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(54)发明名称

特异性靶向CD19抗原且高水平稳定表达PD-

1抗体的CAR-T细胞及用途

(57)摘要

本发明涉及特异性靶向CD19抗原且高水平

稳定表达PD‑1抗体的CAR‑T细胞及用途。具体而

言，本发明的T细胞含有表达识别CD19抗原的嵌

合抗原受体的编码序列和PD‑1抗体的编码序列；

和/或表达识别CD19抗原的嵌合抗原受体和PD‑1

抗体。本发明的T细胞能克服免疫微环境抑制，促

进肿瘤细胞的凋亡，发挥抗肿瘤的免疫反应，可

用于多种类型恶性肿瘤的治疗。
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1.一种T细胞，其特征在于，所述T细胞：

（1）含有识别CD19抗原的嵌合抗原受体的编码序列和PD‑1抗体的编码序列；和/或

（2）表达识别CD19抗原的嵌合抗原受体和PD‑1抗体；

其中，所述PD‑1抗体含有抗PD‑1单链抗体和IgG4Fc；其中，所述IgG4Fc的氨基酸序列如

SEQ  ID  NO:11第267‑495位氨基酸残基所示；所述抗PD‑1单链抗体中抗体轻链可变区氨基

酸序列如SEQ  ID  NO:11第21‑131位氨基酸残基所示、重链可变区氨基酸序列如SEQ  ID  NO:

11第147‑266位氨基酸序列所示；

其中，所述嵌合抗原受体含有CD8信号肽、氨基酸序列如SEQ  ID  NO:2所示的识别CD19

抗原的单链抗体、CD8α铰链区、CD8跨膜区、CD137/4‑1BB的胞内结构域和CD3ζ胞内信号域。

2.如权利要求1所述的T细胞，其特征在于，所述T细胞的基因组中整合有识别CD19抗原

的嵌合抗原受体的表达框和PD‑1抗体的表达框。

3.如权利要求1所述的T细胞，其特征在于，所述CD8信号肽的氨基酸序列如SEQ  ID  NO:

1所示。

4.如权利要求1所述的T细胞，其特征在于，所述CD8α铰链区的氨基酸序列如SEQ  ID 

NO:3所示。

5.如权利要求1所述的T细胞，其特征在于，所述CD8跨膜区的氨基酸序列如SEQ  ID  NO:

5所示。

6.如权利要求1所述的T细胞，其特征在于，所述CD137/4‑1BB胞内结构域的氨基酸序列

如SEQ  ID  NO:7所示。

7.如权利要求1所述的T细胞，其特征在于，所述CD3ζ胞内信号域的氨基酸序列如SEQ 

ID  NO:8所述。

8.如权利要求1所述的T细胞，其特征在于，所述嵌合抗原受体具有以下一项或多项特

征：

所述CD8信号肽的编码序列如SEQ  ID  NO:10第1‑63位碱基所示；

所述识别CD19抗原的单链抗体的编码序列如SEQ  ID  NO:10第64‑789位碱基所示；

所述CD8α铰链区的编码序列如SEQ  ID  NO:10第790‑924位碱基所示；

所述CD8跨膜区的编码序列如SEQ  ID  NO:10第925‑996位碱基所示；

所述CD137/4‑1BB胞内结构域的编码序列如SEQ  ID  NO:10第997‑1122位碱基所示；和

所述CD3ζ胞内信号域的编码序列如SEQ  ID  NO:10第1123‑1458位碱基所示。

9.如权利要求1所述的T细胞，其特征在于，所述嵌合抗原受体的氨基酸序列如SEQ  ID 

NO:9第22‑486位氨基酸残基所示，或如SEQ  ID  NO:9所示。

10.如权利要求1所述的T细胞，其特征在于，所述嵌合抗原受体的编码序列如SEQ  ID 

NO:10第64‑1458位碱基所示，或如SEQ  ID  NO:10所示。

11.如权利要求1所述的T细胞，其特征在于，所述PD‑1抗体还含有轻链信号肽。

12.如权利要求11所述的T细胞，其特征在于，所述轻链信号肽的氨基酸序列如SEQ  ID 

NO:11第1‑20位氨基酸残基所示。

13.如权利要求1所述的T细胞，其特征在于，所述抗PD‑1单链抗体的氨基酸序列如SEQ 

ID  NO:11第21‑266位氨基酸残基所示。

14.如权利要求1所述的T细胞，其特征在于，所述抗PD‑1单链抗体的编码序列如SEQ  ID 
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NO:12第61‑798位碱基序列所示。

15.如权利要求1所述的T细胞，其特征在于，所述PD‑1抗体的氨基酸序列如SEQ  ID  NO:

11第21‑495位氨基酸序列所示，或者如SEQ  ID  NO:11所示。

16.如权利要求1所述的T细胞，其特征在于，所述PD‑1抗体的编码序列如SEQ  ID  NO:12

第61‑1485位氨基酸残基所示，或如SEQ  ID  NO:12所示。

17.一种组合物或试剂盒，所述组合物或试剂盒含有：

（1）含权利要求1和3‑10中任一项所限定的嵌合抗原受体的表达框的载体，所述载体用

于将所述表达框整合到宿主细胞的基因组中；和

（2）含权利要求1和11‑16中任一项所限定的PD‑1抗体的表达框的载体，所述载体用于

将所述表达框整合到宿主细胞的基因组中。

18.一种药物组合物，所述药物组合物含有权利要求1‑16中任一项所述的T细胞或所述

T细胞及其表达的PD‑1抗体。

19.权利要求1‑16中任一项所述的T细胞或所述T细胞及其表达的PD‑1抗体或其药物组

合物在制备治疗或预防恶性肿瘤的药物中的用途，其中，所述恶性肿瘤为恶性B细胞淋巴

瘤。

20.如权利要求19所述的用途，其特征在于，所述恶性肿瘤选自急性B淋巴细胞白血病、

慢性B淋巴细胞白血病、套细胞淋巴瘤、非霍奇金淋巴瘤和多发性骨髓瘤。
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特异性靶向CD19抗原且高水平稳定表达PD‑1抗体的CAR‑T细

胞及用途

技术领域

[0001] 本发明涉及特异性靶向CD19抗原且高水平稳定表达抗PD‑1抗体的CAR  T细胞及其

抗肿瘤效果。

背景技术

[0002] 嵌合抗原受体T细胞(chimeric  antigen  receptor  T  cell,CAR‑T)治疗技术无疑

是肿瘤免疫细胞治疗领域中一颗冉冉升起的巨星。CAR‑T技术是通过基因工程技术将识别

某抗原分子的抗体可变区基因序列与T淋巴细胞免疫受体的胞内区序列拼接后，通过逆转

录病毒或慢病毒载体、转座子或转座酶系统或直接mRNA转导到淋巴细胞内，并表达融合蛋

白于细胞表面，使T淋巴细胞能通过非MHC限制性的方式识别特定抗原，增强其识别和杀伤

肿瘤的能力。

[0003] CAR的结构自1989年以色列Eshhar研究小组首次提出后，经过近30年的发展，已经

被证实经过CAR结构修饰的T细胞在肿瘤免疫治疗中具有较好的疗效。第一代CAR受体包含

了胞外特异识别肿瘤抗原的片段(single‑chain  variable  fragment，scFv)，胞内激活信

号由CD3ζ信号链来传递。但是第一代CAR受体缺乏T细胞的共刺激信号，导致T细胞只能发挥

瞬间效应，在体内存在时间短、细胞因子分泌少。第二代CAR受体增加了共刺激信号分子的

胞内结构域，包括如CD28，CD134/OX40，CD137/4‑1BB，lymphocyte‑specific  protein 

tyrosine  kinase(LCK)，inducible  T‑cell  co‑stimulator(ICOS)以及DNAX‑activation 

protein  10(DAP10)等结构域，增强了T细胞的增殖能力及细胞因子的分泌功能，IL‑2、IFN‑

γ以及GM‑CSF增加，从而突破肿瘤微环境的免疫抑制、延长AICD(activation  induced 

cell  death,AICD)。第三代CAR受体则是在共刺激结构CD28和ITAM信号链的之间再融合一

个二级共刺激分子如4‑1BB，因而产生了一个三重信号的CAR受体，第三代CAR受体改造的T

细胞具有更好的效应功能和体内存活时间。常用的经典CAR‑T结构即为二代CAR受体，其结

构具体可分为以下4部分：识别肿瘤抗原的抗体单链可变区(scFv)、铰链区、跨膜区、胞内刺

激信号结构区域。CAR结构铰链区负责形成正确构象，形成二聚体。铰链区的长短及氨基酸

序列特征，决定了CAR的空间构象，也决定了其与肿瘤细胞表面抗原结合的能力。

[0004] 恶性淋巴瘤分为霍奇金淋巴瘤(HL)和非霍奇金淋巴瘤(NHL)两大类。霍奇金淋巴

瘤占淋巴瘤的10％‑15％，而非霍奇金淋巴瘤是发病患者增加最快的恶性肿瘤。据WHO统计，

目前全球每年约有35万新发NHL，死亡人数超过20万。在霍奇金淋巴瘤和非霍奇金淋巴瘤两

大类中均可见B细胞淋巴瘤。目前淋巴瘤临床治疗药物包括糖皮质激素和烷化剂等细胞毒

药物及基于特定分子靶标的靶向药物(如利妥昔单抗等)，其中基于靶向药物的联合化疗显

著提高部分淋巴瘤患者临床缓解率和治愈率。但目前仍有相当一部分淋巴瘤患者对现有治

疗方案不敏感或疗效欠佳而成为“真正”难治性患者。一些新型治疗手段(如细胞免疫治疗

等)使部分复发或难治性淋巴瘤患者获得缓解并延长其生存期。目前正在开发的针对血液

系统恶性肿瘤的CAR‑T的种类很多，主要包括利用抗CD19、抗CD20、抗Kappa轻链、抗CD22、抗
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CD23、抗CD30、抗CD70等抗体构建CAR修饰的T细胞进行抗肿瘤研究，其中以抗CD19、抗CD20

单克隆抗体最为热门。

[0005] 选择合适的肿瘤抗原作为靶标是设计安全有效CAR‑T的关键。由于CD19仅表达于

各分化阶段的正常及恶性B细胞而不表达于其他非B细胞(如造血干细胞等)表面，是治疗B

系肿瘤很有潜力的靶点，也是CAR‑T研究中的热点，因而CD19CAR‑T被广泛用于急性B淋巴细

胞白血病(B‑ALL)、慢性B淋巴细胞白血病(B‑CLL)、套细胞淋巴瘤(MCL)、NHL和多发性骨髓

瘤(MM)等恶性B细胞淋巴瘤的临床试验。

[0006] PD‑1(Programmed  Death  1，重编程细胞死亡受体1)是调节性T细胞CD28家族的成

员，属于免疫球蛋白超家族受体。PD‑1和它的配体PD‑L1/PD‑L2在T细胞的共抑制和衰竭中

起重要作用，他们的相互作用抑制了共刺激分子调节的T细胞的增殖和细胞因子的分泌，下

调了抗凋亡分子BCL‑xl的表达，削弱了肿瘤特异性T细胞的功能，导致一些肿瘤患者不能完

全消除肿瘤。PD‑1抗体通过与肿瘤特异性T细胞表面的PD‑1分子结合，竞争了PD‑1与其配体

PD‑L1/PD‑L2的结合，从而缓解PD‑1与PD‑L1/PD‑L2结合引起的免疫微环境抑制作用。目前

商品化的PD‑1抗体有Nivolumab及Pidilizumab。这2种单抗已经证实在黑色素瘤、结肠癌、

前列腺癌、非小型细胞肺癌、肾细胞癌等实体瘤上取得了良好的临床疗效，近期的临床研究

证实PD‑1抗体在淋巴瘤治疗上也取得了很大的进步。但PD‑1抗体在临床应用中仍然存在一

些不可避免的问题。一方面由于PD‑1单抗是静脉注射全身用药，大多数接受PD‑1抗体阻断

治疗的患者都会出现不同程度的药物毒副作用。另一方面PD‑1单抗的生产涉及复杂的生产

制备与纯化工艺，成本高，导致治疗费用昂贵。

[0007] 综上所述，CAR‑T细胞具有杀灭肿瘤细胞能力，且能有效进入肿瘤组织内部，但其

活性容易在肿瘤微环境中被抑制；而PD‑1抗体能重新激活T细胞的抗肿瘤活性，但大分子抗

体对实体瘤的穿透力不足，全身用药具有较大的毒副作用，且药物成本很高。因而，如果在

保持CAR‑T细胞杀伤毒性的前提下，能由其高效表达PD‑1抗体，通过CAR‑T细胞的肿瘤趋向

特性，在肿瘤局部高水平表达PD‑1抗体，将同时克服CAR‑T细胞治疗与PD‑1抗体治疗各自的

缺陷，发挥两者的协同作用而提高疗效，同时降低治疗成本。

发明内容

[0008] 基于此，本发明设计了靶向CD19抗原且能高水平稳定表达PD‑1抗体的多能CAR‑T

细胞，从而达到良好的识别抗原和杀伤淋巴瘤作用。

[0009] 具体而言，本发明的多能T细胞包含识别CD19抗原的嵌合抗原受体(CAR)及稳定表

达PD‑1抗体。

[0010] 在一个或多个实施方案中，所述嵌合抗原受体包含识别CD19抗原的scFv、铰链区、

跨膜区、胞内共刺激信号域和胞内信号域。

[0011] 在一个或多个实施方案中，所述scFv的氨基酸序列如SEQ  ID  NO:2所示。

[0012] 在一个或多个实施方案中，所述铰链区为CD8铰链区或IgG4CH2CH3铰链区。

[0013] 在一个或多个实施方案中，所述CD8铰链区的氨基酸序列如SEQ  ID  NO:3所示；所

述IgG4CH2CH3铰链区的氨基酸序列如SEQ  ID  NO:4所示。

[0014] 在一个或多个实施方案中，所述跨膜区为CD28跨膜区、CD8跨膜区、CD3ζ跨膜区、

CD134跨膜区、CD137跨膜区、ICOS跨膜区和DAP10跨膜区中的一种；优选为CD8跨膜区，优选
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其氨基酸序列如SEQ  ID  NO:5所示。

[0015] 在一个或多个实施方案中，所述胞内共刺激信号域包括共刺激信号分子的胞内结

构域，包括CD28、CD134/OX40、CD137/4‑1BB、淋巴细胞特异性蛋白酪氨酸激酶(LCK)、诱导性

T细胞共刺激因子(ICOS)和DNAX激活蛋白10(DAP10)的胞内结构域。

[0016] 在一个或多个实施方案中，所述胞内共刺激信号域为CD137/4‑1BB的胞内结构域；

优选地，所述CD137/4‑1BB的氨基酸序列如SEQ  ID  NO:7所示。

[0017] 在一个或多个实施方案中，所述胞内信号域为CD3ζ胞内信号域或FcεRIγ胞内信

号域；优选为CD3ζ胞内信号域，优选地所述CD3ζ胞内信号域的氨基酸序列如SEQ  ID  NO:8所

述。

[0018] 在一个或多个实施方案中，所述嵌合抗原受体从N端到C端依次含有：scFv、CD8铰

链区、CD8跨膜区、4‑1BB和CD3ζ胞内信号域；优选地，所述嵌合抗原受体的氨基酸序列如SEQ 

ID  NO:9第22‑486位氨基酸残基所示。

[0019] 在一个或多个实施方案中，所述嵌合抗原受体还含有信号肽，优选地，所述信号肽

为分泌型信号肽和膜结合型信号肽，优选为CD8信号肽，更优选地，所述CD8信号肽的氨基酸

序列如SEQ  ID  NO:1所示。

[0020] 在一个或多个实施方案中，所述嵌合抗原受体的氨基酸序列如SEQ  ID  NO:9所示。

[0021] 在一个或多个实施方案中，所述PD‑1抗体的氨基酸序列如SEQ  ID  NO:11第21‑495

位氨基酸残基所示。

[0022] 在一个或多个实施方案中，所述T细胞转入了含所述嵌合抗原受体编码序列的载

体和含所述PD‑1抗体的编码序列的载体。

[0023] 在一个或多个实施方案中，所述载体为包含PiggBac转座元件的真核表达载体。

[0024] 在一个或多个实施方案中，所述嵌合抗原受体的编码序列及所述PD‑1抗体的编码

序列整合到所述T细胞的基因组中。

[0025] 本发明还提供一种PD‑1抗体，所述PD‑1抗体的氨基酸序列如SEQ  ID  NO:11第21‑

495位氨基酸残基所示。

[0026] 本发明还提供本发明PD‑1抗体的编码序列及其互补序列，优选地，所述编码序列

如SEQ  ID  NO:12第61‑1488位氨基酸残基所示。

[0027] 本发明还提供SEQ  ID  NO:11及其编码序列或互补序列。优选地，所示编码序列如

SEQ  ID  NO:12所示。

[0028] 本发明还提供一种组合物，所述组合物含有含本文所述嵌合抗原受体编码序列的

载体和含本文所述PD‑1抗体的编码序列的载体。

[0029] 本发明还提供一种试剂盒，所述试剂盒含有含本文所述嵌合抗原受体编码序列的

载体和含本文所述PD‑1抗体的编码序列的载体，或者含有本文所述的组合物。

[0030] 在一个或多个实施方案中，所述载体为包含PiggBac转座元件的真核表达载体。

[0031] 在一个或多个实施方案中，所述试剂盒还含有将所述载体转入细胞中的试剂。

[0032] 本发明还提供一种药物组合物，所述药物组合物含有本文所述的T细胞。

[0033] 本发明还提供本文所述的T细胞或其药物组合物在制备治疗治疗或预防恶性肿瘤

的药物中的用途。

[0034] 在一个或多个实施方案中，所述恶性肿瘤为恶性B细胞淋巴瘤，包括急性B淋巴细
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胞白血病(B‑ALL)、慢性B淋巴细胞白血病(B‑CLL)、套细胞淋巴瘤(MCL)、NHL和多发性骨髓

瘤(MM)。

附图说明

[0035] 图1：pNB328‑CD19CAR、pS328‑m279V、pS328‑CD19CAR、pNB328‑m279V、pNB328‑

CD19CAR‑2A‑m279V、pNB328‑m279V‑IRES‑CD19CAR、pS328‑m279v‑wt的表达框模式。

[0036] 图2：不同患者来源的PBMCs经CD19CAR基因及PD‑1抗体基因修饰后检测CD19CAR基

因及PD‑1抗体基因表达的Western  blotting检测图。

[0037] 图3：不同患者来源的PBMCs经CD19CAR基因及PD‑1抗体基因修饰活化后T细胞表达

CD19CAR基因阳性率测定。

[0038] 图4：不同患者来源的PBMCs经PD‑1抗体基因修饰后PD‑1抗体基因表达的ELISA检

测图。

[0039] 图5：CD19CAR‑anti  PD1多能T细胞的杀伤作用检测。

[0040] 图6：CD19CAR‑anti  PD1多能T细胞在体外可以增强T细胞的杀伤活性。

[0041] 图7：CD19CAR‑anti  PD1T细胞的体内杀伤功能检测。

具体实施方式

[0042] 下面对本发明涉及的部分术语进行解释。

[0043] 在本发明中，术语“表达框”是指表达一个基因所需的完整元件，包括启动子、基因

编码序列、PolyA加尾信号序列。

[0044] 术语“编码序列”在文中定义为核酸序列中直接确定其蛋白产物(例如CAR，单链抗

体，铰链区和跨膜区)的氨基酸序列的部分。编码序列的边界通常是由紧邻mRNA  5’端开放

读码框上游的核糖体结合位点(对于原核细胞)和紧邻mRNA  3’端开放读码框下游的转录终

止序列确定。编码序列可以包括，但不限于DNA、cDNA和重组核酸序列。

[0045] 术语“Fc”即抗体的可结晶段(fragment  crystallizable ,Fc)，是指位于抗体分

子"Y"结构的柄部末端，包含抗体重链恒定区CH2和CH3结构域的肽段,是抗体与效应分子或

者细胞相互作用的部位。

[0046] 术语“共刺激分子”是指存在于抗原提呈细胞表面，能与Th细胞上的共刺激分子受

体结合，产生协同刺激信号的分子。淋巴细胞的增殖不仅需要抗原的结合，还需要接受共刺

激分子的信号。共刺激信号传递给T细胞主要是通过表达在抗原呈递细胞表面的共刺激分

子CD80，CD86与T细胞表面的CD28分子结合。B细胞接受共刺激信号可以通过一般的病原体

成分例如LPS，或者通过补体成分，或者通过激活了的抗原特异性的Th细胞表面的CD40L。

[0047] 术语“接头”或铰链是连接不同蛋白或多肽之间的多肽片段，其目的是使所连接的

蛋白或多肽保持各自的空间构象，以维持蛋白或多肽的功能或活性。示例性的接头包括含

有G和/或S的接头，以及例如Furin  2A肽。

[0048] 术语“特异性结合”是指抗体或者抗原结合片段与其所针对的抗原之间的反应。在

某些实施方式中，特异性结合某抗原的抗体(或对某抗原具有特异性的抗体)是指，抗体以

小于大约10‑5M，例如小于大约10‑6M、10‑7M、10‑8M、10‑9M或10‑10M或更小的亲和力(KD)结合该

抗原。“特异性识别”具有类似的含义。
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[0049] 术语“药学上可接受的辅料”是指在药理学和/或生理学上与受试者和活性成分相

容的载体和/或赋形剂，其是本领域公知的(参见例如Remington 's  Pharmaceutical 

Sciences.Edited  by  Gennaro  AR ,19th  ed .Pennsylvania:Mack  Publishing  Company,

1995)，并且包括但不限于：pH调节剂，表面活性剂，佐剂，离子强度增强剂。例如，pH调节剂

包括但不限于磷酸盐缓冲液；表面活性剂包括但不限于阳离子，阴离子或者非离子型表面

活性剂，例如Tween‑80；离子强度增强剂包括但不限于氯化钠。

[0050] 术语“有效量”是指可在受试者中实现治疗、预防、减轻和/或缓解本发明所述疾病

或病症的剂量。

[0051] 术语“疾病和/或病症”是指所述受试者的一种身体状态，该身体状态与本发明所

述疾病和/或病症有关。

[0052] 术语“受试者”或者“患者”可以指患者或者其它接受本发明药物组合物以治疗、预

防、减轻和/或缓解本发明所述疾病或病症的动物，特别是哺乳动物，例如人、狗、猴、牛、马

等。

[0053] 术语“嵌合抗原受体”(CAR)是人工改造受体，能够将识别肿瘤细胞表面抗原的特

异性分子(如抗体)锚定在免疫细胞(如T细胞)上，使免疫细胞识别肿瘤抗原或病毒抗原和

杀死肿瘤细胞或病毒感染的细胞。CAR通常依次包含任选的信号肽、结合肿瘤细胞膜抗原的

多肽如单链抗体、铰链区、跨膜区和胞内信号区。通常，结合肿瘤细胞膜抗原的多肽能够以

中等亲和力结合肿瘤细胞广泛表达的膜抗原。结合肿瘤细胞膜抗原的多肽可以是天然多肽

或人工合成多肽；优选地，人工合成多肽为单链抗体或Fab片段。

[0054] 术语“单链抗体”(scFv)是指由抗体轻链可变区(VL区)氨基酸序列和重链可变区

(VH区)氨基酸序列经铰链连接而成，具有结合抗原能力的抗体片段。在某些实施方案中，感

兴趣单链抗体(scFv)来自感兴趣的抗体。感兴趣的抗体可以是人抗体，包括人鼠嵌合抗体

和人源化抗体。抗体可以是分泌型或膜锚定型；优选地为膜锚定型。

[0055] 有研究表明PD‑1抗体的IgG4Fc片段容易被单核/巨噬细胞识别而被吞噬，本发明

对PD‑1抗体IgG4Fc片段进行碱基突变改造以满足T细胞自身表达的PD‑1抗体既可以很好的

发挥功能又不引起ADCC反应。

[0056] 因此，本发明提供一种PD‑1抗体，所述PD‑1抗体含有抗PD‑1单链抗体和IgG4Fc。在

某些实施方案中，所述IgG4Fc的氨基酸序列如SEQ  ID  NO:11第267‑495位氨基酸残基所示；

优选地，其编码序列如SEQ  ID  NO:12第799‑1485位碱基序列所示。

[0057] 在某些实施方案中，所述抗PD‑1单链抗体(scFv)中抗体轻链可变区(VL区)氨基酸

序列如SEQ  ID  NO:11第21‑131位氨基酸残基所示；优选地，其编码序列如SEQ  ID  NO:12第

61‑393位碱基序列所示。在某些实施方案中，所述抗PD‑1单链抗体中的重链可变区(VH区)

氨基酸序列如SEQ  ID  NO:11第147‑266位氨基酸序列所示；优选地，其编码序列如SEQ  ID 

NO:12第439‑798位碱基序列所示。在某些实施方案中，所述抗PD‑1单链抗体的氨基酸序列

如SEQ  ID  NO:11第21‑266位氨基酸残基所示；优选地，其编码序列如SEQ  ID  NO:12第61‑

798位碱基序列所示。

[0058] 在某些实施方案中，所述PD‑1抗体还含有轻链信号肽。在某些实施方案中，所述

PD‑1抗体从N端到C端，依次含有轻链信号肽、抗PD‑1单链抗体和IgG4Fc。在某些实施方案

中，所述轻链信号肽的氨基酸序列如SEQ  ID  NO:11第1‑20位氨基酸残基所示；优选地，所示
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轻链信号肽的编码序列如SEQ  ID  NO:12第1‑60位碱基序列所示。

[0059] 在某些实施方案中，所述PD‑1抗体的氨基酸序列如SEQ  ID  NO:11第21‑495位氨基

酸序列所示，或者如SEQ  ID  NO:11所示。

[0060] 本发明还包括所述PD‑1抗体的编码序列或其互补序列，所述编码序列至少包括本

文所述的IgG4Fc的编码序列或其互补序列。在某些实施方案中，所述PD‑1抗体的编码序列

含有SEQ  ID  NO:12第61‑1495位碱基序列所示的序列，优选含有SEQ  ID  NO:12所示的序列。

[0061] 本发明还包括一种核酸构建物，所述核酸构建物含有本发明所述的PD‑1抗体的编

码序列或其互补序列。优选地，所述核酸构建物是表达载体或用于将所述编码序列或其互

补序列整合入宿主细胞的整合载体。

[0062] 本发明还提供一种宿主细胞，所述宿主细胞含有本文所述的核酸构建物。

[0063] 本发明还提供所述PD‑1抗体、其编码序列或互补序列、核酸构建物以及宿主细胞

在制备治疗或预防恶性肿瘤中的用途，所述肿瘤尤其是与PD‑1相关的肿瘤，包括但不限于

本文所述的各种恶性肿瘤。

[0064] 有研究表明，有多种方式可以将2种不同的蛋白在同一细胞中表达，包括以2A或

IRES连接2种基因片段形成单质粒后，再进行体外修饰细胞，该种方法可以确保当一种基因

在某一细胞中表达后另一种基因必定能在同一细胞中表达，但该种质粒所携带的基因片段

如果太长就会导致转录翻译的蛋白表达较弱。或者，也可将2种基因片段分别构建在2种载

体上，同时体外修饰细胞。该种方法可以使得转录翻译的蛋白表达增强，但不能保证2种蛋

白在同一个细胞中表达。

[0065] 为了实现CD19CAR基因与PD‑1抗体均能在细胞高效且稳定表达，本发明将CD19CAR

基因与PD‑1抗体做了多种组合形式的测试，包括以2A连接CD19CAR基因、PD‑1抗体以及PB基

因形成单个质粒、以IRES连接CD19CAR基因、与PD‑1抗体以及PB基因形成单个质粒、携带PB

基因的CD19CAR基因质粒与PD‑1抗体质粒的双质粒组合以及携带PB基因的PD‑1抗体质粒与

CD19CAR基因质粒的双质粒组合。通过测试表明携带PB基因的CD19CAR基因质粒与PD‑1单链

抗体质粒的双质粒组合能取得稳定的CD19CAR基因及PD‑1抗体表达。

[0066] 因此，本发明还提供一种经CD19CAR基因修饰并能表达PD‑1抗体的多能T细胞，该T

细胞能高水平稳定的表达CD19CAR基因及PD‑1抗体，外源表达的CD19CAR基因可以准确的靶

向CD19抗原，增强T细胞的增殖能力及细胞因子的分泌，表达的PD‑1抗体能够帮助CAR‑T细

胞突破肿瘤微环境的抑制，从而增强CAR‑T细胞对肿瘤细胞的杀伤，并通过增强免疫反应，

发挥抗肿瘤作用。同时外源CAR基因及PD‑1抗体基因可经PB转座酶系统整合到T细胞的基因

组中，从而在T细胞中稳定持续的表达。本发明获得的高水平稳定表达CAR基因及PD‑1抗体

基因的T细胞可用于多种CD19高表达的恶性淋巴瘤的治疗。

[0067] 本发明的CAR通常含有任选的信号肽序列、识别CD19抗原的scFv、铰链区、跨膜区、

胞内共刺激信号域和胞内信号域。

[0068] 信号肽是引导新合成的蛋白质向分泌通路转移的短肽链(长度5‑30个氨基酸)，常

指新合成多肽链中用于指导蛋白质的跨膜转移(定位)的N‑末端的氨基酸序列(有时不一定

在N端)，它负责把蛋白质引导到细胞含不同膜结构的亚细胞器内。信号肽可以是分泌型信

号肽或膜结合型信号肽。在某些实施方案中，信号肽为CD8信号肽、CD28信号肽或CD4信号

肽；更优选地为CD8信号肽。CD8信号肽的氨基酸序列可如SEQ  ID  NO:1所示；在某些实施方
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案中，其编码序列如SEQ  ID  NO:10第1‑63位碱基所示。

[0069] 识别CD19抗原的scFv可以是本领域常用的识别CD19抗原的scFv。在某些实施方案

中，所述scFv的氨基酸序列如SEQ  ID  NO:2所示；在某些实施方案中，其编码序列如SEQ  ID 

NO:10第64‑789位碱基所示。

[0070] 本文中，铰链区指免疫球蛋白重链CH1和CH2功能区之间的区域，该区富含脯氨酸，

不形成α螺旋，易发生伸展及一定程度扭曲，有利于抗体的抗原结合部位与抗原表位间的互

补性结合。适用于本文的铰链区可选自CD8的胞外铰链区、IgG1Fc  CH2CH3铰链区、IgD铰链

区、CD28的胞外铰链区、IgG4Fc  CH2CH3铰链区和CD4的胞外铰链区的任意一种或多种。铰链

区优选是长50个氨基酸残基以上、更优选长80个氨基酸以上的铰链区。在某些实施方案中，

本文使用CD8铰链区或IgG4Fc  CH2CH3铰链区。在某些实施方案中，CD8铰链区的氨基酸序列

如SEQ  ID  NO:3所示；IgG4CH2CH3铰链区的氨基酸序列如SEQ  ID  NO:4所示。在某些实施方

案中，CD8铰链区的编码序列如SEQ  ID  NO:10第790‑924位碱基所示。

[0071] 跨膜区可以是CD28跨膜区、CD8跨膜区、CD3ζ跨膜区、CD134跨膜区、CD137跨膜区、

ICOS跨膜区和DAP10跨膜区中的一种；优选为CD8跨膜区，优选其氨基酸序列如SEQ  ID  NO:5

所示；在某些实施方案中，其编码序列如SEQ  ID  NO:10第925‑996位碱基所示。

[0072] 胞内共刺激信号域包括共刺激信号分子的胞内结构域可选自CD28、CD134/OX40、

CD137/4‑1BB、淋巴细胞特异性蛋白酪氨酸激酶(LCK)、诱导性T细胞共刺激因子(ICOS)和

DNAX激活蛋白10(DAP10)的胞内结构域。在某些实施方案中，所述共刺激信号分子的胞内结

构域为CD28的胞内结构域，优选其氨基酸序列如SEQ  ID  NO:6所示。在某些实施方案中，所

述共刺激信号分子的胞内结构域为CD137/4‑1BB的胞内结构域；优选地，所述CD137/4‑1BB

的氨基酸序列如SEQ  ID  NO:7所示；在某些实施方案中，其编码序列如SEQ  ID  NO:10第997‑

1122位碱基所示。

[0073] 胞内信号域优选为免疫受体酪氨酸活化基序，可以是CD3ζ胞内信号域或FcεRIγ

胞内信号域；优选为CD3ζ胞内信号域，优选地所述CD3ζ胞内信号域的氨基酸序列如SEQ  ID 

NO:8所述；在某些实施方案中，其编码序列如SEQ  ID  NO:10第1123‑1458位碱基所示。

[0074] 在某些实施方案中，所述嵌合抗原受体从N端到C端依次含有：scFv、CD8铰链区、

CD8跨膜区、4‑1BB和CD3ζ胞内信号域；优选地，所述嵌合抗原受体的氨基酸序列如SEQ  ID 

NO:9第22‑486位氨基酸残基所示。在某些实施方案中，所述嵌合抗原受体还含有信号肽，优

选地，该嵌合抗原受体的氨基酸序列如SEQ  ID  NO:9所示。

[0075] 应理解，本发明也包括本文所述的嵌合抗体受体及其编码序列。

[0076] 形成本文嵌合抗原受体的上述各部分，如信号肽、抗Muc1单链抗体的轻链可变区

和重链可变区、铰链区、跨膜区、胞内共刺激信号域和胞内信号域等，相互之间可直接连接，

或者可通过接头序列连接。接头序列可以是本领域周知的适用于抗体的接头序列，例如含G

和S的接头序列。接头的长度可以是3～25个氨基酸残基，例如3～15、5～15、10～20个氨基

酸残基。在某些实施方案中，接头序列是多甘氨酸接头序列。接头序列中甘氨酸的数量无特

别限制，通常为2～20个，例如2～15、2～10、2～8个。除甘氨酸和丝氨酸来，接头中还可含有

其它已知的氨基酸残基，例如丙氨酸(A)、亮氨酸(L)、苏氨酸(T)、谷氨酸(E)、苯丙氨酸(F)、

精氨酸(R)、谷氨酰胺(Q)等。

[0077] 应理解，在基因克隆操作中，常常需要设计合适的酶切位点，这势必在所表达的氨
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基酸序列末端引入了一个或多个不相干的残基，而这并不影响目的序列的活性。为了构建

融合蛋白、促进重组蛋白的表达、获得自动分泌到宿主细胞外的重组蛋白、或利于重组蛋白

的纯化，常常需要将一些氨基酸添加至重组蛋白的N‑末端、C‑末端或该蛋白内的其它合适

区域内，例如，包括但不限于，适合的接头肽、信号肽、前导肽、末端延伸等。因此，本文的CAR

的氨基端或羧基端还可含有一个或多个多肽片段，作为蛋白标签。任何合适的标签都可以

用于本文。例如，所述的标签可以是FLAG，HA，HA1，c‑Myc，Poly‑His，Poly‑Arg，Strep‑

TagII，AU1，EE，T7，4A6，ε，B，gE以及Ty1。这些标签可用于对蛋白进行纯化。

[0078] 本文还包括编码所述嵌合抗原受体的多核苷酸序列。本文的多核苷酸序列可以是

DNA形式或RNA形式。DNA形式包括cDNA、基因组DNA或人工合成的DNA。DNA可以是单链的或是

双链的。

[0079] 本文所述的多核苷酸序列通常可以用PCR扩增法获得。具体而言，可根据本文所公

开的核苷酸序列来设计引物，并用市售的cDNA库或按本领域技术人员已知的常规方法所制

备的cDNA库作为模板，扩增得到有关序列。当序列较长时，常常需要进行两次或多次PCR扩

增，然后再将各次扩增出的片段按正确次序拼接在一起。例如，在某些实施方案中，编码本

文所述融合蛋白的多核苷酸序列如SEQ  ID  NO:14所示。

[0080] 本文还包括核酸构建物，其含有本文所述的编码所述嵌合抗原受体的多核苷酸序

列或编码所述PD‑1抗体的多核苷酸序列，以及与这些序列操作性连接的一个或多个调控序

列。在某些实施方案中，所述核酸构建物是表达框。

[0081] 调控序列可以是合适的启动子序列。启动子序列通常与待表达蛋白的编码序列操

作性连接。启动子可以是在所选择的宿主细胞中显示转录活性的任何核苷酸序列，包括突

变的、截短的和杂合启动子，并且可以从编码与该宿主细胞同源或异源的胞外或胞内多肽

的基因获得。

[0082] 调控序列也可以是合适的转录终止子序列，由宿主细胞识别以终止转录的序列。

终止子序列与编码该多肽的核苷酸序列的3’末端操作性连接。在选择的宿主细胞中有功能

的任何终止子都可用于本文。

[0083] 在某些实施方案中，所述核酸构建物是载体。具体而言，可将本文CAR的编码序列

或PD‑1抗体的编码序列克隆入许多类型的载体，例如这些类型的载体包括但不限于质粒、

噬菌粒、噬菌体衍生物、动物病毒和粘粒。载体可以是表达载体。表达载体可以以病毒载体

形式提供给细胞。可用作载体的病毒包括但不限于逆转录病毒、腺病毒、腺伴随病毒、疱疹

病毒和慢病毒。

[0084] 通常，合适的载体包含在至少一种有机体中起作用的复制起点、启动子序列、方便

的限制酶位点和一个或多个可选择的标记。例如，在某些实施方案中，本发明使用逆转录病

毒载体，该逆转录病毒载体含有复制起始位点，3’LTR，5’LTR，本文所述CAR的编码序列或

PD‑1抗体的编码序列，以及任选的可选择的标记。

[0085] 合适的启动子包括但不限于即时早期巨细胞病毒(CMV)启动子序列。该启动子序

列是能够驱动可操作地连接至其上的任何多核苷酸序列高水平表达的强组成型启动子序

列。合适的启动子的另一个例子为延伸生长因子‑1α(EF‑1α)。然而，也可使用其他组成型启

动子序列，包括但不限于类人猿病毒40(SV40)早期启动子、小鼠乳癌病毒(MMTV)、人免疫缺

陷病毒(HIV)长末端重复(LTR)启动子、MoMuLV启动子、鸟类白血病病毒启动子、EB病毒即时
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早期启动子、鲁斯氏肉瘤病毒启动子、以及人基因启动子，诸如但不限于肌动蛋白启动子、

肌球蛋白启动子、血红素启动子和肌酸激酶启动子。进一步地，也可考虑使用诱导型启动

子。诱导型启动子的使用提供了分子开关，其能够在期限表达时打开可操作地连接诱导型

启动子的多核苷酸序列的表达，而在当表达是不期望的时关闭表达。诱导型启动子的例子

包括但不限于金属硫蛋白启动子、糖皮质激素启动子、孕酮启动子和四环素启动子。

[0086] 在某些实施方案中，可使用CN201510021408.1所公布的各种启动子序列，包括但

不限于该申请SEQ  ID  NO:5所示的含mCMV增强子、hCMV增强子和EF1α启动子的CCEF启动子；

SEQ  ID  NO:7所示的含CD3e增强子、mCMV增强子、hCMV增强子和EF1α启动子的TCEF启动子；

SEQ  ID  NO:8所示的含mCMV增强子、hCMV增强子和含内含子的EF1α启动子的CCEFI启动子；

SEQ  ID  NO:3所示的含CD3e增强子和含内含子的EF1α启动子的TEFI启动子；以及SEQ  ID 

NO:3所示的含CD3e增强子、mCMV增强子、hCMV增强子和含内含子的EF1α启动子的TCEFI启动

子。本文将该申请的全部内容以引用的方式纳入本文。

[0087] 可选择的标记包括可选择的标记基因或报道基因中的任一个或两者，以便于从被

病毒载体感染的细胞群中鉴定和选择表达细胞。有用的可选择标记基因包括例如抗生素抗

性基因，诸如neo等。合适的报道基因可包括编码荧光素酶、β‑半乳糖苷酶、氯霉素乙酰转移

酶、分泌型碱性磷酸酶或绿色萤光蛋白基因的基因。

[0088] 在某些实施方案中，可将本文所述的嵌合抗原受体的编码序列和PD‑1抗体的编码

序列分别克隆到用于将目的核酸序列整合到宿主细胞的基因组中的载体(也称为整合载

体)中，尤其是转座子载体。在某些实施方案中，该转座子载体是含有选自piggybac、

sleeping  beauty、frog  prince、Tn5或Ty的转座元件的真核表达载体。这类转座子载体含

有相应转座子的5’反向末端重复序列(5’LTR)和相应转座子的3’反向末端重复序列(3’

LTR)。转座酶可以是来自piggybac、sleeping  beauty、frog  prince、Tn5或Ty转座系统的转

座酶。当使用来自不同转座系统的转座酶时，所述载体中的5’LTR和3’LTR的序列也相应改

变为与该转座系统适配的序列，这可由本领域技术人员容易地确定。在某些实施方案中，在

5’LTR和3’LTR之间是本发明的CAR或抗体的表达框，包括相应的启动子序列、CAR或抗体的

编码序列以及polyA加尾信号序列。

[0089] 在某些实施方案中，转座酶是来自piggybac转座系统的转座酶。因此，在这些实施

方案中，转座子5’反向末端重复序列和3’反向末端重复序列分别为piggybac转座子的5’反

向末端重复序列和3’反向末端重复序列。在某些实施方案中，转座子5’反向末端重复序列

如CN  201510638974.7(本文将其内容以引用的方式纳入本文)SEQ  ID  NO:1所示。在某些实

施方案中，转座子3’反向末端重复序列如CN  201510638974.7SEQ  ID  NO:4所示。在某些实

施方案中，piggybac转座酶为含c‑myc核定位信号编码序列的转座酶。在某些实施方案中，

piggybac转座酶的编码序列如CN  201510638974.7SEQ  ID  NO:5所示。

[0090] 转座酶编码序列的启动子可以是本领域已知的用于控制转座酶编码序列表达的

各种启动子。在某些实施方案中，使用CMV启动子控制转座酶编码序列的表达。CMV启动子的

序列可如CN  201510638974.7SEQ  ID  NO:6所示。

[0091] 在某些实施方案中 ，本发明含嵌合抗原受体的 编码序列的载体为C N 

201510638974.7所公开的pNB328载体。可采用本领域常规的方法制备本发明的嵌合抗原受

体的编码序列，并将其克隆入合适的载体中。

说　明　书 9/17 页

12

CN 109971712 B

12



[0092] 在某些实施方案中，所述用于将目的基因整合到宿主细胞的基因组中的载体不含

有转座酶编码序列。例如，可在pNB328载体的基础上除去转座酶编码序列即可获得这类载

体。通常，用这类载体将PD‑1抗体的编码序列及信号肽编码序列(如轻链信号肽的编码序

列)整合到宿主细胞的基因组中。

[0093] 在某些实施方案中，本文所述的经CD19CAR基因修饰并能表达PD‑1抗体的T细胞可

转入：

[0094] (1)用于在T细胞基因组中整合入嵌合抗原受体表达框的含转座酶编码序列的载

体，和用于在T细胞基因组中整合入本文所述的PD‑1抗体的表达框的含转座酶编码序列的

载体；

[0095] (2)用于在T细胞基因组中整合入嵌合抗原受体表达框的不含转座酶编码序列的

载体，和用于在T细胞基因组中整合入本文所述的PD‑1抗体的表达框的不含转座酶编码序

列的载体；

[0096] (3)用于在T细胞基因组中整合入嵌合抗原受体表达框的含转座酶编码序列的载

体，和用于在T细胞基因组中整合入本文所述的PD‑1抗体的表达框的不含转座酶编码序列

的载体；或

[0097] (4)用于在T细胞基因组中整合入嵌合抗原受体表达框的不含转座酶编码序列的

载体，和用于在T细胞基因组中整合入本文所述的PD‑1抗体的表达框的含转座酶编码序列

的载体。

[0098] 优选地，所述T细胞转入了用于在T细胞基因组中整合入嵌合抗原受体表达框的含

转座酶编码序列的载体，和用于在T细胞基因组中整合入本文所述的PD‑1抗体的表达框的

不含转座酶编码序列的载体。更优选地，所述T细胞转入了以pNB328载体为骨架载体构建的

含嵌合抗原受体表达框的载体以及以pS328载体(与pNB328相比不含转座酶编码序列)为骨

架载体构建的含PD‑1抗体表达框的载体。在某些实施方案中，所述嵌合抗原受体的编码序

列如SEQ  ID  NO:10所示；所述PD‑1抗体的编码序列如SEQ  ID  NO:12第61‑1488位碱基序列。

在某些实施方案中，所述含PD‑1抗体的编码序列的载体中，PD‑1抗体的信号肽为轻链信号

肽。示例性的轻链信号肽的氨基酸序列可如SEQ  ID  NO:13第1‑20位氨基酸残基所示。更具

体而言，在某些实施方案中，所述在T细胞基因组中整合入嵌合抗原受体编码序列的含转座

酶编码序列的载体依次案由5’LTR、启动子、CD8信号肽编码序列、识别CD19抗原的scFv的编

码序列、CD8铰链区的编码序列、CD8跨膜区的编码序列、4‑1BB的编码序列、CD3ζ胞内信号域

的编码序列、polyA加尾信号序列、3’LTR和转座酶的编码序列及其启动子；所述在T细胞基

因组中整合入本文所述的PD‑1抗体的编码序列的不含转座酶编码序列的载体在5’LTR和3’

LTR之间依次含有启动子、轻链信号肽的编码序列、PD‑1抗体的编码序列和polyA加尾信号

序列。

[0099] 优选地，转染时，含嵌合抗原受体编码序列的载体与含PD‑1抗体编码序列的载体

的质量比为1：1～7，如1：1～5，优选1：1～3，更优选1：1～2，更优选1：1。

[0100] 转染的方法为本领域常规的方法，包括但不限于：病毒转导、显微注射、粒子轰击、

基因枪转化和电转等。在某些实施方案中，采用电转将所述载体转染感兴趣的细胞中。

[0101] 感兴趣的细胞可以是本领域周知的各种T细胞，包括但不限于外周血T淋巴细胞、

细胞毒杀伤T细胞(CTL)、辅助T细胞、抑制/调节性T细胞、γδT细胞以及细胞因子诱导的杀
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伤细胞(CIK)、肿瘤浸润淋巴细胞(TIL)等混合细胞群体的T细胞。

[0102] 本发明还提供一种组合物，所述组合物含有含本文所述嵌合抗原受体表达框的载

体和含本文所述PD‑1抗体的表达框的载体。该组合物中还可含有合适的试剂，包括但不限

于转染用的试剂。

[0103] 本发明还提供一种试剂盒，所述试剂盒含有含本文所述嵌合抗原受体表达框的载

体和含本文所述PD‑1抗体的表达框的载体，或者含有本文所述的组合物。试剂盒中还可配

有将所述载体转入细胞中的试剂或仪器。

[0104] 应理解，本文所述的表达框除含有本文所述的CAR或抗体的编码序列外，还至少含

有合适的启动子和polyA加尾信号序列。

[0105] 本发明还提供一种药物组合物，所述药物组合物含有本文所述的T细胞或所述T细

胞及其表达的PD‑1抗体。药物组合物中可含有合适的药学上可接受的载体或辅料。药物组

合物中含有治疗或预防有效量的T细胞。可根据患者的病情等因素确定T细胞的治疗或预防

有效量。

[0106] 本发明还提供本文所述的T细胞或所述T细胞及其表达的PD‑1抗体或其药物组合

物在制备治疗治疗或预防恶性肿瘤的药物中的用途。

[0107] 本发明还提供恶性肿瘤的治疗或预防方法，所述方法包括给予需要的对象治疗或

预防有效量的本发明所述的T细胞。恶性肿瘤为恶性B细胞淋巴瘤，包括急性B淋巴细胞白血

病(B‑ALL)、慢性B淋巴细胞白血病(B‑CLL)、套细胞淋巴瘤(MCL)、NHL和多发性骨髓瘤(MM)。

[0108] 本发明特异性靶向CD19抗原且能高水平稳定表达PD‑1抗体的多能T细胞能够促进

T细胞的增殖及其在肿瘤组织的浸润，增强T细胞的杀伤功能，该种多能T细胞在肿瘤免疫细

胞治疗或癌症治疗方面发挥细胞免疫和体液免疫的双重作用。这些细胞可以通过非MHC限

制性途径特异性识别肿瘤表面抗原，发挥杀伤毒性，从而高效特异性杀灭肿瘤细胞。

[0109] 下面将结合实施案例对本发明所涉及的实施方案进行详细描述。本领域技术人员

将会理解，下面的实施案例仅用于说明本发明，而不应视为限定本发明的范围。实施案例中

未注明具体技术或条件者，按照本领域内的文献所描述的技术或条件(例如参考J.萨姆布

鲁克等著，黄培堂等译的《分子克隆实验指南》，第三版，科学出版社)或者按照产品说明书

进行。

[0110] 所用试剂或仪器未注明生产厂商者，均为可以通过市购获得的常规产品。

[0111] 实施例1：重组质粒pNB328‑CD19CAR、pS328‑m279V、pS328‑CD19CAR、pNB328‑

m279V、pNB328‑CD19CAR‑2A‑m279V、pNB328‑m279V‑IRES‑CD19CAR的构建和多种类型多能T

细胞的获得。

[0112] 1、委托上海捷瑞生物公司合成CD19CAR外源基因(含CD8信号肽，scFv，CD8跨膜区，

CD8铰链区，4‑1BB和CD3ζ)，并在其上游引入多克隆酶切位点(BglII‑XbaI‑EcoRI‑BamHI)，

在其下游插入酶切位点(SalI‑NheI‑HindIII‑SpeI)，将其装入用EcoR1+SalI双酶切的

pNB328载体或pS328‑EF1α载体中(pNB328的结构及序列参见CN  201510638974.7，本文将其

全部内容以引用的方式纳入本文；与pNB328相比，pS328缺少转座酶编码序列)构成重组质

粒，分别命名为pNB328‑CD19CAR和pS328‑CD19CAR。

[0113] 委托上海杰瑞生物公司合成突变型PD‑1抗体的外源基因(该外源基因含有轻链信

号肽的编码序列及突变型PD‑1抗体的编码序列；轻链信号肽的氨基酸序列如SEQ  ID  NO:11
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第1‑20位氨基酸残基所示，编码序列如SEQ  ID  NO:12第1‑60位碱基所示；编码突变型PD‑1

抗体的核苷酸序列如SEQ  ID  NO:12第61‑1488位碱基所示，氨基酸序列如SEQ  ID  NO:11第

21‑495位氨基酸残基所示)，并在其上游引入多克隆酶切位点(BglII‑XbaI‑EcoRI‑BamHI)，

在其下游插入酶切位点(SalI‑NheI‑HindIII‑SpeI)，将其装入用EcoR1+SalI双酶切的

pS328载体或PNB328载体中，构成重组质粒，分别命名为pS328‑m279V和pNB328‑m279V。

[0114] 将前述合成的CD19CAR外源基因和PD‑1抗体的编码序列(SEQ  ID  NO:12)以2A(核

苷酸序列如SEQ  ID  NO:15所示，氨基酸序列如SEQ  ID  NO:16所示)连接人工，并在其上游引

入多克隆酶切位点(BglII‑XbaI‑EcoRI‑BamHI)，在其下游插入酶切位点(SalI‑NheI‑

HindIII‑SpeI)，委托上海捷瑞生物公司合成，将其装入用EcoR1+SalI双酶切的pNB328载体

中构成重组质粒，命名为pNB328‑CD19CAR‑2A‑m279V。

[0115] 将前述合成的PD‑1抗体的外源基因与CD19CAR外源基因以IRES(核苷酸序列如SEQ 

ID  NO:17所示)连接，并在其上游引入多克隆酶切位点(BglII‑XbaI‑EcoRI‑BamHI)，在其下

游插入酶切位点(SalI‑NheI‑HindIII‑SpeI)，委托上海捷瑞生物公司合成，将其装入用

EcoR1+SalI双酶切的pNB328载体中构成重组质粒，命名为pNB328‑m279V‑IRES‑CD19CAR。

[0116] 委托上海杰瑞生物公司合成野生型PD‑1抗体的外源基因(该外源基因含有轻链信

号肽的编码序列及野生型PD‑1抗体的编码序列；轻链信号肽的氨基酸序列如SEQ  ID  NO:13

第1‑20位氨基酸残基所示，编码序列如SEQ  ID  NO:14第1‑60位碱基所示；编码野生型PD‑1

抗体的核苷酸序列如SEQ  ID  NO:13第61‑1488位碱基所示，氨基酸序列如SEQ  ID  NO:14第

21‑495位氨基酸残基所示)，并在其上游引入多克隆酶切位点(BglII‑XbaI‑EcoRI‑BamHI)，

在其下游插入酶切位点(SalI‑NheI‑HindIII‑SpeI)，将其装入用EcoR1+SalI双酶切的

pS328载体中，构成重组质粒，命名为pS328‑m279V‑wt。

[0117] 各载体结构分别如图1所示。各结构模式图中未示出启动子序列和polyA加尾信号

序列，其分别位于5’LTR和信号肽序列之间以及3’LTR之前。

[0118] 2、获得CD19CAR‑anti  PD1多能T细胞

[0119] 利用Filcoll分离法从患者血液中分离获得外周血单核细胞(PBMCs)。将PBMC贴壁

培养2‑4h，其中未贴壁的悬浮细胞即为初始T细胞，将悬浮细胞收集到15ml离心管中，

1200rmp离心3min，弃上清，加入生理盐水，1200rmp离心3min，弃生理盐水，并重复此步骤。

[0120] 取六个1.5ml离心管，每管加入5×106个细胞，编号a、b、c、d、e、f，1200rmp离心

3min，弃上清，取电转试剂盒(来自Lonza公司)，a、b、c、d、e、f管按比例加入电转试剂共

100ul，a管加入4ug重组质粒pS328‑CD19CAR和4ug重组质粒pNB328‑m279V；b管加入4ug重组

质粒pNB328‑CD19CAR和4ug重组质粒pS328‑m279V；c管加入pNB328‑CD19CAR‑2A‑m279V质

粒；d管加入pNB328‑m279V‑IRES‑CD19CAR；e管中加入6ug重组质粒pNB328‑CD19CAR；f管中

加入4ug重组质粒pNB328‑CD19CAR和4ug重组质粒pS328‑m279V‑wt。分别重悬混匀细胞；将

混合液转移至电转杯中，放入电转仪，选取所需程序，进行电击；使用试剂盒中的微量吸管

将电转好的细胞悬液转移到加好培养液的六孔板中(含2％FBS的AIM‑Ⅴ培养液)，混匀，置

于37℃，5％CO2培养箱培养，获得转入了不同载体的活化T细胞。

[0121] 实施例2：PBMCs经CD19CAR基因及PD‑1抗体基因不同组合形式修饰活化后表达

CD19CAR基因阳性率及PD‑1抗体表达测定。

[0122] 将实施例1构建的活化T细胞分别按2×106细胞数目收集细胞并按2×106细胞/孔，
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铺在加有3ml  AIM‑V培液的6孔板中，置于37℃，5％CO2培养箱培养，并于培养24h后收集细

胞上清，‑20℃保存备用。

[0123] 用双抗体夹心ELISA方法(使用人源的PD‑1重组蛋白包被酶标板，带HRP标记的鼠

抗人IgG4mAb)检测，以商品化的PD‑1抗体作为标准品，待测样品5倍稀释后定量检测基因修

饰后的T细胞中PD‑1抗体的表达量。同时收集1×106细胞沉淀，用PBS清洗细胞沉淀2遍，加

入5ul的Biotin‑CD19抗体，4℃孵育30min，PBS清洗细胞沉淀2遍，加入2ul  PE‑链霉素二抗，

PBS清洗细胞沉淀2遍，加入400ul  PBS将细胞转移至流式管中，上机检测。

[0124] 结果如下表1所示。

[0125] 表1

[0126]

[0127] 结果显示，由pNB328‑CD19CAR质粒和pS328‑m279V质粒组合电转所获得的T细胞

(本文命名为CD19CAR‑antiPD1T细胞)具有较高的CD19CAR基因及PD‑1抗体分泌。

[0128] 实施例3：PBMCs经pNB328‑CD19CAR与pS328‑m279V质粒不同质量比修饰后表达

CD19CAR基因阳性率及PD‑1抗体表达量测定。

[0129] 将实施例1构建得到的重组质粒pNB328‑CD19CAR和pS328‑m279V以不同质量比电

转PBMCs细胞(1：1，3：5，1：3，1：7)，获得多种同时表达CD19CAR基因和PD‑1抗体的T细胞。将

这些T细胞按2×106细胞数目收集细胞并按2×106细胞/孔，铺在加有3ml  AIM‑V培液的6孔

板中，置于37℃，5％CO2培养箱培养，并于培养24h后收集细胞上清，‑20℃保存备用。

[0130] 用双抗体夹心ELISA方法(使用人源的PD‑1重组蛋白包被酶标板，带HRP标记的鼠

抗人IgG4mAb)检测，以商品化的PD‑1抗体作为标准品，待测样品5倍稀释后定量检测基因修

饰后的T细胞中PD‑1抗体的表达量。同时收集1×106细胞沉淀，用PBS清洗细胞沉淀2遍，加

入5ul的Biotin‑CD19抗体，4℃孵育30min，PBS清洗细胞沉淀2遍，加入2ul  PE‑链霉素二抗，

PBS清洗细胞沉淀2遍，加入400ul  PBS将细胞转移至流式管中，上机检测。

[0131] 结果如下表2所示。

[0132] 表2
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[0133]

[0134] 结果显示，由pNB328‑CD19CAR质粒和pS328‑m279V质粒以1：1质量比进行电转所获

得的T细胞具有较高的CD19CAR基因及PD‑1抗体分泌。

[0135] 实施例4：不同患者来源的PBMCs经CD19CAR基因及PD‑1抗体基因修饰后检测

CD19CAR基因及PD‑1抗体基因表达的Western  blotting检测图。

[0136] 将实施例1构建得到的重组质粒pNB328‑CD19CAR和pS328‑m279V以质量比为1：1的

比例电转不同患者的PBMC，获得的活化T细胞按2×106细胞数目收集细胞沉淀，PBS清洗细

胞沉淀1遍，加入80ul的2X  SDS‑PAGE加样缓冲液100℃煮沸10min，‑20℃保存备用。

[0137] Western  blotting(使用CD3抗体以及IgG4Fc抗体作为一抗，HRP‑羊抗人为二抗)

实验检测CD19CAR及PD‑1抗体的表达。结果发现如图2所示，T细胞可以稳定表达CD19CAR重

组蛋白(上图)及PD‑1抗体(下图)。

[0138] 实施例5：PBMCs经CD19CAR基因及PD‑1抗体基因修饰活化后T细胞表达CD19CAR基

因阳性率测定。

[0139] 将实施例1构建得到的重组质粒pNB328‑CD19CAR和pS328‑m279V以质量比为1：1的

比例电转PBMC，获得的活化T细胞按1×106细胞数目收集细胞沉淀，PBS清洗细胞沉淀2遍，

加入5ul的Biotin‑CD19抗体，4℃孵育30min，PBS清洗细胞沉淀2遍，加入2ul  PE‑链霉素二

抗，PBS清洗细胞沉淀2遍，加入400ul  PBS将细胞转移至流式管中，上机检测。

[0140] 结果如图3所示，CD19CAR重组蛋白可以在T细胞表面稳定表达。

[0141] 实施例6：不同患者来源的pBMCs经CD19CAR基因及PD‑1抗体基因修饰活化后T细胞

表达PD‑1抗体表达量的定量检测。

[0142] 将实施例1构建得到的重组质粒pNB328‑CD19CAR和pS328‑m279V以质量比为1：1的

比例电转不同患者的PBMC，获得的活化T细胞按2×106细胞数目收集细胞并按2×106细胞/

孔，铺在加有3ml  AIM‑V培液的6孔板中，置于37℃，5％CO2培养箱培养，并于培养24h后收集

细胞上清，‑20℃保存备用。

[0143] 用双抗体夹心ELISA方法(使用人源的PD‑1重组蛋白包被酶标板，带HRP标记的鼠

抗人IgG4mAb)检测，以商品化的抗PD‑1抗体作为标准品，待测样品50倍稀释后定量检测经

CD19CAR基因及PD‑1抗体基因修饰后的T细胞中PD‑1抗体的表达量。

[0144] 结果如图4所示，经PD‑1抗体基因修饰的CD19CAR  T细胞能够高水平稳定表达PD‑1

抗体(下图；上图为标准品的抗体浓度曲线)。

[0145] 实施例7：不同患者来源的PBMCs细胞经CD19CAR基因及PD‑1抗体基因修饰后T细胞

基因组中CD19CAR基因组表达水平的检测。

[0146] 提取Mock  T细胞，实施例1制备得到的仅转入了pNB328‑CD19CAR的CD19CAR  T细胞
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及实施例1制备得到的转入了pNB328‑CD19CAR和pS328‑m279V的CD19CAR‑antiPD1T细胞的

基因组DNA(试剂盒法)，实验步骤参照试剂盒内附带的说明书，测定Mock  T细胞、CD19CAR  T

细胞及CD19CAR‑antiPD1T细胞的DNA浓度，采用实时荧光定量PCR的方法检测CD19CAR基因

组的表达水平，反应程序为:50℃，2min→95℃,10min→95℃,15s→60℃,1min，40个循环。

得到的CD19CAR基因组的CT值及Actin的CT值根据相应的公式计算出绝对拷贝数含量。

[0147] 结果如下表3所示。

[0148] 表3

[0149]

[0150] 结果显示，经PB转座酶系统，CD19CAR基因组被整合到T细胞基因组中。

[0151] 实施例8：Mock  T细胞、CD19CAR  T细胞及CD19CAR‑antiPD1T细胞在体外对培养的

肿瘤细胞的杀伤实验。

[0152] 选取MHC  class  I分型匹配的效应细胞与靶细胞，应用DELFIA  EuTDA细胞毒性实

验检测CAR  T细胞的体外杀伤活性，具体步骤如下：

[0153] (1)离心收集Raji细胞，并用PBS清洗1次；

[0154] (2)离心，收集细胞沉淀并用1640培养基重悬细胞并计数，调整细胞密度为1×

106/ml；

[0155] (3)取2‑4ml上述细胞，加入5ul荧光增强配体，置于37℃，5％CO2细胞培养箱中

20min；

[0156] (4)PBS清洗细胞3‑5次；

[0157] (5)离心，收集细胞沉淀并用1640培养基重悬细胞并计数，调整细胞密度为5×

104/ml，取100ul细胞悬液加入96孔培养板中。

[0158] (6)将Mock  T细胞、实施例1制备得到的仅转入了pNB328‑CD19CAR的CD19CAR  T细

胞及实施例1制备得到的转入了pNB328‑CD19CAR和pS328‑m279V的CD19CAR‑antiPD1T细胞

进行细胞计数，按照不同的效靶比4：1取100ul细胞悬液对应加入上述Raji细胞中，并设置

高对照组(肿瘤细胞加裂解液裂解)，低对照组(仅含有肿瘤细胞)，空白对照组(仅含有培养

基)；

[0159] (7)置于37℃，5％CO2细胞培养箱中20min共培养3h；

[0160] (8)转移20ul培养上清至96孔白板中；
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[0161] (9)加入200ul  Europium溶液；

[0162] (10)室温振荡混匀15min；

[0163] (11)在酶标仪中使用时间分辨荧光检测，读值；

[0164] 结果如图5所示，CD19CAR  T细胞及CD19CAR‑antiPD1T具有较强的对肿瘤细胞的杀

伤作用且杀伤作用相当。

[0165] 实施例9：流式检测Mock  T细胞、CD19CAR  T细胞和CD19CAR‑antiPD1T细胞活化表

型和细胞因子分泌的区别。

[0166] 1、收集悬浮的Mock  T细胞、实施例1制备得到的仅转入了pNB328‑CD19CAR的

CD19CAR  T细胞和实施例1制备得到的转入了pNB328‑CD19CAR和pS328‑m279V的CD19CAR‑

antiPD1T细胞，PBS清洗两遍，1200rpm离心5min，分别加入2ul的同型对照抗体IgG1‑PE，荧

光流式抗体anti‑CD69‑PE、anti‑KLRG1‑PE，anti‑PD1‑PE；同型对照抗体IgG1‑PC5，荧光流

式抗体anti‑CD107‑PC5；同型对照抗体IgG1FITC，荧光流式抗体anti‑CD62L‑FITC；同型对

照抗体IgG1‑PC5，荧光流式抗体anti‑CD45RO‑PC5；同型对照抗体IgG1‑PE，荧光流式抗体

anti‑CCR7‑PE。轻弹沉淀使其混合均匀，室温避光孵育30min，PBS清洗一遍，加入400ul  PBS

将细胞转移至流式管中，上机检测。

[0167] 结果如图6(第1和2张图)所示，CD19CAR‑antiPD1T细胞分泌的PD‑1单链抗体可以

很好的封闭T细胞表面的PD‑1蛋白，且CD19CAR  T细胞和CD19CAR‑antiPD1T细胞在体外均有

明显的杀伤活性，同时也能促进记忆T的形成，而活化标记CD69明显高于Mock  T细胞而耗竭

标记LAG3要明显低于Mock  T细胞。

[0168] 2、用5ug/ml的CD19抗原包被24孔板，4℃包被过夜，PBS清洗3遍，加入3×105的

Mock  T细胞、CD19CAR  T细胞或CD19CAR‑antiPD1T细胞，培养24h后收集细胞上清。用BDTMCBA 

Human  Th1/Th2Cytokine  Kit  II检测CD19CAR  T细胞和CD19CAR‑antiPD1T细胞受CD19抗原

刺激后细胞因子的分泌情况：

[0169] (1)混合人的IL‑2、IL‑4、IL‑6、IL‑10、TNF‑α、IFN‑γ捕获磁珠，涡旋振荡混匀捕获

磁珠，每管加入50ul混匀后的捕获磁珠；

[0170] (2)加入50ul人的Th1/Th2细胞因子标准品(倍比稀释5000pg/ml、2500pg/ml、

1250pg/ml、625pg/ml、312.5pg/ml、156pg/ml、80pg/ml、40pg/ml、20pg/ml、0pg/ml)和50ul

的待测样品(经稀释液2倍稀释)；

[0171] (3)每管加入50ul的人的Th1/Th2‑II‑PE的检测抗体；

[0172] (4)室温避光孵育3h；

[0173] (5)每管加入1ml的洗涤缓冲液，200离心5min，弃上清；

[0174] (6)每管加入300ul的洗涤缓冲液重悬细胞，并转移至流式管中，用流式细胞仪检

测荧光值；

[0175] 结果如图6(第3张图)所示，CD19CAR  T细胞及CD19CAR‑antiPD1T细胞分泌的IL‑2，

TNF‑α和IFN‑γ相比于Mock  T细胞而言有了很大的提高，而三种细胞分泌的IL‑4、IL‑6和

IL‑10并没有实质差异。

[0176] 3、收集1×106个的CD19CAR  T细胞和CD19CAR‑antiPD1T细胞，分别加入1.5ml的EP

管中，PBS清洗两遍，1200rpm离心5min，加入2ul的‑CD3CD4CD8抗体，室温避光孵育30min，

PBS清洗一遍，加入400ul  PBS将细胞转移至流式管中，上机检测。
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[0177] 结果如图6(第4张图)所示，CD19CAR  T细胞、CD19CAR‑antiPD1T细胞和Mock  T中

CD3+CD4+、CD3+CD8+细胞所占的百分比并没有很大的差异。

[0178] 实施例10:CD19CAR  T细胞、CD19CAR‑antiPD1T细胞以及CD19CAR‑antiPD1‑wt  T细

胞的体内功能实验。

[0179] 实验使用4～6周龄NSG完全免疫缺陷小鼠12只，平均重量22～27g，由北京百奥赛

图生物技术有限公司提供，SPF级动物实验室饲养。

[0180] 体外培育人B细胞淋巴瘤Raji‑luc细胞，取对数生长期生长细胞，离心、收集细胞

后用PBS液重悬，3000g室温离心2分钟，弃上清，再用PBS液重悬后离心收集细胞，调整细胞

悬液浓度至5×107个/ml。于小鼠右肋背部皮下接种所述Raji‑luc细胞，0.1ml/只。接种10

天左右后，可通过活体成像仪观察肿瘤大小，将NSG免疫缺陷小鼠随机分分为4组。分别为

PBS组、Mock  T组、CD19CAR  T组、CD19CAR‑antiPD1T组和CD19CAR‑antiPD1‑wt  T组(实施例1

制备得到的转入了pNB328‑CD19CAR和pS328‑m279V‑wt的T细胞)，每组注射相应的T细胞为1

×107个/100ul，PBS组给予100ul的PBS，给药途径为尾静脉注射。每日观察小鼠的生活状态

并每隔7‑8天通过活体成像仪观察小鼠肿瘤变化。

[0181] 结果如图7所示。

[0182] 尽管本发明的具体实施方式已经得到详细的描述。本领域技术人员将会理解。根

据已经公开的所有教导，可以对那些细节进行各种修改和替换，这些改变均在本发明的保

护范围之内。本发明的全部范围由所附权利要求及其任何等同物给出。
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[0001] 序列表

[0002] <110> 上海细胞治疗研究院

[0003] 上海细胞治疗工程技术研究中心集团有限公司

[0004] <120> 特异性靶向CD19抗原且高水平稳定表达PD‑1抗体的CAR‑T细胞及用途

[0005] <130>  179825

[0006] <160>  17

[0007] <170>  SIPOSequenceListing  1.0

[0008] <210>  1

[0009] <211>  21

[0010] <212>  PRT

[0011] <213> 人工序列(Artificial  Sequence)

[0012] <400>  1

[0013] Met  Ala  Leu  Pro  Val  Thr  Ala  Leu  Leu  Leu  Pro  Leu  Ala  Leu  Leu  Leu

[0014] 1               5                   10                  15

[0015] His  Ala  Ala  Arg  Pro

[0016]             20

[0017] <210>  2

[0018] <211>  242

[0019] <212>  PRT

[0020] <213> 人工序列(Artificial  Sequence)

[0021] <400>  2

[0022] Asp  Ile  Gln  Met  Thr  Gln  Thr  Thr  Ser  Ser  Leu  Ser  Ala  Ser  Leu  Gly

[0023] 1               5                   10                  15

[0024] Asp  Arg  Val  Thr  Ile  Ser  Cys  Arg  Ala  Ser  Gln  Asp  Ile  Ser  Lys  Tyr

[0025]             20                  25                  30

[0026] Leu  Asn  Trp  Tyr  Gln  Gln  Lys  Pro  Asp  Gly  Thr  Val  Lys  Leu  Leu  Ile

[0027]         35                  40                  45

[0028] Tyr  His  Thr  Ser  Arg  Leu  His  Ser  Gly  Val  Pro  Ser  Arg  Phe  Ser  Gly

[0029]     50                  55                  60

[0030] Ser  Gly  Ser  Gly  Thr  Asp  Tyr  Ser  Leu  Thr  Ile  Ser  Asn  Leu  Glu  Gln

[0031] 65                  70                  75                  80

[0032] Glu  Asp  Ile  Ala  Thr  Tyr  Phe  Cys  Gln  Gln  Gly  Asn  Thr  Leu  Pro  Tyr

[0033]                 85                  90                  95

[0034] Thr  Phe  Gly  Gly  Gly  Thr  Lys  Leu  Glu  Ile  Thr  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser

[0035]             100                 105                 110

[0036] Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Glu  Val  Lys  Leu  Gln  Glu

[0037]         115                 120                 125

[0038] Ser  Gly  Pro  Gly  Leu  Val  Ala  Pro  Ser  Gln  Ser  Leu  Ser  Val  Thr  Cys

[0039]     130                 135                 140

[0040] Thr  Val  Ser  Gly  Val  Ser  Leu  Pro  Asp  Tyr  Gly  Val  Ser  Trp  Ile  Arg

[0041] 145                 150                 155                 160
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[0042] Gln  Pro  Pro  Arg  Lys  Gly  Leu  Glu  Trp  Leu  Gly  Val  Ile  Trp  Gly  Ser

[0043]                 165                 170                 175

[0044] Glu  Thr  Thr  Tyr  Tyr  Asn  Ser  Ala  Leu  Lys  Ser  Arg  Leu  Thr  Ile  Ile

[0045]             180                 185                 190

[0046] Lys  Asp  Asn  Ser  Lys  Ser  Gln  Val  Phe  Leu  Lys  Met  Asn  Ser  Leu  Gln

[0047]         195                 200                 205

[0048] Thr  Asp  Asp  Thr  Ala  Ile  Tyr  Tyr  Cys  Ala  Lys  His  Tyr  Tyr  Tyr  Gly

[0049]     210                 215                 220

[0050] Gly  Ser  Tyr  Ala  Met  Asp  Tyr  Trp  Gly  Gln  Gly  Thr  Ser  Val  Thr  Val

[0051] 225                 230                 235                 240

[0052] Ser  Ser

[0053] <210>  3

[0054] <211>  45

[0055] <212>  PRT

[0056] <213> 人工序列(Artificial  Sequence)

[0057] <400>  3

[0058] Thr  Thr  Thr  Pro  Ala  Pro  Arg  Pro  Pro  Thr  Pro  Ala  Pro  Thr  Ile  Ala

[0059] 1               5                   10                  15

[0060] Ser  Gln  Pro  Leu  Ser  Leu  Arg  Pro  Glu  Ala  Cys  Arg  Pro  Ala  Ala  Gly

[0061]             20                  25                  30

[0062] Gly  Ala  Val  His  Thr  Arg  Gly  Leu  Asp  Phe  Ala  Cys  Asp

[0063]         35                  40                  45

[0064] <210>  4

[0065] <211>  228

[0066] <212>  PRT

[0067] <213> 人工序列(Artificial  Sequence)

[0068] <400>  4

[0069] Glu  Ser  Lys  Tyr  Gly  Pro  Pro  Cys  Pro  Pro  Cys  Pro  Ala  Pro  Pro  Val

[0070] 1               5                   10                  15

[0071] Ala  Gly  Pro  Ser  Val  Phe  Leu  Phe  Pro  Pro  Lys  Pro  Lys  Asp  Thr  Leu

[0072]             20                  25                  30

[0073] Met  Ile  Ser  Arg  Thr  Pro  Glu  Val  Thr  Cys  Val  Val  Val  Asp  Val  Ser

[0074]         35                  40                  45

[0075] Gln  Glu  Asp  Pro  Glu  Val  Gln  Phe  Asn  Trp  Tyr  Val  Asp  Gly  Val  Glu

[0076]     50                  55                  60

[0077] Val  His  Asn  Ala  Lys  Thr  Lys  Pro  Arg  Glu  Glu  Gln  Phe  Gln  Ser  Thr

[0078] 65                  70                  75                  80

[0079] Tyr  Arg  Val  Val  Ser  Val  Leu  Thr  Val  Leu  His  Gln  Asp  Trp  Leu  Asn

[0080]                 85                  90                  95

[0081] Gly  Lys  Glu  Tyr  Lys  Cys  Lys  Val  Ser  Asn  Lys  Gly  Leu  Pro  Ser  Ser

[0082]             100                 105                 110

[0083] Ile  Glu  Lys  Thr  Ile  Ser  Lys  Ala  Lys  Gly  Gln  Pro  Arg  Glu  Pro  Gln
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[0084]         115                 120                 125

[0085] Val  Tyr  Thr  Leu  Pro  Pro  Ser  Gln  Glu  Glu  Met  Thr  Lys  Asn  Gln  Val

[0086]     130                 135                 140

[0087] Ser  Leu  Thr  Cys  Leu  Val  Lys  Gly  Phe  Tyr  Pro  Ser  Asp  Ile  Ala  Val

[0088] 145                 150                 155                 160

[0089] Glu  Trp  Glu  Ser  Asn  Gly  Gln  Pro  Glu  Asn  Asn  Tyr  Lys  Thr  Thr  Pro

[0090]                 165                 170                 175

[0091] Pro  Val  Leu  Asp  Ser  Asp  Gly  Ser  Phe  Phe  Leu  Tyr  Ser  Arg  Leu  Thr

[0092]             180                 185                 190

[0093] Val  Asp  Lys  Ser  Arg  Trp  Gln  Glu  Gly  Asn  Val  Phe  Ser  Cys  Ser  Val

[0094]         195                 200                 205

[0095] Met  His  Glu  Ala  Leu  His  Asn  His  Tyr  Thr  Gln  Lys  Ser  Leu  Ser  Leu

[0096]     210                 215                 220

[0097] Ser  Leu  Gly  Lys

[0098] 225

[0099] <210>  5

[0100] <211>  24

[0101] <212>  PRT

[0102] <213> 人工序列(Artificial  Sequence)

[0103] <400>  5

[0104] Ile  Tyr  Ile  Trp  Ala  Pro  Leu  Ala  Gly  Thr  Cys  Gly  Val  Leu  Leu  Leu

[0105] 1               5                   10                  15

[0106] Ser  Leu  Val  Ile  Thr  Leu  Tyr  Cys

[0107]             20

[0108] <210>  6

[0109] <211>  28

[0110] <212>  PRT

[0111] <213> 人工序列(Artificial  Sequence)

[0112] <400>  6

[0113] Pro  Phe  Trp  Val  Leu  Val  Val  Val  Gly  Gly  Val  Leu  Ala  Cys  Tyr  Ser

[0114] 1               5                   10                  15

[0115] Leu  Leu  Val  Thr  Val  Ala  Phe  Ile  Ile  Phe  Trp  Val

[0116]             20                  25

[0117] <210>  7

[0118] <211>  42

[0119] <212>  PRT

[0120] <213> 人工序列(Artificial  Sequence)

[0121] <400>  7

[0122] Lys  Arg  Gly  Arg  Lys  Lys  Leu  Leu  Tyr  Ile  Phe  Lys  Gln  Pro  Phe  Met

[0123] 1               5                   10                  15

[0124] Arg  Pro  Val  Gln  Thr  Thr  Gln  Glu  Glu  Asp  Gly  Cys  Ser  Cys  Arg  Phe

[0125]             20                  25                  30
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[0126] Pro  Glu  Glu  Glu  Glu  Gly  Gly  Cys  Glu  Leu

[0127]         35                  40

[0128] <210>  8

[0129] <211>  112

[0130] <212>  PRT

[0131] <213> 人工序列(Artificial  Sequence)

[0132] <400>  8

[0133] Arg  Val  Lys  Phe  Ser  Arg  Ser  Ala  Asp  Ala  Pro  Ala  Tyr  Gln  Gln  Gly

[0134] 1               5                   10                  15

[0135] Gln  Asn  Gln  Leu  Tyr  Asn  Glu  Leu  Asn  Leu  Gly  Arg  Arg  Glu  Glu  Tyr

[0136]             20                  25                  30

[0137] Asp  Val  Leu  Asp  Lys  Arg  Arg  Gly  Arg  Asp  Pro  Glu  Met  Gly  Gly  Lys

[0138]         35                  40                  45

[0139] Pro  Arg  Arg  Lys  Asn  Pro  Gln  Glu  Gly  Leu  Tyr  Asn  Glu  Leu  Gln  Lys

[0140]     50                  55                  60

[0141] Asp  Lys  Met  Ala  Glu  Ala  Tyr  Ser  Glu  Ile  Gly  Met  Lys  Gly  Glu  Arg

[0142] 65                  70                  75                  80

[0143] Arg  Arg  Gly  Lys  Gly  His  Asp  Gly  Leu  Tyr  Gln  Gly  Leu  Ser  Thr  Ala

[0144]                 85                  90                  95

[0145] Thr  Lys  Asp  Thr  Tyr  Asp  Ala  Leu  His  Met  Gln  Ala  Leu  Pro  Pro  Arg

[0146]             100                 105                 110

[0147] <210>  9

[0148] <211>  486

[0149] <212>  PRT

[0150] <213> 人工序列(Artificial  Sequence)

[0151] <400>  9

[0152] Met  Ala  Leu  Pro  Val  Thr  Ala  Leu  Leu  Leu  Pro  Leu  Ala  Leu  Leu  Leu

[0153] 1               5                   10                  15

[0154] His  Ala  Ala  Arg  Pro  Asp  Ile  Gln  Met  Thr  Gln  Thr  Thr  Ser  Ser  Leu

[0155]             20                  25                  30

[0156] Ser  Ala  Ser  Leu  Gly  Asp  Arg  Val  Thr  Ile  Ser  Cys  Arg  Ala  Ser  Gln

[0157]         35                  40                  45

[0158] Asp  Ile  Ser  Lys  Tyr  Leu  Asn  Trp  Tyr  Gln  Gln  Lys  Pro  Asp  Gly  Thr

[0159]     50                  55                  60

[0160] Val  Lys  Leu  Leu  Ile  Tyr  His  Thr  Ser  Arg  Leu  His  Ser  Gly  Val  Pro

[0161] 65                  70                  75                  80

[0162] Ser  Arg  Phe  Ser  Gly  Ser  Gly  Ser  Gly  Thr  Asp  Tyr  Ser  Leu  Thr  Ile

[0163]                 85                  90                  95

[0164] Ser  Asn  Leu  Glu  Gln  Glu  Asp  Ile  Ala  Thr  Tyr  Phe  Cys  Gln  Gln  Gly

[0165]             100                 105                 110

[0166] Asn  Thr  Leu  Pro  Tyr  Thr  Phe  Gly  Gly  Gly  Thr  Lys  Leu  Glu  Ile  Thr

[0167]         115                 120                 125
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[0168] Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Glu

[0169]     130                 135                 140

[0170] Val  Lys  Leu  Gln  Glu  Ser  Gly  Pro  Gly  Leu  Val  Ala  Pro  Ser  Gln  Ser

[0171] 145                 150                 155                 160

[0172] Leu  Ser  Val  Thr  Cys  Thr  Val  Ser  Gly  Val  Ser  Leu  Pro  Asp  Tyr  Gly

[0173]                 165                 170                 175

[0174] Val  Ser  Trp  Ile  Arg  Gln  Pro  Pro  Arg  Lys  Gly  Leu  Glu  Trp  Leu  Gly

[0175]             180                 185                 190

[0176] Val  Ile  Trp  Gly  Ser  Glu  Thr  Thr  Tyr  Tyr  Asn  Ser  Ala  Leu  Lys  Ser

[0177]         195                 200                 205

[0178] Arg  Leu  Thr  Ile  Ile  Lys  Asp  Asn  Ser  Lys  Ser  Gln  Val  Phe  Leu  Lys

[0179]     210                 215                 220

[0180] Met  Asn  Ser  Leu  Gln  Thr  Asp  Asp  Thr  Ala  Ile  Tyr  Tyr  Cys  Ala  Lys

[0181] 225                 230                 235                 240

[0182] His  Tyr  Tyr  Tyr  Gly  Gly  Ser  Tyr  Ala  Met  Asp  Tyr  Trp  Gly  Gln  Gly

[0183]                 245                 250                 255

[0184] Thr  Ser  Val  Thr  Val  Ser  Ser  Thr  Thr  Thr  Pro  Ala  Pro  Arg  Pro  Pro

[0185]             260                 265                 270

[0186] Thr  Pro  Ala  Pro  Thr  Ile  Ala  Ser  Gln  Pro  Leu  Ser  Leu  Arg  Pro  Glu

[0187]         275                 280                 285

[0188] Ala  Cys  Arg  Pro  Ala  Ala  Gly  Gly  Ala  Val  His  Thr  Arg  Gly  Leu  Asp

[0189]     290                 295                 300

[0190] Phe  Ala  Cys  Asp  Ile  Tyr  Ile  Trp  Ala  Pro  Leu  Ala  Gly  Thr  Cys  Gly

[0191] 305                 310                 315                 320

[0192] Val  Leu  Leu  Leu  Ser  Leu  Val  Ile  Thr  Leu  Tyr  Cys  Lys  Arg  Gly  Arg

[0193]                 325                 330                 335

[0194] Lys  Lys  Leu  Leu  Tyr  Ile  Phe  Lys  Gln  Pro  Phe  Met  Arg  Pro  Val  Gln

[0195]             340                 345                 350

[0196] Thr  Thr  Gln  Glu  Glu  Asp  Gly  Cys  Ser  Cys  Arg  Phe  Pro  Glu  Glu  Glu

[0197]         355                 360                 365

[0198] Glu  Gly  Gly  Cys  Glu  Leu  Arg  Val  Lys  Phe  Ser  Arg  Ser  Ala  Asp  Ala

[0199]     370                 375                 380

[0200] Pro  Ala  Tyr  Gln  Gln  Gly  Gln  Asn  Gln  Leu  Tyr  Asn  Glu  Leu  Asn  Leu

[0201] 385                 390                 395                 400

[0202] Gly  Arg  Arg  Glu  Glu  Tyr  Asp  Val  Leu  Asp  Lys  Arg  Arg  Gly  Arg  Asp

[0203]                 405                 410                 415

[0204] Pro  Glu  Met  Gly  Gly  Lys  Pro  Arg  Arg  Lys  Asn  Pro  Gln  Glu  Gly  Leu

[0205]             420                 425                 430

[0206] Tyr  Asn  Glu  Leu  Gln  Lys  Asp  Lys  Met  Ala  Glu  Ala  Tyr  Ser  Glu  Ile

[0207]         435                 440                 445

[0208] Gly  Met  Lys  Gly  Glu  Arg  Arg  Arg  Gly  Lys  Gly  His  Asp  Gly  Leu  Tyr

[0209]     450                 455                 460
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[0210] Gln  Gly  Leu  Ser  Thr  Ala  Thr  Lys  Asp  Thr  Tyr  Asp  Ala  Leu  His  Met

[0211] 465                 470                 475                 480

[0212] Gln  Ala  Leu  Pro  Pro  Arg

[0213]                 485

[0214] <210>  10

[0215] <211>  1461

[0216] <212>  DNA

[0217] <213> 人工序列(Artificial  Sequence)

[0218] <400>  10

[0219] atggccttac  cagtgaccgc  cttgctcctg  ccgctggcct  tgctgctcca  cgccgccagg  60

[0220] ccggacatcc  agatgacaca  gactacatcc  tccctgtctg  cctctctggg  agacagagtc  120

[0221] accatcagtt  gcagggcaag  tcaggacatt  agtaaatatt  taaattggta  tcagcagaaa  180

[0222] ccagatggaa  ctgttaaact  cctgatctac  catacatcaa  gattacactc  aggagtccca  240

[0223] tcaaggttca  gtggcagtgg  gtctggaaca  gattattctc  tcaccattag  caacctggag  300

[0224] caagaagata  ttgccactta  cttttgccaa  cagggtaata  cgcttccgta  cacgttcgga  360

[0225] ggggggacta  agttggaaat  aacaggtgga  ggcggttcag  gcggaggtgg  cagcggcggt  420

[0226] ggcgggtcgg  aggtgaaact  gcaggagtca  ggacctggcc  tggtggcgcc  ctcacagagc  480

[0227] ctgtccgtca  catgcactgt  ctcaggggtc  tcattacccg  actatggtgt  aagctggatt  540

[0228] cgccagcctc  cacgaaaggg  tctggagtgg  ctgggagtaa  tatggggtag  tgaaaccaca  600

[0229] tactataatt  cagctctcaa  atccagactg  accatcatca  aggacaactc  caagagccaa  660

[0230] gttttcttaa  aaatgaacag  tctgcaaact  gatgacacag  ccatttacta  ctgtgccaaa  720

[0231] cattattact  acggtggtag  ctatgctatg  gactactggg  gtcaaggaac  ctcagtcacc  780

[0232] gtctcctcaa  ccacgacgcc  agcgccgcga  ccaccaacac  cggcgcccac  catcgcgtcg  840

[0233] cagcccctgt  ccctgcgccc  agaggcgtgc  cggccagcgg  cggggggcgc  agtgcacacg  900

[0234] agggggctgg  acttcgcctg  tgatatctac  atctgggcgc  ccctggccgg  gacttgtggg  960

[0235] gtccttctcc  tgtcactggt  tatcaccctt  tactgcaaac  ggggcagaaa  gaagctcctg  1020

[0236] tatatattca  aacaaccatt  tatgagacca  gtacaaacta  ctcaagagga  agatggctgt  1080

[0237] agctgccgat  ttccagaaga  agaagaagga  ggatgtgaac  tgagagtgaa  gttcagcagg  1140

[0238] agcgcagacg  cccccgcgta  ccagcagggc  cagaaccagc  tctataacga  gctcaatcta  1200

[0239] ggacgaagag  aggagtacga  tgttttggac  aagagacgtg  gccgggaccc  tgagatgggg  1260

[0240] ggaaagccga  gaaggaagaa  ccctcaggaa  ggcctgtaca  atgaactgca  gaaagataag  1320

[0241] atggcggagg  cctacagtga  gattgggatg  aaaggcgagc  gccggagggg  caaggggcac  1380

[0242] gatggccttt  accagggtct  cagtacagcc  accaaggaca  cctacgacgc  ccttcacatg  1440

[0243] caggccctgc  cccctcgctg  a  1461

[0244] <210>  11

[0245] <211>  495

[0246] <212>  PRT

[0247] <213> 人工序列(Artificial  Sequence)

[0248] <400>  11

[0249] Met  Glu  Ala  Pro  Ala  Gln  Leu  Leu  Phe  Leu  Leu  Leu  Leu  Trp  Leu  Pro

[0250] 1               5                   10                  15

[0251] Asp  Thr  Thr  Gly  Glu  Ile  Val  Leu  Thr  Gln  Ser  Pro  Ala  Thr  Leu  Ser
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[0252]             20                  25                  30

[0253] Leu  Ser  Pro  Gly  Glu  Arg  Ala  Thr  Leu  Ser  Cys  Arg  Ala  Ser  Lys  Gly

[0254]         35                  40                  45

[0255] Val  Ser  Thr  Ser  Gly  Tyr  Ser  Tyr  Leu  His  Trp  Tyr  Gln  Gln  Lys  Pro

[0256]     50                  55                  60

[0257] Gly  Gln  Ala  Pro  Arg  Leu  Leu  Ile  Tyr  Leu  Ala  Ser  Tyr  Leu  Glu  Ser

[0258] 65                  70                  75                  80

[0259] Gly  Val  Pro  Ala  Arg  Phe  Ser  Gly  Ser  Gly  Ser  Gly  Thr  Asp  Phe  Thr

[0260]                 85                  90                  95

[0261] Leu  Thr  Ile  Ser  Ser  Leu  Glu  Pro  Glu  Asp  Phe  Ala  Val  Tyr  Tyr  Cys

[0262]             100                 105                 110

[0263] Gln  His  Ser  Arg  Asp  Leu  Pro  Leu  Thr  Phe  Gly  Gly  Gly  Thr  Lys  Val

[0264]         115                 120                 125

[0265] Glu  Ile  Lys  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly

[0266]     130                 135                 140

[0267] Gly  Ser  Gln  Val  Gln  Leu  Val  Gln  Ser  Gly  Val  Glu  Val  Lys  Lys  Pro

[0268] 145                 150                 155                 160

[0269] Gly  Ala  Ser  Val  Lys  Val  Ser  Cys  Lys  Ala  Ser  Gly  Tyr  Thr  Phe  Thr

[0270]                 165                 170                 175

[0271] Asn  Tyr  Tyr  Met  Tyr  Trp  Val  Arg  Gln  Ala  Pro  Gly  Gln  Gly  Leu  Glu

[0272]             180                 185                 190

[0273] Trp  Met  Gly  Gly  Ile  Asn  Pro  Ser  Asn  Gly  Gly  Thr  Asn  Phe  Asn  Glu

[0274]         195                 200                 205

[0275] Lys  Phe  Lys  Asn  Arg  Val  Thr  Leu  Thr  Thr  Asp  Ser  Ser  Thr  Thr  Thr

[0276]     210                 215                 220

[0277] Ala  Tyr  Met  Glu  Leu  Lys  Ser  Leu  Gln  Phe  Asp  Asp  Thr  Ala  Val  Tyr

[0278] 225                 230                 235                 240

[0279] Tyr  Cys  Ala  Arg  Arg  Asp  Tyr  Arg  Phe  Asp  Met  Gly  Phe  Asp  Tyr  Trp

[0280]                 245                 250                 255

[0281] Gly  Gln  Gly  Thr  Thr  Val  Thr  Val  Ser  Ser  Glu  Ser  Lys  Tyr  Gly  Pro

[0282]             260                 265                 270

[0283] Pro  Cys  Pro  Pro  Cys  Pro  Ala  Pro  Glu  Phe  Glu  Gly  Gly  Pro  Ser  Val

[0284]         275                 280                 285

[0285] Phe  Leu  Phe  Pro  Pro  Lys  Pro  Lys  Asp  Thr  Leu  Met  Ile  Ser  Arg  Thr

[0286]     290                 295                 300

[0287] Pro  Glu  Val  Thr  Cys  Val  Val  Val  Asp  Val  Ser  Gln  Glu  Asp  Pro  Glu

[0288] 305                 310                 315                 320

[0289] Val  Gln  Phe  Asn  Trp  Tyr  Val  Asp  Gly  Val  Glu  Val  His  Asn  Ala  Lys

[0290]                 325                 330                 335

[0291] Thr  Lys  Pro  Arg  Glu  Glu  Gln  Phe  Gln  Ser  Thr  Tyr  Arg  Val  Val  Ser

[0292]             340                 345                 350

[0293] Val  Leu  Thr  Val  Leu  His  Gln  Asp  Trp  Leu  Asn  Gly  Lys  Glu  Tyr  Lys
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[0294]         355                 360                 365

[0295] Cys  Lys  Val  Ser  Asn  Lys  Gly  Leu  Pro  Ser  Ser  Ile  Glu  Lys  Thr  Ile

[0296]     370                 375                 380

[0297] Ser  Lys  Ala  Lys  Gly  Gln  Pro  Arg  Glu  Pro  Gln  Val  Tyr  Thr  Leu  Pro

[0298] 385                 390                 395                 400

[0299] Pro  Ser  Gln  Glu  Glu  Met  Thr  Lys  Asn  Gln  Val  Ser  Leu  Thr  Cys  Leu

[0300]                 405                 410                 415

[0301] Val  Lys  Gly  Phe  Tyr  Pro  Ser  Asp  Ile  Ala  Val  Glu  Trp  Glu  Ser  Asn

[0302]             420                 425                 430

[0303] Gly  Gln  Pro  Glu  Asn  Asn  Tyr  Lys  Thr  Thr  Pro  Pro  Val  Leu  Asp  Ser

[0304]         435                 440                 445

[0305] Asp  Gly  Ser  Phe  Phe  Leu  Tyr  Ser  Arg  Leu  Thr  Val  Asp  Lys  Ser  Arg

[0306]     450                 455                 460

[0307] Trp  Gln  Glu  Gly  Asn  Val  Phe  Ser  Cys  Ser  Val  Met  His  Glu  Ala  Leu

[0308] 465                 470                 475                 480

[0309] His  Asn  His  Tyr  Thr  Gln  Lys  Ser  Leu  Ser  Leu  Ser  Leu  Gly  Lys

[0310]                 485                 490                 495

[0311] <210>  12

[0312] <211>  1488

[0313] <212>  DNA

[0314] <213> 人工序列(Artificial  Sequence)

[0315] <400>  12

[0316] atggaagccc  cagctcagct  tctcttcctc  ctgctactct  ggctcccaga  taccaccgga  60

[0317] gaaattgtgt  tgacacagtc  tccagccacc  ctgtctttgt  ctccagggga  aagagccacc  120

[0318] ctctcctgca  gggccagcaa  aggtgtcagt  acatctggct  atagttattt  gcactggtat  180

[0319] caacagaaac  ctggccaggc  tcccaggctc  ctcatctatc  ttgcatccta  cctagaatct  240

[0320] ggcgtcccag  ccaggttcag  tggtagtggg  tctgggacag  acttcactct  caccatcagc  300

[0321] agcctagagc  ctgaagattt  tgcagtttat  tactgtcagc  acagcaggga  ccttccgctc  360

[0322] acgttcggcg  gagggaccaa  agtggagatc  aaaggtggag  gcggttcagg  cggaggtggc  420

[0323] agcggcggtg  gcgggtcgca  ggtgcagctg  gtgcagtccg  gcgtggaggt  gaagaagcct  480

[0324] ggcgcctccg  tcaaggtgtc  ctgtaaggcc  tccggctaca  ccttcaccaa  ctactacatg  540

[0325] tactgggtgc  ggcaggcccc  aggccaggga  ctggagtgga  tgggcggcat  caacccttcc  600

[0326] aacggcggca  ccaacttcaa  cgagaagttc  aagaaccggg  tgaccctgac  caccgactcc  660

[0327] tccaccacaa  ccgcctacat  ggaactgaag  tccctgcagt  tcgacgacac  cgccgtgtac  720

[0328] tactgcgcca  ggcgggacta  ccggttcgac  atgggcttcg  actactgggg  ccagggcacc  780

[0329] accgtgaccg  tgtcctccga  gtccaaatat  ggtcccccat  gcccaccatg  cccagcacct  840

[0330] gagttcgagg  ggggaccatc  agtcttcctg  ttccccccaa  aacccaagga  cactctcatg  900

[0331] atctcccgga  cccctgaggt  cacgtgcgtg  gtggtggacg  tgagccagga  agaccccgag  960

[0332] gtccagttca  actggtacgt  ggatggcgtg  gaggtgcata  atgccaagac  aaagccgcgg  1020

[0333] gaggagcagt  tccagagcac  gtaccgtgtg  gtcagcgtcc  tcaccgtcct  gcaccaggac  1080

[0334] tggctgaacg  gcaaggagta  caagtgcaag  gtctccaaca  aaggcctccc  gtcctccatc  1140

[0335] gagaaaacca  tctccaaagc  caaagggcag  ccccgagagc  cacaggtgta  caccctgccc  1200
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[0336] ccatcccagg  aggagatgac  caagaaccag  gtcagcctga  cctgcctggt  caaaggcttc  1260

[0337] taccccagcg  acatcgccgt  ggagtgggag  agcaatgggc  agccggagaa  caactacaag  1320

[0338] accacgcctc  ccgtgctgga  ctccgacggc  tccttcttcc  tctacagcag  gctaaccgtg  1380

[0339] gacaagagca  ggtggcagga  ggggaatgtc  ttctcatgct  ccgtgatgca  tgaggctctg  1440

[0340] cacaaccact  acacacagaa  gagcctctcc  ctgtctctgg  gtaaatga  1488

[0341] <210>  13

[0342] <211>  495

[0343] <212>  PRT

[0344] <213> 人工序列(Artificial  Sequence)

[0345] <400>  13

[0346] Met  Glu  Ala  Pro  Ala  Gln  Leu  Leu  Phe  Leu  Leu  Leu  Leu  Trp  Leu  Pro

[0347] 1               5                   10                  15

[0348] Asp  Thr  Thr  Gly  Glu  Ile  Val  Leu  Thr  Gln  Ser  Pro  Ala  Thr  Leu  Ser

[0349]             20                  25                  30

[0350] Leu  Ser  Pro  Gly  Glu  Arg  Ala  Thr  Leu  Ser  Cys  Arg  Ala  Ser  Lys  Gly

[0351]         35                  40                  45

[0352] Val  Ser  Thr  Ser  Gly  Tyr  Ser  Tyr  Leu  His  Trp  Tyr  Gln  Gln  Lys  Pro

[0353]     50                  55                  60

[0354] Gly  Gln  Ala  Pro  Arg  Leu  Leu  Ile  Tyr  Leu  Ala  Ser  Tyr  Leu  Glu  Ser

[0355] 65                  70                  75                  80

[0356] Gly  Val  Pro  Ala  Arg  Phe  Ser  Gly  Ser  Gly  Ser  Gly  Thr  Asp  Phe  Thr

[0357]                 85                  90                  95

[0358] Leu  Thr  Ile  Ser  Ser  Leu  Glu  Pro  Glu  Asp  Phe  Ala  Val  Tyr  Tyr  Cys

[0359]             100                 105                 110

[0360] Gln  His  Ser  Arg  Asp  Leu  Pro  Leu  Thr  Phe  Gly  Gly  Gly  Thr  Lys  Val

[0361]         115                 120                 125

[0362] Glu  Ile  Lys  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly

[0363]     130                 135                 140

[0364] Gly  Ser  Gln  Val  Gln  Leu  Val  Gln  Ser  Gly  Val  Glu  Val  Lys  Lys  Pro

[0365] 145                 150                 155                 160

[0366] Gly  Ala  Ser  Val  Lys  Val  Ser  Cys  Lys  Ala  Ser  Gly  Tyr  Thr  Phe  Thr

[0367]                 165                 170                 175

[0368] Asn  Tyr  Tyr  Met  Tyr  Trp  Val  Arg  Gln  Ala  Pro  Gly  Gln  Gly  Leu  Glu

[0369]             180                 185                 190

[0370] Trp  Met  Gly  Gly  Ile  Asn  Pro  Ser  Asn  Gly  Gly  Thr  Asn  Phe  Asn  Glu

[0371]         195                 200                 205

[0372] Lys  Phe  Lys  Asn  Arg  Val  Thr  Leu  Thr  Thr  Asp  Ser  Ser  Thr  Thr  Thr

[0373]     210                 215                 220

[0374] Ala  Tyr  Met  Glu  Leu  Lys  Ser  Leu  Gln  Phe  Asp  Asp  Thr  Ala  Val  Tyr

[0375] 225                 230                 235                 240

[0376] Tyr  Cys  Ala  Arg  Arg  Asp  Tyr  Arg  Phe  Asp  Met  Gly  Phe  Asp  Tyr  Trp

[0377]                 245                 250                 255
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[0378] Gly  Gln  Gly  Thr  Thr  Val  Thr  Val  Ser  Ser  Glu  Ser  Lys  Tyr  Gly  Pro

[0379]             260                 265                 270

[0380] Pro  Cys  Pro  Pro  Cys  Pro  Ala  Pro  Glu  Phe  Leu  Gly  Gly  Pro  Ser  Val

[0381]         275                 280                 285

[0382] Phe  Leu  Phe  Pro  Pro  Lys  Pro  Lys  Asp  Thr  Leu  Met  Ile  Ser  Arg  Thr

[0383]     290                 295                 300

[0384] Pro  Glu  Val  Thr  Cys  Val  Val  Val  Asp  Val  Ser  Gln  Glu  Asp  Pro  Glu

[0385] 305                 310                 315                 320

[0386] Val  Gln  Phe  Asn  Trp  Tyr  Val  Asp  Gly  Val  Glu  Val  His  Asn  Ala  Lys

[0387]                 325                 330                 335

[0388] Thr  Lys  Pro  Arg  Glu  Glu  Gln  Phe  Asn  Ser  Thr  Tyr  Arg  Val  Val  Ser

[0389]             340                 345                 350

[0390] Val  Leu  Thr  Val  Leu  His  Gln  Asp  Trp  Leu  Asn  Gly  Lys  Glu  Tyr  Lys

[0391]         355                 360                 365

[0392] Cys  Lys  Val  Ser  Asn  Lys  Gly  Leu  Pro  Ser  Ser  Ile  Glu  Lys  Thr  Ile

[0393]     370                 375                 380

[0394] Ser  Lys  Ala  Lys  Gly  Gln  Pro  Arg  Glu  Pro  Gln  Val  Tyr  Thr  Leu  Pro

[0395] 385                 390                 395                 400

[0396] Pro  Ser  Gln  Glu  Glu  Met  Thr  Lys  Asn  Gln  Val  Ser  Leu  Thr  Cys  Leu

[0397]                 405                 410                 415

[0398] Val  Lys  Gly  Phe  Tyr  Pro  Ser  Asp  Ile  Ala  Val  Glu  Trp  Glu  Ser  Asn

[0399]             420                 425                 430

[0400] Gly  Gln  Pro  Glu  Asn  Asn  Tyr  Lys  Thr  Thr  Pro  Pro  Val  Leu  Asp  Ser

[0401]         435                 440                 445

[0402] Asp  Gly  Ser  Phe  Phe  Leu  Tyr  Ser  Arg  Leu  Thr  Val  Asp  Lys  Ser  Arg

[0403]     450                 455                 460

[0404] Trp  Gln  Glu  Gly  Asn  Val  Phe  Ser  Cys  Ser  Val  Met  His  Glu  Ala  Leu

[0405] 465                 470                 475                 480

[0406] His  Asn  His  Tyr  Thr  Gln  Lys  Ser  Leu  Ser  Leu  Ser  Leu  Gly  Lys

[0407]                 485                 490                 495

[0408] <210>  14

[0409] <211>  1488

[0410] <212>  DNA

[0411] <213> 人工序列(Artificial  Sequence)

[0412] <400>  14

[0413] atggaagccc  cagctcagct  tctcttcctc  ctgctactct  ggctcccaga  taccaccgga  60

[0414] gaaattgtgt  tgacacagtc  tccagccacc  ctgtctttgt  ctccagggga  aagagccacc  120

[0415] ctctcctgca  gggccagcaa  aggtgtcagt  acatctggct  atagttattt  gcactggtat  180

[0416] caacagaaac  ctggccaggc  tcccaggctc  ctcatctatc  ttgcatccta  cctagaatct  240

[0417] ggcgtcccag  ccaggttcag  tggtagtggg  tctgggacag  acttcactct  caccatcagc  300

[0418] agcctagagc  ctgaagattt  tgcagtttat  tactgtcagc  acagcaggga  ccttccgctc  360

[0419] acgttcggcg  gagggaccaa  agtggagatc  aaaggtggag  gcggttcagg  cggaggtggc  420
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[0420] agcggcggtg  gcgggtcgca  ggtgcagctg  gtgcagtccg  gcgtggaggt  gaagaagcct  480

[0421] ggcgcctccg  tcaaggtgtc  ctgtaaggcc  tccggctaca  ccttcaccaa  ctactacatg  540

[0422] tactgggtgc  ggcaggcccc  aggccaggga  ctggagtgga  tgggcggcat  caacccttcc  600

[0423] aacggcggca  ccaacttcaa  cgagaagttc  aagaaccggg  tgaccctgac  caccgactcc  660

[0424] tccaccacaa  ccgcctacat  ggaactgaag  tccctgcagt  tcgacgacac  cgccgtgtac  720

[0425] tactgcgcca  ggcgggacta  ccggttcgac  atgggcttcg  actactgggg  ccagggcacc  780

[0426] accgtgaccg  tgtcctccga  gtccaaatat  ggtcccccat  gcccaccatg  cccagcacct  840

[0427] gagttcctgg  ggggaccatc  agtcttcctg  ttccccccaa  aacccaagga  cactctcatg  900

[0428] atctcccgga  cccctgaggt  cacgtgcgtg  gtggtggacg  tgagccagga  agaccccgag  960

[0429] gtccagttca  actggtacgt  ggatggcgtg  gaggtgcata  atgccaagac  aaagccgcgg  1020

[0430] gaggagcagt  tcaacagcac  gtaccgtgtg  gtcagcgtcc  tcaccgtcct  gcaccaggac  1080

[0431] tggctgaacg  gcaaggagta  caagtgcaag  gtctccaaca  aaggcctccc  gtcctccatc  1140

[0432] gagaaaacca  tctccaaagc  caaagggcag  ccccgagagc  cacaggtgta  caccctgccc  1200

[0433] ccatcccagg  aggagatgac  caagaaccag  gtcagcctga  cctgcctggt  caaaggcttc  1260

[0434] taccccagcg  acatcgccgt  ggagtgggag  agcaatgggc  agccggagaa  caactacaag  1320

[0435] accacgcctc  ccgtgctgga  ctccgacggc  tccttcttcc  tctacagcag  gctaaccgtg  1380

[0436] gacaagagca  ggtggcagga  ggggaatgtc  ttctcatgct  ccgtgatgca  tgaggctctg  1440

[0437] cacaaccact  acacacagaa  gagcctctcc  ctgtctctgg  gtaaatga  1488

[0438] <210>  15

[0439] <211>  78

[0440] <212>  DNA

[0441] <213> 人工序列(Artificial  Sequence)

[0442] <400>  15

[0443] cgtaggaaac  gaggcagcgg  cgccacaaac  ttctctctgc  taaagcaagc  aggtgatgtt  60

[0444] gaagaaaacc  ccgggcct  78

[0445] <210>  16

[0446] <211>  26

[0447] <212>  PRT

[0448] <213> 人工序列(Artificial  Sequence)

[0449] <400>  16

[0450] Arg  Arg  Lys  Arg  Gly  Ser  Gly  Ala  Thr  Asn  Phe  Ser  Leu  Leu  Lys  Gln

[0451] 1               5                   10                  15

[0452] Ala  Gly  Asp  Val  Glu  Glu  Asn  Pro  Gly  Pro

[0453]             20                  25

[0454] <210>  17

[0455] <211>  197

[0456] <212>  DNA

[0457] <213> 人工序列(Artificial  Sequence)

[0458] <400>  17

[0459] ccggcgggtt  tctgacatcc  ggcgggtttc  tgacatccgg  cgggtttctg  acatccggcg  60

[0460] ggtttctgac  atccggcggg  tttctgacat  ccggcgggtt  tctgacatcc  ggcgggtttc  120

[0461] tgacatccgg  cgggtttctg  acatccggcg  ggtttctgac  atccggcggg  tgactcacaa  180
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[0462] ccccagaaac  agacata  197
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图2
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图3

图4
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图5
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图6
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图6(续)
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图7
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