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(54)发明名称

用于嵌合抗原受体分子的调控表达的慢病

毒载体

(57)摘要

本发明设计慢病毒载体中嵌合抗原受体

(CAR)的调节表达。该CAR包含与HOOK相互作用的

HOOK‑结合结构域，其优选由相同慢病毒载体编

码，其防止CAR正确加工并释放至细胞膜。本发明

包括载体，制备载体的方法和使用载体的方法，

包括医疗用途。该载体可用于给予人以诱导免疫

应答并治疗癌症和肿瘤。
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1.一种嵌合抗原受体，包含：

结合结构域；

跨膜结构域；

包含链霉亲和素‑结合肽的HOOK‑结合结构域，所述HOOK‑结合结构域包含SEQ  ID  NO:1

的氨基酸序列，其中所述HOOK‑结合结构域位于所述嵌合抗原受体的胞质内区域中；和

包含SEQ  ID  NO:3、SEQ  ID  NO:4、SEQ  ID  NO:5、SEQ  ID  NO:7、SEQ  ID  NO:8、SEQ  ID 

NO:33、或SEQ  ID  NO:34的至少100个氨基酸的T细胞活化片段，或SEQ  ID  NO:6的至少90个

氨基酸的T细胞活化片段的活化结构域。

2.一种表达嵌合抗原受体的慢病毒载体，所述嵌合抗原受体包含：

结合结构域；

跨膜结构域；

包含链霉亲和素‑结合肽的HOOK‑结合结构域，所述HOOK‑结合结构域包含SEQ  ID  NO:1

的氨基酸序列，其中所述HOOK‑结合结构域位于所述嵌合抗原受体的胞质内区域中；和

包含SEQ  ID  NO:3、SEQ  ID  NO:4、SEQ  ID  NO:5、SEQ  ID  NO:7、SEQ  ID  NO:8、SEQ  ID 

NO:33、或SEQ  ID  NO:34的至少100个氨基酸的T细胞活化片段的活化结构域。

3.一种编码嵌合抗原受体的核酸载体，所述嵌合抗原受体包含：

结合结构域；

跨膜结构域；

包含链霉亲和素‑结合肽的HOOK‑结合结构域，所述HOOK‑结合结构域包含SEQ  ID  NO:1

的氨基酸序列，其中所述HOOK‑结合结构域位于所述嵌合抗原受体的胞质内区域中；和

包含SEQ  ID  NO:3、SEQ  ID  NO:4、SEQ  ID  NO:5、SEQ  ID  NO:7、SEQ  ID  NO:8、SEQ  ID 

NO:33、或SEQ  ID  NO:34的至少100个氨基酸的T细胞活化片段，或SEQ  ID  NO:6的至少90个

氨基酸的T细胞活化片段的活化结构域。

4.如权利要求1所述的嵌合抗原受体或如权利要求2所述的慢病毒载体，或如权利要求

3所述的核酸载体，其特征在于，所述结合结构域包含单链Fv抗体或纳米抗体。

5.如权利要求2所述的慢病毒载体或如权利要求3所述的核酸载体，其特征在于，所述

载体编码包含SEQ  ID  NO:31或SEQ  ID  NO:32的氨基酸序列的HOOK。

6.如权利要求2所述的载体，其特征在于，所述载体包含β2‑微球蛋白、泛素、MHCI、或

MHCII启动子。

7.如权利要求2所述的载体，其特征在于，所述载体是DNA。

8.一种编码嵌合抗原受体的慢病毒载体颗粒，所述嵌合抗原受体包含：

结合结构域；

跨膜结构域；

包含链霉亲和素‑结合肽的HOOK‑结合结构域，所述HOOK‑结合结构域包含SEQ  ID  NO:1

的氨基酸序列，其中所述HOOK‑结合结构域位于所述嵌合抗原受体的胞质内区域中；和

包含SEQ  ID  NO:3、SEQ  ID  NO:4、SEQ  ID  NO:5、SEQ  ID  NO:7、SEQ  ID  NO:8、SEQ  ID 

NO:33、或SEQ  ID  NO:34的至少100个氨基酸的T细胞活化片段，或SEQ  ID  NO:6的至少90个

氨基酸的T细胞活化片段的活化结构域。

9.如权利要求8所述的慢病毒载体颗粒，其特征在于，所述结合结构域包含单链Fv抗体
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或纳米抗体。

10.如权利要求8所述的慢病毒载体颗粒，其特征在于，所述慢病毒载体颗粒编码包含

SEQ  ID  NO:31或SEQ  ID  NO:32的氨基酸序列的HOOK。

11.如权利要求8所述的慢病毒载体颗粒，其特征在于，所述慢病毒载体颗粒包含水泡

性口炎病毒糖蛋白。

12.如权利要求8所述的慢病毒载体颗粒，其特征在于，所述慢病毒载体颗粒包含HIV‑

1D亚型Gag和Pol蛋白。

13.一种包含权利要求2所述载体的分离细胞。

14.如权利要求8所述的慢病毒载体颗粒转导的细胞或所述慢病毒载体颗粒在制备用

于诱导人的免疫应答的药物中的用途。

15.如权利要求2所述的慢病毒载体，或如权利要求3所述的核酸载体，其包含SEQ  ID 

NO:45、SEQ  ID  NO:47、或SEQ  ID  NO:49中任一个的核苷酸序列。

16.如权利要求1所述的嵌合抗原受体，其特征在于，所述嵌合抗原受体包含SEQ  ID 

NO:46、SEQ  ID  NO:48、或SEQ  ID  NO:50中任一个的氨基酸序列。

17.如权利要求2所述的慢病毒载体或如权利要求3所述的核酸载体，其还编码SEQ  ID 

NO:42的氨基酸序列或包含SEQ  ID  NO:43和/或SEQ  ID  NO:44的核酸序列。
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用于嵌合抗原受体分子的调控表达的慢病毒载体

技术领域

[0001] 本发明属于重组疫苗技术的领域并涉及慢病毒载体的改进，其可用作治疗性和预

防性疫苗。该载体提供优于其他载体的改善的免疫应答诱导。

背景技术

[0002] 重组疫苗已随重组DNA技术的进步而发展，允许修饰病毒基因组以产生修饰的病

毒。通过这种方式，已能够将遗传序列引入非致病性病毒，从而它们编码需要在感染或转导

后于靶细胞内得以表达的免疫原性蛋白质，以在其宿主内发展特定免疫应答。

[0003] 这类载体构成了疫苗技术的主要优势(Kutzler等，Nat  Rev  Genet，9(10)：776‑

788，2008)。具体而言，它们具有优于传统疫苗的优势：避免活(减毒的)病毒和消除灭活疫

苗制造的相关风险。

[0004] 在二十世纪八十年代早期由Mann等引入使用改性的逆转录病毒(逆转录病毒载

体)的基因递送(Cell，33(1)：153‑9，1983)。最常用的致瘤性逆转录病毒基于莫洛尼

(Moloney)鼠白血病病毒(MLV)。它们具有简单的基因组，从中产生多蛋白Gag、Pol和Env并

且要求为反式以用于病毒复制(Breckpot等，2007，Gene  Ther，14(11)：847‑62；He等，2007，

Expert  Rev  vaccines，6(6)：913‑24)。一般需要的顺式序列是长末端重复序列(LTR)及其

周边序列：用于整合的反向重复序列(IR或att位点)、包装序列Ψ、转运RNA结合位点(引物

结合位点，PBS)，和涉及逆转录的一些其它序列(正链起始必需的LTR内的重复R以及多嘌呤

序列(PPT))。为了生成复制缺陷型逆转录病毒载体，通常使gag、pol和env基因全部缺失，并

且用表达盒替代。

[0005] 源自慢病毒基因组的逆转录病毒载体(即，慢病毒载体)已涌现为用于基因治疗和

免疫治疗目的的有希望的工具，因为它们显示优于其它病毒系统的若干优势。具体地，慢病

毒本身没有毒性，并且与其它逆转录病毒不同，慢病毒能够转导非分裂细胞，尤其是树突状

细胞(He等，2007，Expert  Rev  vaccines，6(6)：913‑24)，使得通过内源性途径呈递抗原。

[0006] 慢病毒通过遗传组成相似性、复制的分子机制和与其宿主的生物相互作用连接。

它们最常称为缓慢疾病综合征的试剂，该综合征在延长的亚临床感染之后开始并缓慢发

展；因此，它们被称作“慢”病毒(Narayan等，1989，J  Gen  Virol，70(7)：1617‑39)。其基本构

成与所用逆转录病毒相同但由于附属基因(例如vif、vpr、vpu、nef、tat和rev)的存在而更

为复杂，所述附属基因在慢病毒的体内复制中起关键作用。

[0007] 慢病毒代表逆转录病毒科(Retroviridae)的一个慢病毒(slow  virus)属，其包括

人免疫缺陷病毒(HIV)、猿猴免疫缺陷病毒(SIV)、马传染性脑炎病毒(EIAV)、山羊关节炎脑

炎病毒(CAEV)、牛免疫缺陷病毒(BIV)和猫免疫缺陷病毒(FIV)。慢病毒可以无限地持续存

在于其宿主内，并且在一生的感染期间以不同速度连续复制。病毒在其宿主内的持续复制

取决于其避开宿主防御的能力。

[0008] 重组整合型慢病毒载体的设计基于慢病毒的顺式与反式作用序列的分离。非分裂

细胞中的有效转导需要慢病毒基因组中存在两种顺式作用序列：中心多嘌呤序列(cPPT)和
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中心终止序列(CTS)。它们导致形成三链DNA结构，称为中心DNA“瓣(flap)”，该结构使基因

进入非分裂细胞(包括树突细胞(DC))核内的效率最大化(Zennou等，2000，Cell，101(2)

173‑85；Arhel等，2007，EMBO  J，26(12)：3025‑37)。

[0009] 树突细胞对于抗原递呈而言具有重要作用，因为其构成了以递呈抗原和起始免疫

应答为主要功能的抗原递呈细胞(APC)的主要类型。

[0010] 为产生免疫应答，须由细胞将抗原蛋白加工成肽，所述肽通过主要组织相容性复

合物蛋白(MHC)在细胞表面显示。循环的APC在引流淋巴结内将肽‑MHC复合物递呈至T细胞，

其在此处与T细胞受体相互作用并联合共刺激信号一起激活T细胞。

[0011] 多项研究已显示，使用慢病毒载体的接种导致DC进行抗原呈递和抗原特异性细胞

毒性T淋巴细胞(CTL；CD8+T细胞)的强激活。因此，在过去的10年中，慢病毒载体已经工程改

造用于基因转化和免疫疗法应用。

[0012] 载体通常含有含增强子的强组成型启动子，如CMV启动子。Michelini等，Vaccine 

27(34)：4622‑29(2009)；Karwacz等，J.Virol.83(7)：30943103(2009)；Negri等，Molecular 

Therapy  15(9)：1716‑23(2007)；和Buffa等，J.General  Virology  87：1625‑1634(2006)。

[0013] 已通过移除LTR  U3序列，产生完全不含原先在LTR中存在的病毒启动子和增强子

序列的“自动失活”载体，从而改善了慢病毒载体的安全性。

[0014] 可通过在不同的DNA质粒瞬时转染细胞，例如HEK  293T人培养细胞后由重组技术

产生含有慢病毒载体的慢病毒颗粒：

[0015] (i)包装质粒，其表达至少Gag、Pol、Rev、Tat，并在一些情况下表达转移构建体的

包装所必需的结构和酶蛋白；

[0016] (ii)原病毒转移质粒，其含有包装、逆转录和整合所必需的表达盒和HIV顺式作用

因子；以及

[0017] (iii)编码包膜的质粒，在多数情况下是水泡性口炎病毒(VSV.G)的糖蛋白，该蛋

白允许形成能够靶向多种细胞(尤其是主要组织相容性(MHC)抗原递呈细胞(APC)，包括DC

的混合颗粒(假型)。

[0018] 该方法能够使转染的细胞瞬时生产慢病毒颗粒载体。然而，也可通过向细胞基因

组中稳定地插入包装基因、原病毒编码DNA和包膜基因来连续产生慢病毒颗粒载体。这使得

能够由细胞连续产生慢病毒颗粒载体而不需要瞬时转染。当然，也可使用这些方法的组合，

其中将一些DNA/质粒整合至细胞基因组而其他的通过瞬时转染提供。

[0019] 非整合型慢病毒载体已被设计用于降低与插入诱变事件相联系的潜在癌发生的

风险，特别用于疫苗接种目的。非整合型慢病毒载体的示例提供于Coutant等，PLOS  ONE  7

(11)：e48644(2102)，Karwacz等，J.Virol.83(7)：3094‑3103(2009)，Negri等，Molecular 

Therapy  15(9)：1716‑1723(2007)；Hu等，Vaccine  28：6675‑6683(2010)。因此，已有报告称

与整合型系统相比，非整合型慢病毒载体系统可降低插入型诱变的潜在风险。Hu等，

Vaccine  28：6675‑6683(2010)。

[0020] 此外，自动失活的慢病毒载体中病毒启动子和增强子序列的3′LTR的U3区域的缺

失限制了内源性启动子激活的可能性。这些对于安全性的关注直接体现了1998‑1999年进

行的SCID‑X1基因治疗试验所获得的经验，该试验使用基于莫罗尼病毒的逆转录病毒载体

针对患有罕见类型的X连锁(SCID‑X1基因)严重免疫缺陷疾病的儿童进行(Cavazzana‑
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Calvo等，2000，Science.，288(5466)：669‑72)。在该试验中，9名儿童中的4名由于莫罗尼衍

生的慢病毒载体在非常靠近人LM02原癌基因处整合而发展出白血病(Hacein‑Bey‑Abina

等，2008，J.Clin.Invest.，118(9)：3132‑3142)。这表明，恶性肿瘤是病毒U3启动子/增强子

接近LM02原癌基因的结果。结果，安全性是向人给予慢病毒载体的主要问题。

[0021] 增强子是顺式作用序列，其可相隔一定距离作为转录激活因子起作用。它们已经

在病毒衍生的载体中广泛采用，因为它们似乎对于在多种细胞类型，尤其是DC中获得转基

因强表达而言最高效(Chinnasamy等，2000，Hum  Gene  Ther  11(13)：1901‑9；Rouas等，

2008，Cancer  Gene  Ther  9(9)：715‑24；Kimura等，2007，Mol  Ther  15(7)：1390‑9；Gruh等，

2008，J  Gene  Med  10(1)21‑32)。然而，考虑到插入诱变的安全问题，应将这类转录增强子

序列从慢病毒载体构建体中删除以破坏增强子邻近效应所产生的插入诱变风险。迄今为

止，该增强子邻近效应是最常见的插入突变机制并且是基因转移后人或动物肿瘤发生事件

的病例中描述的唯一效应。

[0022] 因此，需要研发不包括病毒增强子但仍然允许转基因编码的免疫原性肽足量表达

的逆转录病毒，特别是慢病毒载体，如果可能，表达量与使用CMV启动子时观察到的相当。

[0023] 最近的研究报道了使用主要组织相容性复合物II型基因(MHC  II型)(Kimura等，

2007，MolTher  15(7)：1390‑9)和dectin‑2基因(Lopes等，2008，J  Virol  82(1)：86‑95)来

源的DC特异性启动子代替病毒启动子。Lopes等使用的dectin‑2基因启动子包含推定的增

强子和腺病毒保守序列(腺病毒启动子中的反向末端重复) (Bonkabara等，2001，

J.Immunology，167：6893‑6900)。Kimura等使用的MHC  II型基因启动子不含任何已知增强

子。

[0024] 然而，当在静脉内给予时，在没有增强子的情况下，发现MHC  II型启动子无法在DC

中提供足够的转基因表达。具体而言，与使用CMV启动子/增强子所观察到的免疫应答相反，

包含MHC  II型启动子的慢病毒载体未能在免疫活性C57BL/6小鼠中引起免疫反应。虽然在

小鼠中注射后观察到了整合和持续的转基因表达，但通过MHC  II型启动子转录的慢病毒载

体无法刺激抗原特异性CD8+细胞毒性T淋巴细胞应答，甚至在疫苗接种加强后也是如此。因

此，这些研究的作者的结论是使用MHC  II型启动子仅对于在基因替换疗法中寻求持续表达

的应用而言有兴趣，但在免疫疗法中没有兴趣。应注意，MHC  II型启动子在大多数细胞类型

中弱表达。

[0025] 因此，对于通过IV注射诱导针对抗原的免疫应答，MHC  II型启动子不是适当的慢

病毒载体启动子。此外，dectin‑2启动子在大多数细胞类型中弱表达并且似乎含有增强子。

因此，由于安全原因，dectin‑2启动子不是良好的慢病毒载体启动子。

[0026] 优选地，在免疫治疗中，慢病毒载体提供了有效的转基因表达，其引发所需的特异

性免疫应答。这需要APC(如树突细胞)中的表达处于高水平。

[0027] 还优选通过免疫应答除去慢病毒载体所转导的细胞以提供更高水平的安全性。

即，针对转基因产生的免疫应答可在宿主中引发足以除去慢病毒载体转导细胞的免疫应

答。消除经转导的细胞消除了慢病毒载体在宿主中的持续存在，以及该载体的可能二级作

用。为了消除经转导的细胞，在非树突细胞中需要一定水平的表达以由免疫应答进行消除。

因此，需要适当地表达抗原。

[0028] 同时，启动子应通过原初和记忆T细胞的激活中涉及的关键细胞(即树突细胞)使
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免疫刺激最大化并应使导致恶性肿瘤的干细胞中的插入诱变和基因毒性的风险最小化。因

此，启动子应在树突和其他细胞中具有足够高的活性，但不含增强子。基于这些标准，由于

强增强子的存在，病毒启动子(如CMV启动子)不是理想的。这些标准归纳如下：

[0029] 在抗原递呈细胞(包括树突细胞)中高表达以诱导最大的免疫应答；

[0030] 在其他转导的细胞类型中以足够的水平表达，该表达水平足以供于通过诱导的免

疫应答进行消除；以及

[0031] 缺少增强子元件以避免插入效应。

[0032] 嵌合抗原受体(CAR)是针对抗原的重组受体。Sadelain等，Cancer  Discov.2013年

4月；3(4)：388‑398。它们是一般靶向天然细胞表面抗原的重组受体。同上。CAR涉及不需要

识别HLA表达或肽加工的分子。同上。CAR已经显示自身具有T细胞‑增殖和活化潜力，包括在

CD3‑ζ或Fc受体γ和CD8、CD4、CD25或CD16之间的嵌合分子。CAR的抗原结合部分一般是衍生

自抗体的scFv，选自文库的Fab，或天然受体配体。Han  EQ等，J  Hematol  Oncol，6：47，2013。

[0033] CAR已经针对许多不同细胞表面分子生成，包括CD19、HER2、GD2、PSMA，并且许多正

处于临床试验中。Davila等，OncoImmunology  1：9，1577‑1583；2012。CAR的最有希望的临床

结果已经出现在用靶向CD19的自体同源CAR‑修饰的T细胞治疗的患者中。Maus  MV等，123

(17)：2625‑35，2014。

[0034] 已近研究了表达CAR的T细胞的体内消除。已经用慢病毒载体遗传修饰人T细胞以

表达含有自杀基因的CD20‑CAR，其依赖于胱冬酶9的诱导型活化。Budde等，PLoS  ONE  8

(12)：e82742(2013)。这种慢病毒载体使用人EF1α启动子来获得T细胞中的表达。自杀融合

物的活化导致在体外和体内同时高效去除转导的T细胞。同上。

[0035] 如果能够快速关闭细胞表面上的CAR表达以防止不良事件并且能够在其已关闭之

后再激活系统则会更好。因此，本领存在对用于人类治疗改善的方法和载体的需求。本发明

满足本领域中的这些需要。

发明内容

[0036] 本发明包括编码CAR的核酸分子和载体以及制备和使用该核酸分子和载体的方

法。在一个实施方式中，本发明包括嵌合抗原受体，其包含结合结构域；跨膜结构域；HOOK‑

结合结构域，优选包含链霉亲和素‑结合肽；和活化结构域，其包含SEQ  ID  NO：3、SEQ  ID 

NO：4、SEQ  ID  NO：5、SEQ  ID  NO：6、SEQ  ID  NO：7、或SEQ  ID  NO：8、SEQ  ID  NO：33、或SEQ  ID 

NO：34的至少100个氨基酸的T细胞活化片段。

[0037] 在一个实施方式中，本发明包括表达嵌合抗原受体的慢病毒载体，该嵌合抗原受

体包含结合结构域；跨膜结构域；HOOK‑结合结构域，包含链霉亲和素‑结合肽；和活化结构

域，其包含SEQ  ID  NO：3、SEQ  ID  NO：4、SEQ  ID  NO：5、SEQ  ID  NO：6、SEQ  ID  NO：7、或SEQ  ID 

NO：8、SEQ  ID  NO：33、或SEQ  ID  NO：34的至少100个氨基酸的T细胞活化片段。

[0038] 在一个实施方式中，本发明包括编码嵌合抗原受体的核酸载体，该嵌合抗原受体

包含结合结构域；跨膜结构域；HOOK‑结合结构域，包含链霉亲和素‑结合肽；和活化结构域，

其包含SEQ  ID  NO：3、SEQ  ID  NO：4、SEQ  ID  NO：5、SEQ  ID  NO：6、SEQ  ID  NO：7、或SEQ  ID 

NO：8、SEQ  ID  NO：33、或SEQ  ID  NO：34的至少100个氨基酸的T细胞活化片段。

[0039] 在一个实施方式中，本发明包括编码嵌合抗原受体的慢病毒载体颗粒，该嵌合抗
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原受体包含结合结构域；跨膜结构域；HOOK‑结合结构域，包含链霉亲和素‑结合肽；和活化

结构域，其包含SEQ  ID  NO：3、SEQ  ID  NO：4、SEQ  ID  NO：5、SEQ  ID  NO：6、SEQ  ID  NO：7、或

SEQ  ID  NO：8、SEQ  ID  NO：33、或SEQ  ID  NO：34的至少100个氨基酸的T细胞活化片段。

[0040] 在一个实施方式中，嵌合抗原受体或慢病毒载体或核酸载体或慢病毒载体颗粒包

含单链Fv抗体或单结构域抗体(即，纳米抗体)。

[0041] 在一个实施方式中，载体编码包含SEQ  ID  NO：31或SEQ  ID  NO：32的氨基酸序列的

HOOK。

[0042] 在一个实施方式中，载体包含β2‑微球蛋白、Ubi、EF1α、MHCI、或MHCII启动子。在一

个实施方式中，该载体是DNA。

[0043] 在一个实施方式中，慢病毒载体颗粒包含水泡性口炎病毒糖蛋白。在一个实施方

式中，慢病毒载体颗粒包含HIV‑1亚型D  Gag和Pol蛋白。

[0044] 在一个实施方式中，本发明包括包含本发明的载体的分离的细胞。

[0045] 本发明包括本发明的任意嵌合抗原受体或慢病毒载体或核酸载体或慢病毒载体

颗粒诱导人的免疫应答的用途。

[0046] 本发明包括诱导人的免疫应答的方法，包括向人给予由编码嵌合抗原受体的慢病

毒载体颗粒转导的细胞或所述慢病毒载体颗粒，并且任选地，随后向该人给予生物素。

[0047] 在一些实施方式中，嵌合抗原受体或慢病毒载体或核酸载体包括SEQ  ID  NO：45、

SEQ  ID  NO：47、或SEQ  ID  NO：49中任一个的核苷酸序列。在一些实施方式中，嵌合抗原受体

包括SEQ  ID  NO：46、SEQ  ID  NO：48、或SEQ  ID  NO：50中任一个的氨基酸序列。

[0048] 在一些实施方式中，慢病毒载体或核酸载体还编码SEQ  ID  NO：42的氨基酸序列或

包含SEQ  ID  NO：43和/或SEQ  ID  NO：44的核酸序列。

[0049] 附图的简要说明

[0050] 图1显示了来自含所示启动子的慢病毒载体在HEK  293T和BDCM细胞中的GFP表达。

[0051] 图2显示了使用在biogps.org上的数据分析的各种启动子的细胞特异性表达。表

达水平对骨骼肌中的表达(＝1.0)进行标准化。

[0052] 图3A‑C显示了来自具有人泛素、MHC  I型、MHC  II型、和β2微球蛋白(β2m)启动子的

各种慢病毒载体的T细胞中CAR的表达。

[0053] 图4显示了编码与HOOK‑链霉亲和素融合的密码子优化的VSV‑G蛋白的假型载体的

效价，其具有+/‑生物素和HOOK‑链霉亲和素编码载体的剂量梯度。

[0054] 图5A‑B显示了CAR‑RUSH的结构和表达。A)设计的三种CAR‑RUSH构建方案CAR‑RUSH

是显示4‑1BB和CD3ζ的胞内结构域的第二代CAR。CAR‑RUSH的特异之处在于在SBP(链霉亲和

素结合蛋白)区存在下允许与偶联至链霉亲和素的HOOK蛋白相互作用，并因此在内质网中

停留。SBP1、SBP2和SBP3之间的差异包括SBP区域的位置，其已分别位于跨膜结构域和4‑1BB

之间、或4‑1BB和CD3ζ之间、或C‑末端处。B)由FACS分析的CAR‑阳性T淋巴细胞的显示中值荧

光强度的MFI。细胞在10的MOI下转导并在转导后第3天分析。在直方图中报道的MFI值通过

从未转导的细胞减去对应于背景的mfi来标准化。所有CAR‑阳性T细胞显示与第二代CAR‑

CD19(阳性对照)相当的MFI，该CAR‑CD19显示与其他测试的构建体相比高3倍的MFI。全部三

种CAR‑RUSH(SBP1、SBP2和SBP3)蛋白显示出非常相似的MFI并且因此在细胞表面上以相似

水平表达。
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[0055] 图6A‑B显示了在与编码HOOK‑链霉亲和素的慢病毒载体共转导和生物素处理之后

CAR‑RUSH构建体的表达和性能。由FACS分析的CAR‑阳性T淋巴细胞的百分比(A)和显示中值

荧光强度的MFI(B)。细胞用编码HOOK‑链霉亲和素的慢病毒载体(MOI  5)和编码CAR‑SBP的

慢病毒载体(MOI  5)共转导，对应于10的最终总MOI。在共转导时添加生物素并且在转导后

第3天分析细胞。通过从减去对应于背景的来自未转导的细胞的值获得直方图中报道的百

分比和MFI值。CAR‑RUSH构建体在向培养基中添加生物素之后特异性地以低百分比表达，表

明在共转导的情况中，CAR‑RUSH被HOOK蛋白高效保留并且其能够仅在生物素介导的诱导之

后在细胞膜上呈递。

[0056] 图7A‑B显示了CAR‑RUSH双顺反子构建体的表达和性能。由FACS分析的CAR‑阳性T

淋巴细胞的显示中值荧光强度的MFI和百分比。细胞在10(A)或30(B)的MOI下转导并在转导

后第3天分析。在转导时添加生物素。通过从减去对应于背景的来自未转导的细胞的值来获

得直方图中报道的百分比和MFI值。SBP1‑CD19和SBP3‑CD19  CAR‑RUSH构建体仅在培养基中

添加生物素之后在细胞表面上显示表达表明，在没有生物素的情况下，CAR‑RUSH被HOOK‑链

霉亲和素蛋白特异性保留，并且在递送生物素之后，RUSH调控系统诱导他们向质膜的运输

以及它们在质膜上的表达。在培养基中添加生物素之后，SBP1‑CD19和SBP3‑CD19  CAR‑RUSH

构建体在细胞表面上显示表达。在高MOI(MOI＝30)并且甚至在没有生物素的情况下，SBP1‑

CD19显示轻微的细胞表面表达。鉴于这些结果，CAR‑RUSH被认为在没有生物素的情况下很

大程度上被HOOK链霉亲和素蛋白保留。此外，如预期的那样，生物素递送诱导它们向质膜的

运输以及它们在质膜上的表达。

[0057] 图8A‑B显示CAR‑RUSH系统切换评价(关/开)。在第0天用编码CAR‑RUSH系统的慢病

毒转导纯化的T细胞并且在同时加入或不加入生物素。在第3天，通过流式细胞术分析T细胞

中T细胞表面上的CAR表达。由FACS分析的来自一个代表性供体的CAR‑阳性T淋巴细胞的百

分比(A)和显示中值荧光强度的MFI(B)。在10或20的MOI下转导CAR‑RUSH构建体，同时添加

生物素并且分析T细胞在转导后第3天的细胞表面上的CAR表达。该实验为了研究CAR‑RUSH

构建体在生物素递送之后的诱导动力学和在没有生物素诱导剂存在下CAR‑RUSH保留的效

率。如上图所示，检测到低百分比的CAR‑阳性T细胞，并且视CAR‑RUSH构建体而定，效果依赖

于或独立于生物素的添加。根据分析的CAR‑RUSH构建体，检测到低百分比的CAR‑阳性T细

胞。针对CAR‑SBP1和CAR‑SBP2检测生物素诱导细胞表面处CAR‑RUSH表达的能力。CAR‑SBP3

在生物素存在或缺失下都显示轻微CAR表达。

[0058] 图9A‑D显示CAR‑RUSH系统切换评价(关/开/关)。在第0天用编码CAR‑RUSH系统的

慢病毒转导纯化的T细胞并且在同时加入或不加入生物素。在第3天，通过流式细胞术在一

组孔中分析在生物素存在或缺失下的CAR表达。其他组的孔经洗涤并放回含或不含生物素

的培养中，以监测CAR‑阳性细胞关闭CAR的表达的能力。然后在第7天分析T细胞的T细胞表

面上的CAR表达。由FACS分析并衍生自健康供体32的CAR‑阳性T淋巴细胞的百分比(A)和显

示中值荧光强度的MFI(B)。CAR‑RUSH构建体在10的MOI下转导并在第3天再添加或不添加生

物素之后在转导后第7天分析细胞表面上的CAR表达。如A)中所示，检测到低百分比的CAR‑

阳性T细胞。针对CAR‑SBP2和CAR‑SBP3，生物素诱导细胞表面上的CAR‑RUSH表达，并且尤其

是针对CAR‑SBP3，在第3天洗涤和生物素再添加之后仍重新诱导CAR表达。由FACS分析并衍

生自健康供体31的CAR‑阳性T淋巴细胞的百分比(C)和显示中值荧光强度的MFI(D)。CAR‑
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RUSH构建体在20的MOI下转导并在第3天再添加或不添加生物素之后在转导后第7天分析细

胞表面上的CAR表达。全部三种测试的CAR‑RUSH都显示低百分比的CAR‑阳性细胞。另外，除

了在生物素存在或缺失下都显示CAR表达的CAR‑SBP1以外，CAR‑RUSH仅在第0天和/或第7天

添加生物素的条件中表达。

[0059] 图10A‑C显示了CAR‑CD19第二代及其组分的氨基酸和核苷酸序列。A)核苷酸序列

(SEQ  ID  NO：39)，B)氨基酸序列(SEQ  ID  NO：51)，和C)关键处表示信号序列、CD19  ScFv、

CD8铰链、跨膜结构域、4‑1BB、和CD3z序列。

[0060] 图11显示了双顺反子HOOK链霉亲和素‑IRES‑CAR‑SBP‑CD19第2代构建体的结构。

[0061] 发明详述

[0062] 生成编码嵌合抗原受体(CAR)的多种慢病毒构建体，用于在T细胞中表达CAR。还未

知哪种启动子将最适于在人T细胞中表达。为了比较启动子，用从各种启动子表达绿色荧光

蛋白(GFP)的慢病毒载体转导肾细胞系和树突细胞系。发现人EF1α启动子在树突细胞系

BDCM中是最强启动子(图1)。该启动子在肾细胞系293T中也非常强。使用biogps.org上的数

据组分析各种启动子的细胞特异性表达(图2)。从该数据组中，EF1α启动子在T细胞中的表

达与在BDCA+细胞中的表达相似。事实上，先前使用人EF1α启动子在活化的人T细胞中表达

CAR。Budde等，PLoS  ONE  8(12)：e82742(2013)。

[0063] 基于不同细胞类型中表达的差异，哪种启动子可成功地用于在人T细胞中表达CAR

不是显而易见的。评价人泛素MHC  I，MHC  II，和β2微球蛋白(β2m)启动子在人T细胞中表达

CAR的适用性。意外的是，发现所有这些启动子在人T细胞中均发挥作用(图3A‑C)。

[0064] 为了发现生成CAR  T‑细胞的最佳条件，测试了几种可能影响T细胞转导和CAR表达

的参数(例如，MOI、孵育时间、启动子、T细胞活化和纯化策略)。

[0065] 在减去背景(未转导的(UTD)对照中CAR+细胞的％)之后，在24小时(MOI＝10和30

的UBC载体)、96小时(MOI＝3的β2M载体以及MOI＝3和10的UBC载体)和第8天(MOI＝30的β2M

载体和每个测试的MOI的UBC载体)检测CAR+细胞。在96小时和第8天，发现与未转导的淋巴

细胞相比高百分比(约30％)的CAR‑CD19阳性细胞。在第7天，当分析活CD3+群时，发现与未

转导的淋巴细胞相比高百分比(约70％)的CAR‑CD19阳性细胞。

[0066] 发现在几个供体中CAR‑CD19的强表达(高至CD3阳性淋巴细胞的70％)。甚至在MOI

＝3下发现CAR表达；然而，在较晚时间点(在该实验中第7天)实现了高百分比的CAR‑阳性细

胞。有趣的是，供体之间的CAR表达是可变的。对于CAR‑CD19，表达限于CD3阳性群，因为CD3

阴性细胞无法表达CAR‑CD19。

[0067] HOOK‑链霉亲和素序列被克隆到以与VSV‑G融合的形式编码密码子优化的VSG‑G蛋

白的假性载体中。通过与编码GFP的慢病毒共转染和HOOK‑链霉亲和素编码载体的剂量递增

来评价该载体。未见由于ER中VSV蛋白质的停留而导致的效价降低(图4)。免疫荧光研究显

示在ER中没有VSV蛋白质的停留。这与单独VSV蛋白质所显示的结果相反。Nature  Methods 

9(5)：493‑500(2102)。因此，不清楚HOOK‑链霉亲和素系统是否可调控CAR表达。

[0068] 评价胞内结构域之间各种位置上用链霉亲和素结合蛋白(SBP)在T细胞的表面上

表达CAR‑CD19或CAR‑CD19以检查SBP序列的存在是否修饰CAR表达。具有各种位置SBP的

CAR‑CD19+被克隆到β2m启动子控制下的慢病毒载体中。

[0069] 用慢病毒载体转导人T细胞并且评价细胞的表面上的CD19的表达。CAR‑CD19‑SBP
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在T细胞的表面上表达，与CAR‑CD19相比，MFI轻微降低(图5)。

[0070] 在HOOK‑链霉亲和素存在下，评价具有胞内结构域间不同位置的SBP的CAR‑CD19慢

病毒载体。用表达CAR‑CD19‑SBP的慢病毒载体和表达HOOK‑链霉亲和素的慢病毒载体共转

导人T‑细胞并且在添加生物素之前或之后评价转导的细胞的百分比和MFI。发现HOOK‑链霉

亲和素和CAR‑CD19‑SBP可在人T‑细胞中共表达。HOOK‑链霉亲和素的存在可保留T‑细胞内

质网中的CAR‑CD19‑SBP并且在培养基中添加生物素诱导CAR‑CD19释放及其在细胞表面上

的表达(图6)。

[0071] 然后构建各种慢病毒载体含有HOOK和在各种位置含有SBP的CAR(图11)。构建体含

有与HOOK链霉亲和素连接的β2m启动子，之后是与具有3个不同位置的SBP的CAR‑CD19连接

的IRES。

[0072] 用慢病毒载体转导来自各种供体的人T‑细胞并且在生物素存在和缺失下在细胞

表面上评价CAR‑CD19‑SBP的表达。在人T‑细胞中表达HOOK‑IRES‑CAR‑CD19‑SBP。HOOK‑链霉

亲和素的表达可保留T‑细胞的内质网中的CAR‑CD19‑SBP，无论其位置。在培养基中添加生

物素诱导CAR‑CD19的释放和其在细胞表面上的表达，与其位置无关(图7)。

[0073] 本发明包括编码CAR的慢病毒载体，及其在宿主，尤其是人中诱导免疫应答的用

途。

[0074] 在公开和描述本发明的蛋白质、组合物、方法和其他实施方式之前，应理解本文的

术语只是用于描述具体实施方式的目的而并非旨在进行限制。必须指出，除非上下文另有

明确说明，否则在本说明书和所附权利要求书中使用的单数形式的“一个”“、一种”和“该”

包括复数的指代对象。

[0075] 本文所用的术语“包含”与“包括”或“含有”同义，为封闭式或开放式表述，并不排

除其它未列举的要素或方法步骤。

[0076] 本文中氨基酸的全名可与各自的标准三字母和单字母缩写互换使用。为避免疑

虑，那些是：丙氨酸(Ala，A)，精氨酸(Arg，R)，天冬酰胺(Asn，N)，天冬氨酸(Asp，D)，半胱氨

酸(Cys，C)，谷氨酸(Glu，E)，谷氨酰胺(Gln，Q)，甘氨酸(Gly，G)，组氨酸(His，H)，异亮氨酸

(Ile，I)，亮氨酸(Leu，L)，赖氨酸(Lys，K)，甲硫氨酸(Met，M)，苯丙氨酸(Phe，F)，脯氨酸

(Pro，P)，丝氨酸(Ser，S)，苏氨酸(Thr，T)，色氨酸(Trp，W)，酪氨酸(Tyr，Y)，缬氨酸(Val，

V)。

[0077] 本文所用术语“体外”指在人工环境中(例如在试管或反应容器中、在细胞培养物

中、在培养皿中等)，而非在生物体(例如动物、植物或微生物)内发生的事件。

[0078] 本文所用术语“体内”指在生物体(例如动物、植物或微生物)内发生的事件。

[0079] 本文所有术语“分离的”指：(1)已与其最初形成时(天然或实验环境中)相关的至

少一些组分分离的物质或实体，和(2)通过人工生成、制备和/或制造的物质或实体。分离的

物质和/或实体可与至少约10％、约20％、约30％、约40％、约50％、约60％、约70％、约80％、

约90％或更多的其最初相关的其他组分分离。在一些实施方式中，分离的实际是约80％、约

85％、约90％、约91％、约92％、约93％、约94％、约95％、约96％、约97％、约98％、约99％，或

超过约99％纯。如本文中所用，如果某物质基本不含其他组分，则认为其是“纯”的。

[0080] 本发明的“分离的”产物，包括分离的核酸、蛋白质、多肽和抗体不是天然产物(即，

“非天然产生”)。相反，本发明的“分离的”核酸、蛋白质、多肽和抗体是“人工”产物。本发明
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的“分离的”产物可与天然产物“显著不同”或“明显不同”。作为非限制性示例，分离的核酸

可经纯化、重组、合成、标记、和/或附连至固体基材。这类核酸可与天然产生的核酸显著不

同或明显不同。作为其他非限制性示例，本发明的“分离的”蛋白质、多肽和抗体可经纯化、

重组、合成、标记、和/或附连至固体基材。这类蛋白质、多肽和抗体可与天然产生的蛋白质、

多肽和抗体显著不同或明显不同。

[0081] 本文所用术语“肽”指短的多肽，例如其通常含有少于约50个氨基酸且更通常含有

少于约30个氨基酸。本文中的该术语包括模拟结构和生物学功能的类似物和模拟物。

[0082] 术语“多肽”包括天然产生和非天然产生的蛋白质、其片段、突变体、衍生物和类似

物。多肽可以是单聚体或多具体。此外，多肽可包含多个不同结构域，其中各结构域具有一

种或多种不同活性。为避免疑问，“多肽”可以是超过两个氨基酸的任何长度。

[0083] 术语“分离的蛋白质”或“分离的多肽”指特定的蛋白质或多肽，从本义或派生含义

上说，其(1)与天然状态下伴随其的天然相关组分不相关，(2)以天然中未发现的纯物质形

式存在，其中纯物质可以针对其他细胞材料的存在来判定(例如不含来自相同物种的其他

蛋白质)，(3)由来自其他物种的细胞表达，或(4)不存在于天然中(例如，其是天然中发现的

多肽的片段或者其包含天然中未发现的氨基酸类似物或衍生物或者不同于标准肽键的连

接)。因此，化学合成或者在与其天然来源细胞不同的细胞系统中合成的多肽是与其天然相

关组分“分离的”。使用本领域已知的蛋白质纯化技术，还可通过分离使多肽或蛋白质基本

不含天然相关的组分。如本文所定义，“分离的”无需将所述蛋白质、多肽、肽或寡肽从其合

成所在的细胞中物理移出。

[0084] 可纯化蛋白质或多肽。优选地，纯化的蛋白质或多肽的纯度超过50％、75％、85％、

90％、95％、97％、98％、或99％。在本发明的内容中，纯度超过50％(等)的纯化的蛋白质表

示纯化的蛋白质样品含有少于50％(等)的其他蛋白质。例如，如果包含蛋白质的样品含有

少于1％的污染宿主细胞蛋白质，则其纯度可以是99％。

[0085] 本文所用术语“多肽片段”指具有缺失的多肽，例如与全长多肽(如天然产生的蛋

白质)相比缺失氨基末端和/或羧基末端。在一个实施方式中，该多肽片段是连续序列，其中

片段的氨基酸序列与天然产生的序列中相应位置相同。片段长度通常是至少5、6、7、8、9或

10个氨基酸，或至少12、14、16或18个氨基酸，或至少20个氨基酸，或至少25、30、35、40或45

个氨基酸，或至少50或60个氨基酸，或至少70个氨基酸，或至少100个氨基酸。

[0086] 术语“融合蛋白”指包含与异源氨基酸序列偶联的多肽或片段的多肽。融合蛋白是

有用的，因为可对其进行构建以使其含有两个或更多个所需功能元件，所述功能元件可来

自两种或更多种不同蛋白质。融合蛋白包含来自感兴趣多肽的至少10个连续氨基酸，或至

少20或30个氨基酸，或至少40、50或60个氨基酸，或至少75、100或125个氨基酸。融合蛋白中

包含的异源多肽长度通常是至少6个氨基酸，或至少8个氨基酸，或至少15、20或25个氨基

酸。特别有用的是包含较大多肽的融合体，如IgG  Fc区，甚至整个蛋白质，如含有绿色荧光

蛋白(“GFP”)生色团的蛋白质。通过构建与编码不同蛋白质或肽的核酸序列框内融合的编

码多肽或其片段的核酸序列并随后表达该融合蛋白，可重组生成融合蛋白。或者，可通过将

多肽或其片段与另一蛋白质交联来化学生成融合蛋白。

[0087] 本文所用的“重组”可指生物分子，例如，基因或蛋白质，或指代生物体。术语“重

组”可用于克隆的DNA分离物、化学合成的多核苷酸、或由异源系统生物合成的多核苷酸、以
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及由这类核酸编码的蛋白质或多肽和/或RNA。“重组”核酸是与自然中其不连接的核苷酸或

多核苷酸连接的核酸。“重组”蛋白质或多肽可以是(1)与自然中其不连接的氨基酸或多肽

连接的蛋白质或多肽；和/或(2)通过重组核酸的转录和/或翻译产生的蛋白质或多肽。因

此，由微生物合成的蛋白质是重组的，例如，如果其从由细胞中存在的重组核酸合成的mRNA

合成。“重组”细胞是包含“重组”生物分子的细胞。例如，包含“重组”核酸的T细胞是“重组”

细胞。

[0088] 术语“多核苷酸”、“核酸分子”、“核酸”、或“核酸序列”是指长度为至少10个碱基的

核苷酸的聚合形式。该术语包括DNA分子(例如，cDNA或基因组或合成DNA)和RNA分子(例如，

mRNA或合成RNA)，以及含有非天然核苷酸类似物、非天然核苷间键或两者的DNA或RNA的类

似物。核酸可以是任何拓扑构型。例如，核酸可以是单链、双链、三链、四聚体、部分双链、分

支、发夹形、环形或锁式构型。该核酸(也称为多核苷酸)可包括RNA、cDNA、基因组DNA、以及

上述的合成形式和混合聚合物的正义链和反义链。它们可经化学或生物修饰或者可含有非

天然或衍生的核苷酸碱基，如本领域技术人员将易于想到的那样。这类修饰包括，例如，标

记物，甲基化，用类似物取代一个或多个天然产生的核苷酸，核苷酸间修饰如不带电连接

(例如，膦酸甲酯、磷酸三酯、氨基磷酸酯、氨基甲酸酯等)，带电连接(例如，硫代磷酸酯、二

硫代磷酸酯等)，侧接部分(例如，多肽)，嵌入剂(例如，吖啶、补骨脂素等)，螯合剂，烷化剂，

和修饰的连接(例如，α异头核酸等)。还包括模拟多核苷酸通过氢键和其他化学相互作用结

合至指定序列的合成分子。这类分子是本领域已知的并且包括，例如，其中肽连接取代分子

主链中磷酸酯连接的那些。其他修饰可包括，例如，类似物，其中核糖环含有桥连部分或其

他结构，如在“锁”核酸中发现的修饰。

[0089] “合成”RNA、DNA或混合聚合是在细胞外产生的，例如，化学合成的。

[0090] 本文所用术语“核酸片段”是指与全长参考核苷酸序列相比具有缺失，例如，5’‑末

端或3’‑末端缺失的核酸序列。在一个实施方式中，该核酸片段是连续序列，其中片段的核

苷酸序列与天然产生的序列中相应位置相同。在一些实施方式中，片段长度为至少10、15、

20、或25个核苷酸，或至少20、30、40、50、60、70、80、90、100、110、120、130、140、或150个核苷

酸。在一些实施方式中和，核酸序列片段是开放阅读框序列片段。在一些实施方式中，该片

段编码由开放阅读框核苷酸序列编码的蛋白质的多肽片段(如本文定义)。

[0091] 可纯化核酸。优选地，纯化的核酸的纯度超过50％、75％、85％、90％、95％、97％、

98％、或99％。在本发明的范围内，纯度至少是50％的纯化的核酸表示纯化的核酸含有少于

50％的其他核酸。例如，如果质粒样品含有少于1％的污染细菌DNA，则其纯度可以是至少

99％。

[0092] 如本文所用，生物体的基因组中的内源性核酸序列(或该序列的编码蛋白质产物)

在本文中被认为是“重组的”，如果将异源序列与内源性核酸序列相邻设置。在本文中，异源

序列是天然不与内源性核酸序列相邻的序列，无论异源序列是自身内源性(来自同一宿主

细胞或其后代)或外源性(来自不同宿主细胞或其后代)。例如，宿主细胞的基因组中基因的

天然启动子可被启动子序列取代(例如，通过同源重组)，使得该基因具有改变的表达模式。

该基因现在将变得“重组”，因为其与天然与其侧接的序列中的至少一些分开。

[0093] 如果核酸含有基因组中相应核酸不天然产生的任何修饰，则该核酸也被认为是

“重组”的。例如，如果内源性编码序列(例如，通过人介入)含有人工导入的插入、缺失或点
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突变，则该内源性编码序列被认为“重组”的。“重组核酸”也包括在异源位点整合到宿主细

胞染色体的核酸和以原生质体存在的核酸构建体。

[0094] 本文所用术语参考核酸序列的“简并变体”包括可按照标准遗传代码被翻译以提

供与从参考核酸序列翻译的相同的氨基酸序列的核酸序列。使用术语“简并寡核苷酸”或

“简并引物”来表示能够与靶核酸序列杂交的寡核苷酸，其不必在序列上相同但是其在一个

或多个特定区段内互相同源。

[0095] 用于指代核酸序列时，术语“序列相同性百分数”或“相同性”指以最大对应性进行

比对时两条序列中相同的残基。序列相同性比较的长度可超过一段至少约9个核苷酸，通常

至少约20个核苷酸，共通常至少约24个核苷酸，一般至少约28个核苷酸，共一般至少约32，

并且甚至更一般至少约36个或更多个核苷酸。存在多种本领域已知的不同算法，其可用于

测量核苷酸序列相同性。例如，FASTA、Gap或Bestfit来比较多核苷酸序列，它们是威斯康星

州麦迪逊的遗传计算机组(GCG)威斯康星包版本10.0中的程序。FASTA可提供查询序列与检

索序列之间最佳重叠区域的比对和序列相同性百分比。Pearson，Methods  Enzymol.183：

63‑98(1990)。例如，可使用GCG  6.1版(通过引用纳入本文)提供的默认参数的FASTA(字长

为6和用于计分矩阵的NOPAM系数)或使用默认参数的Gap来确定核酸序列之间的序列相同

性百分比。或者，可使用计算机程序，BLAST(Altschul等，J.Mol.Biol.215：403‑410(1990)；

Gish和States，Nature  Genet.3：266‑272(1993)；Madden等，Meth.Enzymol.266：131‑141

(1996)；Altschul等，Nucleic  Acids  Res.25：3389‑3402(1997)；Zhang和Madden，Genome 

Res.7：649‑656(1997))，特别是blastp或tblastn(Altschul等，Nucleic  Acids  Res.25：

3389‑3402(1997))比较序列。

[0096] 本文所用“表达控制序列”是指影响它们可操作连接的编码序列的表达的多核苷

酸序列。表达控制序列是控制核酸序列的转录、转录后事件和翻译的序列。表达控制序列包

括合适的转录起始、终止、启动子和增强子序列；有效的RNA加工信号例如剪接和聚腺苷酸

化信号；稳定细胞质mRNA的序列；提高翻译效率的序列(例如，核糖体结合位点)；增强蛋白

质稳定性的序列；以及在需要时增强蛋白质分泌的序列。这类控制序列的性质根据宿主生

物素而不同；在原核生物中，这类控制序列一般包括启动子、核糖体结合位点、和转录终止

序列。术语“控制序列”旨在最低限度包括其存在对表达必要的所有组分，且还可包括其存

在是有益的其他组分，例如前导序列和融合伙伴序列。

[0097] 本文所用的“可操作连接的”或“可操作地连接的”表达控制序列是指其中表达控

制序列与感兴趣基因连续以控制感兴趣基因，以及表达控制序列以反式或在一定距离处发

挥作用以控制感兴趣基因的连接。

[0098] 如本文所用，“载体”旨在指代能够运输所连接的另一核酸的核酸分子。一种类型

的载体是“质粒”，其一般是指环形双链DNA环，其中可连接其他DNA区段，但也包括线性双链

分子，如从通过聚合酶链反应(PCR)扩增或用限制性酶处理环形质粒所得的那些。其他载体

包括粘粒、细菌人工染色体(BAC)和酵母人工染色体(YAC)。载体的另一类型是病毒载体，其

中可将额外DNA区段连接进入病毒基因组(在下文中详述)。某些载体能够在其转导的宿主

细胞中自主复制(例如，具有在宿主细胞中发挥功能的复制起点的载体)。可在导入宿主细

胞后将其他载体整合到宿主细胞的基因组中，从而与宿主基因组一起复制。此外，某些载体

能够引导与其操作性连接的基因的表达。这类载体在本文中称为“重组表达载体”(或简称
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“表达载体”)。整合粘粒载体pYUB412是“载体”的一个示例。

[0099] 本文所用术语“重组宿主细胞”(或简称“重组细胞”或“宿主细胞”)旨在指代其中

已导入重组核酸例如重组载体的细胞。在一些情况中，用说明细胞类型的名称取代词“细

胞”。例如，“重组微生物”是重组宿主细胞，其是微生物宿主细胞。应理解，所述术语不仅指

具体对象细胞，还指所述细胞的后代。由于在连续传代过程中可能因突变或环境影响而发

生某些改变，这类后代事实上可能不与亲代细胞相同，但仍落入本文所用术语“重组宿主细

胞”、“重组细胞”和“宿主细胞”的范围内。重组宿主细胞可以是在培养中生长的分离的细胞

或细胞系或者可以是位于活组织或生物体中的细胞。

[0100] 本文所用术语“哺乳动物”是指哺乳动物纲的任何成员，包括胎盘哺乳动物和有袋

类哺乳动物。因此，“哺乳动物”包括人、灵长类、牲畜和实验室哺乳动物。示例性的哺乳动物

包括啮齿类、小鼠、大鼠、兔、狗、猫、绵羊、马、山羊、美洲驼、牛、灵长类、猪、和任何其他哺乳

动物。在一些实施方式中，哺乳动物是转基因哺乳动物、遗传工程改造的哺乳动物和克隆的

哺乳动物中的至少一种。

[0101] 嵌合抗原受体

[0102] 本发明包括嵌合抗原受体(CAR)，其包含胞外抗原结合结构域(结合结构域)、铰链

和跨膜结构域(跨膜结构域)、HOOK‑结合结构域、和胞内信号转导结构域(活化结构域)。CAR

可含有这些各结构域中的1个、2个、3个或更多个。

[0103] 本发明单独包括本文应用的特定多肽及其片段的全部可能组合。

[0104] 本发明包括包含HOOK‑结合结构域的CAR。“HOOK‑结合结构域”是可逆地直接或间

接结合至细胞内的“HOOK”蛋白的结构域，其结合防止CAR在合适条件下离开内质网(ER)或

高尔基体。

[0105] 在一个实施方式中，HOOK‑结合结构域包括链霉亲和素‑结合肽(SBP)，其可结合至

含有核链霉亲和素的HOOK蛋白。生物素通过与SBP竞争使含有钩‑结合结构域的CAR从HOOK

上释放。然后CAR可移向细胞膜。

[0106] 优选地，可采用称为RUSH(使用选择性HOOK的停留)系统的系统，Boncompain等，

Nat.Methods  9：493‑498，2012，其通过引用纳入本文。

[0107] 优选地，HOOK‑结合结构域包括以下氨基酸序列：

[0108] MDEKTTGWRGGHVVEGLAGELEQLRARLEHHPQGQREP(SEQ  ID  NO：1)或者由以下核酸序列

编码：

[0109]

[0110] 可以相同功效使用在其N‑末端和C‑末端处缺失的较短SBP片段。参见Barrette‑

Ng，I.H.，S.C.Wu，W.M.Tjia，S.L.Wong和K.K.Ng.2013，SBP‑标签‑链霉亲和素复合物的结构

显示在分开的亚基上的新螺旋折叠结合袋(The  structure  of  the  SBP‑Tag‑

streptavidin  complex  reveals  a  novel  helical  scaffold  bridging  binding 

pockets  on  separate  subunits)，Acta  crystallographica .D部分，Biological 

crystallography  69：879‑887。
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[0111] HOOK‑结合结构域的一个实施方式示于WO2010/142785，其通过引用纳入本文。

FKBPF‑K506结合结构域12(FKBPI2)可与用作HOOK的FKBP‑雷帕霉素相关蛋白(FRAP)联用。

在该实施方式中，相互作用仅在雷帕霉素或其类似物存在下发生，其能够介导FKBP12和

FRAP之间的相互作用，并且具体可选自FKI012、FK‑CsA和雷帕霉素。

[0112] 在一个实施方式中，HOOK‑结合结构域位于CAR的胞质内区域中。在其他实施方式

中，HOOK‑结合结构域位于其他位置，即，完全在不同胞质内元件之间(例如，跨膜区域和第

一共刺激元件)或不同同刺激元件之间的连接。

[0113] 本发明包括含有结合结构域的CAR，该结合结构域包含特异性结合至人多肽的抗

体。术语“抗体”包括多克隆抗体、单克隆抗体、其片段如F(ab′)2和Fab片段、单链可变片段

(scFv)、单结构域抗体片段(VHH或纳米抗体，优选骆驼科)、以及二价和三价抗体片段(双抗

体和三抗体)。

[0114] 优选地，抗体是单链Fv抗体或纳米抗体。

[0115] 在一个实施方式中，抗体是单特异性的。在一个实施方式中，抗体对于2、3、或4种

多肽是多特异性的。优选地，抗体是双特异性的。

[0116] 抗体可以是合成、单克隆或多克隆的并且可由本领域熟知的技术制备。这类抗体

通过抗体的抗原结合位点特异性结合至人蛋白质(与非特异性结合相反)。人蛋白质、多肽

片段和肽在产生与之有免疫反应性的抗体中可用作免疫原。人蛋白质、多肽和肽含有抗原

决定簇或表位，其引发抗体形成。

[0117] 这些抗原决定簇或表位可以是线性或构象的(不连续)。线性表位包含多肽的氨基

酸的单区段，而构象或不连续表位包含来自多肽的不同区域的氨基酸区段，其在蛋白质折

叠之后密切相邻(C.A .Janeway，Jr.和P.Travers，Immuno  Biology  3：9(加兰出版公司

(Garland  Publishing  Inc.)，第二版，1996))。由于折叠的蛋白质具有复杂表面，可及的表

位数量是非常多的；然而，由于蛋白质构象和空间位阻，实际结合至表位的抗体数量少于可

及表位的数量(C.A.Janeway，Jr.和P.Travers，Immuno  Biology  2：14(加兰出版公司，第二

版，1996))。可通过任意本领域已知的方法来鉴定表位。

[0118] 因此，本发明的一个方面涉及人蛋白质的抗原性表位。这类表位可用于产生抗体，

尤其是单克隆抗体，如下文详述。

[0119] 如果抗体以大于或等于约107M‑1的Ka结合人蛋白质或多肽，则它们被定义为特异

性结合。可易于使用常规技术，例如，Scatchard等，Ann.N.Y.Acad.Sci.，51：660(1949)所述

的那些确定结合伴侣或抗体的亲和性。

[0120] 使用本领域熟知的方法可易于从多种来源生成多克隆抗体，例如，马、牛、山羊、绵

羊、狗、鸡、兔、小鼠、或大鼠。一般而言，一般通过胃肠外注射向宿主动物给予适当偶联的纯

化的人蛋白质或多肽。可通过使用佐剂来增强免疫原性，例如，完全或不完全的弗氏佐剂。

在加强免疫之后，小血清样品经收集并测试针对人蛋白质或多肽的反应性。可用于这种确

定的各种试验的示例包括《抗体：实验室手册》(Antibodies：A  Laboratory  Manual)，

Harlow和Lane编写，冷泉港实验室出版社，1988中所述的那些；以及过程，如逆流免疫电泳

(CIEP)、放射免疫试验、放射‑免疫沉淀、酶联免疫吸附试验(ELISA)、点印迹试验、和夹心试

验。参见美国专利号4,376,110和4,486,530。

[0121] 使用熟知的方法能够容易地制备单克隆抗体。参见，例如，美国专利号RE  32,011、
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4,902,614、4,543,439、和4,411,993中所述的过程；《单克隆抗体，杂交瘤：生物学分析的新

领域》(Monoclonal  Antibodies，Hybridomas：A  New  Dimension  in  Biological 

Analyses)，普莱努出版公司，Kennett、McKeam和Bechtol编写，1980。

[0122] 例如，宿主动物，如小鼠，可腹膜内注射至少一次，并且约3周间隔注射至少两次分

离并纯化的人蛋白质或偶联的人多肽，例如，包含或由上述特定氨基酸组成的肽。然后通过

常规点印迹技术或抗体捕获(ABC)来测试小鼠血清以确定哪种动物最佳融合。大约2‑3周

后，向小鼠给予人蛋白质或多肽的静脉内加强。之后，处死小鼠，并且脾细胞按照成熟方案

与市售骨髓瘤细胞如Ag8.653(ATCC)融合。简言之，骨髓瘤细胞在培养基中洗涤数次并以约

3个脾细胞：1个骨髓瘤细胞的比例融合至小鼠脾细胞。融合剂可以是本领域使用的任意合

适试剂，例如，聚乙二醇(PEG)。融合物接种到含有培养基的平板上以允许融合的细胞的选

择性生长。然后可使融合的细胞生长约8天。来自所得杂交瘤的上清经收集并加入用山羊抗

小鼠Ig首次包被的平板。洗涤后，将标记物，如带标记的人蛋白质或多肽，加入各孔并孵育。

可随后检测阳性孔。阳性克隆在大培养物中生长并且随后在蛋白A柱(法玛西亚公司)上纯

化上清。

[0123] 可使用其他技术来产生本发明的单克隆抗体，如Alting‑Mees等，″单克隆抗体表

达文库：杂交瘤的快速替代物(Monoclonal  Antibody  Expression  Libraries：A  Rapid 

Alternative  to  Hybridomas)″.Strategies  in  Molecular  Biology  3：1‑9(1990)所述的

那些，其通过引用纳入本文。类似地，可使用重组DNA技术来构建结合伴侣以纳入编码特定

结合抗体的基因可变区。这种技术描述于Larrick等，Biotechnology，7：394(1989)。

[0124] 本发明也包括可通过常规技术产生的这类抗体的结合片段。这类片段的示例包括

但不限于Fab和F(ab′)2片段。也提供由遗传工程改造技术产生的抗体片段和衍生物。

[0125] 本发明的单克隆抗体包括嵌合抗体，例如，鼠单克隆抗体的人源化形式。这类人源

化抗体可通过已知技术制备，并且在抗体给予人时提供降低的免疫原性的优势。在一个实

施方式中，人源化的单克隆抗体包含鼠抗体的可变区(或其抗原结合位点)和衍生自人抗体

的恒定区。或者，人源化的抗体片段可包含鼠单克隆抗体的抗原结合位点和衍生自人抗体

的可变区片段(缺少抗原结合位点)。用于产生嵌合并进一步工程改造的单克隆抗体的过程

包括Riechmann等(Nature  332：323，1988)，Liu等(PNAS  84：3439，1987)，Larrick等(Bio/

Technology  7：934，1989)，以及Winter和Harris(TIPS  14：139，1993年5月)中所述的那些。

通过转基因生成抗体的过程可发现于GB  2,272,440、美国专利号5,569,825和5,545,806。

[0126] 可使用通过遗传工程改造方法产生的抗体，如嵌合和人源化单克隆抗体，同时包

含人和非人部分，其可使用标准重组DNA技术制备。可通过使用本领域已知的标准DNA技术

的遗传工程改造来产生这类嵌合和人源化单克隆抗体，例如，使用Robinson等，国际公开号

WO  87/02671；Akira等，欧洲专利申请0184187；Taniguchi，M.，欧洲专利申请0171496；

Morrison等，欧洲专利申请0173494；Neuberger等，PCT国际公开号WO  86/01533；Cabilly

等，美国专利号4,816 ,567；Cabilly等，欧洲专利申请0125023；Better等，Science  240：

1041  1043，1988；Liu等，PNAS  84：3439  3443，1987；Liu等，J.Immunol.139：3521  3526，

1987；Sun等，PNAS  84：214  218，1987；Nishimura等，Canc.Res.47：999  1005，1987；Wood等，

Nature  314：446  449，1985；和Shaw等，J.Natl .Cancer  Inst .80：1553  1559，1988)；

Morrison，S.L .，Science  229：1202  1207，1985；Oi等，BioTechniques  4：214，1986；
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Winter，美国专利号5,225 ,539；Jones等，Nature  321：552  525，1986；Verhoeyan等，

Science  239：1534，1988；和Beidler等，J.Immunol.141：4053  4060，1988中所述的方法。

[0127] 可由展示包装体群(优选衍生自丝状噬菌体)表达免疫球蛋白文库，以形成抗体展

示文库。特别适用于生成抗体展示文库的方法和试剂的示例可见于，例如，Ladner等，美国

专利号5,223 ,409；Kang等，PCT公开号WO  92/18619；Dower等，PCT公开号WO  91/17271；

Winter等，PCT公开号WO  92/20791；Markland等，PCT公开号WO  92/15679；Breitling等，PCT

公开号WO  93/01288；McCafferty等，PCT公开号WO  92/01047；Garrard等，PCT公开号WO  92/

09690；Ladner等，PCT公开号WO  90/02809；Fuchs等，(1991)Bio/Technology  9：13701372；

Hay等，(1992)Hum  Antibod  Hybridomas  3：81  85；Huse等，(1989)Science  246：1275 

1281；Griffths等，(1993)同上；Hawkins等，(1992)J  Mol  Biol  226：889  896；Clackson等，

(1991)Nature  352：624  628；Gram等，(1992)PNAS  89：3576  3580；Garrad等，(1991)Bio/

Technology  9：1373  1377；Hoogenboom等，(1991)Nuc  Acid  Res  19：4133  4137；和Barbas

等，(1991)PNAS  88：7978  7982。一旦在展示包装物(例如，丝状噬菌体)表面上展示，分泌抗

体文库以鉴定并分离表达结合人蛋白质或多肽的抗体的包装物。在优选的实施方式中，文

库的初步筛选包括用固定的人蛋白质或多肽淘选，并且选择表达展示结合固定的人蛋白质

或多肽的展示包装物。

[0128] 与合成和半合成抗体联用时，这类术语往往涵盖但不限于抗体片段、同种型交换

的抗体、人源化抗体(例如，小鼠‑人，人‑小鼠)、杂交体、具有多种特异性的抗体、和全合成

抗体‑样分子。

[0129] 本发明包括包含CD3‑ζ或Fc受体γ氨基酸序列的活化结构域的CAR。Sadelain等，

Cancer  Discov.2013年4月；3(4)：388‑398，其通过引用纳入本文。本发明还包括CAR，其包

括包含CD3‑ζ链和共刺激受体如CD28、4‑1BB(CD137)、DAP10、OX40(CD134)、ICOS、CD27、或

CD40L的胞质结构域的活化结构域的CAR。同上。

[0130] 优选地，CAR包含以下具有T‑细胞活化活性的氨基酸序列中至少一种的至少50、

60、70、80、90、100、110、120、150、或200个氨基酸的片段。

[0131] CD3‑ζ：

[0132]

[0133] CD28：
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[0134]

[0135] 4‑1BB(CD137)：

[0136]

[0137]

[0138] DAP10：

[0139]

[0140] OX40(CD134)：

[0141]

[0142] ICOS：

[0143]

[0144] CD27：
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[0145]

[0146] CD40L(CD154)：

[0147]

[0148] 在各种实施方式中，CAR包含至少20、30、40、50、60、70、80、90、100、110、120、150、

或200个氨基酸的片段，其与SEQ  ID  NO：3、SEQ  ID  NO：4、SEQ  ID  NO：5、SEQ  ID  NO：6、SEQ 

ID  NO：7、SEQ  ID  NO：8、SEQ  ID  NO：33、或SEQ  ID  NO：34的氨基酸序列具有至少90％、优选

超过95％、更优选超过99％的相同性。

[0149] 在各种实施方式中，CAR的活化结构域包含至少20、30、40、50、60、70、80、90、100、

110、120、150、或200个氨基酸的1、2、3、或4个片段，其与SEQ  ID  NO：3、SEQ  ID  NO：4、SEQ  ID 

NO：5、SEQ  ID  NO：6、SEQ  ID  NO：7、SEQ  ID  NO：8、SEQ  ID  NO：33、或SEQ  ID  NO：34的氨基酸

序列具有至少90％、优选超过95％、更优选超过99％的相同性。

[0150] 本发明包括CAR，其包含跨膜(TM)结构域，优选至少20、30、40、50、60、70、80、90、

100、110、120、150、或200个氨基酸的片段，最优选CD28、CD3z、CD8、CD4、FcRγ、TM区域中至

少一个的片段。

[0151] CAR可经纯化。优选地，纯化的CAR的纯度超过50％、75％、85％、90％、95％、97％、

98％、或99％。在本发明的内容中，纯度超过50％(等)的纯化的CAR表示纯化的CAR样品含有

少于50％(等)的其他蛋白质。例如，如果从宿主细胞纯化的重组CAR的样品含有少于1％的

污染宿主细胞蛋白质，则其纯度可以是99％。

[0152] 在一个优选的实施方式中，CAR编码SEQ  ID  NO：46、SEQ  ID  NO：48、或SEQ  ID  NO：

50中任一个的氨基酸序列。

[0153] 特别优选的CAR包括编码由图11中所示的CAR的任意组分的那些，包括信号序列、

CD19  ScFv、CD8铰链、跨膜结构域、4‑1BB、和/或CD3z序列。其他优选的CAR包括编码SEQ  ID 

NO：44‑50的CAR的任意组分的那些。特别优选的CAR具有由另一个结合区域替代的CD19 

ScFv结构域。

[0154] 核酸

[0155] 本发明包括编码CAR的核酸。核酸可以是单链或双链的。核酸可以是RNA或DNA分

子。优选的核酸编码本文详述的SEQ  ID  NO中至少一个的氨基酸序列。本发明包括插入载体
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的本发明的分离的核酸。

[0156] 在一个实施方式中，核酸序列包括SEQ  ID  NO：2的核酸序列。在一个实施方式中，

核酸序列包括以下核酸序列中的一个或多个：

[0157] HOOK：(核+HA标签+其他结构)

[0158]

[0159]

[0160] 核心链霉亲和素：
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[0161]

[0162] HA标签：TATCCGTACGACGTACCAGACTACGCA(SEQ  ID  NO：37)。

[0163] 优选的核酸是至少50、60、70、80、90、100、110、120、150、200、300、400、500、或600

个核苷酸。

[0164] 可纯化核酸。优选地，纯化的核酸的纯度超过50％、75％、85％、90％、95％、97％、

98％、或99％。在本发明的范围内，纯度超过50％的纯化的核酸表示纯化的核酸含有少于

50％的其他核酸。例如，如果从宿主细菌纯化的质粒样品含有少于1％的污染细菌DNA，则其

纯度可以是至少99％。

[0165] 特别优选的核酸包括以下：

[0166] CAR_CD19第二代：1518bp
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[0167]
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[0168]

[0169] CAR_CD19第三代：1641bp

[0170]
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[0171]

[0172] 特别优选的核酸包括包含或编码由图9中所示的CAR的任意组分的那些，包括信号

序列、CD19  ScFv、CD8铰链、跨膜结构域、4‑1BB、和/或CD3z序列。其他优选的核酸包括包含

或编码SEQ  ID  NO：45‑50的CAR的任意组分的那些。

[0173] 在一些实施方式中，核酸包含可操作地连接至启动子，优选UBC或β2M的HOOK，和包

含可操作地连接至IRES的HOOK‑结合蛋白的CAR。在优选的实施方式中，HOOK是链霉亲和素

蛋白，优选核心链霉亲和素，并且HOOK‑结合蛋白是链霉亲和素‑结合蛋白。

[0174] 载体

[0175] 本发明包括编码CAR和HOOK‑结合结构域的载体。优选的载体包括核酸序列或编码

本文详述的SEQ  ID  NO中至少一个的氨基酸序列。

[0176] 载体还可编码“HOOK”。“HOOK”是防止含HOOK‑结合结构域的CAR通过直接或间接可

逆结合CAR内的HOOK‑结合结构域而离开内质网(ER)或高尔基体。

[0177] 停留可发生在ER的腔中或在其胞质面处，这取决于蛋白质的拓扑异构学和相互作

用结构域触发的取向。Boncompain等，《新编细胞生物学方案》(Current  Protocols  in 

Cell  Biology)15.19.1‑15.19.16，2012年12月，其通过引用纳入本文。

[0178] 在一些实施方式中，ER的HOOK包含基质相互作用分子1(STIM1‑NN；I型蛋白质)的

突变体，其位于ER内但可能不结合微管，具有N‑末端精氨酸基基序的主要阻止相容性复合

物(Ii；II型蛋白质)的人非变异链的同种型；或C‑末端ER滞留信号(Lys‑Asp‑Glu‑Leu；

KDEL)。Boncompain等，Nat.Methods  9：493‑498，2012，其通过引用纳入本文。HOOK可与核心

链霉亲和素在其腔或胞质结构域中融合，取决于HOOK‑结合蛋白质，同上，图1。

[0179] 在替代性实施方式中，针对高尔基体的HOOK可以是Golgin‑84，其被用作胞质高尔

基体HOOK。同上。

[0180] 优选地，该HOOK包含链霉亲和素蛋白质序列，最优选核心链霉亲和素。美国专利号

5,672,691，其通过引用纳入本文。

[0181] 优选地，该HOOK包含以下链霉亲和素蛋白质序列之一：

说　明　书 22/44 页

25

CN 107531800 B

25



[0182]

[0183]

[0184] 优选地，由以下核苷酸序列编码HOOK：

说　明　书 23/44 页

26

CN 107531800 B

26



[0185]

[0186]

[0187] 在一些实施方式中，SEQ  ID  NO：31或SEQ  ID  NO：32的氨基酸49处的甘氨酸被大体

积残基(例如，苏氨酸)取代以降低生物素结合亲和性但不影响SBP结合亲和性。Wu等，PLoS 

ONE  8(7)：e69530(2013)，其通过引用纳入本文。也可导入另一个突变来使SBP结合以进一

步有利于生物素(突变S27A)。

[0188] 在一些实施方式中，载体包含可操作地连接至启动子，优选UBC或β2M的HOOK，和包

含可操作地连接至IRES的HOOK‑结合蛋白的CAR。
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[0189] 优选的IRES核苷酸序列是：

[0190]

[0191] 在优选的实施方式中，HOOK是链霉亲和素蛋白，优选核心链霉亲和素，并且HOOK‑

结合蛋白是链霉亲和素‑结合蛋白。优选的载体是包含以下核苷酸或氨基酸序列中任一个

的慢病毒载体：

[0192] CAR‑CD19第二代‑SBP1(nt)：

[0193]
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[0194]
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[0195]

[0196] CAR‑CD19第二代‑SBP1(aa)：

[0197]

[0198] CAR‑CD19第二代‑SBP2(nt)：

[0199]
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[0200]

[0201] CAR‑CD19第二代‑SBP2(aa)：

[0202]
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[0203]

[0204] CAR‑CD19第二代‑SBP3(nt)：

[0205]
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[0206]

[0207] CAR‑CD19第二代‑SBP3(aa)：

[0208]

[0209]

[0210] 载体可以是表达载体。载体可是质粒载体。优选地，载体是慢病毒载体。

[0211] 在本发明范围内，慢病毒载体 指非复制型载体，其供于使用包含顺式作用慢病
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毒RNA或DNA序列的转基因转导宿主细胞，且需要以反式形式提供的慢病毒蛋白(例如Gag、

Pol和/或Env)。慢病毒载体缺少功能性Gag、Pol和Env蛋白的表达。慢病毒载体可以RNA或

DNA分子的形式存在，这取决于所述逆转录载体的产生或发展阶段。

[0212] 慢病毒载体可以是重组DNA分子的形式，如质粒。慢病毒载体可以是慢病毒载体颗

粒的形式，如慢病毒和其他蛋白质的复合物中的RNA分子。通常，对应于修饰或重组的慢病

毒颗粒的慢病毒颗粒载体包含由两个单链RNA拷贝组成的基因组。这些RNA序列可通过从插

入宿主细胞基因组的双链DNA序列(原病毒载体DNA)转录获得，或者可由转化的宿主细胞中

质粒DNA(质粒载体DNA)的瞬时表达获得。

[0213] 优选地，慢病毒载体颗粒具有整合能力。因此，它们含有功能性整合酶蛋白。非整

合载体颗粒有一个或多个突变，其消除了慢病毒载体颗粒的大部分或全部整合能力。例如，

非整合载体颗粒可在由慢病毒pol基因编码的整合酶中含有突变，其导致整合能力降低。相

反，整合载体颗粒包含功能性整合酶蛋白，其不含任何消除慢病毒载体颗粒的大部分或全

部整合能力的突变。

[0214] 慢病毒载体来源于慢病毒，尤其是人免疫缺陷病毒(HIV‑1或HIV‑2)、猿免疫缺陷

病毒(SIV)、马传染性脑炎病毒(EIAV)、山羊关节炎脑炎病毒(CAEV)、牛免疫缺陷病毒(BIV)

和猫免疫缺陷病毒(FIV)，其经修饰以除去涉及致病性的遗传决定簇并导入对获得治疗效

果有用的新决定簇。

[0215] 这类载体基于顺式和反式作用序列的分离。为制备复制缺陷型载体，可删除反式

作用序列(如gag、pol、tat、rev和env基因)并使用编码转基因的表达盒代替。

[0216] 非分裂细胞中的有效整合与复制通常需要慢病毒基因组中心存在两种顺式作用

序列：中心多嘌呤序列(cPPT)和中心终止序列(CTS)。这导致形成三链DNA结构，称为中心

DNA“瓣(flap)”，其作为对核孔处的整合前复合物脱包被并将表达盒有效导入非分裂细胞

(如树突细胞)的细胞核的信号。

[0217] 在一个实施方式中，本发明包括包含称为cPPT/CTS序列的中心多嘌呤序列和中心

终止序列，具体地，在欧洲专利申请EP  2169073中。

[0218] 其它序列通常以顺式出现，如参与载体原病毒DNA序列整合到宿主细胞基因组的

长末端重复(LTR)。可通过使LTR序列突变以获得载体，例如在所述LTR的结构域U3中突变

(ΔU3)(Miyoshi  H等，1998，J  Virol.72(10)：8150‑7；Zufferey等，1998，J  Virol  72(12)：

9873‑80)。

[0219] 优选地，载体不含增强子。在一个实施方式中，本发明包括包含LTR序列的慢病毒

载体，优选具有移除了3’LTR中启动子和增强子序列的突变的U3区(AU3)。

[0220] 也可整合包装序列Ψ(psi)以辅助多核苷酸序列衣壳化成载体颗粒(Kessler等，

2007，Leukemia，21(9)：1859‑74；Paschen等，2004，Cancer  Immunal  Immunother  12(6)：

196‑203)。

[0221] 在一个实施方式中，本发明包括包含慢病毒包装序列Ψ(psi)的慢病毒载体。

[0222] 其它额外的功能性序列，如转运RNA‑结合位点或引物结合位点(PBS)或土拨鼠后

调控元件(WPRE)也可优选包含在本发明的慢病毒载体多核苷酸序列中，以得到转基因在体

内更稳定的表达。

[0223] 在一个实施方式中，本发明包括包含PBS的慢病毒载体。在一个实施方式中，本发
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明包括包含WPRE和/或IRES的慢病毒载体。

[0224] 因此，在优选的实施方式中，慢病毒载体包含至少一种cPPT/CTS序列、一种Ψ序

列、一种(优选2种)LTR序列和包括在β2m或MHC  I型启动子转录控制下的转基因的表达盒。

[0225] 启动子

[0226] 本发明包括使用启动子来驱动在T细胞(优选人T细胞)中从慢病毒载体高表达

CAR。优选的启动子是人泛素、MHC  I型、MHC  II型、和β2微球蛋白(β2m)启动子。

[0227] 在多个实施方式中，启动子在抗原递呈细胞(包括树突细胞)中驱动高表达。优选

地，该启动子缺少增强子元件以避免插入效应。

[0228] 最优选地，启动子不是CMV启动子/增强子。优选地，启动子不是dectin‑2或MHCII

启动子。

[0229] 多种哺乳动物(人)MHC  I型启动子的序列如下所示：

[0230] HLA‑A2(MHC  I)：

[0231]

[0232] HLA‑B7(MHC  I)：

[0233]

[0234] HLA‑Cw5(MHC  I)：

[0235]

[0236] HLA‑E(MHC  I)：

[0237]

[0238] HLA‑F(MHC  I)：

[0239]

[0240]

[0241] 人β2‑微球蛋白启动子的序列如下所示：
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[0242]

[0243] 人泛素(Ubi)启动子的序列如下所示：

[0244]

[0245] 人HLA‑DRα启动子的序列如下所示：

[0246]

[0247]

[0248] 在多个实施方式中，慢病毒载体包含β2m、Ubi、MHC  II或MHC  I型启动子。优选地，

MHC  I型启动子是HLA‑A2启动子、HLA‑B7启动子、HLA‑Cw5启动子、HLA‑F或HLA‑E启动子。在

多个实施方式中，启动子序列包括与SEQ  ID  NO：9、SEQ  ID  NO：10、SEQ  ID  NO：11、SEQ  ID 

NO：12、SEQ  ID  NO：13、SEQ  ID  NO：14、SEQ  ID  NO：38、或SEQ  ID  NO：41的启动子序列具有超

过90％、优选超过95％、更优选超过99％相同性的多核苷酸序列。

[0249] 在一些实施方式中，启动子在BDCA+树突细胞中的表达是该启动子在骨骼肌细胞

中表达的至少10、12、15、20、25、30、35、40、50、或60倍。
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[0250] 在一个实施方式中，本发明包括包含慢病毒载体的慢病毒载体颗粒，该慢病毒载

体颗粒包含指导微生物或肿瘤抗原表达的树突细胞‑特异性启动子的慢病毒载体，其中慢

病毒载体颗粒在BDCM细胞中显示比HEK  293T细胞中更高的抗原表达。

[0251] 本发明包括含有不含增强子的启动子的慢病毒载体。

[0252] 本发明包括将MHC  I型(MHCI)、Ubi、EF1α或β2微球蛋白启动子(β2m)启动子插入慢

病毒载体中。本文所用的“MHC  I型(MHCI)启动子”或“β2微球蛋白启动子”或“MHC  II型

(MHCII)”或“人泛素启动子”包括天然产生的或合成的MHC  I型启动子或β2微球蛋白启动子

或MHC  II型启动子或人泛素启动子。术语“MHC  I型启动子”不包括β2m启动子。

[0253] 在一个实施方式中，包含启动子的慢病毒载体颗粒在BDCM细胞中显示出比在HEK 

293T细胞中更高的表达。

[0254] 启动子可以是天然产生的启动子。天然产生的启动子的示例是人β2m、HLA‑A2、

HLA‑B7、HLA‑Cw5、HLA‑E、HLA‑F、HLA‑DRα和泛素基因启动子。

[0255] 这些天然产生的MHCI启动子一般从编码MHC  I型蛋白的基因的启动子区中克隆或

复制，后称为推定的编码，如基因组数据库中的蛋白质(根据：NCBI多核苷酸数据库http：//

www.ncbi.nlm.nih.gov/guide/dna‑rna)。β2m和MHC  I型蛋白都进入主要组织相容性复合

物(MHC)。

[0256] 这些基因编码的蛋白质存在于几乎所有细胞类型中。MHCI蛋白一般存在于白细胞

膜的表面处，其中它们与β2‑微球蛋白(β2m)结合。这些相关联蛋白质的作用是将内源性来

源的肽递呈至CD8+T细胞。因此，其在抗原特异性免疫应答的产生过程中起核心作用。因为

多年来MHC  I型蛋白已得到了广泛研究和描述，所以其基因已被成熟表征并可使用序列比

对工具(如BLAST法)良好地检测(Altschul，S .F .等(1990) .Basic  local  alignment 

search  tool.(局部比对检索基本工具)J.Mol.Biol.215(3)：403‑410)。

[0257] MHC  I型启动子也共有在抗原递呈细胞(包括树突细胞)中被强激活的能力，以及，

在大多数其它人体组织中降低强度的能力。

[0258] 本发明的启动子还可含有调控元件，如一个或多个Sp1和ETs结合位点。在一个优

选实施方式中，MHC  I型启动子含有2个SD1结合位点和1个Ets结合位点。在其他实施方式

中，Ap1和/或Ap2位点也包含在启动子中。

[0259] 优选的启动子是天然产生的人β2m、HLA‑A2、HLA‑B7、HLA‑Cw5、HLA‑E和HLA‑F启动

子。

[0260] 启动子也可以是合成的。合成的启动子包括使用分子生物学技术组装启动子的个

体组分合成的启动子或者使用分子生物学技术由天然产生的启动子衍生的启动子。

[0261] 在多个实施方式中，合成的启动子包含与β2m、Ubi、MHC  II或MHC  I型基因启动子

(SEQ  ID  NO：9‑14、38、或41)的启动子序列具有超过90％、优选超过95％、更优选超过99％、

或100％相同性的多核苷酸序列。

[0262] MHC型基因的转录通常由2种主要调控元件介导：干扰素刺激应答元件(ISRE)和

SXY模块(包括W/S、X1X2/位点α以及Y/增强子B调控元件)。参见Van  den  Elsen，

Immunogenetics(1998)48：208‑211。

[0263] 这些调控启动子元件位于延伸自大约转录起始位点上游第‑220至‑95核苷酸的区

域中。其介导MHC  I型基因的组织特异性和细胞因子诱导的转录。
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[0264] MHC  I型基因启动子的ISRE通常含有干扰素调节因子(IRF)家族成员的结合位点。

因此，I型MHC启动子的一个特性是结合干扰素调节因子(IRF)家族成员。这可由，例如，凝胶

迁移试验验证。

[0265] 另一种调控元件，增强子A(含有细胞核转录因子κB(NF‑κB)的结合位点)存在于大

多数情况中。因此，MHC  I型启动子的一个特性是结合细胞核转录因子κB(NF‑κB)。这可由，

例如，凝胶迁移试验验证。

[0266] 除了ISRE，MHC  I型启动子通常共有另一组保守的上游序列基序，由3种调控元件

组成：S或W盒、X1/CREX2盒或位点α、以及Y盒或增强子B，它们一起被称为SXY模块。该SXY模

块通常与含有调节因子X(RFX；由RFX5、RFXB/ANK和RFXAP组成)、cAMP反应元件结合蛋白

(CREB)/激活转录因子(ATF)和作为增强体驱动这些基因反式激活的核因子Y(NFY)的多蛋

白复合物协同地结合。因此，MHC  I型启动子的一个特性是结合这些因子。这可由，例如，凝

胶迁移试验验证。

[0267] 相反地，MHC  II型启动子不显示增强子A或ISRE元件(Van  den  Elsen，P.J等，

1998，Immunogenetics.48：208‑221)。此外，如使用从裸淋巴细胞综合征(BLS；一种由于RFX

亚基之一或CIITA中发生突变产生的重症联合免疫缺陷)患者建立的细胞系进行的研究所

示，发现II型MHC基因调控中的RFX和CIITA是至关重要的。此外，缺少CIITA或RFX亚基之一

分别影响MHC增强体的功能和组装，导致缺少II型MHC且I型MHC转录水平下降(Van  den 

Elsen，P.J.等，2004，Current  Opinion  in  Immunology，16：67‑75)。

[0268] 在一个实施方式中，本发明包括一种方法，其包括将本发明的启动子，尤其是β2m、

Ubi、MHC  II型、或MHC  I型启动子，插入慢病毒载体中以引导本发明的CAR的表达。该方法还

可包括插入本文中所述任意其他核酸元件，如DNA瓣序列。

[0269] 分离的细胞

[0270] 本发明包括细胞，尤其是人免疫系统的细胞，其包含编码本发明的CAR的慢病毒载

体颗粒和载体。优选地，所述细胞是T细胞，包括Tαβ和Tγδ细胞，或NK细胞。

[0271] 在一个实施方式中，所述细胞含有整合到细胞基因组中的载体。在一个实施方式

中，所述细胞含有瞬时表达CAR的载体。在一个实施方式中，所述细胞产生编码CAR的慢病毒

载体颗粒。

[0272] 在多种实施方式中，本发明包括包含编码CAR的载体或慢病毒载体颗粒的细胞系，

细胞群，或细胞培养物。

[0273] 慢病毒载体颗粒

[0274] 本发明提供产生慢病毒载体颗粒的方法。慢病毒载体颗粒(或慢病毒颗粒载体)包

括与病毒蛋白质相关联的慢病毒载体。该载体优选是整合载体。

[0275] 在一个实施方式中，慢病毒载体颗粒编码本发明的CAR。

[0276] 在一个实施方式中，慢病毒载体颗粒包含HIV‑1Gag和Pol蛋白。优选地，慢病毒载

体颗粒包含D亚型，尤其是HIV‑1NDK，Gag和Pol蛋白。

[0277] 根据该方法的一个实施方式，慢病毒载体颗粒在转化有DNA质粒的宿主细胞中获

得。

[0278] 这种DNA质粒可包含：

[0279] ‑细菌复制起点(如pUC  ori)；
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[0280] ‑用于选择的抗生素抗性基因(如KanR)；且更具体地：

[0281] ‑慢病毒载体，其包含至少一个编码通过转录连接至β2m、Ubi、MHC  II型、或MHC  I

型启动子的CAR的核酸。

[0282] 该方法允许产生根据本发明的重组载体颗粒，包括以下步骤：

[0283] i)使用慢病毒载体转染合适的宿主细胞；

[0284] ii)使用包装质粒载体转染所述宿主细胞，所述包装质粒载体含有编码反转录病

毒(优选慢病毒)的至少结构和聚合酶(+/‑整合酶)活性的病毒DNA序列，；这类包装质粒在

本领域中已有描述(Dull等，1998，J  Virol，72(11)：8463‑71；Zufferey等，1998，J  Virol 

72(12)：9873‑80)。

[0285] iii)培养所述转染的宿主细胞以使所述慢病毒载体表达并包装成慢病毒载体颗

粒；以及

[0286] iv)收获所述培养的宿主细胞中由步骤iii)的表达和包装所得到的慢病毒载体颗

粒。

[0287] 基于不同原因，制备获得的逆转录病毒颗粒的假型(即增加或代替特定颗粒包膜

蛋白)可能是有帮助的。例如，具有不同的包膜蛋白以区分重组颗粒与天然颗粒或其他重组

颗粒可能是有利的。在疫苗接种策略中，当后者已经发展出针对慢病毒的免疫时，假型颗粒

载体更有可能逃避免疫系统。如果类似的颗粒载体的连续注射是使患者对疾病产生免疫所

必需的，那么这是特别有帮助的。

[0288] 为制备本发明的逆转录病毒颗粒的假型，还可使用编码病毒包膜蛋白(优选VSV‑G

包膜蛋白)的一种或数种包膜DNA质粒来转染宿主细胞。

[0289] 合适的宿主细胞优选是人培养细胞系，例如HEK细胞系。

[0290] 或者用于生产载体颗粒的方法可在宿主细胞中进行，其基因组已使用如下一种或

多种组分稳定转化：慢病毒载体DNA序列、包装基因和包膜基因。这类DNA序列可被视作与本

发明的原病毒载体类似，包含额外的启动子以允许载体序列转录并提高颗粒生产率。

[0291] 在优选实施方式中，还对宿主细胞进行修饰，使其能够在培养基中以连续的方式

生产病毒颗粒，同时整个细胞不发生溶胀或死亡。关于用于生产病毒颗粒的这类技术，可参

见Strang等，2005，J  Virol  79(3)：1165‑71；Relander等，2005，MolTher  11(3)：452‑9；

Stewart等，2009，Gene  Ther，16(6)：805‑14；和Stuart等，2011，Hum  gene  Ther。

[0292] 本发明的目的由用慢病毒颗粒载体转化的宿主细胞组成。

[0293] 慢病毒颗粒载体可包括以下元件，如前文所定义：

[0294] ‑cPPT/CTS多核苷酸序列；以及

[0295] ‑编码β2m、Ubi或MHC  I型启动子控制下的CAR的核酸，和可选的上文所述其他元件

中的一种。

[0296] 优选地，慢病毒载体颗粒的剂量是106、2x106、5x106、107、2x107、5x107、108、2x108、

5x108、或109TU。

[0297] 细胞中表达CAR的方法

[0298] 本发明包括在细胞，尤其是T细胞，并且优选增殖的T细胞中表达CAR的方法。该方

法包括在允许CAR表达的条件下，使用本发明的慢病毒载体或慢病毒颗粒载体转导细胞，并

优选增殖该T细胞。
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[0299] 细胞优选是哺乳动物细胞，特别是人细胞。特别优选的是人非分裂细胞。

[0300] 优选地，细胞是原代T细胞或NK细胞。

[0301] 该方法还可包括收获或分离CAR。

[0302] 慢病毒载体或慢病毒颗粒载体优选包含本发明的启动子。

[0303] 在一个实施方式中，本发明包括用生物素处理细胞以从HOOK释放CAR。优选地，用

至少0.2、0.4、0.8、1.6、2.5、5、10、20、40、或80μM的初始浓度的生物素处理细胞。

[0304] 在一个实施方式中，本发明包括表达CAR的方法，包括向慢病毒载体中插入β2m、

Ubi、或MHCI启动子，使其指导编码CAR的核酸的表达并用含有该启动子的载体转导细胞，优

选T或NK细胞，并任选用至少0.2、0.4、0.8、1.6、2.5、5、10、20、40、或80μM的初始浓度的生物

素处理细胞。

[0305] 慢病毒载体的治疗性用途

[0306] 本发明还涉及本发明的慢病毒载体，尤其是慢病毒载体颗粒形式，用于制备治疗

性组合物或疫苗的应用，所述治疗性组合物或疫苗能够诱导或造成与载体编码的CAR的免

疫反应发生或该反应的增强。

[0307] 本发明包括向人给予慢病毒的载体(或“慢病毒载体”)的方法。优选地，慢病毒颗

粒是包含功能性整合酶蛋白的整合的慢病毒颗粒。

[0308] 优选的给药模式包括再灌注修饰的T细胞，优选静脉内或关节内给药，最优选肿瘤

内给药。

[0309] 在一个实施方式中，本发明包括在人中诱导免疫应答的方法，包括向T或NK细胞给

予包含功能性整合酶蛋白的慢病毒载体合理和慢病毒载体并向人给予该修饰的细胞；其中

整合慢病毒载体包括引导CAR表达的启动子；并产生与CAR的免疫反应。

[0310] 本发明还可用于针对肿瘤和癌症的治疗方案，特别可用于针对癌症和肿瘤的免疫

治疗或疫苗接种治疗的方案。

[0311] 本发明还涉及包含前文所定义的慢病毒载体的免疫原性组合物。

[0312] 本发明的免疫原性组合物优选包含载体和载体颗粒中的cPPT和CTS序列，以诱导

或刺激载体基因组在靶细胞中的核输入。

[0313] 逆转录期间，cPPT和CTS序列诱导称作DNA三链体的三链DNA结构的形成，其刺激

DNA载体序列的核输入。优选地，载体包含CAR以及逆转录病毒或逆转录病毒样来源逆转录、

表达和壳体化的调控信号。

[0314] 本发明的慢病毒载体具有重定向T淋巴细胞和/或其他免疫细胞的特异性和功能

的能力。它们可快速生成靶向特异性肿瘤抗原或与其他病变如自免疫疾病相关的抗原的T

细胞。

[0315] 本发明的慢病毒载体可用于治疗方法和诱导免疫应答的方法，包括向细胞，优选T

或NK细胞给予慢病毒载体，向宿主给予细胞，并产生重定向T淋巴细胞和/或其他免疫细胞

的特异性和功能的特异性免疫应答。

[0316] 本发明的免疫原性组合物的特定优势在于，它们可用于重定向T淋巴细胞和其他

免疫细胞针对多种抗原的特异性和功能，载体或载体颗粒中的CAR指向这些抗原。

[0317] 因此，本发明包括可用于治疗性免疫接种方案的组合物。

[0318] 具体而言，其可与佐剂、其他免疫原性组合物、化疗或任何其他治疗性处理联用。
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[0319] 本发明包括用于向人给药的包含慢病毒载体颗粒的组合物，该慢病毒载体颗粒包

含功能性整合酶蛋白和慢病毒载体；其中慢病毒载体的DNA包含引导包含或由CAR组成的氨

基酸表达的启动子。

[0320] 在一个实施方式中，本发明包括向人给予，优选通过肌肉内给予编码嵌合抗原受

体的慢病毒载体、或由该慢病毒载体转导的细胞，该嵌合抗原受体包含结合结构域；跨膜结

构域；HOOK‑结合结构域，优选包含链霉亲和素‑结合肽；和活化结构域，包含SEQ  ID  NO：3、

SEQ  ID  NO：4、SEQ  ID  NO：5、SEQ  ID  NO：6、SEQ  ID  NO：7、或SEQ  ID  NO：8、SEQ  ID  NO：33、或

SEQ  ID  NO：34的至少100个氨基酸的T细胞活化片段。优选地，慢病毒载体还包含HOOK，优选

包含链霉亲和素蛋白，最优选包含SEQ  ID  NO：32、SEQ  ID  NO：33或其突变体的氨基酸序列，

该突变体在氨基酸49处具有甘氨酸突变，优选突变成苏氨酸。优选地，HOOK‑结合结构域包

含SEQ  ID  NO：1的氨基酸序列或由SEQ  ID  NO：2的核酸序列编码。

[0321] 该方法还可包括向人给予生物素以从ER或高尔基体释放CAR。优选地，给予至少

0.2、0.4、0.8、1.6、3.2、5、10、20、40、或80μM的初始浓度的生物素。

[0322] 因此，已经描述了本发明的不同实施方式，本领域技术人员应注意，本文所公开的

内容仅是示例性的，且多种其他替代、调整或修改可包括在本发明的范围内。因此，本发明

不限于本文所示特定实施方式。

实施例

[0323] 实施例1.分子构建

[0324] 使用分别包括SpeI和XbaI的限制性位点的正向(5’‑CTTACTAGTTGGAAGGGCTAATTC

ACTCCCAAC‑3’；SEQ  ID  NO：15)和反向(5’‑CATTCTAGAACTGCTAGAGATTTTCCACACTG‑3’；SEQ 

ID  NO：16)寡核苷酸进行对pTRIPΔU3‑CMV‑GFP(15)的原病毒区的PCR扩增。所得片段在

pVAX‑1质粒(英杰公司，生命技术公司)的SpeI和XbaI位点之间消化并克隆，从中已经删除

了MluI位点。产生的质粒被命名为pFLAP‑CMV‑GFP。SV40序列通过PCR从pTRIPΔU3‑CMV‑GFP

质粒扩增(使用5’‑TACCCCGGGCCATGGCCTCCAAAAAAGCCTCCTCACTACTTC‑3’(SEQ  ID  NO：17)和

5’‑ACTCCCGGGTAATTTTTTTTATTTATGCAGAGGCCGAGGCCGCC‑3’(SEQ  ID  NO：18)寡核苷酸)，并

且克隆到pFLAP‑CMV‑GFP的Pm11位点中，然后将所得质粒命名为pFLAP‑CMV‑GFP‑SV。用分别

包括MluI和BamHI位点的正向(5’‑TACACGCGTGGAGTTCCGCGTTACATAACTTACGG‑3’；SEQ  ID 

NO：19)和反向(5’‑CGTGGATCCGATCGCGGTGTCTTCTATGGAGGTCAAAAC‑3’；SEQ  ID  NO：20)寡核

苷酸来扩增CMV启动子。所得的片段被克隆回pFlap‑CMV‑GFP‑SV的MluI和BamHI位点之间，

使得易于替换慢病毒载体内的启动子。然后通过PCR用针对β2m启动子的5’‑GCCGGCGCGCCG

AGAAACCCTGCAGGGAATTCCC‑3’(SEQ  ID  NO：21)和5’‑CGTGGATCCGATCGCTCGGCCCGAATGCTGTC

AGCTTCAGG‑3’(SEQ  ID  NO：22)从HEK  293T细胞DNA扩增启动子，并且克隆到pFLAP‑CMV‑

GFP‑SV的MluI和BamH1位点之间以产生pFlap‑β2m‑SV。扩增的β2m启动子序列如下：
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CAR可在pFlap‑β2m‑SV的BamHI和XhoI位点之间，在GFP基因的位置上合成并克隆。

[0325] 例如，可由BamHI和XhoI消化pFlap‑β2m‑GFP‑SV并且可在这些位点之间，在GFP基

因的位置上可令含多个克隆位点(MCS，携带SalI，SacII，NdeI，AscI和NheI限制性位点)的

DNA接头以允许插入编码CAR的核酸序列。

[0326] 通过PCR扩增HIV‑1NDK基因组来构建包装质粒pTHV‑GP‑N(使用以下寡核苷酸，5’‑

atgcatgcgtcgacctcgagttaatcctcatcctgtctacttgccac‑3’(SEQ  ID  NO：24)和5’‑gcatgca

tcggccggggcggcgactgGTgagagGCCACCatgggtgcgagagcgtcagtattaag‑3’(SEQ  ID  NO：25))。

所得的片段用EagI和SalI限制性酶消化并插入p8.74包装质粒(15)中，已在之前从该质粒

中去除了Eag1‑SalI片段。

[0327] 通过合成对应于水泡性口炎病毒Indiana(GenBank#CAX62728 .1)、New  Jersey

(GenBank#CAX62729.1)和Cocal(GenBank#CAX62731.1)毒株的密码子优化基因来生成假型

化质粒。然后，这些基因用EcoR1和BamH1消化并且克隆到pVAX1质粒(英杰公司，生命技术公

司)的相应限制性位点之间。

[0328] 可按照生产商的说明(MN公司)使用Nucleobond  Xtra  Maxi  EF柱来产生质粒。

[0329] 实施例2.慢病毒产生

[0330] R&D产生：可如之前所述通过HEK  293T的瞬时磷酸钙转染来产生载体(25)。将HEK 

293T(人胚胎肾细胞系，ATCC  CRL‑11268，(Graham等，1977))细胞保持在补充了10％胎牛血

清(FBS，PAA)、1％L‑谷氨酰胺(Eurobio)、1％青霉素‑链霉素(生命技术公司(Life 

technologies)的Gibco)和1％丙酮酸钠(生命技术公司的Gibco)的达氏改良伊氏培养基

(DMEM/高改良，Hyclone)中。该细胞系保持在37℃下含5％CO2的湿润气氛的孵育器中。使用

标准磷酸钙沉淀方案通过HEK  293T细胞的瞬时转染产生慢病毒载体。HEK  293T细胞以

7x106个细胞接种在10mL完全培养基中的10cm2组织培养皿(BD  Falcon)中并在37℃下5％

CO2的潮湿气氛的孵育器中保持24小时以粘附。对于各产生的载体，如下转染组织培养皿：

慢病毒主链质粒pFlap‑启动子‑CAR_CD19(10μg)、pThV‑Env1编码包膜质粒(2μg)和pThV‑GP

包装质粒(10μg)与353μL的无菌蒸馏水(生命技术公司的Gibco)和125μL的CaCl2(伏路卡公
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司(Fluka))混合。然后向500μL的37℃预热的HBS  2X  pH＝7.3中逐滴加入DNA混合物，并且

1mL的所得沉淀物加入细胞的培养基中。转染的细胞然后在37℃，5％CO2下孵育。培养基在

转染后24小时用7mL不含血清的收获培养基置换并且在另外24小时后通过2500rpm下离心5

分钟收获病毒上清。然后，收获的澄清体培养物(210mL)在MgCl2(西格玛奥德里奇公司)存

在下用DNA酶(罗氏公司)处理30分钟以避免残留转染DNA，并且通过在4℃，22000rpm下离心

1小时超浓缩。各载体团块在70μl  PBS‑乳糖(40mg/L)中重悬，汇集，30μL等分并储存在‑70

℃±10℃下。

[0331] 对于产物表征和药物释放，可按照以下进行质量测试：疫苗的法规文本：疫苗所要

求的质量控制按照欧洲药典(6.16部分)，“活重组病毒载体疫苗的质量、非临床和临床方面

指南”(EMA/CHMP/141697/2009)，“慢病毒载体的开发和生产指南”(CHMP/BWP/2458/03)；基

因治疗药物产物的法规文本：人类使用的转基因药物产物所要求的质量控制按照欧洲药典

(5.14部分)，基因治疗产物特定的质量控制，如“转基因移走无产物的质量、临床前和临床

方面的指南注意”(CHMP/BWP/3088/99)中所定义；对生物技术产品的法规文本(ICH  Q5A至

ICH  Q5E)；对说明书的法规文本(ICH  Q6A和ICH  Q6B)以及按照欧洲药典(7.0部分)的胃肠

外制剂所需的质量控制。

[0332] 实施例3.慢病毒载体效价

[0333] qPCR反应：HEK  293T细胞接种在培养基的6‑孔平板(BD  Falcon)并在37℃，5％CO2
下的潮湿气氛中孵育4小时。用慢病毒载体的3个连续稀释来转导细胞。孵育后72小时，细胞

收获并且产生经转导的HEK  293T细胞团块。使用基于QIAGEN  QIAamp  DNA小试剂盒手册的

方法从转导的细胞团块中提取全基因组DNA。使用Taqman  qPCR来进行原病毒定量。用主混

合物(富酶泰斯热科学公司(Fermentas  Thermo  Scientific))、Fla p  A引物

(CCCAAGAACCCAAGGAACA；SEQ  ID  NO：26)和Flap  S引物(AGACAA  GATAGAGGAAGAGCAAAAC；SEQ 

ID  NO：27)引物、和Lenti  TM探针(6FAM‑AACCATTAGGAGTAGCACCCACCAAGG‑BBQ；SEQ  ID  NO：

52)来进行扩增。用肌动蛋白基因(相同混合物，肌动蛋白A‑CGGTGAGGATCTTCATGAGGTAGT‑

(SEQ  ID  NO：28)，肌动蛋白S‑AACACCCCAGCCATGTACGT‑(SEQ  ID  NO：29)引物和HUMURA  ACT 

TM探针‑6FAM‑CCAGCCAGGTCCAGACGCAGGA‑BBQ‑(SEQ  ID  NO：30)的定量来进行标准化。在

MasterCycler  Ep  Realplex  S(Eppendorf，50℃下2分钟，95℃下10分钟，和40个循环的95

℃下15秒和63℃下1分钟)上进行两种反应。在MasterCycler  Ep  Realplex软件上进行分

析。

[0334] 实施例4.调节的CAR

[0335] 生成编码CAR的慢病毒载体。CAR_CD19第二代和第三代序列(SEQ  ID  NO：39和SEQ 

ID  NO：40)购自GeneArt(生命技术公司)，并克隆替换pFlap‑ΔU3‑β2m‑GFP、pFlap‑ΔU3‑

HLA‑A2‑GFP、pFlap‑ΔU3‑HLA‑DRα‑GFP或pFlap‑ΔU3‑UBC‑GFP的BamHI和XhoI限制性位点

之间的GFP基因，取决于所需的启动子。

[0336] CAR在3个不同位置上以与SBP的融合蛋白生成。慢病毒载体经进一步修饰以含有

与核心链霉亲和素蛋白融合的ER的HOOK。启动子是β2m启动子。

[0337] 这些慢病毒载体将被用于癌症的体外和动物模型。将以40μM(较高和较低浓度的

滴定)的初始浓度给予生物素以测试从ER的释放。首先，将体外分析CAR迁移到细胞表面(在

结合结构域位置上或信号序列和结合结构域之间的GFP)。接着，通过注射CAR‑T细胞和评价
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在来自动物的细胞表面上的迁移(GFP)在动物模型(小鼠和大鼠)进行同样分析。

[0338] 将同时生成含有HOOK‑结合结构域(SBP)的“第二代”CAR(2个内胞质活化结构域)

和“第三代”CAR(3个内胞质活化结构域)。初始时，评价的结合结构域将是抗‑CD19、抗‑PDL‑

1、抗‑PD1、抗‑hedgehog、抗‑CD123、和抗‑CD123/CD33。

[0339] CARMIN  1.0：针对CD19(CD19+白血病和淋巴瘤)、LMP‑1和‑2(EBV‑诱导的白血病)

的第二代(含CD3_和4‑1BB共信号转导结构域)和第三代(含CD3_、CD28和4‑1BB结构域)CAR

的慢病毒载体。慢病毒载体允许T细胞中CAR的优化表达，并且进行对CAR‑T细胞的功效的影

响的研究。血液恶性肿瘤可用作基准。

[0340] CARMIN  2.0；开发可切换开/关系统，其基于通过HOOK锚定在内质网(ER)的膜的W

蛋白，及其被导入CAR结构中的结合伴侣Y。X‑HOOK(例如，链霉亲和素)和Y(例如，链霉亲和

素‑结合蛋白)‑CAR之间的相互作用使得CAR在ER内滞留。Z蛋白(例如，生物素)的添加替代

了X向Z而不是Y的结合的平衡，由此导致CAR从ER中释放并且其表达到胞质膜中。将通过Z消

耗(或拮抗剂)停止CAR的释放，并且可易于通过Z诱导物的再导入来再活化其余细胞。

[0341] HOOK和CAR可载体化于一个慢病毒载体中并且可用于临床中(b2m‑HOOK‑IRES‑

CAR)。可在固定的细胞(HEK293T、Jurkat、HeLa)上和在原代细胞(T‑细胞)上体外进行评价。

该系统将增加CAR‑T细胞的安全性。可切换CD19‑CAR系统可体外评价表达并体内评价功效。

[0342] 大部分使用至今的scFv是鼠源的。针对这些鼠scFv的中和抗体可显示CAR的功效。

或者，我们将开发驼科纳米抗体以用作结合结构域，因为它们与人抗体VH结构域高度同源

并且它们显示高抗原结合能力。将用含有针对Her2的纳米抗体作为结合结构域的第二代

CAR来进行概念验证。这些技术平台允许CAR设计、产生和评价中的弹性和反应性，因此生成

优化CAR‑T细胞。这种差异诱导和可逆的(开/关)CAR  T‑细胞技术旨在患者床边进行递送

(自动化过程)。

[0343] 实施例5.人T细胞中的表达

[0344] 通过在Ficoll上的梯度密度离心从外周血纯化外周血单核细胞(PBMC)。在PBMC洗

涤之后，通过使用泛T细胞分离试剂盒(美天旎公司)进行负磁性选择(即，不需要的细胞经

磁性标记而T细胞保持不接触)来纯化CD3+  T细胞。需要该步骤以获得高度纯化的T细胞群。

根据在该分离步骤后获得的产率，107至108个T细胞在2，5x106/ml下在优化无血清细胞培养

基中培养，该培养基开发用于人T细胞的培养和增殖(TexMACS培养基，美天旎公司)。这些T

细胞通过来自美天旎公司的T细胞活化/增殖来活化。试剂盒由抗‑生物素MACSiBead颗粒以

及针对人CD2、CD3和CD28的生物素化的抗体组成。加载生物素化抗体的抗‑生物素

MACSiBead颗粒用于模拟抗原呈递细胞并活化T细胞。通过每2个细胞使用1个加载的抗生物

素MACSiBead颗粒来完成T细胞的最优活化。T细胞被活化3天。然后在4的MOI下进行活化的T

细胞的转导，其表示用4个转导单位的慢病毒颗粒来孵育1个T细胞。通过流式细胞术评价48

或72小时慢病毒颗粒添加的CAR表达，通过用生物素化的山羊抗‑小鼠IgG，之后用与藻红蛋

白偶联的链霉亲和素对鼠CD19‑结合结构域染色。由CD3、CD4和CD8染色来表征T细胞亚群。

这使得能够在T细胞的表面上特异性检测到CAR。整个过程用TexMACS培养基进行，允许T细

胞的存活和增殖。

[0345] 实施例6.CAR‑RUSH的表达和结构

[0346] 从国家血液服务机构(法国伦吉斯)获得合格血液。通过Ficoll(淋巴细胞分离培
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养基，Eurobio)梯度密度分离来纯化外周血单核细胞(PBMC)。然后通过使用泛T细胞分离试

剂盒(美天旎公司)的磁性分离来从PBMC纯化T细胞。按照生产商的指令分离T细胞。在37℃/

5％CO2下在TexMACS培养基(美天旎公司)中以2，5x106个细胞/ml的浓度将细胞置于培养基

中，并通过来自美天旎公司的T细胞活化/增殖试剂盒(按照生产商的说明制备的抗‑CD2/‑

CD3/‑CD28纳米颗粒)以1∶2的珠∶T细胞比率活化3天。活化后，收获T细胞，经计数并在37℃/

5％CO2下置于24孔板的TexMACS培养基中培养。通过向孔中直接添加不同MOI的慢病毒载体

来进行转导。测试的不同慢病毒载体是：(i)含有4‑1BB和CD3ζ胞内结构域的第二代抗‑CD19 

CAR；(ii)在3个不同位置上含有链霉亲和素结合蛋白的相同载体(CAR‑SBP1，CAR‑SBP2，

CAR‑SBP3)。

[0347] 如下计算按照MOI加入各孔的载体的体积：待加入体积(μl)＝(MOI  x细胞数(以百

万计)/载体浓度(转导单位/ml))x  1000。

[0348] 用3.109TU/ml的载体效价以10的MOI转导200000个细胞‑＞待加入载体体积(μl)

＝(10x0.2x106/3x109)x  1000＝0.51μl。在转导那天以50IU/ml加入人重组IL‑2(美天旎公

司)。在第3天，收获转导的T细胞，用DPBS1X充分洗涤并且在96孔板中进行对感兴趣分子的

免疫染色。T细胞首先用与eFluor  780偶联的活力染料(可固定活力染料，电子生物科学公

司(eBiosciences))孵育，并在4℃下孵育30分钟。孵育在无叠氮化物和无蛋白质的DPBS1X

中进行。细胞然后用DPBS  1X洗涤并且用生物素化的山羊抗‑小鼠IgG(Fab’)2(杰克逊免疫

研究公司)在4℃下孵育30分钟。孵育后，细胞用autoMACS运行缓冲剂(美天旎公司)洗涤并

且使用与藻红蛋白(杰克逊免疫研究公司)偶联的链霉亲和素和与PE‑Cy7(BD生物科学公

司)偶联的小鼠抗‑人CD3的混合物来进行第三次孵育。孵育在4℃下进行30分钟。在第三次

孵育之后，细胞在autoMACS运行缓冲剂中洗涤，并在MACSQuant分析仪(美天旎公司)上进行

数据采集之前在CellFIX(BD生物科学公司)中固定。使用FlowJo软件来分析流式细胞数据。

[0349] 实施例7.在与编码HOOK‑链霉亲和素的慢病毒载体共转导和生物素处理之后CAR‑

RUSH构建体的表达和表现。

[0350] 从国家血液服务机构(法国伦吉斯)获得合格血液。通过Ficoll(淋巴细胞分离培

养基，Eurobio)梯度密度分离来纯化外周血单核细胞(PBMC)。然后通过使用泛T细胞分离试

剂盒(美天旎公司)的磁性分离来从PBMC纯化T细胞。按照生产商的指令分离T细胞。在37℃/

5％CO2下在TexMACS培养基(美天旎公司)中以2，5x106个细胞/ml的浓度将细胞置于培养基

中，并通过来自美天旎公司的T细胞活化/增殖试剂盒(按照生产商的说明制备的抗‑CD2/‑

CD3/‑CD28纳米颗粒)以1∶2的珠∶T细胞比率活化3天。

[0351] 活化后，收获T细胞，经计数并在37℃/5％CO2下置于24孔板的TexMACS培养基中培

养。通过向孔中直接添加不同MOI的慢病毒载体来进行共转导。测试的2个慢病毒载体是：

(i)HOOK‑链霉亲和素载体和(ii)在3个不同位置上含有链霉亲和素结合蛋白的4‑1BB和CD3

ζ胞内结构域的第二代抗‑CD19  CAR(CAR‑SBP1，CAR‑SBP2和CAR‑SBP3)。

[0352] 如下计算按照MOI加入各孔的各载体的体积：待加入体积(μl)＝(MOI  x细胞数(以

百万计)/载体浓度(转导单位/ml))x  1000。

[0353] 在转导当天加入人重组IL‑2(50IU/ml；美天旎公司)和生物素(40μM；西格玛‑奥德

里奇公司)。

[0354] 在第3天，收获转导的T细胞，用DPBS  1X充分洗涤并且在96孔板中进行对感兴趣分
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子的免疫染色。T细胞首先用与eFluor  780偶联的活力染料(可固定活力染料，电子生物科

学公司(eBiosciences))孵育，并在4℃下孵育30分钟。孵育在无叠氮化物和无蛋白质的

DPBS1X中进行。细胞然后用DPBS  1X洗涤并且用生物素化的山羊抗‑小鼠IgG(Fab’)2(杰克

逊免疫研究公司)在4℃下孵育30分钟。孵育后，细胞用autoMACS运行缓冲剂(美天旎公司)

洗涤并且使用与藻红蛋白(杰克逊免疫研究公司)偶联的链霉亲和素和与PE‑Cy7(BD生物科

学公司)偶联的小鼠抗‑人CD3的混合物来进行第三次孵育。孵育在4下进行30分钟。在第三

次孵育之后，细胞在autoMACS运行缓冲剂中洗涤，并在MACSQuant分析仪(美天旎公司)上进

行数据采集之前在CellFIX(BD生物科学公司)中固定。使用FlowJo软件来分析流式细胞数

据。

[0355] 实施例8.CAR‑RUSH双顺反子构建体的表达和表现

[0356] 从国家血液服务机构(法国伦吉斯)获得合格血液。通过Ficoll(淋巴细胞分离培

养基，Eurobio)梯度密度分离来纯化外周血单核细胞(PBMC)。然后通过使用泛T细胞分离试

剂盒(美天旎公司)的磁性分离来从PBMC纯化T细胞。按照生产商的指令分离T细胞。在37℃/

5％CO2下在TexMACS培养基(美天旎公司)中以2，5x106个细胞/ml的浓度将细胞置于培养基

中，并通过来自美天旎公司的T细胞活化/增殖试剂盒(按照生产商的说明制备的抗‑CD2/‑

CD3/‑CD28纳米颗粒)以1∶2的珠∶T细胞比率活化3天。

[0357] 活化后，收获T细胞，经计数并在37℃/5％CO2下置于24孔板的TexMACS培养基中培

养。通过向孔中直接添加不同MOI的慢病毒载体来进行转导。测试的不同慢病毒载体是：(i)

“经典”第二代抗‑CD19  CAR；(ii)含有HOOK‑链霉亲和素、IRES和第二代抗‑CD19  CAR的三种

构建体，该第二代抗‑CD19  CAR含有4‑1BB和CD3ζ胞内结构域，具有在三个不同位置的链霉

亲和素结合蛋白(HOOK‑IRES‑CAR‑SBP1，HOOK‑IRES‑CAR‑SBP2，HOOK‑IRES‑CAR‑SBP3)。

[0358] 如下计算按照MOI加入各孔的载体的体积：待加入体积(μl)＝(MOIx细胞数(以百

万计)/载体浓度(转导单位/ml))x  1000。

[0359] 测试的不同MOI是10、20或30，取决于实验。

[0360] 在转导当天加入人重组IL‑2(50IU/ml；美天旎公司)和生物素(40μM；西格玛‑奥德

里奇公司)。

[0361] 在第3天和第7天，收获转导的T细胞，用DPBS  1X充分洗涤并且在96孔板中进行对

感兴趣分子的免疫染色。T细胞首先用与eFluor  780偶联的活力染料(可固定活力染料，电

子生物科学公司(eBiosciences))孵育，并在4℃下孵育30分钟。孵育在无叠氮化物和无蛋

白质的DPBS1X中进行。细胞然后用DPBS  1X洗涤并且用生物素化的山羊抗‑小鼠IgG(Fab’)2

(杰克逊免疫研究公司)在4℃下孵育30分钟。孵育后，细胞用autoMACS运行缓冲剂(美天旎

公司)洗涤并且使用与藻红蛋白(杰克逊免疫研究公司)偶联的链霉亲和素和与PE‑Cy7(BD

生物科学公司)偶联的小鼠抗‑人CD3的混合物来进行第三次孵育。孵育在4℃下进行30分

钟。在第三次孵育之后，细胞在autoMACS运行缓冲剂中洗涤，并在MACSQuant分析仪(美天旎

公司)上进行数据采集之前在CellFIX(BD生物科学公司)中固定。使用FlowJo软件来分析流

式细胞数据。

[0362] 实施例9.CAR‑RUSH系统切换评价(关/开/关)

[0363] 从国家血液服务机构(法国伦吉斯)获得合格血液。通过Ficoll(淋巴细胞分离培

养基，Eurobio)梯度密度分离来纯化外周血单核细胞(PBMC)。然后通过使用泛T细胞分离试
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剂盒(美天旎公司)的磁性分离来从PBMC纯化T细胞。按照生产商的指令分离T细胞。在37℃/

5％CO2下在TexMACS培养基(美天旎公司)中以2，5x106个细胞/ml的浓度将细胞置于培养基

中，并通过来自美天旎公司的T细胞活化/增殖试剂盒(按照生产商的说明制备的抗‑CD2/‑

CD3/‑CD28纳米颗粒)以1∶2的珠∶T细胞比率活化3天。

[0364] 活化后，收获T细胞，经计数并在37℃/5％CO2下置于24孔板的TexMACS培养基中培

养。通过向孔中直接添加不同MOI的慢病毒载体来进行转导。测试的不同慢病毒载体是：(i)

“经典”第二代抗‑CD19  CAR；(ii)含有HOOK‑链霉亲和素、IRES和第二代抗‑CD19  CAR的三种

构建体，该第二代抗‑CD19  CAR含有4‑1BB和CD3ζ胞内结构域，具有在三个不同位置的链霉

亲和素结合蛋白(HOOK‑IRES‑CAR‑SBP1，HOOK‑IRES‑CAR‑SBP2，HOOK‑IRES‑CAR‑SBP3)。

[0365] 如下计算按照MOI加入各孔的载体的体积：待加入体积(μl)＝(MOI  x细胞数(以百

万计)/载体浓度(转导单位/ml))x  1000。

[0366] 测试的不同MOI是10和20。

[0367] 在转导那天加入人重组IL‑2(50IU/ml；美天旎公司)和生物素(40μM；西格玛‑奥德

里奇公司)。

[0368] 在第3天，细胞经洗涤并且以40μM添加生物素或不添加以再诱导CAR‑SBP表达。

[0369] 在第7天，收获转导的T细胞，用DPBS  1X充分洗涤并且在96孔板中进行对感兴趣分

子的免疫染色。T细胞首先用与eFluor  780偶联的活力染料(可固定活力染料，电子生物科

学公司(eBiosciences))孵育，并在4℃下孵育30分钟。孵育在无叠氮化物和无蛋白质的

DPBS1X中进行。细胞然后用DPBS  1X洗涤并且用生物素化的山羊抗‑小鼠IgG(Fab’)2(杰克

逊免疫研究公司)在4℃下孵育30分钟。孵育后，细胞用autoMACS运行缓冲剂(美天旎公司)

洗涤并且使用与藻红蛋白(杰克逊免疫研究公司)偶联的链霉亲和素和与PE‑Cy7(BD生物科

学公司)偶联的小鼠抗‑人CD3的混合物来进行第三次孵育。孵育在4℃下进行30分钟。在第

三次孵育之后，细胞在autoMACS运行缓冲剂中洗涤，并在MACSQuant分析仪(美天旎公司)上

进行数据采集之前在CellFIX(BD生物科学公司)中固定。
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[0001] 序列表

[0002] <110> 赛拉福柯蒂斯公司（THERAVECTYS）

[0003] 居里学院（Institut  Curie）

[0004] 中央科学研究中心（Centre  National  de  la  Recherche  Scientifique）

[0005] 国家健康及医学研究院（Institut  National  de  la  Sante  et  de  la  Recherche 

Medicale）

[0006] 皮埃尔和玛利居里大学（Universite  Pierre  et  Marie  Curie）

[0007] <120>  用于嵌合抗原受体分子的调控表达的慢病毒载体

[0008] <130>  THERA14.16‑PCT

[0009] <150>  62/028,889

[0010] <151>  2014‑07‑25

[0011] <150>  62/155,811

[0012] <151>  2015‑05‑01

[0013] <160>  52

[0014] <170>  PatentIn  version  3.5

[0015] <210>  1

[0016] <211>  38

[0017] <212>  PRT

[0018] <213> 人工序列

[0019] <220>

[0020] <223>  钩‑结合结构域

[0021] <400>  1

[0022] Met  Asp  Glu  Lys  Thr  Thr  Gly  Trp  Arg  Gly  Gly  His  Val  Val  Glu  Gly

[0023] 1               5                   10                  15

[0024] Leu  Ala  Gly  Glu  Leu  Glu  Gln  Leu  Arg  Ala  Arg  Leu  Glu  His  His  Pro

[0025]             20                  25                  30

[0026] Gln  Gly  Gln  Arg  Glu  Pro

[0027]         35

[0028] <210>  2

[0029] <211>  114

[0030] <212>  DNA

[0031] <213> 人工序列

[0032] <220>

[0033] <223>  钩‑结合结构域

[0034] <400>  2

[0035] atggacgaga  aaaccaccgg  ctggcgggga  ggccacgtgg  tggaaggact  ggccggcgag  60

[0036] ctggaacagc  tgcgggccag  actggaacac  cacccccagg  gccagagaga  gccc  114

[0037] <210>  3
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[0038] <211>  163

[0039] <212>  PRT

[0040] <213>  智人（Homo  sapiens）

[0041] <400>  3

[0042] Lys  Trp  Lys  Ala  Leu  Phe  Thr  Ala  Ala  Ile  Leu  Gln  Ala  Gln  Leu  Pro

[0043] 1               5                   10                  15

[0044] Ile  Thr  Glu  Ala  Gln  Ser  Phe  Gly  Leu  Leu  Asp  Pro  Lys  Leu  Cys  Tyr

[0045]             20                  25                  30

[0046] Leu  Leu  Asp  Gly  Ile  Leu  Phe  Ile  Tyr  Gly  Val  Ile  Leu  Thr  Ala  Leu

[0047]         35                  40                  45

[0048] Phe  Leu  Arg  Val  Lys  Phe  Ser  Arg  Ser  Ala  Asp  Ala  Pro  Ala  Tyr  Gln

[0049]     50                  55                  60

[0050] Gln  Gly  Gln  Asn  Gln  Leu  Tyr  Asn  Glu  Leu  Asn  Leu  Gly  Arg  Arg  Glu

[0051] 65                  70                  75                  80

[0052] Glu  Tyr  Asp  Val  Leu  Asp  Lys  Arg  Arg  Gly  Arg  Asp  Pro  Glu  Met  Gly

[0053]                 85                  90                  95

[0054] Gly  Lys  Pro  Gln  Arg  Arg  Lys  Asn  Pro  Gln  Glu  Gly  Leu  Tyr  Asn  Glu

[0055]             100                 105                 110

[0056] Leu  Gln  Lys  Asp  Lys  Met  Ala  Glu  Ala  Tyr  Ser  Glu  Ile  Gly  Met  Lys

[0057]         115                 120                 125

[0058] Gly  Glu  Arg  Arg  Arg  Gly  Lys  Gly  His  Asp  Gly  Leu  Tyr  Gln  Gly  Leu

[0059]     130                 135                 140

[0060] Ser  Thr  Ala  Thr  Lys  Asp  Thr  Tyr  Asp  Ala  Leu  His  Met  Gln  Ala  Leu

[0061] 145                 150                 155                 160

[0062] Pro  Pro  Arg

[0063] <210>  4

[0064] <211>  220

[0065] <212>  PRT

[0066] <213>  智人（Homo  sapiens）

[0067] <400>  4

[0068] Met  Leu  Arg  Leu  Leu  Leu  Ala  Leu  Asn  Leu  Phe  Pro  Ser  Ile  Gln  Val

[0069] 1               5                   10                  15

[0070] Thr  Gly  Asn  Lys  Ile  Leu  Val  Lys  Gln  Ser  Pro  Met  Leu  Val  Ala  Tyr

[0071]             20                  25                  30

[0072] Asp  Asn  Ala  Val  Asn  Leu  Ser  Cys  Lys  Tyr  Ser  Tyr  Asn  Leu  Phe  Ser

[0073]         35                  40                  45

[0074] Arg  Glu  Phe  Arg  Ala  Ser  Leu  His  Lys  Gly  Leu  Asp  Ser  Ala  Val  Glu

[0075]     50                  55                  60

[0076] Val  Cys  Val  Val  Tyr  Gly  Asn  Tyr  Ser  Gln  Gln  Leu  Gln  Val  Tyr  Ser
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[0077] 65                  70                  75                  80

[0078] Lys  Thr  Gly  Phe  Asn  Cys  Asp  Gly  Lys  Leu  Gly  Asn  Glu  Ser  Val  Thr

[0079]                 85                  90                  95

[0080] Phe  Tyr  Leu  Gln  Asn  Leu  Tyr  Val  Asn  Gln  Thr  Asp  Ile  Tyr  Phe  Cys

[0081]             100                 105                 110

[0082] Lys  Ile  Glu  Val  Met  Tyr  Pro  Pro  Pro  Tyr  Leu  Asp  Asn  Glu  Lys  Ser

[0083]         115                 120                 125

[0084] Asn  Gly  Thr  Ile  Ile  His  Val  Lys  Gly  Lys  His  Leu  Cys  Pro  Ser  Pro

[0085]     130                 135                 140

[0086] Leu  Phe  Pro  Gly  Pro  Ser  Lys  Pro  Phe  Trp  Val  Leu  Val  Val  Val  Gly

[0087] 145                 150                 155                 160

[0088] Gly  Val  Leu  Ala  Cys  Tyr  Ser  Leu  Leu  Val  Thr  Val  Ala  Phe  Ile  Ile

[0089]                 165                 170                 175

[0090] Phe  Trp  Val  Arg  Ser  Lys  Arg  Ser  Arg  Leu  Leu  His  Ser  Asp  Tyr  Met

[0091]             180                 185                 190

[0092] Asn  Met  Thr  Pro  Arg  Arg  Pro  Gly  Pro  Thr  Arg  Lys  His  Tyr  Gln  Pro

[0093]         195                 200                 205

[0094] Tyr  Ala  Pro  Pro  Arg  Asp  Phe  Ala  Ala  Tyr  Arg  Ser

[0095]     210                 215                 220

[0096] <210>  5

[0097] <211>  255

[0098] <212>  PRT

[0099] <213>  智人（Homo  sapiens）

[0100] <400>  5

[0101] Met  Gly  Asn  Ser  Cys  Tyr  Asn  Ile  Val  Ala  Thr  Leu  Leu  Leu  Val  Leu

[0102] 1               5                   10                  15

[0103] Asn  Phe  Glu  Arg  Thr  Arg  Ser  Leu  Gln  Asp  Pro  Cys  Ser  Asn  Cys  Pro

[0104]             20                  25                  30

[0105] Ala  Gly  Thr  Phe  Cys  Asp  Asn  Asn  Arg  Asn  Gln  Ile  Cys  Ser  Pro  Cys

[0106]         35                  40                  45

[0107] Pro  Pro  Asn  Ser  Phe  Ser  Ser  Ala  Gly  Gly  Gln  Arg  Thr  Cys  Asp  Ile

[0108]     50                  55                  60

[0109] Cys  Arg  Gln  Cys  Lys  Gly  Val  Phe  Arg  Thr  Arg  Lys  Glu  Cys  Ser  Ser

[0110] 65                  70                  75                  80

[0111] Thr  Ser  Asn  Ala  Glu  Cys  Asp  Cys  Thr  Pro  Gly  Phe  His  Cys  Leu  Gly

[0112]                 85                  90                  95

[0113] Ala  Gly  Cys  Ser  Met  Cys  Glu  Gln  Asp  Cys  Lys  Gln  Gly  Gln  Glu  Leu

[0114]             100                 105                 110

[0115] Thr  Lys  Lys  Gly  Cys  Lys  Asp  Cys  Cys  Phe  Gly  Thr  Phe  Asn  Asp  Gln
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[0116]         115                 120                 125

[0117] Lys  Arg  Gly  Ile  Cys  Arg  Pro  Trp  Thr  Asn  Cys  Ser  Leu  Asp  Gly  Lys

[0118]     130                 135                 140

[0119] Ser  Val  Leu  Val  Asn  Gly  Thr  Lys  Glu  Arg  Asp  Val  Val  Cys  Gly  Pro

[0120] 145                 150                 155                 160

[0121] Ser  Pro  Ala  Asp  Leu  Ser  Pro  Gly  Ala  Ser  Ser  Val  Thr  Pro  Pro  Ala

[0122]                 165                 170                 175

[0123] Pro  Ala  Arg  Glu  Pro  Gly  His  Ser  Pro  Gln  Ile  Ile  Ser  Phe  Phe  Leu

[0124]             180                 185                 190

[0125] Ala  Leu  Thr  Ser  Thr  Ala  Leu  Leu  Phe  Leu  Leu  Phe  Phe  Leu  Thr  Leu

[0126]         195                 200                 205

[0127] Arg  Phe  Ser  Val  Val  Lys  Arg  Gly  Arg  Lys  Lys  Leu  Leu  Tyr  Ile  Phe

[0128]     210                 215                 220

[0129] Lys  Gln  Pro  Phe  Met  Arg  Pro  Val  Gln  Thr  Thr  Gln  Glu  Glu  Asp  Gly

[0130] 225                 230                 235                 240

[0131] Cys  Ser  Cys  Arg  Phe  Pro  Glu  Glu  Glu  Glu  Gly  Gly  Cys  Glu  Leu

[0132]                 245                 250                 255

[0133] <210>  6

[0134] <211>  93

[0135] <212>  PRT

[0136] <213>  智人（Homo  sapiens）

[0137] <400>  6

[0138] Met  Ile  His  Leu  Gly  His  Ile  Leu  Phe  Leu  Leu  Leu  Leu  Pro  Val  Ala

[0139] 1               5                   10                  15

[0140] Ala  Ala  Gln  Thr  Thr  Pro  Gly  Glu  Arg  Ser  Ser  Leu  Pro  Ala  Phe  Tyr

[0141]             20                  25                  30

[0142] Pro  Gly  Thr  Ser  Gly  Ser  Cys  Ser  Gly  Cys  Gly  Ser  Leu  Ser  Leu  Pro

[0143]         35                  40                  45

[0144] Leu  Leu  Ala  Gly  Leu  Val  Ala  Ala  Asp  Ala  Val  Ala  Ser  Leu  Leu  Ile

[0145]     50                  55                  60

[0146] Val  Gly  Ala  Val  Phe  Leu  Cys  Ala  Arg  Pro  Arg  Arg  Ser  Pro  Ala  Gln

[0147] 65                  70                  75                  80

[0148] Glu  Asp  Gly  Lys  Val  Tyr  Ile  Asn  Met  Pro  Gly  Arg  Gly

[0149]                 85                  90

[0150] <210>  7

[0151] <211>  277

[0152] <212>  PRT

[0153] <213>  智人（Homo  sapiens）

[0154] <400>  7
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[0155] Met  Cys  Val  Gly  Ala  Arg  Arg  Leu  Gly  Arg  Gly  Pro  Cys  Ala  Ala  Leu

[0156] 1               5                   10                  15

[0157] Leu  Leu  Leu  Gly  Leu  Gly  Leu  Ser  Thr  Val  Thr  Gly  Leu  His  Cys  Val

[0158]             20                  25                  30

[0159] Gly  Asp  Thr  Tyr  Pro  Ser  Asn  Asp  Arg  Cys  Cys  His  Glu  Cys  Arg  Pro

[0160]         35                  40                  45

[0161] Gly  Asn  Gly  Met  Val  Ser  Arg  Cys  Ser  Arg  Ser  Gln  Asn  Thr  Val  Cys

[0162]     50                  55                  60

[0163] Arg  Pro  Cys  Gly  Pro  Gly  Phe  Tyr  Asn  Asp  Val  Val  Ser  Ser  Lys  Pro

[0164] 65                  70                  75                  80

[0165] Cys  Lys  Pro  Cys  Thr  Trp  Cys  Asn  Leu  Arg  Ser  Gly  Ser  Glu  Arg  Lys

[0166]                 85                  90                  95

[0167] Gln  Leu  Cys  Thr  Ala  Thr  Gln  Asp  Thr  Val  Cys  Arg  Cys  Arg  Ala  Gly

[0168]             100                 105                 110

[0169] Thr  Gln  Pro  Leu  Asp  Ser  Tyr  Lys  Pro  Gly  Val  Asp  Cys  Ala  Pro  Cys

[0170]         115                 120                 125

[0171] Pro  Pro  Gly  His  Phe  Ser  Pro  Gly  Asp  Asn  Gln  Ala  Cys  Lys  Pro  Trp

[0172]     130                 135                 140

[0173] Thr  Asn  Cys  Thr  Leu  Ala  Gly  Lys  His  Thr  Leu  Gln  Pro  Ala  Ser  Asn

[0174] 145                 150                 155                 160

[0175] Ser  Ser  Asp  Ala  Ile  Cys  Glu  Asp  Arg  Asp  Pro  Pro  Ala  Thr  Gln  Pro

[0176]                 165                 170                 175

[0177] Gln  Glu  Thr  Gln  Gly  Pro  Pro  Ala  Arg  Pro  Ile  Thr  Val  Gln  Pro  Thr

[0178]             180                 185                 190

[0179] Glu  Ala  Trp  Pro  Arg  Thr  Ser  Gln  Gly  Pro  Ser  Thr  Arg  Pro  Val  Glu

[0180]         195                 200                 205

[0181] Val  Pro  Gly  Gly  Arg  Ala  Val  Ala  Ala  Ile  Leu  Gly  Leu  Gly  Leu  Val

[0182]     210                 215                 220

[0183] Leu  Gly  Leu  Leu  Gly  Pro  Leu  Ala  Ile  Leu  Leu  Ala  Leu  Tyr  Leu  Leu

[0184] 225                 230                 235                 240

[0185] Arg  Arg  Asp  Gln  Arg  Leu  Pro  Pro  Asp  Ala  His  Lys  Pro  Pro  Gly  Gly

[0186]                 245                 250                 255

[0187] Gly  Ser  Phe  Arg  Thr  Pro  Ile  Gln  Glu  Glu  Gln  Ala  Asp  Ala  His  Ser

[0188]             260                 265                 270

[0189] Thr  Leu  Ala  Lys  Ile

[0190]         275

[0191] <210>  8

[0192] <211>  199

[0193] <212>  PRT
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[0194] <213>  智人（Homo  sapiens）

[0195] <400>  8

[0196] Met  Lys  Ser  Gly  Leu  Trp  Tyr  Phe  Phe  Leu  Phe  Cys  Leu  Arg  Ile  Lys

[0197] 1               5                   10                  15

[0198] Val  Leu  Thr  Gly  Glu  Ile  Asn  Gly  Ser  Ala  Asn  Tyr  Glu  Met  Phe  Ile

[0199]             20                  25                  30

[0200] Phe  His  Asn  Gly  Gly  Val  Gln  Ile  Leu  Cys  Lys  Tyr  Pro  Asp  Ile  Val

[0201]         35                  40                  45

[0202] Gln  Gln  Phe  Lys  Met  Gln  Leu  Leu  Lys  Gly  Gly  Gln  Ile  Leu  Cys  Asp

[0203]     50                  55                  60

[0204] Leu  Thr  Lys  Thr  Lys  Gly  Ser  Gly  Asn  Thr  Val  Ser  Ile  Lys  Ser  Leu

[0205] 65                  70                  75                  80

[0206] Lys  Phe  Cys  His  Ser  Gln  Leu  Ser  Asn  Asn  Ser  Val  Ser  Phe  Phe  Leu

[0207]                 85                  90                  95

[0208] Tyr  Asn  Leu  Asp  His  Ser  His  Ala  Asn  Tyr  Tyr  Phe  Cys  Asn  Leu  Ser

[0209]             100                 105                 110

[0210] Ile  Phe  Asp  Pro  Pro  Pro  Phe  Lys  Val  Thr  Leu  Thr  Gly  Gly  Tyr  Leu

[0211]         115                 120                 125

[0212] His  Ile  Tyr  Glu  Ser  Gln  Leu  Cys  Cys  Gln  Leu  Lys  Phe  Trp  Leu  Pro

[0213]     130                 135                 140

[0214] Ile  Gly  Cys  Ala  Ala  Phe  Val  Val  Val  Cys  Ile  Leu  Gly  Cys  Ile  Leu

[0215] 145                 150                 155                 160

[0216] Ile  Cys  Trp  Leu  Thr  Lys  Lys  Lys  Tyr  Ser  Ser  Ser  Val  His  Asp  Pro

[0217]                 165                 170                 175

[0218] Asn  Gly  Glu  Tyr  Met  Phe  Met  Arg  Ala  Val  Asn  Thr  Ala  Lys  Lys  Ser

[0219]             180                 185                 190

[0220] Arg  Leu  Thr  Asp  Val  Thr  Leu

[0221]         195

[0222] <210>  9

[0223] <211>  220

[0224] <212>  DNA

[0225] <213>  智人（Homo  sapiens）

[0226] <400>  9

[0227] attggggagt  cccagccttg  gggattcccc  aactccgcag  tttcttttct  ccctctccca  60

[0228] acctatgtag  ggtccttctt  cctggatact  cacgacgcgg  acccagttct  cactcccatt  120

[0229] gggtgtcggg  tttccagaga  agccaatcag  tgtcgtcgcg  gtcgcggttc  taaagtccgc  180

[0230] acgcacccac  cgggactcag  attctcccca  gacgccgagg  220

[0231] <210>  10

[0232] <211>  197
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[0233] <212>  DNA

[0234] <213>  智人（Homo  sapiens）

[0235] <400>  10

[0236] ggggaggcgc  agcgttgggg  attccccact  cccctgagtt  tcacttcttc  tcccaacttg  60

[0237] tgtcgggtcc  ttcttccagg  atactcgtga  cgcgtcccca  cttcccactc  ccattgggta  120

[0238] ttggatatct  agagaagcca  atcagcgtcg  ccgcggtccc  agttctaaag  tccccacgca  180

[0239] cccacccgga  ctcagag  197

[0240] <210>  11

[0241] <211>  216

[0242] <212>  DNA

[0243] <213>  智人（Homo  sapiens）

[0244] <400>  11

[0245] cactggggag  gcgccgcgtt  gaggattctc  cactcccctc  agtttcactt  cttctcccaa  60

[0246] cctgcgtcgg  gtccttcttc  ctgaatactc  atgacgcgtc  cccaattccc  actcccattg  120

[0247] ggtgtcgggt  tctagagaag  ccaatcagcg  tctccgcagt  cccggtctaa  agtccccagt  180

[0248] cacccacccg  gactcagatt  ctccccagac  gccgag  216

[0249] <210>  12

[0250] <211>  205

[0251] <212>  DNA

[0252] <213>  智人（Homo  sapiens）

[0253] <400>  12

[0254] taagaactgc  tgattgctgg  gaaactctgc  agtttcccgt  tcctctcgta  acctggtcat  60

[0255] gtgtccttct  tcctggatac  tcatgacgca  gactcagttc  tcattcccaa  tgggtgtcgg  120

[0256] gtttctagag  aagccaatca  gcgtcgccac  gactcccgac  tataaagtcc  ccatccggac  180

[0257] tcaagaagtt  ctcaggactc  agagg  205

[0258] <210>  13

[0259] <211>  252

[0260] <212>  DNA

[0261] <213>  智人（Homo  sapiens）

[0262] <400>  13

[0263] aggccccgag  gcggtgtctg  gggttggaag  gctcagtatt  gagaattccc  catctcccca  60

[0264] gagtttctct  ttctctccca  acccgtgtca  ggtccttcat  cctggatact  cataacgcgg  120

[0265] ccccatttct  cactcccatt  gggcgtcgcg  tttctagaga  agccaatcag  tgtcgccgca  180

[0266] gttcccaggt  tctaaagtcc  cacgcacccc  gcgggactca  tatttttccc  agacgcggag  240

[0267] gttggggtca  tg  252

[0268] <210>  14

[0269] <211>  192

[0270] <212>  DNA

[0271] <213>  智人（Homo  sapiens）
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[0272] <400>  14

[0273] aacatcacga  gactctaaga  aaaggaaact  gaaaacggga  aagtccctct  ctctaacctg  60

[0274] gcactgcgtc  gctggcttgg  agacaggtga  cggtccctgc  gggccttgtc  ctgattggct  120

[0275] gggcacgcgt  ttaatataag  tggaggcgtc  gcgctggcgg  gcattcctga  agctgacagc  180

[0276] attcgggccg  ag  192

[0277] <210>  15

[0278] <211>  33

[0279] <212>  DNA

[0280] <213> 人工序列

[0281] <220>

[0282] <223>  PCR引物

[0283] <400>  15

[0284] cttactagtt  ggaagggcta  attcactccc  aac  33

[0285] <210>  16

[0286] <211>  32

[0287] <212>  DNA

[0288] <213> 人工序列

[0289] <220>

[0290] <223>  PCR引物

[0291] <400>  16

[0292] cattctagaa  ctgctagaga  ttttccacac  tg  32

[0293] <210>  17

[0294] <211>  42

[0295] <212>  DNA

[0296] <213> 人工序列

[0297] <220>

[0298] <223>  PCR引物

[0299] <400>  17

[0300] taccccgggc  catggcctcc  aaaaaagcct  cctcactact  tc  42

[0301] <210>  18

[0302] <211>  44

[0303] <212>  DNA

[0304] <213> 人工序列

[0305] <220>

[0306] <223>  PCR引物

[0307] <400>  18

[0308] actcccgggt  aatttttttt  atttatgcag  aggccgaggc  cgcc  44

[0309] <210>  19

[0310] <211>  35
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[0311] <212>  DNA

[0312] <213> 人工序列

[0313] <220>

[0314] <223>  PCR引物

[0315] <400>  19

[0316] tacacgcgtg  gagttccgcg  ttacataact  tacgg  35

[0317] <210>  20

[0318] <211>  39

[0319] <212>  DNA

[0320] <213> 人工序列

[0321] <220>

[0322] <223>  PCR引物

[0323] <400>  20

[0324] cgtggatccg  atcgcggtgt  cttctatgga  ggtcaaaac  39

[0325] <210>  21

[0326] <211>  34

[0327] <212>  DNA

[0328] <213> 人工序列

[0329] <220>

[0330] <223>  PCR引物

[0331] <400>  21

[0332] gccggcgcgc  cgagaaaccc  tgcagggaat  tccc  34

[0333] <210>  22

[0334] <211>  41

[0335] <212>  DNA

[0336] <213> 人工序列

[0337] <220>

[0338] <223>  PCR引物

[0339] <400>  22

[0340] cgtggatccg  atcgctcggc  ccgaatgctg  tcagcttcag  g  41

[0341] <210>  23

[0342] <211>  517

[0343] <212>  DNA

[0344] <213> 人工序列

[0345] <220>

[0346] <223>  启动子

[0347] <400>  23

[0348] gagaaaccct  gcagggaatt  ccccagctgt  agttataaac  agaagttctc  cttctgctag  60

[0349] gtagcattca  aagatcttaa  tcttctgggt  ttccgttttc  tcgaatgaaa  aatgcaggtc  120
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[0350] cgagcagtta  actggcgggg  gcaccattag  caagtcactt  agcatctctg  gggccagtct  180

[0351] gcaaagcgag  ggggcagcct  taatgtgcct  ccagcctgaa  gtcctagaat  gagcgcccgg  240

[0352] tgtcccaagc  tggggcgcgc  accccagatc  ggagggcgcc  gatgtacaga  cagcaaactc  300

[0353] acccagtcta  gtgcatgcct  tcttaaacat  cacgagactc  taagaaaagg  aaactgaaaa  360

[0354] cgggaaagtc  cctctctcta  acctggcact  gcgtcgctgg  cttggagaca  ggtgacggtc  420

[0355] cctgcgggcc  ttgtcctgat  tggctgggca  cgcgtttaat  ataagtggag  gcgtcgcgct  480

[0356] ggcgggcatt  cctgaagctg  acagcattcg  ggccgag  517

[0357] <210>  24

[0358] <211>  47

[0359] <212>  DNA

[0360] <213> 人工序列

[0361] <220>

[0362] <223>  PCR引物

[0363] <400>  24

[0364] atgcatgcgt  cgacctcgag  ttaatcctca  tcctgtctac  ttgccac  47

[0365] <210>  25

[0366] <211>  65

[0367] <212>  DNA

[0368] <213> 人工序列

[0369] <220>

[0370] <223>  PCR引物

[0371] <400>  25

[0372] gcatgcatcg  gccggggcgg  cgactggtga  gaggccacca  tgggtgcgag  agcgtcagta  60

[0373] ttaag  65

[0374] <210>  26

[0375] <211>  19

[0376] <212>  DNA

[0377] <213> 人工序列

[0378] <220>

[0379] <223>  PCR引物

[0380] <400>  26

[0381] cccaagaacc  caaggaaca  19

[0382] <210>  27

[0383] <211>  25

[0384] <212>  DNA

[0385] <213> 人工序列

[0386] <220>

[0387] <223>  PCR引物

[0388] <400>  27
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[0389] agacaagata  gaggaagagc  aaaac  25

[0390] <210>  28

[0391] <211>  24

[0392] <212>  DNA

[0393] <213> 人工序列

[0394] <220>

[0395] <223>  PCR引物

[0396] <400>  28

[0397] cggtgaggat  cttcatgagg  tagt  24

[0398] <210>  29

[0399] <211>  20

[0400] <212>  DNA

[0401] <213> 人工序列

[0402] <220>

[0403] <223>  PCR引物

[0404] <400>  29

[0405] aacaccccag  ccatgtacgt  20

[0406] <210>  30

[0407] <211>  22

[0408] <212>  DNA

[0409] <213> 人工序列

[0410] <220>

[0411] <223>  探针

[0412] <400>  30

[0413] ccagccaggt  ccagacgcag  ga  22

[0414] <210>  31

[0415] <211>  160

[0416] <212>  PRT

[0417] <213> 人工序列

[0418] <220>

[0419] <223>  钩肽

[0420] <400>  31

[0421] Met  Asp  Pro  Ser  Lys  Asp  Ser  Lys  Ala  Gln  Val  Ser  Ala  Ala  Glu  Ala

[0422] 1               5                   10                  15

[0423] Gly  Ile  Thr  Gly  Thr  Trp  Tyr  Asn  Gln  Leu  Gly  Ser  Thr  Phe  Ile  Val

[0424]             20                  25                  30

[0425] Thr  Ala  Gly  Ala  Asp  Gly  Ala  Leu  Thr  Gly  Thr  Tyr  Glu  Ser  Ala  Val

[0426]         35                  40                  45

[0427] Gly  Asn  Ala  Glu  Ser  Arg  Tyr  Val  Leu  Thr  Gly  Arg  Tyr  Asp  Ser  Ala
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[0428]     50                  55                  60

[0429] Pro  Ala  Thr  Asp  Gly  Ser  Gly  Thr  Ala  Leu  Gly  Trp  Thr  Val  Ala  Trp

[0430] 65                  70                  75                  80

[0431] Lys  Asn  Asn  Tyr  Arg  Asn  Ala  His  Ser  Ala  Thr  Thr  Trp  Ser  Gly  Gln

[0432]                 85                  90                  95

[0433] Tyr  Val  Gly  Gly  Ala  Glu  Ala  Arg  Ile  Asn  Thr  Gln  Trp  Leu  Leu  Thr

[0434]             100                 105                 110

[0435] Ser  Gly  Thr  Thr  Glu  Ala  Asn  Ala  Trp  Lys  Ser  Thr  Leu  Val  Gly  His

[0436]         115                 120                 125

[0437] Asp  Thr  Phe  Thr  Lys  Val  Lys  Pro  Ser  Ala  Ala  Ser  Ile  Asp  Ala  Ala

[0438]     130                 135                 140

[0439] Lys  Lys  Ala  Gly  Val  Asn  Asn  Gly  Asn  Pro  Leu  Asp  Ala  Val  Gln  Gln

[0440] 145                 150                 155                 160

[0441] <210>  32

[0442] <211>  160

[0443] <212>  PRT

[0444] <213> 人工序列

[0445] <220>

[0446] <223>  钩肽

[0447] <400>  32

[0448] Met  Asp  Pro  Ser  Lys  Asp  Ser  Lys  Ala  Gln  Val  Ser  Ala  Ala  Glu  Ala

[0449] 1               5                   10                  15

[0450] Gly  Ile  Thr  Gly  Thr  Trp  Tyr  Asn  Gln  Leu  Gly  Ser  Thr  Phe  Ile  Val

[0451]             20                  25                  30

[0452] Thr  Ala  Gly  Ala  Asp  Gly  Ala  Leu  Thr  Gly  Thr  Tyr  Glu  Ser  Ala  Val

[0453]         35                  40                  45

[0454] Gly  Asn  Ala  Glu  Ser  Arg  Tyr  Thr  Leu  Thr  Gly  Arg  Tyr  Asp  Ser  Ala

[0455]     50                  55                  60

[0456] Pro  Ala  Thr  Asp  Gly  Ser  Gly  Thr  Ala  Leu  Gly  Trp  Arg  Val  Ala  Trp

[0457] 65                  70                  75                  80

[0458] Lys  Asn  Asn  Tyr  Arg  Asn  Ala  His  Ser  Ala  Thr  Thr  Trp  Ser  Gly  Gln

[0459]                 85                  90                  95

[0460] Tyr  Val  Gly  Gly  Ala  Glu  Ala  Arg  Ile  Asn  Thr  Gln  Trp  Thr  Leu  Thr

[0461]             100                 105                 110

[0462] Ser  Gly  Thr  Thr  Glu  Ala  Asn  Ala  Trp  Lys  Ser  Thr  Leu  Arg  Gly  His

[0463]         115                 120                 125

[0464] Asp  Thr  Phe  Thr  Lys  Val  Lys  Pro  Ser  Ala  Ala  Ser  Ile  Asp  Ala  Ala

[0465]     130                 135                 140

[0466] Lys  Lys  Ala  Gly  Val  Asn  Asn  Gly  Asn  Pro  Leu  Asp  Ala  Val  Gln  Gln
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[0467] 145                 150                 155                 160

[0468] <210>  33

[0469] <211>  260

[0470] <212>  PRT

[0471] <213>  智人（Homo  sapiens）

[0472] <400>  33

[0473] Met  Ala  Arg  Pro  His  Pro  Trp  Trp  Leu  Cys  Val  Leu  Gly  Thr  Leu  Val

[0474] 1               5                   10                  15

[0475] Gly  Leu  Ser  Ala  Thr  Pro  Ala  Pro  Lys  Ser  Cys  Pro  Glu  Arg  His  Tyr

[0476]             20                  25                  30

[0477] Trp  Ala  Gln  Gly  Lys  Leu  Cys  Cys  Gln  Met  Cys  Glu  Pro  Gly  Thr  Phe

[0478]         35                  40                  45

[0479] Leu  Val  Lys  Asp  Cys  Asp  Gln  His  Arg  Lys  Ala  Ala  Gln  Cys  Asp  Pro

[0480]     50                  55                  60

[0481] Cys  Ile  Pro  Gly  Val  Ser  Phe  Ser  Pro  Asp  His  His  Thr  Arg  Pro  His

[0482] 65                  70                  75                  80

[0483] Cys  Glu  Ser  Cys  Arg  His  Cys  Asn  Ser  Gly  Leu  Leu  Val  Arg  Asn  Cys

[0484]                 85                  90                  95

[0485] Thr  Ile  Thr  Ala  Asn  Ala  Glu  Cys  Ala  Cys  Arg  Asn  Gly  Trp  Gln  Cys

[0486]             100                 105                 110

[0487] Arg  Asp  Lys  Glu  Cys  Thr  Glu  Cys  Asp  Pro  Leu  Pro  Asn  Pro  Ser  Leu

[0488]         115                 120                 125

[0489] Thr  Ala  Arg  Ser  Ser  Gln  Ala  Leu  Ser  Pro  His  Pro  Gln  Pro  Thr  His

[0490]     130                 135                 140

[0491] Leu  Pro  Tyr  Val  Ser  Glu  Met  Leu  Glu  Ala  Arg  Thr  Ala  Gly  His  Met

[0492] 145                 150                 155                 160

[0493] Gln  Thr  Leu  Ala  Asp  Phe  Arg  Gln  Leu  Pro  Ala  Arg  Thr  Leu  Ser  Thr

[0494]                 165                 170                 175

[0495] His  Trp  Pro  Pro  Gln  Arg  Ser  Leu  Cys  Ser  Ser  Asp  Phe  Ile  Arg  Ile

[0496]             180                 185                 190

[0497] Leu  Val  Ile  Phe  Ser  Gly  Met  Phe  Leu  Val  Phe  Thr  Leu  Ala  Gly  Ala

[0498]         195                 200                 205

[0499] Leu  Phe  Leu  His  Gln  Arg  Arg  Lys  Tyr  Arg  Ser  Asn  Lys  Gly  Glu  Ser

[0500]     210                 215                 220

[0501] Pro  Val  Glu  Pro  Ala  Glu  Pro  Cys  His  Tyr  Ser  Cys  Pro  Arg  Glu  Glu

[0502] 225                 230                 235                 240

[0503] Glu  Gly  Ser  Thr  Ile  Pro  Ile  Gln  Glu  Asp  Tyr  Arg  Lys  Pro  Glu  Pro

[0504]                 245                 250                 255

[0505] Ala  Cys  Ser  Pro
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[0506]             260

[0507] <210>  34

[0508] <211>  261

[0509] <212>  PRT

[0510] <213>  智人（Homo  sapiens）

[0511] <400>  34

[0512] Met  Ile  Glu  Thr  Tyr  Asn  Gln  Thr  Ser  Pro  Arg  Ser  Ala  Ala  Thr  Gly

[0513] 1               5                   10                  15

[0514] Leu  Pro  Ile  Ser  Met  Lys  Ile  Phe  Met  Tyr  Leu  Leu  Thr  Val  Phe  Leu

[0515]             20                  25                  30

[0516] Ile  Thr  Gln  Met  Ile  Gly  Ser  Ala  Leu  Phe  Ala  Val  Tyr  Leu  His  Arg

[0517]         35                  40                  45

[0518] Arg  Leu  Asp  Lys  Ile  Glu  Asp  Glu  Arg  Asn  Leu  His  Glu  Asp  Phe  Val

[0519]     50                  55                  60

[0520] Phe  Met  Lys  Thr  Ile  Gln  Arg  Cys  Asn  Thr  Gly  Glu  Arg  Ser  Leu  Ser

[0521] 65                  70                  75                  80

[0522] Leu  Leu  Asn  Cys  Glu  Glu  Ile  Lys  Ser  Gln  Phe  Glu  Gly  Phe  Val  Lys

[0523]                 85                  90                  95

[0524] Asp  Ile  Met  Leu  Asn  Lys  Glu  Glu  Thr  Lys  Lys  Glu  Asn  Ser  Phe  Glu

[0525]             100                 105                 110

[0526] Met  Gln  Lys  Gly  Asp  Gln  Asn  Pro  Gln  Ile  Ala  Ala  His  Val  Ile  Ser

[0527]         115                 120                 125

[0528] Glu  Ala  Ser  Ser  Lys  Thr  Thr  Ser  Val  Leu  Gln  Trp  Ala  Glu  Lys  Gly

[0529]     130                 135                 140

[0530] Tyr  Tyr  Thr  Met  Ser  Asn  Asn  Leu  Val  Thr  Leu  Glu  Asn  Gly  Lys  Gln

[0531] 145                 150                 155                 160

[0532] Leu  Thr  Val  Lys  Arg  Gln  Gly  Leu  Tyr  Tyr  Ile  Tyr  Ala  Gln  Val  Thr

[0533]                 165                 170                 175

[0534] Phe  Cys  Ser  Asn  Arg  Glu  Ala  Ser  Ser  Gln  Ala  Pro  Phe  Ile  Ala  Ser

[0535]             180                 185                 190

[0536] Leu  Cys  Leu  Lys  Ser  Pro  Gly  Arg  Phe  Glu  Arg  Ile  Leu  Leu  Arg  Ala

[0537]         195                 200                 205

[0538] Ala  Asn  Thr  His  Ser  Ser  Ala  Lys  Pro  Cys  Gly  Gln  Gln  Ser  Ile  His

[0539]     210                 215                 220

[0540] Leu  Gly  Gly  Val  Phe  Glu  Leu  Gln  Pro  Gly  Ala  Ser  Val  Phe  Val  Asn

[0541] 225                 230                 235                 240

[0542] Val  Thr  Asp  Pro  Ser  Gln  Val  Ser  His  Gly  Thr  Gly  Phe  Thr  Ser  Phe

[0543]                 245                 250                 255

[0544] Gly  Leu  Leu  Lys  Leu
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[0545]             260

[0546] <210>  35

[0547] <211>  1224

[0548] <212>  DNA

[0549] <213> 人工序列

[0550] <220>

[0551] <223>  钩序列

[0552] <400>  35

[0553] atgcaccgga  ggagatcacg  ctcttgtagg  gaggaccaga  aacctgtcac  cggtgaccct  60

[0554] agcaaagact  caaaagctca  ggtgtccgct  gccgaggctg  gcattactgg  aacatggtac  120

[0555] aatcagctcg  ggagcacctt  tattgtgact  gctggagccg  atggagccct  caccggaaca  180

[0556] tacgaatctg  ctgtgggaaa  cgccgaatca  cggtacgtcc  tcactggccg  atacgatagt  240

[0557] gcccctgcca  ccgacggatc  tgggactgcc  ctgggatgga  ctgtcgcttg  gaaaaacaac  300

[0558] taccggaatg  ctcattctgc  cacaacatgg  agtggacagt  acgtgggagg  cgctgaggct  360

[0559] agaatcaata  cacagtggct  gctcacatct  ggcacaaccg  aggcaaatgc  ttggaaatcc  420

[0560] accctggtgg  gacatgacac  attcaccaaa  gtgaaaccct  ccgccgcttc  aatcgatgcc  480

[0561] gccaaaaaag  ccggagtcaa  caacggcaat  cctctggatg  ccgtccagca  ggtcgactat  540

[0562] ccgtacgacg  taccagacta  cgcagtcgga  ccgatggacg  atcagaggga  cctcattagc  600

[0563] aacaacgaac  agctgcctat  gctgggacgg  cgacctggag  cccctgaatc  caaatgctct  660

[0564] aggggagcac  tgtacactgg  cttctccatt  ctcgtgacac  tgctgctggc  cgggcaggct  720

[0565] actactgctt  acttcctgta  ccagcagcag  gggcggctgg  acaaactcac  tgtgacatct  780

[0566] cagaacctcc  agctggaaaa  tctgaggatg  aaactgccca  aaccccctaa  acccgtgtcc  840

[0567] aaaatgagga  tggccacacc  tctgctcatg  caggcactgc  caatgggagc  cctgccccag  900

[0568] gggcccatgc  agaatgccac  caagtatggc  aacatgacag  aggaccatgt  gatgcacctg  960

[0569] ctccagaatg  ctgaccccct  gaaggtgtac  ccgccactga  aggggagctt  cccggagaac  1020

[0570] ctgagacacc  ttaagaacac  catggagacc  atagactgga  aggtctttga  gagctggatg  1080

[0571] caccattggc  tcctgtttga  aatgagcagg  cactccttgg  agcaaaagcc  cactgacgct  1140

[0572] ccaccgaaag  agtcactgga  actggaggac  ccgtcttctg  ggctgggtgt  gaccaagcag  1200

[0573] gatctgggcc  cagtccccat  gtga  1224

[0574] <210>  36

[0575] <211>  477

[0576] <212>  DNA

[0577] <213> 人工序列

[0578] <220>

[0579] <223>  钩序列

[0580] <400>  36

[0581] gaccctagca  aagactcaaa  agctcaggtg  tccgctgccg  aggctggcat  tactggaaca  60

[0582] tggtacaatc  agctcgggag  cacctttatt  gtgactgctg  gagccgatgg  agccctcacc  120

[0583] ggaacatacg  aatctgctgt  gggaaacgcc  gaatcacggt  acgtcctcac  tggccgatac  180
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[0584] gatagtgccc  ctgccaccga  cggatctggg  actgccctgg  gatggactgt  cgcttggaaa  240

[0585] aacaactacc  ggaatgctca  ttctgccaca  acatggagtg  gacagtacgt  gggaggcgct  300

[0586] gaggctagaa  tcaatacaca  gtggctgctc  acatctggca  caaccgaggc  aaatgcttgg  360

[0587] aaatccaccc  tggtgggaca  tgacacattc  accaaagtga  aaccctccgc  cgcttcaatc  420

[0588] gatgccgcca  aaaaagccgg  agtcaacaac  ggcaatcctc  tggatgccgt  ccagcag  477

[0589] <210>  37

[0590] <211>  27

[0591] <212>  DNA

[0592] <213> 人工序列

[0593] <220>

[0594] <223>  HA标签

[0595] <400>  37

[0596] tatccgtacg  acgtaccaga  ctacgca  27

[0597] <210>  38

[0598] <211>  1216

[0599] <212>  DNA

[0600] <213>  智人（Homo  sapiens）

[0601] <400>  38

[0602] ggcctccgcg  ccgggttttg  ggcctcccgc  gggcgccccc  ctcctcacgg  cgagcgctgc  60

[0603] cacgtcagac  gaagggcgca  gcgagcgtcc  tgatccttcc  gcccggacgc  tcaggacagc  120

[0604] ggcccgctgc  tcataagact  cggccttaga  accccagtat  cagcagaagg  acattttagg  180

[0605] acgggacttg  ggtgactcta  gggcactggt  tttctttcca  gagagcggaa  caggcgagga  240

[0606] aaagtagtcc  cttctcggcg  attctgcgga  gggatctccg  tggggcggtg  aacgccgatg  300

[0607] attatataag  gacgcgccgg  gtgtggcaca  gctagttccg  tcgcagccgg  gatttgggtc  360

[0608] gcggttcttg  tttgtggatc  gctgtgatcg  tcacttggtg  agtagcgggc  tgctgggctg  420

[0609] gccggggctt  tcgtggccgc  cgggccgctc  ggtgggacgg  aagcgtgtgg  agagaccgcc  480

[0610] aagggctgta  gtctgggtcc  gcgagcaagg  ttgccctgaa  ctgggggttg  gggggagcgc  540

[0611] agcaaaatgg  cggctgttcc  cgagtcttga  atggaagacg  cttgtgaggc  gggctgtgag  600

[0612] gtcgttgaaa  caaggtgggg  ggcatggtgg  gcggcaagaa  cccaaggtct  tgaggccttc  660

[0613] gctaatgcgg  gaaagctctt  attcgggtga  gatgggctgg  ggcaccatct  ggggaccctg  720

[0614] acgtgaagtt  tgtcactgac  tggagaactc  ggtttgtcgt  ctgttgcggg  ggcggcagtt  780

[0615] atggcggtgc  cgttgggcag  tgcacccgta  cctttgggag  cgcgcgccct  cgtcgtgtcg  840

[0616] tgacgtcacc  cgttctgttg  gcttataatg  cagggtgggg  ccacctgccg  gtaggtgtgc  900

[0617] ggtaggcttt  tctccgtcgc  aggacgcagg  gttcgggcct  agggtaggct  ctcctgaatc  960

[0618] gacaggcgcc  ggacctctgg  tgaggggagg  gataagtgag  gcgtcagttt  ctttggtcgg  1020

[0619] ttttatgtac  ctatcttctt  aagtagctga  agctccggtt  ttgaactatg  cgctcggggt  1080

[0620] tggcgagtgt  gttttgtgaa  gttttttagg  caccttttga  aatgtaatca  tttgggtcaa  1140

[0621] tatgtaattt  tcagtgttag  actagtaaat  tgtccgctaa  attctggccg  tttttggctt  1200

[0622] ttttgttaga  ccgatc  1216
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[0623] <210>  39

[0624] <211>  1518

[0625] <212>  DNA

[0626] <213> 人工序列

[0627] <220>

[0628] <223>  CAR

[0629] <400>  39

[0630] atggccctgc  ctgtgacagc  cctgctgctg  cccctggctc  tcctgctgca  tgccgccaga  60

[0631] cccgctagcg  acatccagat  gacccagacc  accagcagcc  tgagcgccag  cctgggcgac  120

[0632] agagtgacca  tcagctgccg  ggccagccag  gacatcagca  agtacctgaa  ctggtatcag  180

[0633] cagaaacccg  acggcaccgt  gaagctgctg  atctaccaca  ccagccggct  ccacagcggc  240

[0634] gtgcccagca  gattttctgg  cagcggcagc  ggcaccgact  acagcctgac  catctccaac  300

[0635] ctggaacagg  aagatatcgc  tacctacttc  tgtcagcaag  gcaacaccct  gccctacacc  360

[0636] ttcggcggag  gcaccaagct  ggaaatcacc  ggcggaggcg  gaagtggagg  tggaggatct  420

[0637] ggcggcggag  gctccgaagt  gaagctgcag  gaaagcggcc  ctggcctcgt  ggcccctagc  480

[0638] cagagcctgt  ccgtgacctg  taccgtgtcc  ggcgtgtccc  tgcccgacta  cggcgtgtcc  540

[0639] tggatcagac  agcctcccag  aaagggcctg  gaatggctgg  gcgtgatctg  gggcagcgag  600

[0640] acaacctact  acaacagcgc  cctgaagtcc  cggctgacca  tcatcaagga  caacagcaag  660

[0641] agccaggtgt  tcctgaagat  gaacagcctg  cagaccgacg  acaccgccat  ctactactgc  720

[0642] gccaagcact  actactacgg  cggcagctac  gccatggact  actggggcca  gggcaccagc  780

[0643] gtgaccgtgt  ccagccatat  ggccctgagc  aacagcatca  tgtacttcag  ccacttcgtg  840

[0644] cccgtgtttc  tgcccgccaa  gcccaccacc  acccctgccc  ctagacctcc  caccccagcc  900

[0645] ccaacaatcg  ccagccagcc  tctgtccctg  cggcccgaag  cctgtagacc  tgctgccggc  960

[0646] ggagccgtgc  acaccagagg  cctggatatc  tacatctggg  cccctctggc  cggcacctgt  1020

[0647] ggcgtgctgc  tgctgagcct  ggtgatcaca  aagcggggca  gaaagaagct  gctgtacatc  1080

[0648] ttcaagcagc  cattcatgcg  gcccgtgcag  accacccagg  aagaggacgg  ctgcagctgc  1140

[0649] cggttccccg  aggaagagga  aggcggctgc  gaactgccca  agctgtgcta  cctgctggac  1200

[0650] ggcatcctgt  tcatctatgg  cgtgatcctg  accgccctgt  tcctgagagt  gaagttcagc  1260

[0651] agaagcgccg  acgcccctgc  ctaccagcag  ggccagaacc  agctgtacaa  cgagctgaac  1320

[0652] ctgggcagac  gggaagagta  cgacgtgctg  gacaagcgga  gaggccggga  ccctgagatg  1380

[0653] ggcggcaagc  cccagcggcg  gaagaaccct  caggaaggcc  tgtataacga  actgcagaaa  1440

[0654] gacaagatgg  ccgaggccta  cagcgagatc  ggcatgaagg  gcgagcggcg  gagaggcaag  1500

[0655] ggccacgatg  gcctgtac  1518

[0656] <210>  40

[0657] <211>  1641

[0658] <212>  DNA

[0659] <213> 人工序列

[0660] <220>

[0661] <223>  CAR
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[0662] <400>  40

[0663] atggccctgc  ctgtgacagc  cctgctgctg  cccctcgctc  tgctgctgca  tgccgccaga  60

[0664] cccgctagcg  acatccagat  gacccagacc  accagcagcc  tgagcgccag  cctgggcgac  120

[0665] agagtgacca  tcagctgccg  ggccagccag  gacatcagca  agtacctgaa  ctggtatcag  180

[0666] cagaaacccg  acggcaccgt  gaagctgctg  atctaccaca  ccagccggct  ccacagcggc  240

[0667] gtgcccagca  gattttctgg  cagcggcagc  ggcaccgact  acagcctgac  catctccaac  300

[0668] ctggaacagg  aagatatcgc  tacctacttc  tgtcagcaag  gcaacaccct  gccctacacc  360

[0669] ttcggcggag  gcaccaagct  ggaaatcacc  ggcggaggcg  gaagtggagg  gggaggatct  420

[0670] ggcggcggag  gctccgaagt  gaagctgcag  gaaagcggcc  ctggcctggt  ggcccctagc  480

[0671] cagagcctgt  ccgtgacctg  taccgtgtcc  ggcgtgtccc  tgcccgacta  cggcgtgtcc  540

[0672] tggatcagac  agccccccag  aaagggcctg  gaatggctgg  gcgtgatctg  gggcagcgag  600

[0673] acaacctact  acaacagcgc  cctgaagtcc  cggctgacca  tcatcaagga  caacagcaag  660

[0674] agccaggtgt  tcctgaagat  gaacagcctg  cagaccgacg  acaccgccat  ctactactgc  720

[0675] gccaagcact  actactacgg  cggcagctac  gccatggact  actggggcca  gggcaccagc  780

[0676] gtgaccgtgt  ccagccatat  ggccctgagc  aacagcatca  tgtacttcag  ccacttcgtg  840

[0677] cccgtgtttc  tgcccgccaa  gcccaccacc  acccctgccc  ctagacctcc  caccccagcc  900

[0678] ccaacaatcg  ccagccagcc  tctgtccctg  aggcccgaag  cctgtagacc  tgctgccggc  960

[0679] ggagccgtgc  acaccagagg  cctggatatc  tacatctggg  cccctctggc  cggcacctgt  1020

[0680] ggcgtgctgc  tgctgagcct  ggtgatcacc  cggtccaagc  ggagcagact  gctgcactcc  1080

[0681] gactacatga  acatgacccc  cagacggcct  ggccccaccc  ggaagcacta  ccagccttac  1140

[0682] gcccctcccc  gggacttcgc  cgcctacaga  agcaagcggg  gcagaaagaa  gctgctgtac  1200

[0683] atcttcaagc  agcccttcat  gcggcccgtg  cagaccaccc  aggaagagga  cggctgcagc  1260

[0684] tgccggttcc  ccgaggaaga  ggaaggcggc  tgcgaactgc  ccaagctgtg  ctacctgctg  1320

[0685] gacggcatcc  tgttcatcta  tggcgtgatc  ctgaccgccc  tgttcctgag  agtgaagttc  1380

[0686] agcagaagcg  ccgacgcccc  tgcctaccag  cagggccaga  accagctgta  caacgagctg  1440

[0687] aacctgggca  gacgggaaga  gtacgacgtg  ctggacaagc  gcagaggccg  ggaccctgag  1500

[0688] atgggcggca  agcctcagcg  gcggaagaac  cctcaggaag  gcctgtataa  cgaactgcag  1560

[0689] aaagacaaga  tggccgaggc  ctacagcgag  atcggcatga  agggcgagcg  gcggagaggc  1620

[0690] aagggccacg  atggcctgta  c  1641

[0691] <210>  41

[0692] <211>  300

[0693] <212>  DNA

[0694] <213>  智人（Homo  sapiens）

[0695] <400>  41

[0696] gtctagaagt  cagattgggg  ttaaagagtc  tgtccgtgat  tgactaacag  tcttaaatac  60

[0697] ttgatttgtt  gttgttgttg  tcctgtttgt  ttaagaactt  tacttcttta  tccaatgaac  120

[0698] ggagtatctt  gtgtcctgga  ccctttgcaa  gaacccttcc  cctagcaaca  gatgcgtcat  180

[0699] ctcaaaatat  ttttctgatt  ggccaaagag  taattgattt  gcattttaat  ggtcagactc  240

[0700] tattacaccc  cacattctct  tttcttttat  tcttgtctgt  tctgcctcac  tcccgagctc  300
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[0701] <210>  42

[0702] <211>  407

[0703] <212>  PRT

[0704] <213> 人工序列

[0705] <220>

[0706] <223>  钩肽

[0707] <400>  42

[0708] Met  His  Arg  Arg  Arg  Ser  Arg  Ser  Cys  Arg  Glu  Asp  Gln  Lys  Pro  Val

[0709] 1               5                   10                  15

[0710] Thr  Gly  Asp  Pro  Ser  Lys  Asp  Ser  Lys  Ala  Gln  Val  Ser  Ala  Ala  Glu

[0711]             20                  25                  30

[0712] Ala  Gly  Ile  Thr  Gly  Thr  Trp  Tyr  Asn  Gln  Leu  Gly  Ser  Thr  Phe  Ile

[0713]         35                  40                  45

[0714] Val  Thr  Ala  Gly  Ala  Asp  Gly  Ala  Leu  Thr  Gly  Thr  Tyr  Glu  Ser  Ala

[0715]     50                  55                  60

[0716] Val  Gly  Asn  Ala  Glu  Ser  Arg  Tyr  Val  Leu  Thr  Gly  Arg  Tyr  Asp  Ser

[0717] 65                  70                  75                  80

[0718] Ala  Pro  Ala  Thr  Asp  Gly  Ser  Gly  Thr  Ala  Leu  Gly  Trp  Thr  Val  Ala

[0719]                 85                  90                  95

[0720] Trp  Lys  Asn  Asn  Tyr  Arg  Asn  Ala  His  Ser  Ala  Thr  Thr  Trp  Ser  Gly

[0721]             100                 105                 110

[0722] Gln  Tyr  Val  Gly  Gly  Ala  Glu  Ala  Arg  Ile  Asn  Thr  Gln  Trp  Leu  Leu

[0723]         115                 120                 125

[0724] Thr  Ser  Gly  Thr  Thr  Glu  Ala  Asn  Ala  Trp  Lys  Ser  Thr  Leu  Val  Gly

[0725]     130                 135                 140

[0726] His  Asp  Thr  Phe  Thr  Lys  Val  Lys  Pro  Ser  Ala  Ala  Ser  Ile  Asp  Ala

[0727] 145                 150                 155                 160

[0728] Ala  Lys  Lys  Ala  Gly  Val  Asn  Asn  Gly  Asn  Pro  Leu  Asp  Ala  Val  Gln

[0729]                 165                 170                 175

[0730] Gln  Val  Asp  Tyr  Pro  Tyr  Asp  Val  Pro  Asp  Tyr  Ala  Val  Gly  Pro  Met

[0731]             180                 185                 190

[0732] Asp  Asp  Gln  Arg  Asp  Leu  Ile  Ser  Asn  Asn  Glu  Gln  Leu  Pro  Met  Leu

[0733]         195                 200                 205

[0734] Gly  Arg  Arg  Pro  Gly  Ala  Pro  Glu  Ser  Lys  Cys  Ser  Arg  Gly  Ala  Leu

[0735]     210                 215                 220

[0736] Tyr  Thr  Gly  Phe  Ser  Ile  Leu  Val  Thr  Leu  Leu  Leu  Ala  Gly  Gln  Ala

[0737] 225                 230                 235                 240

[0738] Thr  Thr  Ala  Tyr  Phe  Leu  Tyr  Gln  Gln  Gln  Gly  Arg  Leu  Asp  Lys  Leu

[0739]                 245                 250                 255
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[0740] Thr  Val  Thr  Ser  Gln  Asn  Leu  Gln  Leu  Glu  Asn  Leu  Arg  Met  Lys  Leu

[0741]             260                 265                 270

[0742] Pro  Lys  Pro  Pro  Lys  Pro  Val  Ser  Lys  Met  Arg  Met  Ala  Thr  Pro  Leu

[0743]         275                 280                 285

[0744] Leu  Met  Gln  Ala  Leu  Pro  Met  Gly  Ala  Leu  Pro  Gln  Gly  Pro  Met  Gln

[0745]     290                 295                 300

[0746] Asn  Ala  Thr  Lys  Tyr  Gly  Asn  Met  Thr  Glu  Asp  His  Val  Met  His  Leu

[0747] 305                 310                 315                 320

[0748] Leu  Gln  Asn  Ala  Asp  Pro  Leu  Lys  Val  Tyr  Pro  Pro  Leu  Lys  Gly  Ser

[0749]                 325                 330                 335

[0750] Phe  Pro  Glu  Asn  Leu  Arg  His  Leu  Lys  Asn  Thr  Met  Glu  Thr  Ile  Asp

[0751]             340                 345                 350

[0752] Trp  Lys  Val  Phe  Glu  Ser  Trp  Met  His  His  Trp  Leu  Leu  Phe  Glu  Met

[0753]         355                 360                 365

[0754] Ser  Arg  His  Ser  Leu  Glu  Gln  Lys  Pro  Thr  Asp  Ala  Pro  Pro  Lys  Glu

[0755]     370                 375                 380

[0756] Ser  Leu  Glu  Leu  Glu  Asp  Pro  Ser  Ser  Gly  Leu  Gly  Val  Thr  Lys  Gln

[0757] 385                 390                 395                 400

[0758] Asp  Leu  Gly  Pro  Val  Pro  Met

[0759]                 405

[0760] <210>  43

[0761] <211>  1224

[0762] <212>  DNA

[0763] <213> 人工序列

[0764] <220>

[0765] <223>  钩序列

[0766] <400>  43

[0767] atgcaccgga  ggagatcacg  ctcttgtagg  gaggaccaga  aacctgtcac  cggtgaccct  60

[0768] agcaaagact  caaaagctca  ggtgtccgct  gccgaggctg  gcattactgg  aacatggtac  120

[0769] aatcagctcg  ggagcacctt  tattgtgact  gctggagccg  atggagccct  caccggaaca  180

[0770] tacgaatctg  ctgtgggaaa  cgccgaatca  cggtacgtcc  tcactggccg  atacgatagt  240

[0771] gcccctgcca  ccgacggatc  tgggactgcc  ctgggatgga  ctgtcgcttg  gaaaaacaac  300

[0772] taccggaatg  ctcattctgc  cacaacatgg  agtggacagt  acgtgggagg  cgctgaggct  360

[0773] agaatcaata  cacagtggct  gctcacatct  ggcacaaccg  aggcaaatgc  ttggaaatcc  420

[0774] accctggtgg  gacatgacac  attcaccaaa  gtgaaaccct  ccgccgcttc  aatcgatgcc  480

[0775] gccaaaaaag  ccggagtcaa  caacggcaat  cctctggatg  ccgtccagca  ggtcgactat  540

[0776] ccgtacgacg  taccagacta  cgcagtcgga  ccgatggacg  atcagaggga  cctcattagc  600

[0777] aacaacgaac  agctgcctat  gctgggacgg  cgacctggag  cccctgaatc  caaatgctct  660

[0778] aggggagcac  tgtacactgg  cttctccatt  ctcgtgacac  tgctgctggc  cgggcaggct  720
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[0779] actactgctt  acttcctgta  ccagcagcag  gggcggctgg  acaaactcac  tgtgacatct  780

[0780] cagaacctcc  agctggaaaa  tctgaggatg  aaactgccca  aaccccctaa  acccgtgtcc  840

[0781] aaaatgagga  tggccacacc  tctgctcatg  caggcactgc  caatgggagc  cctgccccag  900

[0782] gggcccatgc  agaatgccac  caagtatggc  aacatgacag  aggaccatgt  gatgcacctg  960

[0783] ctccagaatg  ctgaccccct  gaaggtgtac  ccgccactga  aggggagctt  cccggagaac  1020

[0784] ctgagacacc  ttaagaacac  catggagacc  atagactgga  aggtctttga  gagctggatg  1080

[0785] caccattggc  tcctgtttga  aatgagcagg  cactccttgg  agcaaaagcc  cactgacgct  1140

[0786] ccaccgaaag  agtcactgga  actggaggac  ccgtcttctg  ggctgggtgt  gaccaagcag  1200

[0787] gatctgggcc  cagtccccat  gtga  1224

[0788] <210>  44

[0789] <211>  574

[0790] <212>  DNA

[0791] <213> 人工序列

[0792] <220>

[0793] <223>  IRES

[0794] <400>  44

[0795] gcccctctcc  ctcccccccc  cctaacgtta  ctggccgaag  ccgcttggaa  taaggccggt  60

[0796] gtgcgtttgt  ctatatgtta  ttttccacca  tattgccgtc  ttttggcaat  gtgagggccc  120

[0797] ggaaacctgg  ccctgtcttc  ttgacgagca  ttcctagggg  tctttcccct  ctcgccaaag  180

[0798] gaatgcaagg  tctgttgaat  gtcgtgaagg  aagcagttcc  tctggaagct  tcttgaagac  240

[0799] aaacaacgtc  tgtagcgacc  ctttgcaggc  agcggaaccc  cccacctggc  gacaggtgcc  300

[0800] tctgcggcca  aaagccacgt  gtataagata  cacctgcaaa  ggcggcacaa  ccccagtgcc  360

[0801] acgttgtgag  ttggatagtt  gtggaaagag  tcaaatggct  ctcctcaagc  gtattcaaca  420

[0802] aggggctgaa  ggatgcccag  aaggtacgcc  attgtatggg  atctgatctg  gggcctcggt  480

[0803] gcacatgctt  tacatgtgtt  tagtcgaggt  taaaaaacgt  ctaggccccc  cgaaccacgg  540

[0804] ggacgtggtt  ttcctttgaa  aaacacgatg  ataa  574

[0805] <210>  45

[0806] <211>  1638

[0807] <212>  DNA

[0808] <213> 人工序列

[0809] <220>

[0810] <223>  CAR

[0811] <400>  45

[0812] atggccctgc  ctgtgacagc  cctgctgctg  cccctggctc  tcctgctgca  tgccgccaga  60

[0813] cccgctagcg  acatccagat  gacccagacc  accagcagcc  tgagcgccag  cctgggcgac  120

[0814] agagtgacca  tcagctgccg  ggccagccag  gacatcagca  agtacctgaa  ctggtatcag  180

[0815] cagaaacccg  acggcaccgt  gaagctgctg  atctaccaca  ccagccggct  ccacagcggc  240

[0816] gtgcccagca  gattttctgg  cagcggcagc  ggcaccgact  acagcctgac  catctccaac  300

[0817] ctggaacagg  aagatatcgc  tacctacttc  tgtcagcaag  gcaacaccct  gccctacacc  360
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[0818] ttcggcggag  gcaccaagct  ggaaatcacc  ggcggaggcg  gaagtggagg  tggaggatct  420

[0819] ggcggcggag  gctccgaagt  gaagctgcag  gaaagcggcc  ctggcctcgt  ggcccctagc  480

[0820] cagagcctgt  ccgtgacctg  taccgtgtcc  ggcgtgtccc  tgcccgacta  cggcgtgtcc  540

[0821] tggatcagac  agcctcccag  aaagggcctg  gaatggctgg  gcgtgatctg  gggcagcgag  600

[0822] acaacctact  acaacagcgc  cctgaagtcc  cggctgacca  tcatcaagga  caacagcaag  660

[0823] agccaggtgt  tcctgaagat  gaacagcctg  cagaccgacg  acaccgccat  ctactactgc  720

[0824] gccaagcact  actactacgg  cggcagctac  gccatggact  actggggcca  gggcaccagc  780

[0825] gtgaccgtgt  ccagccatat  ggccctgagc  aacagcatca  tgtacttcag  ccacttcgtg  840

[0826] cccgtgtttc  tgcccgccaa  gcccaccacc  acccctgccc  ctagacctcc  caccccagcc  900

[0827] ccaacaatcg  ccagccagcc  tctgtccctg  cggcccgaag  cctgtagacc  tgctgccggc  960

[0828] ggagccgtgc  acaccagagg  cctggatatc  tacatctggg  cccctctggc  cggcacctgt  1020

[0829] ggcgtgctgc  tgctgagcct  ggtgatcacc  accggtatgg  acgagaaaac  caccggctgg  1080

[0830] cggggaggcc  acgtggtgga  aggactggcc  ggcgagctgg  aacagctgcg  ggccagactg  1140

[0831] gaacaccacc  cccagggcca  gagagagccc  aagcggggca  gaaagaagct  gctgtacatc  1200

[0832] ttcaagcagc  ccttcatgcg  gcccgtgcag  accacccagg  aagaggacgg  ctgcagctgc  1260

[0833] cggttccccg  aggaagagga  aggcggctgc  gaactgccca  agctgtgcta  cctgctggac  1320

[0834] ggcatcctgt  tcatctacgg  cgtgatcctg  accgccctgt  tcctgagagt  gaagttcagc  1380

[0835] agaagcgccg  acgcccctgc  ctaccagcag  ggccagaacc  agctgtacaa  cgagctgaac  1440

[0836] ctgggcagac  gggaagagta  cgacgtgctg  gacaagcgga  gaggccggga  ccctgagatg  1500

[0837] ggcggcaagc  cccagcggcg  gaagaacccc  caggaaggcc  tgtataacga  actgcagaaa  1560

[0838] gacaagatgg  ccgaggccta  cagcgagatc  ggcatgaagg  gcgagcggcg  gagaggcaag  1620

[0839] ggccacgatg  gcctgtac  1638

[0840] <210>  46

[0841] <211>  546

[0842] <212>  PRT

[0843] <213> 人工序列

[0844] <220>

[0845] <223>  CAR

[0846] <400>  46

[0847] Met  Ala  Leu  Pro  Val  Thr  Ala  Leu  Leu  Leu  Pro  Leu  Ala  Leu  Leu  Leu

[0848] 1               5                   10                  15

[0849] His  Ala  Ala  Arg  Pro  Ala  Ser  Asp  Ile  Gln  Met  Thr  Gln  Thr  Thr  Ser

[0850]             20                  25                  30

[0851] Ser  Leu  Ser  Ala  Ser  Leu  Gly  Asp  Arg  Val  Thr  Ile  Ser  Cys  Arg  Ala

[0852]         35                  40                  45

[0853] Ser  Gln  Asp  Ile  Ser  Lys  Tyr  Leu  Asn  Trp  Tyr  Gln  Gln  Lys  Pro  Asp

[0854]     50                  55                  60

[0855] Gly  Thr  Val  Lys  Leu  Leu  Ile  Tyr  His  Thr  Ser  Arg  Leu  His  Ser  Gly

[0856] 65                  70                  75                  80
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[0857] Val  Pro  Ser  Arg  Phe  Ser  Gly  Ser  Gly  Ser  Gly  Thr  Asp  Tyr  Ser  Leu

[0858]                 85                  90                  95

[0859] Thr  Ile  Ser  Asn  Leu  Glu  Gln  Glu  Asp  Ile  Ala  Thr  Tyr  Phe  Cys  Gln

[0860]             100                 105                 110

[0861] Gln  Gly  Asn  Thr  Leu  Pro  Tyr  Thr  Phe  Gly  Gly  Gly  Thr  Lys  Leu  Glu

[0862]         115                 120                 125

[0863] Ile  Thr  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly

[0864]     130                 135                 140

[0865] Ser  Glu  Val  Lys  Leu  Gln  Glu  Ser  Gly  Pro  Gly  Leu  Val  Ala  Pro  Ser

[0866] 145                 150                 155                 160

[0867] Gln  Ser  Leu  Ser  Val  Thr  Cys  Thr  Val  Ser  Gly  Val  Ser  Leu  Pro  Asp

[0868]                 165                 170                 175

[0869] Tyr  Gly  Val  Ser  Trp  Ile  Arg  Gln  Pro  Pro  Arg  Lys  Gly  Leu  Glu  Trp

[0870]             180                 185                 190

[0871] Leu  Gly  Val  Ile  Trp  Gly  Ser  Glu  Thr  Thr  Tyr  Tyr  Asn  Ser  Ala  Leu

[0872]         195                 200                 205

[0873] Lys  Ser  Arg  Leu  Thr  Ile  Ile  Lys  Asp  Asn  Ser  Lys  Ser  Gln  Val  Phe

[0874]     210                 215                 220

[0875] Leu  Lys  Met  Asn  Ser  Leu  Gln  Thr  Asp  Asp  Thr  Ala  Ile  Tyr  Tyr  Cys

[0876] 225                 230                 235                 240

[0877] Ala  Lys  His  Tyr  Tyr  Tyr  Gly  Gly  Ser  Tyr  Ala  Met  Asp  Tyr  Trp  Gly

[0878]                 245                 250                 255

[0879] Gln  Gly  Thr  Ser  Val  Thr  Val  Ser  Ser  His  Met  Ala  Leu  Ser  Asn  Ser

[0880]             260                 265                 270

[0881] Ile  Met  Tyr  Phe  Ser  His  Phe  Val  Pro  Val  Phe  Leu  Pro  Ala  Lys  Pro

[0882]         275                 280                 285

[0883] Thr  Thr  Thr  Pro  Ala  Pro  Arg  Pro  Pro  Thr  Pro  Ala  Pro  Thr  Ile  Ala

[0884]     290                 295                 300

[0885] Ser  Gln  Pro  Leu  Ser  Leu  Arg  Pro  Glu  Ala  Cys  Arg  Pro  Ala  Ala  Gly

[0886] 305                 310                 315                 320

[0887] Gly  Ala  Val  His  Thr  Arg  Gly  Leu  Asp  Ile  Tyr  Ile  Trp  Ala  Pro  Leu

[0888]                 325                 330                 335

[0889] Ala  Gly  Thr  Cys  Gly  Val  Leu  Leu  Leu  Ser  Leu  Val  Ile  Thr  Thr  Gly

[0890]             340                 345                 350

[0891] Met  Asp  Glu  Lys  Thr  Thr  Gly  Trp  Arg  Gly  Gly  His  Val  Val  Glu  Gly

[0892]         355                 360                 365

[0893] Leu  Ala  Gly  Glu  Leu  Glu  Gln  Leu  Arg  Ala  Arg  Leu  Glu  His  His  Pro

[0894]     370                 375                 380

[0895] Gln  Gly  Gln  Arg  Glu  Pro  Lys  Arg  Gly  Arg  Lys  Lys  Leu  Leu  Tyr  Ile
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[0896] 385                 390                 395                 400

[0897] Phe  Lys  Gln  Pro  Phe  Met  Arg  Pro  Val  Gln  Thr  Thr  Gln  Glu  Glu  Asp

[0898]                 405                 410                 415

[0899] Gly  Cys  Ser  Cys  Arg  Phe  Pro  Glu  Glu  Glu  Glu  Gly  Gly  Cys  Glu  Leu

[0900]             420                 425                 430

[0901] Pro  Lys  Leu  Cys  Tyr  Leu  Leu  Asp  Gly  Ile  Leu  Phe  Ile  Tyr  Gly  Val

[0902]         435                 440                 445

[0903] Ile  Leu  Thr  Ala  Leu  Phe  Leu  Arg  Val  Lys  Phe  Ser  Arg  Ser  Ala  Asp

[0904]     450                 455                 460

[0905] Ala  Pro  Ala  Tyr  Gln  Gln  Gly  Gln  Asn  Gln  Leu  Tyr  Asn  Glu  Leu  Asn

[0906] 465                 470                 475                 480

[0907] Leu  Gly  Arg  Arg  Glu  Glu  Tyr  Asp  Val  Leu  Asp  Lys  Arg  Arg  Gly  Arg

[0908]                 485                 490                 495

[0909] Asp  Pro  Glu  Met  Gly  Gly  Lys  Pro  Gln  Arg  Arg  Lys  Asn  Pro  Gln  Glu

[0910]             500                 505                 510

[0911] Gly  Leu  Tyr  Asn  Glu  Leu  Gln  Lys  Asp  Lys  Met  Ala  Glu  Ala  Tyr  Ser

[0912]         515                 520                 525

[0913] Glu  Ile  Gly  Met  Lys  Gly  Glu  Arg  Arg  Arg  Gly  Lys  Gly  His  Asp  Gly

[0914]     530                 535                 540

[0915] Leu  Tyr

[0916] 545

[0917] <210>  47

[0918] <211>  1638

[0919] <212>  DNA

[0920] <213> 人工序列

[0921] <220>

[0922] <223>  CAR

[0923] <400>  47

[0924] atggccctgc  ctgtgacagc  cctgctgctg  cccctggctc  tcctgctgca  tgccgccaga  60

[0925] cccgctagcg  acatccagat  gacccagacc  accagcagcc  tgagcgccag  cctgggcgac  120

[0926] agagtgacca  tcagctgccg  ggccagccag  gacatcagca  agtacctgaa  ctggtatcag  180

[0927] cagaaacccg  acggcaccgt  gaagctgctg  atctaccaca  ccagccggct  ccacagcggc  240

[0928] gtgcccagca  gattttctgg  cagcggcagc  ggcaccgact  acagcctgac  catctccaac  300

[0929] ctggaacagg  aagatatcgc  tacctacttc  tgtcagcaag  gcaacaccct  gccctacacc  360

[0930] ttcggcggag  gcaccaagct  ggaaatcacc  ggcggaggcg  gaagtggagg  tggaggatct  420

[0931] ggcggcggag  gctccgaagt  gaagctgcag  gaaagcggcc  ctggcctcgt  ggcccctagc  480

[0932] cagagcctgt  ccgtgacctg  taccgtgtcc  ggcgtgtccc  tgcccgacta  cggcgtgtcc  540

[0933] tggatcagac  agcctcccag  aaagggcctg  gaatggctgg  gcgtgatctg  gggcagcgag  600

[0934] acaacctact  acaacagcgc  cctgaagtcc  cggctgacca  tcatcaagga  caacagcaag  660
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[0935] agccaggtgt  tcctgaagat  gaacagcctg  cagaccgacg  acaccgccat  ctactactgc  720

[0936] gccaagcact  actactacgg  cggcagctac  gccatggact  actggggcca  gggcaccagc  780

[0937] gtgaccgtgt  ccagccatat  ggccctgagc  aacagcatca  tgtacttcag  ccacttcgtg  840

[0938] cccgtgtttc  tgcccgccaa  gcccaccacc  acccctgccc  ctagacctcc  caccccagcc  900

[0939] ccaacaatcg  ccagccagcc  tctgtccctg  cggcccgaag  cctgtagacc  tgctgccggc  960

[0940] ggagccgtgc  acaccagagg  cctggatatc  tacatctggg  cccctctggc  cggcacctgt  1020

[0941] ggcgtgctgc  tgctgagcct  ggtgatcaca  aagcggggca  gaaagaagct  gctgtacatc  1080

[0942] ttcaagcagc  ccttcatgcg  gcccgtgcag  accacccagg  aagaggacgg  ctgcagctgc  1140

[0943] cggttccccg  aggaagagga  aggcggctgc  gagctgaccg  gtatggacga  gaaaaccacc  1200

[0944] ggctggcggg  gaggccacgt  ggtggaagga  ctggccggcg  agctggaaca  gctgcgggcc  1260

[0945] agactggaac  accaccccca  gggccagagg  gaacccccca  agctgtgcta  cctgctggac  1320

[0946] ggcatcctgt  tcatctacgg  cgtgatcctg  accgccctgt  tcctgagagt  gaagttcagc  1380

[0947] agaagcgccg  acgcccctgc  ctaccagcag  ggccagaacc  agctgtacaa  cgagctgaac  1440

[0948] ctgggcagac  gggaagagta  cgacgtgctg  gacaagcgga  gaggccggga  ccctgagatg  1500

[0949] ggcggcaagc  cccagcggcg  gaagaacccc  caggaaggcc  tgtataacga  actgcagaaa  1560

[0950] gacaagatgg  ccgaggccta  cagcgagatc  ggcatgaagg  gcgagcggcg  gagaggcaag  1620

[0951] ggccacgatg  gcctgtac  1638

[0952] <210>  48

[0953] <211>  546

[0954] <212>  PRT

[0955] <213> 人工序列

[0956] <220>

[0957] <223>  CAR

[0958] <400>  48

[0959] Met  Ala  Leu  Pro  Val  Thr  Ala  Leu  Leu  Leu  Pro  Leu  Ala  Leu  Leu  Leu

[0960] 1               5                   10                  15

[0961] His  Ala  Ala  Arg  Pro  Ala  Ser  Asp  Ile  Gln  Met  Thr  Gln  Thr  Thr  Ser

[0962]             20                  25                  30

[0963] Ser  Leu  Ser  Ala  Ser  Leu  Gly  Asp  Arg  Val  Thr  Ile  Ser  Cys  Arg  Ala

[0964]         35                  40                  45

[0965] Ser  Gln  Asp  Ile  Ser  Lys  Tyr  Leu  Asn  Trp  Tyr  Gln  Gln  Lys  Pro  Asp

[0966]     50                  55                  60

[0967] Gly  Thr  Val  Lys  Leu  Leu  Ile  Tyr  His  Thr  Ser  Arg  Leu  His  Ser  Gly

[0968] 65                  70                  75                  80

[0969] Val  Pro  Ser  Arg  Phe  Ser  Gly  Ser  Gly  Ser  Gly  Thr  Asp  Tyr  Ser  Leu

[0970]                 85                  90                  95

[0971] Thr  Ile  Ser  Asn  Leu  Glu  Gln  Glu  Asp  Ile  Ala  Thr  Tyr  Phe  Cys  Gln

[0972]             100                 105                 110

[0973] Gln  Gly  Asn  Thr  Leu  Pro  Tyr  Thr  Phe  Gly  Gly  Gly  Thr  Lys  Leu  Glu
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[0974]         115                 120                 125

[0975] Ile  Thr  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly

[0976]     130                 135                 140

[0977] Ser  Glu  Val  Lys  Leu  Gln  Glu  Ser  Gly  Pro  Gly  Leu  Val  Ala  Pro  Ser

[0978] 145                 150                 155                 160

[0979] Gln  Ser  Leu  Ser  Val  Thr  Cys  Thr  Val  Ser  Gly  Val  Ser  Leu  Pro  Asp

[0980]                 165                 170                 175

[0981] Tyr  Gly  Val  Ser  Trp  Ile  Arg  Gln  Pro  Pro  Arg  Lys  Gly  Leu  Glu  Trp

[0982]             180                 185                 190

[0983] Leu  Gly  Val  Ile  Trp  Gly  Ser  Glu  Thr  Thr  Tyr  Tyr  Asn  Ser  Ala  Leu

[0984]         195                 200                 205

[0985] Lys  Ser  Arg  Leu  Thr  Ile  Ile  Lys  Asp  Asn  Ser  Lys  Ser  Gln  Val  Phe

[0986]     210                 215                 220

[0987] Leu  Lys  Met  Asn  Ser  Leu  Gln  Thr  Asp  Asp  Thr  Ala  Ile  Tyr  Tyr  Cys

[0988] 225                 230                 235                 240

[0989] Ala  Lys  His  Tyr  Tyr  Tyr  Gly  Gly  Ser  Tyr  Ala  Met  Asp  Tyr  Trp  Gly

[0990]                 245                 250                 255

[0991] Gln  Gly  Thr  Ser  Val  Thr  Val  Ser  Ser  His  Met  Ala  Leu  Ser  Asn  Ser

[0992]             260                 265                 270

[0993] Ile  Met  Tyr  Phe  Ser  His  Phe  Val  Pro  Val  Phe  Leu  Pro  Ala  Lys  Pro

[0994]         275                 280                 285

[0995] Thr  Thr  Thr  Pro  Ala  Pro  Arg  Pro  Pro  Thr  Pro  Ala  Pro  Thr  Ile  Ala

[0996]     290                 295                 300

[0997] Ser  Gln  Pro  Leu  Ser  Leu  Arg  Pro  Glu  Ala  Cys  Arg  Pro  Ala  Ala  Gly

[0998] 305                 310                 315                 320

[0999] Gly  Ala  Val  His  Thr  Arg  Gly  Leu  Asp  Ile  Tyr  Ile  Trp  Ala  Pro  Leu

[1000]                 325                 330                 335

[1001] Ala  Gly  Thr  Cys  Gly  Val  Leu  Leu  Leu  Ser  Leu  Val  Ile  Thr  Lys  Arg

[1002]             340                 345                 350

[1003] Gly  Arg  Lys  Lys  Leu  Leu  Tyr  Ile  Phe  Lys  Gln  Pro  Phe  Met  Arg  Pro

[1004]         355                 360                 365

[1005] Val  Gln  Thr  Thr  Gln  Glu  Glu  Asp  Gly  Cys  Ser  Cys  Arg  Phe  Pro  Glu

[1006]     370                 375                 380

[1007] Glu  Glu  Glu  Gly  Gly  Cys  Glu  Leu  Thr  Gly  Met  Asp  Glu  Lys  Thr  Thr

[1008] 385                 390                 395                 400

[1009] Gly  Trp  Arg  Gly  Gly  His  Val  Val  Glu  Gly  Leu  Ala  Gly  Glu  Leu  Glu

[1010]                 405                 410                 415

[1011] Gln  Leu  Arg  Ala  Arg  Leu  Glu  His  His  Pro  Gln  Gly  Gln  Arg  Glu  Pro

[1012]             420                 425                 430
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[1013] Pro  Lys  Leu  Cys  Tyr  Leu  Leu  Asp  Gly  Ile  Leu  Phe  Ile  Tyr  Gly  Val

[1014]         435                 440                 445

[1015] Ile  Leu  Thr  Ala  Leu  Phe  Leu  Arg  Val  Lys  Phe  Ser  Arg  Ser  Ala  Asp

[1016]     450                 455                 460

[1017] Ala  Pro  Ala  Tyr  Gln  Gln  Gly  Gln  Asn  Gln  Leu  Tyr  Asn  Glu  Leu  Asn

[1018] 465                 470                 475                 480

[1019] Leu  Gly  Arg  Arg  Glu  Glu  Tyr  Asp  Val  Leu  Asp  Lys  Arg  Arg  Gly  Arg

[1020]                 485                 490                 495

[1021] Asp  Pro  Glu  Met  Gly  Gly  Lys  Pro  Gln  Arg  Arg  Lys  Asn  Pro  Gln  Glu

[1022]             500                 505                 510

[1023] Gly  Leu  Tyr  Asn  Glu  Leu  Gln  Lys  Asp  Lys  Met  Ala  Glu  Ala  Tyr  Ser

[1024]         515                 520                 525

[1025] Glu  Ile  Gly  Met  Lys  Gly  Glu  Arg  Arg  Arg  Gly  Lys  Gly  His  Asp  Gly

[1026]     530                 535                 540

[1027] Leu  Tyr

[1028] 545

[1029] <210>  49

[1030] <211>  1638

[1031] <212>  DNA

[1032] <213> 人工序列

[1033] <220>

[1034] <223>  CAR

[1035] <400>  49

[1036] atggccctgc  ctgtgacagc  cctgctgctg  cccctggctc  tcctgctgca  tgccgccaga  60

[1037] cccgctagcg  acatccagat  gacccagacc  accagcagcc  tgagcgccag  cctgggcgac  120

[1038] agagtgacca  tcagctgccg  ggccagccag  gacatcagca  agtacctgaa  ctggtatcag  180

[1039] cagaaacccg  acggcaccgt  gaagctgctg  atctaccaca  ccagccggct  ccacagcggc  240

[1040] gtgcccagca  gattttctgg  cagcggcagc  ggcaccgact  acagcctgac  catctccaac  300

[1041] ctggaacagg  aagatatcgc  tacctacttc  tgtcagcaag  gcaacaccct  gccctacacc  360

[1042] ttcggcggag  gcaccaagct  ggaaatcacc  ggcggaggcg  gaagtggagg  tggaggatct  420

[1043] ggcggcggag  gctccgaagt  gaagctgcag  gaaagcggcc  ctggcctcgt  ggcccctagc  480

[1044] cagagcctgt  ccgtgacctg  taccgtgtcc  ggcgtgtccc  tgcccgacta  cggcgtgtcc  540

[1045] tggatcagac  agcctcccag  aaagggcctg  gaatggctgg  gcgtgatctg  gggcagcgag  600

[1046] acaacctact  acaacagcgc  cctgaagtcc  cggctgacca  tcatcaagga  caacagcaag  660

[1047] agccaggtgt  tcctgaagat  gaacagcctg  cagaccgacg  acaccgccat  ctactactgc  720

[1048] gccaagcact  actactacgg  cggcagctac  gccatggact  actggggcca  gggcaccagc  780

[1049] gtgaccgtgt  ccagccatat  ggccctgagc  aacagcatca  tgtacttcag  ccacttcgtg  840

[1050] cccgtgtttc  tgcccgccaa  gcccaccacc  acccctgccc  ctagacctcc  caccccagcc  900

[1051] ccaacaatcg  ccagccagcc  tctgtccctg  cggcccgaag  cctgtagacc  tgctgccggc  960
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[1052] ggagccgtgc  acaccagagg  cctggatatc  tacatctggg  cccctctggc  cggcacctgt  1020

[1053] ggcgtgctgc  tgctgagcct  ggtgatcaca  aagcggggca  gaaagaagct  gctgtacatc  1080

[1054] ttcaagcagc  ccttcatgcg  gcccgtgcag  accacccagg  aagaggacgg  ctgcagctgc  1140

[1055] cggttccccg  aggaagagga  aggcggctgc  gaactgccca  agctgtgcta  cctgctggac  1200

[1056] ggcatcctgt  tcatctacgg  cgtgatcctg  accgccctgt  tcctgagagt  gaagttcagc  1260

[1057] agaagcgccg  acgcccctgc  ctaccagcag  ggccagaacc  agctgtacaa  cgagctgaac  1320

[1058] ctgggcagac  gggaagagta  cgacgtgctg  gacaagcgga  gaggccggga  ccctgagatg  1380

[1059] ggcggcaagc  cccagcggcg  gaagaacccc  caggaaggcc  tgtataacga  actgcagaaa  1440

[1060] gacaagatgg  ccgaggccta  cagcgagatc  ggcatgaagg  gcgagcggcg  gagaggcaag  1500

[1061] ggccacgatg  gcctgtacac  cggtatggac  gagaaaacca  ccggctggcg  gggaggccac  1560

[1062] gtggtggaag  gactggccgg  cgagctggaa  cagctgcggg  ccagactgga  acaccacccc  1620

[1063] cagggccaga  gggaaccc  1638

[1064] <210>  50

[1065] <211>  546

[1066] <212>  PRT

[1067] <213> 人工序列

[1068] <220>

[1069] <223>  CAR

[1070] <400>  50

[1071] Met  Ala  Leu  Pro  Val  Thr  Ala  Leu  Leu  Leu  Pro  Leu  Ala  Leu  Leu  Leu

[1072] 1               5                   10                  15

[1073] His  Ala  Ala  Arg  Pro  Ala  Ser  Asp  Ile  Gln  Met  Thr  Gln  Thr  Thr  Ser

[1074]             20                  25                  30

[1075] Ser  Leu  Ser  Ala  Ser  Leu  Gly  Asp  Arg  Val  Thr  Ile  Ser  Cys  Arg  Ala

[1076]         35                  40                  45

[1077] Ser  Gln  Asp  Ile  Ser  Lys  Tyr  Leu  Asn  Trp  Tyr  Gln  Gln  Lys  Pro  Asp

[1078]     50                  55                  60

[1079] Gly  Thr  Val  Lys  Leu  Leu  Ile  Tyr  His  Thr  Ser  Arg  Leu  His  Ser  Gly

[1080] 65                  70                  75                  80

[1081] Val  Pro  Ser  Arg  Phe  Ser  Gly  Ser  Gly  Ser  Gly  Thr  Asp  Tyr  Ser  Leu

[1082]                 85                  90                  95

[1083] Thr  Ile  Ser  Asn  Leu  Glu  Gln  Glu  Asp  Ile  Ala  Thr  Tyr  Phe  Cys  Gln

[1084]             100                 105                 110

[1085] Gln  Gly  Asn  Thr  Leu  Pro  Tyr  Thr  Phe  Gly  Gly  Gly  Thr  Lys  Leu  Glu

[1086]         115                 120                 125

[1087] Ile  Thr  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly

[1088]     130                 135                 140

[1089] Ser  Glu  Val  Lys  Leu  Gln  Glu  Ser  Gly  Pro  Gly  Leu  Val  Ala  Pro  Ser

[1090] 145                 150                 155                 160
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[1091] Gln  Ser  Leu  Ser  Val  Thr  Cys  Thr  Val  Ser  Gly  Val  Ser  Leu  Pro  Asp

[1092]                 165                 170                 175

[1093] Tyr  Gly  Val  Ser  Trp  Ile  Arg  Gln  Pro  Pro  Arg  Lys  Gly  Leu  Glu  Trp

[1094]             180                 185                 190

[1095] Leu  Gly  Val  Ile  Trp  Gly  Ser  Glu  Thr  Thr  Tyr  Tyr  Asn  Ser  Ala  Leu

[1096]         195                 200                 205

[1097] Lys  Ser  Arg  Leu  Thr  Ile  Ile  Lys  Asp  Asn  Ser  Lys  Ser  Gln  Val  Phe

[1098]     210                 215                 220

[1099] Leu  Lys  Met  Asn  Ser  Leu  Gln  Thr  Asp  Asp  Thr  Ala  Ile  Tyr  Tyr  Cys

[1100] 225                 230                 235                 240

[1101] Ala  Lys  His  Tyr  Tyr  Tyr  Gly  Gly  Ser  Tyr  Ala  Met  Asp  Tyr  Trp  Gly

[1102]                 245                 250                 255

[1103] Gln  Gly  Thr  Ser  Val  Thr  Val  Ser  Ser  His  Met  Ala  Leu  Ser  Asn  Ser

[1104]             260                 265                 270

[1105] Ile  Met  Tyr  Phe  Ser  His  Phe  Val  Pro  Val  Phe  Leu  Pro  Ala  Lys  Pro

[1106]         275                 280                 285

[1107] Thr  Thr  Thr  Pro  Ala  Pro  Arg  Pro  Pro  Thr  Pro  Ala  Pro  Thr  Ile  Ala

[1108]     290                 295                 300

[1109] Ser  Gln  Pro  Leu  Ser  Leu  Arg  Pro  Glu  Ala  Cys  Arg  Pro  Ala  Ala  Gly

[1110] 305                 310                 315                 320

[1111] Gly  Ala  Val  His  Thr  Arg  Gly  Leu  Asp  Ile  Tyr  Ile  Trp  Ala  Pro  Leu

[1112]                 325                 330                 335

[1113] Ala  Gly  Thr  Cys  Gly  Val  Leu  Leu  Leu  Ser  Leu  Val  Ile  Thr  Lys  Arg

[1114]             340                 345                 350

[1115] Gly  Arg  Lys  Lys  Leu  Leu  Tyr  Ile  Phe  Lys  Gln  Pro  Phe  Met  Arg  Pro

[1116]         355                 360                 365

[1117] Val  Gln  Thr  Thr  Gln  Glu  Glu  Asp  Gly  Cys  Ser  Cys  Arg  Phe  Pro  Glu

[1118]     370                 375                 380

[1119] Glu  Glu  Glu  Gly  Gly  Cys  Glu  Leu  Pro  Lys  Leu  Cys  Tyr  Leu  Leu  Asp

[1120] 385                 390                 395                 400

[1121] Gly  Ile  Leu  Phe  Ile  Tyr  Gly  Val  Ile  Leu  Thr  Ala  Leu  Phe  Leu  Arg

[1122]                 405                 410                 415

[1123] Val  Lys  Phe  Ser  Arg  Ser  Ala  Asp  Ala  Pro  Ala  Tyr  Gln  Gln  Gly  Gln

[1124]             420                 425                 430

[1125] Asn  Gln  Leu  Tyr  Asn  Glu  Leu  Asn  Leu  Gly  Arg  Arg  Glu  Glu  Tyr  Asp

[1126]         435                 440                 445

[1127] Val  Leu  Asp  Lys  Arg  Arg  Gly  Arg  Asp  Pro  Glu  Met  Gly  Gly  Lys  Pro

[1128]     450                 455                 460

[1129] Gln  Arg  Arg  Lys  Asn  Pro  Gln  Glu  Gly  Leu  Tyr  Asn  Glu  Leu  Gln  Lys
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[1130] 465                 470                 475                 480

[1131] Asp  Lys  Met  Ala  Glu  Ala  Tyr  Ser  Glu  Ile  Gly  Met  Lys  Gly  Glu  Arg

[1132]                 485                 490                 495

[1133] Arg  Arg  Gly  Lys  Gly  His  Asp  Gly  Leu  Tyr  Thr  Gly  Met  Asp  Glu  Lys

[1134]             500                 505                 510

[1135] Thr  Thr  Gly  Trp  Arg  Gly  Gly  His  Val  Val  Glu  Gly  Leu  Ala  Gly  Glu

[1136]         515                 520                 525

[1137] Leu  Glu  Gln  Leu  Arg  Ala  Arg  Leu  Glu  His  His  Pro  Gln  Gly  Gln  Arg

[1138]     530                 535                 540

[1139] Glu  Pro

[1140] 545

[1141] <210>  51

[1142] <211>  506

[1143] <212>  PRT

[1144] <213> 人工序列

[1145] <220>

[1146] <223>  CAR

[1147] <400>  51

[1148] Met  Ala  Leu  Pro  Val  Thr  Ala  Leu  Leu  Leu  Pro  Leu  Ala  Leu  Leu  Leu

[1149] 1               5                   10                  15

[1150] His  Ala  Ala  Arg  Pro  Ala  Ser  Asp  Ile  Gln  Met  Thr  Gln  Thr  Thr  Ser

[1151]             20                  25                  30

[1152] Ser  Leu  Ser  Ala  Ser  Leu  Gly  Asp  Arg  Val  Thr  Ile  Ser  Cys  Arg  Ala

[1153]         35                  40                  45

[1154] Ser  Gln  Asp  Ile  Ser  Lys  Tyr  Leu  Asn  Trp  Tyr  Gln  Gln  Lys  Pro  Asp

[1155]     50                  55                  60

[1156] Gly  Thr  Val  Lys  Leu  Leu  Ile  Tyr  His  Thr  Ser  Arg  Leu  His  Ser  Gly

[1157] 65                  70                  75                  80

[1158] Val  Pro  Ser  Arg  Phe  Ser  Gly  Ser  Gly  Ser  Gly  Thr  Asp  Tyr  Ser  Leu

[1159]                 85                  90                  95

[1160] Thr  Ile  Ser  Asn  Leu  Glu  Gln  Glu  Asp  Ile  Ala  Thr  Tyr  Phe  Cys  Gln

[1161]             100                 105                 110

[1162] Gln  Gly  Asn  Thr  Leu  Pro  Tyr  Thr  Phe  Gly  Gly  Gly  Thr  Lys  Leu  Glu

[1163]         115                 120                 125

[1164] Ile  Thr  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly

[1165]     130                 135                 140

[1166] Ser  Glu  Val  Lys  Leu  Gln  Glu  Ser  Gly  Pro  Gly  Leu  Val  Ala  Pro  Ser

[1167] 145                 150                 155                 160

[1168] Gln  Ser  Leu  Ser  Val  Thr  Cys  Thr  Val  Ser  Gly  Val  Ser  Leu  Pro  Asp
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[1169]                 165                 170                 175

[1170] Tyr  Gly  Val  Ser  Trp  Ile  Arg  Gln  Pro  Pro  Arg  Lys  Gly  Leu  Glu  Trp

[1171]             180                 185                 190

[1172] Leu  Gly  Val  Ile  Trp  Gly  Ser  Glu  Thr  Thr  Tyr  Tyr  Asn  Ser  Ala  Leu

[1173]         195                 200                 205

[1174] Lys  Ser  Arg  Leu  Thr  Ile  Ile  Lys  Asp  Asn  Ser  Lys  Ser  Gln  Val  Phe

[1175]     210                 215                 220

[1176] Leu  Lys  Met  Asn  Ser  Leu  Gln  Thr  Asp  Asp  Thr  Ala  Ile  Tyr  Tyr  Cys

[1177] 225                 230                 235                 240

[1178] Ala  Lys  His  Tyr  Tyr  Tyr  Gly  Gly  Ser  Tyr  Ala  Met  Asp  Tyr  Trp  Gly

[1179]                 245                 250                 255

[1180] Gln  Gly  Thr  Ser  Val  Thr  Val  Ser  Ser  His  Met  Ala  Leu  Ser  Asn  Ser

[1181]             260                 265                 270

[1182] Ile  Met  Tyr  Phe  Ser  His  Phe  Val  Pro  Val  Phe  Leu  Pro  Ala  Lys  Pro

[1183]         275                 280                 285

[1184] Thr  Thr  Thr  Pro  Ala  Pro  Arg  Pro  Pro  Thr  Pro  Ala  Pro  Thr  Ile  Ala

[1185]     290                 295                 300

[1186] Ser  Gln  Pro  Leu  Ser  Leu  Arg  Pro  Glu  Ala  Cys  Arg  Pro  Ala  Ala  Gly

[1187] 305                 310                 315                 320

[1188] Gly  Ala  Val  His  Thr  Arg  Gly  Leu  Asp  Ile  Tyr  Ile  Trp  Ala  Pro  Leu

[1189]                 325                 330                 335

[1190] Ala  Gly  Thr  Cys  Gly  Val  Leu  Leu  Leu  Ser  Leu  Val  Ile  Thr  Lys  Arg

[1191]             340                 345                 350

[1192] Gly  Arg  Lys  Lys  Leu  Leu  Tyr  Ile  Phe  Lys  Gln  Pro  Phe  Met  Arg  Pro

[1193]         355                 360                 365

[1194] Val  Gln  Thr  Thr  Gln  Glu  Glu  Asp  Gly  Cys  Ser  Cys  Arg  Phe  Pro  Glu

[1195]     370                 375                 380

[1196] Glu  Glu  Glu  Gly  Gly  Cys  Glu  Leu  Pro  Lys  Leu  Cys  Tyr  Leu  Leu  Asp

[1197] 385                 390                 395                 400

[1198] Gly  Ile  Leu  Phe  Ile  Tyr  Gly  Val  Ile  Leu  Thr  Ala  Leu  Phe  Leu  Arg

[1199]                 405                 410                 415

[1200] Val  Lys  Phe  Ser  Arg  Ser  Ala  Asp  Ala  Pro  Ala  Tyr  Gln  Gln  Gly  Gln

[1201]             420                 425                 430

[1202] Asn  Gln  Leu  Tyr  Asn  Glu  Leu  Asn  Leu  Gly  Arg  Arg  Glu  Glu  Tyr  Asp

[1203]         435                 440                 445

[1204] Val  Leu  Asp  Lys  Arg  Arg  Gly  Arg  Asp  Pro  Glu  Met  Gly  Gly  Lys  Pro

[1205]     450                 455                 460

[1206] Gln  Arg  Arg  Lys  Asn  Pro  Gln  Glu  Gly  Leu  Tyr  Asn  Glu  Leu  Gln  Lys

[1207] 465                 470                 475                 480
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[1208] Asp  Lys  Met  Ala  Glu  Ala  Tyr  Ser  Glu  Ile  Gly  Met  Lys  Gly  Glu  Arg

[1209]                 485                 490                 495

[1210] Arg  Arg  Gly  Lys  Gly  His  Asp  Gly  Leu  Tyr

[1211]             500                 505

[1212] <210>  52

[1213] <211>  27

[1214] <212>  DNA

[1215] <213> 人工序列

[1216] <220>

[1217] <223>  探针

[1218] <400>  52

[1219] aaccattagg  agtagcaccc  accaagg  27
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图1

说　明　书　附　图 1/11 页
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图2
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图3

说　明　书　附　图 3/11 页
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图4

说　明　书　附　图 4/11 页
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图5
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图6

说　明　书　附　图 6/11 页
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图7

说　明　书　附　图 7/11 页
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图8

说　明　书　附　图 8/11 页
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图9

说　明　书　附　图 9/11 页
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图10

说　明　书　附　图 10/11 页
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图11

说　明　书　附　图 11/11 页
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