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1.细胞，其在细胞表面处共表达第一嵌合抗原受体(CAR)和第二CAR，每个CAR包含细胞

内信号传导结构域，其中所述第一CAR的细胞内信号传导结构域包含共刺激结构域；且所述

第二CAR的细胞内信号传导结构域包含TNF受体家族胞内域。

2.根据权利要求1的细胞，其中所述共刺激结构域是CD28共刺激结构域。

3.根据权利要求1或2的细胞，其中所述TNF受体家族胞内域是OX‑40或4‑1BB胞内域。

4.根据权利要求1至3任一项的细胞，其中所述第一和第二CAR的细胞内信号传导结构

域还包含含有ITAM的结构域。

5.根据权利要求4的细胞，其中所述第一CAR具有以下结构：

AgB1‑间隔区1‑TM1‑costim‑ITAM

其中：

AgB1是所述第一CAR的抗原结合结构域；

间隔区1是所述第一CAR的间隔区；

TM1是所述第一CAR的跨膜结构域；

costim是共刺激结构域；和

ITAM是含有ITAM的胞内域；

且所述第二CAR具有以下结构：

AgB2‑间隔区2‑TM2‑TNF‑ITAM

其中：

AgB2是所述第二CAR的抗原结合结构域；

间隔区2是所述第二CAR的间隔区；

TM2是所述第二CAR的跨膜结构域；

TNF是TNF受体胞内域；和

ITAM是含有ITAM的胞内域。

6.核酸序列，所述核酸序列编码如前述权利要求中任一项定义的所述第一和第二嵌合

抗原受体(CAR)两者。

7.根据权利要求6的核酸序列，其具有以下结构：

AgB1‑间隔区1‑TM1‑costim‑ITAM1‑coexpr‑AbB2‑间隔区2‑TM2‑TNF‑ITAM2

其中

AgB1是编码所述第一CAR的抗原结合结构域的核酸序列；

间隔区1是编码所述第一CAR的间隔区的核酸序列；

TM1是编码所述第一CAR的跨膜结构域的核酸序列；

costim是编码共刺激结构域的核酸序列；

ITAM1是编码所述第一CAR的含有ITAM的胞内域的核酸序列；

coexpr是使得能够共表达两个CAR的核酸序列；

AgB2是编码所述第二CAR的抗原结合结构域的核酸序列；

间隔区2是编码所述第二CAR的间隔区的核酸序列；

TM2是编码所述第二CAR的跨膜结构域的核酸序列；

TNF是编码TNF受体胞内域的核酸序列；

ITAM2是编码所述第二CAR的含有ITAM的胞内域的核酸序列；
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该核酸序列，当在细胞中表达时，编码在切割位点被切割的多肽，使得所述第一和第二

CAR在细胞表面共表达。

8.试剂盒，其包含

(i)编码如权利要求1至5中任一项定义的所述第一嵌合抗原受体(CAR)的第一核酸序

列，该核酸序列具有以下结构：

AgB1‑间隔区1‑TM1‑costim‑ITAM1

其中

AgB1是编码所述第一CAR的抗原结合结构域的核酸序列；

间隔区1是编码所述第一CAR的间隔区的核酸序列；

TM1是编码所述第一CAR的跨膜结构域的核酸序列；

costim是编码共刺激结构域的核酸序列；

ITAM1是编码所述第一CAR的含有ITAM的胞内域的核酸序列；

和

(ii)编码如权利要求1至5中任一项定义的所述第二嵌合抗原受体(CAR)的第二核酸序

列，该核酸序列具有以下结构：

AbB2‑间隔区2‑TM2‑TNF‑ITAM2

其中

AgB2是编码所述第二CAR的抗原结合结构域的核酸序列；

间隔区2是编码所述第二CAR的间隔区的核酸序列；

TM2是编码所述第二CAR的跨膜结构域的核酸序列；

TNF是编码TNF受体胞内域的核酸序列；

ITAM2是编码所述第二CAR的含有ITAM的胞内域的核酸序列。

9.载体，所述载体包含根据权利要求6或7的核酸序列。

10.制备根据权利要求1至5中的任一项的细胞的方法，其包括在体外向细胞引入以下

的步骤：根据权利要求6或7的核酸序列；如权利要求8中定义的第一核酸序列和第二核酸序

列；或根据权利要求9的载体。

11.药物组合物，所述药物组合物包含多种根据权利要求1至5中任一项的细胞。

12.根据权利要求11的药物组合物，用于治疗和/或预防疾病。

13.根据权利要求1至5中任一项的细胞在制造用于治疗和/或预防疾病的药物中的用

途。

14.包含CD19结合结构域的嵌合抗原受体(CAR)，其包含

a)具有互补决定区(CDR)的重链可变区(VH)，所述互补决定区具有以下序列：

CDR1–SYWMN(SEQ  ID  No.15)；

CDR2–QIWPGDGDTNYNGKFK(SEQ  ID  No.16)；

CDR3–RETTTVGRYYYAMDY(SEQ  ID  No.17)；和

b)具有CDR的轻链可变区(VL)，所述CDR具有以下序列：

CDR1–KASQSVDYDGDSYLN(SEQ  ID  No.18)；

CDR2–DASNLVS(SEQ  ID  No.19)；

CDR3–QQSTEDPWT(SEQ  ID  No.20)。
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15.根据权利要求14的CAR，其中所述CD19结合结构域包含具有如SEQ  ID  No.23或SEQ 

ID  NO  24所示的序列的VH结构域；或具有如SEQ  ID  No.25，SEQ  ID  No.26或SEQ  ID  No.40

所示的序列的VL结构域，或具有至少90％序列同一性的其变体，所述变体保留了结合CD19

的能力。

16.根据权利要求14的CAR，其中所述CD19结合结构域包含如SEQ  ID  No .21，SEQ  ID 

No.22或SEQ  ID  No.39所示的序列，或具有至少90％序列同一性的其变体，所述变体保留了

结合CD19的能力。

17.包含CD22结合结构域的嵌合抗原受体(CAR)，其包含

a)具有互补决定区(CDR)的重链可变区(VH)，所述互补决定区具有以下序列：

CDR1–NYWIN(SEQ  ID  No.27)；

CDR2–NIYPSDSFTNYNQKFKD(SEQ  ID  No.28)

CDR3–DTQERSWYFDV(SEQ  ID  No.29)；和

b)具有CDR的轻链可变区(VL)，所述CDR具有以下序列：

CDR1–RSSQSLVHSNGNTYLH(SEQ  ID  No.30)；

CDR2–KVSNRFS(SEQ  ID  No.31)

CDR3–SQSTHVPWT(SEQ  ID  No.32)。

18.根据权利要求17的CAR，其中所述CD22结合结构域包含具有如SEQ  ID  No.35或SEQ 

ID  NO  36所示的序列的VH结构域；或具有如SEQ  ID  No.37或SEQ  ID  No.38所示的序列的VL

结构域，或具有至少90％序列同一性的其变体，所述变体保留了结合CD22的能力。

19.根据权利要求17的CAR，其中所述CD22结合结构域包含如SEQ  ID  No .33或SEQ  ID 

No .34所示的序列，或具有至少90％序列同一性的其变体，所述变体保留了结合CD22的能

力。

20.根据权利要求1至5中任一项的细胞，其中所述第一CAR是如权利要求14至16中任一

项所定义的，且所述第二CAR是如权利要求17至19中任一项所定义的。
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细胞

[0001] 本申请是基于申请日为2015年12月23日，优先权日为2014年12月24日， 申请号为

201580065695.4，发明名称为：“细胞”的专利申请的分案申请。

发明领域

[0002] 本发明涉及细胞，其包含多于一个嵌合抗原受体(CAR)。

[0003] 发明背景

[0004] 已经描述了一些免疫治疗试剂用于癌症治疗，包括治疗性单克隆抗体  (mAb)，免

疫缀合的mAb，放射缀合的mAb和双特异性T细胞衔接器  (engager)。

[0005] 通常，这些免疫治疗试剂靶向单个抗原：例如，利妥昔单抗(Rituximab)  靶向

CD20；Myelotarg靶向CD33；而阿仑单抗(Alemtuzumab)靶向CD52。

[0006] 人CD19抗原是属于免疫球蛋白超家族的95kd跨膜糖蛋白。CD19在B细  胞分化中非

常早期表达，并仅在末端B细胞分化为浆细胞时丢失。因此，CD19  在除多发性骨髓瘤外的所

有B细胞恶性肿瘤上表达。由于正常B细胞区室  (compartment)的缺失是可接受的毒性，

CD19是有吸引力的CAR靶标，且  使用CAR靶向CD19的临床研究已经看到了有希望的结果。

[0007] 肿瘤学领域中的一个具体问题为题由Goldie‑Coldman假说提供：其描述  了仅仅

靶向单个抗原可以导致通过所述抗原的调整的肿瘤逃逸，其是由于大  多数癌症中的固有

的高突变率。该抗原的表达调整可以降低已知免疫疗法的 效力，包括靶向CD19的那些。

[0008] 因此，伴随靶向CD19的免疫疗法的问题是B细胞恶性肿瘤可以突变并变  成CD19阴

性。这可以导致对CD19靶向疗法不响应的CD19阴性癌症的复发。  例如，在一项儿科研究中，

Grupp等人报道了在用于B型急性淋巴细胞白血病 的CD19靶向嵌合抗原受体疗法后，全部

复发的一半是由于CD19阴性疾病  (56th
  American  Society  of  Hematology  Annual 

Meeting  and  Exposition)。

[0009] 因此，对于能够靶向多于一种细胞表面结构，以反映与多种癌症(包括CD19阳性癌

症)相关的标志物表达的复杂模式的免疫治疗试剂存在需要。

[0010] 嵌合抗原受体(CAR)

[0011] 嵌合抗原受体是将例如单克隆抗体(mAb)的特异性移植到T细胞的效  应子功能的

蛋白。它们的通常形式是I型跨膜结构域蛋白，具有抗原识别氨  基末端，间隔区，跨膜结构

域，全部连接至复合胞内域，其传输T细胞存活  和活化信号(参见图1A)。

[0012] 这些分子最常见的形式是来源于识别靶抗原的单克隆抗体的单链可变  片段

(scFv)，经由间隔区和跨膜结构域融合至信号传导胞内域的融合。响  应scFv对其靶标的识

别，此类分子导致T细胞的活化。当T细胞表达此类CAR 时，它们识别并杀死表达该靶抗原的

靶细胞。已经开发了几种针对肿瘤相关  抗原的CAR，且使用此类表达CAR的T细胞的过继转

移方法目前已经在临床  研究中用于多种癌症的治疗。

[0013] 已经观察到使用CAR方法用于癌症治疗，肿瘤异质性和免疫编辑能够导  致从CAR

治疗逃逸。例如，在Grupp等人描述的研究(2013；New  Eng.J.Med 368:1509‑1518,paper  No 

380,ASH  2014)中，CAR修饰的T细胞方法用于急  性B淋巴细胞白血病的治疗。在该临床试验
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中，发现具有完全消退的10名患 者一个月后确实复发，且他们中的5名复发CD19阴性疾病。

[0014] 因此，对于解决癌症逃逸和肿瘤异质性问题的替代CAR治疗方法存在需  要。

[0015] 两种CAR结合特异性的表达

[0016] 已经开发了称为串联CAR或TanCAR的双特异性CAR以试图同时靶向多  种癌症特异

性标志物。在TanCAR中，细胞外结构域包含串联的，通过接头  连接的两种抗原结合特异性。

因此，两种结合特异性(scFv)两者连接至单  个跨膜部分；一个scFv与膜并置，而另一个位

于远端位置。

[0017] Grada等人(2013,Mol  Ther  Nucleic  Acids  2:e105)描述了TanCAR，其包  括CD19

特异性scFv，随后是Gly‑Ser接头然后是HER2特异性scFv。HER2‑scFv  位于近膜位置，而

CD19‑scFv在远端位置。该Tan  CAR显示针对两种肿瘤限  制性抗原的每一种诱导不同的T细

胞活性。选择该排列是因为HER2(632  aa/ )和CD19(280aa , )的长度使其本身适

用于特定的空间排列。  还已知HER2  scFv结合HER2的最远端4个环。

[0018] 该方法的问题是由于远端scFv的存在，特别是其结合至抗原，近膜scFv  可能无法

接近。鉴于需要考虑到靶细胞上抗原的空间排列选择两种scFv的相  对位置，可能无法针对

所有的scFv结合对使用该方法。此外，TanCar方法不  太可能用于多于两种scFv，具有三个

或更多个scFv的TanCAR将是非常大的  分子，且scFV可能相互折回，掩盖抗原结合位点。还

存在疑问的是最远端的  scFv(其被两个或更多个其它scFv从跨膜结构域分开)的抗原结合

将能够触 发T细胞活化。

[0019] 因此，对于在细胞例如T细胞的表面上表达两种CAR结合特异性的替代  方法存在

需要。

[0020] 发明简述

[0021] 本发明人已经开发了CAR  T细胞，其在细胞表面表达两种CAR，一种对  于CD19特异

性，且一种对于CD22特异性。

[0022] 因此，本发明的第一个方面提供细胞，其在细胞表面共表达第一嵌合抗  原受体

(CAR)和第二CAR，每个CAR包含抗原结合结构域，其中第一CAR 的抗原结合结构域结合CD19

且第二CAR的抗原结合结构域结合CD22。

[0023] 一个CAR结合CD19且另一个CAR结合CD22的事实是有利的，因为一些  淋巴瘤和白

血病在CD19靶向后变成CD19阴性(或可能在CD22靶向后是  CD22阴性)，因此当这种情况发

生时，其给出了“后备”抗原。

[0024] 该细胞可以是免疫效应细胞，例如T细胞或自然杀伤(NK)细胞。本文  提及的关于T

细胞的特征等同适用于其他免疫效应细胞，例如NK细胞。

[0025] 每个CAR可以包含：

[0026] (i)抗原结合结构域；

[0027] (ii)间隔区；和

[0028] (iii)跨膜结构域。

[0029] 每个CAR可以包含：

[0030] (i)抗原结合结构域；

[0031] (ii)间隔区；

[0032] (iii)跨膜结构域；和
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[0033] (iv)胞内域。

[0034] 第一CAR的间隔区可以不同于第二CAR的间隔区，是的第一和第二CAR  不形成异二

聚体。

[0035] 第一CAR的间隔区可以具有不同于第二CAR的间隔区的长度和/或构  型，使得每个

CAR对于识别其各自的靶抗原调整。

[0036] 第二CAR的抗原结合结构域可以结合CD22上的膜远端抗原。第二CAR 的抗原结合

结构域可以结合CD22的Ig结构域1，2，3或4上的表位，例如CD22 的Ig结构域3上的表位。

[0037] 第一CAR的抗原结合结构域可以结合由外显子1，3或4编码的CD19上的  表位。

[0038] 一个CAR的胞内域可以包含共刺激结构域和含有ITAM的结构域；且另  一个CAR的

胞内域可以包含TNF受体家族结构域和含有ITAM的结构域。

[0039] 例如，一个CAR(其可以是CD19或CD22特异性的)可以具有以下结构：

[0040] AgB1‑间隔区1‑TM1‑costim‑ITAM

[0041] 其中：

[0042] AgB1是抗原结合结构域；

[0043] 间隔区1是间隔区；

[0044] TM1是跨膜结构域；

[0045] costim是共刺激结构域；和

[0046] ITAM是含有ITAM的胞内域；

[0047] 且另一个CAR(其可以是CD22或CD19特异性的)可以具有以下结构：

[0048] AgB2‑间隔区2‑TM2‑TNF‑ITAM

[0049] 其中：

[0050] AgB2是抗原结合结构域；

[0051] 间隔区2是间隔区；

[0052] TM2是跨膜结构域；

[0053] TNF是TNF受体胞内域；和

[0054] ITAM是含有ITAM的胞内域。

[0055] 在第二个方面，本发明提供编码如本发明第一方面定义的第一和第二嵌  合抗原

受体(CAR)两者的核酸序列。

[0056] 该核酸序列可以具有以下结构：

[0057] AgB1‑间隔区1‑TM1‑coexpr‑AbB2‑间隔区2‑TM2

[0058] 其中

[0059] AgB1是编码第一CAR的抗原结合结构域的核酸序列；

[0060] 间隔区1是编码第一CAR的间隔区的核酸序列；

[0061] TM1是编码第一CAR的跨膜结构域的核酸序列；

[0062] coexpr是使得能够共表达两个CAR的核酸序列；

[0063] AgB2是编码第二CAR的抗原结合结构域的核酸序列；

[0064] 间隔区2是编码第二CAR的间隔区的核酸序列；

[0065] TM2是编码第二CAR的跨膜结构域的核酸序列；

[0066] 该核酸序列当在T细胞中表达时，编码在切割位点切割的多肽，使得第  一和第二
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CAR在T细胞表面共表达。

[0067] 该核酸序列可以具有以下结构：

[0068] AgB1‑间隔区1‑TM1‑endo1‑coexpr‑AbB2‑间隔区2‑TM2‑endo2

[0069] 其中

[0070] AgB1是编码第一CAR的抗原结合结构域的核酸序列；

[0071] 间隔区1是编码第一CAR的间隔区的核酸序列；

[0072] TM1是编码第一CAR的跨膜结构域的核酸序列；

[0073] endo1是编码第一CAR的胞内域的核酸序列；

[0074] coexpr是使得能够共表达两个CAR的核酸序列；

[0075] AgB2是编码第二CAR的抗原结合结构域的核酸序列；

[0076] 间隔区2是编码第二CAR的间隔区的核酸序列；

[0077] TM2是编码第二CAR的跨膜结构域的核酸序列；

[0078] endo2是编码第二CAR的胞内域的核酸序列；

[0079] 该核酸序列当在T细胞中表达时，编码在切割位点切割的多肽，使得第  一和第二

CAR在T细胞表面共表达。

[0080] 允许两种CAR的共表达的核酸序列可以编码自切割肽或序列，其允许共  表达两种

CAR的替代方式，例如内部核糖体进入序列或2nd启动子或其它方  式，由此本领域技术人员

可以从同一载体表达两种蛋白。

[0081] 为了避免同源重组，在编码相同或相似氨基酸序列的序列区域中，例如  跨膜和/

或细胞内T细胞信号传导结构域(胞内域)，可以使用替代密码子。  例如，可以在编码间隔

区，跨膜结构域和/或全部或部分胞内域的序列部分中  使用替代密码子，使得两种CAR对于

这个或这些部分具有相同或相似的氨基 酸序列，但由不同的核酸序列编码。

[0082] 在第三个方面，本发明提供试剂盒，其包含

[0083] (i)编码第一嵌合抗原受体(CAR)的第一核酸序列，该核酸序列具有 以下结构：

[0084] AgB1‑间隔区1‑TM1

[0085] 其中

[0086] AgB1是编码第一CAR的抗原结合结构域的核酸序列；

[0087] 间隔区1是编码第一CAR的间隔区的核酸序列；

[0088] TM1是编码第一CAR的跨膜结构域的核酸序列；

[0089] 和

[0090] (ii)编码第二嵌合抗原受体的第二核酸序列，该核酸序列具有以下结构：

[0091] AgB2‑间隔区2‑TM2

[0092] AgB2是编码第二CAR的抗原结合结构域的核酸序列；

[0093] 间隔区2是编码第二CAR的间隔区的核酸序列；和

[0094] TM2是编码第二CAR的跨膜结构域的核酸序列。

[0095] 试剂盒可以包含

[0096] (i)编码第一嵌合抗原受体(CAR)的第一核酸序列，该核酸序列具有 以下结构：

[0097] AgB1‑间隔区1‑TM1‑endo1

[0098] 其中
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[0099] AgB1是编码第一CAR的抗原结合结构域的核酸序列；

[0100] 间隔区1是编码第一CAR的间隔区的核酸序列；

[0101] TM1是编码第一CAR的跨膜结构域的核酸序列；

[0102] endo1是编码第一CAR的胞内域的核酸序列；和

[0103] 和

[0104] (ii)编码第二嵌合抗原受体(CAR)的第二核酸序列，该核酸序列具有 以下结构：

[0105] AgB2‑间隔区2‑TM2‑endo2

[0106] AgB2是编码第二CAR的抗原结合结构域的核酸序列；

[0107] 间隔区2是编码第二CAR的间隔区的核酸序列；

[0108] TM2是编码第二CAR的跨膜结构域的核酸序列；

[0109] endo2是编码第二CAR的胞内域的核酸序列。

[0110] 在第四个方面，本发明提供试剂盒，其包含：包含第一核酸序列的第一  载体；和包

含第二核酸序列的第二载体。

[0111] 该载体可以是质粒载体，逆转录病毒载体或转座子载体。该载体可以是  慢病毒载

体。

[0112] 在第五个方面，本发明提供包括根据本发明的第二个方面的核酸序列的  载体。该

载体可以是慢病毒载体。

[0113] 该载体可以是质粒载体，逆转录病毒载体或转座子载体。

[0114] 在本发明的第六个方面，提供用于制备根据本发明的第一个方面的细胞 的方法，

其包括向T细胞中引入编码第一和第二CAR的一种或多种核酸序列；  或一种或多种载体，如

上文所定义的。

[0115] 该细胞可以来自从患者分离的样品，相关或不相关的造血移植供体，完  全无关联

的供体，来自脐带血，从胚胎细胞系分化，从可诱导的祖细胞系分  化，或来源于转化的细胞

系。

[0116] 在第七个方面，本发明药物组合物，其包含多种根据本发明的第一个方  面的细

胞。

[0117] 在第八个方面，本发明提供用于治疗和/或预防疾病的方法，其包括向受  试者施

用根据本发明的第七个方面的药物组合物的步骤。

[0118] 该方法可以包括以下步骤：

[0119] (i)从受试者分离含细胞的样品；

[0120] (ii)使用一种或多种编码第一和第二CAR的核酸序列或包含此类核酸序  列的一

种或多种载体转导或转染该细胞；和

[0121] (iii)将来自(ii)的细胞施用至受试者。

[0122] 该疾病可以是癌症。该癌症可以是B细胞恶性肿瘤。

[0123] 在第九个方面，本发明提供根据本发明的第七个方面的药物组合物，其  用于治疗

和/或预防疾病。

[0124] 在第十个方面，本发明提供根据本发明的第一个方面的细胞在制造用于  治疗和/

或预防疾病的药物中的用途。

[0125] 本发明还提供核酸序列，其包含：
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[0126] a)编码第一嵌合抗原受体(CAR)的第一核苷酸序列；

[0127] b)编码第二CAR的第二核苷酸序列；

[0128] 其中一个CAR结合CD19而另一个CAR结合CD22；和

[0129] c)编码自切割肽的序列，其定位于第一和第二核苷酸序列之间，使得两  个CAR表

达为单独的实体。

[0130] 在第一和第二核苷酸中的一个或多个部分，在编码相同或相似的氨基酸  序列的

区域中可以使用替代密码子。

[0131] 本发明还提供包含此类核酸的载体和细胞。

[0132] 本发明还开发了具有改进的特性的新的抗CD19和抗CD22  CAR。

[0133] 因此在第十一个方面，本发明提供包含CD19结合结构域的嵌合抗原受  体(CAR)，

其包含

[0134] a)具有互补决定区(CDR)的重链可变区(VH)，所述互补决定区具有 以下序列：

[0135] CDR1–SYWMN(SEQ  ID  No.15)；

[0136] CDR2–QIWPGDGDTNYNGKFK(SEQ  ID  No.16)；

[0137] CDR3–RETTTVGRYYYAMDY(SEQ  ID  No.17)；和

[0138] b)具有CDR的轻链可变区(VL)，所述CDR具有以下序列：

[0139] CDR1–KASQSVDYDGDSYLN(SEQ  ID  No.18)；

[0140] CDR2–DASNLVS(SEQ  ID  No.19)；

[0141] CDR3–QQSTEDPWT(SEQ  ID  No.20)。

[0142] CD19结合结构域可以包含具有如SEQ  ID  No.23或SEQ  ID  NO  24所示的  序列的VH

结构域；或具有如SEQ  ID  No.25，SEQ  ID  No.26或SEQ  ID  No.40  所示的序列的VL结构域，

或具有至少90％序列同一性的其变体，其保留了结 合CD19的能力。

[0143] CD19结合结构域可以包含如SEQ  ID  No.21，SEQ  ID  No.22或SEQ  ID No.39所示的

序列，或具有至少90％序列同一性的其变体，其保留了结合  CD19的能力。

[0144] 在第十二个方面，本发明提供包含CD22结合结构域的嵌合抗原受体  (CAR)，其包

含

[0145] a)具有互补决定区(CDR)的重链可变区(VH)，所述互补决定区具有 以下序列：

[0146] CDR1–NYWIN(SEQ  ID  No.27)；

[0147] CDR2–NIYPSDSFTNYNQKFKD(SEQ  ID  No.28)

[0148] CDR3–DTQERSWYFDV(SEQ  ID  No.29)；和

[0149] b)具有CDR的轻链可变区(VL)，所述CDR具有以下序列：

[0150] CDR1–RSSQSLVHSNGNTYLH(SEQ  ID  No.30)；

[0151] CDR2–KVSNRFS(SEQ  ID  No.31)

[0152] CDR3–SQSTHVPWT(SEQ  ID  No.32)。

[0153] CD22结合结构域可以包含具有如SEQ  ID  No.35或SEQ  ID  NO  36所示的  序列的VH

结构域；或具有如SEQ  ID  No.37或SEQ  ID  No.38所示的序列的VL  结构域，或具有至少90％

序列同一性的其变体，其保留了结合CD22的能力。

[0154] CD22结合结构域可以包含如SEQ  ID  No.33或SEQ  ID  No.34所示的序  列，或具有

至少90％序列同一性的其变体，所述变体保留了结合CD22的能力。
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[0155] 在第十三个方面提供细胞，其在细胞表面表达根据本发明的第十一个方  面的嵌

合抗原受体和根据本发明的第十二个方面的嵌合抗原受体。

[0156] 在第十四个方面，提供编码根据本发明的第十一个方面的嵌合抗原受体  和根据

本发明的第十二个方面的嵌合抗原受体的核酸序列。

[0157] 在第十五个方面，本发明提供包含根据本发明的第十四个方面的核酸序  列的载

体。该载体可以是慢病毒载体。

[0158] 该载体可以是质粒载体，逆转录病毒载体或转座子载体。

[0159] 在第十六个方面，本发明提供制备根据本发明的第十三个方面的细胞的  方法，其

包括向细胞中引入如上文所述定义的一种或多种核酸序列；或一种 或多种载体的步骤。

[0160] 该细胞可以是T细胞或者自然杀伤(NK)细胞。该细胞可以来自从患者  分离的样

品，相关或不相关的造血移植供体，完全无关联的供体，来自脐带  血，从胚胎细胞系分化，

从可诱导的祖细胞系分化，或来源于转化的细胞系。

[0161] 在第十七个方面，本发明提供药物组合物，其包含多种根据本发明的第  十三个方

面的细胞。

[0162] 在第十八个方面，本发明提供用于治疗和/或预防疾病的方法，其包括向  受试者

施用根据本发明的第十七个方面的药物组合物的步骤。

[0163] 该方法可以包括以下步骤：

[0164] (i)从受试者分离含细胞的样品；

[0165] (ii)使用一种或多种编码第一和第二CAR的核酸序列或包含此类核酸序  列的一

种或多种载体转导或转染该细胞；和

[0166] (iii)将来自(ii)的细胞施用至受试者。

[0167] 该疾病可以是癌症。该癌症可以是B细胞恶性肿瘤。

[0168] 在第十九个方面，本发明提供根据本发明的第十七个方面的药物组合  物，其用于

治疗和/或预防疾病。

[0169] 在第二十个方面，本发明提供根据本发明的第十三方面的细胞在制造用  于治疗

和/或预防疾病的药物中的用途。

[0170] 还提供根据本发明的第一个方面的细胞，其包含如本发明的第十一个方  面中定

义的第一CAR和如本发明第十二个方面中定义的第二CAR。

[0171] 还提供根据本发明的第二个方面的核酸序列，其编码如本发明的第十一  个方面

中定义的第一CAR和如本发明第十二个方面中定义的第二CAR。

[0172] 还提供根据本发明的第三个方面的试剂盒，其中第一核酸序列编码如本  发明的

第十一个方面中定义的第一CAR且第二核酸序列编码如本发明第十  二个方面中定义的第

二CAR。

[0173] 还提供根据本发明的第五个方面的载体，其包含编码如本发明的第十一  个方面

中定义的第一CAR和如本发明第十二个方面中定义的第二CAR的核 酸序列。

[0174] 本发明还已经发现，在OR门系统中，如果共刺激结构域和产生存活信  号的结构域

在两个(或更多个)CAR之间“拆分(split)”，性能得到改善。

[0175] 因此，在第二十一个方面提供细胞，其在细胞表面共表达第一嵌合抗原  受体

(CAR)和第二CAR，每个CAR包含胞内信号传导结构域，其中第一  CAR的胞内信号传导结构域
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包含共刺激结构域；且第二CAR的胞内信号传导 结构域包含TNF受体家族胞内域。

[0176] 共刺激结构域可以是CD28共刺激结构域。

[0177] TNF受体家族胞内域可以是例如OX‑40或4‑1BB胞内域。

[0178] 第一和第二CAR的胞内信号传导结构域还可以包含含有ITAM的结构  域，例如CD3 

zeta胞内域。

[0179] 第一CAR可以具有以下结构

[0180] AgB1‑间隔区1‑TM1‑costim‑ITAM

[0181] 其中：

[0182] AgB1是第一CAR的抗原结合结构域；

[0183] 间隔区1是第一CAR的间隔区；

[0184] TM1是第一CAR的跨膜结构域；

[0185] costim是共刺激结构域；和

[0186] ITAM是含有ITAM的胞内域。

[0187] 第二CAR可以具有以下结构：

[0188] AgB2‑间隔区2‑TM2‑TNF‑ITAM

[0189] 其中：

[0190] AgB2是第二CAR的抗原结合结构域；

[0191] 间隔区2是第二CAR的间隔区；

[0192] TM2是第二CAR的跨膜结构域；

[0193] TNF是TNF受体胞内域；和

[0194] ITAM是含有ITAM的胞内域。

[0195] 第一和第二CAR中的一个CAR可以靶向CD19且另一个CAR可以靶向  CD22。

[0196] 在第二十二个方面，提供编码如本发明的第二十一个方面定义的第一和  第二嵌

合抗原受体(CAR)两者的核酸序列。

[0197] 该核酸序列可以具有以下结构：

[0198] AgB1‑间隔区1‑TM1‑costim‑ITAM1‑coexpr‑AbB2‑间隔区2‑TM2‑TNF‑IT  AM2

[0199] 其中

[0200] AgB1是编码第一CAR的抗原结合结构域的核酸序列；

[0201] 间隔区1是编码第一CAR的间隔区的核酸序列；

[0202] TM1是编码第一CAR的跨膜结构域的核酸序列；

[0203] costim是编码共刺激结构域的核酸序列；

[0204] ITAM1是编码第一CAR的含有ITAM的胞内域的核酸序列；

[0205] coexpr是使得能够共表达两个CAR的核酸序列；

[0206] AgB2是编码第二CAR的抗原结合结构域的核酸序列；

[0207] 间隔区2是编码第二CAR的间隔区的核酸序列；

[0208] TM2是编码第二CAR的跨膜结构域的核酸序列；

[0209] TNF是编码TNF受体胞内域的核酸序列；

[0210] ITAM2是编码第二CAR的含有ITAM的胞内域的核酸序列；

[0211] 当该核酸序列在细胞中表达时，编码在切割位点切割的多肽，使得第一  和第二
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CAR在细胞表面共表达。

[0212] 在第二十三个方面，本发明提供试剂盒，其包含

[0213] (i)编码如本发明第二十一个方面定义的第一嵌合抗原受体(CAR)的  第一核酸序

列，该核酸序列具有以下结构：

[0214] AgB1‑间隔区1‑TM1‑costim‑ITAM1

[0215] 其中

[0216] AgB1是编码第一CAR的抗原结合结构域的核酸序列；

[0217] 间隔区1是编码第一CAR的间隔区的核酸序列；

[0218] TM1是编码第一CAR的跨膜结构域的核酸序列；

[0219] costim是编码共刺激结构域的核酸序列；

[0220] ITAM1是编码第一CAR的含有ITAM的胞内域的核酸序列；

[0221] 和

[0222] (ii)编码如本发明第二十一个方面定义的所述第二嵌合抗原受体(CAR) 的第二

核酸序列，该核酸序列具有以下结构：

[0223] AbB2‑间隔区2‑TM2‑TNF‑ITAM2

[0224] 其中

[0225] AgB2是编码第二CAR的抗原结合结构域的核酸序列；

[0226] 间隔区2是编码第二CAR的间隔区的核酸序列；

[0227] TM2是编码第二CAR的跨膜结构域的核酸序列；

[0228] TNF是编码TNF受体胞内域的核酸序列；

[0229] ITAM2是编码第二CAR的含有ITAM的胞内域的核酸序。

[0230] 在第二十四个方面，提供包含根据本发明的第二十二个方面或如本发明  的第二

十三个方面定义的核酸序列的载体。

[0231] 在第二十五个方面，提供用于制备根据本发明的第二十一个方面的细胞 的方法，

其包括向细胞中引入以下的步骤：根据本发明的第二十二个方面的  核酸序列；如本发明的

第二十三个方面中定义的第一核酸序列和第二核酸序  列；或根据本发明的第二十四个方

面的载体。

[0232] 在第二十六个方面，本发明提供药物组合物，其包含多种根据本发明的  第二十一

个方面的细胞。

[0233] 还提供用于治疗和/或预防疾病的方法，其包括向受试者施用根据本发明 的第二

十六个方面的药物组合物的步骤。

[0234] 还提供根据本发明的第二十六个方面的药物组合物，用于治疗和/或预防  疾病。

[0235] 还提供根据本发明的第二十一个方面的细胞在制造用于治疗和/或预防  疾病的

药物中的用途。

[0236] 通过提供靶向CD19的一种CAR和靶向CD22的一种CAR，可以靶向这些  标志物的每

一种，从而减少癌症逃逸的问题。

[0237] 因为CAR在细胞表面表达为单独的分子，该方法克服了伴随TanCAR的  空间和可接

近性的问题。也改善了细胞活化的效率。如果每个CAR具有其自 己的间隔区，可以对于特定

的靶抗原调整该间隔区并从而调整结合结构域从  细胞表面伸出的距离和其柔性等。该选
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择不受到伴随TanCAR的设计考虑的  影响，即一个CAR需要与T细胞膜并置而一个CAR需要在

远端，与第一CAR  串联定位。

[0238] 通过提供编码由切割位点分开的两种CAR的单个核酸，可以使用简单的  单个转导

程序工程化细胞以共表达两种CAR。可以使用具有在单独的构建体  中的CAR编码序列的双

重转染程序，但这将更复杂和昂贵，并对于核酸要求  更多的整合位点。双重转染程序也将

伴随关于两种编码CAR的核酸是否已经 转导并有效表达的不确定性。

[0239] CAR将具有高同源性，例如跨膜和/或细胞内信号传导结构域可能是高  度同源的。

如果对于两种CAR使用相同或相似的接头，那么它们也将是高度 同源的。这提示其中在单

个核酸序列上提供两种CAR的方法将是不适合的，  因为序列之间的同源重组的可能性。然

而，本发明人已经发现通过高同源性  的序列编码区域部分的“密码子摆动(codon 

wobbling)”，可以高效地从单  个构建体表达两种CAR。密码子摆动涉及在编码相同或相似

的氨基酸序列的  序列区域中使用替代密码子。

[0240] 本公开包括以下实施方案：

[0241] 1 .细胞，其在细胞膜处共表达第一嵌合抗原受体(CAR)和第二CAR，  每个CAR包含

抗原结合结构域，其中所述第一CAR的抗原结合结构域结合C  D19且第二CAR的抗原结合结

构域结合CD22。

[0242] 2.根据实施方案1的细胞，其中每个CAR包含：

[0243] (i)抗原结合结构域；

[0244] (i)间隔区；和

[0245] (iii)跨膜结构域；

[0246] 其中所述第一CAR的间隔区不同于所述第二CAR的间隔区。

[0247] 3.根据实施方案2的细胞，其中所述第二CAR的抗原结合结构域结合C  D22的Ig结

构域1、2、3或4上的表位。

[0248] 4.核酸序列，所述核酸序列编码如实施方案1至3中任一项定义的第一和  第二嵌

合抗原受体(CAR)两者。

[0249] 5.根据实施方案4的核酸序列，其具有以下结构：

[0250] AgB1‑间隔区1‑TM1‑coexpr‑AbB2‑间隔区2‑TM2

[0251] 其中

[0252] AgB1是编码所述第一CAR的抗原结合结构域的核酸序列；

[0253] 间隔区1是编码所述第一CAR的间隔区的核酸序列；

[0254] TM1是编码所述第一CAR的跨膜结构域的核酸序列；

[0255] coexpr是使得能够共表达两个CAR的核酸序列；

[0256] AgB2是编码所述第二CAR的抗原结合结构域的核酸序列；

[0257] 间隔区2是编码所述第二CAR的间隔区的核酸序列；

[0258] TM2是编码所述第二CAR的跨膜结构域的核酸序列；

[0259] 该核酸序列，当在T细胞中表达时，编码在切割位点切割的多肽，使得  所述第一和

所述第二CAR在T细胞表面处共表达。

[0260] 6.根据实施方案5的核酸序列，其中coexpr编码包含自切割肽的序列。

[0261] 7.根据实施方案5或6的核酸序列，其中为了避免同源重组，在编码相同  或相似的
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氨基酸序列的序列区域中使用替代密码子。

[0262] 8.试剂盒，所述试剂盒包含

[0263] (i)编码如实施方案1至3中任一项定义的第一嵌合抗原受体(CAR)的  第一核酸序

列，该核酸序列具有以下结构：

[0264] AgB1‑间隔区1‑TM1

[0265] 其中

[0266] AgB1是编码所述第一CAR的抗原结合结构域的核酸序列；

[0267] 间隔区1是编码所述第一CAR的间隔区的核酸序列；

[0268] TM1是编码所述第一CAR的跨膜结构域的核酸序列；

[0269] 和

[0270] (ii)编码如实施方案1至3中任一项定义的第二嵌合抗原受体(CAR)的  第二核酸

序列，该核酸序列具有以下结构：

[0271] AbB2‑间隔区2‑TM2

[0272] AgB2是编码所述第二CAR的抗原结合结构域的核酸序列；

[0273] 间隔区2是编码所述第二CAR的间隔区的核酸序列；和

[0274] TM2是编码所述第二CAR的跨膜结构域的核酸序列。

[0275] 9.试剂盒，所述试剂盒包含：第一载体，其包含如实施方案8中定义的  所述第一核

酸序列；和第二载体，其包含如实施方案8中定义的所述第二核 酸序列。

[0276] 10.根据实施方案9的试剂盒，其中所述载体为整合病毒载体或转座子。

[0277] 11.载体，所述载体包含根据实施方案4至7中任一项的核酸序列。

[0278] 12.根据实施方案11的逆转录病毒载体或慢病毒载体或转座子。

[0279] 13.制备根据实施方案1至3中任一项的细胞的方法，其包括向细胞中引  入以下的

步骤：根据实施方案4至7中任一项的核酸序列；如实施方案8中定  义的第一核酸序列和第

二核酸序列；和/或如实施方案9中定义的第一载体和  第二载体或根据实施方案11或12的

载体。

[0280] 14.根据实施方案13的方法，其中所述细胞来自从受试者分离的样品。

[0281] 15.药物组合物，所述药物组合物包含多种根据实施方案1至3中任一项 的细胞。

[0282] 16.用于治疗和/或预防疾病的方法，其包括向受试者施用根据实施方案  15的药

物组合物的步骤。

[0283] 17.根据实施方案16的方法，其包括以下步骤：

[0284] (i)从受试者分离含细胞的样品；

[0285] (ii)使用以下转导或转染所述细胞：根据实施方案4至7中任一项的核酸  序列；如

实施方案8中定义的第一核酸序列和第二核酸序列；和/或如实施方  案9或10中定义的第一

载体和第二载体或根据实施方案11或12的载体；和

[0286] (iii)将来自(ii)的细胞施用至受试者。

[0287] 18.根据实施方案16或17的方法，其中所述疾病是癌症。

[0288] 19.根据实施方案18的方法，其中所述癌症是B细胞恶性肿瘤。

[0289] 20.根据实施方案15的药物组合物，其用于治疗和/或预防疾病。

[0290] 21.根据实施方案1至3中任一项的细胞在制造用于治疗和/或预防疾病 的药物中
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的用途。

[0291] 22.嵌合抗原受体(CAR)，所述嵌合抗原受体包含CD19结合结构域， 其包含

[0292] a)具有互补决定区(CDR)的重链可变区(VH)，所述互补决定区具有 以下序列：

[0293] CDR1–SYWMN(SEQ  ID  No.15)；

[0294] CDR2–QIWPGDGDTNYNGKFK(SEQ  ID  No.16)；

[0295] CDR3–RETTTVGRYYYAMDY(SEQ  ID  No.17)；和

[0296] b)具有CDR的轻链可变区(VL)，所述CDR具有以下序列：

[0297] CDR1–KASQSVDYDGDSYLN(SEQ  ID  No.18)；

[0298] CDR2–DASNLVS(SEQ  ID  No.19)；

[0299] CDR3–QQSTEDPWT(SEQ  ID  No.20)。

[0300] 23.根据实施方案22的CAR，其中所述CD19结合结构域包含具有如SEQ ID  No.23或

SEQ  ID  NO  24所示的序列的VH结构域；或具有如SEQ  ID  No.25，  SEQ  ID  No.26或SEQ  ID 

No.40所示的序列的VL结构域，或具有至少90％序  列同一性的其变体，所述变体保留了结

合CD19的能力。

[0301] 24 .根据实施方案22的CAR，其中所述CD19结合结构域包含如SEQ  ID No .21，SEQ 

ID  No.22或SEQ  ID  No.39所示的序列，或具有至少90％序列同  一性的其变体，所述变体保

留了结合CD19的能力。

[0302] 25.包含CD22结合结构域的嵌合抗原受体(CAR)，其包含

[0303] a)具有互补决定区(CDR)的重链可变区(VH)，所述互补决定区具  有以下序列：

[0304] CDR1–NYWIN(SEQ  ID  No.27)；

[0305] CDR2–NIYPSDSFTNYNQKFKD(SEQ  ID  No.28)

[0306] CDR3–DTQERSWYFDV(SEQ  ID  No.29)；和

[0307] b)具有CDR的轻链可变区(VL)，所述CDR具有以下序列：

[0308] CDR1–RSSQSLVHSNGNTYLH(SEQ  ID  No.30)；

[0309] CDR2–KVSNRFS(SEQ  ID  No.31)

[0310] CDR3–SQSTHVPWT(SEQ  ID  No.32)。

[0311] 26.根据实施方案25的CAR，其中所述CD22结合结构域包含具有如SEQ ID  No.35或

SEQ  ID  NO  36所示的序列的VH结构域；或具有如SEQ  ID  No.37  或SEQ  ID  No.38所示的序

列的VL结构域，或具有至少90％序列同一性的其  变体，所述变体保留了结合CD22的能力。

[0312] 27.根据实施方案25的CAR，其中所述CD22结合结构域包含如SEQ  ID No.33或SEQ 

ID  No.34所示的序列，或具有至少90％序列同一性的其变体，  所述变体保留了结合CD22的

能力。

[0313] 28.根据实施方案1至3中任一项的细胞，其中所述第一CAR是如实施方  案22至24

中任一项所定义的，且所述第二CAR是如实施方案25至27中任一项 所定义的。

[0314] 29.根据实施方案4至7中任一项的核酸序列，所述核酸序列编码如实施  方案22至

24中任一项所定义的第一CAR和如实施方案25至27中任一项所定 义的第二CAR。

[0315] 30.根据实施方案8至10中任一项的试剂盒，其中所述第一核酸序列编码  如实施

方案22至24中任一项所定义的第一CAR且所述第二核酸序列编码如  实施方案25至27中任

一项所定义的第二CAR。
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[0316] 31.根据实施方案11或12的载体，其包含根据实施方案29的核酸序列。

[0317] 32.细胞，其在细胞表面处共表达第一嵌合抗原受体(CAR)和第二  CAR，每个CAR包

含细胞内信号传导结构域，其中所述第一CAR的细胞内信  号传导结构域包含共刺激结构

域；且所述第二CAR的细胞内信号传导结构域  包含TNF受体家族胞内域(endodomain)。

[0318] 33.根据实施方案32的细胞，其中所述共刺激结构域是CD28共刺激结构 域。

[0319] 34.根据实施方案32或33的细胞，其中所述TNF受体家族胞内域是  OX‑40或4‑1BB

胞内域。

[0320] 35.根据实施方案32至34任一项的细胞，其中所述第一和第二CAR的细  胞内信号

传导结构域还包含含有ITAM的结构域。

[0321] 36.根据实施方案35的细胞，其中所述第一CAR具有以下结构：

[0322] AgB1‑间隔区1‑TM1‑costim‑ITAM

[0323] 其中：

[0324] AgB1是所述第一CAR的抗原结合结构域；

[0325] 间隔区1是所述第一CAR的间隔区；

[0326] TM1是所述第一CAR的跨膜结构域；

[0327] costim是共刺激结构域；和

[0328] ITAM是含有ITAM的胞内域；

[0329] 且所述第二CAR具有以下结构：

[0330] AgB2‑间隔区2‑TM2‑TNF‑ITAM

[0331] 其中：

[0332] AgB2是所述第二CAR的抗原结合结构域；

[0333] 间隔区2是所述第二CAR的间隔区；

[0334] TM2是所述第二CAR的跨膜结构域；

[0335] TNF是TNF受体胞内域；和

[0336] ITAM是含有ITAM的胞内域。

[0337] 37.核酸序列，所述核酸序列编码如实施方案32至36中任一项定义的所  述第一和

第二嵌合抗原受体(CAR)两者。

[0338] 38.根据实施方案37的核酸序列，其具有以下结构：

[0339] AgB1‑间隔区1‑TM1‑costim‑ITAM1‑coexpr‑AbB2‑间隔区2‑TM2‑TNF‑IT  AM2

[0340] 其中

[0341] AgB1是编码所述第一CAR的抗原结合结构域的核酸序列；

[0342] 间隔区1是编码所述第一CAR的间隔区的核酸序列；

[0343] TM1是编码所述第一CAR的跨膜结构域的核酸序列；

[0344] costim是编码共刺激结构域的核酸序列；

[0345] ITAM1是编码所述第一CAR的含有ITAM的胞内域的核酸序列；

[0346] coexpr是使得能够共表达两个CAR的核酸序列；

[0347] AgB2是编码所述第二CAR的抗原结合结构域的核酸序列；

[0348] 间隔区2是编码所述第二CAR的间隔区的核酸序列；

[0349] TM2是编码所述第二CAR的跨膜结构域的核酸序列；
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[0350] TNF是编码TNF受体胞内域的核酸序列；

[0351] ITAM2是编码所述第二CAR的含有ITAM的胞内域的核酸序列；

[0352] 该核酸序列，当在细胞中表达时，编码在切割位点切割的多肽，使得所  述第一和

第二CAR在细胞表面共表达。

[0353] 39.试剂盒，其包含

[0354] (i)编码如实施方案32至36中任一项定义的所述第一嵌合抗原受体(CA  R)的第一

核酸序列，该核酸序列具有以下结构：

[0355] AgB1‑间隔区1‑TM1‑costim‑ITAM1

[0356] 其中

[0357] AgB1是编码所述第一CAR的抗原结合结构域的核酸序列；

[0358] 间隔区1是编码所述第一CAR的间隔区的核酸序列；

[0359] TM1是编码所述第一CAR的跨膜结构域的核酸序列；

[0360] costim是编码共刺激结构域的核酸序列；

[0361] ITAM1是编码所述第一CAR的含有ITAM的胞内域的核酸序列；

[0362] 和

[0363] (ii)编码如实施方案32至36中任一项定义的所述第二嵌合抗原受体(CA  R)的第

二核酸序列，该核酸序列具有以下结构：

[0364] AbB2‑间隔区2‑TM2‑TNF‑ITAM2

[0365] 其中

[0366] AgB2是编码所述第二CAR的抗原结合结构域的核酸序列；

[0367] 间隔区2是编码所述第二CAR的间隔区的核酸序列；

[0368] TM2是编码所述第二CAR的跨膜结构域的核酸序列；

[0369] TNF是编码TNF受体胞内域的核酸序列；

[0370] ITAM2是编码所述第二CAR的含有ITAM的胞内域的核酸序。

[0371] 40.载体，所述载体包含根据实施方案37或38的核酸序列。

[0372] 41.制备根据实施方案37或38中的任一项的细胞的方法，其包括向细胞  引入以下

的步骤：根据实施方案37或38的核酸序列；如实施方案39中定义的  第一核酸序列和第二核

酸序列；或根据实施方案40的载体。

[0373] 42 .药物组合物，所述药物组合物包含多种根据实施方案32或36中任一  项的细

胞。

[0374] 43.用于治疗和/或预防疾病的方法，其包括向受试者施用根据实施方案  42的药

物组合物的步骤。

[0375] 44.根据实施方案42的药物组合物，用于治疗和/或预防疾病。

[0376] 45.根据实施方案32至36中任一项的细胞在制造用于治疗和/或预防疾  病的药物

中的用途。

[0377] 附图简述

[0378] 图1：a)说明经典CAR的示意图。(b)至(d)：不同代的和不同排列的CAR  胞内域：(b)

最初的设计通过FcεR1‑γ或CD3ζ胞内域仅传输ITAM信号，而后  来的设计在同一个复合胞

内域中传输另外的(c)一种或(d)多种共刺激信号。
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[0379] 图2：B细胞成熟通路/B细胞个体发生。DR＝HLA‑DR；cCD79＝胞质CD79；  cCD22＝胞

质CD22。CD19和CD22抗原两者都在B细胞成熟中的早期期间表  达。正是这些细胞发育成B细

胞急性白血病。同时靶向CD19以及CD22两者  对于靶向B细胞急性白血病是最合适的。

[0380] 图3：设计抗CD19  OR  CD22  CAR基因盒的策略。选择识别CD19的结合  子和识别

CD22的接合子。对于每个CAR选择最适间隔区结构域和信号传导  结构域。(a)构建OR门基因

盒使得两种CAR使用FMD‑2A肽共表达。任何同源  序列进行密码子摆动以避免重组。(c)两种

CAR作为单独的蛋白在T细胞表面 上表达。

[0381] 图4：密码子摆动以允许相同的肽序列在逆转录病毒载体中共表达但避 免同源重

组的例子。这里，野生型HCH2CH3‑CD28tmZeta与密码子摆动的  HCH2CH3‑CD28tmZeta对齐。

[0382] 图5：证明抗CD19  OR  CD22门的功能性。(a)构建体的草图：S1‑信号肽1；  HA‑血凝

素标签；HCH2CH3‑铰链，IgG1野生型序列的CH2CH3；  CD28tmZ‑CD28跨膜结构域和CD3  Zeta

摆动的序列；2A‑口蹄疫2A肽；S2‑信  号肽2；V5‑v5表位标签；aCD22‑抗CD22  scFv；

HCH2CH3'‑铰链，IgG1摆动 的序列的CH2CH3；CD28tmZ‑CD28跨膜结构域和CD3  Zeta摆动的

序列；(b)  从单个载体共表达两种受体。在使用OKT2和抗CD28刺激后使用双顺反子载  体转

导外周血T细胞。通过使用抗V5‑FITC(invitrogen)和抗HA‑PE(abCam)  染色在转导后五天

分析细胞。可以在T细胞表面上同时检测两种CAR。(c)使  用不表达CD19或CD22的，单独表达

CD19或CD22的，或表达两种抗原的靶  细胞激发非转导的T细胞，仅表达抗CD19  CAR的T细

胞，仅表达抗CD22  CAR  的T细胞，和表达抗CD19  OR  CD22  CAR门的T细胞。表达抗CD19  OR 

CD22 CAR门的T细胞可以杀灭靶细胞，即便一种抗原不存在。

[0383] 图6：鼠CD22ALAb  scFv,人源化CD22ALAb  scFv和M971  scFv的Biacore  亲和力测

定。

[0384] 图7：鼠CD19ALAb  scFv和人源化CD19ALAb的Biacore亲和力测定。

[0385] 图8：CD19ALAb  scFv和fmc63  scFv与可溶性scFv‑CD19结合之间的结合  动力学的

比较。

[0386] 图9：说明比较研究中使用的CD19ALAb  CAR,fmc63  CAR,CD22ALAb CAR和M971  CAR

的示意图。

[0387] 图10：对CD19阳性靶细胞的杀伤，比较具有CD19ALAb抗原结合结构  域的CAR和具

有fmc63结合结构域的等同CAR。

[0388] 图11：A)对CD22阳性靶细胞的杀伤，比较具有CD22ALAb抗原结合结  构域的CAR和

具有M971结合结构域的等同CAR。B)比较1:1与CD22阳性Sup T1细胞共培养后IFNγ释放的

测定。

[0389] 图12：CD19结构和外显子。

[0390] 图13：说明实施例5中测试的四种构建体的示意图和构建体图谱。在构  建体图谱

中，使用‘标记的部分是密码子摆动的。

[0391] A：CD19和CD22  CAR两者都具有41BB‑CD3zeta复合胞内域；B：CD19  和CD22  CAR两

者都具有OX40‑CD3zeta复合胞内域；C：CD19  CAR具有  41BB‑CD3zeta复合胞内域且CD22 

CAR具有CD28‑CD3zeta复合胞内域；和  D：CD19  CAR具有OX40‑CD3zeta复合胞内域且CD22 

CAR具有  CD28‑CD3zeta复合胞内域。

[0392] 图14：表达图13中所示的构建体的细胞对靶细胞的杀伤。
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[0393] 发明详述

[0394] 嵌合抗原受体(CAR)

[0395] CAR，其示意性显示于图1中，是嵌合I型跨膜蛋白，其将细胞外抗原识  别结构域

(结合子)连接至细胞内信号传导结构域(胞内域)。结合子通常  是来源于单克隆抗体(mAb)

的单链可变片段(scFv)，但其可以基于包含  抗体样抗原结合位点的其它形式。通常需要间

隔区结构域以将结合子从膜分  离并允许其适合的定向。通常使用的间隔区结构域是IgG1

的Fc。取决于抗原，  更紧密的间隔区可以满足，例如来自CD8α的茎部或仅单独的IgG1铰链。

跨  膜结构域将蛋白锚定在细胞膜中并将间隔区连接至胞内域。

[0396] 早期的CAR设计具有来源于FcεR1或CD3ζ的γ链的细胞内部分的胞内  域。因此，这

些第一代受体传输免疫信号1，其足够触发T细胞杀伤同族靶细  胞，但不能完全活化T细胞

以增殖或存活。为了克服这一限制，构建了复合  胞内域：将T细胞共刺激分子的细胞内部分

融合至CD3ζ的细胞内部分，产生  了第二代受体，其在抗原识别后能够同时传输活化和共刺

激信号。最通常使  用的共刺激结构域是CD28的共刺激结构域。这提供了最强力的共刺激信

号‑  称为免疫信号2，其触发T细胞增殖。已经描述了一些受体，其包括TNF受体  家族胞内

域，例如紧密相关的OX40和41BB，其传输存活信号。现在已经描  述可甚至更强力的第三代

CAR，其具有能够传输活化，增殖和存活信号的胞 内域。

[0397] 可以使用例如逆转录病毒载体将编码CAR的核酸转移至T细胞。可以采  用慢病毒。

以这种方式，可以生成大量癌症特异性T细胞用于过继细胞转移。  当CAR结合靶抗原时，这

导致活化信号传输至其在上表达的T细胞。因此CAR  将特异性和T细胞的细胞毒性引导至表

达靶向的抗原的肿瘤细胞。

[0398] 本发明的第一个方面涉及细胞，其共表达第一CAR和第二CAR，其中一  个CAR结合

CD19而另一个CAR结合CD22，使得T细胞可以识别表达这些标  志物的任一种的靶细胞。

[0399] 因此，本发明的第一和第二CAR的抗原结合结构域结合不同的抗原，且  两种CAR可

以包含活化胞内域。两种CAR可以包含间隔区结构域，其可以相 同，或足够不同以防止两种

不同受体之间的交叉配对。因此，可以工程化细  胞以当识别CD19和CD22的任一或两者时活

化。这在肿瘤学领域是有用的，  如Goldie‑Coldman假说所述：对单个抗原的单独靶向可以

导致肿瘤逃逸，其  通过由于大多数癌症中固有的高突变率的所述抗原的调整。通过同时靶

向两  种抗原，这种逃逸的可能性大大降低。

[0400] 重要的是两种CAR不发生异二聚化。

[0401] 本发明的T细胞的第一和第二CAR可以作为包含两种CAR连同切割位点 的多肽产

生。

[0402] 信号肽

[0403] 本发明的细胞的CAR可以包含信号肽，使得当CAR在细胞内部表达时，  例如T细胞，

新生蛋白被引导至内质网和随后引导至细胞膜，在那里其表达。

[0404] 信号肽的核心可以含有一长段疏水性氨基酸，其具有形成单个α螺旋的  倾向。信

号肽可以以短的，带正电的氨基酸段开始，其帮助转位期间执行多  肽的正确拓扑结构。在

信号肽的末端，通常是由信号肽酶识别并切割的氨基  酸段。信号肽可以在转位期间或转位

完成后切割，以生成游离的信号肽和成 熟蛋白。接着，游离的信号肽被特定蛋白酶消化。

[0405] 信号肽可以在分子的氨基末端。
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[0406] 信号肽可以包含SEQ  ID  No.1，2或3，或其具有5，4，3，2或1个氨基酸  突变(插入，

取代或添加)的变体，只要信号肽仍然发挥功能以引起CAR的细 胞表面表达。

[0407] SEQ  ID  No.1:MGTSLLCWMALCLLGADHADG

[0408] SEQ  ID  No.1的信号肽是紧密且高效的。预测它在末端甘氨酸之后产生  约95％的

切割，产生由信号肽酶进行的有效移除。

[0409] SEQ  ID  No.2:MSLPVTALLLPLALLLHAARP

[0410] SEQ  ID  No.2的信号肽来源于IgG1。

[0411] SEQ  ID  No.3:MAVPTQVLGLLLLWLTDARC

[0412] SEQ  ID  No.3的信号肽来源于CD8。

[0413] 第一CAR的信号肽可以具有与第二CAR的信号肽不同的序列。

[0414] CD19

[0415] 人CD19抗原是属于免疫球蛋白超家族的95kd跨膜糖蛋白。CD19分类为  I型跨膜蛋

白，具有单个跨膜结构域，胞质C末端，和细胞外N末端。CD19 的一般结构示于图12中。

[0416] CD19是正常和肿瘤B细胞，以及滤泡状树突状细胞的生物标志物。实际  上，在发育

期间，其从最早期的可识别B谱系细胞到B细胞母细胞存在于B细  胞上，但在成熟至浆细胞

时丢失。其主要作为B细胞共受体连同CD21和CD81  作用。当活化时，CD19的胞质尾部变得磷

酸化，其引起Src家族激酶的结合  和PI‑3激酶的募集。CD19在B细胞分化的非常早期表达，

并仅在末期B细胞  分化为浆细胞时丢失。因此，CD19在除多发性骨髓瘤的B细胞恶性肿瘤上

表  达。

[0417] 在不同的中心已经测试了针对CD19的不同设计的CAR，如下表概述：

[0418] 表1

[0419]

[0420]

[0421] 如以上所示，目前大多数的研究已经使用来源于杂交瘤fmc63的scFv作  为结合结

构域的一部分以识别CD19。

[0422] 如图12中所示，编码CD19的基因包含十个外显子：外显子1至4编码细  胞外结构

域；外显子5编码跨膜结构域；和外显子6至10编码胞质结构域；

[0423] 在本发明的CD19/CD22  OR门中，抗CD19  CAR的抗原结合结构域可以  结合由CD19

基因的外显子1编码的CD19的表位。

[0424] 在本发明的CD19/CD22  OR门中，抗CD19  CAR的抗原结合结构域可以  结合由CD19

基因的外显子3编码的CD19的表位。

[0425] 在本发明的CD19/CD22  OR门中，抗CD19  CAR的抗原结合结构域可以  结合由CD19
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基因的外显子4编码的CD19的表位。

[0426] CD19ALAb

[0427] 本发明人已经开发了新的抗CD19  CAR，其与包含结合子fmc63的已知抗  CD19  CAR

相比具有改进的特性。CAR的抗原结合结构域基于CD19结合子  CD19  ALAb，其具有以下鉴定

的CDR和VH/VL区域。

[0428] 因此，本发明还提供CAR，其包含CD19结合结构域，其包含a)具有互  补决定区

(CDR)的重链可变区(VH)，所述CDR具有以下序列：

[0429] CDR1–SYWMN(SEQ  ID  No.15)；

[0430] CDR2–QIWPGDGDTNYNGKFK(SEQ  ID  No.16)；

[0431] CDR3–RETTTVGRYYYAMDY(SEQ  ID  No.17)；和

[0432] b)具有CDR的轻链可变区(VL)，所述CDR具有以下序列：

[0433] CDR1–KASQSVDYDGDSYLN(SEQ  ID  No.18)；

[0434] CDR2–DASNLVS(SEQ  ID  No.19)；

[0435] CDR3–QQSTEDPWT(SEQ  ID  No.20)。

[0436] 可以在每个CDR中引入一个或多个突变(取代，添加或缺失)而不负面  影响CD19结

合活性。每个CDR可以例如具有一个，两个或三个氨基酸突变。

[0437] 本发明的CAR可以包含以下氨基酸序列之一：

[0438] SEQ  ID  No.21(鼠CD19ALAbscFv序列)

[0439] QVQLQQSGAELVRPGSSVKISCKASGYAFSSYWMNWVKQRPGQGLEWI  GQIWPGDGDTNYNGKFKGK

ATLTADESSSTAYMQLSSLASEDSAVYFCAR  RETTTVGRYYYAMDYWGQGTTVTVSSDIQLTQSPASLAVSLGQR

ATISCK  ASQSVDYDGDSYLNWYQQIPGQPPKLLIYDASNLVSGIPPRFSGSGSGTDF  TLNIHPVEKVDAATYHC

QQSTEDPWTFGGGTKLEIK

[0440] SEQ  ID  No.22(人源化CD19ALAbscFv序列–Heavy  19,Kappa  16)

[0441] QVQLVQSGAEVKKPGASVKLSCKASGYAFSSYWMNWVRQAPGQSLEWI  GQIWPGDGDTNYNGKFKGR

ATLTADESARTAYMELSSLRSGDTAVYFCA  RRETTTVGRYYYAMDYWGKGTLVTVSSDIQLTQSPDSLAVSLGER

ATINC  KASQSVDYDGDSYLNWYQQKPGQPPKLLIYDASNLVSGVPDRFSGSGSG  TDFTLTISSLQAADVAVYHC

QQSTEDPWTFGQGTKVEIKR

[0442] SEQ  ID  No.39(人源化CD19ALAb  scFv序列–Heavy  19,Kappa  7)

[0443] QVQLVQSGAEVKKPGASVKLSCKASGYAFSSYWMNWVRQAPGQSLEWI  GQIWPGDGDTNYNGKFKGR

ATLTADESARTAYMELSSLRSGDTAVYFCA  RRETTTVGRYYYAMDYWGKGTLVTVSSDIQLTQSPDSLAVSLGER

ATINC  KASQSVDYDGDSYLNWYQQKPGQPPKVLIYDASNLVSGVPDRFSGSGSG  TDFTLTISSLQAADVAVYYC

QQSTEDPWTFGQGTKVEIKR

[0444] scFv可以以VH‑VL方向(如SEQ  ID  No.21，22和39所示)或VL‑VH方向。

[0445] 本发明的CAR可以包含以下VH序列之一：

[0446] SEQ  ID  No.23(鼠CD19ALAb  VH序列)

[0447] QVQLQQSGAELVRPGSSVKISCKASGYAFSSYWMNWVKQRPGQGLEWI  GQIWPGDGDTNYNGKFKGK

ATLTADESSSTAYMQLSSLASEDSAVYFCAR  RETTTVGRYYYAMDYWGQGTTVTVSS

[0448] SEQ  ID  No.24(人源化CD19ALAb  VH序列)

[0449] QVQLVQSGAEVKKPGASVKLSCKASGYAFSSYWMNWVRQAPGQSLEWI  GQIWPGDGDTNYNGKFKGR
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ATLTADESARTAYMELSSLRSGDTAVYFCA  RRETTTVGRYYYAMDYWGKGTLVTVSS

[0450] 本发明的CAR可以包含以下VL序列之一：

[0451] SEQ  ID  No.25(鼠CD19ALAb  VL序列)

[0452] DIQLTQSPASLAVSLGQRATISCKASQSVDYDGDSYLNWYQQIPGQPPKLL  IYDASNLVSGIPPRFS

GSGSGTDFTLNIHPVEKVDAATYHCQQSTEDPWTF  GGGTKLEIK

[0453] SEQ  ID  No.26(人源化CD19ALAb  VL序列,Kappa  16)

[0454] DIQLTQSPDSLAVSLGERATINCKASQSVDYDGDSYLNWYQQKPGQPPKL  LIYDASNLVSGVPDRFS

GSGSGTDFTLTISSLQAADVAVYHCQQSTEDPWT  FGQGTKVEIKR

[0455] SEQ  ID  No.40(人源化CD19ALAb  VL序列,Kappa  7)

[0456] DIQLTQSPDSLAVSLGERATINCKASQSVDYDGDSYLNWYQQKPGQPPKV  LIYDASNLVSGVPDRFS

GSGSGTDFTLTISSLQAADVAVYYCQQSTEDPWT  FGQGTKVEIKR

[0457] 本发明的CAR可以包含如SEQ  ID  No.21、22、23、24、25、26、39或40  所示的序列的

变体，其具有至少80、85、90、95、98或99％序列同一性，条  件是该变体序列保留了结合CD19

的能力(如果适用，当连同互补VL和VH 结构域时)。

[0458] 可以通过程序例如BLAST(其可以在http://blast.ncbi.nlm.nih.gov免费获  得)

容易地确定两个多肽序列之间的百分比同一性。

[0459] CD22

[0460] 人CD22抗原是属于凝集素的SIGLEC家族的分子。其发现于成熟B细胞  和一些未成

熟B细胞的表面上。通常来讲，CD22是防止免疫系统过度活化和  发展自身免疫疾病的调节

分子。

[0461] CD22是糖结合跨膜蛋白，其通过定位于其N末端的免疫球蛋白(Ig)结  构域特异性

识别唾液酸。Ig结构域的存在使得CD22为免疫球蛋白超家族的成  员。CD22作为B细胞受体

(BCR)信号传导的抑制性受体发挥功能。

[0462] CD22是IgSF的分子，其可以以两种亚型存在，一种具有七个结构域和  包含三个

ITIM(基于免疫受体酪氨酸的抑制性基序)和一个ITAM的胞质内  尾部；和剪切变体，其作为

替代包含五个细胞外结构域和携带一个ITIM的胞  质内尾部。认为CD22是参与控制B细胞对

抗原响应的抑制性受体。与CD19  相似，广泛认为CD22是泛‑B抗原，尽管已经描述了在一些

非淋巴组织上的  表达。使用治疗性单克隆抗体和免疫缀合物靶向CD22已经进入临床测试。

[0463] Haso(Blood；2013；121(7))等人描述了抗CD22  CAR的例子。具体的，  描述了具有

来源于m971，HA22和BL22  scFv的抗原结合结构域的抗CD22 CAR。

[0464] 抗CD22  CAR的抗原结合结构域可以以范围在30‑50nM例如30‑40nM的  KD结合

CD22。KD可以是约32nM。

[0465] CD22具有七个细胞外IgG样结构域，其通常鉴定为Ig结构域1至Ig结构域  7，其中

Ig结构域7为B细胞膜最近端而Ig结构域7为Ig细胞膜最远端(参见如  上所述的Haso  et  al 

2013中的图2B)。

[0466] 下表中总结了依据CD22的氨基酸序列  (http://www .uniprot .org/uniprot/

P20273)的Ig结构域的位置。

[0467] Ig结构域 氨基酸 

1 20‑138 

说　明　书 19/36 页

23

CN 114107212 A

23



2 143‑235 

3 242‑326 

4 331‑416 

5 419‑500 

6 505‑582 

7 593‑676 

[0468] 第二CAR的抗原结合结构域可以结合CD22上的膜远端表位。第二CAR 的抗原结合

结构域可以结合CD22的Ig结构域1、2、3或4上的表位，例如CD22 的Ig结构域3上的表位。第

二CAR的抗原结合结构域可以结合定位于CD22的  氨基酸22‑416之间的表位，例如CD22的氨

基酸242‑326之间的表位。

[0469] 抗CD22抗体HA22和BL22(Haso  et  al  2013，如上文)和CD22ALAb，  在下文中描述，

结合CD22的Ig结构域3上的表位。

[0470] 第二CAR的抗原结合结构域可以不结合CD22上的膜近端表位。第二  CAR的抗原结

合结构域可以不结合CD22的Ig结构域5、6或7上的表位。第二  CAR的抗原结合结构域可以不

结合定位于CD22的氨基酸419‑676之间的表 位，例如CD22的505‑676之间的表位。

[0471] CD22ALAb

[0472] 本发明人已经开发了新的抗CD22  CAR，其与包含结合子m971的已知抗  CD22  CAR

相比具有改善的特性(参见实施例2和3和Haso  et  al(2013)，如上  文)。CAR的抗原结合结

构域基于CD22结合子CD22ALAb，其具有以下鉴定 的CDR和VH/VK区。

[0473] 因此，本发明还提供包含CD22结合结构域的CAR，其包含

[0474] a)具有互补决定区(CDR)的重链可变区(VH)，所述互补决定区具  有以下序列：

[0475] CDR1–NYWIN(SEQ  ID  No.27)；

[0476] CDR2–NIYPSDSFTNYNQKFKD(SEQ  ID  No.28)

[0477] CDR3–DTQERSWYFDV(SEQ  ID  No.29)；和

[0478] b)具有CDR的轻链可变区(VL)，所述CDR具有以下序列：

[0479] CDR1–RSSQSLVHSNGNTYLH(SEQ  ID  No.30)；

[0480] CDR2–KVSNRFS(SEQ  ID  No.31)

[0481] CDR3–SQSTHVPWT(SEQ  ID  No.32)。

[0482] 可以向该或每个CDR引入一个或多个突变(取代，添加或缺失)而不负  面影响CD22

结合活性。每个CDR可以例如具有一个，两个或三个氨基酸突  变。

[0483] 本发明的CAR可以包含以下氨基酸序列之一：

[0484] SEQ  ID  No.33(鼠CD22ALAbscFv序列)

[0485] QVQLQQPGAELVRPGASVKLSCKASGYTFTNYWINWVKQRPGQGLEWI  GNIYPSDSFTNYNQKFKDK

ATLTVDKSSSTAYMQLSSPTSEDSAVYYCTR  DTQERSWYFDVWGAGTTVTVSSDVVMTQTPLSLPVSLGDQASIS

CRSSQ  SLVHSNGNTYLHWYLQKPGQSPKLLIYKVSNRFSGVPDRFSGSGSGTDFT  LKISRVEAEDLGLYFCSQS

THVPWTFGGGTKLEIK

[0486] SEQ  ID  No.34(人源化CD22ALAbscFv序列)

[0487] EVQLVESGAEVKKPGSSVKVSCKASGYTFTNYWINWVRQAPGQGLEWI  GNIYPSDSFTNYNQKFKDR

ATLTVDKSTSTAYLELRNLRSDDTAVYYCTR  DTQERSWYFDVWGQGTLVTVSSDIVMTQSPATLSVSPGERATLS
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CRSSQS  LVHSNGNTYLHWYQQKPGQAPRLLIYKVSNRFSGVPARFSGSGSGVEFTL  TISSLQSEDFAVYYCSQS

THVPWTFGQGTRLEIK

[0488] 该scFv可以以VH‑VL方向(如SEQ  ID  Nos  33和34中所示)或VL‑VH方 向。

[0489] 本发明的CAR可以包含以下VH序列之一：

[0490] SEQ  ID  No.35(鼠CD22ALAb  VH序列)

[0491] QVQLQQPGAELVRPGASVKLSCKASGYTFTNYWINWVKQRPGQGLEWI  GNIYPSDSFTNYNQKFKDK

ATLTVDKSSSTAYMQLSSPTSEDSAVYYCTR  DTQERSWYFDVWGAGTTVTVSS

[0492] SEQ  ID  No.36(人源化CD22ALAb  VH序列)

[0493] EVQLVESGAEVKKPGSSVKVSCKASGYTFTNYWINWVRQAPGQGLEWI  GNIYPSDSFTNYNQKFKDR

ATLTVDKSTSTAYLELRNLRSDDTAVYYCTR  DTQERSWYFDVWGQGTLVTVSS

[0494] 本发明的CAR可以包含以下VL序列之一：

[0495] SEQ  ID  No.37(鼠CD22ALAb  VL序列)

[0496] DVVMTQTPLSLPVSLGDQASISCRSSQSLVHSNGNTYLHWYLQKPGQSPK  LLIYKVSNRFSGVPDRF

SGSGSGTDFTLKISRVEAEDLGLYFCSQSTHVPW  TFGGGTKLEIK

[0497] SEQ  ID  No.38(人源化CD22ALAb  VL序列)

[0498] DIVMTQSPATLSVSPGERATLSCRSSQSLVHSNGNTYLHWYQQKPGQAPR  LLIYKVSNRFSGVPARF

SGSGSGVEFTLTISSLQSEDFAVYYCSQSTHVPWT  FGQGTRLEIK

[0499] 本发明的CAR可以包含如SEQ  ID  No.33、34、35、36、37或38所示的序  列的变体，其

具有至少80、85、90、95、98或99％的序列同一性，条件是该  变体序列保留了结合CD22的能

力(如果适用，当连同互补VL和VH结构域 时)。

[0500] B细胞个体发生和后来的肿瘤期间的B细胞抗原表达

[0501] 广泛认为CD19是泛‑B抗原，尽管偶尔其也可以显示出一些谱系不忠  (lineage 

infidelity)。CD19分子包含由较小的结构域分开的两个细胞外IgSF  结构域，和长的胞质

内尾部，其几乎与分子的细胞外部分一样大，携带一个  ITAM。CD19是B细胞发育和活化中的

关键分子。CD22是IgSF的分子，其可 以以两种亚型存在，一种具有七个结构域和包含三个

ITIM(基于免疫受体酪  氨酸的抑制性基序)和一个ITAM的胞质内尾部；和剪切变体，其作为

替代  包含五个细胞外结构域和携带一个ITIM的胞质内尾部。认为CD22是参与控  制B细胞

对抗原响应的抑制性受体。与CD19相似，广泛认为CD22是泛‑B抗  原，尽管已经描述了在一

些非淋巴组织上的表达(Wen  et  al .(2012)J .Immunol .  Baltim .Md  1950  188 ,1075–

1082)。使用治疗性单克隆抗体和免疫缀合物靶向  CD22已经进入临床测试。已经描述了生

成CD22特异性CAR(Haso  et  al ,2013 ,  Blood:Volume  121；7:1165‑74 ,和James  et  al 

2008,Journal  of  immunology,  Volume  180；Issue  10；Pages  7028‑38)

[0502] B细胞白血病的详细免疫表型鉴定研究表明，尽管表面CD19总是存在，  表面CD22

几乎总是存在。例如，Raponi等人(2011，如上文)研究了427例  B‑ALL的表面抗原表型，发现

在研究的病例中有341例存在CD22。

[0503] 在上述CAR19靶向后CD19下调的可能性可以由Goldie‑Coldman假说来  解释。

Goldie‑Coldman假说预测，肿瘤细胞以取决于其固有遗传不稳定性的  速率突变为抗性表

型，并且癌症将含有抗性克隆的概率取决于突变率和肿瘤  大小。尽管癌细胞可能难以变得

对细胞毒性T细胞的直接杀伤固有抗性，但  抗原丢失是可能仍然是的。事实上，先前已经报
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道了这种现象，其中靶向黑  素瘤抗原和EBV驱动的淋巴瘤。根据Goldie‑Coldman假说，治愈

的最佳机会  将是同时攻击非交叉的抗性靶标。鉴于CD22在几乎所有B‑ALL病例中都表  达，

CD19连同CD22的同时CAR靶向可以减少抗CD19阴性克隆的出现。

[0504] 抗原结合结构域

[0505] 抗原结合结构域是CAR的部分，其识别抗原。本领域已知许多抗原结合  结构域，包

括基于抗体，抗体模拟物和T细胞受体的抗原结合位点的那些。  例如，抗原结合结构域可以

包含：来源于单克隆抗体的单链可变片段(scFv)；  靶抗原的天然配体；对于靶标具有足够

亲和力的肽；单域抗体；人工单结合  子例如Darpin(设计的锚蛋白重复蛋白)；或来源于T细

胞受体的单链。

[0506] 结合CD19的CAR的抗原结合结构域可以是能够结合CD19的任何结构  域。例如，抗

原结合结构域可以包含如表1中所述的CD19结合子。

[0507] 结合CD19的CAR的抗原结合结构域可以包含来源于表2中所示的CD19  之一的序

列。

[0508] 表2

[0509]

[0510]

[0511] 结合CD22的CAR的抗原结合结构域可以是能够结合CD22的任何结构  域。例如，该

抗原结合结构域可以包含如表3中所述的CD22结合子。

[0512] 表3
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[0513]

[0514]

[0515] 间隔区结构域

[0516] CAR包含间隔区序列以连接抗原结合结构域和跨膜结构域，并在空间上  分开抗原

抗原结合结构域和胞内域。柔性间隔区允许抗原结合域在不同方向 上定向以促进结合。

[0517] 在本发明的细胞中，第一和第二CAR可以包含不同的间隔区分子。例如， 间隔区序

列可以例如包含IgG1  Fc区，IgG1铰链或人CD8茎部或小鼠CD8茎  部。或者间隔区可以包含

替代接头序列，其具有与IgG1  Fc区，IgG1铰链或  CD8茎部相似的长度和/或结构域间隔特

性。可以改变人IgG1间隔区以去除Fc 结合基序。

[0518] 抗CD19  CAR的间隔区可以包含CD8茎部间隔区，或具有与CD8茎部间  隔区长度等

同的间隔区。抗CD19  CAR的间隔区可以具有至少30个氨基酸或  至少40个氨基酸。其可以具

有35‑55个氨基酸，例如40‑50个氨基酸。其可以 具有约46个氨基酸。

[0519] 抗CD22  CAR的间隔区可以包含IgG1铰链间隔区，或具有与IgG1铰链间  隔区长度
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等同的间隔区。抗CD22  CAR的间隔区可以具有少于30个氨基酸或  少于25个氨基酸。其可以

具有15‑25个氨基酸，例如18‑22个氨基酸。其可以 具有约20个氨基酸。

[0520] 这些间隔区的氨基酸序列的例子在以下给出：

[0521] SEQ  ID  No.4(人IgG1的铰链‑CH2CH3)

[0522] AEPKSPDKTHTCPPCPAPPVAGPSVFLFPPKPKDTLMIARTPEVTCVVVDV  SHEDPEVKFNWYVDGV

EVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWL  NGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDE

LTKNQVSL  TCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSR  WQQGNVFSCSVMHEA

LHNHYTQKSLSLSPGKKD

[0523] SEQ  ID  No.5(人CD8茎部):

[0524] TTTPAPRPPTPAPTIASQPLSLRPEACRPAAGGAVHTRGLDFACDI

[0525] SEQ  ID  No.6(人IgG1铰链):

[0526] AEPKSPDKTHTCPPCPKDPK

[0527] SEQ  ID  No.7(CD2胞外域)

[0528] KEITNALETWGALGQDINLDIPSFQMSDDIDDIKWEKTSDKKKIAQFRKE  KETFKEKDTYKLFKNGT

LKIKHLKTDDQDIYKVSIYDTKGKNVLEKIFDL  KIQERVSKPKISWTCINTTLTCEVMNGTDPELNLYQDGKHLK

LSQRVITHK  WTTSLSAKFKCTAGNKVSKESSVEPVSCP  EKGLD

[0529] SEQ  ID  No.8(CD34胞外域)

[0530] SLDNNGTATPELPTQGTFSNVSTNVSYQETTTPSTLGSTSLHPVSQHGNEA  TTNITETTVKFTSTSV

ITSVYGNTNSSVQSQTSVISTVFTTPANVSTPETTLK  PSLSPGNVSDLSTTSTSLATSPTKPYTSSSPILSDIKA

EIKCSGIREVKLTQGI  CLEQNKTSSCAEFKKDRGEGLARVLCGEEQADADAGAQVCSLLLAQSEV  RPQCLLLVL

ANRTEISSKLQLMKKHQSDLKKLGILDFTEQDVASHQSYSQ  KT

[0531] 由于CAR通常是同二聚体(参见图1a)，交叉配对可能产生异二聚体嵌  合抗原受

体。由于多种原因这是不需要的，例如：(1)靶细胞上的表位可能  不在相同“水平”使得交叉

配对的CAR可能仅能够结合一种抗原；(2)来自  不同scFv的VH和VL可以交换使得任一种不

能识别靶标或更差地，识别无法  预期和无法预测的抗原。第一CAR的间隔区可以与第二CAR

的间隔区足够不 同以避免交叉配对。第一间隔区的氨基酸序列与第二间隔区在氨基酸水

平可 以共享少于50％，40％，30％或20％的同一性。

[0532] 跨膜结构域

[0533] 跨膜结构域是CAR跨越膜的序列。

[0534] 跨膜结构域可以是任何蛋白结构，其在膜中热力学稳定。其通常是包含 几个疏水

残基的alpha螺旋。任何跨膜蛋白的跨膜结构域可以用于提供本发明 的跨膜部分。本领域

技术人员可以使用TMHMM算法  (http://www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM‑2.0/)确定蛋白

的跨膜结构域的存  在和跨度。此外，考虑到蛋白的跨膜结构域是相对简单的结构，即预测

形成  足够长度的疏水alpha螺旋以跨越膜的多肽序列，也可以是用人工设计的TM  结构域

(US  7052906  B1描述了合成跨膜组分)。

[0535] 跨膜结构域可以来源于CD28，其产生良好的受体稳定性。

[0536] 跨膜结构域可以来源于人1型。1型跨膜序列示作SEQ  ID  No.45。

[0537] SEQ  ID  No.45

[0538] IIAIAVVGALLLVALIFGTASYLI
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[0539] 活化胞内域

[0540] 活化胞内域是CAR的信号传输部分。在抗原识别后，受体簇，原生CD45  和CD148从

突触排除，且信号传输至细胞。最普遍使用的胞内域组分是  CD3‑zeta，其含有3个ITAM。其

在抗原结合后传输活化信号至T细胞。CD3‑zeta  可能不提供全部完全活化信号，且可能需

要另外的共刺激信号。例如，可以  与CD3‑Zeta一同使用嵌合CD28和OX40，以传输增殖/存活

信号，或可以全部 三个一起使用。

[0541] 本发明的细胞包含两种CAR，每种具有胞内域。

[0542] 第一CAR的胞内域和第二CAR的胞内域可以包含：

[0543] (i)含有ITAM的胞内域，例如来自CD3  zeta的胞内域；和/或

[0544] (ii)共刺激结构域，例如来自CD28的胞内域；和/或

[0545] (iii)传输存活信号的结构域，例如TNF受体家族胞内域例如OX‑40或  4‑1BB。

[0546] 在一个排列中，共刺激和产生存活信号的结构域在OR门中的两个(或  更多个)CAR

之间“共享”。例如，在OR门具有两个CAR(CAR  A和CAR  B) 的情况下，CAR  A可以含有共刺激

结构域(例如CD28胞内域)且CAR  B可 以包含TNF受体家族胞内域，例如OX‑40或4‑1BB。

[0547] 含有ITAM基序的胞内域在本发明中可以作为活化胞内域。已知几种蛋 白含有具

有一个或多个ITAM基序的胞内域。举几例，此类蛋白的例子包括  CD3  epsilon链，CD3 

gamma链和CD3  delta链。ITAM基序可以被容易地识别， 因为酪氨酸被任意两个其他氨基酸

从亮氨酸或异亮氨酸分开，产生标志  (signature)YxxL/I。通常，但不总是这样，两个这些

基序被分子的尾部中 的6至8个氨基酸分开(YxxL/Ix(6‑8)YxxL/I)。因此，本领域技术人员

能够容  易地发现含有一个或多个ITAM以传输活化信号的存在的蛋白。此外，由于  该基序

是简单的，且不要求复杂的二级结构，本领域技术人员可以设计含有  人工ITAM的多肽以传

输活化信号(参见WO2000/063372，其涉及合成信号  传导分子)。

[0548] 具有活化胞内域的CAR的跨膜和细胞内T细胞信号传导结构域(胞内域)  可以包含

如SEQ  ID  No.9、10或11所示的序列，或具有至少80％的序列同一 性的其变体。

[0549] SEQ  ID  No.9包含CD28跨膜结构域和CD3  Z胞内域

[0550] FWVLVVVGGVLACYSLLVTVAFIIFWVRRVKFSRSADAPAYQQGQNQLY  NELNLGRREEYDVLDKRR

GRDPEMGGKPRRKNPQEGLYNELQKDKMAE  AYSEIGMKGERRRGKGHDGLYQGLSTATKDTYDALHMQALPPR

[0551] SEQ  ID  No.10包含CD28跨膜结构域和CD28和CD3  Zeta胞内域

[0552] FWVLVVVGGVLACYSLLVTVAFIIFWVRSKRSRLLHSDYMNMTPRRPGP  TRKHYQPYAPPRDFAAYR

SRVKFSRSADAPAYQQGQNQLYNELNLGRRE  EYDVLDKRRGRDPEMGGKPRRKNPQEGLYNELQKDKMAEAYSEI

GMKG  ERRRGKGHDGLYQGLSTATKDTYDALHMQALPPR

[0553] SEQ  ID  No.11包含CD28跨膜结构域和CD28,OX40和CD3  Zeta胞内域

[0554] FWVLVVVGGVLACYSLLVTVAFIIFWVRSKRSRLLHSDYMNMTPRRPGP  TRKHYQPYAPPRDFAAYR

SRDQRLPPDAHKPPGGGSFRTPIQEEQADAHS  TLAKIRVKFSRSADAPAYQQGQNQLYNELNLGRREEYDVLDKR

RGRDPE  MGGKPRRKNPQEGLYNELQKDKMAEAYSEIGMKGERRRGKGHDGLYQ  GLSTATKDTYDALHMQALPPR

[0555] 变体序列可以与SEQ  ID  No .9、10或11具有至少80％、85％、90％、95％、  98％或

99％序列同一性，条件是该序列提供了有效的跨膜结构域和有效的细  胞内T细胞信号传导

结构域。

[0556] “拆分”OR门胞内域
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[0557] 本发明提供OR门，其中共刺激/存活信号结构域在两个CAR之间“拆分”。

[0558] 在这个方面，本发明提供细胞，其在细胞表面共表达第一嵌合抗原受体  (CAR)和

第二CAR，每个CAR包含细胞内信号传导结构域，其中第一CAR 的细胞内信号传导结构域包

含共刺激结构域；且第二CAR的细胞内信号传导 结构域包含TNF受体家族胞内域。

[0559] 第一和第二CAR可以结合不同的抗原。例如，第一CAR可以结合CD19  且第二CAR可

以结合CD22；或者第一CAR可以结合CD22且第二CAR可以结 合CD19。

[0560] 第一CAR的细胞内信号传导结构域可以包含共刺激结构域且不包含传  输存活信

号的结构域(例如TNF受体家族胞内域)。第二CAR的细胞内信号  传导结构域可以包含TNF受

体家族胞内域且不包含共刺激结构域(例如CD28 胞内域)。

[0561] 共刺激结构域可以是CD28共刺激结构域。CD28共刺激结构域可以具有  如SEQ  ID 

No.41所示的序列。

[0562] SEQ  ID  No.41(CD28共刺激胞内域)

[0563] SKRSRLLHSDYMNMTPRRPGPTRKHYQPYAPPRDFAAYRS

[0564] 本发明的CAR可以包含如SEQ  ID  No .41所示的序列的变体，其具有至少  80、85、

90、95、98或99％的序列同一性，条件是该变体序列保留了当抗原  识别时共刺激T细胞的能

力，即向T细胞提供信号2。

[0565] TNF受体家族胞内域可以是OX40或4‑1BB胞内域。OX40胞内域可以具  有如SEQ  ID 

No.42所示的序列。4‑1BB胞内域可以具有如SEQ  ID  No.43所示 的序列。

[0566] SEQ  ID  No.42(OX40胞内域)

[0567] RDQRLPPDAHKPPGGGSFRTPIQEEQADAHSTLAKI

[0568] SEQ  ID  No.43(4‑1BB胞内域)

[0569] KRGRKKLLYIFKQPFMRPVQTTQEEDGCSCRFPEEEEGGCEL

[0570] 本发明的CAR可以包含如SEQ  ID  No.42或43所示的序列的变体，其具有  至少80、

85、90、95、98或99％的序列同一性，条件是该变体序列保留了当  抗原识别时向T细胞传输

存活信号的能力。

[0571] 第一和/或第二CAR的细胞内信号传导结构域还可以包含含有ITAM的  结构域，例

如CD3  zeta结构域。CD3  zeta结构域可以具有如SEQ  ID  No.44所 示的序列。

[0572] SEQ  ID  No.44(CD3zeta胞内域)

[0573] RVKFSRSADAPAYQQGQNQLYNELNLGRREEYDVLDKRRGRDPEMGGK  PRRKNPQEGLYNELQKDKM

AEAYSEIGMKGERRRGKGHDGLYQGLSTAT  KDTYDALHMQALPPR

[0574] 本发明的CAR可以包含如SEQ  ID  No .44所示的序列的变体，其具有至少  80、85、

90、95、98或99％的序列同一性，条件是该变体序列保留了当抗原  识别时诱导T细胞信号传

导的能力，即向T细胞提供信号1。

[0575] 第一CAR可以具有以下结构：

[0576] AgB1‑间隔区1‑TM1‑costim‑ITAM

[0577] 其中：

[0578] AgB1是第一CAR的抗原结合结构域；

[0579] 间隔区1是第一CAR的间隔区；

[0580] TM1是第一CAR的跨膜结构域；
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[0581] costim是共刺激结构域；和

[0582] ITAM是含有ITAM的胞内域。

[0583] “costim”可以是CD28共刺激结构域。

[0584] “ITAM”可以是CD3  zeta胞内域。

[0585] 第二CAR可以具有以下结构：

[0586] AgB2‑间隔区2‑TM2‑TNF‑ITAM

[0587] 其中：

[0588] AgB2是第二CAR的抗原结合结构域；

[0589] 间隔区2是第二CAR的间隔区；

[0590] TM2是第二CAR的跨膜结构域；

[0591] TNF是TNF受体胞内域；和

[0592] ITAM是含有ITAM的胞内域。

[0593] “TNF”可以是TNF受体胞内域例如OX40或4‑1BB胞内域。

[0594] 还提供编码具有“拆分”胞内域的第一和第二嵌合抗原受体(CAR)两  者的核酸；和

包含两种核酸的试剂盒，一种编码第一CAR且一种编码第二  CAR，其包含如上文定义的拆分

胞内域。

[0595] 共表达位点

[0596] 本发明的第二个方面涉及核酸，其编码第一和第二CAR。

[0597] 核酸可以产生蛋白，其包含通过切割位点连接的两个CAR分子。该切割  位点可以

是自切割的，使得当多肽产生时，其立即切割为第一和第二CAR而  不需要任何外部切割活

性。

[0598] 多种自切割切割位点是已知的，包括口蹄疫病毒(FMDV) 2A肽和相似  序列

(Donnelly  et  al ,Journal  of  General  Virology(2001) ,82 ,1027–1041)，例  如来自

Thoseaasigna病毒的2A样肽，其具有如SEQ  ID  No.12所示的序列。

[0599] SEQ  ID  No.12

[0600] RAEGRGSLLTCGDVEENPGP

[0601] 共表达序列可以是内部核糖体进入序列(IRES)。共表达序列可以是内  部启动子。

[0602] 细胞

[0603] 本发明涉及细胞，其在细胞表面共表达第一CAR和第二CAR，其中一个  CAR结合

CD19且另一个CAR结合CD22。

[0604] 细胞可以是能够在细胞表面表达CAR的任何真核细胞，例如免疫细胞。

[0605] 特别地，细胞可以是免疫效应细胞例如T细胞或自然杀伤(NK)细胞。

[0606] T细胞或T淋巴细胞是在细胞介导的免疫中发挥中心作用的淋巴细胞类  型。通过

细胞表面T细胞受体(TCR)的存在，它们可以与其它淋巴细胞例  如B细胞和自然杀伤细胞

(NK细胞)区分。存在多种类型的T细胞，如下文  总结的。

[0607] 辅助性T辅助细胞(TH细胞)在免疫学过程中辅助其他白细胞，包括B  细胞成熟为

浆细胞和记忆B细胞，以及活化细胞毒性T细胞和巨噬细胞。TH  细胞在其表面表达CD4。当它

们通过抗原呈递细胞(APC)表面上的MHC  II  类分子呈递肽抗原时，TH细胞被激活。这些细

胞可以分化成几种亚型之一，  包括TH1，TH2，TH3，TH17，Th9或TFH，其分泌不同的细胞因子

说　明　书 27/36 页

31

CN 114107212 A

31



以促进 不同类型的免疫应答。

[0608] 细胞毒性T细胞(TC细胞或CTL)破坏病毒感染的细胞和肿瘤细胞，并  且也涉及移

植排斥。CTL在其表面表达CD8。这些细胞通过与存在于所有有  核细胞表面上的MHC  I类相

关的抗原结合而识别其靶标。通过调节性T细胞  分泌的IL‑10，腺苷和其他分子，可以将CD8

+细胞失活至无能力状态，其防  止自身免疫疾病，如实验性自身免疫性脑脊髓炎。

[0609] 记忆T细胞是抗原特异性T细胞的子集，其在感染已经解决之后长期持  续。它们在

再次暴露于其同源(cognate)抗原后迅速扩增为大量效应T细胞，  从而为免疫系统提供了

针对过去感染的“记忆”。记忆T细胞包括三种亚型：  中央记忆T细胞(TCM细胞)和两种类型

的效应记忆T细胞(TEM细胞和  TEMRA细胞)。记忆细胞可以是CD4+或CD8+。记忆T细胞通常表

达细胞表 面蛋白CD45RO。

[0610] 以前称为抑制性T细胞的调节性T细胞(Treg细胞)对于维持免疫耐受性  至关重

要。它们的主要作用是关闭T细胞介导的免疫以朝向免疫反应的结束，  和抑制逃避胸腺阴

性选择过程的自身反应性T细胞。

[0611] 已经描述了两种主要类型的CD4+Treg细胞‑天然发生的Treg细胞和适应  性Treg

细胞。

[0612] 天然存在的Treg细胞(也称为CD4+CD25+FoxP3+Treg细胞)出现在胸  腺中，并与已

经与发育中的T细胞和已经用TSLP激活的骨髓(CD11c+)和  浆细胞样(CD123+)树突状细胞

之间的相互作用相关。天然存在的Treg细  胞可以通过称为FoxP3的细胞内分子的存在与其

它T细胞区分开来。FOXP3  基因的突变可以阻止调节性T细胞发育，导致致命的自身免疫性

疾病IPEX。

[0613] 适应性Treg细胞(也称为Tr1细胞或Th3细胞)可以在正常免疫应答期间  产生。

[0614] 本发明的T细胞可以是上述任何T细胞类型，特别是CTL。

[0615] 自然杀伤(NK)细胞是形成先天免疫系统一部分的一类细胞溶解性细  胞。NK细胞

以不依赖于MHC的方式对来自病毒感染细胞的先天信号提供快  速应答。

[0616] NK细胞(属于先天性淋巴细胞群)被定义为大颗粒淋巴细胞(LGL)， 并构成从产生

B和T淋巴细胞的共同淋巴祖细胞分化的第三种细胞。已知NK  细胞在骨髓，淋巴结，脾，扁桃

体和胸腺中分化和成熟，然后它们进入循环。

[0617] 本发明的CAR细胞可以是上述任何细胞类型。

[0618] 表达CAR的细胞，例如表达CAR的T细胞或NK细胞可以从患者自己的外  周血(第一

方)离体产生，或在来自供体外周血的造血干细胞移植(第二方) 的设置中产生，或来自不

相关供体的外周血(第三方)。

[0619] 本发明还提供了包含根据本发明的表达CAR的T细胞和/或表达CAR的  NK细胞的细

胞组合物。可以通过使用根据本发明的核酸体外转导血液样品 来制备细胞组合物。

[0620] 或者，表达CAR的细胞可以衍生自诱导型祖细胞或胚胎祖细胞体外分化  为相关细

胞类型例如T细胞。或者，可以使用保留其溶解功能并且可以用作  治疗剂的永生化细胞系，

例如T细胞系。

[0621] 在所有这些实施方案中，通过包括使用病毒载体转导，使用DNA或RNA  转染的许多

方式之一引入编码CAR的DNA或RNA来生成CAR细胞。

[0622] 本发明的CAR  T细胞可以是来自受试者的离体T细胞。T细胞可以来自外  周血单核
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细胞(PBMC)样品。T细胞可以在用编码CAR的核酸转导之前活  化和/或扩增，例如通过用抗

CD3单克隆抗体处理。

[0623] 本发明的CAR  T细胞可以如下制备：

[0624] (i)从受试者或上文列出的其它来源分离含T细胞的样品；和

[0625] (ii)用编码第一和第二CAR的一种或多种核酸序列转导或转染T细胞。

[0626] 然后可以通过纯化，例如基于第一和第二CAR的共表达来选择T细胞。

[0627] 核酸序列

[0628] 本发明的第二个方面涉及一种或多种核酸序列，其编码如本发明的第一  个方面

定义的第一CAR和第二CAR。

[0629] 核酸序列可以是例如RNA，DNA或cDNA序列。

[0630] 核酸序列可以编码结合CD19的一种嵌合抗原受体(CAR)和结合CD22  的另一种

CAR。

[0631] 核酸序列可以具有以下结构：

[0632] AgB1‑间隔区1‑TM1‑coexpr‑AbB2‑间隔区2‑TM2

[0633] 其中

[0634] AgB1是编码第一CAR的抗原结合结构域的核酸序列；

[0635] 间隔区1是编码第一CAR的间隔区的核酸序列；

[0636] TM1是编码第一CAR的跨膜结构域的核酸序列；

[0637] coexpr是使得能够共表达两种CAR的核酸序列；

[0638] AgB2是编码第二CAR的抗原结合结构域的核酸序列；

[0639] 间隔区2是编码第二CAR的间隔区的核酸序列；

[0640] TM2是编码第二CAR的跨膜结构域的核酸序列；

[0641] 该核酸序列，当在T细胞中表达时，编码在切割位点剪切的多肽，使得  第一和第二

CAR在T细胞表面共表达。

[0642] 第一CAR可以结合CD19且第二CAR可以结合CD22。或者，第一CAR可 以结合CD22且

第二CAR可以结合CD19。

[0643] 为了避免同源重组，可以在编码相同或相似的氨基酸序列的序列区域中  使用替

代密码子。

[0644] 由于密码子的简并性，有可能使用编码相同氨基酸序列的替代密码子。  例如，密

码子“ccg”和“cca”两者都编码氨基酸脯氨酸，因此使用的“ccg”  可以交换为“cca”而不影

响翻译的蛋白序列中该位置的氨基酸。

[0645] 可以用于编码每种氨基酸的替代密码子总结于表3中。

[0646] 表3
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[0647]

[0648] 替代密码子可用于编码第一CAR的间隔区和第二CAR的间隔区的核酸  序列部分

中，特别是如果在第一和第二CAR中使用相同或相似的间隔区。图  4显示编码间隔区

HCH2CH3‑铰链的两个序列，其中一个已经使用了替代密  码子。

[0649] 替代密码子可用于编码第一CAR的跨膜结构域和第二CAR的跨膜的核  酸序列部分

中，特别是如果在第一和第二CAR中使用相同或相似的跨膜结构  域。图4显示编码CD28跨膜

结构域的两个序列，其中一个已经使用了替代密  码子。

[0650] 替代密码子可用于编码第一CAR的胞内域的全部或部分和编码第二  CAR的胞内域

的全部或部分的核酸序列部分中。替代密码子可用于CD3  zeta  胞内域。图4显示了编码CD3 

zeta胞内域的两个序列，其中一个已经使用了替  代密码子。

[0651] 替代密码子可以用于一个或多个共刺激结构域中，例如CD28胞内域。

[0652] 替代密码子可用于传输存活信号的一个或多个结构域，例如OX40和  41BB胞内域。

[0653] 可以在编码CD3  zeta胞内域的核酸序列的部分和/或编码一个或多个共  刺激结

构域的核酸序列的部分和/或编码传输存活信号的一个或多个结构域 的核酸序列的部分

中使用替代密码子。

[0654] 载体

[0655] 本发明还提供载体，或载体的试剂盒，其包含一个或多个编码CAR的核  酸序列。此

类载体可以用于将核酸序列引入宿主细胞中使得其能够表达第一  和第二CAR。

[0656] 载体可以是比如质粒或病毒载体，例如逆转录病毒载体或慢病毒载体，  或基于载

体或合成mRNA的转座子。

[0657] 载体可以能够转染或转导T细胞。

[0658] 药物组合物
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[0659] 本发明还涉及药物组合物，其含有多种根据本发明的第一个方面的表达  CAR的细

胞，例如T细胞或NK细胞。药物组合物可以另外包含药学上可接受  的载体，稀释剂或赋形

剂。药物组合物可以任选地包含一种或多种另外的药  学活性多肽和/或化合物。此类剂型

可以是例如以适合用于静脉输注的形式。

[0660] 治疗方法

[0661] 本发明的细胞能够杀伤癌细胞，例如B细胞淋巴瘤细胞。表达CAR的细  胞，例如表

达T细胞，可以从患者自己的外周血(第一方)离体产生，或在  来自供体外周血的造血干细

胞移植(第二方)的设置中产生，或来自不相关  供体的外周血(第三方)。或者，CAR  T细胞可

以衍生自诱导型祖细胞或胚  胎祖细胞体外分化为T细胞。在这些情况下，通过包括使用病

毒载体转导，  使用DNA或RNA转染的许多方式之一引入编码CAR的DNA或RNA来生成  CAR  T细

胞。

[0662] 本发明的细胞可以能够杀伤靶细胞，例如癌细胞。靶细胞可以通过CD19  或CD22的

表达识别，。

[0663] 表4.淋巴性白血病上淋巴抗原的表达

[0664]

[0665]

[0666] 取自Campana等人，(Immunophenotyping  of  leukemia .J .Immunol .  Methods 

243,59–75(2000))。cIg μ‑胞质免疫球蛋白重链；sIg μ‑表面免疫球 蛋白重链。

[0667] 普遍研究的淋巴抗原在不同类型的B细胞白血病上的表达与B细胞个体  发生紧密

相关(参见图2)。

[0668] 本发明的T细胞可以用于治疗癌症，特别是B细胞恶性肿瘤。

[0669] 表达CD19或CD22的癌症的例子是B细胞淋巴瘤，包括霍奇金淋巴瘤和  非霍奇金淋

巴瘤；和B细胞白血病。

[0670] 例如，B细胞淋巴瘤可能是扩散性大B细胞淋巴瘤(DLBCL)，滤泡淋巴  瘤，边缘区淋

巴瘤(MZL)或粘膜相关淋巴组织淋巴瘤(MALT)，小细胞  淋巴细胞性淋巴瘤(与慢性淋巴细

胞性白血病重叠)，Mantle细胞淋巴瘤  (MCL)，Burkitt淋巴瘤，原发性纵膈(胸腺)大B细胞

淋巴瘤，淋巴浆细胞  性淋巴瘤(可能表现为 巨球蛋白血症)，淋巴结边缘区B

细胞淋 巴瘤(NMZL)，脾边缘区淋巴瘤(SMZL)，血管内大B细胞淋巴瘤，原发性  渗液淋巴瘤，

淋巴瘤样肉芽肿病，T细胞/组织细胞丰富的大B细胞淋巴瘤或  原发性中枢神经系统淋巴

瘤。

[0671] B细胞白血病可能是急性淋巴细胞白血病，B细胞慢性淋巴细胞白血病，  B细胞前

淋巴细胞白血病，前体B淋巴细胞性白血病或毛细胞白血病。

[0672] B细胞白血病可能是急性淋巴细胞白血病。
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[0673] 使用本发明的T细胞进行的治疗可以有助于防止使用标准方法通常发生  的肿瘤

细胞的逃逸或释放。

[0674] 现在将通过实施例进一步描述本发明，这些实施例旨在帮助本领域普通  技术人

员实施本发明，并不意图以任何方式限制本发明的范围。

实施例

[0675] 实施例1‑CD19/CD22逻辑‘OR’门的概念验证

[0676] 通过在相同载体中共表达CD19和CD22构建CD19‘OR’CD22  CAR。抗  CD19结合子是

来源于表面重构的B4抗体(Roguskaet  al.(1996)Protein  Eng.9,  895–904)的scFv，而抗

CD22结合子是来源于人源化RFB4抗体的scFv。人IgG1  铰链‑CH2‑CH3间隔区用于两种CAR，

其编码序列进行密码子摆动以避免通  过整合载体的同源重组。两种CAR中的TM结构域都来

源于CD28的TM结构  域，而两种CAR胞内域由CD3‑Zeta组成。再一次，这些同源序列经密码子

摆  动。通过在框内克隆通过FMD‑2A肽分开的两种CAR实现共表达。  CD19/CD22‘OR’门构建

体的核酸序列和氨基酸序列分别显示为SEQ  ID  NO:  13和14。

[0677] SEQ  ID  NO:13

[0678] ATGAGCCTGCCCGTGACCGCCCTGCTGCTGCCCCTGGCCCTGCTGCTGCACGCCGCCAGACCATACCCC 

TACGACGTGCCCGACTACGCCAGCCTGAGCGGAGGCGGCGGCAGCCAGGTGCAGCTGGTGCAGAGCGGA  GCCGAG

GTGAAGAAGCCTGGCGCCAGCGTGAAGGTGTCCTGTAAGGCCAGCGGCTACACCTTCACCAGC  AACTGGATGCAC

TGGGTGAGGCAGGCCCCTGGACAGGGACTGGAGTGGATGGGCGAGATCGACCCCAGC  GACAGCTACACCAACTAC

AACCAGAAGTTCAAGGGCCGGGTGACCATCACCGTGGATAAGAGCGCCAGC  ACCGCCTACATGGAGCTGTCCAGC

CTGAGAAGCGAGGATACCGCCGTGTACTACTGTGCCAGAGGCAGC  AACCCCTACTACTACGCTATGGACTACTGG

GGCCAGGGCACCCTGGTGACCGTGTCCAGCGGCGGAGGA  GGAAGCGGAGGGGGCGGATCTGGCGGCGGAGGGAGC

GAGATCGTGCTGACCCAGAGCCCCGCCACCCTG  AGCCTGAGCCCTGGCGAGAGAGCCACCCTGTCCTGTAGCGCC

AGCAGCGGCGTGAATTACATGCACTGG  TATCAGCAGAAGCCCGGCCAGGCCCCCAGAAGATGGATCTACGACACC

AGCAAGCTGGCCAGCGGCGTG  CCCGCCAGATTCAGCGGCAGCGGCTCCGGCACCAGCTACAGCCTGACCATCAGC

AGCCTGGAGCCTGAG  GATTTCGCCGTGTATTATTGCCACCAGAGGGGCAGCTACACCTTTGGCGGCGGAACAAAG

CTGGAGATC  AAGCGCTCAGATCCCACCACGACGCCAGCGCCGCGACCACCAACACCGGCGCCCACCATCGCGTCG

CAG  CCCCTGTCCCTGCGCCCAGAGGCGTGCCGGCCAGCGGCGGGGGGCGCAGTGCACACGAGGGGGCTGGAC  TT

CGCCTGTGATATCTTTTGGGTGCTGGTGGTGGTTGGTGGAGTCCTGGCTTGCTATAGCTTGCTAGTA  ACAGTGGC

CTTTATTATTTTCTGGGTGAGGAGAGTGAAGTTCAGCAGGAGCGCAGACGCCCCCGCGTAC  CAGCAGGGCCAGAA

CCAGCTCTATAACGAGCTCAATCTAGGACGAAGAGAGGAGTACGATGTTTTGGAC  AAGAGACGTGGCCGGGACCC

TGAGATGGGGGGAAAGCCGAGAAGGAAGAACCCTCAGGAAGGCCTGTAC  AATGAACTGCAGAAAGATAAGATGGC

GGAGGCCTACAGTGAGATTGGGATGAAAGGCGAGCGCCGGAGG  GGCAAGGGGCACGATGGCCTTTACCAGGGTCT

CAGTACAGCCACCAAGGACACCTACGACGCCCTTCAC  ATGCAGGCCCTGCCTCCTCGCAGAGCCGAGGGCAGGGG

AAGTCTTCTAACATGCGGGGACGTGGAGGAA  AATCCCGGGCCCATGGAGTTTGGGCTGAGCTGGCTTTTTCTTGT

GGCTATTTTAAAAGGTGTCCAGTGC  GAGGTGCAGCTGGTGGAGTCTGGGGGAGGCTTGGTCCAGCCAGGGGGGTC

CCTGCGCCTCTCCTGTGCA  GCCTCTGGATTCGCTTTCAGTATCTATGACATGTCTTGGGTCCGCCAGGTTCCGGG

GAAGGGGCTGGAG  TGGGTCTCATATATTAGTAGTGGTGGTGGTACCACCTATTACCCGGACACTGTGAAGGGCCG

CTTCACC  ATCTCCCGTGACAATTCCCGCAACACTCTGGATCTTCAAATGAACAGTCTGCGCGTCGAGGACACGGCT 
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GTCTATTATTGTGCGCGTCATAGTGGCTACGGTAGTAGCTACGGGGTTTTGTTTGCTTACTGGGGCCAA  GGAACC

CTGGTCACCGTCTCCTCAGGTGGAGGCGGTTCAGGCGGAGGTGGCTCTGGCGGTGGCGGATCG  GACATCCAGATG

ACTCAGTCTCCGTCCTCCCTGTCTGCATCTGTAGGAGACCGCGTCACCATCACCTGC  CGTGCAAGTCAGGACATT

AGCAATTATTTAAACTGGCTTCAACAGAAACCGGGGAAAGCCCCGAAGCTC  CTGATTTACTACACATCAATCTTA

CACTCAGGAGTCCCGTCACGCTTCAGCGGCAGTGGATCTGGGACA  GAATTCACTCTCACAATCAGCAGCCTGCAG

CCGGAAGATTTTGCAACTTATTACTGTCAACAGGGTAAT  ACGCTTCCGTGGACGTTTGGCCAGGGGACCAAACTG

GAAATCAAACGTTCGGATCCAGCCGAACCAAAG  AGCCCCGATAAGACCCACACCTGTCCCCCCTGCCCAGCCCCA

GAGCTGCTGGGAGGCCCCAGCGTGTTT  CTGTTTCCACCCAAGCCAAAGGATACCCTGATGATTAGTAGAACACCC

GAAGTGACCTGTGTGGTGGTG  GATGTGTCTCACGAGGACCCCGAGGTGAAATTTAATTGGTATGTTGATGGTGTT

GAAGTGCACAACGCC  AAAACCAAACCCAGAGAGGAGCAGTACAATTCTACCTATAGAGTCGTGTCTGTGCTGACA

GTGCTGCAT  CAGGATTGGCTGAACGGAAAAGAATACAAATGTAAAGTGAGCAATAAGGCCCTGCCCGCTCCAATT

GAG  AAGACAATTAGCAAGGCCAAGGGCCAGCCAAGGGAGCCCCAGGTGTATACACTGCCACCCAGTAGAGAC  GA

ACTGACAAAGAATCAGGTGTCTCTGACATGTCTGGTGAAGGGATTTTACCCATCTGATATCGCCGTG  GAATGGGA

ATCTAACGGCCAGCCCGAGAATAACTATAAGACAACCCCACCAGTGCTGGATAGCGATGGC  AGCTTTTTTCTGTA

TTCTAAGCTGACAGTGGATAAGTCCCGGTGGCAGCAGGGAAATGTGTTTAGCTGT  AGTGTCATGCATGAGGCCCT

GCACAATCACTATACCCAGAAATCTCTGAGTCTGAGCCCAGGCAAGAAG  GACCCCAAGTTCTGGGTCCTGGTGGT

GGTGGGAGGCGTGCTGGCCTGTTACTCTCTCCTGGTGACCGTG  GCCTTCATCATCTTTTGGGTGCGCTCCCGGGT

GAAGTTTTCTCGCTCTGCCGATGCCCCAGCCTATCAG  CAGGGCCAGAATCAGCTGTACAATGAACTGAACCTGGG

CAGGCGGGAGGAGTACGACGTGCTGGATAAG  CGGAGAGGCAGAGACCCCGAGATGGGCGGCAAACCACGGCGCAA

AAATCCCCAGGAGGGACTCTATAAC  GAGCTGCAGAAGGACAAAATGGCCGAGGCCTATTCCGAGATCGGCATGAA

GGGAGAGAGAAGACGCGGA  AAGGGCCACGACGGCCTGTATCAGGGATTGTCCACCGCTACAAAAGATACATATGA

TGCCCTGCACATG  CAGGCCCTGCCACCCAGATGA

[0679] SEQ  ID  NO:14

[0680] MSLPVTALLLPLALLLHAARPYPYDVPDYASLSGGGGSQVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTS 

NWMHWVRQAPGQGLEWMGEIDPSDSYTNYNQKFKGRVTITVDKSASTAYMELSSLRSEDTAVYYCARGS  NPYYYA

MDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSEIVLTQSPATLSLSPGERATLSCSASSGVNYMHW  YQQKPGQAPRRW

IYDTSKLASGVPARFSGSGSGTSYSLTI  SSLEPEDFAVYYCHQRGSYTFGGGTKLEI  KRSDPTTTPAPRPPTPA

PTIASQPLSLRPEACRPAAGGAVHTRGLDFACDIFWVLVVVGGVLACYSLLV  TVAFIIFWVRRVKFSRSADAPAY

QQGQNQLYNELNLGRREEYDVLDKRRGRDPEMGGKPRRKNPQEGLY  NELQKDKMAEAYSEIGMKGERRRGKGHDG

LYQGLSTATKDTYDALHMQALPPRRAEGRGSLLTCGDVEE  NPGPMEFGLSWLFLVAILKGVQCEVQLVESGGGLV

QPGGSLRLSCAASGFAFSIYDMSWVRQVPGKGLE  WVSYISSGGGTTYYPDTVKGRFTISRDNSRNTLDLQMNSLR

VEDTAVYYCARHSGYGSSYGVLFAYWGQ  GTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSDIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCR

ASQDISNYLNWLQQKPGKAPKL  LIYYTSILHSGVPSRFSGSGSGTEFTLTISSLQPEDFATYYCQQGNTLPWTFG

QGTKLEIKRSDPAEPK  SPDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNW

YVDGVEVHNA  KTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLP

PSRD  ELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSC  S

VMHEALHNHYTQKSLSLSPGKKDPKFWVLVVVGGVLACYSLLVTVAFIIFWVRSRVKFSRSADAPAYQ  QGQNQLY

NELNLGRREEYDVLDKRRGRDPEMGGKPRRKNPQEGLYNELQKDKMAEAYSEIGMKGERRRG 

KGHDGLYQGLSTATKDTYDALHMQALPPR
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[0681] 为了证明两种CAR的共表达，使用表位标签(分别为HA或V5)标记每  种CAR的scFv。

此随后的单个可读框克隆到SFG逆转录病毒载体中。使用该  载体转导T细胞且通过使用抗

HA和抗V5染色并通过流式细胞术研究表达，可 以在表达该基因盒的T细胞表面检测到两种

CAR。

[0682] 接着，使用靶细胞挑战表达CD19  OR  CD22  CAR门的T细胞，所述靶细  胞都不表达

两种抗原，表达两种抗原，或表达一种抗原，连同不表达CAR，  或仅单独表达抗CD19  CAR，或

单独抗CD22  CAR的对照T细胞。我们发现，  OR门的CAR  T细胞能够杀伤表达任一种或两种靶

抗原的靶细胞(图5)。

[0683] 实施例2‑CD19  ALAb和CD22ALAb的鉴定和表征

[0684] 鉴定了CD19结合子(CD19  ALAb)，人源化，且鉴定了鼠和人源化IgG  和scFv的亲和

力并与“金标准“抗CD19结合子fmc63比较。平行地，鉴定了  CD22结合子(CD22ALAb)，人源

化，且鉴定了鼠和人源化IgG和scFv的亲和  力并与“金标准“抗CD22结合子M971比较。

[0685] 在Biacore  T200上进行了实验，使用HBS‑P作为运行和稀释缓冲液。使用 

BIAevaluation软件2.0版用于数据处理。对于结合动力学，将小鼠抗人IgG/  山羊抗小鼠

IgG共价偶联到CM5传感器芯片上。捕获IgG或scFv‑Fc蛋白，并 以30μl/min的流速在流动池

上注入各种浓度的相互作用配对蛋白。通过根据  1:1Langmuir结合模型的曲线拟合获得动

力学速率常数。使用其中捕获抗体 已经固定在与活性表面相同的水平上的空白对照流动

池减去体积折射率差  异(Bulk  refractive  index)。使用仅缓冲液进行双参考减法

(double  reference subtraction)。

[0686] 结果示于图6至图8。

[0687] 数据显示人源化CD22ALAb具有与鼠CD22ALAb对CD22相似的结合亲  和力(图6)和

相似的结合动力学。scFv形式的鼠和人源化CD22ALAb具有 比金标准CD22结合抗体M971显

著更高的对CD22的结合亲和力(图6)。

[0688] 尽管发现IgG形式的鼠和人源化CD19ALAb的结合亲和力是相似的(数  据未显示)，

令人惊讶的是，发现scFv形式的人源化CD19ALAb的结合亲和  力高于鼠CD19ALAb(图7)。

CD19ALAb的结合亲和力与金标准抗CD19  Ab，  fmc63的结合亲和力相当(可能略好)(图8)。

[0689] 实施例3‑使用CD19ALAb/fmc63  CAR和CD22ALAb/M971  CAR进行的比较功能测定

[0690] CAR的抗原结合结构域可以影响其功能。在本研究中，创建了包含  CD19ALAb和

CD22ALAb的CAR，并且将功能与具有基于fmc63或M971的抗  原结合结构域的等同CAR进行比

较。

[0691] 包含基于fmc63(抗CD19)和M971(抗CD22)的scFv的CAR可以认为  是金标准抗体，

因为两种CAR处于临床开发中。

[0692] 基于CD19ALAb，fmc63，CD22ALAb和M971构建和表达CAR。它们的  结构如图9所示。

CAR仅在其抗原结合结构域中不同。在所有构建体中，使  用CD8茎部间隔区将结合结构域连

接到膜上，并含有来自41BB和CD3‑zeta 的细胞内活化基序。

[0693] 通过用编码CAR，gag/pol和包膜蛋白RD114的质粒瞬时转染293T细胞产  生逆转录

病毒。3天后收获上清液，并用于在纤维连接蛋白包被的板上使用  相同滴度的逆转录病毒

转导经PHA/IL2活化的PBMC。转导后6天通过流式细  胞术证实CAR表达，并将PBMC与CD19+

BFP  SupT1细胞(fmc63和  CD19ALAb  CAR)或CD22+BFP  SupT1细胞(M971和CD22ALAb  CAR)以
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1：  1的比例共培养。一天和三天后测定靶细胞杀伤。在一天和三天后，还除去  上清液并通

过ELISA测定干扰素‑γ水平。

[0694] 结果如图10和11所示。

[0695] 如图10所示，具有CD19ALAb抗原结合结构域的CAR比具有fmc63结合  结构域的等

同CAR在第1天和第3天给出更多的对CD11+ve靶细胞的杀伤(图  10)。

[0696] 关于CD22，具有CD22ALAb抗原结合结构域的CAR在三天后比具有M971结合结构域

的等同CAR给出更多的对CD22+ve靶细胞的杀伤(图11a)。  在同一时间段后，CD22ALAb  CAR

的IFNγ释放显著高于M971  CAR。

[0697] 因此，具有基于CD19ALAb和CD22ALAb的抗原结合结构域的CAR在靶  细胞杀伤方面

相比基于fmc63和M971的等同CAR具有改善的特性。

[0698] 鉴于如上文所述Haso等人(2013年)报道的结果，CD22ALAb结果是特  别令人惊讶

的。在该研究中，制备并测试了不同的抗CD22  CAR，其具有基  于抗CD22抗体HA22，BL22和

m971的结合结构域。HA22和BL22  scFv结合  CD22的Ig结构域3，而m971结合CD22的Ig结构域

5‑7内(参见Haso等人(2013)  中的图2B)。据报道，m971衍生的CAR显示出比HA22衍生的CAR

优异的靶  细胞杀伤活性，该发现归因于CAR靶向的CD22表位的重要性(Haso等人  (2013)第

1168页，最后一段)。得出结论，靶向CD22的膜近端结构域是开 发高度活性的抗CD22  CAR的

“关键因素”(Discussion，最后一段)。与此发  现相反，本文图11所示的数据表明CD22ALAb，

其靶向CD22的Ig结构域3中 的表位‑与m9712靶向的Ig结构域5‑7相比的“膜远端”表位‑具

有比基于m971 的抗CD22  CAR优异的靶细胞杀伤能力。

[0699] 实施例4‑研究具有不同胞内域组合的OR门构建体

[0700] 如图13所示开发了四种OR门构建体。它们都编码具有相同抗原结合结  构域，间隔

区结构域和跨膜结构域的CD19/CD22  OR门：构建体之间的仅有 区别是在胞内域中，其如下

表所示：

[0701] 构建体 CD19  CAR胞内域 CD22  CAR胞内域 

A 41BB‑CD3ζ 41BB‑CD3ζ 

B OX40‑CD3ζ OX40‑CD3ζ 

C 41BB‑CD3ζ CD28‑CD3ζ 

D OX40‑CD3ζ CD28‑CD3ζ 

[0702] 如上文所述测定表达每种CD19/CD22  OR门的细胞体外杀伤Raji细胞的  能力。将

表达各种OR门组合的转导的PBMC与CD19+/CD22+Raji靶细胞以1：  1和1:10的效应细胞：靶

细胞比率共培养72小时。

[0703] 结果如图14所示。发现所有四种OR门比fmc63和M971  CAR显著更好地  杀伤靶细

胞。使用1:10效应细胞：靶细胞比率，显示“拆分”胞内域OR门，  其具有一个CAR上的4‑

1BBzeta/OX40  zeta和另一个CAR上的CD28zeta，具有 最好的杀伤活性。

[0704] 上述说明书中提及的所有出版物通过引用并入本文。在不脱离本发明的  范围和

精神的情况下，本发明的所述方法和系统的各种修改和变化对于本领  域技术人员将是显

而易见的。虽然已经结合具体的优选实施例描述了本发  明，但是应当理解，所要求保护的

本发明不应被不适当地限于这些具体实施  例。实际上，对于分子生物学，细胞生物学或相

关领域的技术人员显而易见 的用于实施本发明的所述模式的各种修改意图在所附权利要
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求的范围内。
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序列表

<110> 奥托路斯有限公司

<120>  细胞

<130>  P0012CNA

<150>  GB  1423172.4

<151>  2014‑12‑24

<160>  49

<170>  PatentIn  version  3.5

<210>  1

<211>  21

<212>  PRT

<213> 人工序列

<220>

<223>  信号肽

<400>  1

Met  Gly  Thr  Ser  Leu  Leu  Cys  Trp  Met  Ala  Leu  Cys  Leu  Leu  Gly  Ala

1               5                   10                  15

Asp  His  Ala  Asp  Gly

            20

<210>  2

<211>  21

<212>  PRT

<213> 人工序列

<220>

<223>  信号肽

<400>  2

Met  Ser  Leu  Pro  Val  Thr  Ala  Leu  Leu  Leu  Pro  Leu  Ala  Leu  Leu  Leu

1               5                   10                  15

His  Ala  Ala  Arg  Pro

            20

<210>  3

<211>  20

<212>  PRT

<213> 人工序列

<220>

<223>  信号肽

<400>  3

Met  Ala  Val  Pro  Thr  Gln  Val  Leu  Gly  Leu  Leu  Leu  Leu  Trp  Leu  Thr
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1               5                   10                  15

Asp  Ala  Arg  Cys

            20

<210>  4

<211>  234

<212>  PRT

<213> 人工序列

<220>

<223> 间隔区序列, 人IgG1的铰链‑CH2CH3

<400>  4

Ala  Glu  Pro  Lys  Ser  Pro  Asp  Lys  Thr  His  Thr  Cys  Pro  Pro  Cys  Pro

1               5                   10                  15

Ala  Pro  Pro  Val  Ala  Gly  Pro  Ser  Val  Phe  Leu  Phe  Pro  Pro  Lys  Pro

            20                  25                  30

Lys  Asp  Thr  Leu  Met  Ile  Ala  Arg  Thr  Pro  Glu  Val  Thr  Cys  Val  Val

        35                  40                  45

Val  Asp  Val  Ser  His  Glu  Asp  Pro  Glu  Val  Lys  Phe  Asn  Trp  Tyr  Val

    50                  55                  60

Asp  Gly  Val  Glu  Val  His  Asn  Ala  Lys  Thr  Lys  Pro  Arg  Glu  Glu  Gln

65                  70                  75                  80

Tyr  Asn  Ser  Thr  Tyr  Arg  Val  Val  Ser  Val  Leu  Thr  Val  Leu  His  Gln

                85                  90                  95

Asp  Trp  Leu  Asn  Gly  Lys  Glu  Tyr  Lys  Cys  Lys  Val  Ser  Asn  Lys  Ala

            100                 105                 110

Leu  Pro  Ala  Pro  Ile  Glu  Lys  Thr  Ile  Ser  Lys  Ala  Lys  Gly  Gln  Pro

        115                 120                 125

Arg  Glu  Pro  Gln  Val  Tyr  Thr  Leu  Pro  Pro  Ser  Arg  Asp  Glu  Leu  Thr

    130                 135                 140

Lys  Asn  Gln  Val  Ser  Leu  Thr  Cys  Leu  Val  Lys  Gly  Phe  Tyr  Pro  Ser

145                 150                 155                 160

Asp  Ile  Ala  Val  Glu  Trp  Glu  Ser  Asn  Gly  Gln  Pro  Glu  Asn  Asn  Tyr

                165                 170                 175

Lys  Thr  Thr  Pro  Pro  Val  Leu  Asp  Ser  Asp  Gly  Ser  Phe  Phe  Leu  Tyr

            180                 185                 190

Ser  Lys  Leu  Thr  Val  Asp  Lys  Ser  Arg  Trp  Gln  Gln  Gly  Asn  Val  Phe

        195                 200                 205

Ser  Cys  Ser  Val  Met  His  Glu  Ala  Leu  His  Asn  His  Tyr  Thr  Gln  Lys

    210                 215                 220

Ser  Leu  Ser  Leu  Ser  Pro  Gly  Lys  Lys  Asp
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225                 230

<210>  5

<211>  46

<212>  PRT

<213> 人工序列

<220>

<223> 间隔区序列, 人CD8茎部

<400>  5

Thr  Thr  Thr  Pro  Ala  Pro  Arg  Pro  Pro  Thr  Pro  Ala  Pro  Thr  Ile  Ala

1               5                   10                  15

Ser  Gln  Pro  Leu  Ser  Leu  Arg  Pro  Glu  Ala  Cys  Arg  Pro  Ala  Ala  Gly

            20                  25                  30

Gly  Ala  Val  His  Thr  Arg  Gly  Leu  Asp  Phe  Ala  Cys  Asp  Ile

        35                  40                  45

<210>  6

<211>  20

<212>  PRT

<213> 人工序列

<220>

<223> 间隔区序列, 人IgG1铰链

<400>  6

Ala  Glu  Pro  Lys  Ser  Pro  Asp  Lys  Thr  His  Thr  Cys  Pro  Pro  Cys  Pro

1               5                   10                  15

Lys  Asp  Pro  Lys

            20

<210>  7

<211>  185

<212>  PRT

<213> 人工序列

<220>

<223> 间隔区序列,  CD2胞外域

<400>  7

Lys  Glu  Ile  Thr  Asn  Ala  Leu  Glu  Thr  Trp  Gly  Ala  Leu  Gly  Gln  Asp

1               5                   10                  15

Ile  Asn  Leu  Asp  Ile  Pro  Ser  Phe  Gln  Met  Ser  Asp  Asp  Ile  Asp  Asp

            20                  25                  30

Ile  Lys  Trp  Glu  Lys  Thr  Ser  Asp  Lys  Lys  Lys  Ile  Ala  Gln  Phe  Arg

        35                  40                  45

Lys  Glu  Lys  Glu  Thr  Phe  Lys  Glu  Lys  Asp  Thr  Tyr  Lys  Leu  Phe  Lys
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    50                  55                  60

Asn  Gly  Thr  Leu  Lys  Ile  Lys  His  Leu  Lys  Thr  Asp  Asp  Gln  Asp  Ile

65                  70                  75                  80

Tyr  Lys  Val  Ser  Ile  Tyr  Asp  Thr  Lys  Gly  Lys  Asn  Val  Leu  Glu  Lys

                85                  90                  95

Ile  Phe  Asp  Leu  Lys  Ile  Gln  Glu  Arg  Val  Ser  Lys  Pro  Lys  Ile  Ser

            100                 105                 110

Trp  Thr  Cys  Ile  Asn  Thr  Thr  Leu  Thr  Cys  Glu  Val  Met  Asn  Gly  Thr

        115                 120                 125

Asp  Pro  Glu  Leu  Asn  Leu  Tyr  Gln  Asp  Gly  Lys  His  Leu  Lys  Leu  Ser

    130                 135                 140

Gln  Arg  Val  Ile  Thr  His  Lys  Trp  Thr  Thr  Ser  Leu  Ser  Ala  Lys  Phe

145                 150                 155                 160

Lys  Cys  Thr  Ala  Gly  Asn  Lys  Val  Ser  Lys  Glu  Ser  Ser  Val  Glu  Pro

                165                 170                 175

Val  Ser  Cys  Pro  Glu  Lys  Gly  Leu  Asp

            180                 185

<210>  8

<211>  259

<212>  PRT

<213> 人工序列

<220>

<223> 间隔区序列,  CD34胞外域

<400>  8

Ser  Leu  Asp  Asn  Asn  Gly  Thr  Ala  Thr  Pro  Glu  Leu  Pro  Thr  Gln  Gly

1               5                   10                  15

Thr  Phe  Ser  Asn  Val  Ser  Thr  Asn  Val  Ser  Tyr  Gln  Glu  Thr  Thr  Thr

            20                  25                  30

Pro  Ser  Thr  Leu  Gly  Ser  Thr  Ser  Leu  His  Pro  Val  Ser  Gln  His  Gly

        35                  40                  45

Asn  Glu  Ala  Thr  Thr  Asn  Ile  Thr  Glu  Thr  Thr  Val  Lys  Phe  Thr  Ser

    50                  55                  60

Thr  Ser  Val  Ile  Thr  Ser  Val  Tyr  Gly  Asn  Thr  Asn  Ser  Ser  Val  Gln

65                  70                  75                  80

Ser  Gln  Thr  Ser  Val  Ile  Ser  Thr  Val  Phe  Thr  Thr  Pro  Ala  Asn  Val

                85                  90                  95

Ser  Thr  Pro  Glu  Thr  Thr  Leu  Lys  Pro  Ser  Leu  Ser  Pro  Gly  Asn  Val

            100                 105                 110

Ser  Asp  Leu  Ser  Thr  Thr  Ser  Thr  Ser  Leu  Ala  Thr  Ser  Pro  Thr  Lys
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        115                 120                 125

Pro  Tyr  Thr  Ser  Ser  Ser  Pro  Ile  Leu  Ser  Asp  Ile  Lys  Ala  Glu  Ile

    130                 135                 140

Lys  Cys  Ser  Gly  Ile  Arg  Glu  Val  Lys  Leu  Thr  Gln  Gly  Ile  Cys  Leu

145                 150                 155                 160

Glu  Gln  Asn  Lys  Thr  Ser  Ser  Cys  Ala  Glu  Phe  Lys  Lys  Asp  Arg  Gly

                165                 170                 175

Glu  Gly  Leu  Ala  Arg  Val  Leu  Cys  Gly  Glu  Glu  Gln  Ala  Asp  Ala  Asp

            180                 185                 190

Ala  Gly  Ala  Gln  Val  Cys  Ser  Leu  Leu  Leu  Ala  Gln  Ser  Glu  Val  Arg

        195                 200                 205

Pro  Gln  Cys  Leu  Leu  Leu  Val  Leu  Ala  Asn  Arg  Thr  Glu  Ile  Ser  Ser

    210                 215                 220

Lys  Leu  Gln  Leu  Met  Lys  Lys  His  Gln  Ser  Asp  Leu  Lys  Lys  Leu  Gly

225                 230                 235                 240

Ile  Leu  Asp  Phe  Thr  Glu  Gln  Asp  Val  Ala  Ser  His  Gln  Ser  Tyr  Ser

                245                 250                 255

Gln  Lys  Thr

<210>  9

<211>  140

<212>  PRT

<213> 人工序列

<220>

<223>  包含CD28跨膜结构域和CD3  Z胞内域

<400>  9

Phe  Trp  Val  Leu  Val  Val  Val  Gly  Gly  Val  Leu  Ala  Cys  Tyr  Ser  Leu

1               5                   10                  15

Leu  Val  Thr  Val  Ala  Phe  Ile  Ile  Phe  Trp  Val  Arg  Arg  Val  Lys  Phe

            20                  25                  30

Ser  Arg  Ser  Ala  Asp  Ala  Pro  Ala  Tyr  Gln  Gln  Gly  Gln  Asn  Gln  Leu

        35                  40                  45

Tyr  Asn  Glu  Leu  Asn  Leu  Gly  Arg  Arg  Glu  Glu  Tyr  Asp  Val  Leu  Asp

    50                  55                  60

Lys  Arg  Arg  Gly  Arg  Asp  Pro  Glu  Met  Gly  Gly  Lys  Pro  Arg  Arg  Lys

65                  70                  75                  80

Asn  Pro  Gln  Glu  Gly  Leu  Tyr  Asn  Glu  Leu  Gln  Lys  Asp  Lys  Met  Ala

                85                  90                  95

Glu  Ala  Tyr  Ser  Glu  Ile  Gly  Met  Lys  Gly  Glu  Arg  Arg  Arg  Gly  Lys

            100                 105                 110
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Gly  His  Asp  Gly  Leu  Tyr  Gln  Gly  Leu  Ser  Thr  Ala  Thr  Lys  Asp  Thr

        115                 120                 125

Tyr  Asp  Ala  Leu  His  Met  Gln  Ala  Leu  Pro  Pro  Arg

    130                 135                 140

<210>  10

<211>  180

<212>  PRT

<213> 人工序列

<220>

<223>  包含CD28跨膜结构域和CD28和CD3  Zeta胞内域

<400>  10

Phe  Trp  Val  Leu  Val  Val  Val  Gly  Gly  Val  Leu  Ala  Cys  Tyr  Ser  Leu

1               5                   10                  15

Leu  Val  Thr  Val  Ala  Phe  Ile  Ile  Phe  Trp  Val  Arg  Ser  Lys  Arg  Ser

            20                  25                  30

Arg  Leu  Leu  His  Ser  Asp  Tyr  Met  Asn  Met  Thr  Pro  Arg  Arg  Pro  Gly

        35                  40                  45

Pro  Thr  Arg  Lys  His  Tyr  Gln  Pro  Tyr  Ala  Pro  Pro  Arg  Asp  Phe  Ala

    50                  55                  60

Ala  Tyr  Arg  Ser  Arg  Val  Lys  Phe  Ser  Arg  Ser  Ala  Asp  Ala  Pro  Ala

65                  70                  75                  80

Tyr  Gln  Gln  Gly  Gln  Asn  Gln  Leu  Tyr  Asn  Glu  Leu  Asn  Leu  Gly  Arg

                85                  90                  95

Arg  Glu  Glu  Tyr  Asp  Val  Leu  Asp  Lys  Arg  Arg  Gly  Arg  Asp  Pro  Glu

            100                 105                 110

Met  Gly  Gly  Lys  Pro  Arg  Arg  Lys  Asn  Pro  Gln  Glu  Gly  Leu  Tyr  Asn

        115                 120                 125

Glu  Leu  Gln  Lys  Asp  Lys  Met  Ala  Glu  Ala  Tyr  Ser  Glu  Ile  Gly  Met

    130                 135                 140

Lys  Gly  Glu  Arg  Arg  Arg  Gly  Lys  Gly  His  Asp  Gly  Leu  Tyr  Gln  Gly

145                 150                 155                 160

Leu  Ser  Thr  Ala  Thr  Lys  Asp  Thr  Tyr  Asp  Ala  Leu  His  Met  Gln  Ala

                165                 170                 175

Leu  Pro  Pro  Arg

            180

<210>  11

<211>  216

<212>  PRT

<213> 人工序列
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<220>

<223>  包含CD28跨膜结构域和CD28,  OX40和CD3  Zeta胞内域

<400>  11

Phe  Trp  Val  Leu  Val  Val  Val  Gly  Gly  Val  Leu  Ala  Cys  Tyr  Ser  Leu

1               5                   10                  15

Leu  Val  Thr  Val  Ala  Phe  Ile  Ile  Phe  Trp  Val  Arg  Ser  Lys  Arg  Ser

            20                  25                  30

Arg  Leu  Leu  His  Ser  Asp  Tyr  Met  Asn  Met  Thr  Pro  Arg  Arg  Pro  Gly

        35                  40                  45

Pro  Thr  Arg  Lys  His  Tyr  Gln  Pro  Tyr  Ala  Pro  Pro  Arg  Asp  Phe  Ala

    50                  55                  60

Ala  Tyr  Arg  Ser  Arg  Asp  Gln  Arg  Leu  Pro  Pro  Asp  Ala  His  Lys  Pro

65                  70                  75                  80

Pro  Gly  Gly  Gly  Ser  Phe  Arg  Thr  Pro  Ile  Gln  Glu  Glu  Gln  Ala  Asp

                85                  90                  95

Ala  His  Ser  Thr  Leu  Ala  Lys  Ile  Arg  Val  Lys  Phe  Ser  Arg  Ser  Ala

            100                 105                 110

Asp  Ala  Pro  Ala  Tyr  Gln  Gln  Gly  Gln  Asn  Gln  Leu  Tyr  Asn  Glu  Leu

        115                 120                 125

Asn  Leu  Gly  Arg  Arg  Glu  Glu  Tyr  Asp  Val  Leu  Asp  Lys  Arg  Arg  Gly

    130                 135                 140

Arg  Asp  Pro  Glu  Met  Gly  Gly  Lys  Pro  Arg  Arg  Lys  Asn  Pro  Gln  Glu

145                 150                 155                 160

Gly  Leu  Tyr  Asn  Glu  Leu  Gln  Lys  Asp  Lys  Met  Ala  Glu  Ala  Tyr  Ser

                165                 170                 175

Glu  Ile  Gly  Met  Lys  Gly  Glu  Arg  Arg  Arg  Gly  Lys  Gly  His  Asp  Gly

            180                 185                 190

Leu  Tyr  Gln  Gly  Leu  Ser  Thr  Ala  Thr  Lys  Asp  Thr  Tyr  Asp  Ala  Leu

        195                 200                 205

His  Met  Gln  Ala  Leu  Pro  Pro  Arg

    210                 215

<210>  12

<211>  20

<212>  PRT

<213> 人工序列

<220>

<223>  2A样序列

<400>  12

Arg  Ala  Glu  Gly  Arg  Gly  Ser  Leu  Leu  Thr  Cys  Gly  Asp  Val  Glu  Glu
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1               5                   10                  15

Asn  Pro  Gly  Pro

            20

<210>  13

<211>  3402

<212>  DNA

<213> 人工序列

<220>

<223>  CD19/CD22  'OR' 门构建体

<400>  13

atgagcctgc  ccgtgaccgc  cctgctgctg  cccctggccc  tgctgctgca  cgccgccaga  60

ccatacccct  acgacgtgcc  cgactacgcc  agcctgagcg  gaggcggcgg  cagccaggtg  120

cagctggtgc  agagcggagc  cgaggtgaag  aagcctggcg  ccagcgtgaa  ggtgtcctgt  180

aaggccagcg  gctacacctt  caccagcaac  tggatgcact  gggtgaggca  ggcccctgga  240

cagggactgg  agtggatggg  cgagatcgac  cccagcgaca  gctacaccaa  ctacaaccag  300

aagttcaagg  gccgggtgac  catcaccgtg  gataagagcg  ccagcaccgc  ctacatggag  360

ctgtccagcc  tgagaagcga  ggataccgcc  gtgtactact  gtgccagagg  cagcaacccc  420

tactactacg  ctatggacta  ctggggccag  ggcaccctgg  tgaccgtgtc  cagcggcgga  480

ggaggaagcg  gagggggcgg  atctggcggc  ggagggagcg  agatcgtgct  gacccagagc  540

cccgccaccc  tgagcctgag  ccctggcgag  agagccaccc  tgtcctgtag  cgccagcagc  600

ggcgtgaatt  acatgcactg  gtatcagcag  aagcccggcc  aggcccccag  aagatggatc  660

tacgacacca  gcaagctggc  cagcggcgtg  cccgccagat  tcagcggcag  cggctccggc  720

accagctaca  gcctgaccat  cagcagcctg  gagcctgagg  atttcgccgt  gtattattgc  780

caccagaggg  gcagctacac  ctttggcggc  ggaacaaagc  tggagatcaa  gcgctcagat  840

cccaccacga  cgccagcgcc  gcgaccacca  acaccggcgc  ccaccatcgc  gtcgcagccc  900

ctgtccctgc  gcccagaggc  gtgccggcca  gcggcggggg  gcgcagtgca  cacgaggggg  960

ctggacttcg  cctgtgatat  cttttgggtg  ctggtggtgg  ttggtggagt  cctggcttgc  1020

tatagcttgc  tagtaacagt  ggcctttatt  attttctggg  tgaggagagt  gaagttcagc  1080

aggagcgcag  acgcccccgc  gtaccagcag  ggccagaacc  agctctataa  cgagctcaat  1140

ctaggacgaa  gagaggagta  cgatgttttg  gacaagagac  gtggccggga  ccctgagatg  1200

gggggaaagc  cgagaaggaa  gaaccctcag  gaaggcctgt  acaatgaact  gcagaaagat  1260

aagatggcgg  aggcctacag  tgagattggg  atgaaaggcg  agcgccggag  gggcaagggg  1320

cacgatggcc  tttaccaggg  tctcagtaca  gccaccaagg  acacctacga  cgcccttcac  1380

atgcaggccc  tgcctcctcg  cagagccgag  ggcaggggaa  gtcttctaac  atgcggggac  1440

gtggaggaaa  atcccgggcc  catggagttt  gggctgagct  ggctttttct  tgtggctatt  1500

ttaaaaggtg  tccagtgcga  ggtgcagctg  gtggagtctg  ggggaggctt  ggtccagcca  1560

ggggggtccc  tgcgcctctc  ctgtgcagcc  tctggattcg  ctttcagtat  ctatgacatg  1620

tcttgggtcc  gccaggttcc  ggggaagggg  ctggagtggg  tctcatatat  tagtagtggt  1680

ggtggtacca  cctattaccc  ggacactgtg  aagggccgct  tcaccatctc  ccgtgacaat  1740
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tcccgcaaca  ctctggatct  tcaaatgaac  agtctgcgcg  tcgaggacac  ggctgtctat  1800

tattgtgcgc  gtcatagtgg  ctacggtagt  agctacgggg  ttttgtttgc  ttactggggc  1860

caaggaaccc  tggtcaccgt  ctcctcaggt  ggaggcggtt  caggcggagg  tggctctggc  1920

ggtggcggat  cggacatcca  gatgactcag  tctccgtcct  ccctgtctgc  atctgtagga  1980

gaccgcgtca  ccatcacctg  ccgtgcaagt  caggacatta  gcaattattt  aaactggctt  2040

caacagaaac  cggggaaagc  cccgaagctc  ctgatttact  acacatcaat  cttacactca  2100

ggagtcccgt  cacgcttcag  cggcagtgga  tctgggacag  aattcactct  cacaatcagc  2160

agcctgcagc  cggaagattt  tgcaacttat  tactgtcaac  agggtaatac  gcttccgtgg  2220

acgtttggcc  aggggaccaa  actggaaatc  aaacgttcgg  atccagccga  accaaagagc  2280

cccgataaga  cccacacctg  tcccccctgc  ccagccccag  agctgctggg  aggccccagc  2340

gtgtttctgt  ttccacccaa  gccaaaggat  accctgatga  ttagtagaac  acccgaagtg  2400

acctgtgtgg  tggtggatgt  gtctcacgag  gaccccgagg  tgaaatttaa  ttggtatgtt  2460

gatggtgttg  aagtgcacaa  cgccaaaacc  aaacccagag  aggagcagta  caattctacc  2520

tatagagtcg  tgtctgtgct  gacagtgctg  catcaggatt  ggctgaacgg  aaaagaatac  2580

aaatgtaaag  tgagcaataa  ggccctgccc  gctccaattg  agaagacaat  tagcaaggcc  2640

aagggccagc  caagggagcc  ccaggtgtat  acactgccac  ccagtagaga  cgaactgaca  2700

aagaatcagg  tgtctctgac  atgtctggtg  aagggatttt  acccatctga  tatcgccgtg  2760

gaatgggaat  ctaacggcca  gcccgagaat  aactataaga  caaccccacc  agtgctggat  2820

agcgatggca  gcttttttct  gtattctaag  ctgacagtgg  ataagtcccg  gtggcagcag  2880

ggaaatgtgt  ttagctgtag  tgtcatgcat  gaggccctgc  acaatcacta  tacccagaaa  2940

tctctgagtc  tgagcccagg  caagaaggac  cccaagttct  gggtcctggt  ggtggtggga  3000

ggcgtgctgg  cctgttactc  tctcctggtg  accgtggcct  tcatcatctt  ttgggtgcgc  3060

tcccgggtga  agttttctcg  ctctgccgat  gccccagcct  atcagcaggg  ccagaatcag  3120

ctgtacaatg  aactgaacct  gggcaggcgg  gaggagtacg  acgtgctgga  taagcggaga  3180

ggcagagacc  ccgagatggg  cggcaaacca  cggcgcaaaa  atccccagga  gggactctat  3240

aacgagctgc  agaaggacaa  aatggccgag  gcctattccg  agatcggcat  gaagggagag  3300

agaagacgcg  gaaagggcca  cgacggcctg  tatcagggat  tgtccaccgc  tacaaaagat  3360

acatatgatg  ccctgcacat  gcaggccctg  ccacccagat  ga  3402

<210>  14

<211>  1133

<212>  PRT

<213> 人工序列

<220>

<223>  CD19/CD22  'OR' 门构建体

<400>  14

Met  Ser  Leu  Pro  Val  Thr  Ala  Leu  Leu  Leu  Pro  Leu  Ala  Leu  Leu  Leu

1               5                   10                  15

His  Ala  Ala  Arg  Pro  Tyr  Pro  Tyr  Asp  Val  Pro  Asp  Tyr  Ala  Ser  Leu

            20                  25                  30
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Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gln  Val  Gln  Leu  Val  Gln  Ser  Gly  Ala  Glu

        35                  40                  45

Val  Lys  Lys  Pro  Gly  Ala  Ser  Val  Lys  Val  Ser  Cys  Lys  Ala  Ser  Gly

    50                  55                  60

Tyr  Thr  Phe  Thr  Ser  Asn  Trp  Met  His  Trp  Val  Arg  Gln  Ala  Pro  Gly

65                  70                  75                  80

Gln  Gly  Leu  Glu  Trp  Met  Gly  Glu  Ile  Asp  Pro  Ser  Asp  Ser  Tyr  Thr

                85                  90                  95

Asn  Tyr  Asn  Gln  Lys  Phe  Lys  Gly  Arg  Val  Thr  Ile  Thr  Val  Asp  Lys

            100                 105                 110

Ser  Ala  Ser  Thr  Ala  Tyr  Met  Glu  Leu  Ser  Ser  Leu  Arg  Ser  Glu  Asp

        115                 120                 125

Thr  Ala  Val  Tyr  Tyr  Cys  Ala  Arg  Gly  Ser  Asn  Pro  Tyr  Tyr  Tyr  Ala

    130                 135                 140

Met  Asp  Tyr  Trp  Gly  Gln  Gly  Thr  Leu  Val  Thr  Val  Ser  Ser  Gly  Gly

145                 150                 155                 160

Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Glu  Ile  Val

                165                 170                 175

Leu  Thr  Gln  Ser  Pro  Ala  Thr  Leu  Ser  Leu  Ser  Pro  Gly  Glu  Arg  Ala

            180                 185                 190

Thr  Leu  Ser  Cys  Ser  Ala  Ser  Ser  Gly  Val  Asn  Tyr  Met  His  Trp  Tyr

        195                 200                 205

Gln  Gln  Lys  Pro  Gly  Gln  Ala  Pro  Arg  Arg  Trp  Ile  Tyr  Asp  Thr  Ser

    210                 215                 220

Lys  Leu  Ala  Ser  Gly  Val  Pro  Ala  Arg  Phe  Ser  Gly  Ser  Gly  Ser  Gly

225                 230                 235                 240

Thr  Ser  Tyr  Ser  Leu  Thr  Ile  Ser  Ser  Leu  Glu  Pro  Glu  Asp  Phe  Ala

                245                 250                 255

Val  Tyr  Tyr  Cys  His  Gln  Arg  Gly  Ser  Tyr  Thr  Phe  Gly  Gly  Gly  Thr

            260                 265                 270

Lys  Leu  Glu  Ile  Lys  Arg  Ser  Asp  Pro  Thr  Thr  Thr  Pro  Ala  Pro  Arg

        275                 280                 285

Pro  Pro  Thr  Pro  Ala  Pro  Thr  Ile  Ala  Ser  Gln  Pro  Leu  Ser  Leu  Arg

    290                 295                 300

Pro  Glu  Ala  Cys  Arg  Pro  Ala  Ala  Gly  Gly  Ala  Val  His  Thr  Arg  Gly

305                 310                 315                 320

Leu  Asp  Phe  Ala  Cys  Asp  Ile  Phe  Trp  Val  Leu  Val  Val  Val  Gly  Gly

                325                 330                 335

Val  Leu  Ala  Cys  Tyr  Ser  Leu  Leu  Val  Thr  Val  Ala  Phe  Ile  Ile  Phe
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            340                 345                 350

Trp  Val  Arg  Arg  Val  Lys  Phe  Ser  Arg  Ser  Ala  Asp  Ala  Pro  Ala  Tyr

        355                 360                 365

Gln  Gln  Gly  Gln  Asn  Gln  Leu  Tyr  Asn  Glu  Leu  Asn  Leu  Gly  Arg  Arg

    370                 375                 380

Glu  Glu  Tyr  Asp  Val  Leu  Asp  Lys  Arg  Arg  Gly  Arg  Asp  Pro  Glu  Met

385                 390                 395                 400

Gly  Gly  Lys  Pro  Arg  Arg  Lys  Asn  Pro  Gln  Glu  Gly  Leu  Tyr  Asn  Glu

                405                 410                 415

Leu  Gln  Lys  Asp  Lys  Met  Ala  Glu  Ala  Tyr  Ser  Glu  Ile  Gly  Met  Lys

            420                 425                 430

Gly  Glu  Arg  Arg  Arg  Gly  Lys  Gly  His  Asp  Gly  Leu  Tyr  Gln  Gly  Leu

        435                 440                 445

Ser  Thr  Ala  Thr  Lys  Asp  Thr  Tyr  Asp  Ala  Leu  His  Met  Gln  Ala  Leu

    450                 455                 460

Pro  Pro  Arg  Arg  Ala  Glu  Gly  Arg  Gly  Ser  Leu  Leu  Thr  Cys  Gly  Asp

465                 470                 475                 480

Val  Glu  Glu  Asn  Pro  Gly  Pro  Met  Glu  Phe  Gly  Leu  Ser  Trp  Leu  Phe

                485                 490                 495

Leu  Val  Ala  Ile  Leu  Lys  Gly  Val  Gln  Cys  Glu  Val  Gln  Leu  Val  Glu

            500                 505                 510

Ser  Gly  Gly  Gly  Leu  Val  Gln  Pro  Gly  Gly  Ser  Leu  Arg  Leu  Ser  Cys

        515                 520                 525

Ala  Ala  Ser  Gly  Phe  Ala  Phe  Ser  Ile  Tyr  Asp  Met  Ser  Trp  Val  Arg

    530                 535                 540

Gln  Val  Pro  Gly  Lys  Gly  Leu  Glu  Trp  Val  Ser  Tyr  Ile  Ser  Ser  Gly

545                 550                 555                 560

Gly  Gly  Thr  Thr  Tyr  Tyr  Pro  Asp  Thr  Val  Lys  Gly  Arg  Phe  Thr  Ile

                565                 570                 575

Ser  Arg  Asp  Asn  Ser  Arg  Asn  Thr  Leu  Asp  Leu  Gln  Met  Asn  Ser  Leu

            580                 585                 590

Arg  Val  Glu  Asp  Thr  Ala  Val  Tyr  Tyr  Cys  Ala  Arg  His  Ser  Gly  Tyr

        595                 600                 605

Gly  Ser  Ser  Tyr  Gly  Val  Leu  Phe  Ala  Tyr  Trp  Gly  Gln  Gly  Thr  Leu

    610                 615                 620

Val  Thr  Val  Ser  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly

625                 630                 635                 640

Gly  Gly  Gly  Ser  Asp  Ile  Gln  Met  Thr  Gln  Ser  Pro  Ser  Ser  Leu  Ser

                645                 650                 655
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Ala  Ser  Val  Gly  Asp  Arg  Val  Thr  Ile  Thr  Cys  Arg  Ala  Ser  Gln  Asp

            660                 665                 670

Ile  Ser  Asn  Tyr  Leu  Asn  Trp  Leu  Gln  Gln  Lys  Pro  Gly  Lys  Ala  Pro

        675                 680                 685

Lys  Leu  Leu  Ile  Tyr  Tyr  Thr  Ser  Ile  Leu  His  Ser  Gly  Val  Pro  Ser

    690                 695                 700

Arg  Phe  Ser  Gly  Ser  Gly  Ser  Gly  Thr  Glu  Phe  Thr  Leu  Thr  Ile  Ser

705                 710                 715                 720

Ser  Leu  Gln  Pro  Glu  Asp  Phe  Ala  Thr  Tyr  Tyr  Cys  Gln  Gln  Gly  Asn

                725                 730                 735

Thr  Leu  Pro  Trp  Thr  Phe  Gly  Gln  Gly  Thr  Lys  Leu  Glu  Ile  Lys  Arg

            740                 745                 750

Ser  Asp  Pro  Ala  Glu  Pro  Lys  Ser  Pro  Asp  Lys  Thr  His  Thr  Cys  Pro

        755                 760                 765

Pro  Cys  Pro  Ala  Pro  Glu  Leu  Leu  Gly  Gly  Pro  Ser  Val  Phe  Leu  Phe

    770                 775                 780

Pro  Pro  Lys  Pro  Lys  Asp  Thr  Leu  Met  Ile  Ser  Arg  Thr  Pro  Glu  Val

785                 790                 795                 800

Thr  Cys  Val  Val  Val  Asp  Val  Ser  His  Glu  Asp  Pro  Glu  Val  Lys  Phe

                805                 810                 815

Asn  Trp  Tyr  Val  Asp  Gly  Val  Glu  Val  His  Asn  Ala  Lys  Thr  Lys  Pro

            820                 825                 830

Arg  Glu  Glu  Gln  Tyr  Asn  Ser  Thr  Tyr  Arg  Val  Val  Ser  Val  Leu  Thr

        835                 840                 845

Val  Leu  His  Gln  Asp  Trp  Leu  Asn  Gly  Lys  Glu  Tyr  Lys  Cys  Lys  Val

    850                 855                 860

Ser  Asn  Lys  Ala  Leu  Pro  Ala  Pro  Ile  Glu  Lys  Thr  Ile  Ser  Lys  Ala

865                 870                 875                 880

Lys  Gly  Gln  Pro  Arg  Glu  Pro  Gln  Val  Tyr  Thr  Leu  Pro  Pro  Ser  Arg

                885                 890                 895

Asp  Glu  Leu  Thr  Lys  Asn  Gln  Val  Ser  Leu  Thr  Cys  Leu  Val  Lys  Gly

            900                 905                 910

Phe  Tyr  Pro  Ser  Asp  Ile  Ala  Val  Glu  Trp  Glu  Ser  Asn  Gly  Gln  Pro

        915                 920                 925

Glu  Asn  Asn  Tyr  Lys  Thr  Thr  Pro  Pro  Val  Leu  Asp  Ser  Asp  Gly  Ser

    930                 935                 940

Phe  Phe  Leu  Tyr  Ser  Lys  Leu  Thr  Val  Asp  Lys  Ser  Arg  Trp  Gln  Gln

945                 950                 955                 960

Gly  Asn  Val  Phe  Ser  Cys  Ser  Val  Met  His  Glu  Ala  Leu  His  Asn  His
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                965                 970                 975

Tyr  Thr  Gln  Lys  Ser  Leu  Ser  Leu  Ser  Pro  Gly  Lys  Lys  Asp  Pro  Lys

            980                 985                 990

Phe  Trp  Val  Leu  Val  Val  Val  Gly  Gly  Val  Leu  Ala  Cys  Tyr  Ser  Leu

        995                 1000                1005

Leu  Val  Thr  Val  Ala  Phe  Ile  Ile  Phe  Trp  Val  Arg  Ser  Arg  Val

    1010                1015                1020

Lys  Phe  Ser  Arg  Ser  Ala  Asp  Ala  Pro  Ala  Tyr  Gln  Gln  Gly  Gln

    1025                1030                1035

Asn  Gln  Leu  Tyr  Asn  Glu  Leu  Asn  Leu  Gly  Arg  Arg  Glu  Glu  Tyr

    1040                1045                1050

Asp  Val  Leu  Asp  Lys  Arg  Arg  Gly  Arg  Asp  Pro  Glu  Met  Gly  Gly

    1055                1060                1065

Lys  Pro  Arg  Arg  Lys  Asn  Pro  Gln  Glu  Gly  Leu  Tyr  Asn  Glu  Leu

    1070                1075                1080

Gln  Lys  Asp  Lys  Met  Ala  Glu  Ala  Tyr  Ser  Glu  Ile  Gly  Met  Lys

    1085                1090                1095

Gly  Glu  Arg  Arg  Arg  Gly  Lys  Gly  His  Asp  Gly  Leu  Tyr  Gln  Gly

    1100                1105                1110

Leu  Ser  Thr  Ala  Thr  Lys  Asp  Thr  Tyr  Asp  Ala  Leu  His  Met  Gln

    1115                1120                1125

Ala  Leu  Pro  Pro  Arg

    1130

<210>  15

<211>  5

<212>  PRT

<213> 人工序列

<220>

<223> 互补决定区(CDR) 可变重链

(VH)  CDR1

<400>  15

Ser  Tyr  Trp  Met  Asn

1               5

<210>  16

<211>  16

<212>  PRT

<213> 人工序列

<220>

<223>  VH  CDR2
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<400>  16

Gln  Ile  Trp  Pro  Gly  Asp  Gly  Asp  Thr  Asn  Tyr  Asn  Gly  Lys  Phe  Lys

1               5                   10                  15

<210>  17

<211>  15

<212>  PRT

<213> 人工序列

<220>

<223>  VH  CDR3

<400>  17

Arg  Glu  Thr  Thr  Thr  Val  Gly  Arg  Tyr  Tyr  Tyr  Ala  Met  Asp  Tyr

1               5                   10                  15

<210>  18

<211>  15

<212>  PRT

<213> 人工序列

<220>

<223> 可变轻链(VL)  CDR1

<400>  18

Lys  Ala  Ser  Gln  Ser  Val  Asp  Tyr  Asp  Gly  Asp  Ser  Tyr  Leu  Asn

1               5                   10                  15

<210>  19

<211>  7

<212>  PRT

<213> 人工序列

<220>

<223>  VL  CDR2

<400>  19

Asp  Ala  Ser  Asn  Leu  Val  Ser

1               5

<210>  20

<211>  9

<212>  PRT

<213> 人工序列

<220>

<223>  VL  CDR3

<400>  20

Gln  Gln  Ser  Thr  Glu  Asp  Pro  Trp  Thr

1               5
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<210>  21

<211>  235

<212>  PRT

<213> 人工序列

<220>

<223> 嵌合抗原受体(CAR) , 鼠CD19ALAb  scFv序列

<400>  21

Gln  Val  Gln  Leu  Gln  Gln  Ser  Gly  Ala  Glu  Leu  Val  Arg  Pro  Gly  Ser

1               5                   10                  15

Ser  Val  Lys  Ile  Ser  Cys  Lys  Ala  Ser  Gly  Tyr  Ala  Phe  Ser  Ser  Tyr

            20                  25                  30

Trp  Met  Asn  Trp  Val  Lys  Gln  Arg  Pro  Gly  Gln  Gly  Leu  Glu  Trp  Ile

        35                  40                  45

Gly  Gln  Ile  Trp  Pro  Gly  Asp  Gly  Asp  Thr  Asn  Tyr  Asn  Gly  Lys  Phe

    50                  55                  60

Lys  Gly  Lys  Ala  Thr  Leu  Thr  Ala  Asp  Glu  Ser  Ser  Ser  Thr  Ala  Tyr

65                  70                  75                  80

Met  Gln  Leu  Ser  Ser  Leu  Ala  Ser  Glu  Asp  Ser  Ala  Val  Tyr  Phe  Cys

                85                  90                  95

Ala  Arg  Arg  Glu  Thr  Thr  Thr  Val  Gly  Arg  Tyr  Tyr  Tyr  Ala  Met  Asp

            100                 105                 110

Tyr  Trp  Gly  Gln  Gly  Thr  Thr  Val  Thr  Val  Ser  Ser  Asp  Ile  Gln  Leu

        115                 120                 125

Thr  Gln  Ser  Pro  Ala  Ser  Leu  Ala  Val  Ser  Leu  Gly  Gln  Arg  Ala  Thr

    130                 135                 140

Ile  Ser  Cys  Lys  Ala  Ser  Gln  Ser  Val  Asp  Tyr  Asp  Gly  Asp  Ser  Tyr

145                 150                 155                 160

Leu  Asn  Trp  Tyr  Gln  Gln  Ile  Pro  Gly  Gln  Pro  Pro  Lys  Leu  Leu  Ile

                165                 170                 175

Tyr  Asp  Ala  Ser  Asn  Leu  Val  Ser  Gly  Ile  Pro  Pro  Arg  Phe  Ser  Gly

            180                 185                 190

Ser  Gly  Ser  Gly  Thr  Asp  Phe  Thr  Leu  Asn  Ile  His  Pro  Val  Glu  Lys

        195                 200                 205

Val  Asp  Ala  Ala  Thr  Tyr  His  Cys  Gln  Gln  Ser  Thr  Glu  Asp  Pro  Trp

    210                 215                 220

Thr  Phe  Gly  Gly  Gly  Thr  Lys  Leu  Glu  Ile  Lys

225                 230                 235

<210>  22

<211>  236
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<212>  PRT

<213> 人工序列

<220>

<223>  CAR, 人源化CD19ALAb  scFv序列  ‑  Heavy  19,  Kappa  16

<400>  22

Gln  Val  Gln  Leu  Val  Gln  Ser  Gly  Ala  Glu  Val  Lys  Lys  Pro  Gly  Ala

1               5                   10                  15

Ser  Val  Lys  Leu  Ser  Cys  Lys  Ala  Ser  Gly  Tyr  Ala  Phe  Ser  Ser  Tyr

            20                  25                  30

Trp  Met  Asn  Trp  Val  Arg  Gln  Ala  Pro  Gly  Gln  Ser  Leu  Glu  Trp  Ile

        35                  40                  45

Gly  Gln  Ile  Trp  Pro  Gly  Asp  Gly  Asp  Thr  Asn  Tyr  Asn  Gly  Lys  Phe

    50                  55                  60

Lys  Gly  Arg  Ala  Thr  Leu  Thr  Ala  Asp  Glu  Ser  Ala  Arg  Thr  Ala  Tyr

65                  70                  75                  80

Met  Glu  Leu  Ser  Ser  Leu  Arg  Ser  Gly  Asp  Thr  Ala  Val  Tyr  Phe  Cys

                85                  90                  95

Ala  Arg  Arg  Glu  Thr  Thr  Thr  Val  Gly  Arg  Tyr  Tyr  Tyr  Ala  Met  Asp

            100                 105                 110

Tyr  Trp  Gly  Lys  Gly  Thr  Leu  Val  Thr  Val  Ser  Ser  Asp  Ile  Gln  Leu

        115                 120                 125

Thr  Gln  Ser  Pro  Asp  Ser  Leu  Ala  Val  Ser  Leu  Gly  Glu  Arg  Ala  Thr

    130                 135                 140

Ile  Asn  Cys  Lys  Ala  Ser  Gln  Ser  Val  Asp  Tyr  Asp  Gly  Asp  Ser  Tyr

145                 150                 155                 160

Leu  Asn  Trp  Tyr  Gln  Gln  Lys  Pro  Gly  Gln  Pro  Pro  Lys  Leu  Leu  Ile

                165                 170                 175

Tyr  Asp  Ala  Ser  Asn  Leu  Val  Ser  Gly  Val  Pro  Asp  Arg  Phe  Ser  Gly

            180                 185                 190

Ser  Gly  Ser  Gly  Thr  Asp  Phe  Thr  Leu  Thr  Ile  Ser  Ser  Leu  Gln  Ala

        195                 200                 205

Ala  Asp  Val  Ala  Val  Tyr  His  Cys  Gln  Gln  Ser  Thr  Glu  Asp  Pro  Trp

    210                 215                 220

Thr  Phe  Gly  Gln  Gly  Thr  Lys  Val  Glu  Ile  Lys  Arg

225                 230                 235

<210>  23

<211>  124

<212>  PRT

<213> 人工序列
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<220>

<223>  CAR, 鼠CD19ALAb  VH序列

<400>  23

Gln  Val  Gln  Leu  Gln  Gln  Ser  Gly  Ala  Glu  Leu  Val  Arg  Pro  Gly  Ser

1               5                   10                  15

Ser  Val  Lys  Ile  Ser  Cys  Lys  Ala  Ser  Gly  Tyr  Ala  Phe  Ser  Ser  Tyr

            20                  25                  30

Trp  Met  Asn  Trp  Val  Lys  Gln  Arg  Pro  Gly  Gln  Gly  Leu  Glu  Trp  Ile

        35                  40                  45

Gly  Gln  Ile  Trp  Pro  Gly  Asp  Gly  Asp  Thr  Asn  Tyr  Asn  Gly  Lys  Phe

    50                  55                  60

Lys  Gly  Lys  Ala  Thr  Leu  Thr  Ala  Asp  Glu  Ser  Ser  Ser  Thr  Ala  Tyr

65                  70                  75                  80

Met  Gln  Leu  Ser  Ser  Leu  Ala  Ser  Glu  Asp  Ser  Ala  Val  Tyr  Phe  Cys

                85                  90                  95

Ala  Arg  Arg  Glu  Thr  Thr  Thr  Val  Gly  Arg  Tyr  Tyr  Tyr  Ala  Met  Asp

            100                 105                 110

Tyr  Trp  Gly  Gln  Gly  Thr  Thr  Val  Thr  Val  Ser  Ser

        115                 120

<210>  24

<211>  124

<212>  PRT

<213> 人工序列

<220>

<223>  CAR, 人源化CD19ALAb  VH序列

<400>  24

Gln  Val  Gln  Leu  Val  Gln  Ser  Gly  Ala  Glu  Val  Lys  Lys  Pro  Gly  Ala

1               5                   10                  15

Ser  Val  Lys  Leu  Ser  Cys  Lys  Ala  Ser  Gly  Tyr  Ala  Phe  Ser  Ser  Tyr

            20                  25                  30

Trp  Met  Asn  Trp  Val  Arg  Gln  Ala  Pro  Gly  Gln  Ser  Leu  Glu  Trp  Ile

        35                  40                  45

Gly  Gln  Ile  Trp  Pro  Gly  Asp  Gly  Asp  Thr  Asn  Tyr  Asn  Gly  Lys  Phe

    50                  55                  60

Lys  Gly  Arg  Ala  Thr  Leu  Thr  Ala  Asp  Glu  Ser  Ala  Arg  Thr  Ala  Tyr

65                  70                  75                  80

Met  Glu  Leu  Ser  Ser  Leu  Arg  Ser  Gly  Asp  Thr  Ala  Val  Tyr  Phe  Cys

                85                  90                  95

Ala  Arg  Arg  Glu  Thr  Thr  Thr  Val  Gly  Arg  Tyr  Tyr  Tyr  Ala  Met  Asp
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            100                 105                 110

Tyr  Trp  Gly  Lys  Gly  Thr  Leu  Val  Thr  Val  Ser  Ser

        115                 120

<210>  25

<211>  111

<212>  PRT

<213> 人工序列

<220>

<223>  CAR, 鼠CD19ALAb  VL序列

<400>  25

Asp  Ile  Gln  Leu  Thr  Gln  Ser  Pro  Ala  Ser  Leu  Ala  Val  Ser  Leu  Gly

1               5                   10                  15

Gln  Arg  Ala  Thr  Ile  Ser  Cys  Lys  Ala  Ser  Gln  Ser  Val  Asp  Tyr  Asp

            20                  25                  30

Gly  Asp  Ser  Tyr  Leu  Asn  Trp  Tyr  Gln  Gln  Ile  Pro  Gly  Gln  Pro  Pro

        35                  40                  45

Lys  Leu  Leu  Ile  Tyr  Asp  Ala  Ser  Asn  Leu  Val  Ser  Gly  Ile  Pro  Pro

    50                  55                  60

Arg  Phe  Ser  Gly  Ser  Gly  Ser  Gly  Thr  Asp  Phe  Thr  Leu  Asn  Ile  His

65                  70                  75                  80

Pro  Val  Glu  Lys  Val  Asp  Ala  Ala  Thr  Tyr  His  Cys  Gln  Gln  Ser  Thr

                85                  90                  95

Glu  Asp  Pro  Trp  Thr  Phe  Gly  Gly  Gly  Thr  Lys  Leu  Glu  Ile  Lys

            100                 105                 110

<210>  26

<211>  112

<212>  PRT

<213> 人工序列

<220>

<223>  CAR, 人源化CD19ALAb  VL序列,  Kappa16

<400>  26

Asp  Ile  Gln  Leu  Thr  Gln  Ser  Pro  Asp  Ser  Leu  Ala  Val  Ser  Leu  Gly

1               5                   10                  15

Glu  Arg  Ala  Thr  Ile  Asn  Cys  Lys  Ala  Ser  Gln  Ser  Val  Asp  Tyr  Asp

            20                  25                  30

Gly  Asp  Ser  Tyr  Leu  Asn  Trp  Tyr  Gln  Gln  Lys  Pro  Gly  Gln  Pro  Pro

        35                  40                  45

Lys  Leu  Leu  Ile  Tyr  Asp  Ala  Ser  Asn  Leu  Val  Ser  Gly  Val  Pro  Asp

    50                  55                  60
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Arg  Phe  Ser  Gly  Ser  Gly  Ser  Gly  Thr  Asp  Phe  Thr  Leu  Thr  Ile  Ser

65                  70                  75                  80

Ser  Leu  Gln  Ala  Ala  Asp  Val  Ala  Val  Tyr  His  Cys  Gln  Gln  Ser  Thr

                85                  90                  95

Glu  Asp  Pro  Trp  Thr  Phe  Gly  Gln  Gly  Thr  Lys  Val  Glu  Ile  Lys  Arg

            100                 105                 110

<210>  27

<211>  5

<212>  PRT

<213> 人工序列

<220>

<223>  VH  CDR1

<400>  27

Asn  Tyr  Trp  Ile  Asn

1               5

<210>  28

<211>  17

<212>  PRT

<213> 人工序列

<220>

<223>  VH  CDR2

<400>  28

Asn  Ile  Tyr  Pro  Ser  Asp  Ser  Phe  Thr  Asn  Tyr  Asn  Gln  Lys  Phe  Lys

1               5                   10                  15

Asp

<210>  29

<211>  11

<212>  PRT

<213> 人工序列

<220>

<223>  VH  CDR3

<400>  29

Asp  Thr  Gln  Glu  Arg  Ser  Trp  Tyr  Phe  Asp  Val

1               5                   10

<210>  30

<211>  16

<212>  PRT

<213> 人工序列

<220>
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<223>  VL  CDR1

<400>  30

Arg  Ser  Ser  Gln  Ser  Leu  Val  His  Ser  Asn  Gly  Asn  Thr  Tyr  Leu  His

1               5                   10                  15

<210>  31

<211>  7

<212>  PRT

<213> 人工序列

<220>

<223>  VL  CDR2

<400>  31

Lys  Val  Ser  Asn  Arg  Phe  Ser

1               5

<210>  32

<211>  9

<212>  PRT

<213> 人工序列

<220>

<223>  VL  CDR3

<400>  32

Ser  Gln  Ser  Thr  His  Val  Pro  Trp  Thr

1               5

<210>  33

<211>  232

<212>  PRT

<213> 人工序列

<220>

<223>  CAR, 鼠CD22ALAb  scFv序列

<400>  33

Gln  Val  Gln  Leu  Gln  Gln  Pro  Gly  Ala  Glu  Leu  Val  Arg  Pro  Gly  Ala

1               5                   10                  15

Ser  Val  Lys  Leu  Ser  Cys  Lys  Ala  Ser  Gly  Tyr  Thr  Phe  Thr  Asn  Tyr

            20                  25                  30

Trp  Ile  Asn  Trp  Val  Lys  Gln  Arg  Pro  Gly  Gln  Gly  Leu  Glu  Trp  Ile

        35                  40                  45

Gly  Asn  Ile  Tyr  Pro  Ser  Asp  Ser  Phe  Thr  Asn  Tyr  Asn  Gln  Lys  Phe

    50                  55                  60

Lys  Asp  Lys  Ala  Thr  Leu  Thr  Val  Asp  Lys  Ser  Ser  Ser  Thr  Ala  Tyr

65                  70                  75                  80
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Met  Gln  Leu  Ser  Ser  Pro  Thr  Ser  Glu  Asp  Ser  Ala  Val  Tyr  Tyr  Cys

                85                  90                  95

Thr  Arg  Asp  Thr  Gln  Glu  Arg  Ser  Trp  Tyr  Phe  Asp  Val  Trp  Gly  Ala

            100                 105                 110

Gly  Thr  Thr  Val  Thr  Val  Ser  Ser  Asp  Val  Val  Met  Thr  Gln  Thr  Pro

        115                 120                 125

Leu  Ser  Leu  Pro  Val  Ser  Leu  Gly  Asp  Gln  Ala  Ser  Ile  Ser  Cys  Arg

    130                 135                 140

Ser  Ser  Gln  Ser  Leu  Val  His  Ser  Asn  Gly  Asn  Thr  Tyr  Leu  His  Trp

145                 150                 155                 160

Tyr  Leu  Gln  Lys  Pro  Gly  Gln  Ser  Pro  Lys  Leu  Leu  Ile  Tyr  Lys  Val

                165                 170                 175

Ser  Asn  Arg  Phe  Ser  Gly  Val  Pro  Asp  Arg  Phe  Ser  Gly  Ser  Gly  Ser

            180                 185                 190

Gly  Thr  Asp  Phe  Thr  Leu  Lys  Ile  Ser  Arg  Val  Glu  Ala  Glu  Asp  Leu

        195                 200                 205

Gly  Leu  Tyr  Phe  Cys  Ser  Gln  Ser  Thr  His  Val  Pro  Trp  Thr  Phe  Gly

    210                 215                 220

Gly  Gly  Thr  Lys  Leu  Glu  Ile  Lys

225                 230

<210>  34

<211>  232

<212>  PRT

<213> 人工序列

<220>

<223>  CAR, 人源化CD22ALAb  scFv序列

<400>  34

Glu  Val  Gln  Leu  Val  Glu  Ser  Gly  Ala  Glu  Val  Lys  Lys  Pro  Gly  Ser

1               5                   10                  15

Ser  Val  Lys  Val  Ser  Cys  Lys  Ala  Ser  Gly  Tyr  Thr  Phe  Thr  Asn  Tyr

            20                  25                  30

Trp  Ile  Asn  Trp  Val  Arg  Gln  Ala  Pro  Gly  Gln  Gly  Leu  Glu  Trp  Ile

        35                  40                  45

Gly  Asn  Ile  Tyr  Pro  Ser  Asp  Ser  Phe  Thr  Asn  Tyr  Asn  Gln  Lys  Phe

    50                  55                  60

Lys  Asp  Arg  Ala  Thr  Leu  Thr  Val  Asp  Lys  Ser  Thr  Ser  Thr  Ala  Tyr

65                  70                  75                  80

Leu  Glu  Leu  Arg  Asn  Leu  Arg  Ser  Asp  Asp  Thr  Ala  Val  Tyr  Tyr  Cys

                85                  90                  95
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Thr  Arg  Asp  Thr  Gln  Glu  Arg  Ser  Trp  Tyr  Phe  Asp  Val  Trp  Gly  Gln

            100                 105                 110

Gly  Thr  Leu  Val  Thr  Val  Ser  Ser  Asp  Ile  Val  Met  Thr  Gln  Ser  Pro

        115                 120                 125

Ala  Thr  Leu  Ser  Val  Ser  Pro  Gly  Glu  Arg  Ala  Thr  Leu  Ser  Cys  Arg

    130                 135                 140

Ser  Ser  Gln  Ser  Leu  Val  His  Ser  Asn  Gly  Asn  Thr  Tyr  Leu  His  Trp

145                 150                 155                 160

Tyr  Gln  Gln  Lys  Pro  Gly  Gln  Ala  Pro  Arg  Leu  Leu  Ile  Tyr  Lys  Val

                165                 170                 175

Ser  Asn  Arg  Phe  Ser  Gly  Val  Pro  Ala  Arg  Phe  Ser  Gly  Ser  Gly  Ser

            180                 185                 190

Gly  Val  Glu  Phe  Thr  Leu  Thr  Ile  Ser  Ser  Leu  Gln  Ser  Glu  Asp  Phe

        195                 200                 205

Ala  Val  Tyr  Tyr  Cys  Ser  Gln  Ser  Thr  His  Val  Pro  Trp  Thr  Phe  Gly

    210                 215                 220

Gln  Gly  Thr  Arg  Leu  Glu  Ile  Lys

225                 230

<210>  35

<211>  120

<212>  PRT

<213> 人工序列

<220>

<223>  CAR, 鼠CD22ALAb  VH序列

<400>  35

Gln  Val  Gln  Leu  Gln  Gln  Pro  Gly  Ala  Glu  Leu  Val  Arg  Pro  Gly  Ala

1               5                   10                  15

Ser  Val  Lys  Leu  Ser  Cys  Lys  Ala  Ser  Gly  Tyr  Thr  Phe  Thr  Asn  Tyr

            20                  25                  30

Trp  Ile  Asn  Trp  Val  Lys  Gln  Arg  Pro  Gly  Gln  Gly  Leu  Glu  Trp  Ile

        35                  40                  45

Gly  Asn  Ile  Tyr  Pro  Ser  Asp  Ser  Phe  Thr  Asn  Tyr  Asn  Gln  Lys  Phe

    50                  55                  60

Lys  Asp  Lys  Ala  Thr  Leu  Thr  Val  Asp  Lys  Ser  Ser  Ser  Thr  Ala  Tyr

65                  70                  75                  80

Met  Gln  Leu  Ser  Ser  Pro  Thr  Ser  Glu  Asp  Ser  Ala  Val  Tyr  Tyr  Cys

                85                  90                  95

Thr  Arg  Asp  Thr  Gln  Glu  Arg  Ser  Trp  Tyr  Phe  Asp  Val  Trp  Gly  Ala

            100                 105                 110
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Gly  Thr  Thr  Val  Thr  Val  Ser  Ser

        115                 120

<210>  36

<211>  120

<212>  PRT

<213> 人工序列

<220>

<223>  CAR, 人源化CD22ALAb  VH序列

<400>  36

Glu  Val  Gln  Leu  Val  Glu  Ser  Gly  Ala  Glu  Val  Lys  Lys  Pro  Gly  Ser

1               5                   10                  15

Ser  Val  Lys  Val  Ser  Cys  Lys  Ala  Ser  Gly  Tyr  Thr  Phe  Thr  Asn  Tyr

            20                  25                  30

Trp  Ile  Asn  Trp  Val  Arg  Gln  Ala  Pro  Gly  Gln  Gly  Leu  Glu  Trp  Ile

        35                  40                  45

Gly  Asn  Ile  Tyr  Pro  Ser  Asp  Ser  Phe  Thr  Asn  Tyr  Asn  Gln  Lys  Phe

    50                  55                  60

Lys  Asp  Arg  Ala  Thr  Leu  Thr  Val  Asp  Lys  Ser  Thr  Ser  Thr  Ala  Tyr

65                  70                  75                  80

Leu  Glu  Leu  Arg  Asn  Leu  Arg  Ser  Asp  Asp  Thr  Ala  Val  Tyr  Tyr  Cys

                85                  90                  95

Thr  Arg  Asp  Thr  Gln  Glu  Arg  Ser  Trp  Tyr  Phe  Asp  Val  Trp  Gly  Gln

            100                 105                 110

Gly  Thr  Leu  Val  Thr  Val  Ser  Ser

        115                 120

<210>  37

<211>  112

<212>  PRT

<213> 人工序列

<220>

<223>  CAR, 鼠CD22ALAb  VL序列

<400>  37

Asp  Val  Val  Met  Thr  Gln  Thr  Pro  Leu  Ser  Leu  Pro  Val  Ser  Leu  Gly

1               5                   10                  15

Asp  Gln  Ala  Ser  Ile  Ser  Cys  Arg  Ser  Ser  Gln  Ser  Leu  Val  His  Ser

            20                  25                  30

Asn  Gly  Asn  Thr  Tyr  Leu  His  Trp  Tyr  Leu  Gln  Lys  Pro  Gly  Gln  Ser

        35                  40                  45

Pro  Lys  Leu  Leu  Ile  Tyr  Lys  Val  Ser  Asn  Arg  Phe  Ser  Gly  Val  Pro
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    50                  55                  60

Asp  Arg  Phe  Ser  Gly  Ser  Gly  Ser  Gly  Thr  Asp  Phe  Thr  Leu  Lys  Ile

65                  70                  75                  80

Ser  Arg  Val  Glu  Ala  Glu  Asp  Leu  Gly  Leu  Tyr  Phe  Cys  Ser  Gln  Ser

                85                  90                  95

Thr  His  Val  Pro  Trp  Thr  Phe  Gly  Gly  Gly  Thr  Lys  Leu  Glu  Ile  Lys

            100                 105                 110

<210>  38

<211>  112

<212>  PRT

<213> 人工序列

<220>

<223>  CAR, 人源化CD22ALAb  VL序列

<400>  38

Asp  Ile  Val  Met  Thr  Gln  Ser  Pro  Ala  Thr  Leu  Ser  Val  Ser  Pro  Gly

1               5                   10                  15

Glu  Arg  Ala  Thr  Leu  Ser  Cys  Arg  Ser  Ser  Gln  Ser  Leu  Val  His  Ser

            20                  25                  30

Asn  Gly  Asn  Thr  Tyr  Leu  His  Trp  Tyr  Gln  Gln  Lys  Pro  Gly  Gln  Ala

        35                  40                  45

Pro  Arg  Leu  Leu  Ile  Tyr  Lys  Val  Ser  Asn  Arg  Phe  Ser  Gly  Val  Pro

    50                  55                  60

Ala  Arg  Phe  Ser  Gly  Ser  Gly  Ser  Gly  Val  Glu  Phe  Thr  Leu  Thr  Ile

65                  70                  75                  80

Ser  Ser  Leu  Gln  Ser  Glu  Asp  Phe  Ala  Val  Tyr  Tyr  Cys  Ser  Gln  Ser

                85                  90                  95

Thr  His  Val  Pro  Trp  Thr  Phe  Gly  Gln  Gly  Thr  Arg  Leu  Glu  Ile  Lys

            100                 105                 110

<210>  39

<211>  236

<212>  PRT

<213> 人工序列

<220>

<223>  CAR, 人源化CD19ALAb  scFv序列  ‑  Heavy  19,  Kappa  7

<400>  39

Gln  Val  Gln  Leu  Val  Gln  Ser  Gly  Ala  Glu  Val  Lys  Lys  Pro  Gly  Ala

1               5                   10                  15

Ser  Val  Lys  Leu  Ser  Cys  Lys  Ala  Ser  Gly  Tyr  Ala  Phe  Ser  Ser  Tyr

            20                  25                  30
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Trp  Met  Asn  Trp  Val  Arg  Gln  Ala  Pro  Gly  Gln  Ser  Leu  Glu  Trp  Ile

        35                  40                  45

Gly  Gln  Ile  Trp  Pro  Gly  Asp  Gly  Asp  Thr  Asn  Tyr  Asn  Gly  Lys  Phe

    50                  55                  60

Lys  Gly  Arg  Ala  Thr  Leu  Thr  Ala  Asp  Glu  Ser  Ala  Arg  Thr  Ala  Tyr

65                  70                  75                  80

Met  Glu  Leu  Ser  Ser  Leu  Arg  Ser  Gly  Asp  Thr  Ala  Val  Tyr  Phe  Cys

                85                  90                  95

Ala  Arg  Arg  Glu  Thr  Thr  Thr  Val  Gly  Arg  Tyr  Tyr  Tyr  Ala  Met  Asp

            100                 105                 110

Tyr  Trp  Gly  Lys  Gly  Thr  Leu  Val  Thr  Val  Ser  Ser  Asp  Ile  Gln  Leu

        115                 120                 125

Thr  Gln  Ser  Pro  Asp  Ser  Leu  Ala  Val  Ser  Leu  Gly  Glu  Arg  Ala  Thr

    130                 135                 140

Ile  Asn  Cys  Lys  Ala  Ser  Gln  Ser  Val  Asp  Tyr  Asp  Gly  Asp  Ser  Tyr

145                 150                 155                 160

Leu  Asn  Trp  Tyr  Gln  Gln  Lys  Pro  Gly  Gln  Pro  Pro  Lys  Val  Leu  Ile

                165                 170                 175

Tyr  Asp  Ala  Ser  Asn  Leu  Val  Ser  Gly  Val  Pro  Asp  Arg  Phe  Ser  Gly

            180                 185                 190

Ser  Gly  Ser  Gly  Thr  Asp  Phe  Thr  Leu  Thr  Ile  Ser  Ser  Leu  Gln  Ala

        195                 200                 205

Ala  Asp  Val  Ala  Val  Tyr  Tyr  Cys  Gln  Gln  Ser  Thr  Glu  Asp  Pro  Trp

    210                 215                 220

Thr  Phe  Gly  Gln  Gly  Thr  Lys  Val  Glu  Ile  Lys  Arg

225                 230                 235

<210>  40

<211>  112

<212>  PRT

<213> 人工序列

<220>

<223>  CAR, 人源化CD19ALAb  VL序列,  Kappa  7

<400>  40

Asp  Ile  Gln  Leu  Thr  Gln  Ser  Pro  Asp  Ser  Leu  Ala  Val  Ser  Leu  Gly

1               5                   10                  15

Glu  Arg  Ala  Thr  Ile  Asn  Cys  Lys  Ala  Ser  Gln  Ser  Val  Asp  Tyr  Asp

            20                  25                  30

Gly  Asp  Ser  Tyr  Leu  Asn  Trp  Tyr  Gln  Gln  Lys  Pro  Gly  Gln  Pro  Pro

        35                  40                  45
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Lys  Val  Leu  Ile  Tyr  Asp  Ala  Ser  Asn  Leu  Val  Ser  Gly  Val  Pro  Asp

    50                  55                  60

Arg  Phe  Ser  Gly  Ser  Gly  Ser  Gly  Thr  Asp  Phe  Thr  Leu  Thr  Ile  Ser

65                  70                  75                  80

Ser  Leu  Gln  Ala  Ala  Asp  Val  Ala  Val  Tyr  Tyr  Cys  Gln  Gln  Ser  Thr

                85                  90                  95

Glu  Asp  Pro  Trp  Thr  Phe  Gly  Gln  Gly  Thr  Lys  Val  Glu  Ile  Lys  Arg

            100                 105                 110

<210>  41

<211>  40

<212>  PRT

<213> 人工序列

<220>

<223>  CD28共刺激胞内域

<400>  41

Ser  Lys  Arg  Ser  Arg  Leu  Leu  His  Ser  Asp  Tyr  Met  Asn  Met  Thr  Pro

1               5                   10                  15

Arg  Arg  Pro  Gly  Pro  Thr  Arg  Lys  His  Tyr  Gln  Pro  Tyr  Ala  Pro  Pro

            20                  25                  30

Arg  Asp  Phe  Ala  Ala  Tyr  Arg  Ser

        35                  40

<210>  42

<211>  36

<212>  PRT

<213> 人工序列

<220>

<223>  OX40胞内域

<400>  42

Arg  Asp  Gln  Arg  Leu  Pro  Pro  Asp  Ala  His  Lys  Pro  Pro  Gly  Gly  Gly

1               5                   10                  15

Ser  Phe  Arg  Thr  Pro  Ile  Gln  Glu  Glu  Gln  Ala  Asp  Ala  His  Ser  Thr

            20                  25                  30

Leu  Ala  Lys  Ile

        35

<210>  43

<211>  42

<212>  PRT

<213> 人工序列

<220>
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<223>  4‑1BB胞内域

<400>  43

Lys  Arg  Gly  Arg  Lys  Lys  Leu  Leu  Tyr  Ile  Phe  Lys  Gln  Pro  Phe  Met

1               5                   10                  15

Arg  Pro  Val  Gln  Thr  Thr  Gln  Glu  Glu  Asp  Gly  Cys  Ser  Cys  Arg  Phe

            20                  25                  30

Pro  Glu  Glu  Glu  Glu  Gly  Gly  Cys  Glu  Leu

        35                  40

<210>  44

<211>  112

<212>  PRT

<213> 人工序列

<220>

<223>  CD3zeta胞内域

<400>  44

Arg  Val  Lys  Phe  Ser  Arg  Ser  Ala  Asp  Ala  Pro  Ala  Tyr  Gln  Gln  Gly

1               5                   10                  15

Gln  Asn  Gln  Leu  Tyr  Asn  Glu  Leu  Asn  Leu  Gly  Arg  Arg  Glu  Glu  Tyr

            20                  25                  30

Asp  Val  Leu  Asp  Lys  Arg  Arg  Gly  Arg  Asp  Pro  Glu  Met  Gly  Gly  Lys

        35                  40                  45

Pro  Arg  Arg  Lys  Asn  Pro  Gln  Glu  Gly  Leu  Tyr  Asn  Glu  Leu  Gln  Lys

    50                  55                  60

Asp  Lys  Met  Ala  Glu  Ala  Tyr  Ser  Glu  Ile  Gly  Met  Lys  Gly  Glu  Arg

65                  70                  75                  80

Arg  Arg  Gly  Lys  Gly  His  Asp  Gly  Leu  Tyr  Gln  Gly  Leu  Ser  Thr  Ala

                85                  90                  95

Thr  Lys  Asp  Thr  Tyr  Asp  Ala  Leu  His  Met  Gln  Ala  Leu  Pro  Pro  Arg

            100                 105                 110

<210>  45

<211>  24

<212>  PRT

<213> 人工序列

<220>

<223>  Tyrp‑1跨膜序列

<400>  45

Ile  Ile  Ala  Ile  Ala  Val  Val  Gly  Ala  Leu  Leu  Leu  Val  Ala  Leu  Ile

1               5                   10                  15

Phe  Gly  Thr  Ala  Ser  Tyr  Leu  Ile
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            20

<210>  46

<211>  258

<212>  PRT

<213> 人类

<400>  46

Glu  Glu  Pro  Leu  Val  Val  Lys  Val  Glu  Glu  Gly  Asp  Asn  Ala  Val  Leu

1               5                   10                  15

Gln  Cys  Leu  Lys  Gly  Thr  Ser  Asp  Gly  Pro  Thr  Gln  Gln  Leu  Thr  Trp

            20                  25                  30

Ser  Arg  Glu  Ser  Pro  Leu  Lys  Pro  Phe  Leu  Lys  Leu  Ser  Leu  Gly  Leu

        35                  40                  45

Pro  Gly  Leu  Gly  Ile  His  Met  Arg  Pro  Leu  Ala  Ile  Trp  Leu  Phe  Ile

    50                  55                  60

Phe  Asn  Val  Ser  Gln  Gln  Met  Gly  Gly  Phe  Tyr  Leu  Cys  Gln  Pro  Gly

65                  70                  75                  80

Pro  Pro  Ser  Glu  Lys  Ala  Trp  Gln  Pro  Gly  Trp  Thr  Val  Asn  Val  Glu

                85                  90                  95

Gly  Ser  Gly  Glu  Leu  Phe  Arg  Trp  Asn  Val  Ser  Asp  Leu  Gly  Gly  Leu

            100                 105                 110

Gly  Cys  Gly  Leu  Lys  Asn  Arg  Ser  Ser  Glu  Gly  Pro  Ser  Ser  Pro  Ser

        115                 120                 125

Gly  Lys  Leu  Met  Ser  Pro  Lys  Leu  Tyr  Val  Trp  Ala  Lys  Asp  Arg  Pro

    130                 135                 140

Glu  Ile  Trp  Glu  Gly  Glu  Pro  Pro  Cys  Leu  Pro  Pro  Arg  Asp  Ser  Leu

145                 150                 155                 160

Asn  Gln  Ser  Leu  Ser  Gln  Asp  Leu  Thr  Met  Ala  Pro  Gly  Ser  Thr  Leu

                165                 170                 175

Trp  Leu  Ser  Cys  Gly  Val  Pro  Pro  Asp  Ser  Val  Ser  Arg  Gly  Pro  Leu

            180                 185                 190

Ser  Trp  Thr  His  Val  His  Pro  Lys  Gly  Pro  Lys  Ser  Leu  Leu  Ser  Leu

        195                 200                 205

Glu  Leu  Lys  Asp  Asp  Arg  Pro  Ala  Arg  Asp  Met  Trp  Val  Met  Glu  Thr

    210                 215                 220

Gly  Leu  Leu  Leu  Pro  Arg  Ala  Thr  Ala  Gln  Asp  Ala  Gly  Lys  Tyr  Tyr

225                 230                 235                 240

Cys  His  Arg  Gly  Asn  Leu  Thr  Met  Ser  Phe  His  Leu  Glu  Ile  Thr  Ala

                245                 250                 255

Arg  Pro
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<210>  47

<211>  4

<212>  PRT

<213> 人工序列

<220>

<223>  ITAM基序

<220>

<221>  misc_feature

<222>  (2) ..(3)

<223>  Xaa可以是认可天然发生的氨基酸

<220>

<221>  MISC_FEATURE

<222>  (4) ..(4)

<223>  Xaa可以是亮氨酸或异亮氨酸

<400>  47

Tyr  Xaa  Xaa  Xaa

1

<210>  48

<211>  1139

<212>  DNA

<213> 人类

<400>  48

atcccgccga  gcccaaatct  cctgacaaaa  ctcacacatg  cccaccgtgc  ccagcacctg  60

aactcctggg  gggaccgtca  gtcttcctct  tccccccaaa  acccaaggac  accctcatga  120

tctcccggac  ccctgaggtc  acatgcgtgg  tggtggacgt  gagccacgaa  gaccctgagg  180

tcaagttcaa  ctggtacgtg  gacggcgtgg  aggtgcataa  tgccaagaca  aagccgcggg  240

aggagcagta  caacagcacg  taccgtgtgg  tcagcgtcct  caccgtcctg  caccaggact  300

ggctgaatgg  caaggagtac  aagtgcaagg  tctccaacaa  agccctccca  gcccccatcg  360

agaaaaccat  ctccaaagcc  aaagggcagc  cccgagaacc  acaggtgtac  accctgcccc  420

catcccggga  tgagctgacc  aagaaccagg  tcagcctgac  ctgcctggtc  aaaggcttct  480

atcccagcga  catcgccgtg  gagtgggaga  gcaatgggca  accggagaac  aactacaaga  540

ccacgcctcc  cgtgctggac  tccgacggct  ccttcttcct  ctacagcaag  ctcaccgtgg  600

acaagagcag  gtggcagcag  gggaacgtct  tctcatgctc  cgtgatgcac  gaggctctgc  660

acaaccacta  cacgcagaag  agcctctccc  tgtctccggg  taaaaaagat  cccaaatttt  720

gggtgctggt  ggtggttggt  ggagtcctgg  cttgctatag  cttgctagta  acagtggcct  780

ttattatttt  ctgggtgagg  agagtgaagt  tcagcaggag  cgcagacgcc  cccgcgtacc  840

agcagggcca  gaaccagctc  tataacgagc  tcaatctagg  acgaagagag  gagtacgatg  900

ttttggacaa  gagacgtggc  cgggaccctg  agatgggggg  aaagccgaga  aggaagaacc  960

ctcaggaagg  cctgtacaat  gaactgcaga  aagataagat  ggcggaggcc  tacagtgaga  1020
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ttgggatgaa  aggcgagcgc  cggaggggca  aggggcacga  tggcctttac  cagggtctca  1080

gtacagccac  caaggacacc  tacgacgccc  ttcacatgca  ggccctgcct  cctcgcgag  1139

<210>  49

<211>  1139

<212>  DNA

<213> 人工序列

<220>

<223>  密码子摆动的HCH2CH3‑CD28tmZeta

<400>  49

atccagccga  accaaagagc  cccgataaga  cccacacctg  tcccccctgc  ccagccccag  60

agctgctggg  aggccccagc  gtgtttctgt  ttccacccaa  gccaaaggat  accctgatga  120

ttagtagaac  acccgaagtg  acctgtgtgg  tggtggatgt  gtctcacgag  gaccccgagg  180

tgaaatttaa  ttggtatgtt  gatggtgttg  aagtgcacaa  cgccaaaacc  aaacccagag  240

aggagcagta  caattctacc  tatagagtcg  tgtctgtgct  gacagtgctg  catcaggatt  300

ggctgaacgg  aaaagaatac  aaatgtaaag  tgagcaataa  ggccctgccc  gctccaattg  360

agaagacaat  tagcaaggcc  aagggccagc  caagggagcc  ccaggtgtat  acactgccac  420

ccagtagaga  cgaactgaca  aagaatcagg  tgtctctgac  atgtctggtg  aagggatttt  480

acccatctga  tatcgccgtg  gaatgggaat  ctaacggcca  gcccgagaat  aactataaga  540

caaccccacc  agtgctggat  agcgatggca  gcttttttct  gtattctaag  ctgacagtgg  600

ataagtcccg  gtggcagcag  ggaaatgtgt  ttagctgtag  tgtcatgcat  gaggccctgc  660

acaatcacta  tacccagaaa  tctctgagtc  tgagcccagg  caagaaggac  cccaagttct  720

gggtcctggt  ggtggtggga  ggcgtgctgg  cctgttactc  tctcctggtg  accgtggcct  780

tcatcatctt  ttgggtgcgc  tcccgggtga  agttttctcg  ctctgccgat  gccccagcct  840

atcagcaggg  ccagaatcag  ctgtacaatg  aactgaacct  gggcaggcgg  gaggagtacg  900

acgtgctgga  taagcggaga  ggcagagacc  ccgagatggg  cggcaaacca  cggcgcaaaa  960

atccccagga  gggactctat  aacgagctgc  agaaggacaa  aatggccgag  gcctattccg  1020

agatcggcat  gaagggagag  agaagacgcg  gaaagggcca  cgacggcctg  tatcagggat  1080

tgtccaccgc  tacaaaagat  acatatgatg  ccctgcacat  gcaggccctg  ccacccaga  1139
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图1

说　明　书　附　图 1/17 页
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图2
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图3
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图4
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图5
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图6
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图7
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图8
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图9
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图10
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图11
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图12
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图13A
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图13B
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图13C
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图13D
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图14
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