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(57)摘要

本发明涉及免疫疗法的领域，特别是癌症的

过继性T细胞疗法或T细胞受体(TCR)基因疗法。

本发明提供编码TCR构建体的至少一种T细胞受

体α链构建体和/或TCR  β链构建体的核酸，所

述TCR构建体能够特异性地结合来自与人MHC复

合的NY‑ESO‑1(也称为CTAG‑1)的表位，其中TCR 

α链构建体和/或TCR  β链构建体包含与选自

SEQ  ID  NO:1‑20的氨基酸具有至少90%的序列同

一性的互补决定区3(CDR3)。本发明提供限制于

来自存在于MHC  I上的NY‑ESO‑1的表位的TCR构

建体，并且首次提供限制于来自存在于MHC  II分

子上的NY‑ESO‑1的表位的TCR构建体，从而使得

含重组CD4+和重组CD8+T细胞二者的组合过继性

T细胞疗法成为可能。本发明还提供对应于所述

TCR构建体的蛋白和宿主细胞，以及这样的构建

体的医学应用，特别是在增生性或病毒性疾病的

诊断、预防和/或治疗中的医学应用，其中，优选

地，限制于MHC  I和MHC  II分子的两种TCR构建体

在药剂盒中提供。本发明还涉及人TCR基因座和

人HLA‑DR4的转基因小鼠，ABabDR4小鼠。
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1.编码TCR构建体的至少一种T细胞受体(TCR) α链构建体和TCR β链构建体的一个或

两个核酸，所述TCR构建体能够特异性地结合来自与HLA‑DR4复合的由SEQ  ID:21组成的NY‑

ESO‑1的表位，

其中所述TCRα链构建体包含由SEQ  ID  NO:  23的氨基酸46‑51的氨基酸序列组成的互

补决定区（CDR）CDR1、由SEQ  ID  NO:  23的氨基酸69‑74的氨基酸序列组成的CDR2和由SEQ 

ID  NO:  23的氨基酸109‑123的氨基酸序列组成的CDR3，和所述TCRβ链构建体包含由SEQ  ID 

NO:  59的氨基酸46‑50的氨基酸序列组成的CDR1、由SEQ  ID  NO:  59的氨基酸68‑73的氨基

酸序列组成的CDR2和由SEQ  ID  NO:  59的氨基酸111‑125的氨基酸序列组成的CDR3，或

其中所述TCRα链构建体包含由SEQ  ID  NO:  22的氨基酸49‑54的氨基酸序列组成的

CDR1、由SEQ  ID  NO:  22的氨基酸72‑76的氨基酸序列组成的CDR2和由SEQ  ID  NO:  22的氨

基酸111‑123的氨基酸序列组成的CDR3，和所述TCRβ链构建体包含由SEQ  ID  NO:  58的氨基

酸46‑50的氨基酸序列组成的CDR1、由SEQ  ID  NO:  58的氨基酸68‑73的氨基酸序列组成的

CDR2和由SEQ  ID  NO:  58的氨基酸111‑123的氨基酸序列组成的CDR3，或

其中所述TCRα链构建体包含由SEQ  ID  NO:  24的氨基酸46‑51的氨基酸序列组成的

CDR1、由SEQ  ID  NO:  24的氨基酸69‑75的氨基酸序列组成的CDR2和由SEQ  ID  NO:  24的氨

基酸110‑122的氨基酸序列组成的CDR3，和所述TCRβ链构建体包含由SEQ  ID  NO:  60的氨基

酸46‑50的氨基酸序列组成的CDR1、由SEQ  ID  NO:  60的氨基酸68‑73的氨基酸序列组成的

CDR2和由SEQ  ID  NO:  60的氨基酸111‑124的氨基酸序列组成的CDR3，或

其中所述TCRα链构建体包含由SEQ  ID  NO:  27的氨基酸49‑53的氨基酸序列组成的

CDR1、由SEQ  ID  NO:  27的氨基酸71‑74的氨基酸序列组成的CDR2和由SEQ  ID  NO:  27的氨

基酸109‑121的氨基酸序列组成的CDR3，和所述TCRβ链构建体包含由SEQ  ID  NO:  63的氨基

酸46‑50的氨基酸序列组成的CDR1、由SEQ  ID  NO:  63的氨基酸68‑73的氨基酸序列组成的

CDR2和由SEQ  ID  NO:  63的氨基酸111‑121的氨基酸序列组成的CDR3。

2.权利要求1的核酸，其中所述TCRα链构建体包含由SEQ  ID  NO:  23的氨基酸46‑51的

氨基酸序列组成的CDR1、由SEQ  ID  NO:  23的氨基酸69‑74的氨基酸序列组成的CDR2和由

SEQ  ID  NO:  23的氨基酸109‑123的氨基酸序列组成的CDR3，和所述TCRβ链构建体包含由

SEQ  ID  NO:  59的氨基酸46‑50的氨基酸序列组成的CDR1、由SEQ  ID  NO:  59的氨基酸68‑73

的氨基酸序列组成的CDR2和由SEQ  ID  NO:  59的氨基酸111‑125的氨基酸序列组成的CDR3。

3.权利要求1的核酸，其中

a）所述TCRα链构建体包含由SEQ  ID  NO:  23的氨基酸序列组成的可变区和所述TCRβ链

构建体包含由SEQ  ID  NO:  59的氨基酸序列组成的可变区，或

b）所述TCRα链构建体包含由SEQ  ID  NO:  22的氨基酸序列组成的可变区和所述TCRβ链

构建体包含由SEQ  ID  NO:  58的氨基酸序列组成的可变区，或

c）所述TCRα链构建体包含由SEQ  ID  NO:  24的氨基酸序列组成的可变区和所述TCRβ链

构建体包含由SEQ  ID  NO:  60的氨基酸序列组成的可变区，或

d）所述TCRα链构建体包含由SEQ  ID  NO:  27的氨基酸序列组成的可变区和所述TCRβ链

构建体包含由SEQ  ID  NO:  63的氨基酸序列组成的可变区。

4.权利要求3的核酸，其中所述TCRα链构建体包含由SEQ  ID  NO:  23的氨基酸序列组成

的可变区和所述TCRβ链构建体包含由SEQ  ID  NO:  59的氨基酸序列组成的可变区。
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5.一种蛋白，其由任一项前述权利要求的核酸编码。

6.一种包含任一项前述权利要求的核酸或蛋白的宿主细胞。

7.权利要求6的宿主细胞，其中所述宿主细胞是人CD4+  T细胞。

8.一种药用组合物，其包含

a)  权利要求1的核酸，其编码能够特异性地结合来自与HLA‑DR4复合的由SEQ  ID:21组

成的NY‑ESO‑1的表位的TCR构建体，或

b)  权利要求5的蛋白，其包含能够特异性地结合来自与HLA‑DR4复合的由SEQ  ID:21组

成的NY‑ESO‑1的表位的TCR构建体，或

c)  权利要求6的宿主细胞，其表达能够特异性地结合来自与HLA‑DR4复合的由SEQ  ID:

21组成的NY‑ESO‑1的表位的TCR构建体。

9.权利要求8的药用组合物，其包含权利要求2的核酸、由所述核酸编码的蛋白或包含

所述核酸的宿主细胞。

10.一种用于医学的药剂盒，其包含：权利要求8或9的任一项的药用组合物作为第一组

分，

和，以下作为第二组分，

i)  核酸，其编码能够特异性地结合来自与人MHC  I复合的所述限定抗原的表位的TCR

构建体，或

ii) 蛋白，其包含能够特异性地结合来自与人MHC  I复合的所述限定抗原的表位的TCR

构建体，或

iii)  宿主细胞，其表达能够特异性地结合来自与人MHC  I复合的所述限定抗原的表位

的TCR构建体。

11.权利要求8或9的任一项的药用组合物在制备药物中的用途，所述药物用于增生性

疾病的诊断、预防和/或治疗，其中增殖性细胞或肿瘤表达NY‑ESO‑1。

12.权利要求8或9的任一项的药用组合物在制备用于免疫疗法的药物中的用途。

13.权利要求8或9的任一项的药用组合物在制备用于过继性T细胞疗法或TCR基因疗法

的药物中的用途。

14.权利要求10的药剂盒在制备药剂盒中的用途，所述药剂盒用于增生性疾病的诊断、

预防和/或治疗，其中增殖性细胞或肿瘤表达NY‑ESO‑1。

15.权利要求10的药剂盒在制备用于免疫疗法的药剂盒中的用途。

16.权利要求10的药剂盒在制备用于过继性T细胞疗法或TCR基因疗法的药剂盒中的用

途。
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针对肿瘤抗原NY‑ESO‑1的MHC  I和MHC  II‑限制表位的癌症的

组合T细胞受体基因疗法

[0001] 本发明涉及免疫疗法领域，特别是癌症的过继性T细胞疗法或T细胞受体(TCR)基

因疗法。本发明提供编码TCR构建体的至少一种T细胞受体α链构建体和/或TCR β链构建体

的核酸，所述TCR构建体能够特异性地结合来自与人MHC复合的NY‑ESO‑1  (也称为CTAG‑1)

的表位，其中TCR α链构建体和/或TCR β链构建体包含与选自SEQ  ID  NO:  1‑20的氨基酸具

有至少90%的序列同一性的互补决定区3  (CDR3)。本发明提供限制于来自存在于MHC  I上的

NY‑ESO‑1的表位的TCR构建体，和限制于来自存在于MHC  II分子上的NY‑ESO‑1的表位的TCR

构建体，从而使得含重组CD4+和重组CD8+  T细胞二者的组合过继性T细胞疗法成为可能。本

发明还提供对应的蛋白和宿主细胞，以及这样的构建体的医学应用，特别是在增生性或病

毒性疾病的诊断、预防和/或治疗中的医学应用，其中，优选地，限制于MHC  I和MHC  II分子

的两种TCR构建体在药剂盒中提供。本发明还涉及人TCR基因座和人HLA‑DR4的转基因小鼠，

ABabDR4小鼠。

[0002] 尽管对诊断患有癌症的患者可用的诊断和治疗选项有显著的技术进步，预后通常

仍然是差的并且许多患者不能被治愈。免疫疗法对诊断患有各种肿瘤的患者的有效(仍是

靶向)治疗保持有前景，具有根除恶性肿瘤细胞而不损害正常组织的可能性。理论上，免疫

系统的T细胞能够识别对肿瘤细胞特异性的蛋白模式并通过多种效应机制介导它们的破

坏。然而，在实践中，患者的T细胞通常对肿瘤抗原是耐受的。过继性T‑细胞疗法试图利用和

放大患者自身T细胞的肿瘤‑根除能力，然后将这些T细胞以它们有效地消除残余肿瘤，但不

损害健康组织的这样一种状态返回给患者。虽然这种方法对肿瘤免疫学领域并不是新的，

但在过继性T细胞疗法的临床用途中的许多缺点仍损害这种方法在癌症治疗中的全面应

用。

[0003] TCR是免疫球蛋白超家族的异二聚体细胞表面蛋白，其与参与介导信号转导的CD3

复合体的不变蛋白关联。TCR以αβ和γδ形式存在，其在结构上是类似的，但有截然不同的结

构位置和可能有截然不同的功能。天然的异二聚体αβTCR的α和β链是跨膜蛋白，其各自包含

两个细胞外结构域，一个近膜恒定结构域，和一个远膜可变结构域。每个恒定和可变结构域

包括链内二硫键。可变结构域包含类似于抗体的互补决定区(CDR)的高度多态环。

[0004] 每个TCR链的可变区包含可变和连接段，和在β链的情况下也包含多样性段。每个

可变区包含嵌入在框架序列中的3个CDR  (互补决定区)，一个是称为CDR3的高变区。存在由

它们的框架，CDR1和CDR2序列，和由部分限定的CDR3序列鉴别的几种类型的α链可变(Vα)区

和几种类型的β链可变(Vβ)区。独特的TRAV或TRBV号通过IMGT命名法给予Vα或Vβ。T细胞受

体特异性主要由CDR3区决定。

[0005] TCR基因疗法的使用克服了许多当前的问题。它允许配备患者的具有所需特异性

的自身T细胞，并在短时间内生成足够数量的T细胞，避免它们的耗尽。TCR可被转导进入中

央记忆T细胞或具有干细胞特征的T细胞，其可确保在转移时有更好的持久性和功能。TCR‑

基因工程T细胞可被输入由化学疗法或放射呈现淋巴细胞减少的癌症患者，允许有效的移

植但抑制免疫抑制。
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[0006] 基因疗法要克服的最大障碍仍然是鉴定可消灭癌症而不引起对正常组织的不需

要的毒性所靶向的抗原(Restifo  et  al,  2012,  Nature  Reviews  12,  269‑281)。癌症‑睾

丸抗原通常由睾丸和胎儿卵巢中的生殖细胞表达，但它们也由许多类型的肿瘤表达。癌症‑

睾丸抗原由于它们在许多肿瘤类型中的共享表达和它们在正常组织中表达的缺乏而成为

最吸引人的靶标。升高针对这组抗原的特异性T细胞在癌症疗法中提出了一个好的机会。

[0007] NY‑ESO蛋白构成癌症‑睾丸抗原的一个亚家族，其主要，但并非排他性地在生殖系

中表达。然而，它们也在各种人类癌症如黑素瘤、肺癌、滑膜肉瘤，以及头和颈癌、食管癌和

膀胱癌中表达，在那里它们与恶性肿瘤相关，并且可加速恶性肿瘤。NY‑ESO‑1抗原在肿瘤中

的这种特异性表达和不在正常的周围健康组织中表达，使得该家族的抗原对于靶向过继性

T细胞转移是非常有意义的。使用具有基因工程TCR的自身T细胞靶向NY‑ESO‑1的最近报告

显示了在47%的转移性黑素瘤患者和80%的转移性滑膜肉瘤患者中客观临床反应的证据，他

们中的全部均用标准疗法大量进行过预治疗。未观察到针对正常组织的毒性(Robbins  et 

al.,  2011,  J.  Clin.  Oncol.  29,  917‑924)。

[0008] 到目前为止，已对源自人患者或转基因小鼠的NY‑ESO‑1的MHC  I限制的表位具有

特异性的TCR进行了鉴定(Robbins  et  al .,  2011 ,  J .  Clin .  Oncol .  29 ,  917‑924; 

Linnemann  et  al.,  2013,  Nature  Med .  19,  1534‑1541)；并且公开了对源自人患者的

NY‑ESO‑1的MHC  II  (HLA‑DP4)限制的表位具有特异性的TCR  (Zhao  et  al .,  2006 ,  J 

Immunother.  29(4):398‑406)。

[0009] 然而，需要增加疗法的效率。在该技术领域中的缺点可涉及TCR对基因疗法的不满

意的亲和力，或涉及T细胞在宿主中的不满意的效率。例如，Schietinger  et  al.  (2010, 

J .  Exp.  Med .  207 ,  2469‑2477)和Bos  et  al .  (2010 ,  Cancer  Res .  70(21) ,  8368‑

8377)描述了，在小鼠模型中，CD8+细胞单独通常不足以根除肿瘤，但CD4+和CD8+T细胞的协

同作用可能是需要的。

[0010] 鉴于上述缺点，本发明人解决了提供能够特异性地结合肿瘤抗原例如NY‑ESO‑1的

新的TCR构建体的问题，特别是识别分别与人MHC  II或人MHC  I复合的此类抗原的表位的

TCR构建体。这个问题由权利要求的主题解决。

[0011] 本发明人惊奇地发现，靶向来自源自小鼠的肿瘤抗原例如NY‑ESO‑1的表位的TCR

构建体在关于它们的亲和力和/或功能性特征(例如在响应用各个肽/MHC复合体刺激时的

IFN‑γ产生)方面优于源自人患者的TCR构建体。

[0012] 特别是，本发明提供编码TCR构建体的至少一种T细胞受体(TCR) α链构建体和/或

TCR β链构建体的核酸，所述TCR构建体能够特异性地结合来自与人MHC复合的NY‑ESO‑1 

(也即：CTAG‑1)的表位，其中TCR α链构建体和/或TCR β链构建体包含互补决定区3 

(CDR3)，其具有与选自SEQ  ID  NO:  1‑20的氨基酸至少70%、至少80%、至少90%、至少95%或优

选100%的序列同一性。

[0013] 在本发明的上下文中，“a”被理解为意指“一个或多个”，除非另外明确说明。因此，

例如，如果本发明的TCR构建体包含α和β链构建体二者，如为整个发明首选的，它可由者一

个或者两个核酸编码。α和β链构建体一起能够特异性地结合来自与人MHC复合的NY‑ESO‑1

的表位。如同中间产物，α和β链构建体本身也是本发明的主题。

[0014] SEQ  ID  NO:  1‑20对应于本发明鉴定的TCR的CDR3区并示于本申请的表1和2中。
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SEQ ID NO: 1‑9对应于本发明的TCR α链构建体的CDR3区，其能够识别HLA‑DRA/HLA‑DRB1*

0401 (HLA‑DR4)‑，即MHC II‑限制的NY‑ESO‑1116‑135表位(LPVPGVLLKEFTVSGNILTI, SEQ ID 

NO: 21)，SEQ ID NO: 10‑18对应于本发明的TCR β链构建体的CDR3区，其能够识别HLA‑

DR4‑限制的NY‑ESO‑1116‑135表位。这些是首次分离的对NY‑ESO‑1的HLA‑DR4‑限制的表位有

特异性的TCR。它们源自人TCR基因座和人HLA‑DR4的转基因小鼠。

[0015] 因此，在一个优选的实施方案中，本发明的TCR构建体能够特异性地结合由与HLA‑

DR4复合的NY‑ESO‑1116‑135表位(SEQ ID NO: 21)组成的表位，其中TCR α链构建体包含与选

自SEQ ID NO: 1‑9的氨基酸具有至少90%序列同一性，优选100%序列同一性的CDR3。TCR β

链构建体包含与选自SEQ ID NO: 10‑18的氨基酸具有至少90%序列同一性，优选100%序列

同一性的互补决定区3 (CDR3)。当然，TCR α和β链构建体以能够识别MHC分子上的表位的方

式在本发明的TCR构建体中配对，特别是，如在表1中教导的。TCR α和/或β链构建体可包含

在表3中示出的CDR1、CDR2和CDR3区。优选地，TCR α和/或β链构建体包含如在表1中所示的

CDR3区和可变区。

[0016] TCR α链构建体可包含含有与SEQ ID 22‑30具有至少80%、至少90%或100%序列同

一性的序列的可变区，其任选地由具有选自SEQ ID 31‑39的密码子‑优化的序列的核酸编

码。TCR α链构建体优选地包含具有与SEQ ID NO: 40‑48的任一个至少80%、至少90%或100%

序列同一性的序列，并任选地由具有SEQ ID NO: 49‑57的任一个的序列的密码子‑优化的

核酸编码。

[0017] 表1 从ABabDR4小鼠分离的识别NY‑ESO‑1116‑135的HLA‑DR4限制的TCR的列表

[0018]

[0019] TCR β链构建体可包含含有与SEQ ID NO: 58‑66具有至少80%、至少90%或100%序

列同一性的序列的可变区，其任选地由具有选自SEQ ID NO: 67‑75的序列的密码子‑优化

的核酸编码。TCR β链构建体优选地包含具有与SEQ ID NO: 76‑84的任一个至少80%、至少

90%或100%序列同一性的序列并任选地由SEQ ID NO: 85‑93的任一个的密码子‑优化的核

酸编码。

[0020] 由在它们的可变区内或经历它们的全长的一定序列同一性限定的构建体优选地
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包含与限定的CDR3区(如例如在表1中所示的)具有100%同一性的各个CDR3区。

[0021] 本发明还提供单链核酸构建体，其中，例如TCR α和β链构建体由P2A元件分离。在

这样的单链核酸构建体中，完整的TCR构建体可由SEQ ID NO: 94‑102的任一个的核酸编

码。

[0022] 本发明还涉及一种小鼠，其包含编码完整未重排的人TCR α和β基因座的核酸，并

在其CD4+ T细胞上表达源自基因座的重排TCR，还表达融合至小鼠I‑E的非‑抗原‑结合结构

域的人HLA‑DR4，其中小鼠缺乏小鼠TCR和小鼠MHC II类分子。因此，AbabDR4用具有HLA‑DR4

限制的CD4+ T细胞表达多样化的人TCR库。本发明的上述TCR构建体，其识别与HLA‑DR4复合

的NY‑ESO‑1表位，都源自这样的称为ABabDR4小鼠的小鼠，这也是本发明的目的。本发明还

涉及这些小鼠用于制备对存在于HLA‑DR4上的表位有特异性的TCR，特别是本发明的TCR构

建体的用途。

[0023] 与人类不同，ABabDII小鼠或ABabDR4小鼠对人肿瘤相关抗原(TAA)，例如NY‑ESO‑1

是不耐受的。因此，当用人TAA接种疫苗时，ABabDII小鼠生成针对那些外来抗原的有效的适

应性免疫应答，包括高亲合力抗原特异性T细胞的扩增。在用合适的人TAA免疫后，可提取编

码ABabDII小鼠的高亲合力TCR的遗传信息。这些TCR可随后通过逆转录病毒转导，在来自肿

瘤患者的T细胞中重新表达。那些重新定向的T细胞可转移回到与肿瘤作斗争的患者中

(WO2014118236的图1)。

[0024] 使用人TCR转基因小鼠，未由小鼠基因组编码的任何人肽序列因此适合于免疫并

将产生具有最佳亲和力的TCR。最佳亲和力意指T细胞被限制于人自身‑MHC分子并识别作为

异物的肽抗原，例如代表了非‑耐受库。通过使用肽/MHC多聚体，转基因小鼠的特异性T细胞

可被分选，例如通过单细胞PCR分离人TCR，为有效表达优化TCR，同时避免与内源性TCR错配

并用来用病毒载体转导患者的T细胞(Uckert et al ., 2009 , Cancer Immunol 

Immunother 58, 809‑22; Kammertoens et al., 2009, Eur J Immunol 39, 2345‑53。

[0025] 本发明的上述TCR构建体源自人TCR基因座和人MHC (特别是HLA‑DR4)的转基因小

鼠，即ABabDR4小鼠。“源自”意欲指TCR构建体(或各自的α/β链构建体)的至少CDR3序列，优

选地，可变区与在以下实施例中由小鼠TCR提供的序列相同或与以下实施例中小鼠TCR提供

的序列具有以上限定的序列同一性水平。可能的是，但不需要，核酸在物理上源自(如通过

PCR)编码小鼠TCR的核酸。如在其它地方详细描述的，修饰是可能的。

[0026] 在ABabDII小鼠中的CD8+ T细胞带有人T细胞受体(TCR)，其识别由人MHC I类分子

呈递的抗原，HLA‑A*0201 (HLA‑A2) (Li et al ., 2010, Nature Medicine 16 , 1029–

34)。识别限制于HLA‑A2的NY‑ESO‑1表位且源自ABabDII小鼠的TCR先前已被描述

(Linnemann et al., Nature Medicine 19, 1534‑1541)。本发明提供识别限制于HLA‑A2

的NY‑ESO‑1表位(SEQ ID NO: 103)和源自ABabDII小鼠的TCR，其显示在功能上优于源自人

患者的各个TCR，TCR 1G4。

[0027] 表2 从ABabDII小鼠分离的识别NY‑ESO‑1157‑165的TCR‑ESO序列

[0028]
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[0029] 因此，本发明还提供能够识别与MHC I (特别是HLA‑A2)组合的NY‑ESO‑1表位的

TCR构建体。SEQ ID NO: 19对应于本发明的TCR α链构建体的CDR3区，其能够识别HLA‑A2‑，

即MHC I‑限制的NY‑ESO‑1157‑165表位(SLLMWITQC, SEQ ID NO: 103)，SEQ ID NO: 20对应

于本发明的TCR β链构建体的CDR3区，其能够识别HLA‑A2限制的NY‑ESO‑1157‑165表位。令人

惊奇地发现，由本发明提供的这种TCR具有如下所示的比先前已从人分离的其它TCR更高的

亲和力。

[0030] 这种TCR构建体能够特异性地结合由与HLA‑A2复合的SEQ ID NO: 103组成的表

位，其中TCR α链构建体包含具有与SEQ ID NO: 19至少90%序列同一性，优选100%序列同一

性的互补决定区3 (CDR3)和/或TCR β链构建体包含具有与SEQ ID NO: 20至少90%序列同

一性，优选100%序列同一性的互补决定区3 (CDR3)。

[0031] 所述TCR α链构建体可包含含有与SEQ ID 104具有至少80%、至少90%或100%序列

同一性的序列的可变区，其任选地由SEQ ID 105的密码子‑优化的核酸编码。TCR α链构建

体可包含与SEQ ID NO: 106具有至少80%、至少90%或100%序列同一性的序列，并任选地由

SEQ ID NO: 107的密码子‑优化的核酸编码。

[0032] 所述TCR β链构建体可包含含有与SEQ ID 106具有至少80%、至少90%或100%序列

同一性的序列的可变区，其任选地由SEQ ID 108的密码子‑优化的核酸编码。TCR β链构建

体可包含与SEQ ID NO: 109具有至少80%、至少90%或100%序列同一性的序列，其任选地由

SEQ ID NO: 110的密码子‑优化的核酸编码。

[0033] TCR构建体可包含示于表3的CDR1、CDR2和CDR3区。TCR构建体也可包含于表2中所

示的CDR3区和可变区。

[0034] 表3 本发明的TCR构建体的CDR1、CDR2和CDR3

[0035]
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[0036] 本发明还提供单链核酸构建体，其中，例如TCR α和β链构建体由P2A元件分离。图4

提供示例性构建体。这样的TCR构建体可由SEQ  ID  NO:  111的核酸编码。

[0037] 以上提供的所有的核酸序列已被密码子‑优化用于人细胞的表达。

[0038] 本发明的TCR α链构建体和/或TCR β链构建体或TCR构建体优选地是载体。合适的

载体包括设计用于增殖和扩大，或用于表达或二者的那些，例如质粒和病毒。载体可以是适

合于在宿主细胞中表达的表达载体，所述宿主细胞选自人T细胞或人T细胞前体，优选地，人

T细胞例如CD8+  T细胞、CD4+  T细胞、中枢‑记忆T细胞、效应子‑记忆T细胞、干细胞‑样T细

胞。载体可以是病毒载体，例如逆转录病毒，特别是γ‑逆转录病毒或慢病毒载体。合适的表

达载体的实例包括示于图4的逆转录病毒载体MP71。重组表达载体包含调节序列，例如转录

和翻译起始和终止密码子，其对载体被引入其中且将在其中进行本发明核酸的表达的宿主

细胞类型(如细菌、真菌、植物，或动物)是特异性的。而且，本发明的载体可包括一个或多个

标记基因，其允许选择转化或转染的宿主。重组表达载体可包含天然的或优选地，异源启动

子，其可操作地连接于编码本发明的构建体的核苷酸序列，或连接于与编码本发明的构建

体的核苷酸序列互补或与编码本发明的构建体的核苷酸序列杂交的核苷酸序列。启动子的

选择包括，如强、弱、诱导型、组织‑特异性和发育‑特异性启动子。启动子可以是非‑病毒启

动子或病毒启动子。优选地，它是异源启动子，即非天然连接于人T细胞的TCR的启动子，例

如长末端重复启动子，其适合于人T细胞中表达。本发明的重组表达载体可被设计用于瞬时

表达、稳定表达，或者二者。同样，重组表达载体可被制备用于组成型表达或用于诱导型表

达。

[0039] 本发明还提供一种蛋白，即α或β链构建体，或者优选地，包含α和β链构建体二者的

TCR受体构建体，其能够特异性地结合与表位NY‑ESO‑1116‑135组合的HLA‑DR4，或与表位NY‑

ESO‑1157‑165组合的HLA‑A2。该蛋白优选地由本发明的核酸编码。

[0040] 如本文所用的，术语“能够特异性地结合”或“识别”给定的抗原或“对给定的抗原

具有特异性”，意指TCR构建体可特异性地结合和在免疫学上识别所述表位，优选NY‑ESO‑1，

更优选具有高亲和力。例如，在与用低浓度的各表位，如NY‑ESO‑1表位，例如HLA‑A2限制的

NY‑ESO‑1157‑165表位或HLA‑DR4‑限制的NY‑ESO‑1116‑135表位(如约10‑11  mol/l、10‑10  mol/l、

10‑9  mol/l、10‑8  mol/l、10‑7  mol/l、10‑6  mol/l、10‑5  mol/l)(但不是没有表位)或用对照

肽表位脉冲的靶细胞共同培养时，如果表达TCR的T细胞分泌至少约200  pg/ml或更多(如

250  pg/ml或更多、300  pg/ml或更多、400  pg/ml或更多、500  pg/ml或更多、600  pg/ml或更

多、700  pg/ml或更多、1000  pg  ml或更多、2,000  pg/ml或更多、2,500  pg/ml或更多、5,000 

pg/ml或更多)的干扰素γ  (IFN‑γ)，则TCR可被认为是“能够特异性地结合”NY‑ESO‑1。备

选地或另外地，在与用低浓度的适宜的肽脉冲的靶细胞共同培养后，如果表达TCR的T细胞

分泌IFN‑γ的未转导背景水平的至少两倍的IFN‑γ时，则TCR可被认为对NY‑ESO‑1表位具

有“抗原特异性”。如上所述的这样的“特异性”可–  例如  –  用ELISA分析。

[0041] 亲和力可通过技术人员熟知的方法，例如通过BiaCore分析。100µM或更高，更优选

10µM或更高的TCR亲和力或T细胞亲合力被认为是高亲和力的。

[0042] 基于由本发明提供的限定的CDR3和可变区序列，进行TCR序列的亲和力成熟是可

能的(Chervin  et  al.  J  Immunol  Methods.  2008;  339(2):  175–84);  Robbins  et  al. 

J  Immunol.  2008;  180:  6116–31)。非‑同义核苷酸取代，其导致CDR3序列中的氨基酸改
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变，可导致TCR对靶抗原的亲和力提高。此外，在可变TRA和TRB区的其它部分中的TCR序列变

化可改变TCR对肽‑MHC复合体的亲和力。这可增加TCR对肽‑MHC的总亲和力，但包含非特异

性识别和增加的交叉反应性的风险(Linette  et  al.  Blood.  2013;122(6):863–72)。优选

地，从提供的特异性序列变化的TCR保留对于提供的靶抗原的排他特异性，即它们不是交叉

反应性的，最重要的是它们对人自身‑肽不具有交叉反应性。TCR的潜在的交叉反应性可针

对在具有正确的MHC等位基因的细胞上加载的已知自身‑肽进行测试(Morgan  et  al ., 

2013,  J.  Immunother.  36,  133‑151)。因此，优选地，表达本发明的TCR构建体的T细胞的

过继性转移对健康组织没有显著的负面作用。

[0043] 本发明的TCR α和/或β链构建体可包含对应于其天然的配对物的所有的特征或结

构域，但这不是必需的。优选地，TCR α和/或β链构建体包含至少可变区，或可变和恒定区，

例如，具有与人可变或恒定TCR区至少60%、至少70%、至少80%、至少90%或至少95%序列同一

性的可变和/或恒定区。对于过继性TCR疗法，优选TCR构建体包含含有可变、恒定和跨膜区

的全长TCR α和β链。TCR构建体优选地具有基本上或完全的人源以最大限度地减少免疫原

性。然而，为防止与内源性TCR链配对，本发明的构建体与人序列比较，优选地包含一个或多

个，如1‑5、1‑10或1‑20个氨基酸交换、插入或缺失，如提供另外的半胱氨酸以便能够形成另

外的二硫键(Sommermeyer  et  al.,  2010,  J.  Immunol.  184,  6223‑31)。为此，TCR α和β

链构建体的恒定区也可以是鼠恒定区。

[0044] 所述构建体也可以是嵌段抗原受体，或其部分，其中，例如人TCR可变区可连接于

不同的免疫球蛋白恒定结构域，例如IgG恒定结构域，或能够特异性地结合抗原例如NY‑

ESO‑1的抗体结构域。

[0045] 单链构建体(scTCR)以及异二聚体TCR构建体被包括在内。scTCR可包含第一个TCR

链构建体(如α链)的可变区和整个(全长)第二个TCR链(如β链)，或反之亦然。而且，scTCR可

任选地含一个或多个接头，其将两个或更多个多肽连接在一起。接头可以是例如将两个如

本文描述的单链连接在一起的肽。本发明的这样一种scTCR也被提供，其融合于细胞因子，

如人细胞因子，例如IL‑2、IL‑7或IL‑15。

[0046] 根据本发明的TCR构建体也可以多聚体复合体的形式提供，其包含至少两个scTCR

分子，其中所述scTCR分子各自融合于至少一个生物素部分，和其中所述scTCRs通过生物

素‑链霉抗生物素相互作用互相连接，以允许所述多聚体复合体形成。还提供高级多聚体复

合体，其包含两个以上，如4个本发明的scTCR。

[0047] 本发明的TCR构建体可被修饰以包含可检测的标记，例如，放射性同位素、荧光团

(如异硫氰酸荧光素(FITC)、藻红蛋白(PE))、酶(如碱性磷酸酶、辣根过氧化物酶)，和颗粒

(如金粒或磁性颗粒)。

[0048] 本发明还提供包含本发明的核酸或蛋白的宿主细胞。宿主细胞可以是真核细胞，

如植物、动物、真菌，或藻类，或可以是原核细胞，如细菌或原生动物。宿主细胞可以是培养

的细胞或原代细胞，即直接从生物体，如人中分离的。宿主细胞可以是粘附细胞或悬浮的细

胞，即在悬液中生长的细胞。为了产生重组TCR、多肽或蛋白的目的，宿主细胞优选地是哺乳

动物细胞。最优选地，宿主细胞是人细胞。虽然宿主细胞可具有任何细胞类型，可源自任何

类型的组织，并可具有任何发育阶段，宿主细胞优选地是外周血白细胞(PBL)或外周血单核

细胞(PBMC)。更优选地，宿主细胞是T细胞或T细胞前体，特别是，人T细胞。T细胞可以是任何
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T细胞，例如培养的T细胞，例如原代T细胞，或来自培养的T细胞系的T细胞，例如Jurkat , 

SupTl等，或从哺乳动物获得的T细胞，优选地，它是来自人患者的T细胞或T细胞前体。T细胞

可从许多来源，例如血、骨髓、淋巴结、胸腺，或其它组织或液体获得。T细胞也可被富集或纯

化。优选地，T细胞是人T细胞。更优选地，T细胞是从人，如人患者分离的T细胞。T细胞可以是

任何类型的T细胞并可具有任何发育阶段，包括但不限于，CD4+和/或CD8+、CD4+辅助T细胞，

如Th1和Th2细胞、CD8+  T细胞(如细胞毒性T细胞)、肿瘤浸润细胞(TILs)、效应细胞、中枢效

应细胞、记忆T细胞、幼稚T细胞等，优选中枢‑记忆T细胞。

[0049] 优选地，宿主细胞是人CD4‑阳性T细胞，其中本发明的TCR构建体被限制于MHC  II

表位，或人CD8‑阳性T细胞，其中本发明的TCR构建体被限制于MHC  I表位。

[0050] 本发明还提供一种药用组合物，其包含

[0051] a)  核酸，优选地，表达载体，其适合于在人T细胞中表达，编码本发明的TCR构建

体，所述TCR构建体能够特异性地结合来自与人MHC复合的NY‑ESO‑1的表位，或

[0052] b)  包含本发明的TCR构建体的蛋白，所述TCR构建体能够特异性地结合来自与人

MHC复合的NY‑ESO‑1的表位，或

[0053] c)  本发明的宿主细胞，如人T细胞，其表达能够特异性地结合来自与人MHC复合的

NY‑ESO‑1的表位的TCR构建体。

[0054] 在一个优选的实施方案中，用于药用组合物的本发明的TCR构建体是如本文公开

的、能够识别限制于HLA‑DR4的表位的TCR构建体。

[0055] 备选地，TCR构建体是如本文公开的、能够识别限制于HLA‑A02的表位的本发明的

TCR构建体。

[0056] 本发明还提供一种优选地用于医学，特别是用于治疗人患者的药剂盒，其包含，作

为第一组分

[0057] a)  核酸，优选地，表达载体，编码能够特异性地结合来自与人MHC  II复合的限定

抗原的表位的TCR构建体，或

[0058] b) 蛋白，其包含能够特异性地结合来自与人MHC  II复合的限定抗原的表位的TCR

构建体，或

[0059] c)  宿主细胞，其表达能够特异性地结合来自与人MHC  II复合的限定抗原的表位

的TCR构建体，

[0060] 和

[0061] i)  核酸，优选地，表达载体，其编码能够特异性地结合来自与人MHC  I复合的所述

限定抗原的表位的TCR构建体，或

[0062] ii)  蛋白，其包含能够特异性地结合来自与人MHC  I复合的所述限定抗原的表位

的TCR构建体，或

[0063] iii)  宿主细胞，其表达能够特异性地结合来自与人MHC  I复合的所述限定抗原的

表位的TCR构建体。

[0064] 所述限定的抗原优选地是选自癌症‑睾丸‑抗原例如NY‑ESO‑1的肿瘤‑相关或肿

瘤‑特异性抗原。特别是，表位分别是SEQ  ID  NO:  21  (HLA‑DR4‑限制)和103  (HLA‑A02‑限

制)的表位。备选地，抗原可以是体细胞突变抗原、病毒抗原、肿瘤驱动抗原(tumor  driving 

antigen)、肿瘤‑相关抗原、分化抗原如癌症‑睾丸抗原。优选地，TCR构建体是人TCR，基本上
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人TCR，如上所述，或源自人TCR，如源自如上所述的人源化小鼠。

[0065] 到目前为止，过继性T细胞转移至人只专注于给予CD8+或者CD4+  T细胞。然而，本

发明人已提供在人中进行过继性T细胞疗法的方法，其包括具有对限定的肿瘤相关抗原NY‑

ESO‑1有特异性的TCR构建体的CD8+和CD4+  T细胞的转移，其允许两种细胞类型的合作。备

选地，编码所述TCR构建体的核酸或各个蛋白也可被用来转移所需特异性至患者的内源性T

细胞。CD4+细胞，如通过分泌细胞因子例如IFN‑γ和IL‑2，可促进CD8+细胞募集至肿瘤并发

挥细胞溶解的功能。这能够更有效地消除肿瘤细胞，和退化或优选地消除肿瘤。优选没有复

发。

[0066] 特别是，本发明提供如上所述的药剂盒，其包含所述药用组合物，所述药用组合物

含有，作为第一组分，

[0067] a)  核酸，优选地，表达载体，其适合于在人T细胞中表达，编码本发明的TCR构建

体，所述TCR构建体能够特异性地结合来自与人HLA‑DR4复合的NY‑ESO‑1的表位，并包含与

SEQ  ID  NO:  1‑18的任一个具有优选地至少80%序列同一性的CDR3区，

[0068] b) 蛋白，其包含本发明的TCR构建体，所述TCR构建体能够特异性地结合来自与人

HLA‑DR4复合的NY‑ESO‑1的表位，且包含与SEQ  ID  NO:  1‑18的任一个具有优选地至少80%

序列同一性的CDR3区，或

[0069] c)  本发明的宿主细胞，如人T细胞，其表达TCR构建体，所述TCR构建体能够特异性

地结合来自与HLA‑DR4复合的NY‑ESO‑1的表位，且包含与SEQ  ID  NO:  1‑18的任一个具有优

选地至少80%序列同一性的CDR3区。

[0070] 所述药剂盒优选地包含作为第二组分的药用组合物，其包含

[0071] i)  核酸，优选地，表达载体，其编码能够特异性地结合来自与人MHC  I复合的所述

限定抗原的表位的TCR构建体，如本发明的TCR构建体，其包含与SEQ  ID  NO:  19‑20具有优

选地至少80%序列同一性的CDR3区，或

[0072] ii)  蛋白，其包含能够特异性地结合来自与人MHC  I复合的所述限定抗原的表位

的TCR构建体，如本发明的TCR构建体，其包含与SEQ  ID  NO:  19‑20具有优选地至少80%序列

同一性的CDR3区，或

[0073] iii)  宿主细胞，其表达能够特异性地结合来自与人MHC  I复合的所述限定抗原的

表位的TCR构建体，如本发明的TCR构建体，其包含与SEQ  ID  NO:  19‑20具有优选地至少80%

序列同一性的CDR3区。

[0074] 本发明的药剂盒的组分可被配制用于同时给予或以任何顺序给予。所述组分也可

重复给予。Tran  et  al.  (Science,  2014年5月9日；344  (6184):  641‑5)描述了一种可能

的给药方案。

[0075] 可用于本发明的药学上可接受的载体或稀释剂的实例包括稳定剂例如SPGA、碳水

化合物(如山梨醇、甘露醇、淀粉、蔗糖、葡萄糖、右旋糖酐)，蛋白例如白蛋白或酪蛋白，包含

蛋白的试剂例如牛血清或脱脂乳和缓冲剂(如磷酸盐缓冲液例如磷酸盐缓冲盐水)。

[0076] 本发明的药用组合物或本发明的药剂盒可被用于诊断、预防和/或治疗疾病，例如

增生性、感染性或病毒性疾病。疾病优选地为肿瘤疾病，例如良性或恶性肿瘤疾病。在一个

优选的实施方案中，增殖性细胞或肿瘤表达NY‑ESO‑1，和TCR构建体能够识别来自NY‑ESO‑1

的至少一个表位。优选地，疾病被治疗。得病的风险的减少也被认为是预防疾病，优选地，经
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治疗的受试者的风险被减少至低于在比较人群中的正常水平，优选地，风险被减少至少

10%、至少25%、至少50%或至少75%，或100%。

[0077] 本发明还提供一种治疗罹患如上面指定的疾病，特别是，肿瘤或肿瘤疾病的受试

者的方法，其包括给予本发明的核酸、蛋白或宿主细胞。优选地，受试者是需要这样的治疗

的受试者，即患者。在优选的实施方案中，受试者是哺乳动物受试者，优选罹患肿瘤或肿瘤

疾病的人患者。活性剂以有效量给予。

[0078] 在本发明的上下文中，术语“肿瘤”或“肿瘤疾病”表示选自黑素瘤、肝细胞癌、肝内

和肝外胆血管细胞癌、鳞状细胞癌、腺癌以及未分化的头、颈、肺或食管癌、直肠结肠癌、软

骨肉瘤、骨肉瘤、成神经管细胞瘤、成神经细胞瘤、头或颈的非‑鳞状细胞癌、卵巢肿瘤、淋巴

瘤、急性和慢性淋巴细胞性白血病、急性和慢性骨髓性白血病、膀胱癌、前列腺癌、胰腺腺

癌、乳腺癌和胃癌的疾病。表达NY‑ESO‑1的肿瘤优选地选自黑素瘤、肺癌、滑膜肉瘤，和头颈

癌、食管癌和膀胱癌。

[0079] 本发明的一个优选的医学用途涉及免疫疗法，优选过继性T细胞疗法。本发明的产

品和方法特别可用于过继性T细胞疗法的情况。给予本发明的化合物可例如包括给予，例如

输注本发明的T细胞至所述患者。优选这样的T细胞是用本发明的核酸体外转导的患者的自

体T细胞。

[0080] 备选地，患者也可给予本发明的核酸，特别是表达载体，用于T细胞体内转导。

[0081] 本发明的蛋白TCR构建体还可例如用于发现受试者是否表达NY‑ESO‑1，且特别是，

是否是根据SEQ  ID  NO:  21的表位的诊断目的。为此，这样的构建体优选被标记以便于检

测。优选地，在HLA‑DR4上呈递所述表位的患者通过本发明的过继性T细胞疗法治疗。

[0082] 本发明还涉及一种制备本发明的宿主细胞的方法，其包括引入编码能够特异性地

结合来自与人MHC复合的NY‑ESO‑1的表位的TCR构建体的表达载体至合适的宿主细胞，优选

地，从患者分离的人T细胞中。

[0083] 本发明在以下实施例中参考附图和序列得到进一步的说明，然而并不限于此。为

了本发明的目的，在此引用的所有参考文献通过引用以其整体结合到本文中。

[0084] 图1  得自ABabDII小鼠的NY‑ESO157‑特异性TCR‑ESO与患者‑衍生的TCR  1G4的功

能比较.  (a)  得自人供体的PBMC用ABabDII‑衍生的TCR‑ESO或人‑衍生的TCR  1G4转导并用

NY‑ESO157‑HLA‑A2‑特异性多聚体染色。门控CD3+细胞。(b)  T2细胞用递增量的NY‑ESO157

天然的肽脉冲并与TCR‑转导的T细胞共培养。(c)  通过TCR‑转导的T细胞与不同的肿瘤细胞

系(SK.Mel37:  HLA‑A2+/NY‑ESO+，SK.Mel29.MiG:  HLA‑A2+/NY‑ESO−，SK.Mel29.MiG.NY‑

ESO:  HLA‑A2+/NY‑ESO+，Mel324:  HLA‑A2+/NY‑ESO−，Mel295；HLA‑A2+/NY‑ESO+)共培养后

生产IFNγ。b和c中的图表示测定内重复的平均数±  s.d。

[0085] 图2  对于整个TCRαβ基因座和对于融合于小鼠I‑E的非‑抗原‑结合结构域的人MHC 

II类分子HLA‑DR4，ABabDR4小鼠是转基因的。ABabDR4小鼠对于小鼠TCR和小鼠MHC  II类分

子是缺乏的。因此，AbabDR4用具有HLA‑DR4限制的CD4  T细胞表达多样化的人TCR库。

[0086] 图3  得自用NY‑ESO‑1  DNA免疫的ABabDR4小鼠的外周血白细胞用抗‑CD3/CD28 

dynabead、不相关的肽，或NY‑ESO116‑135再刺激过夜并对IFNγ细胞内染色。对淋巴细胞和

CD3阳性细胞门控标绘的细胞。

[0087] 图4  逆转录病毒TCR‑载体MP71的结构示意图(Linnemann  et  al.,  2013,  Nature 
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Medicine  19,  1534‑1541)。

[0088] 图5  TCR‑缺乏和表达CD4的Jurkat细胞用NY‑ESO‑1‑反应性TCR转导并用NY‑ESO‑

1116‑135/DR4‑四聚体(NY‑ESO‑1  Tet)或CLIP/DR4‑四聚体(CLIP  Tet)作为对照染色。

[0089] 图6  来自人PBMC的TCR‑转导的或非‑转导的(对照)  CD4+  T细胞与天然表达HLA‑

DR4和/或NY‑ESO‑1的不同的黑素瘤细胞系共培养并对IFNγ进行细胞内染色。显示的百分

比是指转导的CD4+  T细胞(TCR‑转导的样品)或总CD4+  T细胞(非‑转导的样品)。显示了重

复的平均值与标准偏差。通过流式细胞术分析所有黑素瘤细胞系的HLA‑DR表达。

[0090] 图7  ABabDR4小鼠‑衍生的但并非人‑衍生的NY‑ESO‑1116‑135‑反应性TCR识别表达

HLA‑DR4/NY‑ESO‑1的黑素瘤细胞系。用源自ABabDR4小鼠(3600、5712、3598_2)或源自健康

人供体(NY1、NY2、NY3)的NY‑ESO‑1116‑135‑反应性TCR转导的CD4  T细胞与IFNγ‑预处理的表

达HLA‑DR4和/或NY‑ESO‑1的黑素瘤细胞系共同培养。加入NY‑ESO‑1116‑135肽(NY116)作为阳

性对照。培养过夜后，在上清液中测定IFNγ。显示了测定内重复的平均值与标准偏差。通过

流式细胞术分析所有黑素瘤细胞系的HLA‑DR表达。

[0091] 图8  用NY‑ESO‑1‑反应性TCR转导的CD8和CD4  T细胞在肿瘤细胞杀伤中显示出协

作效应。TCR‑ESO‑转导的CD8  T细胞和/或TCR3598_2‑转导的CD4  T细胞与CFSE‑标记的黑素

瘤细胞系FM‑3一起培养，所述黑素瘤细胞系FM‑3用NY‑ESO‑1116‑135和NY‑ESO‑1157‑165肽载荷

(低CFSE荧光)和未载荷(高CFSE荧光)。CFSE‑标记的靶和对照细胞以1:1的比例，各8x104个

细胞培养。TCR‑转导的CD8和CD4  T细胞数各自是6x104。培养过夜后，FM‑3的细胞数通过流

式细胞术测量。(A)  与TCR‑转导的T细胞一起培养后的FM‑3细胞的代表性直方图被示出。数

目表示NY‑ESO‑1肽‑载荷的FM‑3细胞的百分比(小箭头)。(B)  条形图表明如A中所示通过杀

伤靶细胞测定的TCR‑转导的CD4和/或CD8  T细胞的细胞毒性。显示了测定内重复的平均值

与标准偏差。

实施例

[0092] 实施例1  –在ABabDII小鼠中对NY‑ESO‑1157‑165特异性的HLA‑A02‑限制的人TCR的

产生

[0093] 如在Li  et  al.  (2010,  Nature  Medicine  16,  1029‑1034)中所述产生ABabDII

小鼠。对NY‑ESO‑1157‑165特异性的大量CD8+群从接种疫苗的小鼠分离并按照在Linnemann 

et  al.  (2013,  Nature  Medicine  19,  1534‑1541)中公开的方案，通过TCR基因捕获分析。

[0094] 产生如表2中所示的和通过根据SEQ  ID  NO:18和19的CDR3序列表征的TCR‑ESO。

[0095] 用于全长构建体的最佳序列在SEQ  ID  NO:  106/107和SEQ  ID  NO:  110/111中提

供。SEQ  ID  NO:  112对应于下文所用的单链核酸构建体。

[0096] 实施例2  –  HLA‑A02‑限制的人TCR的功能分析

[0097] 得自ABabDII小鼠的NY‑ESO157‑165‑特异性TCR‑ESO，如实施例1中生成的，与黑素瘤

患者‑衍生的TCR  1G4比较(Chen,  et  al.,  2005,  J.  Exp.  Med.  201,  1243–55)。两种TCR

识别表位157‑165  (SEQ  ID  NO:  103)。TCR在来自人供体的PBMC的人T细胞中表达(图1a)。

用ABabDII‑衍生的TCR‑ESO转导的T细胞证实增加的抗原敏感性并在识别肽‑荷载的T2细胞

时诱导比用人‑衍生的TCR  1G4转导的T细胞更高的最大IFNγ水平(图1b)。此外，TCR‑ESO‑

转导的人T细胞在与表达HLA‑A2+癌细胞的NY‑ESO共同培养后产生比1G4‑转导的T细胞更多
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的IFNγ  (图1c)。

[0098] 与从人供体分离的TCR比较，得自ABabDII小鼠的TCR令人吃惊地显示卓越的功能

活性。

[0099] 实施例3  –  在ABabDR4小鼠中对NY‑ESO‑1116‑135特异性的HLA‑DR4‑限制的人TCR的

产生

[0100] 针对NY‑ESO‑1的HLA‑DR4‑限制的TCR在人TCR基因座/HLA‑DRA‑IE/HLA‑DRB1*

0401‑IE转基因(ABabDR4)小鼠中饲养(图2)。这些小鼠通过使HLA‑DRA‑IE/HLA‑DRB1*0401‑

IE转基因小鼠(Ito  et  al.,  1996,  J  Exp  Med  183(6):  2635‑2644)与人TCR基因座转基

因小鼠(Li  et  al.,  2010,  Nat.  Medicine  16(9):1029‑1034)杂交来生成。这个模型的优

点是在ABabDR4小鼠中的T细胞表达多样化的人TCR库，但不能经受对在其中人和小鼠序列

彼此不同的区域中的人肿瘤抗原的耐受机制。本发明人发现用NY‑ESO‑1免疫ABabDR4小鼠

导致在人类中不能发现的高亲和力TCR的生成。由于HLA‑DR4‑IE作为独有的MHC  II类限制

分子，免疫ABabDR4小鼠生成识别具有HLA‑DR4限制的免疫抗原的CD4+  T细胞。

[0101] 在用NY‑ESO‑1116‑135肽或全长NY‑ESO‑1  DNA接种后，从ABabDR4小鼠生成对与HLA‑

DR4组合的NY‑ESO‑1116‑135肽有特异性的TCR。对NY‑ESO‑1116‑135特异性的大量CD4+群被分离

和TCR链通过cDNA末端的5’快速扩增来提取。图3显示来自用抗‑CD3/CD28  dynabead、不相

关的肽或NY‑ESO116‑135再刺激过夜的ABabDR4小鼠的外周血白细胞的特异性活性，如通过

IFNγ的生产所证明的。

[0102] 生成通过根据SEQ  ID  NO:1和10、2和11、3和12、4和13、5和14、6和15、7和16、8和17

和9和18的CDR3序列表征的TCR，如表1中所示。本发明因此提供对于NY‑ESO‑1的第一个HLA‑

DR4限制的人TCR。

[0103] 用于全长构建体的最优序列在SEQ  ID  NO:  40‑48/49‑57和SEQ  ID  NO:  76‑84/

85‑93中提供。SEQ  ID  NO:  94‑102对应于用于以下实验的单链核酸构建体。

[0104] 实施例4  –HLA‑DR4‑限制的人TCR的功能分析

[0105] 为证实分离的TCR赋予对相关肽/MHC复合体的特异性结合，TCR‑缺乏和表达CD4的

Jurkat细胞用如在实施例3中制备的NY‑ESO‑1‑反应性TCR转导，并用NY‑ESO‑1116‑135/DR4‑

四聚体(NY‑ESO‑1  Tet)或CLIP/DR4‑四聚体(CLIP  Tet)作为对照染色(TCR3598、TCR3600和

TCR5412的数据在图5中显示)。特异性被证实。

[0106] 分离的TCR也赋予针对表达NY‑ESO‑1的细胞的功能活性。这被与天然表达HLA‑DR4

和/或NY‑ESO‑1和对IFNγ细胞内染色的不同黑素瘤细胞系共同培养的来自人PBMC的TCR‑

转导的或非‑转导(对照)  CD4+  T细胞证明(TCR3598、TCR3600和TCR5412的数据在图6中显

示)。

[0107] TCR5412的转移导致IFN‑γ  CD4+细胞的更高比例。因此，包含SEQ  ID  NO:3和12的

CDR3序列的TCR构建体在本发明的情况中是特别优选的。

[0108] 实施例5  –对NY‑ESO‑1表位特异性的CD4+和CD8+  T细胞的组合的过继性T细胞转

移

[0109] 对NY‑ESO‑1特异性的MHC  I和MHC  II限制的TCR的组合应用在癌症的过继性T细胞

疗法的小鼠模型中进行试验。NY‑ESO‑1和HLA‑A2阳性肿瘤细胞系在HLA‑DR4‑IExRag‑/‑小

鼠中移植，并用MHC  I‑限制的TCR转导的鼠CD8  T细胞或者用MHC  II‑限制的TCR转导的鼠
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CD4  T细胞或者二者的混合物治疗。随时间的推移监测接受者小鼠的肿瘤排斥反应和复发。

对于用MHC  I和MHC  II限制的TCR二者治疗，期望没有复发。
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