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1.一种移植人癌细胞的方法，其包括：

将人癌细胞移植入经遗传修饰的免疫缺陷小鼠；并

将人造血细胞移植入所述经遗传修饰的免疫缺陷小鼠，

其中所述经遗传修饰的免疫缺陷小鼠在其基因组中包含重组活化基因2(Rag2)基因敲

除、IL2受体γ链(IL2rg)基因敲除、编码人M‑CSF多肽的核酸在小鼠M‑CSF基因基因座处对

小鼠M‑CSF基因的替换、编码人IL‑3多肽的核酸在小鼠IL‑3基因基因座处对小鼠IL‑3基因

的替换、编码人GM‑CSF多肽的核酸在小鼠GM‑CSF基因基因座处对小鼠GM‑CSF基因的替换、

编码人SIRPA多肽的核酸的插入和编码人TPO多肽的核酸在小鼠TPO基因基因座处对小鼠

TPO基因的替换，其中编码人M‑CSF、人IL‑3、人GM‑CSF、人SIRPA和人TPO的核酸中每种与启

动子可操作连接，且其中所述小鼠表达人M‑CSF多肽、人IL‑3多肽、人GM‑CSF多肽、人SIRPA

多肽和人TPO多肽。

2.权利要求1的方法，其中所述人癌细胞是自患者分离的原代人癌细胞。

3.权利要求2的方法，其中所述人癌细胞和所述人造血细胞是自同一患者分离的。

4.权利要求1的方法，其中所述人癌细胞来自癌细胞系。

5.权利要求1‑4任一项的方法，其中所述人癌细胞选自白血病细胞、乳腺癌细胞、肺癌

细胞和黑素瘤细胞。

6.权利要求1‑4任一项的方法，其中所述人SIRPA多肽是全长人SIRPA多肽的生物学活

性片段。

7.权利要求1‑4任一项的方法，其中所述人SIRPA多肽是融合蛋白。

8.权利要求1‑4任一项的方法，其中所述人SIRPA多肽是融合蛋白，其包含全长人SIRPA

多肽的生物学活性片段。

9.权利要求1‑4任一项的方法，其中所述编码人M‑CSF多肽、人IL‑3多肽、人GM‑CSF多

肽、人SIRPA多肽和人TPO多肽的核酸分别与天然小鼠M‑CSF启动子、IL‑3启动子、GM‑CSF启

动子、SIRPA启动子和TPO启动子可操作连接。

10.权利要求1‑4任一项的方法，其中所述人造血细胞包含CD34+细胞。

11.一种移入人造血细胞的方法，其包括：

将至少一种人造血细胞施用于经遗传修饰的免疫缺陷小鼠，其中所述经遗传修饰的免

疫缺陷小鼠在其基因组中包含重组活化基因2(Rag2)基因敲除、IL2受体γ链(IL2rg)基因

敲除、编码人M‑CSF多肽的核酸在小鼠M‑CSF基因基因座处对小鼠M‑CSF基因的替换、编码人

IL‑3多肽的核酸在小鼠IL‑3基因基因座处对小鼠IL‑3基因的替换、编码人GM‑CSF多肽的核

酸在小鼠GM‑CSF基因基因座处对小鼠GM‑CSF基因的替换、编码人SIRPA多肽的核酸的插入

和编码人TPO多肽的核酸在小鼠TPO基因基因座处对小鼠TPO基因的替换，其中编码人M‑

CSF、人IL‑3、人GM‑CSF、人SIRPA和人TPO的核酸中每种与启动子可操作连接，且其中所述小

鼠表达人M‑CSF多肽、人IL‑3多肽、人GM‑CSF多肽、人SIRPA多肽和人TPO多肽。

12.权利要求11的方法，其中所述方法不包括在所述施用之前亚致死照射所述经遗传

修饰的免疫缺陷小鼠或用放射模拟药物处理所述经遗传修饰的免疫缺陷小鼠。

13.权利要求11或12的方法，其中所述人SIRPA多肽是全长人SIRPA多肽的生物学活性

片段。

14.权利要求11或12的方法，其中所述人SIRPA多肽是融合蛋白。
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15.权利要求11或12的方法，其中所述人SIRPA多肽是融合蛋白，其包含全长人SIRPA多

肽的生物学活性片段。

16.权利要求11或12的方法，其中所述编码人M‑CSF多肽、人IL‑3多肽、人GM‑CSF多肽、

人SIRPA多肽和人TPO多肽的核酸分别与天然小鼠M‑CSF启动子、IL‑3启动子、GM‑CSF启动

子、SIRPA启动子和TPO启动子可操作连接。

17.权利要求11或12的方法，其中所述人造血细胞包含CD34+细胞。
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经遗传修饰的非人动物及其使用方法

[0001] 本申请是申请日为2013年09月06日、中国申请号为201380046265.9、发明名称为

“经遗传修饰的非人动物及其使用方法”的发明申请的分案申请。

[0002] 对相关申请的交叉引用

[0003] 本申请要求2012年9月7日提交的美国临时申请流水号61/698,002，和2013年3月8

日提交的美国临时申请流水号61/775,171的优先权，每篇的内容通过提及完整收入本文。

[0004] 发明背景

[0005] 生物医学研究的目的是更好地了解人生理学以及使用此知识来预防、治疗或治愈

人疾病。由于对人受试者进行实验的实际和伦理障碍，许多研究是对小型动物模型(诸如小

鼠)进行的。然而，小鼠并不是人，并且自动物实验获得的知识不总是适用于人。在此背景

中，用人血液‑淋巴样系统(HHLS)再殖(repopulate)的小鼠代表一种用于在体内研究人造

血和免疫功能的有用小型动物模型。

[0006] HHLS小鼠是通过将人造血干细胞和祖细胞(HSPC)和/或人胎儿组织移植入免疫应

答的先天性和适应性分支有缺陷的接受者小鼠中生成的。在20世纪80年晚期开发出HHLS小

鼠的第一种模型(Mosier等,1988 ,Nature335:256‑259；McCune等,1988 ,Science  241:

1632‑1639；Kamel‑Reid和Dick,1988,Science  242:1706‑1709)，并且自此以后已经经历了

一系列改良(Legrand等,2006,Journal  of  Immunology  176:2053‑2058；Shultz等,2007,

Nature  Reviews  Immunology  7:118‑130)。目前作为接受者用于人造血移入的小鼠品系共

享三项特征。第一，它们由于编码PRKDC蛋白的基因中的Scid突变(Mosier等,1988,Nature 

335:256‑259；McCune等,1988,Science241:1632‑1639)，或者由于两个Rag基因之一的删除

(Shultz等,2000,Journal  of  immunology  164:2496‑2507；Traggiai等,2004 ,Science 

304:104‑107)而缺乏B和T细胞。第二，编码细胞因子受体的共同γ链(γc)的Il2rg基因的

删除或突变消除IL‑15信号传导，并且导致NK细胞的缺失(Traggiai等,2004,Science304:

104‑107；Ito等,2002,Blood  100:3175‑3182)。第三，小鼠巨噬细胞上表达的SIRPA受体和

人细胞上的CD47配体之间的相互作用对小鼠巨噬细胞提供抑制信号，并且为人异种移植物

赋予吞噬细胞耐受性(Takenaka等,2007,Nature  Immunology  8:1313‑1323；Takizawa和

Manz,2007,Nature  Immunology8:1287‑1289)。在使用含有Sirpa基因中的天然多态性的

NOD遗传背景时(Takenaka等,2007,Nature  Immunology  8:1313‑1323；Takizawa和Manz,

2007,Nature  Immunology  8:1287‑1289；Legrand等,2011,Proc  Natl  Acad  Sci  USA108:

13224‑13229)或者通过人SIRPA基因的BAC转基因表达(Strowig等,2011,Proc  Natl  Acad 

Sci  USA  108:13218‑13223)实现小鼠细胞上表达的SIRPA和人CD47之间的物种间相互作

用。在使用NOD  Scidγc
‑/‑(NOG(Ito等,2002,Blood100:3175‑3182)或NSG(Ishikawa等,

2005,Blood  106:1565‑1573))或hSIRPAtg  RAG2‑/‑γc
‑/‑(SRG(Strowig等,2011,Proc  Natl 

Acad  Sci  USA108:13218‑13223))小鼠作为接受者时在人HSPC移植后实现高水平的人造血

细胞移入。

[0007] 虽然在这些接受者品系中观察到人多谱系造血发生，但是大多数人细胞类型的终

末分化、稳态和/或效应器功能是亚最佳的。已经假设此状况是由于由小鼠组织分泌的细胞
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因子和造血细胞上表达的人受体之间的交叉反应性降低或缺失所致(Manz,2007,Immunity 

26:537‑541；Willinger等,2011,Trends  in  Immunology  32:321‑327)。为了避开此限制，

已经开发出数种策略来在小鼠宿主中投递人细胞因子。这些方法包括注射重组细胞因子

(Lapidot等,1992 ,Science  255:1137‑1141；van  Lent等,2009 ,J .Immunol  183:7645‑

7655)，细胞因子编码cDNA的慢病毒投递(O’Connell等,2010,PloS  One  5(8):e12009)，质

粒DNA的水动力学注射(Chen等,2009,Proc  Natl  Acad  Sci  USA106:21783‑21788)，cDNA的

转基因表达(Nicolini等,2004,Leukemia18(2):341‑347；Brehm等,2012,Blood  119:2778‑

2788；Takagi等,2012,Blood119:2768‑2777)或细胞因子编码基因的敲入替换(Rongvaux

等,2011,Proc  Natl  Acad  Sci  USA  108:2378‑2383；Willinger等,2011,Proc  Natl  Acad 

Sci  USA108:2390‑2395；Rathinam等,2011,Blood  118:3119‑3128)。后一种方法具有人基

因的更为生理性的表达的优点。此外，若人细胞因子在小鼠受体上不是完全交叉反应性的，

则它能在小鼠细胞群体中诱导缺陷，并且对人细胞赋予额外的竞争优势。使用敲入基因替

换策略，编码血小板生成素的基因(Tpo)的人源化导致功能性人造血干细胞的维持更好和

骨髓中的移入增加(Rongvaux等,2011,Proc  Natl  Acad  Sci  USA108:2378‑2383)；编码白

介素‑3和GM‑CSF的基因(Il3和Csf2)的替换诱导小鼠肺泡巨噬细胞(AM)的丧失和功能性人

AM的发生(Willinger等,2011 ,Proc  Natl  Acad  Sci  USA108:2390‑2395)；并且Csf1基因

(其编码M‑CSF)的替代导致多种组织中人单核细胞的数目增加(Rathinam等,2011 ,Blood 

118:3119‑3128)。

[0008] 人和小鼠造血‑淋巴样系统在许多方面不同(Haley,2003,Toxicology188:49‑71；

Mestas和Hughes,2004,J  Immunol  172:2731‑2738)。两个物种间的主要差异之一在于它们

的白血球(WBC)微分。人血液富含髓样细胞，占总WBC的50‑75％。比较而言，小鼠血液以淋巴

细胞占优势，并且仅20‑30％的WBC是髓样谱系的。此物种差异(尚未了解其功能和进化意

义)在常规HHLS小鼠(诸如NOG/NSG或SRG)中没有重演。实际上，人髓样发生在这些宿主中是

特别有缺陷的，其中髓样细胞仅占人WBC的5‑10％。

[0009] 具有功能性人免疫系统的小鼠的一项应用是开发和测试人疫苗。在历史上，免疫

应答的体内诱导相对低效(2004,Traggiai等,Science  304:104‑107；2002,Ito等,Blood 

100:3175‑3182；2005 ,Ishikawa等,Blood  106:1565‑1573；2005 ,Shultz等,J  Immunol 

174:6477‑6489；2006,Baenziger等,Proc  Natl  AcadSci  USA  103:15951‑15956)。数项研

究已经报告了感染后成功的病原体特异性免疫应答。虽然报告了50％左右的小鼠在登革热

病毒感染后生成病毒特异性IgM和IgG(2007,Kuruvilla等,Virology  369:143‑152)，但是

其它研究报告了在HIV和EBV感染后生成抗原特异性IgM和IgG的小鼠的频率低于20％

(2006 ,Baenziger等,Proc  Natl  Acad  Sci  USA  103:15951‑15956；2008 ,Yajima等,

JInfect  Dis  198:673‑682)。在用佐剂和抗原免疫后，抗原特异性免疫球蛋白的类别转换

在历史上也是低效的，仅一部分经免疫动物显示抗原特异性IgG应答(2004 ,Traggiai等,

Science  304:104‑107；2002,Ito等,Blood  100:3175‑3182；2005,Ishikawa等,Blood  106:

1565‑1573；2005,Shultz等,J  Immunol174:6477‑6489；2009,Watanabe等,Int  Immunol 

21:843‑858；2010,Becker等,PLoS  ONE  5)。这些研究包括NSG和BALB/c  RAG2‑/‑γc
‑/‑小鼠

和不同佐剂/抗原组合。

[0010] 本领域中需要能够支持和维持人造血细胞移入的人源化非人动物。本发明解决本
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领域中没有得到满足的这种需要。

[0011] 发明概述

[0012] 一般而言，本发明涉及表达人M‑CSF、人IL‑3、人GM‑CSF、人SIRPA或人TPO中至少一

种的经遗传修饰的非人动物及其使用方法。如此，在一个实施方案中，本发明是经遗传修饰

的非人动物，其包含基因组，该基因组包含编码下组中至少一种的至少一种核酸：人M‑CSF、

人IL‑3、人GM‑CSF、人SIRPA和人TPO，其中所述至少一种核酸与启动子可操作连接，且其中

所述动物表达至少一种选自下组的多肽：人M‑CSF、人IL‑3、人GM‑CSF、人SIRPA和人TPO。在

另一个实施方案中，本发明是经遗传修饰的非人动物，其包含基因组，该基因组包含编码人

M‑CSF的核酸、编码人IL‑3的核酸、编码人GM‑CSF的核酸、编码人SIRPA的核酸和编码人TPO

的核酸，其中编码人M‑CSF、人IL‑3、人GM‑CSF、人SIRPA和人TPO的核酸中每种与启动子可操

作连接，且其中所述动物表达人M‑CSF多肽、人IL‑3多肽、人GM‑CSF多肽、人SIRPA多肽和人

TPO多肽。在一些实施方案中，经遗传修饰的非人动物是免疫缺陷的。在一些实施方案中，经

遗传修饰的非人动物不表达重组活化基因2(Rag‑2‑/‑)。在一些实施方案中，经遗传修饰的

非人动物不表达IL2受体γ链(γ链‑/‑)。在一些实施方案中，经遗传修饰的非人动物不表达

Rag‑2，并且经遗传修饰的非人动物不表达IL2受体γ链(Rag‑2‑/‑γ链‑/‑)。在一些实施方案

中，经遗传修饰的非人动物是啮齿动物。在一些实施方案中，经遗传修饰的非人动物是小

鼠。在一个实施方案中，经遗传修饰的非人动物还包含至少一种人造血细胞。在一个实施方

案中，经遗传修饰的非人动物还包含至少一种人癌细胞。在一些实施方案中，人癌细胞是白

血病细胞或黑素瘤细胞。

[0013] 在另一个实施方案中，本发明是一种在经遗传修饰的非人动物中移入造血干细胞

和祖细胞(HSPC)的方法，其中所述动物表达下组中至少一种：人M‑CSF、人IL‑3、人GM‑CSF、

人SIRPA和人TPO，所述方法包括下述步骤：对表达下组中至少一种的经遗传修饰的动物施

用至少一种HSPC：人M‑CSF、人IL‑3、人GM‑CSF、人SIRPA和人TPO。在一些实施方案中，HSPC是

人HSPC。在一个实施方案中，经遗传修饰的非人动物是啮齿动物。在一个实施方案中，经遗

传修饰的非人动物是小鼠。在一个实施方案中，经遗传修饰的非人动物是免疫缺陷的。在一

个实施方案中，经遗传修饰的免疫缺陷非人动物不表达重组活化基因2(Rag‑2‑/‑)。在一个

实施方案中，经遗传修饰的免疫缺陷非人动物不表达内源IL2受体(γ链‑/‑)。在一个实施方

案中，经遗传修饰的免疫缺陷非人动物不表达内源Rag‑2且不表达内源γ链(Rag‑2‑/‑γ

链‑/‑)。在一个实施方案中，经遗传修饰的动物包含人癌细胞。在一个实施方案中，人癌细胞

是白血病细胞或黑素瘤细胞。

[0014] 在另一个实施方案中，本发明是经遗传修饰的Rag‑2‑/‑、γ链‑/‑小鼠，其具有基因

组，该基因组包含编码下组中至少一种的至少一种核酸：人M‑CSF、人IL‑3、人GM‑CSF、人

SIRPA和人TPO，其中所述至少一种核酸与至少一种启动子可操作连接，其中所述小鼠表达

至少一种选自下组的多肽：人M‑CSF、人IL‑3、人GM‑CSF、人SIRPA和人TPO。在一个实施方案

中，经遗传修饰的非人动物包含基因组，该基因组具有编码人M‑CSF的核酸、编码人IL‑3的

核酸、编码人GM‑CSF的核酸、编码人SIRPA的核酸和编码人TPO的核酸，其中编码人M‑CSF、人

IL‑3、人GM‑CSF、人SIRPA和人TPO的核酸中每种与启动子可操作连接，且其中所述动物表达

人M‑CSF多肽、人IL‑3多肽、人GM‑CSF多肽、人SIRPA多肽和人TPO多肽。在一个实施方案中，

经遗传修饰的非人动物是啮齿动物。在一个实施方案中，经遗传修饰的非人动物是小鼠。在
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一个实施方案中，经遗传修饰的非人动物包含人造血细胞。在一个实施方案中，经遗传修饰

的非人动物包含人癌细胞。在一些实施方案中，人癌细胞是白血病细胞或黑素瘤细胞。

[0015] 本申请涉及下述实施方案。

[0016] 1 .一种经遗传修饰的非人动物，其包含基因组，该基因组包含编码下组中至少一

种的至少一种核酸：人M‑CSF、人IL‑3、人GM‑CSF、人SIRPA和人TPO，其中所述至少一种核酸

与启动子可操作连接，且其中所述动物表达至少一种选自下组的多肽：人M‑CSF、人IL‑3、人

GM‑CSF、人SIRPA和人TPO。

[0017] 2 .实施方案1的经遗传修饰的非人动物，其包含基因组，该基因组包含编码人M‑

CSF的核酸、编码人IL‑3的核酸、编码人GM‑CSF的核酸、编码人SIRPA的核酸和编码人TPO的

核酸，其中编码人M‑CSF、人IL‑3、人GM‑CSF、人SIRPA和人TPO的核酸中每种与启动子可操作

连接，且其中所述动物表达人M‑CSF多肽、人IL‑3多肽、人GM‑CSF多肽、人SIRPA多肽和人TPO

多肽。

[0018] 3.实施方案1的经遗传修饰的非人动物，其中所述动物是免疫缺陷的。

[0019] 4.实施方案3的经遗传修饰的免疫缺陷非人动物，其中所述动物不表达重组活化

基因2(Rag‑2‑/‑)。

[0020] 5.实施方案3的经遗传修饰的免疫缺陷非人动物，其中所述动物不表达IL2受体γ

链(γ链‑/‑)。

[0021] 6.实施方案3的经遗传修饰的免疫缺陷非人动物，其中所述动物不表达Rag‑2，且

其中所述动物不表达IL2受体γ链(Rag‑2‑/‑γ链‑/‑)。

[0022] 7.实施方案1的经遗传修饰的非人动物，其中所述动物是啮齿动物。

[0023] 8.实施方案1的经遗传修饰的非人动物，其中所述动物是小鼠。

[0024] 9.实施方案1的经遗传修饰的动物，其进一步包含人造血细胞。

[0025] 10.实施方案1的经遗传修饰的动物，其进一步包含人癌细胞。

[0026] 11 .实施方案10的经遗传修饰的动物，其中所述人癌细胞是白血病细胞或黑素瘤

细胞。

[0027] 12.一种在经遗传修饰的非人动物中移入造血干细胞和祖细胞(HSPC)的方法，其

中所述动物表达下组中至少一种：人M‑CSF、人IL‑3、人GM‑CSF、人SIRPA和人TPO，所述方法

包括下述步骤：对表达下组中至少一种的经遗传修饰的动物施用至少一种HSPC：人M‑CSF、

人IL‑3、人GM‑CSF、人SIRPA和人TPO。

[0028] 13.实施方案12的方法，其中所述经遗传修饰的非人动物是啮齿动物。

[0029] 14.实施方案12的方法，其中所述经遗传修饰的非人动物是小鼠。

[0030] 15.实施方案12的方法，其中所述经遗传修饰的非人动物是免疫缺陷的。

[0031] 16.实施方案15的方法，其中所述经遗传修饰的免疫缺陷非人动物不表达重组活

化基因2(Rag‑2‑/‑)。

[0032] 17.实施方案15的方法，其中所述经遗传修饰的免疫缺陷非人动物不表达内源IL2

受体(γ链‑/‑)。

[0033] 18 .实施方案15的方法，其中所述经遗传修饰的免疫缺陷非人动物不表达内源

Rag‑2且不表达内源γ链(Rag‑2‑/‑γ链‑/‑)。

[0034] 19.实施方案12的方法，其中所述经遗传修饰的动物包含人癌细胞。

说　明　书 4/28 页

7

CN 108782459 B

7



[0035] 20.实施方案19的方法，其中所述人癌细胞是白血病细胞或黑素瘤细胞。

[0036] 21.一种经遗传修饰的Rag‑2‑/‑、γ链‑/‑小鼠，其具有基因组，该基因组包含编码下

组中至少一种的至少一种核酸：人M‑CSF、人IL‑3、人GM‑CSF、人SIRPA和人TPO，其中所述至

少一种核酸与至少一种启动子可操作连接，其中所述小鼠表达至少一种选自下组的多肽：

人M‑CSF、人IL‑3、人GM‑CSF、人SIRPA和人TPO。

[0037] 22.实施方案21的经遗传修饰的非人动物，其包含基因组，该基因组包含编码人M‑

CSF的核酸、编码人IL‑3的核酸、编码人GM‑CSF的核酸、编码人SIRPA的核酸和编码人TPO的

核酸，其中编码人M‑CSF、人IL‑3、人GM‑CSF、人SIRPA和人TPO的核酸中每种与启动子可操作

连接，且其中所述动物表达人M‑CSF多肽、人IL‑3多肽、人GM‑CSF多肽、人SIRPA多肽和人TPO

多肽。

[0038] 23.实施方案21的经遗传修饰的非人动物，其中所述动物是啮齿动物。

[0039] 24.实施方案21的经遗传修饰的非人动物，其中所述动物是小鼠。

[0040] 25.实施方案21的经遗传修饰的非人动物，其进一步包含人造血细胞。

[0041] 26.实施方案21的经遗传修饰的非人动物，其进一步包含人癌细胞。

[0042] 27.实施方案26的经遗传修饰的非人动物，其中所述人癌细胞是白血病细胞或黑

素瘤细胞。

[0043] 附图简述

[0044] 在结合附图阅读时会更好地理解本发明的优选实施方案的以下详细描述。为了例

示本发明，在图中显示了目前优选的实施方案。然而，应当理解本发明不限于图中显示的实

施方案的精确排列和手段。

[0045] 图1(包括图1小图A‑图1小图E)描绘了实验结果，其显示了MISTRG小鼠支持高水平

的人造血移入。通过肝内注射100,000个人胎儿肝‑(FL‑)CD34+细胞移入经X射线预先条件

化的指定品系的新生小鼠。在7‑9周后在血液中及在10‑12周后在BM中测量人移入水平

(hCD45+细胞)。(图1小图A)指定接受者小鼠的血液和BM中小鼠和人CD45+细胞的频率的代表

性流式细胞术分析。门控区旁边的数字指示总CD45+细胞间的百分比。(图1小图B)来自19项

独立实验的血液移入水平(％hCD45+细胞)的组合数据。在每项实验中，将单一FL‑CD34+细胞

样品拆分，并注射入相应品系的小鼠中。每个符号代表一只小鼠个体，并且红色棒指示均值

数值(n＝56‑155；ns，不显著；*p<0.05Tukey检验(关于完全统计学分析，见图6))。灰色的水

平线指示10％hCD45+细胞。(图1小图C)来自组(图6小图B)的一个代表性小鼠子集(图6小图

C)的BM中的移入水平(n＝12‑16；*p<0.05Tukey检验；还可见图6小图D‑图6小图E)。(图1小

图D)在将200,000个FL‑CD34+细胞肝内注射入非照射新生MISTRG小鼠中后3个月血液和BM

中的hCD45+细胞移入的代表性流式细胞术分析。(图1小图E)如(图1小图D)中移植的MISTRG

小鼠的血液和BM中的人CD45+细胞移入水平(n＝16)。在此情况中，显示了所有小鼠(包括血

液hCD45+<10％的小鼠)的BM。

[0046] 图2(包括图2小图A‑图2小图K)描绘了实验结果，其显示了MISTRG小鼠支持淋巴样

和非淋巴样组织中的有效髓样发生和维持。(图2小图A)在X射线预先条件化后通过肝内注

射FL‑CD34+细胞作为新生儿移入的，指定接受者小鼠的血液中的人造血细胞(hCD45+)间的

人髓样细胞(hCD33+)百分比。每个符号代表一只小鼠个体，并且红色棒标示均值数值(n＝

20‑113；图7小图A中显示了统计学分析)。(图2小图B)相同小鼠中的人WBC组成(n＝20‑113
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只小鼠/组；n＝8名人供体；误差棒标示SEM)。(图2小图C)指定接受者小鼠的非髓样组织中

人髓样细胞(hCD68+)的免疫组织学染色。黑色棒代表20μm，并且显示的图像代表每组分析

的至少三只小鼠。(图2小图D和图2小图E)人单核细胞子集的代表性流式细胞术分析(图2小

图D)和频率(图2小图E)，这是通过接受者小鼠的血液中的hCD45+CD33+细胞间CD14和CD16表

达鉴定的(n＝8‑12只小鼠/组；误差棒标示SEM)。(图2小图F和图2小图G)自MITRG接受者的

BM分离并用LPS(图2小图F)或R848(图2小图G)体外刺激的人单核细胞的细胞因子生成(误

差棒标示一式三份的SD；代表3项独立实验)。(图2小图H)MITRG小鼠的血液中存在的人细胞

对表达GFP的大肠杆菌的体外吞噬(n＝7)。(图2小图I、图2小图J、图2小图K)用LPS(图2小图

I；90分钟，n＝15‑18)处理的，或用单核细胞增生利斯特氏菌(Listeria  monocytogenes)

(图2小图J；第2天，n＝6‑15)或流感A/PR8H1N1(图2小图K；第3天，n＝3‑5)感染的小鼠的血

清中通过ELISA或肺中通过RT‑PCR测量的体内细胞因子生成。(图2小图A、图2小图J、图2小

图K)通过单因素ANOVA，接着Tukey事后检验计算的p值(*p<0.05)；(图2小图I)以log10转化

的数值通过非配对Student  t检验计算的p值。

[0047] 图3(包括图3小图A‑图3小图I)描绘了实验结果，其显示了MISTRG小鼠有效支持人

NK细胞的发生和功能。(图3小图A)移入NSG、MITRG、和MISTRG小鼠的肝中人IL‑15和IL‑15Rα

mRNA表达的定量RT‑PCR分析(n＝7‑8；通过单因素ANOVA计算的p值；*，p<0.05Tukey事后检

验)。将表达相对于小鼠Hprt标准化。(图3小图B)自移入MITRG的骨髓纯化的人细胞群体中

人IL‑15和IL‑15RαmRNA表达的定量RT‑PCR分析(n＝4‑5，误差棒标示SEM)。将表达相对于人

HPRT标准化，并且相对于hCD14+hCD16‑细胞显示。(图3小图C和图3小图D)移入NSG、MITRG、和

MISTRG中人NK细胞(hNKp46+hCD3‑)的代表性流式细胞术分析(对hCD45+mCD45‑细胞门控，淋

巴细胞门；接近有轮廓区域的数字标示细胞的百分比)(图3小图C)和绝对数或频率(图3小

图D)(n＝8‑16；通过单因素ANOVA计算的p值；*，p<0.05Tukey事后检验)。(图3小图E)来自保

持未处理或用脂质体包囊的氯膦酸盐处理连续3天以消减吞噬细胞的移入MISTRG小鼠的人

肝NK(hNKp46+hCD3‑)和T细胞(hCD3+，作为对照显示)的绝对数目(n＝8；通过未配对Student 

t检验计算的p值；ns，不显著)。(图3小图F)以1:1比率i.v.注射经标记的LCL721.221(HLA  I

类阴性)和LCL721.45(I类阳性)细胞，并且使用12小时后在脾中回收的经标记的细胞间HLA 

I类阳性或阴性的比例计算特异性NK细胞细胞毒性(n＝8，通过未配对Student  t检验计算

的p值)。(图3小图G)在利斯特氏菌感染后2天NSG和MISTRG小鼠的肝中人IFNγmRNA表达的

定量RT‑PCR分析(n＝8‑9，通过未配对Student  t检验计算的p值)。将表达相对于小鼠Hprt

标准化。(图3小图H和图3小图I)来自未感染的或经利斯特氏菌感染的NSG和MISTRG小鼠的

IFNγ表达和脱粒(CD107a+)人肝NK细胞的代表性流式细胞术分析(图3小图H)和频率(图3

小图I)(n＝4‑11；通过单因素ANOVA计算的p值)。结果是自2项(图3小图A、图3小图E‑图3小

图I)、3项(图3小图B)、或4项(图3小图C、图3小图D)实验组合的。

[0048] 图4(包括图4小图A‑图4小图F)描绘了实验结果，其显示了MISTRG中的人髓样细胞

浸润肿瘤，并且支持其生长。在移入或非移入NSG和MISTRG小鼠的体侧中植入人黑素瘤细胞

系Me290。用VEGF抑制剂AvastinTM处理一些小鼠。在11天后测量并解剖肿瘤以进行分析。(图

4小图A)肿瘤中人造血细胞的浸润，其通过编码人造血(PTPRC，编码CD45)和髓样(ITGAM，编

码CD11b)标志物的mRNA的表达来测定(n＝6‑7；通过非配对Student  t检验计算的p值)。(图

4小图B和图4小图D)来自NSG、MISTRG和患者的肿瘤中人髓样细胞标志物的代表性免疫组织
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化学照片。(图4小图C)CD163+细胞的密度的量化(n＝3份样品/组，3片计数的载玻片/样

品)。(图4小图E和图4小图F)指定小鼠组中的肿瘤的代表性照片(图4小图E)和体积(图4小

图F)(n＝7‑24只小鼠/组)。通过Student  t检验(图4小图A)或通过单因素ANOVA(图4小图C，

图4小图E)，接着通过Tukey事后检验计算p值(*p<0.05)。

[0049] 图5描绘了髓样发生和HSC功能中牵涉的细胞因子。造血干细胞发育成髓样细胞的

示意图和已知调节此过程的细胞因子的非穷举列表。阴影标示人和小鼠细胞因子之间的氨

基酸同一性百分比。氨基酸同一性百分比是物种间蛋白质保守的最客观测量，但是它不总

是与功能性物种间体内交叉反应性相关联。黑色矩形标示MISTRG中遗传人源化的细胞因

子。HSC，造血干细胞；MPP，多能祖先；CMP，共同髓样祖先；GMP，粒细胞/巨噬细胞祖先；MEP，

巨核细胞/红细胞祖先。

[0050] 图6(包括图6小图A‑图6小图E)描绘了接受者小鼠中移入水平的统计学分析的结

果。(图6小图A)图1小图A中呈现的数据(接受者小鼠的血液中hCD45+细胞的百分比)的统计

学分析(单因素ANOVA，接着是Tukey事后检验；ns，不显著)。(图6小图B)在移植后7‑9周达到

血液中至少10％hCD45+细胞的移入水平的接受者小鼠的数目。(图6小图C)图1小图C中用于

BM分析的小鼠的血液移入水平。(图6小图D)图1小图C中呈现的数据(接受者小鼠的BM中

hCD45+细胞的百分比)的统计学分析，类似于(图6小图A)。(图6小图E)图1小图C中显示的接

受者小鼠的BM(2根股骨和2根胫骨)中hCD45+细胞的绝对数目。MISTRG的BM中的细胞数目减

少是由于在该年龄(移植后10‑12周)小鼠的尺寸较小，并且是由图10中详细描述的贫血的

第一临床体征引起的。

[0051] 图7(包括图7小图A‑图7小图H)描绘了实验结果，其评估MISTRG小鼠中增强的人髓

样发生。(图7小图A)图2小图A中呈现的数据(接受者小鼠的血液中hCD33+细胞的百分比)的

统计学分析(单因素ANOVA，接着是Tukey事后检验；ns，不显著)。(图7小图B和图7小图C)接

受者小鼠的BM中人髓样细胞(hCD33+)的频率(图7小图B)和统计学分析(图7小图C)。(图7小

图D)MISTRG的血液中人淋巴样和髓样谱系的代表性流式细胞术分析。(图7小图E和图7小图

F)MISTRG和人供体的BM(图7小图E)和血液(图7小图F)中人单核细胞(CD33高SSC低CD66‑)和

粒细胞(CD33+SSC高CD66+)的代表性流式细胞术分析。(图7小图G和图7小图H)接受者小鼠的

肺(图7小图G)和肝(图7小图H)中人髓样细胞(hCD33+)的绝对数目(n＝8‑12；通过单因素

ANOVA，接着是Tukey事后检验计算的p值，*p<0.05)。

[0052] 图8(包括图8小图A和图8小图B)描绘了实验结果，其显示了MISTRG小鼠中增强的

人单核细胞子集发生。(图8小图A)人单核细胞子集的代表性流式细胞术分析，这是通过指

定接受者小鼠的BM、脾、肺和肝中hCD45+CD33+细胞间CD14和CD16的表达鉴定的。(图8小图B)

接受者小鼠的肺和肝中hCD33+细胞间的频率(误差棒代表SEM)和单核细胞子集的绝对数目

(n＝12只小鼠/组；通过单因素ANOVA计算的p值；*，p<0.05Tukey事后检验)。

[0053] 图9(包括图9小图A和图9小图B)描绘了实验结果，其显示了人单核细胞子集在

MISTRG和人供体中是相似的。MISTRG接受者和人供体的血液(图9小图A)和BM(图9小图B)中

指定人单核细胞子集延伸的免疫表型。显示了用同种型对照抗体和特异性抗体进行的染

色。

[0054] 图10(包括图10小图A‑图10小图I)描绘了实验结果，其显示了人髓样细胞破坏人

对小鼠吞噬耐受性。(图10小图A)将经CFSE标记的小鼠RBC转移入指定小鼠中，并且在指定
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时间点测量经标记细胞的频率。(图10小图B)用氯膦酸盐预先处理移入MISTRG以消减吞噬

细胞或不然，并且转移并监测经CFSE标记的小鼠RBC，如(图10小图A)中的(p值，通过第1‑3

天的重复测量ANOVA测量的氯膦酸盐效果)。这些结果显示了转移的小鼠RBC在体内被

MISTRG而非NSG中存在的吞噬细胞快速清除。(图10小图C)非移入小鼠(n＝9‑15)或用人FL‑

CD34+细胞移入后8‑10周(n＝11‑37)的血液中的RBC计数。p值指示每种基因型的非移入小

鼠和移入小鼠之间的比较(Student非配对t检验)。(图10小图D)人移入水平(血液中hCD45+

细胞的百分比)和RBC计数之间的关联(n＝13‑22)。(图10小图E)非移入或移入MISTRG的血

液中小鼠(mTer119+)和人(hCD235a+)红系细胞的流式细胞术分析，其显示了移入MISTRG的

血液中的几乎所有红系细胞是小鼠起源的，并且人红系细胞几乎不能检出。(图10小图F)指

定品系的移入小鼠的代表性照片和脾重量(n＝3‑22)，其显示了移入MISTRG小鼠中的脾大。

使用来自Balb/c小鼠的脾作为对照(p值，单因素ANOVA；*，p<0 .05，与所有其它组比较，

Tukey事后检验)。(图10小图G)用H&E染色的移入NSG和MISTRG的脾的组织学切片，其显示了

具有脾大的MISTRG小鼠中红髓的扩大。(图10小图H)小鼠红系祖先(mTer119+mCD71+)的流式

细胞术分析，其占移入MISTRG的脾中的细胞的多达80％。(图10小图I)非移入和移入MISTRG

的血液涂片显示了网织红血球的富集。总之，这些结果强烈提示了MISTRG中的贫血源自人

对小鼠吞噬耐受性的缺失，并且大量的髓外小鼠红血球生成不能补偿对mRBC的破坏。结果

代表每组(图10小图C，10E‑10I)和2项独立实验(图10小图A，图10小图B)中检查的至少5只

小鼠。

[0055] 图11(包括图11小图A和图11小图B)描绘了实验结果，其显示了MISTRG小鼠提供人

IL‑15/IL‑15Rα。(图11小图A)移入NSG、MITRG、和MISTRG小鼠的肺中人IL‑15和IL‑15RαmRNA

表达的定量RT‑PCR分析(n＝7‑8；通过单因素ANOVA计算的p值；*，p<0.05Tukey事后检验)。

将表达相对于小鼠Hprt标准化。(图11小图B)来自移入MISTRG小鼠的血液的人细胞群体

(hCD45+mCD45‑)上IL‑15Rα表达的流式细胞术分析(代表n＝4)。直方图分别代表用同种型对

照或用IL‑15Rα抗体进行的染色。结果代表两项实验或是自两项实验组合的。

[0056] 图12(包括图12小图A和图12小图B)描绘了实验结果，其显示了MISTRG小鼠中增强

的人NK细胞发生。(图12小图A和图12小图B)移入NSG、MITRG、和MISTRG小鼠中人NK细胞

(hNKp46+hCD3‑)的频率(图12小图A)和绝对数目(图12小图B)(n＝8‑16；通过单因素ANOVA计

算的p值；*，p<0.05Tukey事后检验)。结果是自4项实验组合的。

[0057] 图13(包括图13小图A‑图13小图F)描绘了实验结果，其显示了展现出增强的成熟

的真正人NK细胞存在于MISTRG小鼠中。(图13小图A)来自人供体和移入MISTRG的人血液NK

细胞上的CD94和CD161表达的流式细胞术分析(n＝3)。直方图代表用同种型对照抗体或用

CD94/CD161抗体进行的染色。(图13小图B)来自人供体或来自移入MISTRG小鼠的人血液NK

细胞上的KIR表达的流式细胞术分析(n＝3)。数字指示KIR+细胞的频率。(图13小图C和图13

小图D)来自移入NSG、MITRG、和MISTRG小鼠的人NK细胞上的CD16表面表达(n＝4‑8；通过单

因素ANOVA计算的p值；*，p<0.05Tukey事后检验)。(图13小图E和图13小图F)来自移入NSG和

MISTRG小鼠的人肝NK(hNKp46+hCD3‑)和T细胞(hCD3+)的胞内穿孔蛋白表达(n＝3；通过非配

对Student  t检验计算的p值)。MFI，均值荧光强度。结果代表1项(图13小图A和图13小图B)、

2项(图13小图E和图13小图F)、或4项(图13小图C和图13小图D)实验或是自1项(图13小图A

和图13小图B)、2项(图13小图E和图13小图F)、或4项(图13小图C和图13小图D)实验组合的。
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[0058] 图14描绘了实验结果，其显示了人单核细胞/巨噬细胞消减对MISTRG小鼠中的人

NK细胞稳态的影响。将移入MISTRG小鼠保持未处理或用脂质体包囊的氯膦酸盐处理连续3

天以消减吞噬细胞。显示了肝(n＝8)中人单核细胞/巨噬细胞(上部小图，对hCD33+细胞门

控)和NK细胞(hNKp46+hCD3‑)的流式细胞术分析。结果代表两项实验。在8只小鼠之1只中，单

核细胞/巨噬细胞的氯膦酸盐消减并不是有效的，并且在该小鼠中没有观察到NK细胞数目

减少。

[0059] 图15描绘了实验结果，其显示了浸润黑素瘤的人髓样细胞的免疫组织化学。来自

NSG、MISTRG或人患者的肿瘤中人髓样细胞的代表性免疫组织化学染色。显示了每组三名受

试者和每位受试者3张照片。

[0060] 图16显示了在具有单基因替换的接受者小鼠、NSG、MISTRG和人中移入水平和免疫

细胞发生和功能的比较。

[0061] 图17(包括图17小图A‑图17小图D)描绘了实验结果，其表明了可以在MISTRG中移

入自具有AML、CMML和MDS的患者分离的样品。(图17小图A)使用的样品的特征(包括疾病的

类型和患者样品中找到的遗传异常)、实验方案(细胞纯化方法、每只小鼠注射的细胞数目

和分析小鼠的移植后时间)和移入结果(包括具有可检测人移入的小鼠的数目，人造血CD45
+细胞和髓样CD33+细胞的百分比，和自小鼠分离的人细胞中观察到的基因组异常)。(图17小

图B)自移植RAEB  I患者或正常供体细胞的小鼠分离的髓样CD33+细胞的颗粒性(SSC)的代

表性流式细胞术分析，其显示了RAEB  I样品中有缺陷的颗粒性。(图17小图C)自移植RAEB 

II样品的小鼠分离的人细胞的代表性Fish分析，并且显示了染色体5q的缺失。(图17小图D)

自移植CMML样品的小鼠分离的人细胞的核型，并且显示了染色体6中的删除。

[0062] 发明详述

[0063] 一般而言，本发明涉及经遗传修饰的非人动物，其表达人M‑CSF、人IL‑3、人GM‑

CSF、人SIRPA或人TPO中至少一种。本发明还涉及生成本文中描述的经遗传修饰的非人动物

的方法和使用本文中描述的经遗传修饰的非人动物的方法。在一些实施方案中，经遗传修

饰的非人动物是小鼠。在一些实施方案中，将人造血细胞移入本文中描述的经遗传修饰的

非人动物。在各种实施方案中，移入有人造血细胞的本发明的经遗传修饰的非人动物可用

于体内评估造血和免疫细胞的生长和分化，用于体内评估人造血，用于体内评估癌细胞，用

于体内评估免疫应答，用于体内评估疫苗和疫苗接种方案，用于测试调控癌细胞生长或存

活的药剂的效果，用于体内评估癌症的治疗，用于免疫介质(包括人抗体)的体内生成和收

集，及用于测试调控造血和免疫细胞功能的药剂的效果。

[0064] 定义

[0065] 除非另有定义，本文中使用的所有技术和科学术语与本发明所属领域的普通技术

人员的通常理解具有相同的含义。在各种标准参考文献中发现此类术语的例示性定义和使

用，包括J.Sambrook和D.W .Russell ,Molecular  Cloning:A  Laboratory  Manual ,Cold 

Spring  Harbor  Laboratory  Press ,第3版,2001；F.M.Ausubel编,Short  Protocols  in 

Molecular  Biology,Current  Protocols,第5版,2002；B.Alberts等,Molecular  Biology 

of  the  Cell ,第4版,Garland ,2002；D.L.Nelson和M.M.Cox,Lehninger  Principles  of 

Biochemistry ,第4版 ,W .H .Freeman&Company ,2004；及Herdewijn ,P .(编) ,

Oligonucleotide  Synthesis:Methods  and  Applications ,Methods  in  Molecular 
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Biology,Humana  Press,2004。虽然可以在本发明的实施或测试中使用与本文中描述的方

法和材料类似或等同的任何方法和材料，但是描述了优选的方法和材料。

[0066] 如本文中使用的，下述每项术语具有此部分中与其有关的意义。

[0067] 冠词“一个”和“一种”在本文中用于指一个/种或超过一个/种(即至少一个/种)该

冠词的语法对象。举例而言，“一个/种元件”意指一个/种元件或超过一个/种元件。

[0068] 如本文中使用的，“约”在提及可测量的数值(诸如量、时间持续量等)时意图涵盖

规定数值的±20％或±10％，更优选±5％，甚至更优选±1％，且仍更优选±0.1％的变化，

因为此类变化对于实施公开的方法是合适的。

[0069] 术语“异常的”在生物体、组织、细胞或其成分的背景中使用时指在至少一种可观

察到的或可检出的特征(例如年龄、治疗、天数时间、等)上与那些展现“正常的”(预期的)相

应特征的生物体、组织、细胞或其组分不同的那些生物体、组织、细胞或其组分。对于一种细

胞或组织类型而言正常或预期的特征对于一种不同细胞或组织类型而言可能是异常的。

[0070] 如本文中使用的，术语“抗体”指能够特异性结合抗原上的特定表位的免疫球蛋白

分子。抗体可以是自天然来源或自重组来源衍生的完整免疫球蛋白，并且可以是完整免疫

球蛋白的免疫反应性部分。本发明中的抗体可以以多种形式存在，包括例如多克隆抗体、单

克隆抗体、胞内抗体(“内抗体”(intrabody))、Fv、Fab和F(ab)2，以及单链抗体(scFv)、重链

抗体(诸如骆驼抗体)、和人源化抗体(Harlow等,1999,Using  Antibodies:A  Laboratory 

Manual ,Cold  Spring  Harbor  Laboratory  Press ,NY；Harlow等,1989 ,Antibodies:A 

La bora tory  Ma nua l ,Cold  Spring  Ha rbor ,New  York；Houston等 ,1988 ,

Proc.Natl.Acad.Sci.USA  85:5879‑5883；Bird等,1988,Science  242:423‑426)。

[0071] 如本文中使用的，术语“癌症”定义为以异常细胞的不受控制的增殖和/或生长为

特征的疾病。癌细胞可以局部扩散或经由血流和淋巴系统扩散至身体的其它部分。本文中

的癌症包括实体瘤和造血恶性两者。适合于本发明的各种癌症的例子包括但不限于乳腺

癌、前列腺癌、卵巢癌、宫颈癌、皮肤癌、胰腺癌、结肠直肠癌、肾癌、肝癌、骨癌、脑癌、淋巴

瘤、白血病、肺癌、骨髓发育异常综合征(myeloidysplastic  syndrome)、骨髓增殖性病症等

等。

[0072] “组成性”表达是基因产物在细胞的大多数或所有生理条件下在活细胞中生成的

状态。

[0073] 基因的“编码区”由分别与通过基因转录生成的mRNA分子的编码区同源或互补的

基因的编码链的核苷酸残基和基因的非编码链的核苷酸组成。

[0074] mRNA分子的“编码区”也由mRNA分子中与mRNA分子的翻译期间转运RNA分子的反密

码子区匹配或编码终止密码子的核苷酸残基组成。如此，编码区可以包含构成不存在于由

mRNA分子编码的成熟蛋白质中的氨基酸残基(例如蛋白质输出信号序列中的氨基酸残基)

的密码子的核苷酸残基。

[0075] “疾病”指动物的一种健康状态，其中动物不能维持稳态，且其中如果疾病没有改

善，那么动物的健康不断恶化。

[0076] 比较而言，动物中的“病症”指动物能够维持稳态，但是动物的健康状态不及其没

有病症时有利的健康状态。保持不处理，病症不必然引起动物健康状态的进一步降低。

[0077] 如果疾病或病症的症状的严重性，患者经历此类症状的频率，或者这两者降低，那
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么疾病或病症是“减轻的”。

[0078] 化合物的“有效量”或“治疗有效量”指足以对接受化合物施用的受试者提供有益

效果的化合物量。投递媒介物的“有效量”指足以有效结合或投递化合物的量。

[0079] “编码”指多核苷酸(诸如基因、cDNA、或mRNA)中的特定序列核苷酸充当在生物学

过程中合成其它聚合物和大分子的模板的固有特性，所述其它聚合物和大分子具有限定序

列核苷酸(即rRNA、tRNA和mRNA)或限定序列氨基酸及源自其的生物学特性。如此，如果与基

因对应的mRNA的转录和翻译在细胞或其它生物学系统中生成蛋白质，那么所述基因编码蛋

白质。编码链(其核苷酸序列与mRNA序列相同，并且通常在序列表中提供)和非编码链(用作

转录基因或cDNA的模板)两者可以称为编码蛋白质或所述基因或cDNA的其它产物。

[0080] 如本文中使用的，“内源”指来自生物体、细胞、组织或系统内部或在生物体、细胞、

组织或系统内部生成的任何材料。

[0081] 如本文中使用的，术语“外源”指自生物体、细胞、组织或系统外部引入或在生物

体、细胞、组织或系统外部生成的任何材料。

[0082] 术语“表达构建体”和“表达盒”在本文中用于指含有期望的核酸人编码序列且含

有一种或多种对于表达可操作连接的编码序列必需或期望的调节元件的双链重组DNA分

子。

[0083] 如本文中使用的，术语“片段”在应用于核酸或多肽时指较大的核酸或多肽的亚序

列。核酸的“片段”可以是长度至少约15个核苷酸；例如，至少约50个核苷酸至约100个核苷

酸；至少约100至约500个核苷酸，至少约500至约1000个核苷酸，至少约1000个核苷酸至约

1500个核苷酸；或约1500个核苷酸至约2500个核苷酸；或约2500个核苷酸(和中间的任何整

数数值)。多肽的“片段”的长度可以是至少约15个核苷酸；例如至少约50个氨基酸至约100

个氨基酸；至少约100至约500个氨基酸，至少约500至约1000个氨基酸，至少约1000个氨基

酸至约1500个氨基酸；或约1500个氨基酸至约2500个氨基酸；或约2500个氨基酸(和中间的

任何整数数值)。

[0084] 如本文中使用的，术语“基因”和“重组基因”指包含编码多肽的可读框的核酸分

子。此类天然的等位变异通常可以导致给定基因的核苷酸序列的1‑5％变异。可以通过对许

多不同个体中感兴趣的基因测序来鉴定备选等位基因。这可以通过使用杂交探针鉴定多个

个体中的相同遗传基因座容易地实施。作为天然等位变异的结果且不改变功能活性的任何

和所有此类核苷酸变异和所得的氨基酸多态性或变异意图在本发明的范围内。

[0085] 如本文中使用的，“同源的”指两种聚合分子间，例如两种核酸分子(例如两种DNA

分子或两种RNA分子)间或两种多肽分子间的亚基序列相似性。当两种分子两者中的亚基位

置被相同的单体亚基占据时，例如如果两种DNA分子每种中的一个位置被腺嘌呤占据，那么

它们在所述位置处是同源的。两种序列间的同源性是匹配或同源位置的数目的正函数，例

如如果两种化合物序列中的半数(例如长度为10个亚基的聚合物中的5个位置)位置是同源

的，那么两种序列是50％同源的，如果90％的位置(例如10个中的9个)是匹配或同源的，那

么两种序列共享90％同源性。举例而言，DNA序列5’‑ATTGCC‑3’和5’‑TATGGC‑3’共享50％同

源性。

[0086] 如本文中使用的，术语“人造血干细胞和祖细胞”和“人HSPC”指人自我更新多能造

血干细胞和造血祖细胞。
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[0087] “诱导型”表达是基因产物响应细胞中的信号存在而在活细胞中生成的状态。

[0088] 如本文中使用的，“指导材料”包括可以用于传达试剂盒中本发明的化合物、组合

物、载体、或投递系统用于实现本文所述各种疾病或病症的减轻的有用性的出版物、记录、

图、或任何其它表达介质。任选地或备选地，指导材料可以描述减轻哺乳动物细胞或组织中

的疾病或病症的一种或多种方法。例如，本发明的试剂盒的指导材料可以附于装有本发明

的鉴定的化合物、组合物、载体、或投递系统的容器或与装有鉴定的化合物、组合物、载体、

或投递系统的容器一起运输。或者，指导材料可以与容器分开运输，以便接受者协同使用指

导材料和化合物。

[0089] 如本文中使用的，术语“可操作连接的”指与第二多核苷酸处于功能性关系中的多

核苷酸。通过将两种多核苷酸描述为“可操作连接的”意指单链或双链核酸模块包含以如下

的方式在核酸模块内排列的两种多核苷酸，使得两种多核苷酸中的至少一种能够对另一种

施加其被表征的生理效应。举例而言，与基因的编码区可操作连接的启动子能够促进编码

区的转录。优选地，在编码期望蛋白质的核酸进一步包含启动子/调节序列时，启动子/调节

序列位于期望蛋白质编码序列的5’端，从而其驱动期望蛋白质在细胞中的表达。编码期望

蛋白质的核酸和它的启动子/调节序列共同构成“转基因”。

[0090] 如本文中使用的，术语“多核苷酸”定义为核苷酸的链。此外，核酸是核苷酸的聚合

物。如此，如本文中使用的，核酸和多核苷酸可互换。本领域技术人员具有如下的一般知识，

即核酸是多核苷酸，其可以水解成单体“核苷酸”。单体核苷酸可以水解成核苷。如本文中使

用的，多核苷酸包括但不限于通过本领域中可用的任何手段获得的所有核酸序列，包括但

不限于重组手段，即使用普通的克隆技术和PCR等等自重组文库或细胞基因组克隆核酸序

列，及通过合成手段。

[0091] 如本文中使用的，术语“肽”、“多肽”和“蛋白质”可互换使用，并且指由通过肽键共

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

成蛋白质或肽序列的氨基酸的最大数目没有放置限定。多肽包括包含通过肽键彼此连接的

两个或更多个氨基酸的任何肽或蛋白质。如本文中使用的，术语指短链(例如其在本领域中

通常又称为肽、寡肽和寡聚物)和较长的链(其在本领域中一般称为蛋白质，其中有许多类

型)两者。例如，“多肽”包括生物学活性片段、基本上同源的多肽、寡肽、同二聚体、异二聚

体、多肽变体、经修饰的多肽、衍生物、类似物、融合蛋白、等等。多肽包括天然肽、重组肽、合

成肽、或其组合。术语“肽”通常指短多肽。术语“蛋白质”通常指大多肽。

[0092] 如本文中使用的，术语“后代”指子孙后代，并且包括自亲本细胞衍生的分化的或

未分化的后代细胞。在一种用法中，术语后代指与亲本遗传相同的后代细胞。在另一种使用

中，术语后代指与亲本遗传且表型相同的后代细胞。在又一种用法中，术语后代指已经自亲

本细胞分化的后代细胞。

[0093] 如本文中使用的，术语“启动子”指与要转录的核酸序列(诸如编码期望分子的核

酸序列)可操作连接的DNA序列。启动子一般位于要转录的核酸序列的上游，并且提供RNA聚

合酶和其它转录因子特异性结合的位点。在特定的实施方案中，启动子一般位于转录的核

酸序列的上游以生成期望的分子，并且提供RNA聚合酶和其它转录因子特异性结合的位点。

包括的启动子可以是组成性启动子或可以提供诱导型表达；并且可以提供遍在、组织特异

性或细胞类型特异性的表达。
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[0094] 范围：贯穿本公开内容，本发明的各个方面可以以范围形式呈现。应当理解，范围

形式的描述仅仅为了方便和简短，并且不应解释为对本发明范围的硬性限制。因而，应当认

为范围的描述具体公开所有可能的亚范围以及所述范围内的单个数值。例如，应当认为诸

如1至6的范围的描述具体公开亚范围，诸如1至3、1至4、1至5、2至4、2至6、3至6等，以及所述

范围内的单个数字，例如1、2、2.7、3、4、5、5.3、和6。不管范围的宽度如何这都适用。

[0095] “重组多肽”是在表达重组多核苷酸后生成的多肽。

[0096] 如本文中使用的，术语“调节元件”指控制核酸序列表达的一些方面的核苷酸序

列。例示性的调节元件例示性包括增强子、内部核糖体进入位点(IRES)、内含子；复制起点、

多聚腺苷酸化信号(pA)、启动子、增强子、转录终止序列、和上游调节域，其促成核酸序列的

复制、转录、转录后加工。本领域普通技术人员能够仅用常规实验在表达构建体中选择和使

用这些和其它调节元件。可以使用公知的方法重组或合成生成表达构建体。

[0097] 如本文中使用的，术语“特异性结合”就抗体而言意指识别特定抗原，但是基本上

不识别或结合样品中的其它分子的抗体。例如，特异性结合来自一种物种的抗原的抗体也

可以结合来自一种或多种物种的所述抗原。但是，此类跨物种反应性自身不改变抗体作为

特异性的分类。在另一个例子中，特异性结合抗原的抗体也可以结合抗原的不同等位形式。

然而，此类交叉反应性自身不改变抗体作为特异性的分类。

[0098] 在一些例子中，术语“特异性结合”可以提及抗体、蛋白质、或肽与第二化学种类的

相互作用使用，指相互作用依赖于化学种类上特定结构(例如抗原决定簇或表位)的存在；

例如，抗体识别并结合特定的蛋白质结构而非一般性蛋白质。若抗体对表位“A”是特异性

的，则在含有经标记的“A”和抗体的反应中含有表位A的分子(或游离的、未标记的A)的存在

会降低与抗体结合的经标记的A的量。

[0099] 如本文中使用的，术语“合成抗体”意指使用重组DNA技术生成的抗体，诸如例如通

过噬菌体表达的抗体，如本文中描述的。该术语还应当解释为意指已经通过合成编码抗体

的DNA分子(该DNA分子表达抗体蛋白质)生成的抗体，或规定抗体的氨基酸序列，其中已经

使用本领域中可用且公知的合成DNA或氨基酸序列技术获得所述DNA或氨基酸序列。

[0100] “变体”在该术语在本文中使用时指在序列上分别与参照核酸序列或肽序列不同，

但是保留参照分子的必要生物学特性的核酸序列或肽序列。核酸变体的序列变化可以不改

变由参照核酸编码的肽的氨基酸序列，或者可以导致氨基酸替代、添加、删除、融合和截短。

肽变体的序列变化通常是有限的或保守的，从而参照肽和变体的序列总体上极其相似，且

在许多区域中相同。变体和参照肽在氨基酸序列上可以相差任意组合的一处或多处替代、

添加、删除。核酸或肽变体可以是天然存在的，诸如等位变体，或者可以是已知不天然存在

的变体。可以通过诱变技术或通过直接合成来生成核酸和肽的非天然存在变体。

[0101] 如本文中使用的，术语“经遗传修饰的”意指其生殖细胞包含外源人核酸或人核酸

序列的动物。作为非限制性例子，经遗传修饰的动物可以是转基因动物或敲入动物，只要动

物包含人核酸序列。

[0102] 如本文中使用的，“敲入”意指将非人动物中染色体基因座处编码的遗传信息用不

同DNA序列替换的遗传修饰。

[0103] 描述

[0104] 本发明涉及经遗传修饰的非人动物，其表达人M‑CSF、人IL‑3/GM‑CSF、人SIRPA和
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人TPO(本文中称为MIST)。本发明还涉及生成本文中描述的经遗传修饰的非人动物的方法

和使用本文中描述的经遗传修饰的非人动物的方法。在一些实施方案中，经遗传修饰的非

人动物是小鼠。在一些实施方案中，经遗传修饰的非人动物是免疫缺陷小鼠。在一个具体的

实施方案中，免疫缺陷小鼠是RAG2‑/‑γc
‑/‑小鼠。在另一个具体的实施方案中，本发明的经

遗传修饰的非人动物表达人M‑CSF、人IL‑3/GM‑CSF、和人TPO，而且不表达RAG2或γc(本文

中称为MITRG)。在另一个具体的实施方案中，本发明的经遗传修饰的非人动物表达人M‑

CSF、人IL‑3/GM‑CSF、人SIRPA和人TPO，而且不表达RAG2或γc(本文中称为MISTRG)。在一些

实施方案中，将人造血细胞移入本文中描述的经遗传修饰的非人动物。

[0105] 在多个实施方案中，移入有人造血细胞的本发明的经遗传修饰的非人动物可用于

体内评估造血和免疫细胞的生长和分化，用于体内评估人造血，用于体内评估癌细胞，用于

体内评估免疫应答，用于体内评估疫苗和疫苗接种方案，用于测试调控癌细胞生长或存活

的药剂的效果，用于体内评估癌症的治疗，用于免疫介质(包括人抗体)的体内生成和收集，

及用于测试调控造血和免疫细胞功能的药剂的效果。

[0106] 经遗传修饰的非人动物

[0107] 本发明包括经遗传修饰的非人动物，其表达下述至少一项：人M‑CSF、人IL‑3/GM‑

CSF、人SIRPA、人TPO、及其任意组合。在一些实施方案中，表达人核酸的经遗传修饰的非人

动物还表达相应的非人动物核酸。在其它实施方案中，表达人核酸的经遗传修饰的非人动

物还不表达相应的非人动物核酸。在一些实施方案中，经遗传修饰的动物是敲除一种或多

种基因(以使动物成为免疫缺陷动物)的动物，如本文中别处描述的。为了创建经遗传修饰

的非人动物，可以将编码人蛋白质的核酸以如下形式掺入重组表达载体中，所述形式适合

于在非人宿主细胞中表达人蛋白质。在多个实施方案中，重组表达载体包含一种或多种与

编码人蛋白质的核酸以如下方式可操作连接的调节序列，所述方式容许核酸转录成mRNA及

mRNA翻译成人蛋白质。术语“调节序列”是本领域公认的，并且意图包括启动子、增强子和其

它表达控制元件(例如多聚腺苷酸化信号)。此类调节序列是本领域技术人员已知的，并且

记载于1990 ,Goeddel ,Gene  Expression  Technology:Methods  in  Enzymology  185 ,

Academic  Press,San  Diego,Calif。应当理解，表达载体的设计可以依赖于诸如要转染的

宿主细胞的选择和/或要表达的人蛋白质的量等因素。

[0108] 例如，可以通过将编码人蛋白质的核酸(通常与合适的调节元件，诸如组成性或组

织特异性增强子连接)导入卵母细胞中(例如通过显微注射)，并容许卵母细胞在雌性孕育

动物中发育来创建经遗传修饰的动物。内含子序列和多聚腺苷酸化信号也可以包含在转基

因中以提高转基因的表达效率。用于生成经遗传修饰的动物(特别是诸如小鼠等动物)的方

法在本领域中已经变得常规，并且记载于例如美国专利No.4,736,866和4,870,009及1986,

Hogan等,A  Laboratory  Manual ,Cold  Spring  Harbor ,N .Y .,Cold  Spring  Harbor 

Laboratory。可以使用经遗传修饰的建立者动物来培育别的携带转基因的动物。可以将携

带编码本发明的人蛋白质的转基因的经遗传修饰的动物与携带其它转基因的其它经遗传

修饰的动物进一步育种，或与敲除动物(例如不表达一种或多种其基因的敲除动物)育种。

在多个实施方案中，本发明的经遗传修饰的动物是小鼠、大鼠或家兔。

[0109] 在一些实施方案中，本发明的经遗传修饰的动物自非人动物的天然启动子和天然

调节元件表达一种或多种人核酸。在其它实施方案中，本发明的经遗传修饰的动物自天然
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人启动子和天然调节元件表达人核酸。熟练技术人员会理解，本发明的经遗传修饰的动物

包括自任何启动子表达至少一种人核酸的经遗传修饰的动物。可用于本发明的启动子的例

子包括但不限于DNA  polII启动子、PGK启动子、泛素启动子、清蛋白启动子、球蛋白启动子、

卵清蛋白启动子、SV40早期启动子、劳氏肉瘤病毒(RSV)启动子、逆转录病毒LTR和慢病毒

LTR。可用于本发明的启动子和增强子表达系统还包括诱导型和/或组织特异性表达系统。

[0110] 在一些实施方案中，本发明包括经遗传修饰的免疫缺陷动物，其具有包含与启动

子可操作连接的编码人多肽的核酸的基因组，其中动物表达编码的人多肽。在多个实施方

案中，本发明包括经遗传修饰的免疫缺陷非人动物，其具有包含表达盒的基因组，所述表达

盒包含编码至少一种人多肽的核酸，其中所述核酸与启动子和多聚腺苷酸化信号可操作连

接，并且进一步含有内含子，且其中所述动物表达编码的人多肽。

[0111] 在多个实施方案中，使用各种方法将人核酸序列导入免疫缺陷动物中以生成表达

人基因的经遗传修饰的免疫缺陷动物。此类技术是本领域中公知的，并且包括但不限于原

核显微注射、胚胎干细胞的转化、同源重组和敲入技术。可以使用的用于生成经遗传修饰的

动物的方法包括但不限于那些记载于Sundberg和Ichiki(2006,Genetically  Engineered 

Mice  Handbook,CRC  Press)，Hofker和van  Deursen(2002,Genetically  Modified  Mouse 

Methods  and  Protocols ,Humana  Press)，Joyner(2000,Gene  Targeting:A  Practical 

Approach,Oxford  University  Press)，Turksen(2002,Embryonic  stem  cells:Methods 

and  Protocols  in  Methods  Mol  Biol .,Humana  Press)，Meyer等(2010 ,

Proc .Nat .Acad .Sci .USA  107:15022‑15026)，及Gibson(2004 ,APrimer  Of  Genome 

Science  2nd  ed.Sunderland,Massachusetts:Sinauer)，美国专利No.6,586,251,Rathinam

等(2011,Blood  118:3119‑28)，Willinger等,(2011,Proc  Natl  Acad  Sci  USA,108:2390‑

2395)，Rongvaux等,(2011 ,Proc  Natl  Acad  Sci  USA ,108:2378‑83)及Valenzuela等

(2003,Nat  Biot  21:652‑659)的。

[0112] 在一些实施方案中，本发明的组合物和方法包含经遗传修饰的免疫缺陷动物，其

单独或与NK细胞数目和/或功能缺陷(例如由于IL2受体γ链缺陷(即γc
‑/‑)所致)组合在B

细胞和/或T细胞数目和/或功能上有缺陷，且具有包含与启动子可操作连接的人核酸的基

因组，其中所述动物表达编码的人多肽。可以通过诸如表达构建体对植入前胚胎的DNA注射

等方法或者通过使用干细胞(诸如胚胎干(ES)细胞或诱导的多能干(iPS)细胞)实现本发明

的经遗传修饰的动物的生成。

[0113] 在一个实施方案中，人核酸由人基因的天然调节元件表达。在其它实施方案中，人

核酸由非人动物的天然调节元件表达。在其它实施方案中，自遍在启动子表达人核酸。可用

于本发明组合物和方法的表达构建体的遍在启动子的非限制性例子包括3‑磷酸甘油酸激

酶(PGK‑1)启动子、β‑肌动蛋白启动子、ROSA26启动子、热休克蛋白70(Hsp70)启动子、编码

延长因子1α的EF‑1α基因(EF1)启动子、真核启动因子4A(eIF‑4A1)启动子、氯霉素乙酰基转

移酶(CAT)启动子和CMV(巨细胞病毒)启动子。

[0114] 在其它实施方案中，自组织特异性启动子表达人核酸。可用于本发明组合物和方

法的表达构建体中的组织特异性启动子的非限制性例子包括造血系统中表达的基因的启

动子，诸如M‑CSF启动子、IL‑3启动子、GM‑CSF启动子、SIRPA启动子、TPO启动子、IFN‑β启动

子、威斯科特‑奥尔德里奇综合征(Wiskott‑Aldrich  syndrome)蛋白(WASP)启动子、CD45
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(又称作白细胞共同抗原)启动子、Flt‑1启动子、Endoglin(CD105)启动子和ICAM‑2(胞内粘

附分子2)启动子。可用于本发明组合物和方法中的这些和其它启动子是本领域中已知的，

如Abboud等(2003,J.Histochem&Cytochem.51:941‑949)，Schorpp等(1996,NAR  24:1787‑

1788) ,McBurney等(1994,Devel.Dynamics,200:278‑293)及Majumder等(1996,Blood  87:

3203‑3211)中例示的。继包含启动子之后，本发明的多个实施方案中包括一种或多种别的

调节元件，诸如增强子元件或内含子序列。可用于本发明组合物和方法中的增强子的例子

包括但不限于巨细胞病毒(CMV)早期增强子元件和SV40增强子元件。可用于本发明组合物

和方法中的内含子序列的例子包括但不限于β珠蛋白内含子或通用内含子。可用于本发明

的一些实施方案的其它别的调节元件包括但不限于转录终止序列和mRNA多聚腺苷酸化

(pA)序列。

[0115] 在一些实施方案中，将人核酸表达构建体导入植入前胚胎的方法包括将表达构建

体线性化，之后将其注射入植入前胚胎中。在优选的实施方案中，将表达构建体注射入受精

的卵母细胞中。可以在交配后那天自排卵过度的雌性收集受精的卵母细胞，并注射表达构

建体。将注射后的卵母细胞培养过夜或直接转移入0.5天p.c.假孕雌性的输卵管中。用于排

卵过度、收获卵母细胞、表达构建体注射和胚胎转移的方法是本领域中已知的，并且记载于

Manipulating  the  Mouse  Embryo(2002,A  Laboratory  Manual,3rd  edition,Cold  Spring 

Harbor  Laboratory  Press)。可以通过DNA分析(例如PCR、Southern印迹、DNA测序、等)或者

通过蛋白质分析(例如ELISA、Western印迹、等)对后代评估导入的核酸的存在。

[0116] 在其它实施方案中，可以使用公知的方法(诸如电穿孔、磷酸钙沉淀和脂转染)将

表达构建体转染入干细胞(ES细胞或iPS细胞)中。可以通过DNA分析(例如PCR、Southern印

迹、DNA测序、等)或者通过蛋白质分析(例如ELISA、Western印迹、等)对细胞评估导入的核

酸的存在。然后，可以将测定为已经掺入表达构建体的细胞显微注射入植入前胚胎中。关于

可用于本发明组合物和方法的本领域中已知的方法的详细描述参见Nagy等(2002 ,

Manipulating  the  Mouse  Embryo:A  Laboratory  Manual ,3rd  edition ,Cold  Spring 

Harbor  Laboratory  Press)，Nagy等(1990,Development  110:815‑821)，美国专利No.7,

576,259，美国专利No.7,659,442，美国专利No.7,294,754，及Kraus等(2010,Genesis  48:

394‑399)。

[0117] 可以将本发明的经遗传修饰的非人动物与免疫缺陷动物杂交以创建表达至少一

种人核酸的免疫缺陷动物。本发明的多个实施方案提供了在基本上所有其细胞中包含人核

酸的经遗传修饰的动物，以及在一些但非所有其细胞中包含人核酸的经遗传修饰的动物。

可以将人核酸的一个或多个拷贝(彼此相邻或远离)整合入经遗传修饰的动物的细胞的基

因组中。

[0118] 在一些实施方案中，本发明是移入有至少一种人造血细胞的经遗传修饰的非人小

鼠。在其它实施方案中，本发明是在经遗传修饰的非人动物中移入人造血细胞的方法。可用

于本发明组合物和方法的移入的人造血细胞包括任何人造血细胞。可用于本发明的人造血

细胞的非限制性例子包括但不限于HSC、HSPC、白血病启动细胞(LIC)、和任何分化阶段的任

何谱系的造血细胞，包括任何谱系的终末分化的造血细胞。此类造血细胞可以衍生自人供

体的任何组织或位置，包括但不限于骨髓、外周血、肝、胎儿肝、或脐带血。此类造血细胞可

以分离自任何人供体，包括健康供体，以及具有疾病(诸如癌症，包括白血病)的供体。
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[0119] 在其它实施方案中，本发明是在经遗传修饰的非人动物中移入人造血细胞的方

法。在一些实施方案中，移入人造血细胞的经遗传修饰的非人动物是免疫缺陷动物。在本发

明的经遗传修饰的动物中移入造血细胞以移入动物中人造血细胞的存在为特征。在具体的

实施方案中，在免疫缺陷动物中移入造血细胞以与合适的对照动物相比提供造血细胞的移

入动物中分化的人造血细胞的存在为特征。

[0120] 在一些实施方案中，在人造血细胞外还给本发明的动物移植人癌细胞(例如人实

体瘤等)。在多个实施方案中，人癌细胞可以是癌细胞系或自患者分离的原代人癌细胞，其

来自许多不同类型的癌症之任一种(作为非限制性例子，包括黑素瘤、乳腺癌、肺癌等)。在

一些实施方案中，自同一患者分离人癌细胞和HSPC，并将其移植入同一非人动物中。

[0121] 本发明的多个实施方案中提供的经遗传修饰的非人动物具有各种效用，诸如但不

限于用作造血细胞的生长和分化的模型，用于体内评估人造血，用于体内评估癌细胞，用于

免疫应答的体内研究，用于体内评估疫苗和疫苗接种方案，用于测试调控癌细胞生长或存

活的药剂的效果，用于体内评估癌症的治疗，用于免疫介质(诸如抗体)的体内生成和收集，

及用于测试影响造血和免疫细胞功能的药剂的效果。

[0122] 在经遗传修饰的和/或免疫缺陷的非人动物中移入人造血细胞在传统上需要施用

造血细胞前的条件化(conditioning)，即用高频电磁放射(一般使用γ或X射线放射)对接

受者动物的亚致死照射，或用放射模拟药物(诸如白消安(busulfan)或氮芥)处理。认为条

件化减少宿主造血细胞的数目，创建适合于移入人造血细胞的微环境因素，和/或为人造血

细胞移入创建微环境小生境。用于条件化的标准方法是本领域中已知的，诸如记载于本文

及J.Hayakawa等,2009,Stem  Cells,27(1):175‑182的。依照本发明的实施方案提供了在免

疫缺陷动物中移入人造血细胞的方法，其包括在施用造血细胞前照射或不照射动物的情况

中对免疫缺陷动物提供人造血细胞。依照本发明的实施方案提供了在免疫缺陷动物中移入

人造血细胞的方法，其包括在施用造血细胞前在对动物施用或不施用放射模拟药物(诸如

白消安或氮芥)的情况中对本发明的经遗传修饰的非人动物提供人造血细胞。

[0123] 在一些实施方案中，依照本发明的实施方案的在经遗传修饰的非人动物中移入造

血细胞的方法包括对本发明的经遗传修饰的动物提供人造血细胞，如本文别处描述的。在

一些实施方案中，本发明的经遗传修饰的非人动物是在非人B细胞数目和/或功能，非人T细

胞数目和/或功能，和/或非人NK细胞数目和/或功能方面缺陷的免疫缺陷动物。在其它实施

方案中，免疫缺陷动物具有重度联合免疫缺陷(SCID)。SCID指以T细胞的缺失和B细胞功能

的缺乏为特征的状况。SCID的例子包括：X连锁SCID，其以IL2RG基因中的γ链基因突变和淋

巴细胞表型T(‑)B(+)NK(‑)为特征；和常染色体隐性SCID，其以Jak3基因突变和淋巴细胞表

型T(‑)B(+)NK(‑)、ADA基因突变和淋巴细胞表型T(‑)B(‑)NK(‑)、IL‑7Rα链突变和淋巴细胞

表型T(‑)B(+)NK(+)、CD3δ或ε突变和淋巴细胞表型T(‑)B(+)NK(+)、RAG1/RAG2突变和淋巴

细胞表型T(‑)B(‑)NK(+)、Artemis基因突变和淋巴细胞表型T(‑)B(‑)NK(+)、CD45基因突变

和淋巴细胞表型T(‑)B(+)NK(+)为特征。在一些实施方案中，本发明的经遗传修饰的非人动

物是RAG1‑/‑。

[0124] 在一些实施方案中，依照本发明的实施方案的在经遗传修饰的动物中移入造血细

胞的方法包括对具有重度联合免疫缺陷突变(Prkdcscid)(通常称为scid突变)的经遗传修

饰的非人动物提供人造血细胞。scid突变是公知的，并且位于小鼠染色体16上，如记载于
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Bosma等(1989,Immunogenetics  29:54‑56)的。在scid突变方面纯合的小鼠以功能性T细胞

和B细胞的缺失、淋巴细胞减少症、低球蛋白血症和正常造血微环境为特征。例如，可以通过

使用公知的方法检测scid突变标志物来检测scid突变。

[0125] 在其它实施方案中，依照本发明的实施方案的在经遗传修饰的动物中移入造血细

胞的方法包括对单独或与重度联合免疫缺陷(scid)突变组合具有IL2受体γ链缺陷的经遗

传修饰的免疫缺陷非人动物提供人造血细胞。术语“IL2受体γ链缺陷”指减少的IL2受体γ

链。减少的IL2受体γ链可以是由于基因删除或突变所致。例如，可以通过使用公知的方法

检测IL2受体γ链基因删除或突变和/或检测减少的IL2受体γ链表达来检测减少的IL2受

体γ链。

[0126] 在天然存在的人核酸和氨基酸序列外，该术语还涵盖人核酸和氨基酸序列的变

体。如本文中使用的，术语“变体”定义人的分离的天然存在的遗传突变体或人的重组制备

的变异，它们与相应的野生型人相比各含有一处或多处突变。例如，此类突变可以是一处或

多处氨基酸替代、添加、和/或删除。术语“变体”还包括非人直向同系物。在一些实施方案

中，本发明的变体多肽与野生型人多肽具有至少90％、91％、92％、93％、94％、95％、96％、

97％、98％或99％同一性。

[0127] 使用本文中别处描述的技术测定两种序列间的百分比同一性。可以使用标准分子

生物学技术(诸如定点诱变和PCR介导的诱变)来引入突变。本领域技术人员会认识到可以

在不改变人蛋白质的功能特性的情况中引入一处或多处氨基酸突变。

[0128] 可以在人蛋白质中做出保守氨基酸替代以生成人蛋白质变体。保守氨基酸替代是

公认的用一种氨基酸替代另一种具有相似特征的氨基酸。例如，每种氨基酸可以描述为具

有一种或多种下述特征：电正性、电负性、脂肪族、芳香族、极性、疏水性和亲水性。保守替代

是用一种具有规定的结构或功能特征的氨基酸替代另一种具有相同特征的氨基酸。酸性氨

基酸包括天冬氨酸、谷氨酸；碱性氨基酸包括组氨酸、赖氨酸、精氨酸；脂肪族氨基酸包括异

亮氨酸、亮氨酸和缬氨酸；芳香族氨基酸包括苯丙氨酸、甘氨酸、酪氨酸和色氨酸；极性氨基

酸包括天冬氨酸、谷氨酸、组氨酸、赖氨酸、天冬酰胺、谷氨酰胺、精氨酸、丝氨酸、苏氨酸和

酪氨酸；并且疏水性氨基酸包括丙氨酸、半胱氨酸、苯丙氨酸、甘氨酸、异亮氨酸、亮氨酸、甲

硫氨酸、脯氨酸、缬氨酸和色氨酸；并且保守替代包括每组内氨基酸间的替代。氨基酸也可

以就相对大小而言描述，通常认为丙氨酸、半胱氨酸、天冬氨酸、甘氨酸、天冬酰胺、脯氨酸、

苏氨酸、丝氨酸、缬氨酸都是较小的。

[0129] 人变体可以包含合成的氨基酸类似物、氨基酸衍生物和/或非标准氨基酸，例示性

包括但不限于α‑氨基丁酸、瓜氨酸、刀豆氨酸、氰丙氨酸、二氨基丁酸、二氨基庚二酸、二羟

基苯丙氨酸、黎豆氨酸、高精氨酸、羟脯氨酸、正亮氨酸、正缬氨酸、3‑磷酸丝氨酸、高丝氨

酸、5‑羟基色氨酸、1‑甲基组氨酸、甲基组氨酸、和鸟氨酸。

[0130] 人变体由与编码野生型人的核酸具有高度同一性的核酸编码。编码人变体的核酸

的互补物在高严格性条件下与编码野生型人的核酸特异性杂交。

[0131] 术语“核酸”指任何形式的具有超过一个核苷酸的RNA或DNA分子，包括单链、双链、

寡核苷酸或多核苷酸。术语“核苷酸序列”指单链形式的核酸中寡核苷酸或多核苷酸的核苷

酸排序。

[0132] 可以使用公知的方法分离或重组或合成生成编码人变体的核酸。
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[0133] 人造血细胞的分离、对宿主动物施用人造血细胞和用于评估其移入的方法是本领

域中公知的。可以自任何含有造血细胞的组织(诸如但不限于脐带血、骨髓、外周血、细胞因

子或化学疗法动员的外周血和胎儿肝)获得用于对宿主动物施用的造血细胞。可以通过经

由各种路径(诸如但不限于静脉内、肝内、腹膜内、股骨内和/或胫骨内)的施用将造血细胞

施用入新生儿或成年动物中。

[0134] 可以通过多种方法之任一种评估本发明的经遗传修饰的动物中的人造血细胞移

入，诸如但不限于在施用造血细胞后的一个或多个时间点时接受人造血细胞施用的动物中

的细胞的流式细胞术分析。

[0135] 分离人造血细胞、对宿主动物施用人造血细胞、及评估宿主动物中的人造血细胞

移入的例示性方法记载于本文及Pearson等(2008,Curr.Protoc.Immunol.81:1‑15)，Ito等

(2002,Blood  100:3175‑3182)，Traggiai等(2004,Science  304:104‑107)，Ishikawa等

(2005,Blood  106:1565‑1573)，Shultz等(2005,J.Immunol.174:6477‑6489)及Holyoake等

(1999,Exp  Hematol.27:1418‑27)。

[0136] 在本发明的一些实施方案中，自初始来源材料分离人造血细胞以获得在特定的造

血细胞群体(例如HSC、HSPC、LIC、CD34+、CD34‑、谱系特异性标志物等)方面富集的细胞群体。

分离的造血细胞可以是或不是纯的群体。在一个实施方案中，对可用于本发明组合物和方

法的造血细胞消减具有特定标志物(诸如CD34)的细胞。在另一个实施方案中，通过选择标

志物(诸如CD34)富集可用于本发明组合物和方法的造血细胞。在一些实施方案中，可用于

本发明组合物和方法的造血细胞是CD34+细胞构成约1‑100％细胞的细胞群体，尽管在某些

实施方案中，也可以使用CD34+细胞构成小于1％的总细胞的细胞群体。在某些实施方案中，

可用于本发明组合物和方法的造血细胞是CD34+细胞构成约1‑3％的总细胞的T细胞消减细

胞群体、CD34+细胞构成约50％的总细胞的谱系消减细胞群体、或CD34+细胞构成约90％的总

细胞的CD34+正选择细胞群体。

[0137] 就在表达至少一种人基因的经遗传修饰的非人动物中产生人造血和/或免疫系统

而言，认为造血细胞的施用数目不是限制性的。如此，作为非限制性例子，造血细胞的施用

数目的范围可以为约1x103至约1x107，尽管在多个实施方案中，也可以使用更多或更少。作

为另一个非限制性例子，HSPC的施用数目的范围在接受者是小鼠时可以为约3x103至约

1x106个CD34+细胞，尽管在多个实施方案中，也可以使用更多或更少。对于其它物种的接受

者，可以仅使用常规实验测定需要施用的细胞数目。

[0138] 一般地，在超出施用的人造血细胞的寿命的时间点时，在经遗传修饰的非人动物

中存在的人造血细胞的数目(或百分比)大于对非人动物施用的人细胞的数目(或百分比)

时可以认为移入是成功的。例如，可以通过检测接受者动物中的人DNA，或者通过检测完整

的人造血细胞，诸如通过检测人细胞表面标志物(诸如例如CD45)来实现施用的造血细胞的

后代的检测。将人造血细胞从第一接受者连续转移入第二接受者中及在第二接受者中移入

人造血细胞是初级接受者中的移入的又一种任选测试。可以在施用人造血细胞后1‑4个月

时通过流式细胞术以血液、脾或骨髓中0.05％或更多的人CD45+细胞来检测移入。可以使用

细胞因子(例如GM‑CSF)动员干细胞，例如如记载于Watanabe(1997 ,Bone  Marrow 

Transplantation  19:1175‑1181)的。
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实施例

[0139] 通过参考下述实施例进一步详细描述本发明。提供这些实施例仅仅是为了例示的

目的，并非意图限制，除非另有规定。如此，本发明绝不应当解释为限于下述实施例，而是应

当解释为涵盖任何和所有变型，其由于本文中提供的教导而变得显而易见。

[0140] 在不进一步描述的情况中，认为本领域普通技术人员能使用前述描述和下述例示

性实施例生成并利用本发明的化合物，并且实施要求保护的方法。因此，下述工作例明确指

出本发明的优选实施方案，并且不应解释为以任何方式限制公开内容的剩余部分。

[0141] 实施例1：人血液‑淋巴样系统小鼠中的功能性先天性免疫应答和实体瘤支持

[0142] 如本文中描述的，用人血液‑淋巴样系统(HHLS)再殖的小鼠代表一种用于预测性

人临床前体内研究的有力工具。当前HHLS小鼠的一项主要限制是对于先天性免疫至关重要

的人细胞的缺陷发生。在这里，报告了一种新颖的小鼠品系，其中多种编码细胞因子的基因

是遗传上人源化的。这些人源化细胞因子协同起作用以有效支持人造血和人单核细胞/巨

噬细胞和NK细胞的发生和功能。在肿瘤微环境中，人巨噬细胞获得免疫抑制性表型，并且支

持人癌生长。凭借更完整且功能性的人先天性免疫系统，此新颖的HHLS小鼠模型具有促进

人先天性免疫的生理学和病理学的体内研究的特殊潜力。

[0143] 单核细胞和巨噬细胞是先天性免疫应答的主要细胞组分(Auffray等 ,2009 ,

Annual  review  of  immunology  27,669)。在一个方面，这些细胞能够感测感染并通过多种

多样的机制(诸如吞噬作用或促炎性因子的分泌)介导直接的抗微生物功能。在另一个方

面，单核细胞/巨噬细胞能获得免疫抑制功能，其对于炎症的消退和组织修复是重要的。此

外，这些抗炎性特性可以被肿瘤浸润性巨噬细胞共同选择，并且经由多种多样的机制对发

展中的肿瘤提供存活优点(Allavena和Mantovani ,2012 ,Clinical  and  experimental 

immunology  167,195；Qian和Pollard,2010,Cell  141,39)。

[0144] 经常使用小型动物模型(诸如小鼠)研究体内哺乳动物免疫应答。然而，物种间存

在免疫功能的根本差异(Mestas和Hughes ,2004 ,Journal  of  Immunology  172 ,2731；

Rongvaux等,2013,Annual  review  of  immunology  31,635)。特别地，单核细胞/巨噬细胞

群体间存在主要的表型和功能性物种特异性差异，并且一般地，自小鼠研究获得的知识仅

部分适用于人(Auffray等,2009,Annual  review  of  immunology  27 ,669；Rongvaux等,

2013,Annual  review  of  immunology  31,635；Chow等,2011,Nature  reviews  Immunology 

11,788)。体内研究人造血和免疫功能的特异性的一种有希望的办法在于使用携带人血液‑

淋巴样系统(HHLS)的小鼠(Rongvaux等,2013 ,Annual  review  of  immunology  31 ,635；

Shultz等,2012,Nature  reviews  Immunology  12,786)。然而，数种人免疫细胞类型(诸如

单核细胞/巨噬细胞和NK细胞)的发生和功能在当前HHLS小鼠中很大程度上有缺陷

(Rongvaux等,2013,Annual  review  of  immunology  31,635)。这些缺陷最可能是由于小鼠

细胞因子对相应人受体的降低的交叉反应性所致(Manz,2007,Immunity  26,537)。为了避

免此限制，开发了一种策略，将编码细胞因子的小鼠基因用其人对应物替换(Willinger等,

2011,Trends  in  immunology  32,321)，并且此办法导致个别人细胞类型的发生和功能的

显著改善(图16)(Rathinam等,2011,Blood  118,3119；Willinger等,2011,Proceedings  of 

the  National  Academy  of  Sciences  108,2390；Rongvaux等,2011,Proceedings  of  the 

National  Academy  of  Sciences  108,2378)。
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[0145] 造血是一种受到紧密调节的发育过程，其中多能造血干细胞分化成更定型的祖

先，然后分化成成熟的血液细胞(Kondo等,2003,Annual  review  of  immunology  21,759；

Doulatov等,2012,Cell  stem  cell  10,120)。此过程需要支持连续发育步骤的特定细胞因

子(图5)。多种人源化细胞因子间的协同可能会是在小鼠中完全重演人髓形成需要的。如

此，生成了一种新颖的小鼠品系，称作MISTRG，其中编码M‑CSF(Rathinam等,2011 ,Blood 

118,3119)、IL‑3/GM‑CSF(Willinger等,2011,Proceedings  of  the  National  Academy  of 

Sciences  108,2390)和TPO(Rongvaux等,2011,Proceedings  of  the  National  Academy 

of  Sciences  108,2378)的基因在hSIRPAtg  RAG2‑/‑IL‑2Rγ‑/‑背景(Traggiai等,2004 ,

Science  304 ,104；Strowig等 ,2011 ,Proceedings  of  the  National  Academy  of 

Sciences  108,13218)中被其人对应物(Willinger等,2011 ,Trends  in  immunology  32,

321)替换。

[0146] 遵循标准方案(Traggiai等,2004 ,Science  304 ,104)，以亚致死方式照射新生

MISTRG小鼠及其同窝出生MITRG(缺乏hSIRPA转基因)，并移植人胎肝衍生的CD34+细胞。共

享相同的遗传背景但缺乏所有人源化等位基因的RAG2‑/‑IL2‑Rγ‑
/
‑(RG)小鼠和商品化

NOD‑Scid  IL2‑Rγ‑
/
‑(NSG)小鼠充当对照。血液移入水平(hCD45+细胞百分比；(图1小图A和

图1小图B；和图6小图A))在RG中较低，而在NSG接受者中较高，如先前报告的(Strowig等,

2011,Proceedings  of  the  National  Academy  of  Sciences  108,13218；Brehm等,2010,

Clinical  immunology  135,84)。血液hCD45+细胞的百分比在MISTRG中及在NSG中是相似

的。与RG相比，血液移入在MITRG中也显著增加，提示组合基因人源化克服对经由SIRPα/

CD47交叉反应性诱导吞噬细胞耐受性的需要(Strowig等,2011 ,Proceedings  of  the 

National  Academy  of  Sciences  108,13218；Takenaka等,2007,Nature  immunology  8,

1313；Legrand等,2011 ,Proceedingsof  the  National  Academy  of  Sciences  108 ,

13224)，这可能通过减弱小鼠先天性应答实现。选择在血液中具有至少10％人CD45+细胞的

小鼠进行进一步的实验(图6小图B)。在骨髓(BM)中，hCD45+细胞的百分比在大多数的这两

种MISTRG接受者中超过90％并达到多至99％(图1小图A和图1小图C；及图6小图C至图6小图

E)，并且BM中的高移入效率不依赖于SIRPα/CD47相互作用。为了测试人源化细胞因子在更

具竞争性的条件中支持人造血的能力，将人CD34+细胞移植入非照射MISTRG中。此方案在所

有接受者的血液和BM中生成人CD45+细胞(图1小图D和图1小图E)，并且显著地，半数的小鼠

显示出与在X射线预条件化后移入的接受者中测量到的最高水平一样高的嵌合性(比较图1

小图E与图1小图B和图1小图C)。本文中描述的数据显示了MISTRG中多种细胞因子的遗传替

换创建人造血能几乎完全置换骨髓中的小鼠造血的微环境，并且消除对病理学诱导性照射

的需要。

[0147] 接着，评估MISTRG小鼠支持人髓生成的能力。与RG和NSG相比，人髓样细胞(hCD33
+)在MISTRG的血液和骨髓中以显著更高的比例存在(图2小图A；和图7小图A至图7小图C)。

MISTRG中比例增加的髓样细胞导致血液组成类似于人血液的生理组成，其富含髓样细胞，

并且根本上不同于富含淋巴样的小鼠血液的组成(Mestas和Hughes ,2004 ,Journal  of 

Immunology  172,2731；Rongvaux等,2013,Annual  review  of  immunology  31,6354)(图2

小图B；和图7小图D)。虽然单核细胞(CD33高SSC低CD66‑)和粒细胞(CD33+SSC高CD66+)两者都存

在于BM中(图7小图E)，但是外周血中的人髓样细胞群体主要由单核细胞构成(图7小图F)，
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提示人粒细胞的终末分化和自BM外出或外周存活在此小鼠环境中仍然是亚最佳的。然而，

重要的是，人髓样细胞大量存在于MISTRG的非淋巴样组织，诸如肺、肝和结肠中，如通过免

疫组织化学(hCD68+细胞；(图2小图C))或通过流式细胞术(hCD33+；(图7小图G和图7小图H))

显示的，并且显著超过在NSG小鼠中找到的人髓样细胞数目约10倍。

[0148] 在人中，已经基于CD14和CD16标志物的表达在表型和功能上描述了三种单核细胞

子集(Auffray等,2009,Annual  review  of  immunology  27,669；Cros等,2010,Immunity 

33 ,375)。人单核细胞的所有三种亚群(CD14+CD16‑、CD14+CD16+和CD14dimCD16+)存在于

MISTRG的淋巴样和非淋巴样组织(诸如肺和肝)中(图2小图D和图2小图E；及图8小图A和图8

小图B)。比较而言，在NSG中，在频率较低的髓样细胞外，仅能一致地检出CD14+CD16‑和在一

定程度上CD14+CD16+单核细胞，而CD14dimCD16+细胞仅被勉强呈现。MISTRG中找到的单核细

胞亚群的延伸免疫表型(CD33、CD11b、CD115、CD62L和CX3CR1)与人外周血中的等同子集紧

密相当(图9)。自MITRG的BM分离的人CD14+CD16‑和CD14+CD16+单核细胞响应TLR4和TLR7/8

配体(分别为LPS和R848)生成高水平的炎性细胞因子(图2小图F和图2小图G)。在对MITRG的

WBC实施的体外测定法中，CD14+CD16‑和CD14+CD16+细胞两者都具有较高的吞噬表达GFP的

大肠杆菌的能力，而CD14dimCD16+单核细胞具有有限的吞噬细胞能力(图2小图H)，再次反映

人血液中相应的亚群的生理学特性(Cros等,2010,Immunity  33,375)。在用LPS体内攻击或

分别用细菌性和病毒性人病原体单核细胞增生利斯特氏菌和甲型流感感染时，MISTRG小鼠

以人炎性细胞因子(分别为TNFα、IL‑6和IFNγ)的稳健生成响应，而NSG小鼠显示显著更低

(低约1个对数)的响应(图2小图I至图2小图K)。这些结果证明了MISTRG中发生的人单核细

胞子集在体外和在体内是功能性的。然而，小鼠中存在功能性人吞噬细胞的一个缺点是破

坏人对小鼠吞噬细胞耐受性，小鼠RBC对所述吞噬细胞耐受性特别易感(图10小图A和图10

小图B)。这种对小鼠RBC的破坏导致贫血(图10小图C至图10小图I)，并且将移入小鼠的寿命

限于10‑12周(MISTRG)或12‑16周(MITRG)。

[0149] 髓样细胞能经由生成细胞因子来支持其它免疫细胞的发生和分化。评估MISTRG小

鼠的髓样区室是否是人细胞因子(诸如IL‑15)的来源。与此想法一致，发现了在与NSG比较

时，人IL‑15和IL‑15Rα的mRNA表达在MISTRG中增加大于10倍(图3小图A；和图11小图A)。为

了更为详细地限定MISTRG中人IL‑15/IL‑15Rα的细胞来源，测量纯化的人细胞群体中人IL‑

15和IL‑15Rα转录物的丰度。人IL‑15RαmRNA的表达在人髓样细胞(hCD33+)中比在非髓样细

胞(hCD33‑)中更高(图3小图B)。特别地，CD14+CD16+单核细胞显示IL‑15和IL‑15Rα转录物两

者的富集(图3小图B)。通过流式细胞术确认来自MISTRG的人髓样细胞的表面上人IL‑15Rα

蛋白质的表达(图11小图B)。

[0150] 基于这些发现，评估MISTRG小鼠是否支持依赖于IL‑15反式呈现的人免疫细胞(诸

如NK细胞)的发生(Ma等,2006 ,Annual  review  of  immunology  24 ,657；Soderquest等,

2011,Blood  117,4511)。当前HHLS小鼠模型中人NK细胞的有效发生需要人IL‑15/IL‑15Rα

的外源药理学投递(Huntington等,2009,Journal  of  experimental  medicine  206,25；

Chen等,2009,Proceedings  of  the  National  Academy  of  Sciences  106,21783；Pek等,

2011,Immunobiology  216,218)23‑25)，因为小鼠IL‑15在体内不足以支持人NK细胞。如先

前报告的(Huntington等,2009,Journal  of  experimental  medicine  206 ,25；Chen等,

2009,Proceedings  of  the  National  Academy  of  Sciences  106,21783；Pek等,2011 ,
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Immunobiology  216,218)，在移入NSG中观察到很少的人NK细胞(hNKp46+hCD3‑)(图3小图C

和图3小图D；及图12小图A和图12小图B)。比较而言，人NK细胞在移入MISTRG的多种组织中

容易检出，并且与NSG相比增加约10倍(图3小图C和图3小图D；及图12小图A和图12小图B)。

除了骨髓外，MITRG比MISTRG具有更少的人NK细胞，这最可能是由于先前报告的人NK细胞在

外周中的存活对人SIRPα的需求(Legrand等 ,2011 ,Proceedings  of  the  National 

Academy  of  Sciences  108,13224)。MISTRG小鼠中的hNKp46+hCD3‑细胞代表真正的NK细胞，

因为它们紧密模拟人对照表达典型的NK细胞表面标志物CD94、CD161、和杀伤抑制受体

(KIR)(图12小图A和图12小图B)。在其对发生的影响外，IL‑15还促进NK细胞的成熟。一致

地，发现了与NSG相比，成熟标志物CD16的表面表达和溶解性颗粒蛋白穿孔蛋白的量在来自

MISTRG的NK细胞上更高(图13小图C至图13小图F)。

[0151] 目前不知道人体内IL‑15反式呈现的细胞来源，但是人髓样细胞能在体外支持人

NK细胞增殖(Huntington等,2009,Journal  of  experimental  medicine  206,25)。为了测

试由人单核细胞/巨噬细胞进行的人IL‑15反式呈现是否支持MISTRG中改善的人NK细胞发

生，用脂质体包囊的氯膦酸盐(clodronate)处理小鼠以消减吞噬细胞(图14)。吞噬细胞的

消减还诱导人NK细胞的显著减少(图3小图E)，提示人单核细胞/巨噬细胞的确是一种至关

重要的细胞类型，其反式呈现IL‑15以在体内支持人NK细胞稳态。

[0152] NK细胞通过杀死缺乏MHC  I类表达的细胞(自失)(Raulet ,2006 ,Seminars  in 

immunology  18 ,145)，及通过生成关键的细胞因子IFNγ(Vivier等 ,2008 ,Nature 

immunology  9,503)参与针对病原体的先天性防御。与较高的穿孔蛋白表达(图13小图E和

图13小图F)一致，与NSG相比在MISTRG中在体内观察到显著增强的针对缺乏MHC  I类的人细

胞的NK细胞细胞毒性活性(图3小图F)。NK细胞是利斯特氏菌感染后的早期IFNγ来源。因

而，发现了肝中的人IFNγmRNA表达在感染后2天在MISTRG中比在NSG中高超过10倍(图3小

图G)。在单细胞分辨率上，来自经利斯特氏菌感染的MISTRG的NK细胞在没有离体再刺激的

情况中以比在NSG(图3小图I)中显著更高的频率显示了人IFNγ的生成(图3小图H)。MISTRG

中的NK细胞在利斯特氏菌感染后也具有溶解活性(脱粒)，如通过CD107a的质膜暴露显示的

(图3小图H)。总体上，经由有效生成人髓样细胞得到的MISTRG支持人NK细胞的发生、分化、

和功能，由此克服当前HHLS小鼠模型的一项主要限制。

[0153] 接着，评估人髓样细胞在肿瘤微环境的背景中的作用。因此，使用人黑素瘤细胞系

Me290作为肿瘤模型(Valmori等,1998,Journal  of  immunology  160,1750)。临床观察显示

了髓样细胞在数种实体瘤中浸润肿瘤，并且高密度的浸润性巨噬细胞与大多数类型的癌症

中的不良患者预后有关(Qian和Pollard ,2010,Cell  141 ,39；Coussens等,Science  339,

286；Egeblad等,2010 ,Developmental  cell  18 ,884；Nelson和Bissell ,2006 ,Annual 

review  of  cell  and  developmental  biology  22,287；Bingle等,2002,T  Journal  of 

pathology  196,254)。因而，在MISTRG中比在NSG中在肿瘤中检出更高的人髓样细胞浸润，

如通过人PTPRC和ITGAM  mRNA(分别编码CD45和CD11b)表达显示的(图4小图A)。极其类似患

者中的人肿瘤，表达巨噬细胞标志物CD163和CD14的细胞在MISTRG中在肿瘤中是丰富的，但

是在NSG中在相同肿瘤中几乎检测不到(图4小图B和图4小图C；及图15)。大多数CD163+细胞

也表达低水平的HLA‑DR和高水平的CD206(图4小图B和图4小图D)，即一种一般与“M2样”巨

噬细胞有关的免疫表型(Hao等,2012,Clinical&developmental  immunology2012,948098；
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Tang,2013,Cancer  Lett  332,3)。

[0154] M2亚型的巨噬细胞经由多种效应器机制(包括对癌细胞的增殖信号、抗凋亡信号、

促血管生成活性、实现癌细胞自原发性肿瘤外出和转移的形成)促进肿瘤进展(Qian和

Pollard ,2010 ,Cell  141 ,39；Coussens等 ,Science  339 ,286；Egeblad等 ,2010 ,

Developmental  cell  18,884)。评估肿瘤中的巨噬细胞浸润可以促进MISTRG中的肿瘤生

长。显著地，观察到移入有CD34+的MISTRG中的肿瘤(其在很大程度上被人CD163+HLA‑DR低

CD206+巨噬细胞浸润)的大小显著大于NSG中的肿瘤，其没有被人巨噬细胞浸润且是非移入

NSG或MISTRG小鼠中看到的相同的较小尺寸(图4小图E和图4小图F)。巨噬细胞支持肿瘤生

长的机制之一是经由生成促进血管化和免疫抑制的细胞因子或酶。VEGF是一种重要的多功

能性肿瘤支持性分子(Kandalaft等,Current  topics  in  microbiology  and  immunology 

344,129；Motz和Coukos,Immunity  39,61)，并且为了测试此因子是否牵涉MISTRG中的肿瘤

生长，用人VEGF抑制剂AvastinTM处理小鼠。此处理完全逆转肿瘤生长表型(图4小图F)，证明

MISTRG中的髓样细胞经由VEGF依赖性机制支持黑素瘤生长。总体上，这些结果显示了

MISTRG小鼠重演人巨噬细胞在肿瘤发生中的作用，并且满足对如下模型的重要需求，所述

模型容许体内研究人肿瘤和人巨噬细胞之间的相互作用，尤其是在肿瘤发生开始时。

[0155] 本文描述的数据已经证明了在MISTRG小鼠中提供多种人细胞因子导致对人造血

和对人免疫细胞功能的直接或间接支持的协同影响(图16)。HHLS小鼠的MISTRG模型提供了

体内研究人先天性免疫应答的独特机会。

[0156] 现在描述材料和方法。

[0157] 小鼠品系

[0158] 在RAG2‑/‑γc‑/‑Balb/c  x  129遗传背景中具有人SIRPα的BAC转基因表达或具有编

码TPO、IL‑3/GM‑CSF和M‑CSF的基因的敲入替换的小鼠的生成已有报告(Rathinam等,2011,

Blood  118 ,3119；Willinger等,2011 ,Proceedings  of  the  National  Academy  of 

Sciences  108 ,2390；Rongvaux等,2011 ,Proceedings  of  the  National  Academy  of 

Sciences  108 ,2378；Strowig等,2011 ,Proceedings  of  the  National  Academy  of 

Sciences  108 ,13218)。将这些品系杂交以获得MITRG(M‑CSFh/hIL‑3/GM‑CSFh/hTPOh/

hRAG2‑/‑γc‑/‑)和MISTRG(M‑CSFh/hIL‑3/GM‑CSFh/hhSIRPAtgTPOh/hRAG2‑/‑γc‑/‑)小鼠。那

些小鼠是能活的，健康的且能育的。在无特定病原体的条件下在用饮用水中的恩氟沙星

(enrofloxacin)(Baytril,0.27mg/ml)连续处理的情况中维持小鼠。NOD  Scidγc‑/‑(NSG)

小鼠获自Jackson  Laboratory。

[0159] 人HSPC制备和对接受者小鼠的移入

[0160] 将人造血干细胞和祖细胞移入接受者小鼠，如描述的(Rathinam等,2011 ,Blood 

118,3119；Willinger等,2011 ,Proceedings  of  the  National  Academy  of  Sciences 

108,2390；Rongvaux等,2011,Proceedings  of  the  National  Academy  of  Sciences  108,

2378；Traggiai等,2004 ,Science  304 ,104；Strowig等,2011 ,Proceedings  of  the 

National  Academy  of  Sciences  108,13218)。将胎儿肝样品切成小碎片，于37℃用胶原酶

D(Roche,100ng/mL)处理45分钟，并制备细胞悬浮液。通过密度梯度离心(淋巴细胞分离介

质，MP  Biomedicals)，接着通过用抗人CD34微珠(Miltenyi  Biotec)进行的正免疫磁性选

择来纯化人CD34+细胞。将细胞在含有10％DMSO的FBS中冷冻，并在液氮中保持。
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[0161] 对于移入，将新生幼畜(在生命的头2天内)以亚致死照射(X射线照射；RG，2次

180cGy相隔4小时；NSG，1次100cGy；MISTRG，1次150cGy)，并用22号针(Hamilton  Company)

将20μL  PBS中的100,000个FL‑CD34+细胞注射入肝中。在特定的实验中(图1小图D和图1小

图E)，将200,000‑300,000个细胞注射入非照射的MISTRG新生接受者中。在7‑9周后对小鼠

采血，并且通过流式细胞术测量人CD45+细胞的百分比。选择人CD45+细胞占总的(小鼠和人

组合的)CD45+群体至少5％(RG)或10％(NSG、MITRG和MISTRG)的小鼠供进一步实验用。在移

植后9‑12周将小鼠处死或用于实验。

[0162] 遵照耶鲁大学人调查委员会和耶鲁科研动物护理和使用委员会方案实施所有实

验。

[0163] 人细胞群体的免疫表型分析

[0164] 为了制备WBC，用ACK裂解缓冲液将肝素化的血液处理两次以消除RBC。用ACK裂解

缓冲液处理脾和骨髓(自股骨和胫骨冲出)的单细胞悬浮液。通过机械分离组织，并用100U/

ml胶原酶IV和0.02mg/ml  DNA酶I(Sigma)于37℃将组织消化1小时，接着进行密度梯度离心

来分离肝和肺白细胞。

[0165] 对于FACS分析，使用针对下述抗原的抗体：

[0166] 小鼠抗原：CD45(克隆30‑F11)、CD71(RI7217)、Ter119

[0167] 人抗原：CD1c(BDCA1，克隆L161)，CD3(UCHT1)，CD11b(ICRF44)，CD11c(3.9)，CD14

(M5E2)，CD16(3G8)，CD19(HIB19)，CD33(WM53)，CD45(HI30)，CD62L(DREG‑56)，CD66(ASL‑

32)，CD94(DX22)，CD107a(H4A3)，CD115(9‑4D2‑1E4)，CD123(6H6)，CD141(BDCA3，M80)，

CD161(HP‑3G10)，CD235a(HI264)，CD303(BDCA2，201A)，NKp46(9E2)，IL‑15Rα(JM7A4)，

CX3CR1(2A9‑1)，HLA‑A ,B,C(W6/32)，HLA‑DR(L243)，IFNγ(B27)KIR2DL1/S1(HP‑MA4)，

KIR2DL2/L3(DX27)，KIR3DL1(DX9)，穿孔蛋白(dG9)。

[0168] 人谱系混合物：CD3，CD15，CD19，CD56，NKp46

[0169] 所有抗体获自Biolegend,BD  Biosciences或Miltenyi  Biotec。在LSRII流式细胞

仪(BD  Biosciences)上用FACSDiva获得数据，并用FlowJo软件分析数据。

[0170] 对于组织学分析，将脾、肺、肝和结肠组织在IHC锌固定剂(BDBiosciences)或4％

低聚甲醛中固定过夜，并在石蜡中包埋。用苏木精和曙红染色切片，或者用抗人CD68抗体

(克隆PGM1)，接着用缀合有HRP的二抗染色切片，并用过氧化物酶底物3,3’‑二氨基联苯胺

显现。

[0171] 体外吞噬测定法

[0172] 将表达GFP的大肠杆菌在LB培养基中于37℃培养过夜至1.5‑1.8的OD600，在该点

时将细菌稀释，并培养1‑2小时至约1.0的OD600。将大肠杆菌用PBS清洗三次，并于37℃在

200μl的体积中以每1x107个WBC约2x108个大肠杆菌与来自MITRG小鼠的WBC一起温育4小时。

在温育后，用PBS清洗细胞，并通过流式细胞术分析细胞。

[0173] 体外TLR刺激和体内感染

[0174] 自小鼠的BM分离人单核细胞子集。简言之，自6只小鼠的后腿和脊柱回收并合并BM

细胞。通过磁性分离(EasySep  CD33选择试剂盒，StemCell  Technologies)富集人CD33+细

胞。在FACSAria细胞分选仪(BD  Biosciences)上纯化CD14+CD16‑和CD14+CD16+子集。将200μ

l培养基中的100,000个细胞在TLR4配体LPS(大肠杆菌0111:B4，Sigma‑Aldrich，100ng/ml)
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或TLR7/8配体R848(Invivogen,10μg/ml)存在下培养过夜。

[0175] 对于体内刺激，腹膜内注射100μl  PBS中的35μg  LPS(大肠杆菌0111:B4，Sigma‑

Aldrich)，并在90分钟后收集血清。

[0176] 通过静脉内注射用3x103个菌落形成单位(CFU)的单核细胞增生利斯特氏菌(菌株

10403S)感染小鼠。感染后48小时，收获血清和组织，分别用于ELISA和qPCR。将来自未感染

的或经感染的小鼠的肝淋巴细胞于37C°/5％CO 2在含有莫能菌素(GolgiStop ,BD 

Biosciences)和抗人CD107a抗体的培养基中温育4小时。然后，将细胞针对表面抗原染色，

使用Cytofix/Cytoperm试剂盒(BD  Biosciences)透化，并在胞内人IFNγ方面染色。

[0177] 用2x104PFU甲型流感/PR8(H1N1)病毒鼻内感染小鼠，并在感染后第3天收获肺供

qPCR分析用。

[0178] 使用ELISA  MAX标准试剂盒(Biolegend)，遵循制造商的用法说明测量小鼠血清和

培养物上清液中的细胞因子浓度(人TNFα、IL‑6和IL‑1β)。

[0179] RBC分析

[0180] 在Hemavet  950(Drew  Scientific)上测量RBC计数。用Wright‑Giemsa染色血液涂

片。对于小鼠RBC转移实验，自RG小鼠获得血液，用CFSE(20μM，于37℃15分钟)标记，用PBS清

洗三次，并通过框后静脉内注射来注射200μl经标记的RBC。在5分钟后对小鼠采血以通过流

式细胞术测定Ter119+细胞中CFSE阳性细胞的初始频率(第0天，100％)。然后，在指定的时

间点时对它们采血，并且作为第0天数值的百分比计算经CFSE标记的Ter119+细胞的维持。

[0181] 吞噬细胞的体内消减

[0182] 通过静脉内框后注射100μl加载有氯膦酸盐的脂质体(Van  Rooijen和Sanders ,

1994,Journal  of  immunological  methods  174,83)来消减吞噬细胞。每天3次注射氯膦酸

盐‑脂质体，并在最后一次注射后24小时分析小鼠肝中的人NK细胞。对于RBC吞噬测定法，在

经CFSE标记的RBC转移前3天和1天注射氯膦酸盐‑脂质体。

[0183] 定量RT‑PCR

[0184] 用TRIzol试剂(Invitrogen)依照制造商的用法说明自组织或纯化的细胞提取总

RNA，并用于用SuperScript第一链合成系统(Invitrogen)进行的cDNA合成。用购自ABI的引

物‑探针套组在7500快速实时PCR系统上实施定量RT‑PCR。使用比较阈值循环法计算表达

值，并相对于小鼠Hprt或人HPRT标准化，如指示的。

[0185] 体内NK细胞细胞毒性测定法

[0186] 遵循先前报告的方案(Strowig等,2010,Blood  116,4158)测定人NK细胞体内细胞

毒性。将LCL721 .221(HLA  I类阴性)和LCL721 .45(I类阳性)细胞以1:1比率混合，用

CellTrace  Violet(Invitrogen)标记，并静脉内注射(1x107个细胞/小鼠)入移入NSG或

MISTRG小鼠中。在12小时后处死小鼠，制备脾的单细胞悬浮液，并通过流式细胞术分析。测

量紫色细胞中HLAI类阳性和阴性的比例，并且以(MHC  I类阳性–MHC  I类阴性)x  100/MHC  I

类阳性计算特异性裂解(pecific  lysis)。

[0187] 肿瘤发生

[0188] 将人黑素瘤细胞系Me290(Valmori等,1998,Journal  of  immunology  160,1750)

培养至约90％汇合，并在小鼠的体侧中在麻醉下皮下注射细胞(每只小鼠约700万个细胞)。

对于一些实验，在肿瘤植入当天开始，隔天用抗人VEGF抗体AvastinTM(Roche；静脉内100μg)

说　明　书 26/28 页

29

CN 108782459 B

29



处理小鼠。在11天后测量肿瘤的大小，并且使用下述公式计算体积：体积＝0.5*长度2*宽

度。

[0189] 在OCT(Optimum  Cutting  Temperature,最佳切割温度,Sakura  Finetek)中冷冻

患者和小鼠组织。将冷冻切片(7μm)序贯地用Triton‑100X  0.1％处理15分钟，用透明质酸

酶0.03％处理15分钟，用背景消除剂(Innovex  bioscience)处理15分钟，用Fc受体封闭剂

(Innovex  bioscience)处理15分钟，并用背景消除剂再处理15分钟。然后，将切片用在补充

有5％BSA和0.01％皂角苷的PBS中稀释的一抗于室温染色1小时，清洗，并用二抗于室温染

色40分钟。将核用4’,6‑二脒基‑2‑苯基吲哚(1μg/mL)染色2分钟。

[0190] 一抗：人CD14(1:200 ,UCHM1 ,AbD  Serotec)；人CD163(1:200 ,EDHu‑1 ,AbD 

Serotec)；人CD206(1:100,15‑2,AbD  Serotec)；人HLA‑DR(1:100,LN3,Biolegend)。对于

CD163/CD206组合染色，在组织染色前用Alexa  Fluor  488或568抗体标记试剂盒

(Molecular  Probes)标记这两种抗体。

[0191] 二抗：山羊抗大鼠Alexa  Fluor  568；山羊抗小鼠Alexa  Fluor  488；山羊抗小鼠

Alexa  Fluor  588或山羊抗小鼠Alexa  Fluor  647(1:700,Molecular  Probes)。

[0192] 在经由NIS‑Element  Ar软件(Nikon  Instruments  Inc)操作的Eclipse  Ti倒置显

微镜系统(Nikon  Instruments  Inc.)上实施免疫荧光成像。

[0193] 对于CD163+细胞浸润密度的量化，选择来自3名不同黑素瘤患者、3只NSG和3只

MISTRG的肿瘤。自每个肿瘤，针对人CD163染色3份冷冻切片。自每个染色的切片获得3幅代

表性照片，总计来自每组(患者、MISTRG和NSG)的27幅代表性照片。对于每幅照片，使用NIS‑

Element  Ar软件(Niko  Instruments  Inc.)对CD163+细胞计数。使用“分开通道+覆盖”显示

并通过在每个分开的通道上和覆盖上同时缩放来分析每幅照片。

[0194] 统计学分析

[0195] 使用单因素ANOVA，接着是Tukey事后检验、双尾非配对Student  t检验或重复测量

ANOVA用GraphPad  Prism  5软件实施统计学分析。

[0196] 实施例2：可以在MISTRG中移入人髓样新生物

[0197] 髓样白血病是一种影响髓样谱系细胞的癌症类型。髓样白血病分类成不同类型，

包括急性髓样白血病(a c u t e  m y e l o i d  l e u k e m i a ,A M L) 、骨髓增殖性病症

(myeloproliferative  disorder ,MPD)、慢性髓‑单核细胞性白血病(chronic  myelo‑

monocytic  leukemia,CMML)和骨髓增生异常综合征(myelodysplastic  syndrome,MDS)。发

生髓样白血病的风险随年龄而升高，并且这些疾病的发病率可能随群体变老而增加。虽然

临床上有治疗性和支持性护理办法，但是需要更好地了解此组疾病和新颖的疗法。

[0198] 用于研究人白血病的方法之一依赖于患者样品对免疫缺陷小鼠的异种移植。然

而，目前可用的接受者小鼠对于此目的不是最佳的：仅能成功移入AML样品的一个子集；并

且迄今为止尚未报告MPD、CMML或MDS(包括RCUD、RAEB  I和RAEB  II)的稳健移入。如此，需要

接受者小鼠的优化品系以实现更好的人髓样白血病移入。

[0199] 本文中证明了MISTRG支持更好的人造血细胞移入，这导致骨髓中人造血对小鼠造

血的几乎完全替换。本文中还显示了能在MISTRG中移入自AML、CMML和MDS患者分离的样品

(图17)。

[0200] 因此，本文中描述的经遗传修饰的非人动物代表人髓样白血病的一种新颖的体内
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动物模型，其对于下述各项会是有用的：(i)研究疾病的细胞和分子发病机制；(ii)鉴定具

有预测或预后价值的生物标志物；(iii)鉴定用于疗法的新颖靶物；及(iv)在临床前和患者

特异性背景中测试疗法。

[0201] 在此通过提及将本文中引用的每一篇专利、专利申请、和出版物的公开内容完整

收入本文。虽然本发明已经参考具体的实施方案公开，但是显而易见的是，本领域技术人员

可以在不偏离本发明的真正精神和范围的情况下想到本发明的其它实施方案和变型。所附

权利要求书意图解释为包含所有此类实施方案和等同变型。
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图2(续)
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图3(续)
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图6(续)
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图7(续)
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图8(续)
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