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(54)发明名称

通过抑制或调节T细胞受体信号转导治疗T

细胞耗竭的方法

(57)摘要

本发明涉及T细胞组合物及其在疗法和治疗

情形下的使用方法。具体地说，本发明提供嵌合

抗原受体(CAR)T细胞，其被修饰以在其中未修饰

的CAR  T细胞展示耗竭的条件下保持功能。本文

所公开的组合物和方法应用于抑制或逆转CAR  T

细胞耗竭(例如，通过调节CAR表面表达)，由此增

强CAR  T细胞功能。本发明的组合物和方法应用

于临床和研究环境中，例如生物学、免疫学、医学

和肿瘤学领域内。
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1.一种嵌合抗原受体CAR，其包含：

a)  胞外配体结合结构域；

b)  跨膜结构域；

c)  包含一个或多个信号转导结构域的胞质结构域；及

d)  可调节的去稳定结构域RDD，其中所述RDD由以下组成：

大肠杆菌二氢叶酸还原酶去稳定结构域ecDHFR  DD，其氨基酸替代由R12Y、G67S和

Y100I组成；或

FK506结合蛋白12去稳定结构域FKBP  DD，其氨基酸替代由E31G、F36V、R71G和K105E组

成。

2.如权利要求1所述的CAR，其中所述胞外配体结合结构域特异性结合肿瘤抗原。

3.  如权利要求2所述的CAR，其中所述肿瘤抗原为双唾液酸神经节苷脂GD2、CD19或Her 

2。

4.如权利要求1所述的CAR，其中所述胞外配体结合结构域包含单链可变片段scFv结构

域。

5.如权利要求4所述的CAR，其中所述scFv包含特异性结合至双唾液酸神经节苷脂GD2

的抗体的重链VH和轻链VL的可变区。

6.如权利要求5所述的CAR，其中特异性结合至双唾液酸神经节苷脂GD2的所述抗体选

自由以下组成的组：14G2a、ch14.18、hu14.18K322A、m3F8、hu3F8‑IgG1、hu3F8‑IgG4、HM3F8、

UNITUXIN和DMAb‑20。

7.如权利要求1所述的CAR，其中所述跨膜结构域为CD28跨膜结构域。

8.如权利要求1所述的CAR，其中所述胞质结构域包含4‑1BB信号转导结构域。

9.如权利要求1所述的CAR，其中所述胞质结构域包含CD28信号转导结构域。

10.如权利要求1所述的CAR，其中所述胞质结构域包含CD3‑ζ信号转导结构域。

11.如权利要求1所述的CAR，其中所述胞质结构域包含4‑1BB信号转导结构域和CD3‑ζ
信号转导结构域。

12.  如权利要求1所述的CAR，其中所述RDD由人FKBP  DD组成。

13.  如权利要求1所述的CAR，其中所述胞外配体结合结构域包含SEQ  ID  NO:76的氨基

酸序列。

14.  如权利要求1所述的CAR，其中所述跨膜结构域包含SEQ  ID  NO:  48的氨基酸序列。

15.  如权利要求1所述的CAR，其中所述信号转导结构域包含CD28结构域，所述CD28结

构域包含SEQ  ID  NO:  50的氨基酸序列。

16.  如权利要求1所述的CAR，其中一个或更多个信号转导结构域包含CD28结构域和

CD3‑ζ结构域，所述CD28结构域包含SEQ  ID  NO:  50的氨基酸序列，而CD3‑ζ结构域包含SEQ 

ID  NO:  52的氨基酸序列。

17.  如权利要求1所述的CAR，其中所述信号转导结构域包含CD3‑ζ结构域，所述CD3‑ζ
结构域包含SEQ  ID  NO:  52氨基酸序列。

18.  如权利要求1所述的CAR，其中所述ecDHFR  DD由SEQ  ID  NO:  70的氨基酸序列组

成。

19.  如权利要求1所述的CAR，其中所述嵌合抗原受体包含SEQ  ID  NO:  56的氨基酸序
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列。

20.如权利要求1所述的CAR，其中对肿瘤抗原特异性的所述胞外配体结合结构域表现

抗原非依赖性的滋养的信号转导。

21.一种基因修饰的T细胞，其包含编码如权利要求1‑20中任一项所述的CAR的核酸序

列。

22.如权利要求21所述的基因修饰的T细胞，其中所述核酸序列为人、小鼠或人源化小

鼠核酸序列。

23.  如权利要求21所述的基因修饰的T细胞，其中所述核酸序列包含用于编码所述胞

外配体结合结构域的SEQ  ID  NO:  39的核酸序列。

24.  如权利要求21所述的基因修饰的T细胞，其中所述核酸序列包含用于编码所述跨

膜结构域的SEQ  ID  NO:  47的核酸序列。

25.  如权利要求21所述的基因修饰的T细胞，其中所述核酸序列包含SEQ  ID  NO:  49的

核酸序列。

26.  如权利要求21所述的基因修饰的T细胞，其中所述核酸序列包含SEQ  ID  NO:  49的

核酸序列，以及SEQ  ID  NO:  51的核酸序列。

27.  如权利要求21所述的基因修饰的T细胞，其中所述核酸序列包含SEQ  ID  NO:  51的

核酸序列。

28.  如权利要求21所述的基因修饰的T细胞，其中所述核酸序列包含用于编码ecDHFR 

DD的SEQ  ID  NO:  69的核酸序列。

29.  如权利要求21所述的基因修饰的T细胞，其中所述嵌合抗原受体包含SEQ  ID  NO: 

55的氨基酸序列。

30.权利要求21‑29中任一项所述的基因修饰的T细胞在制备用于治疗哺乳动物的癌症

的药物中的应用。

31.如权利要求30所述的应用，其中所述癌症选自由以下组成的组：神经母细胞瘤、胶

质母细胞瘤、中线神经胶质瘤、骨肉瘤、肉瘤、B系急性淋巴母细胞性白血病、B细胞慢性淋巴

细胞性白血病、B细胞非霍奇金氏淋巴瘤、白血病和淋巴瘤、急性淋巴母细胞性白血病、霍奇

金氏淋巴瘤和儿童急性淋巴母细胞性白血病。

32.如权利要求30所述的应用，其中所述治疗减少患者中的癌细胞数量。

33.如权利要求30所述的应用，其中所述治疗降低患者中的肿瘤负荷和/或清除肿瘤。

34.一种治疗有效量的组合物，所述组合物包含被基因修饰以表达权利要求1‑20中任

一项所述的CAR的T细胞，用于治疗受试者的癌症或延缓其进展。

35.如权利要求34所述组合物，其中所述组合物提供一种或多种以下效果：

‑  减少所述受试者中的癌细胞数量，

‑  降低所述受试者中的肿瘤负荷和/或清除肿瘤。
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通过抑制或调节T细胞受体信号转导治疗T细胞耗竭的方法

[0001] 相关申请的交叉引用

[0002] 本申请要求2017年3月31日提交的美国临时申请序列号62/479,930的权益，所述

申请以引用的方式整体并入本文。

发明领域

[0003] 本发明涉及治疗T细胞耗竭的方法。具体地说，本发明涉及通过瞬时抑制T细胞受

体(TCR)信号转导以恢复T细胞功能来阻止或逆转T细胞耗竭的方法。

背景技术

[0004] T细胞是一种免疫细胞，在与抗原结合后，通过T细胞受体(TCR)信号转导和共刺激

被激活。通过T细胞受体的生理激活使T细胞能够介导有效的抗肿瘤和/或抗感染作用。在急

性炎症反应消退期间，活化的效应T细胞的子集分化成为长期记忆细胞。相比之下，在患有

慢性感染或癌症的患者中，T细胞可能会针对功能障碍状态进行病理分化，这被称为T细胞

耗竭。T细胞耗竭的特征为在以下方面的明显变化：代谢功能、转录编程、效应子功能(例如

细胞因子分泌、杀伤能力)丧失、及多重表面抑制受体的共表达。T细胞耗竭的根本原因是持

续的抗原暴露，由此造成连续的TCR信号转导。长期以来，阻止或逆转T细胞耗竭一直被视为

提高T细胞效能的一种手段(例如，在患有癌症或慢性感染的患者中)。

发明内容

[0005] 本发明涉及通过瞬时抑制T细胞受体(TCR)信号转导来治疗T细胞耗竭的方法。一

方面，本发明提供用于阻止嵌合抗原受体(CAR)T细胞耗竭的组合物和方法。具体地说，本发

明提供被修饰以在其中未修饰的CAR  T细胞变得功能异常(例如展示耗竭)的条件下保持功

能的CAR  T细胞。根据本发明(例如经由调节CAR表面表达)修饰的CAR  T细胞、含有其的组合

物及其使用方法增强T细胞功能，包括例如对抗癌症或感染性疾病的活性。

[0006] 在一些实施方案中，经由调节CAR表面表达抑制或逆转CAR  T细胞耗竭。在一些实

施方案中，可能经由可调节的去稳定结构域(RDD)与CAR  T细胞的融合进行CAR表面表达的

调节。在一些实施方案中，所述RDD是配体可调节的去稳定结构域。例如，在一些实施方案

中，通过CAR与RDD的融合实现了CAR表达的调节，所述融合致使生成的修饰的CAR蛋白不稳

定且倾向于蛋白酶体降解。通过添加配体如小分子或药物(例如，Shield‑1或甲氧苄啶

(TMP))，修饰的CAR蛋白受到保护以免降解，并且包含RDD的CAR构建体稳定地表达(参见

Banaszynski等人 ,(2006)Cell  126:995–1004；Banaszynski等人 ,(2008)Nat  Med  14:

1123–1127；Iwamoto等人,(2010) .Chem  Biol  17:981–988)。

[0007] 在一些实施方案中，所述RDD包含来源于二氢叶酸还原酶(DHFR)RDD的结合结构

域。在一些实施方案中，DHFR来源的RDD包含来自细菌DHFR的结合结构域。在一些实施方案

中，细菌DHFR是大肠杆菌DHFR。在一些实施方案中，DHFR来源的RDD包含来自人DHFR的结合

结构域。在一些实施方案中，所述RDD包含来源于FK506结合蛋白(FKBP)的结合结构域。在一
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些实施方案中，FKBP是FKBP12。在一些实施方案中，FKBP  DD的核酸序列包含SEQ  ID  NO:1中

列出的序列。在一个实施方案中，所述FKBP  DD包含编码SEQ  ID  NO:2的氨基酸序列的核酸

序列。在另一实施方案中，本发明的CAR的FKBP  DD部分包含SEQ  ID  NO.2中列出的氨基酸序

列。

[0008] 在一些实施方案中，使用ecDHFR去稳定结构域。在一些实施方案中，ecDHFR  DD的

核酸序列包含SEQ  ID  NO:3中列出的序列。在一个实施方案中，所述ecDHFR  DD包含编码SEQ 

ID  NO:4的氨基酸序列的核酸序列。在另一实施方案中，本发明的CAR的ecDHFR  DD部分包含

SEQ  ID  NO.4中列出的氨基酸序列。在其它实施方案中，ecDHFR  DD的核酸序列包含SEQ  ID 

NO:5中列出的序列。在一个实施方案中，所述ecDHFR  DD包含编码SEQ  ID  NO:6的氨基酸序

列的核酸序列。在另一实施方案中，本发明的CAR的ecDHFR  DD部分包含SEQ  ID  NO.6中列出

的氨基酸序列。

[0009] 本发明不受配体类型的限制。在一些实施方案中，Shield‑1或甲氧苄啶(TMP)用于

稳定含有DHFR  RDD或FKBP  RDD的融合蛋白的表面表达并且促进所述稳定的表面表达。

[0010] 在一些实施方案中，提供一种T细胞，其被基因工程化以表达包含RDD(例如，融合

至CAR)的CAR，所述RDD标记CAR的降解(例如，泛素介导的和/或蛋白酶体降解)以便与RDD直

接相互作用(例如结合)的稳定小分子药物的添加或存在阻止CAR降解，并且与RDD直接相互

作用的稳定小分子药物的移除(例如，通过代谢清除)或不存在允许CAR发生降解。虽然本发

明的实践不需要对机制的理解，且虽然本发明不限于任何特定机制，在一些实施方案中，滋

养CAR信号转导(tonic  CAR  signaling)通过允许降解或破坏CAR而得以阻止，CAR的降解或

破坏使得任何CAR蛋白的表面表达水平低于允许滋养CAR信号转导所必需的浓度。在一些实

施方案中，经由将这种“药物开启(drug  on)”RDD用于CAR所实现的CAR蛋白水平和CAR表面

表达的调节(例如，降低)使得已耗竭的T细胞恢复活力，已经开发了由于滋养CAR信号转导

所致的T细胞耗竭的标志。例如，暴露于稳定小分子的CAR  T细胞表现出T细胞耗竭的所有表

型和功能标志。然而，当通过蛋白质降解除去稳定小分子且使CAR蛋白水平降低时，T细胞耗

竭的表型和功能指标被逆转且效应T细胞功能得以恢复。

[0011] 另一方面，本发明提供一种基因修饰的T细胞，其包含编码嵌合抗原受体(CAR)的

分离的核酸序列，其中所述分离的核酸序列包含肿瘤抗原结合结构域(例如，单链可变片段

或scFv)的核酸序列(例如，人、小鼠或人源化小鼠核酸序列)、跨膜结构域的核酸序列、一个

或多个共刺激分子的胞内结构域的核酸序列、CD3ζ信号转导结构域的核酸序列、及RDD结构

域的核酸序列。

[0012] 本发明另外包括一种载体，其包含编码嵌合抗原受体(CAR)的分离的核酸序列，其

中所述分离的核酸序列包含肿瘤抗原结合结构域(例如，单链可变片段或scFv)的核酸序列

(例如，人、小鼠或人源化小鼠核酸序列)、跨膜结构域的核酸序列、一个或多个共刺激分子

的胞内结构域的核酸序列、CD3ζ信号转导结构域的核酸序列、及RDD结构域的核酸序列。

[0013] 另外，本发明包括用于在患有癌症的受试者中提供抗肿瘤免疫的方法。所述方法

包括向受试者施用有效量的基因修饰的T细胞，所述基因修饰的T细胞包含编码嵌合抗原受

体(CAR)的分离的核酸序列，其中所述分离的核酸序列包含肿瘤抗原结合结构域(例如，单

链可变片段或scFv)的核酸序列(例如，人、小鼠或人源化小鼠核酸序列)、跨膜结构域的核

酸序列、一个或多个共刺激分子的胞内结构域的核酸序列、CD3ζ信号转导结构域的核酸序
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列、及RDD结构域的核酸序列，由此在所述受试者中提供抗肿瘤免疫。在一些实施方案中，所

述受试者是人。

[0014] 本发明还包括一种用于刺激针对受试者中的细胞群、肿瘤或组织的有益和/或治

疗性T细胞介导的免疫应答的方法。所述方法包括向受试者施用有效量的基因修饰的T细

胞，所述基因修饰的T细胞包含编码嵌合抗原受体(CAR)的分离的核酸序列，其中所述分离

的核酸序列包含肿瘤抗原结合结构域(例如，单链可变片段或scFv)的核酸序列(例如，人、

小鼠或人源化小鼠核酸序列)、跨膜结构域的核酸序列、一个或多个共刺激分子的胞内结构

域的核酸序列、CD3ζ信号转导结构域的核酸序列、及RDD结构域的核酸序列，由此在所述受

试者中刺激T细胞介导的免疫应答。

[0015] 本文还提供治疗受试者的癌症的方法。所述方法包括向患有癌症的受试者施用治

疗有效量的基因修饰的T细胞，所述基因修饰的T细胞包含编码嵌合抗原受体(CAR)的分离

的核酸序列，其中所述分离的核酸序列包含肿瘤抗原结合结构域(例如，单链可变片段或

scFv)的核酸序列(例如，人、小鼠或人源化小鼠核酸序列)、跨膜结构域的核酸序列、一个或

多个共刺激分子的胞内结构域的核酸序列、CD3ζ信号转导结构域的核酸序列、及RDD结构域

的核酸序列，由此治疗受试者的癌症。

[0016] 本发明还包括一种在诊断有癌症的受试者中产生基因工程化T细胞(例如记忆T细

胞)的持续群的方法，所述方法包括：向受试者施用有效量的基因修饰的T细胞，所述基因修

饰的T细胞包含编码嵌合抗原受体(CAR)的分离的核酸序列，其中所述分离的核酸序列包含

肿瘤抗原结合结构域(例如，单链可变片段或scFv)的核酸序列(例如，人、小鼠或人源化小

鼠核酸序列)、跨膜结构域的核酸序列、一个或多个共刺激分子的胞内结构域的核酸序列、

CD3ζ信号转导结构域的核酸序列、及RDD结构域的核酸序列，其中所述基因工程化T细胞的

持续群在施用之后在受试者中持续存在(例如，数周、一个月、数月等)。在一些实施方案中，

基因工程化T细胞的持续群在人中持续存在施用之后至少三个月。

[0017] 本发明不受表达含有RDD的CAR的方式的限制。在一些实施方案中，组成型表达

CAR。在其它实施方案中，CAR以受调节的方式(例如，使用经由小分子调节表达的系统或使

用内源调节系统)表达。在另一实施方案中，使用逆转录病毒、慢病毒或其它病毒载体或经

由基于CRISPR/Cas9  CAR的系统将CAR基因整合到细胞DNA中。在又一实施方案中，CAR经由

RNA或溶瘤病毒或本领域中已知的其它瞬时表达系统进行表达。CAR可被离体递送到T细胞

中用于过继转移，或经由体内基因转移来递送。

[0018] 本发明不限于被基因修饰以表达和/或含有本发明的CAR的T细胞的类型。在一些

实施方案中，T细胞是CD3+  T细胞(例如，CD4+和/或CD8+  T细胞)。在某些实施方案中，T细胞

是CD8+  T细胞。在其它实施方案中，T细胞是CD4+  T细胞。在一些实施方案中，T细胞是自然

杀伤(NK)T细胞。在一些实施方案中，T细胞是αβT细胞。在一些实施方案中，T细胞是 γ δT细
胞。在一些实施方案中，T细胞是CD4+与CD8  T+细胞的组合(例如CD3+)。在某些实施方案中，

T细胞是记忆T细胞。在某些实施方案中，记忆T细胞是中央记忆T细胞。在其它实施方案中，

记忆T细胞是效应记忆T细胞。在一些实施方案中，T细胞是肿瘤浸润淋巴细胞(TIL)。在某些

实施方案中，T细胞是CD8+  T细胞、CD4+  T细胞、NK  T细胞、记忆T细胞和/或 γ δT细胞的组

合。在一些实施方案中，T细胞是细胞因子诱导的杀伤细胞。

[0019] 在一些实施方案中，CAR  T细胞包括CAR基因修饰的外周血来源的T细胞，所述CAR
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识别并对肿瘤抗原有反应。这种受体一般由以下各物构成：包含对肿瘤抗原有特异性的单

链抗体(scFv)的胞外结构域、跨膜结构域和胞内信号转导结构域(参见，例如Westwood ,

J.A.等人,2005,Proc.Natl.Acad.Sci.,USA,102(52):19051‑19056)。在其它实施方案中，T

细胞被工程化以表达识别肿瘤抗原的人或鼠来源的CAR。本发明不受所识别的肿瘤抗原类

型的限制。实际上，识别肿瘤抗原的任何CAR应用于本发明的组合物和方法中。实例包括但

不限于识别选自以下的抗原的CAR：HER2、CD19、CD20、CD22、CD30、CD33/IL3Rα、CD123、CD38、
受体酪氨酸激酶样孤儿受体1(ROR1)、ErbB3/4、糖脂F77、表皮生长因子受体(EGFR)、EGFR变

体III(EGFRvIII)、由T细胞1识别的黑色素瘤抗原1(MART‑1)、EphA2、FAP、人癌胚抗原

(CEA)、EGP2、EGP40、间皮素、TAG72、前列腺特异性膜抗原(PSMA)、NKG2D配体、B7‑H6、IL‑13

受体α2、IL‑11受体α、MUC1、MUC16、CA9、双唾液酸神经节苷脂2(GD2)、GD3、酪氨酸蛋白激酶

Met(c‑Met)或肝细胞生长因子受体(HGFR)、HMW‑MAA、CD171、Lewis  Y、G250/CAIX、黑色素瘤

抗原基因(MAGE)家族成员A3(MAGE‑A3)、HLA‑AI、MAGE  A1、NY‑ESO‑1、PSC1、叶酸受体‑α、
CD44v7/8、8H9、NCAM、VEGF受体、胎儿AchR、NKG2D配体、CD44v6、TEM1、TEM8、GP1000、p53、埃‑

巴二氏病毒(EBV)蛋白或抗原、或由肿瘤表达的其它病毒相关抗原。

[0020] 本发明不受CAR类型的限制。实际上，以特异性结合至所需抗原(例如，肿瘤抗原或

其它抗原类型)的任何CAR可如本文所公开或描述被修饰以调节CAR的表面表达。在某些实

施方案中，CAR包含抗原结合结构域。在某些实施方案中，抗原结合结构域是单链可变片段

(scFv)，其含有以特异性结合至所需抗原的重链和轻链可变区。在一些实施方案中，所述

CAR包含跨膜结构域和信号转导结构域，其包含一个或多个基于免疫受体酪氨酸的活化基

序(ITAM)。在一些实施方案中，跨膜结构域包含选自由以下组成的组的蛋白质的跨膜结构

域：T细胞受体(TCR)α链、TCRβ链、CD3ζ、CD28、CD3ε、CD45、CD4、CD5、CD8、CD9、CD16、CD22、
CD33、CD37、CD64、CD80、CD86、CD134、CD137和CD154。在一些实施方案中，胞内信号转导结构

域包含4‑1BB多肽的功能信号转导结构域、CD3ζ多肽的功能信号转导结构域、或这两者。在

一些实施方案中，所述CAR包含一个或多个共刺激结构域(例如，提供第二信号以刺激T细胞

活化的结构域)。本发明不受共刺激结构域类型的限制。实际上，可使用本领域中已知的任

何共刺激结构域，包括但不限于CD28、OX40/CD134、4‑1BB/CD137/TNFRSF9、高亲和力免疫球

蛋白E受体‑ γ 亚基(FcεRI γ )、ICOS/CD278、白介素2亚基β(ILRβ)或CD122、细胞因子受体共

同亚基 γ (IL‑2R γ )或CD132、及CD40。在一个实施方案中，共刺激结构域是4‑1BB。

[0021] 本发明不限于任何具体的RDD或所述RDD所融合至的CAR内的结构域。在一些实施

方案中，所述RDD融合至CAR抗原结合结构域。在其它实施方案中，所述RDD融合至铰链或跨

膜CAR结构域。在还有其它实施方案中，所述RDD融合至胞质CAR刺激结构域，如但不限于

CD28、4‑1BB、OX‑40。在仍一些其它实施方案中，所述RDD融合至CAR  CD3ζ结构域。实际上，根

据本发明方法和组合物，包含含有RDD的CAR的细胞可具有附着于CAR的任何部分上的RDD，

只要CAR保留抗原特异性活性。

[0022] 另一方面，本发明提供一种治疗受试者的疾病或病状的方法，所述方法包括向患

有疾病或病状的受试者(例如患者)施用有效量的CAR  T细胞，所述CAR  T细胞包含含有或融

合至RDD的CAR。本发明不受所治疗的疾病或病状类型的限制。实际上，通过施用CAR  T细胞

可治疗(例如，治疗后，疾病的体征或症状得以缓解)的任何疾病或病状可使用本发明的组

合物和方法以改善的及更有效的方式被治疗。在一个实施方案中，所述疾病或病状是癌症。
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在另一实施方案中，所述疾病或病状是感染性疾病。本发明不受癌症类型或感染性疾病类

型的限制。实际上，本领域中已知的CAR  T细胞疗法用于治疗的任何癌症或疾病可用本发明

的组合物和方法治疗。举例来说，本发明的组合物和方法可经由将RDD基因引入治疗性CAR 

T细胞的CAR中来修饰本领域中已知的任何CAR  T细胞疗法。在一些实施方案中，向患有疾病

或病状的受试者(例如患者)施用有效量的本发明的CAR  T细胞抑制或逆转患者中的T细胞

耗竭(例如，与接受相同量的缺少DD的CAR  T细胞的受试者相比)。

[0023] 另一方面，本发明提供一种经由选择性调节(例如减少)CAR细胞表面表达来保持、

恢复或提高CAR  T细胞(例如，否则将在治疗疾病或病状的情形下经历抗原诱导的滋养信号

转导和耗竭的CAR  T细胞)功能的方法。在一些实施方案中，RDD并入CAR中允许在体外或离

体培养和扩增T细胞期间调节(例如减少)CAR表达，这又提高了在治疗受试者的疾病或病状

的情形下CAR  T细胞的功能(例如效应子功能)。本发明不受得以保持、恢复或提高的功能类

型的限制。在一些实施方案中，所述功能是抗原诱导的细胞因子产生。在其它实施方案中，

所述功能是CAR  T细胞的细胞毒性(例如，肿瘤靶标识别的提高)。在还有一些实施方案中，

所述功能是响应于抗原的记忆细胞形成的增加和/或增殖的增加。在一些实施方案中，CAR

细胞表面表达的调节(例如减少)引起指示耗竭的标记物在CAR  T细胞中可测量的减少，所

述标记物包括但不限于PD‑1、TIM‑3和LAG‑3。在其它实施方案中，CAR细胞表面表达的调节

(例如减少)引起CAR  T细胞程序性细胞死亡水平的降低。在还有其它实施方案中，CAR细胞

在CAR  T细胞上的表面表达的调节(例如减少)显著地增强CAR  T细胞疗法的临床效果。

[0024] 另一方面，本发明提供用于治疗患者的癌症或延缓其进展的方法，所述方法包括

向患者施用治疗有效量的包含CAR  T细胞的组合物，所述CAR  T细胞被修饰(例如基因上)以

表达含有或融合至RDD的CAR。在某些实施方案中，治疗有效量的包含修饰的CAR  T细胞的组

合物在这种治疗之后减少患者中的癌细胞数量。在某些实施方案中，治疗有效量的包含修

饰的CAR  T细胞的组合物在这种治疗之后降低和/或消除患者中的肿瘤负荷。在某些实施方

案中，所述方法还包括向患者施用放射疗法。在某些实施方案中，在患者接受治疗有效量的

包含修饰的CAR  T细胞的组合物之前、同时和/或之后施用放射疗法。在某些实施方案中，所

述方法还包括向患者施用一种或多种抗癌剂和/或一种或多种化疗剂。在某些实施方案中，

在患者接受治疗有效量的包含修饰的CAR  T细胞的组合物之前、同时和/或之后施用一种或

多种抗癌剂和/或一种或多种化疗剂。在某些实施方案中，用治疗有效量的修饰的CAR  T细

胞和抗癌剂疗程治疗患者与用修饰的CAR  T细胞或抗癌药/放射线单独治疗相比在此类患

者中产生更大的肿瘤反应和临床益处。由于所有经批准的抗癌药和放射治疗的剂量都是已

知的，本发明包括它们与修饰的CAR  T细胞的各种组合。

[0025] 在某些实施方案中，本发明提供治疗有效量的组合物，所述组合物包含根据本公

开被修饰的CAR  T细胞(例如，用于治疗受试者的癌症或延缓其进展)。如本文所述，组合物

可在其它类型的癌症治疗(例如，化疗、癌症的手术切除或放射疗法)之前、期间或之后施

用。本发明还提供了组合物诱导细胞周期抑制和/或细胞凋亡的用途。本发明还涉及组合物

使细胞对额外试剂如细胞凋亡和/或细胞周期抑制的诱导剂敏感化及通过诱导细胞周期抑

制来化学保护正常细胞的用途。本发明组合物适用于治疗、改善或预防病症如任何类型的

癌症或感染性疾病及另外对诱导凋亡性细胞死亡有反应的任何细胞(例如，以细胞凋亡失

调为特征的病症，包括过度增殖性疾病，如癌症)。在某些实施方案中，所述组合物可用于治
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疗、缓解或预防另外特征为对癌症疗法有抗性的癌症(例如，具有化疗抗性、放射线抗性、激

素抗性等的那些癌细胞)。本发明还提供了包括组合物(例如免疫治疗性组合物)的药物组

合物，所述组合物包含在药学上可接受的载剂中的本发明的修饰的CAR  T细胞。

[0026] 在另一实施方案中，本发明提供一种治疗患者的癌症或延缓其进展的方法，所述

方法包括向患者施用治疗有效量的包含根据本公开修饰(例如基因)的CAR  T细胞的组合物

与治疗有效量的TCR信号转导抑制剂(例如，用于阻止T细胞耗竭)组合。可向受试者施用多

个治疗周期。在某些实施方案中，根据标准给药方案(例如，每日或间歇地)施用TCR信号转

导抑制剂。在另一实施方案中，施用TCR信号转导抑制剂持续足以恢复至少部分T细胞功能

的一段时间，然后停止。

[0027] 本领域技术人员考虑到本文的公开内容将容易想起本发明的这些及其它实施方

案。

附图说明

[0028] 图1：GD2.28z.FKBP  CAR的表征。在激活之后第1天用编码GD2.28z.FKBP  CAR的慢

病毒转导T细胞且随后在生长培养基中用各种浓度的shield‑1培养。第7天，经由FACS量化

CAR表达。

[0029] 图2：S1从培养基中的除去造成T细胞耗竭标记物表面表达的逆转。

[0030] 图3：S1从培养基中的除去维持了CD62L表达并且阻止了细胞凋亡。

[0031] 图4：S1从培养基中的除去造成功能T细胞耗竭的逆转。

[0032] 图5：表面CAR的移除造成比PD‑1/PDL‑1阻断更有效的T细胞耗竭的阻止。

[0033] 图6：表面CAR的移除仅在4天后挽救PD‑1/TIM‑3/LAG‑3三阳性CAR  T细胞中的耗

竭。

[0034] 图7：达沙替尼抑制CAR  T细胞响应于肿瘤抗原的细胞因子分泌。

[0035] 图8：达沙替尼逆转耗竭标记物表达和共表达。

[0036] 图9：达沙替尼治疗造成CD62L表达的维持。

[0037] 图10：达沙替尼治疗造成响应于肿瘤抗原的IL‑2和IFN γ 分泌的增强。

[0038] 图11描绘了在本发明的一个实施方案中的嵌合抗原受体(CAR)的示意图。举例来

说，CAR可含有胞外抗原结合结构域(例如、单链可变片段(scFv))和胞外绞链区、跨膜结构

域、胞内共刺激结构域(例如，含有CD28或4‑1BB结构域)、胞内CD3ζ结构域、及可调节的去稳

定结构域(RDD)。

[0039] 图12示出了含有在C端位置处融合的RDD的多个尺寸的若干不同CAR的剂量依赖性

调节。A)融合至可由rapalog  shield‑1调节的FKBP12  DD的CAR。B)融合至可由甲氧苄啶调

节的大肠杆菌来源的DHFR  DD的CAR。

[0040] 图13示出了分别在稳定药物/小分子的存在或不存在下的快速CAR蛋白稳定或去

稳定。一般说来，IC50，即50％表面CAR降解所要耗费的时间，小于2小时。

[0041] 图14示出了稳定药物调节RDD‑CAR抗肿瘤活性。稳定药物的不存在造成与在稳定

药物和高CAR表面表达存在下培养的CAR  T细胞相比的低体外CAR表面表达，伴随有在对肿

瘤的反应中的细胞因子分泌的削弱及细胞毒性的减弱。

[0042] 图15示出了甲氧苄啶活体内调节CAR表面表达及DHFR  DD‑CAR的活性。图15A示出
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了CAR表达在体内可调节，且体外实现的CAR表面表达的动态范围类似于体内所观察到的。

图15B示出了接受稳定药物甲氧苄啶(TMP)注射的小鼠不仅展现CAR表达，而且在此组中更

高表达的CAR  T细胞还展现更高的CD69表面表达，表明它们变得在体内响应于肿瘤被激活。

图15C示出了接受媒介物每日注射的小鼠对比接受TMP的小鼠在肿瘤负荷上的差异。接受

TMP且由此在表面上表达CAR的小鼠展现出比模拟和媒介物对照更强的控制肿瘤生长的能

力。

[0043] 图16示出了在HA‑GD2.28z中的滋养信号转导经由融合的RDD被阻止或逆转。当通

过蛋白质印迹所证明(其中CAR  CD3ζ结构域在基线处被磷酸化)CAR在T细胞表面上表达时，

在肿瘤抗原不存在下HA‑GD2.28z.FKBP  CAR进行滋养信号转导。滋养信号转导导致T细胞耗

竭，这致使这些CAR  T细胞不太有效。滋养信号转导在RDD‑CAR  T细胞中通过在稳定药物不

存在下对所述细胞进行扩增得以阻止。当CAR表达减少或受抑制且不在T细胞表面上表达

(在shield‑1不存在下，CAR总是关闭)时，或如果CAR在某一点时表达，但随后从表面移走并

持续72小时(CAR关闭D7)，那么观察到CD3ζ磷酸化的减弱。

[0044] 图17示出了典型的耗竭标记物在HA‑GD2.28z.FKBP上的共表达在从培养基中移除

shield‑1后迅速下调且滋养信号转导的阻止或逆转改善CAR  T细胞的耗竭表型。PD‑1/TIM‑

3/LAG‑3的共表达与效应子功能降低有关。当CAR总是表达(用shield‑1培养，“CAR总是开

启”)时，这些标记物在大多数细胞中共表达。然而，当CAR不在表面上表达(无shield‑1，

“CAR总是关闭”)或在shield‑1中培养7天然后除去时，仅观察到一小部分共表达耗竭标记

物的细胞。图17B示出了细胞共表达Tbet和Blimp‑1的类似趋势，它们是与T细胞耗竭有关的

转录因子。

[0045] 图18示出了滋养信号转导的抑制或移除挽救记忆表型。T细胞耗竭抑制T细胞形成

记忆的能力。耗竭的(CAR总是开启)细胞具有高百分比的效应T细胞(Teff)和低百分比的干

细胞记忆(Tscm)。相反，非耗竭的细胞(CAR总是关闭)或其中通过从培养物中除去稳定药物

逆转耗竭的那些细胞(CAR关闭D7或CAR关闭D10)展现干细胞记忆区室的增加。

[0046] 图19示出了CAR表面表达经由融合的FKBP或大肠杆菌来源的DHFR去稳定结构域

(DD)的时间依赖性调节。耗竭的CAR  T细胞未能响应于肿瘤分泌效应细胞因子IL‑2和IFN

γ 。然而，其中耗竭被阻止或逆转的CAR  T细胞展现增强的分泌IL‑2和IFN γ 的能力。

[0047] 图20示出了已耗竭的CAR  T细胞具有显著降低的细胞毒性。然而，其中耗竭被阻止

或逆转的CAR  T细胞展现提高的细胞毒性。

[0048] 图21示出了暴露于用稳定药物重复给药的小鼠。提供四天的T细胞“静息”，其中注

射媒介物而不是TMP。然后恢复TMP注射再持续3天。数据显示在“静息”期之后肿瘤负荷下降

至低于“静息”期之前时深度的功能挽救。

[0049] 图22示出了各种可调节的DD‑CAR的剂量反应曲线和EC50值。通过首先对CAR+和

CAR‑细胞进行门控，然后从CAR+群中减去CAR‑群的MFI来计算CAR中值荧光强度(MFI)。在药

物滴定研究中针对最大CAR  MFI对值进行归一化，并且生成非线性回归和最小二乘拟合曲

线。在条形图中绘制每条曲线的EC 5 0值。对于GD2 .28z .FKBP、HA‑GD2 .28z .FKBP、

GD2 .28z .ecDHFR，n＝3个供体。对于CD19 .28z .FKBP、CD19 .28z .ecDHFR和HA‑

GD2.28z.ecDHFR，n＝2个供体。

[0050] 图23示出了某些去稳定结构域对于CAR表达的药物依赖性调节更佳。(A)用慢病毒
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转导T细胞以表达GD2.28z.ecDHFR，其中ecDHFR结构域含有以下突变：R12H、N18T、V19A和

G67S。将T细胞从培养物中移走并用荧光缀合的抗独特型抗体染色，且随后经由FACS评估

CAR表面表达。由于在稳定药物不存在下的高背景表达，观察到轻微的药物依赖性CAR调节。

(B)用慢病毒转导T细胞以表达GD2.28z.ecDHFR，其中ecDHFR结构域含有以下突变：R12Y、

G67S、Y100I。将T细胞再次从培养物中移走，用抗独特型抗体染色，且经由FACS评估CAR表

达。在合并了不同ecDHFR结构域的此DD‑CAR重复中，观察到CAR表面表达的药物依赖性调

节。在两个子图中绘出虚线以突出0uM  TMP与10uM  TMP之间在CAR表达水平上的差异。

[0051] 图24示出了Her.28z  CAR经由融合的FKBP  DD的药物依赖性调节。FKBP12  DD结构

域融合至Her2.28z  CAR的远处c端。用慢病毒转导T细胞以表达Her2.28z.FKBP。在活化后第

7天，在shield‑1存在或不存在下培养CAR  T细胞。添加药物后24小时，用蛋白L染色CAR  T细

胞并经由FACS评估CAR表达。在用0.1uM或1uM  Shield‑1(S1)培育后，CAR+细胞(用直方图量

化)以及CAR  MFI的百分比都增加。

[0052] 图25提供了适用于本文所述的本发明的实施方案中的核酸和氨基酸序列的表。

[0053] 定义

[0054] 为了说明本说明书，将应用以下定义并且适当时，以单数形式使用的术语也包括

复数形式，反之亦然。一旦下文阐述的任何定义与以引用的方式并入本文中的任何文献有

冲突，将以下文阐述的定义为准。

[0055] 还应理解，本文所用的术语仅用于描述具体实施方案，而不意图限制。

[0056] 本文中所用的冠词“一个(a)”和“一种(an)”是指一个或一个以上(即，至少一个)

该冠词的语法对象。举例来说，“一个要素”意指一个要素或一个以上要素。

[0057] 如本文所用，术语“约”当涉及可测量的值(如量、持续时间等)时，意在包括指定值

的+/‑20％或+/‑10％、更优选+/‑5％、甚至更优选+/‑1％、且仍更优选+/‑0.1％的变化，只

要这种变化对于实施所公开的方法是适当的。

[0058] “T细胞耗竭”是指T细胞功能的降低，其可作为感染(例如慢性感染)或疾病的结果

而发生。T细胞耗竭与PD‑1、TIM‑3和LAG‑3的表达增加及细胞因子分泌减少有关。因此，术语

“减轻T细胞耗竭”、“抑制T细胞耗竭”、“减少T细胞耗竭”等是指以下面一项或多项为特征的

T细胞功能恢复的情况：减少PD‑1、TIM‑3和LAG‑3中的一个或多个的表达和/或水平；增加记

忆细胞形成和/或保持记忆标记物(例如CD62L)；阻止细胞凋亡；增加抗原诱导的细胞因子

(例如IL‑2)产生和/或分泌；提高细胞毒性/杀伤能力；提高对低表面抗原的肿瘤靶标的识

别；增强响应于抗原的增殖。

[0059] 如本文所用，如在“GD2结合结构域”中的术语“抗原结合结构域”可指的是本领域

技术人员已知的任何抗原特异性结合结构域(例如，GD2特异性结合结构域)。在一个实施例

中，GD2结合结构域包含单链可变片段(scFv)，scFv包含抗体特异性结合至GD2的重链(VH)

和轻链(VL)的可变区。抗GD2抗体、抗体片段及其变体是本领域中公知的且包括例如14G2a、

ch14.18、hu14.18K322A、m3F8、hu3F8‑IgG1、hu3F8‑IgG4、HM3F8、UNITUXIN、DMAb‑20或特异

性结合至GD2的任何其它抗体。在一个实施方案中，GD2结合结构域是抗GD2抗体的同源、变

体、异构体或功能片段。每种可能性都代表本发明的单独实施方案。

[0060] 如本文所用，“活化”是指T细胞已被充分刺激以诱导可检测的细胞增殖的状态。活

化还可与所诱导的细胞因子产生和可检测的效应子功能有关。术语“活化的T细胞”尤其是
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指正在经历细胞分裂的T细胞。

[0061] 如本文所用，术语“抗体”是指与抗原特异性结合的免疫球蛋白分子。抗体可以是

衍生自天然来源或重组来源的完整免疫球蛋白且可以是完整免疫球蛋白的免疫反应性部

分。抗体可以是单个免疫球蛋白分子的多聚体。本发明的抗体可以多种形式存在，包括例如

多克隆抗体、单克隆抗体、Fv、Fab和F(ab) 2以及单链抗体、人抗体和人源化抗体(参见

Harlow等人 ,1999,In:Using  Antibodies:A  Laboratory  Manual ,Cold  Spring  Harbor 

Laboratory  Press ,NY；Harlow等人,1989,In:Antibodies:A  Laboratory  Manual ,Cold 

Spring  Harbor,N.Y.；Houston等人,1988,Proc.Natl.Acad .Sci.USA  85:5879‑5883；Bird

等人,1988,Science  242:423‑426)。

[0062] 术语“抗体片段”是指完整抗体的一部分且优选是指完整抗体的抗原决定可变区。

抗体片段的实例包括但不限于：Fab、Fab'、F(ab')2和Fv片段、线性抗体、scFv抗体、及由抗

体片段形成的多特异性抗体。

[0063] 如本文所用，“抗体重链”是指以其天然存在的构象存在于所有抗体分子中的两种

类型多肽链中的更大那条。如本文所用，“抗体轻链”是指以其天然存在的构象存在于所有

抗体分子中的两种类型多肽链中的较小那条。κ和λ轻链是指两个主要抗体轻链同型。

[0064] 如本文所用，术语“合成抗体”意指使用重组DNA技术产生的抗体，例如，由如本文

所述的噬菌体表达的抗体。该术语还应解释为意指通过合成编码抗体的DNA分子产生的抗

体，所述DNA分子表达抗体蛋白质或指定抗体的氨基酸序列，其中所述DNA或氨基酸序列已

使用本领域中可利用或公知的合成DNA或氨基酸序列技术获得。

[0065] 如本文所用，术语“抗原”或“Ag”被定义为引起免疫应答的分子。此免疫应答可涉

及抗体产生、或特异性免疫活性细胞的活化、或这两者。熟练技术人员应理解任何大分子

(包括实际上所有蛋白质或肽)都可充当抗原。此外，抗原可来源于重组或基因组DNA。熟练

技术人员应理解，包含编码引发免疫应答的蛋白质的核苷酸序列或部分核苷酸序列的任何

DNA因此编码如本文中所用的术语“抗原”。此外，本领域技术人员应理解，抗原不一定仅由

基因的全长核苷酸序列编码。此外，熟练技术人员应理解抗原根本不需要由“基因”编码。很

明显，抗原可从生物样品中产生、合成或得到。这种生物样品可包括但不限于组织样品、肿

瘤样品、细胞或生物体液。

[0066] 如本文所用，术语“抗肿瘤作用”是指可表现为以下各项的生物效应：肿瘤体积缩

小、肿瘤细胞数量减少、转移数量减少、预期寿命延长、或与癌病有关的各种生理症状的改

善。“抗肿瘤作用”也可由本发明的肽、多核苷酸、抗体(或其抗原结合部分)和CAR  T细胞预

防肿瘤在第一位置出现的能力表现。

[0067] 如本文所用，术语“自身免疫疾病”被定义为由自身免疫反应引起的病症。自身免

疫疾病是对自身抗原的不当和过度反应的结果。自身免疫疾病的实例包括但不限于爱迪生

氏病、斑秃、强直性脊柱炎、自身免疫性肝炎、自身免疫性腮腺炎、克罗恩氏病、糖尿病(I

型)、营养不良大疱性表皮松解、附睾炎、肾小球性肾炎、格雷夫斯氏病、格林巴利综合征、淋

巴细胞性甲状腺肿、溶血性贫血、全身性红斑狼疮、多发性硬化症、重症肌无力、寻常天疱

疮、银屑病、风湿热、类风湿性关节炎、结节病、硬皮病、干燥综合征、脊柱关节病、甲状腺炎、

血管炎、白斑病、粘液性水肿、恶性贫血、溃疡性结肠炎等。

[0068] 如本文所用，术语“自体”意指来源于个体的任何物质，所述物质稍后被再引入到
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同一个体中。“同种异体”是指来源于相同物种的不同动物的移植物。“异种”是指来源于不

同物种的动物的移植物。

[0069] 如本文所用，术语“癌症”被定义为以异常细胞的快速和不受控制的生长为特征的

疾病。癌细胞可局部扩散或通过血流和淋巴系统扩散到身体的其它部分。各种癌症的实例

包括但不限于乳腺癌、前列腺癌、卵巢癌、子宫颈癌、皮肤癌、胰腺癌、结肠直肠癌、肾癌、肝

癌、脑癌、淋巴瘤、白血病、肺癌等。

[0070] 如本文所用，“共刺激配体”包括在抗原呈递细胞(APC)(例如，树突细胞、B细胞等)

上的特异性结合T细胞上的同源共刺激分子由此提供信号的分子，除了通过例如TCR/CD3复

合物与负载有肽的MHC分子结合所提供的第一信号之外，所述信号也介导T细胞应答，包括

但不限于增殖、激活、分化等等。共刺激配体可包括但不限于CD7、B7‑1(CD80)、B7‑2(CD86)、

PD‑L1、PD‑L2、4‑1BBL、OX40L、诱导型共刺激配体(ICOS‑L)、细胞间粘附分子(ICAM)、CD30L、

CD40、CD70、CD83、HLA‑G、MICA、MICB、HVEM、淋巴毒素β受体、3/TR6、ILT3、ILT4、HVEM、结合

Toll配体受体的激动剂或抗体及与B7‑H3特异性结合的配体。共刺激配体尤其还涵盖与T细

胞上存在的共刺激分子特异性结合的抗体，如但不限于CD27、CD28、4‑1BB、OX40、CD30、

CD40、PD‑1、ICOS、淋巴细胞功能相关抗原‑1(LFA‑1)、CD2、CD7、LIGHT、NKG2C、B7‑H3、及与

CD83特异性结合的配体。

[0071] “共刺激分子”是指在T细胞上与共刺激配体特异性结合的同源结合配偶体，由此

介导通过T细胞的共刺激反应，如但不限于增殖。共刺激分子包括但不限于MHC  I类分子、

BTLA和Toll配体受体。

[0072] 如本文所用，“共刺激信号”是指与第一信号如TCR/CD3联接组合的信号，导致T细

胞增殖和/或关键分子的上调或下调。

[0073] 如本文所用，“有效量”意指提供治疗或预防益处的量。

[0074] 如本文所用，术语“治疗性(therapeutic)”意指治疗(treatment)和/或预防。通过

抑制、缓解或根除疾病状态获得治疗效果。

[0075] 术语“治疗有效量”是指研究人员、兽医、医生或其它临床医师所寻求的将引发组

织、系统或受试者的生物或医学反应的本发明化合物的量。术语“治疗有效量”包括化合物

的量，当施用所述量的化合物时，足以预防被治疗的病症或疾病的一种或多种体征或症状

的进展或在一定程度上减轻所述一种或多种体征或症状。治疗有效量将根据化合物、疾病

和其严重程度以及待治疗的受试者的年龄、体重等而变化。

[0076] 如本文所用，术语“治疗”疾病意指降低受试者所经历的疾病或病症的至少一种体

征或症状的发生率或严重程度。

[0077] “编码”是指多核苷酸中的特定核苷酸序列如基因、cDNA或mRNA用作生物过程中合

成具有所定义的核苷酸序列(例如rRNA、tRNA和mRNA)或所定义的氨基酸序列的其它聚合物

和大分子的模板的固有性质及由此得到的生物性质。因此，如果与基因相对应的mRNA的转

录和翻译在细胞或其它生物系统中产生蛋白质，则该基因对该蛋白质进行编码。编码链(其

核苷酸序列与mRNA序列相同且通常提供于序列表中)和非编码链(用作基因或cDNA转录的

模板)皆可被称为对基因或cDNA的蛋白质或其它产物进行编码。

[0078] 如本文所用，“内源”是指来自或在生物体、细胞、组织或系统内产生的任何物质。

如本文所用，术语“外源”是指从生物体、细胞、组织或系统引入或在生物体、细胞、组织或系
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统外产生的任何物质。

[0079] 如本文所用，术语“表达”是指由其启动子驱动的特定核苷酸序列的转录和/或翻

译。“表达也指的是蛋白质存在于细胞的表面上(例如，在T细胞表面上的CAR表达)。

[0080] 如本文所用，术语“转染”或“转化”或“转导”是指外源性核酸转移或引入宿主细胞

中的过程。“转染”或“转化”或“转导”的细胞是已用外源性核酸转染、转化或转导的细胞。细

胞包括原代受试者细胞及其子代。

[0081] “载体”是物质的组合物，其包含分离的核酸且可用于将所分离的核酸递送到细胞

内。本领域中已知许多载体，包括但不限于线性多核苷酸、与离子或两亲化合物有关的多核

苷酸、质粒和病毒。因此，术语“载体”包括自主复制质粒或病毒。该术语也应解释为包括非

质粒和非病毒化合物，它们促进核酸转移到细胞中，例如像，聚赖氨酸化合物、脂质体等。病

毒载体的实例包括但不限于腺病毒载体、腺相关病毒载体、逆转录病毒载体等。

[0082] “表达载体”是指包含重组多核苷酸的载体，所述重组多核苷酸包含可操作地连接

到有待表达的核苷酸序列上的表达控制序列。表达载体包含足以用于表达的顺式作用元

件；用于表达的其它元件可由宿主细胞或在体外表达系统中提供。表达载体包括本领域中

已知的所有表达载体，如粘粒、质粒(例如，裸的或包含在脂质体中的)和病毒(例如慢病毒、

逆转录病毒、腺病毒和腺相关病毒)，其合并有重组多核苷酸。

[0083] 如本文所用，“慢病毒”是指逆转录病毒科的一个属。慢病毒在逆转录病毒中是独

特的，它能够感染非分裂的细胞。慢病毒来源的载体可将显著数量的遗传信息传递到宿主

细胞的DNA中，因此它们是基因递送载体的最有效方法之一。HIV、SIV和FIV都是慢病毒的实

例。

[0084] “同源”是指两个多肽或两个核酸分子之间的序列相似性或序列同一性。当两个比

较序列中的一个位置都被相同的碱基或氨基酸单体亚基占据时，例如，如果两个DNA分子每

个中的一个位置都被腺嘌呤占据，那么分子在这个位置上就是同源的。两个序列之间的同

源性百分比是以下的函数：两个序列共享的匹配或同源位置的数目除以所比较位置的数目

×100。例如，如果两个序列中的10个位置中有6个是匹配的或同源的，那么这两个序列的同

源性为60％。举例来说，DNA序列ATTGCC与TATGGC享有50％的同源性。通常，当比对两个序列

时，会进行比较，以获得最大的同源性。

[0085] 如本文所用，术语“免疫球蛋白”或“Ig”被定义为一类用作抗体的蛋白质。由B细胞

表达的抗体有时被称为B细胞受体(BCR)或抗原受体。包括在此类蛋白质中的5个成员是

IgA、IgG、IgM、IgD和IgE。IgA是存在于以下身体分泌物中的第一抗体：如唾液、泪液、乳汁、

胃肠分泌物及呼吸和泌尿生殖道的粘液分泌物。IgG是最常见的循环抗体。IgM是在大多数

受试者的初次免疫应答中产生的主要免疫球蛋白。它是凝集、补体固定及其它抗体应答中

最有效的免疫球蛋白并且对于防御细菌和病毒很重要。IgD是没有已知抗体功能但可充当

抗原受体的免疫球蛋白。IgE是通过暴露于过敏原后引起从肥大细胞和嗜碱性粒细胞释放

介体来介导速发型超敏反应的免疫球蛋白。

[0086] “分离的”意指与自然状态相比的改变或从自然状态中移走。举例来说，天然地存

在于活的动物中的核酸或肽不是“分离的”，但部分或完全与其自然状态的共存物质分离的

相同核酸或肽是“分离的”。分离的核酸或蛋白质可以大体上纯化的形式存在，或可在非天

然环境如宿主细胞中存在。
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[0087] 如本文所用，“大体上纯化的”细胞是基本上不含其它细胞类型的细胞。大体上纯

化的细胞还指的是已与其它细胞类型分离的细胞，这些细胞通常在其天然存在的状态下与

所述其它细胞类型相关联。在一些情况下，大体上纯化的细胞群是指同质细胞群。在其它情

况下，此术语仅指的是已与在其自然状态下天然地相关联的细胞分离的细胞。在一些实施

方案中，对细胞进行体外培养。在其它实施方案中，不对细胞进行体外培养。

[0088] 除非另有规定，“编码氨基酸序列的核苷酸序列”包括所有核苷酸序列，它们相互

呈简并形式并且编码相同的氨基酸序列。短语编码蛋白质或RNA的核苷酸序列也可包括内

含子，在某种程度上，编码蛋白质的核苷酸序列可呈含有内含子的某种形式。

[0089] 术语“可操作地连接”是指调控序列与异源核酸序列之间的功能键，导致异源核酸

序列的表达。例如，当将第一核酸序列置于与第二核酸序列的功能关系中时，第一核酸序列

与第二核酸序列可操作地连接。例如，如果启动子影响编码序列的转录或表达，那么启动子

可操作地连接至编码序列。通常，可操作连接的DNA序列是连续的，且必要时，在同一阅读框

中连接两个蛋白质编码区。

[0090] 如本文所用，术语“多核苷酸”被定义为核苷酸链。此外，核酸是核苷酸的聚合物。

因此，如本文所用的核酸与多核苷酸是可互换的。本领域技术人员具有以下常识，核酸是多

核苷酸，其可被水解为单体“核苷酸”。单体核苷酸可被水解为核苷。如本文所用，多核苷酸

包括但不限于通过本领域中可利用的任何手段获得的所有核酸序列，包括但不限于重组手

段，即，使用普通克隆技术和PCR等从重组文库或细胞基因组中克隆核酸序列；及通过合成

手段。

[0091] 如本文所用，术语“肽”、“多肽”和“蛋白质”可互换使用，并且指的是由通过肽键共

价连接的氨基酸残基构成的化合物。蛋白质或肽必须含有至少两个氨基酸，并且对可构成

蛋白质或肽序列的最大氨基酸数目没有限制。多肽包括由两个或更多个氨基酸通过肽键彼

此连接而构成的任何肽或蛋白质。如本文所用，该术语是指短链，其在本领域中通常也称为

例如肽、寡肽和低聚物；和更长的链，其在本领域中一般被称为蛋白质，其中有很多类型。

“多肽”尤其包括例如生物活性片段、大体上同源的多肽、寡肽、同二聚体、异二聚体、多肽变

体、修饰的多肽、衍生物、类似物、融合蛋白。多肽包括天然肽、重组肽、合成肽或其组合。

[0092] 如本文所用，术语“启动子”被定义为由细胞的合成机构所识别或引入合成机构中

的DNA序列，其是起始多核苷酸序列的特定转录所需的。如本文所用，术语“启动子/调控序

列”意指可操作地连接至启动子/调控序列的基因产物的表达所需的核酸序列。在一些情况

下，此序列可为核心启动子序列，且在其它情况下，此序列还可包括增强子序列及基因产物

表达所需的其它调控元件。启动子/调控序列可为例如以组织特异性方式表达基因产物的

序列。“组成型”启动子是以下核苷酸序列，其在与编码基因产物的多核苷酸可操作地连接

时，造成基因产物在细胞的大多数或所有生理条件下在细胞中产生。“诱导型”启动子是以

下核苷酸序列，其在与编码或指定基因产物的多核苷酸可操作地连接时，造成基因产物大

体上只有当对应于启动子的诱导剂存在于细胞中时在细胞中产生。“组织特异性”启动子是

以下核苷酸序列，其在与编码基因的多核苷酸可操作地连接时，造成基因产物大体上只有

当细胞是对应于启动子的组织类型的细胞时在细胞中产生。

[0093] 术语“过度表达的”肿瘤抗原或肿瘤抗原的“过度表达”意在指示相对于来自组织

或器官的正常细胞中的表达水平，在来自患者的疾病区域(像特定组织或器官内的实体肿
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瘤)的细胞中肿瘤抗原的异常表达水平。患有以肿瘤抗原过度表达为特征的实体肿瘤或血

液恶性肿瘤的患者可通过本领域中已知的标准测定来确定。

[0094] 如本文所用，术语“调节”是指介导受试者中的活性(例如，受试者中的反应或细胞

中蛋白质的表达)水平的可检测的提高或降低。调节活性水平可在治疗或化合物存在下或

在治疗或化合物不存在下进行。举例来说，调节在用含有可调节的去稳定结构域(RDD)的

CAR基因修饰的CAR  T细胞表面上的嵌合抗原受体(CAR)表达水平意味着与在小分子/药物

不存在下的CAR表达水平相比使CAR  T细胞暴露于小分子/药物(其使RDD稳定)增加CAR的表

达。类似地，有可能通过与在小分子/药物存在下的CAR表达水平相比经由除去稳定小分子/

药物(其使RDD稳定)减少CAR的表达，调节在用含有可调节的去稳定结构域(RDD)的CAR基因

修饰的CAR  T细胞表面上的嵌合抗原受体(CAR)表达水平。该术语涵盖干扰和/或影响天然

信号或反应或非调节的表达，由此在受试者(优选人)中介导有益的治疗反应。

[0095] 免疫原性组合物的“胃肠外”施用包括例如皮下(s .c .)、静脉内(i .v .)、肌内

(i.m.)或胸骨内注射、或输注技术。

[0096] 术语“患者”、“受试者”、“个体”等在本文中可互换使用且意图包括其中可引发免

疫应答的活的生物体(例如哺乳动物)。受试者的实例包括人、狗、猫、小鼠、大鼠及其转基因

物种。

[0097] 如本文所用，术语“特异性结合”关于抗体时意指识别特定的抗原但大体上不识别

或结合样品中的其它分子的抗体。例如，特异性结合至来自一个物种的抗原的抗体也可结

合至来自一个或多个物种的抗原。但是，这种交叉物种反应性本身不会改变抗体的特异性

分类。在另一实施例中，特异性结合至抗原的抗体也可结合至抗原的不同等位基因形式。然

而，这种交叉反应性本身不会改变抗体的特异性分类。在一些情况下，术语“特异性结合”或

“特异性地结合”可关于抗体、蛋白质或肽与第二化学物种的相互作用使用，意味着该相互

作用依赖于在化学物种上存在特定结构(例如，抗原决定簇或表位)；例如，抗体一般识别并

结合至特定的蛋白质结构而非蛋白质。如果抗体对表位“A”有特异性，那么在含有标记的

“A”和抗体的反应中存在含有表位A(或游离的、未标记的A)的分子将减少结合至抗体的标

记的A的量。

[0098] 术语“刺激”意指通过以下方式诱导的初次应答：刺激性分子(例如TCR/CD3复合

物)与其同源配体结合，由此介导信号转导事件，如但不限于经由TCR/CD3复合物进行的信

号转导。刺激可介导某些分子的改变表达，如TGF‑β的下调、IL‑2和/或IFN‑ γ 的表达增加、

和/或细胞骨架结构的重构等等。

[0099] 如本文所用的术语“刺激分子”意指与抗原呈递细胞上存在的同源刺激配体特异

性结合的T细胞上的分子。

[0100] 如本文所用，“刺激配体”意指以下配体：当存在于抗原呈递细胞(例如树突细胞、B

细胞等)上时可与T细胞上的同源结合配偶体特异性结合，由此由T细胞介导初次应答，包括

但不限于激活、免疫应答的引发、增殖等等。刺激配体是本领域中公知的且尤其涵盖负载有

肽的MHC  I类分子、抗CD3抗体、超激动剂抗CD28抗体、及超激动剂抗CD2抗体。

[0101] 如本文所用，术语“敏感化”和“敏化”是指通过施用第一试剂使动物或动物内的细

胞对第二试剂的生物效应(例如，促进或阻碍细胞功能的一个方面，包括但不限于细胞分

裂、细胞生长、增殖、侵袭、血管生成、坏死或细胞凋亡)更易感或更有反应性。第一试剂对靶
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细胞的敏化效应可被量度为在施用和不施用第一试剂的情况下施用第二试剂后观察到的

预期生物效应(例如，促进或阻碍细胞功能的一个方面，包括但不限于细胞生长、增殖、侵

袭、血管生成或细胞凋亡)的差异。敏化细胞的反应与在第一试剂不存在下的反应相比增强

了至少约10％、至少约20％、至少约30％、至少约40％、至少约50％、至少约60％、至少约

70％、至少约80％、至少约90％、至少约100％、至少约150％、至少约200％、至少约250％、至

少300％、至少约350％、至少约400％、至少约450％、或至少约500％。

[0102] 如本文所用，术语“疑似患有癌症的受试者”是指表现出指示癌症(例如，明显的肿

块或包块)的一种或多种症状或正在就癌症进行筛选(例如在常规体检期间)的受试者。疑

似患有癌症的受试者也可能具有发生癌症的一个或多个风险因素。疑似患有癌症的受试者

通常没有接受过癌症检查。然而，“疑似患有癌症的受试者”包括已接受初步诊断(例如，示

出包块的CT扫描)但尚未进行确证试验(例如活检和/或组织学)或癌症的类型和/或阶段未

知的个体。该术语还包括先前患有癌症的人(例如，处于缓解中的个体)。“疑似患有癌症的

受试者”有时被诊断为癌症，有时被发现没有癌症。

[0103] 如本文所用，术语“诊断有癌症的受试者”是指已经测试并发现有癌细胞的受试

者。癌症可使用任何合适的方法诊断，包括但不限于活检、x射线、血液检查等。

[0104] 如本文所用，术语“处于癌症风险中的受试者”是指具有发生特定癌症的一个或多

个风险因素的受试者。风险因素包括但不限于性别、年龄、遗传易感性、环境暴露、及先前的

癌症事件、先前存在的非癌疾病、和生活方式。

[0105] 如本文所用，术语“表征受试者中的癌症”是指鉴别受试者中的癌症样品的一种或

多种特性，包括但不限于良性、癌前或癌组织的存在及癌症的阶段。

具体实施方式

[0106] 本发明是基于以下发现：经由调节CAR  T细胞中的嵌合抗原受体(CAR)表面表达瞬

时抑制或调节TCR信号转导，由此可阻止或逆转CAR  T细胞耗竭并恢复CAR  T细胞功能。表达

CAR的T细胞由于受体成簇而经历滋养的、抗原非依赖性信号转导并且复制T细胞耗竭的基

础生物过程，如由以下所示：PD‑1、TIM‑3和LAG‑3的高水平表达；抗原诱导的细胞因子产生

减少及过度的程序性细胞死亡。产生融合至FKBP12去稳定结构域(DD)的GD2 .28z  CAR

(GD2 .28z .FKBP)并且可调节的DD(RDD)使CAR不稳定并诱导快速的CAR蛋白质降解(参见

Banaszynski等人,Cell  2006)。观察到表面表达通过在培养基中添加或减少甲氧苄啶或稳

定rapalog  shield‑1(S1)而受到快速及剂量依赖性的调节。CAR表达的类似可调节能力也

可使用融合至CAR的大肠杆菌DHFR突变体(GD2.28z.DHFR)实现，用甲氧苄啶以剂量依赖性

方式进行调节(参见实施例1和2，图2、12‑13、22‑24)。

[0107] 因为滋养信号转导高度取决于CAR  T细胞中的CAR受体水平，所以对CAR表达水平

的控制可用于调节滋养信号转导的水平(例如体外或体内)。由于滋养信号转导高度取决于

CAR受体水平，所以对CAR表达水平的精确控制也能精确地调节滋养信号转导的水平。药物

调节对CAR表达水平的控制，由此允许调节GD2.28z  CAR滋养信号转导的持续时间和强度。

使用此系统，一旦停止CAR信号转导，与耗竭有关的表型和功能变化便被逆转(参见实施例1

和2)。从培养基中除去小分子或药物(S1或甲氧苄啶)且随后在激活后第7天除去表面CAR，

到第10天时典型的耗竭标记物表达将被逆转至控制水平(参见实施例1，图2)。这将通过测
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量PD‑1/TIM‑3/LAG‑3三重表达细胞的水平得到证明，所述三重表达细胞对功能异常的耗竭

的T细胞有高度特异性。到第10天时，三重表达的耗竭细胞水平升高，但在第7天除去S1后，

将造成到第10天时这些水平的归一化。在第14天时获得类似结果(参见实施例1)。

[0108] 因此，在一些实施方案中，本发明提供了经由调节CAR的表面表达精确地控制CAR 

T细胞信号转导和/或活性的能力。举例来说，如本文中所详述(参见实施例2)，本发明提供

了以下能力：向下滴定稳定药物的剂量，引起CAR表达的快速减少，这又抑制和/或消除了

CAR  T细胞信号转导和/或活性。

[0109] 因此，在一些实施方案中，可调节的DD‑CAR技术可用于解决目前CAR  T细胞治疗领

域所面临的几个重要难题。首先，DD‑CAR表面表达响应于药物的快速开启/关闭允许对CAR

活性的精确调节，且因此提供一个机会来减轻CAR  T细胞毒性(例如，细胞因子释放综合征

(CRS)或中靶脱肿瘤毒性)，同时保持在毒性消退后对继续治疗的选择(参见实施例2)。其

次，在稳定药物不存在下CAR  T细胞的扩增阻止了CAR滋养信号转导且又提高这些细胞的功

能能力(参见实施例2)。最后，经由重复给药在体内切换(toggling)DD‑CAR表达可以是一种

阻止或逆转CAR  T细胞耗竭和/或诱导记忆的方法(参见实施例2)。

[0110] 因此，本发明提供了被修饰以表达融合至RDD(例如FKBP  RDD或DHFR  RDD)的CAR的

CAR  T细胞，所述RDD以剂量和时间依赖性方式提供对CAR  T细胞表面上的CAR表达的控制。

控制CAR  T细胞表面上的CAR表达的能力又允许在未修饰的CAR  T细胞(即缺少融合至RDD结

构域的CAR的CAR  T细胞)展现T细胞耗竭或功能缺乏的条件下保持CAR  T细胞功能的能力。

以此方式，本发明的组合物和方法可用于阻止CAR  T细胞的耗竭和CAR  T细胞功能(例如，对

抗癌症或感染性疾病的活性)的提高。

[0111] 本发明不受得以保持、恢复或提高(例如延长)的CAR  T细胞功能类型的限制。实际

上，包含被修饰以表达融合至RDD结构域的CAR的CAR  T细胞的组合物及其使用方法可用于

保持、恢复或提高CAR  T细胞功能，包括但不限于：针对肿瘤细胞的细胞毒活性；促进CAR  T

细胞存活和功能；诱导细胞因子表达如白介素‑2(IL‑2)的表达以促进T细胞存活、Fas配体

(FasL)和/或肿瘤坏死因子相关细胞凋亡诱导配体(TRAIL)的表达以诱导肿瘤细胞凋亡、

和/或诱导干扰素(IFN)‑ γ 激活先天性免疫应答(例如抗癌)；和/或加强细胞周期抑制和/

或细胞凋亡的诱导。在一些实施方案中，本发明的CAR  T细胞敏化癌细胞以诱导细胞周期抑

制和/或细胞凋亡，包括通常对这种诱导刺激有抗性的细胞。

[0112] 修饰CAR  T细胞以表达融合至RDD结构域(例如，突变体FKBP或DHFR)的CAR，由此显

著提高暴露于诱导CAR  T细胞耗竭的条件的CAR  T细胞的功能(参见，例如实施例1和2)。虽

然本发明的实践不需要对机制的理解，且虽然本发明不限于任何特定的作用机制，但CAR在

CAR  T细胞表面上表达的减少阻止与CAR  T细胞耗竭有关的CAR  T细胞的功能失调。在一些

实施方案中，使用被修饰以表达包含本发明RDD的CAR的T细胞与表达相同CAR但无RDD的CAR 

T细胞相比延长CAR  T细胞的抗肿瘤应答。

[0113] 因此，本发明提供了用于减少CAR  T细胞耗竭的组合物和方法，其包含被修饰以表

达融合至RDD结构域(例如，FKBP12或突变体DHFR)的CAR的CAR  T细胞，由此提供严格调节

CAR  T细胞表面上的CAR表达水平的能力。本发明不受可使用本发明的修饰的CAR  T细胞治

疗的疾病或病状的限制。实际上，本文所提供的组合物和方法可适用于治疗CAR  T细胞活性

的提高可为其提供治疗益处的任何疾病。
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[0114] 因此，本发明提供一种包含CAR  T细胞的组合物，所述CAR  T细胞被修饰以表达融

合至RDD结构域的CAR。本发明不受修饰的CAR  T细胞类型的限制。在一些实施方案中，CAR  T

细胞是CD3+  T细胞(例如，CD4+和/或CD8+  T细胞)。在某些实施方案中，CAR  T细胞是CD8+  T

细胞。在其它实施方案中，CAR  T细胞是CD4+  T细胞。在一些实施方案中，CAR  T细胞是自然

杀伤(NK)T细胞。在一些实施方案中，CAR  T细胞是 γ δT细胞。在一些实施方案中，CAR  T细胞

是αβT细胞。在一些实施方案中，CAR  T细胞是CD4+与CD8  T+细胞的组合(例如，是CD3+)。在

某些实施方案中，CAR  T细胞是记忆T细胞。在某些实施方案中，CAR  T细胞是CD8+  T细胞、

CD4+  T细胞、NK  T细胞、记忆T细胞、αβT细胞和/或 γ δT细胞的组合。在一些实施方案中，CAR 

T细胞是细胞因子诱导的杀伤T细胞。在一些实施方案中，CAR  T细胞是肿瘤浸润淋巴细胞。

在一些实施方案中，CAR  T细胞被工程化以表达肿瘤抗原特异性CAR。在另一实施方案中，

CAR  T细胞被工程化以表达对感染性疾病抗原有特异性的CAR。在一些实施方案中，CAR  T细

胞是抗肿瘤T细胞。在一些实施方案中，所述组合物还包含药学上可接受的载剂(例如缓冲

液)。

[0115] 因此，一方面，本发明提供用于治疗癌症及其它疾病的组合物和方法。所述癌症可

以是血液恶性肿瘤、实体肿瘤、原发性或转移性肿瘤。可用本发明的组合物和方法治疗的其

它疾病包括病毒、细菌和寄生虫感染以及自身免疫疾病。

[0116] 在一些实施方案中，本发明提供了一种被工程化以表达CAR的T细胞，其中所述CAR 

T细胞展现抗肿瘤特性。本发明的CAR可被工程化以包含具有抗原结合结构域的胞外结构

域，所述抗原结合结构域融合至CD3ζ链的胞内信号转导结构域。本发明的CAR当在T细胞中

表达时能够基于抗原结合特异性重定向抗原识别。一个示例性抗原是GD2，因为此抗原在包

括神经母细胞瘤、骨肉瘤和一些肉瘤的多种癌症上表达(参见，例如Thomas等人,PLoS  One,

2016.11(3):p.e0152196；Long等人,Nature  Medicine,2015.21(6):p.581‑590；Long等人,

Cancer  Immunology  Research,2016.4(10):p.869‑880；Yu等人,N  Engl  J  Med ,2010.363

(14):p.1324‑34；Perez  Horta等人,Immunotherapy,2016.8(9):p.1097‑117；Heczey等人,

Molecular  Therapy)。然而，本发明不限于靶向GD2。更确切些，本发明包括任何抗原结合部

分，当它们结合至其同源抗原时影响肿瘤细胞以使得肿瘤细胞不能生长、趋于死亡或以其

它方式受影响，由此降低或消除患者中的肿瘤负荷。抗原结合部分优选与胞内结构域融合，

所述胞内结构域来自共刺激分子、CD3ζ链和RDD中的一个或多个。

[0117] 本发明提供了包含胞外和胞内结构域的嵌合抗原受体(CAR)。在一些实施方案中，

本发明的CAR是全人的。胞外结构域包含靶标特异性结合元件，另外被称为抗原结合部分。

胞内结构域或另外胞质结构域包含共刺激信号转导区和ζ链部分。共刺激信号转导区是指

包含共刺激分子的胞内结构域的CAR的一部分。共刺激分子是淋巴细胞对抗原的有效应答

所需的细胞表面分子，而非抗原受体或其配体。

[0118] 在CAR的胞外结构域与跨膜结构域之间，或在CAR的胞质结构域与跨膜结构域之

间，可合并有间隔结构域。如本文所用，术语“间隔结构域”一般意指用于连接结构域(例如，

在多肽链中将跨膜结构域连接至胞外结构域或胞质结构域)的任何寡肽或多肽。间隔结构

域可包含至多300个氨基酸，优选10至100个氨基酸且最优选25至50个氨基酸。

[0119] 嵌合抗原受体构建体

[0120] 如本文所述，本发明的CAR  T细胞被基因修饰以表达融合至RDD的CAR，所述CAR  T
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细胞可含有包含靶标特异性结合元件的CAR，所述元件另外被称为抗原结合部分。部分的选

择取决于界定靶细胞表面的配体的类型和数量。例如，抗原结合结构域可被选出以识别配

体，该配体用作与特定疾病状态有关的靶细胞上的细胞表面标记物。可充当CAR的抗原部分

结构域的配体的细胞表面标记物的实例包括与病毒、细菌和寄生虫感染、自身免疫疾病和

癌细胞有关的那些。

[0121] 如本文所用，术语“抗原”是指能够被抗体或T细胞受体结合的分子。另外，抗原能

够诱导体液免疫应答和/或细胞免疫应答，导致产生B和/或T淋巴细胞。本发明的实施方案

涉及核酸，包括编码以下各物质的核酸：抗原特异性嵌合抗原受体(CAR)多肽，包括已被人

源化以降低免疫原性的CAR(hCAR)；跨膜结构域；一个或多个胞内信号转导结构域(例如，共

刺激结构域和/或CD3ζ)；及RDD结构域。预期人CAR核酸是增强对人患者的细胞免疫疗法的

人基因。在某些实施方案中，CAR识别由一个或多个抗原之间的共享空间构成的表位。在一

些实施方案中，CAR对糖抗原有特异性。

[0122] 非人抗原结合区通常已用于构建嵌合抗原受体。然而，使用非人抗原结合区如鼠

单克隆抗体的一个潜在问题是缺乏人效应子功能。此外，非人单克隆抗体可由人宿主识别

为外来蛋白，且因此，这种外来抗体的重复注射可诱导免疫应答，导致产生有害的超敏反

应。对于基于鼠的单克隆抗体，这通常被称为人抗小鼠抗体(HAMA)应答。因此，在一些实施

方案中，使用人抗体的抗原结合区(例如，因为它们不引发强HAMA应答)。在一些实施方案

中，抗原结合结构域可以是嵌合的(即，人/小鼠嵌合体)或人源化的以使这种免疫原性降至

最低。然而，在其它实施方案中，使用鼠抗体的抗原结合区。

[0123] 在一些实施方案中，所述CAR包含：a)包含抗原结合区的胞外结构域，b)跨膜结构

域，c)胞内信号转导结构域，及d)RDD。例如，在一些实施方案中，所述CAR包含抗GD2抗原结

合结构域；CD28跨膜结构域；CD3‑ζ、CD28和/或4‑1BB刺激结构域；及RDD(例如DHFR或FKBP 

DD)。如本文所详述，含有RDD的许多不同CAR及其使用方法是有可能的。在一个实施方案中，

所述CAR包含：a)包含含有SEQ  ID  NO:44的抗原结合区的胞外结构域，b)包含SEQ  ID  NO:48

的跨膜结构域，c)包含SEQ  ID  NO:50和/或SEQ  ID  NO:52的胞内信号转导结构域，及d)包含

SEQ  ID  NO:54的RDD。在另一实施方案中，CAR包含：a)包含含有SEQ  ID  NO:60的抗原结合区

的胞外结构域，b)包含SEQ  ID  NO:64的跨膜结构域，c)包含SEQ  ID  NO:66和/或SEQ  ID  NO:

68的胞内信号转导结构域，及d)包含SEQ  ID  NO:70的RDD。在另一实施方案中，CAR包含：a)

包含含有SEQ  ID  NO:76的抗原结合区的胞外结构域，b)包含SEQ  ID  NO:80的跨膜结构域，

c)包含SEQ  ID  NO:82和/或SEQ  ID  NO:84的胞内信号转导结构域，及d)包含SEQ  ID  NO:86

的RDD。在仍另一实施方案中，CAR包含：a)包含含有SEQ  ID  NO:92的抗原结合区的胞外结构

域，b)包含SEQ  ID  NO:96的跨膜结构域，c)包含SEQ  ID  NO:98和/或SEQ  ID  NO:100的胞内

信号转导结构域，及d)包含SEQ  ID  NO:102的RDD。在另一实施方案中，CAR包含：a)包含含有

SEQ  ID  NO:108的抗原结合区的胞外结构域，b)包含SEQ  ID  NO:112的跨膜结构域，c)包含

SEQ  ID  NO:114和/或SEQ  ID  NO:116的胞内信号转导结构域，及d)包含SEQ  ID  NO:118的

RDD。在另一实施方案中，CAR包含：a)包含含有SEQ  ID  NO:124的抗原结合区的胞外结构域，

b)包含SEQ  ID  NO:130的跨膜结构域，c)包含SEQ  ID  NO:132和/或SEQ  ID  NO:134的胞内信

号转导结构域，及d)包含SEQ  ID  NO:136的RDD。

[0124] 抗原结合区
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[0125] 在某些实施方案中，结合区包含单克隆抗体的互补决定区(CDR)、单克隆抗体的可

变区、和/或其抗原结合片段。CDR是见于抗原受体(例如，免疫球蛋白和T细胞受体)蛋白的

可变结构域中的短氨基酸序列，其与抗原互补且由此提供对那个具体抗原有特异性的受

体。抗原受体的每条多肽链含有三个CDR(CDR1、CDR2和CDR3)。由于抗原受体通常由两条多

肽链构成，可与抗原接触的每个抗原受体(例如抗体或TCR)有6个CDR‑‑每条重链和轻链含

有三个CDR。因为大多数与免疫球蛋白和T细胞受体相关的序列变化都存在于CDR中，因此这

些区域有时被称为高变结构域。

[0126] CAR可被工程化以便通过工程化特异性地结合至肿瘤细胞上的抗原的所需抗原结

合部分靶向目标肿瘤抗原。如本文所用，“肿瘤抗原”或“过度增殖性病症抗原”或“与过度增

殖性病症有关的抗原”或“癌症抗原”是指特定的过度增殖性病症如癌症所共有的抗原。本

文所提及的示例性抗原是作为示例包括在内的。这些例子不是排他性的，进一步的例子将

容易为本领域技术人员显而易见。

[0127] 肿瘤抗原是由肿瘤细胞产生的部分(例如蛋白质、糖等)，其引发免疫应答，特别是

T细胞介导的免疫应答。因此，可基于有待治疗的具体癌症的类型选择抗原结合部分。肿瘤

抗原是本领域中公知的且包括例如神经胶质瘤相关抗原、癌胚抗原(CEA)、β‑人绒毛膜促性

腺激素、甲胎蛋白(AFP)、凝集素反应性AFP、甲状腺球蛋白、RAGE‑1、MN‑CAIX、人端粒酶逆转

录酶、RU1、RU2(AS)、肠羧基酯酶、mut  hsp70‑2、M‑CSF、前列腺特异性抗原(PSA)、PAP、NY‑

ESO‑1、LAGE‑1a、p53、prostein、PSMA、Her2/neu、生存素和端粒酶、前列腺癌肿瘤抗原‑1

(PCTA‑1)、MAGE、ELF2M、中性粒细胞弹性蛋白酶、ephrinB2、CD22、胰岛素生长因子(IGF)‑I、

IGF‑II、IGF‑I受体、间皮素、及本文所述或本领域中已知的其它肿瘤抗原。

[0128] 肿瘤抗原可包含与恶性肿瘤有关的一个或多个抗原性癌抗原/表位。恶性肿瘤表

达可充当免疫攻击的靶抗原的许多蛋白质。这些分子包括但不限于组织特异性抗原，如在

黑色素瘤中由T细胞识别的黑色素瘤抗原1(MART‑1)、酪氨酸酶和GP100以及在前列腺癌中

的前列腺酸性磷酸酶(PAP)和前列腺特异性抗原(PSA)。其它靶分子属于转化相关分子的

组，如致癌基因HER‑2/Neu/ErbB‑2。靶抗原的又一组为癌胚抗原，如癌胚抗原(CEA)。在B细

胞淋巴瘤中，肿瘤特异性独特型免疫球蛋白构成真正的肿瘤特异性免疫球蛋白抗原，其为

个别肿瘤所特有。B细胞分化抗原如CD19、CD20和CD37是B细胞淋巴瘤中的靶抗原的其它候

选物。

[0129] 肿瘤抗原也可为肿瘤特异性抗原(TSA)或肿瘤相关抗原(TAA)。TSA是肿瘤细胞所

特有并且未在体内的其它细胞上出现。TAA不是肿瘤细胞所特有，且相反，也在未能诱导针

对抗原之免疫耐受状态的条件下在一些正常细胞上表达。抗原在肿瘤上的表达可在免疫系

统能够实现对抗原的应答的条件下发生。TAA可为在胎儿发育期间当免疫系统未成熟且不

能响应时在正常细胞上表达的抗原，或者其可为通常在正常细胞上以极低水平存在但在肿

瘤细胞上以高得多的水平表达的抗原。

[0130] TSA或TAA的实例包括但不限于分化抗原如MART‑1/MelanA(MART‑1)、gp100(Pmel 

17)、酪胺酸酶、TRP‑1、TRP‑2和肿瘤特异性多谱系抗原如MAGE‑1、MAGE‑3、BAGE、GAGE‑1、

GAGE‑2、p15；过度表达的胚胎抗原如CEA；过度表达的致癌基因和突变的肿瘤抑制基因如

p53、Ras、HER‑2/neu；由染色体易位产生的独特型肿瘤抗原；如BCR‑ABL、E2A‑PRL、H4‑RET、

IGH‑IGK、MYL‑RAR；以及病毒抗原，如EB病毒抗原EBVA和人乳头状瘤病毒(HPV)抗原E6和E7。
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其它基于大蛋白质的抗原包括TSP‑180、MAGE‑4、MAGE‑5、MAGE‑6、RAGE、NY‑ESO‑1、

p185erbB2、p180erbB‑3、c‑met、nm‑23H1、PSA、TAG‑72、CA  19‑9、CA  72‑4、CAM  17.1、NuMa、

K‑ras、β‑连环蛋白、CDK4、Mum‑1、p  15、p  16、43‑9F、5T4、791Tgp72、甲胎蛋白、β‑HCG、
BCA225、BTAA、CA  125、CA  15‑3\CA  27.291\BCAA、CA  195、CA  242、CA‑50、CAM43、CD68\P1、

CO‑029、FGF‑5、G250、Ga733\EpCAM、HTgp‑175、M344、MA‑50、MG7‑Ag、MOV18、NB/70K、NY‑CO‑

1、RCAS1、SDCCAG16、TA‑90\Mac‑2结合蛋白\亲环蛋白C相关蛋白、TAAL6、TAG72、TLP和TPS。

[0131] 在一些实施方案中，靶向胞内肿瘤相关抗原，如HA‑1、生存素、WT1和p53。这可通过

在T细胞上表达的CAR完成，CAR在HLA的情形下识别来源于胞内肿瘤相关抗原的加工肽。

[0132] 取决于有待靶向的所需抗原，CAR可被工程化以包括对所需抗原靶标有特异性的

适当的抗原结合部分。例如，如果GD2是有待靶向的所需抗原，那么GD2的抗体(例如，14G2a、

ch14.18、hu14.18K322A、m3F8、hu3F8‑IgG1、hu3F8‑IgG4、HM3F8、UNITUXIN、DMAb‑20或特异

性结合至GD2的任何其它抗体)可用作抗原结合部分以并入本发明的CAR中。

[0133] 在一些实施方案中，所述抗原是病原体特异性抗原。本发明不受病原体特异性抗

原类型的限制。病原体特异性抗原可来自包括但不限于真菌、细菌或病毒的任何病原体。示

例性病毒病原体包括以下病毒科的那些：腺病毒科、EB病毒科(EBV)、巨细胞病毒科(CMV)、

呼吸道合胞病毒科(RSV)、JC病毒科、BK病毒科、HSV、HHV病毒科、小核糖核酸病毒科、疱疹病

毒科、嗜肝DNA病毒科、黄病毒科、逆转录病毒科、正粘病毒科、副粘病毒科、乳多空病毒科、

多瘤病毒科、弹状病毒科和披膜病毒科。示例性致病病毒引起天花、流感、腮腺炎、麻疹、水

痘、埃博拉和风疹。示例性致病真菌包括假丝酵母属、曲霉属、隐球菌属、组织胞浆菌属、肺

孢子虫属和葡萄状穗霉属。示例性致病细菌包括链球菌属、假单胞菌属、志贺氏菌属、弯曲

杆菌属、葡萄球菌属、螺杆菌属、大肠杆菌、立克次氏体、杆菌属、博代杆菌属、衣原体、螺旋

体和沙门氏菌属。在一个实施方案中，病原体受体Dectin‑1用于产生CAR，CAR识别真菌细胞

壁上的糖结构。被基因修饰以基于Dectin‑1的特异性表达CAR的T细胞识别曲霉菌并靶向

(例如抑制)菌丝生长。在另一实施方案中，CAR是基于识别病毒决定簇(例如，来自CMV或埃

博拉的糖蛋白)的抗体制得，该抗体阻断病毒感染和病理状态。

[0134] 在一些实施方案中，本发明包括全长CAR  cDNA或编码区。抗原结合区或结构域可

包含来源于特定的人单克隆抗体的单链可变片段(scFv)的VH和VL链的片段，如以下文献中

所述的那些：美国专利号7,109,304；8,822,196；9,868,774；9,790,282；9,765,342；9,624,

306；9,522,915；9,359,447；9,845,362；9,815,901；9,777,061；9,598,489；9,394,368；9,

446,105；及9,334,330，这些专利各自以引用的方式并入本文。所述片段也可以是人抗原特

异性抗体的许多不同抗原结合结构域。在一个更具体的实施方案中，片段是由为人密码子

用于在人细胞中的表达而优化的序列编码的抗原特异性scFv。

[0135] 抗体可为多聚的，如双体或多聚体。多聚体可通过轻链和重链的可变部分交叉配

对到所提及的双体中而形成(参见Winter等人,Protein  Eng.1996Mar；9(3):299‑305)。构

建体的铰链部分可具有多种替代：完全缺失、保留第一半胱氨酸、脯氨酸而非丝氨酸取代、

截短至第一半胱氨酸。Fc部分可缺失。稳定和/或二聚化的任何蛋白质都可用于此目的(例

如，可使用单一的Fc结构域，例如来自人免疫球蛋白的CH2或CH3)。也可使用被修饰以改善

二聚化的人免疫球蛋白的铰链、CH2和CH3区。

[0136] CAR的抗原结合结构域可以是结合至抗原的任何结构域，包括但不限于单克隆抗
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体、多克隆抗体、合成抗体、人抗体、人源化抗体及其片段。在一些情况下，抗原结合结构域

衍生自其中最终将使用CAR的相同物种将是有利的。例如，对于人来说，CAR的抗原结合结构

域包含人抗体或其片段可为有利的。因此，在一个实施方案中，抗原结合结构域部分包含人

抗体或其片段。

[0137] 对于在人中体内使用抗体，最好使用人抗体。完全人抗体特别适用于人受试者的

治疗性治疗。人抗体可通过本领域中已知的多种方法制得，包括使用衍生自人免疫球蛋白

序列的抗体文库进行的噬菌体展示方法，包括对这些技术的改进。也参见美国专利号4 ,

444,887和4,716,111；及PCT公布WO  98/46645、WO  98/50433、WO  98/24893、WO98/16654、WO 

96/34096、WO  96/33735和WO  91/10741；其各自以引用的方式整体并入本文。人抗体也可以

是其中重链和轻链由来源于人DNA的一个或多个来源的核苷酸序列编码的抗体。

[0138] 人抗体也可使用转基因小鼠产生，所述转基因小鼠不能表达功能性内源性免疫球

蛋白，但可表达人免疫球蛋白基因。例如，人重链和轻链免疫球蛋白基因复合物可随机或通

过同源重组引入小鼠胚胎干细胞中。或者，除人重链和轻链基因之外，人可变区、恒定区和

多样性区也可引入小鼠胚胎干细胞中。小鼠重链和轻链免疫球蛋白基因可呈现出非功能

性，单独或与通过同源重组引入人免疫球蛋白基因座同时。例如，已经描述嵌合及种系突变

小鼠中抗体重链连接区(JH)基因的纯合性缺失使内源性抗体产生受到完全抑制。修饰的胚

胎干细胞扩增并被显微注射到胚泡中以产生嵌合小鼠。然后，对嵌合小鼠进行养育以产生

能表达人抗体的纯合子后代。用所选的抗原，以正常方式对转基因小鼠进行免疫。针对肿瘤

抗原的抗肿瘤抗原抗体可使用常规的杂交瘤技术由免疫的转基因小鼠获得。由转基因小鼠

载有的人免疫球蛋白转基因在B细胞分化期间重排且随后经历类别转换和体细胞突变。关

于用于产生人抗体和人单克隆抗体的此项技术以及用于产生这种抗体的方案的详细论述，

参见，例如PCT公布号WO  98/24893、WO  96/34096和WO  96/33735；及美国专利号5,413,923；

5,625,126；5,633,425；5,569,825；5,661,016；5,545,806；5,814,318；和5,939,598，其各

自以引用的方式整体并入本文。另外，如Abgenix,Inc.(Freemont,Calif.)和Genpharm(San 

Jose,Calif.)的公司可使用类似于如上所述的技术提供针对所选抗原的人抗体。关于在种

系突变小鼠中转移人种系免疫球蛋白基因阵列由此在抗原激发后产生人抗体的具体论述，

参见，例如Jakobovits等人,Proc.Natl.Acad .Sci.USA,90:2551(1993)；Jakobovits等人,

Nature ,362:255‑258(1993)；Bruggermann等人 ,Year  in  Immunol .,7:33(1993)；及

Duchosal等人,Nature,355:258(1992)。

[0139] 人抗体也可来源于噬菌体展示文库(Hoogenboom等人 ,J .Mol .Biol .,227:381

(1991)；Marks等人,J.Mol.Biol.,222:581‑597(1991)；Vaughan等人,Nature  Biotech.,

14:309(1996))。噬菌体展示技术(McCafferty等人,Nature,348:552‑553(1990))可用于由

来自未经免疫的供体的免疫球蛋白可变(V)结构域基因谱系体外产生人抗体和抗体片段。

根据此项技术，将抗体V结构域基因在框内克隆到丝状噬菌体之主要或次要外壳蛋白基因

如M13或fd中,并且展示为噬菌体粒子表面上的功能性抗体片段。因为丝状粒子含有噬菌体

基因组的单链DNA拷贝，所以基于抗体功能特性的选择还实现了编码展现那些特性的抗体

的基因的选择。因此，噬菌体模拟B细胞之一些特性。噬菌体展示可以多种形式进行；关于其

综述，参见，例如Johnson ,Kevin  S ,and  Chiswell ,David  J .,Current  Opinion  in 

Structural  Biology  3:564‑571(1993)。可使用V‑基因区段的若干来源进行噬菌体展示。

说　明　书 20/43 页

23

CN 110603044 B

23



Clackson等人,Nature,352:624‑628(1991)由来源于未经免疫的小鼠的脾脏的V基因的小

随机组合文库中分离出一系列不同的抗恶唑酮抗体。可构建来自未经免疫的人供体的V基

因谱系并且可根据由Marks等人,J.Mol.Biol.,222:581‑597(1991)或Griffith等人,EMBO 

J .,12:725‑734(1993)所述的技术基本上分离针对一系列不同抗原(包括自身抗原)的抗

体。也参见美国专利号5,565,332和5,573,905，其各自以引用的方式整体并入本文。

[0140] 人抗体也可由体外活化的B细胞产生(参见美国专利号5,567,610和5,229,275，其

各自以引用的方式整体并入本文)。人抗体也可使用如但不限于由Roder等人(Methods 

Enzymol.,121:140‑167(1986))所述的杂交瘤技术体外产生。

[0141] 或者，在一些实施方案中，非人抗体是人源化的，其中抗体的特定序列或区域被修

饰以提高与在人中天然产生的抗体的相似性。在一个实施方案中，抗原结合结构域部分是

人源化的。

[0142] 人源化抗体可使用本领域中已知的多种技术产生，包括但不限于CDR移植(参见，

例如欧洲专利号EP  239,400；国际公布号WO  91/09967；及美国专利号5,225,539、5,530,

101和5,585,089，其各自以引用的方式整体并入本文)；镶饰或重塑(参见，例如欧洲专利号

EP  592 ,106和EP  519 ,596；Padlan ,1991 ,Molecular  Immunology ,28(4/5):489‑498；

Studnicka等人,1994,Protein  Engineering,7(6):805‑814；及Roguska等人,1994,PNAS,

91:969‑973，其各自以引用的方式整体并入本文)；链改组(参见，例如美国专利号5 ,565 ,

332，其以引用的方式整体并入本文)；以及在以下文献中所公开的技术：例如美国专利申请

公布号US2005/0042664、美国专利申请公布号US2005/0048617、美国专利号6,407,213、美

国专利号5,766,886、国际公布号WO  9317105；Tan等人,J.Immunol.,169:1119‑25(2002)；

Caldas等人 ,Protein  Eng .,13(5):353‑60(2000)；Morea等人 ,Methods ,20(3):267‑79

(2000)；Baca等人,J.Biol.Chem.,272(16):10678‑84(1997)；Roguska等人,Protein  Eng.,

9(10):895‑904(1996)；Couto等人,Cancer  Res.,55(23增刊):5973s‑5977s(1995)；Couto

等人,Cancer  Res.,55(8):1717‑22(1995)；Sandhu  J  S,Gene,150(2):409‑10(1994)；及

Pedersen等人,J.Mol.Biol.,235(3):959‑73(1994)，其各自以引用的方式整体并入本文。

通常，框架区内的框架残基会被来自CDR供体抗体的相应残基取代，从而改变、优选改善抗

原结合。这些框架取代是通过本领域中公知的方法来鉴别，例如，通过对CDR与框架残基之

间的相互作用进行建模来鉴别对抗原结合很重要的框架残基，并通过序列比较来鉴别特定

位置处的不寻常的框架残基。(参见，例如Queen等人,美国专利号5,585,089；及Riechmann

等人,1988,Nature,332:323，其以引用的方式整体并入本文)。

[0143] 人源化抗体具有从非人来源引入的一个或多个氨基酸残基。这些非人氨基酸残基

常被称为“输入”残基，其通常取自“输入”可变结构域。因此，人源化抗体包含来自非人免疫

球蛋白分子的一个或多个CDR和来自人的框架区。抗体的人源化是本领域中公知的且基本

上可按照Winter和其同事(Jones等人 ,Nature ,321:522‑525(1986)；Riechmann等人 ,

Nature,332:323‑327(1988)；Verhoeyen等人,Science,239:1534‑1536(1988))的方法进

行，通过用人抗体的相应序列取代啮齿动物CDR或CDR序列，即CDR移植(EP  239,400；PCT公

布号WO  91/09967；及美国专利号4 ,816 ,567；6 ,331 ,415；5 ,225 ,539；5 ,530 ,101；5 ,585 ,

089；6,548,640，其内容以引用的方式整体并入本文)。在这种人源化嵌合抗体中，大体上小

于完整的人可变结构域已被来自非人物种的相应序列取代。实际上，人源化抗体通常是人
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抗体，其中一些CDR残基及可能的一些框架(FR)残基被来自啮齿动物抗体中的类似位点的

残基取代。抗体的人源化也可通过镶饰或重塑(EP  592 ,106；EP  519 ,596；Padlan ,1991 ,

Molecular  Immunology,28(4/5):489‑498；Studnicka等人,Protein  Engineering,7(6):

805‑814(1994)；及Roguska等人,PNAS,91:969‑973(1994))或链重组(美国专利号5,565,

332)完成，这些文献的内容以引用的方式整体并入本文。

[0144] 在一些情况下，人scFv也可来源于酵母展示文库。

[0145] 在制备人源化抗体时选择使用人可变结构域(轻链和重链)是为了降低抗原性。根

据所谓的“最佳拟合”方法，针对已知的人可变结构域序列的整个文库筛选啮齿动物抗体的

可变结构域序列。最接近啮齿动物序列的人序列则被视作人源化抗体的人框架(FR)(Sims

等人,J.Immunol.,151:2296(1993)；Chothia等人,J.Mol.Biol.,196:901(1987)，其内容以

引用的方式整体并入本文)。另一种方法使用特定框架，所述框架衍生自特定轻链或重链亚

组的所有人抗体的共有序列。相同的框架可用于若干不同的人源化抗体(Carter等人 ,

Proc.Natl.Acad .Sci.USA,89:4285(1992)；Presta等人,J.Immunol.,151:2623(1993)，其

内容以引用的方式整体并入本文)。

[0146] 抗体可被人源化，同时对靶抗原保持高亲和力且具有其它有利的生物特性。根据

本发明的一方面，人源化抗体是通过使用亲本和人源化序列的三维模型分析亲本序列和各

种概念上的人源化产物的方法来制备。三维免疫球蛋白模型是本领域技术人员常见和熟知

的。可用的计算机程序说明并展示了所选候选免疫球蛋白序列的可能三维构象结构。对这

些展示的检查允许分析残基在候选免疫球蛋白序列功能中的可能作用，即分析影响候选免

疫球蛋白结合靶抗原的能力的残基。以此方式，可从接受者和输入序列中选择FR残基并将

其组合，从而获得所需抗体特征，如对靶抗原的提高的亲和力。一般说来，CDR残基直接且最

大体上参与了影响抗原结合的过程。

[0147] “人源化”抗体保留与原始抗体相似的抗原特异性，即在本发明中结合人GD2的能

力。然而，使用某些人源化方法，抗体对人GD2的结合亲和力和/或特异性可使用如由Wu等

人,J.Mol.Biol.,294:151(1999)所述的“定向进化”方法来提高，该文献内容以引用的方式

整体并入本文。

[0148] 在一个实施方案中，本发明CAR的抗原结合部分靶向GD2。在一些实施方案中，在本

发明CAR中的抗原结合部分是全人抗GD2  scFV。在一些实施方案中，抗GD2  scFV的核酸序列

包含SEQ  ID  NO:43中列出的序列。在一个实施方案中，抗GD2  scFV包含编码SEQ  ID  NO:44

的氨基酸序列的核酸序列。在另一实施方案中，本发明的CAR的抗GD2  scFV部分包含SEQ  ID 

NO:44中列出的氨基酸序列。在其它实施方案中，抗GD2  scFV的核酸序列包含SEQ  ID  NO:87

中列出的序列。在一个实施方案中，抗GD2  scFV包含编码SEQ  ID  NO:88的氨基酸序列的核

酸序列。在另一实施方案中，本发明的CAR的抗GD2  scFV部分包含SEQ  ID  NO:88中列出的氨

基酸序列。

[0149] 在其它实施方案中，本发明CAR的抗原结合部分靶向Her2。在一些实施方案中，抗

Her2  scFV的核酸序列包含SEQ  ID  NO:123中列出的序列。在一个实施方案中，抗Her2  scFV

包含编码SEQ  ID  NO:124的氨基酸序列的核酸序列。在另一实施方案中，本发明的CAR的抗

Her2  scFV部分包含SEQ  ID  NO:124中列出的氨基酸序列。

[0150] 在其它实施方案中，本发明的CAR的抗原结合部分靶向CD19。在一些实施方案中，
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抗CD19  scFV的核酸序列包含SEQ  ID  NO:11中列出的序列。在一个实施方案中，抗CD19 

scFV包含编码SEQ  ID  NO:12的氨基酸序列的核酸序列。在另一实施方案中，本发明的CAR的

抗CD19  scFV部分包含SEQ  ID  NO:12中列出的氨基酸序列。

[0151] 跨膜结构域

[0152] 关于跨膜结构域，CAR可被设计以包含融合至CAR的胞外结构域的跨膜结构域。在

一个实施方案中，使用与CAR中的一个结构域天然地结合的跨膜结构域。在一些实施方案

中，跨膜结构域通过氨基酸取代被选择或修饰以避免这类结构域结合至相同或不同表面膜

蛋白的跨膜结构域，以便与受体复合物的其它成员的相互作用最小化。

[0153] 跨膜结构域可衍生自天然或合成来源。当来源为天然的时，结构域可衍生自任何

膜结合的或跨膜蛋白。在本发明中具有特定用途的跨膜区包括但不限于衍生自以下各物质

的跨膜区(即至少包含以下各物质的跨膜区)：T细胞受体的α或β链、CD28、CD3ζ、CD3ε、CD45、
CD4、CD5、CD8、CD9、CD16、CD22、CD33、CD37、CD64、CD80、CD86、CD134、CD137或CD154。在一些

实施方案中，可采用多种人铰链，也包括人Ig(免疫球蛋白)铰链。

[0154] 在一些实施方案中，跨膜结构域是合成的，在此情况下，其主要包含疏水性残基，

如亮氨酸和缬氨酸。在一些实施方案中，苯丙氨酸、色氨酸和缬氨酸的三联体将见于合成跨

膜结构域的每个末端处。任选地，短的寡肽或多肽接头(优选地，长度介于2与10个氨基酸之

间)在CAR的跨膜结构域与胞质信号转导结构域之间形成键。

[0155] 在一个实施方案中，本发明的CAR中的跨膜结构域是CD28跨膜结构域。在一个实施

方案中，CD28跨膜结构域包含SEQ  ID  NO:15的核酸序列。在一个实施方案中，CD28跨膜结构

域包含编码SEQ  ID  NO:16的氨基酸序列的核酸序列。在另一实施方案中，CD28跨膜结构域

包含SEQ  ID  NO:16的氨基酸序列。

[0156] 在一些实施方案中，CD28铰链区连接到CAR的CD28跨膜结构域上。在一个实施方案

中，CD28铰链结构域包含SEQ  ID  NO:13的核酸序列。在一个实施方案中，CD28铰链结构域包

含编码SEQ  ID  NO:14的氨基酸序列的核酸序列。在另一实施方案中，CD28铰链结构域包含

SEQ  ID  NO:14的氨基酸序列。

[0157] 胞内或胞质结构域

[0158] 本发明CAR的胞内信号转导结构域负责激活其中已放置嵌合受体的T细胞的至少

一种正常效应子功能。术语“效应子功能”是指分化细胞的特殊功能。例如，T细胞的效应子

功能可为细胞溶解活性或辅助活性，包括细胞因子的分泌。幼稚、记忆或记忆型T细胞中的

效应子功能包括抗原依赖性增殖。因此，术语“胞内信号转导结构域”是指蛋白质转导效应

子功能信号并指导细胞执行特殊功能的部分。尽管通常采用整个胞内信号转导结构域，但

在很多情况下不必使用整个胞内多肽。如果胞内信号转导结构域的截短部分可被利用，那

么这种截短部分可用来代替完整的链，只要它仍转导效应子功能信号。该术语胞内信号转

导结构域因此意图包括胞内信号转导结构域足以转导效应子功能信号的任何截短部分。

[0159] 胞内信号转导结构域的实例包括但不限于T细胞受体(TCR)和共受体的胞质序列

(它们在抗原受体结合之后协调用于引发信号转导)以及这些序列的任何衍生物或变体及

具有相同功能能力的任何合成序列。已知经由TCR单独产生的信号不足以完全激活T细胞并

且还需要第二或共刺激信号。因此，T细胞激活可通过两种不同类别的胞质信号转导序列来

介导：通过TCR引发抗原依赖性第一激活的那些(第一胞质信号转导序列)和以抗原非依赖
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性方式起作用以提供第二或共刺激信号的那些(第二胞质信号转导序列)。

[0160] 第一胞质信号转导序列以刺激性方式或抑制性方式调节TCR复合物的第一激活。

以刺激性方式起作用的第一胞质信号转导序列可含有信号转导基序，被称为基于免疫受体

酪氨酸的活化基序或ITAM。

[0161] 特别用于本发明中的含有ITAM的第一胞质信号转导序列的实例包括来源于以下

各物质的那些：CD3ζ、FcR γ 、FcRβ、CD3 γ 、CD3δ、CD3ε、CD5、CD22、CD79a、CD79b和CD66d。在一

些实施方案中，本发明CAR中的胞质信号转导分子包含来源于CD3ζ的胞质信号转导序列。

[0162] CAR的胞质结构域可被设计以包含CD3‑ζ信号转导结构域单独或与适用于本发明

CAR的情形下的任何其它所需胞质结构域组合。例如，CAR的胞质结构域可包含CD3‑ζ链部分

和共刺激信号转导区或结构域。共刺激信号转导区是指包含共刺激分子的胞内结构域的

CAR的一部分。共刺激分子是淋巴细胞对抗原的有效应答所需的细胞表面分子，而非抗原受

体或其配体。这种分子的实例包括CD27、CD28、4‑1BB(CD137)、OX40、CD30、CD40、PD‑1、ICOS、

淋巴细胞功能相关抗原‑1(LFA‑1)、CD2、CD7、LIGHT、NKG2C、B7‑H3、与CD83特异性结合的配

体等等。在一些实施方案中，本文所述的CAR包含含有ITAM的CD3‑ζ结构域与CD28或4‑1BB组

合作为共刺激信号转导元件。在一些实施方案中，本文所述的CAR包含含有ITAM的CD3‑ζ结
构域与在本发明范围内的至少一个其它共刺激结构域组合。

[0163] 胞内信号转导结构域可包含CD3‑ζ或其同系物中的任一个(例如，η、δ、γ 或ε)、MB 
1链、B29、Fc  RIII、Fc  RI、及信号转导分子的组合，如，CD3‑ζ和CD28、CD27、4‑1BB、DAP‑10、

OX40及其组合。可使用活化蛋白家族的其它成员的胞内信号转导部分，如Fc γ RIII和Fc γ
RI(关于使用这些替代跨膜和胞内结构域的cTCR的公开内容，参见Gross等人(1992)、

Stancovski等人(1993)、Moritz等人(1994)、Hwu等人(1995)、Weijtens等人(1996)及

Hekele等人(1996)。

[0164] 本发明CAR的胞质信号转导部分内的胞质信号转导序列可以任何顺序彼此连接。

任选地，氨基酸长度优选介于2与10个之间的短的寡肽或多肽接头可形成键。甘氨酸‑丝氨

酸双联体提供特别合适的接头。抗原特异性胞外结构域与胞内信号转导结构域可通过跨膜

结构域如人IgG4Fc铰链和Fc区连接。替代物包括人CD4跨膜结构域、人CD28跨膜结构域、人

CD3‑ζ跨膜结构域、或半胱氨酸突变的人CD3‑ζ跨膜、或来自其它人跨膜信号转导蛋白的其

它跨膜结构域，如CD16和CD8和促红细胞生成素受体。

[0165] 在一些实施方案中，在胞内结构域中利用内源性T细胞受体复合物的任何部分。可

采用一个或多个胞质结构域，如所谓的第三代CAR，其具有例如出于相加或协同作用而融合

在一起的至少两个或三个信号转导结构域。

[0166] 在一个实施方案中，胞质结构域包含CD3‑ζ的信号转导结构域和CD28的信号转导

结构域。在另一实施方案中，胞质结构域包含CD3‑ζ的信号转导结构域和4‑1BB和/或OX‑40

的信号转导结构域。

[0167] 在一个实施方案中，本发明的CAR中的胞质结构域包含CD28的信号转导结构域和

CD3‑ζ的信号转导结构域，其中CD28的信号转导结构域包含SEQ  ID  NO:17中列出的核酸序

列且CD3‑ζ的信号转导结构域包含SEQ  ID  NO:19中列出的核酸序列。在一个实施方案中，

CD28的信号转导结构域包含编码SEQ  ID  NO:18的氨基酸序列的核酸序列。在另一实施方案

中，CD28的信号转导结构域包含SEQ  ID  NO:18的氨基酸序列。在一个实施方案中，CD3‑ζ的
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信号转导结构域包含编码SEQ  ID  NO:20的氨基酸序列的核酸序列。在另一实施方案中，

CD3‑ζ的信号转导结构域包含SEQ  ID  NO:20的氨基酸序列。

[0168] 可调节的去稳定结构域

[0169] 利用本发明CAR的可调节的去稳定结构域(RDD)来以时间和/或剂量依赖性方式调

节(例如减少)CAR在T细胞表面上的表达。以此方式，CAR  T细胞耗竭可被阻止/抑制或逆转，

使得CAR  T细胞的功能得以保持、恢复或提高(例如，延长的效应子功能)。

[0170] 例如，在一些实施方案中，被基因工程化以表达含有RDD(例如融合至CAR)的CAR的

CAR  T细胞标记CAR的泛素介导的降解，以便当在结合RDD的稳定小分子存在时，CAR降解得

以阻止，且结合RDD的稳定小分子的除去或不存在允许CAR发生降解。在一些实施方案中，经

由RDD与CAR的融合调节CAR蛋白水平和CAR表面表达，由此逆转CAR  T细胞的耗竭，已经开发

了由于滋养CAR信号转导所致的T细胞耗竭的标志。例如，暴露于稳定小分子的CAR  T细胞表

现出T细胞耗竭的所有表型和功能标志。然而，当通过蛋白质降解除去稳定小分子且使CAR

蛋白水平降低时，T细胞耗竭的表型和功能指标被逆转且T细胞功能得以恢复。

[0171] 本发明不限于任何具体的RDD。实际上，在本发明中可使用以下任何RDD，其赋予

CAR不稳定性，以便当通过其同源小分子的存在使RDD不稳定(但其在CAR内的结构或存在不

会破坏CAR功能)时，发生快速蛋白质降解。RDD的一个非限制性实例衍生自FK506结合蛋白

(FKBP)，在本文中被称为FKBP  DD(参见Banaszynski等人,Cell  2006)。含有FKBP  RDD的CAR

的表面表达可通过在CAR  T细胞或用包含FKBP  DD的CAR  T细胞治疗的生物体中添加或减少

稳定rapalog  shield‑1(S1)而被快速和剂量依赖性调节。RDD的另一非限制性实例衍生自

大肠杆菌二氢叶酸还原酶(DHFR)，在本文中被称为DHFR  DD，其可用稳定小分子药物甲氧苄

啶快速和剂量依赖性地调节。如本文所用，在一些实施方案中，使用临床上确定和最佳耐受

剂量的甲氧苄啶在体内实现CAR表达(参见Kremers等人,J  Clin  Pharmacol.1974Feb‑Mar；

14(2):112‑7)。例如，包含甲氧苄啶控制的DHFR  RDD的CAR的最大表达是在约500nM甲氧苄

啶下出现，充分在50nM的化合物的EC50内。当每天两次给予160mg(1.72μg/mL，约6μM)时，这

将充分在甲氧苄啶的平均稳态血浆浓度内。在一些实施方案中，使用低于临床上确定的甲

氧苄啶剂量的剂量在体内实现CAR表达。

[0172] 在一些实施方案中，DHFR  DD衍生自大肠杆菌DHFR。在一些实施方案中，DHFR  DD衍

生自人DHFR。类似地，本发明不受所用RDD类型的限制。例如，可使用含有突变的任何DHFR，

所述突变实现DHFR结构域及由此附着的任何蛋白质的去稳定。例如，可使用以下任何RDD

(DHFR或FKBP  DD)，其赋予不稳定性/去稳定化，以便当使用例如甲氧苄啶或S1使RDD不稳定

(但其在CAR内的结构或存在不会破坏CAR效应子功能)时，发生快速蛋白质降解。在一些实

施方案中，使用SEQ  ID  NO.6的大肠杆菌DHFR  DD，其在氨基酸12和100处含有突变。

[0173] 本发明不受RDD在CAR内的位置的限制。例如，在一些实施方案中，RDD在CAR的N端

或C端上融合(例如基因连接)。CAR可在RDD融合至CAR的胞内组分、融合至CAR的胞外组分或

融合至铰链或跨膜区的情况下表达。CAR的示例性胞内组分包括但不限于共刺激结构域或

CD3‑ζ结构域。在一些实施方案中，胞内结构域是CD3‑ζ结构域。

[0174] CAR的胞内组分(例如CD3‑ζ)可以随机或指定顺序连接至RDD。任选地，短的寡肽或

多肽接头可形成键，所述接头长度优选介于2与10个氨基酸之间。

[0175] CAR表达载体和基因修饰的T细胞
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[0176] 本发明包括一种DNA构建体，其包含CAR的序列，其中所述序列包含抗原结合部分

的核酸序列(例如肿瘤抗原结合结构域或病原体抗原结合结构域)，其可操作地连接至胞内

结构域的核酸序列，所述胞内结构域可操作地连接至RDD的核酸序列。可用于本发明CAR中

的示例性胞内结构域包括但不限于CD3‑ζ、CD27、CD28等的胞内结构域。在一些情况下，CAR

可包含CD3‑ζ、CD28、4‑1BB等的任何组合。可用于本发明CAR中的示例性DD包括但不限于

DHFR  DD和FKBP  DD。

[0177] 在一个实施方案中，本发明的CAR包含抗GD2  scFv、人CD28铰链和跨膜结构域、及

CD28和CD3‑ζ信号转导结构域。在一个实施方案中，抗GD2  scFv是全人的。在一个实施方案

中，本发明的CAR包含SEQ  ID  NO:7中列出的核酸序列。在另一实施方案中，本发明的CAR包

含编码SEQ  ID  NO:8的氨基酸序列的核酸序列。在另一实施方案中，本发明的CAR包含SEQ 

ID  NO:8中列出的氨基酸序列。

[0178] 在一些实施方案中，本发明的CAR包含SEQ  ID  NO:23中列出的核酸序列。在另一实

施方案中，本发明的CAR包含编码SEQ  ID  NO:24的氨基酸序列的核酸序列。在另一实施方案

中，本发明的CAR包含SEQ  ID  NO:24中列出的氨基酸序列。

[0179] 在其它实施方案中，本发明的CAR包含SEQ  ID  NO:39中列出的核酸序列。在另一实

施方案中，本发明的CAR包含编码SEQ  ID  NO:40的氨基酸序列的核酸序列。在另一实施方案

中，本发明的CAR包含SEQ  ID  NO:40中列出的氨基酸序列。

[0180] 在还有一些实施方案中，本发明的CAR包含SEQ  ID  NO:55中列出的核酸序列。在其

它实施方案中，本发明的CAR包含编码SEQ  ID  NO:56的氨基酸序列的核酸序列。在其它实施

方案中，本发明的CAR包含SEQ  ID  NO:56中列出的氨基酸序列。

[0181] 在还有一些实施方案中，本发明的CAR包含SEQ  ID  NO:71中列出的核酸序列。在其

它实施方案中，本发明的CAR包含编码SEQ  ID  NO:72的氨基酸序列的核酸序列。在其它实施

方案中，本发明的CAR包含SEQ  ID  NO:72中列出的氨基酸序列。

[0182] 在其它实施方案中，本发明的CAR包含SEQ  ID  NO:87中列出的核酸序列。在其它实

施方案中，本发明的CAR包含编码SEQ  ID  NO:88的氨基酸序列的核酸序列。在其它实施方案

中，本发明的CAR包含SEQ  ID  NO:88中列出的氨基酸序列。

[0183] 在其它实施方案中，本发明的CAR包含SEQ  ID  NO:103中列出的核酸序列。在其它

实施方案中，本发明的CAR包含编码SEQ  ID  NO:104的氨基酸序列的核酸序列。在其它实施

方案中，本发明的CAR包含SEQ  ID  NO:104中列出的氨基酸序列。

[0184] 在一些实施方案中，本发明的CAR包含SEQ  ID  NO:119中列出的核酸序列。在其它

实施方案中，本发明的CAR包含编码SEQ  ID  NO:120的氨基酸序列的核酸序列。在其它实施

方案中，本发明的CAR包含SEQ  ID  NO:120中列出的氨基酸序列。

[0185] 在一些实施方案中，本发明提供分离的核酸区段和并入有DNA序列的表达盒，所述

DNA序列编码融合至RDD的CAR。本发明的载体主要被设计用来在调控型真核启动子(例如

EFlα启动子、MNDU3启动子、CMV启动子或泛素启动子)控制下将所需基因递送到免疫细胞

(优选T细胞)。如果没有其它原因，载体也可含有可选标记物，以促进其在体外的操控。在其

它实施方案中，CAR可由mRNA表达，mRNA在体外由DNA模板转录。

[0186] 融合至RDD的CAR分子是重组的，并且特征为其经由它们的胞质尾中存在的免疫受

体活化基序(ITAM's)结合抗原并转导激活信号的能力。利用抗原结合部分(例如，由单链抗
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体(scFv)产生)的CAR构建体提供HLA非依赖性的额外优势：它们不需要通过主要组织相容

性复合体(MHC)蛋白呈递抗原，而是以HLA非依赖性方式结合靶细胞表面上的天然抗原。

[0187] 编码所需分子的核酸序列可使用本领域中已知的重组方法获得，例如通过从表达

基因的细胞中筛选文库、通过使用标准技术从已知包含所述基因的载体中衍生基因、或通

过从含有所述基因的细胞和组织中直接分离。或者，目标基因可合成产生，而非克隆产生。

[0188] 本发明还提供了其中插入有本发明的DNA的载体。衍生自逆转录病毒如慢病毒的

载体是实现长期基因转移的合适工具，因为它们允许转殖基因的长期、稳定整合及其在子

细胞中的增殖。慢病毒载体比衍生自肿瘤逆转录病毒如鼠白血病病毒的载体具有额外的优

势，因为它们可转导非增殖细胞，如肝细胞。它们还具有低免疫原性的额外优势。在另一实

施方案中，所需CAR可通过转座子在细胞中表达。

[0189] 编码CAR的天然或合成核酸的表达通常通过将编码CAR多肽或其部分的核酸可操

作地连接到启动子上并将构建体并入到表达载体中来实现。载体可适用于复制并整合到真

核生物中。典型的克隆载体含有适用于调节所需核酸序列的表达的转录和翻译终止子、起

始序列和启动子。

[0190] 本发明的表达构建体还可使用标准基因递送方案用于核酸免疫和基因疗法。基因

递送方法是本领域中已知的。参见，例如美国专利号5,399,346、5,580,859、5,589,466，它

们以引用的方式整体并入本文。在另一实施方案中，本发明提供了一种基因治疗载体。

[0191] 核酸可被克隆到许多类型的载体中。例如，核酸可被克隆到包括但不限于以下的

载体中：质粒、噬菌粒、噬菌体衍生物、动物病毒和粘粒。特别关注的载体包括表达载体、复

制载体、探测生成载体和测序载体。

[0192] 此外，表达载体可提供给呈病毒载体形式的细胞。病毒载体技术是本领域中公知

的并且描述于例如Sambrook等人(2001,Molecular  Cloning:A  Laboratory  Manual,Cold 

Spring  Harbor  Laboratory,New  York)及其它病毒学和分子生物学手册中。适用作载体的

病毒包括但不限于逆转录病毒、腺病毒、腺相关病毒、疱疹病毒和慢病毒。一般说来，合适的

载体含有在至少一个生物体中有功能的复制起点、启动子序列、方便的限制性内切酶位点

和一个或多个可选标记物(例如，WO  01/96584；WO  01/29058；和美国专利号6,326,193)。

[0193] 已经开发了许多基于病毒的系统，用于将基因转移到哺乳动物细胞中。例如，逆转

录病毒为基因递送系统提供了一个方便的平台。可将所选基因插入载体中并使用本领域中

已知的技术包装于逆转录病毒粒子中。接着可将重组病毒分离并在体内或离体递送到受试

者的细胞中。许多逆转录病毒系统是本领域中已知的。在一些实施方案中，使用慢病毒载

体。在其它实施方案中，使用腺病毒载体。许多腺病毒载体是本领域中已知的。

[0194] 额外的启动子元件，例如增强子，可用来调节转录起始的频率。通常，这些启动子

位于起始位点上游30‑110bp的区域，尽管最近发现许多启动子也含有起始位点下游的功能

元件。启动子元件之间的间距通常是灵活的，以便当元件相对倒置或移动时，启动子的功能

得以保留。在胸苷激酶(tk)启动子中，启动子元件之间的间距可在活性开始减退之前增至

相隔50bp。单一元件可以协同或独立地激活转录。

[0195] 在一些实施方案中，载体包含启动子。在一些实施方案中，启动子是组成型启动

子。在一些实施方案中，组成型启动子包含立即早期巨细胞病毒(CMV)启动子序列。此启动

子序列是强组成型启动子序列，其能够驱动与其可操作连接的任何多核苷酸序列的高水平
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表达。在一些实施方案中，组成型启动子包含真核翻译延伸因子‑1α启动子序列。在一些实

施方案中，组成型启动子选自由以下组成的组：猿猴病毒40(SV40)早期启动子、小鼠乳腺肿

瘤病毒(MMTV)、人免疫缺陷病毒(HIV)长末端重复(LTR)启动子、MoMuLV启动子、禽白血病病

毒启动子、埃‑巴二氏病毒立即早期启动子、及劳氏肉瘤病毒启动子。在一些实施方案中，组

成型启动子选自由以下组成的组：肌动蛋白I启动子、肌球蛋白启动子、血红蛋白启动子、及

肌酸激酶启动子。在一些实施方案中，启动子是诱导型启动子。诱导型启动子的使用提供一

种分子开关，能够在需要这种表达时开启与其可操作连接的多核苷酸序列的表达，或在不

需要表达时关闭表达。诱导型启动子的实例包括但不限于金属硫蛋白启动子、糖皮质激素

启动子、黄体酮启动子、及四环素启动子。

[0196] 为了评估CAR多肽或其部分的表达，有待引入细胞中的表达载体还可含有可选标

记物基因或报告基因或这两者以促进来自设法通过病毒载体转染或感染的细胞群的表达

细胞的鉴别和选择。在其它方面中，可选标记物可携带于单独的DNA片上并用于共转染工序

中。可选标记物和报告基因皆可侧接有适当的调控序列以便在宿主细胞中实现表达。有用

的可选标记物包括例如抗生素抗性基因，如neo等。

[0197] 报告基因用于鉴别潜在转染的细胞并用于评价调控序列的功能。一般说来，报告

基因是不存在于接受者生物体或组织中或不由其表达的基因，其编码一种多肽，该多肽的

表达通过一些容易检测的特性(例如酶活性)来表现。在DNA已被引入接受者细胞中之后的

合适时间下测定报告基因的表达。合适的报告基因可包括编码荧光素酶、β‑半乳糖苷酶、氯

霉素乙酰转移酶、分泌型碱性磷酸酶的基因、或绿色荧光蛋白基因(例如，Ui‑Tei等人 ,

2000FEBS  Letters  479:79‑82)。合适的表达系统是公知的并且可使用已知的技术制备或

可商购获得。一般说来，具有示出了报告基因的最高表达水平的最小5'侧翼区的构建体被

鉴定为启动子。这种启动子区可连接到报告基因上并用于评价因子调节启动子驱动的转录

的能力。

[0198] 将基因引入并在细胞中表达的方法是本领域中已知的。在表达载体的情形下，载

体可易于通过本领域中的任何方法引入宿主细胞(例如哺乳动物、细菌、酵母或昆虫细胞)

中。例如，表达载体可通过物理、化学或生物手段转移到宿主细胞中。

[0199] 用于将多核苷酸引入到宿主细胞中的物理方法包括磷酸钙沉淀、脂质转染、粒子

轰击、显微注射、电穿孔等等。产生包含载体和/或外源性核酸的细胞的方法是本领域中公

知的。参见，例如Sambrook等人(2001 ,Molecular  Cloning:A  Laboratory  Manual ,Cold 

Spring  Harbor  Laboratory,New  York)。用于将多核苷酸引入到宿主细胞中的一种优选方

法是磷酸钙转染。

[0200] 用于将多核苷酸引入到宿主细胞中的化学手段包括胶体分散系统，如大分子复合

物、纳米胶囊、微球体、珠粒、和基于脂质的系统，包括水包油乳液、胶束、混合胶束和脂质

体。用作体外和体内递送媒介物的示例性胶体系统是脂质体(例如，人工膜囊泡)。

[0201] 在其中利用非病毒递送系统的情况下，示例性递送媒介物是脂质体。预期使用脂

质制剂将核酸引入到宿主细胞中(体外、离体或体内)。另一方面，核酸可与脂质相关。与脂

质相关的核酸可被封装于脂质体的水性内部；散布于脂质体的脂质双层内；经由与脂质体

和寡核苷酸相关的连接分子附着于脂质体；截留于脂质体中；与脂质体复合；分散在含有脂

质的溶液中；与脂质混合；与脂质组合；以悬浮液形式包含在脂质中；与胶束一起包含或复
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合；或以其它方式与脂质相关。脂质、脂质/DNA或脂质/表达载体相关的组合物不限于溶液

中的任何具体结构。例如，它们可以胶束形式存在于双层结构中，或以“塌陷”结构存在。它

们也可仅散布于溶液中，可能形成尺寸或形状不均匀的聚集体。脂质是可天然存在的脂肪

物质或合成脂质。例如，脂质包括天然存在于胞质中的脂肪液滴以及包含长链脂肪烃及其

衍生物(如脂肪酸、醇类、胺类、氨基醇类和醛类)的化合物类别。

[0202] 适合使用的脂质可从商业来源获得。举例来说，二肉豆蔻基磷脂酰胆碱(“DMPC”)

可获自Sigma,St.Louis,Mo.；磷酸二鲸蜡脂(“DCP”)可获自K&K  Laboratories(Plainview,

N.Y.)；胆固醇(“Choi”)可获自Calbiochem‑Behring；二肉豆蔻基磷脂酰甘油(“DMPG”)及其

它脂质可获自Avanti  Polar  Lipids,Inc.(Birmingham,Ala.)。“脂质体”是一个通用术语，

包括各种单层和多层脂质媒介物，它们是通过生成封闭的脂质双层或聚集体而形成。脂质

体可表征为具有囊泡结构，具有磷脂双层膜和内部水介质。多层脂质体具有由水介质分隔

的多个脂质层。当磷脂悬浮于过量的水溶液中时，它们会自发形成。脂质组分在形成封闭结

构之前经历自身重排并在脂质双层之间截留水和溶解溶质(Ghosh等人,1991Glycobiology 

5:505‑10)。然而，还涵盖在溶液中具有与正常多孔结构不同的结构的组合物。例如，脂质可

呈现胶束结构，或者仅仅作为脂质分子的不均匀聚集体而存在。还包括脂质体转染‑核酸复

合物。

[0203] 在一些实施方案中，使用慢病毒或逆转录病毒载体将编码CAR构建体的核酸递送

到细胞中。可使用转导细胞作为传递体或封装、结合或裸载体的无细胞局部或全身递送将

表达CAR的慢病毒或腺病毒载体递送到不同类型的真核细胞以及组织和完整的生物体中。

所用的方法可用于需要或充分使用稳定表达的目的。

[0204] 在另一实施方案中，所需CAR可经由转座子在细胞中表达。

[0205] 所公开的方法可用于基础研究和疗法中T细胞活性的调节，用于癌症、干细胞、急

性和慢性感染、及自身免疫疾病的领域中，包括评估基因修饰的T细胞杀灭靶癌细胞的能

力。

[0206] T细胞的类型和来源

[0207] 一方面，本文所提供的CAR  T细胞是自体CAR  T细胞。在一些实施方案中，自体CAR 

T细胞是由从有待治疗的受试者或患者处获得的T细胞制成。在一些实施方案中，从包括以

下的样品中分离由受试者获得的T细胞：外周血单核细胞、骨髓、淋巴结组织、脐带血、胸腺

组织、来自感染部位的组织、腹水、胸腔积液、脾脏组织、和肿瘤。在某些实施方案中，可使用

本领域中可获得的许多T细胞株。在本发明的某些实施方案中，T细胞可使用熟练技术人员

已知的许多技术(如FICOLLTM分离)由从受试者处收集的血液单位获得。在一些实施方案中，

通过单采获得来自个体的循环血液的细胞。单采产物通常含有淋巴细胞，包括T细胞、单核

细胞、粒细胞、B细胞、其它有核白细胞、红细胞和血小板。在一个实施方案中，可对通过单采

收集的细胞进行洗涤以除去血浆部分并将细胞置于适当的缓冲液或介质用于后续加工步

骤。在本发明的一个实施方案中，用磷酸盐缓冲盐水(PBS)洗涤细胞。在一个替代实施方案

中，洗涤溶液缺少钙、镁及其它二价阳离子。洗涤之后，可将细胞再悬浮于多种生物相容性

缓冲液中，例如像无Ca2+、无Mg2+的PBS、PlasmaLyte  A或有或没有缓冲液的其它盐水溶液。

或者，可除去单采样品的不需要的组分并将细胞直接再悬浮于培养基中。

[0208] 在另一实施方案中，通过溶解红细胞并耗尽单核细胞，例如通过经由PERCOLLTM梯
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度的离心或通过逆流离心淘析从外周血单核细胞中分离T细胞。

[0209] 可通过阳性或阴性选择技术进一步分离T细胞的特定亚群。T细胞的示例性亚群包

括CD3+、CD28+、CD4+、CD8+、CD45RA+和CD45RO+T细胞。例如，在一个实施方案中，T细胞通过用

抗CD3/抗CD28缀合的珠粒如DYNABEADSTM  M‑450  CD3/CD28  T培育持续足以阳性选择所需T

细胞的时期来分离。在一个实施方案中，时期为约30分钟。在又一实施方案中，时期在30分

钟至36小时或更长的范围内及介于其间的所有整数值。在又一实施方案中，时期是至少1、

2、3、4、5或6小时。在仍另一优选实施方案中，时期是10至24小时。在一个优选实施方案中，

培育时期是24小时。对于从患有白血病的患者中分离T细胞，使用更长的培育时间如24小时

可提高细胞产率。更长的培育时间可在以下任何情形下用于分离T细胞：与其它细胞类型相

比存在较少的T细胞，如在从肿瘤组织或从免疫低下的个体中分离肿瘤浸润淋巴细胞(TIL)

时。此外，使用更长的培育时间可提高捕获CD8+  T细胞的效率。因此，仅仅通过缩短或延长

允许T细胞结合至CD3/CD28珠粒的时间和/或通过提高或降低珠粒与T细胞的比率，T细胞亚

群可优先地在培养开始时或在过程期间的其它时间点进行选择。另外，通过提高或降低在

珠粒或其它表面上的抗CD3和/或抗CD28抗体的比率，T细胞亚群可优先地在培养开始时或

在其它所需时间点进行选择。熟练技术人员认识到在本发明的情形下也可进行多轮选择。

在某些实施方案中，希望进行选择工序并在激活及扩增过程中使用“未选择的”细胞。“未选

择的”细胞还可经受更多轮的选择。

[0210] 通过阴性选择富集T细胞群可通过针对阴性选择的细胞特有的表面标记物的抗体

的组合来实现。一种方法是经由负磁性免疫粘附或流式细胞术进行的细胞分选和/或选择，

其使用针对存在于阴性选择的细胞上的细胞表面标记物的单克隆抗体的混合物。例如，为

了通过阴性选择富集CD4+细胞，单克隆抗体混合物通常包含针对CD14、CD20、CD11b、CD16、

HLA‑DR和CD8的抗体。在某些实施方案中，有望富集或阳性选择调节性T细胞，其通常表达

CD4+、CD25+、CD62Lhi、GITR+和FoxP3+。或者，在某些实施方案中，T调节性细胞通过抗C25缀合

的珠粒或其它类似的选择方法而耗尽。

[0211] T细胞也可在洗涤步骤之后被冷冻。在一些实施方案中，冷冻及随后的解冻步骤通

过除去细胞群中的粒细胞及某种程度上的单核细胞，提供了更均匀的产物。在除去血浆和

血小板的洗涤步骤之后，可将细胞悬浮于冷冻溶液中。

[0212] 在某些实施方案中，如本文所述对低温保存的细胞解冻并洗涤并且允许其在根据

本发明方法使用之前在室温下静息(例如，持续一小时或更久)。

[0213] 本发明的情形还涵盖在可能需要如本文所述的扩增细胞之前的一段时间从受试

者中收集血液样品或单采产物。因而，有待扩增的细胞的来源可在任何必需的时点下收集，

且分离并冷冻所需细胞如T细胞以备后面在用于将受益于T细胞疗法的许多疾病或病状(如

本文所述的那些)的T细胞疗法中使用。在一个实施方案中，血液样品或单采是取自总体健

康的受试者。在某些实施方案中，血液样品或单采成分是取自处于发生疾病的风险中但尚

未发生疾病的总体健康的受试者，并且将目标细胞分离并冷冻待用。在某些实施方案中，T

细胞可被扩增、冷冻并在以后使用。在某些实施方案中，样品是在诊断出如本文所述的特定

疾病之后不久，但在任何治疗之前，从患者处采集。

[0214] T细胞的激活和扩增

[0215] 不管是在为了表达所需CAR而对T细胞进行基因修饰之前抑或之后，一般可使用如
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以下专利中所述的方法来激活并扩增T细胞：美国专利号6 ,352 ,694；6 ,534 ,055；6 ,905 ,

680；6,692,964；5,858,358；6,887,466；6,905,681；7,144,575；7,067,318；7,172,869；7,

232,566；7,175,843；5,883,223；6,905,874；6,797,514；6,867,041；及美国专利申请公布

号20060121005，其各自以引用的方式并入。

[0216] 一般说来，本发明的T细胞可通过与其上连接有的刺激CD3/TCR复合物相关信号的

因子及刺激T细胞表面上的共刺激分子的配体的表面接触而扩增。具体地说，T细胞群可如

本文所述被刺激，如通过与抗CD3抗体或其抗原结合片段或固定在表面上的抗CD2抗体接

触，或通过与蛋白激酶C激动剂(例如苔藓抑素)连同钙离子载体一起接触。对于T细胞表面

上的辅助分子的共刺激，使用结合辅助分子的配体。例如，T细胞群可与抗CD3抗体和抗CD28

抗体在适于刺激T细胞增殖的条件下接触。为了刺激CD4+  T细胞或CD8+  T细胞的增殖，使用

抗CD3抗体和抗CD28抗体。可使用抗CD28抗体的实例如B‑T3、XR‑CD28(Diaclone,Besancon,

France)，以及本领域中通常已知的其它方法(参见Berg等人 ,Transplant  Proc .30(8):

3975‑3977 ,1998；Haanen等人 ,J .Exp .Med .190(9):13191328 ,1999；Garland等人 ,

J.Immunol  Meth.227(1‑2):53‑63,1999)。

[0217] 在某些实施方案中，T细胞的第一刺激信号和共刺激信号可由不同方案提供。例

如，提供每个信号的因子可在溶液中或偶联到表面上。当偶联到表面上时，因子可偶联到相

同的表面(即，“顺式”构造)或单独的表面(即，“反式”构造)上。或者，一种因子可偶联到表

面上且另一种因子在溶液中。在一个实施方案中，提供共刺激信号的因子结合到细胞表面

上，而提供第一激活信号的因子在溶液中或偶联到表面上。在某些实施方案中，两种因子可

都在溶液中。在另一实施方案中，这些因子可呈可溶形式，然后交联到表面上，如表达Fc受

体或抗体或将结合至因子的其它结合因子的细胞。就此而言，关于预期在本发明中用于激

活并扩增T细胞的人工抗原呈递细胞(aAPC)，参见例如美国专利申请公布号20040101519和

20060034810。

[0218] 在一个实施方案中，将两种因子固定在珠粒上，在同一珠粒上，即“顺式”，或单独

的珠粒上，即“反式”。举例来说，提供第一激活信号的因子是抗CD3抗体或其抗原结合片段

且提供共刺激信号的因子是抗CD28抗体或其抗原结合片段；且两种因子以相等的分子量共

固定于同一珠粒上。

[0219] 在本发明的其它实施方案中，T细胞与包被因子的珠粒组合，随后将珠粒与细胞分

离，然后培养细胞。在一个替代实施方案中，在培养之前，不分离包被因子的珠粒与细胞，但

在一起培养。在又一实施方案中，首先将珠粒和细胞通过施加力如磁力来浓缩，使得细胞表

面标记物的联接增强，由此诱导细胞刺激。

[0220] 例如，细胞表面蛋白可通过允许抗CD3和抗CD28所连接的顺磁性珠粒与T细胞接触

而被联接。在一个实施方案中，将细胞(例如，104至109个T细胞)与珠粒(例如，DYNABEADSTM 

M‑450  CD3/CD28  T顺磁性珠粒，比率1:1)在缓冲液、优选PBS(无二价阳离子，如钙和镁)中

组合。因此，任何细胞数目都在本发明的情形中。在某些实施方案中，希望显著减小粒子与

细胞混合在一起的体积(即，提高细胞的浓度)，以确保细胞与粒子的最大接触。例如，在一

个实施方案中，使用约20亿个细胞/ml的浓度。在另一实施方案中，使用大于1亿个细胞/ml。

在又一实施方案中，使用10、15、20、25、30、35、40、45或50百万个细胞/ml的细胞浓度。在仍

另一实施方案中，使用75、80、85、90、95或100百万个细胞/ml的细胞浓度。在其它实施方案

说　明　书 31/43 页

34

CN 110603044 B

34



中，可使用125或150百万个细胞/ml的浓度。

[0221] 在本发明的一个实施方案中，可培养混合物若干小时(约3小时)至约14天或其间

的任何小时整数值。在另一实施方案中，可培养混合物21天。在本发明的一个实施方案中，

将珠粒与T细胞一起培养约8天。在另一实施方案中，将珠粒与T细胞一起培养2‑3天。也可能

需要几个周期的刺激，以使T细胞的培养时间可达60天或更长。适于T细胞培养的条件包括

适当的培养基(例如，最低必需培养基或RPMI培养基1640或X‑vivo  15(Lonza))，其可含有

增殖和生存力所必需的因子，包括血清(例如，胎牛或人血清)、白介素‑2(IL‑2)、胰岛素、

IFN‑ γ 、IL‑4、IL‑7、GM‑CSF、IL‑10、IL‑12、IL‑15、TGFβ和TNF‑α或熟练技术人员已知用于细

胞生长的任何其他添加剂。用于细胞生长的其他添加剂包括但不限于表面活性剂、人血浆

蛋白粉、和还原剂，如N‑乙酰基‑半胱氨酸和2‑巯基乙醇。培养基可包括RPMI  1640、AIM‑V、

DMEM、MEM、α‑MEM、F‑12、X‑Vivo  15、和X‑Vivo  20、Optimizer，添加有氨基酸、丙酮酸钠和维

生素，无血清或补充有适量的血清(或血浆)或确定的激素组、和/或对于T细胞的生长和扩

增来说足够的细胞因子之量。也可包括抗生素，例如青霉素和链霉素。靶细胞在支持生长所

必需的条件下维持，例如适当的温度(例如37C)和氛围(例如空气加上5％CO2)。

[0222] 如本文所述，当CAR在T细胞表面上表达时，CAR  T细胞在肿瘤抗原不存在下进行滋

养信号转导。滋养信号转导通过蛋白质印迹来证明，其中CAR  CD3‑ζ结构域在基线处被磷酸

化(参见实施例2，图16)。滋养信号转导造成T细胞耗竭，致使CAR  T细胞无效。滋养信号转导

在RDD‑CAR  T细胞中通过在稳定药物不存在下对所述细胞进行扩增得以阻止。当CAR表达减

少或受抑制且不在T细胞表面上表达(在适当的小分子不存在下–在此情况下，shield‑1–

CAR不在细胞表面上表达–“总是关闭”)时，或如果CAR在某点处表达，但随后从表面处移走

并持续一段时间(例如，72小时‑CAR关闭D7)，则观察到CD3‑ζ磷酸化的减弱。此外，当CAR不

在表面上表达(无shield‑1，“CAR总是关闭”)或在shield‑1中培养7天然后除去时，仅观察

到一小部分共表达耗竭标记物的细胞(参见实施例2，图17)。因此，在一些实施方案中，本发

明提供一种使用本发明的RDD‑CAR抑制CAR表达的方法，通过阻止或逆转CAR滋养信号转导，

对CAR  T细胞如何在转录水平上被调控产生深远的影响。

[0223] 因此，在一些实施方案中，因为CAR在抗原不存在下(例如培养期间)进行滋养信号

转导，所以在无稳定药物下扩增RDD‑CAR  T细胞以使表面上的CAR表达受到抑制，这将在

RDD‑CAR  T细胞被治疗性地用于患者时加强与其中CAR连续表达(例如当在体外或离体扩增

时)的T细胞相比CAR  T细胞的效应子功能。

[0224] 在一些实施方案中，与其中在体外扩增期间CAR表达不受抑制的CAR  T细胞相比，

在体外扩增期间CAR表达受抑制将产生和/或得到更健康的、更具功能性的CAR  T细胞(例

如，具有正常的效应子功能)。因此，在一些实施方案中，在培养和扩增期间，通过添加药物

以增加表达或除去药物以减少表达来调节(例如减少)含有包含RDD(例如，受甲氧苄啶调节

的DHFR  DD)的本发明CAR的T细胞中的CAR表达。在一些实施方案中，在培养和/或扩增期间

抑制CAR表达将在体外抑制滋养信号转导，得到或产生在治疗受试者的病状或疾病的情形

下具有与其中滋养信号转导不受抑制的T细胞相比更佳的效应子功能的T细胞。

[0225] 暴露于不同刺激时间的T细胞可能表现出不同的特征。例如，典型的血液或单采的

外周血单核细胞产物具有大于细胞毒性或抑制性T细胞群(TC，CD8+)的辅助T细胞群(TH，CD4

+)。通过刺激CD3和CD28受体来离体扩增T细胞将产生T细胞群，在约8‑9天之前，其主要由TH
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细胞组成，而在约8‑9天之后，T细胞群包含越来越多的TC细胞群。因此，根据治疗目的，将主

要包含TH细胞的T细胞群注入受试者可为有利的。类似地，如果已分离出TC细胞的抗原特异

性子集，则以更大程度扩增此子集可为有益的。

[0226] 此外，除CD4和CD8标记物之外，其它表型标记也有显著差异，但在很大程度上，在

细胞扩增过程中是可重现的。因此，这种重现性使得能够为特定目的定制活化的T细胞产

物。

[0227] 治疗应用

[0228] 在一些实施方案中，本发明提供一种细胞(例如T细胞)，其被修饰以表达CAR，所述

CAR将特异性抗体的抗原识别结构域与CD3‑ζ、CD28、4‑1BB或其任何组合的胞内结构域和

RDD组合在一起。因此，在其靶抗原存在下，修饰的T细胞引发CAR介导的T细胞应答。

[0229] 本发明提供了CAR将原代T细胞的特异性重定向到肿瘤抗原的用途。因此，本发明

还提供了一种用于在受试者中刺激针对靶细胞群或组织的T细胞介导的免疫应答的方法，

所述方法包括向受试者施用表达CAR的T细胞，其中所述CAR包含与预定靶标特异性相互作

用的结合部分、包含例如人CD3‑ζ的胞内结构域的ζ链部分、共刺激信号转导区、和RDD。

[0230] 在一些实施方案中，本发明提供了一种细胞疗法，其中T细胞被基因修饰以表达含

有RDD的CAR并且向有此需要的接受者输注CAR  T细胞。所输注的细胞能够杀灭接受者中表

达CAR  T细胞靶抗原的肿瘤细胞。与其它生物疗法不同，CAR  T细胞能够在体内复制，产生长

期的持久性，从而实现对肿瘤的持续控制。在一些实施方案中，包含含有RDD的CAR的CAR  T

细胞展示延长的抗肿瘤应答(例如，与包含缺少RDD的CAR的CAR  T细胞相比)。在一些实施方

案中，在CAR内包含RDD充当一种安全开关来抑制CAR  T细胞活性/功能(例如用于减轻CAR毒

性)。例如，在一些实施方案中，稳定小分子或药物(例如甲氧苄啶)从CAR  T细胞中的除去造

成CAR在CAR  T细胞表面上的表达快速减少或抑制，由此有效地关闭或阻止CAR  T细胞的靶

向和效应子功能。具体地说，如实施例2中所示，观察到IC50(50％表面CAR降解所耗费的时

间)在稳定药物/分子不存在下小于2小时(参见实施例2，图13)。因此，在一些实施方案中，

从接受DD‑CAR的患者处移除稳定药物，可以充当快速和可逆的安全开关。因此，在一些实施

方案中，本发明提供了减轻或消除可能在CAR  T细胞疗法时发生的毒性事件的能力，如但不

限于细胞因子释放综合征(CRS)或中靶脱肿瘤毒性。此外，在中靶脱肿瘤毒性的情形下，在

一些实施方案中，本发明使得可能实现以下能力：向下滴定稳定药物的剂量以便CAR  T细胞

疗法识别所需靶标(例如肿瘤抗原)而不识别健康组织。

[0231] 在一个实施方案中，本发明的CAR  T细胞经历稳固的体内T细胞扩增并且持续一段

延长的时间。在另一实施方案中，本发明的CAR  T细胞进化为特异性记忆T细胞，其可被重新

激活以抑制任何另外的肿瘤形成或生长。例如，本发明的GD2特异性CAR  T细胞可经历稳固

的体内T细胞扩增并且以高水平在血液和骨髓中持续一段延长的时间并形成特异性记忆T

细胞。

[0232] 由CAR修饰的T细胞引发的抗肿瘤免疫应答可以是主动或被动的免疫应答。另外，

CAR介导的免疫应答可以是过继性免疫疗法的一部分，其中CAR修饰的T细胞诱导对CAR中的

抗原结合部分有特异性的免疫应答。例如，GD2特异性CAR  T细胞引发针对表达GD2的细胞有

特异性的免疫应答。

[0233] 虽然本文所公开的数据具体地描述了包含抗GD2  scFv(例如14G2a  scFv)、CD28铰
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链和跨膜结构域、CD28和CD3‑ζ信号转导结构域、及FKBP或DHFR的RDD的慢病毒载体，但本发

明应被解释为包括如本文别处所述的构建体的每种组分的许多变型。也就是说，本发明包

括CAR中的任何抗原结合部分产生对所述抗原结合部分有特异性的CAR介导的T细胞应答的

用途。例如，本发明CAR中的抗原结合部分出于治疗癌症的目的可靶向肿瘤抗原。类似地，本

发明包括CAR中的任何铰链、跨膜结构域、刺激结构域和/或可调节的去稳定结构域产生CAR

介导的T细胞应答的用途。实际上，本文所述的方法提供了表征及鉴别CAR  T细胞的能力，所

述CAR  T细胞具有所需的效应子功能并且可经由将RDD并入CAR中被调节。

[0234] 在一个实施方案中，本发明的CAR的抗原结合部分被设计来治疗特定癌症。GD2在

包括神经母细胞瘤、骨肉瘤及一些肉瘤的多种癌症上表达(参见，例如Thomas等人 ,PLoS 

One,2016.11(3):p.e0152196；Long等人,Nature  Medicine,2015.21(6):p.581‑590；Long

等人 ,Cancer  Immunology  Research ,2016 .4(10):p.869‑880；Yu等人 ,N  Engl  J  Med ,

2010.363(14):p.1324‑34；Perez  Horta等人,Immunotherapy ,2016.8(9):p.1097‑117；

Heczey等人,Molecular  Therapy)。因此，被设计来靶向GD2的CAR可用于治疗任何疾病或病

症，包括神经母细胞瘤、骨肉瘤及其它肉瘤，它们都以展示或过度表达GD2的细胞和/或组织

为特征。然而，本发明不限于靶向GD2。实际上，本发明包括任何抗原结合部分，当它们结合

至其同源抗原时影响肿瘤细胞以使得肿瘤细胞不能生长、趋于死亡，或以其它方式受影响

以使得患者中的肿瘤负荷降低或消除。例如，FRα是糖基磷脂酰肌醇锚定的蛋白，其在多种

上皮恶性肿瘤的癌细胞表面上过度表达，但在正常组织中受限。因而，被设计来靶向FRα的
CAR可用于治疗任何疾病或病症，包括但不限于上皮癌，其以展示FRα过度表达的细胞和/或

组织为特征。举例来说，被设计来靶向FRα的CAR可用于治疗癌症和病症，包括但不限于卵巢

癌、肺癌、乳腺癌、肾癌、结肠直肠癌、其它实体癌等。

[0235] 本发明的CAR修饰的T细胞也可充当一种用于哺乳动物中的离体免疫和/或体内治

疗的疫苗类型。哺乳动物优选是人。关于离体免疫，在向哺乳动物施用细胞之前，以下至少

一项在体外发生：i)扩增细胞，ii)将编码CAR的核酸引入细胞中，和/或iii)低温保存细胞。

[0236] 离体工序是本领域中公知的。简言之，将细胞从哺乳动物(优选人)中分离并用表

达本文所公开的CAR的载体进行基因修饰(即体外转导或转染)。向哺乳动物接受者施用CAR

修饰的细胞以提供治疗益处。所述哺乳动物接受者可为人并且CAR修饰的细胞对于接受者

可为自体的。或者，细胞对于接受者可为同种异体的、同系的或异种的。

[0237] 用于离体扩增造血干细胞和祖细胞的工序描述于美国专利号5,199,942中，该专

利以引用的方式并入本文，并且所述工序可用于本发明的细胞。本发明不限于细胞离体扩

增的任何具体方法。简言之，T细胞的离体培养和扩增包括：(1)从哺乳动物的外周血收获物

或骨髓外植体中收集CD34+造血干细胞和祖细胞；及(2)离体扩增这种细胞。除了美国专利

号5,199,942中所述的细胞生长因子之外，其它因子如flt3‑L、IL‑1、IL‑3及c‑kit配体也可

用于培养和扩增细胞。

[0238] 除使用基于细胞的疫苗进行离体免疫之外，本发明还提供用于体内免疫以在患者

中引发针对抗原的免疫应答的组合物和方法。

[0239] 具体地说，本发明的CAR修饰的T细胞用于治疗癌症。在某些实施方案中，本发明的

细胞用于治疗处于发生癌症的风险中的患者。因此，本发明提供用于治疗或预防癌症的方

法，所述方法包括向有此需要的受试者施用治疗有效量的本发明的CAR修饰的T细胞。
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[0240] 本发明的CAR修饰的T细胞可单独或作为与稀释剂和/或其它组分如IL‑2或其它细

胞因子或细胞群组合的药物组合物来施用。简言之，本发明的药物组合物可包含如本文所

述的CAR  T细胞与一种或多种药学上或生理上可接受的载剂、稀释剂或赋形剂组合。这类组

合物可包含缓冲液，如中性缓冲盐水、磷酸盐缓冲盐水等；糖，如葡萄糖、甘露糖、蔗糖或葡

聚糖、甘露醇；蛋白质；多肽或氨基酸，如甘氨酸；抗氧化剂；螯合剂，如EDTA或谷胱甘肽；佐

剂(例如氢氧化铝)；及防腐剂。本发明组合物优选被配制用于静脉内施用。

[0241] 本发明的药物组合物可以适于待治疗(或预防)的疾病的方式施用。施用的量和频

率将由以下因素决定，如患者的状况、及患者的疾病类型和严重程度，不过适当的剂量可通

过临床试验确定。

[0242] 当指出“免疫有效量”、“抗肿瘤有效量”、“肿瘤抑制有效量”或“治疗量”时，有待施

用的本发明组合物的精确量可由医师在考虑了以下个体差异后确定：患者(受试者)的年

龄、体重、肿瘤大小、感染或转移的程度、及情况。包含本文所述的CAR  T细胞的药物组合物

可以如下剂量施用：104至109个细胞/公斤体重、优选105至106个细胞/公斤体重，包括在这

些范围内的所有整数值。T细胞组合物也可以这些剂量多次施用。这些细胞可通过使用免疫

疗法中通常已知的输注技术来施用(参见，例如Rosenberg等人,New  Eng .J .of  Med .319:

1676,1988)。对于特定患者的最佳剂量和治疗方案可容易由本领域普通技术人员通过监测

患者的疾病体征并相应地调整治疗来确定。

[0243] 在某些实施方案中，可能希望向受试者施用基因修饰的T细胞，然后重新抽取血液

(或执行单采)，激活根据本发明由此获得的T细胞，并且将这些激活和扩增的T细胞重新注

入患者中。这个过程可以每隔几周进行多次。

[0244] 本文所述的组合物的施用可以任何便利的方式进行。在一些实施方案中，本发明

的T细胞组合物优选通过静脉内注射施用。然而，所述施用不仅限于此途径。T细胞组合物可

直接注射到肿瘤、淋巴结或感染部位中。本文所述的组合物可向患者皮下、真皮内、肿瘤内、

结内、髓内、肌内、通过静脉内(i.v.)注射或腹膜内施用。组合物还可例如通过注射、输注、

植入或移植施用。

[0245] 在本发明的某些实施方案中，向患者施用使用本文所述的方法或本领域中已知的

其它方法(其中T细胞被扩增到治疗水平)激活并扩增的细胞连同(例如，之前、同时或之后)

许多治疗模式(例如用于癌症或感染性疾病)一起。示例性治疗模式包括但不限于用试剂如

抗病毒剂、西多福韦和白介素‑2的治疗；用于MS患者的阿糖胞苷(也称为ARA‑C)或那他珠单

抗治疗；或用于银屑病患者的依法珠单抗治疗。在其它实施方案中，本发明的T细胞可与以

下治疗组合使用：化疗、放射线、免疫抑制剂如环孢素、硫唑嘌呤、甲氨蝶呤、霉酚酸和

FK506；抗体或其它免疫清除剂如CAM  PATH、抗CD3抗体或其它抗体疗法、细胞毒素、氟达拉

滨、环孢素、FK506、雷帕霉素、霉酚酸、类固醇、FR901228、细胞因子和辐射。这些药物抑制钙

依赖性磷酸酶‑钙调磷酸酶(环孢素和FK506)或抑制对于生长因子诱导的信号转导来说重

要的p70S6激酶(雷帕霉素)(Liu等人,Cell  66:807‑815,1991；Henderson等人,Immun.73:

316‑321,1991；Bierer等人,Curr.Opin.Immun.5:763‑773,1993)。在又一实施方案中，向患

者施用本发明的细胞组合物连同(例如，之前、同时或之后)以下治疗一起：骨髓移植；使用

化疗剂如氟达拉滨、体外射束放射治疗(XRT)、环磷酰胺或抗体如OKT3或CAMPATH的T细胞清

除疗法。在另一实施方案中，在B细胞清除疗法如与CD20反应的试剂(例如Rituxan)之后施

说　明　书 35/43 页

38

CN 110603044 B

38



用本发明的细胞组合物。例如，在一个实施方案中，受试者可接受高剂量化疗的标准治疗，

继之以外周血干细胞移植。在某些实施方案中，移植之后，受试者接受本发明的扩增免疫细

胞的输注。在一额外的实施方案中，在手术之前或之后施用扩增的细胞。

[0246] 本文所述的任何方法的效果可在本领域中已知的各种模型(如临床或临床前模

型)中测试。合适的临床前模型在本文中例示。对于任何示例性模型，在发生肿瘤后，将小鼠

随机纳入接受治疗或对照治疗的治疗组中。在治疗过程中测量肿瘤大小(例如肿瘤体积)，

并且还监测总体生存率。

[0247] 在一些实施方案中，在用T细胞(例如，单独或与本文所述的另一疗法组合)治疗之

前获得样品作为用于测量对治疗的反应的基线。在一些实施方案中，样品是组织样品(例

如，福尔马林固定和石蜡包埋的(FFPE)、存档的、新鲜或冷冻的)。在一些实施方案中，样品

是全血。在一些实施方案中，全血包含免疫细胞、循环肿瘤细胞及其任何组合。

[0248] 对治疗的反应性可指的是以下一项或多项：延长生存期(包括总体生存期和无进

展生存期)；产生目标反应(包括完全反应或部分反应)；或改善癌症的体征或症状。在一些

实施方案中，反应性可指的是根据已发布的RECIST指南集合的一个或多个因素的改善，即

反应、稳定或进展，其是来确定癌症患者的肿瘤状态。关于对这些指南的更详细论述，参见

Eisenhauer等人 ,Eur  J  Cancer  2009；45:228‑47；Topalian等人 ,N  Engl  J  Med  2012；

366:2443‑54；Wolchok等人 ,Clin  Can  Res  2009；15:7412‑20；及Therasse ,P .,等人

J.Natl.Cancer  Inst.92:205‑16(2000)。反应性受试者可指的是其癌症表现出改善的受试

者，例如，根据基于RECIST标准的一个或多个因素。非反应性受试者可指的是其癌症不表现

出改善的受试者，例如，根据基于RECIST标准的一个或多个因素。

[0249] 常规的反应标准可能不足以表征免疫治疗剂的抗肿瘤活性，因为免疫治疗剂可产

生延迟反应，在此之前可能会出现最初的明显放射学进展，包括新病变的出现。因此，已制

定了修改的反应标准，以解释可能出现的新病变，并允许在后续评估中确认放射学进展。因

此，在一些实施方案中，反应性可指的是根据免疫相关反应标准2(irRC)的一个或多个因素

的改善。参见，例如Wolchok等人,Clin  Can  Res  2009；15:7412‑20。在一些实施方案中，新

病变被加入到已定义的肿瘤负荷中，且在随后的评估中用于放射学进展。在一些实施方案

中，非靶病变的存在包括在完全反应评估中，而不包括在放射学进展的评估中。在一些实施

方案中，放射学进展可仅基于可测量的疾病来确定和/或可通过从首次记录之日起连续评

估>4周得到证实。

[0250] 本发明可以在不背离本发明的精神或基本特征的前提下以其它特定方式实现。因

此，在所有方面认为上述实施方案是示例性的而不是对本文所述发明的限制。因此，本发明

的范围由所附权利要求而不是由前述说明来指示，并且在权利要求的等同含义和范围内的

所有变化都被包括在其中。在本文中引用的所有公布、专利和专利申请出于所有目的以引

用的方式整体并入。

[0251] 实施例

[0252] 以下实施例说明但不限制本发明的化合物、组合物和方法。对在临床治疗中通常

遇到且对本领域技术人员显而易见的各种条件和参数的其它适当修改和改进在本发明的

精神和范围内。

[0253] 实施例1
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[0254] 通过抑制或调节TCR信号转导来阻止或逆转T细胞耗竭的方法

[0255] 引言

[0256] 我们先前已报道，表达GD2‑CAR的T细胞在培养的10天内发生功能性耗竭且其特征

为抑制性受体的共表达、无法响应于肿瘤抗原分泌细胞因子、及异常的代谢功能(Long等

人,Nat  Med  2015)。对照培养物包括未转导的T细胞(模拟)和表达CD19‑CAR的那些，其不表

现出滋养信号转导或在体外发生耗竭。先前研究还证明ζ链在此系统中是耗竭所需的，其中

CD28信号转导提高信号刺激诱导耗竭的效力。使用此模型系统，现在优化了稳固的、可操控

的及可再现的T细胞耗竭的体外人模型，以便评价阻止或逆转T细胞耗竭的方法。

[0257] 结果

[0258] 我们对融合至FK BP1 2突变体去稳定结构域的G D2 .28z  CAR进行工程化

(Banaszynski等人,Cell  2006)(GD2.28z.FKBP)，所述去稳定结构域使CAR不稳定并诱导快

速的蛋白质降解。观察到表面表达可通过在培养基中添加或减少稳定rapalog  shield‑1

(S1)而被快速和剂量依赖性地调节(图1)。CAR表达的类似可调节能力也可使用大肠杆菌

DHFR突变体(GD2.28z.DHFR，未示出)实现，这可通过甲氧苄啶来调节，甲氧苄啶是一种临床

上常用的抗生素。

[0259] 由于滋养信号转导高度取决于GD2‑CAR受体水平，所以对CAR表达水平的精确控制

也精确地调节滋养信号转导的水平。药物调节对CAR表达水平的控制，由此还允许调节

GD2.28z滋养信号转导的持续时间和强度。使用此系统，我们证明了一旦停止CAR信号转导，

与耗竭有关的表型和功能变化便被逆转。如图2所示，从培养基中除去S1药物且随后在激活

后第7天除去表面CAR，到第10天时典型的耗竭标记物表达将被逆转至控制水平(图2，n＝

3)。这将通过测量PD‑1/TIM‑3/LAG‑3三重表达细胞的水平得到最好的证明，所述三重表达

细胞对功能异常的耗竭的T细胞有高度特异性。我们证明，第10天的清除诱导了三重表达的

耗竭细胞水平的升高，但在第7天除去S1后则造成到第10天时这些水平的归一化。在第14天

对于其中S1在第7天或第10天从培养基中除去的细胞获得类似的结果(未示出)。

[0260] 另外，在第7天或第10天除去S1，由此允许CAR蛋白的瞬时降解，从而与整个培养持

续期接受S1的T细胞(S1)相比到第14天时保留记忆标记物(例如CD62L)并阻止细胞凋亡(即

膜联蛋白V染色)(图3)。

[0261] 由于表型标记物可能不能完全预测T细胞功能，我们还对培养中瞬时药物暴露的

CAR  T细胞执行了功能实验。将CAR  T细胞洗涤，再悬浮于含有S1的培养基中，并以1:1的比

率与稳定表达表面GD2的Nalm6白血病细胞混合。大约24小时后收集培养上清液并经由

ELISA评价细胞因子水平。

[0262] 类似于缺少去稳定结构域且因此具有持续高水平的CAR信号转导的GD2.28z  CAR，

接受连续药物处理的表达GD2.28z.FKBP  CAR的细胞(图4，灰色柱)在激活后第10天和第14

天都分泌最少量的IL‑2，与T细胞耗竭一致。或者，在培养期间不暴露于药物(黑色柱)且因

此不经历滋养信号转导的CAR  T细胞显示出显著的生物活性，如通过IL‑2产生所量度。最

终，在培养最初的7天或10天期间暴露于药物且因此取得T细胞耗竭的表型和功能证据但在

第7天或第10天(分别是蓝色柱和红色柱)从培养基中除去药物的CAR  T细胞展示出恢复的

响应于肿瘤抗原分泌IL‑2的能力。

[0263] 明显地，在第10天(灰色柱，第10天ELISA)耗竭的T细胞可通过从培养基中除去S1
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而恢复活力且仅“静息”4天(红色柱，第14天ELISA)。在其中S1从培养基中除去的条件下还

观察到IFN γ 分泌的类似但较不显著的增强。这些功能数据不能归因于差异的CAR表面表

达，因为所有组都在此共培养测定结束时表现出类似的表面CAR水平(未示出)。

[0264] 然后，我们比较了通过除去表面CAR阻止或逆转T细胞衰竭是否比使用充分表征的

抗PD‑1检查点抑制剂纳武单抗(Nivo)处理更有效或更无效。将CAR  T细胞用连续S1(且由此

展现连续的滋养信号转导)、连续S1+纳武单抗、或无S1处理直到共培养测定之时。有趣的

是，纳武单抗处理在第10天时仅造成IL‑2分泌的适度增强，这持续直到第14天，提示纳武单

抗仅部分地阻止此系统中T细胞耗竭的开始(图5)。

[0265] 相反，在无S1下培养CAR  T细胞，然后在共培养测定即将开始之前将其添加回到培

养基中(左图，蓝色柱)，造成远远更优的耗竭阻止(黑色柱)，因为与接受连续S1的CAR  T细

胞(黑色柱)相比IL‑2分泌增强了5‑10倍。此外，在第7天通过从培养基中除去S1来去除滋养

信号转导，还造成与接受连续S1的CAR  T细胞及接受连续S1且同时用S1处理的那些相比更

优的IL‑2分泌。总的来说，这些数据说明，与PD‑1阻断相比，对滋养信号转导的调节展现对

耗竭的阻止或逆转更有效的作用。

[0266] 由若干小组进行的功能研究(包括我们的实验室)已经验证了PD‑1、TIM‑3和LAG‑3

的共表达(三阳性，TP)代表高度功能异常的耗竭细胞子集。我们因此设法分析在此细胞子

集中滋养信号转导的停止是否可以逆转它们的表型并且恢复它们响应于肿瘤抗原分泌IL‑

2的能力。将展现甚至更显著的耗竭表型的GD2.28z  CAR(HA‑GD2.28z的高亲和力形式融合

至FKBP12突变体去稳定结构域以控制其表面表达。在激活后第10天，对已接受连续S1处理

的HA‑GD2.28z.FKBP  CAR  T细胞进行分选以便分离纯的PD‑1/TIM‑3/LAG‑3耗竭群。接着在

有或没有S1的情况下再培养“三阳性”耗竭细胞以便测试滋养信号转导的去除是否可以恢

复它们的功能。在4天后进行FACS和共培养测定。

[0267] S1的去除造成耗竭表型的显著逆转。在培养基中无S1的情况下仅4天之后，预分选

的三阳性细胞在CD4+和CD8+CAR  T细胞中都展现少得多的耗竭标记物的表达(图6)。重要的

是，这些表型变化也在IL‑2分泌上赋予功能性增强，因为S1的去除与从第10‑14天起接受连

续S1处理的三阳性细胞相比在IL‑2分泌上造成2倍增加(图6)。

[0268] 我们猜测，仅通过抑制TCR信号转导途径(也整合到CAR信号转导中)中的激酶便可

重现除去表面CAR的效应，及由此的滋养信号转导。一种这样的激酶是Lck，其用于响应于

TCR或CAR联接来磷酸化CD3‑ζ。达沙替尼，一种有效的受体酪氨酸激酶抑制剂和BCR/ABL拮

抗剂，也已显示通过以低浓度结合至并抑制Lck来抑制T细胞激活、增殖和细胞因子分泌

(Schade等人,Blood,2008和Lee等人,Leukemia,2010)。

[0269] 在100nM和1μM浓度下，达沙替尼在激活后第14天响应于肿瘤抗原有效地抑制

CD19.28z  CAR  T细胞的细胞因子分泌(图7)，证明了达沙替尼破坏CAR信号转导。

[0270] 我们则想知道瞬时的达沙替尼暴露是否可以在激活后第10‑14天通过用达沙替尼

处理HA‑GD2.28z  CAR  T细胞而逆转T细胞耗竭。用达沙替尼处理细胞持续4天，然后从培养

基中大范围地洗涤出药物，并且再培养细胞24小时，之后经由FACS和肿瘤共培养测定检查

它们的表型和功能。有趣的是，达沙替尼的4天处理以剂量依赖性方式逆转耗竭标记物表达

和共表达(图8)。

[0271] 此外，达沙替尼处理经由以剂量依赖性方式维持CD62L表达来保留T细胞记忆(图
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9)。

[0272] 最终，类似于表面CAR的去除，达沙替尼处理以功能上显著的方式使耗竭的T细胞

恢复活力，因为达沙替尼处理的CAR  T细胞响应于肿瘤抗原与从未接受达沙替尼的那些相

比分泌更多的IL‑2(且以较小的程度，分泌IFN γ )(图10)。

[0273] 总的来说，这些数据说明，TCR信号转导的选择性抑制或调节可大体上提高在癌症

或慢性感染的情形下经历连续抗原暴露的耗竭T细胞的功能。在未来的研究中，我们将进行

体内研究以评估在此背景下的耗竭逆转的可行性并且这种逆转是否可以增强鼠模型中的

抗肿瘤效应。

[0274] 实施例2

[0275] 经由引入去稳定结构域到CAR中阻止CAR  T细胞耗竭并提高CAR  T细胞效应子功能

[0276] 进行实验以测试是否可能通过调整CAR  T细胞表面表达来控制CAR  T细胞活性，由

此提供一种可在经历毒性而没有完全消除细胞的患者中“关闭”CAR  T细胞的方法(与自杀

开关形成鲜明对比)。在本发明实施方案的开发过程中还进行了实验，以确定在没有表面

CAR的情况下，CAR  T细胞在体外的扩增是否会减轻CAR的滋养信号转导，从而可能产生更健

康、更有效的输注产物。最终，进行实验以测试使用可调节的药物敏感性去稳定结构域调节

CAR表面表达是否能阻止或逆转T细胞耗竭和/或保持/诱导T细胞记忆。

[0277] 材料和方法

[0278] 细胞和培养条件

[0279] 将NALM6‑GL(急性淋巴细胞性白血病细胞株，用GFP和荧光素酶稳定转染)和

NALM6‑GL‑GD2(被稳定转染以过度表达GD2合成酶)细胞株在RPMI‑1640中培养。将293T和

143B细胞株在DMEM(Life  Technologies)中培养。DMEM和RPMI‑1640中补充有10％热灭活的

FBS(Gibco,Life  Technologies)、10mM  HEPES、100U/mL青霉素、100μg/ml链霉素和2mM  L‑

谷氨酰胺(Gibco,Life  Technologies)。

[0280] 原代人T细胞是使用Pan  T细胞阴性选择试剂盒(Miltenyi  Biotec)从健康供体血

沉棕黄层中获得。接着对供体T细胞进行等分并保存在液氮中的Cryostor(StemCell 

Technologies)中。将T细胞在补充有5％热灭活的FBS、10mM  HEPES、1％glutamax(Gibco,

Life  Technologies)和100u/uL重组人IL‑2(Peprotech)的AimV(Gibco ,Life 

Technologies)中培养。除非另有规定，在1μM下培养Shield‑1和乳酸甲氧苄啶(Sigma 

Aldrich或Alfa  Aesar)。

[0281] 慢病毒产生和T细胞转导

[0282] 经由293T细胞株的瞬时转染产生所有DD‑CAR慢病毒上清液。简言之，用编码CAR的

质粒和编码包装蛋白Gag‑Pol、REV和包膜蛋白VSVG的质粒，经由Lipofectamine  2000(Life 

Technologies)转染293T细胞。在转染后24和48小时收集上清液并且立即冷冻或首先经由

超速离心机在30,000RPM下旋转来浓缩然后冷冻并储存在‑80C下。

[0283] 一旦解冻，便使用抗CD3/抗CD28包被的磁性珠粒(Dynabeads,Thermo  Fisher)以

1x106个细胞/mL的浓度在3:1的珠粒:细胞比率下激活T细胞。激活后第1天，将慢病毒直接

添加到T细胞中。激活后第4天，从培养处移走磁性珠粒，并在此后每天以0.5x106个细胞/mL

培养T细胞。每隔一天更换补充有IL‑2和稳定药物的培养基。对于所有CAR，转导效率常规地

为70‑90％。
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[0284] 流式细胞术

[0285] 用LSR  Fortessa(BD  Bioscience)或Cytoflex(Beckman  Coulter)分析所有样品

并使用FlowJo分析数据。将细胞用PBS洗涤两次并在PBS中以1x106个细胞/mL用染色剂标

记，继之用FACS缓冲液(补充有2％FBS和0.4％0.5M  EDTA的PBS)洗涤两次。用14g2a抗独特

型抗体(克隆1A7)检测GD2  CAR。用FMC63抗独特型抗体(克隆136.20.1)检测CD19  CAR。经由

以下各物来评价T细胞表型：CD4(OKT4,Biolegend)、CD8(SK1,Biolegend)、PD‑1(eBioJ105,

eBioscience)、TIM‑3(F38‑2E2 ,Biolegend)、LAG‑3(3DS223H ,eBioscience)、CD45RO

(UCHL1 ,eBioscience)、CCR7(150503 ,BD  Biosciences)、CD69(FN50 ,Biolegend)、IL‑2

(MQ1‑17H12,Biolegend)及IFN γ (4S.B3,Biolegend)。对于其中评估细胞因子产生的共培

养测定来说，将肿瘤细胞和CAR  T细胞在1:1000莫能菌素(eBioscience)存在下共培养至少

6小 时。当 评估 I L ‑ 2和 I F N y时 ，对 细 胞 进 行 表 面 染 色 ，然 后 固 定 并 透 性 化 处 理

(eBioscience)，之后与胞内抗体一起培育。所有展示CAR  T细胞表型数据的FACS图都是在

CAR+细胞上预先门控的。对于模拟转导的T细胞，将全T细胞群用于分析。

[0286] CyTOF

[0287] 将T细胞从培养处移走，在室温下固定于2％PFA中持续10分钟，沉淀并在‑80C下冷

冻。解冻后，用20‑plex  Pd条形码试剂盒(Fluidigm)将每个样品条码化。然后将细胞样品汇

集并在室温下就重金属缀合的抗体的表面标记物表达进行染色持续30分钟。接着在甲醇中

对细胞进行透性化且随后在室温下用重金属缀合的抗人T‑bet(4B10 ,Biolegend)和抗人

Blimp‑1(ROS195G ,Biolegend)染色持续30分钟。样品在Helios  mass血细胞计数器

(Fluidigm)上运行并且使用Cytobank在线软件完成分析。

[0288] Incucyte测定

[0289] 将50,000个NALM6‑GL‑GD2肿瘤细胞与T细胞以1:2或1:8的E:T比率在96孔板的各

孔中在200uL没有补充IL‑2的完全AimV培养基中共培养。将板加载到incucyte中并且每2小

时采集488nm荧光图像持续48‑72小时。通过大小和荧光强度掩膜鉴别GFP+肿瘤细胞，并对

各单个孔的所有计数肿瘤细胞的总积分GFP强度进行量化。将值归一化至t＝0，并且取复制

孔的平均值用于数据展示。

[0290] 对于其中HA‑GD2.28z.FKBP  T细胞在shield‑1不存在下扩增的实验，在与肿瘤细

胞共培养之前18‑24小时将1μM  shield‑1添加到CAR  T细胞中。

[0291] 细胞因子释放测定

[0292] 将50,000个NALM6‑GL‑GD2肿瘤细胞与T细胞以1:1的E:T比率在96孔板的各孔中在

200μL没有补充IL‑2的完全AimV培养基中共培养。24小时之后，除去上清液并在‑20C下储

存。经由ELISA(Biolegend)评估IL‑2和IFN γ 分泌。

[0293] 对于其中HA‑GD2.28z.FKBP  T细胞在shield‑1不存在下扩增的实验，在与肿瘤细

胞共培养之前18‑24小时将1μM  shield‑1添加到CAR  T细胞中。

[0294] 蛋白质印迹

[0295] 将2x106个CAR  T细胞从培养处移走，沉淀并再悬浮于100uL补充有磷酸酶和蛋白

酶抑制剂(Thermo  Fisher)的RIPA溶解缓冲液(10mM  Tris‑Cl  pH  8 .0、1mM  EDTA、1％

Triton  X‑100、0.1％脱氧胆酸钠、0.1％SDS、140mM  NaCl)中。在4C下培育30分钟之后，通过

在4C下以14,000RPM离心20分钟清除上清液。通过比色反应(BioRad)测量清除的溶解液中
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的蛋白质浓度。

[0296] 将15μg蛋白质溶解液与6x加样缓冲液混合并加载到10％SDS‑PAGE凝胶上，所述凝

胶被组装到mini‑protean电泳系统(BioRad)中。在100V下在三‑甘氨酸‑SDS缓冲液

(BioRad)中进行电泳20分钟，稍后增至150V并持续50分钟。在100V下在三‑甘氨酸缓冲液

(BioRad#1610771)中1小时将蛋白质转移到Immobilon‑FL  PVDF膜中。使用靶向CD3‑ζ(Cell 
signaling)和pY142‑CD3‑ζ(Cell  Signaling)的第一抗体。将Odyssey(LI‑COR)成像系统、

LI‑COR缓冲液和LI‑COR第二抗体(山羊抗小鼠IgG抗体‑800CW‑缀合的和山羊抗兔IgG抗体‑

680LT‑缀合的)用于蛋白质检测。

[0297] 体内实验

[0298] 经由静脉内注射将1x106个NALM6‑GL‑GD2植入到6‑8周龄的NSG小鼠中。在植入后

第7天，静脉内输注1‑5x106个GD2.28z.DHFR或HA‑GD2.28z.DHFR  CAR+  T细胞。使用Xenogen 

IVIS  Lumina(Caliper  Life  Sciences)评价NALM6‑GL‑GD2肿瘤负荷。首先用3mg  D‑荧光素

(Caliper  Life  Sciences)腹膜内注射小鼠，然后在30秒的暴露时间下4分钟后成像，或在

30秒造成信号饱和的情况下，选择“自”暴露。使用Living  Image软件(Caliper  Life 

Sciences)分析发光图像。

[0299] 以300mg/kg的浓度腹膜内注射用甲氧苄啶治疗的小鼠。用相等体积的水腹膜内注

射用媒介物治疗的小鼠。

[0300] 经由眶后放血采集血液样品并且短暂地保存在EDTA包被的microvette(Kent 

Scientific)中。经由通过70‑μm滤器(BD  Biosciences)以机械方式打碎脾脏。将血液和脾

脏在ACK溶解缓冲液(Fisher  Scientific)中溶解5分钟且随后用表面标记物抗体染色以供

FACS分析之用。

[0301] CAR载体的构建

[0302] 将所有CAR序列在EF‑1α启动子的控制下插入pELNS慢病毒主链中。通过亚克隆定

制的基因片段(IDT  Technologies)将去稳定结构域序列插入CD3z结构域的下游，所述定制

的基因片段包含一部分CD3z序列(从内在BmgBI限制位点开始)、继之以去稳定结构域序列、

终止密码子、和SalI限制位点。避免了不存在于CD3z或DD序列中的额外限制位点。

[0303] 各CAR包含信号肽、单链可变片段(scFv)、胞外铰链区、跨膜结构域、胞内共刺激结

构域、和胞内CD3‑ζ结构域。

[0304] 结果

[0305] 首先，对于与2个不同RDD融合的3个不同CAR，测试DD‑CAR表面表达的剂量依赖性

调节。CD19.28z、GD2.28z和高亲和力GD2.28z(HA‑GD2.28z)各自融合至12kDa  FK506结合蛋

白(FKBP)DD或大肠杆菌来源的二氢叶酸还原酶(DHFR)DD。在单独的实验中，还测试了融合

至FKBP  DD的Her2.28z  CAR的调节(图24)。将rapalog  shield‑1(S1)用于使FKBP融合的CAR

稳定，而FDA批准的抗生素甲氧苄啶(TMP)用于使DHFR融合的CAR稳定。将稳定药物与DD‑CAR 

T细胞一起培育至少48小时，之后经由FACS评估表面CAR表达。数据表明，对于所有7个测试

的CAR，都存在表面CAR的精确的剂量依赖性调节(参见图12、24)。DD‑CAR的差异EC50值(图

22B)显示出在给定的DD‑CAR蛋白对稳定药物的敏感性上的异质性，而不考虑CAR融合至的

DD。这些研究还显示DD的内在差异，因为DHFR融合的CAR表现出与其FKBP融合的对应物相比

对稳定药物的更大敏感性(参见图22)。此外，观察到不是所有RDD都对CAR蛋白赋予不稳定

说　明　书 41/43 页

44

CN 110603044 B

44



性，即使它们对其它蛋白质是这样(参见图23)。对GD2.28z  CAR测试DHFR  DD的两个先前公

开的重复(参见Iwamoto等人,Chemistry&Biology  17,981–988(2010))，并且它们中之一者

允许药物依赖性调节(参见图12、22、23)。

[0306] 接下来，测试并表征DD‑CAR的药物依赖性调节的动力学。在1uM稳定药物存在或不

存在下培养DD‑CAR  T细胞至少48小时。对于在药物不存在下培养的DD‑CAR  T细胞，将药物

引入培养中并且经48小时的过程除去样品以评估CAR表面表达的增加(参见图13，各图的左

侧)。相反，对于在药物存在下培养的DD‑CAR  T细胞，从培养中除去药物以评估CAR表面表达

的减少(参见图13，各图的右侧)。这些研究指出DD‑CAR表面表达在暴露于药物之后的24小

时过程中逐渐增加。然而，药物的除去在头2小时内诱导大约一半DD‑CAR表面表达的快速丧

失，然后在接下来的46小时内逐渐丧失剩余的表面CAR。DD‑CAR的快速“解离”动力学指出，

此CAR调节方法提供了在临床背景下减轻CAR毒性的现实治疗机会。

[0307] 接下来是确定DD‑CAR表面表达的差异是否会引起不同的抗肿瘤应答。因此，评估

DD‑CAR表面表达的药物依赖性调节是否也能调节T细胞激活。实际上，当将DD‑CAR  T细胞与

携带抗原的肿瘤细胞在药物不存在下共培养时，与在稳定药物存在下共培养的DD‑CAR  T细

胞相比，观察到可忽略水平的细胞因子分泌(参见图14A)和细胞毒性(参见图14B)。实验也

在体内环境中进行。

[0308] 将携带抗原的肿瘤植入小鼠中，随后输注CAR  T细胞。此后每天用稳定药物或媒介

物对照注射小鼠。在仅1个剂量的稳定药物之后，观察到类似于在体外所观察到的CAR表达

的药物依赖性上调(参见图15A)。还在给予稳定药物的小鼠中观察到更高水平的CD69，表明

具有更高表面表达的DD‑CAR  T细胞响应于肿瘤变得更激活。最终，在CAR输注后第7天，在接

受稳定药物的小鼠中观察到与接受媒介物对照的那些相比肿瘤负荷的显著降低。总的来

说，这些数据提供，CAR表面表达与CAR  T细胞活性密切相关，且因此，RDD‑CAR  T细胞活性可

经由施用稳定药物(或缺少其)而被精确调节。

[0309] 如本文所述，许多组成型表达的CAR在抗原不存在下展现滋养信号转导，由此使它

们变得耗竭(参见Long等人,Nature  Medicine  21,581–590(2015))。确定在稳定药物不存

在下扩增DD‑CAR  T细胞是否会减弱此滋养信号转导且由此产生更健康、更有效的CAR  T细

胞输注产物。滋养信号转导的一个读出是在抗原不存在下CAR  CD3‑ζ结构域的组成型磷酸

化。HA‑GD2.28z.FKBP  CAR  T细胞当在S1存在下培养时呈现出此表型(参见图16，CAR总是开

启)。然而，CD3‑ζ磷酸化在S1不存在(CAR总是关闭)下培养的DD‑CAR  T细胞中是不存在的，

说明低CAR表面表达减轻了滋养信号转导。此表型也是可逆的，如通过以下事实所说明，在

最初用S1培养但随后在培养第7天去除药物的DD‑CAR  T细胞中缺乏CD3‑ζ磷酸化(图16，CAR

关闭D7)。

[0310] 接下来确定在表达HA‑GD2.28z.FKBP的CAR  T细胞中阻止或逆转滋养信号转导是

否会改变它们的耗竭表型。在药物存在(CAR总是开启)下扩增的DD‑CAR  T细胞呈现出多个

抑制性受体(参见图17A)和通常与T细胞耗竭有关的转录因子(图17B)的共表达。然而，在药

物不存在(CAR总是关闭)下扩增的DD‑CAR  T细胞或在第1‑7天于药物中扩增但此后不是的

那些细胞呈现出显著较少的耗竭标记物共表达(图17)。类似地，在药物存在下扩增的耗竭

的DD‑CAR  T细胞展示出高出现率的效应T细胞和伴随的低出现率的记忆细胞(图18)，类似

于在文献中所观察到的(参见Wherry和Kurachi,Nature  Reviews  Immunology  15,nri3862
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(2015)。然而，仅通过在稳定药物不存在下扩增细胞至少4天便可观察到DD‑CAR  T细胞记忆

的挽救，表明在CAR  T细胞中滋养信号转导的减轻可同时阻止耗竭并促进记忆形成。

[0311] 接着，确定当滋养信号转导减轻时观察到的显著表型变化是否也可与T细胞功能

增强一致。为了测试这点，在稳定药物存在(CAR总是开启)或不存在(CAR总是关闭)下扩增

DD‑CAR  T细胞。为了探究耗竭的CAR  T细胞变得恢复活力的可塑性，将细胞在药物存在下扩

增7天或10天，然后去除药物，且T细胞“静息”(分别是CAR关闭D7和CAR关闭D10)。然后将CAR 

T细胞与携带抗原的肿瘤共培养24小时，且经由ELISA评估细胞因子分泌(图19)或将它们在

评估细胞毒性期间在incucyte中共培养72小时(图20)。重要的是，不考虑培养DD‑CAR  T细

胞的条件，在共培养测定之前18‑24小时将药物添加到每个条件中以确保测定期间CAR表达

的归一化。在药物(CAR总是开启)下扩增的CAR  T细胞响应于肿瘤分泌低水平的IL‑2和IFN

γ (图19)且呈现削弱的细胞毒性(图20)，与耗竭的T细胞的表型一致。相反，在药物不存在

下生长的CAR  T细胞分泌2‑10倍更多的细胞因子(图19)且能够限制肿瘤生长(图20)，表明

滋养信号转导的减轻深深地强化CAR  T细胞的功能能力。此外，经历滋养信号转导持续7天

或10天但在共培养测定之前提供4‑7天“静息”的CAR  T细胞在功能上恢复活力(图19和20，

CAR关闭D7和CAR关闭D10)。这些观察结果表明DD‑CAR  T细胞受益于“静息”期，在此期间DD‑

CAR表达较低且允许细胞静止并形成记忆。

[0312] 基于体外功能研究，确定体内切换DD‑CAR  T细胞表达是否可提供通过限制慢性抗

原暴露并减轻CAR  T细胞耗竭来延长CAR  T细胞抗肿瘤应答的机会。为了测试这点，将携带

抗原的肿瘤细胞植入NSG小鼠中，且随后输注表达2‑5E6  HA‑GD2.28z.DHFR的T细胞。此后每

天向小鼠给予TMP。

[0313] 在输注DD‑CAR后，观察到快速的抗肿瘤应答，但最终疾病复发，提示CAR  T细胞可

变得功能异常或耗竭(参见图21)。然后向小鼠给予媒介物持续4天以提供一段时间，在此期

间DD‑CAR  T细胞可恢复(参见图21，“静息”)。在此时间期间，肿瘤负荷以与TMP给药前期相

比更快的速率增加，表明实际上抗肿瘤应答正在下调。再输注TMP持续3天后(图21，

“restim”)，在所有测试的小鼠中都观察到抗肿瘤应答的深度恢复活力(图21)，类似于体外

的观察结果(图19、20)。此外，3只小鼠中有2只在再输注TMP之后呈现出比静息期之前降低

的肿瘤负荷，表明重复给药的益处可胜过媒介物输注期间肿瘤生长的临时加速。

[0314] 在以上说明书中提及的所有出版物和专利以引用的方式并入本文。在不脱离本发

明的范围和精神下，对本发明的所述方法和系统的各种修改和变动将为本领域技术人员显

而易见。虽然已联系具体的优选实施方案描述了本发明，但应理解，所要求保护的发明不应

不当地限于这些具体的实施方案。当然，对相关领域技术人员来说显而易见的是，可在以下

权利要求书的范围内对实施本发明所述的方式进行各种修改。
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[0001] 序列表

[0002] <110>  小利兰•斯坦福大学托管委员会(THE  BOARD  OF  TRUSTEES  OF  THE  LELAND 

STANFORD  JUNIOR  UNIVERSITY)

[0003] <120>  通过抑制或调节T细胞受体信号转导治疗T细胞耗竭的方法

[0004] <130>  STDU2‑35233/WO‑1/ORD

[0005] <150>  US  62/479,930

[0006] <151>  2017‑03‑31

[0007] <160>  136

[0008] <170>  PatentIn  version  3.5

[0009] <210>  1

[0010] <211>  321

[0011] <212>  DNA

[0012] <213>  人工序列(Artificial  Sequence)

[0013] <220>

[0014] <223>  合成

[0015] <400>  1

[0016] atggtgcagg  tggaaaccat  ctccccagga  gacgggcgca  ccttccccaa  gcgcggccag  60

[0017] acctgcgtgg  tgcactacac  cgggatgctt  ggagatggaa  agaaagttga  ctcctcccgg  120

[0018] gacagaaaca  agccctttaa  gtttatgcta  ggcaagcagg  aggtgatccg  aggctgggaa  180

[0019] gaaggggttg  cccagatgag  tgtgggtcag  ggagccaaac  tgactatatc  tccagattat  240

[0020] gcctatggtg  ccactgggca  cccaggcatc  atcccaccac  atgccactct  cgtcttcgat  300

[0021] gtggagcttc  tagaactgga  a  321

[0022] <210>  2

[0023] <211>  107

[0024] <212>  PRT

[0025] <213>  人工序列(Artificial  Sequence)

[0026] <220>

[0027] <223>  合成

[0028] <400>  2

[0029] Met  Val  Gln  Val  Glu  Thr  Ile  Ser  Pro  Gly  Asp  Gly  Arg  Thr  Phe  Pro

[0030] 1               5                   10                  15

[0031] Lys  Arg  Gly  Gln  Thr  Cys  Val  Val  His  Tyr  Thr  Gly  Met  Leu  Gly  Asp

[0032]             20                  25                  30

[0033] Gly  Lys  Lys  Val  Asp  Ser  Ser  Arg  Asp  Arg  Asn  Lys  Pro  Phe  Lys  Phe

[0034]         35                  40                  45

[0035] Met  Leu  Gly  Lys  Gln  Glu  Val  Ile  Arg  Gly  Trp  Glu  Glu  Gly  Val  Ala

[0036]     50                  55                  60

[0037] Gln  Met  Ser  Val  Gly  Gln  Gly  Ala  Lys  Leu  Thr  Ile  Ser  Pro  Asp  Tyr

[0038] 65                  70                  75                  80

[0039] Ala  Tyr  Gly  Ala  Thr  Gly  His  Pro  Gly  Ile  Ile  Pro  Pro  His  Ala  Thr

[0040]                 85                  90                  95
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[0041] Leu  Val  Phe  Asp  Val  Glu  Leu  Leu  Glu  Leu  Glu

[0042]             100                 105

[0043] <210>  3

[0044] <211>  477

[0045] <212>  DNA

[0046] <213>  人工序列(Artificial  Sequence)

[0047] <220>

[0048] <223>  合成

[0049] <400>  3

[0050] atgatcagtc  tgattgcggc  gttagcggta  gatcacgtta  tcggcatgga  aaccgtcatg  60

[0051] ccgtggaacc  tgcctgccga  tctcgcctgg  tttaaacgca  acaccttaaa  taaacccgtg  120

[0052] attatgggcc  gccatacctg  ggaatcaatc  ggtcgtccgt  tgccaggacg  caaaaatatt  180

[0053] atcctcagca  gtcaaccgag  tacggacgat  cgcgtaacgt  gggtgaagtc  ggtggatgaa  240

[0054] gccatcgcgg  cgtgtggtga  cgtaccagaa  atcatggtta  ttggcggcgg  tcgcgtttat  300

[0055] gaacagttct  tgccaaaagc  gcaaaaactg  tatctgacgc  atatcgacgc  agaagtggaa  360

[0056] ggcgacaccc  atttcccgga  ttacgagccg  gatgactggg  aatcggtatt  cagcgaattc  420

[0057] cacgatgctg  atgcgcagaa  ctctcacagc  tattgctttg  agattctgga  gcggcga  477

[0058] <210>  4

[0059] <211>  159

[0060] <212>  PRT

[0061] <213>  人工序列(Artificial  Sequence)

[0062] <220>

[0063] <223>  合成

[0064] <400>  4

[0065] Met  Ile  Ser  Leu  Ile  Ala  Ala  Leu  Ala  Val  Asp  His  Val  Ile  Gly  Met

[0066] 1               5                   10                  15

[0067] Glu  Thr  Val  Met  Pro  Trp  Asn  Leu  Pro  Ala  Asp  Leu  Ala  Trp  Phe  Lys

[0068]             20                  25                  30

[0069] Arg  Asn  Thr  Leu  Asn  Lys  Pro  Val  Ile  Met  Gly  Arg  His  Thr  Trp  Glu

[0070]         35                  40                  45

[0071] Ser  Ile  Gly  Arg  Pro  Leu  Pro  Gly  Arg  Lys  Asn  Ile  Ile  Leu  Ser  Ser

[0072]     50                  55                  60

[0073] Gln  Pro  Ser  Thr  Asp  Asp  Arg  Val  Thr  Trp  Val  Lys  Ser  Val  Asp  Glu

[0074] 65                  70                  75                  80

[0075] Ala  Ile  Ala  Ala  Cys  Gly  Asp  Val  Pro  Glu  Ile  Met  Val  Ile  Gly  Gly

[0076]                 85                  90                  95

[0077] Gly  Arg  Val  Tyr  Glu  Gln  Phe  Leu  Pro  Lys  Ala  Gln  Lys  Leu  Tyr  Leu

[0078]             100                 105                 110

[0079] Thr  His  Ile  Asp  Ala  Glu  Val  Glu  Gly  Asp  Thr  His  Phe  Pro  Asp  Tyr

[0080]         115                 120                 125

[0081] Glu  Pro  Asp  Asp  Trp  Glu  Ser  Val  Phe  Ser  Glu  Phe  His  Asp  Ala  Asp

[0082]     130                 135                 140
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[0083] Ala  Gln  Asn  Ser  His  Ser  Tyr  Cys  Phe  Glu  Ile  Leu  Glu  Arg  Arg

[0084] 145                 150                 155

[0085] <210>  5

[0086] <211>  477

[0087] <212>  DNA

[0088] <213>  人工序列(Artificial  Sequence)

[0089] <220>

[0090] <223>  合成

[0091] <400>  5

[0092] atgatcagtc  tgattgcggc  gttagcggta  gattacgtta  tcggcatgga  aaacgccatg  60

[0093] ccgtggaacc  tgcctgccga  tctcgcctgg  tttaaacgca  acaccttaaa  taaacccgtg  120

[0094] attatgggcc  gccatacctg  ggaatcaatc  ggtcgtccgt  tgccaggacg  caaaaatatt  180

[0095] atcctcagca  gtcaaccgag  tacggacgat  cgcgtaacgt  gggtgaagtc  ggtggatgaa  240

[0096] gccatcgcgg  cgtgtggtga  cgtaccagaa  atcatggtga  ttggcggcgg  tcgcgttatt  300

[0097] gaacagttct  tgccaaaagc  gcaaaaactg  tatctgacgc  atatcgacgc  agaagtggaa  360

[0098] ggcgacaccc  atttcccgga  ttacgagccg  gatgactggg  aatcggtatt  cagcgaattc  420

[0099] cacgatgctg  atgcgcagaa  ctctcacagc  tattgctttg  agattctgga  gcggcga  477

[0100] <210>  6

[0101] <211>  159

[0102] <212>  PRT

[0103] <213>  人工序列(Artificial  Sequence)

[0104] <220>

[0105] <223>  合成

[0106] <400>  6

[0107] Met  Ile  Ser  Leu  Ile  Ala  Ala  Leu  Ala  Val  Asp  Tyr  Val  Ile  Gly  Met

[0108] 1               5                   10                  15

[0109] Glu  Asn  Ala  Met  Pro  Trp  Asn  Leu  Pro  Ala  Asp  Leu  Ala  Trp  Phe  Lys

[0110]             20                  25                  30

[0111] Arg  Asn  Thr  Leu  Asn  Lys  Pro  Val  Ile  Met  Gly  Arg  His  Thr  Trp  Glu

[0112]         35                  40                  45

[0113] Ser  Ile  Gly  Arg  Pro  Leu  Pro  Gly  Arg  Lys  Asn  Ile  Ile  Leu  Ser  Ser

[0114]     50                  55                  60

[0115] Gln  Pro  Ser  Thr  Asp  Asp  Arg  Val  Thr  Trp  Val  Lys  Ser  Val  Asp  Glu

[0116] 65                  70                  75                  80

[0117] Ala  Ile  Ala  Ala  Cys  Gly  Asp  Val  Pro  Glu  Ile  Met  Val  Ile  Gly  Gly

[0118]                 85                  90                  95

[0119] Gly  Arg  Val  Ile  Glu  Gln  Phe  Leu  Pro  Lys  Ala  Gln  Lys  Leu  Tyr  Leu

[0120]             100                 105                 110

[0121] Thr  His  Ile  Asp  Ala  Glu  Val  Glu  Gly  Asp  Thr  His  Phe  Pro  Asp  Tyr

[0122]         115                 120                 125

[0123] Glu  Pro  Asp  Asp  Trp  Glu  Ser  Val  Phe  Ser  Glu  Phe  His  Asp  Ala  Asp

[0124]     130                 135                 140
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[0125] Ala  Gln  Asn  Ser  His  Ser  Tyr  Cys  Phe  Glu  Ile  Leu  Glu  Arg  Arg

[0126] 145                 150                 155

[0127] <210>  7

[0128] <211>  1806

[0129] <212>  DNA

[0130] <213>  人工序列(Artificial  Sequence)

[0131] <220>

[0132] <223>  合成

[0133] <400>  7

[0134] atgctgctgc  tcgtgacatc  tctgctgctg  tgcgagctgc  cccaccccgc  ctttctgctg  60

[0135] atccccgata  tcgacatcca  gatgacacag  actacatcct  ccctgtctgc  ctctctggga  120

[0136] gacagagtca  ccatcagttg  cagggcaagt  caggacatta  gtaaatattt  aaattggtat  180

[0137] cagcagaaac  cagatggaac  tgttaaactc  ctgatctacc  atacatcaag  attacactca  240

[0138] ggagtcccat  caaggttcag  tggcagtggg  tctggaacag  attattctct  caccattagc  300

[0139] aacctggagc  aagaagatat  tgccacttac  ttttgccaac  agggtaatac  gcttccgtac  360

[0140] acgttcggag  gggggactaa  gttggaaata  acaggctcca  cctctggatc  cggcaagccc  420

[0141] ggatctggcg  agggatccac  caagggcgag  gtgaaactgc  aggagtcagg  acctggcctg  480

[0142] gtggcgccct  cacagagcct  gtccgtcaca  tgtactgtct  caggggtctc  attacccgac  540

[0143] tatggtgtaa  gctggattcg  ccagcctcca  cgaaagggtc  tggagtggct  gggagtaata  600

[0144] tggggtagtg  aaaccacata  ctataattca  gctctcaaat  ccagactgac  catcatcaag  660

[0145] gacaactcca  agagccaagt  tttcttaaaa  atgaacagtc  tgcaaactga  tgacacagcc  720

[0146] atttactact  gtgccaaaca  ttattactac  ggtggtagct  atgctatgga  ctactggggt  780

[0147] caaggaacct  cagtcaccgt  ctcctcagct  agcttcgaaa  ttgaagttat  gtatcctcct  840

[0148] ccttacctag  acaatgagaa  gagcaatgga  accattatcc  atgtgaaagg  gaaacacctt  900

[0149] tgtccaagtc  ccctatttcc  cggaccttct  aagccctttt  gggtgctggt  ggtggttggg  960

[0150] ggagtcctgg  cttgctatag  cttgctagta  acagtggcct  ttattatttt  ctgggtgagg  1020

[0151] agtaagagga  gcaggctcct  gcacagtgac  tacatgaaca  tgactccccg  ccgccccggg  1080

[0152] cccacccgca  agcattacca  gccctatgcc  ccaccacgcg  acttcgcagc  ctatcgctcc  1140

[0153] catatgagag  tgaagttcag  caggagcgca  gacgcccccg  cgtacaagca  gggccagaac  1200

[0154] cagctctata  acgagctcaa  tctaggacga  agagaggagt  acgatgtttt  ggacaagaga  1260

[0155] cgtggccggg  accctgagat  ggggggaaag  ccgagaagga  agaaccctca  ggaaggcctg  1320

[0156] tacaatgaac  tgcagaaaga  taagatggcg  gaggcctaca  gtgagattgg  gatgaaaggc  1380

[0157] gagcgccgga  ggggcaaggg  gcacgatggc  ctttaccagg  gtctcagtac  agccaccaag  1440

[0158] gacacctacg  acgcccttca  catgcaggcc  ctgccccctc  gcggagtgca  ggtggaaacc  1500

[0159] atctccccag  gagacgggcg  caccttcccc  aagcgcggcc  agacctgcgt  ggtgcactac  1560

[0160] accgggatgc  ttggagatgg  aaagaaagtt  gactcctccc  gggacagaaa  caagcccttt  1620

[0161] aagtttatgc  taggcaagca  ggaggtgatc  cgaggctggg  aagaaggggt  tgcccagatg  1680

[0162] agtgtgggtc  agggagccaa  actgactata  tctccagatt  atgcctatgg  tgccactggg  1740

[0163] cacccaggca  tcatcccacc  acatgccact  ctcgtcttcg  atgtggagct  tctagaactg  1800

[0164] gaatga  1806

[0165] <210>  8

[0166] <211>  601
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[0167] <212>  PRT

[0168] <213>  人工序列(Artificial  Sequence)

[0169] <220>

[0170] <223>  合成

[0171] <400>  8

[0172] Met  Leu  Leu  Leu  Val  Thr  Ser  Leu  Leu  Leu  Cys  Glu  Leu  Pro  His  Pro

[0173] 1               5                   10                  15

[0174] Ala  Phe  Leu  Leu  Ile  Pro  Asp  Ile  Asp  Ile  Gln  Met  Thr  Gln  Thr  Thr

[0175]             20                  25                  30

[0176] Ser  Ser  Leu  Ser  Ala  Ser  Leu  Gly  Asp  Arg  Val  Thr  Ile  Ser  Cys  Arg

[0177]         35                  40                  45

[0178] Ala  Ser  Gln  Asp  Ile  Ser  Lys  Tyr  Leu  Asn  Trp  Tyr  Gln  Gln  Lys  Pro

[0179]     50                  55                  60

[0180] Asp  Gly  Thr  Val  Lys  Leu  Leu  Ile  Tyr  His  Thr  Ser  Arg  Leu  His  Ser

[0181] 65                  70                  75                  80

[0182] Gly  Val  Pro  Ser  Arg  Phe  Ser  Gly  Ser  Gly  Ser  Gly  Thr  Asp  Tyr  Ser

[0183]                 85                  90                  95

[0184] Leu  Thr  Ile  Ser  Asn  Leu  Glu  Gln  Glu  Asp  Ile  Ala  Thr  Tyr  Phe  Cys

[0185]             100                 105                 110

[0186] Gln  Gln  Gly  Asn  Thr  Leu  Pro  Tyr  Thr  Phe  Gly  Gly  Gly  Thr  Lys  Leu

[0187]         115                 120                 125

[0188] Glu  Ile  Thr  Gly  Ser  Thr  Ser  Gly  Ser  Gly  Lys  Pro  Gly  Ser  Gly  Glu

[0189]     130                 135                 140

[0190] Gly  Ser  Thr  Lys  Gly  Glu  Val  Lys  Leu  Gln  Glu  Ser  Gly  Pro  Gly  Leu

[0191] 145                 150                 155                 160

[0192] Val  Ala  Pro  Ser  Gln  Ser  Leu  Ser  Val  Thr  Cys  Thr  Val  Ser  Gly  Val

[0193]                 165                 170                 175

[0194] Ser  Leu  Pro  Asp  Tyr  Gly  Val  Ser  Trp  Ile  Arg  Gln  Pro  Pro  Arg  Lys

[0195]             180                 185                 190

[0196] Gly  Leu  Glu  Trp  Leu  Gly  Val  Ile  Trp  Gly  Ser  Glu  Thr  Thr  Tyr  Tyr

[0197]         195                 200                 205

[0198] Asn  Ser  Ala  Leu  Lys  Ser  Arg  Leu  Thr  Ile  Ile  Lys  Asp  Asn  Ser  Lys

[0199]     210                 215                 220

[0200] Ser  Gln  Val  Phe  Leu  Lys  Met  Asn  Ser  Leu  Gln  Thr  Asp  Asp  Thr  Ala

[0201] 225                 230                 235                 240

[0202] Ile  Tyr  Tyr  Cys  Ala  Lys  His  Tyr  Tyr  Tyr  Gly  Gly  Ser  Tyr  Ala  Met

[0203]                 245                 250                 255

[0204] Asp  Tyr  Trp  Gly  Gln  Gly  Thr  Ser  Val  Thr  Val  Ser  Ser  Ala  Ser  Phe

[0205]             260                 265                 270

[0206] Glu  Ile  Glu  Val  Met  Tyr  Pro  Pro  Pro  Tyr  Leu  Asp  Asn  Glu  Lys  Ser

[0207]         275                 280                 285

[0208] Asn  Gly  Thr  Ile  Ile  His  Val  Lys  Gly  Lys  His  Leu  Cys  Pro  Ser  Pro
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[0209]     290                 295                 300

[0210] Leu  Phe  Pro  Gly  Pro  Ser  Lys  Pro  Phe  Trp  Val  Leu  Val  Val  Val  Gly

[0211] 305                 310                 315                 320

[0212] Gly  Val  Leu  Ala  Cys  Tyr  Ser  Leu  Leu  Val  Thr  Val  Ala  Phe  Ile  Ile

[0213]                 325                 330                 335

[0214] Phe  Trp  Val  Arg  Ser  Lys  Arg  Ser  Arg  Leu  Leu  His  Ser  Asp  Tyr  Met

[0215]             340                 345                 350

[0216] Asn  Met  Thr  Pro  Arg  Arg  Pro  Gly  Pro  Thr  Arg  Lys  His  Tyr  Gln  Pro

[0217]         355                 360                 365

[0218] Tyr  Ala  Pro  Pro  Arg  Asp  Phe  Ala  Ala  Tyr  Arg  Ser  His  Met  Arg  Val

[0219]     370                 375                 380

[0220] Lys  Phe  Ser  Arg  Ser  Ala  Asp  Ala  Pro  Ala  Tyr  Lys  Gln  Gly  Gln  Asn

[0221] 385                 390                 395                 400

[0222] Gln  Leu  Tyr  Asn  Glu  Leu  Asn  Leu  Gly  Arg  Arg  Glu  Glu  Tyr  Asp  Val

[0223]                 405                 410                 415

[0224] Leu  Asp  Lys  Arg  Arg  Gly  Arg  Asp  Pro  Glu  Met  Gly  Gly  Lys  Pro  Arg

[0225]             420                 425                 430

[0226] Arg  Lys  Asn  Pro  Gln  Glu  Gly  Leu  Tyr  Asn  Glu  Leu  Gln  Lys  Asp  Lys

[0227]         435                 440                 445

[0228] Met  Ala  Glu  Ala  Tyr  Ser  Glu  Ile  Gly  Met  Lys  Gly  Glu  Arg  Arg  Arg

[0229]     450                 455                 460

[0230] Gly  Lys  Gly  His  Asp  Gly  Leu  Tyr  Gln  Gly  Leu  Ser  Thr  Ala  Thr  Lys

[0231] 465                 470                 475                 480

[0232] Asp  Thr  Tyr  Asp  Ala  Leu  His  Met  Gln  Ala  Leu  Pro  Pro  Arg  Gly  Val

[0233]                 485                 490                 495

[0234] Gln  Val  Glu  Thr  Ile  Ser  Pro  Gly  Asp  Gly  Arg  Thr  Phe  Pro  Lys  Arg

[0235]             500                 505                 510

[0236] Gly  Gln  Thr  Cys  Val  Val  His  Tyr  Thr  Gly  Met  Leu  Gly  Asp  Gly  Lys

[0237]         515                 520                 525

[0238] Lys  Val  Asp  Ser  Ser  Arg  Asp  Arg  Asn  Lys  Pro  Phe  Lys  Phe  Met  Leu

[0239]     530                 535                 540

[0240] Gly  Lys  Gln  Glu  Val  Ile  Arg  Gly  Trp  Glu  Glu  Gly  Val  Ala  Gln  Met

[0241] 545                 550                 555                 560

[0242] Ser  Val  Gly  Gln  Gly  Ala  Lys  Leu  Thr  Ile  Ser  Pro  Asp  Tyr  Ala  Tyr

[0243]                 565                 570                 575

[0244] Gly  Ala  Thr  Gly  His  Pro  Gly  Ile  Ile  Pro  Pro  His  Ala  Thr  Leu  Val

[0245]             580                 585                 590

[0246] Phe  Asp  Val  Glu  Leu  Leu  Glu  Leu  Glu

[0247]         595                 600

[0248] <210>  9

[0249] <211>  66

[0250] <212>  DNA
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[0251] <213>  人工序列(Artificial  Sequence)

[0252] <220>

[0253] <223>  合成

[0254] <400>  9

[0255] atgctgctgc  tcgtgacatc  tctgctgctg  tgcgagctgc  cccaccccgc  ctttctgctg  60

[0256] atcccc  66

[0257] <210>  10

[0258] <211>  22

[0259] <212>  PRT

[0260] <213>  人工序列(Artificial  Sequence)

[0261] <220>

[0262] <223>  合成

[0263] <400>  10

[0264] Met  Leu  Leu  Leu  Val  Thr  Ser  Leu  Leu  Leu  Cys  Glu  Leu  Pro  His  Pro

[0265] 1               5                   10                  15

[0266] Ala  Phe  Leu  Leu  Ile  Pro

[0267]             20

[0268] <210>  11

[0269] <211>  735

[0270] <212>  DNA

[0271] <213>  人工序列(Artificial  Sequence)

[0272] <220>

[0273] <223>  合成

[0274] <400>  11

[0275] gacatccaga  tgacacagac  tacatcctcc  ctgtctgcct  ctctgggaga  cagagtcacc  60

[0276] atcagttgca  gggcaagtca  ggacattagt  aaatatttaa  attggtatca  gcagaaacca  120

[0277] gatggaactg  ttaaactcct  gatctaccat  acatcaagat  tacactcagg  agtcccatca  180

[0278] aggttcagtg  gcagtgggtc  tggaacagat  tattctctca  ccattagcaa  cctggagcaa  240

[0279] gaagatattg  ccacttactt  ttgccaacag  ggtaatacgc  ttccgtacac  gttcggaggg  300

[0280] gggactaagt  tggaaataac  aggctccacc  tctggatccg  gcaagcccgg  atctggcgag  360

[0281] ggatccacca  agggcgaggt  gaaactgcag  gagtcaggac  ctggcctggt  ggcgccctca  420

[0282] cagagcctgt  ccgtcacatg  tactgtctca  ggggtctcat  tacccgacta  tggtgtaagc  480

[0283] tggattcgcc  agcctccacg  aaagggtctg  gagtggctgg  gagtaatatg  gggtagtgaa  540

[0284] accacatact  ataattcagc  tctcaaatcc  agactgacca  tcatcaagga  caactccaag  600

[0285] agccaagttt  tcttaaaaat  gaacagtctg  caaactgatg  acacagccat  ttactactgt  660

[0286] gccaaacatt  attactacgg  tggtagctat  gctatggact  actggggtca  aggaacctca  720

[0287] gtcaccgtct  cctca  735

[0288] <210>  12

[0289] <211>  245

[0290] <212>  PRT

[0291] <213>  人工序列(Artificial  Sequence)

[0292] <220>
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[0293] <223>  合成

[0294] <400>  12

[0295] Asp  Ile  Gln  Met  Thr  Gln  Thr  Thr  Ser  Ser  Leu  Ser  Ala  Ser  Leu  Gly

[0296] 1               5                   10                  15

[0297] Asp  Arg  Val  Thr  Ile  Ser  Cys  Arg  Ala  Ser  Gln  Asp  Ile  Ser  Lys  Tyr

[0298]             20                  25                  30

[0299] Leu  Asn  Trp  Tyr  Gln  Gln  Lys  Pro  Asp  Gly  Thr  Val  Lys  Leu  Leu  Ile

[0300]         35                  40                  45

[0301] Tyr  His  Thr  Ser  Arg  Leu  His  Ser  Gly  Val  Pro  Ser  Arg  Phe  Ser  Gly

[0302]     50                  55                  60

[0303] Ser  Gly  Ser  Gly  Thr  Asp  Tyr  Ser  Leu  Thr  Ile  Ser  Asn  Leu  Glu  Gln

[0304] 65                  70                  75                  80

[0305] Glu  Asp  Ile  Ala  Thr  Tyr  Phe  Cys  Gln  Gln  Gly  Asn  Thr  Leu  Pro  Tyr

[0306]                 85                  90                  95

[0307] Thr  Phe  Gly  Gly  Gly  Thr  Lys  Leu  Glu  Ile  Thr  Gly  Ser  Thr  Ser  Gly

[0308]             100                 105                 110

[0309] Ser  Gly  Lys  Pro  Gly  Ser  Gly  Glu  Gly  Ser  Thr  Lys  Gly  Glu  Val  Lys

[0310]         115                 120                 125

[0311] Leu  Gln  Glu  Ser  Gly  Pro  Gly  Leu  Val  Ala  Pro  Ser  Gln  Ser  Leu  Ser

[0312]     130                 135                 140

[0313] Val  Thr  Cys  Thr  Val  Ser  Gly  Val  Ser  Leu  Pro  Asp  Tyr  Gly  Val  Ser

[0314] 145                 150                 155                 160

[0315] Trp  Ile  Arg  Gln  Pro  Pro  Arg  Lys  Gly  Leu  Glu  Trp  Leu  Gly  Val  Ile

[0316]                 165                 170                 175

[0317] Trp  Gly  Ser  Glu  Thr  Thr  Tyr  Tyr  Asn  Ser  Ala  Leu  Lys  Ser  Arg  Leu

[0318]             180                 185                 190

[0319] Thr  Ile  Ile  Lys  Asp  Asn  Ser  Lys  Ser  Gln  Val  Phe  Leu  Lys  Met  Asn

[0320]         195                 200                 205

[0321] Ser  Leu  Gln  Thr  Asp  Asp  Thr  Ala  Ile  Tyr  Tyr  Cys  Ala  Lys  His  Tyr

[0322]     210                 215                 220

[0323] Tyr  Tyr  Gly  Gly  Ser  Tyr  Ala  Met  Asp  Tyr  Trp  Gly  Gln  Gly  Thr  Ser

[0324] 225                 230                 235                 240

[0325] Val  Thr  Val  Ser  Ser

[0326]                 245

[0327] <210>  13

[0328] <211>  117

[0329] <212>  DNA

[0330] <213>  人工序列(Artificial  Sequence)

[0331] <220>

[0332] <223>  合成

[0333] <400>  13

[0334] attgaagtta  tgtatcctcc  tccttaccta  gacaatgaga  agagcaatgg  aaccattatc  60
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[0335] catgtgaaag  ggaaacacct  ttgtccaagt  cccctatttc  ccggaccttc  taagccc  117

[0336] <210>  14

[0337] <211>  39

[0338] <212>  PRT

[0339] <213>  人工序列(Artificial  Sequence)

[0340] <220>

[0341] <223>  合成

[0342] <400>  14

[0343] Ile  Glu  Val  Met  Tyr  Pro  Pro  Pro  Tyr  Leu  Asp  Asn  Glu  Lys  Ser  Asn

[0344] 1               5                   10                  15

[0345] Gly  Thr  Ile  Ile  His  Val  Lys  Gly  Lys  His  Leu  Cys  Pro  Ser  Pro  Leu

[0346]             20                  25                  30

[0347] Phe  Pro  Gly  Pro  Ser  Lys  Pro

[0348]         35

[0349] <210>  15

[0350] <211>  81

[0351] <212>  DNA

[0352] <213>  人工序列(Artificial  Sequence)

[0353] <220>

[0354] <223>  合成

[0355] <400>  15

[0356] ttttgggtgc  tggtggtggt  tgggggagtc  ctggcttgct  atagcttgct  agtaacagtg  60

[0357] gcctttatta  ttttctgggt  g  81

[0358] <210>  16

[0359] <211>  27

[0360] <212>  PRT

[0361] <213>  人工序列(Artificial  Sequence)

[0362] <220>

[0363] <223>  合成

[0364] <400>  16

[0365] Phe  Trp  Val  Leu  Val  Val  Val  Gly  Gly  Val  Leu  Ala  Cys  Tyr  Ser  Leu

[0366] 1               5                   10                  15

[0367] Leu  Val  Thr  Val  Ala  Phe  Ile  Ile  Phe  Trp  Val

[0368]             20                  25

[0369] <210>  17

[0370] <211>  123

[0371] <212>  DNA

[0372] <213>  人工序列(Artificial  Sequence)

[0373] <220>

[0374] <223>  合成

[0375] <400>  17

[0376] aggagtaaga  ggagcaggct  cctgcacagt  gactacatga  acatgactcc  ccgccgcccc  60
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[0377] gggcccaccc  gcaagcatta  ccagccctat  gccccaccac  gcgacttcgc  agcctatcgc  120

[0378] tcc  123

[0379] <210>  18

[0380] <211>  41

[0381] <212>  PRT

[0382] <213>  人工序列(Artificial  Sequence)

[0383] <220>

[0384] <223>  合成

[0385] <400>  18

[0386] Arg  Ser  Lys  Arg  Ser  Arg  Leu  Leu  His  Ser  Asp  Tyr  Met  Asn  Met  Thr

[0387] 1               5                   10                  15

[0388] Pro  Arg  Arg  Pro  Gly  Pro  Thr  Arg  Lys  His  Tyr  Gln  Pro  Tyr  Ala  Pro

[0389]             20                  25                  30

[0390] Pro  Arg  Asp  Phe  Ala  Ala  Tyr  Arg  Ser

[0391]         35                  40

[0392] <210>  19

[0393] <211>  336

[0394] <212>  DNA

[0395] <213>  人工序列(Artificial  Sequence)

[0396] <220>

[0397] <223>  合成

[0398] <400>  19

[0399] agagtgaagt  tcagcaggag  cgcagacgcc  cccgcgtaca  agcagggcca  gaaccagctc  60

[0400] tataacgagc  tcaatctagg  acgaagagag  gagtacgatg  ttttggacaa  gagacgtggc  120

[0401] cgggaccctg  agatgggggg  aaagccgaga  aggaagaacc  ctcaggaagg  cctgtacaat  180

[0402] gaactgcaga  aagataagat  ggcggaggcc  tacagtgaga  ttgggatgaa  aggcgagcgc  240

[0403] cggaggggca  aggggcacga  tggcctttac  cagggtctca  gtacagccac  caaggacacc  300

[0404] tacgacgccc  ttcacatgca  ggccctgccc  cctcgc  336

[0405] <210>  20

[0406] <211>  112

[0407] <212>  PRT

[0408] <213>  人工序列(Artificial  Sequence)

[0409] <220>

[0410] <223>  合成

[0411] <400>  20

[0412] Arg  Val  Lys  Phe  Ser  Arg  Ser  Ala  Asp  Ala  Pro  Ala  Tyr  Lys  Gln  Gly

[0413] 1               5                   10                  15

[0414] Gln  Asn  Gln  Leu  Tyr  Asn  Glu  Leu  Asn  Leu  Gly  Arg  Arg  Glu  Glu  Tyr

[0415]             20                  25                  30

[0416] Asp  Val  Leu  Asp  Lys  Arg  Arg  Gly  Arg  Asp  Pro  Glu  Met  Gly  Gly  Lys

[0417]         35                  40                  45

[0418] Pro  Arg  Arg  Lys  Asn  Pro  Gln  Glu  Gly  Leu  Tyr  Asn  Glu  Leu  Gln  Lys
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[0419]     50                  55                  60

[0420] Asp  Lys  Met  Ala  Glu  Ala  Tyr  Ser  Glu  Ile  Gly  Met  Lys  Gly  Glu  Arg

[0421] 65                  70                  75                  80

[0422] Arg  Arg  Gly  Lys  Gly  His  Asp  Gly  Leu  Tyr  Gln  Gly  Leu  Ser  Thr  Ala

[0423]                 85                  90                  95

[0424] Thr  Lys  Asp  Thr  Tyr  Asp  Ala  Leu  His  Met  Gln  Ala  Leu  Pro  Pro  Arg

[0425]             100                 105                 110

[0426] <210>  21

[0427] <211>  321

[0428] <212>  DNA

[0429] <213>  人工序列(Artificial  Sequence)

[0430] <220>

[0431] <223>  合成

[0432] <400>  21

[0433] ggagtgcagg  tggaaaccat  ctccccagga  gacgggcgca  ccttccccaa  gcgcggccag  60

[0434] acctgcgtgg  tgcactacac  cgggatgctt  ggagatggaa  agaaagttga  ctcctcccgg  120

[0435] gacagaaaca  agccctttaa  gtttatgcta  ggcaagcagg  aggtgatccg  aggctgggaa  180

[0436] gaaggggttg  cccagatgag  tgtgggtcag  ggagccaaac  tgactatatc  tccagattat  240

[0437] gcctatggtg  ccactgggca  cccaggcatc  atcccaccac  atgccactct  cgtcttcgat  300

[0438] gtggagcttc  tagaactgga  a  321

[0439] <210>  22

[0440] <211>  107

[0441] <212>  PRT

[0442] <213>  人工序列(Artificial  Sequence)

[0443] <220>

[0444] <223>  合成

[0445] <400>  22

[0446] Gly  Val  Gln  Val  Glu  Thr  Ile  Ser  Pro  Gly  Asp  Gly  Arg  Thr  Phe  Pro

[0447] 1               5                   10                  15

[0448] Lys  Arg  Gly  Gln  Thr  Cys  Val  Val  His  Tyr  Thr  Gly  Met  Leu  Gly  Asp

[0449]             20                  25                  30

[0450] Gly  Lys  Lys  Val  Asp  Ser  Ser  Arg  Asp  Arg  Asn  Lys  Pro  Phe  Lys  Phe

[0451]         35                  40                  45

[0452] Met  Leu  Gly  Lys  Gln  Glu  Val  Ile  Arg  Gly  Trp  Glu  Glu  Gly  Val  Ala

[0453]     50                  55                  60

[0454] Gln  Met  Ser  Val  Gly  Gln  Gly  Ala  Lys  Leu  Thr  Ile  Ser  Pro  Asp  Tyr

[0455] 65                  70                  75                  80

[0456] Ala  Tyr  Gly  Ala  Thr  Gly  His  Pro  Gly  Ile  Ile  Pro  Pro  His  Ala  Thr

[0457]                 85                  90                  95

[0458] Leu  Val  Phe  Asp  Val  Glu  Leu  Leu  Glu  Leu  Glu

[0459]             100                 105

[0460] <210>  23

序　列　表 11/73 页

57

CN 110603044 B

57



[0461] <211>  1959

[0462] <212>  DNA

[0463] <213>  人工序列(Artificial  Sequence)

[0464] <220>

[0465] <223>  合成

[0466] <400>  23

[0467] atgctgctgc  tcgtgacatc  tctgctgctg  tgcgagctgc  cccaccccgc  ctttctgctg  60

[0468] atccccgata  tcgacatcca  gatgacacag  actacatcct  ccctgtctgc  ctctctggga  120

[0469] gacagagtca  ccatcagttg  cagggcaagt  caggacatta  gtaaatattt  aaattggtat  180

[0470] cagcagaaac  cagatggaac  tgttaaactc  ctgatctacc  atacatcaag  attacactca  240

[0471] ggagtcccat  caaggttcag  tggcagtggg  tctggaacag  attattctct  caccattagc  300

[0472] aacctggagc  aagaagatat  tgccacttac  ttttgccaac  agggtaatac  gcttccgtac  360

[0473] acgttcggag  gggggactaa  gttggaaata  acaggctcca  cctctggatc  cggcaagccc  420

[0474] ggatctggcg  agggatccac  caagggcgag  gtgaaactgc  aggagtcagg  acctggcctg  480

[0475] gtggcgccct  cacagagcct  gtccgtcaca  tgtactgtct  caggggtctc  attacccgac  540

[0476] tatggtgtaa  gctggattcg  ccagcctcca  cgaaagggtc  tggagtggct  gggagtaata  600

[0477] tggggtagtg  aaaccacata  ctataattca  gctctcaaat  ccagactgac  catcatcaag  660

[0478] gacaactcca  agagccaagt  tttcttaaaa  atgaacagtc  tgcaaactga  tgacacagcc  720

[0479] atttactact  gtgccaaaca  ttattactac  ggtggtagct  atgctatgga  ctactggggt  780

[0480] caaggaacct  cagtcaccgt  ctcctcagct  agcttcgaaa  ttgaagttat  gtatcctcct  840

[0481] ccttacctag  acaatgagaa  gagcaatgga  accattatcc  atgtgaaagg  gaaacacctt  900

[0482] tgtccaagtc  ccctatttcc  cggaccttct  aagccctttt  gggtgctggt  ggtggttggg  960

[0483] ggagtcctgg  cttgctatag  cttgctagta  acagtggcct  ttattatttt  ctgggtgagg  1020

[0484] agtaagagga  gcaggctcct  gcacagtgac  tacatgaaca  tgactccccg  ccgccccggg  1080

[0485] cccacccgca  agcattacca  gccctatgcc  ccaccacgcg  acttcgcagc  ctatcgctcc  1140

[0486] catatgagag  tgaagttcag  caggagcgca  gacgcccccg  cgtacaagca  gggccagaac  1200

[0487] cagctctata  acgagctcaa  tctaggacga  agagaggagt  acgatgtttt  ggacaagaga  1260

[0488] cgtggccggg  accctgagat  ggggggaaag  ccgagaagga  agaaccctca  ggaaggcctg  1320

[0489] tacaatgaac  tgcagaaaga  taagatggcg  gaggcctaca  gtgagattgg  gatgaaaggc  1380

[0490] gagcgccgga  ggggcaaggg  gcacgatggc  ctttaccagg  gtctcagtac  agccaccaag  1440

[0491] gacacctacg  acgcccttca  catgcaggcc  ctgccccctc  gcatcagtct  gattgcggcg  1500

[0492] ttagcggtag  attacgttat  cggcatggaa  aacgccatgc  cgtggaacct  gcctgccgat  1560

[0493] ctcgcctggt  ttaaacgcaa  caccttaaat  aaacccgtga  ttatgggccg  ccatacctgg  1620

[0494] gaatcaatcg  gtcgtccgtt  gccaggacgc  aaaaatatta  tcctcagcag  tcaaccgagt  1680

[0495] acggacgatc  gcgtaacgtg  ggtgaagtcg  gtggatgaag  ccatcgcggc  gtgtggtgac  1740

[0496] gtaccagaaa  tcatggtgat  tggcggcggt  cgcgttattg  aacagttctt  gccaaaagcg  1800

[0497] caaaaactgt  atctgacgca  tatcgacgca  gaagtggaag  gcgacaccca  tttcccggat  1860

[0498] tacgagccgg  atgactggga  atcggtattc  agcgaattcc  acgatgctga  tgcgcagaac  1920

[0499] tctcacagct  attgctttga  gattctggag  cggcgatga  1959

[0500] <210>  24

[0501] <211>  652

[0502] <212>  PRT
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[0503] <213>  人工序列(Artificial  Sequence)

[0504] <220>

[0505] <223>  合成

[0506] <400>  24

[0507] Met  Leu  Leu  Leu  Val  Thr  Ser  Leu  Leu  Leu  Cys  Glu  Leu  Pro  His  Pro

[0508] 1               5                   10                  15

[0509] Ala  Phe  Leu  Leu  Ile  Pro  Asp  Ile  Asp  Ile  Gln  Met  Thr  Gln  Thr  Thr

[0510]             20                  25                  30

[0511] Ser  Ser  Leu  Ser  Ala  Ser  Leu  Gly  Asp  Arg  Val  Thr  Ile  Ser  Cys  Arg

[0512]         35                  40                  45

[0513] Ala  Ser  Gln  Asp  Ile  Ser  Lys  Tyr  Leu  Asn  Trp  Tyr  Gln  Gln  Lys  Pro

[0514]     50                  55                  60

[0515] Asp  Gly  Thr  Val  Lys  Leu  Leu  Ile  Tyr  His  Thr  Ser  Arg  Leu  His  Ser

[0516] 65                  70                  75                  80

[0517] Gly  Val  Pro  Ser  Arg  Phe  Ser  Gly  Ser  Gly  Ser  Gly  Thr  Asp  Tyr  Ser

[0518]                 85                  90                  95

[0519] Leu  Thr  Ile  Ser  Asn  Leu  Glu  Gln  Glu  Asp  Ile  Ala  Thr  Tyr  Phe  Cys

[0520]             100                 105                 110

[0521] Gln  Gln  Gly  Asn  Thr  Leu  Pro  Tyr  Thr  Phe  Gly  Gly  Gly  Thr  Lys  Leu

[0522]         115                 120                 125

[0523] Glu  Ile  Thr  Gly  Ser  Thr  Ser  Gly  Ser  Gly  Lys  Pro  Gly  Ser  Gly  Glu

[0524]     130                 135                 140

[0525] Gly  Ser  Thr  Lys  Gly  Glu  Val  Lys  Leu  Gln  Glu  Ser  Gly  Pro  Gly  Leu

[0526] 145                 150                 155                 160

[0527] Val  Ala  Pro  Ser  Gln  Ser  Leu  Ser  Val  Thr  Cys  Thr  Val  Ser  Gly  Val

[0528]                 165                 170                 175

[0529] Ser  Leu  Pro  Asp  Tyr  Gly  Val  Ser  Trp  Ile  Arg  Gln  Pro  Pro  Arg  Lys

[0530]             180                 185                 190

[0531] Gly  Leu  Glu  Trp  Leu  Gly  Val  Ile  Trp  Gly  Ser  Glu  Thr  Thr  Tyr  Tyr

[0532]         195                 200                 205

[0533] Asn  Ser  Ala  Leu  Lys  Ser  Arg  Leu  Thr  Ile  Ile  Lys  Asp  Asn  Ser  Lys

[0534]     210                 215                 220

[0535] Ser  Gln  Val  Phe  Leu  Lys  Met  Asn  Ser  Leu  Gln  Thr  Asp  Asp  Thr  Ala

[0536] 225                 230                 235                 240

[0537] Ile  Tyr  Tyr  Cys  Ala  Lys  His  Tyr  Tyr  Tyr  Gly  Gly  Ser  Tyr  Ala  Met

[0538]                 245                 250                 255

[0539] Asp  Tyr  Trp  Gly  Gln  Gly  Thr  Ser  Val  Thr  Val  Ser  Ser  Ala  Ser  Phe

[0540]             260                 265                 270

[0541] Glu  Ile  Glu  Val  Met  Tyr  Pro  Pro  Pro  Tyr  Leu  Asp  Asn  Glu  Lys  Ser

[0542]         275                 280                 285

[0543] Asn  Gly  Thr  Ile  Ile  His  Val  Lys  Gly  Lys  His  Leu  Cys  Pro  Ser  Pro

[0544]     290                 295                 300

序　列　表 13/73 页

59

CN 110603044 B

59



[0545] Leu  Phe  Pro  Gly  Pro  Ser  Lys  Pro  Phe  Trp  Val  Leu  Val  Val  Val  Gly

[0546] 305                 310                 315                 320

[0547] Gly  Val  Leu  Ala  Cys  Tyr  Ser  Leu  Leu  Val  Thr  Val  Ala  Phe  Ile  Ile

[0548]                 325                 330                 335

[0549] Phe  Trp  Val  Arg  Ser  Lys  Arg  Ser  Arg  Leu  Leu  His  Ser  Asp  Tyr  Met

[0550]             340                 345                 350

[0551] Asn  Met  Thr  Pro  Arg  Arg  Pro  Gly  Pro  Thr  Arg  Lys  His  Tyr  Gln  Pro

[0552]         355                 360                 365

[0553] Tyr  Ala  Pro  Pro  Arg  Asp  Phe  Ala  Ala  Tyr  Arg  Ser  His  Met  Arg  Val

[0554]     370                 375                 380

[0555] Lys  Phe  Ser  Arg  Ser  Ala  Asp  Ala  Pro  Ala  Tyr  Lys  Gln  Gly  Gln  Asn

[0556] 385                 390                 395                 400

[0557] Gln  Leu  Tyr  Asn  Glu  Leu  Asn  Leu  Gly  Arg  Arg  Glu  Glu  Tyr  Asp  Val

[0558]                 405                 410                 415

[0559] Leu  Asp  Lys  Arg  Arg  Gly  Arg  Asp  Pro  Glu  Met  Gly  Gly  Lys  Pro  Arg

[0560]             420                 425                 430

[0561] Arg  Lys  Asn  Pro  Gln  Glu  Gly  Leu  Tyr  Asn  Glu  Leu  Gln  Lys  Asp  Lys

[0562]         435                 440                 445

[0563] Met  Ala  Glu  Ala  Tyr  Ser  Glu  Ile  Gly  Met  Lys  Gly  Glu  Arg  Arg  Arg

[0564]     450                 455                 460

[0565] Gly  Lys  Gly  His  Asp  Gly  Leu  Tyr  Gln  Gly  Leu  Ser  Thr  Ala  Thr  Lys

[0566] 465                 470                 475                 480

[0567] Asp  Thr  Tyr  Asp  Ala  Leu  His  Met  Gln  Ala  Leu  Pro  Pro  Arg  Ile  Ser

[0568]                 485                 490                 495

[0569] Leu  Ile  Ala  Ala  Leu  Ala  Val  Asp  Tyr  Val  Ile  Gly  Met  Glu  Asn  Ala

[0570]             500                 505                 510

[0571] Met  Pro  Trp  Asn  Leu  Pro  Ala  Asp  Leu  Ala  Trp  Phe  Lys  Arg  Asn  Thr

[0572]         515                 520                 525

[0573] Leu  Asn  Lys  Pro  Val  Ile  Met  Gly  Arg  His  Thr  Trp  Glu  Ser  Ile  Gly

[0574]     530                 535                 540

[0575] Arg  Pro  Leu  Pro  Gly  Arg  Lys  Asn  Ile  Ile  Leu  Ser  Ser  Gln  Pro  Ser

[0576] 545                 550                 555                 560

[0577] Thr  Asp  Asp  Arg  Val  Thr  Trp  Val  Lys  Ser  Val  Asp  Glu  Ala  Ile  Ala

[0578]                 565                 570                 575

[0579] Ala  Cys  Gly  Asp  Val  Pro  Glu  Ile  Met  Val  Ile  Gly  Gly  Gly  Arg  Val

[0580]             580                 585                 590

[0581] Ile  Glu  Gln  Phe  Leu  Pro  Lys  Ala  Gln  Lys  Leu  Tyr  Leu  Thr  His  Ile

[0582]         595                 600                 605

[0583] Asp  Ala  Glu  Val  Glu  Gly  Asp  Thr  His  Phe  Pro  Asp  Tyr  Glu  Pro  Asp

[0584]     610                 615                 620

[0585] Asp  Trp  Glu  Ser  Val  Phe  Ser  Glu  Phe  His  Asp  Ala  Asp  Ala  Gln  Asn

[0586] 625                 630                 635                 640
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[0587] Ser  His  Ser  Tyr  Cys  Phe  Glu  Ile  Leu  Glu  Arg  Arg

[0588]                 645                 650

[0589] <210>  25

[0590] <211>  66

[0591] <212>  DNA

[0592] <213>  人工序列(Artificial  Sequence)

[0593] <220>

[0594] <223>  合成

[0595] <400>  25

[0596] atgctgctgc  tcgtgacatc  tctgctgctg  tgcgagctgc  cccaccccgc  ctttctgctg  60

[0597] atcccc  66

[0598] <210>  26

[0599] <211>  22

[0600] <212>  PRT

[0601] <213>  人工序列(Artificial  Sequence)

[0602] <220>

[0603] <223>  合成

[0604] <400>  26

[0605] Met  Leu  Leu  Leu  Val  Thr  Ser  Leu  Leu  Leu  Cys  Glu  Leu  Pro  His  Pro

[0606] 1               5                   10                  15

[0607] Ala  Phe  Leu  Leu  Ile  Pro

[0608]             20

[0609] <210>  27

[0610] <211>  735

[0611] <212>  DNA

[0612] <213>  人工序列(Artificial  Sequence)

[0613] <220>

[0614] <223>  合成

[0615] <400>  27

[0616] gacatccaga  tgacacagac  tacatcctcc  ctgtctgcct  ctctgggaga  cagagtcacc  60

[0617] atcagttgca  gggcaagtca  ggacattagt  aaatatttaa  attggtatca  gcagaaacca  120

[0618] gatggaactg  ttaaactcct  gatctaccat  acatcaagat  tacactcagg  agtcccatca  180

[0619] aggttcagtg  gcagtgggtc  tggaacagat  tattctctca  ccattagcaa  cctggagcaa  240

[0620] gaagatattg  ccacttactt  ttgccaacag  ggtaatacgc  ttccgtacac  gttcggaggg  300

[0621] gggactaagt  tggaaataac  aggctccacc  tctggatccg  gcaagcccgg  atctggcgag  360

[0622] ggatccacca  agggcgaggt  gaaactgcag  gagtcaggac  ctggcctggt  ggcgccctca  420

[0623] cagagcctgt  ccgtcacatg  tactgtctca  ggggtctcat  tacccgacta  tggtgtaagc  480

[0624] tggattcgcc  agcctccacg  aaagggtctg  gagtggctgg  gagtaatatg  gggtagtgaa  540

[0625] accacatact  ataattcagc  tctcaaatcc  agactgacca  tcatcaagga  caactccaag  600

[0626] agccaagttt  tcttaaaaat  gaacagtctg  caaactgatg  acacagccat  ttactactgt  660

[0627] gccaaacatt  attactacgg  tggtagctat  gctatggact  actggggtca  aggaacctca  720

[0628] gtcaccgtct  cctca  735
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[0629] <210>  28

[0630] <211>  245

[0631] <212>  PRT

[0632] <213>  人工序列(Artificial  Sequence)

[0633] <220>

[0634] <223>  合成

[0635] <400>  28

[0636] Asp  Ile  Gln  Met  Thr  Gln  Thr  Thr  Ser  Ser  Leu  Ser  Ala  Ser  Leu  Gly

[0637] 1               5                   10                  15

[0638] Asp  Arg  Val  Thr  Ile  Ser  Cys  Arg  Ala  Ser  Gln  Asp  Ile  Ser  Lys  Tyr

[0639]             20                  25                  30

[0640] Leu  Asn  Trp  Tyr  Gln  Gln  Lys  Pro  Asp  Gly  Thr  Val  Lys  Leu  Leu  Ile

[0641]         35                  40                  45

[0642] Tyr  His  Thr  Ser  Arg  Leu  His  Ser  Gly  Val  Pro  Ser  Arg  Phe  Ser  Gly

[0643]     50                  55                  60

[0644] Ser  Gly  Ser  Gly  Thr  Asp  Tyr  Ser  Leu  Thr  Ile  Ser  Asn  Leu  Glu  Gln

[0645] 65                  70                  75                  80

[0646] Glu  Asp  Ile  Ala  Thr  Tyr  Phe  Cys  Gln  Gln  Gly  Asn  Thr  Leu  Pro  Tyr

[0647]                 85                  90                  95

[0648] Thr  Phe  Gly  Gly  Gly  Thr  Lys  Leu  Glu  Ile  Thr  Gly  Ser  Thr  Ser  Gly

[0649]             100                 105                 110

[0650] Ser  Gly  Lys  Pro  Gly  Ser  Gly  Glu  Gly  Ser  Thr  Lys  Gly  Glu  Val  Lys

[0651]         115                 120                 125

[0652] Leu  Gln  Glu  Ser  Gly  Pro  Gly  Leu  Val  Ala  Pro  Ser  Gln  Ser  Leu  Ser

[0653]     130                 135                 140

[0654] Val  Thr  Cys  Thr  Val  Ser  Gly  Val  Ser  Leu  Pro  Asp  Tyr  Gly  Val  Ser

[0655] 145                 150                 155                 160

[0656] Trp  Ile  Arg  Gln  Pro  Pro  Arg  Lys  Gly  Leu  Glu  Trp  Leu  Gly  Val  Ile

[0657]                 165                 170                 175

[0658] Trp  Gly  Ser  Glu  Thr  Thr  Tyr  Tyr  Asn  Ser  Ala  Leu  Lys  Ser  Arg  Leu

[0659]             180                 185                 190

[0660] Thr  Ile  Ile  Lys  Asp  Asn  Ser  Lys  Ser  Gln  Val  Phe  Leu  Lys  Met  Asn

[0661]         195                 200                 205

[0662] Ser  Leu  Gln  Thr  Asp  Asp  Thr  Ala  Ile  Tyr  Tyr  Cys  Ala  Lys  His  Tyr

[0663]     210                 215                 220

[0664] Tyr  Tyr  Gly  Gly  Ser  Tyr  Ala  Met  Asp  Tyr  Trp  Gly  Gln  Gly  Thr  Ser

[0665] 225                 230                 235                 240

[0666] Val  Thr  Val  Ser  Ser

[0667]                 245

[0668] <210>  29

[0669] <211>  117

[0670] <212>  DNA
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[0671] <213>  人工序列(Artificial  Sequence)

[0672] <220>

[0673] <223>  合成

[0674] <400>  29

[0675] attgaagtta  tgtatcctcc  tccttaccta  gacaatgaga  agagcaatgg  aaccattatc  60

[0676] catgtgaaag  ggaaacacct  ttgtccaagt  cccctatttc  ccggaccttc  taagccc  117

[0677] <210>  30

[0678] <211>  39

[0679] <212>  PRT

[0680] <213>  人工序列(Artificial  Sequence)

[0681] <220>

[0682] <223>  合成

[0683] <400>  30

[0684] Ile  Glu  Val  Met  Tyr  Pro  Pro  Pro  Tyr  Leu  Asp  Asn  Glu  Lys  Ser  Asn

[0685] 1               5                   10                  15

[0686] Gly  Thr  Ile  Ile  His  Val  Lys  Gly  Lys  His  Leu  Cys  Pro  Ser  Pro  Leu

[0687]             20                  25                  30

[0688] Phe  Pro  Gly  Pro  Ser  Lys  Pro

[0689]         35

[0690] <210>  31

[0691] <211>  81

[0692] <212>  DNA

[0693] <213>  人工序列(Artificial  Sequence)

[0694] <220>

[0695] <223>  合成

[0696] <400>  31

[0697] ttttgggtgc  tggtggtggt  tgggggagtc  ctggcttgct  atagcttgct  agtaacagtg  60

[0698] gcctttatta  ttttctgggt  g  81

[0699] <210>  32

[0700] <211>  27

[0701] <212>  PRT

[0702] <213>  人工序列(Artificial  Sequence)

[0703] <220>

[0704] <223>  合成

[0705] <400>  32

[0706] Phe  Trp  Val  Leu  Val  Val  Val  Gly  Gly  Val  Leu  Ala  Cys  Tyr  Ser  Leu

[0707] 1               5                   10                  15

[0708] Leu  Val  Thr  Val  Ala  Phe  Ile  Ile  Phe  Trp  Val

[0709]             20                  25

[0710] <210>  33

[0711] <211>  123

[0712] <212>  DNA
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[0713] <213>  人工序列(Artificial  Sequence)

[0714] <220>

[0715] <223>  合成

[0716] <400>  33

[0717] aggagtaaga  ggagcaggct  cctgcacagt  gactacatga  acatgactcc  ccgccgcccc  60

[0718] gggcccaccc  gcaagcatta  ccagccctat  gccccaccac  gcgacttcgc  agcctatcgc  120

[0719] tcc  123

[0720] <210>  34

[0721] <211>  41

[0722] <212>  PRT

[0723] <213>  人工序列(Artificial  Sequence)

[0724] <220>

[0725] <223>  合成

[0726] <400>  34

[0727] Arg  Ser  Lys  Arg  Ser  Arg  Leu  Leu  His  Ser  Asp  Tyr  Met  Asn  Met  Thr

[0728] 1               5                   10                  15

[0729] Pro  Arg  Arg  Pro  Gly  Pro  Thr  Arg  Lys  His  Tyr  Gln  Pro  Tyr  Ala  Pro

[0730]             20                  25                  30

[0731] Pro  Arg  Asp  Phe  Ala  Ala  Tyr  Arg  Ser

[0732]         35                  40

[0733] <210>  35

[0734] <211>  336

[0735] <212>  DNA

[0736] <213>  人工序列(Artificial  Sequence)

[0737] <220>

[0738] <223>  合成

[0739] <400>  35

[0740] agagtgaagt  tcagcaggag  cgcagacgcc  cccgcgtaca  agcagggcca  gaaccagctc  60

[0741] tataacgagc  tcaatctagg  acgaagagag  gagtacgatg  ttttggacaa  gagacgtggc  120

[0742] cgggaccctg  agatgggggg  aaagccgaga  aggaagaacc  ctcaggaagg  cctgtacaat  180

[0743] gaactgcaga  aagataagat  ggcggaggcc  tacagtgaga  ttgggatgaa  aggcgagcgc  240

[0744] cggaggggca  aggggcacga  tggcctttac  cagggtctca  gtacagccac  caaggacacc  300

[0745] tacgacgccc  ttcacatgca  ggccctgccc  cctcgc  336

[0746] <210>  36

[0747] <211>  112

[0748] <212>  PRT

[0749] <213>  人工序列(Artificial  Sequence)

[0750] <220>

[0751] <223>  合成

[0752] <400>  36

[0753] Arg  Val  Lys  Phe  Ser  Arg  Ser  Ala  Asp  Ala  Pro  Ala  Tyr  Lys  Gln  Gly

[0754] 1               5                   10                  15
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[0755] Gln  Asn  Gln  Leu  Tyr  Asn  Glu  Leu  Asn  Leu  Gly  Arg  Arg  Glu  Glu  Tyr

[0756]             20                  25                  30

[0757] Asp  Val  Leu  Asp  Lys  Arg  Arg  Gly  Arg  Asp  Pro  Glu  Met  Gly  Gly  Lys

[0758]         35                  40                  45

[0759] Pro  Arg  Arg  Lys  Asn  Pro  Gln  Glu  Gly  Leu  Tyr  Asn  Glu  Leu  Gln  Lys

[0760]     50                  55                  60

[0761] Asp  Lys  Met  Ala  Glu  Ala  Tyr  Ser  Glu  Ile  Gly  Met  Lys  Gly  Glu  Arg

[0762] 65                  70                  75                  80

[0763] Arg  Arg  Gly  Lys  Gly  His  Asp  Gly  Leu  Tyr  Gln  Gly  Leu  Ser  Thr  Ala

[0764]                 85                  90                  95

[0765] Thr  Lys  Asp  Thr  Tyr  Asp  Ala  Leu  His  Met  Gln  Ala  Leu  Pro  Pro  Arg

[0766]             100                 105                 110

[0767] <210>  37

[0768] <211>  474

[0769] <212>  DNA

[0770] <213>  人工序列(Artificial  Sequence)

[0771] <220>

[0772] <223>  合成

[0773] <400>  37

[0774] atcagtctga  ttgcggcgtt  agcggtagat  tacgttatcg  gcatggaaaa  cgccatgccg  60

[0775] tggaacctgc  ctgccgatct  cgcctggttt  aaacgcaaca  ccttaaataa  acccgtgatt  120

[0776] atgggccgcc  atacctggga  atcaatcggt  cgtccgttgc  caggacgcaa  aaatattatc  180

[0777] ctcagcagtc  aaccgagtac  ggacgatcgc  gtaacgtggg  tgaagtcggt  ggatgaagcc  240

[0778] atcgcggcgt  gtggtgacgt  accagaaatc  atggtgattg  gcggcggtcg  cgttattgaa  300

[0779] cagttcttgc  caaaagcgca  aaaactgtat  ctgacgcata  tcgacgcaga  agtggaaggc  360

[0780] gacacccatt  tcccggatta  cgagccggat  gactgggaat  cggtattcag  cgaattccac  420

[0781] gatgctgatg  cgcagaactc  tcacagctat  tgctttgaga  ttctggagcg  gcga  474

[0782] <210>  38

[0783] <211>  158

[0784] <212>  PRT

[0785] <213>  人工序列(Artificial  Sequence)

[0786] <220>

[0787] <223>  合成

[0788] <400>  38

[0789] Ile  Ser  Leu  Ile  Ala  Ala  Leu  Ala  Val  Asp  Tyr  Val  Ile  Gly  Met  Glu

[0790] 1               5                   10                  15

[0791] Asn  Ala  Met  Pro  Trp  Asn  Leu  Pro  Ala  Asp  Leu  Ala  Trp  Phe  Lys  Arg

[0792]             20                  25                  30

[0793] Asn  Thr  Leu  Asn  Lys  Pro  Val  Ile  Met  Gly  Arg  His  Thr  Trp  Glu  Ser

[0794]         35                  40                  45

[0795] Ile  Gly  Arg  Pro  Leu  Pro  Gly  Arg  Lys  Asn  Ile  Ile  Leu  Ser  Ser  Gln

[0796]     50                  55                  60
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[0797] Pro  Ser  Thr  Asp  Asp  Arg  Val  Thr  Trp  Val  Lys  Ser  Val  Asp  Glu  Ala

[0798] 65                  70                  75                  80

[0799] Ile  Ala  Ala  Cys  Gly  Asp  Val  Pro  Glu  Ile  Met  Val  Ile  Gly  Gly  Gly

[0800]                 85                  90                  95

[0801] Arg  Val  Ile  Glu  Gln  Phe  Leu  Pro  Lys  Ala  Gln  Lys  Leu  Tyr  Leu  Thr

[0802]             100                 105                 110

[0803] His  Ile  Asp  Ala  Glu  Val  Glu  Gly  Asp  Thr  His  Phe  Pro  Asp  Tyr  Glu

[0804]         115                 120                 125

[0805] Pro  Asp  Asp  Trp  Glu  Ser  Val  Phe  Ser  Glu  Phe  His  Asp  Ala  Asp  Ala

[0806]     130                 135                 140

[0807] Gln  Asn  Ser  His  Ser  Tyr  Cys  Phe  Glu  Ile  Leu  Glu  Arg  Arg

[0808] 145                 150                 155

[0809] <210>  39

[0810] <211>  1791

[0811] <212>  DNA

[0812] <213>  人工序列(Artificial  Sequence)

[0813] <220>

[0814] <223>  合成

[0815] <400>  39

[0816] atgctgctgc  tcgtgacatc  tctgctgctg  tgcgagctgc  cccaccccgc  ctttctgctg  60

[0817] atccccgata  tcctgctgac  ccagacccct  ctgagcctgc  ctgtgtctct  gggcgatcag  120

[0818] gccagcatca  gctgcagatc  cagccagagc  ctggtgcacc  ggaacggcaa  cacctacctg  180

[0819] cactggtatc  tgcagaagcc  cggccagagc  cccaagctgc  tgattcacaa  ggtgtccaac  240

[0820] cggttcagcg  gcgtgcccga  cagattttct  ggcagcggct  ccggcaccga  cttcaccctg  300

[0821] aagatcagcc  gggtggaagc  cgaggacctg  ggcgtgtact  tctgcagcca  gtccacccac  360

[0822] gtgccccccc  tgacatttgg  cgccggaaca  aagctggaac  tgaagggcag  cacaagcggc  420

[0823] agcggcaagc  ctggatctgg  cgagggaagc  accaagggcg  aagtgaagct  gcagcagagc  480

[0824] ggcccctctc  tggtggaacc  tggcgcctct  gtgatgatct  cctgcaaggc  cagcggcagc  540

[0825] tccttcaccg  gctacaacat  gaactgggtg  cgccagaaca  tcggcaagag  cctggaatgg  600

[0826] atcggcgcca  tcgaccccta  ctacggcggc  accagctaca  accagaagtt  caagggcaga  660

[0827] gccaccctga  ccgtggacaa  gagcagctcc  accgcctaca  tgcacctgaa  gtccctgacc  720

[0828] agcgaggaca  gcgccgtgta  ctactgcgtg  tccggcatgg  aatactgggg  ccagggcaca  780

[0829] agcgtgaccg  tgtcctctgc  tagcttcgaa  attgaagtta  tgtatcctcc  tccttaccta  840

[0830] gacaatgaga  agagcaatgg  aaccattatc  catgtgaaag  ggaaacacct  ttgtccaagt  900

[0831] cccctatttc  ccggaccttc  taagcccttt  tgggtgctgg  tggtggttgg  gggagtcctg  960

[0832] gcttgctata  gcttgctagt  aacagtggcc  tttattattt  tctgggtgag  gagtaagagg  1020

[0833] agcaggctcc  tgcacagtga  ctacatgaac  atgactcccc  gccgccccgg  gcccacccgc  1080

[0834] aagcattacc  agccctatgc  cccaccacgc  gacttcgcag  cctatcgctc  cagagtgaag  1140

[0835] ttcagcagga  gcgcagacgc  ccccgcgtac  aagcagggcc  agaaccagct  ctataacgag  1200

[0836] ctcaatctag  gacgaagaga  ggagtacgat  gttttggaca  agagacgtgg  ccgggaccct  1260

[0837] gagatggggg  gaaagccgag  aaggaagaac  cctcaggaag  gcctgtacaa  tgaactgcag  1320

[0838] aaagataaga  tggcggaggc  ctacagtgag  attgggatga  aaggcgagcg  ccggaggggc  1380
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[0839] aaggggcacg  atggccttta  ccagggtctc  agtacagcca  ccaaggacac  ctacgacgcc  1440

[0840] cttcacatgc  aggccctgcc  ccctcgcgga  gtgcaggtgg  aaaccatctc  cccaggagac  1500

[0841] gggcgcacct  tccccaagcg  cggccagacc  tgcgtggtgc  actacaccgg  gatgcttgga  1560

[0842] gatggaaaga  aagttgactc  ctcccgggac  agaaacaagc  cctttaagtt  tatgctaggc  1620

[0843] aagcaggagg  tgatccgagg  ctgggaagaa  ggggttgccc  agatgagtgt  gggtcaggga  1680

[0844] gccaaactga  ctatatctcc  agattatgcc  tatggtgcca  ctgggcaccc  aggcatcatc  1740

[0845] ccaccacatg  ccactctcgt  cttcgatgtg  gagcttctag  aactggaatg  a  1791

[0846] <210>  40

[0847] <211>  596

[0848] <212>  PRT

[0849] <213>  人工序列(Artificial  Sequence)

[0850] <220>

[0851] <223>  合成

[0852] <400>  40

[0853] Met  Leu  Leu  Leu  Val  Thr  Ser  Leu  Leu  Leu  Cys  Glu  Leu  Pro  His  Pro

[0854] 1               5                   10                  15

[0855] Ala  Phe  Leu  Leu  Ile  Pro  Asp  Ile  Leu  Leu  Thr  Gln  Thr  Pro  Leu  Ser

[0856]             20                  25                  30

[0857] Leu  Pro  Val  Ser  Leu  Gly  Asp  Gln  Ala  Ser  Ile  Ser  Cys  Arg  Ser  Ser

[0858]         35                  40                  45

[0859] Gln  Ser  Leu  Val  His  Arg  Asn  Gly  Asn  Thr  Tyr  Leu  His  Trp  Tyr  Leu

[0860]     50                  55                  60

[0861] Gln  Lys  Pro  Gly  Gln  Ser  Pro  Lys  Leu  Leu  Ile  His  Lys  Val  Ser  Asn

[0862] 65                  70                  75                  80

[0863] Arg  Phe  Ser  Gly  Val  Pro  Asp  Arg  Phe  Ser  Gly  Ser  Gly  Ser  Gly  Thr

[0864]                 85                  90                  95

[0865] Asp  Phe  Thr  Leu  Lys  Ile  Ser  Arg  Val  Glu  Ala  Glu  Asp  Leu  Gly  Val

[0866]             100                 105                 110

[0867] Tyr  Phe  Cys  Ser  Gln  Ser  Thr  His  Val  Pro  Pro  Leu  Thr  Phe  Gly  Ala

[0868]         115                 120                 125

[0869] Gly  Thr  Lys  Leu  Glu  Leu  Lys  Gly  Ser  Thr  Ser  Gly  Ser  Gly  Lys  Pro

[0870]     130                 135                 140

[0871] Gly  Ser  Gly  Glu  Gly  Ser  Thr  Lys  Gly  Glu  Val  Lys  Leu  Gln  Gln  Ser

[0872] 145                 150                 155                 160

[0873] Gly  Pro  Ser  Leu  Val  Glu  Pro  Gly  Ala  Ser  Val  Met  Ile  Ser  Cys  Lys

[0874]                 165                 170                 175

[0875] Ala  Ser  Gly  Ser  Ser  Phe  Thr  Gly  Tyr  Asn  Met  Asn  Trp  Val  Arg  Gln

[0876]             180                 185                 190

[0877] Asn  Ile  Gly  Lys  Ser  Leu  Glu  Trp  Ile  Gly  Ala  Ile  Asp  Pro  Tyr  Tyr

[0878]         195                 200                 205

[0879] Gly  Gly  Thr  Ser  Tyr  Asn  Gln  Lys  Phe  Lys  Gly  Arg  Ala  Thr  Leu  Thr

[0880]     210                 215                 220
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[0881] Val  Asp  Lys  Ser  Ser  Ser  Thr  Ala  Tyr  Met  His  Leu  Lys  Ser  Leu  Thr

[0882] 225                 230                 235                 240

[0883] Ser  Glu  Asp  Ser  Ala  Val  Tyr  Tyr  Cys  Val  Ser  Gly  Met  Glu  Tyr  Trp

[0884]                 245                 250                 255

[0885] Gly  Gln  Gly  Thr  Ser  Val  Thr  Val  Ser  Ser  Ala  Ser  Phe  Glu  Ile  Glu

[0886]             260                 265                 270

[0887] Val  Met  Tyr  Pro  Pro  Pro  Tyr  Leu  Asp  Asn  Glu  Lys  Ser  Asn  Gly  Thr

[0888]         275                 280                 285

[0889] Ile  Ile  His  Val  Lys  Gly  Lys  His  Leu  Cys  Pro  Ser  Pro  Leu  Phe  Pro

[0890]     290                 295                 300

[0891] Gly  Pro  Ser  Lys  Pro  Phe  Trp  Val  Leu  Val  Val  Val  Gly  Gly  Val  Leu

[0892] 305                 310                 315                 320

[0893] Ala  Cys  Tyr  Ser  Leu  Leu  Val  Thr  Val  Ala  Phe  Ile  Ile  Phe  Trp  Val

[0894]                 325                 330                 335

[0895] Arg  Ser  Lys  Arg  Ser  Arg  Leu  Leu  His  Ser  Asp  Tyr  Met  Asn  Met  Thr

[0896]             340                 345                 350

[0897] Pro  Arg  Arg  Pro  Gly  Pro  Thr  Arg  Lys  His  Tyr  Gln  Pro  Tyr  Ala  Pro

[0898]         355                 360                 365

[0899] Pro  Arg  Asp  Phe  Ala  Ala  Tyr  Arg  Ser  Arg  Val  Lys  Phe  Ser  Arg  Ser

[0900]     370                 375                 380

[0901] Ala  Asp  Ala  Pro  Ala  Tyr  Lys  Gln  Gly  Gln  Asn  Gln  Leu  Tyr  Asn  Glu

[0902] 385                 390                 395                 400

[0903] Leu  Asn  Leu  Gly  Arg  Arg  Glu  Glu  Tyr  Asp  Val  Leu  Asp  Lys  Arg  Arg

[0904]                 405                 410                 415

[0905] Gly  Arg  Asp  Pro  Glu  Met  Gly  Gly  Lys  Pro  Arg  Arg  Lys  Asn  Pro  Gln

[0906]             420                 425                 430

[0907] Glu  Gly  Leu  Tyr  Asn  Glu  Leu  Gln  Lys  Asp  Lys  Met  Ala  Glu  Ala  Tyr

[0908]         435                 440                 445

[0909] Ser  Glu  Ile  Gly  Met  Lys  Gly  Glu  Arg  Arg  Arg  Gly  Lys  Gly  His  Asp

[0910]     450                 455                 460

[0911] Gly  Leu  Tyr  Gln  Gly  Leu  Ser  Thr  Ala  Thr  Lys  Asp  Thr  Tyr  Asp  Ala

[0912] 465                 470                 475                 480

[0913] Leu  His  Met  Gln  Ala  Leu  Pro  Pro  Arg  Gly  Val  Gln  Val  Glu  Thr  Ile

[0914]                 485                 490                 495

[0915] Ser  Pro  Gly  Asp  Gly  Arg  Thr  Phe  Pro  Lys  Arg  Gly  Gln  Thr  Cys  Val

[0916]             500                 505                 510

[0917] Val  His  Tyr  Thr  Gly  Met  Leu  Gly  Asp  Gly  Lys  Lys  Val  Asp  Ser  Ser

[0918]         515                 520                 525

[0919] Arg  Asp  Arg  Asn  Lys  Pro  Phe  Lys  Phe  Met  Leu  Gly  Lys  Gln  Glu  Val

[0920]     530                 535                 540

[0921] Ile  Arg  Gly  Trp  Glu  Glu  Gly  Val  Ala  Gln  Met  Ser  Val  Gly  Gln  Gly

[0922] 545                 550                 555                 560
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[0923] Ala  Lys  Leu  Thr  Ile  Ser  Pro  Asp  Tyr  Ala  Tyr  Gly  Ala  Thr  Gly  His

[0924]                 565                 570                 575

[0925] Pro  Gly  Ile  Ile  Pro  Pro  His  Ala  Thr  Leu  Val  Phe  Asp  Val  Glu  Leu

[0926]             580                 585                 590

[0927] Leu  Glu  Leu  Glu

[0928]         595

[0929] <210>  41

[0930] <211>  66

[0931] <212>  DNA

[0932] <213>  人工序列(Artificial  Sequence)

[0933] <220>

[0934] <223>  合成

[0935] <400>  41

[0936] atgctgctgc  tcgtgacatc  tctgctgctg  tgcgagctgc  cccaccccgc  ctttctgctg  60

[0937] atcccc  66

[0938] <210>  42

[0939] <211>  22

[0940] <212>  PRT

[0941] <213>  人工序列(Artificial  Sequence)

[0942] <220>

[0943] <223>  合成

[0944] <400>  42

[0945] Met  Leu  Leu  Leu  Val  Thr  Ser  Leu  Leu  Leu  Cys  Glu  Leu  Pro  His  Pro

[0946] 1               5                   10                  15

[0947] Ala  Phe  Leu  Leu  Ile  Pro

[0948]             20

[0949] <210>  43

[0950] <211>  732

[0951] <212>  DNA

[0952] <213>  人工序列(Artificial  Sequence)

[0953] <220>

[0954] <223>  合成

[0955] <400>  43

[0956] gatatcctgc  tgacccagac  ccctctgagc  ctgcctgtgt  ctctgggcga  tcaggccagc  60

[0957] atcagctgca  gatccagcca  gagcctggtg  caccggaacg  gcaacaccta  cctgcactgg  120

[0958] tatctgcaga  agcccggcca  gagccccaag  ctgctgattc  acaaggtgtc  caaccggttc  180

[0959] agcggcgtgc  ccgacagatt  ttctggcagc  ggctccggca  ccgacttcac  cctgaagatc  240

[0960] agccgggtgg  aagccgagga  cctgggcgtg  tacttctgca  gccagtccac  ccacgtgccc  300

[0961] cccctgacat  ttggcgccgg  aacaaagctg  gaactgaagg  gcagcacaag  cggcagcggc  360

[0962] aagcctggat  ctggcgaggg  aagcaccaag  ggcgaagtga  agctgcagca  gagcggcccc  420

[0963] tctctggtgg  aacctggcgc  ctctgtgatg  atctcctgca  aggccagcgg  cagctccttc  480

[0964] accggctaca  acatgaactg  ggtgcgccag  aacatcggca  agagcctgga  atggatcggc  540
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[0965] gccatcgacc  cctactacgg  cggcaccagc  tacaaccaga  agttcaaggg  cagagccacc  600

[0966] ctgaccgtgg  acaagagcag  ctccaccgcc  tacatgcacc  tgaagtccct  gaccagcgag  660

[0967] gacagcgccg  tgtactactg  cgtgtccggc  atggaatact  ggggccaggg  cacaagcgtg  720

[0968] accgtgtcct  ct  732

[0969] <210>  44

[0970] <211>  244

[0971] <212>  PRT

[0972] <213>  人工序列(Artificial  Sequence)

[0973] <220>

[0974] <223>  合成

[0975] <400>  44

[0976] Asp  Ile  Leu  Leu  Thr  Gln  Thr  Pro  Leu  Ser  Leu  Pro  Val  Ser  Leu  Gly

[0977] 1               5                   10                  15

[0978] Asp  Gln  Ala  Ser  Ile  Ser  Cys  Arg  Ser  Ser  Gln  Ser  Leu  Val  His  Arg

[0979]             20                  25                  30

[0980] Asn  Gly  Asn  Thr  Tyr  Leu  His  Trp  Tyr  Leu  Gln  Lys  Pro  Gly  Gln  Ser

[0981]         35                  40                  45

[0982] Pro  Lys  Leu  Leu  Ile  His  Lys  Val  Ser  Asn  Arg  Phe  Ser  Gly  Val  Pro

[0983]     50                  55                  60

[0984] Asp  Arg  Phe  Ser  Gly  Ser  Gly  Ser  Gly  Thr  Asp  Phe  Thr  Leu  Lys  Ile

[0985] 65                  70                  75                  80

[0986] Ser  Arg  Val  Glu  Ala  Glu  Asp  Leu  Gly  Val  Tyr  Phe  Cys  Ser  Gln  Ser

[0987]                 85                  90                  95

[0988] Thr  His  Val  Pro  Pro  Leu  Thr  Phe  Gly  Ala  Gly  Thr  Lys  Leu  Glu  Leu

[0989]             100                 105                 110

[0990] Lys  Gly  Ser  Thr  Ser  Gly  Ser  Gly  Lys  Pro  Gly  Ser  Gly  Glu  Gly  Ser

[0991]         115                 120                 125

[0992] Thr  Lys  Gly  Glu  Val  Lys  Leu  Gln  Gln  Ser  Gly  Pro  Ser  Leu  Val  Glu

[0993]     130                 135                 140

[0994] Pro  Gly  Ala  Ser  Val  Met  Ile  Ser  Cys  Lys  Ala  Ser  Gly  Ser  Ser  Phe

[0995] 145                 150                 155                 160

[0996] Thr  Gly  Tyr  Asn  Met  Asn  Trp  Val  Arg  Gln  Asn  Ile  Gly  Lys  Ser  Leu

[0997]                 165                 170                 175

[0998] Glu  Trp  Ile  Gly  Ala  Ile  Asp  Pro  Tyr  Tyr  Gly  Gly  Thr  Ser  Tyr  Asn

[0999]             180                 185                 190

[1000] Gln  Lys  Phe  Lys  Gly  Arg  Ala  Thr  Leu  Thr  Val  Asp  Lys  Ser  Ser  Ser

[1001]         195                 200                 205

[1002] Thr  Ala  Tyr  Met  His  Leu  Lys  Ser  Leu  Thr  Ser  Glu  Asp  Ser  Ala  Val

[1003]     210                 215                 220

[1004] Tyr  Tyr  Cys  Val  Ser  Gly  Met  Glu  Tyr  Trp  Gly  Gln  Gly  Thr  Ser  Val

[1005] 225                 230                 235                 240

[1006] Thr  Val  Ser  Ser
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[1007] <210>  45

[1008] <211>  117

[1009] <212>  DNA

[1010] <213>  人工序列(Artificial  Sequence)

[1011] <220>

[1012] <223>  合成

[1013] <400>  45

[1014] attgaagtta  tgtatcctcc  tccttaccta  gacaatgaga  agagcaatgg  aaccattatc  60

[1015] catgtgaaag  ggaaacacct  ttgtccaagt  cccctatttc  ccggaccttc  taagccc  117

[1016] <210>  46

[1017] <211>  39

[1018] <212>  PRT

[1019] <213>  人工序列(Artificial  Sequence)

[1020] <220>

[1021] <223>  合成

[1022] <400>  46

[1023] Ile  Glu  Val  Met  Tyr  Pro  Pro  Pro  Tyr  Leu  Asp  Asn  Glu  Lys  Ser  Asn

[1024] 1               5                   10                  15

[1025] Gly  Thr  Ile  Ile  His  Val  Lys  Gly  Lys  His  Leu  Cys  Pro  Ser  Pro  Leu

[1026]             20                  25                  30

[1027] Phe  Pro  Gly  Pro  Ser  Lys  Pro

[1028]         35

[1029] <210>  47

[1030] <211>  81

[1031] <212>  DNA

[1032] <213>  人工序列(Artificial  Sequence)

[1033] <220>

[1034] <223>  合成

[1035] <400>  47

[1036] ttttgggtgc  tggtggtggt  tgggggagtc  ctggcttgct  atagcttgct  agtaacagtg  60

[1037] gcctttatta  ttttctgggt  g  81

[1038] <210>  48

[1039] <211>  27

[1040] <212>  PRT

[1041] <213>  人工序列(Artificial  Sequence)

[1042] <220>

[1043] <223>  合成

[1044] <400>  48

[1045] Phe  Trp  Val  Leu  Val  Val  Val  Gly  Gly  Val  Leu  Ala  Cys  Tyr  Ser  Leu

[1046] 1               5                   10                  15

[1047] Leu  Val  Thr  Val  Ala  Phe  Ile  Ile  Phe  Trp  Val

[1048]             20                  25
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[1049] <210>  49

[1050] <211>  123

[1051] <212>  DNA

[1052] <213>  人工序列(Artificial  Sequence)

[1053] <220>

[1054] <223>  合成

[1055] <400>  49

[1056] aggagtaaga  ggagcaggct  cctgcacagt  gactacatga  acatgactcc  ccgccgcccc  60

[1057] gggcccaccc  gcaagcatta  ccagccctat  gccccaccac  gcgacttcgc  agcctatcgc  120

[1058] tcc  123

[1059] <210>  50

[1060] <211>  41

[1061] <212>  PRT

[1062] <213>  人工序列(Artificial  Sequence)

[1063] <220>

[1064] <223>  合成

[1065] <400>  50

[1066] Arg  Ser  Lys  Arg  Ser  Arg  Leu  Leu  His  Ser  Asp  Tyr  Met  Asn  Met  Thr

[1067] 1               5                   10                  15

[1068] Pro  Arg  Arg  Pro  Gly  Pro  Thr  Arg  Lys  His  Tyr  Gln  Pro  Tyr  Ala  Pro

[1069]             20                  25                  30

[1070] Pro  Arg  Asp  Phe  Ala  Ala  Tyr  Arg  Ser

[1071]         35                  40

[1072] <210>  51

[1073] <211>  336

[1074] <212>  DNA

[1075] <213>  人工序列(Artificial  Sequence)

[1076] <220>

[1077] <223>  合成

[1078] <400>  51

[1079] agagtgaagt  tcagcaggag  cgcagacgcc  cccgcgtaca  agcagggcca  gaaccagctc  60

[1080] tataacgagc  tcaatctagg  acgaagagag  gagtacgatg  ttttggacaa  gagacgtggc  120

[1081] cgggaccctg  agatgggggg  aaagccgaga  aggaagaacc  ctcaggaagg  cctgtacaat  180

[1082] gaactgcaga  aagataagat  ggcggaggcc  tacagtgaga  ttgggatgaa  aggcgagcgc  240

[1083] cggaggggca  aggggcacga  tggcctttac  cagggtctca  gtacagccac  caaggacacc  300

[1084] tacgacgccc  ttcacatgca  ggccctgccc  cctcgc  336

[1085] <210>  52

[1086] <211>  112

[1087] <212>  PRT

[1088] <213>  人工序列(Artificial  Sequence)

[1089] <220>

[1090] <223>  合成
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[1091] <400>  52

[1092] Arg  Val  Lys  Phe  Ser  Arg  Ser  Ala  Asp  Ala  Pro  Ala  Tyr  Lys  Gln  Gly

[1093] 1               5                   10                  15

[1094] Gln  Asn  Gln  Leu  Tyr  Asn  Glu  Leu  Asn  Leu  Gly  Arg  Arg  Glu  Glu  Tyr

[1095]             20                  25                  30

[1096] Asp  Val  Leu  Asp  Lys  Arg  Arg  Gly  Arg  Asp  Pro  Glu  Met  Gly  Gly  Lys

[1097]         35                  40                  45

[1098] Pro  Arg  Arg  Lys  Asn  Pro  Gln  Glu  Gly  Leu  Tyr  Asn  Glu  Leu  Gln  Lys

[1099]     50                  55                  60

[1100] Asp  Lys  Met  Ala  Glu  Ala  Tyr  Ser  Glu  Ile  Gly  Met  Lys  Gly  Glu  Arg

[1101] 65                  70                  75                  80

[1102] Arg  Arg  Gly  Lys  Gly  His  Asp  Gly  Leu  Tyr  Gln  Gly  Leu  Ser  Thr  Ala

[1103]                 85                  90                  95

[1104] Thr  Lys  Asp  Thr  Tyr  Asp  Ala  Leu  His  Met  Gln  Ala  Leu  Pro  Pro  Arg

[1105]             100                 105                 110

[1106] <210>  53

[1107] <211>  321

[1108] <212>  DNA

[1109] <213>  人工序列(Artificial  Sequence)

[1110] <220>

[1111] <223>  合成

[1112] <400>  53

[1113] ggagtgcagg  tggaaaccat  ctccccagga  gacgggcgca  ccttccccaa  gcgcggccag  60

[1114] acctgcgtgg  tgcactacac  cgggatgctt  ggagatggaa  agaaagttga  ctcctcccgg  120

[1115] gacagaaaca  agccctttaa  gtttatgcta  ggcaagcagg  aggtgatccg  aggctgggaa  180

[1116] gaaggggttg  cccagatgag  tgtgggtcag  ggagccaaac  tgactatatc  tccagattat  240

[1117] gcctatggtg  ccactgggca  cccaggcatc  atcccaccac  atgccactct  cgtcttcgat  300

[1118] gtggagcttc  tagaactgga  a  321

[1119] <210>  54

[1120] <211>  107

[1121] <212>  PRT

[1122] <213>  人工序列(Artificial  Sequence)

[1123] <220>

[1124] <223>  合成

[1125] <400>  54

[1126] Gly  Val  Gln  Val  Glu  Thr  Ile  Ser  Pro  Gly  Asp  Gly  Arg  Thr  Phe  Pro

[1127] 1               5                   10                  15

[1128] Lys  Arg  Gly  Gln  Thr  Cys  Val  Val  His  Tyr  Thr  Gly  Met  Leu  Gly  Asp

[1129]             20                  25                  30

[1130] Gly  Lys  Lys  Val  Asp  Ser  Ser  Arg  Asp  Arg  Asn  Lys  Pro  Phe  Lys  Phe

[1131]         35                  40                  45

[1132] Met  Leu  Gly  Lys  Gln  Glu  Val  Ile  Arg  Gly  Trp  Glu  Glu  Gly  Val  Ala
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[1133]     50                  55                  60

[1134] Gln  Met  Ser  Val  Gly  Gln  Gly  Ala  Lys  Leu  Thr  Ile  Ser  Pro  Asp  Tyr

[1135] 65                  70                  75                  80

[1136] Ala  Tyr  Gly  Ala  Thr  Gly  His  Pro  Gly  Ile  Ile  Pro  Pro  His  Ala  Thr

[1137]                 85                  90                  95

[1138] Leu  Val  Phe  Asp  Val  Glu  Leu  Leu  Glu  Leu  Glu

[1139]             100                 105

[1140] <210>  55

[1141] <211>  1944

[1142] <212>  DNA

[1143] <213>  人工序列(Artificial  Sequence)

[1144] <220>

[1145] <223>  合成

[1146] <400>  55

[1147] atgctgctgc  tcgtgacatc  tctgctgctg  tgcgagctgc  cccaccccgc  ctttctgctg  60

[1148] atccccgata  tcctgctgac  ccagacccct  ctgagcctgc  ctgtgtctct  gggcgatcag  120

[1149] gccagcatca  gctgcagatc  cagccagagc  ctggtgcacc  ggaacggcaa  cacctacctg  180

[1150] cactggtatc  tgcagaagcc  cggccagagc  cccaagctgc  tgattcacaa  ggtgtccaac  240

[1151] cggttcagcg  gcgtgcccga  cagattttct  ggcagcggct  ccggcaccga  cttcaccctg  300

[1152] aagatcagcc  gggtggaagc  cgaggacctg  ggcgtgtact  tctgcagcca  gtccacccac  360

[1153] gtgccccccc  tgacatttgg  cgccggaaca  aagctggaac  tgaagggcag  cacaagcggc  420

[1154] agcggcaagc  ctggatctgg  cgagggaagc  accaagggcg  aagtgaagct  gcagcagagc  480

[1155] ggcccctctc  tggtggaacc  tggcgcctct  gtgatgatct  cctgcaaggc  cagcggcagc  540

[1156] tccttcaccg  gctacaacat  gaactgggtg  cgccagaaca  tcggcaagag  cctggaatgg  600

[1157] atcggcgcca  tcgaccccta  ctacggcggc  accagctaca  accagaagtt  caagggcaga  660

[1158] gccaccctga  ccgtggacaa  gagcagctcc  accgcctaca  tgcacctgaa  gtccctgacc  720

[1159] agcgaggaca  gcgccgtgta  ctactgcgtg  tccggcatgg  aatactgggg  ccagggcaca  780

[1160] agcgtgaccg  tgtcctctgc  tagcttcgaa  attgaagtta  tgtatcctcc  tccttaccta  840

[1161] gacaatgaga  agagcaatgg  aaccattatc  catgtgaaag  ggaaacacct  ttgtccaagt  900

[1162] cccctatttc  ccggaccttc  taagcccttt  tgggtgctgg  tggtggttgg  gggagtcctg  960

[1163] gcttgctata  gcttgctagt  aacagtggcc  tttattattt  tctgggtgag  gagtaagagg  1020

[1164] agcaggctcc  tgcacagtga  ctacatgaac  atgactcccc  gccgccccgg  gcccacccgc  1080

[1165] aagcattacc  agccctatgc  cccaccacgc  gacttcgcag  cctatcgctc  cagagtgaag  1140

[1166] ttcagcagga  gcgcagacgc  ccccgcgtac  aagcagggcc  agaaccagct  ctataacgag  1200

[1167] ctcaatctag  gacgaagaga  ggagtacgat  gttttggaca  agagacgtgg  ccgggaccct  1260

[1168] gagatggggg  gaaagccgag  aaggaagaac  cctcaggaag  gcctgtacaa  tgaactgcag  1320

[1169] aaagataaga  tggcggaggc  ctacagtgag  attgggatga  aaggcgagcg  ccggaggggc  1380

[1170] aaggggcacg  atggccttta  ccagggtctc  agtacagcca  ccaaggacac  ctacgacgcc  1440

[1171] cttcacatgc  aggccctgcc  ccctcgcatc  agtctgattg  cggcgttagc  ggtagattac  1500

[1172] gttatcggca  tggaaaacgc  catgccgtgg  aacctgcctg  ccgatctcgc  ctggtttaaa  1560

[1173] cgcaacacct  taaataaacc  cgtgattatg  ggccgccata  cctgggaatc  aatcggtcgt  1620

[1174] ccgttgccag  gacgcaaaaa  tattatcctc  agcagtcaac  cgagtacgga  cgatcgcgta  1680
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[1175] acgtgggtga  agtcggtgga  tgaagccatc  gcggcgtgtg  gtgacgtacc  agaaatcatg  1740

[1176] gtgattggcg  gcggtcgcgt  tattgaacag  ttcttgccaa  aagcgcaaaa  actgtatctg  1800

[1177] acgcatatcg  acgcagaagt  ggaaggcgac  acccatttcc  cggattacga  gccggatgac  1860

[1178] tgggaatcgg  tattcagcga  attccacgat  gctgatgcgc  agaactctca  cagctattgc  1920

[1179] tttgagattc  tggagcggcg  atga  1944

[1180] <210>  56

[1181] <211>  647

[1182] <212>  PRT

[1183] <213>  人工序列(Artificial  Sequence)

[1184] <220>

[1185] <223>  合成

[1186] <400>  56

[1187] Met  Leu  Leu  Leu  Val  Thr  Ser  Leu  Leu  Leu  Cys  Glu  Leu  Pro  His  Pro

[1188] 1               5                   10                  15

[1189] Ala  Phe  Leu  Leu  Ile  Pro  Asp  Ile  Leu  Leu  Thr  Gln  Thr  Pro  Leu  Ser

[1190]             20                  25                  30

[1191] Leu  Pro  Val  Ser  Leu  Gly  Asp  Gln  Ala  Ser  Ile  Ser  Cys  Arg  Ser  Ser

[1192]         35                  40                  45

[1193] Gln  Ser  Leu  Val  His  Arg  Asn  Gly  Asn  Thr  Tyr  Leu  His  Trp  Tyr  Leu

[1194]     50                  55                  60

[1195] Gln  Lys  Pro  Gly  Gln  Ser  Pro  Lys  Leu  Leu  Ile  His  Lys  Val  Ser  Asn

[1196] 65                  70                  75                  80

[1197] Arg  Phe  Ser  Gly  Val  Pro  Asp  Arg  Phe  Ser  Gly  Ser  Gly  Ser  Gly  Thr

[1198]                 85                  90                  95

[1199] Asp  Phe  Thr  Leu  Lys  Ile  Ser  Arg  Val  Glu  Ala  Glu  Asp  Leu  Gly  Val

[1200]             100                 105                 110

[1201] Tyr  Phe  Cys  Ser  Gln  Ser  Thr  His  Val  Pro  Pro  Leu  Thr  Phe  Gly  Ala

[1202]         115                 120                 125

[1203] Gly  Thr  Lys  Leu  Glu  Leu  Lys  Gly  Ser  Thr  Ser  Gly  Ser  Gly  Lys  Pro

[1204]     130                 135                 140

[1205] Gly  Ser  Gly  Glu  Gly  Ser  Thr  Lys  Gly  Glu  Val  Lys  Leu  Gln  Gln  Ser

[1206] 145                 150                 155                 160

[1207] Gly  Pro  Ser  Leu  Val  Glu  Pro  Gly  Ala  Ser  Val  Met  Ile  Ser  Cys  Lys

[1208]                 165                 170                 175

[1209] Ala  Ser  Gly  Ser  Ser  Phe  Thr  Gly  Tyr  Asn  Met  Asn  Trp  Val  Arg  Gln

[1210]             180                 185                 190

[1211] Asn  Ile  Gly  Lys  Ser  Leu  Glu  Trp  Ile  Gly  Ala  Ile  Asp  Pro  Tyr  Tyr

[1212]         195                 200                 205

[1213] Gly  Gly  Thr  Ser  Tyr  Asn  Gln  Lys  Phe  Lys  Gly  Arg  Ala  Thr  Leu  Thr

[1214]     210                 215                 220

[1215] Val  Asp  Lys  Ser  Ser  Ser  Thr  Ala  Tyr  Met  His  Leu  Lys  Ser  Leu  Thr

[1216] 225                 230                 235                 240

序　列　表 29/73 页

75

CN 110603044 B

75



[1217] Ser  Glu  Asp  Ser  Ala  Val  Tyr  Tyr  Cys  Val  Ser  Gly  Met  Glu  Tyr  Trp

[1218]                 245                 250                 255

[1219] Gly  Gln  Gly  Thr  Ser  Val  Thr  Val  Ser  Ser  Ala  Ser  Phe  Glu  Ile  Glu

[1220]             260                 265                 270

[1221] Val  Met  Tyr  Pro  Pro  Pro  Tyr  Leu  Asp  Asn  Glu  Lys  Ser  Asn  Gly  Thr

[1222]         275                 280                 285

[1223] Ile  Ile  His  Val  Lys  Gly  Lys  His  Leu  Cys  Pro  Ser  Pro  Leu  Phe  Pro

[1224]     290                 295                 300

[1225] Gly  Pro  Ser  Lys  Pro  Phe  Trp  Val  Leu  Val  Val  Val  Gly  Gly  Val  Leu

[1226] 305                 310                 315                 320

[1227] Ala  Cys  Tyr  Ser  Leu  Leu  Val  Thr  Val  Ala  Phe  Ile  Ile  Phe  Trp  Val

[1228]                 325                 330                 335

[1229] Arg  Ser  Lys  Arg  Ser  Arg  Leu  Leu  His  Ser  Asp  Tyr  Met  Asn  Met  Thr

[1230]             340                 345                 350

[1231] Pro  Arg  Arg  Pro  Gly  Pro  Thr  Arg  Lys  His  Tyr  Gln  Pro  Tyr  Ala  Pro

[1232]         355                 360                 365

[1233] Pro  Arg  Asp  Phe  Ala  Ala  Tyr  Arg  Ser  Arg  Val  Lys  Phe  Ser  Arg  Ser

[1234]     370                 375                 380

[1235] Ala  Asp  Ala  Pro  Ala  Tyr  Lys  Gln  Gly  Gln  Asn  Gln  Leu  Tyr  Asn  Glu

[1236] 385                 390                 395                 400

[1237] Leu  Asn  Leu  Gly  Arg  Arg  Glu  Glu  Tyr  Asp  Val  Leu  Asp  Lys  Arg  Arg

[1238]                 405                 410                 415

[1239] Gly  Arg  Asp  Pro  Glu  Met  Gly  Gly  Lys  Pro  Arg  Arg  Lys  Asn  Pro  Gln

[1240]             420                 425                 430

[1241] Glu  Gly  Leu  Tyr  Asn  Glu  Leu  Gln  Lys  Asp  Lys  Met  Ala  Glu  Ala  Tyr

[1242]         435                 440                 445

[1243] Ser  Glu  Ile  Gly  Met  Lys  Gly  Glu  Arg  Arg  Arg  Gly  Lys  Gly  His  Asp

[1244]     450                 455                 460

[1245] Gly  Leu  Tyr  Gln  Gly  Leu  Ser  Thr  Ala  Thr  Lys  Asp  Thr  Tyr  Asp  Ala

[1246] 465                 470                 475                 480

[1247] Leu  His  Met  Gln  Ala  Leu  Pro  Pro  Arg  Ile  Ser  Leu  Ile  Ala  Ala  Leu

[1248]                 485                 490                 495

[1249] Ala  Val  Asp  Tyr  Val  Ile  Gly  Met  Glu  Asn  Ala  Met  Pro  Trp  Asn  Leu

[1250]             500                 505                 510

[1251] Pro  Ala  Asp  Leu  Ala  Trp  Phe  Lys  Arg  Asn  Thr  Leu  Asn  Lys  Pro  Val

[1252]         515                 520                 525

[1253] Ile  Met  Gly  Arg  His  Thr  Trp  Glu  Ser  Ile  Gly  Arg  Pro  Leu  Pro  Gly

[1254]     530                 535                 540

[1255] Arg  Lys  Asn  Ile  Ile  Leu  Ser  Ser  Gln  Pro  Ser  Thr  Asp  Asp  Arg  Val

[1256] 545                 550                 555                 560

[1257] Thr  Trp  Val  Lys  Ser  Val  Asp  Glu  Ala  Ile  Ala  Ala  Cys  Gly  Asp  Val

[1258]                 565                 570                 575
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[1259] Pro  Glu  Ile  Met  Val  Ile  Gly  Gly  Gly  Arg  Val  Ile  Glu  Gln  Phe  Leu

[1260]             580                 585                 590

[1261] Pro  Lys  Ala  Gln  Lys  Leu  Tyr  Leu  Thr  His  Ile  Asp  Ala  Glu  Val  Glu

[1262]         595                 600                 605

[1263] Gly  Asp  Thr  His  Phe  Pro  Asp  Tyr  Glu  Pro  Asp  Asp  Trp  Glu  Ser  Val

[1264]     610                 615                 620

[1265] Phe  Ser  Glu  Phe  His  Asp  Ala  Asp  Ala  Gln  Asn  Ser  His  Ser  Tyr  Cys

[1266] 625                 630                 635                 640

[1267] Phe  Glu  Ile  Leu  Glu  Arg  Arg

[1268]                 645

[1269] <210>  57

[1270] <211>  66

[1271] <212>  DNA

[1272] <213>  人工序列(Artificial  Sequence)

[1273] <220>

[1274] <223>  合成

[1275] <400>  57

[1276] atgctgctgc  tcgtgacatc  tctgctgctg  tgcgagctgc  cccaccccgc  ctttctgctg  60

[1277] atcccc  66

[1278] <210>  58

[1279] <211>  22

[1280] <212>  PRT

[1281] <213>  人工序列(Artificial  Sequence)

[1282] <220>

[1283] <223>  合成

[1284] <400>  58

[1285] Met  Leu  Leu  Leu  Val  Thr  Ser  Leu  Leu  Leu  Cys  Glu  Leu  Pro  His  Pro

[1286] 1               5                   10                  15

[1287] Ala  Phe  Leu  Leu  Ile  Pro

[1288]             20

[1289] <210>  59

[1290] <211>  732

[1291] <212>  DNA

[1292] <213>  人工序列(Artificial  Sequence)

[1293] <220>

[1294] <223>  合成

[1295] <400>  59

[1296] gatatcctgc  tgacccagac  ccctctgagc  ctgcctgtgt  ctctgggcga  tcaggccagc  60

[1297] atcagctgca  gatccagcca  gagcctggtg  caccggaacg  gcaacaccta  cctgcactgg  120

[1298] tatctgcaga  agcccggcca  gagccccaag  ctgctgattc  acaaggtgtc  caaccggttc  180

[1299] agcggcgtgc  ccgacagatt  ttctggcagc  ggctccggca  ccgacttcac  cctgaagatc  240

[1300] agccgggtgg  aagccgagga  cctgggcgtg  tacttctgca  gccagtccac  ccacgtgccc  300
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[1301] cccctgacat  ttggcgccgg  aacaaagctg  gaactgaagg  gcagcacaag  cggcagcggc  360

[1302] aagcctggat  ctggcgaggg  aagcaccaag  ggcgaagtga  agctgcagca  gagcggcccc  420

[1303] tctctggtgg  aacctggcgc  ctctgtgatg  atctcctgca  aggccagcgg  cagctccttc  480

[1304] accggctaca  acatgaactg  ggtgcgccag  aacatcggca  agagcctgga  atggatcggc  540

[1305] gccatcgacc  cctactacgg  cggcaccagc  tacaaccaga  agttcaaggg  cagagccacc  600

[1306] ctgaccgtgg  acaagagcag  ctccaccgcc  tacatgcacc  tgaagtccct  gaccagcgag  660

[1307] gacagcgccg  tgtactactg  cgtgtccggc  atggaatact  ggggccaggg  cacaagcgtg  720

[1308] accgtgtcct  ct  732

[1309] <210>  60

[1310] <211>  244

[1311] <212>  PRT

[1312] <213>  人工序列(Artificial  Sequence)

[1313] <220>

[1314] <223>  合成

[1315] <400>  60

[1316] Asp  Ile  Leu  Leu  Thr  Gln  Thr  Pro  Leu  Ser  Leu  Pro  Val  Ser  Leu  Gly

[1317] 1               5                   10                  15

[1318] Asp  Gln  Ala  Ser  Ile  Ser  Cys  Arg  Ser  Ser  Gln  Ser  Leu  Val  His  Arg

[1319]             20                  25                  30

[1320] Asn  Gly  Asn  Thr  Tyr  Leu  His  Trp  Tyr  Leu  Gln  Lys  Pro  Gly  Gln  Ser

[1321]         35                  40                  45

[1322] Pro  Lys  Leu  Leu  Ile  His  Lys  Val  Ser  Asn  Arg  Phe  Ser  Gly  Val  Pro

[1323]     50                  55                  60

[1324] Asp  Arg  Phe  Ser  Gly  Ser  Gly  Ser  Gly  Thr  Asp  Phe  Thr  Leu  Lys  Ile

[1325] 65                  70                  75                  80

[1326] Ser  Arg  Val  Glu  Ala  Glu  Asp  Leu  Gly  Val  Tyr  Phe  Cys  Ser  Gln  Ser

[1327]                 85                  90                  95

[1328] Thr  His  Val  Pro  Pro  Leu  Thr  Phe  Gly  Ala  Gly  Thr  Lys  Leu  Glu  Leu

[1329]             100                 105                 110

[1330] Lys  Gly  Ser  Thr  Ser  Gly  Ser  Gly  Lys  Pro  Gly  Ser  Gly  Glu  Gly  Ser

[1331]         115                 120                 125

[1332] Thr  Lys  Gly  Glu  Val  Lys  Leu  Gln  Gln  Ser  Gly  Pro  Ser  Leu  Val  Glu

[1333]     130                 135                 140

[1334] Pro  Gly  Ala  Ser  Val  Met  Ile  Ser  Cys  Lys  Ala  Ser  Gly  Ser  Ser  Phe

[1335] 145                 150                 155                 160

[1336] Thr  Gly  Tyr  Asn  Met  Asn  Trp  Val  Arg  Gln  Asn  Ile  Gly  Lys  Ser  Leu

[1337]                 165                 170                 175

[1338] Glu  Trp  Ile  Gly  Ala  Ile  Asp  Pro  Tyr  Tyr  Gly  Gly  Thr  Ser  Tyr  Asn

[1339]             180                 185                 190

[1340] Gln  Lys  Phe  Lys  Gly  Arg  Ala  Thr  Leu  Thr  Val  Asp  Lys  Ser  Ser  Ser

[1341]         195                 200                 205

[1342] Thr  Ala  Tyr  Met  His  Leu  Lys  Ser  Leu  Thr  Ser  Glu  Asp  Ser  Ala  Val
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[1343]     210                 215                 220

[1344] Tyr  Tyr  Cys  Val  Ser  Gly  Met  Glu  Tyr  Trp  Gly  Gln  Gly  Thr  Ser  Val

[1345] 225                 230                 235                 240

[1346] Thr  Val  Ser  Ser

[1347] <210>  61

[1348] <211>  117

[1349] <212>  DNA

[1350] <213>  人工序列(Artificial  Sequence)

[1351] <220>

[1352] <223>  合成

[1353] <400>  61

[1354] attgaagtta  tgtatcctcc  tccttaccta  gacaatgaga  agagcaatgg  aaccattatc  60

[1355] catgtgaaag  ggaaacacct  ttgtccaagt  cccctatttc  ccggaccttc  taagccc  117

[1356] <210>  62

[1357] <211>  39

[1358] <212>  PRT

[1359] <213>  人工序列(Artificial  Sequence)

[1360] <220>

[1361] <223>  合成

[1362] <400>  62

[1363] Ile  Glu  Val  Met  Tyr  Pro  Pro  Pro  Tyr  Leu  Asp  Asn  Glu  Lys  Ser  Asn

[1364] 1               5                   10                  15

[1365] Gly  Thr  Ile  Ile  His  Val  Lys  Gly  Lys  His  Leu  Cys  Pro  Ser  Pro  Leu

[1366]             20                  25                  30

[1367] Phe  Pro  Gly  Pro  Ser  Lys  Pro

[1368]         35

[1369] <210>  63

[1370] <211>  81

[1371] <212>  DNA

[1372] <213>  人工序列(Artificial  Sequence)

[1373] <220>

[1374] <223>  合成

[1375] <400>  63

[1376] ttttgggtgc  tggtggtggt  tgggggagtc  ctggcttgct  atagcttgct  agtaacagtg  60

[1377] gcctttatta  ttttctgggt  g  81

[1378] <210>  64

[1379] <211>  27

[1380] <212>  PRT

[1381] <213>  人工序列(Artificial  Sequence)

[1382] <220>

[1383] <223>  合成

[1384] <400>  64
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[1385] Phe  Trp  Val  Leu  Val  Val  Val  Gly  Gly  Val  Leu  Ala  Cys  Tyr  Ser  Leu

[1386] 1               5                   10                  15

[1387] Leu  Val  Thr  Val  Ala  Phe  Ile  Ile  Phe  Trp  Val

[1388]             20                  25

[1389] <210>  65

[1390] <211>  123

[1391] <212>  DNA

[1392] <213>  人工序列(Artificial  Sequence)

[1393] <220>

[1394] <223>  合成

[1395] <400>  65

[1396] aggagtaaga  ggagcaggct  cctgcacagt  gactacatga  acatgactcc  ccgccgcccc  60

[1397] gggcccaccc  gcaagcatta  ccagccctat  gccccaccac  gcgacttcgc  agcctatcgc  120

[1398] tcc  123

[1399] <210>  66

[1400] <211>  41

[1401] <212>  PRT

[1402] <213>  人工序列(Artificial  Sequence)

[1403] <220>

[1404] <223>  合成

[1405] <400>  66

[1406] Arg  Ser  Lys  Arg  Ser  Arg  Leu  Leu  His  Ser  Asp  Tyr  Met  Asn  Met  Thr

[1407] 1               5                   10                  15

[1408] Pro  Arg  Arg  Pro  Gly  Pro  Thr  Arg  Lys  His  Tyr  Gln  Pro  Tyr  Ala  Pro

[1409]             20                  25                  30

[1410] Pro  Arg  Asp  Phe  Ala  Ala  Tyr  Arg  Ser

[1411]         35                  40

[1412] <210>  67

[1413] <211>  336

[1414] <212>  DNA

[1415] <213>  人工序列(Artificial  Sequence)

[1416] <220>

[1417] <223>  合成

[1418] <400>  67

[1419] agagtgaagt  tcagcaggag  cgcagacgcc  cccgcgtaca  agcagggcca  gaaccagctc  60

[1420] tataacgagc  tcaatctagg  acgaagagag  gagtacgatg  ttttggacaa  gagacgtggc  120

[1421] cgggaccctg  agatgggggg  aaagccgaga  aggaagaacc  ctcaggaagg  cctgtacaat  180

[1422] gaactgcaga  aagataagat  ggcggaggcc  tacagtgaga  ttgggatgaa  aggcgagcgc  240

[1423] cggaggggca  aggggcacga  tggcctttac  cagggtctca  gtacagccac  caaggacacc  300

[1424] tacgacgccc  ttcacatgca  ggccctgccc  cctcgc  336

[1425] <210>  68

[1426] <211>  112
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[1427] <212>  PRT

[1428] <213>  人工序列(Artificial  Sequence)

[1429] <220>

[1430] <223>  合成

[1431] <400>  68

[1432] Arg  Val  Lys  Phe  Ser  Arg  Ser  Ala  Asp  Ala  Pro  Ala  Tyr  Lys  Gln  Gly

[1433] 1               5                   10                  15

[1434] Gln  Asn  Gln  Leu  Tyr  Asn  Glu  Leu  Asn  Leu  Gly  Arg  Arg  Glu  Glu  Tyr

[1435]             20                  25                  30

[1436] Asp  Val  Leu  Asp  Lys  Arg  Arg  Gly  Arg  Asp  Pro  Glu  Met  Gly  Gly  Lys

[1437]         35                  40                  45

[1438] Pro  Arg  Arg  Lys  Asn  Pro  Gln  Glu  Gly  Leu  Tyr  Asn  Glu  Leu  Gln  Lys

[1439]     50                  55                  60

[1440] Asp  Lys  Met  Ala  Glu  Ala  Tyr  Ser  Glu  Ile  Gly  Met  Lys  Gly  Glu  Arg

[1441] 65                  70                  75                  80

[1442] Arg  Arg  Gly  Lys  Gly  His  Asp  Gly  Leu  Tyr  Gln  Gly  Leu  Ser  Thr  Ala

[1443]                 85                  90                  95

[1444] Thr  Lys  Asp  Thr  Tyr  Asp  Ala  Leu  His  Met  Gln  Ala  Leu  Pro  Pro  Arg

[1445]             100                 105                 110

[1446] <210>  69

[1447] <211>  474

[1448] <212>  DNA

[1449] <213>  人工序列(Artificial  Sequence)

[1450] <220>

[1451] <223>  合成

[1452] <400>  69

[1453] atcagtctga  ttgcggcgtt  agcggtagat  tacgttatcg  gcatggaaaa  cgccatgccg  60

[1454] tggaacctgc  ctgccgatct  cgcctggttt  aaacgcaaca  ccttaaataa  acccgtgatt  120

[1455] atgggccgcc  atacctggga  atcaatcggt  cgtccgttgc  caggacgcaa  aaatattatc  180

[1456] ctcagcagtc  aaccgagtac  ggacgatcgc  gtaacgtggg  tgaagtcggt  ggatgaagcc  240

[1457] atcgcggcgt  gtggtgacgt  accagaaatc  atggtgattg  gcggcggtcg  cgttattgaa  300

[1458] cagttcttgc  caaaagcgca  aaaactgtat  ctgacgcata  tcgacgcaga  agtggaaggc  360

[1459] gacacccatt  tcccggatta  cgagccggat  gactgggaat  cggtattcag  cgaattccac  420

[1460] gatgctgatg  cgcagaactc  tcacagctat  tgctttgaga  ttctggagcg  gcga  474

[1461] <210>  70

[1462] <211>  158

[1463] <212>  PRT

[1464] <213>  人工序列(Artificial  Sequence)

[1465] <220>

[1466] <223>  合成

[1467] <400>  70

[1468] Ile  Ser  Leu  Ile  Ala  Ala  Leu  Ala  Val  Asp  Tyr  Val  Ile  Gly  Met  Glu
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[1469] 1               5                   10                  15

[1470] Asn  Ala  Met  Pro  Trp  Asn  Leu  Pro  Ala  Asp  Leu  Ala  Trp  Phe  Lys  Arg

[1471]             20                  25                  30

[1472] Asn  Thr  Leu  Asn  Lys  Pro  Val  Ile  Met  Gly  Arg  His  Thr  Trp  Glu  Ser

[1473]         35                  40                  45

[1474] Ile  Gly  Arg  Pro  Leu  Pro  Gly  Arg  Lys  Asn  Ile  Ile  Leu  Ser  Ser  Gln

[1475]     50                  55                  60

[1476] Pro  Ser  Thr  Asp  Asp  Arg  Val  Thr  Trp  Val  Lys  Ser  Val  Asp  Glu  Ala

[1477] 65                  70                  75                  80

[1478] Ile  Ala  Ala  Cys  Gly  Asp  Val  Pro  Glu  Ile  Met  Val  Ile  Gly  Gly  Gly

[1479]                 85                  90                  95

[1480] Arg  Val  Ile  Glu  Gln  Phe  Leu  Pro  Lys  Ala  Gln  Lys  Leu  Tyr  Leu  Thr

[1481]             100                 105                 110

[1482] His  Ile  Asp  Ala  Glu  Val  Glu  Gly  Asp  Thr  His  Phe  Pro  Asp  Tyr  Glu

[1483]         115                 120                 125

[1484] Pro  Asp  Asp  Trp  Glu  Ser  Val  Phe  Ser  Glu  Phe  His  Asp  Ala  Asp  Ala

[1485]     130                 135                 140

[1486] Gln  Asn  Ser  His  Ser  Tyr  Cys  Phe  Glu  Ile  Leu  Glu  Arg  Arg

[1487] 145                 150                 155

[1488] <210>  71

[1489] <211>  1950

[1490] <212>  DNA

[1491] <213>  人工序列(Artificial  Sequence)

[1492] <220>

[1493] <223>  合成

[1494] <400>  71

[1495] atgctgctgc  tcgtgacatc  tctgctgctg  tgcgagctgc  cccaccccgc  ctttctgctg  60

[1496] atccccgata  tcctgctgac  ccagacccct  ctgagcctgc  ctgtgtctct  gggcgatcag  120

[1497] gccagcatca  gctgcagatc  cagccagagc  ctggtgcacc  ggaacggcaa  cacctacctg  180

[1498] cactggtatc  tgcagaagcc  cggccagagc  cccaagctgc  tgattcacaa  ggtgtccaac  240

[1499] cggttcagcg  gcgtgcccga  cagattttct  ggcagcggct  ccggcaccga  cttcaccctg  300

[1500] aagatcagcc  gggtggaagc  cgaggacctg  ggcgtgtact  tctgcagcca  gtccacccac  360

[1501] gtgccccccc  tgacatttgg  cgccggaaca  aagctggaac  tgaagggcag  cacaagcggc  420

[1502] agcggcaagc  ctggatctgg  cgagggaagc  accaagggcg  aagtgaagct  gcagcagagc  480

[1503] ggcccctctc  tggtggaacc  tggcgcctct  gtgatgatct  cctgcaaggc  cagcggcagc  540

[1504] tccttcaccg  gctacaacat  gaactgggtg  cgccagaaca  tcggcaagag  cctggaatgg  600

[1505] atcggcgcca  tcgaccccta  ctacggcggc  accagctaca  accagaagtt  caagggcaga  660

[1506] gccaccctga  ccgtggacaa  gagcagctcc  accgcctaca  tgcacctgaa  gtccctgacc  720

[1507] agcgaggaca  gcgccgtgta  ctactgcgtg  tccggcatgg  aatactgggg  ccagggcaca  780

[1508] agcgtgaccg  tgtcctctgc  tagcttcgaa  attgaagtta  tgtatcctcc  tccttaccta  840

[1509] gacaatgaga  agagcaatgg  aaccattatc  catgtgaaag  ggaaacacct  ttgtccaagt  900

[1510] cccctatttc  ccggaccttc  taagcccttt  tgggtgctgg  tggtggttgg  gggagtcctg  960
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[1511] gcttgctata  gcttgctagt  aacagtggcc  tttattattt  tctgggtgag  gagtaagagg  1020

[1512] agcaggctcc  tgcacagtga  ctacatgaac  atgactcccc  gccgccccgg  gcccacccgc  1080

[1513] aagcattacc  agccctatgc  cccaccacgc  gacttcgcag  cctatcgctc  ccatatgaga  1140

[1514] gtgaagttca  gcaggagcgc  agacgccccc  gcgtacaagc  agggccagaa  ccagctctat  1200

[1515] aacgagctca  atctaggacg  aagagaggag  tacgatgttt  tggacaagag  acgtggccgg  1260

[1516] gaccctgaga  tggggggaaa  gccgagaagg  aagaaccctc  aggaaggcct  gtacaatgaa  1320

[1517] ctgcagaaag  ataagatggc  ggaggcctac  agtgagattg  ggatgaaagg  cgagcgccgg  1380

[1518] aggggcaagg  ggcacgatgg  cctttaccag  ggtctcagta  cagccaccaa  ggacacctac  1440

[1519] gacgcccttc  acatgcaggc  cctgccccct  cgcatcagtc  tgattgcggc  gttagcggta  1500

[1520] gattacgtta  tcggcatgga  aaacgccatg  ccgtggaacc  tgcctgccga  tctcgcctgg  1560

[1521] tttaaacgca  acaccttaaa  taaacccgtg  attatgggcc  gccatacctg  ggaatcaatc  1620

[1522] ggtcgtccgt  tgccaggacg  caaaaatatt  atcctcagca  gtcaaccgag  tacggacgat  1680

[1523] cgcgtaacgt  gggtgaagtc  ggtggatgaa  gccatcgcgg  cgtgtggtga  cgtaccagaa  1740

[1524] atcatggtga  ttggcggcgg  tcgcgttatt  gaacagttct  tgccaaaagc  gcaaaaactg  1800

[1525] tatctgacgc  atatcgacgc  agaagtggaa  ggcgacaccc  atttcccgga  ttacgagccg  1860

[1526] gatgactggg  aatcggtatt  cagcgaattc  cacgatgctg  atgcgcagaa  ctctcacagc  1920

[1527] tattgctttg  agattctgga  gcggcgatga  1950

[1528] <210>  72

[1529] <211>  649

[1530] <212>  PRT

[1531] <213>  人工序列(Artificial  Sequence)

[1532] <220>

[1533] <223>  合成

[1534] <400>  72

[1535] Met  Leu  Leu  Leu  Val  Thr  Ser  Leu  Leu  Leu  Cys  Glu  Leu  Pro  His  Pro

[1536] 1               5                   10                  15

[1537] Ala  Phe  Leu  Leu  Ile  Pro  Asp  Ile  Leu  Leu  Thr  Gln  Thr  Pro  Leu  Ser

[1538]             20                  25                  30

[1539] Leu  Pro  Val  Ser  Leu  Gly  Asp  Gln  Ala  Ser  Ile  Ser  Cys  Arg  Ser  Ser

[1540]         35                  40                  45

[1541] Gln  Ser  Leu  Val  His  Arg  Asn  Gly  Asn  Thr  Tyr  Leu  His  Trp  Tyr  Leu

[1542]     50                  55                  60

[1543] Gln  Lys  Pro  Gly  Gln  Ser  Pro  Lys  Leu  Leu  Ile  His  Lys  Val  Ser  Asn

[1544] 65                  70                  75                  80

[1545] Arg  Phe  Ser  Gly  Val  Pro  Asp  Arg  Phe  Ser  Gly  Ser  Gly  Ser  Gly  Thr

[1546]                 85                  90                  95

[1547] Asp  Phe  Thr  Leu  Lys  Ile  Ser  Arg  Val  Glu  Ala  Glu  Asp  Leu  Gly  Val

[1548]             100                 105                 110

[1549] Tyr  Phe  Cys  Ser  Gln  Ser  Thr  His  Val  Pro  Pro  Leu  Thr  Phe  Gly  Ala

[1550]         115                 120                 125

[1551] Gly  Thr  Lys  Leu  Glu  Leu  Lys  Gly  Ser  Thr  Ser  Gly  Ser  Gly  Lys  Pro

[1552]     130                 135                 140
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[1553] Gly  Ser  Gly  Glu  Gly  Ser  Thr  Lys  Gly  Glu  Val  Lys  Leu  Gln  Gln  Ser

[1554] 145                 150                 155                 160

[1555] Gly  Pro  Ser  Leu  Val  Glu  Pro  Gly  Ala  Ser  Val  Met  Ile  Ser  Cys  Lys

[1556]                 165                 170                 175

[1557] Ala  Ser  Gly  Ser  Ser  Phe  Thr  Gly  Tyr  Asn  Met  Asn  Trp  Val  Arg  Gln

[1558]             180                 185                 190

[1559] Asn  Ile  Gly  Lys  Ser  Leu  Glu  Trp  Ile  Gly  Ala  Ile  Asp  Pro  Tyr  Tyr

[1560]         195                 200                 205

[1561] Gly  Gly  Thr  Ser  Tyr  Asn  Gln  Lys  Phe  Lys  Gly  Arg  Ala  Thr  Leu  Thr

[1562]     210                 215                 220

[1563] Val  Asp  Lys  Ser  Ser  Ser  Thr  Ala  Tyr  Met  His  Leu  Lys  Ser  Leu  Thr

[1564] 225                 230                 235                 240

[1565] Ser  Glu  Asp  Ser  Ala  Val  Tyr  Tyr  Cys  Val  Ser  Gly  Met  Glu  Tyr  Trp

[1566]                 245                 250                 255

[1567] Gly  Gln  Gly  Thr  Ser  Val  Thr  Val  Ser  Ser  Ala  Ser  Phe  Glu  Ile  Glu

[1568]             260                 265                 270

[1569] Val  Met  Tyr  Pro  Pro  Pro  Tyr  Leu  Asp  Asn  Glu  Lys  Ser  Asn  Gly  Thr

[1570]         275                 280                 285

[1571] Ile  Ile  His  Val  Lys  Gly  Lys  His  Leu  Cys  Pro  Ser  Pro  Leu  Phe  Pro

[1572]     290                 295                 300

[1573] Gly  Pro  Ser  Lys  Pro  Phe  Trp  Val  Leu  Val  Val  Val  Gly  Gly  Val  Leu

[1574] 305                 310                 315                 320

[1575] Ala  Cys  Tyr  Ser  Leu  Leu  Val  Thr  Val  Ala  Phe  Ile  Ile  Phe  Trp  Val

[1576]                 325                 330                 335

[1577] Arg  Ser  Lys  Arg  Ser  Arg  Leu  Leu  His  Ser  Asp  Tyr  Met  Asn  Met  Thr

[1578]             340                 345                 350

[1579] Pro  Arg  Arg  Pro  Gly  Pro  Thr  Arg  Lys  His  Tyr  Gln  Pro  Tyr  Ala  Pro

[1580]         355                 360                 365

[1581] Pro  Arg  Asp  Phe  Ala  Ala  Tyr  Arg  Ser  His  Met  Arg  Val  Lys  Phe  Ser

[1582]     370                 375                 380

[1583] Arg  Ser  Ala  Asp  Ala  Pro  Ala  Tyr  Lys  Gln  Gly  Gln  Asn  Gln  Leu  Tyr

[1584] 385                 390                 395                 400

[1585] Asn  Glu  Leu  Asn  Leu  Gly  Arg  Arg  Glu  Glu  Tyr  Asp  Val  Leu  Asp  Lys

[1586]                 405                 410                 415

[1587] Arg  Arg  Gly  Arg  Asp  Pro  Glu  Met  Gly  Gly  Lys  Pro  Arg  Arg  Lys  Asn

[1588]             420                 425                 430

[1589] Pro  Gln  Glu  Gly  Leu  Tyr  Asn  Glu  Leu  Gln  Lys  Asp  Lys  Met  Ala  Glu

[1590]         435                 440                 445

[1591] Ala  Tyr  Ser  Glu  Ile  Gly  Met  Lys  Gly  Glu  Arg  Arg  Arg  Gly  Lys  Gly

[1592]     450                 455                 460

[1593] His  Asp  Gly  Leu  Tyr  Gln  Gly  Leu  Ser  Thr  Ala  Thr  Lys  Asp  Thr  Tyr

[1594] 465                 470                 475                 480
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[1595] Asp  Ala  Leu  His  Met  Gln  Ala  Leu  Pro  Pro  Arg  Ile  Ser  Leu  Ile  Ala

[1596]                 485                 490                 495

[1597] Ala  Leu  Ala  Val  Asp  Tyr  Val  Ile  Gly  Met  Glu  Asn  Ala  Met  Pro  Trp

[1598]             500                 505                 510

[1599] Asn  Leu  Pro  Ala  Asp  Leu  Ala  Trp  Phe  Lys  Arg  Asn  Thr  Leu  Asn  Lys

[1600]         515                 520                 525

[1601] Pro  Val  Ile  Met  Gly  Arg  His  Thr  Trp  Glu  Ser  Ile  Gly  Arg  Pro  Leu

[1602]     530                 535                 540

[1603] Pro  Gly  Arg  Lys  Asn  Ile  Ile  Leu  Ser  Ser  Gln  Pro  Ser  Thr  Asp  Asp

[1604] 545                 550                 555                 560

[1605] Arg  Val  Thr  Trp  Val  Lys  Ser  Val  Asp  Glu  Ala  Ile  Ala  Ala  Cys  Gly

[1606]                 565                 570                 575

[1607] Asp  Val  Pro  Glu  Ile  Met  Val  Ile  Gly  Gly  Gly  Arg  Val  Ile  Glu  Gln

[1608]             580                 585                 590

[1609] Phe  Leu  Pro  Lys  Ala  Gln  Lys  Leu  Tyr  Leu  Thr  His  Ile  Asp  Ala  Glu

[1610]         595                 600                 605

[1611] Val  Glu  Gly  Asp  Thr  His  Phe  Pro  Asp  Tyr  Glu  Pro  Asp  Asp  Trp  Glu

[1612]     610                 615                 620

[1613] Ser  Val  Phe  Ser  Glu  Phe  His  Asp  Ala  Asp  Ala  Gln  Asn  Ser  His  Ser

[1614] 625                 630                 635                 640

[1615] Tyr  Cys  Phe  Glu  Ile  Leu  Glu  Arg  Arg

[1616]                 645

[1617] <210>  73

[1618] <211>  66

[1619] <212>  DNA

[1620] <213>  人工序列(Artificial  Sequence)

[1621] <220>

[1622] <223>  合成

[1623] <400>  73

[1624] atgctgctgc  tcgtgacatc  tctgctgctg  tgcgagctgc  cccaccccgc  ctttctgctg  60

[1625] atcccc  66

[1626] <210>  74

[1627] <211>  22

[1628] <212>  PRT

[1629] <213>  人工序列(Artificial  Sequence)

[1630] <220>

[1631] <223>  合成

[1632] <400>  74

[1633] Met  Leu  Leu  Leu  Val  Thr  Ser  Leu  Leu  Leu  Cys  Glu  Leu  Pro  His  Pro

[1634] 1               5                   10                  15

[1635] Ala  Phe  Leu  Leu  Ile  Pro

[1636]             20
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[1637] <210>  75

[1638] <211>  732

[1639] <212>  DNA

[1640] <213>  人工序列(Artificial  Sequence)

[1641] <220>

[1642] <223>  合成

[1643] <400>  75

[1644] gatatcctgc  tgacccagac  ccctctgagc  ctgcctgtgt  ctctgggcga  tcaggccagc  60

[1645] atcagctgca  gatccagcca  gagcctggtg  caccggaacg  gcaacaccta  cctgcactgg  120

[1646] tatctgcaga  agcccggcca  gagccccaag  ctgctgattc  acaaggtgtc  caaccggttc  180

[1647] agcggcgtgc  ccgacagatt  ttctggcagc  ggctccggca  ccgacttcac  cctgaagatc  240

[1648] agccgggtgg  aagccgagga  cctgggcgtg  tacttctgca  gccagtccac  ccacgtgccc  300

[1649] cccctgacat  ttggcgccgg  aacaaagctg  gaactgaagg  gcagcacaag  cggcagcggc  360

[1650] aagcctggat  ctggcgaggg  aagcaccaag  ggcgaagtga  agctgcagca  gagcggcccc  420

[1651] tctctggtgg  aacctggcgc  ctctgtgatg  atctcctgca  aggccagcgg  cagctccttc  480

[1652] accggctaca  acatgaactg  ggtgcgccag  aacatcggca  agagcctgga  atggatcggc  540

[1653] gccatcgacc  cctactacgg  cggcaccagc  tacaaccaga  agttcaaggg  cagagccacc  600

[1654] ctgaccgtgg  acaagagcag  ctccaccgcc  tacatgcacc  tgaagtccct  gaccagcgag  660

[1655] gacagcgccg  tgtactactg  cgtgtccggc  atggaatact  ggggccaggg  cacaagcgtg  720

[1656] accgtgtcct  ct  732

[1657] <210>  76

[1658] <211>  244

[1659] <212>  PRT

[1660] <213>  人工序列(Artificial  Sequence)

[1661] <220>

[1662] <223>  合成

[1663] <400>  76

[1664] Asp  Ile  Leu  Leu  Thr  Gln  Thr  Pro  Leu  Ser  Leu  Pro  Val  Ser  Leu  Gly

[1665] 1               5                   10                  15

[1666] Asp  Gln  Ala  Ser  Ile  Ser  Cys  Arg  Ser  Ser  Gln  Ser  Leu  Val  His  Arg

[1667]             20                  25                  30

[1668] Asn  Gly  Asn  Thr  Tyr  Leu  His  Trp  Tyr  Leu  Gln  Lys  Pro  Gly  Gln  Ser

[1669]         35                  40                  45

[1670] Pro  Lys  Leu  Leu  Ile  His  Lys  Val  Ser  Asn  Arg  Phe  Ser  Gly  Val  Pro

[1671]     50                  55                  60

[1672] Asp  Arg  Phe  Ser  Gly  Ser  Gly  Ser  Gly  Thr  Asp  Phe  Thr  Leu  Lys  Ile

[1673] 65                  70                  75                  80

[1674] Ser  Arg  Val  Glu  Ala  Glu  Asp  Leu  Gly  Val  Tyr  Phe  Cys  Ser  Gln  Ser

[1675]                 85                  90                  95

[1676] Thr  His  Val  Pro  Pro  Leu  Thr  Phe  Gly  Ala  Gly  Thr  Lys  Leu  Glu  Leu

[1677]             100                 105                 110

[1678] Lys  Gly  Ser  Thr  Ser  Gly  Ser  Gly  Lys  Pro  Gly  Ser  Gly  Glu  Gly  Ser
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[1679]         115                 120                 125

[1680] Thr  Lys  Gly  Glu  Val  Lys  Leu  Gln  Gln  Ser  Gly  Pro  Ser  Leu  Val  Glu

[1681]     130                 135                 140

[1682] Pro  Gly  Ala  Ser  Val  Met  Ile  Ser  Cys  Lys  Ala  Ser  Gly  Ser  Ser  Phe

[1683] 145                 150                 155                 160

[1684] Thr  Gly  Tyr  Asn  Met  Asn  Trp  Val  Arg  Gln  Asn  Ile  Gly  Lys  Ser  Leu

[1685]                 165                 170                 175

[1686] Glu  Trp  Ile  Gly  Ala  Ile  Asp  Pro  Tyr  Tyr  Gly  Gly  Thr  Ser  Tyr  Asn

[1687]             180                 185                 190

[1688] Gln  Lys  Phe  Lys  Gly  Arg  Ala  Thr  Leu  Thr  Val  Asp  Lys  Ser  Ser  Ser

[1689]         195                 200                 205

[1690] Thr  Ala  Tyr  Met  His  Leu  Lys  Ser  Leu  Thr  Ser  Glu  Asp  Ser  Ala  Val

[1691]     210                 215                 220

[1692] Tyr  Tyr  Cys  Val  Ser  Gly  Met  Glu  Tyr  Trp  Gly  Gln  Gly  Thr  Ser  Val

[1693] 225                 230                 235                 240

[1694] Thr  Val  Ser  Ser

[1695] <210>  77

[1696] <211>  117

[1697] <212>  DNA

[1698] <213>  人工序列(Artificial  Sequence)

[1699] <220>

[1700] <223>  合成

[1701] <400>  77

[1702] attgaagtta  tgtatcctcc  tccttaccta  gacaatgaga  agagcaatgg  aaccattatc  60

[1703] catgtgaaag  ggaaacacct  ttgtccaagt  cccctatttc  ccggaccttc  taagccc  117

[1704] <210>  78

[1705] <211>  39

[1706] <212>  PRT

[1707] <213>  人工序列(Artificial  Sequence)

[1708] <220>

[1709] <223>  合成

[1710] <400>  78

[1711] Ile  Glu  Val  Met  Tyr  Pro  Pro  Pro  Tyr  Leu  Asp  Asn  Glu  Lys  Ser  Asn

[1712] 1               5                   10                  15

[1713] Gly  Thr  Ile  Ile  His  Val  Lys  Gly  Lys  His  Leu  Cys  Pro  Ser  Pro  Leu

[1714]             20                  25                  30

[1715] Phe  Pro  Gly  Pro  Ser  Lys  Pro

[1716]         35

[1717] <210>  79

[1718] <211>  81

[1719] <212>  DNA

[1720] <213>  人工序列(Artificial  Sequence)
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[1721] <220>

[1722] <223>  合成

[1723] <400>  79

[1724] ttttgggtgc  tggtggtggt  tgggggagtc  ctggcttgct  atagcttgct  agtaacagtg  60

[1725] gcctttatta  ttttctgggt  g  81

[1726] <210>  80

[1727] <211>  27

[1728] <212>  PRT

[1729] <213>  人工序列(Artificial  Sequence)

[1730] <220>

[1731] <223>  合成

[1732] <400>  80

[1733] Phe  Trp  Val  Leu  Val  Val  Val  Gly  Gly  Val  Leu  Ala  Cys  Tyr  Ser  Leu

[1734] 1               5                   10                  15

[1735] Leu  Val  Thr  Val  Ala  Phe  Ile  Ile  Phe  Trp  Val

[1736]             20                  25

[1737] <210>  81

[1738] <211>  123

[1739] <212>  DNA

[1740] <213>  人工序列(Artificial  Sequence)

[1741] <220>

[1742] <223>  合成

[1743] <400>  81

[1744] aggagtaaga  ggagcaggct  cctgcacagt  gactacatga  acatgactcc  ccgccgcccc  60

[1745] gggcccaccc  gcaagcatta  ccagccctat  gccccaccac  gcgacttcgc  agcctatcgc  120

[1746] tcc  123

[1747] <210>  82

[1748] <211>  41

[1749] <212>  PRT

[1750] <213>  人工序列(Artificial  Sequence)

[1751] <220>

[1752] <223>  合成

[1753] <400>  82

[1754] Arg  Ser  Lys  Arg  Ser  Arg  Leu  Leu  His  Ser  Asp  Tyr  Met  Asn  Met  Thr

[1755] 1               5                   10                  15

[1756] Pro  Arg  Arg  Pro  Gly  Pro  Thr  Arg  Lys  His  Tyr  Gln  Pro  Tyr  Ala  Pro

[1757]             20                  25                  30

[1758] Pro  Arg  Asp  Phe  Ala  Ala  Tyr  Arg  Ser

[1759]         35                  40

[1760] <210>  83

[1761] <211>  336

[1762] <212>  DNA
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[1763] <213>  人工序列(Artificial  Sequence)

[1764] <220>

[1765] <223>  合成

[1766] <400>  83

[1767] agagtgaagt  tcagcaggag  cgcagacgcc  cccgcgtaca  agcagggcca  gaaccagctc  60

[1768] tataacgagc  tcaatctagg  acgaagagag  gagtacgatg  ttttggacaa  gagacgtggc  120

[1769] cgggaccctg  agatgggggg  aaagccgaga  aggaagaacc  ctcaggaagg  cctgtacaat  180

[1770] gaactgcaga  aagataagat  ggcggaggcc  tacagtgaga  ttgggatgaa  aggcgagcgc  240

[1771] cggaggggca  aggggcacga  tggcctttac  cagggtctca  gtacagccac  caaggacacc  300

[1772] tacgacgccc  ttcacatgca  ggccctgccc  cctcgc  336

[1773] <210>  84

[1774] <211>  112

[1775] <212>  PRT

[1776] <213>  人工序列(Artificial  Sequence)

[1777] <220>

[1778] <223>  合成

[1779] <400>  84

[1780] Arg  Val  Lys  Phe  Ser  Arg  Ser  Ala  Asp  Ala  Pro  Ala  Tyr  Lys  Gln  Gly

[1781] 1               5                   10                  15

[1782] Gln  Asn  Gln  Leu  Tyr  Asn  Glu  Leu  Asn  Leu  Gly  Arg  Arg  Glu  Glu  Tyr

[1783]             20                  25                  30

[1784] Asp  Val  Leu  Asp  Lys  Arg  Arg  Gly  Arg  Asp  Pro  Glu  Met  Gly  Gly  Lys

[1785]         35                  40                  45

[1786] Pro  Arg  Arg  Lys  Asn  Pro  Gln  Glu  Gly  Leu  Tyr  Asn  Glu  Leu  Gln  Lys

[1787]     50                  55                  60

[1788] Asp  Lys  Met  Ala  Glu  Ala  Tyr  Ser  Glu  Ile  Gly  Met  Lys  Gly  Glu  Arg

[1789] 65                  70                  75                  80

[1790] Arg  Arg  Gly  Lys  Gly  His  Asp  Gly  Leu  Tyr  Gln  Gly  Leu  Ser  Thr  Ala

[1791]                 85                  90                  95

[1792] Thr  Lys  Asp  Thr  Tyr  Asp  Ala  Leu  His  Met  Gln  Ala  Leu  Pro  Pro  Arg

[1793]             100                 105                 110

[1794] <210>  85

[1795] <211>  477

[1796] <212>  DNA

[1797] <213>  人工序列(Artificial  Sequence)

[1798] <220>

[1799] <223>  合成

[1800] <400>  85

[1801] atgatcagtc  tgattgcggc  gttagcggta  gatcacgtta  tcggcatgga  aaccgtcatg  60

[1802] ccgtggaacc  tgcctgccga  tctcgcctgg  tttaaacgca  acaccttaaa  taaacccgtg  120

[1803] attatgggcc  gccatacctg  ggaatcaatc  ggtcgtccgt  tgccaggacg  caaaaatatt  180

[1804] atcctcagca  gtcaaccgag  tacggacgat  cgcgtaacgt  gggtgaagtc  ggtggatgaa  240
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[1805] gccatcgcgg  cgtgtggtga  cgtaccagaa  atcatggtta  ttggcggcgg  tcgcgtttat  300

[1806] gaacagttct  tgccaaaagc  gcaaaaactg  tatctgacgc  atatcgacgc  agaagtggaa  360

[1807] ggcgacaccc  atttcccgga  ttacgagccg  gatgactggg  aatcggtatt  cagcgaattc  420

[1808] cacgatgctg  atgcgcagaa  ctctcacagc  tattgctttg  agattctgga  gcggcga  477

[1809] <210>  86

[1810] <211>  158

[1811] <212>  PRT

[1812] <213>  人工序列(Artificial  Sequence)

[1813] <220>

[1814] <223>  合成

[1815] <400>  86

[1816] Ile  Ser  Leu  Ile  Ala  Ala  Leu  Ala  Val  Asp  Tyr  Val  Ile  Gly  Met  Glu

[1817] 1               5                   10                  15

[1818] Asn  Ala  Met  Pro  Trp  Asn  Leu  Pro  Ala  Asp  Leu  Ala  Trp  Phe  Lys  Arg

[1819]             20                  25                  30

[1820] Asn  Thr  Leu  Asn  Lys  Pro  Val  Ile  Met  Gly  Arg  His  Thr  Trp  Glu  Ser

[1821]         35                  40                  45

[1822] Ile  Gly  Arg  Pro  Leu  Pro  Gly  Arg  Lys  Asn  Ile  Ile  Leu  Ser  Ser  Gln

[1823]     50                  55                  60

[1824] Pro  Ser  Thr  Asp  Asp  Arg  Val  Thr  Trp  Val  Lys  Ser  Val  Asp  Glu  Ala

[1825] 65                  70                  75                  80

[1826] Ile  Ala  Ala  Cys  Gly  Asp  Val  Pro  Glu  Ile  Met  Val  Ile  Gly  Gly  Gly

[1827]                 85                  90                  95

[1828] Arg  Val  Ile  Glu  Gln  Phe  Leu  Pro  Lys  Ala  Gln  Lys  Leu  Tyr  Leu  Thr

[1829]             100                 105                 110

[1830] His  Ile  Asp  Ala  Glu  Val  Glu  Gly  Asp  Thr  His  Phe  Pro  Asp  Tyr  Glu

[1831]         115                 120                 125

[1832] Pro  Asp  Asp  Trp  Glu  Ser  Val  Phe  Ser  Glu  Phe  His  Asp  Ala  Asp  Ala

[1833]     130                 135                 140

[1834] Gln  Asn  Ser  His  Ser  Tyr  Cys  Phe  Glu  Ile  Leu  Glu  Arg  Arg

[1835] 145                 150                 155

[1836] <210>  87

[1837] <211>  2538

[1838] <212>  DNA

[1839] <213>  人工序列(Artificial  Sequence)

[1840] <220>

[1841] <223>  合成

[1842] <400>  87

[1843] atggaattcg  gcctgagctg  gctgtttctg  gtggccattc  tgaagggcgt  gcagtgctcc  60

[1844] agagacatcc  tgctgacaca  gacacctctg  agcctgcctg  tgtctctggg  agatcaggcc  120

[1845] agcatcagct  gtagaagcag  ccagagcctg  gtgcacagaa  acggcaatac  ctacctgcac  180

[1846] tggtatctgc  agaagcccgg  ccagtctcct  aagctgctga  tccacaaggt  gtccaacaga  240
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[1847] ttcagcggcg  tgcccgatag  attttctggc  tctggcagcg  gcaccgactt  caccctgaag  300

[1848] atctctagag  tggaagccga  ggacctgggc  gtgtacttct  gtagccagag  cacacatgtg  360

[1849] cctccactga  cctttggcgc  tggcaccaaa  ctggaactta  aaggcggcgg  aggatctggt  420

[1850] ggtggtggat  ctggcggagg  cggttctgaa  gtgaaactgc  agcagtctgg  cccctctctg  480

[1851] gttgaacctg  gcgcctctgt  gatgatctct  tgcaaggcca  gcggcagcag  cttcaccggc  540

[1852] tacaacatga  actgggtccg  acagaacatc  ggcaagagcc  tggaatggat  cggcgccatc  600

[1853] gatccttact  acggcggcac  cagctacaac  cagaagttca  agggcagagc  cacactgacc  660

[1854] gtggacaaga  gcagcagcac  agcctacatg  cacctgaagt  ccctgacaag  cgaggacagc  720

[1855] gccgtgtact  actgtgtgtc  cggcatgaag  tattggggcc  agggcacaag  cgtgaccgtg  780

[1856] tctagcgcta  agaccacacc  tcctagcgtg  tacggcagag  tgacagtgtc  cagcgccgag  840

[1857] cctaagagct  gcgacaagac  acacacctgt  cctccatgtc  cagctccaga  actgctcggc  900

[1858] ggaccctccg  ttttcctgtt  tccacctaag  ccaaaggaca  ccctcatgat  cagcagaacc  960

[1859] cctgaagtga  cctgcgtggt  ggtcgatgtg  tcccacgagg  atcccgaagt  gaagttcaat  1020

[1860] tggtacgtgg  acggcgtgga  agtgcacaac  gccaagacca  agcctagaga  ggaacagtac  1080

[1861] aacagcacct  acagagtggt  gtccgtgctg  accgtgctgc  atcaggactg  gctgaacggc  1140

[1862] aaagagtaca  agtgcaaagt  ctccaacaag  gccctgcctg  ctcctatcga  gaaaaccatc  1200

[1863] agcaaggcca  agggccagcc  aagagaaccc  caggtttaca  cactgcctcc  aagcagggac  1260

[1864] gagctgacca  agaatcaggt  gtccctgacc  tgcctggtca  agggcttcta  cccttccgat  1320

[1865] atcgccgtgg  aatgggagag  caatggccag  cctgagaaca  actacaagac  aacccctcct  1380

[1866] gtgctggaca  gcgacggctc  attcttcctg  tacagcaagc  tgacagtgga  taagtcccgg  1440

[1867] tggcagcagg  gcaatgtgtt  cagctgttct  gtgatgcacg  aggccctgca  caaccactac  1500

[1868] acccagaaaa  gcctgtctct  gagccccggc  aagaaggacc  ctaaagctag  cttcgaaatt  1560

[1869] gaagttatgt  atcctcctcc  ttacctagac  aatgagaaga  gcaatggaac  cattatccat  1620

[1870] gtgaaaggga  aacacctttg  tccaagtccc  ctatttcccg  gaccttctaa  gcccttttgg  1680

[1871] gtgctggtgg  tggttggggg  agtcctggct  tgctatagct  tgctagtaac  agtggccttt  1740

[1872] attattttct  gggtgaggag  taagaggagc  aggctcctgc  acagtgacta  catgaacatg  1800

[1873] actccccgcc  gccccgggcc  cacccgcaag  cattaccagc  cctatgcccc  accacgcgac  1860

[1874] ttcgcagcct  atcgctccag  agtgaagttc  agcaggagcg  cagacgcccc  cgcgtacaag  1920

[1875] cagggccaga  accagctcta  taacgagctc  aatctaggac  gaagagagga  gtacgatgtt  1980

[1876] ttggacaaga  gacgtggccg  ggaccctgag  atggggggaa  agccgagaag  gaagaaccct  2040

[1877] caggaaggcc  tgtacaatga  actgcagaaa  gataagatgg  cggaggccta  cagtgagatt  2100

[1878] gggatgaaag  gcgagcgccg  gaggggcaag  gggcacgatg  gcctttacca  gggtctcagt  2160

[1879] acagccacca  aggacaccta  cgacgccctt  cacatgcagg  ccctgccccc  tcgcggagtg  2220

[1880] caggtggaaa  ccatctcccc  aggagacggg  cgcaccttcc  ccaagcgcgg  ccagacctgc  2280

[1881] gtggtgcact  acaccgggat  gcttggagat  ggaaagaaag  ttgactcctc  ccgggacaga  2340

[1882] aacaagccct  ttaagtttat  gctaggcaag  caggaggtga  tccgaggctg  ggaagaaggg  2400

[1883] gttgcccaga  tgagtgtggg  tcagggagcc  aaactgacta  tatctccaga  ttatgcctat  2460

[1884] ggtgccactg  ggcacccagg  catcatccca  ccacatgcca  ctctcgtctt  cgatgtggag  2520

[1885] cttctagaac  tggaatga  2538

[1886] <210>  88

[1887] <211>  845

[1888] <212>  PRT
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[1889] <213>  人工序列(Artificial  Sequence)

[1890] <220>

[1891] <223>  合成

[1892] <400>  88

[1893] Met  Glu  Phe  Gly  Leu  Ser  Trp  Leu  Phe  Leu  Val  Ala  Ile  Leu  Lys  Gly

[1894] 1               5                   10                  15

[1895] Val  Gln  Cys  Ser  Arg  Asp  Ile  Leu  Leu  Thr  Gln  Thr  Pro  Leu  Ser  Leu

[1896]             20                  25                  30

[1897] Pro  Val  Ser  Leu  Gly  Asp  Gln  Ala  Ser  Ile  Ser  Cys  Arg  Ser  Ser  Gln

[1898]         35                  40                  45

[1899] Ser  Leu  Val  His  Arg  Asn  Gly  Asn  Thr  Tyr  Leu  His  Trp  Tyr  Leu  Gln

[1900]     50                  55                  60

[1901] Lys  Pro  Gly  Gln  Ser  Pro  Lys  Leu  Leu  Ile  His  Lys  Val  Ser  Asn  Arg

[1902] 65                  70                  75                  80

[1903] Phe  Ser  Gly  Val  Pro  Asp  Arg  Phe  Ser  Gly  Ser  Gly  Ser  Gly  Thr  Asp

[1904]                 85                  90                  95

[1905] Phe  Thr  Leu  Lys  Ile  Ser  Arg  Val  Glu  Ala  Glu  Asp  Leu  Gly  Val  Tyr

[1906]             100                 105                 110

[1907] Phe  Cys  Ser  Gln  Ser  Thr  His  Val  Pro  Pro  Leu  Thr  Phe  Gly  Ala  Gly

[1908]         115                 120                 125

[1909] Thr  Lys  Leu  Glu  Leu  Lys  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser

[1910]     130                 135                 140

[1911] Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Glu  Val  Lys  Leu  Gln  Gln  Ser  Gly  Pro  Ser  Leu

[1912] 145                 150                 155                 160

[1913] Val  Glu  Pro  Gly  Ala  Ser  Val  Met  Ile  Ser  Cys  Lys  Ala  Ser  Gly  Ser

[1914]                 165                 170                 175

[1915] Ser  Phe  Thr  Gly  Tyr  Asn  Met  Asn  Trp  Val  Arg  Gln  Asn  Ile  Gly  Lys

[1916]             180                 185                 190

[1917] Ser  Leu  Glu  Trp  Ile  Gly  Ala  Ile  Asp  Pro  Tyr  Tyr  Gly  Gly  Thr  Ser

[1918]         195                 200                 205

[1919] Tyr  Asn  Gln  Lys  Phe  Lys  Gly  Arg  Ala  Thr  Leu  Thr  Val  Asp  Lys  Ser

[1920]     210                 215                 220

[1921] Ser  Ser  Thr  Ala  Tyr  Met  His  Leu  Lys  Ser  Leu  Thr  Ser  Glu  Asp  Ser

[1922] 225                 230                 235                 240

[1923] Ala  Val  Tyr  Tyr  Cys  Val  Ser  Gly  Met  Lys  Tyr  Trp  Gly  Gln  Gly  Thr

[1924]                 245                 250                 255

[1925] Ser  Val  Thr  Val  Ser  Ser  Ala  Lys  Thr  Thr  Pro  Pro  Ser  Val  Tyr  Gly

[1926]             260                 265                 270

[1927] Arg  Val  Thr  Val  Ser  Ser  Ala  Glu  Pro  Lys  Ser  Cys  Asp  Lys  Thr  His

[1928]         275                 280                 285

[1929] Thr  Cys  Pro  Pro  Cys  Pro  Ala  Pro  Glu  Leu  Leu  Gly  Gly  Pro  Ser  Val

[1930]     290                 295                 300
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[1931] Phe  Leu  Phe  Pro  Pro  Lys  Pro  Lys  Asp  Thr  Leu  Met  Ile  Ser  Arg  Thr

[1932] 305                 310                 315                 320

[1933] Pro  Glu  Val  Thr  Cys  Val  Val  Val  Asp  Val  Ser  His  Glu  Asp  Pro  Glu

[1934]                 325                 330                 335

[1935] Val  Lys  Phe  Asn  Trp  Tyr  Val  Asp  Gly  Val  Glu  Val  His  Asn  Ala  Lys

[1936]             340                 345                 350

[1937] Thr  Lys  Pro  Arg  Glu  Glu  Gln  Tyr  Asn  Ser  Thr  Tyr  Arg  Val  Val  Ser

[1938]         355                 360                 365

[1939] Val  Leu  Thr  Val  Leu  His  Gln  Asp  Trp  Leu  Asn  Gly  Lys  Glu  Tyr  Lys

[1940]     370                 375                 380

[1941] Cys  Lys  Val  Ser  Asn  Lys  Ala  Leu  Pro  Ala  Pro  Ile  Glu  Lys  Thr  Ile

[1942] 385                 390                 395                 400

[1943] Ser  Lys  Ala  Lys  Gly  Gln  Pro  Arg  Glu  Pro  Gln  Val  Tyr  Thr  Leu  Pro

[1944]                 405                 410                 415

[1945] Pro  Ser  Arg  Asp  Glu  Leu  Thr  Lys  Asn  Gln  Val  Ser  Leu  Thr  Cys  Leu

[1946]             420                 425                 430

[1947] Val  Lys  Gly  Phe  Tyr  Pro  Ser  Asp  Ile  Ala  Val  Glu  Trp  Glu  Ser  Asn

[1948]         435                 440                 445

[1949] Gly  Gln  Pro  Glu  Asn  Asn  Tyr  Lys  Thr  Thr  Pro  Pro  Val  Leu  Asp  Ser

[1950]     450                 455                 460

[1951] Asp  Gly  Ser  Phe  Phe  Leu  Tyr  Ser  Lys  Leu  Thr  Val  Asp  Lys  Ser  Arg

[1952] 465                 470                 475                 480

[1953] Trp  Gln  Gln  Gly  Asn  Val  Phe  Ser  Cys  Ser  Val  Met  His  Glu  Ala  Leu

[1954]                 485                 490                 495

[1955] His  Asn  His  Tyr  Thr  Gln  Lys  Ser  Leu  Ser  Leu  Ser  Pro  Gly  Lys  Lys

[1956]             500                 505                 510

[1957] Asp  Pro  Lys  Ala  Ser  Phe  Glu  Ile  Glu  Val  Met  Tyr  Pro  Pro  Pro  Tyr

[1958]         515                 520                 525

[1959] Leu  Asp  Asn  Glu  Lys  Ser  Asn  Gly  Thr  Ile  Ile  His  Val  Lys  Gly  Lys

[1960]     530                 535                 540

[1961] His  Leu  Cys  Pro  Ser  Pro  Leu  Phe  Pro  Gly  Pro  Ser  Lys  Pro  Phe  Trp

[1962] 545                 550                 555                 560

[1963] Val  Leu  Val  Val  Val  Gly  Gly  Val  Leu  Ala  Cys  Tyr  Ser  Leu  Leu  Val

[1964]                 565                 570                 575

[1965] Thr  Val  Ala  Phe  Ile  Ile  Phe  Trp  Val  Arg  Ser  Lys  Arg  Ser  Arg  Leu

[1966]             580                 585                 590

[1967] Leu  His  Ser  Asp  Tyr  Met  Asn  Met  Thr  Pro  Arg  Arg  Pro  Gly  Pro  Thr

[1968]         595                 600                 605

[1969] Arg  Lys  His  Tyr  Gln  Pro  Tyr  Ala  Pro  Pro  Arg  Asp  Phe  Ala  Ala  Tyr

[1970]     610                 615                 620

[1971] Arg  Ser  Arg  Val  Lys  Phe  Ser  Arg  Ser  Ala  Asp  Ala  Pro  Ala  Tyr  Lys

[1972] 625                 630                 635                 640
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[1973] Gln  Gly  Gln  Asn  Gln  Leu  Tyr  Asn  Glu  Leu  Asn  Leu  Gly  Arg  Arg  Glu

[1974]                 645                 650                 655

[1975] Glu  Tyr  Asp  Val  Leu  Asp  Lys  Arg  Arg  Gly  Arg  Asp  Pro  Glu  Met  Gly

[1976]             660                 665                 670

[1977] Gly  Lys  Pro  Arg  Arg  Lys  Asn  Pro  Gln  Glu  Gly  Leu  Tyr  Asn  Glu  Leu

[1978]         675                 680                 685

[1979] Gln  Lys  Asp  Lys  Met  Ala  Glu  Ala  Tyr  Ser  Glu  Ile  Gly  Met  Lys  Gly

[1980]     690                 695                 700

[1981] Glu  Arg  Arg  Arg  Gly  Lys  Gly  His  Asp  Gly  Leu  Tyr  Gln  Gly  Leu  Ser

[1982] 705                 710                 715                 720

[1983] Thr  Ala  Thr  Lys  Asp  Thr  Tyr  Asp  Ala  Leu  His  Met  Gln  Ala  Leu  Pro

[1984]                 725                 730                 735

[1985] Pro  Arg  Gly  Val  Gln  Val  Glu  Thr  Ile  Ser  Pro  Gly  Asp  Gly  Arg  Thr

[1986]             740                 745                 750

[1987] Phe  Pro  Lys  Arg  Gly  Gln  Thr  Cys  Val  Val  His  Tyr  Thr  Gly  Met  Leu

[1988]         755                 760                 765

[1989] Gly  Asp  Gly  Lys  Lys  Val  Asp  Ser  Ser  Arg  Asp  Arg  Asn  Lys  Pro  Phe

[1990]     770                 775                 780

[1991] Lys  Phe  Met  Leu  Gly  Lys  Gln  Glu  Val  Ile  Arg  Gly  Trp  Glu  Glu  Gly

[1992] 785                 790                 795                 800

[1993] Val  Ala  Gln  Met  Ser  Val  Gly  Gln  Gly  Ala  Lys  Leu  Thr  Ile  Ser  Pro

[1994]                 805                 810                 815

[1995] Asp  Tyr  Ala  Tyr  Gly  Ala  Thr  Gly  His  Pro  Gly  Ile  Ile  Pro  Pro  His

[1996]             820                 825                 830

[1997] Ala  Thr  Leu  Val  Phe  Asp  Val  Glu  Leu  Leu  Glu  Leu  Glu

[1998]         835                 840                 845

[1999] <210>  89

[2000] <211>  63

[2001] <212>  DNA

[2002] <213>  人工序列(Artificial  Sequence)

[2003] <220>

[2004] <223>  合成

[2005] <400>  89

[2006] atggaattcg  gcctgagctg  gctgtttctg  gtggccattc  tgaagggcgt  gcagtgctcc  60

[2007] aga  63

[2008] <210>  90

[2009] <211>  21

[2010] <212>  PRT

[2011] <213>  人工序列(Artificial  Sequence)

[2012] <220>

[2013] <223>  合成

[2014] <400>  90
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[2015] Met  Glu  Phe  Gly  Leu  Ser  Trp  Leu  Phe  Leu  Val  Ala  Ile  Leu  Lys  Gly

[2016] 1               5                   10                  15

[2017] Val  Gln  Cys  Ser  Arg

[2018]             20

[2019] <210>  91

[2020] <211>  1482

[2021] <212>  DNA

[2022] <213>  人工序列(Artificial  Sequence)

[2023] <220>

[2024] <223>  合成

[2025] <400>  91

[2026] gacatcctgc  tgacacagac  acctctgagc  ctgcctgtgt  ctctgggaga  tcaggccagc  60

[2027] atcagctgta  gaagcagcca  gagcctggtg  cacagaaacg  gcaataccta  cctgcactgg  120

[2028] tatctgcaga  agcccggcca  gtctcctaag  ctgctgatcc  acaaggtgtc  caacagattc  180

[2029] agcggcgtgc  ccgatagatt  ttctggctct  ggcagcggca  ccgacttcac  cctgaagatc  240

[2030] tctagagtgg  aagccgagga  cctgggcgtg  tacttctgta  gccagagcac  acatgtgcct  300

[2031] ccactgacct  ttggcgctgg  caccaaactg  gaacttaaag  gcggcggagg  atctggtggt  360

[2032] ggtggatctg  gcggaggcgg  ttctgaagtg  aaactgcagc  agtctggccc  ctctctggtt  420

[2033] gaacctggcg  cctctgtgat  gatctcttgc  aaggccagcg  gcagcagctt  caccggctac  480

[2034] aacatgaact  gggtccgaca  gaacatcggc  aagagcctgg  aatggatcgg  cgccatcgat  540

[2035] ccttactacg  gcggcaccag  ctacaaccag  aagttcaagg  gcagagccac  actgaccgtg  600

[2036] gacaagagca  gcagcacagc  ctacatgcac  ctgaagtccc  tgacaagcga  ggacagcgcc  660

[2037] gtgtactact  gtgtgtccgg  catgaagtat  tggggccagg  gcacaagcgt  gaccgtgtct  720

[2038] agcgctaaga  ccacacctcc  tagcgtgtac  ggcagagtga  cagtgtccag  cgccgagcct  780

[2039] aagagctgcg  acaagacaca  cacctgtcct  ccatgtccag  ctccagaact  gctcggcgga  840

[2040] ccctccgttt  tcctgtttcc  acctaagcca  aaggacaccc  tcatgatcag  cagaacccct  900

[2041] gaagtgacct  gcgtggtggt  cgatgtgtcc  cacgaggatc  ccgaagtgaa  gttcaattgg  960

[2042] tacgtggacg  gcgtggaagt  gcacaacgcc  aagaccaagc  ctagagagga  acagtacaac  1020

[2043] agcacctaca  gagtggtgtc  cgtgctgacc  gtgctgcatc  aggactggct  gaacggcaaa  1080

[2044] gagtacaagt  gcaaagtctc  caacaaggcc  ctgcctgctc  ctatcgagaa  aaccatcagc  1140

[2045] aaggccaagg  gccagccaag  agaaccccag  gtttacacac  tgcctccaag  cagggacgag  1200

[2046] ctgaccaaga  atcaggtgtc  cctgacctgc  ctggtcaagg  gcttctaccc  ttccgatatc  1260

[2047] gccgtggaat  gggagagcaa  tggccagcct  gagaacaact  acaagacaac  ccctcctgtg  1320

[2048] ctggacagcg  acggctcatt  cttcctgtac  agcaagctga  cagtggataa  gtcccggtgg  1380

[2049] cagcagggca  atgtgttcag  ctgttctgtg  atgcacgagg  ccctgcacaa  ccactacacc  1440

[2050] cagaaaagcc  tgtctctgag  ccccggcaag  aaggacccta  aa  1482

[2051] <210>  92

[2052] <211>  494

[2053] <212>  PRT

[2054] <213>  人工序列(Artificial  Sequence)

[2055] <220>

[2056] <223>  合成
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[2057] <400>  92

[2058] Asp  Ile  Leu  Leu  Thr  Gln  Thr  Pro  Leu  Ser  Leu  Pro  Val  Ser  Leu  Gly

[2059] 1               5                   10                  15

[2060] Asp  Gln  Ala  Ser  Ile  Ser  Cys  Arg  Ser  Ser  Gln  Ser  Leu  Val  His  Arg

[2061]             20                  25                  30

[2062] Asn  Gly  Asn  Thr  Tyr  Leu  His  Trp  Tyr  Leu  Gln  Lys  Pro  Gly  Gln  Ser

[2063]         35                  40                  45

[2064] Pro  Lys  Leu  Leu  Ile  His  Lys  Val  Ser  Asn  Arg  Phe  Ser  Gly  Val  Pro

[2065]     50                  55                  60

[2066] Asp  Arg  Phe  Ser  Gly  Ser  Gly  Ser  Gly  Thr  Asp  Phe  Thr  Leu  Lys  Ile

[2067] 65                  70                  75                  80

[2068] Ser  Arg  Val  Glu  Ala  Glu  Asp  Leu  Gly  Val  Tyr  Phe  Cys  Ser  Gln  Ser

[2069]                 85                  90                  95

[2070] Thr  His  Val  Pro  Pro  Leu  Thr  Phe  Gly  Ala  Gly  Thr  Lys  Leu  Glu  Leu

[2071]             100                 105                 110

[2072] Lys  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser

[2073]         115                 120                 125

[2074] Glu  Val  Lys  Leu  Gln  Gln  Ser  Gly  Pro  Ser  Leu  Val  Glu  Pro  Gly  Ala

[2075]     130                 135                 140

[2076] Ser  Val  Met  Ile  Ser  Cys  Lys  Ala  Ser  Gly  Ser  Ser  Phe  Thr  Gly  Tyr

[2077] 145                 150                 155                 160

[2078] Asn  Met  Asn  Trp  Val  Arg  Gln  Asn  Ile  Gly  Lys  Ser  Leu  Glu  Trp  Ile

[2079]                 165                 170                 175

[2080] Gly  Ala  Ile  Asp  Pro  Tyr  Tyr  Gly  Gly  Thr  Ser  Tyr  Asn  Gln  Lys  Phe

[2081]             180                 185                 190

[2082] Lys  Gly  Arg  Ala  Thr  Leu  Thr  Val  Asp  Lys  Ser  Ser  Ser  Thr  Ala  Tyr

[2083]         195                 200                 205

[2084] Met  His  Leu  Lys  Ser  Leu  Thr  Ser  Glu  Asp  Ser  Ala  Val  Tyr  Tyr  Cys

[2085]     210                 215                 220

[2086] Val  Ser  Gly  Met  Lys  Tyr  Trp  Gly  Gln  Gly  Thr  Ser  Val  Thr  Val  Ser

[2087] 225                 230                 235                 240

[2088] Ser  Ala  Lys  Thr  Thr  Pro  Pro  Ser  Val  Tyr  Gly  Arg  Val  Thr  Val  Ser

[2089]                 245                 250                 255

[2090] Ser  Ala  Glu  Pro  Lys  Ser  Cys  Asp  Lys  Thr  His  Thr  Cys  Pro  Pro  Cys

[2091]             260                 265                 270

[2092] Pro  Ala  Pro  Glu  Leu  Leu  Gly  Gly  Pro  Ser  Val  Phe  Leu  Phe  Pro  Pro

[2093]         275                 280                 285

[2094] Lys  Pro  Lys  Asp  Thr  Leu  Met  Ile  Ser  Arg  Thr  Pro  Glu  Val  Thr  Cys

[2095]     290                 295                 300

[2096] Val  Val  Val  Asp  Val  Ser  His  Glu  Asp  Pro  Glu  Val  Lys  Phe  Asn  Trp

[2097] 305                 310                 315                 320

[2098] Tyr  Val  Asp  Gly  Val  Glu  Val  His  Asn  Ala  Lys  Thr  Lys  Pro  Arg  Glu
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[2099]                 325                 330                 335

[2100] Glu  Gln  Tyr  Asn  Ser  Thr  Tyr  Arg  Val  Val  Ser  Val  Leu  Thr  Val  Leu

[2101]             340                 345                 350

[2102] His  Gln  Asp  Trp  Leu  Asn  Gly  Lys  Glu  Tyr  Lys  Cys  Lys  Val  Ser  Asn

[2103]         355                 360                 365

[2104] Lys  Ala  Leu  Pro  Ala  Pro  Ile  Glu  Lys  Thr  Ile  Ser  Lys  Ala  Lys  Gly

[2105]     370                 375                 380

[2106] Gln  Pro  Arg  Glu  Pro  Gln  Val  Tyr  Thr  Leu  Pro  Pro  Ser  Arg  Asp  Glu

[2107] 385                 390                 395                 400

[2108] Leu  Thr  Lys  Asn  Gln  Val  Ser  Leu  Thr  Cys  Leu  Val  Lys  Gly  Phe  Tyr

[2109]                 405                 410                 415

[2110] Pro  Ser  Asp  Ile  Ala  Val  Glu  Trp  Glu  Ser  Asn  Gly  Gln  Pro  Glu  Asn

[2111]             420                 425                 430

[2112] Asn  Tyr  Lys  Thr  Thr  Pro  Pro  Val  Leu  Asp  Ser  Asp  Gly  Ser  Phe  Phe

[2113]         435                 440                 445

[2114] Leu  Tyr  Ser  Lys  Leu  Thr  Val  Asp  Lys  Ser  Arg  Trp  Gln  Gln  Gly  Asn

[2115]     450                 455                 460

[2116] Val  Phe  Ser  Cys  Ser  Val  Met  His  Glu  Ala  Leu  His  Asn  His  Tyr  Thr

[2117] 465                 470                 475                 480

[2118] Gln  Lys  Ser  Leu  Ser  Leu  Ser  Pro  Gly  Lys  Lys  Asp  Pro  Lys

[2119]                 485                 490

[2120] <210>  93

[2121] <211>  117

[2122] <212>  DNA

[2123] <213>  人工序列(Artificial  Sequence)

[2124] <220>

[2125] <223>  合成

[2126] <400>  93

[2127] attgaagtta  tgtatcctcc  tccttaccta  gacaatgaga  agagcaatgg  aaccattatc  60

[2128] catgtgaaag  ggaaacacct  ttgtccaagt  cccctatttc  ccggaccttc  taagccc  117

[2129] <210>  94

[2130] <211>  39

[2131] <212>  PRT

[2132] <213>  人工序列(Artificial  Sequence)

[2133] <220>

[2134] <223>  合成

[2135] <400>  94

[2136] Ile  Glu  Val  Met  Tyr  Pro  Pro  Pro  Tyr  Leu  Asp  Asn  Glu  Lys  Ser  Asn

[2137] 1               5                   10                  15

[2138] Gly  Thr  Ile  Ile  His  Val  Lys  Gly  Lys  His  Leu  Cys  Pro  Ser  Pro  Leu

[2139]             20                  25                  30

[2140] Phe  Pro  Gly  Pro  Ser  Lys  Pro
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[2141]         35

[2142] <210>  95

[2143] <211>  81

[2144] <212>  DNA

[2145] <213>  人工序列(Artificial  Sequence)

[2146] <220>

[2147] <223>  合成

[2148] <400>  95

[2149] ttttgggtgc  tggtggtggt  tgggggagtc  ctggcttgct  atagcttgct  agtaacagtg  60

[2150] gcctttatta  ttttctgggt  g  81

[2151] <210>  96

[2152] <211>  27

[2153] <212>  PRT

[2154] <213>  人工序列(Artificial  Sequence)

[2155] <220>

[2156] <223>  合成

[2157] <400>  96

[2158] Phe  Trp  Val  Leu  Val  Val  Val  Gly  Gly  Val  Leu  Ala  Cys  Tyr  Ser  Leu

[2159] 1               5                   10                  15

[2160] Leu  Val  Thr  Val  Ala  Phe  Ile  Ile  Phe  Trp  Val

[2161]             20                  25

[2162] <210>  97

[2163] <211>  123

[2164] <212>  DNA

[2165] <213>  人工序列(Artificial  Sequence)

[2166] <220>

[2167] <223>  合成

[2168] <400>  97

[2169] aggagtaaga  ggagcaggct  cctgcacagt  gactacatga  acatgactcc  ccgccgcccc  60

[2170] gggcccaccc  gcaagcatta  ccagccctat  gccccaccac  gcgacttcgc  agcctatcgc  120

[2171] tcc  123

[2172] <210>  98

[2173] <211>  41

[2174] <212>  PRT

[2175] <213>  人工序列(Artificial  Sequence)

[2176] <220>

[2177] <223>  合成

[2178] <400>  98

[2179] Arg  Ser  Lys  Arg  Ser  Arg  Leu  Leu  His  Ser  Asp  Tyr  Met  Asn  Met  Thr

[2180] 1               5                   10                  15

[2181] Pro  Arg  Arg  Pro  Gly  Pro  Thr  Arg  Lys  His  Tyr  Gln  Pro  Tyr  Ala  Pro

[2182]             20                  25                  30
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[2183] Pro  Arg  Asp  Phe  Ala  Ala  Tyr  Arg  Ser

[2184]         35                  40

[2185] <210>  99

[2186] <211>  336

[2187] <212>  DNA

[2188] <213>  人工序列(Artificial  Sequence)

[2189] <220>

[2190] <223>  合成

[2191] <400>  99

[2192] agagtgaagt  tcagcaggag  cgcagacgcc  cccgcgtaca  agcagggcca  gaaccagctc  60

[2193] tataacgagc  tcaatctagg  acgaagagag  gagtacgatg  ttttggacaa  gagacgtggc  120

[2194] cgggaccctg  agatgggggg  aaagccgaga  aggaagaacc  ctcaggaagg  cctgtacaat  180

[2195] gaactgcaga  aagataagat  ggcggaggcc  tacagtgaga  ttgggatgaa  aggcgagcgc  240

[2196] cggaggggca  aggggcacga  tggcctttac  cagggtctca  gtacagccac  caaggacacc  300

[2197] tacgacgccc  ttcacatgca  ggccctgccc  cctcgc  336

[2198] <210>  100

[2199] <211>  112

[2200] <212>  PRT

[2201] <213>  人工序列(Artificial  Sequence)

[2202] <220>

[2203] <223>  合成

[2204] <400>  100

[2205] Arg  Val  Lys  Phe  Ser  Arg  Ser  Ala  Asp  Ala  Pro  Ala  Tyr  Lys  Gln  Gly

[2206] 1               5                   10                  15

[2207] Gln  Asn  Gln  Leu  Tyr  Asn  Glu  Leu  Asn  Leu  Gly  Arg  Arg  Glu  Glu  Tyr

[2208]             20                  25                  30

[2209] Asp  Val  Leu  Asp  Lys  Arg  Arg  Gly  Arg  Asp  Pro  Glu  Met  Gly  Gly  Lys

[2210]         35                  40                  45

[2211] Pro  Arg  Arg  Lys  Asn  Pro  Gln  Glu  Gly  Leu  Tyr  Asn  Glu  Leu  Gln  Lys

[2212]     50                  55                  60

[2213] Asp  Lys  Met  Ala  Glu  Ala  Tyr  Ser  Glu  Ile  Gly  Met  Lys  Gly  Glu  Arg

[2214] 65                  70                  75                  80

[2215] Arg  Arg  Gly  Lys  Gly  His  Asp  Gly  Leu  Tyr  Gln  Gly  Leu  Ser  Thr  Ala

[2216]                 85                  90                  95

[2217] Thr  Lys  Asp  Thr  Tyr  Asp  Ala  Leu  His  Met  Gln  Ala  Leu  Pro  Pro  Arg

[2218]             100                 105                 110

[2219] <210>  101

[2220] <211>  321

[2221] <212>  DNA

[2222] <213>  人工序列(Artificial  Sequence)

[2223] <220>

[2224] <223>  合成
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[2225] <400>  101

[2226] ggagtgcagg  tggaaaccat  ctccccagga  gacgggcgca  ccttccccaa  gcgcggccag  60

[2227] acctgcgtgg  tgcactacac  cgggatgctt  ggagatggaa  agaaagttga  ctcctcccgg  120

[2228] gacagaaaca  agccctttaa  gtttatgcta  ggcaagcagg  aggtgatccg  aggctgggaa  180

[2229] gaaggggttg  cccagatgag  tgtgggtcag  ggagccaaac  tgactatatc  tccagattat  240

[2230] gcctatggtg  ccactgggca  cccaggcatc  atcccaccac  atgccactct  cgtcttcgat  300

[2231] gtggagcttc  tagaactgga  a  321

[2232] <210>  102

[2233] <211>  107

[2234] <212>  PRT

[2235] <213>  人工序列(Artificial  Sequence)

[2236] <220>

[2237] <223>  合成

[2238] <400>  102

[2239] Gly  Val  Gln  Val  Glu  Thr  Ile  Ser  Pro  Gly  Asp  Gly  Arg  Thr  Phe  Pro

[2240] 1               5                   10                  15

[2241] Lys  Arg  Gly  Gln  Thr  Cys  Val  Val  His  Tyr  Thr  Gly  Met  Leu  Gly  Asp

[2242]             20                  25                  30

[2243] Gly  Lys  Lys  Val  Asp  Ser  Ser  Arg  Asp  Arg  Asn  Lys  Pro  Phe  Lys  Phe

[2244]         35                  40                  45

[2245] Met  Leu  Gly  Lys  Gln  Glu  Val  Ile  Arg  Gly  Trp  Glu  Glu  Gly  Val  Ala

[2246]     50                  55                  60

[2247] Gln  Met  Ser  Val  Gly  Gln  Gly  Ala  Lys  Leu  Thr  Ile  Ser  Pro  Asp  Tyr

[2248] 65                  70                  75                  80

[2249] Ala  Tyr  Gly  Ala  Thr  Gly  His  Pro  Gly  Ile  Ile  Pro  Pro  His  Ala  Thr

[2250]                 85                  90                  95

[2251] Leu  Val  Phe  Asp  Val  Glu  Leu  Leu  Glu  Leu  Glu

[2252]             100                 105

[2253] <210>  103

[2254] <211>  2691

[2255] <212>  DNA

[2256] <213>  人工序列(Artificial  Sequence)

[2257] <220>

[2258] <223>  合成

[2259] <400>  103

[2260] atggaattcg  gcctgagctg  gctgtttctg  gtggccattc  tgaagggcgt  gcagtgctcc  60

[2261] agagacatcc  tgctgacaca  gacacctctg  agcctgcctg  tgtctctggg  agatcaggcc  120

[2262] agcatcagct  gtagaagcag  ccagagcctg  gtgcacagaa  acggcaatac  ctacctgcac  180

[2263] tggtatctgc  agaagcccgg  ccagtctcct  aagctgctga  tccacaaggt  gtccaacaga  240

[2264] ttcagcggcg  tgcccgatag  attttctggc  tctggcagcg  gcaccgactt  caccctgaag  300

[2265] atctctagag  tggaagccga  ggacctgggc  gtgtacttct  gtagccagag  cacacatgtg  360

[2266] cctccactga  cctttggcgc  tggcaccaaa  ctggaactta  aaggcggcgg  aggatctggt  420
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[2267] ggtggtggat  ctggcggagg  cggttctgaa  gtgaaactgc  agcagtctgg  cccctctctg  480

[2268] gttgaacctg  gcgcctctgt  gatgatctct  tgcaaggcca  gcggcagcag  cttcaccggc  540

[2269] tacaacatga  actgggtccg  acagaacatc  ggcaagagcc  tggaatggat  cggcgccatc  600

[2270] gatccttact  acggcggcac  cagctacaac  cagaagttca  agggcagagc  cacactgacc  660

[2271] gtggacaaga  gcagcagcac  agcctacatg  cacctgaagt  ccctgacaag  cgaggacagc  720

[2272] gccgtgtact  actgtgtgtc  cggcatgaag  tattggggcc  agggcacaag  cgtgaccgtg  780

[2273] tctagcgcta  agaccacacc  tcctagcgtg  tacggcagag  tgacagtgtc  cagcgccgag  840

[2274] cctaagagct  gcgacaagac  acacacctgt  cctccatgtc  cagctccaga  actgctcggc  900

[2275] ggaccctccg  ttttcctgtt  tccacctaag  ccaaaggaca  ccctcatgat  cagcagaacc  960

[2276] cctgaagtga  cctgcgtggt  ggtcgatgtg  tcccacgagg  atcccgaagt  gaagttcaat  1020

[2277] tggtacgtgg  acggcgtgga  agtgcacaac  gccaagacca  agcctagaga  ggaacagtac  1080

[2278] aacagcacct  acagagtggt  gtccgtgctg  accgtgctgc  atcaggactg  gctgaacggc  1140

[2279] aaagagtaca  agtgcaaagt  ctccaacaag  gccctgcctg  ctcctatcga  gaaaaccatc  1200

[2280] agcaaggcca  agggccagcc  aagagaaccc  caggtttaca  cactgcctcc  aagcagggac  1260

[2281] gagctgacca  agaatcaggt  gtccctgacc  tgcctggtca  agggcttcta  cccttccgat  1320

[2282] atcgccgtgg  aatgggagag  caatggccag  cctgagaaca  actacaagac  aacccctcct  1380

[2283] gtgctggaca  gcgacggctc  attcttcctg  tacagcaagc  tgacagtgga  taagtcccgg  1440

[2284] tggcagcagg  gcaatgtgtt  cagctgttct  gtgatgcacg  aggccctgca  caaccactac  1500

[2285] acccagaaaa  gcctgtctct  gagccccggc  aagaaggacc  ctaaagctag  cttcgaaatt  1560

[2286] gaagttatgt  atcctcctcc  ttacctagac  aatgagaaga  gcaatggaac  cattatccat  1620

[2287] gtgaaaggga  aacacctttg  tccaagtccc  ctatttcccg  gaccttctaa  gcccttttgg  1680

[2288] gtgctggtgg  tggttggggg  agtcctggct  tgctatagct  tgctagtaac  agtggccttt  1740

[2289] attattttct  gggtgaggag  taagaggagc  aggctcctgc  acagtgacta  catgaacatg  1800

[2290] actccccgcc  gccccgggcc  cacccgcaag  cattaccagc  cctatgcccc  accacgcgac  1860

[2291] ttcgcagcct  atcgctccag  agtgaagttc  agcaggagcg  cagacgcccc  cgcgtacaag  1920

[2292] cagggccaga  accagctcta  taacgagctc  aatctaggac  gaagagagga  gtacgatgtt  1980

[2293] ttggacaaga  gacgtggccg  ggaccctgag  atggggggaa  agccgagaag  gaagaaccct  2040

[2294] caggaaggcc  tgtacaatga  actgcagaaa  gataagatgg  cggaggccta  cagtgagatt  2100

[2295] gggatgaaag  gcgagcgccg  gaggggcaag  gggcacgatg  gcctttacca  gggtctcagt  2160

[2296] acagccacca  aggacaccta  cgacgccctt  cacatgcagg  ccctgccccc  tcgcatcagt  2220

[2297] ctgattgcgg  cgttagcggt  agattacgtt  atcggcatgg  aaaacgccat  gccgtggaac  2280

[2298] ctgcctgccg  atctcgcctg  gtttaaacgc  aacaccttaa  ataaacccgt  gattatgggc  2340

[2299] cgccatacct  gggaatcaat  cggtcgtccg  ttgccaggac  gcaaaaatat  tatcctcagc  2400

[2300] agtcaaccga  gtacggacga  tcgcgtaacg  tgggtgaagt  cggtggatga  agccatcgcg  2460

[2301] gcgtgtggtg  acgtaccaga  aatcatggtg  attggcggcg  gtcgcgttat  tgaacagttc  2520

[2302] ttgccaaaag  cgcaaaaact  gtatctgacg  catatcgacg  cagaagtgga  aggcgacacc  2580

[2303] catttcccgg  attacgagcc  ggatgactgg  gaatcggtat  tcagcgaatt  ccacgatgct  2640

[2304] gatgcgcaga  actctcacag  ctattgcttt  gagattctgg  agcggcgatg  a  2691

[2305] <210>  104

[2306] <211>  896

[2307] <212>  PRT

[2308] <213>  人工序列(Artificial  Sequence)
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[2309] <220>

[2310] <223>  合成

[2311] <400>  104

[2312] Met  Glu  Phe  Gly  Leu  Ser  Trp  Leu  Phe  Leu  Val  Ala  Ile  Leu  Lys  Gly

[2313] 1               5                   10                  15

[2314] Val  Gln  Cys  Ser  Arg  Asp  Ile  Leu  Leu  Thr  Gln  Thr  Pro  Leu  Ser  Leu

[2315]             20                  25                  30

[2316] Pro  Val  Ser  Leu  Gly  Asp  Gln  Ala  Ser  Ile  Ser  Cys  Arg  Ser  Ser  Gln

[2317]         35                  40                  45

[2318] Ser  Leu  Val  His  Arg  Asn  Gly  Asn  Thr  Tyr  Leu  His  Trp  Tyr  Leu  Gln

[2319]     50                  55                  60

[2320] Lys  Pro  Gly  Gln  Ser  Pro  Lys  Leu  Leu  Ile  His  Lys  Val  Ser  Asn  Arg

[2321] 65                  70                  75                  80

[2322] Phe  Ser  Gly  Val  Pro  Asp  Arg  Phe  Ser  Gly  Ser  Gly  Ser  Gly  Thr  Asp

[2323]                 85                  90                  95

[2324] Phe  Thr  Leu  Lys  Ile  Ser  Arg  Val  Glu  Ala  Glu  Asp  Leu  Gly  Val  Tyr

[2325]             100                 105                 110

[2326] Phe  Cys  Ser  Gln  Ser  Thr  His  Val  Pro  Pro  Leu  Thr  Phe  Gly  Ala  Gly

[2327]         115                 120                 125

[2328] Thr  Lys  Leu  Glu  Leu  Lys  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser

[2329]     130                 135                 140

[2330] Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Glu  Val  Lys  Leu  Gln  Gln  Ser  Gly  Pro  Ser  Leu

[2331] 145                 150                 155                 160

[2332] Val  Glu  Pro  Gly  Ala  Ser  Val  Met  Ile  Ser  Cys  Lys  Ala  Ser  Gly  Ser

[2333]                 165                 170                 175

[2334] Ser  Phe  Thr  Gly  Tyr  Asn  Met  Asn  Trp  Val  Arg  Gln  Asn  Ile  Gly  Lys

[2335]             180                 185                 190

[2336] Ser  Leu  Glu  Trp  Ile  Gly  Ala  Ile  Asp  Pro  Tyr  Tyr  Gly  Gly  Thr  Ser

[2337]         195                 200                 205

[2338] Tyr  Asn  Gln  Lys  Phe  Lys  Gly  Arg  Ala  Thr  Leu  Thr  Val  Asp  Lys  Ser

[2339]     210                 215                 220

[2340] Ser  Ser  Thr  Ala  Tyr  Met  His  Leu  Lys  Ser  Leu  Thr  Ser  Glu  Asp  Ser

[2341] 225                 230                 235                 240

[2342] Ala  Val  Tyr  Tyr  Cys  Val  Ser  Gly  Met  Lys  Tyr  Trp  Gly  Gln  Gly  Thr

[2343]                 245                 250                 255

[2344] Ser  Val  Thr  Val  Ser  Ser  Ala  Lys  Thr  Thr  Pro  Pro  Ser  Val  Tyr  Gly

[2345]             260                 265                 270

[2346] Arg  Val  Thr  Val  Ser  Ser  Ala  Glu  Pro  Lys  Ser  Cys  Asp  Lys  Thr  His

[2347]         275                 280                 285

[2348] Thr  Cys  Pro  Pro  Cys  Pro  Ala  Pro  Glu  Leu  Leu  Gly  Gly  Pro  Ser  Val

[2349]     290                 295                 300

[2350] Phe  Leu  Phe  Pro  Pro  Lys  Pro  Lys  Asp  Thr  Leu  Met  Ile  Ser  Arg  Thr
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[2351] 305                 310                 315                 320

[2352] Pro  Glu  Val  Thr  Cys  Val  Val  Val  Asp  Val  Ser  His  Glu  Asp  Pro  Glu

[2353]                 325                 330                 335

[2354] Val  Lys  Phe  Asn  Trp  Tyr  Val  Asp  Gly  Val  Glu  Val  His  Asn  Ala  Lys

[2355]             340                 345                 350

[2356] Thr  Lys  Pro  Arg  Glu  Glu  Gln  Tyr  Asn  Ser  Thr  Tyr  Arg  Val  Val  Ser

[2357]         355                 360                 365

[2358] Val  Leu  Thr  Val  Leu  His  Gln  Asp  Trp  Leu  Asn  Gly  Lys  Glu  Tyr  Lys

[2359]     370                 375                 380

[2360] Cys  Lys  Val  Ser  Asn  Lys  Ala  Leu  Pro  Ala  Pro  Ile  Glu  Lys  Thr  Ile

[2361] 385                 390                 395                 400

[2362] Ser  Lys  Ala  Lys  Gly  Gln  Pro  Arg  Glu  Pro  Gln  Val  Tyr  Thr  Leu  Pro

[2363]                 405                 410                 415

[2364] Pro  Ser  Arg  Asp  Glu  Leu  Thr  Lys  Asn  Gln  Val  Ser  Leu  Thr  Cys  Leu

[2365]             420                 425                 430

[2366] Val  Lys  Gly  Phe  Tyr  Pro  Ser  Asp  Ile  Ala  Val  Glu  Trp  Glu  Ser  Asn

[2367]         435                 440                 445

[2368] Gly  Gln  Pro  Glu  Asn  Asn  Tyr  Lys  Thr  Thr  Pro  Pro  Val  Leu  Asp  Ser

[2369]     450                 455                 460

[2370] Asp  Gly  Ser  Phe  Phe  Leu  Tyr  Ser  Lys  Leu  Thr  Val  Asp  Lys  Ser  Arg

[2371] 465                 470                 475                 480

[2372] Trp  Gln  Gln  Gly  Asn  Val  Phe  Ser  Cys  Ser  Val  Met  His  Glu  Ala  Leu

[2373]                 485                 490                 495

[2374] His  Asn  His  Tyr  Thr  Gln  Lys  Ser  Leu  Ser  Leu  Ser  Pro  Gly  Lys  Lys

[2375]             500                 505                 510

[2376] Asp  Pro  Lys  Ala  Ser  Phe  Glu  Ile  Glu  Val  Met  Tyr  Pro  Pro  Pro  Tyr

[2377]         515                 520                 525

[2378] Leu  Asp  Asn  Glu  Lys  Ser  Asn  Gly  Thr  Ile  Ile  His  Val  Lys  Gly  Lys

[2379]     530                 535                 540

[2380] His  Leu  Cys  Pro  Ser  Pro  Leu  Phe  Pro  Gly  Pro  Ser  Lys  Pro  Phe  Trp

[2381] 545                 550                 555                 560

[2382] Val  Leu  Val  Val  Val  Gly  Gly  Val  Leu  Ala  Cys  Tyr  Ser  Leu  Leu  Val

[2383]                 565                 570                 575

[2384] Thr  Val  Ala  Phe  Ile  Ile  Phe  Trp  Val  Arg  Ser  Lys  Arg  Ser  Arg  Leu

[2385]             580                 585                 590

[2386] Leu  His  Ser  Asp  Tyr  Met  Asn  Met  Thr  Pro  Arg  Arg  Pro  Gly  Pro  Thr

[2387]         595                 600                 605

[2388] Arg  Lys  His  Tyr  Gln  Pro  Tyr  Ala  Pro  Pro  Arg  Asp  Phe  Ala  Ala  Tyr

[2389]     610                 615                 620

[2390] Arg  Ser  Arg  Val  Lys  Phe  Ser  Arg  Ser  Ala  Asp  Ala  Pro  Ala  Tyr  Lys

[2391] 625                 630                 635                 640

[2392] Gln  Gly  Gln  Asn  Gln  Leu  Tyr  Asn  Glu  Leu  Asn  Leu  Gly  Arg  Arg  Glu
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[2393]                 645                 650                 655

[2394] Glu  Tyr  Asp  Val  Leu  Asp  Lys  Arg  Arg  Gly  Arg  Asp  Pro  Glu  Met  Gly

[2395]             660                 665                 670

[2396] Gly  Lys  Pro  Arg  Arg  Lys  Asn  Pro  Gln  Glu  Gly  Leu  Tyr  Asn  Glu  Leu

[2397]         675                 680                 685

[2398] Gln  Lys  Asp  Lys  Met  Ala  Glu  Ala  Tyr  Ser  Glu  Ile  Gly  Met  Lys  Gly

[2399]     690                 695                 700

[2400] Glu  Arg  Arg  Arg  Gly  Lys  Gly  His  Asp  Gly  Leu  Tyr  Gln  Gly  Leu  Ser

[2401] 705                 710                 715                 720

[2402] Thr  Ala  Thr  Lys  Asp  Thr  Tyr  Asp  Ala  Leu  His  Met  Gln  Ala  Leu  Pro

[2403]                 725                 730                 735

[2404] Pro  Arg  Ile  Ser  Leu  Ile  Ala  Ala  Leu  Ala  Val  Asp  Tyr  Val  Ile  Gly

[2405]             740                 745                 750

[2406] Met  Glu  Asn  Ala  Met  Pro  Trp  Asn  Leu  Pro  Ala  Asp  Leu  Ala  Trp  Phe

[2407]         755                 760                 765

[2408] Lys  Arg  Asn  Thr  Leu  Asn  Lys  Pro  Val  Ile  Met  Gly  Arg  His  Thr  Trp

[2409]     770                 775                 780

[2410] Glu  Ser  Ile  Gly  Arg  Pro  Leu  Pro  Gly  Arg  Lys  Asn  Ile  Ile  Leu  Ser

[2411] 785                 790                 795                 800

[2412] Ser  Gln  Pro  Ser  Thr  Asp  Asp  Arg  Val  Thr  Trp  Val  Lys  Ser  Val  Asp

[2413]                 805                 810                 815

[2414] Glu  Ala  Ile  Ala  Ala  Cys  Gly  Asp  Val  Pro  Glu  Ile  Met  Val  Ile  Gly

[2415]             820                 825                 830

[2416] Gly  Gly  Arg  Val  Ile  Glu  Gln  Phe  Leu  Pro  Lys  Ala  Gln  Lys  Leu  Tyr

[2417]         835                 840                 845

[2418] Leu  Thr  His  Ile  Asp  Ala  Glu  Val  Glu  Gly  Asp  Thr  His  Phe  Pro  Asp

[2419]     850                 855                 860

[2420] Tyr  Glu  Pro  Asp  Asp  Trp  Glu  Ser  Val  Phe  Ser  Glu  Phe  His  Asp  Ala

[2421] 865                 870                 875                 880

[2422] Asp  Ala  Gln  Asn  Ser  His  Ser  Tyr  Cys  Phe  Glu  Ile  Leu  Glu  Arg  Arg

[2423]                 885                 890                 895

[2424] <210>  105

[2425] <211>  63

[2426] <212>  DNA

[2427] <213>  人工序列(Artificial  Sequence)

[2428] <220>

[2429] <223>  合成

[2430] <400>  105

[2431] atggaattcg  gcctgagctg  gctgtttctg  gtggccattc  tgaagggcgt  gcagtgctcc  60

[2432] aga  63

[2433] <210>  106

[2434] <211>  21
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[2435] <212>  PRT

[2436] <213>  人工序列(Artificial  Sequence)

[2437] <220>

[2438] <223>  合成

[2439] <400>  106

[2440] Met  Glu  Phe  Gly  Leu  Ser  Trp  Leu  Phe  Leu  Val  Ala  Ile  Leu  Lys  Gly

[2441] 1               5                   10                  15

[2442] Val  Gln  Cys  Ser  Arg

[2443]             20

[2444] <210>  107

[2445] <211>  1482

[2446] <212>  DNA

[2447] <213>  人工序列(Artificial  Sequence)

[2448] <220>

[2449] <223>  合成

[2450] <400>  107

[2451] gacatcctgc  tgacacagac  acctctgagc  ctgcctgtgt  ctctgggaga  tcaggccagc  60

[2452] atcagctgta  gaagcagcca  gagcctggtg  cacagaaacg  gcaataccta  cctgcactgg  120

[2453] tatctgcaga  agcccggcca  gtctcctaag  ctgctgatcc  acaaggtgtc  caacagattc  180

[2454] agcggcgtgc  ccgatagatt  ttctggctct  ggcagcggca  ccgacttcac  cctgaagatc  240

[2455] tctagagtgg  aagccgagga  cctgggcgtg  tacttctgta  gccagagcac  acatgtgcct  300

[2456] ccactgacct  ttggcgctgg  caccaaactg  gaacttaaag  gcggcggagg  atctggtggt  360

[2457] ggtggatctg  gcggaggcgg  ttctgaagtg  aaactgcagc  agtctggccc  ctctctggtt  420

[2458] gaacctggcg  cctctgtgat  gatctcttgc  aaggccagcg  gcagcagctt  caccggctac  480

[2459] aacatgaact  gggtccgaca  gaacatcggc  aagagcctgg  aatggatcgg  cgccatcgat  540

[2460] ccttactacg  gcggcaccag  ctacaaccag  aagttcaagg  gcagagccac  actgaccgtg  600

[2461] gacaagagca  gcagcacagc  ctacatgcac  ctgaagtccc  tgacaagcga  ggacagcgcc  660

[2462] gtgtactact  gtgtgtccgg  catgaagtat  tggggccagg  gcacaagcgt  gaccgtgtct  720

[2463] agcgctaaga  ccacacctcc  tagcgtgtac  ggcagagtga  cagtgtccag  cgccgagcct  780

[2464] aagagctgcg  acaagacaca  cacctgtcct  ccatgtccag  ctccagaact  gctcggcgga  840

[2465] ccctccgttt  tcctgtttcc  acctaagcca  aaggacaccc  tcatgatcag  cagaacccct  900

[2466] gaagtgacct  gcgtggtggt  cgatgtgtcc  cacgaggatc  ccgaagtgaa  gttcaattgg  960

[2467] tacgtggacg  gcgtggaagt  gcacaacgcc  aagaccaagc  ctagagagga  acagtacaac  1020

[2468] agcacctaca  gagtggtgtc  cgtgctgacc  gtgctgcatc  aggactggct  gaacggcaaa  1080

[2469] gagtacaagt  gcaaagtctc  caacaaggcc  ctgcctgctc  ctatcgagaa  aaccatcagc  1140

[2470] aaggccaagg  gccagccaag  agaaccccag  gtttacacac  tgcctccaag  cagggacgag  1200

[2471] ctgaccaaga  atcaggtgtc  cctgacctgc  ctggtcaagg  gcttctaccc  ttccgatatc  1260

[2472] gccgtggaat  gggagagcaa  tggccagcct  gagaacaact  acaagacaac  ccctcctgtg  1320

[2473] ctggacagcg  acggctcatt  cttcctgtac  agcaagctga  cagtggataa  gtcccggtgg  1380

[2474] cagcagggca  atgtgttcag  ctgttctgtg  atgcacgagg  ccctgcacaa  ccactacacc  1440

[2475] cagaaaagcc  tgtctctgag  ccccggcaag  aaggacccta  aa  1482

[2476] <210>  108
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[2477] <211>  494

[2478] <212>  PRT

[2479] <213>  人工序列(Artificial  Sequence)

[2480] <220>

[2481] <223>  合成

[2482] <400>  108

[2483] Asp  Ile  Leu  Leu  Thr  Gln  Thr  Pro  Leu  Ser  Leu  Pro  Val  Ser  Leu  Gly

[2484] 1               5                   10                  15

[2485] Asp  Gln  Ala  Ser  Ile  Ser  Cys  Arg  Ser  Ser  Gln  Ser  Leu  Val  His  Arg

[2486]             20                  25                  30

[2487] Asn  Gly  Asn  Thr  Tyr  Leu  His  Trp  Tyr  Leu  Gln  Lys  Pro  Gly  Gln  Ser

[2488]         35                  40                  45

[2489] Pro  Lys  Leu  Leu  Ile  His  Lys  Val  Ser  Asn  Arg  Phe  Ser  Gly  Val  Pro

[2490]     50                  55                  60

[2491] Asp  Arg  Phe  Ser  Gly  Ser  Gly  Ser  Gly  Thr  Asp  Phe  Thr  Leu  Lys  Ile

[2492] 65                  70                  75                  80

[2493] Ser  Arg  Val  Glu  Ala  Glu  Asp  Leu  Gly  Val  Tyr  Phe  Cys  Ser  Gln  Ser

[2494]                 85                  90                  95

[2495] Thr  His  Val  Pro  Pro  Leu  Thr  Phe  Gly  Ala  Gly  Thr  Lys  Leu  Glu  Leu

[2496]             100                 105                 110

[2497] Lys  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser

[2498]         115                 120                 125

[2499] Glu  Val  Lys  Leu  Gln  Gln  Ser  Gly  Pro  Ser  Leu  Val  Glu  Pro  Gly  Ala

[2500]     130                 135                 140

[2501] Ser  Val  Met  Ile  Ser  Cys  Lys  Ala  Ser  Gly  Ser  Ser  Phe  Thr  Gly  Tyr

[2502] 145                 150                 155                 160

[2503] Asn  Met  Asn  Trp  Val  Arg  Gln  Asn  Ile  Gly  Lys  Ser  Leu  Glu  Trp  Ile

[2504]                 165                 170                 175

[2505] Gly  Ala  Ile  Asp  Pro  Tyr  Tyr  Gly  Gly  Thr  Ser  Tyr  Asn  Gln  Lys  Phe

[2506]             180                 185                 190

[2507] Lys  Gly  Arg  Ala  Thr  Leu  Thr  Val  Asp  Lys  Ser  Ser  Ser  Thr  Ala  Tyr

[2508]         195                 200                 205

[2509] Met  His  Leu  Lys  Ser  Leu  Thr  Ser  Glu  Asp  Ser  Ala  Val  Tyr  Tyr  Cys

[2510]     210                 215                 220

[2511] Val  Ser  Gly  Met  Lys  Tyr  Trp  Gly  Gln  Gly  Thr  Ser  Val  Thr  Val  Ser

[2512] 225                 230                 235                 240

[2513] Ser  Ala  Lys  Thr  Thr  Pro  Pro  Ser  Val  Tyr  Gly  Arg  Val  Thr  Val  Ser

[2514]                 245                 250                 255

[2515] Ser  Ala  Glu  Pro  Lys  Ser  Cys  Asp  Lys  Thr  His  Thr  Cys  Pro  Pro  Cys

[2516]             260                 265                 270

[2517] Pro  Ala  Pro  Glu  Leu  Leu  Gly  Gly  Pro  Ser  Val  Phe  Leu  Phe  Pro  Pro

[2518]         275                 280                 285
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[2519] Lys  Pro  Lys  Asp  Thr  Leu  Met  Ile  Ser  Arg  Thr  Pro  Glu  Val  Thr  Cys

[2520]     290                 295                 300

[2521] Val  Val  Val  Asp  Val  Ser  His  Glu  Asp  Pro  Glu  Val  Lys  Phe  Asn  Trp

[2522] 305                 310                 315                 320

[2523] Tyr  Val  Asp  Gly  Val  Glu  Val  His  Asn  Ala  Lys  Thr  Lys  Pro  Arg  Glu

[2524]                 325                 330                 335

[2525] Glu  Gln  Tyr  Asn  Ser  Thr  Tyr  Arg  Val  Val  Ser  Val  Leu  Thr  Val  Leu

[2526]             340                 345                 350

[2527] His  Gln  Asp  Trp  Leu  Asn  Gly  Lys  Glu  Tyr  Lys  Cys  Lys  Val  Ser  Asn

[2528]         355                 360                 365

[2529] Lys  Ala  Leu  Pro  Ala  Pro  Ile  Glu  Lys  Thr  Ile  Ser  Lys  Ala  Lys  Gly

[2530]     370                 375                 380

[2531] Gln  Pro  Arg  Glu  Pro  Gln  Val  Tyr  Thr  Leu  Pro  Pro  Ser  Arg  Asp  Glu

[2532] 385                 390                 395                 400

[2533] Leu  Thr  Lys  Asn  Gln  Val  Ser  Leu  Thr  Cys  Leu  Val  Lys  Gly  Phe  Tyr

[2534]                 405                 410                 415

[2535] Pro  Ser  Asp  Ile  Ala  Val  Glu  Trp  Glu  Ser  Asn  Gly  Gln  Pro  Glu  Asn

[2536]             420                 425                 430

[2537] Asn  Tyr  Lys  Thr  Thr  Pro  Pro  Val  Leu  Asp  Ser  Asp  Gly  Ser  Phe  Phe

[2538]         435                 440                 445

[2539] Leu  Tyr  Ser  Lys  Leu  Thr  Val  Asp  Lys  Ser  Arg  Trp  Gln  Gln  Gly  Asn

[2540]     450                 455                 460

[2541] Val  Phe  Ser  Cys  Ser  Val  Met  His  Glu  Ala  Leu  His  Asn  His  Tyr  Thr

[2542] 465                 470                 475                 480

[2543] Gln  Lys  Ser  Leu  Ser  Leu  Ser  Pro  Gly  Lys  Lys  Asp  Pro  Lys

[2544]                 485                 490

[2545] <210>  109

[2546] <211>  117

[2547] <212>  DNA

[2548] <213>  人工序列(Artificial  Sequence)

[2549] <220>

[2550] <223>  合成

[2551] <400>  109

[2552] attgaagtta  tgtatcctcc  tccttaccta  gacaatgaga  agagcaatgg  aaccattatc  60

[2553] catgtgaaag  ggaaacacct  ttgtccaagt  cccctatttc  ccggaccttc  taagccc  117

[2554] <210>  110

[2555] <211>  39

[2556] <212>  PRT

[2557] <213>  人工序列(Artificial  Sequence)

[2558] <220>

[2559] <223>  合成

[2560] <400>  110
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[2561] Ile  Glu  Val  Met  Tyr  Pro  Pro  Pro  Tyr  Leu  Asp  Asn  Glu  Lys  Ser  Asn

[2562] 1               5                   10                  15

[2563] Gly  Thr  Ile  Ile  His  Val  Lys  Gly  Lys  His  Leu  Cys  Pro  Ser  Pro  Leu

[2564]             20                  25                  30

[2565] Phe  Pro  Gly  Pro  Ser  Lys  Pro

[2566]         35

[2567] <210>  111

[2568] <211>  81

[2569] <212>  DNA

[2570] <213>  人工序列(Artificial  Sequence)

[2571] <220>

[2572] <223>  合成

[2573] <400>  111

[2574] ttttgggtgc  tggtggtggt  tgggggagtc  ctggcttgct  atagcttgct  agtaacagtg  60

[2575] gcctttatta  ttttctgggt  g  81

[2576] <210>  112

[2577] <211>  27

[2578] <212>  PRT

[2579] <213>  人工序列(Artificial  Sequence)

[2580] <220>

[2581] <223>  合成

[2582] <400>  112

[2583] Phe  Trp  Val  Leu  Val  Val  Val  Gly  Gly  Val  Leu  Ala  Cys  Tyr  Ser  Leu

[2584] 1               5                   10                  15

[2585] Leu  Val  Thr  Val  Ala  Phe  Ile  Ile  Phe  Trp  Val

[2586]             20                  25

[2587] <210>  113

[2588] <211>  123

[2589] <212>  DNA

[2590] <213>  人工序列(Artificial  Sequence)

[2591] <220>

[2592] <223>  合成

[2593] <400>  113

[2594] aggagtaaga  ggagcaggct  cctgcacagt  gactacatga  acatgactcc  ccgccgcccc  60

[2595] gggcccaccc  gcaagcatta  ccagccctat  gccccaccac  gcgacttcgc  agcctatcgc  120

[2596] tcc  123

[2597] <210>  114

[2598] <211>  41

[2599] <212>  PRT

[2600] <213>  人工序列(Artificial  Sequence)

[2601] <220>

[2602] <223>  合成
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[2603] <400>  114

[2604] Arg  Ser  Lys  Arg  Ser  Arg  Leu  Leu  His  Ser  Asp  Tyr  Met  Asn  Met  Thr

[2605] 1               5                   10                  15

[2606] Pro  Arg  Arg  Pro  Gly  Pro  Thr  Arg  Lys  His  Tyr  Gln  Pro  Tyr  Ala  Pro

[2607]             20                  25                  30

[2608] Pro  Arg  Asp  Phe  Ala  Ala  Tyr  Arg  Ser

[2609]         35                  40

[2610] <210>  115

[2611] <211>  336

[2612] <212>  DNA

[2613] <213>  人工序列(Artificial  Sequence)

[2614] <220>

[2615] <223>  合成

[2616] <400>  115

[2617] agagtgaagt  tcagcaggag  cgcagacgcc  cccgcgtaca  agcagggcca  gaaccagctc  60

[2618] tataacgagc  tcaatctagg  acgaagagag  gagtacgatg  ttttggacaa  gagacgtggc  120

[2619] cgggaccctg  agatgggggg  aaagccgaga  aggaagaacc  ctcaggaagg  cctgtacaat  180

[2620] gaactgcaga  aagataagat  ggcggaggcc  tacagtgaga  ttgggatgaa  aggcgagcgc  240

[2621] cggaggggca  aggggcacga  tggcctttac  cagggtctca  gtacagccac  caaggacacc  300

[2622] tacgacgccc  ttcacatgca  ggccctgccc  cctcgc  336

[2623] <210>  116

[2624] <211>  112

[2625] <212>  PRT

[2626] <213>  人工序列(Artificial  Sequence)

[2627] <220>

[2628] <223>  合成

[2629] <400>  116

[2630] Arg  Val  Lys  Phe  Ser  Arg  Ser  Ala  Asp  Ala  Pro  Ala  Tyr  Lys  Gln  Gly

[2631] 1               5                   10                  15

[2632] Gln  Asn  Gln  Leu  Tyr  Asn  Glu  Leu  Asn  Leu  Gly  Arg  Arg  Glu  Glu  Tyr

[2633]             20                  25                  30

[2634] Asp  Val  Leu  Asp  Lys  Arg  Arg  Gly  Arg  Asp  Pro  Glu  Met  Gly  Gly  Lys

[2635]         35                  40                  45

[2636] Pro  Arg  Arg  Lys  Asn  Pro  Gln  Glu  Gly  Leu  Tyr  Asn  Glu  Leu  Gln  Lys

[2637]     50                  55                  60

[2638] Asp  Lys  Met  Ala  Glu  Ala  Tyr  Ser  Glu  Ile  Gly  Met  Lys  Gly  Glu  Arg

[2639] 65                  70                  75                  80

[2640] Arg  Arg  Gly  Lys  Gly  His  Asp  Gly  Leu  Tyr  Gln  Gly  Leu  Ser  Thr  Ala

[2641]                 85                  90                  95

[2642] Thr  Lys  Asp  Thr  Tyr  Asp  Ala  Leu  His  Met  Gln  Ala  Leu  Pro  Pro  Arg

[2643]             100                 105                 110

[2644] <210>  117
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[2645] <211>  474

[2646] <212>  DNA

[2647] <213>  人工序列(Artificial  Sequence)

[2648] <220>

[2649] <223>  合成

[2650] <400>  117

[2651] atcagtctga  ttgcggcgtt  agcggtagat  tacgttatcg  gcatggaaaa  cgccatgccg  60

[2652] tggaacctgc  ctgccgatct  cgcctggttt  aaacgcaaca  ccttaaataa  acccgtgatt  120

[2653] atgggccgcc  atacctggga  atcaatcggt  cgtccgttgc  caggacgcaa  aaatattatc  180

[2654] ctcagcagtc  aaccgagtac  ggacgatcgc  gtaacgtggg  tgaagtcggt  ggatgaagcc  240

[2655] atcgcggcgt  gtggtgacgt  accagaaatc  atggtgattg  gcggcggtcg  cgttattgaa  300

[2656] cagttcttgc  caaaagcgca  aaaactgtat  ctgacgcata  tcgacgcaga  agtggaaggc  360

[2657] gacacccatt  tcccggatta  cgagccggat  gactgggaat  cggtattcag  cgaattccac  420

[2658] gatgctgatg  cgcagaactc  tcacagctat  tgctttgaga  ttctggagcg  gcga  474

[2659] <210>  118

[2660] <211>  158

[2661] <212>  PRT

[2662] <213>  人工序列(Artificial  Sequence)

[2663] <220>

[2664] <223>  合成

[2665] <400>  118

[2666] Ile  Ser  Leu  Ile  Ala  Ala  Leu  Ala  Val  Asp  Tyr  Val  Ile  Gly  Met  Glu

[2667] 1               5                   10                  15

[2668] Asn  Ala  Met  Pro  Trp  Asn  Leu  Pro  Ala  Asp  Leu  Ala  Trp  Phe  Lys  Arg

[2669]             20                  25                  30

[2670] Asn  Thr  Leu  Asn  Lys  Pro  Val  Ile  Met  Gly  Arg  His  Thr  Trp  Glu  Ser

[2671]         35                  40                  45

[2672] Ile  Gly  Arg  Pro  Leu  Pro  Gly  Arg  Lys  Asn  Ile  Ile  Leu  Ser  Ser  Gln

[2673]     50                  55                  60

[2674] Pro  Ser  Thr  Asp  Asp  Arg  Val  Thr  Trp  Val  Lys  Ser  Val  Asp  Glu  Ala

[2675] 65                  70                  75                  80

[2676] Ile  Ala  Ala  Cys  Gly  Asp  Val  Pro  Glu  Ile  Met  Val  Ile  Gly  Gly  Gly

[2677]                 85                  90                  95

[2678] Arg  Val  Ile  Glu  Gln  Phe  Leu  Pro  Lys  Ala  Gln  Lys  Leu  Tyr  Leu  Thr

[2679]             100                 105                 110

[2680] His  Ile  Asp  Ala  Glu  Val  Glu  Gly  Asp  Thr  His  Phe  Pro  Asp  Tyr  Glu

[2681]         115                 120                 125

[2682] Pro  Asp  Asp  Trp  Glu  Ser  Val  Phe  Ser  Glu  Phe  His  Asp  Ala  Asp  Ala

[2683]     130                 135                 140

[2684] Gln  Asn  Ser  His  Ser  Tyr  Cys  Phe  Glu  Ile  Leu  Glu  Arg  Arg

[2685] 145                 150                 155

[2686] <210>  119
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[2687] <211>  1818

[2688] <212>  DNA

[2689] <213>  人工序列(Artificial  Sequence)

[2690] <220>

[2691] <223>  合成

[2692] <400>  119

[2693] atgctgctgc  tcgtgacatc  tctgctgctg  tgcgagctgc  cccaccccgc  ctttctgctg  60

[2694] atccccgata  tccagatgac  ccagtccccg  agctccctgt  ccgcctctgt  gggcgatagg  120

[2695] gtcaccatca  cctgccgtgc  cagtcaggat  gtgaatactg  ctgtagcctg  gtatcaacag  180

[2696] aaaccaggaa  aagctccgaa  actactgatt  tactcggcat  ccttccttta  ttctggagtc  240

[2697] ccttctcgct  tctctggatc  tagatctggg  acggatttca  ctctgaccat  cagcagtctg  300

[2698] cagccggaag  acttcgcaac  ttattactgt  cagcaacatt  atactactcc  tcccacgttc  360

[2699] ggacagggta  ccaaggtgga  gatcaaaggg  tctacatctg  gatctgggaa  gccgggttct  420

[2700] ggtgagggtt  ctggtgaggt  tcagctggtg  gagtctggcg  gtggcctggt  gcagccaggg  480

[2701] ggctcactcc  gtttgtcctg  tgcagcttct  ggcttcaaca  ttaaagacac  ctatatacac  540

[2702] tgggtgcgtc  aggccccggg  taagggcctg  gaatgggttg  caaggattta  tcctacgaat  600

[2703] ggttatacta  gatatgccga  tagcgtcaag  ggccgtttca  ctataagcgc  agacacatcc  660

[2704] aaaaacacag  cctacctgca  gatgaacagc  ctgcgtgctg  aggacactgc  cgtctattat  720

[2705] tgttctagat  ggggagggga  cggcttctat  gctatggacg  tgtggggtca  aggaaccctg  780

[2706] gtcaccgtct  cctcggctag  cgaacaaaaa  ctcatctcag  aagaggatct  gttcgaaatt  840

[2707] gaagttatgt  atcctcctcc  ttacctagac  aatgagaaga  gcaatggaac  cattatccat  900

[2708] gtgaaaggga  aacacctttg  tccaagtccc  ctatttcccg  gaccttctaa  gcccttttgg  960

[2709] gtgctggtgg  tggttggggg  agtcctggct  tgctatagct  tgctagtaac  agtggccttt  1020

[2710] attattttct  gggtgaggag  taagaggagc  aggctcctgc  acagtgacta  catgaacatg  1080

[2711] actccccgcc  gccccgggcc  cacccgcaag  cattaccagc  cctatgcccc  accacgcgac  1140

[2712] ttcgcagcct  atcgctccag  agtgaagttc  agcaggagcg  cagacgcccc  cgcgtacaag  1200

[2713] cagggccaga  accagctcta  taacgagctc  aatctaggac  gaagagagga  gtacgatgtt  1260

[2714] ttggacaaga  gacgtggccg  ggaccctgag  atggggggaa  agccgagaag  gaagaaccct  1320

[2715] caggaaggcc  tgtacaatga  actgcagaaa  gataagatgg  cggaggccta  cagtgagatt  1380

[2716] gggatgaaag  gcgagcgccg  gaggggcaag  gggcacgatg  gcctttacca  gggtctcagt  1440

[2717] acagccacca  aggacaccta  cgacgccctt  cacatgcagg  ccctgccccc  tcgcggagtg  1500

[2718] caggtggaaa  ccatctcccc  aggagacggg  cgcaccttcc  ccaagcgcgg  ccagacctgc  1560

[2719] gtggtgcact  acaccgggat  gcttggagat  ggaaagaaag  ttgactcctc  ccgggacaga  1620

[2720] aacaagccct  ttaagtttat  gctaggcaag  caggaggtga  tccgaggctg  ggaagaaggg  1680

[2721] gttgcccaga  tgagtgtggg  tcagggagcc  aaactgacta  tatctccaga  ttatgcctat  1740

[2722] ggtgccactg  ggcacccagg  catcatccca  ccacatgcca  ctctcgtctt  cgatgtggag  1800

[2723] cttctagaac  tggaatga  1818

[2724] <210>  120

[2725] <211>  605

[2726] <212>  PRT

[2727] <213>  人工序列(Artificial  Sequence)

[2728] <220>
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[2729] <223>  合成

[2730] <400>  120

[2731] Met  Leu  Leu  Leu  Val  Thr  Ser  Leu  Leu  Leu  Cys  Glu  Leu  Pro  His  Pro

[2732] 1               5                   10                  15

[2733] Ala  Phe  Leu  Leu  Ile  Pro  Asp  Ile  Gln  Met  Thr  Gln  Ser  Pro  Ser  Ser

[2734]             20                  25                  30

[2735] Leu  Ser  Ala  Ser  Val  Gly  Asp  Arg  Val  Thr  Ile  Thr  Cys  Arg  Ala  Ser

[2736]         35                  40                  45

[2737] Gln  Asp  Val  Asn  Thr  Ala  Val  Ala  Trp  Tyr  Gln  Gln  Lys  Pro  Gly  Lys

[2738]     50                  55                  60

[2739] Ala  Pro  Lys  Leu  Leu  Ile  Tyr  Ser  Ala  Ser  Phe  Leu  Tyr  Ser  Gly  Val

[2740] 65                  70                  75                  80

[2741] Pro  Ser  Arg  Phe  Ser  Gly  Ser  Arg  Ser  Gly  Thr  Asp  Phe  Thr  Leu  Thr

[2742]                 85                  90                  95

[2743] Ile  Ser  Ser  Leu  Gln  Pro  Glu  Asp  Phe  Ala  Thr  Tyr  Tyr  Cys  Gln  Gln

[2744]             100                 105                 110

[2745] His  Tyr  Thr  Thr  Pro  Pro  Thr  Phe  Gly  Gln  Gly  Thr  Lys  Val  Glu  Ile

[2746]         115                 120                 125

[2747] Lys  Gly  Ser  Thr  Ser  Gly  Ser  Gly  Lys  Pro  Gly  Ser  Gly  Glu  Gly  Ser

[2748]     130                 135                 140

[2749] Gly  Glu  Val  Gln  Leu  Val  Glu  Ser  Gly  Gly  Gly  Leu  Val  Gln  Pro  Gly

[2750] 145                 150                 155                 160

[2751] Gly  Ser  Leu  Arg  Leu  Ser  Cys  Ala  Ala  Ser  Gly  Phe  Asn  Ile  Lys  Asp

[2752]                 165                 170                 175

[2753] Thr  Tyr  Ile  His  Trp  Val  Arg  Gln  Ala  Pro  Gly  Lys  Gly  Leu  Glu  Trp

[2754]             180                 185                 190

[2755] Val  Ala  Arg  Ile  Tyr  Pro  Thr  Asn  Gly  Tyr  Thr  Arg  Tyr  Ala  Asp  Ser

[2756]         195                 200                 205

[2757] Val  Lys  Gly  Arg  Phe  Thr  Ile  Ser  Ala  Asp  Thr  Ser  Lys  Asn  Thr  Ala

[2758]     210                 215                 220

[2759] Tyr  Leu  Gln  Met  Asn  Ser  Leu  Arg  Ala  Glu  Asp  Thr  Ala  Val  Tyr  Tyr

[2760] 225                 230                 235                 240

[2761] Cys  Ser  Arg  Trp  Gly  Gly  Asp  Gly  Phe  Tyr  Ala  Met  Asp  Val  Trp  Gly

[2762]                 245                 250                 255

[2763] Gln  Gly  Thr  Leu  Val  Thr  Val  Ser  Ser  Ala  Ser  Glu  Gln  Lys  Leu  Ile

[2764]             260                 265                 270

[2765] Ser  Glu  Glu  Asp  Leu  Phe  Glu  Ile  Glu  Val  Met  Tyr  Pro  Pro  Pro  Tyr

[2766]         275                 280                 285

[2767] Leu  Asp  Asn  Glu  Lys  Ser  Asn  Gly  Thr  Ile  Ile  His  Val  Lys  Gly  Lys

[2768]     290                 295                 300

[2769] His  Leu  Cys  Pro  Ser  Pro  Leu  Phe  Pro  Gly  Pro  Ser  Lys  Pro  Phe  Trp

[2770] 305                 310                 315                 320
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[2771] Val  Leu  Val  Val  Val  Gly  Gly  Val  Leu  Ala  Cys  Tyr  Ser  Leu  Leu  Val

[2772]                 325                 330                 335

[2773] Thr  Val  Ala  Phe  Ile  Ile  Phe  Trp  Val  Arg  Ser  Lys  Arg  Ser  Arg  Leu

[2774]             340                 345                 350

[2775] Leu  His  Ser  Asp  Tyr  Met  Asn  Met  Thr  Pro  Arg  Arg  Pro  Gly  Pro  Thr

[2776]         355                 360                 365

[2777] Arg  Lys  His  Tyr  Gln  Pro  Tyr  Ala  Pro  Pro  Arg  Asp  Phe  Ala  Ala  Tyr

[2778]     370                 375                 380

[2779] Arg  Ser  Arg  Val  Lys  Phe  Ser  Arg  Ser  Ala  Asp  Ala  Pro  Ala  Tyr  Lys

[2780] 385                 390                 395                 400

[2781] Gln  Gly  Gln  Asn  Gln  Leu  Tyr  Asn  Glu  Leu  Asn  Leu  Gly  Arg  Arg  Glu

[2782]                 405                 410                 415

[2783] Glu  Tyr  Asp  Val  Leu  Asp  Lys  Arg  Arg  Gly  Arg  Asp  Pro  Glu  Met  Gly

[2784]             420                 425                 430

[2785] Gly  Lys  Pro  Arg  Arg  Lys  Asn  Pro  Gln  Glu  Gly  Leu  Tyr  Asn  Glu  Leu

[2786]         435                 440                 445

[2787] Gln  Lys  Asp  Lys  Met  Ala  Glu  Ala  Tyr  Ser  Glu  Ile  Gly  Met  Lys  Gly

[2788]     450                 455                 460

[2789] Glu  Arg  Arg  Arg  Gly  Lys  Gly  His  Asp  Gly  Leu  Tyr  Gln  Gly  Leu  Ser

[2790] 465                 470                 475                 480

[2791] Thr  Ala  Thr  Lys  Asp  Thr  Tyr  Asp  Ala  Leu  His  Met  Gln  Ala  Leu  Pro

[2792]                 485                 490                 495

[2793] Pro  Arg  Gly  Val  Gln  Val  Glu  Thr  Ile  Ser  Pro  Gly  Asp  Gly  Arg  Thr

[2794]             500                 505                 510

[2795] Phe  Pro  Lys  Arg  Gly  Gln  Thr  Cys  Val  Val  His  Tyr  Thr  Gly  Met  Leu

[2796]         515                 520                 525

[2797] Gly  Asp  Gly  Lys  Lys  Val  Asp  Ser  Ser  Arg  Asp  Arg  Asn  Lys  Pro  Phe

[2798]     530                 535                 540

[2799] Lys  Phe  Met  Leu  Gly  Lys  Gln  Glu  Val  Ile  Arg  Gly  Trp  Glu  Glu  Gly

[2800] 545                 550                 555                 560

[2801] Val  Ala  Gln  Met  Ser  Val  Gly  Gln  Gly  Ala  Lys  Leu  Thr  Ile  Ser  Pro

[2802]                 565                 570                 575

[2803] Asp  Tyr  Ala  Tyr  Gly  Ala  Thr  Gly  His  Pro  Gly  Ile  Ile  Pro  Pro  His

[2804]             580                 585                 590

[2805] Ala  Thr  Leu  Val  Phe  Asp  Val  Glu  Leu  Leu  Glu  Leu  Glu

[2806]         595                 600                 605

[2807] <210>  121

[2808] <211>  66

[2809] <212>  DNA

[2810] <213>  人工序列(Artificial  Sequence)

[2811] <220>

[2812] <223>  合成
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[2813] <400>  121

[2814] atgctgctgc  tcgtgacatc  tctgctgctg  tgcgagctgc  cccaccccgc  ctttctgctg  60

[2815] atcccc  66

[2816] <210>  122

[2817] <211>  22

[2818] <212>  PRT

[2819] <213>  人工序列(Artificial  Sequence)

[2820] <220>

[2821] <223>  合成

[2822] <400>  122

[2823] Met  Leu  Leu  Leu  Val  Thr  Ser  Leu  Leu  Leu  Cys  Glu  Leu  Pro  His  Pro

[2824] 1               5                   10                  15

[2825] Ala  Phe  Leu  Leu  Ile  Pro

[2826]             20

[2827] <210>  123

[2828] <211>  729

[2829] <212>  DNA

[2830] <213>  人工序列(Artificial  Sequence)

[2831] <220>

[2832] <223>  合成

[2833] <400>  123

[2834] cagatgaccc  agtccccgag  ctccctgtcc  gcctctgtgg  gcgatagggt  caccatcacc  60

[2835] tgccgtgcca  gtcaggatgt  gaatactgct  gtagcctggt  atcaacagaa  accaggaaaa  120

[2836] gctccgaaac  tactgattta  ctcggcatcc  ttcctttatt  ctggagtccc  ttctcgcttc  180

[2837] tctggatcta  gatctgggac  ggatttcact  ctgaccatca  gcagtctgca  gccggaagac  240

[2838] ttcgcaactt  attactgtca  gcaacattat  actactcctc  ccacgttcgg  acagggtacc  300

[2839] aaggtggaga  tcaaagggtc  tacatctgga  tctgggaagc  cgggttctgg  tgagggttct  360

[2840] ggtgaggttc  agctggtgga  gtctggcggt  ggcctggtgc  agccaggggg  ctcactccgt  420

[2841] ttgtcctgtg  cagcttctgg  cttcaacatt  aaagacacct  atatacactg  ggtgcgtcag  480

[2842] gccccgggta  agggcctgga  atgggttgca  aggatttatc  ctacgaatgg  ttatactaga  540

[2843] tatgccgata  gcgtcaaggg  ccgtttcact  ataagcgcag  acacatccaa  aaacacagcc  600

[2844] tacctgcaga  tgaacagcct  gcgtgctgag  gacactgccg  tctattattg  ttctagatgg  660

[2845] ggaggggacg  gcttctatgc  tatggacgtg  tggggtcaag  gaaccctggt  caccgtctcc  720

[2846] tcggctagc  729

[2847] <210>  124

[2848] <211>  243

[2849] <212>  PRT

[2850] <213>  人工序列(Artificial  Sequence)

[2851] <220>

[2852] <223>  合成

[2853] <400>  124

[2854] Gln  Met  Thr  Gln  Ser  Pro  Ser  Ser  Leu  Ser  Ala  Ser  Val  Gly  Asp  Arg
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[2855] 1               5                   10                  15

[2856] Val  Thr  Ile  Thr  Cys  Arg  Ala  Ser  Gln  Asp  Val  Asn  Thr  Ala  Val  Ala

[2857]             20                  25                  30

[2858] Trp  Tyr  Gln  Gln  Lys  Pro  Gly  Lys  Ala  Pro  Lys  Leu  Leu  Ile  Tyr  Ser

[2859]         35                  40                  45

[2860] Ala  Ser  Phe  Leu  Tyr  Ser  Gly  Val  Pro  Ser  Arg  Phe  Ser  Gly  Ser  Arg

[2861]     50                  55                  60

[2862] Ser  Gly  Thr  Asp  Phe  Thr  Leu  Thr  Ile  Ser  Ser  Leu  Gln  Pro  Glu  Asp

[2863] 65                  70                  75                  80

[2864] Phe  Ala  Thr  Tyr  Tyr  Cys  Gln  Gln  His  Tyr  Thr  Thr  Pro  Pro  Thr  Phe

[2865]                 85                  90                  95

[2866] Gly  Gln  Gly  Thr  Lys  Val  Glu  Ile  Lys  Gly  Ser  Thr  Ser  Gly  Ser  Gly

[2867]             100                 105                 110

[2868] Lys  Pro  Gly  Ser  Gly  Glu  Gly  Ser  Gly  Glu  Val  Gln  Leu  Val  Glu  Ser

[2869]         115                 120                 125

[2870] Gly  Gly  Gly  Leu  Val  Gln  Pro  Gly  Gly  Ser  Leu  Arg  Leu  Ser  Cys  Ala

[2871]     130                 135                 140

[2872] Ala  Ser  Gly  Phe  Asn  Ile  Lys  Asp  Thr  Tyr  Ile  His  Trp  Val  Arg  Gln

[2873] 145                 150                 155                 160

[2874] Ala  Pro  Gly  Lys  Gly  Leu  Glu  Trp  Val  Ala  Arg  Ile  Tyr  Pro  Thr  Asn

[2875]                 165                 170                 175

[2876] Gly  Tyr  Thr  Arg  Tyr  Ala  Asp  Ser  Val  Lys  Gly  Arg  Phe  Thr  Ile  Ser

[2877]             180                 185                 190

[2878] Ala  Asp  Thr  Ser  Lys  Asn  Thr  Ala  Tyr  Leu  Gln  Met  Asn  Ser  Leu  Arg

[2879]         195                 200                 205

[2880] Ala  Glu  Asp  Thr  Ala  Val  Tyr  Tyr  Cys  Ser  Arg  Trp  Gly  Gly  Asp  Gly

[2881]     210                 215                 220

[2882] Phe  Tyr  Ala  Met  Asp  Val  Trp  Gly  Gln  Gly  Thr  Leu  Val  Thr  Val  Ser

[2883] 225                 230                 235                 240

[2884] Ser  Ala  Ser

[2885] <210>  125

[2886] <211>  30

[2887] <212>  DNA

[2888] <213>  人工序列(Artificial  Sequence)

[2889] <220>

[2890] <223>  合成

[2891] <400>  125

[2892] gaacaaaaac  tcatctcaga  agaggatctg  30

[2893] <210>  126

[2894] <211>  10

[2895] <212>  PRT

[2896] <213>  人工序列(Artificial  Sequence)
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[2897] <220>

[2898] <223>  合成

[2899] <400>  126

[2900] Glu  Gln  Lys  Leu  Ile  Ser  Glu  Glu  Asp  Leu

[2901] 1               5                   10

[2902] <210>  127

[2903] <211>  117

[2904] <212>  DNA

[2905] <213>  人工序列(Artificial  Sequence)

[2906] <220>

[2907] <223>  合成

[2908] <400>  127

[2909] attgaagtta  tgtatcctcc  tccttaccta  gacaatgaga  agagcaatgg  aaccattatc  60

[2910] catgtgaaag  ggaaacacct  ttgtccaagt  cccctatttc  ccggaccttc  taagccc  117

[2911] <210>  128

[2912] <211>  39

[2913] <212>  PRT

[2914] <213>  人工序列(Artificial  Sequence)

[2915] <220>

[2916] <223>  合成

[2917] <400>  128

[2918] Ile  Glu  Val  Met  Tyr  Pro  Pro  Pro  Tyr  Leu  Asp  Asn  Glu  Lys  Ser  Asn

[2919] 1               5                   10                  15

[2920] Gly  Thr  Ile  Ile  His  Val  Lys  Gly  Lys  His  Leu  Cys  Pro  Ser  Pro  Leu

[2921]             20                  25                  30

[2922] Phe  Pro  Gly  Pro  Ser  Lys  Pro

[2923]         35

[2924] <210>  129

[2925] <211>  81

[2926] <212>  DNA

[2927] <213>  人工序列(Artificial  Sequence)

[2928] <220>

[2929] <223>  合成

[2930] <400>  129

[2931] ttttgggtgc  tggtggtggt  tgggggagtc  ctggcttgct  atagcttgct  agtaacagtg  60

[2932] gcctttatta  ttttctgggt  g  81

[2933] <210>  130

[2934] <211>  27

[2935] <212>  PRT

[2936] <213>  人工序列(Artificial  Sequence)

[2937] <220>

[2938] <223>  合成
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[2939] <400>  130

[2940] Phe  Trp  Val  Leu  Val  Val  Val  Gly  Gly  Val  Leu  Ala  Cys  Tyr  Ser  Leu

[2941] 1               5                   10                  15

[2942] Leu  Val  Thr  Val  Ala  Phe  Ile  Ile  Phe  Trp  Val

[2943]             20                  25

[2944] <210>  131

[2945] <211>  123

[2946] <212>  DNA

[2947] <213>  人工序列(Artificial  Sequence)

[2948] <220>

[2949] <223>  合成

[2950] <400>  131

[2951] aggagtaaga  ggagcaggct  cctgcacagt  gactacatga  acatgactcc  ccgccgcccc  60

[2952] gggcccaccc  gcaagcatta  ccagccctat  gccccaccac  gcgacttcgc  agcctatcgc  120

[2953] tcc  123

[2954] <210>  132

[2955] <211>  41

[2956] <212>  PRT

[2957] <213>  人工序列(Artificial  Sequence)

[2958] <220>

[2959] <223>  合成

[2960] <400>  132

[2961] Arg  Ser  Lys  Arg  Ser  Arg  Leu  Leu  His  Ser  Asp  Tyr  Met  Asn  Met  Thr

[2962] 1               5                   10                  15

[2963] Pro  Arg  Arg  Pro  Gly  Pro  Thr  Arg  Lys  His  Tyr  Gln  Pro  Tyr  Ala  Pro

[2964]             20                  25                  30

[2965] Pro  Arg  Asp  Phe  Ala  Ala  Tyr  Arg  Ser

[2966]         35                  40

[2967] <210>  133

[2968] <211>  336

[2969] <212>  DNA

[2970] <213>  人工序列(Artificial  Sequence)

[2971] <220>

[2972] <223>  合成

[2973] <400>  133

[2974] agagtgaagt  tcagcaggag  cgcagacgcc  cccgcgtaca  agcagggcca  gaaccagctc  60

[2975] tataacgagc  tcaatctagg  acgaagagag  gagtacgatg  ttttggacaa  gagacgtggc  120

[2976] cgggaccctg  agatgggggg  aaagccgaga  aggaagaacc  ctcaggaagg  cctgtacaat  180

[2977] gaactgcaga  aagataagat  ggcggaggcc  tacagtgaga  ttgggatgaa  aggcgagcgc  240

[2978] cggaggggca  aggggcacga  tggcctttac  cagggtctca  gtacagccac  caaggacacc  300

[2979] tacgacgccc  ttcacatgca  ggccctgccc  cctcgc  336

[2980] <210>  134
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[2981] <211>  112

[2982] <212>  PRT

[2983] <213>  人工序列(Artificial  Sequence)

[2984] <220>

[2985] <223>  合成

[2986] <400>  134

[2987] Arg  Val  Lys  Phe  Ser  Arg  Ser  Ala  Asp  Ala  Pro  Ala  Tyr  Lys  Gln  Gly

[2988] 1               5                   10                  15

[2989] Gln  Asn  Gln  Leu  Tyr  Asn  Glu  Leu  Asn  Leu  Gly  Arg  Arg  Glu  Glu  Tyr

[2990]             20                  25                  30

[2991] Asp  Val  Leu  Asp  Lys  Arg  Arg  Gly  Arg  Asp  Pro  Glu  Met  Gly  Gly  Lys

[2992]         35                  40                  45

[2993] Pro  Arg  Arg  Lys  Asn  Pro  Gln  Glu  Gly  Leu  Tyr  Asn  Glu  Leu  Gln  Lys

[2994]     50                  55                  60

[2995] Asp  Lys  Met  Ala  Glu  Ala  Tyr  Ser  Glu  Ile  Gly  Met  Lys  Gly  Glu  Arg

[2996] 65                  70                  75                  80

[2997] Arg  Arg  Gly  Lys  Gly  His  Asp  Gly  Leu  Tyr  Gln  Gly  Leu  Ser  Thr  Ala

[2998]                 85                  90                  95

[2999] Thr  Lys  Asp  Thr  Tyr  Asp  Ala  Leu  His  Met  Gln  Ala  Leu  Pro  Pro  Arg

[3000]             100                 105                 110

[3001] <210>  135

[3002] <211>  321

[3003] <212>  DNA

[3004] <213>  人工序列(Artificial  Sequence)

[3005] <220>

[3006] <223>  合成

[3007] <400>  135

[3008] ggagtgcagg  tggaaaccat  ctccccagga  gacgggcgca  ccttccccaa  gcgcggccag  60

[3009] acctgcgtgg  tgcactacac  cgggatgctt  ggagatggaa  agaaagttga  ctcctcccgg  120

[3010] gacagaaaca  agccctttaa  gtttatgcta  ggcaagcagg  aggtgatccg  aggctgggaa  180

[3011] gaaggggttg  cccagatgag  tgtgggtcag  ggagccaaac  tgactatatc  tccagattat  240

[3012] gcctatggtg  ccactgggca  cccaggcatc  atcccaccac  atgccactct  cgtcttcgat  300

[3013] gtggagcttc  tagaactgga  a  321

[3014] <210>  136

[3015] <211>  107

[3016] <212>  PRT

[3017] <213>  人工序列(Artificial  Sequence)

[3018] <220>

[3019] <223>  合成

[3020] <400>  136

[3021] Gly  Val  Gln  Val  Glu  Thr  Ile  Ser  Pro  Gly  Asp  Gly  Arg  Thr  Phe  Pro

[3022] 1               5                   10                  15
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[3023] Lys  Arg  Gly  Gln  Thr  Cys  Val  Val  His  Tyr  Thr  Gly  Met  Leu  Gly  Asp

[3024]             20                  25                  30

[3025] Gly  Lys  Lys  Val  Asp  Ser  Ser  Arg  Asp  Arg  Asn  Lys  Pro  Phe  Lys  Phe

[3026]         35                  40                  45

[3027] Met  Leu  Gly  Lys  Gln  Glu  Val  Ile  Arg  Gly  Trp  Glu  Glu  Gly  Val  Ala

[3028]     50                  55                  60

[3029] Gln  Met  Ser  Val  Gly  Gln  Gly  Ala  Lys  Leu  Thr  Ile  Ser  Pro  Asp  Tyr

[3030] 65                  70                  75                  80

[3031] Ala  Tyr  Gly  Ala  Thr  Gly  His  Pro  Gly  Ile  Ile  Pro  Pro  His  Ala  Thr

[3032]                 85                  90                  95

[3033] Leu  Val  Phe  Asp  Val  Glu  Leu  Leu  Glu  Leu  Glu

[3034]             100                 105
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