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(57)摘要

开发含有CD123特异性scFv的嵌合抗原受体

(CAR)家族以靶向CD123上的不同抗原。在一些实

施方案中，这类CD123嵌合抗原受体(CD123CAR)

基因包含以符合阅读框的方式融合于以下的抗

CD123  scFv区：经修饰的IgG4铰链区，该经修饰

的IgG4铰链区包含S228P取代、L235E取代和任选

地N297Q取代；共刺激信号传导域；和T细胞受体

(TCR)zeta链信号传导域。当在健康供体T细胞

(CD4/CD8)中表达时，CD123CAR重导向T细胞特异

性和介导针对CD123+细胞系以及原代AML患者样

品的有力的效应器活性。另外，从患有活动性AML

的患者获得的T细胞可修饰为表达CD123CAR基因

且能体外裂解自体同源AML胚细胞。最后，单剂量

的5.0x  106个CAR123  T细胞在小鼠中导致白血

病进展显著延迟。这些结果表明CD123CAR转导的

T细胞可用作治疗高风险AML的免疫疗法。
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1.CD123嵌合抗原受体(CD123CAR)基因，其包含以符合阅读框方式融合于以下的抗

CD123  scFv区：

经修饰的IgG4铰链区，其包含编码S228P氨基酸取代和L235E氨基酸取代的核苷酸序

列；和

T细胞受体(TCR)zeta链信号传导域。

2.权利要求1的CD123CAR基因，其中所述经修饰的IgG4铰链区还包含编码N297Q取代的

核苷酸序列。

3.权利要求1的CD123CAR基因，其中所述抗CD123  scFv区编码重组免疫毒素26292或

32716的VH和VL域。

4.权利要求1的CD123CAR基因，其中所述抗CD123  scFv区是人源化的。

5.权利要求1的CD123CAR基因，其还包含选自以下的至少一种共刺激信号传导域：CD27

共刺激信号传导域、CD28共刺激信号传导域、4-1BB共刺激信号传导域、OX40共刺激信号传

导域、或其任意组合。

6.权利要求1的CD123CAR基因，其包含选自SEQ  ID  NO:1，SEQ  ID  NO:2，SEQ  ID  NO:3或

SEQ  ID  NO:4的核苷酸序列。

7.权利要求1的CD123CAR基因，其中所述基因编码包含SEQ  ID  NO:9，SEQ  ID  NO:10，

SEQ  ID  NO:11或SEQ  ID  NO:12的氨基酸序列。

8.权利要求1的CD123CAR基因，其中所述基因是插入病毒载体内的表达盒的部分。

9.权利要求7的CD123CAR基因，其中所述表达盒还包含选自下组的附属基因：截短的表

皮生长因子受体(EGFRt)、截短的CD19(CD19t)基因或诱导的胱天蛋白酶9基因。

10.由包含以下表达盒的病毒载体转导的人T细胞的群体，该表达盒包含CD123CAR基

因，所述基因包含以符合阅读框方式融合于以下的抗CD123scFv区：

经修饰的IgG4铰链区，其包含编码S228P氨基酸取代和L235E氨基酸取代的核苷酸序

列；

至少一种共刺激信号传导域；和

T细胞受体(TCR)zeta链信号传导域；

其中所述人T细胞的群体表达所述CD123CAR基因。
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CD123特异性嵌合抗原受体重导向性T细胞及其使用方法

[0001] 本申请是申请日为2014年3月14日，申请号为201480024929 .6，发明名称  为

“CD123特异性嵌合抗原受体重导向性T细胞及其使用方法”的中国发明  专利申请的分案申

请。

[0002] 优先权要求

[0003] 本申请要求对2013年3月15日提交的美国专利申请号13/844,048的优先  权，其包

括附图在内通过提述完整并入本文。

[0004] 政府利益

[0005] 本发明在NIH准予P50  CA107399、P01  CA030206和M01  RR0004下的政  府支持下进

行。政府对本发明享有某些权益。

背景技术

[0006] 急性髓性白血病(AML)的特征在于未成熟髓细胞在骨髓中的快速增殖，  导致功能

障碍性造血作用[1]。急性髓性白血病(AML)的一线治疗几乎50年都  保持基本未变，且AML

仍是具有不良预后的疾病。尽管标准诱导能诱导完全 免除，但许多患者最终复发并死于该

疾病[2]。因此，开发AML的新治疗是  至关重要的。

[0007] 同种异源造血细胞移植能在选定的患者中实现该疾病的治愈且突显了  AML对供

体来源的免疫疗法的易感性。另外，已鉴定白介素3受体alpha链  (CD123)是潜在的免疫治

疗靶物，因为它在AML上相比于正常造血干细胞过  表达。

[0008] 在AML细胞的免疫表型分析中的最近进展揭示了几种可充当未来治疗  的靶物的

AML有关的细胞表面抗原[3]。实际上，已描述了使用靶向CD44、  CD47、T细胞免疫球蛋白粘

蛋白-3(TIM-3)和白介素3受体alpha链(IL-3Rα；  CD123)的抗体来治疗AML的临床前研究且

在鼠模型中显示出有希望的抗白  血病活性[3,4]。CD123在多种恶性肿瘤上表达，包括急性

和慢性髓性白血病、  毛细胞白血病、B细胞系急性淋巴母细胞白血病、和胚细胞性浆细胞样

树突  细胞赘生物。另外，CD123通常不在正常造血干细胞上表达，如此使得CD123  称为理想

的免疫治疗靶物。而且，已完成了CD123特异性治疗的两个1期试  验，其中两种药物均展现

较好的安全性概况(临床试验政府ID:NCT00401739  和NCT00397579)。不幸的是，这些CD123

靶向性药物具有有限的功效，表明  可能需要其他的且更有力的靶向CD123的治疗来观察抗

白血病活性。

[0009] 用于治疗AML的一种可能更有力的备选疗法是使用表达嵌合抗原受体  (CAR)的T

细胞，该嵌合抗原受体以不依赖于MHC的方式将T细胞特异性重导 向(redirect)到细胞表

面肿瘤有关的抗原(TAA)[5]。在大多数情况中，CAR包  含来自单克隆抗体的单链可变片段

(scFv)，其融合于CD3ζ的信号传导域，且  可以含有共刺激内在域(endodomain)[5]。几个研

究组已开发了靶向多种抗原 的CAR用于治疗B细胞恶性[6-10]且许多已进展到在1期临床

试验中评估表达  CAR的T细胞[11-15]。相比之下，用于治疗AML的CAR工程化的T细胞仍然 

较少[16,17]。

[0010] 尽管AML的目前治疗方案能在选定的患者中实现完全的应答，但许多最  终会复
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发，凸显了对可以引起更持久应答的新治疗的需要。目前正开发多种 以AML为目标的免疫

疗法，包括抗原特异性细胞毒性T淋巴细胞、同种反应  性天然杀伤细胞和树突细胞疫苗。例

如，Oka和同事显示Wilms的肿瘤1肽疫  苗接种能在AML患者中产生临床和免疫应答[33]。然

而，这些靶向性疗法是  HLA依赖性的。为此，将期望设计一种靶向性治疗物如CAR，其能以不

依赖  于HLA的方式将T细胞特异性重导向到选择性靶物AML细胞。

发明内容

[0011] 开发含有CD123特异性scFv的嵌合抗原受体(CAR)的家族来靶向CD123  上的不同

表位。在一些实施方案中，这类CD123嵌合抗原受体(CD123CAR)  基因包含抗CD123  scFv区

符合阅读框地融合于经修饰的IgG4铰链区，所述经  修饰的IgG4铰链区包含IgG4间隔区的

改变，其将消除Fc受体结合。在一个实  施方案中，经修饰的IgG4铰链区包含S228P取代、

L235E取代、和任选地  N297Q取代。所述CD123CAR基因还包含至少一个共刺激信号传导域；

和T  细胞受体(TCR)zeta链信号传导域。在一些实施方案中，所述CD123CAR基  因包含选自

SEQ  ID  NO:1,SEQ  ID  NO:2,SEQ  ID  NO:3或SEQ  ID  NO:4的核苷  酸序列。在其他实施方案

中，CD123CAR基因编码包含SEQ  ID  NO:9；SEQ  ID NO:10,SEQ  ID  NO:11或SEQ  ID  NO:12的

氨基酸序列。

[0012] 根据下文描述的实施方案，CD123CAR基因可以是插入载体(例如病毒载  体)中的

表达盒的一部分。如此，人T细胞的群体可由该载体转导，导致该T  细胞表达CD123CAR基因。

当在健康供体T细胞(CD4/CD8)中表达时，  CD123CAR重导向T细胞特异性和介导针对CD123+

细胞系以及原代AML患  者样品的有力的效应器活性。CD123CAR  T细胞不显著改变体外粒细

胞/巨噬  细胞和红细胞集落形成，表明在AML细胞上与免疫细胞相反的不同效果。

[0013] 此外，从患有活性AML的患者获得的T细胞可修饰为表达CD123CAR基  因且能体外

裂解自体同源AML胚细胞。这些结果表明CD123CAR转导的T细  胞可用作治疗高风险AML的免

疫疗法。因此，根据一些实施方案，提供治疗  受试者中AML的方法，其中这类方法包括对所

述受试者施用用第一  CD123CAR基因转导的第一T细胞群体。该方法可进一步包括另外的步

骤即  对所述受试者施用用第一CD123CAR基因转导的第一T细胞群体与用第二  CD123CAR基

因转导的第二T细胞群体的组合。在一些实施方案中，第一  CD123CAR基因包含选自SEQ  ID 

NO:3或SEQ  ID  NO:4的核苷酸序列。第二  CD123CAR基因也可以包含选自SEQ  ID  NO:3或SEQ 

ID  NO:4的核苷酸序列，  然而，第二CD123CAR基因的核苷酸序列不能与对第一CD123CAR基

因选定 的核苷酸序列相同。这引起使用用两种或更多种不同CD123CAR转导的T细  胞群体

的AML组合治疗，其相比于使用单一CD123CAR转导的T细胞群体可 导致协同效果。

附图说明

[0014] 图1显示CD123特异性CAR可在健康供体人T细胞中表达。(A)含有经修  饰的IgG4铰

链、CD28的经修饰的跨膜和胞内信号传导域、和CD3ζ信号传导  域的CAR的示意图。还指示了

T2A核糖体跳跃(skip)序列和截短的EGFR  (EGFRt)转导标志物。(B)源自单个健康供体的用

模拟物和慢病毒转导的T细  胞的代表性表型。在免疫磁性选择和一轮扩增后，经CAR修饰的

T细胞用生  物素化抗Fc或生物素化抗EGFR，接着是缀合有PE的链霉亲合素和抗  TCRα/β、抗

CD4或抗CD8染色，，并通过流式细胞术分析。象限放置基于用 同种型对照的染色，且指示了
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落入每个象限的细胞百分比。(C)在免疫磁性  选择和一轮扩增后来自3个不同健康供体T细

胞系的指定细胞表面标志物的  表达。数据代表均值±SEM。

[0015] 图2显示表达CD123特异性CAR的T细胞裂解表达CD123的肿瘤细胞系。  (A)对瞬时

转染以表达CD123(顶部，黑色线)或CD19(底部，黑色线)的293T  细胞的流式计量学(Flow 

kilometric)分析。将用亲本模拟物转导的293T细胞用  抗CD123或抗CD19抗体染色(灰色填

充，顶部和底部)来测定背景表达水平。  (B)表达CD123-CAR的T细胞(26292和32716)对表达

CD123(293T-CD123)或  CD19(293T-CD19)的293T细胞的特异性细胞毒性，通过铬释放测定

法测量。  数据代表一式三份孔的均值+S.D.(C)对AML细胞系KG1a、用EBV转化的  LCL细胞系

和CML细胞系K562上的CD123的流式计量学分析。在每个柱状 图中指示了CD123染色为阳性

的细胞(黑色线)对同种型对照(灰色填充)的百  分比。(D)CD123-CAR  T细胞(26292和

32716)对CD19+CD123+LCL细胞系和  CD19-CD123+细胞系KG1a的特异性细胞毒性，通过铬释

放测定法测量。分  别使用表达LCL的OKT3(LCL-OKT3)和CD19-CD123-K562细胞系作为阳  性

和阴性对照细胞系。数据代表一式三份孔的均值+S.D。

[0016] 图3显示CD123特异性T细胞释放INF-γ和TNF-α且应答表达CD123的靶  细胞而增

殖。将来自3个健康供体的CD123  CAR  T细胞或对照配对的T细胞与  指定的细胞系以10:1的

E:T共培养24小时，并通过Luminex多重珠(multiplex  bead)技术量化IFN-γ和TNF-α的释

放。(B)将配对的用CFSE标记的CD19或  CD123特异性T细胞与指定的刺激细胞系以2:1的E:T

共培养96小时，并通过流  式细胞术分析用于CFSE稀释。将未刺激的T细胞(填充的柱状图)

用作基线T  细胞增殖对照。

[0017] 图4显示在与原代AML样品共培养后通过CD123特异性CAR对多种CD4  和CD8效应器

功能的活化。将配对的CAR工程化的T细胞与3份不同的原代  AML患者样品(AML  179、373和

605)共培养6小时并分析表面CD107a表达和  胞内IFN-γ或TNF-α产生。(A，条状图) .表达

CD107a的DAPI-CD3+CD8+  EGFRt+细胞的百分比。数据代表均值+S.D.(A，饼状图).经历脱粒

和产生  IFN-γ和/或TNF-α的CD3+CD8+EGFRt+细胞的分数在饼状图中绘出。(B)来 自同一

实验的DAPI-CD3+CD4+EGFRt+群体数据，如A和B中描述的。(C)将  配对的用CFSE标记的CD19

或CD123特异性T细胞与指定的刺激细胞以2:1的  E:T共培养72小时，并通过对于CFSE稀释

的流式细胞术在DAPICD3+  EGFRt+群体中分析。LCL和K562细胞系分别充当阳性和阴性27对

照。Pre B-ALL  802是对CD19和CD123为双阳性的原代患者样品。象限放置基于未刺  激的T

细胞。

[0018] 图5显示原代AML细胞由CD123特异性T细胞特异性靶向。(A)将配对的  CD19或

CD123特异性T细胞与用51Cr标记的CD34+原代AML样品以25:1的  E:T共培养4小时。LCL和

K562细胞系分别充当阳性和阴性对照。Pre  B-ALL 802是对CD19和CD123为双阳性的原代患

者样品。数据代表一式三份孔的均  值+S.D.(B)(A)中来自3份原代AML患者样品的AML胚细

胞的特定裂解。数  据代表均值±SEM。使用不配对Student’s  t检验将26292和32716与

CD19R比  较，*，p<0.05，**，p<0.0005。

[0019] 图6显示表达CD123  CAR的T细胞在体外对正常和白血病祖细胞的作  用。(A和B)通

过CD34免疫磁性选择选出CD34+脐带血(CB)细胞(n＝3)并与  CD19或CD123特异性配对的T

细胞或仅培养基(未处理)以25:1的E:T共培养4  小时。然后，将细胞铺板于半固态甲基纤维

素祖细胞培养14-18天并对粒细  胞-巨噬细胞集落形成单位(CFU-GM,A)和红系爆发集落形

说　明　书 3/26 页

5

CN 111926028 A

5



成单位(burst forming  unit  erythroid)(BFU-E ,B)集落的存在打分。将百分比相对于

CD19特  异性T细胞对照标准化。数据代表3份不同CB样品的均值±SEM。(C)免疫磁  性地选

择CD34+原代AML患者样品(AML  493、519或545)并与CD19或CD123  特异性配对的T细胞或仅

培养基(未处理)以25:1的E:T共培养4小时。然后，将  细胞铺板于半固态甲基纤维素祖细胞

培养14-18天并对白血病集落形成单位  (CFU-L)的存在打分。将百分比相对于CD19特异性T

细胞对照标准化。数据  代表3份不同原代AML患者样品的均值±SEM。使用不配对Student’s 

t检验将  26292和32716与CD19R比较，*，p<0.05。(D)用任一CD123靶向性CAR构建  体(26292

或32716)处理的来自(A)的CB或来自(C)的AML细胞的组合的集落  形成，相对于CD19R标准

化。使用不配对Student’s  t检验，*，p<0.05。

[0020] 图7显示源自AML患者的CD123  CAR重导向的T细胞在体外特异性裂解 自体同源胚

细胞。(A)将来自3名AML患者的T细胞慢病毒转导以表达  CD19R、26292或32716CAR。显示在

转导后19天来自AML  722的T细胞系。  (B)用于51Cr释放测定法的在靶细胞上的CD123表达。

指示每份样品的  CD123+细胞百分比和相对荧光指数(RFI)。(C)使用从3份AML患者样品工

程  化的T细胞作为效应器和51Cr标记的自体同源富集CD34的胚细胞作为靶细  胞进行的4

小时自体同源杀伤测定法的结果。数据代表一式三份孔的均值+  S.D。

[0021] 图8显示如由对NSG小数的生物发光成像显示的肿瘤大小的变化，该小 鼠在注射

经修饰以表达萤火虫萤光素酶的AML细胞系KG1后5天(第5天)用  含有S228P+L235E突变或

S228P+L235E+N297Q突变的CD123CAR转导的T  细胞(26292)处理。

[0022] 图9显示嵌合抗原受体(CAR)的示意图，依照一些实施方案其具有抗原特  异性单

链Fv、铰链区、共刺激信号传导域、和T细胞受体zeta链信号传导域。  (图像来自Urba  WJ和

Longo  DL  N  Engl  J  Med  2011；365:754-757)。

[0023] 图10显示依照一些实施方案具有L235E突变和S228P突变的32716CAR  构建体

(“32716CAR(S228P+L235E)”)的示意图连同32716CAR(S228P+L235E)  构建体的核苷酸序列

(SEQ  ID  NO:1–反义链(顶部编号链)；SEQ  ID  NO:5–  有义链(底部未编号链))和32716CAR

(S228P+L235E)构建体的氨基酸序列  (SEQ  ID  NO:9)。突变粗体显示。

[0024] 图11显示依照一些实施方案具有L235E突变和S228P突变的26292CAR  构建体

(“26292CAR(S228P+L235E)”)的示意图连同26292CAR(S228P+L235E)  构建体的核苷酸序列

(SEQ  ID  NO:2–反义链(顶部编号链)；SEQ  ID  NO:6–  有义链(底部未编号链))和26292CAR

(S228P+L235E)构建体的氨基酸序列  (SEQ  ID  NO:10)。突变粗体显示。

[0025] 图12显示依照一些实施方案具有L235E突变、S228P突变和N297Q突变的  32716CAR

构建体(“32716CAR(S228P+L235E+N297Q)”)的示意图连同  32716CAR(S228P+L235E+N297Q)

构建体的核苷酸序列(SEQ  ID  NO:3–反  义链(顶部编号链)；SEQ  ID  NO:7–有义链(底部未

编号链))和  32716CAR(S228P+L235E+N297Q)构建体的氨基酸序列(SEQ  ID  NO:11)。突  变

高亮、粗体和划线显示。IUPAC碱基编码R对应于A或G，而IUPAC碱基编  码Y对应于T或C。

[0026] 图13显示依照一些实施方案具有L235E突变、S228P突变和N297Q突变的  26292CAR

构建体(“26292CAR(S228P+L235E+N297Q)”)的示意图连同  26292CAR(S228P+L235E+N297Q)

构建体的核苷酸序列(SEQ  ID  NO:4–反  义链(顶部编号链)；SEQ  ID  NO:8–有义链(底部未

编号链))和  26292CAR(S228P+L235E+N297Q)构建体的氨基酸序列(SEQ  ID  NO:12)。突  变

粗体显示。IUPAC碱基编码R对应于A或G，而IUPAC碱基编码Y对应于T 或C。
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[0027] 图14显示原代AML样品和脐带血上的CD123表达。(A)原代AML细胞上  CD123表达的

代表性例子。将细胞在DAPI-系-CD34+群体上设门并评估CD123  表达(黑色-同种型对照，红

色–抗CD123)。(B)在DAPI-系-CD34+群体中表达 的CD123阳性细胞的百分比。每个点代表单

个样品。(C)DAPI-系-CD34+群体  中的CD123相对荧光指数(RFI)。RFI通过将抗CD123细胞的

中值除以同种型  对照染色细胞的中值来计算。(D)AML  605(红色)、AML  722(蓝色)和脐带

血  样品(灰色)上CD123表达的柱状图覆盖。同种型对照以黑色显示。

[0028] 图15例示了用于研究通过CD123特异性T细胞应答与原代AML患者样品 的温育而

对多种效应器功能的活化的设门策略。对于CD123  CAR(基于26292 的)T细胞在与AML  373

共培养后显示用于多色流式细胞术以鉴定T细胞效应  器功能的设门策略。(A)初始门在CD3
+细胞上设定。(B)第二门，使用荧光  减去一个对照建立，在EGFRt+细胞上设定。(C)对CD4+和

CD8+群体设定第  三门。(D)最后的门在CD107a+细胞上设定。(E)CD107a+群体内的IFN-γ和 

TNF-α产生。象限使用同种型对照染色的样品建立。记录每个象限中的百分 比。

[0029] 图16显示在表达CAR的T细胞的CD4和CD8群体两者中稀释的CFSE。显  示于图5的细

胞的CD4(A)和CD8(B)子群体在此处显示。在  DAPI-CD3+EGFRt+细胞上的初始门后，在与原代

AML患者样品共培养后分析  CD4和CD8细胞的CFSE稀释。象限放置基于未刺激的T细胞。

具体实施方式

[0030] 使用特定的例子、序列和附图详细描述了本发明的某些实施方案。列举 的实施方

案不意图将本发明限定到那些实施方案，因为本发明意图涵盖所有  备选、修饰和等同物，

其可包括在本发明的范围内如由权利要求限定的。本  领域技术人员将认可许多类似或等

同于本文中描述的那些的方法和材料，其 可用于实践本发明。

[0031] 在一些实施方案中，提供编码肿瘤靶向性嵌合抗原受体(CAR)的基因。  依照某些

实施方案，该基因编码CD123特异性CAR(CD123CAR)。CD123CAR  基因包含抗CD123单链Fv

(scFv)区和一个或多个以下域：铰链区、共刺激信 号传导域、胞内信号传导域、或其组合。

[0032] 在一些实施方案中，CD123CAR基因可以包括但不限于，抗CD123单链  Fv(scFv)区、

铰链区、任选地至少一种共刺激信号传导域、和任选地胞内信 号传导域。

[0033] 在某些实施方案中，CD123CAR基因可以包括但不限于，抗CD123单链  Fv(scFv)区、

铰链区、至少一种共刺激信号传导域、和胞内信号传导域(图  9)。

[0034] 所述抗CD123  scFv区可包含在表达时可结合CD123的表位的核苷酸序  列。在一些

实施方案中，scFv抗CD123  scFv区包含编码重组免疫毒素(RIT)  26292和32716的VH和VL域

的核苷酸[18]。靶向26292的CD123CAR基因和靶 向32716的CD123CAR基因在本文中也分别

称为26292CAR和32716CAR。在  某些实施方案中，抗CD123  scFv区可以包含选自以下的核苷

酸序列：

[0035] 对于32716CAR，SEQ  ID  NO:1或SEQ  ID  NO:3的核苷酸82-814；或

[0036] 对于26292CAR，SEQ  ID  NO:2或SEQ  ID  NO:4的核苷酸82-792。

[0037] 所述核苷酸序列编码选自以下的氨基酸序列：

[0038] 当用于32716CAR时，SEQ  ID  NO:9或SEQ  ID  NO:11的残基23-266；或

[0039] 当用于26292CAR.时，SEQ  ID  NO:10或SEQ  ID  NO:12的残基23-259。

[0040] 在某些实施方案中，所述抗CD123  scFv区可修饰为增强结合或降低免疫  原性。例
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如，在一个方面，所述抗CD123  scFv区可以是人源化的抗CD123  scFv 区。

[0041] 铰链区可以包含落入CH2-CH3域之间的免疫球蛋白(例如IgG1,IgG2,  IgG3,IgG4)

的至少一部分。在一些实施方案中，所述铰链区是经修饰的铰链。  经修饰的铰链可具有一

个或多个氨基酸取代或修饰，其协助降低CD123CAR  的脱靶效应，由此增加其特异性和功

效。“氨基酸修饰”或“氨基酸取代”  或“取代”如用于本文意指在蛋白质或肽序列中的氨基

酸取代、插入和/或缺  失。“氨基酸取代”或“取代”如用于本文意指将亲本肽或蛋白质序列

中特  定位置处的氨基酸用另一种氨基酸替换。例如，取代S228P指变体蛋白质或  肽，其中

位置228处的丝氨酸用脯氨酸替换。

[0042] 可通过突变进行氨基酸取代从而使得编码蛋白质或肽的核酸序列中的  特定密码

子变为编码不同氨基酸的密码子。这类突变一般通过进行尽可能少 的核苷酸改变来进行。

可进行这类取代突变来以非保守性方式(即通过将属  于具有特定大小或特征的氨基酸组

的氨基酸的密码子改变为属于另一组的  氨基酸)或保守性方式(即通过将属于具有特定大

小或特征的氨基酸组的氨基  酸的密码子改变为属于相同组的氨基酸)改变所得蛋白质中

的氨基酸。这类 保守性改变一般导致所得蛋白质的结构和功能的较少变化。

[0043] 以下是氨基酸的各种分组的例子：

[0044] ·具有非极性R基团的氨基酸：丙氨酸、缬氨酸、亮氨酸、异亮氨酸、  脯氨酸、苯丙

氨酸、色氨酸、甲硫氨酸

[0045] ·具有不带电荷的极性R基团的氨基酸：甘氨酸、丝氨酸、苏氨酸、  半胱氨酸、酪氨

酸、天冬酰胺、谷氨酰胺

[0046] ·具有带电荷的极性R基团的氨基酸(在Ph  6.0带负电荷)：天冬氨酸、  谷氨酸

[0047] ·碱性氨基酸(在pH  6.0带正电荷)：赖氨酸、精氨酸、组氨酸(在pH  6.0)

[0048] 另一种分组可以是具有苯基基团的那些氨基酸：苯丙氨酸、色氨酸、酪  氨酸。

[0049] 另一种分组可以根据分子量(即R基团的大小)如下文显示：
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[0050]

[0051]

[0052] 在某些实施方案中，经修饰的铰链源自IgG1、IgG2、IgG3或IgG4，其包  含用不同于

未经修饰的铰链中存在的氨基酸的氨基酸残基取代的一个或多  个氨基酸残基。所述一个

或多个经取代的氨基酸残基选自但不限于在以下位  置处的一个或多个氨基酸残基：220、

226、228、229、230、233、234、235、  234、237、238、239、243、247、267、268、280、290、292、297、

298、  299、300、305、309、218、326、330、331、332、333、334、336、339、 或其组合。

[0053] 在一些实施方案中，经修饰的铰链源自IgG1、IgG2、IgG3、或IgG4，其  包含但不限

于一个或多个以下氨基酸残基取代：C220S、C226S、S228P、  C229S、P230S、E233P、V234A、

L234V、L234F、L234A、L235A、L235E、  G236A、G237A、P238S、S239D、F243L、P247I、S267E、

H268Q、S280H、  K290S、K290E、K290N、R292P、N297A、N297Q、S298A、S298G、S298D、  S298V、

T299A、Y300L、V305I、V309L、E318A、K326A、K326W、K326E、  L328F、A330L、A330S、A331S、

P331S、I332E、E333A、E333S、E333S、  K334A、A339D、A339Q、P396L、或其组合(50)。

[0054] 在一些实施方案中，经修饰的铰链源自具有以下氨基酸序列的IgG4铰  链：

[0055] 位置219  ESKYGPPCPS  CPAPEFLGGP  SVFLFPPKPK  DTLMISRTPE  VTCVVVDVSQ 
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EDPEVQFNWY

[0056] 位置279  VDGVEVHNAK  TKPREEQFNS  TYRVVSVLTV  LHQDWLNGKE  YKCKVSNKGL 

PSSIEKTISK

[0057] 位置339  AKGQPREPQV  YTLPPSQEEM  TKNQVSLTCL  VKGFYPSDIA  VEWESNGQPE 

NNYKTTPPVL

[0058] 位置399  DSDGSFFLYS  RLTVDKSRWQ  EGNVFSCSVM  HEALHNHYTQ  KSLSLSLGK(SEQ  ID 

NO:13)

[0059] 在某些实施方案中，经修饰的铰链源自IgG4，其包含用不同于未经修饰 的铰链中

存在的氨基酸的氨基酸残基取代的一个或多个氨基酸残基。所述一  个或多个经取代的氨

基酸残基选自但不限于在以下位置处的一个或多个氨  基酸残基：220、226、228、229、230、

233、234、235、234、237、238、  239、243、247、267、268、280、290、292、297、298、299、300、305、 

309、218、326、330、331、332、333、334、336、339、或其组合。

[0060] 在一些实施方案中，经修饰的铰链源自IgG4，其包含但不限于一个或多  个以下氨

基酸残基取代：220S、226S、228P、229S、230S、233P、234A、  234V、234F、234A、235A、235E、

236A、237A、238S、239D、243L、247I、  267E、268Q、280H、290S、290E、290N、292P、297A、297Q、

298A、298G、  298D、298V、299A、300L、305I、309L、318A、326A、326W、326E、328F、  330L、330S、

331S、331S、332E、333A、333S、333S、334A、339D、339Q、  396L、或其组合，其中未经修饰的铰

链中的氨基酸在指定的位置处被上述鉴  定的氨基酸取代。

[0061] 在一些实施方案中，经修饰的IgG4铰链包含但不限于，在位置228用脯  氨酸(P)取

代丝氨酸(S)(S228P)，在位置235用亮氨酸(L)取代谷氨酸(E)  (L235E)，在位置297用天冬

酰胺(N)取代谷氨酰胺(Q)(N297Q)。在某些实施  方案中，经修饰的IgG4铰链区可包含选自

以下的核苷酸序列：

[0062] 对于32716CAR，SEQ  ID  NO:1或SEQ  ID  NO:3的核苷酸814-1500；或对  于

26292CAR，SEQ  ID  NO:2或SEQ  ID  NO:4的核苷酸793-1479。

[0063] 所述核苷酸序列编码选自以下的氨基酸序列：

[0064] 当用于32716CAR时，SEQ  ID  NO:1或SEQ  ID  NO:3的残基267-495；或

[0065] 当用于26292CAR时，SEQ  ID  NO:2或SEQ  ID  NO:4的残基260-488。

[0066] 在一个实施方案中，经修饰的IgG4铰链区包含S228P取代和L235E取代  (“S228P+

L235E”)(见图10和11)。在另一个实施方案中，经修饰的IgG4铰链 区包含S228P取代、L235E

取代和N297Q取代(“S228P+L235E+N297Q”)(见 图12和13)。

[0067] 在一些实施方案中，所述铰链可经修饰以将C123CAR中的Fc间隔区取代  为不具有

Fc结合的间隔，如CD8a的铰链区。或者，可以删除铰链的Fc间隔 区。这类取代将降低或消除

Fc结合。

[0068] 术语“位置”如用于本文，是蛋白质序列中的位置。位置可以连续编号  或依照确立

的形式，例如Kabat位置或EU位置或如Kabat中的EU索引来编号。  对于本文中论述的所有位

置，编号依照EU索引或EU编号方案(Kabat等 ,1991 ,  Sequences  of  Proteins  of 

Immunological  Interest,5th  Ed .,United  States  Public Health  Service,National 

Institutes  of  Health,Bethesda，通过提述完整并入本  文)。EU索引或如Kabat中的EU索

引或EU编号方案指EU抗体的编号(Edelman  等,1969,Proc  Natl  Acad  Sci  USA  63:78-85，
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通过提述完整并入本文)。在本领  域中也是公知的Kabat位置对于给定的位置可能不同于

EU位置。例如，上文  描述的S228P和L235E取代指EU位置。然而，这些取代还可以对应于

Kabat 位置241(S241P)和248(L248E)[21]。

[0069] 所述共刺激信号传导域可包含任何适宜的共刺激域，包括但不限于  4-1BB共刺激

域、OX-40共刺激域、CD27共刺激域、或CD28共刺激域。依照  本文中描述的实施方案，

CD123CAR可包含至少一个共刺激信号传导域。在  一个方面，所述CD123CAR具有单个共刺激

信号传导域，或它可以包含连个  或更多个共刺激信号传导域，如上文描述的那些。在另一

个方面，所述共刺  激域可由单个共刺激域(如上文描述的那些)构成，或者可由两个或更多

个共  刺激域的两个或更多个部分构成。或者，在一些实施方案中，CD123CAR不  包含共刺激

信号传导域。

[0070] 在一个实施方案中，所述CD123CAR包含共刺激信号传导域，其为CD28  共刺激域。

CD28信号传导域可包含经修饰的CD28跨膜域。在一个实施方案 中，这类经修饰的CD28跨膜

域具有一个或多个氨基酸取代或修饰，其包括  但不限于以下取代：在SEQ  ID  NO:10或SEQ 

ID  NO:12的氨基酸残基530-531 处或在SEQ  ID  NO:11或SEQ  ID  NO:13的残基523-524处亮

氨酸-亮氨酸(LL)  至甘氨酸-甘氨酸(GG)的取代(例如RLLH→RGGH[22])。在某些实施方案 

中，经修饰的共刺激信号传导域区可包含选自选自以下的核苷酸序列：

[0071] 对于32716CAR，SEQ  ID  NO:1或SEQ  ID  NO:3的核苷酸1501-1707；或对  于

26292CAR，SEQ  ID  NO:2或SEQ  ID  NO:4的核苷酸1480-1686。

[0072] 所述核苷酸序列编码选自以下的氨基酸序列：

[0073] 当用于32716CAR时，SEQ  ID  NO:1或SEQ  ID  NO:3的残基498-564；或

[0074] 当用于26292CAR时，SEQ  ID  NO:2或SEQ  ID  NO:4的残基489-557。

[0075] 胞内信号传导域可以包含任何适宜的T细胞受体(TCR)复合物、其信号传  导域部

分。在一些实施方案中，胞内信号传导域是TCR  zeta链(ζ-链)信号传导  域。在某些实施方

案中，ζ-链信号传导域可包含选自以下的核苷酸序列：

[0076] 对于32716CAR，SEQ  ID  NO:1或SEQ  ID  NO:3的核苷酸1717-2052；或对  于

26292CAR，SEQ  ID  NO:2或SEQ  ID  NO:4的核苷酸1696-2031。

[0077] 所述核苷酸序列编码选自以下的氨基酸序列：

[0078] 当用于32716CAR时，SEQ  ID  NO:1或SEQ  ID  NO:3的残基568-679；当用  于

26292CAR时，SEQ  ID  NO:2或SEQ  ID  NO:4的残基561-672。

[0079] 因此，依照上文描述的实施方案，CD123CAR基因可以包含选自SEQ  ID NO:1 ,SEQ 

ID  NO:2,SEQ  ID  NO:3或SEQ  ID  NO:4的核苷酸序列。在其他实施  方案中，CD123CAR基因可

以编码选自SEQ  ID  NO:9,SEQ  ID  NO:10,SEQ  ID NO:11或SEQ  ID  NO:12的氨基酸序列。(图

10,11,12,13)。

[0080] CD123CAR基因的表达和T细胞的转导

[0081] 在一些实施方案中，CD123CAR基因是表达盒的一部分。在一些实施方  案中，表达

盒除了CD123CAR基因以外，还可以包含附属基因。当由T细胞  表达时，附属基因可充当转导

T细胞选择标志物、体内追踪标志物、或转导T  细胞的自杀基因。

[0082] 在一些实施方案中，附属基因是截短的EGFR基因(EGFRt)。EGFRt可  用作非免疫原

性选择工具(例如，使用生物素化西妥昔单抗(cetuximab)与抗生  物素微珠的组合的免疫
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磁性选择用于富集已用含EGFRt的构建体慢病毒转  导T细胞)、追踪标志物(例如流式细胞

术分析 用于追踪 T细胞移入  ( e n g r a f t m e n t ) ) 、和自 杀基因 (例如 ，经由

介导的抗体依赖  性细胞性细胞毒性(ADCC)途径)。可依照本文中描

述的实施方案使用的截短  的EGFR(EGFRt)基因的一个例子记载于国际申请No .PCT/

US2010/055329，  其主题通过提述如其在本文完整列出的那些并入本文。在其他实施方案

中， 附属基因是截短的CD19基因(CD19t)。

[0083] 在另一个实施方案中，所述附属基因是可诱导的自杀基因。自杀基因是  将导致其

中表达该基因的细胞在期望的时间经历程序化细胞死亡或抗体介  导的清除的重组基因。

在一个实施方案中，可用作附属基因的可诱导的自杀  基因是可诱导的胱天蛋白酶9基因

(参见Straathof等(2005)An  inducible caspase  9safety  switch  for  T-cell 

therapy.Blood .June  1；105(11):4247–4254，其  主题通过提述如其在本文完整列出的那

些并入本文)。

[0084] 在一些实施方案中，可将包含上文描述的CD123CAR基因的表达盒插入  用于投递

(经由转导或转染)到靶细胞的载体中。可以使用任何适宜的载体，  例如细菌载体、病毒载

体或质粒。在一些实施方案中，载体是选自逆转录病  毒载体、慢病毒载体、痘病毒载体、腺

病毒载体或腺相关病毒载体的病毒载  体。在一些实施方案中，载体可以转导健康T细胞的

群体。成功转导或转染 的靶细胞表达作为表达盒一部分的一个或多个基因。

[0085] 如此，可将一个或多个T细胞群体用CD123CAR基因转导。在一些实施  方案中，

CD123CAR基因包含选自SEQ  ID  NO:1,SEQ  ID  NO:2,SEQ  ID  NO:3 或SEQ  ID  NO:4的核苷酸

序列。因此，在一些实施方案中，转导的T细胞表达  CD123CAR基因，其编码选自SEQ  ID  NO:

9,SEQ  ID  NO:10,SEQ  ID  NO:11或  SEQ  ID  NO:12的氨基酸序列。(图10,11,12,13)。经转导

的T细胞可以来自供  体，或可来自患有AML且需要AML治疗的受试者。在一些实施方案中，将 

经转导的T细胞用于过继性免疫疗法治疗来治疗AML。

[0086] 此外，所述一个或多个T细胞的群体可以是用于投递以施用给受试者的  药学可接

受的组合物的一部分。除了CD123CAR转导的T细胞以外，药学有  效的组合物还可以包含一

种或多种药学有效的载体。“药学可接受的载体”  如用于本文指药学可接受的材料、组合物

或媒介物，其涉及将目的治疗物从  一种组织、器官或身体一部分携带或运输至另一组织、

器官或身体的一部分。  这类载体可以包含例如，液体、固体或半固体的填充剂、溶剂、表面

活性剂、  稀释剂、赋形剂、佐剂、结合剂、缓冲剂、分解辅助(dissolution  aid)、溶剂、  封装

材料、掩蔽剂(sequestering  agent)、分散剂、防腐剂、润滑剂、分解剂、  稠化剂、乳化剂、抗

微生物剂、抗氧化剂、稳定剂、增色剂或其中一些组合。

[0087] 载体的每种组分是“药学可接受的”，因为它必须与组合物的其他成分  相容且必

须适合与它可能遇到的任何组织、器官或身体的部分接触，这意味  着它不能带有毒性、刺

激、过敏反应、免疫原性或任何其他大量超出其治疗 益处的并发症的风向。

[0088] 一些能充当药学可接受的载体的材料的例子包括：(1)糖，如乳糖、葡  萄糖和蔗

糖；(2)淀粉，如玉米淀粉和马铃薯淀粉；(3)纤维素及其衍生物，  如羧甲基纤维素钠、乙基

纤维素和纤维素乙酸；(4)粉化黄芪胶；(5)麦芽；  (6)天然聚合物如明胶、胶原、血纤蛋白、

血纤蛋白原、核纤层蛋白、核心  蛋白多糖(decorin)、透明质烷(hyaluronan)、藻酸盐和壳

聚糖；(7)滑石；(8)赋  形剂，如可可脂和栓剂蜡；(9)油，如花生油、棉籽油、红花油、芝麻油、 
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橄榄油、玉米油和大豆油；(10)二醇，如丙二醇；(11)多元醇，如甘油、山  梨糖醇、甘露醇和

聚乙二醇；(12)酯，如三亚甲基碳酸酯、乙基油酸酯和乙  基月桂酸酯；(13)琼脂；(14)缓冲

剂，如氢氧化镁和氢氧化铝；(15)藻酸(或  藻酸盐)；(16)无致热原水；(17)等渗盐水；(18)

林格氏(Ringer's)溶液；(19)  醇，如乙醇和丙醇；(20)磷酸盐缓冲溶液；(21)热塑性塑料，

如聚如三、 聚羟乙酸，(22)聚酯，如聚己酸内酯；(23)自组装肽；和(24)在药物制剂 中采用

的其他无毒相容物质如丙酮。

[0089] 所述药物组合物可按需要含有药学可接受的辅助物质以接近生理学条  件，如pH

调节剂和缓冲剂、毒性调节剂等，例如醋酸钠、氯化钠、氯化钾、 氯化钙、乳酸钠等。

[0090] 在一个实施方案中，药学可接受的载体是水性载体，例如缓冲盐水等。  在某些实

施方案中，药学可接受的载体是极性溶剂，例如丙酮和醇。

[0091] 用CD123CAR转导的T细胞在这些制剂中的浓度可以广泛变化，且将主  要基于流体

体积、粘度、器官大小、体重等根据选定的具体施用模式和生物  系统的需要来选择。

[0092] 在某些实施方案中，用CD124CAR基因转导的T细胞(即CD124CAR转导  T细胞)的群

体如本文中描述的用于靶向和杀伤AML细胞的方法中的那些可  在细胞培养基中培养。在该

实施方案的某些方面，所述方法可用于体外或研  究背景以研究CD123在AML病因学中的作

用，或评估新CD123CAR构建体的  靶向能力。

[0093] 使用用CD123CAR转导的T细胞治疗AML

[0094] 依照一些实施方案，CD123CAR基因和用CD123CAR基因转导的T细胞  群体如上文描

述的那些可用于治疗受试者中AML的方法中。这类方法可包括  对受试者施用治疗有效量的

至少一种T细胞群体的步骤，所述T细胞群体用至  少一种CD123CAR基因转导。在这些实施方

案中，用CD123CAR转导的T细  胞的群体表达一种或多种CD123CAR基因，如上文描述的那些。

在某些实施  方案中，所述T细胞用32716CAR(S228P+L235E+N297Q)基因构建体(图12)或 

26292CAR(S228P+L235E+N297Q)基因构建体(图13)转导并将其表达。当经由  过继性免疫治

疗疗法施用这类细胞时，经转导的T细胞在体内特异性靶向和  裂解表达CD123的细胞(即

AML细胞)，由此投递其消除癌细胞的治疗效果。  如下文实施例中描述的，在铰链范围内具

有S228P和L235E突变的CD123CAR  基因构建体提供充足的对脱靶效应的预防以体外生成培

养的细胞中的充分  应答。然而，该数据不应外推至这些构建体的体内效果。研究者就其将

治疗  效果到体内数据的可转移性而言极大依赖于体外数据。有时，体外数据确实  与体内

数据一致。然而，这种相关性是不能预测的，因为如图8显示，在体  外显示高度有效的抗肿

瘤细胞效果的CD123CAR(S228P+L235E)基因构建体  (图10-11)在体内不具有相同效果。因

此，在铰链区进行另外的突变(N297Q) 以生成CD123CAR(S228P+L235E+N297Q)构建体。与 

CD123CAR(S228P+L235E)基因构建体相对，施用这些构建体产生白血病负  荷的显著降低。

[0095] 可依照本文中描述的方法使用的用一种或多种CD123CAR基因转导的  一种或多种

T细胞群体可通过任何适宜的施用路径施用，单独地或作为药物  组合物的一部分。施用路

径可以指任何本领域中已知的施用途径，包括但不 限于，颅内、胃肠外或经皮。“胃肠外”指

一般与注射有关的施用路径，包  括眶下、输注、动脉内、囊内、心脏内、皮内、肌内、腹膜内、

肺内、脊柱  内、胸骨内、鞘内、肿瘤内、子宫内、静脉内、蛛网膜下、囊下、皮下、经  粘膜或经

器官。在某些实施方案中，静脉内或鞘内施用经转导的T细胞。

[0096] 如用于本文中的，术语“有效量”指产生期望效果的药剂、化合物、治  疗或疗法的
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量。例如，可将细胞群体与有效量的药剂、化合物、治疗或疗法  接触以研究其体外效果(例

如细胞培养物)或产生期望的离体或体外治疗效  果。有效量的药剂、化合物、治疗或疗法可

用于在受试者中产生治疗效果，  如预防或治疗目标疾患、减轻与疾患有关的病症、或产生

期望的生理学效果。  在这类情况中，有效量的化合物是“治疗有效的量”、“治疗有效的浓

度”或 “治疗有效的剂量”。准确的有效量或治疗有效量是将在给定的受试者或细  胞群体

中得到就治疗功效而言最有效结果的组合物的量。该量将随着多种因  素而变化，包括但不

限于，化合物的属性(包括活性、药动学、药效学和生  物利用度)、受试者或细胞的生理状况

(包括年龄、性别、疾病类型和阶段、  一般身体状况、对给定剂量的应答性、和药物类型)、制

剂中药学可接受的  一种或多种载体的性质、和施用路径。另外，有效或治疗有效量可根据

化合  物是单独施用或与另一种化合物、药物、疗法或其他治疗方法或形式  (modality)组

合施用而变化。临床和药理学领域的技术人员将能经由常规实验  确定有效量或治疗有效

量，即通过监测细胞或受试者对化合物施用的应答和  相应调整剂量。对于别的指南，参见

Remington:The  Science  and  Practice  of Pharmacy，第21版，Univ.of  Sciences  in 

Philadelphia(USIP) ,Lippincott  Williams&Wilkins,Philadelphia,PA,2005，其通过提

述如其在本文中完整列  出的并入本文。可以以有效量或治疗有效量使用以依照本文中描

述的实施方  案产生期望效果的药剂、化合物治疗或疗法可包括但不限于，CD123CAR基 因、

包含CD123CAR基因的表达盒、投递包含CD123CAR基因的表达盒至靶  细胞如T细胞的载体、

和用CD123CAR基因转导的T细胞群体。

[0097] 术语疾患的“治疗”可以指预防疾患、延缓疾患形成的发作或速率、降  低疾患形成

的风险、预防或延迟与疾患有关的症状的形成、降低或终止于疾  患有关的症状、生成疾患

的完全或部分消退、或其一些组合。治疗还可以指  对疾患的防护性或预防性处理。

[0098] 术语“受试者”如用于本文指人或动物，包括所有哺乳动物如灵长类(特  别是高等

灵长类)、绵羊、犬、啮齿类(例如小鼠或大鼠)、豚鼠、山羊、猪、  猫、家兔和牛。在一些实施方

案中，受试者是人。

[0099] 在某些实施方案中，用于治疗AML的方法可包括施用治疗有效量的用第  一

CD123CAR基因转导的第一T细胞群体与治疗有效量用第二CD123CAR基 因转导的第二T细胞

群体的组合的步骤。

[0100] 在其他实施方案中，用CD123CAR转导的T细胞可以与一种或多种另外 的抗癌疗法

组合。“组合”或“与…组合”如用于本文指在同一受试者中治  疗同一癌症的过程中，以任意

次序使用两种或更多种药剂、药物、治疗物、  规程、治疗方案、治疗形式或其组合。这包括同

时施用，以及相隔多达数天 的时间间隔次序。这类组合治疗还可以包括任意一种或多种药

剂、药物、治  疗物、规程、治疗方案、和治疗形式的超过一次施用。此外，两种或更多种  药

剂、药物、治疗物、规程、治疗方案、治疗形式或其组合的施用可通过相 同或不同的施用路

径。

[0101] 可以依照本文中描述的方法使用的另外的抗癌疗法可以包括一种或多  种抗癌规

程、治疗形式、抗癌治疗或其组合。在一些实施方案中，可将用  CD123CAR转导的T细胞与一

种或多种抗癌规程或治疗形式组合施用，所述  抗癌规程或治疗形式包括但不限于，干细胞

移植(例如使用同种异体干细胞、  自体同源干细胞的骨髓移植或外周血干细胞移植；或非

清髓性移植)、放疗  或外科手术。在其他实施方案中，可将用CD123CAR转导的T细胞与一种
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或  多种可用于治疗AML的抗癌治疗或药物组合施用，所述抗癌治疗或药物包括  但不限于，

化疗物和其他抗癌药物、免疫治疗、靶向治疗或其组合。

[0102] 依照本文中描述的实施方案可与用CD123CAR转导的T细胞组合施用的  化疗物和

其他抗癌药物包括但不限于，全反式视黄酸(ATRA)、三氧化二砷、  蒽环类抗生素及其药学

可接受的盐(例如盐酸多柔比星(doxorubicin hydrochloride)、盐酸道诺霉素

(daunorubicin  hydrochloride)、去甲氧正定霉素  (idarubicin)、米托蒽醌

(mitoxantrone))、烷化剂(例如环磷酰胺、laromustine)、  抗代谢类似物(阿糖胞苷

(cytarabine)、6-硫代鸟嘌呤、6-巯基嘌呤、甲氨蝶呤)、  脱甲基剂(例如地西他滨

(decitabine)、5-氮胞苷(azacytidine))、核酸合成抑制  剂(例如羟脲)、拓扑异构酶抑制

剂(例如依托泊苷(etoposide))、长春花生物碱  (例如硫酸长春新碱(vincristine 

sulfate))、或其组合(例如“ADE”，其为包含 阿糖胞苷(Ara-C)、盐酸道诺霉素和依托泊苷

的组合治疗)。

[0103] 依照本文中描述的实施方案可与用CD123CAR转导的T细胞组合施用的  免疫治疗

包括但不限于，免疫调控剂(例如STAT3抑制剂，Lenalidomide)和治  疗性单克隆抗体。所述

治疗性单克隆抗体可设计为(i)靶向一种或多种AML  抗原，包括但不限于CD33(例如

gemtuzumab、lintuzumab)、MUC1(例如  cantuzumab  ravtansine、clivatuzumab 

tetraxetan、pemtumomab)；(i)B细胞抗  原(例如利妥昔单抗(rituximab)、ofatumumab)或

血管系统调控物如VEGF或  VEGFR(例如alacizumab  pegol、贝伐单抗(bevacizumab)、

icrucumab、  ramucirumab、ranibizumab)。

[0104] 依照本文中描述的实施方案可与用CD123CAR转导的T细胞组合施用的  靶向治疗

包括但不限于，酪氨酸激酶抑制剂(imatinib、dasatinib、nilotinib、  sunitinib)、法尼基

(farnesyl)转移酶抑制剂(例如tipifarnib)、FLT抑制剂和c-Kit  (或CD117)抑制剂

(imatinib、dasatinib、nilotinib)。

[0105] 实施例

[0106] 实施例1：用CD123CAR转导的T细胞体外展现针对AML的有力的细胞裂解  活性和多

种效应器功能

[0107] 材料和方法

[0108] 细胞系.除非另外说明，所有细胞系均在用2mM  L-谷氨酰胺、25mM HEPES和10％热

灭活FCS(Hyclone)补充的RPMI  1640(Irvine  Scientific)(下文  称为完全培养基(CM))中

维持。如先前描述的，将外周血单核细胞(PBMC)  用Epstein-Barr病毒转化以生成淋巴母细

胞细胞系(LCL)[19]。LCL-OKT3细  胞表达膜结合型OKT3且在补充有0.4mg/ml潮霉素的CM中

生长[20]。K562  细胞获自ATCC并如推荐的培养。KG1a细胞(由Ravi  Bhatia博士热心提供)

在  补充有25mM  HEPES,4mM  L-谷氨酰胺(Irvine  Scientific)和20％FCS的IMDM  (Irvine 

Scientific)中维持。293T细胞(来自希望之城(City  of  Hope)的生物医学  和遗传学中心

(Center  for  Biomedicine  and  Genetics)的善意礼物)在DMEM+  10％热灭活的FCS中维

持。

[0109] 原代AML样品 .原代AML样品获自患者的外周血(本文中称为AML样  品ID 

No.179.373,493,519,545,559,605,722和813)。样品的特征在下表1中  汇总。

[0110] [表1在另一页]
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[0111] 表1.原代AML样品的特征。

[0112]

[0113] a相对荧光指数(RFI)是CD34+群体中9F5染色的信号的中值对同种型匹  配的对照

染色的比率

[0114] b在CD34+群体上设门

[0115] ND-未测定

[0116] PB-外周血

[0117] 流式细胞术.缀合有荧光染料的同种型对照，抗CD4，抗CD8，抗T细  胞受体αβ(TCRα

β)，抗CD123(9F5)，抗CD34(8G12)和抗CD38(HIT2)购自  BD  Biosciences。生物素化的抗Fc

购自Jackson  ImmunoResearch  Laboratories。  生物素化的西妥昔单抗(Erbitux)购自COH
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药房且先前已描述过[20]。生物素  化的抗CD2,抗CD3,抗CD7,抗CD10,抗CD11b,抗CD19,抗

CD33和抗  CD235A购自eBioscience。数据采集在FACSCalibur,LSRII(BD  Biosciences) 或

MACSQuant  Analyzer(Miltenyi  Biotec)上进行并使用FCS  Express版本3  (De  Novo 

Software)分析。

[0118] 用CD123转染293T细胞.使用聚合酶链式反应和引物(CD123-F:  5’-ATAAGGCCTGC

CGCCACCATGGTCCTCCTTTGGCTCACG-3’和  CD123-R  5’-ATAGCTAGCTCAAGTTTTCTGCACGACCTGT

ACTTC-3’)，从  CD123-pMD18-T(Sino  Biological  Inc.)扩增CD123  cDNA。使用StuI和NheI

限  制位点将PCR产物克隆到pMGPac中。使用Lipofectamine  2000(Life Technologies)按

照制造商的用法说明转染293T细胞。转染后24小时，通过流 式细胞术确认CD123的表达。

[0119] 慢病毒载体的生成.为了生成本研究中使用的CAR构建体，合成密码  子优化的DNA

序列(GENEART)并使用NheI和RsrII位点克隆到  CD19RCAR-T2AEGFRt_epHIV7[20]中代替

CD19RCAR，所述DNA序列编码  VH和VL链、经修饰的IgG4铰链和经修饰的CD28跨膜域(RLLH→

RGGH  [22])。慢病毒通过使用CalPhosTM哺乳动物细胞转染试剂盒(Clontech)用慢病  毒载

体和包装载体pCMV-Rev2、pCHGP-2和pCMV-G转染293T细胞产生。这  些26292和32716CAR构

建体在本文中也称为26292CAR(S228P+L235E)或  26292CAR(S228P+L235E+N297Q)(图11和

13)和32716CAR(S228P+L235E)或  32716CAR(S228P+L235E+N297Q)(图10和12)。在转染后

24、48和72小时收 获慢病毒上清液并通过超滤浓缩。

[0120] 转导健康供体和AML患者PBMC.去识别的(deidentified)PBMC按照机  构审查委员

会批准的方案获自知情同意健康供体和患者。对于健康供体，T  细胞使用OKT3(30ng/ml)在

每周3次用25U/ml  IL-2和0.5ng/ml  IL-15补充的  CM(本文中称为T细胞培养基)中活化。活

化后72小时，将T细胞用慢病毒以  MOI＝3旋转接种(spinoculate)，其通过以800g在32℃离

心30分钟。在慢病毒转  导后12-14天通过流式细胞术分析CAR表达。如先前描述的[20]，富

集表达  EGFRt的T细胞。通过快速扩增方法[23]在T细胞培养基中扩增T细胞。

[0121] 对于来自AML患者的T细胞的遗传修饰，使用 Human T-Expander 

CD3/CD28(Life  Technologies)以3:1的珠:CD3+细胞比在T细胞培  养基中刺激融化的外周

血或血浆分离置换产物(apheresis  product)。珠刺激后  72小时，将细胞以MOI＝3用慢病

毒旋转接种。初始刺激后9-14天使用  DynaMagTM-50磁体(Life  Technologies)除去珠，并在

T细胞培养基中维持T细  胞。在杀伤测定法中使用之前，未对表达CAR的AML患者来源的T细

胞系进 行免疫磁性选择。

[0122] CFSE增殖测定法.将T细胞用0.5μM羧基萤光素琥珀酰亚胺酯(CFSE；  Molecular 

Probes)按制造商用法说明标记。将经标记的T细胞与或不与刺激细  胞(E:T比为2:1)在补

充有10U/ml  IL-2的CM中共培养。在72-96小时后，收获  细胞并用生物素化西妥昔单抗以及

碘化丙啶或DAPI染色以从分析排除死细  胞。通过流式细胞术分析样品以通过CFSE稀释评

估活EGFRt阳性细胞的增 殖。

[0123] 铬释放测定和细胞因子分泌测定.将靶细胞用51Cr(PerkinElmer)标记1  小时，清

洗5次，并与效应细胞一起以多种效应器对靶物(E:T)比以5  X  103细  胞/孔一式三份等分

取样。在4小时共培养后，收获上清液并使用gamma计数  器或Topcount(PerkinElmer)测量

放射性。如先前描述的[24]，计算百分比特  异性裂解。如先前描述的[25]，在以10:1E:T比

共培养24小时之后测量细胞因  子产生。
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[0124] CD107a脱粒和胞内细胞因子产生.将T细胞以2:1的E:T与靶细胞在  37℃在存在

GolgiStopTM(BD  Biosciences)和抗CD107a克隆H4A3或同种型匹  配的对照抗体的情况下共

培养6小时。在完成6小时温育时，收获细胞，清洗 并用抗CD3、CD4、CD8和生物素化西妥昔单

抗染色，接着使用缀合有PE的  链霉亲合素蛋白次级染色。然后，固定细胞和按照制造商用

法说明渗透化  (Cytofix/CytopermTM  BD  Biosciences)并用抗IFN-_(BD  Biosciences克隆

B27)  和抗TNF-α(BD  Biosciences克隆MAb11)染色。数据采集使用MACSQuant分  析仪

(Miltenyi  Biotec)进行并使用FCS  Express版本3(De  Novo  Software)完成 分析。

[0125] 集落形成细胞测定法.使用免疫磁性柱分离(Miltenyi  Biotech)从脐带血(CB)单

核细胞或原代AML样品选择CD34+细胞。将103个CD34+CB细胞与25 X  103效应细胞共培养4小

时，接着铺板于双份孔中的半固体甲基纤维素祖细  胞培养基中[26]。14至18天后，计算集

落形成单位粒细胞-巨噬细胞(CFU-GM)  和红系爆发形成单位(burst-forming  unit 

erythroid ,BFUE)集落。对于AML样  品，将5  X  103  CD34+AML细胞与125  X  103效应细胞共

培养4小时，接着铺  板于双份孔中的半固体甲基纤维素祖细胞培养基中。

[0126] 统计学分析.使用Graphpad  Prism  v5.04实施统计学分析。使用非配对  Student'

s  t检验来鉴定治疗组之间的显著差异。

[0127] 结果

[0128] 表达CD123  CAR的T细胞的生成

[0129] 为了重导向T细胞特异性，开发编码CD123  CAR的慢病毒载体。每种  CAR包含密码

子优化的序列，其分别编码两种CD123特异性scFv之一，26292  和32716[18]。将scFv符合阅

读框地融合至人IgG4  Fc区、CD28共刺激域和  CD3ζ信号传导域。就在CAR序列下游是T2A核

糖体跳跃(skip)序列和截短的  人EGFR(EGFRt)转导标志物(图1A)。将来自健康供体的用

OKT3刺激的  PBMC用慢病毒转导并通过免疫磁性选择分离表达CAR的T细胞，其使用生  物素

化的Erbitux抗体接着是用抗生物素磁珠的次级染色。在一个REM循环  后，通过流式细胞术

分析分离的细胞的CAR表面表达和T细胞表型。在来自3  名健康供体的生成的T细胞系中Fc

和EGFRt表达两者均大于90％，且最终T细  胞产物由CD4和CD8阳性T细胞的混合物组成(图

1B、1C)。

[0130] CD123  CAR  T细胞特异性靶向表达CD123的肿瘤细胞系

[0131] 为了确认CD123  CAR  T细胞的特异性，检查经遗传修饰的T细胞裂解瞬  时转染以

表达CD123的293T细胞的能力(293T-CD123；图2A)。生成的两种  CD123  CAR  T细胞均有效裂

解293T-CD123，而非瞬时转染以表达CD19的  293T细胞，表明对CD123的特异性识别(图2B)。

接着，研究CD123特异性T  细胞对于内源表达CD123的肿瘤细胞系的体外细胞裂解能力。通

过流式细胞  术确认CD123在细胞系LCL和KG1a上的表达(图2C)。两种CD123特异性T细  胞系

均有效地裂解LCL和KG1a靶系，而非CD123-K562细胞系(图2C)。配对 的CD19特异性T细胞有

效裂解CD19+LCL靶物，而非CD19-KG1a或K562靶  物(图2D)。模拟转导的亲本细胞仅裂解阳

性对照LCL-OKT3细胞系(图2D)。

[0132] CD123  CAR  T细胞在与CD123阳性靶细胞共培养时活化多种效应器功能

[0133] 为了检查CD123特异性T细胞的效应器功能，在与多种肿瘤细胞系共培  养后测量

IFN-γ和TNF-α的分泌。表达任一CD123  CAR的T细胞产物在与  CD123+靶细胞共培养时产生

IFN-γ和TNF-α两者，而配对的CD19特异性T细  胞仅在与CD19+LCL或LCL-OKT3细胞系共培
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养时分泌这些细胞因子(图  3A)。另外，两种CD123特异性T细胞系在与CD123+细胞系LCL、

LCL-OKT3  或KG1a而非与CD123-K562细胞系共培养时增殖(图3B)。相比之下，配对的  表达

CD19  CAR的T细胞仅在与LCL或LCL-OKT3共培养时增殖(图3B)。

[0134] CD123  CAR  T细胞在与原代AML样品共培养时激活多种效应器功能

[0135] CD123在原代AML样品上的过表达得到充分证明[27-29]，且在本研究中  确认(图

14)。多面性(multifaceted)T细胞应答对于对感染和疫苗的强有力免疫  应答是关键的且

还可能在CAR重导向T细胞的抗肿瘤活性中起作用[30]。为  了研究CD123  CAR  T细胞激活针

对原代AML样品的多种效应器途径的能力，  将工程化的T细胞与3种不同的AML患者样品

(179、373和605)共培养6小时并  使用多色流式细胞术(设门策略显示于图15)评估CD107a

的上调和IFN-γ和  TNF-α的产生。CD107a的细胞表面动员(mobilization)在CD123特异性T

细胞的  CD4和CD8区室两者中观察到，而配对的CD19R  T细胞没有可感知的针对原  代AML样

品的脱粒(图4A，条形图)。另外，CD107a+CD123  CAR  T细胞的子  群体也产生IFN-γ、TNF-α

或这两种细胞因子(图4A，饼状图)。这种多功能应  答对于CD4和CD8群体两者观察到(图4A

和4B)。另外，检查了CAR工程化的  T细胞应答与原代AML样品共培养而增殖的能力。两种

CD123特异性T细胞  系均能在与AML  813或pre  B-ALL  802样品共培养后增殖(图4C)。在CD4

和  CD8群体两者中均观察到增殖(图16)。配对的CD19特异性T细胞在与CD19+  pre  B-ALL 

802共培养而非与AML  813共培养时增殖。

[0136] 表达CD123  CAR的T细胞体外靶向原代AML细胞

[0137] CD123特异性T细胞在体外不消除脐带血细胞的集落形成

[0138] 鉴于CD123在常见的髓性祖细胞(CMP)上表达[31]，研究了工程化的T细  胞对富集

CD34的正常脐带血(CB)样品的集落形成能力的作用。在与表达  CD123-CAR的T细胞以25:1

的E:T共培养4小时后，CB样品的髓性和红系集落  形成相比于配对的CD19R  CAR  T细胞没有

显著降低(图6A&B)。接着，在体  外检查了CD123特异性T细胞抑制原代克隆形成性

(clonogenic)AML细胞的  生长的能力。两种CD123  CAR  T细胞系相比于配对的CD19R  T细胞

均显著降  低了白血病集落的形成(图6C)。显著地，CD123特异性T细胞对白血病集落  形成

比正常髓性集落形成具有更大的影响(图6D，分别为69％降低相对于31％ 降低)。

[0139] 来自AML患者的T细胞可经遗传修饰以表达CD123  CAR和特异性靶向自体同源的肿

瘤细胞

[0140] 已知AML患者来源的T细胞较差地再极化肌动蛋白和与自体同源胚细  胞形成缺陷

性免疫突触[32]。另外，据我们所知，源自AML患者的表达CAR 的T细胞还有待描述。因此，确

定来自AML患者的T细胞是否能经遗传修饰 以表达CD123  CAR。将冷藏保存的PBMC(AML  605

和AML  722)或血浆分离  置换产物(AML  559)用CD3/CD28珠刺激，并慢病毒转导以表达

CD123  CAR  或CD19R对照CAR。所有3种患者样品来源的T细胞均表达26292CAR  (40-65％转

导效率)、32716CAR(46-70％转导效率)和CD19R  CAR。为了评估  CD123特异性T细胞杀伤原

代AML细胞的能力，将配对的CD19R  CAR或  CD123  CAR表达性T细胞与富集CD34的原代AML患

者样品在4小时51Cr释放  测定法中共培养。与配对的CD19R  T细胞相比，两种CD123  CAR  T细

胞系均  有力地裂解所有测试的原代AML患者样品(图5A)。另外，尽管在表达CD123  CAR的T

细胞的细胞裂解能力之间没有注意到统计学差异，但两种CD123特  异性T细胞相比于配对

的CD19R-CAR  T细胞展现显著增强的细胞毒性(图  5B)。
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[0141] 23-37％转导效率。AML患者来源的CAR  T细胞的表型的代表性例子显示  于图7A。

接着，在4小时51Cr释放测定法中检查AML患者来源的CAR  T细胞  对于自体同源的富集CD34

的靶细胞的细胞裂解潜力。所有自体同源的富集  CD34的细胞均表达CD123，尽管以不同的

百分比和强度(图7B)。源自AML 605和722的T细胞有效地裂解自体同源胚细胞而源自AML 

559的T细胞展现  出低水平的自体同源胚细胞裂解，可能是由于AML  559胚细胞上CD123的

较  低且异质性的表达(图7C)。

[0142] 论述

[0143] 本文中描述的实施方案包括使用来自重组免疫毒素(RIT)的scFv生成两  种新的

CD123靶向性CAR，26292和32716，其结合不同的表位且对于CD123  具有相似的结合亲和力

[18]。当由T细胞的群体表达时，这些CD123靶向性  CAR重导向针对表达CD123的细胞的T细

胞特异性。使用标准的4小时铬51  (51Cr)释放测定法，工程化为表达CD123  CAR的健康的供

体T细胞有效裂解  CD123+细胞系和原代AML患者样品。另外，两种CD123  CAR  T细胞在与 

CD123+细胞系和原代AML患者样品共培养后均激活多种效应器功能。此外，  靶向CD123的T

细胞相比于CD19  CAR  T细胞未显著降低来自脐带血(CB)的  集落形成单位粒细胞-巨噬细

胞(CFU-GM)或红系爆发形成单位(BFU-E)集落 的数目。显著地，虽然CD19特异性T细胞对于

原代AML样品的白血病集落形  成具有极小影响，但CD123靶向性T细胞在体外显著降低白血

病集落形成。  还显示AML患者来源的T细胞能表达CD123  CAR和体外裂解自体同源胚细 胞。

[0144] 表达两种CD123特异性CAR的任一种的T细胞能特异性裂解表达CD123 的细胞系和

原代AML患者样品，并以抗原特异性方式体外激活多种效应器功  能，显示两种表位均为治

疗的潜在靶物。在CD123  CAR工程化的T细胞系之  间就与CD123+细胞共培养时的靶细胞杀

伤、细胞因子分泌或增殖而言没有  观察到主要差异。对此一个可能的解释是CD123-CAR中

使用的CD123特异性  scFv的结合亲和力在纳摩级范围且相差不到3倍，如此在任一scFv赋

予的靶抗  原结合中没有提供显著优势[18]。

[0145] AML细胞上多种细胞表面抗原的表达已经得到充分证明[4,27,34]。经 由表达CAR

的T细胞靶向其中一些抗原可能不可行。例如，AML有关的抗原  TIM-3在耗尽性T细胞

(exhausted  T  cell)的子集上表达[35,36]且使用CAR工程  化的T细胞靶向TIM-3可导致该

经遗传修饰的细胞的自溶。另外，CD47遍在  表达[37]且如此不太可能由CAR工程化的T细胞

靶向。CD33分化抗原主要在  髓样细胞上表达，而且靶向CD33的免疫治疗物如Gemtuzumab 

ozogamicin、  CD33/CD3双特异性T细胞衔接抗体、和CD33  CAR目前在在临床和预临床背  景

中使用[17,38,39]。与TIM-3相似，CD33在T细胞的子集上表达，使得其  称为基于CAR的治疗

的非理想靶物[40]。另外，CD33靶向疗法的抗白血病活  性经常伴随有造血作用的缓慢恢复

和血球减少(tytopenias)，可能是长期自我  更新的正常造血干细胞(HSC)上CD33表达的结

果[41]。另外，肝中毒是CD33  靶向性治疗的常见副作用，且可能是由于无意靶向CD33+

Kupffer细胞[42]。

[0146] 在T细胞上没有CD123的表达，其主要局限于髓系的细胞[43]，且在很大  程度上不

存在于HSC上[27]。总之，这些观察结果使得CD123成为CAR介导 的T细胞疗法的有吸引力的

靶物。特异于CD123的治疗剂已在I期试验中展现  出有利的安全性概况(profile)(临床试

验政府ID：NCT00401739和  NCT00397579)。不幸的是，这些疗法不能在绝大多数治疗的患者

中诱导应  答。本文生成的CD123-CAR表达性T细胞针对CD123+细胞系和原代AML样  品在体
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外展现出有力的细胞裂解能力。下文描述的研究显示来自患有较差风 险AML的患者的原代

样品易感于CD123  CAR  T细胞介导的细胞毒性。总之，  在用于短期细胞毒性测定的原代样

品的小分组中，在诊断和/或化疗抗性时展  现出高风险特征的AML患者样品对CD123  CAR杀

伤敏感，类似于在使用  CD123+细胞系的实验中观察到的。将需要完成进一步的分析以确认

这些结 果是否适用样品的更大分组。

[0147] 多功能T细胞应答与病毒感染的控制相关且在抗肿瘤CAR  T细胞应答中  可能是重

要的[44]。实际上，对CD19  CAR  T细胞疗法应答的患者具有在疗法  后离体应答CD19+靶物

的可检测的T细胞应答(即脱粒、细胞因子分泌或增殖)  [11,12,14]。在下文实施例中，证明

了表达CD123-CAR的T细胞的功能性，  其通过分析应答CD123+细胞系和原代AML样品两者的

CD107a的上调、炎性  细胞因子的产生和CD123特异性T细胞的增殖。另外，在CD4+和CD8+区

室  两者中观察到多功能性，这可能促进持续的抗白血病活性和加强肿瘤微环境 内的抗白

血病活性[45,46]。其他共刺激域如4-1BB的纳入，和“更年轻的”  较少分化的T细胞的使用

可以进一步增加CD123  CAR应答且是在积极探索 中的领域[9,47]。

[0148] 另外，CD123特异性T细胞不抑制正常祖细胞集落形成-即使以25:1的  E:T。谱系

CD34+CD38-细胞上CD123的表达是常见髓系祖细胞的标志，如此  是CD123  CAR  T细胞的可

能靶物[31]。尽管当CB细胞与CD123特异性T细胞  温育时观察到髓系来源的集落的相对百

分比降低，但该降低不显著低于配对 的CD19R  CAR  T细胞。可能有限的样本量归因于该结

果且进一步的实验可能  揭示用CD123  CAR  T细胞处理的脐带血样品中CFU-GM形成的显著

降低。另  外，在铺板前T细胞与CB细胞的4小时共培养可能不是足够长以观察到对正  常髓

系祖细胞集落形成的作用的时间段，且更长的温育时间可能降低观察到 的髓系来源的集

落的数目。然而，使用与用于CB细胞的相同的方法学，当  将富集CD34的原代AML患者样品与

CD123  CAR  T细胞温育时观察到形成的 白血病集落数目中的实质性降低，表明4小时温育

时间足以观察到白血病性  和正常集落形成之间的作用。或者，CB细胞上相比于AML细胞的

相对更低 的CD123表达可能部分导致CD123  CAR  T细胞不能在体外改变髓系来源的  集落

形成。尽管他人已显示CD123仅在小部分的谱系CD34+CD38-HSC中表  达，但使用靶向CD123

的药剂的两项I期试验揭示无长期骨髓抑制，需要进一  步的研究来评估CD123  CAR  T细胞

疗法对造血作用的影响。为了控制不想要 的脱靶毒性，在慢病毒构建体中纳入EGFRt以允

许表达CAR的T细胞的消融。  鉴于杀伤表达CD123的正常细胞的潜力，对调控CAR  T细胞活性

如可诱导的  胱天蛋白酶9凋亡转换[48]或CAR  mRNA的电穿孔[49]的策略也具有较大兴 

趣。

[0149] 进一步地，显示来自患有活动性疾病的AML患者的冷藏保存的PBMC可  经遗传修饰

以表达CD123  CAR且在2/3的样品中展现出针对自体同源白血病  胚细胞的有力细胞裂解活

性。尽管来自AML  559的表达CD123  CAR的T细胞  不能裂解表达低水平CD123的自体同源胚

细胞，但这些CAR  T细胞确实裂解  CD123+LCL和KG1a细胞系(数据未显示)，表明生成的T细

胞具有靶向表达  CD123的靶细胞的潜力。据我们所知，这是首次证明AML患者来源的T细胞 

可工程化以表达CAR且显示针对自体同源胚细胞的重导向性抗原特异性细 胞毒性。

[0150] 总之，下文实施例中描述的研究的结果证明CD123  CAR  T细胞能区分  CD123+和

CD123-细胞，且能激活针对一组较差风险的原代AML患者样品的  多种T细胞效应器功能。注

意到CD123特异性T细胞未显著改变正常祖细胞集  落形成，但在体外相当大地降低克隆形
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成性髓性白血病祖细胞的生长。还证 明源自AML患者的T细胞可经遗传修饰以表达CD123特

异性CAR和体外裂解 自体同源胚细胞。因此，CD123  CAR  T细胞是用于AML免疫疗法的有希

望的 候选物。

[0151] 实施例2：用CD123CAR转导的T细胞在体内延迟白血病进展

[0152] CD123CAR构建体.如上文实施例1中描述的生成  26292CAR(S228P+L235E)和

32716CAR(S228P+L235E)构建体。还生成两种另  外的CD123CAR构建体，其包含对于每个

scFv在IgG4铰链中在位置297处的  另外的突变(N297Q)(“26292CAR(S228P+L235E+N297Q)”

和 “32716CAR(S228P+L235E+N297Q)”)(图12和13，突变粗体和划线)。

[0153] 将NSG小鼠移植有AML肿瘤细胞(第0天)，并在第5天用表达  26292CAR(S228P+

L235E)或26292CAR(S228P+L235E+N297Q)的5.0x106  CAR+T细胞处理，并通过生物发光成像

监测白血病进展。如图8中显示的，  与用26292CAR(S228P+L235E)转导的T细胞处理的小鼠

的处理日相比，在第8  天白血病负担进展，指示用在位置S228P和L235E具有铰链区突变的 

CD123CAR构建体转导的细胞在体内无效果。相比之下，用  26292CAR(S228P+L235E+N297Q)

转导的T细胞处理的小鼠显示与处理日相 比在肿瘤大小中的降低，表明在位置297处的铰

链区突变(N297Q)的添加产生 能在体内延迟白血病进展的CD123CAR构建体。
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[0207] 经修饰的IgG4铰链区，其包含编码S228P氨基酸取代和L235E氨基酸取  代的核苷

酸序列；和

[0208] T细胞受体(TCR)zeta链信号传导域。

[0209] 2.项1的CD123CAR基因，其中所述经修饰的IgG4铰链区还包含编码  N297Q取代的

核苷酸序列。

[0210] 3 .项1的CD123CAR基因，其中所述抗CD123  scFv区编码重组免疫毒  素26292或

32716的VH和VL域。

[0211] 4.项1的CD123CAR基因，其中所述抗CD123  scFv区是人源化的。

[0212] 5.项1的CD123CAR基因，其还包含选自以下的至少一种共刺激信号  传导域：CD27

共刺激信号传导域、CD28共刺激信号传导域、4-1BB共刺激  信号传导域、OX40共刺激信号传

导域、或其任意组合。

[0213] 6.项1的CD123CAR基因，其包含选自SEQ  ID  NO:1，SEQ  ID  NO:2，SEQ  ID  NO:3或

SEQ  ID  NO:4的核苷酸序列。

[0214] 7.项1的CD123CAR基因，其中所述基因编码包含SEQ  ID  NO:9，SEQ ID  NO:10，SEQ 

ID  NO:11或SEQ  ID  NO:12的氨基酸序列。

[0215] 8.项1的CD123CAR基因，其中所述基因是插入病毒载体内的表达盒 的部分。

[0216] 9.项7的CD123CAR基因，其中所述表达盒还包含选自下组的附属基  因：截短的表

皮生长因子受体(EGFRt)、截短的CD19(CD19t)基因或诱导的 胱天蛋白酶9基因。

[0217] 10 .由包含以下表达盒的病毒载体转导的人T细胞的群体，该表达盒包  含

CD123CAR基因，所述基因包含以符合阅读框方式融合于以下的抗CD123  scFv区：

[0218] 经修饰的IgG4铰链区，其包含编码S228P氨基酸取代和L235E氨基酸取  代的核苷

酸序列；

[0219] 至少一种共刺激信号传导域；和

[0220] T细胞受体(TCR)zeta链信号传导域；

[0221] 其中所述人T细胞的群体表达所述CD123CAR基因。

[0222] 11.项10的人T细胞的群体，其中所述经修饰的IgG4铰链区还包含编码  N297Q氨基

酸取代的核苷酸序列。

[0223] 12.项10的人T细胞的群体，其中所述CD123CAR基因包含选自SEQ  ID NO:1，SEQ  ID 

NO:2，SEQ  ID  NO:3或SEQ  ID  NO:4的核苷酸序列。

[0224] 13.项9的人T细胞的群体，其中所述基因编码包含SEQ  ID  NO:9；SEQ ID  NO:10，

SEQ  ID  NO:11或SEQ  ID  NO:12的氨基酸序列。

[0225] 16.一种在受试者中治疗AML的方法，包括对所述受试者施用用第一  CD123CAR基

因转导的第一T细胞群体；其中所述第一CD123CAR基因包含 以符合阅读框方式融合于以下

的抗CD123  scFv区：

[0226] 经修饰的IgG4铰链区，其包含编码S228P取代、L235E取代和N297Q取  代的核苷酸

序列；

[0227] 至少一种共刺激信号传导域；和

[0228] T细胞受体(TCR)zeta链信号传导域。
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[0229] 17 .项16的方法，其中所述第一CD123CAR基因包含选自SEQ  ID  NO:3  或SEQ  ID 

NO:4的核苷酸序列。

[0230] 18.项17的方法，其还包括对所述受试者施用用第一CD123CAR基因转  导的第一T

细胞群体与用第二CD123CAR基因转导的第二T细胞群体的组合；  其中所述第二CD123CAR基

因包含以符合阅读框方式融合于以下的抗  CD123  scFv区：

[0231] 经修饰的IgG4铰链区，其包含S228P取代、L235E取代和N297Q取代；

[0232] 至少一种共刺激信号传导域；和

[0233] T细胞受体(TCR)zeta链信号传导域。

[0234] 19 .项18的方法，其中所述第二CD123CAR基因包含选自SEQ  ID  NO:3  或SEQ  ID 

NO:4的核苷酸序列，其中所述第二CD123CAR基因的核苷酸序列  不同于项17中选择的核苷

酸序列。

[0235] 20.项16的方法，其进一步包括施用用第一CD123CAR基因转导的第一  T细胞群体

与选自以下的一种或多种抗癌疗法的组合：干细胞移植、放射疗  法、手术切除、化疗、免疫

治疗、靶向疗法或其组合。

[0236] 本发明还提供了以下技术方案：

[0237] 1 .一种编码CD123嵌合抗原受体(CD123CAR)多肽的核酸分子，所述  多肽包含抗

CD123  scFv区；经修饰的IgG铰链区，其具有一个或多个选自下  组的氨基酸取代：S228P氨

基酸取代、L235E氨基酸取代和N297Q氨基酸取代；  跨膜域和T细胞受体(TCR)zeta链信号传

导域。

[0238] 2.项1的核酸分子，其中所述经修饰的IgG铰链区具有L235E氨基酸取  代和N297Q

氨基酸取代。

[0239] 3 .项1的核酸分子，其中所述经修饰的IgG铰链区选自下组：经修饰的  IgG1铰链

区、经修饰的IgG2铰链区、经修饰的IgG3铰链区和经修饰的IgG4  铰链区。

[0240] 4.项1的核酸分子，其中所述抗CD123  scFv区是人源化的。

[0241] 5.项1的核酸分子，其中所述CD123CAR多肽还包含选自以下的至少  一种共刺激信

号传导域：CD27共刺激信号传导域、CD28共刺激信号传导域、  4-1BB共刺激信号传导域、

OX40共刺激信号传导域、或其任意组合。

[0242] 6.项1的核酸分子，其中所述跨膜域是经修饰的CD28跨膜域。

[0243] 7.项1的核酸分子，其中所述经修饰的IgG铰链区包含SEQ  ID  NO:13 的氨基酸序

列，其具有选自下组的一个或多个氨基酸取代：S228P氨基酸取  代、L235E氨基酸取代和

N297Q氨基酸取代。

[0244] 8.项1的核酸分子，其中所述CD123CAR多肽包含选自下组的氨基酸  序列：SEQ  ID 

NO:9,SEQ  ID  NO:10,SEQ  ID  NO:11和SEQ  ID  NO:12。

[0245] 9.项1的核酸分子，其包含选自下组的核苷酸序列：SEQ  ID  NO:1 ,SEQ ID  NO:2,

SEQ  ID  NO:3和SEQ  ID  NO:4。

[0246] 10.一种表达盒，其包含编码CD123嵌合抗原受体(CD123CAR)多肽的  核苷酸序列，

所述多肽包含抗CD123  scFv区；经修饰的IgG铰链区，其具有  一个或多个选自下组的氨基

酸取代：S228P氨基酸取代、L235E氨基酸取代  和N297Q氨基酸取代；和T细胞受体(TCR)zeta

链信号传导域。
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[0247] 11.项9的表达盒，其还包含编码选自下组的附属基因的核苷酸序列：  截短的表皮

生长因子受体(EGFRt)、截短的CD19(CD19t)或胱天蛋白酶9。

[0248] 12 .一种由包含表达盒的病毒载体转导的人T细胞的群体，该表达盒包  含编码

CD123嵌合抗原受体(CD123CAR)多肽的核苷酸序列，所述多肽包含  抗CD123  scFv区；经修

饰的IgG铰链区，其具有一个或多个选自下组的氨基  酸取代：S228P氨基酸取代、L235E氨基

酸取代和N297Q氨基酸取代；和T细 胞受体(TCR)zeta链信号传导域。

[0249] 13.一种在受试者中治疗AML的方法，包括施用由包含表达盒的病毒载  体转导的T

细胞的群体，该表达盒包含编码CD123嵌合抗原受体(CD123CAR)  多肽的核苷酸序列，所述

多肽包含抗CD123  scFv区；经修饰的IgG铰链区，  其具有一个或多个选自下组的氨基酸取

代：S228P氨基酸取代、L235E氨基  酸取代和N297Q氨基酸取代；和T细胞受体(TCR)zeta链信

号传导域。

[0250] 14.项13的方法，其中所述T细胞是自体同源T细胞。
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序列表

<110>  希望之城公司（CITY  OF  HOPE）

FORMAN,  Stephen

MARDIROS,  Armen

<120>  CD123特异性嵌合抗原受体重导向性T细胞及其使用方法

<130>  54435.8127.WO00

<150>  US  13/844,048

<151>  2013-03-15

<160>  13

<170>  PatentIn  version  3.5

<210>  1

<211>  2052

<212>  DNA

<213> 人工序列

<220>

<223>  32716CAR(S228P+L235E)构建体的反义核苷酸序列

<400>  1

gctagcgccg  ccaccatgct  gctgctggtg  accagcctgc  tgctgtgcga  gctgccccac  60

cccgcctttc  tgctgatccc  ccagattcag  ctggtgcaga  gcggcccgga  actgaaaaaa  120

ccgggcgaaa  ccgtgaaaat  tagctgcaaa  gcgagcggct  atatttttac  caactatggc  180

atgaactggg  tgaaacaggc  gccgggcaaa  agctttaaat  ggatgggctg  gattaacacc  240

tataccggcg  aaagcaccta  tagcgcggat  tttaaaggcc  gctttgcgtt  tagcctggaa  300

accagcgcga  gcaccgcgta  tctgcatatt  aacgatctga  aaaacgaaga  taccgcgacc  360

tatttttgcg  cgcgcagcgg  cggctatgat  ccgatggatt  attggggcca  gggcaccagc  420

gtgaccgtga  gcagcggcgg  cggcggcagc  ggcggcggcg  gcagcggcgg  cggcggcagc  480

gatattgtgc  tgacccagag  cccggcgagc  ctggcggtga  gcctgggcca  gcgcgcgacc  540

attagctgcc  gcgcgagcga  aagcgtggat  aactatggca  acacctttat  gcattggtat  600

cagcagaaac  cgggccagcc  gccgaaactg  ctgatttatc  gcgcgagcaa  cctggaaagc  660

ggcattccgg  cgcgctttag  cggcagcggc  agccgcaccg  attttaccct  gaccattaac  720

ccggtggaag  cggatgatgt  ggcgacctat  tattgccagc  agagcaacga  agatccgccg  780

acctttggcg  cgggcaccaa  actggaactg  aaagagagca  agtacggccc  tccctgcccc  840

ccttgccctg  cccccgagtt  cgagggcgga  cccagcgtgt  tcctgttccc  ccccaagccc  900

aaggacaccc  tgatgatcag  ccggaccccc  gaggtgacct  gcgtggtggt  ggacgtgagc  960

caggaagatc  ccgaggtcca  gttcaattgg  tacgtggacg  gcgtggaagt  gcacaacgcc  1020

aagaccaagc  ccagagagga  acagttcaac  agcacctacc  gggtggtgtc  tgtgctgacc  1080

gtgctgcacc  aggactggct  gaacggcaaa  gaatacaagt  gcaaggtgtc  caacaagggc  1140

ctgcccagca  gcatcgaaaa  gaccatcagc  aaggccaagg  gccagcctcg  cgagccccag  1200

gtgtacaccc  tgcctccctc  ccaggaagag  atgaccaaga  accaggtgtc  cctgacctgc  1260

序　列　表 1/20 页

29

CN 111926028 A

29



ctggtgaagg  gcttctaccc  cagcgacatc  gccgtggagt  gggagagcaa  cggccagcct  1320

gagaacaact  acaagaccac  ccctcccgtg  ctggacagcg  acggcagctt  cttcctgtac  1380

agccggctga  ccgtggacaa  gagccggtgg  caggaaggca  acgtctttag  ctgcagcgtg  1440

atgcacgagg  ccctgcacaa  ccactacacc  cagaagagcc  tgagcctgtc  cctgggcaag  1500

atgttctggg  tgctggtggt  ggtgggcggg  gtgctggcct  gctacagcct  gctggtgaca  1560

gtggccttca  tcatcttttg  ggtgcggagc  aagcggagca  gaggcggcca  cagcgactac  1620

atgaacatga  cccccagacg  gcctggcccc  acccggaagc  actaccagcc  ctacgcccca  1680

cccagggact  ttgccgccta  ccggtccggc  ggagggcggg  tgaagttcag  cagaagcgcc  1740

gacgcccctg  cctaccagca  gggccagaat  cagctgtaca  acgagctgaa  cctgggcaga  1800

agggaagagt  acgacgtcct  ggataagcgg  agaggccggg  accctgagat  gggcggcaag  1860

cctcggcgga  agaaccccca  ggaaggcctg  tataacgaac  tgcagaaaga  caagatggcc  1920

gaggcctaca  gcgagatcgg  catgaagggc  gagcggaggc  ggggcaaggg  ccacgacggc  1980

ctgtatcagg  gcctgtccac  cgccaccaag  gatacctacg  acgccctgca  catgcaggcc  2040

ctgcccccaa  gg  2052

<210>  2

<211>  2031

<212>  DNA

<213> 人工序列

<220>

<223>  26292CAR(S228P+L235E)构建体的反义核苷酸序列

<400>  2

gctagcgccg  ccaccatgct  gctgctggtg  accagcctgc  tgctgtgcga  gctgccccac  60

cccgcctttc  tgctgatccc  ccaggtgcag  ctgcagcagc  cgggcgcgga  actggtgcgc  120

ccgggcgcga  gcgtgaaact  gagctgcaaa  gcgagcggct  atacctttac  cagctattgg  180

atgaactggg  tgaaacagcg  cccggatcag  ggcctggaat  ggattggccg  cattgatccg  240

tatgatagcg  aaacccatta  taaccagaaa  tttaaagata  aagcgattct  gaccgtggat  300

aaaagcagca  gcaccgcgta  tatgcagctg  agcagcctga  ccagcgaaga  tagcgcggtg  360

tattattgcg  cgcgcggcaa  ctgggatgat  tattggggcc  agggcaccac  cctgaccgtg  420

agcagcggcg  gcggcggcag  cggcggcggc  ggcagcggcg  gcggcggcag  cgatgtgcag  480

attacccaga  gcccgagcta  tctggcggcg  agcccgggcg  aaaccattac  cattaactgc  540

cgcgcgagca  aaagcattag  caaagatctg  gcgtggtatc  aggaaaaacc  gggcaaaacc  600

aacaaactgc  tgatttatag  cggcagcacc  ctgcagagcg  gcattccgag  ccgctttagc  660

ggcagcggca  gcggcaccga  ttttaccctg  accattagca  gcctggaacc  ggaagatttt  720

gcgatgtatt  attgccagca  gcataacaaa  tatccgtata  cctttggcgg  cggcaccaaa  780

ctggaaatta  aagagagcaa  gtacggccct  ccctgccccc  cttgccctgc  ccccgagttc  840

gagggcggac  ccagcgtgtt  cctgttcccc  cccaagccca  aggacaccct  gatgatcagc  900

cggacccccg  aggtgacctg  cgtggtggtg  gacgtgagcc  aggaagatcc  cgaggtccag  960

ttcaattggt  acgtggacgg  cgtggaagtg  cacaacgcca  agaccaagcc  cagagaggaa  1020

cagttcaaca  gcacctaccg  ggtggtgtct  gtgctgaccg  tgctgcacca  ggactggctg  1080
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aacggcaaag  aatacaagtg  caaggtgtcc  aacaagggcc  tgcccagcag  catcgaaaag  1140

accatcagca  aggccaaggg  ccagcctcgc  gagccccagg  tgtacaccct  gcctccctcc  1200

caggaagaga  tgaccaagaa  ccaggtgtcc  ctgacctgcc  tggtgaaggg  cttctacccc  1260

agcgacatcg  ccgtggagtg  ggagagcaac  ggccagcctg  agaacaacta  caagaccacc  1320

cctcccgtgc  tggacagcga  cggcagcttc  ttcctgtaca  gccggctgac  cgtggacaag  1380

agccggtggc  aggaaggcaa  cgtctttagc  tgcagcgtga  tgcacgaggc  cctgcacaac  1440

cactacaccc  agaagagcct  gagcctgtcc  ctgggcaaga  tgttctgggt  gctggtggtg  1500

gtgggcgggg  tgctggcctg  ctacagcctg  ctggtgacag  tggccttcat  catcttttgg  1560

gtgcggagca  agcggagcag  aggcggccac  agcgactaca  tgaacatgac  ccccagacgg  1620

cctggcccca  cccggaagca  ctaccagccc  tacgccccac  ccagggactt  tgccgcctac  1680

cggtccggcg  gagggcgggt  gaagttcagc  agaagcgccg  acgcccctgc  ctaccagcag  1740

ggccagaatc  agctgtacaa  cgagctgaac  ctgggcagaa  gggaagagta  cgacgtcctg  1800

gataagcgga  gaggccggga  ccctgagatg  ggcggcaagc  ctcggcggaa  gaacccccag  1860

gaaggcctgt  ataacgaact  gcagaaagac  aagatggccg  aggcctacag  cgagatcggc  1920

atgaagggcg  agcggaggcg  gggcaagggc  cacgacggcc  tgtatcaggg  cctgtccacc  1980

gccaccaagg  atacctacga  cgccctgcac  atgcaggccc  tgcccccaag  g  2031

<210>  3

<211>  2052

<212>  DNA

<213> 人工序列

<220>

<223>  32716CAR(S228P+L235E+N297Q)构建体的反义核苷酸序列

<400>  3

gctagcgccg  ccaccatgct  gctgctggtg  accagcctgc  tgctgtgcga  gctgccccac  60

cccgcctttc  tgctgatccc  ccagattcag  ctggtgcaga  gcggcccgga  actgaaaaaa  120

ccgggcgaaa  ccgtgaaaat  tagctgcaaa  gcgagcggct  atatttttac  caactatggc  180

atgaactggg  tgaaacaggc  gccgggcaaa  agctttaaat  ggatgggctg  gattaacacc  240

tataccggcg  aaagcaccta  tagcgcggat  tttaaaggcc  gctttgcgtt  tagcctggaa  300

accagcgcga  gcaccgcgta  tctgcatatt  aacgatctga  aaaacgaaga  taccgcgacc  360

tatttttgcg  cgcgcagcgg  cggctatgat  ccgatggatt  attggggcca  gggcaccagc  420

gtgaccgtga  gcagcggcgg  cggcggcagc  ggcggcggcg  gcagcggcgg  cggcggcagc  480

gatattgtgc  tgacccagag  cccggcgagc  ctggcggtga  gcctgggcca  gcgcgcgacc  540

attagctgcc  gcgcgagcga  aagcgtggat  aactatggca  acacctttat  gcattggtat  600

cagcagaaac  cgggccagcc  gccgaaactg  ctgatttatc  gcgcgagcaa  cctggaaagc  660

ggcattccgg  cgcgctttag  cggcagcggc  agccgcaccg  attttaccct  gaccattaac  720

ccggtggaag  cggatgatgt  ggcgacctat  tattgccagc  agagcaacga  agatccgccg  780

acctttggcg  cgggcaccaa  actggaactg  aaagagagca  agtacggccc  tccctgcccc  840

ccttgccctg  cccccgagtt  cgagggcgga  cccagcgtgt  tcctgttccc  ccccaagccc  900

aaggacaccc  tgatgatcag  ccggaccccc  gaggtgacct  gcgtggtggt  ggacgtgagc  960
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caggaagatc  ccgaggtcca  gttcaattgg  tacgtggacg  gcgtggaagt  gcacaacgcc  1020

aagaccaagc  ccagagagga  acagttccar  agcacctacc  gggtggtgtc  tgtgctgacc  1080

gtgctgcacc  aggactggct  gaacggcaaa  gaatacaagt  gcaaggtgtc  caacaagggc  1140

ctgcccagca  gcatcgaaaa  gaccatcagc  aaggccaagg  gccagcctcg  cgagccccag  1200

gtgtacaccc  tgcctccctc  ccaggaagag  atgaccaaga  accaggtgtc  cctgacctgc  1260

ctggtgaagg  gcttctaccc  cagcgacatc  gccgtggagt  gggagagcaa  cggccagcct  1320

gagaacaact  acaagaccac  ccctcccgtg  ctggacagcg  acggcagctt  cttcctgtac  1380

agccggctga  ccgtggacaa  gagccggtgg  caggaaggca  acgtctttag  ctgcagcgtg  1440

atgcacgagg  ccctgcacaa  ccactacacc  cagaagagcc  tgagcctgtc  cctgggcaag  1500

atgttctggg  tgctggtggt  ggtgggcggg  gtgctggcct  gctacagcct  gctggtgaca  1560

gtggccttca  tcatcttttg  ggtgcggagc  aagcggagca  gaggcggcca  cagcgactac  1620

atgaacatga  cccccagacg  gcctggcccc  acccggaagc  actaccagcc  ctacgcccca  1680

cccagggact  ttgccgccta  ccggtccggc  ggagggcggg  tgaagttcag  cagaagcgcc  1740

gacgcccctg  cctaccagca  gggccagaat  cagctgtaca  acgagctgaa  cctgggcaga  1800

agggaagagt  acgacgtcct  ggataagcgg  agaggccggg  accctgagat  gggcggcaag  1860

cctcggcgga  agaaccccca  ggaaggcctg  tataacgaac  tgcagaaaga  caagatggcc  1920

gaggcctaca  gcgagatcgg  catgaagggc  gagcggaggc  ggggcaaggg  ccacgacggc  1980

ctgtatcagg  gcctgtccac  cgccaccaag  gatacctacg  acgccctgca  catgcaggcc  2040

ctgcccccaa  gg  2052

<210>  4

<211>  2031

<212>  DNA

<213> 人工序列

<220>

<223>  26292CAR(S228P+L235E+N297Q)构建体的反义核苷酸序列

<400>  4

gctagcgccg  ccaccatgct  gctgctggtg  accagcctgc  tgctgtgcga  gctgccccac  60

cccgcctttc  tgctgatccc  ccaggtgcag  ctgcagcagc  cgggcgcgga  actggtgcgc  120

ccgggcgcga  gcgtgaaact  gagctgcaaa  gcgagcggct  atacctttac  cagctattgg  180

atgaactggg  tgaaacagcg  cccggatcag  ggcctggaat  ggattggccg  cattgatccg  240

tatgatagcg  aaacccatta  taaccagaaa  tttaaagata  aagcgattct  gaccgtggat  300

aaaagcagca  gcaccgcgta  tatgcagctg  agcagcctga  ccagcgaaga  tagcgcggtg  360

tattattgcg  cgcgcggcaa  ctgggatgat  tattggggcc  agggcaccac  cctgaccgtg  420

agcagcggcg  gcggcggcag  cggcggcggc  ggcagcggcg  gcggcggcag  cgatgtgcag  480

attacccaga  gcccgagcta  tctggcggcg  agcccgggcg  aaaccattac  cattaactgc  540

cgcgcgagca  aaagcattag  caaagatctg  gcgtggtatc  aggaaaaacc  gggcaaaacc  600

aacaaactgc  tgatttatag  cggcagcacc  ctgcagagcg  gcattccgag  ccgctttagc  660

ggcagcggca  gcggcaccga  ttttaccctg  accattagca  gcctggaacc  ggaagatttt  720

gcgatgtatt  attgccagca  gcataacaaa  tatccgtata  cctttggcgg  cggcaccaaa  780
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ctggaaatta  aagagagcaa  gtacggccct  ccctgccccc  cttgccctgc  ccccgagttc  840

gagggcggac  ccagcgtgtt  cctgttcccc  cccaagccca  aggacaccct  gatgatcagc  900

cggacccccg  aggtgacctg  cgtggtggtg  gacgtgagcc  aggaagatcc  cgaggtccag  960

ttcaattggt  acgtggacgg  cgtggaagtg  cacaacgcca  agaccaagcc  cagagaggaa  1020

cagttcaara  gcacctaccg  ggtggtgtct  gtgctgaccg  tgctgcacca  ggactggctg  1080

aacggcaaag  aatacaagtg  caaggtgtcc  aacaagggcc  tgcccagcag  catcgaaaag  1140

accatcagca  aggccaaggg  ccagcctcgc  gagccccagg  tgtacaccct  gcctccctcc  1200

caggaagaga  tgaccaagaa  ccaggtgtcc  ctgacctgcc  tggtgaaggg  cttctacccc  1260

agcgacatcg  ccgtggagtg  ggagagcaac  ggccagcctg  agaacaacta  caagaccacc  1320

cctcccgtgc  tggacagcga  cggcagcttc  ttcctgtaca  gccggctgac  cgtggacaag  1380

agccggtggc  aggaaggcaa  cgtctttagc  tgcagcgtga  tgcacgaggc  cctgcacaac  1440

cactacaccc  agaagagcct  gagcctgtcc  ctgggcaaga  tgttctgggt  gctggtggtg  1500

gtgggcgggg  tgctggcctg  ctacagcctg  ctggtgacag  tggccttcat  catcttttgg  1560

gtgcggagca  agcggagcag  aggcggccac  agcgactaca  tgaacatgac  ccccagacgg  1620

cctggcccca  cccggaagca  ctaccagccc  tacgccccac  ccagggactt  tgccgcctac  1680

cggtccggcg  gagggcgggt  gaagttcagc  agaagcgccg  acgcccctgc  ctaccagcag  1740

ggccagaatc  agctgtacaa  cgagctgaac  ctgggcagaa  gggaagagta  cgacgtcctg  1800

gataagcgga  gaggccggga  ccctgagatg  ggcggcaagc  ctcggcggaa  gaacccccag  1860

gaaggcctgt  ataacgaact  gcagaaagac  aagatggccg  aggcctacag  cgagatcggc  1920

atgaagggcg  agcggaggcg  gggcaagggc  cacgacggcc  tgtatcaggg  cctgtccacc  1980

gccaccaagg  atacctacga  cgccctgcac  atgcaggccc  tgcccccaag  g  2031

<210>  5

<211>  2052

<212>  DNA

<213> 人工序列

<220>

<223>  32716CAR(S228P+L235E)构建体的有义核苷酸序列

<400>  5

cgatcgcggc  ggtggtacga  cgacgaccac  tggtcggacg  acgacacgct  cgacggggtg  60

gggcggaaag  acgactaggg  ggtctaagtc  gaccacgtct  cgccgggcct  tgactttttt  120

ggcccgcttt  ggcactttta  atcgacgttt  cgctcgccga  tataaaaatg  gttgataccg  180

tacttgaccc  actttgtccg  cggcccgttt  tcgaaattta  cctacccgac  ctaattgtgg  240

atatggccgc  tttcgtggat  atcgcgccta  aaatttccgg  cgaaacgcaa  atcggacctt  300

tggtcgcgct  cgtggcgcat  agacgtataa  ttgctagact  ttttgcttct  atggcgctgg  360

ataaaaacgc  gcgcgtcgcc  gccgatacta  ggctacctaa  taaccccggt  cccgtggtcg  420

cactggcact  cgtcgccgcc  gccgccgtcg  ccgccgccgc  cgtcgccgcc  gccgccgtcg  480

ctataacacg  actgggtctc  gggccgctcg  gaccgccact  cggacccggt  cgcgcgctgg  540

taatcgacgg  cgcgctcgct  ttcgcaccta  ttgataccgt  tgtggaaata  cgtaaccata  600

gtcgtctttg  gcccggtcgg  cggctttgac  gactaaatag  cgcgctcgtt  ggacctttcg  660
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ccgtaaggcc  gcgcgaaatc  gccgtcgccg  tcggcgtggc  taaaatggga  ctggtaattg  720

ggccaccttc  gcctactaca  ccgctggata  ataacggtcg  tctcgttgct  tctaggcggc  780

tggaaaccgc  gcccgtggtt  tgaccttgac  tttctctcgt  tcatgccggg  agggacgggg  840

ggaacgggac  gggggctcaa  gctcccgcct  gggtcgcaca  aggacaaggg  ggggttcggg  900

ttcctgtggg  actactagtc  ggcctggggg  ctccactgga  cgcaccacca  cctgcactcg  960

gtccttctag  ggctccaggt  caagttaacc  atgcacctgc  cgcaccttca  cgtgttgcgg  1020

ttctggttcg  ggtctctcct  tgtcaagttg  tcgtggatgg  cccaccacag  acacgactgg  1080

cacgacgtgg  tcctgaccga  cttgccgttt  cttatgttca  cgttccacag  gttgttcccg  1140

gacgggtcgt  cgtagctttt  ctggtagtcg  ttccggttcc  cggtcggagc  gctcggggtc  1200

cacatgtggg  acggagggag  ggtccttctc  tactggttct  tggtccacag  ggactggacg  1260

gaccacttcc  cgaagatggg  gtcgctgtag  cggcacctca  ccctctcgtt  gccggtcgga  1320

ctcttgttga  tgttctggtg  gggagggcac  gacctgtcgc  tgccgtcgaa  gaaggacatg  1380

tcggccgact  ggcacctgtt  ctcggccacc  gtccttccgt  tgcagaaatc  gacgtcgcac  1440

tacgtgctcc  gggacgtgtt  ggtgatgtgg  gtcttctcgg  actcggacag  ggacccgttc  1500

tacaagaccc  acgaccacca  ccacccgccc  cacgaccgga  cgatgtcgga  cgaccactgt  1560

caccggaagt  agtagaaaac  ccacgcctcg  ttcgcctcgt  ctccgccggt  gtcgctgatg  1620

tacttgtact  gggggtctgc  cggaccgggg  tgggccttcg  tgatggtcgg  gatgcggggt  1680

gggtccctga  aacggcggat  ggccaggccg  cctcccgccc  acttcaagtc  gtcttcgcgg  1740

ctgcggggac  ggatggtcgt  cccggtctta  gtcgacatgt  tgctcgactt  ggacccgtct  1800

tcccttctca  tgctgcagga  cctattcgcc  tctccggccc  tgggactcta  cccgccgttc  1860

ggagccgcct  tcttgggggt  ccttccggac  atattgcttg  acgtctttct  gttctaccgg  1920

ctccggatgt  cgctctagcc  gtacttcccg  ctcgcctccg  ccccgttccc  ggtgctgccg  1980

gacatagtcc  cggacaggtg  gcggtggttc  ctatggatgc  tgcgggacgt  gtacgtccgg  2040

gacgggggtt  cc  2052

<210>  6

<211>  2031

<212>  DNA

<213> 人工序列

<220>

<223>  26292CAR(S228P+L235E)构建体的有义核苷酸序列

<400>  6

cgatcgcggc  ggtggtacga  cgacgaccac  tggtcggacg  acgacacgct  cgacggggtg  60

gggcggaaag  acgactaggg  ggtccacgtc  gacgtcgtcg  gcccgcgcct  tgaccacgcg  120

ggcccgcgct  cgcactttga  ctcgacgttt  cgctcgccga  tatggaaatg  gtcgataacc  180

tacttgaccc  actttgtcgc  gggcctagtc  ccggacctta  cctaaccggc  gtaactaggc  240

atactatcgc  tttgggtaat  attggtcttt  aaatttctat  ttcgctaaga  ctggcaccta  300

ttttcgtcgt  cgtggcgcat  atacgtcgac  tcgtcggact  ggtcgcttct  atcgcgccac  360

ataataacgc  gcgcgccgtt  gaccctacta  ataaccccgg  tcccgtggtg  ggactggcac  420

tcgtcgccgc  cgccgccgtc  gccgccgccg  ccgtcgccgc  cgccgccgtc  gctacacgtc  480
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taatgggtct  cgggctcgat  agaccgccgc  tcgggcccgc  tttggtaatg  gtaattgacg  540

gcgcgctcgt  tttcgtaatc  gtttctagac  cgcaccatag  tcctttttgg  cccgttttgg  600

ttgtttgacg  actaaatatc  gccgtcgtgg  gacgtctcgc  cgtaaggctc  ggcgaaatcg  660

ccgtcgccgt  cgccgtggct  aaaatgggac  tggtaatcgt  cggaccttgg  ccttctaaaa  720

cgctacataa  taacggtcgt  cgtattgttt  ataggcatat  ggaaaccgcc  gccgtggttt  780

gacctttaat  ttctctcgtt  catgccggga  gggacggggg  gaacgggacg  ggggctcaag  840

ctcccgcctg  ggtcgcacaa  ggacaagggg  gggttcgggt  tcctgtggga  ctactagtcg  900

gcctgggggc  tccactggac  gcaccaccac  ctgcactcgg  tccttctagg  gctccaggtc  960

aagttaacca  tgcacctgcc  gcaccttcac  gtgttgcggt  tctggttcgg  gtctctcctt  1020

gtcaagttgt  cgtggatggc  ccaccacaga  cacgactggc  acgacgtggt  cctgaccgac  1080

ttgccgtttc  ttatgttcac  gttccacagg  ttgttcccgg  acgggtcgtc  gtagcttttc  1140

tggtagtcgt  tccggttccc  ggtcggagcg  ctcggggtcc  acatgtggga  cggagggagg  1200

gtccttctct  actggttctt  ggtccacagg  gactggacgg  accacttccc  gaagatgggg  1260

tcgctgtagc  ggcacctcac  cctctcgttg  ccggtcggac  tcttgttgat  gttctggtgg  1320

ggagggcacg  acctgtcgct  gccgtcgaag  aaggacatgt  cggccgactg  gcacctgttc  1380

tcggccaccg  tccttccgtt  gcagaaatcg  acgtcgcact  acgtgctccg  ggacgtgttg  1440

gtgatgtggg  tcttctcgga  ctcggacagg  gacccgttct  acaagaccca  cgaccaccac  1500

cacccgcccc  acgaccggac  gatgtcggac  gaccactgtc  accggaagta  gtagaaaacc  1560

cacgcctcgt  tcgcctcgtc  tccgccggtg  tcgctgatgt  acttgtactg  ggggtctgcc  1620

ggaccggggt  gggccttcgt  gatggtcggg  atgcggggtg  ggtccctgaa  acggcggatg  1680

gccaggccgc  ctcccgccca  cttcaagtcg  tcttcgcggc  tgcggggacg  gatggtcgtc  1740

ccggtcttag  tcgacatgtt  gctcgacttg  gacccgtctt  cccttctcat  gctgcaggac  1800

ctattcgcct  ctccggccct  gggactctac  ccgccgttcg  gagccgcctt  cttgggggtc  1860

cttccggaca  tattgcttga  cgtctttctg  ttctaccggc  tccggatgtc  gctctagccg  1920

tacttcccgc  tcgcctccgc  cccgttcccg  gtgctgccgg  acatagtccc  ggacaggtgg  1980

cggtggttcc  tatggatgct  gcgggacgtg  tacgtccggg  acgggggttc  c  2031

<210>  7

<211>  2052

<212>  DNA

<213> 人工序列

<220>

<223>  32716CAR(S228P+L235E+N297Q)构建体的有义核苷酸序列

<400>  7

cgatcgcggc  ggtggtacga  cgacgaccac  tggtcggacg  acgacacgct  cgacggggtg  60

gggcggaaag  acgactaggg  ggtctaagtc  gaccacgtct  cgccgggcct  tgactttttt  120

ggcccgcttt  ggcactttta  atcgacgttt  cgctcgccga  tataaaaatg  gttgataccg  180

tacttgaccc  actttgtccg  cggcccgttt  tcgaaattta  cctacccgac  ctaattgtgg  240

atatggccgc  tttcgtggat  atcgcgccta  aaatttccgg  cgaaacgcaa  atcggacctt  300

tggtcgcgct  cgtggcgcat  agacgtataa  ttgctagact  ttttgcttct  atggcgctgg  360
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ataaaaacgc  gcgcgtcgcc  gccgatacta  ggctacctaa  taaccccggt  cccgtggtcg  420

cactggcact  cgtcgccgcc  gccgccgtcg  ccgccgccgc  cgtcgccgcc  gccgccgtcg  480

ctataacacg  actgggtctc  gggccgctcg  gaccgccact  cggacccggt  cgcgcgctgg  540

taatcgacgg  cgcgctcgct  ttcgcaccta  ttgataccgt  tgtggaaata  cgtaaccata  600

gtcgtctttg  gcccggtcgg  cggctttgac  gactaaatag  cgcgctcgtt  ggacctttcg  660

ccgtaaggcc  gcgcgaaatc  gccgtcgccg  tcggcgtggc  taaaatggga  ctggtaattg  720

ggccaccttc  gcctactaca  ccgctggata  ataacggtcg  tctcgttgct  tctaggcggc  780

tggaaaccgc  gcccgtggtt  tgaccttgac  tttctctcgt  tcatgccggg  agggacgggg  840

ggaacgggac  gggggctcaa  gctcccgcct  gggtcgcaca  aggacaaggg  ggggttcggg  900

ttcctgtggg  actactagtc  ggcctggggg  ctccactgga  cgcaccacca  cctgcactcg  960

gtccttctag  ggctccaggt  caagttaacc  atgcacctgc  cgcaccttca  cgtgttgcgg  1020

ttctggttcg  ggtctctcct  tgtcaaggty  tcgtggatgg  cccaccacag  acacgactgg  1080

cacgacgtgg  tcctgaccga  cttgccgttt  cttatgttca  cgttccacag  gttgttcccg  1140

gacgggtcgt  cgtagctttt  ctggtagtcg  ttccggttcc  cggtcggagc  gctcggggtc  1200

cacatgtggg  acggagggag  ggtccttctc  tactggttct  tggtccacag  ggactggacg  1260

gaccacttcc  cgaagatggg  gtcgctgtag  cggcacctca  ccctctcgtt  gccggtcgga  1320

ctcttgttga  tgttctggtg  gggagggcac  gacctgtcgc  tgccgtcgaa  gaaggacatg  1380

tcggccgact  ggcacctgtt  ctcggccacc  gtccttccgt  tgcagaaatc  gacgtcgcac  1440

tacgtgctcc  gggacgtgtt  ggtgatgtgg  gtcttctcgg  actcggacag  ggacccgttc  1500

tacaagaccc  acgaccacca  ccacccgccc  cacgaccgga  cgatgtcgga  cgaccactgt  1560

caccggaagt  agtagaaaac  ccacgcctcg  ttcgcctcgt  ctccgccggt  gtcgctgatg  1620

tacttgtact  gggggtctgc  cggaccgggg  tgggccttcg  tgatggtcgg  gatgcggggt  1680

gggtccctga  aacggcggat  ggccaggccg  cctcccgccc  acttcaagtc  gtcttcgcgg  1740

ctgcggggac  ggatggtcgt  cccggtctta  gtcgacatgt  tgctcgactt  ggacccgtct  1800

tcccttctca  tgctgcagga  cctattcgcc  tctccggccc  tgggactcta  cccgccgttc  1860

ggagccgcct  tcttgggggt  ccttccggac  atattgcttg  acgtctttct  gttctaccgg  1920

ctccggatgt  cgctctagcc  gtacttcccg  ctcgcctccg  ccccgttccc  ggtgctgccg  1980

gacatagtcc  cggacaggtg  gcggtggttc  ctatggatgc  tgcgggacgt  gtacgtccgg  2040

gacgggggtt  cc  2052

<210>  8

<211>  2031

<212>  DNA

<213> 人工序列

<220>

<223>  26292CAR(S228P+L235E+N297Q)构建体的有义核苷酸序列

<400>  8

cgatcgcggc  ggtggtacga  cgacgaccac  tggtcggacg  acgacacgct  cgacggggtg  60

gggcggaaag  acgactaggg  ggtccacgtc  gacgtcgtcg  gcccgcgcct  tgaccacgcg  120

ggcccgcgct  cgcactttga  ctcgacgttt  cgctcgccga  tatggaaatg  gtcgataacc  180
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tacttgaccc  actttgtcgc  gggcctagtc  ccggacctta  cctaaccggc  gtaactaggc  240

atactatcgc  tttgggtaat  attggtcttt  aaatttctat  ttcgctaaga  ctggcaccta  300

ttttcgtcgt  cgtggcgcat  atacgtcgac  tcgtcggact  ggtcgcttct  atcgcgccac  360

ataataacgc  gcgcgccgtt  gaccctacta  ataaccccgg  tcccgtggtg  ggactggcac  420

tcgtcgccgc  cgccgccgtc  gccgccgccg  ccgtcgccgc  cgccgccgtc  gctacacgtc  480

taatgggtct  cgggctcgat  agaccgccgc  tcgggcccgc  tttggtaatg  gtaattgacg  540

gcgcgctcgt  tttcgtaatc  gtttctagac  cgcaccatag  tcctttttgg  cccgttttgg  600

ttgtttgacg  actaaatatc  gccgtcgtgg  gacgtctcgc  cgtaaggctc  ggcgaaatcg  660

ccgtcgccgt  cgccgtggct  aaaatgggac  tggtaatcgt  cggaccttgg  ccttctaaaa  720

cgctacataa  taacggtcgt  cgtattgttt  ataggcatat  ggaaaccgcc  gccgtggttt  780

gacctttaat  ttctctcgtt  catgccggga  gggacggggg  gaacgggacg  ggggctcaag  840

ctcccgcctg  ggtcgcacaa  ggacaagggg  gggttcgggt  tcctgtggga  ctactagtcg  900

gcctgggggc  tccactggac  gcaccaccac  ctgcactcgg  tccttctagg  gctccaggtc  960

aagttaacca  tgcacctgcc  gcaccttcac  gtgttgcggt  tctggttcgg  gtctctcctt  1020

gtcaagttyt  cgtggatggc  ccaccacaga  cacgactggc  acgacgtggt  cctgaccgac  1080

ttgccgtttc  ttatgttcac  gttccacagg  ttgttcccgg  acgggtcgtc  gtagcttttc  1140

tggtagtcgt  tccggttccc  ggtcggagcg  ctcggggtcc  acatgtggga  cggagggagg  1200

gtccttctct  actggttctt  ggtccacagg  gactggacgg  accacttccc  gaagatgggg  1260

tcgctgtagc  ggcacctcac  cctctcgttg  ccggtcggac  tcttgttgat  gttctggtgg  1320

ggagggcacg  acctgtcgct  gccgtcgaag  aaggacatgt  cggccgactg  gcacctgttc  1380

tcggccaccg  tccttccgtt  gcagaaatcg  acgtcgcact  acgtgctccg  ggacgtgttg  1440

gtgatgtggg  tcttctcgga  ctcggacagg  gacccgttct  acaagaccca  cgaccaccac  1500

cacccgcccc  acgaccggac  gatgtcggac  gaccactgtc  accggaagta  gtagaaaacc  1560

cacgcctcgt  tcgcctcgtc  tccgccggtg  tcgctgatgt  acttgtactg  ggggtctgcc  1620

ggaccggggt  gggccttcgt  gatggtcggg  atgcggggtg  ggtccctgaa  acggcggatg  1680

gccaggccgc  ctcccgccca  cttcaagtcg  tcttcgcggc  tgcggggacg  gatggtcgtc  1740

ccggtcttag  tcgacatgtt  gctcgacttg  gacccgtctt  cccttctcat  gctgcaggac  1800

ctattcgcct  ctccggccct  gggactctac  ccgccgttcg  gagccgcctt  cttgggggtc  1860

cttccggaca  tattgcttga  cgtctttctg  ttctaccggc  tccggatgtc  gctctagccg  1920

tacttcccgc  tcgcctccgc  cccgttcccg  gtgctgccgg  acatagtccc  ggacaggtgg  1980

cggtggttcc  tatggatgct  gcgggacgtg  tacgtccggg  acgggggttc  c  2031

<210>  9

<211>  679

<212>  PRT

<213> 人工序列

<220>

<223>  32716CAR(S228P+L235E)构建体的氨基酸序列

<400>  9

Met  Leu  Leu  Leu  Val  Thr  Ser  Leu  Leu  Leu  Cys  Glu  Leu  Pro  His  Pro
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1               5                   10                  15

Ala  Phe  Leu  Leu  Ile  Pro  Gln  Ile  Gln  Leu  Val  Gln  Ser  Gly  Pro  Glu

            20                  25                  30

Leu  Lys  Lys  Pro  Gly  Glu  Thr  Val  Lys  Ile  Ser  Cys  Lys  Ala  Ser  Gly

        35                  40                  45

Tyr  Ile  Phe  Thr  Asn  Tyr  Gly  Met  Asn  Trp  Val  Lys  Gln  Ala  Pro  Gly

    50                  55                  60

Lys  Ser  Phe  Lys  Trp  Met  Gly  Trp  Ile  Asn  Thr  Tyr  Thr  Gly  Glu  Ser

65                  70                  75                  80

Thr  Tyr  Ser  Ala  Asp  Phe  Lys  Gly  Arg  Phe  Ala  Phe  Ser  Leu  Glu  Thr

                85                  90                  95

Ser  Ala  Ser  Thr  Ala  Tyr  Leu  His  Ile  Asn  Asp  Leu  Lys  Asn  Glu  Asp

            100                 105                 110

Thr  Ala  Thr  Tyr  Phe  Cys  Ala  Arg  Ser  Gly  Gly  Tyr  Asp  Pro  Met  Asp

        115                 120                 125

Tyr  Trp  Gly  Gln  Gly  Thr  Ser  Val  Thr  Val  Ser  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly

    130                 135                 140

Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Asp  Ile  Val  Leu  Thr

145                 150                 155                 160

Gln  Ser  Pro  Ala  Ser  Leu  Ala  Val  Ser  Leu  Gly  Gln  Arg  Ala  Thr  Ile

                165                 170                 175

Ser  Cys  Arg  Ala  Ser  Glu  Ser  Val  Asp  Asn  Tyr  Gly  Asn  Thr  Phe  Met

            180                 185                 190

His  Trp  Tyr  Gln  Gln  Lys  Pro  Gly  Gln  Pro  Pro  Lys  Leu  Leu  Ile  Tyr

        195                 200                 205

Arg  Ala  Ser  Asn  Leu  Glu  Ser  Gly  Ile  Pro  Ala  Arg  Phe  Ser  Gly  Ser

    210                 215                 220

Gly  Ser  Arg  Thr  Asp  Phe  Thr  Leu  Thr  Ile  Asn  Pro  Val  Glu  Ala  Asp

225                 230                 235                 240

Asp  Val  Ala  Thr  Tyr  Tyr  Cys  Gln  Gln  Ser  Asn  Glu  Asp  Pro  Pro  Thr

                245                 250                 255

Phe  Gly  Ala  Gly  Thr  Lys  Leu  Glu  Leu  Lys  Glu  Ser  Lys  Tyr  Gly  Pro

            260                 265                 270

Pro  Cys  Pro  Pro  Cys  Pro  Ala  Pro  Glu  Phe  Glu  Gly  Gly  Pro  Ser  Val

        275                 280                 285

Phe  Leu  Phe  Pro  Pro  Lys  Pro  Lys  Asp  Thr  Leu  Met  Ile  Ser  Arg  Thr

    290                 295                 300

Pro  Glu  Val  Thr  Cys  Val  Val  Val  Asp  Val  Ser  Gln  Glu  Asp  Pro  Glu

305                 310                 315                 320
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Val  Gln  Phe  Asn  Trp  Tyr  Val  Asp  Gly  Val  Glu  Val  His  Asn  Ala  Lys

                325                 330                 335

Thr  Lys  Pro  Arg  Glu  Glu  Gln  Phe  Asn  Ser  Thr  Tyr  Arg  Val  Val  Ser

            340                 345                 350

Val  Leu  Thr  Val  Leu  His  Gln  Asp  Trp  Leu  Asn  Gly  Lys  Glu  Tyr  Lys

        355                 360                 365

Cys  Lys  Val  Ser  Asn  Lys  Gly  Leu  Pro  Ser  Ser  Ile  Glu  Lys  Thr  Ile

    370                 375                 380

Ser  Lys  Ala  Lys  Gly  Gln  Pro  Arg  Glu  Pro  Gln  Val  Tyr  Thr  Leu  Pro

385                 390                 395                 400

Pro  Ser  Gln  Glu  Glu  Met  Thr  Lys  Asn  Gln  Val  Ser  Leu  Thr  Cys  Leu

                405                 410                 415

Val  Lys  Gly  Phe  Tyr  Pro  Ser  Asp  Ile  Ala  Val  Glu  Trp  Glu  Ser  Asn

            420                 425                 430

Gly  Gln  Pro  Glu  Asn  Asn  Tyr  Lys  Thr  Thr  Pro  Pro  Val  Leu  Asp  Ser

        435                 440                 445

Asp  Gly  Ser  Phe  Phe  Leu  Tyr  Ser  Arg  Leu  Thr  Val  Asp  Lys  Ser  Arg

    450                 455                 460

Trp  Gln  Glu  Gly  Asn  Val  Phe  Ser  Cys  Ser  Val  Met  His  Glu  Ala  Leu

465                 470                 475                 480

His  Asn  His  Tyr  Thr  Gln  Lys  Ser  Leu  Ser  Leu  Ser  Leu  Gly  Lys  Met

                485                 490                 495

Phe  Trp  Val  Leu  Val  Val  Val  Gly  Gly  Val  Leu  Ala  Cys  Tyr  Ser  Leu

            500                 505                 510

Leu  Val  Thr  Val  Ala  Phe  Ile  Ile  Phe  Trp  Val  Arg  Ser  Lys  Arg  Ser

        515                 520                 525

Arg  Gly  Gly  His  Ser  Asp  Tyr  Met  Asn  Met  Thr  Pro  Arg  Arg  Pro  Gly

    530                 535                 540

Pro  Thr  Arg  Lys  His  Tyr  Gln  Pro  Tyr  Ala  Pro  Pro  Arg  Asp  Phe  Ala

545                 550                 555                 560

Ala  Tyr  Arg  Ser  Gly  Gly  Gly  Arg  Val  Lys  Phe  Ser  Arg  Ser  Ala  Asp

                565                 570                 575

Ala  Pro  Ala  Tyr  Gln  Gln  Gly  Gln  Asn  Gln  Leu  Tyr  Asn  Glu  Leu  Asn

            580                 585                 590

Leu  Gly  Arg  Arg  Glu  Glu  Tyr  Asp  Val  Leu  Asp  Lys  Arg  Arg  Gly  Arg

        595                 600                 605

Asp  Pro  Glu  Met  Gly  Gly  Lys  Pro  Arg  Arg  Lys  Asn  Pro  Gln  Glu  Gly

    610                 615                 620

Leu  Tyr  Asn  Glu  Leu  Gln  Lys  Asp  Lys  Met  Ala  Glu  Ala  Tyr  Ser  Glu
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625                 630                 635                 640

Ile  Gly  Met  Lys  Gly  Glu  Arg  Arg  Arg  Gly  Lys  Gly  His  Asp  Gly  Leu

                645                 650                 655

Tyr  Gln  Gly  Leu  Ser  Thr  Ala  Thr  Lys  Asp  Thr  Tyr  Asp  Ala  Leu  His

            660                 665                 670

Met  Gln  Ala  Leu  Pro  Pro  Arg

        675

<210>  10

<211>  672

<212>  PRT

<213> 人工序列

<220>

<223>  26292CAR(S228P+L235E)构建体的氨基酸序列

<400>  10

Met  Leu  Leu  Leu  Val  Thr  Ser  Leu  Leu  Leu  Cys  Glu  Leu  Pro  His  Pro

1               5                   10                  15

Ala  Phe  Leu  Leu  Ile  Pro  Gln  Val  Gln  Leu  Gln  Gln  Pro  Gly  Ala  Glu

            20                  25                  30

Leu  Val  Arg  Pro  Gly  Ala  Ser  Val  Lys  Leu  Ser  Cys  Lys  Ala  Ser  Gly

        35                  40                  45

Tyr  Thr  Phe  Thr  Ser  Tyr  Trp  Met  Asn  Trp  Val  Lys  Gln  Arg  Pro  Asp

    50                  55                  60

Gln  Gly  Leu  Glu  Trp  Ile  Gly  Arg  Ile  Asp  Pro  Tyr  Asp  Ser  Glu  Thr

65                  70                  75                  80

His  Tyr  Asn  Gln  Lys  Phe  Lys  Asp  Lys  Ala  Ile  Leu  Thr  Val  Asp  Lys

                85                  90                  95

Ser  Ser  Ser  Thr  Ala  Tyr  Met  Gln  Leu  Ser  Ser  Leu  Thr  Ser  Glu  Asp

            100                 105                 110

Ser  Ala  Val  Tyr  Tyr  Cys  Ala  Arg  Gly  Asn  Trp  Asp  Asp  Tyr  Trp  Gly

        115                 120                 125

Gln  Gly  Thr  Thr  Leu  Thr  Val  Ser  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly

    130                 135                 140

Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Asp  Val  Gln  Ile  Thr  Gln  Ser  Pro

145                 150                 155                 160

Ser  Tyr  Leu  Ala  Ala  Ser  Pro  Gly  Glu  Thr  Ile  Thr  Ile  Asn  Cys  Arg

                165                 170                 175

Ala  Ser  Lys  Ser  Ile  Ser  Lys  Asp  Leu  Ala  Trp  Tyr  Gln  Glu  Lys  Pro

            180                 185                 190

Gly  Lys  Thr  Asn  Lys  Leu  Leu  Ile  Tyr  Ser  Gly  Ser  Thr  Leu  Gln  Ser
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        195                 200                 205

Gly  Ile  Pro  Ser  Arg  Phe  Ser  Gly  Ser  Gly  Ser  Gly  Thr  Asp  Phe  Thr

    210                 215                 220

Leu  Thr  Ile  Ser  Ser  Leu  Glu  Pro  Glu  Asp  Phe  Ala  Met  Tyr  Tyr  Cys

225                 230                 235                 240

Gln  Gln  His  Asn  Lys  Tyr  Pro  Tyr  Thr  Phe  Gly  Gly  Gly  Thr  Lys  Leu

                245                 250                 255

Glu  Ile  Lys  Glu  Ser  Lys  Tyr  Gly  Pro  Pro  Cys  Pro  Pro  Cys  Pro  Ala

            260                 265                 270

Pro  Glu  Phe  Glu  Gly  Gly  Pro  Ser  Val  Phe  Leu  Phe  Pro  Pro  Lys  Pro

        275                 280                 285

Lys  Asp  Thr  Leu  Met  Ile  Ser  Arg  Thr  Pro  Glu  Val  Thr  Cys  Val  Val

    290                 295                 300

Val  Asp  Val  Ser  Gln  Glu  Asp  Pro  Glu  Val  Gln  Phe  Asn  Trp  Tyr  Val

305                 310                 315                 320

Asp  Gly  Val  Glu  Val  His  Asn  Ala  Lys  Thr  Lys  Pro  Arg  Glu  Glu  Gln

                325                 330                 335

Phe  Asn  Ser  Thr  Tyr  Arg  Val  Val  Ser  Val  Leu  Thr  Val  Leu  His  Gln

            340                 345                 350

Asp  Trp  Leu  Asn  Gly  Lys  Glu  Tyr  Lys  Cys  Lys  Val  Ser  Asn  Lys  Gly

        355                 360                 365

Leu  Pro  Ser  Ser  Ile  Glu  Lys  Thr  Ile  Ser  Lys  Ala  Lys  Gly  Gln  Pro

    370                 375                 380

Arg  Glu  Pro  Gln  Val  Tyr  Thr  Leu  Pro  Pro  Ser  Gln  Glu  Glu  Met  Thr

385                 390                 395                 400

Lys  Asn  Gln  Val  Ser  Leu  Thr  Cys  Leu  Val  Lys  Gly  Phe  Tyr  Pro  Ser

                405                 410                 415

Asp  Ile  Ala  Val  Glu  Trp  Glu  Ser  Asn  Gly  Gln  Pro  Glu  Asn  Asn  Tyr

            420                 425                 430

Lys  Thr  Thr  Pro  Pro  Val  Leu  Asp  Ser  Asp  Gly  Ser  Phe  Phe  Leu  Tyr

        435                 440                 445

Ser  Arg  Leu  Thr  Val  Asp  Lys  Ser  Arg  Trp  Gln  Glu  Gly  Asn  Val  Phe

    450                 455                 460

Ser  Cys  Ser  Val  Met  His  Glu  Ala  Leu  His  Asn  His  Tyr  Thr  Gln  Lys

465                 470                 475                 480

Ser  Leu  Ser  Leu  Ser  Leu  Gly  Lys  Met  Phe  Trp  Val  Leu  Val  Val  Val

                485                 490                 495

Gly  Gly  Val  Leu  Ala  Cys  Tyr  Ser  Leu  Leu  Val  Thr  Val  Ala  Phe  Ile

            500                 505                 510
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Ile  Phe  Trp  Val  Arg  Ser  Lys  Arg  Ser  Arg  Gly  Gly  His  Ser  Asp  Tyr

        515                 520                 525

Met  Asn  Met  Thr  Pro  Arg  Arg  Pro  Gly  Pro  Thr  Arg  Lys  His  Tyr  Gln

    530                 535                 540

Pro  Tyr  Ala  Pro  Pro  Arg  Asp  Phe  Ala  Ala  Tyr  Arg  Ser  Gly  Gly  Gly

545                 550                 555                 560

Arg  Val  Lys  Phe  Ser  Arg  Ser  Ala  Asp  Ala  Pro  Ala  Tyr  Gln  Gln  Gly

                565                 570                 575

Gln  Asn  Gln  Leu  Tyr  Asn  Glu  Leu  Asn  Leu  Gly  Arg  Arg  Glu  Glu  Tyr

            580                 585                 590

Asp  Val  Leu  Asp  Lys  Arg  Arg  Gly  Arg  Asp  Pro  Glu  Met  Gly  Gly  Lys

        595                 600                 605

Pro  Arg  Arg  Lys  Asn  Pro  Gln  Glu  Gly  Leu  Tyr  Asn  Glu  Leu  Gln  Lys

    610                 615                 620

Asp  Lys  Met  Ala  Glu  Ala  Tyr  Ser  Glu  Ile  Gly  Met  Lys  Gly  Glu  Arg

625                 630                 635                 640

Arg  Arg  Gly  Lys  Gly  His  Asp  Gly  Leu  Tyr  Gln  Gly  Leu  Ser  Thr  Ala

                645                 650                 655

Thr  Lys  Asp  Thr  Tyr  Asp  Ala  Leu  His  Met  Gln  Ala  Leu  Pro  Pro  Arg

            660                 665                 670

<210>  11

<211>  679

<212>  PRT

<213> 人工序列

<220>

<223>  32716CAR(S228P+L235E+N297Q)构建体的氨基酸序列

<400>  11

Met  Leu  Leu  Leu  Val  Thr  Ser  Leu  Leu  Leu  Cys  Glu  Leu  Pro  His  Pro

1               5                   10                  15

Ala  Phe  Leu  Leu  Ile  Pro  Gln  Ile  Gln  Leu  Val  Gln  Ser  Gly  Pro  Glu

            20                  25                  30

Leu  Lys  Lys  Pro  Gly  Glu  Thr  Val  Lys  Ile  Ser  Cys  Lys  Ala  Ser  Gly

        35                  40                  45

Tyr  Ile  Phe  Thr  Asn  Tyr  Gly  Met  Asn  Trp  Val  Lys  Gln  Ala  Pro  Gly

    50                  55                  60

Lys  Ser  Phe  Lys  Trp  Met  Gly  Trp  Ile  Asn  Thr  Tyr  Thr  Gly  Glu  Ser

65                  70                  75                  80

Thr  Tyr  Ser  Ala  Asp  Phe  Lys  Gly  Arg  Phe  Ala  Phe  Ser  Leu  Glu  Thr

                85                  90                  95
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Ser  Ala  Ser  Thr  Ala  Tyr  Leu  His  Ile  Asn  Asp  Leu  Lys  Asn  Glu  Asp

            100                 105                 110

Thr  Ala  Thr  Tyr  Phe  Cys  Ala  Arg  Ser  Gly  Gly  Tyr  Asp  Pro  Met  Asp

        115                 120                 125

Tyr  Trp  Gly  Gln  Gly  Thr  Ser  Val  Thr  Val  Ser  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly

    130                 135                 140

Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Asp  Ile  Val  Leu  Thr

145                 150                 155                 160

Gln  Ser  Pro  Ala  Ser  Leu  Ala  Val  Ser  Leu  Gly  Gln  Arg  Ala  Thr  Ile

                165                 170                 175

Ser  Cys  Arg  Ala  Ser  Glu  Ser  Val  Asp  Asn  Tyr  Gly  Asn  Thr  Phe  Met

            180                 185                 190

His  Trp  Tyr  Gln  Gln  Lys  Pro  Gly  Gln  Pro  Pro  Lys  Leu  Leu  Ile  Tyr

        195                 200                 205

Arg  Ala  Ser  Asn  Leu  Glu  Ser  Gly  Ile  Pro  Ala  Arg  Phe  Ser  Gly  Ser

    210                 215                 220

Gly  Ser  Arg  Thr  Asp  Phe  Thr  Leu  Thr  Ile  Asn  Pro  Val  Glu  Ala  Asp

225                 230                 235                 240

Asp  Val  Ala  Thr  Tyr  Tyr  Cys  Gln  Gln  Ser  Asn  Glu  Asp  Pro  Pro  Thr

                245                 250                 255

Phe  Gly  Ala  Gly  Thr  Lys  Leu  Glu  Leu  Lys  Glu  Ser  Lys  Tyr  Gly  Pro

            260                 265                 270

Pro  Cys  Pro  Pro  Cys  Pro  Ala  Pro  Glu  Phe  Glu  Gly  Gly  Pro  Ser  Val

        275                 280                 285

Phe  Leu  Phe  Pro  Pro  Lys  Pro  Lys  Asp  Thr  Leu  Met  Ile  Ser  Arg  Thr

    290                 295                 300

Pro  Glu  Val  Thr  Cys  Val  Val  Val  Asp  Val  Ser  Gln  Glu  Asp  Pro  Glu

305                 310                 315                 320

Val  Gln  Phe  Asn  Trp  Tyr  Val  Asp  Gly  Val  Glu  Val  His  Asn  Ala  Lys

                325                 330                 335

Thr  Lys  Pro  Arg  Glu  Glu  Gln  Phe  Gln  Ser  Thr  Tyr  Arg  Val  Val  Ser

            340                 345                 350

Val  Leu  Thr  Val  Leu  His  Gln  Asp  Trp  Leu  Asn  Gly  Lys  Glu  Tyr  Lys

        355                 360                 365

Cys  Lys  Val  Ser  Asn  Lys  Gly  Leu  Pro  Ser  Ser  Ile  Glu  Lys  Thr  Ile

    370                 375                 380

Ser  Lys  Ala  Lys  Gly  Gln  Pro  Arg  Glu  Pro  Gln  Val  Tyr  Thr  Leu  Pro

385                 390                 395                 400

Pro  Ser  Gln  Glu  Glu  Met  Thr  Lys  Asn  Gln  Val  Ser  Leu  Thr  Cys  Leu
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                405                 410                 415

Val  Lys  Gly  Phe  Tyr  Pro  Ser  Asp  Ile  Ala  Val  Glu  Trp  Glu  Ser  Asn

            420                 425                 430

Gly  Gln  Pro  Glu  Asn  Asn  Tyr  Lys  Thr  Thr  Pro  Pro  Val  Leu  Asp  Ser

        435                 440                 445

Asp  Gly  Ser  Phe  Phe  Leu  Tyr  Ser  Arg  Leu  Thr  Val  Asp  Lys  Ser  Arg

    450                 455                 460

Trp  Gln  Glu  Gly  Asn  Val  Phe  Ser  Cys  Ser  Val  Met  His  Glu  Ala  Leu

465                 470                 475                 480

His  Asn  His  Tyr  Thr  Gln  Lys  Ser  Leu  Ser  Leu  Ser  Leu  Gly  Lys  Met

                485                 490                 495

Phe  Trp  Val  Leu  Val  Val  Val  Gly  Gly  Val  Leu  Ala  Cys  Tyr  Ser  Leu

            500                 505                 510

Leu  Val  Thr  Val  Ala  Phe  Ile  Ile  Phe  Trp  Val  Arg  Ser  Lys  Arg  Ser

        515                 520                 525

Arg  Gly  Gly  His  Ser  Asp  Tyr  Met  Asn  Met  Thr  Pro  Arg  Arg  Pro  Gly

    530                 535                 540

Pro  Thr  Arg  Lys  His  Tyr  Gln  Pro  Tyr  Ala  Pro  Pro  Arg  Asp  Phe  Ala

545                 550                 555                 560

Ala  Tyr  Arg  Ser  Gly  Gly  Gly  Arg  Val  Lys  Phe  Ser  Arg  Ser  Ala  Asp

                565                 570                 575

Ala  Pro  Ala  Tyr  Gln  Gln  Gly  Gln  Asn  Gln  Leu  Tyr  Asn  Glu  Leu  Asn

            580                 585                 590

Leu  Gly  Arg  Arg  Glu  Glu  Tyr  Asp  Val  Leu  Asp  Lys  Arg  Arg  Gly  Arg

        595                 600                 605

Asp  Pro  Glu  Met  Gly  Gly  Lys  Pro  Arg  Arg  Lys  Asn  Pro  Gln  Glu  Gly

    610                 615                 620

Leu  Tyr  Asn  Glu  Leu  Gln  Lys  Asp  Lys  Met  Ala  Glu  Ala  Tyr  Ser  Glu

625                 630                 635                 640

Ile  Gly  Met  Lys  Gly  Glu  Arg  Arg  Arg  Gly  Lys  Gly  His  Asp  Gly  Leu

                645                 650                 655

Tyr  Gln  Gly  Leu  Ser  Thr  Ala  Thr  Lys  Asp  Thr  Tyr  Asp  Ala  Leu  His

            660                 665                 670

Met  Gln  Ala  Leu  Pro  Pro  Arg

        675

<210>  12

<211>  672

<212>  PRT

<213> 人工序列
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<220>

<223>  26292CAR(S228P+L235E+N297Q)构建体的氨基酸序列

<400>  12

Met  Leu  Leu  Leu  Val  Thr  Ser  Leu  Leu  Leu  Cys  Glu  Leu  Pro  His  Pro

1               5                   10                  15

Ala  Phe  Leu  Leu  Ile  Pro  Gln  Val  Gln  Leu  Gln  Gln  Pro  Gly  Ala  Glu

            20                  25                  30

Leu  Val  Arg  Pro  Gly  Ala  Ser  Val  Lys  Leu  Ser  Cys  Lys  Ala  Ser  Gly

        35                  40                  45

Tyr  Thr  Phe  Thr  Ser  Tyr  Trp  Met  Asn  Trp  Val  Lys  Gln  Arg  Pro  Asp

    50                  55                  60

Gln  Gly  Leu  Glu  Trp  Ile  Gly  Arg  Ile  Asp  Pro  Tyr  Asp  Ser  Glu  Thr

65                  70                  75                  80

His  Tyr  Asn  Gln  Lys  Phe  Lys  Asp  Lys  Ala  Ile  Leu  Thr  Val  Asp  Lys

                85                  90                  95

Ser  Ser  Ser  Thr  Ala  Tyr  Met  Gln  Leu  Ser  Ser  Leu  Thr  Ser  Glu  Asp

            100                 105                 110

Ser  Ala  Val  Tyr  Tyr  Cys  Ala  Arg  Gly  Asn  Trp  Asp  Asp  Tyr  Trp  Gly

        115                 120                 125

Gln  Gly  Thr  Thr  Leu  Thr  Val  Ser  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly

    130                 135                 140

Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Asp  Val  Gln  Ile  Thr  Gln  Ser  Pro

145                 150                 155                 160

Ser  Tyr  Leu  Ala  Ala  Ser  Pro  Gly  Glu  Thr  Ile  Thr  Ile  Asn  Cys  Arg

                165                 170                 175

Ala  Ser  Lys  Ser  Ile  Ser  Lys  Asp  Leu  Ala  Trp  Tyr  Gln  Glu  Lys  Pro

            180                 185                 190

Gly  Lys  Thr  Asn  Lys  Leu  Leu  Ile  Tyr  Ser  Gly  Ser  Thr  Leu  Gln  Ser

        195                 200                 205

Gly  Ile  Pro  Ser  Arg  Phe  Ser  Gly  Ser  Gly  Ser  Gly  Thr  Asp  Phe  Thr

    210                 215                 220

Leu  Thr  Ile  Ser  Ser  Leu  Glu  Pro  Glu  Asp  Phe  Ala  Met  Tyr  Tyr  Cys

225                 230                 235                 240

Gln  Gln  His  Asn  Lys  Tyr  Pro  Tyr  Thr  Phe  Gly  Gly  Gly  Thr  Lys  Leu

                245                 250                 255

Glu  Ile  Lys  Glu  Ser  Lys  Tyr  Gly  Pro  Pro  Cys  Pro  Pro  Cys  Pro  Ala

            260                 265                 270

Pro  Glu  Phe  Glu  Gly  Gly  Pro  Ser  Val  Phe  Leu  Phe  Pro  Pro  Lys  Pro

        275                 280                 285
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Lys  Asp  Thr  Leu  Met  Ile  Ser  Arg  Thr  Pro  Glu  Val  Thr  Cys  Val  Val

    290                 295                 300

Val  Asp  Val  Ser  Gln  Glu  Asp  Pro  Glu  Val  Gln  Phe  Asn  Trp  Tyr  Val

305                 310                 315                 320

Asp  Gly  Val  Glu  Val  His  Asn  Ala  Lys  Thr  Lys  Pro  Arg  Glu  Glu  Gln

                325                 330                 335

Phe  Gln  Ser  Thr  Tyr  Arg  Val  Val  Ser  Val  Leu  Thr  Val  Leu  His  Gln

            340                 345                 350

Asp  Trp  Leu  Asn  Gly  Lys  Glu  Tyr  Lys  Cys  Lys  Val  Ser  Asn  Lys  Gly

        355                 360                 365

Leu  Pro  Ser  Ser  Ile  Glu  Lys  Thr  Ile  Ser  Lys  Ala  Lys  Gly  Gln  Pro

    370                 375                 380

Arg  Glu  Pro  Gln  Val  Tyr  Thr  Leu  Pro  Pro  Ser  Gln  Glu  Glu  Met  Thr

385                 390                 395                 400

Lys  Asn  Gln  Val  Ser  Leu  Thr  Cys  Leu  Val  Lys  Gly  Phe  Tyr  Pro  Ser

                405                 410                 415

Asp  Ile  Ala  Val  Glu  Trp  Glu  Ser  Asn  Gly  Gln  Pro  Glu  Asn  Asn  Tyr

            420                 425                 430

Lys  Thr  Thr  Pro  Pro  Val  Leu  Asp  Ser  Asp  Gly  Ser  Phe  Phe  Leu  Tyr

        435                 440                 445

Ser  Arg  Leu  Thr  Val  Asp  Lys  Ser  Arg  Trp  Gln  Glu  Gly  Asn  Val  Phe

    450                 455                 460

Ser  Cys  Ser  Val  Met  His  Glu  Ala  Leu  His  Asn  His  Tyr  Thr  Gln  Lys

465                 470                 475                 480

Ser  Leu  Ser  Leu  Ser  Leu  Gly  Lys  Met  Phe  Trp  Val  Leu  Val  Val  Val

                485                 490                 495

Gly  Gly  Val  Leu  Ala  Cys  Tyr  Ser  Leu  Leu  Val  Thr  Val  Ala  Phe  Ile

            500                 505                 510

Ile  Phe  Trp  Val  Arg  Ser  Lys  Arg  Ser  Arg  Gly  Gly  His  Ser  Asp  Tyr

        515                 520                 525

Met  Asn  Met  Thr  Pro  Arg  Arg  Pro  Gly  Pro  Thr  Arg  Lys  His  Tyr  Gln

    530                 535                 540

Pro  Tyr  Ala  Pro  Pro  Arg  Asp  Phe  Ala  Ala  Tyr  Arg  Ser  Gly  Gly  Gly

545                 550                 555                 560

Arg  Val  Lys  Phe  Ser  Arg  Ser  Ala  Asp  Ala  Pro  Ala  Tyr  Gln  Gln  Gly

                565                 570                 575

Gln  Asn  Gln  Leu  Tyr  Asn  Glu  Leu  Asn  Leu  Gly  Arg  Arg  Glu  Glu  Tyr

            580                 585                 590

Asp  Val  Leu  Asp  Lys  Arg  Arg  Gly  Arg  Asp  Pro  Glu  Met  Gly  Gly  Lys
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        595                 600                 605

Pro  Arg  Arg  Lys  Asn  Pro  Gln  Glu  Gly  Leu  Tyr  Asn  Glu  Leu  Gln  Lys

    610                 615                 620

Asp  Lys  Met  Ala  Glu  Ala  Tyr  Ser  Glu  Ile  Gly  Met  Lys  Gly  Glu  Arg

625                 630                 635                 640

Arg  Arg  Gly  Lys  Gly  His  Asp  Gly  Leu  Tyr  Gln  Gly  Leu  Ser  Thr  Ala

                645                 650                 655

Thr  Lys  Asp  Thr  Tyr  Asp  Ala  Leu  His  Met  Gln  Ala  Leu  Pro  Pro  Arg

            660                 665                 670

<210>  13

<211>  229

<212>  PRT

<213> 人

<400>  13

Glu  Ser  Lys  Tyr  Gly  Pro  Pro  Cys  Pro  Ser  Cys  Pro  Ala  Pro  Glu  Phe

1               5                   10                  15

Leu  Gly  Gly  Pro  Ser  Val  Phe  Leu  Phe  Pro  Pro  Lys  Pro  Lys  Asp  Thr

            20                  25                  30

Leu  Met  Ile  Ser  Arg  Thr  Pro  Glu  Val  Thr  Cys  Val  Val  Val  Asp  Val

        35                  40                  45

Ser  Gln  Glu  Asp  Pro  Glu  Val  Gln  Phe  Asn  Trp  Tyr  Val  Asp  Gly  Val

    50                  55                  60

Glu  Val  His  Asn  Ala  Lys  Thr  Lys  Pro  Arg  Glu  Glu  Gln  Phe  Asn  Ser

65                  70                  75                  80

Thr  Tyr  Arg  Val  Val  Ser  Val  Leu  Thr  Val  Leu  His  Gln  Asp  Trp  Leu

                85                  90                  95

Asn  Gly  Lys  Glu  Tyr  Lys  Cys  Lys  Val  Ser  Asn  Lys  Gly  Leu  Pro  Ser

            100                 105                 110

Ser  Ile  Glu  Lys  Thr  Ile  Ser  Lys  Ala  Lys  Gly  Gln  Pro  Arg  Glu  Pro

        115                 120                 125

Gln  Val  Tyr  Thr  Leu  Pro  Pro  Ser  Gln  Glu  Glu  Met  Thr  Lys  Asn  Gln

    130                 135                 140

Val  Ser  Leu  Thr  Cys  Leu  Val  Lys  Gly  Phe  Tyr  Pro  Ser  Asp  Ile  Ala

145                 150                 155                 160

Val  Glu  Trp  Glu  Ser  Asn  Gly  Gln  Pro  Glu  Asn  Asn  Tyr  Lys  Thr  Thr

                165                 170                 175

Pro  Pro  Val  Leu  Asp  Ser  Asp  Gly  Ser  Phe  Phe  Leu  Tyr  Ser  Arg  Leu

            180                 185                 190

Thr  Val  Asp  Lys  Ser  Arg  Trp  Gln  Glu  Gly  Asn  Val  Phe  Ser  Cys  Ser
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        195                 200                 205

Val  Met  His  Glu  Ala  Leu  His  Asn  His  Tyr  Thr  Gln  Lys  Ser  Leu  Ser

    210                 215                 220

Leu  Ser  Leu  Gly  Lys

225
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