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(57)摘要

本发明的目的是提供利用免疫调节剂的新

的组合物和方法，所述免疫调节剂能够刺激或者

间接增强免疫系统或者在其它情况下具有免疫

抑制作用。本文公开的TNFR25激动剂具有抗炎和

愈合作用。在其他情况下，它们可以用于治疗哮

喘和慢性炎症引起的疾病，例如炎性肠疾病，包

括溃疡性结肠炎和克罗恩氏病( C r o h n′s 

Disease)。本文公开的TNFR25拮抗剂能够抑制

CD8T细胞介导的细胞免疫应答，例如能够减轻组

织移植后的器官或者组织排斥。本文公开的

TNFR25激动剂代表生物效应调节剂，当给予肿瘤

疫苗时，所述生物效应调节剂改变机体细胞免疫

防御和癌细胞之间的相互作用以加强、指导或者

修复机体抵抗癌症的能力。本文公开的TNFR25特

异性免疫毒素还能够通过去除癌症患者天然存

在的免疫抑制细胞，增强化疗方案的效果。
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1.结合肿瘤坏死因子受体25(TNFR25)的分离的激动型抗体在制备用于增加个体中的

抗原特异性CD8T淋巴细胞的药物中的用途，其中所述CD8T淋巴细胞利用gp96-Ig交叉初免。

2.如权利要求1所述的用途，其中所述抗体是单克隆抗体。

3.如权利要求1所述的用途，其中所述抗体是IgG。
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免疫调节肿瘤坏死因子受体25(TNFR25)的激动剂、拮抗剂和

免疫毒素

[0001] 优先权

[0002] 本申请要求享有2005年8月30号提交的美国申请号60/712,084的优先权，在此以

参考的方式将其完整引入。

[0003] 发明背景

[0004] 1.发明领域

[0005] 本发明分别涉及肿瘤坏死因子受体超家族25(TNFR25)的激动剂、免疫毒素、拮抗

剂和它们在治疗癌症、炎症和影响免疫抑制中的用途。

2.背景技术

[0006] 人免疫系统的许多病症属于两个大类：：那些以衰弱的免疫应答为特征的病症和

那些以过度免疫应答为特征的病症。免疫缺陷以衰弱的应答为表征。存在先天(生来的)和

后天形式的免疫缺陷。慢性肉芽种病，其中吞噬细胞难于破坏病原体，是前者的实例。AIDS

(“获得性免疫缺陷综合征”)，一种传染病，起因于破坏CD4+T细胞的HIV病毒，是后者的实

例。另一种以衰弱的免疫应答为特征的疾病是癌症。与健康个体不同，癌症患者的免疫系统

已经不能有效识别和/或破坏肿瘤细胞。

[0007] 尽管寄予很大期望，迄今为止没有药物能够直接增强免疫系统的活性。但是，近来

生物疗法已被用于募集免疫系统，直接地或者间接地，用于对抗诸如癌症的疾病。现在单克

隆(MAb)抗体经常被用于生物疗法。例如，单克隆抗体可以与特异类型的癌细胞作用，具有

直接或者间接的抗癌效果。

[0008] 肿瘤疫苗可以用于治疗或者初次治疗后的预防。抗肿瘤疫苗可能需要以CD4或者

CD8表型的肿瘤特异的细胞毒性T细胞形式诱导细胞免疫。普遍认为有效的抗癌免疫需要长

时间产生和维持的这类细胞毒性细胞。此外，证据表明必须激活免疫系统的固有装备

(innate  arm)以产生有效的抗肿瘤疫苗。增强或者产生体液应答的疫苗能够产生可以在相

对较长的时间段内被检测到的抗体。如果有效，这些抗体需要能够在活细胞检测中靶定细

胞表面抗原。保持针对抗原表位的特异性细胞免疫应答(获得性免疫)可能需要更频繁的免

疫，尽管记忆细胞能够维持应答和再刺激免疫表位的能力。因而，如果能够获得加强的针对

肿瘤疫苗的癌症特异性细胞免疫应答将是非常有利的。

[0009] 在天平的另一端，过度免疫系统包括进许多其他病症，特别是自身免疫病症，例如

红斑狼疮，I型糖尿病(有时称为“少年发病糖尿病”)，多发性硬化，牛皮癣，类风湿性关节炎

和诸如克罗恩氏病(Crohn′sDisease)和溃疡性结肠炎(UC)的炎性肠疾病。在这些病症中，

免疫系统不能正确区分自身和非自身，攻击患者自身机体的一部分。疾病中过度免疫应答

的其他实例包括超敏反应，例如变态反应和哮喘。

[0010] 当这些病症造成过度组织损伤时，经常利用免疫系统的抑制控制自身免疫病症或

者炎症。免疫抑制药物故意诱导免疫缺陷以避免对移植器官的排斥。常用的免疫抑制剂包

括糖皮质激素，咪唑硫嘌呤，氨甲蝶呤，环孢子菌素，环磷酰胺和巯基嘌呤。在器官移植中，
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选择性的T细胞抑制避免器官排斥，使用环孢子菌素、他克莫司、霉酚酸酯(mycophenolate 

mofetil)和多种其他药物。

[0011] T淋巴细胞在调控免疫应答中起着重要作用。辅助T细胞表达CD4表面标志物，协助

B细胞的抗体产生，并辅助CD8T细胞发展细胞毒活性。其他CD4T细胞抑制抗体产生和细胞毒

性。T细胞调节被感染或者致瘤细胞的攻击和机体细胞耐受性之间的平衡。失调的免疫攻击

可能导致自身免疫，而减弱的免疫应答导致慢性感染和癌症。

[0012] 本文的肿瘤坏死因子受体25(TNFR25)还可以互换的指如此处所述的死亡受体3

(Death  receptor  3，DR3)，是T细胞功能的调节剂。死亡受体3(DR3)(Chinnaiyan等人，

Science  274：990，1996)是TNF受体家族的成员。它还被称作TRAMP(Bodmer等人，Immunity 

6：79，1997)，wsl-1(Kitson等人，Nature  384：372，1996)，Apo-3(Marsters等人，CurrBiol 

6：1669，1996)，和LARD(Screaton等人，Proc  Natl  Acad  Sci  USA  94：4615，1997)，并包含

典型的死亡结构域。用人DR3(hDR3)转染293细胞诱导凋亡和激活NF-κB。最近已经鉴定DR3

的同源配体为TL1A(Migone等人，Immunity  16：479，2002)，并已经显示，通过表达cIAP2诱

导NF-κB和抑制凋亡，其对T细胞上的DR3具有共刺激活性(Wen等人，J  Biol  Chem  25：25，

2003)。。TL1A还结合诱饵受体3(DcR3/TR-6)，表明生物学的TL1A可及性的细微调整(fine-

tuning)具有非常重要的意义。已经观察到人DR3mRNA的多种剪接形式，显示转录后水平的

调节(Screaton等人，Proc  Natl  Acad  Sci  USA  94：4615，1997)。

[0013] 许多TNF受体家族成员具有通过凋亡诱导细胞死亡或者诱导T细胞功能的共刺激

信号的能力。最近针对TNF-R1证实了这些相对途径的调节，所述TNF-R1是包含原型

(prototypic)死亡结构域的受体，其能够引起受体阳性T细胞的凋亡或者增殖(Micheau和

Tschopp.Cell114：181，2003)。由TNF-R1组成的信号复合物通过TRADD、TRAF2和RIP引起的

NF-κB活化来诱导FLIPL与由TNFR1、TRADD和FADD组成的第二信号复合物的结合，只要NF-κB

信号持续，就阻止半胱天冬酶8活化。已经证明DR3能够在转染细胞中诱导凋亡并诱导NF-κB

和所有三种MAP-激酶途径(Chinnaiyan等人，Science  274：990，1996；Bodmer等人，

Immunity  6：79，1997；Kitson等人，Nature  384：372，1996；Marsters等人，Curr  Biol  6：

1669，1996；Screaton等人，Proc  Natl  AcadSci  USA  94：4615，1997；Wen等人，J  Biol  Chem 

25：25，2003)。NF-κB的阻断，而不是MAP激酶的阻断和蛋白合成的抑制导致DR3介导的细胞

死亡，表明NF-κB信号通过抗细胞凋亡蛋白的合成调节抗细胞凋亡作用。人DR3mRNA在淋巴

组织中表达，主要在脾，淋巴结，胸腺，和小肠中，表明DR3在淋巴细胞中的重要功能。通过同

源重组已经在胚胎干细胞中去除鼠DR3(Wang等人，Mol  Cell  Biol  21：3451，2001)。DR3-/-

小鼠显示抗CD3在胸腺中的减弱的阴性选择，而对超级抗原显示正常的阴性选择，对胸腺细

胞显示未受损的阳性选择。成熟的外周T细胞不受DR3缺陷的影响。尽管进行了大量初步研

究，DR3的生理机能仍然没有充分表征。

[0014] 所有此处引用的科技出版物包括专利文件，为了所有目的在此以参考的方式完整

引入。

[0015] 发明概述

[0016] 本发明的一个方面涉及抗体，所述抗体结合肿瘤坏死因子受体25(TNFR25)抗原并

可以作为TNFR25激动剂。在一个实施方式中，当利用gp96-Ig-卵清蛋白交叉初免(cross-

primed)时，所述抗体相对于对照抗体能够增强OT-I  CD8细胞扩增。在另一个实施方式中，
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所述抗体是纯化的单克隆抗体4C12。

[0017] 本发明的另一个方面涉及TNFR25特异性毒素，包括与结合TNRF25受体的多肽连接

的毒性剂。在这方面的一个实施方式中，包含毒素的部分包括单克隆抗体4C12或者4C12的

免疫特异部分。在另一个实施方式中，毒性剂选自放射性同位素，蓖麻毒，相思豆毒素，白喉

毒素，假单胞菌属外毒素，或者金属离子。在另一实施方式中，结合TNRF25受体的多肽是

TL1A蛋白或者其片段或者变异体。

[0018] 在本发明发明的另一个方面，在治疗患者癌症的方法中使用TNFR25特异性毒素。

具体地，所述方法包括通过给予患者TNFR25特异性毒素并给予患者化疗剂，去除患者的CD4

+/CD25+T调节细胞(Tregs)。

[0019] 本发明的另一个方面涉及激活细胞表达的TNFR25受体的方法，包括将细胞与

TNFR25激动剂接触。该激动剂可以选自单克隆抗体4C12；结合TNFR25的抗体，并且当利用

gp96-Ig-卵清蛋白交叉初免时，该抗体相对于对照抗体能够增强OT-I  CD8细胞的扩增；可

溶性TL1A蛋白；具有能够驱动TNFR25激动剂抗体转基因表达的表达盒的表达载体；具有能

够驱动可溶性TL1A转基因表达的表达盒的表达载体；或者具有能够驱动TNFR25转基因表达

的表达盒的表达载体。该方法还包括观察TNFR25受体信号传递的增强。

[0020] 本发明的一个其他方面涉及能够作为TNFR25拮抗剂的抗体。在一个实施方式中，

所述抗体结合TL1A，并且当利用gp96-Ig-卵清蛋白交叉初免时，该抗体相对于对照抗体能

够降低OT-I  CD8细胞扩增。在另一个实施方式中，所述抗体是纯化的单克隆抗体L4G6。

[0021] 本发明的另一个方面涉及抑制细胞中TNFR25受体信号传递的方法。该方法包括将

细胞与TNFR25拮抗剂接触。该方法还包括观察TNFR25受体信号传递的减弱。

[0022] 本发明的另一个方面涉及肿瘤疫苗，所述肿瘤疫苗包括肿瘤抗原和作为生物效应

调节剂的TNFR25激动剂。该疫苗的另一个实施方式还包括佐剂。

[0023] 在本发明的另一个方面，在分离肿瘤特异性抗原后，用包括肿瘤特异性抗原和

TNFR25激动剂的疫苗免疫患者以抵抗肿瘤。

[0024] 本发明的另一个方面涉及治疗和/或预防肠炎症的方法，包括给予有需要的患者

有效量的包括TNFR25激动剂的治疗组合物。

[0025] 本发明的另一个方面涉及一种促进器官移植的治疗组合物，包括TNFR25拮抗剂和

免疫抑制剂。在这方面的一个实施方式中，所述免疫抑制剂是糖皮质激素，咪唑硫嘌呤，氨

甲蝶呤，环孢子菌素，环磷酰胺，巯基嘌呤，他克莫司或者霉酚酸酯。

[0026] 在本发明的另一个方面，在从供体移植组织到宿主的方法中使用TNFR25拮抗剂组

合物。该方法包括以下步骤：从供体中获得组织；给予宿主TNFR25拮抗剂组合物；和移植组

织到宿主中。

[0027] 本发明的另一个方面涉及抑制同源CD8T细胞群的克隆性增殖的方法。该方法包括

将CD8T细胞暴露于它们的同源抗原和将CD8T细胞暴露于TNFR25拮抗剂。在另一个实施方式

中，同源抗原与从供体移植到宿主的组织有关。

[0028] 本发明的另一个方面涉及包括多肽的分离的TNFR25拮抗剂，所述多肽由包括严紧

条件下与SEQ  ID  NOs：4，5，6和/或16杂交的序列的核酸编码，并且其中该序列编码能够结

合TL1A蛋白的氨基酸序列。在一个实施方式中，该序列在严紧条件下与SEQ  ID  NO：4杂交。

在另一个实施方式中，该序列在严紧条件下与SEQ  ID  NO：5杂交。在另一个实施方式中，该
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序列在严紧条件下与SEQ  ID  NO：6杂交。在另一个实施方式中，该序列在严紧条件下与SEQ 

ID  NO：16杂交。在另一个实施方式中，TL1A是人或者小鼠TL1A。

[0029] 本发明的另一个方面涉及治疗和/或预防肺炎症的方法，包括给予有需要的患者

有效量的治疗组合物，所述组合物包括包含多肽的TNFR25拮抗剂，所述多肽由包括严紧条

件下与SEQ  ID  NOs：4，5，6和/或16杂交的序列的核酸编码，并且其中该序列编码能够结合

TL1A蛋白的氨基酸序列。

[0030] 本发明的另一个方面涉及从供体移植组织到宿主的方法，包括从供体获得组织；

给予宿主包括多肽的TNFR25拮抗剂，所述多肽由包括严紧条件下与SEQ  ID  NOs：4，5，6和/

或16杂交的序列的核酸编码，并且其中该序列编码能够结合TL1A蛋白的氨基酸序列；及将

所述组织移植入所述宿主。

[0031] 本发明的另一个方面涉及组合物，包括由严紧条件下与SEQ  IDNOs：3和/或7杂交

的序列编码的多肽，并且其中该序列编码能够结合TNFR25受体蛋白的氨基酸序列；和毒性

剂。在一个实施方式中，所述毒性剂选自放射性同位素，蓖麻毒，相思豆毒素，白喉毒素，假

单胞菌属外毒素，和金属离子。

[0032] 本发明的另一个方面涉及治疗患者癌症的方法，包括通过给予患者一种包含如权

利要求39所述的毒素的组合物去除患者的CD4+/CD25+T调节细胞(Tregs)；和给予患者化疗

剂。

[0033] 本发明的另一个方面涉及治疗和/或预防肠炎症的方法，包括给予有需要的患者

有效量的治疗组合物，所述组合物包括由严紧条件下与SEQ  ID  NOs：3和/或7杂交的序列编

码的多肽，并且其中该序列编码能够结合TNFR25受体蛋白的氨基酸序列。在一个实施方式

中，所述炎症是过敏性肠综合征导致的。在另一个实施方式中，所述肠炎症是克罗恩氏病导

致的。

[0034] 本发明的另一个方面涉及肿瘤疫苗，包括肿瘤抗原和由严紧条件下与SEQ  ID 

NOs：3和/或7杂交的序列编码的多肽，并且其中该序列编码能够结合TNFR25受体蛋白的氨

基酸序列，所述多肽作为生物效应调节剂。

[0035] 本发明的另一个方面涉及表达载体，所述表达载体包括严紧条件下与SEQ  ID 

NOs：3和/或7杂交和编码能够结合TNFR25受体蛋白的氨基酸序列的核酸序列。

[0036] 本发明的另一个方面涉及表达载体，所述表达载体包括严紧条件下与SEQ  ID 

NOs：4，5，6和/或16杂交的核酸，并且其中该序列编码能够结合TL1A蛋白的氨基酸序列。

[0037] 根据下面的详细说明，其中只展示和描述本发明的优选实施方式，简单地通过实

现本发明的最佳预期方式进行说明，本发明的其他优点对本领域技术人员将是显而易见

的。作为将要实现的，本发明还可以采用其他和不同的实施方式，其多个细节可以在不同明

显的方面进行改进，所有这些都不脱离本发明的实质。无需这些具体细节的一些或者全部，

本发明也可以实现。在其他情况下，没有详细描述公知的操作方法，以免不必要地模糊本发

明。因此，附图和说明实质上被认为是说明性的，而不是限制性的。

[0038] 附图简述

[0039] 图1A描述鼠TNFR25在淋巴结细胞中的表达。对作为第一抗体的同种型对照抗体，

用黑色数字表明MFI，对抗TNFR25用灰色表示。TNFR25的检测需要三夹心法，首先是仓鼠抗

TNFR25单克隆抗体，然后是山羊抗仓鼠生物素和PE-标记的Strept-抗生物素蛋白。图1B描
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述TNFR25在活化淋巴细胞上的表达。利用固定的抗CD3(5μg/ml)和抗CD28(1μg/ml)或者LPS

(1μg/ml)进行24小时完成脾细胞的活化。以CD4或者CD8或者B220阳性和7-AAD阴性细胞对

细胞进行设门(下标表示活化的CD4，CD8或者B细胞)。在直方图中，显示静止脾细胞和活化

脾细胞中TNFR25表达的MFI。图1C描述TNFR25在胸腺细胞上的表达。以CD4/CD8双阴性，双阳

性或者单阳性细胞对胸腺细胞设门，并评估抗TNFR25荧光。

[0040] 图2A描述鼠TNFR25的剪接形式。对从静止鼠脾细胞和鼠细胞系获得的mRNA进行

RT-PCR获得剪接形式。CRD：半胱氨酸-富集结构域；TM：跨膜结构域；DD：死亡结构域。星号：

在框的终止密码子。在剪接形式1-4中，外显子2和3之间的内含子不被剪接，包含一个未成

熟终止密码子。剪接形式1-4很可能是无功能的蛋白。小鼠Δ5和Δ6(对应于人Δ6和Δ6，7)

缺少完整的跨膜结构域，预测其是分泌形式，能够作为TL1A的可溶性诱饵受体。Δ5，6(可能

对应于人A3)和FL剪接形式在本报告中作为转基因被研究。Δ5，6，8和Δ5，6，9(无人的同系

物)被预测是膜锚定的，但缺少死亡结构域，可能具有改变的信号传递性质或者可能作为显

性阴性剪接形式。此处公开的优选的DNTNFR25是在TM结构域后被截短的。图2B描述活化诱

导的TNFR25的其他剪接。小鼠和人的TNFR25均在活化之后被剪接。此处显示人的剪接，因为

凝胶电泳后TNFR25的剪接形式比鼠形式在大小方面分离的更好。通过测序确认剪接形式。

利用Ficoll-Hypaque梯度离心分离PBL。每个样本使用五百万个细胞，提取mRNA，并利用

InvitrogencDNA合成试剂盒转变为cDNA。显示通过PHA(5μg/ml)，固定的抗CD3(5μg/ml)和

可溶性抗CD28(1μg/ml)，或者PMA(10ng/ml)和伊屋诺霉素(400ng/ml)活化PBL。在指定时间

点收集细胞，进行RT-PCR；β-肌动蛋白被用作内参。图2C描述活化诱导的剪接是PKC-依赖的

和蛋白合成-不依赖的。单独用PMA(10ng/ml)或者单独用伊屋诺霉素(400ng/ml)或者它们

的组合刺激新分离的PBL细胞。用H7(50μM)或者放线菌酮(10μg/ml)预处理PBL半小时，然后

在细胞培养物中添加PMA和伊屋诺霉素。12小时后收集细胞进行RT-PCR分析。

[0041] 图3显示TNFR25转基因在CD2启动子和增强子下的表达和功能。图3A描述TNFR25在

转基因小鼠中相对B6野生型小鼠和同种型对照的表达。腹股沟淋巴结细胞对CD4，CD8，

B220，CD11c阳性细胞，或者NK  1.1阳性和CD阴性细胞，或者NK1.1/CD3双阳性细胞设门。相

应MFI被指明。FL  TNFR25，Δ5，6TNFR25和DN  TNFR25的表达谱是相同的。图3B描述可选剪接

的TNFR25转染的肿瘤细胞的Western印迹。上样50μg来自转染了3种TNFR25剪接形式的P815

裂解产物的蛋白，用抗TNFR25抗体1OD1进行印迹。第1道：DNTNFR25；第2道：Δ5，6TNFR25；第

3道：FL  TNFR25。在Western印迹中该抗体不检测Δ5，6TNFR25。图3C显示相对于野生同类，

FLTNFR25-tg淋巴结细胞和胸腺细胞中CD4和CD8阳性细胞减少的细胞含量(cellularity)

(n＝5)*p＜0.05；**p＜0.01；***p＜0.001。图3D描述FL和Δ5，6TNFR25转基因细胞受损的

活化诱导的增殖。通过胸腺嘧啶核苷摄取刺激3天后，最后6小时期间测量纯化的CD4或者

CD8细胞的增殖。在微量滴定板上用固定的抗CD3(2μg/ml)活化细胞，包含或者不包含可溶

性抗CD28(1μg/ml)或者PMA(10ng/ml)和伊屋诺霉素(400ng/ml)。使用1000U/ml重组小鼠

IL-2。图3E显示转染FLTNFR25(上栏)或者Δ5，6TNFR25(下栏)的EL4细胞对TNFR25触发的应

答中，测量FL  TNFR25和Δ5，6TNFR25激活的NF-κB  NF-κB的活化。细胞用激动型

(agonistic)TNFR25抗体4C12(5μg/ml)处理50分钟；如所示，以25％的TL1A转染的EL4细胞

上清液形式添加可溶性TL1A25、50或者75分钟；通过直接添加TL1A转染EL4细胞到表达

TNFR25的EL4，给予膜结合TL1A(MTL1A)50分钟。对照接受EL4(未转染)上清液50分钟。制备
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核提取物，用EMSA分析；箭头指明活化的NF-κB。图3F描述野生、FL  TNFR25和Δ5，6TNFR25转

基因CD4T细胞的初始Th2偏性细胞因子的产生。来自脾的CD4T细胞经阴性选择纯化，用固定

的抗CD3(2μg/ml)和可溶性抗CD28(1μg/ml)活化3天。收集上清液用于细胞因子ELISA检测。

附图表示3个独立实验，n.s：不显著；*p＜0.05；**p＜0.001；***p＜0.001。图3G说明TNFR25

能够同时刺激Th1或者Th2细胞因子的产生。在非极化(Th中性)、Th1或者Th2极化条件下，检

测再刺激的FL  TNFR25-tg  CD4T细胞的细胞因子产生。单独用固定的抗CD3(2μg/ml)和可溶

性抗CD28(1μ/ml)(Th中性)，或者联用IL-12(5ng/ml)和抗IL-4(20μg/ml)用于Th1极化，或

者联用IL-4(10ng/ml)、抗IFN-γ(10μg/ml)和抗IL-12(10μg/ml)用于Th2极化，作用4天，活

化CD4细胞。收集细胞，洗涤后再铺板于抗CD324小时，收集上清液用于细胞因子ELISA分析。

[0042] 图4显示TNFR25转基因细胞减少的增殖不是由于凋亡、IL-2或者IL-2受体表达的

缺失。图4A显示转基因CD4和CD8细胞中IL-2-Ra(CD25)在活化时的正常上调。在用固定的抗

CD3和可溶性抗CD28活化72小时后，收集脾细胞，洗涤，用抗CD25-FITC、抗CD8-PE和抗CD4-

CY染色。上栏为野生型，下栏为Δ5，6TNFR25-tg细胞。图4B证明转基因细胞在活化时不经历

增加的凋亡。用固定的抗小鼠CD3(2μg/ml)和可溶性抗mCD28(1μg/ml)活化CD4细胞3天，再

用Annexin-V-PE和7-AAD染色。Annexin-V阳性和7-AAD阴性细胞表示凋亡的细胞。图4C显示

Δ5，6TNFR25转基因T细胞产生降低的IL-2。通过阴性选择纯化T细胞，用固定的抗CD3和可

溶性抗CD28活化3天。通过ELISA检测分析上清的IL-2产生；**p＝0.0078。图4D显示在初始

应答中显性阴性TNFR25转基因细胞不是Th2极化的。来自脾的CD4T细胞经阴性选择纯化，用

固定的抗CD3(2μg/ml)和可溶性抗CD28(1μg/ml)活化3天。收集上清用于细胞因子ELISA检

测。附图表示3个独立实验。图4E描述DN  TNFR25转基因和野生小鼠相同的抗体-同种型应

答。用溶于无菌PBS的100μg  DNP-KLH腹腔内免疫小鼠，在免疫3周后通过ELISA评价血清中

DNP特异性IgG1和IgG2a抗体。用0.8μg/ml  DNP-BSA包被高结合96孔板，以检测抗DNP的特异

性抗体。附图表示3个独立实验中的一个。

[0043] 图5显示TNFR25转基因小鼠在体内刺激(challenge)后出现Th2-偏性应答(biased 

response)。图5A证明在免疫的TNFR25-tg小鼠中，抗体-同种型是Th2偏性的。用不含佐剂、

溶于无菌PBS的100μgDNP-KLH腹腔内免疫小鼠。免疫1周后通过ELISA评价血清中的DNP特异

性IgG1和IgG2a抗体。用0.8μg/ml  DNP-BSA包被高结合96孔板，以检测抗DNP的特异性抗体。

数据表示3个独立实验中的一个。**p＜0.11；n.s.：不显著。图5B显示TNFR25信号传递在支

气管肺泡液(BALF)中调节嗜曙红细胞增多。如实施例10-15所述，对野生型和Δ5，6TNFR25-

tg小鼠进行免疫和气道刺激(challenge)。灌洗气道，从Wright-Giemsa染色的细胞离心涂

片制品获得差异细胞计数。*：p＜0.05；n.s.：不显著。图5C显示TNFR25-tg小鼠中加重的肺

部炎症。

[0044] 用卵清蛋白腹腔内致敏和气道刺激的小鼠的肺组织结构。在支气管灌洗后，取出

肺，固定于10％中性缓冲福尔马林中。然后将肺用石蜡包埋，切成5μm厚，用H&E(左栏)或者

过碘酸-席夫染色反应(PAS，右栏)检测粘液产生。上面两栏野生型B6小鼠；下栏Δ5，

6TNFR25-tg小鼠。图5D显示TNFR25信号控制血清IgE水平。在第0天和气雾剂刺激3天后(第

15天)对小鼠取血。分离血清，利用夹心ELISA分析进行ELISA卵清蛋白特异性IgE。因为没有

OVA特异性IgE的标准蛋白，结果显示为O.D.单位。附图表示3个独立实验中的一个。**：p＜

0.01。图5E描述TNFR25-tg小鼠中支气管淋巴结细胞增加的Th2细胞因子产生。在气雾剂刺
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激1天后(第13天)收集支气管淋巴结，在体外用100μg/ml卵清蛋白再刺激细胞4天。然后通

过ELISA分析上清的细胞因子产生。该图是2个独立实验的代表。*p＜0.05；**p＜0.01；***p

＜0.001。

[0045] 图6显示显性阴性的TNFR25干扰Th2极化和肺部炎症。图6A显示DN  TNFR25转基因

阻断内源TNFR25的细胞因子共刺激。用抗CD3，或者用激动型抗TNFR25抗体4C12和抗CD3联

用，刺激野生型和DN  TNFR25-tg  CD4细胞3天，通过ELISA分析上清的细胞因子。图6B显示DN 

TNFR25通过内源TNFR25阻断增殖的共刺激。在增殖检测中，用抗CD3，4C12，或者抗CD3和

4C12的组合活化野生型和DN  TNFR25-tg  CD4细胞3天，在最后8小时测量胸腺嘧啶核苷的掺

入。图6C显示DN  TNFR25-tg  CD4T细胞在二级活化(secondaryactivation)时产生减少的

Th2细胞因子。野生型和转基因CD4T细胞经阴性选择纯化，用固定的抗CD3(2μg/ml)和可溶

性抗CD28(1μg/ml)活化3天。然后收集细胞，洗涤，重新铺板，用固定的抗CD3(1μg/ml)再刺

激2天。收集上清用于细胞因子ELISA检测。n.s-不显著的；***p＜0.001。图6D描述在体外DN 

TNFR25-tg  CD4T细胞抵抗Th2极化。纯化野生型和DN  TNFR25-tg  CD4细胞，并在中性(ThN)

或者Th2极化条件(通过添加IL-4并用抗体阻断IFN-γ)下用抗CD3和抗CD28活化4天。收集

细胞，洗涤后重置于抗CD324h，收集上清，用ELISA分析细胞因子。图6E显示相对野生型小

鼠，DN  TNFR25-tg小鼠BALF中减少的细胞渗出。激发小鼠，然后根据标准步骤用卵清蛋白进

行气雾剂刺激；n＝5；*：p＜0.05。图6F描述免疫和气道刺激后DN  TNFR25-tg小鼠中肺部炎

症的抑制。上栏：抗原气雾剂暴露后，DN  TNFR25-tg小鼠中未出现血管周围浸润。下栏：DN 

TNFR25-tg小鼠中未出现粘液产生过剩和杯状细胞增生。如图5所示，通过卵清蛋白免疫和

后续气雾剂暴露，诱导肺部炎症。野生型对照小鼠具有如图5所示的典型炎症。图6G显示DN 

TNFR25-tg小鼠中卵清蛋白特异性IgE产生的抑制。通过ELISA测定血清中卵清蛋白特异性

IgE。**p＜0.01。图6H描述支气管淋巴结中DN  TNFR25对Th2而不是Th1细胞因子产生的抑

制。在气雾剂刺激1天后收集支气管淋巴结，在体外用1001.tg/ml卵清蛋白再刺激细胞4天。

然后通过ELISA分析上清的细胞因子产生。该图是表示2个独立实验的代表。n.d.：未检测；

n.s.：不显著的；*：p＜0.05。

[0046] 图7显示TL1A封闭抗体消除肺部炎症，并减少肺中Th2细胞因子的产生。图7A-D显

示抗TLIA抗体L4G6是TLIA的功能拮抗剂。a .P815转染子，转染FL  TNFR25，b.转染Δ5，

6TNFR25和c.转染TL1A，用合适的抗体通过流式细胞术染色。d.L4G6阻断TL1A介导的TNFR25

转染细胞的细胞毒性。从P815-TL1A转染细胞上清收集的系列稀释的可溶性TL1A与51Cr标

记的P815-TNFR25靶细胞混合。在检测物中添加不同的抗小鼠TL1A单克隆抗体，5小时后分

析51Cr的释放。图7E显示TL1A封闭抗体L4G6在野生型C57B16小鼠体内抑制粘液产生和肺部

炎症。图解：卵清蛋白初免(priming)，气雾剂刺激和给药封闭抗体(L4G6)或者对照抗体的

方案。用对照IgG(左)和L4G6-IgG(右)进行PAS染色后的肺部组织结构。注意在L4G6治疗动

物中无粘液产生(箭头指向用对照IgG处理的小鼠中的粘液)。图7F显示相对于对照IgG治疗

动物，L4G6治疗小鼠中BALF细胞渗出减少。*：p＜0.05；**：p＜0.01；n.s.不显著的。图7G显

示在用L4G6阻断TLIA后，用卵清蛋白再刺激的支气管淋巴结细胞产生IL-5和IL-13减少。**

p＜0.01；***p＜0.001。实验细节如图5所示。图7H显示在气雾剂刺激后，肺的CD11c阳性细

胞亚群(箭头)中TLIA的表达。在卵清蛋白-气雾剂刺激前后收集支气管淋巴结，分析CD11c

细胞的TL1A表达。所有其他的支气管淋巴结细胞是TL1A阴性的。图7I显示在气道刺激后，来
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自卵清蛋白免疫小鼠的支气管淋巴结细胞的淋巴细胞缺乏TL1A表达。在夹心法中用抗TL1A

作为初始单克隆抗体对单细胞悬浮液染色。利用各自的标记抗体作为群标志物对细胞进行

设门，显示TL1A直方图。抗TL1A；同种型对照。图7J显示TL1A在体外活化的T淋巴细胞中表

达。用板结合的抗CD3或者LPS活化脾细胞24小时，然后用如图1所示的抗TL1A夹心法和标明

的群标志物染色。甚至在LPS活化后，B细胞也是TL1A阴性的。设门群标志物，显示活化细胞

中的TL1A表达。

[0047] 图8显示对于肺部炎症的诱导，NKT细胞中需要TNPR25信号。按照材料和方法的标

准步骤，NKT缺陷Jα18敲除小鼠(Cui，J.等人Science  278，1623-6(1997))用卵清蛋白和明

矾初免。在第11天，小鼠接受静脉注射所示的过继转移310万部分纯化的野生型NKT细胞或

者DN  TNFR25-tg  NKT细胞或者PBS。第12天小鼠用卵清蛋白雾化刺激，第14天进行分析。野

生型小鼠作为肺部炎症诱导的阳性对照，被免疫和卵清蛋白雾化刺激但无过继细胞转移的

Jα18k .o .小鼠作为阴性对照。数据来自两个独立实验每组的4只小鼠。Jα是NKT缺陷小鼠

(Cui，J.等人Science  278，1623-6(1997)。

[0048] 图9显示肺部TL1A/TNFR25介导的NKT细胞和Th2极化的CD4细胞的触发模型。该模

型显示TL1A和TNFR25之间潜在的相互作用，其有助于IL-13的产生和AHR的诱导。先前已经

给出了需要NKT细胞的IL-13产生的证据(Akbari，O.等人，Nat  Med  9，582-8(2003))。该文

显示对于肺部炎症、CD11c+细胞的TL1A表达和通过TNFR25的CD4Th2效应物的共刺激，NKT细

胞中的TNFR25信号传递的需求。因为CD4效应物能够表达TL1A，有可能CD4和NKT细胞之间的

TL1A/TNFR25相互作用提供它们在哮喘中协同作用的分子联系。此外，其他肺相关细胞可能

表达TL1A并促进引发肺部炎症。

[0049] 图10描述小鼠接受1百万OT-I-gfp静脉注射的试验的结果。2天后它们接受指定剂

量的溶于PBS的卵清蛋白的腹腔内免疫(蓝色曲线)；利用EG7-gp96-Ig或者3T3-ova-gp96-

Ig-24小时内注射细胞分泌gp96-Ig的数量(以ng计)标示在横坐标上；3T3-ova-24小时内注

射细胞分泌卵清蛋白的数量标示在横坐标上。5天后，通过流式细胞术检测腹膜腔(PEC)和

脾中的OT-I扩增。用3T3-ova-gp96-Ig免疫后，CD8细胞中OT-I的比例在PEC中达到50％，在

脾中达到8％。

[0050] 图11A显示抗TNFR25mAb  4C12起激动性作用和杀伤TNFR25转染EL4细胞而不是野

生型EL4的试验的结果。在图11B，在EG7-gp96-Ig免疫后24小时和72小时，腹腔内给予50μg

激动性4C12或者拮抗性抗TL1A  L4G6或者对照IgG。4C12造成OT-I扩增的8-10倍增加和腹腔

渗出细胞的加倍(每组n＝4只小鼠)。抗TL1A抑制CD8扩增。

[0051] 图12显示热休克蛋白gp96对CD8细胞的交叉初免。用gp96-Ig和卵清蛋白转染疫苗

细胞(同种异体的或者同系基因型的)，因此它们分泌gp96-Ig伴侣卵清蛋白肽。利用导致其

活化和gp96_ig与其结合肽的吞噬的DC上的CD91和TLR2/4检测gp96。活化的DC上调B7(不依

赖CD40-L)并通过Kb交叉对付(cross-resent)gp96结合肽(在B6小鼠中)。OT-I是表达gfp的

TCR转基因CD8细胞，其过继转移到对Kb-ova特异的B6小鼠。它们的扩增可以方便的利用绿

色荧光蛋白来检测。

[0052] 图13显示FoxP3阳性CD4+CD25+Tregs表达TNFR25。通过去除B细胞CD8细胞和单核

细胞纯化CD4细胞，然后通过磁力分选CD25进行阳性选择，随后进行活化。

[0053] 图14显示从DSS诱导的结肠炎中缺乏DN  TNFR25-tg小鼠的康复。每组中5只小鼠接
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受含2％DSS的饮用水共8天，然后恢复到正常水。

[0054] 图15显示TNFR25信号传递消除Treg抑制。

[0055] 图16显示gp96-Ig腹腔内兔疫后，Gfp-OT-I定位到粘膜。小鼠通过过继转移接受1

百万gfp-OT-I静脉注射。2天后，小鼠腹腔内接受4百万EG7-gp96-Ig(左)或者4百万EG7(右

栏)作为刺激物。4天后，除了对PEC、脾和淋巴结中进行细胞的常规分析外，分析IEL、派氏淋

巴结(Peyer′s  patches)和LPL中的gfp-OT-I比例。

[0056] 图17显示SEQ  ID  NOs：1-7和SEQ  ID  NO：16和选定的公共数据库登录号。

[0057] 发明详述

[0058] 本发明的目的是提供利用免疫调节剂的新的组合物和方法，所述免疫调节剂能够

刺激或者间接增强免疫系统或者在其它情况下具有免疫抑制效果。此处公开的TNFR25激动

剂代表生物效应调节剂，当给予肿瘤疫苗时，所述生物效应调节剂改变机体细胞免疫防御

和癌细胞之间的相互作用以加强、指导或者修复机体抵抗癌症的能力。此处公开的TNFR25

特异性毒性剂能够通过去除癌症患者天然存在的免疫抑制细胞，增强化疗方案的效果。此

处公开的TNFR25激动剂还具有愈合作用。在其他情况下，它们可以用于治疗诸如炎症性肠

病引起的疾病慢性炎症。此处公开的TNFR25拮抗剂能够抑制CD8T细胞介导的细胞免疫应

答，例如能够治疗哮喘和减轻组织移植后的器官或者组织排斥。

[0059] 1.定义

[0060] 在描述本发明时，将使用下列术语，如下面所示进行定义。

[0061] “抗原”包括可以被抗体分子特异结合的任何物质。因此，术语“抗原”包括生物分

子，包括但不限于，简单的中间代谢物，糖，脂，自体酸(autoacids)，以及激素以及大分子例

如复合糖类，磷脂，核酸和蛋白。

[0062] 抗原组合物可以包括抗原(例如，肽或者多肽)，编码抗原的核酸(例如，抗原表达

载体)，或者表达或者展现抗原的细胞。参见美国公开号2003/0185840，在此以参考将其完

整引入。

[0063] “免疫原”是一种大分子抗原，能够引发淋巴细胞活化，导致抗原特异性免疫应答。

因此免疫原包括任何包含一种或者多种抗原决定簇的分子，所述抗原决定簇将刺激宿主的

免疫系统以起始分泌的、体液的和/或细胞抗原-特异性应答。

[0064] 术语“抗体”包括多克隆和单克隆抗体制品。本发明的抗体可以在任何哺乳动物中

制备，包括小鼠，大鼠，兔子，山羊和人。抗体可以是下列免疫球蛋白类中任意一类的成员：

IgG，IgM，IgA，IgD，或者IgE，和其亚类，优选的是IgG1抗体。

[0065] 术语抗体还指本说明书所述抗体的功能同等物。功能同等物具有与那些抗体相当

的结合特征，包括，例如，嵌合、杂交、人源化和单链抗体及其片段。产生这类功能同等物的

方法公开于PCT申请WO93/21319，欧洲专利申请号239,400；PCT申请WO  89/09622；欧洲专利

申请338,745；和欧洲专利申请EP  332,424。功能同等物包括多肽，所述多肽具有与本发明

抗体的可变或者高变区的氨基酸序列基本上相同的氨基酸序列。“基本上相同”的氨基酸序

列此处定义为与另一氨基酸序列具有至少70％，优选的至少大约80％，和更优选的至少大

约 9 0 ％ 同 源 性 的 序 列 ，按 照 P e a r s o n 和 L i p m a n 的 F A S T A 搜 索 法 检 测 ，

Proc.Natl.Acad.Sci.USA  85，2444-2448(1988)。

[0066] 此处使用的术语“单克隆抗体”是指具有同质性抗体群的抗体组合物。该术语不限
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于抗体的物种或者来源，也不受其制备方法的限制。该术语包括全体免疫球蛋白。

[0067] 制备多克隆和单克隆抗体的方法是本领域已知的。通过目标抗原免疫合适的动

物，例如小鼠，大鼠，兔子，羊或者山羊，产生多克隆抗体。为了增强免疫原性，在免疫前抗原

可以连接到载体。合适的载体通常是大的、代谢缓慢的大分子例如蛋白，多糖，聚乳酸，聚乙

醇酸，聚合氨基酸，氨基酸共聚物，脂聚集物(例如油滴或者脂质体)，和失活的病毒颗粒。这

类载体对本领域普通技术人员来说是公知的。此外，抗原可以偶联到细菌类毒素，例如来自

白喉，破伤风，霍乱，等等的类毒素，以增强其免疫原性。

[0068] 当需要大量血清时，优选的用兔子、绵羊和山羊制备多克隆血清。这些动物之所以

是好的设计选择，还因为标记的抗兔子、抗羊和抗山羊抗体的提供。通常通过在盐水中，优

选的在佐剂例如弗氏完全佐剂(“FCA”)中，混合或者乳化抗原，并且肠胃外的注射混合物或

者乳剂(通常皮下或者肌内的)，进行免疫。通常2-6周后，用盐水中、优选弗氏不完全佐剂(″

FIA″)中的抗原进行一次或者多次注射后，对动物加强免疫。也可以利用本领域已知的方

法，通过体外免疫产生抗体。然后从免疫动物获得多克隆抗血清。

[0069] 通常利用以下方法制备单克隆抗体：Kohler和Milstein，Nature(1975)256：495-

497，或者其改进，或者Campbell的″MonoclonalAntibody  Technology，The  Production 

and  Characterization  of  Rodentand  Human  Hybridomas″Burdon等人，Eds.，Laboratory 

Techniques  inBiochemistry  and  Molecular  Biology，Volume  13，Elsevier 

SciencePublishers，Amsterdam(1985)；以及利用Huse等人在Science  246，1275-1281

(1989)中描述的重组DNA方法。

[0070] 通常，按照上述方法免疫小鼠或者大鼠。但是，不是从动物取血以获得血清，而是

摘除脾(和可选的若干大的淋巴结)并将其解离成单细胞。如果需要，通过将细胞悬液经过

包被抗原的板或者孔，可以筛选脾细胞(在去除非特异性粘附细胞后)。表达对抗原特异的

膜结合免疫球蛋白的B细胞，将与板结合，不会随剩余的悬浮液被洗掉。然后诱导所获B细胞

或者所有解离的脾细胞与骨髓瘤细胞融合以形成杂交瘤，在选择培养基(例如，次黄嘌呤，

氨基蝶呤，胸腺嘧啶核苷培养基，“HAT”)中培养。然后通过有限稀释将所获杂交瘤种到板

上，检测与免疫抗原特异结合(并且不和无关抗原结合)的抗体的产生。然后在体外(例如，

在组织培养瓶或者空心纤维反应器)，或者体内(例如，在小鼠腹水中)培养挑选的单克隆抗

体-分泌杂交瘤。

[0071] “抗原结合部位”，或者“结合部分”是指参与抗原结合的免疫球蛋白分子部分。抗

原结合部位由重(“H”)和轻(“L”)链的N端可变(“V”)区氨基酸残基形成。位于重和轻链V区

的3个高度变异的伸展(stretches)被称为“高变区”，其插入称为“框架区”或者“FR”的更保

守的侧翼伸展之间。因此术语“FR”是指天然存在于免疫球蛋白的高变区之间和附近的氨基

酸序列。在抗体分子中，轻链的3个高变区和重链的3个高变区在三维空间中彼此相对排列

形成抗原结合表面。抗原结合表面与结合抗原的三维表面互补，每条重和轻链的3个高变区

被称为“互补决定区”或者“CDR”。

[0072] 此处使用的术语“免疫特异性”，“免疫结合”和“免疫结合性质”是指免疫球蛋白分

子和抗原之间存在的类型之间的非共价相互作用，所述免疫球蛋白对该抗原是特异的。免

疫结合相互作用的强度或者亲合力可以表示为相互作用的解离常数(Kd)，其中更小的Kd表

示更强的亲合力。可以利用本领域公知的方法定量所选多肽的免疫结合性质。这类方法需
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要测定抗原结合部位/抗原复合物形成和解离的速率，其中所述速率取决于复合物伴侣的

浓度，相互作用的亲合力和双向等同影响速率的几何参数。因此，通过计算结合和解离的浓

度和实际速率可以确定“开速率常数(on  rate  constant)”(Kon)和“关速率常数(off 

rateconstant)”(Koff)。Koff/Kon的比例能够去除所有和亲合力无关的参数，因此等于解离常

数Kd。通常参见Davies等人(1990)Annual  Rev.Biochem.59：439-473。

[0073] 本领域已知许多治疗有效的分子，所述分子包括能够展示抗体分子的免疫结合性

质的抗原结合部位。蛋白水解酶木瓜蛋白酶优选的切割IgG分子产生若干片段，其中两个

(“F(ab)”片段)均包括一个共价杂二聚体，该杂二聚体包括完整的抗原结合部位。酶胃蛋白

酶能够切割IgG分子得到若干片段，包括“F(ab′)2”片段，该片段包括两个抗原结合部位。通

过优先对IgM，很少情况下对IgG或者IgA免疫球蛋白分子的蛋白水解切割，产生“Fv”片段。

但是，Fv片段更常见的是利用本领域已知的重组技术获得。Fv片段包括非共价VH::VL杂二

聚体，该杂二聚体包括保留天然抗体分子的大部分抗原识别和结合能力的抗原结合部位。

Inbar等人(1972)Proc.Nat.Acad .Sci.USA  69：2659-2662；Hochman等人(1976)Biochem 

15：2706-2710；和Ehrlich等人(1980)Biochem  19：4091-4096。

[0074] 单链Fv(“sFv”)多肽是共价连接的VH::VL杂二聚体，由通过肽-编码连接子连接的

包括VH-和VL-编码基因的基因融合物表达。Huston等人(1988)Proc.Nat.Acad.Sci.USA  85

(16)：5879-5883。已经描述了许多识别用于将抗体天然聚集的-但化学分离的-轻和重多肽

链的V区转入sFv分子的化学结构的方法，该sFv分子将折叠形成与抗原结合部位结构基本

上类似的三维结构。参见，例如，Huston等人的美国专利5,091,513和5,132,405；Ladner等

人的美国专利4,946,778。

[0075] 此处使用的“同源抗原”是指CD8T细胞受体(TCR)的免疫特异的抗原。这类抗原，通

常衍生自例如病原体、移植组织(同种抗原)和肿瘤细胞，被免疫系统识别为非自身的。同源

抗原与其CD8T细胞受体的结合导致T细胞的克隆性增殖。然后扩增的同源CD8T细胞群能够

诱发抵抗侵入同源抗原来源的细胞免疫应答。

[0076] 本发明的抗体还可以用于制备“免疫毒素”。杂交分子组合了抗体的特异性或者具

有毒素毒性的抗原。因而，免疫毒素分子具有抗原结合部分和毒性剂部分。免疫毒素优选的

是对细胞表面分子例如TNFR25特异的，并促进毒性剂输送到表达上述细胞表面分子的细

胞。

[0077] 优选的，“毒性剂”对其输送到的细胞具有细胞抑制和/或细胞毒性作用。优选的毒

性剂是，例如，放射性同位素，荧光剂，化学发光剂，酶，酶底物，酶辅因子，酶抑制剂，染料，

和金属离子。毒性剂包括但不限于碘-131，铟-111，和锝-99m，锝-99m，铟-111，钇-90，阿霉

素(Yang等人，(1988)Proc.Natl .Acad .Sci .USA  85：1189-1193)，柔红霉素(Diener等人

(1985)Science  231：148-150；Dillman等人(1988)Cancer  Res.48：6097-6102)，甲氨喋呤

(Uadia  et  al，(1985)J  Natl  CancerInst.74：29-35；Deguchi等人(1986)Cancer  Res.46：

3751-3755)，和苯丁酸氮芥(Symth等人(1986)J  Immunol.137：3361-3366)。其他毒性剂包

括蓖麻毒，相思豆毒素，白喉毒素和假单胞菌属外毒素，或者其酶活性部分(A链)。参见，例

如，Frankel等人的美国专利4,753,894；Nevelle，等人(1982)Immunol  Rev  62：75-91；Ross

等人(1980)European  J  Biochem  104；Vitteta等人(1982)Immunol  Rev  62：158-183；Raso

等人(1982)Cancer  Res  42：457-464，和Trowbridge等人(1981)Nature  294：171-173。还包
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括酶活性毒素及其片段，例如蒴莲根毒素，α-帚曲菌素(alpha-sarcin)，油桐蛋白，石竹素

蛋白，美洲商陆(Phytolaccaamericana)蛋白(PAPI，PAPII，和PAP-S)，苦瓜抑制剂，泻果素，

巴豆毒素，石碱花(sapaonaria  officinalis)抑制剂，白树毒素，mitogellin，局限曲菌素，

酚霉素，和伊诺霉素。

[0078] “毒性剂”还可以是化疗剂。此处使用的术语“化疗剂”通常涉及给药以停止、减缓

或者逆转不需要的细胞增殖的化合物。优选的这类药剂具有抗增殖效果。

[0079] 化疗剂可以是抗代谢产物例如5-FU，例如，基于5-FU的化疗法，包括给药5-FU，其

衍生物，单独或者与其他化疗剂联用，例如甲酰四氢叶酸或者DPD抑制剂，例如尿嘧啶，5-乙

炔基尿嘧啶，溴乙基尿嘧啶，胸腺嘧啶，苄基羟苄基尿嘧啶(benzyloxybenzyluracil，BBU)

或者5-氯-2，4-二羟基吡啶。此外，已经发现与5-FU或者其衍生物与DPD抑制剂5-乙炔基尿

嘧啶联用相比，化学式(I)的5′-脱氧-胞苷衍生物和5-FU或者其衍生物的共给药显著促进

化疗剂选择性输送到肿瘤组织。

[0080] 或者，遗传毒性剂是那些形成持久基因组损伤的药剂，优选的在临床控制不需要

的细胞增殖中用作化疗剂。遗传毒素诱导的DNA损伤的细胞修复的速率，以及细胞分裂周期

中细胞生长的速率，影响遗传毒素疗法的结果。用于治疗众多癌症的一类遗传毒性化合物

是DNA烷化剂和DNA插入剂。补骨脂素是已知可用于皮肤疾病例如牛皮癣、白癜风、真菌感染

和皮肤T细胞淋巴瘤的光化学治疗的遗传毒性化合物。Harrison′s  Principles  of 

Internal  Medicine，Part  2CardinalManifestations  of  Disease，Ch .60(12th 

ed .1991)。另一类遗传毒性化合物，其成员能够烷基化或者插入DNA，包括合成的和天然来

源的抗生素。本发明尤其感兴趣的是抗肿瘤抗生素，包括但不限于下列代表的化合物种类：

安吖啶；放线菌素A、C、D(或者称为更生霉素)或者F(或者称KS4)；重氮乙酰丝氨酸；博来霉

素；洋红霉素(carubicin)，柔红霉素(daunorubicin)，或者14-羟基柔红霉素(阿霉素或者

多柔比星)；丝裂霉素A、B或者C；米托蒽醌；普卡霉素(光辉霉素)；等等。另一类经常使用和

烷基化DNA的遗传毒性剂包括卤代乙基亚硝脲(haloethylnitrosoureas)，尤其是氯乙基亚

硝脲。这一大类的代表成员包括亚硝脲氮芥，吡葡亚硝脲，福莫司汀，环己亚硝脲，嘧啶亚硝

脲，雷莫司汀和链脲佐菌素。卤代乙基亚硝脲第一药剂可以是任意上述代表化合物的类似

物或者衍生物。

[0081] 当前可以通过铂配位化合物例如顺铂或者奥沙利铂控制的肿瘤包括包括睾丸、子

宫内膜、颈、胃、扁平细胞、肾上腺皮质和小细胞肺癌以及成神经管细胞瘤和成神经细胞瘤。

其他细胞毒性抗癌治疗剂包括，例如，用于睾丸癌的BEP(博来霉素，鬼臼乙叉甙，顺铂)，用

于膀胱癌的MVAC(氨甲蝶呤，长春花碱，多柔比星，顺铂)，用于非小细胞肺癌治疗的MVP(丝

裂霉素C，长春花碱，顺铂)。

[0082] 另一类遗传毒性剂，其成员烷基化DNA，包括硫和氮芥。这些化合物主要通过在鸟

嘌呤的N7原子形成共价加合物来损伤DNA。这大类的典型成员包括苯丁酸氮芥，环磷酰胺，

异磷酰胺，苯丙氨酸氮芥，氮芥(mechloroethamine)，新氮芥(novembicin)，氯乙环磷酰胺，

等等。与所选细胞基因组中特异序列共价或者非共价相互作用的寡核苷酸或者其类似物也

可以用作遗传毒性剂，如果需要选择一个或者多个预定的基因组靶标作为基因组损伤的部

位。

[0083] 另一类药剂，其成员烷基化DNA，包括氮丙啶和甲基三聚氰胺。这些类例如包括六
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甲密胺(六甲三聚氰胺)，三亚乙基磷酰胺(TEPA)，三亚乙基硫化磷酰胺(ThioTEPA)和三乙

烯胺三嗪。

[0084] 其他类的DNA烷化剂包括烷基磺酸盐，以白消安为代表；azinidines，以苄替派为

代表；和其他，以例如丙脒腙、米托蒽醌和甲基苄肼为代表。每一类均包括各自代表化合物

的类似物和衍生物。

[0085] 在一个实施方式中，化疗剂是诸如EGFR和HER2-neu的受体酪氨酸激酶的抑制剂，

并用作增殖细胞生长的选择性抑制剂。例如，erbstatin，一种EGF受体酪氨酸激酶抑制剂，

减缓表达EGFR的人癌细胞的生长。苯乙烯的不同衍生物据称也具有酪氨酸激酶抑制性质，

可用作抗瘤剂。两种这类苯乙烯衍生物是I类RTK抑制剂，其效果已经通过减缓注入裸鼠的

人鳞状细胞癌的生长证明。一些4-苯胺喹唑啉衍生物可用作受体酪氨酸激酶的抑制剂。这

些化合物显示的非常紧密的结构-活性之间的关联提示清楚确定的结合模式，其中喹唑啉

环结合在腺嘌呤口袋内，而苯胺基环结合在相邻的、唯一亲脂性的口袋内。已经在临床上对

作为抗癌药的3种4-苯胺喹唑啉类似物(两种可逆的和一种不可逆的抑制剂)进行了评估。

此外，单克隆抗体曲妥单抗(HerceptinTM)用于治疗过表达HER2-neu的转移性乳腺癌。

Scheurle，等人，Anticancer  Res  20：2091-2096，2000。

[0086] “表达载体”是任意的遗传成分，例如，质粒、染色体、病毒、表现为细胞内多核苷酸

复制的自主单位(即，能够在其自身控制下复制)或者使其能够通过插入宿主细胞染色体进

行复制，具有与其结合的另一多核苷酸片段，以引起所结合的片段的复制和/或表达。合适

的载体包括，但不限于病毒、质粒和粘粒。

[0087] 表达载体包含“表达盒”，所述表达盒包括待转录的多核苷酸序列，该序列与影响

载体连接或者插入所需宿主细胞并影响待表达的多核苷酸的转录的多核苷酸序列进行可

操作的连接。这类序列包括影响转录的启动子序列，增强转录的增强子序列，核醣体结合位

点序列和转录和翻译终止序列。或者，可能无需将载体连接或者整合入宿主细胞DNA序列，

表达载体就能够直接表达其编码的核酸序列产物。

[0088] 术语“可操作的连接”是指一条DNA片段与另一条DNA片段连接，这种方式使这些片

段以预期的方式发挥功能。编码基因产物的DNA序列被可操作的连接到调控序列，当其被连

接到调控序列时，例如，启动子，增强子和/或沉默子，这种方式能够直接或者间接的调控

DNA序列的转录。例如，当一DNA序列相对启动子的转录起始位点连接到启动子的下游，相对

转录起始位点在正确的读码框中并允许转录沿着DNA序列进行延伸时，该DNA序列被可操作

的连接到启动子。当增强子或者沉默子连接到DNA序列的方式使DNA序列的转录分别增强或

者减弱时，增强子或者沉默子被可操作的连接到编码基因产物的DNA序列。增强子和沉默子

可以位于DNA序列编码区的上游、下游或者嵌入其中。如果信号序列可以表达为参与多肽分

泌的前蛋白，则作为信号序列的DNA被可操作的连接到编码多肽的DNA。通常利用本领域技

术人员已知的限制性核酸内切酶在合适的限制性位点或者通过接头或者连接子插入序列

之中，实现DNA序列与调控序列的连接。

[0089] 此处使用的“小分子”是指设计与已知涉及特定疾病状态的特定蛋白相互作用的

分子量合成化合物。这类化合物文库可以利用例如组合化学轻易地合成，可利用常规技术

筛选TNFR25激动/拮抗活性。

[0090] 术语“TNFR-SF25”，“TNFR25”或者“DR3”对于以往不清楚其完整生物功能的TNF受
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体家族的成员，在本文中可以互换使用。参见美国专利6,713 ,061，和Borysenko，等人，

Biochem  Biophys  ResCommun .2005Mar  18；328(3)：794-9，Sheikh，等人，Curr.Cancer 

DrugTargets.2004Feb；4(1)：97-104，在此以参考的方式将其完整引入。但是，本发明人做

出了许多重要的发现。编码小鼠TNFR25的cDNA序列如SEQ  ID  NO：1所示。编码人TNFR25的

cDNA序列如SEQ  ID  NO：2所示。

[0091] 与TNF-R家族的任何其他成员不同，发现DR3表达受选择的mRNA剪接的控制。静止

的T细胞很少或者几乎不表达DR3蛋白，但包含高水平的随机剪接的DR3mRNA。通过T细胞受

体活化T细胞时，蛋白激酶C(PKC)被活化。PKC活化依次介导全长DR3的正确剪接和蛋白的表

面表达。这种对DR3表达的独特调控允许DR3蛋白在T细胞中快速表达，并通过影响控制DR3

剪接和表达的PKC水平能够实现对DR3表达的环境调控。

[0092] DR3还参与共刺激T细胞极化和刺激Th2极化细胞中IL-13和IL-10的产生。这是一

个重要的发现，因为在其他情况下，IL-10的产生在抑制炎症性肠病中起着关键作用。

[0093] 在T细胞活化和抗原暴露时，T细胞中TNFR25的转基因表达介导细胞因子的TH2极

化和抗体产生。此外转基因TNFR25部分抑制TCR驱动的CD4和CD8细胞增殖，并减少淋巴器官

中T细胞总数而且不诱导凋亡。CD8细胞比CD4细胞更受TNFR25的影响。因此，通过造成针对

TH2或者针对混合TH1/TH2应答的续发极化，TNFR25信号传递在对病原体的效应物应答中非

常重要。

[0094] 在小鼠的哮喘模型中，TNFR25转基因小鼠对抗原诱导的气道炎症高度敏感，在通

过吸入接触抗原时在肺中产生IL-13和嗜酸性粒细胞的数量增加。当与野生型小鼠比较时，

表达显性阴性形式TNFR25的转基因小鼠显示对气道高反应性增强的抗性。

[0095] 此处“TL1A”是指TNF-样因子，其通过包含结合死亡结构域的受体DR3，作为IFN-γ

分泌的共刺激物。TL1A，和TNF一样，据推测也作为同源三聚体的可溶形式进行循环。因此，

此处使用的“可溶性TL1A”是指同源三聚体TL1A。该术语不限于任何种类的特异形式。但是，

人TL1A单体的cDNA序列如SEQ  ID  NO：7所示，小鼠的如SEQID  NO：3所示。

[0096] 已经表明TL1A通过作为Th1极化细胞因子，在炎症性肠病(IBD)中发挥作用。已经

证明TL1A蛋白的数量和TL1A阳性细胞的数目与炎症的严重程度相关联，最明显地是在克罗

恩氏病(CD)中。还证明向来自CD患者的受PHA刺激的固有层单个核细胞培养物中添加重组

人TL1A，显著增加IFN-γ产生达到4倍，而在对照患者中只观察到很小的影响。此外，阻断抗

TL1A的抗体能够改善野生型小鼠的哮喘，表明TNFR25和TL1A涉及哮喘的发病机理。

[0097] 人体受体通过被天然(例如激素，细胞因子和神经递质)或者合成(例如药物，例

如，抗体或者小分子)激动剂刺激或者抑制来起作用。

[0098] 此处“TNFR25激动剂”是指结合TNFR25受体并在细胞中触发应答的物质，所述细胞

中TNFR25受体的表达类似于将细胞暴露于天然TNFR25配体，例如TL1A时观察到的应答。激

动剂在含义上是拮抗剂的反义词，虽然拮抗剂也能结合受体，但它不能活化受体，实际上是

完全的或者部分的阻断由内源或者外源激动剂引起的活化。部分激动剂活化受体，但不造

成和完整激动剂同样的生理变化。

[0099] 作为TNFR25激动剂，可溶性TL1A可以用治疗剂形式给药患者，以增强给定细胞群

中TNFR25受体的活化。或者，TNFR25激动剂的另一个实例是能够结合和活化TNFR25的抗体。

例如，单克隆抗体4C12结合和活化TNFR25信号途径。在另一个实施方式和本发明背景下，
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TNFR25激动剂可以源自具有表达盒的表达载体，所述表达盒能够异位驱动TNFR25激动剂抗

体和/或TL1A蛋白在选定位置或者选定时间进行转基因表达。在另一个实施方式中，通过一

种具有能够驱动TNFR25自身的转基因表达的表达盒的表达载体提供导致组织中TNFR25信

号传递增强的TNFR25激动剂。这在组织中需要增强TNFR25信号的情况下是有用的，其中相

对于受体存在过量的外源或者内源TNFR25激动剂。

[0100] 此处“TNFR25拮抗剂”是指抑制TNFR25受体正常生理机能的物质。这类药剂通过干

扰内源受体激动剂/配体例如TL1A与TNFR25受体的结合起作用。TNFR25拮抗剂的一个实例

是显性阴性TNFR25受体。优选地，此处使用的TNFR25拮抗剂是对TL1A特异的抗体，它干扰

TL1A活化TNRF25受体的能力。最优选地，该抗体是单克隆抗体L4G6。在另一个实施方式中，

TNFR25拮抗剂是TNFR25的胞外部分或者TNFR25的选择剪接形式与免疫球蛋白的Fc部分或

者任何其他合适的融合伴侣的融合蛋白。在另一个实施方式中，TNFR25拮抗剂是TNFR25的

可溶性形式，通过在跨膜结合结构域上截断制备，其或者作为其他剪接形式或者作为人工

构建物。在另一个实施方式中，TNFR25拮抗剂是特异结合TNFR25并干扰其结合天然配体的

抗体。在另一个实施方式中，TNFR25拮抗剂可以是具有表达盒的表达载体，所述表达盒能够

驱动反义mRNA、RNAi或者核糖酶的转基因表达，所述反义mRNA、RNAi或者核糖酶能够在选定

位置或者选定时间敲除内源TNFR25和/或TL1A  mRNA的转录和/或翻译。在另一个实施方式

中，通过提供具有能够驱动显性阴性TNFR25转基因表达的表达盒的表达载体，可以在组织

中减弱TNFR25信号传递。

[0101] TNFR25拮抗剂或者激动剂可以采用适体的形式。“适体”是基于结合其他分子的能

力选自随机库(pools)的DNA或者RNA分子。在一个实施方式中，适体特异结合TNFR25以阻断

与其天然配体例如TL1A的结合，或者结合TL1A自身，从而阻止其结合TNFR25。在另一个实施

方式中，适体特异结合TNFR25受体并活化它。

[0102] 此处使用的“显性阴性”或者“DN”是指外源给予的TNFR25结构变异体，用于封闭内

源TNFR25。例如，摩尔过量的DN将与内源TNFR25竞争结合TNFR25配体，例如TL1A。除了缺失

胞内结构域以外，DN优选地与野生型TNFR25相同。或者，除了缺失跨膜和胞内结构域以外，

DN与野生型TNFR25相同。小鼠DN  TNFR25的编码序列如SEQID  NO：4所示。人DN  TNFR25的编

码序列如SEQ  ID  NO：5所示。只包含胞外结构域的人DN  TNFR25的编码序列如SEQ  ID  NO：6

所示。

[0103] 本发明还涉及与SEQ  ID  NOs：3-7基本上相同的编码序列。技术人员还清楚与SEQ 

ID  NOs：3-7基本上相同的寡聚核苷酸序列分别可以不同于SEQ  ID  NOs：3-7，相对于至少一

个核苷酸碱基的相同。但是，所有与SEQ  ID  NOs：3-7基本上相同的寡聚核苷酸序列将在严

紧条件(如此处定义)下分别与SEQ  ID  NOs：3-6互补序列的全部或者部分(即，靶序列)杂

交。术语“杂交特异地”或者“特异地杂交”是指寡聚核苷酸(例如，引物或者标记探针)和靶

序列之间的互补杂交。术语特异的包含少量错配，该错配是可以接受的，通过降低杂交介质

的严紧性来实现PCR聚合酶所需的引发或者杂交信号的检测。

[0104] 在严紧杂交条件下，只有高互补的，即基本上相同的核酸序列才能杂交。优选地，

这类条件阻止20个连续核苷酸中具有3个或者更多错配的核酸杂交，更优选地20个连续核

苷酸中具有2个或者更多错配，最优选地20个连续核苷酸中具有1个或者更多错配。杂交核

酸的杂交部分与靶序列或者其互补序列的序列至少大约90％相同，优选地至少大约95％，
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或者最优选地大约至少大约98％。

[0105] 下面定义了与核酸样本在严紧条件下的核酸杂交。核酸双链或者杂交稳定性表示

为熔解温度(Tm)，这是探针从靶DNA解离的温度。该熔解温度用于限定所需的严紧条件。如

果待测序列与探针基本上相同，而不是相同，则首先确定在特定浓度的盐(例如SSC或者

SSPE)条件下只有同源杂交发生的最低温度是有用的。然后假定1％错配导致Tm降低1℃，杂

交反应中最终洗涤的温度相应降低(例如，如果序列与探针具有＞95％的同一性，最终洗涤

温度降低5℃)。实际上，每1％错配的Tm变化在0.5℃和1.5℃之间。

[0106] 严紧条件包括68℃下在5×SSC/5×Denhart′s溶液/1.0％SDS中杂交，和室温下在

0.2×SSC/0.1％SDS中洗涤。中等严紧条件包括42℃下在3×SSC中洗涤。可以改变盐浓度和

温度的参数以实现引物和靶核酸之间同一性的最适水平。很容易在本领域找到关于这类条

件的其他教导，例如，Sambrook，Fischer和Maniatis，Molecular  Cloning，alaboratory 

manual，(2nd  ed .)，Cold  Spring  Harbor  Laboratory  Press，NewYork，(1989)and 

F .M.Ausubel等人eds.，Current  Protocols  in  MolecularBiology，John  Wiley和Sons

(1994)。

[0107] 此处作为术语使用的“免疫抑制剂”是治疗炎性疾病和促进器官移植必需的重要

药物。例如，环孢菌素A(CsA)具有相当的免疫抑制活性。它极大促进了器官移植，通常在自

身免疫疾病的治疗中使用。关于CsA用途和作用机理的综述可以参见Wenger等人；

Cyclosporine  Chemistry，Structure-activity  relationships  and  Mode  of  Action，

Progress  in  ClinicalBiochemistry  and  Medicine，Vol.2，176(1986)。但是，CsA药效大，

可能具有严重的副作用例如肾衰竭、骨髓抑制和不育症。

[0108] 皮质激素因其抗炎效果而被用于炎性病症。它们作用迅速，深切影响免疫系统的

诸多部分以及大多数其他身体系统。皮质激素是治疗大多数类型血管炎的基础，常和其他

免疫抑制药物联用。但是，皮质激素的长期使用也可能具有严重的副作用包括高血压、体重

增加、痤疮和脸水肿。其他免疫抑制剂包括咪唑硫嘌呤，氨甲蝶呤，环磷酰胺，巯基嘌呤，他

克莫司和霉酚酸酯。

[0109] 作为常见物质，激动剂和拮抗剂可以作为被吞服、注射、吸入的组合物对患者给药

或者经由栓剂给药。或者，组合物可以配制成滴耳剂或滴眼剂。

[0110] 此处使用的术语“哮喘”包括任何特征为阵发性呼吸困难反复发作的哮喘状态

(即，“可逆性阻塞性气道疾病”)，表现为支气管痉挛性收缩(通常所说的“支气管痉挛”)造

成的喘鸣。根据本发明可以治疗乃至预防的哮喘状态包括变应性哮喘和支气管变态反应，

其特征表现在致敏个体中，由各种因素包括锻炼，尤其是剧烈运动(“锻炼-诱导的支气管痉

挛”)，刺激性颗粒(花粉，灰尘，棉，猫皮屑)引起，以及轻度到中度哮喘、慢性哮喘、严重慢性

哮喘、严重的和不稳定的哮喘、夜间哮喘和精神应激。本发明的方法尤其可用于预防哺乳动

物中哮喘的发作，例如，人类所受的下气道和肺部的可逆阻塞性疾病以及锻炼-诱导的支气

管痉挛的困扰。在此处公开的治疗哮喘的方法中，优选的输送本发明拮抗剂的方法是采用

吸入。

[0111] 存在若干不同类型的装置，它们通常利用不同的机理和方法来产生用于吸入的气

雾剂。最常用的装置是定量吸入器(MDI)，它包括一个具有包括低沸点喷射剂的制剂的药剂

容器。该制剂在压力下装在容器中，当容器阀门打开后，定量制剂释放为气雾剂。当该制剂
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暴露于容器外的大气压力时，低沸点喷射剂很快蒸发或者“闪蒸(flashes)”。无喷射剂的包

含药物的制剂颗粒被吸入到患者的肺部，此后进入患者的循环系统。存在许多不同类型的

MDI装置。这类装置公开于1995年4月11日授权的美国专利5,404,871和1994年11月15号授

权的美国专利5,364,838。

[0112] 另一类型的装置是干粉吸入器(DPI)装置。如其名称所示，这类装置使用干粉制

剂，其粉末通过气体喷发被吹成雾化的云状物。典型的DPI装置见于1998年7月7日授权的美

国专利5,775,320和1998年4月21日授权的美国专利5,740,794。

[0113] 另一类型的气雾剂输送装置通过多孔膜压成制剂。制剂移动通过小孔后分散形成

小颗粒，被患者吸入。这类装置见于1996年8月13日授权的美国专利5,554,646和1996年6月

4日授权的美国专利5,522,385。

[0114] 对于可吸入组合物，合适的载体可以是无定形粉末、结晶性粉末或者无定形和结

晶性粉末组合的形式。合适的材料包括糖类，例如，单糖例如果糖，半乳糖，葡萄糖，D-甘露

糖，山梨糖，等等；二糖，例如乳糖，海藻糖，纤维二糖，等等；环糊精，例如2-羟丙基-β-环糊

精；和多糖，例如棉子糖，麦芽糖糊精，葡聚糖，等等；(b)氨基酸，例如甘氨酸，精氨酸，天冬

氨酸，谷氨酸，半胱氨酸，赖氨酸，等等；(c)有机酸和碱制备的有机盐，例如柠檬酸钠，抗坏

血酸钠，葡糖酸镁，葡糖酸钠，盐酸氨基丁三醇，等等；(d)肽和蛋白，例如天冬酰苯丙氨酸甲

酯，人血清白蛋白，明胶，等等；(e)多羟糖醇，例如甘露醇，木糖醇，等等。优选的载体组包括

乳糖，海藻糖，棉子糖，麦芽糖糊精，甘氨酸，柠檬酸钠，盐酸氨基丁三醇，人血清白蛋白，和

甘露醇。

[0115] 这类载体材料可以在喷雾干燥前与本发明的激动剂或者拮抗剂混合，即，通过将

载体材料添加到用于喷雾干燥的缓冲溶液。用这种方法，该载体材料将与本发明的激动剂

或者拮抗剂颗粒同时形成，并作为它们的一部分。通常，当载体与本发明的激动剂或者拮抗

剂通过喷雾干燥一起形成时，每个单位颗粒中存在的本发明的激动剂或者拮抗剂的重量百

分数范围从5％到95％，优选的从20％到80％。颗粒的其余部分主要是载体材料(通常从5％

到95％，按重量计算一般从20％到80％)，但还包括缓冲液并可能包括如上所述的其他组

分。已经发现颗粒中载体的存在不会显著干扰本发明激动剂或者拮抗剂的全身吸收，所述

颗粒被输送到肺的肺泡区(即，在小于10μm的所需粒度范围内)。

[0116] 或者，载体可以单独制备为干粉形式并通过混和与本发明的激动剂或者拮抗剂干

粉组合。单独制备的粉末载体通常是晶状的(以防止吸水)，但在一些情况下是无定型的或

者是晶状和无定型的混合物。可以选择载体颗粒的粒径以改进本发明激动剂或者拮抗剂粉

末的流动性，范围通常从25μm到100μm。这个粒度范围内的载体颗粒通常不进入肺的肺泡

区，经常在吸入前在输送装置中与本发明的激动剂或者拮抗剂分离。因此，进入肺肺泡区的

颗粒基本上由本发明的激动剂拮抗剂和缓冲物组成。优选的载体是具有上述粒径范围内的

晶状甘露醇。

[0117] 本发明的干粉组合物优选地利用常规方式通过在流动空气或者其他生理可接受

的气流中分散进行雾化。一个适于这类分散的系统描述与共同待决申请序列号07/910 ,

048，其公开为WO  93/00951，在此以参考方式将其完整引入。

[0118] 通过在合适的溶剂例如磷酸钠缓冲盐水中加入所需量的本发明组合物和制剂，然

后进行过滤灭菌，制备无菌注射溶液。此处使用的“生理上可接受的载体”包括对人等等无
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毒的任何及所有的溶剂、分散介质、抗细菌和抗真菌剂。这类介质和药剂用于药学活性物质

的用途是本领域公知的。所述介质或者药剂必须适合保持本发明蛋白链的正确构象及其在

治疗组合物中的用途。组合物中还可以添加辅助活性成分。示范性的药学可接受的载体和

稀释剂以及药物制剂的说明参见于Remington′s  Pharmaceutical  Sciences，本领域的标

准文件，和USP/NF。

[0119] 所述组合物给药的剂量和方式应该根据其特性、剂型、给药途径和其他已知的或

者本领域能够轻易辨别的相关特征来调整。

[0120] 2.TNFR25激动剂作为T细胞极化和肺部炎症的直接增效剂

[0121] TNFR25和其配体TL1A被发现是T细胞极化和肺部炎症的直接增效剂。在激动型

TNFR25-转基因小鼠中观察到的恶化的肺部炎症证明TL1A和TNFR25在肺部疾病中的重要功

能。TNFR25的过表达导致活化时CD4细胞的强Th2偏性。该偏性从而可能导致卵清蛋白模型

(ovalbumin  model)中恶化的肺部炎症。

[0122] 本发明人注意到在鼠哮喘模型中，TNFR25信号途径的阻断导致Th2细胞因子产生

减少，这抑制肺部炎症。CD4细胞上的TNFR25触发Th1和Th2极化细胞的IL-13分泌，起始和加

剧肺部炎症的NKT细胞需要TNFR25信号传递。TNFR25触发的长期IL-13产生还造成慢性肺炎

的继发症(sequaelae)、气道重塑和纤维化，所述慢性肺炎包括但不限于慢性哮喘。在过继

转移实验中显性阴性TNFR25突变体对NKT细胞TNFR25信号的阻断消除了肺部炎症。诸如这

类的TNFR25信号阻断将有利于治疗急性和慢性哮喘和其他肺部病症。

[0123] 在导致肺部炎症的一连串事件中，NKT细胞的IL-13产生是一个早期步骤(Akbari，

O.等人，Nat  Med  9，582-8(2003))。本研究证明NKT细胞在哮喘中的关键功能，因为过继转

移实验表明NKT细胞使用的诱导肺部炎症的主要分子开关是TNFR25。在TCR活化细胞中利用

PKC介导的TNFR25剪接，通过抗原特异性的CD4记忆细胞，TNFR25还具有改变初始效应物应

答的能力。因此TNFR25在肺中记忆应答启始的早期起作用。因此，通过抗TL1A或者其他步骤

造成的TNFR25信号阻断中断了事件的级联，从而导致被认为引起哮喘发作的急性肺部炎

症。

[0124] 在野生型小鼠中可以遗传地实现TNFR25的阻断，以及通过两个独立方法的抗体阻

断得到相似的结果。体内干扰TNFR25信号传递导致减少的抗原再刺激的引流支气管淋巴结

产生的IL-13，IL-5和IL-4，并抑制肺部炎症。重要地是，在初免和Th2极化的气道抗原刺激

期间的抗TL1A抗体阻断能够有效抑制肺部炎症，表明TNFR25在肺效应期的直接作用。

[0125] 3.NKT细胞的组成性TNFR25表达和活化T细胞的诱导性表达。

[0126] 为研究TNFR25和其同源配体TL1A的生物功能，按照标准步骤产生仓鼠抗小鼠单克

隆抗体。为了通过流式细胞术可信地检测原代细胞低水平的TNFR25表达，必须开发一种三

层夹心检测法。没有活化的情况下，在初始CD4T细胞中检测到低水平的TNFR25，还在CD8

[0127] T细胞中检测到更低水平的TNFR25，但在B细胞中未检测到(图1a)。此外CD11c+细

胞的一个亚群表达TNFR25。NKT细胞组成性表达相对较高水平的TNFR25，而只有小部分CD3

阴性NK11+细胞显示TNFR25表达(图1a)。在胸腺中，与外周T细胞类似，CD4和CD8单一阳性的

细胞表达TNFR25，而CD4、CD8双阳性和双阴性胸腺细胞不表达TNFR25(图1c)。

[0128] 当用抗CD3和抗CD28活化外周T细胞时，CD4+和CD8+细胞的TNFR25表达均被上调

(图1b)。另一方面B细胞的LPS活化不导致TNFR25表达。鼠TNFR25mRNA在T细胞中组成性表

说　明　书 18/30 页

20

CN 101253199 B

20



达，但与人TNFR25类似进行随机剪接(Screaton，G.R.等人Proc  Natl  Acad  Sci  U  SA  94，

4615-9.(1997))(图2)。活化T细胞中增加的TNFR25蛋白表达与活化诱导的全长TNFR25的剪

接相关，所述全长TNFR25来自随机剪接的TNFR25mRNA。T细胞中TNFR25活化诱导的剪接被化

学抑制剂H7阻断，表明PKC在剪接中的功能(图2)。

[0129] TNFR25在NKT和活化T细胞中的优先表达和其活化诱导的对全长TNFR25的剪接和

表面表达的快速增加提出以下问题，即TNFR25在免疫系统中的生物功能。除了胸腺中阴性

选择的轻度缺陷外，小鼠中敲除TNFR25基因不显示明确的TNFR25缺陷表型。因此，对CD2启

动子和增强子驱动的T细胞表达的TNFR25转基因的生物学影响进行分析。

[0130] 全长TNFR25(FLTNFR25，如图2)和缺失外显子5和6的另一种TNFR25剪接产物(Δ5，

6TNFR25，图2)用于转基因表达。Δ5，6TNFR25缺失编码第4半胱氨酸富集胞外结构域的外显

子5和6。它锚定在膜上，但是，具有类似FL  TNFR25的完整胞内信号传递结构域，并且结合

TL1A和激动型抗TNFR25抗体(4C12)。此外显性阴性突变体，DNTNFR25，其在跨膜结构域后被

截短，表达为转基因，将在下面进行描述。

[0131] 4.TNFR25的转基因过表达促进CD4细胞的Th2极化并在AHR卵清蛋白模型中介导增

加的肺部炎症。

[0132] 对获得并分析各TNFR25转基因的获得4个独立的原代(founders)，并进行分析。所

有原代Δ5，6TNFR25、TNFR25和DNTNFR25中CD2启动子和增强子支持的位置的独立的转基因

表达，在静止T细胞、NKT细胞、NK  NK细胞和CD11c+细胞亚群中显示高水平的表达。B细胞不

表达转基因(图3a)。对转染肿瘤细胞进行的Western印迹，以验证了流式细胞术检测抗体的

可靠性(图3b)，在转基因脾细胞中检测到相同的Western印迹条带，而内源分子低于

Western印迹的检测水平。在Western印迹中利用抗体10D1检测不到Δ5，6剪接形式(图3b)，

表明该抗体结合外显子5或者6。FL  TNFR25的转基因过表达与中枢初级和次级淋巴器官相

对非转基因同窝的T细胞数目减少有关；Δ5，6转基因对细胞含量的影响在胸腺是中等的，

在次级淋巴器官中是不显著的。当比较相等数目的纯化转基因和非转基因同窝的CD4和CD8

细胞时，转基因小鼠中减少的T细胞数目伴随着对抗CD3和CD28刺激应答的增殖的减少(图

3d)。在从24到72小时的所有时间点均观察到减少的增殖。但是，利用佛波酯PMA和Ca离子载

体伊屋诺霉素对TNFR25-tg  CD4或者CD8细胞的刺激恢复了正常增殖，表明转基因细胞的增

殖能力没有内在缺陷。相对于同窝对照，CD3/CD28活化的TNFR25-tg  T细胞通常上调CD25，

只产生大约一半数量的IL-2(图4)。过量IL-2的外源添加没有恢复增殖(图3d)。利用

annexin  V染色进行测定，TNFR25-tg  T细胞的凋亡没有增加(图4)，表明增殖减弱不是由引

起细胞死亡的TNFR25信号造成的。

[0133] FL和Δ5，6TNFR25转染的EL4细胞用于比较由可溶性TL1A、膜结合TL1A(EL4-TL1A)

或者激动型抗TNFR25抗体(4C12)触发的剪接变异体的信号传递特性。利用EMSA检测，所有3

种配体在25分钟内快速诱导NF-κB活化(图3e)。

[0134] 在用板结合的抗CD3和可溶性抗CD28初始活化后，与非转基因同窝相比，FL和Δ5，

6TNFR25转基因细胞产生Th2细胞因子的数量明显增加，包括IL-4，IL-5，IL-13和IL-10(图

3f)。当FL  TNFR25-tg  CD4细胞不是用Δ5，6TNFR25转基因活化时，IFN-γ减少，表明剪接变

异体功能的微小差异。尽管TNFR25转基因CD4细胞的增殖减少，增加的Th2细胞因子产生在

活化24小时内就已经能够检测到，并在之后几天持续增加，表明活化前已存在Th2偏性。
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[0135] 随后检测FL  TNFR25转基因CD4细胞的Th2偏性是否能够在Th1极化条件下被改变。

在Th中性条件，TNFR25-tg  CD4细胞产生与Th2极化条件下野生型CD4细胞一样多的IL-4(图

3g)。Th2极化条件下FLTNFR25-tg细胞的孵育对IL-4或者IL-13的产生没有额外影响，表明

细胞在Th中性条件下的初始活化期间已经被最大程度的Th2极化。但是，通过在培养物中包

括IL-4的抗体并添加外源IL-12，FLTNFR25-tg  CD4细胞能够被极化到Th1。在这些条件下，

FL  TNFR25-tg细胞产生比Th11极化的野生型细胞更高水平的IFN-γ(图3g)，表明TNFR25转

基因还可以共刺激Th1细胞因子。Th1极化的FL  TNFR25-tgCD4细胞，与野生型Th1细胞不同，

还产生IL-13，但只有最小量的IL-4。尽管TNFR25的转基因过表达自发的偏向Th2，但是在合

适的极化条件下也能够共刺激Th1或者Th2型细胞因子的产生。此外，在Th1或者Th2极化条

件下，TNFR25信号传递共刺激IL-13产生。

[0136] 通过免疫和抗体同种型产生的分析对TNFR25-tg小鼠体内的自发Th2偏性进行评

价。利用Δ5，6TNFR25转基因小鼠进行体内试验。对于NF-κB诱导和凋亡的诱导，Δ5，6-

TNFR25显示与FLTNFR25相同的信号传递性质(图3e)，并产生相似的Th2偏性细胞因子模式。

但是，与FL转基因小鼠不同，Δ5，6转基因小鼠在淋巴结(图3c)和脾中具有正常的CD4T细胞

量，因此可以更精确地在体内实验中表现TNFR25功能。

[0137] 相对非转基因同窝，DNP-KLH免疫的TNFR25-tg小鼠产生的抗原特异性IgG1/IgG2a

抗体的比例增加，表明体内Th2型抗体的比例增加(图5a)。如果没有免疫，野生型和转基因

小鼠的IgG1和IgG2a水平相同，证明活化是显示Th2偏性必需的。

[0138] TNFR25-tg  CD4细胞的Th2偏性和它们增加的IL-13产生表明TNFR25过表达可能倾

向于加重哮喘的变态反应肺炎特征，因为IL-13是该病症的标记细胞因子(Elias，J.A，等人

Am  J  Respir  Cell  MoI  Biol28，401-4(2003)。利用用于实验性肺部炎症的小鼠经典卵清

蛋白模型，检测该假设。TNFR25-tg  B6小鼠和野生型对照在第0和5天腹腔内用卵清蛋白和

明矾初免。在第12天，用雾化的卵清蛋白对它们进行气道刺激，在1到3天后进行分析。

TNFR25-tg小鼠的支气管肺泡液(BALF)中包含数量显著增加的嗜酸性粒细胞(图5b)，与血

清中卵清蛋白特异性IgE水平增加(图5d)和支气管淋巴结细胞的卵清蛋白再刺激引起的

Th2细胞因子产生升高(图5e)相关。相对野生型细胞，转基因支气管淋巴结细胞中IFN-γ的

产生减少。TNFR25-tg小鼠肺的组织病理学分析显示大规模嗜酸性粒细胞的血管周围肺部

浸润，增加的支气管粘液产生和PAS染色的杯状细胞增生(图5c)，符合T细胞中TNFR25过表

达引起的肺部炎症恶化。

[0139] 5.在初免小鼠的气道刺激期间TNFR25的遗传或者抗体阻断阻滞肺部炎症。

[0140] 制备TNFR25的显性阴性突变体DN  TNFR25以在气道刺激期间阻断TNFR25信号，DN 

TNFR25表达为CD2启动子和增强子调控下的转基因构建体。DN  TNFR25转基因缺失完整的胞

内信号结构域，但与其跨膜和胞外结构域的全长TNFR25相同。

[0141] 通过流式细胞术检测，转基因DN  TNFR25与激发激动型TNFR25转基因的表达水平

相同(图3a)。利用表面荧光强度检测表达的分子数目，检测到转基因TNFR25表达的表达是

超过内源TNFR25的3到4倍摩尔量。这种DN  TNFR25过表达的水平抑制内源TNFR25的活性。野

生型和DN转基因CD4细胞的初始抗CD3活化刺激Th1和Th2细胞因子的分泌(图4，插图d)。在

野生型细胞的初始抗CD3活化期间，激发动型抗体(4C12)对TNFR25的触发共刺激Th1和Th2

细胞因子产生，但这种对TNFR25的共刺激作用被DN  TNFR25转基因阻断(图6a)，表明转基因
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阻断内源基因的功能。类似地，4C12的激发激动型作用共刺激野生型CD4细胞的增殖，而这

种增殖在DN  TNFR25-tg  CD4细胞中被阻断(图6b)，表明内源TNFR25被抑制。重要地是，CD4

细胞中DN  TNFR25的表达大大减少了细胞二度级活化时通常观察到的、上调的Th2细胞因子

产生，所述细胞已经在Th中性条件下进行初免(图6c)，表明TNFR25信号极大促进Th2极化或

者是Th2极化所需的，并且这些信号被DN转基因阻断。更重要地是，即使在Th2极化条件下，

DNTNFR25-tg细胞也不能被Th2极化，所述条件通过添加IL-4以及IFN-γ和IL-12的阻断抗

体来提供(图6d)。另一方面，即使在非极化(Th中性，ThN)条件下，DN  TNFR25-tg  CD4细胞的

Th1极化也不受影响。因此尽管在CD4细胞的初始活化中TNFR25共刺激Th1和Th2细胞因子的

产生，在体外TNFR25信号表现出是促进Th2极化必需的。Th1极化与TNFR25无关，但Th1细胞

中的TNFR25信号途径促进IL-13产生(图3g)。用DNP-KLH免疫DN  TNFR25-tg小鼠后，DN 

TNFR25-tg小鼠体内TNFR25信号的缺失不影响野生型小鼠中发现的正常IgG1对IgG2a的抗

体比例(图4)。

[0142] 然后，检测DN  TNFR25-tg小鼠在肺部炎症模型中是否具有改变的应答。与野生型

小鼠相比，当通过组织病理学和PAS染色检查时，DN  TNFR25-tg小鼠在气道刺激时显示BALF

中显著减少的嗜酸细胞浸润，缺失的肺部炎症和血清中减少的IgE产生(图6e-图6g)。对来

自气道刺激的DN  TNFR25-tg小鼠的支气管的引流淋巴结用卵清蛋白进行再刺激，显示减少

的Th2细胞因子产生，但IFN-γ产生正常(图6h)。该数据表明TNFR25在肺部免疫应答中起到

关键作用。

[0143] 为证实野生型小鼠中TNFR25阻断的遗传数据，制备小鼠TL1A的单克隆抗体。利用

TNFR25和TL1A转染细胞(图7a，b)，鉴定终止TNFR25信号的TL1A阻断抗体。TL1A转染细胞在

其表面表达TL1A(图7c)，并像其他TNF超家族成员一样，分泌TL1A到上清中。包含TL1A的上

清造成51Cr通过凋亡从FL  TNFR25或者Δ5，6TNFR25转染肿瘤细胞的快速释放，如先前所报

道(Chinnaiyan，A.M.等人Science  274，990-2.(1996)；Kitson，J.等人Nature  384，372-5.

(1996)；Screaton，G.R.等人Proc  Natl  Acad  Sci  U  S  A  94，4615-9.(1997)；Bodmer，J.L.

等人Immunity  6，79-88.(1997)；Marsters，S.A.等人CurrBiol  6，1669-76.(1996)；Tan，

K .B .等人Gene  204，35-46(1997))(图7d)。抗TL1A抗体之一L4G6完全阻断TL1A介导的

TNFR25转染细胞的裂解，而若干其他抗TL1A抗体不起作用或者只介导不完全的裂解抑制

(图7d)。因此选择L4G6抗体用于TL1A的体内阻断，以阻断未发生遗传学改变的野生型小鼠

中的TNFR25信号。按常规用卵清蛋白/明矾免疫小鼠两次。在气道刺激前1天和随后3天，腹

腔内注射50μgL4G6，然后对小鼠进行分析(图7e)。对照接受相同的数量和方案的仓鼠IgG。

在气雾剂刺激期间和之后，以这种方式给药的L4G6抑制嗜酸性粒细胞渗入BALF，阻断过度

粘液产生，和减少体外用卵清蛋白再刺激时支气管淋巴结细胞的Th2细胞因子产生(图7e-

图g)。

[0144] 气雾剂刺激期间抗TL1A对肺部炎症的阻断被气道中TL1A的表达所证明。发现在气

道刺激后而不是气道刺激前，支气管的引流淋巴结中CD11c+细胞亚群表达较低水平的TL1A

(图7h)。在气雾剂刺激前后，支气管淋巴结中所有其他的细胞群都是TL1A阴性的(图7i)。在

卵清蛋白初免或者气道刺激前后的任意时刻，腹股沟淋巴结的CD11c+细胞或者任何其他细

胞类型都不表达TL1A。但是利用抗CD3和抗CD28活化，在纯化的CD4+和CD8+脾或者淋巴结细

胞中可以在24小时内体外诱导TL1A表达(图7j)。LPS活化的增殖B细胞不表达TL1A(图7j)。
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[0145] 6.在抗原初免和气雾剂刺激的NKT缺陷小鼠中，DN  TNFR25转基因NKT细胞未能加

剧肺部炎症。

[0146] 已经显示野生型NKT细胞到NKT缺陷小鼠的过继转移导致卵清蛋白模型中肺部炎

症和气道高反应性的恢复，并且需要NKT细胞产生IL-13(Akbari，O.等人Nat  Med  9，582-8

(2003)；Lisbonne，M.等人JImmunol  171，1637-41(2003)；Meyer，E.H.等人Proc  Natl  Acad 

Sci  U  SA  103，2782-7(2006))。NKT细胞还涉及哮喘患者的病理生理学(Sen，Y .等人J 

Immunol  175，4914-26(2005) .Akbari，O.等人N  Eng1J  Med  354，1117-29(2006))。为确定

在NKT细胞中组成性表达的TNFR25(图1a)是否涉及触发肺部炎症，转移的野生型和DN 

TNFR25-tg  NKT细胞被过继转移入卵清蛋白初免的NKT-缺陷小鼠(Cui，J .等人Science 

278，1623-6(1997))(Jα18k.o.)(图8)。尽管过继转移的野生型NKT细胞在气道抗原刺激时

恢复肺部炎症，但相同数量的DNTNFR25-tg  NKT细胞不能发挥这样的作用。该数据证明NKT

细胞中的TNFR25信号对致敏小鼠接触气道抗原期间引发肺部炎症非常关键。

[0147] 7.TNFR25激动剂作为抗肿瘤免疫应答的直接增效剂

[0148] 成熟的树突状细胞进行一个重要的过程，称为“交叉呈递”，这使得它们能够有效

地激发对肿瘤特异肽特异的T细胞毒性细胞。肿瘤抗原被降解，并在MHC  I类蛋白上呈递给

循环的CD8T细胞。

[0149] 为证明TNFR25激动剂是有效的肿瘤疫苗BRMs，给小鼠注射EG7肿瘤细胞和OT-I细

胞。然后观察OT-I细胞的克隆性增殖。EG7是EL4小鼠腹水淋巴瘤淋巴母细胞，其被遗传改变

以表达卵清蛋白，这是鸡蛋清的主要蛋白成分。小鼠被接种EG7细胞并接受卵清蛋白特异性

T细胞受体转基因细胞(OT-I)的过继转移。通过对肿瘤特异性卵清蛋白抗原的应答，OT-I细

胞在体内作为指示细胞。理论上，小鼠的树突状细胞把肿瘤特异性卵清蛋白呈递给并活化

卵清蛋白特异性(OT-I)T细胞。但是，在这种情况下并且在人肿瘤疫苗试验中经常可以观察

到，OT-I细胞对EG7肿瘤细胞没有反应性。

[0150] 相反，用编码热休克蛋白gp96(gp-96-Ig)分泌形式的构建体共转染EG7细胞提供

一种分泌gp96Ig和包含卵清蛋白作为替代抗原的肿瘤。在利用gp96Ig分泌物初始注射和一

次加强后，将CD8OT-I细胞暴露于分泌的分子伴侣热休克蛋白和肿瘤特异性卵清蛋白的组

合导致OT-I从所有CD8细胞的0.5％的起始比例扩增到超过50％。因此，与利用完整卵清蛋

白的交叉初免相比，gp96-Ig-卵清蛋白对CD8细胞的交叉初免增强了10,000到1,000,000

倍。参见实施例19和图10和12。还可参见Am  J  Reprod  Immunol.2002Oct；48(4)：220-5。

[0151] 当OT-I  CD8细胞利用gp96-Ig-卵清蛋白交叉初免时，在TNRF25激动剂抗体4C12存

在的条件下，OT-I  CD8扩增相对于对照抗体额外增加10倍。但是，当OT-I  CD8细胞利用

gp96-Ig-卵清蛋白交叉初免时，在TL1A封闭抗体L4G6存在的条件下，OT-I  CD8扩增相对于

对照抗体减少10倍。参见图11。

[0152] 因此，TNFR25激动剂是肿瘤疫苗有效的生物效应调节剂，因为它们增强T细胞活化

和对肿瘤特异性抗原的细胞免疫应答，而TNFR25拮抗剂阻断或者抑制T细胞活化。因此，本

发明另一个方面涉及增强肿瘤疫苗效果的方法和治疗剂。

[0153] 肿瘤疫苗希望利用机体先天免疫系统的元件抵抗癌症。肿瘤疫苗包含一种或者多

种肿瘤特异性抗原，并且可能包含佐剂和生物效应调节剂。肿瘤特异性抗原是基本上限于

在肿瘤细胞内和表面表达的多肽，可用于刺激针对那些肿瘤细胞的免疫应答。不同类型的
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疫苗用于治疗不同类型的癌症。对于能够用作疫苗的抗原组合物，抗原组合物必须诱导针

对细胞或者组织中抗原的免疫应答。此处使用的“抗原组合物”可以包括抗原(例如，肽或者

多肽)，编码抗原的核酸(例如，抗原表达载体)，或者表达或者展示抗原的细胞。参见美国公

开号2003/0185840，在此以参考的方式将其完整引入。

[0154] 生物反应调节剂(BRM)，已经显示上调T细胞免疫或者下调抑制性细胞活性。这类

BRM包括，但不限于，甲腈咪胍(CIM；1200mg/d)(Smith/Kline，PA)；低剂量环磷酰胺(CYP；

300mg/m2)(Johnson/Mead，NJ)，细胞因子例如g-干扰素、IL-2或者IL-12或者编码参与免疫

辅助功能蛋白的基因，例如B-7。

[0155] 在本发明这方面的一个实施方式中，肿瘤疫苗组合物包括肿瘤抗原组合物和

TNFR25激动剂。在另一个实施方式中，TNFR25激动剂是抗体4C12。在优选的实施方式中，

TNFR25激动剂作为生物效应调节剂添加到肿瘤疫苗中。更优选的，TNFR25激动剂是抗体

4C12。在另一个实施方式中，肿瘤疫苗包含佐剂。

[0156] 肿瘤疫苗佐剂可能包括IL-1，IL-2，IL-4，IL-7，IL-12，γ-干扰素，GMCSP，BCG，氢

氧化铝，MDP化合物，例如thur-MDP和nor-MDP，CGP(MTP-PE)，类脂A，和单磷酸类脂A(MPL)。

RIBI也是一种佐剂，其包含从细菌提取的3种成分：MPL，海藻糖二霉菌酸酯(TDM)和细胞壁

骨架(CWS)，这些成分溶于2％角鲨烯/Tween  80乳剂中。甚至可以使用MHC抗原。示范性的，

通常优选的佐剂包括完全弗氏佐剂(非特异的免疫应答激发剂，包含灭活的结核分枝杆

菌)，弗氏不完全佐剂和氢氧化铝佐剂。

[0157] 疫苗的制备在本领域通常是公知的，所述疫苗包含作为活性成分的肽序列，如美

国专利4,608,251；4,601,903；4,599,231；4,599,230；4,596,792；和4,578,770所示，均在

此以参考方式引入。

[0158] 通常，这类疫苗制备为可注射的。还可以制备为液体溶液或者悬浮液；在注射前适

于溶解或者悬浮在液体中的固体形式。该制剂也可以被乳化。经常将活性免疫原性成分与

赋形剂混合，所述赋形剂是药学可接受的并且和活性成分相容。合适的赋形剂是，例如，水，

盐水，葡萄糖，甘油，乙醇，或者类似物和其组合。此外，如果需要，疫苗可能包含少量辅助物

质例如湿润剂或者乳化剂，pH缓冲剂，或者增强疫苗效力的佐剂。

[0159] 8.TNFR25免疫毒素作为先天抗肿瘤免疫应答的间接增效剂

[0160] 许多科学家和公司研究CD4+/CD25+T调控细胞(Tregs)，因为它们对多种疾病治疗

的广泛潜在影响。尽管许多人暴露于相同的环境变态反应原，对变态反应原的致敏性也是

常见的，但是只有一小部分人发展成变态反应疾病例如哮喘。其原因到目前还是不清楚的，

但可能与有效调控Tregs的存在相关，所述Tregs在健康的变态反应原暴露的个体中抑制气

道炎症。因此，已知Treg有助于保持对自身和非自身的外周耐受。但是，根据记载Treg还阻

碍机体抵抗癌症的能力。在这些病例中，Treg干扰机体的肿瘤杀伤免疫细胞。因此，Tregs作

用为专注的抑制性细胞，可能在防止肿瘤中被免疫系统识别中起作用，所述肿瘤例如头和

颈的鳞状细胞癌。参见Br  J  Cancer，2005Mar14；92(5)：913-20。

[0161] 本发明人已经注意到Treg具有表明它们被活化的性质。已经报道了Tregs上表达

其他TNF受体。GITR由活化的Tregs表达。已发现它的连接终止Treg的抑制活性(Nocentini

等人，Eur  J  Immunol.2005Apr；35(4)：1016-22)。TNFR25具有多种使其成为Treg细胞多能

调节物的性质。a)TNFR25蛋白表达被PKC诱导的mRNA剪接快速上调；b)包括诱饵受体和显性
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阴性形式的若干功能剪接形式允许调控的微调；c)克罗恩氏病中TL1A表达表现出被高度调

节；此外活化淋巴细胞中的TL1A表达允许检测淋巴细胞密度。最后，它们至少部分的通过分

泌TNFR25信号引发的细胞因子IL-10和IL-13来发挥它们的调节功能。本发明人最先注意到

FoxP3表达，CD4+/CD25+培养的Treg表达非常高的TNFR25水平。因此，本发明人总结得出，

TNFR25调节Treg功能，并且TNFR25可以用作体内耗尽Tregs的分子标签。参见实施例20。此

外，TNFR25激动剂消除Treg抑制。参见图15。

[0162] 因此，本发明的另一个方面涉及可用于增加抗癌疗法效能的方法和治疗剂，所述

抗癌疗法通过耗尽患者CD4+/CD25+T调控细胞(Tregs)来实现。在本发明这方面的一个实施

方式中，利用免疫毒素耗尽Treg。在该实施方式中，该免疫毒素具有对TNFR25特异的抗原结

合部分；并与毒性剂偶联。在替代实施方式中，给患者提供与毒性剂偶联的可溶性TL1A。另

一实施方式涉及具有化疗剂和TNFR25特异性免疫毒素的化疗组合物。另一实施方式涉及具

有化疗剂和与毒性剂偶联的TL1A的化疗组合物。

[0163] 本发明的另一个方面涉及可用于增强抗癌疗法效能的方法和治疗剂，通过提供患

者TNFR25激动剂，减少CD4+/CD25+T调控细胞(Tregs)介导的的抑制来实现。

[0164] 9.作为抗炎剂的TNFR25激动剂

[0165] 利用缺失胞内死亡结构域的TNFR25显性阴性形式(DN-TNFR25)和缺失外显子5和6

的另一种TNFR25剪接形式(delta  5，6-TNFR25)，所述外显子5和6编码第四个胞外半胱氨酸

富集域，本发明人发现TNFR25功能是粘膜损伤后恢复体内稳态所需的。具体地，本发明人在

小鼠中在CD2启动子调控下转基因表达TNFR25的显性阴性形式(DN-TNFR25)。给予小鼠右旋

葡聚糖硫酸钠(DSS)来诱导结肠炎，作为人克罗恩氏病的模型。在饮用含2％DSS的水5天后，

野生型C57B1/6小鼠出现结肠炎、腹泻和体重减轻。但是，如果恢复为正常水，野生型小鼠在

一周内康复并恢复体重，而DN  TNFR25-tg表达小鼠患有与野生型小鼠相似类型的疾病，但

腹泻显得更严重。此外，恢复为正常水不引起它们的康复。相反，所有DN  TNFR-tg表达小鼠

持续体重减轻，在第二周内死亡。表达TNFR25功能转基因(全长TNFR25或者剪接形式Δ5，6-

TNFR25)的小鼠以类似于野生型小鼠的方式康复。参见实施例21和22和图14。

[0166] 克罗恩氏病的现有治疗利用抗炎剂，免疫抑制剂和TNF抑制剂。所有这些都是针对

症状的。刺激TNFR25信号向致病事件链中深入了一步。活化的TNFR25刺激IL-10和IL-13产

生，然后依次刺激TGF-β产生，引起稳态的恢复。这种治疗是能治愈的或者接近治愈的。

[0167] 因此，本发明的另一个方面涉及通过给药患者治疗量的TNFR25激动剂来治疗患者

炎症性肠病的方法。另一个实施方式涉及通过升高肠粘膜区域的IL-10水平来治疗患者炎

症性肠病的方法。在另一个实施方式中，TNFR25激动剂是抗体4C12。在另一个实施方式中，

TNFR25激动剂是TL1A的可溶性形式。在优选的实施方式中，炎症性肠病是克罗恩氏病。

[0168] 考虑到TNFR25激动剂的这种抗炎活性，本发明的另一个方面给需要减轻炎症的患

者提供治疗方法和治疗剂。在一个实施方式中，给药患者包含TNFR25激动剂的组合物，以减

轻炎症和促进康复。在一个实施方式中，给药患者包含TNFR25激动剂4C12的组合物。这种实

施方式可用于减轻慢性炎症应答在细胞水平介导的疾病的症状，包括心血管疾病(例如，动

脉粥样硬化)，自身免疫疾病包括系统性红斑狼疮(SLE)，多发性硬化(MS)，糖尿病(尤其是I

型糖尿病)，强直性脊柱炎，关节炎(特别是类风湿性关节炎)，哮喘和变态反应，骨再吸收病

症，眼科病症包括视网膜病，和纤维化疾病。

说　明　书 24/30 页

26

CN 101253199 B

26



[0169] 10.TNFR25拮抗剂作为免疫抑制剂

[0170] 现在很多器官和组织可以常规的从一个人移植到另一个人。除了供体和受体是单

卵双生的“相同”双胞胎这种罕见情况以外，这类移植被称作异源移植。对于从一个个体移

植组织到另一个个体，其组织配型是非常重要的，因为组织受体将对所有的非自身蛋白产

生强烈的体液和细胞免疫反应。组织分型涉及鉴定供体和受体细胞上的MHC抗原，并且利用

与受体细胞有尽可能多的MHC等位基因的供体细胞。对于成功的移植，MHC  I类(尤其是HLA-

B)和II类HLA-DR等位基因的配型比其他MHC抗原的配型更重要；MHC配型比少量组织适合性

抗原的配型更重要。

[0171] HLA配型提高移植存活率，但不能阻止排斥，甚至在MHC相同的同胞兄妹中(除同卵

双生以外)。同种异体MHC被CD8T细胞(I类)或者CD4T细胞(II类)识别；达到10％的T细胞能

够识别给定的同种异体MHC，因为它类似于自身MHC+外源肽。

[0172] 移植成功的提高起因于增长的技术知识，更多进行HLA配型和缩短器官运输时间

的移植中心的出现，和更多免疫抑制药物(环孢子菌素和他克莫司)的提供，所述免疫抑制

药物阻断针对同种异体抗原的T细胞活化。仍然存在的问题是器官短缺，现有疾病破坏移植

器官的能力(糖尿病和HBV感染是两个实例)，免疫抑制药物的副作用和高成本。

[0173] 考虑到现有的阻断T细胞活化的免疫抑制剂相关的主要副作用，以及观察到

TNFR25拮抗剂例如TL1A封闭抗体L4G6是同源CD8T细胞克隆性增殖有效抑制剂(参见图11，

实施例19)，本发明的另一个方面涉及TNFR25拮抗剂在预防组织排斥以促进组织移植中的

用途。在一个实施方式中，向移植受体提供TNFR25拮抗剂以抑制CD8T细胞的克隆性增殖和

减轻TNFR25对T-regs的抑制，所述CD8T细胞携带同种异体抗原特异性T细胞受体(TCRs)。在

另一个实施方式中，TNFR25拮抗剂和免疫抑制剂一起提供给移植受体。

[0174] 实施例

[0175] 实施例1：培养基和试剂

[0176] 细胞在IMDM必需培养基(Invitrogen)中培养，所述培养基添加10％热灭活FBS

(Invitrogen)，10μg/ml庆大霉素(Invitrogen)，和50μMβ-巯基-乙醇(Bio-Rad)。从2C11和

OKT3细胞系(ATCC，Manassas，VA)的培养上清中分别纯化单克隆抗小鼠CD3和抗人CD3。单克

隆抗小鼠CD28和抗人CD28购自eBioscience(San  Diego，CA)，ConA，PHA和LPS购自Sigma

(St，Louis，MO)。重组鼠IL-2来自BioSourceInternational(Camarillo，CA)。PMA，伊屋诺霉

素，H7，和放线菌酮购自Calbiochem(San  Diego，CA)。

[0177] 直接偶联的单克隆抗体，包括FITC-CD4，Cychrome-CD4，PE-CD8a，Cychrome-CD8α，

FITC-B220，PE-B220，FITC-CD25，PE-CD11c，PEDX5，FITC-CD3，PE-NK1.1，PE-Annexin  V和7-

AAD购自BD/PharMingen(San  Diego，CA)。仓鼠IgG对照购自eBioscience。

[0178] 实施例2：抗mTNFR25和mTL1A单克隆抗体的产生

[0179] 用弗氏佐剂中的50μg  mTNFR25-Ig或者mTL1A-MBP(麦芽糖结合蛋白)腹腔内免疫

亚美尼亚仓鼠，每隔两周一次，共3次。在融合前3天，仓鼠用50μg相应蛋白静脉内加强免疫。

利用ClonaCell-HY试剂盒(StemCell  Technologies  Inc.，BC，Canada)，在PEG存在条件下，

仓鼠脾细胞与鼠骨髓瘤SP20融合，然后种在基于甲基纤维素的培养基中两周。挑选1千个集

落，在包被免疫融合蛋白或者对照蛋白-Ig融合蛋白的板上通过ELISA进行分析。通过流式

细胞术和Western印迹，检验阳性克隆的上清液检测转染细胞中mTNFR25亚型的能力。在蛋
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白G柱上从Nutridoma-SP(Roche，Indianapolis，IN)上清液中纯化抗体，在PBS中透析，过滤

除菌。

[0180] 实施例3：流式细胞术分析mTNFR25和mTL1A的表达

[0181] 从独立实验所标的淋巴器官中制备单细胞悬浮液。在染色前，细胞用纯化的抗小

鼠CD16/CD32(Fc-γIII/II受体；BD)和纯化的人IgG(Jackson  ImmunoResearch，West 

Grove，PA)处理以封闭与FcR的非特异结合。在4℃细胞用亚美尼亚仓鼠抗小鼠TNFR25或者

抗小鼠TL1A染色30分钟。细胞在FACS缓冲液(包含0.5％BSA和2mM  EDTA的PBS)中洗涤，然后

用生物素标记的山羊抗亚美尼亚仓鼠IgG(杰克逊immunoresearch)在4℃染色30分钟。洗涤

细胞，然后用链霉亲和素-PE或者链霉亲和素-Cychrome(BD)在4℃染色30分钟。洗涤细胞，

然后用针对不同细胞群的直接偶联的细胞表面标志物标记。利用BectonDickinson  FACS 

LSR装置和CELLQuestTM软件对样本进行分析。

[0182] 实施例4：RT-PCR

[0183] mTNFR25剪接形式的鉴定：利用Micro  Fast-Track试剂盒(Invitrogen，Carlsbad，

CA)从鼠细胞系或者组织中提取信使RNA，利用Superscript  II试剂盒(Invitrogen)对cDNA

进行逆转录。利用TOPO克隆试剂盒(Invitrogen)将RT-PCR产物亚克隆入PCR  II载体，通过

DNA测序确认为mTNFR25的剪接形式。使用下列引物进行鼠TNFR25的剪接分析。上游引物，外

显子2：CAG  TGA  GTC  CCA  GAA  GAG  GT(SEQ  ID  NO：8)；下游引物，外显子7：GGA  TAG  CCC 

CAA  AAAGGA  AC(SEQ  ID  NO：9)；上游引物，外显子7：TCC  TTT  TTG  GGGCTA  TCC  TG(SEQ  ID 

NO：10)；下游引物，外显子10：GGT  ATT  TCTCCA  TGA  CGC  TT(SEQ  ID  NO：11)。

[0184] 对活化诱导的人TNFR25其他剪接进行分析，因为在小鼠中不同剪接形式的PCR产

物更难在琼脂糖凝胶中区分，但对人类剪接形式似乎是相似的。使用下列PCR引物。上游外

显子4：TTC  ACC  CTT  CTACTG  CCA  AC(SEQ  ID  NO：12)；下游，外显子7：TAA  CCA  GGG  GCTTGT 

GAG  GC(SEQ  ID  NO：13)。利用Ficoll  Hypaque密度梯度离心，从健康供体分离人外周血单

个核细胞。每份样本中5百万个细胞用PHA(5μg/ml)，或者固定的抗-CD3(OKT3，5μg/ml)和

抗-CD28(1μg/ml)，或者PMA(10ng/ml)和伊屋诺霉素(400ng/ml)活化。在指定时间点收集细

胞，提取mRNA，利用Invitrogen试剂盒转换为cDNA。人β-肌动蛋白被用作内参。利用

Molecular  Analyst软件(BioRad)的帮助完成PCR产物的定量。

[0185] 实施例5：转基因小鼠的产生

[0186] 利用限制酶位点EcoRI和SalI，将鼠TNFR25构建体克隆为在人CD2启动子和局部控

制区(Dr.A.Singer，NIH惠赠)的调控下。利用校正酶，通过PCR产生3个mTNFR25构建体。所述

构建体是鼠TNFR25的全长分子(FL  TNFR25)，缺失第5和第6外显子的TNFR25剪接变异体(Δ

5，6TNFR25)，和在跨膜结构域末端终止并缺失完整胞内结构域的TNFR25显性阴性形式(DN 

TNFR25，如1-234)。通过测序确认PCR产物的序列。利用迈阿密大学医学院的转基因设备将

DNA显微注射入授精卵。对来自尾部活组织切片的DNA进行PCR，筛选潜在的原代小鼠。引物

对位于克隆位点的上游和下游，因此对所有的mTNFR25转基因使用相同的引物。上游引物是

5′CGC  TCT  TGC  TCTCTG  TGT  ATG3′(SEQ  ID  NO：14)，下游引物是5′CTG  CCA  GCCCTC  TTC 

CAT  C3′(SEQ  ID  NO：15)。通过半合子转基因动物与野生型C57BL/6J小鼠的系列交配，转基

因小鼠培育成C57BL/6J背景(Jackson  Laboratories，Bar  Harbor，ME)。所有小鼠在6-12周

龄使用，在无病原体的设备中饲养。迈阿密大学动物动物实验管理委员会(University  of 
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Miami  Animal  Care  and  Use  Committee)批准所有的动物使用步骤。

[0187] 实施例6：核提取物制备和NFκB活化的电泳迁移率变动分析

[0188] 107个EL4-Δ5，6TNFR25或者EL4-FL  TNFR25细胞用可溶性或者膜结合TL1A或者用

TNFR25激动型抗体4C12进行处理，如图例所示，然后在800g离心5分钟进行收集。

[0189] 利用小量制备实验方法分离核提取物，按照文献所述(Harhaj，E.W.等人Virology 

333，145-58(2005)进行EMSA。核提取物(6μg)在室温下与32P标记的高亲合力κB探针孵育20

分钟，然后在非变性5％聚丙烯酰胺凝胶上解离DNA-蛋白复合物。

[0190] 实施例7：T细胞增殖检测

[0191] 脾细胞以1×105细胞/孔浓度种于96孔平底板，设3个重复孔。利用具有或者不具

有可溶性抗-CD28(1μg/ml)条件下的固定抗-CD3(2μg/ml)，或者ConA(5μg/ml)或者PMA(1μ

g/ml)和伊屋诺霉素(400ng/ml)活化细胞。为了T细胞增殖，1×105细胞/孔的纯化CD4T细胞

或者5×104细胞/孔的纯化CD8T细胞用包被的抗-CD3(2μg/ml)和可溶性抗-CD28(1μg/ml)

进行刺激。在培养基中添加指定实验的1000U/ml的重组mIL-2。细胞培养72小时，用1μCi/孔

3H-胸腺嘧啶核苷(Perkin  Elmer，Boston，MA)脉冲孵育的最后6个小时，并利用闪烁计数器

定量胸腺嘧啶核苷掺入。

[0192] 按照制造商的实验步骤，利用SpinSep试剂盒(StemCellTechnology  Inc.)，通过

阴性选择从脾细胞和/或淋巴结纯化鼠CD4或者CD8或者T细胞。利用FACS分析检测，纯度通

常在90％-96％左右。

[0193] 实施例8：利用DNP-KLH对小鼠的免疫，抗体同种型的确定，和细胞因子ELISA

[0194] 成年(6-10周龄)转基因和野生型小鼠在腹膜内用100μgDNP偶联的钥孔血蓝蛋白

(DNP-KLH)(CalBiochem)进行免疫。免疫1周和3周后，从小鼠取血，分离血清，按照制造商的

实验步骤(BD)利用ELISA对抗DNP特异性IgG1、IgE和IgG2a抗体进行分析。来自单独动物的

血清被吸附到包被0.8μg/ml  DNP-白蛋白(DNP-BSA)(CalBiochem)的96孔板，利用ELISA检

测结合抗体的同种型。

[0195] 为检测细胞培养上清液中的细胞因子产生，按照制造商的说明书进行夹心ELISA。

利用来自BD的抗体对进行IL-2，IFN-γ，和IL-4分析。用于IL-13ELISA的试剂购自R&D 

Systems(Minneapolis，MN)，用于IL-5和IL-10ELISA的试剂购自eBioscience。

[0196] 实施例9：CD4T细胞体外极化为Th1或者Th2细胞

[0197] 如上所述利用阴性选择纯化CD4T细胞。单独利用固定的抗-mCD3(2μg/ml)和可溶

性-mCD28(1μg/ml)，或者在IL-12(10ng/ml)和抗-mIL-4(20μg/ml)存在的条件下用于Th1分

化，或者利用IL-4(10ng/ml)，抗-mIFN-γ(10μg/ml)，和抗-mIL-12(10μg/ml)作用7天对

CD4T细胞进行活化。收集细胞，洗涤，以1×105细胞每孔重新种板，用固定的抗CD3再刺激。

24小时后收集上清，利用ELISA评价细胞因子的产生。

[0198] 实施例10：用于变应性哮喘鼠模型的免疫实验方法

[0199] 按照前述产生和回交至少七代得到C57BL/6J背景的DNTNFR25-tg(SEQ  ID  NO：16

编码)，Δ5，6TNFR25-tg，和FL  TNFR25-tg小鼠与购自国家癌症研究所(Frederick，MD)的野

生型C57BL/6J小鼠进行比较。在第0天通过腹膜内注射66μg卵清蛋白(结晶的鸡卵清白蛋

白，等级V；Sigma)致敏小鼠，所述卵清蛋白吸附于6.6mg硫酸铝钾(明矾；Sigma)，溶于200μl 

PBS。在第5天，在腹膜内用相同剂量的卵清蛋白和明矾对小鼠加强免疫。在第12天，利用超
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声雾化器(MABIS  Healthcare  Inc.，Lake  Forest，IL)，用溶于PBS的0.5％卵清蛋白对小鼠

进行气雾剂刺激。在单一气雾剂暴露后3天，测定小鼠肺的变态反应性炎症。通过CO2的吸入

处死小鼠。在套管插入气管后，用1ml  PBS灌洗肺4次。计数从BAL液体回收的细胞，用于细胞

涂片制备(50,000个细胞或者更少/载玻片)。对每个用Wright-Giemsa染色(Sigma)的细胞

涂片计数＞200个细胞，以确定巨噬细胞、嗜酸性粒细胞、淋巴细胞和中性粒细胞的不同细

胞数目。

[0200] 实施例11：肺部组织结构

[0201] 在支气管灌洗步骤后从小鼠摘除肺，固定于10％中性缓冲福尔马林中。样本送交

迈阿密大学医学院Sylvester癌症中心的组织病理学核心实验室，在那里标本被包埋、切片

并用苏木精和曙红染色。切片还用过碘酸-席夫(PAS染色)以检测粘液产生。

[0202] 实施例12：用于血清总IgE和卵清蛋白特异性Ig的ELISA

[0203] 在致敏前(第0天)，气雾剂刺激后3天(第15天)和在一些实验中气雾剂刺激前1天

(第11天)，从小鼠取血。根据制造商的实验方案(BD)通过ELISA定量总IgE水平。通过首先用

溶于PBS的0.01％OVA包被板，随后加入稀释的血清样本，然后加入第二生物素标记的抗IgE

抗体(BD)，在夹心ELISA中检测卵清蛋白特异性IgE。

[0204] 实施例13：支气管淋巴结细胞的体外再刺激和细胞因子产生。

[0205] 在气雾剂刺激后1天或者3天，收集支气管淋巴结，制备单细胞悬浮液。细胞种于圆

底96孔板，1×106细胞/孔，添加100μg/ml卵清蛋白培养4天。然后按照所述收集上清用于细

胞因子ELISA检测。

[0206] 实施例14：细胞毒性检测

[0207] 在51Cr标记的P815-TNFR25转染靶细胞中添加系列稀释的可溶性mTL1A上清，所述

上清从P815-TL1A转染细胞中收集。为检验TL1A阻断活性，在培养物中添加不同的抗TL1A单

克隆抗体，4小时后检测Cr释放，每个样本重复3次。在只包含51Cr标记靶细胞的孔中计算自

发释放。在包含51Cr标记靶细胞和1％SDS的孔中计算100％释放(阳性对照)。细胞毒活性的

百分比按如下方式计算：(样本的平均读数-自发释放的平均读数)/阳性对照的平均读数。

从EL4-转化子(transfetants)也获得相似数据。

[0208] 实施例15：拮抗性抗mTL1A抗体对肺部炎症的阻断

[0209] 在第0天和第5天腹膜内用明矾中的卵清蛋白对小鼠进行致敏，然后在第12天用溶

于PBS的0.5％卵清蛋白进行气雾剂刺激1小时。从第11到14天，通过每天腹膜内注射50μg/

小鼠，给予小鼠L4G6或者相同量的对照仓鼠IgG(Jackson  Immuno  Research)。第15天对变

态反应肺部炎症进行评估。

[0210] 实施例16：NKT细胞的过继转移

[0211] Jα18k .o .小鼠(Cui，J .等人Science  278，1623-6(1997))由MichaelLotze

(U.Pittsburgh)惠赠，获得M.Taniguchi(Ciba  University，Japan)的允许。根据制造商的

说明书，利用EasySep小鼠通用NK阳性选择试剂盒(StemCell  Technologies，Vancouver，

Canada)通过阳性选择，从10只小鼠汇集的脾细胞中分离野生型和DN  TNFR25-tg小鼠的NKT

细胞。

[0212] 实施例17：统计分析

[0213] 通过GraphPad  Prism  Software(San  Diego，CA)进行利用双尾Student′s  t检验
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的统计分析；p＜0.05被认为是显著的。文中数据显示为平均值±标准误。

[0214] 实施例18：DR3和TL1A抗体的产生

[0215] 产生、纯化DR3-Ig融合蛋白，并用于免疫仓鼠。获得杂交瘤上清，利用DR3-Ig融合

蛋白作为筛选剂通过ELISA进行筛选。通过DR3转染肿瘤细胞的流式细胞术，通过Western印

迹和通过功能研究，确认杂交瘤的性质。所有抗体都能利用FACS在转染细胞中检测到全长

和其他剪接的DR3，一种抗体在Western印迹中检测到DR3，而抗体(4C12)显示激动型活性，

在TL1A缺失的情况下调节DR3信号。

[0216] 通过用TL1A-麦芽糖-结合-蛋白融合免疫仓鼠，获得TL1A单克隆抗体。通过流式细

胞术TL1A抗体检测到转染的TL1A。抗体(L4G6)显示拮抗活性，阻断TL1A结合DR3。

[0217] 实施例19：通过TNFR25的信号传递增强CD8交叉初免

[0218] Strbo等人(Am  J  Reprod  Immunol.2002Oct；48(4)：220-5)最近描述了一种基于

新热休克蛋白gp96的系统，该系统在体内调节强的、抗原特异性CD8-CTL扩增。在该模型系

统中，释放的gp96-Ig(被工程化进行分泌)活化树突状细胞，并为CD8细胞的交叉呈递和交

叉初免提供分子伴侣肽(图12)。该系统非常有用，因为它不需要CD4的帮助。分泌的gp96通

过CD91和TLR2/4提供DC的活化信号，所述TLR2/4另由CD4细胞上的CD40-L提供。因此，在

CD40-L缺陷小鼠中，该系统的CD8(OT-I)扩增正常进行。它已经被用于研究粘膜免疫和检测

TNFR25在CD8扩增中的功能。

[0219] EG7-gp96是利用卵清蛋白和gp96-Ig转染，源自EL4淋巴瘤的细胞系。该细胞分泌

与卵清蛋白肽相关的gp96-Ig。与单独的卵清蛋白相比，用gp96-Ig作为分子伴侣的卵清蛋

白-肽增强CD8细胞的交叉初免(图10)达大约10,000倍。100ng  ova-gp96-Ig扩增B6小鼠中

的OT-I，从转移后CD8细胞中0.5％的比例到EG7-gp96-Ig免疫后脾中20％的比例。

[0220] 为了检测TNFR25信号对CD8扩增的影响，如上所述的TCR转基因OT-I模型，与EG7-

gp96-Ig介导的刺激一起使用。为了检测TNFR25信号的作用，小鼠在EG7-gp96-Ig免疫后24

小时和72小时，接受激动型抗TNFR25抗体(4C12)，TNFR25结合但非激动型抗体(L4G6)或者

对照IgG。在免疫后第5天监测腹膜腔中的OT-I扩增。通过EG7-gp96-Ig，4C12造成细胞招募

入腹膜腔的增加，导致细胞数目的加倍。此外，4C12还特异的引起OT-I扩增超过8倍的增加。

L4G6抗TNFR25抗体不诱导细胞招募入腹膜腔的增加，并抑制OT-I扩增。

[0221] 这些数据显示激动型抗TNFR25抗体共刺激CD8细胞和/或通过TNFR25抑制Treg的

抑制作用。TNFR25对初始T细胞的共刺激导致增加的增殖和二级活化时的Th2极化。此外，T

调控细胞中的TNFR25信号传递导致它们对抑制(suppression)的临时抑制(inhibition)。

该组合效应然后导致增加的CD8扩增和细胞募集，如图11所示。

[0222] 实施例20：CD4+CD25+T调控细胞表达高水平的TNFR25

[0223] 为了检测TNFR25的表达，通过CD4细胞的阴性选择然后用抗CD25磁力分选，从脾中

纯化CD4+CD25Tregs。用抗CD3、抗CD28珠子培养细胞，珠子与细胞的比例为3∶1，添加2000u/

ml人IL-2。在这些条件下细胞将在3-4天后开始增殖，持续扩增大约3周。培养的细胞然后通

过FACS进行CD4和CD25的分析，通过胞内流式细胞术进行FoxP3表达和TNFR25表面分析。图

13显示利用该方法得到的Tregs基本上是纯的，表达FoxP3和TNFR25。

[0224] 实施例21：TNFR25阻断引起右旋葡聚糖硫酸钠结肠炎的致死性

[0225] 右旋葡聚糖硫酸钠(DSS)模型被广泛用作结肠炎模型，该模型在一些方面代表克
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罗恩氏病。初始损伤是DSS对通透性屏障的破坏作用，所述通透性屏障通常由肠上皮提供。

DSS的这种作用允许正常肠道菌群到达粘膜免疫系统中的部位，这引起了类似克罗恩氏结

肠炎的炎性免疫反应。在暴露包含2％DSS的饮用水的8天期间，野生型(wt)B6小鼠患有腹泻

和体重减轻。当恢复为正常水时，B6小鼠康复并恢复它们的正常体重。TNFR25还影响结肠炎

疾病的病程。在本实验中，野生型和转基因小鼠暴露2％DSS水共7天。如图14所示，DN 

TNFR25-tg小鼠患有类似于野生型小鼠的疾病，但是当恢复为正常水时，DNTNFR25-tg小鼠

没有康复，不同于野生型小鼠。相反，DN  TNFR25-tg小鼠持续体重减轻，在第12和16天之间

死亡。Δ5，6-TNFR25-tg小鼠类似于野生型小鼠，尽管一只小鼠的死亡可能还显示了被干扰

的免疫应答。得出两个结论：在DN  TNFR25-tg小鼠中，继发免疫应答比在野生型小鼠中更

强，导致致死性，而野生型小鼠正常健康和稳态的恢复取决于功能正常的T调控(Treg)细

胞。DN  TNFR25-tg小鼠中Treg功能被干扰。后一结论是很可能的，因为众所周知通过保持对

养分和正常肠道菌落的耐受和对肠病原体的免疫应答之间的正确平衡，Treg功能对保持粘

膜免疫系统的稳态非常重要。

[0226] 实施例22：用EG7-gp96-Ig的免疫诱导OT-I细胞迁移到粘膜部位派氏淋巴结，固有

层淋巴细胞(LPL)和上皮内淋巴细胞(IEL)

[0227] 如图16所示(右列)，EG7细胞不能造成OT-I的克隆性增殖或者迁移到粘膜部位。另

一方面EG7细胞分泌gp96-Ig引起脾、淋巴结和腹膜腔中OT-I的克隆性增殖(未显示)和它们

到粘膜部位的迁移(图16)。在派氏淋巴结中，8％的细胞为CD8+，6.7％的CD8细胞是OT-I；在

IEL中，61％的细胞是CD8+，9％的CD8是OT-I。在LPL中，29％的CD8细胞是OT-I。免疫后迁移

到IEL的OT-I细胞是αEb7+和α4β7+但保留CD8αβ和TCRαβ，不像残留的CD8IEL，其大多数是

CD8αα和50％TCRγδ。

[0228] 本文只描述了本发明优选的实施方式和其通用性的几个实施例。应当理解本发明

能够在不同的其他组合和环境中使用，能够在此处表述的发明构思范围内进行改变或者改

进。因此，例如，仅仅利用常规试验方法，本领域技术人员就将识别，或者能够确定，此处描

述的具体物质和方法的很多等同物。这类等同物被认为在本发明的范围内。
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图8

图9
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图10

图11
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图12

图13
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图14

图15
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图16
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