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1.一种工程化的T细胞，所述工程化的T细胞表达：

嵌合抗原受体，所述嵌合抗原受体包含抗原结合结构域、跨膜结构域和细胞内结构域，

所述细胞内结构域包含共刺激结构域和/或信号传导结构域；以及

异源嵌合蛋白，所述异源嵌合蛋白包含通用结构：

N末端‑(a)‑(b)‑(c)‑C末端，

其中：

(a)是包含第一跨膜蛋白的细胞外结构域的第一结构域，

(b)是连接所述第一结构域和第二结构域的接头结构域，并且

(c)是包含第二跨膜蛋白的细胞外结构域的第二结构域。

2.如权利要求1所述的工程化的T细胞，其中所述第一结构域基本上包含所述第一跨膜

蛋白的整个细胞外结构域，和/或所述第二结构域基本上包含所述第二跨膜蛋白的整个细

胞外结构域。

3.如权利要求1或权利要求2所述的工程化的T细胞，其中所述第一结构域能够结合所

述第一跨膜蛋白的配体/受体，并且所述第二结构域能够结合所述第二跨膜蛋白的配体/受

体。

4.如权利要求1至3中任一项所述的工程化的T细胞，其中所述第一结构域在与其配体/

受体结合时能够抑制免疫抑制信号，和/或所述第二结构域在与其配体/受体结合时能够激

活免疫刺激信号。

5.如权利要求1至4中任一项所述的工程化的T细胞，其中所述第一跨膜蛋白的所述配

体/受体由癌细胞表达，和/或所述第二跨膜蛋白的所述配体/受体由所述工程化的T细胞

和/或天然T细胞表达。

6.如权利要求1至4中任一项所述的工程化的T细胞，其中所述抗原结合结构域能够结

合由癌细胞表达的抗原。

7.如权利要求1至4中任一项所述的工程化的T细胞，其中所述异源嵌合蛋白响应于由

所述工程化的T细胞表达的所述嵌合抗原受体的激活而分泌，例如，其中所述嵌合抗原受体

的激活刺激激活的T细胞核因子(NFAT)启动子。

8.如权利要求1至4中任一项所述的工程化的T细胞，其中所述工程化的T细胞表达α/βT

细胞受体。

9.如权利要求1至4中任一项所述的工程化的T细胞，其中所述工程化的T细胞表达γ/δ

T细胞受体。

10.如权利要求5至9中任一项所述的工程化的T细胞，其中：

当所述异源嵌合蛋白的第一结构域与由所述癌细胞表达的所述第一跨膜蛋白的所述

配体/受体结合并且所述第二结构域与由所述工程化的T细胞表达的所述第二跨膜蛋白的

所述配体/受体结合时，所述异源嵌合蛋白能够在所述癌细胞与所述工程化的T细胞之间形

成稳定的突触；和/或

当与由所述癌细胞表达的抗原结合时，所述嵌合抗原受体能够在所述癌细胞与所述工

程化的T细胞之间形成稳定的突触。

11.如权利要求10所述的工程化的T细胞，其中所述稳定的突触提供有利于所述工程化

的T细胞的抗癌作用/肿瘤减少的空间取向。
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12.如权利要求11所述的工程化的T细胞，其中所述空间取向定位所述工程化的T细胞

以攻击所述癌细胞。

13.如权利要求10至12中任一项所述的工程化的T细胞，其中所述稳定的突触允许所述

工程化的T细胞在所述癌细胞附近的增殖。

14.如权利要求10至13中任一项所述的工程化的T细胞，其中所述稳定的突触允许非工

程化的天然T细胞在所述癌细胞/肿瘤部位附近的募集和增殖。

15.如权利要求10至14中任一项所述的工程化的T细胞，其中所述稳定的突触允许足够

的信号传递以提供刺激信号的表达和/或释放。

16.如权利要求15所述的工程化的T细胞，其中所述刺激信号是细胞因子。

17.如权利要求1至16中任一项所述的工程化的T细胞，其中所述异源嵌合蛋白和/或嵌

合抗原受体能够增加CD4+和/或CD8+T细胞亚群或防止CD4+和/或CD8+T细胞亚群的减少。

18.如权利要求1至17中任一项所述的工程化的T细胞，其中所述异源嵌合蛋白增加所

述癌细胞/所述肿瘤部位附近存在的非工程化的T细胞克隆的数量。

19.如权利要求1至18中任一项所述的工程化的T细胞，其中所述异源嵌合蛋白由所述

工程化的T细胞分泌。

20.如权利要求1至19中任一项所述的工程化的T细胞，其中所述接头结构域包含至少

一个能够形成二硫键的半胱氨酸残基和/或包含铰链‑CH2‑CH3  Fc结构域。

21.如权利要求20所述的工程化的T细胞，其中所述铰链‑CH2‑CH3  Fc结构域源自IgG4，

例如人IgG4。

22.如权利要求20或权利要求21所述的工程化的T细胞，其中所述接头结构域包含与

SEQ  ID  NO:1、SEQ  ID  NO:2或SEQ  ID  NO:3的氨基酸序列至少95％同一的氨基酸序列。

23.如权利要求1至22中任一项所述的工程化的T细胞，其中所述第一跨膜蛋白选自由

以下组成的组：PD‑1、CSF1R、TIM‑3、BTLA、CTLA‑4、LAG‑3、B7‑H3、TMIGD2、TIGIT、CD172a/

SIRPα、BTNL3、BTNL8、BTNL3A1、BTNL3A2和VSIG8。

24.如权利要求1至23中任一项所述的工程化的T细胞，其中所述第二跨膜蛋白选自由

以下组成的组：OX40配体(OX40L)、CD40配体(CD40L)、4‑1BB配体(4‑1BBL)、GITR配体

(GITRL)、LIGHT(CD258)、CD70、CD30配体、TRAIL和TL1A。

25.如权利要求24所述的工程化的T细胞，其中所述第一跨膜蛋白是PD‑1。

26.如权利要求25所述的工程化的T细胞，其中所述第二跨膜蛋白是OX40L。

27.如权利要求25所述的工程化的T细胞，其中所述第二跨膜蛋白是4‑1BBL。

28.如权利要求24所述的工程化的T细胞，其中所述第一跨膜蛋白是CSF1R。

29.如权利要求28所述的工程化的T细胞，其中所述第二跨膜蛋白是CD40L。

30.如权利要求1至29中任一项所述的工程化的T细胞，其中所述嵌合抗原受体由引入

所述工程化的T细胞基因组中的基因组安全港(GSR)中的核酸编码。

31.如权利要求30所述的工程化的T细胞，其中所述GSR是腺相关病毒位点1(AAVS1)；趋

化因子(C‑C基序)受体5(CCR5)基因；或Rosa26基因座/Rosa26基因座的人直向同源物。

32.如权利要求1至29中任一项所述的工程化的T细胞，其中所述嵌合抗原受体由引入

所述T细胞基因组中的内源性T细胞受体基因座中的核酸编码。

33.如权利要求1至32中任一项所述的工程化的T细胞，其中所述抗原结合结构域包含
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抗体、抗体片段、scFv、Fv、Fab、(Fab')2、单结构域抗体(SDAB)、VH或VL结构域或骆驼科动物

VHH结构域。

34.如权利要求6至33中任一项所述的工程化的T细胞，其中由所述癌细胞表达的所述

抗原选自由以下组成的组：B细胞成熟抗原(BCMA)、CD10、CD19、CD20、CD22、CD30、CD33、

CD34、CD38、CD56、CD80/86、CD117、CD123、CD123、CD133、CD138、癌胚抗原(CEA)、CS1/CD319/

SLAMF7、双唾液酸神经节苷脂(GD2)、EphA2、表皮生长因子受体(EGFR)、上皮细胞粘附分子

(EpCAM)、磷脂酰肌醇蛋白聚糖‑3(GPC3)、HER2、整联蛋白β7、Lewis‑Y、间皮素、MUC1、PD‑L1

和前列腺干细胞抗原(PSCA)。

35.如权利要求1至34中任一项所述的工程化的T细胞，其中所述跨膜结构域包含选自

由以下组成的组的蛋白的跨膜结构域：T细胞受体的α链、T细胞受体的β链或T细胞受体的ζ

链、CD28、CD3ε、CD45、CD4、CD5、CD8、CD9、CD16、CD22、CD33、CD37、CD64、CD80、CD86、CD134、

CD137、CD154、KIRDS2、OX40、CD2、CD27、LFA‑1(CDl  la、CD18)、ICOS(CD278)、4‑1BB(CD137)、

GITR、CD40、BAFFR、HVEM(LIGHTR)、SLAMF7、NKp80(KLRF1)、CD160、CD19、IL‑2Rβ、IL‑2Rγ、

IL‑7Ra、ITGA1、VLA1、CD49a、ITGA4、IA4、CD49D、ITGA6、VLA‑6、CD49f、ITGAD、CDlld、ITGAE、

CD103、ITGAL、CDlla、LFA‑1、ITGAM、CDl  lb、ITGAX、CDllc、ITGBl、CD29、ITGB2、CD18、LFA‑1、

ITGB7、TNFR2、DNAMl(CD226)、SLAMF4(CD244、2B4)、CD84、CD96(触觉)、CEACAM1、CRTAM、Ly9

(CD229)、CD160(BY55)、PSGL1、CD100(SEMA4D)、SLAMF6(NTB‑A、Ly108)、SLAM(SLAMF1、

CD150、IPO‑3)、BLAME(SLAMF8)、SELPLG(CD162)、LTBR、PAG/Cbp、NKp44、NKp30、NKp46、NKG2D

和NKG2C或它们的组合。

36.如权利要求1至35中任一项所述的工程化的T细胞，其中所述细胞内结构域包含共

刺激结构域，所述共刺激结构域包含CD27、CD28、4‑1BB、OX40、CD30、CD40、PD‑1、ICOS、淋巴

细胞功能相关抗原‑1(LFA‑1)、CD2、CD7、LIGHT、NKG2C、B7‑H3或特异性地结合CD83的配体或

它们的组合的细胞内结构域的一部分。

37.如权利要求36所述的工程化的T细胞，其中所述细胞内结构域的所述部分来自CD28

和/或4‑1BB。

38.如权利要求1至37中任一项所述的工程化的T细胞，其中所述细胞内结构域包含来

自CD3‑ζ的信号传导结构域。

39.如权利要求1至38中任一项所述的工程化的T细胞，其中所述工程化的T细胞源自同

种异体T细胞、自体T细胞或肿瘤浸润淋巴细胞(TIL)。

40.如权利要求39所述的工程化的T细胞，其中所述工程化的T细胞是CD4+T细胞。

41.如权利要求39所述的工程化的T细胞，其中所述工程化的T细胞是CD8+T细胞。

42.如权利要求1至41中任一项所述的工程化的T细胞，其中所述工程化的T细胞是体外

细胞。

43.如权利要求1至42中任一项所述的工程化的T细胞，其中所述工程化的T细胞是人细

胞。

44.如权利要求1至43中任一项所述的工程化的T细胞，用作癌症治疗中的药物。

45.如权利要求1至44中任一项所述的工程化的T细胞在制造药物中的用途。

46.一种组合物，所述组合物包含权利要求1至44中任一项所述的工程化的T细胞。

47.如权利要求46所述的组合物，所述组合物还包含表达嵌合抗原受体且不表达异源
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嵌合蛋白的工程化的T细胞。

48.如权利要求47所述的组合物，所述组合物还包含表达异源嵌合蛋白且不表达嵌合

抗原受体的工程化的T细胞。

49.如权利要求46所述的组合物，所述组合物还包含表达异源嵌合蛋白且不表达嵌合

抗原受体的工程化的T细胞。

50.如权利要求46至49中任一项所述的组合物，所述组合物还包含不表达异源嵌合蛋

白也不表达嵌合抗原受体的T细胞。

51.一种药物组合物，所述药物组合物包含权利要求46至50中任一项所述的组合物和

药学上可接受的赋形剂。

52.一种用于制造工程化的T细胞的方法，所述方法包括以下步骤：

(i)从受试者获得T细胞或T细胞祖细胞；

(ii)用编码嵌合抗原受体并被设计为整合至所述T细胞或T细胞祖细胞的基因组中的

第一DNA分子转染所述T细胞或T细胞祖细胞；以及

(iii)用编码异源嵌合蛋白并被设计为整合至所述T细胞或T细胞祖细胞的基因组中的

第二DNA分子转染所述T细胞或T细胞祖细胞，其中所述异源嵌合蛋白包含通用结构：

N末端‑(a)‑(b)‑(c)‑C末端，

其中：

(a)是包含第一跨膜蛋白的细胞外结构域的第一结构域，

(b)是连接所述第一结构域和第二结构域的接头结构域，并且

(c)是包含第二跨膜蛋白的细胞外结构域的第二结构域。

53.如权利要求52所述的方法，其中步骤(ii)在步骤(iii)之前。

54.如权利要求52所述的方法，其中步骤(iii)在步骤(ii)之前。

55.如权利要求52所述的方法，其中步骤(ii)和步骤(iii)是同时的。

56.一种用于制造工程化的T细胞的方法，所述方法包括以下步骤：

(i)获得T细胞或T细胞祖细胞，所述T细胞或T细胞祖细胞已用编码嵌合抗原受体并被

设计为整合至所述T细胞或T细胞祖细胞的基因组中的第一DNA分子转染；以及

(ii)用编码异源嵌合蛋白并设计为整合至所述T细胞或T细胞祖细胞的基因组中的第

二DNA分子转染步骤(i)的所述T细胞或T细胞祖细胞，其中所述异源嵌合蛋白包含通用结

构：

N末端‑(a)‑(b)‑(c)‑C末端，

其中：

(a)是包含第一跨膜蛋白的细胞外结构域的第一结构域，

(b)是连接所述第一结构域和第二结构域的接头结构域，并且

(c)是包含第二跨膜蛋白的细胞外结构域的第二结构域。

57.一种用于制造工程化的T细胞的方法，所述方法包括以下步骤：

(i)获得T细胞或T细胞祖细胞，所述T细胞或T细胞祖细胞已用编码异源嵌合蛋白并被

设计为整合至所述T细胞或T细胞祖细胞的基因组中的第一DNA分子转染，其中所述异源嵌

合蛋白包含通用结构：

N末端‑(a)‑(b)‑(c)‑C末端，
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其中：

(a)是包含第一跨膜蛋白的细胞外结构域的第一结构域，

(b)是连接所述第一结构域和第二结构域的接头结构域，并且

(c)是包含第二跨膜蛋白的细胞外结构域的第二结构域；以及

(ii)用编码嵌合抗原受体并被设计为整合至所述T细胞或T细胞祖细胞的基因组中的

第二DNA分子转染步骤(i)的所述T细胞或T细胞祖细胞。

58.如权利要求52至57中任一项所述的方法，其中所述接头结构域包含至少一个能够

形成二硫键的半胱氨酸残基和/或包含铰链‑CH2‑CH3  Fc结构域。

59.如权利要求52至58中任一项所述的方法，其中所述第一跨膜蛋白选自由以下组成

的组：PD‑1、CSF1R、TIM‑3、BTLA、CTLA‑4、LAG‑3、B7‑H3、TMIGD2、TIGIT、CD172a/SIRPα、

BTNL3、BTNL8、BTNL3A1、BTNL3A2和VSIG8。

60.如权利要求52至59中任一项所述的方法，其中所述第二跨膜蛋白选自由以下组成

的组：OX40配体(OX40L)、CD40配体(CD40L)、4‑1BB配体(4‑1BBL)、GITR配体(GITRL)、LIGHT

(CD258)、CD70、CD30配体、TRAIL和TL1A。

61.如权利要求52至60中任一项所述的方法，其中编码所述嵌合抗原受体的所述DNA分

子被设计为在基因组安全港(GSR)处整合至所述T细胞或T细胞祖细胞的基因组中。

62.如权利要求61所述的方法，其中所述GSR是腺相关病毒位点1(AAVS1)；趋化因子(C‑

C基序)受体5(CCR5)基因；或Rosa26基因座/Rosa26基因座的人直向同源物。

63.如权利要求52至60中任一项所述的方法，其中编码所述嵌合抗原受体的所述DNA分

子被设计为在内源性T细胞受体基因座处整合至所述T细胞或T细胞祖细胞的基因组中。

64.如权利要求52至63中任一项所述的方法，其中所述转染包括添加锌指核酸酶、大范

围核酸酶、转录激活因子样效应物(TALE)核酸酶或CRISPR‑Cas9系统的组分以将所述第一

DNA分子和/或所述第二DNA分子整合至所述T细胞或T细胞祖细胞的基因组中。

65.如权利要求52至64中任一项所述的方法，所述方法还包括在选择性地增强表达嵌

合抗原受体的细胞和/或表达异源嵌合蛋白的细胞的增殖的培养基中培养所述转染的T细

胞或T细胞祖细胞的步骤。

66.如权利要求65所述的方法，所述方法还包括分离表达所述嵌合抗原受体和/或所述

异源嵌合蛋白的工程化的T细胞的步骤。

67.一种工程化的T细胞，所述工程化的T细胞通过权利要求66所述的方法分离。

68.一种用于获得工程化的T细胞群体的方法，所述方法包括：

获得权利要求67所述的工程化的T细胞；以及

在增强所述工程化的T细胞的增殖的培养基中培养所述工程化的T细胞，从而获得工程

化的T细胞群体。

69.一种工程化的T细胞群体，所述工程化的T细胞群体通过权利要求68所述的方法获

得。

70.一种药物组合物，所述药物组合物包含权利要求69所述的工程化的T细胞群体和药

学上可接受的赋形剂。

71.一种治疗有需要的受试者的癌症的方法，所述方法包括向所述受试者施用治疗有

效量的权利要求70所述的药物组合物。
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72.如权利要求71所述的方法，其中所述T细胞或T细胞祖细胞从所述受试者获得。

73.一种治疗有需要的受试者的癌症的方法，所述方法包括向所述受试者施用治疗有

效量的权利要求51所述的药物组合物。

74.如权利要求73所述的方法，其中所述药物组合物中的至少一种工程化的T细胞是同

种异体的。

75.如权利要求74所述的方法，其中所述药物组合物中的至少一种工程化的T细胞是自

体的。

76.如权利要求73所述的方法，其中所述药物组合物中的至少一种工程化的T细胞是自

体的。

77.如权利要求71至76中任一项所述的方法，其中所述癌症选自由以下组成的组：结肠

癌、直肠癌、肾细胞癌、肝癌、非小细胞肺癌、小肠癌、食道癌、黑素瘤、骨癌、胰腺癌、皮肤癌、

头颈癌、皮肤或眼内恶性黑素瘤、子宫癌、卵巢癌、直肠癌、肛区癌、胃癌、睾丸癌、子宫癌、输

卵管癌、子宫内膜癌、子宫颈癌、阴道癌、外阴癌、霍奇金病、非霍奇金淋巴瘤、内分泌系统癌

症、甲状腺癌、甲状旁腺癌、肾上腺癌、软组织肉瘤、尿道癌、阴茎癌、儿童实体瘤、膀胱癌、肾

或输尿管癌、肾盂癌、中枢神经系统肿瘤(CNS)、原发性CNS淋巴瘤、肿瘤血管生成、脊轴肿

瘤、脑干胶质瘤、垂体腺瘤、卡波济氏肉瘤、表皮样癌、鳞状细胞癌、T细胞淋巴瘤、环境诱导

的癌症、所述癌症的组合以及所述癌症的转移性病灶或它们的组合。

78.如权利要求71至76中任一项所述的方法，其中所述癌症是选自由以下组成的组的

血液癌症：慢性淋巴细胞性白血病(CLL)、急性白血病、急性淋巴细胞白血病(ALL)、B细胞急

性淋巴细胞白血病(B‑ALL)、T细胞急性淋巴细胞白血病(T‑ALL)、慢性髓细胞性白血病

(CML)、B细胞幼淋巴细胞性白血病、母细胞性浆细胞样树突细胞肿瘤、伯基特氏淋巴瘤、弥

漫性大B细胞淋巴瘤、滤泡性淋巴瘤、毛细胞白血病、小细胞或大细胞滤泡性淋巴瘤、恶性淋

巴组织增生疾患、MALT淋巴瘤、套细胞淋巴瘤、边缘区淋巴瘤、多发性骨髓瘤、骨髓增生异常

和骨髓增生异常综合征、非霍奇金淋巴瘤、霍奇金淋巴瘤、浆母细胞性淋巴瘤、浆细胞样树

突细胞肿瘤、瓦尔登斯特伦巨球蛋白血症和白血病前期或它们的组合。

79.如权利要求71至78中任一项所述的方法，其中所述异源嵌合蛋白的所述第一跨膜

蛋白包含PD‑1，并且所述异源嵌合蛋白的所述第二跨膜蛋白包含OX40L。

80.如权利要求71至78中任一项所述的方法，其中所述异源嵌合蛋白的所述第一跨膜

蛋白包含PD‑1，并且所述异源嵌合蛋白的所述第二跨膜蛋白包含4‑1BBL。

81.如权利要求71至78中任一项所述的方法，其中所述异源嵌合蛋白的所述第一跨膜

蛋白包含CSF1R，并且所述异源嵌合蛋白的所述第二跨膜蛋白包含CD40L。

82.如权利要求71至81中任一项所述的方法，所述方法还包括向所述有需要的受试者

施用包含所述异源嵌合蛋白的药物组合物。

83.如权利要求82所述的方法，其中在向所述受试者施用包含所述工程化的T细胞群体

的所述药物组合物之前，向所述受试者施用包含所述异源嵌合蛋白的所述药物组合物。

84.如权利要求82所述的方法，其中在向所述受试者施用包含所述工程化的T细胞群体

的所述药物组合物之后，向所述受试者施用包含所述异源嵌合蛋白的所述药物组合物。

85.如权利要求82所述的方法，其中在施用包含所述工程化的T细胞群体的所述药物组

合物的同时，向所述受试者施用包含所述异源嵌合蛋白的所述药物组合物。

权　利　要　求　书 6/7 页

7

CN 114585377 A

7



86.如权利要求82至85中任一项所述的方法，其中包含所述异源嵌合蛋白的所述药物

组合物的剂量小于施用至尚未或将不会施用包含所述工程化的T细胞群体的所述药物组合

物的受试者的剂量。

87.如权利要求71至86中任一项所述的方法，所述方法还包括向所述受试者施用治疗

有效量的免疫抑制药物。

88.如权利要求87所述的方法，其中所述免疫抑制药物减轻或预防细胞因子释放综合

征。

89.如权利要求88所述的方法，其中所述免疫抑制药物是针对白细胞介素6受体(IL‑

6R)的抗体。

90.如权利要求89所述的方法，其中所述抗体是托珠单抗。

91.如权利要求87至90中任一项所述的方法，其中所述免疫抑制药物在包含所述工程

化的T细胞群体的所述药物组合物之前施用。

92.如权利要求87至90中任一项所述的方法，其中所述免疫抑制药物在包含所述工程

化的T细胞群体的所述药物组合物之后施用。

93.如权利要求87至90中任一项所述的方法，其中所述免疫抑制药物与包含所述工程

化的T细胞群体的所述药物组合物同时施用。

权　利　要　求　书 7/7 页

8

CN 114585377 A

8



表达嵌合蛋白的T细胞

技术领域

[0001] 本发明尤其涉及可用于治疗癌症的组合物和方法，包括表达嵌合抗原受体和异源

嵌合蛋白的工程化的T细胞。

[0002] 优先权

[0003] 本申请要求2019年6月21日提交的美国申请号62/864,791的权益和优先权，所述

申请特此以引用的方式整体并入。

[0004] 以电子方式提交的文本文件的说明

[0005] 本申请含有序列表。它已经由EFS‑Web以名称为“SHK‑021PC_SequenceListing_

ST25”的ASCII文本文件形式通过电子方式提交。序列表的大小是57,782字节，并且创建于

或约2020年6月17日。所述序列表特此以引用的方式整体并入。

背景技术

[0006] 癌症是涉及细胞生长失调的广泛疾病，其中癌细胞不受控制地分裂和生长。在影

响人类的200多种已知癌症类型中，安全且有效的治疗选择仅可用于一部分癌症类型。基于

工程化的T细胞的免疫疗法(包括CAR‑T细胞)已成功用于几种癌症类型。然而，工程化的T细

胞不能在体内保持持续长时间段的活性和/或工程化的T细胞的抗癌活性相对较低。对于具

有改善的抗癌活性的组合物和方法仍然存在未满足的需求。

发明内容

[0007] 在各个方面，本发明提供了可用于癌症免疫疗法的组合物和方法。例如，本发明部

分地涉及一种表达嵌合抗原受体并表达异源嵌合蛋白的工程化的T细胞。嵌合抗原受体和

异源嵌合蛋白各自能够在癌细胞与工程化的T细胞之间形成突触，从而允许改善的抗癌靶

向和功能。本发明的组合物和方法克服癌症领域的各种不足。

[0008] 本发明的一个方面是一种表达嵌合抗原受体和异源嵌合蛋白的工程化的T细胞。

嵌合抗原受体包含抗原结合结构域、跨膜结构域和细胞内结构域，所述细胞内结构域包含

共刺激结构域和/或信号传导结构域。异源嵌合蛋白包含通用结构：N末端‑(a)‑(b)‑(c)‑C

末端，其中(a)是包含第一跨膜蛋白的细胞外结构域的第一结构域，(b)是连接第一结构域

和第二结构域的接头结构域，并且(c)是包含第二跨膜蛋白的细胞外结构域的第二结构域。

[0009] 本发明的一个方面是一种表达异源嵌合蛋白的工程化的T细胞，其中异源嵌合蛋

白包含通用结构：N末端‑(a)‑(b)‑(c)‑C末端，其中(a)是包含第一跨膜蛋白的细胞外结构

域的第一结构域，(b)是连接第一结构域和第二结构域的接头结构域，并且(c)是包含第二

跨膜蛋白的细胞外结构域的第二结构域。

[0010] 在一个方面，本发明提供了一种用于制造工程化的T细胞的方法。方法包括以下步

骤：(i)从受试者获得T细胞或T细胞祖细胞；(ii)用编码嵌合抗原受体并被设计为整合至T

细胞或T细胞祖细胞的基因组中的第一DNA分子转染T细胞或T细胞祖细胞；(iii)用编码异

源嵌合蛋白并被设计为整合至T细胞或T细胞祖细胞的基因组中的第二DNA分子转染T细胞
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或T细胞祖细胞。这方面的异源嵌合蛋白包含通用结构：N末端‑(a)‑(b)‑(c)‑C末端，其中

(a)是包含第一跨膜蛋白的细胞外结构域的第一结构域，(c)是连接第一结构域和第二结构

域的接头结构域，并且(b)是包含第二跨膜蛋白的细胞外结构域的第二结构域。在实施方案

中，步骤(ii)在步骤(iii)之前。在实施方案中，步骤(iii)在步骤(ii)之前。在实施方案中，

步骤(ii)和步骤(iii)是同时的。

[0011] 在另一个方面，本发明提供了用于制造工程化的T细胞的另一种方法。方法包括以

下步骤：(i)获得T细胞或T细胞祖细胞，所述T细胞或T细胞祖细胞已用编码嵌合抗原受体并

被设计为整合至T细胞或T细胞祖细胞的基因组中的第一DNA分子转染；以及(ii)用编码异

源嵌合蛋白并设计为整合至T细胞或T细胞祖细胞的基因组中的第二DNA分子转染步骤(i)

的T细胞或T细胞祖细胞。在这方面，异源嵌合蛋白包含通用结构：N末端‑(a)‑(b)‑(c)‑C末

端，其中(a)是包含第一跨膜蛋白的细胞外结构域的第一结构域，(b)是连接第一结构域和

第二结构域的接头结构域，并且(c)是包含第二跨膜蛋白的细胞外结构域的第二结构域。

[0012] 在另一个方面，本发明提供了用于制造工程化的T细胞的另一种方法。方法包括以

下步骤：(i)获得T细胞或T细胞祖细胞，所述T细胞或T细胞祖细胞已用编码异源嵌合蛋白并

被设计为整合至T细胞或T细胞祖细胞的基因组中的第一DNA分子转染；以及(ii)用编码嵌

合抗原受体并设计为整合至T细胞或T细胞祖细胞的基因组中的第二DNA分子转染步骤(i)

的T细胞或T细胞祖细胞。在这方面，异源嵌合蛋白包含通用结构：N末端‑(a)‑(b)‑(c)‑C末

端，其中(a)是包含第一跨膜蛋白的细胞外结构域的第一结构域，(b)是连接第一结构域和

第二结构域的接头结构域，并且(c)是包含第二跨膜蛋白的细胞外结构域的第二结构域。

[0013] 在另一个方面，本发明提供了用于制造工程化的T细胞的另一种方法。方法包括以

下步骤：(i)获得T细胞或T细胞祖细胞，以及(ii)用编码嵌合抗原受体并被设为整合至T细

胞或T细胞祖细胞的基因组中的DNA分子转染步骤(i)的T细胞或T细胞祖细胞。在这方面，异

源嵌合蛋白包含通用结构：N末端‑(a)‑(b)‑(c)‑C末端，其中(a)是包含第一跨膜蛋白的细

胞外结构域的第一结构域，(b)是连接第一结构域和第二结构域的接头结构域，并且(c)是

包含第二跨膜蛋白的细胞外结构域的第二结构域。

[0014] 在另一个方面，本发明提供了一种分析工程化的T细胞的方法。方法包括以下步

骤：(A)制造工程化的T细胞，(B)培养工程化的T细胞，(C)分离工程化的T细胞的培养上清

液，任选地富集或部分纯化培养上清液，(D)使工程化的T细胞的培养上清液与第二细胞接

触，以及(E)分析第二细胞对细胞因子或趋化因子的表达。在实施方案中，工程化的T细胞根

据本文公开的实施方案中的任一个制造。在实施方案中，第二细胞表达选自2B4、4‑1BB、

ACVR1b、ACVR2A、ACVR2B、AXL、B7‑H3、BCMA、BTLA、BTNL3、BTNL8、BTNL3A1、BTNL3A2、CD2、

CD27、CD30、CD31、CD31、CD40、CD48(SLAMF2)、CD58(LFA3)、CD137、CD160、CD200、CD226

(PTAUDNAMI)、CD244、CD247、CSF1R(CD115)、CTLA‑4、DcR3、Fas、FGFR3、Fn14、GITR、HVEM、

ICOS、ICOSL、KIR2DL1、KIR2DL2、KIR2DL3、KIR3DL1、KIRDL2、LAG‑3、LAP、LAYN、LTbR、NKG2A、

NKp46(NCR1)、NKp80(KLRF1)、NTB‑A、OX40、PD‑1、PD‑L1、PD‑L2、PVR、RANK、SIGLEC7、

SIGLEC9、SIRPα(CD172a)、SLAMF6、TACI、TGFBR2、TIGIT、TIM‑3、TMIGD2、TNFR1、TNFR2、

TNFRSF25、TNFRSF4、TRAIL‑R、VISTA或VSIG8的跨膜蛋白的受体。在实施方案中，细胞因子选

自IFNγ、TNFα、IL‑2、IL‑4、IL‑5、IL‑6、IL‑7、IL‑9、IL‑10、IL‑12、IL‑13、IL‑15、IL‑21、IL‑

17A、IL‑17F、IL‑22、CXCL8、IL‑1α/IL‑1F1、IL‑1β/IL‑1F2、LAP(TGF‑β1)、淋巴毒素‑α/TNF‑
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β、TGF‑β、TNF‑α、TRANCE/TNFSF11/RANK  L或其任何两者或更多者的组合。在实施方案中，通

过mRNA的检测和/或定量来分析表达。在实施方案中，通过蛋白质的检测和/或定量来分析

表达。

[0015] 在另一个方面，本发明提供了一种分析工程化的T细胞的方法。方法包括以下步

骤：(A)制造工程化的T细胞，(B)将工程化的T细胞与第二细胞共培养，以及(C)分析第二细

胞对细胞因子的表达。在实施方案中，工程化的T细胞根据本文公开的实施方案中的任一个

制造。在实施方案中，第二细胞表达选自2B4、4‑1BB、ACVR1b、AC  VR2A、ACVR2B、AXL、B7‑H3、

BCMA、BTLA、BTNL3、BTNL8、BTNL3A1、BTNL3A2、CD2、CD27、CD30、CD31、CD31、CD40、CD48

(SLAMF2)、CD58(LFA3)、CD137、CD160、CD200、CD226(PTAUDNAMI)、CD244、CD247、CSF1R

(CD115)、CTLA‑4、Dc  R3、Fas、FGFR3、Fn14、GITR、HVEM、ICOS、ICOSL、KIR2DL1、KIR2DL2、

KIR2DL3、KIR3DL1、KIRDL2、LAG‑3、LAP、LA  YN、LTbR、NKG2A、NKp46(NCR1)、NKp80(KLRF1)、

NTB‑A、OX40、PD‑1、PD‑L1、PD‑L2、PVR、RANK、SIGLEC7、SIGLEC9、SIRPα(CD172a)、SLAMF6、

TACI、TGFBR2、TIGIT、TIM‑3、TMI  GD2、TNFR1、TNFR2、TNFRSF25、TNFRSF4、TRAIL‑R、VISTA或

VSIG8的跨膜蛋白的受体。在实施方案中，细胞因子选自IFNγ、TNFα、IL‑2、IL‑4、IL‑5、IL‑

6、IL‑7、IL‑9、IL‑10、IL‑12、IL‑13、IL‑15、IL‑21、IL‑17A、IL‑17F、IL‑22、CXCL8、IL‑1α/IL‑

1F1、IL‑1β/IL‑1F2、LAP(TGF‑β1)、淋巴毒素‑α/TNF‑β、TGF‑β、TNF‑α、TRANCE/TNFSF11/RANK 

L或其任何两者或更多者的组合。在实施方案中，通过mRNA的检测和/或定量来分析表达。在

实施方案中，通过蛋白质的检测和/或定量来分析表达。

[0016] 本发明的一个方面是一种用于获得工程化的T细胞群体的方法。方法包括获得通

过本文公开的方法制造的工程化的T细胞并在增强工程化的T细胞的增殖的培养基中培养

工程化的T细胞，从而获得工程化的T细胞群体。

[0017] 本发明的其他方面包括一种包含本文公开的工程化的T细胞的组合物，以及一种

包含组合物和药学上可接受的赋形剂的药物组合物。

[0018] 另一个方面是一种本文公开的工程化的T细胞，工程化的T细胞用作治疗癌症的药

物。

[0019] 另一个方面是本文公开的工程化的T细胞在制造药物中的用途。

[0020] 在另一个方面，本发明提供了一种通过本文公开的方法获得的工程化的T细胞群

体。

[0021] 另一个方面是一种包含本文公开的工程化的T细胞群体和药学上可接受的赋形剂

的药物组合物。

[0022] 在另一个方面，本发明提供了一种用于治疗有需要的受试者的癌症的方法。方法

包括向受试者施用治疗有效量的本文公开的药物组合物。

[0023] 本文公开的任何方面或实施方案可与本文公开的任何其他方面或实施方案组合。

附图说明

[0024] 图1示出表达嵌合抗原受体和异源嵌合蛋白的工程化的T细胞及其与癌细胞的相

互作用的非限制性示意图。

[0025] 图2A至图2D示出I型跨膜蛋白(图2A和图2B，左侧蛋白)和II型跨膜蛋白(图2A和图

2B，右侧蛋白)的示意图。可对I型跨膜蛋白和II型跨膜蛋白进行工程化，以使得它们的跨膜
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结构域和细胞内结构域被省略，并且所述跨膜蛋白的细胞外结构域使用接头结构域连接在

一起，以生成单一嵌合蛋白。如图2C和图2D所示，将I型跨膜蛋白的细胞外结构域与II型跨

膜蛋白的细胞外结构域组合成单一异源嵌合蛋白。

[0026] 图3示出证明从稳定转染的Jurkat  T细胞表达和分泌PD‑1‑Fc‑OX40L异源嵌合蛋

白的ELISA测定。

[0027] 图4示出证明从稳定转染的Jurkat  T细胞表达和分泌CSF1R‑Fc‑CD40L异源嵌合蛋

白的ELISA测定。

[0028] 图5A至图5C证明由Jurkat细胞分泌的人PD‑1‑Fc‑4‑1BBL(图5A)、PD‑1‑Fc‑OX40L

(图5B)和CSF1R‑Fc‑CD40L(图5C)异源嵌合蛋白的I型细胞外结构域和II型ECD的存在。对

Jurkat亲本细胞、分泌hPD‑1‑Fc‑4‑1BBL嵌合蛋白的Jurkat细胞(Jurkat/hPD‑1‑Fc‑4‑1BB 

L细胞)、分泌hPD‑1‑Fc‑OX40L嵌合蛋白的Jurkat细胞(Jurkat/hPD‑1‑Fc‑OX40L细胞)或分

泌hCSF1R‑Fc‑CD40L嵌合蛋白的Jurkat细胞(Jurkat/hCSF1R‑Fc‑CD40L细胞)进行培养。“纯

培养上清液”是如实施例2中所述制备的浓缩且脱盐的培养上清液。虚线显示MSD信号的背

景水平。对于图5A，人PD‑1‑Fc‑4‑1BBL蛋白用作阳性对照。将抗人PD‑1抗体包被在板上。将

所指示量的hPD‑1‑Fc‑4‑1BBL蛋白或所指示稀释度的Jurkat亲本细胞或Jurkat/hPD‑1‑Fc‑

4‑1BBL细胞的纯培养上清液添加至板中。对板进行孵育以允许板结合的抗人PD‑1抗体捕获

任何蛋白质。使用抗人4‑1BBL抗体，使用MESO  SCALE  DIS  COVERY(MSD)平台检测抗人PD‑1

抗体结合的嵌合蛋白。对于图5B，人PD‑1‑Fc‑OX40L蛋白用作阳性对照。将抗人PD‑1抗体包

被在板上。将所指示量的hPD‑1‑Fc‑OX40L蛋白或所指示稀释度的Jurkat亲本细胞或

Jurkat/hPD‑1‑Fc‑OX40L细胞的纯培养上清液添加至板中。对板进行孵育以允许板结合的

抗人PD‑1抗体捕获任何蛋白质。使用抗人OX40L抗体，使用MSD平台检测抗人PD‑1抗体结合

的嵌合蛋白。对于图5C，人CSF1R‑Fc‑CD40L蛋白用作阳性对照。将抗人CSF1R抗体包被在板

上。添加所指示量的hCSF1R‑Fc‑CD40L蛋白或所指示稀释度的Jurkat亲本细胞或Jurkat/

Jurkat/hCSF1R‑Fc‑CD40L细胞的纯培养上清液。对板进行孵育以允许板结合的抗人CSF1R

抗体捕获任何蛋白质。使用抗人CD40L抗体，使用MSD平台检测抗人CSF1R抗体结合的嵌合蛋

白。

[0029] 图6A至图6C示出与CHO‑K1亲本细胞相比，分别用抗CD40、抗PD‑L1和抗OX40抗体染

色的被工程化为过表达人CD40(CHO‑K1/hCD40细胞)、PD‑L1(CHO‑K1/hPD‑L1细胞)或OX40

(CHO‑K1/hOX40细胞)的CHO‑K1细胞的流式细胞术谱图。图6A示出与CHO‑K1亲本细胞相比，

人CD40在CHO‑K1/hCD40细胞中的过表达。图6B示出与CHO‑K1亲本细胞相比，人PD‑L1在CHO‑

K1/hPD‑L1细胞中的过表达。图6C示出与CHO‑K1亲本细胞相比，人OX40在CHO‑K1/hOX40细胞

中的过表达。

[0030] 图7A和图7B示出如通过流式细胞术测定的人4‑1BB(图7A)和OX40(图7B)受体在过

表达人4‑1BB的HT1080/细胞(HT1080/h4‑1BB细胞)上的表达。

[0031] 图8A和图8B示出如通过流式细胞术测定的由Jurkat/hPD‑1‑Fc‑4‑1BBL细胞产生

的hPD‑1‑Fc‑4‑1BBL嵌合蛋白中存在的人PD‑1和4‑1BBL的ECD与表达4‑1BB或PD‑L1的细胞

的结合的定量。虚线显示背景信号。图8A示出Jurkat亲本细胞(黑色条形)或Jurkat/hPD‑1‑

Fc‑4‑1BBL细胞(灰色条形)的纯培养上清液中的嵌合蛋白与过表达人4‑1BB的HT1080细胞

(HT1080/h4‑1BB细胞)的结合。图8B示出Jurk  at亲本细胞(黑色条形)或Jurkat/hPD‑1‑Fc‑
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4‑1BBL(灰色条形)的纯培养上清液中的嵌合蛋白与过表达人PD‑L1的CHO‑K1细胞的结合。

[0032] 图9A和图9B示出如通过流式细胞术测定的由Jurkat/hPD‑1‑Fc‑OX40L细胞产生的

hPD‑1‑Fc‑OX40L嵌合蛋白中存在的人PD‑1和OX40L的ECD与表达OX40或PD‑L1的细胞的结合

的定量。虚线显示背景信号。图9A示出Jurkat亲本细胞(黑色条形)或Jurkat/hPD‑1‑Fc‑

OX40L细胞(灰色条形)的纯培养上清液中的嵌合蛋白与CHO‑K1/hPD‑L1细胞的结合。图9B示

出Jurkat亲本细胞(黑色条形)或Jurkat/hPD‑1‑Fc‑OX40L(灰色条形)的纯培养上清液中的

嵌合蛋白与过表达人OX40的CHO‑K1细胞的结合。

[0033] 图10A和图10B示出由Jurkat/hPD‑1‑Fc‑OX40L细胞产生的hP  D‑1‑Fc‑OX40L嵌合

蛋白中存在的人CSF1R和CD40L的ECD与其相应配体的结合的定量。虚线显示背景信号。图

10A示出如通过流式细胞术测量的Jurkat亲本细胞(黑色条形)或Jurkat/hCSF1R‑Fc‑CD40L

细胞(灰色条形)的纯培养上清液中的嵌合蛋白与CHO‑K1/hCD40细胞的结合的定量。图10B

示出如使用MSD平台检测到的Jurkat亲本细胞(黑色条形)或Jurkat/hCSF1R‑Fc‑CD40L细胞

的纯培养上清液中的hCSF1R‑Fc‑CD40L嵌合蛋白与人CSF1蛋白的结合。将人重组CS  F1包被

的MSD板与递增量的Jurkat亲本或Jurkat/hCSF1R‑Fc‑CD40L细胞的培养上清液一起孵育，

如实施例2中所论述。使用抗人CD40L‑生物素、然后使用MSD链霉亲和素试剂检测结合。

[0034] 图11A至图11C示出由Jurkat/hPD‑1‑Fc‑4‑1BBL细胞产生的嵌合hPD‑1‑Fc‑4‑1BBL

蛋白对细胞因子基因的诱导。培养了250,000个HT1080/h4‑1BB细胞。将所指示量的Jurkat

亲本细胞或Jurkat/hPD‑1‑Fc‑4‑1BBL细胞的纯培养上清液添加至HT1080/h4‑1BB细胞培养

物中。3小时后，从HT1080/h4‑1BB细胞分离RNA，合成cDNA，并通过qRT‑PCR评估ACTB(图

11A)、CXCL8(图11B)和CCL2(图11C)的基因表达。根据Δ‑ΔCT方法，GAPDH用于归一化基因

表达和倍数诱导。虚线显示来自用Jurkat亲本细胞的纯培养上清液处理的HT1080/h4‑1BB

细胞的背景信号。

[0035] 图12示出由Jurkat/hPD‑1‑Fc‑4‑1BBL细胞产生的嵌合hPD‑1‑Fc‑4‑1BBL蛋白对

IL‑8的诱导。培养了250,000个HT1080/h4‑1BB细胞。将Jurkat亲本细胞或Jurkat/hPD‑1‑

Fc‑4‑1BBL细胞的纯培养上清液添加至25％的HT1080/h4‑1BB细胞培养物中。3小时后，从

HT1080/h4‑1BB细胞培养物中除去培养基并通过ELISA评估IL‑8。虚线显示来自用Jurkat亲

本细胞的纯培养上清液处理的HT1080/h4‑1BB细胞的背景信号。

[0036] 图13A和图13B示出由Jurkat/hPD‑1‑Fc‑OX40L细胞产生的嵌合hPD‑1‑Fc‑OX40L蛋

白对CCL2表达的诱导。培养了250,000个HT1080/h4‑1BB细胞。将所指示量的Jurkat亲本细

胞或Jurkat/hPD‑1‑Fc‑OX40L细胞的纯培养上清液添加至HT1080/h4‑1BB细胞培养物中。3

小时后，从HT1080/h4‑1BB细胞分离RNA，合成cDNA，并通过qR  T‑PCR评估ACTB(管家控制基

因；图13A)和CCL2(图13B)的基因表达。根据Δ‑ΔCT方法，GAPDH用于归一化基因表达和倍

数诱导。虚线显示来自用Jurkat亲本细胞的纯培养上清液处理的HT1080/h4‑1BB细胞的背

景信号。

[0037] 图14A和图14B示出Jurkat/hCSF1R‑Fc‑CD40L细胞对PATHH  UNTER  U2OS‑NIK/NFκB

报告细胞(DISCOVERX)中信号传导的诱导。虚线显示背景信号。图14A证明PATHHUNTER 

U2OS‑NIK/NFκB报告细胞表达人CD40(hCD40)。将PATHHUNTER  U2OS‑NIK/NFκB报告细胞使用

APC缀合的同种型抗体或抗人CD40‑APC抗体染色，并通过流式细胞术进行分析。图14B示出

Jurkat/hCSF1R‑Fc‑CD40L细胞对PATHHUNTER  U2OS‑NIK/NFκB报告细胞中NFκB信号传导的
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诱导。将所指示数量的Jurkat亲本细胞或Jurkat/hCSF1R‑Fc‑CD40L细胞与PATHHUNTER 

U2OS‑NIK/NFκB报告细胞共培养。15μg/mL纯化的CSF1R‑Fc‑CD40L嵌合蛋白的3倍连续稀释

液用作阳性对照。培养6小时后，添加DISCOVERX发光试剂，并使用PRO  MEGA  GLOMAX仪器测

定生物发光。

[0038] 图15示出当与表达4‑1BB的细胞共培养时Jurkat/hPD1‑Fc‑4‑1BBL细胞对IL‑8分

泌的诱导。将250,000个HT1080/4‑1BB细胞培养过夜。第二天，将Jurkat亲本细胞或Jurkat/

hPD1‑Fc‑4‑1BBL细胞以所指示比率添加至HT1080/4‑1BB细胞中。共培养6小时后，除去上清

液并通过ELISA评估IL‑8。虚线显示来自未处理的HT1080/h4‑1BB细胞的背景信号。

具体实施方式

[0039] 本发明部分地基于表达嵌合抗原受体并表达异源嵌合蛋白的工程化的T细胞的产

生。

[0040] 本发明及其优点在图1中示出。示出表达嵌合抗原受体并表达异源嵌合蛋白的工

程化的T细胞。至少包含抗原结合结构域、跨膜结构域和细胞内结构域的嵌合抗原受体是其

中其抗原结合结构域位于细胞外空间中的跨膜蛋白。在所述细胞外空间中，所述抗原结合

结构域能够结合至癌细胞表面上呈递的抗原。当抗原结合结构域与癌细胞结合时，在工程

化的T细胞与癌细胞之间形成稳定的突触；这种稳定的突触有利于工程化的T细胞的抗癌作

用/肿瘤减少(当抗原结合信号通过嵌合抗原受体的细胞内结构域传输至细胞时，所述工程

化的T细胞变得激活)。如图1所示，一些癌细胞通过嵌合抗原受体与工程化的T细胞结合，并

且一些癌细胞通过异源嵌合蛋白另外/可替代地与工程化的T细胞结合。至少包含第一结构

域(包含结合癌细胞上的配体/受体的第一跨膜蛋白的一部分)、接头结构域和第二结构域

(包含结合T细胞上的配体/受体的第二跨膜蛋白的一部分)的异源嵌合蛋白由工程化的T细

胞表达和分泌。当第一结构域与癌细胞结合时，并且当第二结构域与工程化的T细胞结合

时，在所述工程化的T细胞与所述癌细胞之间也形成稳定的突触；这种稳定的突触也有利于

所述工程化的T细胞的抗癌作用/肿瘤减少(其响应于所述第二结构域与所述工程化的T细

胞的结合被激活)并阻断抑制信号(其通过由癌细胞呈递的第一跨膜蛋白的配体/受体传

递)。如所示，可形成仅包含嵌合抗原受体的稳定突触；可形成仅包含异源嵌合蛋白的稳定

突触；或者可与嵌合抗原受体和异源嵌合蛋白两者形成协同稳定的突触。由于嵌合抗原受

体和异源嵌合蛋白各自能够在癌细胞与工程化的T细胞之间形成突触，这允许抗癌靶向和

功能的改进。因此，本发明的工程化的T细胞、包含所述工程化的T细胞的组合物和使用这些

的治疗方法提供优异的癌细胞杀伤和肿瘤减少并克服癌症治疗剂领域中的各种缺陷。

[0041] 嵌合抗原受体(CAR)

[0042] 本发明尤其提供了一种表达嵌合抗原受体(CAR)和异源嵌合蛋白的工程化的T细

胞。嵌合抗原受体包含抗原结合结构域、跨膜结构域和细胞内结构域，所述细胞内结构域包

含共刺激结构域和/或信号传导结构域。

[0043] 嵌合抗原受体(CAR，也称为嵌合免疫受体、嵌合T细胞受体或人工T细胞受体)是受

体蛋白，所述受体蛋白已被工程化以赋予T细胞靶向特定蛋白质的新能力。这些受体是嵌合

的，因为它们将抗原结合和T细胞激活功能组合到单一受体中。

[0044] 存在几代嵌合抗原受体。例如，“第一代”嵌合抗原受体通常包含与跨膜结构域融
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合的细胞外抗原结合结构域(例如，单链可变片段(scFv))，所述跨膜结构域与T细胞受体

(TCR)链的细胞质/细胞内信号传导结构域融合。“第一代”嵌合抗原受体通常具有来自CD3

ζ‑链的细胞内信号传导结构域，其是来自内源性TCR的信号的主要传递者。“第一代”嵌合抗

原受体可提供从头抗原识别，并通过单个融合分子中的其CD3ζ‑链信号传导结构域引起CD4

+和CD8+T细胞两者的激活，独立于HLA介导的抗原呈递，如天然TCR所要求的。“第二代”嵌合

抗原受体将来自各种共刺激分子(例如CD28、4‑1BB、ICOS和OX40)的细胞内信号传导结构域

添加至嵌合抗原受体的胞质尾区，以向T细胞提供额外的信号。“第二代”嵌合抗原受体包含

共刺激(例如，CD28或4‑1BB)和激活(CD3ζ)结构域两者。临床前研究表明，“第二代”嵌合抗

原受体可提高T细胞的抗癌活性。例如，“第二代”嵌合抗原受体‑工程化的T细胞的强大功效

已用于靶向慢性成淋巴细胞性白血病(CLL)和急性成淋巴细胞性白血病(ALL)患者的CD19

分子的临床试验中。“第三代”嵌合抗原受体包含多个共刺激(例如，CD28和4‑1BB)和激活

(CD3ζ)结构域。“第四代”嵌合抗原受体包含由嵌合抗原受体‑工程化的T细胞共同表达的促

炎性细胞因子或共刺激配体。本文公开的嵌合抗原受体可包括如上所述的任一代嵌合抗原

受体。

[0045] 在实施方案中，提供了工程化的T细胞，所述工程化的T细胞包含第一DNA区段，所

述第一DNA区段编码包含通过柔性接头与特定抗体的VH连接的VL的抗原结合结构域，例如

单链Fv结构域(scFv)；和第二DNA区段，所述第二DNA区段部分或完全编码内源性蛋白的跨

膜结构域和细胞质结构域，其中所述内源性蛋白在淋巴细胞的表面上表达并触发所述淋巴

细胞的激活和/或增殖；以及第三DNA片段，所述第三DNA片段编码本文所述的任何异源嵌合

蛋白。在实施方案中，在转染至淋巴细胞后，淋巴细胞在转染的淋巴细胞表面上以一个单一

连续链的形式表达scFv结构域和内源性蛋白的结构域。在实施方案中，当表达的scFv结构

域与其抗原结合时，转染的淋巴细胞被触发以激活和/或增殖并具有MHC非限制性抗体类型

特异性。在实施方案中，内源性蛋白是淋巴细胞受体链、TCR/CD3复合物的多肽、或Fc或IL‑2

受体的亚基。

[0046] 在实施方案中，对工程化的T细胞进行工程化以允许同种异体用途(例如在本文所

述的治疗方法中)。在实施方案中，对工程化的T细胞进行修饰以在功能上损害或减少内源

性T细胞受体(TCR)的表达，和/或修饰以表达任选地包含嵌合受体的至少一种功能性外源

性非TCR，所述嵌合受体包含连接至CD3ζ信号传导结构域的NKG2D配体结合结构域。在实施

方案中，工程化的T细胞适合用于人类疗法中，例如与从未修饰或仅修饰以表达至少一种功

能性外源性非TCR的相同人供体分离的原代人T细胞引发的GVHD反应相比，工程化的T细胞

在组织不相容的人受体中不引发GVHD反应或引发减少的GVHD反应。

[0047] 嵌合抗原受体的抗原结合结构域

[0048] 本文公开的嵌合抗原受体包含能够结合由癌细胞表达的抗原的抗原结合结构域。

[0049] 在实施方案中，可用于本发明中的嵌合抗原受体的抗原结合结构域特异性地结合

至癌细胞特异性抗原，例如人癌细胞特异性抗原。

[0050] 在实施方案中，抗原结合结构域是抗体、抗体片段、scFv、Fv、Fab、(Fab')2、单结构

域抗体(SDAB)、VH或VL结构域或骆驼科动物VHH结构域，例如人scFv、人Fv、人Fab、人(Fab')

2、人单结构域抗体(SDAB)或人VH或VL结构域或人源化scFv、人源化Fv、人源化Fab、人源化

(Fab')2、人源化单结构域抗体(SDAB)或人源化VH或VL结构域。
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[0051] 在实施方案中，由癌细胞表达(并由抗原结合结构域识别)的抗原选自由以下组成

的组：B细胞成熟抗原(BCMA)、CD10、CD19、CD20、CD22、CD30、CD33、CD34、CD38、CD56、CD80/

86、CD117、CD123、CD123、CD133、CD138、癌胚抗原(CEA)、CS1/CD319/SLAMF7、双唾液酸神经

节苷脂(GD2)、EphA2、表皮生长因子受体(EGFR)、上皮细胞粘附分子(EpCAM)、磷脂酰肌醇蛋

白聚糖‑3(GPC3)、HER2、整联蛋白β7、Lewis‑Y、间皮素、MUC1、PD‑L1和前列腺干细胞抗原

(PSCA)。

[0052] 任选地，嵌合抗原受体在抗原结合结构域与工程化的T细胞外膜之间包含间隔区。

理想的间隔区增强抗原结合结构域相对于受体的剩余部分的柔性，从而减少受体与其靶抗

原之间的空间限制。这种柔性促进工程化的T细胞与癌细胞之间的抗原结合和突触形成。间

隔区可包含来自IgG或来自CD8的铰链结构域。

[0053] 抗原结合结构域对癌细胞抗原的结合是在工程化的T细胞与癌细胞之间形成稳定

突触的第一步骤。

[0054] 嵌合抗原受体的跨膜结构域

[0055] 在实施方案中，可用于本发明中的嵌合抗原受体的跨膜结构域包含选自由以下组

成的组的蛋白质的跨膜结构域：T细胞受体的α链、T细胞受体的β链或T细胞受体的ζ链、

CD28、CD3ε、CD45、CD4、CD5、CD8、CD9、CD16、CD22、CD33、CD37、CD64、CD80、CD86、CD134、

CD137、CD154、KIRDS2、OX40、CD2、CD27、LFA‑1(CDl  la、CD18)、ICOS(CD278)、4‑1BB(CD137)、

GITR、CD40、BAFFR、HVEM(LIGHTR)、SLAMF7、NKp80(KLRF1)、CD160、CD19、IL‑2Rβ、IL‑2Rγ、

IL‑7R  a、ITGA1、VLA1、CD49a、ITGA4、IA4、CD49D、ITGA6、VLA‑6、CD49f、ITGAD、CDlld、ITGAE、

CD103、ITGAL、CDlla、LFA‑1、ITGAM、CDl  lb、ITGAX、CDllc、ITGBl、CD29、ITGB2、CD18、LFA‑1、

ITGB7、TNFR2、DNAMl(CD226)、SLAMF4(CD244、2B4)、CD84、CD96(触觉)、CEACAM1、CRTAM、Ly9

(CD229)、CD160(BY55)、PSGL1、CD100(SEMA4D)、SLAMF6(NTB‑A、Ly108)、SLAM(SLAMF1、

CD150、IPO‑3)、BLAME(SLAMF8)、SELPLG(CD162)、LTBR、PAG/Cbp、NKp44、NKp30、NKp46、NKG2D

和NKG2C或它们的组合。

[0056] 在实施方案中，可用于本发明中的嵌合抗原受体的跨膜结构域包含跨越膜的至少

一部分的疏水性α螺旋。跨膜结构域对于受体整体的稳定性而言是必不可少的。不同的跨膜

结构域导致不同的受体稳定性。已知CD28跨膜结构域产生高度表达的稳定受体。

[0057] 在工程化的T细胞与癌细胞之间形成稳定的突触后，附近的嵌合抗原受体簇集。

[0058] 嵌合抗原受体的细胞内结构域

[0059] 在实施方案中，可用于本发明中的嵌合抗原受体的细胞内结构域包含共刺激结构

域，所述共刺激结构域包含CD27、CD28、4‑1BB、OX40、CD30、CD40、PD‑1、ICOS、淋巴细胞功能

相关抗原‑1(LFA‑1)、CD2、CD7、LIGHT、NKG2C、B7‑H3或特异性地结合CD83的配体的细胞内结

构域的一部分，或它们的组合。

[0060] 在实施方案中，可用于本发明中的嵌合抗原受体的细胞内结构域包含来自CD28、

OX40和/或4‑1BB的共刺激结构域。

[0061] 在实施方案中，可用于本发明中的嵌合抗原受体的细胞内结构域包含信号传导结

构域，所述信号传导结构域包含CD3‑ζ的细胞质结构域的一部分。正常T细胞受体激活依赖

于CD3‑ζ的细胞质域中存在的基于免疫受体酪氨酸的激活基序(ITAM)的磷酸化。为了模拟

这个过程，一旦抗原被嵌合抗原受体的抗原结合结构域结合，包含的CD3‑ζ的信号传导结构
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域就能够将激活信号传递至工程化的T细胞。

[0062] 在实施方案中，可用于本发明中的嵌合抗原受体的细胞内结构域包含来自CD3‑ζ

的信号传导结构域。

[0063] 在实施方案中，可用于本发明中的嵌合抗原受体的细胞内结构域包含共刺激结构

域和信号传导结构域两者。

[0064] 在工程化的T细胞与癌细胞之间形成稳定的突触并且附近的嵌合抗原受体簇集

后，信号通过其细胞内结构域传递至细胞。

[0065] 本发明的一个方面是一种表达异源嵌合蛋白的工程化的T细胞，其中所述异源嵌

合蛋白包含通用结构：N末端‑(a)‑(b)‑(c)‑C末端，其中(a)是包含第一跨膜蛋白的细胞外

结构域的第一结构域，(b)是连接第一结构域和第二结构域的接头结构域，并且(c)是包含

第二跨膜蛋白的细胞外结构域的第二结构域。在实施方案中，T细胞是T细胞祖细胞。在实施

方案中，T细胞或T细胞祖细胞获自患者。在实施方案中，T细胞或T细胞祖细胞对癌抗原具有

特异性。

[0066] 异源嵌合蛋白

[0067] 本发明的一个方面是一种表达嵌合抗原受体和异源嵌合蛋白的工程化的T细胞。

异源嵌合蛋白包含通用结构：N末端‑(a)‑(b)‑(c)‑C末端，其中(a)是包含第一跨膜蛋白的

细胞外结构域的第一结构域，(b)是连接第一结构域和第二结构域的接头结构域，并且(c)

是包含第二跨膜蛋白的细胞外结构域的第二结构域。

[0068] 在实施方案中，第一结构域基本上包含第一跨膜蛋白的整个细胞外结构域，和/或

第二结构域基本上包含第二跨膜蛋白的整个细胞外结构域。

[0069] 在实施方案中，第一结构域能够结合第一跨膜蛋白的配体/受体，并且第二结构域

能够结合第二跨膜蛋白的配体/受体。

[0070] 在实施方案中，第一结构域在与其配体/受体结合时能够抑制免疫抑制信号，和/

或第二结构域在与其配体/受体结合时能够激活免疫刺激信号。

[0071] 在实施方案中，第一跨膜蛋白的配体/受体由癌细胞表达，和/或第二跨膜蛋白的

配体/受体由工程化的T细胞和/或天然T细胞表达。

[0072] 与本发明相关的单程跨膜蛋白包含细胞外结构域、跨膜结构域和细胞内结构域。

跨膜蛋白的细胞外结构域负责与可溶性受体/配体或膜结合的受体/配体(即，相邻细胞的

膜)相互作用。跨膜结构域负责将跨膜蛋白定位于质膜。并且，细胞内结构域负责响应于细

胞外结构域与其配体/受体的接触而将信号传递至细胞内部。

[0073] 通常存在两种类型的单程跨膜蛋白：具有细胞外氨基末端和细胞内羧基末端的I

型跨膜蛋白(参见图2A和图2B，左侧蛋白)和具有细胞外羧基末端和细胞内氨基末端的II型

跨膜蛋白(参见图2A和图2B，右侧蛋白)。跨膜蛋白可以是受体或配体。对于I型跨膜蛋白，蛋

白的氨基末端面向细胞外部，并且因此含有负责在细胞外环境中与其他结合配偶体(配体

或受体)相互作用的功能结构域。对于II型跨膜蛋白，蛋白的羧基末端面向细胞外部，并且

因此含有负责在细胞外环境中与其他结合配偶体(配体或受体)相互作用的功能结构域。因

此，这两种类型的跨膜蛋白相对于细胞膜具有彼此相反的取向。

[0074] 可用于本发明中的异源嵌合蛋白包含直接或通过接头连接的第一跨膜蛋白的细

胞外结构域和第二跨膜蛋白的细胞外结构域。如图2C和图2D所示，当结构域以氨基末端至
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羧基末端取向连接时，第一结构域位于嵌合蛋白的“左”侧并且“面向外”，并且第二结构域

位于嵌合蛋白的“右”侧并且“面向外”。

[0075] 重要的是，由于可用于本发明中的异源嵌合蛋白破坏、阻断、减少、抑制和/或隔离

免疫抑制信号的传递并且还传递、提供和/或激活免疫刺激信号，因此它通过两条不同的途

径提供抗癌作用；这种双重作用更可能在患者中提供治疗作用和/或在患者中提供增强的

治疗作用，例如当与包含结合至异源嵌合蛋白的配体/受体中的任一者或各自包含异源嵌

合蛋白的单个配体/受体结合结构域的两种融合蛋白的两种抗体的治疗剂相比时)，它们都

不能在癌细胞与工程化的T细胞之间产生稳定的突触。另外，因为此类异源嵌合蛋白可经由

两种不同的途径起作用，因此至少在对靶向所述两种途径中的一者的治疗响应差的患者

中，它们可以是有效的。因此，对经由两种途径之一起作用的治疗的响应差的患者可通过靶

向另一途径来获得治疗益处。

[0076] 当其第一结构域结合至由癌细胞表达的第一跨膜蛋白的配体/受体并且第二结构

域结合至由工程化的T细胞表达的第二跨膜蛋白的配体/受体时，可用于本发明中的异源嵌

合蛋白能够在所述癌细胞与所述工程化的T细胞之间形成稳定的突触。稳定的突触提供有

利于工程化的T细胞减少肿瘤的空间取向。

[0077] 在可用于本发明的异源嵌合蛋白中，第一跨膜蛋白可以是2B4、4‑1BB、ACVR1b、

ACVR2A、ACVR2B、AXL、B7‑H3、BCMA、BTLA、BTNL3、BTNL8、BTNL3A1、BTNL3A2、CD2、CD27、CD30、

CD31、CD31、CD40、CD48(SLAMF2)、CD58(LFA3)、CD137、CD160、CD200、CD226(PTAUDNAMI)、

CD244、CD247、CSF1R(CD115)、CTLA‑4、DcR3、Fas、FGFR3、Fn14、GITR、HVEM、ICOS、ICOSL、

KIR2DL1、KIR2DL2、KIR2DL3、KIR3DL1、KIRDL2、LAG‑3、LAP、LAYN、LTbR、NKG2A、NKp46(NCR1)、

NKp80(KLRF1)、NTB‑A、OX40、PD‑1、PD‑L1、PD‑L2、PVR、RANK、SIGLEC7、SIGLEC9、SIRPα

(CD172a)、SLAMF6、TACI、TGFBR2、TIGIT、TIM‑3、TMIGD2、TNFR1、TNFR2、TNFRSF25、TNFRSF4、

TRAIL‑R、VISTA或VSIG8。

[0078] 在实施方案中，第一跨膜蛋白是PD‑1、CSFlR、TIM‑3、BTLA、CTLA‑4、LAG‑3、B7‑H3、

TMIGD2、TIGIT、SIRPa、BTNL3、BTNL8、BTNL3A1、BTNL3A2或VSIG8。

[0079] 在可用于本发明的异源嵌合蛋白中，第二跨膜蛋白可以是4‑1BB配体(4‑1BBL)、

APRIL、BAFF、BTNL2、CD28、CD30配体(CD30L)、CD40配体(CD40L)、CD70、C‑型凝集素结构域

(CLEC)家族成员、FasL、GITR配体(GITRL)、LIGHT(CD258)、LTa、LTa1b2、NKG2A、NKG2C、

NKG2D、OX40配体(OX40L)、RANKL、TL1A、TNFa或TRAIL。

[0080] 在实施方案中，第二跨膜蛋白是OX40L、CD40L、4‑1BBL、GITRL、LIGHT、CD70、CD30L、

TRAIL或TL1A。

[0081] 在实施方案中，可用于本发明中的异源嵌合蛋白包含PD‑1的细胞外结构域的变

体。作为实例，所述变体可与PD‑1(例如人PD‑1)的已知氨基酸序列具有至少约60％、或至少

约61％、或至少约62％、或至少约63％、或至少约64％、或至少约65％、或至少约66％、或至

少约67％、或至少约68％、或至少约69％、或至少约70％、或至少约71％、或至少约72％、或

至少约73％、或至少约74％、或至少约75％、或至少约76％、或至少约77％、或至少约78％、

或至少约79％、或至少约80％、或至少约81％、或至少约82％、或至少约83％、或至少约

84％、或至少约85％、或至少约86％、或至少约87％、或至少约88％、或至少约89％、或至少

约90％、或至少约91％、或至少约92％、或至少约93％、或至少约94％、或至少约95％、或至
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少约96％、或至少约97％、或至少约98％、或至少约99％序列同一性。

[0082] 在实施方案中，PD‑1的细胞外结构域具有以下氨基酸序列：

[0083] LDSPDRPWNPPTFSPALLVVTEGDNATFTCSFSNTSESFVLNWYRMSPSNQTDKLAAFPEDRSQPGQD

CRFRVTQLPNGRDFHMSVVRARRNDSGTYLCGAISLAPKAQIKESLRAELRVTERRAEVPTAHPSPSPRPAGQFQ

(SEQ  ID  NO:57)。

[0084] 在实施方案中，异源嵌合蛋白包含PD‑1的细胞外结构域的变体。作为实例，所述变

体可与SEQ  ID  NO:57具有至少约60％、或至少约61％、或至少约62％、或至少约63％、或至

少约64％、或至少约65％、或至少约66％、或至少约67％、或至少约68％、或至少约69％、或

至少约70％、或至少约71％、或至少约72％、或至少约73％、或至少约74％、或至少约75％、

或至少约76％、或至少约77％、或至少约78％、或至少约79％、或至少约80％、或至少约

81％、或至少约82％、或至少约83％、或至少约84％、或至少约85％、或至少约86％、或至少

约87％、或至少约88％、或至少约89％、或至少约90％、或至少约91％、或至少约92％、或至

少约93％、或至少约94％、或至少约95％、或至少约96％、或至少约97％、或至少约98％、或

至少约99％序列同一性。

[0085] 在实施方案中，异源嵌合蛋白的第一结构域包含与SEQ  ID  NO:57的氨基酸序列至

少95％同一的氨基酸序列。

[0086] 普通技术人员可通过参考文献来选择PD‑1的已知氨基酸序列的变体，所述文献例

如Zhang等人“Structural  and  Functional  Analysis  of  the  Costimulatory  Receptor 

Programmed  Death‑1”Immunity .2004年3月；20(3):337‑47；Lin等人“The  PD‑1/PD‑L1 

complex  resembles  the  antigen‑binding  Fv  domains  of  antibodies  and  T  cell 

receptors”,Proc  Natl  Acad  Sci  U  S  A .2008年2月26日；105(8):3011‑6；Zak等人

“Structure  of  the  Complex  of  Human  Programmed  Death  1,PD‑1,and  Its  Ligand  PD‑

L1”,Structure .2015年12月1日；23(12):2341‑2348；和Cheng等人“Structure  and 

Interactions  of  the  Human  Programmed  Cell  Death  1Receptor”,J  Biol  Chem.2013年

4月26日；288(17):11771‑85，所述文献各自以引用的方式整体并入。

[0087] 在实施方案中，可用于本发明中的异源嵌合蛋白包含OX40L的细胞外结构域的变

体。作为实例，所述变体可与OX40L(例如人OX40L)的已知氨基酸序列具有至少约60％、或至

少约61％、或至少约62％、或至少约63％、或至少约64％、或至少约65％、或至少约66％、或

至少约67％、或至少约68％、或至少约69％、或至少约70％、或至少约71％、或至少约72％、

或至少约73％、或至少约74％、或至少约75％、或至少约76％、或至少约77％、或至少约

78％、或至少约79％、或至少约80％、或至少约81％、或至少约82％、或至少约83％、或至少

约84％、或至少约85％、或至少约86％、或至少约87％、或至少约88％、或至少约89％、或至

少约90％、或至少约91％、或至少约92％、或至少约93％、或至少约94％、或至少约95％、或

至少约96％、或至少约97％、或至少约98％、或至少约99％序列同一性。

[0088] 在实施方案中，OX40L的细胞外结构域具有以下氨基酸序列：

[0089] QVSHRYPRIQSIKVQFTEYKKEKGFILTSQKEDEIMKVQNNSVIINCDGFYLISLKGYFSQEVNISLH

YQKDEEPLFQLKKVRSVNSLMVASLTYKDKVYLNVTTDNTSLDDFHVNGGELILIHQNPGEFCVL(SEQ  ID  NO:

58)。

[0090] 在实施方案中，异源嵌合蛋白包含OX40L的细胞外结构域的变体。作为实例，所述
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变体可与SEQ  ID  NO:58具有至少约60％、或至少约61％、或至少约62％、或至少约63％、或

至少约64％、或至少约65％、或至少约66％、或至少约67％、或至少约68％、或至少约69％、

或至少约70％、或至少约71％、或至少约72％、或至少约73％、或至少约74％、或至少约

75％、或至少约76％、或至少约77％、或至少约78％、或至少约79％、或至少约80％、或至少

约81％、或至少约82％、或至少约83％、或至少约84％、或至少约85％、或至少约86％、或至

少约87％、或至少约88％、或至少约89％、或至少约90％、或至少约91％、或至少约92％、或

至少约93％、或至少约94％、或至少约95％、或至少约96％、或至少约97％、或至少约98％、

或至少约99％序列同一性。

[0091] 在实施方案中，异源嵌合蛋白的第二结构域包含与SEQ  ID  NO:58的氨基酸序列至

少95％同一的氨基酸序列。

[0092] 普通技术人员可通过参考文献来选择OX40L的已知氨基酸序列的变体，所述文献

例如CROFT ,等人,"The  Significance  of  OX40  and  OX40L  to  T  cell  Biology  and 

Immune  Disease ,"Immunol  Rev.,229(1) ,第173‑191页,2009和BAUM,等人,"Molecular 

characterization  of  murine  and  human  OX40/0X40  ligand  systems:identification 

of  a  human  OX40  ligand  as  the  HTLV‑1‑regulated  protein  gp34 ,"The  EMBO 

Journal,第13卷,第77期,第3992‑4001页,1994，所述文献各自以引用的方式整体并入。

[0093] 在实施方案中，可用于本发明中的异源嵌合蛋白包含：(a)包含SEQ  ID  NO:57的氨

基酸序列的第一结构域，(b)包含SEQ  ID  NO:58的氨基酸序列的第二结构域，和(c)接头，所

述接头包含与SEQ  ID  NO:1、SEQ  ID  NO:2或SEQ  ID  NO:3至少95％同一的氨基酸序列。这种

异源嵌合蛋白可被称为“PD‑1‑Fc‑OX40L”。

[0094] 在实施方案中，PD‑1‑Fc‑OX40L嵌合蛋白用于本发明中并且具有以下氨基酸序列：

[0095] LDSPDRPWNPPTFSPALLVVTEGDNATFTCSFSNTSESFVLNWYRMSPSNQTDKLAAFPEDRSQPGQD

CRFRVTQLPNGRDFHMSVVRARRNDSGTYLCGAISLAPKAQIKESLRAELRVTERRAEVPTAHPSPSPRPAGQFQS

KYGPPCPPCPAPEFLGGPSVFLFPPKPKDQLMISRTPEVTCVVVDVSQEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQF

NSTYRVVSVLTVLHQDWLSGKEYKCKVSSKGLPSSIEKTISNATGQPREPQVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCLVKGF

YPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWQEGNVFSCSVLHEALHNHYTQKSLSLSLGKI

EGRMDQVSHRYPRIQSIKVQFTEYKKEKGFILTSQKEDEIMKVQNNSVIINCDGFYLISLKGYFSQEVNISLHYQK

DEEPLFQLKKVRSVNSLMVASLTYKDKVYLNVTTDNTSLDDFHVNGGELILIHQNPGEFCVL(SEQ  ID  NO:59)。

[0096] 在实施方案中，可用于本发明中的异源嵌合蛋白包含4‑1BBL的细胞外结构域的变

体。作为实例，所述变体可与4‑1BBL(例如人4‑1BBL)的已知氨基酸序列具有至少约60％、或

至少约61％、或至少约62％、或至少约63％、或至少约64％、或至少约65％、或至少约66％、

或至少约67％、或至少约68％、或至少约69％、或至少约70％、或至少约71％、或至少约

72％、或至少约73％、或至少约74％、或至少约75％、或至少约76％、或至少约77％、或至少

约78％、或至少约79％、或至少约80％、或至少约81％、或至少约82％、或至少约83％、或至

少约84％、或至少约85％、或至少约86％、或至少约87％、或至少约88％、或至少约89％、或

至少约90％、或至少约91％、或至少约92％、或至少约93％、或至少约94％、或至少约95％、

或至少约96％、或至少约97％、或至少约98％、或至少约99％序列同一性。

[0097] 在实施方案中，4‑1BBL的细胞外结构域具有以下氨基酸序列：

[0098] QVSHRYPRIQSIKVQFTEYKKEKGFILTSQKEDEIMKVQNNSVIINCDGFYLISLKGYFSQEVNISLH
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YQKDEEPLFQLKKVRSVNSLMVASLTYKDKVYLNVTTDNTSLDDFHVNGGELILIHQNPGEFCVL(SEQ  ID  NO:

60)。

[0099] 在实施方案中，异源嵌合蛋白包含4‑1BBL的细胞外结构域的变体。作为实例，所述

变体可与SEQ  ID  NO:60具有至少约60％、或至少约61％、或至少约62％、或至少约63％、或

至少约64％、或至少约65％、或至少约66％、或至少约67％、或至少约68％、或至少约69％、

或至少约70％、或至少约71％、或至少约72％、或至少约73％、或至少约74％、或至少约

75％、或至少约76％、或至少约77％、或至少约78％、或至少约79％、或至少约80％、或至少

约81％、或至少约82％、或至少约83％、或至少约84％、或至少约85％、或至少约86％、或至

少约87％、或至少约88％、或至少约89％、或至少约90％、或至少约91％、或至少约92％、或

至少约93％、或至少约94％、或至少约95％、或至少约96％、或至少约97％、或至少约98％、

或至少约99％序列同一性。

[0100] 在实施方案中，异源嵌合蛋白的第二结构域包含与SEQ  ID  NO:60的氨基酸序列至

少95％同一的氨基酸序列。

[0101] 所编码的4‑1BBL蛋白是属于肿瘤坏死因子(TNF)配体家族的细胞因子。这种跨膜

细胞因子是充当TNFRSF9/4‑1BB的配体的双向信号转导器，所述TNFRSF9/4‑1BB是T淋巴细

胞中的共刺激受体分子。这种细胞因子及其受体参与抗原呈递过程和细胞毒性T细胞的产

生。受体TNFRSF9/4‑1BB不存在于静息T淋巴细胞中，但在抗原刺激后迅速表达。由这种基因

编码的配体TNFSF9/4‑1BBL除了促进T淋巴细胞增殖外，还显示重新激活无反应性T淋巴细

胞。这种细胞因子也被证明是CD8  T细胞中最佳CD8反应所必需的。这种细胞因子在癌细胞

系中表达，并且被认为参与T细胞‑癌细胞相互作用。

[0102] 普通技术人员可通过参考文献来选择4‑1BBL的已知氨基酸序列的变体，所述文献

例如Won等人,“The  structure  of  the  trimer  of  human  4‑1BB  ligand  is  unique 

among  members  of  the  tumor  necrosi  s  factor  superfamily.”J.Biol.Chem.285(12) ,

9202‑9210(2010)；Alderson等人,“Molecular  and  biological  characterization  of 

human  4‑1BB  and  its  ligand .”Eur.J .Immunol.24(9) ,2219‑2227(1994)；以及Arch和

Thompson“4‑1BB  and  OX40  are  members  of  a  tumor  necrosis  factor(TNF)‑nerve 

growth  factor  receptor  subfamily  that  bind  TNF  receptor‑associated  factors 

and  activate  nuclear  factor  kappa  B.”Mol.Cell.Biol.18(1) ,558‑565(1998)，所述文

献各自以引用的方式整体并入。

[0103] 在实施方案中，可用于本发明中的异源嵌合蛋白包含：(a)包含SEQ  ID  NO:57的氨

基酸序列的第一结构域，(b)包含SEQ  ID  NO:60的氨基酸序列的第二结构域，和(c)接头，所

述接头包含与SEQ  ID  NO:1、SEQ  ID  NO:2或SEQ  ID  NO:3至少95％同一的氨基酸序列。这种

异源嵌合蛋白可被称为“PD‑1‑Fc‑4‑1BBL”。

[0104] 在实施方案中，PD‑1‑Fc‑4‑1BBL嵌合蛋白用于本发明中并且具有以下氨基酸序

列：

[0105] LDSPDRPWNPPTFSPALLVVTEGDNATFTCSFSNTSESFVLNWYRMSPSNQTDKLAAFPEDRSQPGQD

CRFRVTQLPNGRDFHMSVVRARRNDSGTYLCGAISLAPKAQIKESLRAELRVTERRAEVPTAHPSPSPRPAGQFQS

KYGPPCPPCPAPEFLGGPSVFLFPPKPKDQLMISRTPEVTCVVVDVSQEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQF

NSTYRVVSVLTVLHQDWLSGKEYKCKVSSKGLPSSIEKTISNATGQPREPQVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCLVKGF
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YPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWQEGNVFSCSVLHEALHNHYTQKSLSLSLGKI

EGRMDDACPWAVSGARASPGSAASPRLREGPELSPDDPAGLLDLRQGMFAQLVAQNVLLIDGPLSWYSDPGLAGVS

LTGGLSYKEDTKELVVAKAGVYYVFFQLELRRVVAGEGSGSVSLALHLQPLRSAAGAAALALTVDLPPASSEARNS

AFGFQGRLLHLSAGQRLGVHLHTEARARHAWQLTQGATVLGLFRVTPEIPAGLPSPRSE(SEQ  ID  NO:61)。

[0106] 在实施方案中，可用于本发明中的异源嵌合蛋白包含CSF1R的细胞外结构域的变

体。作为实例，所述变体可与CSF1R(例如人CSF1R)的已知氨基酸序列具有至少约60％、或至

少约61％、或至少约62％、或至少约63％、或至少约64％、或至少约65％、或至少约66％、或

至少约67％、或至少约68％、或至少约69％、或至少约70％、或至少约71％、或至少约72％、

或至少约73％、或至少约74％、或至少约75％、或至少约76％、或至少约77％、或至少约

78％、或至少约79％、或至少约80％、或至少约81％、或至少约82％、或至少约83％、或至少

约84％、或至少约85％、或至少约86％、或至少约87％、或至少约88％、或至少约89％、或至

少约90％、或至少约91％、或至少约92％、或至少约93％、或至少约94％、或至少约95％、或

至少约96％、或至少约97％、或至少约98％、或至少约99％序列同一性。

[0107] 在实施方案中，CSF1R的细胞外结构域具有以下氨基酸序列：

[0108] IPVIEPSVPELVVKPGATVTLRCVGNGSVEWDGPPSPHWTLYSDGSSSILSTNNATFQNTGTYRCTEP

GDPLGGSAAIHLYVKDPARPWNVLAQEVVVFEDQDALLPCLLTDPVLEAGVSLVRVRGRPLMRHTNYSFSPWHGFT

IHRAKFIQSQDYQCSALMGGRKVMSISIRLKVQKVIPGPPALTLVPAELVRIRGEAAQIVCSASSVDVNFDVFLQH

NNTKLAIPQQSDFHNNRYQKVLTLNLDQVDFQHAGNYSCVASNVQGKHSTSMFFRVVESAYLNLSSEQNLIQEVTV

GEGLNLKVMVEAYPGLQGFNWTYLGPFSDHQPEPKLANATTKDTYRHTFTLSLPRLKPSEAGRYSFLARNPGGWRA

LTFELTLRYPPEVSVIWTFINGSGTLLCAASGYPQPNVTWLQCSGHTDRCDEAQVLQVWDDPYPEVLSQEPFHKVT

VQSLLTVETLEHNQTYECRAHNSVGSGSWAFIPISAGAHTHPPDEFLFTP(SEQ  ID  NO:62)。

[0109] 在实施方案中，异源嵌合蛋白包含CSF1R的细胞外结构域的变体。作为实例，所述

变体可与SEQ  ID  NO:62具有至少约60％、或至少约61％、或至少约62％、或至少约63％、或

至少约64％、或至少约65％、或至少约66％、或至少约67％、或至少约68％、或至少约69％、

或至少约70％、或至少约71％、或至少约72％、或至少约73％、或至少约74％、或至少约

75％、或至少约76％、或至少约77％、或至少约78％、或至少约79％、或至少约80％、或至少

约81％、或至少约82％、或至少约83％、或至少约84％、或至少约85％、或至少约86％、或至

少约87％、或至少约88％、或至少约89％、或至少约90％、或至少约91％、或至少约92％、或

至少约93％、或至少约94％、或至少约95％、或至少约96％、或至少约97％、或至少约98％、

或至少约99％序列同一性。

[0110] 在实施方案中，异源嵌合蛋白的第一结构域包含与SEQ  ID  NO:62的氨基酸序列至

少95％同一的氨基酸序列。

[0111] 普通技术人员可以通过参考文献来选择CSF1R的已知氨基酸序列的变体，所述文

献例如,Tap,等人,“Structure‑Guided  Blockade  of  CSF1R  Kinase  in  Tenosynovial 

Giant‑Cell  Tumor”,N .Engl .J .Med .2015年7月30日；373(5):428‑37；Schubert等人,

“Crystal  structure  of  the  tyrosine  kinase  domain  of  colony‑stimulating 

factor‑1receptor(cFMS)in  complex  with  two  inhibitors .”J .Biol .Chem .282(6) ,

4094‑4101(2007)；Walter等人，“The  2.7A  crystal  structure  of  the  autoinhibited 

human  c‑Fms  kinase  domain.”J.Mol.Biol.367(3) ,839‑847(2007)；以及Mashkani等人,
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“Colony  stimulating  factor‑1receptor  as  a  target  for  small  molecule 

inhibitors”,Bioorg.Med .Chem.18(5)，1789‑1797(2010)，所述文献各自以引用的方式整

体并入。

[0112] 在实施方案中，可用于本发明中的异源嵌合蛋白包含CD40L的细胞外结构域的变

体。作为实例，所述变体可与CD40L(例如人CD40L)的已知氨基酸序列具有至少约60％、或至

少约61％、或至少约62％、或至少约63％、或至少约64％、或至少约65％、或至少约66％、或

至少约67％、或至少约68％、或至少约69％、或至少约70％、或至少约71％、或至少约72％、

或至少约73％、或至少约74％、或至少约75％、或至少约76％、或至少约77％、或至少约

78％、或至少约79％、或至少约80％、或至少约81％、或至少约82％、或至少约83％、或至少

约84％、或至少约85％、或至少约86％、或至少约87％、或至少约88％、或至少约89％、或至

少约90％、或至少约91％、或至少约92％、或至少约93％、或至少约94％、或至少约95％、或

至少约96％、或至少约97％、或至少约98％、或至少约99％序列同一性。

[0113] 在实施方案中，CD40L的细胞外结构域具有以下氨基酸序列：

[0114] HRRLDKIEDERNLHEDFVFMKTIQRCNTGERSLSLLNCEEIKSQFEGFVKDIMLNKEETKKENSFEMQ

KGDQNPQIAAHVISEASSKTTSVLQWAEKGYYTMSNNLVTLENGKQLTVKRQGLYYIYAQVTFCSNREASSQAPFI

ASLCLKSPGRFERILLRAANTHSSAKPCGQQSIHLGGVFELQPGASVFVNVTDPSQVSHGTGFTSFGLLKL(SEQ 

ID  NO:63)。

[0115] 在实施方案中，异源嵌合蛋白包含CD40L的细胞外结构域的变体。作为实例，所述

变体可与SEQ  ID  NO:63具有至少约60％、或至少约61％、或至少约62％、或至少约63％、或

至少约64％、或至少约65％、或至少约66％、或至少约67％、或至少约68％、或至少约69％、

或至少约70％、或至少约71％、或至少约72％、或至少约73％、或至少约74％、或至少约

75％、或至少约76％、或至少约77％、或至少约78％、或至少约79％、或至少约80％、或至少

约81％、或至少约82％、或至少约83％、或至少约84％、或至少约85％、或至少约86％、或至

少约87％、或至少约88％、或至少约89％、或至少约90％、或至少约91％、或至少约92％、或

至少约93％、或至少约94％、或至少约95％、或至少约96％、或至少约97％、或至少约98％、

或至少约99％序列同一性。

[0116] 在实施方案中，异源嵌合蛋白的第二结构域包含与SEQ  ID  NO:63的氨基酸序列至

少95％同一的氨基酸序列。

[0117] 普通技术人员可通过参考文献来选择CD40L的已知氨基酸序列的变体，所述文献

例如Oganesyan  V.,等人,“Fibronectin  type  III  domains  engineered  to  bind  CD40L:

cloning ,expression ,purification ,crystallization  and  preliminary  X‑ray 

diffraction  analysis  of  two  complexes”,Acta  Crystallogr  Sect  F  Struct  Biol 

Cryst  Commun .2013年9月；69(Pt  9):1045‑8；Hollenbaugh ,等人,“The  human  T  cell 

antigen  gp39 ,a  member  of  the  TNF  gene  family ,is  a  ligand  for  the 

CD40receptor:expression  of  a  soluble  form  of  gp39  with  B  cell  co‑stimulatory 

activity .”EMBO  J .11(12)，4313‑4321(1992)；Gauchat等人,“Human  CD40‑ligand:

molecular  cloning，cellular  distribution  and  regulation  of  expression  by 

factors  controlling  IgE  production.”FEBS  Lett.315(3) ,259‑266(1993)；Karpusas等

人,“A  crystal  structure  of  an  extracellular  fragment  of  human  CD40  ligand .”
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Structure  3(10) ,1031‑1039(1995)；以及Singh等人,“The  role  of  polar  interactions 

in  the  molecular  recognition  of  CD40L  with  its  receptor  CD40.”Protein  Sci.7

(5) ,1124‑1135(1998)，所述文献各自以引用的方式整体并入。

[0118] 在实施方案中，可用于本发明中的异源嵌合蛋白包含：(a)包含SEQ  ID  NO:62的氨

基酸序列的第一结构域，(b)包含SEQ  ID  NO:63的氨基酸序列的第二结构域，和(c)接头，所

述接头包含与SEQ  ID  NO:1、SEQ  ID  NO:2或SEQ  ID  NO:3至少95％同一的氨基酸序列。这种

异源嵌合蛋白可被称为“CSF1R‑Fc‑CD40L”。

[0119] 在实施方案中，CSF1R‑Fc‑CD40L嵌合蛋白用于本发明中并且具有以下氨基酸序

列：

[0120] IPVIEPSVPELVVKPGATVTLRCVGNGSVEWDGPPSPHWTLYSDGSSSILSTNNATFQNTGTYRCTEP

GDPLGGSAAIHLYVKDPARPWNVLAQEVVVFEDQDALLPCLLTDPVLEAGVSLVRVRGRPLMRHTNYSFSPWHGFT

IHRAKFIQSQDYQCSALMGGRKVMSISIRLKVQKVIPGPPALTLVPAELVRIRGEAAQIVCSASSVDVNFDVFLQH

NNTKLAIPQQSDFHNNRYQKVLTLNLDQVDFQHAGNYSCVASNVQGKHSTSMFFRVVESAYLNLSSEQNLIQEVTV

GEGLNLKVMVEAYPGLQGFNWTYLGPFSDHQPEPKLANATTKDTYRHTFTLSLPRLKPSEAGRYSFLARNPGGWRA

LTFELTLRYPPEVSVIWTFINGSGTLLCAASGYPQPNVTWLQCSGHTDRCDEAQVLQVWDDPYPEVLSQEPFHKVT

VQSLLTVETLEHNQTYECRAHNSVGSGSWAFIPISAGAHTHPPDEFLFTPSKYGPPCPPCPAPEFLGGPSVFLFPP

KPKDQLMISRTPEVTCVVVDVSQEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNSTYRVVSVLTVLHQDWLSGKEYKC

KVSSKGLPSSIEKTISNATGQPREPQVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPV

LDSDGSFFLYSRLTVDKSRWQEGNVFSCSVLHEALHNHYTQKSLSLSLGKIEGRMDHRRLDKIEDERNLHEDFVFM

KTIQRCNTGERSLSLLNCEEIKSQFEGFVKDIMLNKEETKKENSFEMQKGDQNPQIAAHVISEASSKTTSVLQWAE

KGYYTMSNNLVTLENGKQLTVKRQGLYYIYAQVTFCSNREASSQAPFIASLCLKSPGRFERILLRAANTHSSAKPC

GQQSIHLGGVFELQPGASVFVNVTDPSQVSHGTGFTSFGLLKL(SEQ  ID  NO:64)。

[0121] 在实施方案中，所述嵌合蛋白能够提供持续的免疫调节作用。

[0122] 在实施方案中，其中接头是选自柔性氨基酸序列、IgG铰链区和抗体序列的多肽。

[0123] 在实施方案中，接头不是单个氨基酸接头，例如但不限于，接头的长度大于一个氨

基酸。在实施方案中，接头的长度大于1‑6个氨基酸，例如但不限于，接头的长度大于七个氨

基酸。在实施方案中，接头包含多于一个甘氨酸残基。

[0124] 在实施方案中，可用于本发明中的异源嵌合蛋白包含连接所述蛋白的第一和第二

结构域的接头结构域。

[0125] 在实施方案中，接头包含至少一个能够形成二硫键的半胱氨酸残基和/或包含铰

链‑CH2‑CH3  Fc结构域，例如源自IgG、IgA、IgD或IgE。在实施方案中，IgG选自IgG1、IgG2、

IgG3和IgG4，并且IgA选自IgA1和IgA2。在实施方案中，IgG是IgG4，例如人IgG4。在实施方案

中，接头包含与SEQ  ID  NO:1、SEQ  ID  NO:2或SEQ  ID  NO:3的氨基酸序列至少95％同一的氨

基酸序列。

[0126] 在实施方案中，铰链‑CH2‑CH3  Fc结构域源自IgG、IgA、IgD或IgE。在实施方案中，

IgG选自IgG1、IgG2、IgG3和IgG4，并且IgA选自IgA1和IgA2。在实施方案中，IgG是IgG4，例如

人IgG4。在实施方案中，接头包含与SEQ  ID  NO:1、SEQ  ID  NO:2或SEQ  ID  NO:3的氨基酸序

列至少95％同一的氨基酸序列。

[0127] 在可用于本发明中的异源嵌合蛋白中，所述异源嵌合蛋白是重组融合蛋白，例如
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具有本文所公开的细胞外结构域的单个多肽。例如，在实施方案中，异源嵌合蛋白在原核细

胞、真核细胞或无细胞表达系统中作为单个单元翻译。

[0128] 在实施方案中，本发明的异源嵌合蛋白可在哺乳动物宿主细胞(即，本发明的工程

化的T细胞)中作为可分泌的和全功能的单个多肽链产生。

[0129] 在实施方案中，异源嵌合蛋白是指包含多个多肽，例如本文所公开的多个细胞外

结构域的重组蛋白，所述多肽组合(经由共价或非共价键合)以例如在体外产生单个单元

(例如具有本文公开的一个或多个合成接头)。

[0130] 可用于本发明中的异源嵌合蛋白具有在空间上能够结合其配体/受体的第一结构

域和/或在空间上能够结合其配体/受体的第二结构域。这意味着嵌合蛋白中存在足够的总

体柔性和/或细胞外结构域(或其部分)与嵌合蛋白的剩余部分之间存在物理距离，以使得

细胞外结构域的配体/受体结合结构域在空间上不受阻碍地结合其配体/受体。这种柔性

和/或物理距离(在本文中称为“松弛”)通常可存在于一个或多个细胞外结构域中，通常存

在于接头中，和/或通常存在于嵌合蛋白中(作为整体)。或者或另外地，可通过包含一个或

多个另外的氨基酸序列(例如，下文描述的接合接头)或合成接头(例如，聚乙二醇(PEG)接

头)来修饰嵌合蛋白，其提供了避免空间位阻所需的额外松弛。

[0131] 在本文公开的任何方面和实施方案中，可用于本发明中的异源嵌合蛋白可包含相

对于本文公开的任何蛋白质序列具有一种或多种氨基酸突变的氨基酸序列。在实施方案

中，一种或多种氨基酸突变可独立地选自取代、插入、缺失和截短。

[0132] 在实施方案中，氨基酸突变是氨基酸取代，并且可包括保守性取代和/或非保守性

取代。可例如基于所涉及的氨基酸残基的极性、电荷、大小、溶解度、疏水性、亲水性和/或两

亲性质的相似性来进行“保守性取代”。20种天然存在的氨基酸可分为以下六个标准氨基酸

组：(1)疏水性：Met、Ala、Val、Leu、Ile；(2)中性亲水性：Cys、Ser、Thr、Asn、Gln；(3)酸性：

Asp、Glu；(4)碱性：His、Lys、Arg；(5)影响链取向的残基：Gly、Pro；以及(6)芳香性：Trp、

Tyr、Phe。如本文所用，“保守性取代”定义为氨基酸被上面所示六个标准氨基酸组中的同一

组中列出的另一种氨基酸交换。例如，Asp被Glu交换在这样修饰的多肽中保留一个负电荷。

另外，基于甘氨酸和脯氨酸破坏α‑螺旋的能力，它们可彼此取代。如本文所用，“非保守性取

代”定义为氨基酸被上面所示六个标准氨基酸组(1)至(6)中的不同组中列出的另一种氨基

酸交换。

[0133] 在实施方案中，取代还可包括非经典氨基酸(例如，硒代半胱氨酸、吡咯赖氨酸、N‑

甲酰基甲硫氨酸β‑丙氨酸、GABA和δ‑氨基乙酰丙酸、4‑氨基苯甲酸(PABA)、常见氨基酸的D‑

异构体、2,4‑二氨基丁酸、α‑氨基异丁酸、4‑氨基丁酸、Abu、2‑氨基丁酸、γ‑Abu、ε‑Ahx、6‑

氨基己酸、Aib、2‑氨基异丁酸、3‑氨基丙酸、鸟氨酸、正亮氨酸、正缬氨酸、羟脯氨酸、肌氨

酸、瓜氨酸、高瓜氨酸、磺丙氨酸、叔丁基甘氨酸、叔丁基丙氨酸、苯基甘氨酸，环己基丙氨

酸、β‑丙氨酸、氟代‑氨基酸、设计者氨基酸如β‑甲基氨基酸、Cα‑甲基氨基酸、Nα‑甲基氨基

酸以及一般的氨基酸类似物)。

[0134] 还可参考遗传密码(包括将密码子简并性考虑在内)来对异源嵌合蛋白的核苷酸

序列进行突变。

[0135] 在实施方案中，可用于本发明中的异源嵌合蛋白能够结合一种或多种人配体/受

体。
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[0136] 在实施方案中，可用于本发明中的异源嵌合蛋白能够结合一种或多种鼠配体/受

体。

[0137] 在实施方案中，异源嵌合蛋白的每个细胞外结构域(或其变体)以约1nM至约5nM，

例如约1nM、约1.5nM、约2nM、约2.5nM、约3nM、约3.5nM、约4nM、约4.5nM或约5nM的KD结合至

其同源受体或配体。在实施方案中，嵌合蛋白以约5nM至约15nM，例如5nM、约5.5nM、约6nM、

约6.5nM、约7nM、约7.5nM、约8nM、约8.5nM、约9nM、约9.5nM、约10nM、约10.5nM、约11nM、约

11.5nM、约12nM、约12.5nM、约13nM、约13.5nM、约14nM、约14.5nM或约15nM的KD结合至同源

受体或配体。

[0138] 在实施方案中，异源嵌合蛋白的每个细胞外结构域(或其变体)以小于约1μM、约

900nM、约800nM、约700nM、约600nM、约500nM、约400nM、约300nM、约200nM、约150nM、约

130nM、约100nM、约90nM、约80nM、约70nM、约60nM、约55nM、约50nM、约45nM、约40nM、约35nM、

约30nM、约25nM、约20nM、约15nM、约10nM、或约5nM、或约1nM的KD(例如，如通过表面等离子

体共振或生物层干涉法所测量)结合至其同源受体或配体。在实施方案中，异源嵌合蛋白以

小于约1nM、约900pM、约800pM、约700pM、约600pM、约500pM、约400pM、约300pM、约200pM、约

100pM、约90pM、约80pM、约70pM、约60pM、约55pM、约50pM、约45pM、约40pM、约35pM、约30pM、

约25pM、约20pM、约15pM、或约10pM、或约1pM的KD(例如，如通过表面等离子体共振或生物层

干涉法所测量)结合至人CSF1。

[0139] 如本文所用，可用于本发明中的细胞外结构域的变体能够结合天然细胞外结构域

的受体/配体。例如，变体可在细胞外结构域中包含一种或多种不影响其与其受体/配体的

结合亲和力的突变；或者，细胞外结构域中的一种或多种突变可改善对受体/配体的结合亲

和力；或者细胞外结构域中的一种或多种突变可降低对受体/配体的结合亲和力，但不完全

消除结合。在实施方案中，一种或多种突变位于结合口袋外部，其中细胞外结构域与其受

体/配体相互作用。在实施方案中，一种或多种突变位于结合口袋内部，其中细胞外结构域

与其受体/配体相互作用，只要所述突变不完全消除结合即可。基于熟练技术人员的知识以

及本领域中关于受体‑配体结合的知识，他/她将知道哪些突变将允许结合以及哪些突变将

消除结合。

[0140] 在实施方案中，嵌合蛋白表现出增强的稳定性和蛋白半衰期。

[0141] 可用于本发明中的异源嵌合蛋白可包含多于两个细胞外结构域。例如，嵌合蛋白

可包含三个、四个、五个、六个、七个、八个、九个、十个或更多个细胞外结构域。如本文所公

开的，第二细胞外结构域可经由接头与第三细胞外结构域分开。或者，第二细胞外结构域可

直接连接(例如，经由肽键)至第三细胞外结构域。在实施方案中，异源嵌合蛋白包含直接连

接的细胞外结构域和经由接头间接连接的细胞外结构域，如本文所公开。

[0142] 接头

[0143] 在实施方案中，可用于本发明中的异源嵌合蛋白包含接头。

[0144] 在实施方案中，接头包含至少一个能够形成二硫键的半胱氨酸残基。至少一个半

胱氨酸残基能够在一对(或更多)异源嵌合蛋白之间形成二硫键。不希望受理论束缚，这种

二硫键的形成负责维持异源嵌合蛋白的有用的和/或必要的多聚体状态。这些允许功能性

异源嵌合蛋白的有效产生(例如，不会形成无功能的蛋白质聚集体)和所需的体外和体内活

性。
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[0145] 在可用于本发明中的异源嵌合蛋白中，接头是选自柔性氨基酸序列、IgG铰链区或

抗体序列的多肽。

[0146] 在实施方案中，接头源自天然存在的多结构域蛋白，或者是例如，如Chichili等

人,(2013) ,Protein  Sci .22(2):153‑167；Chen等人,(2013) ,Adv  Drug  Deliv  Rev .65

(10):1357‑1369中所描述的经验接头，所述文献的全部内容特此以引用的方式并入。在实

施方案中，接头可使用诸如以下文献中描述的那些的接头设计数据库和计算机程序来设

计：Chen等人,(2013) ,Adv  Drug  Deliv  Rev.65(10):1357‑1369和Crasto等人,(2000) ,

Protein  Eng.13(5):309‑312，所述文献的全部内容特此以引用的方式并入。

[0147] 在实施方案中，接头包含多肽。在实施方案中，多肽小于约500个氨基酸长、约450

个氨基酸长、约400个氨基酸长、约350个氨基酸长、约300个氨基酸长、约250个氨基酸长、约

200个氨基酸长、约150个氨基酸长或约100个氨基酸长。例如，接头可小于约100、约95、约

90、约85、约80、约75、约70、约65、约60、约55、约50、约45、约40、约35、约30、约25、约20、约

19、约18、约17、约16、约15、约14、约13、约12、约11、约10、约9、约8、约7、约6、约5、约4、约3或

约2个氨基酸长。

[0148] 在实施方案中，接头是柔性的。

[0149] 在实施方案中，接头是刚性的。

[0150] 在实施方案中，接头基本上包含甘氨酸和丝氨酸残基(例如，约30％、或约40％、或

约50％、或约60％、或约70％、或约80％、或约90％、或约95％、或约97％、或约98％、或约

99％、或约100％的甘氨酸和丝氨酸)。

[0151] 在实施方案中，接头包含抗体(例如，IgG、IgA、IgD和IgE，包括亚类(例如，IgG1、

IgG2、IgG3和IgG4、以及IgA1和IgA2))的铰链区。在IgG、IgA、IgD和IgE类抗体中所见的铰链

区充当柔性间隔区，由此允许Fab部分在空间中自由移动。与恒定区相反，铰链结构域在结

构上是多样的，在免疫球蛋白类和亚类中在序列和长度上都有所不同。例如，IgG亚类中的

铰链区的长度和柔性有所不同。IgG1的铰链区包含氨基酸216‑231，并且，由于它是自由灵

活的，因此Fab片段可以围绕其对称轴旋转并在以两个重链间二硫桥中的第一个为中心的

球体内移动。IgG2具有比IgG1短的铰链，带有12个氨基酸残基和四个二硫桥。缺乏甘氨酸残

基的IgG2的铰链区相对较短，并且含有刚性的聚脯氨酸双螺旋，通过额外的重链间二硫桥

而稳定。这些特性限制了IgG2分子的柔性。IgG3由于其独特的延长铰链区(约为IgG1铰链的

四倍长)而与其他亚类不同，所述独特的延长铰链区含有62个氨基酸(包含21个脯氨酸和11

个半胱氨酸)，形成了非柔性的聚脯氨酸双螺旋。在IgG3中，Fab片段是相对远离Fc片段的，

赋予了该分子以更大的柔性。IgG3中的细长铰链还是其比其他亚类具有更高分子量的原

因。IgG4的铰链区比IgG1的短，并且其柔性介于IgG1与IgG2的柔性之间。据报告，铰链区的

柔性按以下顺序降低：IgG3>IgG1>IgG4>IgG2。在实施方案中，接头可源自人IgG4并且含有

一种或多种突变以增强二聚化(包括S228P)或FcRn结合。

[0152] 根据晶体学研究，免疫球蛋白铰链区可在功能上进一步细分为三个区域：上铰链

区、核心区和下铰链区。参见Shin等人,1992Immunological  Reviews  130:87。上铰链区包

括从CH1的羧基末端至铰链中限制运动的第一残基(通常是在两个重链之间形成链间二硫键

的第一半胱氨酸残基)的氨基酸。上铰链区的长度与抗体的区段柔性相关。核心铰链区含有

重链间二硫键，并且下铰链区接合CH2结构域的氨基末端，并且包含CH2中的残基。同上。野生
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型人IgG1的核心铰链区含有序列CPPC(SEQ  ID  NO:24)，所述序列当通过二硫键形成而二聚

化时产生环状八肽，所述环状八肽被认为充当枢轴，由此赋予柔性。在实施方案中，本发明

的接头包含任何抗体(例如，IgG、IgA、IgD和IgE，包括亚类(例如，IgG1、IgG2、IgG3和IgG4以

及IgA1和IgA2))的上铰链区、核心区和下铰链区中的一者、或两者或三者。铰链区还可含有

一个或多个糖基化位点，所述一个或多个糖基化位点包括用于碳水化合物附着的许多结构

上不同类型的位点。例如，IgA1在铰链区的17个氨基酸的区段内含有五个糖基化位点，从而

赋予铰链区多肽对肠蛋白酶的抗性，被认为是分泌性免疫球蛋白的有利性质。在实施方案

中，可用于本发明中的接头包含一个或多个糖基化位点。

[0153] 在实施方案中，接头包含抗体(例如，IgG、IgA、IgD和IgE，包括亚类(例如，IgG1、

IgG2、IgG3和IgG4、以及IgA1和IgA2))的Fc结构域。

[0154] 在可用于本发明中的异源嵌合蛋白中，接头包含源自IgG4的铰链‑CH2‑CH3  Fc结

构域。在实施方案中，接头包含源自人IgG4的铰链‑CH2‑CH3  Fc结构域。在实施方案中，接头

包含与SEQ  ID  NO:1至SEQ  ID  NO:3中任一项的氨基酸序列至少95％同一，例如与SEQ  ID 

NO:2的氨基酸序列至少95％同一的氨基酸序列。在实施方案中，接头包含一个或多个接合

接头，此类接合接头独立地选自SEQ  ID  NO:4‑50(或其变体)。在实施方案中，接头包含两个

或更多个接合接头，每个接合接头独立地选自SEQ  ID  NO:4‑50(或其变体)；其中一个接合

接头在铰链‑CH2‑CH3  Fc结构域的N末端，并且另一个接合接头在铰链‑CH2‑CH3  Fc结构域

的C末端。

[0155] 在实施方案中，接头包含源自人IgG1抗体的铰链‑CH2‑CH3  Fc结构域。在实施方案

中，Fc结构域对新生儿Fc受体(FcRn)表现出增加的亲和力和增强的结合。在实施方案中，Fc

结构域包含一种或多种突变，所述一种或多种突变增加对FcRn的亲和力并增强与FcRn的结

合。不希望受理论束缚，据信对FcRn的亲和力增加和与FcRn的结合增强增加了本发明异源

嵌合蛋白的体内半衰期。

[0156] 在实施方案中，接头中的Fc结构域在氨基酸残基250、252、254、256、308、309、311、

416、428、433或434(根据Kabat编号，如，Kabat，等人，Sequences  of  Proteins  of 

Immunological  Interest ,第5版Public  Health  Service ,National  Institutes  of 

Health,Bethesda,Md.(1991)，明确地以引用的方式并入本文)处含有一个或多个氨基酸取

代，或其等效物。在实施方案中，在氨基酸残基250处的氨基酸取代是被谷氨酰胺取代。在实

施方案中，在氨基酸残基252处的氨基酸取代是被酪氨酸、苯丙氨酸、色氨酸或苏氨酸取代。

在实施方案中，在氨基酸残基254处的氨基酸取代是被苏氨酸取代。在实施方案中，在氨基

酸残基256处的氨基酸取代是被丝氨酸、精氨酸、谷氨酰胺、谷氨酸、天冬氨酸或苏氨酸取

代。在实施方案中，在氨基酸残基308处的氨基酸取代是被苏氨酸取代。在实施方案中，在氨

基酸残基309处的氨基酸取代是被脯氨酸取代。在实施方案中，在氨基酸残基311处的氨基

酸取代是被丝氨酸取代。在实施方案中，在氨基酸残基385处的氨基酸取代是被精氨酸、天

冬氨酸、丝氨酸、苏氨酸、组氨酸、赖氨酸、丙氨酸或甘氨酸取代。在实施方案中，在氨基酸残

基386处的氨基酸取代是被苏氨酸、脯氨酸、天冬氨酸、丝氨酸、赖氨酸、精氨酸、异亮氨酸或

甲硫氨酸取代。在实施方案中，在氨基酸残基387处的氨基酸取代是被精氨酸、脯氨酸、组氨

酸、丝氨酸、苏氨酸或丙氨酸取代。在实施方案中，在氨基酸残基389处的氨基酸取代是被脯

氨酸、丝氨酸或天冬酰胺取代。在实施方案中，在氨基酸残基416处的氨基酸取代是被丝氨
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酸取代。在实施方案中，在氨基酸残基428处的氨基酸取代是被亮氨酸取代。在实施方案中，

在氨基酸残基433处的氨基酸取代是被精氨酸、丝氨酸、异亮氨酸、脯氨酸或谷氨酰胺取代。

在实施方案中，在氨基酸残基434处的氨基酸取代是被组氨酸、苯丙氨酸或酪氨酸取代。

[0157] 在实施方案中，Fc结构域接头(例如，包含IgG恒定区)包含一种或多种突变，如在

氨基酸残基252、254、256、433、434或436(根据Kabat编号，如Kabat,等人,Sequences  of 

Proteins  of  Immunological  Interest ,第5版Public  Health  Service ,National 

Institutes  of  Health,Bethesda ,Md .(1991)，明确地以引用的方式并入本文)处的取代。

在实施方案中，IgG恒定区包含三重M252Y/S254T/T256E突变或YTE突变。在实施方案中，IgG

恒定区包含三重H433K/N434F/Y436H突变或KFH突变。在实施方案中，IgG恒定区包含组合的

YTE和KFH突变。

[0158] 在实施方案中，接头包含IgG恒定区，所述IgG恒定区在氨基酸残基250、253、307、

310、380、428、433、434和435(根据Kabat编号，如Kabat,等人,Sequences  of  Proteins  of 

Immunological  Interest ,第5版Public  Health  Service ,National  Institutes  of 

Health,Bethesda ,Md .(1991)，明确地以引用的方式并入本文)处含有一种或多种突变。示

例性突变包括T250Q、M428L、T307A、E380A、I253A、H310A、M428L、H433K、N434A、N434F、N434S

和H435A。在实施方案中，IgG恒定区包含M428L/N434S突变或LS突变。在实施方案中，IgG恒

定区包含T250Q/M428L突变或QL突变。在实施方案中，IgG恒定区包含N434A突变。在实施方

案中，IgG恒定区包含T307A/E380A/N434A突变或AAA突变。在实施方案中，IgG恒定区包含

I253A/H310A/H435A突变或IHH突变。在实施方案中，IgG恒定区包含H433K/N434F突变。在实

施方案中，IgG恒定区包含组合的M252Y/S254T/T256E和H433K/N434F突变。

[0159] IgG恒定区中的另外示例性突变描述于例如Robbie ,等人,Anti  microbial 

Agents  and  Chemotherapy(2013) ,57(12):6147‑6153；Dall’Acqua等人,JBC(2006)，281

(33):23514‑24；Dall’Acqua等人,Journa  l  of  Immunology(2002) ,169:5171‑80；Ko等人

Nature(2014)514:642‑645；Grevys等人Journal  of  Immunology.(2015) ,194(11):5497‑

508；以及美国专利号7,083,784中，所述文献的全部内容特此以引用的方式并入。

[0160] 说明性的Fc稳定化突变体是S228P。说明性的延长Fc半衰期的突变体是T250Q、

M428L、V308T、L309P和Q311S，并且本发明的接头可包含这些突变体中的1者、或2者、或3者、

或4者、或5者。

[0161] 在实施方案中，嵌合蛋白以高亲和力结合至FcRn。在实施方案中，嵌合蛋白可以约

1nM至约80nM的KD结合至FcRn。例如，嵌合蛋白可以约1nM、约2nM、约3nM、约4nM、约5nM、约

6nM、约7nM、约8nM、约9nM、约10nM、约15nM、约20nM、约25nM、约30nM、约35nM、约40nM、约

45nM、约50nM、约55nM、约60nM、约65nM、约70nM、约71nM、约72nM、约73nM、约74nM、约75nM、约

76nM、约77nM、约78nM、约79nM或约80nM的KD结合至FcRn。在实施方案中，嵌合蛋白可以约

9nM的KD结合至FcRn。在实施方案中，嵌合蛋白基本上不结合至具有效应子功能的其他Fc受

体(即，不是FcRn)。

[0162] 在实施方案中，接头中的Fc结构域具有SEQ  ID  NO:1的氨基酸序列(参见下文表

1)，或与其具有至少90％、或93％、或95％、或97％、或98％、或99％同一性。在实施方案中，

对SEQ  ID  NO:1进行突变以增加稳定性和/或半衰期。例如，在实施方案中，接头中的Fc结构

域包含SEQ  ID  NO:2的氨基酸序列(参见下文表1)，或与其具有至少90％、或93％、或95％、

说　明　书 21/51 页

29

CN 114585377 A

29



或97％、或98％、或99％同一性。例如，在实施方案中，接头中的Fc结构域包含SEQ  ID  NO:3

的氨基酸序列(参见下文表1)，或与其具有至少90％、或93％、或95％、或97％、或98％、或

99％同一性。

[0163] 此外，可采用一个或多个接合接头来连接接头中的Fc结构域(例如，SEQ  ID  NO:1、

SEQ  ID  NO:2、SEQ  ID  NO:3之一或与其至少90％、或93％、或95％、或97％、或98％、或99％

同一性)和细胞外结构域。例如，SEQ  ID  NO:4、SEQ  ID  NO:5、SEQ  ID  NO:6、SEQ  ID  NO:7、

SEQ  ID  NO:8、SEQ  ID  NO:9中的任一者或其变体可连接如本文所公开的细胞外结构域和如

本文所公开的接头中的Fc结构域。任选地，SEQ  ID  NO:4至50中的任一者或其变体位于如本

文公开的细胞外结构域和如本文公开的Fc结构域之间。

[0164] 在实施方案中，本发明的异源嵌合蛋白可包含下文表1中公开的接合接头的变体。

例如，接头可与SEQ  ID  NO:4至50中的任一者的氨基酸序列具有至少约60％、或至少约

61％、或至少约62％、或至少约63％、或至少约64％、或至少约65％、或至少约66％、或至少

约67％、或至少约68％、或至少约69％、或至少约70％、或至少约71％、或至少约72％、或至

少约73％、或至少约74％、或至少约75％、或至少约76％、或至少约77％、或至少约78％、或

至少约79％、或至少约80％、或至少约81％、或至少约82％、或至少约83％、或至少约84％、

或至少约85％、或至少约86％、或至少约87％、或至少约88％、或至少约89％、或至少约

90％、或至少约91％、或至少约92％、或至少约93％、或至少约94％、或至少约95％、或至少

约96％、或至少约97％、或至少约98％、或至少约99％序列同一性。

[0165] 在实施方案中，第一和第二接合接头可不同或它们可相同。

[0166] 不希望受理论束缚，在异源嵌合蛋白中包括包含Fc结构域的至少一部分的接头有

助于避免形成不溶性和可能的非功能性蛋白多联体和/或聚集体。这部分是由于在Fc结构

域中存在半胱氨酸，所述半胱氨酸能够在异源嵌合蛋白之间形成二硫键。

[0167] 在实施方案中，异源嵌合蛋白可包含如本文所公开的一个或多个接合接头，并且

缺乏如本文所公开的Fc结构域接头。

[0168] 在实施方案中，第一和/或第二接合接头独立地选自SEQ  ID  NO:4至50的氨基酸序

列，并且提供在下文表1中：

[0169] 表1：说明性接头(Fc结构域接头和接合接头)
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[0170]

说　明　书 23/51 页

31

CN 114585377 A

31



[0171]
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[0172]

[0173] 在实施方案中，接合接头基本上包含甘氨酸和丝氨酸残基(例如，约30％、或约

40％、或约50％、或约60％、或约70％、或约80％、或约90％、或约95％、或约97％、或约98％、

或约99％、或约100％的甘氨酸和丝氨酸)。例如，在实施方案中，接合接头是(Gly4Ser)n，其

中n是约1至约8，例如1、2、3、4、5、6、7或8(分别是SEQ  ID  NO:25至SEQ  ID  NO:32)。在实施方

案中，接合接头序列是GGSGGSGGGGSGGGGS(SEQ  ID  NO:33)。另外的说明性接合接头包括但

不限于具有序列LE,(EAAAK)n(n＝1‑3)(SEQ  ID  NO:36至SEQ  ID  NO:38)、A(EAAAK)nA(n＝2‑

5)(SEQ  ID  NO:39至SE  Q  ID  NO:42)、A(EAAAK)4ALEA(EAAAK)4A(SEQ  ID  NO:43)、PAPAP(SEQ 

ID  NO:44)、KESGSVSSEQLAQFRSLD(SEQ  ID  NO:45)、GSAGSAAGSGEF(SEQ  ID  NO:46)和(XP)n

的接头，其中X表示任何氨基酸，例如Ala、Lys或Glu。在实施方案中，接合接头是GGS。在实施

方案中，接合接头具有序列(Gly)n，其中n是1至100的任何数字，例如：(Gly)8(SEQ  ID  NO:

34)和(Gly)6(SEQ  ID  NO:35)。

[0174] 在实施方案中，接合接头是GGGSE(SEQ  ID  NO:47)、GSES  G(SEQ  ID  NO:48)、GSEGS

(SEQ  ID  NO:49)、GEGGSGEGSSG  EGSSSEGGGSEGGGSEGGGSEGGS(SEQ  ID  NO:50)和每4个氨基

酸间隔随机放置G、S和E的接合接头中的一者或多者。

[0175] 第一接合接头、Fc结构域接头和第二接合接头的组合在本文中称为“模块化接

头”。在实施方案中，异源嵌合蛋白包含如表2中所示的模块化接头：

[0176] 表2：说明性模块化接头
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[0177]
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[0178]
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[0179]

[0180] 在实施方案中，本发明的异源嵌合蛋白可包含以上表2中公开的模块化接头的变

体。例如，接头可与SEQ  ID  NO:51至56中的任一者的氨基酸序列具有至少约60％、或至少约

61％、或至少约62％、或至少约63％、或至少约64％、或至少约65％、或至少约66％、或至少

约67％、或至少约68％、或至少约69％、或至少约70％、或至少约71％、或至少约72％、或至

少约73％、或至少约74％、或至少约75％、或至少约76％、或至少约77％、或至少约78％、或

至少约79％、或至少约80％、或至少约81％、或至少约82％、或至少约83％、或至少约84％、

或至少约85％、或至少约86％、或至少约87％、或至少约88％、或至少约89％、或至少约

90％、或至少约91％、或至少约92％、或至少约93％、或至少约94％、或至少约95％、或至少

约96％、或至少约97％、或至少约98％、或至少约99％序列同一性。

[0181] 在实施方案中，接头可以是柔性的，包括但不限于高度柔性的。在实施方案中，接

头可以是刚性的，包括但不限于刚性α螺旋。说明性接合接头的特征在下文表3中示出：

[0182] 表3：说明性接合接头的特征

[0183]
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[0184]

[0185] 在实施方案中，接头可以是功能性的。例如但不限于，接头可起到提高折叠和/或

稳定性、提高表达、改善药物动力学和/或改善本发明嵌合蛋白的生物活性的作用。在另一

个实例中，接头可起到将异源嵌合蛋白靶向特定细胞类型或位置的作用。

[0186] 在实施方案中，异源嵌合蛋白仅包含一个接合接头。

[0187] 在实施方案中，异源嵌合蛋白缺乏接合接头。

[0188] 在实施方案中，接头是合成接头，如聚乙二醇(PEG)。

[0189] 在实施方案中，异源嵌合蛋白具有在空间上能够结合其配体/受体的第一结构域

和/或在空间上能够结合其配体/受体的第二结构域。因此，嵌合蛋白中存在足够的总体柔

性和/或细胞外结构域(或其部分)与嵌合蛋白的剩余部分之间存在物理距离，以使得细胞

外结构域的配体/受体结合结构域在空间上不受阻碍地结合其配体/受体。这种柔性和/或

物理距离(其被称为“松弛”)通常可存在于一个或多个细胞外结构域中，通常存在于接头

中，和/或通常存在于嵌合蛋白中(作为整体)。或者或另外地，可将氨基酸序列(例如)添加

至一个或多个细胞外结构域和/或接头，以提供避免空间位阻所需的松弛。可添加提供松弛

的任何氨基酸序列。在实施方案中，所添加的氨基酸序列包含序列(Gly)n，其中n是1至100

的任何数字。可添加氨基酸序列的另外实例包括表1和表3中所述的接合接头。在实施方案
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中，可在细胞外结构域与接头之间添加聚乙二醇(PEG)接头，以提供避免空间位阻所需的松

弛。此类PEG接头是本领域众所周知的。

[0190] 工程化的T细胞

[0191] 本文公开了一种表达嵌合抗原受体和异源嵌合蛋白的工程化的T细胞。嵌合抗原

受体包含抗原结合结构域、跨膜结构域和细胞内结构域，所述细胞内结构域包含共刺激结

构域和/或信号传导结构域。异源嵌合蛋白包含通用结构：N末端‑(a)‑(b)‑(c)‑C末端，其中

(a)是包含第一跨膜蛋白的细胞外结构域的第一结构域，(b)是连接第一结构域和第二结构

域的接头结构域，并且(c)是包含第二跨膜蛋白的细胞外结构域的第二结构域。图1示出本

发明的工程化的T细胞。

[0192] 在实施方案中，异源嵌合蛋白的第一结构域基本上包含第一跨膜蛋白的整个细胞

外结构域，和/或异源嵌合蛋白的第二结构域基本上包含第二跨膜蛋白的整个细胞外结构

域。

[0193] 在实施方案中，第一结构域能够结合第一跨膜蛋白的配体/受体，并且第二结构域

能够结合第二跨膜蛋白的配体/受体。

[0194] 在实施方案中，第一结构域在与其配体/受体结合时能够抑制免疫抑制信号，和/

或第二结构域在与其配体/受体结合时能够激活免疫刺激信号。

[0195] 在实施方案中，第一跨膜蛋白的配体/受体由癌细胞表达，和/或第二跨膜蛋白的

配体/受体由工程化的T细胞和/或由天然T细胞表达。

[0196] 在实施方案中，异源嵌合蛋白由工程化的T细胞分泌。在实施方案中，异源嵌合蛋

白响应于由工程化的T细胞表达的嵌合抗原受体的激活而分泌。在一个实施方案中，嵌合抗

原受体的激活刺激嵌合抗原受体相关启动子，如激活的T细胞的核因子(NFAT)启动子。

[0197] 在实施方案中，嵌合抗原受体包含抗原结合结构域、跨膜结构域和细胞内结构域，

所述细胞内结构域包含共刺激结构域和/或信号传导结构域。

[0198] 在实施方案中，嵌合抗原受体的抗原结合结构域能够结合由癌细胞表达的抗原，

例如人癌细胞特异性抗原。

[0199] 在实施方案中，嵌合抗原受体的细胞内结构域包含共刺激结构域和信号传导结构

域中的一者或两者。

[0200] 在实施方案中，异源嵌合蛋白和/或嵌合抗原受体能够增加CD4+和/或CD8+T细胞

亚群或防止CD4+和/或CD8+T细胞亚群的减少。

[0201] 在实施方案中，异源嵌合蛋白增加癌细胞/肿瘤部位附近存在的非工程化的T细胞

克隆的数量。

[0202] 当异源嵌合蛋白的第一结构域与由癌细胞表达的第一跨膜蛋白的配体/受体结合

并且第二结构域与由工程化的T细胞表达的第二跨膜蛋白的配体/受体结合时，所述异源嵌

合蛋白能够在所述癌细胞与所述工程化的T细胞之间形成稳定的突触；和/或当与由癌细胞

表达的抗原结合时，嵌合抗原受体能够在所述癌细胞与所述工程化的T细胞之间形成稳定

的突触。稳定的突触提供有利于工程化的T细胞的抗癌作用/肿瘤减少的空间取向。在实施

方案中，空间取向定位工程化的T细胞以攻击癌细胞。在实施方案中，稳定的突触允许工程

化的T细胞在癌细胞附近的增殖。在实施方案中，稳定的突触允许非工程化的天然T细胞在

癌细胞/肿瘤部位附近的募集和增殖。在实施方案中，稳定的突触允许足够的信号传递以提
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供刺激信号(例如，细胞因子)的表达和/或释放。

[0203] 在实施方案中，由本发明的工程化的T细胞表达和分泌的异源嵌合蛋白选自以下

表4。

[0204] 表4：说明性异源嵌合蛋白

[0205]

[0206] 在实施方案中，由本发明的工程化的T细胞表达的嵌合抗原受体选自以下表5：

[0207] 表5：说明性嵌合抗原受体(CAR)T细胞靶标

[0208]

[0209] 在实施方案中，本文公开的工程化的T细胞表达和分泌来自表4的一种或多种异源

嵌合蛋白并且表达来自表5的一种或多种嵌合抗原受体。在实施方案中，工程化的T细胞表

达和分泌来自表4的一种异源嵌合蛋白并且表达来自表5的多于一种嵌合抗原受体。在实施

方案中，工程化的T细胞表达和分泌来自表4的多于一种异源嵌合蛋白并且表达来自表5的

一种嵌合抗原受体。在实施方案中，工程化的T细胞表达和分泌来自表4的多于一种异源嵌

合蛋白并且表达来自表5的多于一种嵌合抗原受体。

[0210] 作为实例，工程化的T细胞表达并分泌PD‑1‑Fc‑OX40L异源嵌合蛋白和/或PD‑1‑

Fc‑OX40L异源嵌合蛋白并且表达结合由癌细胞呈递的CD19的嵌合抗原受体，和/或工程化

的T细胞表达并分泌CSF1R‑Fc‑CD40L异源嵌合蛋白并且表达结合由癌细胞呈递的CD19的嵌

合抗原受体。

[0211] 本文公开的主题的工程化的T细胞可以是淋巴谱系的细胞。淋巴谱系(包括B细胞

和T细胞)提供抗体的产生、细胞免疫系统的调控、血液中外来因子的检测、对于宿主外来的

细胞的检测等。淋巴谱系的工程化的T细胞的非限制性实例包括T细胞、胚胎干细胞和多能

干细胞(例如，可从其分化出淋巴样细胞的那些)。T细胞可以是在胸腺中成熟并且主要负责

细胞介导的免疫的淋巴细胞。T细胞参与适应性免疫系统。本文公开的主题的T细胞可以是
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任何类型的T细胞，包括但不限于T辅助细胞、细胞毒性T细胞、记忆T细胞(包括中枢记忆T细

胞、干细胞样记忆T细胞(或干细胞样记忆T细胞)和两种类型的效应记忆T细胞：例如，TEM细

胞和TEMRA细胞、调控性T细胞(也称为抑制T细胞)、粘膜相关非变异T细胞和γδT细胞。细胞

毒性T细胞(CTL或杀伤T细胞)是能够诱导受感染的体细胞或癌细胞死亡的T淋巴细胞的亚

群。通过引入CAR，可对患者自身的T细胞进行遗传修饰以靶向特异性抗原。

[0212] 本发明的人淋巴细胞的类型包括但不限于经遗传修饰以表达CA  R的外周供体淋

巴细胞(Sadelain,M.,等人2003Nat  Rev  Cancer  3:35‑45)、经遗传修饰以表达包含α和β异

二聚体的全长抗原识别T细胞受体复合物的外周供体淋巴细胞(Morgan ,R .A .,等人

2006Science314:126‑129)、源自肿瘤活检中的肿瘤浸润淋巴细胞(TIL)的淋巴细胞培养物

(Panelli ,M.C.,等人2000J  Immunol  164:495‑504；Panelli ,M.C.,等人2000J  Immunol 

164:4382‑4392)以及使用人工抗原呈递细胞(aAPC)或脉冲树突细胞选择性地体外扩增的

抗原特异性外周血白细胞(Dupont,J .,等人2005Cancer  Res  65:5417‑5427；Papanicola 

ou,G.A.,等人2003Blood  102:2498‑2505)。T细胞可以是自体的、同种异体的或在体外源自

工程化的祖细胞或干细胞。

[0213] 在实施方案中，工程化的T细胞是CD4+T细胞或CD8+T细胞。

[0214] 在实施方案中，工程化的T细胞表达α/βT细胞受体。

[0215] 在实施方案中，工程化的T细胞表达γ/δT细胞受体。

[0216] 在实施方案中，工程化的T细胞源自同种异体T细胞、自体T细胞或肿瘤浸润淋巴细

胞(TIL)。在实施方案中，工程化的T细胞是人细胞。

[0217] 在实施方案中，工程化的T细胞源自从受试者(例如需要抗癌疗法的受试者)获得

的T细胞或T细胞祖细胞。在实施方案中，T细胞或T细胞祖细胞获自自体来源(例如，来自需

要抗癌疗法的同一受试者)。在实施方案中，自体T细胞或T细胞祖细胞获自受试者并在体外

培养和扩增。在实施方案中，将培养的和/或扩增的自体T细胞或T细胞祖细胞工程化以表达

如本文公开的嵌合T细胞受体和/或异源嵌合蛋白。在实施方案中，将自体T细胞或T细胞祖

细胞工程化以表达嵌合T细胞受体，和/或使用本文公开的方法分析异源嵌合蛋白。在实施

方案中，将自体T细胞或T细胞祖细胞工程化以表达嵌合T细胞受体，和/或将异源嵌合蛋白

任选地在体外培养和/或扩增，并施用于有需要的受试者。在实施方案中，将自体T细胞或T

细胞祖细胞工程化以表达嵌合T细胞受体，和/或如本文所公开制造异源嵌合蛋白，任选地

使用本文公开的方法进行分析，并施用于有需要的受试者。

[0218] 在实施方案中，T细胞或T细胞祖细胞从分离的人T细胞的同种异体来源获得，即

TCR缺陷型T细胞，其可在患者需要之前并且廉价地制造。在实施方案中，T细胞或T细胞祖细

胞获自同种异体来源，允许在单个位点产生单一治疗产品。在实施方案中，如本文所公开进

行修饰的同种异体T细胞不表达功能性T细胞受体(TCR)。不受理论束缚，应当理解，一些或

甚至全部TCR亚基/二聚体可在细胞表面上表达，但T细胞未表达足够的功能性TCR来在宿主

中诱导不希望的反应。在其表面上没有功能性TCR的情况下，同种异体T细胞未能对宿主细

胞产生不需要的免疫反应。在实施方案中，如本文公开进行修饰的TCR缺陷型同种异体T细

胞未能引起移植物抗宿主病(GVHD)，例如，因为它们不能识别宿主MHC分子。此外，这些TCR

缺陷型T细胞可被工程化为同时表达功能性、非TCR、疾病特异性受体。

[0219] 如本领域技术人员众所周知的，多种方法可容易地用于从受试者分离同种异体T
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细胞。例如，使用细胞表面标记表达或使用市售试剂盒(例如，来自Pierce,Rockford ,Ill.

的ISOCELL)。

[0220] 在实施方案中，同种异体T细胞或T细胞祖细胞获自受试者并在体外培养和扩增。

在实施方案中，将培养的和/或扩增的同种异体T细胞或T细胞祖细胞工程化以表达如本文

公开的嵌合T细胞受体和/或异源嵌合蛋白。在实施方案中，将同种异体T细胞或T细胞祖细

胞工程化以表达嵌合T细胞受体，和/或使用本文公开的方法分析异源嵌合蛋白。在实施方

案中，将同种异体T细胞或T细胞祖细胞工程化以表达嵌合T细胞受体，和/或将异源嵌合蛋

白任选地在体外培养和/或扩增，并施用于有需要的受试者。在实施方案中，将同种异体T细

胞或T细胞祖细胞工程化以表达嵌合T细胞受体，和/或如本文所公开制造异源嵌合蛋白，任

选地使用本文公开的方法进行分析，并施用于有需要的受试者。

[0221] 制造工程化的T细胞的方法

[0222] 本发明的一个方面是用于制造工程化的T细胞的方法。所述方法包括以下步骤：

(i)从受试者获得T细胞或T细胞祖细胞；(ii)用编码嵌合抗原受体并被设计为整合至所述T

细胞或T细胞祖细胞的基因组中的第一DNA分子转染所述T细胞或T细胞祖细胞；(iii)用编

码异源嵌合蛋白并被设计为整合至所述T细胞或T细胞祖细胞的基因组中的第二DNA分子转

染所述T细胞或T细胞祖细胞。这方面的异源嵌合蛋白包含通用结构：N末端‑(a)‑(b)‑(c)‑C

末端，其中(a)是包含第一跨膜蛋白的细胞外结构域的第一结构域，(b)是连接第一结构域

和第二结构域的接头结构域，并且(c)是包含第二跨膜蛋白的细胞外结构域的第二结构域。

在实施方案中，步骤(ii)在步骤(iii)之前。在实施方案中，步骤(iii)在步骤(ii)之前。在

实施方案中，步骤(ii)和步骤(iii)是同时的。

[0223] 本发明的另一个方面是用于制造工程化的T细胞的另一种方法。所述方法包括以

下步骤：(i)获得T细胞或T细胞祖细胞，所述T细胞或T细胞祖细胞已用编码嵌合抗原受体并

被设计为整合至所述T细胞或T细胞祖细胞的基因组中的第一DNA分子转染；以及(ii)用编

码异源嵌合蛋白并设计为整合至所述T细胞或T细胞祖细胞的基因组中的第二DNA分子转染

步骤(i)的T细胞或T细胞祖细胞。在这方面，所述异源嵌合蛋白包含通用结构：N末端‑(a)‑

(b)‑(c)‑C末端，其中(a)是包含第一跨膜蛋白的细胞外结构域的第一结构域，(b)是连接第

一结构域和第二结构域的接头结构域，并且(c)是包含第二跨膜蛋白的细胞外结构域的第

二结构域。

[0224] 本发明的另一个方面是用于制造工程化的T细胞的另一种方法。所述方法包括以

下步骤：(i)获得T细胞或T细胞祖细胞，所述T细胞或T细胞祖细胞已用编码异源嵌合蛋白并

被设计为整合至所述T细胞或T细胞祖细胞的基因组中的第一DNA分子转染；以及(ii)用编

码嵌合抗原受体并设计为整合至所述T细胞或T细胞祖细胞的基因组中的第二DNA分子转染

步骤(i)的T细胞或T细胞祖细胞。在这方面，所述异源嵌合蛋白包含通用结构：N末端‑(a)‑

(b)‑(c)‑C末端，其中(a)是包含第一跨膜蛋白的细胞外结构域的第一结构域，(b)是连接第

一结构域和第二结构域的接头结构域，并且(c)是包含第二跨膜蛋白的细胞外结构域的第

二结构域。

[0225] 在另一个方面，本发明提供了用于制造工程化的T细胞的另一种方法。所述方法包

括以下步骤：(i)获得T细胞或T细胞祖细胞，以及(ii)用编码嵌合抗原受体并被设为整合至

所述T细胞或T细胞祖细胞的基因组中的DNA分子转染步骤(i)的T细胞或T细胞祖细胞。在这
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方面，所述异源嵌合蛋白包含通用结构：N末端‑(a)‑(b)‑(c)‑C末端，其中(a)是包含第一跨

膜蛋白的细胞外结构域的第一结构域，(b)是连接第一结构域和第二结构域的接头结构域，

并且(c)是包含第二跨膜蛋白的细胞外结构域的第二结构域。在实施方案中，T细胞是T细胞

祖细胞。在实施方案中，T细胞或T细胞祖细胞获自患者。在实施方案中，T细胞或T细胞祖细

胞对癌抗原具有特异性。

[0226] 这些方面包括制造表达任何本文公开的嵌合抗原受体和任何本文公开的异源嵌

合蛋白的工程化的T细胞。

[0227] 在实施方案中，嵌合抗原受体由引入工程化的T细胞基因组中的基因组安全港

(GSR)中的核酸编码。在实施方案中，GSR是腺相关病毒位点1(AAVS1)；趋化因子(C‑C基序)

受体5(CCR5)基因；或Rosa26基因座/Rosa26基因座的人直向同源物。

[0228] 在实施方案中，嵌合抗原受体由引入到T细胞基因组中的内源性T细胞受体基因座

中的核酸编码。

[0229] 任何靶向基因组编辑方法均可用于将编码嵌合抗原受体的核酸整合至工程化的T

细胞基因组的选定基因座中。在实施方案中，嵌合抗原受体的表达由基因座内或附近的内

源性启动子/增强子驱动。在实施方案中，嵌合抗原受体的表达由整合至基因座中的外源性

启动子驱动。基于基因座内基因的表达水平和基因座内基因的基因表达时机选择嵌合抗原

受体整合于其中的基因座。在细胞分化的不同阶段和有丝分裂原/细胞因子微环境下，表达

水平和时机可有所不同，其是进行选择时要考虑的因素。

[0230] 在实施方案中，成簇规律间隔短回文重复序列(CRISPR)系统用于将编码嵌合抗原

受体的核酸整合至工程化的T细胞的基因组的选定基因座中。使用CRISPR系统的方法在例

如WO2014093661、WO2015123339和WO2015089354中进行了描述，其各自以引用的方式整体

并入。

[0231] 在实施方案中，锌指核酸酶(ZFN)用于将编码嵌合抗原受体的核酸整合至工程化

的T细胞的基因组的选定基因座中。使用ZFN系统的方法在例如WO2009146179、

WO2008060510和CN102174576中进行了描述，其各自以引用的方式整体并入。

[0232] 在实施方案中，转录激活因子样效应物核酸酶(TALEN)系统用于将编码嵌合抗原

受体的核酸整合至工程化的T细胞的基因组的选定基因座中。使用TALEN系统的方法在例如

WO2014134412、WO2013163628和WO2014040370中进行了描述，其各自以引用的方式整体并

入。

[0233] 用于递送基因组编辑剂的方法可根据需要而不同。在实施方案中，选定基因组编

辑方法的组分作为一种或多种质粒中的DNA构建体递送。在实施方案中，组分通过病毒载体

递送。常见递送方法包括但不限于电穿孔、显微注射、基因枪、穿刺转染、静水压力、连续输

注、超声处理、磁转染、腺相关病毒、病毒载体的包膜蛋白假型化、具有复制能力的载体顺式

和反式作用元件、单纯疱疹病毒和化学媒介物(例如，寡核苷酸、脂质复合物、聚合物囊泡、

聚合复合物、树枝状聚合物、无机纳米颗粒和细胞穿透肽)。

[0234] 修饰可在选定基因座内的任何地方进行，或者可在可影响整合的嵌合抗原受体的

基因表达的任何地方进行。在实施方案中，在整合的嵌合抗原受体的转录起始位点上游引

入修饰。在实施方案中，在嵌合抗原受体的转录起始位点与蛋白编码区之间引入修饰。在实

施方案中，在嵌合抗原受体的蛋白编码区下游引入修饰。
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[0235] 可使用包含编码本文公开的异源嵌合蛋白的核酸的表达载体，或者可将编码本文

公开的异源嵌合蛋白的核酸稳定地整合在工程化的T细胞的基因组中。

[0236] 在实施方案中，编码三个片段(第一跨膜蛋白的细胞外结构域，然后是接头序列，

然后是第二跨膜蛋白的细胞外结构域)的核酸至载体(质粒、病毒或其他载体)中。

[0237] 在实施方案中，编码异源嵌合蛋白或其补体的核酸与在哺乳动物细胞中起作用的

表达控制区或其补体可操作地连接。

[0238] 在实施方案中，本发明设想使用能够瞬时响应于线索实现高水平表达的诱导型启

动子。例如，当在癌细胞附近时，通过使转染的细胞暴露于适当的线索来诱导用嵌合蛋白的

表达载体转化的细胞和/或具有编码嵌合蛋白的核酸的稳定整合并包含诱导型启动子的细

胞瞬时产生高水平的所述剂。说明性诱导型表达控制区包括包含用线索(如小分子化合物)

刺激的诱导型启动子的那些诱导型表达控制区。特定实例可见于例如美国专利号5,989,

910、5,935,934、6,015,709和6,004,941中，所述专利各自以引用的方式整体并入本文。

[0239] 可促进/针对使用抗生素选择核酸(编码嵌合抗原受体和/或编码异源嵌合蛋白)

的稳定整合。用于选择稳定整合的常用抗生素包括杀稻瘟菌素、G‑418(也称为遗传霉素)、

潮霉素、卡那霉素、新霉素、嘌呤霉素和博莱霉素(Zeocin)。

[0240] 存在多种可用于将核酸引入到存活细胞中的技术。适于在体外将核酸转移至哺乳

动物细胞中的技术包括使用脂质体、电穿孔、微注射、细胞融合、基于聚合物的系统、DEAE‑

葡聚糖、病毒转导、磷酸钙沉淀法等。对于体内基因转移，也可使用许多技术和试剂，包括脂

质体；基于天然聚合物的载体，如壳聚糖和明胶；病毒载体也适合用于体内转导。在一些情

况下，希望提供靶向剂，如对癌细胞表面膜蛋白具有特异性的抗体或配体。在采用脂质体的

情况下，结合至与内吞作用相关的细胞表面膜蛋白的蛋白可用于靶向和/或促进摄取，例如

对于特定细胞类型具有趋向性的衣壳蛋白或其片段、针对在循环中发生内化的蛋白的抗

体、靶向细胞内定位并增强细胞内半衰期的蛋白。受体介导的内吞作用的技术例如由Wu等

人,J.Biol.Chem .262,4429‑4432(1987)；和Wagner等人,Proc.Natl.Acad .Sci .USA  87 ,

3410‑3414(1990)描述。

[0241] 在实施方案中，可将编码嵌合抗原受体的核酸和/或编码异源嵌合蛋白的核酸包

装至病毒载体中。已知许多适用于基因疗法的病毒载体(参见例如，Lundstrom ,Trends 

Biotechnol.,21:117‑122,2003。在实施方案中，所选择的载体表现出高效的感染和稳定的

整合以及表达(参见例如，Cayouette等人,Human  Gene  Therapy  8:423‑430,1997；Kido等

人,Current  Eye  Research  15:833‑844,1996；Bloomer等人,Journal  of  Virology  71:

6641‑6649 ,1997；Naldini等人 ,Science  272:263‑267 ,1996；以及Miyoshi等人 ,

Proc.Natl.Acad .Sci.U.S.A.94:10319,1997)。可使用的其他病毒载体包括例如，腺病毒、

慢病毒和腺相关病毒载体、痘苗病毒、牛乳头瘤病毒或疱疹病毒，如爱泼斯坦‑巴尔病毒(还

参见例如Miller,Human  Gene  Therapy  15‑14,1990；Friedman,Science  244:1275‑1281,

1989；Eglitis等人,BioTechniques  6:608‑614,1988；Tolstoshev等人,Current  Opinion 

in  Biotechnology  1:55‑61,1990；Sharp,The  Lancet  337:1277‑1278,1991；Cornetta等

人,Nucleic  Acid  Research  and  Molecular  Biology  36:311‑322 ,1987；Anderson，

Science  226:401‑409 ,1984；Moen，Blood  Cells  17:407‑416，1991；Miller等人，

Biotechnology  7:980‑990,1989；LeGal  La  Salle等人，Science  259:988‑990,1993；和
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Johnson,Chest  107:77S‑83S,1995的载体)。逆转录病毒载体得到了特别良好地开发，并且

已在临床环境中使用(Rosenberg等人,N.Engl.J.Med  323:370,1990；Anderson等人,美国

专利号5,399,346，其特此以引用的方式整体并入)。

[0242] 编码嵌合抗原受体的核酸和/或编码异源嵌合蛋白的核酸可在单个载体中、或在

单个多顺反子表达盒中、在单个载体的多个表达盒中、或在多个载体中构建。产生多顺反子

表达盒的元件的实例包括但不限于各种内部核糖体进入位点(IRES，例如脊髓灰质炎病毒

IRES和脑心肌炎病毒IRES)和2A肽(例如P2A、T2A、E2A和F2A肽)。逆转录病毒载体和适当的

包装细胞系的组合也是合适的，其中衣壳蛋白将具有感染人细胞的功能。已知多种产生双

嗜性病毒的细胞系，包括但不限于PA12(Miller，等人(1985)Mol.Cell.Biol.5:431‑437)；

PA317(Miller ,等人(1986)Mol .Cell .Biol .6:2895‑2902)；和CRIP(Danos ,等人(1988)

Proc.Natl.Acad .Sci.USA  85:6460‑6464)。非双嗜性颗粒也是合适的，例如用VSVG、RD114

或GALV包膜和本领域已知的任何其他假型化的颗粒。

[0243] 编码嵌合抗原受体的核酸和/或编码异源嵌合蛋白的核酸可离体转染至T细胞或T

细胞祖细胞(例如，自体或异源原代细胞或其子代)中；之后，将现在工程化的T细胞(或其后

代)注射到目标组织或全身注射/输注到患者体内。

[0244] 在实施方案中，制造方法还包括在选择性地增强表达嵌合抗原受体的细胞和/或

表达异源嵌合蛋白的细胞的增殖的培养基中培养转染的T细胞或T细胞祖细胞(现在称为工

程化的T细胞)的步骤。

[0245] 在实施方案中，方法还包括分离表达嵌合抗原受体和/或表达异源嵌合蛋白的工

程化的T细胞的步骤。

[0246] 本发明还涉及通过本文公开的方法制造和/或通过本文公开的方法分离的工程化

的T细胞。

[0247] 本发明的另一个方面是通过本文公开的方法获得的工程化的T细胞群体。

[0248] 工程化的T细胞群体

[0249] 本发明的方面提供包含本文公开的工程化的T细胞的细胞群体以及用于获得所述

细胞群体的方法。

[0250] 方法包括获得通过本文公开的方法制造的工程化的T细胞并在增强所述工程化的

T细胞的增殖的培养基中培养所述工程化的T细胞，从而获得工程化的T细胞群体。

[0251] 在实施方案中，群体包含表达嵌合抗原受体且表达异源嵌合蛋白的工程化的T细

胞，并且还包含表达嵌合抗原受体但不表达异源嵌合蛋白的工程化的T细胞。

[0252] 在实施方案中，群体包含表达嵌合抗原受体且表达异源嵌合蛋白的工程化的T细

胞，并且还包含表达异源嵌合蛋白但不表达嵌合抗原受体的工程化的T细胞。

[0253] 在实施方案中，群体包含表达嵌合抗原受体且表达异源嵌合蛋白的工程化的T细

胞，并且还包含表达异源嵌合蛋白但不表达嵌合抗原受体的工程化的T细胞。

[0254] 在实施方案中，群体包含表达嵌合抗原受体且表达异源嵌合蛋白的工程化的T细

胞，并且还包含不表达异源嵌合蛋白也不表达嵌合抗原受体的T细胞(例如，天然T细胞或T

细胞祖细胞)。

[0255] 因此，群体可包含表达两种嵌合蛋白的工程化的T细胞和表达一种嵌合蛋白的另

外的工程化的T细胞和/或不表达任一者嵌合蛋白的T细胞。
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[0256] 工程化的T细胞的分析

[0257] 在另一个方面，本发明提供了一种分析工程化的T细胞的方法。所述方法包括以下

步骤：(A)制造所述工程化的T细胞，(B)培养所述工程化的T细胞，(C)分离所述工程化的T细

胞的培养上清液，任选地富集或部分纯化所述培养上清液，(D)使所述工程化的T细胞的培

养上清液与第二细胞接触，以及(E)分析所述第二细胞对细胞因子或趋化因子的表达。在实

施方案中，工程化的T细胞根据本文公开的实施方案中的任一个制造。在实施方案中，第二

细胞表达选自2B4、4‑1BB、ACVR1b、ACVR2A、ACVR2B、AXL、B7‑H3、BCMA、BT  LA、BTNL3、BTNL8、

BTNL3A1、BTNL3A2、CD2、CD27、CD30、CD31、CD31、CD40、CD48(SLAMF2)、CD58(LFA3)、CD137、

CD160、CD200、CD226(PTAUDNAMI)、CD244、CD247、CSF1R(CD115)、CTLA‑4、DcR3、Fas、FGFR3、

Fn14、GITR、HVEM、ICOS、ICOSL、KIR2DL1、KIR2DL2、KIR2DL3、KIR3DL1、KIRDL2、LAG‑3、LAP、

LAYN、LTbR、NKG2A、NKp46(NCR1)、NKp80(KL  RF1)、NTB‑A、OX40、PD‑1、PD‑L1、PD‑L2、PVR、

RANK、SIG  LEC7、SIGLEC9、SIRPα(CD172a)、SLAMF6、TACI、TGFBR2、TI  GIT、TIM‑3、TMIGD2、

TNFR1、TNFR2、TNFRSF25、TNFRSF4、TRAIL‑R、VISTA或VSIG8的跨膜蛋白的受体。在实施方案

中，细胞因子选自IFNγ、TNFα、IL‑2、IL‑4、IL‑5、IL‑6、IL‑7、IL‑9、IL‑10、IL‑12、IL‑13、IL‑

15、IL‑21、IL‑17A、IL‑17F、IL‑22、CXCL8、IL‑1α/IL‑1F1、IL‑1β/IL‑1F2、LAP(TGF‑β1)、淋巴

毒素‑α/TNF‑β、TGF‑β、TNF‑α、TRANCE/TNFSF11/RANK  L或其任何两者或更多者的组合。在实

施方案中，通过检测和/或定量mRNA(但不限于，例如使用逆转录酶聚合酶链反应)来分析表

达。在实施方案中，通过蛋白质的检测和/或定量来分析表达。

[0258] 在另一个方面，本发明提供了一种分析工程化的T细胞的方法。所述方法包括以下

步骤：(A)制造所述工程化的T细胞，其中所述制造包括以下步骤：(i)从受试者获得T细胞或

T细胞祖细胞；(ii)用编码嵌合抗原受体并被设计为整合至所述T细胞或T细胞祖细胞的基

因组中的第一DNA分子转染所述T细胞或T细胞祖细胞；以及(iii)用编码异源嵌合蛋白并被

设计为整合至所述T细胞或T细胞祖细胞的基因组中的第二DNA分子转染所述T细胞或T细胞

祖细胞。这方面的异源嵌合蛋白包含通用结构：N末端‑(a)‑(b)‑(c)‑C末端，其中(a)是包含

第一跨膜蛋白的细胞外结构域的第一结构域，(b)是连接所述第一结构域和第二结构域的

接头结构域，并且(c)是包含第二跨膜蛋白的细胞外结构域的第二结构域；(B)培养所述工

程化的T细胞；(C)分离所述工程化的T细胞的培养上清液，任选地富集或部分纯化所述培养

上清液；(D)使所述工程化的T细胞的培养上清液与第二细胞接触；以及(E)分析所述第二细

胞对细胞因子或趋化因子的表达。在实施方案中，第二细胞表达选自2B4、4‑1BB、ACVR1b、

ACVR2A、ACVR2B、AXL、B7‑H3、BCMA、BTLA、BTNL3、BTNL8、BTNL3A1、BTNL3A2、CD2、CD27、CD30、

CD31、CD31、CD40、CD48(SLAMF2)、CD58(LFA3)、CD137、CD160、CD200、CD226(PTAUDNAMI)、

CD244、CD247、CSF1R(CD115)、CTLA‑4、DcR3、Fas、FGFR3、Fn14、GITR、HVEM、ICOS、ICOSL、

KIR2DL1、KIR2DL2、KIR2DL3、KIR3DL1、KIRDL2、LAG‑3、LAP、LAYN、LTbR、NKG2A、NKp46(NCR1)、

NKp80(KLRF1)、NTB‑A、OX40、PD‑1、PD‑L1、PD‑L2、PVR、RANK、SIGLEC7、SIGLEC9、SIRPα

(CD172a)、SLAMF6、TACI、TGFBR2、TIGIT、TIM‑3、TMIGD2、TNFR1、TNFR2、TNFRSF25、TNFRSF4、

TRAIL‑R、VISTA或VSIG8的跨膜蛋白的受体。在实施方案中，所述细胞因子选自IFNγ、TNFα、

IL‑2、IL‑4、IL‑5、IL‑6、IL‑7、IL‑9、IL‑10、IL‑12、IL‑13、IL‑15、IL‑21、IL‑17A、IL‑17F、IL‑

22、CXCL8、IL‑1α/IL‑1F1、IL‑1β/IL‑1F2、LAP(TGF‑β1)、淋巴毒素‑α/TNF‑β、TGF‑β、TNF‑α、

TRANCE/TNFSF11/RANK  L或其任何两者或更多者的组合。在实施方案中，通过mRNA的检测
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和/或定量来分析表达。在实施方案中，通过蛋白质的检测和/或定量来分析表达。在实施方

案中，步骤(ii)在步骤(iii)之前。在实施方案中，步骤(iii)在步骤(ii)之前。在实施方案

中，步骤(ii)和步骤(iii)是同时的。

[0259] 在另一个方面，本发明提供了一种分析工程化的T细胞的方法。所述方法包括以下

步骤：(A)制造所述工程化的T细胞，其中所述制造包括以下步骤：(i)获得T细胞或T细胞祖

细胞，所述T细胞或T细胞祖细胞已用编码嵌合抗原受体并被设计为整合至所述T细胞或T细

胞祖细胞的基因组中的第一DNA分子转染；以及(ii)用编码异源嵌合蛋白并设计为整合至

所述T细胞或T细胞祖细胞的基因组中的第二DNA分子转染步骤(i)的T细胞或T细胞祖细胞，

所述异源嵌合蛋白包含通用结构：N末端‑(a)‑(b)‑(c)‑C末端，其中(a)是包含第一跨膜蛋

白的细胞外结构域的第一结构域，(b)是连接所述第一结构域和第二结构域的接头结构域，

并且(c)是包含第二跨膜蛋白的细胞外结构域的第二结构域；(B)培养所述工程化的T细胞；

(C)分离所述工程化的T细胞的培养上清液，任选地富集或部分纯化所述培养上清液；(D)使

所述工程化的T细胞的培养上清液与第二细胞接触；以及(E)分析所述第二细胞对细胞因子

或趋化因子的表达。在实施方案中，第二细胞表达选自2B4、4‑1BB、ACVR1b、ACVR2A、ACVR2B、

AXL、B7‑H3、BCMA、BTLA、BTNL3、BTNL8、BTNL3A1、BTNL3A2、CD2、CD27、CD30、CD31、CD31、CD40、

CD48(SLAMF2)、CD58(LFA3)、CD137、CD160、CD200、CD226(PTAUDNAMI)、CD244、CD247、CSF1R

(CD115)、CTLA‑4、DcR3、Fas、FGFR3、Fn14、GITR、HVEM、ICOS、ICOSL、KIR2DL1、KIR2DL2、

KIR2DL3、KIR3DL1、KIRDL2、LAG‑3、LAP、LAYN、LTbR、NKG2A、NKp46(NCR1)、NKp80(KLRF1)、

NTB‑A、OX40、PD‑1、PD‑L1、PD‑L2、PVR、RANK、SIGLEC7、SIGLEC9、SIRPα(CD172a)、SLAMF6、

TACI、TGFBR2、TIGIT、TIM‑3、TMIGD2、TNFR1、TNFR2、TNFRSF25、TNFRSF4、TRAIL‑R、VISTA或

VSIG8的跨膜蛋白的受体。在实施方案中，细胞因子选自IFNγ、TNFα、IL‑2、IL‑4、IL‑5、IL‑

6、IL‑7、IL‑9、IL‑10、IL‑12、IL‑13、IL‑15、IL‑21、IL‑17A、IL‑17F、IL‑22、CXCL8、IL‑1α/IL‑

1F1、IL‑1β/IL‑1F2、LAP(TGF‑β1)、淋巴毒素‑α/TNF‑β、TGF‑β、TNF‑α、TRANCE/TNFSF11/RANK 

L或其任何两者或更多者的组合。在实施方案中，通过mRNA的检测和/或定量来分析表达。在

实施方案中，通过蛋白质的检测和/或定量来分析表达。

[0260] 在另一个方面，本发明提供了一种分析工程化的T细胞的方法。所述方法包括以下

步骤：(A)制造所述工程化的T细胞，其中所述制造包括以下步骤：(i)获得T细胞或T细胞祖

细胞，所述T细胞或T细胞祖细胞已用编码异源嵌合蛋白并被设计为整合至所述T细胞或T细

胞祖细胞的基因组中的第一DNA分子转染；以及(ii)用编码嵌合抗原受体并设计为整合至

所述T细胞或T细胞祖细胞的基因组中的第二DNA分子转染步骤(i)的T细胞或T细胞祖细胞，

所述异源嵌合蛋白包含通用结构：N末端‑(a)‑(b)‑(c)‑C末端，其中(a)是包含第一跨膜蛋

白的细胞外结构域的第一结构域，(b)是连接所述第一结构域和第二结构域的接头结构域，

并且(c)是包含第二跨膜蛋白的细胞外结构域的第二结构域；(B)培养所述工程化的T细胞；

(C)分离所述工程化的T细胞的培养上清液，任选地富集或部分纯化所述培养上清液；(D)使

所述工程化的T细胞的培养上清液与第二细胞接触；以及(E)分析所述第二细胞对细胞因子

或趋化因子的表达。在实施方案中，第二细胞表达选自2B4、4‑1BB、ACVR1b、ACVR2A、ACVR2B、

AXL、B7‑H3、BCMA、BTLA、BTNL3、BTNL8、BTNL3A1、BTNL3A2、CD2、CD27、CD30、CD31、CD31、CD40、

CD48(SLAMF2)、CD58(LFA3)、CD137、CD160、CD200、CD226(PTAUDNAMI)、CD244、CD247、CSF1R

(CD115)、CTLA‑4、DcR3、Fas、FGFR3、Fn14、GITR、HVEM、ICOS、ICOSL、KIR2DL1、KIR2DL2、
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KIR2DL3、KIR3DL1、KIRDL2、LAG‑3、LAP、LAYN、LTbR、NKG2A、NKp46(NCR1)、NKp80(KLRF1)、

NTB‑A、OX40、PD‑1、PD‑L1、PD‑L2、PVR、RANK、SIGLEC7、SIGLEC9、SIRPα(CD172a)、SLAMF6、

TACI、TGFBR2、TIGIT、TIM‑3、TMIGD2、TNFR1、TNFR2、TNFRSF25、TNFRSF4、TRAIL‑R、VISTA或

VSIG8的跨膜蛋白的受体。在实施方案中，细胞因子选自IFNγ、TNFα、IL‑2、IL‑4、IL‑5、IL‑

6、IL‑7、IL‑9、IL‑10、IL‑12、IL‑13、IL‑15、IL‑21、IL‑17A、IL‑17F、IL‑22、CXCL8、IL‑1α/IL‑

1F1、IL‑1β/IL‑1F2、LAP(TGF‑β1)、淋巴毒素‑α/TNF‑β、TGF‑β、TNF‑α、TRANCE/TNFSF11/RANK 

L或其任何两者或更多者的组合。在实施方案中，通过mRNA的检测和/或定量来分析表达。在

实施方案中，通过蛋白质的检测和/或定量来分析表达。

[0261] 在另一个方面，本发明提供了一种分析工程化的T细胞的方法。所述方法包括以下

步骤：(A)制造所述工程化的T细胞，其中所述制造包括以下步骤：(i)获得T细胞或T细胞祖

细胞，以及(ii)用编码嵌合抗原受体并被设为整合至所述T细胞或T细胞祖细胞的基因组中

的DNA分子转染步骤(i)的T细胞或T细胞祖细胞，所述异源嵌合蛋白包含通用结构：N末端‑

(a)‑(b)‑(c)‑C末端，其中(a)是包含第一跨膜蛋白的细胞外结构域的第一结构域，(b)是连

接第一结构域和第二结构域的接头结构域，并且(c)是包含第二跨膜蛋白的细胞外结构域

的第二结构域。在实施方案中，T细胞是T细胞祖细胞。在实施方案中，T细胞或T细胞祖细胞

获自患者。在实施方案中，T细胞或T细胞祖细胞对癌抗原具有特异性；(B)培养所述工程化

的T细胞，(C)分离所述工程化的T细胞的培养上清液，任选地富集或部分纯化所述培养上清

液，(D)使所述工程化的T细胞的培养上清液与第二细胞接触，以及(E)分析所述第二细胞对

细胞因子或趋化因子的表达。在实施方案中，第二细胞表达选自2B4、4‑1BB、ACVR1b、

ACVR2A、ACVR2B、AXL、B7‑H3、BCMA、BTLA、BTNL3、BTNL8、BTNL3A1、BTNL3A2、CD2、CD27、CD30、

CD31、CD31、CD40、CD48(SLAMF2)、CD58(LFA3)、CD137、CD160、CD200、CD226(PTAUDNAMI)、

CD244、CD247、CSF1R(CD115)、CTLA‑4、DcR3、Fas、FGFR3、Fn14、GITR、HVEM、ICOS、ICOSL、

KIR2DL1、KIR2DL2、KIR2DL3、KIR3DL1、KIRDL2、LAG‑3、LAP、LAYN、LTbR、NKG2A、NKp46(NCR1)、

NKp80(KLRF1)、NTB‑A、OX40、PD‑1、PD‑L1、PD‑L2、PVR、RANK、SIGLEC7、SIGLEC9、SIRPα

(CD172a)、SLAMF6、TACI、TGFBR2、TIGIT、TIM‑3、TMIGD2、TNFR1、TNFR2、TNFRSF25、TNFRSF4、

TRAIL‑R、VISTA或VSIG8的跨膜蛋白的受体。在实施方案中，细胞因子选自IFNγ、TNFα、IL‑

2、IL‑4、IL‑5、IL‑6、IL‑7、IL‑9、IL‑10、IL‑12、IL‑13、IL‑15、IL‑21、IL‑17A、IL‑17F、IL‑22、

CXCL8、IL‑1α/IL‑1F1、IL‑1β/IL‑1F2、LAP(TGF‑β1)、淋巴毒素‑α/TNF‑β、TGF‑β、TNF‑α、

TRANCE/TNFSF11/RANK  L或其任何两者或更多者的组合。在实施方案中，通过mRNA的检测

和/或定量来分析表达。在实施方案中，通过蛋白质的检测和/或定量来分析表达。

[0262] 在另一个方面，本发明提供了一种分析工程化的T细胞的方法。所述方法包括以下

步骤：(A)制造工程化的T细胞，(B)将所述工程化的T细胞与第二细胞共培养，以及(C)分析

所述第二细胞对细胞因子的表达。在实施方案中，工程化的T细胞根据本文公开的实施方案

中的任一个制造。在实施方案中，第二细胞表达选自2B4、4‑1BB、AC  VR1b、ACVR2A、ACVR2B、

AXL、B7‑H3、BCMA、BTLA、BTN  L3、BTNL8、BTNL3A1、BTNL3A2、CD2、CD27、CD30、CD31、CD31、

CD40、CD48(SLAMF2)、CD58(LFA3)、CD137、CD160、CD200、CD226(PTAUDNAMI)、CD244、CD247、

CSF1R(CD115)、CTLA‑4、DcR3、Fas、FGFR3、Fn14、GITR、HVEM、ICOS、ICOS  L、KIR2DL1、

KIR2DL2、KIR2DL3、KIR3DL1、KIRDL2、LAG‑3、LAP、LAYN、LTbR、NKG2A、NKp46(NCR1)、NKp80

(KLRF1)、NTB‑A、OX40、PD‑1、PD‑L1、PD‑L2、PVR、RANK、SIGLEC7、SIGLEC9、SIRPα(CD172a)、
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SLAMF6、TACI、TGFBR2、TIGIT、TIM‑3、TMIGD2、TNFR1、TNFR2、TNFRSF25、TNFRSF4、TRAIL‑R、

VISTA或VSIG8的跨膜蛋白的受体。在实施方案中，细胞因子选自IFNγ、TNFα、IL‑2、IL‑4、

IL‑5、IL‑6、IL‑7、IL‑9、IL‑10、IL‑12、IL‑13、IL‑15、IL‑21、IL‑17A、IL‑17F、IL‑22、CXCL8、

IL‑1α/IL‑1F1、IL‑1β/IL‑1F2、LAP(TGF‑β1)、淋巴毒素‑α/TNF‑β、TGF‑β、TNF‑α、TRANCE/

TNFSF11/RANK  L或其任何两者或更多者的组合。在实施方案中，通过mRNA的检测和/或定量

来分析表达。在实施方案中，通过蛋白质的检测和/或定量来分析表达。

[0263] 在另一个方面，本发明提供了一种分析工程化的T细胞的方法。所述方法包括以下

步骤：(A)制造所述工程化的T细胞，其中所述制造包括以下步骤：(i)从受试者获得T细胞或

T细胞祖细胞；(ii)用编码嵌合抗原受体并被设计为整合至所述T细胞或T细胞祖细胞的基

因组中的第一DNA分子转染所述T细胞或T细胞祖细胞；(iii)用编码异源嵌合蛋白并被设计

为整合至所述T细胞或T细胞祖细胞的基因组中的第二DNA分子转染所述T细胞或T细胞祖细

胞。这方面的异源嵌合蛋白包含通用结构：N末端‑(a)‑(b)‑(c)‑C末端，其中(a)是包含第一

跨膜蛋白的细胞外结构域的第一结构域，(b)是连接第一结构域和第二结构域的接头结构

域，并且(c)是包含第二跨膜蛋白的细胞外结构域的第二结构域；(B)将所述工程化的T细胞

与第二细胞共培养；以及(C)分析所述第二细胞对细胞因子的表达。在实施方案中，工程化

的T细胞根据本文公开的实施方案中的任一个制造。在实施方案中，第二细胞表达选自2B4、

4‑1BB、ACVR1b、ACVR2A、ACVR2B、AXL、B7‑H3、BCMA、BTLA、BTNL3、BTNL8、BTNL3A1、BTNL3A2、

CD2、CD27、CD30、CD31、CD31、CD40、CD48(SLAMF2)、CD58(LFA3)、CD137、CD160、CD200、CD226

(PTAUDNAMI)、CD244、CD247、CSF1R(CD115)、CTLA‑4、DcR3、Fas、FGFR3、Fn14、GITR、HVEM、

ICOS、ICOSL、KIR2DL1、KIR2DL2、KIR2DL3、KIR3DL1、KIRDL2、LAG‑3、LAP、LAYN、LTbR、NKG2A、

NKp46(NCR1)、NKp80(KLRF1)、NTB‑A、OX40、PD‑1、PD‑L1、PD‑L2、PVR、RANK、SIGLEC7、

SIGLEC9、SIRPα(CD172a)、SLAMF6、TACI、TGFBR2、TIGIT、TIM‑3、TMIGD2、TNFR1、TNFR2、

TNFRSF25、TNFRSF4、TRAIL‑R、VISTA或VSIG8的跨膜蛋白的受体。在实施方案中，所述细胞因

子选自IFNγ、TNFα、IL‑2、IL‑4、IL‑5、IL‑6、IL‑7、IL‑9、IL‑10、IL‑12、IL‑13、IL‑15、IL‑21、

IL‑17A、IL‑17F、IL‑22、CXCL8、IL‑1α/IL‑1F1、IL‑1β/IL‑1F2、LAP(TGF‑β1)、淋巴毒素‑α/

TNF‑β、TGF‑β、TNF‑α、TRANCE/TNFSF11/RANK  L或其任何两者或更多者的组合。在实施方案

中，通过mRNA的检测和/或定量来分析表达。在实施方案中，通过蛋白质的检测和/或定量来

分析表达。在实施方案中，步骤(ii)在步骤(iii)之前。在实施方案中，步骤(iii)在步骤

(ii)之前。在实施方案中，步骤(ii)和步骤(iii)是同时的。

[0264] 在另一个方面，本发明提供了一种分析工程化的T细胞的方法。所述方法包括以下

步骤：(A)制造所述工程化的T细胞，其中所述制造包括以下步骤：(i)获得T细胞或T细胞祖

细胞，所述T细胞或T细胞祖细胞已用编码嵌合抗原受体并被设计为整合至所述T细胞或T细

胞祖细胞的基因组中的第一DNA分子转染；以及(ii)用编码异源嵌合蛋白并设计为整合至

所述T细胞或T细胞祖细胞的基因组中的第二DNA分子转染步骤(i)的T细胞或T细胞祖细胞，

所述异源嵌合蛋白包含通用结构：N末端‑(a)‑(b)‑(c)‑C末端，其中(a)是包含第一跨膜蛋

白的细胞外结构域的第一结构域，(b)是连接第一结构域和第二结构域的接头结构域，并且

(c)是包含第二跨膜蛋白的细胞外结构域的第二结构域；(B)将所述工程化的T细胞与第二

细胞共培养；以及(C)分析所述第二细胞对细胞因子的表达。在实施方案中，工程化的T细胞

根据本文公开的实施方案中的任一个制造。在实施方案中，第二细胞表达选自2B4、4‑1BB、
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ACVR1b、ACVR2A、ACVR2B、AXL、B7‑H3、BCMA、BTLA、BTNL3、BTNL8、BTNL3A1、BTNL3A2、CD2、

CD27、CD30、CD31、CD31、CD40、CD48(SLAMF2)、CD58(LFA3)、CD137、CD160、CD200、CD226

(PTAUDNAMI)、CD244、CD247、CSF1R(CD115)、CTLA‑4、DcR3、Fas、FGFR3、Fn14、GITR、HVEM、

ICOS、ICOSL、KIR2DL1、KIR2DL2、KIR2DL3、KIR3DL1、KIRDL2、LAG‑3、LAP、LAYN、LTbR、NKG2A、

NKp46(NCR1)、NKp80(KLRF1)、NTB‑A、OX40、PD‑1、PD‑L1、PD‑L2、PVR、RANK、SIGLEC7、

SIGLEC9、SIRPα(CD172a)、SLAMF6、TACI、TGFBR2、TIGIT、TIM‑3、TMIGD2、TNFR1、TNFR2、

TNFRSF25、TNFRSF4、TRAIL‑R、VISTA或VSIG8的跨膜蛋白的受体。在实施方案中，所述细胞因

子选自IFNγ、TNFα、IL‑2、IL‑4、IL‑5、IL‑6、IL‑7、IL‑9、IL‑10、IL‑12、IL‑13、IL‑15、IL‑21、

IL‑17A、IL‑17F、IL‑22、CXCL8、IL‑1α/IL‑1F1、IL‑1β/IL‑1F2、LAP(TGF‑β1)、淋巴毒素‑α/

TNF‑β、TGF‑β、TNF‑α、TRANCE/TNFSF11/RANK  L或其任何两者或更多者的组合。在实施方案

中，通过mRNA的检测和/或定量来分析表达。在实施方案中，通过蛋白质的检测和/或定量来

分析表达。

[0265] 在另一个方面，本发明提供了一种分析工程化的T细胞的方法。所述方法包括以下

步骤：(A)制造所述工程化的T细胞，其中所述制造包括以下步骤：(i)获得T细胞或T细胞祖

细胞，所述T细胞或T细胞祖细胞已用编码异源嵌合蛋白并被设计为整合至所述T细胞或T细

胞祖细胞的基因组中的第一DNA分子转染；以及(ii)用编码嵌合抗原受体并设计为整合至

所述T细胞或T细胞祖细胞的基因组中的第二DNA分子转染步骤(i)的T细胞或T细胞祖细胞，

所述异源嵌合蛋白包含通用结构：N末端‑(a)‑(b)‑(c)‑C末端，其中(a)是包含第一跨膜蛋

白的细胞外结构域的第一结构域，(b)是连接第一结构域和第二结构域的接头结构域，并且

(c)是包含第二跨膜蛋白的细胞外结构域的第二结构域；(B)将所述工程化的T细胞与第二

细胞共培养；以及(C)分析所述第二细胞对细胞因子的表达。在实施方案中，工程化的T细胞

根据本文公开的实施方案中的任一个制造。在实施方案中，所述第二细胞表达选自2B4、4‑

1BB、ACVR1b、ACVR2A、ACVR2B、AXL、B7‑H3、BCMA、BTLA、BTNL3、BTNL8、BTNL3A1、BTNL3A2、CD2、

CD27、CD30、CD31、CD31、CD40、CD48(SLAMF2)、CD58(LFA3)、CD137、CD160、CD200、CD226

(PTAUDNAMI)、CD244、CD247、CSF1R(CD115)、CTLA‑4、DcR3、Fas、FGFR3、Fn14、GITR、HVEM、

ICOS、ICOSL、KIR2DL1、KIR2DL2、KIR2DL3、KIR3DL1、KIRDL2、LAG‑3、LAP、LAYN、LTbR、NKG2A、

NKp46(NCR1)、NKp80(KLRF1)、NTB‑A、OX40、PD‑1、PD‑L1、PD‑L2、PVR、RANK、SIGLEC7、

SIGLEC9、SIRPα(CD172a)、SLAMF6、TACI、TGFBR2、TIGIT、TIM‑3、TMIGD2、TNFR1、TNFR2、

TNFRSF25、TNFRSF4、TRAIL‑R、VISTA或VSIG8的跨膜蛋白的受体。在实施方案中，所述细胞因

子选自IFNγ、TNFα、IL‑2、IL‑4、IL‑5、IL‑6、IL‑7、IL‑9、IL‑10、IL‑12、IL‑13、IL‑15、IL‑21、

IL‑17A、IL‑17F、IL‑22、CXCL8、IL‑1α/IL‑1F1、IL‑1β/IL‑1F2、LAP(TGF‑β1)、淋巴毒素‑α/

TNF‑β、TGF‑β、TNF‑α、TRANCE/TNFSF11/RANK  L或其任何两者或更多者的组合。在实施方案

中，通过mRNA的检测和/或定量来分析表达。在实施方案中，通过蛋白质的检测和/或定量来

分析表达。

[0266] 在另一个方面，本发明提供了一种分析工程化的T细胞的方法。所述方法包括以下

步骤：(A)制造所述工程化的T细胞，其中所述制造包括以下步骤：(i)获得T细胞或T细胞祖

细胞，以及(ii)用编码嵌合抗原受体并被设为整合至所述T细胞或T细胞祖细胞的基因组中

的DNA分子转染步骤(i)的T细胞或T细胞祖细胞，所述异源嵌合蛋白包含通用结构：N末端‑

(a)‑(b)‑(c)‑C末端，其中(a)是包含第一跨膜蛋白的细胞外结构域的第一结构域，(b)是连
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接第一结构域和第二结构域的接头结构域，并且(c)是包含第二跨膜蛋白的细胞外结构域

的第二结构域。在实施方案中，T细胞是T细胞祖细胞。在实施方案中，T细胞或T细胞祖细胞

获自患者。在实施方案中，T细胞或T细胞祖细胞对癌抗原具有特异性；(B)将所述工程化的T

细胞与第二细胞共培养，以及(C)分析所述第二细胞对细胞因子的表达。在实施方案中，工

程化的T细胞根据本文公开的实施方案中的任一个制造。在实施方案中，第二细胞表达选自

2B4、4‑1BB、ACVR1b、ACVR2A、ACVR2B、AXL、B7‑H3、BCMA、BTLA、BTNL3、BTNL8、BTNL3A1、

BTNL3A2、CD2、CD27、CD30、CD31、CD31、CD40、CD48(SLAMF2)、CD58(LFA3)、CD137、CD160、

CD200、CD226(PTAUDNAMI)、CD244、CD247、CSF1R(CD115)、CTLA‑4、DcR3、Fas、FGFR3、Fn14、

GITR、HVEM、ICOS、ICOSL、KIR2DL1、KIR2DL2、KIR2DL3、KIR3DL1、KIRDL2、LAG‑3、LAP、LAYN、

LTbR、NKG2A、NKp46(NCR1)、NKp80(KLRF1)、NTB‑A、OX40、PD‑1、PD‑L1、PD‑L2、PVR、RANK、

SIGLEC7、SIGLEC9、SIRPα(CD172a)、SLAMF6、TACI、TGFBR2、TIGIT、TIM‑3、TMIGD2、TNFR1、

TNFR2、TNFRSF25、TNFRSF4、TRAIL‑R、VISTA或VSIG8的跨膜蛋白的受体。在实施方案中，细胞

因子选自IFNγ、TNFα、IL‑2、IL‑4、IL‑5、IL‑6、IL‑7、IL‑9、IL‑10、IL‑12、IL‑13、IL‑15、IL‑

21、IL‑17A、IL‑17F、IL‑22、CXCL8、IL‑1α/IL‑1F1、IL‑1β/IL‑1F2、LAP(TGF‑β1)、淋巴毒素‑

α/TNF‑β、TGF‑β、TNF‑α、TRANCE/TNFSF11/RANK  L或其任何两者或更多者的组合。在实施方

案中，通过mRNA的检测和/或定量来分析表达。在实施方案中，通过蛋白质的检测和/或定量

来分析表达。

[0267] 在实施方案中，通过检测和/或定量mRNA(但不限于，例如使用逆转录酶聚合酶链

反应)来分析表达。在实施方案中，通过蛋白质的检测和/或定量(但不限于，例如使用

ELISA)分析表达。

[0268] 药物组合物

[0269] 如本文所公开的工程化的T细胞群体(例如，包含表达两种嵌合蛋白的工程化的T

细胞，并且任选地包含表达一种嵌合蛋白的另外的工程化的T细胞和/或不表达任一嵌合蛋

白的T细胞)可用于制备药物组合物。

[0270] 本发明的方面包括包含本文公开的工程化的T细胞和药学上可接受的赋形剂的药

物组合物。

[0271] 另一个方面是一种包含本文公开的工程化的T细胞群体和药学上可接受的赋形剂

的药物组合物。

[0272] 在实施方案中，药物组合物中的至少一种工程化的T细胞是同种异体的。

[0273] 在实施方案中，药物组合物中的至少一种工程化的T细胞是自体的。

[0274] 在实施方案中，药物组合物中的至少一种工程化的T细胞是同种异体的，并且药物

组合物中的至少一种工程化的T细胞是自体的。

[0275] 包含本文所述的工程化的T细胞群体的任何药物组合物可补充有任何本文所述的

异源嵌合蛋白。补充的异源嵌合蛋白可以是由工程化的T细胞表达和分泌的相同异源嵌合

蛋白，和/或补充的异源嵌合蛋白可不同于由工程化的T细胞表达和分泌的异源嵌合蛋白。

[0276] 药物组合物包含适合量的药学上可接受的赋形剂以便提供用于适当施用的形式。

在实施方案中，当施用给受试者时，药学上可接受的赋形剂是无菌的。当静脉内施用本文所

公开的组合物时，水是有用的赋形剂。盐溶液和葡萄糖水溶液以及甘油溶液也可用作液体

赋形剂，特别是对于可注射的溶液。适合的药物赋形剂还包括淀粉、葡萄糖、乳糖、蔗糖、明
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胶、麦芽、大米、面粉、白垩、硅胶、硬脂酸钠、单硬脂酸甘油酯、滑石、氯化钠、脱脂乳粉、甘

油、丙烯、乙二醇、水、乙醇等。任何药物组合物还可包含少量的润湿剂或乳化剂或pH缓冲

剂。在实施方案中，药物组合物可包含盐水缓冲液(包括但不限于TBS、PBS等)。合适的药物

赋形剂的实例描述于Remington’s  Pha  rmaceutical  Sciences  1447‑1676(Alfonso 

R.Gennaro编著,第19版1995)中，所述文献以引用的方式并入本文。

[0277] 在实施方案中，任何本文公开的工程化的T细胞或包含工程化的T细胞的组合物根

据常规程序配制为适合于本文所公开的施用模式的药物组合物。

[0278] 治疗方法

[0279] 本发明的一个方面是用于治疗有需要的受试者的癌症的方法。所述方法包括向所

述受试者施用治疗有效量的本文公开的药物组合物。

[0280] 在实施方案中，药物组合物中的至少一种工程化的T细胞是同种异体的。

[0281] 在实施方案中，药物组合物中的至少一种工程化的T细胞是自体的。

[0282] 在实施方案中，药物组合物中的至少一种工程化的T细胞是自体的，并且药物组合

物中的至少一种工程化的T细胞是同种异体的。

[0283] 在实施方案中，药物组合物诱导选自以下的细胞因子的表达：IFNγ、TNFα、IL‑2、

IL‑4、IL‑5、IL‑6、IL‑7、IL‑9、IL‑10、IL‑12、IL‑13、IL‑15、IL‑21、IL‑17A、IL‑17F、IL‑22、

CXCL8、IL‑1α/IL‑1F1、IL‑1β/IL‑1F2、LAP(TGF‑β1)、淋巴毒素‑α/TNF‑β、TGF‑β、TNF‑α、

TRANCE/TNFSF11/RANK  L或其任何两者或更多者的组合。在实施方案中，通过检测和/或定

量mRNA(但不限于，例如使用逆转录酶聚合酶链反应)来分析表达。在实施方案中，通过蛋白

质的检测和/或定量(但不限于，例如使用ELISA)分析表达。

[0284] 在实施方案中，方法治疗选自以下的癌症：结肠癌、直肠癌、肾细胞癌、肝癌、非小

细胞肺癌、小肠癌、食道癌、黑素瘤、骨癌、胰腺癌、皮肤癌、头颈癌、皮肤或眼内恶性黑素瘤、

子宫癌、卵巢癌、直肠癌、肛区癌、胃癌、睾丸癌、子宫癌、输卵管癌、子宫内膜癌、子宫颈癌、

阴道癌、外阴癌、霍奇金病、非霍奇金淋巴瘤、内分泌系统癌症、甲状腺癌、甲状旁腺癌、肾上

腺癌、软组织肉瘤、尿道癌、阴茎癌、儿童实体瘤、膀胱癌、肾或输尿管癌、肾盂癌、中枢神经

系统肿瘤(CNS)、原发性CNS淋巴瘤、肿瘤血管生成、脊轴肿瘤、脑干胶质瘤、垂体腺瘤、卡波

济氏肉瘤、表皮样癌、鳞状细胞癌、T细胞淋巴瘤、环境诱导的癌症、所述癌症的组合以及所

述癌症的转移性病灶或它们的组合。

[0285] 在实施方案中，癌症是选自由以下组成的组的血液癌症：慢性淋巴细胞性白血病

(CLL)、急性白血病、急性淋巴细胞白血病(ALL)、B细胞急性淋巴细胞白血病(B‑ALL)、T细胞

急性淋巴细胞白血病(T‑ALL)、慢性髓细胞性白血病(CML)、B细胞幼淋巴细胞性白血病、母

细胞性浆细胞样树突细胞肿瘤、伯基特氏淋巴瘤、弥漫性大B细胞淋巴瘤、滤泡性淋巴瘤、毛

细胞白血病、小细胞或大细胞滤泡性淋巴瘤、恶性淋巴组织增生病状、MALT淋巴瘤、套细胞

淋巴瘤、边缘区淋巴瘤、多发性骨髓瘤、骨髓增生异常和骨髓增生异常综合征、非霍奇金淋

巴瘤、霍奇金淋巴瘤、浆母细胞性淋巴瘤、浆细胞样树突细胞肿瘤、瓦尔登斯特伦巨球蛋白

血症和白血病前期或它们的组合。

[0286] 在实施方案中，方法还包括施用包含任何本文公开的异源嵌合蛋白的药物组合

物。异源嵌合蛋白可以是由工程化的T细胞表达和分泌的相同异源嵌合蛋白，和/或异源嵌

合蛋白可不同于由工程化的T细胞表达和分泌的异源嵌合蛋白。在实施方案中，在向受试者
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施用包含工程化的T细胞群体的药物组合物之前，向所述受试者施用包含异源嵌合蛋白的

药物组合物；在向受试者施用包含工程化的T细胞群体的药物组合物之后，向所述受试者施

用包含异源嵌合蛋白的药物组合物；或者与施用包含工程化的T细胞群体的药物组合物同

时向受试者施用包含异源嵌合蛋白的药物组合物。在实施方案中，包含异源嵌合蛋白的药

物组合物的剂量小于施用至尚未或将不会施用包含工程化的T细胞群体的药物组合物的受

试者的剂量。

[0287] 在实施方案中，方法还包括向受试者施用治疗有效量的免疫抑制药物，例如，免疫

抑制药物减轻或预防细胞因子释放综合征。在实施方案中，免疫抑制药物是针对白细胞介

素‑6受体(IL‑6R)的抗体，例如托珠单抗。在实施方案中，免疫抑制药物在包含工程化的T细

胞群体的药物组合物之前施用；免疫抑制药物在包含工程化的T细胞群体的药物组合物之

后施用；或者免疫抑制药物与包含工程化的T细胞群体的药物组合物同时施用。

[0288] 在实施方案中，本文公开的药物组合物可通过局部注射或局部输注；通过静脉内

注射或静脉内输注；通过动脉内注射或动脉内输注；或通过淋巴管内注射或淋巴管内输注

施用。

[0289] 在实施方案中，局部注射或局部输注是直接至肿瘤，即，肿瘤内注射。

[0290] 在实施方案中，局部注射或局部输注是直接至免疫系统的器官，例如骨髓、胸腺、

脾、腺样体、扁桃体、淋巴结、皮肤和肝脏。

[0291] 所施用的药物组合物中工程化的T细胞的数量，即工程化的T细胞的剂量可取决于

若干因素，包括疾患的严重程度、是要治疗还是预防疾患以及待治疗受试者的年龄、体重和

健康。另外，关于特定受试者的药物基因组学(基因型对治疗剂的药物动力学、药效学或功

效分布的影响)信息可影响所用剂量。此外，可根据多种因素稍微调整精确的单个剂量，所

述因素包括所施用的特定药物组合物、施用时间、施用途径、制剂的性质、所治疗的特定疾

病、病症的严重程度以及病症的解剖学位置。可预期一些剂量的变化。

[0292] 本发明的方面还包括本文公开的工程化的T细胞在制造药物例如用于治疗癌症的

药物中的用途。

[0293] 本文公开的任何方面或实施方案可与本文公开的任何其他方面或实施方案组合。

[0294] 本发明将在以下实施例中进一步描述，所述实施例不限制权利要求书中描述的本

发明的范围。

[0295] 实施例

[0296] 提供本文的实施例以说明本技术的优点和益处并进一步帮助本领域普通技术人

员制备或使用本技术的嵌合蛋白。还提供了本文中的实施例以更全面地说明本技术的优选

方面。实施例决不应被解释为限制本公开的范围，其如所附权利要求书所定义。实施例可包

括或结合上述本技术的任何变型、方面或实施方案。上述变型、方面或实施方案还可进一步

各自包括或结合本技术的任何或所有其他变型、方面或实施方案的变型。

[0297] 实施例1.说明性的工程化的T细胞的构建和表征

[0298] 在此实施例的实验中，产生了编码pcDNA3.4‑PD‑1‑Fc‑OX40L或pcDNA3.4‑CSF1R‑

Fc‑CD40L的单独质粒。然后用pcDNA3.4‑PD‑1‑Fc‑OX40L质粒DNA或pcDNA3 .4‑CSF1R‑Fc‑

CD40L质粒DNA分别转染Jurkat  T细胞。然后在施加抗生素选择(G418)之前将Jurkat  T细胞

孵育48小时，以在两周时间段内选择稳定转染的细胞。稳定库的单细胞克隆使得能够选择
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高异源嵌合蛋白分泌克隆来计算嵌合蛋白生产水平(pg/细胞)。

[0299] 在两周选择期后出现每种构建体的G418抗性稳定库后，允许工程化的T细胞达到

高密度，然后收获、浓缩工程化的T细胞培养基并通过标准ELISA方法测试分泌的PD‑1‑Fc‑

OX40L(图3)或分泌的CSF1R‑Fc‑CD40L(图4)的存在。浓缩的Jurkat亲本细胞培养基用作阴

性对照。

[0300] 为了检测来自细胞培养基中的工程化的T细胞的PD‑1‑Fc‑OX40L或CSF1R‑Fc‑

CD40L的分泌，双重结合ELISA方法证实了分泌的异源嵌合蛋白的功能。ELISA方法包括使用

通用异源嵌合蛋白特异性抗Fc抗体捕获异源嵌合蛋白，并使用生物素化的抗人OX40L(在

PD‑1‑Fc‑OX40L的情况下)或生物素化的抗CD40L抗体(在CSF1R‑Fc‑CD40L的情况下)检测异

源嵌合蛋白。如图3和图4所示，工程化的T细胞分泌高水平的PD‑1‑Fc‑OX40L和CSF1R‑Fc‑

CD40L。

[0301] 实施例2.由T细胞克隆分泌的嵌合蛋白同时结合两种配体的能力

[0302] 此实验的目的是了解由本文公开的T细胞克隆分泌的异源嵌合蛋白中存在的I型

细胞外结构域(ECD)和II型ECD是否能够同时结合配体。为此，使用MESO  SCALE  DISCOVERY

(MSD)平台进行双重结合测定。

[0303] 浓缩的、脱盐的培养上清液如下制备：将4000万个Jurkat亲本细胞、表达人PD‑1‑

Fc‑4‑1BBL嵌合蛋白的Jurkat细胞(Jurkat/hPD‑1‑Fc‑4‑1BBL)、表达人PD‑1‑Fc‑OX40L嵌合

蛋白的Jurkat细胞(Jurkat/hPD‑1‑Fc‑OX40L)或表达人CSF1R‑Fc‑CD40L嵌合蛋白的Jurkat

细胞(Jurkat/hCSF1R‑Fc‑CD40L)在60mL培养基中培养48小时。此后，收获培养基并使用

AMICON‑15  50K柱浓缩50‑75×。将浓缩的上清液在ZEBA脱盐柱上脱盐或直接在PBS中透析

并用于实验中。所得上清液也称为“纯”上清液。

[0304] PD‑1‑Fc‑4‑1BBL嵌合蛋白在N末端处或附近具有PD‑1蛋白结构域的细胞外结构

域，并且在C末端或附近具有4‑1BB配体(4‑1BBL)蛋白结构域的细胞外结构域。为了了解PD‑

1和4‑1BBL是否能够同时结合至相应的抗体，将抗人PD‑1抗体包被在板上。将Jurkat亲本细

胞或Jurkat/hPD‑1‑Fc‑4‑1BBL细胞的三倍连续稀释纯培养上清液添加至板中。作为阳性对

照，添加了0、0.0137、0.041、0.12、0.37、1.11、3.33和10μg/ml的纯化PD‑1‑Fc‑4‑1BBL嵌合

蛋白。对板进行孵育以允许板结合的抗人PD‑1抗体捕获任何蛋白。为了检测板结合的抗人

PD‑1抗体对PD‑1‑Fc‑4‑1BBL嵌合蛋白的捕获，添加了抗人4‑1BBL抗体。此测定中信号的产

生取决于PD‑1‑Fc‑4‑1BBL嵌合蛋白对抗人PD‑1和抗人4‑1BBL抗体的桥接。使用MSD平台检

测结合。如图5A所示，Jurkat亲本细胞的纯培养上清液仅显示背景信号。相比之下，Jurkat/

hPD‑1‑Fc‑4‑1BBL细胞的培养上清液产生了剂量依赖性信号，从而表明Jurkat/hPD‑1‑Fc‑

4‑1BBL细胞产生了hPD‑1‑Fc‑4‑1BBL嵌合蛋白，所述嵌合蛋白能够同时结合抗人PD‑1和抗

人4‑1BBL抗体(图5A)。纯化的hPD‑1‑Fc‑4‑1BBL嵌合蛋白产生了剂量依赖性且饱和的信号。

将由纯化的hPD‑1‑Fc‑4‑1BBL嵌合蛋白产生的信号与由Jurkat/hPD‑1‑Fc‑4‑1BBL细胞的培

养上清液产生的信号进行比较表明纯培养上清液含有与0.0137μg/ml的纯化PD‑1‑Fc‑4‑

1BBL嵌合蛋白相当的量的蛋白(图5A)。

[0305] PD‑1‑Fc‑OX40L嵌合蛋白在N末端处或附近具有PD‑1蛋白结构域的细胞外结构域，

并且在C末端或附近具有OX40配体(OX40L)蛋白结构域的细胞外结构域。为了了解PD‑1和

OX40L的细胞外结构域是否能够同时结合至相应的抗体，将抗人PD‑1抗体包被在板上。将
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Jurkat亲本细胞或Jurkat/hPD‑1‑Fc‑OX40L细胞的三倍连续稀释纯培养上清液添加至板

中。作为阳性对照，添加了0、0.0137、0.041、0.12、0.37、1.11、3.33和10μg/ml的纯化PD‑1‑

Fc‑OX40L嵌合蛋白。对板进行孵育以允许板结合的抗人PD‑1抗体捕获任何蛋白质。为了检

测板结合的抗人PD‑1抗体对PD‑1‑Fc‑OX40L嵌合蛋白的捕获，添加了抗人OX40L抗体。此测

定中信号的产生取决于PD‑1‑Fc‑OX40L嵌合蛋白对抗人PD‑1和抗人OX40L抗体的桥接。使用

MSD平台检测结合。如图5B所示，Jurkat亲本细胞的纯培养上清液仅显示能够同时结合抗人

PD‑1和抗人OX40L抗体的背景信号。相比之下，Jur  kat/hPD‑1‑Fc‑OX40L细胞的培养上清液

产生了剂量依赖性信号，从而表明Jurkat/hPD‑1‑Fc‑OX40L细胞产生了hPD‑1‑Fc‑OX40L嵌

合蛋白(图5B)。纯化的hPD‑1‑Fc‑OX40L嵌合蛋白产生了剂量依赖性且饱和的信号。将由纯

化的hPD‑1‑Fc‑OX40L嵌合蛋白产生的信号与由Jurk  at/hPD‑1‑Fc‑OX40L细胞的培养上清

液产生的信号进行比较表明纯培养上清液含有与0.0137μg/ml的纯化PD‑1‑Fc‑OX40L嵌合

蛋白相比略低的量的蛋白质(图5B)。

[0306] CSF1R‑Fc‑CD40L嵌合蛋白在N末端处或附近具有CSF1R蛋白结构域的细胞外结构

域，并且在C末端或附近具有CD40配体(CD40L)蛋白结构域的细胞外结构域。为了了解CSF1R

和CD40L的细胞外结构域是否能够同时结合至相应的抗体，将抗人CSF1R抗体包被在板上。

将Jurkat亲本细胞或Jurkat/hCSF1R‑Fc‑CD40L细胞的三倍连续稀释纯培养上清液添加至

板中。作为阳性对照，添加了0、0.0137、0.041、0.12、0.37、1 .11、3.33和10μg/ml的纯化

CSF1R‑Fc‑CD40L嵌合蛋白。对板进行孵育以允许板结合的抗人CSF1R抗体捕获任何蛋白。为

了检测板结合的抗人CSF1R抗体对CSF1R‑Fc‑CD40L嵌合蛋白的捕获，添加了抗人CD40L抗

体。此测定中信号的产生取决于CSF1R‑Fc‑CD40L嵌合蛋白对抗人CSF1R和抗人CD40L抗体的

桥接。使用MSD平台检测结合。如图5C所示，Jurkat亲本细胞的纯培养上清液仅显示背景信

号。相比之下，Jurkat/hCSF1R‑Fc‑CD40L细胞的培养上清液产生了剂量依赖性信号，从而表

明Jurkat/hCSF1R‑Fc‑CD40L细胞产生了hCSF1R‑Fc‑CD40L嵌合蛋白，所述嵌合蛋白能够同

时结合抗人CSF1R和抗人CD40L抗体(图5C)。纯化的hCSF1R‑Fc‑CD40L嵌合蛋白产生了剂量

依赖性且饱和的信号。将由纯化的hCSF1R‑Fc‑CD40L嵌合蛋白产生的信号与由Jurkat/

hCSF1R‑Fc‑CD40L细胞的培养上清液产生的信号进行比较表明纯培养上清液含有与0.12μ

g/ml的纯化CSF1R‑Fc‑CD40L嵌合蛋白相当的量的蛋白质(图5C)。

[0307] 这些数据证明本文公开的T细胞表达和分泌了嵌合蛋白，所述嵌合蛋白能够通过

两个细胞外结构域同时结合和桥接配体。

[0308] 实施例3.表达细胞外结构域的配体的细胞系的构建

[0309] 为了研究由Jurkat/hPD‑1‑Fc‑4‑1BBL、Jurkat/hPD‑1‑Fc‑OX40L和Jurkat/

hCSF1R‑Fc‑CD40L细胞表达的嵌合蛋白中存在的细胞外结构域是否结合表达其同源配体的

细胞，构建了模型细胞系。具体地，将CHO‑K1或HT1080细胞工程化为在其表面过表达某些配

体。

[0310] 构建了稳定表达人CD40的CHO‑K1亲本细胞。CD40阳性克隆的细胞被称为CHO‑K1/

hCD40细胞。将CHO‑K1/hCD40细胞和亲本CHO‑K1细胞与抗CD40抗体一起孵育。使用流式细胞

术检测结合。如图6A所示，抗CD40抗体染色了CHO‑K1/hCD40细胞，但不染色亲本CHO‑K1细

胞。这些数据表明稳定表达人CD40的细胞系的成功构建。

[0311] 构建了稳定表达人PD‑L1的CHO‑K1亲本细胞。PD‑L1阳性克隆的细胞被称为CHO‑
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K1/hPD‑L1细胞。将CHO‑K1/hPD‑L1细胞和亲本CHO‑K1细胞与抗PD‑L1抗体一起孵育。使用流

式细胞术检测结合。如图6B所示，抗PD‑L1抗体染色了CHO‑K1/hPD‑L1细胞，但不染色亲本

CHO‑K1细胞。这些数据表明稳定表达人PD‑L1的细胞系的成功构建。

[0312] 构建了稳定表达人OX40的CHO‑K1亲本细胞。OX40阳性克隆的细胞被称为CHO‑K1/

hOX40细胞。将CHO‑K1/hOX40细胞和亲本CHO‑K1细胞与抗OX40抗体一起孵育。使用流式细胞

术检测结合。如图6C所示，抗OX40抗体染色了CHO‑K1/hOX40细胞，但不染色亲本CHO‑K1细

胞。这些数据表明稳定表达人OX40的细胞系的成功构建。

[0313] 构建了稳定表达人4‑1BB的HT1080亲本细胞。4‑1BB阳性克隆的细胞被称为

HT1080/h4‑1BB细胞。将HT1080/h4‑1BB细胞和亲本HT1080细胞与抗4‑1BB抗体一起孵育。使

用流式细胞术检测结合。如图7A所示，抗4‑1BB抗体染色了HT1080/h4‑1BB细胞，但不染色亲

本HT1080细胞。这些数据表明稳定表达人4‑1BB的细胞系的成功构建。HT1080以中等水平表

达其他TNF受体(例如hOX40)。为了证实这一点，将HT1080/h4‑1BB细胞和亲本HT1080细胞与

抗OX40抗体一起孵育。使用流式细胞术检测结合。如图7B所示，抗OX40抗体染色了亲本

HT1080细胞和HT1080/h4‑1BB细胞两者。

[0314] 实施例4.由本文公开的T细胞克隆分泌的嵌合蛋白与表达细胞外结构域的配体的

细胞的结合

[0315] 此实验的目的是评估由本文公开的T细胞克隆分泌的嵌合蛋白中存在的两个ECD

与其相应同源配体的结合。为此目的，分别定量与表达每个ECD的配体的细胞的结合程度。

[0316] 在一项实验中，将HT1080/h4‑1BB细胞与递增量的如实施例2中所述产生的Jurkat

亲本细胞或Jurkat/hPD‑1‑Fc‑4‑1BBL细胞的纯培养上清液一起孵育。使用流式细胞术检测

结合并计算平均荧光强度(MFI)，并将其绘制为Jurkat亲本细胞或Jurkat/hPD‑1‑Fc‑4‑

1BBL细胞的纯培养上清液的量的函数。如图8A所示，Jurkat/hPD‑1‑Fc‑4‑1BBL细胞的纯培

养上清液显示出与HT1080/h4‑1BB细胞的剂量依赖性结合。相比之下，Jurkat亲本细胞的纯

培养上清液仅显示背景信号(图8A)。此外，将CHO‑K1/hPD‑L1细胞与递增量的如实施例2中

所述产生的Jurkat亲本细胞或Jurkat/hPD‑1‑Fc‑4‑1BBL细胞的纯培养上清液一起孵育。使

用流式细胞术检测结合并计算MFI，并将其绘制为Jurkat亲本细胞或Jurkat/hPD‑1‑Fc‑4‑

1BBL细胞的纯培养上清液的量的函数。如图8B所示，Jurkat/hPD‑1‑Fc‑4‑1BBL细胞的纯培

养上清液显示出与CHO‑K1/hPD‑L1细胞的剂量依赖性结合。相比之下，Jurkat亲本细胞的纯

培养上清液仅显示背景信号(图8B)。这些数据表明Jurkat/hPD‑1‑Fc‑4‑1BBL细胞产生了

hPD‑1‑Fc‑4‑1BBL异源嵌合蛋白，所述异源嵌合蛋白能够特异性地结合至表达人4‑1BB(其

是4‑1BBL的同源配体)的细胞以及表达人PD‑L1(其是PD‑1的同源配体)的细胞。

[0317] 在另一个实验中，将CHO‑K1/hPD‑L1细胞与递增量的如实施例2中所述产生的

Jurkat亲本细胞或Jurkat/hPD‑1‑Fc‑OX40L细胞的纯培养上清液一起孵育。使用流式细胞

术检测结合并计算MFI，并将其绘制为Jurkat亲本细胞或Jurkat/hPD‑1‑Fc‑OX40L细胞的纯

培养上清液的量的函数。如图9A所示，Jurkat/hPD‑1‑Fc‑OX40L细胞的纯培养上清液显示出

与CHO‑K1/hPD‑L1细胞的剂量依赖性结合。相比之下，Jurkat亲本细胞的纯培养上清液仅显

示背景信号(图9A)。此外，将CHO‑K1/hOX40细胞与递增量的如实施例2中所述产生的Jurkat

亲本细胞或Jurkat/hPD‑1‑Fc‑OX40L细胞的纯培养上清液一起孵育。使用流式细胞术检测

结合并计算MFI，并将其绘制为Jurkat亲本细胞或Jurkat/hPD‑1‑Fc‑OX40L细胞的纯培养上

说　明　书 47/51 页

55

CN 114585377 A

55



清液的量的函数。如图9B所示，Jurkat/hPD‑1‑Fc‑OX40L细胞的纯培养上清液显示出与CH 

O‑K1/hOX40细胞的剂量依赖性结合。相比之下，Jurkat亲本细胞的纯培养上清液仅显示背

景信号(图9B)。这些数据表明CHO‑K1/hOX40细胞产生了hPD‑1‑Fc‑OX40L异源嵌合蛋白，所

述异源嵌合蛋白能够特异性地结合至表达人OX40(其是OX40L的同源配体)的细胞以及表达

人PD‑L1(其是PD‑1的同源配体)的细胞。

[0318] 在另一个实验中，将CHO‑K1/hCD40细胞与递增量的如实施例2中所述产生的

Jurkat亲本细胞或Jurkat/hCSF1R‑Fc‑CD40L细胞的纯培养上清液一起孵育。使用流式细胞

术检测结合并计算MFI，并将其绘制为Jurkat亲本细胞或Jurkat/hCSF1R‑Fc‑CD40L细胞的

纯培养上清液的量的函数。如图10A所示，Jurkat/hCSF1R‑Fc‑CD40L细胞的纯培养上清液显

示出与CHO‑K1/hCD40细胞的剂量依赖性结合。相比之下，Jurkat亲本细胞的纯培养上清液

仅显示背景信号(图10A)。

[0319] 为了检测由Jurkat/hCSF1R‑Fc‑CD40L细胞产生的嵌合蛋白与人CSF1(其是一种可

溶性蛋白)的结合，使用了MSD平台。简言之，将重组人CSF1蛋白包被在MSD板上。添加递增量

的如实施例2中所述产生的Jurkat亲本细胞或Jurkat/hCSF1R‑Fc‑CD40L细胞的纯培养上清

液。将板孵育以允许板结合的CSF1捕获任何CSF‑1结合蛋白。为了检测板结合的CSF1对

hCSF1R‑Fc‑CD40L嵌合蛋白的捕获，添加了抗人CD40L‑生物素抗体。添加MSD链霉亲和素试

剂用于检测。MSD信号被绘制为Jurkat亲本细胞或Jurkat/hCSF1R‑Fc‑CD40L细胞的纯培养

上清液的量的函数。如图10B所示，Jurkat/hCSF1R‑Fc‑CD40L细胞的纯培养上清液显示出与

人CSF1的剂量依赖性结合。相比之下，Jurkat亲本细胞的纯培养上清液仅显示背景信号(图

10B)。纯化的hCSF1R‑Fc‑CD40L嵌合蛋白产生了剂量依赖性且饱和的信号。将由纯化的

hCSF1R‑Fc‑CD40L嵌合蛋白产生的信号与由Jurkat/hCSF1R‑Fc‑CD40L细胞的培养上清液产

生的信号进行比较表明纯培养上清液含有与0.37μg/ml的纯化CSF1R‑Fc‑CD40L嵌合蛋白相

当的量的蛋白质(图5C)。

[0320] 这些数据表明Jurkat/hCSF1R‑Fc‑CD40L细胞产生了hCSF1R‑Fc‑CD40L异源嵌合蛋

白，所述异源嵌合蛋白能够特异性地结合至表达人CD40(其是CD40L的同源配体)的细胞和

板结合的人CSF1(其是CSF1R的同源配体)。

[0321] 总的来说，这些数据证明本文公开的T细胞表达且分泌了功能活性嵌合蛋白，所述

嵌合蛋白能够结合至表达两种类型的同源配体的细胞。因此，当两种配体由两种细胞类型

表达时，嵌合蛋白将桥接两种细胞类型(例如癌细胞和免疫细胞)。

[0322] 实施例5.由本文公开的T细胞克隆分泌的嵌合蛋白对细胞因子的诱导

[0323] 此实验的目的是了解由本文公开的T细胞克隆分泌的嵌合蛋白与其同源配体的结

合是否产生免疫效应。为此目的，将细胞因子的诱导与管家控制基因进行比较评估。

[0324] 在一项实验中，将250,000个HT1080/h4‑1BB细胞生长过夜。第二天，将如实施例2

中所述产生的Jurkat亲本细胞或Jurkat/hPD1‑Fc‑4‑1BBL细胞的(总细胞培养体积的)0％

或25％纯培养上清液添加至细胞。继续孵育另外3小时。3小时后，从HT1080/h4‑1BB细胞分

离RNA，合成cDNA，并通过qRT‑PCR评估GAPDH、ACTB(管家控制基因)、CXCL8和CCL2的基因表

达。根据Δ‑ΔCT方法，GAPDH用于归一化基因表达和倍数诱导。如图11A所示，添加Jurkat亲

本细胞或Jurkat/hPD1‑Fc‑4‑1BBL细胞的纯培养上清液并未明显影响ACTB基因表达的表

达。添加Jurkat亲本细胞的纯培养上清液引起CXCL8和CCL2基因的轻微诱导(图11B和图
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11C)。这可通过由Jurkat细胞分泌的因子来解释。相比之下，如图11B和图11C所示，Jurkat/

hPD1‑Fc‑4‑1BBL细胞的纯培养上清液将CXCL8(图11B)和CCL2(图11C)的表达诱导数倍。

CXCL8(图11B)的诱导(p<.0001)通过非配对t检验和Welch校正在统计上是显著的。类似地，

CCL2的诱导(图11C)(p<.001)通过非配对t检验和Welch校正在统计上是显著的。这些数据

表明Jurkat/hPD‑1‑Fc‑4‑1BBL细胞产生了hPD‑1‑Fc‑4‑1BBL异源嵌合蛋白，所述异源嵌合

蛋白能够特异性地诱导4‑1BB下游的信号传导。

[0325] 为了了解诱导4‑1BB下游的信号传导是否实际上最终达到细胞因子产生，测量了

HT1080/h4‑1BB细胞的IL‑8产生。将250,000个HT1080/h4‑1BB细胞生长过夜。第二天，将如

实施例2中所述产生的Jurkat亲本细胞或Jurkat/hPD1‑Fc‑4‑1BBL细胞的(总细胞培养体积

的)25％纯培养上清液添加至细胞。继续孵育另外3小时。3小时后，从HT1080/h4‑1BB细胞培

养物中除去培养基并通过ELISA评估IL‑8。如图12所示，与Jurkat亲本细胞的纯培养上清液

相比，Jurkat/hPD1‑Fc‑4‑1BBL细胞的纯培养上清液引起IL‑8的诱导(p＝0.0696，通过未配

对t检验和Welch校正)。这些数据表明Jurkat/hPD‑1‑Fc‑4‑1BBL细胞产生了hPD‑1‑Fc‑4‑

1BBL异源嵌合蛋白，所述异源嵌合蛋白能够诱导细胞因子表达。

[0326] 在另一个实验中，使250,000个HT1080细胞生长过夜。第二天，将如实施例2中所述

产生的Jurkat亲本细胞或Jurkat/hPD1‑Fc‑OX40L细胞的(总细胞培养体积的)25％纯培养

上清液添加至细胞。继续孵育另外3小时。3小时后，从HT1080细胞分离RNA，合成cDNA，并通

过qRT‑PCR评估GAPDH、ACTB、CCL2的基因表达。根据Δ‑ΔCT方法，GAPDH用于归一化基因表

达和倍数诱导。与Jurkat亲本细胞的纯培养上清液相比，添加Jurkat/hPD1‑Fc‑OX40L细胞

的纯培养上清液并未明显影响ACTB基因表达的表达(图13A)。然而，如图13B所示，与Jurkat

亲本细胞的纯培养上清液相比，Jurkat/hPD1‑Fc‑OX40L细胞的纯培养上清液诱导了CCL2的

表达。CCL2的诱导(图11B)(p<.0001)通过非配对t检验和Welch校正在统计上是显著的。这

些数据表明Jurkat/hPD‑1‑Fc‑OX40L细胞产生了hPD‑1‑Fc‑OX40L异源嵌合蛋白，所述异源

嵌合蛋白能够特异性地诱导OX40下游的信号传导。

[0327] 总的来说，这些数据表明Jurkat/hPD‑1‑Fc‑4‑1BBL和Jurkat/hPD1‑Fc‑OX40L细胞

分别产生了hPD‑1‑Fc‑4‑1BBL和hPD1‑Fc‑OX40L异源嵌合蛋白，所述异源嵌合蛋白能够特异

性地结合至表达人4‑1BB或OX40(4‑1BBL和OX40L的同源配体)的细胞并诱导4‑1BB或OX40下

游的信号传导，其最终达到细胞因子的诱导。

[0328] 实施例6.在共培养期间通过本文公开的T细胞克隆在敏感细胞中诱导下游信号传

导

[0329] 此实验的目的是更接近地模拟本文公开的T细胞与对由T细胞克隆分泌的嵌合蛋

白敏感的细胞的体内相互作用。为了实现此目的，使用了PATHHUNTER  U2OS‑NIK/NFκB报告

细胞(DISCOVERX)，其是可商购的遗传工程化的人骨骨肉瘤上皮细胞。这些细胞能够评估配

体(例如CD40L)诱导的NF‑κB信号传导，其可以生物发光信号的形式进行检测。

[0330] 为了证明PATHHUNTER  U2OS‑NIK/NFκB报告细胞表达CD40，使用APC缀合的同种型

抗体或抗人CD40‑APC抗体对那些细胞进行染色，并与未染色的细胞比较通过流式细胞术来

进行分析。如图14A所示，将PATHHUNTER  U2OS‑NIK/NFκB报告细胞通过抗人CD40‑APC抗体染

色，表明PATHHUNTER  U2OS‑NIK/NFκB报告细胞表达人CD40(hCD40)。

[0331] 为了了解Jurkat/hCSF1R‑Fc‑CD40L细胞是否在共培养物中诱导PATHHUNTER 

说　明　书 49/51 页

57

CN 114585377 A

57



U2OS‑NIK/NFκB报告细胞，根据制造商的建议将50,000个PATHHUNTER  U2OS‑NIK/NFκB报告

细胞培养过夜。第二天，将递增数量的Jurkat亲本细胞或Jurkat/hCSF1R‑Fc‑CD40L细胞与

PA  THHUNTER  U2OS‑NIK/NFκB报告细胞共培养。具体地，0、约500、约1,230、约3,700、约11,

100、约33,300、约100,000或约300,000个Jurkat亲本细胞或Jurkat/hCSF1R‑Fc‑CD40L细胞

与PATHHUNTE  R  U2OS‑NIK/NFκB报告细胞共培养。15μg/mL纯化的CSF1R‑Fc‑CD40L嵌合蛋白

的3倍连续稀释液用作阳性对照。培养6小时后，添加DISCOVERX发光试剂，并使用PROMEGA 

GLOMAX仪器测定生物发光。如图14B所示，Jurkat/hCSF1R‑Fc‑CD40L细胞也诱导了生物发

光，从而表明诱导了CD40L诱导的NF‑κB信号传导。纯化的CSF1R‑Fc‑CD40L嵌合蛋白、阳性对

照诱导了生物发光(图14B)，并且Jurkat亲本细胞未诱导这种生物发光(图14B)。在较高的

Jurkat/hC  SF1R‑Fc‑CD40L细胞数量下，生物发光信号接近由纯化的hCSF1R‑Fc‑CD40L嵌合

蛋白产生的最大诱导。如图14B所示，Jurkat/hCSF1R‑Fc‑CD40L细胞对NFκB信号传导的诱导

在所测试的每个剂量下是统计上显著的。这些结果表明，在共培养期间中，Jurkat/hCSF1R‑

Fc‑CD40L产生了hCSF1R‑Fc‑CD40L蛋白，所述蛋白结合至由PATHHUN  TER  U2OS‑NIK/NFκB报

告细胞表达的CD40并在PATHHUNTER  U2OS‑NIK/NFκB报告细胞中诱导下游NFκB信号传导。

[0332] 这些数据表明Jurkat/hCSF1R‑Fc‑CD40L细胞产生了hCSF1R‑Fc‑CD40L异源嵌合蛋

白，所述异源嵌合蛋白能够特异性地结合至表达人CD40(CD40L的同源配体)的细胞，并诱导

CD40下游的信号传导，其最终达到细胞因子的诱导。

[0333] 实施例7.在共培养期间通过本文公开的T细胞克隆在表达ECD配体的细胞中诱导

细胞因子

[0334] 此实验的目的是探索由所公开的T细胞克隆分泌的嵌合蛋白是否产生免疫效应。

这种免疫效应可源于嵌合蛋白与其配体的结合和/或嵌合抗原受体与其具有特异性的抗原

的结合。为此目的，在共培养实验中将细胞因子的诱导与管家控制基因进行比较评估。

[0335] 在一项实验中，将250 ,000个HT1080/h4‑1BB细胞生长过夜。第二天，将Jurkat/

hPD1‑Fc‑4‑1BBL细胞涂铺在HT1080/h4‑1BB细胞上的HT1080/h4‑1BB细胞处：Jurkat细胞比

率为1:0(没有Jurkat细胞的对照)、1:1、1:5和1:10。继续孵育另外6小时。6小时后，从共培

养物中除去培养基并通过ELISA评估IL‑8。如图15所示，与Jurkat亲本细胞相比，Jurkat/

hPD1‑Fc‑4‑1BBL细胞引起IL‑8的诱导(p＝0.0696，通过未配对t检验与Welch校正)。此外，

如图15所示，IL‑8分泌的诱导是统计上显著的。这些数据表明Jurkat/hPD‑1‑Fc‑4‑1BBL细

胞产生了hPD‑1‑Fc‑4‑1BBL异源嵌合蛋白，所述异源嵌合蛋白能够诱导细胞因子表达。

[0336] 总的来说，这些数据表明本文公开的T细胞克隆产生异源嵌合蛋白，所述异源嵌合

蛋白能够特异性地结合至表达嵌合蛋白的配体/受体的细胞，并诱导配体/受体下游的信号

传导，其最终达到细胞因子的诱导。

[0337] 以引用的方式并入

[0338] 本文引用的所有专利和出版物以引用的方式整体并入本文。

[0339] 本文所论述的出版物仅仅出于其在本申请的提交日期之前公开而提供。本技术中

的任何内容均不应解释为承认本发明无权凭借在先发明而早于此类出版物。

[0340] 如本文所用的，所有标题仅用于组织，并不意图以任何方式限制本公开。任何单个

部分的内容可同样适用于所有部分。

[0341] 等效方案

说　明　书 50/51 页

58

CN 114585377 A

58



[0342] 尽管已经结合本发明具体的实施方案公开了本发明，但应理解本发明能够具有另

外的修改，并且本申请意图涵盖通常遵循本发明原理的、包括虽然不属于本发明所公开内

容范围但属于本发明所属领域的公知技术或常用的技术手段并可以应用于上文中阐述和

所附权利要求的范围所列出的必要特征的任何变型、用途或者变更。

[0343] 本领域技术人员仅使用常规实验将会认识到或将能够确定本文中确切公开的具

体实施方案的许多等效方案。此类等效方案意图涵盖在所附权利要求书的范围中。
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序列表

<110>  沙塔克实验室有限公司(Shattuck  Labs,  Inc.)

<120>  表达嵌合蛋白的T细胞

<130>  SHK‑021PC/116981‑5021

<150>  US  62/864,791

<151>  2019‑06‑21

<160>  64

<170>  PatentIn  version  3.5

<210>  1

<211>  217

<212>  PRT

<213> 人工序列(Artificial  Sequence)

<220>

<223> 合成多肽

<400>  1

Ala  Pro  Glu  Phe  Leu  Gly  Gly  Pro  Ser  Val  Phe  Leu  Phe  Pro  Pro  Lys

1               5                   10                  15

Pro  Lys  Asp  Thr  Leu  Met  Ile  Ser  Arg  Thr  Pro  Glu  Val  Thr  Cys  Val

            20                  25                  30

Val  Val  Asp  Val  Ser  Gln  Glu  Asp  Pro  Glu  Val  Gln  Phe  Asn  Trp  Tyr

        35                  40                  45

Val  Asp  Gly  Val  Glu  Val  His  Asn  Ala  Lys  Thr  Lys  Pro  Arg  Glu  Glu

    50                  55                  60

Gln  Phe  Asn  Ser  Thr  Tyr  Arg  Val  Val  Ser  Val  Leu  Thr  Val  Leu  His

65                  70                  75                  80

Gln  Asp  Trp  Leu  Ser  Gly  Lys  Glu  Tyr  Lys  Cys  Lys  Val  Ser  Ser  Lys

                85                  90                  95

Gly  Leu  Pro  Ser  Ser  Ile  Glu  Lys  Thr  Ile  Ser  Asn  Ala  Thr  Gly  Gln

            100                 105                 110

Pro  Arg  Glu  Pro  Gln  Val  Tyr  Thr  Leu  Pro  Pro  Ser  Gln  Glu  Glu  Met

        115                 120                 125

Thr  Lys  Asn  Gln  Val  Ser  Leu  Thr  Cys  Leu  Val  Lys  Gly  Phe  Tyr  Pro

    130                 135                 140

Ser  Asp  Ile  Ala  Val  Glu  Trp  Glu  Ser  Asn  Gly  Gln  Pro  Glu  Asn  Asn

145                 150                 155                 160

Tyr  Lys  Thr  Thr  Pro  Pro  Val  Leu  Asp  Ser  Asp  Gly  Ser  Phe  Phe  Leu

                165                 170                 175

Tyr  Ser  Arg  Leu  Thr  Val  Asp  Lys  Ser  Ser  Trp  Gln  Glu  Gly  Asn  Val
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            180                 185                 190

Phe  Ser  Cys  Ser  Val  Met  His  Glu  Ala  Leu  His  Asn  His  Tyr  Thr  Gln

        195                 200                 205

Lys  Ser  Leu  Ser  Leu  Ser  Leu  Gly  Lys

    210                 215

<210>  2

<211>  217

<212>  PRT

<213> 人工序列(Artificial  Sequence)

<220>

<223> 合成多肽

<400>  2

Ala  Pro  Glu  Phe  Leu  Gly  Gly  Pro  Ser  Val  Phe  Leu  Phe  Pro  Pro  Lys

1               5                   10                  15

Pro  Lys  Asp  Gln  Leu  Met  Ile  Ser  Arg  Thr  Pro  Glu  Val  Thr  Cys  Val

            20                  25                  30

Val  Val  Asp  Val  Ser  Gln  Glu  Asp  Pro  Glu  Val  Gln  Phe  Asn  Trp  Tyr

        35                  40                  45

Val  Asp  Gly  Val  Glu  Val  His  Asn  Ala  Lys  Thr  Lys  Pro  Arg  Glu  Glu

    50                  55                  60

Gln  Phe  Asn  Ser  Thr  Tyr  Arg  Val  Val  Ser  Val  Leu  Thr  Thr  Pro  His

65                  70                  75                  80

Ser  Asp  Trp  Leu  Ser  Gly  Lys  Glu  Tyr  Lys  Cys  Lys  Val  Ser  Ser  Lys

                85                  90                  95

Gly  Leu  Pro  Ser  Ser  Ile  Glu  Lys  Thr  Ile  Ser  Asn  Ala  Thr  Gly  Gln

            100                 105                 110

Pro  Arg  Glu  Pro  Gln  Val  Tyr  Thr  Leu  Pro  Pro  Ser  Gln  Glu  Glu  Met

        115                 120                 125

Thr  Lys  Asn  Gln  Val  Ser  Leu  Thr  Cys  Leu  Val  Lys  Gly  Phe  Tyr  Pro

    130                 135                 140

Ser  Asp  Ile  Ala  Val  Glu  Trp  Glu  Ser  Asn  Gly  Gln  Pro  Glu  Asn  Asn

145                 150                 155                 160

Tyr  Lys  Thr  Thr  Pro  Pro  Val  Leu  Asp  Ser  Asp  Gly  Ser  Phe  Phe  Leu

                165                 170                 175

Tyr  Ser  Arg  Leu  Thr  Val  Asp  Lys  Ser  Ser  Trp  Gln  Glu  Gly  Asn  Val

            180                 185                 190

Phe  Ser  Cys  Ser  Val  Leu  His  Glu  Ala  Leu  His  Asn  His  Tyr  Thr  Gln

        195                 200                 205

Lys  Ser  Leu  Ser  Leu  Ser  Leu  Gly  Lys
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    210                 215

<210>  3

<211>  217

<212>  PRT

<213> 人工序列(Artificial  Sequence)

<220>

<223> 合成多肽

<400>  3

Ala  Pro  Glu  Phe  Leu  Gly  Gly  Pro  Ser  Val  Phe  Leu  Phe  Pro  Pro  Lys

1               5                   10                  15

Pro  Lys  Asp  Gln  Leu  Met  Ile  Ser  Arg  Thr  Pro  Glu  Val  Thr  Cys  Val

            20                  25                  30

Val  Val  Asp  Val  Ser  Gln  Glu  Asp  Pro  Glu  Val  Gln  Phe  Asn  Trp  Tyr

        35                  40                  45

Val  Asp  Gly  Val  Glu  Val  His  Asn  Ala  Lys  Thr  Lys  Pro  Arg  Glu  Glu

    50                  55                  60

Gln  Phe  Asn  Ser  Thr  Tyr  Arg  Val  Val  Ser  Val  Leu  Thr  Val  Leu  His

65                  70                  75                  80

Gln  Asp  Trp  Leu  Ser  Gly  Lys  Glu  Tyr  Lys  Cys  Lys  Val  Ser  Ser  Lys

                85                  90                  95

Gly  Leu  Pro  Ser  Ser  Ile  Glu  Lys  Thr  Ile  Ser  Asn  Ala  Thr  Gly  Gln

            100                 105                 110

Pro  Arg  Glu  Pro  Gln  Val  Tyr  Thr  Leu  Pro  Pro  Ser  Gln  Glu  Glu  Met

        115                 120                 125

Thr  Lys  Asn  Gln  Val  Ser  Leu  Thr  Cys  Leu  Val  Lys  Gly  Phe  Tyr  Pro

    130                 135                 140

Ser  Asp  Ile  Ala  Val  Glu  Trp  Glu  Ser  Asn  Gly  Gln  Pro  Glu  Asn  Asn

145                 150                 155                 160

Tyr  Lys  Thr  Thr  Pro  Pro  Val  Leu  Asp  Ser  Asp  Gly  Ser  Phe  Phe  Leu

                165                 170                 175

Tyr  Ser  Arg  Leu  Thr  Val  Asp  Lys  Ser  Arg  Trp  Gln  Glu  Gly  Asn  Val

            180                 185                 190

Phe  Ser  Cys  Ser  Val  Leu  His  Glu  Ala  Leu  His  Asn  His  Tyr  Thr  Gln

        195                 200                 205

Lys  Ser  Leu  Ser  Leu  Ser  Leu  Gly  Lys

    210                 215

<210>  4

<211>  11

<212>  PRT
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<213> 人工序列(Artificial  Sequence)

<220>

<223> 合成多肽

<400>  4

Ser  Lys  Tyr  Gly  Pro  Pro  Cys  Pro  Ser  Cys  Pro

1               5                   10

<210>  5

<211>  11

<212>  PRT

<213> 人工序列(Artificial  Sequence)

<220>

<223> 合成多肽

<400>  5

Ser  Lys  Tyr  Gly  Pro  Pro  Cys  Pro  Pro  Cys  Pro

1               5                   10

<210>  6

<211>  6

<212>  PRT

<213> 人工序列(Artificial  Sequence)

<220>

<223> 合成多肽

<400>  6

Ser  Lys  Tyr  Gly  Pro  Pro

1               5

<210>  7

<211>  6

<212>  PRT

<213> 人工序列(Artificial  Sequence)

<220>

<223> 合成多肽

<400>  7

Ile  Glu  Gly  Arg  Met  Asp

1               5

<210>  8

<211>  9

<212>  PRT

<213> 人工序列(Artificial  Sequence)

<220>

<223> 合成多肽
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<400>  8

Gly  Gly  Gly  Val  Pro  Arg  Asp  Cys  Gly

1               5

<210>  9

<211>  15

<212>  PRT

<213> 人工序列(Artificial  Sequence)

<220>

<223> 合成多肽

<400>  9

Ile  Glu  Gly  Arg  Met  Asp  Gly  Gly  Gly  Gly  Ala  Gly  Gly  Gly  Gly

1               5                   10                  15

<210>  10

<211>  8

<212>  PRT

<213> 人工序列(Artificial  Sequence)

<220>

<223> 合成多肽

<400>  10

Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Ser

1               5

<210>  11

<211>  12

<212>  PRT

<213> 人工序列(Artificial  Sequence)

<220>

<223> 合成多肽

<400>  11

Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly

1               5                   10

<210>  12

<211>  14

<212>  PRT

<213> 人工序列(Artificial  Sequence)

<220>

<223> 合成多肽

<400>  12

Glu  Gly  Lys  Ser  Ser  Gly  Ser  Gly  Ser  Glu  Ser  Lys  Ser  Thr

1               5                   10
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<210>  13

<211>  4

<212>  PRT

<213> 人工序列(Artificial  Sequence)

<220>

<223> 合成多肽

<400>  13

Gly  Gly  Ser  Gly

1

<210>  14

<211>  12

<212>  PRT

<213> 人工序列(Artificial  Sequence)

<220>

<223> 合成多肽

<400>  14

Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly

1               5                   10

<210>  15

<211>  15

<212>  PRT

<213> 人工序列(Artificial  Sequence)

<220>

<223> 合成多肽

<400>  15

Glu  Ala  Ala  Ala  Lys  Glu  Ala  Ala  Ala  Lys  Glu  Ala  Ala  Ala  Lys

1               5                   10                  15

<210>  16

<211>  20

<212>  PRT

<213> 人工序列(Artificial  Sequence)

<220>

<223> 合成多肽

<400>  16

Glu  Ala  Ala  Ala  Arg  Glu  Ala  Ala  Ala  Arg  Glu  Ala  Ala  Ala  Arg  Glu

1               5                   10                  15

Ala  Ala  Ala  Arg

            20

<210>  17
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<211>  17

<212>  PRT

<213> 人工序列(Artificial  Sequence)

<220>

<223> 合成多肽

<400>  17

Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Ala

1               5                   10                  15

Ser

<210>  18

<211>  9

<212>  PRT

<213> 人工序列(Artificial  Sequence)

<220>

<223> 合成多肽

<400>  18

Gly  Gly  Gly  Gly  Ala  Gly  Gly  Gly  Gly

1               5

<210>  19

<400>  19

000

<210>  20

<211>  6

<212>  PRT

<213> 人工序列(Artificial  Sequence)

<220>

<223> 合成多肽

<400>  20

Gly  Ser  Gly  Ser  Gly  Ser

1               5

<210>  21

<211>  10

<212>  PRT

<213> 人工序列(Artificial  Sequence)

<220>

<223> 合成多肽

<400>  21

Gly  Ser  Gly  Ser  Gly  Ser  Gly  Ser  Gly  Ser

1               5                   10
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<210>  22

<211>  7

<212>  PRT

<213> 人工序列(Artificial  Sequence)

<220>

<223> 合成多肽

<400>  22

Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Ala  Ser

1               5

<210>  23

<211>  20

<212>  PRT

<213> 人工序列(Artificial  Sequence)

<220>

<223> 合成多肽

<400>  23

Ala  Pro  Ala  Pro  Ala  Pro  Ala  Pro  Ala  Pro  Ala  Pro  Ala  Pro  Ala  Pro

1               5                   10                  15

Ala  Pro  Ala  Pro

            20

<210>  24

<211>  4

<212>  PRT

<213> 人工序列(Artificial  Sequence)

<220>

<223> 合成多肽

<400>  24

Cys  Pro  Pro  Cys

1

<210>  25

<211>  5

<212>  PRT

<213> 人工序列(Artificial  Sequence)

<220>

<223> 合成多肽

<400>  25

Gly  Gly  Gly  Gly  Ser

1               5

<210>  26
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<211>  10

<212>  PRT

<213> 人工序列(Artificial  Sequence)

<220>

<223> 合成多肽

<400>  26

Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser

1               5                   10

<210>  27

<211>  15

<212>  PRT

<213> 人工序列(Artificial  Sequence)

<220>

<223> 合成多肽

<400>  27

Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser

1               5                   10                  15

<210>  28

<211>  20

<212>  PRT

<213> 人工序列(Artificial  Sequence)

<220>

<223> 合成多肽

<400>  28

Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly

1               5                   10                  15

Gly  Gly  Gly  Ser

            20

<210>  29

<211>  25

<212>  PRT

<213> 人工序列(Artificial  Sequence)

<220>

<223> 合成多肽

<400>  29

Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly

1               5                   10                  15

Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser

            20                  25
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<210>  30

<211>  30

<212>  PRT

<213> 人工序列(Artificial  Sequence)

<220>

<223> 合成多肽

<400>  30

Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly

1               5                   10                  15

Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser

            20                  25                  30

<210>  31

<211>  35

<212>  PRT

<213> 人工序列(Artificial  Sequence)

<220>

<223> 合成多肽

<400>  31

Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly

1               5                   10                  15

Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly

            20                  25                  30

Gly  Gly  Ser

        35

<210>  32

<211>  40

<212>  PRT

<213> 人工序列(Artificial  Sequence)

<220>

<223> 合成多肽

<400>  32

Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly

1               5                   10                  15

Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly

            20                  25                  30

Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser

        35                  40

<210>  33

<211>  16
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<212>  PRT

<213> 人工序列(Artificial  Sequence)

<220>

<223> 合成多肽

<400>  33

Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser

1               5                   10                  15

<210>  34

<211>  8

<212>  PRT

<213> 人工序列(Artificial  Sequence)

<220>

<223> 合成多肽

<400>  34

Gly  Gly  Gly  Gly  Gly  Gly  Gly  Gly

1               5

<210>  35

<211>  6

<212>  PRT

<213> 人工序列(Artificial  Sequence)

<220>

<223> 合成多肽

<400>  35

Gly  Gly  Gly  Gly  Gly  Gly

1               5

<210>  36

<211>  5

<212>  PRT

<213> 人工序列(Artificial  Sequence)

<220>

<223> 合成多肽

<400>  36

Glu  Ala  Ala  Ala  Lys

1               5

<210>  37

<211>  10

<212>  PRT

<213> 人工序列(Artificial  Sequence)

<220>
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<223> 合成多肽

<400>  37

Glu  Ala  Ala  Ala  Lys  Glu  Ala  Ala  Ala  Lys

1               5                   10

<210>  38

<211>  15

<212>  PRT

<213> 人工序列(Artificial  Sequence)

<220>

<223> 合成多肽

<400>  38

Glu  Ala  Ala  Ala  Lys  Glu  Ala  Ala  Ala  Lys  Glu  Ala  Ala  Ala  Lys

1               5                   10                  15

<210>  39

<211>  12

<212>  PRT

<213> 人工序列(Artificial  Sequence)

<220>

<223> 合成多肽

<400>  39

Ala  Glu  Ala  Ala  Ala  Lys  Glu  Ala  Ala  Ala  Lys  Ala

1               5                   10

<210>  40

<211>  17

<212>  PRT

<213> 人工序列(Artificial  Sequence)

<220>

<223> 合成多肽

<400>  40

Ala  Glu  Ala  Ala  Ala  Lys  Glu  Ala  Ala  Ala  Lys  Glu  Ala  Ala  Ala  Lys

1               5                   10                  15

Ala

<210>  41

<211>  22

<212>  PRT

<213> 人工序列(Artificial  Sequence)

<220>

<223> 合成多肽

<400>  41
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Ala  Glu  Ala  Ala  Ala  Lys  Glu  Ala  Ala  Ala  Lys  Glu  Ala  Ala  Ala  Lys

1               5                   10                  15

Glu  Ala  Ala  Ala  Lys  Ala

            20

<210>  42

<211>  27

<212>  PRT

<213> 人工序列(Artificial  Sequence)

<220>

<223> 合成多肽

<400>  42

Ala  Glu  Ala  Ala  Ala  Lys  Glu  Ala  Ala  Ala  Lys  Glu  Ala  Ala  Ala  Lys

1               5                   10                  15

Glu  Ala  Ala  Ala  Lys  Glu  Ala  Ala  Ala  Lys  Ala

            20                  25

<210>  43

<211>  46

<212>  PRT

<213> 人工序列(Artificial  Sequence)

<220>

<223> 合成多肽

<400>  43

Ala  Glu  Ala  Ala  Ala  Lys  Glu  Ala  Ala  Ala  Lys  Glu  Ala  Ala  Ala  Lys

1               5                   10                  15

Glu  Ala  Ala  Ala  Lys  Ala  Leu  Glu  Ala  Glu  Ala  Ala  Ala  Lys  Glu  Ala

            20                  25                  30

Ala  Ala  Lys  Glu  Ala  Ala  Ala  Lys  Glu  Ala  Ala  Ala  Lys  Ala

        35                  40                  45

<210>  44

<211>  5

<212>  PRT

<213> 人工序列(Artificial  Sequence)

<220>

<223> 合成多肽

<400>  44

Pro  Ala  Pro  Ala  Pro

1               5

<210>  45

<211>  18
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<212>  PRT

<213> 人工序列(Artificial  Sequence)

<220>

<223> 合成多肽

<400>  45

Lys  Glu  Ser  Gly  Ser  Val  Ser  Ser  Glu  Gln  Leu  Ala  Gln  Phe  Arg  Ser

1               5                   10                  15

Leu  Asp

<210>  46

<211>  12

<212>  PRT

<213> 人工序列(Artificial  Sequence)

<220>

<223> 合成多肽

<400>  46

Gly  Ser  Ala  Gly  Ser  Ala  Ala  Gly  Ser  Gly  Glu  Phe

1               5                   10

<210>  47

<211>  5

<212>  PRT

<213> 人工序列(Artificial  Sequence)

<220>

<223> 合成多肽

<400>  47

Gly  Gly  Gly  Ser  Glu

1               5

<210>  48

<211>  5

<212>  PRT

<213> 人工序列(Artificial  Sequence)

<220>

<223> 合成多肽

<400>  48

Gly  Ser  Glu  Ser  Gly

1               5

<210>  49

<211>  5

<212>  PRT

<213> 人工序列(Artificial  Sequence)
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<220>

<223> 合成多肽

<400>  49

Gly  Ser  Glu  Gly  Ser

1               5

<210>  50

<211>  35

<212>  PRT

<213> 人工序列(Artificial  Sequence)

<220>

<223> 合成多肽

<400>  50

Gly  Glu  Gly  Gly  Ser  Gly  Glu  Gly  Ser  Ser  Gly  Glu  Gly  Ser  Ser  Ser

1               5                   10                  15

Glu  Gly  Gly  Gly  Ser  Glu  Gly  Gly  Gly  Ser  Glu  Gly  Gly  Gly  Ser  Glu

            20                  25                  30

Gly  Gly  Ser

        35

<210>  51

<211>  234

<212>  PRT

<213> 人工序列(Artificial  Sequence)

<220>

<223> 合成多肽

<400>  51

Ser  Lys  Tyr  Gly  Pro  Pro  Cys  Pro  Ser  Cys  Pro  Ala  Pro  Glu  Phe  Leu

1               5                   10                  15

Gly  Gly  Pro  Ser  Val  Phe  Leu  Phe  Pro  Pro  Lys  Pro  Lys  Asp  Thr  Leu

            20                  25                  30

Met  Ile  Ser  Arg  Thr  Pro  Glu  Val  Thr  Cys  Val  Val  Val  Asp  Val  Ser

        35                  40                  45

Gln  Glu  Asp  Pro  Glu  Val  Gln  Phe  Asn  Trp  Tyr  Val  Asp  Gly  Val  Glu

    50                  55                  60

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

65                  70                  75                  80

Tyr  Arg  Val  Val  Ser  Val  Leu  Thr  Val  Leu  His  Gln  Asp  Trp  Leu  Ser

                85                  90                  95

Gly  Lys  Glu  Tyr  Lys  Cys  Lys  Val  Ser  Ser  Lys  Gly  Leu  Pro  Ser  Ser

            100                 105                 110

序　列　表 15/32 页

74

CN 114585377 A

74



Ile  Glu  Lys  Thr  Ile  Ser  Asn  Ala  Thr  Gly  Gln  Pro  Arg  Glu  Pro  Gln

        115                 120                 125

Val  Tyr  Thr  Leu  Pro  Pro  Ser  Gln  Glu  Glu  Met  Thr  Lys  Asn  Gln  Val

    130                 135                 140

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

145                 150                 155                 160

Glu  Trp  Glu  Ser  Asn  Gly  Gln  Pro  Glu  Asn  Asn  Tyr  Lys  Thr  Thr  Pro

                165                 170                 175

Pro  Val  Leu  Asp  Ser  Asp  Gly  Ser  Phe  Phe  Leu  Tyr  Ser  Arg  Leu  Thr

            180                 185                 190

Val  Asp  Lys  Ser  Ser  Trp  Gln  Glu  Gly  Asn  Val  Phe  Ser  Cys  Ser  Val

        195                 200                 205

Met  His  Glu  Ala  Leu  His  Asn  His  Tyr  Thr  Gln  Lys  Ser  Leu  Ser  Leu

    210                 215                 220

Ser  Leu  Gly  Lys  Ile  Glu  Gly  Arg  Met  Asp

225                 230

<210>  52

<211>  234

<212>  PRT

<213> 人工序列(Artificial  Sequence)

<220>

<223> 合成多肽

<400>  52

Ser  Lys  Tyr  Gly  Pro  Pro  Cys  Pro  Ser  Cys  Pro  Ala  Pro  Glu  Phe  Leu

1               5                   10                  15

Gly  Gly  Pro  Ser  Val  Phe  Leu  Phe  Pro  Pro  Lys  Pro  Lys  Asp  Gln  Leu

            20                  25                  30

Met  Ile  Ser  Arg  Thr  Pro  Glu  Val  Thr  Cys  Val  Val  Val  Asp  Val  Ser

        35                  40                  45

Gln  Glu  Asp  Pro  Glu  Val  Gln  Phe  Asn  Trp  Tyr  Val  Asp  Gly  Val  Glu

    50                  55                  60

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

65                  70                  75                  80

Tyr  Arg  Val  Val  Ser  Val  Leu  Thr  Thr  Pro  His  Ser  Asp  Trp  Leu  Ser

                85                  90                  95

Gly  Lys  Glu  Tyr  Lys  Cys  Lys  Val  Ser  Ser  Lys  Gly  Leu  Pro  Ser  Ser

            100                 105                 110

Ile  Glu  Lys  Thr  Ile  Ser  Asn  Ala  Thr  Gly  Gln  Pro  Arg  Glu  Pro  Gln

        115                 120                 125
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Val  Tyr  Thr  Leu  Pro  Pro  Ser  Gln  Glu  Glu  Met  Thr  Lys  Asn  Gln  Val

    130                 135                 140

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

145                 150                 155                 160

Glu  Trp  Glu  Ser  Asn  Gly  Gln  Pro  Glu  Asn  Asn  Tyr  Lys  Thr  Thr  Pro

                165                 170                 175

Pro  Val  Leu  Asp  Ser  Asp  Gly  Ser  Phe  Phe  Leu  Tyr  Ser  Arg  Leu  Thr

            180                 185                 190

Val  Asp  Lys  Ser  Ser  Trp  Gln  Glu  Gly  Asn  Val  Phe  Ser  Cys  Ser  Val

        195                 200                 205

Leu  His  Glu  Ala  Leu  His  Asn  His  Tyr  Thr  Gln  Lys  Ser  Leu  Ser  Leu

    210                 215                 220

Ser  Leu  Gly  Lys  Ile  Glu  Gly  Arg  Met  Asp

225                 230

<210>  53

<211>  234

<212>  PRT

<213> 人工序列(Artificial  Sequence)

<220>

<223> 合成多肽

<400>  53

Ser  Lys  Tyr  Gly  Pro  Pro  Cys  Pro  Ser  Cys  Pro  Ala  Pro  Glu  Phe  Leu

1               5                   10                  15

Gly  Gly  Pro  Ser  Val  Phe  Leu  Phe  Pro  Pro  Lys  Pro  Lys  Asp  Gln  Leu

            20                  25                  30

Met  Ile  Ser  Arg  Thr  Pro  Glu  Val  Thr  Cys  Val  Val  Val  Asp  Val  Ser

        35                  40                  45

Gln  Glu  Asp  Pro  Glu  Val  Gln  Phe  Asn  Trp  Tyr  Val  Asp  Gly  Val  Glu

    50                  55                  60

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

65                  70                  75                  80

Tyr  Arg  Val  Val  Ser  Val  Leu  Thr  Val  Leu  His  Gln  Asp  Trp  Leu  Ser

                85                  90                  95

Gly  Lys  Glu  Tyr  Lys  Cys  Lys  Val  Ser  Ser  Lys  Gly  Leu  Pro  Ser  Ser

            100                 105                 110

Ile  Glu  Lys  Thr  Ile  Ser  Asn  Ala  Thr  Gly  Gln  Pro  Arg  Glu  Pro  Gln

        115                 120                 125

Val  Tyr  Thr  Leu  Pro  Pro  Ser  Gln  Glu  Glu  Met  Thr  Lys  Asn  Gln  Val

    130                 135                 140
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Ser  Leu  Thr  Cys  Leu  Val  Lys  Gly  Phe  Tyr  Pro  Ser  Asp  Ile  Ala  Val

145                 150                 155                 160

Glu  Trp  Glu  Ser  Asn  Gly  Gln  Pro  Glu  Asn  Asn  Tyr  Lys  Thr  Thr  Pro

                165                 170                 175

Pro  Val  Leu  Asp  Ser  Asp  Gly  Ser  Phe  Phe  Leu  Tyr  Ser  Arg  Leu  Thr

            180                 185                 190

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

        195                 200                 205

Leu  His  Glu  Ala  Leu  His  Asn  His  Tyr  Thr  Gln  Lys  Ser  Leu  Ser  Leu

    210                 215                 220

Ser  Leu  Gly  Lys  Ile  Glu  Gly  Arg  Met  Asp

225                 230

<210>  54

<211>  234

<212>  PRT

<213> 人工序列(Artificial  Sequence)

<220>

<223> 合成多肽

<400>  54

Ser  Lys  Tyr  Gly  Pro  Pro  Cys  Pro  Pro  Cys  Pro  Ala  Pro  Glu  Phe  Leu

1               5                   10                  15

Gly  Gly  Pro  Ser  Val  Phe  Leu  Phe  Pro  Pro  Lys  Pro  Lys  Asp  Thr  Leu

            20                  25                  30

Met  Ile  Ser  Arg  Thr  Pro  Glu  Val  Thr  Cys  Val  Val  Val  Asp  Val  Ser

        35                  40                  45

Gln  Glu  Asp  Pro  Glu  Val  Gln  Phe  Asn  Trp  Tyr  Val  Asp  Gly  Val  Glu

    50                  55                  60

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

65                  70                  75                  80

Tyr  Arg  Val  Val  Ser  Val  Leu  Thr  Val  Leu  His  Gln  Asp  Trp  Leu  Ser

                85                  90                  95

Gly  Lys  Glu  Tyr  Lys  Cys  Lys  Val  Ser  Ser  Lys  Gly  Leu  Pro  Ser  Ser

            100                 105                 110

Ile  Glu  Lys  Thr  Ile  Ser  Asn  Ala  Thr  Gly  Gln  Pro  Arg  Glu  Pro  Gln

        115                 120                 125

Val  Tyr  Thr  Leu  Pro  Pro  Ser  Gln  Glu  Glu  Met  Thr  Lys  Asn  Gln  Val

    130                 135                 140

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

145                 150                 155                 160
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Glu  Trp  Glu  Ser  Asn  Gly  Gln  Pro  Glu  Asn  Asn  Tyr  Lys  Thr  Thr  Pro

                165                 170                 175

Pro  Val  Leu  Asp  Ser  Asp  Gly  Ser  Phe  Phe  Leu  Tyr  Ser  Arg  Leu  Thr

            180                 185                 190

Val  Asp  Lys  Ser  Ser  Trp  Gln  Glu  Gly  Asn  Val  Phe  Ser  Cys  Ser  Val

        195                 200                 205

Met  His  Glu  Ala  Leu  His  Asn  His  Tyr  Thr  Gln  Lys  Ser  Leu  Ser  Leu

    210                 215                 220

Ser  Leu  Gly  Lys  Ile  Glu  Gly  Arg  Met  Asp

225                 230

<210>  55

<211>  234

<212>  PRT

<213> 人工序列(Artificial  Sequence)

<220>

<223> 合成多肽

<400>  55

Ser  Lys  Tyr  Gly  Pro  Pro  Cys  Pro  Pro  Cys  Pro  Ala  Pro  Glu  Phe  Leu

1               5                   10                  15

Gly  Gly  Pro  Ser  Val  Phe  Leu  Phe  Pro  Pro  Lys  Pro  Lys  Asp  Gln  Leu

            20                  25                  30

Met  Ile  Ser  Arg  Thr  Pro  Glu  Val  Thr  Cys  Val  Val  Val  Asp  Val  Ser

        35                  40                  45

Gln  Glu  Asp  Pro  Glu  Val  Gln  Phe  Asn  Trp  Tyr  Val  Asp  Gly  Val  Glu

    50                  55                  60

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

65                  70                  75                  80

Tyr  Arg  Val  Val  Ser  Val  Leu  Thr  Thr  Pro  His  Ser  Asp  Trp  Leu  Ser

                85                  90                  95

Gly  Lys  Glu  Tyr  Lys  Cys  Lys  Val  Ser  Ser  Lys  Gly  Leu  Pro  Ser  Ser

            100                 105                 110

Ile  Glu  Lys  Thr  Ile  Ser  Asn  Ala  Thr  Gly  Gln  Pro  Arg  Glu  Pro  Gln

        115                 120                 125

Val  Tyr  Thr  Leu  Pro  Pro  Ser  Gln  Glu  Glu  Met  Thr  Lys  Asn  Gln  Val

    130                 135                 140

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

145                 150                 155                 160

Glu  Trp  Glu  Ser  Asn  Gly  Gln  Pro  Glu  Asn  Asn  Tyr  Lys  Thr  Thr  Pro

                165                 170                 175
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Pro  Val  Leu  Asp  Ser  Asp  Gly  Ser  Phe  Phe  Leu  Tyr  Ser  Arg  Leu  Thr

            180                 185                 190

Val  Asp  Lys  Ser  Ser  Trp  Gln  Glu  Gly  Asn  Val  Phe  Ser  Cys  Ser  Val

        195                 200                 205

Leu  His  Glu  Ala  Leu  His  Asn  His  Tyr  Thr  Gln  Lys  Ser  Leu  Ser  Leu

    210                 215                 220

Ser  Leu  Gly  Lys  Ile  Glu  Gly  Arg  Met  Asp

225                 230

<210>  56

<211>  234

<212>  PRT

<213> 人工序列(Artificial  Sequence)

<220>

<223> 合成多肽

<400>  56

Ser  Lys  Tyr  Gly  Pro  Pro  Cys  Pro  Pro  Cys  Pro  Ala  Pro  Glu  Phe  Leu

1               5                   10                  15

Gly  Gly  Pro  Ser  Val  Phe  Leu  Phe  Pro  Pro  Lys  Pro  Lys  Asp  Gln  Leu

            20                  25                  30

Met  Ile  Ser  Arg  Thr  Pro  Glu  Val  Thr  Cys  Val  Val  Val  Asp  Val  Ser

        35                  40                  45

Gln  Glu  Asp  Pro  Glu  Val  Gln  Phe  Asn  Trp  Tyr  Val  Asp  Gly  Val  Glu

    50                  55                  60

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

65                  70                  75                  80

Tyr  Arg  Val  Val  Ser  Val  Leu  Thr  Val  Leu  His  Gln  Asp  Trp  Leu  Ser

                85                  90                  95

Gly  Lys  Glu  Tyr  Lys  Cys  Lys  Val  Ser  Ser  Lys  Gly  Leu  Pro  Ser  Ser

            100                 105                 110

Ile  Glu  Lys  Thr  Ile  Ser  Asn  Ala  Thr  Gly  Gln  Pro  Arg  Glu  Pro  Gln

        115                 120                 125

Val  Tyr  Thr  Leu  Pro  Pro  Ser  Gln  Glu  Glu  Met  Thr  Lys  Asn  Gln  Val

    130                 135                 140

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

145                 150                 155                 160

Glu  Trp  Glu  Ser  Asn  Gly  Gln  Pro  Glu  Asn  Asn  Tyr  Lys  Thr  Thr  Pro

                165                 170                 175

Pro  Val  Leu  Asp  Ser  Asp  Gly  Ser  Phe  Phe  Leu  Tyr  Ser  Arg  Leu  Thr

            180                 185                 190
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Val  Asp  Lys  Ser  Arg  Trp  Gln  Glu  Gly  Asn  Val  Phe  Ser  Cys  Ser  Val

        195                 200                 205

Leu  His  Glu  Ala  Leu  His  Asn  His  Tyr  Thr  Gln  Lys  Ser  Leu  Ser  Leu

    210                 215                 220

Ser  Leu  Gly  Lys  Ile  Glu  Gly  Arg  Met  Asp

225                 230

<210>  57

<211>  143

<212>  PRT

<213> 人工序列(Artificial  Sequence)

<220>

<223> 合成聚合物.

<400>  57

Leu  Asp  Ser  Pro  Asp  Arg  Pro  Trp  Asn  Pro  Pro  Thr  Phe  Ser  Pro  Ala

1               5                   10                  15

Leu  Leu  Val  Val  Thr  Glu  Gly  Asp  Asn  Ala  Thr  Phe  Thr  Cys  Ser  Phe

            20                  25                  30

Ser  Asn  Thr  Ser  Glu  Ser  Phe  Val  Leu  Asn  Trp  Tyr  Arg  Met  Ser  Pro

        35                  40                  45

Ser  Asn  Gln  Thr  Asp  Lys  Leu  Ala  Ala  Phe  Pro  Glu  Asp  Arg  Ser  Gln

    50                  55                  60

Pro  Gly  Gln  Asp  Cys  Arg  Phe  Arg  Val  Thr  Gln  Leu  Pro  Asn  Gly  Arg

65                  70                  75                  80

Asp  Phe  His  Met  Ser  Val  Val  Arg  Ala  Arg  Arg  Asn  Asp  Ser  Gly  Thr

                85                  90                  95

Tyr  Leu  Cys  Gly  Ala  Ile  Ser  Leu  Ala  Pro  Lys  Ala  Gln  Ile  Lys  Glu

            100                 105                 110

Ser  Leu  Arg  Ala  Glu  Leu  Arg  Val  Thr  Glu  Arg  Arg  Ala  Glu  Val  Pro

        115                 120                 125

Thr  Ala  His  Pro  Ser  Pro  Ser  Pro  Arg  Pro  Ala  Gly  Gln  Phe  Gln

    130                 135                 140

<210>  58

<211>  133

<212>  PRT

<213> 人工序列(Artificial  Sequence)

<220>

<223> 合成聚合物.

<400>  58

Gln  Val  Ser  His  Arg  Tyr  Pro  Arg  Ile  Gln  Ser  Ile  Lys  Val  Gln  Phe
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1               5                   10                  15

Thr  Glu  Tyr  Lys  Lys  Glu  Lys  Gly  Phe  Ile  Leu  Thr  Ser  Gln  Lys  Glu

            20                  25                  30

Asp  Glu  Ile  Met  Lys  Val  Gln  Asn  Asn  Ser  Val  Ile  Ile  Asn  Cys  Asp

        35                  40                  45

Gly  Phe  Tyr  Leu  Ile  Ser  Leu  Lys  Gly  Tyr  Phe  Ser  Gln  Glu  Val  Asn

    50                  55                  60

Ile  Ser  Leu  His  Tyr  Gln  Lys  Asp  Glu  Glu  Pro  Leu  Phe  Gln  Leu  Lys

65                  70                  75                  80

Lys  Val  Arg  Ser  Val  Asn  Ser  Leu  Met  Val  Ala  Ser  Leu  Thr  Tyr  Lys

                85                  90                  95

Asp  Lys  Val  Tyr  Leu  Asn  Val  Thr  Thr  Asp  Asn  Thr  Ser  Leu  Asp  Asp

            100                 105                 110

Phe  His  Val  Asn  Gly  Gly  Glu  Leu  Ile  Leu  Ile  His  Gln  Asn  Pro  Gly

        115                 120                 125

Glu  Phe  Cys  Val  Leu

    130

<210>  59

<211>  510

<212>  PRT

<213> 人工序列(Artificial  Sequence)

<220>

<223> 合成聚合物.

<400>  59

Leu  Asp  Ser  Pro  Asp  Arg  Pro  Trp  Asn  Pro  Pro  Thr  Phe  Ser  Pro  Ala

1               5                   10                  15

Leu  Leu  Val  Val  Thr  Glu  Gly  Asp  Asn  Ala  Thr  Phe  Thr  Cys  Ser  Phe

            20                  25                  30

Ser  Asn  Thr  Ser  Glu  Ser  Phe  Val  Leu  Asn  Trp  Tyr  Arg  Met  Ser  Pro

        35                  40                  45

Ser  Asn  Gln  Thr  Asp  Lys  Leu  Ala  Ala  Phe  Pro  Glu  Asp  Arg  Ser  Gln

    50                  55                  60

Pro  Gly  Gln  Asp  Cys  Arg  Phe  Arg  Val  Thr  Gln  Leu  Pro  Asn  Gly  Arg

65                  70                  75                  80

Asp  Phe  His  Met  Ser  Val  Val  Arg  Ala  Arg  Arg  Asn  Asp  Ser  Gly  Thr

                85                  90                  95

Tyr  Leu  Cys  Gly  Ala  Ile  Ser  Leu  Ala  Pro  Lys  Ala  Gln  Ile  Lys  Glu

            100                 105                 110

Ser  Leu  Arg  Ala  Glu  Leu  Arg  Val  Thr  Glu  Arg  Arg  Ala  Glu  Val  Pro
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        115                 120                 125

Thr  Ala  His  Pro  Ser  Pro  Ser  Pro  Arg  Pro  Ala  Gly  Gln  Phe  Gln  Ser

    130                 135                 140

Lys  Tyr  Gly  Pro  Pro  Cys  Pro  Pro  Cys  Pro  Ala  Pro  Glu  Phe  Leu  Gly

145                 150                 155                 160

Gly  Pro  Ser  Val  Phe  Leu  Phe  Pro  Pro  Lys  Pro  Lys  Asp  Gln  Leu  Met

                165                 170                 175

Ile  Ser  Arg  Thr  Pro  Glu  Val  Thr  Cys  Val  Val  Val  Asp  Val  Ser  Gln

            180                 185                 190

Glu  Asp  Pro  Glu  Val  Gln  Phe  Asn  Trp  Tyr  Val  Asp  Gly  Val  Glu  Val

        195                 200                 205

His  Asn  Ala  Lys  Thr  Lys  Pro  Arg  Glu  Glu  Gln  Phe  Asn  Ser  Thr  Tyr

    210                 215                 220

Arg  Val  Val  Ser  Val  Leu  Thr  Val  Leu  His  Gln  Asp  Trp  Leu  Ser  Gly

225                 230                 235                 240

Lys  Glu  Tyr  Lys  Cys  Lys  Val  Ser  Ser  Lys  Gly  Leu  Pro  Ser  Ser  Ile

                245                 250                 255

Glu  Lys  Thr  Ile  Ser  Asn  Ala  Thr  Gly  Gln  Pro  Arg  Glu  Pro  Gln  Val

            260                 265                 270

Tyr  Thr  Leu  Pro  Pro  Ser  Gln  Glu  Glu  Met  Thr  Lys  Asn  Gln  Val  Ser

        275                 280                 285

Leu  Thr  Cys  Leu  Val  Lys  Gly  Phe  Tyr  Pro  Ser  Asp  Ile  Ala  Val  Glu

    290                 295                 300

Trp  Glu  Ser  Asn  Gly  Gln  Pro  Glu  Asn  Asn  Tyr  Lys  Thr  Thr  Pro  Pro

305                 310                 315                 320

Val  Leu  Asp  Ser  Asp  Gly  Ser  Phe  Phe  Leu  Tyr  Ser  Arg  Leu  Thr  Val

                325                 330                 335

Asp  Lys  Ser  Arg  Trp  Gln  Glu  Gly  Asn  Val  Phe  Ser  Cys  Ser  Val  Leu

            340                 345                 350

His  Glu  Ala  Leu  His  Asn  His  Tyr  Thr  Gln  Lys  Ser  Leu  Ser  Leu  Ser

        355                 360                 365

Leu  Gly  Lys  Ile  Glu  Gly  Arg  Met  Asp  Gln  Val  Ser  His  Arg  Tyr  Pro

    370                 375                 380

Arg  Ile  Gln  Ser  Ile  Lys  Val  Gln  Phe  Thr  Glu  Tyr  Lys  Lys  Glu  Lys

385                 390                 395                 400

Gly  Phe  Ile  Leu  Thr  Ser  Gln  Lys  Glu  Asp  Glu  Ile  Met  Lys  Val  Gln

                405                 410                 415

Asn  Asn  Ser  Val  Ile  Ile  Asn  Cys  Asp  Gly  Phe  Tyr  Leu  Ile  Ser  Leu

            420                 425                 430
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Lys  Gly  Tyr  Phe  Ser  Gln  Glu  Val  Asn  Ile  Ser  Leu  His  Tyr  Gln  Lys

        435                 440                 445

Asp  Glu  Glu  Pro  Leu  Phe  Gln  Leu  Lys  Lys  Val  Arg  Ser  Val  Asn  Ser

    450                 455                 460

Leu  Met  Val  Ala  Ser  Leu  Thr  Tyr  Lys  Asp  Lys  Val  Tyr  Leu  Asn  Val

465                 470                 475                 480

Thr  Thr  Asp  Asn  Thr  Ser  Leu  Asp  Asp  Phe  His  Val  Asn  Gly  Gly  Glu

                485                 490                 495

Leu  Ile  Leu  Ile  His  Gln  Asn  Pro  Gly  Glu  Phe  Cys  Val  Leu

            500                 505                 510

<210>  60

<211>  133

<212>  PRT

<213> 人工序列(Artificial  Sequence)

<220>

<223> 合成聚合物.

<400>  60

Gln  Val  Ser  His  Arg  Tyr  Pro  Arg  Ile  Gln  Ser  Ile  Lys  Val  Gln  Phe

1               5                   10                  15

Thr  Glu  Tyr  Lys  Lys  Glu  Lys  Gly  Phe  Ile  Leu  Thr  Ser  Gln  Lys  Glu

            20                  25                  30

Asp  Glu  Ile  Met  Lys  Val  Gln  Asn  Asn  Ser  Val  Ile  Ile  Asn  Cys  Asp

        35                  40                  45

Gly  Phe  Tyr  Leu  Ile  Ser  Leu  Lys  Gly  Tyr  Phe  Ser  Gln  Glu  Val  Asn

    50                  55                  60

Ile  Ser  Leu  His  Tyr  Gln  Lys  Asp  Glu  Glu  Pro  Leu  Phe  Gln  Leu  Lys

65                  70                  75                  80

Lys  Val  Arg  Ser  Val  Asn  Ser  Leu  Met  Val  Ala  Ser  Leu  Thr  Tyr  Lys

                85                  90                  95

Asp  Lys  Val  Tyr  Leu  Asn  Val  Thr  Thr  Asp  Asn  Thr  Ser  Leu  Asp  Asp

            100                 105                 110

Phe  His  Val  Asn  Gly  Gly  Glu  Leu  Ile  Leu  Ile  His  Gln  Asn  Pro  Gly

        115                 120                 125

Glu  Phe  Cys  Val  Leu

    130

<210>  61

<211>  583

<212>  PRT

<213> 人工序列(Artificial  Sequence)

序　列　表 24/32 页

83

CN 114585377 A

83



<220>

<223> 合成聚合物.

<400>  61

Leu  Asp  Ser  Pro  Asp  Arg  Pro  Trp  Asn  Pro  Pro  Thr  Phe  Ser  Pro  Ala

1               5                   10                  15

Leu  Leu  Val  Val  Thr  Glu  Gly  Asp  Asn  Ala  Thr  Phe  Thr  Cys  Ser  Phe

            20                  25                  30

Ser  Asn  Thr  Ser  Glu  Ser  Phe  Val  Leu  Asn  Trp  Tyr  Arg  Met  Ser  Pro

        35                  40                  45

Ser  Asn  Gln  Thr  Asp  Lys  Leu  Ala  Ala  Phe  Pro  Glu  Asp  Arg  Ser  Gln

    50                  55                  60

Pro  Gly  Gln  Asp  Cys  Arg  Phe  Arg  Val  Thr  Gln  Leu  Pro  Asn  Gly  Arg

65                  70                  75                  80

Asp  Phe  His  Met  Ser  Val  Val  Arg  Ala  Arg  Arg  Asn  Asp  Ser  Gly  Thr

                85                  90                  95

Tyr  Leu  Cys  Gly  Ala  Ile  Ser  Leu  Ala  Pro  Lys  Ala  Gln  Ile  Lys  Glu

            100                 105                 110

Ser  Leu  Arg  Ala  Glu  Leu  Arg  Val  Thr  Glu  Arg  Arg  Ala  Glu  Val  Pro

        115                 120                 125

Thr  Ala  His  Pro  Ser  Pro  Ser  Pro  Arg  Pro  Ala  Gly  Gln  Phe  Gln  Ser

    130                 135                 140

Lys  Tyr  Gly  Pro  Pro  Cys  Pro  Pro  Cys  Pro  Ala  Pro  Glu  Phe  Leu  Gly

145                 150                 155                 160

Gly  Pro  Ser  Val  Phe  Leu  Phe  Pro  Pro  Lys  Pro  Lys  Asp  Gln  Leu  Met

                165                 170                 175

Ile  Ser  Arg  Thr  Pro  Glu  Val  Thr  Cys  Val  Val  Val  Asp  Val  Ser  Gln

            180                 185                 190

Glu  Asp  Pro  Glu  Val  Gln  Phe  Asn  Trp  Tyr  Val  Asp  Gly  Val  Glu  Val

        195                 200                 205

His  Asn  Ala  Lys  Thr  Lys  Pro  Arg  Glu  Glu  Gln  Phe  Asn  Ser  Thr  Tyr

    210                 215                 220

Arg  Val  Val  Ser  Val  Leu  Thr  Val  Leu  His  Gln  Asp  Trp  Leu  Ser  Gly

225                 230                 235                 240

Lys  Glu  Tyr  Lys  Cys  Lys  Val  Ser  Ser  Lys  Gly  Leu  Pro  Ser  Ser  Ile

                245                 250                 255

Glu  Lys  Thr  Ile  Ser  Asn  Ala  Thr  Gly  Gln  Pro  Arg  Glu  Pro  Gln  Val

            260                 265                 270

Tyr  Thr  Leu  Pro  Pro  Ser  Gln  Glu  Glu  Met  Thr  Lys  Asn  Gln  Val  Ser

        275                 280                 285
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Leu  Thr  Cys  Leu  Val  Lys  Gly  Phe  Tyr  Pro  Ser  Asp  Ile  Ala  Val  Glu

    290                 295                 300

Trp  Glu  Ser  Asn  Gly  Gln  Pro  Glu  Asn  Asn  Tyr  Lys  Thr  Thr  Pro  Pro

305                 310                 315                 320

Val  Leu  Asp  Ser  Asp  Gly  Ser  Phe  Phe  Leu  Tyr  Ser  Arg  Leu  Thr  Val

                325                 330                 335

Asp  Lys  Ser  Arg  Trp  Gln  Glu  Gly  Asn  Val  Phe  Ser  Cys  Ser  Val  Leu

            340                 345                 350

His  Glu  Ala  Leu  His  Asn  His  Tyr  Thr  Gln  Lys  Ser  Leu  Ser  Leu  Ser

        355                 360                 365

Leu  Gly  Lys  Ile  Glu  Gly  Arg  Met  Asp  Asp  Ala  Cys  Pro  Trp  Ala  Val

    370                 375                 380

Ser  Gly  Ala  Arg  Ala  Ser  Pro  Gly  Ser  Ala  Ala  Ser  Pro  Arg  Leu  Arg

385                 390                 395                 400

Glu  Gly  Pro  Glu  Leu  Ser  Pro  Asp  Asp  Pro  Ala  Gly  Leu  Leu  Asp  Leu

                405                 410                 415

Arg  Gln  Gly  Met  Phe  Ala  Gln  Leu  Val  Ala  Gln  Asn  Val  Leu  Leu  Ile

            420                 425                 430

Asp  Gly  Pro  Leu  Ser  Trp  Tyr  Ser  Asp  Pro  Gly  Leu  Ala  Gly  Val  Ser

        435                 440                 445

Leu  Thr  Gly  Gly  Leu  Ser  Tyr  Lys  Glu  Asp  Thr  Lys  Glu  Leu  Val  Val

    450                 455                 460

Ala  Lys  Ala  Gly  Val  Tyr  Tyr  Val  Phe  Phe  Gln  Leu  Glu  Leu  Arg  Arg

465                 470                 475                 480

Val  Val  Ala  Gly  Glu  Gly  Ser  Gly  Ser  Val  Ser  Leu  Ala  Leu  His  Leu

                485                 490                 495

Gln  Pro  Leu  Arg  Ser  Ala  Ala  Gly  Ala  Ala  Ala  Leu  Ala  Leu  Thr  Val

            500                 505                 510

Asp  Leu  Pro  Pro  Ala  Ser  Ser  Glu  Ala  Arg  Asn  Ser  Ala  Phe  Gly  Phe

        515                 520                 525

Gln  Gly  Arg  Leu  Leu  His  Leu  Ser  Ala  Gly  Gln  Arg  Leu  Gly  Val  His

    530                 535                 540

Leu  His  Thr  Glu  Ala  Arg  Ala  Arg  His  Ala  Trp  Gln  Leu  Thr  Gln  Gly

545                 550                 555                 560

Ala  Thr  Val  Leu  Gly  Leu  Phe  Arg  Val  Thr  Pro  Glu  Ile  Pro  Ala  Gly

                565                 570                 575

Leu  Pro  Ser  Pro  Arg  Ser  Glu

            580

<210>  62
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<211>  498

<212>  PRT

<213> 人工序列(Artificial  Sequence)

<220>

<223> 合成聚合物.

<400>  62

Ile  Pro  Val  Ile  Glu  Pro  Ser  Val  Pro  Glu  Leu  Val  Val  Lys  Pro  Gly

1               5                   10                  15

Ala  Thr  Val  Thr  Leu  Arg  Cys  Val  Gly  Asn  Gly  Ser  Val  Glu  Trp  Asp

            20                  25                  30

Gly  Pro  Pro  Ser  Pro  His  Trp  Thr  Leu  Tyr  Ser  Asp  Gly  Ser  Ser  Ser

        35                  40                  45

Ile  Leu  Ser  Thr  Asn  Asn  Ala  Thr  Phe  Gln  Asn  Thr  Gly  Thr  Tyr  Arg

    50                  55                  60

Cys  Thr  Glu  Pro  Gly  Asp  Pro  Leu  Gly  Gly  Ser  Ala  Ala  Ile  His  Leu

65                  70                  75                  80

Tyr  Val  Lys  Asp  Pro  Ala  Arg  Pro  Trp  Asn  Val  Leu  Ala  Gln  Glu  Val

                85                  90                  95

Val  Val  Phe  Glu  Asp  Gln  Asp  Ala  Leu  Leu  Pro  Cys  Leu  Leu  Thr  Asp

            100                 105                 110

Pro  Val  Leu  Glu  Ala  Gly  Val  Ser  Leu  Val  Arg  Val  Arg  Gly  Arg  Pro

        115                 120                 125

Leu  Met  Arg  His  Thr  Asn  Tyr  Ser  Phe  Ser  Pro  Trp  His  Gly  Phe  Thr

    130                 135                 140

Ile  His  Arg  Ala  Lys  Phe  Ile  Gln  Ser  Gln  Asp  Tyr  Gln  Cys  Ser  Ala

145                 150                 155                 160

Leu  Met  Gly  Gly  Arg  Lys  Val  Met  Ser  Ile  Ser  Ile  Arg  Leu  Lys  Val

                165                 170                 175

Gln  Lys  Val  Ile  Pro  Gly  Pro  Pro  Ala  Leu  Thr  Leu  Val  Pro  Ala  Glu

            180                 185                 190

Leu  Val  Arg  Ile  Arg  Gly  Glu  Ala  Ala  Gln  Ile  Val  Cys  Ser  Ala  Ser

        195                 200                 205

Ser  Val  Asp  Val  Asn  Phe  Asp  Val  Phe  Leu  Gln  His  Asn  Asn  Thr  Lys

    210                 215                 220

Leu  Ala  Ile  Pro  Gln  Gln  Ser  Asp  Phe  His  Asn  Asn  Arg  Tyr  Gln  Lys

225                 230                 235                 240

Val  Leu  Thr  Leu  Asn  Leu  Asp  Gln  Val  Asp  Phe  Gln  His  Ala  Gly  Asn

                245                 250                 255

Tyr  Ser  Cys  Val  Ala  Ser  Asn  Val  Gln  Gly  Lys  His  Ser  Thr  Ser  Met
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            260                 265                 270

Phe  Phe  Arg  Val  Val  Glu  Ser  Ala  Tyr  Leu  Asn  Leu  Ser  Ser  Glu  Gln

        275                 280                 285

Asn  Leu  Ile  Gln  Glu  Val  Thr  Val  Gly  Glu  Gly  Leu  Asn  Leu  Lys  Val

    290                 295                 300

Met  Val  Glu  Ala  Tyr  Pro  Gly  Leu  Gln  Gly  Phe  Asn  Trp  Thr  Tyr  Leu

305                 310                 315                 320

Gly  Pro  Phe  Ser  Asp  His  Gln  Pro  Glu  Pro  Lys  Leu  Ala  Asn  Ala  Thr

                325                 330                 335

Thr  Lys  Asp  Thr  Tyr  Arg  His  Thr  Phe  Thr  Leu  Ser  Leu  Pro  Arg  Leu

            340                 345                 350

Lys  Pro  Ser  Glu  Ala  Gly  Arg  Tyr  Ser  Phe  Leu  Ala  Arg  Asn  Pro  Gly

        355                 360                 365

Gly  Trp  Arg  Ala  Leu  Thr  Phe  Glu  Leu  Thr  Leu  Arg  Tyr  Pro  Pro  Glu

    370                 375                 380

Val  Ser  Val  Ile  Trp  Thr  Phe  Ile  Asn  Gly  Ser  Gly  Thr  Leu  Leu  Cys

385                 390                 395                 400

Ala  Ala  Ser  Gly  Tyr  Pro  Gln  Pro  Asn  Val  Thr  Trp  Leu  Gln  Cys  Ser

                405                 410                 415

Gly  His  Thr  Asp  Arg  Cys  Asp  Glu  Ala  Gln  Val  Leu  Gln  Val  Trp  Asp

            420                 425                 430

Asp  Pro  Tyr  Pro  Glu  Val  Leu  Ser  Gln  Glu  Pro  Phe  His  Lys  Val  Thr

        435                 440                 445

Val  Gln  Ser  Leu  Leu  Thr  Val  Glu  Thr  Leu  Glu  His  Asn  Gln  Thr  Tyr

    450                 455                 460

Glu  Cys  Arg  Ala  His  Asn  Ser  Val  Gly  Ser  Gly  Ser  Trp  Ala  Phe  Ile

465                 470                 475                 480

Pro  Ile  Ser  Ala  Gly  Ala  His  Thr  His  Pro  Pro  Asp  Glu  Phe  Leu  Phe

                485                 490                 495

Thr  Pro

<210>  63

<211>  215

<212>  PRT

<213> 人工序列(Artificial  Sequence)

<220>

<223> 合成聚合物.

<400>  63

His  Arg  Arg  Leu  Asp  Lys  Ile  Glu  Asp  Glu  Arg  Asn  Leu  His  Glu  Asp

1               5                   10                  15
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Phe  Val  Phe  Met  Lys  Thr  Ile  Gln  Arg  Cys  Asn  Thr  Gly  Glu  Arg  Ser

            20                  25                  30

Leu  Ser  Leu  Leu  Asn  Cys  Glu  Glu  Ile  Lys  Ser  Gln  Phe  Glu  Gly  Phe

        35                  40                  45

Val  Lys  Asp  Ile  Met  Leu  Asn  Lys  Glu  Glu  Thr  Lys  Lys  Glu  Asn  Ser

    50                  55                  60

Phe  Glu  Met  Gln  Lys  Gly  Asp  Gln  Asn  Pro  Gln  Ile  Ala  Ala  His  Val

65                  70                  75                  80

Ile  Ser  Glu  Ala  Ser  Ser  Lys  Thr  Thr  Ser  Val  Leu  Gln  Trp  Ala  Glu

                85                  90                  95

Lys  Gly  Tyr  Tyr  Thr  Met  Ser  Asn  Asn  Leu  Val  Thr  Leu  Glu  Asn  Gly

            100                 105                 110

Lys  Gln  Leu  Thr  Val  Lys  Arg  Gln  Gly  Leu  Tyr  Tyr  Ile  Tyr  Ala  Gln

        115                 120                 125

Val  Thr  Phe  Cys  Ser  Asn  Arg  Glu  Ala  Ser  Ser  Gln  Ala  Pro  Phe  Ile

    130                 135                 140

Ala  Ser  Leu  Cys  Leu  Lys  Ser  Pro  Gly  Arg  Phe  Glu  Arg  Ile  Leu  Leu

145                 150                 155                 160

Arg  Ala  Ala  Asn  Thr  His  Ser  Ser  Ala  Lys  Pro  Cys  Gly  Gln  Gln  Ser

                165                 170                 175

Ile  His  Leu  Gly  Gly  Val  Phe  Glu  Leu  Gln  Pro  Gly  Ala  Ser  Val  Phe

            180                 185                 190

Val  Asn  Val  Thr  Asp  Pro  Ser  Gln  Val  Ser  His  Gly  Thr  Gly  Phe  Thr

        195                 200                 205

Ser  Phe  Gly  Leu  Leu  Lys  Leu

    210                 215

<210>  64

<211>  947

<212>  PRT

<213> 人工序列(Artificial  Sequence)

<220>

<223> 合成聚合物.

<400>  64

Ile  Pro  Val  Ile  Glu  Pro  Ser  Val  Pro  Glu  Leu  Val  Val  Lys  Pro  Gly

1               5                   10                  15

Ala  Thr  Val  Thr  Leu  Arg  Cys  Val  Gly  Asn  Gly  Ser  Val  Glu  Trp  Asp

            20                  25                  30

Gly  Pro  Pro  Ser  Pro  His  Trp  Thr  Leu  Tyr  Ser  Asp  Gly  Ser  Ser  Ser

        35                  40                  45
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Ile  Leu  Ser  Thr  Asn  Asn  Ala  Thr  Phe  Gln  Asn  Thr  Gly  Thr  Tyr  Arg

    50                  55                  60

Cys  Thr  Glu  Pro  Gly  Asp  Pro  Leu  Gly  Gly  Ser  Ala  Ala  Ile  His  Leu

65                  70                  75                  80

Tyr  Val  Lys  Asp  Pro  Ala  Arg  Pro  Trp  Asn  Val  Leu  Ala  Gln  Glu  Val

                85                  90                  95

Val  Val  Phe  Glu  Asp  Gln  Asp  Ala  Leu  Leu  Pro  Cys  Leu  Leu  Thr  Asp

            100                 105                 110

Pro  Val  Leu  Glu  Ala  Gly  Val  Ser  Leu  Val  Arg  Val  Arg  Gly  Arg  Pro

        115                 120                 125

Leu  Met  Arg  His  Thr  Asn  Tyr  Ser  Phe  Ser  Pro  Trp  His  Gly  Phe  Thr

    130                 135                 140

Ile  His  Arg  Ala  Lys  Phe  Ile  Gln  Ser  Gln  Asp  Tyr  Gln  Cys  Ser  Ala

145                 150                 155                 160

Leu  Met  Gly  Gly  Arg  Lys  Val  Met  Ser  Ile  Ser  Ile  Arg  Leu  Lys  Val

                165                 170                 175

Gln  Lys  Val  Ile  Pro  Gly  Pro  Pro  Ala  Leu  Thr  Leu  Val  Pro  Ala  Glu

            180                 185                 190

Leu  Val  Arg  Ile  Arg  Gly  Glu  Ala  Ala  Gln  Ile  Val  Cys  Ser  Ala  Ser

        195                 200                 205

Ser  Val  Asp  Val  Asn  Phe  Asp  Val  Phe  Leu  Gln  His  Asn  Asn  Thr  Lys

    210                 215                 220

Leu  Ala  Ile  Pro  Gln  Gln  Ser  Asp  Phe  His  Asn  Asn  Arg  Tyr  Gln  Lys

225                 230                 235                 240

Val  Leu  Thr  Leu  Asn  Leu  Asp  Gln  Val  Asp  Phe  Gln  His  Ala  Gly  Asn

                245                 250                 255

Tyr  Ser  Cys  Val  Ala  Ser  Asn  Val  Gln  Gly  Lys  His  Ser  Thr  Ser  Met

            260                 265                 270

Phe  Phe  Arg  Val  Val  Glu  Ser  Ala  Tyr  Leu  Asn  Leu  Ser  Ser  Glu  Gln

        275                 280                 285

Asn  Leu  Ile  Gln  Glu  Val  Thr  Val  Gly  Glu  Gly  Leu  Asn  Leu  Lys  Val

    290                 295                 300

Met  Val  Glu  Ala  Tyr  Pro  Gly  Leu  Gln  Gly  Phe  Asn  Trp  Thr  Tyr  Leu

305                 310                 315                 320

Gly  Pro  Phe  Ser  Asp  His  Gln  Pro  Glu  Pro  Lys  Leu  Ala  Asn  Ala  Thr

                325                 330                 335

Thr  Lys  Asp  Thr  Tyr  Arg  His  Thr  Phe  Thr  Leu  Ser  Leu  Pro  Arg  Leu

            340                 345                 350

Lys  Pro  Ser  Glu  Ala  Gly  Arg  Tyr  Ser  Phe  Leu  Ala  Arg  Asn  Pro  Gly
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        355                 360                 365

Gly  Trp  Arg  Ala  Leu  Thr  Phe  Glu  Leu  Thr  Leu  Arg  Tyr  Pro  Pro  Glu

    370                 375                 380

Val  Ser  Val  Ile  Trp  Thr  Phe  Ile  Asn  Gly  Ser  Gly  Thr  Leu  Leu  Cys

385                 390                 395                 400

Ala  Ala  Ser  Gly  Tyr  Pro  Gln  Pro  Asn  Val  Thr  Trp  Leu  Gln  Cys  Ser

                405                 410                 415

Gly  His  Thr  Asp  Arg  Cys  Asp  Glu  Ala  Gln  Val  Leu  Gln  Val  Trp  Asp

            420                 425                 430

Asp  Pro  Tyr  Pro  Glu  Val  Leu  Ser  Gln  Glu  Pro  Phe  His  Lys  Val  Thr

        435                 440                 445

Val  Gln  Ser  Leu  Leu  Thr  Val  Glu  Thr  Leu  Glu  His  Asn  Gln  Thr  Tyr

    450                 455                 460

Glu  Cys  Arg  Ala  His  Asn  Ser  Val  Gly  Ser  Gly  Ser  Trp  Ala  Phe  Ile

465                 470                 475                 480

Pro  Ile  Ser  Ala  Gly  Ala  His  Thr  His  Pro  Pro  Asp  Glu  Phe  Leu  Phe

                485                 490                 495

Thr  Pro  Ser  Lys  Tyr  Gly  Pro  Pro  Cys  Pro  Pro  Cys  Pro  Ala  Pro  Glu

            500                 505                 510

Phe  Leu  Gly  Gly  Pro  Ser  Val  Phe  Leu  Phe  Pro  Pro  Lys  Pro  Lys  Asp

        515                 520                 525

Gln  Leu  Met  Ile  Ser  Arg  Thr  Pro  Glu  Val  Thr  Cys  Val  Val  Val  Asp

    530                 535                 540

Val  Ser  Gln  Glu  Asp  Pro  Glu  Val  Gln  Phe  Asn  Trp  Tyr  Val  Asp  Gly

545                 550                 555                 560

Val  Glu  Val  His  Asn  Ala  Lys  Thr  Lys  Pro  Arg  Glu  Glu  Gln  Phe  Asn

                565                 570                 575

Ser  Thr  Tyr  Arg  Val  Val  Ser  Val  Leu  Thr  Val  Leu  His  Gln  Asp  Trp

            580                 585                 590

Leu  Ser  Gly  Lys  Glu  Tyr  Lys  Cys  Lys  Val  Ser  Ser  Lys  Gly  Leu  Pro

        595                 600                 605

Ser  Ser  Ile  Glu  Lys  Thr  Ile  Ser  Asn  Ala  Thr  Gly  Gln  Pro  Arg  Glu

    610                 615                 620

Pro  Gln  Val  Tyr  Thr  Leu  Pro  Pro  Ser  Gln  Glu  Glu  Met  Thr  Lys  Asn

625                 630                 635                 640

Gln  Val  Ser  Leu  Thr  Cys  Leu  Val  Lys  Gly  Phe  Tyr  Pro  Ser  Asp  Ile

                645                 650                 655

Ala  Val  Glu  Trp  Glu  Ser  Asn  Gly  Gln  Pro  Glu  Asn  Asn  Tyr  Lys  Thr

            660                 665                 670
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Thr  Pro  Pro  Val  Leu  Asp  Ser  Asp  Gly  Ser  Phe  Phe  Leu  Tyr  Ser  Arg

        675                 680                 685

Leu  Thr  Val  Asp  Lys  Ser  Arg  Trp  Gln  Glu  Gly  Asn  Val  Phe  Ser  Cys

    690                 695                 700

Ser  Val  Leu  His  Glu  Ala  Leu  His  Asn  His  Tyr  Thr  Gln  Lys  Ser  Leu

705                 710                 715                 720

Ser  Leu  Ser  Leu  Gly  Lys  Ile  Glu  Gly  Arg  Met  Asp  His  Arg  Arg  Leu

                725                 730                 735

Asp  Lys  Ile  Glu  Asp  Glu  Arg  Asn  Leu  His  Glu  Asp  Phe  Val  Phe  Met

            740                 745                 750

Lys  Thr  Ile  Gln  Arg  Cys  Asn  Thr  Gly  Glu  Arg  Ser  Leu  Ser  Leu  Leu

        755                 760                 765

Asn  Cys  Glu  Glu  Ile  Lys  Ser  Gln  Phe  Glu  Gly  Phe  Val  Lys  Asp  Ile

    770                 775                 780

Met  Leu  Asn  Lys  Glu  Glu  Thr  Lys  Lys  Glu  Asn  Ser  Phe  Glu  Met  Gln

785                 790                 795                 800

Lys  Gly  Asp  Gln  Asn  Pro  Gln  Ile  Ala  Ala  His  Val  Ile  Ser  Glu  Ala

                805                 810                 815

Ser  Ser  Lys  Thr  Thr  Ser  Val  Leu  Gln  Trp  Ala  Glu  Lys  Gly  Tyr  Tyr

            820                 825                 830

Thr  Met  Ser  Asn  Asn  Leu  Val  Thr  Leu  Glu  Asn  Gly  Lys  Gln  Leu  Thr

        835                 840                 845

Val  Lys  Arg  Gln  Gly  Leu  Tyr  Tyr  Ile  Tyr  Ala  Gln  Val  Thr  Phe  Cys

    850                 855                 860

Ser  Asn  Arg  Glu  Ala  Ser  Ser  Gln  Ala  Pro  Phe  Ile  Ala  Ser  Leu  Cys

865                 870                 875                 880

Leu  Lys  Ser  Pro  Gly  Arg  Phe  Glu  Arg  Ile  Leu  Leu  Arg  Ala  Ala  Asn

                885                 890                 895

Thr  His  Ser  Ser  Ala  Lys  Pro  Cys  Gly  Gln  Gln  Ser  Ile  His  Leu  Gly

            900                 905                 910

Gly  Val  Phe  Glu  Leu  Gln  Pro  Gly  Ala  Ser  Val  Phe  Val  Asn  Val  Thr

        915                 920                 925

Asp  Pro  Ser  Gln  Val  Ser  His  Gly  Thr  Gly  Phe  Thr  Ser  Phe  Gly  Leu

    930                 935                 940

Leu  Lys  Leu

945
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