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1.有效量的包含修饰的NK‑92细胞的NK‑92细胞系用于制备在有需要的患者中治疗B细

胞恶性肿瘤的药物的用途，其中所述修饰的NK‑92细胞是被修饰以各自表达至少一种Fc受

体和至少一种嵌合抗原受体（CAR），使得所述至少一种Fc受体和所述至少一种CAR在所述修

饰的NK‑92细胞的细胞表面上展示，其中所述CAR包含如SEQ  ID  NO:  9中所示的氨基酸序

列，其中所述Fc受体是CD16多肽，并且其中所述Fc受体包含SEQ  ID  NO:  2的氨基酸序列，以

及其中所述B细胞恶性肿瘤是白血病。

2.根据权利要求1所述的用途，其中所述CAR靶向CD19的肿瘤相关抗原。

3.根据权利要求1所述的用途，其中所述修饰的NK‑92细胞被进一步修饰以表达一种细

胞因子。

4.根据权利要求3所述的用途，其中所述细胞因子是白细胞介素‑2或其变体。

5.根据权利要求4所述的用途，其中所述细胞因子靶向内质网。

6.根据权利要求1所述的用途，其中所述Fc受体和所述CAR在不同的载体上编码。

7.根据权利要求1所述的用途，其中所述修饰的NK‑92细胞经历少于10次群体倍增。

8.根据权利要求1所述的用途，其中所述修饰的NK‑92细胞通过选自静脉内、腹膜内和

皮下的途径施用于所述患者。

9.根据权利要求1所述的用途，其中所述白血病选自慢性B细胞白血病、急性淋巴细胞

白血病（ALL）、和慢性淋巴细胞白血病（CLL）。

10.根据权利要求1所述的用途，其中将1×108至1×1011修饰的NK‑92细胞/所述患者身

体表面积的平方米施用于所述患者。

11.根据权利要求1所述的用途，其还包括向所述患者施用有效量的至少一种单克隆抗

体。

12.根据权利要求11所述的用途，其中所述单克隆抗体是裸单克隆抗体、缀合单克隆抗

体或双特异性单克隆抗体。

13.根据权利要求11所述的用途，其中所述单克隆抗体选自阿仑单抗、利妥昔单抗、曲

妥珠单抗、替伊莫单抗、本妥昔单抗、吉妥珠单抗、阿曲坦单抗、blinatunomab、avelumamab、

daratumumab和埃罗妥珠单抗。

14.根据权利要求11所述的用途，其中所述单克隆抗体和所述修饰的NK‑92细胞被同时

地施用于所述患者。

15.根据权利要求1所述的用途，其还包括施用干细胞移植疗法于所述患者。
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用于治疗癌症的修饰的NK‑92细胞

[0001] 相关申请的交叉引用

[0002] 本申请要求2015年6月10日提交的美国临时申请No.62/173,701和2016年5月16日

提交的美国临时申请No.62/337,044的优先权的权益，其各自通过引用整体并入本文。

背景技术

[0003] 自然杀伤(NK)细胞是构成先天免疫系统的主要组分的细胞毒性淋巴细胞。通常代

表约10‑15％的循环淋巴细胞的NK细胞非抗原特异性地且在没有在先免疫敏化的情况下结

合并杀灭靶细胞，包括病毒感染细胞和许多恶性细胞。Herberman等，Science  214:24

(1981)。靶细胞的杀灭是通过诱导细胞裂解而发生。用于此目的的NK细胞被从来自受试者

的血液的外周血淋巴细胞(“PBL”)级分中分离，在细胞培养中扩增以获得足够数量的细胞，

然后重新输注到受试者中。已经显示NK细胞在离体疗法和体内治疗二者中在一定程度上有

效。然而，不是所有NK细胞都是细胞裂解性的，并且该疗法对于被治疗的患者是特异性的，

这使该疗法复杂化。

[0004] 对于癌症，区分肿瘤细胞与源自相同组织的正常细胞的表型变化通常与特定基因

产物的表达中的一个或多个变化有关，包括正常细胞表面组分的损失或其他组分的获得

(即，在相应的正常非癌组织中不可检测的抗原)。在瘤细胞或肿瘤细胞中但不在正常细胞

中表达的抗原、或者在瘤细胞中以明显高于在正常细胞中所发现水平的水平表达的抗原已

被称为“肿瘤特异性抗原”或“肿瘤相关抗原”。这样的肿瘤特异性抗原可以作为肿瘤表型的

标志物。肿瘤特异性抗原可以被分为三个主要的组：癌症/睾丸特异性抗原(例如，MAGE，

BAGE，GAGE，PRAME和NY‑ESO‑1)，黑素细胞分化抗原(例如，酪氨酸酶，Melan‑A/MART，gp1OO，

TRP‑1和TRP‑2)和突变或异常表达抗原(例如，MUM‑1，CDK4，β‑连环蛋白，gp100‑in4，p15和

N‑乙酰葡萄糖胺基转移酶V)。

[0005] 肿瘤特异性抗原已被用作癌症免疫疗法的靶点。一种这样的疗法利用在免疫细胞

(包括T细胞和NK细胞)表面上表达的嵌合抗原受体(CAR)以增加对癌细胞的细胞毒性。CAR

包含连接至少一个细胞内信号结构域的单链可变片段(scFv)。scFv识别并结合靶细胞(例

如癌细胞)上的抗原并触发效应细胞激活。

[0006] 此外，采用单克隆抗体(mAb)的抗癌治疗已经显著改善癌症患者的临床结果，特别

是当与化疗联合时。然而，尽管恶性细胞呈现抗原并且存在免疫细胞，已知癌细胞逃逸免疫

介导的排斥。癌细胞逃逸免疫根除的一个机制是通过阻止检测。例如，肿瘤逃逸机制包括受

损或减少的抗原呈现(例如，肿瘤抗原的突变或下调)，其降低单靶点疗法(如CAR表达免疫

细胞和mAb)的功效。就此而言，改进的治疗剂和治疗癌细胞的方法仍然是需要的。

发明内容

[0007] 本文提供了被工程化以表达多个转基因的基因修饰的NK‑92细胞或细胞系。例如，

NK‑92细胞被修饰以同时表达至少一种Fc受体和至少一种嵌合抗原受体(CAR)，使得所述至

少一种Fc受体和所述至少一种CAR在所述NK‑92细胞的细胞表面上展示。
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[0008] 因此，本公开提供了NK‑92细胞系，其中所述NK‑92细胞系的细胞被修饰以表达至

少一种Fc受体和至少一种嵌合抗原受体(CAR)，使得所述Fc受体和CAR在NK‑92细胞的细胞

表面上展示。

[0009] 上文的一般性描述和下文的详细描述是示例性和解释性的，并且旨在提供对本公

开的进一步解释。其他目的、优点和新颖特征对于本领域技术人员而言将是显而易见的。

附图说明

[0010] 在结合附图考虑时，参考下列公开内容，本发明的目的、特征和优点将更容易理

解。

[0011] 图1A、1B和1C是显示体外细胞毒性试验的图。图1A显示非电穿孔亲本NK‑92细胞对

靶细胞系的杀灭。图1B显示表达CD19‑CAR的亲本NK‑92细胞对靶细胞系的杀灭。图1C显示表

达CD19‑CAR的CD16(158V)‑ERIL2NK‑92细胞对靶细胞系的杀灭。

具体实施方式

[0012] 本文提供NK‑92细胞，其被修饰以表达至少一种Fc受体和至少一种嵌合抗原受体

(CAR)，使得所述至少一种Fc受体和所述至少一种CAR在所述NK‑92细胞的细胞表面上展示。

任选地，Fc受体包含FcγRIII‑A(CD16)。任选地，NK‑92细胞被基因修饰以表达编码与SEQ 

ID  NO:1(在第158位具有苯丙氨酸的FcγRIII‑A或CD16(F‑158))具有至少90％序列同一

性；或与SEQ  ID  NO:2(在第158位具有缬氨酸的CD16(F158V)，更高亲和力形式)具有至少

90％同一性的多肽的Fc受体。在典型的实施方式中，CD16多肽在第158位具有缬氨酸。任选

地，NK‑92细胞被基因修饰以表达表达编码与SEQ  ID  NO:8(CD19)，SEQ  ID  NO:9(CD19)，SEQ 

ID  NO:10(CD33)，SEQ  ID  NO:11(CD33)，SEQ  ID  NO:12(CSPG‑4)或SEQ  ID  NO:13(CSPG‑4)

具有至少90％序列同一性的多肽的CAR。任选地，CAR靶向肿瘤相关抗原，例如CD19、CD20、

NKG2D配体、CS1、GD2、CD138、EpCAM、HER‑2、EBNA3C、GPA7、CD244、CA‑125、MUC‑1、ETA、MAGE、

CEA、CD52、CD30、MUC5AC、c‑Met、EGFR、FAB、WT‑1、PSMA、NY‑ESO1和CD33。在一些实施方式中，

细胞系的NK92细胞经历少于10次群体倍增。

[0013] 任选地，NK‑92细胞还表达细胞因子，例如白细胞介素‑2或其变体。在一些实施方

式中，NK‑92细胞被修饰以表达具有SEQ  ID  NO:6或SEQ  ID  NO:7的序列的多肽。在进一步的

实施方式中，细胞因子靶向内质网。任选地，细胞系的NK‑92细胞在含有少于10U/ml的IL‑2

的培养基中培养。

[0014] 本公开提供了包含本文所述NK‑92细胞中的任一种的组合物。任选地，本公开提供

了上述实施方式的NK‑92细胞中的任一种与至少一种抗体的组合物，抗体例如是阿仑单抗，

利妥昔单抗，曲妥珠单抗，替伊莫单抗(ibritumomab)，吉妥珠单抗(gemtuzumab)，本妥昔单

抗(brentuximab)，阿曲坦单抗(adotranstuzumab)，blinatunomab，daratumumab或埃罗妥

珠单抗(elotuzumab)。在一些实施方式中，单克隆抗体是裸单克隆抗体、缀合单克隆抗体或

双特异性单克隆抗体。

[0015] 本公开提供了在有需要的患者中治疗癌症的方法，所述方法包括向所述患者施用

有效量的上述实施方式中任一者的细胞。在一些实施方式中，细胞通过选自静脉内、腹膜内

和皮下的途径给予患者。在一些实施方式中，将约1×108至约1×1011细胞/患者体表面积平
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方米施用于患者。任选地，本公开的方法还提供向患者施用有效量的至少一种单克隆抗体，

例如阿仑单抗、利妥昔单抗、曲妥珠单抗、替伊莫单抗、吉妥珠单抗、本妥昔单抗、阿曲坦单

抗、blinatunomab、daratumumab或埃罗妥珠单抗。在一些实施方式中，单克隆抗体是裸单克

隆抗体、缀合单克隆抗体或双特异性单克隆抗体。在一些实施方式中，单克隆抗体通过选自

静脉内、腹膜内和皮下的途径施用于患者。在一种实施方式中，单克隆抗体和细胞被同时地

施用。在一些实施方式中，单克隆抗体和细胞在施用于患者之前混合在一起。在其他实施方

式中，单克隆抗体和细胞被顺序施用。在其他实施方式中，受试者被施用单克隆抗体，并随

后在单克隆抗体施用后例如24小时内、或者24至72小时内被施用修饰的NK‑92细胞。

[0016] 在一种实施方式中，癌症是例如白血病(例如慢性B细胞白血病，急性淋巴细胞白

血病(ALL)，慢性淋巴细胞白血病(CLL))，淋巴瘤(例如非霍奇金淋巴瘤(NHL))，真性红细胞

增多症，多发性骨髓瘤，瓦尔登斯特伦巨球蛋白血症，重链病，肉瘤或癌。

[0017] 本公开提供了用于上述治疗癌症的方法中任一种的试剂盒，其中所述试剂盒包括

以下中的至少一者：(a)一定量的NK‑92细胞，其被修饰以表达在细胞表面上的至少一种Fc

受体和在所述细胞表面上的至少一种嵌合抗原受体(CAR)，和(b)描述本公开的至少一种方

法的说明。在一些实施方式中，试剂盒还包括至少一种单克隆抗体。

[0018] 在阅读本说明书之后，对于本领域技术人员来说，如何实现各种替代实施方式和

替代应用将变得显而易见。然而，并非所有实施方式都在本文中描述。应理解，本文呈现的

实施方式仅通过示例性的目的呈现，而非限制性的。就此而言，这种对各种替代实施方式的

详细描述不应被解释为限制如本文所阐述的本公开的范围或广度。应理解，下文描述的方

面不限于具体的组合物、制备该种组合物的方法、或其用途，因为这些当然可以变化。

[0019] 术语

[0020] 除非另有定义，本文使用的所有技术和科学术语具有与本领域普通技术人员通常

理解的相同的含义。

[0021] 在本说明书和随后的权利要求书中，将提及应被定义为具有以下含义的多个术

语：

[0022] 本文使用的术语仅用于描述特定实施方式的目的，而不意在限制本发明。如本文

所使用的，单数形式“一个(a)”，“一种(an)”和“该(the)”也旨在包括复数形式，除非上下文

另有明确指示。因此，例如，提到“自然杀伤细胞”包括多个自然杀伤细胞。

[0023] 所有数字标示，例如pH，温度，时间，浓度，量和分子量，包括范围，是近似值，其在

适当的情况下以0.1或1.0的增量变化((+)或(‑))。应理解，虽然并不总是明确说明，但是所

有的数字标示之前可以有术语“约”。

[0024] 如本领域技术人员将理解的，出于任何和所有目的，特别是就提供书面描述而言，

本文公开的所有范围还包括任何和所有可能的子范围及其子范围的组合。任何列出的范围

可以被容易地认为是充分描述并使同一范围能够被分成至少相等的一半、三分之一、四分

之一、五分之一、十分之一等等。作为非限制性实例，本文讨论的每个范围可以被容易地分

成下三分之一、中三分之一和上三分之一等。如本领域技术人员将同样理解的，所有措辞，

例如“至多”、“至少”、“大于”、“小于”等，包括所记载的数字，并且是指可以随后如上所述被

分成子范围的范围。最后，如本领域技术人员将理解的，范围包括每个单独的成员。因此，例

如，具有1‑3个细胞的组是指具有1、2或3个细胞的组。类似地，具有1‑5个细胞的组是指具有
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1、2、3、4或5个细胞的组，等等。

[0025] 还应理解，虽然并不总是明确说明，但是本文所述的试剂仅仅是示例性的，并且这

些的等价物是本领域已知的。

[0026] “任选的”或“任选地”是指随后描述的事件或情况可能发生或可能不发生，并且该

描述包括其中事件或情况发生的情形以及其中事件或情况不发生的情形。

[0027] 术语“包含”旨在表示组合物和方法包括所记载的要素，但不排除其他要素。在用

于限定组合物和方法时，“基本上由...组成”应当表示排除对组合具有任何实质重要性的

其他要素。例如，基本上由如本文限定的要素组成的组合物不排除不实质性影响要求保护

的主题的基本和新颖特性的其他要素。“由……组成”应当表示排除超过痕量的其他成分和

实质性方法步骤。由这些过渡术语中的每一个限定的实施方式在本公开的范围内。

[0028] 如本文所用，“同时的”或“同时地”是指在相同时间或在大致相同的时间施用至少

两种药物(例如NK‑92‑Fc‑CAR细胞和单克隆抗体)。

[0029] 如本文所用，术语“有效量”是指足以实现期望治疗效果的组合物的量，例如导致

癌细胞或与癌症相关的一种或多种症状的改善的量。在治疗应用的背景下，施用于受试者

的NK‑92细胞或抗体的量将取决于癌症的类型和进展以及个体的特征，例如总体健康状况、

年龄、性别、体重和药物耐受性。其也将取决于疾病的程度、严重度和类型。技术人员将能够

根据这些和其他因素确定合适的剂量。NK‑92细胞也可以与一种或多种另外的治疗性化合

物(例如抗体)组合施用。

[0030] 如本文所用，术语“表达”是指多核苷酸被转录成mRNA的过程和/或转录的mRNA随

后被翻译成肽、多肽或蛋白质的过程。如果多核苷酸来源于基因组DNA，则表达可能包括

mRNA在真核细胞中的剪接。基因的表达水平可以通过测量细胞或组织样品中mRNA或蛋白质

的量而确定。在一个方面，可以将来自一个样品的基因的表达水平与来自对照或参比样品

的该基因的表达水平直接进行比较。在另一个方面，可以将来自一个样品的基因的表达水

平与在施用NK‑92细胞后来自相同样品的该基因的表达水平直接进行比较。

[0031] 如本文所用，“免疫疗法”是指使用NK‑92细胞(修饰或未修饰的)、天然存在的或被

修饰的NK细胞或T细胞(无论单独或组合)，并且当接触靶细胞时所述使用能够诱导细胞毒

性。

[0032] 如本文所用，“自然杀伤(NK)细胞”是在特异性抗原刺激不存在的情况下杀灭靶细

胞、并且没有根据主要组织相容性复合物(MHC)类别的限制的免疫系统细胞。靶细胞可以是

癌或肿瘤细胞。NK细胞的特征在于存在CD56和不存在CD3表面标志物。

[0033] 术语“内源性NK细胞”用于指源自供体(或患者)的NK细胞，区别于NK‑92细胞系。内

源性NK细胞通常是异质细胞群体，其中NK细胞已被富集。内源性NK细胞可以用于患者的自

体或同种异体治疗。

[0034] “NK‑92细胞”是指最初从患有非霍奇金淋巴瘤的患者获得的永生NK细胞系NK‑92。

术语“NK‑92”旨在指原始NK‑92细胞系以及已被修饰的NK‑92细胞系(例如通过引入外源基

因修饰)。NK‑92细胞及其示例性和非限制性修饰在美国专利No.7,618,817；8,034,332；和

8,313,943中描述，其全部内容通过引用并入本文。

[0035] “修饰的NK‑92细胞”是指还包含编码转基因(包括Fc受体、CAR、IL‑2和/或自杀基

因)的载体的NK‑92细胞。在优选实施方式中，修饰的NK‑92细胞表达至少一种转基因蛋白。
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[0036] 如本文所用，“未照射的NK‑92细胞”是尚未被照射的NK‑92细胞。照射使细胞不能

生长和增殖。预期NK‑92细胞将在患者治疗之前在治疗设施处或一些其他地点被照射，因为

为了保持最佳活性，照射和输注之间的时间不应超过4小时。或者，NK‑92细胞可以通过另外

的机制灭活。

[0037] 如本文所用，NK‑92细胞的“灭活”使得它们不能生长。灭活也可能与NK‑92细胞的

死亡有关。预期NK‑92细胞在其已经有效地清除与治疗应用中的病理学相关的细胞的离体

样品之后，或者在它们已经在哺乳动物体内驻留足以有效地杀灭体内驻留的许多或所有靶

细胞的时间段之后被灭活。作为非限制性实例，可以通过施用NK‑92细胞对其敏感的灭活剂

诱导灭活。

[0038] 如本文所用，术语“细胞毒性的”和“细胞裂解性的”当用于描述效应细胞例如NK细

胞的活性时，旨在是同义的。通常，细胞毒性活性涉及通过各种生物、生物化学或生物物理

机制中的任一种杀灭靶细胞。细胞裂解更具体地涉及其中效应物裂解靶细胞的质膜、从而

破坏其物理完整性的活性。这导致杀灭靶细胞。不希望受到理论的束缚，据信NK细胞的细胞

毒性作用是由于细胞理解。

[0039] 关于细胞/细胞群体的术语“杀灭”旨在包括将导致该细胞/细胞群体死亡的任何

类型的操作。

[0040] 术语“Fc受体”是指在某些细胞(例如自然杀伤细胞)的表面上发现的蛋白质，其通

过结合到称为Fc区的抗体部分而对免疫细胞的保护功能作出贡献。抗体的Fc区与细胞的Fc

受体(FcR)的结合通过抗体介导的吞噬作用或抗体依赖性细胞介导的细胞毒性(ADCC)刺激

细胞的吞噬或细胞毒性活性。FcR基于其识别的抗体类型进行分类。例如，Fc‑γ受体(FCγ

R)结合IgG类抗体。FCγRIII‑A(也称为CD16)是结合IgG抗体并激活ADCC的低亲和力Fc受

体。FCγRIII‑A通常在NK细胞上发现。NK‑92细胞不表达FCγRIII‑A。编码CD16的天然形式

的代表性多核苷酸序列显示在SEQ  ID  NO:5中。

[0041] 如本文所用，术语“嵌合抗原受体”(CAR)是指与细胞内信号传导结构域融合的细

胞外抗原结合结构域。CAR可以在T细胞或NK细胞中表达以增加细胞毒性。通常，细胞外抗原

结合结构域是对在感兴趣的细胞上发现的抗原具有特异性的scFv。基于scFv结构域的特异

性，表达CAR的NK‑92细胞靶向在细胞表面上表达某些抗原的细胞。scFv结构域可被工程化

以识别任何抗原，包括肿瘤特异性抗原。

[0042] 如本文所用，术语“肿瘤特异性抗原”是指存在于癌或肿瘤细胞上、但在源自与癌

细胞相同的组织或谱系的正常细胞上不可检测的抗原。如本文所用，肿瘤特异性抗原也指

肿瘤相关抗原，即与源自与癌细胞相同的组织或谱系的正常细胞相比、在癌细胞上以更高

水平表达的抗原。

[0043] 术语“多核苷酸”、“核酸”和“寡核苷酸”可互换使用，并且是指任何长度的核苷酸

的聚合形式，不管是脱氧核糖核苷酸或是核糖核苷酸或其类似物。多核苷酸可以具有任何

三维结构并且可以执行已知或未知的任何功能。以下是多核苷酸的非限制性实例：基因或

基因片段(例如，探针、引物、EST或SAGE标签)、外显子、内含子、信使RNA(mRNA)、转移RNA、核

糖体RNA、核酶、cDNA、重组多核苷酸、支链多核苷酸、质粒、载体、任何序列的分离的DNA、任

何序列的分离的RNA、核酸探针和引物。多核苷酸可以包含修饰的核苷酸，例如甲基化核苷

酸和核苷酸类似物。如果存在，则可以在多核苷酸组装之前或之后赋予对核苷酸结构的修
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饰。核苷酸的序列可以被非核苷酸组分中断。聚合后可以进一步修饰多核苷酸，例如通过与

标记组分缀合。该术语还指双链和单链分子二者。除非另有规定或要求，多核苷酸包括双链

形式和已知或预期构成双链形式的两条互补单链形式中的任一条。

[0044] 多核苷酸由四种核苷酸碱基的特定序列组成：腺嘌呤(A)；胞嘧啶(C)；鸟嘌呤(G)；

胸腺嘧啶(T)；和当多核苷酸是RNA时替代胸腺嘧啶的尿嘧啶(U)。因此，术语“多核苷酸序

列”是多核苷酸分子的字母表示。

[0045] 如本文所用，“同一性百分比”是指两个肽之间或两个核酸分子之间的序列同一

性。同一性百分比可以通过比较可以为比较目的而比对的每个序列中的位置而测定。当比

较序列中的位置被相同碱基或氨基酸占据时，则分子在该位置是相同的。如本文所用，短语

“同源”或“变体”核苷酸序列或者“同源”或“变体”氨基酸序列是指特征为至少规定百分比

的核苷酸水平或氨基酸水平的同一性的序列。同源核苷酸序列包括编码本文所述的核苷酸

序列的天然存在的等位基因变体和突变的那些序列。同源核苷酸序列包括编码除人以外的

哺乳动物物种的蛋白质的核苷酸序列。同源氨基酸序列包括含有保守氨基酸取代和其多肽

具有相同结合和/或活性的那些氨基酸序列。在一些实施方式中，同源核苷酸或氨基酸序列

与比较序列相比具有至少60％或更大、例如至少70％、或至少80％、或至少85％或更大的同

一性。在一些实施方式中，同源核苷酸或氨基酸序列与比较序列相比具有至少90％、91％、

92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％或99％的同一性。在一些实施方式中，同源氨基酸

序列具有不超过15个，不超过10个，不超过5个或不超过3个保守氨基酸取代。同一性百分比

可以通过例如使用默认设置的Gap程序(Wisconsin  Sequence  Analysis  Package，UNIX第8

版，Genetics  Computer  Group，University  Research  Park，Madison  Wis.)测定，其使用

Smith和Waterman算法(Adv.Appl.Math.，1981，2，482‑489)。

[0046] 术语“表达”是指基因产物的产生。当涉及表达时，术语“瞬时(transient)”是表示

多核苷酸不被引入到细胞的基因组中。

[0047] 术语“细胞因子”或“细胞因子”是指影响免疫系统细胞的一般类别的生物分子。实

例性细胞因子包括但不限于干扰素和白细胞介素(IL)，特别是IL‑2，IL‑12，IL‑15，IL‑18和

IL‑21。在优选的实施方式中，细胞因子是IL‑2。

[0048] 如本文所用，术语“载体”是指包含完整复制子的非染色体核酸，使得载体当例如

通过转化方法被放置在受纳细胞内时可以复制。载体可以在一种细胞类型(如细菌)中复

制，但是在另外的细胞(如哺乳动物细胞)中具有有限的复制能力。载体可以是病毒的或非

病毒的。用于递送核酸的示例性非病毒载体包括裸DNA；与阳离子脂质复合的DNA，单独或与

阳离子聚合物组合；阴离子和阳离子脂质体；DNA‑蛋白复合物和包含与阳离子聚合物(如异

质聚赖氨酸、限定长度的寡肽和聚乙烯亚胺)缩合的DNA的颗粒，在一些情况下被包含在脂

质体中；以及使用包含病毒和聚赖氨酸‑DNA的三元复合物。

[0049] 如本文所用，术语“靶向的(targeted)”旨在包括但不限于将蛋白质或多肽引导到

在细胞中或其外部的适当目的地。靶向通常通过信号肽或靶向肽(其是多肽链中的氨基酸

残基段)而实现。这些信号肽可以位于多肽序列内的任何位置，但通常位于N端。多肽也可以

被工程化为在C端具有信号肽。信号肽可以引导多肽到胞外部分、质膜、高尔基体、内体、内

质网和其它细胞区室的位置。例如，在其C端具有特定氨基酸序列的多肽(例如KDEL)被保留

在ER腔中或者被运输回ER腔。
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[0050] 术语“自杀基因”是允许细胞的阴性选择的基因。自杀基因用作安全系统，允许通

过引入选择剂使表达该基因的细胞被杀灭。这在重组基因造成致使不受控制的细胞生长的

突变的情况下是期望的。已经鉴定了许多自杀基因系统，包括单纯疱疹病毒胸苷激酶(TK)

基因、胞嘧啶脱氨酶基因、水痘带状疱疹病毒胸苷激酶基因、硝基还原酶基因、大肠杆菌gpt

基因和大肠杆菌Deo基因(还参见，例如，Yazawa  K，Fisher  W  E，Brunicardi  F  C：Current 

progress  in  suicide  gene  therapy  for  cancer.World  J.Surg.2002年7月；26(7)：783‑

9)。在一个实施方式中，自杀基因是可诱导性半胱天冬酶9(iCas9)(Di  Stasi，(2011)

“Inducible  apoptosis  as  a  safety  switch  for  adoptive  cell  therapy”，N  Engl  J 

Med  365：1673‑1683。还参见Morgan，“Live  and  Let  Die:A  New  Suicide  Gene  Therapy 

Moves  to  the  Clinic”Molecular  Therapy(2012)；20：11‑13)。TK基因可以是野生型或突

变TK基因(例如，tk30，tk75，sr39tk)。使用更昔洛韦可以杀灭表达TK蛋白的细胞。

[0051] 术语“患者”、“受试者”、“个体”等在本文中可互换使用，并且是指无论是体外还是

原位可适用于本文所述的方法的任何动物或其细胞。在优选实施方式中，患者、受试者或个

体是哺乳动物。在特别优选的实施方式中，患者、受试者或个体是人。

[0052] 术语“治疗”或“治疗”涵盖治疗受试者(例如人)的本文所述的疾病或紊乱，并且包

括：(i)抑制疾病或紊乱，即阻止其发展；(ii)减轻疾病或紊乱，即导致紊乱消退；(iii)减缓

紊乱进展；和/或(iv)抑制、减轻或减缓疾病或紊乱的一种或多种症状的进展。术语向受试

者“施用”或“施用”单克隆抗体或自然杀伤细胞包括引入或递送抗体或细胞以执行预期功

能的任何途径。施用可以通过适合于递送细胞或单克隆抗体的任何途径进行。因此，递送途

径可以包括静脉内、肌内、腹膜内或皮下递送。在一些实施方式中，单克隆抗体和/或NK‑92

细胞被直接施用于肿瘤，例如通过注射到肿瘤中。施用包括自我施用和通过另外的人施用。

[0053] 如本文所用，有效剂量或量是指产生期望效果(例如治疗或预防疾病)的试剂或含

有所述试剂的组合物的剂量。纳米颗粒的确切剂量和制剂将取决于治疗目的，并且将可由

本领域技术人员使用已知技术确定(参见，例如，Lieberman，Pharmaceutical  Dosage 

Forms(第1‑3卷，1992)；Lloyd，The  Art,Science  and  Technology  of  Pharmaceutical 

Compounding(1999)；Remington(2005)；和Pickar，Dosage  Calculations(第9版)(1999))。

例如，对于给定的参数，治疗有效量将显示至少5％，10％，15％，20％，25％，40％，50％，

60％，75％，80％，90％或至少100％的增加或减少。治疗效果也可以表示为“倍数”增加或减

少。例如，与标准对照相比，治疗有效量可以具有至少1.2倍，1.5倍，2倍，5倍或更多的效力。

治疗有效剂量或量可以改善疾病的一种或多种症状。当为此施用的效果是治疗处于发展疾

病的风险的人时，治疗有效剂量或量可以预防或延迟疾病或疾病的一种或多种症状的发

作。

[0054] 如本文所用，术语“抗体”是指免疫球蛋白或其片段。抗体可以具有任何类型(例

如，IgG，IgA，IgM，IgE或IgD)。优选地，抗体是IgG。抗体可以是非人的(例如来自小鼠、山羊

或任何其它动物)、全人的、人源化的或嵌合的。抗体可以是多克隆的或单克隆的。任选地，

抗体是单克隆的。

[0055] 如本文所用，术语“单克隆抗体”是指从在培养物中生长且能够无限增殖的细胞的

单个克隆产生的纯的靶特异性抗体。可以使用的单克隆抗体包括附着并阻断癌细胞上的抗

原的裸抗体。在一个实施方式中，裸单克隆抗体是阿伦单抗，其结合到淋巴细胞中的CD52抗
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原。还包括在可以使用的单克隆抗体中的是缀合单克隆抗体，例如加标签的、标记的或加载

的抗体。具体地，抗体可以被加标签或加载药物或毒素，或被放射性标记。这样的抗体的实

例包括但不限于靶向CD20抗原的替伊莫单抗，靶向CD30抗原的本妥昔单抗和靶向HER2蛋白

的曲妥珠单抗。可以使用的其它单克隆抗体是双特异性单克隆抗体，例如靶向淋巴瘤细胞

中的CD19和T细胞中的CD3的blinatunomab。

[0056] 如本文所用，术语“抗体片段”是指识别表位的任何抗体部分。抗体片段可以被糖

基化。作为非限制性实例，抗体片段可以是Fab片段，Fab'片段，F(ab')2片段，Fv片段，rIgG

片段，功能性抗体片段，前述的单链重组形式等。F(ab')2，Fab，Fab'和Fv是可以从IgG和IgM

的可变区产生的抗原结合片段。它们在大小、价位和Fc含量方面不同。片段可以通过任何方

法产生，包括通过细胞或细胞系或者多个细胞或细胞系表达组分(例如，重链和轻链部分)。

优选地，抗体片段识别表位并含有足够的Fc区部分，使得其能够结合Fc受体。

[0057] 如本文所用，术语“癌症”是指在哺乳动物中发现的所有类型的癌症(cancer)、瘤

(neoplasm)或恶性肿瘤。包括白血病、癌(carcinoma)和肉瘤。示例性的癌症包括脑癌，乳腺

癌，宫颈癌，结肠癌，头颈癌，肝癌，肾癌，肺癌，非小细胞肺癌，黑素瘤，间皮瘤，卵巢癌，肉

瘤，胃癌，子宫癌和成神经管细胞瘤。另外的实例包括霍奇金病，非霍奇金淋巴瘤，多发性骨

髓瘤，神经母细胞瘤，卵巢癌，横纹肌肉瘤，原发性血小板增多症，原发性巨球蛋白血症，原

发性脑瘤，癌症，恶性胰腺胰岛瘤，恶性类癌，膀胱癌，恶化前皮肤病变，睾丸癌，淋巴瘤，甲

状腺癌，神经母细胞瘤，食管癌，泌尿生殖道癌，恶性高钙血症，子宫内膜癌，肾上腺皮质癌，

内分泌和外分泌胰腺的瘤，和前列腺癌。

[0058] 标题或副标题可以出于读者的方便而在说明书中使用，其并非旨在影响本公开的

范围。另外，在本说明书中使用的一些术语在下文中更具体地定义。

[0059] NK‑92细胞

[0060] NK‑92细胞系是被发现在白细胞介素2(IL‑2)的存在下增殖的独特细胞系。Gong

等，Leukemia  8：652‑658(1994)。这些细胞对各种癌症具有高细胞裂解活性。NK‑92细胞系

是具有广谱抗肿瘤细胞毒性的同质癌性NK细胞群体，在扩增后具有可预测的产量。I期临床

试验已证实其安全性谱。NK‑92在患有非霍奇金淋巴瘤的受试者的血液中发现，然后离体永

生化。NK‑92细胞衍生自NK细胞，但缺少由正常NK细胞展示的主要抑制性受体，同时保留大

部分的激活受体。然而，NK‑92细胞不攻击正常细胞，也不在人中引起不可接受的免疫排斥

应答。NK‑92细胞系的表征在WO1998/49268和美国专利申请公布No.2002‑0068044中公开。

[0061] 发现NK‑92细胞系展示CD56明亮，CD2，CD7，CD11a，CD28，CD45和CD54表面标志物。此

外，它不展示CD1，CD3，CD4，CD5，CD8，CD10，CD14，CD16，CD19，CD20，CD23和CD34标志物。NK‑

92细胞在培养物中的生长取决于重组白细胞介素2(rIL‑2)的存在，剂量低至1IU/mL足以维

持增殖。IL‑7和IL‑12不支持长期生长，所测试的其他细胞因子(包括IL‑1α，IL‑6，肿瘤坏死

因子α，干扰素α和干扰素γ)也不支持。NK‑92即使在1:1的低效应物:靶(E:T)比率下也具有

高细胞毒性。Gong等，同上。NK‑92细胞被保藏在美国典型培养物保藏中心(ATCC)，名称为

CRL‑2407。

[0062] 迄今为止，关于内源性NK细胞的研究已经表明，IL‑2(1000IU/mL)在运输过程中对

于NK细胞激活至关重要，但是细胞不需要被保持在37℃和5％二氧化碳下。Koepsell等，

Transfusion  53：398‑403(2013)。
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[0063] 修饰的NK‑92细胞是已知的，并且包括但不限于在例如美国专利No.7,618,817，8,

034,332和8,313,943和美国专利申请公布No.2013/0040386(其全部内容通过引用并入本

文)中描述的那些，例如野生型NK‑92，NK‑92‑CD16，NK‑92‑CD16‑γ，NK‑92‑CD16‑ζ，NK‑92‑

CD16(F157V)，NK‑92mi和NK‑92ci。

[0064] 尽管NK‑92细胞保留了与NK细胞相关的几乎所有激活受体和细胞裂解途径，但它

们在其细胞表面上不表达CD16。CD16是Fc受体，其识别并结合抗体的Fc部分以激活NK细胞，

用于发挥抗体依赖性细胞细胞毒性(ADCC)。由于不存在CD16受体，NK‑92细胞不能通过ADCC

机制裂解靶细胞，因此不可以增强内源性或外源性抗体(即利妥昔单抗和赫赛汀)的抗肿瘤

作用。

[0065] 关于内源性NK细胞的研究已经表明，IL‑2(1000IU/mL)在运输过程中对于NK细胞

激活至关重要，但是细胞不需要被保持在37℃和5％二氧化碳下。Koepsell等，Transfusion 

53：398‑403(2013)。然而，内源性NK细胞与NK‑92细胞显著不同，很大程度上是因为它们的

不同起源：NK‑92是癌症衍生细胞系，而内源性NK细胞是从供体(或患者)采集并加工用于输

注到患者体内。内源性NK细胞制备物是异质细胞群体，而NK‑92细胞是均质克隆细胞系。NK‑

92细胞容易在培养物中增殖，同时保持细胞毒性，而内源性NK细胞不这样。另外，NK细胞的

内源性异质群体不以高密度聚集。此外，内源性NK细胞表达Fc受体，包括不被NK‑92细胞表

达的CD‑16受体。

[0066] Fc受体

[0067] Fc受体结合抗体的Fc部分。多种Fc受体是已知的，并且根据它们的优选配体、亲和

力、表达和在结合抗体后的效果而不同。

[0068] 表1.说明性的Fc受体

[0069]
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[0070]

说　明　书 10/30 页

12

CN 107709552 B

13



[0071]

[0072] 在一些实施方式中，NK‑92细胞被修饰以在细胞表面上表达Fc受体蛋白。

[0073] 在一些实施方式中，Fc受体是CD16。为了本公开的目的，CD16的特定氨基酸残基参

考SEQ  ID  NO:2或相对于SEQ  ID  NO:2在一个位置处不同的SEQ  ID  NO:1命名。因此，当CD16

多肽和SEQ  ID  NO:2最大程度地比对时，CD16多肽的“第158位”氨基酸残基是对应于SEQ  ID 

NO:2(或SEQ  ID  NO:1)的第158位氨基酸残基的氨基酸残基。在一些实施方式中，NK‑92细胞

被修饰以表达在蛋白质的成熟形式的第158位具有苯丙氨酸的人CD16，例如SEQ  ID  NO:1。

在典型的实施方式中，NK‑92细胞被修饰以表达在蛋白质的成熟形式的第158位具有缬氨酸

的人CD16的高亲和力形式，例如SEQ  ID  NO:2。成熟蛋白质的第158位对应于包含天然信号

肽的CD16序列的第176位。在一些实施方式中，CD16多肽由编码SEQ  ID  NO:3或SEQ  ID  NO:4

的前体(即具有天然信号肽)多肽序列的多核苷酸编码。

[0074] 在一些实施方式中，编码CD16多肽的多核苷酸与编码全长(包括信号肽)天然存在

的CD16的多核苷酸序列具有至少约70％的多核苷酸序列同一性，所述全长天然存在的CD16

在全长CD16的第176位(其对应于成熟CD16蛋白的第158位)具有苯丙氨酸。在一些实施方式

中，编码CD16多肽的多核苷酸与编码全长(包括信号肽)天然存在的CD16的多核苷酸序列具

有至少约70％的多核苷酸序列同一性，所述全长天然存在的CD16在第176位(其对应于成熟

CD16蛋白的第158位)具有缬氨酸。在一些实施方式中，编码CD16的多核苷酸与SEQ  ID  NO:5

具有至少70％同一性，并且包含编码在编码全长(包含信号肽)CD16多肽的第176位的多核

苷酸位置处的缬氨酸的密码子。在一些实施方式中，编码CD16的多核苷酸与SEQ  ID  NO:5具

有至少90％同一性，并且包含编码全长CD16的第176位的缬氨酸的密码子。在一些实施方式

中，编码CD16的多核苷酸包含SEQ  ID  NO:5，但具有编码全长CD16的第176位的缬氨酸的密

码子。

[0075] 在一些实施方式中，CD16多核苷酸编码与SEQ  ID  NO:1或SEQ  ID  NO:2具有至少

70％，80％，90％或95％同一性的多肽。在一些实施方式中，多核苷酸编码与SEQ  ID  NO:2具

有至少70％同一性或至少80％同一性、并且(如参考SEQ  ID  NO:2确定的)包含第158位的缬

氨酸的多肽。在一些实施方式中，多核苷酸编码与SEQ  ID  NO:2具有至少90％同一性、(并且

如参考SEQ  ID  NO:2确定的)包含第158位的缬氨酸的多肽。在一些实施方式中，多核苷酸编
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码与SEQ  ID  NO:2具有至少95％同一性、并且(如参考SEQ  ID  NO:2确定的)包含第2位的缬

氨酸的多肽。在一些实施方式中，多核苷酸编码SEQ  ID  NO:2。在一些实施方式中，CD16多核

苷酸编码具有或不具有信号序列、或全长CD16的任何其它片段、或包含与另外的蛋白质的

氨基酸序列融合的CD16的至少部分序列的嵌合受体的CD16的细胞外结构域。在其他实施方

式中，可以将表位标签肽(如FLAG，myc，多组氨酸或V5)加入到成熟多肽的氨基末端结构域

中，以通过使用抗表位标签肽单克隆或多克隆抗体帮助细胞表面检测。

[0076] 在一些实施方式中，尽管具有多于700至800个多核苷酸的CD16变体在本公开的范

围内，但同源CD16多核苷酸的长度可以为约150至约700，约750，或约800个多核苷酸。

[0077] 同源多核苷酸序列包含编码多肽序列的那些，所述多肽序列编码CD16的变体。同

源多核苷酸序列还包括与SEQ  ID  NO:5相关的天然存在的等位基因变异。用编码具有SEQ 

ID  NO:1或SEQ  ID  NO:2所示氨基酸序列、其天然存在的变体、或与SEQ  ID  NO:1或SEQ  ID 

NO:2具有至少70％同一性、或至少80％、90％或95％同一性的序列的多肽的任何多核苷酸

转染NK‑92细胞是在本公开的范围内。在一些实施方式中，同源多核苷酸序列编码SEQ  ID 

NO:1或SEQ  ID  NO:2中的保守氨基酸取代。在一些实施方式中，使用与天然多核苷酸序列不

同、但编码相同多肽的简并同源CD16多核苷酸序列转染NK‑92细胞。

[0078] 在其他实例中，使用具有改变CD16氨基酸序列的多态性的cDNA序列(例如在CD16

基因中显示遗传多态性的个体中的等位基因变化)修饰NK‑92细胞。在其他实例中，使用来

自其他物种的具有不同于SEQ  ID  NO:5序列的多核苷酸序列的CD16基因修饰NK‑92细胞。

[0079] 在实例中，使用本领域已知的方法制备变体多肽，例如寡核苷酸介导的(定点)诱

变，丙氨酸扫描和PCR诱变。可以在克隆的DNA上进行定点诱变(Carter，1986；Zoller和

Smith，1987)，盒式诱变，限制性选择诱变(Wells等，1985)或其他已知技术以产生CD16变体

(Ausubel，2002；Sambrook和Russell，2001)。

[0080] 在一些实施方式中，使编码CD16的多核苷酸突变以改变编码CD16的氨基酸序列而

不改变CD16的功能。例如，可以在SEQ  ID  NO:1或SEQ  ID  NO:2中在“非必需”氨基酸残基处

进行导致氨基酸取代的多核苷酸取代。

[0081] SEQ  ID  NO:NO:1或SEQ  ID  NO:2中的保守取代(借此一种类别的氨基酸被同一类

别的另外的氨基酸取代)落入所公开的CD16变体的范围内，只要该取代不实质上改变多肽

活性。保守取代是本领域技术人员熟知的。影响(1)多肽骨架的结构(例如β‑折叠或α‑螺旋

构象)、(2)电荷、(3)疏水性、或(4)靶点侧链体积的非保守取代可以改变CD16多肽功能或免

疫学身份。非保守取代需要将这些类别中的一个的成员交换为另外的类别。取代可以被引

入到保守取代位点或更优选被引入到非保守位点。

[0082] 在一些实施方式中，CD16多肽变体的长度为至少200个氨基酸，并且与SEQ  ID  NO:

1或SEQ  ID  NO:2具有至少70％氨基酸序列同一性，或至少80％，或至少90％同一性。在一些

实施方式中，CD16多肽变体的长度为至少225个氨基酸，并且与SEQ  ID  NO:1或SEQ  ID  NO:2

具有至少70％氨基酸序列同一性，或至少80％，或至少90％同一性。在一些实施方式中，如

参考SEQ  ID  NO:2确定的，CD16多肽变体在第158位具有缬氨酸。

[0083] 在一些实施方式中，编码CD16多肽的核酸可以编码CD16融合蛋白。CD16融合多肽

包括与非CD16多肽融合的CD16的任何部分或整个CD16。使用重组方法方便地产生融合多

肽。例如，编码CD16多肽的多核苷酸(例如SEQ  ID  NO:1或SEQ  ID  NO:2)与非CD16编码多核
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苷酸(例如编码异源蛋白质的信号肽的多核苷酸序列)框内(in‑frame)融合。在一些实施方

式中，可以产生融合多肽，其中异源多肽序列与CD16的C端融合或被内部地设置在CD16中。

通常，可以替换至多约30％的CD16细胞质结构域。这样的修饰可以增强表达或增强细胞毒

性(例如ADCC响应性)。在其它实例中，嵌合蛋白(例如来自其它淋巴细胞激活受体(包括但

不限于Ig‑a，Ig‑B，CD3‑e，CD3‑d，DAP‑12和DAP‑10)的结构域)替代CD16细胞质结构域的部

分。

[0084] 融合基因可以通过常规技术合成，包括使用锚引物的自动化DNA合成仪和PCR扩

增，所述锚引物形成两个连续基因片段之间的互补突出端，其随后可以被退火并重新扩增

以产生嵌合基因序列(Ausubel，2002)。许多载体是可商购的，其促进将CD16框内亚克隆到

融合部分。

[0085] 嵌合抗原受体

[0086] 如本文所述，NK‑92细胞被进一步工程化以在细胞表面上表达嵌合抗原受体

(CAR)。任选地，CAR对于肿瘤特异性抗原具有特异性。作为非限制性实例，肿瘤特异性抗原

在US2013/0189268；WO1999024566A1；US7098008；和WO2000020460A1中描述，其各自全部内

容通过引用并入本文。肿瘤特异性抗原包括但不限于NKG2D，CS1，GD2，CD138，EpCAM，

EBNA3C，GPA7，CD244，CA‑125，ETA，MAGE，CAGE，BAGE，HAGE，LAGE，PAGE，NY‑SEO‑1，GAGE，CEA，

CD52，CD30，MUC5AC，c‑Met，EGFR，FAB，WT‑1，PSMA，NY‑ESO1，AFP，CEA，CTAG1B，CD19和CD33。

另外的非限制性肿瘤相关抗原和与之相关的恶性肿瘤可见于表1中。

[0087] 表1：肿瘤特异性抗原和相关恶性肿瘤
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[0088]
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[0089]

[0090] 在一些实施方式中，CAR靶向CD19，CD33或CSPG‑4。CD19、CD33和CSPG‑4CAR的代表

性多核苷酸和多肽序列提供于SEQ  ID  NO:8(CD19CAR多核苷酸)、SEQ  ID  NO:9(CD19CAR多

肽)、SEQ  ID  NO:10(CD33CAR多核苷酸)、SEQ  ID  NO:11(CD33CAR多肽)、SEQ  ID  NO:12

(CSPG‑4CAR多核苷酸)和SEQ  ID  NO:13(CSPG‑4CAR多肽)中。在一些实施方式中，CD19CAR多

核苷酸编码与SEQ  ID  NO:9具有至少70％，80％，90％或95％同一性的多肽。任选地，
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CD19CAR多肽与SEQ  ID  NO:9具有至少90，91，92，93，94，95，96，97，98或99％同一性。在一些

实施方式中，CD33CAR多核苷酸编码与SEQ  ID  NO:11具有至少70％，80％，90％或95％同一

性的多肽。任选地，CD33CAR多肽与SEQ  ID  NO:11具有至少90，91，92，93，94，95，96，97，98或

99％同一性。在一些实施方式中，CSPG‑4CAR多核苷酸编码与SEQ  ID  NO:13具有至少70％，

80％，90％或95％同一性的多肽。任选地，CSPG‑4CAR多肽与SEQ  ID  NO:13具有至少90，91，

92，93，94，95，96，97，98或99％的同一性。在一些实施方式中，可以将表位标签肽(如FLAG，

myc，多组氨酸或V5)加入到多肽的氨基末端结构域中，以通过使用抗表位标签肽单克隆或

多克隆抗体帮助细胞表面检测。

[0091] 在实例中，使用本领域已知的方法制备变体多肽，例如寡核苷酸介导的(定点)诱

变，丙氨酸扫描和PCR诱变。可以在克隆的DNA上进行定点诱变(Carter，1986；Zoller和

Smith，1987)，盒式诱变，限制性选择诱变(Wells等，1985)或其他已知技术以产生CD16变体

(Ausubel，2002；Sambrook和Russell，2001)。

[0092] 在一些实施方式中，使编码CAR的多核苷酸突变以改变编码CAR的氨基酸序列而不

改变CAR的功能。例如，可以在SEQ  ID  NO:9、SEQ  ID  NO:11或SEQ  ID  NO:13中在“非必需”氨

基酸残基处进行导致氨基酸取代的多核苷酸取代。

[0093] SEQ  ID  NO:9、SEQ  ID  NO:11或SEQ  ID  NO:13中的保守取代(借此一种类别的氨基

酸被同一类别的另外的氨基酸取代)落入所公开的变体的范围内，只要该取代不实质上改

变多肽活性。保守取代是本领域技术人员熟知的。影响(1)多肽骨架的结构(例如β‑折叠或

α‑螺旋构象)、(2)电荷、(3)疏水性、或(4)靶点侧链体积的非保守取代可以改变多肽功能或

免疫学身份。非保守取代需要将这些类别中的一个的成员交换为另外的类别。取代可以被

引入到保守取代位点或更优选被引入到非保守位点。

[0094] 任选地，CAR靶向与特定癌症类型相关的抗原。任选地，癌症选自白血病(包括急性

白血病(例如，急性淋巴细胞白血病，急性髓细胞白血病(包括成髓细胞性，早幼粒细胞性，

骨髓单核细胞性，单核细胞性和红白血病))和慢性白血病(例如慢性髓细胞(粒细胞性)白

血病和慢性淋巴细胞白血病)，真性红细胞增多症，淋巴瘤(例如霍奇金病和非霍奇金病)，

多发性骨髓瘤，瓦尔登斯特伦巨球蛋白血症，重链病，实体肿瘤，其包括但不限于肉瘤和癌，

如纤维肉瘤，粘液肉瘤，脂肪肉瘤，软骨肉瘤，成骨肉瘤，脊索瘤，血管肉瘤，内皮肉瘤，淋巴

管肉瘤，淋巴管内皮肉瘤，滑膜瘤，间皮瘤，尤文氏瘤，平滑肌肉瘤，横纹肌肉瘤，结肠癌，胰

腺癌，乳腺癌，卵巢癌，前列腺癌，鳞状细胞癌，基底细胞癌，腺癌，汗腺癌，皮脂腺癌，乳头状

癌，乳头状腺癌，囊腺癌，髓样癌，支气管癌，肾细胞癌，肝癌，胆管癌，绒毛膜癌，精原细胞

瘤，胚胎性癌，维尔姆斯瘤，宫颈癌，睾丸肿瘤，肺癌，肺小细胞癌，膀胱癌，上皮癌，神经胶质

瘤，星形细胞瘤，成神经管细胞瘤，颅咽管瘤，室管膜瘤，松果体瘤，血管母细胞瘤，听觉神经

瘤，少突神经胶质瘤，脑膜瘤(menangioma)，黑素瘤，神经母细胞瘤和视网膜母细胞瘤。

[0095] CAR可以如例如在专利公布No.WO2014039523；US20140242701；US20140274909；

US20130280285；和WO2014099671中描述的工程化，其各自全部内容通过引用并入本文中。

任选地，CAR是CD19CAR，CD33CAR或CSPG‑4CAR。

[0096] 另外的修饰‑细胞因子

[0097] NK‑92细胞的细胞毒性取决于细胞因子(例如白细胞介素‑2(IL‑2))的存在。使用

外源性添加的、在商业规模培养中保持和扩增NK‑92细胞所需要的IL‑2的成本是显著的。向
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人受试者以足以持续激活NK92细胞的量施用IL‑2将引起不良副作用。

[0098] 在一些实施方式中，表达FcR的NK‑92细胞被进一步修饰以表达至少一种细胞因子

和自杀基因。在具体实施方式中，至少一种细胞因子是IL‑2，IL‑12，IL‑15，IL‑18，IL‑21或

其变体。在优选的实施方式中，细胞因子是IL‑2(SEQ  ID  NO:6)。在某些实施方式中，IL‑2是

靶向内质网的变体，并且自杀基因是iCas9。

[0099] 在一个实施方式中，IL‑2与将IL‑2引导至内质网的信号序列一起表达。在一些实

施方式中，编码IL‑2的多核苷酸编码具有SEQ  ID  NO:7的序列的多肽。不受理论束缚，但是

将IL‑2引导到内质网允许IL‑2以足以进行自分泌激活的水平表达，但不细胞外地释放IL‑

2。参见Konstantinidis等，“Targeting  IL‑2to  the  endoplasmic  reticulum  confines 

autocrine  growth  stimulation  to  NK‑92cells”Exp  Hematol.2005年2月；33(2)：159‑

64。可以例如通过自杀基因的存在防止持续激活表达FcR的NK‑92细胞。

[0100] 另外的修饰‑自杀基因

[0101] 术语“自杀基因”是允许细胞的阴性选择的基因。使用自杀基因作为安全系统，允

许通过引入选择剂使表达该基因的细胞被杀灭。这在重组基因造成致使不受控制的细胞生

长的突变的情况下是期望的。已经鉴定了许多自杀基因系统，包括单纯疱疹病毒胸苷激酶

(TK)基因、胞嘧啶脱氨酶基因、水痘带状疱疹病毒胸苷激酶基因，硝基还原酶基因，大肠杆

菌gpt基因和大肠杆菌Deo基因(还参见，例如，Yazawa  K，Fisher  W  E，Brunicardi  F  C：

Current  progress  in  suicide  gene  therapy  for  cancer.World  J.Surg.2002年7月；26

(7)：783‑9)。如本文所用，自杀基因在NK‑92细胞中是有活性的。通常，自杀基因编码对细胞

没有不良影响、但在特定化合物存在的情况下将杀灭细胞的蛋白质。因此，自杀基因通常是

系统的部分。

[0102] 在一个实施方式中，自杀基因是胸苷激酶(TK)基因。TK基因可以是野生型或突变

TK基因(例如，tk30，tk75，sr39tk)。使用更昔洛韦可以杀灭表达TK蛋白的细胞。

[0103] 在另一个实施方式中，自杀基因是在5‑氟胞嘧啶存在的情况下对细胞具有毒性的

胞嘧啶脱氨酶。Garcia‑Sanchez等，“Cytosine  deaminase  adenoviral  vector  and  5‑

fluorocytosine  selectively  reduce  breast  cancer  cells  1million‑fold  when  they 

contaminate  hematopoietic  cells:a  potential  purging  method  for  autologous 

transplantation”Blood1998年7月15日；92(2)：672‑82。

[0104] 在另一个实施方式中，自杀基因是在异环磷酰胺或环磷酰胺存在的情况下具有毒

性的细胞色素P450。参见，例如，Touati等，“A  suicide  gene  therapy  combining  the 

improvement  of  cyclophosphamide  tumor  cytotoxicity  and  the  development  of  an 

anti‑tumor  immune  response”Curr  Gene  Ther.2014；14(3)：236‑46。

[0105] 在另一个实施方式中，自杀基因是iCas9。Di  Stasi，(2011)“Inducible 

apoptosis  as  a  safety  switch  for  adoptive  cell  therapy”，N  Engl  J  Med  365：

1673‑1683。还参见，Morgan，“Live  and  Let  Die:A  New  Suicide  Gene  Therapy  Moves  to 

the  Clinic”Molecular”Molecular  Therapy(2012)；20：11‑13。在小分子AP1903存在的情

况下，iCas9蛋白诱导细胞凋亡。AP1903是生物学惰性的小分子，其已经在临床研究中表现

出被良好耐受，并且已经在过继性细胞疗法的情况下使用。

[0106] 在一个实施方式中，修饰的NK‑92细胞在施用于患者之前被照射。NK‑92细胞的照
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射例如在美国专利No.8,034,332中描述，其全部内容通过引用并入本文。在一个实施方式

中，尚未被工程化以表达自杀基因的修饰的NK‑92细胞被照射。

[0107] 转基因表达

[0108] 可以通过本领域技术人员已知的任何机制将转基因(例如CD19CAR和CD16)工程化

到表达载体中。转基因可以被工程化到相同表达载体或不同表达载体中。在优选的实施方

式中，转基因被工程化到相同载体中。

[0109] 在一些实施方式中，载体允许将转基因引入细胞的基因组中。在一些实施方式中，

载体具有阳性选择标记。阳性选择标记包括允许细胞在杀灭不表达该基因的细胞的条件下

生长的任何基因。非限制性实例包括抗生素抗性，例如遗传霉素(来自Tn5的Neo基因)。

[0110] 可以使用任何数量的载体表达Fc受体和/或CAR。在一些实施方式中，载体是质粒。

在一种实施方式中，载体是病毒载体。病毒载体包括但不限于逆转录病毒载体，腺病毒载

体，腺相关病毒载体，单纯疱疹病毒载体，痘病毒载体和其他。

[0111] 可以使用本领域已知的任何转染方法将转基因引入NK‑92细胞，包括作为非限制

性实例的感染、电穿孔、脂质转染、核转染或“基因枪”。

[0112] 抗体

[0113] 任选地，抗体可用于靶向表达癌症相关标志物的一个或多个癌细胞。许多抗体已

被批准用于单独治疗癌症。

[0114] 表2.FDA批准的治疗性单克隆抗体的实例

[0115]
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[0116]

[0117] 抗体可以通过多种机制治疗癌症。当免疫细胞(如NK细胞)通过Fc受体(如CD16)与

结合靶细胞的抗体结合时，发生抗体依赖性细胞细胞毒性(ADCC)。

[0118] 因此，在一些实施方式中，表达CD16和/或CAR的NK‑92细胞与有效量的针对特定癌

症相关蛋白的至少一种单克隆抗体(例如，阿仑单抗、贝伐单抗、替伊莫单抗、奥法木单抗、

利妥昔单抗和曲妥珠单抗)一起施用至患者。在一些实施方式中，单克隆抗体是裸单克隆抗

体、缀合单克隆抗体或双特异性单克隆抗体。在一个实施方式中，可以使用结合癌细胞并且

还结合存在于NK‑92细胞表面上的细胞表面蛋白的双特异性抗体。

[0119] 癌症特异性抗体结合在癌细胞表面上表达的特定蛋白质抗原。NK‑92细胞可以被
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修饰，使得抗体与NK‑92细胞表面相联。在一个优选的实施方式中，抗体对癌症具有特异性。

以这种方式，NK‑92细胞可以特异性靶向癌症。中和抗体也可以被分离。例如，分泌性糖蛋白

YKL‑40在多种类型的晚期人类癌症中升高。预期针对YKL‑40的抗体可用于抑制肿瘤生长、

血管生成和/或转移。Faibish等，(2011)Mol.Cancer  Ther.10(5)：742‑751。

[0120] 抗体可以结合NK‑92细胞的施用而施用。可以在施用NK‑92细胞之前、同时和/或之

后施用对待治疗的癌症具有特异性的抗体。

[0121] 癌症抗体可以从商业上可获得的来源购买，或者可以通过本领域已知的任何方法

生产。例如，抗体可以通过从先前的一位或多位患者获得B细胞、骨髓或其他样品而产生，所

述患者被癌症感染和恢复，或者在取样时正在恢复。从这些样品鉴定、筛选和生长抗体(例

如单克隆抗体)的方法是已知的。例如，噬菌体展示文库可以通过从感兴趣的样品或细胞分

离RNA，从分离的RNA制备cDNA，富集cDNA用于重链和/或轻链cDNA，并且使用噬菌体展示载

体创建文库而制备。文库可以如例如Maruyama等所述制备和筛选，其全部内容通过引用并

入本文。抗体可以通过重组方法或任何其他方法制备。人单克隆抗体的分离、筛选、表征和

产生还在Beerli等，PNAS(2008)105(38)：14336‑14341中描述，其全部内容通过引用并入本

文。

[0122] 治疗

[0123] 还提供了用如本文所述的修饰的NK‑92细胞治疗患者的方法。在一个实施方式中，

患者患有癌症，并且由NK‑92细胞表达的CAR对在该癌症的表面上表达的抗原具有特异性。

除了对该癌症的表面上表达的抗原具有特异性的CAR之外，NK‑92还表达Fc受体(即NK‑92‑

Fc‑CAR)。例如，NK‑92细胞可以在其细胞表面上表达CD16和MAGE(即，NK‑92‑CD16‑MAGE)。任

选地，用修饰的NK92细胞以及抗体治疗患者。

[0124] 可以按照绝对数量的细胞向个体施用NK‑92细胞，例如，所述个体可以被施用从约

1000个细胞/注射到至多约100亿个细胞/注射，例如约、至少约、或最多约1×108，1×107，5

×107，1×106，5×106，1×105，5×105，1×104，5×104，1×103，5×103(等等)个NK‑92细胞/

注射，或任意两个数字之间的任何范围，包括端点。

[0125] 在其它实施方式中，所述个体可以被施用从约1000个细胞/注射/m2到至多约100

亿个细胞/注射/m2，例如约、至少约、或最多约1×108/m2，1×107/m2，5×107/m2，1×106/m2，5

×106/m2，1×105/m2，5×105/m2，1×104/m2，5×104/m2，1×103/m2，5×103/m2(等等)个NK‑92

细胞/注射，或任意两个数字之间的任何范围，包括端点。

[0126] 在其它实施方式中，可以按照相对数量的细胞向这样的个体施用NK‑92细胞，例

如，所述个体可以被施用从约1000个细胞到至多约100亿个细胞/千克个体，例如约、至少

约、或最多约1×108，1×107，5×107，1×106，5×106，1×105，5×105，1×104，5×104，1×

103，5×103(等等)个NK‑92细胞/千克个体，或任意两个数字之间的任何范围，包括端点。

[0127] 在其他实施方式中，可以基于体表面积的m2计算总剂量，包括约1×1011，1×1010，1

×109，1×108，1×107/m2，或任意两个数字之间的任何范围，包括端点。平均人为约1.6至约

1.8m2。在优选实施方式中，向患者施用约10亿至约30亿个NK‑92细胞。在其他实施方式中，

可以基于体表面积的m2计算每剂注射的NK‑92细胞的量，包括1×1011，1×1010，1×109，1×

108，1×107/m2。平均人为约1.6至约1.8m2。

[0128] NK‑92细胞和任选地其它抗癌剂可以被施用于癌症患者一次，或者可以被施用于

说　明　书 20/30 页

22

CN 107709552 B

23



癌症患者多次，例如治疗过程中每1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、16、17、18、19、

20、21、22或23小时一次，或每1、2、3、4、5、6或7天一次，或每1、2、3、4、5、6、7、8、9、10或更多

周一次，或任意两个数字之间之间的任何范围，包括端点。

[0129] 在一些实施方式中，NK‑92细胞以包含NK‑92细胞和培养基(例如人血清或其等价

物)的组合物施用。在一些实施方式中，培养基包含人血清白蛋白。在一些实施方式中，培养

基包含人血浆。在一些实施方式中，培养基包含约1％至约15％的人血清或人血清等价物。

在一些实施方式中，培养基包含约1％至约10％的人血清或人血清等价物。在一些实施方式

中，培养基包含约1％至约5％的人血清或人血清等价物。在优选的实施方式中，培养基包含

约2.5％人血清或人血清等价物。在一些实施方式中，血清是人AB血清。在一些实施方式中，

使用可接受用于人类治疗剂的血清替代品，而非人血清。这样的血清替代品可以是本领域

已知的或未来开发的。尽管可以使用超过15％的人血清浓度，但是预期大于约5％的浓度将

是成本过高的。在一些实施方式中，NK‑92细胞以包含NK‑92细胞和支持细胞活力的等渗液

体溶液的组合物施用。在一些实施方式中，NK‑92细胞以已经从冷冻保存的样品重构的组合

物施用。

[0130] 药学上可接受的组合物可以包含各种载体和赋形剂。可以使用各种水性载体，例

如缓冲盐水等。这些溶液是无菌的，并且通常没有不期望的物质。合适的载体和赋形剂及其

制剂在Remington:The  Science  and  Practice  of  Pharmacy，第21版，David  B.Troy编，

Lippicott  Williams&Wilkins(2005)中描述。药学上可接受的载体是指在生物学上或其它

方面不是不期望的材料，即，材料被施用于受试者而不引起不期望的生物效应，或者不以有

害的方式与含有其的药物组合物的其它组分相互作用。如果被施用于受试者，载体被任选

地选择以最小化活性成分的降解和最小化受试者的不利副作用。如本文所用，术语药学上

可接受的与生理学上可接受的和药理学上可接受的同义地使用。取决于施用途径，药物组

合物通常将包含在储存中用于缓冲和保存的试剂，并且可以包含用于适当的递送的缓冲剂

和载体。

[0131] 用于体内或体外的这些组合物可以通过常规公知灭菌技术灭菌。组合物可以含有

接近生理条件所需的可接受的辅助物质，如pH调节剂和缓冲剂，毒性调节剂等，例如乙酸

钠、氯化钠、氯化钾、氯化钙、乳酸钠等。细胞在这些制剂和/或其他药剂中的浓度可以变化，

并将根据所选特定给药模式和受试者需要，主要基于流体体积、粘度、体重等而选择。

[0132] 在一个实施方式中，将NK‑92细胞与用于正在被治疗的癌症的一种或多种其他治

疗联合施用于患者。不受理论束缚，据信用NK‑92细胞和用于癌症的另外的疗法共治疗患者

将允许NK‑92细胞和替代疗法给予内源性免疫系统清除迄今为止已经使这样的内源性机能

不堪重负的癌症的机会。在一些实施方式中，用于正在被治疗的癌症的两种或更多种其他

治疗包括例如抗体疗法，放疗，化疗，干细胞移植疗法或激素疗法。

[0133] 在一个实施方式中，将抗体与NK‑92细胞联合施用于患者。在一个实施方式中，将

NK‑92细胞与抗体一起施用于患者，例如在同一制剂中；同时地分开施用于患者，例如在分

开的制剂中；或者可以分开地施用，例如按照不同给药方案或在一天的不同时间。当被分开

施用时，抗体可以以任何合适的途径施用，例如静脉内或口服施用。

[0134] 不受理论束缚，预期表达Fc受体和CAR的组合的NK‑92细胞以及当与单克隆抗体一

起施用时将更容易预期逃逸突变体，并且还避免选择逃逸突变体。此外，患者自身的效应细
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胞可能与靶向癌细胞的单克隆抗体一起参与ADCC，以靶向癌细胞。这种双重系统(Fc受体和

CAR二者)也可以对癌细胞比对非癌细胞(肿瘤外、靶点上)更具选择性。很少的肿瘤相关抗

原专门在癌细胞上表达，但非癌细胞过表达两种肿瘤相关/特异性抗原是罕见的。例如，淋

巴细胞通常表达CD19和CD20二者，经常是一个上调，同时另一个下调，反之亦然。NK‑92‑

CD16‑CD19联合替伊莫单抗(ibritumomab  tiuxetan)或利妥昔单抗可以有效治疗某些淋巴

瘤。

[0135] 试剂盒

[0136] 还公开了用于使用包括一定量的被修饰以表达细胞表面上的至少一种Fc受体和

所述细胞表面上的至少一种嵌合抗原受体(CAR)的NK‑92细胞、和治疗癌症的使用说明的组

合物治疗癌症的试剂盒。在一些实施方式中，本公开的试剂盒还可以包括至少一种单克隆

抗体。

[0137] 试剂盒的组分可以包含在一个或不同容器中，例如一个或多个小瓶。抗体可以是

液体或固体形式(例如冻干后)以增加保质期。如果是液体形式，组分可以包含添加剂，例如

稳定剂和/或防腐剂，如脯氨酸、甘氨酸或蔗糖或者增加保质期的其他添加剂。

[0138] 在某些实施方式中，试剂盒可以含有另外的化合物，例如要在施用修饰的NK‑92细

胞或NK‑92细胞和抗体之前、同时或之后施用的治疗活性化合物或药物。这样的化合物的实

例包括维生素，矿物质，氟氢可的松，布洛芬，利多卡因，奎尼丁，化疗剂等

[0139] 在各种实施方式中，试剂盒的使用说明将包括在癌症治疗中使用试剂盒组分的指

示。所述说明可以还含有关于如何制备(例如在冻干蛋白的情况下稀释或重构)抗体和NK‑

92细胞(例如融化和/或培养)的信息。所述说明可以还包括关于施用的剂量和频次的指导。

[0140] 本文公开了材料、组合物和组分，其可以用于所公开的方法和组合物、可以与所公

开的方法和组合物联合使用、可以用于制备所公开的方法和组合物，或者是所公开的方法

和组合物的产品。这些和其他材料在本文中公开，并且应理解，当公开这些材料的组合、子

集、相互作用、组等时，尽管可能没有明确地公开这些化合物的各个不同个体和集体组合和

排列的具体述及，但是每个在本文中均被具体地预期和描述。例如，如果公开和讨论了方

法，并且可以对包括该方法的大量分子进行大量修改，则该方法的各个和每个组合和排列

以及可能的修改都被具体地预期，除非有具体相反指示。同样地，这些的任何子集或组合也

被具体地预期和公开。这个概念适用于本公开的所有方面，包括但不限于使用所公开的组

合物的方法中的步骤。因此，如果存在可以实施的各种附加步骤，应理解这些附加步骤中的

每一个可以与所公开的方法的任何特定方法步骤或方法步骤的组合一起实施，并且每个这

样的组合或组合的子集被具体地预期且应被认为被本文公开。

[0141] 实施例

[0142] 以下实施例仅用于说明目的，而不应被解释为限制。存在本领域技术人员可以使

用的各种替代技术和程序，其类似地允许人们成功地实施以下实施例。

[0143] 实施例1：在用NK‑92‑Fc‑CAR治疗后延长的存活

[0144] 来自T系急性淋巴细胞白血病(ALL)患者、急性髓性白血病(AML)患者和前B‑ALL患

者的CD19阳性白血病细胞通过S.C.接种在NSG小鼠中过继地生长和扩增。使用从小鼠中的

白血病结节回收的白血病细胞(第一代)。各组的NSG小鼠被I.P.接种0.2mL  PBS中来自第一

代的5×106个白血病细胞。所有人类白血病在NSG小鼠中侵袭性地生长。24小时后，使用(a)
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利妥昔单抗，(b)NK‑92‑CD16‑CD19细胞或(c)利妥昔单抗与NK‑92‑CD16‑CD19细胞。每周给

予小鼠治疗，持续四个月。预期与仅用利妥昔单抗治疗相比，用NK‑92‑CD16‑CD19细胞或利

妥昔单抗与NK‑92‑CD16‑CD19细胞的组合治疗显著延长小鼠寿命并增加小鼠存活。

[0145] 实施例2.NK‑92细胞能够表达Fc受体和CAR

[0146] 为了分析表达Fc受体和CAR的NK‑92细胞，进行用编码针对细胞系K562(NK‑92敏

感，CD19阴性)、SUP‑B15(NK‑92抗性，CD19阳性)和SR‑91(NK‑92抗性，CD19阴性)的CD19‑CAR

的mRNA电穿孔NK‑92细胞的体外细胞毒性试验。结果如图1A、1B和1C所示。图1A显示非电穿

孔亲本NK‑92细胞对靶细胞系的杀灭。图1B显示表达CD19‑CAR的亲本NK‑92细胞对靶细胞系

的杀灭。图1C显示表达CD19‑CAR的CD16(158V)‑ERIL2NK‑92细胞对靶细胞系的杀灭。NK抗

性、CD19阳性的SUP‑B15细胞对表达CD19‑CAR的NK‑92细胞和CD16(158V)‑ERIL2NK‑92细胞

变得敏感，而NK‑抗性、CD19阴性的SR‑91细胞保持抗性。K562的杀灭不受CD19‑CAR的表达影

响。

[0147] 实施例3.嵌合抗原受体(CAR)的mRNA电穿孔至人NK细胞系中导致高转染效率和靶

特异性细胞毒性

[0148] 提供了基于第一代CAR构建体的三种不同CAR(CD19、CD33和CSPG‑4)的mRNA转染、

表达和细胞毒性的数据。用于mRNA转染的靶细胞系是aNK(亲本NK‑92细胞)和haNK(高亲和

力FcR表达NK‑92)。由GeneArt(密码子优化)定制scFv序列，并用MaxCyte  GT转染mRNA以产

生taNK(靶激活NK细胞)。使用相应抗体通过免疫荧光测定表达，并使用标准流式细胞法试

验测量细胞毒性。

[0149] 在优化关于电脉冲的电压和时间的转染方案之后，确定了可以用所有三种mRNA 

CAR构建体有效地转染aNK和haNK二者。在转染后，转染的NK细胞的生存力始终大于80％，并

且相应CAR的表达在6小时为55‑60％，在24小时为80‑95％，并且在48小时大于80％。测定针

对aNK抗性细胞系的特异性细胞毒性(用于CD19的SUP‑B15，用于CD33的SR‑91和用于CSPG‑4

的SK‑MEL)。在转染后，针对aNK抗性细胞系的细胞毒性在24小时始终大于80％。

[0150] aNK和haNK二者可以用各种CAR构建体的mRNA可靠且一致地转染，使转染的NK细胞

的高生存力、CAR的优异表达以及靶细胞特异性细胞毒性维持至少48小时。这项技术可以容

易地放大到CAR表达NK细胞系的临床级生产。haNK可以被有效转染(以变成t‑haNK)的事实

打开了恶性肿瘤的双重受体非交叉反应性靶向(即，CD19CAR与CD20抗体)的可能性。

[0151] 应理解，本文描述的实施例和实施方式仅用于说明目的，并且根据其的各种修改

或改变将被建议给本领域技术人员，并且将被包括在本申请的精神和范围内和随附权利要

求的范围内。本文引用的所有出版物、序列登录号、专利和专利申请出于所有目的而通过引

用整体并入本文。

[0152] 说明性序列

[0153] SEQ  ID  NO:1低亲和力免疫球蛋白γFc区受体III‑A氨基酸序列(成熟形式)。第

158位的苯丙氨酸标有下划线。
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[0154]

[0155] SEQ  ID  NO:2高亲和力变体F158V免疫球蛋白γFc区受体III‑A氨基酸序列(成熟

形式)。第158位的缬氨酸标有下划线。

[0156]

[0157] SEQ  ID  NO:3低亲和力免疫球蛋白γFc区受体III‑A氨基酸序列(前体形式)。前体

形式的第176位对应于成熟形式的第158位。第176位的Phe标有下划线。
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[0158]

[0159] SEQ  ID  NO:4高亲和力变体免疫球蛋白γFc区受体III‑A氨基酸序列(前体形式)。

前体形式的第176位对应于成熟形式的第158位。第176位的Val标有下划线。

[0160]

[0161] SEQ  ID  NO:5编码低亲和力免疫球蛋白γFc区受体III‑A(前体)的多核苷酸(编码

第158位的苯丙氨酸)。
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[0162]

[0163] SEQ  ID  NO:6野生型IL‑2

[0164]

[0165] SEQ  ID  NO:7IL‑2‑ER

[0166]

[0167] SEQ  ID  NO:8CD19‑CAR  DNA序列
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[0168]

[0169] SEQ  ID  NO:9CD19‑CAR氨基酸序列

[0170]
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[0171]

[0172] SEQ  ID  NO:10CD33‑CAR  DNA序列

[0173]
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[0174]

[0175] SEQ  ID  NO:11CD33‑CAR氨基酸序列

[0176]

[0177] SEQ  ID  NO:12CSPG4‑CAR  DNA序列

[0178]
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[0179]

[0180] SEQ  ID  NO:13CSPG4‑CAR氨基酸序列

[0181]
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