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包括TGFΒ结合结构域的嵌合细胞因子受体

(57)摘要

本文提供了具有能够与TGF‑β配体或TGF‑

β受体抗体结合的结合结构域的嵌合细胞因子

受体。当此类受体存在于具有嵌合抗原受体

(CAR)的免疫细胞(CAR‑T细胞)上时，此类受体组

成型地和/或通过TGF‑β配体或TGF‑β受体抗体

的结合来使CAR‑T细胞扩增、活性和持久性增加。

本发明还提供了制备和使用本文所述的嵌合细

胞因子受体的方法。
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1.一种嵌合细胞因子受体，其包括：

a.结合结构域，所述结合结构域包括TGF‑β受体的细胞外部分或TGF‑β抗原结合结构

域；

b.跨膜结构域；

c.Janus激酶(JAK)结合结构域；以及

d.募集结构域。

2.根据权利要求1所述的嵌合细胞因子受体，其中所述募集结构域是STAT募集结构域。

3.根据权利要求1或2所述的嵌合细胞因子受体，其中所述募集结构域来自受体，任选

地来自细胞因子受体。

4.根据权利要求1到3中任一项所述的嵌合细胞因子受体，其中所述嵌合细胞因子受体

是成簇的。

5.根据权利要求1到3中任一项所述的嵌合细胞因子受体，其中所述嵌合细胞因子受体

是二聚化的，并且每个单体包括：

a.结合结构域，所述结合结构域包括TGF‑β受体的细胞外部分或TGF‑β抗原结合结构

域；

b.跨膜结构域；

c.Janus激酶(JAK)结合结构域；以及

d.募集结构域。

6.根据权利要求1到5中任一项所述的嵌合细胞因子受体，其中所述TGF‑β抗原结合结

构域是scFv。

7.根据权利要求1到5中任一项所述的嵌合细胞因子受体，其中所述结合结构域包括野

生型TGF‑β受体序列的细胞外部分。

8.根据权利要求1到5中任一项所述的嵌合细胞因子受体，其中所述结合结构域包括野

生型TGF‑β受体序列的细胞外部分的一个或多个突变。

9.根据权利要求1到5中任一项所述的嵌合细胞因子受体，其中所述结合结构域包括

TGFβR2的细胞外部分。

10.根据权利要求1到5中任一项所述的嵌合细胞因子受体，其中所述结合结构域包括

SEQ  ID  NO:2到SEQ  ID  NO:20以及SEQ  ID  NO:159中的任一个的氨基酸序列。

11.根据权利要求1到10中任一项所述的嵌合细胞因子受体，其中所述嵌合细胞因子受

体具有组成型活性或在所述结合结构域与TGF‑β配体结合时激活。

12.根据权利要求11所述的嵌合细胞因子受体，其中所述TGF‑β配体是TGFβ‑1、TGF‑β2

或TGF‑β3中的任一个。

13.根据权利要求1到10中任一项所述的嵌合细胞因子受体，其中所述嵌合细胞因子受

体具有组成型活性或在所述结合结构域与抗TGF‑β受体抗体结合时激活。

14.根据权利要求1到13中任一项所述的嵌合细胞因子受体，其中所述JAK结合结构域

是JAK1结合结构域、JAK2结合结构域、JAK3结合结构域或TYK2结合结构域。

15.根据权利要求1到14中任一项所述的嵌合细胞因子受体，其中所述跨膜结构域源自

EpoR、GP130、PrlR、GHR、GCSFR或TPOR/MPLR受体。

16.根据权利要求1到15中任一项所述的嵌合细胞因子受体，其中所述跨膜结构域源自
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TPOR/MPLR受体。

17.根据权利要求16所述的嵌合细胞因子受体，其中所述跨膜结构域和所述JAK结合结

构域包括SEQ  ID  NO:26的天然存在的TPOR/MPLR受体的氨基酸478‑582。根据权利要求17所

述的嵌合细胞因子受体，其中所述跨膜结构域和所述JAK结合结构域进一步包括所述TPOR/

MPLR受体的氨基酸位置H499、S505、W515、K553或K573处的至少一个取代。

18.根据权利要求17所述的嵌合细胞因子受体，其中所述跨膜结构域和所述JAK结合结

构域包括选自H499L、S505N、W515K、K553R和K573R的至少一个氨基酸取代。

19.根据权利要求18所述的嵌合细胞因子受体，其中所述TPOR/MPLR受体的所述跨膜结

构域和所述JAK结合结构域包括：(a)所述H499L取代；(b)所述S505N取代；(c)所述W515K取

代；(d)所述S505N取代、所述W515K取代；或(e)所述H499L取代、所述S505N取代、所述W515K

取代。

20.根据权利要求17到19中任一项所述的嵌合细胞因子受体，其中所述TPOR/MPLR受体

的所述跨膜结构域和所述JAK结合结构域进一步包括所述K553R取代和/或所述K573R取代。

21.根据权利要求1到20中任一项所述的嵌合细胞因子受体，其中所述跨膜结构域和所

述JAK结合结构域包括选自以下的氨基酸序列：SEQ  ID  NO:27到SEQ  ID  NO:79、SEQ  ID  NO:

160以及SEQ  ID  NO:217到SEQ  ID  NO:234。

22.根据权利要求2到21中任一项所述的嵌合细胞因子受体，其中所述STAT募集结构域

来自选自表4中所呈现的受体的受体。

23.根据权利要求2到22中任一项所述的嵌合细胞因子受体，其中所述募集结构域包括

来自IL7Ra、IL12Rb2、EGFR、IL‑21R或IL2Rb的一个或多个受体的STAT募集结构域。

24.根据权利要求2到23中任一项所述的嵌合细胞因子受体，其中所述STAT募集结构域

包括SEQ  ID  NO:80到SEQ  ID  NO:122以及SEQ  ID  NO:161的氨基酸序列中的任一个氨基酸

序列。

25.根据权利要求2到24中任一项所述的嵌合细胞因子受体，其中所述STAT募集结构域

包括IL7Ra(316‑459)(SEQ  ID  NO:80)、IL2Rb(339‑379,393‑433,518‑551)(SEQ  ID  NO:

112)、IL2Rb(393‑433,518‑551)(SEQ  ID  NO:111)、IL12Rb2(775‑825)(SEQ  ID  NO:101)、

IL12Rb2(714‑862)(SEQ  ID  NO:120)、EGFR(1122‑1165)(SEQ  ID  NO:99)或IL7Ra(316‑

459) .IL12Rb2(775‑825)(SEQ  ID  NO:161)。

26.根据权利要求1到25中任一项所述的嵌合细胞因子受体，其中所述嵌合细胞因子受

体包括选自SEQ  ID  NO:123‑151和SEQ  ID  NO:162‑216的氨基酸序列。

27.根据权利要求1到26中任一项所述的嵌合细胞因子受体，其中所述嵌合细胞因子受

体是诱导型的或具有组成型活性。

28.根据权利要求27所述的嵌合细胞因子受体，其中所述嵌合细胞因子受体能由TGFβ

或抗TGFβR抗体诱导。

29.根据权利要求28所述的嵌合细胞因子受体，其中所述嵌合细胞因子受体具有组成

型活性并且能在存在TGFβ或抗TGFβR抗体的情况下被进一步诱导或表现出进一步提高的活

性。

30.根据权利要求1到29中任一项所述的嵌合细胞因子受体，其中所述嵌合细胞因子受

体当在细胞中表达时能够抑制TGFbR2介导的信号转导和/或增强STAT介导的信号转导。
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31.根据权利要求30所述的嵌合细胞因子受体，其中所述细胞是免疫细胞。

32.一种多核苷酸，其编码根据权利要求1到31中任一项所述的嵌合细胞因子受体。

33.一种表达载体，其包括根据权利要求32所述的多核苷酸。

34.根据权利要求33所述的表达载体，其进一步包括表达嵌合抗原受体(CAR)的多核苷

酸。

35.根据权利要求34所述的表达载体，其中所述CAR与表8的靶标中的任何一个或多个

靶标结合。

36.根据权利要求33到35中任一项所述的表达载体，其中所述载体是慢病毒载体。

37.一种工程化免疫细胞，其包括根据权利要求33到36中任一项所述的载体。

38.一种工程化免疫细胞，其表达根据权利要求1到31中任一项所述的嵌合细胞因子受

体。

39.根据权利要求37或38所述的工程化免疫细胞，其进一步表达至少一个CAR。

40.根据权利要求39所述的工程化免疫细胞，其中所述CAR和所述嵌合细胞因子受体以

化学计量上相等的量表达。

41.根据权利要求39或40所述的工程化免疫细胞，其中所述CAR与表8的靶标中的任何

一个或多个靶标结合。

42.根据权利要求37到41中任一项所述的工程化免疫细胞，其中所述免疫细胞是同种

异体免疫细胞。

43.根据权利要求37到41中任一项所述的工程化免疫细胞，其中所述免疫细胞是自体

免疫细胞。

44.根据权利要求37到43中任一项所述的工程化免疫细胞，其中所述免疫细胞选自由

以下组成的组：T细胞、树突状细胞、杀伤树突状细胞、肥大细胞、NK细胞、巨噬细胞、单核细

胞、B细胞和源自干细胞的免疫细胞。

45.根据权利要求44所述的工程化免疫细胞，其中所述免疫细胞是T细胞。

46.根据权利要求37到45中任一项所述的工程化免疫细胞，其中与不表达嵌合细胞因

子受体的免疫细胞相比，所述免疫细胞表现出降低的TGF‑βR介导的信号转导和/或增强的

Stat介导的信号转导。

47.根据权利要求37到46中任一项所述的工程化免疫细胞，其中当所述免疫细胞与

TGF‑β或抗TGF‑βR抗体结合时，所述免疫细胞表现出降低的TGF‑βR介导的信号转导和/或增

强的Stat介导的信号转导。

48.一种调节根据权利要求37到47中任一项所述的工程化免疫细胞的活性的方法，所

述方法包括使所述免疫细胞与TGF‑β或抗TGF‑β受体抗体接触。

49.一种制备工程化免疫细胞的方法，所述方法包括将根据权利要求32所述的多核苷

酸或根据权利要求33到36中任一项所述的表达载体引入到免疫细胞中。

50.根据权利要求48或49所述的方法，其中所述免疫细胞选自由以下组成的组：T细胞、

树突状细胞、杀伤树突状细胞、肥大细胞、NK细胞、巨噬细胞、单核细胞、B细胞和源自干细胞

的免疫细胞。

51.一种药物组合物，其包括根据权利要求37到47中任一项所述的免疫细胞。

52.一种试剂盒，其包括根据权利要求37到47中任一项所述的免疫细胞或根据权利要
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求51所述的药物组合物。

53.一种治疗受试者的癌症的方法，所述方法包括向所述受试者施用治疗有效量的根

据权利要求37到47中任一项所述的工程化免疫细胞或根据权利要求51所述的药物组合物。

54.根据权利要求53所述的方法，其中所述癌症包括实体瘤。

55.根据权利要求53所述的方法，其中所述癌症包括液体瘤。

56.根据权利要求53到55中任一项所述的方法，其中所述肿瘤是TGFβ阳性肿瘤。

57.根据权利要求53到56中任一项所述的方法，其中所述受试者用抗TGF‑β受体抗体进

行治疗。
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包括TGFΒ结合结构域的嵌合细胞因子受体

[0001] 相关申请的交叉引用

[0002] 本申请要求于2019年8月30日提交的美国临时申请第62/894,658号；以及于2020

年7月17日提交的美国临时申请第63/053,322号的优先权的权益，所述两个美国临时申请

的内容特此通过引用整体并入。

[0003] 序列表

[0004] 本申请经由EFS‑Web电子申请并且包含呈.txt格式的电子提交的序列表。.txt文

件含有2020年8月27日创建的名为“AT‑030_03WO_SL.txt”的序列表，并且其大小为576,780

字节。此.txt文件中含有的序列表是说明书的一部分，并且通过引用整体并入本文。

技术领域

背景技术

[0005] 经基因修饰以识别恶性肿瘤相关抗原的免疫细胞(例如，T细胞)的过继转移正在

显示出作为治疗癌症的新方法的前景。例如，可以对T细胞进行基因修饰以表达嵌合抗原受

体(CAR)，所述嵌合抗原受体是包含抗原识别部分和T细胞激活结构域的融合蛋白。

[0006] T细胞增殖、细胞毒性效力和持久性由信号转导通路驱动。常规的CAR设计提供两

种信号：CD3ζ激活(信号1)和共刺激(信号2，例如，通过4‑1BB、OX40和/或CD28表达)。在一些

情况下，第三种信号(信号3)，细胞因子诱导的细胞因子受体信号传导(例如，用于免疫增强

的细胞因子支持)可能是令人期望的。然而，提供信号3的方法已经受到显著的限制。

[0007] 提供细胞因子支持的一种方法包含将CAR‑T细胞疗法与重组细胞因子/细胞因子

模拟物的全身输注组合，以及对CAR‑T细胞进行工程化以在细胞外分泌/表达细胞因子。由

于细胞因子具有多效性作用并且也可以影响其它细胞类型的功能，CAR‑T细胞的全身施用

或产生免疫增强的细胞因子具有至少两个主要缺点：(i)这些方法可能导致人体全身毒性，

以及(ii)在同种异体CAR‑T细胞疗法的背景下，这些方法可能会导致旁观者宿主免疫激活，

所述旁观者宿主免疫激活加速同种异体CAR‑T细胞的排斥反应，从而影响治疗效果。提供细

胞因子支持的另一种方法基于引入组成性激活的二聚化细胞因子受体IL‑7Ra，这限制了信

号传导输出的性质(仅IL‑7信号传导)和量级。提供细胞因子支持的又一种方法涉及将信号

3直接掺入到CAR分子中(《自然医学(Nat  Med .)》2018年3月；24(3):352‑359)。这种方法的

限制在于信号3的强度取决于CAR激活的强度。在不存在靶标(和CAR激活)的情况下，信号3

不会被转导。

[0008] 需要通过以背景相关的方式将细胞因子信号特异性靶向CAR‑T细胞来规避这些缺

点的解决方案，从而允许改善的安全性特征和治疗效果。本文提供了解决这种需要的组合

物和方法。

发明内容

[0009] 本文提供了包括TGF‑β结合结构域的嵌合细胞因子受体。本文提供了诱导型TGF‑β
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驱动的嵌合细胞因子受体，所述嵌合细胞因子受体当与转化生长因子β细胞因子家族的配

体(TGF‑β配体，例如，TGF‑β1、TGF‑β2和TGF‑β3)结合时或用抗TGF‑β受体抗体激活时是有活

性的。当存在于具有嵌合抗原受体(CAR)的免疫细胞上并且与TGF‑β配体结合和/或用抗

TGF‑βR抗体激活时，此类受体使细胞因子受体信号传导(信号3)增加，从而导致具有CAR的

免疫细胞的免疫细胞激活、增殖、持久性和/或效力增加。因此，本公开的嵌合细胞因子受体

允许细胞因子信号与内源性TGF‑β配体一起被传递到免疫细胞中，从而阻断细胞因子信号

的免疫抑制信号，并且将细胞因子信号转化成可以与CAR驱动的活性协同工作或协同作用

的免疫增强信号。另外，由于临床批准的抗TGF‑β受体抗体可以聚集和激活本公开的嵌合细

胞因子受体，用抗TGF‑β受体治疗的患者不仅可以受益于内源性TGF‑β信号传导的阻断，而

且还受益于具有嵌合细胞因子受体的细胞中细胞因子信号传导的激活。本文还提供了组成

型活性TGF‑β驱动的含TGF‑β结合结构域的嵌合细胞因子受体；此类受体在不存在诱导剂的

情况下继续发信号，但可以被进一步诱导或表现出进一步提高的性质或活性，例如，在存在

TGF‑β配体或抗TGF‑βR抗体的情况下。在一些实施例中，TGF‑βR是TGF‑βR2，并且抗体是抗

TGF‑βR2抗体。如本文所使用的，“TGF‑β(TGF‑beta)”与“TGF‑β”可互换使用。

[0010] 因此，一方面，本文提供了一种嵌合细胞因子受体，其包括：(a)结合结构域，所述

结合结构域包括TGF‑β受体的细胞外部分或TGF‑β抗原结合结构域；(b)跨膜结构域；(c)

Janus激酶(JAK)结合结构域；以及(d)募集结构域。如本文所使用的，“细胞外部分”是指

TGF‑β受体的细胞外结构域的任何部分。

[0011] 在相关方面，本文提供了一种编码本公开的嵌合细胞因子受体中的任何一个的多

核苷酸，以及包括此类多核苷酸的表达载体。在一些实施例中，所述多核苷酸进一步编码嵌

合抗原受体(CAR)，其中所述CAR与所关注靶标结合。所关注靶标可以是任何所关注分子，例

如，包含但不限于表8中呈现的靶标中的任何一个或多个靶标。

[0012] 在另外的方面，本文提供了一种工程化免疫细胞，其包括本公开的至少一个嵌合

细胞因子受体。在另一方面，本文提供了一种工程化免疫细胞，其包括本公开的至少一个嵌

合抗原受体(CAR)和至少一个嵌合细胞因子受体。在一些实施例中，所述免疫细胞是T细胞。

在一些实施例中，所述免疫细胞是同种异体免疫细胞。在其它实施例中，所述免疫细胞是自

体免疫细胞。所述免疫细胞可以选自由以下组成的组：T细胞、树突状细胞、杀伤树突状细

胞、肥大细胞、NK细胞、巨噬细胞、单核细胞、B细胞和源自干细胞的免疫细胞。在相关方面，

本文提供了一种药物组合物，其包括本公开的工程化免疫细胞中的任何工程化免疫细胞；

以及包括此类药物组合物的试剂盒。本文还提供了一种制备免疫细胞的方法。

[0013] 在另一方面，本文提供了一种治疗受试者的癌症的方法，所述方法包括向所述受

试者施用治疗有效量的本文所述的工程化免疫细胞中的任何工程化免疫细胞。

附图说明

[0014] 图1示出了本公开的诱导型嵌合细胞因子受体的示意图。

[0015] 图2A示出了用于共表达TGFβR1或TGFβR2细胞因子受体与第2代EGFRvIII  CAR的显

性负性截短体的慢病毒载体的示意图。

[0016] 图2B示出了由TGFβR1  DN或TGFβR2  DN的表达对TGF‑β信号传导的抑制。

[0017] 图3示出了用于共表达TGFβR2细胞因子受体与第2代EGFRvIII  CAR的慢病毒载体
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的总体示意图。

[0018] 图4A示出了所使用的具有IL7R(316‑459)和IL12Rb2(775‑825)募集结构域以模拟

CAR‑T细胞中的IL7和IL12信号传导的原型慢病毒载体的示意图。

[0019] 图4B示出了通过荧光素酶报告基因测定确定的TGF‑β信号传导活性。

[0020] 图4C示出了在存在TGF‑β的情况下，图4A的嵌合细胞因子受体的激活。

[0021] 图5A示出了所使用的在结合结构域中具有截短体的原型慢病毒载体的示意图。

[0022] 图5B示出了通过荧光素酶报告基因测定确定的TGF‑β信号传导活性。

[0023] 图5C示出了在存在TGF‑β的情况下，图5A的嵌合细胞因子受体的激活。

[0024] 图6A示出了引入到TGFβR2盒中的修饰的示意图。

[0025] 图6B示出了TGFβR2ΔN25嵌合细胞因子受体仍保留抑制TGF‑β信号传导的能力。

[0026] 图6C示出了通过STAT报告基因活性评估的图6A的嵌合细胞因子受体的激活。

[0027] 图7示出了组成型活性嵌合细胞因子受体的示意图。

[0028] 图8A示出了引入到TGFβR2盒中的修饰的示意图。

[0029] 图8B示出了由图8A的嵌合细胞因子受体的表达对TGF‑β信号传导的抑制。

[0030] 图8C示出了通过STAT5报告基因活性测量的经由图8A的嵌合细胞因子受体进行的

细胞因子信号传导的激活。

[0031] 图9A‑9B示出了野生型TPOR和各种跨膜缺失或插入变体的氨基酸序列。图9A‑B按

出现顺序分别公开了SEQ  ID  NO:235‑246、235和247‑254。

[0032] 图10A示出了野生型TPOR和另外的跨膜变体的氨基酸序列。图10B示出了在存在不

同浓度的TGF‑β的情况下，如通过荧光素酶测定确定的由图10A中所示的TGF‑β驱动的嵌合

细胞因子受体的过表达对内源性TGF‑β信号传导的抑制。图10C示出了在存在各种浓度的

TGF‑β的情况下嵌合细胞因子受体的激活。图10A按出现顺序分别公开了SEQ  ID  NO:235和

255‑271。

[0033] 图11A示出了嵌合细胞因子受体(CCR)CAR表达构建体的示意图，其中CCR和

EGFRvIII  CAR的表达通过P2A肽连接。图11B‑11C是描绘了表达各种CCR的CAR+T细胞的产率

的条形图。图11D‑11E示出了表达各种CCR或对照的CAR  T细胞中的STAT5磷酸化的结果。图

11F‑11G描绘了在产生第14天时的CAR  T细胞表型。图11H示出了CAR  T细胞上的总TGF‑βR2

细胞外染色的结果。图11I描述了在存在不同浓度的TGF‑β的情况下，在表达不同CCR的CAR 

T细胞中TGF‑βR2信号传导的抑制结果。

[0034] 图12A展示了在不存在外源性TGFβ的情况下，表达各种CCR的CAR  T细胞的针对

U87‑EGFRvIII细胞的细胞毒性测定的结果。图12B‑12C示出了在不同浓度的TGFβ下表达各

种CCR的CAR  T细胞的细胞毒性测定的结果。

[0035] 图13A示出了STAT5磷酸化，并且图13B描绘了表达在TOPR/MPLR和JAK结合结构域

中具有S505N/W515K并且具有或不具有K553R/K573R取代的CCR的CAR  T细胞的T细胞表型。

本实验中测试的所有TGFbR2嵌合细胞因子受体构建体含有S505N/W515K取代。标记为RR的

构建体进一步含有另外的K553R/K573R取代。

[0036] 图14A‑14B示出了在不存在(图14A)或存在(图14B)5ng/ml  TGFβ的情况下，表达各

种CCR的CAR  T细胞的长期细胞杀伤测定的结果。

[0037] 图15A‑15C示出了表达各种CCR的CAR  T细胞的STAT5信号传导的激活(图15A)、TGF
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β信号传导的抑制(图15B)和长期细胞杀伤测定(图15C)的结果，其中所述结果中的一些结

果对TGFβ具有降低的亲和力(例如，在TGFβR2中的ECD中的D32A、E119A和/或I53A取代)。

[0038] 图16A‑16B比较了具有或不具有降解抗性K533R/K573R取代的TGFβR2嵌合细胞因

子受体对STAT5信号传导(图16A)和长期细胞杀伤(图16B)的作用。

具体实施方式

[0039] 本文提供了包括TGF‑β结合结构域的嵌合细胞因子受体。本文提供了诱导型嵌合

细胞因子受体，所述诱导型嵌合细胞因子受体当与TGF‑B配体(例如，TGF‑β1、TGF‑β2和/或

TGF‑β3)结合时或用抗TGF‑β受体抗体激活时是有活性的。本文还提供了包括TGF‑β结合结

构域的组成型活性嵌合细胞因子受体。本文还提供了具有嵌合抗原受体(CAR)的免疫细胞

(CAR‑I细胞，例如，CAR‑T细胞)，其表达本公开的嵌合细胞因子受体。在一些实施例中，与不

具有TGF‑β结合结构域的组成型活性嵌合细胞因子受体相比，当与TGF‑β配体结合或用抗

TGFβ受体抗体激活时，组成型活性嵌合细胞因子受体表现出提高的性质或活性。本文还提

供了制备和使用嵌合细胞因子受体的方法。

[0040] I.具有TGF‑β的嵌合细胞因子受体

[0041] 本公开的嵌合细胞因子受体在结合TGF‑β配体(例如，TGF‑β1、TGF‑β2和/或TGF‑β

3)或抗TGF‑β受体抗体时激活信号传导。当受体的单体聚集和/或二聚化时，这些受体激活

信号传导。本公开的嵌合细胞因子受体是双功能嵌合细胞因子受体，所述双功能嵌合细胞

因子受体可以同时中和TGF‑β配体的免疫抑制作用，并且模拟免疫增强细胞因子信号的传

递。

[0042] 在一些实施例中，本公开的嵌合细胞因子受体的单体包括：(a)结合结构域，所述

结合结构域能够与TGF‑β配体或抗TGF‑β受体抗体结合；(b)跨膜结构域；(c)Janus激酶

(JAK)结合结构域；以及；(d)STAT募集结构域(例如，来自受体的细胞质结构域；例如，来自

细胞因子受体)。每个结构域可以直接连接或通过一个或多个肽连接子连接。在一些实施例

中，本公开的嵌合细胞因子受体的单体包括：(a)结合结构域，所述结合结构域能够与TGF‑β

配体或抗TGF‑β受体抗体结合；(b)跨膜结构域；(c)Janus激酶(JAK)结合结构域；以及；(d)

募集结构域(例如，来自受体的细胞质结构域；例如，来自细胞因子受体)。募集结构域可以

是STAT募集结构域、AP1募集结构域、Myc/Max募集结构域；或NFkB‑募集结构域。在一些实施

例中，在嵌合细胞因子受体与TGF‑β配体结合时，所述嵌合细胞因子受体被聚集并激活，和/

或所述嵌合细胞因子受体用抗TGF‑β受体抗体聚集并激活。嵌合细胞因子受体在例如与

TGF‑β配体和/或TGF‑β受体抗体结合时激活信号传导。在一些实施例中，TGF‑β受体抗体是

但不限于PF‑03446962或LY3022859。在一些实施例中，嵌合细胞因子受体是组成性聚集或

二聚化的。

[0043] 如本文所使用的，“TGF‑β配体”是指TGF‑β1、TGF‑β2和TGF‑β3及其同种型和衍生

物。应理解，“TGF‑β配体”和“TGF‑β”在本文中可互换使用。

[0044] A.结合结构域

[0045] 本公开的嵌合细胞因子受体包括能够与TGF‑β配体或抗TGF‑β受体抗体结合的结

合结构域。如本文所提及的，结合结构域是延伸到细胞外空间中的嵌合细胞因子受体的结

构域。结合结构域结合并多价螯合TGF‑β远离内源性TGF‑β受体，由此防止或减少TGF‑β诱导

说　明　书 4/73 页

9

CN 114341193 A

9



的免疫抑制。本公开的结合结构域与TGF‑β配体和抗TGF‑β受体抗体结合，从而导致结合诱

导的信号转导。

[0046] 在一些实施例中，结合结构域包括TGF‑β受体的细胞外部分，例如TGFβR1或TGFβR2

的细胞外部分。

[0047] 在一些实施例中，结合结构域包括野生型TGFβ受体的细胞外部分。在一些实施例

中，TGF‑β受体包括增强或改变对与TGFβ配体结合的亲和力的一个或多个突变。

[0048] 在一些实施例中，结合结构域包括野生型TGFβR1或TGFβR2的细胞外部分；在一些

实施例中，结合结构域包括野生型TGFβR1或TGFβR2的细胞外部分并且分别包括SEQ  ID  NO:

2或3的氨基酸序列。

[0049] 在一些实施例中，结合结构域包括野生型TGF‑β受体的细胞外部分的突变。在一些

实施例中，结合结构域包括野生型TGF‑β受体的细胞外部分的突变并且包括SEQ  ID  NO:4到

SEQ  ID  NO:20中的任一个的氨基酸序列。在一些实施例中，嵌合细胞因子受体包括与SEQ 

ID  NO:4‑20的氨基酸序列中的任一个具有至少80％、85％、90％、95％、98％或99％或100％

相同的结合结构域。在一些实施例中，结合结构域不包括信号序列。

[0050] 表1示出了本公开的示例性结合结构域氨基酸序列。应注意，如TGF‑β受体氨基酸

序列等示例性结合结构域序列的表达和细胞外定位可以通过使用信号序列来实现。在示例

性实施例中，利用CD8信号序列(CD8SS)MALPVTALLLPLALLLHAARP(SEQ  ID  NO:1)。在一些实

施例中，结合结构域包括野生型TGFβR2的包括SEQ  ID  NO:159的氨基酸序列的细胞外结构

域。在一些实施例中，信号序列是人TGF‑βR2的内源性信号序列。

[0051] 表1：示例性结合结构域序列

[0052]
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[0053]
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[0054]

[0055] 在一些实施例中，嵌合细胞因子受体是显性负性(DN)，其中表达TGF‑β受体的结合

结构域，但嵌合细胞因子受体不包括细胞内信号传导结构域，即嵌合细胞因子受体可以与

TGF‑β结合但不传递阳性信号(DN嵌合细胞因子受体)。在一些实施例中，TGF‑β受体是TGFβ

R1(显性负性TGFβR1或TGFβR1  DN)，并且包括SEQ  ID  NO:2的氨基酸序列。在一些实施例中，

TGF‑β受体是TGFβR2(显性负性TGFβR2或TGFβR2  DN)，并且包括SEQ  ID  NO:3的氨基酸序列。

TGF‑β受体显性负性序列可以在信号序列的帮助下表达，例如SEQ  ID  NO:1的CD8SS信号序

列。图2A中示出了DN嵌合细胞因子受体的示例性示意图。

[0056] 在其它实施例中，结合结构域包括TGF‑β抗原结合结构域。此类抗原结合结构域包

含但不限于可以与TGF‑β配体结合的单链可变片段(scFv)和单结构域抗体(纳米抗体)。这

些scFv和单结构域抗体可以包含可商购获得的scFv和单结构域抗体，以及源自例如骆驼和

鲨鱼抗体的scFv和单结构域抗体。

[0057] 在其它实施例中，结合结构域包括TGF‑β抗原结合结构域，其中抗原结合结构域包

括Fab片段。

[0058] B.跨膜结构域

[0059] 本公开的嵌合细胞因子受体包括跨膜结构域。此类跨膜结构域与N端上的细胞外

结合结构域和C端上的另外的细胞内/细胞质结构域偶联。在一些实施例中，偶联任选地是

通过连接子实现的。

[0060] 如本文所使用的，跨膜结构域能够插入到细胞的膜中，在所述细胞中，所述跨膜结

构域被表达。在一些实施例中，本公开的跨膜结构域跨越细胞膜，并且包括细胞外部分和/

或细胞内部分。

[0061] 在一些实施例中，本公开的跨膜结构域是工程化的并且不类似于任何天然存在的

跨膜结构域，例如本公开的跨膜结构域是非天然存在的。

[0062] 在其它实施例中，本公开的跨膜结构域源自天然存在的受体。

[0063] 在一些实施例中，本公开的跨膜和/或JAK结构域源自例如以下受体的一个或多

个：促红细胞生成素受体(EpoR)、白介素6信号转导因子(GP130或IL6ST)、催乳素受体
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(PrlR)、生长激素受体(GHR)、粒细胞集落‑刺激因子受体(GCSFR)和血小板生成素受体/骨

髓增生性白血病蛋白受体(TPOR/MPLR)。当源自天然存在的受体时，整个受体或受体的整个

跨膜序列可能不是实现细胞内部分上的组成型激活和组成型JAK结合/激活所必需的。因此

可以利用天然存在的受体的片段。此外，可以将某些突变引入到源自天然受体的跨膜结构

域中，以进一步调整下游JAK依赖性信号传导。在一些实施例中，本公开的嵌合细胞因子受

体包括天然存在的受体的一部分或片段，例如天然存在的受体的跨膜和/或JAK结合/激活

结构域，任选地在其中包括一个或多个突变(例如，一个或多个缺失、插入和/或取代)。

[0064] 在一些实施例中，本公开的跨膜和/或JAK结构域源自天然存在的EpoR受体。

[0065] 在一些实施例中，本公开的跨膜和/或JAK结构域源自天然存在的GP130受体。

[0066] 在一些实施例中，本公开的跨膜和/或JAK结构域源自天然存在的PrlR受体。

[0067] 在一些实施例中，本公开的跨膜和/或JAK结构域源自天然存在的GHR受体。

[0068] 在一些实施例中，本公开的跨膜和/或JAK结构域源自天然存在的GCSF受体。

[0069] 在一些实施例中，本公开的跨膜和/或JAK结构域源自天然存在的TPOR受体。当

TPOR跨膜结构域呈现允许的同型二聚体构象时，如响应于配体或由引入工程化修饰所引起

的强制激活，所述跨膜结构域能够以JAK2依赖性方式激活下游细胞因子信号传导。对TPOR

跨膜结构域引入各种修饰可能导致以下：免疫增强细胞因子信号可以是(a)静止的，直到在

存在细胞外TGF‑β的情况下诱导激活；或(b)具有组成型活性，而不管TGF‑β可用性如何。

[0070] 表2提供了本公开中提供的天然存在的受体的示例性全长序列，跨膜和/或JAK结

构域源自所述全长序列。

[0071] 表2：示例性天然存在的受体
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[0072]
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[0073]

说　明　书 10/73 页

15

CN 114341193 A

15



[0074]

[0075] 在一些实施例中，本公开的跨膜结构域源自表2中所示的天然存在的TPOR/MPLR受

体的截短的或以其它方式修饰的版本。

[0076] 图9A‑9B和10A示出了野生型TPOR和各种跨膜缺失(图9A、10A)或插入(图9B)变体

的氨基酸序列。

[0077] 表3示出了与细胞内JAK2结合结构域序列偶联的示例性跨膜氨基酸序列。

[0078] 在一些实施例中，嵌合细胞因子受体的跨膜结构域包括SEQ  ID  NO:27的氨基酸序

列。在一些实施例中，嵌合细胞因子受体的跨膜结构域包括SEQ  ID  NO:28的氨基酸序列。在

一些实施例中，嵌合细胞因子受体的跨膜结构域包括SEQ  ID  NO:29的氨基酸序列。在一些

实施例中，嵌合细胞因子受体的跨膜结构域包括SEQ  ID  NO:30的氨基酸序列。在一些实施

例中，嵌合细胞因子受体的跨膜结构域包括SEQ  ID  NO:31的氨基酸序列。在一些实施例中，

嵌合细胞因子受体的跨膜结构域包括SEQ  ID  NO:32的氨基酸序列。在一些实施例中，嵌合

细胞因子受体的跨膜结构域包括SEQ  ID  NO:33的氨基酸序列。在一些实施例中，嵌合细胞

因子受体的跨膜结构域包括SEQ  ID  NO:34的氨基酸序列。在一些实施例中，嵌合细胞因子

受体的跨膜结构域包括SEQ  ID  NO:35的氨基酸序列。在一些实施例中，嵌合细胞因子受体

的跨膜结构域包括SEQ  ID  NO:36的氨基酸序列。在一些实施例中，嵌合细胞因子受体的跨

膜结构域包括SEQ  ID  NO:37的氨基酸序列。在一些实施例中，嵌合细胞因子受体的跨膜结

构域包括SEQ  ID  NO:38的氨基酸序列。在一些实施例中，嵌合细胞因子受体的跨膜结构域

包括SEQ  ID  NO:39的氨基酸序列。在一些实施例中，嵌合细胞因子受体的跨膜结构域包括

SEQ  ID  NO:40的氨基酸序列。在一些实施例中，嵌合细胞因子受体的跨膜结构域包括SEQ 

ID  NO:41的氨基酸序列。在一些实施例中，嵌合细胞因子受体的跨膜结构域包括SEQ  ID 

NO:42的氨基酸序列。在一些实施例中，嵌合细胞因子受体的跨膜结构域包括SEQ  ID  NO:43

的氨基酸序列。在一些实施例中，嵌合细胞因子受体的跨膜结构域包括SEQ  ID  NO:44的氨

基酸序列。在一些实施例中，嵌合细胞因子受体的跨膜结构域包括SEQ  ID  NO:45的氨基酸

序列。在一些实施例中，嵌合细胞因子受体的跨膜结构域包括SEQ  ID  NO:46的氨基酸序列。

在一些实施例中，嵌合细胞因子受体的跨膜结构域包括SEQ  ID  NO:47的氨基酸序列。在一

些实施例中，嵌合细胞因子受体的跨膜结构域包括SEQ  ID  NO:48的氨基酸序列。在一些实

施例中，嵌合细胞因子受体的跨膜结构域包括SEQ  ID  NO:49的氨基酸序列。在一些实施例

中，嵌合细胞因子受体的跨膜结构域包括SEQ  ID  NO:50的氨基酸序列。在一些实施例中，嵌

合细胞因子受体的跨膜结构域包括SEQ  ID  NO:51的氨基酸序列。在一些实施例中，嵌合细
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胞因子受体的跨膜结构域包括SEQ  ID  NO:52的氨基酸序列。在一些实施例中，嵌合细胞因

子受体的跨膜结构域包括SEQ  ID  NO:53的氨基酸序列。在一些实施例中，嵌合细胞因子受

体的跨膜结构域包括SEQ  ID  NO:54的氨基酸序列。在一些实施例中，嵌合细胞因子受体的

跨膜结构域包括SEQ  ID  NO:55的氨基酸序列。在一些实施例中，嵌合细胞因子受体的跨膜

结构域包括SEQ  ID  NO:56的氨基酸序列。在一些实施例中，嵌合细胞因子受体的跨膜结构

域包括SEQ  ID  NO:57的氨基酸序列。在一些实施例中，嵌合细胞因子受体的跨膜结构域包

括SEQ  ID  NO:58的氨基酸序列。在一些实施例中，嵌合细胞因子受体的跨膜结构域包括SEQ 

ID  NO:59的氨基酸序列。在一些实施例中，嵌合细胞因子受体的跨膜结构域包括SEQ  ID 

NO:60的氨基酸序列。在一些实施例中，嵌合细胞因子受体的跨膜结构域包括SEQ  ID  NO:61

的氨基酸序列。在一些实施例中，嵌合细胞因子受体的跨膜结构域包括SEQ  ID  NO:62的氨

基酸序列。在一些实施例中，嵌合细胞因子受体的跨膜结构域包括SEQ  ID  NO:63的氨基酸

序列。在一些实施例中，嵌合细胞因子受体的跨膜结构域包括SEQ  ID  NO:64的氨基酸序列。

在一些实施例中，嵌合细胞因子受体的跨膜结构域包括SEQ  ID  NO:65的氨基酸序列。在一

些实施例中，嵌合细胞因子受体的跨膜结构域包括SEQ  ID  NO:66的氨基酸序列。在一些实

施例中，嵌合细胞因子受体的跨膜结构域包括SEQ  ID  NO:67的氨基酸序列。在一些实施例

中，嵌合细胞因子受体的跨膜结构域包括SEQ  ID  NO:68的氨基酸序列。在一些实施例中，嵌

合细胞因子受体的跨膜结构域包括SEQ  ID  NO:69的氨基酸序列。在一些实施例中，嵌合细

胞因子受体的跨膜结构域包括SEQ  ID  NO:70的氨基酸序列。在一些实施例中，嵌合细胞因

子受体的跨膜结构域包括SEQ  ID  NO:71的氨基酸序列。在一些实施例中，嵌合细胞因子受

体的跨膜结构域包括SEQ  ID  NO:72的氨基酸序列。在一些实施例中，嵌合细胞因子受体的

跨膜结构域包括SEQ  ID  NO:73的氨基酸序列。在一些实施例中，嵌合细胞因子受体的跨膜

结构域包括SEQ  ID  NO:74的氨基酸序列。在一些实施例中，嵌合细胞因子受体的跨膜结构

域包括SEQ  ID  NO:75的氨基酸序列。在一些实施例中，嵌合细胞因子受体的跨膜结构域包

括SEQ  ID  NO:76的氨基酸序列。在一些实施例中，嵌合细胞因子受体的跨膜结构域包括SEQ 

ID  NO:77的氨基酸序列。在一些实施例中，嵌合细胞因子受体的跨膜结构域包括SEQ  ID 

NO:78的氨基酸序列。在一些实施例中，嵌合细胞因子受体的跨膜结构域包括SEQ  ID  NO:79

的氨基酸序列。在一些实施例中，嵌合细胞因子受体的跨膜结构域包括SEQ  ID  NO:160的氨

基酸序列。在一些实施例中，嵌合细胞因子受体的跨膜结构域包括SEQ  ID  NO:217的氨基酸

序列。在一些实施例中，嵌合细胞因子受体的跨膜结构域包括以下的氨基酸序列：SEQ  ID 

NO:218、SEQ  ID  NO:219、SEQ  ID  NO:220、SEQ  ID  NO:221、SEQ  ID  NO:222、SEQ  ID  NO:223、

SEQ  ID  NO:224、SEQ  ID  NO:225、SEQ  ID  NO:226、SEQ  ID  NO:227、SEQ  ID  NO:228、SEQ  ID 

NO:229、SEQ  ID  NO:230、SEQ  ID  NO:231、SEQ  ID  NO:232、SEQ  ID  NO:233或SEQ  ID  NO:

234。在一些实施例中，嵌合细胞因子受体的跨膜结构域包括与SEQ  ID  NO:27‑79、160和

217‑234中的任一个的氨基酸序列具有至少80％、85％、90％、95％、98％或99％或100％相

同的氨基酸序列。

[0079] 在一些实施例中，嵌合细胞因子受体(CCR)包括结合结构域以及跨膜结构域和

JAK2结合结构域，所述结合结构域包括SEQ  ID  NO:3、4或159的氨基酸序列，所述结合结构

域包括SEQ  ID  NO:64、69或70的氨基酸序列。在一些实施例中，CCR是诱导型的。在一些实施

例中，CCR包括结合结构域以及跨膜结构域和JAK2结合结构域，所述结合结构域包括SEQ  ID 
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NO:3、4或159的氨基酸序列，所述跨膜结构域和JAK2结合结构域包括SEQ  ID  NO:38、39、40

或53的氨基酸序列。在一些实施例中，CCR包括结合结构域以及跨膜结构域和JAK2结合结构

域，所述结合结构域包括SEQ  ID  NO:3、4或159的氨基酸序列，所述跨膜结构域和JAK2结合

结构域包括SEQ  ID  NO:59、60、160或217的氨基酸序列。在一些实施例中，CCR具有组成型活

性。在一些实施例中，在不具有TGF‑β配体的情况下，使本公开的组成型活性CCR二聚化。

[0080] 表3：示例性跨膜+JAK2结合结构域序列

[0081]
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[0086]

[0087] C.Janus激酶(JAK)结合结构域

[0088] 本公开的嵌合细胞因子受体包括细胞内JAK结合结构域。JAK结合结构域直接或通

过连接子与跨膜结构域的C端偶联。JAK结合结构域与嵌合细胞因子受体的细胞内侧上的跨

膜结构域偶联。

[0089] 在一些实施例中，JAK结合结构域是JAK‑1结合结构域、JAK‑2结合结构域、JAK‑3结

合结构域或TYK2结合结构域。

[0090] 在一些实施例中，本公开的嵌合细胞因子受体的JAK结合结构域是天然存在的，并

且源自天然存在的受体。

[0091] 在一些实施例中，本公开的嵌合细胞因子受体的JAK结合结构域是合成的。

[0092] 在一些实施例中，嵌合细胞因子受体包括与SEQ  ID  NO:27‑79、160和217‑234的氨

基酸序列中的任一个具有至少80％、85％、90％、95％、98％或99％或100％相同的跨膜结构

域和JAK2结合结构域。

[0093] 表3提供了用于本公开的跨膜结构域和JAK2结合结构域的示例性氨基酸序列。在

一些实施例中，跨膜结构域和JAK2结合结构域包括一个或多个突变，例如野生型序列的一

个或多个缺失、插入和/或取代。在一些实施例中，跨膜结构域和JAK2结合结构域包括在野

生型TPOR/MPLR序列的氨基酸位置H499、S505和W515处的一个或多个替代。参见表3。在一些

实施例中，跨膜结构域和JAK2结合结构域包括野生型TPOR/MPLR序列的氨基酸位置K533和

K573处的一个或多个取代。在一些实施例中，例如如表3中所示的跨膜结构域和JAK2结合结

构域可以与例如表1中的如本文所公开的TGFβR2胞外域或PD‑1胞外域(如高亲和力PD‑1胞

外域，如表6中的SEQ  ID  NO:274或275所指示的)和募集结构域组合，以形成嵌合细胞因子

受体。在一些实施例中，跨膜结构域和JAK2结合结构域可以与募集结构域组合，以形成无胞
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外域的嵌合细胞因子受体，参见例如SEQ  ID  NO:272或273。还参见于2020年2月28日提交的

USSN  16/804,917和于2020年2月28日提交的USSN  16/804,545，所述两个文献均通过引用

整体并入本文。

[0094] D.募集结构域

[0095] 本公开的嵌合细胞因子受体包括细胞质结构域，所述细胞质结构域包括募集结构

域(其也可以被称为“信号传导结构域”)。募集结构域可以是STAT募集结构域、AP1募集结构

域、Myc/Max募集结构域；或NFkB募集结构域。在一些实施例中，募集结构域是来自受体尾区

(细胞尾(cytotail))或来自细胞因子受体尾区的信号转导因子和转录激活子(STAT)‑‑募

集(Stat激活)结构域。本公开的嵌合细胞因子受体的这些细胞内募集结构域允许信号3在

包括CAR和嵌合细胞因子受体的免疫细胞(例如，具有本公开的嵌合细胞因子受体的CAR‑T

细胞)中传播。通过Stat募集结构域传播的细胞因子信号传导允许细胞的基于细胞因子的

免疫增强。在一些实施例中，免疫增强是稳态的，例如信号传导导致具有CAR的免疫细胞增

加。在一些实施例中，免疫增强是炎性的，例如信号传导导致具有CAR的免疫细胞的效力增

加。在一些实施例中，免疫增强防止衰竭，例如信号传导保持具有CAR的免疫细胞的长期功

能性。

[0096] 在一些实施例中，本公开的募集结构域是合成的并且不类似于任何天然存在的受

体片段。

[0097] 在一些实施例中，本公开的Stat募集结构域是合成的并且不类似于任何天然存在

的受体片段。

[0098] 在其它实施例中，本公开的Stat募集结构域源自天然存在的受体的细胞质尾区，

例如源自天然存在的细胞因子受体。在一些实施例中，嵌合细胞因子受体包括天然存在的

受体的一部分或片段，例如天然存在的受体的细胞内Stat募集结构域，任选地在其中具有

一个或多个突变(例如，一个或多个缺失、插入和/或取代)。天然存在的受体的这些细胞质

尾区可能是位于受体的跨膜结构域的JAK激活结构域下游的区域。嵌合细胞因子受体的

Stat募集结构域包括来自至少一个受体的至少一个STAT募集结构域。在一些实施例中，

Stat募集结构域包括至少一个STAT1募集结构域。在一些实施例中，Stat募集结构域包括至

少一个STAT2募集结构域。在一些实施例中，Stat募集结构域包括至少一个STAT3募集结构

域。在一些实施例中，Stat募集结构域包括至少一个STAT4募集结构域。在一些实施例中，

Stat募集结构域包括至少一个STAT5募集结构域。在一些实施例中，Stat募集结构域包括至

少一个STAT6募集结构域。在一些实施例中，Stat募集结构域包括至少一个STAT7募集结构

域。

[0099] 在一些实施例中，STAT募集结构域所源自的天然存在的受体不是细胞因子受体。

[0100] 在一些实施例中，Stat‑募集结构域所源自的天然存在的受体是细胞因子受体。T

细胞免疫增强细胞因子通过其发出信号的示例性细胞因子受体包含但不限于IL‑2受体、

IL‑7受体、IL‑15受体、IL12受体和IL‑21受体。在一些实施例中，STAT募集结构域所源自的

细胞因子受体含有位于同源JAK结合基序下游的可磷酸化酪氨酸残基，并且一个或多个所

关注信号传导结构域可以融合在跨膜结构域下游以产生单个或多个信号传导输出。在替代

性实施例中，Stat募集结构域所源自的受体不是细胞因子受体。通过选择嵌合细胞因子受

体的Stat募集结构域，可以将受体重新定向到选择的信号传导。在一些实施例中，嵌合细胞
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因子受体包括来自多于一个受体的两个或更多个Stat募集结构域。在一些实施例中，所述

两个或更多个Stat募集结构域用或不用肽连接子连接。

[0101] 表4提供了示例性受体，本公开的嵌合细胞因子受体的Stat募集结构域(信号传导

结构域)源自所述示例性受体。表5a提供了本公开的募集结构域的示例性氨基酸序列。

[0102] 在一些实施例中，本公开的嵌合细胞因子受体包括SEQ  ID  NO:80的STAT募集结构

域的氨基酸序列。在一些实施例中，本公开的嵌合细胞因子受体包括SEQ  ID  NO:81的STAT

募集结构域的氨基酸序列。在一些实施例中，本公开的嵌合细胞因子受体包括SEQ  ID  NO:

82的STAT募集结构域的氨基酸序列。在一些实施例中，本公开的嵌合细胞因子受体包括SEQ 

ID  NO:83的STAT募集结构域的氨基酸序列。在一些实施例中，本公开的嵌合细胞因子受体

包括SEQ  ID  NO:84的STAT募集结构域的氨基酸序列。在一些实施例中，本公开的嵌合细胞

因子受体包括SEQ  ID  NO:85的STAT募集结构域的氨基酸序列。在一些实施例中，本公开的

嵌合细胞因子受体包括SEQ  ID  NO:86的STAT募集结构域的氨基酸序列。在一些实施例中，

本公开的嵌合细胞因子受体包括SEQ  ID  NO:87的STAT募集结构域的氨基酸序列。在一些实

施例中，本公开的嵌合细胞因子受体包括SEQ  ID  NO:88的STAT募集结构域的氨基酸序列。

在一些实施例中，本公开的嵌合细胞因子受体包括SEQ  ID  NO:89的STAT募集结构域的氨基

酸序列。在一些实施例中，本公开的嵌合细胞因子受体包括SEQ  ID  NO:90的STAT募集结构

域的氨基酸序列。在一些实施例中，本公开的嵌合细胞因子受体包括SEQ  ID  NO:91的STAT

募集结构域的氨基酸序列。在一些实施例中，本公开的嵌合细胞因子受体包括SEQ  ID  NO:

92的STAT募集结构域的氨基酸序列。在一些实施例中，本公开的嵌合细胞因子受体包括SEQ 

ID  NO:93的STAT募集结构域的氨基酸序列。在一些实施例中，本公开的嵌合细胞因子受体

包括SEQ  ID  NO:94的STAT募集结构域的氨基酸序列。在一些实施例中，本公开的嵌合细胞

因子受体包括SEQ  ID  NO:95的STAT募集结构域的氨基酸序列。在一些实施例中，本公开的

嵌合细胞因子受体包括SEQ  ID  NO:96的STAT募集结构域的氨基酸序列。在一些实施例中，

本公开的嵌合细胞因子受体包括SEQ  ID  NO:97的STAT募集结构域的氨基酸序列。在一些实

施例中，本公开的嵌合细胞因子受体包括SEQ  ID  NO:98的STAT募集结构域的氨基酸序列。

在一些实施例中，本公开的嵌合细胞因子受体包括SEQ  ID  NO:99的STAT募集结构域的氨基

酸序列。在一些实施例中，本公开的嵌合细胞因子受体包括SEQ  ID  NO:100的STAT募集结构

域的氨基酸序列。在一些实施例中，本公开的嵌合细胞因子受体包括SEQ  ID  NO:101的STAT

募集结构域的氨基酸序列。在一些实施例中，本公开的嵌合细胞因子受体包括SEQ  ID  NO:

102的STAT募集结构域的氨基酸序列。在一些实施例中，本公开的嵌合细胞因子受体包括

SEQ  ID  NO:103的STAT募集结构域的氨基酸序列。在一些实施例中，本公开的嵌合细胞因子

受体包括SEQ  ID  NO:104的STAT募集结构域的氨基酸序列。在一些实施例中，本公开的嵌合

细胞因子受体包括SEQ  ID  NO:105的STAT募集结构域的氨基酸序列。在一些实施例中，本公

开的嵌合细胞因子受体包括SEQ  ID  NO:106的STAT募集结构域的氨基酸序列。在一些实施

例中，本公开的嵌合细胞因子受体包括SEQ  ID  NO:107的STAT募集结构域的氨基酸序列。在

一些实施例中，本公开的嵌合细胞因子受体包括SEQ  ID  NO:108的STAT募集结构域的氨基

酸序列。在一些实施例中，本公开的嵌合细胞因子受体包括SEQ  ID  NO:109的STAT募集结构

域的氨基酸序列。在一些实施例中，本公开的嵌合细胞因子受体包括SEQ  ID  NO:110的STAT

募集结构域的氨基酸序列。在一些实施例中，本公开的嵌合细胞因子受体包括SEQ  ID  NO:
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111的STAT募集结构域的氨基酸序列。在一些实施例中，本公开的嵌合细胞因子受体包括

SEQ  ID  NO:112的STAT募集结构域的氨基酸序列。在一些实施例中，本公开的嵌合细胞因子

受体包括SEQ  ID  NO:113的STAT募集结构域的氨基酸序列。在一些实施例中，本公开的嵌合

细胞因子受体包括SEQ  ID  NO:114的STAT募集结构域的氨基酸序列。在一些实施例中，本公

开的嵌合细胞因子受体包括SEQ  ID  NO:115的STAT募集结构域的氨基酸序列。在一些实施

例中，本公开的嵌合细胞因子受体包括SEQ  ID  NO:116的STAT募集结构域的氨基酸序列。在

一些实施例中，本公开的嵌合细胞因子受体包括SEQ  ID  NO:117的STAT募集结构域的氨基

酸序列。在一些实施例中，本公开的嵌合细胞因子受体包括SEQ  ID  NO:118的STAT募集结构

域的氨基酸序列。在一些实施例中，本公开的嵌合细胞因子受体包括SEQ  ID  NO:119的STAT

募集结构域的氨基酸序列。在一些实施例中，本公开的嵌合细胞因子受体包括SEQ  ID  NO:

120的STAT募集结构域的氨基酸序列。在一些实施例中，本公开的嵌合细胞因子受体包括

SEQ  ID  NO:121的STAT募集结构域的氨基酸序列。在一些实施例中，本公开的嵌合细胞因子

受体包括SEQ  ID  NO:122的STAT募集结构域的氨基酸序列。在一些实施例中，本公开的嵌合

细胞因子受体包括SEQ  ID  NO:161的STAT募集结构域的氨基酸序列。在一些实施例中，嵌合

细胞因子受体包括募集结构域，所述募集结构域包括与SEQ  ID  NO:80‑122和SEQ  ID  NO:

161的氨基酸序列中的任一个具有至少80％、85％、90％、95％、98％或99％或100％相同的

氨基酸序列。

[0103] 表4：募集结构域来源

[0104]

[0105]

[0106] 表5a：募集结构域序列(细胞尾序列)
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[0107]
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[0108]
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[0109]
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[0110]
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[0111]

[0112] *SR指示示例性肽连接子

[0113] 在一些实施例中，本公开的嵌合细胞因子受体的Stat募集结构域包括来自一个受

体的STAT募集结构域。

[0114] 为了生成多个输出，一个或多个STAT募集结构域可以串联连接以模拟来自一个或

多个细胞因子的信号传导。

[0115] 在一些实施例中，STAT募集结构域包括多于一个受体的部分，例如包括多于一个

STAT募集结构域。在此类实施例中，提供串联的细胞因子信号传导结构域，从而允许增强的

信号传导。因此，在一些实施例中，本公开的嵌合细胞因子受体的单体的STAT募集结构域包

括来自多于一个受体的STAT募集结构域，例如包括来自两个、三个、四个、五个或甚至六个

受体的STAT募集结构域。例如，在一些实施例中，STAT募集结构域可以串联连接以刺激多种

途径(例如，用于促持续性STAT5和促炎性STAT4的IL7R(316‑459)‑IL12Rb2(775‑825)片段

融合；用于促持续性IL7R(316‑459)‑IL2Rbsmall(393‑433,518‑551)；用于促持续性和抗衰

竭的IL7R(316‑459)‑EGFR(1122‑1165)；用于促持续性和抗衰竭的IL2Rbsmall(393‑433,

518‑551)‑EGFR(1122‑1165))。

[0116] 当生成多个输出时，单个STAT募集结构域与细胞膜的接近度可以影响其相应的信

号传导输出的强度。表5b示出了具有双输出的嵌合细胞因子受体的实例，其中每个输出可

以放置在细胞膜的近端或远端。

[0117] 表5b：具有双输出的嵌合细胞因子受体的实例
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[0118]

[0119] 不受理论或机制的束缚，在一些实施例中，JAK蛋白(JAK1、JAK2、JAK3或TYK2)与本

公开的嵌合细胞因子受体(包括结合结构域、跨膜结构域、JAK结合结构域和募集结构域)结

合。在一些实施例中，在存在(例如，结合)TGF‑β配体或抗TGF‑β受体抗体的情况下，嵌合细

胞因子受体聚集并允许两种结合的JAK蛋白被激活，这进而使嵌合受体的募集结构域上的

酪氨酸残基磷酸化。然后，磷酸化募集结构域能够与募集的蛋白质结合(例如，磷酸化STAT

募集结构域与STAT蛋白结合)，这进而在细胞核中实现转录事件。

[0120] E.示例性TGF‑β驱动嵌合细胞因子受体

[0121] 本公开的背景依赖性嵌合细胞因子受体可以用信号序列表达，例如SEQ  ID  NO:1

的CD8SS。表6示出了本公开的示例性背景依赖性细胞因子受体序列。受体可以用信号序列

表达，例如SEQ  ID  NO:1的CD8SS。

[0122] 在一些实施例中，本公开的嵌合细胞因子受体包括TGF‑β结合结构域，其包括SEQ 

ID  NO:3‑20和159中的任一个的氨基酸序列；跨膜和JAK2结合结构域，其包括SEQ  ID  NO:

27‑79、160和217‑234中的任一个的氨基酸序列；以及募集结构域，其包括SEQ  ID  NO:80‑

122和161中的任一个的氨基酸序列。在一些实施例中，嵌合细胞因子受体不包括信号序列。

[0123] 在一些实施例中，本公开的嵌合细胞因子受体包括TGF‑β结合结构域，其包括选自

由以下组成的组的氨基酸序列：SEQ  ID  NO:3、4和159；TPOR/MPLR跨膜结构域和JAK2结合结

构域，其包括选自由以下组成的组的氨基酸序列：SEQ  ID  NO:38、39、40、53、59、60、61、64、

69、70、160和217‑234；以及募集结构域，其包括选自由以下组成的组的氨基酸序列：SEQ  ID 

NO:80、99、111、112和161。任选地，嵌合细胞因子受体包括信号序列，所述信号序列包括例

如SEQ  ID  NO:1的氨基酸序列。

[0124] 在一些实施例中，嵌合细胞因子受体包括结合结构域、跨膜结构域和JAK2结合结

构域以及募集结构域，所述结合结构域包括SEQ  ID  NO:3、4或159的氨基酸序列，所述跨膜

结构域和所述JAK2结合结构域包括SEQ  ID  NO:64、69或70的氨基酸序列，并且所述募集结

构域包括SEQ  ID  NO:80、99、111、112或161的氨基酸序列。在一些实施例中，嵌合细胞因子

受体是诱导型的。在一些实施例中，嵌合细胞因子受体结合结构域、跨膜结构域和JAK2结合

结构域以及募集结构域，所述结合结构域包括SEQ  ID  NO:3、4或159的氨基酸序列，所述跨

膜结构域和JAK2结合结构域包括SEQ  ID  NO:38、39、40或53的氨基酸序列，并且所述募集结

构域包括SEQ  ID  NO:80、99、111、112或161的氨基酸序列。在一些实施例中，嵌合细胞因子

受体结合结构域、跨膜结构域和JAK2结合结构域以及募集结构域，所述结合结构域包括SEQ 
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ID  NO:3、4或159的氨基酸序列，所述跨膜结构域和JAK2结合结构域包括SEQ  ID  NO:59、60、

160或217的氨基酸序列，并且所述募集结构域包括SEQ  ID  NO:80、99、111、112或161的氨基

酸序列。在一些实施例中，嵌合细胞因子受体具有组成型活性。在一些实施例中，在不与TGF

β配体或抗TGFβR抗体结合的情况下，使本公开的组成型活性嵌合细胞因子受体二聚化。在

一些实施例中，本公开的嵌合细胞因子受体组成型地或由TGF‑β或抗TGFβR抗体诱导地抑制

TGFβR介导的信号传导和/或激活STAT介导的信号传导。在一些实施例中，嵌合细胞因子受

体在存在TGF‑βR配体，例如TGF‑β或抗TGF‑βR抗体的情况下具有组成型活性和/或表现出进

一步增强的活性或性质。在一些实施例中，TGF‑βR是TGF‑βR2，并且抗体是抗TGF‑βR2抗体。

[0125] 在一些实施例中，嵌合细胞因子受体不包括信号序列。在一些实施例中，嵌合细胞

因子受体包括TGFβR2内源性信号序列或包括例如SEQ  ID  NO:1的氨基酸序列的信号序列。

[0126] 在一些实施例中，本公开的嵌合细胞因子受体包括SEQ  ID  NO:123的氨基酸序列。

在一些实施例中，本公开的嵌合细胞因子受体包括SEQ  ID  NO:124的氨基酸序列。在一些实

施例中，本公开的嵌合细胞因子受体包括SEQ  ID  NO:125的氨基酸序列。在一些实施例中，

本公开的嵌合细胞因子受体包括SEQ  ID  NO:126的氨基酸序列。在一些实施例中，本公开的

嵌合细胞因子受体包括SEQ  ID  NO:127的氨基酸序列。在一些实施例中，本公开的嵌合细胞

因子受体包括SEQ  ID  NO:128的氨基酸序列。在一些实施例中，本公开的嵌合细胞因子受体

包括SEQ  ID  NO:129的氨基酸序列。在一些实施例中，本公开的嵌合细胞因子受体包括SEQ 

ID  NO:130的氨基酸序列。在一些实施例中，本公开的嵌合细胞因子受体包括SEQ  ID  NO:

131的氨基酸序列。在一些实施例中，本公开的嵌合细胞因子受体包括SEQ  ID  NO:132的氨

基酸序列。在一些实施例中，本公开的嵌合细胞因子受体包括SEQ  ID  NO:133的氨基酸序

列。在一些实施例中，本公开的嵌合细胞因子受体包括SEQ  ID  NO:134的氨基酸序列。在一

些实施例中，本公开的嵌合细胞因子受体包括SEQ  ID  NO:135的氨基酸序列。在一些实施例

中，本公开的嵌合细胞因子受体包括SEQ  ID  NO:136的氨基酸序列。在一些实施例中，本公

开的嵌合细胞因子受体包括SEQ  ID  NO:137的氨基酸序列。在一些实施例中，本公开的嵌合

细胞因子受体包括SEQ  ID  NO:138的氨基酸序列。在一些实施例中，本公开的嵌合细胞因子

受体包括SEQ  ID  NO:139的氨基酸序列。在一些实施例中，本公开的嵌合细胞因子受体包括

SEQ  ID  NO:140的氨基酸序列。在一些实施例中，本公开的嵌合细胞因子受体包括SEQ  ID 

NO:141的氨基酸序列。在一些实施例中，本公开的嵌合细胞因子受体包括SEQ  ID  NO:142的

氨基酸序列。在一些实施例中，本公开的嵌合细胞因子受体包括SEQ  ID  NO:143的氨基酸序

列。在一些实施例中，本公开的嵌合细胞因子受体包括SEQ  ID  NO:144的氨基酸序列。在一

些实施例中，本公开的嵌合细胞因子受体包括SEQ  ID  NO:145的氨基酸序列。在一些实施例

中，本公开的嵌合细胞因子受体包括SEQ  ID  NO:146的氨基酸序列。在一些实施例中，本公

开的嵌合细胞因子受体包括SEQ  ID  NO:147的氨基酸序列。在一些实施例中，本公开的嵌合

细胞因子受体包括SEQ  ID  NO:148的氨基酸序列。在一些实施例中，本公开的嵌合细胞因子

受体包括SEQ  ID  NO:149的氨基酸序列。在一些实施例中，本公开的嵌合细胞因子受体包括

SEQ  ID  NO:150的氨基酸序列。在一些实施例中，本公开的嵌合细胞因子受体包括SEQ  ID 

NO:151的氨基酸序列。在一些实施例中，本公开的嵌合细胞因子受体包括SEQ  ID  NO:162的

氨基酸序列。在一些实施例中，本公开的嵌合细胞因子受体包括SEQ  ID  NO:163的氨基酸序

列。在一些实施例中，本公开的嵌合细胞因子受体包括SEQ  ID  NO:164的氨基酸序列。在一
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些实施例中，本公开的嵌合细胞因子受体包括SEQ  ID  NO:165的氨基酸序列。在一些实施例

中，本公开的嵌合细胞因子受体包括SEQ  ID  NO:166的氨基酸序列。在一些实施例中，本公

开的嵌合细胞因子受体包括SEQ  ID  NO:167的氨基酸序列。在一些实施例中，本公开的嵌合

细胞因子受体包括SEQ  ID  NO:168的氨基酸序列。在一些实施例中，本公开的嵌合细胞因子

受体包括SEQ  ID  NO:169的氨基酸序列。在一些实施例中，本公开的嵌合细胞因子受体包括

SEQ  ID  NO:170的氨基酸序列。在一些实施例中，本公开的嵌合细胞因子受体包括SEQ  ID 

NO:171的氨基酸序列。在一些实施例中，本公开的嵌合细胞因子受体包括SEQ  ID  NO:172的

氨基酸序列。在一些实施例中，本公开的嵌合细胞因子受体包括SEQ  ID  NO:173的氨基酸序

列。在一些实施例中，本公开的嵌合细胞因子受体包括SEQ  ID  NO:174的氨基酸序列。在一

些实施例中，本公开的嵌合细胞因子受体包括SEQ  ID  NO:175的氨基酸序列。在一些实施例

中，本公开的嵌合细胞因子受体包括SEQ  ID  NO:176的氨基酸序列。在一些实施例中，本公

开的嵌合细胞因子受体包括SEQ  ID  NO:177的氨基酸序列。在一些实施例中，本公开的嵌合

细胞因子受体包括SEQ  ID  NO:178的氨基酸序列。在一些实施例中，本公开的嵌合细胞因子

受体包括SEQ  ID  NO:179的氨基酸序列。在一些实施例中，本公开的嵌合细胞因子受体包括

SEQ  ID  NO:180的氨基酸序列。在一些实施例中，本公开的嵌合细胞因子受体包括SEQ  ID 

NO:181的氨基酸序列。在一些实施例中，本公开的嵌合细胞因子受体包括SEQ  ID  NO:182的

氨基酸序列。在一些实施例中，本公开的嵌合细胞因子受体包括SEQ  ID  NO:183的氨基酸序

列。在一些实施例中，本公开的嵌合细胞因子受体包括SEQ  ID  NO:184的氨基酸序列。在一

些实施例中，本公开的嵌合细胞因子受体包括SEQ  ID  NO:185的氨基酸序列。在一些实施例

中，本公开的嵌合细胞因子受体包括SEQ  ID  NO:186的氨基酸序列。在一些实施例中，本公

开的嵌合细胞因子受体包括SEQ  ID  NO:187的氨基酸序列。在一些实施例中，本公开的嵌合

细胞因子受体包括SEQ  ID  NO:188的氨基酸序列。在一些实施例中，本公开的嵌合细胞因子

受体包括SEQ  ID  NO:189的氨基酸序列。在一些实施例中，本公开的嵌合细胞因子受体包括

SEQ  ID  NO:190的氨基酸序列。在一些实施例中，本公开的嵌合细胞因子受体包括SEQ  ID 

NO:191的氨基酸序列。在一些实施例中，本公开的嵌合细胞因子受体包括SEQ  ID  NO:192的

氨基酸序列。在一些实施例中，本公开的嵌合细胞因子受体包括SEQ  ID  NO:193的氨基酸序

列。在一些实施例中，本公开的嵌合细胞因子受体包括SEQ  ID  NO:194的氨基酸序列。在一

些实施例中，本公开的嵌合细胞因子受体包括SEQ  ID  NO:195的氨基酸序列。在一些实施例

中，本公开的嵌合细胞因子受体包括SEQ  ID  NO:196的氨基酸序列。在一些实施例中，本公

开的嵌合细胞因子受体包括SEQ  ID  NO:197的氨基酸序列。在一些实施例中，本公开的嵌合

细胞因子受体包括SEQ  ID  NO:198的氨基酸序列。在一些实施例中，本公开的嵌合细胞因子

受体包括SEQ  ID  NO:199的氨基酸序列。在一些实施例中，本公开的嵌合细胞因子受体包括

SEQ  ID  NO:200的氨基酸序列。在一些实施例中，本公开的嵌合细胞因子受体包括SEQ  ID 

NO:201的氨基酸序列。在一些实施例中，本公开的嵌合细胞因子受体包括SEQ  ID  NO:202的

氨基酸序列。在一些实施例中，本公开的嵌合细胞因子受体包括SEQ  ID  NO:203的氨基酸序

列。在一些实施例中，本公开的嵌合细胞因子受体包括SEQ  ID  NO:204的氨基酸序列。在一

些实施例中，本公开的嵌合细胞因子受体包括SEQ  ID  NO:205的氨基酸序列。在一些实施例

中，本公开的嵌合细胞因子受体包括SEQ  ID  NO:206的氨基酸序列。在一些实施例中，本公

开的嵌合细胞因子受体包括SEQ  ID  NO:207的氨基酸序列。在一些实施例中，本公开的嵌合
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细胞因子受体包括SEQ  ID  NO:208的氨基酸序列。在一些实施例中，本公开的嵌合细胞因子

受体包括SEQ  ID  NO:209的氨基酸序列。在一些实施例中，本公开的嵌合细胞因子受体包括

SEQ  ID  NO:210的氨基酸序列。在一些实施例中，本公开的嵌合细胞因子受体包括SEQ  ID 

NO:211的氨基酸序列。在一些实施例中，本公开的嵌合细胞因子受体包括SEQ  ID  NO:212的

氨基酸序列。在一些实施例中，本公开的嵌合细胞因子受体包括SEQ  ID  NO:213的氨基酸序

列。在一些实施例中，本公开的嵌合细胞因子受体包括SEQ  ID  NO:214的氨基酸序列。在一

些实施例中，本公开的嵌合细胞因子受体包括SEQ  ID  NO:215的氨基酸序列。在一些实施例

中，本公开的嵌合细胞因子受体包括SEQ  ID  NO:216的氨基酸序列。

[0127] 在一些实施例中，嵌合细胞因子受体(CCR)包括结合结构域、跨膜结构域和JAK2结

合结构域以及募集结构域，所述结合结构域包括SEQ  ID  NO:159的氨基酸序列，所述跨膜结

构域和JAK2结合结构域包括SEQ  ID  NO:40的氨基酸序列，并且所述募集结构域包括SEQ  ID 

NO:80、99、111、112或161的氨基酸序列。在一些实施例中，CCR包括结合结构域、跨膜结构域

和JAK2结合结构域以及募集结构域，所述结合结构域包括SEQ  ID  NO:159的氨基酸序列，所

述跨膜结构域和JAK2结合结构域包括SEQ  ID  NO:53的氨基酸序列，并且所述募集结构域包

括SEQ  ID  NO:80、99、111、112或161的氨基酸序列。在一些实施例中，CCR包括结合结构域、

跨膜结构域和JAK2结合结构域以及募集结构域，所述结合结构域包括SEQ  ID  NO:4的氨基

酸序列，所述跨膜结构域和JAK2结合结构域包括SEQ  ID  NO:38的氨基酸序列，并且所述募

集结构域包括SEQ  ID  NO:80、99、111、112或161的氨基酸序列。在一些实施例中，CCR包括结

合结构域、跨膜结构域和JAK2结合结构域以及募集结构域，所述结合结构域包括SEQ  ID 

NO:4的氨基酸序列，所述跨膜结构域和JAK2结合结构域包括SEQ  ID  NO:39的氨基酸序列，

并且所述募集结构域包括SEQ  ID  NO:80、99、111、112或161的氨基酸序列。在一些实施例

中，CCR包括结合结构域、跨膜结构域和JAK2结合结构域以及募集结构域，所述结合结构域

包括SEQ  ID  NO:4的氨基酸序列，所述跨膜结构域和JAK2结合结构域包括SEQ  ID  NO:40的

氨基酸序列，并且所述募集结构域包括SEQ  ID  NO:80、99、111、112或161的氨基酸序列。在

一些实施例中，CCR包括结合结构域、跨膜结构域和JAK2结合结构域以及募集结构域，所述

结合结构域包括SEQ  ID  NO:4的氨基酸序列，所述跨膜结构域和JAK2结合结构域包括SEQ 

ID  NO:53的氨基酸序列，并且所述募集结构域包括SEQ  ID  NO:80、99、111、112或161的氨基

酸序列。在一些实施例中，CCR包括结合结构域、跨膜结构域和JAK2结合结构域以及募集结

构域，所述结合结构域包括SEQ  ID  NO:159的氨基酸序列，所述跨膜结构域和JAK2结合结构

域包括SEQ  ID  NO:70的氨基酸序列，并且所述募集结构域包括SEQ  ID  NO:80、99、111、112

或161的氨基酸序列。在一些实施例中，CCR包括结合结构域、跨膜结构域和JAK2结合结构域

以及募集结构域，所述结合结构域包括SEQ  ID  NO:159的氨基酸序列，所述跨膜结构域和

JAK2结合结构域包括SEQ  ID  NO:69的氨基酸序列，并且所述募集结构域包括SEQ  ID  NO:

80、99、111、112或161的氨基酸序列。在一些实施例中，CCR包括结合结构域、跨膜结构域和

JAK2结合结构域以及募集结构域，所述结合结构域包括SEQ  ID  NO:4的氨基酸序列，所述跨

膜结构域和JAK2结合结构域包括SEQ  ID  NO:64的氨基酸序列，并且所述募集结构域包括

SEQ  ID  NO:80、99、111、112或161的氨基酸序列。在一些实施例中，CCR包括结合结构域、跨

膜结构域和JAK2结合结构域以及募集结构域，所述结合结构域包括SEQ  ID  NO:4的氨基酸

序列，所述跨膜结构域和JAK2结合结构域包括SEQ  ID  NO:69的氨基酸序列，并且所述募集
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结构域包括SEQ  ID  NO:80、99、111、112或161的氨基酸序列。在一些实施例中，CCR包括结合

结构域、跨膜结构域和JAK2结合结构域以及募集结构域，所述结合结构域包括SEQ  ID  NO:4

的氨基酸序列，所述跨膜结构域和JAK2结合结构域包括SEQ  ID  NO:70的氨基酸序列，并且

所述募集结构域包括SEQ  ID  NO:80、99、111、112或161的氨基酸序列。在一些实施例中，CCR

包括结合结构域、跨膜结构域和JAK2结合结构域以及募集结构域，所述结合结构域包括SEQ 

ID  NO:159的氨基酸序列，所述跨膜结构域和JAK2结合结构域包括SEQ  ID  NO:160或219的

氨基酸序列，并且所述募集结构域包括SEQ  ID  NO:80、99、111、112或161的氨基酸序列。在

一些实施例中，CCR包括结合结构域、跨膜结构域和JAK2结合结构域以及募集结构域，所述

结合结构域包括SEQ  ID  NO:159的氨基酸序列，所述跨膜结构域和JAK2结合结构域包括SEQ 

ID  NO:223、224的氨基酸序列，并且所述募集结构域包括SEQ  ID  NO:80、99、111、112或161

的氨基酸序列。在一些实施例中，CCR包括结合结构域、跨膜结构域和JAK2结合结构域以及

募集结构域，所述结合结构域包括SEQ  ID  NO:159的氨基酸序列，所述跨膜结构域和JAK2结

合结构域包括SEQ  ID  NO:225或226的氨基酸序列，并且所述募集结构域包括SEQ  ID  NO:

80、99、111、112或161的氨基酸序列。在一些实施例中，CCR包括结合结构域、跨膜结构域和

JAK2结合结构域以及募集结构域，所述结合结构域包括SEQ  ID  NO:4的氨基酸序列，所述跨

膜结构域和JAK2结合结构域包括SEQ  ID  NO:60或160的氨基酸序列，并且所述募集结构域

包括SEQ  ID  NO:80、99、111、112或161的氨基酸序列。在一些实施例中，CCR包括结合结构

域、跨膜结构域和JAK2结合结构域以及募集结构域，所述结合结构域包括SEQ  ID  NO:4的氨

基酸序列，所述跨膜结构域和JAK2结合结构域包括SEQ  ID  NO:223、224的氨基酸序列，并且

所述募集结构域包括SEQ  ID  NO:80、99、111、112或161的氨基酸序列。在一些实施例中，CCR

包括结合结构域、跨膜结构域和JAK2结合结构域以及募集结构域，所述结合结构域包括SEQ 

ID  NO:4的氨基酸序列，所述跨膜结构域和JAK2结合结构域包括SEQ  ID  NO:225或226的氨

基酸序列，并且所述募集结构域包括SEQ  ID  NO:80、99、111、112或161的氨基酸序列。

[0128] 在一些实施例中，本公开的嵌合细胞因子受体包括SEQ  ID  NO:272、SEQ  ID  NO:

273、SEQ  ID  NO:274或SEQ  ID  NO:275的氨基酸序列。在一些实施例中，嵌合细胞因子受体

包括与SEQ  ID  NO:123‑216和SEQ  ID  NO:272‑275的氨基酸序列中的任一个具有至少80％、

85％、90％、95％、98％或99％或100％相同的氨基酸序列。

[0129] 表6：示例性嵌合细胞因子受体序列(组装的诱导型或组成型活性TGF‑β受体嵌合

细胞因子受体)：
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[0155]

[0156] *下划线LE和SR表示示例性肽连接子。

[0157] F.嵌合细胞因子受体的表达

[0158] 本文提供了编码本文提供的嵌合细胞因子受体中的任何一个的多核苷酸。同样，

本文提供了包括此类多核苷酸的表达载体。在一些实施例中，载体是病毒载体。在一些实施

例中，载体不是病毒载体。

[0159] 在一些实施例中，载体包括编码嵌合细胞因子受体的多核苷酸和表达嵌合抗原受

体(CAR)的多核苷酸。

[0160] 在一些实施例中，嵌合细胞因子受体和CAR的表达被表达为由连接子分开的单个

多肽链。图2A、3、4A、5A、6A、8A和11A示出了可用于共表达本公开的嵌合细胞因子受体和CAR

的载体的示意图。一个或多个STAT募集结构域可以串联连接，以模拟来自一个或多个细胞

因子的信号传导。

[0161] II.具有CAR的免疫细胞

[0162] 本文提供了包括编码本公开的嵌合抗原受体和嵌合细胞因子受体的多核苷酸的

工程化免疫细胞；并且本文提供了表达本公开的嵌合抗原受体(CAR‑I细胞)和嵌合细胞因

子受体的工程化免疫细胞。免疫细胞的实例包含T细胞，例如，α/βT细胞和γ/δT细胞、B细

胞、自然杀伤(NK)细胞、自然杀伤T(NKT)细胞、不变NKT细胞、肥大细胞、髓源性吞噬细胞、树

突状细胞、杀伤树突状细胞、巨噬细胞和单核细胞。免疫细胞还指源自，例如但不限于，干细

胞的细胞。干细胞可以是成体干细胞、非人胚胎干细胞，更具体地非人干细胞、脐带血干细

胞、祖细胞、骨髓干细胞、诱导多能干细胞、全能干细胞或造血干细胞。
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[0163] 因此，在一些实施例中，本文提供了包括本公开的嵌合细胞因子受体的CAR‑T细

胞。

[0164] 在一些实施例中，CAR可以包括细胞外配体结合结构域(例如，单链可变片段

(scFv))、跨膜结构域和细胞内信号传导结构域。在一些实施例中，细胞外配体结合结构域、

跨膜结构域和细胞内信号传导结构域在一个多肽中，即在单链中。本文还提供了多链CAR和

多肽。在一些实施例中，多链CAR包括：第一多肽，所述第一多肽包括跨膜结构域和至少一个

细胞外配体结合结构域；以及第二多肽，所述第二多肽包括跨膜结构域和至少一个细胞内

信号传导结构域，其中所述多肽组装在一起以形成多链CAR。

[0165] CAR的细胞外配体结合结构域与所关注靶标特异性结合。所关注靶标可以是任何

所关注分子，例如，包含但不限于表8中呈现的靶标中的任何一个或多个靶标。

[0166] 表8：所关注靶标的列表

[0167]
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[0170]

[0171] 在一些实施例中，CAR的细胞外配体结合结构域包括scFv，所述scFv包括通过柔性

连接子连接的靶抗原特异性单克隆抗体的轻链可变(VL)区和重链可变(VH)区。单链可变区

片段是通过使用短连接肽(Bird等人,《科学(Science)》242:423‑426,1988)(例如，含有甘

氨酸‑丝氨酸的连接子)连接轻链和/或重链可变区来制备的。通常，连接子可以是短的柔性

多肽并且通常包含约20个或更少的氨基酸残基。连接子可以进而被修饰以实现另外的功

能，如附着药物或附着在固体支持物上。单链变体可以通过重组或合成产生。对于scFv的合

成生产，可以使用自动合成仪。对于scFv的重组产生，可以将含有编码scFv的多核苷酸的合

适质粒引入到合适的宿主细胞(如酵母、植物、昆虫或哺乳动物细胞等真核细胞或如大肠杆

菌等原核细胞)中。编码所关注scFv的多核苷酸可以通过如多核苷酸的连接等常规操作来

制备。可以使用本领域已知的标准蛋白质纯化技术分离所得scFv。

[0172] 根据本发明的CAR的细胞内信号传导结构域负责在细胞外配体结合结构域与靶标

结合之后产生细胞内信号传导，从而导致免疫细胞的激活和免疫应答(信号1和/或2)。细胞

内信号传导结构域能够激活表达CAR的免疫细胞的至少一种正常效应子功能。例如，T细胞

的效应子功能可以是细胞溶解活性或辅助活性(包含细胞因子的分泌)。

[0173] 在一些实施例中，用于CAR的细胞内信号传导结构域可以是例如但不限于T细胞受

体和共受体的细胞质序列，所述受体在抗原受体结合后协同作用以启动信号转导，以及这

些序列的任何衍生物或变体以及具有相同功能能力的任何合成序列。细胞内信号传导结构

域包括两种不同类别的细胞质信号传导序列：启动抗原依赖性初级激活的细胞质信号传导

序列，以及以抗原非依赖性方式起作用以提供次级或共刺激信号的细胞质信号传导序列。

初级细胞质信号传导序列可以包括被称为ITAM的基于免疫受体酪氨酸的激活基序的信号

传导基序。ITAM是在充当syk/zap70类酪氨酸激酶的结合位点的各种受体的胞质内尾区发

现的明确定义的信号传导基序。本发明中使用的ITAM的实例可以包含作为非限制性实例的

源自TCRζ、FcRγ、FcRβ、FcRε、CD3γ、CD3δ、CD3ε、CD5、CD22、CD79a、CD79b和CD66d的那些。在
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一些实施例中，CAR的细胞内信号传导结构域可以包括CD3ζ信号传导结构域。在一些实施例

中，本发明的CAR的细胞内信号传导结构域包括共刺激分子的结构域。

[0174] 在一些实施例中，本发明的CAR的细胞内信号传导结构域包括选自由41BB

(GenBank：AAA53133.)和CD28(NP_006130.1)的片段组成的组的共刺激分子的一部分。

[0175] CAR在细胞的表面膜上表达。因此，CAR包括跨膜结构域。本文所公开的CAR的合适

跨膜结构域具有以下能力：(a)在细胞表面表达，优选地在免疫细胞表面表达，所述免疫细

胞如例如但不限于淋巴细胞或自然杀伤(NK)细胞；以及(b)与配体结合结构域和细胞内信

号传导结构域相互作用，以指导免疫细胞对预定靶细胞的细胞应答。跨膜结构域可以源自

天然的或合成的来源。跨膜结构域可以源自任何膜结合蛋白或跨膜蛋白。作为非限制性实

例，跨膜多肽可以是T细胞受体的亚基，如α、β、γ或δ；构成CD3复合物的多肽；IL‑2受体p55

(a链)、p75(β链)或γ链；Fc受体，具体地Fcγ受体III，的亚基链；或CD蛋白。可替代地，跨膜

结构域可以是合成的并且可以主要包括疏水残基，如亮氨酸和缬氨酸。在一些实施例中，所

述跨膜结构域源自人类CD8α链(例如，NP_001139345.1)。跨膜结构域可以进一步包括位于

细胞外配体结合结构域和所述跨膜结构域之间的茎结构域。茎结构域可以包括多达300个

氨基酸，优选地10到100个氨基酸，并且最优选地25到50个氨基酸。茎区域可以源自天然存

在的分子的全部或部分，如源自CD8、CD4或CD28的细胞外区域的全部或部分，或源自抗体恒

定区的全部或部分。可替代地，茎结构域可以是对应于天然存在的茎序列的合成序列，或者

可以是完全合成的茎序列。在一些实施例中，所述茎结构域是人CD8α链的一部分(例如，NP_

001139345.1)。在另一个特定的实施例中，所述跨膜和铰链结构域包括人CD8α链的一部分。

在一些实施例中，本文所公开的CAR可以包括与BCMA、CD8α人铰链特异性结合的细胞外配体

结合结构域以及跨膜结构域、CD3ζ信号传导结构域和4‑1BB信号传导结构域。

[0176] 在一些实施例中，CAR可以作为转基因通过质粒载体被引入到免疫细胞中。在一些

实施例中，质粒载体还可以含有，例如，提供用于鉴定和/或选择接受载体的细胞的选择标

志物。

[0177] 表7提供了可以用于本文所公开的CAR中的CAR组分的示例性序列。

[0178] 表7：示例性序列

说　明　书 62/73 页

67

CN 114341193 A

67



[0179]

[0180] 在一些实施例中，本公开的CAR免疫细胞(例如，CAR‑T细胞)包括编码自杀多肽，例

如RQR8的多核苷酸。参见，例如WO2013153391A，所述文献特此通过引用整体并入本文。在一

些实施例中，自杀多肽在细胞表面上表达。在一些实施例中，自杀多肽包含在CAR构建体中。

在一些实施例中，自杀多肽不是CAR构建体的一部分。

[0181] 在一些实施例中，本文所公开的CAR中的任何一个的细胞外结构域可以包括对单

克隆抗体具有特异性(被单克隆抗体特异性识别)的一个或多个表位。这些表位在本文中也

被称为mAb特异性表位。在国际专利公开第WO  2016/120216号中公开了示例性mAb特异性表

位，所述国际专利以其整体并入本文。在这些实施例中，CAR的细胞外结构域包括与所关注

靶标特异性结合的抗原结合结构域和与一个或多个单克隆抗体(mAb)结合的一个或多个表

位。包括mAb特异性表位的CAR可以是单链或多链的。

[0182] 在本文所述的CAR的细胞外结构域中包含对单克隆抗体具有特异性的表位允许分

选和耗竭表达CAR的工程化免疫细胞。在一些实施例中，允许耗竭在有害影响的情况下，例

如在施用于受试者时提供安全开关。

[0183] 本文还提供了制备用于免疫疗法的免疫细胞的方法。在一些实施例中，所述方法

包括将嵌合细胞因子受体和CAR引入到免疫细胞中以及使细胞扩增。在一些实施例中，本发

明涉及一种工程化免疫细胞的方法，所述方法包括：提供细胞；以及表达嵌合细胞因子受

体；以及在细胞表面处表达至少一个CAR。在一些实施例中，所述方法包括：用编码嵌合细胞

因子受体的至少一个多核苷酸和编码CAR的至少一个多核苷酸转染细胞；以及在细胞中表

达多核苷酸。在一些实施例中，所述方法包括：用编码嵌合细胞因子受体的至少一个多核苷

酸、编码CAR的至少一个多核苷酸转染细胞；以及在细胞中表达多核苷酸。在一些实施例中，
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嵌合细胞因子受体和CAR存在于一个多核苷酸上。

[0184] 在一些实施例中，编码嵌合细胞因子受体和CAR的所述一个或多个多核苷酸存在

于一种或多种表达载体中，以在细胞中稳定表达。在一些实施例中，多核苷酸存在于病毒载

体中，以在细胞中稳定表达。在一些实施例中，所述一个或多个多核苷酸通过随机整合插入

到细胞基因组中，并且在其它实施例中，所述一个或多个多核苷酸通过位点特异性整合插

入到细胞基因组的特定位置中。在一些实施例中，病毒载体可以是例如慢病毒载体或腺病

毒载体。在一些实施例中，所述一个或多个多核苷酸存在于非病毒载体中。

[0185] 在一些实施例中，编码根据本公开的多肽的多核苷酸可以是例如通过电穿孔被直

接引入到细胞中的mRNA。在一些实施例中，如PulseAgile等CytoPulse电穿孔技术可以用于

瞬时渗透活细胞以将材料递送到细胞中(例如，US  6,078,490；PCT/US2011/000827；和PCT/

US2004/005237)。可以修改参数以确定高转染效率和最低死亡率的条件。

[0186] 本文还提供了转染免疫细胞，例如T细胞的方法。在一些实施例中，所述方法包括：

使T细胞与RNA接触；以及向T细胞施加敏捷脉冲序列(agile  pulse  sequence)。在一些实施

例中，包括使免疫细胞与RNA接触以及向细胞施加敏捷脉冲序列的转染免疫细胞(例如，T细

胞)的方法。

[0187] 在一些实施例中，所述方法可以进一步包括以下步骤：通过使表达例如但不限于

TCR的组分、免疫抑制剂的靶标、HLA基因和/或免疫检查点蛋白(如例如PDCD1或CTLA‑4)的

至少一个基因灭活来对细胞进行基因修饰。使基因灭活旨在使所关注基因不以功能性蛋白

质形式表达。在一些实施例中，待灭活的基因选自由以下组成的组：例如但不限于，TCRα、

TCRβ、CD52、GR、脱氧胞苷激酶(DCK)、TGF‑B和CTLA‑4。在一些实施例中，所述方法包括通过

将能够通过选择性DNA切割选择性灭活基因的稀切核酸内切酶引入细胞来使一个或多个基

因灭活。在一些实施例中，稀切核酸内切酶可以是例如转录激活因子样效应物核酸酶

(TALE‑核酸酶)或基于CRISPR的核酸内切酶(例如，Cas‑9或Cas12a)。

[0188] 在另一方面，对细胞进行基因修饰的步骤可以包括：通过使表达免疫抑制剂的靶

标的至少一个基因灭活来修饰免疫细胞(例如，T细胞)；以及任选地在存在免疫抑制剂的情

况下，使细胞扩增。

[0189] 在一些实施例中，相对于不表达嵌合细胞因子受体的工程化免疫细胞，本文所提

供的工程化免疫细胞(例如，T细胞)在与结合到嵌合细胞因子受体的结合结构域的TGF‑β配

体或抗TGF‑β受体抗体接触时表现出改善的细胞毒性、增加的扩增和/或增加的记忆表型标

志物水平。

[0190] 在一些实施例中，相对于不表达嵌合细胞因子受体的工程化免疫细胞，本文所提

供的工程化免疫细胞(例如，T细胞)在与结合到嵌合细胞因子受体的结合结构域的TGF‑β配

体或抗TGF‑β受体抗体接触时表现出(i)增加的体内持久性、(ii)增加的STAT激活、(iii)增

加的细胞毒性、(iv)增加的记忆表型标志物水平、(v)增加的扩增(增殖)或这些功能特征的

组合。在一些实施例中，本文所述的一个或多个功能特征的改善是剂量依赖性的，即，包括

嵌合细胞因子受体的免疫细胞的功能活性在与增加剂量的PD‑L1/PD‑L2/TGF‑β或相应受体

的抗体接触时增加。在一些实施例中，被包括所公开的一个或多个嵌合细胞因子受体的工

程化免疫细胞激活的STAT是STAT1、STAT2、STAT3、STAT4、STAT5、STAT6或其组合。在一个实

施例中，由包括本公开的嵌合细胞因子受体的免疫细胞增加或维持的记忆表型标志物包含
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干细胞记忆(Tscm)标志物和中央记忆(Tcm)标志物。

[0191] 在一些实施例中，与不表达嵌合细胞因子受体的免疫细胞相比，包括本文所提供

的嵌合细胞因子受体的工程化免疫细胞所表现出的一个或多个功能特征的改善是至少约2

倍、2.5倍、3倍、3.5倍、4倍、4.5倍、5倍、6倍、7倍、8倍、9倍、10倍、15倍、20倍、25倍、30倍、40

倍、50倍、60倍、70倍、80倍、90倍、100倍、125倍、150倍、200倍、250倍、300倍、350倍、400倍、

450倍或甚至约10‑500倍，包含其间的值和范围。

[0192] 在一些实施例中，与不表达嵌合细胞因子受体的工程化免疫细胞相比，包括本文

所提供的嵌合细胞因子受体的工程化免疫细胞所表现出的一个或多个功能特征的改善是

至少约10％、20％、25％、30％、35％、40％、45％、50％、55％、60％、70％、75％、80％、90％、

100％、125％、150％、200％、250％、300％、350％、400％或甚至约80％‑500％，包含其间的

值和范围。

[0193] III.治疗方法

[0194] 本文提供了包括具有本公开的嵌合细胞因子受体和CAR的细胞的药物组合物。

[0195] 通过上述方法获得的具有工程化嵌合细胞因子受体和具有CAR的免疫细胞(例如，

T细胞)或源自此类工程化免疫细胞的细胞系可以用作药物。在一些实施例中，此类药物可

以用于治疗病症，例如病毒性疾病、细菌性疾病、癌症、炎性疾病、免疫疾病或衰老相关疾

病。在一些实施例中，癌症是实体癌。在一些实施例中，癌症是液体癌。癌症可以选自由以下

组成的组：胃癌(gastric  cancer)、肉瘤、淋巴瘤、白血病、头颈癌、胸腺癌、上皮癌、唾液癌、

肝癌、胃癌(stomach  cancer)、甲状腺癌、肺癌、小细胞肺癌、卵巢癌、乳腺癌、前列腺癌、食

管癌、胰腺癌、神经胶质瘤、成胶质细胞瘤、白血病、多发性骨髓瘤、肾细胞癌、膀胱癌、宫颈

癌、绒毛膜癌、结肠癌、口腔癌、皮肤癌和黑素瘤。在一些实施例中，受试者是先前经治疗的

患有局部晚期或转移性黑素瘤、鳞状细胞头颈癌(SCHNC)、卵巢癌、肉瘤或复发性或难治性

经典霍奇金氏淋巴瘤(classic  Hodgkin's  Lymphoma，cHL)的成年受试者。

[0196] 在一些实施例中，工程化免疫细胞或源自工程化免疫细胞的细胞系可以用于制造

用于治疗有需要的受试者的病症的药物。在一些实施例中，病症可以是例如癌症、自身免疫

病症或感染。

[0197] 本文还提供了用于治疗需要这种治疗的受试者的方法。

[0198] 如本文所使用的，术语“受试者”是指任何脊椎动物，所述任何脊椎动物包含但不

限于人和其它灵长类动物(例如，黑猩猩、食蟹猴和其它猿和猴物种)、农场动物(例如，牛、

绵羊、猪、山羊和马)、家养哺乳动物(例如，狗和猫)、实验室动物(例如，兔、啮齿动物，如小

鼠、大鼠和豚鼠)和鸟类(例如，家禽、野禽和猎禽，如鸡、火鸡以及其它鸡类鸟类、鸭、鹅等)。

在一些实施例中，受试者是哺乳动物。在示例性实施例中，受试者是人。

[0199] 在一些实施例中，所述方法包括向有需要的受试者提供具有本文所述的嵌合细胞

因子受体和CAR的本公开的免疫细胞。

[0200] 在一些实施例中，本发明的具有嵌合细胞因子受体和CAR的T细胞可以经历强大的

体内T细胞扩增并且可以持续延长的时间量。

[0201] 本发明的治疗方法可以是改善、治愈或预防。本发明的方法可以是自体免疫疗法

的一部分或同种异体免疫疗法治疗的一部分。

[0202] 在另一方面，本发明提供了一种抑制患有肿瘤的受试者的肿瘤生长或进展的方
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法，所述方法包括向所述受试者施用有效量的如本文所述的表达嵌合细胞因子受体和表达

CAR的免疫细胞。在另一方面，本发明提供了一种抑制或预防受试者的癌细胞的转移的方

法，所述方法包括包括向有需要的受试者施用有效量的如本文所述的工程化免疫细胞。在

另一方面，本发明提供了一种诱导患有肿瘤的受试者的肿瘤消退的方法，所述方法包括向

所述受试者施用有效量的如本文所述的工程化免疫细胞。在一些实施例中，向受试者进一

步施用抗TGF‑βR抗体，具体地抗TGF‑βR2抗体。

[0203] 在一些实施例中，本文中的工程化T细胞可以肠胃外施用于受试者。在一些实施例

中，本文所公开的工程化T细胞可以静脉内施用于受试者。

[0204] 还提供了本文所提供的工程化T细胞中的任何工程化T细胞在制备用于治疗癌症

或用于抑制有需要的受试者的肿瘤生长或进展的药物中的用途。

[0205] 在一些实施例中，治疗可以施用于经历免疫抑制性治疗的受试者。实际上，本发明

优选地依赖于由于编码此类免疫抑制剂的受体的基因失活而对至少一种免疫抑制剂产生

抗性的细胞或细胞群。在这方面，免疫抑制性治疗应该有助于在受试者体内选择和扩增根

据本发明的T细胞。根据本发明的细胞或细胞群的施用可以以任何方便的方式进行，所述方

式包含气溶胶吸入、注射、摄取、输血、植入或移植。可以将本文所述的组合物皮下、皮内、瘤

内、结内、髓内、肌内、通过静脉内或淋巴管内注射或腹膜内施用于受试者。具有本公开的嵌

合细胞因子受体和/或CAR或其药物组合物的细胞可以通过以下施用途径中的一个或多个

施用途径进行施用：静脉内、眼内、玻璃体内、肌内、皮下、局部、口服、透皮、腹膜内、眶内、通

过植入、通过吸入、鞘内、心室内、经由耳或鼻内。

[0206] 在一些实施例中，细胞或细胞群(具有本公开的嵌合细胞因子受体和CAR的细胞或

细胞群)的施用可以包括施用，例如，每kg体重约104到约109个细胞，包含这些范围内的细胞

数的所有整数值。在一些实施例中，细胞或细胞群的施用可以包括施用约每kg体重104到105

个细胞、每kg体重105到106个细胞、每kg体重106到107个细胞、每kg体重107到108个细胞或每

kg体重108到109个细胞。细胞或细胞群可以按一个或多个剂量施用。在一些实施例中，所述

有效量的细胞可以作为单剂量施用。在一些实施例中，所述有效量的细胞可以在一段时间

内作为多于一个剂量施用。施用时间在主治医师的判断范围内并且取决于受试者的临床状

况。细胞或细胞群可以从任何来源获得，如血库或供体。虽然个体需求不同，但对于特定疾

病或病状的给定细胞类型的有效量的最佳范围的确定在本领域的技术范围内。有效量意指

提供治疗或预防益处的量。所施用的剂量将取决于接受者的年龄、健康状况和体重、同期治

疗(如果有的话)的种类、治疗频率以及所期望的效果的性质。在一些实施例中，肠胃外施用

有效量的细胞或包括那些细胞的组合物。在一些实施例中，施用可以是静脉内施用。在一些

实施例中，施用可以通过注射到肿瘤内直接进行。

[0207] 所述方法可以进一步包括在施用具有本文所提供的CAR和嵌合细胞因子受体的工

程化免疫细胞之前向受试者施用一种或多种药剂。在某些实施例中，药剂是淋巴细胞清除

(预调节)方案。例如，淋巴细胞清除需要这种疗法的受试者的方法包括向所述受试者施用

指定的有益剂量的环磷酰胺(在200mg/m2/天与2000mg/m2/天之间、约100mg/m2/天与约

2000mg/m2/天；例如，约100mg/m2/天、约200mg/m2/天、约300mg/m2/天、约400mg/m2/天、约

500mg/m2/天、约600mg/m2/天、约700mg/m2/天、约800mg/m2/天、约900mg/m2/天、约1000mg/

m2/天、约1500mg/m2/天或约2000mg/m2/天)；以及指定剂量的氟达拉滨(在20mg/m2/天与
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900mg/m2/天之间、在约10mg/m2/天与约900mg/m2/天之间；例如，约10mg/m2/天、约20mg/m2/

天、约30mg/m2/天、约40mg/m2/天、约40mg/m2/天、约50mg/m2/天、约60mg/m2/天、约70mg/m2/

天、约80mg/m2/天、约90mg/m2/天、约100mg/m2/天、约500mg/m2/天或约900mg/m2/天)。示例性

给药方案涉及治疗受试者，其包括：在向患者施用治疗有效量的工程化免疫细胞之前三天，

组合地或在施用约30mg/m2/天的氟达拉滨之前或之后，每天向患者施用约300mg/m2/天的环

磷酰胺。

[0208] 在一些实施例中，特别是在本文所提供的工程化细胞已被基因编辑以消除或最小

化CD52的表面表达的情况下，淋巴细胞清除进一步包括施用抗CD52抗体，如阿仑单抗。在一

些实施例中，以约1‑20毫克/天(例如，约13毫克/天)的剂量IV施用CD52抗体，持续1天、2天、

3天或更多天。抗体可以与淋巴细胞清除方案的其它要素(例如，环磷酰胺和/或氟达拉滨)

组合施用、在施用所述其它要素之前或之后施用。

[0209] 在某些实施例中，包括本文所公开的表达CAR的免疫效应细胞的组合物可以与任

何数量的化学治疗剂联合施用。

[0210] IV.试剂盒和制品

[0211] 本公开提供了包括本文所述的嵌合细胞因子受体和具有嵌合细胞因子受体的细

胞中的任何一种或多种，及其药物组合物的试剂盒。本公开还提供了包括本文所述的嵌合

细胞因子受体和具有嵌合细胞因子受体的CAR‑I细胞中的任何一种或多种、其药物组合物

和本文所述的试剂盒的制品。

[0212] 以下实例被包含用于说明性目的，并且不旨在限制本公开的范围。

[0213] 贯穿本公开引用的所有专利和非专利文件出于所有目的通过引用整体并入本文。

[0214] 实例

[0215] 实例1：具有TGFβR1或TGFβR2显性负性截短体的嵌合细胞因子受体‑CAR构建体的

构建和测试

[0216] 图1示出了本公开的诱导型嵌合细胞因子受体的示意图。为了将同时的TGF‑β结合

与细胞因子信号传导偶联，构建由以下模块构成的嵌合细胞因子受体：(i)结合结构域，所

述结合结构域包括TGF‑β受体的细胞外部分或TGF‑β抗原结合结构域；(ii)跨膜结构域，所

述跨膜结构域具有细胞内部分，所述细胞内部分具有JAK2激活结构域；以及(iii)STAT募集

结构域，所述STAT募集结构域包括来自细胞因子受体尾区(细胞尾)的Stat募集(Stat激活)

结构域。如图1中作为实例示出的，结合结构域包括TGFβR2的细胞外结构域。

[0217] 使用HEK293T细胞报告基因测定，通过使用嵌合细胞因子受体中和TGF‑β信号传导

或激活STAT应答来测试细胞因子信号传导的可诱导性和量值，所述可诱导性和量值可以用

作细胞因子ICD激活和细胞因子信号传导的替代测量。简言之，将20,000个HEK293T细胞铺

板到聚‑L‑赖氨酸‑包被的96孔平底板的每个孔中，并且在37℃下用5％CO2培养过夜。将嵌

合细胞因子受体‑CAR构建体(2 .5ng)、驱动萤火虫荧光素酶的TGF‑β或STAT应答元件

(100ng；普洛麦格(Promega))以及海肾荧光素酶对照报告基因载体(1ng；普洛麦格)在

Opti‑MEM(Gibco)(“DNA混合物”)中混合到5μl的最终体积。

[0218] 用BFP‑EGFRvIII  CAR构建体转染细胞，其中BFP基因代替嵌合细胞因子受体作为

阴性对照。还构建TGFβR2的显性负性截短体(“TGFβR2  DN”)和TGFβ1的显性负性截短体

(“TGFβR1  DN”)作为另外的对照，以检查在不存在细胞内细胞因子信号的情况下的显性负
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效应(dominant  negative  effect)。在将DNA混合物与预混合的0.3μlLipofectamine  2000

(英杰公司(Invitrogen))和5μl  Opti‑MEM在室温下温育20分钟后，将总体积为10μl的混合

物添加到含有HEK293T细胞的每个孔中。在转染后一天，将可商购获得的TGF‑β1配体(百进

公司(BioLegend)，在下文实例1‑4中称为“TGF‑β”)添加到培养物中进行刺激至各种最终浓

度。在刺激20‑24小时后，使用双Glo荧光素酶测定系统(普洛麦格)评估TGF‑β或STAT5报告

基因活性。将TGF‑β或STAT5报告基因活性的诱导倍数归一化为仅用报告基因载体转染并且

不进行处理的HEK293T细胞的诱导倍数。

[0219] 图2A示出了用于共表达TGFβR1或TGFβR2嵌合细胞因子受体与第2代EGFRvIII  CAR

的显性负性截短体的慢病毒载体的示意图。

[0220] 图2B示出了由TGFβR1  DN或TGFβR2  DN的表达对TGF‑β信号传导的抑制(由图2A示

出，并且分别包括SEQ  ID  NO:2和3的氨基酸序列)。所示的数据表明，TGFβR2  DN嵌合细胞因

子受体抑制由TGF‑β配体诱导的TGF‑β信号传导(高达100ng/ml)，其中功效高于TGFβR1  DN。

这可能是由于与TGFβR1与TGF‑β配体结合的亲和力相比，TGFβR2与TGF‑β配体结合的亲和力

更高(在Groppe等人,2008,《分子细胞(Mol.Cell)》,29(2):157‑68中描述的)。因此，以下实

例的设计集中在具有TGFβR2的结合结构域的嵌合细胞因子受体上。

[0221] 实例2：使用TGFβR2设计和测试诱导型嵌合细胞因子受体

[0222] 如参考图1简要描述的，构建嵌合细胞因子受体，所述嵌合细胞因子受体具有源自

TGFβR2的结合结构域(“TGFβR2嵌合细胞因子受体”)。为了研究TGFβR2嵌合细胞因子受体在

CAR‑T细胞的背景下的效用，构建TGFβR2细胞外结构域(ECD)的变体和TPOR跨膜(TM)结构域

的变体。将每个TGFβR2  ECD变体、每个TPOR  TM结构域变体和所期望的细胞因子受体的细胞

内结构域(ICD)的融合克隆到编码第2代EGFRvIII特异性CAR的慢病毒载体中(2173scFv；在

《科学转化医学(Sci  TranslMed)》,2015年2月18日；7(275):275ra22中描述的)，并且测试

这些受体变体的活性。为了允许嵌合细胞因子受体和CAR的化学计量共表达，将这两个基因

通过P2A肽(“嵌合细胞因子受体‑CAR构建体”)连接。为了促进经转导细胞的检测，在scFv与

CD8铰链结构域之间插入v5表位标签(SEQ  ID  NO:152)。

[0223] 图3示出了用于共表达TGFβR2嵌合细胞因子受体与第2代EGFRvIII  CAR的慢病毒

载体的总体示意图。一个或多个细胞尾或募集结构域可以串联连接以模拟来自一个或多个

细胞因子的信号传导。

[0224] 图4A‑4C示出了由使用TGFβR2构建的嵌合细胞因子受体的过表达对TGF‑β信号传

导的抑制。以与如实例1描述的方式类似的方式构建所使用的慢病毒载体。图4A示出了所使

用的具有IL7R(316‑459)和IL12Rb2(775‑825)细胞尾或募集结构域以模拟CAR‑T细胞中的

IL7和IL12信号传导的原型慢病毒载体的示意图。设计了TpoR盒的跨膜结构域中的各种截

短体(如表3所示)。确定了这些截短体调节细胞因子信号传导的能力。图4B示出了通过荧光

素酶报告基因测定确定的TGF‑β信号传导活性。显示使用TGFβR2构建的所有所测试的嵌合

细胞因子受体能够抑制TGF‑β信号传导，因为所述嵌合细胞因子受体在这些工程化细胞因

子受体中竞争通过TGFβR2的细胞外结构域的结合。图4C示出了在存在TGF‑β的情况下，图4A

的嵌合细胞因子受体的激活。嵌合细胞因子受体的激活是通过STAT报告基因活性来测量

的。鉴定出若干变体具有通过TGF‑β配体诱导细胞因子信号传导的能力。图4B‑4C的X轴中列

出的跨膜结构域的氨基酸序列是表3中呈现的SEQ  ID  NO:29到SEQ  ID  NO:40以及SEQ  ID 

说　明　书 68/73 页

73

CN 114341193 A

73



NO:50到SEQ  ID  NO:57。

[0225] 图5A‑5C示出了由使用TGFβR2构建的另外的嵌合细胞因子受体的过表达对TGF‑β

信号传导的抑制。以与参考图4A‑4C和实例1描述的方式类似的方式构建所使用的慢病毒载

体。图5A示出了所使用的在结合结构域中具有截短体的原型慢病毒载体的示意图。

[0226] 再次，设计了TpoR盒的TM结构域中的另外的截短体(N‑10、N‑11、N‑12等)(如表3中

所示)，并且确定了所述截短体调节细胞因子信号传导的能力。图5B示出了通过荧光素酶报

告基因测定确定的TGF‑β信号传导活性。显示所测试的大多数嵌合细胞因子受体能够抑制

TGF‑β信号传导(除了N‑12、N‑13、N‑14TM截短体之外，其显示出较低的抑制程度)。图5C示出

了在存在TGF‑β的情况下，图5A的嵌合细胞因子受体的激活。嵌合细胞因子受体的激活是通

过STAT报告基因活性来测量的。鉴定出若干变体具有通过TGF‑β配体诱导细胞因子信号传

导的能力。图5B‑5C的X轴中列出的跨膜结构域的氨基酸序列是表3中呈现的SEQ  ID  NO:29、

38、53、SEQ  ID  NO:40到SEQ  ID  NO:44以及SEQ  ID  NO:61到SEQ  ID  NO:72。

[0227] 实例3：嵌合细胞因子受体结合结构域的修饰和所构建的嵌合细胞因子受体的测

试

[0228] 在不存在TGFβR2的情况下，TGFβR1以非常低的亲和力与TGF‑β配体相互作用。一旦

TGFβR2的ECD与TGF‑β配体结合，二元复合物就具有延伸界面以有效地募集TGFβR1，从而形

成三元复合物。工程化TGFβR2嵌合细胞因子受体也可以与内源性TGFβR1结合，所述内源性

TGFβR1可以通过细胞因子受体ICD在空间上干扰预期的信号传导。为了消除TGFβR2嵌合细

胞因子受体与TGFβR1之间的相互作用，设计了TGFβR1盒的若干变体，并且鉴定了可以增强

细胞因子信号传导同时抑制TGF‑β信号传导的修饰。

[0229] 图6A‑6C示出了通过由具有修饰的TGFβR2构建的嵌合细胞因子受体的表达对TGF‑

β信号传导的抑制。图6A示出了引入到TGFβR2盒中的修饰的示意图。以与如实例1描述的方

式类似的方式构建所使用的慢病毒载体。为了消除TGFβR1的结合，基于参考图6A‑6C描述的

先前构建体(“TGFβR2ΔN25”)，将截短体(ΔN25)引入到TGFβR2结合结构域中，并且通过

TGF‑β报告基因测定测试TGF‑β信号传导的抑制。图6B示出了TGFβR2ΔN25嵌合细胞因子受

体仍保留抑制TGF‑β信号传导的能力。图6C示出了通过STAT报告基因活性评估的图6A的嵌

合细胞因子受体的激活。图6B‑6C的X轴中列出的跨膜结构域的氨基酸序列是表1和3中呈现

的SEQ  ID  NO:29、38、39、40和53，其中结合结构域序列为SEQ  ID  NO:4或SEQ  ID  NO:3。

[0230] 已经确定，即使在不存在TGF‑β配体的情况下，TGFβR2结合结构域中的截短体使细

胞因子信号传导增强5到10倍。有趣的是，ΔN25截短体能够协同增强与TpoR  TM截短体(例

如，N‑7、N‑8、N‑9和N+4)的信号传导。TGFβR2结合结构域和TpoR  TM截短体突变体的这种组

合使用代表了用于同时地抑制免疫抑制性TGF‑β信号传导同时传递免疫增强细胞因子信号

传导的新颖方法。

[0231] 实例4：组成型活性嵌合细胞因子受体的设计和测试

[0232] 图7示出了组成型活性嵌合细胞因子受体的示意图。为了实现细胞因子细胞内结

构域的组成型活性信号传导，在TPOR跨膜结构域中引入固有地使TPOR跨膜结构域二聚化并

且激活JAK‑STAT通路的双突变。如图7作为示例性构建体示出的，结合结构域包括TGFβR2的

细胞外部分；示例性跨膜结构域可以包括SEQ  ID  NO:29、40、53或60。

[0233] 图8A‑8C示出了组成型活性的嵌合细胞因子受体的设计和测试功能。以与如实例1
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描述的方式类似的方式构建所使用的慢病毒载体。将双突变体(S505N，W515K)与已经显示

出最有前景的功能性的变体(例如，TPOR盒中的TGFβR2ΔN25、N‑9和N+4截短体)组合引入到

TPOR盒中以加强受体的二聚化和激活。图8A示出了引入到TGFβR2盒中的修饰的示意图。图

8B示出了由图8A的嵌合细胞因子受体的表达对TGF‑β信号传导的抑制。图8C示出了通过293

个细胞中的STAT5报告基因活性测量的经由图8A的嵌合细胞因子受体进行的细胞因子信号

传导的激活。与亲本设计(TGFβR2_TpoR、TGFβR2_TpoR_N‑9和TGFβR2_TpoR_N+4)相比，具有

S5 0 5 N和W 5 1 5 K突变的受体显示出显著的细胞因子信号传导 (例如，TG FβR 2 _

TpoR.S505.W515K、TGFβR2_TpoR_N‑9.S505N.W515K)。图8B‑8C的X轴中列出的跨膜结构域的

序列包括表1和3中呈现的SEQ  ID  NO:40、53、59和60，其中结合结构域序列为SEQ  ID  NO:4

或SEQ  ID  NO:3。

[0234] 实例5：对另外的嵌合细胞因子受体的测试

[0235] 图10A示出了诱导型TGF‑β驱动的嵌合细胞因子受体的另外的设计。制备在跨膜结

构域中具有另外的截短体以降低ECD与细胞内信号传导结构域之间的柔性的构建体。图10B

示出了在293细胞中，在存在不同浓度的TGF‑β的情况下，如通过荧光素酶测定确定的由图

10A中所示的TGF‑β驱动的嵌合细胞因子受体的过表达对内源性TGF‑β信号传导的抑制。所

述构建体中的一些构建体还在ECD结构域中具有ΔN25缺失(“TGF‑βR2ΔN25”)。图10B中的

所有TGF‑β驱动的嵌合细胞因子受体抑制内源性TGF‑β信号传导，但具有ΔN25缺失的克隆

显示出对TGF‑β信号传导的略微降低的抑制。图10C中的数据示出了在存在各种浓度的TGF‑

β的情况下嵌合细胞因子受体的激活。在存在的情况下，具有跨膜结构域中的缺失和ΔN25

缺失的嵌合受体诱导STAT5信号传导。

[0236] 接下来测试CAR  T细胞中的组成型嵌合受体。图11‑16中测试的所有构建体在

TPOR/MPLR跨膜结构域中含有S505N和W515K取代。图11A示出了用于在CAR  T细胞中共表达

TGF‑βR2嵌合细胞因子受体与EGFRvIII特异性CAR(2173scFv)的慢病毒载体的示意图。所有

嵌合细胞因子受体在TPOR/MPLR的跨膜结构域中具有二聚化突变(S505N，W515K，参见SEQ 

ID  NO:60)，并且一个或多个细胞因子受体募集结构域串联连接以模拟来自一个或多个细

胞因子的信号传导。“IL2YY”是指IL2Rb(393‑433,518‑551)，并且“IL7IL12”是指串联连接

的IL7R(316‑459)和IL12Rb2(775‑825)。作为对照，还产生了CAR  T细胞，其表达TGF‑βR2的

显性负性截短体(“TGF‑βR2.DN”)、不具有TGF‑βR2  ECD(“IL7IL12”、“IL2YY”)的组成型嵌合

细胞因子受体或BFP蛋白。用于产生CAR  T细胞的方法如以下文献所述：Sommer  C等人,靶向

BCMA的同种异体CAR  T细胞的临床前评估用于治疗多发性骨髓瘤(Preclinical 

Evaluation  of  Allogeneic  CAR  T  Cells  Targeting  BCMA  for  the  Treatment 

ofMultiple  Myeloma)《分子疗法(Mol  Ther)》2019.doi:10.1016/j.ymthe.2019.04.001以

及Sommer  C等人,具有关闭‑切换的同种异体FLT3  CAR  T细胞表现出抗AML的有效活性并且

可以被耗竭以加速骨髓恢复(Allogeneic  FLT3  CAR  T  Cells  with  an  Off‑Switch 

Exhibit  Potent  Activity  against  AML  and  Can  Be  Depleted  to  Expedite  Bone 

Marrow  Recovery)《分子疗法》2020.doi:10.1016/j.ymthe.2020.06.022。简言之，将来自

健康供体的原代T细胞用表达CAR的慢病毒以及每种TGFβR2嵌合细胞因子受体或对照在MOI

为5下进行转导。图11B示出了在CAR  T细胞产生期间第7、9和14天时的CAR+T细胞的百分比。

与单独的BFP相比，在产生时段内，具有如所指示的组成型嵌合细胞因子受体(“TGF‑β
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R2.IL7IL12”、“TGF‑βR2.IL2YY”、“IL7IL12”或“IL2YY”)的CAR  T细胞显示出更高的增殖和

富集。因此，与单独表达BFP而不具有嵌合细胞因子受体的CAR  T相比，随时间推移获得了更

多的EGFRvIII  CAR+T细胞(图11C)。

[0237] 图11D和11E示出了评估共表达各种嵌合细胞因子受体或对照的CAR  T细胞中的

STAT  5磷酸化的结果。用于检测磷酸化STAT5的抗体来自BD生物科学公司(BD 

Biosciences)(BDB612599)。与IL2YY和IL7IL12(即，不具有TGF‑βR2  ECD的组成型嵌合细胞

因子受体)相比，具有TGF‑βR2  ECD的组成型嵌合细胞因子受体(即，TGF‑βR2.IL7IL12或

TGF‑βR2.IL2YY)的CAR  T细胞表现出更高水平的STAT5磷酸化，即使在不存在TGFβ的情况

下，这指示具有TGF‑βR2ECD结构域的细胞因子信号传导更强。数据表明，TGF‑βR2  ECD改善

了CAR  T细胞中的细胞间募集结构域信号传导。

[0238] 图11F和11G中的数据示出了嵌合细胞因子受体在CAR  T产生的第14天调节CAR  T

细胞的分化。分别使用来自BioLegned公司(编号：304822)和BioLegand公司(编号：304234)

的抗体进行CD62L和CD45RO染色。值得注意的是，表达TGF‑βR2.IL7IL12嵌合细胞因子受体

的CAR  T细胞大部分分化为中央记忆T细胞(CD62LhiCD45ROhi)——这一结果可能是由于强

IL12Rb信号传导导致的，而表达TGFbR2.IL2YY或IL2YY嵌合细胞因子受体的CAR  T细胞表现

出干细胞样(干细胞)记忆T细胞(CD62LhiCD45ROlow)的富集群体，这是与更好的临床结果相

关的令人期望的T细胞表型。

[0239] 接下来，通过使用抗人TGF‑βR2多克隆抗体(R&D系统公司(R&DSystems)，

FAB2411A100)通过流式细胞术测量总表面ECD，将TGF‑βR2嵌合细胞因子受体的表达与内源

性TGF‑βR2的表达进行比较。图11H中的结果示出了在约1400‑2300处，在表达IL7IL12或

IL2YY嵌合细胞因子受体的CAR  T细胞和表达BFP的CAR  T细胞中由内源性TGF‑βR2产生的

ECD染色的MFI。表达TGF‑βR2嵌合细胞因子受体(TGF‑βR2.IL7IL12和TGF‑βR2.IL2YY)的CAR 

T细胞显示出2‑3倍的过量MFI值，这表明TGF‑βR2  ECD染色水平比内源性TGF‑βR2受体的水

平高2‑3倍。图11I示出了当暴露于各种浓度的TGFβ时，表达不同嵌合细胞因子受体或对照

的CAR  T细胞内的SMAD磷酸化的水平。用于检测磷酸化的SMAD的抗体来自BD生物科学公司

(BDB562586)。结果显示，与分别表达不具有TGF‑βR2胞外域的IL7IL12和IL2YY嵌合细胞因

子受体的CAR  T细胞相比，表达TGF‑βR2.IL7IL12和TGF‑βR2.IL2YY嵌合细胞因子受体的CAR 

T细胞表现出降低的SMAD磷酸化。

[0240] 接下来，评估了表达不同嵌合细胞因子受体或对照的EGFRvIII  CAR  T细胞对靶细

胞U87‑EGFRvIII细胞的抗肿瘤活性。简言之，将CAR  T细胞与10,000个靶细胞以1:2的E:T比

率在200ul的含10％FBS以及0ng/ml、5ng/ml和20ng/ml的各种浓度的TGF‑β的RPMI培养基中

温育。在与靶细胞共培养一周之后，将100ul上清液中的CAR  T细胞转移到具有与前一周相

同的TGFβ浓度的新靶细胞(10,000个)中。评估在没有添加TGF‑β的第二周内CAR  T细胞的细

胞毒性，并且图12A中示出了结果。在不存在外源性TGFβ的情况下，表达TGF‑βR2嵌合细胞因

子受体(TGF‑βR2.IL7IL12和TGF‑βR2.IL2YY)的CAR  T细胞显示出最持久的细胞毒性，其中

大多数靶细胞被CAR  T细胞杀伤。表达不具有TGF‑βR2  ECD(IL7IL12和IL2YY)的嵌合细胞因

子受体的CAR  T细胞还表现出相当大的细胞毒性并且抑制U87细胞的生长直到第二周。相比

之下，具有BFP或TGF‑βR2.DN的CART细胞丧失活性并且未能抑制U87细胞的生长(图12A)。数

据表明，TGF‑βR2嵌合细胞因子受体能够对靶细胞产生更持久的细胞毒性。在存在TGFβ的情
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况下，没有表达具有TGFbR2  ECD的嵌合细胞因子受体的CAR  T细胞的活性被TGF‑β抑制到各

种水平，这很可能是通过内源性TGF‑β受体的信号转导的作用(图12B‑12C)。相比之下，表达

TGF‑βR2嵌合细胞因子受体的CAR  T细胞对TGF‑β抑制具有抗性，并且能够在高达20ng/

mLTGF‑β的条件下维持强细胞毒性(图12B、12C)。

[0241] 接下来，评估了CAR  T细胞中的另外的经修饰的组成型TGF‑βR2嵌合细胞因子受

体。如上文所示，在TPOR/MPLR跨膜结构域和IL7Ra/IL12Rb募集结构域(例如，SEQ  ID  NO:

163)中具有S505N/W515K取代的组成型TGFβR2.IL7IL12嵌合细胞因子受体增加了STAT5磷

酸化并且导致中央记忆T细胞的实质性分化。由于IL12细胞因子信号传导已经涉及记忆T细

胞的分化，设计了消除IL12信号传导的TGF‑βR2.IL7嵌合细胞因子受体。另外，在TpoR  JAK

结合结构域K553R和K573R(命名为“RR”，例如，SEQ  ID  NO:165和170)中引入两个突变，以减

少泛素诱导的受体降解。参见Saur  SJ、Sangkhae  V、Geddis  AE、Kaushansky  K、Hitchcock 

IS,血小板生成素受体c‑Mpl的泛素化和降解(Ubiquitination  and  degradation  of  the 

thrombopoietin  receptor  c‑Mpl)《血液学(Blood)》2010.doi:10.1182/blood‑2009‑06‑

227033。产生表达嵌合细胞因子受体的CAR  T细胞，并且评估STAT5磷酸化和T细胞分化。与

先前类似，这些另外的经修饰的TGF‑βR2嵌合细胞因子受体显示出比不具有TGF‑βR2ECD结

构域(IL7IL12和IL7嵌合细胞因子受体构建体两者均含有S505N/W515K取代)的嵌合细胞因

子受体更高水平的STAT5信号传导(如通过STAT5磷酸化确定的)(图13A)。在T细胞分化的评

估中，表达不具有IL12R募集结构域(TGF‑βR2.IL7，TGF‑βR2.IL7_RR和IL7)的嵌合细胞因子

受体的CAR  T细胞显示出与具有IL12R募集结构域的其对应物相比，干记忆T细胞的比例增

加(图13B)。这些数据证明，通过选择不同的细胞因子受体基序，可以调节TGF‑βR2嵌合细胞

因子受体信号传导和T细胞分化。

[0242] 为了评估TGF‑βR2嵌合细胞因子受体如何影响T细胞功能，在长期杀伤测定中评估

CART细胞。简言之，将表达不同嵌合细胞因子受体的CAR  T细胞与10,000个U87‑EGFRvIII癌

细胞以1:1的E:T比率在200ul的含10％FBS、具有或不具有5ng/ml  TGFβ的RPMI培养基中混

合。每两天或三天，将100ul的具有CAR  T细胞的上清液转移到10,000个新鲜靶细胞上，至最

终体积为200ul的含10％FBS和5ng/ml的TGFβ的RPMI培养基中，并且对老的靶细胞的存活率

进行定量。图14A‑B总结了具有不同TGF‑βR2嵌合细胞因子受体的CART细胞的长期细胞毒

性。在不存在外源性TGFβ的情况下，具有各种募集结构域的TGF‑βR2嵌合细胞因子受体(例

如，TGF‑βR2.IL2YY、TGF‑βR2.IL7或TGF‑βR2.IL2YYY(IL2Rb(339‑379,393‑433,518‑551)))

与表达不具有TGF‑βR2  ECD的嵌合细胞因子受体的CAR  T细胞相比，全部赋予更有效且持久

的细胞毒性，这证实了先前观察结果：TGF‑βR2  ECD结构域增强了嵌合细胞因子受体信号传

导(图14A)。在存在5ng/ml  TGFβ的情况下，表达TGF‑βR2嵌合细胞因子受体的CAR  T细胞维

持比表达或不表达不具有TGF‑βR2  ECD的嵌合细胞因子受体的CAR  T细胞更有效且持久的

细胞毒性(图14B)。所测试的嵌合细胞因子受体全部含有S505N/W515K取代，并且

TGFbR2.IL2YYY和IL2YYY构建体在TOPR/MPLR跨膜结构域中具有另外的H499L取代。

[0243] 为了进一步评估TGF‑βR2嵌合细胞因子受体对TGFβ信号传导的抑制及其对CAR  T

细胞的功能性的影响，分析了TGF‑βR2.IL2YY_RR嵌合细胞因子受体(SEQ  ID  NO:166)，其在

TM区(S505N，W515K)中具有二聚化突变并且在JAK结合结构域中具有抗降解突变(K553R和

K573R)。设计了在TGF‑βR2  ECD中具有突变的两种另外的变体(D32A .E119A和
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D32A.E119A.I53A)，所述两种另外的变体消除了受体结合TGFβ配体的能力。产生表达指定

的嵌合细胞因子受体的CAR  T细胞，并且评估细胞因子信号传导(pSTAT5)、TGFβ信号传导

(pSMAD)和针对U87‑EGFRvIII靶细胞的细胞毒性的持久性。图15A示出了CAR  T细胞中的

STAT5信号传导的分析，其中与仅表达CAR的T细胞相比，所有TGF‑βR2嵌合细胞因子受体导

致CAR  T细胞中的强STAT5磷酸化。当CAR  T细胞暴露于5ng/ml  TGFβ配体时，观察到各种水

平的SMAD磷酸化。与具有结合丧失突变体的TGF‑βR2嵌合细胞因子受体相比，具有野生型

TGFβ结合结构域的TGF‑βR2.IL2YY_RR表现出降低的SMAD磷酸化水平，这表明具有野生型功

能性配体结合结构域的TGF‑βR2嵌合细胞因子受体成功地抑制了内源性TGFβ信号传导(图

15B)。

[0244] 图15C示出了在存在5ng/ml  TGFβ的情况下，表达不同的TGF‑βR2嵌合细胞因子受

体的CAR  T细胞针对癌细胞的长期细胞毒性。与在第8天时快速丧失杀伤靶细胞的活性的对

照CAR  T细胞相比，具有TGF‑βR2嵌合细胞因子受体的CAR  T细胞赋予更持久的活性。与表达

具有野生型TGFβ结合ECD的TGF‑βR2.IL2YY_RR嵌合细胞因子受体的CAR  T细胞相比，具有与

TGFβ结合的能力受损的TGF‑βR2嵌合细胞因子受体(D32A.E119A和D32A.E119A.I53A)在细

胞毒性测定中还显示出更快的下降。这些数据证明，细胞因子信号传导和抑制内源性TGFβ

信号传导的能力两者对于CAR  T细胞的长期活性都很重要。

[0245] 图16A‑B中的结果示出了抗降解突变K553R和K573R可以进一步改善组成型TGF‑β

R2嵌合细胞因子受体的功能性。在此实验中，在具有5ng/ml  TGFβ配体的培养基中，对表达

具有或不具有抗降解突变(命名为“RR”)的TGF‑βR2嵌合细胞因子受体的CAR  T细胞的细胞

因子信号传导的强度以及针对U87‑EGFRvIII的长期细胞毒性测定进行评估。具有K533R和

K573R取代的TGF‑βR2嵌合细胞因子受体一致地显示出更强的STAT5磷酸化(图16A)和更持

久的杀伤靶细胞的能力(图16B)。
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