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(54)发明名称

使癌细胞对胞毒免疫细胞攻击敏感的NKG2D

活化配体蛋白表达

(57)摘要

本发明提供了表达NKG2D活化配体如UL‑16

结合蛋白的重组病毒载体。当导入癌细胞中时，

所述载体可以引起NKG2D活化配体的表达，从而

克服NK介导的(或其他效应细胞，例如巨噬细胞)

细胞毒性的抑制并导致效应细胞介导的癌细胞

的死亡。NKG2D活化配体的表达可以通过在非癌

细胞中以比癌细胞中更高浓度存在的miRNA来控

制，这可以允许配体在癌细胞中选择性表达并且

降低对非癌细胞的细胞毒性。所述载体可以引起

溶瘤因子的表达。当配制成药物组合物并给予患

者时，所述载体可用于治疗癌症。癌症可以是神

经胶质瘤，如胶质母细胞瘤，包括具有异柠檬酸

脱氢酶(IDH)突变的胶质母细胞瘤。所述载体可

以是单纯疱疹病毒载体等。
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1.包含外源基因的重组病毒载体，所述外源基因表达至少一种NKG2D配体蛋白，

其中所述载体包含一个或多个miRNA靶序列，其中所述miRNA以比在癌细胞中更高的浓

度存在在非癌细胞中，

其中相对于在所述癌细胞中的表达，所述NKG2D配体蛋白的表达在非癌细胞中下调，并

且

其中所述载体选自由腺病毒载体、逆转录病毒载体、腺相关病毒载体和单纯疱疹病毒

载体组成的病毒载体的组。

2.权利要求1的载体，其中，所述NKG2D配体蛋白的表达使所述癌细胞对NK介导的细胞

毒性敏感。

3.权利要求1的载体，其中，所述NKG2D配体蛋白是UL16结合蛋白。

4.权利要求3的载体，其中，所述NKG2D配体蛋白是选自由UL16结合蛋白1、UL16结合蛋

白2、UL16结合蛋白3、UL16结合蛋白4、UL16结合蛋白5和UL16结合蛋白6组成的UL16结合蛋

白的组的一个或多个UL16结合蛋白。

5.权利要求3的载体，其中，所述NKG2D配体蛋白具有UL16结合蛋白1、UL16结合蛋白2、

UL16结合蛋白3、UL16结合蛋白4、UL16结合蛋白5或UL16结合蛋白6的氨基酸序列。

6.权利要求1的载体，其中，当所述载体被引入所述癌细胞时，所述载体表达UL16结合

蛋白1、UL16结合蛋白3、或UL16结合蛋白1和UL16结合蛋白3两者。

7.上述权利要求中任一项的载体，其中，所述一个或多个miRNA靶序列插入到所述载体

的必需病毒基因中。

8.权利要求7的载体，其中，所述载体是HSV载体并且所述必需病毒基因选自ICP0、

ICP4、ICP22、ICP27和ICP47。

9.权利要求8的载体，其中，所述必需病毒基因是ICP4。

10.权利要求1的载体，其中，所述载体包含2、3、4、5或6个miRNA靶序列，所述靶序列任

选地串联，并且任选地由四个或更多个核苷酸的间隔区隔开。

11.权利要求1的载体，其中，所述一个或多个miRNA靶序列包含所述miRNA的反向互补

序列。

12.权利要求1的载体，其中，所述miRNA包括mir122、mir124、mir128、mir137和/或

mir199。

13.权利要求1的载体，其中，所述一个或多个miRNA靶序列插入到表达所述NKG2D配体

蛋白的所述外源基因的3'UTR中。

14.权利要求1的载体，进一步包括削弱或阻断所述载体复制和/或毒性基因表达的一

个或多个基因敲除、敲低、缺失、插入或者其他突变。

15.权利要求14的载体，其是HSV载体，并且其中所述一个或多个基因敲除、敲低、缺失、

插入或其他突变是在ICP0、ICP4、ICP22、ICP27和ICP47中的一个或多个中。

16.权利要求15的载体，其中所述一个或多个基因敲除、敲低、缺失、插入或其他突变是

在全部ICP0、ICP4、ICP22、ICP27和ICP47中。

17.权利要求14至16中任一项的载体，其中，所述载体在体内是不能复制的。

18.权利要求1的载体，其中，所述癌细胞是IDHmut细胞。

19.权利要求1的载体，其中，所述癌细胞是胶质母细胞瘤细胞。
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20.权利要求1的载体，其中，所述载体是溶瘤性的。

21.权利要求20的载体，其中，所述载体还包含编码溶瘤因子的外源基因。

22.权利要求21的载体，其中，所述溶瘤因子是金属蛋白酶、前药转化酶、胞嘧啶脱氨

酶、胸苷激酶或嘌呤核苷磷酸化酶之一。

23.权利要求1的载体，其包含编码基质金属蛋白酶9的转基因。

24.权利要求1的载体，其包含编码针对PD‑L1的抗体的转基因。

25.权利要求1的载体，其包含转基因，该转基因编码UL16结合蛋白1和/或UL16结合蛋

白3中的一个或两者、MMP9、和任选的针对PD‑L1的抗体。

26.权利要求1的载体，其中，编码UL16结合蛋白1和/或UL16结合蛋白3中的一个或两者

的外源基因处于miRNA的控制下。

27.权利要求26的载体，其中，所述miRNA是mir124。

28.编码上述权利要求中任一项的载体的核酸。

29.权利要求28的核酸，其中，所述核酸为细菌人工染色体。

30.药物组合物，其包含权利要求1‑27中任一项的载体和药学上可接受的载剂。

31.病毒原液，其包含权利要求1‑27中任一项的载体。

32.在癌细胞中表达NKG2D配体蛋白的体外方法，该方法包括施用权利要求1‑27的载

体、权利要求30的药物组合物或权利要求31的病毒原液，条件是足以使所述载体感染所述

癌细胞并表达所述NKG2D配体蛋白。

33.权利要求32的方法，其中，所述癌细胞是胶质母细胞瘤细胞。

34.有效量的权利要求1‑27的载体、权利要求30的药物组合物或权利要求31的病毒原

液在制备用于治疗哺乳动物受试者中神经胶质瘤的药物中的用途。

35.权利要求34的用途，其中所述神经胶质瘤是对效应免疫细胞的NKG2D依赖性细胞溶

解敏感的。

36.权利要求34或35的用途，该用途包括将所述载体、所述药物组合物或所述病毒原液

直接施用于肿瘤。

37.权利要求36的用途，其中，所述施用是通过颅内注射。

38.权利要求34或35的用途，其中，所述受试者是人。
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使癌细胞对胞毒免疫细胞攻击敏感的NKG2D活化配体蛋白

表达

[0001] 相关申请的交叉引用

[0002] 本申请要求美国临时专利申请62/350,095的优先权，其整体内容通过引用并入本

文。

[0003] 关于联邦政府资助研究和开发的声明

[0004] 本发明是在国立卫生研究院授予的基金号AI175052和CA163205的政府支持下完

成的。政府对本发明享有一定的权利。

[0005] 以电子方式提交的通过引用并入的材料

[0006] 与本文一起提交并且通过引用整体并入本文的是计算机可读的核苷酸/氨基酸序

列表，标识如下：2017年6月14日创建的名为“728947_ST25.TXT”的一个3,118字节的ASCII

(文本)文件。

背景技术

[0007] 甲基化相关的表观遗传抑制(epigenetic  repression)与人类恶性肿瘤的发展相

关。特别地，天然杀伤(NK)细胞配体的表观遗传抑制是一种与癌症发展共同进化的常见事

件。用于克服NK细胞配体抑制的新技术可用于治疗癌症。

[0008] 国际PCT公开号WO  2015/066042(通过引用整体并入本文)公开了重组溶瘤单纯疱

疹病毒(oHSV)，其表达插入HSV复制基因座中的对细胞表面分子特异性的转基因配体和一

个或多个拷贝的微RNA靶序列。溶瘤HSV和使用方法的综述在Varghese和Rabkin，Cancer 

Gene  Therapy(2002)9，967‑978中得以公开，其也通过引用并入本文。

发明内容

[0009] 本发明是基于以下发现：在异柠檬酸脱氢酶(IDH)突变体(IDHMut)神经胶质瘤中

NKG2D活化配体(NKG2DL)的转录抑制，例如与IDHMut细胞对自然杀伤(NK)细胞介导的体外和

离体细胞溶解的易感性与IDH野生型(WT，IDHWT)细胞相比降低有关。本发明提供了表达人

NKG2D配体(如UL16结合蛋白(ULBP)(例如，ULBP1‑ULBP6，特别是ULBP1和ULBP3))的基于HSV

的载体，在一些实施方案中，其能增强NK和T细胞对癌症细胞的识别。病毒介导的ULBP表达

可导致通过NKG2D受体(NKG2DR)识别ULBP的NK细胞和/或T细胞的活化，并随后破坏靶肿瘤

细胞。该策略代表了用于癌症治疗的载体介导的基因疗法的新方法。

[0010] 在一些实施方案中，本发明提供了一种包含一种或多种外源基因(例如转基因)的

重组病毒载体，当所述载体被引入癌细胞时，所述外源基因表达至少一种NKG2D活化配体蛋

白。所述载体可以是，例如，腺病毒、逆转录病毒、腺相关病毒、或单纯疱疹病毒(HSV)载体。

配体蛋白的表达可使癌细胞对效应细胞介导的细胞毒性(例如，NK细胞介导的细胞毒性)敏

感化。所述NKG2D配体蛋白可以是UL16结合蛋白(ULBP)，如ULBP1‑ULBP6、MIC‑A或MIB‑B中的

任一种。在具体的实施方案中，ULBP是ULBP1和ULBP3中的一个或两者，以致当所述载体被引

入癌细胞时，本发明的载体表达ULPB1、ULBP3、或者ULBP1和ULBP3两者。
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[0011] 在一些实施方案中，NKG2D配体的表达受细胞生物分子的调节控制。在一些实施方

案中，细胞生物分子在非癌性细胞中比在癌细胞中的浓度更大，以致相对于在癌细胞中的

表达，NKG2D配体在非癌细胞中的表达被下调。在一些实施方案中，细胞生物分子是微RNA

(miRNA或miR)。在一些实施方案中，miR是miR122、miR124、miR128、miR137和/或miR199中的

一个或多个。在一些实施方案中，本文所述的载体包含插入到一个或多个病毒基因和/或一

个或多个外源基因中的一个或miRNA靶序列。在一些实施方案中，所述载体包括插入到一个

或多个外源基因中的2、3、4、5、6或更多个靶序列。在一些实施方案中，miR靶序列是串联的。

在一些实施方案中，miR靶序列被四个或更多个核苷酸的间隔区隔开。所述一个或多个

miRNA靶序列可以是miRNA的反向互补序列(reverse  complement)。在一些实施方案中，一

个或多个miRNA靶序列被插入到表达NKG2D配体的一个或多个病毒基因和/或外源基因的3’

非翻译区(UTR)。

[0012] 在一些实施方案中，载体可包含削弱或阻断载体复制和/或毒性基因表达的一个

或多个基因敲除、敲低、缺失、插入或者其他突变。例如，在一个非限制性的说明性实施方案

中，HSV载体可以包括在ICP0、ICP4、ICP22、ICP27和/或ICP47基因中的一个或多个基因中的

一个或多个基因敲除、敲低、缺失、插入或其它突变。在进一步的实施方案中，HSV载体可以

包括在所有ICP0、ICP4、ICP22、ICP27和ICP47基因中的一个或多个基因敲除、敲低、缺失、插

入或其它突变。在一些实施方案中，载体是不能复制的(replication  incompetent)(即，在

非互补细胞和/或体内不复制)。

[0013] 在一些实施方案中，本文所述的重组病毒载体被引入到细胞中。在一些实施方案

中，所述细胞可以是对效应免疫细胞的NKG2D依赖性细胞溶解敏感的任何癌细胞，包括

IDHMut和IDHWT癌细胞。

[0014] 在一些实施方案中，所述载体包括编码至少一个NKG2D活化配体蛋白的第一外源

基因和编码溶瘤因子的第二外源基因。溶瘤因子的非限制性实例包括酶(例如蛋白酶)、细

胞因子、趋化因子、抗体、或其它生物活性多肽。在一些特定实施方案中，溶瘤因子是酶，如

金属蛋白酶(例如基质金属蛋白酶‑9(MMP‑9))、前药转化酶、胞嘧啶脱氨酶、胸苷激酶、嘌呤

核苷磷酸化酶、或选自表1中列出的那些的酶。

[0015] 在一个实施方案中，本发明提供了编码本文所述任意载体的核酸。在一些实施方

案中，所述核酸可以是细菌人工染色体(BAC)。在一些实施方案中，本发明提供了本文所述

任意载体的病毒原液(viral  stock)。在一些实施方案中，本发明提供了包含本文所述任何

载体的药物组合物。在进一步的实施方案中，所述药物组合物包含药学上可接受的载剂

(carrier)。

[0016] 在一些实施方案中，本发明提供了在癌细胞中表达NKG2D配体蛋白的方法，所述方

法包括将任何本文所述的载体、药物组合物或病毒原液引入癌细胞，条件是足以使所述载

体感染癌细胞并表达NKG2D配体蛋白。在一些实施方案中，细胞可以源自患有癌症的受试者

(例如，原代细胞样品，例如活组织检查)。在一些实施方案中，癌细胞可以是但不限于神经

胶质瘤细胞，如多形性胶质母细胞瘤(GBM)细胞。在此类实施方案中，NKG2D配体蛋白的表达

增强了癌细胞(例如，胶质母细胞瘤细胞)对NK介导的细胞毒性的易感性。

[0017] 在一些实施方案中，本发明提供了治疗有此需要的哺乳动物受试者的癌症的方

法，包括向受试者施用本文所述的任何载体、药物组合物或病毒原液，从而治疗癌症。在一
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些实施方案中，所述载体、药物组合物或原液可以直接施用于肿瘤，例如通过瘤内注射，颅

内注射(适合于肿瘤类型)或全身施用。

附图说明

[0018] 图1表明NKG2D配体在IDHMut神经胶质瘤中差异性地表达。RNAseq分析：使用从来自

286个个体弥漫性神经胶质瘤样本的TCGA数据库中可公开获得的RNASeq的数据，在IDHMut和

IDHWT弥漫性胶质瘤中比较1639个免疫相关基因(Gene  Ontology  Category  0050776)。图

1A：62个差异表达基因的无监督分级聚类(unsupervised  hierarchical  clustering)，其

中p值＜1e‑7且基因表达的绝对差异大于3。使用Pearson相关性作为距离量度，通过它们的

表达值对标志物进行聚类。图1B：来自与图1A中描述的相同群组的其他已知NKG2D配体的基

因表达分析。与IDHWT相比，ULHP1和ULBP3在IDHMut中的表达明显更低。图1C：来自TCGA低级别

神经胶质瘤数据库的152名低级别神经胶质瘤患者(130IDHMut，32IDHWT)的平均甲基化值。(*

＝p＜0.05；***＝p＜0.001)

[0019] 图2显示了IDHMut神经胶质瘤中ULBP1、ULBP2和ULBP3的表达降低。图2A：RT‑PCR表

达值比较在IDHMut或IDHWT永生化人星形胶质细胞系中NKG2DL的表达。显示的数据代表相对

于18s  RNA的表达水平。显示的结果代表3次独立实验。图2B：对来自患者的IDHMut或IDHWT原

发性神经胶质瘤干细胞样细胞进行针对NKGD2L的实时PCR表达。每个数据点代表源自个体

患者肿瘤的原发性神经胶质瘤细胞。显示的数据代表相对于18s  RNA的表达水平。对于图2A

和2B，所有样品重复三次测试，误差条显示重复测试之间的标准偏差。(*＝p＜0.05；***＝p

＜0.001)

[0020] 图3表明IDH1Mut神经胶质瘤细胞对NK介导的细胞毒性具有抗性。在星形胶质细胞

或源自患者的GSC中使用基于7‑AAD的流式细胞术测量NK细胞介导的细胞毒性。测量上清液

中的IFN‑ γ 分泌作为NK细胞活化的相关指标。图3A：在三种不同的效应物靶标比率(1∶5、1∶

10和1∶20)下测量的IDHMut
和亲本星形胶质细胞(PA)的NK介导的特异性裂解。使用配对

student  t检验测量IDHMut星形胶质细胞(灰线，正方形)和PA星形胶质细胞(黑线，圆圈)的

特异性裂解的统计学差异。图3B：由NK‑92细胞效应细胞引起的源自患者的IDHMut(黑色圆

圈)或IDHWT(黑色正方形)GSC源的特异性裂解。图3C和3D：通过ELISA测量的分别在图3A和3B

的实验的上清液中IFN‑ γ 的详细描述。通过配对student  t检验确定IFN‑ γ 浓度的差异。(*

＝p＜0.05；**＝p＜0.01；****＝p＜0.001)。

[0021] 图4表明星形胶质细胞中NK介导的杀伤是NKG2D依赖性的。图4A：在存在或不存在

NKG2D阻断抗体的情况下进行供体来源NK介导的IDHMut或IDHWT星形胶质细胞的细胞裂解。通

过7‑AAD流式细胞术测定特异性裂解。在存在NKG2D阻断抗体的情况下，IDHWT星形胶质细胞

的NK裂解显著降低(10.2％对3.03％，p＝0.04)，但同种型对照抗体未发现差异。IDHMut星形

胶质细胞表现出低水平的NK介导的特异性裂解(＜2％)，并且在NKG2D阻断上没有观察到统

计学上显著的变化。图4B：提取来自图4A实验中的无细胞上清液用于通过ELISA评估IFN‑ γ
水平。所示数据代表3次独立实验。误差条表示每个样本之间的SD。(*＝p＜0 .05，**＝p＜

0.01，**＝p＜0.001)。

[0022] 图5显示转导的原代人星形胶质细胞中NKG2DL的表达。对用IDHWT(WT)或IDHMut

(Mut)稳定转导的原代星形胶质细胞进行RT‑qPCR分析。与IDHWT相比，IDHMut中的ULBP显著降
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低。

[0023] 图6表明地西他滨(decitabine，DNA甲基转移酶抑制剂)治疗恢复ULBP3表达。将

IDHMut星形胶质细胞(Mut)用地西他滨(100nM或200nM)、载体(DMSO)处理或不处理(un)5、7

或13天，并通过RT‑qPCR定量ULBP3表达。用地西他滨(200nM)处理7天的IDHMut星形胶质细胞

显示出与IDHWT(WT)星形胶质细胞相当的ULBP3表达，这表明IDH突变诱导NK配体的高甲基

化。

[0024] 图7A显示HSV缺陷型载体J Δ NI7的示意图。删除或修饰(黑框)ICP0、ICP4、ICP22、

ICP27和ICP47基因以阻断病毒复制和毒性即刻早期(immediate‑early，IE)基因的表达。糖

蛋白B(gB)被突变以提高感染效率(Uchida等，J.Virol.84(23)，12200‑09(2010)，其通过引

用整体并入本文)。插入使用泛素C启动子(UbCp)的mCherry表达盒以监测载体转录活性。J

Δ NI7‑GFP在LAT基因座内具有CAG启动子驱动的EGFP盒，而JΔ NI7‑ULBP3具有CAG启动子驱

动的ULBP3盒。

[0025] 图7B表明用J Δ NI7‑FlagULBP3感染的星形胶质细胞和U2OS细胞表达带标签的

ULBP3蛋白。

[0026] 图8表明用J Δ NI7‑FlagULBP3感染的U2OS细胞表达带标签的蛋白质，其在质膜处

如预期的那样定位。用MOI为5的J Δ NI7‑ULBP3载体感染U2OS细胞，成像时间为感染后48小

时(h.p.i.)。

[0027] 图9表明通过J Δ NI7在IDHMut细胞中表达的ULBP3诱导NK细胞活化和改善动物存

活。将IDHWT星形胶质细胞(图9A)和IDHMut星形胶质细胞(图9B)用MOI为10的JΔ NI7‑EGFP(对

照载体)或J Δ NI7‑ULBP3感染5天，并用NK细胞(10∶1)覆盖48小时。通过台盼蓝测量细胞杀

伤。(图9C)Kaplan‑Meier存活率图。将氚化的原代神经胶质瘤细胞系GBM30细胞颅内植入，

并在7天后在相同的坐标处注射PBS或J Δ NI7‑ULBP3病毒(在2.5μl中的2×109个基因组拷

贝)。中位存活：PBS＝18.5d，ULBP3＝24.5d。

[0028] 图10A和图10B分别显示通过miR124对ULBP1和ULBP3的缺失。miR124抑制ULBP1和

ULBP3表达，这表明该方法可以用于阻断正常神经元中的蛋白表达。

[0029] 图11显示用于将ULBP3递送至宿主细胞的重组HSV的载体图。

[0030] 图12A和图12B显示过表达ULBP和ULBPmirl24RE(RE＝应答元件)的溶瘤HSV载体的

载体图。这里的“USBP”指的是任何ULBP，如ULBP1、ULBP3等。通过重组产生溶瘤载体，利用

ULBP表达盒替换2A5BGw(2A5B＝gD  wt；gB‑NT＝gB中病毒进入增强双突变；gC‑EGFP＝通过

T2A序列将完整gC  ORF与EGFP融合；Δ joint＝删除包括一个ICP4拷贝的完整内部重复区

域；ICP4：mirl24＝插入到剩余ICP4基因的3′UTR中的T124)中的通道盒(gateway 

cassette)，或14Gw(其中gD被改造为通过人EGFR或EGFRvIII感染并且具有与2A5B中列出的

相同修饰)中的通道盒。

[0031] 图 1 3 A显 示 了 使 用以 下 引 物 的 m i r 1 2 4 R E序 列重组 的 P C R验 证 ：U L 4 f &

pENTRcagULBPsf(PCR#1)。图13B显示使用引物gDF和gDR2的gD/向性(Tropism)的PCR验证

(PCR#2)。泳道代表在U2OS中转染的BAC‑DNA：

[0032] ·2A5B  ULBP1，克隆#2

[0033] ·2A5B  ULBP1  mir  124RE克隆#2(图12B)

[0034] ·2A5B  ULBP3克隆#1

说　明　书 4/16 页

7

CN 109475613 B

7



[0035] ·2A5B  ULBP3  mir124RE克隆#2(图12B)

[0036] ·14  ULBP1克隆#1

[0037] ·14  ULBP1  mir124RE克隆#1(图12A)

[0038] ·14  ULBP3克隆#3

[0039] ·14  ULBP3  mir124RE克隆#8(图12A)

[0040] 2A5B  ULBP1和2A5B  ULBP3构建体如图12B中所示，其中没有ICP4‑miR123RE修饰，

14ULBP1和14ULBP3构建体如图12B所示，其中没有ICP4‑miR123RE修饰。

[0041] 图14‑17描述了关于本发明的向性载体的数据。用KMMP9、KGW或携带WT  gD的亲本

病毒KG4∶T124感染J/A、J/C和J/EGFR细胞6小时，并用ICP4的抗体进行免疫染色以检测病毒

进入。通过感染表达人EGFR受体(J‑EGFR)或者HSV天然受体HveA和Hve  C(J/A和J/C细胞)的

细胞，确认EGFR重新靶向的14‑ULBP构建体通过人EGFR的进入，另一方面，非重新靶向载体

(2A5B骨架)仅可注射J/A或J/C细胞(转导用于表达gD的天然受体)。

[0042] 图18显示通过miR124对带Flag标签的ULBP1表达的下调。使用 100pmol(5μl，来
自原液20μM)，用miR124或加扰对照(scramble  control)转染293T细胞。24小时后，用溶瘤

载体2A5BULBP1mir124RE (参见图12B中的构建体)或用MOI为0 .1的缺陷型病毒

J7ULBP1mir124感染细胞。24h.p.i.收集细胞用于WB(总共100μL/样品‑加载2μL)。
[0043] 图19描述了通过miR124的ULBP1下调。使用 100pmol(5μL，来自原液20μM)，用

m i R 1 2 4或加扰 对照 (J 7 U L B P 3 m i r1 2 4)转染 2 9 3 T细胞。24小时后，用溶 瘤载体

2A5BULBP3mir124RE(参见图12B中的构建体)或用MOI为0.1的缺陷型病毒J7ULBP3mir124感

染细胞。24h.p.i.收集细胞用于WB(总共100μL/样品‑加载2μL)。
[0044] 图20描述了表明ULBP3改善2A5B的治疗功效的实验的实验设计。图20中描绘的时

间线表示天，如图所示，每四天注射Asialo  GM1  Ab或同种型对照。

[0045] 图21图示了表明在NK细胞存在(左图)和NK细胞耗尽(右图)的情况下ULBP3改善

2A5B的治疗功效的数据。

[0046] 图22A显示了比较溶瘤HSV载体2A5B  ULBP3(右图)与骨架载体(2A5B)(中图)以及

假(PBS)处理动物(左列)的肿瘤抑制能力的数据，各自在不存在NK细胞的情况下。

[0047] 图22B显示了比较溶瘤HSV载体2A5B  ULBP3(右图)与骨架载体(2A5B)(中图)以及

假(PBS)处理动物(左列)的肿瘤抑制能力的数据，各自在存在NK细胞的情况下。

具体实施方式

[0048] 本发明提供了一种重组病毒载体，其具有一个或多个外源基因(即，载体中通常或

天然不存在的基因)，所述外源基因编码并导致在病毒载体感染的宿主细胞中表达NKG2D活

化配体。在用所述病毒载体感染细胞后NKG2D活化配体得以表达。术语“载体”在本文中用于

指能够转移或转运另一种核酸分子的核酸分子。被转移的核酸通常与载体核酸分子连接，

例如插入载体核酸分子中。载体可以包括指导细胞中自主复制的序列，或者可以包括足以

允许整合到宿主细胞DNA中的序列。病毒载体有时可称为“重组病毒”或“病毒”。术语“溶瘤

病毒”和“溶瘤载体”在本文中可互换使用。在一些实施方案中，本发明提供重组溶瘤病毒，

其是指已被修饰成或天然优先感染癌细胞的病毒。本领域已知的溶瘤病毒的实例包括但不

限于单纯疱疹病毒、腺病毒、脊髓灰质炎病毒、牛痘病毒、麻疹病毒、水泡性口炎病毒、正粘
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病毒、细小病毒、马拉巴(maraba)病毒或柯萨奇病毒。

[0049] 可以使用具有复制能力和无复制能力的载体。国际PCT公开号WO  2015/066042(其

全部内容通过引用并入)中描述的一般方法可以应用于改造HSV载体，包括敲除和/或调节

HSV复制基因。

[0050] 可以通过一种或多种必需病毒基因的缺失、突变或其他改变(例如插入)产生无复

制能力的载体。如本文所用，“必需病毒基因”是指病毒复制所需的病毒基因。复制各种病毒

所需的基因是本领域已知的。在本发明的一些实施方案中，所述载体是HSV载体，并且在

ICP0、ICP4、ICP22、ICP27和ICP47基因座中的一个或多个中包含一个或多个缺失、突变或其

他改变(例如插入)。在一些实施方案中，所述病毒载体在所有ICP0、ICP4、ICP22、ICP27和

ICP47基因座中包含缺失、突变或其他改变(例如插入)。在某些实施方案中，本文所述的HSV

载体含有一个或多个内部重复(连接)区的缺失，所述区包含每个二倍体基因ICP0、

ICP34.5、LAT和ICP4中的一个拷贝以及ICP47基因的启动子。在一些实施方案中，代替删除

连接，可以通过缺失或其他方式失活这些基因使连接区域中的基因(特别是ICP0和/或

ICP47)的表达沉默。

[0051] 在一些实施方案中，本发明的病毒载体包含一种或多种外源基因。术语“外源基

因”是指在载体中通常或天然不存在的基因(例如转基因)。通常，外源基因在用病毒载体感

染细胞后由细胞表达。在一些实施方案中，外源基因编码NKG2D配体。在一些实施方案中，

NKG2D配体是NKG2D活化配体，如UL‑16结合蛋白(ULBP)，包括ULBP1、ULBP2、ULBP3、ULBP4、

ULBP5或ULBP6。在一些实施方案中，NKG2D活化配体是MHC  I类相关链A(MicA)或MHC  I类相

关链B(MicB)蛋白。不希望受理论束缚，据信当被引入癌细胞时，所述载体引起NKG2D活化配

体的表达，从而促进效应细胞介导的癌细胞死亡。

[0052] 在一些实施方案中，本文所述的病毒载体包含编码NKG2D配体的第一外源基因和

编码溶瘤因子的第二外源基因。如本文所用，术语“溶瘤因子”是指增强本文所述载体的肿

瘤溶解能力的任何蛋白质或核酸。虽然单独的NKG2D配体可以募集/激活效应细胞以溶解肿

瘤细胞，但另外的溶瘤因子的表达可以增强本文所述载体的治疗功效。示例性溶瘤因子包

括蛋白酶，如金属蛋白酶(例如，作为非限制性实例的基质金属蛋白酶(MMP)‑9(MMP9))、前

药转化酶、胞嘧啶脱氨酶、胸苷激酶或嘌呤核苷磷酸化酶。表1呈现了合适的细胞外基质

(ECM)酶(MMP，ADAMTS和透明质酸酶)及其各自的靶标，其适合作为溶瘤因子包含在本发明

的载体中。

[0053] 载体还可以导致宿主细胞表达溶瘤因子。当配制成药物组合物并给予患者时，所

述载体可用于治疗癌症。癌症可以是胶质母细胞瘤，包括具有异柠檬酸脱氢酶(IDH)突变

(IDHMut)的胶质母细胞瘤。示例性胶质母细胞瘤是多形性胶质母细胞瘤(GBM)。

[0054] 出于本公开的目的，单纯疱疹病毒(HSV)载体及其在治疗包括IDHMut胶质母细胞瘤

在内的胶质母细胞瘤中的用途一起举例说明。尽管如此，还预期其他细胞靶标和其他病毒

载体用于表达NKG2D配体，包括腺病毒、逆转录病毒和腺相关病毒载体，如本领域所熟知的。

这些载体可以使用本领域普通技术人员已知的方法构建。

[0055] 如下所述，已发现相对于IDH野生型(WT，IDHWT)神经胶质瘤，IDHMut(具有异柠檬酸

脱氢酶(IDH)突变的那些)中的ULBP1和ULBP3显著下调(以较低量表达)。因此，通过病毒载

体在癌细胞中表达ULBP1和ULBP3中的一种或两种可能是有利的。在各种实施方案中，来自
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WTULBP序列的一些变化是可接受的(即，仍然导致对NK细胞敏感)。例如，ULBP蛋白可与

ULBPl、ULBP2、ULBP3、ULBP4、ULBP5或ULBP6中任何一种的成熟ULBP蛋白具有70、75、80、85、

90、91、92、93、94、95、96、97、98、99或100％的序列同一性。序列同一性可以例如通过手工比

对或使用Needleman‑Wunsch方法确定。还考虑了编码所述载体的核酸，包括保留载体功能

或由于遗传密码的简并性导致的序列变异。

[0056] 因为载体可以感染癌细胞和非癌细胞，在一些实施方案中，一种或多种外源基因

(例如，NKG2D活化配体和/或ECM蛋白酶)的表达受细胞生物分子(例如，小分子、大分子或复

合物)的控制。在某些实施方案中，细胞生物分子调节包含在病毒载体内的一种或多种外源

基因(如NKG2D配体或ECM蛋白酶)的表达。如本文所用，细胞生物分子是由细胞内源表达的

分子，其能够结合包含在载体内的一种或多种核酸序列，从而调节由载体编码的一种或多

种基因的表达。细胞生物分子可以是小分子(例如，激素)、蛋白质、核酸或大分子。在某些实

施方案中，细胞生物分子调节包含在病毒载体内的一种或多种外源基因(如NKG2D配体或

ECM蛋白酶)的表达。在一些实施方案中，细胞生物分子是微RNA(miRNA或miR)，如miR122、

miR124、miR128、miR137和/或miR199。

[0057] 细胞生物分子可负向调节(例如，细胞生物分子的表达降低一种或多种基因的表

达)由载体编码的一种或多种基因的表达。例如，在一些实施方案中，包含在病毒载体中的

一种或多种基因(例如，外源基因和/或必需基因)的表达受细胞生物分子的控制，所述细胞

生物分子在非癌细胞中以比在癌细胞中更高的浓度存在。在此类实施方案中，细胞生物分

子在非癌细胞中的增加的表达可以降低非癌细胞中外源基因和/或必需基因的表达，同时

允许外源基因和/或必需基因在癌细胞中的表达。在此类实施方案中，细胞生物分子的差异

表达导致对非癌细胞的细胞毒性(例如，NK细胞介导的细胞毒性)降低。

[0058] 细胞生物分子可以是在非癌细胞中比在癌细胞中浓度更高的细胞生物分子。通过

将基因置于生物分子的负调控下，相对于可能被载体感染的非癌细胞，NKG2D活化配体将优

先在癌细胞中表达。不希望受理论束缚，这可以降低对非癌细胞的细胞毒性，从而提高安全

性或允许增加剂量以增加功效(即，提高治疗窗口)。相对NK募集可以根据使用本文附图所

示的测定以及如本领域普通技术人员已知的其它方式来测量。生物分子可以通过与NKG2D

活化配体基因可操作连接的启动子、控制NKG2D活化配体干扰RNA翻译的调节元件、诱导

NKG2D活化配体mRNA降解的元件、或本领域已知的其他调节方案起作用。替代地，或另外地，

相应的正调控(positive  control)方案可用于相对于非癌细胞在癌细胞中以更高浓度出

现的细胞生物分子。相对NK募集可以根据使用本文附图所示的测定以及如本领域普通技术

人员已知的其它方式来测量。

[0059] 在一些实施方案中，细胞生物分子正向调节(例如，细胞生物分子的存在提高一种

或多种基因的表达)一种或多种基因的表达。例如，在一些实施方案中，包含在病毒载体中

的一种或多种基因(例如，外源基因和/或必需基因)的表达受细胞生物分子的控制，所述细

胞生物分子在癌细胞中比在非癌细胞中以更高浓度存在。在此类实施方案中，癌细胞中细

胞生物分子的增加的表达可提高外源基因和/或必需基因在癌细胞中的表达，同时防止外

源基因和/或必需基因在非癌细胞中的表达。在此类实施方案中，细胞生物分子的差异表达

导致对非癌细胞的细胞毒性(例如，NK细胞介导的细胞毒性)降低。生物分子可以通过与

NKG2D活化配体基因可操作连接的启动子、用于控制NKG2D活化配体干扰RNA翻译的调节元

说　明　书 7/16 页

10

CN 109475613 B

10



件、诱导NKG2D活化配体mRNA降解的元件、或本领域已知的其他调节方案起作用。

[0060] 在一些实施方案中，细胞生物分子是微RNA(miRNA或miR)，并且miRNA控制多核苷

酸(control  polynucleotide)包含在载体中。miRNA控制多核苷酸包含一个或多个miRNA靶

序列或应答元件(RE)，其包含miRNA的反向互补序列。在一些实施方案中，miRNA可以是

mir122、mir124、mir128、mir137或mir199。多个控制多核苷酸(例如，miRNA靶序列)可以包

括在病毒载体内包含的一个或多个基因中，也可以用于识别一种以上的miRNA。例如，如下

所示，miRNA可以是mir124，癌细胞可以是胶质母细胞瘤细胞。已知mir124在正常(例如，非

癌)细胞中比在至少一些胶质母细胞瘤细胞中表达的量高得多(即，与非癌细胞相比，高

10％，高20％，高30％，高40％，高50％，高60％，高70％，高80％，高90％，高95％，高99％或

高100％)。

[0061] 一些实施方案中，miRNA控制多核苷酸可包含一种或多种miRNA靶序列。例如，

miRNA控制多核苷酸可包含1、2、4、5、6或更多个miRNA靶序列。在一些实施方案中，所述序列

可以串联插入并且可以被四个或更多个核苷酸的间隔区间隔开。这些应答元件和使用方法

在国际PCT公开号WO  2015/066042中公开，其通过引用并入本文。

[0062] 表1：示例性ECM酶

[0063]
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[0064]
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[0065]
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[0066]

[0067] *＝基本结构域(含有前结构域 催化结构域p血红素结合蛋白的辅助结构域)

[0068] **＝最小结构域(前结构域 催化结构域)

[0069] ***＝具有纤连蛋白结构域插入的MMP

[0070] ****＝由GPI或跨膜结构域(TM)锚定的膜结合MMP

[0071] PCT公开号WO  2015/066042公开了溶瘤性HSV(oHSV)，其中复制基因被置于mir124

的控制下以使其选择性杀死胶质母细胞瘤细胞，并且这种策略也可用于本发明的语境中。

还可以通过表达表面‑细胞结合蛋白来修饰载体向性，例如PCT公开号WO  2015/066042中所

公开的那样。

[0072] 编码NKG2D活化配体的多核苷酸可以是外源表达盒的部分。在本文所述载体的一

些实施方案中，外源表达盒内的编码序列可与任何所需的基因调控序列(如组成型启动子

或诱导型或组织特异性启动子，其中许多实例是在本领域中已知的)可操作地连接。例如，

常用的组成型启动子是人巨细胞病毒(hCMV)启动子，也可以使用其他启动子，例如CMV早期

增强子/鸡β肌动蛋白(CAG)启动子和HSV即刻早期启动子(例如ICP4启动子)等。

[0073] 根据本发明的优选载体是包含转基因的HSV载体，该转基因编码MMP9、ULBP1和/或

ULPB3中的一种或两种、以及任选的抗PD‑L1的抗体。如图12A和12B所示，ULBP1、ULPB3(或其

他ULPB)优选在miRNA序列(如miR124)的表达控制下。分别包括miR124控制元件的ULBP1

(SEQ  ID  NO：1)和ULPB3(SEQ  ID  NO：2)的序列如下所示：

[0074] 表2.示例性ULBP核酸序列

说　明　书 11/16 页

14

CN 109475613 B

14



[0075]

[0076] 本发明的载体可以通过病毒学领域的普通技术人员已知的标准方法制备。然而，

为了便于操作基因组和制备本文所述的载体，本发明还提供了编码本发明载体的核酸。任

选地，所述核酸是编码本发明载体的细菌人工染色体(BAC)，其有助于在细菌系统中操作载

体，特别是当它是HSV时。

[0077] 应该认识到，本文所述的载体可用于靶向和杀死癌细胞，无论是体内还是体外。在

一些实施方案中，本文所述的载体用于治疗人类患者的人肿瘤细胞以治疗癌症。然而，该方

法也可用于其他哺乳动物，如伴侣动物(例如猫和狗)，或具有农业重要性的动物(例如，牛、

羊、马等)，或具有动物学或实验室重要性的动物(例如，大鼠、小鼠等)。在一些实施方案中，

本发明涉及治疗有需要的受试者中癌症的方法，所述方法包括给予受试者预防有效量或治

疗有效量的本文所述的溶瘤病毒、病毒原液或组合物。如本文所用，“受试者”包括表现出可

用本文公开的重组病毒载体、组合物和方法治疗的疾病、障碍或病症的症状的任何动物。合

适的受试者(例如，患者)包括实验动物(如小鼠、大鼠、兔或豚鼠)，农场动物(如马或牛)，家

畜或宠物(如猫或狗)。还包括非人灵长类动物和优选的人类患者。可以选择合适的受试者。
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例如，可以诊断和选择患有IDHMut胶质母细胞瘤的人类患者用于施用(例如，颅内和瘤内)药

物组合物，所述药物组合物包含具有(任选地在mir124应答元件的控制下)产生NKG2D活化

配体的表达盒的载体。因此，基于NK和/或T细胞的免疫应答可以通过受试者的免疫系统抵

抗胶质母细胞瘤。

[0078] 通常，当足够的病毒(载体)可以被递送至细胞群以确保细胞面对合适数量的病毒

(载体颗粒)时，本文所述的载体是最有用的。因此，本发明提供了一种原液，优选均质原液，

其包含本文所述的载体。病毒原液的制备和分析是本领域熟知的。例如，病毒原液可以在含

有用载体转导的细胞的滚瓶中制备。然后可以在连续的nycodenze梯度上纯化病毒原液，并

等分和储存直至需要。病毒原液的滴度差异很大，主要取决于病毒基因型和用于制备它们

的方案和细胞系。优选地，这种原液具有至少约105个噬斑形成单位(pfu)/mL的病毒滴度，

如至少约106pfu/mL，或甚至更优选至少约107pfu/mL，108pfu/mL，109pfu/mL，1010pfu/mL或

1011pfu/mL。例如，可以使用表达载体靶向的受体的细胞来建立这样的滴度。

[0079] 本发明还提供了包含本发明的载体(vector)和载剂(carrier，优选生理学上可接

受的载剂)的组合物。所述组合物的载剂可以是适用于所述载体的任何载剂。载剂通常是液

体，但也可以是固体，或液体和固体组分的组合。载剂理想地是药学上可接受的(例如生理

学或药理学上可接受的)载剂(例如赋形剂或稀释剂)。药学上可接受的载剂是众所周知的

并且容易获得。载剂的选择至少部分地由特定载体和用于施用组合物的特定方法来确定。

该组合物可进一步包含任何其他合适的组分，特别是用于增强组合物的稳定性和/或其最

终用途。因此，存在多种本发明组合物的合适制剂。以下配方和方法仅是示例性的，决不是

限制性的。

[0080] 适用于肠胃外给药的制剂包括水性和非水性等渗无菌注射液(其可含有抗氧化

剂、缓冲剂、抑菌剂和致使制剂与预期接受者的血液等渗的溶质)，以及水性和非水性无菌

悬浮液(其可包括悬浮剂、增溶剂、增稠剂、稳定剂和防腐剂)。所述制剂可以在单位剂量或

多剂量密封容器(如安瓿和小瓶)中提供，并且可以在冷冻干燥(冻干)条件下储存，仅需要

在马上使用前添加用于注射的无菌液体赋形剂，例如水。临时注射液和悬浮液可由前述类

型的无菌粉末、颗粒和片剂制备。

[0081] 可以以适当剂量或治疗有效量将本文所述的组合物和载体递送至有需要的受试

者。如本文所用，“适当剂量”和“治疗有效量”是指实现期望的生理和/或生物学结果所需的

本文所述组合物或重组载体的量。病毒、病毒原液或组合物的“治疗有效量”可根据诸如疾

病状态、个体年龄、性别和体重以及干细胞和祖细胞在个体中引发期望反应的能力等因素

而变化。治疗有效量也可以是其中治疗有益效果超过病毒或转导的治疗细胞的任何毒性或

有害作用的量。术语“治疗有效量”包括有效“治疗”受试者(例如，患者)的量。本领域技术人

员应当理解，治疗有效量将根据所施用病毒的类型、制剂的性质、施用途径、待治疗疾病的

性质和/或严重程度、和/或受试者的一般健康和良好状态而变化。在一些实施方案中，合适

的剂量为102至1011pfu或104至1010pfu。本文所用的术语“治疗”是指向受试者施用治疗有效

量的如本文所述的重组病毒或其组合物，使受试者的疾病或病症、或者疾病或病症的症状

得以改善。改善是疾病或病症、或者疾病或病症的症状的任何改善或补救。改善是可观察的

或可测量的改善，或者可以是受试者的良好状态的总体感觉的改善。因此，本领域技术人员

认识到治疗可改善疾病状况，但可能不是完全治愈疾病。
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[0082] 本发明的一些方面包括杀死癌细胞的方法，包括在足以使溶瘤病毒在所述癌细胞

内感染和复制的条件下将癌细胞暴露于本文所述的溶瘤病毒或其组合物，并且溶瘤病毒在

癌细胞内的复制导致细胞死亡。可以选择合适的受试者。例如，可以诊断和选择患有IDHmut

胶质母细胞瘤的人类患者用于施用(例如，颅内和瘤内)药物组合物，所述药物组合物包含

具有(任选地在mir124应答元件的控制下)产生NKG2D活化配体的表达盒的载体。因此，基于

NK和/或T细胞的免疫应答可以通过受试者的免疫系统治疗胶质母细胞瘤。

[0083] “给药”在本文中是指将溶瘤病毒、病毒原液或其组合物引入受试者或使溶瘤病

毒、病毒原液或其组合物与细胞和/或组织接触。可以通过注射、冲洗、吸入、消耗、电渗透、

血液透析、离子电渗疗法和本领域已知的其他方法进行给药。给药途径自然会随着所治疗

疾病的位置和性质而变化。在一些实施方案中，药物组合物可以直接施用于肿瘤(肿瘤内递

送)；例如，通过注射、导管输液等。或者，组合物可以通过静脉内、动脉内、鼻、淋巴、腹膜内、

颅内、鞘内或通过局部血管灌注递送。因此，给药可以是局部的或全身的。

[0084] 此外，该组合物可包含另外的治疗剂或生物活性剂。例如，可以存在用于治疗特定

适应症的治疗因子。控制炎症的因子，如布洛芬或类固醇，可以是组合物的一部分，以减少

与载体的体内施用和生理窘迫相关的肿胀和炎症。免疫系统抑制剂可以与组合物方法一起

施用，以减少对载体本身或与病症相关的任何免疫应答。或者，免疫增强剂可以包括在组合

物中以上调身体对疾病的天然防御，特别是对抗要使用本发明载体对抗的癌症或肿瘤。可

以存在抗生素，即杀微生物剂和杀真菌剂，以降低与基因转移程序和其他病症相关的感染

风险。

[0085] 以下实施例用于说明本发明的各种实施方案，并不意味着以任何方式限制本发

明。这些实施例以及本文描述的方法是示例性的，并且不旨在作为对本发明范围的限制。包

含在由权利要求的范围限定的本发明的精神内的对所述实施方案的改变、修改和其他变化

是特别考虑的。

[0086] 实施例1

[0087] 该实施例叙述了已经针对本发明的载体(在图12A和12B中公开)进行的观察。

[0088] 与IDHwt星形胶质细胞相比，IDHmut星形胶质细胞和原代神经胶质瘤细胞系显示

NKG2DL的相对表达降低。

[0089] 在IDHmut细胞中的NKG2D低水平与受损的NK‑介导的细胞毒性相关，并表明NK细胞

抗性在IDH突变肿瘤中的作用。

[0090] IDHmut和IDHwt中ULBP3的过表达使这些细胞对NK细胞介导的细胞毒性敏感，并且

似乎产生了显着的生长停滞。

[0091] 实施例2

[0092] 该实施例描述了已经针对本发明的载体进行的观察结果，其关于通过miR124的

ULBP1和ULBP3的减少。

[0093] 将miR124RE序列克隆到ULBP1和ULBP3的3′UTR区域，生成名为pENTRcagFlagULBP1

和pENTRcagFlagULBP3的质粒。将293T细胞接种在六孔板(5×105/孔)中。次日，使用

Lipo2000试剂，用300ng的ULBP1或ULBP3质粒(pENTRcagFlagULBP1和pENTRcagFlagULBP3)

和100pmol的miR124共转染细胞。在转染后24小时，收集细胞，在冷PBS中洗涤两次，并在

RIPA1X缓冲液(每孔100μl)中在冰上裂解20分钟。通过离心澄清细胞裂解物，并使用抗体抗
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Flag和抗微管蛋白通过SDS‑Page和WB进行分析。

[0094] 结果(图10)显示miR124抑制ULBP1和ULBP3的表达，这表明该方法可用于阻断蛋白

质在正常神经元中的表达。

[0095] 实施例3

[0096] 该实施例表明ULBP3增强HSV载体2A5B的治疗功效。

[0097] 如图20所示，设计了一个实验，其中将30只裸鼠分成两组。此类小鼠缺乏T细胞但

具有NK细胞和巨噬细胞。每4天(整个实验期间)用Asialo  GM1  Ab处理一组(n＝15)以消耗

小鼠的NK细胞；另一组(n＝15)接受同种型对照。将所有30只动物用106个表达荧光素酶的

人胶质瘤细胞GBM30注射到右胁腹。一旦形成肿瘤，每一组分为3个组，每个接受一个下列处

理：(1)单次注射表达ULBP3的溶瘤HSV载体(2A5B‑ULBP3)(2×106pfu)，(2)单次注射空白

(unarmed)的HSV载体(2A5B)(2×106pfu)或(3)利用PBS作为阴性对照。

[0098] 该实验的结果如图21、22A和22B以及下面的表3所示。在图21中，左图显示NK细胞

活性增强了oHSV治疗的益处。用2A5B、2A5B‑ULBP3或PBS处理的(A)NK活性小鼠和(B)NK缺陷

型小鼠中GBM30胁腹肿瘤的肿瘤生长曲线。通过用卡尺测量垂直直径来评估肿瘤大小。通过

ANOVA确定肿瘤生长的差异。

[0099] 图22A中绘制的数据显示，在没有NK细胞的情况下，与对照骨架2A5B载体相比，

2A5BULBP3溶瘤HSV载体显示出显著有效的肿瘤生长抑制，甚至相对于根本没有治疗，这种

2A5B也显示出抑制肿瘤生长的功效。图22B中绘制的数据表明，当在NK细胞存在下使用

2A5BULBP3溶瘤HSV时，五只动物中的四只在肿瘤生长方面甚至更为显著的抑制。与图22A一

样，与未处理(或假处理)的动物相比，用骨架2A5B载体观察到肿瘤生长的一些抑制。代表在

用2A5B‑ULBP3溶瘤HSV载体处理的组中观察到肿瘤生长的五只动物之一的图22B中的单个

数据表明它是异常值。

[0100] 简而言之，结果表明用2A5B‑ULBP3溶瘤HSV载体处理的五只动物中有四只仅用单

剂量就显示肿瘤完全消退。这些结果出人意料且令人惊讶。此外，NK细胞的消融降低了治疗

的治疗特征。然而，即使在不存在NK细胞的情况下，表达ULBP3的载体也显示出显著的治疗

益处。

[0101] 表3

[0102]

[0103] 所有参考文献，包括出版物、专利申请和专利，均以相同的程度通过引用整体并入

本文，如同每个参考文献被单独且具体地指出通过引用并入并且在本文中完整地阐述。

[0104] 在描述本发明的上下文中(特别是在权利要求的上下文中)使用术语“一”和“一

个”和“该”和“至少一个”以及类似的指示词应被解释为涵盖单数和复数，除非本文另有说

明或明确与上下文相矛盾。使用后面跟着一个或多个项目的列表(例如，“A和B中的至少一

个”)的术语“至少一个”应被解释为表示从列出的项目中选择的一个项目(A或B)，或所列项
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目中的两个或更多个的任何组合(A和B)，除非本文另有说明或明确与上下文相矛盾。除非

另有说明，否则术语“包含”、“具有”、“包括”和“含有”应被解释为开放式术语(即，意味着

“包括但不限于”)。除非本文另有说明，否则本文中对数值范围的描述仅旨在用作单独提及

落入该范围内的每个单独值的简写方法，并且每个单独值并入本说明书中，如同其在本文

中单独引用一样。除非本文另有说明或上下文明显矛盾，否则本文所述的所有方法均可以

任何合适的顺序进行。除非另外声明，否则本文提供的任何和所有实施例或示例性语言(例

如，“诸如”)的使用仅旨在更好地说明本发明，而不是对本发明的范围进行限制。说明书中

的任何语言都不应被解释为表明任何未要求保护的要素对于本发明的实践是必不可少的。

[0105] 本文描述了本发明的优选实施方案，包括发明人已知的实施本发明的最佳方式。

在阅读前面的描述后，那些优选实施例的变化对于本领域普通技术人员来说可以变得显而

易见。发明人期望熟练的技术人员适当地采用这些变化，并且发明人希望本发明以不同于

本文具体描述的方式实施。因此，本发明包括适用法律允许的所附权利要求中所述主题的

所有修改和等同物。此外，除非本文另有说明或上下文明显矛盾，否则本发明涵盖上述元素

的所有可能变型的任何组合。
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