がナチュラルキラー（NK）細胞を含む、
請求項79～88および95～124のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１２６】
  標的細胞が、抗原特異的T細胞もしくはその集団、Tヘルパー細胞もしくはその集団、細
胞傷害性T細胞もしくはその集団、メモリーT細胞もしくはその集団、調節性T細胞もしく
はその集団、NK細胞もしくはその集団、抗原特異的B細胞もしくはその集団、メモリーB細
胞もしくはその集団、または、調節性B細胞もしくはその集団を含む、請求項79～88およ
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び95～125のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１２７】
  標的細胞がT細胞である、請求項79～88および95～126のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１２８】
  分子が、T細胞の表面上に存在し、受容体結合物質が、組成物中のT細胞においてシグナ
ルを誘導またはモジュレートすることができる、請求項79～88および95～127のいずれか
一項に記載の方法。
【請求項１２９】
  受容体結合物質が、T細胞においてTCR/CD3複合体関連シグナルを開始することができ；
かつ／または
  受容体結合物質が、TCR/CD3複合体のメンバーに特異的に結合し；かつ／または
  受容体結合物質が、CD3に特異的に結合する、
請求項79～88および95～128のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１３０】
  分子が第1の分子であり、受容体結合物質が、1つまたは複数の標的細胞の表面上の第1
の分子および第2の分子に特異的に結合することができ、該第2の分子に対する結合が、標
的細胞においてシグナルを誘導またはモジュレートする、請求項79～88および95～129の
いずれか一項に記載の方法。
【請求項１３１】
  第2の分子に対する結合が、任意で、第1の分子を介して送達されたシグナルを増強する
か、減衰させるか、または改変することができる、請求項130に記載の方法。
【請求項１３２】
  受容体結合物質が第1の受容体結合物質であり、1つまたは複数の標的細胞の表面上の第
2の分子に特異的に結合することができる第2の受容体結合物質の存在下で、インキュベー
ションがさらに実行され、該第2の分子に対する結合が、任意で、標的細胞においてシグ
ナルを誘導またはモジュレートすることができる、請求項79～88および95～129のいずれ
か一項に記載の方法。
【請求項１３３】
  第2の分子に対する結合が、第1の分子を介して送達されたシグナルを増強するか、減衰
させるか、または改変する、請求項132に記載の方法。
【請求項１３４】
  第2の受容体結合物質が第2の分子に特異的に結合しそれによって組成物中の標的細胞に
おいてシグナルを誘導またはモジュレートする条件下で、インキュベーションが行われる
、請求項132または133に記載の方法。
【請求項１３５】
  第2の分子に対する結合が、第1の分子を介して送達されたシグナルを増強するか、減衰
させるか、または改変する、請求項134に記載の方法。
【請求項１３６】
  ストレプトアビジンムテインまたは類似体が、第2の受容体結合物質に可逆的に結合す
ることができる複数の結合部位を含み、それによって、第2の受容体結合物質がストレプ
トアビジンムテインまたは類似体に可逆的に結合されている、請求項132～135のいずれか
一項に記載の方法。
【請求項１３７】
  第2の受容体結合物質が、ストレプトアビジン類似体またはムテインに存在する2つ以上
の結合部位Z2に可逆的に結合することができる結合パートナーC1またはC2を含む、請求項
136に記載の方法。
【請求項１３８】
  第2の分子が、CD28、CD90（Thy-1）、CD95（Apo-/Fas）、CD137（4-1BB）、CD154（CD4
0L）、ICOS、LAT、CD27、OX40、およびHVEMの中から選択され；かつ／または
  第2の受容体結合物質が、CD28、CD90（Thy-1）、CD95（Apo-/Fas）、CD137（4-1BB）、
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CD154（CD40L）、ICOS、LAT、CD27、OX40、もしくはHVEMに特異的に結合する、
請求項130～137のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１３９】
  第2の分子がCD28である、請求項130～138のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１４０】
  第2の分子が、CD40およびCD137の中から選択され；かつ／または
  第2の受容体結合物質が、CD40もしくはCD137に特異的に結合する、
請求項130～138のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１４１】
  第2の分子が、接着分子であるかもしくはそれを含む、または、サイトカイン産生、ケ
モカイン産生、および／もしくは接着分子の発現を誘導する因子である、請求項130～137
のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１４２】
  第2の受容体結合物質が、IL-2R、IL-1R、IL-15R、IFN-γR、TNF-αR、IL-4R、IL-10R、
I型IFNR、IL-12R、IL-15R、IL-17R、TNFR1、およびTNFR2の中から選択されるサイトカイ
ン受容体に特異的に結合する、請求項130～137および141のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１４３】
  第2の受容体結合物質が、IL-2R、IL-1R、IL-15R、IFN-γR、TNF-αR、IL-4R、IL-10R、
I型IFNR、IL-12R、IL-15R、IL-17R、TNFR1、およびTNFR2の中から選択されるサイトカイ
ン受容体に特異的に結合するリガンドであり；かつ／または
  第2の受容体結合物質が、IL-2、IL-1、IL-15、IFN-γ、TNF-α、IL-4、IL-10、IL-12、
IL-15、IL-17、およびTNFの中から選択されるリガンドであるか、もしくはそれらの生物
学的に活性な断片である、
請求項130～137、141、および142のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１４４】
  第2の受容体結合物質が、IL-12R、IFN-γR、IL-4R、およびIL-17Rの中から選択される
サイトカイン受容体に特異的に結合する；または
  第2の受容体結合物質が、IL-2、IL-4、IL-7、IL-10、IL-15、およびIL-17の中から選択
されるリガンドであるか、もしくはそれらの生物学的に活性な断片である、
請求項130～137、141、および142のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１４５】
  第2の受容体結合物質が、IL-7R、IL-21R、およびCD132（IL受容体共通γ鎖）の中から
選択されるサイトカイン受容体に特異的に結合する、請求項130～137および141のいずれ
か一項に記載の方法。
【請求項１４６】
  第2の受容体結合物質が、IL-7R、IL-21R、およびCD132（IL受容体共通γ鎖）の中から
選択されるサイトカイン受容体に特異的に結合するリガンドであり；かつ／または
  第2の受容体結合物質が、IL-7、IL-21、IL-2、IL-4、IL-9、およびIL-15の中から選択
されるリガンドであるか、もしくはそれらの生物学的に活性な断片である、
請求項130～137および145のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１４７】
  第2の受容体結合物質が、IL-7R、IL-21R、およびCD132（IL受容体共通γ鎖）の中から
選択されるサイトカイン受容体に特異的に結合する；または
  第2の受容体結合物質が、IL-7、IL-21、IL-2、IL-4、IL-9、およびIL-15の中から選択
されるリガンドであるか、もしくはそれらの生物学的に活性な断片である、
請求項130～137、145、および146のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１４８】
  第2の受容体結合物質が、CCR1、CCR2、CCR3、CCR4、CCR5、CCR7、CCR9、CXCR1、CXCR3
、およびCXCR4の中から選択されるケモカイン受容体に特異的に結合する、請求項130～13
7および141のいずれか一項に記載の方法。
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【請求項１４９】
  第2の受容体結合物質が、CCR1、CCR2、CCR3、CCR4、CCR5、CCR7、CCR9、CXCR1、CXCR3
、およびCXCR4の中から選択されるサイトカイン受容体に特異的に結合するリガンドであ
る；または
  第2の受容体結合物質が、CXCL9、CXCL10、CCL19、CCL21、およびCCL25の中から選択さ
れるリガンドであるか、もしくはそれらの生物学的に活性な断片である、
請求項130～137および148のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１５０】
  第2の受容体結合物質が、CXCR3、CCR7、CXCR1、およびCXCR4の中から選択されるケモカ
イン受容体に特異的に結合する；または
  第2の受容体結合物質が、CXCL9、CXCL10、CCL19、CCL21、およびCCL25の中から選択さ
れるリガンドであるか、もしくはそれらの生物学的に活性な断片である、
請求項130～137、145、および146のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１５１】
  接着分子が、CD44、CD31、CD18/CD11a（LFA-1）、CD29、CD54（ICAM-1）、CD62L（L-セ
レクチン）、およびCD29/CD49d（VLA-4）、CD106（VCAM-1）の中から選択されるか、また
はそれらの生物学的に活性な断片である、請求項130～137および141のいずれか一項に記
載の方法。
【請求項１５２】
  接着分子が、LFA-1、L-セレクチン、VCAM-1、およびVLA-4の中から選択されるか、また
はそれらの生物学的に活性な断片である、請求項130～137、141、および151のいずれか一
項に記載の方法。
【請求項１５３】
  因子が核因子である、請求項130～137および141のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１５４】
  因子が、レチノイン酸受容体関連オーファン受容体γ（RORγ）またはRORαである、請
求項130～137、141、および153のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１５５】
  第2の受容体結合物質が、複数の異なる受容体結合物質を含み、その各々が個々に、組
成物中のT細胞の表面上の同じまたは異なる第2の分子に結合して、細胞において1つまた
は複数のシグナルを集合的に誘導またはモジュレートすることができる、請求項10～78、
85～94、および116～154のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１５６】
  第1および／または第2の受容体結合物質と試薬との間の可逆的結合を破壊する工程をさ
らに含む、請求項1～155のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１５７】
  破壊が、インキュベーションの開始後14日以内、インキュベーションの開始後12日以内
、インキュベーションの開始後10日以内、インキュベーションの開始後8日以内、または
インキュベーションの開始後6日以内に実行される、請求項156に記載の方法。
【請求項１５８】
  インキュベーションの少なくとも一部が、T細胞にシグナルを送達することができるさ
らなる作用物質の存在下で実行される、請求項1～157のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１５９】
  さらなる作用物質が、T細胞、CD4+ T細胞、および／またはCD8+ T細胞の増殖を増強ま
たは誘導することができる、請求項158に記載の方法。
【請求項１６０】
  さらなる作用物質が、IL-2、IL-15、およびIL-7の中から選択されるサイトカインであ
る、請求項158または請求項159に記載の方法。
【請求項１６１】
  さらなる作用物質が、CD28に特異的に結合せず、かつ／またはCD28シグナル伝達を誘導
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しない、請求項158～160のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１６２】
  T細胞または標的細胞が、対象由来の初代細胞である、請求項1～161のいずれか一項に
記載の方法。
【請求項１６３】
  T細胞または標的細胞が、対象から直接単離される、請求項1～162のいずれか一項に記
載の方法。
【請求項１６４】
  T細胞が、分画されていないT細胞である、濃縮されたかもしくは単離されたCD3+ T細胞
である、濃縮されたかもしくは単離されたCD4+ T細胞である、または、濃縮されたかもし
くは単離されたCD8+ T細胞である、請求項1～93および127～163のいずれか一項に記載の
方法。
【請求項１６５】
  インキュベートする工程の前に、T細胞が、CD62L+細胞について濃縮されておらず、か
つ／またはナイーブT細胞について濃縮されていない、請求項1～93および127～164のいず
れか一項に記載の方法。
【請求項１６６】
  T細胞または標的細胞が、ヒト細胞である、請求項1～165のいずれか一項に記載の方法
。
【請求項１６７】
  試薬が、20 nm未満、10 nm未満、5 nm未満、もしくは1 nm未満であるサイズを有する；
または
  試薬が、1.2 g/cm3未満もしくは1.0 g/cm3未満の密度を有する、
請求項1～166のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１６８】
  試薬が、前記インキュベーションの間、固体支持体、固定相、ビーズ、微粒子、磁性粒
子、および／もしくはマトリックスではなく、かつそれらに結合されていないかもしくは
それらと会合しておらず；かつ／または
  試薬が、柔軟性であり、金属もしくは磁性コアを含有せず、完全にもしくは主に有機多
量体から構成されており、球形ではなく、実質的に球形もしくは均一な形状ではなく、か
つ／もしくは硬直していない、
請求項1～167のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１６９】
  試薬が、前記インキュベーションの間、支持体または固体支持体に結合されていない、
請求項1～168のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１７０】
  試薬が、インキュベーションの少なくとも一部の間、支持体に結合されており、それに
よって、複数のT細胞または標的細胞が、インキュベーションの少なくとも一部の間、支
持体上に可逆的に固定化されている、請求項1～168のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１７１】
  支持体が、固定相であるかもしくはそれを含み；かつ／または
  支持体が、固体支持体であるかもしくはそれを含む、
請求項170に記載の方法。
【請求項１７２】
  各受容体結合物質が個々に、抗体断片、一価抗体断片、抗体様結合特性を有するタンパ
ク質性結合分子、Igドメインを含有する分子、サイトカイン、ケモカイン、アプタマー、
およびMHC分子、ならびにそれらの結合断片の中から選択される、請求項1～171のいずれ
か一項に記載の方法。
【請求項１７３】
  受容体結合物質が、抗体断片を含み；
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  受容体結合物質が、Fab断片を含み；
  受容体結合物質が、F(ab')2断片および二価一本鎖Fv（scFv）断片の中から選択される
二価抗体断片であり；
  受容体結合物質が、Fab断片、Fv断片、およびscFv断片の中から選択される一価抗体断
片であり；かつ／または
  受容体結合物質が、アプタマー、リポカリンファミリーのポリペプチドに基づくムテイ
ン、グルボディ（glubody）、アンキリンスキャホールドをベースにしたタンパク質、結
晶性スキャホールドをベースにしたタンパク質、アドネクチン、およびアビマー（avimer
）の中から選択される、抗体様結合特性を有するタンパク質性結合分子である、
請求項1～172のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１７４】
  試薬が、ビオチン、ビオチン類似体、もしくはそれらの生物学的に活性な断片に可逆的
に結合する、ストレプトアビジン、アビジン、ストレプトアビジンの類似体もしくはムテ
イン；ストレプトアビジン結合ペプチドに可逆的に結合する、アビジンもしくはストレプ
トアビジンの類似体もしくはムテイン；遷移金属イオンに結合することができる少なくと
も2つのキレート基Kを含む試薬；オリゴヒスチジン親和性タグに結合することができる作
用物質；グルタチオン-S-トランスフェラーゼに結合することができる作用物質；カルモ
ジュリンもしくはその類似体；カルモジュリン結合ペプチド（CBP）に結合することがで
きる作用物質；FLAG-ペプチドに結合することができる作用物質；HAタグに結合すること
ができる作用物質；マルトース結合タンパク質（MBP）に結合することができる作用物質
；HSVエピトープに結合することができる作用物質；mycエピトープに結合することができ
る作用物質；またはビオチニル化担体タンパク質に結合することができる作用物質である
か、あるいはそれを含む、請求項1～118および155～173のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１７５】
  試薬が、ビオチンまたは生物学的に活性な断片に可逆的に結合する、ストレプトアビジ
ン類似体もしくはムテイン、またはアビジン類似体もしくはムテインであるか、またはそ
れを含み；
  試薬が、ビオチン類似体または生物学的に活性な断片に可逆的に結合する、ストレプト
アビジン類似体もしくはムテイン、またはアビジン類似体もしくはムテインであるか、ま
たはそれを含み；かつ／または
  試薬が、ストレプトアビジン結合ペプチドに可逆的に結合する、ストレプトアビジン類
似体もしくはムテイン、またはアビジン類似体もしくはムテインであるか、またはそれを
含む、
請求項1～118および155～174のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１７６】
  試薬が、ビオチンもしくは生物学的に活性な断片に可逆的に結合する、ストレプトアビ
ジン、アビジン、ストレプトアビジンの類似体もしくはムテイン；ストレプトアビジン結
合ペプチドに可逆的に結合する、ストレプトアビジンもしくはアビジンの類似体もしくは
ムテイン；遷移金属イオンに結合することができる少なくとも2つのキレート基Kを含む試
薬；オリゴヒスチジン親和性タグに結合することができる作用物質；グルタチオン-S-ト
ランスフェラーゼに結合することができる作用物質；カルモジュリンもしくはその類似体
；カルモジュリン結合ペプチド（CBP）に結合することができる作用物質；FLAG-ペプチド
に結合することができる作用物質；HAタグに結合することができる作用物質；マルトース
結合タンパク質（MBP）に結合することができる作用物質；HSVエピトープに結合すること
ができる作用物質；mycエピトープに結合することができる作用物質；またはビオチニル
化担体タンパク質に結合することができる作用物質の、オリゴマーまたはポリマーである
、請求項1～118および155～175のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１７７】
  試薬が、ストレプトアビジン、アビジン、ストレプトアビジ類似体もしくはムテイン、
または、および、アビジン類似体もしくはムテインのオリゴマーまたはポリマーを含む、
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請求項1～118および155～176のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１７８】
  試薬が、ストレプトアビジン類似体またはムテインのオリゴマーまたはポリマーを含む
、請求項1～177のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１７９】
  オリゴマーまたはポリマーの個々の分子が、多糖または二官能性リンカーによって架橋
されている、請求項176、177、および178のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１８０】
  ストレプトアビジン結合ペプチドが、

からなる群より選択される、請求項174～179のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１８１】
  試薬が、SEQ ID NO: 1に示されるアミノ酸の配列中のストレプトアビジンにおける位置
を基準として44～47位に対応する配列位置に、アミノ酸配列Val44-Thr45-Ala46-Arg47も
しくはlle44-Gly45-Ala46-Arg47を含むストレプトアビジン類似体もしくはムテインを含
む；または
  ストレプトアビジン類似体もしくはムテインが、SEQ ID NO: 1に示されるアミノ酸の配
列中のストレプトアビジンにおける位置を基準として44～47位に対応する配列位置に、ア
ミノ酸配列Val44-Thr45-Ala46-Arg47を含む、
請求項1～180のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１８２】
  ストレプトアビジン類似体またはムテインが、
  (a)SEQ ID NO: 3～6、27、および28のいずれかに示されるアミノ酸の配列；
  (b)SEQ ID NO: 3～6、27、および28のいずれかに対して少なくとも85％、86％、87％、
88％、89％、89％、90％、91％、92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％、99％、ま
たはそれよりも高い配列同一性を呈し、Val44-Thr45-Ala46-Arg47またはlle44-Gly45-Ala
46-Arg47に対応するアミノ酸配列を含有し、かつ、ビオチンもしくはその生物学的に活性
な形態、ビオチン類似体もしくはムテインもしくはそれらの生物学的に活性な断片、また
はストレプトアビジン結合ペプチドに可逆的に結合する、アミノ酸の配列；または
  (c)ビオチンもしくはその生物学的に活性な形態、ビオチン類似体もしくはムテインも
しくはそれらの生物学的に活性な断片、またはストレプトアビジン結合ペプチドに可逆的
に結合する、(a)または(b)の機能的断片
を含む、請求項1～118および155～181のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１８３】
  ストレプトアビジン類似体またはムテインが、SEQ ID NO: 1に示されるアミノ酸の配列
中のストレプトアビジンにおける位置を基準として117、120、および／または121に対応
する位置に、1つまたは複数のアミノ酸置換をさらに含む、請求項181または請求項182に
記載の方法。
【請求項１８４】
  1つもしくは複数のアミノ酸置換が、Glu117、Asp117、Arg117、Ser120、Ala120、Gly12
0、Trp121、Tyr121、もしくはPhe121の中から選択される；または
  1つもしくは複数のアミノ酸置換が、Glu117、Gly120、もしくはTyr121の1つもしくは複
数から選択される；または
  アミノ酸置換が、Glu117、Gly120、もしくはTyr121から選択される、
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請求項183に記載の方法。
【請求項１８５】
  ストレプトアビジン類似体またはムテインが、
  (a)SEQ ID NO: 27または28に示されるアミノ酸の配列；
  (b)SEQ ID NO: 28に対して少なくとも85％、86％、87％、88％、89％、89％、90％、91
％、92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％、99％、またはそれよりも高い配列同一
性を呈し、Val44、Thr45、Ala46、Arg47、Glu117、Gly120、およびTyr121に対応するアミ
ノ酸配列を含有し、かつ、ビオチンもしくは生物学的に活性な断片、ビオチン類似体もし
くはムテインもしくはそれらの生物学的に活性な断片、またはストレプトアビジン結合ペ
プチドに可逆的に結合する、アミノ酸の配列；または
  (c)ビオチンもしくは生物学的に活性な断片、ビオチン類似体もしくはムテインもしく
はそれらの生物学的に活性な断片、またはストレプトアビジン結合ペプチドに可逆的に結
合する、(a)または(b)の機能的断片
を含む、請求項119～184のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１８６】
  試薬が、ストレプトアビジン類似体またはムテインであるかまたはそれを含み；かつ
  結合パートナーC1および／または結合パートナーC2が、独立して、

からなる群より選択されるストレプトアビジン結合ペプチドを含む、
請求項1～118および155～185のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１８７】
  前記破壊が、受容体結合物質と試薬との間の結合を逆転させることができる物質を含む
組成物の、細胞への導入を含む、請求項1～78および156～186のいずれか一項に記載の方
法。
【請求項１８８】
  物質が、遊離の結合パートナーであり、かつ／または競合物質である、請求項187に記
載の方法。
【請求項１８９】
  組成物中の物質が、T細胞または標的細胞に対して有害ではなく、かつ／または、該物
質の添加が、生存するT細胞または標的細胞のパーセンテージを、該物質を伴わない同等
の条件または同じ条件下でのそれぞれT細胞または標的細胞のインキュベーションと比較
した際に、90％、80％、70％、60％、または50％未満に低減させない、請求項187または
請求項188に記載の方法。
【請求項１９０】
  前記破壊が、T細胞または標的細胞において、受容体結合物質または第2の受容体結合物
質の一方または両方によって誘導またはモジュレートされたシグナルを終結または減少さ
せる、請求項1～78および156～189のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１９１】
  試薬が、ストレプトアビジン類似体もしくはムテインまたはそれらの生物学的に活性な
断片であるか、またはそれを含み；かつ
  物質が、ストレプトアビジン結合ペプチド、ビオチンもしくは生物学的に活性な断片、
任意でD-ビオチン、またはビオチン類似体もしくは生物学的に活性な断片を含む、
請求項1～190のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１９２】
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  物質が、

からなる群より選択されるストレプトアビジン結合ペプチドであり；かつ／または
  物質が、C1もしくはその類似体であるか、またはC2もしくはその類似体である、
請求項191に記載の方法。
【請求項１９３】
  前記結合部位Z1と前記結合パートナーC1との間の可逆的結合、および／または前記結合
部位Z2と前記結合パートナーC2との間の可逆的結合の解離定数（KD）が、10-2 M～10-13 
Mの範囲である、
請求項1～192のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１９４】
  インキュベーションの前に、細胞を、組成物のT細胞もしくは標的細胞が含むマーカー
に特異的に結合する選択物質と接触させ、それによってT細胞もしくは標的細胞を含む組
成物が生成もしくは取得される；または
  インキュベーションの少なくとも一部が、さらに、組成物のT細胞もしくは標的細胞が
含むマーカーに特異的に結合する選択物質の存在下で実行され、培養T細胞が、マーカー
を含むT細胞もしくは標的細胞について濃縮される、
請求項1～193のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１９５】
  選択物質が、選択物質に特異的に結合することができる複数の結合部位をさらに含む試
薬に可逆的に結合されている；または
  選択物質が、選択物質に特異的に結合することができる複数の結合部位を含むさらなる
試薬に可逆的に結合されている、
請求項194に記載の方法。
【請求項１９６】
  シグナルの誘導またはモジュレーションが、シグナルの誘導またはモジュレーションの
非存在下でのT細胞のインキュベーションと比較して、培養T細胞の増大および／または活
性化における増加をもたらす、請求項1～195のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１９７】
  増加が、少なくとも2倍、3倍、4倍、5倍、6倍、7倍、8倍、9倍、10倍であるか、または
それを上回る、請求項196に記載の方法。
【請求項１９８】
  追加のまたは第2のシグナルの誘導またはモジュレーションが、追加のまたは第2のシグ
ナルの誘導またはモジュレーションの非存在下でのT細胞のインキュベーションと比較し
て、T細胞の増大および／または活性化を増加させる、請求項7～197のいずれか一項に記
載の方法。
【請求項１９９】
  増加が、少なくとも2倍、3倍、4倍、5倍、6倍、7倍、8倍、9倍、10倍であるか、または
それを上回る、請求項198に記載の方法。
【請求項２００】
  インキュベーションの前の組成物中の、インキュベーションの後であるが破壊の非存在
下での組成物中の、または、インキュベーションの後であるが、CD28に特異的に結合しか
つ/またはCD28シグナル伝達を誘導もしくはモジュレートする作用物質の存在下における
組成物中のT細胞と各々比較して、組成物中のT細胞の増大および／もしくは増殖を増加さ
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せる、組成物中のT細胞の代謝プロファイルを変更する、組成物中のCD8+ T細胞のサブセ
ットを変更し；かつ／または、組成物中の長命メモリーT細胞のパーセンテージを増加さ
せる、請求項1～199のいずれか一項に記載の方法。
【請求項２０１】
  CD3+ T細胞、CD4+ T細胞、またはCD8+細胞の数またはパーセンテージが、インキュベー
ションの前の組成物中の、インキュベーションの後であるが破壊の非存在下での組成物中
の、または、類似のインキュベーションの後であるが、CD28に特異的に結合しかつ/また
はCD28シグナル伝達を誘導もしくはモジュレートする作用物質の存在下における組成物中
のCD3+ T細胞、CD4+ T細胞、またはCD8+ T細胞の数またはパーセンテージとそれぞれ比較
して、少なくとも2倍、3倍、4倍、5倍、6倍、7倍、8倍、9倍、または10倍増加している、
培養T細胞；
  組成物中のCD8+ T細胞の比率、またはCD8+ T細胞の相対比率もしくは正規化比率が、イ
ンキュベーションの前の組成物中の、インキュベーションの後であるが破壊の非存在下で
の組成物中の、または、類似のインキュベーションの後であるが、CD28に特異的に結合し
かつ/またはCD28シグナル伝達を誘導もしくはモジュレートする作用物質の存在下におけ
る組成物中のCD8+ T細胞の比率、または相対比率もしくは正規化比率と比較して、少なく
とも2倍、3倍、4倍、5倍、6倍、7倍、8倍、9倍、または10倍増加している、培養T細胞；
  組成物中のCD62L+、任意で長命メモリーT細胞、またはメモリー幹細胞（TSCM）の数ま
たはパーセンテージが、インキュベーションの前の組成物中の、インキュベーションの後
であるが破壊の非存在下での組成物中の、または、類似のインキュベーションの後である
が、CD28に特異的に結合しかつ/またはCD28シグナル伝達を誘導もしくはモジュレートす
る作用物質の存在下における組成物中のCD62L+、長命メモリーT細胞、またはTSCMのいず
れかの対応する細胞の集団の数またはパーセンテージと比較して、少なくとも2倍、3倍、
4倍、5倍、6倍、7倍、8倍、9倍、または10倍増加している、培養T細胞
を結果としてもたらす、請求項1～200のいずれか一項に記載の方法。
【請求項２０２】
  培養T細胞が、組成物中の全T細胞に対するまたは組成物中の全細胞に対するパーセンテ
ージとして35％、40％、45％、50％、60％、70％、80％、または90％を上回る、CD62Lに
ついて表面が陽性（CD62L+）である表現型を含むT細胞サブセットを含む、請求項1～201
のいずれか一項に記載の方法。
【請求項２０３】
  T細胞サブセットが、
  (a)CD127+；ならびに／または
  (b)CD45RA+、CD45RO-、CCR7+、およびCD27+のうちのいずれか1つまたは複数、ならびに
、t-betlow、IL-7Ra+、CD95+、IL-2Rβ+、CXCR3+、およびLFA-1+のうちのいずれか1つま
たは複数
を含む表現型をさらに含む、請求項202に記載の方法。
【請求項２０４】
  T細胞サブセットが、
  (a)低レベルのTCR再構成切除サークル（TREC）を含み；かつ／または
  (b)任意でKi-67である増殖マーカーを発現しており；かつ／または
  (c)刺激物質の存在下で増殖する能力を呈し；かつ／または
  (d)刺激物質の存在下でIFN-γ、TNF、およびIL-2の中から選択されるサイトカインを産
生する能力を呈する、
請求項202または請求項203に記載の方法。
【請求項２０５】
  刺激物質が、抗原、恒常性サイトカイン、任意でIL-15および／もしくはIL-17であるか
、または、T細胞においてTCR/CD3複合体関連シグナルを開始することができる作用物質で
ある、請求項204に記載の方法。
【請求項２０６】
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  T細胞サブセットが、長命メモリーT細胞であるかまたはそれを含む、請求項202～205の
いずれか一項に記載の方法。
【請求項２０７】
  T細胞サブセットが、Tメモリー幹細胞（TSCM）であるかまたはそれを含む、請求項202
～206のいずれか一項に記載の方法。
【請求項２０８】
  集団のT細胞または標的細胞に組換え核酸分子を導入する工程をさらに含み、核酸分子
が組換えタンパク質をコードし、それによって、細胞が組換えタンパク質を発現する、請
求項1～207のいずれか一項に記載の方法。
【請求項２０９】
  組換え受容体が、キメラ抗原受容体またはトランスジェニックT細胞受容体（TCR）であ
る、請求項208に記載の方法。
【請求項２１０】
  インビトロまたはエクスビボで行われる、請求項1～209のいずれか一項に記載の方法。
【請求項２１１】
  培養細胞を、疾患または状態を有する対象に投与する工程をさらに含む、請求項1～210
のいずれか一項に記載の方法。
【請求項２１２】
  請求項1～211のいずれか一項に記載の方法によって産生された複数の培養T細胞または
標的細胞、および任意で、薬学的に許容される賦形剤を含む、組成物。
【請求項２１３】
  物質の添加後に、細胞が、30℃よりも高い温度で24時間超、48時間超、72時間超、また
は96時間超にわたって、インビトロまたはエクスビボでインキュベートされていない、請
求項212に記載の組成物。
【請求項２１４】
  (a)受容体結合物質に結合することができる複数の結合部位を含む、試薬；および
  (b)(i)試薬に可逆的に結合されており、かつ(ii)T細胞においてシグナルを誘導または
モジュレートする様式でT細胞の表面上の分子に特異的に結合することができ、該分子がC
D28、CD3、またはCD40ではない、受容体結合物質
を含む、製造物品。
【請求項２１５】
  分子への結合が、TCR/CD3複合体関連シグナル以外のT細胞におけるシグナルを誘導もし
くはモジュレートし；かつ／または
  分子への結合が、TCR/CD3複合体関連シグナルを増強もしくは強化する、
請求項215に記載の製造物品。
【請求項２１６】
  分子が、CD90（Thy-1）、CD95（Apo-/Fas）、CD137（4-1BB）、CD154（CD40L）、ICOS
、LAT、CD27、OX40、およびHVEMの中から選択される、請求項214または請求項215に記載
の製造物品。
【請求項２１７】
  分子がCD137ではない、請求項130～132のいずれか一項に記載の製造物品。
【請求項２１８】
  受容体結合物質が、サイトカイン受容体に特異的に結合する、ケモカイン受容体に特異
的に結合する、接着分子であるかもしくはそれを含む、または、サイトカイン産生、ケモ
カイン産生、および／もしくは接着分子の発現を誘導する因子である、請求項217に記載
の製造物品。
【請求項２１９】
  受容体結合物質が、IL-2R、IL-1R、IL-15R、IFN-γR、TNF-αR、IL-4R、IL-10R、I型IF
NR、IL-12R、IL-15R、IL-17R、TNFR1、およびTNFR2の中から選択されるサイトカイン受容
体に特異的に結合する、請求項214または請求項218に記載の製造物品。
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【請求項２２０】
  受容体結合物質が、IL-2R、IL-1R、IL-15R、IFN-γR、TNF-αR、IL-4R、IL-10R、I型IF
NR、IL-12R、IL-15R、IL-17R、TNFR1、およびTNFR2の中から選択されるサイトカイン受容
体に特異的に結合するリガンドであり；かつ／または
  受容体結合物質が、IL-2、IL-1、IL-15、IFN-γ、TNF-α、IL-4、IL-10、IL-12、IL-15
、IL-17、およびTNFの中から選択されるリガンドであるか、もしくはそれらの生物学的に
活性な断片である、
請求項214、218、および219のいずれか一項に記載の製造物品。
【請求項２２１】
  受容体結合物質が、IL-12R、IFN-γR、IL-4R、およびIL-17Rの中から選択されるサイト
カインに特異的に結合する；または
  受容体結合物質が、IL-2、IL-4、IL-7、IL-10、IL-15、およびIL-17の中から選択され
るリガンドであるか、もしくはそれらの生物学的に活性な断片である、
請求項214および218～220のいずれか一項に記載の製造物品。
【請求項２２２】
  第2の受容体結合物質が、IL-7R、IL-21R、およびCD132（IL受容体共通γ鎖）の中から
選択されるサイトカイン受容体に特異的に結合する、請求項214または請求項218に記載の
製造物品。
【請求項２２３】
  第2の受容体結合物質が、IL-7R、IL-21R、およびCD132（IL受容体共通γ鎖）の中から
選択されるサイトカイン受容体に特異的に結合するリガンドであり；かつ／または
  第2の受容体結合物質が、IL-7、IL-21、IL-2、IL-4、IL-9、およびIL-15の中から選択
されるリガンドであるか、もしくはそれらの生物学的に活性な断片である、
請求項214、218、および222のいずれか一項に記載の製造物品。
【請求項２２４】
  第2の受容体結合物質が、IL-7R、IL-21R、およびCD132（IL受容体共通γ鎖）の中から
選択されるサイトカイン受容体に特異的に結合する；または
  第2の受容体結合物質が、IL-7、IL-21、IL-2、IL-4、IL-9、およびIL-15の中から選択
されるリガンドであるか、もしくはそれらの生物学的に活性な断片である、
請求項214、218、222、および223のいずれか一項に記載の製造物品。
【請求項２２５】
  受容体結合物質が、CCR1、CCR2、CCR3、CCR4、CCR5、CCR7、CCR9、CXCR1、CXCR3、およ
びCXCR4の中から選択されるケモカイン受容体に特異的に結合する、請求項214または請求
項218に記載の製造物品。
【請求項２２６】
  受容体結合物質が、CCR1、CCR2、CCR3、CCR4、CCR5、CCR7、CCR9、CXCR1、CXCR3、およ
びCXCR4の中から選択されるサイトカイン受容体に特異的に結合するリガンドである；ま
たは
  受容体結合物質が、CXCL9、CXCL10、CCL19、CCL21、およびCCL25の中から選択されるリ
ガンドであるか、もしくはそれらの生物学的に活性な断片である、
請求項214、218、および225のいずれか一項に記載の製造物品。
【請求項２２７】
  受容体結合物質が、CXCR3、CCR7、CXCR1、およびCXCR4の中から選択されるサイトカイ
ンに特異的に結合する；または
  受容体結合物質が、CXCL9、CXCL10、CCL19、CCL21、およびCCL25の中から選択されるリ
ガンドであるか、もしくはそれらの生物学的に活性な断片である、
請求項214、218、225、および226のいずれか一項に記載の製造物品。
【請求項２２８】
  接着分子が、CD44、CD31、CD18/CD11a（LFA-1）、CD29、CD54（ICAM-1）、CD62L（L-セ
レクチン）、およびCD29/CD49d（VLA-4）、CD106（VCAM-1）の中から選択されるか、また
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はそれらの生物学的に活性な断片である、請求項214または請求項218に記載の製造物品。
【請求項２２９】
  接着分子が、LFA-1、L-セレクチン、VCAM-1、およびVLA-4の中から選択されるか、また
はそれらの生物学的に活性な断片である、請求項214、218、および228のいずれか一項に
記載の製造物品。
【請求項２３０】
  因子が核因子である、請求項214または請求項218に記載の製造物品。
【請求項２３１】
  因子が、レチノイン酸受容体関連オーファン受容体γ（RORγ）またはRORαである、請
求項214、218、および230のいずれか一項に記載の製造物品。
【請求項２３２】
  (a)作用物質に結合することができる複数の結合部位を含むストレプトアビジン類似体
またはムテインである試薬であって、該ストレプトアビジン類似体またはムテインが、正
味の負電荷を含む、または、SEQ ID NO: 4もしくは6に示されるアミノ酸の配列を含むス
トレプトアビジンムテインの等電点よりも低い等電点を呈し、かつ／または、アミノ酸の
配列Trp-Ser-His-Pro-Gln-Phe-Glu-Lys（SEQ ID NO: 8）を含むストレプトアビジン結合
ペプチドに対して、SEQ ID NO: 4もしくは6のいずれかに示されるアミノ酸の配列を含む
ストレプトアビジンもしくはムテインよりも高い親和性を呈する、試薬；および
  (b)(i)該試薬に可逆的に結合されており、かつ(ii)細胞の表面上の分子に特異的に結合
することができる、作用物質
を含む、製造物品。
【請求項２３３】
  受容体結合物質または作用物質が、結合パートナーC1を含み；かつ
  複数の結合部位が、各々が結合パートナーC1に結合して受容体結合物質または作用物質
と試薬との間に可逆的結合を形成することができる2つ以上の結合部位Z1を含む、
請求項214～232のいずれか一項に記載の製造物品。
【請求項２３４】
  作用物質が、選択物質または受容体結合物質である、請求項214～233のいずれか一項に
記載の製造物品。
【請求項２３５】
  作用物質が、
  TCR/CD3複合体のメンバー、CD3、共刺激分子、アクセサリー分子、サイトカイン受容体
、ケモカイン受容体、免疫チェックポイント分子であるかもしくはそれを含む、または、
TNFファミリーもしくはTNF受容体ファミリーのメンバーである、または、接着分子である
かもしくはそれを含む、または、サイトカイン産生、ケモカイン産生、および／もしくは
接着分子の発現を誘導する因子である、分子
に特異的に結合する受容体結合物質である、請求項234に記載の製造物品。
【請求項２３６】
  受容体結合物質が第2の受容結合物質であり、分子が第2の分子であり、かつ、試薬が、
  (c)第1の受容体結合物質に可逆的に結合することができる複数の結合部位、および
  (d)(i)試薬に可逆的に結合されており、かつ(ii)T細胞の表面上の第1の分子に特異的に
結合することができる、第1の受容体結合物質
をさらに含む、請求項214～235のいずれか一項に記載の製造物品。
【請求項２３７】
  作用物質または第1の受容体結合物質が、TCR/CD3複合体のメンバーに特異的に結合し、
かつ／または、第1の受容体結合物質が、CD3に特異的に結合する、請求項232または請求
項236に記載の製造物品。
【請求項２３８】
  (i)第1の受容体結合物質および第2の受容体結合物質が各々個々に、結合パートナーC1
を含み、複数の結合部位が、各々が結合パートナーC1に結合して第1および第2の受容体結
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合物質と試薬との間に可逆的結合を形成することができる2つ以上の結合部位Z1を含む；
または
  (ii)第1の受容体結合物質が、結合パートナーC1を含み、第2の受容体結合物質が、結合
パートナーC2を含み、複数の結合部位が、各々が結合パートナーC1および結合パートナー
C2に結合して第1および第2の受容体結合物質と試薬との間に可逆的結合を形成することが
できる2つ以上の結合部位Z1を含む；または
  (iii)第1の受容体結合物質が、結合パートナーC1を含み、第2の受容体結合物質が、結
合パートナーC2を含み、複数の結合部位が、各々が結合パートナーC1に結合して第1の受
容体結合物質と試薬との間に可逆的結合を形成することができる2つ以上の結合部位Z1、
および、各々が結合パートナーC2に結合して第2の受容体結合物質と試薬との間に可逆的
結合を形成することができる2つ以上の結合部位Z2を含む、
請求項236または請求項237に記載の製造物品。
【請求項２３９】
  試薬が、20 nm未満、10 nm未満、5 nm未満、もしくは1 nm未満であるサイズを有する；
または
  試薬が、1.2 g/cm3未満もしくは1.0 g/cm3未満の密度を有する、
請求項214～238のいずれか一項に記載の製造物品。
【請求項２４０】
  試薬が、支持体または固体支持体に結合されていない、請求項214～239のいずれか一項
に記載の製造物品。
【請求項２４１】
  試薬が、支持体に結合されているかまたは固定化されている、請求項214～240のいずれ
か一項に記載の製造物品。
【請求項２４２】
  支持体が、固体支持体または固定相である、請求項241に記載の製造物品。
【請求項２４３】
  支持体が、ビーズ、粒子、ナノ粒子、またはマイクロスフェアを含む、請求項241また
は請求項242に記載の製造物品。
【請求項２４４】
  作用物質が個々に、抗体断片、一価抗体断片、抗体様結合特性を有するタンパク質性結
合分子、Igドメインを含有する分子、およびそれらの結合断片の中から選択される、請求
項214～243のいずれか一項に記載の製造物品。
【請求項２４５】
  抗体断片が、F(ab')2断片および二価一本鎖Fv（scFv）断片の中から選択される二価抗
体断片、または、Fab断片、Fv断片、およびscFv断片の中から選択される一価抗体断片で
ある、請求項214～244のいずれか一項に記載の製造物品。
【請求項２４６】
  試薬が、ストレプトアビジン、アビジン、ストレプトアビジン類似体もしくはムテイン
、または、および、アビジン類似体もしくはムテインであるか、またはそれらを含む；ま
たは
  試薬が、ストレプトアビジン、アビジン、ストレプトアビジン類似体もしくはムテイン
、または、および、アビジン類似体もしくはムテインのオリゴマーまたはポリマーを含む
、
請求項214～245のいずれか一項に記載の製造物品。
【請求項２４７】
  請求項214～246のいずれか一項に記載の製造物品、および任意で使用説明書を含む、キ
ット。
【請求項２４８】
  受容体結合物質と試薬との間の結合を逆転させることができる物質をさらに含む、請求
項247に記載のキット。
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【請求項２４９】
  標的抗原に特異的に結合する組換え受容体を発現するように遺伝子操作された複数のT
細胞を含む組成物であって、
  組成物中の全T細胞または組成物中の全細胞に対するパーセンテージとして35％、40％
、50％、60％、70％、80％、または90％を上回る細胞が、CD3+、CD4+またはCD8+、および
CD62L+、ならびに、CD127+、CD45RA+、CD45RO-、CCR7+、およびCD27+のうちの1つまたは
複数、ならびに、t-betlow、IL-7Ra+、CD95+、IL-2Rβ+、CXCR3+、およびLFA-1+のうちの
1つまたは複数である表面表現型を含むT細胞サブセットを含み；かつ
  (a)遺伝子操作前にまたは遺伝子操作の間、該T細胞サブセットを含む複数のT細胞が：
    (i)GSK-P阻害剤の存在下でインキュベートされなかった；
    (ii)組換え恒常性サイトカイン、任意でIL-7もしくはIL-15の存在下で、インキュベ
ートされなかった；もしくは
    (iii)CD62L+細胞について濃縮されなかった；または
  (b)組成物が、GSK-P阻害剤、または組換え恒常性サイトカイン、任意でIL-7もしくはIL
-15を含まない
のいずれかまたは両方である、組成物。
【請求項２５０】
  T細胞サブセットが、少なくとも5×106個、少なくとも1×106個、または少なくとも2×
106個の細胞を含む、請求項251に記載の組成物。
【請求項２５１】
  標的抗原に特異的に結合する組換え受容体を発現するように遺伝子操作された複数のT
細胞を含む組成物であって、
  遺伝子操作されたT細胞が、CD3+、CD4+またはCD8+、およびCD62L+、ならびに、CD127+
、CD45RA+、CD45RO-、CCR7+、およびCD27+のうちの1つまたは複数、ならびに、t-betlow

、IL-7Ra+、CD95+、IL-2Rβ+、CXCR3+、およびLFA-1+のうちの1つまたは複数である表面
表現型を含むT細胞サブセットを含むT細胞の集団の形質導入に由来し、該T細胞サブセッ
トが、該集団中の全T細胞に対し、
  (a)該表現型を含む1つもしくは複数のマーカーの表面発現に基づいてヒト対象から単離
されたかもしくは濃縮された、初代T細胞を含む集団；または
  (b)GSK-P阻害剤の存在下でインキュベートされたT細胞の集団； 
  (c)組換え恒常性サイトカイン、任意でIL-7もしくはIL-15の存在下でインキュベートさ
れたT細胞の集団；または
  (d)抗CD3および抗CD8によって刺激されたが、刺激もしくは活性化が1日、2日、3日、4
日、もしくは5日を上回る期間にわたり、かつ／または刺激がビオチンもしくはビオチン
類似体の存在下で妨害されなかった、T細胞の集団
のいずれかと比較して、より大きなパーセンテージで存在するかまたはより多い数で存在
する、組成物。
【請求項２５２】
  T細胞サブセットが、前記集団中の全T細胞に対するパーセンテージとして35％、40％、
50％、60％、70％、80％、もしくは90％を上回ってまたは約35％、約40％、約50％、約60
％、約70％、約80％、もしくは約90％を上回って、該集団に存在する；または
  T細胞サブセットが、少なくとも細胞5×106個、1×106個、2×106個、もしくはそれよ
りも多くを含む、
請求項251に記載の組成物。
【請求項２５３】
  薬学的組成物である、請求項249～252のいずれか一項に記載の組成物。
【請求項２５４】
  請求項212、213、および249～253のいずれか一項に記載の組成物を、疾患または状態を
有する対象に投与する工程を含む、処置の方法。
【請求項２５５】
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  細胞が、組換え受容体、キメラ抗原受容体、またはTCRを含み、かつ、組換え受容体、
キメラ抗原受容体、またはトランスジェニックTCRが、疾患または状態と関連する抗原に
特異的に結合する、請求項254に記載の処置の方法。
【請求項２５６】
  疾患または状態が、がん、および自己免疫性の疾患もしくは障害、または感染性疾患で
ある、請求項254または請求項255に記載の処置の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
関連出願の相互参照
  本出願は、「Methods for Culturing Cells and Kits and Apparatus for Same」とい
う名称の、2015年10月22日付で出願された米国仮出願第62/245,252号、および「Methods 
for Culturing Cells and Kits and Apparatus for Same」という名称の、2015年10月22
日付で出願された米国仮出願第62/245,261号からの優先権を主張するものであり、それら
の各々の内容は参照によりその全体が組み入れられる。
【０００２】
配列表の参照による組み入れ
  本出願は、電子フォーマットの配列表とともに出願される。配列表は、サイズが132,71
0バイトの、2016年10月20日に作成された735042003640SeqList.txtという名称のファイル
として提供される。配列表の電子フォーマットの情報は、参照によりその全体が組み入れ
られる。
【０００３】
分野
  本開示は、いくつかの局面において、リンパ球の集団のような細胞の組成物の、増大(
増殖)の刺激、活性化、同時刺激および/または生存を誘導するためなどの、インキュベー
ションまたは培養に関する。いくつかの局面において、本開示は、細胞の表面上の分子へ
の作用物質の結合と、それによって細胞に1つまたは複数のシグナルを提供することを伴
う細胞集団の、例えば増大(増殖)、生存もしくは持続性の、刺激、活性化、同時刺激、ま
たは他の効果のための方法および試薬を提供する。場合によっては、試薬は、多量体形成
試薬のような、作用物質のための複数の結合部位を含む試薬であり、したがって1つまた
は複数の作用物質は、試薬に可逆的に結合することにより多量体化され、例えば、それに
よって、その上で多量体化された刺激物質を有する、刺激試薬(多量体化作用物質)を生成
する。いくつかの局面において、多量体化作用物質は、細胞の集団の増大もしくは増殖ま
たは他の刺激を提供することができ、その後、そのような刺激物質は、可逆的結合の破壊
によって除去することができる。組成物、装置およびその使用の方法も提供される。
【背景技術】
【０００４】
背景
  そのようなT細胞の注入が腫瘍担持宿主において抗腫瘍反応性を有することが示されて
いる養子細胞免疫療法もしくはがん療法用に、またはウイルス感染の処置用にインビトロ
で抗原特異的T細胞を増大するためになど、インビトロでT細胞集団を刺激するためにさま
ざまな戦略が利用可能である。研究、診断および治療目的のためになど、インビトロで細
胞集団を増大するために改善された戦略が必要とされる。そのような必要性を満たす試薬
、方法、製品およびキットが提供される。
【発明の概要】
【０００５】
概要
  標的細胞におけるシグナルを誘導またはモジュレートするための可逆的試薬を用いて、
細胞およびその組成物をインキュベートするための、例えばそのような細胞を培養するた
めの方法が本明細書において提供される。いくつかの態様において、細胞はT細胞である
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。
【０００６】
  いくつかの局面では、方法は、T細胞を含む組成物を、作用物質、例えば受容体結合物
質、例えば刺激物質の存在下でインキュベートする工程を含む。受容体結合物質(例えば
、刺激物質)は、受容体結合物質に可逆的に結合することができる複数の結合部位を含む
試薬に、可逆的に結合させることができる。いくつかの局面では、受容体結合物質は、例
えば、組成物中のT細胞などの細胞においてシグナルを誘導またはモジュレートする様式
で、T細胞などの細胞の表面上の分子に特異的に結合することができる。いくつかの態様
では、該方法は、特定の工程、特定の作用物質の選択および/または特定の試薬の選択な
どの特徴を含み、こうした特徴は、試薬を介して受信されたまたはモジュレートされたシ
グナルのタイプ、強度もしくは持続時間の、および/または該方法によって最終的に生成
されたアウトプット組成物もしくは細胞集団(複数可)の特性の、制御または調整を可能に
する。いくつかの態様では、そのような特徴は、例えば作用物質または試薬の個々の成分
の結合の可逆性、それゆえに、多量体化された作用物質と細胞との結合の可逆性といった
、作用物質と試薬との有利な特性のために可能である。このような試薬の特性は、多くの
方法で制御を達成するために利用され得る。例えば、いくつかの態様では、該方法は、結
合の可逆性を介して、シグナルの時間的制御を与えること、細胞と多量体化された作用物
質とが接触する持続時間を制御すること、および/またはそれにより誘導されるシグナル
伝達の持続時間を制御することを含む。
【０００７】
  いくつかの態様では、該方法は、そのような作用物質が細胞に結合している時間の長さ
の制御、例えば正確な制御を含む。例えば、これは、特定の時点で、ある場合には、生理
学的温度でかつ/または様々な栄養素を用いてインキュベートするなどの、他の培養条件
下でさらなる時間にわたって細胞をなおも維持している間に、そのような結合を積極的に
逆転させることによって、行うことができる。したがって、細胞によって受信されたすべ
てのまたは実質的にすべてのシグナルの終結を含むだけの他の方法とは対照的に、提供さ
れた方法は、いくつかの局面では、特定の試薬によって送達されたシグナルの特異的な終
結または妨害を可能にする。
【０００８】
  同様に、いくつかの態様では、可逆性は、試薬が本質的にモジュールであることを可能
にし、例えば、結合を単純に逆転させ、可逆的結合が誘導される条件下で、追加の作用物
質または試薬と組み合わせることによって、技術的操作または新たな試薬なしに、その1
つ以上の成分の置換を可能にする。例えば、様々な刺激物質を、同じ多量体形成試薬に同
時にまたは異なる時間に、可逆的に結合させることができることによって、提供された方
法および組成物のユーザーは、1つ以上の刺激物質を別の1つ以上の刺激物質に置換して、
それにより、例えば、所望の結果に応じて、より強い、より弱い、または質的に異なるシ
グナルを誘導することによって、送達される特定のシグナルの性質を調整することができ
る。
【０００９】
  いくつかの態様では、時間的制御およびモジュール性は、組み合わせて使用され、例え
ば、ある作用物質の存在下で細胞を一定時間インキュベートし、破壊による結合の逆転を
誘導し、続いて、他のまたは異なった作用物質もしくは試薬の存在下でインキュベートす
ることによる。例えば、一態様では、T細胞を最初にある試薬で刺激して特定の強度また
は質のシグナルを送達し、一定時間後、そのようなシグナルを妨害し、質的または量的に
異なる(例えば、より強い、より弱い、異なるシグナル伝達経路を活性化する、または異
なる分化経路にとって重要であることが知られている)シグナルで置き換える。いくつか
の態様では、そのような制御は、いくつかの利点を提供し、例えば、消耗またはアネルギ
ーなどの望ましくない結果を回避しながら、ユーザーが所望の結果(例えば、増大または
持続性)を最大にすることを可能にする。
【００１０】
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  いくつかの態様では、時間的制御は、試薬または作用物質の可逆的結合を、例えば物質
の添加により、破壊することによって達成される。例えば、いくつかの態様では、ある期
間内に、例えばインキュベーション開始後5日以内に、および/またはインキュベーション
の全長の一定のパーセンテージ以内に、例えば該期間の1/5、1/4、1/3もしくは1/2以内に
、受容体結合物質と試薬との間の可逆的結合が破壊される。したがって、いくつかの場合
には、該方法は培養T細胞の生成をもたらす。
【００１１】
  いくつかの態様では、インキュベーションは、受容体結合物質が該分子に特異的に結合
し、それによって組成物中の1つ以上のT細胞においてシグナルを誘導またはモジュレート
する条件下で、実施される。
【００１２】
  いくつかの態様では、受容体結合物質と試薬との間の結合の破壊は、インキュベーショ
ン開始後30分を超えて行われる。例えば、いくつかの局面では、受容体結合物質と試薬と
の間の結合の破壊は、インキュベーション開始後1時間～4日、インキュベーション開始後
6時間～3日、インキュベーション開始後12時間～2日、またはインキュベーション開始後1
日～3日に行われる。いくつかの場合には、受容体結合物質と試薬との間の結合の破壊は
、インキュベーション開始後約1時間～約4日、インキュベーション開始後約6時間～約3日
、インキュベーション開始後約12時間～約2日、またはインキュベーション開始後約1日～
約3日に行われる。いくつかの局面では、該破壊は、インキュベーション開始後約1時間ま
たはそれを超えて、インキュベーション開始後1日、2日、3日または4日以内に、行われる
。いくつかの態様では、受容体結合物質の結合は、T細胞においてTCR/CD3複合体関連シグ
ナルを開始することができるか、または開始する。いくつかの局面では、受容体結合物質
はTCR/CD3複合体のメンバーに特異的に結合する。いくつかの場合には、受容体結合物質
はCD3に特異的に結合する。
【００１３】
  いくつかの態様において、該分子(T細胞の表面上の分子)は、TCR/CD3複合体の成分であ
るか、またはCD3である。いくつかの局面では、該分子は第1の分子であり、受容体結合物
質はさらに、T細胞の1つ以上の表面上の第2の分子に特異的に結合することができる。い
くつかの場合には、第2の分子は、T細胞において第1の分子を介して送達されたシグナル
を誘導するか、または増強する、減衰させる、もしくは改変することができる。
【００１４】
  いくつかの局面では、受容体結合物質は結合パートナーC1を含む。いくつかの局面では
、試薬に含まれる複数の結合部位は、2つ以上の結合部位Z1を含む。いくつかの場合には
、2つ以上の結合部位Z1は、受容体結合物質と試薬との間に可逆的結合を形成するために
、それぞれが結合パートナーC1に結合することができる。いくつかの態様では、受容体結
合物質と試薬との間の結合の破壊は、受容体結合物質と試薬との間の結合を逆転させるこ
とができる物質を含む組成物を細胞に導入することを含む。
【００１５】
  いくつかの態様では、該受容体結合物質は第1の受容体結合物質であり、1つ以上のT細
胞の表面上の第2の分子に特異的に結合することができる第2の受容体結合物質の存在下で
、インキュベーションがさらに実施される。いくつかの態様では、第2の受容体結合物質
の第2の分子への結合は、T細胞において第1の分子を介して送達されたシグナルを増強す
る、減衰させる、もしくは改変する。
【００１６】
  いくつかの態様では、該試薬は、第2の受容体結合物質に可逆的に結合することができ
る複数の結合部位を含む。そのような場合には、第2の受容体結合物質は、該試薬に可逆
的に結合される。いくつかの局面では、第1の受容体結合物質に可逆的に結合することが
できる複数の結合部位と、第2の受容体結合物質に可逆的に結合することができる複数の
結合部位とは、同じであっても異なっていてもよい。
【００１７】
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  いくつかの局面では、第2の受容体結合物質は、2つ以上の結合部位Z1に可逆的に結合す
ることができる、結合パートナーC1またはC2を含む。そのような場合には、第1および第2
の受容体結合物質は、該2つ以上の結合部位Z1を介して試薬に可逆的に結合される。いく
つかの場合には、第2の受容体結合物質は結合パートナーC2を含み、かつ試薬は複数の結
合部位Z2をさらに含む。複数の結合部位Z2は、結合パートナーC2に結合して、第2の受容
体結合物質と試薬との間に可逆的結合を形成することができる。いくつかの局面では、C2
とC1は、同じもしくは実質的に同じであるか、または同じもしくは実質的に同じ部分を含
む。いくつかの場合には、Z1とZ2は、同じもしくは実質的に同じであるか、または同じも
しくは実質的に同じ部分を含む。
【００１８】
  いくつかの場合には、該試薬は第1の試薬であり、第2の受容体結合物質に可逆的に結合
する少なくとも第2の試薬の存在下で、インキュベーションが実施される。いくつかの態
様では、該インキュベーションは、第2の受容体結合物質が第2の分子に特異的に結合する
条件下で行われる。そのような局面では、第2の受容体結合物質の第2の分子への結合は、
例えばT細胞において第1の分子を介して送達されたシグナルを増強、減衰もしくは改変す
るシグナルを誘導またはモジュレートする。
【００１９】
  いくつかの態様では、該破壊は、第1の受容体結合物質と試薬との間および/または第2
の受容体結合物質と試薬との間の結合を逆転させることができる物質を含む組成物を細胞
に導入する工程を含む。いくつかの態様では、該破壊は、第1の受容体結合物質により誘
導またはモジュレートされたシグナルを終結または減少させ、かつ第2の受容体結合物質
により誘導またはモジュレートされたシグナルを終結または減少させる。
【００２０】
  本明細書では、いくつかの態様において、T細胞を培養するための方法が提供され、該
方法は、T細胞を含有する組成物を、T細胞の表面上に発現された第1の分子に特異的に結
合することができる第1の受容体結合物質の存在下でインキュベートする工程を含む。い
くつかの局面では、第1の受容体結合物質の第1の分子への結合は、T細胞においてTCR/CD3
複合体関連シグナルを誘導またはモジュレートする。いくつかのそのような態様では、該
組成物はさらに、第2の受容体結合物質の存在下でインキュベートされるが、第2の受容体
結合物質は、それに可逆的に結合することができる複数の結合部位を含む試薬に可逆的に
結合されている。いくつかの局面では、第2の受容体結合物質は、T細胞の表面上の第2の
分子に特異的に結合することができる。いくつかの場合には、第2の受容体結合物質の第2
の分子への結合は、T細胞において第2のシグナルを誘導またはモジュレートして、第1の
分子を介して送達されたシグナルを増強、減衰または改変する。いくつかの局面では、イ
ンキュベーション開始後5日以内に、第2の受容体結合物質と試薬との間の可逆的結合が破
壊され、それによって培養T細胞が生成される。
【００２１】
  いくつかの態様において、第2のシグナルは、T細胞において第1の分子を通じて送達さ
れるシグナルを増強、減衰または改変する。
【００２２】
  本明細書において提供される方法のいずれかのいくつかの態様において、インキュベー
ションは、第1の受容体結合物質が第1の分子に特異的に結合しかつ/または第2の受容体結
合物質が第2の分子に特異的に結合し、それによってT細胞における1つまたは複数のシグ
ナルを誘導またはモジュレートする条件の下で、行われる。いくつかの態様において、破
壊は、インキュベーションの開始後30分を超えてから行われる。いくつかの態様において
、破壊はインキュベーション開始後1時間～4日に、インキュベーション開始後6時間～3日
に、インキュベーション開始後12時間～2日にもしくはインキュベーション開始後1日～3
日に行われ; または破壊はインキュベーション開始後約1時間～約4日に、インキュベーシ
ョン開始後約6時間～約3日に、インキュベーション開始後約12時間～約2日にもしくはイ
ンキュベーション開始後約1日～約3日に行われ; または破壊はインキュベーション開始後
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約1時間もしくはそれを超えてから、インキュベーション開始後1日、2日、3日もしくは4
日以内に、行われる。
【００２３】
  いくつかの態様において、第2の受容体結合物質は、結合パートナーC1を含む。いくつ
かのそのような態様において、試薬によって含まれる複数の結合部位は、各々が結合パー
トナーC1に結合して第2の受容体結合物質と試薬との間に可逆的結合を形成することがで
きる2つまたはそれ以上の結合部位Z1を含む。
【００２４】
  本明細書において提供される方法のいずれかのいくつかの態様において、第2のシグナ
ルは、TCR/CD3複合体関連シグナル以外のシグナルであり; 第2のシグナルは、TCR/CD3複
合体関連シグナルを増強もしくは強化することができ; または第2の分子は、共刺激分子
、アクセサリー分子、サイトカイン受容体、ケモカイン受容体、免疫チェックポイント分
子であり、またはTNFファミリーもしくはTNF受容体ファミリーのメンバーである。いくつ
かの態様において、第2の分子は、CD28、CD90 (Thy-1)、CD95 (Apo-/Fas)、CD137 (4-1BB
)、CD154 (CD40L)、ICOS、LAT、CD27、OX40およびHVEMの中から選択される。いくつかの
態様において、第2の分子はCD28である。
【００２５】
  いくつかの態様において、第2の分子は、接着分子でありもしくは接着分子を含み、ま
たはサイトカイン産生、ケモカイン産生および/もしくは接着分子の発現を誘導する因子
である。
【００２６】
  いくつかの態様において、第2の受容体結合物質は、IL-2R、IL-1R、IL-15R、IFN-ガン
マR、TNF-アルファR、IL-4R、IL-10R、I型IFNR、IL-12R、IL-15R、IL-17R、TNFR1およびT
NFR2の中から選択されるサイトカイン受容体に特異的に結合する。いくつかの態様におい
て、第2の受容体結合物質は、IL-2R、IL-1R、IL-15R、IFN-ガンマR、TNF-アルファR、IL-
4R、IL-10R、I型IFNR、IL-12R、IL-15R、IL-17R、TNFR1およびTNFR2の中から選択される
サイトカイン受容体に特異的に結合するリガンドであり; ならびに/あるいは第2の受容体
結合物質は、IL-2、IL-1、IL-15、IFN-ガンマ、TNF-アルファ、IL-4、IL-10、IL-12、IL-
15、IL-17およびTNFの中から選択されるリガンドであり、またはその生物学的に活性な断
片である。いくつかの態様において、第2の受容体結合物質は、IL-12R、IFN-ガンマR、IL
-4RおよびIL-17Rの中から選択されるサイトカイン受容体に特異的に結合し; あるいは第2
の受容体結合物質は、IL-2、IL-4、IL-7、IL-10、IL-15およびIL-17の中から選択される
リガンドであり、またはその生物学的に活性な断片である。
【００２７】
  いくつかの態様において、第2の受容体結合物質は、IL-7R、IL-21RおよびCD132 (IL受
容体共通ガンマ鎖)の中から選択されるサイトカイン受容体に特異的に結合する。いくつ
かの態様において、第2の受容体結合物質は、IL-7R、IL-21RおよびCD132 (IL受容体共通
ガンマ鎖)の中から選択されるサイトカイン受容体に特異的に結合するリガンドであり; 
ならびに/あるいは第2の受容体結合物質は、IL-7、IL-21、IL-2、IL-4、IL-9およびIL-15
の中から選択されるリガンドであり、またはその生物学的に活性な断片である。いくつか
の態様において、第2の受容体結合物質は、IL-7R、IL-21RおよびCD132 (IL受容体共通ガ
ンマ鎖)の中から選択されるサイトカイン受容体に特異的に結合し; あるいは第2の受容体
結合物質は、IL-7、IL-21、IL-2、IL-4、IL-9およびIL-15の中から選択されるリガンドで
あり、またはその生物学的に活性な断片である。
【００２８】
  いくつかの態様において、第2の受容体結合物質は、CCR1、CCR2、CCR3、CCR4、CCR5、C
CR7、CCR9、CXCR1、CXCR3およびCXCR4の中から選択されるケモカイン受容体に特異的に結
合する。いくつかの態様において、第2の受容体結合物質は、CCR1、CCR2、CCR3、CCR4、C
CR5、CCR7、CCR9、CXCR1、CXCR3およびCXCR4の中から選択されるサイトカイン受容体に特
異的に結合するリガンドであり; あるいは第2の受容体結合物質は、CXCL9、CXCL10、CCL1
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9、CCL21およびCCL25の中から選択されるリガンドであり、またはその生物学的に活性な
断片である。いくつかの態様において、第2の受容体結合物質は、CXCR3、CCR7、CXCR1お
よびCXCR4の中から選択されるケモカイン受容体に特異的に結合し; あるいは第2の受容体
結合物質は、CXCL9、CXCL10、CCL19、CCL21およびCCL25の中から選択されるリガンドであ
り、またはその生物学的に活性な断片である。
【００２９】
  いくつかの態様において、接着分子は、CD44、CD31、CD18/CD11a (LFA-1)、CD29、CD54
 (ICAM-1)、CD62L (L-セレクチン)、およびCD29/CD49d (VLA-4)、CD106 (VCAM-1)の中か
ら選択され、またはその生物学的に活性な断片である。いくつかの態様において、接着分
子は、LFA-1、L-セレクチン、VCAM-1およびVLA-4の中から選択され、またはその生物学的
に活性な断片である。
【００３０】
  いくつかの態様において、因子は核因子である。いくつかの態様において、因子はレチ
ノイン酸受容体関連オーファン受容体ガンマ(RORガンマ)またはRORアルファである。
【００３１】
  いくつかの態様において、破壊は、第2の受容体結合物質と試薬との間の結合を逆転さ
せることができる物質を含む組成物を細胞に導入することを含む。いくつかの態様におい
て、破壊は、第2の受容体結合物質によって誘導またはモジュレートされるシグナルを終
結または減少させる。例えば、いくつかの態様において、第2の分子はCD28であり、破壊
はT細胞におけるCD28共刺激シグナルを終結または減少させる。
【００３２】
  いくつかの態様において、インキュベーションは、1つまたは複数のT細胞の表面上の第
3の分子に特異的に結合することができる第3の受容体結合物質の存在下においてさらに行
われる。
【００３３】
  本明細書において提供される方法のいずれかのいくつかの態様において、第1の受容体
結合物質は、T細胞におけるTCR/CD3複合体関連シグナルを誘導またはモジュレートする様
式でT細胞の表面上に発現される第1の分子に特異的に結合し; 第2の受容体結合物質は、
第2の分子に特異的に結合し、それによってT細胞における第2のシグナルを誘導またはモ
ジュレートし; かつ第3の受容体結合物質は、細胞における追加のシグナルを誘導または
モジュレートするT細胞の表面上の第3の分子に特異的に結合する。
【００３４】
  いくつかの態様において、第1の分子はCD3である。
【００３５】
  いくつかの態様において、第2のシグナルは、第1の分子を通じて送達されるシグナルを
増強、減衰または改変する。いくつかの態様において、第2の分子は、共刺激分子、アク
セサリー分子、サイトカイン受容体、ケモカイン受容体、免疫チェックポイント分子であ
り、またはTNFファミリーもしくはTNF受容体ファミリーのメンバーである。いくつかの態
様において、第2の分子は、CD28、CD90 (Thy-1)、CD95 (Apo-/Fas)、CD137 (4-1BB)、CD1
54 (CD40L)、ICOS、LAT、CD27、OX40およびHVEMの中から選択される。いくつかの態様に
おいて、第2の分子はCD28である。
【００３６】
  いくつかの態様において、第3の分子は、サイトカイン受容体、ケモカイン受容体であ
り、または接着分子でありもしくは接着分子を含み、またはサイトカイン産生、ケモカイ
ン産生および/もしくは接着分子の発現を誘導する因子である。いくつかの態様において
、第3の受容体結合物質は、IL-2R、IL-1R、IL-15R、IFN-ガンマR、TNF-アルファR、IL-4R
、IL-10R、I型IFNR 、IL-12R、IL-15R、IL-17R、TNFR1およびTNFR2の中から選択されるサ
イトカイン受容体に特異的に結合する。いくつかの態様において、第3の受容体結合物質
は、IL-2R、IL-1R、IL-15R、IFN-ガンマR、TNF-アルファR、IL-4R、IL-10R、I型IFNR、IL
-12R、IL-15R、IL-17R、TNFR1およびTNFR2の中から選択されるサイトカイン受容体に特異
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的に結合するリガンドであり; ならびに/あるいは第3の受容体結合物質は、IL-2、IL-1、
IL-15、IFN-ガンマ、TNF-アルファ、IL-4、IL-10、IL-12、IL-15、IL-17およびTNFの中か
ら選択されるリガンドであり、またはその生物学的に活性な断片である。
【００３７】
  いくつかの態様において、第3の受容体結合物質は、IL-12R、IFN-ガンマR、IL-4Rおよ
びIL-17Rの中から選択されるサイトカイン受容体に特異的に結合し; あるいは第3の受容
体結合物質は、IL-2、IL-4、IL-7、IL-10、IL-15およびIL-17の中から選択されるリガン
ドであり、またはその生物学的に活性な断片である。いくつかの態様において、第3の受
容体結合物質は、IL-7R、IL-21RおよびCD132 (IL受容体共通ガンマ鎖)の中から選択され
るサイトカイン受容体に特異的に結合する。いくつかの態様において、第3の受容体結合
物質は、IL-7R、IL-21RおよびCD132 (IL受容体共通ガンマ鎖)の中から選択されるサイト
カイン受容体に特異的に結合するリガンドであり; ならびに/あるいは第3の受容体結合物
質は、IL-7、IL-21、IL-2、IL-4、IL-9およびIL-15の中から選択されるリガンドであり、
またはその生物学的に活性な断片である。いくつかの態様において、第3の受容体結合物
質は、IL-7R、IL-21RおよびCD132 (IL受容体共通ガンマ鎖)の中から選択されるサイトカ
イン受容体に特異的に結合し; あるいは第3の受容体結合物質は、IL-7、IL-21、IL-2、IL
-4、IL-9およびIL-15の中から選択されるリガンドであり、またはその生物学的に活性な
断片である。
【００３８】
  いくつかの態様において、第3の受容体結合物質は、CCR1、CCR2、CCR3、CCR4、CCR5、C
CR7、CCR9、CXCR1、CXCR3およびCXCR4の中から選択されるケモカイン受容体に特異的に結
合する。いくつかの態様において、第3の受容体結合物質は、CCR1、CCR2、CCR3、CCR4、C
CR5、CCR7、CCR9、CXCR1、CXCR3およびCXCR4の中から選択されるサイトカイン受容体に特
異的に結合するリガンドであり; あるいは第3の受容体結合物質は、CXCL9、CXCL10、CCL1
9、CCL21およびCCL25の中から選択されるリガンドであり、またはその生物学的に活性な
断片である。いくつかの態様において、第3の受容体結合物質は、CXCR3、CCR7、CXCR1お
よびCXCR4の中から選択されるケモカイン受容体に特異的に結合し; あるいは第3の受容体
結合物質は、CXCL9、CXCL10、CCL19、CCL21およびCCL25の中から選択されるリガンドであ
り、またはその生物学的に活性な断片である。
【００３９】
  いくつかの態様において、接着分子は、CD44、CD31、CD18/CD11a (LFA-1)、CD29、CD54
 (ICAM-1)、CD62L (L-セレクチン)、およびCD29/CD49d (VLA-4)、CD106 (VCAM-1)の中か
ら選択され、またはその生物学的に活性な断片である。いくつかの態様において、接着分
子は、LFA-1、L-セレクチン、VCAM-1およびVLA-4の中から選択され、またはその生物学的
に活性な断片である。
【００４０】
  いくつかの態様において、因子は核因子である。いくつかの態様において、因子はレチ
ノイン酸受容体関連オーファン受容体ガンマ(RORガンマ)またはRORアルファである。
【００４１】
  いくつかの態様において、第3の受容体結合物質は、第1の試薬もしくは第2の試薬に可
逆的に結合し; またはインキュベーションは、第3の受容体結合物質に可逆的に結合する
さらなる試薬の存在下において行われる。
【００４２】
  本明細書において提供される方法のいずれかのいくつかの態様において、本方法は同様
に、破壊の後に、T細胞を含む組成物をさらにインキュベートする段階を含む。いくつか
の態様において、インキュベーションおよびさらなるインキュベーションは同じ容器内で
行われ; ならびに/あるいはさらなるインキュベーションは、物質の存在下において行わ
れ; ならびに/あるいは本方法は、さらなるインキュベーションの前に細胞組成物から物
質、受容体結合物質、第2の受容体結合物質および/または試薬を除去する段階を含まない
。
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【００４３】
  いくつかの態様では、該インキュベーションおよび/もしくはさらなるインキュベーシ
ョンを約37℃±2℃で実施し；かつ/または、該インキュベーションおよび/もしくはさら
なるインキュベーションを、T細胞にシグナルを送達することができるさらなる作用物質
の存在下で実施する。いくつかの態様では、さらなる作用物質は、T細胞、CD4+ T細胞お
よび/またはCD8+ T細胞の増殖を増強または誘導することができる。いくつかの態様では
、さらなる作用物質は、IL-2、IL-15およびIL-7の中から選択されるサイトカインである
。いくつかの態様では、さらなるインキュベーションを、14日を超えない、12日を超えな
い、10日を超えない、8日を超えない、または6日を超えない期間にわたって実施する。
【００４４】
  本明細書では、T細胞を培養するための方法が提供され、該方法は、T細胞を含有する組
成物を、T細胞の表面上のCD28分子に特異的に結合する受容体結合物質の存在下において
、該細胞内でCD28を介したシグナル伝達をもたらす条件下で、インキュベートする工程；
ならびに、該インキュベーションの開始後5日以内に、受容体結合物質とCD28分子との結
合を排除または低減する工程であって、そのためにCD28シグナル伝達が該細胞において終
結または減少し、それによって培養T細胞が生成される、工程を含む。いくつかの態様に
おいて、該排除または低減は、インキュベーション開始後4日以内、3日以内、2日以内ま
たは1日以内に実施される。
【００４５】
  いくつかの場合には、該排除または低減は、インキュベーション開始後4日以内、3日以
内、2日以内または1日以内に達成される。場合によっては、排除または低減する工程は細
胞を洗浄することを含み、それにより、CD28に特異的に結合していない受容体結合物質が
該組成物から除去または低減される。いくつかの局面では、排除する工程は、受容体結合
物質とCD28分子との間の結合相互作用を逆転させることを含み、さらに細胞を洗浄して、
受容体結合物質を該組成物から除去または低減させることを含む。
【００４６】
  いくつかの局面では、該インキュベーションの少なくとも一部の間に、および/または
該インキュベーションに続いて、組成物中のT細胞を、TCR/CD3複合体の分子に特異的に結
合する作用物質の存在下でインキュベートし、それによって該細胞においてTCR/CD3複合
体関連シグナルを誘導またはモジュレートする。
【００４７】
  本明細書では、いくつかの局面において、T細胞を培養するための方法が提供され、該
方法は、T細胞を含有する組成物を、受容体結合物質の存在下でインキュベートする工程
を含む。いくつかの態様では、受容体結合物質は、それに可逆的に結合することができる
複数の結合部位を含む試薬に可逆的に結合される。場合によっては、該受容体結合物質は
、標的細胞においてシグナルを誘導またはモジュレートしかつ/または標的細胞の機能を
改変する様式で、CD28、CD3、またはCD40以外の標的細胞の表面上の分子に特異的に結合
することができ、それによって培養標的細胞が生成される。いくつかの態様では、分子は
CD137ではなく、かつ/または受容体結合物質はCD137に特異的に結合しない。
【００４８】
  いくつかの局面では、受容体結合物質が該分子に特異的に結合し、それによってT細胞
においてシグナルを誘導またはモジュレートする条件下で、該インキュベーションが実施
される。いくつかの態様では、該シグナルはTCR/CD3複合体関連シグナルではない。
【００４９】
  いくつかの態様では、該シグナルはTCR/CD3複合体関連シグナルではない。
【００５０】
  いくつかの態様では、受容体結合物質は結合パートナーC1を含む。いくつかのそのよう
な態様では、試薬の複数の結合部位は2つ以上の結合部位Z1を含み、それぞれの結合部位Z
1が結合パートナーC1に結合して受容体結合物質と試薬との間に可逆的結合を形成するこ
とができる。
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【００５１】
  いくつかの態様では、該分子はCD90（Thy-1）、CD95（Apo-/Fas）、CD137（4-1BB）、C
D154（CD40L）、ICOS、LAT、CD27、OX40、およびHVEMの中から選択され；かつ/または、
受容体結合物質はCD90（Thy-1）、CD95（Apo-/Fas）、CD137（4-1BB）、CD154（CD40L）
、ICOS、LAT、CD27、OX40、またはHVEMに特異的に結合する。
【００５２】
  いくつかの態様では、該受容体結合物質は第2の受容体結合物質であり、かつ該分子は
第2の分子であり、1つ以上のT細胞の表面上の第1の分子に特異的に結合することができる
第1の受容体結合物質の存在下で、インキュベーションがさらに実施され、第1の分子は任
意で、組成物中の1つ以上のT細胞において第1のシグナルを誘導またはモジュレートする
ことができる。いくつかの態様では、第1の受容体結合物質は試薬に可逆的に結合され、
該試薬は第1の受容体結合物質および第2の受容体結合物質のための複数の結合部位を含む
；または、第1の受容体結合物質は、第1の受容体結合物質に可逆的に結合することができ
る複数の結合部位を含む第2の試薬に、可逆的に結合される。
【００５３】
  いくつかの態様では、第1の受容体結合物質は、T細胞においてTCR/CD3複合体関連シグ
ナルを開始することができる。いくつかの局面では、第1の受容体結合物質は、TCR/CD3複
合体のメンバーに特異的に結合する。いくつかの場合には、第1の受容体結合物質はCD3に
特異的に結合する。
【００５４】
  いくつかの態様では、第2の受容体結合物質の第2の分子への特異的結合は、第1の分子
を介して送達されたシグナルを増強、減衰または改変することができる。場合によっては
、第2の受容体結合物質の第2の分子への特異的結合は、TCR/CD3複合体関連シグナルを増
強または強化することができる。
【００５５】
  本明細書では、いくつかの態様において、T細胞を培養するための方法が提供され、該
方法は、第1の受容体結合物質の存在下で、T細胞を含有する組成物をインキュベートする
工程を含み、第1の受容体結合物質は、それに可逆的に結合することができる複数の結合
部位を含む試薬に可逆的に結合される。いくつかの場合には、第1の受容体結合物質は、
組成物中のT細胞においてTCR/CD3複合体関連シグナルを誘導またはモジュレートするよう
に、T細胞の表面上の第1の分子に特異的に結合することができる。いくつかの態様では、
該方法は、T細胞を含有する組成物を、第2の受容体結合物質の存在下でインキュベートす
る工程を含み、第2の受容体結合物質は、第2の受容体結合物質のための複数の結合部位を
さらに含む該試薬に、または第2の受容体結合物質に可逆的に結合することができる複数
の結合部位を含む第2の試薬に、可逆的に結合され得る。いくつかの局面では、第2の受容
体結合物質は、組成物中のT細胞において第2のシグナルを誘導またはモジュレートするよ
うに、T細胞の表面上の第2の分子に特異的に結合することができる。いくつかの局面では
、第2の分子はCD28以外である。いくつかの態様では、インキュベーションは、該シグナ
ルおよび/または第2のシグナルが組成物中のT細胞において誘導またはモジュレートされ
る条件下で行われ、それによって培養T細胞が生成される。
【００５６】
  いくつかの態様では、第1の受容体結合物質はTCR/CD3複合体のメンバーに特異的に結合
し、かつ/または第1の受容体結合物質はCD3に特異的に結合する。
【００５７】
  いくつかの場合には、第2の受容体結合物質の第2の分子への特異的結合は、TCR/CD3複
合体関連シグナル以外のシグナルを誘導またはモジュレートすることができる。いくつか
の局面では、第2の受容体結合物質の第2の分子への特異的結合は、第1の分子を介して送
達されたシグナルを増強、減衰または改変することができる。いくつかの態様では、第2
の受容体結合物質の第2の分子への特異的結合は、TCR/CD3複合体関連シグナルを増強また
は強化することができる。
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【００５８】
  いくつかの態様では、第2の分子であり得る該分子は、CD90 (Thy-1)、CD95 (Apo-/Fas)
、CD137 (4-1BB)、CD154 (CD40L)、ICOS、LAT、CD27、OX40またはHVEMである。いくつか
の局面では、第2の受容体結合物質であり得る該受容体結合物質は、CD90 (Thy-1)、CD95 
(Apo-/Fas)、CD137 (4-1BB)、CD154 (CD40L)、ICOS、LAT、CD27、OX40またはHVEMに特異
的に結合する。いくつかの態様では、第2の分子であり得る該分子は、CD137ではなく、か
つ/または第2の受容体結合物質であり得る該受容体結合物質は、CD137に特異的に結合し
ない。
【００５９】
  いくつかの局面では、第1の受容体結合物質および第2の受容体結合物質は、該試薬に可
逆的に結合する。いくつかの態様では、第1の受容体結合物質および第2の受容体結合物質
はそれぞれ、個々に結合パートナーC1を含み、該複数の結合部位は2つ以上の結合部位Z1
を含み、それぞれが結合パートナーC1に結合して第1および第2の受容体結合物質と試薬と
の間に可逆的結合を形成することができる。他の態様では、第1の受容体結合物質は結合
パートナーC1を含み、第2の受容体結合物質は結合パートナーC2を含み、該複数の結合部
位は2つ以上の結合部位Z1を含み、それぞれが結合パートナーC1および結合パートナーC2
に結合して第1および第2の受容体結合物質と試薬との間に可逆的結合を形成することがで
きる。さらなる態様では、第1の受容体結合物質は結合パートナーC1を含み、第2の受容体
結合物質は結合パートナーC2を含み、該複数の結合部位は2つ以上の結合部位Z1および2つ
以上の結合部位Z2を含み、Z1のそれぞれが結合パートナーC1に結合して第1の受容体結合
物質と試薬との間に可逆的結合を形成することができ、Z2のそれぞれが結合パートナーC2
に結合して第2の受容体結合物質と試薬との間に可逆的結合を形成することができる。
【００６０】
  いくつかの態様において、受容体結合物質は、IL-2R、IL-1R、IL-15R、IFN-ガンマR、T
NF-アルファR、IL-4R、IL-10R、I型IFNR、IL-12R、IL-15R、IL-17R、TNFR1およびTNFR2の
中から選択されるサイトカイン受容体に特異的に結合する。いくつかの態様において、受
容体結合物質は、IL-2R、IL-1R、IL-15R、IFN-ガンマR、TNF-アルファR、IL-4R、IL-10R
、I型IFNR、IL-12R、IL-15R、IL-17R、TNFR1およびTNFR2の中から選択されるサイトカイ
ン受容体に特異的に結合するリガンドであり; ならびに/あるいは受容体結合物質は、IL-
2、IL-1、IL-15、IFN-ガンマ、TNF-アルファ、IL-4、IL-10、IL-12、IL-15、IL-17および
TNFの中から選択されるリガンドであり、またはその生物学的に活性な断片である。いく
つかの態様において、受容体結合物質は、IL-12R、IFN-ガンマR、IL-4RおよびIL-17Rの中
から選択されるサイトカイン受容体に特異的に結合し; あるいは受容体結合物質は、IL-2
、IL-4、IL-7、IL-10、IL-15およびIL-17の中から選択されるリガンドであり、またはそ
の生物学的に活性な断片である。
【００６１】
  いくつかの態様において、受容体結合物質は、IL-7R、IL-21RおよびCD132 (IL受容体共
通ガンマ鎖)の中から選択されるサイトカイン受容体に特異的に結合する。いくつかの態
様において、受容体結合物質は、IL-7R、IL-21RおよびCD132 (IL受容体共通ガンマ鎖)の
中から選択されるサイトカイン受容体に特異的に結合するリガンドであり; ならびに/あ
るいは受容体結合物質は、IL-7、IL-21、IL-2、IL-4、IL-9およびIL-15の中から選択され
るリガンドであり、またはその生物学的に活性な断片である。いくつかの態様において、
受容体結合物質は、IL-7R、IL-21RおよびCD132 (IL受容体共通ガンマ鎖)の中から選択さ
れるサイトカイン受容体に特異的に結合し; あるいは受容体結合物質は、IL-7、IL-21、I
L-2、IL-4、IL-9およびIL-15の中から選択されるリガンドであり、またはその生物学的に
活性な断片である。
【００６２】
  いくつかの態様において、受容体結合物質は、CCR1、CCR2、CCR3、CCR4、CCR5、CCR7、
CCR9、CXCR1、CXCR3およびCXCR4の中から選択されるケモカイン受容体に特異的に結合す
る。いくつかの態様において、受容体結合物質は、CCR1、CCR2、CCR3、CCR4、CCR5、CCR7
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、CCR9、CXCR1、CXCR3およびCXCR4の中から選択されるサイトカイン受容体に特異的に結
合するリガンドであり; あるいは受容体結合物質は、CXCL9、CXCL10、CCL19、CCL21およ
びCCL25の中から選択されるリガンドであり、またはその生物学的に活性な断片である。
いくつかの態様において、受容体結合物質は、CXCR3、CCR7、CXCR1およびCXCR4の中から
選択されるケモカイン受容体に特異的に結合し; あるいは受容体結合物質は、CXCL9、CXC
L10、CCL19、CCL21およびCCL25の中から選択されるリガンドであり、またはその生物学的
に活性な断片である。
【００６３】
  いくつかの態様において、接着分子は、CD44、CD31、CD18/CD11a (LFA-1)、CD29、CD54
 (ICAM-1)、CD62L (L-セレクチン)、およびCD29/CD49d (VLA-4)、CD106 (VCAM-1)の中か
ら選択され、またはその生物学的に活性な断片である。いくつかの態様において、接着分
子は、LFA-1、L-セレクチン、VCAM-1およびVLA-4の中から選択され、またはその生物学的
に活性な断片である。
【００６４】
  いくつかの態様において、因子は核因子である。いくつかの態様において、因子はレチ
ノイン酸受容体関連オーファン受容体ガンマ(RORガンマ)またはRORアルファである。
【００６５】
  本明細書において提供される方法のいずれかのいくつかの態様において、インキュベー
ションは、受容体結合物質が分子に特異的に結合し、それによって標的細胞におけるシグ
ナルを誘導もしくはモジュレートする、および/または標的細胞における機能を改変する
条件の下で行われる。いくつかの態様において、受容体結合物質は、結合パートナーC1を
含み、かつ複数の結合部位は、各々が結合パートナーC1に結合して受容体結合物質と試薬
との間に可逆的結合を形成することができる2つまたはそれ以上の結合部位Z1を含む。い
くつかの態様において、受容体結合物質は追加の受容体結合物質であり、分子は追加の分
子であり、かつインキュベーションは、1つまたは複数のT細胞の表面上の第1の分子に特
異的に結合することができる第1の受容体結合物質の存在下においてさらに行われ、この
第1の分子は、組成物中の1つまたは複数のT細胞において第1のシグナルを任意で誘導また
はモジュレートすることができる。
【００６６】
  いくつかの態様において、第1の受容体結合物質は、第1の受容体結合物質のための複数
の結合部位を含む試薬および追加の受容体結合物質に可逆的に結合し; または第1の受容
体結合物質は、第1の受容体結合物質に可逆的に結合することができる複数の結合部位を
含む第2の試薬に可逆的に結合する。いくつかの態様において、第1の受容体結合物質は、
T細胞においてTCR/CD3複合体関連シグナルを開始することができ; および/または第1の受
容体結合物質は、TCR/CD3複合体のメンバーに特異的に結合し; および/または第1の受容
体結合物質はCD3に特異的に結合する。
【００６７】
  いくつかの態様において、第1の受容体結合物質は、結合パートナーC2を含み、かつ複
数の結合部位は、各々が結合パートナーC2に結合して第1の受容体結合物質と試薬との間
に可逆的結合を形成することができる2つまたはそれ以上の結合部位Z2を含む。
【００６８】
  いくつかの態様において、インキュベーションは、1つまたは複数のT細胞の表面上の第
2の分子に特異的に結合することができる第2の受容体結合物質の存在下においてさらに行
われ、この第2の分子は任意で、組成物中の標的細胞におけるシグナルを誘導またはモジ
ュレートして、第1の分子を通じて送達されるシグナルを増強、減衰または改変すること
ができる。
【００６９】
  いくつかの態様において、第2のシグナルは、TCR/CD3複合体関連シグナル以外のシグナ
ルであり; 第2のシグナルは、TCR/CD3複合体関連シグナルを増強もしくは強化することが
でき; または第2の分子は、共刺激分子、アクセサリー分子、サイトカイン受容体、ケモ
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カイン受容体、免疫チェックポイント分子であり、またはTNFファミリーもしくはTNF受容
体ファミリーのメンバーである。いくつかの態様において、第2の分子は、CD90 (Thy-1)
、CD95 (Apo-/Fas)、CD137 (4-1BB)、CD154 (CD40L)、ICOS、LAT、CD27、OX40およびHVEM
の中から選択され; ならびに/あるいは第2の受容体結合物質は、CD90 (Thy-1)、CD95 (Ap
o-/Fas)、CD137 (4-1BB)、CD154 (CD40L)、ICOS、LAT、CD27、OX40またはHVEMに特異的に
結合する。いくつかの態様において、第2の分子はCD28およびCD137の中から選択される。
いくつかの態様において、第2の分子はCD28である。
【００７０】
  本明細書では、標的細胞を培養するための方法が提供され、該方法は、標的細胞を含有
する組成物を、受容体結合物質の存在下でインキュベートする工程を含む。受容体結合物
質は、それに可逆的に結合することができる複数の結合部位を含むストレプトアビジン類
似体またはストレプトアビジンムテインである試薬に、可逆的に結合され得る。いくつか
の場合には、受容体結合物質は、組成物中の標的細胞においてシグナルを誘導またはモジ
ュレートするように、標的細胞の表面上の分子に特異的に結合することができる。いくつ
かの局面では、ストレプトアビジンムテインは、正味の負電荷を含むか、またはSEQ ID N
O: 4もしくは6に示される配列を有するストレプトアビジンムテインよりも低い等電点を
呈し、それによって培養標的細胞が生成される。
【００７１】
  本明細書では、いくつかの局面において、標的細胞を培養するための方法が提供され、
該方法は、標的細胞を含有する組成物を、受容体結合物質の存在下でインキュベートする
工程を含み、受容体結合物質は、それに可逆的に結合することができる複数の結合部位を
含むストレプトアビジン類似体またはストレプトアビジンムテインである試薬に、可逆的
に結合されている。いくつかの態様では、受容体結合物質は、組成物中の標的細胞におい
てシグナルを誘導またはモジュレートするように、標的細胞の表面上の分子に特異的に結
合することができる。いくつかの場合には、ストレプトアビジン類似体またはムテインは
、SEQ ID NO: 1～6のいずれかに示されるアミノ酸配列を含むストレプトアビジンまたは
ムテインよりも、アミノ酸配列

を含むストレプトアビジン結合ペプチドに対して高い親和性を示し、それによって培養標
的細胞をもたらす。
【００７２】
  いくつかの態様では、受容体結合物質が該分子に特異的に結合し、それによって組成物
中の1つ以上の標的細胞においてシグナルを誘導またはモジュレートする条件下で、イン
キュベーションが実施される。
【００７３】
  いくつかの場合には、試薬の複数の結合部位は、2つ以上の結合部位Z1を含む。いくつ
かの場合には、受容体結合物質は結合パートナーC1を含み、C1は結合部位Z1に可逆的に結
合することができ、C1とZ1との間の可逆的結合は、受容体結合物質と試薬との間の可逆的
結合に影響を及ぼす。いくつかの態様では、ストレプトアビジン類似体またはムテインは
複数の結合部位Z1を含み、複数の受容体結合物質が該試薬に可逆的に結合される。
【００７４】
  いくつかの態様において、標的細胞は免疫細胞を含む。例えば、いくつかの態様では、
標的細胞は血液細胞を含み；標的細胞は白血球を含み；標的細胞はリンパ球を含み；標的
細胞はB細胞を含み；標的細胞はB細胞集団を含み；標的細胞はT細胞を含み；標的細胞はT
細胞集団を含み；かつ/または標的細胞はナチュラルキラー(NK)細胞を含む。いくつかの
態様では、標的細胞は、抗原特異的T細胞もしくはその集団、Tヘルパー細胞もしくはその
集団、細胞傷害性T細胞もしくはその集団、メモリーT細胞もしくはその集団、調節性T細
胞もしくはその集団、NK細胞もしくはその集団、抗原特異的B細胞もしくはその集団、メ
モリーB細胞もしくはその集団、または調節性B細胞もしくはその集団を含む。いくつかの
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態様では、標的細胞はT細胞である。
【００７５】
  いくつかの態様において、該分子はT細胞の表面上に存在し、受容体結合物質は組成物
中のT細胞においてシグナルを誘導またはモジュレートすることができる。いくつかの局
面では、受容体結合物質はT細胞においてTCR/CD3複合体関連シグナルを開始することがで
き、かつ/または受容体結合物質はTCR/CD3複合体のメンバーに特異的に結合する。ある場
合には、受容体結合物質はCD3に特異的に結合する。いくつかの場合には、該分子は第1の
分子であり、受容体結合物質は、第1の分子に、場合によっては標的細胞の1つ以上の表面
上の第2の分子に、特異的に結合することができる。いくつかの態様では、第2の分子への
結合は、第1の分子を介して送達されたシグナルを増強、減衰または改変することができ
る。
【００７６】
  いくつかの態様において、分子は第1の分子であり、かつ受容体結合物質は、1つまたは
複数の標的細胞の表面上の第1の分子および第2の分子に特異的に結合することができ、こ
の第2の分子への結合が標的細胞におけるシグナルを誘導またはモジュレートする。いく
つかの態様において、第2の分子への結合は任意で、第1の分子を通じて送達されるシグナ
ルを増強、減衰または改変することができる。
【００７７】
  該受容体結合物質は第1の受容体結合物質であり、第2の受容体結合物質の存在下で、イ
ンキュベーションをさらに実施する。第2の受容体結合物質は、1つ以上の標的細胞の表面
上の第2の分子に特異的に結合することができる。いくつかの場合には、第2の受容体結合
物質の第2の分子への結合は、第1の分子を介して送達されたシグナルを増強、減衰または
改変するように、シグナルを誘導またはモジュレートすることができる。
【００７８】
  いくつかの態様では、第2の受容体結合物質が第2の分子に特異的に結合する条件下で該
インキュベーションを実施し、それによって、組成物中の標的細胞においてシグナルを誘
導またはモジュレートして、第1の分子を介して送達されたシグナルを増強、減衰または
改変する。いくつかの態様では、ストレプトアビジンムテインまたは類似体は、第2の受
容体結合物質に可逆的に結合することができる複数の結合部位を含み、そのため第2の受
容体結合物質はストレプトアビジンムテインまたは類似体に可逆的に結合される。
【００７９】
  いくつかの態様において、第2の受容体結合物質は結合パートナーC1またはC2を含み、C
1またはC2は、ストレプトアビジン類似体またはムテインに存在する2つ以上の結合部位Z2
に可逆的に結合することができる。
【００８０】
  いくつかの場合には、追加の分子は、CD28、CD90 (Thy-1)、CD95 (Apo-/Fas)、CD137 (
4-1BB)、CD154 (CD40L)、ICOS、LAT、CD27、OX40またはHVEMである。いくつかの態様では
、第2の受容体結合物質は、CD28、CD90 (Thy-1)、CD95 (Apo-/Fas)、CD137 (4-1BB)、CD1
54 (CD40L)、ICOS、LAT、CD27、OX40またはHVEMに特異的に結合する。いくつかの局面で
は、追加の分子はCD40およびCD137である。いくつかの場合には、第2の受容体結合物質は
CD40またはCD137に特異的に結合する。
【００８１】
  いくつかの態様において、第2の分子は、接着分子でありもしくは接着分子を含み、ま
たはサイトカイン産生、ケモカイン産生および/もしくは接着分子の発現を誘導する因子
である。
【００８２】
  いくつかの態様において、第2の受容体結合物質は、IL-2R、IL-1R、IL-15R、IFN-ガン
マR、TNF-アルファR、IL-4R、IL-10R、I型IFNR、IL-12R、IL-15R、IL-17R、TNFR1およびT
NFR2の中から選択されるサイトカイン受容体に特異的に結合する。いくつかの態様におい
て、第2の受容体結合物質は、IL-2R、IL-1R、IL-15R、IFN-ガンマR、TNF-アルファR、IL-
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4R、IL-10R、I型IFNR、IL-12R、IL-15R、IL-17R、TNFR1およびTNFR2の中から選択される
サイトカイン受容体に特異的に結合するリガンドであり; ならびに/あるいは第2の受容体
結合物質は、IL-2、IL-1、IL-15、IFN-ガンマ、TNF-アルファ、IL-4、IL-10、IL-12、IL-
15、IL-17およびTNFの中から選択されるリガンドであり、またはその生物学的に活性な断
片である。いくつかの態様において、第2の受容体結合物質は、IL-12R、IFN-ガンマR、IL
-4RおよびIL-17Rの中から選択されるサイトカイン受容体に特異的に結合し; あるいは第2
の受容体結合物質は、IL-2、IL-4、IL-7、IL-10、IL-15およびIL-17の中から選択される
リガンドであり、またはその生物学的に活性な断片である。
【００８３】
  いくつかの態様において、第2の受容体結合物質は、IL-7R、IL-21RおよびCD132 (IL受
容体共通ガンマ鎖)の中から選択されるサイトカイン受容体に特異的に結合する。いくつ
かの態様において、第2の受容体結合物質は、IL-7R、IL-21RおよびCD132 (IL受容体共通
ガンマ鎖)の中から選択されるサイトカイン受容体に特異的に結合するリガンドであり; 
ならびに/あるいは第2の受容体結合物質は、IL-7、IL-21、IL-2、IL-4、IL-9およびIL-15
の中から選択されるリガンドであり、またはその生物学的に活性な断片である。いくつか
の態様において、第2の受容体結合物質は、IL-7R、IL-21RおよびCD132 (IL受容体共通ガ
ンマ鎖)の中から選択されるサイトカイン受容体に特異的に結合し; あるいは第2の受容体
結合物質は、IL-7、IL-21、IL-2、IL-4、IL-9およびIL-15の中から選択されるリガンドで
あり、またはその生物学的に活性な断片である。
【００８４】
  いくつかの態様において、第2の受容体結合物質は、CCR1、CCR2、CCR3、CCR4、CCR5、C
CR7、CCR9、CXCR1、CXCR3およびCXCR4の中から選択されるケモカイン受容体に特異的に結
合する。いくつかの態様において、第2の受容体結合物質は、CCR1、CCR2、CCR3、CCR4、C
CR5、CCR7、CCR9、CXCR1、CXCR3およびCXCR4の中から選択されるサイトカイン受容体に特
異的に結合するリガンドであり; あるいは第2の受容体結合物質は、CXCL9、CXCL10、CCL1
9、CCL21およびCCL25の中から選択されるリガンドであり、またはその生物学的に活性な
断片である。いくつかの態様において、第2の受容体結合物質は、CXCR3、CCR7、CXCR1お
よびCXCR4の中から選択されるケモカイン受容体に特異的に結合し; あるいは第2の受容体
結合物質は、CXCL9、CXCL10、CCL19、CCL21およびCCL25の中から選択されるリガンドであ
り、またはその生物学的に活性な断片である。
【００８５】
  いくつかの態様において、接着分子は、CD44、CD31、CD18/CD11a (LFA-1)、CD29、CD54
 (ICAM-1)、CD62L (L-セレクチン)、およびCD29/CD49d (VLA-4)、CD106 (VCAM-1)の中か
ら選択され、またはその生物学的に活性な断片である。いくつかの態様において、接着分
子は、LFA-1、L-セレクチン、VCAM-1およびVLA-4の中から選択され、またはその生物学的
に活性な断片である。
【００８６】
  いくつかの態様において、因子は核因子である。いくつかの態様において、因子はレチ
ノイン酸受容体関連オーファン受容体ガンマ(RORガンマ)またはRORアルファである。
【００８７】
  第2の受容体結合物質は、複数の異なる受容体結合物質を含み、その各々は、組成物中
のT細胞の表面上の同一または異なる第2の分子に個々に結合して、細胞における1つまた
は複数のシグナルを集合的に誘導またはモジュレートすることができる。
【００８８】
  いくつかの態様において、該方法は、第1および/または第2の受容体結合物質と試薬と
の間の可逆的結合を破壊する工程をさらに含む。いくつかの局面では、該破壊は、インキ
ュベーション開始後14日以内、インキュベーション開始後12日以内、インキュベーション
開始後10日以内、インキュベーション開始後8日以内、またはインキュベーション開始後6
日以内に行われる。
【００８９】
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  いくつかの態様において、インキュベーションの少なくとも一部は、T細胞にシグナル
を送達することができるさらなる作用物質の存在下で実施される。いくつかの場合には、
さらなる作用物質は、T細胞、CD4+ T細胞および/またはCD8+ T細胞の増殖を増強または誘
導することができる。いくつかの態様では、さらなる作用物質は、IL-2、IL-15またはIL-
7などのサイトカインである。場合によっては、さらなる作用物質はCD28に特異的に結合
せず、かつ/またはCD28シグナル伝達を誘導しない。
【００９０】
  いくつかの態様において、T細胞または標的細胞は、対象由来の初代培養細胞である。
ある場合には、T細胞または標的細胞は対象から直接分離される。いくつかの態様では、T
細胞は、分画されていないT細胞であり、濃縮もしくは分離されたCD3+ T細胞であり、濃
縮もしくは分離されたCD4+ T細胞であり、または濃縮もしくは分離されたCD8+ T細胞であ
る。いくつかの態様では、インキュベートする工程の前に、T細胞はCD62L+ 細胞について
濃縮されておらず、かつ/またはナイーブT細胞について濃縮されていない。いくつかの場
合には、T細胞または標的細胞はヒト細胞である。
【００９１】
  いくつかの局面では、該試薬は20nm未満、10nm未満、5nm未満または1nm未満のサイズを
有する。いくつかの場合には、該試薬は1.2g/cm3未満または1.0g/cm3未満の密度を有する
。
【００９２】
  いくつかの態様において、試薬はインキュベーションの間に、固体支持体、固定相、ビ
ーズ、微粒子、磁性粒子、および/またはマトリックスではなく、それらに結合しておら
ずまたはそれらと結び付いておらず; ならびに/あるいは試薬は柔軟性であり、金属もし
くは磁性コアを含まず、完全にもしくは主に有機多量体から構成され、球状ではなく、実
質的に球状もしくは均一な形状ではなく、および/または硬直していない。
【００９３】
  いくつかの態様において、該試薬は、前記インキュベーションの間、支持体または固体
支持体に結合されていない。いくつかの態様では、該試薬は、前記インキュベーションの
少なくとも一部の間、支持体に結合されており、それによって、複数のT細胞または標的
細胞が、インキュベーションの少なくとも一部の間、支持体上に可逆的に固定化される。
いくつかの態様において、支持体は固定相であるかもしくはそれを含み；かつ/または支
持体は固体支持体であるかもしくはそれを含む。
【００９４】
  いくつかの態様では、第1の受容体結合物質であり得る受容体結合物質は、ただ1つの結
合部位、例えばB2を含む。いくつかの局面では、第1の受容体結合物質であり得る受容体
結合物質は、該分子に一価の様式で特異的に結合する。いくつかの態様では、第2の受容
体結合物質は、ただ1つの結合部位、例えばB4を含む。いくつかの場合には、第2の受容体
結合物質は、該分子に一価の様式で特異的に結合する。いくつかの態様では、B2またはB4
のような結合部位は、抗体結合部位を含む。
【００９５】
  いくつかの局面において、第1の受容体結合物質であり得る受容体結合物質、および/ま
たは第2の受容体結合物質は、それぞれ個々に、抗体フラグメント、一価抗体フラグメン
ト、抗体様結合特性を有するタンパク質性結合分子、Igドメインを含む分子、サイトカイ
ン、ケモカイン、アプタマー、またはMHC分子もしくはその結合断片である。そのような
局面において、第1の受容体結合物質であり得る受容体結合物質、および/または第2の受
容体結合物質は、抗体フラグメント、Fabフラグメント、二価抗体フラグメント、例えばF
(ab')2フラグメントまたは二価単鎖Fv (scFv)フラグメントを含む。いくつかの場合には
、第1の受容体結合物質であり得る受容体結合物質、および/または第2の受容体結合物質
は、一価抗体フラグメント、例えばFabフラグメント、FvフラグメントまたはscFvフラグ
メントである。いくつかの場合には、第1の受容体結合物質であり得る受容体結合物質、
および/または第2の受容体結合物質は、抗体様結合特性を有するタンパク質性結合分子、
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例えば、アプタマー、リポカリンファミリーのポリペプチドをベースにしたムテイン、グ
ルボディ(glubody)、アンキリンスキャホールドをベースにしたタンパク質、結晶性スキ
ャホールドをベースにしたタンパク質、アドネクチン(adnectin)またはアビマー(avimer)
である。
【００９６】
  いくつかの態様において、第1の受容体結合物質であり得る受容体結合物質には、CD3に
特異的に結合する作用物質が含まれる。CD3に特異的に結合する作用物質は、抗CD3抗体、
抗CD3抗体の二価抗体フラグメント、抗CD3抗体の一価抗体フラグメント、または抗体様結
合特性を有するタンパク質性CD3結合分子であり得る。いくつかの態様では、第2の受容体
結合物質には、CD28、CD90、CD95、CD137、CD154、ICOS、LAT、CD27、OX40および/または
HVEMに特異的に結合する作用物質が含まれる。CD28、CD90、CD95、CD137、CD154、ICOS、
LAT、CD27、OX40および/またはHVEMに特異的に結合する作用物質は、以下のものであり得
る：抗CD28抗体、抗CD28抗体の二価抗体フラグメント、抗CD28抗体の抗体フラグメント、
抗体様結合特性を有するタンパク質性CD28結合分子、抗CD90抗体、抗CD90抗体の二価抗体
フラグメント、抗CD90抗体の抗体フラグメント、抗体様結合特性を有するタンパク質性CD
90結合分子、抗CD95抗体、抗CD95抗体の二価抗体フラグメント、抗CD95抗体の抗体フラグ
メント、抗体様結合特性を有するタンパク質性CD95結合分子、抗CD154抗体、抗CD154抗体
の二価抗体フラグメント、抗CD154抗体の一価抗体フラグメント、抗体様結合特性を有す
るタンパク質性CD154結合分子、抗CD137抗体、抗CD137抗体の二価抗体フラグメント、抗C
D137抗体の一価抗体フラグメント、抗体様結合特性を有するタンパク質性CD137結合分子
、抗ICOS抗体、抗ICOS抗体の二価抗体フラグメント、抗ICOS抗体の抗体フラグメント、抗
体様結合特性を有するタンパク質性ICOS結合分子、抗LAT抗体、抗LAT抗体の二価抗体フラ
グメント、抗LAT抗体の抗体フラグメント、抗体様結合特性を有するタンパク質性LAT結合
分子、抗CD27抗体、抗CD27抗体の二価抗体フラグメント、抗CD27抗体の抗体フラグメント
、抗体様結合特性を有するタンパク質性CD27結合分子、抗OX40抗体、抗OX40抗体の二価抗
体フラグメント、抗OX40抗体の抗体フラグメント、抗体様結合特性を有するタンパク質性
OX40結合分子、抗HVEM抗体、抗HVEM抗体の二価抗体フラグメント、抗HVEM抗体の抗体フラ
グメント、抗体様結合特性を有するタンパク質性HVEM結合分子、4-1BBリガンド、または
これらの任意の混合物。
【００９７】
  本明細書において提供される方法のいずれかのいくつかの態様において、受容体結合物
質は抗体断片を含み; 受容体結合物質はFab断片を含み; 受容体結合物質は、F(ab')2断片
および二価一本鎖Fv (scFv)断片の中から選択される二価抗体断片であり; 受容体結合物
質は、Fab断片、Fv断片およびscFv断片の中から選択される一価抗体断片であり; ならび
に/あるいは受容体結合物質は、アプタマー、リポカリンファミリーのポリペプチドに基
づくムテイン、グルボディ(glubody)、アンキリンスキャホールドをベースにしたタンパ
ク質、結晶性スキャホールドをベースにしたタンパク質、アドネクチンおよびアビマーの
中から選択される抗体様の結合特性を有するタンパク質性結合分子である。
【００９８】
  本明細書において提供される方法のいずれかのいくつかの態様において、該試薬は、ス
トレプトアビジン、アビジン、またはビオチン、ビオチン類似体もしくはその生物学的に
活性な断片に可逆的に結合するストレプトアビジンの類似体もしくはムテイン；ストレプ
トアビジン結合ペプチドに可逆的に結合するアビジンまたはストレプトアビジンの類似体
もしくはムテイン；遷移金属イオンに結合することができる少なくとも2つのキレート化
基Kを含む試薬；オリゴヒスチジン親和性タグに結合することができる作用物質；グルタ
チオン-S-トランスフェラーゼに結合することができる作用物質；カルモジュリンまたは
その類似体；カルモジュリン結合ペプチド(CBP)に結合することができる作用物質；FLAG
ペプチドに結合することができる作用物質；HAタグに結合することができる作用物質；マ
ルトース結合タンパク質(MBP)に結合することができる作用物質；HSVエピトープに結合す
ることができる作用物質；mycエピトープに結合することができる作用物質；またはビオ
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チン化担体タンパク質に結合することができる作用物質であるか、またはそれを含む。
【００９９】
  いくつかの態様において、該試薬は、ビオチンまたは生物学的に活性な断片に可逆的に
結合する、ストレプトアビジン類似体もしくはムテインまたはアビジン類似体もしくはム
テイン；ビオチン類似体または生物学的に活性な断片に可逆的に結合する、ストレプトア
ビジン類似体もしくはムテインまたはアビジン類似体もしくはムテイン；および/または
ストレプトアビジン結合ペプチドに可逆的に結合する、ストレプトアビジン類似体もしく
はムテインまたはアビジン類似体もしくはムテインであるか、またはそれを含む。
【０１００】
  いくつかの態様において、該試薬は、オリゴマーまたはポリマーであり、ストレプトア
ビジン、アビジン、またはビオチンもしくは生物学的に活性な断片に可逆的に結合するス
トレプトアビジンの類似体もしくはムテイン；ストレプトアビジン結合ペプチドに可逆的
に結合するストレプトアビジンまたはアビジンの類似体もしくはムテイン；遷移金属イオ
ンに結合することができる少なくとも2つのキレート化基Kを含む試薬；オリゴヒスチジン
親和性タグに結合することができる作用物質；グルタチオン-S-トランスフェラーゼに結
合することができる作用物質；カルモジュリンまたはその類似体；カルモジュリン結合ペ
プチド(CBP)に結合することができる作用物質；FLAGペプチドに結合することができる作
用物質；HAタグに結合することができる作用物質；マルトース結合タンパク質(MBP)に結
合することができる作用物質；HSVエピトープに結合することができる作用物質；mycエピ
トープに結合することができる作用物質；またはビオチン化担体タンパク質に結合するこ
とができる作用物質の、オリゴマーまたはポリマーである。いくつかの態様において、該
試薬は、ストレプトアビジン、アビジン、ストレプトアビジン類似体もしくはムテイン、
またはアビジン類似体もしくはムテインのオリゴマーまたはポリマーを含む。いくつかの
局面では、該オリゴマーまたはポリマーの個々の分子は、多糖または2官能性リンカーに
よって架橋される。
【０１０１】
  いくつかの態様において、複数の結合部位Zは、少なくとも2、4、8、12、16、20、24、
28、32、36、40、44、48、52、56、60、64、72個またはそれ以上の結合部位を含む。
【０１０２】
  いくつかの局面において、ストレプトアビジン結合ペプチドは、以下のものである：

。
【０１０３】
  いくつかの態様において、該試薬は、SEQ ID NO: 1に示されるアミノ酸配列におけるス
トレプトアビジン中の位置に関して44位から47位に対応する配列位置に、アミノ酸配列Va
l44-Thr45-Ala46-Arg47またはIle44-Gly45-Ala46-Arg47を含む、ストレプトアビジン類似
体もしくはムテインを含む。いくつかの態様では、ストレプトアビジン類似体もしくはム
テインは、SEQ ID NO: 1に示されるアミノ酸配列におけるストレプトアビジン中の位置に
関して44位から47位に対応する配列位置に、アミノ酸配列Val44-Thr45-Ala46-Arg47を含
む。
【０１０４】
  いくつかの態様において、ストレプトアビジン類似体またはムテインは、SEQ ID NO: 3
～6のいずれかに示されるアミノ酸配列を含む。いくつかの局面では、ストレプトアビジ
ン類似体またはムテインは、SEQ ID NO: 3～6のいずれかに対して少なくとも85％、86％
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、87％、88％、89％、89％、90％、91％、92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％、
99％またはそれ以上の配列同一性を示すアミノ酸配列を含み、かつVal44-Thr45-Ala46-Ar
g47またはIle44-Gly45-Ala46-Arg47に対応するアミノ酸配列を含む。いくつかの態様では
、ストレプトアビジン類似体またはムテインは、ビオチンまたはその生物学的に活性な形
態、ビオチン類似体もしくはムテインまたはその生物学的に活性な断片、あるいはストレ
プトアビジン結合ペプチドに可逆的に結合する。いくつかの態様では、ストレプトアビジ
ン類似体またはムテインは、ビオチンまたはその生物学的に活性な形態、ビオチン類似体
もしくはムテインまたはその生物学的に活性な断片、あるいはストレプトアビジン結合ペ
プチドに可逆的に結合する、上記配列のいずれかの機能的断片に結合する。
【０１０５】
  いくつかの態様において、ストレプトアビジン類似体またはムテインは、SEQ ID NO: 1
に示されるアミノ酸配列におけるストレプトアビジン中の位置に関して117、120および/
または121に対応する位置に、1つ以上のアミノ酸置換をさらに含む。いくつかの態様では
、1つ以上のアミノ酸置換は、Glu117、Asp117、Arg117、Ser120、Ala120、Gly120、Trp12
1、Tyr121またはPhe121の中から選択される。いくつかの態様では、1つ以上のアミノ酸置
換はGlu117、Gly120またはTyr121である。
【０１０６】
  いくつかの態様において、ストレプトアビジン類似体またはムテインは、SEQ ID NO: 2
7または28に示されるアミノ酸配列を含む。いくつかの局面では、ストレプトアビジン類
似体またはムテインは、SEQ ID NO:28に対して少なくとも85％、86％、87％、88％、89％
、89％、90％、91％、92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％、99％またはそれ以上
の配列同一性を示すアミノ酸配列を含み、かつVal44、Thr45、Ala46、Arg47、Glu117、Gl
y120およびTyr121に対応するアミノ酸配列を含む。いくつかの態様において、ストレプト
アビジン類似体またはムテインは、ビオチンまたは生物学的に活性な断片、ビオチン類似
体もしくはムテインまたはその生物学的に活性な断片、あるいはストレプトアビジン結合
ペプチドに可逆的に結合する。いくつかの態様では、ストレプトアビジン類似体またはム
テインは、ビオチンまたは生物学的に活性な断片、ビオチン類似体もしくはムテインまた
はその生物学的に活性な断片、あるいはストレプトアビジン結合ペプチドに可逆的に結合
する、上記配列のいずれかの機能的断片に可逆的に結合する。
【０１０７】
  いくつかの態様において、結合パートナーC1および/または結合パートナーC2は、独立
して、以下のようなストレプトアビジン結合ペプチドを含む：

。
【０１０８】
  いくつかの態様において、該破壊は、第1の受容体結合物質であり得る受容体結合物質
および/または第2の受容体結合物質と試薬との間の結合を逆転させることができる物質を
含有する組成物を、細胞に導入する工程を含む。いくつかの態様では、該物質は、遊離し
た結合パートナーであり、かつ/または競合物質である。いくつかの態様において、組成
物中の該物質は、T細胞または標的細胞に弊害をもたらさない。いくつかの局面では、該
物質の添加は、該物質を含まない匹敵するかまたは同じ条件下での、T細胞または標的細
胞のインキュベーションと比較して、生存するT細胞または標的細胞のパーセンテージを
、それぞれ90％、80％、70％、60％、または50％未満に低下させない。いくつかの態様で
は、該破壊は、T細胞または標的細胞において、受容体結合物質または第2の受容体結合物
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質の一方もしくは両方によって誘導またはモジュレートされたシグナルを終結または減少
させる。
【０１０９】
  いくつかの態様において、該試薬は、ストレプトアビジン、アビジン、ストレプトアビ
ジン類似体もしくはムテイン、アビジン類似体もしくはムテイン、またはその生物学的に
活性な断片であるか、またはそれらを含む。いくつかの態様では、該物質は、ストレプト
アビジン結合ペプチド、ビオチンもしくは生物学的に活性な断片、任意でD-ビオチン、ま
たはビオチン類似体もしくは生物学的に活性な断片を含む。
【０１１０】
  いくつかの態様において、該物質は、以下のようなストレプトアビジン結合ペプチドで
ある：

。いくつかの態様では、該物質はC1もしくはその類似体であるか、またはC2もしくはその
類似体である。
【０１１１】
  いくつかの態様では、結合部位Z1と結合パートナーC1との間の可逆的結合、および/ま
たは結合部位Z2と結合パートナーC2との間の可逆的結合の解離定数(KD)は、10-2M～10-13

Mの範囲である。
【０１１２】
  いくつかの態様では、インキュベーションに先立って、細胞を、該組成物のT細胞また
は標的細胞に含まれるマーカーに特異的に結合する選択物質と接触させ、それによって、
T細胞または標的細胞を含む組成物を生成させるか、または取得する。いくつかの態様で
は、該組成物のT細胞または標的細胞に含まれるマーカーに特異的に結合する選択物質の
存在下で、インキュベーションの少なくとも一部を実施して、培養T細胞を、該マーカー
を含むT細胞または標的細胞について濃縮する。
【０１１３】
  いくつかの態様では、選択物質は試薬に可逆的に結合し、該試薬は、選択物質に特異的
に結合することができる複数の結合部位をさらに含む。いくつかの局面では、選択物質は
、それに特異的に結合することができる複数の結合部位を含む第2の試薬に可逆的に結合
される。
【０１１４】
  いくつかの態様において、シグナルの誘導またはモジュレーションは、シグナルの誘導
またはモジュレーションの非存在下でのT細胞のインキュベーションと比較して、培養T細
胞の増大(増殖)および/または活性化の増加をもたらす。ある態様では、その増加は、少
なくとも2倍、3倍、4倍、5倍、6倍、7倍、8倍、9倍、10倍またはそれ以上である。いくつ
かの態様において、追加のまたは第2のシグナルの誘導またはモジュレーションは、追加
のまたは第2のシグナルの誘導またはモジュレーションの非存在下でのT細胞のインキュベ
ーションと比較して、T細胞の増大(増殖)および/または活性化を増加させる。ある態様で
は、その増加は、少なくとも2倍、3倍、4倍、5倍、6倍、7倍、8倍、9倍、10倍またはそれ
以上である。
【０１１５】
  いくつかの態様において、該方法は、インキュベーションの前の組成物中の、インキュ
ベーションの後であるが破壊の非存在下での組成物中の、または、インキュベーションの
後であるが、CD28に特異的に結合しかつ/またはCD28シグナル伝達を誘導もしくはモジュ
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レートする作用物質の存在下における組成物中のT細胞と各々比較して、該組成物中のT細
胞の増大および/または増殖を増加させ、該組成物中のT細胞の代謝プロフィールを変更し
、該組成物中のCD8+ T細胞のサブセットを変更し、かつ/または該組成物中の長寿命のメ
モリーT細胞のパーセンテージを増加させる。
【０１１６】
  いくつかの態様において、該方法は、CD3+ T細胞、CD4+ T細胞またはCD8+ T細胞の数ま
たはパーセンテージが、インキュベーション前の組成物中の、インキュベーション後であ
るが破壊の非存在下での組成物中の、あるいは類似のインキュベーション後であるが、CD
28に特異的に結合しかつ/またはCD28シグナル伝達を誘導もしくはモジュレートする作用
物質の存在下で行った組成物中のCD3+ T細胞、CD4+ T細胞またはCD8+ T細胞の数またはパ
ーセンテージとそれぞれ比較して、少なくとも2倍、3倍、4倍、5倍、6倍、7倍、8倍、9倍
または10倍増加した、培養T細胞をもたらす。いくつかの態様において、該方法は、組成
物中のCD8+ T細胞の比率またはCD8+ T細胞の相対比率もしくは正規化比率が、インキュベ
ーション前の組成物中の、インキュベーション後であるが破壊の非存在下での組成物中の
、あるいは、類似のインキュベーション後であるが、CD28に特異的に結合しかつ/またはC
D28シグナル伝達を誘導もしくはモジュレートする作用物質の存在下での組成物中のCD8+ 
T細胞の比率または相対もしくは正規化比率と比較して、少なくとも2倍、3倍、4倍、5倍
、6倍、7倍、8倍、9倍または10倍増加した、培養T細胞をもたらす。いくつかの態様にお
いて、該方法は、組成物中のCD62L+細胞、任意で長寿命のメモリーT細胞またはメモリー
幹細胞(TSCM)、の数またはパーセンテージが、インキュベーション前の組成物中の、イン
キュベーション後であるが破壊の非存在下での組成物中の、あるいは、類似のインキュベ
ーション後であるがCD28に特異的に結合しかつ/またはCD28シグナル伝達を誘導もしくは
モジュレートする作用物質の存在下での組成物中のCD62L+、長寿命のメモリーT細胞また
はTSCMの対応する細胞集団の数またはパーセンテージと比較して、少なくとも2倍、3倍、
4倍、5倍、6倍、7倍、8倍、9倍または10倍増加した、培養T細胞をもたらす。
【０１１７】
  いくつかの態様において、培養T細胞は、組成物中の総T細胞または組成物中の総細胞の
パーセンテージとして、CD62Lについて表面陽性(CD62L+)である表現型を含むT細胞サブセ
ットを35％、40％、45％、50％、60％、70％、80％または90％以上含有する。
【０１１８】
  いくつかの態様において、該T細胞サブセットは、CD127+；ならびに/またはCD45RA+、C
D45RO-、CCR7+、CD27+のいずれか1つ以上およびt-betlow、IL-7Ra+、CD95+、IL-2Rβ+、C
XCR3+、LFA-1+のいずれか1つ以上、を含む表現型をさらに含む。
【０１１９】
  いくつかの態様において、該T細胞サブセットは、TCR再構成切除サークル(TCR rearran
gement excisions circle：TREC)を低レベルで含む；および/またはKi-67であり得る増殖
マーカーを発現する；および/または刺激物質の存在下で増殖する能力を示す；および/ま
たは刺激物質の存在下でIFN-γ、TNFもしくはIL-2などのサイトカインを産生する能力を
示す。
【０１２０】
  いくつかの態様において、刺激物質は、抗原、恒常性サイトカイン、例えばIL-15およ
び/もしくはIL-17であるか、またはT細胞においてTCR/CD3複合体関連シグナルを開始する
ことができる作用物質である。
【０１２１】
  いくつかの態様において、該T細胞サブセットは、長寿命のメモリーT細胞であるか、ま
たはそれを含む。いくつかの態様では、該T細胞サブセットはTメモリー幹細胞(TSCM)であ
るか、またはそれを含む。
【０１２２】
  いくつかの態様において、該方法は、該集団のT細胞または標的細胞に組換え核酸分子
を導入する工程をさらに含む。いくつかのそのような局面では、該核酸分子は組換えタン
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パク質をコードし、それによって、該細胞は組換えタンパク質を発現し得る。いくつかの
態様では、組換え受容体は、キメラ抗原受容体またはトランスジェニックT細胞受容体(TC
R)である。いくつかの局面では、該方法はインビトロまたはエクスビボで実施される。
【０１２３】
  いくつかの態様において、該方法は、培養した細胞を、病気または疾患を有する対象に
投与することをさらに含む。
【０１２４】
  本明細書では、いくつかの局面において、本明細書に記載の方法によって生成された複
数の培養T細胞または標的細胞、および任意で薬学的に許容される賦形剤、を含有する組
成物が提供される。
【０１２５】
  いくつかの態様では、該物質の添加後、該細胞は、30℃を超える温度で24時間を超えて
、48時間を超えて、72時間を超えて、または96時間を超えて、インビトロまたはエクスビ
ボでインキュベートされていない。
【０１２６】
  本明細書では、いくつかの局面において、(a)受容体結合物質に結合することができる
複数の結合部位を含む試薬と；(b) (i)該試薬に可逆的に結合されており、かつ(ii)T細胞
においてシグナルを誘導またはモジュレートする様式でT細胞の表面上の分子に特異的に
結合することができる受容体結合物質とを含有する、製造物品も提供される。いくつかの
態様では、例えば、該分子はCD28、CD3、またはCD40ではない。
【０１２７】
  いくつかの態様において、該分子への結合は、TCR/CD3複合体関連シグナル以外のシグ
ナルをT細胞において誘導またはモジュレートする；および/または該分子への結合は、TC
R/CD3複合体関連シグナルを増強または強化する。いくつかの態様において、該分子は、C
D90 (Thy-1)、CD95 (Apo-/Fas)、CD137 (4-1BB)、CD154 (CD40L)、ICOS、LAT、CD27、OX4
0およびHVEMの中から選択される。いくつかの態様では、該分子はCD137ではない。
【０１２８】
  いくつかの態様において、受容体結合物質は、サイトカイン受容体に特異的に結合し、
ケモカイン受容体に特異的に結合し、接着分子でありもしくは接着分子を含み、またはサ
イトカイン産生、ケモカイン産生および/もしくは接着分子の発現を誘導する因子である
。
【０１２９】
  いくつかの態様において、受容体結合物質は、IL-2R、IL-1R、IL-15R、IFN-ガンマR、T
NF-アルファR、IL-4R、IL-10R、I型IFNR、IL-12R、IL-15R、IL-17R、TNFR1およびTNFR2の
中から選択されるサイトカイン受容体に特異的に結合する。いくつかの態様において、受
容体結合物質は、IL-2R、IL-1R、IL-15R、IFN-ガンマR、TNF-アルファR、IL-4R、IL-10R
、I型IFNR、IL-12R、IL-15R、IL-17R、TNFR1およびTNFR2の中から選択されるサイトカイ
ン受容体に特異的に結合するリガンドであり; ならびに/あるいは受容体結合物質は、IL-
2、IL-1、IL-15、IFN-ガンマ、TNF-アルファ、IL-4、IL-10、IL-12、IL-15、IL-17および
TNFの中から選択されるリガンドであり、またはその生物学的に活性な断片である。いく
つかの態様において、受容体結合物質は、IL-12R、IFN-ガンマR、IL-4RおよびIL-17Rの中
から選択されるサイトカインに特異的に結合し; あるいは受容体結合物質は、IL-2、IL-4
、IL-7、IL-10、IL-15およびIL-17の中から選択されるリガンドであり、またはその生物
学的に活性な断片である。
【０１３０】
  いくつかの態様において、第2の受容体結合物質は、IL-7R、IL-21RおよびCD132 (IL受
容体共通ガンマ鎖)の中から選択されるサイトカイン受容体に特異的に結合する。いくつ
かの態様において、第2の受容体結合物質は、IL-7R、IL-21RおよびCD132 (IL受容体共通
ガンマ鎖)の中から選択されるサイトカイン受容体に特異的に結合するリガンドであり; 
ならびに/あるいは第2の受容体結合物質は、IL-7、IL-21、IL-2、IL-4、IL-9およびIL-15
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の中から選択されるリガンドであり、またはその生物学的に活性な断片である。いくつか
の態様において、第2の受容体結合物質は、IL-7R、IL-21RおよびCD132 (IL受容体共通ガ
ンマ鎖)の中から選択されるサイトカイン受容体に特異的に結合し; あるいは第2の受容体
結合物質は、IL-7、IL-21、IL-2、IL-4、IL-9およびIL-15の中から選択されるリガンドで
あり、またはその生物学的に活性な断片である。
【０１３１】
  いくつかの態様において、受容体結合物質は、CCR1、CCR2、CCR3、CCR4、CCR5、CCR7、
CCR9、CXCR1、CXCR3およびCXCR4の中から選択されるケモカイン受容体に特異的に結合す
る。いくつかの態様において、受容体結合物質は、CCR1、CCR2、CCR3、CCR4、CCR5、CCR7
、CCR9、CXCR1、CXCR3およびCXCR4の中から選択されるサイトカイン受容体に特異的に結
合するリガンドであり; あるいは受容体結合物質は、CXCL9、CXCL10、CCL19、CCL21およ
びCCL25の中から選択されるリガンドであり、またはその生物学的に活性な断片である。
いくつかの態様において、受容体結合物質は、CXCR3、CCR7、CXCR1およびCXCR4の中から
選択されるサイトカインに特異的に結合し; あるいは受容体結合物質は、CXCL9、CXCL10
、CCL19、CCL21およびCCL25の中から選択されるリガンドであり、またはその生物学的に
活性な断片である。
【０１３２】
  いくつかの態様において、接着分子は、CD44、CD31、CD18/CD11a (LFA-1)、CD29、CD54
 (ICAM-1)、CD62L (L-セレクチン)、およびCD29/CD49d (VLA-4)、CD106 (VCAM-1)の中か
ら選択され、またはその生物学的に活性な断片である。いくつかの態様において、接着分
子は、LFA-1、L-セレクチン、VCAM-1およびVLA-4の中から選択され、またはその生物学的
に活性な断片である。
【０１３３】
  いくつかの態様において、因子は核因子である。いくつかの態様において、因子はレチ
ノイン酸受容体関連オーファン受容体ガンマ(RORガンマ)またはRORアルファである。
【０１３４】
  作用物質に結合することができる複数の結合部位を含むストレプトアビジン類似体また
はムテインである試薬に可逆的に結合する、1つまたは複数の受容体結合物質の存在下に
おいて標的細胞を含む組成物をインキュベートする段階を含む、標的細胞を培養するため
の方法が、本明細書において提供される。いくつかの局面において、ストレプトアビジン
類似体またはムテインは、正味の負電荷を含み、またはSEQ ID NO:4もしくは6に記載され
るアミノ酸の配列を含むストレプトアビジンムテインより小さい等電点を示し、および/
またはSEQ ID NO: 1～6のいずれかに記載されるアミノ酸の配列を含むストレプトアビジ
ンもしくはムテインより高い、アミノ酸の配列

を含むストレプトアビジン結合ペプチドに対する親和性を示す。いくつかの態様において
、作用物質は、試薬に可逆的に結合し、細胞の表面上の分子に特異的に結合することがで
きる。
【０１３５】
  いくつかの態様において、受容体結合物質は、結合パートナーC1を含む。いくつかの局
面において、複数の結合部位は、各々が結合パートナーC1に結合して受容体結合物質また
は作用物質と試薬との間に可逆的結合を形成することができる2つまたはそれ以上の結合
部位Z1を含む。
【０１３６】
  いくつかの態様において、作用物質は選択物質または受容体結合物質である。
【０１３７】
  いくつかの態様において、作用物質は、分子に特異的に結合する受容体結合物質であり
、この分子は、TCR/CD3複合体、CD3、共刺激分子、アクセサリー分子、サイトカイン受容
体、ケモカイン受容体、免疫チェックポイント分子のメンバーでありまたはそれらを含み
、あるいはTNFファミリーまたはTNF受容体ファミリーのメンバーであり、あるいは接着分
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子でありまたはそれを含み、あるいはサイトカイン産生、ケモカイン産生および/または
接着分子の発現を誘導する因子である。
【０１３８】
  いくつかの態様において、該受容体結合物質は第2の受容体結合物質であり、該分子は
第2の分子であり、該試薬は、(c)第1の受容体結合物質に可逆的に結合することができる
複数の結合部位と、(d)(i)該試薬に可逆的に結合され、かつ(ii)T細胞の表面上の第1の分
子に特異的に結合することができる、第1の受容体結合物質とをさらに含む。
【０１３９】
  いくつかの態様において、該作用物質または第1の受容体結合物質は、TCR/CD3複合体の
メンバーに特異的に結合し、かつ/または第1の受容体結合物質は、CD3に特異的に結合す
る。
【０１４０】
  いくつかの態様において、第1の受容体結合物質および第2の受容体結合物質は、それぞ
れ個々に、結合パートナーC1を含み、複数の結合部位は2つ以上の結合部位Z1を含み、そ
れぞれが結合パートナーC1に結合することができ、第1および第2の受容体結合物質と試薬
との間に可逆的結合を形成する。いくつかの局面では、第1の受容体結合物質は結合パー
トナーC1を含み、第2の受容体結合物質は結合パートナーC2を含み、複数の結合部位は2つ
以上の結合部位Z1を含み、それぞれが結合パートナーC1および結合パートナーC2に結合す
ることができ、第1および第2の受容体結合物質と試薬との間に可逆的結合を形成する。い
くつかの態様では、第1の受容体結合物質は結合パートナーC1を含み、第2の受容体結合物
質は結合パートナーC2を含み、複数の結合部位は2つ以上の結合部位Z1および2つ以上の結
合部位Z2を含み、Z1のそれぞれが結合パートナーC1に結合して第1の受容体結合物質と試
薬との間に可逆的結合を形成することができ、Z2のそれぞれが結合パートナーC2に結合し
て第2の受容体結合物質と試薬との間に可逆的結合を形成することができる。
【０１４１】
  いくつかの態様において、試薬は20nm未満、10nm未満、5nm未満または1nm未満のサイズ
を有する。いくつかの態様では、試薬は1.2g/cm3未満または1.0g/cm3未満の密度を有する
。いくつかの態様では、試薬は支持体または固体支持体に結合されない。場合によっては
、試薬は支持体に結合または固定化される。いくつかの場合には、支持体は固体支持体ま
たは固定相である。いくつかの局面では、支持体は、ビーズ、粒子、ナノ粒子またはミク
ロスフェアを含む。
【０１４２】
  いくつかの態様において、作用物質は個々に、抗体フラグメント、一価抗体フラグメン
ト、抗体様結合特性を有するタンパク質性結合分子、Igドメインを含む分子、およびその
結合断片の中から選択される。
【０１４３】
  いくつかの態様において、作用物質、第2の受容体結合物質であり得る受容体結合物質
、および/または第1の受容体結合物質は、抗体フラグメントを含む。いくつかの局面では
、作用物質、第2の受容体結合物質であり得る受容体結合物質、および/または第1の受容
体結合物質は、Fabフラグメントを含む。場合によっては、作用物質、第2の受容体結合物
質であり得る受容体結合物質、および/または第1の受容体結合物質は、二価抗体フラグメ
ント、例えばF(ab')2フラグメントまたは二価単鎖Fv (scFv)フラグメントである。いくつ
かの態様では、作用物質、第2の受容体結合物質であり得る受容体結合物質、および/また
は第1の受容体結合物質は、Fabフラグメント、FvフラグメントおよびscFvフラグメントか
ら選択される一価抗体フラグメントである。
【０１４４】
  いくつかの態様において、作用物質または第1の受容体結合物質は、CD3に特異的に結合
する作用物質を含む。いくつかの態様では、CD3に特異的に結合する作用物質は、抗CD3抗
体、抗CD3抗体の二価抗体フラグメント、抗CD3抗体の一価抗体フラグメント、または抗体
様結合特性を有するタンパク質性CD3結合分子である。いくつかの態様では、作用物質ま
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たは第2の受容体結合物質であり得る受容体結合物質は、CD90、CD95、CD137、CD154、ICO
S、LAT、CD27、OX40およびHVEMに特異的に結合する作用物質を含み、例えば、以下のもの
を含む：抗CD90抗体、抗CD90抗体の二価抗体フラグメント、抗CD90抗体の抗体フラグメン
ト、抗体様結合特性を有するタンパク質性CD90結合分子、抗CD95抗体、抗CD95抗体の二価
抗体フラグメント、抗CD95抗体の抗体フラグメント、抗体様結合特性を有するタンパク質
性CD95結合分子、抗CD154抗体、抗CD154抗体の二価抗体フラグメント、抗CD154抗体の一
価抗体フラグメント、抗体様結合特性を有するタンパク質性CD154結合分子、抗CD137抗体
、抗CD137抗体の二価抗体フラグメント、抗CD137抗体の一価抗体フラグメント、抗体様結
合特性を有するタンパク質性CD137結合分子、抗ICOS抗体、抗ICOS抗体の二価抗体フラグ
メント、抗ICOS抗体の一価抗体フラグメント、抗体様結合特性を有するタンパク質性ICOS
結合分子、抗LAT抗体、抗LAT抗体の二価抗体フラグメント、抗LAT抗体の一価抗体フラグ
メント、抗体様結合特性を有するタンパク質性LAT結合分子、抗CD27抗体、抗CD27抗体の
二価抗体フラグメント、抗CD27抗体の一価抗体フラグメント、抗体様結合特性を有するタ
ンパク質性CD27結合分子、抗OX40抗体、抗OX40抗体の二価抗体フラグメント、抗OX40抗体
の一価抗体フラグメント、抗体様結合特性を有するタンパク質性OX40結合分子、抗HVEM抗
体、抗HVEM抗体の二価抗体フラグメント、抗HVEM抗体の一価抗体フラグメント、抗体様結
合特性を有するタンパク質性HVEM結合分子、またはこれらの任意の混合物。
【０１４５】
  いくつかの態様において、試薬は、ストレプトアビジン、アビジン、ストレプトアビジ
ン類似体もしくはムテイン、およびアビジン類似体もしくはムテインであるか、またはそ
れを含む。いくつかの態様では、試薬は、ストレプトアビジン、アビジン、ストレプトア
ビジン類似体もしくはムテイン、および/またはアビジン類似体もしくはムテインのオリ
ゴマーまたはポリマーを含む。
【０１４６】
  本明細書では、いくつかの局面において、本明細書に開示される試薬および任意で使用
説明書を含むキットが提供される。いくつかの態様では、該キットは、受容体結合物質と
試薬との間の結合を逆転させることができる物質を含む。いくつかの態様では、該キット
は、受容体結合物質に可逆的に結合することができる複数の結合部位を含む試薬を含む。
いくつかの局面では、受容体結合物質は該試薬に可逆的に結合され、かつ標的細胞の表面
上に発現された分子に特異的に結合することができる。いくつかの場合には、該分子への
結合は、標的細胞においてシグナルを誘導またはモジュレートする。いくつかの場合には
、該キットは、受容体結合物質と試薬との間の結合を逆転させることができる物質を含む
。
【０１４７】
  いくつかの態様において、標的細胞はT細胞である。いくつかの態様では、試薬は、ス
トレプトアビジン、アビジン、ストレプトアビジン類似体もしくはムテイン、および/ま
たはアビジン類似体もしくはムテインであるか、またはそれを含む。いくつかの態様では
、試薬は、ストレプトアビジン、アビジン、ストレプトアビジン類似体もしくはムテイン
、および/またはアビジン類似体もしくはムテインのオリゴマーまたはポリマーを含む。
【０１４８】
  いくつかの態様において、該物質には、ストレプトアビジン結合ペプチド、ビオチンも
しくは生物学的に活性な断片、任意でD-ビオチン、またはビオチン類似体もしくは生物学
的に活性な断片が含まれる。
【０１４９】
  いくつかの態様において、試薬は20nm未満、10nm未満、5nm未満または1nm未満のサイズ
を有する。いくつかの態様では、試薬は1.2g/cm3未満または1.0g/cm3未満の密度を有する
。いくつかの態様では、試薬は支持体または固体支持体に結合されない。
【０１５０】
  本明細書では、いくつかの局面において、標的抗原に特異的に結合する組換え受容体を
発現するように遺伝子操作された複数のT細胞を含む組成物が提供される。いくつかの場



(54) JP 2018-531035 A6 2018.12.13

10

20

30

40

50

合には、該組成物中の総T細胞または組成物中の総細胞のパーセンテージとして、該細胞
の35％、40％、50％、60％、70％、80％または90％以上には、CD3+、CD4+またはCD8+およ
びCD62L+であり、かつCD127+、CD45RA+、CD45RO-、CCR7+およびCD27+の1つ以上、ならび
にt-betlow、IL-7Ra+、CD95+、IL-2Rβ+、CXCR3+およびLFA-1+の1つ以上である表面表現
型を含むT細胞サブセットが含まれる。いくつかの態様では、遺伝子操作の前または間に
、T細胞サブセットを含む該複数のT細胞は、GSK-P阻害剤の存在下でインキュベートされ
なかった；組換え恒常性サイトカイン、任意でIL-7またはIL-15、の存在下でインキュベ
ートされなかった；またはCD62L+細胞について濃縮されなかった。いくつかの態様では、
該組成物は、GSK-P阻害剤または組換え恒常性サイトカイン、任意でIL-7またはIL-15、を
含まない。
【０１５１】
  いくつかの態様において、該T細胞サブセットは、少なくとも5×106個、少なくとも1×
106個、または少なくとも2×106個の細胞を含む。
【０１５２】
  本明細書では、いくつかの態様において、標的抗原に特異的に結合する組換え受容体を
発現するように遺伝子操作された複数のT細胞を含む組成物が提供される。いくつかの局
面では、遺伝子操作されたT細胞は、T細胞サブセットを含むT細胞の集団に形質導入する
ことから誘導され、該T細胞サブセットは、CD3+、CD4+またはCD8+およびCD62L+であり、
かつCD127+、CD45RA+、CD45RO-、CCR7+およびCD27+の1つ以上、ならびにt-betlow、IL-7R
a+、CD95+、IL-2Rβ+、CXCR3+およびLFA-1+の1つ以上である表面表現型を含む。いくつか
の態様では、該T細胞サブセットは、該表現型を含む1つ以上のマーカーの表面発現に基づ
いてヒト対象から分離または濃縮された初代T細胞を含む集団と比較して、該集団中の総T
細胞のより高いパーセンテージで、または該集団中の総T細胞のより多くの数で存在する
。いくつかの態様では、該T細胞サブセットは、GSK-P阻害剤の存在下でインキュベートし
たT細胞の集団と比較して、該集団中の総T細胞のより高いパーセンテージで、または該集
団中の総T細胞のより多くの数で存在する。いくつかの態様では、該T細胞サブセットは、
組換え恒常性サイトカイン、任意でIL-7またはIL-15、の存在下でインキュベートしたT細
胞の集団と比較して、該集団中の総T細胞のより高いパーセンテージで、または該集団中
の総T細胞のより多くの数で存在する。いくつかの態様では、該T細胞サブセットは、抗CD
3および抗CD8で刺激したが、該刺激または活性化を1日、2日、3日、4日もしくは5日以上
行い、かつ/または該刺激をビオチンもしくはビオチン類似体の存在下で破壊しなかったT
細胞の集団と比較して、該集団中の総T細胞のより高いパーセンテージで、または該集団
中の総T細胞のより多くの数で存在する。
【０１５３】
  いくつかの態様において、該T細胞サブセットは、該集団中の総T細胞のパーセンテージ
として、約35％、40％、50％、60％、70％、80％または90％以上で該集団中に存在する。
いくつかの態様では、該T細胞サブセットは、少なくとも5×106個、1×106個、2×106個
またはそれ以上の細胞を含む。
【０１５４】
  いくつかの態様において、該組成物は薬学的組成物である。
【０１５５】
  本明細書では、いくつかの局面において、本明細書に記載の組成物、例えば薬学的組成
物を、疾患または病気を有する対象に投与することを含む治療方法が、提供される。
【０１５６】
  いくつかの態様において、該細胞は、組換え受容体、例えばキメラ抗原受容体(CAR)ま
たはTCRを含む。いくつかの局面では、CARまたはトランスジェニックTCRなどの組換え受
容体は、疾患または病気に関連する抗原に特異的に結合する。
【０１５７】
  いくつかの態様において、該疾患または病気は、がん、自己免疫疾患もしくは障害、ま
たは感染性疾患である。
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【図面の簡単な説明】
【０１５８】
    （図１）図1（A～E）は、例示的な実施態様の概略図を提供する。
  図1Aは、作用物質への可逆的結合のための複数の結合部位を有する試薬(またはその代
表部分)の概略図を示す。この場合、試薬は2つの作用物質に可逆的に結合することができ
るものとして示されており、作用物質のそれぞれは、細胞上の分子に特異的に結合するこ
とができる。この試薬は、複数の結合部位Z1を含めて、複数の結合部位を有し、それぞれ
が作用物質に可逆的に結合することができる。示した概略図では、第1および第2の作用物
質は、場合によって同じでもよく、それぞれが少なくとも1つの結合パートナーC1を含む
。結合パートナーC1は結合部位Z1に可逆的に結合する。第1および第2の作用物質は、それ
ぞれ、結合部位B2をも含み、結合部位B2は細胞の表面上の分子に特異的に結合することが
でき、該分子は、ある場合には、同じ細胞上にあり得る。ここでは、第1および第2の作用
物質が、同じ細胞上の複数の分子に特異的に結合するように示されている。
  図1Bは、第1および第2の作用物質に可逆的に結合することができる複数の結合部位を有
する試薬の概略図を示し、第1および第2の作用物質は、それぞれ、第1および第2の細胞上
の分子に特異的に結合することができる。この試薬は複数の結合部位Z1を有し、それぞれ
が作用物質に可逆的に結合することができる。第1および第2の作用物質は、場合によって
同じでもよく、それぞれが結合パートナーC1を含み、結合パートナーC1は結合部位Z1に可
逆的に結合する。第1および第2の作用物質はそれぞれ結合部位B2を含み、結合部位B2は細
胞の表面上の分子に特異的に結合することができ、該分子は、場合によって、同じ細胞ま
たは異なる細胞上にあり得る。ここでは、第1の作用物質が第1の細胞の表面上の分子に結
合しており、第2の作用物質が第2の細胞の表面上の分子に結合している。
  図1Cは、第1および第2の作用物質に可逆的に結合することができる試薬を示し、第1お
よび第2の作用物質は、それぞれ、第1および第2の細胞上の分子に特異的に結合すること
ができる。この試薬は、複数の結合部位Z1およびZ2を有し、これらは同じでも異なっても
よく、それぞれが作用物質の一方または両方に可逆的に結合することができる。第1の作
用物質は、Z1に可逆的に結合する結合パートナーC1を含む；第2の作用物質は、Z2に可逆
的に結合することができる結合パートナーC2を含む。ある場合には、C1およびC2は異なる
。ある場合には、C1およびC2は同じまたは実質的に同じである。第1の作用物質は、細胞
の表面上の分子に特異的に結合することができる結合部位B1を含み、第2の作用物質は、
細胞の表面上の分子に特異的に結合することができる少なくとも1つの結合部位B3を含む
。結合部位B1およびB3は、場合によって、2つの異なる細胞表面分子、または単一分子上
の異なるエピトープ、または異なる細胞の表面上の同じもしくは異なる分子に結合する。
ここでは、第1の作用物質が第1の細胞の表面上の分子に、B1を介して結合しているとして
示されており、第2の作用物質は第2の細胞の表面上の分子に、B3を介して結合している。
  図1Dは、選択物質のような、第1および第2の作用物質に可逆的に結合することができる
試薬を示し、第1および第2の作用物質は、それぞれ、細胞上の分子に特異的に結合するこ
とができる。この試薬は、Z1およびZ2を含む複数の結合部位を有し、これらは同じでも異
なってもよく、それぞれが作用物質に可逆的に結合することができる。第1の作用物質は
、結合部位Z1に特異的に結合することができる結合パートナーC1を含み、第2の作用物質
は、結合部位Z2に特異的に結合することができる少なくとも1つの結合パートナーC2を含
む。ある場合には、C1およびC2は異なる。ある場合には、C1およびC2は同じまたは実質的
に同じである。第1の作用物質は、細胞の表面上の分子に特異的に結合することができる
結合部位B1を含み、第2の作用物質は、細胞の表面上の分子に特異的に結合することがで
きる結合部位B3を含む。いくつかの態様では、第1の作用物質および第2の作用物質は選択
物質であり得る。結合部位B1およびB3は、1個の細胞の表面上の同じもしくは異なる分子(
例えば、受容体)、1つの分子上の同じもしくは異なるエピトープ、または異なる細胞の表
面上の同じもしくは異なる分子に結合することができる。ここでは、第1の作用物質は細
胞の表面上の第1の分子に結合しており、第2の作用物質は同じ細胞の表面上の第2の分子
に結合している。
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  図1Eは、第1および第2の作用物質に可逆的に結合された試薬を示し、これらの作用物質
は、それぞれ、細胞上の分子に特異的に結合することができる。この試薬は、Z1およびZ2
を含む複数の結合部位を有し、これらは同じでも異なってもよく、それぞれが作用物質に
可逆的に結合することができる。第1の作用物質は、試薬のZ1に可逆的に結合することが
できる結合パートナーC1を含み、第2の作用物質は、Z2に可逆的に結合することができる
結合パートナーC2を含む。ある場合には、C1およびC2は異なる。ある場合には、C1および
C2は同じまたは実質的に同じである。第1の作用物質は、細胞の表面上の分子に特異的に
結合することができる少なくとも1つの結合部位B2を含み、第2の作用物質は、細胞の表面
上の分子に特異的に結合することができる少なくとも1つの結合部位B4を含む。いくつか
の態様では、第1の作用物質および第2の作用物質は刺激物質であり得る。結合部位B2およ
びB4は、1個の細胞の表面上の同じもしくは異なる分子、1つの分子上の同じもしくは異な
るエピトープ、または異なる細胞の表面上の同じもしくは異なる分子に結合することがで
きる。ここでは、第1の作用物質は細胞の表面上の第1の分子に結合しており、第2の作用
物質は同じ細胞の表面上の第2の分子に結合している。
    （図２）図2（A～E）は、図2A～2Eを含み、図1A～1Eに示された例示的な実施態様の
概略図を提供するが、ここでは、描かれた試薬が固定相のような支持体上に固定化されて
いるとして示されている。
    （図３）図3は、オリゴマー試薬を用いて刺激物質を多量体化し、得られた複合体を
細胞とインキュベートして細胞にシグナルを送達し、続いて、その結合を逆転させる例示
的な実施態様の概略図を示す。パネルAはオリゴマー試薬1を示し、この試薬1は支持体に
結合されておらず、柔軟性であるとして示されている。ここではFabフラグメントとして
示されて、細胞の表面上の分子に特異的に結合することができる刺激物質2が、該試薬と
組み合わされる。この刺激物質は、刺激物質を多量体化する試薬上の結合部位(例えば、
結合部位Z)に可逆的に結合することができる、結合パートナー(例えば、結合パートナーC
)を含む。パネルBは、試薬上の結合部位に可逆的に結合している結合パートナーを示す。
細胞3がこのシステムに加えられる。パネルCは、細胞3の表面上の分子4に特異的に結合し
ている、多量体化された刺激物質(Fabフラグメント)を示す。パネルCに描かれた刺激物質
は、刺激性の受容体結合物質(例えば、第1の受容体結合物質および/または第2の受容体結
合物質)であり、これは、細胞上の分子への刺激物質の結合時に、該細胞においてシグナ
ルを誘導またはモジュレートすることができる。パネルDに示されるように、競合試薬(例
えば、ビオチン)のような物質5がこの組成物に添加され、これは、刺激物質上の結合パー
トナーに対してよりも試薬上の結合部位に対してより高い結合親和性を示し、それによっ
て試薬1と刺激物質2との間の可逆的結合を破壊する物質であり得る。場合によっては、刺
激物質、例えばFabフラグメントもまた、細胞3上の分子4との相互作用から解離させるこ
とができる。ある場合には、これは、細胞内のシグナル伝達を妨害し、減少させ、かつ/
または終結させることができる。
    （図４）図4は、固体支持体、または固定相を含む表面などの、支持体に取り付けら
れた可逆的システムの例示的な実施態様の概略図を提供する。パネルAは、試薬1を含む支
持体6を示す。細胞の表面上の分子に特異的に結合することができる、Fabフラグメントな
どの作用物質2がこのシステムに添加される。作用物質2、例えばFabフラグメントは、試
薬上の結合部位(例えば、結合部位Z)に可逆的に結合することができる結合パートナー(例
えば、結合パートナーC)を含む。パネルBは、試薬上の結合部位に可逆的に結合している
結合パートナーを示す。細胞3がこのシステムに添加される。パネルCは、細胞3の表面上
の分子4に結合している作用物質2、例えばFabフラグメントを示す。いくつかの態様では
、scFvが受容体結合物質または選択物質を構成する。いくつかの態様では、作用物質、例
えばFabフラグメントは、受容体結合物質または選択物質であり得る。パネルCは、例示的
な受容体結合物質(例えば、第1の受容体結合物質および/または第2の受容体結合物質)を
示し、これは、細胞上の分子への該受容体結合物質、例えばFabフラグメント、の結合時
に、該細胞においてシグナルを誘導またはモジュレートすることができる。競合試薬(例
えば、ビオチン)のような物質5が添加され、これは、作用物質、例えばFabフラグメント
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上の結合パートナーに対してよりも試薬上の結合部位に対してより高い結合親和性を示し
、それによって試薬と作用物質との間の結合を破壊する物質であり得る。パネルDは、作
用物質2、例えばFabフラグメントと試薬との間の結合の破壊を示し、それによって、作用
物質からの、したがって細胞からの試薬の解離が生じる。場合によっては、作用物質、例
えばFabフラグメントも、細胞3上の分子4との相互作用から解離させることができる。あ
る場合には、これは、細胞内のシグナル伝達を妨害し、減少させ、かつ/または終結させ
ることができる。
    （図５）図5(A～C)は、オリゴマームテインストレプトアビジン試薬に可逆的に結合
した抗CD3/抗CD28 FabによるT細胞の刺激後のT細胞増大に及ぼすD-ビオチンの添加の一時
的効果を示す。図5A: 細胞培養中のD-ビオチン添加および培地交換の時点を含む実験条件
および時系列の概略図である。図5B: 異なる時点でのD-ビオチンの添加を含めて、示され
た条件下での刺激後のCD3+、CD4+、およびCD8+細胞の総細胞計数(増大の程度)を示す。比
較のため、破線の水平線は、陽性対照(抗CD3/抗CD28ビーズ)において増大されたCD3+、CD
4+またはCD8+細胞の数を示す。図5C: 非刺激対照に対して正規化した場合のCD4+およびCD
8+の倍増大を示す。
    （図６Ａ）図6(A～D)は、刺激の開始1日後にD-ビオチンが加えられたオリゴマームテ
インストレプトアビジン試薬に可逆的に結合した抗CD3/抗CD28 FabによるCD3+ T細胞の短
期活性化から生じる特徴を示す。図6A: 細胞培養中のD-ビオチン添加および培地交換の時
点を含む実験条件および時系列の概略図である。
    （図６Ｂ）図6(A～D)は、刺激の開始1日後にD-ビオチンが加えられたオリゴマームテ
インストレプトアビジン試薬に可逆的に結合した抗CD3/抗CD28 FabによるCD3+ T細胞の短
期活性化から生じる特徴を示す。図6B: 示された条件下で7日目の培養物における総細胞
計数(増大の程度)を示す。破線の水平線は、D-ビオチン添加なしの抗CD3/抗CD28ビーズ陽
性対照において増大された細胞の数を示す。
    （図６Ｃ）図6(A～D)は、刺激の開始1日後にD-ビオチンが加えられたオリゴマームテ
インストレプトアビジン試薬に可逆的に結合した抗CD3/抗CD28 FabによるCD3+ T細胞の短
期活性化から生じる特徴を示す。図6C: 図6Bの培養物におけるCD4+およびCD8+細胞の割合
を示す。破線の水平線は、D-ビオチン添加なしの陽性対照におけるCD4+およびCD8+細胞の
画分を示す。
    （図６Ｄ）図6(A～D)は、刺激の開始1日後にD-ビオチンが加えられたオリゴマームテ
インストレプトアビジン試薬に可逆的に結合した抗CD3/抗CD28 FabによるCD3+ T細胞の短
期活性化から生じる特徴を示す。図6D: 非刺激対照におけるCD4+またはCD8+細胞の数に対
して正規化されたCD4+またはCD8+細胞の数を示す。水平線は、D-ビオチン添加なしの陽性
抗CD3/抗CD28ビーズ対照において増大されたCD4+またはCD8+細胞の数を表す。
    （図６Ｅ）図6E: 示された条件について7日目の培養物におけるCD4+およびCD8+ T細
胞集団の両方についてのCD62LおよびCD127表面発現のフローサイトメトリー分析を示す。
    （図６Ｆ）図6F: 示された条件について7日目の培養物におけるCD4+およびCD8+ T細
胞集団の両方についてのKi-67およびT-bet発現のフローサイトメトリー分析を示す。ST-M
Mは、抗CD3/抗CD28 Fab多量体化ムテインストレプトアビジン作用物質である。
    （図７Ａ）図7(A～C)は、図6Aに記載された実験条件および時系列を用いて刺激の開
始1日後にD-ビオチンが加えられたオリゴマームテインストレプトアビジン試薬に可逆的
に結合した抗CD3/抗CD28 FabによるCD8+ T細胞の短期活性化から生じる特徴を示す。図7A
: 示された条件下で7日目の培養物におけるCD8+細胞計数(増大の程度)を示す。破線の水
平線は、D-ビオチン添加なしの抗CD3/抗CD28ビーズ陽性対照において増大された細胞の数
を示す。
    （図７Ｂ）図7(A～C)は、図6Aに記載された実験条件および時系列を用いて刺激の開
始1日後にD-ビオチンが加えられたオリゴマームテインストレプトアビジン試薬に可逆的
に結合した抗CD3/抗CD28 FabによるCD8+ T細胞の短期活性化から生じる特徴を示す。図7B
: 示された条件について7日目の培養物におけるCD62LおよびCD127表面発現のフローサイ
トメトリー分析を示す。
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    （図７Ｃ）図7(A～C)は、図6Aに記載された実験条件および時系列を用いて刺激の開
始1日後にD-ビオチンが加えられたオリゴマームテインストレプトアビジン試薬に可逆的
に結合した抗CD3/抗CD28 FabによるCD8+ T細胞の短期活性化から生じる特徴を示す。図7C
: 示された条件について7日目の培養物におけるKi-67およびT-bet発現のフローサイトメ
トリー分析を示す。ST-MMは、抗CD3/抗CD28 Fab多量体化ムテインストレプトアビジン作
用物質である。
    （図８Ａ）図8(A～F)は、抗CD3 Fabおよびさまざまな共刺激分子によって可逆的に結
合されたオリゴマームテインストレプトアビジン試薬によるCD3+ T細胞の刺激から生じる
特徴を示す。図8A: 示された条件下で6日目の培養物における細胞計数(増大の程度)を示
す。破線の水平線は、陽性対照(抗CD3/抗CD28ビーズ)において増大された細胞の数を示す
。
    （図８Ｂ）図8(A～F)は、抗CD3 Fabおよびさまざまな共刺激分子によって可逆的に結
合されたオリゴマームテインストレプトアビジン試薬によるCD3+ T細胞の刺激から生じる
特徴を示す。図8B: 示された条件下で6日目の培養物における非刺激対照に対して正規化
されたCD4+またはCD8+細胞の数を示す。陽性対照(抗CD3/抗CD28ビーズ)において増大され
得られたCD4+またはCD8+細胞数を、破線の水平線によって示されるように100%に設定した
。
    （図８Ｃ）図8(A～F)は、抗CD3 Fabおよびさまざまな共刺激分子によって可逆的に結
合されたオリゴマームテインストレプトアビジン試薬によるCD3+ T細胞の刺激から生じる
特徴を示す。図8Cおよび8D: 示された条件について6日目のCD3+細胞培養物内のCD62L+/CD
4+ (図8C)またはCD62L+/CD8+ (図8D)細胞のいずれかの正規化数を示す。陽性対照(抗CD3/
抗CD28ビーズ)において増大され得られたCD62L+/CD4+またはCD62L+/CD8+細胞数を、水平
線によって示されるように100%に設定した。
    （図８Ｄ）図8(A～F)は、抗CD3 Fabおよびさまざまな共刺激分子によって可逆的に結
合されたオリゴマームテインストレプトアビジン試薬によるCD3+ T細胞の刺激から生じる
特徴を示す。図8Cおよび8D: 示された条件について6日目のCD3+細胞培養物内のCD62L+/CD
4+ (図8C)またはCD62L+/CD8+ (図8D)細胞のいずれかの正規化数を示す。陽性対照(抗CD3/
抗CD28ビーズ)において増大され得られたCD62L+/CD4+またはCD62L+/CD8+細胞数を、水平
線によって示されるように100%に設定した。
    （図８Ｅ）図8(A～F)は、抗CD3 Fabおよびさまざまな共刺激分子によって可逆的に結
合されたオリゴマームテインストレプトアビジン試薬によるCD3+ T細胞の刺激から生じる
特徴を示す。図8Eおよび図8F: 示された条件下で6日間培養された例示的CD3+細胞内のCD4
+ (図8E)またはCD8+ (図8F)細胞のいずれかにおけるCD62LおよびCD69表面発現またはCD45
ROおよびCD45RA表面発現のフローサイトメトリー分析を描く。
    （図８Ｆ）図8(A～F)は、抗CD3 Fabおよびさまざまな共刺激分子によって可逆的に結
合されたオリゴマームテインストレプトアビジン試薬によるCD3+ T細胞の刺激から生じる
特徴を示す。図8Eおよび図8F: 示された条件下で6日間培養された例示的CD3+細胞内のCD4
+ (図8E)またはCD8+ (図8F)細胞のいずれかにおけるCD62LおよびCD69表面発現またはCD45
ROおよびCD45RA表面発現のフローサイトメトリー分析を描く。
    （図９Ａ）図9(A～D)は、各々が抗CD3および抗CD28によって可逆的に結合された、オ
リゴマームテインストレプトアビジン((Strep-Tactin(登録商標); ST-MM A))試薬または
オリゴマームテインストレプトアビジン(Strep-Tactin(登録商標) XT; ST-MM B)試薬のい
ずれかによるCD3+ T細胞の刺激から得られる特徴を示す。図9A: 示された条件下で5日目
の培養物における細胞計数(増大の程度)を示す。破線の水平線は、陽性対照(抗CD3/抗CD2
8ビーズ)において増大された細胞の数を示す。
    （図９Ｂ）図9(A～D)は、各々が抗CD3および抗CD28によって可逆的に結合された、オ
リゴマームテインストレプトアビジン((Strep-Tactin(登録商標); ST-MM A))試薬または
オリゴマームテインストレプトアビジン(Strep-Tactin(登録商標) XT; ST-MM B)試薬のい
ずれかによるCD3+ T細胞の刺激から得られる特徴を示す。図9B: 図9Aの培養物におけるCD
4+およびCD8+細胞の割合を示す。破線の水平線は、陽性対照(抗CD3/抗CD28ビーズ)におけ
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るCD4+およびCD8+細胞の画分を示す。
    （図９Ｃ）図9(A～D)は、各々が抗CD3および抗CD28によって可逆的に結合された、オ
リゴマームテインストレプトアビジン((Strep-Tactin(登録商標); ST-MM A))試薬または
オリゴマームテインストレプトアビジン(Strep-Tactin(登録商標) XT; ST-MM B)試薬のい
ずれかによるCD3+ T細胞の刺激から得られる特徴を示す。図9C: 非刺激対照におけるCD4+
またはCD8+細胞の数に対して正規化されたCD4+またはCD8+細胞の数を示す。水平線は、陽
性抗CD3/抗CD28ビーズ対照において増大されたCD4+またはCD8+細胞の数を表す。
    （図９Ｄ）図9(A～D)は、各々が抗CD3および抗CD28によって可逆的に結合された、オ
リゴマームテインストレプトアビジン((Strep-Tactin(登録商標); ST-MM A))試薬または
オリゴマームテインストレプトアビジン(Strep-Tactin(登録商標) XT; ST-MM B)試薬のい
ずれかによるCD3+ T細胞の刺激から得られる特徴を示す。図9D: 示された条件について5
日目の培養物におけるCD62LおよびCD69表面発現のフローサイトメトリー分析を示す。
    （図１０）図10(A～B)は、各々が抗CD3および抗CD28によって可逆的に結合された、
オリゴマームテインストレプトアビジン((Strep-Tactin(登録商標); ST-MM A))試薬また
はオリゴマームテインストレプトアビジン(Strep-Tactin(登録商標) XT; ST-MM B)試薬の
いずれかによるCD8+ T細胞の刺激から得られる特徴を示す。図10A: 示された条件下で6日
目の培養物における細胞計数(増大の程度)を示す。破線の水平線は、陽性対照(抗CD3/抗C
D28ビーズ)において増大された細胞の数を示す。図10B: 示された条件について6日目の培
養物におけるCD62L、CD69およびCD8表面発現のフローサイトメトリー分析を示す。
    （図１１Ａ）図11(A～C)は、ストレプトアビジンムテインStrep-tactin(登録商標)被
覆ビーズ上に可逆的に固定化されたαCD3 FabおよびαCD28 Fabフラグメントを用いてイ
ンビトロで刺激した後に、CD3+ Tレスポンダー細胞を増殖させた実験の結果を示す。図11
Aは、刺激された細胞のサイズ分布(前方散乱)を示すヒストグラムである。
    （図１１Ｂ）図11(A～C)は、ストレプトアビジンムテインStrep-tactin(登録商標)被
覆ビーズ上に可逆的に固定化されたαCD3 FabおよびαCD28 Fabフラグメントを用いてイ
ンビトロで刺激した後に、CD3+ Tレスポンダー細胞を増殖させた実験の結果を示す。図11
Bは、図11Bの最上部に示される細胞分裂ごとの細胞数に応じた増殖の程度を表すヒストグ
ラムを示す(0は非分裂細胞を表し、5は少なくとも5回の分裂を繰り返した細胞を表す)。
    （図１１Ｃ）図11(A～C)は、ストレプトアビジンムテインStrep-tactin(登録商標)被
覆ビーズ上に可逆的に固定化されたαCD3 FabおよびαCD28 Fabフラグメントを用いてイ
ンビトロで刺激した後に、CD3+ Tレスポンダー細胞を増殖させた実験の結果を示す。図11
Cは、4日間の刺激後の培養皿の写真を示す。
    （図１２）図12(A～D)は、可溶性試薬として作用する可溶性オリゴマーストレプトア
ビジンムテインに可逆的に固定化された可逆的αCD3/αCD28 Fabフラグメントを用いてイ
ンビトロで刺激した後に、CD3+ Tレスポンダー細胞を増殖させた実験の結果を示す。結果
を図12に示した実験の場合には、300,000個のCD3+レスポンダーT細胞(Tresp)を、2μMの
カルボキシフルオレセインスクシンイミジルエステル(CFSE)で標識し、αCD3 Fabフラグ
メントとαCD28 Fabフラグメント(両方とも重鎖にストレプトアビジン結合ペプチドとし
てStrep-tagを保有する)との組み合わせが固定化された、様々な量の可溶性オリゴマース
トレプトアビジンムテイン調製物により刺激した。(「1×」は0.5μgのαCD3 Fabと0.5μ
gのαCD28 Fabで機能化された3μgのオリゴマーストレプトアビジンムテインに相当する
；数字は「1×」の倍量を示す)。Tresp細胞は非刺激状態のままであったか、または陰性
対照として用いたブランクのオリゴマーストレプトアビジンムテイン(Fabなし)により刺
激した。Tresp細胞を、20U/mlのインターロイキン2(IL-2)を補充した1mlの細胞培養培地
中に300,000個のCD3陰性自己支持細胞(30Gy照射したもの)と共に48ウェルプレートに2つ
組で播種した。細胞を培地交換せずに37℃でインキュベートし、増殖を5日後にFACS分析
でCFSE希釈により分析した(図12B)。図12Aは、培養5日後の細胞のサイズ分布を示す。ヒ
ストグラムは生存CD3+細胞を示し、一方、図12Cは、1mMのD-ビオチンで処理して洗浄した
後に、刺激試薬から遊離した培養後の細胞を示す。単量体Fabフラグメントの解離と除去
は、蛍光標識としてフィコエリトリンで標識したオリゴマーストレプトアビジンムテイン
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(ST-PE)を用いて再染色することにより分析され、代表的なヒストグラムが示される。図1
2Dは、5日後の生存(トリパンブルー陰性)細胞の絶対数をノイバウエル計算盤(Neubauer c
ounting chamber)でカウントし、それぞれの刺激条件に対してプロットしたグラフを示す
。中央値細胞数が図12Dに示される；エラーバーは標準偏差(SD)を示す。図12Eは、5日間
の刺激後の培養皿の写真を示す。
    （図１３）図13(A～B)は、可溶性試薬として作用する2種類の可溶性オリゴマースト
レプトアビジンムテインに可逆的に固定化されたαCD3/αCD28 Fabフラグメントまたはα
CD3/αCD28/αCD8 Fabのいずれかを用いてインビトロで刺激した、精製済みのCD4+および
CD8+ Tレスポンダー細胞(Tresp)の増殖の増大動態を示す。第1の種類のオリゴマーストレ
プトアビジンムテインは、実施例3で得られたオリゴマーストレプトアビジンムテインの
画分(n≧3)であった(本明細書では、「従来の」または「より小さい」オリゴマーストレ
プトアビジンムテイン骨格とも呼ばれ、図13(A～B)に頂点が下にある三角形の記号で示さ
れる)；可溶性試薬として使用される、このオリゴマーストレプトアビジンムテインの第2
の種類は、可溶性オリゴマーストレプトアビジンムテインをビオチン化ヒト血清アルブミ
ン(HSA)と反応させることによって得られたオリゴマーであった。このHSAベースの可溶性
試薬は、本明細書では「より大きな」オリゴマーストレプトアビジンムテイン骨格とも呼
ばれる。図13(A～B)の実験では、培地を交換せずに増大させた。CD4+ Tレスポンダー細胞
の結果を図13Aに示し、CD8+ Tレスポンダー細胞の結果を図13Bに示す。これに関連して、
第1の作用物質、任意で第2および第3の作用物質に可逆的に結合させることによって機能
化された、実験的に使用される可溶性試薬は、図中では「多量体化作用物質」と呼ばれる
ことに留意されたい。
    （図１４）図14(A～B)は、可溶性試薬として作用する2種類の可溶性オリゴマースト
レプトアビジンムテインで可逆的に固定化されたαCD3/αCD28 Fabフラグメントを用いて
インビトロで刺激した、精製済みのCD4+およびCD8+ Tレスポンダー細胞(Tresp)の増殖の
増大動態を示す。第1の種類のオリゴマーStrep-tactin(登録商標)は、実施例3で得られた
オリゴマーストレプトアビジンムテインの画分(n≧3)であった(本明細書では、「従来の
オリゴマーストレプトアビジンムテイン骨格」とも呼ばれ、図14(A～B)に頂点が上にある
三角形の記号で示される)；可溶性試薬として使用される、このオリゴマーストレプトア
ビジンムテインの第2の種類は、HSAベースの可溶性試薬、上述の「大きな骨格」であった
。図14(A～B)の実験では、培地を交換して増大させた。CD4+ Tレスポンダー細胞の結果を
図14Aに示し、CD8+ Tレスポンダー細胞の結果を図14Bに示す。
    （図１５）図15(A～B)は、精製済みのCD4+およびCD8+ Tレスポンダー細胞の増殖の増
大動態についての図13および図14で得られた結果からの結合データを示し、図15AはCD4+ 
T細胞の結果を示し、図15BはCD8+ T細胞の結果を示す。直線は、3日目に培地交換を行っ
た培養に使用され、一方点線は、3日目に培地交換を行わないで得られた増大の程度の値
を示す。図15(A～B)に示されるデータは、投入細胞数に対して正規化される。オリゴマー
ストレプトアビジンムテイン(n≧3)で刺激したTresp、市販の抗CD3/抗CD28ビーズ(陽性対
照)で刺激したTresp、および非刺激T細胞(陰性対照)についてのデータのみが示されてお
り、「大きな骨格」を有する試薬に関するデータは示されていない。
    （図１６Ａ）図16(A～C)は、実施例3に記載される可溶性オリゴマーストレプトアビ
ジンムテイン(n≧3)に可逆的に固定化されたαCD3/αCD28 Fabフラグメントを用いてイン
ビトロでポリクローナルに刺激した、CD3+セントラルメモリーT細胞(TCM) (CD3+CD62L+CD
45RA-TCM)の増大動態および表現型を示す。図16(A～C)に示されるグラフは、時点ごとに
採取された細胞の数に応じた増殖の程度を表し、図16AはIL-2のみを補充した培地での増
殖を示す。
    （図１６Ｂ）図16(A～C)は、実施例3に記載される可溶性オリゴマーストレプトアビ
ジンムテイン(n≧3)に可逆的に固定化されたαCD3/αCD28 Fabフラグメントを用いてイン
ビトロでポリクローナルに刺激した、CD3+セントラルメモリーT細胞(TCM) (CD3+CD62L+CD
45RA-TCM)の増大動態および表現型を示す。図16(A～C)に示されるグラフは、時点ごとに
採取された細胞の数に応じた増殖の程度を表し、図16BはIL-2とIL-15を補充した培地での
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増殖を示す。
    （図１６Ｃ）図16(A～C)は、実施例3に記載される可溶性オリゴマーストレプトアビ
ジンムテイン(n≧3)に可逆的に固定化されたαCD3/αCD28 Fabフラグメントを用いてイン
ビトロでポリクローナルに刺激した、CD3+セントラルメモリーT細胞(TCM) (CD3+CD62L+CD
45RA-TCM)の増大動態および表現型を示す。図16Cは、これらの異なるサイトカイン環境で
14日間培養した後のCD62LおよびCD127表面発現のフローサイトメトリー分析を示す。
    （図１７Ａ）図17(A～B)は、可溶性試薬として作用する2種類の可溶性オリゴマース
トレプトアビジンムテインに可逆的に固定化されたαCD3/αCD28 Fabフラグメントを用い
てインビトロで刺激した、精製済みのCD8+ Tレスポンダー細胞の増大の収量および表現型
を示す。第1の種類のオリゴマーストレプトアビジンムテインは、実施例3で得られたオリ
ゴマーストレプトアビジンムテインの画分(従来の骨格)であり、可溶性試薬として使用さ
れる、このオリゴマーストレプトアビジンムテインの第2の種類は、本明細書では「大き
な」骨格と呼ばれる上記の可溶性オリゴマーであった。これらの実験では、従来のオリゴ
マーストレプトアビジンムテインの画分(n≧3)はまた、単一のFabフラグメント(図17Aお
よび図17Bでは3番目のバー)により、またはαCD3 FabフラグメントとαCD28 Fabフラグメ
ントとの組み合わせにより機能化された試薬としても用いられた。αCD3/αCD28 Fabフラ
グメントによる組み合わせ刺激に加えて、追加のαCD8 Fabフラグメント(IBA GmbH (Goet
tingen, ドイツ)から市販される)も固定化されたが、それは、特定のT細胞亜集団を選択
的に刺激することが可能かどうかを試験するためであった。図17Aは、6日目に採取された
細胞の数に応じた増殖の程度を表す棒グラフを示し、陰性対照(非刺激の精製CD8+ Tレス
ポンダー細胞)と比較され、陽性対照(市販の抗CD3/抗CD28ビーズ(αCD3およびαCD28モノ
クローナル抗体が不可逆的に固定化されたビーズ)で刺激した精製CD8+ Tレスポンダー細
胞)に対して正規化された。
    （図１７Ｂ）図17(A～B)は、可溶性試薬として作用する2種類の可溶性オリゴマース
トレプトアビジンムテインに可逆的に固定化されたαCD3/αCD28 Fabフラグメントを用い
てインビトロで刺激した、精製済みのCD8+ Tレスポンダー細胞の増大の収量および表現型
を示す。第1の種類のオリゴマーストレプトアビジンムテインは、実施例3で得られたオリ
ゴマーストレプトアビジンムテインの画分(従来の骨格)であり、可溶性試薬として使用さ
れる、このオリゴマーストレプトアビジンムテインの第2の種類は、本明細書では「大き
な」骨格と呼ばれる上記の可溶性オリゴマーであった。これらの実験では、従来のオリゴ
マーストレプトアビジンムテインの画分(n≧3)はまた、単一のFabフラグメント(図17Aお
よび図17Bでは3番目のバー)により、またはαCD3 FabフラグメントとαCD28 Fabフラグメ
ントとの組み合わせにより機能化された試薬としても用いられた。αCD3/αCD28 Fabフラ
グメントによる組み合わせ刺激に加えて、追加のαCD8 Fabフラグメント(IBA GmbH (Goet
tingen, ドイツ)から市販される)も固定化されたが、それは、特定のT細胞亜集団を選択
的に刺激することが可能かどうかを試験するためであった。図17Bは、細胞培養後のCD8お
よびT細胞表面分子CD45RO (T細胞の増殖および活性化の指標である)の表面発現のフロー
サイトメトリー分析を示す。一元配置ANOVAを用いて種々の刺激条件を比較したところ、
有意差(n.s.)は検出されなかった。
    （図１８Ａ）図18(A～B)は、単一のFabフラグメントにより、またはFabフラグメント
の組み合わせ(上記の通り)により機能化された可溶性試薬として作用する可溶性オリゴマ
ーストレプトアビジンムテインに可逆的に固定化されたαCD3/αCD28 Fabフラグメントを
用いてインビトロで刺激した、精製済みのCD8+ Tレスポンダー細胞の増大についての収量
および表現型を示す。これらの実験では、CD8+ Tレスポンダー細胞を、任意で上記のαCD
8 Fabフラグメントと共に、様々な量のαCD3 FabおよびαCD28 Fabフラグメントにより機
能化された可溶性試薬(実施例3の可溶性オリゴマーストレプトアビジンムテイン(1mg/ml)
)で刺激した。用語「1×」とは、0.5μgのαCD3 Fabフラグメント単独で機能化されたオ
リゴマーストレプトアビジンムテイン1.5μgおよび0.5μgのαCD28 Fab単独で機能化され
たオリゴマーストレプトアビジンムテイン1.5μgに相当するか、または0.5μgのαCD3 Fa
bフラグメントと0.5μgのαCD28 Fabを負荷したオリゴマーストレプトアビジンムテイン
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の調製物3μl、もしくは0.5μgのstrep-tag付加αCD3 Fab、0.5μgのstrep-tag付加αCD8
 Fabおよび0.5μgのstrep-tag付加αCD28 Fabを負荷したオリゴマーストレプトアビジン
ムテインの調製物4.5μlに相当する。したがって、用語「2×」は、1μgのαCD3 Fabフラ
グメント単独で機能化されたオリゴマーストレプトアビジンムテイン3.0μgおよび1μgの
αCD28 Fab単独で機能化されたオリゴマーストレプトアビジンムテイン3.0μgに相当し、
固定化されたαCD3 Fabフラグメントの量の2倍が使用されたことを意味する。未処理のTr
esp細胞を陰性対照とし、市販の抗CD3/抗CD28ビーズ(αCD3およびαCD28モノクローナル
抗体が不可逆的に固定化されたビーズ)で刺激した精製CD8+ Tレスポンダー細胞を陽性対
照とした。図18Aは、5日目に採取された細胞の数に応じた増殖の程度を表す棒グラフを示
し、陰性対照と比較され、陽性対照に対して正規化された。
    （図１８Ｂ）図18(A～B)は、単一のFabフラグメントにより、またはFabフラグメント
の組み合わせ(上記の通り)により機能化された可溶性試薬として作用する可溶性オリゴマ
ーストレプトアビジンムテインに可逆的に固定化されたαCD3/αCD28 Fabフラグメントを
用いてインビトロで刺激した、精製済みのCD8+ Tレスポンダー細胞の増大についての収量
および表現型を示す。これらの実験では、CD8+ Tレスポンダー細胞を、任意で上記のαCD
8 Fabフラグメントと共に、様々な量のαCD3 FabおよびαCD28 Fabフラグメントにより機
能化された可溶性試薬(実施例3の可溶性オリゴマーストレプトアビジンムテイン(1mg/ml)
)で刺激した。用語「1×」とは、0.5μgのαCD3 Fabフラグメント単独で機能化されたオ
リゴマーストレプトアビジンムテイン1.5μgおよび0.5μgのαCD28 Fab単独で機能化され
たオリゴマーストレプトアビジンムテイン1.5μgに相当するか、または0.5μgのαCD3 Fa
bフラグメントと0.5μgのαCD28 Fabを負荷したオリゴマーストレプトアビジンムテイン
の調製物3μl、もしくは0.5μgのstrep-tag付加αCD3 Fab、0.5μgのstrep-tag付加αCD8
 Fabおよび0.5μgのstrep-tag付加αCD28 Fabを負荷したオリゴマーストレプトアビジン
ムテインの調製物4.5μlに相当する。したがって、用語「2×」は、1μgのαCD3 Fabフラ
グメント単独で機能化されたオリゴマーストレプトアビジンムテイン3.0μgおよび1μgの
αCD28 Fab単独で機能化されたオリゴマーストレプトアビジンムテイン3.0μgに相当し、
固定化されたαCD3 Fabフラグメントの量の2倍が使用されたことを意味する。未処理のTr
esp細胞を陰性対照とし、市販の抗CD3/抗CD28ビーズ(αCD3およびαCD28モノクローナル
抗体が不可逆的に固定化されたビーズ)で刺激した精製CD8+ Tレスポンダー細胞を陽性対
照とした。図18Bは、細胞培養後のCD8およびCD45ROの表面発現のFACS分析を示す。
    （図１９）図19(A～B)は、可溶性試薬として用いられる実施例3の可溶性オリゴマー
ストレプトアビジンムテインに可逆的に固定化されたαCD3/αCD28 Fabフラグメントを用
いてインビトロで刺激した精製CD3+ Tレスポンダー細胞の増大を示す。1つの実験では、
αCD3/αCD28 Fabフラグメントに加えて、IBA GmbH (Goettingen, ドイツ)から市販され
るαCD8 Fabフラグメント(カタログ番号6-8000-203)もストレプトアビジンムテインの可
溶性オリゴマー上に固定化されたが、それは、αCD8 Fabフラグメントをも可逆的に固定
化してある試薬を用いて、バルクCD3+培養物内のCD8+ T細胞亜集団をインビトロで選択的
に刺激することが可能かどうかを試験するためであった。より詳細には、0.5μgのαCD3 
Fabと0.5μgのαCD28 Fabとの組み合わせを負荷したオリゴマーストレプトアビジンムテ
イン(1mg/ml)の調製物3μlで500,000個の精製CD3+レスポンダーT細胞(Tresp)を刺激した
。代替的アプローチとして、4.5μlのオリゴマーストレプトアビジンムテインに上記の0.
5μgのαCD3 Fab、0.5μgのαCD8 Fabおよび0.5μgのαCD28 Fabを負荷した。非刺激Tres
p細胞を陰性対照とし、抗CD3/抗CD28ビーズ(αCD3およびαCD28モノクローナル抗体が不
可逆的に固定化されたビーズ)で刺激したTrespを陽性対照として用いた。図19Aは、各条
件における培養物中の細胞数(増大の程度)のグラフを示す。図19Bは、各刺激条件におけ
るCD4+細胞とCD8+細胞の割合を示す。
    （図２０Ａ）図20(A～B)は、αCD3抗体OKT3で標識した、またはStrep-tactin(登録商
標)により多量体化されたOKT3のFabフラグメント(本明細書ではFab多量体とも呼ばれる)
で標識した、Jurkat細胞における示差的細胞内カルシウム動員の結果を示す。図20Aの実
験では、Jurkat細胞にカルシウム感受性色素Indo-1-AMを負荷し、αCD3 mAb OKT3 (黒四
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角)の注入、または事前のD-ビオチンによる妨害ありもしくは妨害なし(それぞれ、濃い灰
色の三角および明るい灰色の円)のαCD3 OKT3 Fab多量体(親細胞株OKT3由来)の注入によ
ってカルシウム放出を引き起こし、PBSの注入(逆白三角)と比較した。イオノマイシンの
適用を陽性対照として用いた。細胞内Ca2+濃度の時間分解変化を、FL6/FL7比率の変化に
基づいてフローサイトメトリーによってモニターした。
    （図２０Ｂ）図20(A～B)は、αCD3抗体OKT3で標識した、またはStrep-tactin(登録商
標)により多量体化されたOKT3のFabフラグメント(本明細書ではFab多量体とも呼ばれる)
で標識した、Jurkat細胞における示差的細胞内カルシウム動員の結果を示す。図20Bの実
験では、Indo-1-AMで標識したJurkat細胞を、実施例11に記載されるように、異なるαCD3
刺激により活性化し(OKT3：上のグラフ、αCD3 Fab多量体：中央のグラフ)、続いてαCD3
 Fab多量体シグナル伝達のその後(t＝140s)のD-ビオチン媒介性妨害を行った。D-ビオチ
ンで事前解離させたαCD3 Fab多量体(下のグラフ)およびイオノマイシンを、陰性対照ま
たは陽性対照として用いた。データは3つの異なる実験を代表する。
    （図２１）図21は、抗CD3 OKT3 Fab多量体による細胞の可逆的染色の結果を示す。新
鮮分離したPBMCを、モノクローナル抗体(左のドットプロット、Fab多量体の親クローン)
またはコグネイトPE標識Fab多量体のいずれかで染色し、D-ビオチンによる処理前(左から
2番目のドットプロット)または処理後(中央のドットプロット)に分析した。その後、残存
するFab単量体を、新鮮なPE標識Strep-Tactin(登録商標)を用いて後続の洗浄工程後に検
出した(右から2番目のドットプロット)。可逆的に染色した細胞の二次Fab多量体染色を対
照として用いた(右のドットプロット)。生存(PI陰性)細胞のみが示される。ドットプロッ
ト内の数字は、ゲート内の細胞のパーセンテージを示す。
    （図２２）図22は、蛍光標識としてフィコエリトリンで標識したStrep-Tactin(登録
商標)により多量体化された抗CD28 Fabフラグメントの可逆的結合による細胞の分離を示
す。CD28+細胞は、国際特許出願公開WO2013/011011に記載されるように、新鮮分離したPM
BCからFab多量体磁気細胞選別によって選別/分離された。選別前に、細胞を、コグネイト
蛍光aCD28多量体(左のドットプロット)で、または免疫グロブリンκ軽鎖に対する抗体(左
から2番目のドットプロット、αIgκmAb)で対照染色した。選別後、細胞をD-ビオチンで
処理し、次いで洗浄して磁性ビーズとFab単量体を除去した。続いて、潜在的に残ってい
るFab単量体を検出するために、遊離したCD28+細胞を、αCD28 Fab多量体(右から2番目の
ドットプロット)で、またはαIgκmAb(右のドットプロット)で(再)染色した。生存(PI陰
性)CD3+細胞のみが示される。ドットプロット内の数字は、ゲート内の細胞のパーセンテ
ージを示す。
    （図２３）図23(A～C)は、実施例3に記載される可溶性オリゴマーストレプトアビジ
ンムテイン(n≧3)に可逆的に固定化されたαCD3/αCD28 Fabフラグメントを用いてインビ
トロで刺激した精製済みのCD4+およびCD8+ Tレスポンダー細胞の活性化後のT細胞の早期
クラスター形成を示す。図23AはCD4+ T細胞の結果を示し、図23BはCD8+ T細胞の結果を示
す。可溶性の多量体形成試薬(オリゴマーのストレプトアビジンムテイン)で刺激したTres
p、市販の抗CD3/抗CD28ビーズで刺激したTresp(陽性対照)、および非刺激T細胞(陰性対照
)のデータが示される。
    （図２４）図24(A～F)は、ペプチド：MHC分子複合体(細胞への一次活性化シグナルを
提供する第1の作用物質として作用する)およびαCD28 Fabフラグメント(細胞の表面上の
アクセサリー分子に結合する第2の作用物質として作用する)の両方を用いてインビトロで
刺激した精製CD3+CD62L+CD45RA- TCMレスポンダー細胞のバルク集団からの選択的抗原特
異的(Ag特異的)増大の動態を示す；非刺激T細胞(陰性対照)が示される。抗原特異的ペプ
チドとMHC分子との複合体およびαCD28 Fabフラグメントの両方を、実施例3に記載したの
と同じ可溶性オリゴマーストレプトアビジンムテイン(n≧3)に可逆的に固定化した。図24
Aで抗原特異的増大に使用したペプチドは、サイトメガロウイルス(CMV)に特異的であるHL
A-C7/IE-1エピトープを表す、HLA-C702 MHC分子によって制限された前初期1タンパク質の
アミノ酸309～317のペプチド：
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であった(Ameres et al, PLOS Pathogens, May 2013, vol. 9, issue 5, e1003383に記載
される)。該ペプチドを提示するMHC I分子は、その重鎖のC末端に、IBA GmbH (Goettinge
n, ドイツ)から「Twin-Strep-tag (登録商標)」として市販されているストレプトアビジ
ン結合ペプチド：

を保有する。図24Aは、可溶性オリゴマーストレプトアビジンムテインに可逆的に固定化
された細胞に一次活性化シグナルを提供する第1の作用物質として、このHLA-C7/IE-1エピ
トープに特異的なペプチド：MHC-I複合体を用いて増殖させた、Ag特異的細胞の画分につ
いての例示的なフローサイトメトリー分析を示す。図24B～図24Eのグラフは、可溶性オリ
ゴマーストレプトアビジンムテインに可逆的に固定化された細胞に一次活性化シグナルを
提供する第一の作用物質として、抗原特異的ペプチドとMHC I分子との異なる複合体を用
いて、図24Aと同様に時点ごとに採取された、特異的ペプチド：MHC I多量体陽性細胞の数
に応じたさらなるAg特異性の増大動態を示す。より詳細には、図24Bは、CMVのpp65エピト
ープ(HLA-A2402によって制限されたアミノ酸341～350：

)に特異的なペプチド：MHC-I複合体を用いて増大させたAg特異的細胞の増大を示す；図24
Cは、CMVのpp65エピトープ(HLA-B702によって制限されたアミノ酸265～274：

)に特異的な別のペプチド：MHC-I複合体を用いて増殖させたAg特異的細胞の増大を示す；
図24Dは、アデノウイルスのヘキソン(hexon)5エピトープ(HLA-B702によって制限されたア
ミノ酸114～124：

)に特異的なペプチド：MHC-I複合体を用いて増殖させたAg特異的細胞の増大を示す；図24
Eは、CMVのHLA-B7/IE-1309～317エピトープ（

）に特異的なペプチド：MHC-I複合体を用いて増殖させたAg特異的細胞の増大を示す(例示
的なFACSデータ、上記図24A参照)。Twin Strep(登録商標)-Tagを有するすべてのペプチド
：MHC分子は、IBA GmbHから市販されている。これに関連して、C末端に「Twin-Strep-tag
(登録商標)」を有するHLA-A*2402、HLA-B*0702およびHLA-C*0702分子のアミノ酸配列は、
添付の配列表にSEQ ID NO: 42、43および44として示され、一方β2ミクログロブリン(HLA
コード化分子を意味するα鎖と共に、それぞれのMHC I分子を形成する)のアミノ酸配列は
、添付の配列表にSEQ ID NO: 45として示される。また、図24Fは、図24DからのHLA-B7/ヘ
キソン5 114-124刺激/増大細胞についての14日間培養後のCD62LおよびCD127表面発現の例
示的なフローサイトメトリー分析を示す。
    （図２５）図25は、可溶性オリゴマーストレプトアビジンムテインに第1および第2の
作用物質として可逆的に固定化された、a)抗原特異的ペプチドMHC I複合体およびb)αCD2
8 Fabフラグメントを用いてインビトロで刺激した、精製CD3+CD62L+CD45RA-TCMレスポン
ダー細胞からの選択的Ag特異的増大の動態を示す。この目的のために、500,000個のCD3+C
D62L+CD45RA-レスポンダーTCM細胞(Tresp)を、ストレプトアビジン結合ペプチドを備えた
0.5μgのペプチド：MHCクラスI複合体(この特定のペプチドは、HLA-B0702によって制限さ
れたアデノウイルスのヘキソン5タンパク質のアミノ酸114～124：

を表す；上記参照)および0.5μgのαCD28 Fabで機能化されたStreptactin多量体形成試薬
の調製物3μlを用いて、Ag特異的に刺激した。代替刺激として、Streptactin多量体形成
試薬の調製物4.5μlに0.5μgのこのペプチド：MHCクラスI複合体、0.5μgのαCD8 Fabお
よび0.5μgのαCD28 Fabを負荷した。比較のために、0.5μgのαCD3 Fabと0.5μgのαCD2
8 Fabとの組み合わせを負荷したStreptactin多量体形成試薬(1mg/ml)の調製物3μlを用い
て、ポリクローナル刺激を行った。再び上記の代替刺激条件として、0.5μgのαCD3 Fab
、0.5μgのαCD8 Fabおよび0.5μgのαCD28 Fabを負荷したStreptactin多量体の調製物4.
5μlを使用した。未処理(非刺激)のTresp細胞を陰性対照とし、抗CD3/抗CD28ビーズでポ
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リクローナル刺激したTresp細胞を陽性対照とした。Tresp細胞を、48ウェルプレートで、
30U/mlのIL-2および5ng/mlのIL-15を補充した細胞培養培地1ml中に播種した。細胞を、3
日ごとに培地交換して37℃でインキュベートし、細胞数を7日および14日後に分析した。
図25に示す写真は、アデノウイルスのHLA-B7/ヘキソン5エピトープについて例示されるAg
特異的刺激の5日目のクラスター形成の程度を表す。
    （図２６）図26(A～B)は、αCD19キメラ抗原受容体(CAR)を発現するように改変され
た形質導入Jurkat細胞の、可溶性多量体形成試薬として実施例3のオリゴマーStrep-tacti
n(登録商標)を用いて刺激された、細胞内シグナル伝達カスケードの活性化を示す。CARの
特異性は、典型的には、CD19などの標的/腫瘍関連抗原に特異的に結合して、それをT細胞
特異的シグナル伝達にリンクさせる、モノクローナル抗体(mAb)の抗原結合領域からアセ
ンブルされたscFv領域に由来する(Hudecek et al, Clin Cancer Res. 2013 June 15; 19(
12): 3153-3164に記載される)。この実験では、Jurkat細胞に一次活性化シグナルを提供
する第1の作用物質として、αCD19 CARの天然リガンドを含むCD19の細胞外ドメイン(ECD)
、ならびにαCD19-CAR内のIgG4スペーサーを認識するポリクローナルαIgG F(ab)2フラグ
メント(ロバ抗ヒトF(ab)2はJackson Immuno Research社から市販される)も使用した。可
溶性オリゴマーストレプトアビジンムテインへの可逆的固定化は、CD19のECDのC末端に融
合されたストレプトアビジン結合ペプチド：

によって、またはαIgGのビオチン化(Fab)2フラグメントによって提供された(ストレプト
アビジンムテイン「m2」は低い親和性でビオチンに結合するので、この結合は可逆的であ
り、例えば、過剰の遊離ビオチンの添加によって置き換えられる)。図26Aの対照実験では
、300,000個のCD3+ Jurkatレスポンダー細胞(Jresp)を、αCD3 FabおよびαCD28 Fabで機
能化されたオリゴマーStreptactin (1mg/ml)の調製物の混合物の様々な量を用いて刺激し
た(「×1」は、0.5μgのaCD3 Fabおよび0.5μgのaCD28 Fabで機能化された3μgの多量体
化Streptactinに相当する - ポリクローナル多量体化作用物質)。図26Bの実験では、オリ
ゴマーStreptactinの調製物3μlがCD19の細胞外ドメイン(ECD) 0.5μg(×1)もしくは1μg
(×2)で機能化された；または、オリゴマーStreptactinの調製物3μlがIgG4スペーサーを
認識するαIgG 0.5μg(×1)もしくは1μg(×2)を負荷された(これらは両方ともCAR特異的
多量体化作用物質である)。抗CD3/抗CD28ビーズ(αCD3およびαCD28モノクローナル抗体
を不可逆的に固定化したビーズ)またはPMAおよびイオノマイシンで刺激したJrespを陽性
対照として用いた。Jresp細胞を、1.5mlエッペンドルフチューブで30U/mlのIL-2を補充し
た細胞培養培地200μl中に播種した。細胞を37℃でインキュベートし、氷上に置き、0分
から20分の刺激後に溶解させた。リン酸化ERKの検出は、活性MAPKシグナル伝達を示し、
ハウスキーパーβアクチンの染色は、条件および時点ごとの総タンパク質の等量のローデ
ィングを示す。
    （図２７）フローサイトメトリーによって評価した、オリゴマームテインストレプト
アビジン試薬に可逆的に結合したαCD3/αCD28 Fabによる刺激後のCD3+ T細胞におけるCa
2+-流に及ぼすD-ビオチンの添加の影響を示す。多量体化試薬を60秒の時点(矢印「E」)で
培養物に添加し、培養物をそのままにした(左パネル)か、または200秒の時点(矢印「B」)
でD-ビオチンの添加および400秒の時点(矢印「I」)でイオノマイシンの添加によってさら
に処理した。
    （図２８Ａ）培養中0、3および7日目に評価した、αCD3/αCD28 Fabと可逆的に結合
した多量体化作用物質(1日目にD-ビオチンの添加ありもしくはなし)による刺激または対
照抗CD3/抗CD28ビーズによる刺激後のCD3+ T細胞の活性化から生じる細胞計数(増大の程
度)を示す。非刺激細胞を陰性対照として含めた。＊＊: p ≦ 0.05, 対応のある両側t検
定。
    （図２８Ｂ）培養中3および7日目に評価した、αCD3/αCD28 Fabと可逆的に結合した
多量体化作用物質(1日目にD-ビオチンの添加ありもしくはなし)による刺激または対照抗C
D3/抗CD28ビーズによる刺激後のCD3+ T細胞の活性化から生じるアネキシンV陽性細胞(ア
ポトーシスを示す)のパーセントを示す。非刺激細胞を陰性対照として含めた。＊＊: p 
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≦ 0.05, 対応のある両側t検定。
    （図２９）培養中3日目(d3)および7日目(d7)にCFSE希釈を測定することによって評価
した、αCD3/αCD28 Fabと可逆的に結合した多量体化作用物質(2日目にD-ビオチンの添加
ありもしくはなし)による刺激または対照抗CD3/抗CD28ビーズによる刺激後のCD3+ T細胞
の活性化から生じる細胞周期進入および増殖を示す。非刺激細胞を陰性対照として含めた
。
    （図３０）培養中24時間および72時間の時点でWST-1アッセイ法により評価した、αC
D3/αCD28 Fabと可逆的に結合した多量体化作用物質(2日目にD-ビオチンの添加ありもし
くはなし)による刺激または対照抗CD3/抗CD28ビーズによる刺激後のCD4-またはCD8-精製T
細胞の代謝活性を示す。非刺激細胞を陰性対照として含めた。
    （図３１）αCD3/αCD28 Fabと可逆的に結合した多量体化作用物質で刺激され、(1) 
分裂細胞の選別後にさらに培養され、かつさらには刺激されていない(選別精製)、(2) 分
裂細胞の選別後にさらに培養され、かつ多量体化作用物質で再刺激された(選別精製、再
刺激)または(3) 選別なしでさらに培養され、もしくはさらに再刺激された(非選別) CD3+
 T細胞の増大能を示す。全ての条件についてさらなる培養後1日目にD-ビオチンを添加し
た(破線)。
【発明を実施するための形態】
【０１５９】
詳細な説明
  T細胞のような標的細胞の組成物を刺激する、例えば、増大する、その生存または持続
性、その分化を誘導するための方法が、本明細書において提供される。いくつかの態様に
おいて、本方法は、受容体結合分子のような、標的細胞の表面上の分子に結合し、それに
よって細胞に、場合によっては一次活性化シグナルでありうる、シグナルを提供すること
ができる可逆的試薬システムに関する。いくつかの態様において、本方法は、一次活性化
シグナルおよび/またはアクセサリーシグナルもしくは共刺激シグナルのような、シグナ
ルを細胞に提供する、1つまたは複数の作用物質、例えば第1の作用物質、第2の作用物質
などが結合している多量体形成試薬でありうる、試薬を利用する。いくつかの態様におい
て、一次活性化シグナルは、それ自体として、増大/増殖するように細胞を活性化するの
に十分でありうる。この第1の作用物質は、多量体形成試薬に可逆的にまたは不可逆的に
結合することができる。多量体形成試薬は、細胞の表面上のアクセサリー分子を刺激する
第2の作用物質にも結合していてもよい。第2の作用物質は、細胞表面上の表面のアクセサ
リー分子に結合すると、それにより活性化細胞を刺激して増大させうる。また、この第2
の作用物質は、多量体形成試薬に可逆的にまたは不可逆的に結合することができる。いく
つかの局面において、1つまたは複数の追加の作用物質を利用して、細胞において追加の
シグナルをモジュレートまたは誘導することもできる。いくつかの態様において、提供さ
れる方法は、可逆的試薬の時間制御妨害によって細胞の刺激を一時的に制御する段階を伴
う。
【０１６０】
  本出願において言及された、特許文書、科学文献およびデータベースを含む刊行物は全
て、各個別の刊行物が参照により個別に組み入れられるのと同じ程度に、全ての目的のた
めに参照によりその全体が組み入れられる。本明細書において記載された定義が、参照に
より本明細書に組み入れられる特許、出願、公開された出願および他の刊行物に記載され
た定義と相違するか、または他の点で一致しない場合、参照により本明細書に組み入れら
れる定義ではなく、本明細書において記載された定義が優先される。例えば、国際PCT出
願番号PCT/EP2015/058339の内容は、参照によりその全体が組み入れられる。
【０１６１】
  本明細書において用いられるセクションの見出しは、系統立ててまとめることだけを目
的とし、記述された主題を限定するものと解釈されるべきではない。
【０１６２】
I. 可逆的試薬を用いて細胞をモジュレートまたは刺激するための方法およびシステムの
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概略
  いくつかの態様において、本方法は、標的細胞を含む複数の細胞を、作用物質が可逆的
に結合している1つまたは複数の多量体形成試薬と接触させる段階のような、インキュベ
ートする段階を伴う。いくつかの態様において、多量体形成試薬は、固体支持体上に固定
化されていてもまたは可溶性であってもよく、それによって細胞のインキュベーションの
少なくとも一部の間に、細胞は多量体形成試薬と接触する。1つの局面において、本明細
書に開示される方法は、細胞集団の連続的増大であり、その中で完全なリンパ球集団が刺
激／増大され、増大に必要とされる試薬はその後、適当な固定相上でのクロマトグラフィ
ーにより取り除かれる。いくつかの態様において、培養細胞である増大／刺激された細胞
は、任意で、例えばT細胞受容体またはキメラ抗原受容体（CAR）をトランスフェクトされ
、そしていくつかの局面において、導入されたT細胞受容体またはキメラ抗原受容体に結
合する異なる刺激分子を用いた第2の刺激増大に供され得る。
【０１６３】
  外因性成長因子の非存在下または少量の外因性成長因子の下でT細胞集団をインビトロ
で増大する方法は、当技術分野で公知である（例えば、米国特許6,352,694 B1および欧州
特許EP0 700 430 B1を参照のこと）。一般に、そのような方法は、様々な結合物質（例え
ば、抗CD3抗体および／または抗CD28抗体）が固定された1μM超の固相表面を使用する。
例えば、抗CD3/抗CD28ビーズ（Invitrogen）は、市販されているT細胞増大用試薬であり
、これは、ヒトT細胞上のCD3およびCD28細胞表面分子に対する親和性精製されたモノクロ
ーナル抗体の混合物でコーティングされた、均一な、4.5μmの、超常磁性、滅菌性、非発
熱性ポリスチレンビーズである。しかし、いくつかの例において、そのような磁気ビーズ
は、例えば、臨床試験または治療のために必要とされる条件下では、増大されたT細胞を
患者に投与する前にこれらの磁気ビーズが完全に取り除かれたことが確実にならなければ
ならないという理由で、細胞を増大する方法に組み込むことが困難である。
【０１６４】
  いくつかの態様において、本明細書に提供される方法は、これらの問題に対処する。い
くつかの局面において、提供される試薬が可逆的であるので、刺激物質が細胞組成物から
除去され得る。また、いくつかの局面において、試薬、例えば、刺激物質が結合された多
量体形成試薬は、支持体に固定化されない、例えば、固体支持体または表面に固定化され
ない。したがって、いくつかの局面において、試薬、例えば多量体形成試薬は、柔軟であ
り、硬直的でない。いくつかの態様において、試薬は、細胞表面に適応または順応し得る
。いくつかの態様において、固定相を含む支持体、例えば固体支持体に、試薬を固定化す
ることが可能である。いくつかの態様において、そのような方法は、1つまたは複数の標
的細胞を選択して同時または連続的に刺激物質に曝露させることができる、類似の（複数
の）選択物質を用いる選択方法と共に使用され得る。したがって、いくつかの局面におい
て、刺激と組み合わせた選択および単離によって、特定の細胞または細胞サブセットの刺
激にバイアスをかけることができる。
【０１６５】
  いくつかの態様において、提供される方法は、細胞の組成物をインキュベートまたは培
養する、例えば細胞の組成物を、試薬、例えば1つまたは複数の受容体結合物質（例えば
、刺激物質）に結合された多量体形成試薬と、接触させる工程を含む（例えば、図3およ
び4を参照のこと）。いくつかの態様において、細胞組成物を多量体形成試薬と接触させ
、そして通常、細胞集団を多量体形成試薬と共にインキュベートした後、細胞の集団は、
複合体を形成する／第1の作用物質を通じて多量体形成物質に結合する。特定の細胞表面
分子を欠く出発試料中に含まれる他の細胞集団は、多量体形成試薬に結合しない。これに
関して、細胞集団は通常、その表面上に細胞表面分子を複数コピー有し、典型的に、これ
らの複数コピーの結合が刺激または活性化に必要とされることに留意されたい。
【０１６６】
  したがって、多量体形成物質は、典型的に、2つ以上の結合部位、例えばZ1を提供し、
いくつかの例において、複数の作用物質がこれに可逆的に結合されて、細胞集団に対して
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第1の作用物質、第2の作用物質および／または他の作用物質を十分な密度で提示し得る。
これに関して、多量体形成物質は、複数の結合部位、例えばZ1を有し得、例えば（ホモ四
量体である）ストレプトアビジンムテインは、そのネイティブ状態で、4つのそのような
結合部位、例えばZ1を有し、そしてさらにオリゴマー化され得る。いくつかの例において
、試薬は、C1などの結合パートナーの可逆的結合のために、1つの結合部位、例えばZ1の
みを有し得る。そのような例は、多量体カルモジュリンである。カルモジュリンは、カル
モジュリン結合ペプチドに対する結合部位を1つしか有さない。しかし、カルモジュリン
は、ビオチニル化されその後にストレプトアビジンオリゴマーと反応させられ得（以下も
参照のこと）、それによって複数のカルモジュリン分子が「スキャホールド」上に高密度
で存在し、それによって多量体カルモジュリンを提供する多量体形成試薬を提供する。
【０１６７】
  いくつかの態様において、インキュベート後にまたは刺激が中断されることが望まれる
他の適当な時点において、可逆的に結合した作用物質の結合パートナーC、例えばC1と、
多量体形成試薬の結合部位Z、例えばZ1のと間の結合は、各々の可逆的結合を破壊するこ
とによって破壊される。いくつかの例において、破壊は、多量体形成試薬に結合した細胞
の集団を含むインキュベート／反応混合物に競合物質を添加することによって達成され得
る。可逆的に結合した作用物質の結合パートナーC、例えばC1と、多量体形成試薬の結合
部位Z、例えばZ1との間の可逆的結合の競合的破壊（競合的溶出であると理解することも
できる）の場合、インキュベート混合物／細胞集団は、遊離した第1の結合パートナーC、
例えばC1と、接触させられ得る、または、第1の結合パートナーと結合部位Z、例えばZ1と
の間の結合を破壊することができる第1の結合パートナーCの類似体と、接触させられ得る
。ストレプトアビジンのビオチン結合部位に結合するストレプトアビジン結合ペプチドで
ある結合パートナーC、例えばC1の例において、第1の遊離したパートナーは、対応する遊
離したストレプトアビジン結合ペプチドまたは競合的に結合する類似体であり得る。その
ような類似体は、例えば、ビオチンまたはビオチン誘導体、例えばデスチオビオチンであ
り得る。
【０１６８】
  いくつかの態様において、遊離パートナーまたはその類似体の添加は、結合パートナー
C、例えばC1を多量体形成試薬から取り除き、そして結合パートナーは可逆的に結合した
作用物質に含まれるので、多量体形成試薬からのそのような作用物質の除去が達成される
。この作用物質の除去は、次いで、特に第1の作用物質と細胞表面受容体との間の結合の
結合親和性が10-2 M～10-13 Mの範囲の解離定数（KD）を有し、かつ可逆的でもある場合
に、第1の作用物質を細胞表面分子から解離させる。いくつかの局面においては、この解
離によって、細胞集団の刺激も終了する。
【０１６９】
  いくつかの態様において、例えば、細胞表面受容体分子を含むそれらの抗原に対する抗
体分子の結合親和性は、通常、KD約10-7 M～約10-13 Mの親和性範囲である。したがって
、従来的なモノクローナル抗体が、作用物質（第1または第2の、受容体結合物質、例えば
刺激物質または選択物質）として使用され得る。いくつかの態様において、より強い結合
をもたらす望まれないアビディティ効果を避けるために、モノクローナル抗体はまた、そ
れらの一価抗体フラグメント、例えばFabフラグメントまたは単鎖Fvフラグメントの形態
でも使用され得る。
【０１７０】
  提供される方法は、細胞集団の刺激または増大の期間を正確に制御でき、かつ細胞集団
の機能的状況も精密に制御できるという利点を有する。本明細書に記載されるように、物
質、例えば競合物質（例えば、ビオチンまたは類似体）を刺激後5日以内に添加すること
による、細胞、例えばT細胞、の短時間活性化は、細胞を増殖させるまたは刺激するが、
細胞の1つまたは複数の特徴（characteristic）または特徴（feature）、例えば、CD4ま
たはCD8 T細胞パーセンテージ、CD8/CD4比率、表現型マーカーおよび／または分化状況を
変化させる。例えば、本明細書に記載された結果により、提供される試薬の態様を用いて
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シグナルを一時的に制御する能力は、低分化、長寿命のT細胞集団、例えば長寿命メモリ
ーT細胞を増加させることが示されている。いくつかの例において、例えば競合物質を用
いた多量体化作用物質の結合の破壊によるシグナルの一時的制御は、他と比較した特定の
サブ集団の相対的増大および／または維持（例えば、CD4+対CD8+）を調整または調節する
ために使用され得る。
【０１７１】
  いくつかの態様において、可逆的に結合した作用物質または作用物質群を細胞表面分子
から解離することにより、提供される方法は、刺激された細胞集団が刺激期間の終了時点
で刺激物質を含まないというさらなる利点を有する。また、いくつかの態様において、こ
の方法で使用されるすべての他の試薬、すなわち作用物質（例えば、第1または第2の、受
容体結合物質、例えば刺激物質または選択物質）、およびC1などの結合パートナーCの競
合試薬、またはその類似体は、（例えば、国際特許出願公開WO 2013/124474に記載される
）「除去カートリッジ」を通じて、刺激された細胞集団から容易に除去され得る。例えば
固体支持体、例えばバイオリアクター表面または磁気ビーズに多量体形成試薬が固定化さ
れるいくつかの例においては、それは使用されない。したがって、遊離した作用物質およ
び競合試薬の除去のための除去カートリッジの使用は、溶出試料（例えば、可逆的結合の
破壊後に得られる試料）を第2のクロマトグラフィーカラムに投入することを含み得る。
【０１７２】
  いくつかの態様において、このクロマトグラフィーカラムは、親和性クロマトグラフィ
ーマトリクスであり同時にゲル透過マトリクスとしても機能し得る適当な固定相を有する
。いくつかの局面において、この親和性クロマトグラフィーマトリクスには、親和性試薬
が固定化される。いくつかの態様において、親和性試薬は、例えば、ストレプトアビジン
、ストレプトアビジンムテイン、アビジン、アビジンムテインまたはそれらの混合物であ
り得る。いくつかの態様において、作用物質（例えば、第1または第2の、受容体結合物質
、例えば刺激物質または選択物質）、結合パートナーC、C1の競合試薬は、親和性試薬に
結合し、それによってクロマトグラフィーマトリクス上に固定化される。その結果、単離
され増大された細胞集団を含む溶出試料は、作用物質（例えば、第1または第2の、受容体
結合物質、例えば刺激物質または選択物質）および競合試薬を含まない。いくつかの態様
において、培養された組成物は、いかなる反応物質も含まず、これはいくつかの局面にお
いて、診断用途（例えば、さらなるFACS（商標）選別）に関連してまたは任意の細胞ベー
スの治療用途で使用する上で、有利である。
【０１７３】
  いくつかの態様において、組成物から試薬および他の成分を除去する能力は、任意の固
体支持体、例えば磁気ビーズを回避することができるというさらなる利点を有する。いく
つかの態様において、これは、活性化T細胞にそのような磁気ビーズが混入する危険がな
いかまたは最小限であることを意味する。いくつかの態様において、これはまた、他の方
法、例えば最終的な増大されたT細胞集団が磁気ビーズを含まないことを確実にするため
にさらなる手段が採用されなければならないDynabeadsの使用と比較してGMP標準に適合す
るプロセスをより容易に構築することができることを意味する。さらに、いくつかの態様
において、可溶性多量体形成物質の使用は、細胞を遠心分離により簡単に沈降させること
ができ、そして可溶性多量体形成物質を含むその上清を廃棄することができるので、活性
化細胞集団（T細胞、B細胞またはナチュラルキラー細胞）からそれを除去することをより
簡単にする。あるいは、可溶性多量体形成物質は、例えば上記（例えば、国際特許出願公
開WO 2013/124474）のような、除去カートリッジのゲル透過マトリクスにおいて、増大さ
れた細胞集団から除去され得る。いくつかの態様において、固相（例えば、磁気ビーズ）
が存在しないため、本発明は、公知の細胞増大システム、例えばGE Healthcare (Little 
Chalfont, Buckinghamshire, United Kingdom)から入手可能なXuri Cell Expansion Syst
em W25およびWAVE Bioreactor 2/10 SystemまたはTerumoBCT Inc. (Lakewood, CO, USA)
から入手可能なQuantum（登録商標）Cell Expansion Systemに組み込むことができる、細
胞増大のための自動化された閉鎖システムも、提供する。
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【０１７４】
  いくつかの局面において、本明細書に提供される方法は、少なくとも2つの特定の細胞
表面分子を有する細胞集団を含み得る。いくつかの態様において、第1の細胞表面分子は
、細胞集団に対する一次活性化シグナルに関与し、第2の細胞表面分子は、細胞に対する
刺激の提供に関与する細胞表面上のアクセサリー分子である。いくつかの態様において、
細胞集団は、細胞に対して一次活性化シグナルを提供する第1の作用物質と、追加のシグ
ナルを誘導または調整する、例えば細胞表面上のアクセサリー分子を刺激する第2の作用
物質とに可逆的に結合された多量体形成試薬に、接触させられる。細胞の集団は、例えば
、細胞表面分子がTCR/CD3複合体であり、細胞表面分子がアクセサリー分子CD28であるT細
胞集団であり得る。さらに、本明細書に記載されるように、他のアクセサリー分子、例え
ばCD90（Thy-1）、CD95（Apo-/Fas）、CD137（4-1BB）、CD154（CD40L）、ICOS、LAT、CD
27、OX40およびHVEMの1つまたは複数を標的とすることもまた想定されている。いくつか
の局面において、そのような他のアクセサリー分子を通じた刺激は、CD28を通じた従来的
な刺激と比較して、低分化の、かついくつかの例においては、長寿命集団のT細胞、例え
ば長寿命メモリーT細胞を増加させる。いくつかの態様において、一次活性化シグナルと
してのTCR/CD3複合体の結合およびアクセサリー分子（例えば、CD28または他のアクセサ
リー分子）の結合の両方とも、T細胞の増大／増殖に必要とされ得る。
【０１７５】
  記述のようにいくつかの態様において、細胞の集団は、あるいはまたはさらに、細胞の
表面上の分子を標的とするまたは結合する作用物質に可逆的に結合する多量体化試薬の存
在下において刺激されて、細胞の生存、増殖および/または1つもしくは複数の他の特性を
モジュレートする追加のシグナルを提供しうる。そのような標的とされる分子は、サイト
カイン受容体、ケモカイン受容体または接着分子を含むが、これらに限定されることはな
い。いくつかの局面において、そのような追加の分子を通じた刺激は、例えば、持続性、
生存の増加および/または枯渇の少ない表現型もしくは活性を含む、刺激または培養され
た細胞の1つまたは他の改善された特徴をもたらすことができる。
【０１７６】
  いくつかの態様において、また、本明細書において提供される方法は、受容体結合物質
、例えば第1もしくは第2および/または追加の受容体結合物質(例えば、刺激物質)のいず
れかまたは両方と、同じ試薬、例えば同じ多量体化試薬に可逆的に結合する少なくとも1
つの選択物質を含むようにさらに組み合わせることができる。場合によっては、1つまた
は複数の刺激物質の存在下において同様に行われるインキュベーションまたは培養におい
て少なくとも1つまたは複数の選択物質の存在下において可逆的に選択されうるT細胞のサ
ブセットにおいて、増大(増殖)の刺激、活性化、共刺激、および/または生存のような、
インキュベーションまたは培養から生じる1つまたは複数の特徴を増強または増加させる
ことが可能である。例えば、本明細書における実施例に示されるように、T細胞の組成物
における増大の程度はCD8+細胞において、そのような細胞を抗CD3抗体および抗CD8抗体刺
激物質に加えて抗CD8抗体に可逆的に結合した多量体化作用物質とともにインキュベート
した場合に、選択的に増加した。いくつかの態様において、増大(増殖)の刺激、活性化、
共刺激、および/または生存のような、インキュベーションまたは培養から生じる1つまた
は複数の特徴は、選択物質ではなく1つまたは複数の(one of more)刺激物質におけるのみ
のインキュベーションと比較して1つまたは複数の刺激物質および選択マーカーに特異的
に結合する選択物質の存在下においてインキュベートされた場合に、選択マーカーが陽性
である培養組成物中のT細胞のサブセットにおいて少なくとも1.5倍、少なくとも2.0倍、
少なくとも3.0倍、少なくとも4.0倍、少なくとも5.0倍、少なくとも6.0倍、少なくとも7.
0倍、少なくとも8.0倍、少なくとも9.0倍、少なくとも10.0倍またはそれ以上、増加する
ことができる。T細胞のような、細胞のこのバイアスまたは選択性は、T細胞の特定のサブ
セットまたは集団のエンドポイントの特徴を制御することを可能にする。いくつかの態様
において、選択マーカーは、本明細書において記述される任意の選択マーカーであること
ができる。いくつかの態様において、選択マーカーはCD25、CD28、CD62L、CCR7、CD27、C
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D127、CD3、CD4、CD8、CD45RA、および/またはCD45ROの中から選択される。
【０１７７】
  いくつかの態様において、多量体形成試薬は、作用物質、例えば第1の作用物質の可逆
的結合のための少なくとも1つの結合部位Z、例えばZ1を含み、作用物質、例えば第1の作
用物質はまた、少なくとも1つの結合パートナーC、例えばC1を含み、結合パートナーC、
例えばC1は、多量体形成試薬の結合部位Z、例えばZ1に、可逆的に結合することができる
。したがって、作用物質、例えば第1の作用物質は、多量体形成物質と接触するまたは多
量体形成物質と共にインキュベートされると、結合パートナーC、例えばC1と結合部位Z、
例えばZ1との間で形成される可逆的結合を通じて多量体形成試薬に可逆的に結合され得る
。加えて、1つまたは複数のさらなる作用物質、例えば第2の作用物質は、結合パートナー
C、例えばC2を含み得、結合パートナーC2は、多量体形成試薬の結合部位Z、例えばZ2に、
可逆的に結合することができる。いくつかの態様において、1つまたは複数のさらなる作
用物質、例えば第2の作用物質は、多量体形成物質と接触するまたは多量体形成物質と共
にインキュベートされると、結合パートナーC、例えばC1と結合部位Z、例えばZ2との間で
形成される可逆的結合を通じて多量体形成試薬に可逆的に結合される。いくつかの例にお
いて、C1およびC2は、同じもしくは実質的に同じであり得、および／または同じもしくは
実質的に同じ部分を含み得る。いくつかの例において、Z1およびZ2は、同じもしくは実質
的に同じであり得、および／または同じもしくは実質的に同じ部分を含み得る。
【０１７８】
  いくつかの態様において、結合パートナーC1およびC2として使用される場合、多量体形
成物質の同じ結合部位に結合する部分は、標的細胞（例えば、T細胞）の集団の増大を妨
げ、いくつかの例においては停止させるために、および多量体形成物質からこの標的細胞
（例えば、T細胞）の集団を解放するために、同じ競合試薬（第1の結合パートナーC1の競
合試薬であり、第2の結合パートナーC2の競合試薬でもある）またはその類似体を使用す
ることができるという利点を有する。
【０１７９】
  結合パートナーCを含む結合物質（例えば、第1の、第2の、および/またはさらなる受容
体結合物質、例えば刺激物質または選択物質）を作製するいくつかの例において、結合パ
ートナーC、例えばC1またはC2は、作用物質（例えば、抗体フラグメント）の組換え生産
のために使用されるそれぞれの発現ベクターによって提供され得るので、結合パートナー
C、例えばC1またはC2は、そのN末端またはC末端のいずれかにおいてその作用物質を含む
融合ペプチドの一部である。いくつかの態様において、抗体または抗原結合フラグメント
である作用物質の場合、結合パートナーC、例えばC1またはC2は、その軽鎖または重鎖の
いずれかのC末端に存在し得る。組換えタンパク質、例えば抗体分子、の可変ドメインを
クローニングし、それぞれのタンパク質、例えば抗体フラグメント、を組換え生産するこ
の方法はまた、当業者に公知であり、例えばSkerra, A. (1994)を参照されたい。いくつ
かの態様において、抗体分子は、例えば、周知の進化的方法、例えばファージディスプレ
イ（例えば、Kay, B.K. et al. (1996) Phage Display of Peptides and Proteins - A L
aboratory Manual, 1st Ed., Academic Press, New York NY; Lowman, H.B. (1997) Annu
. Rev. Biophys. Biomol. Struct. 26, 401-424またはRodi, D.J., and Makowski, L. (1
999) Curr. Opin. Biotechnol. 10, 87-93によって概説されている）、リボソームディス
プレイ（Amstutz, P. et al. (2001) Curr. Opin. Biotechnol. 12, 400-405において概
説されている）またはWilson, D.S. et al. (2001) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 98, 37
50-3755で報告されているmRNAディスプレイによって、特定の標的、例えば記載されるよ
うなCD3もしくはCD28または他のアクセサリーもしくは刺激分子に対する抗体様特性を有
する人工結合分子として生成され得る。
【０１８０】
II. 可逆的試薬システムおよび関連する使用
  いくつかの態様において、本方法は、細胞の表面上の分子（細胞表面分子）に結合する
ことができる少なくとも1つの作用物質（例えば、受容体結合物質または選択物質）が試
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薬に可逆的に結合されている可逆的システムを使用する。いくつかの例において、試薬は
、作用物質（例えば、受容体結合物質または選択物質）に可逆的に結合することができる
複数の結合部位を含む。いくつかの例において、試薬は、多量体形成試薬である。いくつ
かの態様において、少なくとも1つの作用物質（例えば、受容体結合物質または選択物質
）は、その分子のエピトープまたは領域に特異的に結合することができる少なくとも1つ
の結合部位Bを含み、かつ試薬の少なくとも1つの結合部位Zに特異的に結合する結合パー
トナーCも含む。いくつかの例において、結合パートナーCと少なくとも1つの結合部位Zと
の間の結合相互作用は、非共有結合的相互作用である。いくつかの態様において、結合パ
ートナーCと少なくとも1つの結合部位Zとの間の結合相互作用、例えば非共有結合的相互
作用は、可逆的である。
【０１８１】
  いくつかの態様において、可逆的結合は、これもまた少なくとも1つの結合部位Zに結合
することができる結合部位であるかまたはそのような結合部位を含む物質、例えば競合試
薬（溶出試薬とも称される）、の存在下で行われ得る。通常、この物質（例えば、競合試
薬）は、試薬中に存在する結合部位Zに対する高い結合親和性によりおよび／または結合
パートナーCよりも高い濃度で存在することにより、競合物質として作用し、それによっ
て試薬から結合パートナーCを分離および／または解離させることができる。いくつかの
態様において、少なくとも1つの結合部位Zに対する物質（例えば、競合試薬）の親和性は
、少なくとも1つの結合部位Zに対する作用物質（例えば、受容体結合物質または選択物質
）の結合パートナーCの親和性よりも高い。したがって、いくつかの例において、試薬の
結合部位Zと作用物質（例えば、受容体結合物質または選択物質）の結合パートナーCとの
間の結合は、物質（例えば、競合試薬）の添加によって妨げられ、それによって作用物質
（例えば、受容体結合物質または選択物質）と試薬との結合が可逆的にされ得る。
【０１８２】
  そのような可逆的システムにおいて使用され得る試薬は、報告されており、当技術分野
で公知であり、例えば、米国特許第5,168,049号；同第5,506,121号；同第6,103,493号；
同第7,776,562号；同第7,981,632号；同第8,298,782号；同第8,735,540号；同第9,023,60
4号；ならびに国際公開PCT出願番号WO2013/124474およびWO2014/076277を参照されたい。
可逆的相互作用を形成することができる試薬および結合パートナーならびにそのような結
合を逆転することができる物質（例えば、競合試薬）の非限定的な例は、以下に記載され
ている。
【０１８３】
A. 試薬
  いくつかの態様において、試薬は、作用物質（例えば、受容体結合物質または選択物質
）に含まれる結合パートナーCに可逆的に結合することができる1つまたは複数の結合部位
Zを含む。いくつかの態様において、試薬は、試薬が複数の作用物質（例えば、受容体結
合物質または選択物質）に可逆的に結合することができる、例えば多量体形成試薬である
よう、各々が作用物質（例えば、受容体結合物質または選択物質）に含まれる結合パート
ナーCに特異的に結合することができる複数の結合部位Zを含む。いくつかの態様において
、試薬は、個別分子（例えば、単量体）のオリゴマーもしくはポリマー、または各々が少
なくとも1つの結合部位Zを含む個別分子を形成する複合体（例えば、四量体）である。い
くつかの態様において、試薬は、少なくとも2つの結合部位Z、少なくとも3つの結合部位Z
、少なくとも4つの結合部位Z、例えば、少なくとも5、6、7、8、9、10、11、12、13、14
、15、16、17、18、19、20、24、28、32、36、40、44、48、52、56、60、64、68、72個ま
たはそれ以上の結合部位Zを含む。結合部位はすべて同じであり得るか、または複数の結
合部位は1つもしくは複数の異なる結合部位（例えば、Z1、Z2、Z3等）を含み得る。
【０１８４】
  いくつかの態様において、2つまたはそれ以上の作用物質（例えば、受容体結合物質ま
たは選択物質）は、例えば試薬上に存在する1つまたは複数の結合部位Zを通じて、試薬に
結合する、例えば可逆的に結合する。いくつかの例において、これにより、作用物質（例
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えば、受容体結合物質または選択物質）が相互に対して近接して配置され、（少なくとも
2コピーの）細胞表面分子を有する標的細胞が特定の分子に結合することができる1つまた
は複数の結合部位Bを有する作用物質（例えば、受容体結合物質または選択物質）と接触
した際にアビディティ効果が発生し得る。
【０１８５】
  いくつかの態様において、同じである、すなわち同じ結合部位Bを含む、2つまたはそれ
以上の異なる作用物質（例えば、受容体結合物質または選択物質）が、試薬に可逆的に結
合され得る。いくつかの態様において、少なくとも2つの異なる（種類の）作用物質（例
えば、受容体結合物質または選択物質）を使用することが可能であり、いくつかの例にお
いては、3つまたは4つの異なる（種類の）作用物質、例えば2つまたはそれ以上の異なる
受容体結合物質および／または選択物質を使用することが可能である。例えば、いくつか
の態様において、試薬は、結合部位B1、B2、B3またはB4等を含む第1の作用物質（例えば
、受容体結合物質または選択物質）および別の結合部位、例えば結合部位B1、B2、B3また
はB4とは別のものを含む第2の作用物質（例えば、受容体結合物質または選択物質）に可
逆的に結合され得る。いくつかの例において、第1の作用物質および第2の作用物質の結合
部位は、同じであり得る。例えば、いくつかの局面において、少なくとも2つの作用物質
（例えば、受容体結合物質または選択物質）の各々が、同じ分子に結合し得る。いくつか
の例において、第1の作用物質と第2の作用物質の結合部位は、異なり得る。いくつかの局
面において、少なくとも2つの作用物質（例えば、受容体結合物質または選択物質）の各
々は、異なる分子、例えば第1の分子、第2の分子等に結合し得る。いくつかの例において
、異なる分子、例えば細胞表面分子は、同じ標的細胞上に存在し得る。他の例において、
異なる分子、例えば細胞表面分子は、同じ細胞集団内に存在する異なる標的細胞上に存在
し得る。いくつかの例において、各々がさらなる異なる結合部位を含む第3、第4等の作用
物質（例えば、受容体結合物質または選択物質）が、同じ試薬に結合され得る。
【０１８６】
  いくつかの態様において、2つまたはそれ以上の異なる作用物質（例えば、受容体結合
物質または選択物質）は、同じ結合パートナーCを含む。いくつかの態様において、2つま
たはそれ以上の異なる作用物質（例えば、受容体結合物質または選択物質）は、異なる結
合パートナーを含む。いくつかの局面において、第1の作用物質（例えば、受容体結合物
質または選択物質）は、試薬上に存在する結合部位Z1に特異的に結合し得る結合パートナ
ーC1を有し得、第2の作用物質（例えば、受容体結合物質または選択物質）は、試薬上に
存在する結合部位Z1または結合部位Z2に特異的に結合し得る結合パートナーC2を有し得る
。したがって、いくつかの例において、試薬に含まれる複数の結合部位Zは、作用物質（
例えば、受容体結合物質または選択物質）に含まれる結合パートナーC1およびC2に可逆的
に結合することができる、それぞれ、結合部位Z1およびZ2を含む。いくつかの態様におい
て、C1およびC2は同じであり、ならびに／またはZ1およびZ2は同じである。他の局面にお
いて、複数の結合部位Zの1つまたは複数は、異なり得る。他の例において、複数の結合パ
ートナーCの1つまたは複数は、異なり得る。結合パートナーCの各々が結合部位Zの1つと
相互作用する、例えば特異的に結合することができる限り、結合部位Zを含む試薬と適合
する任意の異なる結合パートナーCの組み合わせを選択することは、当業者の技能の範囲
内である。
【０１８７】
  いくつかの態様において、試薬は、ストレプトアビジン、ストレプトアビジンムテイン
もしくは類似体、アビジン、アビジンムテインもしくは類似体（例えば、ニュートラアビ
ジン）またはそれらの混合物であり、そのような試薬は、結合パートナーCとの可逆的結
合のための1つまたは複数の結合部位Zを含む。いくつかの態様において、結合パートナー
Cは、ストレプトアビジン、ストレプトアビジンムテインもしくは類似体、アビジンまた
はアビジンムテインもしくは類似体に特異的に結合することができるビオチン、ビオチン
誘導体もしくは類似体、またはストレプトアビジン結合ペプチドもしくは他の分子であり
得る。いくつかの態様において、試薬は、ビオチン、ビオチン類似体もしくはそれらの生
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物学的に活性なフラグメントに可逆的に結合するストレプトアビジン、アビジン、ストレ
プトアビジンの類似体もしくはムテイン、または類似体もしくはムテインもしくはアビジ
ンであるかまたはそれらを含む。いくつかの態様において、試薬は、ストレプトアビジン
結合ペプチドに可逆的に結合するストレプトアビジンの類似体もしくはムテインまたはア
ビジンの類似体もしくはムテインであるかまたはそれらを含む。いくつかの態様において
、物質（例えば、競合試薬）は、結合パートナーCと、1つまたは複数の結合部位Zに対す
る結合について競合することができるビオチン、ビオチン誘導体もしくは類似体またはス
トレプトアビジン結合ペプチドであり得る。いくつかの態様において、結合パートナーC
および物質（例えば、競合試薬）は異なり、物質（例えば、競合試薬）は結合パートナー
の親和性と比較して1つまたは複数の結合部位Zに対してより高い結合親和性を示す。
【０１８８】
  いくつかの態様において、ストレプトアビジンは、野生型ストレプトアビジン、ストレ
プトアビジンムテインまたは類似体、例えばストレプトアビジン様ポリペプチドであり得
る。同様に、アビジンは、いくつかの局面において、野生型アビジンまたはアビジンのム
テインもしくは類似体、例えば、典型的により中性のpiを示し、ネイティブアビジンの代
替物として利用可能である修飾アルギニンを有する脱グリコシル化アビジンであるニュー
トラアビジンを含む。通常、脱グリコシル化された中性形態のアビジンは、市販されてい
る形態、例えばSigma Aldrichから入手可能な「Extravidin」またはThermo Scientificも
しくはInvitrogenから入手可能な「NeutrAvidin」を含む。
【０１８９】
  いくつかの態様において、試薬は、ストレプトアビジンまたはストレプトアビジンムテ
インもしくは類似体である。いくつかの態様において、野生型ストレプトアビジン（wt-
ストレプトアビジン）は、Argarana et al, Nucleic Acids Res. 14 (1986) 1871-1882に
開示されるアミノ酸配列（SEQ ID NO:1）を有する。一般に、ストレプトアビジンは、自
然状態で、各サブユニットがビオチン、ビオチン誘導体もしくは類似体またはビオチン模
倣体に対する単一の結合部位を含む4つの同一のサブユニットの四量体として存在する、
すなわち、ホモ四量体である。ストレプトアビジンサブユニットの例示的な配列は、SEQ 
ID NO:1に示されるアミノ酸配列であるが、そのような配列はまた、他のストレプトマイ
セス種由来のそのホモログに存在する配列も含み得る。特に、ストレプトアビジンの各サ
ブユニットは、約10-14 Mのオーダーの平衡解離定数（KD）のビオチンに対する強い結合
親和性を示し得る。いくつかの例において、ストレプトアビジンは、4つの結合部位のう
ちの1つのみが機能的である一価四量体（Howarth et al. (2006) Nat. Methods, 3:267-7
3; Zhang et al. (2015) Biochem. Biophys. Res. Commun., 463:1059-63)）、4つの結合
部位のうちの2つが機能的である二価四量体（Fairhead et al. (2013) J. Mol. Biol., 4
26:199-214）として存在し得、または単量体もしくは二量体形態で存在し得る（Wu et al
. (2005) J. Biol. Chem., 280:23225-31; Lim et al. (2010) Biochemistry, 50:8682-9
1）。
【０１９０】
  いくつかの態様において、ストレプトアビジンは、任意の形態、例えば、野生型または
非修飾ストレプトアビジン、例えば、ビオチン、ビオチン誘導体もしくは類似体もしくは
ビオチン模倣体に対する結合部位を含む少なくとも1つの機能的サブユニットを含む、例
えば通常SEQ ID NO:1に示されるストレプトマイセス・アビジニイ（Streptomyces avidin
ii）由来の野生型ストレプトアビジンの少なくとも1つの機能的サブユニットもしくはそ
の機能的に活性なフラグメントを含むストレプトマイセス種由来のストレプトアビジンも
しくはその機能的に活性なフラグメントであり得る。例えば、いくつかの態様において、
ストレプトアビジンは、Nおよび／またはC末端で短縮された野生型ストレプトアビジンの
フラグメントを含み得る。そのような最小ストレプトアビジンは、N末端においてSEQ ID 
NO:1のアミノ酸位置10～16の領域で始まり、C末端においてSEQ ID NO:1のアミノ酸位置13
3～142の領域で終了する任意のものを含む。いくつかの態様において、ストレプトアビジ
ンの機能的に活性なフラグメントは、SEQ ID NO:2に示されるアミノ酸配列を含む。いく



(75) JP 2018-531035 A6 2018.12.13

10

20

30

40

50

つかの態様において、ストレプトアビジン、例えばSEQ ID NO:2に示されるものはさらに
、SEQ ID NO:1に示される番号でいうAla13に対応する位置にN末端メチオニンを含み得る
。ストレプトアビジンまたはストレプトアビジンムテインにおける残基の位置の参照は、
SEQ ID NO:1における残基の番号を参照する。
【０１９１】
  いくつかの局面において、ストレプトアビジンムテインは、1つまたは複数のアミノ酸
置換、欠失または付加によって非修飾または野生型ストレプトアビジンの配列から区別さ
れるが、ビオチン、ビオチン誘導体もしくは類似体またはストレプトアビジン結合ペプチ
ドに対する結合部位を含む少なくとも1つの機能的サブユニットを含むポリペプチドを含
む。いくつかの局面において、ストレプトアビジン様ポリペプチドおよびストレプトアビ
ジンムテインは、本質的に野生型ストレプトアビジンと免疫学的に等価であり、特にwt-
ストレプトアビジンと同じまたは異なる親和性でビオチン、ビオチン誘導体またはビオチ
ン類似体に結合することができるポリペプチドであり得る。いくつかの例において、スト
レプトアビジン様ポリペプチドまたはストレプトアビジンムテインは、野生型ストレプト
アビジンの一部ではないアミノ酸を含み得るまたはそれらは野生型ストレプトアビジンの
一部のみを含み得る。いくつかの態様において、ストレプトアビジン様ポリペプチドは、
宿主により産生されたポリペプチドを野生型ストレプトアビジンの構造に変換するために
必要とされる酵素を宿主が有さないために、野生型ストレプトアビジンと同一でないポリ
ペプチドである。いくつかの態様において、ストレプトアビジンはまた、ストレプトアビ
ジン四量体およびストレプトアビジン二量体、特にストレプトアビジンホモ四量体、スト
レプトアビジンホモ二量体、ストレプトアビジンヘテロ四量体およびストレプトアビジン
ヘテロ二量体として存在し得る。一般に、各サブユニットは通常、ビオチンもしくはビオ
チン類似体に対するまたはストレプトアビジン結合ペプチドに対する結合部位を有する。
ストレプトアビジンまたはストレプトアビジンムテインの例は、例えば、WO 86/02077、D
E 19641876 Al、US 6,022,951、WO 98/40396またはWO 96/24606において言及されている
。
【０１９２】
  いくつかの態様において、ストレプトアビジンムテインは、非修飾もしくは野生型スト
レプトアビジンの一部ではないアミノ酸を含み得るまたは野生型もしくは非修飾ストレプ
トアビジンの一部のみを含み得る。いくつかの態様において、ストレプトアビジンムテイ
ンは、非修飾または野生型ストレプトアビジンのサブユニットとの比較で、例えばSEQ ID
 NO:1に示される野生型ストレプトアビジンサブユニットまたは例えばSEQ ID NO:2に示さ
れる、その機能的に活性なフラグメントとの比較で1つまたは複数のアミノ酸置換（subst
itutions）（置換（replacements））を有し得る少なくとも1つのサブユニットを含む。
いくつかの態様において、ストレプトアビジンムテインの少なくとも1つのサブユニット
は、野生型もしくは非修飾ストレプトアビジンと比較して少なくとも1、2、3、4、5、6、
7、8、9、10、11、12、13、14、15、16、17、18、19もしくは20個のアミノ酸の相違を有
し得、および／またはSEQ ID NO:1もしくは2に示されるアミノ酸配列と少なくとも85％、
86％、87％、88％、89％、90％、91％、92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％、99
％もしくはそれ以上の配列同一性を示すアミノ酸配列を含む少なくとも1つのサブユニッ
トを含み、そのようなストレプトアビジンムテインは、ビオチン、ビオチン誘導体もしく
は類似体またはビオチン模倣体に結合する機能的活性を示す。いくつかの態様において、
アミノ酸の置換（replacements）（置換（substitutions））は、保存的または非保存的
変異である。ストレプトアビジンムテインの例は、当技術分野で公知であり、例えば、米
国特許第5,168,049号；同第5,506,121号；同第6,022,951号；同第6,156,493号；同第6,16
5,750号；同第6,103,493号；もしくは同第6,368,813号；または国際公開PCT出願番号WO20
14/076277を参照されたい。
【０１９３】
  いくつかの態様において、ストレプトアビジンまたはストレプトアビジンムテインは、
ビオチン、ビオチン誘導体もしくは類似体またはストレプトアビジン結合ペプチドに対す
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る1つまたは複数の結合部位Zを含む1または2つ以上の機能的サブユニット、例えば、2つ
またはそれ以上、3つまたはそれ以上、4つまたはそれ以上およびいくつかの例においては
、5、6、7、8、9、10、11、12またはそれ以上の機能的サブユニットを含むタンパク質を
含む。いくつかの態様において、ストレプトアビジンまたはストレプトアビジンムテイン
は、単量体；ヘテロ二量体もしくはホモ二量体を含む、二量体；ホモ四量体、ヘテロ四量
体、一価四量体もしくは二価四量体を含む四量体を含み得、またはそれらのより高次の多
量体もしくはオリゴマーを含み得る。
【０１９４】
  いくつかの態様において、ペプチドリガンド結合パートナーに対するストレプトアビジ
ンまたはストレプトアビジンムテインの結合親和性は、1 x 10-4 M、5 x 10-4 M、1 x 10
-5 M、5x 10-5 M、1 x 10-6 M、5 x 10-6 Mまたは1 x 10-7 M未満であるが、通常1 x 10-
13 M、1 x 10-12 Mまたは1 x 10-11 Mより大きい。例えば、例えば米国特許第5,506,121
号に開示されるものなどのペプチド配列（Strep-tag）は、ビオチン模倣体として機能し
、例えばおよそ10-4 Mから10-5 Mの間のKDの、ストレプトアビジンに対する結合親和性を
示し得る。いくつかの例において、結合親和性は、ストレプトアビジン分子内に変異を導
入することによってさらに改善され得、例えば米国特許第6,103,493号または国際公開PCT
出願番号WO2014/076277を参照されたい。いくつかの態様において、結合親和性は、当技
術分野で公知の方法、例えば以下に記載されるいずれかによって決定され得る。
【０１９５】
  いくつかの態様において、試薬、例えばストレプトアビジンまたはストレプトアビジン
ムテインは、ペプチドリガンド結合パートナーに対する結合親和性を示し、このペプチド
リガンド結合パートナーは、作用物質（例えば、受容体結合物質または選択物質）中に存
在する結合パートナーCであり得る。いくつかの態様において、ペプチド配列は、SEQ ID 
NO:9に示される一般式を有する配列を含む、例えば、SEQ ID NO:10に示される配列を含む
。いくつかの態様において、ペプチド配列は、SEQ ID NO:11に示される、例えばSEQ ID N
O:12に示される一般式を有する。1つの例において、ペプチド配列は、Trp-Arg-His-Pro-G
ln-Phe-Gly-Gly（Strep-tag（登録商標）とも呼ばれ、SEQ ID NO:7に示される）である。
1つの例において、ペプチド配列は、Trp-Ser-His-Pro-Gln-Phe-Glu-Lys（Strep-tag（登
録商標）IIとも呼ばれ、SEQ ID NO:8に示される）である。いくつかの態様において、ペ
プチドリガンドは、少なくとも2つのストレプトアビジン結合モジュールの連続的配置を
含み、2つのモジュール間の距離は少なくとも0でありかつ50アミノ酸以下であり、1つの
結合モジュールは、3～8アミノ酸を有し、少なくとも配列His-Pro-Xaa（SEQ ID NO:9）を
含み、Xaaはグルタミン、アスパラギンまたはメチオニンであり、他の結合分子は、例え
ばSEQ ID NO:11に示される、同じまたは異なるストレプトアビジンペプチドリガンドを有
する（例えば、国際公開PCT番号WO02/077018；米国特許第7,981,632号を参照のこと）。
いくつかの態様において、ペプチドリガンドは、SEQ ID NO:13または14のいずれかに示さ
れる式を有する配列を含む。いくつかの態様において、ペプチドリガンドは、SEQ ID NO:
15～19のいずれかに示されるアミノ酸配列を有する。
【０１９６】
  いくつかの態様において、試薬は、ストレプトアビジンムテインであるまたはストレプ
トアビジンムテインを含む。いくつかの態様において、ストレプトアビジンムテインは、
SEQ ID NO:1に示される野生型ストレプトアビジンまたはその生物学的に活性な部分との
比較で1つまたは複数の変異（例えば、アミノ酸の置換）を含む。例えば、ストレプトア
ビジンの生物学的に活性な部分は、いくつかの例において最小ストレプトアビジンと呼ば
れる、Nおよび／またはC末端で短縮されたストレプトアビジンバリアントを含み得る。い
くつかの態様において、任意の変異が導入され得るN末端短縮最小ストレプトアビジンは
、SEQ ID NO:1に示される配列との比較で、N末端がアミノ酸位置10～16の領域から始まり
、C末端がアミノ酸位置133～142の領域で終わる。いくつかの態様において、任意の変異
が導入され得るN末端短縮ストレプトアビジンは、SEQ ID NO:2に示されるアミノ酸配列を
含む。いくつかの態様において、最小ストレプトアビジンは、Ala13位～Ser139位のアミ
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ノ酸配列を含み、任意で、Ala13の代わりにN末端メチオニン残基を有する。本願の目的上
、アミノ酸位置の番号は、全体を通して、SEQ ID NO:1に示されるwt-ストレプトアビジン
の番号を参照する。（Argarana et al., Nucleic Acids Res. 14 (1986), 1871-1882を参
照のこと、図3も参照のこと）。
【０１９７】
  いくつかの態様において、ストレプトアビジンムテインは、米国特許第6,103,493号に
記載される変異体である。いくつかの態様において、ストレプトアビジンムテインは、例
えばSEQ ID NO:1に示される野生型ストレプトアビジンのアミノ酸配列に基づくアミノ酸
位置44～53の領域内に少なくとも1つの変異を含む。いくつかの態様において、ストレプ
トアビジンムテインは、1つまたは複数の残基44、45、46および／または47に変異を含む
。いくつかの態様において、ストレプトアビジンムテインは、野生型ストレプトアビジン
の44位のGluから疎水性脂肪族アミノ酸、例えばVal、Ala、IleもしくはLeuへの置換、45
位の任意のアミノ酸、46位の脂肪族アミノ酸、例えば疎水性脂肪族アミノ酸および／また
は47位のValから塩基性アミノ酸、例えばArgもしくはLys、例えば通常Argへの置換を含む
。いくつかの態様において、Alaが46位にありおよび／またはArgが47位にありおよび／ま
たはValもしくはIleが44位にある。いくつかの態様において、ストレプトアビジン変異体
は、例えばSEQ ID NO:3またはSEQ ID NO:4に示されるアミノ酸配列を含む例示的なストレ
プトアビジンムテイン（ストレプトアビジン変異体1、SAM1としても公知）に示される、
残基Val44-Thr45-Ala46-Arg47を含む。いくつかの態様において、ストレプトアビジンム
テインは、例えばSEQ ID NO:5または6に示されるアミノ酸配列を含む例示的なストレプト
アビジンムテイン（SAM2としても公知）に示される、残基Ile44-Gly45-Ala46-Arg47を含
む。いくつかの例において、そのようなストレプトアビジンムテインは、例えば、米国特
許第6,103,493号に記載されており、Strep-Tactin（登録商標）という商標の下で市販さ
れている。
【０１９８】
  いくつかの態様において、ストレプトアビジンムテインは、国際公開PCT出願番号WO 20
14/076277に記載される変異体である。いくつかの態様において、ストレプトアビジンム
テインは、SEQ ID NO:1に示されるアミノ酸位置でいうアミノ酸位置44～53の領域に少な
くとも2つのシステイン残基を含む。いくつかの態様において、システイン残基は、これ
らのアミノ酸を連結するジスルフィド架橋を形成するよう45位および52位に存在する。そ
のような態様において、アミノ酸44は典型的にグリシンまたはアラニンであり、アミノ酸
46は典型的にアラニンまたはグリシンであり、アミノ酸47は典型的にアルギニンである。
いくつかの態様において、ストレプトアビジンムテインは、SEQ ID NO:1に示されるアミ
ノ酸位置でいうアミノ酸残基115～121の領域に少なくとも1つの変異またはアミノ酸の相
違を含む。いくつかの態様において、ストレプトアビジンムテインは、アミノ酸位置117
、120および121における少なくとも1つの変異ならびに／またはアミノ酸位置118および11
9の欠失ならびに少なくともアミノ酸121の置換を含む。
【０１９９】
  いくつかの態様において、ストレプトアビジンムテインは、117位に対応する位置に変
異を含み、その変異は、Trp、TyrもしくはPheのような大型疎水性残基またはGlu、Aspも
しくはArgのような荷電残基またはAsnもしくはGinのような親水性残基またはいくつかの
例では疎水性残基Leu、MetもしくはAlaまたは極性残基Thr、SerもしくはHisであり得る。
いくつかの態様において、117位の変異は、SerまたはAlaまたはGlyのような小型残基であ
り得る120位に対応する位置における変異、ならびに疎水性残基、例えばTrp、TyrまたはP
heのようなかさ高い疎水性残基であり得る121位に対応する位置における変異と組み合わ
される。いくつかの態様において、117位の変異は、疎水性残基、例えばLeu、Ile、Metも
しくはValまたは通常TyrもしくはPheであり得るSEQ ID NO:1に示される野生型ストレプト
アビジンまたはその生物学的に活性なフラグメントの120位に対応する位置における変異
、およびGly、AlaもしくはSerのような小型残基であり得るSEQ ID NO:1に示される野生型
ストレプトアビジンまたはその生物学的に活性なフラグメントとの比較で121位に対応す
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る位置における変異、またはGln、またはLeu、Val、Ile、Trp、Tyr、PheもしくはMetのよ
うな疎水性残基と組み合わされる。いくつかの態様において、そのようなムテインはまた
、残基Val44-Thr45-Ala46-Arg47または残基Ile44-Gly45-Ala46-Arg47を含み得る。いくつ
かの態様において、ストレプトアビジンムテインは、残基Val44、Thr45、Ala46、Arg47、
Glu117、Gly120およびTyr121を含む。いくつかの態様において、ムテインストレプトアビ
ジンは、SEQ ID NO:27もしくはSEQ ID NO:28に示されるアミノ酸配列、またはSEQ ID NO:
27もしくはSEQ ID NO:28に示されるアミノ酸配列と少なくとも85%、86%、87%、88%、89%
、90%、91%、92%、93%、94%、95%、96%、97%、98%、99%もしくはそれ以上の配列同一性を
示すアミノ酸配列を含み、残基Val44、Thr45、Ala46、Arg47、Glu117、Gly120およびTyr1
21を含み、ビオチン、ビオチン類似体もしくはストレプトアビジン結合ペプチドに結合す
る機能的活性を示す。
【０２００】
  いくつかの態様において、ストレプトアビジンムテインは、上記変異のいずれかを任意
の組み合わせで含み得、得られるストレプトアビジンムテインは、ペプチドリガンド（Tr
p-Arg-His-Pro-Gln-Phe-Gly-Gly；Strep-tag（登録商標）とも呼ばれ、SEQ ID NO:7に示
される）に対して2.7 x 10-4 M未満および／またはペプチドリガンド（Trp-Ser-His-Pro-
Gln-Phe-Glu-Lys；Strep-tag（登録商標）IIとも呼ばれ、SEQ ID NO:8に示される）に対
して1.4 x 10-4 M未満および／またはSEQ ID NO:7～19のいずれかに示されるペプチドリ
ガンドのいずれかに対して1 x 10-4 M、5 x 10-4 M、1 x 10-5 M、5x 10-5 M、1 x 10-6 
M、5 x 10-6 Mもしくは1 x 10-7 M未満であるが通常1 x 10-13 M、1 x 10-12 Mもしくは1
 x 10-11 Mより大きい結合親和性を示し得る。
【０２０１】
  いくつかの態様において、ストレプトアビジンムテインは、SEQ ID NO:3～6、27もしく
は28のいずれかに示されるアミノ酸配列またはSEQ ID NO:3～6、27もしくは28のいずれか
に示されるアミノ酸配列と少なくとも90%、91%、92%、93%、94%、95%、96%、97%、98%、9
9%もしくはそれ以上の配列同一性を示すアミノ酸配列を示し、かつペプチドリガンド（Tr
p-Arg-His-Pro-Gln-Phe-Gly-Gly；Strep-tag（登録商標）とも呼ばれ、SEQ ID NO:7に示
される）に対して2.7 x 10-4 M未満および／またはペプチドリガンド（Trp-Ser-His-Pro-
Gln-Phe-Glu-Lys；Strep-tag（登録商標）IIとも呼ばれ、SEQ ID NO:8に示される）に対
して1.4 x 10-4 M未満および／またはSEQ ID NO:7～19のいずれかに示されるペプチドリ
ガンドのいずれかに対して1 x 10-4 M、5 x 10-4 M、1 x 10-5 M、5x 10-5 M、1 x 10-6 
M、5 x 10-6 Mもしくは1 x 10-7 M未満であるが通常1 x 10-13 M、1 x 10-12 Mもしくは1
 x 10-11 Mより大きい結合親和性を示す。
【０２０２】
  いくつかの態様において、ストレプトアビジンムテインはまた、他のストレプトアビジ
ンリガンド、例えば、非限定的に、ビオチン、イミノビオチン、リポ酸、デスチオビオチ
ン、ジアミノビオチン、HABA（ヒドロキシアゾベンゼン安息香酸）および／またはジメチ
ルHABAに対する結合を示す。いくつかの態様において、ストレプトアビジンムテインは、
例えばSEQ ID NO:7～19のいずれかに示されるビオチン模倣ペプチドリガンドに対するス
トレプトアビジンムテインの結合親和性よりも大きい別のストレプトアビジンリガンド、
例えばビオチンまたはデスチオビオチンに対する結合親和性を示す。したがって、いくつ
かの態様において、ビオチンまたはビオチン類似体もしくは誘導体（例えば、デスチオビ
オチン）は、提供される方法において競合試薬として使用され得る。例えば、例として、
（例えば、SEQ ID NO:4に示される配列を含む）Strep-tactin（登録商標）と命名された
ムテインストレプトアビジンと、（例えば、SEQ ID NO:8に示される）Strep-tag（登録商
標）IIと命名されたペプチドリガンドとの相互作用は、ビオチン・ストレプトアビジン相
互作用に関するおよそ10-13 Mとの比較で、およそ10-16 MのKDの結合親和性によって特徴
づけられる。いくつかの例において、Strep-tactin（登録商標）に対して10-10～10-13 M
の間または約10-10～10-13 Mの間のKDの高い親和性で結合し得るビオチンは、この結合部
位に関してStrep-tag（登録商標）IIと競合し得る。
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【０２０３】
  いくつかの例において、試薬は、遷移金属イオンに結合することが可能であり得る少な
くとも2つのキレート基Kを含む。いくつかの態様において、試薬は、オリゴヒスチジン親
和性タグ、グルタチオン-S-トランスフェラーゼ、カルモジュリンもしくはそれらの類似
体、カルモジュリン結合性ペプチド（CBP）、FLAGペプチド、HAタグ、マルトース結合性
タンパク質（MBP）、HSVエピトープ、mycエピトープおよび／またはビオチニル化担体タ
ンパク質に結合することが可能であり得る。
【０２０４】
  いくつかの態様において、試薬は、オリゴマーまたはポリマーである。いくつかの態様
において、オリゴマーまたはポリマーは、自然界でみられるタンパク質の個別分子を直接
的もしくは間接的に連結することによって、または単量体の個別分子もしくは個別分子を
形成するサブユニットの複合体を直接的もしくは間接的に連結する（例えば、自然界でみ
られるタンパク質の二量体、三量体、四量体等を直接的もしくは間接的に連結する）こと
によってのいずれかで生成され得る。例えば、ストレプトアビジンまたはアビジンの四量
体ホモ二量体またはヘテロ二量体は、各オリゴマーまたはポリマーの個別分子または最小
構成単位と称され得る。いくつかの態様において、オリゴマーまたはポリマーは、タンパ
ク質の少なくとも2つの個別分子の連結を含み得る（すなわち、2マーである）またはタン
パク質（例えば、単量体、四量体）の個別分子の少なくとも3マー、4マー、5マー、6マー
、7マー、8マー、9マー、10マー、11マー、12マー、13マー、14マー、15マー、16マー、1
7マー、18マー、19マー、20マー、25マー、30マー、35マー、40マー、45マーまたは50マ
ーであり得る。
【０２０５】
  オリゴマーは、例えば公開された米国特許出願番号US2004/0082012に記載されるような
、当技術分野で公知の任意の方法を用いて生成され得る。いくつかの態様において、オリ
ゴマーまたはポリマーは、例えば多糖または二官能性リンカーによって架橋され得る2つ
またはそれ以上の個別分子を含む。
【０２０６】
  いくつかの態様において、オリゴマーまたはポリマーは、個別分子または多糖の存在下
で個別分子を形成するサブユニットの複合体を架橋することによって得られる。いくつか
の態様において、オリゴマーまたはポリマーは、多糖、例えばデキストランへのカルボキ
シル残基の導入によって調製され得る。いくつかの局面において、試薬（例えば単量体、
四量体）の個別分子は、従来的なカルボジイミド化学を用いて、内部リジン残基の一級ア
ミノ基および／または遊離N末端を通じてデキストラン骨格のカルボキシル基に連結され
得る。いくつかの態様において、連結試薬は、デキストラン1モル当たり試薬（例えば単
量体、四量体）の個別分子約60モルのモル比で使用される。
【０２０７】
  いくつかの態様において、試薬は、1つまたは複数のストレプトアビジンもしくはアビ
ジンまたはストレプトアビジンの任意の類似体もしくはムテインまたはアビジンの類似体
もしくはムテイン（例えば、ニュートラアビジン）のオリゴマーまたはポリマーである。
いくつかの態様において、結合部位Zは、アビジンまたはストレプトアビジンの天然のビ
オチン結合部位であり、個別分子内に最大4つの結合部位が存在し得（例えば、四量体は
、4つの結合部位Zを含み）、それによってホモ四量体は、同じである最大4つの結合部位
、すなわちZ1を含み得、ヘテロ四量体は、例えばZ1およびZ2を含む、異なり得る最大4つ
の結合部位を含み得る。いくつかの態様において、オリゴマーは、同じストレプトアビジ
ン、ストレプトアビジンムテイン、アビジンまたはアビジンムテインの複数の個別分子（
例えば、複数のホモ四量体）から生成または生産され、この例で、オリゴマーの各結合部
位Z、例えばZ1は同じである。例えば、いくつかの例において、オリゴマーは、複数の結
合部位Z1、例えば少なくとも2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、16、17
、18、19、20、21、22、23、24、25、26、27、28、29、30、31、32、33、34、35、40、45
、50またはそれ以上の結合部位Z1を含み得る。いくつかの態様において、オリゴマーは、
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ストレプトアビジン、ストレプトアビジンムテイン、アビジンもしくはアビジンムテイン
のヘテロ四量体であり得る複数の個別分子から、および／またはそれらの結合部位Z、例
えばZ1およびZ2に関して異なるストレプトアビジン、ストレプトアビジンムテイン、アビ
ジンもしくはアビジンムテインの複数の2つもしくはそれ以上の異なる個別分子（例えば
、異なるホモ四量体）から生成または生産され、この例で、複数の異なる結合部位Z、例
えばZ1およびZ2が、オリゴマー内に存在し得る。例えば、いくつかの例において、オリゴ
マーは、複数の結合部位Z1および複数の結合部位Zを含み得、合わせて、少なくとも2、3
、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、16、17、18、19、20、21、22、23、24、
25、26、27、28、29、30、31、32、33、34、35、40、45、50またはそれ以上の総結合部位
Z1およびZ2を含み得る。
【０２０８】
  いくつかの例において、各オリゴマーまたはポリマーは、多糖によって架橋され得る。
1つの態様において、ストレプトアビジンまたはアビジンまたはストレプトアビジンもし
くはアビジンの類似体（例えば、ニュートラアビジン）のオリゴマーまたはポリマーは、
最初の工程で、本質的にNoguchi, A, et al, Bioconjugate Chemistry (1992) 3,132-137
に記載されるように、カルボキシル残基を多糖、例えばデキストランに導入することによ
って調製され得る。いくつかのそのような局面において、ストレプトアビジンもしくはア
ビジンまたはそれらの類似体は、次に、第2工程で、従来的なカルボジイミド化学を用い
て、内部リジン残基の一級アミノ基および／または遊離N末端を通じてデキストラン骨格
のカルボキシル基に連結され得る。いくつかの例において、ストレプトアビジンもしくは
アビジンまたはストレプトアビジンもしくはアビジンの任意の類似体の架橋オリゴマーま
たはポリマーはまた、リンカーとして機能する二官能性分子、例えばグルタルアルデヒド
を通じてまたは当技術分野で報告されている他の方法によって架橋することによって取得
され得る。
【０２０９】
  いくつかの態様において、オリゴマーまたはポリマーは、二官能性リンカーもしくは他
の化学リンカー、例えばグルタルジアルデヒドを用いて、または当技術分野で公知の他の
方法によって、個別分子または個別分子を形成するサブユニットの複合体を架橋すること
によって得られる。いくつかの局面において、ストレプトアビジンもしくはアビジンまた
はストレプトアビジンもしくはアビジンの任意のムテインもしくは類似体の架橋オリゴマ
ーまたはポリマーは、リンカーとして機能する二官能性分子、例えばグルタルジアルデヒ
ドを通じてまたは当技術分野で報告されている他の方法によって個々のストレプトアビジ
ンまたはアビジン分子を架橋することによって取得され得る。例えば、ストレプトアビジ
ンムテインにチオール基を導入することによってストレプトアビジンムテインのオリゴマ
ーを生成することが可能である（これは、例えば、ストレプトアビジンムテインと２-イ
ミノチオラン（Trauts試薬）を反応させることによっておよび、例えば、別の反応におい
てストレプトアビジンムテイン中の利用可能なアミノ基を活性化させることによって行わ
れ得る）。いくつかの態様において、このアミノ基の活性化は、ストレプトアビジンムテ
インと市販のヘテロ二官能性架橋剤、例えばスルホスクシンイミジル4-(N-マレイミドメ
チル)シクロヘキサン-1-カルボキシレート（スルホSMCC）またはスクシンイミジル6-[(β
-マレイミドプロピオンアミド)ヘキサノエート（SMPH）の反応によって達成され得る。い
くつかのそのような態様において、それによって得られる2つの反応産物が混合され、そ
れによって典型的に修飾ストレプトアビジンムテインの1つのバッチに含まれるチオール
基と、修飾ストレプトアビジンムテインの他のバッチの（例えば、マレイミド機能によっ
て）活性化されたアミノ酸を反応させる。いくつかの例において、この反応により、スト
レプトアビジンムテインの多量体／オリゴマーが形成される。これらのオリゴマーは、任
意の適当な数、例えば、少なくとも2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、
16、17、18、19、20、21、22、23、24、25、26、27、28、29、30、31、32、33、34、35、
40、45、50またはそれ以上の個別分子を有し得、そのオリゴマー化度は、反応条件によっ
て異なり得る。
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【０２１０】
  いくつかの態様において、オリゴマーまたはポリマー試薬は、サイズ排除クロマトグラ
フィーを通じて単離され得、任意の望ましい画分が試薬として使用され得る。例えば、い
くつかの態様において、2-イミノチオランおよびヘテロ二官能性架橋剤、例えばスルホSM
CCの存在下で修飾ストレプトアビジンムテインを反応させた後、オリゴマーまたはポリマ
ー試薬は、サイズ排除クロマトグラフィーを通じて単離され得、所望の望ましい画分が試
薬として使用され得る。いくつかの態様において、オリゴマーは、単一の分子量を有さな
い（かつ有する必要がない）が、それらは統計的な重量分布、例えばガウス分布を示し得
る。いくつかの例において、4つ以上のストレプトアビジンまたはムテイン四量体、例え
ばホモ四量体またはヘテロ四量体、例えば、通常、3～50個の四量体、例えばホモ四量体
もしくはヘテロ四量体、10～40個の四量体、例えばホモ四量体もしくはヘテロ四量体、ま
たは25～35個の四量体、例えばホモ四量体もしくはヘテロ四量体を含む任意のオリゴマー
が、可溶性試薬として使用され得る。オリゴマーは、例えば、3～25個のストレプトアビ
ジンムテイン四量体、例えばホモ四量体またはヘテロ四量体を有し得る。いくつかの局面
において、ストレプトアビジンムテインの分子量が約50 kDaである場合、可溶性オリゴマ
ーは、約150kDa～約2000 kDa、約150 kDa～約1500 kDa、約150 kDa～約1250 kDa、約150 
kDa～1000 kDa、約150 kDa～約500 kDaまたは約150 kDa～約300 kDa、約300 kDa～約2000
 kDa、約300 kDa～約1500 kDa、約300 kDa～約1250 kDa、約300 kDa～1000 kDa、約300 k
Da ～約500 kDa、約500 kDa～約2000 kDa、約500 kDa～約1500 kDa、約500 kDa～約1250 
kDa、約500 kDa～1000 kDa、約1000 kDa～約2000 kDa、約1000 kDa～約 1500 kDa、約100
0 kDa～約1250 kDa、約1250 kDa～約2000 kDaまたは約1500 kDa～約2000 kDaの分子量を
有し得る。通常、各ストレプトアビジン分子／ムテインは4つのビオチン結合部位を有す
るので、そのような試薬は12～160個の結合部位Z、例えば12～100個の結合部位Zを提供し
得る。
【０２１１】
B. 試薬の形式
1. 支持体
  いくつかの態様において、試薬は、支持体、例えば固体支持体もしくは表面、例えばビ
ーズ、または固定相（クロマトグラフィーマトリクス）に含まれる。いくつかのそのよう
な態様において、試薬は、支持体に可逆的に固定化される。いくつかの例において、試薬
は、共有結合を通じて支持体に固定化される。いくつかの局面において、試薬は、非共有
結合により支持体に可逆的に固定化される。
【０２１２】
  いくつかの態様において、支持体は、固体支持体である。任意の固体支持体（表面）が
、試薬の可逆的固定化のために使用され得る。試薬を固定化することができる固体支持体
の実例は、磁気ビーズ、ポリマービーズ、細胞培養プレート、マイクロタイタープレート
、メンブレンまたは中空繊維を含む。いくつかの局面において、中空繊維が、TerumoBCT 
Inc.（Lakewood, CO, USA）から入手可能なQuantum（登録商標）Cell Expansion System
におけるバイオリアクターとして使用され得る。いくつかの態様において、試薬は、固体
支持体に共有結合により付加される。他の態様において、例えばプラスチック基材への固
定化のために、非共有結合的相互作用も使用され得る。いくつかの態様において、試薬は
、例えば、ストレプトアビジン結合ペプチドに可逆的に結合するストレプトアビジンまた
はアビジンムテインであり得る。そのようなストレプトアビジンムテインは、任意の表面
、例えば、クロマトグラフィー精製のために使用される、IBA GmbH, Gottingenから市販
されている樹脂（ビーズ）、例えば、Strep-Tactin（登録商標）セファロース、Strep-Ta
ctin（登録商標）Superflow（登録商標）、Strep-Tactin（登録商標）Superflow（登録商
標）強化型またはStrep-Tactin（登録商標）MacroPrep（登録商標）に、共有結合により
付加され得る。商業的に容易に入手可能な他の実例は、オリゴヒスチジンタグ付加（his
タグ付加）タンパク質の可逆的固定化のために、例えば、オリゴヒスチジンタグ、例えば
ペンタまたはヘキサヒスチジンタグを結合パートナーCとして含む作用物質（例えば、受



(82) JP 2018-531035 A6 2018.12.13

10

20

30

40

50

容体結合物質または選択物質）の可逆的結合のために、使用され得る、固定化金属親和性
クロマトグラフィー（IMAC）樹脂、例えば、TALON（登録商標）樹脂（Westburg, Leusden
, The Netherlands）である。他の例は、グルタチオンが結合する結合パートナーCとして
のカルモジュリン結合ペプチドまたはセファロースを含む作用物質（例えば、受容体結合
物質または選択物質）と共に使用され得る、GE Life Sciencesから入手可能なカルモジュ
リンセファロースを含む。いくつかのそのような例において、結合パートナーCは、グル
タチオン-S-トランスフェラーゼである。
【０２１３】
  いくつかの態様において、支持体は、固定相を含む。したがって、いくつかの態様にお
いて、試薬は、固定相（クロマトグラフィーマトリクスとも呼ばれる）に含まれる。いく
つかのそのような態様において、試薬は、固定相に可逆的に固定化される。いくつかの例
において、試薬は、共有結合を通じて固定相に可逆的に固定化される。いくつかの局面に
おいて、試薬は、非共有結合により固定相に可逆的に固定化される。
【０２１４】
  任意の材料が、クロマトグラフィーマトリクスとして使用され得る。一般に、適当なク
ロマトグラフィー材料は、例えば、充填されたクロマトグラフィーカラムにおいて所望の
条件下で使用される際に、本質的に無害なもの、すなわち、細胞の生存度に対して弊害を
もたらさないものである。いくつかの態様において、固定相は、予め定められた場所、例
えば、予め定められた位置で維持され、それに対して試料の場所が移動する。したがって
、いくつかの態様において、固定相は、移動相が（フロースルーによりまたはバッチモー
ドでのいずれかで）流動し、相間で（溶解したまたは分散したのいずれかの）液体相中に
含まれる成分の分配が生じる、クロマトグラフィーシステムの一部である。
【０２１５】
  いくつかの態様において、クロマトグラフィーマトリクスは、固体または半固体相の形
態を有し、単離／分離したい標的細胞を含む試料は液体相である。クロマトグラフィーマ
トリクスは、（任意の適当なサイズおよび形状の）特定の材料または紙基材もしくはメン
ブレンを含むモノリシックなクロマトグラフィー材料である。したがって、いくつかの局
面において、クロマトグラフィーは、カラムクロマトグラフィーおよび平面クロマトグラ
フィーの両方であり得る。いくつかの態様において、標準的なクロマトグラフィーカラム
に加えて、双方向の流れを実現するカラム、例えばPhyNexus, Inc. San Jose, CA, U.S.A
.から入手可能なPhyTip（登録商標）カラムまたはピペットチップが、カラムベース／フ
ロースルーモードベースの方法で使用され得る。したがって、いくつかの例において、双
方向の流れを実現するピペットチップまたはカラムもまた、本発明の方法において有用な
クロマトグラフィーカラムに含まれる。いくつかの例において、例えば粒状のマトリクス
材料が使用される場合、粒状のマトリクス材料は、例えば、約5μm～約200μm、または約
5μm～約400μm、または約5μm～約600μmの平均粒子サイズを有し得る。いくつかの局面
において、クロマトグラフィーマトリクスは、例えば、ポリマー樹脂または金属酸化物ま
たは半金属酸化物であり得るかまたはそれらを含み得る。いくつかの局面において、例え
ば平面クロマトグラフィーが使用される場合、マトリクス材料は、平面クロマトグラフィ
ーに適した任意の材料、例えば、従来的なセルロースベースもしくは有機ポリマーベース
のメンブレン（例えば、紙製メンブレン、ニトロセルロースメンブレンもしくはフッ化ポ
リビニリデン（PVDF）メンブレン）またはシリカコーティングされたガラスプレートであ
り得る。1つの態様において、クロマトグラフィーマトリクス／固定相は、非磁性材料ま
たは非磁化性材料である。
【０２１６】
  いくつかの態様において、本発明の方法に適した非磁性または非磁化性クロマトグラフ
ィー固定相は、誘導体化シリカまたは架橋ゲルを含む。いくつかの局面において、架橋ゲ
ルは、天然ポリマー、例えば自然界で発生するポリマークラスのものに基づき得る。例え
ば、クロマトグラフィー固定相の基礎となり得る天然ポリマーは、多糖である。いくつか
の例において、各多糖は、通常、架橋される。多糖マトリクスの例は、アガロースゲル（
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例えば、Superflow（商標）アガロースまたはSepharose（登録商標）材料、例えば異なる
ビーズおよび孔サイズで市販されているSuperflow（商標）Sepharose（登録商標））また
は架橋デキストランのゲルを含むがこれらに限定されない。さらなる実例は、共にGE Hea
lthcareから入手可能な、Sephadex（登録商標）またはSuperdex（登録商標）として（様
々なビーズサイズおよび様々な孔サイズで）市販されている、デキストランが共有結合さ
れる粒状架橋アガロースマトリクスである。そのようなクロマトグラフィー材料の別の実
例は、Sephacryl（登録商標）であり、これもGE Healthcareから異なるビーズおよび孔サ
イズで入手可能である。
【０２１７】
  いくつかの態様において、架橋ゲルはまた、合成ポリマー、例えば自然界で発生しない
ポリマークラスのものに基づき得る。いくつかの局面において、クロマトグラフィー固定
相の基礎となるそのような合成ポリマーは、極性単量体単位を有し、したがってそれ自体
が極性であるポリマーである。したがって、いくつかの例において、そのような極性ポリ
マーは、親水性である。疎油性とも称される親水性分子は、いくつかの局面において、水
分子と双極子・双極子相互作用を形成し得る部分を含む。一般に、親油性とも称される疎
水性分子は、水から分離する傾向を有する。
【０２１８】
  適当な合成ポリマーの実例は、ポリアクリルアミド、スチレンジビニルベンゼンゲルな
らびにアクリレートおよびジオールまたはアクリルアミドおよびジオールのコポリマーで
ある。実例は、Fractogel（登録商標）として市販されているポリメタクリレートゲルで
ある。さらなる例は、Toyopearl（登録商標）として市販されているエチレングリコール
およびメタクリレートのコポリマーである。いくつかの態様において、クロマトグラフィ
ー固定相はまた、天然および合成ポリマー成分、例えば、複合マトリクスもしくは複合材
または多糖およびアガロースのコポリマー、例えばポリアクリルアミド／アガロース複合
材、または多糖およびN,N'-メチレンビスアクリルアミドのコポリマーを含み得る。デキ
ストランおよびN,N'-メチレンビスアクリルアミドのコポリマーの実例は、上記のSephacr
yl（登録商標）シリーズの材料である。いくつかの態様において、誘導体化シリカは、合
成または天然ポリマーに連結されたシリカ粒子を含み得る。そのような態様の例は、多糖
結合シリカ、ポリビニルピロリドン結合シリカ、ポリエチレンオキシド結合シリカ、ポリ
(2-ヒドロキシエチルアスパルトアミド)シリカおよびポリ(N'-イソプロピルアクリルアミ
ド)結合シリカを含むがこれらに限定されない。
【０２１９】
  いくつかの態様において、クロマトグラフィーマトリクスは、例えば本明細書に記載さ
れる除去カートリッジにおいて使用される場合、ゲル濾過マトリクスである。一般に、ゲ
ル濾過は、それが起こるよう設計された特性によって特徴づけられ得る。したがって、ゲ
ル濾過マトリクスは、いくつかの局面において、概ねそれらのサイズに基づいて細胞また
は他の生物学的物体の分離を実現する。いくつかのそのような局面において、各クロマト
グラフィーマトリクスは典型的に、上記のような粒状多孔性材料である。クロマトグラフ
ィーマトリクスは、特定の排除限界を有し得、排除限界は典型的に、それを上回ると分子
が孔に侵入できず完全に除去される分子量という点から定義される。いくつかの態様にお
いて、サイズ排除限界を定義する各分子量は、標的細胞の重量に対応する重量を下回るよ
う選択され得る。そのような態様において、標的細胞は、サイズ排除クロマトグラフィー
マトリクスの孔に侵入することが妨げられる。同様に、固定相は、選択された標的細胞の
サイズよりも小さいサイズの孔を有し得る。例示的な態様において、クロマトグラフィー
マトリクスは、0～約500 nmの平均孔サイズを有する。
【０２２０】
  いくつかの態様において、試料中に存在する成分、例えば作用物質（例えば、受容体結
合物質もしくは選択物質）または競合試薬は、孔の排除限界を下回るサイズを有し得、し
たがってクロマトグラフィーマトリクスの孔に侵入し得る。いくつかの局面において、部
分的または完全に孔容積に侵入することができるそのような成分のうち、孔容積に対する
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アクセス性が低いより大きな分子が最初に溶出し得、最も小さい分子は典型的に最後に溶
出する。いくつかの態様において、クロマトグラフィーマトリクスの排除限界は、標的細
胞の最大幅を下回るよう選択される。したがって、いくつかの局面において、孔容積に対
するアクセス性を有する成分は、標的細胞よりもクロマトグラフィーマトリクス内または
上でより長く維持され得る。したがって、いくつかの例において、標的細胞は、試料の他
の物体／成分から分離されてクロマトグラフィーカラムの溶出物中に回収され得る。した
がって、いくつかの局面において、成分、例えば作用物質（例えば、受容体結合物質もし
くは選択物質）、または適用可能な場合、競合試薬は、標的細胞よりも後の時点でゲル濾
過マトリクスから溶出し得る。いくつかの態様において、例えば、ゲル透過マトリクスが
、試料中に存在する作用物質（例えば、受容体結合物質もしくは選択物質）および／また
は競合試薬に結合することができる結合部位Zを含む（例えば、それに共有結合された）
試薬を含む場合に、この効果はさらに増加する。いくつかの例において、作用物質（例え
ば、受容体結合物質もしくは選択物質）および／または競合試薬は、試薬の結合部位Zに
よって結合され得、それによってマトリクス上に固定化され得る。いくつかの局面におい
て、この方法は、除去カートリッジにおいて実施される。
【０２２１】
  いくつかの態様において、本発明の方法において使用されるクロマトグラフィーマトリ
クスはまた、磁気的に誘引可能な物体、例えば1つまたは複数の磁気的に誘引可能な粒子
または磁性流体を含み得る。各々の磁気的に誘引可能な粒子は、標的細胞に結合すること
ができる結合部位を有する試薬を含み得る。いくつかの例において、磁気的に誘引可能な
粒子は、反磁性、強磁性、常磁性または超常磁性材料を含み得る。一般に、超常磁性材料
は、永久磁化を起こすことなく誘起磁場による磁場に反応する。酸化鉄に基づく磁気粒子
は、例えば、Dynal BiotechからDynabeads、Miltenyi Biotecから磁性MagneticBeadsとし
て、CPG Inc.,から磁性多孔性ガラスビーズとして、および様々な他の販売元、例えば、
いくつか挙げると、Roche Applied Science、BIOCLON、BioSource International Inc.、
micromod、AMBION、Merck、Bangs Laboratories、Polysciences、またはNovagen Inc.か
ら、市販されている。超常磁性CoおよびFeCoならびに強磁性Coナノ結晶に基づく磁性ナノ
粒子が、例えばHutten, A. et al. (J. Biotech. (2004), 112, 47-63)によって報告され
ている。他の態様において、本発明の方法において使用されるクロマトグラフィーマトリ
クスは、任意の磁気的に誘引可能な物体のくぼみである。
【０２２２】
  いくつかの態様において、第1および第2の固定相の少なくとも1つの配置、例えば細胞
の選択のためのクロマトグラフィーカラム（選択カートリッジ）および試薬の除去のため
の第2のクロマトグラフィーカラム（除去カートリッジ）を含む装置が提供される。装置
は、直列に流体接続されている第1および第2の固定相（クロマトグラフィーカラム）の複
数の配置を含み得る。装置は、第1および第2の固定相の第1の配列の第1の固定相に流体接
続されている試料投入口を含み得る。いくつかの態様において、装置はまた、クロマトグ
ラフィー用の第1および第2の固定相の少なくとも1つの配置の最後の第2の固定相に流体接
続されている、細胞のための試料流出口を含み得る。いくつかの局面において、装置はま
た、第1および第2の固定相の配置の第1の固定相の少なくとも1つに流体接続されている競
合試薬容器を含み得る。
【０２２３】
2. 可溶物
  いくつかの態様において、試薬は、固体支持体に結合されない、すなわち、それは可溶
性形態で存在するかまたは可溶性である。原則として、支持体、例えば固体支持体または
固定相に固定化される試薬の場合と同じ試薬が使用され得る。例えば、上記の試薬の任意
の例が、そのような試薬を支持体に固定化または付加することなく、例えば、固体支持体
または固定相に付加せずに使用され得る。いくつかの態様において、試薬は、結合パート
ナーCとの相互作用を通じた結合物質への可逆的結合のための複数の結合部位Zを含む。い
くつかの例において、試薬は、個別分子のオリゴマーもしくはポリマー、または個別分子
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を形成するサブユニットの複合体のオリゴマーもしくはポリマー（例えば、二量体、三量
体もしくは四量体タンパク質のオリゴマーもしくはポリマー）である。いくつかの態様に
おいて、試薬は、例えば、ストレプトアビジンムテインオリゴマー、カルモジュリンオリ
ゴマー、あるいは、遷移金属イオンに結合することができ、それによってその試薬をオリ
ゴヒスチジン親和性タグ、多量体グルタチオン-S-トランスフェラーゼまたはビオチニル
化担体タンパク質に結合できるようにする少なくとも2つのキレート基Kを提供する化合物
（オリゴマー）であり得る。
【０２２４】
  いくつかの態様において、試薬は、試薬に付加された固体支持体（表面）の不存在によ
り特徴づけられる。例えば、いくつかの態様において、試薬は、粒子、ビーズ、ナノ粒子
、マイクロスフィアまたは他の固体支持体を含まないかまたはそれらに（直接的もしくは
間接的に）付加されない。いくつかの態様において、試薬は、硬直的な、柔軟性のないも
しくは堅いものではない、または硬直的な、柔軟性のないもしくは堅い表面を含まないか
もしくはそれに付加されない。いくつかの態様において、試薬は、柔軟であるまたは実質
的に柔軟である。いくつかの例において、試薬は、細胞の表面の形状に対して調節するま
たは適合させることができる。いくつかの態様において、試薬は、球形または実質的に球
形の形状を含まない。
【０２２５】
  いくつかの態様において、試薬の実質的にすべて、すなわち、80％、85％、90％、91％
、92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％、99％超またはそれ以上が、有機物である
、有機物から構成されるまたは有機物を含む。例えば、いくつかの態様において、試薬の
80％、85％、90％、91％、92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％、99％超またはそ
れ以上が、脂質、糖質、タンパク質、ペプチドもしくはそれらの混合物である、それらか
ら構成されるまたはそれらを含む。いくつかの態様において、試薬は、無機物、無機コア
、例えば金属、例えば鉄、合成または無機ポリマー、例えばスチレンポリマー、例えばポ
リスチレン、ラテックス、シリカもしくは磁性コアを本質的に含まない、本質的にそれら
から構成されないまたは本質的にそれらを含まない。例えば、いくつかの態様において、
試薬の一部として含まれる試薬における無機物の相対パーセンテージは、20％、15％、10
％、5％未満またはそれより少ない。
【０２２６】
  いくつかの態様において、水溶液中の試薬の全体の大部分（すなわち、50％超）、例え
ば60％、70％、80％、90％、95％、99％超またはそれ以上は、試薬を含む個別タンパク質
分子、例えば個別分子または個別分子を形成するサブユニットの複合体（例えば、四量体
分子）のオリゴマーもしくはポリマーからなる。いくつかの態様において、可溶性試薬の
総密度は、1.2 g/cm3、1.1 g/cm3、1.0 g/cm3未満またはそれより小さい。
【０２２７】
  いくつかの態様において、例えば支持体または固体支持体に付加されていない（例えば
、ビーズに付加されていない）可溶性試薬は、比較的小さいサイズ、例えば、通常、20 n
M未満または約20 nM未満のサイズ、例えば、15 nM未満もしくは約15 nM未満、10 nM未満
もしくは約10 nM未満、5 nM未満もしくは約5 nM未満、またはそれより小さい。
【０２２８】
  いくつかの態様において、例えば支持体または固体支持体に付加されていない（例えば
、ビーズに付加されていない）可溶性試薬は、生物学的に不活性である、すなわち、それ
は生細胞に対して非毒性である。いくつかの態様において、試薬は生分解性であり得る、
例えば、それは酵素的活性によって分解され得るまたは食細胞によって除去され得る。
【０２２９】
  いくつかの態様において、試薬（例えば、ストレプトアビジンまたはムテイン、例えば
四量体ストレプトアビジンムテイン）を担体、例えば有機担体に反応させることが可能で
ある。いくつかの局面において、多糖との反応に加えて、担体タンパク質として生理学的
または薬学的に許容されるタンパク質、例えば血清アルブミン（例えば、ヒト血清アルブ
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ミン（HSA）またはウシ血清アルブミン（BSA))を使用することも可能である。そのような
例において、試薬、例えば、（個別の四量体としてまたはオリゴマーの形態のいずれかの
）ストレプトアビジンまたはストレプトアビジンムテインは、非共有結合的相互作用を通
じて担体タンパク質に連結され得る。いくつかのそのような態様において、（様々な販売
元、例えば、いくつか挙げるとThermoFisher Scientific、Sigma AldrichまたはVectorla
bs、から市販されている）ビオチニル化BSAを、試薬（例えば、ストレプトアビジンムテ
イン）と反応させることができる。いくつかの局面において、試薬オリゴマー（例えば、
ストレプトアビジンオリゴマー）の一部は、オリゴマーの結合部位Zの大部分を作用物質
（例えば、受容体結合物質または選択物質）および本明細書に記載される任意のさらなる
作用物質との結合に利用可能な状態で残しつつ、1つまたは複数の結合部位Zを通じて、ビ
オチニル化担体タンパク質に非共有結合的に連結され得る。したがって、そのようなアプ
ローチによって、複数の結合部位Zを有する可溶性試薬が調製され得る。
【０２３０】
  他の態様において、試薬、例えば、（個別の四量体としてまたはオリゴマーの形態のい
ずれかの）ストレプトアビジンムテインは、合成担体、例えばポリエチレングリコール（
PEG)分子に、共有結合的に連結され得る。任意の適当なPEG分子が、例えば、この目的で
使用され得、PEG分子および各試薬は可溶性であり得る。典型的に、1000 Daの分子量まで
のPEG分子は、本発明の方法において使用され得る水または培養培地に可溶性である。い
くつかの例において、そのようなPEGベースの試薬は、市販の活性化PEG分子（例えば、NO
F North America Corporation, Irvine, California, USAから入手可能なPEG-NHS誘導体
またはCreative PEGWorks, Chapel Hills, North Carolina, USAから入手可能な活性化PE
G誘導体）とストレプトアビジンムテインのアミノ基とを用いて調製され得る。
【０２３１】
C. 作用物質
  いくつかの態様において、作用物質（例えば、受容体結合物質または選択物質）は、細
胞の表面上の分子、例えば、細胞表面分子に結合するための1つまたは複数の結合部位Bを
有する。したがって、いくつかの例において、作用物質（例えば、受容体結合物質または
選択物質）は、1つの結合部位Bまたは複数の結合部位Bを含み、作用物質（例えば、受容
体結合物質または選択物質）と標的細胞の表面上の分子との間の特異的結合は、Bと分子
との間の相互作用を含む。いくつかの態様において、作用物質は、1つの結合部位しか含
まない、すなわち一価である。いくつかの態様において、作用物質（例えば、受容体結合
物質または選択物質）は、細胞表面分子に結合することができる少なくとも2つ、例えば
、3つ、4つまたは5つの結合部位Bを含む複数の結合部位Bを有する。いくつかのそのよう
な局面において、少なくとも2つまたは複数の結合部位Bは、同一であり得る。いくつかの
態様において、少なくとも2つまたは複数の結合部位Bの1つまたは複数は、異なり得る（
例えば、B1およびB2であり得る）。
【０２３２】
  いくつかの態様において、1つまたは複数の異なる作用物質（例えば、1つまたは複数の
異なる受容体結合物質、選択物質または細胞上の分子に結合する他の作用物質）は、試薬
に可逆的に結合する。いくつかの態様において、少なくとも2つ、3つ、4つまたはそれ以
上の異なる作用物質は、同じ試薬に可逆的に結合する。いくつかの態様において、少なく
とも2つの異なる作用物質が同じ試薬に可逆的に結合し、各試薬は、作用物質と分子との
間の特異的結合のための1つの結合部位Bまたは複数の結合部位Bを含む。いくつかの態様
において、少なくとも2つまたはそれ以上の作用物質は、例えば、同じまたは実質的に同
じ分子への結合のための、同じ結合部位Bを含む。いくつかの態様において、少なくとも2
つまたはそれ以上の作用物質は、例えば異なる分子への結合のための、異なる結合部位B
を含む。いくつかの態様において、第1の作用物質（例えば、第1の受容体結合物質または
第1の選択物質）は、結合部位B1、B2、B3、B4等を含み、第2の作用物質（例えば、第2の
受容体結合物質または第2の選択物質）は、結合部位B1、B2、B3、B4等のうちの別のもの
を含む。いくつかの態様において、第1の作用物質（例えば、第1の選択物質）は結合部位
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B1を含み、第2の作用物質（例えば、第2の選択物質）は結合部位B3を含む。いくつかの態
様において、第1の作用物質（例えば、第1の受容体結合質）は結合部位B2を含み、第2の
作用物質（例えば、第2の受容体結合物質）は結合部位B4を含む。任意のそのような態様
において、第1の作用物質および第2の作用物質は、結合パートナーC1またはC2を含み得る
。いくつかの態様において、C1およびC2は同じであり得る。いくつかの態様において、C1
およびC2は異なる。いくつかの態様において、第1の作用物質および第2の作用物質は、同
じ結合パートナーC1を含む。
【０２３３】
  いくつかの例において、（例えば、その結合部位Bを通じた）作用物質と試薬の結合部
位Zとの間の結合の解離定数（KD）は、約10-2 M～約10-13 Mまたは約10-3 M～約10-12 M
または約10-4 M～約10-11 M、または約10-5 M～約10-10 Mの範囲の値を有し得る。いくつ
かの態様において、結合物質と分子との間の結合の解離定数（KD）は、低い親和性のもの
、例えば、約10-3～約10-7 Mの範囲内である。いくつかの態様において、結合物質と分子
との間の結合の解離定数（KD）は、高い親和性のもの、例えば、約10-7～約1 x 10-10 M
の範囲内である。
【０２３４】
  いくつかの態様において、結合部位Bを通じた作用物質と分子との結合の解離は、例え
ば、試薬と作用物質との間の可逆的結合の破壊の後に、標的細胞が作用物質により一過的
にのみ染色されるまたは作用物質と一過的にのみ結合するのに十分に早く起こる。いくつ
かの例において、koff速度（（結合部位Bを通じた）作用物質と分子との間の結合の解離
速度定数とも呼ばれる）で表現される場合、koff速度は、約0.5 x 10-4秒-1もしくはそれ
以上、約1 x 10-4秒-1もしくはそれ以上、約2 x 10-4秒-1もしくはそれ以上、約3 x 10-4

秒-1もしくはそれ以上、約4 x 10-4秒-1もしくはそれ以上、約5 x 10-4秒-1もしくはそれ
以上、約1 x 10-3秒-1もしくはそれ以上、約1.5 x 10-3秒-1もしくはそれ以上、約2 x 10
-3秒-1もしくはそれ以上、約3 x 10-3秒-1もしくはそれ以上、約4 x 10-3秒-1もしくはそ
れ以上、約5 x 10-3秒-1もしくはそれ以上、約1 x 10-2秒もしくはそれ以上、または約5 
x 10-1秒-1もしくはそれ以上である。特定の作用物質と細胞の分子との相互作用に適した
koff速度範囲を経験的に決定することは、当業者の技能の範囲内である（例えば、公開さ
れた米国出願番号US2014/0295458を参照のこと）。例えば、結合複合体の崩壊の後に作用
物質の大部分が1時間以内に除去または分離され得るように、例えば4.0 x 10-4秒-1より
大きい、比較的高いkoff速度を有する作用物質が使用され得る。他の例において、結合複
合体の崩壊の後に、作用物質の大部分が約3．5時間以内に細胞から除去または分離され得
るように、例えば1.0 x 10-4秒-1の、低いkoff速度を有する作用物質が使用され得る。
【０２３５】
  いくつかの態様において、この結合のKDならびに作用物質（例えば、受容体結合物質ま
たは選択物質）の結合部位Bと細胞表面分子との間で形成される結合のKD、KA、koffおよ
びkon速度は、任意の適当な手段によって、例えば蛍光滴定、平衡透析または表面プラズ
モン共鳴によって決定され得る。
【０２３６】
  いくつかの局面において、細胞表面分子は、それに対して作用物質、例えば結合物質（
例えば、受容体結合物質または選択物質）が誘導され得る分子である。いくつかの態様に
おいて、細胞表面分子は、ペプチドまたはタンパク質、例えば受容体、例えば膜受容体タ
ンパク質である。いくつかの態様において、受容体は、脂質、多糖または核酸である。い
くつかの態様において、タンパク質である細胞表面分子は、表在性膜タンパク質または内
在性膜タンパク質であり得る。細胞表面分子は、いくつかの態様において、膜をまたぐ1
つまたは複数のドメインを有し得る。いくつかの実例として、膜貫通ドメインを有する膜
タンパク質は、Gタンパク質共役受容体、例えば嗅覚受容体、ロドプシン受容体、ロドプ
シンフェロモン受容体、ペプチドホルモン受容体、味覚受容体、GABA受容体、オピエート
受容体、セロトニン受容体、Ca2+受容体、メラノプシン、アセチルコリン、ニコチン性、
アドレナリン作用性、ノルエピネフリン、カテコールアミン、L-DOPA-、ドパミンおよび
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セロトニン（生体アミン、エンドルフィン／エンケファリン）神経ペプチド受容体を含む
、神経伝達物質受容体、例えばリガンド依存性、電圧依存性または機械刺激依存性受容体
、受容体キナーゼ、例えばセリン／スレオニンキナーゼ、チロシンキナーゼ、ポーリン／
チャネル、例えば塩素チャネル、カリウムチャネル、ナトリウムチャネル、OMPタンパク
質、ABCトランスポーター（ATP結合カセットトランスポーター）、例えばアミノ酸トラン
スポーター、Na-グルコーストランスポーター、Na/ヨウ化物トランスポーター、イオント
ランスポーター、例えば集光複合体、シトクロムcオキシダーゼ、ATPase Na/K、H/K、Ca
、細胞接着受容体、例えばメタロプロテアーゼ、インテグリンまたはカドヘリンであり得
る。
【０２３７】
  いくつかの態様において、細胞表面分子は、望ましい細胞集団またはサブ集団、例えば
、血液細胞の集団またはサブ集団、例えばリンパ球（例えば、T細胞、Tヘルパー細胞、例
えばCD4+ Tヘルパー細胞、B細胞もしくはナチュラルキラー細胞）、単球、または幹細胞
、例えばCD34陽性末梢幹細胞またはNanogもしくはOct-4発現幹細胞を定義する抗原であり
得る。T細胞の例は、CMV特異的CD8+ Tリンパ球、細胞傷害性T細胞、メモリーT細胞および
調節性T細胞（Treg）等の細胞を含む。Tregの実例は、CD4 CD25 CD45RA Treg細胞であり
、メモリーT細胞の実例は、CD62L CD8+特異的セントラルメモリーT細胞である。細胞表面
分子はまた、腫瘍細胞のマーカーであり得る。
【０２３８】
  上記のように、いくつかの態様において、作用物質、例えば結合物質（例えば、受容体
結合物質または選択物質）は、細胞表面分子に結合することができる結合部位Bに加えて
、結合パートナーCを有する。いくつかの局面において、この結合パートナーCは、試薬の
結合部位Zに結合することができ、試薬は、結合パートナーCに対する1つまたは複数の結
合部位を有する。いくつかの態様において、作用物質（例えば、受容体結合物質または選
択物質）に含まれる結合パートナーCと試薬の結合部位Zとの間で形成され得る非共有結合
的な結合は、任意の所望の強度および親和性のものであり得、この方法を実施する条件下
で破壊可能または可逆的であり得る。作用物質（例えば、受容体結合物質または選択物質
）は、2つ、3つまたはそれ以上を含む少なくとも1つのさらなる結合パートナーCを含み得
、試薬は、作用物質（例えば、受容体結合物質または選択物質）に含まれる結合パートナ
ーCに対する少なくとも2つ、例えば3つ、4つ、5つ、6つ、7つ、8つまたはそれ以上の結合
部位Zを含み得る。米国特許7,776,562、米国特許8,298,782または国際特許出願公開WO 20
02/054065に記載されるように、結合パートナーCと1つまたは複数の対応する結合部位Zと
を有する試薬の任意の組み合わせが、例えば、結合パートナーCおよび結合部位Zが、例え
ばアビディティ効果を生じるように、複合体内で可逆的に結合することができるように、
選択され得る。
【０２３９】
  作用物質（例えば、受容体結合物質または選択物質）に含まれる結合パートナーCは、
例えば、炭化水素ベース（ポリマーを含む）であり得、窒素、リン、硫黄、カルベン、ハ
ロゲンまたはプソイドハロゲン基を含み得る。いくつかの局面において、それは、アルコ
ール、有機酸、無機酸、アミン、ホスフィン、チオール、ジスルフィド、アルカン、アミ
ノ酸、ペプチド、オリゴペプチド、ポリペプチド、タンパク質、核酸、脂質、糖、オリゴ
糖または多糖であり得る。さらなる例として、それはまた、カチオン、アニオン、ポリカ
チオン、ポリアニオン、ポリカチオン、電解質、高分子電解質、カーボンナノチューブま
たはカーボンナノフォームであり得る。通常、そのような結合パートナーCは、他の物体
に対するよりも試薬の結合部位に対してより高い親和性を有する。各結合パートナーCの
例は、クラウンエーテル、免疫グロブリン、それらのフラグメントおよび抗体様機能を有
するタンパク質性結合分子を含むがこれらに限定されない。
【０２４０】
  いくつかの態様において、作用物質（例えば、受容体結合物質または選択物質）に含ま
れる結合パートナーCは、ビオチンを含み、試薬は、ビオチンに可逆的に結合するストレ
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プトアビジン類似体またはアビジン類似体を含む。いくつかの態様において、作用物質（
例えば、受容体結合物質または選択物質）に含まれる結合パートナーCは、ストレプトア
ビジンまたはアビジンに可逆的に結合するビオチン類似体を含み、試薬は、各々のビオチ
ン類似体に可逆的に結合するストレプトアビジン、アビジン、ストレプトアビジン類似体
またはアビジン類似体を含む。いくつかの態様において、作用物質（例えば、受容体結合
物質または選択物質）に含まれる結合パートナーCは、ストレプトアビジンまたはアビジ
ン結合ペプチドを含み、試薬は、各々のストレプトアビジンまたはアビジン結合ペプチド
に可逆的に結合するストレプトアビジン、アビジン、ストレプトアビジン類似体またはア
ビジン類似体を含む。
【０２４１】
  いくつかの態様において、試薬は、ストレプトアビジン、例えば、（例えばSEQ ID NO:
3～6に示される）上記の任意のものを含むストレプトアビジンムテインであり、作用物質
（例えば、受容体結合物質または選択物質）に含まれる結合パートナーCは、ストレプト
アビジン結合ペプチドを含み得る。いくつかの態様において、ストレプトアビジン結合ペ
プチドは、SEQ ID NO:9に示される一般式を有する配列を含み得る、例えばSEQ ID NO:10
に示される配列を含む。いくつかの態様において、ペプチド配列は、SEQ ID NO:11に示さ
れる、例えばSEQ ID NO:12に示される一般式を有する。1つの例において、ペプチド配列
は、

（Strep-tag（登録商標）とも呼ばれ、SEQ ID NO:7に示される）である。1つの例におい
て、ペプチド配列は、

（Strep-tag（登録商標）IIとも呼ばれ、SEQ ID NO:8に示される）である。いくつかの態
様において、ペプチドリガンドは、少なくとも2つのストレプトアビジン結合モジュール
の連続的配置を含み、2つのモジュール間の距離は少なくとも0かつ50アミノ酸以下であり
、1つの結合モジュールは3～8アミノ酸を有し、少なくとも配列His-Pro-Xaa（SEQ ID NO:
9）を含み、Xaaはグルタミン、アスパラギンまたはメチオニンであり、他の結合モジュー
ルは、（例えばSEQ ID NO:11に示される）同じまたは異なるストレプトアビジンペプチド
リガンドを有する（例えば、国際公開PCT出願番号WO02/077018；米国特許第7,981,632号
を参照のこと）。いくつかの態様において、ペプチドリガンドは、SEQ ID NO:13または14
のいずれかに示される式を有する配列を含む。いくつかの態様において、ペプチドリガン
ドは、SEQ ID NO:15～19のいずれかに示されるアミノ酸配列を有する。大部分の例におい
て、すべてのこれらのストレプトアビジン結合ペプチドは、同じ結合部位、すなわちスト
レプトアビジンのビオチン結合部位に結合する。そのようなストレプトアビジン結合ペプ
チドの1つまたは複数がビオチンパートナーC、例えばC1およびC2として使用される場合、
多量体形成試薬は典型的に、ストレプトアビジンムテインである。
【０２４２】
  いくつかの態様において、ストレプトアビジン結合ペプチドは、さらに修飾され得る。
いくつかの態様において、ストレプトアビジン結合ペプチドは、ニッケル付加trisNTA（H
is-STREPPERまたはHis/Strep-tag（登録商標）IIアダプターとも呼ばれる）にコンジュゲ
ートされたペプチド配列

（Strep-tag（登録商標）IIとも呼ばれ、SEQ ID NO:8に示される）を含み得る。
【０２４３】
  いくつかの態様において、作用物質（例えば、受容体結合物質または選択物質）の結合
パートナーCは、親和性タグとして当業者に公知の部分を含む。そのような態様において
、試薬は、対応する結合パートナー、例えば、親和性タグに結合することが公知の抗体ま
たは抗体フラグメントを含み得る。公知の親和性タグのいくつかの実例として、作用物質
（例えば、受容体結合物質または選択物質）に含まれる結合パートナーCは、ジニトロフ
ェノールまたはジゴキシゲニン、オリゴヒスチジン、ポリヒスチジン、免疫グロブリンド
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メイン、マルトース結合タンパク質、グルタチオン-S-トランスフェラーゼ（GST）、キチ
ン結合タンパク質（CBP）またはチオレドキシン、カルモジュリン結合ペプチド（CBP）、
FLAGペプチド、

、マルトース結合タンパク質（MBP）、単純ヘルペスウイルス糖タンパク質Dの配列

のHSVエピトープ、配列

の転写因子c-mycの「myc」エピトープ、V5タグ

またはグルタチオン-S-トランスフェラーゼ（GST）を含み得る。そのような態様において
、抗体または抗体フラグメントであり得る試薬の1つまたは複数の結合部位Zと抗原との間
で形成される複合体は、遊離抗原、すなわち遊離ペプチド（エピトープタグ）または遊離
タンパク質（例えば、MBPもしくはCBP）を添加することによって競合的に妨げられ得る。
いくつかの態様において、親和性タグはまた、オリゴヌクレオチドタグであり得る。いく
つかの例において、そのようなオリゴヌクレオチドタグは、例えば、試薬に連結されたま
たは試薬に含まれる相補的配列を有するオリゴヌクレオチドにハイブリダイズさせるため
に使用され得る。
【０２４４】
  適当な結合パートナーCのさらなる例は、レクチン、プロテインA、プロテインG、金属
、金属イオン、ニトリロ三酢酸誘導体（NTA）、RGDモチーフ、デキストラン、ポリエチレ
ンイミン（PEI）、レドックスポリマー、糖タンパク質、アプタマー、色素、アミロース
、マルトース、セルロース、キチン、グルタチオン、カルモジュリン、ゼラチン、ポリミ
キシン、ヘパリン、NAD、NADP、リジン、アルギニン、ベンズアミジン、ポリUまたはオリ
ゴdTを含むがこれらに限定されない。レクチン、例えばコンカバリンAは、多糖およびグ
リコシル化タンパク質に結合することが公知である。色素の実例は、NADH依存的酵素に特
異的に結合するトリアジン色素、例えばCibacronブルーF3G-A（CB）またはレッドHE-3Bで
ある。典型的に、グリーンAは、CoAタンパク質、ヒト血清アルブミンおよびデヒドロゲナ
ーゼに結合する。いくつかの例において、色素7-アミノアクチノマイシンDおよび4',6-ジ
アミジノ-2-フェニルインドールは、DNAに結合する。一般に、金属、例えばNi、Cd、Zn、
CoまたはCuのカチオンは、典型的に、親和性タグ、例えばヘキサヒスチジンまたは

およびN-メタクリロイル-(L)-システインメチルエステルを含むオリゴヒスチジン含有配
列に結合させるために使用される。
【０２４５】
  いくつかの態様において、作用物質（例えば、受容体結合物質または選択物質）に含ま
れる結合パートナーCと試薬の1つまたは複数の結合部位Zとの間の結合は、二価、三価ま
たは四価カチオンの存在下で生じる。これに関して、いくつかの態様において、試薬は、
典型的には適当なキレート剤によって保持、例えば錯体化された、二価、三価または四価
カチオンを含む。いくつかの態様において、作用物質（例えば、受容体結合物質または選
択物質）に含まれる結合パートナーCは、二価、三価または四価カチオンを含む、例えば
錯体を含む部分を含み得る。各々の金属キレート剤の例は、エチレンジアミン、エチレン
ジアミン四酢酸（EDTA）、エチレングリコール四酢酸（EGTA）、ジエチレントリアミン五
酢酸（DTPA）、N,N-ビス（カルボキシメチル）グリシン（ニトリロ三酢酸、NTAとも呼ば
れる）、1,2-ビス（o-アミノフェノキシ）エタン-N,N,N',N'-四酢酸（BAPTA）、2,3-ジメ
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ルカプト-1-プロパノール（ジメルカプロール）、プロフィンおよびヘムを含むがこれら
に限定されない。例として、EDTAは、ほとんどの一価、二価、三価および四価金属イオン
、例えば銀（Ag+）、カルシウム（Ca2+）、マンガン（Mn2+）、銅（Cu2+）、鉄（Fe2+）
、コバルト（Co+）およびジルコニウム（Zr4+）と錯体を形成し、BAPTAは、Ca2+に特異的
である。実例として、当技術分野で使用されている標準的な方法は、オリゴヒスチジンタ
グとキレート剤ニトリロ三酢酸（NTA)によって提示される銅（Cu2+）、ニッケル（Ni2+）
、コバルト（Co2+）または亜鉛（Zn2+）イオンとの間の錯体の形成である。
【０２４６】
  いくつかの態様において、例えば、米国特許第5,985,658号に記載されるように、作用
物質（例えば、受容体結合物質または選択物質）に含まれる結合パートナーCは、カルモ
ジュリン結合ペプチドを含み、試薬は、多量体カルモジュリンを含む。いくつかの態様に
おいて、作用物質（例えば、受容体結合物質または選択物質）に含まれる結合パートナー
Cは、FLAGペプチドを含み、試薬は、FLAGペプチド、例えば、米国特許第4,851,341号に記
載されるモノクローナル抗体4E11に結合するFLAGペプチド、に結合する抗体を含む。1つ
の態様において、作用物質（例えば、受容体結合物質または選択物質）に含まれる結合パ
ートナーCは、オリゴヒスチジンタグを含み、試薬は、オリゴヒスチジンタグに結合する
抗体または遷移金属イオンを含む。いくつかの態様において、すべてのこれらの結合錯体
の分解は、例えばEDTAまたはEGTAを添加することによる、金属イオンキレート化、例えば
カルシウムキレート化によって達成され得る。いくつかの態様において、カルモジュリン
、抗体、例えば4E11またはキレート化金属イオンまたは遊離キレート剤は、従来的な方法
によって、例えば、ビオチニル化およびストレプトアビジンもしくはアビジンまたはそれ
らのオリゴマーとの錯体形成によって、または第1工程においてNoguchi, A, et al. Bioc
onjugate Chemistry (1992) 3, 132-137に本質的に記載されるように多糖、例えばデキス
トランにカルボキシル残基を導入し、第2工程において従来的なカルボジイミド化学を用
いて、カルモジュリンまたは抗体またはキレート化金属イオンまたは遊離キレート剤を、
一級アミノ基を通じて多糖、例えばデキストラン骨格のカルボキシル基に連結することに
よって、多量体化され得る。いくつかのそのような態様において、作用物質（例えば、受
容体結合物質または選択物質）に含まれる結合パートナーCと試薬の1つまたは複数の結合
部位Zとの間の結合は、金属イオンキレート化によって妨げられ得る。金属キレート化は
、例えば、EGTAまたはEDTAの添加によって達成され得る。
【０２４７】
  いくつかの態様において、細胞表面分子に特異的に結合する作用物質（例えば、受容体
結合物質または選択物質）は、例えば、抗体、そのフラグメント、または抗体様機能を有
するタンパク質性結合分子に含まれ得る。いくつかの態様において、作用物質の結合部位
Bは、抗体結合部位である、例えば、抗体の1つまたは複数の相補性決定領域（CDR）であ
るかまたはそれを含む。（組換え）抗体フラグメントの例は、Fabフラグメント、Fvフラ
グメント、単鎖Fvフラグメント（scFv）、二価抗体フラグメント、例えばF(ab')2 F(ab')

2フラグメント、ダイアボディ、トリアボディ（Iliades, P., et al, FEB S Lett (1997)
 409, 437-441）、デカボディ（Stone, E., et al, Journal of Immunological Methods 
(2007) 318, 88-94）および他のドメイン抗体（Holt, L.J., et al, Trends Biotechnol.
 (2003), 21, 11, 484-490）を含むがこれらに限定されない。いくつかの態様において、
作用物質（例えば、受容体結合物質または選択物質）は、二価タンパク質性人工結合分子
、例えば、「デュオカリン」としても公知の二量体リポカリンムテインを含み得る。
【０２４８】
  いくつかの態様において、作用物質（例えば、受容体結合物質または選択物質）は、単
一の結合部位Bを有し得る、すなわち、一価であり得る。一価の作用物質（例えば、受容
体結合物質または選択物質）の例は、一価抗体フラグメント、抗体様結合特性を有するタ
ンパク質性結合分子またはMHC分子を含むがこれらに限定されない。一価抗体フラグメン
トの例は、Fabフラグメント、Fvフラグメントおよび二価単鎖Fvフラグメントを含む単鎖F
vフラグメント（scFv）を含むがこれらに限定されない。
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【０２４９】
  いくつかの態様において、作用物質は、抗体またはその抗原結合フラグメント、例えば
Fabフラグメント、Fvフラグメント、単鎖Fvフラグメント（scFv）、二価抗体フラグメン
ト、例えばF(ab')2フラグメントである。いくつかの態様において、作用物質は、関心対
象の細胞分子に結合することがわかっている親抗体であるかまたはそれ由来である。細胞
表面分子に対する様々な抗体分子またはそのフラグメントが当技術分野で周知であり、そ
のような様々な抗体の任意のものが、本明細書の方法における作用物質として使用され得
る。いくつかの態様において、作用物質は、例えば、上記のように親和性が変化したまた
は十分に速いオフレートを示す抗体が生成するよう、親または参照抗体の可変重鎖に1つ
または複数のアミノ酸の置換を含む抗体またはそのフラグメントである。例えば、そのよ
うな変異の例は、抗CD4抗体13B8.2の変異の関係で公知であり（例えば、米国特許第7,482
,000号、米国特許出願公開番号US2014/0295458または国際特許出願公開WO2013/124474を
参照のこと）、任意のそのような変異が、別の親または参照抗体において行われ得る。
【０２５０】
  いくつかの局面において、一価であり得る作用物質（例えば、受容体結合物質または選
択物質）は、例えば、一価の抗体フラグメントまたは一価の人工結合分子（タンパク質性
もしくはその他）、例えばリポカリンファミリー（「Anticalin（登録商標）」としても
公知）のポリペプチドをベースとしたムテインまたは二価の分子、例えば両方の結合部位
が維持されている抗体またはフラグメント、例えばF(ab')2フラグメントを含む。
【０２５１】
  抗体様機能を有するタンパク質性結合分子の例は、リポカリンファミリーのポリペプチ
ドをベースとしたムテインを含む（例えば、WO 03/029462、Beste et al, Proc. Natl. A
cad. Sci. U.S.A. (1999) 96, 1898-1903を参照のこと）。通常、リポカリン、例えばビ
リン結合タンパク質、ヒト好中球ゼラチナーゼ関連リポカリン、ヒトアポリポタンパク質
Dまたはヒト涙液リポカリンは、特定の標的に結合するよう改変することができる天然の
リガンド結合部位を有している。細胞表面分子に特異的に結合する作用物質（例えば、受
容体結合物質または選択物質）として使用され得る抗体様結合特性を有するタンパク質性
結合分子のさらなる例は、いわゆるグルボディ（例えば、国際特許出願公開WO 96/23879
を参照のこと）、アンキリンスキャホールド（Mosavi, L.K., et al, Protein Science (
2004) 13, 6, 1435-1448）または結晶性スキャホールド（例えば、国際特許出願公開WO 0
1/04144）をベースにしたタンパク質、Skerra, J. Mol. Recognit. (2000) 13, 167-187
に記載されるタンパク質、アドネクチン（AdNectin）、テトラネクチンおよびアビマーを
含むがこれらに限定されない。一般に、ヒト受容体ドメインのファミリーのエクソンシャ
ッフリングによって進化させた多価アビマータンパク質を含むアビマーは、様々な細胞表
面受容体において一つながりの複数のドメインとして発生するいわゆるAドメインを含む
（Silverman, J., et al, Nature Biotechnology (2005) 23, 1556-1561）。通常ヒトフ
ィブロネクチンのドメイン由来であるアドネクチンは典型的に、標的に免疫グロブリン様
結合するよう改変することができる3つのループを含む（Gill, D.S. & Damle, N.K., Cur
rent Opinion in Biotechnology (2006) 17, 653-658）。通常各々のヒトホモ三量体タン
パク質由来であるテトラネクチンも同様に、典型的にC型レクチンドメイン内に所望の結
合のために改変することができるループ領域を含む。いくつかの例においてタンパク質リ
ガンドとして機能し得るペプトイドは典型的に、側鎖が炭素原子ではなくアミド窒素に接
続されている点でペプチドと相違するオリゴ(N-アルキル)グリシンである。ペプトイドは
典型的に、プロテアーゼおよび他の修飾酵素に対して耐性を有し、ペプチドよりもずっと
高い細胞透過性を有し得る（例えば、Kwon, Y.-U., and Kodadek, T., J. Am. Chem. Soc
. (2007) 129, 1508-1509を参照のこと）。
【０２５２】
  適当なタンパク質性結合分子のさらなる例は、EGF様ドメイン、Kringleドメイン、フィ
ブロネクチンI型ドメイン、フィブロネクチンII型ドメイン、フィブロネクチンIII型ドメ
イン、PANドメイン、Glaドメイン、SRCRドメイン、Kunitz／ウシ膵臓トリプシン阻害ドメ
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イン、テンダミスタット、Kazal型セリンプロテアーゼ阻害ドメイン、三葉（P型）ドメイ
ン、フォン・ヴィレブランド因子C型ドメイン、アナフィラトキシン様ドメイン、CUBドメ
イン、サイログロブリンI型リピート、LDL受容体クラスAドメイン、Sushiドメイン、Link
ドメイン、トロンボスポンジンI型ドメイン、免疫グロブリンドメインもしくは免疫グロ
ブリン様ドメイン（例えば、ドメイン抗体もしくはラクダ重鎖抗体）、C型レクチンドメ
イン、MAMドメイン、フォン・ヴィレブランド因子A型ドメイン、ソマトメジンBドメイン
、WAP型4ジスルフィドコアドメイン、F5/8 C型ドメイン、ヘモペキシンドメイン、SH2ド
メイン、SH3ドメイン、ラミニン型EGF様ドメイン、C2ドメイン、「カッパボディ」（Ill 
et al. Protein Eng (1997) 10, 949-57）、いわゆる「ミニボディ」（Martin et al, EM
BO J (1994) 13, 5303-5309）、ダイアボディ（Holliger et al, PNAS USA (1993)90, 64
44-6448）、いわゆる「ヤヌシス（Janusis）」（Traunecker et al, EMBO J (1991) 10, 
3655-3659もしくはTraunecker et al, Int J Cancer (1992) Suppl 7, 51-52）、ナノボ
ディ、マイクロボディ、アフィリン、アフィボディ、ノッチン、ユビキチン、ジンクフィ
ンガータンパク質、自己蛍光タンパク質またはロイシンリッチリピートタンパク質を含む
がこれらに限定されない。いくつかの態様において、抗体様機能を有する核酸分子は、ア
プタマーであり得る。一般に、アプタマーは、定義された三次元モチーフに折りたたまれ
、特定の標的構造に対して高い親和性を示す。
【０２５３】
1. 受容体結合物質
  いくつかの態様において、作用物質は、受容体結合物質である。いくつかの態様におい
て、受容体結合物質は、細胞の表面上の分子（例えば、受容体）に結合し、作用物質と分
子との間の結合は、細胞内でシグナルを誘導または調整することができる。いくつかの例
において、細胞表面分子（例えば、受容体）は、シグナル伝達分子である。いくつかのそ
のような例において、受容体結合物質は、1つまたは複数の細胞によって発現されるシグ
ナル伝達分子に特異的に結合することができる。いくつかの例において、受容体結合物質
は、刺激物質であり、刺激物質は、細胞表面分子、例えば受容体への結合により細胞（例
えば、T細胞）内でシグナルを誘導することができる任意の作用物質であり得る。
【０２５４】
  いくつかの態様において、シグナルは、免疫刺激性であり得、この例において、受容体
結合物質または刺激物質は、細胞（例えば、T細胞）による免疫応答に関与するまたは免
疫応答を刺激するシグナルを誘導または調整することができる、例えば、免疫細胞の増殖
もしくは増大、免疫細胞の活性化、免疫細胞の分化、サイトカインの分泌、細胞傷害活性
または免疫細胞の1つもしくは複数の他の機能的活性を増加させる。いくつかの態様にお
いて、シグナルは、阻害性であり得、この例において、受容体結合物質または刺激物質は
、細胞（例えば、T細胞）における免疫応答に関与するまたは免疫応答を阻害するシグナ
ルを誘導または調整することができる、例えば、免疫細胞の増殖もしくは増大、免疫細胞
の活性化、免疫細胞の分化、サイトカインの分泌、細胞傷害活性または免疫細胞の1つも
しくは複数の他の機能的活性を阻害または減少させる。いくつかの態様において、受容体
結合物質、例えば刺激物質は、受容体のアゴニスト、受容体のアンタゴニスト、または受
容体のアゴニスト/アンタゴニストの混合物である。
【０２５５】
  いくつかの態様において、受容体結合物質、例えば刺激物質は、第1の受容体結合物質
、例えば第1の刺激物質である。いくつかの局面において、第1の受容体結合物質、例えば
第1の刺激物質は、細胞の表面上の、第1の分子、例えば受容体分子に結合する。したがっ
て、いくつかの例において、第1の受容体結合物質、例えば第1の刺激物質は、シグナルを
誘導または調整する。いくつかの局面において、第1の受容体結合物質、例えば第1の刺激
物質によるシグナルの誘導または調整は、細胞の活性化、刺激および／または増大（増殖
）をもたらす。したがって、いくつかの例において、第1の受容体結合物質、例えば第1の
刺激物質は、細胞に対する一次活性化シグナルを提供し、それによって細胞を活性化させ
る。いくつかの態様において、第1の受容体結合物質、例えば第1の刺激物質は、T細胞活
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性化シグナル1 (例えば、T細胞受容体(TCR)関与を介したシグナル)を提供する。
【０２５６】
  いくつかの態様において、提供される方法によって細胞をインキュベートまたは培養す
る段階は、1つまたは複数の作用物質の存在下において実施または実行される。いくつか
の態様において、細胞をインキュベートまたは培養する段階は、例えば上記の、第1の受
容体結合物質、および1つまたは複数の第2の受容体結合物質、例えば第2の刺激物質の存
在下におけるものである。
【０２５７】
  いくつかの局面において、受容体結合物質、例えば刺激物質は、第2の受容体結合物質
、例えば第2の刺激物質である。場合によっては、第2の受容体結合物質、例えば第2の刺
激物質は、細胞表面分子、例えば受容体分子のような、細胞の表面上の分子に結合する。
いくつかの態様において、第2の受容体結合物質、例えば第2の刺激物質は、シグナル、例
えば、第2または追加のシグナルを誘導またはモジュレートする。いくつかの態様におい
て、第2の受容体結合物質、例えば第2の刺激物質は、第1の分子を通じて送達されるシグ
ナルを増大、減衰、または改変することができる。
【０２５８】
  いくつかの局面において、第2の受容体結合物質、例えば第2の刺激物質は、第1の受容
体結合物質、例えば第1の刺激物質によって誘導されるシグナルを増大または増強しうる
。いくつかの態様において、第2の受容体結合物質、例えば第2の刺激物質は、アクセサリ
ー分子に結合し、ならびに/あるいは細胞においてアクセサリーシグナルもしくは第2のシ
グナルおよび/または追加のシグナルを刺激または誘導することができる。いくつかの局
面において、第2の受容体結合物質、例えば第2の刺激物質は、共刺激分子に結合し、およ
び/または共刺激シグナルを提供する。いくつかの態様において、第2の受容体結合物質、
例えば第2の刺激物質は、T細胞活性化シグナル2 (例えば、共刺激シグナル)を提供する。
いくつかの態様において、第2の受容体結合物質、例えば第2の刺激物質は、T細胞活性化
シグナル3 (例えば、サイトカインシグナル、アクセサリーシグナル、生存シグナルおよ
び/または環境シグナル)を提供する。
【０２５９】
  いくつかの態様において、第2の受容体結合物質、例えば第2の刺激物質であることがで
きる受容体結合物質、例えば刺激物質は、共刺激分子、アクセサリー分子、サイトカイン
受容体、ケモカイン受容体、免疫チェックポイント分子、接着分子、TNFファミリーもし
くはTNF受容体ファミリーのメンバーおよび/またはWnt受容体もしくは共受容体、例えばF
rizzled (Fz)受容体ファミリーであることができる、分子、例えば第2の分子に結合する
、例えば特異的に結合する。
【０２６０】
  いくつかの態様において、提供された方法によって細胞をインキュベートまたは培養す
る段階は、3つまたはそれ以上の結合物質のような、3つまたはそれ以上の作用物質の存在
下において実施または実行される。いくつかの態様において、細胞をインキュベートまた
は培養する段階は、1つまたは複数の追加のシグナルをモジュレートする、1つまたは複数
の追加の受容体結合物質、例えば第3の受容体結合物質の存在下におけるものである。例
えば、いくつかの態様において、提供された方法によって細胞をインキュベートまたは培
養する段階は、少なくとも3つの異なる受容体結合物質、例えば、初代T細胞活性化シグナ
ル、例えばシグナル1 (例えば、T細胞受容体(TCR)関与を介したシグナル)を提供する、第
1の受容体結合物質、例えば第1の刺激物質; シグナル2 (例えば、共刺激シグナルまたは
アクセサリーシグナル)を提供する、第2の受容体結合物質、例えば第2の刺激物質、なら
びにシグナル3 (例えば、サイトカインシグナル、生存シグナルおよび/または環境シグナ
ル)を提供する、追加の(例えば第3の)受容体結合物質、例えば追加の刺激物質の存在下に
おいて実施または実行される。任意の数の受容体結合物質、例えば刺激物質を、本明細書
において記述される方法のいずれかのために任意の組み合わせで選択することができる。
【０２６１】
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  いくつかの態様において、受容体結合物質、例えば、第1、第2および/または追加の(例
えば第3の)受容体結合物質、例えば刺激物質は、受容体、例えば細胞の表面上に発現され
る受容体に特異的に結合する結合物質でありうる。場合によっては、受容体結合物質、例
えば刺激物質は、抗体またはその抗原結合断片である。場合によっては、受容体に特異的
に結合する受容体結合物質、例えば第1、第2および/または追加の受容体結合物質、例え
ば刺激物質は、抗受容体抗体、抗受容体抗体の二価抗体断片、抗受容体抗体の一価抗体断
片、および抗体様の結合特性を有するタンパク質性受容体結合分子からなる群より選択さ
れうる。二価抗体断片は、F(ab')2断片、または二価一本鎖Fv断片でありうるが、一価抗
体断片は、Fab断片、Fv断片、および一本鎖Fv断片(scFv)からなる群より選択されうる。
場合によっては、抗体様の結合特性を有するタンパク質性受容体結合分子は、アプタマー
、リポカリンファミリーのポリペプチドに基づくムテイン、グルボディ、アンキリンスキ
ャホールドをベースにしたタンパク質、結晶性スキャホールドをベースにしたタンパク質
、アドネクチン、またはアビマーでありうる。場合によっては、受容体に特異的に結合す
る受容体結合物質、例えば第1、第2および/または追加の受容体結合物質、例えば刺激物
質は、抗体またはその抗原結合断片、例えばFab断片である。
【０２６２】
  いくつかの態様において、受容体結合物質、例えば、第1、第2および/または追加の(例
えば第3の)受容体結合物質、例えば刺激物質は、受容体に結合する、例えば特異的に結合
する、リガンドでありうる。いくつかの態様において、受容体結合物質、例えば第1、第2
および/または追加の受容体結合物質は、内因性リガンド、同族リガンド、合成リガンド
および/またはその一部、バリアントもしくは修飾型である。例えば、いくつかの態様に
おいて、受容体結合物質は、サイトカイン受容体に結合するサイトカインである。いくつ
かの態様において、受容体結合物質は、ケモカイン受容体に結合するケモカインである。
いくつかの態様において、受容体結合物質は、サイトカインもしくはケモカインの細胞外
ドメインもしくは一部、または細胞表面接着分子に結合する接着分子の細胞外ドメインも
しくは一部である。いくつかの態様において、受容体結合物質、例えば刺激物質は、それ
自体が細胞表面または膜貫通タンパク質である内因性リガンドおよび/または同族リガン
ドの細胞外ドメインまたはその一部であることができる。
【０２６３】
  いくつかの態様において、受容体結合物質、例えば、第1、第2および/または追加の(例
えば第3の)受容体結合物質、例えば刺激物質は、B細胞、T細胞またはナチュラルキラー細
胞を含むが、これらに限定されない、リンパ球でありうる細胞の表面上の分子に結合する
。細胞の実例は、CD40またはCD137を有するB細胞である（両細胞集団は、活性化シグナル
を提供する第1の作用物質、例えば4-1BBリガンド；またはαCD40抗体分子もしくはαCD13
7抗体分子（例えば、Zhang et al., 2010, J Immunol, 184:787-795を参照のこと）のみ
に結合することによって増殖し得る）。B細胞の増大のために使用され得る作用物質（第1
または第2のいずれか）の他の実例は、IgG、CD19、CD28またはCD14に結合する作用物質、
例えばαCD19、αIgG、αCD28もしくはαCD14抗体分子またはその抗原結合部分である。B
細胞の増大のための第1または第2の作用物質がtoll様受容体またはインターロイキン、例
えばIL-21に対するリガンドを含み得ることも想定されている（例えば、Dienz O, et al.
 2009. J. Exp. Med. 206:69を参照のこと）。リポ多糖もまた第1の作用物質として使用
され得、本明細書で使用される結合パートナーC1を備えることができることから、B細胞
のリポ多糖依存的な活性化も本発明に包含されていることに留意されたい。
【０２６４】
  適当な細胞集団の他の実例は、TCR/CD3への第1の作用物質の結合およびT細胞上のアク
セサリー分子、例えばCD28への第2の作用物質の結合により活性化された後に増大されるT
細胞集団を含む。この例において、第1の作用物質は、T細胞内のTCR/CD3複合体関連シグ
ナルを刺激し、第2の作用物質は、アクセサリー分子としてのCD28への結合により二次刺
激を提供する。T細胞の増大のために使用され得る作用物質はまた、インターロイキン、
例えば、IL-2、IL-7、IL-15またはIL-21を含み得る（例えば、Cornish et al. 2006, Blo
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od. 108(2):600-8、Bazdar and Sieg, 2007, Journal of Virology, 2007, 81(22):12670
-12674、Battalia et al, 2013, Immunology, 139(1):109-120を参照のこと）。T細胞の
増大のために使用され得る作用物質の他の実例は、CD8、CD45またはCD90に結合する作用
物質、例えばαCD8、αCD45またはαCD90抗体である。T細胞集団の実例は、抗原特異的T
細胞、Tヘルパー細胞、細胞傷害性T細胞、メモリーT細胞（メモリーT細胞の実例は、CD62
L+CD8+特異的セントラルメモリーT細胞である）または調節性T細胞（Tregの実例は、CD4+

CD25+CD45RA+ Treg細胞である）を含む。
【０２６５】
  適当な細胞集団の別の実例は、例えばCD16またはCD56に結合する作用物質、例えばαCD
16またはαCD56抗体、を用いて増大され得る、ナチュラルキラー細胞（NK細胞）を含む。
そのようなαCD16抗体の実例は、SEQ ID NO:48に示されるVH配列およびSEQ ID NO:49に示
されるVL配列を有する抗体3G8である（例えば、Hoshino et al, Blood. 1991 Dec 15;78(
12):3232-40を参照のこと）。NK細胞の増大のために使用され得る別の作用物質は、IL-15
であり得る（例えば、Vitale et al. 2002. The Anatomical Record. 266:87-92を参照の
こと）。適当な細胞集団のさらに別の実例は、例えばCD14に結合する作用物質、例えばα
CD14抗体分子、を用いて増大され得る、単球を含む。
【０２６６】
  いくつかの局面において、受容体結合物質、例えば刺激物質は、標的細胞の表面上に発
現される分子を特異的に標的とし、その分子はTCRまたはキメラ抗原受容体である。例え
ば、標的細胞の表面上に発現される分子は、T細胞またはB細胞抗原受容体複合体、CD3鎖
、CD3ゼータ、T細胞受容体もしくはB細胞受容体の抗原結合部分、またはキメラ抗原受容
体から選択される。いくつかの例において、受容体結合物質は、ペプチド：MHCクラスI複
合体を標的とする。
【０２６７】
  いくつかの態様において、刺激物質は、標的細胞の表面上に発現される分子のHisタグ
付加細胞外ドメインに結合する。いくつかの例において、刺激物質は、ニッケル付加tris
NTA（His-STREPPERまたはHis/Strep-tag（登録商標）IIアダプターとも呼ばれる）にコン
ジュゲートされたペプチド配列Trp-Ser-His-Pro-Gln-Phe-Glu-Lys（Strep-tag（登録商標
）IIとも呼ばれ、SEQ ID NO:8に示される）を含む。いくつかの態様において、Hisタグ付
加された標的細胞の表面上に発現される分子は、CD19である。
【０２６８】
  いくつかの局面において、受容体結合物質、例えば刺激物質は、組換え受容体、例えば
CARの抗体部分に特異的に結合する。いくつかの例において、組換え受容体の抗体部分は
、免疫グロブリン定常領域の少なくとも一部分、例えばヒンジ領域、例えばIgG4ヒンジ領
域ならびに／またはCH1/CLおよび／もしくはFc領域を含む。いくつかの態様において、定
常領域または一部分は、ヒトIgG、例えばIgG4またはIgG1のそれらである。いくつかの例
において、試薬は、IgG4スペーサーを認識するαIgGを有する。
【０２６９】
  いくつかの態様において、2つまたはそれ以上の受容体結合物質は、同じ試薬(例えば多
量体形成試薬)に、例えば同じオリゴマーストレプトアビジンムテイン試薬などに可逆的
に結合する。いくつかの態様において、2つまたはそれ以上の受容体結合物質、例えば、
第1の受容体結合物質、第2の受容体結合物質および/または1つもしくはそれ以上の追加の
(例えば第3の)受容体結合物質は、2つまたはそれ以上の受容体結合物質に可逆的に結合す
ることができる複数の結合部位を介して同じ試薬(例えば多量体形成試薬)に可逆的に結合
する。
【０２７０】
  いくつかの態様において、2つまたはそれ以上の受容体結合物質は、2つまたはそれ以上
の異なるオリゴマーストレプトアビジンムテイン試薬のような、2つまたはそれ以上の異
なる試薬(例えば多量体形成試薬)に可逆的に結合する。いくつかのそのような態様におい
て、少なくとも1つの受容体結合物質、例えば第1の受容体結合物質)は、受容体結合物質
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に可逆的に結合することができる複数の結合部位を介して第1の試薬(例えば第1の多量体
形成試薬)に可逆的に結合し、かつ少なくとも1つまたは複数の追加の受容体結合物質(例
えば第2の受容体結合物質または第3の受容体結合物質)は、受容体結合物質に可逆的に結
合することができる複数の結合部位を介して第2の試薬(例えば第2の多量体形成試薬)に可
逆的に結合する。
【０２７１】
a. T細胞活性化を刺激する受容体結合物質
  いくつかの態様において、第1の受容体結合物質、例えば第1の刺激物質は、細胞、例え
ばT細胞内でTCR/CD3複合体関連シグナル（例えば、TCRの関与を介したシグナル1）を刺激
し得る。いくつかの局面において、第1の受容体結合物質、例えば第1の刺激物質は、CD3
に特異的に結合する結合物質であり得る。いくつかの例において、CD3に特異的に結合す
る第1の受容体結合物質、例えば第1の刺激物質は、抗CD3抗体、抗CD3抗体の二価抗体フラ
グメント、抗CD3抗体の一価抗体フラグメントおよび抗体様結合特性を有するタンパク質
性CD3結合分子からなる群より選択され得る。二価抗体フラグメントは、F(ab')2フラグメ
ントまたは二価単鎖Fvフラグメントであり得、一価抗体フラグメントは、Fabフラグメン
ト、Fvフラグメントおよび単鎖Fvフラグメント（scFv）からなる群より選択され得る。い
くつかの例において、抗体様結合特性を有するタンパク質性CD3結合分子は、アプタマー
、リポカリンファミリーのポリペプチドをベースとしたムテイン、グルボディ、アンキリ
ンスキャホールドをベースにしたタンパク質、結晶性スキャホールドをベースにしたタン
パク質、アドネクチンまたはアビマーであり得る。
【０２７２】
  いくつかの態様において、抗CD3 Fabフラグメントは、ハイブリドーマ細胞株OKT3（ATC
C（登録商標）CRL-8001（商標）；米国特許第4,361,549号も参照のこと）により産生され
るCD3結合モノクローナル抗体由来であり得る。抗CD3抗体OKT3の重鎖の可変ドメインおよ
び軽鎖の可変ドメインは、Arakawa et al J. Biochem. 120, 657-662 (1996)に記載され
ており、それぞれ、SEQ ID NO:31および32に示されるアミノ酸配列を含む。
【０２７３】
b. 共刺激シグナルおよび/またはアクセサリーシグナルを刺激する受容体結合物質
  いくつかの態様において、受容体結合物質、例えば、第2の受容体結合物質、例えば刺
激物質は、分子を発現する細胞、例えばT細胞またはB細胞に対して、共刺激シグナルまた
はアクセサリーシグナルを提供する分子に結合する。いくつかの態様において、受容体結
合物質、例えば刺激物質は、分子を発現する細胞、例えばT細胞に対して、T細胞活性化シ
グナル2、例えば共刺激シグナルを刺激または活性化する分子に結合する。いくつかの態
様において、受容体結合物質は、分子を発現する細胞、例えばT細胞に対してアクセサリ
ーシグナルを提供する。
【０２７４】
  本明細書において提供される態様のいずれかにおいて、受容体結合物質、例えば、第2
の受容体結合物質、例えば刺激物質は、受容体、例えば、細胞の表面上に発現される受容
体に特異的に結合する結合物質でありうる。
【０２７５】
  いくつかの態様において、受容体結合物質、例えば刺激物質は、抗体またはその抗原結
合断片、例えば、作用物質の結合時に、T細胞活性化シグナル2、例えば共刺激シグナルを
刺激または活性化する細胞表面分子に結合する抗体またはその抗原結合断片である。場合
によっては、受容体に特異的に結合する受容体結合物質、例えば第1、第2および/または
追加の受容体結合物質、例えば刺激物質は、抗受容体抗体、抗受容体抗体の二価抗体断片
、抗受容体抗体の一価抗体断片、および抗体様の結合特性を有するタンパク質性受容体結
合分子からなる群より選択されうる。二価抗体断片は、F(ab')2断片、または二価一本鎖F
v断片でありうるが、一価抗体断片は、Fab断片、Fv断片、および一本鎖Fv断片(scFv)から
なる群より選択されうる。場合によっては、抗体様の結合特性を有するタンパク質性受容
体結合分子は、アプタマー、リポカリンファミリーのポリペプチドに基づくムテイン、グ
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ルボディ、アンキリンスキャホールドをベースにしたタンパク質、結晶性スキャホールド
をベースにしたタンパク質、アドネクチン、またはアビマーでありうる。場合によっては
、受容体に特異的に結合する受容体結合物質、例えば第1、第2および/または追加の受容
体結合物質、例えば刺激物質は、抗体またはその抗原結合断片、例えばFab断片である。
【０２７６】
  いくつかの態様において、受容体結合物質、例えば刺激物質は、受容体、例えば、作用
物質の結合時に、T細胞活性化シグナル2、例えば共刺激シグナルを刺激または活性化する
細胞表面分子に結合する、例えば特異的に結合するリガンドでありうる。いくつかの態様
において、受容体結合物質、例えば第1、第2および/または追加の受容体結合物質は、内
因性リガンド、同族リガンド、合成リガンドおよび/またはその一部、バリアントもしく
は修飾型である。いくつかの態様において、受容体結合物質、例えば刺激物質は、内因性
リガンドおよび/または同族リガンドの、細胞外ドメインまたはその一部であることがで
きる。
【０２７７】
  いくつかの態様において、受容体結合物質、例えば刺激物質は、CD28、CD5、CD4、CD8
、MHCI、MHCII、CTLA-4、ICOS、PD-1、OX40、CD27L (CD70)、4-1BBL、CD30LおよびLIGHT
のいずれか1つまたは複数に結合することができる。いくつかの態様において、受容体結
合物質、例えば刺激物質は、CD28、CD5、CD4、CD8、MHCI、MHCII、CTLA-4、ICOS、PD-1、
OX40、CD27L (CD70)、4-1BBL、CD30LおよびLIGHTのいずれか1つまたは複数に対する抗体
、二価抗体(例えばF(ab')2断片もしくは二価一本鎖Fv断片)、一価抗体(例えばFab断片、F
v断片、もしくは一本鎖Fv断片(scFv))またはリガンドであることができ、ここでそのよう
な作用物質は、受容体結合物質、例えば刺激物質の分子への結合時に細胞におけるシグナ
ルを誘導またはモデリングすることができる。
【０２７８】
  いくつかの態様において、受容体結合物質、例えば刺激物質は、CD28、CD5、CD4、CD8
、MHCI、MHCII、CTLA-4、ICOS、PD-1、OX40、CD27L (CD70)、4-1BBL、CD30LおよびLIGHT
のいずれか1つまたは複数に対するリガンドであることができ、ここでそのような作用物
質は、受容体結合物質、例えば刺激物質の分子への結合時に細胞におけるシグナルを誘導
またはモデリングすることができる。いくつかの態様において、受容体結合物質、例えば
刺激物質は、内因性リガンドおよび/または同族リガンドの、細胞外ドメインまたはその
一部であることができる。例えば、いくつかの態様において、受容体結合物質は、B7-1 (
CD80)、B7-2 (CD86)、ICOS-L、PD-L1、OX40L、CD27、4-1BB (CD137)および/もしくはCD30
の細胞外ドメインもしくはその一部であるか、またはそれを含む。
【０２７９】
  いくつかの態様において、受容体結合物質、例えば刺激物質は、CD28、CD3、CD137また
はCD40以外の標的細胞の表面上の分子に特異的に結合することができる。場合によっては
、CD28、CD3、CD137またはCD40以外の標的細胞の表面上の分子への受容体結合物質、例え
ば刺激物質の結合は、標的細胞におけるシグナルを誘導もしくはモジュレートし、および
/または標的細胞の機能を改変し、それによって培養標的細胞が生成される。
【０２８０】
  いくつかの態様において、受容体結合物質、例えば刺激物質は、TNFファミリーもしく
はTNF受容体ファミリーのメンバー、例えば、TNF受容体スーパーファミリー、および/ま
たはWnt受容体もしくは共受容体、例えばFrizzled (Fz)受容体ファミリーのメンバーのい
ずれか1つまたは複数に結合することができる。
【０２８１】
  いくつかの態様において、細胞上の分子は、腫瘍壊死因子受容体1 (CD120a)、腫瘍壊死
因子受容体2 (CD120b)、リンホトキシンベータ受容体(CD18)、OX40 (CD134)、CD40 (Bp50
)、Fas受容体(Apo-1, CD95)、デコイ受容体3 (TR6, M68)、CD27 (S152, Tp55)、CD30 (Ki
-1)、4-1BB (CD137)、細胞死受容体4 (TRAILR1, Apo-2, CD261)、細胞死受容体5 (TRAILR
2, CD262)、デコイ受容体1 (TRAILR3, LIT, TRID, CD263)、デコイ受容体2 (TRAILR4, TR
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UNDD, CD264)、RANK (CD265)、オステオプロテゲリン(OCIF, TR1)、TWEAK受容体(Fn14, C
D266)、TACI (IGAD2, CD267)、BAFF受容体(CD268)、ヘルペスウイルスエントリメディエ
ータ(ATAR, TR2, CD270)、神経成長因子受容体(p75NTR, CD271)、B細胞成熟抗原(TNFRSF1
3A, CD269)、グルココルチコイド誘発TNFR関連(AITR, CD357)、TROY (TAJ, TRADE)、細胞
死受容体6 (CD358)、細胞死受容体3 (Apo-3, TRAMP, LARD, WS-1)またはエクトジスプラ
シンA2受容体(XEDAR)のような、TNF受容体スーパーファミリーのメンバーである。
【０２８２】
  場合によっては、TNF受容体スーパーファミリータンパク質に特異的に結合する受容体
結合物質は、抗体またはその抗原結合断片、例えばFab断片である。いくつかの態様にお
いて、TNF受容体スーパーファミリータンパク質に特異的に結合する受容体結合物質は、
受容体、および/または細胞外ドメインもしくはその一部に結合する、例えば特異的に結
合する、リガンドでありうる。いくつかの態様において、リガンドは、TNFα、リンホト
キシンベータ(TNF-C)、OX40L、CD154、FasL、FasL、LIGHT、TL1A、CD70、Siva、CD153、4
-1BBリガンド、TRAIL、RANKL、TWEAK、APRIL、BAFF、CAMLG、BAFF、LIGHT、NGF、BDNF、N
T-3、NT-4、BAFF、GITRリガンド、TL1AもしくはEDA-A2、または膜貫通タンパク質のいず
れかの細胞外ドメインもしくはその一部であるか、またはそれを含む。
【０２８３】
  いくつかの態様において、細胞上の分子は、Wnt受容体または共受容体、Frizzled (Fz)
ファミリー受容体、リポタンパク質受容体関連タンパク質(LRP)-5/6、受容体チロシンキ
ナーゼ(RTK)、および受容体関連オーファン受容体2 (ROR2)のような、受容体である。い
くつかの態様において、細胞上の分子は、例えば、Frizzled-1 (FZD1)、Frizzled-2 (FZD
2)、Frizzled-3 (FZD3)、Frizzled-4 (FZD4)、Frizzled-5 (FZD5)、Frizzled-6 (FZD6)、
Frizzled-7 (FZD7)、Frizzled-8 (FZD8)、Frizzled-9 (FZD9)またはFrizzled-10 (FZD10)
である。
【０２８４】
  場合によっては、Wnt受容体または共受容体に特異的に結合する受容体結合物質は、抗
体またはその抗原結合断片、例えばFab断片である。いくつかの態様において、Wnt受容体
または共受容体に特異的に結合する受容体結合物質は、受容体に結合する、例えば特異的
に結合する、リガンドでありうる。いくつかの態様において、リガンドは、例えば、WNT1
、WNT2、WNT2B、WNT3、WNT3A、WNT4、WNT5A、WNT5B、WNT6、WNT7A、WNT7B、WNT8A、WNT8B
、WNT9A、WNT9B、WNT10A、WNT10B、WNT11もしくはWNT16であるか、またはそれを含む。
【０２８５】
  いくつかの態様において、受容体結合物質、例えば刺激物質は、CD28、CD90 (Thy-1)、
CD95 (Apo-/Fas)、CD137 (4-1BB)、CD154 (CD40L)、ICOS、LAT、CD27、OX40およびHVEMの
いずれか1つまたは複数に結合することができる。いくつかの態様において、受容体結合
物質、例えば刺激物質は、CD28、CD90 (Thy-1)、CD95 (Apo-/Fas)、CD137 (4-1BB)、CD15
4 (CD40L)、ICOS、LAT、CD27、OX40およびHVEMのいずれか1つまたは複数に対する抗体、
二価抗体(例えばF(ab')2断片もしくは二価一本鎖Fv断片)、一価抗体(例えばFab断片、Fv
断片、もしくは一本鎖Fv断片(scFv))またはリガンドであることができ、ここでそのよう
な作用物質は、受容体結合物質、例えば刺激物質の分子への結合時に細胞におけるシグナ
ルを誘導またはモデリングすることができる。
【０２８６】
  いくつかの態様において、受容体結合物質、例えば刺激物質は、CD28、4-1BB (CD137)
、CD40、CD40L、T細胞の活性化のためのリンカー(LAT)、CD27、OX40 (CD134)およびヘル
ペスウイルスエントリメディエータ(herpesvirus entry mediator；HVEM)のいずれか1つ
または複数に対するリンカーであることができ、ここでそのような作用物質は、受容体結
合物質、例えば刺激物質の分子への結合時に細胞におけるシグナルを誘導またはモデリン
グすることができる。いくつかの態様において、受容体結合物質、例えば刺激物質は、内
因性リガンドおよび/または同族リガンドの、細胞外ドメインまたはその一部であること
ができる。例えば、いくつかの態様において、受容体結合物質は、B7-1 (CD80)、B7-2 (C
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D86)、4-1BBL、CD40、CD40L、CD27L (CD70)および/もしくはOX40Lの細胞外ドメインもし
くはその一部であるか、またはそれを含む。
【０２８７】
  いくつかの態様において、細胞、例えばT細胞上の分子は、CD28であり得、かつ受容体
結合物質、例えば刺激物質(例えばこれは第2の受容体結合物質、例えば第2の刺激物質で
あることができる)は、CD28に特異的に結合する。
【０２８８】
  いくつかの態様において、細胞、例えばT細胞上の分子は、CD28であり得、（例えば、
第2の受容体結合物質、例えば第2の刺激物質であり得る）受容体結合物質、例えば刺激物
質は、CD28に特異的に結合する。いくつかの局面において、CD28に特異的に結合する（例
えば、第2の受容体結合物質、例えば第2の刺激物質であり得る）受容体結合物質、例えば
刺激物質は、抗CD28抗体、抗CD28抗体の二価抗体フラグメント、抗CD28抗体の一価抗体フ
ラグメントおよび抗体様結合特性を有するタンパク質性CD28結合分子からなる群より選択
され得る。二価抗体フラグメントは、F(ab')2フラグメントまたは二価単鎖Fvフラグメン
トであり得、一価抗体フラグメントは、Fabフラグメント、Fvフラグメントおよび単鎖Fv
フラグメント（scFv）からなる群より選択され得る。抗体様結合特性を有するタンパク質
性CD28結合分子は、アプタマー、リポカリンファミリーのポリペプチドをベースとしたム
テイン、グルボディ、アンキリンスキャホールドをベースにしたタンパク質、結晶性スキ
ャホールドをベースにしたタンパク質、アドネクチンまたはアビマーであり得る。
【０２８９】
  いくつかの態様において、抗CD28 Fabフラグメントは、その重鎖および軽鎖がそれぞれ
SEQ ID NO:33および34を含む、抗体CD28.3（GenBankアクセッション番号AF451974.1の下
で合成単鎖Fvコンストラクトとして寄託されている；Vanhove et al, BLOOD, 15 July 20
03, Vol. 102, No. 2, pages 564-570も参照のこと）由来であり得る。
【０２９０】
  いくつかの態様において、細胞、例えばT細胞またはB細胞上の分子は、CD137であり得
、（例えば、第2の受容体結合物質、例えば第2の刺激物質であり得る）受容体結合物質、
例えば刺激物質は、CD137に特異的に結合する。いくつかの局面において、CD137に特異的
に結合する（例えば、第2の受容体結合物質、例えば第2の刺激物質であり得る）受容体結
合物質、例えば刺激物質は、抗CD137抗体、抗CD137抗体の二価抗体フラグメント、抗CD13
7抗体の一価抗体フラグメントおよび抗体様結合特性を有するタンパク質性CD137結合分子
からなる群より選択され得る。抗体または抗原結合フラグメントは、当技術分野で公知の
任意のもの由来であり得る。例えば、抗CD137抗体は、Taraban et al. Eur J Immunol. 2
002 Dec;32(12):3617-27に記載される、IgG2aであるLOB12、またはIgG1であるLOB12.3で
あり得る。例えば、US6569997、US6303121、Mittler et al. Immunol Res. 2004;29(1-3)
:197-208も参照のこと。
【０２９１】
  いくつかの態様において、細胞、例えばB細胞上の分子は、CD40であり得、（例えば、
第2の受容体結合物質、例えば第2の刺激物質であり得る）受容体結合物質、例えば刺激物
質は、CD40に特異的に結合する。いくつかの局面において、CD40に特異的に結合する（例
えば、第2の受容体結合物質、例えば第2の刺激物質であり得る）受容体結合物質は、抗CD
40抗体、抗CD40抗体の二価抗体フラグメント、抗CD40抗体の一価抗体フラグメントおよび
抗体様結合特性を有するタンパク質性CD40結合分子からなる群より選択され得る。抗体ま
たは抗原結合フラグメントは、当技術分野で公知の任意のものに由来しうる。例えば、抗
CD40抗体はキメラモノクローナル抗ヒトCD40抗体テネリキシマブおよび抗ヒトCD40（Affy
metrixカタログ番号14-0409-80）であることができ、または、例えばUS 2002/0142358、U
S 2007/0077242、WO 2001/083755、Zhang et al., 2010, J Immunol, 184:787-795に記載
されたいずれかであることができる。
【０２９２】
  いくつかの態様において、細胞、例えばT細胞上の分子は、CD40L（CD154）であり得、
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（例えば、第2の受容体結合物質、例えば第2の刺激物質であり得る）受容体結合物質、例
えば刺激物質は、CD40Lに特異的に結合する。いくつかの局面において、CD40Lに特異的に
結合する（例えば、第2の受容体結合物質、例えば第2の刺激物質であり得る）受容体結合
物質、例えば刺激物質は、抗CD40L抗体、抗CD40L抗体の二価抗体フラグメント、抗CD40L
抗体の一価抗体フラグメントおよび抗体様結合特性を有するタンパク質性CD40L結合分子
からなる群より選択され得る。抗体または抗原結合フラグメントは、当技術分野で公知の
任意のもの由来であり得る。例えば、抗CD40L抗体は、いくつかの局面において、Blair e
t al. JEM vol. 191 no. 4 651-660に記載される、Hu5C8であり得る。例えば、WO1999061
065、US20010026932、US7547438、WO2001056603も参照のこと。
【０２９３】
  いくつかの態様において、細胞、例えばT細胞上の分子は、誘導性T細胞共刺激因子（IC
OS）であり得、（例えば、第2の受容体結合物質、例えば第2の刺激物質であり得る）受容
体結合物質、例えば刺激物質は、ICOSに特異的に結合する。いくつかの局面において、IC
OSに特異的に結合する（例えば、第2の受容体結合物質、例えば第2の刺激物質であり得る
）受容体結合物質、例えば刺激物質は、抗ICOS抗体、抗ICOS抗体の二価抗体フラグメント
、抗ICOS抗体の一価抗体フラグメントおよび抗体様結合特性を有するタンパク質性ICOS結
合分子からなる群より選択され得る。抗体または抗原結合フラグメントは、当技術分野で
公知の任意のもの由来であり得る。例えば、US20080279851およびDeng et al. Hybrid Hy
bridomics. 2004 Jun;23(3):176-82を参照のこと。
【０２９４】
  いくつかの態様において、細胞、例えばT細胞上の分子は、Linker for Activation of 
T cells（LAT）であり得、（例えば、第2の受容体結合物質、例えば第2の刺激物質であり
得る）受容体結合物質、例えば刺激物質は、LATに特異的に結合する。いくつかの局面に
おいて、LATに特異的に結合する（例えば、第2の受容体結合物質、例えば第2の刺激物質
であり得る）受容体結合物質、例えば刺激物質は、抗LAT抗体、抗LAT抗体の二価抗体フラ
グメント、抗LAT抗体の一価抗体フラグメントおよび抗体様結合特性を有するタンパク質
性LAT結合分子からなる群より選択され得る。抗体または抗原結合フラグメントは、当技
術分野で公知の任意のもの由来であり得る。例えば、Zhang et al., Cell. 1998 Jan 9;9
2(1):83-92およびFacchetti et al., Am J Pathol. 1999 Apr; 154(4): 1037-1046を参照
のこと。
【０２９５】
  いくつかの態様において、細胞、例えばT細胞上の分子は、CD27であり得、（例えば、
第2の受容体結合物質、例えば第2の刺激物質であり得る）受容体結合物質、例えば刺激物
質は、CD27に特異的に結合する。いくつかの局面において、CD27に特異的に結合する（例
えば、第2の受容体結合物質、例えば第2の刺激物質であり得る）受容体結合物質、例えば
刺激物質は、抗CD27抗体、抗CD27抗体の二価抗体フラグメント、抗CD27抗体の一価抗体フ
ラグメントおよび抗体様結合特性を有するタンパク質性CD27結合分子からなる群より選択
され得る。抗体または抗原結合フラグメントは、当技術分野で公知の任意のもの由来であ
り得る。例えば、WO2008051424、US 9023999、US 8481029、US 9169325、US 9102737、US
 2016/0185870、およびHe et al., J Immunol. 2013 Oct 15;191(8):4174-83を参照のこ
と。
【０２９６】
  いくつかの態様において、細胞、例えばT細胞上の分子は、OX40（CD134）であり得、（
例えば、第2の受容体結合物質、例えば第2の刺激物質であり得る）受容体結合物質、例え
ば刺激物質は、OX40に特異的に結合する。いくつかの局面において、OX40に特異的に結合
する（例えば、第2の受容体結合物質、例えば第2の刺激物質であり得る）受容体結合物質
、例えば刺激物質は、抗OX40抗体、抗OX40抗体の二価抗体フラグメント、抗OX40抗体の一
価抗体フラグメントおよび抗体様結合特性を有するタンパク質性OX40結合分子からなる群
より選択され得る。抗体または抗原結合フラグメントは、当技術分野で公知の任意のもの
由来であり得る。例えば、US 2010/0196359、US 2015/0307617、WO 2015/153513、WO2030
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38191、およびMelero et al. Clin Cancer Res. 2013 Mar 1;19(5):1044-53を参照のこと
。
【０２９７】
  いくつかの態様において、細胞、例えばT細胞上の分子は、ヘルペスウイルスエントリ
メディエータ（HVEM）であり得、（例えば、第2の受容体結合物質、例えば第2の刺激物質
であり得る）受容体結合物質、例えば刺激物質は、HVEMに特異的に結合する。いくつかの
局面において、HVEMに特異的に結合する（例えば、第2の受容体結合物質、例えば第2の刺
激物質であり得る）受容体結合物質、例えば刺激物質は、抗HVEM抗体、抗HVEM抗体の二価
抗体フラグメント、抗HVEM抗体の一価抗体フラグメントおよび抗体様結合特性を有するタ
ンパク質性HVEM結合分子からなる群より選択され得る。抗体または抗原結合フラグメント
は、当技術分野で公知の任意のもの由来であり得る。例えば、WO2006054961、WO20070014
59、Park et al. Cancer Immunol Immunother. 2012 Feb;61(2):203-14を参照のこと。
【０２９８】
  いくつかの態様において、細胞、例えばT細胞上の分子は、CD90であり得、かつ受容体
結合物質、例えば刺激物質(例えばこれは第2の受容体結合物質、例えば第2の刺激物質で
あることができる)は、CD90に特異的に結合する。いくつかの局面において、CD90に特異
的に結合する受容体結合物質、例えば刺激物質(例えばこれは第2の受容体結合物質、例え
ば第2の刺激物質であることができる)は、抗CD90抗体、抗CD90抗体の二価抗体断片、抗CD
90抗体の一価抗体断片、および抗体様の結合特性を有するタンパク質性CD90結合分子から
なる群より選択されうる。抗体または抗原結合断片は、当技術分野において公知のいずれ
かに由来することができる。例えば、抗ヒトCD90抗体クローン5E10 (Stemcell Technolog
ies, カタログ番号60045またはBD Biosciences カタログ番号550402)および抗CD90抗体G7
 (Biolegend, カタログ番号105201)を参照されたい。
【０２９９】
  いくつかの態様において、細胞、例えばT細胞上の分子は、CD95であり得、かつ受容体
結合物質、例えば刺激物質(例えばこれは第2の受容体結合物質、例えば第2の刺激物質で
あることができる)は、CD95に特異的に結合する。いくつかの局面において、CD95に特異
的に結合する受容体結合物質、例えば刺激物質(例えばこれは第2の受容体結合物質、例え
ば第2の刺激物質であることができる)は、抗CD95抗体、抗CD95抗体の二価抗体断片、抗CD
95抗体の一価抗体断片、および抗体様の結合特性を有するタンパク質性CD95結合分子から
なる群より選択されうる。抗体または抗原結合断片は、当技術分野において公知のいずれ
かに由来することができる。例えば、いくつかの局面において、抗CD95抗体は、モノクロ
ーナルマウス抗ヒトCD95 CH11 (Upstate Biotechnology, Lake Placid, NY)であることが
でき、または例えば、WO 2015/197874、US 9309320、US 7935339およびPaulsen et al. C
ell Death & Differentiation 18.4 (2011): 619-631に記述されているいずれかのような
、抗CD95 mAb 7C11もしくは抗APO-1であることができる。
【０３００】
c. 追加のシグナルを提供する受容体結合物質
  いくつかの態様において、第2または追加の受容体結合物質でありうる受容体結合物質
に対する、細胞、例えばT細胞上の分子は、作用物質の結合時に、サイトカインシグナル
、ケモカインシグナル、細胞接着シグナル、T細胞活性化シグナル3または追加のシグナル
、例えば環境シグナルを刺激または活性化する細胞表面分子に結合する。いくつかの態様
において、第2または追加の受容体結合物質でありうる受容体結合物質が特異的に結合す
る細胞、例えばT細胞上の分子は、サイトカイン受容体またはケモカイン受容体である。
場合によっては、受容体結合物質、例えば追加の受容体結合物質は、接着分子であるか、
またはそれを含み、サイトカイン産生、ケモカイン産生、接着分子の発現を誘導する因子
であり、ならびに/あるいはアクセサリーシグナルおよび/または追加のシグナル、例えば
環境シグナルを刺激および/またはモジュレートすることに関与している。
【０３０１】
  本明細書において提供される態様のいずれかにおいて、受容体結合物質、例えば、第1
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、第2および/または追加の受容体結合物質、例えば刺激物質は、受容体、例えば細胞の表
面上に発現される受容体に特異的に結合する結合物質でありうる。
【０３０２】
  いくつかの態様において、受容体結合物質、例えば刺激物質は、抗体またはその抗原結
合断片、例えば、作用物質の結合時に、サイトカインシグナル、ケモカインシグナル、細
胞接着シグナル、T細胞活性化シグナル3または追加のシグナル、例えば環境シグナルを刺
激または活性化する細胞表面分子に結合する抗体またはその抗原結合断片である。場合に
よっては、受容体に特異的に結合する受容体結合物質、例えば第1、第2および/または追
加の受容体結合物質、例えば刺激物質は、抗受容体抗体、抗受容体抗体の二価抗体断片、
抗受容体抗体の一価抗体断片、および抗体様の結合特性を有するタンパク質性受容体結合
分子からなる群より選択されうる。二価抗体断片は、F(ab')2断片、または二価一本鎖Fv
断片でありうるが、一価抗体断片は、Fab断片、Fv断片、および一本鎖Fv断片(scFv)から
なる群より選択されうる。場合によっては、抗体様の結合特性を有するタンパク質性受容
体結合分子は、アプタマー、リポカリンファミリーのポリペプチドに基づくムテイン、グ
ルボディ、アンキリンスキャホールドをベースにしたタンパク質、結晶性スキャホールド
をベースにしたタンパク質、アドネクチン、またはアビマーでありうる。場合によっては
、受容体に特異的に結合する受容体結合物質、例えば第1、第2および/または追加の受容
体結合物質、例えば刺激物質は、抗体またはその抗原結合断片、例えばFab断片である。
【０３０３】
  いくつかの態様において、受容体結合物質、例えば刺激物質は、受容体、例えば、作用
物質の結合時に、サイトカインシグナル、ケモカインシグナル、細胞接着シグナル、T細
胞活性化シグナル3または追加のシグナル、例えば環境シグナルを刺激または活性化する
細胞表面分子に結合する、例えば特異的に結合するリガンドでありうる。いくつかの態様
において、受容体結合物質、例えば第1、第2および/または追加の受容体結合物質は、内
因性リガンド、同族リガンド、合成リガンドおよび/またはその一部、バリアントもしく
は修飾型である。いくつかの態様において、受容体結合物質、例えば刺激物質は、内因性
リガンドおよび/または同族リガンドの、細胞外ドメインまたはその一部であることがで
きる。
【０３０４】
  いくつかの態様において、受容体結合物質、例えば第2または追加の受容体結合物質は
、サイトカイン受容体に特異的に結合するリガンドであるか、またはそれを含む。いくつ
かの態様において、受容体結合物質、例えば第2または追加の受容体結合物質は、サイト
カイン受容体のリガンド、例えばサイトカインまたはその一部であるか、またはそれを含
む。
【０３０５】
  例示的なサイトカイン受容体としては、IL-2R、IL-7R、IL-21R、CD132 (IL受容体共通
ガンマ鎖)、IL-1R、IL-15R、IFN-ガンマR、TNF-アルファR、IL-4R、IL-10R、I型IFNR、IL
-12R、IL-17R、TNFR1およびTNFR2が挙げられるが、これらに限定されることはない。例示
的なリガンド、例えば、サイトカインとしては、IL-2、IL-7、IL-21、IL-1、IL-15、IFN-
ガンマ、TNF-アルファ、IL-4、IL-10、I型インターフェロン(例えば、IFNαおよび/また
はIFNβ)、IL-12、IL-17、IL-9およびTNF、ならびにその生物学的に活性な断片が挙げら
れるが、これらに限定されることはない。
【０３０６】
  いくつかの態様において、受容体結合物質、例えば第2または追加の受容体結合物質は
、サイトカイン受容体に特異的に結合する抗体またはその抗原結合断片である。場合によ
っては、サイトカイン受容体に特異的に結合する受容体結合物質、例えば第2または追加
の受容体結合物質は、抗(サイトカイン受容体)抗体、抗(サイトカイン受容体)抗体の二価
抗体断片、抗(サイトカイン受容体)抗体の一価抗体断片、および抗体様の結合特性を有す
るタンパク質性サイトカイン受容体結合分子からなる群より選択されうる。二価抗体断片
はF(ab')2断片または二価一本鎖Fv断片でありうるが、一価抗体断片は、Fab断片、Fv断片
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、および一本鎖Fv断片(scFv)からなる群より選択されうる。
【０３０７】
  いくつかの態様において、受容体結合物質、例えば追加の受容体結合物質は、ケモカイ
ン受容体に特異的に結合するリガンドであるか、またはそれを含む。いくつかの態様にお
いて、受容体結合物質、例えば第2または追加の受容体結合物質は、ケモカイン受容体の
リガンド、例えばケモカインまたはその一部であるか、またはそれを含む。
【０３０８】
  例示的なケモカイン受容体は、CCR1、CCR2、CCR3、CCR4、CCR5、CCR7、CCR9、CXCR1、C
XCR3およびCXCR4を含むが、これらに限定されることはない。例示的なリガンド、例えば
ケモカインは、CXCL9、CXCL10、CCL19、CCL21およびCCL25またはその生物学的に活性な断
片を含むが、これらに限定されることはない。
【０３０９】
  いくつかの態様において、受容体結合物質、例えば第2または追加の受容体結合物質は
、ケモカイン受容体に特異的に結合する抗体またはその抗原結合断片である。場合によっ
ては、ケモカイン受容体に特異的に結合する受容体結合物質、例えば第2または追加の受
容体結合物質は、抗(ケモカイン受容体)抗体、抗(ケモカイン受容体)抗体の二価抗体断片
、抗(ケモカイン受容体)抗体の一価抗体断片、および抗体様の結合特性を有するタンパク
質性ケモカイン受容体結合分子からなる群より選択されうる。二価抗体断片はF(ab')2断
片または二価一本鎖Fv断片でありうるが、一価抗体断片は、Fab断片、Fv断片、および一
本鎖Fv断片(scFv)からなる群より選択されうる。
【０３１０】
  場合によっては、サイトカインを誘導する接着分子または因子に特異的に結合する受容
体結合物質は、抗体またはその抗原結合断片、例えばFab断片である。いくつかの態様に
おいて、サイトカインを誘導する接着分子または因子に特異的に結合する受容体結合物質
は、受容体に結合する、例えば特異的に結合する、リガンドでありうる。いくつかの態様
において、受容体結合物質は、接着分子および/または受容体の、内因性リガンド、同族
リガンド、合成リガンドおよび/またはその一部、そのバリアントもしくは修飾型である
。いくつかの態様において、受容体結合物質、例えば刺激物質は、それ自体が細胞表面ま
たは膜貫通タンパク質である内因性リガンドおよび/または同族リガンドの細胞外ドメイ
ンまたはその一部であることができる。
【０３１１】
  いくつかの例では、細胞上の分子、例えば接着分子は、CD44、CD31、CD18/CD11a (LFA-
1; それぞれSEQ ID NO: 71および72に記載された完全長アルファおよびベータ鎖配列)、C
D29、CD54 (ICAM-1)、CD62L (L-セレクチン; SEQ ID NO:73に記載された完全長配列)、CD
29/CD49d (VLA-4; SEQ ID NO:75に記載された完全長配列)、CD106 (VCAM-1; SEQ ID NO:7
4に記載された完全長配列)またはその生物学的に活性な断片である。いくつかの態様にお
いて、受容体結合物質は、接着分子、例えばCD44、CD31、CD18/CD11a (LFA-1)、CD29、CD
54 (ICAM-1)、CD62L (L-セレクチン)、CD29/CD49d (VLA-4)、CD106 (VCAM-1)またはその
生物学的に活性な断片に結合する、例えば特異的に結合する抗体またはその抗原結合断片
である。いくつかの態様において、受容体結合物質は、接着分子、例えばCD44、CD31、CD
18/CD11a (LFA-1)、CD29、CD54 (ICAM-1)、CD62L (L-セレクチン)、CD29/CD49d (VLA-4)
、CD106 (VCAM-1)に結合する、例えば特異的に結合するリガンドまたはその一部である。
そのような受容体結合物質は、接着分子の内因性リガンドおよび/または同族リガンドの
細胞外ドメイン(ECD)またはその一部であるか、またはそれを含む作用物質を含む。いく
つかの態様において、受容体結合物質は、接着分子の細胞外ドメインまたはその一部であ
り、1つまたは複数の細胞の表面上の接着分子に結合することができる。そのような受容
体結合物質の例示的なものとしては、LFA-1αの細胞外ドメイン(SEQ ID NO:77に記載され
たECD); LFA-1βの細胞外ドメイン(SEQ ID NO:78に記載されたECD); L-セレクチンの細胞
外ドメイン(SEQ ID NO:79に記載されたECD); VCAM-1の細胞外ドメイン(SEQ ID NO:80に記
載されたECD); およびVLA-4の細胞外ドメイン(SEQ ID NO:81に記載されたECD)、またはそ
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の任意の部分が挙げられる。
【０３１２】
  いくつかの態様において、サイトカイン産生、ケモカイン産生および/または接着分子
の発現を誘導する因子は、レチノイン酸受容体関連オーファン受容体ガンマ(RORガンマ)
またはRORアルファのような核因子であるか、またはそれを含む。
【０３１３】
  いくつかの態様において、受容体結合物質、例えば第2または追加の受容体結合物質は
、サイトカイン受容体に特異的に結合するリガンドであるか、またはそれを含む。
【０３１４】
  いくつかの態様において、細胞、例えばT細胞上の分子は、IL-2Rであり得、かつ受容体
結合物質、例えば刺激物質(例えばこれは追加の受容体結合物質、例えば追加の刺激物質
であることができる)は、IL-2Rに特異的に結合する。いくつかの局面において、IL-2Rに
特異的に結合する受容体結合物質、例えば刺激物質(例えばこれは追加の受容体結合物質
、例えば追加の刺激物質であることができる)は、抗IL-2R抗体、抗IL-2R抗体の二価抗体
断片、抗IL-2R抗体の一価抗体断片、および抗体様の結合特性を有するタンパク質性IL-2R
結合分子からなる群より選択されうる。抗体または抗原結合断片は、当技術分野において
公知のいずれかに由来することができる。例えば、場合によっては、抗体または抗原結合
断片は、例えば、EP 2425250、US 2011/0053209、WO 2009/145831、US 2010/0055098、お
よびVolk et al., Clin Exp Immunol. 1989 Apr; 76(1): 121-125に記述されているいず
れかでありうる。
【０３１５】
  いくつかの態様において、細胞、例えばT細胞上の分子は、IL-7R (CD127)であり得、か
つ受容体結合物質、例えば刺激物質(例えばこれは第2の受容体結合物質、例えば第2の刺
激物質であることができる)は、IL-7Rに特異的に結合する。いくつかの局面において、IL
-7Rに特異的に結合する受容体結合物質、例えば刺激物質(例えばこれは第2の受容体結合
物質、例えば第2の刺激物質であることができる)は、抗IL-7R抗体、抗IL-7R抗体の二価抗
体断片、抗IL-7R抗体の一価抗体断片、および抗体様の結合特性を有するタンパク質性IL-
7R結合分子からなる群より選択されうる。抗体または抗原結合断片は、当技術分野におい
て公知のいずれかに由来することができる。例えば、場合によっては、抗体または抗原結
合断片は、例えば、WO 2016/059512、WO 2015/189302、Lee et al., Proc Natl Acad Sci
 U S A. 2012 Jul 31;109(31):12674-9、およびChung et al., Blood (2007) 110(8):280
3-2810に記述されているいずれかでありうる。
【０３１６】
  いくつかの態様において、細胞、例えばT細胞上の分子は、IL-21R (CD360)であり得、
かつ受容体結合物質、例えば刺激物質(例えばこれは第2の受容体結合物質、例えば第2の
刺激物質であることができる)は、IL-21Rに特異的に結合する。いくつかの局面において
、IL-21Rに特異的に結合する受容体結合物質、例えば刺激物質(例えばこれは第2の受容体
結合物質、例えば第2の刺激物質であることができる)は、抗IL-21R抗体、抗IL-21R抗体の
二価抗体断片、抗IL-21R抗体の一価抗体断片、および抗体様の結合特性を有するタンパク
質性IL-21R結合分子からなる群より選択されうる。抗体または抗原結合断片は、当技術分
野において公知のいずれかに由来することができる。例えば、場合によっては、抗体また
は抗原結合断片は、例えば、US 2006/0159655、US 2006/0039902、US 2003/0108549、お
よびGuo et al., J Transl Med. 2010; 8: 50に記述されているいずれかでありうる。
【０３１７】
  いくつかの態様において、細胞、例えばT細胞上の分子は、IL受容体共通ガンマ鎖(γc;
 またはCD132)であり得、かつ受容体結合物質、例えば刺激物質(例えばこれは第2の受容
体結合物質、例えば第2の刺激物質であることができる)は、共通ガンマ鎖に特異的に結合
する。インターロイキン-2受容体サブユニットガンマまたはIL-2RGとしても知られている
共通ガンマ鎖(γc; またはCD132)は、インターロイキン受容体: IL-2R、IL-4R、IL-7R、I
L-9R、IL-15RおよびIL-21Rの受容体複合体に共通するサイトカイン受容体サブユニットで
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ある。いくつかの局面において、共通ガンマ鎖に特異的に結合する受容体結合物質、例え
ば刺激物質(例えばこれは第2の受容体結合物質、例えば第2の刺激物質であることができ
る)は、抗γc抗体または抗CD132抗体、抗γc抗体または抗CD132抗体の二価抗体断片、抗
γc抗体または抗CD132抗体の一価抗体断片、および抗体様の結合特性を有するタンパク質
性共通ガンマ鎖結合分子からなる群より選択されうる。抗体または抗原結合断片は、当技
術分野において公知のいずれかに由来することができる。例えば、場合によっては、抗体
または抗原結合断片は、例えば、抗γc抗体もしくは抗CD132抗体TUGh4 (AB_2123585 (Bio
Legendカタログ番号338607)またはAB_2123584 (BioLegendカタログ番号338608))、Itano 
et al. 1996. J. Exp. Med. 178:389、Kondo et al. 1993. Science 262:1874、Hodge et
 al. 2012. Blood. 120:3774、Matsubara et al. 2014. Sci Rep. 4:5043およびMassoud 
et al. 2015. PNAS. 112: 11030-11035、Perez-Simon, Blood 2015 125:424-426に記述さ
れているいずれかでありうる。
【０３１８】
  いくつかの態様において、細胞、例えばT細胞上の分子は、IL-1R1またはIL-1R2のよう
な、IL-1R (CD121)であり得、かつ受容体結合物質、例えば刺激物質(例えばこれは第2の
受容体結合物質、例えば第2の刺激物質であることができる)は、IL-1Rに特異的に結合す
る。いくつかの局面において、IL-1Rに特異的に結合する受容体結合物質、例えば刺激物
質(例えばこれは第2の受容体結合物質、例えば第2の刺激物質であることができる)は、抗
IL-1R抗体、抗IL-1R抗体の二価抗体断片、抗IL-1R抗体の一価抗体断片、および抗体様の
結合特性を有するタンパク質性IL-1R結合分子からなる群より選択されうる。抗体または
抗原結合断片は、当技術分野において公知のいずれかに由来することができる。例えば、
場合によっては、抗体または抗原結合断片は、例えば、ヒトIL-1R1抗体(R&D Systemsカタ
ログ番号AF269)でありうる。
【０３１９】
  いくつかの態様において、細胞、例えばT細胞上の分子は、IL-15R (CD215)であり得、
かつ受容体結合物質、例えば刺激物質(例えばこれは第2の受容体結合物質、例えば第2の
刺激物質であることができる)は、IL-15Rに特異的に結合する。いくつかの局面において
、IL-15Rに特異的に結合する受容体結合物質、例えば刺激物質(例えばこれは第2の受容体
結合物質、例えば第2の刺激物質であることができる)は、抗IL-15R抗体、抗IL-15R抗体の
二価抗体断片、抗IL-15R抗体の一価抗体断片、および抗体様の結合特性を有するタンパク
質性IL-15R結合分子からなる群より選択されうる。抗体または抗原結合断片は、当技術分
野において公知のいずれかに由来することができる。例えば、場合によっては、抗体また
は抗原結合断片は、例えば、US 2004/0185048、US 6013480に記述されているいずれかで
ありえるか、または抗ヒトIL-15R抗体eBioJM7A4 (Affymetrixカタログ番号12-7159-41)で
ありえる。
【０３２０】
  いくつかの態様において、細胞、例えばT細胞上の分子は、インターフェロンガンマ受
容体(IFNγR; CD119)であり得、かつ受容体結合物質、例えば刺激物質(例えばこれは追加
の受容体結合物質、例えば追加の刺激物質であることができる)は、IFNγRに特異的に結
合する。いくつかの局面において、IFNγRに特異的に結合する受容体結合物質、例えば刺
激物質(例えばこれは追加の受容体結合物質、例えば追加の刺激物質であることができる)
は、抗IFNγR抗体、抗IFNγR抗体の二価抗体断片、抗IFNγR抗体の一価抗体断片、および
抗体様の結合特性を有するタンパク質性IFNγR結合分子からなる群より選択されうる。抗
体または抗原結合断片は、当技術分野において公知のいずれかに由来することができる。
例えば、場合によっては、抗体または抗原結合断片は、例えば、抗ヒトCD119 (IFNガンマ
受容体1)抗体GIR 208 (eBioscienceカタログ番号13-1199-80)および抗ヒトIFNガンマ受容
体抗体ab25448 (Abcamカタログ番号ab25448)でありうる。
【０３２１】
  いくつかの態様において、細胞、例えばT細胞上の分子は、例えば、TNFR1 (CD120a)お
よびTNFR2 (CD120b)を含む、腫瘍壊死因子アルファ受容体(TNFαR)であり得、かつ受容体
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結合物質、例えば刺激物質(例えばこれは追加の受容体結合物質、例えば追加の刺激物質
であることができる)は、TNFαRに特異的に結合する。いくつかの局面において、TNFαR
に特異的に結合する受容体結合物質、例えば刺激物質(例えばこれは追加の受容体結合物
質、例えば追加の刺激物質であることができる)は、抗TNFαR抗体、抗TNFαR抗体の二価
抗体断片、抗TNFαR抗体の一価抗体断片、および抗体様の結合特性を有するタンパク質性
TNFαR結合分子からなる群より選択されうる。抗体または抗原結合断片は、当技術分野に
おいて公知のいずれかに由来することができる。例えば、場合によっては、抗体または抗
原結合断片は、WO 2012/087928、WO 2010/120374に記述されているいずれかならびに抗ヒ
トIFNガンマ受容体抗体ab19139 (Abcamカタログ番号ab19139)およびab74315 (Abcamカタ
ログ番号ab74315)でありうる。
【０３２２】
  いくつかの態様において、細胞、例えばT細胞上の分子は、IL-4Rであり得、かつ受容体
結合物質、例えば刺激物質(例えばこれは追加の受容体結合物質、例えば追加の刺激物質
であることができる)は、IL-4Rに特異的に結合する。いくつかの局面において、IL-4Rに
特異的に結合する受容体結合物質、例えば刺激物質(例えばこれは追加の受容体結合物質
、例えば追加の刺激物質であることができる)は、抗IL-4R抗体、抗IL-4R抗体の二価抗体
断片、抗IL-4R抗体の一価抗体断片、および抗体様の結合特性を有するタンパク質性IL-4R
結合分子からなる群より選択されうる。抗体または抗原結合断片は、当技術分野において
公知のいずれかに由来することができる。例えば、いくつかの局面において、抗体または
抗原結合断片は、WO2005047331に記述されているいずれかでありうる。
【０３２３】
  いくつかの態様において、細胞、例えばT細胞上の分子は、IL-10Rであり得、かつ受容
体結合物質、例えば刺激物質(例えばこれは追加の受容体結合物質、例えば追加の刺激物
質であることができる)は、IL-10Rに特異的に結合する。いくつかの局面において、IL-10
Rに特異的に結合する受容体結合物質、例えば刺激物質(例えばこれは追加の受容体結合物
質、例えば追加の刺激物質であることができる)は、抗IL-10R抗体、抗IL-10R抗体の二価
抗体断片、抗IL-10R抗体の一価抗体断片、および抗体様の結合特性を有するタンパク質性
IL-10R結合分子からなる群より選択されうる。抗体または抗原結合断片は、当技術分野に
おいて公知のいずれかに由来することができる。例えば、いくつかの局面において、抗体
または抗原結合断片は、US 7553932、US 8071374、Castro et al., J Exp Med. 2000 Nov
 20;192(10):1529-34に記述されているいずれかまたは抗IL-10R抗体9D7 (ThermoFisherカ
タログ番号06-1067)でありうる。
【０３２４】
  いくつかの態様において、細胞、例えばT細胞上の分子は、インターフェロンI型受容体
、例えば、IFNAR1およびIFNAR2を含む、IFNα受容体(IFNAR)であり得、かつ受容体結合物
質、例えば刺激物質(例えばこれは追加の受容体結合物質、例えば追加の刺激物質である
ことができる)は、IFNARに特異的に結合する。いくつかの局面において、IFNARに特異的
に結合する受容体結合物質、例えば刺激物質(例えばこれは追加の受容体結合物質、例え
ば追加の刺激物質であることができる)は、抗IFNAR抗体、抗IFNAR抗体の二価抗体断片、
抗IFNAR抗体の一価抗体断片、および抗体様の結合特性を有するタンパク質性IFNAR結合分
子からなる群より選択されうる。抗体または抗原結合断片は、当技術分野において公知の
いずれかに由来することができる。例えば、場合によっては、抗体または抗原結合断片は
、例えば、US 2013/0254912、US 7662381、US 8460668、Baccala et al., J. Immunol. 2
012, 189(12):5976-5984に記述されているいずれかおよび抗IFNAR2抗体クローンMMHAR-2 
(PBL Sciencesカタログ番号21385-1)でありうる。
【０３２５】
  いくつかの態様において、細胞、例えばT細胞上の分子は、IL-12Rであり得、かつ受容
体結合物質、例えば刺激物質(例えばこれは追加の受容体結合物質、例えば追加の刺激物
質であることができる)は、IL-12Rに特異的に結合する。いくつかの局面において、IL-12
Rに特異的に結合する受容体結合物質、例えば刺激物質(例えばこれは追加の受容体結合物
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質、例えば追加の刺激物質であることができる)は、抗IL-12R抗体、抗IL-12R抗体の二価
抗体断片、抗IL-12R抗体の一価抗体断片、および抗体様の結合特性を有するタンパク質性
IL-12R結合分子からなる群より選択されうる。抗体または抗原結合断片は、当技術分野に
おいて公知のいずれかに由来することができる。例えば、場合によっては、抗体または抗
原結合断片は、EP0638644またはUS5853721に記述されているいずれかでありうる。
【０３２６】
  いくつかの態様において、細胞、例えばT細胞上の分子は、IL-17R (CD217)であり得、
かつ受容体結合物質、例えば刺激物質(例えばこれは追加の受容体結合物質、例えば追加
の刺激物質であることができる)は、IL-17Rに特異的に結合する。いくつかの局面におい
て、IL-17Rに特異的に結合する受容体結合物質、例えば刺激物質(例えばこれは追加の受
容体結合物質、例えば追加の刺激物質であることができる)は、抗IL-17R抗体、抗IL-17R
抗体の二価抗体断片、抗IL-17R抗体の一価抗体断片、および抗体様の結合特性を有するタ
ンパク質性IL-17R結合分子からなる群より選択されうる。抗体または抗原結合断片は、当
技術分野において公知のいずれかに由来することができる。例えば、場合によっては、抗
体または抗原結合断片は、WO2008054603、EP2487188、Papp et al., J Invest Dermatol.
 2012 Oct;132(10):2466-9、Moseley et al., 2003. Cytokine Growth Factor Rev. 14:1
55、Rong et al., 2009. Cell. Res. 19:208、Toy et al., 2006. J. Immunol. 177:36に
記述されているいずれか、または抗ヒトCD217抗体クローンW15177A (Biolegend)でありう
る。
【０３２７】
  いくつかの態様において、受容体結合物質、例えば刺激物質(例えばこれは追加の受容
体結合物質、例えば追加の刺激物質であることができる)は、IL-2リガンドまたはその生
物学的に活性な部分のような、細胞内でシグナルを誘導することができる刺激受容体また
は他の受容体のリガンドを含むことができる。いくつかの局面において、IL-2リガンドは
、SEQ ID NO: 50に記載されるアミノ酸配列を有するか、またはSEQ ID NO: 50に記載され
る配列と少なくとも85%、少なくとも86%、少なくとも87%、少なくとも88%、少なくとも89
%、少なくとも90%、少なくとも91%、少なくとも92%、少なくとも93%、少なくとも94%、少
なくとも95%、少なくとも96%、少なくとも97%、少なくとも98%、もしくは少なくとも99%
のアミノ酸配列同一性を示すそのバリアントであるか、またはその生物学的に活性な部分
であり、ここで該バリアントまたはその生物学的に活性な部分は、受容体に結合する活性
および/または受容体に対する1つもしくは複数のシグナルをモジュレートする機能的活性
を保持している。
【０３２８】
  いくつかの態様において、受容体結合物質、例えば刺激物質(例えばこれは追加の受容
体結合物質、例えば追加の刺激物質であることができる)は、IL-7リガンドまたはその生
物学的に活性な部分のような、細胞内でシグナルを誘導することができる刺激受容体また
は他の受容体のリガンドを含むことができる。いくつかの局面において、IL-7リガンドは
、SEQ ID NO: 51に記載されるアミノ酸配列を有するか、またはSEQ ID NO: 51に記載され
る配列と少なくとも85%、少なくとも86%、少なくとも87%、少なくとも88%、少なくとも89
%、少なくとも90%、少なくとも91%、少なくとも92%、少なくとも93%、少なくとも94%、少
なくとも95%、少なくとも96%、少なくとも97%、少なくとも98%、もしくは少なくとも99%
のアミノ酸配列同一性を示すそのバリアントであるか、またはその生物学的に活性な部分
であり、ここで該バリアントまたはその生物学的に活性な部分は、受容体に結合する活性
および/または受容体に対する1つもしくは複数のシグナルをモジュレートする機能的活性
を保持している。
【０３２９】
  いくつかの態様において、受容体結合物質、例えば刺激物質(例えばこれは追加の受容
体結合物質、例えば追加の刺激物質であることができる)は、IL-21リガンドまたはその生
物学的に活性な部分のような、細胞内でシグナルを誘導することができる刺激受容体また
は他の受容体のリガンドを含むことができる。いくつかの局面において、IL-21リガンド
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は、SEQ ID NO: 52に記載されるアミノ酸配列を有するか、またはSEQ ID NO: 52に記載さ
れる配列と少なくとも85%、少なくとも86%、少なくとも87%、少なくとも88%、少なくとも
89%、少なくとも90%、少なくとも91%、少なくとも92%、少なくとも93%、少なくとも94%、
少なくとも95%、少なくとも96%、少なくとも97%、少なくとも98%、もしくは少なくとも99
%のアミノ酸配列同一性を示すそのバリアントであるか、またはその生物学的に活性な部
分であり、ここで該バリアントまたはその生物学的に活性な部分は、受容体に結合する活
性および/または受容体に対する1つもしくは複数のシグナルをモジュレートする機能的活
性を保持している。
【０３３０】
  いくつかの態様において、受容体結合物質、例えば刺激物質(例えばこれは追加の受容
体結合物質、例えば追加の刺激物質であることができる)は、IL-1リガンドまたはその生
物学的に活性な部分のような、細胞内でシグナルを誘導することができる刺激受容体また
は他の受容体のリガンドを含むことができる。いくつかの局面において、IL-1リガンドは
、SEQ ID NO: 53および/もしくは54 (それぞれIL-1αもしくはIL-1β)に記載されるアミ
ノ酸配列を有するか、またはSEQ ID NO: 53および/もしくは54 (それぞれIL-1αもしくは
IL-1β)に記載される配列と少なくとも85%、少なくとも86%、少なくとも87%、少なくとも
88%、少なくとも89%、少なくとも90%、少なくとも91%、少なくとも92%、少なくとも93%、
少なくとも94%、少なくとも95%、少なくとも96%、少なくとも97%、少なくとも98%、もし
くは少なくとも99%のアミノ酸配列同一性を示すそのバリアントであるか、またはその生
物学的に活性な部分であり、ここで該バリアントまたはその生物学的に活性な部分は、受
容体に結合する活性および/または受容体に対する1つもしくは複数のシグナルをモジュレ
ートする機能的活性を保持している。
【０３３１】
  いくつかの態様において、受容体結合物質、例えば刺激物質(例えばこれは追加の受容
体結合物質、例えば追加の刺激物質であることができる)は、IL-15リガンドまたはその生
物学的に活性な部分のような、細胞内でシグナルを誘導することができる刺激受容体また
は他の受容体のリガンドを含むことができる。いくつかの局面において、IL-15リガンド
は、SEQ ID NO: 55に記載されるアミノ酸配列を有するか、またはSEQ ID NO: 55に記載さ
れる配列と少なくとも85%、少なくとも86%、少なくとも87%、少なくとも88%、少なくとも
89%、少なくとも90%、少なくとも91%、少なくとも92%、少なくとも93%、少なくとも94%、
少なくとも95%、少なくとも96%、少なくとも97%、少なくとも98%、もしくは少なくとも99
%のアミノ酸配列同一性を示すそのバリアントであるか、またはその生物学的に活性な部
分であり、ここで該バリアントまたはその生物学的に活性な部分は、受容体に結合する活
性および/または受容体に対する1つもしくは複数のシグナルをモジュレートする機能的活
性を保持している。
【０３３２】
  いくつかの態様において、受容体結合物質、例えば刺激物質(例えばこれは追加の受容
体結合物質、例えば追加の刺激物質であることができる)は、IL-9リガンドまたはその生
物学的に活性な部分のような、細胞内でシグナルを誘導することができる刺激受容体また
は他の受容体のリガンドを含むことができる。いくつかの局面において、IL-9リガンドは
、SEQ ID NO: 81に記載されるアミノ酸配列を有するか、またはSEQ ID NO: 81に記載され
る配列と少なくとも85%、少なくとも86%、少なくとも87%、少なくとも88%、少なくとも89
%、少なくとも90%、少なくとも91%、少なくとも92%、少なくとも93%、少なくとも94%、少
なくとも95%、少なくとも96%、少なくとも97%、少なくとも98%、もしくは少なくとも99%
のアミノ酸配列同一性を示すそのバリアントであるか、またはその生物学的に活性な部分
であり、ここで該バリアントまたはその生物学的に活性な部分は、受容体に結合する活性
および/または受容体に対する1つもしくは複数のシグナルをモジュレートする機能的活性
を保持している。
【０３３３】
  いくつかの態様において、受容体結合物質、例えば刺激物質(例えばこれは追加の受容
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体結合物質、例えば追加の刺激物質であることができる)は、IFNγリガンドまたはその生
物学的に活性な部分のような、細胞内でシグナルを誘導することができる刺激受容体また
は他の受容体のリガンドを含むことができる。いくつかの局面において、IFNγリガンド
は、SEQ ID NO: 56に記載されるアミノ酸配列を有するか、またはSEQ ID NO: 56に記載さ
れる配列と少なくとも85%、少なくとも86%、少なくとも87%、少なくとも88%、少なくとも
89%、少なくとも90%、少なくとも91%、少なくとも92%、少なくとも93%、少なくとも94%、
少なくとも95%、少なくとも96%、少なくとも97%、少なくとも98%、もしくは少なくとも99
%のアミノ酸配列同一性を示すそのバリアントであるか、またはその生物学的に活性な部
分であり、ここで該バリアントまたはその生物学的に活性な部分は、受容体に結合する活
性および/または受容体に対する1つもしくは複数のシグナルをモジュレートする機能的活
性を保持している。
【０３３４】
  いくつかの態様において、受容体結合物質、例えば刺激物質(例えばこれは追加の受容
体結合物質、例えば追加の刺激物質であることができる)は、TNFαリガンドまたはその生
物学的に活性な部分のような、細胞内でシグナルを誘導することができる刺激受容体また
は他の受容体のリガンドを含むことができる。いくつかの局面において、TNFαリガンド
は、SEQ ID NO: 57に記載されるアミノ酸配列を有するか、またはSEQ ID NO: 57に記載さ
れる配列と少なくとも85%、少なくとも86%、少なくとも87%、少なくとも88%、少なくとも
89%、少なくとも90%、少なくとも91%、少なくとも92%、少なくとも93%、少なくとも94%、
少なくとも95%、少なくとも96%、少なくとも97%、少なくとも98%、もしくは少なくとも99
%のアミノ酸配列同一性を示すそのバリアントであるか、またはその生物学的に活性な部
分であり、ここで該バリアントまたはその生物学的に活性な部分は、受容体に結合する活
性および/または受容体に対する1つもしくは複数のシグナルをモジュレートする機能的活
性を保持している。
【０３３５】
  いくつかの態様において、受容体結合物質、例えば刺激物質(例えばこれは追加の受容
体結合物質、例えば追加の刺激物質であることができる)は、IL-4リガンドまたはその生
物学的に活性な部分のような、細胞内でシグナルを誘導することができる刺激受容体また
は他の受容体のリガンドを含むことができる。いくつかの局面において、IL-4リガンドは
、SEQ ID NO: 58に記載されるアミノ酸配列を有するか、またはSEQ ID NO: 58に記載され
る配列と少なくとも85%、少なくとも86%、少なくとも87%、少なくとも88%、少なくとも89
%、少なくとも90%、少なくとも91%、少なくとも92%、少なくとも93%、少なくとも94%、少
なくとも95%、少なくとも96%、少なくとも97%、少なくとも98%、もしくは少なくとも99%
のアミノ酸配列同一性を示すそのバリアントであるか、またはその生物学的に活性な部分
であり、ここで該バリアントまたはその生物学的に活性な部分は、受容体に結合する活性
および/または受容体に対する1つもしくは複数のシグナルをモジュレートする機能的活性
を保持している。
【０３３６】
  いくつかの態様において、受容体結合物質、例えば刺激物質(例えばこれは追加の受容
体結合物質、例えば追加の刺激物質であることができる)は、IL-10リガンドまたはその生
物学的に活性な部分のような、細胞内でシグナルを誘導することができる刺激受容体また
は他の受容体のリガンドを含むことができる。いくつかの局面において、IL-10リガンド
は、SEQ ID NO: 59に記載されるアミノ酸配列を有するか、またはSEQ ID NO: 59に記載さ
れる配列と少なくとも85%、少なくとも86%、少なくとも87%、少なくとも88%、少なくとも
89%、少なくとも90%、少なくとも91%、少なくとも92%、少なくとも93%、少なくとも94%、
少なくとも95%、少なくとも96%、少なくとも97%、少なくとも98%、もしくは少なくとも99
%のアミノ酸配列同一性を示すそのバリアントであるか、またはその生物学的に活性な部
分であり、ここで該バリアントまたはその生物学的に活性な部分は、受容体に結合する活
性および/または受容体に対する1つもしくは複数のシグナルをモジュレートする機能的活
性を保持している。
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【０３３７】
  いくつかの態様において、受容体結合物質、例えば刺激物質(例えばこれは追加の受容
体結合物質、例えば追加の刺激物質であることができる)は、I型インターフェロン、例え
ばIFNα、IFNβ、IFNκ、IFNδ、IFNε、IFNτ、IFNω、およびIFNζ (リミチンとしても
公知)またはその生物学的に活性な部分のような、細胞内でシグナルを誘導することがで
きる刺激受容体または他の受容体のリガンドを含むことができる。いくつかの局面におい
て、I型インターフェロンはIFN-αまたはIFN-βであり、これはSEQ ID NO: 60もしくは61
 (それぞれIFN-α2もしくはIFN-β1)に記載されるアミノ酸配列を有するか、またはSEQ I
D NO: 60もしくは61に記載される配列と少なくとも85%、少なくとも86%、少なくとも87%
、少なくとも88%、少なくとも89%、少なくとも90%、少なくとも91%、少なくとも92%、少
なくとも93%、少なくとも94%、少なくとも95%、少なくとも96%、少なくとも97%、少なく
とも98%、もしくは少なくとも99%のアミノ酸配列同一性を示すそのバリアントであるか、
またはその生物学的に活性な部分であり、ここで該バリアントまたはその生物学的に活性
な部分は、受容体に結合する活性および/または受容体に対する1つもしくは複数のシグナ
ルをモジュレートする機能的活性を保持している。
【０３３８】
  いくつかの態様において、受容体結合物質、例えば刺激物質(例えばこれは追加の受容
体結合物質、例えば追加の刺激物質であることができる)は、IL-12リガンドまたはその生
物学的に活性な部分のような、細胞内でシグナルを誘導することができる刺激受容体また
は他の受容体のリガンドを含むことができる。いくつかの局面において、IL-12リガンド
は、SEQ ID NO: 62および/もしくは63 (それぞれIL-12αもしくはIL-12β)に記載される
アミノ酸配列を有するか、またはSEQ ID NO: 62および/もしくは63 (それぞれIL-12αも
しくはIL-12β)に記載される配列と少なくとも85%、少なくとも86%、少なくとも87%、少
なくとも88%、少なくとも89%、少なくとも90%、少なくとも91%、少なくとも92%、少なく
とも93%、少なくとも94%、少なくとも95%、少なくとも96%、少なくとも97%、少なくとも9
8%、もしくは少なくとも99%のアミノ酸配列同一性を示すそのバリアントであるか、また
はその生物学的に活性な部分であり、ここで該バリアントまたはその生物学的に活性な部
分は、受容体に結合する活性および/または受容体に対する1つもしくは複数のシグナルを
モジュレートする機能的活性を保持している。
【０３３９】
  いくつかの態様において、受容体結合物質、例えば刺激物質(例えばこれは追加の受容
体結合物質、例えば追加の刺激物質であることができる)は、IL-17リガンドまたはその生
物学的に活性な部分のような、細胞内でシグナルを誘導することができる刺激受容体また
は他の受容体のリガンドを含むことができる。いくつかの局面において、IL-17リガンド
は、SEQ ID NO: 64に記載されるアミノ酸配列を有するか、またはSEQ ID NO: 64に記載さ
れる配列と少なくとも85%、少なくとも86%、少なくとも87%、少なくとも88%、少なくとも
89%、少なくとも90%、少なくとも91%、少なくとも92%、少なくとも93%、少なくとも94%、
少なくとも95%、少なくとも96%、少なくとも97%、少なくとも98%、もしくは少なくとも99
%のアミノ酸配列同一性を示すそのバリアントであるか、またはその生物学的に活性な部
分であり、ここで該バリアントまたはその生物学的に活性な部分は、受容体に結合する活
性および/または受容体に対する1つもしくは複数のシグナルをモジュレートする機能的活
性を保持している。
【０３４０】
  いくつかの態様において、受容体結合物質、例えば第2または追加の受容体結合物質は
、ケモカイン受容体に特異的に結合するリガンドであるか、またはそれを含む。
【０３４１】
  いくつかの態様において、細胞、例えばT細胞上の分子は、CXCR3であり得、かつ受容体
結合物質、例えば刺激物質(例えばこれは追加の受容体結合物質、例えば追加の刺激物質
であることができる)は、CXCR3に特異的に結合する。いくつかの局面において、CXCR3に
特異的に結合する受容体結合物質、例えば刺激物質(例えばこれは追加の受容体結合物質
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、例えば追加の刺激物質であることができる)は、抗CXCR3抗体、抗CXCR3抗体の二価抗体
断片、抗CXCR3抗体の一価抗体断片、および抗体様の結合特性を有するタンパク質性CXCR3
結合分子からなる群より選択されうる。抗体または抗原結合断片は、当技術分野において
公知のいずれかに由来することができる。例えば、いくつかの局面において、抗体または
抗原結合断片は、WO2003024404に記述されているいずれかであることができる。
【０３４２】
  いくつかの態様において、細胞、例えばT細胞上の分子は、CCR7であり得、かつ受容体
結合物質、例えば刺激物質(例えばこれは追加の受容体結合物質、例えば追加の刺激物質
であることができる)は、CCR7に特異的に結合する。いくつかの局面において、CCR7に特
異的に結合する受容体結合物質、例えば刺激物質(例えばこれは追加の受容体結合物質、
例えば追加の刺激物質であることができる)は、抗CCR7抗体、抗CCR7抗体の二価抗体断片
、抗CCR7抗体の一価抗体断片、および抗体様の結合特性を有するタンパク質性CCR7結合分
子からなる群より選択されうる。抗体または抗原結合断片は、当技術分野において公知の
いずれかに由来することができる。例えば、いくつかの局面において、抗体または抗原結
合断片は、US6153441に記述されているいずれかであることができる。
【０３４３】
  いくつかの態様において、細胞、例えばT細胞上の分子は、CXCR1であり得、かつ受容体
結合物質、例えば刺激物質(例えばこれは追加の受容体結合物質、例えば追加の刺激物質
であることができる)は、CXCR1に特異的に結合する。いくつかの局面において、CXCR1に
特異的に結合する受容体結合物質、例えば刺激物質(例えばこれは追加の受容体結合物質
、例えば追加の刺激物質であることができる)は、抗CXCR1抗体、抗CXCR1抗体の二価抗体
断片、抗CXCR1抗体の一価抗体断片、および抗体様の結合特性を有するタンパク質性CXCR1
結合分子からなる群より選択されうる。抗体または抗原結合断片は、当技術分野において
公知のいずれかに由来することができる。例えば、いくつかの局面において、抗体または
抗原結合断片は、抗CXCR1抗体[42705.111] (Abcam; ab10400)であることができる。
【０３４４】
  いくつかの態様において、細胞、例えばT細胞上の分子は、CXCR4であり得、かつ受容体
結合物質、例えば刺激物質(例えばこれは追加の受容体結合物質、例えば追加の刺激物質
であることができる)は、CXCR4に特異的に結合する。いくつかの局面において、CXCR4に
特異的に結合する受容体結合物質、例えば刺激物質(例えばこれは追加の受容体結合物質
、例えば追加の刺激物質であることができる)は、抗CXCR4抗体、抗CXCR4抗体の二価抗体
断片、抗CXCR4抗体の一価抗体断片、および抗体様の結合特性を有するタンパク質性CXCR4
結合分子からなる群より選択されうる。抗体または抗原結合断片は、当技術分野において
公知のいずれかに由来することができる。例えば、いくつかの局面において、抗体または
抗原結合断片は、WO2003024404に記述されているいずれかであることができる。
【０３４５】
  いくつかの態様において、受容体結合物質、例えば刺激物質(例えばこれは追加の受容
体結合物質、例えば追加の刺激物質であることができる)は、CXCL9リガンドまたはその生
物学的に活性な部分のような、細胞内でシグナルを誘導することができる刺激受容体また
は他の受容体のリガンドを含むことができる。いくつかの局面において、CXCL9リガンド
は、SEQ ID NO: 65に記載されるアミノ酸配列を有するか、またはSEQ ID NO: 65に記載さ
れる配列と少なくとも85%、少なくとも86%、少なくとも87%、少なくとも88%、少なくとも
89%、少なくとも90%、少なくとも91%、少なくとも92%、少なくとも93%、少なくとも94%、
少なくとも95%、少なくとも96%、少なくとも97%、少なくとも98%、もしくは少なくとも99
%のアミノ酸配列同一性を示すそのバリアントであるか、またはその生物学的に活性な部
分であり、ここで該バリアントまたはその生物学的に活性な部分は、受容体に結合する活
性および/または受容体に対する1つもしくは複数のシグナルをモジュレートする機能的活
性を保持している。
【０３４６】
  いくつかの態様において、受容体結合物質、例えば刺激物質(例えばこれは追加の受容
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体結合物質、例えば追加の刺激物質であることができる)は、CXCL10リガンドまたはその
生物学的に活性な部分のような、細胞内でシグナルを誘導することができる刺激受容体ま
たは他の受容体のリガンドを含むことができる。いくつかの局面において、CXCL10リガン
ドは、SEQ ID NO: 66に記載されるアミノ酸配列を有するか、またはSEQ ID NO: 66に記載
される配列と少なくとも85%、少なくとも86%、少なくとも87%、少なくとも88%、少なくと
も89%、少なくとも90%、少なくとも91%、少なくとも92%、少なくとも93%、少なくとも94%
、少なくとも95%、少なくとも96%、少なくとも97%、少なくとも98%、もしくは少なくとも
99%のアミノ酸配列同一性を示すそのバリアントであるか、またはその生物学的に活性な
部分であり、ここで該バリアントまたはその生物学的に活性な部分は、受容体に結合する
活性および/または受容体に対する1つもしくは複数のシグナルをモジュレートする機能的
活性を保持している。
【０３４７】
  いくつかの態様において、受容体結合物質、例えば刺激物質(例えばこれは追加の受容
体結合物質、例えば追加の刺激物質であることができる)は、CCL19リガンドまたはその生
物学的に活性な部分のような、細胞内でシグナルを誘導することができる刺激受容体また
は他の受容体のリガンドを含むことができる。いくつかの局面において、CCL19リガンド
は、SEQ ID NO: 67に記載されるアミノ酸配列を有するか、またはSEQ ID NO: 67に記載さ
れる配列と少なくとも85%、少なくとも86%、少なくとも87%、少なくとも88%、少なくとも
89%、少なくとも90%、少なくとも91%、少なくとも92%、少なくとも93%、少なくとも94%、
少なくとも95%、少なくとも96%、少なくとも97%、少なくとも98%、もしくは少なくとも99
%のアミノ酸配列同一性を示すそのバリアントであるか、またはその生物学的に活性な部
分であり、ここで該バリアントまたはその生物学的に活性な部分は、受容体に結合する活
性および/または受容体に対する1つもしくは複数のシグナルをモジュレートする機能的活
性を保持している。
【０３４８】
  いくつかの態様において、受容体結合物質、例えば刺激物質(例えばこれは追加の受容
体結合物質、例えば追加の刺激物質であることができる)は、CCL21リガンドまたはその生
物学的に活性な部分のような、細胞内でシグナルを誘導することができる刺激受容体また
は他の受容体のリガンドを含むことができる。いくつかの局面において、CCL21リガンド
は、SEQ ID NO: 68に記載されるアミノ酸配列を有するか、またはSEQ ID NO: 68に記載さ
れる配列と少なくとも85%、少なくとも86%、少なくとも87%、少なくとも88%、少なくとも
89%、少なくとも90%、少なくとも91%、少なくとも92%、少なくとも93%、少なくとも94%、
少なくとも95%、少なくとも96%、少なくとも97%、少なくとも98%、もしくは少なくとも99
%のアミノ酸配列同一性を示すそのバリアントであるか、またはその生物学的に活性な部
分であり、ここで該バリアントまたはその生物学的に活性な部分は、受容体に結合する活
性および/または受容体に対する1つもしくは複数のシグナルをモジュレートする機能的活
性を保持している。
【０３４９】
  いくつかの態様において、受容体結合物質、例えば刺激物質(例えばこれは追加の受容
体結合物質、例えば追加の刺激物質であることができる)は、CCL25リガンドまたはその生
物学的に活性な部分のような、細胞内でシグナルを誘導することができる刺激受容体また
は他の受容体のリガンドを含むことができる。いくつかの局面において、CCL25リガンド
は、SEQ ID NO: 69に記載されるアミノ酸配列を有するか、またはSEQ ID NO: 69に記載さ
れる配列と少なくとも85%、少なくとも86%、少なくとも87%、少なくとも88%、少なくとも
89%、少なくとも90%、少なくとも91%、少なくとも92%、少なくとも93%、少なくとも94%、
少なくとも95%、少なくとも96%、少なくとも97%、少なくとも98%、もしくは少なくとも99
%のアミノ酸配列同一性を示すそのバリアントであるか、またはその生物学的に活性な部
分であり、ここで該バリアントまたはその生物学的に活性な部分は、受容体に結合する活
性および/または受容体に対する1つもしくは複数のシグナルをモジュレートする機能的活
性を保持している。
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【０３５０】
  場合によっては、受容体結合物質、例えば追加の受容体結合物質は、接着分子であるか
、もしくはそれを含み、またはサイトカイン産生、ケモカイン産生、接着分子の発現を誘
導する因子であり、ならびに/あるいはアクセサリーシグナルおよび/もしくは追加のシグ
ナルを刺激および/もしくはモジュレートすることに関与している。
【０３５１】
  いくつかの態様において、細胞、例えばT細胞上の分子は、CD62Lであり得、かつ受容体
結合物質、例えば刺激物質(例えばこれは追加の受容体結合物質、例えば追加の刺激物質
であることができる)は、CD62Lに特異的に結合する。いくつかの局面において、CD62Lに
特異的に結合する受容体結合物質、例えば刺激物質(例えばこれは追加の受容体結合物質
、例えば追加の刺激物質であることができる)は、抗CD62L抗体、抗CD62L抗体の二価抗体
断片、抗CD62L抗体の一価抗体断片、および抗体様の結合特性を有するタンパク質性CD62L
結合分子からなる群より選択されうる。抗体または抗原結合断片は、当技術分野において
公知のいずれか、例えば、抗体DREG56 (例えばATCC HB300)に由来することができる; 例
えば、Stemberger et al. 2012 PLoS One. 2012;7(4):e35798を参照されたい。
【０３５２】
  いくつかの態様において、細胞、例えばT細胞上の分子は、RORγtであり得、かつ受容
体結合物質、例えば刺激物質(例えばこれは追加の受容体結合物質、例えば追加の刺激物
質であることができる)は、RORγtに特異的に結合する。いくつかの局面において、RORγ
tに特異的に結合する受容体結合物質、例えば刺激物質(例えばこれは追加の受容体結合物
質、例えば追加の刺激物質であることができる)は、抗RORγt抗体、抗RORγt抗体の二価
抗体断片、抗RORγt抗体の一価抗体断片、および抗体様の結合特性を有するタンパク質性
RORγt結合分子からなる群より選択されうる。抗体または抗原結合断片は、当技術分野に
おいて公知のいずれかに由来することができる。例えば、いくつかの局面において、抗体
または抗原結合断片は、CA2572334に記述されているいずれかであることができる。
【０３５３】
  いくつかの態様において、細胞、例えばT細胞上の分子は、RORαであり得、かつ受容体
結合物質、例えば刺激物質(例えばこれは追加の受容体結合物質、例えば追加の刺激物質
であることができる)は、RORαに特異的に結合する。いくつかの局面において、RORαに
特異的に結合する受容体結合物質、例えば刺激物質(例えばこれは追加の受容体結合物質
、例えば追加の刺激物質であることができる)は、抗RORα抗体、抗RORα抗体の二価抗体
断片、抗RORα抗体の一価抗体断片、および抗体様の結合特性を有するタンパク質性RORα
結合分子からなる群より選択されうる。抗体または抗原結合断片は、当技術分野において
公知のいずれかに由来することができる。例えば、抗RORα抗体はRORα抗体H-65 (Santa 
Cruz Biotechnologyカタログ番号sc-28612)である。
【０３５４】
2. 選択物質
  いくつかの態様において、作用物質は選択物質である。いくつかの態様において、選択
物質は、細胞表面分子のような、細胞の表面上の分子に結合する。場合によっては、細胞
表面分子は選択マーカーである。そのような場合には、選択物質は、1つまたは複数の細
胞によって発現される選択マーカーに特異的に結合することができる。いくつかの態様に
おいて、試薬に可逆的に結合する選択物質を用いて、細胞の選択または単離を容易にする
ことができる。
【０３５５】
  本明細書において提供される態様のいずれかにおいて、受容体結合物質、例えば、第1
、第2および/または追加の受容体結合物質、例えば刺激物質は、受容体、例えば細胞の表
面上に発現される受容体に特異的に結合する結合物質でありうる。場合によっては、受容
体に特異的に結合する受容体結合物質、例えば第1、第2および/または追加の受容体結合
物質、例えば刺激物質は、抗受容体抗体、抗受容体抗体の二価抗体断片、抗受容体抗体の
一価抗体断片、および抗体様の結合特性を有するタンパク質性受容体結合分子からなる群
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より選択されうる。二価抗体断片は、F(ab')2断片、または二価一本鎖Fv断片でありうる
が、一価抗体断片は、Fab断片、Fv断片、および一本鎖Fv断片(scFv)からなる群より選択
されうる。場合によっては、抗体様の結合特性を有するタンパク質性受容体結合分子は、
アプタマー、リポカリンファミリーのポリペプチドに基づくムテイン、グルボディ、アン
キリンスキャホールドをベースにしたタンパク質、結晶性スキャホールドをベースにした
タンパク質、アドネクチン、またはアビマーでありうる。場合によっては、受容体に特異
的に結合する受容体結合物質、例えば第1、第2および/または追加の受容体結合物質、例
えば刺激物質は、抗体またはその抗原結合断片、例えばFab断片である。
【０３５６】
  いくつかの局面において、細胞表面分子、例えば選択マーカーは、所望の細胞集団また
はサブ集団、例えば、血液細胞、例えばリンパ球（例えば、T細胞、Tヘルパー細胞、例え
ばCD4+ Tヘルパー細胞、B細胞もしくはナチュラルキラー細胞）、単球または幹細胞、例
えばCD34陽性末梢幹細胞もしくはNanogもしくはOct-4発現幹細胞、の集団またはサブ集団
を定義する抗原であり得る。いくつかの態様において、選択マーカーは、T細胞またはT細
胞のサブセットの表面上で発現されるマーカー、例えばCD25、CD28、CD62L、CCR7、CD27
、CD127、CD3、CD4、CD8、CD45RAおよび／またはCD45ROであり得る。T細胞の例は、CMV特
異的CD8+ Tリンパ球、細胞傷害性T細胞、メモリーT細胞および調節性T細胞（Treg）等の
細胞を含む。Tregの実例は、CD4 CD25 CD45RA Treg細胞を含み、メモリーT細胞の実例は
、CD62L CD8+特異的セントラルメモリーT細胞を含む。細胞表面分子、例えば選択マーカ
ーはまた、腫瘍細胞のマーカーであり得る。
【０３５７】
  いくつかの態様において、選択マーカーはCD4であり得、選択物質はCD4に特異的に結合
する。いくつかの局面において、CD4に特異的に結合する選択物質は、抗CD4抗体、抗CD4
抗体の二価抗体フラグメント、抗CD4抗体の一価抗体フラグメントおよび抗体様結合特性
を有するタンパク質性CD4結合分子からなる群より選択され得る。いくつかの態様におい
て、抗CD4抗体、例えば二価抗体フラグメントまたは一価抗体フラグメント（例えば、CD4
 Fabフラグメント）は、抗体13B8.2またはCD4に対する特異的結合性を保持する13B8.2の
機能的に活性な変異体由来であり得る。例えば、抗体13B8.2の例示的な変異体またはm13B
8.2は、米国特許第7,482,000号、米国出願番号US2014/0295458または国際特許出願公開WO
2013/124474；およびBes, C, et al. J Biol Chem 278, 14265-14273 (2003)に記載され
ている。「ml3B8.2」と呼ばれる変異Fabフラグメントは、米国特許第7,482,000号に記載
されるように、CD4結合マウス抗体13B8.2の可変ドメインならびに重鎖に関してガンマ型
の定常ヒトCH1ドメインおよびカッパ型の定常ヒト軽鎖ドメインを含む定常ドメインを有
する。いくつかの態様において、抗CD4抗体、例えば抗体13B8.2の変異体は、各々Kabatの
番号付けにしたがい、可変軽鎖内のアミノ酸置換H91Aおよび可変軽鎖内のアミノ酸置換Y9
2A、可変重鎖内のアミノ酸置換H35Aおよび／または可変重鎖内のアミノ酸置換R53Aを含む
。いくつかの局面において、ml3B8.2内の13B8.2 Fabフラグメントの可変ドメインと比較
して、軽鎖の91位（SEQ ID NO:30の93位）のHis残基がAlaに変異しており、重鎖の53位（
SEQ ID NO:29の55位）のArg残基がAlaに変異している。いくつかの態様において、抗CD4
またはそのフラグメントに可逆的に結合する試薬は、市販されているまたは市販されてい
る試薬由来である（例えば、カタログ番号6-8000-206または6-8000-205または6-8002-100
；IBA GmbH, Gottingen, Germany）。
【０３５８】
  いくつかの態様において、選択マーカーはCD8であり得、選択物質はCD8に特異的に結合
する。いくつかの局面において、CD8に特異的に結合する選択物質は、抗CD8抗体、抗CD8
抗体の二価抗体フラグメント、抗CD8抗体の一価抗体フラグメントおよび抗体様結合特性
を有するタンパク質性CD8結合分子からなる群より選択され得る。いくつかの態様におい
て、抗CD8抗体、例えば二価抗体フラグメントまたは一価抗体フラグメント（例えば、CD8
 Fabフラグメント）は、抗体OKT8（例えば、ATCC CRL-8014）またはCD8に対する特異的結
合性を保持するその機能的に活性な変異体由来であり得る。いくつかの態様において、抗
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CD8またはそのフラグメントに可逆的に結合する試薬は、市販されているまたは市販され
ている試薬由来である（例えば、カタログ番号6-8003または6-8000-201； IBA GmbH, Got
tingen, Germany）。
【０３５９】
  いくつかの態様において、選択マーカーはCD3であり得、選択物質はCD3に特異的に結合
する。いくつかの局面において、CD3に特異的に結合する選択物質は、抗CD3抗体、抗CD3
抗体の二価抗体フラグメント、抗CD3抗体の一価抗体フラグメントおよび抗体様結合特性
を有するタンパク質性CD3結合分子からなる群より選択され得る。いくつかの態様におい
て、抗CD3抗体、例えば二価抗体フラグメントまたは一価抗体フラグメント（例えば、CD3
 Fabフラグメント）は、抗体OKT3（例えば、ATCC CRL-8001；例えば、Stemberger et al.
 PLoS One. 2012; 7(4): e35798を参照のこと）またはCD3に対する特異的結合性を保持す
るその機能的に活性な変異体由来であり得る。いくつかの態様において、抗CD3またはそ
のフラグメントに可逆的に結合する試薬は、市販されているまたは市販されている試薬由
来である（例えば、カタログ番号6-8000-201、6-8001-100；IBA GmbH, Gottingen, Germa
ny）。
【０３６０】
  いくつかの態様において、選択マーカーはCD25であり得、選択物質はCD25に特異的に結
合する。いくつかの局面において、CD25に特異的に結合する選択物質は、抗CD25抗体、抗
CD25抗体の二価抗体フラグメント、抗CD25抗体の一価抗体フラグメントおよび抗体様結合
特性を有するタンパク質性CD25結合分子からなる群より選択され得る。いくつかの態様に
おいて、抗CD25抗体、例えば二価抗体フラグメントまたは一価抗体フラグメント（例えば
、CD25 Fabフラグメント）は、抗体FRT5（例えば、Stemberger et al. 2012. PLoS One. 
2012;7(4):e35798を参照のこと）またはCD25に対する特異的結合性を保持するその機能的
に活性な変異体由来であり得る。いくつかの態様において、抗CD4またはそのフラグメン
トに可逆的に結合する試薬は、市販されているまたは市販されている試薬由来である（例
えば、カタログ番号6-8000-205または6-8000-207または6-8004-050；IBA GmbH, Gottinge
n, Germany）。
【０３６１】
  いくつかの態様において、選択マーカーはCD62Lであり得、選択物質はCD62Lに特異的に
結合する。いくつかの局面において、CD62Lに特異的に結合する選択物質は、抗CD62L抗体
、抗CD62L抗体の二価抗体フラグメント、抗CD62L抗体の一価抗体フラグメントおよび抗体
様結合特性を有するタンパク質性CD62L結合分子からなる群より選択され得る。いくつか
の態様において、抗CD62L抗体、例えば二価抗体フラグメントまたは一価抗体フラグメン
ト（例えば、CD62L Fabフラグメント）は、抗体DREG56（例えば、ATCC HB300；例えば、S
temberger et al. 2012, PLoS One. 2012;7(4):e35798を参照のこと）またはCD62Lに対す
る特異的結合性を保持するその機能的に活性な変異体由来であり得る。いくつかの態様に
おいて、抗CD62Lまたはそのフラグメントに可逆的に結合する試薬は、市販されているま
たは市販されている試薬由来である（例えば、カタログ番号6-8000-204または6-8005-050
；IBA GmbH, Gottingen, Germany）。
【０３６２】
  いくつかの態様において、選択マーカーはCD45RAであり得、選択物質はCD45RAに特異的
に結合する。いくつかの局面において、CD45RAに特異的に結合する選択物質は、抗CD45RA
抗体、抗CD45RA抗体の二価抗体フラグメント、抗CD45RA抗体の一価抗体フラグメントおよ
び抗体様結合特性を有するタンパク質性CD45RA結合分子からなる群より選択され得る。い
くつかの態様において、抗CD45RA抗体、例えば二価抗体フラグメントまたは一価抗体フラ
グメント（例えば、CD45RA Fabフラグメント）は、抗体MEM56（例えば、Millipore 05-14
13；例えば、Stemberger et al. 2012, PLoS One. 2012;7(4):e35798を参照のこと）また
はCD45RAに対する特異的結合性を保持するその機能的に活性な変異体由来であり得る。い
くつかの態様において、抗CD45RAまたはそのフラグメントに可逆的に結合する試薬は、市
販されているまたは市販されている試薬由来である（例えば、カタログ番号6-8000-208ま
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たは6-8007-050；IBA GmbH, Gottingen, Germany）。
【０３６３】
  いくつかの態様において、選択マーカーはCD45ROであり得、選択物質はCD45ROに特異的
に結合する。いくつかの局面において、CD45ROに特異的に結合する選択物質は、抗CD45RO
抗体、抗CD45RO抗体の二価抗体フラグメント、抗CD45RO抗体の一価抗体フラグメントおよ
び抗体様結合特性を有するタンパク質性CD45RO結合分子からなる群より選択され得る。い
くつかの態様において、抗CD45ROまたはそのフラグメントに可逆的に結合する試薬は、市
販されているまたは市販されている試薬由来である（例えば、カタログ番号6-8000-209ま
たは6-8012-020；IBA GmbH, Gottingen, Germany）。
【０３６４】
  いくつかの態様において、選択マーカーはCD154であり得、選択物質はCD154に特異的に
結合する。いくつかの局面において、CD154に特異的に結合する選択物質は、抗CD154抗体
、抗CD154抗体の二価抗体フラグメント、抗CD154抗体の一価抗体フラグメントおよび抗体
様結合特性を有するタンパク質性CD154結合分子からなる群より選択され得る。いくつか
の態様において、抗CD154またはそのフラグメントに可逆的に結合する試薬は、市販され
ているまたは市販されている試薬由来である（例えば、カタログ番号6-8000-202または6-
5510-050；IBA GmbH, Gottingen, Germany）。
【０３６５】
  いくつかの態様において、選択マーカーはCD16であり得、かつ選択物質はCD16に特異的
に結合する。いくつかの局面において、CD16に特異的に結合する選択物質は、抗CD16抗体
、抗CD16抗体の二価抗体断片、抗CD16抗体の一価抗体断片、および抗体様の結合特性を有
するタンパク質性CD16結合分子からなる群より選択されうる。いくつかの態様において、
抗CD16またはその断片に可逆的に結合する試薬は、市販されているか、または市販されて
いる試薬から誘導される。いくつかの局面において、CD16結合分子は、それぞれSEQ ID N
O: 36および/または37に記載される重鎖および/または軽鎖配列を含む。
【０３６６】
III. 細胞を培養する方法
  組成物中の標的細胞（例えば、T細胞）の表面上の分子に結合することができ、かつ作
用物質に可逆的に結合することができる複数の結合部位を含む試薬に可逆的に結合されて
いる作用物質（例えば、第1の、第2の、および/またはさらなる受容体結合物質、例えば
刺激物質、または選択物質）の存在下で、標的細胞（例えば、T細胞）を含む該組成物を
インキュベートする工程を含む細胞を培養する方法が、本明細書において提供される。い
くつかの態様において、インキュベーションは、作用物質が細胞上の分子に結合する、例
えば特異的に結合する条件下で実施される。いくつかの例において、特定の受容体結合物
質（例えば、刺激物質）に関して、そのような結合は、組成物中の標的細胞（例えば、T
細胞）においてシグナル、例えば、記載されるような一次シグナルまたはアクセサリーシ
グナルを誘導または調節することができる。いくつかの態様において、分子に対する作用
物質の結合は、組成物中の標的細胞の刺激、活性化、増大（増殖）および／または分化の
1つまたは複数をもたらす。
【０３６７】
  いくつかの態様において、提供される方法は、細胞、例えばB細胞、T細胞またはナチュ
ラルキラー細胞の集団のエクスビボ増大を選択的に誘導するために使用され得る。いくつ
かの例において、刺激は、外因性成長因子、例えば、リンホカインおよびアクセサリー細
胞の非存在下で行われ得る。いくつかの態様において、これらの細胞、例えばB細胞また
はT細胞の増殖は、抗原を必要とせずに誘導され、したがって抗原反応性に関してポリク
ローナルである増大された細胞集団、例えばT細胞集団を提供し得る。本明細書に開示さ
れる方法は、元のT細胞集団に対するこれらの細胞の数の数倍の増加をもたらす、T細胞、
例えばCD4+またはCD8+ T細胞の、選択された集団の、長期間にわたる持続的増殖を提供し
得る。通常、本明細書に記載されるリンパ球集団の（クローン性）増大の場合、すべての
子孫は、増大のために選択された細胞集団と同じ抗原特異性を共有し得る。
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【０３６８】
  いくつかの態様において、この方法は、抗原特異的T細胞の集団の増大に関する。いく
つかの態様において、抗原特異的T細胞の集団を生成するために、T細胞は、T細胞内で一
次活性化シグナルを誘発するのに適した形態の抗原と接触させられる、すなわち、抗原は
、シグナルがTCR/CD3複合体を通じてT細胞内で誘発されるようT細胞に提示される。例え
ば、抗原は、MHC分子と共に抗原提示細胞によってT細胞に提示され得る。抗原提示細胞、
例えばB細胞、マクロファージ、単球、樹状細胞、ランゲルハンス細胞またはT細胞に抗原
を提示することができる他の細胞は、抗原提示細胞がT細胞に抗原を提示するよう、抗原
（例えば、可溶性抗原）の存在下でT細胞と共にインキュベートされ得る。あるいは、関
心対象の抗原を発現する細胞が、T細胞と共にインキュベートされ得る。例えば、腫瘍関
連抗原を発現する腫瘍細胞が、腫瘍特異的応答を誘導するよう、T細胞と共にインキュベ
ートされ得る。同様に、その病原体の抗原を提示するウイルスなどの病原体に感染した細
胞が、T細胞と共にインキュベートされ得る。T細胞の集団の抗原特異的活性化の後、細胞
は、提供される方法にしたがい増大され得る。例えば、抗原特異性が樹立された後、T細
胞は、本明細書に記載される方法にしたがい、（第1の作用物質として使用される）抗CD3
抗体および（第2の作用物質として使用される）抗CD28抗体との培養によって増大され得
る。別の態様において、第1の作用物質は、抗原特異的T細胞集団に結合するMHC I：ペプ
チド複合体であり得る。そのような態様において、公知であり各々のMHC I分子と複合体
化され得る任意の抗原特異的ペプチドが使用され得る。あるいは、第1の作用物質として
、細胞増大を誘導する受容体の天然リガンドを使用することも可能である。例えば、キメ
ラCD19結合抗原受容体（CAR）を発現するよう形質導入された細胞の細胞内シグナル伝達
カスケードを活性化させるために、CD19の細胞外ドメインが使用され得る。上記の例示的
な局面は、実施例に示されている。
【０３６９】
  いくつかの態様において、複数の細胞を含む組成物を含む試料と多量体形成試薬とを接
触させる工程を含む、細胞集団を培養するインビトロ方法が提供される。多量体形成試薬
は、細胞の選択、刺激、増大および／または分化に使用され得る、それに可逆的に固定化
された（それに結合された）作用物質（第1の、第2の、および/またはさらなる受容体結
合物質、例えば刺激物質、または選択物質）を有する。いくつかの態様において、作用物
質、例えば第1の作用物質は、細胞に一次活性化シグナルを提供し、多量体形成試薬は、
第1の作用物質の可逆的結合のための少なくとも1つの結合部位Z1を含む。第1の作用物質
は、少なくとも1つの結合パートナーC1を含み、結合パートナーC1は、多量体形成試薬の
結合部位Z1に可逆的に結合することができ、第1の作用物質は、結合パートナーC1と結合
部位Z1との間で形成される可逆的結合を通じて多量体形成試薬に結合される。第1の作用
物質は、細胞の表面上の受容体分子に結合し、それによって細胞に一次活性化シグナルを
提供し、それによって細胞を活性化する。
【０３７０】
  いくつかの態様において、多量体形成試薬は、支持体、例えば固体表面に固定化される
。いくつかの態様において、多量体形成試薬は、支持体に結合されない、例えば、固体表
面または固定相に結合されない。
【０３７１】
  例えば、いくつかの態様において、細胞集団を含む試料と多量体形成試薬とを接触させ
る工程を含み、多量体形成試薬は固体支持体に固定化されない、すなわち可溶性形態であ
り、細胞の選択、刺激、増大および／または分化のために使用され得る作用物質（第1ま
たは第2の、受容体結合物質、例えば刺激物質、または選択物質）がそれに結合されてい
る、細胞の集団を増大するインビトロ方法が提供される。いくつかの態様において、細胞
に一次活性化シグナルを提供する、作用物質、例えば第1の作用物質が、多量体形成試薬
に可逆的に結合される。多量体形成試薬は、第1の作用物質の結合のための少なくとも1つ
の結合部位、例えばZ1を含み、第1の作用物質は、少なくとも1つの結合パートナー、例え
ばC1を含み、結合パートナーC1は、多量体形成試薬の結合部位Z1に可逆的に結合すること



(119) JP 2018-531035 A6 2018.12.13

10

20

30

40

50

ができる。いくつかの態様において、第1の作用物質は、結合パートナーC1と結合部位Z1
との間で形成される結合を通じて多量体形成試薬に結合され、第1の作用物質は、細胞の
表面上の受容体分子に結合し、それによって細胞に一次活性化シグナルを提供し、それに
よって細胞を活性化する。いくつかの態様において、可溶性の多量体形成物質が使用され
る場合、結合部分C、例えばC1と、結合部位Z、例えばZ1との間の結合は、可逆的であるこ
とを要しない。
【０３７２】
  いくつかの態様において、提供される方法はまた、例えば細胞上のアクセサリー分子も
しくは共刺激分子または他のシグナル伝達分子を標的とする、1つまたは複数の追加のシ
グナル、例えば共刺激シグナルまたはアクセサリーシグナルを刺激する1つまたは複数の
追加の作用物質、例えば第2の作用物質または第3の作用物質がそれに結合されている、多
量体形成試薬の使用も含む。いくつかの例において、多量体形成物質は、支持体、例えば
固体支持体または固定相に固定化される。いくつかの例において、多量体形成物質は支持
体に固定化されない、すなわち可溶性形態である。
【０３７３】
  いくつかの態様において、1つまたは複数の追加の作用物質、例えば第2の作用物質は、
結合部位Z（例えば、Z1、Z2、Z3など）に可逆的に結合することができる結合パートナーC
（例えば、C1、C2、C3など）を含む。いくつかの態様において、1つまたは複数の追加の
作用物質、例えば第2の作用物質は、結合パートナー、例えばC2を含み、結合パートナー
、例えばC2は、多量体形成試薬の結合部位、例えばZ2に可逆的に結合することができ、第
2の作用物質は、結合パートナーC2と結合部位Z2との間で形成される可逆的結合を通じて
多量体形成試薬に結合される。いくつかの態様において、結合パートナーC1と結合部位Z1
との間で形成される結合は、可逆的であり得、かつ結合パートナーC2と結合部位Z2との間
で形成される結合は、可逆的であり得る。この例において、結合部位Z1と結合パートナー
C1との間の可逆的結合および／または結合部位Z2と結合パートナーC2との間の可逆的結合
の解離定数（KD)は、10-2 M～10-13 Mの範囲であり得る。いくつかの局面において、例え
ば、多量体形成試薬が支持体に結合されない（例えば、固体支持体または固定相に結合さ
れない）場合、結合パートナーC1と結合部位Z1との間で形成される結合は、不可逆的であ
り得、および／または結合パートナーC2と結合部位Z2との間で形成される結合もまた、不
可逆的であり得る。
【０３７４】
  いくつかの例において、1つまたは複数の追加の作用物質、例えば第2の作用物質は、細
胞の表面上のアクセサリー分子に結合し、それによって活性化された細胞を刺激する。こ
の態様において、第1の作用物質は、T細胞においてTCR/CD3複合体関連シグナルを刺激し
得、CD3に特異的に結合する結合物質であり得る。この態様において、T細胞上のアクセサ
リー分子は、CD28であり得、アクセサリー分子に結合する第2の作用物質は、CD28に特異
的に結合する結合試薬である。あるいは、いくつかの態様において、いくつかの例におい
て培養細胞の1つまたは複数の特徴（feature）、特性または特徴（characteristic）を変
化させ得る、例えば改善し得る、他のアクセサリー分子を標的とすることも利用され得る
ことが見出されている。いくつかの態様において、アクセサリー分子は、CD90、CD95、CD
137、CD154、ICOS、LAT、CD27、OX40またはHVEM（例えば、それぞれ、抗CD90抗体、抗CD9
5抗体、抗CD137抗体および抗CD154抗体、抗ICOS抗体、抗LAT抗体、抗CD27抗体、抗OX40抗
体または抗HVEM抗体）の1つまたは複数であり得る。例示的な作用物質、例えば受容体結
合物質（例えば、刺激物質）は、以下に記載されている。
【０３７５】
  いくつかの態様において、1つまたは複数の追加の作用物質、例えば第3の作用物質は、
細胞の生存、増殖、および/または1つもしくは複数の他の特性をモジュレートする追加の
分子に結合する。そのような標的とされる分子は、サイトカイン受容体、ケモカイン受容
体または接着分子を含むが、これらに限定されることはない。いくつかの局面において、
そのような追加の分子を通じた刺激は、例えば、持続性の増加、生存の増加および/また
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は枯渇の少ない表現型もしくは活性を含む、刺激または培養された細胞の1つまたは他の
改善された特徴をもたらすことができる。例示的な作用物質、例えば受容体結合物質（例
えば、刺激物質）は、以下に記載されている。
【０３７６】
  いくつかの態様において、提供される方法は、細胞集団の生存性が少なくとも本質的に
損なわれない任意の温度で実施され得る。いくつかの態様において、インキュベートまた
は培養が実施される条件は、少なくとも本質的に有害でない、弊害をもたらさないまたは
少なくとも本質的に生存性を損なわせない、例えば、完全な生存性を保ったまま増大され
る細胞の集団のパーセンテージが少なくとも75％、少なくとも80％、少なくとも85％、少
なくとも90％、少なくとも92％、少なくとも95％、少なくとも97％、少なくとも98％、少
なくとも99％または少なくとも99.5％を含む、少なくとも70％である、任意の条件を含む
。いくつかの態様において、提供される方法は、約20℃またはそれより高い温度で実施さ
れる。増大される細胞集団に依存して、適当な温度範囲は、例えば、約25℃～約40℃また
は約32℃～37℃を含む、約20℃～約45℃であり得る。いくつかの態様において、本発明に
したがう方法は、一定の温度値または選択された温度値±約5℃、±約4℃、±約3℃、±
約2℃、±約1℃または±約0.5℃で実施される。当業者は、細胞および増大条件の性質を
考慮して、適当な温度を経験的に決定することができる。典型的に、ヒト細胞は、例えば
37℃の温度で増大される。
【０３７７】
  本明細書の開示にしたがい、多量体化作用物質、すなわち、細胞の集団においてシグナ
ルを刺激、例えば増大またはモジュレートすることができる1つまたは複数の受容体結合
物質に可逆的に結合する多量体形成試薬を含む組成物も、提供される。細胞の集団におい
てシグナルを刺激、例えば増大またはモジュレートすることができるそのような多量体化
作用物質は、支持体に結合されない（例えば、可溶性形態の）多量体形成試薬であり、細
胞に一次活性化シグナルを提供する第1の作用物質の可逆的結合のための少なくとも1つの
結合部位Z、例えばZ1を含み、多量体形成試薬は、それに可逆的に結合された、細胞に一
次活性化シグナルを提供する第1の作用物質を有し、第1の作用物質は、少なくとも1つの
結合パートナーC、例えばC1を含み、結合パートナーC1は、多量体形成試薬の少なくとも1
つの結合部位Z1に可逆的に結合することができ、第1の作用物質は、結合パートナーC1と
結合部位Z1との間で形成される可逆的結合を通じて多量体形成試薬に結合される。そのよ
うな多量体形成物質は、それに固定化された、本明細書に記載される任意の第1の作用物
質を有し得ることに留意されたい。
【０３７８】
  いくつかの態様において、本明細書に提供される多量体化作用物質は、細胞の表面上の
アクセサリー分子を刺激する第2の作用物質の可逆的結合のための少なくとも1つの結合部
位、例えばZ2をさらに含み得、多量体形成試薬は、それに可逆的に結合された、細胞の表
面上のアクセサリー分子を刺激する第2の作用物質を有し、第2の作用物質は、結合パート
ナー、例えばC2を含み、結合パートナーC2は、多量体形成試薬の少なくとも1つの結合部
位Z2に結合することができる。この態様において、第2の作用物質は、結合パートナーC2
と結合部位Z2との間で形成される結合を通じて多量体形成試薬に結合される。いくつかの
態様において、第2の作用物質は、CD90、CD95、CD137、CD154、ICOS、LAT、CD27、OX40ま
たはHVEMに結合することができる任意のもの（例えば、それぞれ、抗CD90抗体、抗CD95抗
体、抗CD137抗体、および抗CD154抗体、抗ICOS抗体、抗LAT抗体、抗CD27抗体、抗OX40抗
体または抗HVEM抗体）である。
【０３７９】
  いくつかの態様において、本明細書に提供される多量体化作用物質は、細胞の生存、増
殖、および/または1つもしくは複数の他の特性をモジュレートする追加の分子に結合する
追加の作用物質の可逆的結合のための少なくとも1つの結合部位、例えば、Z1またはZ2と
同じまたは異なるZをさらに含み得、多量体形成試薬は、それに可逆的に結合された、細
胞の表面上のアクセサリー分子を刺激する追加の作用物質を有し、追加の作用物質は、結
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合パートナー、例えばC1またはC2と同じまたは異なるCを含み、結合パートナーCは、多量
体形成試薬の少なくとも1つの結合部位Zに結合することができる。
【０３８０】
  いくつかの態様において、多量体化された作用物質（例えば、抗CD3/抗CD28ムテインス
トレプトアビジンまたはそのオリゴマー）と共に標的細胞（例えば、T細胞）を含む組成
物を培養することは、バイオリアクター、例えば中空繊維バイオリアクター（例えば、Qu
antum（登録商標）細胞増大システムの中空繊維バイオリアクター）またはプラスチック
バッグバイオリアクター（例えば、GE Healthcare製のXuri Cell Expansion System W25
において使用されるCellbag（登録商標））において実施され得る。
【０３８１】
  いくつかの態様において、この方法はさらに、（例えば、例えば第1の作用物質および
第2の作用物質を通じて多量体形成試薬に結合された標的細胞、例えばT細胞を含む）反応
混合物中の培養された標的細胞（例えば、T細胞）を、（i）第1の結合パートナー、例え
ばC1と結合部位、例えばZ1との間の結合を破壊することができる競合試薬（例えば、遊離
した第1の結合パートナーC、例えばC1）もしくはその類似体および／または（例えば、必
要な場合）（ii）第2の結合パートナーC2と結合部位Z2との間の結合を破壊することがで
きる第2の競合試薬、例えば遊離した第2の結合パートナー、例えばC2、もしくはその類似
体と接触させる工程を含む。そうすることによって、第1の作用物質の結合パートナーC1
と結合部位Z1との間の可逆的結合、ならびに第2作用物質の結合パートナーC2と多量体形
成試薬の結合部位Z2との間の可逆的結合が破壊され、それによって第1の作用物質および
第2の作用物質を通じて多量体形成試薬に結合したT細胞が溶出液中に放出され、T細胞の
刺激および／または増大が中断される。
【０３８２】
  いくつかの態様において、競合試薬（例えば、第1および／または第2の競合試薬）は、
インキュベーションの開始後5日以内、例えばインキュベーションの開始後4日、3日、2日
または1日以内に添加される。したがって刺激が中断される時点を制御することによって
、多量体化された作用物質から溶出される培養T細胞の1つまたは複数の特定の特徴が、本
明細書に記載されるように変更され得る。
【０３８３】
  いくつかの態様において、この方法はさらに、成分の可逆的解離後に残存する1つまた
は複数の成分を分離または除去する工程を含む。いくつかの態様において、培養された標
的細胞（例えば、T細胞）中の任意の非結合または残存ビオチンが、分離または除去され
得る。いくつかの態様において、多量体形成試薬は、培養された標的細胞組成物中の細胞
から除去または分離される。例えば、いくつかの態様において、分離／除去は、第2の固
定相を用いて実施され得る。この目的で、標的細胞（例えば、T細胞）および可溶性多量
体形成試薬を含む混合物が、上記の第1の固定相への適用前または後に、適当な第2の固定
相におけるクロマトグラフィーに供される。この第2の固定相は、ゲル濾過マトリクスお
よび／または親和性クロマトグラフィーマトリクスであり得、ゲル濾過および／または親
和性クロマトグラフィーマトリクスは、親和性試薬を含む。クロマトグラフィー樹脂に含
まれる親和性試薬は、多量体形成試薬の結合部位Z1および／または、存在する場合、結合
部位Z2に（特異的に）結合し、それによって多量体形成試薬を固定相上に固定化する結合
パートナーDを含む。ストレプトアビジンベースの多量体形成試薬が使用され、第1および
第2の両方の作用物質が結合パートナーC1またはC2としてストレプトアビジン結合ペプチ
ドを有する場合、この第2の固定相の親和性試薬に含まれる結合パートナーDは、ビオチン
であり得る。多量体形成試薬として使用されるストレプトアビジンのまたはストレプトア
ビジンムテインの可溶性オリゴマーは、その後、クロマトグラフィーマトリクス、例えば
市販されているビオチン・セファロース（商標）に通常共有結合により連結されているビ
オチンに結合する。いくつかのそのような態様において、培養された細胞（例えば、培養
されたT細胞）は、多量体形成試薬から回収され得る。
【０３８４】
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A. 細胞
  いくつかの態様において、細胞集団の試料は、任意の適当な供給源、典型的には体組織
または体液、例えば血液の、すべての試料由来であり得る。後者の例において、試料は、
例えば、標準的な単離方法、例えば、血液細胞のフィコール勾配によって取得され得る末
梢血単核細胞（PBMC）の集団であり得る。刺激または増大される細胞集団は、しかし、精
製された形態でもあり得、米国特許7,776,562、米国特許8,298,782、国際特許出願公開WO
02/054065または国際特許出願公開WO2013/011011に記載される可逆的細胞染色／単離技術
を用いて単離され得る。あるいは、細胞の集団はまた、米国特許6,352,694 B1または欧州
特許出願EP 0 700 430 B1に記載される負の磁気免疫付着を通じた細胞選別によって取得
され得る。本明細書に記載される単離方法が基礎研究で使用される場合、試料は、インビ
トロ細胞培養実験の細胞であり得る。試料は典型的に、液体、例えば溶液または分散液の
形態で調製され得る。
【０３８５】
  標的細胞を含む組成物に含まれる細胞は、通常、真核生物細胞、例えば哺乳動物細胞で
あり、典型的に、ヒト細胞である。いくつかの態様において、細胞は、血液、骨髄、リン
パもしくはリンパ器官由来であるか、または免疫系の細胞、例えば自然もしくは適応免疫
の細胞、例えば骨髄もしくは典型的にはT細胞および／もしくはNK細胞であるリンパ球を
含むリンパ細胞である。他の例示的な細胞は、幹細胞、例えば複能性および多能性幹細胞
を含み、人工多能性幹細胞（iPSC）を含む。細胞は典型的に、初代細胞、例えば対象から
直接単離されたおよび／または対象から単離され凍結された細胞である。
【０３８６】
  いくつかの態様において、本明細書で提供される、可逆的に結合される作用物質、例え
ば多量体化される作用物質は、リンパ球集団またはリンパ球集団に含まれるサブ集団を増
大することができる。増大されるリンパ球集団は、任意の適当な集団、例えば、B細胞集
団、T細胞集団またはナチュラルキラー細胞集団であり得る。T細胞集団は、抗原特異的T
細胞集団、Tヘルパー細胞集団、細胞傷害性T細胞、メモリーT細胞、調節性T細胞またはナ
チュラルキラーT細胞集団であり得る。したがって、多量体化される作用物質のそのよう
な態様において、第1の作用物質は、T細胞においてTCR/CD3複合体関連シグナルを刺激す
ることができる。多量体化される作用物質中に存在する第1の作用物質は、したがって、C
D3に特異的に結合する結合試薬であり得、アクセサリー分子に結合する第2の作用物質は
、例えば、CD28、CD137、CD90、CD95、CD137、CD154、ICOS、LAT、CD27、OX40またはHVEM
に特異的に結合する結合物質であり得る。
【０３８７】
  いくつかの態様において、細胞は、T細胞または他の細胞型の1つまたは複数のサブセッ
ト、例えば、総T細胞集団、CD3+、CD4+細胞、CD8+細胞およびそれらのサブ集団、例えば
機能、活性化状態、成熟度、分化、増大、再循環、局在化および／もしくは持続性に関す
る能力、抗原特異性、抗原受容体のタイプ、特定器官もしくは区画における存在、マーカ
ーもしくはサイトカイン分泌プロフィール、ならびに／または分化度により定義されるも
のを含む。処置される対象に関して、細胞は、同種および／または自己であり得る。特に
この方法は、既製の方法を含む。いくつかの局面において、例えば既製品技術に関して、
細胞は、多能性および／または複能性細胞、例えば幹細胞、例えば人工多能性幹細胞（iP
SC）である。いくつかの態様において、この方法は、対象から細胞を単離する工程、本明
細書に記載されるようにそれらを調製、処理、培養および／または改変する工程、ならび
に凍結保存の前または後にそれらを同一患者に再導入する工程を含む。
【０３８８】
  いくつかの態様において、T細胞、例えば、CD3+、CD4+またはCD8+細胞は、別のマーカ
ーに関してさらに濃縮されない。いくつかの態様において、T細胞は、CD62L+細胞に関し
てさらに濃縮されない。
【０３８９】
  特に、T細胞ならびに／またはCD4+および／もしくはCD8+ T細胞のサブタイプおよびサ
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ブ集団は、ナイーブT（TN）細胞、エフェクターT細胞（TEFF）、メモリーT細胞およびそ
れらのサブタイプ、例えば幹細胞メモリーT(TSCM）、セントラルメモリーT(TCM）、エフ
ェクターメモリーT（TEM）または最終分化エフェクターメモリーT細胞、腫瘍浸潤リンパ
球（TIL）、未成熟T細胞、成熟T細胞、ヘルパーT細胞、細胞傷害性T細胞、粘膜関連イン
バリアントT（MAIT）細胞、自然および適応調節性T（Treg）細胞、ヘルパーT細胞、例え
ばTH1細胞、TH2細胞、TH3細胞、TH17細胞、TH9細胞、TH22細胞、濾胞性ヘルパーT細胞、
アルファ／ベータT細胞、ならびにデルタ／ガンマT細胞である。
【０３９０】
  いくつかの態様において、細胞は、ナチュラルキラー（NK）細胞である。いくつかの態
様において、細胞は、単球または顆粒球、例えば骨髄細胞、マクロファージ、好中球、樹
状細胞、肥満細胞、好酸球および／または好塩基球である。
【０３９１】
細胞の調製
  いくつかの態様において、細胞の調製は、1回または複数回の培養および／または調製
工程を含む。細胞は、試料、例えば生物学的試料、例えば対象から得られたまたは対象由
来のものから単離され得る。いくつかの態様において、細胞を単離する対象は、疾患もし
くは状態を有する者または細胞療法を必要とする者または細胞療法を受けるであろう者で
ある。対象は、いくつかの態様において、特定の治療的介入、例えばそのために細胞を単
離、処理および／または改変する養子細胞療法を必要とするヒトである。
【０３９２】
  したがって、細胞は、いくつかの態様において、初代細胞、例えば初代ヒト細胞である
。試料は、組織、体液および対象から直接採取された他の試料ならびに1つまたは複数の
処理工程、例えば分離、遠心分離、遺伝子操作（例えば、ウイルスベクターを用いた形質
導入）、洗浄および／またはインキュベートから得られる試料を含む。生物学的試料は、
生物学的供給源から直接得られる試料または処理された試料であり得る。生物学的試料は
、それら由来の処理された試料を含む、体液、例えば血液、血漿、血清、脳脊髄液、滑液
、尿および汗、組織および器官試料を含むがこれらに限定されない。
【０３９３】
  いくつかの局面において、細胞がそれに由来するまたは細胞がそこから単離される試料
は、血液もしくは血液由来試料である、またはアフェレーシスもしくは白血球アフェレー
シス産物であるもしくはそれ由来である。例示的な試料は、全血、末梢血単核細胞（PBMC
）、白血球、骨髄、胸腺、組織生検、腫瘍、白血病、リンパ腫、リンパ節、腸関連リンパ
組織、粘膜関連リンパ組織、脾臓、他のリンパ組織、肝臓、肺、胃、腸、結腸、腎臓、膵
臓、乳房、骨、前立腺、頸部、精巣、卵巣、扁桃腺もしくは他の器官、および／またはそ
れら由来の細胞を含む。試料は、細胞療法、例えば養子細胞療法に関して、自己および同
種源由来の細胞を含む。
【０３９４】
  いくつかの態様において、細胞は、細胞株、例えばT細胞株由来である。細胞は、いく
つかの態様において、異種供給源から、例えばマウス、ラット、非ヒト霊長類またはブタ
から得られる。
【０３９５】
  いくつかの態様において、細胞の単離は、1つまたは複数の調製および／または非親和
性ベースの細胞分離工程を含む。いくつかの例において、細胞は、例えば望まない成分を
除去するため、望む成分を濃縮するため、特定の試薬に対する感受性を有する細胞を溶解
または除去するために、1つまたは複数の試薬の存在下で、洗浄、遠心分離および／また
はインキュベートされる。いくつかの態様において、細胞は、1つまたは複数の特性、例
えば密度、接着特性、サイズ、特定の成分に対する感受性および／または耐性に基づき分
離される。
【０３９６】
  いくつかの例において、細胞は対象の循環血から、例えばアフェレーシスまたは白血球
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アフェレーシスによって得られる。試料は、いくつかの局面において、T細胞、単球、顆
粒球、B細胞、他の有核白血球、赤血球および／または血小板を含むリンパ球を含み、い
くつかの局面において、赤血球および血小板以外の細胞を含む。
【０３９７】
  いくつかの態様において、対象から回収された血液細胞は、例えば血漿画分を除去する
ためおよび細胞をその後の処理工程のための適当な緩衝液または培地に入れるために洗浄
される。いくつかの態様において、細胞は、リン酸緩衝生理食塩水（PBS）で洗浄される
。いくつかの態様において、洗浄溶液は、カルシウムおよび／もしくはマグネシウムなら
びに／または多くのもしくはすべての二価カチオンを含まない。いくつかの局面において
、洗浄工程は、半自動化「フロースルー」型遠心分離装置（例えば、Cobe 2991細胞処理
装置、Baxter）を製造元の指示にしたがって用いて達成される。いくつかの局面において
、洗浄工程は、タンジェンシャルフロー濾過（TFF）を製造元の指示にしたがって用いて
達成される。いくつかの態様において、細胞は、洗浄後に様々な生体適合性緩衝液、例え
ばCa++/Mg++非含有PBSに再懸濁される。特定の態様において、血液細胞試料の成分は除去
され、細胞は培養培地に直接再懸濁される。
【０３９８】
  いくつかの態様において、この方法は、密度ベースの細胞分離方法、例えば、赤血球の
溶解およびPercollまたはFicoll勾配を通じた遠心分離による末梢血からの白血球の調製
、を含む。
【０３９９】
  いくつかの態様において、単離方法は、1つまたは複数の特定分子、例えば表面マーカ
ー、例えば表面タンパク質、細胞内マーカーまたは核酸の細胞内での発現または存在に基
づく異なる細胞型の分離を含む。いくつかの態様において、そのようなマーカーに基づく
任意の公知の分離方法が使用され得る。分離方法は、可逆的試薬システム、例えば作用物
質（例えば、受容体結合物質または選択物質）および本明細書に記載される試薬を用いる
方法を含む、本明細書に開示される任意の方法を含み得る。
【０４００】
  いくつかの態様において、分離は、親和性または免疫親和性ベースの分離である。例え
ば、単離は、いくつかの局面において、1つまたは複数のマーカー、典型的には細胞表面
マーカーの、当該細胞による発現または発現レベルに基づく、細胞および細胞集団の分離
を含み、例えば、そのようなマーカーに特異的に結合する抗体または結合パートナーとイ
ンキュベートすること、ならびに通常はその後の洗浄工程および抗体または結合パートナ
ーに結合していない細胞から抗体または結合パートナーに結合した細胞を分離することに
よる分離を含む。
【０４０１】
  そのような分離工程は、試薬に結合した細胞がさらなる使用のために維持される正選択
、および／または抗体もしくは結合パートナーに結合しなかった細胞が維持される負選択
に基づき得る。いくつかの例において、両方の画分が、さらなる使用のために維持される
。いくつかの局面において、負選択は、異種集団内である細胞型を特異的に特定する抗体
が利用可能でない場合に特に有用であり得、分離は、望まれる集団以外の細胞により発現
されるマーカーに基づき最適に実施される。
【０４０２】
  分離は、特定の細胞集団または特定のマーカーを発現する細胞の100％濃縮または除去
を必要とするものではない。例えば、特定型の細胞、例えばあるマーカーを発現するそれ
らの正選択または濃縮は、そのような細胞の数またはパーセンテージの増加を表すが、そ
れはそのマーカーを発現しない細胞が完全に存在しないことを必要とするものではない。
同様に、特定型の細胞、例えばあるマーカーを発現する細胞の負選択、除去または排除は
、そのような細胞の数またはパーセンテージの減少を表すが、すべてのそのような細胞が
完全に除去されることを必要とするものではない。
【０４０３】
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  いくつかの例において、1回の工程から正または負選択された画分を、別の分離工程、
例えば後続の正または負選択に供する、複数回の分離工程が実施される。いくつかの例に
おいて、1回の分離工程は、複数のマーカーを同時に発現する細胞を、例えば、各々が負
選択の標的となるマーカーに特異的な複数の抗体または結合パートナーと共に細胞をイン
キュベートすることによって、排除し得る。同様に、様々な細胞型において発現される複
数の抗体または結合パートナーと共に細胞をインキュベートすることによって、複数の細
胞型が同時に正選択され得る。
【０４０４】
  例えば、いくつかの局面において、T細胞の特定のサブ集団、例えば、1つまたは複数の
表面マーカーについて陽性であるかまたはそれを高レベルで発現する細胞、例えば、CD28
+、CD62L+、CCR7+、CD27+、CD127+、CD4+、CD8+、CD45RA+および／またはCD45RO+ T細胞
が、正または負選択技術によって単離される。
【０４０５】
  例えば、CD3+、CD28+ T細胞は、CD3/CD28コンジュゲート磁気ビーズ（例えば、DYNABEA
DS M-450 CD3/CD28 T Cell Expander）を用いて正選択され得る。
【０４０６】
  いくつかの態様において、単離は、正選択による特定の細胞集団の濃縮、または負選択
による特定の細胞集団の排除によって、実施される。いくつかの態様において、正または
負選択は、それぞれ正または負選択される細胞において発現される（マーカー+）かまた
は相対的に高いレベルで発現される（マーカー高）1つまたは複数の表面マーカーに特異
的に結合する1つまたは複数の抗体または他の結合物質と共に細胞をインキュベートする
ことによって達成される。
【０４０７】
  いくつかの態様において、T細胞は、非T細胞、例えばB細胞、単球または他の白血球に
おいて発現されるマーカー、例えばCD14の負選択によってPBMC試料から分離される。いく
つかの局面において、CD4+またはCD8+選択工程は、CD4+ヘルパーおよびCD8+細胞傷害性T
細胞を分離するために使用される。そのようなCD4+またはCD8+集団はさらに、1つまたは
複数のナイーブ、メモリーおよび／またはエフェクターTサブ集団において発現されるか
または相対的に高い程度発現されるマーカーについての正または負選択によってサブ集団
に分類され得る。
【０４０８】
  いくつかの態様において、CD8+細胞はさらに、例えばそれぞれのサブ集団に関連する表
面抗原に基づく正または負選択によって、ナイーブ、セントラルメモリー、エフェクター
メモリーおよび／またはセントラルメモリー幹細胞について濃縮される、またはそれらを
排除される。いくつかの態様において、セントラルメモリーT（TCM）細胞の濃縮は、効能
を高めるために、例えば投与後の長期間の生存、増大および／または生着を改善するため
に実施され、それは、いくつかの局面において、そのようなサブ集団において特に確実で
ある。Terakura et al. (2012) Blood.1:72-82; Wang et al. (2012) J Immunother. 35(
9):689-701を参照のこと。いくつかの態様において、TCM濃縮CD8+ T細胞およびCD4+ T細
胞の混合は、効果をさらに向上させる。
【０４０９】
  態様において、メモリーT細胞は、CD8+末梢血リンパ球のCD62L+およびCD62L-の両サブ
セットに存在する。PBMCは、例えば抗CD8および抗CD62L抗体を用いて、CD62L-CD8+および
／もしくはCD62L+CD8+画分について濃縮され得るまたはそれらを排除され得る。
【０４１０】
  いくつかの態様において、セントラルメモリーT（TCM）細胞についての濃縮は、CD45RO
、CD62L、CCR7、CD28、CD3および／またはCD127の陽性または高い表面発現に基づき、い
くつかの局面において、それはCD45RAおよび／またはグランザイムBを発現するまたは高
度に発現する細胞についての負選択に基づく。いくつかの局面において、TCM細胞につい
て濃縮されたCD8+集団の単離は、CD4、CD14、CD45RAを発現する細胞の排除およびCD62Lを
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発現する細胞についての正選択または濃縮によって実施される。1つの局面において、セ
ントラルメモリーT（TCM）細胞についての濃縮は、CD4発現に基づいて選択された細胞の
陰性の画分から出発し、これがCD14およびCD45RAの発現に基づく負選択およびCD62Lに基
づく正選択に供されることによって実施される。そのような選択は、いくつかの局面にお
いて、同時に実施され、他の局面においては、いずれかの順で順次実施される。いくつか
の局面において、CD8+細胞集団またはサブ集団を調製するのに使用したのと同じCD4発現
ベースの選択設定が、CD4+細胞集団またはサブ集団を生成するためにも使用され、したが
ってCD4ベースの分離からの陽性および陰性の両画分が維持され、任意で1回または複数回
のさらなる正または負選択工程を行った後に、この方法の後続の工程において使用される
。
【０４１１】
  CD4+ Tヘルパー細胞は、細胞表面抗原を有する細胞集団を特定することによって、ナイ
ーブ、セントラルメモリーおよびエフェクター細胞に分類される。CD4+リンパ球は、標準
的な方法によって取得され得る。いくつかの態様において、ナイーブCD4+ Tリンパ球は、
CD45RO-、CD45RA+、CD62L+、CD4+ T細胞である。いくつかの態様において、セントラルメ
モリーCD4+細胞は、CD62L+およびCD45RO+である。いくつかの態様において、エフェクタ
ーCD4+細胞は、CD62L-およびCD45RO-である。
【０４１２】
  1つの例において、負選択によりCD4+細胞について濃縮するために、モノクローナル抗
体カクテルは典型的に、CD14、CD20、CD11b、CD16、HLA-DRおよびCD8に対する抗体を含む
。いくつかの態様において、抗体または結合パートナーは、正および／または負選択によ
り細胞を分離できるよう、固体支持体またはマトリクス、例えば磁気ビーズまたは常磁性
ビーズに結合される。例えば、いくつかの態様において、細胞および細胞集団は、（Meth
ods in Molecular Medicine, vol. 58: Metastasis Research Protocols, Vol. 2: Cell 
Behavior In Vitro and In Vivo, p 17-25 Edited by: S. A. Brooks and U. Schumacher
 （著作権） Humana Press Inc., Totowa, NJで概説されている）免疫磁気（または親和
性磁気）分離技術を用いて分離または単離される。
【０４１３】
  いくつかの局面において、分離される細胞の試料または組成物は、小さな、磁化可能な
または磁気反応性の材料、例えば磁気反応粒子または微粒子、例えば常磁性ビーズ（例え
ば、DynabeadsまたはMACSビーズ）と共にインキュベートされる。磁気反応性材料、例え
ば粒子は、通常、分離が望まれる、例えば負または正選択されることが望まれる、細胞、
細胞群または細胞集団に存在する分子、例えば表面マーカーに特異的に結合する結合パー
トナー、例えば抗体に、直接的または間接的に付着される。
【０４１４】
  いくつかの態様において、磁気粒子またはビーズは、特異的結合メンバー、例えば抗体
または他の結合パートナーに結合された磁気反応性材料を含む。多くの周知の磁気反応性
材料が、磁気分離方法において使用される。適当な磁気粒子は、参照により本明細書に組
み入れられるMoldayの米国特許第4,452,773号および欧州特許明細書EP 452342 Bに記載さ
れるものを含む。コロイド状のサイズ指定された粒子、例えばOwenの米国特許第4,795,69
8号およびLibertiらの米国特許第5,200,084号に記載されるものが、他の例である。
【０４１５】
  インキュベーションは通常、磁気粒子またはビーズに付着された、抗体もしくは結合パ
ートナーまたはそのような抗体もしくは結合パートナーに特異的に結合する分子、例えば
二次抗体もしくは他の試薬が、試料中の細胞上に存在する場合に細胞表面分子に特異的に
結合する条件下で、実施される。
【０４１６】
  いくつかの局面において、試料は磁場に置かれ、磁気反応性または磁化可能粒子が付着
された細胞は、磁石に誘引され、非標識細胞から分離される。正選択の場合、磁石に誘引
される細胞が維持され、負選択の場合、誘引されない細胞（非標識細胞）が維持される。
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いくつかの局面において、同じ選択工程の間に正および負選択の組み合わせが実施され、
正および負画分が維持され、さらに処理されるかまたはさらなる分離工程に供される。
【０４１７】
  特定の態様において、磁気反応性粒子は、一次抗体もしくは他の結合パートナー、二次
抗体、レクチン、酵素またはストレプトアビジンでコーティングされる。特定の態様にお
いて、磁気粒子は、1つまたは複数のマーカーに特異的な一次抗体のコーティングを通じ
て細胞に付着される。特定の態様において、ビーズではなく細胞が、一次抗体または結合
パートナーによって標識され、次いで細胞型特異的な二次抗体または他の結合パートナー
（例えばストレプトアビジン）でコーティングされた磁気粒子が添加される。特定の態様
において、ストレプトアビジンコーティングされた磁気粒子が、ビオチニル化された一次
または二次抗体と組み合わせて使用される。
【０４１８】
  いくつかの態様において、磁気反応性粒子は、その後にインキュベート、培養および／
または改変される細胞に付着したまま維持され、いくつかの局面において、粒子は、患者
に投与するための細胞に付着したまま維持される。いくつかの態様において、磁化可能ま
たは磁気反応性粒子は、細胞から除去される。細胞から磁化可能粒子を除去する方法は公
知であり、例えば、競合する非標識抗体、磁化可能粒子または切断可能なリンカーにコン
ジュゲートされた抗体等の使用を含む。いくつかの態様において、磁化可能粒子は、生分
解性である。
【０４１９】
  いくつかの態様において、親和性ベースの選択は、磁気活性化細胞選別（MACS）（Milt
enyi Biotech, Auburn, CA）を通じた選択である。磁気活性化細胞選別（MACS）システム
は、磁化粒子が付着した細胞の高純度選択を実現する。特定の態様において、MACSは、外
部磁場の適用後に非標的種および標的種が順次溶出される様式で動作する。すなわち、磁
化粒子に付着した細胞はその場で維持され、非付着種が溶出する。次いで、この第1の溶
出工程が完了した後に、磁場内で捕捉され溶出を妨げられていた種が、溶出し回収され得
るように何らかの形で自由にされる。特定の態様において、非標的細胞は、標識され、異
種細胞集団から排除される。
【０４２０】
  特定の態様において、単離または分離は、この方法の単離、細胞調製、分離、処理、イ
ンキュベート、培養および／または製剤化工程の1つまたは複数を実施するシステム、デ
バイスまたは装置を用いて実施される。いくつかの局面において、システムは、閉鎖また
は滅菌環境下でこれらの工程の各々を実施するよう、例えば、失敗、使用者による操作お
よび／または混入を最小限に抑えるよう、使用される。1つの例において、システムは、
国際特許出願公開WO2009/072003またはUS 20110003380 A1に記載されるシステムである。
【０４２１】
  いくつかの態様において、システムまたは装置は、統合型もしくは内蔵型システム内で
および／または自動もしくはプログラム可能様式で、単離、処理、改変および製剤化工程
の1つまたは複数、例えばすべてを実施する。いくつかの局面において、システムまたは
装置は、使用者が処理、単離、改変および製剤化工程の結果をプログラム、制御、評価で
きるならびに／またはそれらの工程の様々な局面を調節できるようにする、システムまた
は装置と連携するコンピュータおよび／またはコンピュータプログラムを含む。
【０４２２】
  いくつかの局面において、分離および／または他の工程は、例えば、閉鎖滅菌システム
における臨床規模レベルでの細胞の自動分離のために、CliniMACSシステム（Miltenyi Bi
otec）を用いて実施される。構成要素は、統合マイクロコンピュータ、磁気分離ユニット
、蠕動ポンプおよび様々なピンチ弁を含み得る。統合コンピュータは、いくつかの局面に
おいて、機器のすべての構成要素を制御し、繰り返される手順を標準化された順でシステ
ムに実施させる。磁気分離ユニットは、いくつかの局面において、可動式永久磁石および
選択カラム用ホルダーを含む。蠕動ポンプは、配管一式を通じて流速を制御し、ピンチ弁
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と共に、システムを通る緩衝液の流れの制御および細胞の継続的な分離を確実にする。
【０４２３】
  CliniMACSシステムは、いくつかの局面において、滅菌、非発熱性溶液で供給される抗
体結合磁化可能粒子を使用する。いくつかの態様において、細胞が磁気粒子で標識された
後、過剰な粒子を除去するために細胞は洗浄される。その後、細胞調製バッグが配管一式
に接続され、これがさらに緩衝液を含むバッグおよび細胞回収バッグに接続される。配管
一式は、プレカラムおよび分離カラムを含む組み立て済み滅菌管からなり、一回使いきり
である。分離プログラムの開始後、システムは自動的に細胞試料を分離カラムに投入する
。標識された細胞はカラム内で維持され、非標識細胞は一連の洗浄工程によって除去され
る。いくつかの態様において、本明細書に記載される方法において使用される細胞集団は
標識されず、カラム内で維持されない。いくつかの態様において、本明細書に記載される
方法において使用される細胞集団は標識され、カラム内で維持される。いくつかの態様に
おいて、本明細書に記載される方法において使用される細胞集団は、磁場の除去後にカラ
ムから流出され、細胞回収バッグに回収される。
【０４２４】
  特定の態様において、分離および／または他の工程は、CliniMACS Prodigyシステム（M
iltenyi Biotec）を用いて実施される。CliniMACS Prodigyシステムは、いくつかの局面
において、遠心分離による細胞の自動洗浄および分画を可能にする細胞処理ユニットを装
備している。CliniMACS Prodigyシステムはまた、オンボードカメラおよび巨視的なソー
ス細胞産物の層を識別することによって最適な細胞分画エンドポイントを決定する画像認
識ソフトウェアを含み得る。例えば、末梢血は、自動的に赤血球、白血球および血漿層に
分離され得る。CliniMACS Prodigyシステムはまた、細胞培養プロトコル、例えば細胞の
分化および増大、抗原添加および長期的細胞培養を行う統合型細胞培養チャンバーを含み
得る。投入口は、培地の無菌的除去および補充を可能にし得、細胞は統合型顕微鏡を用い
てモニターされ得る。例えば、Klebanoff et al. (2012) J Immunother. 35(9): 651-660
、Terakura et al. (2012) Blood.1:72-82、およびWang et al. (2012) J Immunother. 3
5(9):689-701を参照のこと。
【０４２５】
  いくつかの態様において、本明細書に記載される細胞集団は、複数の細胞表面マーカー
について染色された細胞が流体の流れで運搬されるフローサイトメトリーを通じて、回収
および濃縮（または排除）される。いくつかの態様において、本明細書に記載される細胞
集団は、調製目的（FACS）選別を通じて回収および濃縮（または排除）される。特定の態
様において、本明細書に記載される細胞集団は、FACSベースの検出システムと組み合わせ
た微小電気機械システム（MEMS）チップの使用によって回収および濃縮（または排除）さ
れる（例えば、WO 2010/033140、Cho et al. (2010) Lab Chip 10, 1567-1573；およびGo
din et al. (2008) J Biophoton. 1(5):355-376を参照のこと）。両方の例において、細
胞は、十分に定義されたT細胞サブセットの高純度の単離が可能なように複数のマーカー
で染色され得る。
【０４２６】
  いくつかの態様において、抗体また結合パートナーは、正および／または負選択のため
の分離を容易にするために、1つまたは複数の検出マーカーで標識される。例えば、分離
は、蛍光標識された抗体への結合に基づき得る。いくつかの例において、1つまたは複数
の細胞表面マーカーに特異的な抗体または他の結合パートナーの結合に基づく細胞の分離
は、例えば調製目的（FACS）を含む蛍光活性化細胞選別（FACS）および／または例えばフ
ローサイトメトリー検出システムと組み合わせた微小電気機械システム（MEMS）チップに
よって、流体の流れの中で実施される。そのような方法は、複数のマーカーに基づく同時
の正および負選択を可能にする。
【０４２７】
  いくつかの態様において、調製方法は、単離、インキュベートおよび／または改変の前
または後のいずれかに、細胞を凍結、例えば凍結保存する工程を含む。いくつかの態様に
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おいて、凍結およびその後の解凍工程は、細胞集団内の顆粒球および、一定程度、単球を
除去する。いくつかの態様において、細胞は、例えば血漿および血小板を除去する洗浄工
程の後に、凍結溶液中に懸濁される。いくつかの局面において、任意の様々な公知の凍結
溶液およびパラメータが使用され得る。1つの例は、20％ DMSOおよび8％ヒト血清アルブ
ミン（HSA）を含むPBSまたは他の適当な細胞凍結培地を使用する。これはその後、DMSOお
よびHSAの終濃度がそれぞれ10％および4％となるよう培地で1：1希釈される。細胞はその
後、毎分1°の速度で-80℃まで凍結され、液体窒素貯蔵タンクの蒸気相の中で保管される
。
【０４２８】
  いくつかの態様において、細胞は、遺伝子改変の前にまたはそれに関連してインキュベ
ートおよび／または培養される。インキュベート工程は、培養（culture）、培養（culti
vation）、刺激、活性化および／または繁殖を含み得る。いくつかの態様において、組成
物または細胞は、刺激条件または刺激物質の存在下でインキュベートされる。そのような
条件は、集団内の細胞の増殖、増大、活性化および／もしくは生存を誘導するよう、抗原
曝露を模倣するよう、ならびに／または遺伝子改変のため、例えば組換え抗原受容体の導
入のために細胞を準備するよう設計されたものを含む。
【０４２９】
  条件は、特定の培地、温度、酸素量、二酸化炭素量、時間、作用物質、例えば栄養素、
アミノ酸、抗生物質、イオンおよび／または刺激因子、例えばサイトカイン、ケモカイン
、抗原、結合パートナー、融合タンパク質、組換え可溶性受容体および細胞を活性化する
よう設計された任意の他の作用物質の1つまたは複数を含み得る。
【０４３０】
  いくつかの態様において、刺激条件または作用物質は、TCR複合体の細胞内シグナル伝
達ドメインを活性化することができる1つまたは複数の作用物質、例えばリガンドを含む
。いくつかの局面において、作用物質は、T細胞においてTCR/CD3細胞内シグナル伝達カス
ケードを起動または始動させる。そのような作用物質は、例えば固体支持体、例えばビー
ズに結合された、抗体、例えばTCR成分および／もしくは共刺激受容体に特異的なもの、
例えば、抗CD3、抗CD28、ならびに／または1つもしくは複数のサイトカインを含み得る。
任意で、増大方法はさらに、（例えば、少なくとも約0.5 ng/mlの濃度で）培養培地に抗C
D3および／または抗CD28抗体を添加する工程を含み得る。いくつかの態様において、刺激
性の作用物質は、IL-2および／またはIL-15、例えば少なくとも約10ユニット/mLのIL-2濃
度を含む。
【０４３１】
  いくつかの局面において、インキュベーションは、Riddellらに対する米国特許第6,040
,177号、Klebanoff et al.(2012) J Immunother. 35(9): 651-660、Terakura et al. (20
12) Blood.1:72-82および／またはWang et al. (2012) J Immunother. 35(9):689-701に
記載されるような技術にしたがい実施される。
【０４３２】
  いくつかの態様において、T細胞は、組成物にフィーダー細胞、例えば非分裂末梢血単
核細胞（PBMC）を（例えば、得られる細胞集団が、増大しようとする初期集団内の各Tリ
ンパ球につき少なくとも約5、10、20もしくは40個またはそれ以上のPBMCフィーダー細胞
を含むように）添加し、培養物を（例えば、T細胞数が増大されるのに十分な時間）イン
キュベートすることによって増大される。いくつかの局面において、非分裂フィーダー細
胞は、ガンマ線照射されたPBMCフィーダー細胞を含み得る。いくつかの態様において、PB
MCは、細胞分裂を防ぐために、約3000～3600ラドの範囲のガンマ線で照射される。いくつ
かの局面において、フィーダー細胞は、T細胞集団の添加前に培養培地に添加される。
【０４３３】
  いくつかの態様において、刺激条件は、ヒトTリンパ球の増殖に適した温度、例えば、
少なくとも摂氏約25度、通常少なくとも約30度、および通常摂氏37度もしくは約37度を含
む。任意で、インキュベーションはさらに、フィーダー細胞としての非分裂EBV形質転換



(130) JP 2018-531035 A6 2018.12.13

10

20

30

40

50

リンパ芽球様細胞（LCL）の添加を含み得る。LCLは、約6000～10,000ラドの範囲のガンマ
線で照射され得る。LCLフィーダー細胞は、いくつかの局面において、任意の適当な量、
例えば少なくとも約10：1のLCLフィーダー細胞 対 初期Tリンパ球の比で提供される。
【０４３４】
  態様において、抗原特異的T細胞、例えば抗原特異的CD4+および／またはCD8+ T細胞は
、ナイーブまたは抗原特異的Tリンパ球を抗原で刺激することによって得られる。例えば
、抗原特異的T細胞株またはクローンは、サイトメガロウイルス抗原に対して、感染対象
からT細胞を単離し、細胞をインビトロで同抗原によって刺激することによって生成され
得る。
【０４３５】
B. 装置および製造物品
  いくつかの態様において、装置または製造物品も提供される。いくつかの態様において
、バイオリアクターおよびクロマトグラフィーのための第1の固定相の配置が提供される
。バイオリアクターは、細胞の増大に適しており、固定相は、細胞の分離および試薬の除
去に適している。第1の固定相は、ゲル濾過マトリクスおよび／または親和性クロマトグ
ラフィーマトリクスであり、ゲル濾過マトリクスおよび／または親和性クロマトグラフィ
ーマトリクスは、親和性試薬、例えば記載されたような多量体形成試薬を含み、該試薬は
、第1の作用物質に含まれる結合パートナーC（例えば、C1）に特異的に結合する結合部位
Z（例えば、Z1）を含み、かつ／または親和性試薬、例えば記載されたような多量体形成
試薬は、第2の作用物質に含まれる結合パートナーC（例えば、C2）に特異的に結合する結
合部位Z（例えば、Z2）を含む。いくつかの態様において、ゲル濾過マトリクスおよび／
または親和性クロマトグラフィーマトリクスは、親和性試薬、例えば記載されたような多
量体形成試薬を含み、該試薬は、追加の作用物質に含まれる結合パートナーC（例えば、
第1または第2の作用物質に含まれるものと同じまたは異なる）に特異的に結合する結合部
位Z（例えば、第1または第2の作用物質と同じまたは異なる）を含む。それによって第1の
固定相は、第1の作用物質、第2の作用物質、および／または追加の作用物質、結合パート
ナーC、例えば第1の結合パートナーC1および／または遊離した第2の結合パートナーC2を
自身に固定化するのに適している。加えて、バイオリアクターおよび固定相は、流体的に
接続される。この配置は、上で説明されているような連続増大で使用され得、公知の細胞
増大システム、例えばQuantum（登録商標）細胞増大システムまたはXuri Cell Expansion
 System W25に組み込まれ得る。
【０４３６】
  この配置において、第1の固定相は、クロマトグラフィーカラムに含まれるかまたは平
面的な固定相であるかのいずれかである。この配置はさらに、第1の固定相に流体的に接
続された第2の固定相を含み得る。第2の固定相は、ゲル濾過マトリクスおよび／または親
和性クロマトグラフィーマトリクスであり得、ゲル濾過および／または親和性クロマトグ
ラフィーマトリクスは親和性試薬を含む。この親和性試薬は、多量体形成試薬の結合部位
Z1に（特異的に）結合する結合パートナーDを含み得、そのため固定相への多量体形成試
薬の固定化に適する。
【０４３７】
  上記のようなバイオリアクターならびにクロマトグラフィー用の第1の固定相または第2
の固定相の少なくとも1つの配置を含む、細胞の組成物の精製（例えば、選択）および培
養、例えば刺激または増大のための装置も提供される。
【０４３８】
  この装置はさらに、流体的に直列に接続されたバイオリアクターおよび固定相の複数の
配置を含み得る。
【０４３９】
  この装置は、バイオリアクターおよびクロマトグラフィー用の固定相の配置におけるバ
イオリアクターに流体的に接続された試料投入口を含み得る。この装置はまた、精製およ
び増大された標的細胞用の試料流出口を含み得、試料流出口は、バイオリアクターおよび
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クロマトグラフィー用の固定相の少なくとも1つの配置の最後の固定相に、流体的に接続
される。
【０４４０】
  いくつかの態様では、この装置は、機能的に閉鎖されたシステムとして設計され得る。
【０４４１】
C. 培養細胞の例示的な特徴
  いくつかの態様において、本明細書に提供される方法にしたがい生成または生産された
培養細胞を含み得る培養標的細胞（例えば、培養T細胞）は、それらの増殖能、表面マー
カー発現、分化状態、活性化状態および／または代謝プロフィールに基づくまたは関連す
る1つまたは複数の特定の表現型および／または機能的特徴を示す。いくつかの態様にお
いて、提供される方法のいずれかにしたがう標的細胞の培養（例えば、T細胞の培養）は
、細胞の機能（例えば、機能的活性の増加もしくは減少）または表現型（例えば、マーカ
ーもしくはマーカー群のより高いもしくはより低い発現）に関連するパラメータを、本明
細書に提供される方法にしたがうインキュベート前の組成物中の細胞の対応するまたは各
々の機能または表現型と比較して変化させる。いくつかの態様において、培養T細胞は、
増大および／もしくは増殖活性、CD4+/CD8+ T細胞分布もしくは比率、表面マーカー発現
、機能的活性または代謝プロフィールのパラメータに関する変化を示す。
【０４４２】
  いくつかの態様において、培養T細胞において測定されるパラメータの変化は、参照T細
胞組成物または調製物において測定される同じまたは類似のパラメータと比較される。典
型的に、参照T細胞組成物または調製物中のT細胞は、そのような細胞がそのインキュベー
ションに供されなかったまたは異なるインキュベーションに供されたことを除いて、可逆
的に結合された作用物質とのインキュベーション（例えば、多量体化作用物質、例えばオ
リゴマームテインストレプトアビジンに可逆的に結合された刺激物質とのインキュベーシ
ョン）前と同じまたは実質的に同じT細胞の組成物を含むかまたはそれ由来である。いく
つかの態様において、参照T細胞調製物は、参照T細胞調製物におけるそのようなインキュ
ベーションの少なくとも1つの局面およびいくつかの例では1つのみの局面が、培養T細胞
を生産するインキュベーションにおけるそれと異なることを除いて、実質的に同じプロト
コルまたは条件（例えば、刺激物質のタイプ、刺激物質の形式、実質的に同じ出発細胞数
、洗浄、追加試薬の存在または非存在、インキュベーションのタイミング、インキュベー
ションの温度）を用いるインキュベーションに供される。いくつかの態様において、参照
T細胞調製物は、インキュベーションが多量体形成試薬を用いて行われないが代わりに受
容体結合物質、例えば刺激物質が代替の様式で提示されている、例えば、支持体（例えば
固体支持体）、例えばビーズ、粒子、磁性粒子もしくはビーズ、ナノ粒子、またはミクロ
スフィアに対して直接的にかつ/または不可逆的に結合またはコンジュゲートされている
ものである。
【０４４３】
  いくつかの態様において、参照T細胞組成物または調製物は、可逆的に結合された作用
物質とのインキュベーション（例えば、多量体化作用物質、例えばオリゴマームテインス
トレプトアビジンに可逆的に結合された刺激物質とのインキュベーション）前のT細胞を
含む組成物である。
【０４４４】
  いくつかの態様において、培養T細胞は、5日未満の可逆的に結合された作用物質とのイ
ンキュベーション（例えば、多量体化作用物質、例えばオリゴマームテインストレプトア
ビジンに可逆的に結合された刺激物質とのインキュベーション）によって生成され、およ
び／またはそのような作用物質と細胞上の1つまたは複数の分子との結合は（例えば、競
合試薬、例えばビオチンまたはビオチン類似体の存在下で）破壊される、例えばそのよう
な作用物質とのインキュベーションの開始から5日以内に破壊される。例えば、いくつか
の局面において、培養T細胞は、本明細書に記載されるように可逆的に結合された作用物
質とのインキュベーション（例えば、多量体化作用物質、例えばオリゴマームテインスト



(132) JP 2018-531035 A6 2018.12.13

10

20

30

40

50

レプトアビジンに可逆的に結合された刺激物質とのインキュベーション）後に生成または
生産され、インキュベーションは、そのようなインキュベーションの開始後5日以内（例
えば、4、3、2もしくは1日以内または約4、3、2もしくは1日以内、またはそれ未満）に終
了および／または中断され、ならびに／または可逆的に結合された作用物質を細胞から解
離させる競合物質（例えば、ビオチン）が、そのようなインキュベーションの開始後5日
以内（例えば、4、3、2もしくは1日以内または約4、3、2もしくは1日以内、またはそれ未
満）にインキュベートされた細胞に添加される。いくつかの態様において、参照T細胞調
製物は、同じまたは実質的に同じ可逆的に結合された作用物質とのインキュベーション（
例えば、多量体化作用物質、例えばオリゴマームテインストレプトアビジンに可逆的に結
合された刺激物質とのインキュベーション）後に生成または生産されるが、インキュベー
トが5日より長い間実施される場合、細胞内で誘導または調整されたシグナルを減少また
は停止させるよう終了および／または中断されない、ならびに／またはT細胞調製物は、
試薬を細胞から解離させる競合物質（例えば、ビオチンもしくはビオチン類似体）の添加
なしで生産される。
【０４４５】
  いくつかの態様において、培養T細胞は、受容体結合物質（例えば、刺激物質）がCD28
に結合しないおよび／またはシグナル伝達を誘導しない、すなわち、抗CD28抗体またはそ
のフラグメントではない、可逆的に結合された作用物質とのインキュベーション（例えば
、多量体化作用物質、例えばオリゴマームテインストレプトアビジンに可逆的に結合され
た刺激物質とのインキュベーション）によって生成される。例えば、いくつかの態様にお
いて、培養T細胞は、1つまたは複数の刺激物質がムテインストレプトアビジンに可逆的に
結合され、少なくとも1つの刺激物質がCD3に特異的（例えば、抗CD3抗体またはそのフラ
グメント）であり、第2の刺激物質がCD90、CD95、CD137、CD154、ICOS、LAT、CD27、OX40
またはHVEMの1つまたは複数に特異的（例えば、それぞれ、抗CD90抗体、抗CD95抗体、抗C
D137抗体、および抗CD154抗体、抗ICOS抗体、抗LAT抗体、抗CD27抗体、抗OX40抗体もしく
は抗HVEM抗体、またはそれらの抗原結合フラグメント）であり得る、可逆的に結合される
試薬とのインキュベート後に生産または生成される。いくつかの態様において、参照T細
胞調製物は、可逆的に結合された作用物質とのインキュベーション（例えば、多量体化作
用物質、例えばオリゴマームテインストレプトアビジンに可逆的に結合された刺激物質と
のインキュベーション）後に生成または生産されるT細胞培養物であるが、試薬はCD28に
特異的に結合するおよび／またはCD28シグナルを誘導もしくは調整する作用物質を含む。
例えば、いくつかの態様において、参照T細胞調製物は、T細胞組成物と抗CD3/抗CD28 Dyn
abeads（登録商標）、抗CD3/抗CD28 ExPact（登録商標）ビーズまたは他の抗CD3/抗CD28
刺激物質とのインキュベート後に生成または生産される。いくつかの態様において、その
ような他の抗CD3/抗CD28刺激物質は、抗体試薬が支持体（例えば、固体支持体）、例えば
ビーズ、粒子、磁気粒子もしくはビーズ、ナノ粒子またはマイクロスフィアに結合されて
いるものである。いくつかの態様において、培養T細胞は、可溶性である、すなわち支持
体（例えば、固体支持体）に結合されていない可逆的に結合された作用物質とのインキュ
ベーション（例えば、多量体化作用物質、例えばオリゴマームテインストレプトアビジン
に可逆的に結合された刺激物質とのインキュベーション）により調製される。
【０４４６】
  例えば、いくつかの態様において、本明細書に記載される可逆的に結合された作用物質
とのインキュベーション（例えば、多量体化作用物質、例えばオリゴマームテインストレ
プトアビジンに可逆的に結合された刺激物質とのインキュベーション）後に生成または生
産され、参照T細胞組成物または調製物との比較で増強された増大および／または増殖能
によって特徴づけられる、例えば本明細書に提供される方法のいずれかにしたがい調製さ
れる、培養T細胞が提供される。いくつかの態様において、増強された増大および／また
は増殖能は、参照T細胞組成物または調製物中のCD3+ T細胞、CD4+ T細胞および／またはC
D8+ T細胞の数またはパーセンテージとそれぞれ比較して少なくとも約2倍（例えば、少な
くとも約3倍、4倍、5倍、6倍、7倍、8倍、9倍、10倍のいずれかまたはそれ以上）の、培
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養T細胞中のCD3+ T細胞、CD4+ T細胞および／またはCD8+ T細胞の数またはパーセンテー
ジの増加を含む。
【０４４７】
  いくつかの態様において、本明細書に記載される可逆的に結合された作用物質とのイン
キュベーション（例えば、多量体化作用物質、例えばオリゴマームテインストレプトアビ
ジンに可逆的に結合された刺激物質とのインキュベーション）後に生成または生産され、
参照T細胞組成物との比較で増強されたCD3+ T細胞の増大および／または増殖能によって
特徴づけられる、例えば本明細書に提供される方法のいずれかにしたがい調製される、培
養T細胞が提供される。いくつかの態様において、増強された増大および／または増殖能
は、参照T細胞組成物または調製物中のCD3+ T細胞の数またはパーセンテージと比較して
少なくとも約2倍（例えば、少なくとも約3倍、4倍、5倍、6倍、7倍、8倍、9倍、10倍のい
ずれかまたはそれ以上）の、培養T細胞中のCD3+ T細胞の数またはパーセンテージの増加
を含む。
【０４４８】
  いくつかの態様において、本明細書に記載される可逆的に結合された作用物質とのイン
キュベーション（例えば、多量体化作用物質、例えばオリゴマームテインストレプトアビ
ジンに可逆的に結合された刺激物質とのインキュベーション）後に生成または生産され、
参照T細胞組成物または調製物との比較で増強されたCD4+ T細胞の増大および／または増
殖能によって特徴づけられる、例えば本明細書に提供される方法のいずれかにしたがい調
製される、培養T細胞が提供される。いくつかの態様において、増強された増大および／
または増殖能は、参照T細胞組成物または調製物中のCD4+ T細胞の数またはパーセンテー
ジと比較して少なくとも約2倍（例えば、少なくとも約3倍、4倍、5倍、6倍、7倍、8倍、9
倍、10倍のいずれかまたはそれ以上）の、培養T細胞中のCD4+ T細胞の数またはパーセン
テージの増加を含む。
【０４４９】
  いくつかの態様において、本明細書に記載される可逆的に結合された作用物質とのイン
キュベーション（例えば、多量体化作用物質、例えばオリゴマームテインストレプトアビ
ジンに可逆的に結合された刺激物質とのインキュベーション）後に生成または生産され、
参照T細胞組成物または調製物との比較で増強されたCD8+ T細胞の増大および／または増
殖能によって特徴づけられる、例えば本明細書に提供される方法のいずれかにしたがい調
製される、培養T細胞が提供される。いくつかの態様において、増強された増大および／
または増殖能は、参照T細胞組成物または調製物中のCD8+ T細胞の数またはパーセンテー
ジと比較して少なくとも約2倍（例えば、少なくとも約3倍、4倍、5倍、6倍、7倍、8倍、9
倍、10倍のいずれかまたはそれ以上）の、培養T細胞中のCD8+ T細胞の数またはパーセン
テージの増加を含む。
【０４５０】
  いくつかの態様において、本明細書に記載される可逆的に結合された作用物質とのイン
キュベーション（例えば、多量体化作用物質、例えばオリゴマームテインストレプトアビ
ジンに可逆的に結合された刺激物質とのインキュベーション）後に生成または生産され、
参照T細胞組成物または調製物との比較で変化したCD8+/CD4+ T細胞分布または正規化T細
胞分布、例えば変化したCD8+/CD4+比率または正規化CD8+/CD4+ T細胞比率によって特徴づ
けられる、例えば本明細書に提供される方法のいずれかにしたがい調製される、培養T細
胞が提供される。CD8+/CD4+比率または正規化された比率は、増加または減少し得る。い
くつかの態様において、変化したCD8+/CD4+ T細胞比率は、参照組成物または調製物にお
ける数もしくはパーセンテージまたは正規化された数もしくはパーセンテージに対するま
たはそれと比較しての、培養T細胞におけるCD8+ T細胞の数もしくはパーセンテージまた
は正規化された数もしくはパーセンテージの増加によりもたらされる。いくつかの態様に
おいて、培養T細胞中のCD8+ T細胞の数は、参照T細胞組成物または調製物中のCD8+ T細胞
の数もしくはパーセンテージまたはCD8+ T細胞の正規化された数もしくはパーセンテージ
と比較して少なくとも約2倍（例えば、少なくとも約3倍、4倍、5倍、6倍、7倍、8倍、9倍



(134) JP 2018-531035 A6 2018.12.13

10

20

30

40

50

、10倍のいずれかまたはそれ以上）増加する。いくつかの態様において、CD8+/CD4+ T細
胞の比率または正規化されたCD8+/CD4+の比率は、参照T細胞組成物または調製物における
CD8+/CD4+ T細胞の比率または正規化されたCD8+/CD4+の比率と比較して少なくとも約2倍
（例えば、少なくとも約3倍、4倍、5倍、6倍、7倍、8倍、9倍、10倍のいずれかまたはそ
れ以上）増加する。いくつかの態様において、培養T細胞または組成物もしくは調製物に
おける数、パーセンテージまたは比率は、インキュベート前のT細胞を含む出発組成物に
おける数、パーセンテージまたは比率に対して正規化される。
【０４５１】
  いくつかの態様において、本明細書に記載される可逆的に結合された作用物質とのイン
キュベーション（例えば、多量体化作用物質、例えばオリゴマームテインストレプトアビ
ジンに可逆的に結合された刺激物質とのインキュベーション）後に生成または生産され、
参照T細胞組成物または調製物との比較で変化した表面マーカー発現プロフィールによっ
て特徴づけられる、本明細書に提供される方法のいずれかにしたがい調製される培養T細
胞が提供される。いくつかの態様において、変化した表面マーカー発現プロフィールは、
CD45RA、CD45RO、CD62L、CD69、CCR7、CD27、CD28、CD122、T-bet、IL-7Rα、CD95、IL-2
Rβ、CXCR3、LFA-1、KLRG1から選択される1つまたは複数の表面マーカーに関して陽性、
陰性、高または低であるT細胞の1つまたは複数のサブセットの数またはパーセンテージの
変化に起因する。いくつかの態様において、培養T細胞中のT細胞サブセットの数またはパ
ーセンテージは、参照組成物または調製物中のT胞のサブセットの数またはパーセンテー
ジと比較して少なくとも約2倍（例えば、少なくとも約3倍、4倍、5倍、6倍、7倍、8倍、9
倍、10倍のいずれかまたはそれ以上）増加する。
【０４５２】
  いくつかの態様において、培養T細胞中のT細胞サブセット（例えば、参照組成物または
調製物と比較して培養T細胞において増加したT細胞サブセット）は、参照T細胞組成物ま
たは調製物と比較して低下または減少した分化または活性化状態を示す。いくつかの態様
において、T細胞サブセットは、エフェクターT細胞（TE）もしくはエフェクターメモリー
T細胞（TEM）表現型ではないまたはそれらを含まない。いくつかの態様において、T細胞
のサブセットは、CD62L+、CCR7+、CD27+、CD28+またはKLRG1low/-の1つまたは複数である
表面表現型を含む。いくつかの態様において、培養T細胞中のそのようなT細胞のサブセッ
トは、参照T細胞組成物または培養物中のT細胞のサブセットの数またはパーセンテージと
比較して少なくとも約2倍（例えば、少なくとも約3倍、4倍、5倍、6倍、7倍、8倍、9倍、
10倍のいずれかまたはそれ以上）増加する。
【０４５３】
  いくつかの態様において、培養T細胞中のT細胞サブセット（例えば、参照組成物または
調製物と比較して培養T細胞において増加したT細胞サブセット）は、CD62Lおよび／もし
くはIL-7Rα（CD127）について陽性ならびに／またはt-betについて陰性もしくは低であ
る。いくつかの態様において、T細胞のサブセットは、CD45RAについて陽性および／また
はCD45ROについて陰性もしくは低である。いくつかの態様において、T細胞のサブセット
は、CCR7、CD45RA、CD62L、CD27、CD28、IL-7Rα（CD127）、CD95、IL-2Rβ、CXCR3およ
びLFA-1の1つもしくは複数について陽性であり、ならびに／またはCD45ROについて陰性で
ある。いくつかの態様において、培養T細胞中のそのようなT細胞のサブセットは、参照T
細胞組成物または培養物中のT細胞のサブセットの数またはパーセンテージと比較して少
なくとも約2倍（例えば、少なくとも約3倍、4倍、5倍、6倍、7倍、8倍、9倍、10倍のいず
れかまたはそれ以上）増加する。
【０４５４】
  いくつかの態様において、培養T細胞中のT細胞サブセット（例えば、参照組成物または
調製物と比較して培養T細胞において増加したT細胞サブセット）は、CD62Lについて陽性
（CD62L+）である細胞であるまたはそのような細胞を含む。いくつかの態様において、培
養T細胞中のそのようなT細胞のサブセットは、参照T細胞組成物または培養物中のT細胞の
サブセットの数またはパーセンテージと比較して少なくとも約2倍（例えば、少なくとも
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約3倍、4倍、5倍、6倍、7倍、8倍、9倍、10倍のいずれかまたはそれ以上）増加する。
【０４５５】
  いくつかの態様において、培養T細胞中のT細胞サブセット（例えば、参照組成物または
調製物と比較して培養T細胞において増加したT細胞サブセット）は、CD62L+ならびに(a）
CD45RAlow/+、CD45ROlow/+、CCR7+およびCD27+の任意の1つまたは複数および(b）t-betlo
w、IL-7Rα+（CD127+）、CD95+、IL-2Rβ+、CXCR3+およびLFA-1+の任意の1つまたは複数
である細胞であるまたはそのような細胞を含む。いくつかの態様において、T細胞サブセ
ットはまた、CD3+、CD4+またはCD8+であり得る。いくつかの態様において、培養T細胞中
のそのようなT細胞のサブセットは、参照T細胞組成物または培養物中のT細胞のサブセッ
トの数またはパーセンテージと比較して少なくとも約2倍（例えば、少なくとも約3倍、4
倍、5倍、6倍、7倍、8倍、9倍、10倍のいずれかまたはそれ以上）増加する。
【０４５６】
  いくつかの態様において、培養T細胞中のT細胞サブセット、例えばCD62L+ T細胞は、メ
モリーT細胞またはその特定のサブセット、例えば、長寿命メモリーT細胞であるまたはそ
れらを含むまたはそれらと表現型の特徴を共有している。いくつかの態様において、その
ようなメモリーT細胞は、セントラルメモリーT細胞（TCM）またはTメモリー幹細胞（TSCM
）である。いくつかの態様において、メモリーT細胞は、TSCM細胞である。TSCM細胞は、
他のメモリーT細胞サブセットと比較してまたはナイーブT細胞と比較して1つまたは複数
の表現型の違いまたは機能的特徴を有する、例えば、より分化度が低いまたはよりナイー
ブであるものと、説明され得る（例えば、Ahlers and Belyakov (2010) Blood, 115:1678
); Cieri et al. (2015) Blood, 125:2865; Flynn et al. (2014) Clinical & Translati
onal Immunology, 3, e20; Gattinoni et al. (2012) Nat. Med., 17:1290-1297; Gattin
oni et al. (2012) Nat. Reviews, 12:671; Li et al. (2013) PLOS ONE, 8:e67401; お
よび公開PCT出願番号WO2014/039044を参照のこと）。いくつかの例において、TSCM細胞は
、エフェクターT細胞およびメモリーT細胞の3つすべてのサブセット（TSCM、TCMおよびTE
M）を生成することができる唯一のメモリーT細胞であると考えられる。いくつかの局面に
おいて、TSCM細胞は、すべてのメモリーT細胞サブセットの中で抗原的または恒常的刺激
に対して最も高い生存および増殖応答、ならびに同族抗原が不在の場合最小の自然減を示
す。いくつかの態様において、低分化TSCM細胞は、他のメモリーT細胞よりも養子移入後
により大きな増大、長期の生存および標的細胞破壊を示し得、したがって、TCMまたはTEM
細胞のいずれかで実現できるものよりも少ない移入細胞でより効果的な処置を媒介するこ
とが可能であり得る。
【０４５７】
  いくつかの局面において、TSCM細胞に関して報告されているまたは公知となっている表
現型または機能的特徴の例は、例えば、そのような細胞がa）CD45RO-、CCR7+、CD45RA+、
CD62L+、CD27+、CD28+、IL-7Rα+、CD95+、IL-2Rβ+、CXCR3+およびLFA-1+である；b）CD
45RA+、CCR7+、CD62L+およびCD95+である；c）CD45RA+、CD45RO+、CCR7+、CD62L+、CD27+

、CD28+、CD95+およびIL-2Rβ+である；d）CD45RO-、CD45RA+、CCR7+、CD62L+、CD27+、C
D28+、CD127+およびCD95+である；e）CD45RA+、CD44+/-、CD62L+、CD127+、IL-2Rβ+、CD
28+、CD43-、KLRG1-、パーフォリン（Peforin）-およびグランザイムB-である；f）高レ
ベルのCCR7、CD62L、CD27およびCD28、中程度のレベルのCD95およびIL-2Rβ、低レベルの
CD45RAを発現し、CD45ROもしくはKLRG-1を発現しない；またはg）高レベルのCD62L、低レ
ベルのCD44およびt-betを発現し、Sca-1+である；ならびに／または中程度のIL-2産生能
、低いIFNγ産生能、低い細胞傷害性および高い自己再生能を有することを含む。
【０４５８】
  いくつかの態様において、培養T細胞中のT細胞サブセット（例えば、参照組成物または
調製物と比較して培養T細胞において増加したT細胞サブセット）は、メモリーT細胞、例
えば長寿命メモリーT細胞であるまたはそれらを含む。いくつかの態様において、メモリ
ーT細胞は、セントラルメモリー（TCM）T細胞である。いくつかの態様において、T細胞サ
ブセットは、CD45RA-、CD45ROlow/+、CCR7+、CD62L+、CD27+、CD28+、CD95+ CD122+およ
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び／またはKLGR1lowの表現型の特徴を有する。いくつかの態様において、培養T細胞中の
そのようなT細胞のサブセットは、参照T細胞組成物または培養物中のT細胞のサブセット
の数またはパーセンテージと比較して少なくとも約2倍（例えば、少なくとも約3倍、4倍
、5倍、6倍、7倍、8倍、9倍、10倍のいずれかまたはそれ以上）増加する。
【０４５９】
  いくつかの態様において、メモリーT細胞は、幹セントラルメモリー（TSCM）T細胞であ
る。いくつかの態様において、T細胞サブセットは、CD45RAlow/+、CD45ROlow/+、CCR7+、
CD62L+、CD27+、CD28+、CD95+、CD122+および／またはKLGR1-の表現型の特徴を有する。
いくつかの態様において、T細胞サブセットは、CD45RAlow/+、CD45RO-、CCR7+、CD62L+、
CD27+、CD28+、CD95+、CD122+および／またはKLGR1-の表現型の特徴を有する。いくつか
の態様において、T細胞サブセットは、CD45RO-、CCR7+、CD45RA+、CD62L+、CD27+、CD28+

、IL-7Rα+、CD95+、IL-2Rβ+、CXCR3+および／またはLFA-1+の表現型の特徴を有する。
いくつかの態様において、T細胞サブセットは、CD45RA+、CCR7+、CD62L+および／またはC
D95+の表現型の特徴を有する。いくつかの態様において、T細胞サブセットは、CD45RA+、
CD45RO+、CCR7+、CD62L+、CD27+、CD28+、CD95+および／またはIL-2Rβ+の表現型の特徴
を有する。いくつかの態様において、T細胞サブセットは、CD45RO-、CD45RA+、CCR7+、CD
62L+、CD27+、CD28+、CD127+および／またはCD95+の表現型の特徴を有する。いくつかの
態様において、T細胞サブセットは、CD45RA+、CD44+/-、CD62L+、CD127+、IL-2Rβ+、CD2
8+、CD43-、KLRG1-、パーフォリン-および／またはグランザイムB-の表現型の特徴を有す
る。いくつかの態様において、T細胞サブセットは、高レベルのCCR7、CD62L、CD27および
／またはCD28、中程度のレベルのCD95および／またはIL-2Rβ、低レベルのCD45RAを発現
し、ならびに／またはCD45ROおよび／またはKLRG-1を発現しない。いくつかの態様におい
て、T細胞サブセットは、高レベルのCD62L、低レベルのCD44およびt-betを発現し、なら
びに／またはSca-1+である。いくつかの態様において、T細胞サブセットは、中程度のIL-
2産生能、低いIFNγ産生能、低い細胞傷害性および／または高い自己再生能の表現型の特
徴を有する。いくつかの態様において、培養T細胞中のそのようなT細胞のサブセットは、
参照T細胞組成物または培養物中のT細胞のサブセットの数またはパーセンテージと比較し
て少なくとも約2倍（例えば、少なくとも約3倍、4倍、5倍、6倍、7倍、8倍、9倍、10倍の
いずれかまたはそれ以上）増加する。
【０４６０】
  いくつかの態様において、T細胞のサブセット、例えば上記のT細胞の任意のサブセット
は、参照T細胞組成物もしくは調製物との比較で培養T細胞における総T細胞のうちのより
高いパーセンテージまたは培養T細胞における総T細胞のうちのより多い数で存在する。い
くつかの態様において、培養物中の総T細胞もしくは総細胞の中のパーセンテージとして
の培養T細胞におけるT細胞サブセットのパーセンテージは、少なくとも35％、40％、45％
、50％、55％、60％、65％、70％、75％、80％、85％、90％、95％またはそれ以上である
。いくつかの態様において、培養細胞におけるT細胞サブセット、例えば上記の任意のT細
胞サブセットのパーセンテージは、その表現型を有する1つまたは複数のマーカーの表面
発現に基づきヒト対照から直接単離または濃縮されたがインキュベートまたは培養されて
いないT細胞組成物中のT細胞中の細胞のサブセットの対応するパーセンテージよりも高い
、例えば少なくとも1.5倍高い、少なくとも2倍、少なくとも3倍、少なくとも4倍、少なく
とも5倍またはそれ以上高い。いくつかの態様において、培養細胞中のT細胞サブセット、
例えば上記の任意のT細胞サブセットの総数、相対数または正規化された数は、参照T細胞
組成物または調製物、例えば、上記の任意の参照T細胞組成物または調製物、例えば本明
細書に提供される任意の方法にしたがう可逆的に結合された作用物質とのインキュベーシ
ョン（例えば、多量体化作用物質、例えばオリゴマームテインストレプトアビジンに可逆
的に結合された刺激物質とのインキュベーション）前のT細胞組成物におけるT細胞サブセ
ットの数、相対数または正規化された数よりも多い、例えば少なくとも1.5倍多い、少な
くとも2倍、少なくとも3倍、少なくとも4倍、少なくとも5倍またはそれ以上多い。いくつ
かの態様において、T細胞培養物中に存在するT細胞サブセットに対応するT細胞の数は、
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少なくともまたは少なくとも約1x106細胞、2x106細胞、3x106細胞、4x106細胞、5x106細
胞またはそれ以上である。
【０４６１】
  いくつかの態様において、T細胞サブセットは、CD62L+および／またはIL-7Rα+（CD127
+）であり、培養物中の総T細胞または総細胞のパーセンテージとしての培養T細胞におけ
るCD62L+および／またはIL-7Rα+（CD127+）サブセットのパーセンテージは、少なくとも
35％、40％、45％、50％、55％、60％、65％、70％、75％、80％、85％、90％、95％また
はそれ以上である。いくつかの態様において、T細胞サブセットは、CD45RA-、CD45ROlow/
+および／またはKLRG1lowであり、培養物中の総T細胞または総細胞のパーセンテージとし
ての培養T細胞中のCD45RA-、CD45ROlow/+および／またはKLRG1lowサブセットのパーセン
テージは、少なくとも35％、40％、45％、50％、55％、60％、65％、70％、75％、80％、
85％、90％、95％またはそれ以上である。いくつかの態様において、T細胞サブセットは
、CD45RAlow/+、CD45ROlow/+および／またはKLRG1-であり、培養物中の総T細胞または総
細胞のパーセンテージとしての培養T細胞中のCD45RAlow/+、CD45ROlow/+および／またはK
LRG1-サブセットのパーセンテージは、少なくとも35％、40％、45％、50％、55％、60％
、65％、70％、75％、80％、85％、90％、95％またはそれ以上である。
【０４６２】
  いくつかの態様において、T細胞サブセットは、TCM細胞であるまたはTCM細胞を含む。
いくつかの態様において、培養物中の総T細胞または総細胞のパーセンテージとしての培
養T細胞におけるTCMサブセットのパーセンテージは、少なくとも35％、40％、45％、50％
、55％、60％、65％、70％、75％、80％、85％、90％、95％またはそれ以上である。
【０４６３】
  いくつかの態様において、T細胞サブセットは、TSCM細胞であるまたはTSCM細胞を含む
。いくつかの態様において、培養物中の総T細胞または総細胞のパーセンテージとしての
培養T細胞におけるTSCMサブセットのパーセンテージは、少なくとも35％、40％、45％、5
0％、55％、60％、65％、70％、75％、80％、85％、90％、95％またはそれ以上である。
【０４６４】
  いくつかの態様において、T細胞のサブセット、例えばCD62L+ T細胞は、a）低レベルの
TCR再構成切除環（TCR rearrangement excisions circles）（TREC）を有しもしくは示し
；ならびに／またはb）増殖マーカー（例えば、Ki-67）を発現し；ならびに／またはc)刺
激物質の存在下で増殖する能力を示し；ならびに／またはd）刺激物質の存在下でIFN-ガ
ンマ、TNFおよびIL-2から選択されるサイトカインを産生する能力を示し；ならびに／ま
たはe）刺激物質の非存在下で自然減しにくく；ならびに／またはf）TSCM、TCM、TEMおよ
びTEFF細胞を生成することができ；ならびに／またはg）低い細胞傷害性を有し；ならび
に／またはh）TCMもしくはTEM細胞を用いる場合よりも少ない細胞の養子移入後に同程度
もしくはより大きな応答を生じ得る。いくつかの態様において、刺激物質は、抗原、恒常
性サイトカイン（例えば、IL-15もしくはIL-17）、またはT細胞においてTCR/CD3複合体関
連シグナルを開始することができる作用物質である。いくつかの態様において、サイトカ
インを産生する能力は、低いIFNγ産生能および中程度のIL-2産生能を有する。
【０４６５】
  いくつかの態様において、本明細書に記載されるようなインキュベート後に生成または
生産され、参照T細胞組成物または調製物との比較で改変された機能的活性プロフィール
により特徴づけられる、例えば本明細書に提供される任意の方法にしたがい調製される、
培養T細胞が提供される。いくつかの態様において、培養T細胞または培養物中に存在する
T細胞の特定のサブセットは、参照組成物もしくは調製物と比較してまたは参照組成物も
しくは調製物中のT細胞のサブセットと比較して変化した機能的活性プロフィール、例え
ば、少なくとも1.5倍、2倍、3倍、4倍、5倍、6倍、7倍、8倍、9倍、10倍変化（例えば、
増加または減少）した機能的活性、を示す。いくつかの態様において、機能的活性は、a
）低レベルのTCR再構成切除環（TREC）；ならびに／またはb）増殖マーカー（例えば、Ki
-67）の発現；ならびに／またはc)刺激物質の存在下での増殖能；ならびに／またはd）刺
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激物質の存在下でのIFN-ガンマ、TNFおよびIL-2から選択されるサイトカインの産生能；
ならびに／またはe）刺激物質の非存在下での自然減のしにくさ；ならびに／またはf）TS
CM、TCM、TEMおよびTEFF細胞を生成することができること；ならびに／またはg）低い細
胞傷害性を有すること、の1つまたは複数から選択される。いくつかの態様において、作
用物質は、抗原、恒常性サイトカイン（例えば、IL-15もしくはIL-17）、またはT細胞に
おいてTCR/CD3複合体関連シグナルを開始することができる作用物質である。いくつかの
態様において、サイトカインを産生する能力は、低いIFNγ産生能および中程度のIL-2産
生能を含む。いくつかの態様において、T細胞のサブセットは、培養T細胞中のメモリーT
細胞、例えば、長寿命メモリーT細胞を含む。いくつかの態様において、メモリーT細胞は
、TSCM細胞である。
【０４６６】
  いくつかの態様において、培養T細胞または培養物中に存在するT細胞の特定のサブセッ
トは、参照組成物もしくは調製物によってまたは参照組成物もしくは調製物中のT細胞の
サブセットによって達成できるよりも少ない細胞の養子移入後に同程度またはより大きな
応答を生じ得る。いくつかの態様において、そのような応答は、少なくとも約2倍（例え
ば、少なくとも約3倍、4倍、5倍、6倍、7倍、8倍、9倍、10倍のいずれかまたはそれ以上
）少ない細胞で達成される。いくつかの態様において、応答は、少なくとも約2倍（例え
ば、少なくとも約3倍、4倍、5倍、6倍、7倍、8倍、9倍、10倍のいずれかまたはそれ以上
）増加するまたは大きい。
【０４６７】
  いくつかの態様において、培養細胞におけるT細胞サブセット、例えば上記の任意のT細
胞サブセットのパーセンテージは、GSK-P阻害剤の存在下でインキュベートされたT細胞の
調製物中の対応する細胞のサブセットよりも大きい、例えば、少なくとも1.5倍、少なく
とも2倍、少なくとも3倍、少なくとも4倍、少なくとも5倍またはそれ以上大きい。いくつ
かの態様において、培養T細胞の組成物は、GSK-P阻害剤を含まない。
【０４６８】
  いくつかの態様において、培養細胞におけるT細胞サブセット、例えば上記の任意のT細
胞サブセットのパーセンテージは、組換え恒常性サイトカイン、任意でIL-7またはIL-15
の存在下でインキュベートされた対応する細胞のサブセットよりも大きい、例えば、少な
くとも1.5倍大きい、少なくとも2倍、少なくとも3倍、少なくとも4倍、少なくとも5倍ま
たはそれ以上大きい。いくつかの態様において、培養T細胞の組成物は、組換え（例えば
、外因性）IL-7サイトカインまたは組換え（例えば、外因性）IL-15サイトカインを含ま
ない。
【０４６９】
  いくつかの態様において、培養T細胞の組成物は、刺激物質または物質群のシグナルを
妨害、例えば減少および／または停止させるためにT細胞に物質、例えば競合物質が添加
された、本明細書に提供される任意の方法にしたがい生産または生成されたものである。
いくつかの態様において、培養T細胞の組成物は、物質、例えば競合物質、例えばビオチ
ンまたはビオチン類似体、例えばD-ビオチンの存在を含む。いくつかの態様において、物
質、例えば競合物質、例えばビオチンまたはビオチン類似体、例えばD-ビオチンは、培養
T細胞の参照組成物または調製物における物質の量よりも少なくとも1.5倍多い、少なくと
も2倍、少なくとも3倍、少なくとも4倍、少なくとも5倍、少なくとも10倍、少なくとも10
0倍、少なくとも1000倍またはそれ以上多い量で存在し、物質はインキュベーションの間
に外部から添加されなかった。いくつかの態様において、培養T細胞の組成物における物
質、例えば競合物質、例えばビオチンまたはビオチン類似体、例えばD-ビオチンの量は、
10μM～100μM、100μM～1mM、100μM～500μMもしくは10μM～100μMまたは約10μM～10
0μM、100μM～1mM、100μM～500μMもしくは10μM～100μMである。
【０４７０】
IV. 培養細胞を遺伝子操作する方法、抗原受容体、および遺伝子操作された細胞
  いくつかの態様において、培養細胞は、操作された受容体、例えばキメラ抗原受容体 (
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CAR) またはT細胞受容体 (TCR) などの操作された抗原受容体を含有するか、または含有
するように操作される。そのような細胞の集団、T細胞またはCD8+細胞もしくはCD4+細胞
などのある特定の型の細胞が濃縮または選択されているような、そのような細胞を含有す
るおよび／またはそのような細胞について濃縮された組成物もまた提供される。組成物に
は、薬学的組成物、および養子細胞療法などのための投与用の製剤が含まれる。対象、例
えば患者に、細胞および組成物を投与する治療法もまた提供される。
【０４７１】
  したがって、いくつかの態様において、培養細胞は、遺伝子操作により導入された1種
または複数種の核酸を含み、それによってそのような核酸の組換え産物または遺伝子操作
された産物を発現する。いくつかの態様において、遺伝子導入は、例えばサイトカインま
たは活性化マーカーの発現によって測定される増殖、生存、および／または活性化などの
応答を誘導する刺激剤と培養細胞を混合することなどによって、最初に培養細胞を刺激し
、続いて活性化細胞の形質導入、および臨床適用に十分な数への培養中での増大を行うこ
とによって達成される。
【０４７２】
  状況によっては、刺激因子（例えば、リンホカインまたはサイトカイン）の過剰発現は
対象にとって毒性がある場合がある。したがって、状況によっては、操作された細胞は、
養子免疫療法における投与時などに、細胞がインビボで陰性選択を受け得るようにする遺
伝子セグメントを含む。例えば、いくつかの局面において、培養細胞は、それらが投与さ
れた患者のインビボ状態における変化の結果として排除され得るように操作される。陰性
選択可能な表現型は、投与される薬剤、例えば化合物に対する感受性を付与する遺伝子の
挿入に起因し得る。陰性選択可能な遺伝子には、ガンシクロビル感受性を付与する単純ヘ
ルペスウイルスI型チミジンキナーゼ (HSV-I TK) 遺伝子 (Wigler et al., Cell 2: 223,
 1977)；細胞ヒポキサンチンホスホリボシルトランスフェラーゼ (HPRT) 遺伝子、細胞ア
デニンホスホリボシルトランスフェラーゼ (APRT) 遺伝子、細菌シトシンデアミナーゼ (
Mullen et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 89:33 (1992)) が含まれる。いくつかの
局面において、培養細胞は、サイトカインまたは他の因子の発現を促進するようにさらに
操作される。
【０４７３】
A. 抗原受容体、例えばキメラ抗原受容体をコードする核酸
  遺伝子操作された細胞を生成するための方法、核酸、組成物、およびキットが提供され
る。遺伝子操作は一般に、レトロウイルス形質導入、トランスフェクション、または形質
転換などによる、組換え構成成分または操作された構成成分をコードする核酸の、培養細
胞を含有する組成物への導入を含む。
【０４７４】
  いくつかの態様において、核酸は異種であり、すなわち細胞中または細胞から得られた
試料中に通常は存在せず、例えば別の生物または細胞から得られるものであり、これは例
えば操作される細胞および／またはそのような細胞の由来元の生物には通常は見出されな
い。いくつかの態様において、核酸は天然に存在せず、例えば自然界には見出されない核
酸などであり、これには複数の異なる細胞型からの様々なドメインをコードする核酸のキ
メラ組み合わせを含むものが含まれる。
【０４７５】
1. キメラ抗原受容体 (CAR)
  細胞は一般に、組換え受容体、例えば抗原受容体などを発現し、これには機能的非TCR
抗原受容体、例えばキメラ抗原受容体 (CAR)、および他の抗原結合受容体、例えばトラン
スジェニックT細胞受容体 (TCR) などが含まれる。受容体には、他のキメラ受容体もまた
含まれる。
【０４７６】
  CARを含む例示的な抗原受容体、およびそのような受容体を操作し細胞に導入する方法
には、例えば、国際特許出願公開WO200014257、WO2013126726、WO2012/129514、WO201403
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1687、WO2013/166321、WO2013/071154、WO2013/123061、米国特許出願公開番号US2002131
960、US2013287748、US20130149337、米国特許第6,451,995号、第7,446,190号、第8,252,
592号、第8,339,645号、第8,398,282号、第7,446,179号、第6,410,319号、第7,070,995号
、第7,265,209号、第7,354,762号、第7,446,191号、第8,324,353号、および第8,479,118
号、ならびに欧州特許出願番号EP2537416に記載されているもの、ならびに／またはSadel
ain et al., Cancer Discov. 2013 April; 3(4): 388-398；Davila et al. (2013) PLoS 
ONE 8(4): e61338；Turtle et al., Curr. Opin. Immunol., 2012 October; 24(5): 633-
39；Wu et al., Cancer, 2012 March 18(2): 160-75によって記載されているものが含ま
れる。いくつかの局面において、抗原受容体には、米国特許第7,446,190号に記載されて
いるCAR、および国際特許出願公開WO/2014055668 A1に記載されているものが含まれる。C
ARの例には、WO2014031687、US8,339,645、US7,446,179、US2013/0149337、米国特許第7,
446,190号、米国特許第8,389,282号、Kochenderfer et al., 2013, Nature Reviews Clin
ical Oncology, 10, 267-276 (2013)；Wang et al. (2012) J. Immunother. 35(9): 689-
701；およびBrentjens et al., Sci Transl Med. 2013 5(177) などの、上述の刊行物の
いずれかに開示されているCARが含まれる。WO2014031687、US 8,339,645、US 7,446,179
、US 2013/0149337、米国特許第7,446,190号、および米国特許第8,389,282号もまた参照
されたい。CARなどのキメラ受容体は一般に、細胞外抗原結合ドメイン、例えば抗体分子
の一部など、一般的には抗体の可変重 (VH) 鎖領域および／または可変軽 (VL) 鎖領域、
例えばscFv抗体断片を含む。
【０４７７】
  いくつかの態様において、受容体によって標的とされる抗原はポリペプチドである。い
くつかの態様において、それは糖質または他の分子である。いくつかの態様において、抗
原は、正常なまたは標的とされない細胞または組織と比較して、疾患または状態の細胞、
例えば腫瘍細胞または病原性細胞上で選択的に発現されるかまたは過剰発現される。他の
態様において、抗原は正常細胞上で発現される、および/または操作された細胞上で発現
される。
【０４７８】
  受容体によって標的とされる抗原には、いくつかの態様において、オーファンチロシン
キナーゼ受容体ROR1、tEGFR、Her2、L1-CAM、CD19、CD20、CD22、メソテリン、CEA、およ
びB型肝炎表面抗原、抗葉酸受容体、CD23、CD24、CD30、CD33、CD38、CD44、EGFR、EGP-2
、EGP-4、EPHa2、ErbB2、3、もしくは4、FBP、胎児アセチルコリン (acethycholine) e受
容体、GD2、GD3、HMW-MAA、IL-22R-アルファ、IL-13R-アルファ2、kdr、カッパ軽鎖、ル
イスY、L1-細胞接着分子、MAGE-A1、メソテリン、MUC1、MUC16、PSCA、NKG2Dリガンド、N
Y-ESO-1、MART-1、gp100、がん胎児性抗原、ROR1、TAG72、VEGF-R2、がん胎児抗原 (CEA)
、前立腺特異的抗原、PSMA、Her2/neu、エストロゲン受容体、プロゲステロン受容体、エ
フリンB2、CD123、c-Met、GD-2、およびMAGE A3、CE7、ウィルムス腫瘍1 (WT-1)、サイク
リン、例えばサイクリンA1 (CCNA1) など、ならびに／またはビオチン化分子、ならびに
／またはHIV、HCV、HBV、もしくは他の病原体によって発現される分子が含まれる。
【０４７９】
  いくつかの態様において、CARは病原体特異的抗原と結合する。いくつかの態様におい
て、CARは、ウイルス抗原（例えばHIV、HCV、HBV等）、細菌抗原、および／または寄生生
物抗原に特異的である。
【０４８０】
  いくつかの態様において、組換え受容体、例えばCARの抗体部分は、免疫グロブリン定
常領域の少なくとも一部、例えば、ヒンジ領域、例えばIgG4ヒンジ領域、ならびに／また
はCH1/CLおよび／もしくはFc領域などを含む。いくつかの態様において、定常領域または
部分は、IgG4またはIgG1などのヒトIgGのものである。いくつかの局面において、定常領
域の一部は、抗原認識構成成分、例えばscFvと膜貫通ドメインとの間のスペーサー領域と
して役立つ。スペーサーは、スペーサーが存在しない場合と比較して、抗原結合後の細胞
の応答性を増加させる長さのものであってよい。例示的なスペーサー、例えばヒンジ領域
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には、国際特許出願公開WO2014031687に記載されているものが含まれる。いくつかの例に
おいて、スペーサーは、12アミノ酸長もしくは約12アミノ酸長または12アミノ酸長以下で
ある。例示的なスペーサーには、少なくとも約10～229アミノ酸、約10～200アミノ酸、約
10～175アミノ酸、約10～150アミノ酸、約10～125アミノ酸、約10～100アミノ酸、約10～
75アミノ酸、約10～50アミノ酸、約10～40アミノ酸、約10～30アミノ酸、約10～20アミノ
酸、または約10～15アミノ酸（列挙された範囲の任意の端点間の任意の整数を含む）を有
するものが含まれる。いくつかの態様において、スペーサー領域は約12個以下のアミノ酸
、約119個以下のアミノ酸、または約229個以下のアミノ酸を有する。例示的なスペーサー
は、IgG4ヒンジのみ、CH2およびCH3ドメインに連結されたIgG4ヒンジ、またはCH3ドメイ
ンに連結されたIgG4ヒンジを含む。
【０４８１】
  この抗原認識ドメインは一般に、1つまたは複数の細胞内シグナル伝達構成成分、例え
ば、CARの場合であればTCR複合体などの抗原受容体複合体を介する活性化を模倣し、かつ
/または別の細胞表面受容体を通してシグナル伝達するシグナル伝達構成成分などに、連
結される。したがって、いくつかの態様において、抗原結合構成成分（例えば、抗体）は
、1つまたは複数の膜貫通ドメインおよび細胞内シグナル伝達ドメインに連結される。い
くつかの態様において、膜貫通ドメインは細胞外ドメインに融合される。1つの態様では
、受容体、例えばCAR中のドメインの1つに天然で付随している膜貫通ドメインが使用され
る。場合によっては、膜貫通ドメインは、受容体複合体の他のメンバーとの相互作用を最
小限に抑えるために、同じまたは異なる表面膜タンパク質の膜貫通ドメインへのそのよう
なドメインの結合を回避するように選択され、またはアミノ酸置換によって修飾される。
【０４８２】
  膜貫通ドメインはいくつかの態様において、天然供給源または合成供給源のいずれかに
由来する。供給源が天然である場合、ドメインはいくつかの局面において、任意の膜結合
型タンパク質または膜貫通タンパク質に由来する。膜貫通領域には、T細胞受容体のアル
ファ、ベータ、またはゼータ鎖、CD28、CD3イプシロン、CD45、CD4、CD5、CDS、CD9、CD 
16、CD22、CD33、CD37、CD64、CD80、CD86、CD 134、CD137、および／またはCD 154に由
来する（すなわち、少なくともその膜貫通領域を含む）ものが含まれる。あるいは、膜貫
通ドメインはいくつかの態様において合成による。いくつかの局面において、合成膜貫通
ドメインは、主に、ロイシンおよびバリンなどの疎水性残基を含む。いくつかの局面にお
いて、合成膜貫通ドメインの各末端には、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見出されるであろう。いくつかの態様において、連結はリンカー、
スペーサー、および／または膜貫通ドメインによる。
【０４８３】
  細胞内シグナル伝達ドメインには、天然抗原受容体を介するシグナル、共刺激受容体と
組み合わされたそのような受容体を介するシグナル、および／または共刺激受容体のみを
介するシグナルを模倣するか、またはそれらに近似するものが含まれる。いくつかの態様
では、短いオリゴペプチドリンカーまたはポリペプチドリンカー、例えば2～10アミノ酸
長のリンカー、例えばグリシンおよびセリン（例えば、グリシン-セリンダブレット）を
含有するものなどが存在し、CAR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
の連結を形成する。
【０４８４】
  受容体、例えばCARは、一般に、少なくとも1つの細胞内シグナル伝達構成成分または細
胞内シグナル伝達構成成分群を含む。いくつかの態様において、受容体は、TCR複合体の
細胞内構成成分、例えばT細胞活性化および細胞傷害性を媒介するTCR CD3鎖など、例えば
CD3ゼータ鎖を含む。したがって、いくつかの局面において、抗原結合部分は1つまたは複
数の細胞シグナル伝達モジュールに連結される。いくつかの態様において、細胞シグナル
伝達モジュールは、CD3膜貫通ドメイン、CD3細胞内シグナル伝達ドメイン、および／また
は他のCD膜貫通ドメインを含む。いくつかの態様において、受容体、例えばCARは、Fc受
容体γ、CD8、CD4、CD25、またはCD16などの1つまたは複数の付加的な分子の一部をさら
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に含む。例えば、いくつかの局面において、CARまたは他のキメラ受容体は、CD3-ゼータ 
(CD3-ζ) またはFc受容体γとCD8、CD4、CD25、またはCD16とのキメラ分子を含む。
【０４８５】
  いくつかの態様では、CARまたは他のキメラ受容体の連結時に、受容体の細胞質ドメイ
ンまたは細胞内シグナル伝達ドメインは、免疫細胞、例えばCARを発現するように操作さ
れたT細胞、の正常なエフェクター機能または応答の少なくとも1つを活性化する。例えば
、状況によっては、CARは、細胞溶解活性またはTヘルパー活性などといったT細胞の機能
、例えばサイトカインまたは他の因子の分泌などを誘導する。いくつかの態様では、例え
ば、抗原受容体構成成分または共刺激分子の細胞内シグナル伝達ドメインの切断された部
分が、エフェクター機能シグナルを伝達するのであれば、インタクトな免疫刺激鎖の代わ
りにそれが使用される。いくつかの態様において、1つまたは複数の細胞内シグナル伝達
ドメインは、T細胞受容体 (TCR) の細胞質配列を含み、いくつかの局面では、天然状況に
おいてそのような受容体と協調して作用して、抗原受容体会合後にシグナル伝達を開始さ
せる、共受容体の細胞質配列も、含む。
【０４８６】
  天然のTCRの状況において、完全な活性化は一般に、TCRを介するシグナル伝達のみなら
ず、共刺激シグナルも必要とする。したがって、いくつかの態様では、完全な活性化を促
進するために、二次シグナルまたは共刺激シグナルを生成するための構成成分もまたCAR
に含まれる。他の態様において、CARは、共刺激シグナルを生成するための構成成分を含
まない。いくつかの局面では、同じ細胞中で付加的なCARが発現され、二次シグナルまた
は共刺激シグナルを生成するための構成成分を提供する。
【０４８７】
  T細胞活性化は、いくつかの局面において、2つのクラスの細胞質シグナル伝達配列：TC
Rを介する抗原依存性一次活性化を開始するもの（一次細胞質シグナル伝達配列）；およ
び抗原非依存的様式で作用して二次シグナルまたは共刺激シグナルを提供するもの（二次
細胞質シグナル伝達配列）によって媒介されると説明される。いくつかの局面において、
CARは、そのようなシグナル伝達構成成分の一方または両方を含む。
【０４８８】
  いくつかの局面において、CARは、TCR複合体の一次活性化を調節する一次細胞質シグナ
ル伝達配列を含む。刺激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またはITAMとして公知であるシグナル伝達モチーフを含有し得る。IT
AM含有一次細胞質シグナル伝達配列の例には、TCRゼータ、FcRガンマ、FcRベータ、CD3ガ
ンマ、CD3デルタ、CD3イプシロン、CDS、CD22、CD79a、CD79b、およびCD66dに由来するも
のが含まれる。いくつかの態様において、CAR中の細胞質シグナル伝達分子は、CD3ゼータ
由来の、細胞質シグナル伝達ドメイン、その一部、または配列を含有する。
【０４８９】
  いくつかの態様において、CARは、CD28、4-1BB、OX40、DAP10、およびICOSなどの共刺
激受容体のシグナル伝達ドメインおよび／または膜貫通部分を含む。いくつかの局面では
、同じCARが活性化構成成分と共刺激構成成分の両方を含む。
【０４９０】
  いくつかの態様では、活性化ドメインが1つのCAR内に含まれる一方で、共刺激構成成分
は、別の抗原を認識する別のCARによって提供される。いくつかの態様において、CARは、
いずれも同じ細胞上に発現される活性化または刺激CAR、共刺激CARを含む（WO2014/05566
8を参照されたい）。いくつかの局面において、細胞は、1種または複数種の刺激または活
性化CARおよび／または共刺激CARを含む。いくつかの態様において、細胞は、疾患または
状態と関連し、かつ／またはそれに特異的な抗原以外の抗原を認識するCARなどの阻害性C
AR（iCAR、Fedorov et al., Sci. Transl. Medicine, 5(215) (December, 2013) を参照
されたい）をさらに含み、それによって、疾患標的CARを介して送達される活性化シグナ
ルは、阻害性CARがそのリガンドに結合することにより削減または阻害されて、例えばオ
フターゲット効果を減少させる。
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【０４９１】
  ある特定の態様において、細胞内シグナル伝達ドメインは、CD3（例えば、CD3-ゼータ
）細胞内ドメインに連結されたCD28膜貫通およびシグナル伝達ドメインを含む。いくつか
の態様において、細胞内シグナル伝達ドメインは、CD3ゼータ細胞内ドメインに連結され
たキメラCD28およびCD137（4-1BB、TNFRSF9）共刺激ドメインを含む。
【０４９２】
  いくつかの態様において、CARは、細胞質部分において、1つまたは複数の、例えば2つ
またはそれ以上の、共刺激ドメインおよび活性化ドメイン、例えば一次活性化ドメインを
包含する。例示的なCARは、CD3-ゼータ、CD28、および4-1BBの細胞内構成成分を含む。
【０４９３】
  いくつかの態様において、CARまたは他の抗原受容体は、受容体を発現させるための細
胞の形質導入または操作を確認するために使用され得るマーカー、例えば細胞表面マーカ
ーなど、例えば切断型の細胞表面受容体など、例えば切断型EGFR (tEGFR) などを、さら
に含む。いくつかの局面において、マーカーは、CD34、NGFR、または上皮成長因子受容体
（例えば、tEGFR）のすべてまたは一部（例えば、切断型）を含む。いくつかの態様にお
いて、マーカーをコードする核酸は、リンカー配列、例えばT2Aなどの切断可能リンカー
配列をコードするポリヌクレオチドに機能的に連結される。WO2014031687を参照されたい
。
【０４９４】
  いくつかの態様において、マーカーは、T細胞上に天然には見出されないまたはT細胞の
表面上に天然には見出されない分子、例えば細胞表面タンパク質、またはその一部である
。
【０４９５】
  いくつかの態様において、分子は非自己分子、例えば非自己タンパク質、すなわち細胞
が養子移入される宿主の免疫系によって「自己」と認識されないものである。
【０４９６】
  いくつかの態様において、マーカーは、治療的機能を果たさず、かつ／または遺伝子操
作のためのマーカー、例えばうまく操作された細胞を選択するためのマーカーとして使用
されること以外の効果をもたらさない。他の態様において、マーカーは治療分子、または
その他の方法で何らかの所望の効果を発揮する分子であってよく、例えばインビボで遭遇
する細胞のリガンドなど、例えば養子移入およびリガンドとの遭遇時に細胞の応答を増強
するおよび／または減衰させるための共刺激分子または免疫チェックポイント分子などで
あってよい。
【０４９７】
  場合により、CARは、第1世代CAR、第2世代CAR、および／または第3世代CARと称される
。いくつかの局面において、第1世代CARは、抗原結合時にCD3鎖誘導性シグナルを単に提
供するものであり；いくつかの局面において、第2世代CARは、そのようなシグナルおよび
共刺激シグナルを提供するもの、例えばCD28またはCD137などの共刺激受容体からの細胞
内シグナリングドメインを含むものであり；いくつかの局面において、第3世代CARは、異
なる共刺激受容体の複数の共刺激ドメインを含むものである。
【０４９８】
  いくつかの態様において、キメラ抗原受容体は、抗体または抗体断片を含有する細胞外
部分を含む。いくつかの局面において、キメラ抗原受容体は、抗体または断片を含有する
細胞外部分、および細胞内シグナル伝達ドメインを含む。いくつかの態様において、抗体
または断片はscFvを含み、細胞内ドメインはITAMを含有する。いくつかの局面において、
細胞内シグナル伝達ドメインは、CD3-ゼータ (CD3ζ) 鎖のゼータ鎖のシグナル伝達ドメ
インを含む。いくつかの態様において、キメラ抗原受容体は、細胞外ドメインと細胞内シ
グナル伝達ドメインとを連結する膜貫通ドメインを含む。いくつかの局面において、膜貫
通ドメインは、CD28の膜貫通部分を含有する。いくつかの態様において、キメラ抗原受容
体は、T細胞共刺激分子の細胞内ドメインを含有する。いくつかの局面において、T細胞共
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刺激分子はCD28または41BBである。
【０４９９】
  「ポリペプチド」および「タンパク質」という用語は、互換的に使用されてアミノ酸残
基のポリマーを指し、最小限の長さに限定されない。提供される受容体および他のポリペ
プチド、例えばリンカーまたはペプチドを含むポリペプチドは、天然および／または非天
然アミノ酸残基を含むアミノ酸残基を含み得る。これらの用語はまた、ポリペプチドの発
現後修飾、例えば、グリコシル化、シアリル化、アセチル化、およびリン酸化も含む。い
くつかの局面において、ポリペプチドは、タンパク質が所望の活性を維持する限り、ネイ
ティブまたは天然配列に対する修飾を含有し得る。これらの修飾は、部位特異的突然変異
誘発によるように、意図的である場合もあるし、またはタンパク質を産生する宿主の突然
変異もしくはPCR増幅に起因するエラーによるなど、偶発的である場合もある。
【０５００】
  いくつかの態様において、連続用量中の細胞によって発現される受容体、例えばCARは
、第1の用量の細胞によって発現される受容体、例えばCARのように、少なくとも1つの免
疫反応性エピトープを含有する。いくつかの局面において、連続用量で投与される細胞に
よって発現される受容体、例えばCARは、第1の用量によって発現される受容体、例えばCA
Rと同一であるか、または第1の用量で投与される細胞によって発現される受容体、例えば
CARと実質的に同一である。
【０５０１】
  様々な用量で対象に投与される細胞によって発現される組換え受容体、例えばCARは、
一般に、処置される疾患もしくは状態またはその細胞において発現される、それと関連し
た、および／またはそれに特異的な分子を認識するか、またはそれに特異的に結合する。
分子、例えば抗原、に特異的に結合すると、受容体は一般に、ITAMによって伝達されるシ
グナルなどの免疫賦活性シグナルを細胞に送達し、それによって疾患または状態を標的と
する免疫応答を促進する。例えば、いくつかの態様において、第1の用量中の細胞は、疾
患もしくは状態の細胞もしくは組織によって発現されるか、または疾患もしくは状態と関
連した抗原に特異的に結合するCARを発現する。
【０５０２】
2. TCR
  いくつかの態様において、遺伝子操作された抗原受容体には、組換えT細胞受容体 (TCR
) および／または天然に存在するT細胞からクローニングされたTCRが含まれる。いくつか
の態様では、標的抗原（例えば、がん抗原）に対する高親和性T細胞クローンが、同定さ
れ、患者から単離され、細胞に導入される。いくつかの態様において、標的抗原に対する
TCRクローンは、ヒト免疫系遺伝子（例えば、ヒト白血球抗原系またはHLA）を用いて操作
されたトランスジェニックマウスにおいて作製されている。例えば、腫瘍抗原を参照され
たい（例えば、Parkhurst et al. (2009) Clin Cancer Res. 15:169-180およびCohen et 
al. (2005) J Immunol. 175:5799-5808を参照されたい）。いくつかの態様では、標的抗
原に対するTCRを単離するために、ファージディスプレイが使用される（例えば、Varela-
Rohena et al. (2008) Nat Med. 14:1390-1395およびLi (2005) Nat Biotechnol. 23:349
-354を参照されたい）。
【０５０３】
  いくつかの態様では、T細胞クローンが得られた後、TCRアルファ鎖およびベータ鎖が単
離され、遺伝子発現ベクターにクローニングされる。いくつかの態様において、TCRアル
ファ遺伝子およびベータ遺伝子は、両鎖が同時発現されるように、ピコルナウイルス2Aリ
ボソームスキップペプチドを通じて連結される。いくつかの態様において、TCRの遺伝子
導入は、レトロウイルスベクターもしくはレンチウイルスベクターによって、またはトラ
ンスポゾンによって達成される（例えば、Baum et al. (2006) Molecular Therapy: The 
Journal of the American Society of Gene Therapy. 13:1050-1063；Frecha et al. (20
10) Molecular Therapy: The Journal of the American Society of Gene Therapy. 18:1
748-1757；およびHackett et al. (2010) Molecular Therapy: The Journal of the Amer
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ican Society of Gene Therapy. 18:674-683を参照されたい）。
【０５０４】
3. マルチターゲティング
  いくつかの態様において、細胞および方法は、それぞれが同じまたは異なる抗原を認識
し、典型的にはそれぞれが異なる細胞内シグナル伝達構成成分を含む、2種またはそれ以
上の遺伝子操作された受容体を細胞上に発現させるなどのマルチターゲティング戦略を含
む。そのようなマルチターゲティング戦略は、例えば、国際特許出願公開WO2014055668 A
1（例えば、オフターゲット細胞、例えば正常細胞上には個々に存在するが、処置される
べき疾患または状態の細胞上にのみ共に存在する2種類の異なる抗原を標的とする、活性
化CARと共刺激CARとの組み合わせを記載している）、およびFedorov et al., Sci. Trans
l. Medicine, 5(215) (December, 2013)（活性化CARおよび阻害性CARを発現する細胞、例
えば、活性化CARが、正常細胞または非罹患細胞と処置されるべき疾患または状態の細胞
との両方に発現されるある抗原に結合し、阻害性CARが、正常細胞または処置が望ましく
ない細胞にのみ発現される別の抗原に結合する細胞などを記載している）に記載されてい
る。
【０５０５】
  例えば、いくつかの態様において、細胞は、一般的に、第1受容体によって認識される
抗原、例えば第1抗原に特異的に結合した際に、細胞に対して活性化シグナルを誘導する
ことができる第1の遺伝子操作された抗原受容体（例えば、CARまたはTCR）を発現する受
容体を含む。いくつかの態様において、細胞は、一般的に、第2受容体によって認識され
る第2抗原に特異的に結合した際に、免疫細胞に対して共刺激シグナルを誘導することが
できる第2の遺伝子操作された抗原受容体（例えば、CARまたはTCR）、例えばキメラ共刺
激受容体をさらに含む。いくつかの態様において、第1抗原と第2抗原は同じである。いく
つかの態様において、第1抗原と第2抗原は異なる。
【０５０６】
  いくつかの態様において、第1および／または第2の遺伝子操作された抗原受容体（例え
ば、CARまたはTCR）は、細胞に対して活性化シグナルを誘導することができる。いくつか
の態様において、受容体は、ITAMまたはITAM様モチーフを含有する細胞内シグナル伝達構
成成分を含む。いくつかの態様において、第1受容体によって誘導される活性化は、免疫
応答の開始をもたらす、細胞におけるシグナル伝達またはタンパク質発現の変化、例えば
ITAMリン酸化および／もしくはITAM媒介性シグナル伝達カスケードの開始など、免疫シナ
プスの形成および／もしくは結合した受容体の近傍での分子（例えば、CD4もしくはCD8等
）のクラスター化、1種もしくは複数種の転写因子、例えばNF-κBおよび／もしくはAP-1
などの活性化、ならびに／またはサイトカインなどの因子の遺伝子発現の誘導、増殖、お
よび／もしくは生存を伴う。
【０５０７】
  いくつかの態様において、第1および／または第2受容体は、CD28、CD137 (4-1 BB) 、O
X40、および／またはICOSなどの共刺激受容体の細胞内シグナル伝達ドメインを含む。い
くつかの態様において、第1および2受容体は、異なる共刺激受容体の細胞内シグナル伝達
ドメインを含む。1つの態様において、第1受容体はCD28共刺激シグナル伝達領域を含有し
、第2受容体は4-1BB共刺激シグナル伝達領域を含有し、またはその逆である。
【０５０８】
  いくつかの態様において、第1および／または第2受容体は、ITAMまたはITAM様モチーフ
を含有する細胞内シグナル伝達ドメインおよび共刺激受容体の細胞内シグナル伝達ドメイ
ンの両方を含む。
【０５０９】
  いくつかの態様において、第1受容体はITAMまたはITAM様モチーフを含有する細胞内シ
グナル伝達ドメインを含有し、第2受容体は共刺激受容体の細胞内シグナル伝達ドメイン
を含有する。同じ細胞内での活性化シグナルと共刺激シグナルとの組み合わせは、免疫応
答、例えば強力でかつ持続的な免疫応答など、例えば、遺伝子発現の増加、サイトカイン
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および他の因子の分泌、ならびに細胞死滅などのT細胞媒介性エフェクター機能などをも
たらすものである。
【０５１０】
  いくつかの態様において、第1受容体のみの連結によっても第2受容体のみの連結によっ
ても、強力な免疫応答は誘導されない。いくつかの局面において、一方の受容体のみが連
結された場合には、細胞は寛容化する、もしくは抗原に対して応答しなくなる、または阻
害される、および／または増殖するように、もしくは因子を分泌するように、もしくはエ
フェクター機能を実行するように誘導されない。しかしながら、いくつかのそのような態
様において、第1抗原および第2抗原を発現する細胞に遭遇した際など、複数の受容体が連
結された場合には、例えば、1種もしくは複数種のサイトカインの分泌、増殖、持続、お
よび／または標的細胞の細胞傷害性死滅などの免疫エフェクター機能の実行によって示さ
れるような、完全な免疫活性化または刺激などの望ましい応答が達成される。
【０５１１】
  いくつかの態様において、2種類の受容体はそれぞれ、受容体の一方がその抗原に結合
することで細胞が活性化されるかまたは応答が誘導され、第2の阻害性受容体がその抗原
に結合することで、その応答を抑制するかまたは減衰させるシグナルが誘導されるように
、細胞に対して活性化シグナルおよび阻害シグナルを誘導する。例として、活性化CARと
阻害性CARまたはiCARとの組み合わせがある。このような戦略を使用することができ、例
えばこの場合、活性化CARは、疾患または状態において発現されるが、正常細胞上でも発
現される抗原と結合し、阻害性受容体は、正常細胞上で発現されるが、疾患または状態の
細胞上では発現されない別の抗原に結合する。
【０５１２】
  いくつかの態様において、特定の疾患または状態と関連した抗原が、一過性に（例えば
、遺伝子操作と関連した刺激時に）または恒久的に非罹患細胞上で発現され、かつ／また
は操作された細胞自体において発現される場合に、マルチターゲティング戦略が用いられ
る。そのような場合、2つの別々の、かつ個々に特異的な抗原受容体の連結を必要とする
ことによって、特異性、選択性、および／または有効性が改善され得る。
【０５１３】
  いくつかの態様において、複数種の抗原、例えば第1抗原および第2抗原は、標的とされ
る細胞、組織、または疾患もしくは状態において、例えばがん細胞などにおいて発現され
る。いくつかの局面において、細胞、組織、疾患、または状態は多発性骨髄腫または多発
性骨髄腫細胞である。いくつかの態様において、複数種の抗原のうちの1種または複数種
は一般に、細胞療法で標的とすることが望ましくない細胞、例えば正常なもしくは非罹患
の細胞もしくは組織、および／または操作された細胞自体においても発現される。そのよ
うな態様では、細胞の応答を達成するために複数種の受容体の連結を必要とすることによ
って、特異性および／または有効性が達成される。
【０５１４】
B. ベクターおよび遺伝子操作の方法
  遺伝子操作された構成成分、例えば抗原受容体、例えばCARまたはTCRを導入するための
様々な方法が周知であり、提供される方法および組成物と共に使用され得る。例示的な方
法には、ウイルス、例えばレトロウイルスまたはレンチウイルス、形質導入、トランスポ
ゾン、およびエレクトロポレーションによるものを含む、受容体をコードする核酸を導入
するための方法が含まれる。
【０５１５】
  いくつかの態様において、組換え核酸は、例えばシミアンウイルス40 (SV40)、アデノ
ウイルス、アデノ随伴ウイルス (AAV) 由来のベクターなどの組換え感染性ウイルス粒子
を用いて、培養細胞に導入される。いくつかの態様において、組換え核酸は、組換えレン
チウイルスベクターまたはレトロウイルスベクター、例えばガンマ-レトロウイルスベク
ターなどを用いて、T細胞に導入される（例えば、Koste et al. (2014) Gene Therapy 20
14 Apr 3. doi: 10.1038/gt.2014.25；Carlens et al. (2000) Exp Hematol 28(10): 113
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7-46；Alonso-Camino et al. (2013) Mol Ther Nucl Acids 2, e93；Park et al., Trend
s Biotechnol. 2011 November 29(11): 550-557を参照されたい）。
【０５１６】
  いくつかの態様において、レトロウイルスベクター、例えば、モロニーマウス白血病ウ
イルス (MoMLV)、骨髄増殖性肉腫ウイルス (MPSV)、マウス胚性幹細胞ウイルス (MESV)、
マウス幹細胞ウイルス (MSCV)、脾フォーカス形成ウイルス (SFFV)、またはアデノ随伴ウ
イルス (AAV) 由来のレトロウイルスベクターは、長い末端反復配列 (LTR) を有する。大
部分のレトロウイルスベクターは、マウスレトロウイルスに由来する。いくつかの態様に
おいて、レトロウイルスには、任意の鳥類細胞または哺乳動物細胞供給源に由来するもの
が含まれる。レトロウイルスは典型的に広宿主性であり、広宿主性とは、それらが、ヒト
を含むいくつかの種の宿主細胞に感染する能力を有することを意味する。1つの態様では
、発現されるべき遺伝子でレトロウイルスのgag、pol、および／またはenv配列を置き換
える。実例となるレトロウイルス系がいくつか記載されている（例えば、米国特許第5,21
9,740号；第6,207,453号；第5,219,740号；Miller and Rosman (1989) BioTechniques 7:
980-990；Miller, A.D. (1990) Human Gene Therapy 1:5-14；Scarpa et al. (1991) Vir
ology 180:849-852；Burns et al. (1993) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90:8033-8037；
およびBoris-Lawrie and Temin (1993) Cur. Opin. Genet. Develop. 3:102-109）。
【０５１７】
  レンチウイルス形質導入の方法は公知である。例示的な方法は、例えば、Wang et al. 
(2012) J. Immunother. 35 (9): 689-701；Cooper et al. (2003) Blood. 101:1637-1644
；Verhoeyen et al. (2009) Methods Mol Biol. 506:97-114；およびCavalieri et al. (
2003) Blood. 102(2): 497-505に記載されている。
【０５１８】
  いくつかの態様において、組換え核酸は、エレクトロポレーションによってT細胞に導
入される（例えば、Chicaybam et al, (2013) PLoS ONE 8(3): e60298、およびVan Tedel
oo et al. (2000) Gene Therapy 7(16): 1431-1437を参照されたい）。いくつかの態様に
おいて、組換え核酸は、転位によってT細胞に導入される（例えば、Manuri et al. (2010
) Hum Gene Ther 21(4): 427-437；Sharma et al. (2013) Molec Ther Nucl Acids 2, e7
4；およびHuang et al. (2009) Methods Mol Biol 506: 115-126を参照されたい）。免疫
細胞に遺伝物質を導入し発現させる他の方法には、（例えば、Current Protocols in Mol
ecular Biology, John Wiley & Sons, New York, N.Y.に記載されているような）リン酸
カルシウムトランスフェクション、プロトプラスト融合、カチオン性リポソーム媒介性ト
ランスフェクション；タングステン粒子促進性微粒子銃（Johnston, Nature, 346: 776-7
77 (1990)）、およびリン酸ストロンチウムDNA共沈殿（Brash et al., Mol. Cell Biol.,
 7: 2031-2034 (1987)）が含まれる。
【０５１９】
  組換え産物をコードする核酸を導入するための他のアプローチおよびベクターは、例え
ば国際特許出願公開WO2014055668および米国特許第7,446,190号に記載されているもので
ある。
【０５２０】
  いくつかの態様では、増大中または増大後のいずれかに、細胞、例えばT細胞に、T細胞
受容体 (TCR) またはキメラ抗原受容体 (CAR) をトランスフェクトしてもよい。所望の受
容体の遺伝子を導入するためのこのトランスフェクションは、例えば任意の適切なレトロ
ウイルスベクターを用いて行うことができる。次いで、遺伝子改変された細胞集団を初期
刺激（例えば、CD3/CD28刺激）から解放し、その後、例えば新規に導入された受容体を通
して第2の型の刺激で刺激することができる。この第2の型の刺激は、ペプチド／MHC分子
、遺伝子導入された受容体の同族（架橋）リガンド（例えば、CARの天然リガンド）、ま
たは（例えば、受容体内の定常領域を認識することにより）新たな受容体のフレームワー
ク内に直接結合する任意のリガンド（抗体など）の形態の抗原刺激を含み得る。例えば、
Cheadle et al, 「Chimeric antigen receptors for T-cell based therapy」 Methods M
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ol Biol. 2012; 907:645-66またはBarrett et al., Chimeric Antigen Receptor Therapy
 for Cancer Annual Review of Medicine Vol. 65: 333-347 (2014) を参照されたい。
【０５２１】
  付加的な核酸、例えば導入するための遺伝子には、移植された細胞の生存度および／ま
たは機能を促進することなどによって、治療の有効性を改善するためのもの；インビボで
の生存または局在性を評価するためなどの、細胞の選択および／または評価のための遺伝
子マーカーを提供するための遺伝子；例えば、Lupton S.D. et al., Mol. and Cell Biol
., 11:6 (1991)；およびRiddell et al., Human Gene Therapy 3:319-338 (1992) に記載
されているように、細胞がインビボで陰性選択を受け得るようにすることによって、安全
性を改善するための遺伝子が含まれる。優性陽性選択可能マーカーを陰性選択可能マーカ
ーと融合することによって得られる二機能性選択可能融合遺伝子の使用を記載している、
LuptonらによるPCT/US91/08442およびPCT/US94/05601の刊行物もまた参照されたい。例え
ば、Riddellらの米国特許第6,040,177号の第14～17欄を参照されたい。
【０５２２】
  いくつかの例においては、細胞、例えばT細胞が活性化されることを必要としないベク
ターが使用され得る。そのような場合には、細胞は、活性化の前に選択および／または形
質導入され得る。したがって、本明細書に記載されるような細胞の培養の前または後に、
および場合によっては培養の少なくとも一部と同時にもしくはその最中に、細胞を操作す
ることができる。いくつかの態様において、操作されるべき細胞は培養細胞であり、また
は場合によっては、本明細書に記載されるような培養を行う前に細胞に形質導入すること
ができる。
【０５２３】
V. 組成物、製剤、および投与方法
  操作された受容体（例えば、操作された抗原受容体）、例えばCARまたはTCRを含有する
組成物、ならびに、操作された細胞を含有する組成物例えば薬学的組成物および製剤、も
また提供される。本明細書で提供される方法のいずれかによって生成される複数の培養T
細胞または標的細胞、および任意で薬学的に許容される賦形剤を含有する組成物もまた提
供される。抗原が発現される疾患、状態、および障害の処置における、または検出、診断
、および予後診断方法におけるような、組成物の使用方法およびその使用もまた提供され
る。
【０５２４】
A. 組成物／製剤
  「薬学的製剤」という用語は、その中に含有される活性成分の生物学的活性が有効であ
ることを可能にするような形態であって、かつその製剤が投与される対象にとって容認で
きないほどの毒性がある付加的な構成成分を含有しない調製物を指す。
【０５２５】
  「薬学的に許容される担体」とは、対象にとって非毒性である、活性成分以外の薬学的
製剤中の成分を指す。薬学的に許容される担体には、緩衝剤、賦形剤、安定剤、または保
存剤が含まれるが、これらに限定されない。
【０５２６】
  いくつかの局面において、担体の選択は、一部には、特定の細胞によって、および／ま
たは投与方法によって決まる。したがって、種々の適切な製剤が存在する。例えば、薬学
的組成物は保存剤を含有し得る。適切な保存剤には、例えば、メチルパラベン、プロピル
パラベン、安息香酸ナトリウム、および塩化ベンザルコニウムが含まれ得る。いくつかの
局面では、2種またはそれ以上の保存剤の混合物が使用される。保存剤またはその混合物
は典型的に、組成物全体の約0.0001重量%～約2重量%の量で存在する。担体は、例えばRem
ington's Pharmaceutical Sciences 16th edition, Osol, A. Ed. (1980) によって記載
されている。薬学的に許容される担体は、使用される投薬量および濃度において一般に受
容者にとって非毒性であり、これには、緩衝剤、例えばリン酸、クエン酸、および他の有
機酸など；抗酸化剤、例えばアスコルビン酸およびメチオニンを含む；保存剤（オクタデ
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シルジメチルベンジル塩化アンモニウム；塩化ヘキサメトニウム；塩化ベンザルコニウム
；塩化ベンゼトニウム；フェノール、ブチルアコールもしくはベンジルアルコール；メチ
ルパラベンもしくはプロピルパラベンなどのアルキルパラベン；カテコール；レゾルシノ
ール；シクロヘキサノール；3-ペンタノール；およびm-クレゾールなど）；低分子量（約
10残基未満）のポリペプチド；タンパク質、例えば血清アルブミン、ゼラチン、もしくは
免疫グロブリンなど；親水性ポリマー、例えばポリビニルピロリドンなど；アミノ酸、例
えばグリシン、グルタミン、アスパラギン、ヒスチジン、アルギニン、もしくはリジンな
ど；単糖、二糖、および他の糖質、例えばグルコース、マンノース、もしくはデキストリ
ンを含む；キレート剤、例えばEDTAなど；糖類、例えばスクロース、マンニトール、トレ
ハロース、もしくはソルビトールなど；塩形成対イオン、例えばナトリウムなど；金属錯
体（例えば、Zn-タンパク質複合体）；ならびに／または非イオン性界面活性剤、例えば
ポリエチレングリコール (PEG) などが含まれるが、これらに限定されない。
【０５２７】
  いくつかの局面では、緩衝物質が組成物中に含まれる。適切な緩衝物質には、例えば、
クエン酸、クエン酸ナトリウム、リン酸、リン酸カリウム、ならびに様々な他の酸および
塩が含まれる。いくつかの局面では、2種またはそれ以上の緩衝物質の混合物が使用され
る。緩衝物質またはその混合物は典型的に、組成物全体の約0.001重量%～約4重量%の量で
存在する。投与可能な薬学的組成物を調製する方法は公知である。例示的な方法は、例え
ばRemington: The Science and Practice of Pharmacy, Lippincott Williams & Wilkins
; 21st ed. (May 1, 2005) に詳述されている。
【０５２８】
  製剤または組成物は、細胞で処置される特定の適応症、疾患、または状態に有用な2種
以上の活性成分、好ましくは細胞を補完する活性を有し、それぞれの活性が互いに有害な
影響を及ぼさないものもまた含有し得る。そのような活性成分は、意図される目的に有効
な量の組み合わせで適切に存在する。したがって、いくつかの態様において、薬学的組成
物は、他の薬学的に活性のある作用物質または薬物、例えば化学療法剤など、例えば、ア
スパラギナーゼ、ブスルファン、カルボプラチン、シスプラチン、ダウノルビシン、ドキ
ソルビシン、フルオロウラシル、ゲムシタビン、ヒドロキシ尿素、メトトレキサート、パ
クリタキセル、リツキシマブ、ビンブラスチン、ビンクリスチン等をさらに含む。いくつ
かの態様において、細胞または抗体は、塩、例えば薬学的に許容される塩の形態で投与さ
れる。薬学的に許容される適切な酸付加塩には、塩酸、臭化水素酸、リン酸、メタリン酸
、硝酸、および硫酸などの鉱酸、ならびに酒石酸、酢酸、クエン酸、リンゴ酸、乳酸、フ
マル酸、安息香酸、グリコール酸、グルコン酸、コハク酸、およびアリールスルホン酸、
例えばp-トルエンスルホン酸などの有機酸から誘導されるものが含まれる。
【０５２９】
  活性成分は、マイクロカプセル、コロイド状薬物送達系（例えば、リポソーム、アルブ
ミンマイクロスフェア、マイクロエマルション、ナノ粒子、およびナノカプセル）、また
はマクロエマルション中に封入され得る。ある特定の態様において、薬学的組成物は、シ
クロデキストリン包接複合体などの包接複合体として、またはリポソームとして製剤化さ
れる。リポソームは、宿主細胞（例えば、T細胞またはNK細胞）が特定組織を標的とする
のに役立ち得る。リポソームの調製には、例えば、Szoka et al., Ann. Rev. Biophys. B
ioeng., 9: 467 (1980)、ならびに米国特許第4,235,871号、第4,501,728号、第4,837,028
号、および第5,019,369号に記載されているものなど、多くの方法を利用することができ
る。
【０５３０】
  薬学的組成物はいくつかの局面において、組成物の送達が、処置されるべき部位の感作
の前に、その感作を引き起こすのに十分な時間起こるように、持続放出型、遅延放出型、
および徐放型の送達系を使用し得る。多くの型の放出送達系が利用可能であり、それらは
公知である。そのような系は、組成物の反復投与を回避し、それによって対象および医師
の利便性を高め得る。
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【０５３１】
  薬学的組成物はいくつかの態様において、治療有効量または予防有効量などの、疾患ま
たは状態を処置または予防するのに有効な量で細胞を含有する。治療有効性または予防有
効性はいくつかの態様において、処置された対象の定期評価によってモニターされる。状
態に応じた数日またはそれ以上にわたる反復投与の場合、処置は、疾患症状の望ましい抑
制が起こるまで繰り返される。しかしながら、他の投与計画が有用である場合もあり、そ
れが決定され得る。望ましい投薬量は、組成物の単回ボーラス投与によって、組成物の複
数回ボーラス投与によって、または組成物の持続注入投与によって送達され得る。
【０５３２】
  細胞は、標準的な投与技法、製剤、および／または装置を用いて投与され得る。組成物
の貯蔵および投与のための、シリンジおよびバイアルなどの製剤および装置が提供される
。細胞の投与は、自家投与または異種投与であってよい。例えば、ある対象から免疫応答
細胞または前駆細胞を入手し、同じ対象または異なる適合対象に投与することができる。
末梢血由来免疫応答細胞またはそれらの子孫（例えば、インビボ、エクスビボ、またはイ
ンビトロで得られる）は、カテーテル投与を含む局所注射、全身注射、局所注射、静脈内
注射、または非経口投与によって投与することができる。治療用組成物（例えば、遺伝子
改変された免疫応答細胞を含有する薬学的組成物）を投与する場合、治療用組成物は一般
に注射可能な単位剤形（溶液、懸濁液、エマルション）で製剤化される。
【０５３３】
  製剤には、経口投与、静脈内投与、腹腔内投与、皮下投与、肺投与、経皮投与、筋肉内
投与、鼻腔内投与、頬側投与、舌下投与、または坐剤投与用のものが含まれる。いくつか
の態様において、細胞集団は非経口投与される。本明細書で用いられる「非経口」という
用語は、静脈内投与、筋肉内投与、皮下投与、直腸投与、腟投与、および腹腔内投与を含
む。いくつかの態様において、細胞集団は、静脈内注射、腹腔内注射、または皮下注射に
よる末梢全身送達を用いて対象に投与される。
【０５３４】
  組成物はいくつかの態様において、無菌液体調製物、例えば、等張性水溶液、懸濁液、
エマルション、分散液、または粘性組成物として提供され、それらはいくつかの局面にお
いて、選択されたpHに緩衝化され得る。液体調製物は通常、ゲル、他の粘性組成物、およ
び固体組成物よりも調製が容易である。加えて、液体組成物の方が、投与するのに、特に
注射によって投与するのにいくらか便利である。一方、粘性組成物は、特定組織とのより
長い接触期間を提供するために、適切な粘性範囲内で製剤化され得る。液体組成物または
粘性組成物は担体を含んでよく、担体は、例えば、水、食塩水、リン酸緩衝食塩水、ポリ
オール（例えば、グリセロール、プロピレングリコール、液体ポリエチレングリコール）
、およびそれらの適切な混合物を含有する溶媒または分散媒であってよい。
【０５３５】
  無菌注射溶液は、細胞を溶媒中に組み入れて、滅菌水、生理食塩水、グルコース、デキ
ストロース、または同様のものなどの適切な担体、希釈剤、または賦形剤と混合するなど
して調製され得る。組成物はまた凍結乾燥され得る。組成物は、投与経路および所望の調
製物に応じて、湿潤剤、分散剤、または乳化剤（例えば、メチルセルロース）、pH緩衝物
質、ゲル化または増粘性添加剤、保存剤、香味剤、着色剤、および同様のものなどの補助
物質を含有し得る。いくつかの局面では、適切な調製物を調製するために標準的な教本を
参照することができる。
【０５３６】
  抗菌性保存剤、抗酸化剤、キレート剤、および緩衝剤を含む、組成物の安定性および無
菌性を増加させる様々な添加剤が添加され得る。微生物作用の防止は、様々な抗菌剤およ
び抗真菌剤、例えば、パラベン、クロロブタノール、フェノール、ソルビン酸、および同
様のものによって保証され得る。注射可能な薬学的形態の長期吸収は、吸収を遅延させる
作用物質、例えばモノステアリン酸アルミニウムおよびゼラチンの使用によってもたらさ
れ得る。
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【０５３７】
  徐放性調製物を調製することもできる。徐放性調製物の適切な例には、造形品、例えば
フィルムまたはマイクロカプセルの形態をした、抗体を含有する固体疎水性ポリマーの半
透過性マトリクスが含まれる。
【０５３８】
  インビボ投与に使用されるべき製剤は一般に無菌である。無菌性は、例えば無菌濾過膜
を介する濾過などによって容易に達成され得る。
【０５３９】
B. 投与方法
  細胞、集団、および組成物を投与する方法、ならびにがんを含む疾患、状態、および障
害を処置または予防するためのそのような細胞、集団、および組成物の使用が提供される
。いくつかの態様では、細胞、集団、および組成物が、例えば養子T細胞療法などの養子
細胞療法によって、処置されるべき特定の疾患または状態を有する対象または患者に投与
される。いくつかの態様では、操作された組成物ならびにインキュベーションおよび／ま
たは他の加工段階の後の生成終了組成物などの、提供される方法によって調製された細胞
および組成物が、疾患もしくは状態を有するかまたはそれらのリスクがある対象などの対
象に投与される。いくつかの局面において、本方法はそれにより、操作されたT細胞によ
って認識される抗原を発現するがんにおける腫瘍量を減らすことなどによって、疾患また
は状態の1つまたは複数の症状を処置する、例えば改善する。
【０５４０】
  養子細胞療法のために細胞を投与する方法は公知であり、提供される方法および組成物
と関連して使用され得る。例えば、養子T細胞療法は、例えば、Gruenberg et alの米国特
許出願公開番号2003/0170238；Rosenbergの米国特許第4,690,915号；Rosenberg (2011) N
at Rev Clin Oncol. 8(10):577-85に記載されている。例えば、Themeli et al. (2013) N
at Biotechnol. 31(10): 928-933；Tsukahara et al.(2013) Biochem Biophys Res Commu
n 438(1): 84-9；Davila et al. (2013) PLoS ONE 8(4): e61338を参照されたい。
【０５４１】
  本明細書で用いられる場合、「対象」は、ヒトまたは他の動物などの哺乳動物であり、
典型的にはヒトである。いくつかの態様において、細胞、細胞集団、または組成物が投与
される対象、例えば患者は、哺乳動物、典型的にはヒトなどの霊長類である。いくつかの
態様において、霊長類はサルまたは類人猿である。対象は男性または女性であってよく、
幼児、若年、青年、成人、および老年対象を含む任意の適切な年齢であってよい。いくつ
かの態様において、対象は、齧歯類などの非霊長類哺乳動物である。
【０５４２】
  本明細書で用いられる場合、「処置」（および「処置する」または「処置すること」な
どの、その文法上の変形）は、疾患もしくは状態もしくは障害、またはそれに伴う症状、
有害作用、もしくは転帰、もしくは表現型の完全なまたは部分的な改善または軽減を指す
。処置の望ましい効果には、疾患の発生または再発の予防、症状の軽減、疾患の任意の直
接的または間接的な病理学的結果の減縮、転移の予防、疾患進行速度の低下、疾患状態の
改善または緩和、ならびに寛解または予後の改善が含まれるが、これらに限定されない。
本用語は、疾患の完全な治癒、または任意の症状の完全な除去、またはすべての症状もし
くは転帰に対する効果を意味するものではない。
【０５４３】
  本明細書で用いられる場合、「疾患の発症を遅延させること」とは、疾患（がんなど）
の発症を延期し、妨げ、減速させ、遅らせ、安定化し、抑制し、かつ／または先延ばしに
することを意味する。この遅延は、処置される疾患および／または個体の病歴に応じて、
様々な時間の長さであり得る。当業者には明白であるように、十分なまたは著しい遅延は
、個体が疾患を発症しないという点で、事実上、予防を包含し得る。例えば、転移の発症
などの末期がんが遅延され得る。
【０５４４】
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  本明細書で用いられる「予防すること」は、ある疾患に対する素因を有し得るがまだそ
の疾患とは診断されていない対象において、該疾患の発生または再発に対する予防を提供
することを含む。いくつかの態様において、提供される細胞および組成物は、疾患の発症
を遅延させるためまたは疾患の進行を減速させるために使用される。
【０５４５】
  本明細書で用いられる場合、機能または活性を「抑制する」こととは、関心対象の条件
またはパラメータを除くその他の点で同じ条件と比較して、あるいは別の条件と比較して
、その機能または活性を低下させることである。例えば、腫瘍成長を抑制する細胞は、そ
の細胞が存在しない場合の腫瘍の成長速度と比較して、腫瘍の成長速度を低下させる。
【０５４６】
  投与との関連における、作用物質、例えば、薬学的製剤、細胞、または組成物の「有効
量」とは、必要な投薬量／量および期間において、治療結果または予防結果などの所望の
結果を達成するのに有効な量を指す。
【０５４７】
  作用物質、例えば、薬学的製剤または細胞の「治療有効量」とは、必要な投薬量および
期間において、疾患、状態、もしくは障害の処置などに関する所望の治療結果、および／
または処置の薬物動態学的もしくは薬力学的な効果を達成するのに有効な量を指す。治療
有効量は、対象の疾患状態、年齢、性別、および体重、ならびに投与される細胞集団など
の因子に従って変動し得る。いくつかの態様において、提供される方法は、細胞および/
または組成物を有効量で、例えば治療有効量で投与することを伴う。
【０５４８】
  「予防有効量」とは、必要な投薬量および期間において、所望の予防結果を達成するの
に有効な量を指す。予防用量は疾患の前または初期段階に対象において使用されるため、
典型的には予防有効量は治療有効量よりも少ないが、必ずしもそうとは限らない。
【０５４９】
  処置される疾患または状態は、抗原の発現が、疾患状態または障害の病因に関連してお
り、かつ／または関与している、例えばそのような疾患、状態、または障害を引き起こす
、悪化させる、またはその他の点でそれらに関与している任意のものであってよい。例示
的な疾患および状態には、悪性腫瘍もしくは細胞の形質転換を伴う疾患もしくは状態（例
えば、がん）、自己免疫疾患もしくは炎症性疾患、または例えば細菌、ウイルス、もしく
は他の病原体によって引き起こされる感染症が含まれ得る。処置され得る様々な疾患およ
び状態に関連している抗原を含む例示的な抗原は、上記されている。特定の態様において
、キメラ抗原受容体またはトランスジェニックTCRは、疾患または状態と関連している抗
原に特異的に結合する。
【０５５０】
  したがって、提供される方法および使用には、養子細胞療法のための方法および使用が
含まれる。いくつかの態様において、本方法は、対象、組織、または細胞、例えば疾患、
状態、もしくは障害を有するか、それらのリスクがあるか、またはそれらを有すると疑わ
れるものなどへの、細胞または細胞を含有する組成物の投与を含む。いくつかの態様では
、細胞、集団、および組成物が、例えば養子T細胞療法などの養子細胞療法によって、処
置されるべき特定の疾患または状態を有する対象に投与される。いくつかの態様では、細
胞または組成物が、疾患もしくは状態を有するかまたはそれらのリスクがある対象などの
対象に投与され、疾患または状態の1つまたは複数の症状を改善する。
【０５５１】
  いくつかの態様において、細胞療法、例えば養子T細胞療法は、細胞療法を受ける予定
の対象から、またはそのような対象に由来する試料から細胞が単離され、かつ／またはそ
の他の方法で調製される自家移植によって行われる。したがって、いくつかの局面におい
て、細胞は、処置および細胞を必要とする対象、例えば患者に由来し、単離および処理後
に同じ対象に投与される。
【０５５２】
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  いくつかの態様において、細胞療法、例えば養子T細胞療法は、細胞療法を受ける予定
であるかまたは最終的に細胞療法を受ける対象以外の対象、例えば第1対象から細胞が単
離され、かつ／またはその他の方法で調製される同種移植によって行われる。そのような
態様において、この細胞は次いで、同じ種の異なる対象、例えば第2対象に投与される。
いくつかの態様において、第1対象と第2対象は遺伝子的に同一である。いくつかの態様に
おいて、第1対象と第2対象は遺伝子的に類似している。いくつかの態様において、第2対
象は第1対象と同じHLAクラスまたはスーパータイプを発現する。細胞は、任意の適切な手
段によって投与され得る。投薬および投与は、投与が短期的であるか長期的であるかに一
部依存し得る。様々な投薬計画には、単回または様々な時点にわたる複数回投与、ボーラ
ス投与、およびパルス注入が含まれるが、これらに限定されない。
【０５５３】
  ある特定の態様において、細胞または細胞のサブタイプの個々の集団は、約100万～約1
000億個の範囲の細胞および／または体重1キログラムにつきその量の細胞、例えば100万
～約500億個の細胞など（例えば、約500万個の細胞、約2500万個の細胞、約5億個の細胞
、約10億個の細胞、約50億個の細胞、約200億個の細胞、約300億個の細胞、約400億個の
細胞、または前述の値のうちのいずれか2つによって規定される範囲）、例えば約1000万
～約1000億個の細胞（例えば、約2000万個の細胞、約3000万個の細胞、約4000万個の細胞
、約6000万個の細胞、約7000万個の細胞、約8000万個の細胞、約9000万個の細胞、約100
億個の細胞、約250億個の細胞、約500億個の細胞、約750億個の細胞、約900億個の細胞、
または前述の値のうちのいずれか2つによって規定される範囲）、および場合によっては
約1億個の細胞～約500億個の細胞（例えば、約1億2000万個の細胞、約2億5000万個の細胞
、約3億5000万個の細胞、約4億5000万個の細胞、約6億5000万個の細胞、約8億個の細胞、
約9億個の細胞、約30億個の細胞、約300億個の細胞、約450億個の細胞）、またはこれら
の範囲の間にある任意の値が、かつ／または体重1キログラムにつき、対象に投与される
。この場合も同様に、投薬量は、疾患もしくは障害および／または患者および／または他
の処置に特有の特質に応じて変動し得る。いくつかの態様において、細胞は、併用処置の
一部として、例えば、別の治療的介入、例えば抗体または操作された細胞または受容体ま
たは作用物質など、例えば細胞毒性剤または治療剤などと同時に、または任意の順序で逐
次的に投与される。細胞はいくつかの態様において、1種または複数種の付加的な治療剤
と、または別の治療的介入と関連して、同時にまたは任意の順序で逐次的に共投与される
。状況によっては、細胞は、細胞集団が1種もしくは複数種の付加的な治療剤の効果を増
強するように、またはその逆になるように、十分に近い時間内に別の治療法と共投与され
る。いくつかの態様において、細胞は、1種または複数種の付加的な治療剤の前に投与さ
れる。いくつかの態様において、細胞は、1種または複数種の付加的な治療剤の後に投与
される。いくつかの態様において、1種または複数種の付加的な作用物質には、例えば持
続性を増強するための、IL-2などのサイトカインが含まれる。いくつかの態様において、
本方法は、化学療法剤の投与を含む。
【０５５４】
  細胞の投与後、操作された細胞集団の生物学的活性はいくつかの態様において、例えば
いくつかの公知の方法のいずれかによって測定される。評価するパラメータには、例えば
イメージングによるインビボでの、または例えばELISAもしくはフローサイトメトリーに
よるエクスビボでの、抗原に対する操作されたT細胞もしくは天然T細胞または他の免疫細
胞の特異的結合が含まれる。ある特定の態様において、標的細胞を破壊する操作された細
胞の能力は、例えばKochenderfer et al., J. Immunotherapy, 32(7): 689-702 (2009) 
およびHerman et al. J. Immunological Methods, 285(1): 25-40 (2004) に記載されて
いる細胞傷害性アッセイなどの、当技術分野で公知の任意の適切な方法を用いて測定され
得る。ある特定の態様において、細胞の生物学的活性は、CD107a、IFNγ、IL-2、およびT
NFなどの1種または複数種のサイトカインの発現および／または分泌をアッセイすること
によって測定される。いくつかの局面において、生物学的活性は、腫瘍量または腫瘍負荷
量の減少などの臨床転帰を評価することによって測定される。
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【０５５５】
  ある特定の態様において、操作された細胞は、それらの治療有効性または予防有効性が
増加するように、いくつもの方法でさらに改変される。例えば、集団によって発現される
操作されたCARまたはTCRは、ターゲティング部分に直接的に、またはリンカーを介して間
接的にコンジュゲートされ得る。化合物、例えばCARまたはTCRをターゲティング部分にコ
ンジュゲートする実践は、当技術分野において公知である。例えば、Wadwa et al., J.Dr
ug Targeting 3:1 1 1 (1995) および米国特許第5,087,616号を参照されたい。
【０５５６】
VI. 定義
  特に定義されない限り、本明細書で用いられる専門用語、表記、ならびに他の技術用語
および科学用語または用語法はすべて、特許請求される主題が関係する技術分野の当業者
によって一般に理解されているものと同じ意味を有することが意図される。場合によって
は、一般に理解されている意味を有する用語を、明確にするためにおよび／またはすぐに
参照できるように本明細書において定義するが、本明細書にそのような定義を含めること
は、当技術分野において一般に理解されているものとの実質的な相違を表すと必ずしも解
釈されるべきではない。
【０５５７】
  本明細書で用いられる場合、単数形「1つの (a)」、「1つの (an)」、および「その」
は、特に文脈によって明白に指示されていない限り、その対象物の複数形も含む。例えば
、「1つの (a)」または「1つの (an)」は、「少なくとも1つの」または「1つまたは複数
の」を意味する。本明細書に記載される局面および変形は、局面および変形「からなる」
ならびに／または局面および変形「から本質的になる」を含むと理解される。
【０５５８】
  本開示を通して、特許請求される主題の様々な局面は、範囲形式で提示される。範囲形
式での記載は、単に便宜上および簡潔化のためであり、特許請求される主題の範囲に対す
る確固たる限定として解釈されるべきでないことが、理解されるべきである。したがって
、範囲の記載は、可能な部分範囲およびその範囲内の個々の数値をすべて具体的に開示し
ていると見なされるべきである。例えば、ある値域が提供される場合、その範囲の上限値
と下限値の間の各介在値、およびその規定範囲内の任意の他の規定値または介在値が、特
許請求される主題内に包含されることが理解される。これらのより小さな範囲の上限値お
よび下限値は、独立的にそのより小さな範囲内に含まれてよく、これらもまた、規定範囲
における任意の具体的に除外される限界値に従って、特許請求される主題内に包含される
。規定範囲が限界値の一方または両方を含む場合、それら含まれた限界値の一方または両
方を除外する範囲もまた、特許請求される主題内に含まれる。このことは、範囲の幅とは
無関係に適用される。
【０５５９】
  本明細書で用いられる「約」という用語は、当業者にとっては明白な、各値に関する通
常の誤差範囲を指す。本明細書において「約」のついた値またはパラメータへの言及は、
その値またはパラメータそのものに向けられた態様を含む（および記載する）。例えば、
「約X」に言及する記載は「X」の記載を含む。
【０５６０】
  本明細書で用いられる場合、組成物とは、2種またはそれ以上の、細胞を含めた製品、
物質、または化合物の任意の混合物を指す。組成物は、溶液、懸濁液、液体、粉末、ペー
スト、水性、非水性、またはそれらの任意の組み合わせであってよい。
【０５６１】
  本明細書で用いられる「ベクター」という用語は、それが連結されている別の核酸を増
殖させることができる核酸分子を指す。本用語は、自己複製核酸構造としてのベクター、
およびそれが導入された宿主細胞のゲノム中に組み込まれたベクターを含む。ある特定の
ベクターは、それらが機能的に連結されている核酸の発現を指示することができる。その
ようなベクターは、本明細書において「発現ベクター」と称される。ベクターには、ウイ
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ルスベクター、例えばガンマレトロウイルスベクターといった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どが含まれる。
【０５６２】
  「宿主細胞」、「宿主細胞株」、および「宿主細胞培養物」という用語は互換的に使用
され、外因性核酸が導入された細胞を指し、そのような細胞の子孫も含む。宿主細胞には
「形質転換体」および「形質転換細胞」が含まれ、これには初代形質転換細胞、および継
代数に関係なくそれらに由来する子孫が含まれる。子孫は、核酸の内容が親細胞と完全に
一致していなくてもよく、変異を含有してもよい。元の形質転換細胞においてスクリーニ
ングまたは選択されたものと同じ機能または生物学的活性を有する変異体子孫も、本明細
書に含まれる。
【０５６３】
  本明細書で用いられる場合、1つまたは複数の特定の細胞型または細胞集団に言及する
場合の「濃縮すること」とは、集団もしくは細胞によって発現されるマーカーに基づく陽
性選択、または枯渇されるべき細胞集団もしくは細胞上に存在しないマーカーに基づく陰
性選択などによって、例えば組成物中の全細胞数もしくは組成物の体積と比較して、また
は他の細胞型に対して、細胞型または集団の数またはパーセンテージを増加させることを
指す。本用語は、組成物からの他の細胞、細胞型、または集団の完全な除去を必要とせず
、かつそのように濃縮された細胞が、濃縮組成物中に100%または100%近くさえ存在するこ
とを必要としない。
【０５６４】
  本明細書で用いられる場合、細胞または細胞の集団が特定マーカーに関して「陽性」で
あるという記述は、特定マーカー、典型的には表面マーカーが、細胞上または細胞中に検
出可能な程度に存在することを指す。表面マーカーに言及する場合、本用語は、フローサ
イトメトリーによって、例えばマーカーに特異的に結合する抗体で染色し該抗体を検出す
ることによって、検出される表面発現の存在を指し、この場合、染色は、アイソタイプ一
致対照を他の点では同一の条件下で用いて同じ手順を行って検出される染色を実質的に上
回るレベルで、および／またはそのマーカーに関して陽性であることが公知である細胞の
レベルと実質的に類似するレベルで、および／またはそのマーカーに関して陰性であるこ
とが公知である細胞のレベルよりも実質的に高いレベルで、フローサイトメトリーによっ
て検出可能である。
【０５６５】
  本明細書で用いられる場合、細胞または細胞の集団が特定マーカーに関して「陰性」で
あるという記述は、特定マーカー、典型的には表面マーカーが、細胞上または細胞中に実
質的に検出可能な程度に存在しないことを指す。表面マーカーに言及する場合、本用語は
、フローサイトメトリーによって、例えばマーカーに特異的に結合する抗体で染色し該抗
体を検出することによって、検出される表面発現の非存在を指し、この場合、染色は、ア
イソタイプ一致対照を他の点では同一の条件下で用いて同じ手順を行って検出される染色
を実質的に上回るレベルで、および／またはそのマーカーに関して陽性であることが公知
である細胞のレベルよりも実質的に低いレベルで、および／またはそのマーカーに関して
陰性であることが公知である細胞のレベルと比較して実質的に類似するレベルで、フロー
サイトメトリーによって検出されない。
【０５６６】
  本明細書で用いられる「発現」という用語は、ポリペプチドが、遺伝子などの核酸分子
のコード配列に基づいて産生される過程を指す。この過程には、転写、転写後制御、転写
後修飾、翻訳、翻訳後制御、翻訳後修飾、またはそれらの任意の組み合わせが含まれ得る
。
【０５６７】
  本明細書で用いられる場合、対照とは、それが試験パラメータで処理されない点以外は
、試験試料と実質的に同一である試料を指し、またはそれが血漿試料である場合、対照は
、関心対象の状態に罹患していない正常ボランティアから採取され得る。対照は内部対照
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であってもよい。
【０５６８】
VII．例示的な態様
  提供される態様は、以下である。
1．以下の工程を含む、T細胞を培養するための方法：
  （a）(i）受容体結合物質に可逆的に結合することができる複数の結合部位を含む試薬
に可逆的に結合されており、かつ(ii）該組成物中のT細胞においてシグナルを誘導または
モジュレートする様式でT細胞の表面上の分子に特異的に結合することができる受容体結
合物質の存在下で、T細胞を含む組成物をインキュベートする工程；および
  （b）該インキュベーションの開始後5日以内に、受容体結合物質と試薬との間の可逆的
結合を破壊し、それによって培養T細胞が生成される工程。
2．受容体結合物質が分子に特異的に結合しそれによって、組成物中の1つまたは複数のT
細胞においてシグナルを誘導またはモジュレートする条件下で、インキュベーションが行
われる、態様1に記載の方法。
3．前記破壊が、前記インキュベーションの開始後30分を超えてからもたらされる、態様1
または態様2に記載の方法。
4．前記破壊が、前記インキュベーションの開始後1時間～4日、前記インキュベーション
の開始後6時間～3日、前記インキュベーションの開始後12時間～2日、もしくは前記イン
キュベーションの開始後1日～3日にもたらされる；または
  前記破壊が、前記インキュベーションの開始後約1時間～約4日、前記インキュベーショ
ンの開始後約6時間～約3日、前記インキュベーションの開始後約12時間～約2日、もしく
は前記インキュベーションの開始後約1日～約3日にもたらされる；または
  前記破壊が、前記インキュベーションの開始後約1時間もしくはそれを超えてから、前
記インキュベーションの開始後1日、2日、3日、もしくは4日以内に、もたらされる、
態様1～3のいずれか1つに記載の方法。
5．受容体結合物質が、T細胞においてTCR/CD3複合体関連シグナルを開始することができ
；かつ／または
  受容体結合物質が、TCR/CD3複合体のメンバーに特異的に結合し；かつ／または
  受容体結合物質が、CD3に特異的に結合する、
態様1～4のいずれか1つに記載の方法。
6．分子が、TCR/CD3複合体の構成成分であるか、またはCD3である、態様1～5のいずれか1
つに記載の方法。
7．分子が第1の分子であり、受容体結合物質がさらに、1つまたは複数のT細胞の表面上の
第2の分子に特異的に結合することができ、該第2の分子が、任意で、T細胞において第1の
分子を介して送達されたシグナルを誘導するかもしくは増強するか、減衰させるか、また
は改変することができる、態様1～6のいずれか1つに記載の方法。
8．受容体結合物質が、結合パートナーC1を含み；かつ
  複数の結合部位が、各々が結合パートナーC1に結合して受容体結合物質と試薬との間に
可逆的結合を形成することができる2つ以上の結合部位Z1を含む、
態様1～7のいずれか1つに記載の方法。
9．前記破壊が、受容体結合物質と試薬との間の結合を逆転させることができる物質を含
む組成物の細胞への導入を含む、態様1～8のいずれか1つに記載の方法。
10．受容体結合物質が第1の受容体結合物質であり、1つまたは複数のT細胞の表面上の第2
の分子に特異的に結合することができる第2の受容体結合物質の存在下で、インキュベー
ションがさらに実行され、該第2の分子が、任意で、T細胞において第1の分子を介して送
達されたシグナルを増強するか、減衰させるか、または改変することができる、態様1～9
のいずれか1つに記載の方法。
11．試薬が、第2の受容体結合物質に可逆的に結合することができる複数の結合部位を含
み、それによって、第2の受容体結合物質が該試薬に可逆的に結合されている、態様10に
記載の方法。
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12．第1の受容体結合物質に可逆的に結合することができる複数の結合部位、および第2の
受容体結合物質に可逆的に結合することができる複数の結合部位が、同じであるかまたは
異なることができる、態様11に記載の方法。
13．第2の受容体結合物質が、2つ以上の結合部位Z1に可逆的に結合することができる結合
パートナーC1またはC2を含み、それによって、第1の受容体結合物質および第2の受容体結
合物質が、2つ以上の結合部位Z1を介して試薬に可逆的に結合されており；かつ／または
  第2の受容体結合物質が、結合パートナーC2を含み、該試薬が、結合パートナーC2に結
合して第2の受容体結合物質と試薬との間に可逆的結合を形成することができる複数の結
合部位Z2をさらに含む、
態様11または態様12に記載の方法。
14．C2およびC1が、同じもしくは実質的に同じであるか、または、同じもしくは実質的に
同じ部分を含有し；かつ／または
  Z1およびZ2が、同じもしくは実質的に同じであるか、または、同じもしくは実質的に同
じ部分を含有する、
態様13に記載の方法。
15．試薬が第1の試薬であり、少なくとも、第2の受容体結合物質に可逆的に結合されてい
る第2の試薬の存在下で、インキュベーションが実行される、態様1～14のいずれか1つに
記載の方法。
16．第2の受容体結合物質が第2の分子に特異的に結合しそれによってT細胞において第1の
分子を介して送達されたシグナルを増強するか、減衰させるか、または改変するシグナル
を誘導またはモジュレートする条件下で、インキュベーションが行われる、態様10～15の
いずれか1つに記載の方法。
17．前記破壊が、第1の受容体結合物質と試薬との間、および／または第2の受容体結合物
質と試薬との間の結合を逆転させることができる物質を含む組成物の細胞への導入を含む
、態様7～16のいずれか1つに記載の方法。
18．前記破壊が、第1の受容体結合物質によって誘導またはモジュレートされたシグナル
を終結または減少させ、かつ、第2の受容体結合物質によって誘導またはモジュレートさ
れたシグナルを終結または減少させる、態様7～17のいずれか1つに記載の方法。
19．以下の工程を含む、T細胞を培養するための方法：
  （a）T細胞を含む組成物を、
    (i）T細胞においてTCR/CD3複合体関連シグナルを誘導またはモジュレートする様式で
、T細胞の表面上に発現している第1の分子に特異的に結合することができる、第1の受容
体結合物質；および
    (ii）(i）第2の受容体結合物質に可逆的に結合することができる複数の結合部位を含
む試薬に可逆的に結合されており、かつ(ii）第1の分子を介して送達されたシグナルを増
強するか、減衰させるか、または改変するようにT細胞において第2のシグナルを誘導また
はモジュレートする様式でT細胞の表面上の第2の分子に特異的に結合することができる、
第2の受容体結合物質
の存在下でインキュベートする工程；ならびに
  （b）該インキュベーションの開始後5日以内に、第2の受容体結合物質と試薬との間の
可逆的結合を破壊し、それによって培養T細胞が生成される工程。
20．第1の受容体結合物質が第1の分子に特異的に結合しかつ／または第2の受容体結合物
質が第2の分子に特異的に結合しそれによってT細胞において1つまたは複数のシグナルを
誘導またはモジュレートする条件下で、インキュベーションが行われる、態様19に記載の
方法。
21．第2の受容体結合物質が、結合パートナーC1を含み；かつ
  複数の結合部位が、各々が結合パートナーC1に結合して第2の受容体結合物質と試薬と
の間に可逆的結合を形成することができる2つ以上の結合部位Z1を含む、
態様19または態様20に記載の方法。
22．第2のシグナルが、TCR/CD3複合体関連シグナル以外のシグナルである；
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  第2のシグナルが、TCR/CD3複合体関連シグナルを増強もしくは強化することができる；
または
  第2の分子が、共刺激分子、アクセサリー分子、サイトカイン受容体、ケモカイン受容
体、免疫チェックポイント分子であるか、または、TNFファミリーもしくはTNF受容体ファ
ミリーのメンバーである、
態様7～21のいずれか1つに記載の方法。
23．第2の分子が、CD28、CD90（Thy-1）、CD95（Apo-/Fas）、CD137（4-1BB）、CD154（C
D40L）、ICOS、LAT、CD27、OX40、およびHVEMの中から選択される、態様7～22のいずれか
1つに記載の方法。
24．第2の分子がCD28である、態様7～23のいずれか1つに記載の方法。
25．前記破壊が、第2の受容体結合物質と、第2の試薬であることができる試薬との間の結
合を逆転させることができる物質を含む組成物の細胞への導入を含む、態様7～24のいず
れか1つに記載の方法。
26．前記破壊が、第2の受容体結合物質によって誘導もしくはモジュレートされたシグナ
ルを終結もしくは減少させる；または
  追加の分子がCD28であり、破壊が、T細胞においてCD28共刺激シグナルを終結もしくは
減少させる、
態様7～25のいずれか1つに記載の方法。
27．前記破壊の後、T細胞を含む組成物をさらにインキュベートする工程を含む、態様1～
26のいずれか1つに記載の方法。
28．インキュベーションおよびさらなるインキュベーションが、同じ容器において実行さ
れ；かつ／または
  さらなるインキュベーションが、物質の存在下で実行され；かつ／または
  前記方法が、物質、受容体結合物質、第2の受容体結合物質、および／もしくは試薬を
、さらなるインキュベーションの前に細胞組成物から除去する工程を含まない、
態様27に記載の方法。
29．インキュベーションおよび／もしくはさらなるインキュベーションが、37℃±2℃で
もしくは約37℃±2℃で実行され；かつ／または
  インキュベーションおよび／もしくはさらなるインキュベーションが、T細胞にシグナ
ルを送達することができるさらなる作用物質の存在下で実行される、
態様1～28のいずれか1つに記載の方法。
30．さらなる作用物質が、T細胞、CD4+ T細胞、および／またはCD8+ T細胞の増殖を増強
または誘導することができる、態様29に記載の方法。
31．さらなる作用物質が、IL-2、IL-15、およびIL-7の中から選択されるサイトカインで
ある、態様30に記載の方法。
32．さらなるインキュベーションが、14日を超えない、12日を超えない、10日を超えない
、8日を超えない、または6日を超えない期間にわたって実行される、態様27～32のいずれ
か1つに記載の方法。
33．以下の工程を含む、T細胞を培養するための方法：
  T細胞を含む組成物を、細胞においてCD28を介したシグナル伝達をもたらす条件下で、T
細胞の表面上のCD28分子に特異的に結合する受容体結合物質の存在下でインキュベートす
る工程；および
  該インキュベーションの開始後5日以内に、受容体結合物質とCD28分子との結合を排除
するかまたは低減させ、これにより、CD28シグナル伝達が細胞において終結または減少し
、それによって培養T細胞が生成される工程。
34．排除または低減が、インキュベーションの開始後4日以内、3日以内、2日以内、また
は1日以内にもたらされる、態様33に記載の方法。
35．排除または低減が、
  それによって、CD28に特異的に結合されていない任意の受容体結合物質が組成物から除
去されるかもしくは低減する、細胞の洗浄；または
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  受容体結合物質を組成物から除去するためもしくは低減させるための細胞の洗浄を任意
でさらに含む、受容体結合物質とCD28分子との間の結合相互作用の逆転
を含む、態様33または態様34に記載の方法。
36．インキュベーションの少なくとも一部の間、および／またはインキュベーションの後
に、組成物中のT細胞を、TCR/CD3複合体の分子に特異的に結合する作用物質の存在下でイ
ンキュベートし、それによって、TCR/CD3複合体関連シグナルが細胞において誘導または
モジュレートされる、態様33～35のいずれか1つに記載の方法。
37．T細胞を含む組成物を、(i）受容体結合物質に可逆的に結合することができる複数の
結合部位を含む試薬に可逆的に結合されており；かつ(ii）T細胞においてシグナルを誘導
またはモジュレートする様式でCD28またはCD3以外のT細胞の表面上の分子に特異的に結合
することができる受容体結合物質の存在下で、インキュベートし、それによって培養T細
胞が生成される工程を含む、T細胞を培養するための方法。
38．受容体結合物質が分子に特異的に結合しそれによってT細胞においてシグナルを誘導
またはモジュレートする条件下で、インキュベーションが行われる、態様37に記載の方法
。
39．シグナルが、TCR/CD3複合体関連シグナルではない、態様37または態様38に記載の方
法。
40．受容体結合物質が、結合パートナーC1を含み、複数の結合部位が、各々が結合パート
ナーC1に結合して受容体結合物質と試薬との間に可逆的結合を形成することができる2つ
以上の結合部位Z1を含む、態様37～39のいずれか1つに記載の方法。
41．受容体結合物質が第2の受容体結合物質であり、分子が第2の分子であり、1つまたは
複数のT細胞の表面上の第1の分子に特異的に結合することができる第1の受容体結合物質
の存在下で、インキュベーションがさらに実行され、該第1の分子が、任意で、組成物中
の1つまたは複数のT細胞において第1のシグナルを誘導またはモジュレートすることがで
きる、態様37～40のいずれか1つに記載の方法。
42．第1の受容体結合物質が、第1の受容体結合物質および第2の受容体結合物質に対する
複数の結合部位を含む試薬に可逆的に結合されている；または
  第1の受容体結合物質が、第1の受容体結合物質に可逆的に結合することができる複数の
結合部位を含む第2の試薬に可逆的に結合されている、
態様41に記載の方法。
43．第1の受容体結合物質が、T細胞においてTCR/CD3複合体関連シグナルを開始すること
ができ；かつ／または
  第1の受容体結合物質が、TCR/CD3複合体のメンバーに特異的に結合し；かつ／または
  第1の受容体結合物質が、CD3に特異的に結合する、
態様41または態様42に記載の方法。
44．第2の分子に対する第2の受容体結合物質の特異的結合が、第1の分子を介して送達さ
れたシグナルを増強するか、減衰させるか、もしくは改変することができる；または
  第2の分子に対する第2の受容体結合物質の特異的結合が、TCR/CD3複合体関連シグナル
を増強もしくは強化することができる、
態様41～43のいずれか1つに記載の方法。
45．T細胞を含む組成物を、
  (i）(i）第1の受容体結合物質に可逆的に結合することができる複数の結合部位を含む
試薬に可逆的に結合されており、かつ(ii）該組成物中のT細胞においてTCR/CD3複合体関
連シグナルを誘導またはモジュレートする様式でT細胞の表面上の第1の分子に特異的に結
合することができる、第1の受容体結合物質；および
  (ii）(i）第2の受容体結合物質に対する複数の結合部位をさらに含む試薬に、または第
2の受容体結合物質に可逆的に結合することができる複数の結合部位を含む第2の試薬に可
逆的に結合されており、かつ(ii）該組成物中のT細胞において第2のシグナルを誘導また
はモジュレートする様式でT細胞の表面上の第2の分子に特異的に結合することができ、該
第2の分子がCD28以外である、第2の受容体結合物質
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の存在下でインキュベートする工程であって、組成物中のT細胞においてシグナルおよび
／または第2のシグナルが誘導またはモジュレートされる条件下で該インキュベーション
が行われ、それによって培養T細胞が生成される工程を含む、T細胞を培養するための方法
。
46．第1の受容体結合物質が、TCR/CD3複合体のメンバーに特異的に結合し、かつ／または
、第1の受容体結合物質が、CD3に特異的に結合する、態様44に記載の方法。
47．第2の分子に対する第2の受容体結合物質の特異的結合が、TCR/CD3複合体関連シグナ
ル以外のシグナルを誘導もしくはモジュレートすることができ；かつ／または
  第2の分子に対する第2の受容体結合物質の特異的結合が、第1の分子を介して送達され
たシグナルを増強するか、減衰させるか、もしくは改変することができる；または
  第2の分子に対する第2の受容体結合物質の特異的結合が、TCR/CD3複合体関連シグナル
を増強もしくは強化することができる、
態様45または態様46に記載の方法。
48．第2の分子であることができる分子が、CD90（Thy-1）、CD95（Apo-/Fas）、CD137（4
-1BB）、CD154（CD40L）、ICOS、LAT、CD27、OX40、およびHVEMの中から選択され；かつ
／または
  第2の受容体結合物質であることができる受容体結合物質が、CD90（Thy-1）、CD95（Ap
o-/Fas）、CD137（4-1BB）、CD154（CD40L）、ICOS、LAT、CD27、OX40、もしくはHVEMに
特異的に結合する、
態様37～47のいずれか1つに記載の方法。
49．第2の分子であることができる分子が、CD137ではなく、かつ／または、第2の受容体
結合物質であることができる受容体結合物質が、CD137に特異的に結合しない、態様37～4
8のいずれか1つに記載の方法。
50．第1の受容体結合物質および第2の受容体結合物質が、試薬に可逆的に結合し；かつ
  (i）第1の受容体結合物質および第2の受容体結合物質が、各々個々に、結合パートナー
C1を含み、複数の結合部位が、各々が結合パートナーC1に結合して第1および第2の受容体
結合物質と試薬との間に可逆的結合を形成することができる2つ以上の結合部位Z1を含む
か；または
  (ii）第1の受容体結合物質が、結合パートナーC1を含み、第2の受容体結合物質が、結
合パートナーC2を含み、複数の結合部位が、各々が結合パートナーC1および結合パートナ
ーC2に結合して第1および第2の受容体結合物質と試薬との間に可逆的結合を形成すること
ができる2つ以上の結合部位Z1を含むか；または
  (iii）第1の受容体結合物質が、結合パートナーC1を含み、第2の受容体結合物質が、結
合パートナーC2を含み、複数の結合部位が、各々が結合パートナーC1に結合して第1の受
容体結合物質と試薬との間に可逆的結合を形成することができる2つ以上の結合部位Z1、
および各々が結合パートナーC2に結合して第2の受容体結合物質と試薬との間に可逆的結
合を形成することができる2つ以上の結合部位Z2を含む
のいずれかである、
態様42～49のいずれか1つに記載の方法。
51．標的細胞を含む組成物を、(i）受容体結合物質に可逆的に結合することができる複数
の結合部位を含むストレプトアビジン類似体またはムテインである試薬に可逆的に結合さ
れており；かつ(ii）該組成物中の標的細胞においてシグナルを誘導またはモジュレート
する様式で標的細胞の表面上の分子に特異的に結合することができる受容体結合物質の存
在下で、インキュベートし、該ストレプトアビジンムテインが、正味の負電荷を含むか、
またはSEQ ID NO: 4もしくはSEQ ID NO: 6に示されるストレプトアビジンムテインの等電
点未満の等電点を呈し、それによって培養標的細胞が生成される工程を含む、標的細胞を
培養するための方法。
52．標的細胞を含む組成物を、(i）受容体結合物質に可逆的に結合することができる複数
の結合部位を含むストレプトアビジン類似体またはムテインである試薬に可逆的に結合さ
れており；かつ(ii）該組成物中の標的細胞においてシグナルを誘導またはモジュレート
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する様式で標的細胞の表面上の分子に特異的に結合することができる受容体結合物質の存
在下で、インキュベートし、該ストレプトアビジン類似体またはムテインが、アミノ酸の
配列

を含むストレプトアビジン結合ペプチドに対して、SEQ ID NO: 1～6のいずれかに示され
るアミノ酸の配列を含むストレプトアビジンまたはムテインよりも高い親和性を呈し、そ
れによって培養標的細胞が生成される工程を含む、標的細胞を培養するための方法。
53．受容体結合物質が分子に特異的に結合しそれによって組成物中の1つまたは複数の標
的細胞においてシグナルを誘導またはモジュレートする条件下で、インキュベーションが
行われる、態様51または態様52に記載の方法。
54．複数の結合部位が、2つ以上の結合部位Z1を含み；かつ
  受容体結合物質が、結合部位Z1に可逆的に結合することができる結合パートナーC1を含
み、C1とZ1との間の可逆的結合が、受容体結合物質と試薬との間の可逆的結合をもたらす
、
態様51～53のいずれか1つに記載の方法。
55．ストレプトアビジン類似体またはムテインが、複数の結合部位Z1を含み、複数の受容
体結合物質が、試薬に可逆的に結合されている、態様54に記載の方法。
56．標的細胞が血液細胞を含み；
  標的細胞が白血球を含み；
  標的細胞がリンパ球を含み；
  標的細胞がB細胞を含み；
  標的細胞がB細胞集団を含み；
  標的細胞がT細胞を含み；
  標的細胞がT細胞集団を含み；かつ／または
  標的細胞がナチュラルキラー（NK）細胞を含む、
態様51～56のいずれか1つに記載の方法。
57．標的細胞が、抗原特異的T細胞もしくはその集団、Tヘルパー細胞もしくはその集団、
細胞傷害性T細胞もしくはその集団、メモリーT細胞もしくはその集団、調節性T細胞もし
くはその集団、NK細胞もしくはその集団、抗原特異的B細胞もしくはその集団、メモリーB
細胞もしくはその集団、または、調節性B細胞もしくはその集団を含む、態様51～56のい
ずれか1つに記載の方法。
58．標的細胞がT細胞である、態様51～57のいずれか1つに記載の方法。
59．分子が、T細胞の表面上に存在し、受容体結合物質が、組成物中のT細胞においてシグ
ナルを誘導またはモジュレートすることができる、態様51～58のいずれか1つに記載の方
法。
60．受容体結合物質が、T細胞においてTCR/CD3複合体関連シグナルを開始することができ
；かつ／または
  受容体結合物質が、TCR/CD3複合体のメンバーに特異的に結合し；かつ／または
  受容体結合物質が、CD3に特異的に結合する、
態様51～59のいずれか1つに記載の方法。
61．分子が第1の分子であり、受容体結合物質が、1つまたは複数の標的細胞の表面上の第
1の分子および第2の分子に特異的に結合することができ、該第2の分子に対する結合が、
任意で、第1の分子を介して送達されたシグナルを増強するか、減衰させるか、または改
変することができる、態様51～60のいずれか1つに記載の方法。
62．受容体結合物質が第1の受容体結合物質であり、1つまたは複数の標的細胞の表面上の
第2の分子に特異的に結合することができる第2の受容体結合物質の存在下で、インキュベ
ーションがさらに実行され、該第2の分子に対する結合が、任意で、第1の分子を介して送
達されたシグナルを増強するか、減衰させるか、または改変するようにシグナルを誘導ま
たはモジュレートすることができる、態様51～61のいずれか1つに記載の方法。
63．第2の受容体結合物質が第2の分子に特異的に結合しそれによって第1の分子を介して
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送達されたシグナルを増強するか、減衰させるか、または改変するように組成物中の標的
細胞においてシグナルを誘導またはモジュレートする条件下で、インキュベーションが行
われる、態様62に記載の方法。
64．ストレプトアビジンムテインまたは類似体が、第2の受容体結合物質に可逆的に結合
することができる複数の結合部位を含み、それによって、第2の受容体結合物質がストレ
プトアビジンムテインまたは類似体に可逆的に結合されている、態様62または態様63に記
載の方法。
65．第2の受容体結合物質が、ストレプトアビジン類似体またはムテインに存在する2つ以
上の結合部位Z2に可逆的に結合することができる結合パートナーC1またはC2を含む、態様
64に記載の方法。
66．追加の分子が、CD28、CD90（Thy-1）、CD95（Apo-/Fas）、CD137（4-1BB）、CD154（
CD40L）、ICOS、LAT、CD27、OX40、およびHVEMの中から選択され；かつ／または
  第2の受容体結合物質が、CD28、CD90（Thy-1）、CD95（Apo-/Fas）、CD137（4-1BB）、
CD154（CD40L）、ICOS、LAT、CD27、OX40、もしくはHVEMに特異的に結合する、
態様61～65のいずれか1つに記載の方法。
67．追加の分子が、CD40およびCD137の中から選択され；かつ／または
  第2の受容体結合物質が、CD40もしくはCD137に特異的に結合する、
態様61～66のいずれか1つに記載の方法。
68．第2の受容体結合物質が、複数の異なる受容体結合物質を含み、その各々が個々に、
組成物中のT細胞の表面上の同じまたは異なる第2の分子に結合して、細胞において1つま
たは複数のシグナルを集合的に誘導またはモジュレートすることができる、態様11～67の
いずれか1つに記載の方法。
69．第1および／または第2の受容体結合物質と試薬との間の可逆的結合を破壊する工程を
さらに含む、態様37～68のいずれか1つに記載の方法。
70．破壊が、インキュベーションの開始後14日以内、インキュベーションの開始後12日以
内、インキュベーションの開始後10日以内、インキュベーションの開始後8日以内、また
はインキュベーションの開始後6日以内にもたらされる、態様69に記載の方法。
71．インキュベーションの少なくとも一部が、T細胞にシグナルを送達することができる
さらなる作用物質の存在下で実行される、態様37～70のいずれか1つに記載の方法。
72．さらなる作用物質が、T細胞、CD4+ T細胞、および／またはCD8+ T細胞の増殖を増強
または誘導することができる、態様71に記載の方法。
73．さらなる作用物質が、IL-2、IL-15、およびIL-7の中から選択されるサイトカインで
ある、態様71または態様72に記載の方法。
74．さらなる作用物質が、CD28に特異的に結合せず、かつ／またはCD28シグナル伝達を誘
導しない、態様71～73のいずれか1つに記載の方法。
75．T細胞または標的細胞が、対象由来の初代細胞である、態様1～74のいずれか1つに記
載の方法。
76．T細胞または標的細胞が、対象から直接単離される、態様1～75のいずれか1つに記載
の方法。
77．T細胞が、分画されていないT細胞である、濃縮されたかもしくは単離されたCD3+ T細
胞である、濃縮されたかもしくは単離されたCD4+ T細胞である、または、濃縮されたかも
しくは単離されたCD8+ T細胞である、態様1～50および57～76のいずれか1つに記載の方法
。
78．インキュベートする工程の前に、T細胞が、CD62L+細胞について濃縮されておらず、
かつ／またはナイーブT細胞について濃縮されていない、態様1～50および57～77のいずれ
か1つに記載の方法。
79．T細胞または標的細胞が、ヒト細胞である、態様1～78のいずれか1つに記載の方法。
80．試薬が、20 nm未満、10 nm未満、5 nm未満、もしくは1 nm未満であるサイズを有する
；または
  試薬が、1.2 g/cm3未満もしくは1.0 g/cm3未満の密度を有する、
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態様1～80のいずれか1つに記載の方法。
81．試薬が、前記インキュベーションの間、支持体または固体支持体に結合されていない
、態様1～80のいずれか1つに記載の方法。
82．試薬が、インキュベーションの少なくとも一部の間、支持体に結合されており、それ
によって、複数のT細胞または標的細胞が、インキュベーションの少なくとも一部の間、
支持体上に可逆的に固定化されている、態様1～80のいずれか1つに記載の方法。
83．支持体が、固体支持体または固定相である、態様82に記載の方法。
84．第1の受容体結合物質であることができる受容体結合物質が、前記結合部位B2のうち
の1つのみを含み；かつ／または
  第1の受容体結合物質であることができる受容体結合物質が、一価様式で分子に特異的
に結合する、
態様1～83のいずれか1つに記載の方法。
85．第2の受容体結合物質が、前記結合部位B4のうちの1つのみを含み；かつ／または
  第2の受容体結合物質が、一価様式で分子に特異的に結合する、
態様1～84のいずれか1つに記載の方法。
86．結合部位B2および／またはB4が、抗体結合部位を含む、態様84または態様85に記載の
方法。
87．第1の受容体結合物質であることができる受容体結合物質、および／または第2の受容
体結合物質が、各々個々に、抗体断片、一価抗体断片、抗体様結合特性を有するタンパク
質性結合分子、Igドメインを含有する分子、サイトカイン、ケモカイン、アプタマー、お
よびMHC分子、ならびにそれらの結合断片の中から選択される、態様1～86のいずれか1つ
に記載の方法。
88．第1の受容体結合物質であることができる受容体結合物質、および／または第2の受容
体結合物質が、抗体断片を含み；
  第1の受容体結合物質であることができる受容体結合物質、および／または第2の受容体
結合物質が、Fab断片を含み；
  第1の受容体結合物質であることができる受容体結合物質、および／または第2の受容体
結合物質が、F(ab')2断片および二価一本鎖Fv（scFv）断片の中から選択される二価抗体
断片であり；
  第1の受容体結合物質であることができる受容体結合物質、および／または第2の受容体
結合物質が、Fab断片、Fv断片、およびscFv断片の中から選択される一価抗体断片であり
；かつ／または
  第1の受容体結合物質であることができる受容体結合物質、および／または第2の受容体
結合物質が、アプタマー、リポカリンファミリーのポリペプチドに基づくムテイン、グル
ボディ、アンキリンスキャホールドをベースにしたタンパク質、結晶スキャホールドをベ
ースにしたタンパク質、アドネクチン、およびアビマーの中から選択される、抗体様結合
特性を有するタンパク質性結合分子である、
態様1～87のいずれか1つに記載の方法。
89．第1の受容体結合物質であることができる受容体結合物質が、任意で、抗CD3抗体、抗
CD3抗体の二価抗体断片、抗CD3抗体の一価抗体断片、および抗体様結合特性を有するタン
パク質性CD3結合分子からなる群より選択される、CD3に特異的に結合する作用物質を含み
、かつ／または
  第2の受容体結合物質が、任意で、抗CD28抗体、抗CD28抗体の二価抗体断片、抗CD28抗
体の抗体断片、抗体様結合特性を有するタンパク質性CD28結合分子、抗CD90抗体、抗CD90
抗体の二価抗体断片、抗CD90抗体の抗体断片、抗体様結合特性を有するタンパク質性CD90
結合分子、抗CD95抗体、抗CD95抗体の二価抗体断片、抗CD95抗体の抗体断片、抗体様結合
特性を有するタンパク質性CD95結合分子、抗CD154抗体、抗CD154抗体の二価抗体断片、抗
CD154抗体の一価抗体断片、抗体様結合特性を有するタンパク質性CD154結合分子、抗CD13
7抗体、抗CD137抗体の二価抗体断片、抗CD137抗体の一価抗体断片、抗体様結合特性を有
するタンパク質性CD137結合分子、抗ICOS抗体、抗ICOS抗体の二価抗体断片、抗ICOS抗体
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の抗体断片、抗体様結合特性を有するタンパク質性ICOS結合分子、抗LAT抗体、抗LAT抗体
の二価抗体断片、抗LAT抗体の抗体断片、抗体様結合特性を有するタンパク質性LAT結合分
子、抗CD27抗体、抗CD27抗体の二価抗体断片、抗CD27抗体の抗体断片、抗体様結合特性を
有するタンパク質性CD27結合分子、抗OX40抗体、抗OX40抗体の二価抗体断片、抗OX40抗体
の抗体断片、抗体様結合特性を有するタンパク質性OX40結合分子、抗HVEM抗体、抗HVEM抗
体の二価抗体断片、抗HVEM抗体の抗体断片、抗体様結合特性を有するタンパク質性HVEM結
合分子、および4-1BBリガンド、ならびにこれらの任意の混合物からなる群より選択され
る、CD28、CD90、CD95、CD137、CD154、ICOS、LAT、CD27、OX40、および／またはHVEMに
特異的に結合する作用物質を含む、
態様1～88のいずれか1つに記載の方法。
90．試薬が、ビオチン、ビオチン類似体、もしくはそれらの生物学的に活性な断片に可逆
的に結合する、ストレプトアビジン、アビジン、ストレプトアビジンの類似体もしくはム
テイン；ストレプトアビジン結合ペプチドに可逆的に結合するアビジンもしくはストレプ
トアビジンの類似体もしくはムテイン、遷移金属イオンに結合することができる少なくと
も2つのキレート基Kを含む試薬；オリゴヒスチジン親和性タグに結合することができる作
用物質；グルタチオン-S-トランスフェラーゼに結合することができる作用物質；カルモ
ジュリンもしくはその類似体；カルモジュリン結合ペプチド（CBP）に結合することがで
きる作用物質；FLAG-ペプチドに結合することができる作用物質；HAタグに結合すること
ができる作用物質；マルトース結合タンパク質（MBP）に結合することができる作用物質
；HSVエピトープに結合することができる作用物質；mycエピトープに結合することができ
る作用物質；または、ビオチニル化担体タンパク質に結合することができる作用物質であ
るか、あるいはそれを含む、態様1～50および68～89のいずれか1つに記載の方法。
91．試薬が、ビオチンまたは生物学的に活性な断片に可逆的に結合する、ストレプトアビ
ジン類似体もしくはムテイン、またはアビジン類似体もしくはムテインであるか、または
それを含み；
  試薬が、ビオチン類似体または生物学的に活性な断片に可逆的に結合する、ストレプト
アビジン類似体もしくはムテイン、またはアビジン類似体もしくはムテインであるか、ま
たはそれを含み；かつ／または
  試薬が、ストレプトアビジン結合ペプチドに可逆的に結合する、ストレプトアビジン類
似体もしくはムテイン、またはアビジン類似体もしくはムテインであるか、またはそれを
含む、
態様1～94のいずれか1つに記載の方法。
92．試薬が、ビオチンもしくは生物学的に活性な断片に可逆的に結合する、ストレプトア
ビジン、アビジン、ストレプトアビジンの類似体もしくはムテイン；ストレプトアビジン
結合ペプチドに可逆的に結合する、ストレプトアビジンもしくはアビジンの類似体もしく
はムテイン；遷移金属イオンに結合することができる少なくとも2つのキレート基Kを含む
試薬；オリゴヒスチジン親和性タグに結合することができる作用物質；グルタチオン-S-
トランスフェラーゼに結合することができる作用物質；カルモジュリンもしくはその類似
体；カルモジュリン結合ペプチド（CBP）に結合することができる作用物質；FLAG-ペプチ
ドに結合することができる作用物質；HAタグに結合することができる作用物質；マルトー
ス結合タンパク質（MBP）に結合することができる作用物質；HSVエピトープに結合するこ
とができる作用物質；mycエピトープに結合することができる作用物質；またはビオチニ
ル化担体タンパク質に結合することができる作用物質の、オリゴマーまたはポリマーであ
る、態様1～91のいずれか1つに記載の方法。
93．試薬が、ストレプトアビジン、アビジン、ストレプトアビジ類似体もしくはムテイン
、または、および、アビジン類似体もしくはムテインのオリゴマーまたはポリマーを含む
、態様1～92のいずれか1つに記載の方法。
94．オリゴマーまたはポリマーの個々の分子が、多糖または二官能性リンカーによって架
橋されている、態様92または態様93に記載の方法。
95．複数の結合部位が、少なくとも2、4、8、12、16、20、24、28、32、36、40、44、48
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、52、56、60、64、72個、またはそれよりも多い結合部位を含む、態様1～94のいずれか1
つに記載の方法。
96．ストレプトアビジン結合ペプチドが、

からなる群より選択される、態様90～95のいずれか1つに記載の方法。
97．試薬が、SEQ ID NO: 1に示されるアミノ酸の配列中のストレプトアビジンにおける位
置を基準として44～47位に対応する配列位置に、アミノ酸配列Val44-Thr45-Ala46-Arg47

もしくはlle44-Gly45-Ala46-Arg47を含むストレプトアビジン類似体もしくはムテインを
含む；または
  ストレプトアビジン類似体もしくはムテインが、SEQ ID NO: 1に示されるアミノ酸の配
列中のストレプトアビジンにおける位置を基準として44～47位に対応する配列位置に、ア
ミノ酸配列Val44-Thr45-Ala46-Arg47を含む、
態様1～96のいずれか1つに記載の方法。
98．ストレプトアビジン類似体またはムテインが、
  (a）SEQ ID NO: 3～6、27、および28のいずれかに示されるアミノ酸の配列；
  (b）SEQ ID NO: 3～6、27、および28のいずれかに対して少なくとも85％、86％、87％
、88％、89％、89％、90％、91％、92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％、99％、
またはそれよりも高い配列同一性を呈し、Val44-Thr45-Ala46-Arg47またはlle44-Gly45-A
la46-Arg47に対応するアミノ酸配列を含有し、かつ、ビオチンもしくはその生物学的に活
性な形態、ビオチン類似体もしくはムテインもしくはそれらの生物学的に活性な断片、ま
たはストレプトアビジン結合ペプチドに可逆的に結合する、アミノ酸の配列；または
  (c）ビオチンもしくはその生物学的に活性な形態、ビオチン類似体もしくはムテインも
しくはそれらの生物学的に活性な断片、またはストレプトアビジン結合ペプチドに可逆的
に結合する、(a）または(b）の機能的断片
を含む、態様1～51および68～97のいずれか1つに記載の方法。
99．ストレプトアビジン類似体またはムテインが、SEQ ID NO: 1に示されるアミノ酸の配
列中のストレプトアビジンにおける位置を基準として117、120、および／または121に対
応する位置に、1つまたは複数のアミノ酸置換をさらに含む、態様97または態様98に記載
の方法。
100．1つもしくは複数のアミノ酸置換が、Glu117、Asp117、Arg117、Ser120、Ala120、Gl
y120、Trp121、Tyr121、もしくはPhe121の中から選択される；または
  1つもしくは複数のアミノ酸置換が、Glu117、Gly120、もしくはTyr121の1つもしくは複
数から選択される；または
  アミノ酸置換が、Glu117、Gly120、もしくはTyr121から選択される、
態様99に記載の方法。
101．ストレプトアビジン類似体またはムテインが、
  (a）SEQ ID NO: 27または28に示されるアミノ酸の配列；
  (b）SEQ ID NO: 28に対して少なくとも85％、86％、87％、88％、89％、89％、90％、9
1％、92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％、99％、またはそれよりも高い配列同
一性を呈し、Val44、Thr45、Ala46、Arg47、Glu117、Gly120、およびTyr121に対応するア
ミノ酸配列を含有し、かつ、ビオチンもしくは生物学的に活性な断片、ビオチン類似体も
しくはムテインもしくはそれらの生物学的に活性な断片、またはストレプトアビジン結合
ペプチドに可逆的に結合する、アミノ酸の配列；または
  (c）ビオチンもしくは生物学的に活性な断片、ビオチン類似体もしくはムテインもしく



(166) JP 2018-531035 A6 2018.12.13

10

20

30

40

50

はそれらの生物学的に活性な断片、またはストレプトアビジン結合ペプチドに可逆的に結
合する、(a）または(b）の機能的断片
を含む、態様51～100のいずれか1つに記載の方法。
102．結合パートナーC1および／または結合パートナーC2が、独立して、

からなる群より選択されるストレプトアビジン結合ペプチドを含む、
態様1～101のいずれか1つに記載の方法。
103．前記破壊が、第1の受容体結合物質であることができる受容体結合物質、および／ま
たは第2の受容体結合物質と、試薬との間の結合を逆転させることができる物質を含む組
成物の、細胞への導入を含む、態様1～36および69～102のいずれか1つに記載の方法。
104．物質が、遊離の結合パートナーであり、かつ／または競合物質である、態様103に記
載の方法。
105．組成物中の物質が、T細胞または標的細胞に対して有害ではなく、かつ／または、該
物質の添加が、生存するT細胞または標的細胞のパーセンテージを、該物質を伴わない同
等の条件または同じ条件下でのそれぞれT細胞または標的細胞のインキュベーションと比
較した際に、90％、80％、70％、60％、または50％未満に低減させない、態様103または
態様104に記載の方法。
106．前記破壊が、T細胞または標的細胞において、受容体結合物質または第2の受容体結
合物質の一方または両方によって誘導またはモジュレートされたシグナルを終結または減
少させる、態様1～36および69～105のいずれか1つに記載の方法。
107．試薬が、ストレプトアビジン、アビジン、ストレプトアビジン類似体もしくはムテ
イン、または、および、アビジン類似体もしくはムテイン、またはそれらの生物学的に活
性な断片であるか、またはそれを含み；かつ
  物質が、ストレプトアビジン結合ペプチド、ビオチンもしくは生物学的に活性な断片、
任意でD-ビオチン、またはビオチン類似体もしくは生物学的に活性な断片を含む、
態様10～18、22～32、および69～107のいずれか1つに記載の方法。
108．物質が、

からなる群より選択されるストレプトアビジン結合ペプチドであり；かつ／または
  物質が、C1もしくはその類似体であるか、またはC2もしくはその類似体である、
態様107に記載の方法。
109．前記結合部位Z1と前記結合パートナーC1との間の可逆的結合、および／または前記
結合部位Z2と前記結合パートナーC2との間の可逆的結合の解離定数（KD）が、10-2 M～10
-13 Mの範囲である、
態様1～108のいずれか1つに記載の方法。
110．インキュベーションの前に、細胞を、組成物のT細胞もしくは標的細胞が含むマーカ
ーに特異的に結合する選択物質と接触させ、それによって、T細胞もしくは標的細胞を含
む組成物を生成もしくは取得する；または
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  インキュベーションの少なくとも一部が、さらに、組成物のT細胞もしくは標的細胞が
含むマーカーに特異的に結合する選択物質の存在下で実行され、培養T細胞が、マーカー
を含むT細胞もしくは標的細胞について濃縮される、
態様1～109のいずれか1つに記載の方法。
111．選択物質が、選択物質に特異的に結合することができる複数の結合部位をさらに含
む試薬に、可逆的に結合されている；または
  選択物質が、選択物質に特異的に結合することができる複数の結合部位を含む第2の試
薬に、可逆的に結合されている、
態様110に記載の方法。
112．シグナルの誘導またはモジュレーションが、シグナルの誘導またはモジュレーショ
ンの非存在下でのT細胞のインキュベーションと比較して、培養T細胞の増大（増殖）およ
び／または活性化における増加をもたらす、態様1～110のいずれか1つに記載の方法。
113．増加が、少なくとも2倍、3倍、4倍、5倍、6倍、7倍、8倍、9倍、10倍であるか、ま
たはそれよりも大きい、態様112に記載の方法。
114．追加のまたは第2のシグナルの誘導またはモジュレーションが、追加のまたは第2の
シグナルの誘導またはモジュレーションの非存在下でのT細胞のインキュベーションと比
較して、T細胞の増大（増殖）および／または活性化を増加させる、態様7～113のいずれ
か1つに記載の方法。
115．増加が、少なくとも2倍、3倍、4倍、5倍、6倍、7倍、8倍、9倍、10倍であるか、ま
たはそれを上回る、態様114に記載の方法。
116．インキュベーションの前、インキュベーションの後であるが破壊の非存在下、また
は、インキュベーションの後であるが、CD28に特異的に結合し、かつ／またはCD28シグナ
ル伝達を誘導もしくはモジュレートする作用物質の存在下の、組成物中のT細胞と各々比
較して、組成物中のT細胞の増大および／もしくは増殖を増加させる、組成物中のT細胞の
代謝プロファイルを変更する、組成物中のCD8+ T細胞のサブセットを変更し；かつ／また
は、組成物中の長命メモリーT細胞のパーセンテージを増加させる、態様1～115のいずれ
か1つに記載の方法。
117．CD3+ T細胞、CD4+ T細胞、またはCD8+細胞の数またはパーセンテージが、インキュ
ベーションの前の組成物中の、インキュベーションの後であるが破壊の非存在下での組成
物中の、または、類似のインキュベーションの後であるが、CD28に特異的に結合しかつ／
またはCD28シグナル伝達を誘導もしくはモジュレートする作用物質の存在下における組成
物中のCD3+ T細胞、CD4+ T細胞、またはCD8+ T細胞の数またはパーセンテージとそれぞれ
比較して、少なくとも2倍、3倍、4倍、5倍、6倍、7倍、8倍、9倍、または10倍増加してい
る、培養T細胞；
  組成物中のCD8+ T細胞の比率、またはCD8+ T細胞の相対比率もしくは正規化比率が、イ
ンキュベーションの前の組成物中の、インキュベーションの後であるが破壊の非存在下で
の組成物中の、または、類似のインキュベーションの後であるが、CD28に特異的に結合し
かつ／またはCD28シグナル伝達を誘導もしくはモジュレートする作用物質の存在下におけ
る組成物中のCD8+ T細胞の比、または相対比率もしくは正規化比率と比較して、少なくと
も2倍、3倍、4倍、5倍、6倍、7倍、8倍、9倍、または10倍増加している、培養T細胞；
  組成物中のCD62L+、任意で長命メモリーT細胞、またはメモリー幹細胞（TSCM）の数ま
たはパーセンテージが、インキュベーションの前の組成物中の、インキュベーションの後
であるが破壊の非存在下での組成物中の、または、類似のインキュベーションの後である
が、CD28に特異的に結合しかつ／またはCD28シグナル伝達を誘導もしくはモジュレートす
る作用物質の存在下における組成物中のCD62L+、長命メモリーT細胞、またはTSCMのいず
れかの対応する細胞の集団の数またはパーセンテージと比較して、少なくとも2倍、3倍、
4倍、5倍、6倍、7倍、8倍、9倍、または10倍増加している、培養T細胞
を結果としてもたらす、態様1～116のいずれか1つに記載の方法。
118．培養T細胞が、組成物中の全T細胞に対するまたは組成物中の全細胞に対するパーセ
ンテージとして35％、40％、45％、50％、60％、70％、80％、または90％を上回る、CD62
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Lについて表面が陽性（CD62L+）である表現型を含むT細胞サブセットを含む、態様1～117
のいずれか1つに記載の方法。
119．T細胞サブセットが、
  (a）CD127+；ならびに／または
  (b）CD45RA+、CD45RO-、CCR7+、およびCD27+のうちのいずれか1つまたは複数、ならび
に、t-betlow、IL-7Ra+、CD95+、IL-2Rβ+、CXCR3+、およびLFA-1+のうちのいずれか1つ
または複数
を含む表現型をさらに含む、態様118に記載の方法。
120．T細胞サブセットが、
  (a）低レベルのTCR再構成切除サークル（TREC）を含み；かつ／または
  (b）任意でKi-67である増殖マーカーを発現されており；かつ／または
  (c）刺激物質の存在下で増殖する能力を呈し；かつ／または
  (d）刺激物質の存在下でIFN-γ、TNF、およびIL-2の中から選択されるサイトカインを
産生する能力を呈する、
態様118または態様119に記載の方法。
121．刺激物質が、抗原、恒常性サイトカイン、任意でIL-15および／もしくはIL-17であ
るか、または、T細胞においてTCR/CD3複合体関連シグナルを開始することができる作用物
質である、態様120に記載の方法。
122．T細胞サブセットが、長命メモリーT細胞であるかまたはそれを含む、態様118～121
のいずれか1つに記載の方法。
123．T細胞サブセットが、Tメモリー幹細胞（TSCM）であるかまたはそれを含む、態様118
～122のいずれか1つに記載の方法。
124．集団のT細胞または標的細胞に組換え核酸分子を導入する工程をさらに含み、核酸分
子が組換えタンパク質をコードし、それによって、細胞が組換えタンパク質を発現する、
態様1～123のいずれか1つに記載の方法。
125．組換え受容体が、キメラ抗原受容体またはトランスジェニックT細胞受容体（TCR）
である、態様124に記載の方法。
126．インビトロまたはエクスビボで行われる、態様1～125のいずれか1つに記載の方法。
127．培養細胞を、疾患または状態を有する対象に投与する工程をさらに含む、態様1～12
6のいずれか1つに記載の方法。
128．態様1～127のいずれか1つに記載の方法によって産生された複数の培養T細胞または
標的細胞、および任意で、薬学的に許容される賦形剤を含む、組成物。
129．物質の添加後に、細胞が、30℃よりも高い温度で、24時間超、48時間超、72時間超
、または96時間超にわたって、インビトロまたはエクスビボでインキュベートされていな
い、態様128に記載の組成物。
130．(a）受容体結合物質に結合することができる複数の結合部位を含む、試薬；および
  (b）(i）試薬に可逆的に結合されており、かつ(ii）T細胞においてシグナルを誘導また
はモジュレートする様式でCD28またはCD3ではないT細胞の表面上の分子に特異的に結合す
ることができる、受容体結合物質
を含む、製造物品。
131．分子への結合が、TCR/CD3複合体関連シグナル以外のT細胞におけるシグナルを誘導
もしくはモジュレートし；かつ／または
  分子への結合が、TCR/CD3複合体関連シグナルを増強もしくは強化する、
態様130に記載の製造物品。
132．分子が、CD90（Thy-1）、CD95（Apo-/Fas）、CD137（4-1BB）、CD154（CD40L）、IC
OS、LAT、CD27、OX40、およびHVEMの中から選択される、態様130または態様131に記載の
製造物品。
133．分子がCD137ではない、態様130～132のいずれか1つに記載の製造物品。
134．(a）作用物質に結合することができる複数の結合部位を含むストレプトアビジン類
似体またはムテインである試薬であって、該ストレプトアビジン類似体またはムテインが
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、正味の負電荷を含む、または、SEQ ID NO: 4もしくは6に示されるアミノ酸の配列を含
むストレプトアビジンムテインよりも低い等電点を呈し、かつ／または、アミノ酸の配列
Trp-Ser-His-Pro-Gln-Phe-Glu-Lys（SEQ ID NO: 8）を含むストレプトアビジン結合ペプ
チドに対して、SEQ ID NO: 4もしくは6に示されるアミノ酸の配列を含むストレプトアビ
ジンもしくはムテインよりも高い親和性を呈する、試薬；および
  (b）(i）該試薬に可逆的に結合されており、かつ(ii）細胞の表面上の分子に特異的に
結合することができる、作用物質
を含む、製造物品。
135．受容体結合物質または作用物質が、結合パートナーC1を含み；かつ
  複数の結合部位が、各々が結合パートナーC1に結合して受容体結合物質または作用物質
と試薬との間に可逆的結合を形成することができる2つ以上の結合部位Z1を含む、
態様130～134のいずれか1つに記載の製造物品。
136．受容体結合物質が第2の受容結合物質であり、分子が第2の分子であり、かつ、試薬
が、(c）第1の受容体結合物質に可逆的に結合することができる複数の結合部位、および(
d）(i）試薬に可逆的に結合されており、かつ(ii）T細胞の表面上の第1の分子に特異的に
結合することができる、第1の受容体結合物質をさらに含む、態様130～133のいずれか1つ
に記載の製造物品。
137．作用物質または第1の受容体結合物質が、TCR/CD3複合体のメンバーに特異的に結合
し、かつ／または、第1の受容体結合物質が、CD3に特異的に結合する、態様134または態
様136に記載の製造物品。
138．(i）第1の受容体結合物質および第2の受容体結合物質が、各々個々に、結合パート
ナーC1を含み、複数の結合部位が、各々が結合パートナーC1に結合して第1および第2の受
容体結合物質と試薬との間に可逆的結合を形成することができる2つ以上の結合部位Z1を
含む；または
  (ii）第1の受容体結合物質が、結合パートナーC1を含み、第2の受容体結合物質が、結
合パートナーC2を含み、複数の結合部位が、各々が結合パートナーC1および結合パートナ
ーC2に結合して第1および第2の受容体結合物質と試薬との間に可逆的結合を形成すること
ができる2つ以上の結合部位Z1を含む；または
  (iii）第1の受容体結合物質が、結合パートナーC1を含み、第2の受容体結合物質が、結
合パートナーC2を含み、複数の結合部位が、各々が結合パートナーC1に結合して第1の受
容体結合物質と試薬との間に可逆的結合を形成することができる2つ以上の結合部位Z1、
および各々が結合パートナーC2に結合して第2の受容体結合物質と試薬との間に可逆的結
合を形成することができる2つ以上の結合部位Z2を含む、
態様136または態様137に記載の製造物品。
139．試薬が、20 nm未満、10 nm未満、5 nm未満、もしくは1 nm未満であるサイズを有す
る；または
  試薬が、1.2 g/cm3未満もしくは1.0 g/cm3未満の密度を有する、
態様130～139のいずれか1つに記載の製造物品。
140．試薬が、支持体または固体支持体に結合されていない、態様130～139のいずれか1つ
に記載の製造物品。
141．試薬が、支持体に結合されているかまたは固定化されている、態様130～140のいず
れか1つに記載の製造物品。
142．支持体が、固体支持体または固定相である、態様141に記載の製造物品。
143．支持体が、ビーズ、粒子、ナノ粒子、またはマイクロスフェアを含む、態様141また
は態様142に記載の製造物品。
144．作用物質、第1の受容体結合物質であることができる受容体結合物質、および／また
は第2の受容体結合物質が、各々個々に、抗体断片、一価抗体断片、抗体様結合特性を有
するタンパク質性結合分子、Igドメインを含有する分子、およびそれらの結合断片の中か
ら選択される、態様130～143のいずれか1つに記載の製造物品。
145．作用物質、第2の受容体結合物質であることができる受容体結合物質、および／また
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は第1の受容体結合物質が、抗体断片を含む；
  作用物質、第2の受容体結合物質であることができる受容体結合物質、および／または
第1の受容体結合物質が、Fab断片を含む；
  作用物質、第2の受容体結合物質であることができる受容体結合物質、および／または
第1の受容体結合物質が、F(ab')2断片および二価一本鎖Fv（scFv）断片の中から選択され
る二価抗体断片である；または
  作用物質、第2の受容体結合物質であることができる受容体結合物質、および／または
第1の受容体結合物質が、Fab断片、Fv断片、およびscFv断片の中から選択される一価抗体
断片である、
態様130～144のいずれか1つに記載の製造物品。
146．作用物質または第1の受容体結合物質が、任意で、抗CD3抗体、抗CD3抗体の二価抗体
断片、抗CD3抗体の一価抗体断片、および抗体様結合特性を有するタンパク質性CD3結合分
子からなる群より選択される、CD3に特異的に結合する作用物質を含み、かつ／または
  作用物質、または第2の受容体結合物質であることができる受容体結合物質が、任意で
、抗CD90抗体、抗CD90抗体の二価抗体断片、抗CD90抗体の抗体断片、抗体様結合特性を有
するタンパク質性CD90結合分子、抗CD95抗体、抗CD95抗体の二価抗体断片、抗CD95抗体の
抗体断片、抗体様結合特性を有するタンパク質性CD95結合分子、抗CD154抗体、抗CD154抗
体の二価抗体断片、抗CD154抗体の一価抗体断片、抗体様結合特性を有するタンパク質性C
D154結合分子、抗CD137抗体、抗CD137抗体の二価抗体断片、抗CD137抗体の一価抗体断片
、抗体様結合特性を有するタンパク質性CD137結合分子、抗ICOS抗体、抗ICOS抗体の二価
抗体断片、抗ICOS抗体の一価抗体断片、抗体様結合特性を有するタンパク質性ICOS結合分
子、抗LAT抗体、抗LAT抗体の二価抗体断片、抗LAT抗体の一価抗体断片、抗体様結合特性
を有するタンパク質性LAT結合分子、抗CD27抗体、抗CD27抗体の二価抗体断片、抗CD27抗
体の一価抗体断片、抗体様結合特性を有するタンパク質性CD27結合分子、抗OX40抗体、抗
OX40抗体の二価抗体断片、抗OX40抗体の一価抗体断片、抗体様結合特性を有するタンパク
質性OX40結合分子、抗HVEM抗体、抗HVEM抗体の二価抗体断片、抗HVEM抗体の一価抗体断片
、抗体様結合特性を有するタンパク質性HVEM結合分子、およびこれらの任意の混合物から
なる群より選択される、CD90、CD95、CD137、CD154、ICOS、LAT、CD27、OX40、またはHVE
Mに特異的に結合する作用物質を含む、
態様130～145のいずれか1つに記載の製造物品。
147．試薬が、ストレプトアビジン、アビジン、ストレプトアビジン類似体もしくはムテ
イン、または、および、アビジン類似体もしくはムテインであるか、またはそれを含む；
または
  試薬が、ストレプトアビジン、アビジン、ストレプトアビジン類似体もしくはムテイン
、または、および、アビジン類似体もしくはムテインのオリゴマーまたはポリマーを含む
、
態様130～147のいずれか1つに記載の製造物品。
148．態様130～147のいずれか1つに記載の製造物品、および任意で使用説明書を含む、キ
ット。
149．受容体結合物質と試薬との間の結合を逆転させることができる物質をさらに含む、
態様148に記載のキット。
150．(a）(i）受容体結合物質に可逆的に結合することができる複数の結合部位を含む試
薬；および(ii）該試薬に可逆的に結合されており、かつ標的細胞の表面上に発現してい
る分子に特異的に結合することができる受容体結合物質であって、任意で、該分子に対す
る結合が、標的細胞においてシグナルを誘導またはモジュレートする、受容体結合物質、
を含む可逆的試薬；ならびに
  (b）受容体結合物質と試薬との間の結合を逆転させることができる物質
を含む、キット。
151．標的細胞がT細胞である、態様150に記載のキット。
151．試薬が、ストレプトアビジン、アビジン、ストレプトアビジン類似体もしくはムテ
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イン、または、および、アビジン類似体もしくはムテインであるか、またはそれを含む；
または
  試薬が、ストレプトアビジン、アビジン、ストレプトアビジン類似体もしくはムテイン
、または、および、アビジン類似体もしくはムテインのオリゴマーまたはポリマーを含む
、
態様150または態様151に記載のキット。
152．物質が、ストレプトアビジン結合ペプチド、ビオチンもしくは生物学的に活性な断
片、任意でD-ビオチン、またはビオチン類似体もしくは生物学的に活性な断片を含む、態
様149～151のいずれか1つに記載のキット。
153．試薬が、20 nm未満、10 nm未満、5 nm未満、もしくは1 nm未満であるサイズを有す
る；または
  試薬が、1.2 g/cm3未満もしくは1.0 g/cm3未満の密度を有する、
態様150～152のいずれか1つに記載のキット。
154．試薬が、支持体または固体支持体に結合されていない、態様150～153のいずれか1つ
に記載のキット。
155．標的抗原に特異的に結合する組換え受容体を発現するように遺伝子操作された複数
のT細胞を含む組成物であって、
  組成物中の全T細胞または組成物中の全細胞に対するパーセンテージとして、35％、40
％、50％、60％、70％、80％、または90％を上回る細胞が、CD3+、CD4+またはCD8+、およ
びCD62L+、ならびに、CD127+、CD45RA+、CD45RO-、CCR7+、およびCD27+のうちの1つまた
は複数、ならびに、t-betlow、IL-7Ra+、CD95+、IL-2Rβ+、CXCR3+、およびLFA-1+のうち
の1つまたは複数である表面表現型を含むT細胞サブセットを含み；かつ
  (a）遺伝子操作前にまたは遺伝子操作の間、該T細胞サブセットを含む複数のT細胞が：
    (i）GSK-P阻害剤の存在下でインキュベートされなかった；
    (ii）組換え恒常性サイトカイン、任意でIL-7もしくはIL-15の存在下でインキュベー
トされなかった；もしくは
    (iii）CD62L+細胞について濃縮されなかった；または
  (b）組成物が、GSK-P阻害剤、または組換え恒常性サイトカイン、任意でIL-7もしくはI
L-15を含まない
のいずれかまたは両方である、組成物。
156．T細胞サブセットが、少なくとも5×106個、少なくとも1×106個、または少なくとも
2×106個の細胞を含む、態様155に記載の組成物。
157．標的抗原に特異的に結合する組換え受容体を発現するように遺伝子操作された複数
のT細胞を含む組成物であって、
  遺伝子操作されたT細胞が、CD3+、CD4+またはCD8+、およびCD62L+、ならびに、CD127+
、CD45RA+、CD45RO-、CCR7+、およびCD27+のうちの1つまたは複数、ならびに、t-betlow

、IL-7Ra+、CD95+、IL-2Rβ+、CXCR3+、およびLFA-1+のうちの1つまたは複数である表面
表現型を含むT細胞サブセットを含むT細胞の集団の形質導入に由来し、該T細胞サブセッ
トが、該集団中の全T細胞に対し、
  (a）該表現型を含む1つもしくは複数のマーカーの表面発現に基づいてヒト対象から単
離されたかもしくは濃縮された、初代T細胞を含む集団；または
  (b）GSK-P阻害剤の存在下でインキュベートされたT細胞の集団；
  (c）組換え恒常性サイトカイン、任意でIL-7もしくはIL-15の存在下でインキュベート
されたT細胞の集団；または
  (d）抗CD3および抗CD8によって刺激されたが、刺激もしくは活性化が、1日、2日、3日
、4日、もしくは5日を上回る期間にわたり、かつ／または刺激がビオチンもしくはビオチ
ン類似体の存在下で妨害されなかった、T細胞の集団
のいずれかと比較して、より大きなパーセンテージで存在するかまたはより多い数で存在
する、組成物。
158．T細胞サブセットが、集団中の全T細胞に対するパーセンテージとして、35％、40％
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、50％、60％、70％、80％、もしくは90％を上回ってまたは約35％、40％、50％、60％、
70％、80％、もしくは90％を上回って、該集団に存在する；または
  T細胞サブセットが、少なくとも細胞5×106個、1×106個、2×106個、もしくはそれよ
りも多くを含む、
態様156に記載の組成物。
159．薬学的組成物である、態様155～158のいずれか1つに記載の組成物。
160．態様128、態様129、および態様154～158のいずれか1つに記載の組成物を、疾患また
は状態を有する対象に投与する工程を含む、処置の方法。
161．細胞が、組換え受容体、キメラ抗原受容体、またはTCRを含み、かつ、組換え受容体
、キメラ抗原受容体、またはトランスジェニックTCRが、疾患または状態と関連する抗原
に特異的に結合する、態様160に記載の処置の方法。
162．疾患または状態が、がん、および自己免疫性の疾患もしくは障害、または感染性疾
患である、態様160または態様161に記載の処置の方法。
163．(i）受容体結合物質に可逆的に結合することができる複数の結合部位を含む試薬に
可逆的に結合されており；かつ(ii）標的細胞においてシグナルを誘導もしくはモジュレ
ートしかつ／または標的細胞の機能を変更する様式でCD28、CD3、CD137、またはCD40以外
の標的細胞の表面上の分子に特異的に結合することができる受容体結合物質の存在下で、
標的細胞を含む組成物をインキュベートし、それによって培養標的細胞が生成される工程
を含む、標的細胞を培養するための方法。
164．受容体結合物質が、サイトカイン受容体に特異的に結合する、ケモカイン受容体に
特異的に結合する、接着分子であるかもしくはそれを含む、または、サイトカイン産生、
ケモカイン産生、および／もしくは接着分子の発現を誘導する因子である、態様163に記
載の方法。
165．受容体結合物質が、IL-2R、IL-1R、IL-15R、IFN-γR、TNF-αR、IL-4R、IL-10R、I
型IFNR、IL-12R、IL-15R、IL-17R、TNFR1、TNFR2、IL-7R、IL-21R、およびCD132（IL受容
体共通γ鎖）の中から選択されるサイトカイン受容体に特異的に結合する、態様163また
は態様164に記載の方法。
166．受容体結合物質が、IL-2R、IL-1R、IL-15R、IFN-γR、TNF-αR、IL-4R、IL-10R、I
型IFNR、IL-12R、IL-15R、IL-17R、TNFR1、TNFR2、IL-7R、IL-21R、およびCD132（IL受容
体共通γ鎖）の中から選択されるサイトカイン受容体に特異的に結合するリガンドであり
；かつ／または
  受容体結合物質が、IL-2、IL-1、IL-15、IFN-γ、TNF-α、IL-4、IL-10、IL-12、IL-15
、IL-17、TNF、IL-7、IL-21、およびIL-9の中から選択されるリガンドであるか、もしく
はそれらの生物学的に活性な断片である、
態様163～165のいずれか1つに記載の方法。
167．受容体結合物質が、IL-12R、IFN-γR、IL-4R、およびIL-17Rの中から選択されるサ
イトカインに特異的に結合する；または
  受容体結合物質が、IL-2、IL-4、IL-7、IL-10、IL-15、およびIL-17の中から選択され
るリガンドであるか、もしくはそれらの生物学的に活性な断片である、
態様163～165のいずれか1つに記載の方法。
168．受容体結合物質が、CCR1、CCR2、CCR3、CCR4、CCR5、CCR7、CCR9、CXCR1、CXCR3、
およびCXCR4の中から選択されるケモカイン受容体に特異的に結合する、態様163または態
様164に記載の方法。
169．受容体結合物質が、CCR1、CCR2、CCR3、CCR4、CCR5、CCR7、CCR9、CXCR1、CXCR3、
およびCXCR4の中から選択されるサイトカイン受容体に特異的に結合するリガンドである
；または
  受容体結合物質が、CXCL9、CXCL10、CCL19、CCL21、およびCCL25の中から選択されるリ
ガンドであるか、もしくはそれらの生物学的に活性な断片である、
態様163、態様164、または態様168に記載の方法。
170．受容体結合物質が、CXCR3、CCR7、CXCR1、およびCXCR4の中から選択されるサイトカ
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インに特異的に結合する；または
  受容体結合物質が、CXCL9、CXCL10、CCL19、CCL21、およびCCL25の中から選択されるリ
ガンドであるか、もしくはそれらの生物学的に活性な断片である、
態様163、態様164、態様168、または態様169のいずれか1つに記載の方法。
171．接着分子が、CD44、CD31、CD18/CD11a（LFA-1）、CD29、CD54（ICAM-1）、CD62L（L
-セレクチン）、およびCD29/CD49d（VLA-4）、CD106（VCAM-1）の中から選択されるか、
またはそれらの生物学的に活性な断片である、態様163または態様164に記載の方法。
172．接着分子が、LFA-1、L-セレクチン、VCAM-1、およびVLA-4の中から選択されるか、
またはそれらの生物学的に活性な断片である、態様171に記載の方法。
173．因子が核因子である、態様163または態様164に記載の方法。
174．因子が、レチノイン酸受容体関連オーファン受容体γ（RORγ）またはRORαである
、態様163、態様164、または態様173に記載の方法。
175．標的細胞が血液細胞を含み；
  標的細胞が白血球を含み；
  標的細胞がリンパ球を含み；
  標的細胞がB細胞を含み；
  標的細胞がB細胞集団を含み；
  標的細胞がT細胞を含み；
  標的細胞がT細胞集団を含み；かつ／または
  標的細胞がナチュラルキラー（NK）細胞を含む、
態様163～174のいずれか1つに記載の方法。
176．標的細胞が免疫細胞を含む、態様163～175のいずれか1つに記載の方法。
177．標的細胞が、抗原特異的T細胞もしくはその集団、Tヘルパー細胞もしくはその集団
、細胞傷害性T細胞もしくはその集団、メモリーT細胞もしくはその集団、調節性T細胞も
しくはその集団、NK細胞もしくはその集団、抗原特異的B細胞もしくはその集団、メモリ
ーB細胞もしくはその集団、または、調節性B細胞もしくはその集団を含む、態様163～176
のいずれか1つに記載の方法。
178．標的細胞がT細胞である、態様163～177のいずれか1つに記載の方法。
179．標的細胞が、対象由来の初代細胞である、態様163～178のいずれか1つに記載の方法
。
180．受容体結合物質が分子に特異的に結合しそれによって標的細胞においてシグナルを
誘導もしくはモジュレートし、かつ／または標的細胞における機能を変更する条件下で、
インキュベーションが行われる、態様163～179のいずれか1つに記載の方法。
181．受容体結合物質が、結合パートナーC1を含み、複数の結合部位が、各々が結合パー
トナーC1に結合して受容体結合物質と試薬との間に可逆的結合を形成することができる2
つ以上の結合部位Z1を含む、態様163～180のいずれか1つに記載の方法。
182．受容体結合物質が追加の受容体結合物質であり、分子が追加の分子であり、1つまた
は複数のT細胞の表面上の第1の分子に特異的に結合することができる第1の受容体結合物
質の存在下で、インキュベーションがさらに実行され、該第1の分子が、任意で、組成物
中の1つまたは複数のT細胞において第1のシグナルを誘導またはモジュレートすることが
できる、態様163～181のいずれか1つに記載の方法。
183．第1の受容体結合物質が、第1の受容体結合物質および追加の受容体結合物質に対す
る複数の結合部位を含む試薬に可逆的に結合されている；または
  第1の受容体結合物質が、第1の受容体結合物質に可逆的に結合することができる複数の
結合部位を含む第2の試薬に可逆的に結合されている、
態様182に記載の方法。
184．第1の受容体結合物質が、T細胞においてTCR/CD3複合体関連シグナルを開始すること
ができ；かつ／または
  第1の受容体結合物質が、TCR/CD3複合体のメンバーに特異的に結合し；かつ／または
  第1の受容体結合物質が、CD3に特異的に結合する、
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態様182または態様183に記載の方法。
185．第1の受容体結合物質が、結合パートナーC2を含み、複数の結合部位が、各々が結合
パートナーC2に結合して第1の受容体結合物質と試薬との間に可逆的結合を形成すること
ができる2つ以上の結合部位Z2を含む、態様182～184のいずれか1つに記載の方法。
186． 1つまたは複数のT細胞の表面上の第2の分子に特異的に結合することができる第2の
受容体結合物質の存在下で、インキュベーションがさらに実行され、該第2の分子が、任
意で、第1の分子を介して送達されたシグナルを増強するか、減衰させるか、または改変
するように組成物中の標的細胞においてシグナルを誘導またはモジュレートすることがで
きる、態様182～185のいずれか1つに記載の方法。
187．第2のシグナルが、TCR/CD3複合体関連シグナル以外のシグナルである；
  第2のシグナルが、TCR/CD3複合体関連シグナルを増強もしくは強化することができる；
または
  第2の分子が、共刺激分子、アクセサリー分子、サイトカイン受容体、ケモカイン受容
体、免疫チェックポイント分子であるか、または、TNFファミリーもしくはTNF受容体ファ
ミリーのメンバーである、
態様186に記載の方法。
188．第2の分子が、CD28およびCD137の中から選択される、態様186または態様187のいず
れか1つに記載の方法。
189．第2の分子がCD28である、態様186～188のいずれか1つに記載の方法。
190．第2の受容体結合物質が、結合パートナーC3を含み、複数の結合部位が、各々が結合
パートナーC3に結合して第1の受容体結合物質と試薬との間に可逆的結合を形成すること
ができる2つ以上の結合部位Z3を含む、態様186～188のいずれか1つに記載の方法。
191．C1およびC2、C1およびC3、C2およびC3、または、C1、C2、およびC3が、同じもしく
は実質的に同じであるか、または、同じもしくは実質的に同じ部分を含有する； 
  Z1およびZ2、Z1およびZ3、Z2およびZ3、または、Z1、Z2、およびZ3が、同じもしくは実
質的に同じであるか、または、同じもしくは実質的に同じ部分を含有する、
態様163～190のいずれか1つに記載の方法。
192．試薬が、インキュベーションの少なくとも一部にわたって、支持体上に固定化され
ているか、または固定化されることができ、それによって、（追加の、第1のおよび／ま
たは第2の）受容体結合物質が、支持体上に固定化されているか、または固定化されるこ
とができる、態様163～191のいずれか1つに記載の方法。
193．支持体が、固定相であるかもしくはそれを含み；かつ／または
  支持体が、固体支持体であるかもしくはそれを含む、
態様192に記載の方法。
194．試薬が、前記インキュベーションの間、固体支持体、固定相、ビーズ、微粒子、磁
性粒子、および／もしくはマトリックスではなく、かつそれらに結合されていないかもし
くはそれらと会合しておらず；かつ／または
  試薬が、柔軟性であり、金属もしくは磁性コアを含有せず、完全にもしくは主に有機多
量体から構成されており、球形ではなく、実質的に球形もしくは均一な形状ではなく、か
つ／もしくは硬直していない；
  試薬が、20 nm未満、10 nm未満、5 nm未満、もしくは1 nm未満であるサイズを有する；
または
  試薬が、1.2 g/cm3未満もしくは1.0 g/cm3未満の密度を有する、
態様163～191のいずれか1つに記載の方法。
195．追加の受容体結合物質であることができる受容体結合物質が、結合部位B1を含み；
かつ／または
  追加の受容体結合物質であることができる受容体結合物質が、該結合部位B1のうちの1
つのみを含み；かつ／または
  追加の受容体結合物質であることができる受容体結合物質が、一価様式で分子に特異的
に結合する、
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態様163～194のいずれか1つに記載の方法。
196．第1の受容体結合物質が、結合部位B2を含み；かつ／または
  第1の受容体結合物質が、該結合部位B2のうちの1つのみを含み；かつ／または
  第1の受容体結合物質が、一価様式で分子に特異的に結合する、
態様163～195のいずれか1つに記載の方法。
197．第2の受容体結合物質が、結合部位B4を含み；かつ／または
  第2の受容体結合物質が、該結合部位B4のうちの1つのみを含み；かつ／または
  第2の受容体結合物質が、一価様式で分子に特異的に結合する、
態様163～196のいずれか1つに記載の方法。
198．結合部位B2および／またはB4が、抗体結合部位を含む、態様195～197のいずれか1つ
に記載の方法。
199．追加の受容体結合物質であることができる受容体結合物質が、サイトカイン、ケモ
カイン、または接着分子の中から選択される、態様163～198のいずれか1つに記載の方法
。
200．（追加の、第1のおよび／または追加の）受容体結合物質が、各々個々に、抗体断片
、一価抗体断片、抗体様結合特性を有するタンパク質性結合分子、Igドメインを含有する
分子、アプタマー、およびMHC分子、ならびにそれらの結合断片の中から選択される、態
様163～199のいずれか1つに記載の方法。
201．（追加の、第1のおよび／または追加の）受容体結合物質が、抗体断片を含む；
  （追加の、第1のおよび／または追加の）受容体結合物質が、Fab断片を含む；
  （追加の、第1のおよび／または追加の）受容体結合物質が、F(ab')2断片および二価一
本鎖Fv（scFv）断片の中から選択される二価抗体断片である；
  （追加の、第1のおよび／または追加の）受容体結合物質が、Fab断片、Fv断片、および
scFv断片の中から選択される一価抗体断片であり；かつ／または
  （追加の、第1のおよび／または追加の）受容体結合物質が、アプタマー、リポカリン
ファミリーのポリペプチドに基づくムテイン、グルボディ、アンキリンスキャホールドを
ベースにしたタンパク質、結晶スキャホールドをベースにしたタンパク質、アドネクチン
、およびアビマーの中から選択される、抗体様結合特性を有するタンパク質性結合分子で
ある、
態様163～200のいずれか1つに記載の方法。
202．試薬が、ビオチン、ビオチン類似体、もしくはそれらの生物学的に活性な断片に可
逆的に結合する、ストレプトアビジン、アビジン、ストレプトアビジンの類似体もしくは
ムテイン；ストレプトアビジン結合ペプチドに可逆的に結合する、アビジンもしくはスト
レプトアビジンの類似体もしくはムテイン；遷移金属イオンに結合することができる少な
くとも2つのキレート基Kを含む試薬；オリゴヒスチジン親和性タグに結合することができ
る作用物質；グルタチオン-S-トランスフェラーゼに結合することができる作用物質；カ
ルモジュリンもしくはその類似体；カルモジュリン結合ペプチド（CBP）に結合すること
ができる作用物質；FLAG-ペプチドに結合することができる作用物質；HAタグに結合する
ことができる作用物質；マルトース結合タンパク質（MBP）に結合することができる作用
物質；HSVエピトープに結合することができる作用物質；mycエピトープに結合することが
できる作用物質；またはビオチニル化担体タンパク質に結合することができる作用物質で
あるか、またはそれを含む、態様163～201のいずれか1つに記載の方法。
203．試薬が、ビオチンまたは生物学的に活性な断片に可逆的に結合する、ストレプトア
ビジン類似体もしくはムテイン、またはアビジン類似体もしくはムテインであるか、また
はそれを含む；
  試薬が、ビオチン類似体または生物学的に活性な断片に可逆的に結合する、ストレプト
アビジン類似体もしくはムテイン、またはアビジン類似体もしくはムテインであるか、ま
たはそれを含み；かつ／または
  試薬が、ストレプトアビジン結合ペプチドに可逆的に結合する、ストレプトアビジン類
似体もしくはムテイン、またはアビジン類似体もしくはムテインであるか、またはそれを
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含む、
態様163～202のいずれか1つに記載の方法。
204．試薬が、ビオチンもしくは生物学的に活性な断片に可逆的に結合する、ストレプト
アビジン、アビジン、ストレプトアビジンの類似体もしくはムテイン；ストレプトアビジ
ン結合ペプチドに可逆的に結合する、ストレプトアビジンもしくはアビジンの類似体もし
くはムテイン；遷移金属イオンに結合することができる少なくとも2つのキレート基Kを含
む試薬；オリゴヒスチジン親和性タグに結合することができる作用物質；グルタチオン-S
-トランスフェラーゼに結合することができる作用物質；カルモジュリンもしくはその類
似体；カルモジュリン結合ペプチド（CBP）に結合することができる作用物質；FLAG-ペプ
チドに結合することができる作用物質；HAタグに結合することができる作用物質；マルト
ース結合タンパク質（MBP）に結合することができる作用物質；HSVエピトープに結合する
ことができる作用物質；mycエピトープに結合することができる作用物質；またはビオチ
ニル化担体タンパク質に結合することができる作用物質の、オリゴマーまたはポリマーで
ある、態様163～203のいずれか1つに記載の方法。
205．試薬が、ストレプトアビジン、アビジン、ストレプトアビジ類似体もしくはムテイ
ン、または、および、アビジン類似体もしくはムテインのオリゴマーまたはポリマーを含
む、態様163～204のいずれか1つに記載の方法。
206．オリゴマーまたはポリマーの個々の分子が、多糖または二官能性リンカーによって
架橋されている、態様204または態様205に記載の方法。
207．複数の結合部位が、少なくとも2、4、8、12、16、20、24、28、32、36、40、44、48
、52、56、60、64、72個、またはそれよりも多い結合部位を含む、態様163～206のいずれ
か1つに記載の方法。 
208．ストレプトアビジン結合ペプチドが、

からなる群より選択される、態様202～207のいずれか1つに記載の方法。
209．試薬が、SEQ ID NO: 1に示されるアミノ酸の配列中のストレプトアビジンにおける
位置を基準として44～47位に対応する配列位置に、アミノ酸配列Val44-Thr45-Ala46-Arg4
7もしくはlle44-Gly45-Ala46-Arg47を含むストレプトアビジン類似体もしくはムテインを
含む；または
  ストレプトアビジン類似体もしくはムテインが、SEQ ID NO: 1に示されるアミノ酸の配
列中のストレプトアビジンにおける位置を基準として44～47位に対応する配列位置に、ア
ミノ酸配列Val44-Thr45-Ala46-Arg47を含む、
態様163～208のいずれか1つに記載の方法。
210．ストレプトアビジン類似体またはムテインが、
  (a）SEQ ID NO: 3～6、27、または28のいずれかに示されるアミノ酸の配列；
  (b）SEQ ID NO: 3～6、27、または28のいずれかに対して少なくとも85％、86％、87％
、88％、89％、89％、90％、91％、92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％、99％、
またはそれよりも高い配列同一性を呈し、Val44-Thr45-Ala46-Arg47またはlle44-Gly45-A
la46-Arg47に対応するアミノ酸配列を含有し、かつ、ビオチンもしくはその生物学的に活
性な形態、ビオチン類似体もしくはムテインもしくはそれらの生物学的に活性な断片、ま
たはストレプトアビジン結合ペプチドに可逆的に結合する、アミノ酸の配列；または
  (c）ビオチンもしくはその生物学的に活性な形態、ビオチン類似体もしくはムテインも
しくはそれらの生物学的に活性な断片、またはストレプトアビジン結合ペプチドに可逆的
に結合する、(a）または(b）の機能的断片
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を含む、態様163～209のいずれか1つに記載の方法。
211．ストレプトアビジン類似体またはムテインが、SEQ ID NO: 1に示されるアミノ酸の
配列中のストレプトアビジンにおける位置を基準として117、120、および／または121に
対応する位置に、1つまたは複数のアミノ酸置換をさらに含む、態様209または態様210に
記載の方法。
212．1つもしくは複数のアミノ酸置換が、Glu117、Asp117、Arg117、Ser120、Ala120、Gl
y120、Trp121、Tyr121、もしくはPhe121の中から選択される；または
  1つもしくは複数のアミノ酸置換が、Glu117、Gly120、もしくはTyr121の1つもしくは複
数から選択される；または
  アミノ酸置換が、Glu117、Gly120、もしくはTyr121から選択される、
態様211に記載の方法。
213．ストレプトアビジン類似体またはムテインが、
  (a）SEQ ID NO: 27または28に示されるアミノ酸の配列；
  (b）SEQ ID NO: 28に対して少なくとも85％、86％、87％、88％、89％、89％、90％、9
1％、92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％、99％、またはそれよりも高い配列同
一性を呈し、Val44、Thr45、Ala46、Arg47、Glu117、Gly120、およびTyr121に対応するア
ミノ酸配列を含有し、かつ、ビオチンもしくは生物学的に活性な断片、ビオチン類似体も
しくはムテインもしくはそれらの生物学的に活性な断片、またはストレプトアビジン結合
ペプチドに可逆的に結合する、アミノ酸の配列；または
  (c）ビオチンもしくは生物学的に活性な断片、ビオチン類似体もしくはムテインもしく
はそれらの生物学的に活性な断片、またはストレプトアビジン結合ペプチドに可逆的に結
合する、(a）または(b）の機能的断片
を含む、態様163～212のいずれか1つに記載の方法。
214．結合パートナーC1および／または結合パートナーC2が、独立して、

からなる群より選択されるストレプトアビジン結合ペプチドを含む、
態様163～213のいずれか1つに記載の方法。
215．第1および／または第2の受容体結合物質と試薬との間の可逆的結合を破壊する工程
をさらに含む、態様163～214のいずれか1つに記載の方法。
216．前記破壊が、第1の受容体結合物質であることができる受容体結合物質、および／ま
たは第2の受容体結合物質と、試薬との間の結合を逆転させることができる物質を含む組
成物の細胞への導入を含む、態様215に記載の方法。
217．物質が、遊離の結合パートナーであり、かつ／または競合物質である、態様216に記
載の方法。
218．組成物中の物質が、T細胞または標的細胞に対して有害ではなく、かつ／または、該
物質の添加が、生存するT細胞または標的細胞のパーセンテージを、該物質を伴わない同
等の条件または同じ条件下でのT細胞または標的細胞のインキュベーションとそれぞれ比
較した際に、90％、80％、70％、60％、または50％未満に低減させない、態様216または
態様217に記載の方法。
219．前記破壊が、T細胞または標的細胞において、受容体結合物質または第2の受容体結
合物質の一方または両方によって誘導またはモジュレートされたシグナルを終結または減
少させる、態様215～218のいずれか1つに記載の方法。
220．試薬が、ストレプトアビジン、アビジン、ストレプトアビジン類似体もしくはムテ
イン、または、および、アビジン類似体もしくはムテイン、またはそれらの生物学的に活
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性な断片であるか、またはそれを含み；かつ
  物質が、ストレプトアビジン結合ペプチド、ビオチンもしくは生物学的に活性な断片、
任意でD-ビオチン、またはビオチン類似体もしくは生物学的に活性な断片を含む、
態様215～219のいずれか1つに記載の方法。
221．物質が、

からなる群より選択されるストレプトアビジン結合ペプチドであり；かつ／または
  物質が、C1、C2、もしくはC3、またはそれらの類似体である、
態様220に記載の方法。
222．シグナルの誘導またはモジュレーションが、シグナルの誘導またはモジュレーショ
ンの非存在下での組成物中の標的細胞、任意でT細胞と比較して、化学走性、接着、サイ
トカイン産生、増殖（増大）、細胞傷害活性、代謝活性の中から選択される、変更された
活性を結果としてもたらし；かつ／または
  インキュベーションの前の組成物中の標的細胞、任意でT細胞の機能活性と比較して、
変更された機能活性が、化学走性、接着、サイトカイン産生、増殖（増大）、細胞傷害活
性、代謝活性の中から選択され；かつ／または
  培養標的細胞が、インキュベーションの前の組成物中の標的細胞、任意でT細胞の機能
活性と比較して、化学走性、接着、サイトカイン産生、増殖（増大）、細胞傷害活性、代
謝活性の中から選択される、変更された活性を呈する、
態様163～221のいずれか1つに記載の方法。
223．活性が、少なくとも2倍、3倍、4倍、5倍、6倍、7倍、8倍、9倍、10倍、またはそれ
よりも大きく変更される、態様222に記載の方法。
224．T細胞または標的細胞の集団中に、組換えタンパク質をコードする組換え核酸分子を
導入する工程をさらに含み、それによって、細胞が組換えタンパク質を発現する、態様16
3～223のいずれか1つに記載の方法。
225．組換え受容体が、キメラ抗原受容体またはトランスジェニックT細胞受容体（TCR）
である、態様224に記載の方法。
226．インビトロまたはエクスビボで行われる、態様163～225のいずれか1つに記載の方法
。
227．培養細胞を、疾患または状態を有する対象に投与する工程をさらに含む、態様163～
226のいずれか1つに記載の方法。
228．態様163～227のいずれか1つに記載の方法によって産生された複数の培養T細胞また
は標的細胞、および任意で、薬学的に許容される賦形剤を含む、組成物。
229．物質の添加後に、細胞が、30℃よりも高い温度で、24時間超、48時間超、72時間超
、または96時間超にわたって、インビトロまたはエクスビボでインキュベートされていな
い、態様228に記載の組成物。
230．(a）受容体結合物質に結合することができる複数の結合部位を含む、試薬；および
  (b）(i）試薬に可逆的に結合されており、かつ(ii）細胞においてシグナルを誘導もし
くはモジュレートする、または細胞において機能活性を変更する様式でCD28、CD3、CD137
、またはCD40ではない標的細胞の表面上の分子に特異的に結合することができる、受容体
結合物質
を含む、製造物品。
231．受容体結合物質が、サイトカイン受容体に特異的に結合する、ケモカイン受容体に
特異的に結合する、接着分子であるかもしくはそれを含む、または、サイトカイン産生、
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ケモカイン産生、および／もしくは接着分子の発現を誘導する因子である、態様230に記
載の製造物品。
232．受容体結合物質が、IL-2R、IL-1R、IL-15R、IFN-γR、TNF-αR、IL-4R、IL-10R、I
型IFNR、IL-12R、IL-15R、IL-17R、TNFR1、TNFR2、IL-7R、IL-21R、およびCD132（IL受容
体共通γ鎖）の中から選択されるサイトカイン受容体に特異的に結合する、態様230また
は態様231に記載の製造物品。
233．受容体結合物質が、IL-2R、IL-1R、IL-15R、IFN-γR、TNF-αR、IL-4R、IL-10R、I
型IFNR、IL-12R、IL-15R、IL-17R、TNFR1、TNFR2、IL-7R、IL-21R、およびCD132（IL受容
体共通γ鎖）の中から選択されるサイトカイン受容体に特異的に結合するリガンドであり
；かつ／または
  受容体結合物質が、IL-2、IL-1、IL-15、IFN-γ、TNF-α、IL-4、IL-10、IL-12、IL-15
、IL-17、TNF、IL-7、IL-21、およびIL-9の中から選択されるリガンドであるか、もしく
はそれらの生物学的に活性な断片である、
態様230～232のいずれか1つに記載の製造物品。
234．受容体結合物質が、IL-12R、IFN-γR、IL-4R、およびIL-17Rの中から選択されるサ
イトカインに特異的に結合する；または
  受容体結合物質が、IL-2、IL-4、IL-7、IL-10、IL-15、およびIL-17の中から選択され
るリガンドであるか、もしくはそれらの生物学的に活性な断片である、
態様230～232のいずれか1つに記載の製造物品。
235．受容体結合物質が、CCR1、CCR2、CCR3、CCR4、CCR5、CCR7、CCR9、CXCR1、CXCR3、
およびCXCR4の中から選択されるケモカイン受容体に特異的に結合する、態様68または態
様69に記載の製造物品。
236．受容体結合物質が、CCR1、CCR2、CCR3、CCR4、CCR5、CCR7、CCR9、CXCR1、CXCR3、
およびCXCR4の中から選択されるサイトカイン受容体に特異的に結合するリガンドである
；または
  受容体結合物質が、CXCL9、CXCL10、CCL19、CCL21、およびCCL25の中から選択されるリ
ガンドであるか、もしくはそれらの生物学的に活性な断片である、
態様230、態様231、または態様235に記載の製造物品。
237．受容体結合物質が、CXCR3、CCR7、CXCR1、およびCXCR4の中から選択されるサイトカ
インに特異的に結合する；または
  受容体結合物質が、CXCL9、CXCL10、CCL19、CCL21、およびCCL25の中から選択されるリ
ガンドであるか、もしくはそれらの生物学的に活性な断片である、
態様68、態様69、態様235、または態様236のいずれか1つに記載の製造物品。
238．接着分子が、CD44、CD31、CD18/CD11a（LFA-1）、CD29、CD54（ICAM-1）、CD62L（L
-セレクチン）、およびCD29/CD49d（VLA-4）、CD106（VCAM-1）の中から選択されるか、
またはそれらの生物学的に活性な断片である、態様230または態様231に記載の製造物品。
239．接着分子が、LFA-1、L-セレクチン、VCAM-1、およびVLA-4の中から選択されるか、
またはそれらの生物学的に活性な断片である、態様238に記載の製造物品。
240．因子が核因子である、態様230または態様231に記載の製造物品。
241．因子が、レチノイン酸受容体関連オーファン受容体γ（RORγ）またはRORαである
、態様230、態様231、または態様240に記載の製造物品。
242．受容体結合物質または作用物質が、結合パートナーC1を含み；かつ
  複数の結合部位が、各々が結合パートナーC1に結合して受容体結合物質または作用物質
と試薬との間に可逆的結合を形成することができる2つ以上の結合部位Z1を含む、
態様230～241のいずれか1つに記載の製造物品。
243．受容体結合物質が追加の受容結合物質であり、分子が追加の分子であり、かつ、試
薬が、(c）第1の受容体結合物質に可逆的に結合することができる複数の結合部位、およ
び(d）(i）試薬に可逆的に結合されており、かつ(ii）T細胞の表面上の第1の分子に特異
的に結合することができる、第1の受容体結合物質をさらに含む、態様230～241のいずれ
か1つに記載の製造物品。
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244．第1の受容体結合物質が、TCR/CD3複合体のメンバーに特異的に結合し、かつ／また
は、第1の受容体結合物質が、CD3に特異的に結合する、態様243に記載の製造物品。
245． 1つまたは複数のT細胞の表面上の第2の分子に特異的に結合することができる第2の
受容体結合物質の存在下で、インキュベーションがさらに実行され、該第2の分子が、任
意で、第1の分子を介して送達されたシグナルを増強するか、減衰させるか、または改変
するように組成物中の標的細胞においてシグナルを誘導またはモジュレートすることがで
きる、態様243または態様244に記載の製造物品。
246．第2のシグナルが、TCR/CD3複合体関連シグナル以外のシグナルである；
  第2のシグナルが、TCR/CD3複合体関連シグナルを増強もしくは強化することができる；
または
  第2の分子が、共刺激分子、アクセサリー分子、サイトカイン受容体、ケモカイン受容
体、免疫チェックポイント分子であるか、または、TNFファミリーもしくはTNF受容体ファ
ミリーのメンバーである、
態様245に記載の製造物品。
247．第2の分子が、CD28またはCD137の中から選択される、態様245または態様246のいず
れか1つに記載の製造物品。
248．第2の分子がCD28である、態様245～247のいずれか1つに記載の製造物品。
249．試薬が、インキュベーションの少なくとも一部にわたって、支持体上に固定化され
ているか、または固定化されることができ、それによって、（追加の、第1のおよび／ま
たは第2の）受容体結合物質が、支持体上に固定化されているか、または固定化されるこ
とができる、態様230～248のいずれか1つに記載の製造物品。
250．支持体が、固定相であるかもしくはそれを含み；かつ／または
  支持体が、固体支持体であるかもしくはそれを含む、
態様249に記載の製造物品。
251．試薬が、前記インキュベーションの間、固体支持体、固定相、ビーズ、微粒子、磁
性粒子、および／もしくはマトリックスではなく、かつそれらに結合されていないかもし
くはそれらと会合しておらず；かつ／または
  試薬が、柔軟性であり、金属もしくは磁性コアを含有せず、完全にもしくは主に有機多
量体から構成されており、球形ではなく、実質的に球形もしくは均一な形状ではなく、か
つ／もしくは硬直していない；
  試薬が、20 nm未満、10 nm未満、5 nm未満、もしくは1 nm未満であるサイズを有する；
または
  試薬が、1.2 g/cm3未満もしくは1.0 g/cm3未満の密度を有する、
態様230～248のいずれか1つに記載の製造物品。
252．追加の受容体結合物質、第1の受容体結合物質、および／または第2の受容体結合物
質であることができる受容体結合物質が、各々個々に、抗体断片、一価抗体断片、抗体様
結合特性を有するタンパク質性結合分子、Igドメインを含有する分子、およびそれらの結
合断片の中から選択される、態様230～251のいずれか1つに記載の製造物品。
253．追加の受容体結合物質、第1の受容体結合物質、および／または第2の受容体結合物
質であることができる受容体結合物質が、抗体断片を含む；
  追加の受容体結合物質、第1の受容体結合物質、および／または第2の受容体結合物質で
あることができる受容体結合物質が、Fab断片を含む；
  追加の受容体結合物質、第1の受容体結合物質、および／または第2の受容体結合物質で
あることができる受容体結合物質が、F(ab')2断片および二価一本鎖Fv（scFv）断片の中
から選択される二価抗体断片である；または
  追加の受容体結合物質、第1の受容体結合物質、および／または第2の受容体結合物質で
あることができる受容体結合物質が、Fab断片、Fv断片、およびscFv断片の中から選択さ
れる一価抗体断片である、
態様230～252のいずれか1つに記載の製造物品。
254．試薬が、ストレプトアビジン、アビジン、ストレプトアビジ類似体もしくはムテイ
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ン、または、および、アビジン類似体もしくはムテインであるか、またはそれを含む；ま
たは
  試薬が、ストレプトアビジン、アビジン、ストレプトアビジ類似体もしくはムテイン、
または、および、アビジン類似体もしくはムテインのオリゴマーまたはポリマーを含む、
態様230～253のいずれか1つに記載の製造物品。
255．態様230～254のいずれか1つに記載の製造物品、および任意で使用説明書を含む、キ
ット。
256．受容体結合物質と試薬との間の結合を逆転させることができる物質をさらに含む、
態様255に記載のキット。
257．物質が、ストレプトアビジン結合ペプチド、ビオチンもしくは生物学的に活性な断
片、任意でD-ビオチン、またはビオチン類似体もしくは生物学的に活性な断片を含む、態
様256に記載のキット。
【実施例】
【０５６９】
VIII．実施例
  以下の実施例は、例証目的のみで含まれ、本発明の範囲を限定するようには意図されな
い。
【０５７０】
実施例1：オリゴマーストレプトアビジンムテイン試薬に可逆的に結合している多量体化
抗CD3および抗CD28 Fab断片を含有する、可溶性刺激試薬の生成
  刺激物質（抗CD3および抗CD28 Fab断片）を、オリゴマーストレプトアビジンムテイン
である多量体形成試薬への可逆的結合によって多量体化した。試薬は、Fab断片上に存在
するペプチドタグに対する複数の結合部位を含有していた。オリゴマーストレプトアビジ
ンムテインは、Strep-tactin（登録商標）mlと命名されているストレプトアビジンムテイ
ン（SEQ ID NO: 6に示されるアミノ酸のムテイン配列を含有する、ストレプトアビジンホ
モテトラマー、例えば、米国特許第6,103,493号およびVoss and Skerra (1997) Protein 
Eng., 1:975-982を参照されたい）を、スルホ-SMCC（スルホスクシンイミジル4-(N-マレ
イミドメチル)シクロヘキサン-1-カルボキシラート、製品番号22122 Thermo Scientific
）およびイミノチオラン（製品番号26101 Thermo Scientific）で、製造業者の説明書（T
hermo Scientific）に従ってポリマー化することによって調製した。オリゴマーストレプ
トアビジンムテイン分子を、サイズ排除クロマトグラフィーによって、モノマー（未反応
）およびダイマーのストレプトアビジンから分離した。
【０５７１】
  抗CD3および抗CD28 Fab断片を、各Fab断片に融合させたストレプトアビジンペプチド結
合パートナーを介して、オリゴマーストレプトアビジンムテインに可逆的に結合させた。
抗CD3 Fab断片は、ハイブリドーマ細胞株OKT3（ATCC（登録商標）CRL-8001（商標）；米
国特許第4,361,549号も参照されたい）によって産生されるCD3結合モノクローナル抗体に
由来し、Arakawa et al J. Biochem. 120, 657-662 (1996)に記載されている抗CD3抗体OK
T3の重鎖可変ドメインおよび軽鎖可変ドメインを含有していた。これらの配列は、それぞ
れ、SEQ ID NO: 31および32に示される。抗CD28 Fab断片は、抗体CD28.3（合成一本鎖Fv
構築物としてGenBankアクセッション番号AF451974.1で寄託されている；Vanhove et al.,
 BLOOD, 15 July 2003, Vol. 102, No. 2, pages 564-570もまた参照されたい）に由来し
、それぞれ、SEQ ID NO: 33および34に示される抗CD28抗体CD28.3の重鎖および軽鎖の可
変ドメインを含有していた。Fab断片を、個々に、それらの重鎖のカルボキシ末端で、ア
ミノ酸の配列

を有する2つのストレプトアビジン結合モジュールの連続配置を含有するストレプトアビ
ジンペプチド結合配列に融合させた。ペプチドタグ付加Fab断片を、組み換え生産した（
国際特許出願公開第WO 2013/011011号および第WO 2013/124474号を参照されたい）。
【０５７２】
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  可逆的結合をもたらすために、ペプチドタグ付加抗CD3および抗CD28 Fab断片を、ほぼ
室温で、多量体形成試薬と混合し、それにより、それらを、試薬上の結合部位に可逆的に
結合することができる結合パートナーであるFab断片上のTwin-Strep-tagの間の相互作用
を介して、試薬に可逆的に結合させた。具体的には、本研究において、およそ0.5μgの抗
CD3ペプチドタグ付加Fab断片およびおよそ0.5μgの抗CD28ペプチドタグ付加Fab断片を、
およそ3μgの可溶性オリゴマーStrep-tactin（登録商標）に室温で添加した。いくつかの
場合には、ペプチドタグ付加Fab断片を、可溶性オリゴマームテインストレプトアビジン
骨格上への固定化の前にあらかじめ混合し、これは、いくつかの例において、異なるFab
分子のより均一な分布を結果としてもたらすことができる。結果として生じた可溶性抗CD
3／抗CD28多量体化作用物質を、T細胞を刺激するために使用した。いくつかの場合には、
結果として生じた可溶性抗CD3／抗CD28多量体化作用物質を、細胞の刺激の前に氷上で保
存した。
【０５７３】
実施例2：可逆的物質とのインキュベーションによるT細胞の時間的に制御された刺激後の
、T細胞増大の評価
  T細胞を、多量体化され、可逆的に結合している作用物質（抗CD3／抗CD28 Fab断片）を
含有する、実施例1に記載された試薬とインキュベートした。多量体化抗CD3および抗CD28
 Fabと細胞との間の相互作用を、D-ビオチンの添加により、開始後の様々な時点で破壊し
た。D-ビオチンは、ストレプトアビジンムテイン上の結合パートナーに対する結合につい
て、作用物質上のstrep-tagと競合し、それにより結合を破壊する。
【０５７４】
  より詳細には、T細胞を、Ficoll勾配から得られた新鮮な末梢血単核細胞（PBMC）の試
料から、CD3、CD4またはCD8の表面発現に基づいて選択した。およそ500,000個のT細胞（C
D3+、CD4+またはCD8+のいずれか）を、50 U/mL IL-2を補給した1 mLの完全RPMI培地にお
いて、48ウェルプレートに播種した。実施例1に記載された試薬（可逆的に結合している
抗CD3／抗CD28 Fabを含有する）を、概して刺激の少なくとも20分前の、細胞培養開始の
日（0日目）に添加した。別の試料の細胞に、抗CD3／抗CD28ビーズ（抗CD3-mAbおよび抗C
D28-mAbでコーティングされた磁気ビーズであり、その結合はD-ビオチンの添加によって
破壊可能ではなく、したがって、D-ビオチンの添加で観察されたいずれかの効果が、多量
体化作用物質の場合における特異的結合および破壊によったことを確認するための対照を
提供した）を添加した。無処理（無刺激）の細胞が、陰性対照として役割を果たした。
【０５７５】
  細胞を、合計で8日間、37℃でインキュベートした。図5Aに示されるように、D-ビオチ
ンを、様々な時点で、多量体化抗CD3／抗CD28刺激物質とインキュベートされている細胞
の組成物に、細胞に対する多量体刺激物質複合体の可逆的結合を破壊するため、多量体化
抗CD3および抗CD28 Fabを通して細胞に送達されたシグナル伝達を減少させるかまたは弱
めるために、添加した（1 mMの最終濃度）。具体的には、D-ビオチンを、培養ウェルに（
インキュベーションの開始後1時間、1日、2日、3日、4日、もしくは5日、または採取時（
8日目）のいずれかに）、1 mMの最終濃度になるように、細胞の再懸濁を伴わずに添加し
た。次いで、細胞を、室温で30分間インキュベートし、その後、適用可能な場合には8日
目まで、37℃でインキュベーションを継続した。培養培地を、3日目および5日目に交換し
た。個々の試験ウェルを、再懸濁して細胞を採取し、個々に微小遠心管に移して、細胞の
増大を評価するために細胞数について、および／またはCD4もしくはCD8の表面発現につい
てフローサイトメトリーによって、解析した。例示的な結果を、図5Bおよび5Cに示す。デ
ータは、各々の試験された条件および対照について二連を包含する、3回の独立した実験
を代表するものである。
【０５７６】
  図5Bに示されるように、T細胞の多量体化抗CD3／抗CD28物質とのインキュベーション、
およびその後の様々な時点でのD-ビオチン添加による破壊は、T細胞数の増加を結果とし
てもたらし、これは、結合の破壊を伴わない8日間のインキュベーションに少なくとも匹
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敵する、およびいくつかの場合には、それと比較して改善された程度までの、T細胞の増
大および／または存続と一貫していた。結果により、多量体形成試薬からFabを解離させ
るための早い時点でのD-ビオチンの添加（概して、CD8+細胞については1日以内、またはC
D3+細胞については4日以内など）は、刺激の開始後8日目の採取時に、シグナルが妨害さ
れなかった刺激と比較してより高い、総CD3+細胞数および総CD8+細胞数を結果としてもた
らしたことが示された。特に、CD8+ T細胞を、相互作用を破壊し、刺激性シグナルを減衰
させるためのD-ビオチンの添加の前に1日間、可溶性抗CD3／抗CD28多量体化試薬で刺激し
た場合、採取時のT細胞数は、結合の破壊を伴わない抗CD3／抗CD28試薬の存在下でのT細
胞の増大と比較して、ほぼ3倍多かった。CD4+細胞について、採取時の細胞の数は、特に
、抗CD3／抗CD28シグナル伝達複合体が、抗CD3／抗CD28多量体化試薬での刺激後1日目お
よび4日目の多量体化複合体の分断によって時間的に制御された時点で、破壊を伴わない
抗CD3／抗CD28の存在下での刺激後に観察されたものに、概して匹敵していた。
【０５７７】
  様々な条件下でのCD4+サブセットおよびCD8+サブセットに対する相対効果を評価するた
めに、刺激されたCD3+細胞の集団におけるCD4+ T細胞またはCD8+ T細胞の割合を、フロー
サイトメトリーによって決定した。図5Cに示されるように、CD3+細胞培養物の抗CD3／CD2
8多量体化作用物質とのインキュベーションは、破壊が、刺激を開始した後1日以内などの
、相対的により早い時点でもたらされた場合、採取時のCD4+細胞と比較した際、および他
の条件と比較した際に、相対的により高い割合のCD8+細胞をもたらした。
【０５７８】
実施例3：可逆的物質とのインキュベーションによるCD3+ T細胞の時間的に制御された活
性化後の、T細胞の増大および表現型の評価
  D-ビオチンでの破壊を介した、実施例1および2に記載された試薬を用いたT細胞刺激の
時間的制御の影響を、評価した。本研究においては、バルクCD3+ T細胞を、実施例1およ
び2に記載されたように選択し、多量体化CD3／CD28物質または様々な対照試薬の1つとイ
ンキュベートした。図6Aに示されるように、D-ビオチンを、実施例2に記載されたように
、ある特定の試料に添加し、他のものには添加せず、細胞を、刺激の開始後8日目まで（3
日目に培地交換して）培養した。無処理（無刺激）の細胞が、陰性対照として役割を果た
した。細胞を、3日目に培地交換して、37℃でインキュベートした。7日後、個々の試験ウ
ェルを、再懸濁して細胞を採取し、個々に微小遠心管に移して、細胞の存続および／もし
くは増大を評価するために細胞数について、ならびに／または、様々なマーカー（例えば
、CD4、CD8、CD62L、およびCD127）の表面発現ならびに／もしくはKi-67およびT-betの核
発現を評価するためにフローサイトメトリー解析によって、解析した。例示的な結果を、
図6B～6Fに示す。データは、各々の試験された条件および対照について二連を包含する、
3回の独立した実験を代表するものである。
【０５７９】
  図6Bに示されるように、結果により、開始後1日目の破壊によって時間的に制御された
、可溶性抗CD3／抗CD28多量体化試薬での細胞の刺激後の、採取時のCD3+ T細胞のより多
い数が、シグナルの時間的制御を伴わずに（すなわち、D-ビオチン添加なし）、そのよう
な試薬と同様の条件下で培養された細胞と比較した際に、示された。可溶性抗CD3／抗CD2
8多量体化試薬とのインキュベーションを開始した1日後のD-ビオチンの添加を介した、時
間的制御を伴う刺激後の、採取時のCD3+ T細胞の、可逆的結合の破壊を伴わずに、抗CD3
／抗CD28ビーズまたは可溶性試薬の存在下で刺激された細胞と比較して、およそ3倍多い
数が観察された。追加的に、D-ビオチンの添加は、抗CD3／抗CD28ビーズで刺激された培
養物の場合に、採取時の細胞数に対して実質的な効果を有さず、可溶性試薬に対するD-ビ
オチンの添加で観察された効果は、この試薬の構成成分に特異的に結合し、その結合を破
壊するその能力によったことが示された。
【０５８０】
  増大したCD3+集団内で、可溶性試薬との培養および1日目のD-ビオチン破壊を用いた時
間的制御の後に、採取時のCD8+細胞の、他の試験された条件と比較した際により高い割合
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が観察された（図6C）。図6Dに示されるように、CD3+ T細胞集団内のCD4+サブセットおよ
びCD8+サブセットを、無刺激対照におけるCD4+ T細胞およびCD8+ T細胞の比に対して正規
化して、可溶性試薬の結合をD-ビオチンを用いて1日目に破壊した場合、CD4+ T細胞と比
較した際のCD8+ T細胞の相対的な増大（および／または生存）の程度は、他の試験された
条件と比較した際により大きかったことが、結果により示された。結果により、混合細胞
培養物（例えば、バルクT細胞）において、例えば、競合物質を用いた多量体化作用物質
の結合の破壊によるシグナルの時間的制御を、他のものと比較した特定の亜集団の相対的
な増大および／または存続（例えば、CD4+対CD8+）をあつらえるかまたは加減するために
使用できることが実証される。
【０５８１】
  この研究からの結果によりまた、この可逆的試薬を用いてCD3／CD28シグナルを時間的
に制御する能力をまた、異なる活性化、分化、および表現型プロファイルを有する様々な
細胞集団の、採取時の組成物において、相対的表示に影響を及ぼすために使用できること
も示された。例えば、図6Eに示されるように、CD3+ T細胞を、1日目のD-ビオチンの添加
を伴い、8日にわたって可溶性抗CD3／抗CD28多量体化試薬で刺激することは、細胞が、破
壊による時間的制御を伴わずに同じ期間にわたって培養された他の条件と比較した際に、
より高いパーセンテージのCD4+細胞およびより高いパーセンテージのCD8+細胞がCD62Lお
よびCD127の高い表面発現を示した最終組成物を、結果としてもたらした。同様に、図6F
に示されるように、シグナルが妨害されなかった条件と比較した際に、1日目の破壊を伴
う多量体化試薬での刺激後に、採取時のCD4+細胞およびCD8+細胞の両方のより高いパーセ
ンテージが、増殖を示すマーカーKi-67について（高染色集団よりもわずかに低いレベル
で）陽性であり、かつ低レベルのT-bet染色を呈した。これらの知見は、提供される試薬
の態様を用いてシグナルを時間的に制御する能力が、長命メモリーT細胞などの、あまり
分化していない、長命の集団T細胞の増加を結果としてもたらすことができるという結論
と一貫している。理論によって束縛されず、CD62LおよびCD127のより高い発現は、概して
、あまり分化していない、かつ／または相対的に長命のT細胞集団、例えば、セントラル
メモリー（TCM）などのナイーブかつ長寿命のメモリー集団、およびいわゆる幹メモリーT
細胞（TSCM）などのあまり分化していないメモリーT細胞上で観察される。対照的に、こ
れらのマーカーは、概して、エフェクター細胞、または最終分化したエフェクターメモリ
ーT細胞上でより低い。Ki-67陽性は、細胞増殖を示し、増加した集団内の少なくともいく
つかの細胞が、ナイーブT細胞とは対照的に、長命の、あまり分化していないメモリー細
胞に相当し得ることが示唆される。T-bet染色は、概して、活性化時に増加し、あまり分
化していない細胞において低減しており、かつ、長命セントラルメモリーT細胞において
より低く、TSCM細胞においてさらにより低いとして報告されている。したがって、結果に
より、本研究において、1日目に多量体化試薬を分断することによるシグナルの時間的制
御は、長命の、あまり分化していないメモリー細胞上に存在するものに類似した表現型マ
ーカープロファイルを有する細胞の存続、増大、および／または出現の増加（破壊を伴わ
ない同様の刺激と比較して）を結果としてもたらしたことが示された。このように、可逆
的試薬を用いて時間的に制御された刺激後に採取された細胞の増加したパーセンテージは
、T幹メモリー細胞（TSCM）を含む長命メモリー細胞の特徴を呈し得る。
【０５８２】
実施例4：可逆的物質とのインキュベーションによるCD8+ T細胞の時間的に制御された活
性化後の、T細胞増大および表現型の評価
  CD4+細胞の実質的な存在を伴わないCD8+細胞に対する影響を評価するために、本質的に
実施例3におけるようであるが、バルクCD3+細胞の刺激とは対照的に、培養細胞をCD8+細
胞について濃縮して、研究を実行した。例示的な結果を、図7A～7Cに示す。データは、各
々の試験された条件および対照について二連を包含する、3回の独立した実験を代表する
ものである。
【０５８３】
  図7Aに示されるように、CD3+バルク培養物についての場合のように、細胞数は、1日目
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のシグナルの妨害後の細胞の、D-ビオチンが添加されなかったか、またはシグナルが別の
様式で妨害されなかった時の対応する条件と比較した際に、増加した生存および／または
増大を示した。細胞数および相対的な増大または存続の増加は、バルクCD3+細胞について
観察されたものと類似しており、再び、Dynabead（登録商標）対照試料に対するD-ビオチ
ンの添加により、多量体化試薬構成成分の結合の破壊による効果の特異性が示された。
【０５８４】
  図7Bおよび7Cに示されるように、実質的なCD4+細胞の非存在下においてさえも、本研究
における時間的に制御された条件は、長命メモリー細胞および／またはあまり分化してい
ない細胞に類似した表現型特性を呈する、採取時のT細胞の増加した表示を結果としても
たらした。
【０５８５】
実施例5：CD3および様々な共刺激分子を標的とするように官能化された可溶性多量体化試
薬でのT細胞の刺激後の、T細胞刺激の評価
  代替的な刺激物質およびそれらの組み合わせとのインキュベーション後に細胞を評定す
る、追加的な研究を実行し、提供される試薬のいくつかの態様について、所望の成果また
は表現型を促進するためのアウトプット組成物を設計または加減するために、試薬のモジ
ュラー特性を使用できることを例証した。抗CD3 Fabおよび1つまたは2つの追加的なFabを
含有する様々な多量体化作用物質を、記載された抗CD3 Fabおよび抗CD28 Fabに加えて、T
細胞においてシグナルを送達するか、モジュレートするか、または増すことができる追加
的なFab（抗CD90、抗CD95、抗CD137、および抗CD154）を使用したことを除いて、実施例1
に記載されたように生成させた。異なる条件について、Fabを、様々な二重および三重の
組み合わせにおいて、試薬に可逆的に結合させた。
【０５８６】
  様々なFabでの試薬の官能化を、Fabとオリゴマー試薬とを室温で混合して、本質的に実
施例1に記載されたように実行した。2つの異なるFabを多量体形成するためには（二重Fab
の組み合わせ）、およそ3μgのオリゴマーStrep-tactin（登録商標）を、およそ0.5μgの
各Fabと混合し；同じ試薬上に3つの異なるFabを多量体形成するためには（三重Fabの組み
合わせ）、およそ4.5μgの可溶性オリゴマーStrep-tactin（登録商標）を、抗CD3 Fab、
抗CD28 Fab、および追加的なFab（CD90、CD95、CD137、またはCD154を標的とする）のう
ちの1つを含有する三重Fab多量体化作用物質の生成のために、およそ0.5μgの各Fabと混
合した。結果として生じた可溶性多量体化試薬を、T細胞を刺激するために直接使用した
か、任意で、細胞の刺激の前に氷上で保存した。
【０５８７】
  CD3+ T細胞を、実施例1に記載されたように単離して、500,000個のCD3+ T細胞を、50 U
/mL IL-2を補給した1 mLの完全細胞培養培地において、48ウェルプレートに播種した。細
胞を、様々な可溶性Fab多量体化作用物質のうちの1つ、または抗CD3／抗CD28ビーズ（抗C
D3-mAbおよび抗CD28-mAbでコーティングされたビーズ）のいずれかで刺激した。無処理（
無刺激）の細胞が、陰性対照として役割を果たした。細胞を、開始後2日目に培地交換し
て、37℃でインキュベートした。6日後に、個々の試験ウェルを、再懸濁して細胞を採取
し、個々に微小遠心管に移して、細胞の増大を評価するために細胞数について、および／
または、CD4、CD8、CD45RO、CD45RA、CD69、もしくはCD62Lの表面発現についてフローサ
イトメトリー解析によって、解析した。例示的な結果を、図8A～8Fに示す。データは、各
々の試験された条件および対照について二連を包含する、3回の独立した実験を代表する
ものである。
【０５８８】
  図8Aに示されるように、Fab多量体化作用物質の各々でのCD3+ T細胞の刺激は、抗CD3／
抗CD28、抗CD3／抗CD28ビーズでの刺激に少なくとも匹敵し、いくつかの場合にはより高
かった、採取時の細胞数（増大および／または存続を示す）を結果としてもたらした。抗
CD28 Fabを含有しなかったFab多量体化作用物質での刺激は、増大した培養物のT細胞組成
を、例えば抗CD3／抗CD28ビーズまたは可溶性抗CD3／抗CD28多量体化作用物質での刺激に
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よる、抗CD28 Fabを含んだ試薬での細胞の刺激と比較して、CD8+細胞のより高い割合に向
かってシフトさせた。例えば、図8Bに示されるように、CD3+ T細胞集団内のCD4+サブセッ
トおよびCD8+サブセットを、無刺激対照におけるCD4+ T細胞およびCD8+ T細胞の比率に対
して正規化して、結果により、CD8+ T細胞の数の相対的増加がCD4+ T細胞の相対的増加よ
りも大きかったことが、多量体化抗CD3 Fab、および多量体化抗CD90、抗CD95、抗CD137、
または抗CD154 Fabのいずれかを含有する多量体試薬で刺激された培養物について示され
たが、多量体化抗CD3 Fabおよび抗CD28 Fabを含有するそのような試薬で刺激されたもの
、または抗CD3／抗CD28ビーズで刺激されたものについては示されず、多量体化Fabのうち
の1つが抗CD28 Fabであった、3つの多量体化Fabを含有するものは、増大したT細胞組成物
においてCD8+細胞のより大きな割合をもたらさなかった。
【０５８９】
  図8Cおよび8Dに示されるように、本研究における条件下で、抗CD28 Fabを含むもの以外
の多量体化Fabの組み合わせの使用は、抗CD28 Fabを含む同様の刺激条件および作用物質
と比較した際に、CD62L+であった細胞の相対的により大きなパーセンテージを、結果とし
てもたらすように見られた。この効果は、CD3+ T細胞集団内のそれぞれのサブセットを正
規化した後に、採取時の細胞のCD4++（図8C）およびCD8+（図8D）集団の両方において観
察された。図8E（CD4+ T細胞）および図8F（CD8+ T細胞）は、様々な条件におけるCD62L
、CD69、CD45RA、およびCD45ROの発現を示す。これらの結果により、本明細書中で提供さ
れる態様において、試薬のモジュラー性質が、刺激物質（CD28以外のもの（例えば、CD90
、CD95、CD137、もしくはCD154）を含む、様々な第2のまたはアクセサリーシグナル伝達
分子を標的とするものを含む）の異なる組み合わせの使用を通してを含み、所望の成果、
細胞集団、および表現型のための試薬のあつらえを可能にすることが実証される。いくつ
かの局面において、そのようなあつらえを使用して、所望の表現型の産生に向かって、例
えば、長命メモリーT細胞などのあまり分化していない表面表現型を有する細胞を促進す
るために、培養物をシフトさせることができる。
【０５９０】
実施例6：T細胞刺激に対する、可溶性抗CD3／抗CD28多量体化試薬のムテインストレプト
アビジン骨格の効果
  SEQ ID NO:27に示されるアミノ酸のムテイン配列を含有するストレプトアビジンホモテ
トラマーである代替的なストレプトアビジンムテイン（例えば、国際公開されたPCT出願
第WO 2014/076277号）を使用して、実施例1に記載されたものと実質的に同じである方法
を用いて、可溶性オリゴマー試薬を生成した。抗CD3および抗CD28 Fab断片を、実質的に
実施例1に記載されたように、各Fab断片に融合させたストレプトアビジンペプチド結合パ
ートナーを介して、可溶性オリゴマーストレプトアビジンムテインに固定化した（ST-MM 
B）。結果として生じた抗CD3／CD28 Fab多量体化試薬（ST-MM B）でのT細胞の刺激を、実
施例1において生成された抗CD3／CD28 Fab多量体化試薬（本明細書において比較のために
ST-MM Aと命名される）でのT細胞の刺激と比較した。
【０５９１】
  CD3+ T細胞を、Ficoll勾配から得られた新鮮な末梢血単核細胞（PBMC）の試料から選択
した。およそ500,000個のCD3+ T細胞を、50 U/mL IL-2を補給した1 mLの完全細胞培養培
地において、48ウェルプレートに播種した。細胞を、実施例1に記載されたように生成さ
れた可溶性抗CD3／抗CD28多量体化試薬（ST-MM A）、可溶性抗CD3／抗CD28多量体化試薬
（ST-MM B）、または抗CD3／抗CD28ビーズ（抗CD3-mAbおよび抗CD28-mAbでコーティング
されたビーズ；陽性対照）のいずれかで刺激した。無処理（無刺激）の細胞が、陰性対照
として役割を果たした。細胞を、培地交換をせずに、37℃でインキュベートした。5日後
に、個々の試験ウェルを、再懸濁して細胞を採取し、個々に微小遠心管に移して、細胞の
増大を評価するために細胞数について、および／または、CD4、CD8、CD69、もしくはCD62
Lの表面発現についてフローサイトメトリー解析によって、解析した。例示的な結果を、
図9A～9Dに示す。データは、各々の試験された条件および対照について二連を包含する、
3回の独立した実験を代表するものである。
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【０５９２】
  図9Aに示されるように、結果により、CD3+ T細胞の可溶性抗CD3／抗CD28多量体化試薬
（ST-MM A）または可溶性抗CD3／抗CD28多量体化試薬（ST-MM B）のいずれかでの刺激は
、同等の細胞の増大を結果としてもたらし、それは、抗CD3／抗CD28ビーズでの刺激で達
成されたものよりも大きかったことが示された。図9Bにおける結果により、可溶性抗CD3
／抗CD28多量体化試薬（ST-MM B）での細胞の刺激は、可溶性抗CD3／抗CD28多量体化試薬
（ST-MM A）での細胞の刺激と比較して、増大した培養物のT細胞組成において、CD8+細胞
の割合の小さな増加をもたらしたことが示された。図9Cに示されるように、CD3+ T細胞集
団内のCD4+サブセットおよびCD8+サブセットを、無刺激対照におけるCD4+ T細胞およびCD
8+ T細胞の比率に対して正規化して、CD8+ T細胞の増大が、可溶性抗CD3／抗CD28多量体
化試薬（ST-MM A）または抗CD3／抗CD28ビーズでと比較して、可溶性抗CD3／抗CD28多量
体化試薬（ST-MM B）で刺激された細胞において、CD4+ T細胞の増大よりも実質的に大き
かったことが、結果により示された。図9Dにおける結果によりまた、可溶性抗CD3／抗CD2
8多量体化試薬（ST-MM A）で刺激された細胞は、可溶性抗CD3／抗CD28多量体化試薬（ST-
MM A）または抗CD3／抗CD28ビーズのいずれかで刺激された細胞と比較して、増大した培
養物のT細胞組成を、CD62L+細胞のより高い割合に向かってシフトさせたことも示された
。
【０５９３】
  特にCD8+細胞に対する試薬ST-MM Bの効果を評価するために、同様の実験を、刺激を6日
目まで進行させ、培地交換を含めたことを除いて、上記のように行った。特に、およそ50
0,000個のCD8+ T細胞を、50 U/mL IL-2を補給した1 mLの完全細胞培養培地において、48
ウェルプレートに播種した。細胞を、実施例1に記載されたように生成された可溶性抗CD3
／抗CD28多量体化試薬（ST-MM A）、可溶性抗CD3／抗CD28多量体化試薬（ST-MM B）、ま
たは抗CD3／抗CD28ビーズ（抗CD3-mAbおよび抗CD28-mAbでコーティングされたビーズ；陽
性対照）のいずれかで刺激した。無処理（無刺激）の細胞が、陰性対照として役割を果た
した。細胞を、4日目に培地交換して、37℃でインキュベートした。6日後に、個々の試験
ウェルを、再懸濁して細胞を採取し、個々に微小遠心管に移して、細胞の増大を評価する
ために細胞数について、および／または、CD8、CD69、もしくはCD62Lの表面発現について
フローサイトメトリー解析によって、解析した。例示的な結果を、図10Aおよび10Bに示す
。データは、各々の試験された条件および対照について二連を包含する、3回の独立した
実験を代表するものである。
【０５９４】
  図10Aに示されるように、結果により、可溶性抗CD3／抗CD28多量体化試薬（ST-MM B）
でのCD8+ T細胞の刺激は、可溶性抗CD3／抗CD28多量体化試薬（ST-MM A）または抗CD3／
抗CD28ビーズで刺激されたCD8+ T細胞と比較して、2倍よりも大きい細胞数の増加を結果
としてもたらしたことが示された。図10Bにおける結果は、可溶性抗CD3／抗CD28多量体化
試薬（ST-MM A）または抗CD3／抗CD28ビーズのいずれかで増大したT細胞に対する、可溶
性抗CD3／抗CD28多量体化試薬（ST-MM B）で増大したT細胞におけるCD62L+およびCD69+の
T細胞組成物の表面発現の程度を含む、細胞の表面表現型を示す。
【０５９５】
実施例7：ストレプトアビジンムテインStrep-tactin（登録商標）でコーティングされた
ビーズ上に可逆的に固定化されたαCD3/αCD28 Fab断片によるCD3+ Tレスポンダー細胞の
刺激／増大
  300,000個のCD3+CD62L-レスポンダーT細胞（Tresp、非動員ドナーアフェレーシス生成
物から連続磁気濃縮によって単離）を3μM CFSEで標識し、0.5μg αCD3 Fab断片のみ、0
.5μg αCD28 Fab断片のみ、または0.5μg αCD3 Fab断片と0.5μg αCD28 Fabとの混合
物のいずれかが負荷されたStreptactin（登録商標）ビーズの調製物 15μl（10 mg磁気粒
子／ml、35μg Streptactin（登録商標）／mgビーズが負荷された）のうちの5μlで刺激
した。
【０５９６】
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  使用したαCD3 Fab断片は、ハイブリドーマ細胞株OKT3によって産生されるCD3結合モノ
クローナル抗体に由来した。ハイブリドーマ細胞株OKT3およびOKT3抗体は、米国特許第4,
361,549号に記載されており、この細胞株はアクセッション番号ATCC（登録商標）CRL-800
1（商標）の下で寄託されている。使用したαCD28 Fabは、モノクローナル抗ヒトCD28抗
体 CD28.3 (Vanhove et al, BLOOD, 15 July 2003, Vol. 102, No. 2, pages 564-570) 
に由来した。この抗体CD28.3の可変ドメインのヌクレオチド配列は、GenBankアクセッシ
ョン番号AF451974.1の下、合成一本鎖Fv構築物抗ヒトCD28抗体scFv28.3の形態で、GenBan
kに寄託されている（SEQ ID NO: 33および34に記載）。
【０５９７】
  両Fab断片は、定常ドメイン（CH1およびCカッパ）としてIgG1コンセンサス配列を有し
て、国際特許出願公開WO2013/011011およびWO 2013/124474に記載されているように、大
腸菌において組換えによって産生させた。両Fab断片の重鎖を、IBA GmbH、Gottingen, Ge
rmanyから「Twin-Strep-tag（登録商標）」として市販されている、2つのストレプトアビ
ジン結合モジュールの連続配置

とカルボキシ末端で融合させた。αCD3 Fab断片を、結合パートナーC1として機能するス
トレプトアビジン結合ペプチドを有する第1作用物質として使用し、αCD28 Fab断片を、
結合パートナーC2として機能するストレプトアビジン結合ペプチドを有する第2作用物質
として使用した。（四量体）ストレプトアビジンムテイン「Strep-tactin（登録商標）」
は、両Fab断片が可逆的に固定化された試薬として機能する。
【０５９８】
  増大実験において、ブランクビーズ（Fabなし）で刺激したTresp細胞を陰性対照とした
。Tresp細胞を、10U/mlインターロイキン2 (IL-2) を補充した完全細胞培養液（10% (v/v
) ウシ胎仔血清、L-グルタミン、b-メルカプトエタノール、HEPES、ペニシリン、ストレ
プトマイシン、およびゲンタマイシンを補充したRPMI (Gibco)） 3ml中に、300,000個のC
D3細胞自己フィーダー細胞（30Gyで照射）と共に48ウェルプレートに3つ組で播種した。
細胞を、培地交換せずに37℃でインキュベートし、4日後にFACS解析によって解析した。1
00μM D-ビオチンと共に10分間インキュベートした後に、FACS染色および解析を行った。
各条件につき1つの代表的なプロットを図11Aに示す。プロットは、生／死を判別するため
にヨウ化プロピジウム (PI) で染色した生存CD3+細胞を示す。図11Aは、刺激された細胞
のサイズ分布（前方散乱）を示すヒストグラムである。図11Aは、ストレプトアビジンム
テインStrep-tactin（登録商標）でコーティングされたビーズ上に可逆的に固定化された
αCD3/αCD28 Fab断片でインビトロにおいて刺激した後、0.5μg αCD3 Fab断片と0.5μg
 αCD28 Fabとの混合物が固定化されたビーズの存在下でインキュベートした場合に、Tre
sp細胞の特定の細胞集団が刺激され、増大した（刺激されていない「ビーズのみ」の対照
と比較してサイズ／数が増加）ことを示す。図11Bは、細胞分裂当たりの細胞数に従って
増殖の程度を表す増殖色素CFSEの希釈度のヒストグラムを示す（図11Bの上部に示されて
いる0は、分裂していない細胞を表し；5は少なくとも5回分裂した細胞を表す）。図11Bか
ら、0.5μg αCD3 Fab断片と0.5μg αCD28 Fabとの混合物が固定化されたビーズで刺激
されたT細胞の集団のほとんどが、3回細胞分裂しており、単一の刺激のみよりも均一な増
殖パターンを表す（分裂していないピーク「0」内の細胞数が少ない）ことがわかる。増
殖の絶対量の増加（αCD3およびαCD28機能化ビーズで4日間刺激した後、より多くの細胞
が均一に増殖した）もまた、指示薬の色が黄色に変化したことによって示される（図11C
においてウェル中のより明るい液体として示される）通り、より著しい培地の消費によっ
て表される。
【０５９９】
実施例8：可溶性Strep-tactin上に可逆的に固定化されたαCD3/αCD28 Fab断片によるCD3
+ Tレスポンダー細胞の刺激／増大
  本実施例では、CD3+ Tレスポンダー細胞（フィコール勾配から得られた新たなPBMCの試
料から磁気選択によって単離）を、可溶性試薬として作用する可溶性オリゴマーStrep-ta
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ctin（登録商標）上に可逆的に固定化されたαCD3/αCD28 Fab断片でインビトロにおいて
刺激した後、増大した。オリゴマーストレプトアビジンムテインは、製造業者 (Thermo S
cientific) のプロトコルに従って、Strep-tactin（登録商標）をスルホ-SMCC（スルホス
クシンイミジル4-(N-マレイミドメチル)シクロヘキサン-1-カルボン酸、製品番号22122 T
hermo Scientific）およびイミノチオラン（製品番号26101 Thermo Scientific）と重合
させることによって得た。サイズ排除クロマトグラフィーによって、単量体（未反応）お
よび二量体のストレプトアビジンムテインからオリゴマーストレプトアビジンムテインを
分離し、このようにして得られたオリゴマーストレプトアビジンムテイン (n≧3) の画分
を可溶性試薬として使用した。
【０６００】
  インビトロ増大のために、300,000個のCD3+レスポンダーT細胞 (Tresp) を2μMカルボ
キシフルオロセインスクシンイミジルエステル (CFSE) で標識し、上記のαCD3 OKT3 Fab
断片と抗体28.3のαCD28 Fab断片（いずれも重鎖において、ストレプトアビジン結合ペプ
チドとして上述のTwin-Strep-tag（登録商標）を有する）との組み合わせが固定化された
可溶性オリゴマーストレプトアビジンムテインの調製物の様々な量で刺激した。（「1x」
は、0.5μg αCD3単量体Fab断片および0.5μg αCD28単量体Fab断片で機能化された3μg
オリゴマーストレプトアビジンムテインに相当し、「0.5x」、「2x」、および「5x」とい
う数字は、それぞれ「1x」のn倍量を示す）。刺激しない状態のまま、またはブランクオ
リゴマーストレプトアビジンムテイン（Fabなし）で刺激したTresp細胞を陰性対照とした
。Tresp細胞を、20U/ml IL-2を補充した細胞培養液1 mL中に、300,000個のCD3陰性自己フ
ィーダー細胞（30Gyで照射）と共に48ウェルプレートに2つ組で播種した。培地交換せず
に細胞を37℃でインキュベートし、5日後にFACS解析によりCFSE希釈度に従って増殖を解
析した。図12Aは、陰性対照と比較した、5日間培養した後の増殖細胞のサイズ分布の増加
を示す。図12Bは、αCD3 Fab断片とαCD28 Fab断片との混合物が固定化された可溶性オリ
ゴマーストレプトアビジンムテインと共にインキュベートした場合に（実施例7および図1
1(A～C)における固体Streptactin磁気粒子と比較して）、CD3+ Tresp細胞が適切に刺激さ
れ、活発に増殖したことを示す。図12Aおよび図12Bにおける結果は、これらのインビトロ
条件下で、表面CD28およびTCR/CD3複合体と、可溶性オリゴマーストレプトアビジンムテ
イン上に可逆的に固定化されたαCD3 Fab断片およびαCD28 Fab断片との会合後に、CD3+ 
Tレスポンダー細胞の大部分が分裂した（2～5回の細胞分裂）ことを示す。インビトロ増
大後、可溶性多量体化作用物質を、D-ビオチン処理後に解離させ除去した。フィコエリト
リン標識Strep-Tactin（登録商標）(ST-PE) で細胞を再染色することによって、単量体Fa
b断片の解離および除去をフローサイトメトリーで解析した。適切なST-PEのみの陰性対照
（薄い灰色のヒストグラム）と比較した、代表的なヒストグラム（濃い灰色のヒストグラ
ム）を示す。図12Cから、両Fab断片が完全に解離し、増大した細胞から完全に除去された
ことがわかる。図12Dは、5日後の生存（トリパンブルー陰性）細胞の絶対数を示す。ノイ
バウエル計数チャンバーを用いて数を計数し、それぞれの刺激条件に対してプロットした
。細胞数中央値を図12Dに示し；エラーバーは標準偏差 (SD) を示す。図12Dは、可溶性オ
リゴマーストレプトアビジンムテイン試薬上に固定化されたαCD3 Fab断片とαCD28 Fab
断片との混合物がすべて、CD3+細胞の増大において同等に効果的であり、絶対細胞数のお
よそ4倍の増加をもたらしたことを示す。
【０６０１】
実施例9：培地交換せずに、可逆的αCD3/αCD28 Fab-Streptamer多量体でインビトロにお
いて刺激した精製CD4+ Tレスポンダー細胞およびCD8+ Tレスポンダー細胞の増殖の動態
  本実施例では、可溶性オリゴマーストレプトアビジンムテイン上に可逆的に固定化され
たαCD3/αCD28 Fab断片でインビトロにおいて刺激した精製CD4+ Tレスポンダー細胞およ
びCD8+ Tレスポンダー細胞 (Tresp) の増殖の増大動態を調べた。この目的のために、2つ
の異なるサイズの可溶性オリゴマーStrep-tactin（登録商標）ムテインが、可溶性試薬と
しての役割を果たした。第1の種類のオリゴマーStrep-tactin（登録商標）は、実施例8で
得られたオリゴマーストレプトアビジンムテイン (n≧3) の画分であった（本明細書では
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「従来のオリゴマーストレプトアビジンムテイン骨格」とも称される、図13(A～B)では先
端が上を向いている三角形記号によって示される）。可溶性試薬として使用された第2の
種類のこのオリゴマーストレプトアビジンムテインは、ビオチン化ヒト血清アルブミンと
反応させたオリゴマーストレプトアビジンムテイン (n≧3) であった（本明細書では「大
きなオリゴマーストレプトアビジンムテイン骨格」とも称される）。
【０６０２】
  本実施例では、500,000個の精製CD4+レスポンダーT細胞またはCD8+レスポンダーT細胞 
(Tresp) を、上記の通りのこれら2つの異なるStreptamer多量体で、すなわち実施例8のオ
リゴマーストレプトアビジンムテイン骨格（1 mgオリゴマーストレプトアビジンムテイン
／mlの濃度を有する溶液を使用）または大きなオリゴマーストレプトアビジンムテイン骨
格 (0.1mg/ml) のいずれかで別々に刺激した。異なる両骨格3μlに、Fab断片の重鎖のC末
端においてストレプトアビジン結合ペプチド

を有する、上記実施例で使用された0.5μg αCD3 Fabと0.5μg αCD28 Fabとの組み合わ
せを負荷した。加えて、4.5μlの従来のオリゴマーストレプトアビジンムテイン骨格に、
0.5μg αCD3 Fab断片、0.5μg αCD8 Fab断片（IBA GmbH Gottingen、これも同様にFab
断片のC末端においてストレプトアビジン結合ペプチド

を有する）、および0.5μg αCD28 Fab断片を負荷した。未処理（非刺激）のTresp細胞を
陰性対照とし、市販の抗CD3／抗CD28ビーズ（αCD3モノクローナル抗体およびαCD28モノ
クローナル抗体が不可逆的に固定化されているビーズ）で刺激したTresp細胞を陽性対照
とした。Tresp細胞を、30U/ml IL-2を補充した細胞培養液（10% (v/v) ウシ胎仔血清、0.
025% (w/v) L-グルタミン、0.025% (w/v) L-アルギニン、0.1% (w/v) HEPES、0.001% (w/
v) ゲンタマイシン、0.002% (w/v) ストレプトマイシン、0.002% (w/v) ペニシリンを補
充したRPMI 1640 (Gibco)） 1ml中、48ウェルプレートに2つ組で播種した。培地交換せず
に細胞を37℃でインキュベートし、1日、3日、および6日後に細胞数を解析した。図13(A
～B)の実験では、培地交換せずに増大を実施した。CD4+ Tレスポンダー細胞についての結
果を図13Aに示し、CD8+ Tレスポンダー細胞についての結果を図13Bに示し、グラフは、CD
4+ Tresp（図13A）および図13BにおけるCD8+ Trespについて、時点ごとに収集された細胞
の数に従った増殖の程度を表す。
【０６０３】
  図13Aからわかるように、αCD3 Fab断片およびαCD28 Fab断片が可逆的に固定化された
「より小さな」可溶性試薬は、抗CD3／抗CD28ビーズ（T細胞の増大について今までのとこ
ろ標準的な試薬である）と同じ量のCD4+ T細胞の増大をもたらしたのに対して、「より大
きな」多量体化作用物質は、Dynabeadと比較してさらにより優れた増大をもたらした。こ
の改善は、「より小さな」多量体化作用物質よりも多くのT細胞に同時に結合することが
でき、それによって「より小さな」多量体化作用物質よりも多くのCD4+ T細胞を刺激する
ことができる、可溶性の「より大きな」多量体化作用物質によって引き起こされた可能性
がある。
【０６０４】
  図13Bから明らかであるように、本明細書において開示される可溶性多量体化作用物質
を用いると、最初の3日以内は少なくとも抗CD3／抗CD28ビーズと同程度効率的にCD8+ T細
胞を増大することができた。注目すべきことには、この期間において、（第1作用物質お
よび第2作用物質としての）αCD3 Fab断片およびαCD28 Fab断片に加えて、可逆的に固定
化されたαCD8 Fab断片を有する可溶性試薬を使用した増大実験が、これらの培養条件下
で最大の増大度を示した。このことは、細胞の特定の亜集団に特異的な刺激（この場合α
CD8 Fab断片）を用いることによって、増大の選択性を高めるまたは調節することが可能
であり、それによってより多くの量の所望の細胞（亜）集団を得ることができることを示
す。
【０６０５】
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  したがって、上記を要約すると、実施例9は、T細胞の増大を誘発するという観点での可
溶性多量体化作用物質の機能性が、この目的のために抗CD3／抗CD28ビーズを使用する現
行の標準的な方法論に匹敵することを示す。しかしながら、第1作用物質および第2作用物
質と試薬との間のストレプトアビジンベースの可逆的相互作用の場合には、ビオチンなど
の競合物を添加することによって刺激を制御する（および必要に応じて終了させる）こと
ができるため、本明細書において記載される組成物および方法は、増大条件を最適化でき
る（例えば、図13Bの実験において3日後に刺激を停止することが可能である）という理由
で抗CD3／抗CD28ビーズ技術よりも大きな利点をもたらす。加えて、可溶性試薬は、（例
えば、増大反応後、ビオチン化カラムに試薬を固定化することによって）反応物から容易
に除去することができるため、本明細書において開示される増大方法は、抗CD3／抗CD28
ビーズなどのビーズの除去に対処する必要なく、例えば治療目的のための細胞のGMP生成
に必要とされる閉鎖系において実施および自動化することができる。
【０６０６】
実施例10：培地交換して、可逆的αCD3/αCD28 Fab-Streptamer多量体でインビトロにお
いて刺激した精製CD4+ Tレスポンダー細胞およびCD8+ Tレスポンダー細胞の増殖の動態
  本実施例では、可溶性オリゴマーストレプトアビジンムテイン上に可逆的に固定化され
たαCD3/αCD28 Fab断片でインビトロにおいて刺激した精製CD4+ Tレスポンダー細胞およ
びCD8+ Tレスポンダー細胞 (Tresp) の増殖の増大動態を調べた。この目的のために、2つ
の異なるサイズの可溶性オリゴマーStrep-tactin（登録商標）ムテインが、可溶性試薬と
しての役割を果たした。第1の種類のオリゴマーStrep-tactin（登録商標）は、実施例8で
得られたオリゴマーストレプトアビジンムテイン (n≧3) の画分であった（本明細書では
「従来のオリゴマーストレプトアビジンムテイン骨格」とも称される、図14(A～B)では先
端が下を向いている三角形記号によって示される）。可溶性試薬として使用された第2の
種類のこのオリゴマーストレプトアビジンムテインは、実施例8で得られたオリゴマーStr
ep-tactin (n≧3) をビオチン化ヒト血清アルブミンと反応させることによって得られた
。この可溶性オリゴマー試薬は、本明細書において「大きなオリゴマーストレプトアビジ
ンムテイン骨格」とも称される。
【０６０７】
  本実施例では、400,000個の精製CD4+レスポンダーT細胞またはCD8+レスポンダーT細胞 
(Tresp) を、上記の通りのこれら2つの異なるオリゴマーストレプトアビジンムテインで
、すなわち実施例8のオリゴマーストレプトアビジンムテイン骨格 (1.0 mg/ml) または大
きなオリゴマーストレプトアビジンムテイン骨格 (0.1mg/ml) のいずれかで別々に刺激し
た。異なる両骨格3μlに、上記の0.5μg αCD3 Fab断片と0.5μg αCD28 Fab断片との組
み合わせを負荷した。加えて、4.5μlの実施例8のオリゴマーストレプトアビジンムテイ
ン骨格に、上記のように0.5μg αCD3 Fab断片、0.5μg αCD8 Fab断片、および0.5μg 
αCD28 Fab断片を負荷した。未処理（非刺激）のTresp細胞を陰性対照とし、抗CD3／抗CD
28ビーズ（αCD3モノクローナル抗体およびαCD28モノクローナル抗体が不可逆的に固定
化されている）で刺激したTresp細胞を陽性対照とした。Tresp細胞を、30U/ml IL-2を補
充した細胞培養液1ml中、48ウェルプレートに2つ組で播種した。3日目に培地交換しつつ
細胞を37℃でインキュベートし、1日、3日、および6日後に細胞数を解析した。CD4+ Tレ
スポンダー細胞についての結果を図14Aに示し、CD8+ Tレスポンダー細胞についての結果
を図14Bに示し、グラフは、CD4+ Tresp（図14A）およびCD8+ Tresp（図14B）について、
時点ごとに収集された細胞の数に従った増殖の程度を表す。
【０６０８】
  図14Aからわかるように、αCD3 Fab断片およびαCD28 Fab断片が可逆的に固定化された
可溶性試薬（多量体化作用物質）は、抗CD3／抗CD28ビーズよりも優れたCD4+ T細胞の増
大をもたらした。
【０６０９】
  図14Bから明らかであるように、多量体化作用物質を用いると、最初の6日以内は少なく
とも抗CD3／抗CD28ビーズと同程度効率的にCD8+ T細胞を増大することができた。注目す
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べきことには、この期間において、（第1作用物質および第2作用物質としての）αCD3 Fa
b断片およびαCD28 Fab断片を有する、より大きな可溶性試薬を使用した増大実験が、こ
れらの培養条件下で最大の増大度を示した。これもまた、「より小さな」多量体化作用物
質よりも多くのT細胞に同時に結合することができ、それによって「より小さな」多量体
化作用物質よりも多くのCD4+ T細胞を刺激することができる、可溶性の「より大きな」多
量体化作用物質によって引き起こされた可能性がある。
【０６１０】
実施例11：培地交換を伴うまたは伴わない、精製CD4+ T細胞培養物およびCD8+ T細胞培養
物の増大動態
  本実施例では、「より小さな」多量体化作用物質ならびに陽性対照および陰性対照につ
いて、実施例9および10の統合データを投入細胞数に対して正規化した。「より大きな」
多量体化作用物質に関して、正規化データは得られなかった。実施例9および10において
に説明したように、400,000～500,000個のCD4+レスポンダーT細胞またはCD8+レスポンダ
ーT細胞 (Tresp) を、多量体化作用物質の調製物（1mg/ml；0.5μg αCD3 Fab断片および
0.5μg αCD28 Fab断片が固定化されている） 3μlで刺激した。未処理（非刺激）のTres
p細胞を陰性対照とし、抗CD3／抗CD28ビーズで刺激したTresp細胞を陽性対照とした。Tre
sp細胞を、30U/ml IL-2を補充した細胞培養液1ml中、48ウェルプレートに2つ組で播種し
た。3日目に培地交換しつつ（図15(A～B)における直線）または培地交換せずに（図15(A
～B)における破線）細胞を37℃でインキュベートし、1日、3日、および6日後に細胞数を
解析した。図15Aの正規化データから明らかであるように、抗CD3／抗CD28ビーズを用いる
増大は約1.8倍の増大率をもたらしたのに対して、αCD3 Fab断片およびαCD28 Fab断片が
可逆的に固定化された「より小さな」可溶性試薬は、CD4+ T細胞の約2.5倍の増大をもた
らした。したがって、多量体化作用物質を使用することで、抗CD3／抗CD28ビーズよりも
、CD4+ T細胞の増大はさらに改善される。同様に、図15Bにより、多量体化作用物質を用
いて、最初の3日以内は少なくとも抗CD3／抗CD28ビーズと同程度効率的にCD8+ T細胞を増
大することができたことが確認される。
【０６１１】
実施例12：ポリクローナル活性化／増大されたバルクCD3+セントラルメモリーT細胞 (TCM
) の増大動態および表現型
  本実施例では、500,000個のCD3+CD62L+CD45RA-レスポンダーTCM細胞 (Tresp) を、0.5
μg αCD3 Fabと0.5μg αCD28 Fabとの組み合わせが負荷された実施例8の可溶性オリゴ
マーストレプトアビジンムテインの調製物 (1mg/ml) 3μlで刺激した。さらに、0.5μg 
αCD3 Fab、0.5μg αCD8 Fab、および0.5μg αCD28 Fabが負荷されたオリゴマーストレ
プトアビジンムテインの調製物4.5μlをさらなる刺激条件として使用した。未処理（非刺
激）のTresp細胞を陰性対照とし、抗CD3／抗CD28ビーズ（αCD3モノクローナル抗体およ
びαCD28モノクローナル抗体が不可逆的に固定化されている）で刺激したTresp細胞を陽
性対照とした。Tresp細胞を、30U/ml IL-2のみまたは30U/ml IL-2および5ng/ml IL-15を
補充した細胞培養液1ml中、48ウェルプレートに播種した。3日ごとに培地交換しながら細
胞を37℃でインキュベートし、7日および14日後に細胞数を解析した。グラフは、図16Aの
IL-2のみを補充した培地および図16BのIL-2およびIL-15を補充した培地における、時点ご
とに収集された細胞の数に従った増殖の程度を表す。図16Aおよび図16Bの両方からわかる
ように、αCD3 Fab断片およびαCD28 Fab断片が可逆的に結合している可溶性試薬は、抗C
D3／抗CD28ビーズよりも優れた細胞増大をもたらす。図16Cの、可変サイトカイン環境中
で14日間培養した後のCD62LおよびCD127表面発現のフローサイトメトリー解析によってさ
らに示されるように、多量体化作用物質を使用する実験アプローチは、本明細書で選択さ
れた両条件下で、抗CD3／抗CD28ビーズを用いる増大よりも高い含有量のCD127発現長寿命
メモリーT細胞を保持する。このことは、本発明の組成物の方法および本明細書に記載さ
れる方法のさらなる利点を示す。
【０６１２】
実施例13：増大されたCD8+ T細胞の収量および表現型‐可溶性試薬のサイズ変動および刺
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激のためのαCD8-Fab添加物の添加
  本実施例では、可溶性オリゴマーストレプトアビジンムテイン上に可逆的に固定化され
たαCD3/αCD28 Fab断片でインビトロにおいて刺激した精製CD8+ Tレスポンダー細胞の増
大を調べた。加えて、CD8+ T細胞に関する増大の特異性を高めるためにαCD8-Fabを試薬
に添加する効果を調べた。
【０６１３】
  この目的のために、300,000個の精製CD8+レスポンダーT細胞 (Tresp)を、2つの異なるS
treptactinベースの試薬、すなわち実施例8の小さな多量体化作用物質 (1mg/ml) または
上記のより大きな多量体化作用物質 (0.1mg/ml) のいずれかで別々に刺激した。両方のオ
リゴマーストレプトアビジンムテイン試薬骨格3μlに、上記の0.5μg αCD3 Fab断片と0.
5μg αCD28 Fab断片との組み合わせを負荷して、多量体化作用物質を形成した。加えて
、4.5μlのより小さなオリゴマーストレプトアビジンムテイン骨格に、上記の0.5μg αC
D3 Fab断片、0.5μg αCD8 Fab断片、および0.5μg αCD28 Fab断片を負荷した。さらに
、0.5μg αCD3 Fab断片のみまたは0.5μg αCD28 Fab断片のみで単に機能化された「よ
り小さな」オリゴマーストレプトアビジンムテイン骨格3μlを使用した。未処理のTresp
細胞を陰性対照とし、抗CD3／抗CD28ビーズで刺激したTrespを陽性対照とした。Tresp細
胞を、30U/ml IL-2を補充した細胞培養液1ml中、48ウェルプレートに2つ組で播種した。3
日目に培地交換しつつ細胞を37℃でインキュベートし、6日後に解析した。図17Aは、陰性
対照と比較し、かつ陽性対照に対して正規化した、6日目に収集された細胞の数に従った
増殖の程度を示す。図17Aは、多量体化作用物質を用いるCD8+ T細胞の増大が、抗CD3／抗
CD28ビーズを用いる増大よりも高収量のCD8+ T細胞をもたらすことを示す。細胞培養後の
CD8表面発現およびCD45RO表面発現のFACS解析（図17B）により、多量体化作用物質または
抗CD3／抗CD28ビーズのいずれによっても、同じ表現型のCD8+ T細胞が増大されたことが
示される（一元配置ANOVAを用いて様々な刺激条件を比較したところ、有意差 (n.s.) は
検出されなかった）。抗CD3／抗CD28ビーズと比較した、本明細書において開示される増
大方法を用いたCD8+細胞の収量の改善は、可溶性多量体化作用物質が、抗CD3／抗CD28ビ
ーズ上に固定化された抗体よりも、細胞表面上のそれらの標的受容体により良くアクセス
できるという事実に起因する可能性がある。この改善された収量は、希少な細胞集団を初
期試料から増大する場合に、非常に有利になり得る。
【０６１４】
  加えて、0.5μg αCD3 Fab断片および0.5μg αCD28 Fab断片の両方が一緒に固定化さ
れた試薬を用いて得られた増大の収量（図17Bにおいて左から2番目の列）を、αCD3 Fab
断片のみまたはαCD28 Fab断片のみで単に機能化された2つの試薬を用いた収量（図17Bに
おいて左から3番目の列）と比較したところ、両実験が同じ増大効率を有したことがわか
る。したがって、これらの実験から、第1作用物質および第2作用物質の両方が一緒に固定
化された1つの試薬を使用することは、第1作用物質のみおよび第2作用物質のみがそれぞ
れ負荷された2つの別個の試薬を増大のために使用することと、機能的に等価であること
が示される。
【０６１５】
実施例14：増大されたCD8+ T細胞の収量および表現型‐様々な比率のαCD3 Fab断片およ
びαCD28 Fab断片が固定化された別個の可溶性試薬の力価測定
  本実施例では、可溶性オリゴマーストレプトアビジンムテイン上に異なる量で可逆的に
固定化されたαCD3/αCD28 Fab断片でインビトロにおいて刺激して増大されたCD8+ Tレス
ポンダー細胞 (Tresp) の収量および表現型を調べた。
【０６１６】
  この目的のために、300,000個のCD8+レスポンダーT細胞 (Tresp)を、様々な量の、αCD
3 FabのみおよびαCD28 Fabのみで機能化された「小さな」オリゴマーストレプトアビジ
ンムテインの調製物 (1mg/ml) の混合物（「1x」は、0.5μg αCD3のみで機能化された1.
5μgオリゴマーストレプトアビジンムテインおよび0.5μg αCD28 Fab断片のみで機能化
された1.5μgオリゴマーストレプトアビジンムテインに相当する）、または0.5μg αCD3
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 Fabおよび0.5μg αCD28 Fabが負荷されたオリゴマーストレプトアビジンムテインの調
製物3μl、または0.5μg αCD3 Fab、0.5μg strep-tag付加αCD8 Fab、および0.5μg α
CD28 Fabが負荷されたオリゴマーストレプトアビジンムテインの調製物4.5μlで刺激した
。未処理のTresp細胞を陰性対照とし、抗CD3／抗CD28ビーズで刺激したTrespを陽性対照
とした。Tresp細胞を、30U/ml IL-2を補充した細胞培養液1ml中、48ウェルプレートに播
種した。細胞を、培地交換せずに37℃でインキュベートし、5日後に解析した。図18Aは、
陰性対照と比較し、かつ陽性対照に対して正規化した、5日目に収集された細胞の数に従
った増殖の程度を示す。図18Aは、様々な多量体化作用物質を用いるCD8+ T細胞の増大が
、抗CD3／抗CD28ビーズを用いる増大よりも高収量のCD8+ T細胞をもたらすことを示す（
特に、5x条件の累計試薬量によって、特に経時的に細胞の最適な増大が生じ／細胞分裂を
開始させることにより合計細胞が増加した）。細胞培養後のCD8表面発現およびCD45RO（
図18B）表面発現のFACS解析により、多量体化作用物質または市販の抗CD3／抗CD28ビーズ
のいずれによっても、同じ表現型のCD8+ T細胞が増大されたことが示される。
【０６１７】
実施例15：刺激のためにαCD8-Fabを添加して増大されたCD3+ T細胞の収量およびサブセ
ット組成
  本実験は、可溶性試薬として機能する実施例8の可溶性オリゴマーストレプトアビジン
ムテイン上に可逆的に固定化されたαCD3/αCD28 Fab断片でインビトロにおいて刺激した
精製CD3+ Tレスポンダー細胞の増大を示す。1つの実験では、可逆的αCD3/αCD28多量体
化作用物質でインビトロにおいて特定のT細胞亜集団を優先的に刺激することが可能であ
るかどうかを試験するために、αCD3/αCD28 Fab断片に加えて、IBA GmbH、Gottingen, G
ermanyから市販されているαCD8 Fab断片（カタログ番号6-8000-203）を可溶性オリゴマ
ーストレプトアビジンムテイン上に固定化した。より詳細には、500,000個の精製CD3+レ
スポンダーT細胞 (Tresp) を、0.5μgのαCD3 Fabと0.5μgのαCD28 Fabとの組み合わせ
が負荷されたオリゴマーストレプトアビジンムテインの調製物 (1mg/ml) 3μlで刺激した
。代替アプローチとして、4.5μlのオリゴマーストレプトアビジンムテインに0.5μg αC
D3 Fab、0.5μg strep-tag付加αCD8 Fab、および0.5μg strep-tag付加αCD28 Fabを負
荷した。未処理のTresp細胞を陰性対照とし、抗CD3／抗CD28ビーズ（αCD3モノクローナ
ル抗体およびαCD28モノクローナル抗体が不可逆的に固定化されているビーズ）で刺激し
たTrespを陽性対照とした。図19Aからわかるように、αCD3 Fab断片、αCD28 Fab断片、
およびまたαCD8 Fab断片が可逆的に負荷された試薬は、最大数の増大されたCD3+ T細胞
をもたらした。増大された細胞の数はおよそ1x106個であり、収量は、市販の抗CD3/抗CD2
8ビーズを用いるこれらのT細胞の増大よりも約30%高かった。加えて、およびより重要な
ことには、図19Bに示されるように、αCD3 Fab断片、αCD28 Fab断片、およびαCD8 Fab
断片を有するこの試薬を用いた場合、抗CD3/抗CD28ビーズ、または本明細書に記載される
ような第1作用物質および第2作用物質としてαCD3 Fab断片およびαCD28 Fab断片のみを
有する可溶性試薬を用いた増大の両方と比較して、CD8+ T細胞の量が最も多かった。した
がって、本実験もまた、所望の細胞集団に一次活性化シグナルを提供する第1作用物質、
および任意で共刺激シグナルを提供する第2作用物質に加えて、所望の細胞集団の活性化
に特異的なさらなる作用物質を試薬上に固定化することができるという、本明細書に記載
される組成物および方法の利点を示す。したがって、そのようにすることによって、本明
細書に記載される組成物および方法は、例えば種々の異なる亜集団を含む試料から任意の
所望の細胞集団または細胞亜集団を優先的に増大するまたは選択的に濃縮する可能性を提
供する。
【０６１８】
実施例16：Jurkat細胞における差次的細胞内カルシウム動員の解析
  ここでは、αCD3抗体クローンOKT3またはStrep-tactin（登録商標）で多量体化されたO
KT3のFab断片のいずれかで標識されたJurkat細胞において誘導された差次的細胞内カルシ
ウム動員のリアルタイムフローサイトメトリー (low-cytometric) 解析について調べた。
【０６１９】
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  この目的のために、Jurkat細胞にカルシウム感受性色素Indo-1-AMを負荷し、αCD3モノ
クローナル抗体OKT3（ハイブリドーマ細胞株OKT3によって産生、上記を参照されたい、黒
四角）、またはフィコエリトリンと蛍光的にコンジュゲートされた可溶性Strep-Tactinに
そのストレプトアビジン結合ペプチドを可逆的に結合させることによって多量体化された
αCD3 Fab断片（親細胞株OKT3に由来）のいずれかを注入することによって、カルシウム
放出を誘発した。インタクトな多量体OKT3 Fab-Strep-Tactin複合体の場合、親抗体クロ
ーンと同一期間にわたってカルシウム放出が誘発された（濃い灰色の三角形）。細胞の活
性化は、PBS陰性対照（白色の倒立三角形）の注入と同じく、D-ビオチンで処理し、予め
解離させたFab-Strep-Tactin複合体（薄い灰色の丸）の注入によって、完全に回避され得
た。イオノマイシンの適用を、カルシウム流入の陽性対照とした。細胞内Ca2+濃度の時間
分解変化を、FL6/FL7比率の変化に基づいてフローサイトメトリーによってモニターした
。図20Aから、親抗体OKT3およびOKT3の多量体化一価Fab断片の両方がカルシウム放出をも
たらすことがわかり、このことはOKT3の多量体化一価Fab断片が本質的に親抗体と同様に
機能的であることを意味する。注目すべきことには、Streptactin-OKT3 Fab断片を添加す
る前に、OKT3 Fab断片が固定化されたStrep-tactinにビオチンを添加した場合、多量体OK
T3 Fab断片はカルシウム放出を誘発することができなかった。この場合、ビオチンは、多
量体形成物質としてのStrep-tactinとOKT3 Fab断片との間に形成された可逆的結合を破壊
した。したがって、一価Fab断片は多量体形成物質から外され、解離後には、Jurkat細胞
のCD3に結合することによってカルシウム放出を誘発することができなかった。
【０６２０】
  図20Bに示される実験では、indo-1-AMで標識されたJurkat細胞を、図20Aに記載される
ように、OKT3由来のαCD3 Fab-Strep-Tactin複合体によって活性化した。インタクトな（
上のグラフ）または予め解離させた複合体（下のグラフ）の注入を、それぞれ陽性対照ま
たは陰性対照とした。加えて、インタクトなFab-Strep Tactin複合体で細胞を刺激し、続
いて（活性化ピーク付近のt-=140sにおいて）D-ビオチンを注入したところ、αCD3 Fab多
量体シグナル伝達が急激に崩壊した（中央のグラフ）。予め解離させたFab複合体群への
イオノマイシンの注入を陽性対照とした。データは、3つの異なる実験の代表である。重
要なことには、図20Bは、D-ビオチンを試料に添加することによって、Strep-tactin多量
体形成物質からFab断片が速やかに外され、それによってカルシウム刺激の継続中であっ
てもカルシウム放出が効率的に終了することを示し、解離したOKT3 Fab断片がもはや生物
学的活性を持たないことを実証する。同様に、多量体OKT3 Fab断片は、Streptactin-OKT3
 Fab試料をJurkat細胞に添加する前にStrep-tactin-OKT3 Fab断片多量体にビオチンを添
加した場合にも、カルシウム放出を誘発することができなかった。
【０６２１】
実施例17：αCD3 Fab多量体による細胞の可逆的染色
  本実施例では、αCD3 Fab多量体による細胞の可逆的染色について調べる。新たに単離
されたPBMCを、αCD3モノクローナル抗体クローンOKT3（左のドットプロット、Fab多量体
の親クローン）または同族のフィコエリトリン (PE) 標識OKT3 Fab多量体のいずれかで染
色し、D-ビオチンで処理する前（左から2番目のドットプロット）または後（中央のドッ
トプロット）に解析した。次いで、新たなPE標識Strep-Tactin（登録商標）を用いて、そ
の後の洗浄段階後に、残存するFab単量体を検出した（右から2番目のドットプロット）。
可逆的に染色された細胞の二次Fab多量体染色を陽性対照とした（右のドットプロット）
。生／死を判別するためのヨウ化プロピジウム (PI) による染色において陰性である生存
CD3細胞のみを図21に示す。ドットプロット中の数字は、ゲート内の細胞のパーセンテー
ジを示す。本実験により、多量体形成試薬としてのStreptactinで多量体化された抗CD3 F
ab断片によるCD3+ PBMCの染色が、D-ビオチンの添加によって完全に可逆的であること、
および一価Fab断片のみではPBMC上に存在するCD3分子に結合しないことが示される。
【０６２２】
実施例18：αCD28 Fab多量体による細胞の可逆的単離
  本実施例は、Strep-Tactin（登録商標）磁気粒子（この磁気粒子は、IBA GmbH Gotting
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en, Germanyから入手可能である）で多量体化された抗CD28 Fab断片の可逆的結合による
細胞の単離を示す。上記の実施例7に記載される抗体CD28.3に由来するFab断片をこの目的
のために使用した。本質的に国際特許出願公開WO2013/011011に記載されているように、
新たに単離されたPMBCからFab多量体磁気細胞選択によってCD28+細胞を選択／単離した。
結果を図22に示す。選択の前に、対照選択としての同族蛍光αCD28多量体（左のドットプ
ロット）または免疫グロブリンカッパ軽鎖に対する抗体（左から2番目のドットプロット
、α-IgカッパmAb）のいずれかで、細胞を対照染色した。選択後、CD28+細胞をD-ビオチ
ンで処理し、次に洗浄して磁気ビーズおよびFab単量体を除去した。次に、遊離したCD28+
細胞をαCD28 Fab多量体（右から2番目のドットプロット）またはα-IgカッパmAb（右の
ドットプロット）のいずれかで（再）染色して、残存している可能性のあるFab単量体を
検出した。生存（PI陰性）CD3+細胞のみを示す。ドットプロット中の数字は、ゲート内の
細胞のパーセンテージを示す。図22は、CD28+細胞が、このような多量体化抗CD28 Fab断
片を用いてPMBCから単離され得ること、および抗CD28 Fab単量体を含む単離試薬がすべて
、選択後に除去され得ることを示す。
【０６２３】
実施例19：可逆的aCD3/aCD28 Fab-Streptamer多量体でインビトロにおいて刺激した精製C
D4+ Tレスポンダー細胞およびCD8+ Tレスポンダー細胞の活性化後の早期クラスター形成
  本実施例では、400,000個のCD4+レスポンダーT細胞またはCD8+レスポンダーT細胞 (Tre
sp) を、0.5μg αCD3 Fabと0.5μg αCD28 Fabとの組み合わせが負荷されたオリゴマーS
treptactin多量体形成試薬の調製物 (1mg/ml) 3μlで刺激した。未処理（非刺激）のTres
p細胞を陰性対照とし、抗CD3／抗CD28ビーズで刺激したTresp細胞を陽性対照とした。Tre
sp細胞を、30U/ml IL-2を補充した細胞培養液1ml中、48ウェルプレートに2つ組で播種し
た。細胞を37℃でインキュベートし、1日および2日後に顕微鏡で解析した。CD4+ Tresp（
図23A）およびCD8+ Tresp（図23B）の刺激を、それぞれ抗CD3／抗CD28ビーズ（中央の列
）および多量体化作用物質（下の列）について示す。写真は、クラスター形成の程度を表
す：見やすくするために、図23Aおよび図23Bでは、可溶性ストレプトアビジムテインオリ
ゴマーによる刺激について、例示的なクラスターを丸で示す。Dynabead刺激におけるクラ
スターは、濃い色の刺激粒子の蓄積によって容易に視認される。明らかであるように、可
溶性オリゴマー多量体形成試薬を使用する本発明の増大方法を用いた場合に、CD4+ T細胞
およびCD8+ T細胞の両方について、早期にクラスターが形成された。
【０６２４】
実施例20：バルクCD3+セントラルメモリーT細胞からのTCMレスポンダー細胞の選択的抗原
特異的増大（動態および表現型）
  本実施例では、精製CD3+CD62L+CD45RA-TCMレスポンダー細胞からの選択的抗原特異的（
Ag特異的）増大の動態および表現型を調べた。
【０６２５】
  より詳細には、CD3+CD62L+CD45RA-TCMレスポンダー細胞を、ペプチド：MHC分子複合体
（細胞に一次活性化シグナルを提供する第1作用物質として作用）およびαCD28 Fab断片
（細胞の表面上のアクセサリー分子を刺激する第2試薬として作用）の両方でインビトロ
において刺激した。抗原特異的ペプチドとMHC分子との複合体およびαCD28 Fab断片はい
ずれも、実施例8に記載される可溶性オリゴマーストレプトアビジンムテイン (n≧3) 上
に可逆的に固定化した。抗原特異的増大のために使用されたペプチドは、サイトメガロウ
イルス (CMV) に特異的であるHLA-C7/IE-1エピトープを表す前初期1タンパク質 (Ameres 
et al, PLOS Pathogens, May 2013, vol. 9, issue 5, e1003383に記載) のアミノ酸309
～317であるペプチドCRVLCCYVL (SEQ ID NO: 38) であった。このペプチドを提示するMHC
 I分子は、α鎖（重鎖）のC末端において、ストレプトアビジン結合ペプチド（IBA GmbH
、Gottingen, Germanyから「Twin-Strep-tag（登録商標）」として市販されている

を有する。
【０６２６】



(197) JP 2018-531035 A6 2018.12.13

10

20

30

40

50

  この目的のために、500,000個のCD3+CD62L+CD45RA-レスポンダーTCM細胞 (Tresp) を、
ストレプトアビジン結合ペプチドを備えた0.5μgのペプチド：MHCクラスI複合体および0.
5μgの上記αCD28 Fabで機能化された可溶性オリゴマーStreptactin多量体形成試薬の調
製物3μlを用いてAg特異的に刺激した。代替法として、Streptactin多量体形成試薬の調
製物4.5μlに、0.5μgのこれらペプチド：MHCクラスI複合体、0.5μg CD8 αFab、および
0.5μg αCD28 Fabを負荷した。比較のために、0.5μg αCD3 Fabと0.5μg αCD28 Fabと
の組み合わせが負荷されたStreptactin多量体形成試薬の調製物 (1mg/ml) 3μlを用いて
、ポリクローナル刺激を実施した。さらに上記の代替の刺激条件として、0.5μg αCD3 F
ab、0.5μg αCD8 Fab、および0.5μg αCD28 Fabが可逆的に負荷されたStreptactin多量
体形成試薬の調製物4.5μlを使用した。未処理（非刺激）のTresp細胞を陰性対照とし、
抗CD3／抗CD28ビーズ（αCD3モノクローナル抗体およびαCD28モノクローナル抗体が不可
逆的に固定化されたビーズ）でポリクローナル刺激したTresp細胞を陽性対照とした。Tre
sp細胞を、30U/ml IL-2および5ng/ml IL-15を補充した細胞培養液1ml中、48ウェルプレー
トに播種した。3日ごとに培地交換しながら細胞を37℃でインキュベートし、7日および14
日後に細胞数を解析した。例示的な結果を、図24（A～F）に示す。（CMVの）HLA-C7/IE-1
エピトープのためのペプチド：MHC-I複合体が固定化された可溶性strept-tactinオリゴマ
ーを介して刺激／増大されたAg特異的細胞の画分についての例示的なフローサイトメトリ
ー解析（図24A）により、これらの抗原特異的T細胞が特異的に増大されたことが示される
。図24B～図24Eのグラフ（図24Aに示される増大実験と同様に、時点ごとに収集されたペ
プチド：MHCI多量体陽性細胞の数に従って、異なるAg特異性の増大の程度を表す）は、Ag
特異的ペプチドおよびMHC 1分子の各複合体を使用する多量体形成試薬が最大数の増大細
胞を提供することを示し（HLA-A2402によって拘束されるCMVのpp65エピトープ（アミノ酸
341～350

）を認識するAg特異的細胞の細胞数の20倍増加（図24Bを参照されたい）から、CMVのHLA-
B7/IE-1309～317エピトープ

を認識するAg特異的細胞の数の98倍増加（図24Eを参照されたい）に及ぶ）、それによっ
て本発明の増大方法がAg特異的細胞の増大に十分に適用可能であることを示す。最後に、
図24Fに示される、（アデノウイルスの）HLA-B7/ヘキソン5エピトープに関する14日間の
培養後のCD62LおよびCD127の表面発現の例示的なフローサイトメトリー解析から、本発明
の可溶性多量体形成試薬を用いる実験アプローチが、ポリクローナルのおよびAg特異的な
刺激条件において、より高い含有量のCD127発現長寿命メモリーT細胞を保持することがさ
らに確認される。
【０６２７】
実施例21：バルクセントラルメモリーT細胞の選択的Ag特異的増大の動態および表現型
  本実施例では、可溶性オリゴマーストレプトアビジンムテイン上に第1作用物質および
第2作用物質として可逆的に固定化された(a) 抗原特異的ペプチドMHC I複合体および(b) 
αCD28 Fab断片でインビトロにおいて刺激した精製CD3+CD62L+CD45RA-TCMレスポンダー細
胞からの選択的Ag特異的増大の動態について調べる。
【０６２８】
  この目的のために、500,000個のCD3+CD62L+CD45RA-レスポンダーTCM細胞 (Tresp) を、
ストレプトアビジン結合ペプチドを備えた0.5μgのペプチド：MHCクラスI複合体（特異的
ペプチドは、HLA-B07によって拘束されるアデノウイルスのヘキソン5タンパク質のアミノ
酸114～124

を表す）および0.5μg αCD28 Fabで機能化されたStreptactin多量体形成試薬の調製物3
μlを用いてAg特異的に刺激した。代替法として、Streptactin多量体形成試薬の調製物4.
5μlに、0.5μgのこのペプチド：MHCクラスI複合体、0.5μg αCD8 Fab、および0.5μg 
αCD28 Fabを負荷した。比較のために、0.5μg αCD3 Fabと0.5μg αCD28 Fabとの組み
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合わせが負荷されたStreptactin多量体形成試薬の調製物 (1mg/ml) 3μlを用いて、ポリ
クローナル刺激を実施した。さらに上記の代替の刺激条件として、0.5μg αCD3 Fab、0.
5μg αCD8 Fab、および0.5μg αCD28 Fabが負荷されたStreptactin多量体の調製物4.5
μlを使用した。未処理（非刺激）のTresp細胞を陰性対照とし、抗CD3／抗CD28ビーズで
ポリクローナル刺激したTresp細胞を陽性対照とした。Tresp細胞を、30U/ml IL-2および5
ng/ml IL-15を補充した細胞培養液1ml中、48ウェルプレートに播種した。3日ごとに培地
交換しながら細胞を37℃でインキュベートし、7日および14日後に細胞数を解析した。図2
5に示される写真は5日目のクラスター形成の程度を表し、例示的なAg特異的刺激がアデノ
ウイルスのHLA-B7/ヘキソン5エピトープについて示される。図25からわかるように、元の
CD3+CD62L+CD45RA-TCMレスポンダー集団から、このようなアデノウイルス抗原特異的細胞
を特異的に増大することができた。
【０６２９】
実施例22：aCD19-CARが形質導入されたJurkat細胞のStreptamer多量体による刺激後の細
胞内シグナル伝達カスケードの活性化
  本実施例では、腫瘍特異的キメラ抗原受容体 (CAR)、すなわちこの場合CD19を発現する
ように改変されており、かつ可溶性多量体形成試薬として実施例8のオリゴマーStrep-tac
tin（登録商標）を用いて刺激した形質導入Jurkat細胞の細胞内シグナル伝達カスケード
の活性化を調べた。
【０６３０】
  この目的のために、300,000個のJurkatレスポンダー細胞 (Jresp) を、(A) 様々な量の
、本明細書に記載されるαCD3 Fab断片およびαCD28 Fab断片で機能化されたStreptactin
多量体形成試薬の調製物 (1mg/ml) の混合物（「x1」は、0.5μg αCD3 Fabおよび0.5μg
 αCD28 Fabで機能化された3μg Streptactin多量体形成試薬に相当する‐これは「ポリ
クローナルなStreptactinベースの多量体形成試薬」を提供する）、あるいは (B) 0.5μg
 (x1) もしくは1μg (x2) のCD19の細胞外ドメイン (ECD) で機能化されたStreptactin多
量体形成試薬の調製物3μl（αCD19-CARの天然リガンド‐これは「CAR特異的なStreptact
inベースの可溶性多量体形成試薬」を提供する）、またはαCD19-CAR内のIgG4スペーサー
を認識する0.5μg (x1) もしくは1μg (x2) のαIgGが負荷されたStreptactin多量体形成
試薬の調製物3μl（これもまた「CAR特異的なストレプトアビジンムテインベースの多量
体形成試薬」を提供する）で刺激した。ヘキサヒスチジンタグを備えたCD19のECDは、Sin
o Biological/Life technologiesから入手し (SEQ ID NO: 47)、CD19のECDとアダプター
分子His-STREPPER（IBA GmbH、Germany、注文番号2-0920-005）を1:1の分子比で混合し、
室温で15分間インキュベートすることによって、ストレプトアビジンベースの多量体形成
試薬に結合させるために機能化した。His-STREPPERアダプター分子は、ヘキサヒスチジン
タグに結合するキレート部分およびストレプトアビジン結合ペプチドを含有し、それによ
って標的分子、この場合CD19のECDに、ストレプトアビジンムテインベースの多量体形成
試薬に可逆的に結合し得るストレプトアビジン結合ペプチドを一時的に提供する。抗CD3
／抗CD28ビーズ（αCD3モノクローナル抗体およびαCD28モノクローナル抗体が不可逆的
に固定化されているビーズ）またはPMAおよびイオノマイシンで刺激したJrespを、陽性対
照とした。Jresp細胞を、30U/mL IL-2を補充した細胞培養液200μl中、1.5mL Eppendorf
チューブに播種した。細胞を37℃でインキュベートし、0分～20分間刺激した後、氷上に
置き、溶解させた。リン酸化ERKの検出は、活性MAPKのシグナル伝達を示し、ハウスキー
パーβ-アクチンの染色は、条件および時間当たり等量の総タンパク質量が負荷されたこ
とを示す。「ポリクローナルStreptactin多量体形成試薬」を介したJurkat細胞の活性化
を示す図26Aと2つの「CAR特異的なStreptactinベースの多量体形成試薬」を介したJurkat
細胞の活性化を示す図26Bとの比較からわかるように、Jurkat細胞は、CD19特異的キメラ
抗原受容体に対するCD19細胞外ドメインの結合を介して活性化／増大され得る。T細胞の
遺伝的下流プロセシングは、ほとんど、予め選択された細胞集団に対してのみ行われるた
め、IgG4スペーサードメイン（これは、異なる特異性を有する様々なCAR内で保存されて
いる）を介した、導入されたCARの架橋を介した包括的な活性化は、これらのインビトロ
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細胞プロセシング状況における可逆的な細胞刺激／増大への適用性を広げる。
【０６３１】
  したがって、本実験により、原則として、細胞集団に一次活性化シグナルを提供する作
用物質（リガンド）の結合によって活性化される任意の細胞集団を、本明細書に記載され
るように多量体形成試薬上に可逆的に固定化された第1作用物質を用いて増大することが
できることが示される。
【０６３２】
実施例23：単一プールからのTCMレスポンダー細胞の並列抗原特異的増大
  本実施例では、複数の可逆的ペプチド：MHC／αCH28 Fab-Streptamer多量体でインビト
ロにおいて刺激したTレスポンダー細胞の単一プールからの並列抗原特異的（Ag特異的）
増大の動態を調べる。
【０６３３】
  500,000個のCD3+CD62L+CD45RA-レスポンダーTCM細胞 (Tresp) を、各特異性について、
ストレプトアビジン結合ペプチドを有する0.5μgの各ペプチド：MHCクラスI複合体および
同様にストレプトアビジン結合ペプチドを有する0.5μg αCD28 Fabで機能化されたStrep
tactin多量体3μlを用いて、複数のAg特異性について同時に刺激する。代替アプローチと
して、各特異性について、本明細書に記載される、ストレプトアビジン結合ペプチドを有
する0.5μgペプチド：MHCクラスI複合体、0.5μg αCD8 Fab、および0.5μg αCD28 Fab
で機能化されたStreptactinベースの多量体形成試薬4.5μlを使用する。比較のために、0
.5μg αCD3 Fabと0.5μg αCD28 Fabとの組み合わせが可逆的に負荷されたStreptactin
ベースの多量体形成試薬の調製物 (1mg/ml) 3μlを用いて、ポリクローナル刺激を実施す
る。さらに上記の代替の刺激条件として、0.5μg αCD3 Fab、0.5μg αCD8 Fab、および
0.5μg αCD28 Fab（それらの各々がストレプトアビジン結合ペプチドを有する）が可逆
的に負荷されたStreptactinベースの多量体形成試薬の調製物4.5μlを使用することがで
きる。未処理（非刺激）のTresp細胞を陰性対照とし、抗CD3／抗CD28ビーズ（αCD3 mAb
およびαCD28 mAbでコーティングされたビーズ）でポリクローナル刺激したTresp細胞を
陽性対照とする。Tresp細胞を、30U/ml IL-2および5ng/ml IL-15を補充した細胞培養液1m
l中、48ウェルプレートに播種する。3日ごとに培地交換しながら細胞を37℃でインキュベ
ートし、7日および14日後に細胞数を解析する。
【０６３４】
実施例24：αCD3/αCD8/αCD28 Fab断片で可逆的に機能化されたストレプトアビジンベー
スの多量体形成試薬でインビトロにおいて刺激したCD3+ Tレスポンダー細胞のうちのCD8+
 T細胞の優先的増殖
  300,000個のCD3+レスポンダーT細胞 (Tresp) を、0.5μg αCD3 Fabと0.5μg αCD28 F
abとの組み合わせが負荷されたStreptactin多量体形成試薬の調製物 (1mg/ml) 3μlもし
くは大きなStreptactin骨格を用いる多量体形成試薬の調製物 (0.1mg/ml) 3μl、または0
.5μg αCD3 Fab、0.5μg αCD8 Fab、および0.5μg αCD28 Fabが負荷されたStreptacti
nベースの多量体形成試薬の調製物4.5μl、または0.5μg αCD3 Fabのみおよび0.5μg α
CD28 Fabのみ（各Fab断片は同様にストレプトアビジン結合ペプチドを有する）を有するS
treptactinベースの多量体形成試薬の調製物の混合物3μlで刺激する。未処理のTresp細
胞を陰性対照とし、抗CD3／抗CD28ビーズ（αCD3 mAbおよびαCD28 mAbでコーティングさ
れたビーズ）で刺激したTrespを陽性対照とする。Tresp細胞を、30U/ml IL-2を補充した
細胞培養液1ml中、48ウェルプレートに2つ組で播種する。細胞を37℃でインキュベートし
、3日後に培地交換し、6日後に解析する。
【０６３５】
実施例25：αCD3 Fab断片およびαCD28 Fab断片で可逆的に機能化されたストレプトアビ
ジンベースの多量体形成試薬でインビトロにおいて刺激したCD3+ Tレスポンダー細胞のう
ちのCD8+ T細胞の優先的増殖
  300,000個のCD3+レスポンダーT細胞 (Tresp) を、様々な量の、αCD3 Fab断片のみおよ
びαCD28 Fab断片のみで機能化されたStreptactinベースの多量体形成試薬の調製物 (1mg
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/ml) の混合物（0.5μg αCD3 Fab断片のみで機能化されたStreptactinベースの多量体形
成試薬1.5μg、および0.5μg αCD28 Fab断片のみで機能化されたStreptactinベースの多
量体形成試薬1.5μg）、または様々な量の、αCD8 Fab断片を伴ってもしくは伴わずにαC
D3 Fab断片およびαCD28 Fab断片で機能化されたStreptactinベースの多量体形成試薬の
調製物の混合物（各Fab断片はここでもストレプトアビジン結合ペプチドを有する）（αC
D8 Fab断片を伴わずに0.5μg αCD3 Fab断片および0.5μg αCD28 Fab断片で機能化され
たStreptactinベースの多量体形成試薬3μg、または0.5μg αCD3 Fab断片、0.5μg αCD
8 Fab断片、および0.5μg αCD28 Fab断片が負荷されたStreptactin多量体形成試薬の調
製物4.5μl、この場合Fab断片は同様にストレプトアビジン結合ペプチドを有する）で刺
激する。未処理のTresp細胞を陰性対照とし、抗CD3／抗CD28ビーズ（αCD3 mAbおよびαC
D28 mAbでコーティングされたビーズ）で刺激したTrespを陽性対照とする。Tresp細胞を
、30U/ml IL-2を補充した細胞培養液1ml中、48ウェルプレートに播種する。細胞を37℃で
インキュベートし、3日後に培地交換し、6日後に解析する。
【０６３６】
実施例26：初代T細胞における細胞内カルシウム動員の解析による、刺激のビオチン媒介
性妨害
  初代ヒトT細胞の刺激に対する、（D-ビオチン添加により）可逆的多量体化試薬を介し
た細胞刺激を妨害する影響を、Ca2+流動を評価することによってモニターした。健常ドナ
ーの末梢血単核細胞（PBMC）からCD3精製されたT細胞に、カルシウムセンサー色素をロー
ドし、オリゴマーストレプトアビジンムテイン試薬上に可逆的に結合している多量体化抗
CD3／抗CD28 Fab断片を含有する試薬とインキュベートして、フローサイトメトリー解析
によってCa2+流動について評価した。抗CD3／抗CD28多量体化作用物質を、60秒で添加し
、培養物を、邪魔せずに放置したか、または200秒で、D-ビオチン添加で処理した。T細胞
のカルシウム流動の誘導が、多量体形成試薬からのFab断片の解離によってシグナルを妨
害した後でも依然として可能であったことを確認するために、イオノマイシンを400秒で
添加した。
【０６３７】
  図27に示されるように、D-ビオチンの添加による解離は、試薬により誘導されたCa2+レ
ベルの増加の後の、細胞内Ca2+レベルの減少によって示されたように、抗CD3／抗CD28多
量体化作用物質を介して細胞に送達されたシグナルを妨害することができた。シグナル伝
達のD-ビオチン媒介性妨害の後のイオノマイシンの添加は、細胞内Ca2+を、D-ビオチンの
添加の前に観察されたレベルに回復し、細胞が、試薬解離の解離およびシグナル伝達の妨
害後に、応答性かつ健常のままであり、カルシウムを流動することができ、イオノマイシ
ンに応答して、最初の刺激後に観察されたものと比較した際に類似したレベルであった細
胞内レベルを呈したことが示された。
【０６３８】
実施例27：可逆的物質とのインキュベーションによるT細胞の時間的に制御された活性化
後の、T細胞増大の評価
  抗CD3／抗CD28シグナルとのインキュベーション、およびその解離後に、健常ドナーPBM
Cから単離されたT細胞の増大を評価した。T細胞を、オリゴマーストレプトアビジンムテ
イン試薬に可逆的に結合している多量体化抗CD3／抗CD28 Fab断片を含有する試薬の添加
後に、7日間インキュベートした。培養の1日目に、多量体化作用物質を解離するためにD-
ビオチンを添加したか、または、細胞を邪魔せずに放置した（1日目のD-ビオチン添加な
し）。対照として、細胞を、抗CD3／抗CD28磁気ビーズと7日間インキュベートした。総細
胞数およびアネキシンV陽性細胞の画分を、培養の0、3、または7日目に評価した。図28A
および28Bに示されるように、1日目に解離させた（ビオチンを1日目に添加した）抗CD3／
抗CD28多量体化作用物質と培養したCD3+ T細胞は、細胞を完全に7日間、（D-ビオチン添
加を伴わずに）多量体化作用物質とインキュベートした培養物、および細胞を対照の抗CD
3／抗CD28ビーズとインキュベートした培養物の両方と比較して、増強された増大および
（減少したアネキシンV染色によって示されるような）低減したアポトーシスを示した。
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【０６３９】
  別のアッセイにおいて、単離されたCD3+ T細胞、CD4+ T細胞、またはCD8+ T細胞を、CF
SE色素で標識して、増殖を、2日目にビオチンの添加を伴ったことを除いて、上記のよう
に刺激後に評価した。増殖は、CFSE色素の希釈の程度に基づいて、フローサイトメトリー
によって決定した。図29に示されるように、1日目の解離（ビオチン添加）を伴い、抗CD3
／抗CD28多量体化作用物質で刺激されたCD3+細胞は、多量体化作用物質で刺激されたがシ
グナルの妨害を伴わなかった（ビオチンなし）細胞と比較した際に、特に3日目に、増強
された増殖を提示した。
【０６４０】
実施例28：可逆的物質とのインキュベーションによる時間的に制御された活性化後の、T
細胞における代謝活性の評価
  細胞増殖の指標としての細胞の代謝活性を、安定なテトラゾリウム塩WST-1の可溶性ホ
ルマザン色素複合体への切断の比色モニタリングによって評価した。この作用物質の切断
は、概して、生細胞におけるNAD(P)Hの糖分解産生に依存するため、ホルマザン色素の程
度は、概して、培養物における代謝的に活性な細胞の数に直接的に相関することができる
。本研究において、CD4精製されたT細胞またはCD8精製されたT細胞を、オリゴマーストレ
プトアビジンムテイン試薬上に可逆的に結合している抗CD3／抗CD28多量体化Fab断片（2
日目のD-ビオチン添加を伴うかまたは伴わない）、または対照の抗CD3／抗CD28磁気ビー
ズ試薬とインキュベートした。細胞の培養後の1日目、2日目、または3日目に、細胞をWST
-1試薬とインキュベートし、450 nmでの吸光度を読み取り値として測定することにより、
代謝活性のレベルを評価した。結果を、アッセイされ、細胞数あたりのWST-1の比率とし
て示されている、培養物中の細胞の数に対して正規化した。
【０６４１】
  図30に示されるように、結果により、抗CD3／抗CD28多量体試薬でのT細胞の制御された
刺激が、試薬を解離してシグナル伝達を妨害するためにビオチンを2日目に添加した場合
でさえも、本研究におけるインキュベーションの経過にわたって、代謝活性および細胞増
大を示すシグナルのレベルの増加を結果としてもたらしたことが示された。
【０６４２】
実施例29：再刺激時のT細胞の増大能力に対する、抗CD3／抗CD28多量体物質を介したシグ
ナル伝達の妨害の影響
  CFSE色素で標識されたCD3+細胞を、ストレプトアビジンムテインのオリゴマー形態上に
可逆的に結合している、多量体化抗CD3／抗CD28 Fab断片を含有する可逆的試薬の存在下
で培養した。1日目に、D-ビオチンを、図31に示されるようにいくつかの試料に添加した
。示されたようないくつかの条件下で、細胞を、3日目に、CFSElow（非分裂）細胞につい
て選別した。選別された細胞を、刺激のさらなる添加なしで培養した（選別精製（図31を
参照されたい））か、または追加的な抗CD3／抗CD28多量体化作用物質とさらに混合した
（選別精製、再刺激（図31を参照されたい））。選別されていない細胞（3日目にCFSEレ
ベルに基づいて選別されなかった細胞）もまた、並行して評価した。無刺激の細胞に対し
て正規化された細胞の増大を、15日目までモニターした。
【０６４３】
  図31に示されるように、多量体試薬とインキュベートされた細胞は、試験された条件の
すべてについて15日目まで、研究の持続期間を通して増大し続けたことが観察された。多
量体物質によって誘導されたシグナル伝達が1日目に妨害された試料においてさえも、細
胞が試薬のさらなる添加を伴わずに選別精製されたものは、この期間にわたって増殖し続
けた。この結果により、オリゴマー刺激試薬とのインキュベーションは、たとえ1日間の
みであっても、15日の期間にわたって延長されたT細胞増大を誘導できたことが示された
。この効果は、まだ分裂していない細胞を単離するために細胞が3日目に選別精製され、
それまたは任意の刺激試薬の再添加によるさらなる刺激がなかった試料においてさえも観
察された。結果は、可逆的オリゴマー刺激物質が、試薬に対する結合の破壊後および／ま
たは非分裂細胞の精製後の数日にわたって、追加的な試薬の誘導を伴わずに、延長された
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た条件下の本アッセイにおいて、効果は観察されなかった。
【０６４４】
実施例30：可逆的物質とのインキュベーションによる時間的に制御された活性化後の、T
細胞表面マーカーの評価
  様々なT細胞マーカーの発現を、様々なタイプのレトロウイルス媒介性形質導入を含む
様々な条件に供したT細胞の、それらを、D-ビオチンの添加により誘導される1日目の解離
を伴うかまたは伴わずに、可逆的に結合する抗CD3／抗CD28多量体化作用物質とインキュ
ベートすることによる刺激後に、評価した。健常ドナー由来の末梢血単核細胞（PBMC）か
らCD3精製されたT細胞に、各々が異なるキメラ抗原受容体をコードする様々なレトロウイ
ルスベクター粒子の1つを形質導入し、培養において増大させ、凍結し、融解した。細胞
を、オリゴマーストレプトアビジンムテインに対する可逆的結合によって多量体化された
、多量体化抗CD3／抗CD28 Fab断片を含有する実施例1に記載された試薬の添加後に、7日
間インキュベートした。培養の1日目に、いくつかの試料において細胞から多量体化作用
物質を解離させるためにD-ビオチンを添加し、他方、他のものにおいては、細胞および試
薬を邪魔せずに放置した（1日目のD-ビオチンの添加なし）。他の試料において、細胞を
、抗CD3／抗CD28磁気ビーズと7日間インキュベートした。数多くのT細胞活性化および／
または他の表現型マーカーの各々の表面および／または細胞内発現について陽性の細胞の
パーセンテージを、様々な時間に評価した。
【０６４５】
  例えば、7日目に、細胞を、記載されたようにフローサイトメトリーによって、マーカ
ーKi-67およびT-betの発現についてアッセイした。本明細書に記載された他の研究におけ
るように、可逆的オリゴマー試薬での刺激後に、試薬を1日目にシグナル伝達を妨害する
ために解離させた場合、細胞は、Ki67について陽性を保持していたが、T-betの発現を低
減していたことが観察された。この結果により、種々の条件下で、試薬の解離による時間
的制御を、あまり分化していないかまたは幹様表現型、より長命の表現型および／または
セントラルメモリー表現型および／または幹セントラルメモリー表現型を有する細胞のア
ウトプット組成物を生成するために使用できることが示された。
【０６４６】
  評価したマーカーは、CD25およびCD69を含み、マーカーCD45RA、CD45RO、CD27、CD127
、およびCXCR3を、フローサイトメトリーによって3日目および7日目に評価した。結果は
、図32に示され、培養期間の1日目の可逆的刺激試薬の結合の破壊が、結果として生じた
アウトプット組成物において、セントラルメモリー（TCM）などのあまり分化していない
、および／または相対的により長命の、および／または幹様のT細胞集団、ならびに、い
わゆる幹メモリーT細胞（TSCM）などのあまり分化していないメモリーT細胞上で概して観
察される表現型プロファイルの特性を有するT細胞のより大きなパーセンテージを結果と
してもたらしたという観察と一貫している。これらの研究は、さらに、早期の時点（4日
以内）のD-ビオチンの添加によるオリゴマー試薬を用いた刺激の時間的制御が、長命メモ
リーT細胞などのあまり分化していない、長命のT細胞の集団に存在するものと一貫した、
または類似した表現型プロファイルを有する細胞が増加している細胞組成物を結果として
もたらしたという観察と一貫していた。
【０６４７】
  本発明は、開示される特定の態様に範囲が限定されるよう意図されておらず、特定の態
様は、例えば本発明の様々な局面を説明するために提供される。記載される組成物および
方法の様々な改変は、本明細書中の説明および教示から明らかとなるであろう。そのよう
な変形は、本開示の真の範囲および精神から逸脱することなく実施することができ、本開
示の範囲内に入るよう意図される。
【０６４８】
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