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(57)摘要

本发明涉及双特异性T细胞活化性抗原结合

分子。本发明一般涉及用于T细胞活化和对特定

靶细胞重定向的新颖双特异性抗原结合分子。另

外，本发明涉及编码此类双特异性抗原结合分子

的多核苷酸，和包含此类多核苷酸的载体和宿主

细胞。本发明进一步涉及用于生成本发明双特异

性抗原结合分子的方法，以及在疾病治疗中使用

这些双特异性抗原结合分子的方法。
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1.一种T细胞活化性双特异性抗原结合分子，其包含

(i)第一抗原结合模块，它是能够特异性结合CD3的Fab分子，包含至少一个选自SEQ  ID 

NO:4，SEQ  ID  NO:5和SEQ  ID  NO:6的重链互补决定区(CDR)和至少一个选自SEQ  ID  NO:8，

SEQ  ID  NO:9和SEQ  ID  NO:10的轻链CDR；

(ii)第二抗原结合模块，它是能够特异性结合靶细胞抗原的Fab分子。

2.一种T细胞活化性双特异性抗原结合分子，其包含

(i)第一抗原结合模块，它是能够特异性结合CD3的Fab分子，包含SEQ  ID  NO:4的重链

互补决定区(CDR)1，SEQ  ID  NO:5的重链CDR  2，SEQ  ID  NO:6的重链CDR  3，SEQ  ID  NO:8的

轻链CDR  1，SEQ  ID  NO:9的轻链CDR  2和SEQ  ID  NO:10的轻链CDR  3，其中所述第一抗原结

合模块是交换Fab分子，其中Fab轻链和Fab重链的可变或恒定区任一，特别是恒定区是交换

的；

(ii)第二和第三抗原结合模块，它们各自是能够特异性结合CEA的Fab分子，包含SEQ 

ID  NO:24的重链CDR  1，SEQ  ID  NO:25的重链CDR  2，SEQ  ID  NO:26的重链CDR  3，SEQ  ID 

NO:28的轻链CDR  1，SEQ  ID  NO:29的轻链CDR  2和SEQ  ID  NO:30的轻链CDR  3。

3.一种T细胞活化性双特异性抗原结合分子，其包含

(i)第一抗原结合模块，它是能够特异性结合CD3的Fab分子，包含SEQ  ID  NO:4的重链

互补决定区(CDR)1，SEQ  ID  NO:5的重链CDR  2，SEQ  ID  NO:6的重链CDR  3，SEQ  ID  NO:8的

轻链CDR  1，SEQ  ID  NO:9的轻链CDR  2和SEQ  ID  NO:10的轻链CDR  3，其中所述第一抗原结

合模块是交换Fab分子，其中Fab轻链和Fab重链的可变或恒定区任一，特别是恒定区是交换

的；

(ii)第二和第三抗原结合模块，它们各自是能够特异性结合MCSP的Fab分子，包含SEQ 

ID  NO:14的重链CDR  1，SEQ  ID  NO:15的重链CDR  2，SEQ  ID  NO:16的重链CDR  3，SEQ  ID 

NO:18的轻链CDR  1，SEQ  ID  NO:19的轻链CDR  2和SEQ  ID  NO:20的轻链CDR  3。

4.一种分离的多核苷酸，其编码权利要求1至3中任一项的T细胞活化性双特异性抗原

结合分子或其片段。

5.一种多肽，其由权利要求4的多核苷酸编码。

6.一种载体，特别是表达载体，其包含权利要求4的多核苷酸。

7.一种宿主细胞，其包含权利要求4的多核苷酸或权利要求6的载体。

8.一种生成能够特异性结合CD3和靶细胞抗原的T细胞活化性双特异性抗原结合分子

的方法，其包括下述步骤：

a)在适合于表达所述T细胞活化性双特异性抗原结合分子的条件下培养权利要求7的

宿主细胞，并

b)回收所述T细胞活化性双特异性抗原结合分子。

9.一种药物组合物，其包含权利要求1至3中任一项的T细胞活化性双特异性抗原结合

分子和药学可接受载剂。

10.权利要求1至3中任一项的T细胞活化性双特异性抗原结合分子在制备用于治疗有

所需要的个体中的疾病的药物中的用途。
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双特异性T细胞活化性抗原结合分子

[0001] 本申请是申请日为2014年2月24日、中国申请号为201480005567 .6、发明名称为

“双特异性T细胞活化性抗原结合分子”的发明申请的分案申请。

发明领域

[0002] 本发明一般涉及用于活化T细胞的双特异性抗原结合分子。另外，本发明涉及编码

此类双特异性抗原结合分子的多核苷酸，以及包含此类多核苷酸的载体和宿主细胞。本发

明进一步涉及用于生成本发明双特异性抗原结合分子的方法，以及在疾病治疗中使用这些

双特异性抗原结合分子的方法。

[0003] 发明背景

[0004] 在多种临床背景中常常期望选择性破坏个别细胞或特定细胞类型。例如，特异性

破坏肿瘤细胞而使健康细胞和组织保持完整且不受损是癌症疗法的首要目的。

[0005] 实现这点的一种有吸引力的方式是通过诱导针对肿瘤的免疫应答，使得免疫效应

细胞诸如天然杀伤(NK)细胞或细胞毒性T淋巴细胞(CTL)攻击并破坏肿瘤细胞。CTL构成免

疫系统最有力的效应细胞，然而它们不能通过由常规治疗性抗体的Fc域介导的效应器机制

来激活。

[0006] 在此点上，最近数年对双特异性抗体变得感兴趣，其设计为用一个“臂”结合靶细

胞上的表面抗原，而用第二个“臂”结合T细胞受体(TCR)复合物的活化性的、不变的组分。此

类抗体对其两种靶物的同时结合会迫使靶细胞和T细胞之间的暂时相互作用，引起任何细

胞毒性T细胞活化和随后的靶细胞裂解。因此，免疫应答重定向于靶细胞，而且不依赖于靶

细胞的肽抗原呈递或T细胞的特异性，其对于CTL的正常MHC限制性活化会是相关的。在此背

景中，至关重要的是CTL仅在靶细胞向其呈递双特异性抗体时活化，即模拟免疫突触。特别

期望的是不需要淋巴细胞预条件化或共刺激来引发靶细胞有效裂解的双特异性抗体。

[0007] 已开发出数种双特异性抗体形式并研究了它们对调查中的T细胞介导的免疫疗法

的适宜性。其中，所谓的BiTE(双特异性T细胞衔接物(engager))分子已得到非常好的表征，

而且在临床中已显示出一些前景(综述见Nagorsen和 Exp  Cell  Res  317 ,1255-

1260(2011))。BiTE是串联scFv分子，其中两个scFv分子通过柔性接头融合。针对T细胞衔接

评估的其它双特异性形式包括双抗体(Holliger等,Prot  Eng  9,299-305(1996))及其衍生

物，诸如串联双抗体(Kipriyanov等,J  Mol  Biol  293,41-66(1999))。一项最近的进展是所

谓的DART(双重亲和力重靶向)分子，它们基于双抗体形式但特征在于实现额外稳定化的C

端二硫桥(Moore等,Blood  117,4542-51(2011))。所谓的triomab(它们是完整杂合小鼠/大

鼠IgG分子，而且目前亦在临床试验中进行评估)代表了尺寸更大的形式(综述于Seimetz

等,Cancer  Treat  Rev  36,458-467(2010))。

[0008] 正在开发的多种形式显示免疫疗法中归因于T细胞重定向和活化的极大潜力。然

而，生成对此合适的双特异性抗体的任务绝不是微不足道的，而是牵涉到许多必须满足的

与抗体功效、毒性、适用性和生产能力有关的挑战。

[0009] 小构建体诸如例如BiTE分子(尽管能够有效交联效应器和靶细胞)具有非常短的
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血清半衰期，从而需要通过连续输注对患者施用它们。另一方面，IgG样形式(尽管具有长半

衰期的极大益处)受制于与IgG分子固有的天然效应器功能有关的毒性。它们的免疫原性潜

力构成了成功治疗性开发的IgG样双特异性抗体(尤其是非人形式)的另一个不利特征。最

后，双特异性抗体的一般开发中的一项主要挑战是以临床充足的数量和纯度生产双特异性

抗体构建体，原因自傲与具有不同特异性的抗体重和轻链在共表达后的错配，这降低了正

确装配的构建体的产率且导致许多无功能的副产物，而期望的双特异性抗体可能难以与之

分开。

[0010] 鉴于与目前可获得用于T细胞介导的免疫疗法的双特异性抗体有关的难点和缺

点，仍然存在对此类分子的新的改进形式的需要。本发明提供设计用于T细胞活化和重定向

的双特异性抗原结合分子，其组合了优良的功效和生产能力与较低的毒性和有利的药动学

特性。

[0011] 发明概述

[0012] 在第一个方面，本发明提供一种T细胞活化性双特异性抗原结合分子，其包含

[0013] (i)第一抗原结合模块，它是能够特异性结合CD3的Fab分子，包含至少一个选自

SEQ  ID  NO:4，SEQ  ID  NO:5和SEQ  ID  NO:6的重链互补决定区(CDR)和至少一个选自SEQ  ID 

NO:8，SEQ  ID  NO:9和SEQ  ID  NO:10的轻链CDR；

[0014] (ii)第二抗原结合模块，它是能够特异性结合靶细胞抗原的Fab分子。

[0015] 在一个实施方案中，所述第一抗原结合模块(它是能够特异性结合CD3的Fab分子)

包含包含与选自SEQ  ID  NO:3，SEQ  ID  NO:32和SEQ  ID  NO:33的氨基酸序列至少约95％，

96％，97％，98％，99％或100％相同的氨基酸序列的重链可变区和包含与选自SEQ  ID  NO:7

和SEQ  ID  NO:31的氨基酸序列至少约95％，96％，97％，98％，99％或100％相同的氨基酸序

列的轻链可变区。

[0016] 在一个实施方案中，所述第一抗原结合模块(它是能够特异性结合CD3的Fab分子)

包含包含与SEQ  ID  NO:3的氨基酸序列至少约95％，96％，97％，98％，99％或100％相同的

氨基酸序列的重链可变区和包含与SEQ  ID  NO:7的氨基酸序列至少约95％，96％，97％，

98％，99％或100％相同的氨基酸序列的轻链可变区。

[0017] 在一个特定的实施方案中，所述第二抗原结合模块能够特异性结合癌胚抗原

(CEA，CEACAM5)且包含至少一个选自SEQ  ID  NO:24，SEQ  ID  NO:25和SEQ  ID  NO:26的重链

互补决定区(CDR)和至少一个选自SEQ  ID  NO:28，SEQ  ID  NO:29和SEQ  ID  NO:30的轻链

CDR。

[0018] 在另一个特定的实施方案中，所述第二抗原结合模块能够特异性结合CEA且包含

包含与SEQ  ID  NO:23的氨基酸序列至少约95％，96％，97％，98％，99％或100％相同的氨基

酸序列的重链可变区和包含与SEQ  ID  NO:27的氨基酸序列至少约95％，96％，97％，98％，

99％或100％相同的氨基酸序列的轻链可变区。

[0019] 在另一个特定的实施方案中，所述第二抗原结合模块能够特异性结合MCSP

(CSPG4)且包含至少一个选自SEQ  ID  NO:14，SEQ  ID  NO:15，SEQ  ID  NO:16，SEQ  ID  NO:35，

SEQ  ID  NO:37，SEQ  ID  NO:38和SEQ  ID  NO:40的重链互补决定区(CDR)和至少一个选自SEQ 

ID  NO:18，SEQ  ID  NO:19，SEQ  ID  NO:20，SEQ  ID  NO:44，SEQ  ID  NO:45，SEQ  ID  NO:48，SEQ 

ID  NO:49和SEQ  ID  NO:50的轻链CDR。
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[0020] 在另一个特定的实施方案中，所述第二抗原结合模块能够特异性结合黑素瘤相关

硫酸软骨素蛋白聚糖(MCSP，CSPG4)且包含至少一个选自SEQ  ID  NO:14，SEQ  ID  NO:15和

SEQ  ID  NO:16的重链互补决定区(CDR)和至少一个选自SEQ  ID  NO:18，SEQ  ID  NO:19和SEQ 

ID  NO:20的轻链CDR。

[0021] 在另一个特定的实施方案中，所述第二抗原结合模块能够特异性结合MCSP且包含

包含与选自SEQ  ID  NO:13，SEQ  ID  NO:34，SEQ  ID  NO:36，SEQ  ID  NO:39和SEQ  ID  NO:41的

氨基酸序列至少约95％，96％，97％，98％，99％或100％相同的氨基酸序列的重链可变区和

包含与选自SEQ  ID  NO:17，SEQ  ID  NO:43，SEQ  ID  NO:46，SEQ  ID  NO:47和SEQ  ID  NO:51的

氨基酸序列至少约95％，96％，97％，98％，99％或100％相同的氨基酸序列的轻链可变区。

[0022] 在另一个特定的实施方案中，所述第二抗原结合模块能够特异性结合MCSP且包含

包含与SEQ  ID  NO:13的氨基酸序列至少约95％，96％，97％，98％，99％或100％相同的氨基

酸序列的重链可变区和包含与SEQ  ID  NO:17的氨基酸序列至少约95％，96％，97％，98％，

99％或100％相同的氨基酸序列的轻链可变区。

[0023] 在一个具体的实施方案中，所述第一抗原结合模块是交换Fab分子，其中Fab轻链

和Fab重链的可变或恒定区任一是交换的。在一个甚至更加具体的实施方案中，所述第一抗

原结合模块是交换Fab分子，其中Fab轻链和Fab重链的恒定区是交换的。

[0024] 在一个实施方案中，所述第二抗原结合模块是常规Fab分子。

[0025] 在又一个具体的实施方案中，所述T细胞活化性双特异性抗原结合分子中存在不

超过一个能够特异性结合CD3的抗原结合模块(即所述T细胞活化性双特异性抗原结合分子

提供对CD3的单价结合)。

[0026] 在又一个实施方案中，所述T细胞活化性双特异性抗原结合分子进一步包含第三

抗原结合模块，它是能够特异性结合靶细胞抗原的Fab分子。在一个实施方案中，所述第三

抗原结合模块是常规Fab分子。在一个实施方案中，所述第三抗原结合模块与所述第二抗原

结合模块相同。

[0027] 在一个具体的实施方案中，所述T细胞活化性双特异性抗原结合分子进一步包含

第三抗原结合模块，它是能够特异性结合CEA的Fab分子，且包含至少一个选自SEQ  ID  NO:

24，SEQ  ID  NO:25和SEQ  ID  NO:26的重链互补决定区(CDR)和至少一个选自SEQ  ID  NO:28，

SEQ  ID  NO:29和SEQ  ID  NO:30的轻链CDR。

[0028] 在一个具体的实施方案中，所述T细胞活化性双特异性抗原结合分子进一步包含

第三抗原结合模块，它是能够特异性结合CEA的Fab分子，且包含包含与SEQ  ID  NO:23的氨

基酸序列至少约95％，96％，97％，98％，99％或100％相同的氨基酸序列的重链可变区和包

含与SEQ  ID  NO:27的氨基酸序列至少约95％，96％，97％，98％，99％或100％相同的氨基酸

序列的轻链可变区。

[0029] 在一个实施方案中，所述T细胞活化性双特异性抗原结合分子进一步包含第三抗

原结合模块，它是能够特异性结合MCSP的Fab分子，且包含至少一个选自SEQ  ID  NO:14，SEQ 

ID  NO:15，SEQ  ID  NO:16，SEQ  ID  NO:35，SEQ  ID  NO:37，SEQ  ID  NO:38和SEQ  ID  NO:40的

重链互补决定区(CDR)和至少一个选自SEQ  ID  NO:18，SEQ  ID  NO:19，SEQ  ID  NO:20，SEQ 

ID  NO:44，SEQ  ID  NO:45，SEQ  ID  NO:48，SEQ  ID  NO:49和SEQ  ID  NO:50的轻链CDR。

[0030] 在一个具体的实施方案中，所述T细胞活化性双特异性抗原结合分子进一步包含
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第三抗原结合模块，它是能够特异性结合MCSP的Fab分子，且包含至少一个选自SEQ  ID  NO:

14，SEQ  ID  NO:15和SEQ  ID  NO:16的重链互补决定区(CDR)和至少一个选自SEQ  ID  NO:18，

SEQ  ID  NO:19和SEQ  ID  NO:20的轻链CDR。

[0031] 在一个实施方案中，所述T细胞活化性双特异性抗原结合分子进一步包含第三抗

原结合模块，它是能够特异性结合MCSP的Fab分子，且包含包含与选自SEQ  ID  NO:13，SEQ 

ID  NO:34，SEQ  ID  NO:36，SEQ  ID  NO:39和SEQ  ID  NO:41的氨基酸序列至少约95％，96％，

97％，98％，99％或100％相同的氨基酸序列的重链可变区和包含与选自SEQ  ID  NO:17，SEQ 

ID  NO:43，SEQ  ID  NO:46，SEQ  ID  NO:47和SEQ  ID  NO:51的氨基酸序列至少约95％，96％，

97％，98％，99％或100％相同的氨基酸序列的轻链可变区。

[0032] 在一个具体的实施方案中，所述T细胞活化性双特异性抗原结合分子进一步包含

第三抗原结合模块，它是能够特异性结合MCSP的Fab分子，且包含包含与SEQ  ID  NO:13的氨

基酸序列至少约95％，96％，97％，98％，99％或100％相同的氨基酸序列的重链可变区和包

含与SEQ  ID  NO:17的氨基酸序列至少约95％，96％，97％，98％，99％或100％相同的氨基酸

序列的轻链可变区。

[0033] 在一些实施方案中，所述T细胞活化性双特异性抗原结合分子的第一和第二抗原

结合模块彼此融合，任选经由肽接头。在一个此类实施方案中，所述第二抗原结合模块在

Fab重链的C端融合至所述第一抗原结合模块的Fab重链的N端。在另一个此类实施方案中，

所述第一抗原结合模块在Fab重链的C端融合至所述第二抗原结合模块的Fab重链的N端。在

其中(i)所述第二抗原结合模块在Fab重链的C端融合至所述第一抗原结合模块的Fab重链

的N端或者(ii)所述第一抗原结合模块在Fab重链的C端融合至所述第二抗原结合模块的

Fab重链的N端的实施方案中，所述第一抗原结合模块的Fab轻链和所述第二抗原结合模块

的Fab轻链另外可以彼此融合，任选经由肽接头。

[0034] 在一个实施方案中，所述T细胞活化性双特异性抗原结合分子进一步包含(iii)由

能够稳定联合的第一和第二亚基构成的Fc域。

[0035] 在一个实施方案中，所述T细胞活化性双特异性抗原结合分子的第二抗原结合模

块在Fab重链的C端融合至所述Fc域的第一或第二亚基的N端。在另一个实施方案中，所述第

一抗原结合模块在Fab重链的C端融合至所述Fc域的第一或第二亚基的N端。在一个实施方

案中，所述T细胞活化性双特异性抗原结合分子的第一和第二抗原结合模块各自在Fab重链

的C端融合至所述Fc域的亚基之一的N端。

[0036] 在一个实施方案中，所述第三抗原结合模块在Fab重链的C端融合至所述Fc域的第

一或第二亚基的N端。在一个具体的实施方案中，所述T细胞活化性抗原结合分子的第二和

第三抗原结合模块各自在Fab重链的C端融合至所述Fc域的亚基之一的N端，且所述第一抗

原结合模块在Fab重链的C端融合至所述第二抗原结合模块的Fab重链的N端。在另一个具体

的实施方案中，所述T细胞活化性抗原结合分子的第一和第三抗原结合模块各自在Fab重链

的C端融合至所述Fc域的亚基之一的N端，且所述第二抗原结合模块在Fab重链的C端融合至

所述第一抗原结合模块的Fab重链的N端。所述T细胞活化性双特异性抗原结合分子的各构

件可以直接或经由合适的肽接头融合。在一个实施方案中，所述第一和第三抗原结合模块

和Fc域是免疫球蛋白分子的部分。

[0037] 在一个具体的实施方案中，所述免疫球蛋白分子是IgG类免疫球蛋白。在一个甚至
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更加具体的实施方案中，所述免疫球蛋白是IgG1亚类免疫球蛋白。在另一个实施方案中，所

述免疫球蛋白是IgG4亚类免疫球蛋白。

[0038] 在一个具体的实施方案中，所述Fc域是IgG  Fc域。在一个特定的实施方案中，所述

Fc域是IgG1Fc域。在另一个特定的实施方案中，所述Fc域是IgG4Fc域。在一个甚至更加特定

的实施方案中，所述Fc域是包含氨基酸替代S228P(依照Kabat的EU编号方式)的IgG4Fc域。

在具体的实施方案中，所述Fc域是人Fc域。

[0039] 在具体的实施方案中，所述Fc域包含促进第一和第二Fc域亚基联合的修饰。在一

个特定的此类实施方案中，所述Fc域的第一亚基的CH3域中的一个氨基酸残基用具有更大

侧链体积的氨基酸残基替换，由此在所述第一亚基的CH3域内生成隆起，其可安置于所述第

二亚基的CH3域内的空腔中，而且所述Fc域的第二亚基的CH3域中的一个氨基酸残基用具有

更小侧链体积的氨基酸残基替换，由此在所述第二亚基的CH3域内生成空腔，其内可安置所

述第一亚基的CH3域内的隆起。

[0040] 在一个具体的实施方案中，相比于天然IgG1Fc域，所述Fc域展现出降低的对Fc受

体的结合亲和力和/或降低的效应器功能。在某些实施方案中，相比于非工程化Fc域，所述

Fc域被工程化改造为具有降低的对Fc受体的结合亲和力和/或降低的效应器功能。在一个

实施方案中，所述Fc域包含一处或多处降低对Fc受体的结合和/或效应器功能的氨基酸替

代。在一个实施方案中，所述Fc域中的一处或多处降低对Fc受体的结合和/或效应器功能的

氨基酸替代在选自下组的一个或多个位置处：L234，L235和P329(依照Kabat的EU编号方

式)。在具体的实施方案中，所述Fc域的每个亚基包含三处降低对Fc受体的结合和/或效应

器功能的氨基酸替代，其中所述氨基酸替代是L234A，L235A和P329G。在一个此类实施方案

中，所述Fc域是IgG1Fc域，具体是人IgG1Fc域。在其它实施方案中，所述Fc域的每个亚基包含

两处降低对Fc受体的结合和/或效应器功能的氨基酸替代，其中所述氨基酸替代是L235E和

P329G。在一个此类实施方案中，所述Fc域是IgG4Fc域，具体是人IgG4Fc域。在一个实施方案

中，所述T细胞活化性双特异性抗原结合分子的Fc域是IgG4Fc域且包含氨基酸替代L235E和

S228P(SPLE)。

[0041] 在一个实施方案中，所述Fc受体是Fcγ受体。在一个实施方案中，所述Fc受体是人

Fc受体。在一个实施方案中，所述Fc受体是活化性Fc受体。在一个特定的实施方案中，所述

Fc受体是人FcγRIIa，FcγRI和/或FcγRIIIa。在一个实施方案中，所述效应器功能是抗体

依赖性细胞介导的细胞毒性(ADCC)。

[0042] 依照本发明的另一个方面，提供一种分离的多核苷酸，其编码本发明的T细胞活化

性双特异性抗原结合分子或其片段。本发明还涵盖由本发明多核苷酸编码的多肽。本发明

还提供包含本发明的分离的多核苷酸的表达载体，以及包含本发明的分离的多核苷酸或表

达载体的宿主细胞。在一些实施方案中，所述宿主细胞是真核细胞，具体是哺乳动物细胞。

[0043] 在另一个方面，提供一种生成本发明的T细胞活化性双特异性抗原结合分子的方

法，其包括下述步骤：a)在适合于表达所述T细胞活化性双特异性抗原结合分子的条件下培

养本发明的宿主细胞，并b)回收所述T细胞活化性双特异性抗原结合分子。本发明还涵盖通

过本发明的方法生成的T细胞活化性双特异性抗原结合分子。

[0044] 本发明进一步提供一种药物组合物，其包含本发明的T细胞活化性双特异性抗原

结合分子和药学可接受载剂。
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[0045] 本发明还涵盖使用本发明的T细胞活化性双特异性抗原结合分子和药物组合物的

方法。在一个方面，本发明提供本发明的T细胞活化性双特异性抗原结合分子或药物组合

物，其用作药物。在一个方面，提供依照本发明的T细胞活化性双特异性抗原结合分子或药

物组合物，其用于治疗有所需要的个体中的疾病。在一个特定的实施方案中，所述疾病是癌

症。

[0046] 还提供本发明的T细胞活化性双特异性抗原结合分子在制备用于治疗有所需要的

个体中的疾病的药物中的用途；以及一种治疗个体中的疾病的方法，其包括对所述个体施

用治疗有效量的组合物，所述组合物包含药学可接受形式的依照本发明的T细胞活化性双

特异性抗原结合分子。在一个特定的实施方案中，所述疾病是癌症。在任一个上文实施方案

中，所述个体优选是哺乳动物，具体是人。

[0047] 本发明还提供用于诱导靶细胞，具体是肿瘤细胞裂解的方法，其包括在T细胞(具

体是细胞毒性T细胞)存在下使靶细胞与本发明的T细胞活化性双特异性抗原结合分子接

触。

[0048] 附图简述

[0049] 图1。本发明的T细胞活化性双特异性抗原结合分子(TCB)的例示性构造。(A)“1+

1IgG  Crossfab”分子的示图。(B)“2+1IgG  Crossfab”分子的示图。(C)具有备选次序的

Crossfab和Fab构件(“倒转的”)的“2+1IgG  Crossfab”分子的示图。(D)“1+1CrossMab”分子

的示图。(E)“2+1IgG  Crossfab，连接的轻链”分子的示图。(F)“1+1IgG  Crossfab，连接的轻

链”分子的示图。(G)“2+1IgG  Crossfab，倒转的，连接的轻链”分子的示图。(H)“1+1IgG 

Crossfab，倒转的，连接的轻链”分子的示图。黑点：Fc域中促进异二聚化的任选修饰。

[0050] 图2。亲和力成熟的抗MCSP克隆与非成熟的亲本克隆(M4-3ML2)相比的比对。

[0051] 图3。MCSP  TCB(2+1Crossfab-IgG  P329G  LALA倒转的)分子的示意图。

[0052] 图4。MCSP  TCB(2+1Crossfab-IgG  P329G  LALA倒转的，SEQ  ID  NO:12，53，54和55)

的CE-SDS分析。显示的电泳图是MCSP  TCB的SDS-PAGE：A)非还原性，B)还原性。

[0053] 图5。CEA  TCB(2+1Crossfab-IgG  P329G  LALA倒转的)分子的示意图。

[0054] 图6。CEA  TCB(2+1Crossfab-IgG  P329G  LALA倒转的，SEQ  ID  NO:22，56，57和58)

分子的CE-SDS分析。显示的电泳图是CEA  TCB的SDS-PAGE：A)非还原性，B)还原性。

[0055] 图7。MCSP  TCB(SEQ  ID  NO:12，53，54和55)对A375细胞(MCSP+)(A)和Jurkat细胞

(CD3+)(B)的结合。“非靶向TCB”：针对CD3但无第二抗原的双特异性抗体(SEQ  ID  NO:59，

60，61和62)。

[0056] 图8。由MCSP  TCB抗体(SEQ  ID  NO:12，53，54和55)诱导的对A375(高MCSP)(A)，MV-

3(中等MCSP)(B)，HCT-116(低MCSP)(C)和LS180(MCSP阴性)(D)靶细胞的T细胞杀伤(E:T＝

10:1，效应人PBMC，温育时间24h)。“非靶向TCB”：针对CD3但无第二抗原的双特异性抗体

(SEQ  ID  NO:59，60，61和62)。

[0057] 图9。由MCSP  TCB抗体(SEQ  ID  NO:12，53，54和55)诱导的T细胞介导的MV3黑素瘤

细胞杀伤(E:T＝10:1，24h温育)之后，人CD8+(A，B)和CD4+(C，D)T细胞上CD25和CD69的上调。

“非靶向TCB”：针对CD3但无第二抗原的双特异性抗体(SEQ  ID  NO:59，60，61和62)。

[0058] 图10。由MCSP  TCB抗体(SEQ  ID  NO:12，53，54和55)诱导的T细胞介导的MV3黑素瘤

细胞杀伤(E:T＝10:1，24h温育)之后，人PBMC的IL-2(A)，IFN-γ(B)，TNFα(C)，IL-4(D)，IL-
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10(E)和粒酶B(F)分泌。“非靶向TCB”：针对CD3但无第二抗原的双特异性抗体(SEQ  ID  NO:

59，60，61和62)。

[0059] 图11。CEA  TCB(SEQ  ID  NO:22，56，57和58)对表达CEA的A549肺腺癌细胞(A)和表

达CD3的永生化人和猕猴T淋巴细胞系(分别为Jurkat(B)和HSC-F(C))的结合。

[0060] 图12。由CEA  TCB(SEQ  ID  NO:22，56，57和58)诱导的对HPAFII(高CEA)(A，E)，

BxPC-3(中等CEA)(B，F)，ASPC-1(低CEA)(C，G)和HCT-116(CEA阴性)(D，H)细胞的T细胞杀

伤。E:T＝10:1，效应人PBMC，温育时间24h(A-D)或48h(E-H)。“非靶向TCB”：针对CD3但无第

二抗原的双特异性抗体(SEQ  ID  NO:59，60，61和62)。

[0061] 图13。由CEA  TCB(SEQ  ID  NO:22，56，57和58)诱导的T细胞介导的HPAFII(高CEA)

(A，E)，BxPC-3(中等CEA)(B，F)，ASPC-1(低CEA)(C，G)和HCT-116(CEA阴性)(D，H)细胞杀伤

之后5天，人CD8+和CD4+T细胞增殖(A-D)和人CD8+和CD4T细胞上的CD25上调(E-H)。

“DP47TCB”：针对CD3但无第二抗原的双特异性抗体(SEQ  ID  NO:59，60，61和62)。

[0062] 图14。由CEA  TCB(SEQ  ID  NO:22，56，57和58)诱导的T细胞介导的MKN45肿瘤细胞

杀伤(E:T＝10:1，48h温育)之后的IFN-γ(A)，TNFα(B)，粒酶B(C)，IL-2(D)，IL-6(E)和IL-

10(F)分泌。“非靶向TCB”：针对CD3但无第二抗原的双特异性抗体(SEQ  ID  NO:59，60，61和

62)。

[0063] 图15。在渐增浓度的脱落CEA(sCEA)存在下，由CEA  TCB(SEQ  ID  NO:22，56，57和

58)诱导的T细胞介导的对表达CEA的LS180肿瘤靶细胞的杀伤，与CEA  TCB和sCEA一起温育

后24h(A)或48h(B)检测。

[0064] 图16。T细胞介导的对过表达人CEA的A549(肺腺癌)细胞(A549-hCEA)的杀伤，与

CEA  TCB(SEQ  ID  NO:22，56，57和58)和作为效应细胞的人PBMC(A，C)或猕猴PBMC(B，D)一起

温育后21h(A，B)和40h(C，D)评估。

[0065] 图17。在0.8nM(A)，4nM(B)和20nM(C)，由CEA  TCB(SEQ  ID  NO:22，56，57和58)诱导

的T细胞介导的对表达CEA的人结肠直肠癌细胞系的杀伤。(D)CEA表达和20nM  CEATCB的％

比裂解之间的相关性，(E)CEA表达和CEATCB的EC50之间的相关性。

[0066] 图18。CEATCB(SEQ  ID  NO:22，56，57和58)在与人PBMC共移植的LS174T-fluc2人结

肠癌中的体内抗肿瘤功效(E:T比5:1)。结果显示不同研究组中来自12只小鼠的肿瘤体积的

平均值和SEM，通过测径器(A和C)和通过生物发光(总通量，B和D)测量。(A，B)第1天开始的

早期处理，(C，D)第7天开始的延迟处理。使用MCSP  TCB(SEQ  ID  NO:12，53，54和55)作为阴

性对照。

[0067] 图19。CEATCB(SEQ  ID  NO:22，56，57和58)在与人PBMC共移植的LS174T-fluc2人结

肠癌中的体内抗肿瘤功效(E:T比1:1)。结果显示不同研究组中来自10只小鼠的肿瘤体积的

平均值和SEM，通过测径器(A)和通过生物发光(总通量，B)测量。使用MCSP  TCB(SEQ  ID  NO:

12，53，54和55)作为阴性对照。

[0068] 图20。鼠源化CEATCB在免疫活性huCD3ε/huCEA转基因小鼠中的Panco2-huCEA同位

肿瘤模型中的体内功效。

[0069] 图21。CEATCB的热稳定性。以0.05℃/min在温度斜坡25-75℃中测量的动态光散

射。以灰色显示副本。

[0070] 图22。MCSP  TCB的热稳定性。以0.05℃/min在温度斜坡25-75℃中测量的动态光散
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射。以灰色线显示副本。

[0071] 图23。由MCSP  TCB(SEQ  ID  NO:12，53，54和55)和MCSP  1+1CrossMab  TCB抗体诱导

的T细胞介导的(A)A375(高MCSP)，(B)MV-3(中等MCSP)和(C)HCT-116(低MCSP)肿瘤靶细胞

杀伤。(D)使用LS180(MCSP阴性肿瘤细胞系)作为阴性对照。在靶细胞与抗体和效应细胞(人

PBMC)一起温育后24h(A-D)和48h(E-H)评估肿瘤细胞杀伤。

[0072] 图24。由MCSP  TCB(SEQ  ID  NO:12，53，54和55)和MCSP  1+1CrossMab  TCB抗体介导

的对表达MCSP的肿瘤细胞(A375，A-D和MV-3，E-H)的T细胞杀伤后CD8+和CD4+T细胞上的CD25

和CD69上调。

[0073] 图25。DP47GS  TCB(2+1Crossfab-IgG  P329G  LALA倒转的＝“非靶向TCB”SEQ  ID 

NO:59，60，61和62)的CE-SDS分析，其含有DP47GS作为非结合抗体且含有人源化CH2527作为

抗CD3抗体。显示的电泳图是DP47GS  TCB的SDS-PAGE：A)非还原性，B)还原性。

[0074] 发明详述

[0075] 定义

[0076] 除非在下文另外定义，术语在本文中如本领域中一般使用的那样使用。

[0077] 如本文中使用的，术语“抗原结合分子”在其最广义上指特异性结合抗原性决定簇

的分子。抗原结合分子的例子是免疫球蛋白及其衍生物，例如片段。

[0078] 术语“双特异性”意指抗原结合分子能够特异性结合至少两种不同的抗原性决定

簇。通常，双特异性抗原结合分子包含两种抗原结合位点，其中每种特异于不同的抗原性决

定簇。在某些实施方案中，所述双特异性抗原结合分子能够同时结合两种抗原性决定簇，特

别是在两种不同的细胞上表达的两种抗原性决定簇。

[0079] 如本文中使用的，术语“价”指抗原结合分子中规定数目的抗原结合位点的存在。

因而，术语“对抗原的单价结合”指抗原结合分子中一个(且不超过一个)特异于抗原的抗原

结合位点的存在。

[0080] “抗原结合位点”指抗原结合分子上提供与抗原相互作用的位点，即一个或多个氨

基酸残基。例如，抗体的抗原结合位点包含来自互补性决定区(CDR)的氨基酸残基。天然的

免疫球蛋白分子通常具有两个抗原结合位点，Fab分子通常具有单个抗原结合位点。

[0081] 如本文中使用的，术语“抗原结合模块”指特异性结合抗原性决定簇的多肽分子。

在一个实施方案中，抗原结合模块能够将与其附接的实体(例如第二抗原结合模块)引导至

靶部位，例如至特定类型的肿瘤细胞或携有抗原性决定簇的肿瘤基质。在另一个实施方案

中，抗原结合模块能够经由其靶抗原例如T细胞受体复合物抗原来激活信号传导。抗原结合

模块包括如本文中另外定义的抗体及其片段。具体的抗原结合模块包括抗体的抗原结合

域，其包含抗体重链可变区和抗体轻链可变区。在某些实施方案中，抗原结合模块可以包含

抗体恒定区，如本文中另外定义和本领域中已知的。可用的重链恒定区包括以下5种同种型

中的任一种：α、δ、ε、γ或μ。可用的轻链恒定区包括以下2种同种型中的任一种：κ和λ。

[0082] 如本文中使用的，术语“抗原性决定簇”与“抗原”和“表位”同义，并且指多肽大分

子上与抗原结合模块结合，从而形成抗原结合模块-抗原复合物的位点(例如氨基酸的连续

区段或由不连续氨基酸的不同区构成的构象性构造)。可用的抗原性决定簇可以在例如肿

瘤细胞表面上、病毒感染的细胞的表面上、其它患病细胞的表面上、免疫细胞的表面上、游

离在血液血清中和/或在胞外基质(ECM)中找到。除非另外指示，本文中称为抗原的蛋白质
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(例如MCSP、CEA、CD3)可以是来自任何脊椎动物来源，包括哺乳动物如灵长类(例如人)和啮

齿类(例如小鼠和大鼠)的任何天然形式蛋白质。在一个具体的实施方案中，抗原是人蛋白。

在对本文中的特定蛋白质进行提述的情况下，该术语涵盖“全长”、未加工的蛋白质以及起

因于细胞中加工的蛋白质的任何形式。该术语还涵盖蛋白质的天然存在变体，例如剪接变

体或等位变体。可用作抗原的例示性人蛋白包括但不限于：黑素瘤关联硫酸软骨素蛋白聚

糖(MCSP)，亦称为硫酸软骨素蛋白聚糖4(CSPG4，UniProt  no .Q6UVK1(版本70)，NCBI 

RefSeq  no.NP_001888.2)；癌胚抗原(CEA)，亦称为癌胚抗原相关细胞粘着分子5(CEACAM5，

UniProt  no.P06731(版本119)，NCBI  RefSeq  no.NP_004354.2)；和CD3，特别是CD3的ε亚基

(对于人序列，参见UniProt  no.P07766(版本130)、NCBI  RefSeq  no.NP_000724.1、SEQ  ID 

NO:103；或对于猕猴[食蟹猴(Macaca  fascicularis)]序列，参见UniProt  no.Q95LI5(版本

49)、NCBI  GenBank  no.BAB71849.1、SEQ  ID  NO:104)。在某些实施方案中，本发明的T细胞

活化性双特异性抗原结合分子结合在来自不同物种的CD3或靶抗原间保守的CD3或靶细胞

抗原的表位。在某些实施方案中，本发明的T细胞活化性双特异性抗原结合分子结合CD3和

CEACAM5，但是不结合CEACAM1或CEACAM6。“特异性结合”意指结合对于抗原是选择性的，并

且能与不想要的或非特异性的相互作用区别开来。抗原结合模块结合特定抗原性决定簇的

能力能经由酶联免疫吸附测定法(ELISA)或本领域技术人员熟知的其它技术，例如表面等

离振子共振技术(在BIAcore仪上分析)(Liljeblad等,Glyco  J  17,323-329(2000))，以及

传统的结合测定法(Heeley,Endocr  Res28,217-229(2002))来测量。在一个实施方案中，抗

原结合模块对无关蛋白的结合程度是该抗原结合模块对抗原结合的小于约10％，如例如通

过SPR测量的。在某些实施方案中，结合抗原的抗原结合模块，或包含该抗原结合模块的抗

原结合分子具有≤1μM、≤100nM、≤10nM、≤1nM、≤0.1nM、≤0.01nM、或≤0.001nM(例如10-

8M或更少，例如10-8M至10-13M，例如10-9M至10-13M)的解离常数(KD)。

[0083] “亲和力”指分子(例如受体)的单一结合位点与其结合配偶体(例如配体)之间非

共价相互作用总和的强度。除非另外指示，如本文中使用的，“结合亲和力”指反映结合对的

成员(例如抗原结合模块和抗原，或受体及其配体)之间1:1相互作用的固有结合亲和力。分

子X对其配偶体Y的亲和力通常可以以解离常数(KD)来表述，其为解离与结合速率常数(分

别为K解离和K结合)的比率。如此，相等的亲和力可能包含不同的速率常数，只要速率常数的比

率保持相同。亲和力可以通过本领域知道的确立方法来测量，包括本文中描述的那些方法。

用于测量亲和力的一种具体方法是表面等离振子共振(SPR)。

[0084] “降低的结合”，例如降低的对Fc受体的结合，指相应相互作用的亲和力降低，如例

如通过SPR测量的。为了清楚，该术语还包括亲和力降低至0(或低于分析方法的检测限)，即

完全消除相互作用。相反，“升高的结合”指相应相互作用的亲和力升高。

[0085] 如本文中使用的，“T细胞活化”指T淋巴细胞，特别是细胞毒性T淋巴细胞的一种或

多种细胞应答，其选自：增殖、分化、细胞因子分泌、细胞毒性效应分子释放、细胞毒性活性

和活化标志物的表达。本发明的T细胞活化性双特异性抗原结合分子能够诱导T细胞活化。

合适的测量T细胞活化的测定法是本文中所述技术领域中已知的。

[0086] 如本文中使用的，“靶细胞抗原”指靶细胞表面上呈现的抗原性决定簇，所述靶细

胞例如肿瘤中的细胞如癌细胞或肿瘤基质的细胞。

[0087] 如本文中使用的，术语“第一”和“第二”就抗原结合模块等而言为了在有超过一个
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每类模块时便于区分而使用。除非明确如此陈述，这些术语的使用不意图赋予T细胞活化性

双特异性抗原结合分子的特定次序或取向。

[0088] “Fab分子”指由免疫球蛋白的重链(“Fab重链”)的VH和CH1域以及轻链(“Fab轻

链”)的VL和CL域组成的蛋白质。

[0089] “融合”意指组分(例如Fab分子和Fc域亚基)直接地或经由一种或多种肽接头通过

肽键连接。

[0090] 如本文中使用的，术语“单链”指包含通过肽键线性连接的氨基酸单体的分子。在

某些实施方案中，抗原结合模块之一是单链Fab分子，即其中通过肽接头连接Fab轻链和Fab

重链以形成单一肽链的Fab分子。在一个具体的此类实施方案中，在单链Fab分子中Fab轻链

的C端连接于Fab重链的N端。

[0091] “交换”Fab分子(亦称为“Crossfab”)意指其中交换Fab重链和轻链的可变区或恒

定区的Fab分子，即交换Fab分子包含由轻链可变区和重链恒定区构成的肽链，和由重链可

变区和轻链恒定区构成的肽链。为了清楚，在其中交换Fab轻链和Fab重链的可变区的交换

Fab分子中，包含重链恒定区的肽链在本文中称为交换Fab分子的“重链”。相反，在其中交换

Fab轻链和Fab重链的恒定区的交换Fab分子中，包含重链可变区的肽链在本文中称为交换

Fab分子的“重链”。

[0092] 与之对比，“常规”Fab分子意指处于其天然型式的Fab分子，即包含由重链可变和

恒定区构成的重链(VH-CH1)和由轻链可变和恒定区构成的轻链(VL-CL)。

[0093] 术语“免疫球蛋白分子”指具有天然存在抗体的结构的蛋白质。例如，IgG类的免疫

球蛋白是约150,000道尔顿的异四聚体糖蛋白，其由二硫键连接的两条轻链和两条重链构

成。从N端至C端，每条重链具有可变区(VH)，也称为可变重域或重链可变域，接着是3个恒定

域(CH1、CH2和CH3)，也称为重链恒定区。类似地，从N端至C端，每条轻链具有可变区(VL)，也

称为可变轻域或轻链可变域，接着是恒定轻(CL)域(也称为轻链恒定区)。免疫球蛋白的重

链可以归入称为α(IgA)、δ(IgD)、ε(IgE)、γ(IgG)或μ(IgM)的5类之一，其中一些可以进一

步分成亚类，例如γ1(IgG1)、γ2(IgG2)、γ3(IgG3)、γ4(IgG4)、α1(IgA1)和α2(IgA2)。基于其

恒定域的氨基酸序列，免疫球蛋白的轻链可以归入称为卡帕(κ)和拉姆达(λ)的两类之一。

免疫球蛋白基本由经由免疫球蛋白铰链区连接的两个Fab分子和Fc域组成。

[0094] 术语“抗体”在本文中以最广义使用且涵盖各种抗体结构，包括但不限于单克隆抗

体、多克隆抗体和抗体片段，只要它们展现出期望的抗原结合活性。

[0095] “抗体片段”指完整抗体外的分子，其包含完整抗体中结合与完整抗体结合的抗原

的一部分。抗体片段的例子包括但不限于Fv、Fab、Fab’、Fab’-SH、F(ab’)2、双抗体、线性抗

体、单链抗体分子(例如scFv)、和单域抗体。对于某些抗体片段的综述，参见Hudson等,Nat 

Med  9,129-134(2003)。对于scFv片段的综述，参见例如Plückthun,于The  Pharmacology 

of  Monoclonal  Antibodies,vol.113,Rosenburg和Moore编,Springer-Verlag,New  York,

pp.269-315(1994)；亦参见WO  93/16185；和美国专利No.5,571,894和5,587,458。关于包含

补救受体结合表位残基且具有延长的体内半衰期的Fab和F(ab’)2片段的论述，参见美国专

利No.5,869,046。双抗体是具有两个抗原结合位点的抗体片段，其可以是二价或双特异性

的。参见例如EP  404 ,097；WO  1993/01161；Hudson等,Nat  Med  9 ,129-134(2003)；和

Hollinger等,Proc  Natl  Acad  Sci  USA90,6444-6448(1993)。三抗体和四抗体也记载于
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Hudson等,Nat  Med  9,129-134(2003)。单域抗体是包含抗体的整个或部分重链可变域、或

整个或部分轻链可变域的抗体片段。在某些实施方案中，单域抗体是人单域抗体

(Domantis,Inc.,Waltham,MA；参见例如美国专利No.6,248,516B1)。可以通过各种技术来

制备抗体片段，包括但不限于对完整抗体的蛋白水解消化以及通过重组宿主细胞(例如大

肠杆菌或噬菌体)产生，如本文中描述的。

[0096] 术语“抗原结合域”指包含特异性结合部分或整个抗原且与其互补的区域的抗体

部分。抗原结合域可由例如一个或多个抗体可变域(也称为抗体可变区)提供。具体地，抗原

结合域包含抗体轻链可变区(VL)和抗体重链可变区(VH)。

[0097] 术语“可变区”或“可变域”指抗体重链或轻链中牵涉使抗体结合抗原的域。天然抗

体的重链和轻链的可变域(分别为VH和VL)一般具有类似的结构，每个域包含4个保守的框

架区(FR)和3个高变区(HVR)。参见例如Kindt等,Kuby  Immunology ,第6版,W.H.Freeman 

and  Co.,第91页(2007)。单个VH或VL域可能足以赋予抗原结合特异性。

[0098] 如本文中使用的，术语“高变区”或“HVR”指抗体可变域中序列中高度可变和/或形

成结构上定义的环(“高变环”)的每个区域。通常，天然的四链抗体包含六个HVR；三个在VH

中(H1、H2、H3)，三个在VL中(L1、L2、L3)。HVR一般包含来自高变环和/或来自互补性决定区

(CDR)的氨基酸残基，后者具有最高序列变异性和/或涉及抗原识别。除了VH中CDR1外，CDR

一般包含形成高变环的氨基酸残基。高变区(HVR)也称为“互补性决定区”(CDR)，并且在述

及形成抗原结合区的可变区部分时，这些术语在本文中可交换使用。此特定区域已由Kabat

等 ,U .S .Dept .of  Health  and  Human  Services ,Sequences  of  Proteins 

ofImmunological  Interest(1983)及由Chothia等,J  Mol  Biol  196:901-917(1987)描述，

其中定义包括在彼此比较时氨基酸残基的重叠或子集。然而，应用任一种定义来指抗体或

其变体的CDR意图在如本文中定义和使用的术语的范围内。涵盖如由上文引用的每篇参考

文献定义的CDR的适宜的氨基酸残基在下表A中列出作为比较。涵盖特定CDR的确切残基数

将随着CDR的序列和大小而变化。鉴于抗体的可变区氨基酸序列，本领域技术人员可以常规

确定哪些残基构成特定CDR。

[0099] 表A：CDR定义1

[0100]

CDR Kabat Chothia AbM2

VH  CDR1 31-35 26-32 26-35

VH  CDR2 50-65 52-58 50-58

VH  CDR3 95-102 95-102 95-102

VL  CDR1 24-34 26-32 24-34

VL  CDR2 50-56 50-52 50-56

VL  CDR3 89-97 91-96 89-97

[0101] 1表A中所有CDR定义的编号方式依照由Kabat等提出的编号惯例(见下文)。

[0102] 2如表A中使用的具有小写字母“b”的“AbM”指由Oxford  Molecular的“AbM”抗体建

模软件定义的CDR。

[0103] Kabat等还定义针对可变区序列的编号系统，其可应用于任何抗体。本领域的普通

技术人员可以明确地将此“Kabat编号”系统归入任何可变区序列，不依赖于序列本身外的
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任何实验数据。如本文中使用的，“Kabat编号方式”指由Kabat等,U.S.Dept.of  Health  and 

Human  Services,“Sequence  of  Proteins  of  Immunological  Interest”(1983)提出的编

号系统。除非另外说明，提及抗体可变区中特定氨基酸残基位置的编号方式依照Kabat编号

系统。

[0104] 序列表的多肽序列并不依照Kabat编号系统编号。然而，本领域中普通技术人员完

全能将序列表的序列编号方式转变成Kabat编号方式。

[0105] “框架”或“FR”指除高变区(HVR)残基外的可变域残基。可变域的FR一般由4个FR域

组成：FR1、FR2、FR3和FR4。因而，HVR和FR序列一般以下列顺序出现在VH(或VL)中：FR1-H1

(L1)-FR2-H2(L2)-FR3-H3(L3)-FR4。

[0106] 抗体或免疫球蛋白的“类”指其重链拥有的恒定域或恒定区的类型。抗体有5种主

要的类：IgA、IgD、IgE、IgG和IgM，并且这些中数种可以进一步分成亚类(同种型)，例如

IgG1、IgG2、IgG3、IgG4、IgA1和IgA2。对应于不同免疫球蛋白类的重链恒定域分别称为α、δ、ε、

γ和μ。

[0107] 本文中术语“Fc域”或“Fc区”用于定义免疫球蛋白重链中至少含有恒定区的一部

分的C端区域。该术语包括天然序列Fc区和变体Fc区。虽然IgG重链的Fc区的边界可以略微

变化，但是人IgG重链Fc区通常定义为自Cys226或Pro230延伸至重链的羧基端。然而，可以

存在或不存在Fc区的C端赖氨酸(Lys447)。除非本文中另外指定，Fc区或恒定区中氨基酸残

基的编号方式依照EU编号系统，也称为EU索引，如记载于Kabat等,Sequences  of  Proteins 

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

Health,Bethesda,MD,1991的。如本文中使用的，Fc域的“亚基”指形成二聚体Fc域的两个多

肽之一，即包含免疫球蛋白重链中能够稳定自身联合的C端恒定区的多肽。例如，IgG  Fc域

的亚基包含IgG  CH2和IgG  CH3恒定域。

[0108] “促进Fc域的第一和第二亚基联合的修饰”是降低或防止包含Fc域亚基的多肽与

相同多肽联合以形成同二聚体的肽主链操作或Fc域亚基的翻译后修饰。如本文中使用的，

具体地，促进联合的修饰包括对期望联合的两个Fc域亚基(即Fc域的第一和第二亚基)中的

每一个进行的分开的修饰，其中所述修饰彼此互补，从而促进两个Fc域亚基的联合。例如，

促进联合的修饰可以改变一种或两种Fc域亚基的结构或电荷，从而在立体或静电上分别促

进它们的联合。如此，异二聚化在包含第一Fc域亚基的多肽和包含第二Fc域亚基的多肽之

间发生，其在融合至每个亚基的别的组分(例如抗原结合模块)不同这一意义上讲可能是不

相同的。在一些实施方案中，促进联合的修饰包含在Fc域中的氨基酸突变，具体为氨基酸替

代。在一个具体的实施方案中，促进联合的修饰包含Fc域的两个亚基的每一个中分开的氨

基酸突变，具体为氨基酸替代。

[0109] 术语“效应器功能”指那些可归于抗体Fc区且随抗体同种型而变化的生物学活性。

抗体效应器功能的例子包括：C1q结合和补体依赖性细胞毒性(CDC)、Fc受体结合、抗体依赖

性细胞介导的细胞毒性(ADCC)、抗体依赖性细胞吞噬作用(ADCP)、细胞因子分泌、免疫复合

物介导的抗原呈递细胞的抗原摄取、细胞表面受体(例如B细胞受体)下调和B细胞活化。

[0110] 如本文中使用的，术语“工程化”视为包括对肽主链的任何操作或对天然存在或重

组的多肽或其片段的翻译后修饰。工程化包括对氨基酸序列、糖基化模式或各氨基酸侧链

基团的修饰，以及这些办法的组合。
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[0111] 如本文中使用的，术语“氨基酸突变”意为涵盖氨基酸替代、缺失、插入和修饰。可

以进行取代、缺失、插入和修饰的任意组合来实现最终构建体，只要最终构建体拥有期望的

特性，例如降低的对Fc受体的结合，或与另一种肽的增加的联合。氨基酸序列缺失和插入包

括氨基和/或羧基端缺失和氨基酸插入。具体的氨基酸突变是氨基酸替代。为了改变例如Fc

区的结合特征，特别优选非保守性的氨基酸替代，即将一个氨基酸用具有不同结构和/或化

学特性的另一种氨基酸替换。氨基酸替代包括由非天然存在的氨基酸或由20种标准氨基酸

的天然存在的氨基酸衍生物(例如4-羟脯氨酸、3-甲基组氨酸、鸟氨酸、高丝氨酸、5-羟赖氨

酸)替换。可以使用本领域中公知的遗传或化学方法生成氨基酸突变。遗传方法可以包括定

点诱变、PCR、基因合成等。通过与遗传工程化不同的方法如化学修饰来改变氨基酸侧链基

团的方法也可能可用。本文中可使用各种名称来指示同一氨基酸突变。例如，从Fc域第329

位脯氨酸到甘氨酸的取代可指示为329G、G329、G329、P329G或Pro329Gly。

[0112] 如本文中使用的，术语“多肽”指由通过酰胺键(也称为肽键)线性连接的单体(氨

基酸)构成的分子。术语“多肽”指具有两个或更多个氨基酸的任何链，并且不指特定长度的

产物。如此，肽、二肽、三肽、寡肽、“蛋白质”、“氨基酸链”或任何其它用于指具有两个或更多

个氨基酸的链的术语均包括在“多肽”的定义中，而且术语“多肽”可以代替这些术语中任一

个或与其交换使用。术语“多肽”还意图指多肽的表达后修饰的产物，包括但不限于糖基化、

乙酰化、磷酸化、酰化、通过已知的保护性/封闭性基团衍生化、蛋白水解切割、或通过非天

然存在的氨基酸的修饰。多肽可以自天然的生物学来源衍生或通过重组技术生成，但不必

从指定的核酸序列翻译。它可以以任何方式来生成，包括通过化学合成。本发明的多肽大小

可以是约3个以上、5个以上、10个以上、20个以上、25个以上、50个以上、75个以上、100个以

上、200个以上、500个以上、1,000个以上、或2,000个以上的氨基酸。多肽可以具有限定的三

维结构，尽管它们不必具有此类结构。具有限定的三维结构的多肽被称为折叠的，而不具有

限定的三维结构而可以采用大量不同构象的多肽被称为未折叠的。

[0113] “分离的”多肽或其变体或衍生物意图为不处于其天然环境中的多肽。不需要特定

水平的纯化。例如，分离的多肽可以是从其天然或自然环境中取出。就本发明而言，在宿主

细胞中表达的重组生成的多肽和蛋白质被视为分离的，已通过任何合适的技术分开、分级、

或部分或基本上纯化的天然的或重组的多肽也是如此。

[0114] 关于参照多肽序列的“百分比(％)氨基酸序列同一性”定义为在比对序列并在必

要时引入缺口以获取最大百分比序列同一性后，且不将任何保守性取代视为序列同一性的

一部分时，候选序列中与参照多肽序列中的氨基酸残基相同的氨基酸残基的百分比。为测

定百分比氨基酸序列同一性目的比对可以以本领域技术范围内的多种方式进行，例如使用

公众可得到的计算机软件，如BLAST、BLAST-2、ALIGN或Megalign(DNASTAR)软件。本领域技

术人员可决定用于比对序列的适宜参数，包括在比较序列的全长里获得最大比对需要的任

何算法。然而，就本文中目的而言，使用序列比较计算机程序ALIGN-2来生成％氨基酸序列

同一性值。ALIGN-2序列比较计算机程序由Genentech,Inc.创作，并且源代码已与用户文档

一起提交到美国版权局(U.S.Copyright  Office)，Washington  D.C.，20559，其在美国版权

注册No.TXU510087下注册。ALIGN-2程序可从Genentech，Inc .，South  San  Francisco，

California公开获得，或可从源代码汇编。ALIGN-2程序应当汇编用于UNIX操作系统，包括

数字UNIX  V4.0D。所有序列比较参数均由ALIGN-2程序设定且不改变。在采用ALIGN-2进行
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氨基酸序列比较的情况下，给定的氨基酸序列A对/与/相对给定的氨基酸序列B的％氨基酸

序列同一性(或其可以用短语表示为对/与/相对给定的氨基酸序列B具有或包含特定％氨

基酸序列同一性的给定氨基酸序列A)如下计算：

[0115] 分数X/Y的100倍

[0116] 其中X是由序列比对程序ALIGN-2在所述程序对A和B的比对中评为相同匹配的氨

基酸残基数，而其中Y是B中氨基酸残基的总数。会领会的是，当氨基酸序列A的长度不等于

氨基酸序列B的长度时，A对B的％氨基酸序列同一性将不等于B对A的％氨基酸序列同一性。

除非另外明确说明，本文中使用的所有％氨基酸序列同一性值如在上一段中描述的那样使

用ALIGN-2计算机程序获得。

[0117] 术语“多核苷酸”指分离的核酸分子或构建体，例如信使RNA(mRNA)、病毒衍生的

RNA或质粒DNA(pDNA)。多核苷酸可以包含常规的磷酸二酯键或非常规的键(例如酰胺键，如

在肽核酸(PNA)中发现的)。术语“核酸分子”指任何一种或多种存在于多核苷酸中的核酸区

段，例如DNA或RNA片段。

[0118] “分离的”核酸分子或多核苷酸意指已从其天然环境取出的核酸分子、DNA或RNA。

例如，就本发明而言，包含在载体中的编码多肽的重组多核苷酸被视为分离的。分离的多核

苷酸的别的例子包括在异源宿主细胞中保持的重组多核苷酸或溶液中的(部分或基本上)

纯化的多核苷酸。分离的多核苷酸包括在普遍含有该多核苷酸分子的细胞中含有的多核苷

酸分子，但该多核苷酸分子存在于染色体外或在不同于其天然染色体位置的染色体位置

处。分离的RNA分子包括本发明的体内或体外RNA转录本，以及正链和负链形式、和双链形

式。依照本发明的分离的多核苷酸或核酸还包括合成生成的此类分子。另外，多核苷酸或核

酸可以为或可以包括调节元件如启动子、核糖体结合位点或转录终止子。

[0119] 与本发明的参照核苷酸序列具有至少例如95％“相同的”核苷酸序列的核酸或多

核苷酸意指该多核苷酸的核苷酸序列与参照序列相同，只不过按照参照核苷酸序列的每

100个核苷酸，该多核苷酸序列可以包含多达5处点突变。换言之，为了获得与参照核苷酸序

列具有至少95％相同的核苷酸序列的多核苷酸，可以删除或用另一种核苷酸取代参照序列

中高达5％的核苷酸，或者可以将参照序列中占总核苷酸的高达5％的数目的核苷酸插入到

参照序列中。参照序列的这些变更可以发生在参照核苷酸序列的5’或3’端位置或那些末端

位置之间的任何地方，个别分散在参照序列中的残基中或分散在参照序列内的一或多个连

续组中。作为一个实际问题，可以使用已知的计算机程序，如上文针对多肽论述的程序(例

如ALIGN-2)来常规确定任何特定的多核苷酸序列是否与本发明的核苷酸序列为至少80％、

85％、90％、95％、96％、97％、98％或99％相同。

[0120] 术语“表达盒”指重组或合成生成的，具有一系列允许特定核酸在靶细胞中转录的

指定核酸元件的多核苷酸。可以将重组表达盒掺入质粒、染色体、线粒体DNA、质体DNA、病毒

或核酸片段中。通常，表达载体的重组表达盒部分包含要转录的核酸序列和启动子等。在某

些实施方案中，本发明的表达盒包含编码本发明的双特异性抗原结合分子或其片段的多核

苷酸序列。

[0121] 术语“载体”或“表达载体”与“表达构建体”同义，并指用于在靶细胞中导入与其可

操作联合的特定基因及指导表达的DNA分子。该术语包括作为自主复制核酸结构的载体以

及掺入到已经接受其导入的宿主细胞的基因组中的载体。本发明的表达载体包含表达盒。
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表达盒允许转录大量稳定的mRNA。一旦表达载体在靶细胞内，就通过细胞转录和/或翻译装

置生成基因编码的核糖核酸分子或蛋白质。在一个实施方案中，本发明的表达载体包含表

达盒，其包含编码本发明的双特异性抗原结合分子或其片段的多核苷酸序列。

[0122] 术语“宿主细胞”、“宿主细胞系”和“宿主细胞培养物”可交换使用并指已引入外源

核酸的细胞，包括此类细胞的后代。宿主细胞包括“转化体”和“经转化的细胞”，其包括初始

转化的细胞和自其衍生的后代(不考虑传代数)。后代在核酸内含物上可能与亲本细胞不完

全相同，但可以含有突变。本文中包括具有如原始转化细胞中筛选或选择的相同的功能或

生物学活性的突变体后代。宿主细胞是能用于生成本发明的双特异性抗原结合分子的任何

类型的细胞系统。宿主细胞包括培养的细胞，例如哺乳动物培养细胞如CHO细胞、BHK细胞、

NS0细胞、SP2/0细胞、YO骨髓瘤细胞、P3X63小鼠骨髓瘤细胞、PER细胞、PER.C6细胞或杂交瘤

细胞、酵母细胞、昆虫细胞和植物细胞等，而且还包括在转基因动物、转基因植物或培养的

植物或动物组织中包含的细胞。

[0123] “激活Fc受体”是一种在抗体的Fc域衔接后，引发刺激携带该受体的细胞实施效应

器功能的信号传导事件的Fc受体。人激活Fc受体包括FcγRIIIa(CD16a)、FcγRI(CD64)、Fc

γRIIa(CD32)和FcαRI(CD89)。

[0124] 抗体依赖性细胞介导的细胞毒性(ADCC)是一种导致通过免疫效应器细胞对抗体

包被的靶细胞裂解的免疫机制。靶细胞是包含Fc区的抗体或其衍生物一般经由Fc区的N端

的蛋白质部分特异性结合的细胞。如本文中使用的，术语“降低的ADCC”定义为通过上文定

义的ADCC机制，以靶细胞周围介质中给定浓度的抗体，在给定的时间内裂解的靶细胞数目

的降低，和/或通过ADCC机制，实现给定时间内给定数目的靶细胞裂解需要的靶细胞周围介

质中抗体浓度的增加。ADCC的降低相对于使用相同的标准生产、纯化、配制和贮存方法(其

是本领域技术人员已知的)、由同一类型的宿主细胞生成但尚未工程化改造的相同抗体介

导的ADCC。例如，由在其Fc域包含降低ADCC的氨基酸替代的抗体所介导的ADCC中的降低，是

相对于由在Fc域中无此氨基酸替代的相同抗体介导的ADCC而言。测量ADCC的合适测定法是

本领域中公知的(参见例如PCT公开文本no.WO  2006/082515或PCT公开文本no.WO  2012/

130831)。

[0125] 药剂的“有效量”指引起接受其施用的细胞或组织中的生理学变化必需的量。

[0126] 药剂例如药物组合物的“治疗有效量”指有效实现期望的治疗或预防结果的量(以

必要的剂量且持续必要的时间)。治疗有效量的药剂例如消除、降低、延迟、最小化或预防疾

病的不良作用。

[0127] “个体”或“受试者”是哺乳动物。哺乳动物包括但不限于驯养的动物(例如牛、绵

羊、猫、犬和马)、灵长类(例如人和非人灵长类如猴)、家兔和啮齿动物(例如小鼠和大鼠)。

优选地，所述个体或受试者是人。

[0128] 术语“药物组合物”指其形式使得容许其中含有的活性成分的生物学活性有效，且

不含对会接受配制剂施用的受试者有不可接受的毒性的别的成分的制剂。

[0129] “药学可接受载体”指药物组合物中活性成分以外对受试者无毒的成分。药学可接

受载体包括但不限于缓冲剂、赋形剂、稳定剂或防腐剂。

[0130] 如本文中使用的，“治疗/处理”(及其语法变体)指试图改变治疗个体中疾病的自

然进程，并且可以是为了预防或在临床病理学的过程期间实施的临床干预。治疗的期望效
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果包括但不限于预防疾病的发生或复发、缓解症状、降低疾病的任何直接或间接病理学后

果、预防转移、减缓疾病进展率、改善或减轻疾病状态、及消退或改善的预后。在一些实施方

案中，本发明的T细胞活化性双特异性抗原结合分子用于延迟疾病的形成或延缓病症的进

展。

[0131] 术语“包装插页”用于指治疗产品的商业化包装中通常含有的说明书，其含有关于

适应症、使用、剂量、施用、组合疗法、禁忌症的信息和/或关于使用此类治疗产品的警告。

[0132] 实施方案的详细描述

[0133] 在第一个方面，本发明提供一种T细胞活化性双特异性抗原结合分子，其包含

[0134] (i)第一抗原结合模块，它是能够特异性结合CD3的Fab分子，且包含至少一个选自

SEQ  ID  NO:4,SEQ  ID  NO:5和SEQ  ID  NO:6的重链互补决定区(CDR)和至少一个选自SEQ  ID 

NO:8,SEQ  ID  NO:9和SEQ  ID  NO:10的轻链CDR；

[0135] (ii)第二抗原结合模块，它是能够特异性结合靶细胞抗原的Fab分子。

[0136] 在一个实施方案中，所述第一抗原结合模块包含包含与选自SEQ  ID  NO:3,SEQ  ID 

NO:32和SEQ  ID  NO:33的氨基酸序列至少约95％,96％,97％,98％,99％或100％相同的氨

基酸序列的重链可变区和包含与选自SEQ  ID  NO:7和SEQ  ID  NO:31的氨基酸序列至少约

95％,96％,97％,98％,99％或100％相同的氨基酸序列的轻链可变区。

[0137] 在一个实施方案中，所述第一抗原结合模块包含包含与SEQ  ID  NO:3的氨基酸序

列至少约95％,96％,97％,98％,99％或100％相同的氨基酸序列的重链可变区和包含与

SEQ  ID  NO:7的氨基酸序列至少约95％,96％,97％,98％,99％或100％相同的氨基酸序列

的轻链可变区。

[0138] 在一个特定的实施方案中，所述第二抗原结合模块能够特异性结合CEA且包含至

少一个选自SEQ  ID  NO:24,SEQ  ID  NO:25和SEQ  ID  NO:26的重链互补决定区(CDR)和至少

一个选自SEQ  ID  NO:28,SEQ  ID  NO:29和SEQ  ID  NO:30的轻链CDR。

[0139] 在另一个特定的实施方案中，所述第二抗原结合模块能够特异性结合CEA且包含

包含与SEQ  ID  NO:23的氨基酸序列至少约95％,96％,97％,98％,99％或100％相同的氨基

酸序列的重链可变区和包含与SEQ  ID  NO:27的氨基酸序列至少约95％,96％,97％,98％,

99％或100％相同的氨基酸序列的轻链可变区。

[0140] 在另一个特定的实施方案中，所述第二抗原结合模块能够特异性结合MCSP且包含

至少一个选自SEQ  ID  NO:14,SEQ  ID  NO:15,SEQ  ID  NO:16,SEQ  ID  NO:35,SEQ  ID  NO:37,

SEQ  ID  NO:38和SEQ  ID  NO:40的重链互补决定区(CDR)和至少一个选自SEQ  ID  NO:18,SEQ 

ID  NO:19,SEQ  ID  NO:20,SEQ  ID  NO:44,SEQ  ID  NO:45,SEQ  ID  NO:48,SEQ  ID  NO:49和

SEQ  ID  NO:50的轻链CDR。

[0141] 在另一个特定的实施方案中，所述第二抗原结合模块能够特异性结合MCSP且包含

至少一个选自SEQ  ID  NO:14,SEQ  ID  NO:15和SEQ  ID  NO:16的重链互补决定区(CDR)和至

少一个选自SEQ  ID  NO:18,SEQ  ID  NO:19和SEQ  ID  NO:20的轻链CDR。

[0142] 在另一个特定的实施方案中，所述第二抗原结合模块能够特异性结合MCSP且包含

包含与选自SEQ  ID  NO:13,SEQ  ID  NO:34,SEQ  ID  NO:36,SEQ  ID  NO:39和SEQ  ID  NO:41的

氨基酸序列至少约95％,96％,97％,98％,99％或100％相同的氨基酸序列的重链可变区和

包含与选自SEQ  ID  NO:17,SEQ  ID  NO:43,SEQ  ID  NO:46,SEQ  ID  NO:47和SEQ  ID  NO:51的
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氨基酸序列至少约95％,96％,97％,98％,99％或100％相同的氨基酸序列的轻链可变区。

[0143] 在另一个特定的实施方案中，所述第二抗原结合模块能够特异性结合MCSP且包含

包含与SEQ  ID  NO:13的氨基酸序列至少约95％,96％,97％,98％,99％或100％相同的氨基

酸序列的重链可变区和包含与SEQ  ID  NO:17的氨基酸序列至少约95％,96％,97％,98％,

99％或100％相同的氨基酸序列的轻链可变区。

[0144] 在一个实施方案中，本发明提供T细胞活化性双特异性抗原结合分子，其包含：

[0145] (i)第一抗原结合模块，它是能够特异性结合CD3的Fab分子，包含至少一个选自

SEQ  ID  NO:4,SEQ  ID  NO:5和SEQ  ID  NO:6的重链互补决定区(CDR)和至少一个选自SEQ  ID 

NO:8,SEQ  ID  NO:9和SEQ  ID  NO:10的轻链CDR；

[0146] (ii)第二抗原结合模块，它是能够特异性结合CEA的Fab分子，包含至少一个选自

SEQ  ID  NO:24,SEQ  ID  NO:25和SEQ  ID  NO:26的重链互补决定区(CDR)和至少一个选自SEQ 

ID  NO:28,SEQ  ID  NO:29和SEQ  ID  NO:30的轻链CDR。

[0147] 在一个实施方案中，本发明提供T细胞活化性双特异性抗原结合分子，其包含：

[0148] (i)第一抗原结合模块，它是能够特异性结合CD3的Fab分子，包含包含与SEQ  ID 

NO:3的氨基酸序列至少约95％,96％,97％,98％,99％或100％相同的氨基酸序列的重链可

变区和包含与SEQ  ID  NO:7的氨基酸序列至少约95％,96％,97％,98％,99％或100％相同

的氨基酸序列的轻链可变区；

[0149] (ii)第二抗原结合模块，它是能够特异性结合CEA的Fab分子，包含包含与SEQ  ID 

NO:23的氨基酸序列至少约95％,96％,97％,98％,99％或100％相同的氨基酸序列的重链

可变区和包含与SEQ  ID  NO:27的氨基酸序列至少约95％,96％,97％,98％,99％或100％相

同的氨基酸序列的轻链可变区。

[0150] 在一个实施方案中，本发明提供T细胞活化性双特异性抗原结合分子，其包含：

[0151] (i)第一抗原结合模块，它是能够特异性结合CD3的Fab分子，包含至少一个选自

SEQ  ID  NO:4,SEQ  ID  NO:5和SEQ  ID  NO:6的重链互补决定区(CDR)和至少一个选自SEQ  ID 

NO:8,SEQ  ID  NO:9和SEQ  ID  NO:10的轻链CDR；

[0152] (ii)第二抗原结合模块，它是能够特异性结合MCSP的Fab分子，包含至少一个选自

SEQ  ID  NO:14,SEQ  ID  NO:15和SEQ  ID  NO:16的重链互补决定区(CDR)和至少一个选自SEQ 

ID  NO:18,SEQ  ID  NO:19和SEQ  ID  NO:20的轻链CDR。

[0153] 在一个实施方案中，本发明提供T细胞活化性双特异性抗原结合分子，其包含：

[0154] (i)第一抗原结合模块，它是能够特异性结合CD3的Fab分子，包含包含与SEQ  ID 

NO:3的氨基酸序列至少约95％,96％,97％,98％,99％或100％相同的氨基酸序列的重链可

变区和包含与SEQ  ID  NO:7的氨基酸序列至少约95％,96％,97％,98％,99％或100％相同

的氨基酸序列的轻链可变区；

[0155] (ii)第二抗原结合模块，它是能够特异性结合MCSP的Fab分子，包含包含与SEQ  ID 

NO:13的氨基酸序列至少约95％,96％,97％,98％,99％或100％相同的氨基酸序列的重链

可变区和包含与SEQ  ID  NO:17的氨基酸序列至少约95％,96％,97％,98％,99％或100％相

同的氨基酸序列的轻链可变区。

[0156] 在一个具体的实施方案中，所述第一抗原结合模块是交换Fab分子，其中Fab轻链

和Fab重链的可变区或恒定区任一是交换的。
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[0157] 在一个实施方案中，所述第二抗原结合模块是常规Fab分子。

[0158] 在一个具体的实施方案中，所述第一抗原结合模块是交换Fab分子，其中Fab轻链

和Fab重链的恒定区是交换的，且所述第二抗原结合模块是常规Fab分子。在又一个具体的

实施方案中，所述第一和第二抗原结合模块彼此融合，任选地经由肽接头。

[0159] 在具体的实施方案中，所述T细胞活化性双特异性抗原结合分子进一步包含由能

够稳定联合的第一和第二亚基构成的Fc域。

[0160] 在又一个具体的实施方案中，所述T细胞活化性双特异性抗原结合分子中存在不

超过一个能够特异性结合CD3的抗原结合模块(即所述T细胞活化性双特异性抗原结合分子

提供对CD3的单价结合)。

[0161] T细胞活化性双特异性抗原结合分子形式

[0162] T细胞活化性双特异性抗原结合分子的组分可以以多种构造彼此融合。例示性的

构造绘于图1、3和5中。

[0163] 在具体的实施方案中，所述T细胞活化性双特异性抗原结合分子包含由能够稳定

联合的第一和第二亚基构成的Fc域。在一些实施方案中，所述第二抗原结合模块在Fab重链

的C端融合至所述Fc域的第一或第二亚基的N端。

[0164] 在一个此类实施方案中，第一抗原结合模块在Fab重链的C端融合至第二抗原结合

模块的Fab重链的N端。在一个特定的此类实施方案中，T细胞活化性双特异性抗原结合分子

基本由以下组成：第一和第二抗原结合模块，由第一和第二亚基构成的Fc域和任选地一个

或多个肽接头，其中所述第一抗原结合模块在Fab重链的C端融合至第二抗原结合模块的

Fab重链的N端，而第二抗原结合模块在Fab重链的C端融合至所述Fc域的第一或第二亚基的

N端。任选地，第一抗原结合模块的Fab轻链和第二抗原结合模块的Fab轻链可以另外彼此融

合。

[0165] 在另一个此类实施方案中，第一抗原结合模块在Fab重链的C端融合至所述Fc域的

第一或第二亚基的N端。在一个特定的此类实施方案中，T细胞活化性双特异性抗原结合分

子基本由以下组成：第一和第二抗原结合模块，由第一和第二亚基构成的Fc域和任选地一

个或多个肽接头，其中所述第一和第二抗原结合模块各自在Fab重链的C端融合至所述Fc域

的亚基之一的N端。

[0166] 在其他实施方案中，第一抗原结合模块在Fab重链的C端融合至所述Fc域的第一或

第二亚基的N端。

[0167] 在一个具体的此类实施方案中，第二抗原结合模块在Fab重链的C端融合至第一抗

原结合模块的Fab重链的N端。在一个特定的此类实施方案中，T细胞活化性双特异性抗原结

合分子基本由以下组成：第一和第二抗原结合模块，由第一和第二亚基构成的Fc域和任选

地一个或多个肽接头，其中所述第二抗原结合模块在Fab重链的C端融合至第一抗原结合模

块的Fab重链的N端，而第一抗原结合模块在Fab重链的C端融合至所述Fc域的第一或第二亚

基的N端。任选地，第一抗原结合模块的Fab轻链和第二抗原结合模块的Fab轻链可以另外彼

此融合。

[0168] 抗原结合模块可以直接地或经由肽接头融合至Fc域或彼此融合，所述肽接头包含

一个或多个氨基酸，通常约2-20个氨基酸。肽接头是本领域中已知且本文中记载的。合适

的、非免疫原性的肽接头包括例如(G4S)n、(SG4)n、(G4S)n或G4(SG4)n肽接头。“n”一般是介于1
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和10之间的数字，通常介于2和4之间。特别适用于将第一和第二抗原结合模块的Fab轻链彼

此融合的肽接头是(G4S)2。适用于连接第一和第二抗原结合模块的Fab重链的例示性肽接头

是EPKSC(D)-(G4S)2(SEQ  ID  NO  105和106)。另外，接头可包含免疫球蛋白铰链区(的部分)。

尤其当抗原结合模块融合至Fc域亚基的N端时，其可以用或不用另外的肽接头经由免疫球

蛋白铰链区或其部分融合。

[0169] 具有能够特异性结合靶细胞抗原的单一抗原结合模块的T细胞活化性双特异性抗

原结合分子(例如如图1小图A、D、F或H中显示的)是有用的，特别是在高亲和力抗原结合模

块结合后会预期靶细胞抗原内在化的情况中。在此类情况中，存在超过一个特异于靶细胞

抗原的抗原结合模块可能增强靶细胞抗原的内在化，由此降低其利用度。

[0170] 然而，在许多其它情况中，会有利的是具有包含两个或更多个特异于靶细胞抗原

的抗原结合模块的T细胞活化性双特异性抗原结合分子(见显示于图1小图B、C、E或G的例

子)，从而例如优化对靶部位的靶向或允许靶细胞抗原的交联。

[0171] 因而，在某些实施方案中，本发明的T细胞活化性双特异性抗原结合分子还包含第

三抗原结合模块，其为能够特异性结合靶细胞抗原的Fab分子。在一个实施方案中，所述第

三抗原结合模块是常规Fab分子。在一个实施方案中，所述第三抗原结合模块能够与第二抗

原结合模块特异性结合相同的靶细胞抗原。在一个具体的实施方案中，所述第一抗原结合

模块能够特异性结合CD3，而所述第二和第三抗原结合模块能够特异性结合靶细胞抗原。在

一个具体的实施方案中，所述第二和第三抗原结合模块是相同的(即它们包含相同的氨基

酸序列)。

[0172] 在一个具体的实施方案中，所述第一抗原结合模块能够特异性结合CD3，且所述第

二和第三抗原结合模块能够特异性结合CEA，其中所述第二和第三抗原结合模块包含至少

一个选自SEQ  ID  NO:24,SEQ  ID  NO:25和SEQ  ID  NO:26的重链互补决定区(CDR)和至少一

个选自SEQ  ID  NO:28,SEQ  ID  NO:29和SEQ  ID  NO:30的轻链CDR。

[0173] 在一个具体的实施方案中，所述第一抗原结合模块能够特异性结合CD3，且包含至

少一个选自SEQ  ID  NO:4,SEQ  ID  NO:5和SEQ  ID  NO:6的重链互补决定区(CDR)和至少一个

选自SEQ  ID  NO:8,SEQ  ID  NO:9和SEQ  ID  NO:10的轻链CDR；且所述第二和第三抗原结合模

块能够特异性结合CEA，其中所述第二和第三抗原结合模块包含至少一个选自SEQ  ID  NO:

24,SEQ  ID  NO:25和SEQ  ID  NO:26的重链互补决定区(CDR)和至少一个选自SEQ  ID  NO:28,

SEQ  ID  NO:29和SEQ  ID  NO:30的轻链CDR。

[0174] 在一个具体的实施方案中，所述第一抗原结合模块能够特异性结合CD3，其包含至

少一个选自SEQ  ID  NO:4,SEQ  ID  NO:5和SEQ  ID  NO:6的重链互补决定区(CDR)和至少一个

选自SEQ  ID  NO:8,SEQ  ID  NO:9和SEQ  ID  NO:10的轻链CDR；且所述第二和第三抗原结合模

块能够特异性结合CEA，其中所述第二和第三抗原结合模块包含至少一个选自SEQ  ID  NO:

24,SEQ  ID  NO:25和SEQ  ID  NO:26的重链互补决定区(CDR)和至少一个选自SEQ  ID  NO:28,

SEQ  ID  NO:29和SEQ  ID  NO:30的轻链CDR。

[0175] 在一个具体的实施方案中，所述第一抗原结合模块能够特异性结合CD3，其包含包

含与选自SEQ  ID  NO:3 ,SEQ  ID  NO:32和SEQ  ID  NO:33的氨基酸序列至少约95％,96％,

97％,98％,99％或100％相同的氨基酸序列的重链可变区和包含与选自SEQ  ID  NO:7和SEQ 

ID  NO:31的氨基酸序列至少约95％,96％,97％,98％,99％或100％相同的氨基酸序列的轻
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链可变区，且所述第二和第三抗原结合模块能够特异性结合CEA，其中所述第二和第三抗原

结合模块包含包含与SEQ  ID  NO:23的氨基酸序列至少约95％,96％,97％,98％,99％或

100％相同的氨基酸序列的重链可变区和包含与SEQ  ID  NO:27的氨基酸序列至少约95％,

96％,97％,98％,99％或100％相同的氨基酸序列的轻链可变区。

[0176] 在一个具体的实施方案中，所述第一抗原结合模块能够特异性结合CD3，且包含包

含与SEQ  ID  NO:3的氨基酸序列至少约95％,96％,97％,98％,99％或100％相同的氨基酸

序列的重链可变区和包含与SEQ  ID  NO:7的氨基酸序列至少约95％,96％,97％,98％,99％

或100％相同的氨基酸序列的轻链可变区，且所述第二和第三抗原结合模块能够特异性结

合CEA，其中所述第二和第三抗原结合模块包含包含与SEQ  ID  NO:23的氨基酸序列至少约

95％,96％,97％,98％,99％或100％相同的氨基酸序列的重链可变区和包含与SEQ  ID  NO:

27的氨基酸序列至少约95％,96％,97％,98％,99％或100％相同的氨基酸序列的轻链可变

区。

[0177] 在一个实施方案中，所述第一抗原结合模块能够特异性结合CD3，且所述第二和第

三抗原结合模块能够特异性结合MCSP，其中所述第二和第三抗原结合模块包含至少一个选

自SEQ  ID  NO:14,SEQ  ID  NO:15,SEQ  ID  NO:16,SEQ  ID  NO:35,SEQ  ID  NO:37,SEQ  ID  NO:

38和SEQ  ID  NO:40的重链互补决定区(CDR)和至少一个选自SEQ  ID  NO:18,SEQ  ID  NO:19,

SEQ  ID  NO:20,SEQ  ID  NO:44,SEQ  ID  NO:45,SEQ  ID  NO:48,SEQ  ID  NO:49和SEQ  ID  NO:

50的轻链CDR。

[0178] 在一个具体的实施方案中，所述第一抗原结合模块能够特异性结合CD3，其包含至

少一个选自SEQ  ID  NO:4,SEQ  ID  NO:5和SEQ  ID  NO:6的重链互补决定区(CDR)和至少一个

选自SEQ  ID  NO:8,SEQ  ID  NO:9和SEQ  ID  NO:10的轻链CDR；且所述第二和第三抗原结合模

块能够特异性结合MCSP，其中所述第二和第三抗原结合模块包含至少一个选自SEQ  ID  NO:

14,SEQ  ID  NO:15,SEQ  ID  NO:16,SEQ  ID  NO:35,SEQ  ID  NO:37,SEQ  ID  NO:38和SEQ  ID 

NO:40的重链互补决定区(CDR)和至少一个选自SEQ  ID  NO:18,SEQ  ID  NO:19,SEQ  ID  NO:

20,SEQ  ID  NO:44 ,SEQ  ID  NO:45,SEQ  ID  NO:48,SEQ  ID  NO:49和SEQ  ID  NO:50的轻链

CDR。

[0179] 在一个实施方案中，所述第一抗原结合模块能够特异性结合CD3，其包含至少一个

选自SEQ  ID  NO:4,SEQ  ID  NO:5和SEQ  ID  NO:6的重链互补决定区(CDR)和至少一个选自

SEQ  ID  NO:8,SEQ  ID  NO:9和SEQ  ID  NO:10的轻链CDR；且所述第二和第三抗原结合模块能

够特异性结合MCSP，其中所述第二和第三抗原结合模块包含至少一个选自SEQ  ID  NO:14,

SEQ  ID  NO:15和SEQ  ID  NO:16的重链互补决定区(CDR)和至少一个选自SEQ  ID  NO:18,SEQ 

ID  NO:19和SEQ  ID  NO:20的轻链CDR。

[0180] 在一个实施方案中，所述第一抗原结合模块能够特异性结合CD3，其包含包含与选

自SEQ  ID  NO:3 ,SEQ  ID  NO:32和SEQ  ID  NO:33的氨基酸序列至少约95％,96％,97％,

98％,99％或100％相同的氨基酸序列的重链可变区和包含与选自SEQ  ID  NO:7和SEQ  ID 

NO:31的氨基酸序列至少约95％,96％,97％,98％,99％或100％相同的氨基酸序列的轻链

可变区，且所述第二和第三抗原结合模块能够特异性结合MCSP，其中所述第二和第三抗原

结合模块包含包含与选自SEQ  ID  NO:13,SEQ  ID  NO:34,SEQ  ID  NO:36,SEQ  ID  NO:39和

SEQ  ID  NO:41的氨基酸序列至少约95％,96％,97％,98％,99％或100％相同的氨基酸序列
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的重链可变区和包含与选自SEQ  ID  NO:17,SEQ  ID  NO:43,SEQ  ID  NO:46,SEQ  ID  NO:47和

SEQ  ID  NO:51的氨基酸序列至少约95％,96％,97％,98％,99％或100％相同的氨基酸序列

的轻链可变区。

[0181] 在一个实施方案中，所述第一抗原结合模块能够特异性结合CD3，其包含包含与

SEQ  ID  NO:3的氨基酸序列至少约95％,96％,97％,98％,99％或100％相同的氨基酸序列

的重链可变区和包含与SEQ  ID  NO:7的氨基酸序列至少约95％,96％,97％,98％,99％或

100％相同的氨基酸序列的轻链可变区，且所述第二和第三抗原结合模块能够特异性结合

MCSP，其中所述第二和第三抗原结合模块包含包含与SEQ  ID  NO:13的氨基酸序列至少约

95％,96％,97％,98％,99％或100％相同的氨基酸序列的重链可变区和包含与SEQ  ID  NO:

17的氨基酸序列至少约95％,96％,97％,98％,99％或100％相同的氨基酸序列的轻链可变

区。

[0182] 在一个实施方案中，所述第三抗原结合模块在Fab重链的C端融合至所述Fc域的第

一或第二亚基的N端。在一个更加具体的实施方案中，所述第二和第三抗原结合模块各自在

Fab重链的C端融合至所述Fc域的亚基之一的N端，且所述第一抗原结合模块在Fab重链的C

端融合至所述第二抗原结合模块的Fab重链的N端。任选地，第一抗原结合模块的Fab轻链和

第二抗原结合模块的Fab轻链可以另外彼此融合。

[0183] 所述第二和第三抗原结合模块可以直接或经由肽接头融合至Fc域。在一个具体的

实施方案中，所述第二和第三抗原结合模块各自经由免疫球蛋白铰链区融合至Fc域。在一

个特定的实施方案中，所述免疫球蛋白铰链区是人IgG11铰链区。在一个实施方案中，所述

第二和第三抗原结合模块和Fc域是免疫球蛋白分子的部分。在一个具体的实施方案中，所

述免疫球蛋白分子是IgG类免疫球蛋白。在一个甚至更具体的实施方案中，所述免疫球蛋白

是IgG1亚类免疫球蛋白。在另一个实施方案中，所述免疫球蛋白是IgG4亚类免疫球蛋白。在

一个别的具体的实施方案中，所述免疫球蛋白是人免疫球蛋白。在其他实施方案中，免疫球

蛋白是嵌合免疫球蛋白或人源化免疫球蛋白。在一个实施方案中，T细胞活化性双特异性抗

原结合分子基本由以下组成：能够特异性结合靶细胞抗原的免疫球蛋白分子，和能够特异

性结合CD3的抗原结合模块，其中所述抗原结合模块是融合至免疫球蛋白重链之一(任选地

经由肽接头)的N端的Fab分子，特别是交换Fab分子。

[0184] 在一个具体的实施方案中，所述第一和第三抗原结合模块各自在Fab重链的C端融

合至所述Fc域的亚基之一的N端，且所述第二抗原结合模块在Fab重链的C端融合至所述第

一抗原结合模块的Fab重链的N端。在一个特定的此类实施方案中，所述T细胞活化性双特异

性抗原结合分子基本由以下组成：第一、第二和第三抗原结合模块，由第一和第二亚基构成

的Fc域和任选地一个或多个肽接头，其中所述第二抗原结合模块在Fab重链的C端融合至第

一抗原结合模块的Fab重链的N端，且所述第一抗原结合模块在Fab重链的C端融合至所述Fc

域的第一亚基的N端，且其中所述第三抗原结合模块在Fab重链的C端融合至所述Fc域的第

二亚基的N端。任选地，第一抗原结合模块的Fab轻链和第二抗原结合模块的Fab轻链可以另

外彼此融合。

[0185] 在一个实施方案中，本发明提供T细胞活化性双特异性抗原结合分子，其包含：

[0186] (i)第一抗原结合模块，它是能够特异性结合CD3的Fab分子，包含SEQ  ID  NO:4的

重链互补决定区(CDR)1，SEQ  ID  NO:5的重链CDR  2，SEQ  ID  NO:6的重链CDR  3，SEQ  ID  NO:
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8的轻链CDR  1，SEQ  ID  NO:9的轻链CDR  2和SEQ  ID  NO:10的轻链CDR  3，其中所述第一抗原

结合模块是交换Fab分子，其中Fab轻链和Fab重链的可变或恒定区任一(特别是恒定区)是

交换的；

[0187] (ii)第二和第三抗原结合模块，它们各自是能够特异性结合CEA的Fab分子，包含

SEQ  ID  NO:24的重链CDR  1，SEQ  ID  NO:25的重链CDR  2，SEQ  ID  NO:26的重链CDR  3，SEQ 

ID  NO:28的轻链CDR  1，SEQ  ID  NO:29的轻链CDR  2和SEQ  ID  NO:30的轻链CDR3。

[0188] 在一个实施方案中，本发明提供T细胞活化性双特异性抗原结合分子，其包含：

[0189] (i)第一抗原结合模块，它是能够特异性结合CD3的Fab分子，包含包含与SEQ  ID 

NO:3的氨基酸序列至少约95％,96％,97％,98％,99％或100％相同的氨基酸序列的重链可

变区和包含与SEQ  ID  NO:7的氨基酸序列至少约95％,96％,97％,98％,99％或100％相同

的氨基酸序列的轻链可变区，其中所述第一抗原结合模块是交换Fab分子，其中Fab轻链和

Fab重链的可变或恒定区任一(特别是恒定区)是交换的；

[0190] (ii)第二和第三抗原结合模块，它们各自是能够特异性结合CEA的Fab分子，包含

包含与SEQ  ID  NO:23的氨基酸序列至少约95％,96％,97％,98％,99％或100％相同的氨基

酸序列的重链可变区和包含与SEQ  ID  NO:27的氨基酸序列至少约95％,96％,97％,98％,

99％或100％相同的氨基酸序列的轻链可变区。

[0191] 在一个实施方案中，本发明提供T细胞活化性双特异性抗原结合分子，其包含：

[0192] (i)第一抗原结合模块，它是能够特异性结合CD3的Fab分子，包含SEQ  ID  NO:4的

重链互补决定区(CDR)1，SEQ  ID  NO:5的重链CDR  2，SEQ  ID  NO:6的重链CDR  3，SEQ  ID  NO:

8的轻链CDR  1，SEQ  ID  NO:9的轻链CDR  2和SEQ  ID  NO:10的轻链CDR  3，其中所述第一抗原

结合模块是交换Fab分子，其中Fab轻链和Fab重链的可变或恒定区任一(特别是恒定区)是

交换的；

[0193] (ii)第二和第三抗原结合模块，它们各自是能够特异性结合MCSP的Fab分子，包含

SEQ  ID  NO:14的重链CDR  1，SEQ  ID  NO:15的重链CDR  2，SEQ  ID  NO:16的重链CDR  3，SEQ 

ID  NO:18的轻链CDR  1，SEQ  ID  NO:19的轻链CDR  2和SEQ  ID  NO:20的轻链CDR  3。

[0194] 在一个实施方案中，本发明提供T细胞活化性双特异性抗原结合分子，其包含：

[0195] (i)第一抗原结合模块，它是能够特异性结合CD3的Fab分子，包含包含与SEQ  ID 

NO:3的氨基酸序列至少约95％,96％,97％,98％,99％或100％相同的氨基酸序列的重链可

变区和包含与SEQ  ID  NO:7的氨基酸序列至少约95％,96％,97％,98％,99％或100％相同

的氨基酸序列的轻链可变区，其中所述第一抗原结合模块是交换Fab分子，其中Fab轻链和

Fab重链的可变或恒定区任一(特别是恒定区)是交换的；

[0196] (ii)第二和第三抗原结合模块，它们各自是能够特异性结合MCSP的Fab分子，包含

包含与SEQ  ID  NO:13的氨基酸序列至少约95％,96％,97％,98％,99％或100％相同的氨基

酸序列的重链可变区和包含与SEQ  ID  NO:17的氨基酸序列至少约95％,96％,97％,98％,

99％或100％相同的氨基酸序列的轻链可变区。

[0197] 依照上述四个实施方案任一的T细胞活化性双特异性抗原结合分子可进一步包含

(iii)由能够稳定联合的第一和第二亚基构成的Fc域，其中所述第二抗原结合模块在Fab重

链的C端融合至所述第一抗原结合模块的Fab重链的N端，且所述第一抗原结合模块在Fab重

链的C端融合至所述Fc域的第一亚基的N端，且其中所述第三抗原结合模块在Fab重链的C端
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融合至所述Fc域的第二亚基的N端。

[0198] 在本发明的一些T细胞活化性双特异性抗原结合分子中，第一抗原结合模块的Fab

轻链和第二抗原结合模块的Fab轻链彼此融合，任选地经由接头肽融合。根据第一和第二抗

原结合模块的构造，第一抗原结合模块的Fab轻链可在其C端融合至第二抗原结合模块的

Fab轻链的N端，或者第二抗原结合模块的Fab轻链可在其C端融合至第一抗原结合模块的

Fab轻链的N端。第一和第二抗原结合模块的Fab轻链的融合进一步降低不匹配的Fab重链和

轻链的错误配对，并且还降低表达本发明的一些T细胞活化性双特异性抗原结合分子需要

的质粒数。

[0199] 在某些实施方案中，所述T细胞活化性双特异性抗原结合分子包含其中的第一抗

原结合模块的Fab轻链可变区与第一抗原结合模块的Fab重链恒定区共享羧基末端肽键(即

第一抗原结合模块包含交换Fab重链，其中重链可变区用轻链可变区替换)，所述第一抗原

结合模块的Fab重链恒定区继而与Fc域亚基共享羧基末端肽键的多肽(VL(1)-CH1(1)-CH2-

CH3(-CH4))，和其中的第二抗原结合模块的Fab重链与Fc域亚基共享羧基末端肽键的多肽

(VH(2)-CH1(2)-CH2-CH3(-CH4))。在一些实施方案中，所述T细胞活化性双特异性抗原结合分

子还包含其中的第一抗原结合模块的Fab重链可变区与第一抗原结合模块的Fab轻链恒定

区共享羧基末端肽键的多肽(VH(1)-CL(1))，和第二抗原结合模块的Fab轻链多肽(VL(2)-

CL(2))。在某些实施方案中，所述多肽共价连接，例如通过二硫键进行。

[0200] 在备选的实施方案中，所述T细胞活化性双特异性抗原结合分子包含其中的第一

抗原结合模块的Fab重链可变区与第一抗原结合模块的Fab轻链恒定区共享羧基末端肽键

(即第一抗原结合模块包含交换Fab重链，其中重链恒定区用轻链恒定区替换)，所述第一抗

原结合模块的Fab轻链恒定区继而与Fc域亚基共享羧基末端肽键的多肽(VH(1)-CL(1)-CH2-

CH3(-CH4))，和其中的第二抗原结合模块的Fab重链与Fc域亚基共享羧基末端肽键的多肽

(VH(2)-CH1(2)-CH2-CH3(-CH4))。在一些实施方案中，所述T细胞活化性双特异性抗原结合分

子还包含其中的第一抗原结合模块的Fab轻链可变区与第一抗原结合模块的Fab重链恒定

区共享羧基末端肽键的多肽(VH(1)-CL(1))和第二抗原结合模块的Fab轻链多肽(VL(2)-

CL(2))。在某些实施方案中，所述多肽共价连接，例如通过二硫键进行。

[0201] 在一些实施方案中，所述T细胞活化性双特异性抗原结合分子包含其中的第一抗

原结合模块的Fab轻链可变区与第一抗原结合模块的Fab重链恒定区共享羧基末端肽键(即

第一抗原结合模块包含交换Fab重链，其中重链可变区用轻链可变区替换)，所述第一抗原

结合模块的Fab重链恒定区继而与第二抗原结合模块的Fab重链共享羧基末端肽键，所述第

二抗原结合模块的Fab重链继而与Fc域亚基共享羧基末端肽键的多肽(VL(1)-CH1(1)-VH(2)-

CH1(2)-CH2-CH3(-CH4))。在其他实施方案中，所述T细胞活化性双特异性抗原结合分子包含

其中的第一抗原结合模块的Fab重链可变区与第一抗原结合模块的Fab轻链恒定区共享羧

基末端肽键(即第一抗原结合模块包含交换Fab重链，其中重链恒定区用轻链恒定区替换)，

所述第一抗原结合模块的Fab轻链恒定区继而与第二抗原结合模块的Fab重链共享羧基末

端肽键，所述第二抗原结合模块的Fab重链继而与Fc域亚基共享羧基末端肽键的多肽

(VH(1)-CL(1)-VH(2)-CH1(2)-CH2-CH3(-CH4))。仍在其他实施方案中，所述T细胞活化性双特异

性抗原结合分子包含其中的第二抗原结合模块的Fab重链与第一抗原结合模块的Fab轻链

可变区共享羧基末端肽键，所述第一抗原结合模块的Fab轻链可变区继而与第一抗原结合
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模块的Fab重链恒定区共享羧基末端肽键(即第一抗原结合模块包含交换Fab重链，其中重

链可变区用轻链可变区替换)，所述第一抗原结合模块的Fab重链恒定区继而与Fc域亚基共

享羧基末端肽键的多肽(VH(2)-CH1(2)-VL(1)-CH1(1)-CH2-CH3(-CH4))。在其他实施方案中，所

述T细胞活化性双特异性抗原结合分子包含其中的第二抗原结合模块的Fab重链与第一抗

原结合模块的Fab重链可变区共享羧基末端肽键，所述第一抗原结合模块的Fab重链可变区

继而与第一抗原结合模块的Fab轻链恒定区共享羧基末端肽键(即第一抗原结合模块包含

交换Fab重链，其中重链恒定区用轻链恒定区替换)，所述第一抗原结合模块的Fab轻链恒定

区继而与Fc域亚基共享羧基末端肽键的多肽(VH(2)-CH1(2)-VH(1)-CL(1)-CH2-CH3(-CH4))。

[0202] 在这些中的一些实施方案中，所述T细胞活化性双特异性抗原结合分子还包含交

换的第一抗原结合模块的Fab轻链多肽，其中第一抗原结合模块的Fab重链可变区与第一抗

原结合模块的Fab轻链恒定区共享羧基末端肽键(VH(1)-CL(1))，和第二抗原结合模块的Fab

轻链多肽(VL(2)-CL(2))。在这些中的其他实施方案中，所述T细胞活化性双特异性抗原结合

分子还包含交换的Fab轻链多肽，其中第一抗原结合模块的Fab轻链可变区与第一抗原结合

模块的Fab重链恒定区共享羧基末端肽键(VL(1)-CH1(1))，和第二抗原结合模块的Fab轻链多

肽(VL(2)-CL(2))。仍在这些中的其他实施方案中，所述T细胞活化性双特异性抗原结合分子

还包含其中的第一抗原结合模块的Fab轻链可变区与第一抗原结合模块的Fab重链恒定区

共享羧基末端肽键，所述第一抗原结合模块的Fab重链恒定区继而与第二抗原结合模块的

Fab轻链多肽共享羧基末端肽键的多肽(VL(1)-CH1(1)-VL(2)-CL(2))，其中的第一抗原结合模

块的Fab重链可变区与第一抗原结合模块的Fab轻链恒定区共享羧基末端肽键，所述第一抗

原结合模块的Fab轻链恒定区继而与第二抗原结合模块的Fab轻链多肽共享羧基末端肽键

的多肽(VH(1)-CL(1)-VL(2)-CL(2))，其中的第二抗原结合模块的Fab轻链多肽与第一抗原结合

模块的Fab轻链可变区共享羧基末端肽键，所述第一抗原结合模块的Fab轻链可变区继而与

第一抗原结合模块的Fab重链恒定区共享羧基末端肽键的多肽(VL(2)-CL(2)-VL(1)-CH1(1))，

或其中的第二抗原结合模块的Fab轻链多肽与第一抗原结合模块的Fab重链可变区共享羧

基末端肽键，所述第一抗原结合模块的Fab重链可变区继而与第一抗原结合模块的Fab轻链

恒定区共享羧基末端肽键的多肽(VL(2)-CL(2)-VH(1)-CL(1))。

[0203] 依照这些实施方案的T细胞活化性双特异性抗原结合分子还可以包含(i)Fc域亚

基多肽(CH2-CH3(-CH4))，或(ii)其中的第三抗原结合模块的Fab重链与Fc域亚基共享羧基

末端肽键的多肽(VH(3)-CH1(3)-CH2-CH3(-CH4))和第三抗原结合模块的Fab轻链多肽(VL(3)-

CL(3))。在某些实施方案中，所述多肽共价连接，例如通过二硫键进行。

[0204] 依照任一个上文实施方案，T细胞活化性双特异性抗原结合分子的组分(例如抗原

结合模块、Fc域)可直接地或经由本文中描述或本领域已知的各种接头，特别是包含一个或

多个氨基酸(通常约2-20个氨基酸)的肽接头融合。合适的、非免疫原性的肽接头包括例如

(G4S)n、(SG4)n、(G4S)n或G4(SG4)n肽接头，其中n一般是介于1和10之间的数字，通常介于2和4

之间。

[0205] Fc域

[0206] T细胞活化性双特异性抗原结合分子的Fc域由一对包含免疫球蛋白分子重链域的

多肽链组成。例如，免疫球蛋白G(IgG)分子的Fc域是二聚体，其每个亚基包含CH2和CH3IgG

重链恒定域。Fc域的两个亚基能够彼此稳定联合。在一个实施方案中，本发明的T细胞活化
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性双特异性抗原结合分子包含不超过一个Fc域。

[0207] 在依照本发明的一个实施方案中，T细胞活化性双特异性抗原结合分子的Fc域是

IgG  Fc域。在一个具体的实施方案中，Fc域是IgG1Fc域。在另一个实施方案中，Fc域是IgG4Fc

域。在一个更特定的实施方案中，Fc域是包含位置S228(依照Kabat的EU编号方式)处的氨基

酸替代，特别是氨基酸替代S228P的IgG4Fc域。此氨基酸替代降低IgG4抗体的体内Fab臂交换

(参见Stubenrauch等,Drug  Metabolism  and  Disposition  38,84-91(2010))。在一个别的

具体的实施方案中，Fc域是人的。人IgG1Fc区的一个例示性序列在SEQ  ID  NO:107中给出。

[0208] 促进异二聚化的Fc域修饰

[0209] 依照本发明的T细胞活化性双特异性抗原结合分子包含不同的抗原结合模块，其

融合至Fc域的两个亚基之一个或另一个，如此Fc域的两个亚基通常包含在两条不相同的多

肽链中。这些多肽的重组共表达和随后二聚化导致两种多肽的数种可能组合。为了改进重

组生产中T细胞活化性双特异性抗原结合分子的产率和纯度，如此在T细胞活化性双特异性

抗原结合分子的Fc域中引入促进期望多肽联合的修饰将是有利的。

[0210] 因而，在具体的实施方案中，依照本发明的T细胞活化性双特异性抗原结合分子的

Fc域包含促进Fc域的第一和第二亚基联合的修饰。人IgG  Fc域的两个亚基之间最广泛的蛋

白质-蛋白质相互作用的位点在Fc域的CH3域中。如此，在一个实施方案中，所述修饰在Fc域

的CH3域中。

[0211] 在一个特定的实施方案中，所述修饰是所谓的“节-入-穴”修饰，其包含在Fc域的

两个亚基之一中的“节”修饰和在Fc域的两个亚基的另一个中的“穴”修饰。

[0212] 节-入-穴技术记载于例如US  5,731,168；US  7,695,936；Ridgway等,Prot  Eng  9,

617-621(1996)和Carter,J  Immunol  Meth  248,7-15(2001)。一般地，该方法牵涉在第一多

肽的界面处引入隆起(“节”)并在第二多肽的界面中引入相应的空腔(“穴”)，使得隆起可以

置于空腔中从而促进异二聚体形成并阻碍同二聚体形成。通过将来自第一多肽界面的小氨

基酸侧链用更大的侧链(例如酪氨酸或色氨酸)替换来构建隆起。在第二多肽的界面中创建

具有与隆起相同或相似大小的互补性空腔，其通过将大氨基酸侧链用更小的氨基酸侧链

(例如丙氨酸或苏氨酸)替换得到。

[0213] 因而，在一个具体的实施方案中，在T细胞活化性双特异性抗原结合分子Fc域的第

一亚基的CH3域中，氨基酸残基用具有更大侧链体积的氨基酸残基替换，由此在所述第一亚

基的CH3域内生成隆起，其可安置于所述第二亚基的CH3域内的空腔中，而且在Fc域的第二

亚基的CH3域中，氨基酸残基用具有更小侧链体积的氨基酸残基替换，由此在所述第二亚基

的CH3域内生成空腔，其中可安置所述第一亚基的CH3域内的隆起。

[0214] 可以通过改变编码多肽的核酸，例如通过位点专一诱变或通过肽合成来制备隆起

和空腔。

[0215] 在一个特定的实施方案中，在Fc域第一亚基的CH3域中，第366位的苏氨酸残基用

色氨酸残基替换(T366W)，而在Fc域第二亚基的CH3域中，第407位的酪氨酸残基用缬氨酸残

基替换(Y407V)。在一个实施方案中，在Fc域第二亚基中，另外，第366位的苏氨酸残基用丝

氨酸残基替换(T366S)且第368位的亮氨酸残基用丙氨酸残基替换(L368A)。

[0216] 在又一个实施方案中，在Fc域的第一亚基中，另外，第354位的丝氨酸残基用半胱

氨酸残基替换(S354C)，且在Fc域的第二亚基中，另外，第349位的酪氨酸残基用半胱氨酸残
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基替换(Y349C)。这两个半胱氨酸残基的引入导致在Fc域的两个亚基之间形成二硫桥，进一

步稳定了二聚体(Carter,J  Immunol  Methods  248,7-15(2001))。

[0217] 在一个具体的实施方案中，将能够结合CD3的抗原结合模块融合(任选地经由能够

结合靶细胞抗原的抗原结合模块)至Fc域的第一亚基(其包含“节”修饰)。不希望受理论束

缚，能够结合CD3的抗原结合模块与Fc域的含节的亚基的融合将(进一步)使包含两个能够

结合CD3的抗原结合模块的抗原结合分子的生成最小化(两条含节的多肽的空间碰撞)。

[0218] 在一个备选的实施方案中，促进Fc域的第一和第二亚基联合的修饰包含介导静电

操纵效应(electrostatic  steering  effect)的修饰，例如如记载于PCT公开文本WO  2009/

089004的。一般地，此方法涉及将在两个Fc域亚基界面处的一个或多个氨基酸残基替换为

带电荷的氨基酸残基，从而在静电上不利于同二聚体形成而在静电上有利于异二聚化。

[0219] 降低Fc受体结合和/或效应器功能的Fc域修饰

[0220] Fc域赋予T细胞活化性双特异性抗原结合分子以有利的药动学特性，包括长血清

半衰期，其有助于在靶组织中的较好积累和有利的组织-血液分配比。然而，同时它可能导

致不想要的T细胞活化性双特异性抗原结合分子对表达Fc受体的细胞而非优选的携带抗原

的细胞的靶向。此外，Fc受体信号传导途径的共激活可能导致细胞因子释放，其与抗原结合

分子的T细胞活化性特性以及长半衰期组合，在系统性施用后引起细胞因子受体的过度激

活和严重的副作用。(携带Fc受体的)免疫细胞而非T细胞的活化甚至会降低T细胞活化性双

特异性抗原结合分子的功效，原因是例如通过NK细胞对T细胞的潜在破坏。

[0221] 因而，在具体的实施方案中，相比于天然IgG1Fc域，依照本发明的T细胞活化性双

特异性抗原结合分子的Fc域展现出降低的对Fc受体的结合亲和力和/或降低的效应器功

能。在一个此类实施方案中，所述Fc域(或包含所述Fc域的T细胞活化性双特异性抗原结合

分子)相比于天然IgG1Fc域(或包含天然IgG1Fc域的T细胞活化性双特异性抗原结合分子)展

现出低于50％，优选低于20％，更优选低于10％且最优选低于5％的对Fc受体的结合亲和

力，和/或相比于天然IgG1Fc域(或包含天然IgG1Fc域的T细胞活化性双特异性抗原结合分

子)展现出低于50％，优选低于20％，更优选低于10％且最优选低于5％的效应器功能。在一

个实施方案中，所述Fc域(或包含所述Fc域的T细胞活化性双特异性抗原结合分子)不实质

性结合Fc受体和/或诱导效应器功能。在一个具体的实施方案中，所述Fc受体是Fcγ受体。

在一个实施方案中，所述Fc受体是人Fc受体。在一个实施方案中，所述Fc受体是活化性Fc受

体。在一个特定的实施方案中，所述Fc受体是活化性人Fcγ受体，更具体地为人FcγRIIIa、

FcγRI或FcγRIIa，最具体为人FcγRIIIa。在一个实施方案中，效应器功能是选自下组的

一种或多种：CDC、ADCC、ADCP和细胞因子分泌。在一个具体的实施方案中，所述效应器功能

是ADCC。在一个实施方案中，相比于天然IgG1Fc域，所述Fc域展现出基本类似的对新生儿Fc

受体(FcRn)的结合亲和力。当Fc域(或包含所述Fc域的T细胞活化性双特异性抗原结合分

子)展现出超过约70％，具体为超过约80％，更具体超过约90％的天然IgG1Fc域(或包含天

然IgG1Fc域的T细胞活化性双特异性抗原结合分子)对FcRn的结合亲和力时实现基本类似

的对FcRn的结合。

[0222] 在某些实施方案中，相比于非工程化Fc域，Fc域工程化改造为具有降低的对Fc受

体的结合亲和力和/或降低的效应器功能。在具体的实施方案中，所述T细胞活化性双特异

性抗原结合分子的Fc域包含一处或多处降低Fc域对Fc受体的结合亲和力和/或效应器功能
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的氨基酸突变。通常，Fc域的两个亚基的每一个中存在相同的一处或多处氨基酸突变。在一

个实施方案中，所述氨基酸突变降低Fc域对Fc受体的结合亲和力。在一个实施方案中，所述

氨基酸突变将Fc域对Fc受体的结合亲和力降低至少2倍、至少5倍、或至少10倍。在有超过一

处降低Fc域对Fc受体的结合亲和力的氨基酸突变的实施方案中，这些氨基酸突变的组合可

以将Fc域对Fc受体的结合亲和力降低至少10倍、至少20倍、或甚至至少50倍。在一个实施方

案中，包含工程化Fc域的T细胞活化性双特异性抗原结合分子相比于包含非工程化Fc域的T

细胞活化性双特异性抗原结合分子展现出低于20％，特别是低于10％，更特别地低于5％的

对Fc受体的结合亲和力。在一个具体的实施方案中，Fc受体是Fcγ受体。在一些实施方案

中，所述Fc受体是人Fc受体。在一些实施方案中，Fc受体是活化性Fc受体。在一个特定的实

施方案中，Fc受体是活化性人Fcγ受体，更特定地是人FcγRIIIa、FcγRI或FcγRIIa，最特

定地是人FcγRIIIa。优选地，对这些受体的每一种的结合是降低的。在一些实施方案中，对

补体成分的结合亲和力，特别是对C1q的结合亲和力也是降低的。在一个实施方案中，对新

生儿Fc受体(FcRn)的结合亲和力没有降低。当Fc域(或包含所述Fc域的T细胞活化性双特异

性抗原结合分子)展现出Fc域的非工程化形式(或包含所述Fc域的非工程化形式的T细胞活

化性双特异性抗原结合分子)对FcRn的结合亲和力的超过约70％时实现基本类似的对FcRn

的结合，即保留该Fc域对所述受体的结合亲和力。Fc域或包含所述Fc域的本发明的T细胞活

化性双特异性抗原结合分子可以展现出高于约80％和甚至高于约90％的此类亲和力。在某

些实施方案中，相比于非工程化Fc域，T细胞活化性双特异性抗原结合分子的Fc域工程化改

造为具有降低的效应器功能。所述降低的效应器功能可包括但不限于下列一种或多种：降

低的补体依赖性细胞毒性(CDC)、降低的抗体依赖性细胞介导的细胞毒性(ADCC)、降低的抗

体依赖性细胞吞噬作用(ADCP)、降低的细胞因子分泌、降低的免疫复合物介导的抗原呈递

细胞的抗原摄取、降低的对NK细胞的结合、降低的对巨噬细胞的结合、降低的对单核细胞的

结合、降低的对多形核细胞的结合、降低的诱导凋亡的直接信号传导、降低的靶物结合的抗

体的交联、降低的树突细胞成熟或降低的T细胞启动。在一个实施方案中，所述降低的效应

器功能是选自下组的一项或多项：降低的CDC、降低的ADCC、降低的ADCP和降低的细胞因子

分泌。在一个具体的实施方案中，所述降低的效应器功能是降低的ADCC。在一个实施方案

中，所述降低的ADCC小于由非工程化Fc域(或包含非工程化Fc域的T细胞活化性双特异性抗

原结合分子)诱导的ADCC的20％。

[0223] 在一个实施方案中，所述降低Fc域对Fc受体的结合亲和力和/或效应器功能的氨

基酸突变是氨基酸替代。在一个实施方案中，Fc域包含在选自下组的位置处的氨基酸替代：

E233、L234、L235、N297、P331和P329。在一个更特定的实施方案中，Fc域包含在选自下组的

位置处的氨基酸替代：L234、L235和P329。在一些实施方案中，Fc域包含氨基酸替代L234A和

L235A。在一个此类实施方案中，Fc域是IgG1Fc域，具体是人IgG1Fc域。在一个实施方案中，Fc

域包含在位置P329处的氨基酸替代。在一个更特定的实施方案中，氨基酸替代是P329A或

P329G，特别是P329G。在一个实施方案中，Fc域包含在位置P329处的氨基酸替代和另一个在

选自以下位置处的氨基酸替代：E233、L234、L235、N297和P331。在一个更特定的实施方案

中，另外的氨基酸替代是E233P、L234A、L235A、L235E、N297A、N297D或P331S。在具体的实施

方案中，所述Fc域包含在位置P329、L234和L235处的氨基酸替代。在更具体的实施方案中，

Fc域包含氨基酸突变L234A、L235A和P329G(“P329G  LALA”)。在一个此类实施方案中，Fc域
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是IgG1Fc域，具体是人IgG1Fc域。氨基酸替代的“P329G  LALA”组合几乎完全消除了人IgG1Fc

域的Fcγ受体(以及补体)结合，如记载于PCT公开文本no.WO  2012/130831的，其通过提述

完整并入本文。WO  2012/130831还描述了制备此类突变体Fc域的方法和用于测定其特性如

Fc受体结合或效应器功能的方法。

[0224] 相比于IgG1抗体，IgG4抗体展现出降低的对Fc受体的结合亲和力和降低的效应器

功能。因此，在一些实施方案中，本发明T细胞活化性双特异性抗原结合分子的Fc域是

IgG4Fc域，具体是人IgG4Fc域。在一个实施方案中，所述IgG4Fc域包含在位置S228处的氨基

酸替代，具体为氨基酸替代S228P。为了进一步降低其对Fc受体的结合亲和力和/或其效应

器功能，在一个实施方案中，所述IgG4Fc域包含在位置L235处的氨基酸替代，具体为氨基酸

替代L235E。在另一个实施方案中，所述IgG4Fc域包含在位置P329处的氨基酸替代，具体为

氨基酸替代P329G。在一个具体的实施方案中，所述IgG4Fc域包含在位置S228、L235和P329

处的氨基酸替代，具体为氨基酸替代S228P、L235E和P329G。此类IgG4Fc域突变体及其Fcγ

受体结合特性记载于PCT公开文本no.WO  2012/130831，其通过提述完整并入本文。

[0225] 在一个具体的实施方案中，相比于天然IgG1Fc域展现出降低的对Fc受体的结合亲

和力和/或降低的效应器功能的Fc域是包含氨基酸替代L234A、L235A和任选地P329G的人

IgG1Fc域，或包含氨基酸替代S228P、L235E和任选地P329G的人IgG4Fc域。

[0226] 在某些实施方案中，已消除Fc域的N-糖基化。在一个此类实施方案中，所述Fc域包

含在位置N297处的氨基酸突变，特别是通过丙氨酸(N297A)或天冬氨酸(N297D)替换天冬酰

胺的氨基酸替代。

[0227] 除了上文和PCT公开文本no.WO  2012/130831中描述的Fc域外，具有降低的Fc受体

结合和/或效应器功能的Fc域还包括那些具有Fc域残基238、265、269、270、297、327和329中

一个或多个的取代的Fc域(美国专利No.6,737,056)。此类Fc突变体包括具有在氨基酸位置

265、269、270、297和327的两个或更多个处的取代的Fc突变体，包括所谓的“DANA”Fc突变

体，其具有残基265和297到丙氨酸的取代(美国专利No.7,332,581)。

[0228] 可以使用本领域中公知的遗传或化学方法通过氨基酸缺失、取代、插入或修饰来

制备突变体Fc区。遗传方法可以包括编码DNA序列的位点专一性诱变、PCR、基因合成等。正

确的核苷酸变化可以通过例如测序来验证。

[0229] 可以容易地测定对Fc受体的结合，例如通过ELISA或通过使用标准仪器如BIAcore

仪(GE  Healthcare)的表面等离振子共振(SPR)进行，并且Fc受体诸如可通过重组表达获

得。本文中描述了合适的此类结合测定法。或者，可使用已知表达特定Fc受体的细胞系，如

表达FcγIIIa受体的人NK细胞来估测Fc域或包含Fc域的细胞活化性双特异性抗原结合分

子对Fc受体的结合亲和力。

[0230] 可通过本领域中已知的方法来测量Fc域或包含Fc域的T细胞活化性双特异性抗原

结合分子的效应器功能。本文中描述了用于测量ADCC的合适的测定法。评估感兴趣分子的

ADCC活性的体外测定法的其他例子记载于美国专利No .5 ,500 ,362；Hellstrom等，Proc 

Natl  Acad  Sci  USA  83,7059-7063(1986)和Hellstrom等,Proc  Natl  Acad  Sci  USA  82,

1499-1502(1985)；美国专利No.5 ,821 ,337；Bruggemann等,J  Exp  Med  166 ,1351-1361

(1987)。或者，可采用非放射性测定方法(参见例如用于流式细胞术的ACTITM非放射性细胞

毒性测定(CellTechnology,Inc.Mountain  View,CA)；和CytoTox  非放射性细胞毒性
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测定(Promega ,Madison ,WI))。对于此类测定法有用的效应细胞包括外周血单个核细胞

(PBMC)和天然杀伤(NK)细胞。或者/另外，可体内评估感兴趣分子的ADCC活性，例如在动物

模型中，如披露于Clynes等,Proc  Natl  Acad  Sci  USA95,652-656(1998)的。

[0231] 在一些实施方案中，Fc域对补体成分，特别是对C1q的结合是降低的。因而，在其中

Fc域工程化为具有降低的效应器功能的一些实施方案中，所述降低的效应器功能包括降低

的CDC。可实施C1q结合测定法来测定T细胞活化性双特异性抗原结合分子是否能结合C1q并

因此具有CDC活性。参见例如WO  2006/029879和WO  2005/100402中的C1q和C3c结合ELISA。

为了评估补体激活，可实施CDC测定法(参见例如Gazzano-Santoro等 ,J  Immunol 

Methods202,163(1996)；Cragg等,Blood  101 ,1045-1052(2003)；以及Cragg和Glennie ,

Blood  103,2738-2743(2004))。

[0232] 抗原结合模块

[0233] 本发明的抗原结合分子是双特异性的，即它包含至少两种能够特异性结合两种不

同抗原性决定簇的抗原结合模块。依照本发明，所述抗原结合模块是Fab分子(即由各自包

含可变区和恒定区的重链和轻链构成的抗原结合域)。在一个实施方案中，所述Fab分子是

人的。在另一个实施方案中，所述Fab分子是人源化的。在再一个实施方案中，所述Fab分子

包含人重链和轻链恒定区。

[0234] 至少一个抗原结合模块是交换Fab分子。此类修饰防止来自不同Fab分子的重链和

轻链的错误配对，由此改进了重组生产中本发明的T细胞活化性双特异性抗原结合分子的

产率和纯度。在可用于本发明的T细胞活化性双特异性抗原结合分子的具体的交换Fab分子

中，Fab轻链和Fab重链的恒定区是交换的。在可用于本发明T细胞活化性双特异性抗原结合

分子的另一种交换Fab分子中，Fab轻链和Fab重链的可变区是交换的。

[0235] 在依照本发明的一个具体的实施方案中，所述T细胞活化性双特异性抗原结合分

子能够同时结合靶细胞抗原(特别是肿瘤细胞抗原)和CD3。在一个实施方案中，所述T细胞

活化性双特异性抗原结合分子能够通过同时结合靶细胞抗原和CD3来交联T细胞和靶细胞。

在一个甚至更具体的实施方案中，此类同时结合导致靶细胞特别是肿瘤细胞的裂解。在一

个实施方案中，此类同时结合导致T细胞的活化。在其他实施方案中，此类同时结合导致T淋

巴细胞，特别是细胞毒性T淋巴细胞的细胞应答，其选自下组：增殖、分化、细胞因子分泌、细

胞毒性效应分子释放、细胞毒性活性和活化标志物的表达。在一个实施方案中，T细胞活化

性双特异性抗原结合分子对CD3的结合而不同时结合靶细胞抗原不导致T细胞活化。

[0236] 在一个实施方案中，T细胞活化性双特异性抗原结合分子能够将T细胞的细胞毒性

活性重定向于靶细胞。在一个具体的实施方案中，所述重定向不依赖于靶细胞的MHC介导的

肽抗原呈递和/或T细胞的特异性。

[0237] 具体地，依照本发明任一实施方案的T细胞是细胞毒性T细胞。在一些实施方案中，

所述T细胞是CD4+或CD8+T细胞，具体为CD8+T细胞。

[0238] CD3结合模块

[0239] 本发明的T细胞活化性双特异性抗原结合分子包含至少一个能够结合CD3的抗原

结合模块(本文中亦称为“CD3抗原结合模块”或“第一抗原结合模块”)。在一个具体的实施

方案中，所述T细胞活化性双特异性抗原结合分子包含不超过一个能够特异性结合CD3的抗

原结合模块。在一个实施方案中，所述T细胞活化性双特异性抗原结合分子提供对CD3的单
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价结合。所述CD3抗原结合模块是交换Fab分子，即其中Fab重和轻链的可变或恒定区任一是

交换的Fab分子。在其中有T细胞活化性双特异性抗原结合分子中包含的超过一个能够特异

性结合靶细胞抗原的抗原结合模块的实施方案中，能够特异性结合CD3的抗原结合模块优

选为交换Fab分子且能够特异性结合靶细胞抗原的抗原结合模块是常规Fab分子。

[0240] 在一个具体的实施方案中，CD3是人CD3(SEQ  ID  NO:103)或猕猴CD3(SEQ  ID  NO:

104)，最特别是人CD3。在一个具体的实施方案中，CD3抗原结合模块对于人和猕猴CD3是交

叉反应性的(即特异性结合)。在一些实施方案中，所述第一抗原结合模块能够特异性结合

CD3的ε亚基。

[0241] CD3抗原结合模块包含至少一个选自SEQ  ID  NO:4,SEQ  ID  NO:5和SEQ  ID  NO:6的

重链互补决定区(CDR)和至少一个选自SEQ  ID  NO:8,SEQ  ID  NO:9和SEQ  ID  NO:10的轻链

CDR。

[0242] 在一个实施方案中，所述CD3抗原结合模块包含SEQ  ID  NO:4的重链CDR1、SEQ  ID 

NO:5的重链CDR2、SEQ  ID  NO:6的重链CDR3、SEQ  ID  NO:8的轻链CDR1、SEQ  ID  NO:9的轻链

CDR2和SEQ  ID  NO:10的轻链CDR3。

[0243] 在一个实施方案中，所述CD3抗原结合模块包含与选自SEQ  ID  NO:3,SEQ  ID  NO:

32和SEQ  ID  NO:33的氨基酸序列至少约95％、96％、97％、98％、99％或100％相同的重链可

变区序列和与选自SEQ  ID  NO:7和SEQ  ID  NO:31的氨基酸序列至少约95％、96％、97％、

98％、99％或100％相同的轻链可变区序列。

[0244] 在一个实施方案中，所述CD3抗原结合模块包含包含选自SEQ  ID  NO:3 ,SEQ  ID 

NO:32和SEQ  ID  NO:33的氨基酸序列的重链可变区和包含选自SEQ  ID  NO:7和SEQ  ID  NO:

31的氨基酸序列的轻链可变区。

[0245] 在一个实施方案中，所述CD3抗原结合模块包含与SEQ  ID  NO:3至少约95％、96％、

97％、98％、99％或100％相同的重链可变区序列和与SEQ  ID  NO:7至少约95％、96％、97％、

98％、99％或100％相同的轻链可变区序列。

[0246] 在一个实施方案中，所述CD3抗原结合模块包含包含SEQ  ID  NO:3的氨基酸序列的

重链可变区和包含SEQ  ID  NO:7的氨基酸序列的轻链可变区。

[0247] 在一个实施方案中，所述CD3抗原结合模块包含SEQ  ID  NO:3的重链可变区序列和

SEQ  ID  NO:7的轻链可变区序列。

[0248] 靶细胞抗原结合模块

[0249] 本发明的T细胞活化性双特异性抗原结合分子包含至少一个能够结合靶细胞抗原

的抗原结合模块(本文中亦称为“靶细胞抗原结合模块”或“第二”和“第三”抗原结合模块)。

在某些实施方案中，所述T细胞活化性双特异性抗原结合分子包含两个能够结合靶细胞抗

原的抗原结合模块。在一个具体的此类实施方案中，这些抗原结合模块中的每一个特异性

结合相同抗原性决定簇。在一个甚至更加具体的实施方案中，所有这些抗原结合模块是相

同的。在一个实施方案中，所述T细胞活化性双特异性抗原结合分子包含能够特异性结合靶

细胞抗原的免疫球蛋白分子。在一个实施方案中，所述T细胞活化性双特异性抗原结合分子

包含不超过两个能够结合靶细胞抗原的抗原结合模块。

[0250] 所述靶细胞抗原结合模块通常是结合特定的抗原性决定簇且能够将T细胞活化性

双特异性抗原结合分子引导至靶部位，例如携带抗原性决定簇的特定类型肿瘤细胞的Fab
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分子，特别是常规Fab分子。

[0251] 在某些实施方案中，所述靶细胞抗原结合模块特异性结合细胞表面抗原。在一个

具体的实施方案中，所述靶细胞抗原结合模块特异性结合细胞表面抗原的近膜区。在一个

特定的此类实施方案中，所述细胞表面抗原是癌胚抗原(CEA)且所述近膜区是CEA的B3域

(SEQ  ID  NO:119的残基208-286)。在另一个特定的此类实施方案中，所述细胞表面抗原是

黑素瘤相关硫酸软骨素蛋白聚糖(MCSP)且所述近膜区是MCSP(SEQ  ID  NO:118)的D3域。

[0252] 在某些实施方案中，所述靶细胞抗原结合模块针对与病理学状况有关的抗原，如

肿瘤细胞或病毒感染细胞上呈现的抗原。合适的抗原是细胞表面抗原，例如但不限于细胞

表面受体。在具体的实施方案中，所述抗原是人抗原。在一个特定的实施方案中，所述靶细

胞抗原选自黑素瘤相关硫酸软骨素蛋白聚糖(MCSP，CSPG4)和癌胚抗原(CEA，CEACAM5)。

[0253] 在一些实施方案中，所述T细胞活化性双特异性抗原结合分子包含至少一个特异

于黑素瘤关联硫酸软骨素蛋白聚糖(MCSP)的抗原结合模块。在一个实施方案中，所述特异

于MCSP的抗原结合模块包含至少一个选自SEQ  ID  NO:14,SEQ  ID  NO:15,SEQ  ID  NO:16,

SEQ  ID  NO:35,SEQ  ID  NO:37,SEQ  ID  NO:38和SEQ  ID  NO:40的重链互补决定区(CDR)和至

少一个选自SEQ  ID  NO:18,SEQ  ID  NO:19,SEQ  ID  NO:20,SEQ  ID  NO:44,SEQ  ID  NO:45,

SEQ  ID  NO:48,SEQ  ID  NO:49和SEQ  ID  NO:50的轻链CDR。

[0254] 在一个实施方案中，所述特异于MCSP的抗原结合模块包含至少一个选自SEQ  ID 

NO:14,SEQ  ID  NO:15和SEQ  ID  NO:16的重链互补决定区(CDR)和至少一个选自SEQ  ID  NO:

18,SEQ  ID  NO:19和SEQ  ID  NO:20的轻链CDR。

[0255] 在一个实施方案中，所述特异于MCSP的抗原结合模块包含SEQ  ID  NO:14的重链

CDR1、SEQ  ID  NO:15的重链CDR2、SEQ  ID  NO:16的重链CDR3、SEQ  ID  NO:18的轻链CDR1、SEQ 

ID  NO:19的轻链CDR2和SEQ  ID  NO:20的轻链CDR3。

[0256] 在一个别的实施方案中，所述特异于MCSP的抗原结合模块包含与选自SEQ  ID  NO:

13 ,SEQ  ID  NO:34 ,SEQ  ID  NO:36 ,SEQ  ID  NO:39和SEQ  ID  NO:41的氨基酸序列至少约

95％、96％、97％、98％、99％或100％相同的重链可变区序列和与选自SEQ  ID  NO:17 ,SEQ 

ID  NO:43,SEQ  ID  NO:46,SEQ  ID  NO:47和SEQ  ID  NO:51的氨基酸序列至少约95％、96％、

97％、98％、99％或100％相同的轻链可变区序列。

[0257] 在一个别的实施方案中，所述特异于MCSP的抗原结合模块包含包含选自SEQ  ID 

NO:13,SEQ  ID  NO:34,SEQ  ID  NO:36,SEQ  ID  NO:39和SEQ  ID  NO:41的氨基酸序列的重链

可变区和包含选自SEQ  ID  NO:17,SEQ  ID  NO:43,SEQ  ID  NO:46,SEQ  ID  NO:47和SEQ  ID 

NO:51的氨基酸序列的轻链可变区。

[0258] 在一个别的实施方案中，所述特异于MCSP的抗原结合模块包含与SEQ  ID  NO:13至

少约95％、96％、97％、98％、99％或100％相同的重链可变区序列和与SEQ  ID  NO:17至少约

95％、96％、97％、98％、99％或100％相同的轻链可变区序列，或其保留功能性的变体。

[0259] 在一个实施方案中，所述特异于MCSP的抗原结合模块包含包含SEQ  ID  NO:13的氨

基酸序列的重链可变区和包含SEQ  ID  NO:17的氨基酸序列的轻链可变区。

[0260] 在一个实施方案中，所述特异于MCSP的抗原结合模块包含SEQ  ID  NO:13的重链可

变区序列和SEQ  ID  NO:17的轻链可变区序列。

[0261] 在一个实施方案中，所述T细胞活化性双特异性抗原结合分子包含与SEQ  ID  NO:
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12至少约95％、96％、97％、98％、99％或100％相同的多肽序列、与SEQ  ID  NO:53至少约

95％、96％、97％、98％、99％或100％相同的多肽序列、与SEQ  ID  NO:54至少约95％、96％、

97％、98％、99％或100％相同的多肽序列、和与SEQ  ID  NO:55至少约95％、96％、97％、

98％、99％或100％相同的多肽序列。

[0262] 在具体的实施方案中，所述T细胞活化性双特异性抗原结合分子包含至少一个特

异于癌胚抗原(CEA)的抗原结合模块。在一个实施方案中，所述特异于CEA的抗原结合模块

包含至少一个选自SEQ  ID  NO:24,SEQ  ID  NO:25和SEQ  ID  NO:26的重链互补决定区(CDR)

和至少一个选自SEQ  ID  NO:28,SEQ  ID  NO:29和SEQ  ID  NO:30的轻链CDR。

[0263] 在一个实施方案中，所述特异于CEA的抗原结合模块包含SEQ  ID  NO:24的重链

CDR1、SEQ  ID  NO:25的重链CDR2、SEQ  ID  NO:26的重链CDR3、SEQ  ID  NO:28的轻链CDR1、SEQ 

ID  NO:29的轻链CDR2和SEQ  ID  NO:30的轻链CDR3。

[0264] 在一个别的实施方案中，所述特异于CEA的抗原结合模块包含与SEQ  ID  NO:23至

少约95％、96％、97％、98％、99％或100％相同的重链可变区序列和与SEQ  ID  NO:27至少约

95％、96％、97％、98％、99％或100％相同的轻链可变区序列，或其保留功能性的变体。

[0265] 在一个实施方案中，所述特异于CEA的抗原结合模块包含包含SEQ  ID  NO:23的氨

基酸序列的重链可变区和包含SEQ  ID  NO:27的氨基酸序列的轻链可变区。

[0266] 在一个实施方案中，所述特异于CEA的抗原结合模块包含SEQ  ID  NO:23的重链可

变区序列和SEQ  ID  NO:27的轻链可变区序列。

[0267] 在一个实施方案中，所述T细胞活化性双特异性抗原结合分子包含与SEQ  ID  NO:

22至少约95％、96％、97％、98％、99％或100％相同的多肽序列、与SEQ  ID  NO:56至少约

95％、96％、97％、98％、99％或100％相同的多肽序列、与SEQ  ID  NO:57至少约95％、96％、

97％、98％、99％或100％相同的多肽序列、和与SEQ  ID  NO:58至少约95％、96％、97％、

98％、99％或100％相同的多肽序列。

[0268] 多核苷酸

[0269] 本发明还提供分离的多核苷酸，其编码如本文中描述的T细胞活化性双特异性抗

原结合分子或其片段。在一些实施方案中，所述片段是抗原结合片段。

[0270] 本发明的多核苷酸包括那些与以下所列序列至少约80％、85％、90％、95％、96％、

97％、98％、99％或100％相同的多核苷酸：SEQ  ID  NOs  63,64,65,66,67,68,69,70,71,72,

73,74,75,76,77,78,79,80,81,82,83,84,85,86,87,88,89,90,91,92,93,94,95,96,97和

98，包括其功能性片段或变体。

[0271] 可以将编码本发明的T细胞活化性双特异性抗原结合分子的多核苷酸以编码完整

T细胞活化性双特异性抗原结合分子的单一多核苷酸表达，或以共表达的多个(例如两个或

更多个)多核苷酸表达。由共表达的多核苷酸编码的多肽可以经由例如二硫键或其它手段

联合以形成功能性T细胞活化性双特异性抗原结合分子。例如，抗原结合模块的轻链部分可

与T细胞活化性双特异性抗原结合分子中包含抗原结合模块重链部分、Fc域亚基和任选地

(部分的)另一个抗原结合模块的部分由分开的多核苷酸编码。当共表达时，重链多肽将与

轻链多肽联合以形成抗原结合模块。在另一个例子中，T细胞活化性双特异性抗原结合分子

中包含两个Fc域亚基之一和任选地(部分的)一个或多个抗原结合模块的部分可与由T细胞

活化性双特异性抗原结合分子中包含两个Fc域亚基中另一个和任选地(部分的)抗原结合
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模块的部分由分开的多核苷酸编码。当共表达时，所述Fc域亚基将联合以形成Fc域。

[0272] 在一些实施方案中，所述分离的多核苷酸编码完整的依照本文所述发明的T细胞

活化性双特异性抗原结合分子。在其它实施方案中，所述分离的多核苷酸编码依照本文所

述发明的T细胞活化性双特异性抗原结合分子中包含的多肽。

[0273] 在另一个实施方案中，本发明涉及编码本发明的T细胞活化性双特异性抗原结合

分子或其片段的分离的多核苷酸，其中所述多核苷酸包含编码如以下显示的可变区序列的

序列：SEQ  ID  NO  3,7,13,17,23,27,31,32,33,34,36,39,41,43,46,47或51。在另一个实施

方案中，本发明涉及编码T细胞活化性双特异性抗原结合分子或其片段的分离的多核苷酸，

其中所述多核苷酸包含编码如以下显示的多肽序列的序列：SEQ  ID  NO  22,56,57,58,12,

53,54和55。在另一个实施方案中，本发明进一步涉及编码本发明T细胞活化性双特异性抗

原结合分子或其片段的分离的多核苷酸，其中所述多核苷酸包含与以下显示的核苷酸序列

至少约80％,85％,90％,95％,96％,97％,98％或99％相同的序列：SEQ  ID  NO  63,64,65,

66,67,68,69,70,71,72,73,74,75,76,77,78,79,80,81,82,83,84,85,86,87,88,89,90,

91,92,93,94,95,96,97或98。在另一个实施方案中，本发明涉及编码本发明T细胞活化性双

特异性抗原结合分子或其片段的分离的多核苷酸，其中所述多核苷酸包含以下显示的核酸

序列：SEQ  ID  NO  63,64,65,66,67,68,69,70,71 ,72,73,74,75,76,77,78,79,80,81,82,

83,84,85,86,87,88,89,90,91,92,93,94,95,96,97或98。在另一个实施方案中，本发明涉

及编码本发明T细胞活化性双特异性抗原结合分子或其片段的分离的多核苷酸，其中所述

多核苷酸包含编码与以下的氨基酸序列至少约80％,85％,90％,95％,96％,97％,98％或

99％相同的可变区序列的序列：SEQ  ID  NO  3,7,13,17,23,27,31,32,33,34,36,39,41,43,

46,47或51。在另一个实施方案中，本发明涉及编码T细胞活化性双特异性抗原结合分子或

其片段的分离的多核苷酸，其中所述多核苷酸包含编码与以下的氨基酸序列至少约80％,

85％,90％,95％,96％,97％,98％或99％相同的多肽序列的序列：SEQ  ID  NO  22,56,57 ,

58,12,53,54或55。本发明涵盖编码本发明T细胞活化性双特异性抗原结合分子或其片段的

分离的多核苷酸，其中所述多核苷酸包含编码SEQ  ID  NO  3,7,13,17,23,27,31,32,33,34,

36,39,41,43,46,47或51的可变区序列及保守性氨基酸替代的序列。本发明还涵盖编码本

发明T细胞活化性双特异性抗原结合分子或其片段的分离的多核苷酸，其中所述多核苷酸

包含编码以下多肽序列及保守性氨基酸替代的序列：SEQ  ID  NO  22,56,57,58,12,53,54或

55。

[0274] 在某些实施方案中，所述多核苷酸或核酸是DNA。在其它实施方案中，本发明的多

核苷酸是RNA，例如以信使RNA(mRNA)的形式。本发明的RNA可以是单链或双链的。

[0275] 重组方法

[0276] 可以获得本发明的T细胞活化性双特异性抗原结合分子，例如通过固相肽合成(例

如Merrifield固相合成)或重组生成进行。对于重组生成，分离一种或多种编码所述T细胞

活化性双特异性抗原结合分子(片段)的多核苷酸(例如如上文描述的)，并将其插入一种或

多种载体中用于在宿主细胞中进一步克隆和/或表达。可以使用常规规程容易分离并测序

此类多核苷酸。在一个实施方案中，提供包含一种或多种本发明的多核苷酸的载体(优选为

表达载体)。可以使用本领域技术人员公知的方法来构建含有T细胞活化性双特异性抗原结

合分子(片段)的编码序列以及适宜的转录/翻译控制信号的表达载体。这些方法包括体外

说　明　书 33/66 页

35

CN 110437337 A

35



重组DNA技术、合成技术和体内重组/遗传重组。参见例如记载于Maniatis等,MOLECULAR 

CLONING:A  LABORATORY  MANUAL ,Cold  Spring  Harbor  Laboratory ,N .Y .(1989)；和

Ausubel等,CURRENT  PROTOCOLS  IN  MOLECULAR  BIOLOGY,Greene  Publishing  Associates 

and  Wiley  Interscience,N.Y(1989)的技术。表达载体可以是质粒、病毒的一部分或可以

是核酸片段。表达载体包含表达盒，其中在与启动子和/或其它转录或翻译控制元件的可操

作联合中克隆编码T细胞活化性双特异性抗原结合分子(片段)的多核苷酸(即编码区)。如

本文中使用的，“编码区”是核酸中由翻译成氨基酸的密码子组成的一部分。尽管“终止密码

子”(TAG、TGA或TAA)不翻译成氨基酸，但可将其视为编码区的一部分(若存在的话)，但任何

侧翼序列例如启动子、核糖体结合位点、转录终止子、内含子、5’和3’非翻译区等，不是编码

区的一部分。两个或更多个编码区可以存在于单一多核苷酸构建体中(例如单一载体上)，

或存在于分开的多核苷酸构建体中，例如在分开的(不同的)载体上。此外，任何载体可含有

单个编码区，或可包含两个或更多个编码区，例如本发明的载体可以编码一种或多种多肽，

其经由蛋白水解切割在翻译后或共翻译分开成最终蛋白质。另外，本发明的载体、多核苷酸

或核酸可以编码异源编码区，其与编码本发明的T细胞活化性双特异性抗原结合分子(片

段)或其变体或衍生物的多核苷酸融合或未融合。异源编码区包括但不限于特殊化的元件

或基序，如分泌信号肽或异源功能域。当基因产物例如多肽的编码区与一种或多种调节序

列以某种方式联合从而使得该基因产物的表达置于该调节序列的影响或控制下时，即为可

操作联合。若诱导启动子功能导致编码期望的基因产物的mRNA的转录并且如果两个DNA片

段之间的连接的性质不干扰表达调节序列指导该基因产物表达的能力或不干扰DNA模板被

转录的能力，则两个DNA片段(如多肽编码区和与其联合的启动子)为“可操作联合的”。如

此，如果启动子能够实现编码多肽的核酸的转录，那么该启动子区将是与该核酸可操作联

合。所述启动子可以是细胞特异性启动子，其仅在预先确定的细胞中指导DNA的实质性转

录。除启动子以外，其它转录控制元件例如增强子、操纵基因、阻遏物和转录终止信号能与

多核苷酸可操作联合以指导细胞特异性转录。在本文中公开了合适的启动子和其它转录控

制区。多种转录控制区是本领域技术人员已知的。这些包括但不限于在脊椎动物细胞中发

挥功能的转录控制区，如但不限于来自巨细胞病毒的启动子和增强子区段(例如立即早期

启动子，以及内含子-A)、猿病毒40(例如早期启动子)和逆转录病毒(如例如劳斯(Rous)肉

瘤病毒)。其它转录控制区包括那些自脊椎动物基因如肌动蛋白、热休克蛋白、牛生长激素

和家兔β球蛋白衍生的，以及能够控制真核细胞中基因表达的其它序列。另外的合适的转录

控制区包括组织特异性启动子和增强子以及诱导型启动子(例如四环素诱导型启动子)。类

似地，多种翻译控制元件是本领域普通技术人员已知的。这些包括但不限于核糖体结合位

点、翻译起始和终止密码子以及自病毒系统衍生的元件(具体地，内部核糖体进入位点或

IRES，亦称为CITE序列)。表达盒还可以包含其它特征，如复制起点和/或染色体整合元件，

如逆转录病毒长末端重复(LTR)或腺伴随病毒(AAV)反向末端重复(ITR)。

[0277] 本发明的多核苷酸和核酸编码区可以与编码分泌或信号肽的另外的编码区联合，

所述分泌或信号肽指导由本发明的多核苷酸编码的多肽的分泌。例如，如果期望分泌所述T

细胞活化性双特异性抗原结合分子，那么可以将编码信号序列的DNA置于编码本发明T细胞

活化性双特异性抗原结合分子或其片段的核酸上游。依照信号假说，由哺乳动物细胞分泌

的蛋白质具有信号肽或分泌前导序列，一旦启动将生长的蛋白质链跨越粗面内质网输出，
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就将该信号肽或分泌前导序列从成熟的蛋白质切去。本领域中普通技术人员知晓由脊椎动

物细胞分泌的多肽一般具有融合至多肽N端的信号肽，其从所翻译的多肽切去以生成分泌

性或“成熟”形式的多肽。在某些实施方案中，使用天然的信号肽，例如免疫球蛋白重链或轻

链信号肽，或该序列的保留指导与其可操作联合的多肽分泌的能力的功能性衍生物。或者，

可以使用异源哺乳动物信号肽或其功能性衍生物。例如，可以将野生型前导序列用人组织

血纤维蛋白溶酶原激活剂(TPA)或小鼠β-葡糖醛酸糖苷酶的前导序列取代。分泌性信号肽

的例示性氨基酸和多核苷酸序列在SEQ  ID  NO  108-116给出。

[0278] 可以将编码能用于促进后期纯化(例如组氨酸标签)或辅助标记T细胞活化性双特

异性抗原结合分子的短蛋白序列的DNA纳入T细胞活化性双特异性抗原结合分子(片段)编

码多核苷酸内或其末端。

[0279] 在一个别的实施方案中，提供包含本发明的一种或多种多核苷酸的宿主细胞。在

某些实施方案中，提供包含本发明的一种或多种载体的宿主细胞。多核苷酸和载体可以单

独地或组合地掺入本文中分别关于多核苷酸和载体所描述的任何特征。在一个此类实施方

案中，宿主细胞包含载体(例如已用该载体转化或转染)，所述载体包含编码本发明T细胞活

化性双特异性抗原结合分子(的部分)的多核苷酸。如本文中使用的，术语“宿主细胞”指任

何能工程化以生成本发明的T细胞活化性双特异性抗原结合分子或其片段的细胞系统种

类。适用于复制并支持T细胞活化性双特异性抗原结合分子表达的宿主细胞是本领域中公

知的。在适当时，可用特定的表达载体转染或转导此类细胞，并且可以培养大量的含载体细

胞以用于接种大规模发酵罐，从而获得充足量的T细胞活化性双特异性抗原结合分子用于

临床应用。合适的宿主细胞包括原核微生物如大肠杆菌，或各种真核细胞，如中国仓鼠卵巢

细胞(CHO)、昆虫细胞等。例如，可以在细菌中生成多肽，尤其在不需要糖基化时。在表达后，

可以将多肽在可溶性级分中从细菌细胞糊分离并可以进一步纯化。除了原核生物外，真核

微生物如丝状真菌或酵母也是适合编码多肽的载体的克隆或表达宿主，包括其糖基化途径

已被“人源化”，导致生成具有部分或完全人的糖基化模式的多肽的真菌和酵母菌株。参见

Gerngross,Nat  Biotech  22,1409-1414(2004)，和Li等,Nat  Biotech  24,210-215(2006)。

适用于表达(糖基化)多肽的宿主细胞还自多细胞生物体(无脊椎动物和脊椎动物)衍生。无

脊椎动物细胞的例子包括植物和昆虫细胞。已鉴定出可与昆虫细胞一起使用的大量杆状病

毒株，特别是用于转染草地贪夜蛾(Spodoptera  frugiperda)细胞。也可以将植物细胞培养

物用作宿主。参见例如美国专利No.5,959,177,6,040,498,6,420,548,7,125,978和6,417,

429(描述用于在转基因植物中生成抗体的PLANTIBODIESTM技术)。脊椎动物细胞也可以用作

宿主。例如，适应于在悬液中生长的哺乳动物细胞系可以是有用的。可用的哺乳动物宿主细

胞系的其它例子是由SV40转化的猴肾CV1系(COS-7)；人胚肾系(293或293T细胞，如例如记

载于Graham等,J  Gen  Virol  36,59(1977))、幼仓鼠肾细胞(BHK)、小鼠塞托利(sertoli)细

胞(TM4细胞，如例如记载于Mather,Biol  Reprod  23,243-251(1980)的)、猴肾细胞(CV1)、

非洲绿猴肾细胞(VERO-76)、人宫颈癌细胞(HELA)、猕猴肾细胞(MDCK)，buffalo大鼠肝细胞

(BRL  3A)、人肺细胞(W138)、人肝细胞(Hep  G2)、小鼠乳房肿瘤细胞(MMT  060562)、TRI细胞

(如例如记载于Mather等,Annals  N.Y.Acad  Sci  383,44-68(1982)的)、MRC  5细胞和FS4细

胞。其它可用的哺乳动物宿主细胞系包括中国仓鼠卵巢(CHO)细胞，包括dhfr-CHO细胞

(Urlaub等,Proc  Natl  Acad  Sci  USA  77,4216(1980))；和骨髓瘤细胞系如YO、NS0、P3X63

说　明　书 35/66 页

37

CN 110437337 A

37



和Sp2/0。对于某些适用于蛋白质生产的哺乳动物宿主细胞系的综述，参见例如Yazaki和

Wu,Methods  in  Molecular  Biology,第248卷(B.K.C.Lo编,Humana  Press,Totowa ,NJ) ,

pp.255-268(2003)。宿主细胞包括培养的细胞，例如哺乳动物培养细胞、酵母细胞、昆虫细

胞、细菌细胞和植物细胞等，但还包括在转基因动物、转基因植物或培养的植物或动物组织

中包含的细胞。在一个实施方案中，宿主细胞是真核细胞，优选为哺乳动物细胞如中国仓鼠

卵巢(CHO)细胞、人胚肾(HEK)细胞或淋巴样细胞(例如Y0、NS0、Sp20细胞)。

[0280] 本领域中已知在这些系统中表达外来基因的标准技术。可以将表达包含抗原结合

域如抗体的重链或轻链的多肽的细胞工程化改造为使得还表达另一抗体链，从而使得表达

的产物是具有重链和轻链两者的抗体。

[0281] 在一个实施方案中，提供了生成依照本发明的T细胞活化性双特异性抗原结合分

子的方法，其中所述方法包括在适合于所述T细胞活化性双特异性抗原结合分子表达的条

件下培养包含编码T细胞活化性双特异性抗原结合分子的多核苷酸的宿主细胞(如本文中

提供的)，并从宿主细胞(或宿主细胞培养基)回收所述T细胞活化性双特异性抗原结合分

子。

[0282] 所述T细胞活化性双特异性抗原结合分子的组分彼此遗传融合。T细胞活化性双特

异性抗原结合分子可设计为使其组分直接彼此融合或经由接头序列间接融合。可依照本领

域中公知的方法测定接头的组成和长度，并可以测试功效。T细胞活化性双特异性抗原结合

分子不同组分之间的接头序列的例子见于本文中提供的序列。还包含另外的序列以纳入切

割位点来分开融合的各个组分(若期望的话)，例如内肽酶识别序列。

[0283] 在某些实施方案中，所述T细胞活化性双特异性抗原结合分子的一个或多个抗原

结合模块至少包含能结合抗原性决定簇的抗体可变区。可变区可形成天然或非天然存在的

抗体及其片段的一部分和自其衍生。生成多克隆抗体和单克隆抗体的方法是本领域中公知

的(参见例如Harlow和Lane,“Antibodies,a  laboratory  manual”,Cold  Spring  Harbor 

Laboratory,1988)。非天然存在的抗体可以使用固相肽合成构建生成，可以重组生成(例如

如记载于美国专利No.4,186,567的)或可通过例如筛选包含可变重链和可变轻链的组合库

获得(参见例如McCafferty的美国专利No.5,969,108)。

[0284] 可以将抗体、抗体片段、抗原结合域或可变区的任何动物种类用于本发明的T细胞

活化性双特异性抗原结合分子。可用于本发明的非限制性抗体、抗体片段、抗原结合域或可

变区可以是鼠、灵长类或人起源的。如果T细胞活化性双特异性抗原结合分子意图供人使

用，那么可以使用嵌合形式的抗体，其中抗体的恒定区来自人。也可以依照本领域中公知的

方法制备人源化或全人形式的抗体(参见例如Winter的美国专利No.5,565,332)。人源化可

以通过各种方法实现，包括但不限于(a)将非人(例如供体抗体)CDR嫁接到人(例如受体抗

体)框架和恒定区上，保留或不保留关键的框架残基(例如那些对于保留较好的抗原结合亲

和力或抗体功能重要的残基)，(b)仅将非人特异性决定区(SDR或a-CDR；对于抗体-抗原相

互作用关键的残基)嫁接到人框架和恒定区上，或(c)移植完整的非人可变域，但通过替换

表面残基用人样部分来“掩饰(cloak)”它们。人源化的抗体及其制备方法综述于例如

Almagro和Fransson,Front  Biosci  13,1619-1633(2008)，并且还记载于例如Riechmann

等,Nature  332 ,323-329(1988)；Queen等,Proc  Natl  Acad  Sci  USA  86 ,10029-10033

(1989)；美国专利No.5 ,821 ,337 ,7 ,527 ,791 ,6 ,982 ,321和7,087 ,409；Jones等,Nature 
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321,522-525(1986)；Morrison等,Proc  Natl  Acad  Sci  81,6851-6855(1984)；Morrison和

Oi,Adv  Immunol  44,65-92(1988)；Verhoeyen等,Science  239,1534-1536(1988)；Padlan,

Molec  Immun  31(3) ,169-217(1994)；Kashmiri等,Methods  36,25-34(2005)(描述SDR(a-

CDR)嫁接)；Padlan,Mol  Immunol  28,489-498(1991)(描述“表面重建”)；Dall’Acqua等,

Methods  36,43-60(2005)(描述“FR改组”)；和Osbourn等,Methods  36,61-68(2005)以及

Klimka等,Br  J  Cancer  83,252-260(2000)(描述了FR改组的“引导选择”办法)。可以使用

本领域中已知的各种技术来生成人抗体和人可变区。人抗体一般记载于van  Dijk和van  de 

Winkel ,Curr  Opin  Pharmacol  5,368-74(2001)以及Lonberg ,Curr  Opin  Immunol  20,

450-459(2008)。人可变区能形成通过杂交瘤方法制备的人单克隆抗体的一部分和自其衍

生(参见例如Monoclonal  Antibody  Production  Techniques  and  Applications,pp.51-

63(Marcel  Dekker,Inc.,New  York,1987))。还可以通过对转基因动物施用免疫原来制备

人抗体和人可变区，所述转基因动物已经过修饰以应答抗原激发而生成完整的人抗体或具

有人可变区的完整抗体(参见例如Lonberg ,Nat  Biotech  23,1117-1125(2005)。还可以通

过分离选自人衍生的噬菌体展示库的Fv克隆可变区序列来生成人抗体和人可变区(参见例

如Hoogenboom等，于Methods  in  Molecular  Biology  178 ,1-37(O’Brien等编,Human 

Press ,Totowa ,NJ ,2001)；和McCafferty等,Nature  348 ,552-554；Clackson等,Nature 

352,624-628(1991))。噬菌体通常展示抗体片段，作为单链Fv(scFv)片段或作为Fab片段。

[0285] 在某些实施方案中，将可用于本发明的抗原结合模块工程化改造为具有增强的结

合亲和力，其依照例如公开于美国专利申请公开文本No.2004/0132066的方法进行，其完整

内容通过提述据此并入。可以经由酶联免疫吸附测定法(ELISA)或本领域技术人员熟知的

其它技术来测量本发明的T细胞活化性双特异性抗原结合分子结合特定抗原性决定簇的能

力，所述其它技术例如表面等离振子共振技术(在BIACORE  T100系统上分析)(Liljeblad

等,Glyco  J  17,323-329(2000))和传统的结合测定法(Heeley,Endocr  Res  28,217-229

(2002))。可以使用竞争测定法来鉴定与参照抗体竞争对特定抗原的结合的抗体、抗体片

段、抗原结合域或可变域，例如与V9抗体竞争对CD3的结合的抗体。在某些实施方案中，此类

竞争性抗体结合由参照抗体结合的相同表位(例如线性或构象性表位)。用于定位抗体结合

的表位的详细的例示性方法在Morris(1996)“Epitope  Mapping  Protocols ,”于Methods 

in  Molecular  Biology  vol.66(Humana  Press,Totowa,NJ)中提供。在一种例示性竞争测

定法中，将固定化的抗原(例如CD3)在溶液中温育，所述溶液包含结合该抗原的第一标记抗

体(例如V9抗体，记载于US  6,054,297)和测试其与第一抗体竞争对抗原的结合的能力的第

二未标记抗体。第二抗体可以存在于杂交瘤上清液中。作为对照，将固定化的抗原在溶液中

温育，所述溶液包含第一标记抗体但没有第二未标记抗体。在允许第一抗体结合抗原的条

件下温育后，除去过量的未结合的抗体，并测量与固定化抗原联合的标记物的量。如果与固

定化抗原联合的标记物的量在测试样品中相对于对照样品实质性降低，那么这指示第二抗

体在与第一抗体竞争对抗原的结合。参见Harlow和Lane(1988)Antibodies:A  Laboratory 

Manual  ch.14(Cold  Spring  Harbor  Laboratory,Cold  Spring  Harbor,NY)。

[0286] 可以通过本领域已知的技术来纯化如本文中描述的那样制备的T细胞活化性双特

异性抗原结合分子，所述技术如高效液相层析、离子交换层析、凝胶电泳、亲和层析、大小排

阻层析等。用于纯化具体蛋白质的实际条件将部分取决于因素，如净电荷、疏水性、亲水性
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等，而且对于本领域中的技术人员将是明显的。对于亲和层析纯化，能使用T细胞活化性双

特异性抗原结合分子结合的抗体、配体、受体或抗原。例如，对于本发明的T细胞活化性双特

异性抗原结合分子的亲和层析纯化，可以使用具有蛋白A或蛋白G的基质。可以使用连续的

蛋白A或G亲和层析和大小排阻层析来分离T细胞活化性双特异性抗原结合分子，基本如实

施例中描述的。可以通过多种公知的分析方法中的任一种来测定T细胞活化性双特异性抗

原结合分子的纯度，包括凝胶电泳、高压液相层析等。例如，如实施例中所描述的那样表达

的重链融合蛋白显示为完整且正确装配的，如通过还原性SDS-PAGE证明的(见例如图4)。在

约Mr  25,000,Mr  50,000和Mr  75,000处解析出三条条带，其对应于预测的T细胞活化性双

特异性抗原结合分子轻链、重链和重链/轻链融合蛋白的分子量。

[0287] 测定法

[0288] 通过本领域中已知的各种测定法，可以鉴定、筛选或表征本文中提供的T细胞活化

性双特异性抗原结合分子的物理/化学特性和/或生物学活性。

[0289] 亲和力测定法

[0290] 可以依照实施例中提出的方法使用标准的仪器如BIAcore仪(GE  Healthcare)通

过表面等离振子共振(SPR)测定T细胞活化性双特异性抗原结合分子对Fc受体或靶抗原的

亲和力，而且可以诸如通过重组表达获得受体或靶蛋白。或者，可以例如通过流式细胞术

(FACS)，使用表达特定受体或靶抗原的细胞系来评估T细胞活化性双特异性抗原结合分子

对不同受体或靶抗原的结合。一个用于测量结合亲和力的特定的说明性和例示性实施方案

记载于下文和下文实施例。

[0291] 依照一个实施方案，通过表面等离振子共振使用 T100仪(GE 

Healthcare)于25℃测量KD。

[0292] 为了分析Fc部分与Fc受体之间的相互作用，通过固定化于CM5芯片上的抗五His抗

体(Qiagen)来捕捉带His标签的重组Fc受体并将双特异性构建体用作分析物。简言之，将羧

甲基化的葡聚糖生物传感器芯片(CM5,GE  Healthcare)依照供应商说明书用N-乙基-N’-

(3-二甲基氨丙基)-碳二亚胺氢氯化物(EDC)和N-羟基琥珀酰亚胺(NHS)活化。将抗五His抗

体用10mM醋酸钠pH  5.0稀释至40μg/ml，接着以5μl/分钟的流速注射以实现约6500响应单

位(RU)的偶联蛋白。在注射配体后，注射1M乙醇胺以封闭未反应的基团。然后，在4或10nM捕

捉Fc受体60秒。对于动力学测量，将双特异性构建体的4倍连续稀释液(范围为约500nM至

4000nM)在HBS-EP(GE  Healthcare,10mM  HEPES,150mM  NaCl,3mM  EDTA,0.05％表面活性剂

P20,pH  7.4)中于25℃以约30μl/分钟的流速注射120秒。

[0293] 为了测定对靶抗原的亲和力，通过固定化于活化CM5传感器芯片表面上的抗人Fab

特异性抗体(GE  Healthcare)来捕捉双特异性构建体，如对于抗五-His抗体所描述的。偶联

蛋白质的最终量为约12000RU。双特异性构建体在300nM捕捉90秒。使靶抗原在从250至

1000nM的浓度范围以30μl/min的流速通过流动池达180秒。监测解离达180秒。

[0294] 通过扣除在参照流动池上获得的响应来校正批量折射率(bulk  refractive 

index)差异。使用稳定态响应通过Langmuir结合等温线的非线性曲线拟合来导出解离常数

KD。使用简单的1对1Langmuir结合模型( T100评估软件版本1.1.1)通过同时

拟合结合和解离传感图来计算结合速率(k结合)和解离速率(k解离)。平衡解离常数(KD)计算为

比率k解离/k结合。参见例如Chen等,J  Mol  Biol  293,865-881(1999)。
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[0295] 活性测定法

[0296] 可以通过各种测定法来测量本发明的T细胞活化性双特异性抗原结合分子的生物

学活性，如实施例中描述的。生物学活性可例如包括诱导T细胞的增殖、诱导T细胞中的信号

传导、诱导T细胞中活化标志物的表达、诱导通过T细胞的细胞因子分泌、诱导靶细胞如肿瘤

细胞的裂解、和诱导肿瘤消退和/或改善存活。

[0297] 组合物、配制剂和施用路径

[0298] 在一个别的方面，本发明提供包含本文中提供的任一种T细胞活化性双特异性抗

原结合分子的药物组合物，例如用于以下任一种治疗方法。在一个实施方案中，药物组合物

包含本文中提供的任一种T细胞活化性双特异性抗原结合分子以及药学可接受载体。在另

一个实施方案中，药物组合物包含本文中提供的任一种T细胞活化性双特异性抗原结合分

子以及至少一种另外的治疗剂，例如如下文描述的。

[0299] 还提供以适于体内施用的形式生成本发明的T细胞活化性双特异性抗原结合分子

的方法，所述方法包括(a)获得依照本发明的T细胞活化性双特异性抗原结合分子，并(b)将

所述T细胞活化性双特异性抗原结合分子与至少一种药学可接受载体配制在一起，由此配

制成用于体内施用的T细胞活化性双特异性抗原结合分子制剂。

[0300] 本发明的药物组合物包含治疗有效量的在药学可接受载体中溶解或分散的一种

或多种T细胞活化性双特异性抗原结合分子。短语“药学或药理学可接受的”指在所采用的

剂量和浓度一般对接受者无毒性，即在适当时对动物如例如人施用时不产生不利、变应性

或其它不当反应的分子实体和组合物。根据本公开，制备含有至少一种T细胞活化性双特异

性抗原结合分子以及任选地另外的活性成分的药物组合物将是本领域技术人员已知的，如

由Remington’s  Pharmaceutical  Sciences,18th  Ed .Mack  Printing  Company,1990例示

的，其通过提述并入本文。此外，对于动物(例如人)施用，会理解制剂应当满足FDA生物标准

部门(FDA  Office  of  Biological  Standards)或其它国家的相应机构要求的无菌性、热原

性(pyrogenicity)、一般安全性和纯度标准。优选的组合物是冻干配制剂或水性溶液。如本

文中使用的，“药学可接受载体”包括任何和所有的溶剂、缓冲剂、分散介质、涂料材料、表面

活性剂、抗氧化剂、防腐剂(例如抗细菌剂、抗真菌剂)、等张剂、吸收延缓剂、盐、防腐剂、抗

氧化剂、蛋白质、药物、药物稳定剂、聚合物、凝胶、粘合剂、赋形剂、崩解剂(disintegration 

agent)、润滑剂、甜味剂、芳香剂、染料、此类类似的材料及其组合，如本领域普通技术人员

将已知的(参见例如Remington’s  Pharmaceutical  Sciences ,18th  Ed .Mack  Printing 

Company,1990,pp.1289-1329，通过提述并入本文)。除非任何常规载体与活性成分不相容，

涵盖其在治疗或药物组合物中的使用。

[0301] 所述组合物可以包含不同类型的载体，这取决于其要以固体、液体还是气雾剂形

式施用，以及其对于此类施用路径如注射是否需要是无菌的。可以静脉内、皮内、动脉内、腹

膜内、损伤内、颅内、关节内、前列腺内、脾内、肾内、胸膜内、气管内、鼻内、玻璃体内、阴道

内、直肠内、肿瘤内、肌内、腹膜内、皮下、结膜下、囊泡内、粘膜、心包内、脐内、眼内、口服、表

面(topically)、局部(locally)、通过吸入(例如气雾剂吸入)、注射、输注、连续输注、直接

浸洗靶细胞的局部灌注、经由导管、经由灌洗、以乳剂、以液体组合物(例如脂质体)、或通过

其它方法或前述项的任意组合施用本发明的T细胞活化性双特异性抗原结合分子(以及任

何另外的治疗剂)，如本领域中普通技术人员会知晓的(参见例如Reming ton’s 
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Pharmaceutical  Sciences,18th  Ed.Mack  Printing  Company,1990，通过提述并入本文)。

胃肠外施用，特别是静脉内注射，最常用于施用多肽分子如本发明的T细胞活化性双特异性

抗原结合分子。

[0302] 胃肠外组合物包括那些设计用于通过注射施用，例如皮下、皮内、损伤内、静脉内、

动脉内、肌内、鞘内或腹膜内注射施用的组合物。对于注射，可以将本发明的T细胞活化性双

特异性抗原结合分子在水性溶液，优选地在生理学相容的缓冲液中配制，所述生理学相容

的缓冲液如汉克(Hanks)氏溶液、林格(Ringer)氏溶液或生理学盐水缓冲液。溶液可以含有

配制剂如悬浮剂、稳定剂和/或分散剂。或者，T细胞活化性双特异性抗原结合分子可以为粉

末形式，用于在使用前用合适的媒介物例如无菌无热原水构成。根据需要，通过将本发明的

T细胞活化性双特异性抗原结合分子以需要的量掺入到具有下文列举的各种其它成分的合

适溶剂中来制备无菌可注射溶液。可以容易地实现无菌，例如通过过滤流过无菌过滤膜进

行。一般地，通过将各种无菌活性成分掺入到无菌媒介物中来制备分散剂，所述无菌媒介物

含有基础分散介质和/或其它成分。在制备无菌可注射溶液、悬液或乳剂的无菌粉末的情况

中，优选的制备方法是真空干燥或冷冻干燥技术，其将活性成分以及任何另外的期望成分

的粉末从其先前无菌过滤的液体介质产生。液体介质在必要时应当是适当缓冲的，并且在

用充足的盐水或葡萄糖注射前首先使液体稀释液等张。组合物在制备和贮存条件下必须是

稳定的，并且针对微生物如细菌和真菌的污染作用提供保护。会领会的是，应当将内毒素污

染最少保持于安全水平，例如低于0.5ng/mg蛋白质。合适的药学可接受载体包括但不限于：

缓冲剂如磷酸、柠檬酸和其它有机酸；抗氧化剂，包括抗坏血酸和甲硫氨酸；防腐剂(如十八

烷基二甲基苄基氯化铵；氯化六甲双铵(hexamethonium  chloride)；氯化苯甲烃铵

(benzalkonium  chloride)；氯化苄乙铵(benzethonium  chloride)；酚、丁醇或苯甲醇；烷

基对羟基苯甲酸酯如对羟基苯甲酸甲酯或对羟基苯甲酸丙酯；儿茶酚；间苯二酚；环己醇；

3-戊醇；和间甲酚)；低分子量(低于约10个残基)多肽；蛋白质，如血清清蛋白、明胶、或免疫

球蛋白；亲水性聚合物如聚乙烯吡咯烷酮；氨基酸如甘氨酸、谷氨酰胺、天冬酰胺、组氨酸、

精氨酸或赖氨酸；单糖、二糖、和其它碳水化合物，包括葡萄糖、甘露糖或糊精；螯合剂如

EDTA；糖如蔗糖、甘露醇、海藻糖或山梨糖醇；形成盐的反荷离子如钠；金属复合物(例如Zn-

蛋白复合物)；和/或非离子型表面活性剂如聚乙二醇(PEG)。水性注射悬液可以含有提高悬

液粘度的化合物，如羧甲基纤维素钠、山梨糖醇、葡聚糖等。任选地，悬液还可以含有合适的

稳定剂或增加化合物溶解度以允许制备高度浓缩的溶液的试剂。另外，可以将活性化合物

的悬液制备为合适的油性注射悬液。合适的亲脂溶剂或媒介物包括脂肪油如芝麻油或合成

的脂肪酸酯，如乙基cleats或甘油三酯或脂质体。

[0303] 可以将活性成分在例如分别通过凝聚技术或通过界面聚合作用制备的微囊剂，例

如羟甲基纤维素或明胶微囊剂和聚-(甲基丙烯酸酯)微囊剂中，在胶体药物投递系统(例如

脂质体、清蛋白微球、微乳剂、纳米颗粒和纳米胶囊)或在粗乳液(macroemulsion)中包载。

此类技术披露于Remington’s  Pharmaceutical  Sciences(18th  Ed .Mack  Printing 

Company,1990)。可以制备持续释放的制剂。合适的持续释放制剂的例子包括含多肽的固体

疏水性聚合物的半透性基质，该基质为成形制品例如膜或微囊剂的形式。在具体的实施方

案中，可以通过在组合物中使用吸收延迟剂如例如单硬脂酸铝、明胶或其组合，来产生可注

射组合物的延长吸收。
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[0304] 在先前描述的组合物外，T细胞活化性双特异性抗原结合分子还可以配制为贮存

(depot)制剂。可以通过植入(例如皮下或肌内)或通过肌内注射来施用此类长效配制剂。如

此，例如所述T细胞活化性双特异性抗原结合分子可以用合适的聚合或疏水性材料(例如作

为可接受油中的乳剂)或离子交换树脂配制，或配制为微溶性衍生物，例如微溶性盐。

[0305] 可以通过常规的混合、溶解、乳化、包囊、包载或冻干过程来制备包含本发明的T细

胞活化性双特异性抗原结合分子的药物组合物。可以以常规方式配制药物组合物，其使用

一种或多种有助于将蛋白质加工成可药学使用的制剂的生理学可接受载体、稀释剂、赋形

剂或辅助剂。合适的配制剂依赖于选择的施用路径。

[0306] 可以将T细胞活化性双特异性抗原结合分子以游离酸或碱、中性或盐形式配制成

组合物。药学可接受盐是基本保留游离酸或碱的生物学活性的盐。这些包括酸加成盐(acid 

addition  salt)，例如与蛋白质性组合物的游离氨基基团形成的那些，或与无机酸(如例如

氢氯酸或磷酸)或与有机酸如乙酸、草酸、酒石酸或扁桃酸形成的。与游离羧基基团形成的

盐还可以自无机碱如例如氢氧化钠、钾、铵、钙或铁；或有机碱如异丙胺、三甲胺、组氨酸或

普鲁卡因(procaine)衍生。药用盐倾向于比相应的游离碱形式更可溶于水性溶剂和其它质

子溶剂中。

[0307] 治疗方法和组合物

[0308] 可以将本文中提供的任一种T细胞活化性双特异性抗原结合分子用在治疗方法

中。本发明的T细胞活化性双特异性抗原结合分子可用作免疫治疗剂，例如在癌症的治疗

中。

[0309] 对于在治疗方法中的使用，将以与优良医学实践一致的方式配制、给药和施用本

发明的T细胞活化性双特异性抗原结合分子。在此背景中考虑的因素包括治疗的特定病症、

治疗的特定哺乳动物、个体患者的临床状况、病症的起因、药剂的投递部位、施用方法、施用

时间安排以及医学从业人员已知的其它因素。

[0310] 在一个方面，提供用作药物的本发明的T细胞活化性双特异性抗原结合分子。在别

的方面，提供用于治疗疾病的本发明的T细胞活化性双特异性抗原结合分子。在某些实施方

案中，提供用于治疗方法的本发明的T细胞活化性双特异性抗原结合分子。在一个实施方案

中，本发明提供如本文中描述的T细胞活化性双特异性抗原结合分子，用于治疗有此需要的

个体中的疾病。在某些实施方案中，本发明提供T细胞活化性双特异性抗原结合分子，用于

治疗患有疾病的个体的方法，所述方法包括对所述个体施用治疗有效量的T细胞活化性双

特异性抗原结合分子。在某些实施方案中，待治疗的疾病是增殖性病症。在一个具体的实施

方案中，所述疾病是癌症。在某些实施方案中，所述方法进一步包括对个体施用治疗有效量

的至少一种另外的治疗剂，例如抗癌剂(如果待治疗的疾病是癌症的话)。在别的实施方案

中，本发明提供如本文中描述的T细胞活化性双特异性抗原结合分子，用于诱导靶细胞，特

别是肿瘤细胞的裂解。在某些实施方案中，本发明提供T细胞活化性双特异性抗原结合分

子，用于在个体中诱导靶细胞，特别是肿瘤细胞裂解的方法，该方法包括对该个体施用有效

量的T细胞活化性双特异性抗原结合分子以诱导靶细胞的裂解。依照上文任何实施方案的

“个体”是哺乳动物，优选是人。

[0311] 在一个别的方面，本发明提供本发明的T细胞活化性双特异性抗原结合分子在制

造或制备药物中的用途。在一个实施方案中，所述药物用于治疗有此需要的个体中的疾病。
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在一个别的实施方案中，所述药物用于治疗疾病的方法，该方法包括对患疾病的个体施用

治疗有效量的药物。在某些实施方案中，待治疗的疾病是增殖性病症。在一个具体的实施方

案中，所述疾病是癌症。在一个实施方案中，所述方法进一步包括对个体施用治疗有效量的

至少一种另外的治疗剂，例如抗癌剂(如果待治疗的疾病是癌症的话)。在一个别的实施方

案中，所述药物用于诱导靶细胞，特别是肿瘤细胞的裂解。仍在别的实施方案中，所述药物

用于在个体中诱导靶细胞，特别是肿瘤细胞裂解的方法，所述方法包括对该个体施用有效

量的药物以诱导靶细胞的裂解。依照上文任何实施方案的“个体”是哺乳动物，优选是人。

[0312] 在一个别的方面，本发明提供用于治疗疾病的方法。在一个实施方案中，所述方法

包括对患有此类疾病的个体施用治疗有效量的本发明的T细胞活化性双特异性抗原结合分

子。在一个实施方案中，对所述个体施用组合物，其包含药学可接受的形式的本发明的T细

胞活化性双特异性抗原结合分子。在某些实施方案中，待治疗的疾病是增殖性病症。在一个

具体的实施方案中，所述疾病是癌症。在某些实施方案中，所述方法进一步包括对个体施用

治疗有效量的至少一种另外的治疗剂，例如抗癌剂(如果待治疗的疾病是癌症的话)。依照

上文任何实施方案的“个体”是哺乳动物，优选是人。

[0313] 在一个别的方面，本发明提供一种用于诱导靶细胞，特别是肿瘤细胞裂解的方法。

在一个实施方案中，所述方法包括在存在T细胞，特别是细胞毒性T细胞的情况下使靶细胞

与本发明的T细胞活化性双特异性抗原结合分子接触。在一个别的方面，提供一种用于在个

体中诱导靶细胞，特别是肿瘤细胞裂解的方法。在一个此类实施方案中，所述方法包括对个

体施用有效量的T细胞活化性双特异性抗原结合分子以诱导靶细胞裂解。在一个实施方案

中，“个体”是人。

[0314] 在某些实施方案中，所述待治疗的疾病是增殖性病症，特别是癌症。癌症的非限制

性例子包括膀胱癌、脑癌、头和颈癌、胰腺癌、肺癌、乳腺癌、卵巢癌、子宫癌、宫颈癌、子宫内

膜癌、食道癌、结肠癌、结肠直肠癌、直肠癌、胃癌、前列腺癌、血液癌、皮肤癌、鳞状细胞癌、

骨癌和肾癌。其它可使用本发明的T细胞活化性双特异性抗原结合分子治疗的细胞增殖病

症包括但不限于位于下列各项中的新生物：腹部、骨、乳房、消化系统、肝、胰、腹膜、内分泌

腺(肾上腺、副甲状腺、垂体、睾丸、卵巢、胸腺、甲状腺)、眼、头和颈、神经系统(中枢和外

周)、淋巴系统、骨盆、皮肤、软组织、脾、胸区、和泌尿生殖系统。还包括癌症前期状况或损伤

以及癌症转移。在某些实施方案中，癌症选自下组：肾细胞癌、皮肤癌、肺癌、结肠直肠癌、乳

腺癌、脑癌、头和颈癌。熟练技术人员容易地认可在许多情况下，T细胞活化性双特异性抗原

结合分子可能不提供治愈而仅可以提供部分益处。在一些实施方案中，具有一些益处的生

理学变化也被视为治疗有益的。如此，在一些实施方案中，提供生理学变化的T细胞活化性

双特异性抗原结合分子的量被视为“有效量”或“治疗有效量”。需要治疗的受试者、患者或

个体通常为哺乳动物，更特定地为人。

[0315] 在一些实施方案中，对细胞施用有效量的本发明的T细胞活化性双特异性抗原结

合分子。在其它实施方案中，对个体施用治疗有效量的本发明的T细胞活化性双特异性抗原

结合分子以治疗疾病。

[0316] 为了预防或治疗疾病，本发明的T细胞活化性双特异性抗原结合分子的合适剂量

(当单独或与一种或多种其它另外的治疗剂组合使用时)将取决于待治疗疾病的类型、施用

路径、患者的体重、T细胞活化性双特异性抗原结合分子的类型、疾病的严重程度和进程、施
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用T细胞活化性双特异性抗原结合分子是为了预防还是治疗目的、先前或同时的治疗干预、

患者的临床史和对T细胞活化性双特异性抗原结合分子的响应、以及主治医师的判断。负责

施用的从业人员将在任何事件中确定组合物中活性成分的浓度和用于个体受试者的合适

剂量。本文中涵盖各种给药方案，包括但不限于在各个时间点的单次或多次施用、推注施

用、和脉冲输注。

[0317] 所述T细胞活化性双特异性抗原结合分子适宜地在一次或一系列治疗里对患者施

用。根据疾病的类型和严重程度，约1μg/kg至15mg/kg(例如0.1mg/kg-10mg/kg)的T细胞活

化性双特异性抗原结合分子可以是用于对患者施用的起始候选剂量，不管是例如通过一次

或多次分开的施用，还是通过连续输注进行。根据上文提及的因素，一种典型的每日剂量的

范围可以从约1μg/kg至100mg/kg或更多。对于在数天或更长里的重复施用，根据状况，治疗

一般将持续直至发生对疾病症状的期望的抑制。T细胞活化性双特异性抗原结合分子的一

种例示性剂量将在约0.005mg/kg至约10mg/kg的范围内。在其它非限制性例子中，剂量还可

包括每次施用从约1微克/kg体重、约5微克/kg体重、约10微克/kg体重、约50微克/kg体重、

约100微克/kg体重、约200微克/kg体重、约350微克/kg体重、约500微克/kg体重、约1毫克/

kg体重、约5毫克/kg体重、约10毫克/kg体重、约50毫克/kg体重、约100毫克/kg体重、约200

毫克/kg体重、约350毫克/kg体重、约500毫克/kg体重，至约1000mg/kg体重或更多，以及其

中可导出的任何范围。在从本文列出的数量可导出的范围的非限制性例子中，基于上文描

述的数目，可以施用约5mg/kg体重至约100mg/kg体重的范围，约5微克/kg体重至约500毫

克/kg体重的范围等。如此，可以对患者施用一剂或多剂的约0.5mg/kg、2.0mg/kg、5.0mg/kg

或10mg/kg(或其任意组合)。可以间歇地施用此类剂量，例如每周或每3周(例如使得患者接

受约2至约20、或例如约6剂的T细胞活化性双特异性抗原结合分子)。可以施用起始较高的

加载剂量，继之以一剂或多剂较低剂量。然而，可以使用其它剂量方案。通过常规技术和测

定法容易监测该疗法的进行。

[0318] 本发明的T细胞活化性双特异性抗原结合分子一般将以对于实现意图的目的有效

的量使用。对于治疗或预防疾病状况的用途，以治疗有效量施用或应用本发明的T细胞活化

性双特异性抗原结合分子、或其药物组合物。治疗有效量的确定完全在本领域技术人员的

能力以内，尤其根据本文中提供的详细公开内容。

[0319] 对于系统性施用，能从体外测定法如细胞培养测定法初步估算出治疗有效剂量。

然后可以在动物模型中配制剂量以达到包含如在细胞培养中测定的IC50的循环浓度范围。

可以将此类信息用于更准确地确定人中的可用剂量。

[0320] 使用本领域中公知的技术，还能从体内数据例如动物模型估算出初始剂量。本领

域中的普通技术人员能容易地基于动物数据优化对人的施用。

[0321] 可以分别调整剂量量和时间间隔以提供足以维持治疗效果的T细胞活化性双特异

性抗原结合分子的血浆水平。通过注射施用的可用患者剂量的范围为从约0.1至50mg/kg/

天，通常约0.5至1mg/kg/天。可以通过每日施用多剂实现治疗有效的血浆水平。可以例如通

过HPLC测量血浆中的水平。

[0322] 在局部施用或选择性摄取的情况中，T细胞活化性双特异性抗原结合分子的有效

局部浓度可能与血浆浓度无关。本领域技术人员会能够在无需过度实验的情况下优化治疗

有效的局部剂量。
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[0323] 本文中描述的T细胞活化性双特异性抗原结合分子的治疗有效剂量一般将提供治

疗益处，而不导致实质性毒性。可以通过在细胞培养物或实验动物中的标准药学规程来测

定T细胞活化性双特异性抗原结合分子的毒性和治疗功效。可以使用细胞培养测定法和动

物研究来测定LD50(对50％的群体致命的剂量)和ED50(在50％的群体中治疗有效的剂量)。

毒性和治疗效果之间的剂量比率为治疗指数，其可以表达为LD50/ED50比。优选展现出较大

治疗指数的T细胞活化性双特异性抗原结合分子。在一个实施方案中，依照本发明的T细胞

活化性双特异性抗原结合分子展现出高治疗指数。可以将从细胞培养测定法和动物研究获

得的数据用来制定适用于人的剂量范围。优选地，剂量处于具有很小或无毒性的循环浓度

(包含ED50)的范围内。剂量在此范围内可以随多种因素，例如采用的剂量形式、利用的施用

路径、受试者的状况等而变化。鉴于患者的状况，各个内科医生可以选择确切的配制剂、施

用路径和剂量(参见例如Fingl等 ,1975，于：The  Pharmacological  Basis  of 

Therapeutics,Ch.1,p.1,通过提述完整并入本文)。

[0324] 用本发明的T细胞活化性双特异性抗原结合分子治疗的患者的主治内科医生将知

晓如何及何时终止、中断或调整施用(由于毒性、器官功能障碍等)。相反，如果临床应答不

适当(排除毒性)，主治内科医生还将知晓如何将治疗调整至更高水平。在感兴趣的病症的

管理中的施用剂量的量级将随待治疗状况的严重程度、施用路径等而变化。可以例如部分

地通过标准的预后评估方法来评估状况的严重程度。另外，剂量以及可能的给药频率也将

随个体患者的年龄、体重和应答而变化。

[0325] 其它药剂和治疗

[0326] 本发明的T细胞活化性双特异性抗原结合分子可以与一种或多种其它药剂在疗法

中组合施用。例如，本发明的T细胞活化性双特异性抗原结合分子可以与至少一种另外的治

疗剂共施用。术语“治疗剂”涵盖施用以治疗需要此类治疗的个体中的症状或疾病的任何药

剂。此类另外的治疗剂可以包含任何适用于所治疗的特定适应征的任何活性成分，优选地

具有不会彼此不利影响的互补活性的那些活性成分。在某些实施方案中，另外的治疗剂是

免疫调控剂、细胞抑制剂、细胞粘着的抑制剂、细胞毒剂、细胞凋亡的激活剂、或提高细胞对

凋亡诱导剂的敏感性的药剂。在一个具体的实施方案中，另外的治疗剂是抗癌剂，例如微管

破坏物、抗代谢物、拓扑异构酶抑制剂、DNA嵌入剂、烷化剂、激素疗法、激酶抑制剂、受体拮

抗剂、肿瘤细胞凋亡的激活剂、或抗血管生成剂。

[0327] 此类其它药剂以对意图目的有效的量适宜地组合存在。此类其它药剂的有效量取

决于使用的T细胞活化性双特异性抗原结合分子的量、病症或治疗的类型以及上文所述其

它因素。所述T细胞活化性双特异性抗原结合分子一般以与本文中描述的相同的剂量和施

用路径、或以本文中描述的剂量的约1至99％、或通过凭经验/临床上确定为合适的任何剂

量和任何路径使用。

[0328] 上文记载的此类组合疗法涵盖组合施用(其中在同一组合物或分别的组合物中包

含两种或更多种治疗剂)和分开施用，在该情况中，本发明的T细胞活化性双特异性抗原结

合分子的施用可以在施用另外的治疗剂和/或辅助剂之前、同时和/或之后发生。本发明的T

细胞活化性双特异性抗原结合分子还可以与放射疗法组合使用。

[0329] 制品

[0330] 在本发明的另一个方面，提供含有可用于治疗、预防和/或诊断上文描述的病症的
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材料的制品。所述制品包含容器和容器上或与容器联合的标签或包装插页。合适的容器包

括例如瓶、管形瓶、注射器、IV溶液袋等。所述容器可从多种材料如玻璃或塑料形成。所述容

器容纳组合物，其自身或与其它组合物组合对于治疗、预防和/或诊断状况是有效的，并且

可以具有无菌的存取口(例如，容器可以是具有由皮下注射针可穿过的塞子的静脉内溶液

袋或管形瓶)。组合物中至少一种活性成分是本发明的T细胞活化性双特异性抗原结合分

子。标签或包装插页指示该组合物用于治疗选择的状况。此外，所述制品可以包含(a)其中

含有组合物的第一容器，其中所述组合物包含本发明的T细胞活化性双特异性抗原结合分

子；和(b)其中含有组合物的第二容器，其中所述组合物包含另外的细胞毒性或其它方面治

疗剂。本发明的这一实施方案中的制品还可以包含包装插页，其指示该组合物可用于治疗

特定状况。或者/另外，所述制品还可以包含第二(或第三)容器，其包含药学可接受缓冲液，

如抑菌性注射用水(BWFI)、磷酸盐缓冲盐水、林格(Ringer)氏溶液和右旋糖溶液。它可以进

一步包含从商业和用户观点看期望的其它材料，包括其它缓冲液、稀释剂、滤器、针、和注射

器。

实施例

[0331] 下面是本发明的方法和组合物的实施例。应当理解，鉴于上文提供的一般性描述，

可以实践各种其他实施方案。

[0332] 通用方法

[0333] 重组DNA技术

[0334] 使用标准方法操作DNA，如Sambrook  et  al.,Molecular  cloning:A  laboratory 

manual；Cold  Spring  Harbor  Laboratory  Press,Cold  Spring  Harbor,New  York,1989中

描述的。依照制造商的说明书使用分子生物学试剂。关于人免疫球蛋白轻和重链的核苷酸

序列的一般信息参见：Kabat ,E .A .et  al .,(1991) Sequences  of  Proteins  of 

Immunological  Interest,5th  ed.,NIH  Publication  No  91-3242。

[0335] DNA测序

[0336] 通过双链测序来测定DNA序列。

[0337] 基因合成

[0338] 在需要的情况下，期望的基因区段使用适宜的模板通过PCR来生成或由Geneart 

AG(Regensburg ,Germany)通过自动化基因合成从合成的寡核苷酸和PCR产物合成。在确切

基因序列不可得的情况下，基于来自最近的同源物的序列设计寡核苷酸引物，并通过RT-

PCR从源自适宜组织的RNA分离基因。将侧翼为单一限制性内切核酸酶切割位点的基因区段

克隆入标准的克隆/测序载体。从经转化的细菌纯化质粒DNA，并通过UV分光术测定浓度。通

过DNA测序确认亚克隆的基因片段的DNA序列。基因区段设计为具有合适的限制性位点以允

许亚克隆入相应的表达载体。所有构建体均设计为具有编码前导肽的5’端DNA序列，该前导

肽在真核细胞中将蛋白质靶向分泌。例示性前导肽及其编码多核苷酸序列描绘于SEQ  ID 

NO  108-116。

[0339] 从PBMC分离原代人泛T细胞

[0340] 通过Histopaque密度离心从富集的淋巴细胞制备物(血沉棕黄层)制备外周血单

个核细胞(PBMC)，所述制备物自当地血库或来自健康人供体的新鲜血液获得。简言之，将血
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液用无菌PBS稀释并小心在Histopaque梯度(Sigma ,H8889)上铺层。于室温以450xg离心30

分钟后(关闭制动器)，丢弃含PBMC界面上方的血浆部分。将PBMC转移至新的50ml  Falcon管

并将管用PBS补充至总体积50ml。将混合物于室温以400xg离心10分钟(开启制动器)。丢弃

上清液并将PBMC团粒用无菌PBS清洗两次(离心步骤为4℃，350xg，10分钟)。将所得PBMC群

自动计数(ViCell)并在温箱中在37℃、5％CO2在含有10％FCS和1％L-丙氨酰-L-谷氨酰胺

(Biochrom,K0302)的RPMI1640培养基中贮存直至测定开始。

[0341] 使用泛T细胞分离试剂盒II(Miltenyi  Biotec#130-091-156)依照制造商的说明

书实施从PBMC富集T细胞。简言之，将细胞团粒以每1千万个细胞40μl冷缓冲液(含0.5％

BSA、2mM  EDTA的PBS，无菌过滤)稀释并与每1千万个细胞10μl生物素-抗体混合物一起于4

℃温育10分钟。每1千万个细胞添加30μl冷缓冲液和20μl抗生物素磁珠，并将混合物于4℃

再温育15分钟。通过添加10-20倍当前体积的缓冲液和300xg，10分钟的随后离心步骤来清

洗细胞。将高达1亿个细胞重悬浮于500μl缓冲液。使用LS柱(Miltenyi  Biotec#130-042-

401)依照制造商的说明书实施未标记人泛T细胞的磁性分离。将所得T细胞群自动计数

(ViCell)并在温箱中在37℃、5％CO2在AIM-V培养基中贮存直至测定开始(不超过24小时)。

[0342] 从PBMC分离原代人幼稚T细胞

[0343] 通过Histopaque密度离心从富集的淋巴细胞制备物(血沉棕黄层)制备外周血单

个核细胞(PBMC)，所述制备物(血沉棕黄层)自当地血库或来自健康人供体的新鲜血液获

得。使用幼稚CD8+T细胞分离试剂盒(Miltenyi  Biotec#130-093-244)依照制造商的说明书

实施从PBMC富集T细胞，但是跳过最后一个CD8+T细胞分离步骤(亦见关于分离原代人泛T细

胞的描述)。

[0344] 从脾细胞分离鼠泛T细胞

[0345] 从C57BL/6小鼠分离脾，转移到装有MACS缓冲液(PBS+0 .5％BSA+2mM  EDTA)的

GentleMACS  C管(Miltenyi  Biotech#130-093-237)中，并依照制造商的说明书用

GentleMACS解离器解离以获得单细胞悬浮液。使细胞悬浮液通过预分离滤器以除去剩余的

未解离组织颗粒。于4℃以400xg离心4分钟后，添加ACK裂解缓冲液以裂解红血球(于室温温

育5分钟)。将剩余细胞用MACS缓冲液清洗两次，计数并用于分离鼠泛T细胞。使用泛T细胞分

离试剂盒(Miltenyi  Biotec#130-090-861)依照制造商的说明书实施负(磁性)选择。将所

得T细胞群自动计数(ViCell)并立即用于进一步测定。

[0346] 从肝素化血液分离原代猕猴PBMC

[0347] 如下通过密度离心从来自健康猕猴供体的新鲜血液制备外周血单个核细胞

(PBMC)：将肝素化血液用无菌PBS以1:3稀释，并将Lymphoprep介质(Axon  Lab#1114545)用

无菌PBS稀释至90％。将2份体积的稀释血液在1份体积的稀释密度梯度上铺层，并通过于室

温以520xg离心30分钟(无制动)来分离PBMC级分。将PBMC带转移入新的50ml  Falcon管并通

过于4℃以400xg离心10分钟用无菌PBS清洗。实施一次低速离心以除去血小板(150xg，15分

钟，4℃)，将所得PBMC群自动计数(ViCell)并立即用于进一步测定。

[0348] 靶细胞

[0349] 对于MCSP靶向性双特异性抗原结合分子的评估，使用下列肿瘤细胞系：人黑素瘤

细胞系WM266-4(ATCC#CRL-1676)，其衍生自恶性黑素瘤的转移性部位且表达高水平的人

MCSP；人黑素瘤细胞系MV-3(来自Radboud大学Nijmegen医学中心的馈赠)，其表达中等水平

说　明　书 46/66 页

48

CN 110437337 A

48



的人MCSP；人恶性黑素瘤(原发性肿瘤)细胞系A375(ECACC#88113005)，其表达高水平的

MCSP；人结肠癌细胞系HCT-116(ATCC#CCL-247)，其不表达MCSP；和人高加索人结肠腺癌细

胞系LS180(ECACC#87021202)，其不表达MCSP。

[0350] 对于CEA靶向性双特异性抗原结合分子的评估，使用下列肿瘤细胞系：人胃癌细胞

系MKN45(DSMZ#ACC  409)，其表达很高水平的人CEA；人胰腺腺癌细胞系HPAF-II(Roche 

Nutley的馈赠)，其表达高水平的人CEA；人原发性胰腺腺癌细胞系BxPC-3(ECACC#

93120816)，其表达中等水平的人CEA；人女性高加索人结肠腺癌细胞系LS-174T(ECACC#

87060401)，其表达中等水平的人CEA；人胰腺腺癌细胞系ASPC-1(ECACC#96020930)，其表达

低水平的人CEA；人上皮状胰腺癌细胞系Panc-1(ATCC#CRL-1469)，其表达(很)低水平的人

CEA；人结肠癌细胞系HCT-116(ATCC#CCL-247)，其不表达CEA；人腺癌肺泡基底上皮细胞系

A549-huCEA，其在内部经稳定转染而表达人CEA；和鼠结肠癌细胞系MC38-huCEA，其在内部

经改造而稳定表达人CEA。

[0351] 另外，使用人T细胞白血病细胞系Jurkat(ATCC#TIB-152)来评估不同双特异性构

建体对细胞上人CD3的结合。

[0352] 实施例1

[0353] 抗MCSP抗体M4-3/ML2的亲和力成熟

[0354] 经由寡核苷酸指导的诱变规程实施亲和力成熟。为此，将重链变体M4-3和轻链变

体ML2克隆入噬菌粒载体，与Hoogenboom描述的那些类似(Hoogenboom  et  tal .Nucleic 

Acids  Res.1991,19,4133-4137)。如下鉴定要随机化的残基，即首先经由经典的同源性建

模产生该抗体的3D模型，然后鉴定重和轻链互补决定区(CDR)的溶剂可及残基。表1所示具

有基于三核苷酸合成的随机化的寡核苷酸购自Ella  Biotech(Munich,Germany)。经由经典

的PCR产生三个独立的子文库，它们包含CDR-H1连同CDR-H2，或CDR-L1连同CDR-L2中的随机

化。以另一种办法随机化CDR-L3。经由限制性消化和连接将那些文库的DNA片段克隆入噬菌

粒，并随后电穿孔入TG1细菌。

[0355] 文库选择

[0356] 如此产生的抗体变体作为每个颗粒内包装的与M13基因III产物的融合以单价形

式从丝状噬菌体颗粒上展示。然后就其生物学活性(在此：结合亲和力)筛选噬菌体展示变

体，并将具有一项或多项改进活性的候选者用于进一步的开发。用于制备噬菌体展示文库

的方法可参见Lee  et  al.,J.Mol.Biol.(2004)340,1073-1093。

[0357] 依照下述规程在溶液中用所有亲和力成熟文库进行选择：1.以总体积1ml将每个

亲和力成熟文库的约1012个噬菌粒颗粒与100nM生物素化hu-MCSP(D3域)-avi-his(SEQ  ID 

NO:118)结合0.5小时，2.通过添加5.4x  107个链霉亲合素包被磁珠10分钟来捕捉生物素化

hu-MCSP(D3域)-avi-his和特异结合的噬菌体颗粒，3.用5-10x  1ml  PBS/Tween-20和5-10x 

1ml  PBS清洗珠子，4.通过添加1ml  100mM  TEA(三乙胺)10分钟洗脱噬菌体颗粒并通过添加

500μl  1M  Tris/HCl  pH  7.4进行中和，及5.指数生长中的大肠杆菌TG1细菌的再感染，用辅

助噬菌体VCSM13感染并随后PEG/NaCl沉淀噬菌粒颗粒用于随后的选择轮次。使用恒定的或

递减的(从10-7M至2x  10-9M)抗原浓度进行3-5轮选择。在第2轮中，使用中性亲合素平板替

代链霉亲合素珠实施抗原-噬菌体复合物捕捉。如下通过ELISA鉴定特异性结合者：在中性

亲合素板上包被每孔100μl  10nM生物素化hu-MCSP(D3域)-avi-his。添加含Fab的细菌上清
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液并经由它们的Flag标签通过使用抗Flag/HRP二抗检测结合性Fab。以96孔格式作为可溶

性Fab片段用细菌表达ELISA阳性克隆并使用ProteOn  XPR36(BioRad)通过SPR分析对上清

液进行动力学筛选实验。鉴定所表达之Fabs具有最高亲和常数的克隆并对相应噬菌粒测

序。

[0358] 表1(始终排除Cys和Met。在寡核苷酸为反向引物的那些案例中另外排除Lys)

[0359]
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[0360]

[0361] 图2显示亲和力成熟的抗MCSP克隆与非成熟的亲本克隆(M4-3ML2)的比对。只在

CDR1和2中实施重链随机化。在CDR1和2中以及独立地在CDR3中实施轻链随机化。

[0362] 在选择期间，出现框架中的一些突变，像克隆G3中的F71Y或克隆E10中的Y87H。

[0363] 人IgG1的生成和纯化

[0364] 将亲和力成熟变体的重和轻链DNA序列的可变区亚克隆入各自接受者哺乳动物表

达载体，与预插入的恒定重链或恒定轻链同框。抗体表达由MPSV启动子驱动且在CDS的3’端

携带合成的polyA信号序列。此外，每种载体包含EBV  OriP序列。

[0365] 通过使用聚乙烯亚胺(PEI)用哺乳动物表达载体共转染HEK293-EBNA细胞生成该

分子。用相应表达载体以1:1的比率转染细胞。为了转染，将HEK293EBNA细胞在CD  CHO培养

基中无血清悬浮培养。对于500ml摇瓶中的生成，在转染前24小时接种4亿个HEK293EBNA细

胞。为了转染，将细胞以210xg离心5分钟，用预温热的20ml  CD  CHO培养基置换上清液。在

20ml  CD  CHO培养基中混合表达载体至最终200μg  DNA的量。添加540μl  PEI溶液后，将混合

物涡旋15秒，随后于室温温育10分钟。之后将细胞与DNA/PEI溶液混合，转移至500ml摇瓶并

在具有5％CO2气氛的温箱中于37℃温育3小时。温育时间后添加160ml  F17培养基并将细胞

培养24小时。转染后1天添加1mM丙戊酸和7％给料1(Lonza)。培养7天后通过以210xg离心15

分钟收集上清液用于纯化，将溶液无菌过滤(0.22μm滤器)并添加终浓度0.01％w/v的叠氮

化钠，保存于4℃。

[0366] 通过蛋白A亲和层析从细胞培养物上清液纯化分泌的蛋白质。将上清液加载到用

40ml  20mM磷酸钠,20mM柠檬酸钠,0.5M氯化钠,pH  7.5平衡的HiTrap蛋白AHP柱(CV＝5mL,

GE  Healthcare)上。通过用至少10个柱体积的20mM磷酸钠,20mM柠檬酸钠,0.5M氯化钠,pH 

7 .5清洗去除未结合的蛋白质。靶蛋白在20个柱体积上从20mM柠檬酸钠,0.5M氯化钠,pH 
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7.5至20mM柠檬酸钠,0.5M氯化钠,pH2.5的梯度期间洗脱。通过添加1/10的0.5M磷酸钠,pH 

8中和蛋白质溶液。浓缩并过滤靶蛋白，之后加载到用pH  6.0的20mM组氨酸,140mM氯化钠溶

液平衡的HiLoad  Superdex  200柱(GE  Healthcare)上。

[0367] 通过测量280nm的光密度(OD)使用基于氨基酸序列计算的摩尔消光系数确定经过

纯化的蛋白质样品的蛋白质浓度。通过还原剂存在和缺失下的CE-SDS分析来分析分子的纯

度和分子量。依照制造商的说明书使用Caliper  La bChip  GXII系统(Caliper 

Lifescience)。将2μg样品用于分析。使用TSKgel  G3000SW  XL分析型大小排阻柱(Tosoh)在

25mM  K2HPO4,125mM  NaCl,200mM  L-精氨酸单盐酸盐,0.02％(w/v)NaN3,pH  6.7运行缓冲液

中于25℃分析抗体样品的聚集体含量。

[0368] 表2：亲和力成熟的抗MCSP  IgG的生成和纯化

[0369]

构建体 产量[mg/l] HMW[％] LMW[％] 单体[％]

M4-3(C1)ML2(G3) 43.9 0 0 100

M4-3(C1)ML2(E10) 59.5 0 0 100

M4-3(C1)ML2(C5) 68.9 0 0.8 99.2

[0370] 亲和力测定

[0371] ProteOn分析

[0372] 用通过胺偶联在CM5芯片上固定化的抗人F(ab’)2片段特异性捕捉抗体(Jackson 

ImmunoResearch#109-005-006)及随后从细菌上清液或从经过纯化的Fab制备物中捕捉

Fab，使用ProteOn  XPR36机器(BioRad)与25℃通过表面等离振子共振测量KD。简言之，用N-

乙基-N’-(3-二甲基氨基丙基)-碳二亚胺盐酸盐(EDC)和N-羟基琥珀酰亚胺(NHS)依照供应

商的说明书活化羧甲基化右旋糖苷生物传感器芯片(CM5,GE  Healthcare)。将抗人F(ab’)2

片段特异性捕捉抗体用10mM乙酸钠,pH  5.0稀释成50μg/ml，之后以流速10μl/min注射来获

得大约高达10.000个响应单位(RU)的偶联捕捉抗体。注射捕捉抗体后，注射1M乙醇胺以封

闭未反应的基团。对于动力学测量，将来自细菌上清液的Fab或经过纯化的Fab以流速10μl/

min注射300秒，并解离300秒以捕捉基线稳定性。捕捉水平在100-500RU的范围中。在随后的

步骤中，以单一浓度或作为在HBS-EP+(GE  Healthcare ,10mM  HEPES ,150mM  NaCl ,3mM 

EDTA,0.05％表面活性剂P20,pH  7 .4)中稀释的浓度系列(取决于克隆亲和力，在100nM至

250pM之间的范围中)于25℃以流速50μl/min注射人MCSP(D3域)-avi-his分析物。通过以90

μl/min注射甘氨酸pH  1 .5  30秒，接着以相同流速注射NaOH  20秒来再生传感器芯片的表

面。使用简单一对一Langmuir结合模型(ProteOn  XPR36评估软件或Scrubber软件

(BioLogic))通过同时拟合结合和解离传感图计算结合速率(kon)和解离速率(koff)。作为比

率koff/kon计算平衡解离常数(KD)。此数据用于确定亲和力成熟变体与亲本抗体的比较性结

合亲和力。表3a显示自这些测定法产生的数据。

[0373] 对于轻链选择G3、E10、C5，对于重链选择D6、A7、B7、B8、C1，转换成人IgG1形式。由

于轻链的CDR1和2的随机化独立于CDR3，所以在IgG转换期间组合获得的CDR。

[0374] 在IgG形式中再次测量对人MCSP抗原(SEQ  ID  NO:118)，此外还有对猕猴同系物

(SEQ  ID  NO:117)的亲和力。

[0375] 所使用的方法恰如对Fab片段描述的，仅仅使用自哺乳动物生成纯化的的IgG。
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[0376] 表3a：MCSP亲和力成熟克隆：Proteon数据。

[0377]

[0378]

[0379] 使用Biacore  T200通过表面等离振子共振(SPR)进行的亲和力测定

[0380] 在Biacore  T200上于25℃以HBS-EP作为运行缓冲液(0.01M  HEPES  pH7.4,0.15M 

NaCl,3mM  EDTA,0.005％表面活性剂P20,Biacore,Freiburg/Germany)实施表面等离振子

共振(SPR)实验以测定亲和力成熟IgG的亲和力和亲合力。

[0381] 为了分析不同抗MCSP  IgG对人和猕猴MCSP  D3的相互作用的亲合力，在CM5芯片上

于pH  5.0使用标准胺偶联试剂盒(Biacore,Freiburg/Germany)实施9,500个共振单位(RU)

左右的抗5xHis抗体(Qiagen)的直接偶联。分别以10μl/min在30nM捕捉抗原60秒。IgG以浓
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度0.0064-100nM和流速30μl/min通过流通池280秒。监测解离180秒。通过扣除参照流通池

上获得的响应校正批量折射指数差异。在此，IgG流经带固定化抗5xHis抗体的表面，但其上

已注射HBS-EP而非人MCSP  D3或猕猴MCSP  D3。

[0382] 对于亲和力测量，在带固定化抗人Fc的CM5传感器芯片表面上捕捉IgG。通过使用

标准胺偶联试剂盒(Biacore,Freiburg/Germany)于pH  5.0  9,500个共振单位(RU)左右的

直接固定化将捕捉IgG偶联至传感器芯片表面。在10nM以30μl/min捕捉IgG  25秒。在120秒

里使人和猕猴MCSP  D3以浓度2-500nM和流速30μl/min通过流通池。监测解离60秒。对于浓

度166和500nM分别监测结合和解离1200和600秒。通过扣除参照流通池上获得的响应校正

批量折射指数差异。在此，抗原流经带固定化抗人Fc抗体的表面，但其上已注射HBS-EP而非

抗MCSP  IgG。

[0383] 使用Biacore  T200评估软件(vAA,Biacore  AB,Uppsala/Sweden)以通过数值积分

拟合1:1Langmuir结合的速率方程来推导动力学常数。

[0384] 通过表面等离振子共振测量使用Biacore  T200证实对人和猕猴MCSP  D3的较高亲

和力。此外，亲合力测量显示在二价结合中高达3倍的增加(表3b)。

[0385] 表3b：抗MCSP  IgG对人MCSP-D3和猕猴MCSP-D3的亲和力和亲合力。

[0386]

[0387] 实施例2

[0388] 包含M4-3(C1)ML2(G3)作为抗MCSP抗体和人源化CH2527作为抗CD3抗体的MCSP 

TCB(2+1Crossfab-IgG  P329G  LALA倒转的)的制备

[0389] 将重和轻链DNA序列的可变区亚克隆入各自接受者哺乳动物表达载体，与预插入

的恒定重链或恒定轻链同框。抗体表达由MPSV启动子驱动且在CDS的3’端携带合成的polyA

信号序列。此外，每种载体包含EBV  OriP序列。

[0390] 通过使用聚乙烯亚胺(PEI)用哺乳动物表达载体共转染HEK293-EBNA细胞生成该

分子。用相应表达载体以1:2:1:1的比率(“载体重链Fc(穴)”:“载体轻链”:“载体轻链

Crossfab”:“载体重链Fc(节)-FabCrossfab”)转染细胞。

[0391] 为了转染，将HEK293EBNA细胞在CD  CHO培养基中无血清悬浮培养。对于500ml摇瓶

的生成，在转染前24小时接种4亿个HEK293EBNA细胞。为了转染，将细胞以210xg离心5分钟，

用预温热的20ml  CD  CHO培养基置换上清液。在20ml  CD  CHO培养基中混合表达载体至最终

200μg  DNA的量。添加540μlPEI溶液后，将混合物涡旋15秒，随后于室温温育10分钟。之后将

细胞与DNA/PEI溶液混合，转移至500ml摇瓶并在具有5％CO2气氛的温箱中于37℃温育3小
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时。温育时间后添加160ml  F17培养基并将细胞培养24小时。转染后1天添加1mM丙戊酸和

7％给料1(Lonza)。培养7天后通过以210xg离心15分钟收集上清液用于纯化，将溶液无菌过

滤(0.22μm滤器)并添加终浓度0.01％w/v的叠氮化钠，保存于4℃。

[0392] 通过蛋白A亲和层析从细胞培养物上清液纯化分泌的蛋白质。将上清液加载到用

40ml  20mM磷酸钠,20mM柠檬酸钠,0.5M氯化钠,pH  7.5平衡的HiTrap蛋白AHP柱(CV＝5mL,

GE  Healthcare)上。通过用至少10个柱体积的20mM磷酸钠,20mM柠檬酸钠,0.5M氯化钠,pH 

7 .5清洗去除未结合的蛋白质。靶蛋白在20个柱体积上从20mM柠檬酸钠,0.5M氯化钠,pH 

7.5至20mM柠檬酸钠,0.5M氯化钠,pH2.5的梯度期间洗脱。通过添加1/10的0.5M磷酸钠,pH8

中和蛋白质溶液。浓缩并过滤靶蛋白，之后加载到用pH  6.0的20mM组氨酸,140mM氯化钠溶

液平衡的HiLoad  Superdex  200柱(GE  Healthcare)上。

[0393] 通过测量280nm的光密度(OD)使用基于氨基酸序列计算的摩尔消光系数确定经过

纯化的蛋白质样品的蛋白质浓度。

[0394] 通过还原剂存在和缺失下的CE-SDS分析来分析分子的纯度和分子量。依照制造商

的说明书使用Caliper  LabChip  GXII系统(Caliper  Lifescience)。将2μg样品用于分析。

[0395] 使用TSKgel  G3000SW  XL分析型大小排阻柱(Tosoh)在25mM  K2HPO4,125mM  NaCl,

200mM  L-精氨酸单盐酸盐,0.02％(w/v)NaN3,pH  6.7运行缓冲液中于25℃分析抗体样品的

聚集体含量。

[0396] 表4a：MCSP  TCB的生成和纯化汇总。

[0397]

[0398] 图3显示MCSP  TCB(2+1Crossfab-IgG  P329G  LALA倒转的)分子的示意图。

[0399] 图4和表4b显示MCSP  TCB(2+1Crossfab-IgG  P329G  LALA倒转的)分子(SEQ  ID 

NO:12,53,54和55)的CE-SDS分析。

[0400] 表4b：MCSP  TCB的CE-SDS分析。

[0401]

[0402]

[0403] 实施例3
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[0404] 包含CH1A1A  98/99  2F1作为抗CEA抗体和人源化CH2527作为抗CD3抗体的CEA  TCB

(2+1Crossfab-IgG  P329G  LALA倒转的)的制备

[0405] 将重和轻链DNA序列的可变区亚克隆入各自接受者哺乳动物表达载体，与预插入

的恒定重链或恒定轻链同框。抗体表达由MPSV启动子驱动且在CDS的3’端携带合成的polyA

信号序列。此外，每种载体包含EBV  OriP序列。

[0406] 通过使用聚乙烯亚胺(PEI)用哺乳动物表达载体共转染HEK293EBNA细胞生成该分

子。用相应表达载体以1:2:1:1的比率(“载体重链Fc(穴)”:“载体轻链”:“载体轻链

Crossfab”:“载体重链Fc(节)-FabCrossfab”)转染细胞。

[0407] 为了转染，将HEK293EBNA细胞在CD  CHO培养基中无血清悬浮培养。对于500ml摇瓶

中的生成，在转染前24小时接种4亿个HEK293EBNA细胞。为了转染，将细胞以210xg离心5分

钟，用预温热的20ml  CD  CHO培养基置换上清液。在20ml  CD  CHO培养基中混合表达载体至

最终200μg  DNA的量。添加540μl  PEI溶液后，将混合物涡旋15秒，随后于室温温育10分钟。

之后将细胞与DNA/PEI溶液混合，转移至500ml摇瓶并在具有5％CO2气氛的温箱中于37℃温

育3小时。温育时间后添加160ml  F17培养基并将细胞培养24小时。转染后1天添加1mM丙戊

酸和7％给料1(Lonza)。培养7天后通过以210xg离心15分钟收集上清液用于纯化，将溶液无

菌过滤(0.22μm滤器)并添加终浓度0.01％w/v的叠氮化钠，保存于4℃。

[0408] 通过蛋白A亲和层析从细胞培养物上清液纯化分泌的蛋白质。将上清液加载到用

40ml  20mM磷酸钠,20mM柠檬酸钠,0.5M氯化钠,pH  7.5平衡的HiTrap蛋白A  HP柱(CV＝5mL,

GE  Healthcare)上。通过用至少10个柱体积的20mM磷酸钠,20mM柠檬酸钠,0.5M氯化钠,pH 

7 .5清洗去除未结合的蛋白质。靶蛋白在20个柱体积上从20mM柠檬酸钠,0.5M氯化钠,pH 

7.5至20mM柠檬酸钠,0.5M氯化钠,pH2.5的梯度期间洗脱。通过添加1/10的0.5M磷酸钠,pH8

中和蛋白质溶液。浓缩并过滤靶蛋白，之后加载到用pH  6.0的20mM组氨酸,140mM氯化钠溶

液平衡的HiLoad  Superdex  200柱(GE  Healthcare)上。

[0409] 通过测量280nm的光密度(OD)使用基于氨基酸序列计算的摩尔消光系数确定经过

纯化的蛋白质样品的蛋白质浓度。

[0410] 通过还原剂存在和缺失下的CE-SDS分析来分析分子的纯度和分子量。依照制造商

的说明书使用Caliper  LabChip  GXII系统(Caliper  Lifescience)。将2μg样品用于分析。

[0411] 使用TSKgel  G3000SW  XL分析型大小排阻柱(Tosoh)在25mM  K2HPO4,125mM  NaCl,

200mM  L-精氨酸单盐酸盐,0.02％(w/v)NaN3,pH  6.7运行缓冲液中于25℃分析抗体样品的

聚集体含量。

[0412] 表5：CEA  TCB的生成和纯化汇总。

[0413]

[0414] 图5显示CEA  TCB(2+1Crossfab-IgG  P329G  LALA倒转的)分子的示意图。

[0415] 图6和表6显示CEA  TCB(2+1Crossfab-IgG  P329G  LALA倒转的)分子(SEQ  ID  NO:

22,56,57和58)的CE-SDS分析。

说　明　书 54/66 页

56

CN 110437337 A

56



[0416] 表6：CEA  TCB的CE-SDS分析。

[0417]

  峰 kDa 相应的链

CEA  TCB非还原(A) 1 205.67 正确的分子

CEA  TCB还原(B) 1 28.23 轻链CH1A1A98/99x  2F1

  2 36.31 轻链CH2527

  3 63.48 Fc(穴)

  4 90.9 Fc(节)

[0418] 在一种备选纯化方法中，通过蛋白A亲和层析(MabSelect  SuRe)从收获并澄清的

发酵上清液捕捉CEA  TCB。然后将蛋白A洗脱物进行阳离子交换层析(Poros  50HS)并随后通

过SE-HPLC和毛细管电泳方式进行分级和分析。合并含产物级分并于室温以结合-洗脱模式

进行疏水相互作用层析(Butyl-Sepharose  4FF)。然后通过SE-HPLC和毛细管电泳方式对由

此而来的洗脱物进行分级和分析。合并含产物级分并随后以流过模式进行阴离子交换层析

(Q-Sepharose  FF)。使用这种纯化方法获得的材料具有>98％的单体含量。

[0419] 实施例4

[0420] MCSP  TCB对MCSP和CD3表达性细胞的结合

[0421] 在MCSP表达性人恶性黑素瘤细胞系(A375)和CD3表达性永生化T淋巴细胞系

(Jurkat)上测试MCSP  TCB的结合。简言之，收获细胞，计数，检查生存能力并以2x  106个细

胞/ml在FACS缓冲液(100μl  PBS  0.1％BSA)中重悬浮。将100μl细胞悬浮液(包含0.2x  106

个细胞)在圆底96孔板中于4℃与浓度渐增的MCSP  TCB(2.6pM至200nM)一起温育30分钟，用

冷PBS  0.1％BSA清洗两次，与PE缀合的AffiniPure  F(ab’)2片段山羊抗人IgG  Fcγ片段特

异性二抗(Jackson  Immuno  Research  Lab  PE#109-116-170)一起于4℃进一步重温育30分

钟，用冷PBS  0.1％BSA清洗两次并立即使用FACS  CantoII(Software  FACS  Diva)经由门控

活的、DAPI阴性细胞通过FACS进行分析。使用GraphPadPrism5获得结合曲线(图7小图A，对

A375细胞的结合，EC50＝3381pM；图7小图B，对Jurkat细胞的结合)。

[0422] 实施例5

[0423] 由MCSP  TCB抗体诱导的T细胞杀伤

[0424] 使用一组表达不同水平的MCSP的肿瘤细胞系(A375＝MCSP高，MV-3＝MSCP中等，

HCT-116＝MCSP低，LS180＝MCSP阴性)评估由MCSP  TCB抗体介导的T细胞杀伤。简言之，用胰

蛋白酶/EDTA收获靶细胞，清洗，并以密度25,000个细胞/孔铺于平底96孔板中。让细胞贴壁

过夜。通过将自健康人供体获得的富集淋巴细胞制备物(血沉棕黄层)进行Histopaque密度

离心来制备外周血单个核细胞(PBMC)。用无菌PBS稀释新鲜血液并在Histopaque梯度

(Sigma,#H8889)上铺层。离心(450xg，30分钟，室温)后，丢弃含PBMC的界面上方的血浆并将

PBMC转移至新的falcon管，随后装满50ml  PBS。将混合物离心(400xg，10分钟，室温)，丢弃

上清液，用无菌PBS清洗PBMC团粒两次(离心步骤350xg，10分钟)。对所得PBMC群进行自动计

数(ViCell)并在含10％FCS和1％L-丙氨酰-L-谷氨酰胺(Biochrom,K0302)的RPMI1640培养

基中在细胞温箱(37℃,5％CO2)中保持直至进一步使用(不超过24小时)。对于杀伤测定法，

以标示浓度添加抗体(范围1pM至10nM，一式三份)。以最终效应器对靶(E:T)比率10:1将

PBMC添加至靶细胞。于37℃,5％CO2温育24小时后通过对由凋亡/坏死细胞释放入细胞上清
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液中的LDH进行定量(LDH检测试剂盒,Roche  Applied  Science,#11  644  793  001)来评估

靶细胞杀伤。通过将靶细胞与1％Triton  X-100一起温育实现对靶细胞的最大裂解(＝

100％)。最小裂解(＝0％)指在没有双特异性构建体的情况下与效应细胞一起共温育的靶

细胞。结果显示MCSP  TCB诱导对MCSP阳性靶细胞系的强的且靶特异性的杀伤，而不杀伤

MCSP阴性细胞系(图8,小图A-D)。使用GraphPadPrism5计算的、与杀伤测定法有关的EC50值

见表7。

[0425] 表7：由MCSP  TCB抗体诱导的对MCSP表达性肿瘤细胞的T细胞介导杀伤的EC50值

(pM)。

[0426]

细胞系 MCSP受体拷贝数 EC50[pM]

A375 387  058 12.3

MV-3 260  000 9.4

HCT-116 36770 3.7

LS180 阴性 n.d.

[0427] 实施例6

[0428] 由MCSP  TCB抗体诱导的对MCSP表达性肿瘤细胞的T细胞杀伤后CD8+和CD4+效应细

胞上的CD25和CD69上调

[0429] 使用识别T细胞活化标志物CD25(晚期活化标志物)和CD69(早期活化标志物)的抗

体通过FACS分析评估由MCSP  TCB抗体介导的对MCSP表达性MV-3肿瘤细胞的T细胞杀伤后

CD8+和CD4+T细胞的活化。抗体和杀伤测定法条件基本上如上文所述(实施例5)，使用相同的

抗体浓度范围(1pM至10nM，一式三份)，E:T比率10:1及温育时间24小时。

[0430] 温育后，将PBMC转移至圆底96孔板，以350xg离心5分钟，并用含0.1％BSA的PBS清

洗两次。依照供应商的说明书对CD8(FITC抗人CD8,BD#555634) ,CD4(PECy7抗人CD4 ,BD#

557852) ,CD69(PE抗人CD69,Biolegend#310906)和CD25(APC抗人CD25,BD#555434)实施表

面染色。将细胞用150μl/孔含0.1％BSA的PBS清洗两次并使用100μl/孔固定缓冲液(BD#

554655)于4℃固定15分钟。离心后，将样品在200μl/孔含DAPI的PBS  0.1％BSA中重悬浮以

便为了FACS测定排除死细胞。在BD  FACS  Fortessa上分析样品。结果显示MCSP  TCB诱导杀

伤后CD8+T细胞(图9小图A,B)和CD4+T细胞(图9小图C,D)上活化标志物(CD25,CD69)的强的

且靶特异性的上调。

[0431] 实施例7

[0432] 由MCSP  TCB抗体诱导的对MCSP表达性肿瘤细胞的T细胞杀伤后人效应细胞的细胞

因子分泌

[0433] 在杀伤测定法后通过对细胞上清液的FACS分析评估由MCSP  TCB抗体诱导的对

MCSP表达性MV-3肿瘤细胞的T细胞杀伤后人PBMC的细胞因子分泌。

[0434] 使用相同的抗体并基本上如上文所述实施杀伤测定法(实施例5和6)，使用E:T比

率10:1和温育时间24小时。

[0435] 温育时间结束时，将平板以350xg离心5分钟，将上清液转移至新的96孔板中并在-

20℃贮存直至后续分析。使用BD  CBA人可溶性蛋白质Flex套组依照制造商的说明书在FACS 

CantoII上检测分泌入细胞上清液中的粒酶B、TNFα、IFN-γ、IL-2、IL-4和IL-10。使用下述
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试剂盒：BD  CBA人粒酶B  Flex套组#BD  560304；BD  CBA人TNF  Flex套组#BD  558273；BD  CBA

人IFN-γFlex套组#BD  558269；BD  CBA人IL-2Flex套组#BD  558270；BD  CBA人IL-4Flex套

组#BD  558272；BD  CBA人IL-10Flex套组#BD  558274。

[0436] 结果显示杀伤时MCSP  TCB诱导IL-2、IFN-γ、TNFα、粒酶B和IL-10(但无IL-4)的分

泌(图10,小图A-F)。

[0437] 总的来说，这些实施例显示MCSP  CD3双特异性抗体

[0438] ·显示优良的对MCSP阳性A375细胞的结合

[0439] ·诱导强的且靶特异性的对MCSP阳性靶细胞系的杀伤，且不杀伤MCSP阴性细胞系

[0440] ·杀伤后诱导CD8+和CD4+T细胞上活化标志物(CD25,CD69)的强的且靶特异性的上

调

[0441] ·杀伤时诱导IL-2、IFN-γ、TNFα、粒酶B和IL-10(非IL-4)的分泌。

[0442] 实施例8

[0443] CEA  TCB对CEA和CD3表达性细胞的结合

[0444] 在已转染的CEA表达性肺腺癌细胞(A549-huCEA)和CD3表达性永生化人和猕猴T淋

巴细胞系(分别为Jurkat和HSC-F)上测试CEA  TCB的结合。使用非靶向性TCB(SEQ  ID  NO:

59,60,61和62；见实施例24)作为对照。简言之，收获细胞，计数，检查生存能力并以2x  106

个细胞/ml在FACS缓冲液(100μl  PBS  0.1％BSA)中重悬浮。将100μl细胞悬浮液(包含0.2x 

106个细胞)在圆底96孔板中于4℃与浓度渐增的CEA  TCB(61pM至1000nM)一起温育30分钟，

用冷PBS  0.1％BSA清洗两次，与FITC缀合的AffiniPure  F(ab’)2片段山羊抗人IgG  F(ab’)2

片段特异性二抗(Jackson  Immuno  Research  Lab  FITC#109-096-097)一起于4℃进一步重

温育30分钟，用冷PBS  0.1％BSA清洗两次，立即使用FACS  CantoII或Fortessa(Software 

FACS  Diva)通过门控活的、PI阴性细胞通过FACS进行分析。使用GraphPadPrism5获得结合

曲线(图11小图A，对A549细胞的结合(EC50  6.6nM)；图11小图B，对Jurkat细胞的结合；图11

小图C，对HSC-F细胞的结合)。

[0445] 实施例9

[0446] 由CEA  TCB抗体诱导的对CEA表达性肿瘤靶细胞的T细胞介导杀伤

[0447] 在HPAFII(高CEA)、BxPC-3(中等CEA)和ASPC-1(低CEA)人肿瘤细胞上评估由CEA 

TCB抗体诱导的对靶细胞的T细胞介导杀伤。使用HCT-116(CEA阴性肿瘤细胞系)和非靶向性

TCB作为阴性对照。使用人PBMC作为效应器并在与双特异性抗体一起温育后24小时和48小

时检测杀伤。简言之，用胰蛋白酶/EDTA收获靶细胞，清洗，并以密度25,000个细胞/孔铺于

平底96孔板中。让细胞贴壁过夜。通过将自健康人供体获得的富集淋巴细胞制备物(血沉棕

黄层)进行Histopaque密度离心来制备外周血单个核细胞(PBMC)。用无菌PBS稀释新鲜血液

并在Histopaque梯度(Sigma,#H8889)上铺层。离心(450xg，30分钟，室温)后，丢弃含PBMC的

界面上方的血浆并将PBMC转移至新的falcon管，随后装满50ml  PBS。将混合物离心(400xg，

10分钟，室温)，丢弃上清液，并用无菌PBS清洗PBMC团粒两次(离心步骤350xg，10分钟)。对

所得PBMC群进行自动计数(ViCell)并在含10％FCS和1％L-丙氨酰-L-谷氨酰胺(Biochrom,

K0302)的RPMI1640培养基中在细胞温箱(37℃，5％CO2)中保持直至进一步使用(不超过24

小时)。对于杀伤测定法，以标示浓度添加抗体(范围6pM至100nM，一式三份)。以最终10:1的

E:T比率将PBMC添加至靶细胞。温育24小时和48小时后通过对由凋亡/坏死细胞释放入细胞
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上清液的LDH(乳酸脱氢酶)定量(LDH检测试剂盒，Roche  Applied  Science，#11  644 

793001)来评估靶细胞杀伤。通过将靶细胞与1％Triton  X-100一起温育实现靶细胞的最大

裂解(＝100％)。最小裂解(＝0％)指在没有双特异性抗体的情况下与效应细胞一起共温育

的靶细胞。结果显示CEA  TCB诱导CEA阳性靶细胞的强的且靶特异性的杀伤(图12,小图A-

H)。使用GraphPadPrism5计算的、与杀伤测定法有关的EC50值见表8。

[0448] 表8：CEA受体拷贝数和由CEA  TCB抗体诱导的对CEA表达性肿瘤细胞的T细胞介导

杀伤的EC50值(pM)。

[0449]

细胞系 CEA受体拷贝数 EC50[pM]48小时

HPAFII 120  000-205  000 667

BxPC-3 41  000 3785

ASPC1 3500-8000 846

[0450] 实施例10

[0451] CEA  TCB介导的对CEA表达性肿瘤靶细胞的杀伤后5天的T细胞增殖和活化

[0452] 在HPAFII(高CEA)、BxPC-3(中等CEA)和ASPC-1(低CEA)细胞上评估CEA  TCB介导的

对CEA表达性肿瘤靶细胞的杀伤后5天检测T细胞增殖和活化。使用HCT-116(CEA阴性肿瘤细

胞系)和非靶向性TCB作为阴性对照。用于增殖测定法的实验条件与实施例9中描述的实验

条件相似，但是在96孔平底板中每孔只铺10,000个靶细胞。为了评估T细胞增殖，用CFSE

(Sigma#21888)标记新鲜分离的PBMC。简言之，稀释CFSE储液以获得100μM的工作溶液。将

90x  106个PBMC细胞在90ml预温热的PBS中重悬浮并补充90μl  CFSE工作溶液。立即混合细

胞并于37℃温育15分钟。将10ml预温热的FCS添加至细胞以终止反应。将细胞以400g离心10

分钟，在50ml培养基中重悬浮并于37℃温育30分钟。温育后，用温热的培养基清洗细胞一

次，计数，在培养基中重悬浮并以10:1的E:T添加至靶细胞进行杀伤测定法和随后的细胞增

殖和活化测量。通过对CFSE染料稀释的定量评估杀伤5天后CD4和CD8阳性T细胞上的增殖。

使用抗人CD25抗体在相同T细胞子集上评估CD25表达。简言之，离心(400xg，4分钟)后，重悬

浮细胞，用FACS缓冲液清洗，并与25μl稀释的CD4/CD8/CD25抗体混合物一起于4℃温育30分

钟(APC/Cy7抗人CD4#317418，APC抗人CD8#301014，PE/Cy7抗人CD25#302612)。然后清洗细

胞三次以去除未结合的抗体，并最终在200μl含碘化丙啶(PI)的FACS缓冲液中重悬浮以便

为FACS测量排除死细胞。使用BD  FACS  CantoII测量荧光。结果显示CEA  TCB诱导强的且靶

特异性的CD8+和CD4+T细胞增殖(图13,小图A-D)及其通过CD25活化标志物上调检测的活化

(图13,小图E-H)。

[0453] 实施例11

[0454] 由CEA  TCB诱导的对CEA表达性肿瘤细胞的T细胞介导杀伤后人效应细胞的细胞因

子分泌

[0455] 通过杀伤后48小时细胞上清液的FACS分析(CBA试剂盒)评估由CEA  TCB诱导的对

CEA表达性MKN45肿瘤细胞的T细胞介导杀伤后人PBMC的细胞因子分泌。

[0456] 实验条件与实施例9中描述的实验条件相同。温育时间结束时，将板以350xg离心5

分钟，将上清液转移入新的96孔板并于-20℃贮存直至后续分析。使用BD  CBA人可溶性蛋白

质Flex套组依照制造商的说明书在FACS  CantoII上检测分泌入细胞上清液的(A)IFN-γ、
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(B)TNFα、(C)粒酶B、(D)IL-2、(E)IL-6和(F)IL-10。使用下述试剂盒：BD  CBA人IL-2BD  Flex

套组#BD  558270；BD  CBA人粒酶B  BD  Flex套组#BD  560304；BD  CBA人TNF  Flex套组#

BD558273；BD  CBA人IFN-γFlex套组#BD  558269；BD  CBA人IL-4Flex套组#BD558272；BD 

CBA人IL-10Flex套组#BD  558274。

[0457] 结果显示CEA  TCB介导的杀伤(但是由非靶向性TCB对照介导的杀伤不)诱导IFN-

γ、TNFα、粒酶B、IL-2、IL-6和IL-10的分泌(图14,小图A-F)。

[0458] 实施例12

[0459] 在渐增浓度的脱落CEA(sCEA)存在下靶细胞的T细胞介导杀伤

[0460] 在渐增浓度的脱落CEA(sCEA  2.5ng/ml至5μg/ml)存在下评估由CEA  TCB抗体诱导

的对CEA表达性肿瘤靶细胞(LS180)的T细胞介导杀伤。使用人PBMC作为效应细胞并在与双

特异性抗体和sCEA一起温育后24小时和48小时检测杀伤。简言之，用胰蛋白酶/EDTA收获靶

细胞，清洗，并以密度25,000个细胞/孔铺于平底96孔板中。让细胞贴壁过夜。通过将自健康

人供体获得的富集淋巴细胞制备物(血沉棕黄层)进行Histopaque密度离心来制备外周血

单个核细胞(PBMC)。用无菌PBS稀释新鲜血液并在Histopaque梯度(Sigma,#H8889)上铺层。

离心(450xg，30分钟，室温)后，丢弃含PBMC的界面上方的血浆并将PBMC转移至新的falcon

管，随后装满50ml  PBS。将混合物离心(400xg，10分钟，室温)后，丢弃上清液，并用无菌PBS

清洗PBMC团粒两次(离心步骤350xg，10分钟)。对所得PBMC群进行自动计数(ViCell)并在含

10％FCS和1％L-丙氨酰-L-谷氨酰胺(Biochrom ,K0302)的RPMI1640培养基中在细胞温箱

(37℃，5％CO2)中保持直至进一步使用(不超过24小时)。对于杀伤测定法，以固定浓度1nM

使用CEA  TCB抗体，并以2.5ng至5μg/ml的浓度范围在实验中搀入sCEA。以最终10:1的E:T比

率将PBMC添加至靶细胞。温育24小时和48小时后通过对由凋亡/坏死细胞释放入细胞上清

液的LDH(乳酸脱氢酶)定量(LDH检测试剂盒，Roche  Applied  Science，#11  644  793  001)

来评估靶细胞杀伤。通过将靶细胞与1％Triton  X-100一起温育实现靶细胞的最大裂解(＝

100％)。最小裂解(＝0％)指在没有双特异性抗体的情况下与效应细胞一起共温育的靶细

胞。在sCEA缺乏下由CEA  TCB介导的杀伤设置为100％，并将在渐增浓度的sCEA存在下获得

的杀伤对其标准化。结果显示sCEA对CEA  TCB介导的对CEA表达性靶细胞的杀伤只有较小的

影响(图15小图A,B)。上至0.2μg/ml的sCEA未检测到对T细胞杀伤的影响。高于0.2μg/ml的

sCEA浓度对总体杀伤只有较小的影响(10-50％减少)。

[0461] 实施例13

[0462] 使用人和猕猴PBMC作为效应细胞的对靶细胞的T细胞介导杀伤

[0463] 与CEA  TCB抗体和作为效应细胞的人PBMC或猕猴PBMC评估一起温育后21小时和40

小时评估过表达人CEA的A549(肺腺癌)细胞(A549-hCEA)的T细胞介导杀伤。简言之，用胰蛋

白酶/EDTA收获靶细胞，清洗，并以密度25,000个细胞/孔铺于平底96孔板中。让细胞贴壁数

小时。通过将自健康人供体或健康猕猴获得的富集淋巴细胞制备物(血沉棕黄层)进行

Histopaque密度离心来制备外周血单个核细胞(PBMC)。对于后者，使用90％Histopaque-

PBS密度梯度。用无菌PBS稀释新鲜血液并在Histopaque梯度(Sigma ,#H8889)上铺层。离心

(对于人PBMC是450xg，30分钟，室温，对于猕猴PBMC是相应的520xg，30分钟，室温)后，丢弃

含PBMC的界面上方的血浆并将PBMC转移至新的falcon管，随后装满50ml  PBS。将混合物离

心(400xg，10分钟，室温)，丢弃上清液，并用无菌PBS清洗PBMC团粒两次(离心步骤350xg，10
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分钟)。为了制备猕猴PBMC，实施另外的低速离心步骤(150xg，15分钟)。对所得PBMC群进行

自动计数(ViCell)并在含10％FCS和1％L-丙氨酰-L-谷氨酰胺(Biochrom ,K0302)的

RPMI1640培养基中在细胞温箱(37℃，5％CO2)中保持直至进一步使用(上至4小时)。对于杀

伤测定法，以标示浓度添加抗体(范围6pM至100nM，一式三份)。以最终10:1的E:T比率将

PBMC添加至靶细胞。温育21小时和40小时后通过对由凋亡/坏死细胞释放入细胞上清液的

LDH(乳酸脱氢酶)定量(LDH检测试剂盒，Roche  Applied  Science，#11  644  793  001)来评

估靶细胞杀伤。通过将靶细胞与1％Triton  X-100一起温育实现靶细胞的最大裂解(＝

100％)。最小裂解(＝0％)指在没有双特异性抗体的情况下与效应细胞一起共温育的靶细

胞。结果显示使用人(图16,小图A,C)和猕猴(图16,小图B,D)效应细胞(PBMC)二者CEA  TCB

均介导对CEA阳性靶细胞的靶特异性杀伤。使用GraphPadPrism5计算的、与40小时杀伤有关

的EC50值对于人PBMC是306pM，而对于猕猴PBMC是102pM。

[0464] 实施例14

[0465] 由CEA  TCB抗体诱导的对CEA表达性人结肠直肠癌细胞系的T细胞介导杀伤

[0466] 与人PBMC和0.8nM,4nM和20nM  CEA  TCB抗体一起温育后48小时评估对CEA表达性

人结肠直肠癌细胞系的T细胞介导杀伤。简言之，从自单一健康供体获得的白细胞椎体分离

PBMC。用PBS稀释细胞(1:10)并在50mL  Falcon管中在Lymphoprep上铺层。离心(1800rpm，25

分钟)后，从界面取出PBMC层并用PBS清洗4次。对PBMC计数，在速控冷冻条件下以40x  106个

细胞/mL冷冻于含10％DMSO的FCS中并贮存于液氮中直至进一步使用。为了T细胞杀伤测定

法，将来自冻存贮液的肿瘤细胞直接铺于96孔板中。快速温热细胞并立即转移入预温热的

培养基中，离心，并重悬浮于完全培养基(DMEM、Iscoves或RPMI-1640，均补充有10％FCS和

1％青霉素/链霉素)中，然后以2.5x  104个细胞/孔的密度铺板。然后将平板于37℃在增湿

的10％CO2温箱中温育并在次日用含1％谷氨酰胺的100μL  RPMI  2％FCS和50μL  CEA  TCB

(终浓度范围从6.4至20000pM，1:5滴定步骤，对于每个条件在一式两份孔中)置换培养基。

将新鲜融化的PBMC用于测定法(从测定开始的2小时内从冻存管融化)并在每孔中添加50μL

(3x  105)以给出10:1的效应器:靶(E:T)比率。将Triton  X100(4％，50μL)添加至150μL靶细

胞以获得最大释放值。将平板于37℃温育48小时并使用乳糖脱氢酶细胞毒性检测试剂盒

(Roche)依照制造商的说明书测定杀伤活性。将特异性细胞裂解的百分率计算为[样品释

放-自发释放]/[最大释放-自发释放]x  100。图17,小图A-C显示CEA表达(使用QIFIKIT定量

受体拷贝数，见下文)和对31种结肠直肠癌细胞系的％杀伤(列于x轴上)之间的相关性。图

17,小图D显示CEA表达和20nM  CEA  TCB的％特异性裂解之间的相关性(Spearman相关性＝

0.7289，p<0.0001，n＝31)，指示展示高CEA受体拷贝数(>50  000)的肿瘤细胞被CEA  TCB有

效裂解而展示低CEA受体拷贝数(<10  000)的一簇细胞在相同实验条件下不被CEA  TCB裂

解。图17,小图E显示CEA表达和CEA  TCB的EC50之间的相关性。尽管相关性不是统计上显著的

(Spearman相关性＝-0.3994，p＝0.1006，R2＝0.1358)，该图清楚地显示了在表达高CEA受

体拷贝数的肿瘤细胞系上较好的CEA  TCB效力(即较低EC50值)的样式。

[0467] 为了分析癌细胞系上的CEA表面表达，使用Qifikit(DakoCytomation,Glostrup,

Denmark)校准荧光信号并测定每个细胞的结合位点数目。将细胞与小鼠抗人CEACAM5单克

隆抗体(对于5x  105个细胞是0.5μg，克隆：CI-P83-1,sc-23928,Santa  Cruz)一起在冰上温

育30分钟，用PBS  1X-BSA  0.1％清洗两次，接着与随Qifikit提供的多克隆异硫氰酸荧光素
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缀合的山羊抗小鼠抗体一起温育45分钟。使用4’,6-二脒基-2-苯基吲哚(DAPI)染色从分析

中排除死细胞。在CyAnTMADP分析仪(Beckman  Coulter)上分析样品。使用Summit  4.3软件进

行数据分析后获得所有均值荧光强度(MFI)。使用这些MFI利用自校准曲线获得的方程式

(Qifikit校准珠)测定细胞系上抗体结合位点的相对数目(在结果上称为CEA拷贝数)。

[0468] 从冷冻管接种用于T细胞杀伤测定法和CEA表面表达定量的结肠直肠癌细胞系。用

于维持冷冻储液的方法如Bracht  et  al.(2010)Br  J  Cancer  103,340-346中所述。

[0469] 实施例15

[0470] CEA  TCB在共移植人PBMC的LS174T-fluc2人结肠癌(E:T比率5:1)中的体内抗肿瘤

功效

[0471] 对NOG(NOD/Shi-scid/IL-2Rγnull)小鼠(n＝12)皮下注射与人PBMC预混合的

1x106个LS174T-fluc2细胞(E:T比率5:1，于PBS中，总体积100μl)。已改造LS174T-fluc2细

胞以表达萤光素酶，它容许以非侵入且高度灵敏的方式通过生物发光(BLI)监测肿瘤进展。

为了评估早期和延迟处理效果，小鼠在皮下共移植肿瘤细胞/PBMC后第1天(早期处理)或第

7天(延迟处理)开始两周一次接受静脉内注射0.5或2.5mg/kg  CEATCB。作为对照，一组小鼠

两周一次接受静脉内注射2.5mg/kg与CEA  TCB具有相同样式的对照TCB(在此情况中MCSP 

TCB充当非靶向对照，因为LS174T-fluc2细胞不表达MCSP)，还有一个额外的对照组在第1天

开始只接受PBS(媒介)。每周一次用数字测径器测量肿瘤体积。此外，每周一次对小鼠腹膜

内注射D-萤光素并用IVIS  Spectrum(Perkin  Elmer)测量活肿瘤细胞的生物发光光发射。

施用处理直至肿瘤细胞接种后19天，对应于研究终止的日子。实验结果显示于图18小图A-

D。结果显示不同研究组((A,B)早期处理，(C,D)延迟处理)中通过测径器(A和C)和通过生物

发光(总通量，B和D)测量的12只小鼠肿瘤体积的平均值和SEM。

[0472] 实施例16

[0473] CEA  TCB在共移植人PBMC的LS174T-fluc2人结肠癌(E:T比率1:1)中的体内抗肿瘤

功效

[0474] 对NOG(NOD/Shi-scid/IL-2Rγnull)小鼠(n＝10)皮下注射与人PBMC预混合的

1x106个LS174T-fluc2细胞(见实施例15)(E:T比率1:1，于PBS中，总体积100μl)。为了评估

早期和延迟处理效果，小鼠在肿瘤细胞接种后第1天(早期处理)或第7天(延迟处理)开始两

周一次接受静脉内注射2.5mg/kg  CEA  TCB。作为对照，一组小鼠两周一次接受静脉内注射

2.5mg/kg  MCSP  TCB(也见实施例15)，还有一个额外的对照组在第1天开始只接受PBS(媒

介)。每周一次用数字测径器测量肿瘤体积。此外，每周一次对小鼠腹膜内注射D-萤光素并

用IVIS  Spectrum(Perkin  Elmer)测量活肿瘤细胞的生物发光光发射。施用处理直至肿瘤

细胞接种后23天，这对应于研究终止的日子。实验结果显示于图19中。结果显示不同研究组

(n＝10)中通过测径器(A)以及通过生物发光(B)测量的肿瘤体积的平均值和SEM。

[0475] 实施例17

[0476] 鼠源化CEA  TCB在免疫活性huCD3ε/huCEA转基因小鼠中的Panco2-huCEA同位肿瘤

模型中的体内功效

[0477] huCD3ε/huCEA转基因小鼠(n＝10)接受胰腺内注射总体积10μl于PBS中的2x  105

个Panco2-huCEA细胞。由于鼠细胞不表达CEA，因此改造鼠胰腺癌细胞系Panco2以过表达人

CEA作为CEA  TCB的靶抗原。小鼠每周两次静脉内注射0.5mg/kg鼠源化CEATCB或作为对照组
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的PBS(媒介)并监测存活。每天掌控动物的临床症状并检测不利作用。对动物的终止标准是

可见的病态：不整洁的毛，弓背，呼吸问题，运动受损。总体存活结果显示于图20中。结果显

示每个时间点存活动物的百分比。使用成对Student  t检验比较处理组对PBS对照组的显著

性(p＝0.078)。

[0478] 实施例18

[0479] 通过表面等离振子共振(SPR)测定的CEA  TCB对CEA和CD3的亲和力

[0480] 在Biacore  T100上于25℃以HBS-EP作为运行缓冲液(0.01M  HEPES  pH7.4,0.15M 

NaCl,3mM  EDTA,0.005％表面活性剂P20,Biacore,Freiburg/Germany)实施表面等离振子

共振(SPR)实验。

[0481] 为了亲和力测量，将CEATCB捕捉到带固定化抗人Fab(GE  Healthcare#28-9583-

25)的CM5传感器芯片表面上。通过使用标准胺偶联试剂盒(Biacore,Freiburg/Germany)于

pH  5.0以约10,000个共振单位(RU)的直接固定化将捕捉用IgG偶联至传感器芯片表面。

[0482] 为了分析与人CD3εstalk-Fc(节)-Avi/CD3δ-stalk-Fc(穴)(分别为SEQ  ID  NO 

120和121)的相互作用，以10μl/min在50nM捕捉CEATCB  30秒。CD3ε/CD3δ以浓度0.68-500nM

和流速30μl/min通过流通池360秒。监测解离360秒。

[0483] 通过以10μl/min捕捉TCB分子40秒测定CEATCB和重组肿瘤靶抗原人NABA-avi-his

(包含被人CEACAM1的N、A1和A2域围绕的人CEA的B3域(CEACAM5)，具有C-末端avi  6his标

签；见SEQ  ID  NO:119)之间的相互作用的KD值。抗原以浓度范围0.68至500nM和流速30μl/

min流过流通池240秒。测量解离240秒。

[0484] 通过扣除参照流通池上获得的响应校正批量折射指数差异。在此，抗原流经带固

定化抗人Fab抗体的表面，但其上已注射HBS-EP而非CEA。

[0485] 使用Biacore  T200评估软件(vAA,Biacore  AB,Uppsala/Sweden)通过数值积分拟

合1:1Langmuir结合的速率方程来推导动力学常数。用下述公式计算相互作用的半衰期

(t1/2)：t1/2＝ln2/koff。

[0486] CEATCB以对于人NABA为62nM而对于人CD3ε/CD3δ为75.3nM的KD值结合nM范围中的

肿瘤靶标和CD3ε/CD3δ。对NABA的单价结合的半衰期是5.3分钟，对CD3ε/CD3δ的结合的半衰

期是5.7分钟。动力学数值汇总于表9中。

[0487] 表9：CEATCB对人NABA和人CD3ε/CD3δ的亲和力(T＝25℃)。

[0488]

抗原 TCB kon[1/Ms] koff[1/s] t1/2[min] KD[nM]

人NABA CEA  TCB 3.49x  104 2.18x  10-3 5.3 62.4

人CD3ε/CD3δ CEA  TCB 2.69x  104 2.03x  10-3 5.7 75.3

[0489] 实施例19

[0490] 通过表面等离振子共振(SPR)测定的MSCP  TCB对MCSP和CD3的亲和力

[0491] 在Biacore  T100上于25℃以HBS-EP作为运行缓冲液(0.01M  HEPES  pH7.4,0.15M 

NaCl,3mM  EDTA,0.005％表面活性剂P20,Biacore,Freiburg/Germany)实施表面等离振子

共振(SPR)实验。

[0492] 为了亲和力测量，将MCSP  TCB捕捉到带固定化抗人Fab(GE  Healthcare#28-9583-

25)的CM5传感器芯片表面上。通过使用标准胺偶联试剂盒(Biacore,Freiburg/Germany)于
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pH  5.0以约7,500个共振单位(RU)的直接固定化将捕捉用IgG偶联至传感器芯片表面。以10

μl/分钟在30nM捕捉MCSP  TCB  60秒。在90秒里使人和猕猴MCSP  D3(分别见SEQ  ID  NO  118

和117)以浓度0.024-50nM和流速30μl/min通过流通池。人和猕猴CD3εstalk-Fc(节)-Avi/

CD3δ-stalk-Fc(穴)的浓度范围为1.17-600nM。由于预期与鼠MCSP  D3(SEQ  ID  NO:122)的

相互作用是弱的，所以挑选此抗原的浓度范围在3.9和500nM之间。对所有相互作用监测解

离120秒。通过扣除参照流通池上获得的响应校正批量折射指数差异。在此，抗原流经带固

定化抗人Fab抗体的表面，但其上已注射HBS-EP而非MCSP  TCB。

[0493] 使用Biacore  T200评估软件(vAA,Biacore  AB,Uppsala/Sweden)通过数值积分拟

合1:1Langmuir结合的速率方程来推导动力学常数。在稳态中测定MCSP  TCB与鼠MCSP  D3的

相互作用。用下述公式计算相互作用的半衰期(t1/2)：t1/2＝ln2/koff。

[0494] MCSP  TCB以对于人抗原为0.15nM而对于猕猴抗原为0.12nM的KD值结合pM范围中

的肿瘤靶标。重组CD3ε/CD3δ以78nM(人)和104nM(猕猴)的KD值受到MCSP  TCB结合。对于肿

瘤靶标的单价结合的半衰期高达260分钟，对于CD3e/CD3d是2.9分钟。经由亲和力成熟，

MCSP抗体获得一些对重组鼠MCSP  D3的结合。此相互作用的KD值在mM范围中(1.6mM)。动力

学数值汇总于表10中。

[0495] 表10：MCSP  TCB对人、猕猴和鼠MCSP  D3及人和猕猴CD3ε/CD3δ的亲和力(T＝25

℃)。

[0496]

  kon[1/Ms] koff[1/s] t1/2[min] KD[nM]

人MCSP  D3 3.89x  105 5.63x  10-5 205 0.15

猕猴MCSP  D3 3.70x  105 4.39x  10-5 263 0.12

鼠MCSP  D3 nd nd nd 1570*

人CD3ε/CD3δ 4.99x  104 3.92x  10-3 2.9 78.7

猕猴CD3ε/CD3δ 4.61x  104 4.78x  10-3 2.4 104

[0497] *通过稳态测量确定

[0498] 实施例20

[0499] CEA  TCB的热稳定性

[0500] 通过动态光散射(Dynamic  Light  Scattering ,DLS)监测CEA  TCB的热稳定性。将

蛋白质浓度0.5mg/ml的经过过滤的蛋白质样品30μg一式两份施加至Dynapro平板读数仪

(Wyatt  Technology  Corporation；USA)上。温度以0.05℃/min自25至75℃攀升，伴随着收

集径向和总散射强度。

[0501] 结果显示于图21中。于55℃测量CEA  TCB的聚集温度。

[0502] 实施例21

[0503] MCSP  TCB的热稳定性

[0504] 通过动态光散射(Dynamic  Light  Scattering,DLS)监测MCSP  TCB的热稳定性。将

蛋白质浓度0.5mg/ml的经过过滤的蛋白质样品30μg一式两份施加至Dynapro平板读数仪

(Wyatt  Technology  Corporation；USA)上。温度以0.05℃/min自25至75℃攀升，伴随收集

径向和总散射强度。

[0505] 结果显示于图22中。于55℃测量MCSP  TCB的聚集温度。
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[0506] 实施例22

[0507] 由MCSP  TCB和MCSP  1+1CrossMab抗体诱导的对MCSP表达性肿瘤靶细胞的T细胞介

导杀伤

[0508] 在A375(高MCSP)、MV-3(中等MCSP)和HCT-116(低MCSP)肿瘤靶细胞上评估由MCSP 

TCB和MCSP  1+1CrossMab  TCB(具有与MCSP  TCB相同的CD3和MCSP结合序列的T细胞活化性

双特异性抗体，具有图1小图D中所示分子样式)抗体诱导的对靶细胞的T细胞介导杀伤。

LS180(MCSP阴性肿瘤细胞系)用作阴性对照。将靶细胞与抗体和效应细胞(人PBMC)一起温

育24小时和48小时后评估肿瘤细胞杀伤。简言之，用胰蛋白酶/EDTA收获靶细胞，清洗，并以

密度25,000个细胞/孔铺于平底96孔板中。让细胞贴壁过夜。通过将自健康人供体获得的富

集淋巴细胞制备物(血沉棕黄层)进行Histopaque密度离心来制备外周血单个核细胞

(PBMC)。用无菌PBS稀释新鲜血液并在Histopaque梯度(Sigma ,#H8889)上铺层。离心

(450xg，30分钟，室温)后，丢弃含PBMC的界面上方的血浆并将PBMC转移至新的Falcon管，随

后装满50ml  PBS。将混合物离心(400xg，10分钟，室温)，丢弃上清液，并用无菌PBS清洗PBMC

团粒两次(离心步骤350xg，10分钟)。对所得PBMC群进行自动计数(ViCell)并在含10％FCS

和1％L-丙氨酰-L-谷氨酰胺(Biochrom,K0302)的RPMI1640培养基中在细胞温箱(37℃,5％

CO2)中保持直至进一步使用(不超过24小时)。对于杀伤测定法，以标示浓度添加抗体(范围

0.01pM至10nM，一式三份)。以最终10:1的E:T比率将PBMC添加至靶细胞。温育24小时和48小

时后通过对由凋亡/坏死细胞释放入细胞上清液的LDH(乳酸脱氢酶)定量(LDH检测试剂盒，

Roche  Applied  Science，#11  644  793  001)来评估靶细胞杀伤。通过将靶细胞与1％

Triton  X-100一起温育实现靶细胞的最大裂解(＝100％)。最小裂解(＝0％)指在没有双特

异性抗体的情况下与效应细胞共温育的靶细胞。结果显示MCSP  TCB抗体比MCSP  1+

1CrossMab  TCB更有效力，因为它在两个时间点以及在所有肿瘤靶细胞上均诱导更强的对

MCSP阳性靶细胞的杀伤(图23小图A-H)。使用GraphPadPrism5计算的、与杀伤测定法有关的

EC50值见表11。

[0509] 表11：MCSP受体拷贝数和由MCSP  TCB抗体诱导的对MCSP表达性肿瘤细胞的T细胞

介导杀伤的EC50值(pM)(n.d.＝未测定)。

[0510]

细胞系 MCSP受体拷贝数 EC50[pM]24小时 EC50[pM]48小时

A375 387  058 0.1 n.d.

MV-3 260  000 1.0 0.7

HCT-116 36770 ～6.2e-008 ～0.09

LS180 阴性 ～764 n.d.

[0511] 实施例23

[0512] 由MCSP  TCB和MCSP  1+1CrossMab抗体诱导的对MCSP表达性肿瘤细胞的T细胞介导

杀伤后CD8+和CD4+效应细胞上的CD25和CD69上调

[0513] 使用识别T细胞活化标志物CD25(晚期活化标志物)和CD69(早期活化标志物)的抗

体通过FACS分析评估由MCSP  TCB和MCSP  1+1CrossMab抗体介导的对MCSP表达性肿瘤细胞

(A375和MV-3)的T细胞杀伤后CD8+和CD4+T细胞的活化。抗体和杀伤测定法条件基本上如上

文所述(实施例22)，使用相同的抗体浓度范围(0.01pM至10nM，一式三份)，E:T比率10:1及
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温育时间48小时。

[0514] 温育后，将PBMC转移至圆底96孔板，以350xg离心5分钟，并用含0.1％BSA的PBS清

洗两次。依照供应商的说明书实施CD8(FITC抗人CD8,BD#555634)、CD4(PECy7抗人CD4,BD#

557852)、CD69(PE抗人CD69,Biolegend#310906)和CD25(APC抗人CD25,BD#555434)的表面

染色。将细胞用150μl/孔含0 .1％BSA的PBS清洗两次并使用100μl/孔固定缓冲液(BD#

554655)于4℃固定15分钟。离心后，将样品重悬浮于200μl/孔含DAPI的PBS0.1％BSA以便为

FACS测量排除死细胞。在BD  FACS  Fortessa上分析样品。结果显示MCSP  TCB诱导杀伤后CD8
+T细胞(图24小图A,B(对于A375细胞)和E,F(对于MV-3细胞))和CD4+T细胞(图24小图C,D(对

于A375细胞)和G,H(对于MV-3细胞))上活化标志物(CD25,CD69)的强的且靶特异性的上调。

就杀伤结果而言，用MCSP  TCB活化T细胞强于用MCSP  1+1CrossMab。

[0515] 实施例24

[0516] 包含DP47GS作为非结合抗体和人源化CH2527作为抗CD3抗体的DP47GS  TCB(2+

1Crossfab-IgG  P329G  LALA倒转的＝“非靶向TCB”)的制备

[0517] “非靶向TCB”在以上实验中用作对照。双特异性抗体针对CD3ε但不结合任何其它

抗原，并因此不能将T细胞与任何靶细胞交联(且随后不能诱导任何杀伤)。因此将其用作测

定法中的阴性对照以监测任何非特异性T细胞活化。

[0518] 将重和轻链DNA序列的可变区亚克隆入各自接受者哺乳动物表达载体，与预插入

的恒定重链或恒定轻链同框。抗体表达由MPSV启动子驱动且在CDS的3’端携带合成的polyA

信号序列。此外，每种载体包含EBV  OriP序列。

[0519] 通过使用聚乙烯亚胺(PEI)用哺乳动物表达载体共转染HEK293EBNA细胞生成该分

子。用相应表达载体以1:2:1:1的比率(“载体重链Fc(穴)”:“载体轻链”:“载体轻链

Crossfab”:“载体重链Fc(节)-FabCrossfab”)转染细胞。

[0520] 为了转染，在CD  CHO培养基中无血清悬浮培养HEK293EBNA细胞。为了500ml摇瓶中

的生产，在转染前24小时接种4亿个HEK293EBNA细胞。为了转染，将细胞以210xg离心5分钟，

用预温热的20ml  CD  CHO培养基置换上清液。在20ml  CD  CHO培养基中混合表达载体至最终

200μg  DNA的量。添加540μl  PEI溶液后，将混合物涡旋15秒，随后于室温温育10分钟。之后

将细胞与DNA/PEI溶液混合，转移至500ml摇瓶并在5％CO2气氛的温箱中于37℃温育3小时。

温育时间后添加160ml  F17培养基并将细胞培养24小时。转染后1天添加1mM丙戊酸和7％给

料1(Lonza)。培养7天后通过以210xg离心15分钟收集上清液用于纯化，将溶液无菌过滤

(0.22μm滤器)并以终浓度0.01％w/v添加叠氮化钠，保存于4℃。

[0521] 通过蛋白A亲和层析自细胞培养物上清液纯化分泌的蛋白质。将上清液加载到用

40ml  20mM磷酸钠,20mM柠檬酸钠,0.5M氯化钠,pH  7.5平衡的HiTrap蛋白A  HP柱(CV＝5mL,

GE  Healthcare)上。通过用至少10个柱体积的20mM磷酸钠,20mM柠檬酸钠,0.5M氯化钠,pH 

7 .5清洗去除未结合的蛋白质。靶蛋白在20个柱体积上从20mM柠檬酸钠,0.5M氯化钠,pH 

7.5至20mM柠檬酸钠,0.5M氯化钠,pH2.5的梯度期间洗脱。通过添加1/10的0.5M磷酸钠,pH8

中和蛋白质溶液。浓缩并过滤靶蛋白，之后加载到用pH  6.0的20mM组氨酸,140mM氯化钠溶

液平衡的HiLoad  Superdex  200柱(GE  Healthcare)上。

[0522] 通过测量280nm的光密度(OD)使用基于氨基酸序列计算的摩尔消光系数确定经过

纯化的蛋白质样品的蛋白质浓度。
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[0523] 通过还原剂存在和缺失下的CE-SDS分析来分析分子的纯度和分子量。依照制造商

的说明书使用Caliper  LabChip  GXII系统(Caliper  Lifescience)。使用2μg样品进行分

析。

[0524] 使用TSKgel  G3000SW  XL分析型大小排阻柱(Tosoh)在25mM  K2HPO4,125mM  NaCl,

200mM  L-精氨酸单盐酸盐,0.02％(w/v)NaN3,pH  6.7运行缓冲液中于25℃分析抗体样品的

聚集体含量。

[0525] 表12：DP47GS  TCB的产生和纯化汇总。

[0526]

[0527] 图25和表13显示包含DP47GS作为非结合抗体和人源化CH2527作为抗CD3抗体的

DP47GS  TCB(2+1Crossfab-IgG  P329G  LALA倒转的)(SEQ  ID  NO:59,60,61和62)的CE-SDS

分析。

[0528] 表13：DP47GS  TCB的CE-SDS分析。

[0529]

  峰 kDa 相应的链

DP47GS  TCB非还原(A) 1 165.22 具有2条丢失轻链的分子

  2 181.35 具有1条丢失轻链的分子

  3 190.58 无N-连接糖基化的正确分子

  4 198.98 正确分子

DP47GS  TCB还原(B) 1 27.86 轻链DP47GS

  2 35.74 轻链huCH2527

  3 63.57 Fc(穴)

  4 93.02 Fc(节)

[0530] ***

[0531] 尽管为了理解清楚的目的已经通过例示和实施例较为详细地描述了前述发明，但

是该描述和实施例不应解释为限制本发明的范围。通过提述明确完整收录本文中引用的所

有专利和科学文献的公开内容。
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序列表

<110>  罗切格利卡特公司（Roche  Glycart  AG）

<120>  双特异性T细胞活化性抗原结合分子

<130>  31447

<150>  EP  13156686.1

<151>  2013-02-26

<160>  122

<170>  PatentIn  version  3.5

<210>  1

<211>  455

<212>  PRT

<213> 人工序列

<220>

<223>  HC  CD3  CH2527  (VH_3-23(12))

<400>  1

Glu  Val  Gln  Leu  Leu  Glu  Ser  Gly  Gly  Gly  Leu  Val  Gln  Pro  Gly  Gly

1               5                   10                  15

Ser  Leu  Arg  Leu  Ser  Cys  Ala  Ala  Ser  Gly  Phe  Thr  Phe  Ser  Thr  Tyr

            20                  25                  30

Ala  Met  Asn  Trp  Val  Arg  Gln  Ala  Pro  Gly  Lys  Gly  Leu  Glu  Trp  Val

        35                  40                  45

Ser  Arg  Ile  Arg  Ser  Lys  Tyr  Asn  Asn  Tyr  Ala  Thr  Tyr  Tyr  Ala  Asp

    50                  55                  60

Ser  Val  Lys  Gly  Arg  Phe  Thr  Ile  Ser  Arg  Asp  Asp  Ser  Lys  Asn  Thr

65                  70                  75                  80

Leu  Tyr  Leu  Gln  Met  Asn  Ser  Leu  Arg  Ala  Glu  Asp  Thr  Ala  Val  Tyr

                85                  90                  95

Tyr  Cys  Val  Arg  His  Gly  Asn  Phe  Gly  Asn  Ser  Tyr  Val  Ser  Trp  Phe

            100                 105                 110

Ala  Tyr  Trp  Gly  Gln  Gly  Thr  Leu  Val  Thr  Val  Ser  Ser  Ala  Ser  Thr

        115                 120                 125

Lys  Gly  Pro  Ser  Val  Phe  Pro  Leu  Ala  Pro  Ser  Ser  Lys  Ser  Thr  Ser

    130                 135                 140

Gly  Gly  Thr  Ala  Ala  Leu  Gly  Cys  Leu  Val  Lys  Asp  Tyr  Phe  Pro  Glu

145                 150                 155                 160

Pro  Val  Thr  Val  Ser  Trp  Asn  Ser  Gly  Ala  Leu  Thr  Ser  Gly  Val  His

                165                 170                 175

Thr  Phe  Pro  Ala  Val  Leu  Gln  Ser  Ser  Gly  Leu  Tyr  Ser  Leu  Ser  Ser
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            180                 185                 190

Val  Val  Thr  Val  Pro  Ser  Ser  Ser  Leu  Gly  Thr  Gln  Thr  Tyr  Ile  Cys

        195                 200                 205

Asn  Val  Asn  His  Lys  Pro  Ser  Asn  Thr  Lys  Val  Asp  Lys  Lys  Val  Glu

    210                 215                 220

Pro  Lys  Ser  Cys  Asp  Lys  Thr  His  Thr  Cys  Pro  Pro  Cys  Pro  Ala  Pro

225                 230                 235                 240

Glu  Leu  Leu  Gly  Gly  Pro  Ser  Val  Phe  Leu  Phe  Pro  Pro  Lys  Pro  Lys

                245                 250                 255

Asp  Thr  Leu  Met  Ile  Ser  Arg  Thr  Pro  Glu  Val  Thr  Cys  Val  Val  Val

            260                 265                 270

Asp  Val  Ser  His  Glu  Asp  Pro  Glu  Val  Lys  Phe  Asn  Trp  Tyr  Val  Asp

        275                 280                 285

Gly  Val  Glu  Val  His  Asn  Ala  Lys  Thr  Lys  Pro  Arg  Glu  Glu  Gln  Tyr

    290                 295                 300

Asn  Ser  Thr  Tyr  Arg  Val  Val  Ser  Val  Leu  Thr  Val  Leu  His  Gln  Asp

305                 310                 315                 320

Trp  Leu  Asn  Gly  Lys  Glu  Tyr  Lys  Cys  Lys  Val  Ser  Asn  Lys  Ala  Leu

                325                 330                 335

Pro  Ala  Pro  Ile  Glu  Lys  Thr  Ile  Ser  Lys  Ala  Lys  Gly  Gln  Pro  Arg

            340                 345                 350

Glu  Pro  Gln  Val  Tyr  Thr  Leu  Pro  Pro  Ser  Arg  Asp  Glu  Leu  Thr  Lys

        355                 360                 365

Asn  Gln  Val  Ser  Leu  Thr  Cys  Leu  Val  Lys  Gly  Phe  Tyr  Pro  Ser  Asp

    370                 375                 380

Ile  Ala  Val  Glu  Trp  Glu  Ser  Asn  Gly  Gln  Pro  Glu  Asn  Asn  Tyr  Lys

385                 390                 395                 400

Thr  Thr  Pro  Pro  Val  Leu  Asp  Ser  Asp  Gly  Ser  Phe  Phe  Leu  Tyr  Ser

                405                 410                 415

Lys  Leu  Thr  Val  Asp  Lys  Ser  Arg  Trp  Gln  Gln  Gly  Asn  Val  Phe  Ser

            420                 425                 430

Cys  Ser  Val  Met  His  Glu  Ala  Leu  His  Asn  His  Tyr  Thr  Gln  Lys  Ser

        435                 440                 445

Leu  Ser  Leu  Ser  Pro  Gly  Lys

    450                 455

<210>  2

<211>  215

<212>  PRT

<213> 人工序列
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<220>

<223>  LC  CD3  CH2527  (VL_7-46(13))

<400>  2

Gln  Ala  Val  Val  Thr  Gln  Glu  Pro  Ser  Leu  Thr  Val  Ser  Pro  Gly  Gly

1               5                   10                  15

Thr  Val  Thr  Leu  Thr  Cys  Gly  Ser  Ser  Thr  Gly  Ala  Val  Thr  Thr  Ser

            20                  25                  30

Asn  Tyr  Ala  Asn  Trp  Val  Gln  Glu  Lys  Pro  Gly  Gln  Ala  Phe  Arg  Gly

        35                  40                  45

Leu  Ile  Gly  Gly  Thr  Asn  Lys  Arg  Ala  Pro  Gly  Thr  Pro  Ala  Arg  Phe

    50                  55                  60

Ser  Gly  Ser  Leu  Leu  Gly  Gly  Lys  Ala  Ala  Leu  Thr  Leu  Ser  Gly  Ala

65                  70                  75                  80

Gln  Pro  Glu  Asp  Glu  Ala  Glu  Tyr  Tyr  Cys  Ala  Leu  Trp  Tyr  Ser  Asn

                85                  90                  95

Leu  Trp  Val  Phe  Gly  Gly  Gly  Thr  Lys  Leu  Thr  Val  Leu  Gly  Gln  Pro

            100                 105                 110

Lys  Ala  Ala  Pro  Ser  Val  Thr  Leu  Phe  Pro  Pro  Ser  Ser  Glu  Glu  Leu

        115                 120                 125

Gln  Ala  Asn  Lys  Ala  Thr  Leu  Val  Cys  Leu  Ile  Ser  Asp  Phe  Tyr  Pro

    130                 135                 140

Gly  Ala  Val  Thr  Val  Ala  Trp  Lys  Ala  Asp  Ser  Ser  Pro  Val  Lys  Ala

145                 150                 155                 160

Gly  Val  Glu  Thr  Thr  Thr  Pro  Ser  Lys  Gln  Ser  Asn  Asn  Lys  Tyr  Ala

                165                 170                 175

Ala  Ser  Ser  Tyr  Leu  Ser  Leu  Thr  Pro  Glu  Gln  Trp  Lys  Ser  His  Arg

            180                 185                 190

Ser  Tyr  Ser  Cys  Gln  Val  Thr  His  Glu  Gly  Ser  Thr  Val  Glu  Lys  Thr

        195                 200                 205

Val  Ala  Pro  Thr  Glu  Cys  Ser

    210                 215

<210>  3

<211>  125

<212>  PRT

<213> 人工序列

<220>

<223>  VH  CD3  CH2527  (VH_3-23(12))

<400>  3

Glu  Val  Gln  Leu  Leu  Glu  Ser  Gly  Gly  Gly  Leu  Val  Gln  Pro  Gly  Gly
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1               5                   10                  15

Ser  Leu  Arg  Leu  Ser  Cys  Ala  Ala  Ser  Gly  Phe  Thr  Phe  Ser  Thr  Tyr

            20                  25                  30

Ala  Met  Asn  Trp  Val  Arg  Gln  Ala  Pro  Gly  Lys  Gly  Leu  Glu  Trp  Val

        35                  40                  45

Ser  Arg  Ile  Arg  Ser  Lys  Tyr  Asn  Asn  Tyr  Ala  Thr  Tyr  Tyr  Ala  Asp

    50                  55                  60

Ser  Val  Lys  Gly  Arg  Phe  Thr  Ile  Ser  Arg  Asp  Asp  Ser  Lys  Asn  Thr

65                  70                  75                  80

Leu  Tyr  Leu  Gln  Met  Asn  Ser  Leu  Arg  Ala  Glu  Asp  Thr  Ala  Val  Tyr

                85                  90                  95

Tyr  Cys  Val  Arg  His  Gly  Asn  Phe  Gly  Asn  Ser  Tyr  Val  Ser  Trp  Phe

            100                 105                 110

Ala  Tyr  Trp  Gly  Gln  Gly  Thr  Leu  Val  Thr  Val  Ser  Ser

        115                 120                 125

<210>  4

<211>  5

<212>  PRT

<213> 人工序列

<220>

<223>  HCDR1  CD3  CH2527  (VH_3-23(12))

<400>  4

Thr  Tyr  Ala  Met  Asn

1               5

<210>  5

<211>  19

<212>  PRT

<213> 人工序列

<220>

<223>  HCDR2  CD3  CH2527  (VH_3-23(12))

<400>  5

Arg  Ile  Arg  Ser  Lys  Tyr  Asn  Asn  Tyr  Ala  Thr  Tyr  Tyr  Ala  Asp  Ser

1               5                   10                  15

Val  Lys  Gly

<210>  6

<211>  14

<212>  PRT

<213> 人工序列

<220>
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<223>  HCDR3  CD3  CH2527  (VH_3-23(12))

<400>  6

His  Gly  Asn  Phe  Gly  Asn  Ser  Tyr  Val  Ser  Trp  Phe  Ala  Tyr

1               5                   10

<210>  7

<211>  109

<212>  PRT

<213> 人工序列

<220>

<223>  VL  CD3  CH2527  (VL_7-46(13))

<400>  7

Gln  Ala  Val  Val  Thr  Gln  Glu  Pro  Ser  Leu  Thr  Val  Ser  Pro  Gly  Gly

1               5                   10                  15

Thr  Val  Thr  Leu  Thr  Cys  Gly  Ser  Ser  Thr  Gly  Ala  Val  Thr  Thr  Ser

            20                  25                  30

Asn  Tyr  Ala  Asn  Trp  Val  Gln  Glu  Lys  Pro  Gly  Gln  Ala  Phe  Arg  Gly

        35                  40                  45

Leu  Ile  Gly  Gly  Thr  Asn  Lys  Arg  Ala  Pro  Gly  Thr  Pro  Ala  Arg  Phe

    50                  55                  60

Ser  Gly  Ser  Leu  Leu  Gly  Gly  Lys  Ala  Ala  Leu  Thr  Leu  Ser  Gly  Ala

65                  70                  75                  80

Gln  Pro  Glu  Asp  Glu  Ala  Glu  Tyr  Tyr  Cys  Ala  Leu  Trp  Tyr  Ser  Asn

                85                  90                  95

Leu  Trp  Val  Phe  Gly  Gly  Gly  Thr  Lys  Leu  Thr  Val  Leu

            100                 105

<210>  8

<211>  14

<212>  PRT

<213> 人工序列

<220>

<223>  LCDR1  CD3  CH2527  (VL_7-46(13))

<400>  8

Gly  Ser  Ser  Thr  Gly  Ala  Val  Thr  Thr  Ser  Asn  Tyr  Ala  Asn

1               5                   10

<210>  9

<211>  7

<212>  PRT

<213> 人工序列

<220>
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<223>  LCDR2  CD3  CH2527  (VL_7-46(13))

<400>  9

Gly  Thr  Asn  Lys  Arg  Ala  Pro

1               5

<210>  10

<211>  9

<212>  PRT

<213> 人工序列

<220>

<223>  LCDR3  CD3  CH2527  (VL_7-46(13))

<400>  10

Ala  Leu  Trp  Tyr  Ser  Asn  Leu  Trp  Val

1               5

<210>  11

<211>  442

<212>  PRT

<213> 人工序列

<220>

<223>  HC  MCSP  M4-3  (C1)$

<400>  11

Gln  Val  Gln  Leu  Gln  Glu  Ser  Gly  Pro  Gly  Leu  Val  Lys  Pro  Ser  Gln

1               5                   10                  15

Thr  Leu  Ser  Leu  Thr  Cys  Thr  Val  Ser  Gly  Gly  Ser  Ile  Thr  Ser  Gly

            20                  25                  30

Tyr  Tyr  Trp  Asn  Trp  Ile  Arg  Gln  His  Pro  Gly  Lys  Gly  Leu  Glu  Trp

        35                  40                  45

Ile  Gly  Tyr  Ile  Thr  Phe  Asp  Gly  Ser  Asn  Asn  Tyr  Asn  Pro  Ser  Leu

    50                  55                  60

Lys  Ser  Arg  Val  Thr  Ile  Ser  Arg  Asp  Thr  Ser  Lys  Asn  Gln  Phe  Ser

65                  70                  75                  80

Leu  Lys  Leu  Ser  Ser  Val  Thr  Ala  Ala  Asp  Thr  Ala  Val  Tyr  Tyr  Cys

                85                  90                  95

Ala  Asp  Phe  Asp  Tyr  Trp  Gly  Gln  Gly  Thr  Leu  Val  Thr  Val  Ser  Ser

            100                 105                 110

Ala  Ser  Thr  Lys  Gly  Pro  Ser  Val  Phe  Pro  Leu  Ala  Pro  Ser  Ser  Lys

        115                 120                 125

Ser  Thr  Ser  Gly  Gly  Thr  Ala  Ala  Leu  Gly  Cys  Leu  Val  Lys  Asp  Tyr

    130                 135                 140

Phe  Pro  Glu  Pro  Val  Thr  Val  Ser  Trp  Asn  Ser  Gly  Ala  Leu  Thr  Ser
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145                 150                 155                 160

Gly  Val  His  Thr  Phe  Pro  Ala  Val  Leu  Gln  Ser  Ser  Gly  Leu  Tyr  Ser

                165                 170                 175

Leu  Ser  Ser  Val  Val  Thr  Val  Pro  Ser  Ser  Ser  Leu  Gly  Thr  Gln  Thr

            180                 185                 190

Tyr  Ile  Cys  Asn  Val  Asn  His  Lys  Pro  Ser  Asn  Thr  Lys  Val  Asp  Lys

        195                 200                 205

Lys  Val  Glu  Pro  Lys  Ser  Cys  Asp  Lys  Thr  His  Thr  Cys  Pro  Pro  Cys

    210                 215                 220

Pro  Ala  Pro  Glu  Leu  Leu  Gly  Gly  Pro  Ser  Val  Phe  Leu  Phe  Pro  Pro

225                 230                 235                 240

Lys  Pro  Lys  Asp  Thr  Leu  Met  Ile  Ser  Arg  Thr  Pro  Glu  Val  Thr  Cys

                245                 250                 255

Val  Val  Val  Asp  Val  Ser  His  Glu  Asp  Pro  Glu  Val  Lys  Phe  Asn  Trp

            260                 265                 270

Tyr  Val  Asp  Gly  Val  Glu  Val  His  Asn  Ala  Lys  Thr  Lys  Pro  Arg  Glu

        275                 280                 285

Glu  Gln  Tyr  Asn  Ser  Thr  Tyr  Arg  Val  Val  Ser  Val  Leu  Thr  Val  Leu

    290                 295                 300

His  Gln  Asp  Trp  Leu  Asn  Gly  Lys  Glu  Tyr  Lys  Cys  Lys  Val  Ser  Asn

305                 310                 315                 320

Lys  Ala  Leu  Pro  Ala  Pro  Ile  Glu  Lys  Thr  Ile  Ser  Lys  Ala  Lys  Gly

                325                 330                 335

Gln  Pro  Arg  Glu  Pro  Gln  Val  Tyr  Thr  Leu  Pro  Pro  Ser  Arg  Asp  Glu

            340                 345                 350

Leu  Thr  Lys  Asn  Gln  Val  Ser  Leu  Thr  Cys  Leu  Val  Lys  Gly  Phe  Tyr

        355                 360                 365

Pro  Ser  Asp  Ile  Ala  Val  Glu  Trp  Glu  Ser  Asn  Gly  Gln  Pro  Glu  Asn

    370                 375                 380

Asn  Tyr  Lys  Thr  Thr  Pro  Pro  Val  Leu  Asp  Ser  Asp  Gly  Ser  Phe  Phe

385                 390                 395                 400

Leu  Tyr  Ser  Lys  Leu  Thr  Val  Asp  Lys  Ser  Arg  Trp  Gln  Gln  Gly  Asn

                405                 410                 415

Val  Phe  Ser  Cys  Ser  Val  Met  His  Glu  Ala  Leu  His  Asn  His  Tyr  Thr

            420                 425                 430

Gln  Lys  Ser  Leu  Ser  Leu  Ser  Pro  Gly  Lys

        435                 440

<210>  12

<211>  214
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<212>  PRT

<213> 人工序列

<220>

<223>  LC  MCSP  ML2  (G3)

<400>  12

Asp  Ile  Gln  Met  Thr  Gln  Ser  Pro  Ser  Ser  Leu  Ser  Ala  Ser  Val  Gly

1               5                   10                  15

Asp  Arg  Val  Thr  Ile  Thr  Cys  Arg  Ala  Ser  Gln  Gly  Ile  Arg  Asn  Tyr

            20                  25                  30

Leu  Asn  Trp  Tyr  Gln  Gln  Lys  Pro  Gly  Lys  Ala  Pro  Lys  Leu  Leu  Ile

        35                  40                  45

Tyr  Tyr  Thr  Ser  Ser  Leu  His  Ser  Gly  Val  Pro  Ser  Arg  Phe  Ser  Gly

    50                  55                  60

Ser  Gly  Ser  Gly  Thr  Asp  Tyr  Thr  Leu  Thr  Ile  Ser  Ser  Leu  Gln  Pro

65                  70                  75                  80

Glu  Asp  Phe  Ala  Thr  Tyr  Tyr  Cys  Gln  Gln  Tyr  Ser  Ala  Leu  Pro  Trp

                85                  90                  95

Thr  Phe  Gly  Gln  Gly  Thr  Lys  Val  Glu  Ile  Lys  Arg  Thr  Val  Ala  Ala

            100                 105                 110

Pro  Ser  Val  Phe  Ile  Phe  Pro  Pro  Ser  Asp  Glu  Gln  Leu  Lys  Ser  Gly

        115                 120                 125

Thr  Ala  Ser  Val  Val  Cys  Leu  Leu  Asn  Asn  Phe  Tyr  Pro  Arg  Glu  Ala

    130                 135                 140

Lys  Val  Gln  Trp  Lys  Val  Asp  Asn  Ala  Leu  Gln  Ser  Gly  Asn  Ser  Gln

145                 150                 155                 160

Glu  Ser  Val  Thr  Glu  Gln  Asp  Ser  Lys  Asp  Ser  Thr  Tyr  Ser  Leu  Ser

                165                 170                 175

Ser  Thr  Leu  Thr  Leu  Ser  Lys  Ala  Asp  Tyr  Glu  Lys  His  Lys  Val  Tyr

            180                 185                 190

Ala  Cys  Glu  Val  Thr  His  Gln  Gly  Leu  Ser  Ser  Pro  Val  Thr  Lys  Ser

        195                 200                 205

Phe  Asn  Arg  Gly  Glu  Cys

    210

<210>  13

<211>  112

<212>  PRT

<213> 人工序列

<220>

<223>  VH  MCSP  M4-3  (C1)
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<400>  13

Gln  Val  Gln  Leu  Gln  Glu  Ser  Gly  Pro  Gly  Leu  Val  Lys  Pro  Ser  Gln

1               5                   10                  15

Thr  Leu  Ser  Leu  Thr  Cys  Thr  Val  Ser  Gly  Gly  Ser  Ile  Thr  Ser  Gly

            20                  25                  30

Tyr  Tyr  Trp  Asn  Trp  Ile  Arg  Gln  His  Pro  Gly  Lys  Gly  Leu  Glu  Trp

        35                  40                  45

Ile  Gly  Tyr  Ile  Thr  Phe  Asp  Gly  Ser  Asn  Asn  Tyr  Asn  Pro  Ser  Leu

    50                  55                  60

Lys  Ser  Arg  Val  Thr  Ile  Ser  Arg  Asp  Thr  Ser  Lys  Asn  Gln  Phe  Ser

65                  70                  75                  80

Leu  Lys  Leu  Ser  Ser  Val  Thr  Ala  Ala  Asp  Thr  Ala  Val  Tyr  Tyr  Cys

                85                  90                  95

Ala  Asp  Phe  Asp  Tyr  Trp  Gly  Gln  Gly  Thr  Leu  Val  Thr  Val  Ser  Ser

            100                 105                 110

<210>  14

<211>  6

<212>  PRT

<213> 人工序列

<220>

<223>  HCDR1  MCSP  M4-3  (C1)

<400>  14

Ser  Gly  Tyr  Tyr  Trp  Asn

1               5

<210>  15

<211>  16

<212>  PRT

<213> 人工序列

<220>

<223>  HCDR2  MCSP  M4-3  (C1)

<400>  15

Tyr  Ile  Thr  Phe  Asp  Gly  Ser  Asn  Asn  Tyr  Asn  Pro  Ser  Leu  Lys  Ser

1               5                   10                  15

<210>  16

<211>  3

<212>  PRT

<213> 人工序列

<220>

<223>  HCDR3  MCSP  M4-3  (C1)
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<400>  16

Phe  Asp  Tyr

1

<210>  17

<211>  107

<212>  PRT

<213> 人工序列

<220>

<223>  VL  MCSP  ML2  (G3)

<400>  17

Asp  Ile  Gln  Met  Thr  Gln  Ser  Pro  Ser  Ser  Leu  Ser  Ala  Ser  Val  Gly

1               5                   10                  15

Asp  Arg  Val  Thr  Ile  Thr  Cys  Arg  Ala  Ser  Gln  Gly  Ile  Arg  Asn  Tyr

            20                  25                  30

Leu  Asn  Trp  Tyr  Gln  Gln  Lys  Pro  Gly  Lys  Ala  Pro  Lys  Leu  Leu  Ile

        35                  40                  45

Tyr  Tyr  Thr  Ser  Ser  Leu  His  Ser  Gly  Val  Pro  Ser  Arg  Phe  Ser  Gly

    50                  55                  60

Ser  Gly  Ser  Gly  Thr  Asp  Tyr  Thr  Leu  Thr  Ile  Ser  Ser  Leu  Gln  Pro

65                  70                  75                  80

Glu  Asp  Phe  Ala  Thr  Tyr  Tyr  Cys  Gln  Gln  Tyr  Ser  Ala  Leu  Pro  Trp

                85                  90                  95

Thr  Phe  Gly  Gln  Gly  Thr  Lys  Val  Glu  Ile  Lys

            100                 105

<210>  18

<211>  11

<212>  PRT

<213> 人工序列

<220>

<223>  LCDR1  MCSP  ML2  (G3)

<400>  18

Arg  Ala  Ser  Gln  Gly  Ile  Arg  Asn  Tyr  Leu  Asn

1               5                   10

<210>  19

<211>  7

<212>  PRT

<213> 人工序列

<220>

<223>  LCDR2  MCSP  ML2  (G3)
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<400>  19

Tyr  Thr  Ser  Ser  Leu  His  Ser

1               5

<210>  20

<211>  9

<212>  PRT

<213> 人工序列

<220>

<223>  LCDR3  MCSP  ML2  (G3)

<400>  20

Gln  Gln  Tyr  Ser  Ala  Leu  Pro  Trp  Thr

1               5

<210>  21

<211>  451

<212>  PRT

<213> 人工序列

<220>

<223>  HC  CEA  CH1A1A  98-99

<400>  21

Gln  Val  Gln  Leu  Val  Gln  Ser  Gly  Ala  Glu  Val  Lys  Lys  Pro  Gly  Ala

1               5                   10                  15

Ser  Val  Lys  Val  Ser  Cys  Lys  Ala  Ser  Gly  Tyr  Thr  Phe  Thr  Glu  Phe

            20                  25                  30

Gly  Met  Asn  Trp  Val  Arg  Gln  Ala  Pro  Gly  Gln  Gly  Leu  Glu  Trp  Met

        35                  40                  45

Gly  Trp  Ile  Asn  Thr  Lys  Thr  Gly  Glu  Ala  Thr  Tyr  Val  Glu  Glu  Phe

    50                  55                  60

Lys  Gly  Arg  Val  Thr  Phe  Thr  Thr  Asp  Thr  Ser  Thr  Ser  Thr  Ala  Tyr

65                  70                  75                  80

Met  Glu  Leu  Arg  Ser  Leu  Arg  Ser  Asp  Asp  Thr  Ala  Val  Tyr  Tyr  Cys

                85                  90                  95

Ala  Arg  Trp  Asp  Phe  Ala  Tyr  Tyr  Val  Glu  Ala  Met  Asp  Tyr  Trp  Gly

            100                 105                 110

Gln  Gly  Thr  Thr  Val  Thr  Val  Ser  Ser  Ala  Ser  Thr  Lys  Gly  Pro  Ser

        115                 120                 125

Val  Phe  Pro  Leu  Ala  Pro  Ser  Ser  Lys  Ser  Thr  Ser  Gly  Gly  Thr  Ala

    130                 135                 140

Ala  Leu  Gly  Cys  Leu  Val  Lys  Asp  Tyr  Phe  Pro  Glu  Pro  Val  Thr  Val

145                 150                 155                 160
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Ser  Trp  Asn  Ser  Gly  Ala  Leu  Thr  Ser  Gly  Val  His  Thr  Phe  Pro  Ala

                165                 170                 175

Val  Leu  Gln  Ser  Ser  Gly  Leu  Tyr  Ser  Leu  Ser  Ser  Val  Val  Thr  Val

            180                 185                 190

Pro  Ser  Ser  Ser  Leu  Gly  Thr  Gln  Thr  Tyr  Ile  Cys  Asn  Val  Asn  His

        195                 200                 205

Lys  Pro  Ser  Asn  Thr  Lys  Val  Asp  Lys  Lys  Val  Glu  Pro  Lys  Ser  Cys

    210                 215                 220

Asp  Lys  Thr  His  Thr  Cys  Pro  Pro  Cys  Pro  Ala  Pro  Glu  Leu  Leu  Gly

225                 230                 235                 240

Gly  Pro  Ser  Val  Phe  Leu  Phe  Pro  Pro  Lys  Pro  Lys  Asp  Thr  Leu  Met

                245                 250                 255

Ile  Ser  Arg  Thr  Pro  Glu  Val  Thr  Cys  Val  Val  Val  Asp  Val  Ser  His

            260                 265                 270

Glu  Asp  Pro  Glu  Val  Lys  Phe  Asn  Trp  Tyr  Val  Asp  Gly  Val  Glu  Val

        275                 280                 285

His  Asn  Ala  Lys  Thr  Lys  Pro  Arg  Glu  Glu  Gln  Tyr  Asn  Ser  Thr  Tyr

    290                 295                 300

Arg  Val  Val  Ser  Val  Leu  Thr  Val  Leu  His  Gln  Asp  Trp  Leu  Asn  Gly

305                 310                 315                 320

Lys  Glu  Tyr  Lys  Cys  Lys  Val  Ser  Asn  Lys  Ala  Leu  Pro  Ala  Pro  Ile

                325                 330                 335

Glu  Lys  Thr  Ile  Ser  Lys  Ala  Lys  Gly  Gln  Pro  Arg  Glu  Pro  Gln  Val

            340                 345                 350

Tyr  Thr  Leu  Pro  Pro  Ser  Arg  Asp  Glu  Leu  Thr  Lys  Asn  Gln  Val  Ser

        355                 360                 365

Leu  Thr  Cys  Leu  Val  Lys  Gly  Phe  Tyr  Pro  Ser  Asp  Ile  Ala  Val  Glu

    370                 375                 380

Trp  Glu  Ser  Asn  Gly  Gln  Pro  Glu  Asn  Asn  Tyr  Lys  Thr  Thr  Pro  Pro

385                 390                 395                 400

Val  Leu  Asp  Ser  Asp  Gly  Ser  Phe  Phe  Leu  Tyr  Ser  Lys  Leu  Thr  Val

                405                 410                 415

Asp  Lys  Ser  Arg  Trp  Gln  Gln  Gly  Asn  Val  Phe  Ser  Cys  Ser  Val  Met

            420                 425                 430

His  Glu  Ala  Leu  His  Asn  His  Tyr  Thr  Gln  Lys  Ser  Leu  Ser  Leu  Ser

        435                 440                 445

Pro  Gly  Lys

    450

<210>  22
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<211>  215

<212>  PRT

<213> 人工序列

<220>

<223>  LC  CEA  2F1

<400>  22

Asp  Ile  Gln  Met  Thr  Gln  Ser  Pro  Ser  Ser  Leu  Ser  Ala  Ser  Val  Gly

1               5                   10                  15

Asp  Arg  Val  Thr  Ile  Thr  Cys  Lys  Ala  Ser  Ala  Ala  Val  Gly  Thr  Tyr

            20                  25                  30

Val  Ala  Trp  Tyr  Gln  Gln  Lys  Pro  Gly  Lys  Ala  Pro  Lys  Leu  Leu  Ile

        35                  40                  45

Tyr  Ser  Ala  Ser  Tyr  Arg  Lys  Arg  Gly  Val  Pro  Ser  Arg  Phe  Ser  Gly

    50                  55                  60

Ser  Gly  Ser  Gly  Thr  Asp  Phe  Thr  Leu  Thr  Ile  Ser  Ser  Leu  Gln  Pro

65                  70                  75                  80

Glu  Asp  Phe  Ala  Thr  Tyr  Tyr  Cys  His  Gln  Tyr  Tyr  Thr  Tyr  Pro  Leu

                85                  90                  95

Phe  Thr  Phe  Gly  Gln  Gly  Thr  Lys  Leu  Glu  Ile  Lys  Arg  Thr  Val  Ala

            100                 105                 110

Ala  Pro  Ser  Val  Phe  Ile  Phe  Pro  Pro  Ser  Asp  Glu  Gln  Leu  Lys  Ser

        115                 120                 125

Gly  Thr  Ala  Ser  Val  Val  Cys  Leu  Leu  Asn  Asn  Phe  Tyr  Pro  Arg  Glu

    130                 135                 140

Ala  Lys  Val  Gln  Trp  Lys  Val  Asp  Asn  Ala  Leu  Gln  Ser  Gly  Asn  Ser

145                 150                 155                 160

Gln  Glu  Ser  Val  Thr  Glu  Gln  Asp  Ser  Lys  Asp  Ser  Thr  Tyr  Ser  Leu

                165                 170                 175

Ser  Ser  Thr  Leu  Thr  Leu  Ser  Lys  Ala  Asp  Tyr  Glu  Lys  His  Lys  Val

            180                 185                 190

Tyr  Ala  Cys  Glu  Val  Thr  His  Gln  Gly  Leu  Ser  Ser  Pro  Val  Thr  Lys

        195                 200                 205

Ser  Phe  Asn  Arg  Gly  Glu  Cys

    210                 215

<210>  23

<211>  121

<212>  PRT

<213> 人工序列

<220>

序　列　表 13/74 页

81

CN 110437337 A

81



<223>  VH  CEA  CH1A1A  98-99

<400>  23

Gln  Val  Gln  Leu  Val  Gln  Ser  Gly  Ala  Glu  Val  Lys  Lys  Pro  Gly  Ala

1               5                   10                  15

Ser  Val  Lys  Val  Ser  Cys  Lys  Ala  Ser  Gly  Tyr  Thr  Phe  Thr  Glu  Phe

            20                  25                  30

Gly  Met  Asn  Trp  Val  Arg  Gln  Ala  Pro  Gly  Gln  Gly  Leu  Glu  Trp  Met

        35                  40                  45

Gly  Trp  Ile  Asn  Thr  Lys  Thr  Gly  Glu  Ala  Thr  Tyr  Val  Glu  Glu  Phe

    50                  55                  60

Lys  Gly  Arg  Val  Thr  Phe  Thr  Thr  Asp  Thr  Ser  Thr  Ser  Thr  Ala  Tyr

65                  70                  75                  80

Met  Glu  Leu  Arg  Ser  Leu  Arg  Ser  Asp  Asp  Thr  Ala  Val  Tyr  Tyr  Cys

                85                  90                  95

Ala  Arg  Trp  Asp  Phe  Ala  Tyr  Tyr  Val  Glu  Ala  Met  Asp  Tyr  Trp  Gly

            100                 105                 110

Gln  Gly  Thr  Thr  Val  Thr  Val  Ser  Ser

        115                 120

<210>  24

<211>  5

<212>  PRT

<213> 人工序列

<220>

<223>  HCDR1  CEA  CH1A1A  98-99

<400>  24

Glu  Phe  Gly  Met  Asn

1               5

<210>  25

<211>  17

<212>  PRT

<213> 人工序列

<220>

<223>  HCDR2  CEA  CH1A1A  98-99

<400>  25

Trp  Ile  Asn  Thr  Lys  Thr  Gly  Glu  Ala  Thr  Tyr  Val  Glu  Glu  Phe  Lys

1               5                   10                  15

Gly

<210>  26

<211>  12
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<212>  PRT

<213> 人工序列

<220>

<223>  HCDR3  CEA  CH1A1A  98-99

<400>  26

Trp  Asp  Phe  Ala  Tyr  Tyr  Val  Glu  Ala  Met  Asp  Tyr

1               5                   10

<210>  27

<211>  108

<212>  PRT

<213> 人工序列

<220>

<223>  VL  CEA  2F1

<400>  27

Asp  Ile  Gln  Met  Thr  Gln  Ser  Pro  Ser  Ser  Leu  Ser  Ala  Ser  Val  Gly

1               5                   10                  15

Asp  Arg  Val  Thr  Ile  Thr  Cys  Lys  Ala  Ser  Ala  Ala  Val  Gly  Thr  Tyr

            20                  25                  30

Val  Ala  Trp  Tyr  Gln  Gln  Lys  Pro  Gly  Lys  Ala  Pro  Lys  Leu  Leu  Ile

        35                  40                  45

Tyr  Ser  Ala  Ser  Tyr  Arg  Lys  Arg  Gly  Val  Pro  Ser  Arg  Phe  Ser  Gly

    50                  55                  60

Ser  Gly  Ser  Gly  Thr  Asp  Phe  Thr  Leu  Thr  Ile  Ser  Ser  Leu  Gln  Pro

65                  70                  75                  80

Glu  Asp  Phe  Ala  Thr  Tyr  Tyr  Cys  His  Gln  Tyr  Tyr  Thr  Tyr  Pro  Leu

                85                  90                  95

Phe  Thr  Phe  Gly  Gln  Gly  Thr  Lys  Leu  Glu  Ile  Lys

            100                 105

<210>  28

<211>  11

<212>  PRT

<213> 人工序列

<220>

<223>  LCDR1  CEA  2F1

<400>  28

Lys  Ala  Ser  Ala  Ala  Val  Gly  Thr  Tyr  Val  Ala

1               5                   10

<210>  29

<211>  7

序　列　表 15/74 页

83

CN 110437337 A

83



<212>  PRT

<213> 人工序列

<220>

<223>  LCDR2  CEA  2F1

<400>  29

Ser  Ala  Ser  Tyr  Arg  Lys  Arg

1               5

<210>  30

<211>  10

<212>  PRT

<213> 人工序列

<220>

<223>  LCDR3  CEA  2F1

<400>  30

His  Gln  Tyr  Tyr  Thr  Tyr  Pro  Leu  Phe  Thr

1               5                   10

<210>  31

<211>  111

<212>  PRT

<213> 人工序列

<220>

<223>  VL  CD3  CH2527  (VL_7-43(11))

<400>  31

Gln  Thr  Val  Val  Thr  Gln  Glu  Pro  Ser  Leu  Thr  Val  Ser  Pro  Gly  Gly

1               5                   10                  15

Thr  Val  Thr  Leu  Thr  Cys  Gly  Ser  Ser  Thr  Gly  Ala  Val  Thr  Thr  Ser

            20                  25                  30

Asn  Tyr  Ala  Asn  Trp  Val  Gln  Gln  Lys  Pro  Gly  Gln  Ala  Pro  Arg  Gly

        35                  40                  45

Leu  Ile  Gly  Gly  Thr  Asn  Lys  Arg  Ala  Pro  Gly  Thr  Pro  Ala  Arg  Phe

    50                  55                  60

Ser  Gly  Ser  Leu  Leu  Gly  Gly  Lys  Ala  Ala  Leu  Thr  Leu  Ser  Gly  Val

65                  70                  75                  80

Gln  Pro  Glu  Asp  Glu  Ala  Glu  Tyr  Tyr  Cys  Ala  Leu  Trp  Tyr  Ser  Asn

                85                  90                  95

Leu  Trp  Val  Phe  Gly  Gly  Gly  Thr  Lys  Leu  Thr  Val  Leu  Ser  Ser

            100                 105                 110

<210>  32

<211>  125
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<212>  PRT

<213> 人工序列

<220>

<223>  VH  CD3  CH2527  (VHcomboA49SV93A)

<400>  32

Glu  Val  Gln  Leu  Leu  Glu  Ser  Gly  Gly  Gly  Leu  Val  Gln  Pro  Gly  Gly

1               5                   10                  15

Ser  Leu  Arg  Leu  Ser  Cys  Ala  Ala  Ser  Gly  Phe  Thr  Phe  Ser  Thr  Tyr

            20                  25                  30

Ala  Met  Asn  Trp  Val  Arg  Gln  Ala  Pro  Gly  Lys  Gly  Leu  Glu  Trp  Val

        35                  40                  45

Ser  Arg  Ile  Arg  Ser  Lys  Tyr  Asn  Asn  Tyr  Ala  Thr  Tyr  Tyr  Ala  Asp

    50                  55                  60

Ser  Val  Lys  Gly  Arg  Phe  Thr  Ile  Ser  Arg  Asp  Asp  Ser  Lys  Asn  Thr

65                  70                  75                  80

Leu  Tyr  Leu  Gln  Met  Asn  Ser  Leu  Arg  Ala  Glu  Asp  Thr  Ala  Val  Tyr

                85                  90                  95

Tyr  Cys  Ala  Arg  His  Gly  Asn  Phe  Gly  Asn  Ser  Tyr  Val  Ser  Trp  Phe

            100                 105                 110

Ala  Tyr  Trp  Gly  Gln  Gly  Thr  Leu  Val  Thr  Val  Ser  Ser

        115                 120                 125

<210>  33

<211>  125

<212>  PRT

<213> 人工序列

<220>

<223>  VH  CD3  CH2527  (VHcomboA49SV93AR94K)

<400>  33

Glu  Val  Gln  Leu  Leu  Glu  Ser  Gly  Gly  Gly  Leu  Val  Gln  Pro  Gly  Gly

1               5                   10                  15

Ser  Leu  Arg  Leu  Ser  Cys  Ala  Ala  Ser  Gly  Phe  Thr  Phe  Ser  Thr  Tyr

            20                  25                  30

Ala  Met  Asn  Trp  Val  Arg  Gln  Ala  Pro  Gly  Lys  Gly  Leu  Glu  Trp  Val

        35                  40                  45

Ser  Arg  Ile  Arg  Ser  Lys  Tyr  Asn  Asn  Tyr  Ala  Thr  Tyr  Tyr  Ala  Asp

    50                  55                  60

Ser  Val  Lys  Gly  Arg  Phe  Thr  Ile  Ser  Arg  Asp  Asp  Ser  Lys  Asn  Thr

65                  70                  75                  80

Leu  Tyr  Leu  Gln  Met  Asn  Ser  Leu  Arg  Ala  Glu  Asp  Thr  Ala  Val  Tyr
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                85                  90                  95

Tyr  Cys  Ala  Lys  His  Gly  Asn  Phe  Gly  Asn  Ser  Tyr  Val  Ser  Trp  Phe

            100                 105                 110

Ala  Tyr  Trp  Gly  Gln  Gly  Thr  Leu  Val  Thr  Val  Ser  Ser

        115                 120                 125

<210>  34

<211>  112

<212>  PRT

<213> 人工序列

<220>

<223>  VH  MCSP  M4-3  (D6)

<400>  34

Gln  Val  Gln  Leu  Gln  Glu  Ser  Gly  Pro  Gly  Leu  Val  Lys  Pro  Ser  Gln

1               5                   10                  15

Thr  Leu  Ser  Leu  Thr  Cys  Thr  Val  Ser  Gly  Gly  Ser  Ile  Thr  Ser  Gly

            20                  25                  30

Tyr  Tyr  Trp  Asn  Trp  Ile  Arg  Gln  His  Pro  Gly  Lys  Gly  Leu  Glu  Trp

        35                  40                  45

Ile  Gly  Tyr  Ile  Thr  Phe  Asp  Gly  Lys  Asn  Asn  Tyr  Asn  Pro  Ser  Leu

    50                  55                  60

Lys  Ser  Arg  Val  Thr  Ile  Ser  Arg  Asp  Thr  Ser  Lys  Asn  Gln  Phe  Ser

65                  70                  75                  80

Leu  Lys  Leu  Ser  Ser  Val  Thr  Ala  Ala  Asp  Thr  Ala  Val  Tyr  Tyr  Cys

                85                  90                  95

Ala  Asp  Phe  Asp  Tyr  Trp  Gly  Gln  Gly  Thr  Leu  Val  Thr  Val  Ser  Ser

            100                 105                 110

<210>  35

<211>  15

<212>  PRT

<213> 人工序列

<220>

<223>  HCDR2  MCSP  M4-3  (D6)

<400>  35

Ile  Thr  Phe  Asp  Gly  Lys  Asn  Asn  Tyr  Asn  Pro  Ser  Leu  Lys  Ser

1               5                   10                  15

<210>  36

<211>  112

<212>  PRT

<213> 人工序列
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<220>

<223>  VH  MCSP  M4-3  (A7)

<400>  36

Gln  Val  Gln  Leu  Gln  Glu  Ser  Gly  Pro  Gly  Leu  Val  Lys  Pro  Ser  Gln

1               5                   10                  15

Thr  Leu  Ser  Leu  Thr  Cys  Thr  Val  Ser  Gly  Gly  Ser  Ile  Thr  Asp  Gly

            20                  25                  30

Tyr  Tyr  Trp  Asn  Trp  Ile  Arg  Gln  His  Pro  Gly  Lys  Gly  Leu  Glu  Trp

        35                  40                  45

Ile  Gly  Tyr  Ile  Thr  Phe  Asp  Gly  Arg  Asn  Asn  Tyr  Asn  Pro  Ser  Leu

    50                  55                  60

Lys  Ser  Arg  Val  Thr  Ile  Ser  Arg  Asp  Thr  Ser  Lys  Asn  Gln  Phe  Ser

65                  70                  75                  80

Leu  Lys  Leu  Ser  Ser  Val  Thr  Ala  Ala  Asp  Thr  Ala  Val  Tyr  Tyr  Cys

                85                  90                  95

Ala  Asp  Phe  Asp  Tyr  Trp  Gly  Gln  Gly  Thr  Leu  Val  Thr  Val  Ser  Ser

            100                 105                 110

<210>  37

<211>  6

<212>  PRT

<213> 人工序列

<220>

<223>  HCDR1  MCSP  M4-3  (A7)

<400>  37

Asp  Gly  Tyr  Tyr  Trp  Asn

1               5

<210>  38

<211>  15

<212>  PRT

<213> 人工序列

<220>

<223>  HCDR2  MCSP  M4-3  (A7)

<400>  38

Ile  Thr  Phe  Asp  Gly  Arg  Asn  Asn  Tyr  Asn  Pro  Ser  Leu  Lys  Ser

1               5                   10                  15

<210>  39

<211>  112

<212>  PRT

<213> 人工序列
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<220>

<223>  VH  MCSP  M4-3  (B7)

<400>  39

Gln  Val  Gln  Leu  Gln  Glu  Ser  Gly  Pro  Gly  Leu  Val  Lys  Pro  Ser  Gln

1               5                   10                  15

Thr  Leu  Ser  Leu  Thr  Cys  Thr  Val  Ser  Gly  Gly  Ser  Ile  Thr  Ser  Gly

            20                  25                  30

Tyr  Tyr  Trp  Asn  Trp  Ile  Arg  Gln  His  Pro  Gly  Lys  Gly  Leu  Glu  Trp

        35                  40                  45

Ile  Gly  Tyr  Ile  Thr  Phe  Asp  Gly  Ile  Asn  Asn  Tyr  Asn  Pro  Ser  Leu

    50                  55                  60

Lys  Ser  Arg  Val  Thr  Ile  Ser  Arg  Asp  Thr  Ser  Lys  Asn  Gln  Phe  Ser

65                  70                  75                  80

Leu  Lys  Leu  Ser  Ser  Val  Thr  Ala  Ala  Asp  Thr  Ala  Val  Tyr  Tyr  Cys

                85                  90                  95

Ala  Asp  Phe  Asp  Tyr  Trp  Gly  Gln  Gly  Thr  Leu  Val  Thr  Val  Ser  Ser

            100                 105                 110

<210>  40

<211>  15

<212>  PRT

<213> 人工序列

<220>

<223>  HCDR2  MCSP  M4-3  (B7)

<400>  40

Ile  Thr  Phe  Asp  Gly  Ile  Asn  Asn  Tyr  Asn  Pro  Ser  Leu  Lys  Ser

1               5                   10                  15

<210>  41

<211>  112

<212>  PRT

<213> 人工序列

<220>

<223>  VH  MCSP  M4-3  (B8)

<400>  41

Gln  Val  Gln  Leu  Gln  Glu  Ser  Gly  Pro  Gly  Leu  Val  Lys  Pro  Ser  Gln

1               5                   10                  15

Thr  Leu  Ser  Leu  Thr  Cys  Thr  Val  Ser  Gly  Gly  Ser  Ile  Thr  Ser  Gly

            20                  25                  30

Tyr  Tyr  Trp  Asn  Trp  Ile  Arg  Gln  His  Pro  Gly  Lys  Gly  Leu  Glu  Trp

        35                  40                  45
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Ile  Gly  Tyr  Ile  Thr  Phe  Asp  Gly  Arg  Asn  Asn  Tyr  Asn  Pro  Ser  Leu

    50                  55                  60

Lys  Ser  Arg  Val  Thr  Ile  Ser  Arg  Asp  Thr  Ser  Lys  Asn  Gln  Phe  Ser

65                  70                  75                  80

Leu  Lys  Leu  Ser  Ser  Val  Thr  Ala  Ala  Asp  Thr  Ala  Val  Tyr  Tyr  Cys

                85                  90                  95

Ala  Asp  Phe  Asp  Tyr  Trp  Gly  Gln  Gly  Thr  Leu  Val  Thr  Val  Ser  Ser

            100                 105                 110

<210>  42

<211>  112

<212>  PRT

<213> 人工序列

<220>

<223>  VH  MCSP  M4-3

<400>  42

Gln  Val  Gln  Leu  Gln  Glu  Ser  Gly  Pro  Gly  Leu  Val  Lys  Pro  Ser  Gln

1               5                   10                  15

Thr  Leu  Ser  Leu  Thr  Cys  Thr  Val  Ser  Gly  Gly  Ser  Ile  Thr  Ser  Gly

            20                  25                  30

Tyr  Tyr  Trp  Asn  Trp  Ile  Arg  Gln  His  Pro  Gly  Lys  Gly  Leu  Glu  Trp

        35                  40                  45

Ile  Gly  Tyr  Ile  Thr  Tyr  Asp  Gly  Ser  Asn  Asn  Tyr  Asn  Pro  Ser  Leu

    50                  55                  60

Lys  Ser  Arg  Val  Thr  Ile  Ser  Arg  Asp  Thr  Ser  Lys  Asn  Gln  Phe  Ser

65                  70                  75                  80

Leu  Lys  Leu  Ser  Ser  Val  Thr  Ala  Ala  Asp  Thr  Ala  Val  Tyr  Tyr  Cys

                85                  90                  95

Ala  Asp  Phe  Asp  Tyr  Trp  Gly  Gln  Gly  Thr  Leu  Val  Thr  Val  Ser  Ser

            100                 105                 110

<210>  43

<211>  107

<212>  PRT

<213> 人工序列

<220>

<223>  VL  MCSP  ML2  (E10)

<400>  43

Asp  Ile  Gln  Met  Thr  Gln  Ser  Pro  Ser  Ser  Leu  Ser  Ala  Ser  Val  Gly

1               5                   10                  15

Asp  Arg  Val  Thr  Ile  Thr  Cys  Arg  Ala  Ser  Tyr  Gly  Ile  Arg  Gly  Tyr
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            20                  25                  30

Leu  Asn  Trp  Tyr  Gln  Gln  Lys  Pro  Gly  Lys  Ala  Pro  Lys  Leu  Leu  Ile

        35                  40                  45

Tyr  Tyr  Thr  Ser  Ser  Leu  His  Ser  Gly  Val  Pro  Ser  Arg  Phe  Ser  Gly

    50                  55                  60

Ser  Gly  Ser  Gly  Thr  Asp  Phe  Thr  Leu  Thr  Ile  Ser  Ser  Leu  Gln  Pro

65                  70                  75                  80

Glu  Asp  Phe  Ala  Thr  Tyr  His  Cys  Gln  Gln  Tyr  Ser  Lys  Leu  Pro  Trp

                85                  90                  95

Thr  Phe  Gly  Gln  Gly  Thr  Lys  Val  Glu  Ile  Lys

            100                 105

<210>  44

<211>  11

<212>  PRT

<213> 人工序列

<220>

<223>  LCDR1  MCSP  ML2  (E10)

<400>  44

Arg  Ala  Ser  Tyr  Gly  Ile  Arg  Gly  Tyr  Leu  Asn

1               5                   10

<210>  45

<211>  9

<212>  PRT

<213> 人工序列

<220>

<223>  LCDR3  MCSP  ML2  (E10)

<400>  45

Gln  Gln  Tyr  Ser  Lys  Leu  Pro  Trp  Thr

1               5

<210>  46

<211>  107

<212>  PRT

<213> 人工序列

<220>

<223>  VL  MCSP  ML2  (E10-G3)

<400>  46

Asp  Ile  Gln  Met  Thr  Gln  Ser  Pro  Ser  Ser  Leu  Ser  Ala  Ser  Val  Gly

1               5                   10                  15

Asp  Arg  Val  Thr  Ile  Thr  Cys  Arg  Ala  Ser  Tyr  Gly  Ile  Arg  Gly  Tyr
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            20                  25                  30

Leu  Asn  Trp  Tyr  Gln  Gln  Lys  Pro  Gly  Lys  Ala  Pro  Lys  Leu  Leu  Ile

        35                  40                  45

Tyr  Tyr  Thr  Ser  Ser  Leu  His  Ser  Gly  Val  Pro  Ser  Arg  Phe  Ser  Gly

    50                  55                  60

Ser  Gly  Ser  Gly  Thr  Asp  Phe  Thr  Leu  Thr  Ile  Ser  Ser  Leu  Gln  Pro

65                  70                  75                  80

Glu  Asp  Phe  Ala  Thr  Tyr  His  Cys  Gln  Gln  Tyr  Ser  Ala  Leu  Pro  Trp

                85                  90                  95

Thr  Phe  Gly  Gln  Gly  Thr  Lys  Val  Glu  Ile  Lys

            100                 105

<210>  47

<211>  107

<212>  PRT

<213> 人工序列

<220>

<223>  VL  MCSP  ML2  (C5)

<400>  47

Asp  Ile  Gln  Met  Thr  Gln  Ser  Pro  Ser  Ser  Leu  Ser  Ala  Ser  Val  Gly

1               5                   10                  15

Asp  Arg  Val  Thr  Ile  Thr  Cys  Arg  Ala  Ser  Arg  Gly  Ile  Arg  Glu  Tyr

            20                  25                  30

Leu  Asn  Trp  Tyr  Gln  Gln  Lys  Pro  Gly  Lys  Ala  Pro  Lys  Leu  Leu  Ile

        35                  40                  45

Tyr  Tyr  Thr  Gly  Ser  Leu  His  Ser  Gly  Val  Pro  Ser  Arg  Phe  Ser  Gly

    50                  55                  60

Ser  Gly  Ser  Gly  Thr  Asp  Phe  Thr  Leu  Thr  Ile  Ser  Ser  Leu  Gln  Pro

65                  70                  75                  80

Glu  Asp  Phe  Ala  Thr  Tyr  Tyr  Cys  Gln  Gln  Tyr  Ser  Glu  Leu  Pro  Trp

                85                  90                  95

Thr  Phe  Gly  Gln  Gly  Thr  Lys  Val  Glu  Ile  Lys

            100                 105

<210>  48

<211>  11

<212>  PRT

<213> 人工序列

<220>

<223>  LCDR1  MCSP  ML2  (C5)

<400>  48
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Arg  Ala  Ser  Arg  Gly  Ile  Arg  Glu  Tyr  Leu  Asn

1               5                   10

<210>  49

<211>  7

<212>  PRT

<213> 人工序列

<220>

<223>  LCDR2  MCSP  ML2  (C5)

<400>  49

Tyr  Thr  Gly  Ser  Leu  His  Ser

1               5

<210>  50

<211>  9

<212>  PRT

<213> 人工序列

<220>

<223>  LCDR3  MCSP  ML2  (C5)

<400>  50

Gln  Gln  Tyr  Ser  Glu  Leu  Pro  Trp  Thr

1               5

<210>  51

<211>  107

<212>  PRT

<213> 人工序列

<220>

<223>  VL  MCSP  ML2  (C5-G3)

<400>  51

Asp  Ile  Gln  Met  Thr  Gln  Ser  Pro  Ser  Ser  Leu  Ser  Ala  Ser  Val  Gly

1               5                   10                  15

Asp  Arg  Val  Thr  Ile  Thr  Cys  Arg  Ala  Ser  Arg  Gly  Ile  Arg  Glu  Tyr

            20                  25                  30

Leu  Asn  Trp  Tyr  Gln  Gln  Lys  Pro  Gly  Lys  Ala  Pro  Lys  Leu  Leu  Ile

        35                  40                  45

Tyr  Tyr  Thr  Gly  Ser  Leu  His  Ser  Gly  Val  Pro  Ser  Arg  Phe  Ser  Gly

    50                  55                  60

Ser  Gly  Ser  Gly  Thr  Asp  Phe  Thr  Leu  Thr  Ile  Ser  Ser  Leu  Gln  Pro

65                  70                  75                  80

Glu  Asp  Phe  Ala  Thr  Tyr  Tyr  Cys  Gln  Gln  Tyr  Ser  Ala  Leu  Pro  Trp

                85                  90                  95
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Thr  Phe  Gly  Gln  Gly  Thr  Lys  Val  Glu  Ile  Lys

            100                 105

<210>  52

<211>  107

<212>  PRT

<213> 人工序列

<220>

<223>  VL  MCSP  ML2

<400>  52

Asp  Ile  Gln  Met  Thr  Gln  Ser  Pro  Ser  Ser  Leu  Ser  Ala  Ser  Val  Gly

1               5                   10                  15

Asp  Arg  Val  Thr  Ile  Thr  Cys  Arg  Ala  Ser  Gln  Gly  Ile  Arg  Asn  Tyr

            20                  25                  30

Leu  Asn  Trp  Tyr  Gln  Gln  Lys  Pro  Gly  Lys  Ala  Pro  Lys  Leu  Leu  Ile

        35                  40                  45

Tyr  Tyr  Thr  Ser  Ser  Leu  His  Ser  Gly  Val  Pro  Ser  Arg  Phe  Ser  Gly

    50                  55                  60

Ser  Gly  Ser  Gly  Thr  Asp  Phe  Thr  Leu  Thr  Ile  Ser  Ser  Leu  Gln  Pro

65                  70                  75                  80

Glu  Asp  Phe  Ala  Thr  Tyr  Tyr  Cys  Gln  Gln  Tyr  Ser  Lys  Leu  Pro  Trp

                85                  90                  95

Thr  Phe  Gly  Gln  Gly  Thr  Lys  Val  Glu  Ile  Lys

            100                 105

<210>  53

<211>  214

<212>  PRT

<213> 人工序列

<220>

<223>  LC  CD3  CH2527  (Crossfab,  VL-CH1)

<400>  53

Gln  Ala  Val  Val  Thr  Gln  Glu  Pro  Ser  Leu  Thr  Val  Ser  Pro  Gly  Gly

1               5                   10                  15

Thr  Val  Thr  Leu  Thr  Cys  Gly  Ser  Ser  Thr  Gly  Ala  Val  Thr  Thr  Ser

            20                  25                  30

Asn  Tyr  Ala  Asn  Trp  Val  Gln  Glu  Lys  Pro  Gly  Gln  Ala  Phe  Arg  Gly

        35                  40                  45

Leu  Ile  Gly  Gly  Thr  Asn  Lys  Arg  Ala  Pro  Gly  Thr  Pro  Ala  Arg  Phe

    50                  55                  60

Ser  Gly  Ser  Leu  Leu  Gly  Gly  Lys  Ala  Ala  Leu  Thr  Leu  Ser  Gly  Ala
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65                  70                  75                  80

Gln  Pro  Glu  Asp  Glu  Ala  Glu  Tyr  Tyr  Cys  Ala  Leu  Trp  Tyr  Ser  Asn

                85                  90                  95

Leu  Trp  Val  Phe  Gly  Gly  Gly  Thr  Lys  Leu  Thr  Val  Leu  Ser  Ser  Ala

            100                 105                 110

Ser  Thr  Lys  Gly  Pro  Ser  Val  Phe  Pro  Leu  Ala  Pro  Ser  Ser  Lys  Ser

        115                 120                 125

Thr  Ser  Gly  Gly  Thr  Ala  Ala  Leu  Gly  Cys  Leu  Val  Lys  Asp  Tyr  Phe

    130                 135                 140

Pro  Glu  Pro  Val  Thr  Val  Ser  Trp  Asn  Ser  Gly  Ala  Leu  Thr  Ser  Gly

145                 150                 155                 160

Val  His  Thr  Phe  Pro  Ala  Val  Leu  Gln  Ser  Ser  Gly  Leu  Tyr  Ser  Leu

                165                 170                 175

Ser  Ser  Val  Val  Thr  Val  Pro  Ser  Ser  Ser  Leu  Gly  Thr  Gln  Thr  Tyr

            180                 185                 190

Ile  Cys  Asn  Val  Asn  His  Lys  Pro  Ser  Asn  Thr  Lys  Val  Asp  Lys  Lys

        195                 200                 205

Val  Glu  Pro  Lys  Ser  Cys

    210

<210>  54

<211>  685

<212>  PRT

<213> 人工序列

<220>

<223>  MCSP  M4-3  (C1)  (VH-CH1)  -  CD3  CH2527  (Crossfab  VH-Ck)  -  Fc(节)

P329GLALA

<400>  54

Gln  Val  Gln  Leu  Gln  Glu  Ser  Gly  Pro  Gly  Leu  Val  Lys  Pro  Ser  Gln

1               5                   10                  15

Thr  Leu  Ser  Leu  Thr  Cys  Thr  Val  Ser  Gly  Gly  Ser  Ile  Thr  Ser  Gly

            20                  25                  30

Tyr  Tyr  Trp  Asn  Trp  Ile  Arg  Gln  His  Pro  Gly  Lys  Gly  Leu  Glu  Trp

        35                  40                  45

Ile  Gly  Tyr  Ile  Thr  Phe  Asp  Gly  Ser  Asn  Asn  Tyr  Asn  Pro  Ser  Leu

    50                  55                  60

Lys  Ser  Arg  Val  Thr  Ile  Ser  Arg  Asp  Thr  Ser  Lys  Asn  Gln  Phe  Ser

65                  70                  75                  80

Leu  Lys  Leu  Ser  Ser  Val  Thr  Ala  Ala  Asp  Thr  Ala  Val  Tyr  Tyr  Cys

                85                  90                  95
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Ala  Asp  Phe  Asp  Tyr  Trp  Gly  Gln  Gly  Thr  Leu  Val  Thr  Val  Ser  Ser

            100                 105                 110

Ala  Ser  Thr  Lys  Gly  Pro  Ser  Val  Phe  Pro  Leu  Ala  Pro  Ser  Ser  Lys

        115                 120                 125

Ser  Thr  Ser  Gly  Gly  Thr  Ala  Ala  Leu  Gly  Cys  Leu  Val  Lys  Asp  Tyr

    130                 135                 140

Phe  Pro  Glu  Pro  Val  Thr  Val  Ser  Trp  Asn  Ser  Gly  Ala  Leu  Thr  Ser

145                 150                 155                 160

Gly  Val  His  Thr  Phe  Pro  Ala  Val  Leu  Gln  Ser  Ser  Gly  Leu  Tyr  Ser

                165                 170                 175

Leu  Ser  Ser  Val  Val  Thr  Val  Pro  Ser  Ser  Ser  Leu  Gly  Thr  Gln  Thr

            180                 185                 190

Tyr  Ile  Cys  Asn  Val  Asn  His  Lys  Pro  Ser  Asn  Thr  Lys  Val  Asp  Lys

        195                 200                 205

Lys  Val  Glu  Pro  Lys  Ser  Cys  Asp  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly

    210                 215                 220

Gly  Ser  Glu  Val  Gln  Leu  Leu  Glu  Ser  Gly  Gly  Gly  Leu  Val  Gln  Pro

225                 230                 235                 240

Gly  Gly  Ser  Leu  Arg  Leu  Ser  Cys  Ala  Ala  Ser  Gly  Phe  Thr  Phe  Ser

                245                 250                 255

Thr  Tyr  Ala  Met  Asn  Trp  Val  Arg  Gln  Ala  Pro  Gly  Lys  Gly  Leu  Glu

            260                 265                 270

Trp  Val  Ser  Arg  Ile  Arg  Ser  Lys  Tyr  Asn  Asn  Tyr  Ala  Thr  Tyr  Tyr

        275                 280                 285

Ala  Asp  Ser  Val  Lys  Gly  Arg  Phe  Thr  Ile  Ser  Arg  Asp  Asp  Ser  Lys

    290                 295                 300

Asn  Thr  Leu  Tyr  Leu  Gln  Met  Asn  Ser  Leu  Arg  Ala  Glu  Asp  Thr  Ala

305                 310                 315                 320

Val  Tyr  Tyr  Cys  Val  Arg  His  Gly  Asn  Phe  Gly  Asn  Ser  Tyr  Val  Ser

                325                 330                 335

Trp  Phe  Ala  Tyr  Trp  Gly  Gln  Gly  Thr  Leu  Val  Thr  Val  Ser  Ser  Ala

            340                 345                 350

Ser  Val  Ala  Ala  Pro  Ser  Val  Phe  Ile  Phe  Pro  Pro  Ser  Asp  Glu  Gln

        355                 360                 365

Leu  Lys  Ser  Gly  Thr  Ala  Ser  Val  Val  Cys  Leu  Leu  Asn  Asn  Phe  Tyr

    370                 375                 380

Pro  Arg  Glu  Ala  Lys  Val  Gln  Trp  Lys  Val  Asp  Asn  Ala  Leu  Gln  Ser

385                 390                 395                 400

Gly  Asn  Ser  Gln  Glu  Ser  Val  Thr  Glu  Gln  Asp  Ser  Lys  Asp  Ser  Thr
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                405                 410                 415

Tyr  Ser  Leu  Ser  Ser  Thr  Leu  Thr  Leu  Ser  Lys  Ala  Asp  Tyr  Glu  Lys

            420                 425                 430

His  Lys  Val  Tyr  Ala  Cys  Glu  Val  Thr  His  Gln  Gly  Leu  Ser  Ser  Pro

        435                 440                 445

Val  Thr  Lys  Ser  Phe  Asn  Arg  Gly  Glu  Cys  Asp  Lys  Thr  His  Thr  Cys

    450                 455                 460

Pro  Pro  Cys  Pro  Ala  Pro  Glu  Ala  Ala  Gly  Gly  Pro  Ser  Val  Phe  Leu

465                 470                 475                 480

Phe  Pro  Pro  Lys  Pro  Lys  Asp  Thr  Leu  Met  Ile  Ser  Arg  Thr  Pro  Glu

                485                 490                 495

Val  Thr  Cys  Val  Val  Val  Asp  Val  Ser  His  Glu  Asp  Pro  Glu  Val  Lys

            500                 505                 510

Phe  Asn  Trp  Tyr  Val  Asp  Gly  Val  Glu  Val  His  Asn  Ala  Lys  Thr  Lys

        515                 520                 525

Pro  Arg  Glu  Glu  Gln  Tyr  Asn  Ser  Thr  Tyr  Arg  Val  Val  Ser  Val  Leu

    530                 535                 540

Thr  Val  Leu  His  Gln  Asp  Trp  Leu  Asn  Gly  Lys  Glu  Tyr  Lys  Cys  Lys

545                 550                 555                 560

Val  Ser  Asn  Lys  Ala  Leu  Gly  Ala  Pro  Ile  Glu  Lys  Thr  Ile  Ser  Lys

                565                 570                 575

Ala  Lys  Gly  Gln  Pro  Arg  Glu  Pro  Gln  Val  Tyr  Thr  Leu  Pro  Pro  Cys

            580                 585                 590

Arg  Asp  Glu  Leu  Thr  Lys  Asn  Gln  Val  Ser  Leu  Trp  Cys  Leu  Val  Lys

        595                 600                 605

Gly  Phe  Tyr  Pro  Ser  Asp  Ile  Ala  Val  Glu  Trp  Glu  Ser  Asn  Gly  Gln

    610                 615                 620

Pro  Glu  Asn  Asn  Tyr  Lys  Thr  Thr  Pro  Pro  Val  Leu  Asp  Ser  Asp  Gly

625                 630                 635                 640

Ser  Phe  Phe  Leu  Tyr  Ser  Lys  Leu  Thr  Val  Asp  Lys  Ser  Arg  Trp  Gln

                645                 650                 655

Gln  Gly  Asn  Val  Phe  Ser  Cys  Ser  Val  Met  His  Glu  Ala  Leu  His  Asn

            660                 665                 670

His  Tyr  Thr  Gln  Lys  Ser  Leu  Ser  Leu  Ser  Pro  Gly  Lys

        675                 680                 685

<210>  55

<211>  442

<212>  PRT

<213> 人工序列
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<220>

<223>  MCSP  M4-3  (C1)  (VH-CH1)  -  Fc(穴)  P329GLALA

<400>  55

Gln  Val  Gln  Leu  Gln  Glu  Ser  Gly  Pro  Gly  Leu  Val  Lys  Pro  Ser  Gln

1               5                   10                  15

Thr  Leu  Ser  Leu  Thr  Cys  Thr  Val  Ser  Gly  Gly  Ser  Ile  Thr  Ser  Gly

            20                  25                  30

Tyr  Tyr  Trp  Asn  Trp  Ile  Arg  Gln  His  Pro  Gly  Lys  Gly  Leu  Glu  Trp

        35                  40                  45

Ile  Gly  Tyr  Ile  Thr  Phe  Asp  Gly  Ser  Asn  Asn  Tyr  Asn  Pro  Ser  Leu

    50                  55                  60

Lys  Ser  Arg  Val  Thr  Ile  Ser  Arg  Asp  Thr  Ser  Lys  Asn  Gln  Phe  Ser

65                  70                  75                  80

Leu  Lys  Leu  Ser  Ser  Val  Thr  Ala  Ala  Asp  Thr  Ala  Val  Tyr  Tyr  Cys

                85                  90                  95

Ala  Asp  Phe  Asp  Tyr  Trp  Gly  Gln  Gly  Thr  Leu  Val  Thr  Val  Ser  Ser

            100                 105                 110

Ala  Ser  Thr  Lys  Gly  Pro  Ser  Val  Phe  Pro  Leu  Ala  Pro  Ser  Ser  Lys

        115                 120                 125

Ser  Thr  Ser  Gly  Gly  Thr  Ala  Ala  Leu  Gly  Cys  Leu  Val  Lys  Asp  Tyr

    130                 135                 140

Phe  Pro  Glu  Pro  Val  Thr  Val  Ser  Trp  Asn  Ser  Gly  Ala  Leu  Thr  Ser

145                 150                 155                 160

Gly  Val  His  Thr  Phe  Pro  Ala  Val  Leu  Gln  Ser  Ser  Gly  Leu  Tyr  Ser

                165                 170                 175

Leu  Ser  Ser  Val  Val  Thr  Val  Pro  Ser  Ser  Ser  Leu  Gly  Thr  Gln  Thr

            180                 185                 190

Tyr  Ile  Cys  Asn  Val  Asn  His  Lys  Pro  Ser  Asn  Thr  Lys  Val  Asp  Lys

        195                 200                 205

Lys  Val  Glu  Pro  Lys  Ser  Cys  Asp  Lys  Thr  His  Thr  Cys  Pro  Pro  Cys

    210                 215                 220

Pro  Ala  Pro  Glu  Ala  Ala  Gly  Gly  Pro  Ser  Val  Phe  Leu  Phe  Pro  Pro

225                 230                 235                 240

Lys  Pro  Lys  Asp  Thr  Leu  Met  Ile  Ser  Arg  Thr  Pro  Glu  Val  Thr  Cys

                245                 250                 255

Val  Val  Val  Asp  Val  Ser  His  Glu  Asp  Pro  Glu  Val  Lys  Phe  Asn  Trp

            260                 265                 270

Tyr  Val  Asp  Gly  Val  Glu  Val  His  Asn  Ala  Lys  Thr  Lys  Pro  Arg  Glu

        275                 280                 285
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Glu  Gln  Tyr  Asn  Ser  Thr  Tyr  Arg  Val  Val  Ser  Val  Leu  Thr  Val  Leu

    290                 295                 300

His  Gln  Asp  Trp  Leu  Asn  Gly  Lys  Glu  Tyr  Lys  Cys  Lys  Val  Ser  Asn

305                 310                 315                 320

Lys  Ala  Leu  Gly  Ala  Pro  Ile  Glu  Lys  Thr  Ile  Ser  Lys  Ala  Lys  Gly

                325                 330                 335

Gln  Pro  Arg  Glu  Pro  Gln  Val  Cys  Thr  Leu  Pro  Pro  Ser  Arg  Asp  Glu

            340                 345                 350

Leu  Thr  Lys  Asn  Gln  Val  Ser  Leu  Ser  Cys  Ala  Val  Lys  Gly  Phe  Tyr

        355                 360                 365

Pro  Ser  Asp  Ile  Ala  Val  Glu  Trp  Glu  Ser  Asn  Gly  Gln  Pro  Glu  Asn

    370                 375                 380

Asn  Tyr  Lys  Thr  Thr  Pro  Pro  Val  Leu  Asp  Ser  Asp  Gly  Ser  Phe  Phe

385                 390                 395                 400

Leu  Val  Ser  Lys  Leu  Thr  Val  Asp  Lys  Ser  Arg  Trp  Gln  Gln  Gly  Asn

                405                 410                 415

Val  Phe  Ser  Cys  Ser  Val  Met  His  Glu  Ala  Leu  His  Asn  His  Tyr  Thr

            420                 425                 430

Gln  Lys  Ser  Leu  Ser  Leu  Ser  Pro  Gly  Lys

        435                 440

<210>  56

<211>  214

<212>  PRT

<213> 人工序列

<220>

<223>  LC  CD3  CH2527  (Crossfab,  VL-CH1)

<400>  56

Gln  Ala  Val  Val  Thr  Gln  Glu  Pro  Ser  Leu  Thr  Val  Ser  Pro  Gly  Gly

1               5                   10                  15

Thr  Val  Thr  Leu  Thr  Cys  Gly  Ser  Ser  Thr  Gly  Ala  Val  Thr  Thr  Ser

            20                  25                  30

Asn  Tyr  Ala  Asn  Trp  Val  Gln  Glu  Lys  Pro  Gly  Gln  Ala  Phe  Arg  Gly

        35                  40                  45

Leu  Ile  Gly  Gly  Thr  Asn  Lys  Arg  Ala  Pro  Gly  Thr  Pro  Ala  Arg  Phe

    50                  55                  60

Ser  Gly  Ser  Leu  Leu  Gly  Gly  Lys  Ala  Ala  Leu  Thr  Leu  Ser  Gly  Ala

65                  70                  75                  80

Gln  Pro  Glu  Asp  Glu  Ala  Glu  Tyr  Tyr  Cys  Ala  Leu  Trp  Tyr  Ser  Asn

                85                  90                  95
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Leu  Trp  Val  Phe  Gly  Gly  Gly  Thr  Lys  Leu  Thr  Val  Leu  Ser  Ser  Ala

            100                 105                 110

Ser  Thr  Lys  Gly  Pro  Ser  Val  Phe  Pro  Leu  Ala  Pro  Ser  Ser  Lys  Ser

        115                 120                 125

Thr  Ser  Gly  Gly  Thr  Ala  Ala  Leu  Gly  Cys  Leu  Val  Lys  Asp  Tyr  Phe

    130                 135                 140

Pro  Glu  Pro  Val  Thr  Val  Ser  Trp  Asn  Ser  Gly  Ala  Leu  Thr  Ser  Gly

145                 150                 155                 160

Val  His  Thr  Phe  Pro  Ala  Val  Leu  Gln  Ser  Ser  Gly  Leu  Tyr  Ser  Leu

                165                 170                 175

Ser  Ser  Val  Val  Thr  Val  Pro  Ser  Ser  Ser  Leu  Gly  Thr  Gln  Thr  Tyr

            180                 185                 190

Ile  Cys  Asn  Val  Asn  His  Lys  Pro  Ser  Asn  Thr  Lys  Val  Asp  Lys  Lys

        195                 200                 205

Val  Glu  Pro  Lys  Ser  Cys

    210

<210>  57

<211>  694

<212>  PRT

<213> 人工序列

<220>

<223>  CEA  CH1A1A  98/99  -  CD3  CH2527  (Crossfab  VH-Ck)  -  Fc(节)

P329GLALA

<400>  57

Gln  Val  Gln  Leu  Val  Gln  Ser  Gly  Ala  Glu  Val  Lys  Lys  Pro  Gly  Ala

1               5                   10                  15

Ser  Val  Lys  Val  Ser  Cys  Lys  Ala  Ser  Gly  Tyr  Thr  Phe  Thr  Glu  Phe

            20                  25                  30

Gly  Met  Asn  Trp  Val  Arg  Gln  Ala  Pro  Gly  Gln  Gly  Leu  Glu  Trp  Met

        35                  40                  45

Gly  Trp  Ile  Asn  Thr  Lys  Thr  Gly  Glu  Ala  Thr  Tyr  Val  Glu  Glu  Phe

    50                  55                  60

Lys  Gly  Arg  Val  Thr  Phe  Thr  Thr  Asp  Thr  Ser  Thr  Ser  Thr  Ala  Tyr

65                  70                  75                  80

Met  Glu  Leu  Arg  Ser  Leu  Arg  Ser  Asp  Asp  Thr  Ala  Val  Tyr  Tyr  Cys

                85                  90                  95

Ala  Arg  Trp  Asp  Phe  Ala  Tyr  Tyr  Val  Glu  Ala  Met  Asp  Tyr  Trp  Gly

            100                 105                 110

Gln  Gly  Thr  Thr  Val  Thr  Val  Ser  Ser  Ala  Ser  Thr  Lys  Gly  Pro  Ser
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        115                 120                 125

Val  Phe  Pro  Leu  Ala  Pro  Ser  Ser  Lys  Ser  Thr  Ser  Gly  Gly  Thr  Ala

    130                 135                 140

Ala  Leu  Gly  Cys  Leu  Val  Lys  Asp  Tyr  Phe  Pro  Glu  Pro  Val  Thr  Val

145                 150                 155                 160

Ser  Trp  Asn  Ser  Gly  Ala  Leu  Thr  Ser  Gly  Val  His  Thr  Phe  Pro  Ala

                165                 170                 175

Val  Leu  Gln  Ser  Ser  Gly  Leu  Tyr  Ser  Leu  Ser  Ser  Val  Val  Thr  Val

            180                 185                 190

Pro  Ser  Ser  Ser  Leu  Gly  Thr  Gln  Thr  Tyr  Ile  Cys  Asn  Val  Asn  His

        195                 200                 205

Lys  Pro  Ser  Asn  Thr  Lys  Val  Asp  Lys  Lys  Val  Glu  Pro  Lys  Ser  Cys

    210                 215                 220

Asp  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Glu  Val  Gln  Leu  Leu

225                 230                 235                 240

Glu  Ser  Gly  Gly  Gly  Leu  Val  Gln  Pro  Gly  Gly  Ser  Leu  Arg  Leu  Ser

                245                 250                 255

Cys  Ala  Ala  Ser  Gly  Phe  Thr  Phe  Ser  Thr  Tyr  Ala  Met  Asn  Trp  Val

            260                 265                 270

Arg  Gln  Ala  Pro  Gly  Lys  Gly  Leu  Glu  Trp  Val  Ser  Arg  Ile  Arg  Ser

        275                 280                 285

Lys  Tyr  Asn  Asn  Tyr  Ala  Thr  Tyr  Tyr  Ala  Asp  Ser  Val  Lys  Gly  Arg

    290                 295                 300

Phe  Thr  Ile  Ser  Arg  Asp  Asp  Ser  Lys  Asn  Thr  Leu  Tyr  Leu  Gln  Met

305                 310                 315                 320

Asn  Ser  Leu  Arg  Ala  Glu  Asp  Thr  Ala  Val  Tyr  Tyr  Cys  Val  Arg  His

                325                 330                 335

Gly  Asn  Phe  Gly  Asn  Ser  Tyr  Val  Ser  Trp  Phe  Ala  Tyr  Trp  Gly  Gln

            340                 345                 350

Gly  Thr  Leu  Val  Thr  Val  Ser  Ser  Ala  Ser  Val  Ala  Ala  Pro  Ser  Val

        355                 360                 365

Phe  Ile  Phe  Pro  Pro  Ser  Asp  Glu  Gln  Leu  Lys  Ser  Gly  Thr  Ala  Ser

    370                 375                 380

Val  Val  Cys  Leu  Leu  Asn  Asn  Phe  Tyr  Pro  Arg  Glu  Ala  Lys  Val  Gln

385                 390                 395                 400

Trp  Lys  Val  Asp  Asn  Ala  Leu  Gln  Ser  Gly  Asn  Ser  Gln  Glu  Ser  Val

                405                 410                 415

Thr  Glu  Gln  Asp  Ser  Lys  Asp  Ser  Thr  Tyr  Ser  Leu  Ser  Ser  Thr  Leu

            420                 425                 430
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Thr  Leu  Ser  Lys  Ala  Asp  Tyr  Glu  Lys  His  Lys  Val  Tyr  Ala  Cys  Glu

        435                 440                 445

Val  Thr  His  Gln  Gly  Leu  Ser  Ser  Pro  Val  Thr  Lys  Ser  Phe  Asn  Arg

    450                 455                 460

Gly  Glu  Cys  Asp  Lys  Thr  His  Thr  Cys  Pro  Pro  Cys  Pro  Ala  Pro  Glu

465                 470                 475                 480

Ala  Ala  Gly  Gly  Pro  Ser  Val  Phe  Leu  Phe  Pro  Pro  Lys  Pro  Lys  Asp

                485                 490                 495

Thr  Leu  Met  Ile  Ser  Arg  Thr  Pro  Glu  Val  Thr  Cys  Val  Val  Val  Asp

            500                 505                 510

Val  Ser  His  Glu  Asp  Pro  Glu  Val  Lys  Phe  Asn  Trp  Tyr  Val  Asp  Gly

        515                 520                 525

Val  Glu  Val  His  Asn  Ala  Lys  Thr  Lys  Pro  Arg  Glu  Glu  Gln  Tyr  Asn

    530                 535                 540

Ser  Thr  Tyr  Arg  Val  Val  Ser  Val  Leu  Thr  Val  Leu  His  Gln  Asp  Trp

545                 550                 555                 560

Leu  Asn  Gly  Lys  Glu  Tyr  Lys  Cys  Lys  Val  Ser  Asn  Lys  Ala  Leu  Gly

                565                 570                 575

Ala  Pro  Ile  Glu  Lys  Thr  Ile  Ser  Lys  Ala  Lys  Gly  Gln  Pro  Arg  Glu

            580                 585                 590

Pro  Gln  Val  Tyr  Thr  Leu  Pro  Pro  Cys  Arg  Asp  Glu  Leu  Thr  Lys  Asn

        595                 600                 605

Gln  Val  Ser  Leu  Trp  Cys  Leu  Val  Lys  Gly  Phe  Tyr  Pro  Ser  Asp  Ile

    610                 615                 620

Ala  Val  Glu  Trp  Glu  Ser  Asn  Gly  Gln  Pro  Glu  Asn  Asn  Tyr  Lys  Thr

625                 630                 635                 640

Thr  Pro  Pro  Val  Leu  Asp  Ser  Asp  Gly  Ser  Phe  Phe  Leu  Tyr  Ser  Lys

                645                 650                 655

Leu  Thr  Val  Asp  Lys  Ser  Arg  Trp  Gln  Gln  Gly  Asn  Val  Phe  Ser  Cys

            660                 665                 670

Ser  Val  Met  His  Glu  Ala  Leu  His  Asn  His  Tyr  Thr  Gln  Lys  Ser  Leu

        675                 680                 685

Ser  Leu  Ser  Pro  Gly  Lys

    690

<210>  58

<211>  451

<212>  PRT

<213> 人工序列

<220>
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<223>  CEA  CH1A1A  98/99  (VH-CH1)  -  Fc(穴)  P329GLALA

<400>  58

Gln  Val  Gln  Leu  Val  Gln  Ser  Gly  Ala  Glu  Val  Lys  Lys  Pro  Gly  Ala

1               5                   10                  15

Ser  Val  Lys  Val  Ser  Cys  Lys  Ala  Ser  Gly  Tyr  Thr  Phe  Thr  Glu  Phe

            20                  25                  30

Gly  Met  Asn  Trp  Val  Arg  Gln  Ala  Pro  Gly  Gln  Gly  Leu  Glu  Trp  Met

        35                  40                  45

Gly  Trp  Ile  Asn  Thr  Lys  Thr  Gly  Glu  Ala  Thr  Tyr  Val  Glu  Glu  Phe

    50                  55                  60

Lys  Gly  Arg  Val  Thr  Phe  Thr  Thr  Asp  Thr  Ser  Thr  Ser  Thr  Ala  Tyr

65                  70                  75                  80

Met  Glu  Leu  Arg  Ser  Leu  Arg  Ser  Asp  Asp  Thr  Ala  Val  Tyr  Tyr  Cys

                85                  90                  95

Ala  Arg  Trp  Asp  Phe  Ala  Tyr  Tyr  Val  Glu  Ala  Met  Asp  Tyr  Trp  Gly

            100                 105                 110

Gln  Gly  Thr  Thr  Val  Thr  Val  Ser  Ser  Ala  Ser  Thr  Lys  Gly  Pro  Ser

        115                 120                 125

Val  Phe  Pro  Leu  Ala  Pro  Ser  Ser  Lys  Ser  Thr  Ser  Gly  Gly  Thr  Ala

    130                 135                 140

Ala  Leu  Gly  Cys  Leu  Val  Lys  Asp  Tyr  Phe  Pro  Glu  Pro  Val  Thr  Val

145                 150                 155                 160

Ser  Trp  Asn  Ser  Gly  Ala  Leu  Thr  Ser  Gly  Val  His  Thr  Phe  Pro  Ala

                165                 170                 175

Val  Leu  Gln  Ser  Ser  Gly  Leu  Tyr  Ser  Leu  Ser  Ser  Val  Val  Thr  Val

            180                 185                 190

Pro  Ser  Ser  Ser  Leu  Gly  Thr  Gln  Thr  Tyr  Ile  Cys  Asn  Val  Asn  His

        195                 200                 205

Lys  Pro  Ser  Asn  Thr  Lys  Val  Asp  Lys  Lys  Val  Glu  Pro  Lys  Ser  Cys

    210                 215                 220

Asp  Lys  Thr  His  Thr  Cys  Pro  Pro  Cys  Pro  Ala  Pro  Glu  Ala  Ala  Gly

225                 230                 235                 240

Gly  Pro  Ser  Val  Phe  Leu  Phe  Pro  Pro  Lys  Pro  Lys  Asp  Thr  Leu  Met

                245                 250                 255

Ile  Ser  Arg  Thr  Pro  Glu  Val  Thr  Cys  Val  Val  Val  Asp  Val  Ser  His

            260                 265                 270

Glu  Asp  Pro  Glu  Val  Lys  Phe  Asn  Trp  Tyr  Val  Asp  Gly  Val  Glu  Val

        275                 280                 285

His  Asn  Ala  Lys  Thr  Lys  Pro  Arg  Glu  Glu  Gln  Tyr  Asn  Ser  Thr  Tyr
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    290                 295                 300

Arg  Val  Val  Ser  Val  Leu  Thr  Val  Leu  His  Gln  Asp  Trp  Leu  Asn  Gly

305                 310                 315                 320

Lys  Glu  Tyr  Lys  Cys  Lys  Val  Ser  Asn  Lys  Ala  Leu  Gly  Ala  Pro  Ile

                325                 330                 335

Glu  Lys  Thr  Ile  Ser  Lys  Ala  Lys  Gly  Gln  Pro  Arg  Glu  Pro  Gln  Val

            340                 345                 350

Cys  Thr  Leu  Pro  Pro  Ser  Arg  Asp  Glu  Leu  Thr  Lys  Asn  Gln  Val  Ser

        355                 360                 365

Leu  Ser  Cys  Ala  Val  Lys  Gly  Phe  Tyr  Pro  Ser  Asp  Ile  Ala  Val  Glu

    370                 375                 380

Trp  Glu  Ser  Asn  Gly  Gln  Pro  Glu  Asn  Asn  Tyr  Lys  Thr  Thr  Pro  Pro

385                 390                 395                 400

Val  Leu  Asp  Ser  Asp  Gly  Ser  Phe  Phe  Leu  Val  Ser  Lys  Leu  Thr  Val

                405                 410                 415

Asp  Lys  Ser  Arg  Trp  Gln  Gln  Gly  Asn  Val  Phe  Ser  Cys  Ser  Val  Met

            420                 425                 430

His  Glu  Ala  Leu  His  Asn  His  Tyr  Thr  Gln  Lys  Ser  Leu  Ser  Leu  Ser

        435                 440                 445

Pro  Gly  Lys

    450

<210>  59

<211>  215

<212>  PRT

<213> 人工序列

<220>

<223>  LC  DP47  GS

<400>  59

Glu  Ile  Val  Leu  Thr  Gln  Ser  Pro  Gly  Thr  Leu  Ser  Leu  Ser  Pro  Gly

1               5                   10                  15

Glu  Arg  Ala  Thr  Leu  Ser  Cys  Arg  Ala  Ser  Gln  Ser  Val  Ser  Ser  Ser

            20                  25                  30

Tyr  Leu  Ala  Trp  Tyr  Gln  Gln  Lys  Pro  Gly  Gln  Ala  Pro  Arg  Leu  Leu

        35                  40                  45

Ile  Tyr  Gly  Ala  Ser  Ser  Arg  Ala  Thr  Gly  Ile  Pro  Asp  Arg  Phe  Ser

    50                  55                  60

Gly  Ser  Gly  Ser  Gly  Thr  Asp  Phe  Thr  Leu  Thr  Ile  Ser  Arg  Leu  Glu

65                  70                  75                  80

Pro  Glu  Asp  Phe  Ala  Val  Tyr  Tyr  Cys  Gln  Gln  Tyr  Gly  Ser  Ser  Pro
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                85                  90                  95

Leu  Thr  Phe  Gly  Gln  Gly  Thr  Lys  Val  Glu  Ile  Lys  Arg  Thr  Val  Ala

            100                 105                 110

Ala  Pro  Ser  Val  Phe  Ile  Phe  Pro  Pro  Ser  Asp  Glu  Gln  Leu  Lys  Ser

        115                 120                 125

Gly  Thr  Ala  Ser  Val  Val  Cys  Leu  Leu  Asn  Asn  Phe  Tyr  Pro  Arg  Glu

    130                 135                 140

Ala  Lys  Val  Gln  Trp  Lys  Val  Asp  Asn  Ala  Leu  Gln  Ser  Gly  Asn  Ser

145                 150                 155                 160

Gln  Glu  Ser  Val  Thr  Glu  Gln  Asp  Ser  Lys  Asp  Ser  Thr  Tyr  Ser  Leu

                165                 170                 175

Ser  Ser  Thr  Leu  Thr  Leu  Ser  Lys  Ala  Asp  Tyr  Glu  Lys  His  Lys  Val

            180                 185                 190

Tyr  Ala  Cys  Glu  Val  Thr  His  Gln  Gly  Leu  Ser  Ser  Pro  Val  Thr  Lys

        195                 200                 205

Ser  Phe  Asn  Arg  Gly  Glu  Cys

    210                 215

<210>  60

<211>  214

<212>  PRT

<213> 人工序列

<220>

<223>  LC  CD3  CH2527  (Crossfab,  VL-CH1)

<400>  60

Gln  Ala  Val  Val  Thr  Gln  Glu  Pro  Ser  Leu  Thr  Val  Ser  Pro  Gly  Gly

1               5                   10                  15

Thr  Val  Thr  Leu  Thr  Cys  Gly  Ser  Ser  Thr  Gly  Ala  Val  Thr  Thr  Ser

            20                  25                  30

Asn  Tyr  Ala  Asn  Trp  Val  Gln  Glu  Lys  Pro  Gly  Gln  Ala  Phe  Arg  Gly

        35                  40                  45

Leu  Ile  Gly  Gly  Thr  Asn  Lys  Arg  Ala  Pro  Gly  Thr  Pro  Ala  Arg  Phe

    50                  55                  60

Ser  Gly  Ser  Leu  Leu  Gly  Gly  Lys  Ala  Ala  Leu  Thr  Leu  Ser  Gly  Ala

65                  70                  75                  80

Gln  Pro  Glu  Asp  Glu  Ala  Glu  Tyr  Tyr  Cys  Ala  Leu  Trp  Tyr  Ser  Asn

                85                  90                  95

Leu  Trp  Val  Phe  Gly  Gly  Gly  Thr  Lys  Leu  Thr  Val  Leu  Ser  Ser  Ala

            100                 105                 110

Ser  Thr  Lys  Gly  Pro  Ser  Val  Phe  Pro  Leu  Ala  Pro  Ser  Ser  Lys  Ser
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        115                 120                 125

Thr  Ser  Gly  Gly  Thr  Ala  Ala  Leu  Gly  Cys  Leu  Val  Lys  Asp  Tyr  Phe

    130                 135                 140

Pro  Glu  Pro  Val  Thr  Val  Ser  Trp  Asn  Ser  Gly  Ala  Leu  Thr  Ser  Gly

145                 150                 155                 160

Val  His  Thr  Phe  Pro  Ala  Val  Leu  Gln  Ser  Ser  Gly  Leu  Tyr  Ser  Leu

                165                 170                 175

Ser  Ser  Val  Val  Thr  Val  Pro  Ser  Ser  Ser  Leu  Gly  Thr  Gln  Thr  Tyr

            180                 185                 190

Ile  Cys  Asn  Val  Asn  His  Lys  Pro  Ser  Asn  Thr  Lys  Val  Asp  Lys  Lys

        195                 200                 205

Val  Glu  Pro  Lys  Ser  Cys

    210

<210>  61

<211>  688

<212>  PRT

<213> 人工序列

<220>

<223>  DP47  GS  (VH-CH1)  -  CD3  CH2527  (Crossfab  VH-Ck)  -  Fc(节)

P329GLALA

<400>  61

Glu  Val  Gln  Leu  Leu  Glu  Ser  Gly  Gly  Gly  Leu  Val  Gln  Pro  Gly  Gly

1               5                   10                  15

Ser  Leu  Arg  Leu  Ser  Cys  Ala  Ala  Ser  Gly  Phe  Thr  Phe  Ser  Ser  Tyr

            20                  25                  30

Ala  Met  Ser  Trp  Val  Arg  Gln  Ala  Pro  Gly  Lys  Gly  Leu  Glu  Trp  Val

        35                  40                  45

Ser  Ala  Ile  Ser  Gly  Ser  Gly  Gly  Ser  Thr  Tyr  Tyr  Ala  Asp  Ser  Val

    50                  55                  60

Lys  Gly  Arg  Phe  Thr  Ile  Ser  Arg  Asp  Asn  Ser  Lys  Asn  Thr  Leu  Tyr

65                  70                  75                  80

Leu  Gln  Met  Asn  Ser  Leu  Arg  Ala  Glu  Asp  Thr  Ala  Val  Tyr  Tyr  Cys

                85                  90                  95

Ala  Lys  Gly  Ser  Gly  Phe  Asp  Tyr  Trp  Gly  Gln  Gly  Thr  Leu  Val  Thr

            100                 105                 110

Val  Ser  Ser  Ala  Ser  Thr  Lys  Gly  Pro  Ser  Val  Phe  Pro  Leu  Ala  Pro

        115                 120                 125

Ser  Ser  Lys  Ser  Thr  Ser  Gly  Gly  Thr  Ala  Ala  Leu  Gly  Cys  Leu  Val

    130                 135                 140
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Lys  Asp  Tyr  Phe  Pro  Glu  Pro  Val  Thr  Val  Ser  Trp  Asn  Ser  Gly  Ala

145                 150                 155                 160

Leu  Thr  Ser  Gly  Val  His  Thr  Phe  Pro  Ala  Val  Leu  Gln  Ser  Ser  Gly

                165                 170                 175

Leu  Tyr  Ser  Leu  Ser  Ser  Val  Val  Thr  Val  Pro  Ser  Ser  Ser  Leu  Gly

            180                 185                 190

Thr  Gln  Thr  Tyr  Ile  Cys  Asn  Val  Asn  His  Lys  Pro  Ser  Asn  Thr  Lys

        195                 200                 205

Val  Asp  Lys  Lys  Val  Glu  Pro  Lys  Ser  Cys  Asp  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser

    210                 215                 220

Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Glu  Val  Gln  Leu  Leu  Glu  Ser  Gly  Gly  Gly  Leu

225                 230                 235                 240

Val  Gln  Pro  Gly  Gly  Ser  Leu  Arg  Leu  Ser  Cys  Ala  Ala  Ser  Gly  Phe

                245                 250                 255

Thr  Phe  Ser  Thr  Tyr  Ala  Met  Asn  Trp  Val  Arg  Gln  Ala  Pro  Gly  Lys

            260                 265                 270

Gly  Leu  Glu  Trp  Val  Ser  Arg  Ile  Arg  Ser  Lys  Tyr  Asn  Asn  Tyr  Ala

        275                 280                 285

Thr  Tyr  Tyr  Ala  Asp  Ser  Val  Lys  Gly  Arg  Phe  Thr  Ile  Ser  Arg  Asp

    290                 295                 300

Asp  Ser  Lys  Asn  Thr  Leu  Tyr  Leu  Gln  Met  Asn  Ser  Leu  Arg  Ala  Glu

305                 310                 315                 320

Asp  Thr  Ala  Val  Tyr  Tyr  Cys  Val  Arg  His  Gly  Asn  Phe  Gly  Asn  Ser

                325                 330                 335

Tyr  Val  Ser  Trp  Phe  Ala  Tyr  Trp  Gly  Gln  Gly  Thr  Leu  Val  Thr  Val

            340                 345                 350

Ser  Ser  Ala  Ser  Val  Ala  Ala  Pro  Ser  Val  Phe  Ile  Phe  Pro  Pro  Ser

        355                 360                 365

Asp  Glu  Gln  Leu  Lys  Ser  Gly  Thr  Ala  Ser  Val  Val  Cys  Leu  Leu  Asn

    370                 375                 380

Asn  Phe  Tyr  Pro  Arg  Glu  Ala  Lys  Val  Gln  Trp  Lys  Val  Asp  Asn  Ala

385                 390                 395                 400

Leu  Gln  Ser  Gly  Asn  Ser  Gln  Glu  Ser  Val  Thr  Glu  Gln  Asp  Ser  Lys

                405                 410                 415

Asp  Ser  Thr  Tyr  Ser  Leu  Ser  Ser  Thr  Leu  Thr  Leu  Ser  Lys  Ala  Asp

            420                 425                 430

Tyr  Glu  Lys  His  Lys  Val  Tyr  Ala  Cys  Glu  Val  Thr  His  Gln  Gly  Leu

        435                 440                 445

Ser  Ser  Pro  Val  Thr  Lys  Ser  Phe  Asn  Arg  Gly  Glu  Cys  Asp  Lys  Thr
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    450                 455                 460

His  Thr  Cys  Pro  Pro  Cys  Pro  Ala  Pro  Glu  Ala  Ala  Gly  Gly  Pro  Ser

465                 470                 475                 480

Val  Phe  Leu  Phe  Pro  Pro  Lys  Pro  Lys  Asp  Thr  Leu  Met  Ile  Ser  Arg

                485                 490                 495

Thr  Pro  Glu  Val  Thr  Cys  Val  Val  Val  Asp  Val  Ser  His  Glu  Asp  Pro

            500                 505                 510

Glu  Val  Lys  Phe  Asn  Trp  Tyr  Val  Asp  Gly  Val  Glu  Val  His  Asn  Ala

        515                 520                 525

Lys  Thr  Lys  Pro  Arg  Glu  Glu  Gln  Tyr  Asn  Ser  Thr  Tyr  Arg  Val  Val

    530                 535                 540

Ser  Val  Leu  Thr  Val  Leu  His  Gln  Asp  Trp  Leu  Asn  Gly  Lys  Glu  Tyr

545                 550                 555                 560

Lys  Cys  Lys  Val  Ser  Asn  Lys  Ala  Leu  Gly  Ala  Pro  Ile  Glu  Lys  Thr

                565                 570                 575

Ile  Ser  Lys  Ala  Lys  Gly  Gln  Pro  Arg  Glu  Pro  Gln  Val  Tyr  Thr  Leu

            580                 585                 590

Pro  Pro  Cys  Arg  Asp  Glu  Leu  Thr  Lys  Asn  Gln  Val  Ser  Leu  Trp  Cys

        595                 600                 605

Leu  Val  Lys  Gly  Phe  Tyr  Pro  Ser  Asp  Ile  Ala  Val  Glu  Trp  Glu  Ser

    610                 615                 620

Asn  Gly  Gln  Pro  Glu  Asn  Asn  Tyr  Lys  Thr  Thr  Pro  Pro  Val  Leu  Asp

625                 630                 635                 640

Ser  Asp  Gly  Ser  Phe  Phe  Leu  Tyr  Ser  Lys  Leu  Thr  Val  Asp  Lys  Ser

                645                 650                 655

Arg  Trp  Gln  Gln  Gly  Asn  Val  Phe  Ser  Cys  Ser  Val  Met  His  Glu  Ala

            660                 665                 670

Leu  His  Asn  His  Tyr  Thr  Gln  Lys  Ser  Leu  Ser  Leu  Ser  Pro  Gly  Lys

        675                 680                 685

<210>  62

<211>  445

<212>  PRT

<213> 人工序列

<220>

<223>  DP47  GS  (VH-CH1)  -  Fc(穴)  P329GLALA

<400>  62

Glu  Val  Gln  Leu  Leu  Glu  Ser  Gly  Gly  Gly  Leu  Val  Gln  Pro  Gly  Gly

1               5                   10                  15

Ser  Leu  Arg  Leu  Ser  Cys  Ala  Ala  Ser  Gly  Phe  Thr  Phe  Ser  Ser  Tyr
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            20                  25                  30

Ala  Met  Ser  Trp  Val  Arg  Gln  Ala  Pro  Gly  Lys  Gly  Leu  Glu  Trp  Val

        35                  40                  45

Ser  Ala  Ile  Ser  Gly  Ser  Gly  Gly  Ser  Thr  Tyr  Tyr  Ala  Asp  Ser  Val

    50                  55                  60

Lys  Gly  Arg  Phe  Thr  Ile  Ser  Arg  Asp  Asn  Ser  Lys  Asn  Thr  Leu  Tyr

65                  70                  75                  80

Leu  Gln  Met  Asn  Ser  Leu  Arg  Ala  Glu  Asp  Thr  Ala  Val  Tyr  Tyr  Cys

                85                  90                  95

Ala  Lys  Gly  Ser  Gly  Phe  Asp  Tyr  Trp  Gly  Gln  Gly  Thr  Leu  Val  Thr

            100                 105                 110

Val  Ser  Ser  Ala  Ser  Thr  Lys  Gly  Pro  Ser  Val  Phe  Pro  Leu  Ala  Pro

        115                 120                 125

Ser  Ser  Lys  Ser  Thr  Ser  Gly  Gly  Thr  Ala  Ala  Leu  Gly  Cys  Leu  Val

    130                 135                 140

Lys  Asp  Tyr  Phe  Pro  Glu  Pro  Val  Thr  Val  Ser  Trp  Asn  Ser  Gly  Ala

145                 150                 155                 160

Leu  Thr  Ser  Gly  Val  His  Thr  Phe  Pro  Ala  Val  Leu  Gln  Ser  Ser  Gly

                165                 170                 175

Leu  Tyr  Ser  Leu  Ser  Ser  Val  Val  Thr  Val  Pro  Ser  Ser  Ser  Leu  Gly

            180                 185                 190

Thr  Gln  Thr  Tyr  Ile  Cys  Asn  Val  Asn  His  Lys  Pro  Ser  Asn  Thr  Lys

        195                 200                 205

Val  Asp  Lys  Lys  Val  Glu  Pro  Lys  Ser  Cys  Asp  Lys  Thr  His  Thr  Cys

    210                 215                 220

Pro  Pro  Cys  Pro  Ala  Pro  Glu  Ala  Ala  Gly  Gly  Pro  Ser  Val  Phe  Leu

225                 230                 235                 240

Phe  Pro  Pro  Lys  Pro  Lys  Asp  Thr  Leu  Met  Ile  Ser  Arg  Thr  Pro  Glu

                245                 250                 255

Val  Thr  Cys  Val  Val  Val  Asp  Val  Ser  His  Glu  Asp  Pro  Glu  Val  Lys

            260                 265                 270

Phe  Asn  Trp  Tyr  Val  Asp  Gly  Val  Glu  Val  His  Asn  Ala  Lys  Thr  Lys

        275                 280                 285

Pro  Arg  Glu  Glu  Gln  Tyr  Asn  Ser  Thr  Tyr  Arg  Val  Val  Ser  Val  Leu

    290                 295                 300

Thr  Val  Leu  His  Gln  Asp  Trp  Leu  Asn  Gly  Lys  Glu  Tyr  Lys  Cys  Lys

305                 310                 315                 320

Val  Ser  Asn  Lys  Ala  Leu  Gly  Ala  Pro  Ile  Glu  Lys  Thr  Ile  Ser  Lys

                325                 330                 335
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Ala  Lys  Gly  Gln  Pro  Arg  Glu  Pro  Gln  Val  Cys  Thr  Leu  Pro  Pro  Ser

            340                 345                 350

Arg  Asp  Glu  Leu  Thr  Lys  Asn  Gln  Val  Ser  Leu  Ser  Cys  Ala  Val  Lys

        355                 360                 365

Gly  Phe  Tyr  Pro  Ser  Asp  Ile  Ala  Val  Glu  Trp  Glu  Ser  Asn  Gly  Gln

    370                 375                 380

Pro  Glu  Asn  Asn  Tyr  Lys  Thr  Thr  Pro  Pro  Val  Leu  Asp  Ser  Asp  Gly

385                 390                 395                 400

Ser  Phe  Phe  Leu  Val  Ser  Lys  Leu  Thr  Val  Asp  Lys  Ser  Arg  Trp  Gln

                405                 410                 415

Gln  Gly  Asn  Val  Phe  Ser  Cys  Ser  Val  Met  His  Glu  Ala  Leu  His  Asn

            420                 425                 430

His  Tyr  Thr  Gln  Lys  Ser  Leu  Ser  Leu  Ser  Pro  Gly  Lys

        435                 440                 445

<210>  63

<211>  1365

<212>  DNA

<213> 人工序列

<220>

<223>  HC  CD3  CH2527  (VH_3-23(12))

<400>  63

gaggtgcagc  tgctggaatc  tggcggcgga  ctggtgcagc  ctggcggatc  tctgagactg  60

agctgtgccg  ccagcggctt  caccttcagc  acctacgcca  tgaactgggt  gcgccaggcc  120

cctggcaaag  gcctggaatg  ggtgtcccgg  atcagaagca  agtacaacaa  ctacgccacc  180

tactacgccg  acagcgtgaa  gggccggttc  accatcagcc  gggacgacag  caagaacacc  240

ctgtacctgc  agatgaacag  cctgcgggcc  gaggacaccg  ccgtgtacta  ttgtgtgcgg  300

cacggcaact  tcggcaacag  ctatgtgtct  tggtttgcct  actggggcca  gggcaccctc  360

gtgaccgtgt  catctgctag  caccaagggc  ccatcggtct  tccccctggc  accctcctcc  420

aagagcacct  ctgggggcac  agcggccctg  ggctgcctgg  tcaaggacta  cttccccgaa  480

ccggtgacgg  tgtcgtggaa  ctcaggcgcc  ctgaccagcg  gcgtgcacac  cttcccggct  540

gtcctacagt  cctcaggact  ctactccctc  agcagcgtgg  tgaccgtgcc  ctccagcagc  600

ttgggcaccc  agacctacat  ctgcaacgtg  aatcacaagc  ccagcaacac  caaggtggac  660

aagaaagttg  agcccaaatc  ttgtgacaaa  actcacacat  gcccaccgtg  cccagcacct  720

gaactcctgg  ggggaccgtc  agtcttcctc  ttccccccaa  aacccaagga  caccctcatg  780

atctcccgga  cccctgaggt  cacatgcgtg  gtggtggacg  tgagccacga  agaccctgag  840

gtcaagttca  actggtacgt  ggacggcgtg  gaggtgcata  atgccaagac  aaagccgcgg  900

gaggagcagt  acaacagcac  gtaccgtgtg  gtcagcgtcc  tcaccgtcct  gcaccaggac  960

tggctgaatg  gcaaggagta  caagtgcaag  gtctccaaca  aagccctccc  agcccccatc  1020

gagaaaacca  tctccaaagc  caaagggcag  ccccgagaac  cacaggtgta  caccctgccc  1080
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ccatcccggg  atgagctgac  caagaaccag  gtcagcctga  cctgcctggt  caaaggcttc  1140

tatcccagcg  acatcgccgt  ggagtgggag  agcaatgggc  agccggagaa  caactacaag  1200

accacgcctc  ccgtgctgga  ctccgacggc  tccttcttcc  tctacagcaa  gctcaccgtg  1260

gacaagagca  ggtggcagca  ggggaacgtc  ttctcatgct  ccgtgatgca  tgaggctctg  1320

cacaaccact  acacgcagaa  gagcctctcc  ctgtctccgg  gtaaa  1365

<210>  64

<211>  645

<212>  DNA

<213> 人工序列

<220>

<223>  LC  CD3  CH2527  (VL_7-46(13))

<400>  64

caggccgtcg  tgacccagga  acccagcctg  acagtgtctc  ctggcggcac  cgtgaccctg  60

acatgtggca  gttctacagg  cgccgtgacc  accagcaact  acgccaactg  ggtgcaggaa  120

aagcccggcc  aggccttcag  aggactgatc  ggcggcacca  acaagagagc  ccctggcacc  180

cctgccagat  tcagcggatc  tctgctggga  ggaaaggccg  ccctgacact  gtctggcgcc  240

cagccagaag  atgaggccga  gtactactgc  gccctgtggt  acagcaacct  gtgggtgttc  300

ggcggaggca  ccaagctgac  agtcctaggt  caacccaagg  ctgcccccag  cgtgaccctg  360

ttccccccca  gcagcgagga  actgcaggcc  aacaaggcca  ccctggtctg  cctgatcagc  420

gacttctacc  caggcgccgt  gaccgtggcc  tggaaggccg  acagcagccc  cgtgaaggcc  480

ggcgtggaga  ccaccacccc  cagcaagcag  agcaacaaca  agtacgccgc  cagcagctac  540

ctgagcctga  cccccgagca  gtggaagagc  cacaggtcct  acagctgcca  ggtgacccac  600

gagggcagca  ccgtggagaa  aaccgtggcc  cccaccgagt  gcagc  645

<210>  65

<211>  375

<212>  DNA

<213> 人工序列

<220>

<223>  VH  CD3  CH2527  (VH_3-23(12))

<400>  65

gaggtgcagc  tgctggaatc  tggcggcgga  ctggtgcagc  ctggcggatc  tctgagactg  60

agctgtgccg  ccagcggctt  caccttcagc  acctacgcca  tgaactgggt  gcgccaggcc  120

cctggcaaag  gcctggaatg  ggtgtcccgg  atcagaagca  agtacaacaa  ctacgccacc  180

tactacgccg  acagcgtgaa  gggccggttc  accatcagcc  gggacgacag  caagaacacc  240

ctgtacctgc  agatgaacag  cctgcgggcc  gaggacaccg  ccgtgtacta  ttgtgtgcgg  300

cacggcaact  tcggcaacag  ctatgtgtct  tggtttgcct  actggggcca  gggcaccctc  360

gtgaccgtgt  catct  375

<210>  66

<211>  15
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<212>  DNA

<213> 人工序列

<220>

<223>  HCDR1  CD3  CH2527  (VH_3-23(12))

<400>  66

acctacgcca  tgaac  15

<210>  67

<211>  57

<212>  DNA

<213> 人工序列

<220>

<223>  HCDR2  CD3  CH2527  (VH_3-23(12))

<400>  67

cggatcagaa  gcaagtacaa  caactacgcc  acctactacg  ccgacagcgt  gaagggc  57

<210>  68

<211>  42

<212>  DNA

<213> 人工序列

<220>

<223>  HCDR3  CD3  CH2527  (VH_3-23(12))

<400>  68

cacggcaact  tcggcaacag  ctatgtgtct  tggtttgcct  ac  42

<210>  69

<211>  327

<212>  DNA

<213> 人工序列

<220>

<223>  VL  CD3  CH2527  (VL_7-46(13))

<400>  69

caggccgtcg  tgacccagga  acccagcctg  acagtgtctc  ctggcggcac  cgtgaccctg  60

acatgtggca  gttctacagg  cgccgtgacc  accagcaact  acgccaactg  ggtgcaggaa  120

aagcccggcc  aggccttcag  aggactgatc  ggcggcacca  acaagagagc  ccctggcacc  180

cctgccagat  tcagcggatc  tctgctggga  ggaaaggccg  ccctgacact  gtctggcgcc  240

cagccagaag  atgaggccga  gtactactgc  gccctgtggt  acagcaacct  gtgggtgttc  300

ggcggaggca  ccaagctgac  agtccta  327

<210>  70

<211>  42

<212>  DNA

<213> 人工序列
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<220>

<223>  LCDR1  CD3  CH2527  (VL_7-46(13))

<400>  70

ggcagttcta  caggcgccgt  gaccaccagc  aactacgcca  ac  42

<210>  71

<211>  21

<212>  DNA

<213> 人工序列

<220>

<223>  LCDR2  CD3  CH2527  (VL_7-46(13))

<400>  71

ggcaccaaca  agagagcccc  t  21

<210>  72

<211>  27

<212>  DNA

<213> 人工序列

<220>

<223>  LCDR3  CD3  CH2527  (VL_7-46(13))

<400>  72

gccctgtggt  acagcaacct  gtgggtg  27

<210>  73

<211>  1326

<212>  DNA

<213> 人工序列

<220>

<223>  HC  MCSP  M4-3  (C1)

<400>  73

caggtgcaat  tgcaggaaag  cggccctggc  ctggtcaagc  ccagccagac  cctgagcctg  60

acctgcaccg  tgtccggcgg  cagcatcacc  agcggctatt  attggaactg  gattcggcag  120

caccccggca  agggcctgga  atggatcggc  tacatcactt  tcgacggctc  taacaactac  180

aaccccagcc  tgaagtccag  agtgaccatc  agccgggaca  ccagcaagaa  ccagttcagc  240

ctgaagctgt  ccagcgtgac  agccgccgac  accgccgtgt  actactgcgc  cgacttcgac  300

tactggggcc  agggcaccct  ggtcaccgtg  tccagcgcta  gcaccaaggg  cccatcggtc  360

ttccccctgg  caccctcctc  caagagcacc  tctgggggca  cagcggccct  gggctgcctg  420

gtcaaggact  acttccccga  accggtgacg  gtgtcgtgga  actcaggcgc  cctgaccagc  480

ggcgtgcaca  ccttcccggc  tgtcctacag  tcctcaggac  tctactccct  cagcagcgtg  540

gtgaccgtgc  cctccagcag  cttgggcacc  cagacctaca  tctgcaacgt  gaatcacaag  600

cccagcaaca  ccaaggtgga  caagaaagtt  gagcccaaat  cttgtgacaa  aactcacaca  660

tgcccaccgt  gcccagcacc  tgaactcctg  gggggaccgt  cagtcttcct  cttcccccca  720
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aaacccaagg  acaccctcat  gatctcccgg  acccctgagg  tcacatgcgt  ggtggtggac  780

gtgagccacg  aagaccctga  ggtcaagttc  aactggtacg  tggacggcgt  ggaggtgcat  840

aatgccaaga  caaagccgcg  ggaggagcag  tacaacagca  cgtaccgtgt  ggtcagcgtc  900

ctcaccgtcc  tgcaccagga  ctggctgaat  ggcaaggagt  acaagtgcaa  ggtctccaac  960

aaagccctcc  cagcccccat  cgagaaaacc  atctccaaag  ccaaagggca  gccccgagaa  1020

ccacaggtgt  acaccctgcc  cccatcccgg  gatgagctga  ccaagaacca  ggtcagcctg  1080

acctgcctgg  tcaaaggctt  ctatcccagc  gacatcgccg  tggagtggga  gagcaatggg  1140

cagccggaga  acaactacaa  gaccacgcct  cccgtgctgg  actccgacgg  ctccttcttc  1200

ctctacagca  agctcaccgt  ggacaagagc  aggtggcagc  aggggaacgt  cttctcatgc  1260

tccgtgatgc  atgaggctct  gcacaaccac  tacacgcaga  agagcctctc  cctgtctccg  1320

ggtaaa  1326

<210>  74

<211>  642

<212>  DNA

<213> 人工序列

<220>

<223>  LC  MCSP  ML2  (G3)

<400>  74

gacatccaga  tgacccagag  ccccagcagc  ctgagcgcca  gcgtgggcga  cagagtgacc  60

atcacctgcc  gggccagcca  gggcatccgg  aactacctga  actggtatca  gcagaagccc  120

ggcaaggccc  ccaagctgct  gatctactac  accagcagcc  tgcacagcgg  cgtgcctagc  180

cggtttagcg  gcagcggctc  cggcaccgac  tacaccctga  ccattagctc  cctgcagccc  240

gaggacttcg  ccacctacta  ctgccagcag  tactctgctc  tgccgtggac  cttcggccag  300

ggaacaaagg  tggagatcaa  gcgtacggtg  gctgcaccat  ctgtcttcat  cttcccgcca  360

tctgatgagc  agttgaaatc  tggaactgcc  tctgttgtgt  gcctgctgaa  taacttctat  420

cccagagagg  ccaaagtaca  gtggaaggtg  gataacgccc  tccaatcggg  taactcccag  480

gagagtgtca  cagagcagga  cagcaaggac  agcacctaca  gcctcagcag  caccctgacg  540

ctgagcaaag  cagactacga  gaaacacaaa  gtctacgcct  gcgaagtcac  ccatcagggc  600

ctgagctcgc  ccgtcacaaa  gagcttcaac  aggggagagt  gt  642

<210>  75

<211>  336

<212>  DNA

<213> 人工序列

<220>

<223>  VH  MCSP  M4-3  (C1)

<400>  75

caggtgcaat  tgcaggaaag  cggccctggc  ctggtcaagc  ccagccagac  cctgagcctg  60

acctgcaccg  tgtccggcgg  cagcatcacc  agcggctatt  attggaactg  gattcggcag  120

caccccggca  agggcctgga  atggatcggc  tacatcactt  tcgacggctc  taacaactac  180
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aaccccagcc  tgaagtccag  agtgaccatc  agccgggaca  ccagcaagaa  ccagttcagc  240

ctgaagctgt  ccagcgtgac  agccgccgac  accgccgtgt  actactgcgc  cgacttcgac  300

tactggggcc  agggcaccct  ggtcaccgtg  tccagc  336

<210>  76

<211>  18

<212>  DNA

<213> 人工序列

<220>

<223>  HCDR1  MCSP  M4-3  (C1)

<400>  76

agcggctatt  attggaac  18

<210>  77

<211>  48

<212>  DNA

<213> 人工序列

<220>

<223>  HCDR2  MCSP  M4-3  (C1)

<400>  77

tacatcactt  tcgacggctc  taacaactac  aaccccagcc  tgaagtcc  48

<210>  78

<211>  9

<212>  DNA

<213> 人工序列

<220>

<223>  HCDR3  MCSP  M4-3  (C1)

<400>  78

ttcgactac  9

<210>  79

<211>  321

<212>  DNA

<213> 人工序列

<220>

<223>  VL  MCSP  ML2  (G3)

<400>  79

gacatccaga  tgacccagag  ccccagcagc  ctgagcgcca  gcgtgggcga  cagagtgacc  60

atcacctgcc  gggccagcca  gggcatccgg  aactacctga  actggtatca  gcagaagccc  120

ggcaaggccc  ccaagctgct  gatctactac  accagcagcc  tgcacagcgg  cgtgcctagc  180

cggtttagcg  gcagcggctc  cggcaccgac  tacaccctga  ccattagctc  cctgcagccc  240

gaggacttcg  ccacctacta  ctgccagcag  tactctgctc  tgccgtggac  cttcggccag  300
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ggaacaaagg  tggagatcaa  g  321

<210>  80

<211>  33

<212>  DNA

<213> 人工序列

<220>

<223>  LCDR1  MCSP  ML2  (G3)

<400>  80

cgggccagcc  agggcatccg  gaactacctg  aac  33

<210>  81

<211>  21

<212>  DNA

<213> 人工序列

<220>

<223>  LCDR2  MCSP  ML2  (G3)

<400>  81

tacaccagca  gcctgcacag  c  21

<210>  82

<211>  27

<212>  DNA

<213> 人工序列

<220>

<223>  LCDR3  MCSP  ML2  (G3)

<400>  82

cagcagtact  ctgctctgcc  gtggacc  27

<210>  83

<211>  1353

<212>  DNA

<213> 人工序列

<220>

<223>  HC  CEA  CH1A1A  98-99

<400>  83

caggtgcagc  tggtgcagtc  tggcgccgaa  gtgaagaaac  ctggagctag  tgtgaaggtg  60

tcctgcaagg  ccagcggcta  caccttcacc  gagttcggca  tgaactgggt  ccgacaggct  120

ccaggccagg  gcctcgaatg  gatgggctgg  atcaacacca  agaccggcga  ggccacctac  180

gtggaagagt  tcaagggcag  agtgaccttc  accacggaca  ccagcaccag  caccgcctac  240

atggaactgc  ggagcctgag  aagcgacgac  accgccgtgt  actactgcgc  cagatgggac  300

ttcgcctatt  acgtggaagc  catggactac  tggggccagg  gcaccaccgt  gaccgtgtct  360

agcgctagca  ccaagggccc  atcggtcttc  cccctggcac  cctcctccaa  gagcacctct  420
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gggggcacag  cggccctggg  ctgcctggtc  aaggactact  tccccgaacc  ggtgacggtg  480

tcgtggaact  caggcgccct  gaccagcggc  gtgcacacct  tcccggctgt  cctacagtcc  540

tcaggactct  actccctcag  cagcgtggtg  accgtgccct  ccagcagctt  gggcacccag  600

acctacatct  gcaacgtgaa  tcacaagccc  agcaacacca  aggtggacaa  gaaagttgag  660

cccaaatctt  gtgacaaaac  tcacacatgc  ccaccgtgcc  cagcacctga  actcctgggg  720

ggaccgtcag  tcttcctctt  ccccccaaaa  cccaaggaca  ccctcatgat  ctcccggacc  780

cctgaggtca  catgcgtggt  ggtggacgtg  agccacgaag  accctgaggt  caagttcaac  840

tggtacgtgg  acggcgtgga  ggtgcataat  gccaagacaa  agccgcggga  ggagcagtac  900

aacagcacgt  accgtgtggt  cagcgtcctc  accgtcctgc  accaggactg  gctgaatggc  960

aaggagtaca  agtgcaaggt  ctccaacaaa  gccctcccag  cccccatcga  gaaaaccatc  1020

tccaaagcca  aagggcagcc  ccgagaacca  caggtgtaca  ccctgccccc  atcccgggat  1080

gagctgacca  agaaccaggt  cagcctgacc  tgcctggtca  aaggcttcta  tcccagcgac  1140

atcgccgtgg  agtgggagag  caatgggcag  ccggagaaca  actacaagac  cacgcctccc  1200

gtgctggact  ccgacggctc  cttcttcctc  tacagcaagc  tcaccgtgga  caagagcagg  1260

tggcagcagg  ggaacgtctt  ctcatgctcc  gtgatgcatg  aggctctgca  caaccactac  1320

acgcagaaga  gcctctccct  gtctccgggt  aaa  1353

<210>  84

<211>  645

<212>  DNA

<213> 人工序列

<220>

<223>  LC  CEA  2F1

<400>  84

gatatccaga  tgacccagtc  tccatcctcc  ctgtctgcat  ctgtgggaga  cagagtcacc  60

atcacttgca  aggccagtgc  ggctgtgggt  acgtatgttg  cgtggtatca  gcagaaacca  120

gggaaagcac  ctaagctcct  gatctattcg  gcatcctacc  gcaaaagggg  agtcccatca  180

aggttcagtg  gcagtggatc  tgggacagat  ttcactctca  ccatcagcag  tctgcaacct  240

gaagatttcg  caacttacta  ctgtcaccaa  tattacacct  atcctctatt  cacgtttggc  300

cagggcacca  agctcgagat  caagcgtacg  gtggctgcac  catctgtctt  catcttcccg  360

ccatctgatg  agcagttgaa  atctggaact  gcctctgttg  tgtgcctgct  gaataacttc  420

tatcccagag  aggccaaagt  acagtggaag  gtggataacg  ccctccaatc  gggtaactcc  480

caggagagtg  tcacagagca  ggacagcaag  gacagcacct  acagcctcag  cagcaccctg  540

acgctgagca  aagcagacta  cgagaaacac  aaagtctacg  cctgcgaagt  cacccatcag  600

ggcctgagct  cgcccgtcac  aaagagcttc  aacaggggag  agtgt  645

<210>  85

<211>  363

<212>  DNA

<213> 人工序列

<220>
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<223>  VH  CEA  CH1A1A  98-99

<400>  85

caggtgcagc  tggtgcagtc  tggcgccgaa  gtgaagaaac  ctggagctag  tgtgaaggtg  60

tcctgcaagg  ccagcggcta  caccttcacc  gagttcggca  tgaactgggt  ccgacaggct  120

ccaggccagg  gcctcgaatg  gatgggctgg  atcaacacca  agaccggcga  ggccacctac  180

gtggaagagt  tcaagggcag  agtgaccttc  accacggaca  ccagcaccag  caccgcctac  240

atggaactgc  ggagcctgag  aagcgacgac  accgccgtgt  actactgcgc  cagatgggac  300

ttcgcctatt  acgtggaagc  catggactac  tggggccagg  gcaccaccgt  gaccgtgtct  360

agc  363

<210>  86

<211>  15

<212>  DNA

<213> 人工序列

<220>

<223>  HCDR1  CEA  CH1A1A  98-99

<400>  86

gagttcggca  tgaac  15

<210>  87

<211>  51

<212>  DNA

<213> 人工序列

<220>

<223>  HCDR2  CEA  CH1A1A  98-99

<400>  87

tggatcaaca  ccaagaccgg  cgaggccacc  tacgtggaag  agttcaaggg  c  51

<210>  88

<211>  36

<212>  DNA

<213> 人工序列

<220>

<223>  HCDR3  CEA  CH1A1A  98-99

<400>  88

tgggacttcg  cctattacgt  ggaagccatg  gactac  36

<210>  89

<211>  324

<212>  DNA

<213> 人工序列

<220>

<223>  VL  CEA  2F1
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<400>  89

gatatccaga  tgacccagtc  tccatcctcc  ctgtctgcat  ctgtgggaga  cagagtcacc  60

atcacttgca  aggccagtgc  ggctgtgggt  acgtatgttg  cgtggtatca  gcagaaacca  120

gggaaagcac  ctaagctcct  gatctattcg  gcatcctacc  gcaaaagggg  agtcccatca  180

aggttcagtg  gcagtggatc  tgggacagat  ttcactctca  ccatcagcag  tctgcaacct  240

gaagatttcg  caacttacta  ctgtcaccaa  tattacacct  atcctctatt  cacgtttggc  300

cagggcacca  agctcgagat  caag  324

<210>  90

<211>  33

<212>  DNA

<213> 人工序列

<220>

<223>  LCDR1  CEA  2F1

<400>  90

aaggccagtg  cggctgtggg  tacgtatgtt  gcg  33

<210>  91

<211>  21

<212>  DNA

<213> 人工序列

<220>

<223>  LCDR2  CEA  2F1

<400>  91

tcggcatcct  accgcaaaag  g  21

<210>  92

<211>  30

<212>  DNA

<213> 人工序列

<220>

<223>  LCDR3  CEA  2F1

<400>  92

caccaatatt  acacctatcc  tctattcacg  30

<210>  93

<211>  642

<212>  DNA

<213> 人工序列

<220>

<223>  LC  CD3  CH2527  (Crossfab,  VL-CH1)

<400>  93

caggccgtcg  tgacccagga  acccagcctg  acagtgtctc  ctggcggcac  cgtgaccctg  60
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acatgtggca  gttctacagg  cgccgtgacc  accagcaact  acgccaactg  ggtgcaggaa  120

aagcccggcc  aggccttcag  aggactgatc  ggcggcacca  acaagagagc  ccctggcacc  180

cctgccagat  tcagcggatc  tctgctggga  ggaaaggccg  ccctgacact  gtctggcgcc  240

cagccagaag  atgaggccga  gtactactgc  gccctgtggt  acagcaacct  gtgggtgttc  300

ggcggaggca  ccaagctgac  agtgctgagc  agcgcttcca  ccaaaggccc  ttccgtgttt  360

cctctggctc  ctagctccaa  gtccacctct  ggaggcaccg  ctgctctcgg  atgcctcgtg  420

aaggattatt  ttcctgagcc  tgtgacagtg  tcctggaata  gcggagcact  gacctctgga  480

gtgcatactt  tccccgctgt  gctgcagtcc  tctggactgt  acagcctgag  cagcgtggtg  540

acagtgccca  gcagcagcct  gggcacccag  acctacatct  gcaacgtgaa  ccacaagccc  600

agcaacacca  aggtggacaa  gaaggtggaa  cccaagtctt  gt  642

<210>  94

<211>  2055

<212>  DNA

<213> 人工序列

<220>

<223>  MCSP  M4-3  (C1)  (VH-CH1)  -  CD3  CH2527  (Crossfab  VH-Ck)  -  Fc(节)

P329GLALA

<400>  94

caggtgcaat  tgcaggaaag  cggccctggc  ctggtcaagc  ccagccagac  cctgagcctg  60

acctgcaccg  tgtccggcgg  cagcatcacc  agcggctatt  attggaactg  gattcggcag  120

caccccggca  agggcctgga  atggatcggc  tacatcactt  tcgacggctc  taacaactac  180

aaccccagcc  tgaagtccag  agtgaccatc  agccgggaca  ccagcaagaa  ccagttcagc  240

ctgaagctgt  ccagcgtgac  agccgccgac  accgccgtgt  actactgcgc  cgacttcgac  300

tactggggcc  agggcaccct  ggtcaccgtg  tccagcgcta  gcacaaaggg  ccccagcgtg  360

ttccctctgg  cccctagcag  caagagcaca  tctggcggaa  cagccgccct  gggctgcctc  420

gtgaaggact  actttcccga  gcctgtgacc  gtgtcctgga  actctggcgc  cctgacaagc  480

ggcgtgcaca  cctttccagc  cgtgctgcag  agcagcggcc  tgtactctct  gagcagcgtg  540

gtcaccgtgc  ctagcagcag  cctgggcacc  cagacctaca  tctgcaacgt  gaaccacaag  600

cccagcaaca  ccaaagtgga  caagaaggtg  gagcccaaga  gctgtgatgg  cggaggaggg  660

tccggaggcg  gaggatccga  ggtgcagctg  ctggaatctg  gcggcggact  ggtgcagcct  720

ggcggatctc  tgagactgag  ctgtgccgcc  agcggcttca  ccttcagcac  ctacgccatg  780

aactgggtgc  gccaggcccc  tggcaaaggc  ctggaatggg  tgtcccggat  cagaagcaag  840

tacaacaact  acgccaccta  ctacgccgac  agcgtgaagg  gccggttcac  catcagccgg  900

gacgacagca  agaacaccct  gtacctgcag  atgaacagcc  tgcgggccga  ggacaccgcc  960

gtgtactatt  gtgtgcggca  cggcaacttc  ggcaacagct  atgtgtcttg  gtttgcctac  1020

tggggccagg  gcaccctcgt  gaccgtgtca  agcgctagcg  tggccgctcc  ctccgtgttt  1080

atctttcccc  catccgatga  acagctgaaa  agcggcaccg  cctccgtcgt  gtgtctgctg  1140

aacaattttt  accctaggga  agctaaagtg  cagtggaaag  tggataacgc  actgcagtcc  1200

ggcaactccc  aggaatctgt  gacagaacag  gactccaagg  acagcaccta  ctccctgtcc  1260
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tccaccctga  cactgtctaa  ggctgattat  gagaaacaca  aagtctacgc  ctgcgaagtc  1320

acccatcagg  gcctgagctc  gcccgtcaca  aagagcttca  acaggggaga  gtgtgacaag  1380

acccacacct  gtcccccttg  tcctgcccct  gaagctgctg  gcggcccttc  tgtgttcctg  1440

ttccccccaa  agcccaagga  caccctgatg  atcagccgga  cccccgaagt  gacctgcgtg  1500

gtggtggatg  tgtcccacga  ggaccctgaa  gtgaagttca  attggtacgt  ggacggcgtg  1560

gaagtgcaca  acgccaagac  aaagccgcgg  gaggagcagt  acaacagcac  gtaccgtgtg  1620

gtcagcgtcc  tcaccgtcct  gcaccaggac  tggctgaatg  gcaaggagta  caagtgcaag  1680

gtctccaaca  aagccctcgg  cgcccccatc  gagaaaacca  tctccaaagc  caaagggcag  1740

ccccgagaac  cacaggtgta  caccctgccc  ccatgccggg  atgagctgac  caagaaccag  1800

gtcagcctgt  ggtgcctggt  caaaggcttc  tatcccagcg  acatcgccgt  ggagtgggag  1860

agcaatgggc  agccggagaa  caactacaag  accacgcctc  ccgtgctgga  ctccgacggc  1920

tccttcttcc  tctacagcaa  gctcaccgtg  gacaagagca  ggtggcagca  ggggaacgtc  1980

ttctcatgct  ccgtgatgca  tgaggctctg  cacaaccact  acacgcagaa  gagcctctcc  2040

ctgtctccgg  gtaaa  2055

<210>  95

<211>  1326

<212>  DNA

<213> 人工序列

<220>

<223>  MCSP  M4-3  (C1)  (VH-CH1)  -  Fc(穴)  P329GLALA

<400>  95

caggtgcaat  tgcaggaaag  cggccctggc  ctggtcaagc  ccagccagac  cctgagcctg  60

acctgcaccg  tgtccggcgg  cagcatcacc  agcggctatt  attggaactg  gattcggcag  120

caccccggca  agggcctgga  atggatcggc  tacatcactt  tcgacggctc  taacaactac  180

aaccccagcc  tgaagtccag  agtgaccatc  agccgggaca  ccagcaagaa  ccagttcagc  240

ctgaagctgt  ccagcgtgac  agccgccgac  accgccgtgt  actactgcgc  cgacttcgac  300

tactggggcc  agggcaccct  ggtcaccgtg  tccagcgcta  gcaccaaggg  cccctccgtg  360

ttccccctgg  cccccagcag  caagagcacc  agcggcggca  cagccgctct  gggctgcctg  420

gtcaaggact  acttccccga  gcccgtgacc  gtgtcctgga  acagcggagc  cctgacctcc  480

ggcgtgcaca  ccttccccgc  cgtgctgcag  agttctggcc  tgtatagcct  gagcagcgtg  540

gtcaccgtgc  cttctagcag  cctgggcacc  cagacctaca  tctgcaacgt  gaaccacaag  600

cccagcaaca  ccaaggtgga  caagaaggtg  gagcccaaga  gctgcgacaa  aactcacaca  660

tgcccaccgt  gcccagcacc  tgaagctgca  gggggaccgt  cagtcttcct  cttcccccca  720

aaacccaagg  acaccctcat  gatctcccgg  acccctgagg  tcacatgcgt  ggtggtggac  780

gtgagccacg  aagaccctga  ggtcaagttc  aactggtacg  tggacggcgt  ggaggtgcat  840

aatgccaaga  caaagccgcg  ggaggagcag  tacaacagca  cgtaccgtgt  ggtcagcgtc  900

ctcaccgtcc  tgcaccagga  ctggctgaat  ggcaaggagt  acaagtgcaa  ggtctccaac  960

aaagccctcg  gcgcccccat  cgagaaaacc  atctccaaag  ccaaagggca  gccccgagaa  1020

ccacaggtgt  gcaccctgcc  cccatcccgg  gatgagctga  ccaagaacca  ggtcagcctc  1080
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tcgtgcgcag  tcaaaggctt  ctatcccagc  gacatcgccg  tggagtggga  gagcaatggg  1140

cagccggaga  acaactacaa  gaccacgcct  cccgtgctgg  actccgacgg  ctccttcttc  1200

ctcgtgagca  agctcaccgt  ggacaagagc  aggtggcagc  aggggaacgt  cttctcatgc  1260

tccgtgatgc  atgaggctct  gcacaaccac  tacacgcaga  agagcctctc  cctgtctccg  1320

ggtaaa  1326

<210>  96

<211>  642

<212>  DNA

<213> 人工序列

<220>

<223>  LC  CD3  CH2527  (Crossfab,  VL-CH1)

<400>  96

caggccgtcg  tgacccagga  acccagcctg  acagtgtctc  ctggcggcac  cgtgaccctg  60

acatgtggca  gttctacagg  cgccgtgacc  accagcaact  acgccaactg  ggtgcaggaa  120

aagcccggcc  aggccttcag  aggactgatc  ggcggcacca  acaagagagc  ccctggcacc  180

cctgccagat  tcagcggatc  tctgctggga  ggaaaggccg  ccctgacact  gtctggcgcc  240

cagccagaag  atgaggccga  gtactactgc  gccctgtggt  acagcaacct  gtgggtgttc  300

ggcggaggca  ccaagctgac  agtgctgagc  agcgcttcca  ccaaaggccc  ttccgtgttt  360

cctctggctc  ctagctccaa  gtccacctct  ggaggcaccg  ctgctctcgg  atgcctcgtg  420

aaggattatt  ttcctgagcc  tgtgacagtg  tcctggaata  gcggagcact  gacctctgga  480

gtgcatactt  tccccgctgt  gctgcagtcc  tctggactgt  acagcctgag  cagcgtggtg  540

acagtgccca  gcagcagcct  gggcacccag  acctacatct  gcaacgtgaa  ccacaagccc  600

agcaacacca  aggtggacaa  gaaggtggaa  cccaagtctt  gt  642

<210>  97

<211>  2082

<212>  DNA

<213> 人工序列

<220>

<223>  CEA  CH1A1A  98/99  -  CD3  CH2527  (Crossfab  VH-Ck)  -  Fc(节)

P329GLALA

<400>  97

caggtgcagc  tggtgcagtc  tggcgccgaa  gtgaagaaac  ctggcgccag  cgtgaaggtg  60

tcctgcaagg  ccagcggcta  caccttcacc  gagttcggca  tgaactgggt  ccgacaggcc  120

cctggacagg  gcctggaatg  gatgggctgg  atcaacacca  agaccggcga  ggccacctac  180

gtggaagagt  tcaagggcag  agtgaccttc  accaccgaca  ccagcaccag  caccgcctac  240

atggaactgc  ggagcctgag  aagcgacgac  accgccgtgt  actactgcgc  cagatgggac  300

ttcgcctact  atgtggaagc  catggactac  tggggccagg  gcaccaccgt  gaccgtgtct  360

agtgctagca  caaagggccc  cagcgtgttc  cctctggccc  ctagcagcaa  gagcacatct  420

ggcggaacag  ccgccctggg  ctgcctggtc  aaggactact  ttcccgagcc  cgtgacagtg  480
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tcctggaact  ctggcgccct  gacaagcggc  gtgcacacct  ttccagccgt  gctgcagagc  540

agcggcctgt  actctctgag  cagcgtggtc  accgtgccta  gctctagcct  gggcacccag  600

acctacatct  gcaacgtgaa  ccacaagccc  agcaacacca  aggtggacaa  gaaggtggaa  660

cccaagagct  gcgatggcgg  aggcggctcc  ggaggcggag  gatccgaggt  gcagctgctg  720

gaatctggcg  gcggactggt  gcagcctggc  ggatctctga  gactgagctg  tgccgccagc  780

ggcttcacct  tcagcaccta  cgccatgaac  tgggtgcgcc  aggcccctgg  caaaggcctg  840

gaatgggtgt  cccggatcag  aagcaagtac  aacaactacg  ccacctacta  cgccgacagc  900

gtgaagggcc  ggttcaccat  cagccgggac  gacagcaaga  acaccctgta  cctgcagatg  960

aacagcctgc  gggccgagga  caccgccgtg  tactattgtg  tgcggcacgg  caacttcggc  1020

aacagctatg  tgtcttggtt  tgcctactgg  ggccagggca  ccctcgtgac  cgtgtcaagc  1080

gctagcgtgg  ccgctccctc  cgtgtttatc  tttcccccat  ccgatgaaca  gctgaaaagc  1140

ggcaccgcct  ccgtcgtgtg  tctgctgaac  aatttttacc  ctagggaagc  taaagtgcag  1200

tggaaagtgg  ataacgcact  gcagtccggc  aactcccagg  aatctgtgac  agaacaggac  1260

tccaaggaca  gcacctactc  cctgtcctcc  accctgacac  tgtctaaggc  tgattatgag  1320

aaacacaaag  tctacgcctg  cgaagtcacc  catcagggcc  tgagctcgcc  cgtcacaaag  1380

agcttcaaca  ggggagagtg  tgacaagacc  cacacctgtc  ccccttgtcc  tgcccctgaa  1440

gctgctggcg  gcccttctgt  gttcctgttc  cccccaaagc  ccaaggacac  cctgatgatc  1500

agccggaccc  ccgaagtgac  ctgcgtggtg  gtggatgtgt  cccacgagga  ccctgaagtg  1560

aagttcaatt  ggtacgtgga  cggcgtggaa  gtgcacaacg  ccaagacaaa  gccgcgggag  1620

gagcagtaca  acagcacgta  ccgtgtggtc  agcgtcctca  ccgtcctgca  ccaggactgg  1680

ctgaatggca  aggagtacaa  gtgcaaggtc  tccaacaaag  ccctcggcgc  ccccatcgag  1740

aaaaccatct  ccaaagccaa  agggcagccc  cgagaaccac  aggtgtacac  cctgccccca  1800

tgccgggatg  agctgaccaa  gaaccaggtc  agcctgtggt  gcctggtcaa  aggcttctat  1860

cccagcgaca  tcgccgtgga  gtgggagagc  aatgggcagc  cggagaacaa  ctacaagacc  1920

acgcctcccg  tgctggactc  cgacggctcc  ttcttcctct  acagcaagct  caccgtggac  1980

aagagcaggt  ggcagcaggg  gaacgtcttc  tcatgctccg  tgatgcatga  ggctctgcac  2040

aaccactaca  cgcagaagag  cctctccctg  tctccgggta  aa  2082

<210>  98

<211>  1353

<212>  DNA

<213> 人工序列

<220>

<223>  CEA  CH1A1A  98/99  (VH-CH1)  -  Fc(穴)  P329GLALA

<400>  98

caggtgcagc  tggtgcagtc  tggcgccgaa  gtgaagaaac  ctggagctag  tgtgaaggtg  60

tcctgcaagg  ccagcggcta  caccttcacc  gagttcggca  tgaactgggt  ccgacaggct  120

ccaggccagg  gcctcgaatg  gatgggctgg  atcaacacca  agaccggcga  ggccacctac  180

gtggaagagt  tcaagggcag  agtgaccttc  accacggaca  ccagcaccag  caccgcctac  240

atggaactgc  ggagcctgag  aagcgacgac  accgccgtgt  actactgcgc  cagatgggac  300
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ttcgcctatt  acgtggaagc  catggactac  tggggccagg  gcaccaccgt  gaccgtgtct  360

agcgctagca  ccaagggccc  ctccgtgttc  cccctggccc  ccagcagcaa  gagcaccagc  420

ggcggcacag  ccgctctggg  ctgcctggtc  aaggactact  tccccgagcc  cgtgaccgtg  480

tcctggaaca  gcggagccct  gacctccggc  gtgcacacct  tccccgccgt  gctgcagagt  540

tctggcctgt  atagcctgag  cagcgtggtc  accgtgcctt  ctagcagcct  gggcacccag  600

acctacatct  gcaacgtgaa  ccacaagccc  agcaacacca  aggtggacaa  gaaggtggag  660

cccaagagct  gcgacaaaac  tcacacatgc  ccaccgtgcc  cagcacctga  agctgcaggg  720

ggaccgtcag  tcttcctctt  ccccccaaaa  cccaaggaca  ccctcatgat  ctcccggacc  780

cctgaggtca  catgcgtggt  ggtggacgtg  agccacgaag  accctgaggt  caagttcaac  840

tggtacgtgg  acggcgtgga  ggtgcataat  gccaagacaa  agccgcggga  ggagcagtac  900

aacagcacgt  accgtgtggt  cagcgtcctc  accgtcctgc  accaggactg  gctgaatggc  960

aaggagtaca  agtgcaaggt  ctccaacaaa  gccctcggcg  cccccatcga  gaaaaccatc  1020

tccaaagcca  aagggcagcc  ccgagaacca  caggtgtgca  ccctgccccc  atcccgggat  1080

gagctgacca  agaaccaggt  cagcctctcg  tgcgcagtca  aaggcttcta  tcccagcgac  1140

atcgccgtgg  agtgggagag  caatgggcag  ccggagaaca  actacaagac  cacgcctccc  1200

gtgctggact  ccgacggctc  cttcttcctc  gtgagcaagc  tcaccgtgga  caagagcagg  1260

tggcagcagg  ggaacgtctt  ctcatgctcc  gtgatgcatg  aggctctgca  caaccactac  1320

acgcagaaga  gcctctccct  gtctccgggt  aaa  1353

<210>  99

<211>  645

<212>  DNA

<213> 人工序列

<220>

<223>  LC  DP47  GS

<400>  99

gaaatcgtgt  taacgcagtc  tccaggcacc  ctgtctttgt  ctccagggga  aagagccacc  60

ctctcttgca  gggccagtca  gagtgttagc  agcagctact  tagcctggta  ccagcagaaa  120

cctggccagg  ctcccaggct  cctcatctat  ggagcatcca  gcagggccac  tggcatccca  180

gacaggttca  gtggcagtgg  atccgggaca  gacttcactc  tcaccatcag  cagactggag  240

cctgaagatt  ttgcagtgta  ttactgtcag  cagtatggta  gctcaccgct  gacgttcggc  300

caggggacca  aagtggaaat  caaacgtacg  gtggctgcac  catctgtctt  catcttcccg  360

ccatctgatg  agcagttgaa  atctggaact  gcctctgttg  tgtgcctgct  gaataacttc  420

tatcccagag  aggccaaagt  acagtggaag  gtggataacg  ccctccaatc  gggtaactcc  480

caggagagtg  tcacagagca  ggacagcaag  gacagcacct  acagcctcag  cagcaccctg  540

acgctgagca  aagcagacta  cgagaaacac  aaagtctacg  cctgcgaagt  cacccatcag  600

ggcctgagct  cgcccgtcac  aaagagcttc  aacaggggag  agtgt  645

<210>  100

<211>  642

<212>  DNA
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<213> 人工序列

<220>

<223>  LC  CD3  CH2527  (Crossfab,  VL-CH1)

<400>  100

caggccgtcg  tgacccagga  acccagcctg  acagtgtctc  ctggcggcac  cgtgaccctg  60

acatgtggca  gttctacagg  cgccgtgacc  accagcaact  acgccaactg  ggtgcaggaa  120

aagcccggcc  aggccttcag  aggactgatc  ggcggcacca  acaagagagc  ccctggcacc  180

cctgccagat  tcagcggatc  tctgctggga  ggaaaggccg  ccctgacact  gtctggcgcc  240

cagccagaag  atgaggccga  gtactactgc  gccctgtggt  acagcaacct  gtgggtgttc  300

ggcggaggca  ccaagctgac  agtgctgagc  agcgcttcca  ccaaaggccc  ttccgtgttt  360

cctctggctc  ctagctccaa  gtccacctct  ggaggcaccg  ctgctctcgg  atgcctcgtg  420

aaggattatt  ttcctgagcc  tgtgacagtg  tcctggaata  gcggagcact  gacctctgga  480

gtgcatactt  tccccgctgt  gctgcagtcc  tctggactgt  acagcctgag  cagcgtggtg  540

acagtgccca  gcagcagcct  gggcacccag  acctacatct  gcaacgtgaa  ccacaagccc  600

agcaacacca  aggtggacaa  gaaggtggaa  cccaagtctt  gt  642

<210>  101

<211>  2064

<212>  DNA

<213> 人工序列

<220>

<223>  DP47  GS  (VH-CH1)  -  CD3  CH2527  (Crossfab  VH-Ck)  -  Fc(节)

P329GLALA

<400>  101

gaggtgcaat  tgttggagtc  tgggggaggc  ttggtacagc  ctggggggtc  cctgagactc  60

tcctgtgcag  cctccggatt  cacctttagc  agttatgcca  tgagctgggt  ccgccaggct  120

ccagggaagg  ggctggagtg  ggtctcagct  attagtggta  gtggtggtag  cacatactac  180

gcagactccg  tgaagggccg  gttcaccatc  tccagagaca  attccaagaa  cacgctgtat  240

ctgcagatga  acagcctgag  agccgaggac  acggccgtat  attactgtgc  gaaaggcagc  300

ggatttgact  actggggcca  aggaaccctg  gtcaccgtct  cgagtgctag  cacaaagggc  360

cccagcgtgt  tccctctggc  ccctagcagc  aagagcacat  ctggcggaac  agccgccctg  420

ggctgcctcg  tgaaggacta  ctttcccgag  cctgtgaccg  tgtcctggaa  ctctggcgcc  480

ctgacaagcg  gcgtgcacac  ctttccagcc  gtgctgcaga  gcagcggcct  gtactctctg  540

agcagcgtgg  tcaccgtgcc  tagcagcagc  ctgggcaccc  agacctacat  ctgcaacgtg  600

aaccacaagc  ccagcaacac  caaagtggac  aagaaggtgg  agcccaagag  ctgtgatggc  660

ggaggagggt  ccggaggcgg  aggatccgag  gtgcagctgc  tggaatctgg  cggcggactg  720

gtgcagcctg  gcggatctct  gagactgagc  tgtgccgcca  gcggcttcac  cttcagcacc  780

tacgccatga  actgggtgcg  ccaggcccct  ggcaaaggcc  tggaatgggt  gtcccggatc  840

agaagcaagt  acaacaacta  cgccacctac  tacgccgaca  gcgtgaaggg  ccggttcacc  900

atcagccggg  acgacagcaa  gaacaccctg  tacctgcaga  tgaacagcct  gcgggccgag  960
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gacaccgccg  tgtactattg  tgtgcggcac  ggcaacttcg  gcaacagcta  tgtgtcttgg  1020

tttgcctact  ggggccaggg  caccctcgtg  accgtgtcaa  gcgctagcgt  ggccgctccc  1080

tccgtgttta  tctttccccc  atccgatgaa  cagctgaaaa  gcggcaccgc  ctccgtcgtg  1140

tgtctgctga  acaattttta  ccctagggaa  gctaaagtgc  agtggaaagt  ggataacgca  1200

ctgcagtccg  gcaactccca  ggaatctgtg  acagaacagg  actccaagga  cagcacctac  1260

tccctgtcct  ccaccctgac  actgtctaag  gctgattatg  agaaacacaa  agtctacgcc  1320

tgcgaagtca  cccatcaggg  cctgagctcg  cccgtcacaa  agagcttcaa  caggggagag  1380

tgtgacaaga  cccacacctg  tcccccttgt  cctgcccctg  aagctgctgg  cggcccttct  1440

gtgttcctgt  tccccccaaa  gcccaaggac  accctgatga  tcagccggac  ccccgaagtg  1500

acctgcgtgg  tggtggatgt  gtcccacgag  gaccctgaag  tgaagttcaa  ttggtacgtg  1560

gacggcgtgg  aagtgcacaa  cgccaagaca  aagccgcggg  aggagcagta  caacagcacg  1620

taccgtgtgg  tcagcgtcct  caccgtcctg  caccaggact  ggctgaatgg  caaggagtac  1680

aagtgcaagg  tctccaacaa  agccctcggc  gcccccatcg  agaaaaccat  ctccaaagcc  1740

aaagggcagc  cccgagaacc  acaggtgtac  accctgcccc  catgccggga  tgagctgacc  1800

aagaaccagg  tcagcctgtg  gtgcctggtc  aaaggcttct  atcccagcga  catcgccgtg  1860

gagtgggaga  gcaatgggca  gccggagaac  aactacaaga  ccacgcctcc  cgtgctggac  1920

tccgacggct  ccttcttcct  ctacagcaag  ctcaccgtgg  acaagagcag  gtggcagcag  1980

gggaacgtct  tctcatgctc  cgtgatgcat  gaggctctgc  acaaccacta  cacgcagaag  2040

agcctctccc  tgtctccggg  taaa  2064

<210>  102

<211>  1335

<212>  DNA

<213> 人工序列

<220>

<223>  DP47  GS  (VH-CH1)  -  Fc(穴)  P329GLALA

<400>  102

gaggtgcaat  tgttggagtc  tgggggaggc  ttggtacagc  ctggggggtc  cctgagactc  60

tcctgtgcag  cctccggatt  cacctttagc  agttatgcca  tgagctgggt  ccgccaggct  120

ccagggaagg  ggctggagtg  ggtctcagct  attagtggta  gtggtggtag  cacatactac  180

gcagactccg  tgaagggccg  gttcaccatc  tccagagaca  attccaagaa  cacgctgtat  240

ctgcagatga  acagcctgag  agccgaggac  acggccgtat  attactgtgc  gaaaggcagc  300

ggatttgact  actggggcca  aggaaccctg  gtcaccgtct  cgagtgctag  caccaagggc  360

ccctccgtgt  tccccctggc  ccccagcagc  aagagcacca  gcggcggcac  agccgctctg  420

ggctgcctgg  tcaaggacta  cttccccgag  cccgtgaccg  tgtcctggaa  cagcggagcc  480

ctgacctccg  gcgtgcacac  cttccccgcc  gtgctgcaga  gttctggcct  gtatagcctg  540

agcagcgtgg  tcaccgtgcc  ttctagcagc  ctgggcaccc  agacctacat  ctgcaacgtg  600

aaccacaagc  ccagcaacac  caaggtggac  aagaaggtgg  agcccaagag  ctgcgacaaa  660

actcacacat  gcccaccgtg  cccagcacct  gaagctgcag  ggggaccgtc  agtcttcctc  720

ttccccccaa  aacccaagga  caccctcatg  atctcccgga  cccctgaggt  cacatgcgtg  780
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gtggtggacg  tgagccacga  agaccctgag  gtcaagttca  actggtacgt  ggacggcgtg  840

gaggtgcata  atgccaagac  aaagccgcgg  gaggagcagt  acaacagcac  gtaccgtgtg  900

gtcagcgtcc  tcaccgtcct  gcaccaggac  tggctgaatg  gcaaggagta  caagtgcaag  960

gtctccaaca  aagccctcgg  cgcccccatc  gagaaaacca  tctccaaagc  caaagggcag  1020

ccccgagaac  cacaggtgtg  caccctgccc  ccatcccggg  atgagctgac  caagaaccag  1080

gtcagcctct  cgtgcgcagt  caaaggcttc  tatcccagcg  acatcgccgt  ggagtgggag  1140

agcaatgggc  agccggagaa  caactacaag  accacgcctc  ccgtgctgga  ctccgacggc  1200

tccttcttcc  tcgtgagcaa  gctcaccgtg  gacaagagca  ggtggcagca  ggggaacgtc  1260

ttctcatgct  ccgtgatgca  tgaggctctg  cacaaccact  acacgcagaa  gagcctctcc  1320

ctgtctccgg  gtaaa  1335

<210>  103

<211>  207

<212>  PRT

<213> 人（Homo  sapiens）

<400>  103

Met  Gln  Ser  Gly  Thr  His  Trp  Arg  Val  Leu  Gly  Leu  Cys  Leu  Leu  Ser

1               5                   10                  15

Val  Gly  Val  Trp  Gly  Gln  Asp  Gly  Asn  Glu  Glu  Met  Gly  Gly  Ile  Thr

            20                  25                  30

Gln  Thr  Pro  Tyr  Lys  Val  Ser  Ile  Ser  Gly  Thr  Thr  Val  Ile  Leu  Thr

        35                  40                  45

Cys  Pro  Gln  Tyr  Pro  Gly  Ser  Glu  Ile  Leu  Trp  Gln  His  Asn  Asp  Lys

    50                  55                  60

Asn  Ile  Gly  Gly  Asp  Glu  Asp  Asp  Lys  Asn  Ile  Gly  Ser  Asp  Glu  Asp

65                  70                  75                  80

His  Leu  Ser  Leu  Lys  Glu  Phe  Ser  Glu  Leu  Glu  Gln  Ser  Gly  Tyr  Tyr

                85                  90                  95

Val  Cys  Tyr  Pro  Arg  Gly  Ser  Lys  Pro  Glu  Asp  Ala  Asn  Phe  Tyr  Leu

            100                 105                 110

Tyr  Leu  Arg  Ala  Arg  Val  Cys  Glu  Asn  Cys  Met  Glu  Met  Asp  Val  Met

        115                 120                 125

Ser  Val  Ala  Thr  Ile  Val  Ile  Val  Asp  Ile  Cys  Ile  Thr  Gly  Gly  Leu

    130                 135                 140

Leu  Leu  Leu  Val  Tyr  Tyr  Trp  Ser  Lys  Asn  Arg  Lys  Ala  Lys  Ala  Lys

145                 150                 155                 160

Pro  Val  Thr  Arg  Gly  Ala  Gly  Ala  Gly  Gly  Arg  Gln  Arg  Gly  Gln  Asn

                165                 170                 175

Lys  Glu  Arg  Pro  Pro  Pro  Val  Pro  Asn  Pro  Asp  Tyr  Glu  Pro  Ile  Arg

            180                 185                 190
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Lys  Gly  Gln  Arg  Asp  Leu  Tyr  Ser  Gly  Leu  Asn  Gln  Arg  Arg  Ile

        195                 200                 205

<210>  104

<211>  198

<212>  PRT

<213> 猕猴（Macaca  fascicularis）

<400>  104

Met  Gln  Ser  Gly  Thr  Arg  Trp  Arg  Val  Leu  Gly  Leu  Cys  Leu  Leu  Ser

1               5                   10                  15

Ile  Gly  Val  Trp  Gly  Gln  Asp  Gly  Asn  Glu  Glu  Met  Gly  Ser  Ile  Thr

            20                  25                  30

Gln  Thr  Pro  Tyr  Gln  Val  Ser  Ile  Ser  Gly  Thr  Thr  Val  Ile  Leu  Thr

        35                  40                  45

Cys  Ser  Gln  His  Leu  Gly  Ser  Glu  Ala  Gln  Trp  Gln  His  Asn  Gly  Lys

    50                  55                  60

Asn  Lys  Glu  Asp  Ser  Gly  Asp  Arg  Leu  Phe  Leu  Pro  Glu  Phe  Ser  Glu

65                  70                  75                  80

Met  Glu  Gln  Ser  Gly  Tyr  Tyr  Val  Cys  Tyr  Pro  Arg  Gly  Ser  Asn  Pro

                85                  90                  95

Glu  Asp  Ala  Ser  His  His  Leu  Tyr  Leu  Lys  Ala  Arg  Val  Cys  Glu  Asn

            100                 105                 110

Cys  Met  Glu  Met  Asp  Val  Met  Ala  Val  Ala  Thr  Ile  Val  Ile  Val  Asp

        115                 120                 125

Ile  Cys  Ile  Thr  Leu  Gly  Leu  Leu  Leu  Leu  Val  Tyr  Tyr  Trp  Ser  Lys

    130                 135                 140

Asn  Arg  Lys  Ala  Lys  Ala  Lys  Pro  Val  Thr  Arg  Gly  Ala  Gly  Ala  Gly

145                 150                 155                 160

Gly  Arg  Gln  Arg  Gly  Gln  Asn  Lys  Glu  Arg  Pro  Pro  Pro  Val  Pro  Asn

                165                 170                 175

Pro  Asp  Tyr  Glu  Pro  Ile  Arg  Lys  Gly  Gln  Gln  Asp  Leu  Tyr  Ser  Gly

            180                 185                 190

Leu  Asn  Gln  Arg  Arg  Ile

        195

<210>  105

<211>  15

<212>  PRT

<213> 人工序列

<220>

<223>  接头
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<400>  105

Glu  Pro  Lys  Ser  Cys  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser

1               5                   10                  15

<210>  106

<211>  15

<212>  PRT

<213> 人工序列

<220>

<223>  接头

<400>  106

Glu  Pro  Lys  Ser  Cys  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser

1               5                   10                  15

<210>  107

<211>  227

<212>  PRT

<213> 人（Homo  sapiens）

<400>  107

Asp  Lys  Thr  His  Thr  Cys  Pro  Pro  Cys  Pro  Ala  Pro  Glu  Leu  Leu  Gly

1               5                   10                  15

Gly  Pro  Ser  Val  Phe  Leu  Phe  Pro  Pro  Lys  Pro  Lys  Asp  Thr  Leu  Met

            20                  25                  30

Ile  Ser  Arg  Thr  Pro  Glu  Val  Thr  Cys  Val  Val  Val  Asp  Val  Ser  His

        35                  40                  45

Glu  Asp  Pro  Glu  Val  Lys  Phe  Asn  Trp  Tyr  Val  Asp  Gly  Val  Glu  Val

    50                  55                  60

His  Asn  Ala  Lys  Thr  Lys  Pro  Arg  Glu  Glu  Gln  Tyr  Asn  Ser  Thr  Tyr

65                  70                  75                  80

Arg  Val  Val  Ser  Val  Leu  Thr  Val  Leu  His  Gln  Asp  Trp  Leu  Asn  Gly

                85                  90                  95

Lys  Glu  Tyr  Lys  Cys  Lys  Val  Ser  Asn  Lys  Ala  Leu  Pro  Ala  Pro  Ile

            100                 105                 110

Glu  Lys  Thr  Ile  Ser  Lys  Ala  Lys  Gly  Gln  Pro  Arg  Glu  Pro  Gln  Val

        115                 120                 125

Tyr  Thr  Leu  Pro  Pro  Ser  Arg  Asp  Glu  Leu  Thr  Lys  Asn  Gln  Val  Ser

    130                 135                 140

Leu  Thr  Cys  Leu  Val  Lys  Gly  Phe  Tyr  Pro  Ser  Asp  Ile  Ala  Val  Glu

145                 150                 155                 160

Trp  Glu  Ser  Asn  Gly  Gln  Pro  Glu  Asn  Asn  Tyr  Lys  Thr  Thr  Pro  Pro

                165                 170                 175
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Val  Leu  Asp  Ser  Asp  Gly  Ser  Phe  Phe  Leu  Tyr  Ser  Lys  Leu  Thr  Val

            180                 185                 190

Asp  Lys  Ser  Arg  Trp  Gln  Gln  Gly  Asn  Val  Phe  Ser  Cys  Ser  Val  Met

        195                 200                 205

His  Glu  Ala  Leu  His  Asn  His  Tyr  Thr  Gln  Lys  Ser  Leu  Ser  Leu  Ser

    210                 215                 220

Pro  Gly  Lys

225

<210>  108

<211>  19

<212>  PRT

<213> 人工序列

<220>

<223> 前导肽

<400>  108

Met  Asp  Trp  Thr  Trp  Arg  Ile  Leu  Phe  Leu  Val  Ala  Ala  Ala  Thr  Gly

1               5                   10                  15

Ala  His  Ser

<210>  109

<211>  57

<212>  DNA

<213> 人工序列

<220>

<223> 前导肽

<400>  109

atggactgga  cctggagaat  cctcttcttg  gtggcagcag  ccacaggagc  ccactcc  57

<210>  110

<211>  57

<212>  DNA

<213> 人工序列

<220>

<223> 前导肽

<400>  110

atggactgga  cctggaggat  cctcttcttg  gtggcagcag  ccacaggagc  ccactcc  57

<210>  111

<211>  22

<212>  PRT

<213> 人工序列

<220>
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<223> 前导肽

<400>  111

Met  Asp  Met  Arg  Val  Pro  Ala  Gln  Leu  Leu  Gly  Leu  Leu  Leu  Leu  Trp

1               5                   10                  15

Phe  Pro  Gly  Ala  Arg  Cys

            20

<210>  112

<211>  66

<212>  DNA

<213> 人工序列

<220>

<223> 前导肽

<400>  112

atggacatga  gggtccccgc  tcagctcctg  ggcctcctgc  tgctctggtt  cccaggtgcc  60

aggtgt  66

<210>  113

<211>  19

<212>  PRT

<213> 人工序列

<220>

<223> 前导肽

<400>  113

Met  Gly  Trp  Ser  Cys  Ile  Ile  Leu  Phe  Leu  Val  Ala  Thr  Ala  Thr  Gly

1               5                   10                  15

Val  His  Ser

<210>  114

<211>  57

<212>  DNA

<213> 人工序列

<220>

<223> 前导肽

<400>  114

atgggatgga  gctgtatcat  cctcttcttg  gtagcaacag  ctaccggtgt  gcattcc  57

<210>  115

<211>  57

<212>  DNA

<213> 人工序列

<220>

<223> 前导肽
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<400>  115

atgggctggt  cctgcatcat  cctgtttctg  gtggctaccg  ccactggagt  gcattcc  57

<210>  116

<211>  57

<212>  DNA

<213> 人工序列

<220>

<223> 前导肽

<400>  116

atgggctggt  cctgcatcat  cctgtttctg  gtcgccacag  ccaccggcgt  gcactct  57

<210>  117

<211>  643

<212>  PRT

<213> 猕猴（Macaca  fascicularis）

<400>  117

Leu  Ser  Leu  Glu  Gly  Ser  Arg  Thr  Leu  Thr  Val  Cys  Pro  Gly  Ser  Val

1               5                   10                  15

Gln  Pro  Leu  Ser  Ser  Gln  Thr  Leu  Arg  Ala  Ser  Ser  Ser  Ala  Gly  Thr

            20                  25                  30

Asp  Pro  Gln  Leu  Leu  Leu  Tyr  Arg  Val  Val  Arg  Gly  Pro  Gln  Leu  Gly

        35                  40                  45

Arg  Leu  Phe  His  Ala  Gln  Gln  Asp  Ser  Thr  Gly  Glu  Ala  Leu  Val  Asn

    50                  55                  60

Phe  Thr  Gln  Ala  Glu  Val  Tyr  Ala  Gly  Asn  Ile  Leu  Tyr  Glu  His  Glu

65                  70                  75                  80

Met  Pro  Thr  Glu  Pro  Phe  Trp  Glu  Ala  His  Asp  Thr  Leu  Glu  Leu  Gln

                85                  90                  95

Leu  Ser  Ser  Pro  Pro  Ala  Arg  Asp  Val  Ala  Ala  Thr  Leu  Ala  Val  Ala

            100                 105                 110

Val  Ser  Phe  Glu  Ala  Ala  Cys  Pro  Gln  Arg  Pro  Ser  His  Leu  Trp  Lys

        115                 120                 125

Asn  Lys  Gly  Leu  Trp  Val  Pro  Glu  Gly  Gln  Arg  Ala  Lys  Ile  Thr  Met

    130                 135                 140

Ala  Ala  Leu  Asp  Ala  Ser  Asn  Leu  Leu  Ala  Ser  Val  Pro  Ser  Pro  Gln

145                 150                 155                 160

Arg  Leu  Glu  His  Asp  Val  Leu  Phe  Gln  Val  Thr  Gln  Phe  Pro  Ser  Arg

                165                 170                 175

Gly  Gln  Leu  Leu  Val  Ser  Glu  Glu  Pro  Leu  His  Ala  Gly  Gln  Pro  His

            180                 185                 190
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Phe  Leu  Gln  Ser  Gln  Leu  Ala  Ala  Gly  Gln  Leu  Val  Tyr  Ala  His  Gly

        195                 200                 205

Gly  Gly  Gly  Thr  Gln  Gln  Asp  Gly  Phe  His  Phe  Arg  Ala  His  Leu  Gln

    210                 215                 220

Gly  Pro  Ala  Gly  Ala  Thr  Val  Ala  Gly  Pro  Gln  Thr  Ser  Glu  Ala  Phe

225                 230                 235                 240

Ala  Ile  Thr  Val  Arg  Asp  Val  Asn  Glu  Arg  Pro  Pro  Gln  Pro  Gln  Ala

                245                 250                 255

Ser  Val  Pro  Leu  Arg  Ile  Thr  Arg  Gly  Ser  Arg  Ala  Pro  Ile  Ser  Arg

            260                 265                 270

Ala  Gln  Leu  Ser  Val  Val  Asp  Pro  Asp  Ser  Ala  Pro  Gly  Glu  Ile  Glu

        275                 280                 285

Tyr  Glu  Val  Gln  Arg  Ala  Pro  His  Asn  Gly  Phe  Leu  Ser  Leu  Val  Gly

    290                 295                 300

Gly  Gly  Pro  Gly  Pro  Val  Thr  His  Phe  Thr  Gln  Ala  Asp  Val  Asp  Ser

305                 310                 315                 320

Gly  Arg  Leu  Ala  Phe  Val  Ala  Asn  Gly  Ser  Ser  Val  Ala  Gly  Val  Phe

                325                 330                 335

Gln  Leu  Ser  Met  Ser  Asp  Gly  Ala  Ser  Pro  Pro  Leu  Pro  Met  Ser  Leu

            340                 345                 350

Ala  Val  Asp  Ile  Leu  Pro  Ser  Ala  Ile  Glu  Val  Gln  Leu  Gln  Ala  Pro

        355                 360                 365

Leu  Glu  Val  Pro  Gln  Ala  Leu  Gly  Arg  Ser  Ser  Leu  Ser  Gln  Gln  Gln

    370                 375                 380

Leu  Arg  Val  Val  Ser  Asp  Arg  Glu  Glu  Pro  Glu  Ala  Ala  Tyr  Arg  Leu

385                 390                 395                 400

Ile  Gln  Gly  Pro  Lys  Tyr  Gly  His  Leu  Leu  Val  Gly  Gly  Arg  Pro  Ala

                405                 410                 415

Ser  Ala  Phe  Ser  Gln  Leu  Gln  Ile  Asp  Gln  Gly  Glu  Val  Val  Phe  Ala

            420                 425                 430

Phe  Thr  Asn  Phe  Ser  Ser  Ser  His  Asp  His  Phe  Arg  Val  Leu  Ala  Leu

        435                 440                 445

Ala  Arg  Gly  Val  Asn  Ala  Ser  Ala  Val  Val  Asn  Ile  Thr  Val  Arg  Ala

    450                 455                 460

Leu  Leu  His  Val  Trp  Ala  Gly  Gly  Pro  Trp  Pro  Gln  Gly  Ala  Thr  Leu

465                 470                 475                 480

Arg  Leu  Asp  Pro  Thr  Ile  Leu  Asp  Ala  Gly  Glu  Leu  Ala  Asn  Arg  Thr

                485                 490                 495

Gly  Ser  Val  Pro  His  Phe  Arg  Leu  Leu  Glu  Gly  Pro  Arg  His  Gly  Arg
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            500                 505                 510

Val  Val  Arg  Val  Pro  Arg  Ala  Arg  Thr  Glu  Pro  Gly  Gly  Ser  Gln  Leu

        515                 520                 525

Val  Glu  Gln  Phe  Thr  Gln  Gln  Asp  Leu  Glu  Asp  Gly  Arg  Leu  Gly  Leu

    530                 535                 540

Glu  Val  Gly  Arg  Pro  Glu  Gly  Arg  Ala  Pro  Ser  Pro  Thr  Gly  Asp  Ser

545                 550                 555                 560

Leu  Thr  Leu  Glu  Leu  Trp  Ala  Gln  Gly  Val  Pro  Pro  Ala  Val  Ala  Ser

                565                 570                 575

Leu  Asp  Phe  Ala  Thr  Glu  Pro  Tyr  Asn  Ala  Ala  Arg  Pro  Tyr  Ser  Val

            580                 585                 590

Ala  Leu  Leu  Ser  Val  Pro  Glu  Ala  Thr  Arg  Met  Glu  Ala  Gly  Lys  Pro

        595                 600                 605

Glu  Ser  Ser  Thr  Pro  Thr  Gly  Glu  Pro  Gly  Pro  Met  Ala  Ser  Ser  Pro

    610                 615                 620

Val  Pro  Ala  Val  Ala  Lys  Gly  Gly  Phe  Leu  Gly  Phe  Leu  Glu  Ala  Asn

625                 630                 635                 640

Met  Phe  Ser

<210>  118

<211>  643

<212>  PRT

<213> 人（Homo  sapiens）

<400>  118

Leu  Ser  Leu  Lys  Gly  Ser  Gln  Thr  Leu  Thr  Val  Cys  Pro  Gly  Ser  Val

1               5                   10                  15

Gln  Pro  Leu  Ser  Ser  Gln  Thr  Leu  Arg  Ala  Ser  Ser  Ser  Ala  Gly  Thr

            20                  25                  30

Asp  Pro  Gln  Leu  Leu  Leu  Tyr  Arg  Val  Val  Arg  Gly  Pro  Gln  Leu  Gly

        35                  40                  45

Arg  Leu  Phe  His  Ala  Gln  Gln  Asp  Ser  Thr  Gly  Glu  Ala  Leu  Val  Asn

    50                  55                  60

Phe  Thr  Gln  Ala  Glu  Val  Tyr  Ala  Gly  Asn  Ile  Leu  Tyr  Glu  His  Glu

65                  70                  75                  80

Met  Pro  Pro  Glu  Pro  Phe  Trp  Glu  Ala  His  Asp  Thr  Leu  Glu  Leu  Gln

                85                  90                  95

Leu  Ser  Ser  Pro  Pro  Ala  Arg  Asp  Val  Ala  Ala  Thr  Leu  Ala  Val  Ala

            100                 105                 110

Val  Ser  Phe  Glu  Ala  Ala  Cys  Pro  Gln  His  Pro  Ser  His  Leu  Trp  Lys

        115                 120                 125
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Asn  Lys  Gly  Leu  Trp  Val  Pro  Glu  Gly  Gln  Arg  Ala  Arg  Ile  Thr  Val

    130                 135                 140

Ala  Ala  Leu  Asp  Ala  Ser  Asn  Leu  Leu  Ala  Ser  Val  Pro  Ser  Pro  Gln

145                 150                 155                 160

Arg  Ser  Glu  His  Asp  Val  Leu  Phe  Gln  Val  Thr  Gln  Phe  Pro  Ser  Arg

                165                 170                 175

Gly  Gln  Leu  Leu  Val  Ser  Glu  Glu  Pro  Leu  His  Ala  Gly  Gln  Pro  His

            180                 185                 190

Phe  Leu  Gln  Ser  Gln  Leu  Ala  Ala  Gly  Gln  Leu  Val  Tyr  Ala  His  Gly

        195                 200                 205

Gly  Gly  Gly  Thr  Gln  Gln  Asp  Gly  Phe  His  Phe  Arg  Ala  His  Leu  Gln

    210                 215                 220

Gly  Pro  Ala  Gly  Ala  Ser  Val  Ala  Gly  Pro  Gln  Thr  Ser  Glu  Ala  Phe

225                 230                 235                 240

Ala  Ile  Thr  Val  Arg  Asp  Val  Asn  Glu  Arg  Pro  Pro  Gln  Pro  Gln  Ala

                245                 250                 255

Ser  Val  Pro  Leu  Arg  Leu  Thr  Arg  Gly  Ser  Arg  Ala  Pro  Ile  Ser  Arg

            260                 265                 270

Ala  Gln  Leu  Ser  Val  Val  Asp  Pro  Asp  Ser  Ala  Pro  Gly  Glu  Ile  Glu

        275                 280                 285

Tyr  Glu  Val  Gln  Arg  Ala  Pro  His  Asn  Gly  Phe  Leu  Ser  Leu  Val  Gly

    290                 295                 300

Gly  Gly  Leu  Gly  Pro  Val  Thr  Arg  Phe  Thr  Gln  Ala  Asp  Val  Asp  Ser

305                 310                 315                 320

Gly  Arg  Leu  Ala  Phe  Val  Ala  Asn  Gly  Ser  Ser  Val  Ala  Gly  Ile  Phe

                325                 330                 335

Gln  Leu  Ser  Met  Ser  Asp  Gly  Ala  Ser  Pro  Pro  Leu  Pro  Met  Ser  Leu

            340                 345                 350

Ala  Val  Asp  Ile  Leu  Pro  Ser  Ala  Ile  Glu  Val  Gln  Leu  Arg  Ala  Pro

        355                 360                 365

Leu  Glu  Val  Pro  Gln  Ala  Leu  Gly  Arg  Ser  Ser  Leu  Ser  Gln  Gln  Gln

    370                 375                 380

Leu  Arg  Val  Val  Ser  Asp  Arg  Glu  Glu  Pro  Glu  Ala  Ala  Tyr  Arg  Leu

385                 390                 395                 400

Ile  Gln  Gly  Pro  Gln  Tyr  Gly  His  Leu  Leu  Val  Gly  Gly  Arg  Pro  Thr

                405                 410                 415

Ser  Ala  Phe  Ser  Gln  Phe  Gln  Ile  Asp  Gln  Gly  Glu  Val  Val  Phe  Ala

            420                 425                 430

Phe  Thr  Asn  Phe  Ser  Ser  Ser  His  Asp  His  Phe  Arg  Val  Leu  Ala  Leu
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        435                 440                 445

Ala  Arg  Gly  Val  Asn  Ala  Ser  Ala  Val  Val  Asn  Val  Thr  Val  Arg  Ala

    450                 455                 460

Leu  Leu  His  Val  Trp  Ala  Gly  Gly  Pro  Trp  Pro  Gln  Gly  Ala  Thr  Leu

465                 470                 475                 480

Arg  Leu  Asp  Pro  Thr  Val  Leu  Asp  Ala  Gly  Glu  Leu  Ala  Asn  Arg  Thr

                485                 490                 495

Gly  Ser  Val  Pro  Arg  Phe  Arg  Leu  Leu  Glu  Gly  Pro  Arg  His  Gly  Arg

            500                 505                 510

Val  Val  Arg  Val  Pro  Arg  Ala  Arg  Thr  Glu  Pro  Gly  Gly  Ser  Gln  Leu

        515                 520                 525

Val  Glu  Gln  Phe  Thr  Gln  Gln  Asp  Leu  Glu  Asp  Gly  Arg  Leu  Gly  Leu

    530                 535                 540

Glu  Val  Gly  Arg  Pro  Glu  Gly  Arg  Ala  Pro  Gly  Pro  Ala  Gly  Asp  Ser

545                 550                 555                 560

Leu  Thr  Leu  Glu  Leu  Trp  Ala  Gln  Gly  Val  Pro  Pro  Ala  Val  Ala  Ser

                565                 570                 575

Leu  Asp  Phe  Ala  Thr  Glu  Pro  Tyr  Asn  Ala  Ala  Arg  Pro  Tyr  Ser  Val

            580                 585                 590

Ala  Leu  Leu  Ser  Val  Pro  Glu  Ala  Ala  Arg  Thr  Glu  Ala  Gly  Lys  Pro

        595                 600                 605

Glu  Ser  Ser  Thr  Pro  Thr  Gly  Glu  Pro  Gly  Pro  Met  Ala  Ser  Ser  Pro

    610                 615                 620

Glu  Pro  Ala  Val  Ala  Lys  Gly  Gly  Phe  Leu  Ser  Phe  Leu  Glu  Ala  Asn

625                 630                 635                 640

Met  Phe  Ser

<210>  119

<211>  428

<212>  PRT

<213> 人工序列

<220>

<223>  NABA-avi-his

<400>  119

Gln  Leu  Thr  Thr  Glu  Ser  Met  Pro  Phe  Asn  Val  Ala  Glu  Gly  Lys  Glu

1               5                   10                  15

Val  Leu  Leu  Leu  Val  His  Asn  Leu  Pro  Gln  Gln  Leu  Phe  Gly  Tyr  Ser

            20                  25                  30

Trp  Tyr  Lys  Gly  Glu  Arg  Val  Asp  Gly  Asn  Arg  Gln  Ile  Val  Gly  Tyr

        35                  40                  45
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Ala  Ile  Gly  Thr  Gln  Gln  Ala  Thr  Pro  Gly  Pro  Ala  Asn  Ser  Gly  Arg

    50                  55                  60

Glu  Thr  Ile  Tyr  Pro  Asn  Ala  Ser  Leu  Leu  Ile  Gln  Asn  Val  Thr  Gln

65                  70                  75                  80

Asn  Asp  Thr  Gly  Phe  Tyr  Thr  Leu  Gln  Val  Ile  Lys  Ser  Asp  Leu  Val

                85                  90                  95

Asn  Glu  Glu  Ala  Thr  Gly  Gln  Phe  His  Val  Tyr  Pro  Glu  Leu  Pro  Lys

            100                 105                 110

Pro  Ser  Ile  Ser  Ser  Asn  Asn  Ser  Asn  Pro  Val  Glu  Asp  Lys  Asp  Ala

        115                 120                 125

Met  Ala  Phe  Thr  Cys  Glu  Pro  Glu  Thr  Gln  Asp  Thr  Thr  Tyr  Leu  Trp

    130                 135                 140

Trp  Ile  Asn  Asn  Gln  Ser  Leu  Pro  Val  Ser  Pro  Arg  Leu  Gln  Leu  Ser

145                 150                 155                 160

Asn  Gly  Asn  Arg  Thr  Leu  Thr  Leu  Leu  Ser  Val  Thr  Arg  Asn  Asp  Thr

                165                 170                 175

Gly  Pro  Tyr  Glu  Cys  Glu  Ile  Gln  Asn  Pro  Val  Ser  Ala  Asn  Arg  Ser

            180                 185                 190

Asp  Pro  Val  Thr  Leu  Asn  Val  Thr  Tyr  Gly  Pro  Asp  Thr  Pro  Thr  Ile

        195                 200                 205

Ser  Pro  Pro  Asp  Ser  Ser  Tyr  Leu  Ser  Gly  Ala  Asn  Leu  Asn  Leu  Ser

    210                 215                 220

Cys  His  Ser  Ala  Ser  Asn  Pro  Ser  Pro  Gln  Tyr  Ser  Trp  Arg  Ile  Asn

225                 230                 235                 240

Gly  Ile  Pro  Gln  Gln  His  Thr  Gln  Val  Leu  Phe  Ile  Ala  Lys  Ile  Thr

                245                 250                 255

Pro  Asn  Asn  Asn  Gly  Thr  Tyr  Ala  Cys  Phe  Val  Ser  Asn  Leu  Ala  Thr

            260                 265                 270

Gly  Arg  Asn  Asn  Ser  Ile  Val  Lys  Ser  Ile  Thr  Val  Ser  Ala  Leu  Ser

        275                 280                 285

Pro  Val  Val  Ala  Lys  Pro  Gln  Ile  Lys  Ala  Ser  Lys  Thr  Thr  Val  Thr

    290                 295                 300

Gly  Asp  Lys  Asp  Ser  Val  Asn  Leu  Thr  Cys  Ser  Thr  Asn  Asp  Thr  Gly

305                 310                 315                 320

Ile  Ser  Ile  Arg  Trp  Phe  Phe  Lys  Asn  Gln  Ser  Leu  Pro  Ser  Ser  Glu

                325                 330                 335

Arg  Met  Lys  Leu  Ser  Gln  Gly  Asn  Ile  Thr  Leu  Ser  Ile  Asn  Pro  Val

            340                 345                 350

Lys  Arg  Glu  Asp  Ala  Gly  Thr  Tyr  Trp  Cys  Glu  Val  Phe  Asn  Pro  Ile
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        355                 360                 365

Ser  Lys  Asn  Gln  Ser  Asp  Pro  Ile  Met  Leu  Asn  Val  Asn  Tyr  Asn  Ala

    370                 375                 380

Leu  Pro  Gln  Glu  Asn  Leu  Ile  Asn  Val  Asp  Leu  Glu  Val  Leu  Phe  Gln

385                 390                 395                 400

Gly  Pro  Gly  Ser  Gly  Leu  Asn  Asp  Ile  Phe  Glu  Ala  Gln  Lys  Ile  Glu

                405                 410                 415

Trp  His  Glu  Ala  Arg  Ala  His  His  His  His  His  His

            420                 425

<210>  120

<211>  360

<212>  PRT

<213> 人工序列

<220>

<223>  CD3e干-Fc(节)-Avi

<400>  120

Gln  Asp  Gly  Asn  Glu  Glu  Met  Gly  Gly  Ile  Thr  Gln  Thr  Pro  Tyr  Lys

1               5                   10                  15

Val  Ser  Ile  Ser  Gly  Thr  Thr  Val  Ile  Leu  Thr  Cys  Pro  Gln  Tyr  Pro

            20                  25                  30

Gly  Ser  Glu  Ile  Leu  Trp  Gln  His  Asn  Asp  Lys  Asn  Ile  Gly  Gly  Asp

        35                  40                  45

Glu  Asp  Asp  Lys  Asn  Ile  Gly  Ser  Asp  Glu  Asp  His  Leu  Ser  Leu  Lys

    50                  55                  60

Glu  Phe  Ser  Glu  Leu  Glu  Gln  Ser  Gly  Tyr  Tyr  Val  Cys  Tyr  Pro  Arg

65                  70                  75                  80

Gly  Ser  Lys  Pro  Glu  Asp  Ala  Asn  Phe  Tyr  Leu  Tyr  Leu  Arg  Ala  Arg

                85                  90                  95

Val  Ser  Glu  Asn  Cys  Val  Asp  Glu  Gln  Leu  Tyr  Phe  Gln  Gly  Gly  Ser

            100                 105                 110

Pro  Lys  Ser  Ala  Asp  Lys  Thr  His  Thr  Cys  Pro  Pro  Cys  Pro  Ala  Pro

        115                 120                 125

Glu  Leu  Leu  Gly  Gly  Pro  Ser  Val  Phe  Leu  Phe  Pro  Pro  Lys  Pro  Lys

    130                 135                 140

Asp  Thr  Leu  Met  Ile  Ser  Arg  Thr  Pro  Glu  Val  Thr  Cys  Val  Val  Val

145                 150                 155                 160

Asp  Val  Ser  His  Glu  Asp  Pro  Glu  Val  Lys  Phe  Asn  Trp  Tyr  Val  Asp

                165                 170                 175

Gly  Val  Glu  Val  His  Asn  Ala  Lys  Thr  Lys  Pro  Arg  Glu  Glu  Gln  Tyr

序　列　表 69/74 页

137

CN 110437337 A

137



            180                 185                 190

Asn  Ser  Thr  Tyr  Arg  Val  Val  Ser  Val  Leu  Thr  Val  Leu  His  Gln  Asp

        195                 200                 205

Trp  Leu  Asn  Gly  Lys  Glu  Tyr  Lys  Cys  Lys  Val  Ser  Asn  Lys  Ala  Leu

    210                 215                 220

Pro  Ala  Pro  Ile  Glu  Lys  Thr  Ile  Ser  Lys  Ala  Lys  Gly  Gln  Pro  Arg

225                 230                 235                 240

Glu  Pro  Gln  Val  Tyr  Thr  Leu  Pro  Pro  Cys  Arg  Asp  Glu  Leu  Thr  Lys

                245                 250                 255

Asn  Gln  Val  Ser  Leu  Trp  Cys  Leu  Val  Lys  Gly  Phe  Tyr  Pro  Ser  Asp

            260                 265                 270

Ile  Ala  Val  Glu  Trp  Glu  Ser  Asn  Gly  Gln  Pro  Glu  Asn  Asn  Tyr  Lys

        275                 280                 285

Thr  Thr  Pro  Pro  Val  Leu  Asp  Ser  Asp  Gly  Ser  Phe  Phe  Leu  Tyr  Ser

    290                 295                 300

Lys  Leu  Thr  Val  Asp  Lys  Ser  Arg  Trp  Gln  Gln  Gly  Asn  Val  Phe  Ser

305                 310                 315                 320

Cys  Ser  Val  Met  His  Glu  Ala  Leu  His  Asn  His  Tyr  Thr  Gln  Lys  Ser

                325                 330                 335

Leu  Ser  Leu  Ser  Pro  Gly  Lys  Ser  Gly  Gly  Leu  Asn  Asp  Ile  Phe  Glu

            340                 345                 350

Ala  Gln  Lys  Ile  Glu  Trp  His  Glu

        355                 360

<210>  121

<211>  325

<212>  PRT

<213> 人工序列

<220>

<223>  CD3d干-Fc(穴)

<400>  121

Phe  Lys  Ile  Pro  Ile  Glu  Glu  Leu  Glu  Asp  Arg  Val  Phe  Val  Asn  Cys

1               5                   10                  15

Asn  Thr  Ser  Ile  Thr  Trp  Val  Glu  Gly  Thr  Val  Gly  Thr  Leu  Leu  Ser

            20                  25                  30

Asp  Ile  Thr  Arg  Leu  Asp  Leu  Gly  Lys  Arg  Ile  Leu  Asp  Pro  Arg  Gly

        35                  40                  45

Ile  Tyr  Arg  Cys  Asn  Gly  Thr  Asp  Ile  Tyr  Lys  Asp  Lys  Glu  Ser  Thr

    50                  55                  60

Val  Gln  Val  His  Tyr  Arg  Met  Cys  Arg  Ser  Glu  Gln  Leu  Tyr  Phe  Gln
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65                  70                  75                  80

Gly  Asp  Lys  Thr  His  Thr  Cys  Pro  Pro  Cys  Pro  Ala  Pro  Glu  Leu  Leu

                85                  90                  95

Gly  Gly  Pro  Ser  Val  Phe  Leu  Phe  Pro  Pro  Lys  Pro  Lys  Asp  Thr  Leu

            100                 105                 110

Met  Ile  Ser  Arg  Thr  Pro  Glu  Val  Thr  Cys  Val  Val  Val  Asp  Val  Ser

        115                 120                 125

His  Glu  Asp  Pro  Glu  Val  Lys  Phe  Asn  Trp  Tyr  Val  Asp  Gly  Val  Glu

    130                 135                 140

Val  His  Asn  Ala  Lys  Thr  Lys  Pro  Arg  Glu  Glu  Gln  Tyr  Asn  Ser  Thr

145                 150                 155                 160

Tyr  Arg  Val  Val  Ser  Val  Leu  Thr  Val  Leu  His  Gln  Asp  Trp  Leu  Asn

                165                 170                 175

Gly  Lys  Glu  Tyr  Lys  Cys  Lys  Val  Ser  Asn  Lys  Ala  Leu  Pro  Ala  Pro

            180                 185                 190

Ile  Glu  Lys  Thr  Ile  Ser  Lys  Ala  Lys  Gly  Gln  Pro  Arg  Glu  Pro  Gln

        195                 200                 205

Val  Cys  Thr  Leu  Pro  Pro  Ser  Arg  Asp  Glu  Leu  Thr  Lys  Asn  Gln  Val

    210                 215                 220

Ser  Leu  Ser  Cys  Ala  Val  Lys  Gly  Phe  Tyr  Pro  Ser  Asp  Ile  Ala  Val

225                 230                 235                 240

Glu  Trp  Glu  Ser  Asn  Gly  Gln  Pro  Glu  Asn  Asn  Tyr  Lys  Thr  Thr  Pro

                245                 250                 255

Pro  Val  Leu  Asp  Ser  Asp  Gly  Ser  Phe  Phe  Leu  Val  Ser  Lys  Leu  Thr

            260                 265                 270

Val  Asp  Lys  Ser  Arg  Trp  Gln  Gln  Gly  Asn  Val  Phe  Ser  Cys  Ser  Val

        275                 280                 285

Met  His  Glu  Ala  Leu  His  Asn  His  Tyr  Thr  Gln  Lys  Ser  Leu  Ser  Leu

    290                 295                 300

Ser  Pro  Gly  Lys  Ser  Gly  Gly  Leu  Asn  Asp  Ile  Phe  Glu  Ala  Gln  Lys

305                 310                 315                 320

Ile  Glu  Trp  His  Glu

                325

<210>  122

<211>  658

<212>  PRT

<213>  小家鼠（Mus  musculus）

<400>  122

Leu  Ser  Leu  Glu  Gly  Thr  Arg  Lys  Leu  Thr  Val  Cys  Pro  Glu  Ser  Val
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1               5                   10                  15

Gln  Pro  Leu  Ser  Ser  Gln  Ser  Leu  Ser  Ala  Ser  Ser  Ser  Thr  Gly  Ala

            20                  25                  30

Asp  Pro  Arg  His  Leu  Leu  Tyr  Arg  Val  Val  Arg  Gly  Pro  Gln  Leu  Gly

        35                  40                  45

Arg  Leu  Leu  His  Ala  Gln  Gln  Gly  Ser  Ala  Glu  Glu  Val  Leu  Val  Asn

    50                  55                  60

Phe  Thr  Gln  Ala  Glu  Val  Asn  Ala  Gly  Asn  Ile  Leu  Tyr  Glu  His  Glu

65                  70                  75                  80

Met  Ser  Ser  Glu  Pro  Phe  Trp  Glu  Ala  His  Asp  Thr  Ile  Gly  Leu  Leu

                85                  90                  95

Leu  Ser  Ser  Pro  Pro  Ala  Arg  Asp  Leu  Ala  Ala  Thr  Leu  Ala  Val  Met

            100                 105                 110

Val  Ser  Phe  Asp  Ala  Ala  Cys  Pro  Gln  Arg  Pro  Ser  Arg  Leu  Trp  Lys

        115                 120                 125

Asn  Lys  Gly  Leu  Trp  Val  Pro  Glu  Gly  Gln  Arg  Ala  Lys  Ile  Thr  Val

    130                 135                 140

Ala  Ala  Leu  Asp  Ala  Ala  Asn  Leu  Leu  Ala  Ser  Val  Pro  Ala  Ser  Gln

145                 150                 155                 160

Arg  Ser  Arg  His  Asp  Val  Leu  Phe  Gln  Val  Thr  Gln  Phe  Pro  Thr  Arg

                165                 170                 175

Gly  Gln  Leu  Leu  Val  Ser  Glu  Glu  Pro  Leu  His  Ala  Arg  Arg  Pro  Tyr

            180                 185                 190

Phe  Leu  Gln  Ser  Glu  Leu  Ala  Ala  Gly  Gln  Leu  Val  Tyr  Ala  His  Gly

        195                 200                 205

Gly  Gly  Gly  Thr  Gln  Gln  Asp  Gly  Phe  Arg  Phe  Arg  Ala  His  Leu  Gln

    210                 215                 220

Gly  Pro  Thr  Gly  Thr  Ser  Val  Ala  Gly  Pro  Gln  Thr  Ser  Glu  Ala  Phe

225                 230                 235                 240

Val  Ile  Thr  Val  Arg  Asp  Val  Asn  Glu  Arg  Pro  Pro  Gln  Pro  Gln  Ala

                245                 250                 255

Ser  Ile  Pro  Leu  Arg  Val  Thr  Arg  Gly  Ser  Arg  Ala  Pro  Val  Ser  Arg

            260                 265                 270

Ala  Gln  Leu  Ser  Val  Val  Asp  Pro  Asp  Ser  Ala  Pro  Gly  Glu  Ile  Glu

        275                 280                 285

Tyr  Glu  Val  Gln  Arg  Ala  Pro  His  Asn  Gly  Phe  Leu  Ser  Leu  Ala  Gly

    290                 295                 300

Asp  Asn  Thr  Gly  Pro  Val  Thr  His  Phe  Thr  Gln  Ala  Asp  Val  Asp  Ala

305                 310                 315                 320
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Gly  Arg  Leu  Ala  Phe  Val  Ala  Asn  Gly  Ser  Ser  Val  Ala  Gly  Val  Phe

                325                 330                 335

Gln  Leu  Ser  Met  Ser  Asp  Gly  Ala  Ser  Pro  Pro  Ile  Pro  Met  Ser  Leu

            340                 345                 350

Ala  Val  Asp  Val  Leu  Pro  Ser  Thr  Ile  Glu  Val  Gln  Leu  Arg  Ala  Pro

        355                 360                 365

Leu  Glu  Val  Pro  Gln  Ala  Leu  Gly  Arg  Thr  Ser  Leu  Ser  Arg  Gln  Gln

    370                 375                 380

Leu  Gln  Val  Ile  Ser  Asp  Arg  Glu  Glu  Pro  Asp  Val  Ala  Tyr  Arg  Leu

385                 390                 395                 400

Thr  Gln  Gly  Pro  Leu  Tyr  Gly  Gln  Leu  Leu  Val  Gly  Gly  Gln  Pro  Ala

                405                 410                 415

Ser  Ala  Phe  Ser  Gln  Leu  Gln  Val  Asp  Gln  Gly  Asp  Val  Val  Phe  Val

            420                 425                 430

Phe  Thr  Asn  Phe  Ser  Ser  Ser  Gln  Asp  His  Phe  Lys  Val  Val  Ala  Leu

        435                 440                 445

Ala  Arg  Gly  Val  Asn  Ala  Ser  Ala  Thr  Val  Asn  Val  Thr  Val  Gln  Ala

    450                 455                 460

Leu  Leu  His  Val  Trp  Ala  Gly  Gly  Pro  Trp  Pro  Gln  Gly  Thr  Thr  Leu

465                 470                 475                 480

Arg  Leu  Asp  Pro  Thr  Val  Leu  Asp  Ala  Ser  Glu  Leu  Ala  Asn  Arg  Thr

                485                 490                 495

Gly  Ser  Met  Pro  His  Phe  Arg  Leu  Leu  Ala  Gly  Pro  Arg  Tyr  Gly  Arg

            500                 505                 510

Val  Val  Arg  Val  Ser  Gln  Gly  Arg  Thr  Glu  Ser  Arg  Ser  Asn  Gln  Leu

        515                 520                 525

Val  Glu  His  Phe  Thr  Gln  Arg  Asp  Leu  Glu  Glu  Gly  Gln  Leu  Gly  Leu

    530                 535                 540

Glu  Val  Gly  Lys  Pro  Glu  Gly  Arg  Ser  Thr  Gly  Pro  Ala  Gly  Asp  Arg

545                 550                 555                 560

Leu  Thr  Leu  Glu  Leu  Trp  Ala  Lys  Gly  Val  Pro  Pro  Ala  Val  Ala  Leu

                565                 570                 575

Leu  Asp  Phe  Ala  Thr  Glu  Pro  Tyr  His  Ala  Ala  Lys  Ser  Tyr  Ser  Val

            580                 585                 590

Ala  Leu  Leu  Ser  Val  Pro  Glu  Ala  Val  Arg  Thr  Glu  Thr  Glu  Lys  Pro

        595                 600                 605

Gly  Arg  Ser  Val  Pro  Thr  Gly  Gln  Pro  Gly  Gln  Ala  Ala  Ser  Ser  Pro

    610                 615                 620

Val  Pro  Thr  Ala  Ala  Lys  Gly  Gly  Val  Asp  Gly  Leu  Asn  Asp  Ile  Phe
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625                 630                 635                 640

Glu  Ala  Gln  Lys  Ile  Glu  Trp  His  Glu  Ala  Arg  Ala  His  His  His  His

                645                 650                 655

His  His
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