
(19)国家知识产权局

(12)发明专利

(10)授权公告号 

(45)授权公告日 

(21)申请号 201980041068.5

(22)申请日 2019.04.17

(65)同一申请的已公布的文献号 

申请公布号 CN 112334571 A

(43)申请公布日 2021.02.05

(30)优先权数据

1806330.5 2018.04.18 GB

1806331.3 2018.04.18 GB

(85)PCT国际申请进入国家阶段日

2020.12.17

(86)PCT国际申请的申请数据

PCT/GB2019/051097 2019.04.17

(87)PCT国际申请的公布数据

WO2019/202322 EN 2019.10.24

(73)专利权人 UCL商业有限公司

地址 英国伦敦

(72)发明人 H·施陶斯　G·P·莱特　

J·L·麦戈文　

(74)专利代理机构 北京市中咨律师事务所 

11247

专利代理师 黄革生　林柏楠

(51)Int.Cl.

C12N 5/0783(2006.01)

A61K 39/00(2006.01)

A61K 35/17(2006.01)

C07K 14/47(2006.01)

(56)对比文件

US 2016194605 A1,2016.07.07

VICTORIA RIDDELL .Generating Ag-

specific Human Regulatory T-cell by TCR 

Gene Transfer for the Treatment of 

Rheumatoid Arthritis.THESIS EDIMBURGH 

NAPIER UNIVERSITY，.2019,全文.

审查员 李德利

 

 

(54)发明名称

工程化的调节性T细胞

(57)摘要

本发明涉及工程化的调节性T细胞(Treg)，

其包含能够在髓鞘碱性蛋白(MBP)肽由主要组织

相容性复合体(MHC)分子呈递时，与该肽或其变

体或片段特异性结合的T细胞受体(TCR)。本发明

还涉及提供工程化的Treg的方法并涉及所述工

程化Treg和编码所述Treg的载体和载体套件的

方法和用途。
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1.工程化的调节性T细胞(Treg)，其包含T细胞受体(TCR)，

其中所述TCR的α链包含三个具有以下氨基酸序列的CDR：

CDR1α‑TISGTDY(SEQ  ID  NO:7)
CDR2α‑GLTSN(SEQ  ID  NO:8)
CDR3α‑TVYGGATNKLIFGTGTLLAVQPNIQNPD(SEQ  ID  NO:9)；
并且其中所述TCR的β链包含三个具有以下氨基酸序列的CDR：

CDR1β‑DFQATT(SEQ  ID  NO:10)
CDR2β‑SNEGSKA(SEQ  ID  NO:11)
CDR3β‑SARGGSYNSPLHFGNGTRLTVTE(SEQ  ID  NO:12)。
2.根据权利要求1所述的工程化的Treg，其中：

a)TCR的α链的可变区包含氨基酸序列SEQ  ID  NO:19；并且/或者

(b)TCR的β链的可变区包含氨基酸序列SEQ  ID  NO:21。

3.根据权利要求1所述的工程化的Treg，其中：

(a)TCR的α链的可变区包含氨基酸序列SEQ  ID  NO:19；并且

(b)TCR的β链的可变区包含氨基酸序列SEQ  ID  NO:21。

4.根据权利要求1‑3中任一项所述的工程化的Treg，其中TCR的α链和β链的恒定区结构

域各自包含额外的半胱氨酸残基，从而使得在α链和β链之间形成额外二硫键成为可能。

5.根据权利要求1‑3中任一项所述的工程化的Treg，其中：

(a)TCR的α链包含氨基酸序列SEQ  ID  NO:13；并且

(b)TCR的β链包含氨基酸序列SEQ  ID  NO:14。

6.根据权利要求1‑3中任一项所述的工程化的Treg，其中Treg衍生自从受试者分离的T

细胞。

7.药物组合物，包含根据权利要求1‑6中任一项所述的工程化的Treg。

8.根据权利要求1至6中任一项所述的工程化的Treg或权利要求7所述的药物组合物在

制备药物中的用途。

9.载体，其包含了编码如权利要求1至6中任一项所限定的TCR的核酸序列和编码FOXP3

的核酸序列。

10.多核苷酸或载体套件，所述套件包含第一多核苷酸或载体和第二多核苷酸或载体，

所述第一多核苷酸或载体包含了编码如权利要求1至6中任一项所限定的TCR的核酸序列，

所述第二多核苷酸或载体包含了编码FOXP3的核酸序列。

11.产生根据权利要求1至6中任一项的工程化的Treg的方法，所述方法包括步骤：向体

外或离体细胞引入编码根据权利要求1至6中任一项所限定的TCR的多核苷酸。

12.根据权利要求11所述的方法，其中该方法还包括步骤：向体外或离体细胞引入编码

FOXP3蛋白的多核苷酸。

13.根据权利要求11所述的方法，其中细胞是T细胞。

14.根据权利要求13所述的方法，其中T细胞是表达FOXP3的天然Treg。

15.根据权利要求13所述的方法，其中T细胞是常规T细胞。

16.根据权利要求12或权利要求15所述的方法，其中依次、分别或同时进行引入编码

TCR的多核苷酸和编码FOXP3的多核苷酸的步骤。
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17.根据权利要求16所述的方法，其中使用根据权利要求9的载体，向细胞引入编码TCR

的多核苷酸和编码FOXP3的多核苷酸。
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工程化的调节性T细胞

发明领域

[0001] 本发明涉及工程化的调节性T细胞(Treg)。特别地，本发明涉及包含T细胞受体

(TCR)的Treg，所述T细胞受体能够与髓鞘碱性蛋白(MBP)特异性结合。本发明还涉及提供工

程化Treg的方法并涉及所述工程化Treg的方法和用途。

背景技术

[0002] 许多自身免疫性和炎性中枢神经系统(CNS)疾病涉及自身反应性T细胞。例如，多

发性硬化(MS)，其是中枢神经系统的自身免疫性炎性脱髓鞘性疾病并且是青年当中最常见

的神经系统疾病。

[0003] 自身免疫性和炎性CNS疾病的现有治疗通常抑制免疫系统。例如，一种治疗包括移

植骨髓连同施用细胞抑制剂和免疫抑制药物。自体造血干细胞移植可能对一些患者具有持

久有益效果，但该程序需要与巨大毒性和风险相关的激进清髓预处理(myelo‑ablative 

conditioning)。

[0004] 尽管已经批准了几种降低临床复发频率的病情改善疗法(DMT)，但按照现行治疗

方案，大部分患者继续在临床上加重。DMT或干细胞移植均不能介导对于自身免疫性疾病和

炎性CNS疾病的免疫病理的CNS特异性抑制。

[0005] 目前，不存在有效的自身免疫性疾病和炎性CNS疾病疗法。治疗仅致力于减少其症

状，通常借助于免疫系统的总体抑制。需要特异性靶向与CNS疾病的发作和进展相关的局部

免疫应答的疗法。

[0006] 发明概述

[0007] 本发明至少部分地基于发明人确定：T细胞受体基因转移技术可以用来产生抗原

特异性Tregs。已经显示，人抗原特异性Tregs可以抑制活化的T细胞。

[0008] 特别地，发明人已经生产例如MBP特异性Tregs，通过将MBP‑TCR基因经逆转录病毒

转入纯化的Tregs和通过将MBP‑TCR和叉头框P3(FOXP3)基因经逆转录病毒转入常规的CD4+

T细胞来产生。不希望受理论约束，具有MBP特异性TCR的这些工程化的Tregs可以用于抑制

例如自身免疫性疾病的疾病，其中，在中枢神经系统(CNS)内MBP特异性Tregs的局部活化可

以抑制如MS和其他CNS炎性病症中所见的CNS病理。

[0009] 不希望受理论约束，出乎意料的是发明人已经能够开发出抑制致病性T细胞增殖

的Treg。本领域先前提出，相比常规T细胞中的TCRs，Tregs中的TCR对自身抗原具有更高亲

和力(Pacholczyk和Kern，Immunology,2008.125(4)450‑458，通过引用方式并入本文)。也

已经被报道的是，经胰岛抗原特异性TCR转导的Tregs的有效性逊于表达病毒性抗原特异性

TCR的Tregs。提出这可能归因于Treg特异性TCR要求–例如某种亲和力要求。因此，Treg组库

是高度多样的并且认为与常规T细胞的组库相比，其具有不同的T细胞受体集合。发明人已

经出乎意料地表明，从常规T细胞分离的MBP特异性TCR可以成功地表达于Treg细胞中并且

可以产生有功能的Treg。

[0010] 因此，本发明提供工程化的调节性T细胞(Treg)，其包含能够在相对于MBP  111‑
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129(SEQ  ID  NO:3)或其片段包含至少90％同一性的肽被主要组织相容性复合体(MHC)分子

呈递时与该肽特异性结合的T细胞受体(TCR)。

[0011] 已知MBP111‑129肽与DRB1*0401微弱地结合。这与例如MBP81‑99相反，后者以高亲

和力与HLA‑DR15结合。

[0012] 合适地，TCR能够在相对于MBP  111‑129(SEQ  ID  NO:3)或其片段具有至少90％同

一性的肽被主要组织相容性复合体(MHC)分子呈递时，与该肽特异性结合。

[0013] 适当地，该肽可能能够被HLA‑DRB1*0401分子呈递。

[0014] TCR可以包含α链和β链，

[0015] 其中α链和β链各自包含三个互补决定区(CDR)并且每个CDR3的序列如下：

[0016] CDR3α‑TVYGGATNKLIFGTGTLLAVQPNIQNPD(SEQ  ID  NO:5)
[0017] CDR3β‑SARGGSYNSPLHFGNGTRLTVTE(SEQ  ID  NO:6)
[0018] 或这些序列的具有多达三个氨基酸变化的变体。

[0019] TCR的α链可以包含三个具有以下氨基酸序列的CDR：

[0020] CDR1α‑TISGTDY(SEQ  ID  NO:7)
[0021] CDR2α‑GLTSN(SEQ  ID  NO:8)
[0022] CDR3α‑TVYGGATNKLIFGTGTLLAVQPNIQNPD(SEQ  ID  NO:9)
[0023] 或这些序列的具有多达三个氨基酸变化的变体；

[0024] 并且TCR的β链可以包含三个具有以下氨基酸序列的CDR：

[0025] CDR1β‑DFQATT(SEQ  ID  NO:10)
[0026] CDR2β‑SNEGSKA(SEQ  ID  NO:11)
[0027] CDR3β‑SARGGSYNSPLHFGNGTRLTVTE(SEQ  ID  NO:12)
[0028] 或这些序列的具有多达三个氨基酸变化的变体。

[0029] TCR的α链的可变区可以包含与SEQ  ID  NO:13具有至少80％序列同一性的氨基酸

序列，其中序列同一性不包含CDR序列；并且

[0030] TCR的β链的可变区可以包含与SEQ  ID  NO:14具有至少80％序列同一性的氨基酸

序列，其中序列同一性不包含CDR序列。

[0031] TCR的α链的可变区可以包含与SEQ  ID  NO:19具有至少80％序列同一性的氨基酸

序列；并且

[0032] TCR的β链的可变区可以包含与SEQ  ID  NO:21具有至少80％序列同一性的氨基酸

序列。

[0033] TCR的α链和β链的恒定区结构域可以各自包含额外的半胱氨酸残基，从而使得在α
链和β链之间形成额外二硫键成为可能。适当地，额外的二硫键减少与内源TCR链的错误配

对。

[0034] TCR的α链可以包含与SEQ  ID  NO:13具有至少80％序列同一性的氨基酸序列；并且

[0035] TCR的β链可以包含与SEQ  ID  NO:14具有至少80％序列同一性的氨基酸序列。

[0036] 在一个方面，Treg衍生自从受试者分离的T细胞。

[0037] 在另一个方面，本发明提供包含根据本发明的工程化Treg的药物组合物。

[0038] 在一个方面，本发明涉及根据本发明的工程化Treg或药物组合物用于治疗疾病。

[0039] 在另一个方面，本发明涉及根据本发明的工程化Treg或药物组合物在制备药物中
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的用途。

[0040] 在一个方面，提供了一种在有需要的受试者中治疗或预防疾病的方法，所述方法

包括步骤：向受试者施用本发明的工程化Treg或药物组合物。

[0041] 在另一个方面，提供了根据本发明的工程化Treg或药物组合物用法、或用途或方

法，其中疾病是多发性硬化。

[0042] 在另一个方面，提供根据本发明的工程化Treg或药物组合物用法、或用途或方法，

其中受试者为HLADRB1*0401阳性受试者。

[0043] 在另一个方面，提供一种载体，其包含了编码如本文定义的TCR的核酸序列和编码

FOXP3的核酸序列。

[0044] 在一个方面，提供一种多核苷酸套件或载体套件，所述套件包含第一多核苷酸或

载体和第二多核苷酸或载体，所述第一多核苷酸或载体包含了编码如本文定义的TCR的核

酸序列，所述第二多核苷酸或载体包含了编码FOXP3的核酸序列。适当地，第一和第二多核

苷酸或载体是分离的。

[0045] 在一个方面，提供一种产生根据本发明的工程化Treg的方法，所述方法包括步骤：

向体外或离体细胞引入编码如本文定义的TCR的多核苷酸。适当地，T细胞是表达FOXP3的天

然Treg。

[0046] 在一个方面，该方法还包括步骤：向体外或离体细胞引入编码FOXP3蛋白的多核苷

酸。

[0047] 适当地，细胞是T细胞。

[0048] 适当地，T细胞是‘常规’T细胞。

[0049] 在本发明方法的一个方面，依次、分别或同时进行引入编码TCR的多核苷酸和编码

FOXP3的多核苷酸的步骤。

[0050] 在本发明方法的另一个方面，使用本发明的载体，向细胞引入编码TCR的多核苷酸

和编码FOXP3的多核苷酸。

附图说明

[0051] 图1–显示编码(A)MBP  TCRα链和β链和(B)FOXP3加TCRα链和β链的pMP71逆转录病

毒载体的示意图。

[0052] 图2–MS2‑3C8  TCR  pMP71。MS2‑3C8  TCR识别由HLA‑DRB1*0401呈递的MBP  111‑129

(SEQ  ID  NO:3)。TCR已经过密码子优化并且恒定α和β结构域已经鼠化，并且已经在c‑α和c‑

β之间添加额外的二硫键。

[0053] 图3–FOXP3‑2A‑MS2‑3C8  TCR  pMP71包含在3’T2A位点移除了终止密码子、插入MS‑

2TCR上游RsrII和EcoR1位点中的FOXP3基因。

[0054] 图4–显示研究设计的示意图。A)在工程化的Treg中演示MBP特异性抑制功能。B)工

程化的Treg在HLA‑转基因小鼠模型中抑制MS样免疫病理的用途

[0055] 图5–各图显示在第7天进行以通过鼠TCR恒定区和FOXP3的表达评估转导水平的代

表性流式细胞分析。将Treg细胞和Tconv细胞转导空白对照，或用TCR(MS‑2)或TCR+FOXP3

(MS‑2FOXP3)转导。

[0056] 图6–显示在非转导细胞(d0)上或对转导的细胞群体(d7)n＝2‑4设门的Treg表面
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标志物的相对表达的曲线。这些结果显示调节性T细胞在体外扩增期间维持FOXP3表达。

[0057] 图7–显示用肽再刺激效应T细胞的曲线。用人HLA‑DR4和CD80或CD86转导中国仓鼠

卵巢(CHO)细胞。将表达CD80或CD86的细胞按相等份额混合在一起用于后续实验。将CHO细

胞 按 1 0 x 1 0 6 / m L重 悬 于含 饱 和量 (1 0μ M / m l) M B P  1 1 1 ‑ 1 2 9 (S E Q  I D  N O : 3)

(LSRFSWGAEGQRPGFGYGG)的培养基中。洗涤用MS2或MS2‑FOXP3构建体转导的T细胞，计数并

按0.5x106个细胞/ml重悬于完全RPMI中。将细胞按1:1与CHO细胞铺种在有肽和无肽情况下

孵育4小时。将细胞固定并通透化，之后用针对IL‑2和IFN γ 的抗体染色。T细胞的转导效率

用‘Td＝’指示。

[0058] 图8–显示用肽再刺激Treg的曲线。方法如上文对图7描述，使用Tregs替代效应T细

胞。

[0059] 图9–转导的T细胞与或不与肽冲击的照射的APC一起培养4天。收集上清液并通过

ELISA分析IL‑2和IFNg(n＝2‑4)。这些数据显示TCR转导的Treg和TCR‑FOXP3转化的Tconv对

同源肽的反应性低。

[0060] 图10–显示来自表达MS2  TCR的细胞和来自表达MS2  TCR和FOXP3的T细胞(n＝3)的

IL‑2和IFN γ 产生。相比经单独TCR转导的常规细胞，经TCR和TCR+FOXP3转导的常规T细胞(T 

conv)产生更少的IL‑2。

[0061] 图11–将TCR转导的T  conv用CFSE染色并且按1Tconv:0.01APC的比率，与或不与肽

冲击的照射的APC一起培养4天。按所示比率添加空白对照Treg(最左侧上的图标)、MBP  TCR

转导的Treg(从左起第二图标)、MBP  TCR‑FOXP3转导的Treg(从左起第三图标)和MBP  TCR‑

FOXP3转导的Tconv(每个组从左起第四图标)。通过分析CFSE染色的Tconv的稀释物测定增

殖(B)。这些数据显示TCR转导的Treg以抗原特异性方式抑制T细胞应答。

[0062] 图12–将TCR转导的T  conv用CFSE染色并且按1Tconv:0.01APC的比率，与或不与肽

冲击的照射的APC一起培养4天。按所示比率添加空白对照Treg(最左侧上的图标)、MBP  TCR

转导的Treg(从左起第二图标)、MBP  TCR‑FOXP3转导的Treg(从左起第三图标)和MBP  TCR‑

FOXP3转导的Tconv(每个组从左起第四图标)。收集上清液并通过ELISA对其测定IL‑2。这些

数据显示TCR转导的Treg以抗原特异性方式抑制T细胞应答。

[0063] 图13‑显示SEQ  ID  NO:18的序列，MS2.3C8‑α‑可变(Va26‑2)结构域的α链V区的核

苷酸序列。

[0064] 图14‑显示SEQ  ID  NO:19的序列，MS2.3C8‑α‑可变(Va26‑2)结构域的α链V区的氨

基酸序列。

[0065] 图15‑显示SEQ  ID  NO:13的氨基酸序列，人αV区和鼠恒定区。

[0066] 图16‑显示SEQ  ID  NO:20的序列，MS2.3C8‑β‑可变结构域的β链人V区的核苷酸序

列。

[0067] 图17‑显示SEQ  ID  NO:21的氨基酸序列，MS2.3C8‑β‑可变结构域的β链人V区的核

苷酸序列。

[0068] 图18‑显示SEQ  ID  NO:14的序列，人βV区和鼠C区的多肽序列。

[0069] 图19‑显示SEQ  ID  NO:22的序列，排除CDR序列的MS2.3C8‑α‑可变氨基酸序列。

[0070] 图20‑显示SEQ  ID  NO:23的序列，排除CDR序列的MS2.3C8‑β‑可变氨基酸序列。

[0071] 图21‑显示SEQ  ID  NO:24的核酸序列，其编码FOXP3。
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[0072] 图22‑显示SEQ  ID  NO:25的氨基酸序列，FOXP3。

[0073] 图23‑通过珠分选法从HLA‑DRB*0401转基因小鼠的淋巴结和脾细胞分离CD4+CD25+

Treg。用TCR+鼠FOXP3转导Treg。将转导的细胞和等同数目的CD45.1+OTI转基因T细胞注入

用4Gy辐照预备的HLA‑DRB*0401转基因宿主。7天后，在小鼠右侧腹或左侧腹皮下注射Freud

不完全佐剂中的30ug卵清蛋白(OVA)或30ug  OVA和30ug人髓鞘碱性蛋白(MBP)。A.配对的

FACS图显示相同小鼠的右侧或左侧腹股沟淋巴结中依据CD45.1鉴定的OTI细胞。左图显示

来自未注射侧腹(无肽)的数据并且右图显示来自注射过OVA肽的侧腹的数据。B.配对的

FACS图显示相同小鼠的右侧或左侧腹股沟淋巴结中的OTI细胞。左图显示来自注射过OVA肽

的侧腹的数据并且右图显示来自注射过OVA+MBP肽的侧腹的数据。C.来自3个独立实验的累

积性数据，其显示接受过OVA或OVA+MBP的侧腹的腹股沟淋巴结(n＝9)中CD45.1+细胞％(左

小图)和CD45.1细胞的绝对数。

[0074] 发明详述

[0075] 髓鞘碱性蛋白(MBP)肽

[0076] 髓鞘碱性蛋白在神经的髓鞘形成过程中重要并且存在于神经系统的髓鞘细胞中，

如少突胶质细胞和Schwann细胞。MBP转录物还存在于骨髓和免疫系统中。髓鞘的一个功能

是增加轴突脉冲传导的速度。MBP有助维持髓鞘质的正确结构并且与髓鞘质膜中的脂质相

互作用。已知MBP定位于CNS及各种造血细胞。

[0077] MBP已经涉及脱髓鞘病诸如多发性硬化(MS)的发病机制。研究已经展示针对MBP的

抗体在MS发病机制中的作用。

[0078] 在一个方面，MBP的示意性氨基酸序列包含UniProtKB登录号P02686‑1的序列，其

显示为SEQ  ID  NO:1：

[0079] MGNHAGKRELNAEKASTNSETNRGESEKKRNLGELSRTTSEDNEVFGEADANQNNGTSSQDTAVTDSK

RTADPKNAWQDAHPADPGSRPHLIRLFSRDAPGREDNTFKDRPSESDELQTIQEDSAATSESLDVMASQKRPSQRH

GSKYLATASTMDHARHGFLPRHRDTGILDSIGRFFGGDRGAPKRGSGKDSHHPARTAHYGSLPQKSHGRTQDENPV

VHFFKNIVTPRTPPPSQGKGRGLSLSRFSWGAEGQRPGFGYGGRASDYKSAHKGFKGVDAQGTLSKIFKLGGRDSR

SGSPMARR(SEQ  ID  NO:1)。

[0080] 在一个方面，MBP的示意性氨基酸序列包含SEQ  ID  NO:1或其变体或片段。

[0081] 在一个方面，MBP的氨基酸序列包含SEQ  ID  NO:1。

[0082] 在一个方面，MBP的氨基酸序列是SEQ  ID  NO:1。

[0083] 适当地，MBP的示意性氨基酸序列可以是UniProtKB登录号P02686‑1的同工型，如

UniProtKB登录号P02686‑5。同工型P02686‑5不同于上文在SEQ  ID  NO:1中如下所示的规范

序列，氨基酸残基1‑133丢失。

[0084] 将UniProtKB登录号P02686‑5显示为SEQ  ID  NO:26：

[0085] MASQKRPSQRHGSKYLATASTMDHARHGFLPRHRDTGILDSIGRFFGGDRGAPKRGSGKDSHHPARTA

HYGSLPQKSHGRTQDENPVVHFFKNIVTPRTPPPSQGKGRGLSLSRFSWGAEGQRPGFGYGGRASDYKSAHKGFKG

VDAQGTLSKIFKLGGRDSRSGSPMARR(SEQ  ID  NO:26)。

[0086] 因此，本发明提供工程化的调节性T细胞(Treg)，其包含能够在相对于MBP100‑

140:

[0087] PPSQGKGRGLSLSRFSWGAEGQRPGFGYGGRASDYKSAHKG(SEQ  ID  NO:2)或其片段包含至
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少90％同一性的肽由主要组织相容性复合体(MHC)分子呈递时，与该肽特异性结合的TCR。

[0088] 合适地，TCR能够在相对于MBP  100‑140:PPSQGKGRGLSLSRFSWGAEGQRPGFGYGGRASD

YKSAHKG(SEQ  ID  NO:2)或其片段具有至少90％同一性的肽由主要组织相容性复合体(MHC)

分子呈递时，与该肽特异性结合。

[0089] 除非另外声明，否则如本文所用的MBP  XXX‑XXX指Muraro等人 ,JCI1997；100 ,2,

339‑349中所用的编号，所述文献通过引用方式并入本文。

[0090] 使用本领域可用的方法，可以确定肽是否能够被MHC分子呈递并被T细胞识别。例

如，某测定法可以包括将表达MHC:待测试肽复合体的抗原呈递细胞(APCs)与包含本文定义

的TCR的T细胞共培养。随后可以测定T细胞增殖作为成功呈递肽的指标(例如通过羧基荧光

素琥珀酰亚胺酯(CFSE)测定法)。备选地，也可以测量效应子细胞因子产生。

[0091] 在一个方面，MBP肽包含一个序列，所述序列相对于MBP  100‑140:PPSQGKGRGLSLS

RFSWGAEGQRPGFGYGGRASDYKSAHKG(SEQ  ID  NO:2)或其片段包含至少90％同一性。适当地，

MBP肽与MBP  100‑140(SEQ  ID  NO:2)或其片段具有至少95％、97％、98％或99％同一性。

[0092] 适当地，MBP肽包含一个序列，所述序列相对于MBP  100‑140:PPSQGKGRGLSLSRFSW

GAEGQRPGFGYGGRASDYKSAHKG(SEQ  ID  NO:2)或其片段具有至少90％同一性。适当地，MBP肽

与MBP  100‑140(SEQ  ID  NO:2)或其片段具有至少95％、97％、98％或99％同一性。

[0093] 与MBP  100‑140(SEQ  ID  NO:2)相比，MBP肽可以经突变。例如，可以通过氨基酸插

入、缺失或置换使MBP肽突变，只要修饰的MBP肽保留未修饰的肽的MHC结合特异性并且能够

被呈递给T细胞即可。MBP肽可以相对于MBP  100‑140(SEQ  ID  NO:2)例如具有3、2、1或0个突

变。适当地，MBP肽可以相对于MBP  100‑140(SEQ  ID  NO:2)例如具有3、2、1或0个保守性氨基

酸置换。适当地，MBP肽可以相对于MBP  100‑140(SEQ  ID  NO:2)例如具有3、2、1或0个插入。

适当地，MBP肽片段可以相对于MBP  100‑140(SEQ  ID  NO:2)例如具有3、2、1或0个缺失。

[0094] 如本文所用，“特异性结合”意指TCR与该肽结合，但不与其他肽结合，或按较低亲

和力与其他肽结合。

[0095] 可以定量两个分子(例如TCR和肽)或其片段之间的结合亲和力，例如，通过测定解

离常数(KD)来定量。可以通过例如通过表面等离子体共振(SPR)法(BiacoreTM)测量TCR和肽

之间复合物形成和解离的动力学，确定KD。与复合物缔合和解离相对应的速率常数分别称

作结合速率常数ka(或kon)和解离速率常数kd.(或koff)。KD通过等式KD＝kd/ka，与ka和kd

有关。

[0096] 可以通过比较各个TCR/肽复合物的KD值，比较与不同的分子相互作用相关的结合

亲和力例如比较不同TCRs和肽的结合亲和力。

[0097] 肽可能能够由任何的人白细胞抗原–抗原D相关(HLA‑DR)呈递。例如，肽可能能够

由HLA‑DR4、HLA‑DR2、HLA‑DR15或HLA‑DR16呈递。

[0098] 在一个方面，肽能够由HLA‑DR4呈递。

[0099] 在一个方面，肽能够由HLA‑DRB1*0401分子呈递。

[0100] 在一个方面，该肽与MBP  111‑129:LSRFSWGAEGQRPGFGYGG(SEQ  ID  NO:3)具有至少

90％同一性。与MBP  111‑129(SEQ  ID  NO:3)相比，MBP肽可以经突变。例如，可以通过氨基酸

插入、缺失或置换使MBP肽突变，只要修饰的MBP肽保留未修饰的肽的MHC结合特异性并且能

够呈递给T细胞即可。该肽可以相对于MBP  111‑129(SEQ  ID  NO:3)例如具有3、2、1或0个突
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变。适当地，该肽可以相对于MBP  111‑129(SEQ  ID  NO:3)例如具有3、2、1或0个保守性突变。

适当地，该肽可以相对于MBP111‑129(SEQ  ID  NO:3)例如具有3、2、1或0个插入。适当地，MBP

肽片段可以相对于MBP  111‑129(SEQ  ID  NO:3)例如具有3、2、1或0个缺失。适当地，MBP 

111‑129(SEQ  ID  NO:3)肽片段保留MBP  111‑129(SEQ  ID  NO:3)肽的MHC结合特异性，并且

能够被呈递给T细胞。

[0101] 在一个方面，该肽与MBP  116‑123:WGAEGQRP(SEQ  ID  NO:4)具有至少85％同一性。

[0102] 在一个方面，与MBP  116‑123:WGAEGQRP(SEQ  ID  NO:4)相比，该肽具有一个、二个

或三个氨基酸置换、插入或缺失。适当地，与MBP  116‑123:WGAEGQRP(SEQ  ID  NO:4)相比，该

肽具有一个、二个或三个保守性氨基酸置换。适当地，与MBP  116‑123:WGAEGQRP(SEQ  ID 

NO:4)相比，该肽具有一个、二个或三个插入。适当地，与MBP  116‑123:WGAEGQRP(SEQ  ID 

NO:4)相比，MBP肽片段具有一个、二个或三个缺失。适当地，MBP  116‑123(SEQ  ID  NO:4)肽

片段保留MBP  116‑123(SEQ  ID  NO:4)肽的MHC结合特异性，并且能够被呈递给T细胞。

[0103] 在一个方面，该肽包含MBP  116‑123:WGAEGQRP(SEQ  ID  NO:4)。

[0104] 在一个方面，该肽是MBP  116‑123:WGAEGQRP(SEQ  ID  NO:4)。

[0105] T细胞受体(TCR)

[0106] TCRα‑链和β‑链两者的可变结构域各自具有三个高变或互补决定区(CDR)。CDR3是

负责识别已加工抗原的主要CDR，不过还已经显示α链的CDR1与抗原性肽的N端部分相互作

用，而β‑链的CDR1与肽的C端部分相互作用。认为CDR2识别MHC分子。框架区(FRs)是位于CDR

之间。这些区域提供TCR可变区的结构。

[0107] 本发明的TCR包含其足够的可变结构域，以能够与其肽/MHC复合物相互作用。例

如，可以使用BiacoreTM仪器测量这种相互作用。适当地，TCR可以与HLADRB1*0401相互作用。

[0108] 通过组合性连接可变基因(V)、连接基因(J)和多样性基因(D)并且通过N区多样化

(通过脱氧核苷酸转移酶插入的核苷酸)，产生TCR可变区的组库。α链从V区段和J区段之间

的重组事件形成。β链从涉及V区段、D区段和J区段的重组事件形成。

[0109] 人TCRα基因座，其也包含TCRδ基因座，位于第14号染色体(14q11.2)上。TCRβ基因

座位于第7号染色体(7q34)上。TCRα链的可变区由46个不同Vα(可变)区段之一和58个Jα(连
接)区段之一之间的重组形成(Koop等人,1994；Genomics；19:478‑493，所述文献通过引用

方式并入本文)。TCRβ链的可变区从54个Vβ、14个Jβ和2个Dβ(多样性)区段之间的重组形成

(Rowen等人,1996；Science；272:1755‑1762，所述文献通过引用方式并入本文)。

[0110] 已经鉴定每个TCR链基因座的V和J(和D如果适宜)基因区段并且已知并注释每个

基因的种系序列(例如参见Scaviner和Lefranc；2000；Exp  Clin  Immunogenet；17:83‑96及

Folch和Lefranc；2000；Exp  Clin  Immunogenet；17:42‑54，所述文献通过引用方式并入本

文)。

[0111] 天然TCR的α链的FR1、CDR1、FR2、CDR2、FR3和CDR3由Vα基因编码。天然TCR的β链的

FR1、CDR1、FR2、CDR2和FR3由Vα基因编码。

[0112] 由于本领域已知每个可变基因的种系序列(参见Scaviner与Lefranc；如上文；和

Folch与Lefranc；上文)，可以对具体TCR的Vα和/或Vβ测序并且可以鉴定TCR中使用的种系V

区段(参见，例如，Hodges等人,2003；J  Clin  Pathol；56:1‑11；Zhou等人,2006；Laboratory 

Investigation；86；314‑321；所述文献通过引用方式并入本文)。
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[0113] 本发明提供包含工程化T细胞受体的工程化Treg。

[0114] 在一个方面，本发明提供工程化的Treg，其包含能够在相对于MBP  100‑140(SEQ 

ID  NO:2)或其片段包含至少90％同一性的肽由主要组织相容性复合体(MHC)分子呈递时，

与该肽特异性结合的TCR。

[0115] 适当地，本发明提供工程化的Treg，其包含能够在相对于MBP  100‑140(SEQ  ID 

NO:2)或其片段具有至少90％同一性的肽由主要组织相容性复合体(MHC)分子呈递时，与该

肽特异性结合的TCR。

[0116] 在一个方面，TCR包含α链和β链，

[0117] 其中α链和β链各自包含三个互补决定区(CDR)并且每个CDR3的序列如下：

[0118] C DR 3α ‑ T V Y G G A T N K L I F G T G T L L A V Q P N I Q N P D (S E Q  I D  N O : 5) C DR 3β ‑
SARGGSYNSPLHFGNGTRLTVTE(SEQ  ID  NO:6)

[0119] 或这些序列的具有多达三个氨基酸变化的变体。

[0120] 在一个方面，TCR的α链包含三个具有以下氨基酸序列的CDR：

[0121] CDR1α‑TISGTDY(SEQ  ID  NO:7)
[0122] CDR2α‑GLTSN(SEQ  ID  NO:8)
[0123] CDR3α‑TVYGGATNKLIFGTGTLLAVQPNIQNPD(SEQ  ID  NO:9)或这些序列的具有多达三

个氨基酸变化的变体；

[0124] 并且其中TCR的β链包含三个具有以下氨基酸序列的CDR：

[0125] CDR1β‑DFQATT(SEQ  ID  NO:10)
[0126] CDR2β‑SNEGSKA(SEQ  ID  NO:11)
[0127] CDR3β‑SARGGSYNSPLHFGNGTRLTVTE(SEQ  ID  NO:12)
[0128] 或这些序列的具有多达三个氨基酸变化的变体。

[0129] 适当地，CDR中的氨基酸变化是保守性置换、插入或缺失。优选地，氨基酸变化是保

守性置换。

[0130] 在一个方面，TCR的α链的可变区包含与SEQ  ID  NO:19具有80％序列同一性的氨基

酸序列，并且TCR的β链的可变区包含与SEQ  ID  NO:21具有80％序列同一性的氨基酸序列，

其中序列同一性不包含CDR序列。适当地，CDR序列是如本文中公开那样。适当地，TCR的α链
的可变区包含与SEQ  ID  NO:19具有80％、85％、90％、95％或97％序列同一性的氨基酸序

列、并且TCR的β链的可变区包含与SEQ  ID  NO:21具有80％、85％、90％、95％或97％序列同

一性的氨基酸序列。

[0131] 适当地，TCR的α链的可变区可以包含与SEQ  ID  NO:19具有85％序列同一性的氨基

酸序列，并且TCR的β链的可变区包含与SEQ  ID  NO:21具有85％序列同一性的氨基酸序列，

其中序列同一性不包含CDR序列。适当地，TCR的α链的可变区可以包含与SEQ  ID  NO:19具有

90％序列同一性的氨基酸序列，并且TCR的β链的可变区包含与SEQ  ID  NO:21具有90％序列

同一性的氨基酸序列，其中序列同一性不包含CDR序列。适当地，TCR的α链的可变区可以包

含与SEQ  ID  NO:19具有95％序列同一性的氨基酸序列，并且TCR的β链的可变区包含与SEQ 

ID  NO:21具有95％序列同一性的氨基酸序列，其中序列同一性不包含CDR序列。适当地，TCR

的α链的可变区可以包含与SEQ  ID  NO:19具有97％序列同一性的氨基酸序列，并且TCR的β
链的可变区包含与SEQ  ID  NO:21具有97％序列同一性的氨基酸序列，其中序列同一性不包

说　明　书 8/25 页

11

CN 112334571 B

11



含CDR序列。适当地，TCR的α链的可变区可以包含SEQ  ID  NO:19中所述的氨基酸序列，并且

TCR的β链的可变区包含SEQ  ID  NO:21中所述的氨基酸序列，其中序列同一性不包含CDR序

列。

[0132] 在另一个方面，TCR的α链的可变区包含与SEQ  ID  NO:19具有80％序列同一性的氨

基酸序列，并且TCR的β链的可变区包含与SEQ  ID  NO:21具有80％序列同一性的氨基酸序

列。

[0133] 适当地，TCR的α链的可变区包含与SEQ  ID  NO:19具有85％序列同一性的氨基酸序

列，并且TCR的β链的可变区包含与SEQ  ID  NO:21具有85％序列同一性的氨基酸序列。适当

地，TCR的α链的可变区包含与SEQ  ID  NO:19具有90％序列同一性的氨基酸序列，并且TCR的

β链的可变区包含与SEQ  ID  NO:21具有90％序列同一性的氨基酸序列。适当地，TCR的α链的

可变区包含与SEQ  ID  NO:19具有95％序列同一性的氨基酸序列，并且TCR的β链的可变区包

含与SEQ  ID  NO:21具有95％序列同一性的氨基酸序列。适当地，TCR的α链的可变区包含与

SEQ  ID  NO:19具有97％序列同一性的氨基酸序列，并且TCR的β链的可变区包含与SEQ  ID 

NO:21具有97％序列同一性的氨基酸序列。

[0134] 在一个方面，TCR的α链包含与SEQ  ID  NO:13具有80％序列同一性的氨基酸序列，

并且TCR的β链包含与SEQ  ID  NO:14具有80％序列同一性的氨基酸序列。

[0135] 适当地，TCR的α链包含与SEQ  ID  NO:13具有85％序列同一性的氨基酸序列，并且

TCR的β链包含与SEQ  ID  NO:14具有85％序列同一性的氨基酸序列。适当地，TCR的α链包含

与SEQ  ID  NO:13具有90％序列同一性的氨基酸序列，并且TCR的β链包含与SEQ  ID  NO:14具

有90％序列同一性的氨基酸序列。适当地，TCR的α链包含与SEQ  ID  NO:13具有95％序列同

一性的氨基酸序列，并且TCR的β链包含与SEQ  ID  NO:14具有95％序列同一性的氨基酸序

列。适当地，TCR的α链包含与SEQ  ID  NO:13具有97％序列同一性的氨基酸序列，并且TCR的β
链包含与SEQ  ID  NO:14具有97％序列同一性的氨基酸序列。

[0136] 在另一个方面，TCR的α链和β链的恒定区结构域各自包含额外的半胱氨酸残基，从

而使得在α链和β链之间形成额外二硫键成为可能。

[0137] 适当地，恒定α链中的残基48从苏氨酸转换成半胱氨酸并且恒定β链中的残基57从

丝氨酸转换成半胱氨酸，以便形成额外的二硫键。

[0138] 适当地，TCR经密码子优化。

[0139] 适当地，TCR针对小鼠中表达进行密码子优化。

[0140] 在一个方面，TCR中所用的恒定结构域是鼠序列。

[0141] 适当地，恒定区已经鼠化。例如，恒定‑α结构域和恒定‑β结构域均已经鼠化。

[0142] 在另一个方面，TCR针对人类中表达进行密码子优化。适当地，TCR中所用的恒定结

构域是人序列。

[0143] 在一个方面，TCR可以例如包含人可变区和鼠恒定区。

[0144] 本发明的TCR可以包含不由种系Vα或Vβ基因编码的一个或多个如本文定义的氨基

酸残基。换言之，TCR可以包含α链和/或β链的部分，其中与如未改变的种系Vα或Vβ基因编码

的相应α链和/或β链相比，所述的部分在本文所述的一个或多个位置包含改变的氨基酸残

基。

[0145] 根据国际免疫遗传学信息体系(IMGT)鉴定了本文中作为构架区(FR)或互补性决
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定区(CDR)鉴定的氨基酸残基。这个体系是本领域公知的(Lefrance等人,2003；Dev  Comp 

Immunol；27:55‑77)并基于高保守的可变区结构。编号考虑并合并了FR和CDR的定义、来自X

光衍射研究的结构数据和高变环的表征。

[0146] 在IMGT编号体系范围内规定FR区和CDR区的定界。FR1区包含位置1–26(25–26个氨

基酸，取决于V‑GENE群或亚群)，第1‑CYS在位置23处。FR2区包含位置39–55(16–17个氨基

酸)，在位置41处有一个保守的TRP。FR3区包含位置66–104(36–39个氨基酸，取决于VGENE群

或亚群)，在位置89处有一个保守的疏水性氨基酸且在位置104处具有第2‑CYS。IGMT编号体

系的残基1是FR1中的第一残基。IGMT编号体系的残基104是FR3中的最后残基。

[0147] 本领域已知适于生成本发明TCR的方法。

[0148] 例如，可以进行诱变，以改变编码TCR的核酸序列中的具体核苷酸。这种诱变将改

变TCR的氨基酸序列，从而它包含一个或多个如本文所述的氨基酸残基。

[0149] 诱变方法的实例是Quikchange法(Papworth等人；1996；Strategies；9(3)；3‑4)。

这种方法涉及使用一对互补性致突变引物，使用高保真无链置换作用的DNA聚合酶(如pfu

聚合酶)，在热循环反应中扩增模板核酸序列。

[0150] 如本文所用的术语“一个或多个”或“至少一个”可以包括一、二、三、四、五、六、七、

八、九、十、十一、十二、十三、十四、十五、十六、十七、十八、十九、二十个或更多个如本文所

述的氨基酸残基。

[0151] 如本文所用的术语“两个或更多个”可以包括、二、三、四、五、六、七、八、九、十、十

一、十二、十三、十四、十五、十六、十七、十八、十九、二十个或更多个如本文所述的氨基酸残

基。

[0152] 保守性置换

[0153] 适当地，本发明中在给定位置存在的氨基酸残基可以定义为是与针对给定SEQ  ID 

NOs所列举的氨基酸在生物化学上相似的残基。

[0154] 具有相似生物化学属性的氨基酸可以定义为可以经由保守性置换来替换的氨基

酸。

[0155] 可以基于残基的极性、电荷、溶解度、疏水性、亲水性和/或两性本质的相似性进行

“保守性”氨基酸置换，只要保留TCR高表达即可。例如，带负电荷的氨基酸包括天冬氨酸和

谷氨酸；带正电荷的氨基酸包括赖氨酸和精氨酸；并且具有相似亲水性值的具有不带电荷

极性头部基团的氨基酸包括亮氨酸、异亮氨酸、缬氨酸、甘氨酸、丙氨酸、天冬酰胺、谷氨酰

胺、丝氨酸、苏氨酸、苯丙氨酸和酪氨酸。

[0156] 可以例如根据下表3进行保守性置换。在第二列中处于相同格子内并且优选处于

第三列相同行中的氨基酸可以互相置换。

[0157] 表3

[0158]
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[0159]

[0160] 本发明还涵盖同源性置换(置换和替换在本文中均用来意指现存氨基酸残基与替

代性残基的互换)，即，同质置换，如碱性对碱性、酸性对酸性、极性对极性置换等。

[0161] 除非本文中通过引用具体、独立的氨基酸的方式另外明确地声明，否则可以使用

如下文所列举的保守性置换，置换氨基酸。

[0162] 脂族非极性氨基酸可以是甘氨酸、丙氨酸、脯氨酸、异亮氨酸、亮氨酸或缬氨酸残

基。

[0163] 脂族、极性不带电荷的氨基酸可以是半胱氨酸、丝氨酸、苏氨酸、甲硫氨酸、天冬酰

胺或谷氨酰胺残基。

[0164] 脂族、极性带电荷的氨基酸可以是天冬氨酸、谷氨酸、赖氨酸或精氨酸残基。

[0165] 芳族氨基酸可以是组氨酸、苯丙氨酸、色氨酸或酪氨酸残基。

[0166] 适当地，可以在表3的相同行里的氨基酸之间进行保守性置换。

[0167] 序列

[0168] 本发明还提供编码本文所述的TCRα链和/或β链的核苷酸序列。在一个方面，可以

向细胞引入编码本文所述的TCR的核苷酸序列。

[0169] 如本文所用，术语“引入”指将外来DNA插入细胞中的方法。如本文所用，术语引入

包括转导法和转染法。转染是通过非病毒方法向细胞引入核酸的过程。转导是借助病毒载

体向细胞引入外来DNA的过程。

[0170] 如本文所用，术语“多核苷酸”和“核酸”意在彼此同义。核酸序列可以是任何合适

类型的核苷酸序列，如合成性RNA/DNA序列、cDNA序列或部分基因组DNA序列。

[0171] 如本文所用的术语“多肽”按正常含义用来意指一般通过毗邻氨基酸的α‑氨基和

羧基之间的肽键彼此连接的一连串残基，一般是L‑氨基酸。该术语同义于“蛋白质”。

[0172] 技术人员将理解，作为遗传密码简并性的结果，众多不同的多核苷酸和核酸可以

编码相同的多肽。此外，应当理解，熟练技术人员可以利用例行技术，做出不影响由本文所

述多核苷酸编码的多肽序列的核苷酸替换，以反映其中待表达多肽的任何具体宿主生物的

密码子选择。

[0173] 本发明的核酸可以包括DNA或RNA。它们可以是单链或双链的。它们也可以是在其

内部包括合成性或修饰的核苷酸的多核苷酸。本领域已知许多不同类型的寡核苷酸修饰。

这些修饰包括甲基磷酸酯主链和硫代磷酸酯主链、在分子的3'末端和/或5'末端添加吖啶

或聚赖氨酸链。出于如本文所述的用途的目的，应当理解，可以通过本领域中可用的任何方

法修饰多核苷酸。可以实施这类修饰以增强目的多核苷酸的体内活性或寿命。

[0174] 多核苷酸可以处于分离或重组的形式。可以将它并入载体中并且可以将载体并入

宿主细胞中。这类载体和合适的宿主又形成本发明的其他方面。

[0175] 多核苷酸可以是双链或单链的，并且可以是RNA或DNA。

[0176] 多核苷酸可以经密码子优化。不同细胞在其特定密码子利用率方面不同。这种密
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码子偏好性对应于细胞类型中特定tRNA的相对丰度的偏倚。通过改变序列中的密码子，从

而调整它们以匹配于相应tRNA的相对丰度，可以增加表达。适当地，多核苷酸可以为疾病的

鼠模型中表达进行密码子优化。适当地，多核苷酸可以为人类受试者中表达进行密码子优

化。

[0177] 许多病毒，包括HIV和其他慢病毒，使用多种稀有密码子，并且通过改变这些稀有

密码子，以对应于常用的哺乳动物密码子，可以在哺乳动物生产细胞中实现包装组件的表

达增加。本领域已知哺乳动物细胞以及多种其他生物的密码子选择表。

[0178] 密码子优化还可以涉及消除mRNA不稳定性基序和隐匿性剪接位点。

[0179] 多核苷酸可以包含一个核酸序列，所述核酸序列使得编码α链的核酸序列和编码β
链的核酸序列二者从同一mRNA转录物表达成为可能。

[0180] 例如，多核苷酸可以在编码α链和β的核酸序列之间包含内部核糖体进入位点

(IRES)。IRES是允许在mRNA序列的中间启动翻译的核苷酸序列。

[0181] 多核苷酸可以包含由内部自我剪切性序列连接的编码α链的核酸序列和编码β链
的核酸序列。

[0182] 内部自我剪切性序列可以是使得包含α链的多肽和包含β链的多肽变得分离成为

可能的任何序列。

[0183] 该剪切位点可以有自我剪切性，从而当产生多肽时，它立即被切割成独立肽，无需

任何外部剪切活性。

[0184] 出于方便，本文中使用术语“剪切”，但是剪切位点可以通过除经典剪切作用之外

的机制，使肽分离成独立的实体。例如，对于口蹄疫病毒(FMDV)2A自我剪切性肽，已经提出

多种模型解释“剪切”活性：借助宿主细胞蛋白酶的蛋白水解、自动蛋白酶解或翻译效应

(Donnelly等人(2001)J.Gen.Virol.82:1027‑1041，所述文献通过引用方式并入本文)。出

于本发明目的，这类“剪切作用”的确切机制不重要，只要位于编码蛋白质的核酸序列之间

时，剪切位点引起蛋白质作为独立实体表达即可。

[0185] 自我剪切性肽可以是来自口蹄疫病毒或心病毒的2A自我剪切性肽。

[0186] 可以根据相似性(即具有相似化学属性/功能的氨基酸残基)认定变体，优选地，根

据术语序列同一性表述变体。

[0187] 可以通过肉眼或更常见地借助轻易可获得的序列比较程序，进行序列比较。这些

公众可获得且市售的计算机程序可以计算两个或多个序列之间的序列同一性。

[0188] 可以在连续序列范围内计算序列同一性，即，将一个序列与另一个序列对齐并且

将一个序列中的每个氨基酸与另一个序列中的相应氨基酸直接比较，一次一个残基。这称

作“无空位比对”。一般，这类无空位比对仅在相对小数目的残基范围(例如少于50个连续氨

基酸)内进行。

[0189] 尽管这是一种非常简单和一致的方法，但是它没有考虑到例如当执行全局比对

时，例如在另外的相同序列对中，一个插入或缺失将导致后续氨基酸残基从比对结果中出

局，因此可能造成同源性％大大降低。因此，大部分序列比较方法设计成产生最佳比对结

果，所述的最佳比对结果考虑了可能的插入和缺失，而没有不当地罚除总体同源性评分。这

通过在序列比对结果中插入“空位”以尽力使局部同源性最大化来实现。

[0190] 然而，这些更复杂的方法向比对结果中出现的每个空位赋予“空位罚分”，从而，对
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于相同数目的相同氨基酸，空位尽可能少‑反映两个所比较序列之间更高的相关性‑的序列

比对结果将比具有许多空位的一个序列比对结果实现更高评分。一般使用“仿射空位成

本”，它对缺口的存在要求相对高的成本并且对空位中的每个后续残基要求较小的罚分。这

是最常用的空位评分系统。高空位罚分当然将产生具有更少空位的优化比对结果。大多数

比对程序允许调整空位罚分。然而，使用这种软件用于序列比较时，优选使用默认值。例如，

使用GCG  Wisconsin  Bestfit软件包(参见下文)时，氨基酸序列的默认空位罚分是空位‑12

和每个延伸‑4。

[0191] 最大序列同一性％的计算因而首先要求在考虑空位罚分的情况下产生最佳比对

结果。用于开展此类比对的合适计算机程序是GCG  Wisconsin  Bestfit软件包(美国威斯康

辛大学；Devereux等人,1984,Nucleic  Acids  Research  12:387，所述文献通过引用方式并

入本文)。可以执行序列比较的其他软件的实例包括但不限于BLAST软件包(参见Ausubel等

人,1999ibid–第18章)、FASTA(Atschul等人,1990,J.Mol.Biol.,403‑410，所述文献通过引

用方式并入本文)和GENEWORKS比较工具软件包。BLAST和FASTA均可用于离线和在线搜索

(见Ausubel等人 ,1999ibid ,第7‑58页至第7‑60页，所述文献通过引用方式并入本文)。然

而，优选使用GCG  Bestfit程序。

[0192] 在一个实施方案中，在整个序列范围内测定序列同一性。在一个实施方案中，在与

本文援引的序列正在比较的整个候选序列范围内测定序列同一性。

[0193] 尽管可以就同一性方面测量最终序列同一性，然而比对过程本身一般不基于全或

无配对比较。相反，通常使用比例相似性评分矩阵，该评分矩阵基于化学相似性或进化距离

对每个成对比较结果分配评分。此种常使用的矩阵的例子是BLOSUM62矩阵‑即程序BLAST套

装的默认矩阵。GCG  Wisconsin程序通常使用公共默认值或定制符号比较表，若提供(关于

进一步细节，参见用户手册)。优选使用GCG软件包的公共默认值，或在其他软件的情况下，

优选使用默认矩阵，如BLOSUM62。

[0194] 一旦软件已经产生最佳比对结果，则可能计算序列同一性％。该软件一般将此作

为序列比较的一部分并产生数值结果。

[0195] 本发明的术语“变体”包括从序列中或对序列进行任何置换、变异、修饰、替换、缺

失或添加一个或多个氨基酸，条件是所得到的氨基酸序列基本上保留与未修饰的序列相同

的活性。例如，可以进行保守性氨基酸置换。如本文所用，变体多肽意在包括一种多肽，所述

多肽包含与本文中所示序列至少70％、80％、85％、90％、95％、98％或99％相同的氨基酸序

列。

[0196] 在一个方面，变体维持亲本序列的功能。

[0197] 在一个方面，对于本发明的细胞，还已经向细胞引入编码FOXP3蛋白的核苷酸序

列。

[0198] 在一个方面，本发明的细胞、工程化Treg或药物组合物可以包含编码FOXP3蛋白的

核酸序列，适当地，该核酸序列编码作为SEQ  ID  NO:17显示的氨基酸序列或与本文中作为

SEQ  ID  NO:17显示的氨基酸序列至少80％、85％、90％、95％、98％或99％相同、优选地至少

95％或99％相同的氨基酸序列。

[0199] 编码TCR和/或FOXP3的核酸可以包含起始密码子上游的前导序列。这个序列可以

调节转录物的翻译。通过举例，用于本发明中的合适的前导序列是：MKLVTSITVLLSLGIMG
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(SEQ  ID  NO:15)和MLLLLLLLGPGISLLLPGSLAGSGL(SEQ  ID  NO:16)。

[0200] 在又一个方面，本发明提供一种核酸序列套件，其包含：

[0201] 编码如本文定义的TCR的单一核酸序列和编码FOXP3的第二核酸。

[0202] 载体

[0203] 本发明还提供一种载体，其包含编码如本文所述的TCR的核苷酸序列。适当地，该

载体可以另外包含编码叉头框P3(FOXP3)多肽的核苷酸序列。在一个方面，提供一种载体套

件，其包含一个或多个本发明核酸序列，诸如编码如本文定义的TCR的核酸和编码FOXP3的

核酸。

[0204] FOXP3是转录因子FOX蛋白家族的成员并且作为调节性T细胞发育和功能中调节途

径的主调节因子发挥作用。

[0205] 适当地，FOXP3多肽来自人，例如UniProtKB登录号：Q9BZS1：

[0206] MPNPRPGKPSAPSLALGPSPGASPSWRAAPKASDLLGARGPGGTFQGRDLRGGAHASSSS

[0207] LNPMPPSQLQLPTLPLVMVAPSGARLGPLPHLQALLQDRPHFMHQLSTVDAHARTPVLQVHPLESPAMI

SLTPPTTATGVFSLKARPGLPPGINVASLEWVSREPALLCTFPNPSAPRKDSTLSAVPQSSYPLLANGVCKWPGCEK

VFEEPEDFLKHCQADHLLDEKGRAQCLLQREMVQSLEQQLVLEKEKLSAMQAHLAGKMALTKASSVASSDKGSCCIV

AAGSQGPVVPAWSGPREAPDSLFAVRR

[0208] HLWGSHGNSTFPEFLHNMDYFKFHNMRPPFTYATLIRWAILEAPEKQRTLNEIYHWFTRMFAFFRNHP

ATWKNAIRHNLSLHKCFVRVESEKGAVWTVDELEFRKKRSQRPSRCSNPTPGP(SEQ  ID  NO:17)。

[0209] 适当地，FOXP3多肽包含SEQ  ID  NO:17中所述的氨基酸序列或其片段。适当地，

FOXP3多肽包含与SEQ  ID  NO:17至少80％相同的氨基酸序列或其片段。适当地，该多肽包含

与SEQ  ID  NO:17为85％、90％、95％、98％或99％相同的氨基酸序列或其片段。适当地，该片

段保留FOXP3活性。适当地，该片段能够与FOXP3靶结合并充当转录因子。

[0210] 适当地，FOXP3多肽可以是SEQ  ID  NO:17的天然变体。适当地，FOXP3多肽是SEQ  ID 

NO:17的同工型。例如，FOXP3多肽可以相对于SEQ  ID  NO:17包含氨基酸位置72‑106的缺失。

备选地，FOXP3多肽可以相对于SEQ  ID  NO:17包含氨基酸位置246‑272的缺失。

[0211] 适当地，FOXP3多肽包含SEQ  ID  NO:25中所述的氨基酸序列。

[0212] MPNPRPGKPSAPSLALGPSPGASPSWRAAPKASDLLGARGPGGTFQGRDLRGGAHASSSSLNPMPPSQ

LQLPTLPLVMVAPSGARLGPLPHLQALLQDRPHFMHQLSTVDAHARTPVLQVHPLESPAMISLTPPTTATGVFSLK

ARPGLPPGINVASLEWVSREPALLCTFPNPSAPRKDSTLSAVPQSSYPLLANGVCKWPGCEKVFEEPEDFLKHCQA

DHLLDEKGRAQCLLQREMVQSLEQVEELSAMQAHLAGKMALTKASSVASSDKGSCCIVAAGSQGPVVPAWSGPREA

PDSLFAVRRHLWGSHGNSTFPEFLHNMDYFKFHNMRPPFTYATLIRWAILEAPEKQRTLNEIYHWFTRMFAFFRNH

PATWKNAIRHNLSLHKCFVRVESEKGAVWTVDELEFRKKRSQRPSRCSNPTPGPEGRGSLLTCGDVEEN(SEQ  ID 

NO:25)。

[0213] 适当地，FOXP3多肽包含SEQ  ID  NO:25中所述的氨基酸序列或其片段。适当地，

FOXP3多肽包含与SEQ  ID  NO:25至少80％相同的氨基酸序列或其片段。适当地，该多肽包含

与SEQ  ID  NO:25为85％、90％、95％、98％或99％相同的氨基酸序列或其片段。适当地，该片

段保留FOXP3活性。适当地，该片段能够与FOXP3靶结合并充当转录因子。

[0214] 适当地，FOXP3多肽可以是SEQ  ID  NO:25的天然变体。适当地，FOXP3多肽是SEQ  ID 

NO:25的同工型。例如，FOXP3多肽可以相对于SEQ  ID  NO:25包含氨基酸位置72‑106的缺失。
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备选地，FOXP3多肽可以相对于SEQ  ID  NO:25包含氨基酸位置246‑272的缺失。

[0215] 适当地，FOXP3多肽由SEQ  ID  NO:29中所述的多核苷酸序列编码：

[0216] ATGCCCAACCCCAGGCCTGGCAAGCCCTCGGCCCCTTCCTTGGCCCTTGGCCCATCCCCAGGAGCCTC

GCCCAGCTGGAGGGCTGCACCCAAAGCCTCAGACCTGCTGGGGGCCCGGGGCCCAGGGGGAACCTTCCAGGGCCGA

GATCTTCGAGGCGGGGCCCATGCCTCCTCTTCTTCCTTGAACCCCATGCCACCATCGCAGCTGCAGCTGCCCACAC

TGCCCCTAGTCATGGTGGCACCCTCCGGGGCACGGCTGGGCCCCTTGCCCCACTTACAGGCACTCCTCCAGGACAG

GCCACATTTCATGCACCAGCTCTCAACGGTGGATGCCCACGCCCGGACCCCTGTGCTGCAGGTGCACCCCCTGGAG

AGCCCAGCCATGATCAGCCTCACACCACCCACCACCGCCACTGGGGTCTTCTCCCTCAAGGCCCGGCCTGGCCTCC

CACCTGGGATCAACGTGGCCAGCCTGGAATGGGTGTCCAGGGAGCCGGCACTGCTCTGCACCTTCCCAAATCCCAG

TGCACCCAGGAAGGACAGCACCCTTTCGGCTGTGCCCCAGAGCTCCTACCCACTGCTGGCAAATGGTGTCTGCAAG

TGGCCCGGATGTGAGAAGGTCTTCGAAGAGCCAGAGGACTTCCTCAAGCACTGCCAGGCGGACCATCTTCTGGATG

AGAAGGGCAGGGCACAATGTCTCCTCCAGAGAGAGATGGTACAGTCTCTGGAGCAGCAGCTGGTGCTGGAGAAGGA

GAAGCTGAGTGCCATGCAGGCCCACCTGGCTGGGAAAATGGCACTGACCAAGGCTTCATCTGTGGCATCATCCGAC

AAGGGCTCCTGCTGCATCGTAGCTGCTGGCAGCCAAGGCCCTGTCGTCCCAGCCTGGTCTGGCCCCCGGGAGGCCC

CTGACAGCCTGTTTGCTGTCCGGAGGCACCTGTGGGGTAGCCATGGAAACAGCACATTCCCAGAGTTCCTCCACAA

CATGGACTACTTCAAGTTCCACAACATGCGACCCCCTTTCACCTACGCCACGCTCATCCGCTGGGCCATCCTGGAG

GCTCCAGAGAAGCAGCGGACACTCAATGAGATCTACCACTGGTTCACACGCATGTTTGCCTTCTTCAGAAACCATC

CTGCCACCTGGAAGAACGCCATCCGCCACAACCTGAGTCTGCACAAGTGCTTTGTGCGGGTGGAGAGCGAGAAGGG

GGCTGTGTGGACCGTGGATGAGCTGGAGTTCCGCAAGAAACGGAGCCAGAGGCCCAGCAGGTGTTCCAACCCTACA

CCTGGCCCCTGA(SEQ  ID  NO:27)

[0217] 在本发明的一些实施方案中，编码FOXP3多肽或变体的多核苷酸包含与SEQ  ID 

NO:27或其功能性片段至少80％相同的多核苷酸序列。适当地，编码FOXP3多肽或变体的多

核苷酸包含与SEQ  ID  NO:27或其功能性片段至少85％、90％、95％、98％或99％相同的多核

苷酸序列。在本发明的一些实施方案中，编码FOXP3多肽或变体的多核苷酸包含SEQ  ID  NO:

27或其功能性片段。

[0218] 适当地，FOXP3多肽由SEQ  ID  NO:24中所述的核酸序列编码：

[0219] GAATTCGTCGACATGCCCAACCCCAGACCCGGCAAGCCTTCTGCCCCTTCTCTGGCCCTGGGACCATC

TCCTGGCGCCTCCCCATCTTGGAGAGCCGCCCCTAAAGCCAGCGATCTGCTGGGAGCTAGAGGCCCTGGCGGCACA

TTCCAGGGCAGAGATCTGAGAGGCGGAGCCCACGCCTCTAGCAGCAGCCTGAATCCCATGCCCCCTAGCCAGCTGC

AGCTGCCTACACTGCCTCTCGTGATGGTGGCCCCTAGCGGAGCTAGACTGGGCCCTCTGCCTCATCTGCAGGCTCT

GCTGCAGGACCGGCCCCACTTTATGCACCAGCTGAGCACCGTGGACGCCCACGCCAGAACACCTGTGCTGCAGGTG

CACCCCCTGGAAAGCCCTGCCATGATCAGCCTGACCCCTCCAACCACAGCCACCGGCGTGTTCAGCCTGAAGGCCA

GACCTGGACTGCCCCCTGGCATCAATGTGGCCAGCCTGGAATGGGTGTCCCGCGAACCTGCCCTGCTGTGCACCTT

CCCCAATCCTAGCGCCCCCAGAAAGGACAGCACACTGTCTGCCGTGCCCCAGAGCAGCTATCCCCTGCTGGCTAAC

GGCGTGTGCAAGTGGCCTGGCTGCGAGAAGGTGTTCGAGGAACCCGAGGACTTCCTGAAGCACTGCCAGGCCGACC

ATCTGCTGGACGAGAAAGGCAGAGCCCAGTGCCTGCTGCAGCGCGAGATGGTGCAGTCCCTGGAACAGCAGCTGGT

GCTGGAAAAAGAAAAGCTGAGCGCCATGCAGGCCCACCTGGCCGGAAAGATGGCCCTGACAAAAGCCAGCAGCGTG

GCCAGCTCCGACAAGGGCAGCTGTTGTATCGTGGCCGCTGGCAGCCAGGGACCTGTGGTGCCTGCTTGGAGCGGAC

CTAGAGAGGCCCCCGATAGCCTGTTTGCCGTGCGGAGACACCTGTGGGGCAGCCACGGCAACTCTACCTTCCCCGA

说　明　书 15/25 页

18

CN 112334571 B

18



GTTCCTGCACAACATGGACTACTTCAAGTTCCACAACATGAGGCCCCCCTTCACCTACGCCACCCTGATCAGATGG

GCCATTCTGGAAGCCCCCGAGAAGCAGCGGACCCTGAACGAGATCTACCACTGGTTTACCCGGATGTTCGCCTTCT

TCCGGAACCACCCCGCCACCTGGAAGAACGCCATCCGGCACAATCTGAGCCTGCACAAGTGCTTCGTGCGGGTGGA

AAGCGAGAAGGGCGCCGTGTGGACAGTGGACGAGCTGGAATTTCGGAAGAAGCGGTCCCAGAGGCCCAGCCGGTGT

AGCAATCCTACACCTGGCCCTGAGGGCAGAGGAAGTCTGCTAACATGCGGTGACGTCGAGGAGAATCC(SEQ  ID 

NO:24)。

[0220] 适当地，FOXP3多肽由SEQ  ID  NO:24中所述的核酸序列或其片段编码。适当地，

FOXP3多肽由与SEQ  ID  NO:24至少80％相同的核酸序列或其片段编码。适当地，FOXP3多肽

由与SEQ  ID  NO:24为85％、90％、95％、98％或99％相同的核酸序列或其片段编码。适当地，

该片段保留FOXP3活性。适当地，该片段编码的多肽能够与FOXP3靶结合并充当转录因子。

[0221] 术语“载体”包括表达载体，即，使得本发明TCR即α链和/或β链的表达成为可能的

构建体。适当地，载体额外地使得表达FOXP3多肽的表达成为可能。在一些实施方案中，载体

是克隆载体。

[0222] 合适的载体可以包括但不限于质粒、病毒载体、转座子、与多肽复合或固定化到固

相粒子上的核酸。

[0223] 病毒递送系统包括但不限于腺病毒载体、腺相关病毒(AAV)载体、疱疹病毒载体、

逆转录病毒载体、慢病毒载体、杆状病毒载体。

[0224] 逆转录病毒是生活周期异于裂解性病毒的RNA病毒。在这个方面，逆转录病毒是借

助DNA中间体复制的感染性实体。当逆转录病毒感染细胞时，其基因组由逆转录酶酶转化成

DNA形式。DNA副本充当模板，所述模板用于产生为组装出感染性病毒粒子必需的新RNA基因

组和病毒编码的蛋白质。

[0225] 存在许多逆转录病毒，例如鼠白血病病毒(MLV)、人免疫缺陷病毒(HIV)、马传染性

贫血病毒(EIAV)、小鼠乳腺肿瘤病毒(MMTV)、劳斯肉瘤病毒(RSV)、Fujinami肉瘤病毒

(FuSV)、莫洛尼鼠白血病病毒(Mo‑MLV)、FBR鼠骨肉瘤病毒(FBR  MSV)、莫洛尼鼠肉瘤病毒

(Mo‑MSV)、Abelson鼠白血病病毒(A‑MLV)、禽髓细胞增多症病毒‑29(MC29)和禽成红细胞增

多症病毒(AEV)和全部其他逆转录病毒科病毒，包括慢病毒。

[0226] 可以在Coffin等人(“Retroviruses”1997Cold  Spring  Harbour  Laboratory 

Press编者：JM  Coffin,SM  Hughes ,HE  Varmus第758‑763页)中找到详细的逆转录病毒名

单，所述文献通过引用方式并入本文。

[0227] 慢病毒也属于逆转录病毒科，不过它们可以感染分裂性和非分裂性细胞(Lewis等

人(1992)EMBO  J.3053‑3058)，所述文献通过引用方式并入本文。

[0228] 载体可以有能力将本发明的多核苷酸转移至细胞，例如如本文定义的宿主细胞。

载体应当理想地能够在宿主细胞中持久地高水平表达，从而α链和/或β链适当地在宿主细

胞中表达。

[0229] 载体可以是逆转录病毒载体。载体可以基于或可衍生自MP71载体骨架。

[0230] 载体可以缺少全长或截短形式的美洲旱獭肝炎反应元件(WPRE)。

[0231] 为了高效感染人细胞，可以用兼嗜性包膜蛋白或长臂猿猿白血病病毒包膜蛋白包

装病毒粒子。

[0232] 细胞
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[0233] 本发明还提供包含本发明多核苷酸或载体的细胞，例如宿主细胞。

[0234] 宿主细胞可以是可以用来表达并产生TCR的任何细胞。

[0235] 适当地，细胞是T细胞，如常规T细胞。

[0236] 适当地，细胞是Treg细胞。

[0237] 在一个方面，细胞，如T细胞或Treg，可以分离自从受试者获得的血液。适当地，细

胞，如T细胞或Treg，分离自从受试者获得的外周血单个核细胞(PBMCs)。

[0238] 适当地，细胞是表达FOXP3的天然T  reg。

[0239] 在一个方面，细胞是干细胞。

[0240] 在另一个方面，细胞是祖细胞。

[0241] 如本文所用，术语“干细胞”意指能够无限产生相同类型的更多干细胞并且可以从

其中通过分化生成其他专化细胞的未分化细胞。干细胞是多能的。干细胞可以例如是胚胎

干细胞或成年干细胞。

[0242] 如本文所用，术语“祖细胞”意指能够分化以形成一个或多个类型细胞，但在体外

具有有限自我更新的细胞。

[0243] 适当地，细胞能够分化成T细胞，如Treg。

[0244] 适当地，细胞有能力分化成成表达FOXP3的T细胞如Treg。

[0245] 适当地，细胞是人细胞。适当地，细胞是人Treg。

[0246] 适当地，细胞可以是胚胎干细胞(ESC)。适当地，细胞是造血干细胞或造血祖细胞。

适当地，细胞是诱导型多潜能干细胞(iPSC)。适当地，细胞可以是从获得的脐带血。适当地，

细胞可以是从成体外周血获得。

[0247] 在一些方面，可以从脐带血获得造血干细胞和祖细胞(HSPC)。脐带血可以根据本

领域已知的技术收获(例如，美国专利号7,147,626和7,131,958，所述文献通过引用方式并

入本文)。

[0248] 在一个方面，HSPC可以从多潜能干细胞源(例如，诱导型多潜能干细胞(iPSCs)和

胚胎干细胞(ESCs))获得。

[0249] 如本文所用，术语“造血干细胞和祖细胞”或“HSPC”指表达抗原性标志物CD34

(CD34+)的细胞和这类细胞的群体。在具体的实施方案中，术语“HSPC”指依据存在抗原性标

志物CD34(CD34+)和不存在谱系(lin)标志物鉴定的细胞。包含CD34+和/或Lin(‑)细胞的细

胞群体包括造血干细胞和造血祖细胞。

[0250] HSPC可以从成体骨髓获得或分离，所述成体骨髓包括股骨、髋骨、肋骨、胸骨和其

他骨。可以使用针头和注射器，从髋骨直接获得或分离含有HSPC的骨髓穿刺物。其他HSPC来

源包括脐带血、胎盘血、动员的外周血，Wharton胶、胎盘、胎儿血、胎儿肝或胎儿脾。在具体

的实施方案中，收获足够的量HSPC用于治疗应用可能需要在受试者中动员干细胞和祖细

胞。

[0251] 如本文所用，术语“诱导型多潜能干细胞”或“iPSC”指已经被再编程到多能状态的

非多能细胞。一旦已经将受试者的细胞再编程到多潜能状态，则可以将细胞编程到达所需

的细胞类型，如造血干细胞或祖细胞(分别是HSC和HPC)。

[0252] 如本文所用，术语“再编程”涉及一种增加细胞潜力到较低分化状态的方法。

[0253] 如本文所用，术语“编程”涉及一种降低细胞潜力或使细胞分化到较高分化状态的
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方法。

[0254] 适当地，细胞匹配于受试者或相对受试者为自体。细胞可以从自患者的自身外周

血(第1部分)、或在来自供体外周血的造血干细胞移植物时的情况下(第2部分)、或在来自

无关供体的外周血时的情况下(第3部分)离体生成。

[0255] 适当地，细胞相对受试者为自体。适当地，受试者是人。

[0256] 在一些方面，细胞可以从诱导性祖细胞或胚性祖细胞离体分化成免疫细胞衍生。

在这些情况下，通过采用许多手段之一(包括用病毒载体转导、用DNA或RNA转染)，引入编码

本发明TCR的DNA或RNA，产生细胞。

[0257] 适当地，通过采用许多手段之一(包括用病毒载体转导、或者用DNA或RNA转染)，除

本发明的TCR以外引入编码FOXP3的DNA或RNA，产生细胞。

[0258] 如本文所用，术语“常规T细胞”或Tconv意指表达αβT细胞受体(TCR)以及可以是分

化抗原簇4(CD4)或分化抗原簇8(CD8)的辅助受体的T淋巴细胞细胞。常规T细胞存在于外周

血、淋巴结和组织中。FOXP3由胸腺衍生的Tregs表达并且可以由新近活化的常规T细胞表

达。

[0259] 如本文所用，术语“调节性T细胞”或Treg意指表达标志物CD4、CD25和FOXP3的T细

胞(CD4+CD25+FOXP3+)。也可以使用细胞表面标志物CD4和CD25，在表面蛋白CD127不存在下

或组合其低水平的表达(CD4+CD25+CD127‑)，鉴定Treg。Treg还可以在细胞表面上表达高水

平的CTLA‑4(细胞毒T‑淋巴细胞相关分子‑4)或GITR(糖皮质激素诱导的TNF受体)。不通于

常规T细胞，调节性T细胞不产生IL‑2并且因此在基线时无活力。Treg细胞包括胸腺衍生的

天然Treg(nTreg)细胞和外周生成的诱导型Treg(iTreg)细胞。

[0260] 在一个方面，Treg为CD4+CD25+FOXP3+。T细胞

[0261] 在一个方面，Treg为CD4+CD25+CD127‑T细胞。

[0262] 在一个方面，Treg为CD4+CD25+FOXP3+CD127‑T细胞。

[0263] 如本文所用，术语“天然T  reg”意指胸腺衍生的Treg。天然T  regs是CD4+CD25+

FOXP3+Helios+Neuropilin1+。与iTreg相比，nTregs具有更高的PD‑1(程序性细胞死亡‑1，

pdcd1)、神经纤毛蛋白1(Nrp1)、Helios(Ikzf2)和CD73表达。nTreg可以基于单独地表达

Helios蛋白或神经纤毛蛋白1(Nrp1)与iTreg区分。

[0264] 如本文所用，术语“诱导的调节性T细胞”(iTreg)意指从胸腺外部成熟CD4+常规T

细胞发育而来的CD4+CD25+FOXP3+Helios‑Neuropilin1‑T细胞。例如，iTregs可以在IL‑2和

TGF‑β存在下从CD4+CD25‑FOXP3‑细胞体外诱导。

[0265] 组合物

[0266] 本发明还提供包含本发明的工程化Treg、载体或细胞的组合物。适当地，本发明提

供包含根据本发明的工程化Treg的组合物。适当地，本发明提供包含根据本发明载体的的

组合物。适当地，本发明提供包含根据本发明的细胞的组合物。

[0267] 在一些实施方案中，组合物是药物组合物。这种药物组合物可以包含可药用载体、

稀释剂、辅料或辅助剂。可以根据预期施用途径和标准药物实践选择药用载体，辅料或稀释

剂的选项。作为载体、辅料或稀释剂(或除其之外)，药物组合物可以包含任何合适的粘合

剂、润滑剂、助悬剂、包衣剂、增溶剂和其他载体剂。

[0268] 药物组合物一般应当是无菌的并且在制造和储存条件下稳定。肠胃外施用制剂包
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括但不限于如本文中讨论的混悬剂、溶液剂、油质或水质载体中的乳剂、糊剂和植入式持续

释放或可生物降解制剂。可以使用肠胃外可接受的无毒稀释剂或溶剂制备无菌注射制剂。

根据本发明使用的药物组合物可以包含在所用剂量和浓度对受试者无毒的可药用分散剂、

润湿剂、助悬剂、等渗剂、包衣、抗菌剂和抗真菌剂、载体、辅料、盐或稳定剂。优选地，这种组

合物还可以包含用于治疗疾病的可药用载体或辅料，所述可药用载体或辅料与给定的施用

方法和/或部位(例如肠胃外(例如皮下、皮内或静脉内注射)或鞘内施用)相容。

[0269] 在药物组合物包含本发明细胞的情况下，可以使用现行药品生产管理规范(cGMP)

产生组合物。

[0270] 适当地，包含细胞的药物组合物可以包含有机溶剂，如但不限于，乙酸甲酯、二甲

基亚砜(DMSO)、N,N‑二甲基甲酰胺(DMF)、二甲氧基乙烷(DME)和二甲基乙酰胺，包括其混合

物或组合。

[0271] 适当地，包含细胞的药物组合物无内毒素。

[0272] 治疗方法

[0273] 本发明提供一种治疗和/或预防疾病的方法，所述方法包括步骤：向受试者施用本

发明的工程化Treg。

[0274] 本发明提供一种治疗和/或预防疾病的方法，所述方法包括步骤：向受试者施用本

发明的药物组合物。

[0275] 本发明还提供本发明的工程化Treg用于治疗和/或预防疾病。

[0276] 本发明还提供本发明的药物组合物用于治疗和/或预防疾病。

[0277] 本发明还涉及本发明的工程化Treg、载体或细胞在制造治疗和/或预防疾病的药

物中的用途。

[0278] 优选地，本发明的治疗方法涉及向受试者施用本发明的药物组合物。

[0279] 术语“治疗/处置/处理”涉及向患有现存疾病或病状的受试者施用如本文所述的

工程化的Treg、细胞，载体或药物组合物，旨在减轻、减少或改善至少一个与疾病相关的症

状和/或减缓、减少或阻断疾病进展。

[0280] 如本文所用的提及“预防”/“防止”(或预防)，指延迟或防止疾病症状的初起。预防

可以是绝对的(从而，无疾病发生)或可以仅在一些个体中有效或有限时间量有效。

[0281] 在本发明的一个优选实施方案中，本文所述的任何方法的受试者是哺乳动物、优

选地猫、犬、马、驴、羊、猪、山羊、牛、小鼠、大鼠、兔或豚鼠。优选地，受试者是人。

[0282] 可以使用使得有效成分生物可利用的多种途径中任一者，实现施用本发明的药物

组合物。例如，可以将Treg、细胞、载体或药物组合物静脉内、鞘内、通过口服和肠胃外途径、

鼻内、腹腔内、皮下、透皮或肌内施用。

[0283] 在一个方面，静脉内施用本发明的工程化Treg或本发明的药物组合物。

[0284] 在另一个方面，鞘内施用本发明的工程化Treg或本发明的药物组合物。一般，医师

将确定最合适于个体受试者的实际剂量，并且该计量将随具体患者的年龄、重量和反应变

动。剂量是这样的，它从而足以减少和/或防止疾病症状。

[0285] 本领域技术人员将领会，例如，递送途径(例如，口服与静脉内与皮下等)可能影响

给药量和/或要求的给药量可能影响递送途径。例如，在特定部位或位置内部特别高浓度的

药剂有意义的情况下，聚焦递送可能是需要的和/或有用的。优化给定治疗方案的途径和/
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或给药方案时待考虑的其他因素可以包括，例如，正在接受治疗的疾病(例如，类型或分期

等)、受试者的临床状况(例如，年龄、总体健康等)、存在或不存在联合疗法和医疗执业者已

知的其他因素。

[0286] 剂量是这样的，它从而足以稳定或改善疾病的症状。

[0287] 本发明还提供一种治疗和/或预防疾病的方法，所述方法包括步骤：向受试者施用

本发明的药物组合物，所述药物组合物包含细胞，例如本发明的T细胞。

[0288] 适当地，本发明还提供一种治疗和/或预防疾病的方法，所述方法包括步骤：向受

试者施用本发明的工程化Treg。

[0289] 该方法可以包括以下步骤：

[0290] (i)从受试者分离含有细胞的样品；

[0291] (ii)向细胞引入编码TCR的核酸序列和任选地，编码FOXP3蛋白的核酸；并且

[0292] (iii)向受试者施用来自(ii)的细胞。

[0293] 适当地，来自(ii)的细胞可以在施用至受试者之前体外扩增。

[0294] 疾病

[0295] 通过本发明的方法和用途待治疗和/或预防的疾病可以是诱导T细胞介导免疫应

答的任何疾病。

[0296] 疾病可以例如是癌症、传染性疾病或自身免疫疾病。

[0297] 适当地，通过本发明的方法和用途待治疗和/或预防的疾病可以是自身免疫疾病。

[0298] 不希望受理论约束，通过本发明的方法和用途待治疗和/或预防的疾病可以是其

中MBP是抗原例如其中MBP是自身抗原的任何疾病。

[0299] 适当地，疾病可以是自身免疫性疾病和炎性中枢神经系统疾病(例如慢性神经变

性病)。

[0300] 适当地，疾病可以是慢性神经变性病如多发性硬化(MS)、阿尔茨海默病、帕金森

病、嗜神经病毒性感染、卒中、副肿瘤性(paraneoplastic)病症和外伤性脑损伤。

[0301] 在一个方面，疾病是多发性硬化。

[0302] 适当地，疾病是慢性进展型多发性硬化。

[0303] 适当地，疾病是复发/缓解型多发性硬化。

[0304] 在一个方面，疾病可以具有全身性自身免疫性和炎性疾病(如 病、类肉状

瘤病(sarcoidosis)、系统性红斑狼疮、幼年特发性关节炎、硬皮病和 综合征)的

中枢神经系统(CNS)累及。

[0305] 适当地，疾病存在于HLA‑DRB1*0401阳性受试者中。

[0306] 适当地，疾病是多发性硬化并且受试者为HLA‑DRB1*0401阳性。

[0307] 适当地，疾病是慢性进展型多发性硬化并且受试者为HLA‑DRB1*0401阳性。

[0308] 适当地，疾病是复发/缓解型多发性硬化并且受试者为HLA‑DRB1*0401阳性。

[0309] 多发性硬化

[0310] 多发性硬化(MS)是欧洲和美国青年当中最常见的神经系统疾病。MS特征在于脱髓

鞘病并且是中枢神经系统慢性退行性疾病，其中髓鞘质逐步破坏呈片状遍及脑和/或脊髓

发生，干扰神经连接性并造成肌肉虚弱、协调障碍和言语与视觉障碍。
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[0311] 已经鉴定几种MS进展类型或样式，包括临床孤立综合征(CIS)、复发缓解型MS

(RRMS)、原发进展型MS(PPMS)和继发进展型MS(SPMS)。对于一些患者，失能增加或进展为非

常逐步，并且对于其他患者，它可能更快地发生。然而，通常，从侵袭中恢复变得越来越不完

整，并且症状倾向于增加且失能增长。

[0312] 尽管已经批准了几种降低临床复发频率的病情改善疗法(DMT)，但按照现行治疗

方案，大部分患者继续在临床上加重。自体造血干细胞移植可能对患者具有持久有益效果，

但该程序需要与巨大毒性相关的激进清髓预处理。DMT或干细胞移植均不能介导MS的免疫

病理的抗原特异性抑制。不希望受理论约束，在未来，施用一个剂量的本发明的工程化Treg

可能提供对MS免疫病理学的持久抑制，无全身性副作用。这将显著影响MS罹患者中疾病的

进展。

[0313] 适当地，本发明的Treg、载体或药物组合物可以减少或减轻一个或多个MS症状，所

述症状包括视力减弱或减退、步态蹒跚和不均匀、言语不清、尿频和失禁、情绪变化和抑郁、

肌痉挛和麻痹。

[0314] 方法

[0315] 本发明也提供一种产生工程化Treg的方法，所述方法包括向体外或离体细胞引入

编码如本文定义的TCR的多核苷酸。适当地，该方法还包括在允许本发明TCR分子表达的条

件下孵育细胞。任选地，该方法还可以包括步骤：纯化工程化的Treg细胞。

[0316] 适当地，细胞是T细胞。

[0317] 适当地，细胞是Treg细胞。

[0318] 适当地，细胞是表达FOXP3的天然Treg。

[0319] 在一个方面，细胞是干细胞。适当地，在本发明的方法中，已经将编码如本文定义

TCR的核酸引入干细胞并且干细胞随后分化成表达FOXP3的T细胞如Treg。

[0320] 适当地，干细胞具有分化成表达FOXP3的T细胞如Treg的能力。适当地，细胞可以是

胚胎干细胞(ESC)。适当地，细胞可以是从获得的脐带血。适当地，细胞可以是从成体外周血

获得。适当地，细胞是造血干细胞和祖细胞(HSPC)。适当地，细胞是诱导型多潜能干细胞

(iPSC)。

[0321] 在另一个方面，细胞是祖细胞。适当地，祖细胞具有分化成表达FOXP3的T细胞如

Treg的能力。

[0322] 在另一个方面，本发明提供一种产生工程化Treg的方法，所述方法包括向体外或

离体细胞引入编码如本文定义的TCR的多核苷酸和编码FOXP3蛋白的多核苷酸。适当地，编

码如本文定义的TCR的多核苷酸和编码FOXP3蛋白的多核苷酸作为各自独立的多核苷酸提

供。适当地，将独立的多肽分别、依次或同时引入细胞中。在分别或依次引入多肽的情况下，

适当地，首先引入编码TCR的多核苷酸。在分别或依次引入多肽的情况下，适当地，首先引入

编码FOXP3的多核苷酸。适当地，在相同的多核苷酸上提供编码如本文定义的TCR的多核苷

酸和编码FOXP3蛋白的多核苷酸。

[0323] 适当地，该方法还包括在引起FOXP3和本发明TCR分子表达的条件下孵育细胞。任

选地，该方法还可以包括步骤：纯化工程化的Treg细胞。

[0324] 在一个方面，本发明提供一种产生工程化Treg的方法，所述方法包括向体外或离

体细胞引入编码如本文定义的TCR的多核苷酸和编码FOXP3蛋白的多核苷酸并且使细胞分
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化成表达FOXP3的T细胞，如Treg。适当地，该方法还包括在引起FOXP3和本发明TCR分子表达

的条件下孵育细胞。任选地，该方法还可以包括步骤：纯化工程化的Treg细胞。

[0325] 适当地，在一个方面，向细胞引入FOXP3之前，使细胞分化成T细胞。

[0326] 可以通过本领域已知的任何方法实现对工程化Treg的纯化。适当地，可以使用细

胞群体正向和/或负向选择，使用荧光激活细胞分选(FACS)或免疫磁性分离(即，使用与磁

性纳米粒子或珠连接的抗体)，纯化工程化的Treg。

[0327] 适当地，可以使用如本文定义的TCR的表达，纯化工程化的T细胞。

[0328] 本公开不受本文公开的示例性方法和材料限制，并且与本文所述的那些方法和材

料相似或等同的任何方法和材料可以用于实施或检验本公开的实施方案。数值范围包括界

定该范围的数值。除非另外说明，否则任何核酸序列从左至右以5'至3'方向书写；氨基酸序

列从左至由以氨基至羧基方向书写，各自地。

[0329] 在提供一个值范围的情况下，应当理解除非上下文明确说明，否则还具体地披露

了这个范围的上限与下限之间的每个中间值至该下限的十分之一单位。本公开范围内涵盖

在所述范围内任一所述值或居间值与这个所述范围内任一其他所述值或居间值之间的每

个较小范围。这些较小范围的上限值和下限值可以独立地纳入该范围内或排除在外，并且

本公开范围内还涵盖其中两个限值中任一者纳入、二者均不纳入或二者均纳入较小范围情

况下的每个范围，受所述范围中任何具体排除的限值约束。在所述的范围包含所述限值中

一者或两者情况下，排除这些已纳入限值中任一者或两者的范围也纳入公开。

[0330] 必须指出，除非上下文另外明确指出，否则如本文中和所附权利要求中所用，单数

形式“一个(a)”、“一种(an)”和“该(the)”包括复数称谓。

[0331] 如本文所用的术语“包含”、“包括”和“包含了”同义于“含”、“内含”或“含有”、“包

含有”，并且是包含性的或开放式的并且不排除附加、未列举的成员、要素或方法步骤。术语

“包含”、“包括”和“包含了”还包括术语“由……组成”。

[0332] 应当指出，如本文所述的本发明实施方案可以组合。

[0333] 本文讨论的出版物仅因它们的公开先于本申请的提交日而提供。本文中这些出版

物均不得解释为承认这类出版物相对于所附权利要求构成现有技术。

[0334] 现在将通过实施例进一步描述本发明，所述实施例意在起到辅助本领域普通技术

人员实施本发明的作用并且不意图以任何方式限制本发明的范围。

实施例

[0335] 实施例1–产生编码TCR和TCR+FOXP3的逆转录病毒载体

[0336] MS2‑3C8  TCR

[0337] MS2‑3C8  TCR识别HLA‑DRB1*0401呈递的MBP  111‑129(SEQ  ID  NO:3)，如通过引用

方式并入本文的Muraro等人,JCI  1997；100,2,339‑349所述。通过将密码子优化的MS2‑TCR 

vα、鼠化恒定α结构域、密码子优化的MS2‑TCR  vβ和鼠化恒定β结构域克隆入逆转录病毒表

达盒pMP71，构建了编码MS2‑3C8  TCR的密码子优化的MS‑2TCR表达盒(图1和图2)。如通过引

用方式并入本文的Blood .2007Mar  15；109(6):2331–2338.and  Cancer  Res.2007Apr  15；

67(8):3898–3903中所述，在恒定‑α结构域和恒定‑β结构域之间添加了一个额外的二硫键。

恒定‑α结构域和MS2‑TCR  vβ结构域由P2A序列分隔。
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[0338] MS2‑3C8  FOXP3

[0339] 通过修改上文描述的MS‑2TCR，构建了编码FOXP3和MS‑2TCR的表达盒(图1和图3)。

利用MS‑2TCR上游RsrII和EcoR1位点，将移除了终止密码子的FOXP3基因和T2A序列插入

pMP71载体。

[0340] 实施例2–用TCR和TCR+FOXP3转导T细胞

[0341] 将Phoenix‑Ampho细胞以2x106接种于8mL  Iscove改良Dulbecco培养基(IMDM)按

标准组织培养条件持续24小时。在第1天，使用与2.5μg相关质粒DNA和1.5μg编码亲嗜性逆

转录病毒辅助受体的pCL‑Amp混合的 转染试剂和最佳培养基，在室温转染细

胞20分钟。将转染混合物添加至Phoenix  Amphotropic(Phoenix‑AMPHO)贴壁细胞并且孵育

进一步的24小时。在第2天，培养基更换成5mL (Miltenyi)组织培养培养基，

并将细胞孵育另外24小时。

[0342] 使用CD4+正向选择试剂盒，分离CD4+T细胞。随后将细胞用流式细胞CD4、CD25和

CD127抗体染色，之后使用BD 细胞计进行细胞分选。

[0343] 在聚丙烯管中收集CD4+CD25hiCD127‑Treg和CD4+CD25‑CD127+Tconv。通过添加

FOXP3  PE抗体，测定细胞分选纯度。CD4+CD25+CD127‑FOXP3+细胞的纯度常规地>70％。

[0344] 在第0天，通过与抗CD3珠和抗‑CD28珠1:1培养，将FACS分选的细胞活化48小时。在

第2天，计数细胞并且在用于Tconv的Roswell  Park  Memorial  Institute完全培养基

(RPMI‑1640)(Gibco)或用于Treg的 培养基中以1x106/mL重悬。通过纤维连

接蛋白(retronectin)包被，预先准备非组织培养处理的24孔平板，随后接着用磷酸盐缓冲

盐水(PBS)中的2％牛血清白蛋白封闭并且用PBS洗涤2次。按1:1混合细胞悬液。用于Tconv

的IL‑2终浓度300u/ml，用于Treg的是1000u/ml。将细胞在37度孵育过夜，之后移除上清液

并补充新鲜的完全培养基和IL‑2。隔日更换培养基。

[0345] 在补充10％热灭活胎牛血清(FBS)；100单位/mL青霉素；100μg/mL链霉素；2mM  L‑

谷氨酰胺的RPMI‑1640中培育Tconv细胞。在补充100单位/mL青霉素；100μg/mL链霉素的

培养基中培养调节性T细胞。

[0346] 图5中的FACS点图显示在第7天进行以通过测量鼠TCR恒定区和FOXP3的表达来评

估转导水平的代表性流式细胞分析。

[0347] 实施例3–体外扩增期间的FOXP3表达

[0348] 如上文实施例2中所述那样分离T细胞。在第0天，通过流式细胞术测量FOXP3和

Treg细胞表面标志物CTLA‑4(也称作CD152)与CD25的表达。

[0349] 如上文实施例2中所述那样转导并培养T细胞。在第7天，通过流式细胞术分析细胞

并且将点图对转导的细胞群体设门。测量FOXP3、CTLA‑4和CD25的相对表达。图6显示了描述

体外扩增第7天时FOXP3、CTLA‑4和CD25表达的条图。体外扩增期间，FOXP3表达维持。

[0350] 抗原特异性活化MS‑2TCR转导的T细胞

[0351] 实施例4–对效应T细胞和Tregs的肽再刺激

[0352] 用人HLA‑DR4和CD80或CD86转导中国仓鼠卵巢(CHO)细胞。将表达CD80或CD86的细

胞按相等份额混合在一起用于后续实验。

[0353] 将CHO细胞按10x106/mL重悬于含饱和量(10μM/ml)MBP  111‑129(SEQ  ID  NO:3)
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(LSRFSWGAEGQRPGFGYGG)的培养基中。将悬液以标准组织培养条件孵育2小时，之后照射、洗

涤和重悬。

[0354] 用MS2或MS2‑FOXP3构建体转导T细胞经洗涤、计数并按0.5x106个细胞/ml重悬于

完全RPMI中。将细胞按1:1与CHO细胞铺板，在有肽和无肽情况下孵育4小时。将细胞固定并

通透化，之后用针对IL‑2和IFN γ 的抗体染色。

[0355] 图7展示了显示对效应T细胞进行肽再刺激的FACS点图。T细胞的转导效率用‘Td

＝’指示。

[0356] 如上文所述，将Treg细胞与CHO细胞培养。图8展示了显示对Treg细胞进行肽再刺

激的FACS点图。T细胞的转导效率用‘Td＝’指示。

[0357] 实施例5–TCR转导和TCR‑FOXP3转导的针对同源肽的T细胞应答

[0358] 将TCR转导的T  conv、TCR转导的Tregs、TCR‑FOXP3转化的Tconv和TCR‑FOXP3转化

的Tconv(上文所描述方法)，与或不与肽冲击的照射的APC一起培养4天。从培养物收集上清

液并且通过ELISA测定IL‑2和IFN γ (n＝2‑4)。图9显示TCR转导的Treg和TCR‑FOXP3转化的

Tconv对同源肽的反应。

[0359] 实施例6–TCR转导和TCR‑FOXP3转导

[0360] 如上述制备CHO细胞。用TCR或用TCR+FOXP3转导T  conv细胞。通过磁珠分选法分离

转导的T细胞。将转导的细胞用缀合于APC的抗鼠恒定β抗体染色。彻底地洗涤细胞并用抗

APC第二抗体染色。洗涤细胞并使其穿过磁柱，并且捕获并洗脱转导的细胞。常规地，>95％

纯化的细胞为APC+。

[0361] 无CHO细胞下培养的未刺激的细胞充当阴性对照。PMA(佛波醇12‑肉豆蔻酸酯13‑

乙酸酯)刺激的细胞充当阳性对照。白色标度显示来自表达MS2TCR的细胞的细胞因子产生，

而黑色标度显示来自表达MS2  TCR和FOXP3的T细胞的细胞因子产生(n＝3)。图10显示相比

经单独TCR转导的常规细胞，经TCR和TCR+FOXP3转导的常规T细胞产生更少的IL‑2。

[0362] MS‑2  TCR转导的Tregs的抗原特异性抑制

[0363] 实施例7–TCR转导的T细胞的增殖

[0364] 将CD80+CD86+DR4+CHO细胞载以肽并且如上文所述照射，之后以0.1x106个细胞/

ml重悬。将转导的反应者T细胞用加温的PBS中的CFSE细胞追踪染料在37度染色3分钟，之后

添加等体积的温暖FBS并且孵育另外3分钟。

[0365] 将细胞在5x体积完全培养基中洗涤，之后计数并以1x106个转导细胞/ml重悬。通

过流式细胞术测Tconv和Treg的转导效率。将调节性T细胞从培养物移除、洗涤并以1x106个

转导的细胞/ml重悬于完全RPMI中。将细胞按1个Treg细胞:0 .1个CHO细胞及不同比率的

Tconv铺板。通过分析羧基荧光素琥珀酰亚胺酯(CFSE)染色的T  conv，测定增殖。

[0366] 图11中的数据显示TCR转导的Treg以抗原特异性方式抑制增殖。从培养基收集上

清液并通过ELISA对其分析IL‑2。图12中呈现的数据显示TCR转导的Treg以抗原特异性方式

抑制IL‑2产生。

[0367] 实施例8–实验性自身免疫性脑脊髓炎的过继转移模型中的工程化treg

[0368] 通过过继转移，将已经用MS2‑3C8  TCR转导的人常规T细胞施用至HLADRB1*0401转

基因的免疫缺陷性NOD  scid γ 小鼠(NSG)。

[0369] 过继转移人T细胞可以在小鼠中诱导实验性自身免疫性脑脊髓炎(EAE)类型的疾
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病。随后用已经过MS2‑3C8  TCR转导的人Treg细胞或对照Treg处理小鼠。

[0370] 除脊髓和脊神经根之外，HLA‑DRB1+0401‑限制型MBP  111‑129(SEQ  ID  NO:3)‑特

异性人源化TCR转基因小鼠还具有定位于脑干和脑神经根中的MS2‑3C8转基因T细胞浸润和

炎性病灶(Quandt等人,J.Exp.Med.V.200(2)；2004，所述文献通过引用方式并入本文)。

[0371] 例如依据CFSE、IL‑2和/或IFN γ 水平在小鼠模型中测量TCR诱导的Tregs对致病性

T细胞增殖的抑制。

[0372] 实施例9–实验性自身免疫性脑脊髓炎经典模型中的工程化Treg

[0373] 用的Mog(髓鞘少突胶质细胞蛋白质)免疫小鼠以诱导EAE，一个广泛接受的MS动物

模型。

[0374] 随后用已经过MS2‑3C8  TCR转导的人Treg细胞或对照Treg处理小鼠。例如依据

CFSE、IL‑2和/或IFN γ 水平在小鼠模型中测量TCR诱导的Tregs对致病性T细胞增殖的抑制。

[0375] 实施例10‑TCR转导调节性T细胞可以植入照射的宿主

[0376] 通过珠分选法从HLA‑DRB*0401转基因小鼠的淋巴结和脾细胞分离CD4+CD25+Treg。

用TCR转导Treg。转导后1天，将TCR或TCR+FOXP3转导的细胞注入用4Gy辐照预备的HLA‑DRB*

0401转基因宿主(第0天)。7周后，用流式细胞术通过TCR染色确定转导的Treg的植入(+7

周)。

[0377] 图23中的结果显示施用后7周，Tregs和抗原特异性抑制作用持续存在。

[0378] 以上说明书中提到的全部出版物均通过引用的方式并入本文。本发明所述方法和

系统的多种修改和变化对于本领域技术人员将显而易见，而不脱离本发明的范围和精神。

虽然已经联系具体的优选实施方案描述本发明，应当理解如要求的本发明不应不当地受限

于此类具体的实施方案。实际上，用于实施本发明的所述模式的多种修改，对于分子生物

学、细胞免疫学或相关领域的技术人员显而易见，意在属于所附权利要求的范围内。
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