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本发明公开了可持续表达HLA‑G(例如细胞

表面HLA‑G)的遗传修饰的细胞和用于产生此类

遗传修饰的细胞的核酸组合物。还公开了利用可

持续表达HLA‑G的遗传修饰细胞的细胞治疗方

法。本发明的HLA‑G遗传修饰可提供具有减低的

免疫原性和/或改进的免疫抑制特征的细胞，以

使得这些细胞可作为通用或改进的供体细胞用

于移植、细胞和组织再生或重建以及其他治疗。
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1.一种遗传修饰的哺乳动物细胞，其与不含所述遗传修饰的哺乳动物细胞相比具有减

低的免疫原性和/或改进的免疫抑制，

其中所述遗传修饰的哺乳动物细胞在其基因组中含有外源核酸，所述外源核酸包括：

编码变体人白细胞抗原(HLA‑G)蛋白的核酸序列；并且

其中所述遗传修饰的哺乳动物细胞选自干细胞和祖细胞。

2.如权利要求1所述的遗传修饰的哺乳动物细胞，其中所述遗传修饰的哺乳动物细胞

是胚胎干细胞、多能干细胞、诱导性多能干细胞(iPSC)或全能干细胞。

3.如权利要求2所述的遗传修饰的哺乳动物细胞，其中所述遗传修饰的哺乳动物细胞

是iPSC。

4.如权利要求1所述的遗传修饰的细胞，其中所述遗传修饰的哺乳动物细胞是胰腺祖

细胞。

5.如权利要求4所述的遗传修饰的哺乳动物细胞，其中所述遗传修饰的哺乳动物细胞

是胰岛细胞。

6.如权利要求5所述的遗传修饰的哺乳动物细胞，其中所述遗传修饰的哺乳动物细胞

是胰腺β细胞。

7.如权利要求1所述的遗传修饰的哺乳动物细胞，其中所述核酸序列编码如SEQ  ID 

NO:2所示的变体HLA‑G蛋白。

8.如权利要求7所述的遗传修饰的哺乳动物细胞，其中所述核酸序列可操作地连接到

一个或多个延伸因子‑1α(EF‑1α)启动子、3’非翻译区(UTR)或其组合。

9.如权利要求8所述的遗传修饰的哺乳动物细胞，其中所述核酸序列可操作地连接到

一个或多个包含SEQ  ID  NO:6序列的EF‑1α启动子，包含SEQ  ID  NO:3的核苷酸序列的3’

UTR，或其组合。

10.如权利要求8所述的遗传修饰的哺乳动物细胞，其中所述核酸序列可操作地连接到

一个或多个包含SEQ  ID  NO:6序列的EF‑1α启动子，并且其中所述核酸序列可操作地连接到

包含SEQ  ID  NO:3的核苷酸序列的3’UTR。

11.如权利要求1所述的遗传修饰的哺乳动物细胞，其中所述遗传修饰的的哺乳动物细

胞是遗传修饰的人类细胞。

12.如权利要求1所述的遗传修饰的哺乳动物细胞，其中与不含所述遗传修饰的哺乳动

物细胞相比，所述遗传修饰的细胞的减低的免疫原性和/或改进的免疫抑制是通过下述至

少之一确定的：

与不含所述遗传修饰的哺乳动物细胞相比，所述遗传修饰的细胞由自然杀伤细胞NK‑

92诱导的细胞毒性减低，

与不含所述遗传修饰的哺乳动物细胞相比，所述遗传修饰的细胞的体外外周血单核细

胞增殖减低，和/或

在人源化NOD  scid  gamma(NSG)小鼠中，与不含所述遗传修饰的哺乳动物细胞相比，由

所述遗传修饰的细胞引起的肿瘤形成的大小和重量增加。

13.一种人工组织，其含有权利要求1所述的遗传修饰的哺乳动物细胞。

14.如权利要求1所述的遗传修饰的哺乳动物细胞，其中所述外源核酸是表达载体。

15.一种治疗有需要的受试者糖尿病的方法，所述方法包括将包含如权利要求1所述的
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遗传修饰细胞的群的细胞组合物或组织组合物注射、植入或移植至受试者。

16.如权利要求15所述的方法，其中所述遗传修饰的哺乳动物细胞是胰岛细胞。

17.如权利要求16所述的方法，其中所述遗传修饰的哺乳动物细胞是胰腺β细胞。

18.如权利要求15所述的方法，其中所述糖尿病是1型糖尿病。

19.如权利要求15所述的方法，其中与所述遗传修饰的细胞的群相比，所述受试者具有

至少1种不匹配的经典I类HLA或II类HLA分子，并且

其中所述遗传修饰的细胞的群与不含所述遗传修饰的相同类型哺乳动物细胞相比显

示出减低的免疫原性和/或改进的免疫抑制。

20.如权利要求19所述的方法，其中所述至少1种不匹配的经典I类HLA或II类HLA分子

选自HLA‑A、HLA‑B、HLA‑C、HLA‑DP、HLA‑DQ和HLA‑DR。

21.如权利要求15所述的方法，其中所述受试者与所述遗传修饰的细胞关于HLA‑A、

HLA‑B、HLA‑C、HLA‑DP、HLA‑DQ和HLA‑DR不匹配。

22.如权利要求1所述的遗传修饰的细胞，其中质粒表达载体、逆转录病毒载体或转座

子载体包含所述核酸序列。

23.一种哺乳动物表达载体，其包含：

分离的核酸，所述分离的核酸包括：

(i)编码包含SEQ  ID  NO:2氨基酸序列的氨基酸序列的第一核苷酸序列；和

(ii)包含SEQ  ID  NO:3的核苷酸序列的第二核酸序列；和可操作地连接到所述第一核

苷酸序列的启动子，

其中所述启动子在干细胞或由所述干细胞分化产生的细胞中不沉默；且

其中所述启动子包含选自以下的启动子的核苷酸序列：中国仓鼠EF‑1α启动子、人EF‑1

α启动子、磷酸甘油酸激酶(PGK)启动子，鼠干细胞病毒(MSCV)启动子的MU3/R变体、人肌动

蛋白启动子、泛素C启动子、神经元特异性烯醇启动子、突触蛋白启动子、CamKII启动子、HB9

启动子、多巴胺转运蛋白启动子、神经胶质原纤维酸性蛋白启动子、白蛋白启动子、肌球蛋

白重链启动子、神经生成素3启动子、胰十二指肠同源盒1启动子、角蛋白14启动子和

Bestrophin  1启动子。

24.如权利要求23所述的哺乳动物表达载体，其中所述启动子包含EF‑1α启动子的核苷

酸序列。

25.一种遗传修饰的哺乳动物细胞，其包含如权利要求23所述的哺乳动物表达载体。
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HLA  G修饰的细胞及方法

[0001] 本申请是申请日为2013年7月30日，名称为《HLA  G修饰的细胞及方法》 的中国发

明专利申请201380051169.3的分案申请。

[0002] 相关专利申请的交叉引用

[0003] 本申请要求2012年7月31日提交的美国临时专利申请序列号61/677,739 的优先

权益，其以引用方式全文纳入本文。

背景技术

[0004] 细胞移植形式的再生医学是可用于治疗疑难医学病况例如糖尿病、心脏病  和神

经退行性疾病的最有希望的治疗方法之一。但是，临床中实现细胞移植的  主要障碍是供体

细胞的免疫排斥，特别当其来自外源宿主时。虽然通过给予免  疫抑制药物可部分地解决免

疫排斥，然而其也会产生严重的副作用。因此，需  要开发改进的技术用于细胞移植治疗。

发明内容

[0005] 本发明公开了基于细胞的组合物和基于在将要被移植到需要供体细胞的受  试者

中的供体细胞中长期强制表达至少一种外源HLA‑G蛋白进行细胞移植治疗 的方法。本发明

提供的数据显示，经本发明所述方式修饰可表达外源HLA‑G的  细胞(无论多能性的或分化

型的)具有减低的免疫原性和/或增加的免疫抑制。  通过HLA‑G遗传修饰产生的减低的免疫

原性和/或增加的免疫抑制能力是稳定 的并且可持续长时间，包括贯穿分化过程。这意味

着本发明的HLA‑G修饰的细  胞可作为通用的供体细胞或组织(即，减少或排除供体细胞和

受体之间I类和II  类经典人白细胞抗原(HLA)分子配型的需要)用于多种损伤、疾病或病

症。

[0006] 相应地，本发明一方面是遗传修饰的哺乳动物细胞(HLA‑G修饰的细胞)，  其与不

含所述遗传修饰的哺乳动物细胞相比在异体移植受体(an  allogeneic recipient)中具有

减低的免疫原性和/或能够提供增加的免疫抑制，其中(i)所  述遗传修饰的哺乳动物细胞

包含：(a)外源核酸(例如表达载体)，其包含编码  与人HLA‑G具有至少85％氨基酸序列同一

度的HLA‑G蛋白并且含有可减低内  质网‑高尔基体循环途径中HLA‑G存留的一种或多种氨

基酸突变的核酸序列，  和/或(b)不含microRNA结合位点的3’UTR(非翻译区)序列例如SEQ 

ID  NO:3  或不含SEQ  ID  NO:4的序列；并且(ii)编码的HLA‑G蛋白是由遗传修饰的哺  乳动

物细胞表达至少7周(例如至少20周或至少50周)。

[0007] 另外的实施方案中，本发明提供了遗传修饰的哺乳动物细胞，其与不含所  述遗传

修饰的哺乳动物细胞相比具有减低的免疫原性和/或改进的免疫抑制，其  中(i)所述遗传

修饰的哺乳动物细胞含有外源核酸，其包括：(a)核酸序列(例  如SEQ  ID  NO:2)，其编码与

同义野生型人HLA‑G(例如SEQ  ID  NO:1)具有至  少95％氨基酸序列同一度的HLA‑G蛋白，并

且含有可减低内质网‑高尔基体循  环途径中HLA‑G存留的一种或多种氨基酸突变；和(b)3’

非翻译区(UTR)  (例如SEQ  ID  NO:3)，其与同义野生型人HLA‑G基因的3’非翻译区序列具有 

至少85％的同一度，并且不含SEQ  ID  NO:4；并且(ii)编码的HLA‑G蛋白是 由遗传修饰的哺
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乳动物细胞表达至少7周。

[0008] 在一些实施方案中，遗传修饰的细胞具有减低的免疫原性和/或改进的免疫  抑

制，如果其显示出：(1)与不含所述遗传修饰的哺乳动物细胞相比，遗传修  饰的细胞的NK‑

92细胞毒性减低，(2)与不含所述遗传修饰的哺乳动物细胞相 比，遗传修饰细胞的体外的

外周血单核细胞增殖减低，和/或(3)在人源化NSG  小鼠中，与不含所述遗传修饰的哺乳动

物细胞相比，遗传修饰的细胞增加肿瘤 形成的大小和重量。

[0009] 在一些实施方案中，遗传修饰的哺乳动物细胞与异体移植受体相比在一种  或多

种HLA抗原中不具有匹配(即，相同的等位基因)，其中所述HLA抗原选 自HLA‑A、HLA‑B、HLA‑

C、HLA‑DP、HLA‑DQ和HLA‑DR。在某些实施方  案中，遗传修饰的哺乳动物细胞与异体移植受

体相比在一种或多种HLA抗原中  只有1、2、3、4或5种匹配，其中所述HLA抗原选自HLA‑A、

HLA‑B、HLA‑C、  HLA‑DP、HLA‑DQ和HLA‑DR。在一个实施方案中，遗传修饰的哺乳动物细胞  与

异体移植受体的HLA‑A、HLA‑B、HLA‑C、HLA‑DP、HLA‑DQ和HLA‑DR 不匹配。

[0010] 在一些实施方案中，遗传修饰的细胞包括不含可减低内质网‑高尔基体循环  途径

中HLA‑G存留的一种或多种氨基酸突变的HLA‑G转基因(即HLA‑G野生  型同义序列，例如SEQ 

ID  NO:1)，但是具有包括不含microRNA结合位点的3’  UTR(非翻译区)序列例如SEQ  ID  NO:

3或不含SEQ  ID  NO:4的序列的HLA‑G  转基因。

[0011] 在一些实施方案中，可减低内质网‑高尔基体循环途径中HLA‑G存留的一种  或多

种氨基酸突变包括双赖氨酸(KK)基序突变。在一些实施方案中，所述KK  基序突变包括

K334A突变、K335A突变或其二者。

[0012] 在一些实施方案中，在遗传修饰的细胞中表达的外源核酸包括不含SEQ  ID NO:4

的3’UTR序列。在一个实施方案中，当所述外源核酸的3’UTR序列不包  括SEQ  ID  NO:4，所述

核酸序列含有SEQ  ID  NO:3。

[0013] 在一些实施方案中，表达的HLA‑G存在于遗传修饰的哺乳动物细胞的细胞  表面

上。

[0014] 在一些实施方案中，所述遗传修饰的哺乳动物细胞是人细胞、小鼠细胞、  大鼠细

胞、猴细胞或猪细胞。

[0015] 在一些实施方案中，所述遗传修饰的哺乳动物细胞是干细胞、祖细胞或者 由干细

胞或祖细胞直接分化产生的细胞。在一些实施方案中，所述遗传修饰的 哺乳动物细胞是导

入外源HLA‑G转基因之前已经分化(天然地或体外)的细胞。  在一些实施方案中，所述遗传

修饰的哺乳动物细胞是干细胞(例如多能干细胞)。  在一些实施方案中，当所述遗传修饰的

哺乳动物细胞是干细胞时，所述干细胞  是胚胎干细胞、诱导的多能干细胞或者全能干细

胞。在一个实施方案中，所述  遗传修饰的哺乳动物细胞是胚胎干细胞。另一个实施方案中，

所述遗传修饰的 哺乳动物细胞是诱导的多能干细胞。又一个实施方案中，所述遗传修饰的

哺乳  动物细胞不属于免疫系统细胞类型。另一个实施方案中，所述遗传修饰的哺乳  动物

细胞是通过干细胞或祖细胞体外分化获得的细胞，其中所述干细胞或祖细  胞是经过遗传

修饰然后体外分化的。

[0016] 在另外的实施方案中，所述遗传修饰的细胞是完全分化的细胞、表皮祖细  胞、胰

腺祖细胞、造血干细胞、多能干细胞分化产生的细胞、角质形成细胞、  成纤维细胞、间质干

细胞、心肌细胞、神经干细胞、神经元、星形胶质细胞或  胰腺β祖细胞。
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[0017] 在一些实施方案中，当遗传修饰的哺乳动物细胞中的外源核酸是表达载体 时，所

述表达载体是转座子载体或逆转录病毒载体。在一些实施方案中，当所  述外源核酸是表达

载体时，所述表达载体是打靶载体，并且所述遗传修饰的哺  乳动物细胞是通过同源重组所

述打靶载体获得的。在一些实施方案中，所述表  达载体还可包括编码报告蛋白例如绿色荧

光蛋白(GFP)的核酸序列。

[0018] 在一些实施方案中，所述外源核酸还包括这样的核酸序列：(i)与人HLA‑G  基因的

3’非翻译区序列具有至少85％同一度的核酸序列；和(ii)在其3’非翻译 区含有至少1个突

变，所述突变可抑制同源microRNA与含有突变结合位点的  mRNA中的突变位点的结合。在一

个实施方案中，所述核酸序列包含SEQ  ID NO:3。

[0019] 在一些实施方案中，提供了含有所述遗传修饰细胞的人工组织。

[0020] 另一方面，本发明提供了分离的核酸，其包括(i)编码与人HLA‑G具有至  少85％同

一度的氨基酸序列的第一核酸序列；和(ii)与人HLA‑G基因的3’非  翻译区序列具有至少

85％同一度并且可操作地连接到所述第一核酸序列的第二  核酸序列，其中所述氨基酸序

列包含可减低内质网‑高尔基体循环途径中HLA‑G  存留的突变并且所述第二核酸序列的3’

非翻译区包含可抑制同源microRNA与  含有突变结合位点的mRNA结合的至少1个突变。

[0021] 在一些实施方案中，所述分离核酸3’非翻译区序列不含SEQ  ID  NO:4。在  一个实

施方案中，当所述3’非翻译区序列不含SEQ  ID  NO:4时，所述3’非翻译  区序列包含SEQ  ID 

NO:3。

[0022] 在一些实施方案中，提供了包含分离的核酸和可操作地连接到所述第一核  酸序

列的启动子的哺乳动物表达载体，其中所述启动子在干细胞中不是沉默的。  在一些实施方

案中，所述启动子包含中国仓鼠EF‑1α(CHEF‑1α)启动子或人  EF‑1α启动子的核酸序列。在

一个实施方案中，所述CHEF‑1α启动子包含SEQ  ID NO:7。另外的实施方案中，用于驱动HLA‑

G转基因表达的启动子是组织或细胞  类型选择性启动子。在一些实施方案中，所述哺乳动

物表达载体含有编码报告 蛋白的第三核酸序列。在一些实施方案中，所述哺乳动物表达载

体是转座子载  体。在一些实施方案中，提供了含有哺乳动物表达载体的遗传修饰的哺乳动

物  细胞。

[0023] 在一些实施方案中，提供了分离的核酸，其包括：(i)编码与人HLA‑G具  有至少

95％同一度的氨基酸序列的第一核酸序列，其中所述氨基酸序列包含可  减低内质网‑高尔

基体循环途径中HLA‑G存留的突变；和(ii)与人HLA‑G基  因的3’非翻译区序列具有至少

95％同一度并且可操作地连接到所述第一核酸序  列的第二核酸序列，其中所述第二核酸

序列的3’非翻译区包含可抑制同源  microRNA与含有突变结合位点的mRNA结合的至少1个

突变。在一个实施方  案中，所述第一核酸序列编码SEQ  ID  NO:2的氨基酸序列。另一个实施

方案中，  所述第二核酸序列不含SEQ  ID  NO:4。在一个实施方案中，所述第二核酸序列包 

含SEQ  ID  NO:3。另一个实施方案中，提供的哺乳动物表达载体含有所述第一和  第二核酸

序列，并且还含有可操作地连接到所述第一核酸序列的启动子，其中  所述启动子在干细胞

或由干细胞分化产生的细胞中不是沉默的。所述启动子可  含有中国仓鼠EF‑1α启动子的核

酸序列。另一个实施方案中，所述哺乳动物表  达载体还含有编码报告蛋白的核酸序列。另

一个实施方案中，所述哺乳动物表  达载体是转座子载体。另一个实施方案中，所述哺乳动

物表达载体含有图1所 示的所有元件。
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[0024] 在一个实施方案中，提供了哺乳动物表达载体，其包括：(a)中国仓鼠EF‑1α  启动

子，(b)可操作地连接到所述启动子并且编码具有氨基酸序列SEQ  ID  NO:2 的人HLA‑G的核

酸序列，和(c)含有SEQ  ID  NO:3的3’UTR序列。在一些实  施方案中，提供了遗传修饰的哺乳

动物细胞，其包含这样的表达载体。

[0025] 在多个实施方案中，将HLA‑G修饰的哺乳动物细胞(例如人HLA‑G修饰 的细胞)施

用至遭受多种病况中的任意病况的受试者，所述病况包括但不限于  心血管疾病、眼病(例

如黄斑变性)、耳病(例如耳聋)、糖尿病、神经退行性  疾病、阿尔茨海默氏病、帕金森病、多

发性硬化、骨质疏松症、肝病、肾病、  自身免疫疾病、关节炎、牙龈疾病、牙齿病况或增生性

病症(例如肿瘤)。其他  实例中，受试者正遭受或处于遭受急性健康病况例如中风、脊髓损

伤、烧伤或  创伤的高风险。其他实例中，受试者正遭受组织损失例如脂肪萎缩

(lipatrophy) 或者年龄相关的胶原损失。其他实例中，受试者遭受非愈合性溃疡或者需要

试  剂以辅助缺陷例如尿道下裂和尿道上裂的闭合。其他实例中，受试者需要持久  或暂时

的皮肤移植用于伤口愈合或皮肤替代。

[0026] 在一些实施方案中，本发明提供了细胞或组织修复或再生的通用方法用于  有需

要的受试者，所述方法包括将含eHLA‑G修饰的细胞群的细胞或组织组合  物注射或移植到

受试者，其中与eHLA‑G修饰的细胞群相比所述受试者具有至  少1种不匹配的经典I类HLA或

II类HLA分子，并且其中所述eHLA‑G修饰 的细胞群与不含所述eHLA‑G修饰的相同类型细胞

相比显示出减低的免疫原性  和/或改进的免疫抑制。所述减低的免疫原性和/或改进的免

疫抑制可以确定，例  如通过在NK‑92细胞毒性测定、人源化NSG肿瘤生长测定和/或PBMC增

殖测  定中比较eHLA‑G修饰细胞与不含所述eHLA‑G修饰的相同类型对照细胞。在  一个实施

方案中，所述遗传修饰的细胞群包括eHLA‑G遗传修饰的人真皮成纤 维细胞群。另一个实施

方案中，遗传修饰的细胞群包括eHLA‑G遗传修饰的人  表皮祖细胞群。另一个实施方案中，

遗传修饰的细胞群包括eHLA‑G遗传修饰 的人间质干细胞群。另一个实施方案中，遗传修饰

的细胞群包括eHLA‑G遗传  修饰的人胚胎干细胞群。另一个实施方案中，遗传修饰的细胞群

包括由eHLA‑G  遗传修饰的人胚胎干细胞体外分化产生的细胞群。另外的实施方案中，所述

遗  传修饰的细胞群未被受试者的免疫系统排斥至少2、4、6、8、10、12、14、16、  18、20、24、

36、48或52周。

[0027] 另一个实施方案中，本发明提供了可再生皮肤的方法用于需要其的受试者，  所述

方法包括将eHLA‑G修饰的皮肤成纤维细胞群和/或eHLA‑G修饰的胚胎表  皮祖细胞群注射

至受试者皮肤损伤的位点，其中与eHLA‑G修饰的皮肤成纤维  细胞群和/或eHLA‑G修饰的胚

胎表皮祖细胞群相比所述受试者具有至少1种不 匹配的经典I类HLA或II类HLA分子。

[0028] 另一个实施方案中，提供了细胞治疗方法，其包括向需要其的受试者施用  本发明

的含外源人β2‑微球蛋白(β2m)分子和eHLA‑G转基因的遗传修饰的哺  乳动物细胞群。

附图说明

[0029] 图1示出了增强的HLA‑G(eHLA‑G)转基因表达转座子载体的非限制性实  施方案的

示意图，其含有：磷酸甘油酸酯激酶(PGK)启动子驱动的选择标记  (新霉素磷酸转移酶)；

“INS”侧翼绝缘子(insulator)元件；中国仓鼠EF‑1α  启动子，驱动eHLA‑G表达；PGK启动子，

驱动EGFP表达；和5’末端重复(TR)  转座子元件。eHLA‑G转基因包含可增强HLA‑G蛋白表达
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尤其是细胞表面表达 的突变组合和/或非编码元件(例如启动子或修饰的3’UTR)。对于本

发明的实  验，所述eHLA‑G转基因上述元件，并且更具体地包括具有HLA‑G的ER滞留  基序

(K334A/K335A)突变和2)HLA‑G的3’UTR  microRNA结合位点突变的  如SEQ  ID  NO:2所示的

人HLA‑G编码序列，其中所述修饰的3’UTR具有如SEQ ID  NO:3所示的序列。具体描述见实施

例3。

[0030] 图2示出了用于驱动共转染的转座子表达载体基因组整合的转座酶表达辅  助载

体的非限制性实施方案的示意图。

[0031] 图3示出了用可驱动eHLA‑G和EGFP表达的转座子表达载体稳定转染后  多个时间

电的人ES细胞克隆的荧光显微图像。

[0032] 图4(上图)示出了描述使用含EGFP的表达载体转染的hES细胞起始数与  转染10天

后在细胞群中检测的部分EGFP+细胞之间关系的柱状图。x轴的数值 是每5×105个细胞中的

GFP+克隆数。y轴数值是细胞数。(下图)示出了描述  多种转座子载体(使用不同启动子)和

所述细胞群中检测的部分EGFP+细胞之 间关系的柱状图。x轴的数值是每5×105个细胞中的

GFP+克隆数。下图中，自  左至右为：对照(con)、GFP‑puro(转染载体大小为7.3kb)、eHLA‑G 

(MSCV)‑GFP‑puro(转染载体大小为8.6kb)和eHLA‑G(EF‑1α)‑GFP‑puro(转  染载体大小为

9.2kb)。另外还进行了eHLA‑G(EF‑1α)‑GFP‑puro转让效率实验  (未示出)，其显示在转染后

10天且嘌呤霉素选择10天后以溶液V和程序B16  获得最高的效率(每5×105个细胞中～500

个GFP+克隆)。

[0033] 图5示出了显示HLA‑G修饰的人ES细胞中HLA‑G表达和DAPI染色(上 图)、Oct  3/4

和DAPI(中图)以及SSEA‑4和DAPI(下图)的系列免疫荧光显 微图像。

[0034] 图6(上图)的流式细胞术散点图示出了eHLA‑G修饰的hES细胞群中  SSEA‑4+/GFP+

双阳性细胞的分布。(下图)示出了eHLA‑G修饰的hES细胞群中  Oct  3/4+细胞的分布。SSEA‑

4和Oct  3/4是多能性标记。该数据以及图5显示，  eHLA‑G修饰的hES细胞保持了其独特的自

我更新多能性标记。另外，  eHLA‑G(EF‑1α)‑GFP‑hESC保持了其多能性和体内正常核型。将

人源化的NSG  小鼠皮下注射eHLA‑G(EF‑1α)‑GFP‑hESC并观测畸胎瘤形成，显示出注射的/

移  植的细胞未被排斥，由于hESC显示出减低的免疫原性和/或增加的免疫抑制。  所述畸胎

瘤细胞的核型是正常的。

[0035] 图7(上图)示出了第15天野生型(左图)和eHLA‑G修饰的hESC产生 的(右图)胚状

体(EB)的相差显微照片。(下图)上图所示EB的荧光显微照  片。野生型hESC  EB中未检测到

GFP信号，而两个eHLA‑G修饰的hESC  EB  中都检测到强的GFP表达。所述数据表明，eHLA‑G+

hESC维持了EB形成。

[0036] 图8示出了eHLA‑G+hESC是沉默抗性的。(上图)示出了eHLA‑G修饰的  hESC细胞系

中GFP表达的流式细胞术分布直方图，其显示传代6次和16次后  类似的GFP强表达。(下图)

示出了相同的hESC细胞系中HLA‑G表达的流式  细胞术分布直方图，也显示传代6次和16次

时eHLA‑G转基因的持续表达。

[0037] 图9A(上图)示出了野生型(左侧直方图)、GFP修饰的(中间直方图)  和eHLA‑G(EF‑

1α)‑GFP修饰的hESC(右侧直方图)中总(细胞内)HLA‑G表  达的流式细胞术分布直方图。(下

图)示出了野生型(左侧直方图)、GFP修饰  的(中间直方图)和eHLA‑G(EF‑1α)‑GFP修饰的

hESC(右侧直方图)中表面  HLA‑G表达的流式细胞术分布直方图。图9B(上图)示出了eHLA‑G
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(MSCV)‑GFP  修饰的hESC中总HLA‑G表达的流式细胞术分布直方图。图9B(下图)示出了 

eHLA‑G(MSCV)‑GFP修饰的hESC中表面HLA‑G表达。这些数据表明，当转基  因可操作地连接

到EF‑1α启动子时HLA‑G高表达，相反地当所述转基因在  MSCV启动子控制下时表达最低。另

外的数据也可见图15，其示出HLA‑G转  基因表达受启动子活性的显著影响。

[0038] 图10示出了野生型和eHLA‑G+hESC中I类HLA和II类HLA的表达类似。  该表比较了

野生型和HLA‑G修饰的hESC中多种HLA变体和β2微球蛋白的表  达水平。

[0039] 图11示出了NK92细胞毒性效应受eHLA‑G+hESC显著抑制。(更多描述见  实施例6)

该图示出了显示NK92细胞毒性测定结果的柱状图。1:10和1:30值  代表效应子(NK92)与靶

细胞(只含GFP转基因的对照野生型细胞或者  eHLA‑G‑GFP转基因修饰的细胞)的比例。该图

是体外测定，用于确定与野生  型hESC(灰色柱；GFP)相比较的eHLA‑G修饰的hESC(黑色柱；

eHLA‑G‑GFP)  的免疫原性。与野生型hESC相比，存在NK92细胞的条件下，eHLA‑G修饰的 

hESC显示出细胞毒性的大幅度减低。所述数据表明，外源HLA‑G表达可为所  述遗传修饰的

细胞提供改进的供体能力，由于存在NK92细胞条件下减低的细  胞毒性表明所述遗传修饰

的细胞具有减低的免疫原性和/或改进的免疫抑制。结  果是4次实验的平均值。更多描述见

实施例6。

[0040] 图12是一系列柱状图，示出了hESC体外直接分化形成胚胎表皮祖细胞  (EEP)过程

中多种多能性标记物和表皮祖细胞标记物的基因表达水平的时间进  程。y‑轴的值是通过

半定量RT‑PCR确定的mRNA相对表达水平。x‑轴的值是测  定表达时的天数。更多描述见实施

例2。图12数据表明，表皮分化标记物K14、  Tap63和ΔNp63在分化过程中逐渐增强。本文未

示出的数据中，进行了K14和  另外的表皮标记物p63、CD29和CD49f的免疫荧光检测研究。免

疫荧光数据显  示，分化的eHLA‑G(EF‑1α)‑GFP  hEEP是K14、p63、CD29和CD49f蛋白表达  阳

性的。

[0041] 图13(上图)示出了稳定转染EF‑1α启动子驱动eHLA‑G表达的hESC细  胞系中eHLA‑

G转基因表达的时间进程。(下图)示出了GFP修饰的hESC细胞  系(阴性对照)、MSCV启动子驱

动的eHLA‑G  hESC细胞系和EF‑1α驱动的  eHLA‑G  hESC细胞系中HLA‑G(mRNA)表达的时间进

程比较(黑色柱代表第  0天；水平条纹柱代表第7天；灰色柱代表第14天)。注意，由EF‑1α启

动子驱  动的eHLA‑G表达水平更高且更持久。

[0042] 图14(K562‑HLA‑G1  14碱基对(bp)插入/缺失多态性对NK细胞的细胞  毒活性的影

响。)该图示出了比较NK细胞介导的对于野生型K562细胞(灰色  柱)、表达3’UTR中含14bp插

入的HLA‑G变体的K562细胞(Ins14bp)(黑色  柱)以及表达3’UTR中含14bp缺失的HLA‑G变体

的K562细胞(Del14bp)(灰  色柱)的细胞毒性(％特异性裂解)的柱状图。共有4组数据，具有

不同的效应  子(NK细胞)与靶细胞(K562细胞)比例。

[0043] 图15提供的数据显示HLA‑G转基因表达受启动子活性的显著影响。  RT‑PCR显示，

eHLA‑G(EF‑1α)‑GFP‑hESC细胞系中GFP和HLA‑G转录本都高  表达。免疫荧光检测还显示，

HLA‑G(EF‑1α)‑GFP‑hESC细胞系中GFP和HLA‑G  蛋白质都高表达(本文中未示出)。但是，

HLA‑G(pMSCV)‑GFP‑hESC细胞系  中HLA‑G转录本或蛋白质很少检测到，无论通过RT‑PCR或

免疫荧光检测，虽  然这些细胞中GFP高表达。(本文中数据未示出。)因此，在一些实施方案

中，  EF‑1α启动子是HLA‑G转基因表达优选的。

[0044] 图16.纯化的hEEP显示出同源角质形成细胞的形态，如相差显微镜检测结  果所
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示。eHLA‑G‑GFP‑hEEP克隆18和21由修饰的eHLA‑G(EF‑1α)‑GFP‑hESC 分化产生，如实施例2

所述。

[0045] 图17.通过流式细胞术验证了HLA‑G转基因在分化的hEEP中的稳定性。  与不含外

源HLA‑G的对照细胞(只含GFP的hEEP)和野生型hEEP相比，分  化的eHLA‑G(EF‑1a)‑GFP‑

hEEP(超过90％的细胞)中HLA‑G总的表达(上图)  和表面表达(下图)都是很强的。

[0046] 图18.在另外的NK细胞毒性实验中重复和验证图11的结果。如图所示，  eHLA‑G

(EF‑1α)‑GFP‑hESC的杀死与只含GFP转基因(不含HLA‑G转基因)的  对照hESC相比减少超过

100％。(注：本文中，“mHLA‑G(EF‑1α)‑GFP”转基  因是“eHLA‑G(EF‑1α)‑GFP”的同义词。)所

述数据表明，hESC中HLA‑G转基 因表达可产生免疫抑制和/或减低的免疫原性特征。更多描

述见实施例6。

[0047] 图19.在由hESC分化产生的hEEP中进行NK细胞毒性实验。如图所示，  eHLA(EF‑1

α)‑GFP‑hEEP的杀死与对照hEEP相比显著减低超过100％(约3倍)。  所述数据显示，HLA‑G转

基因表达可在分化的细胞中产生免疫抑制和/或减低的  免疫原性特征，其还表明通过

eHLA‑G转基因由HLA‑G表达产生的所述增强的  功能性免疫逃逸特征存在于整个分化过程

中。更多描述见实施例6。

[0048] 图20示出了hESC异体移植入人源化小鼠的结果。“G0”hESC是对照野生  型hESC，其

不含eHLA‑G转基因而只含GFP。“mG1(#1)”和“mG1(#2)”  是两种不同的eHLA‑G(EF‑1α)‑GFP

核转染hESC克隆。对如图所示的G0、mG1  (#1)和mG1(#2)肿瘤测量并称重。G0  hESC形成的肿

瘤体积为126.9立方  毫米，重32毫克。mG1(#1)hESC形成的肿瘤体积为748.4立方毫米，重

318  毫克。mG1(#2)hESC形成的肿瘤体积为1116.7立方毫米，重675毫克。更多  描述见实施

例7。

[0049] 图21示出了将hESC异体移植入5只人源化NSG小鼠形成肿瘤的平均结果。  上图示

出了肿瘤重量(mg)结果。下图示出了肿瘤体积(立方毫米)结果。所  述数据显示，HLA‑G核转

染的hESC(“mG1”)形成的肿瘤比野生型hESC(“G0”)  移植入人源化NSG小鼠形成的肿瘤大得

多(体积超过3倍)且重得多(重量超  过2倍)。这表明，eHLA‑G转基因表达可在异体移植的人

环境(即NSG人源化  小鼠)中产生减低的免疫原性和/或增加的免疫抑制。这些数据结合

NK92细胞  毒性研究，支持将本发明的eHLA‑G转基因构建体普遍应用于将任意需要的细  胞

类型修饰成为通用或优良的异体供体用于治疗、移植、组织修复、细胞和组  织替换等。更多

描述见实施例7。

[0050] 图22.测定了由eHLA‑G(EF‑1α)‑GFP转基因(“HFD‑m1‑GFP”细胞)或单  独的GFP对

照构建体(“HFD‑G0‑GFP”细胞)稳定转染的人真皮成纤维细胞抑  制PBMC增殖的能力。如图

所示，HFD‑mG1‑GFP克隆“mG1‑R1”抑制PBMC  增殖大于对照和其他克隆，表明外源HLA‑G表达

可为分化的细胞例如成纤维细  胞提供免疫抑制。更多描述见实施例9，包括使用HFD‑m1‑

GFP和对照的NK‑92  细胞毒性研究总结，其显示出eHLA‑G修饰人真皮成纤维细胞可减低其

免疫原  性。因此，这些数据还支持将本发明的eHLA‑G转基因构建体应用于将任意需  要的

细胞类型无论是多能的、专能的(multipotent)或者完全分化的细胞类型修  饰成为通用或

优良的异体供体用于治疗、移植、组织修复、细胞和组织替换等。
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具体实施方式

[0051] 本发明的特征在于可持续表达外源HLA‑G的遗传修饰的哺乳动物细胞  (HLA‑G修

饰的细胞)以及可产生所述修饰的哺乳动物细胞的核酸组合物。本 发明的eHLA‑G遗传修饰

可提供具有减低的免疫原性和/或改进的免疫抑制特征 的细胞，以使得所述细胞可作为通

用或改进的供体细胞用于移植、细胞和组织 再生或重建以及其他治疗。

[0052] I.组合物:

[0053] A.可表达外源HLA‑G的遗传修饰的哺乳动物细胞

[0054] 本发明中，可产生能够表达外源HLA‑G的大范围的哺乳动物细胞类型  (HLA‑G修饰

的细胞)。所述细胞类型包括但不限于全能细胞、胚胎干细胞(例  如人胚胎干细胞)、诱导的

多能干细胞(例如诱导的人多能干细胞)、专能干细  胞、表皮祖细胞、间质干细胞、胰腺β祖

细胞、胰腺β细胞、心脏祖细胞、心  肌细胞、肝脏祖细胞、肝细胞、肌细胞祖细胞、肌细胞、肾

细胞、成骨细胞、  造血祖细胞、牙囊细胞、毛囊细胞、视网膜色素上皮细胞、神经干细胞、神

经  元、星形胶质细胞、少突胶质细胞、内耳细胞和成纤维细胞(包括人真皮成纤  维细胞

(HFD))。在一些实施方案中，HLA‑G修饰的细胞不是具有免疫系统细  胞类型的细胞。所述哺

乳动物细胞可来自包括例如人、小鼠、大鼠、猴或猪的  数种中的一种。实质上，可用本发明

的构建体转染任意细胞类型，然后测试  HLA‑G表达以及所述表达如何给予所述修饰细胞以

减低的免疫原性和/或改进 的免疫抑制。

[0055] 在一些实施方案中，为获得大大富集的所需细胞类型的HLA‑G修饰细胞群，  可产

生表达HLA‑G的遗传修饰的多能干细胞系例如人胚胎干细胞系或诱导的人  多能干细胞系

或具有专能性特征的任意细胞系包括间质干细胞和免疫系统祖细  胞，然后直接分化以获

得表达HLA‑G并且所需细胞类型大大富集的细胞群。在  一些实施方案中，所述大大富集的

细胞群包括至少约2％至约100％所需细胞类  型，例如至少约3％、4％、5％、7％、8％、10％、

20％、22％、25％、35％、40％、45％、50％、60％、70％、75％、80％、85％或者从至少约2％至

约100％的其他  百分率的所需细胞类型。用于富集所需细胞类型的细胞的方法是本领域公

知的。 见例如美国专利申请No.12/532,512。

[0056] 用于获得人胚胎干细胞或诱导的多能干细胞的方法是本领域公知的，例如  美国

专利No.6,200,806和No.7,217,569(用于人胚胎干细胞诱导)以及No.  8,048,999、No.8,

058,065和No.8,048,675(用于产生诱导的人多能干细胞)中 所述。

[0057] 可稳定表达由本发明的核酸之一编码的HLA‑G蛋白的遗传修饰的哺乳动物  多能

或专能干细胞系例如人胚胎干细胞或诱导的人多能干细胞等以及完全分化 的遗传修饰的

哺乳动物可通过本领域公知的任意数量的方法产生。在一些实施  方案中，所述细胞系是通

过使用含有用于表达本文所述HLA‑G蛋白的表达盒、  选择标记及任选报告蛋白的一种或多

种核酸表达载体(例如质粒载体或微环载  体)稳定转染进行遗传修饰的。由所述载体编码

的适合的选择标记的实例包括  提供对选择性试剂的抗性的蛋白。所述蛋白及其相应的选

择性试剂包括但不限  于嘌呤霉素N‑乙酰转移酶(嘌呤霉素)、潮霉素磷酸转移酶(潮霉素)、

杀稻瘟  素‑S‑脱氨酶(杀稻瘟素)和新霉素磷酸转移酶(新霉素)。使用适合的选择性试  剂

进行选择可持续至少约3至约14天，例如约4、5、6、7、8、9、10、12、13  天或从约3至约14天直

至出现抗性克隆的另外的周期。

[0058] 适合的荧光报告蛋白的实例包括但不限于EGFP及其变体例如YFP、Cyan  和dEGFP；

说　明　书 8/26 页

11

CN 113151179 A

11



DS‑红、单体橙、远红荧光蛋白“Katushka”(Shcherbo  et  al(2007) ,  Nat  Methods,4:741‑

746)或上述任意的变体。其他实施方案中，所述报告蛋白是  酶，其可在荧光或发光底物存

在下转化底物，其在过程中产生可检测信号例如  荧光或发光信号。例如，在一些实施方案

中，所述选择性标记酶包含萤光素酶  例如萤火虫萤光素酶、叩头虫萤光素酶或海肾萤光素

酶的氨基酸序列。萤光素  酶活性可通过提供适合的激活发光底物检测，所述激活发光底物

例如用于萤火  虫萤光素酶的萤火虫荧光素或用于海肾萤光素酶的腔肠荧光素。存在适合

底物  时的萤光素酶活性的定量可通过发光法测定培养皿孔中全部细胞群的总萤光素  酶

活性，或者通过使用显微镜结合光子计数相机测定单个细胞或集落的萤光素  酶活性。萤光

素酶测定的细节包括高通量的方法公开于美国专利No.5,650,135、  No.5,744,320和No.6,

982,431中。其他实施方案中，所述报告酶包括修饰的β‑ 内酰胺酶的氨基酸序列，其表达可

通过分解荧光的β‑内酰胺底物的比率荧光测  定在活细胞中进行检测和定量，如美国专利

No.5,741 ,657、No.6 ,031 ,094和美  国专利公开No.20070184513中所述。也可见Qureshi

(2007) ,Biotechniques,42  (1):91‑96综述。其他适合的报告酶包括但不限于

水解酶(Promega,  Madison,Wis.,如美国专利No.7,238,842和专利公开No.20080026407和

No.  20080145882中所述)和β‑半乳糖苷酶。

[0059] 在一些实施方案中，所述遗传修饰的哺乳动物细胞还可经遗传修饰以表达  人β2

微球蛋白(GenBank登录号No.AY187687.1)。不希望囿于理论，可认为  人β2微球蛋白的表达

可增强遗传修饰的哺乳动物细胞中转基因HLA‑G的表面  表达。

[0060] 在一些实施方案中，核酸表达载体是转座子载体，其包括在同源转座酶(例  如

piggyBAC转座酶)存在下导入宿主细胞时可促进转座子载体转座整合进入宿  主基因组的

转座元件，如美国专利申请No.12/728,943所述。转座子表达载体(例  如PiggyBac载体)以

及转座酶表达载体是可商购的，例如来自System  Biosciences  (Mountain  View,CA)。在一

些实施方案中，使用转座子载体时，没有选择性标  记或报告蛋白表达盒是产生稳定转染的

HLA‑G修饰细胞系所必需的，由于所述  载体的转染效率足够高以至不需要选择性标记。可

选择地，表达载体可以是打  靶载体，其可使eHLA‑G转基因位点特异地整合进入宿主细胞基

因组。打靶载  体的设计和使用是本领域常规的，如美国专利No.5,464,764所示。

[0061] 用于制备转染级核酸表达载体的方法和转染方法是公知的。见例如  Sambrook 

and  Russell(2001) ,"Molecular  Cloning:A  Laboratory  Manual",第三  版，(CSHL出版

社)和Current  Protocols  in  Molecular  Biology,John  Wiley&Sons,  N.Y.(2005) ,9.1‑

9.14。高效转染方法的实例包括“核转染”，如Trompeter(2003) ,  J  Immunol.Methods,274

(1‑2):245‑256及美国专利No.7,332,332、No.8,003,389、  No.8,039,259和No.8,192,990 

9中所述；使用基于脂质的转染试剂例如   (Roche)、DOTAP和LipofectamineTM

(Invitrogen)的转染。

[0062] 其他实施方案中，遗传修饰的细胞例如分化的、专能的、多能的或全能干  细胞系

是通过重组病毒转导产生的。适合的重组病毒的实例包括但不限于反转  录病毒(包括慢病

毒)、腺病毒和腺相关病毒。通常，重组反转录病毒是莫洛尼 鼠白血病病毒(MMLV)，但是也

可使用其他重组反转录病毒例如禽白血病病毒、  牛白血病病毒、鼠白血病病毒(MLV)、水貂

细胞病灶诱发病毒、鼠肉瘤病毒、  网状内皮组织增殖病病毒、长臂猿白血病病毒、Mason 
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Pfizer猴病毒或劳斯肉瘤  病毒，见例如美国专利No.6,333,195。

[0063] 其他实例中，重组反转录病毒是慢病毒(例如人免疫缺陷病毒‑1(HIV‑1)、  猴免疫

缺陷病毒(SIV)或者猫免疫缺陷病毒(FIV))，见例如Johnston  et  al.,(1999) ,  Journal 

of  Virology ,73(6):4991‑5000(FIV)；Negre  et  al .,(2002) ,Current  Topics  in 

Microbiology  and  Immunology ,261:53‑74(SIV)；Naldini  et  al .,(1996) ,Science , 

272:263‑267(HIV)。

[0064] 重组反转录病毒可包含病毒多肽(例如逆转录病毒包膜蛋白)以辅助进入  靶细

胞。所述病毒多肽是本领域得到确认的，见例如美国专利No.5,449,614。  所述病毒多肽可

以是辅助进入来自多个物种的细胞包括原宿主物种以外的细胞 的兼向性病毒多肽例如兼

向性包膜蛋白。见例如id。所述病毒多肽可以是可辅  助进入原宿主物种以外细胞的异嗜性

病毒多肽。见例如id。在一些实施方案中，  所述病毒多肽是可辅助进入原宿主物种细胞的

亲嗜性病毒多肽例如亲嗜性包膜 蛋白。见例如id。

[0065] 病毒转导细胞可通过本领域已知的任意方法实现，例如Palsson ,B .,et  al ., 

(1995) ,WO95/10619；Morling ,F.J.et  al.,(1995) ,Gene  Therapy,2:504‑508；  Gopp  et 

al.,(2006) ,Methods  Enzymol,420:64‑81。例如，可通过旋转转染或“旋  转接种”法进行转

染，其包括将病毒加入细胞后尽快离心细胞。一些实例中，  转染之前可通过例如超速离心

将病毒浓缩。

[0066] 用于转导将被遗传修饰的细胞的感染复数(m.o.i.)范围可为从约1m.o.i.  到约

50m .o .i .，例如约1m .o .i .、约5m .o .i .、约7 .5m .o .i .、约10m .o .i .、约15m .o .i .、  约

20m.o.i.、约30m.o.i.、约40m.o.i.或约50m.o.i.。

[0067] 可用于通过多能干细胞(例如人胚胎干细胞或诱导的人多能干细胞)直接  分化产

生多种细胞类型的方法是本领域公知的，如美国专利No.7,955,849、No.  7,763,466、No.7,

264,968及美国专利申请No.12/179,462和No.12/187,543所述。

[0068] 一个示例性实施方案中，人胚胎表皮祖细胞(hEEP)来自于人多能干细胞  系例如

人胚胎干细胞或诱导的人多能干细胞，如下。

[0069] 多能干细胞在含有补充20％敲除血清替代品的DMEM/F12(1：1)、0.1mM MEM非必需

氨基酸、1mM  GlutaMax、0.1mMβ‑巯基乙醇(Sigma)的胚胎干  细胞(ESC)生长介质中维持。

ESC生长介质是通过将有丝分裂失活的小鼠胚  胎成纤维细胞(MEF)(CF‑1 ,ATCC)以5×104

细胞/cm2的密度铺平板并孵育18–24  小时预处理的。预处理后，加入4ng/ml  bFGF并将完全

预处理的介质无菌过滤。  将hESC在 (BD  Biosciences)涂覆的平板上每5‑6天继

代培养1次(1:3  或1:4分流)，使用1mg/ml分散酶移除细胞集落。hEEP分化多能干细胞成为 

K14+/p63+hEEP，通过先在6‑孔板的ESC生长介质中培养多能干细胞4天，然  后转移到2ml/孔

的分化介质中，其包括含有1μM全反式维甲酸(Sigma)和25  ng/ml  BMP4的未经预处理的

hESC生长介质。每日更换介质7天后，将细胞用  分散酶处理、离心并重悬于以无血清介质

(defined  keratinocyte‑serum  free  medium,  DSFM)中，并且以1:3的分流比种植于明胶

涂覆的平板上。每隔一天更换DSFM 持续3‑4周。然后通过胰蛋白酶消化、离心、清洗并以10,

000细胞/cm2铺板于 明胶涂覆的组织培养平板(含DSFM)上继代培养细胞。为证实上皮细胞

单层  具有≥90％纯度并且表达K14，使用流式细胞仪测定细胞，方法依据Metallo  et  al 

(2010) ,Methods  Mol  Biol  585:83‑92。为增加分离的hEEP的纯度，使用磁性活  化细胞分
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选(MASC)与CD29抗体分选细胞。约92％的CD29  MASC分选的 由eHLA‑G(EF‑1α)‑GFP修饰的

hESC分化产生的hEEP细胞培养细胞是K14(一  种特异的角质形成细胞标记物)阳性的。

[0070] 本发明表达转基因eHLA‑G的遗传修饰的哺乳动物细胞与不表达转基因  HLA‑G的

相应的哺乳动物细胞相比具有减低的免疫原性。例如，与不表达外源  HLA‑G的相应细胞类

型相比免疫原性可减低至少约5％至约95％，例如与不表  达外源HLA‑G的相同细胞类型的

细胞相比免疫原性减低约6％、7％、10％、12％、  15％、20％、30％、40％、50％、65％、70％、

80％、85％、90％或其他百分比例。

[0071] 用于确定细胞的免疫原性的方法是本领域公知的。例如，在一些实施方案  中，将

HLA‑G修饰的哺乳动物细胞(例如人胚胎干细胞，或由HLA‑G修饰的  胚胎干细胞分化的细

胞，或者修饰之前已经完全分化的细胞等)或者未经修饰 的哺乳动物细胞在存在异源自然

杀伤细胞系(例如NK‑92)条件下培养，然后  通过多种标准细胞存活测定方法中的任意方法

测定由NK‑92诱导的对HLA‑G修  饰的细胞或未经修饰细胞的细胞毒性。

[0072] 含有增强的HLA‑G(eHLA‑G)转基因的核酸

[0073] 用于产生本发明HLA修饰的哺乳动物细胞的分离的核酸(例如哺乳动物质  粒表达

载体)含有增强的HLA‑G“eHLA‑G”转基因，与野生型HLA‑G转基因 驱动的细胞表面表达相比

其可驱动HLA‑G细胞表面表达和/或分泌增加。所述转  基因典型地包括至少3种不同组分：

启动子和5’非翻译区(5’UTR)序列、编  码序列和3’非翻译区(3’UTR)序列。

[0074] 在一些实施方案中，用于驱动eHLA‑G转基因表达的启动子是能够驱动  eHLA‑G转

基因在感兴趣的细胞类型中表达至少约7周至约50周，例如8周、  9周、10周、12周、15周、20

周、25周、30周、35周、40周、42周、  45周、47周、48周或者至少约7周至约50周内的其他时间

段的启动子。能  够驱动所述时间段的表达的启动子对于避免多种细胞类型包括例如干细

胞(例  如胚胎干细胞、诱导的多能干细胞或间质干细胞)中产生的沉默是有效的。

[0075] 适合的沉默抗性启动子包括但不限于中国仓鼠延伸因子‑1α(CHEF‑1α)启  动子

(见Running  Deer  et  al(2004) ,Biotechnol .Prog .,20:880‑889；和GenBank登  录号

No.AY188393.1)、鼠干细胞病毒(MSCV)启动子的M‑U3/R‑变体启动子  (如Swindle  et  al

(2004) ,J  Biol  Chem,279:34‑41所述)、磷酸甘油酸酯激酶  (PGK)启动子、人β‑肌动蛋白启

动子和泛素C启动子。

[0076] 在一些实施方案中，用于驱动eHLA‑G转基因表达的启动子是在一种或多  种所需

细胞类型中以高于其他细胞类型中的水平表达的。本领域技术人员应理  解，例如当HLA‑G

修饰的干细胞分化为具体细胞类型时，可有利地选择在所述  细胞类型中有活性甚至对该

细胞类型是选择性的启动子。例如，对于给定的组  织或细胞类型选择性启动子，所需细胞

类型中的表达水平与其他细胞类型相比  可以高约2倍到100倍，例如所需细胞类型中的表

达水平与其他细胞类型相比  可以高约3倍、4倍、5倍、10倍、20倍、25倍、30倍、40倍、50倍、70

倍、  80倍、90倍或其他倍数。组织和/或细胞类型选择性启动子的实例包括但不限于  用于：

神经元特异性烯醇酶(神经元的)、突触蛋白(神经元的)、CamKII(前  脑神经元)、HB9(运动

神经元)和多巴胺转运蛋白(多巴胺能神经元)、胶质细  胞原纤维酸性蛋白(星形胶质细

胞)、白蛋白(肝)、α‑肌球蛋白重链(αMHC‑  心肌细胞)、神经元素3和胰腺‑十二指肠同源盒1

(胰腺)、角蛋白14(皮肤)  和Bestrophin  1(视网膜色素上皮)的启动子。

[0077] 典型地，所述eHLA‑G转基因序列编码相对于人(GenBank  No.  NP_002118.1)或黑
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猩猩同义序列含有至少1个到约10个点突变的HLA‑G蛋白，  例如相对于上述HLA‑G蛋白同义

序列2、3、4、5、6、7、8、9或10个点突变。

[0078] 所述人同义野生型序列(SEQ  ID  NO:1)如下所示：

[0079]

[0080] 在一些实施方案中，所述至少1个至约10个点突变可通过减低蛋白质加工  和成熟

过程中HLA‑G在内质网中的存留来增加HLA‑G蛋白在所述表达宿主细  胞的细胞表面的表达

水平。所述突变包括例如HLA‑G“KK”基序突变。见例如  Park  et  al(2001) ,Immunity ,15:

213‑224。在一些实例中，KK基序突变包括K334A  突变、K335A突变或两种置换突变。其他实

例中，所述置换可使用不同的脂肪  族氨基酸(例如亮氨酸)或其他类型的非碱性氨基酸实

现。

[0081] 在一个实例中，所编码的HLA‑G蛋白具有氨基酸序列(SEQ  ID  NO:2)，其 中相对于

野生型序列已导入K334A和K335A置换(下划线)：

[0082]

[0083] 在一些实施方案中，eHLA‑G转基因编码的HLA‑G蛋白的氨基酸序列与  SEQ  ID  NO:

2具有至少75％到100％同一度，例如与SEQ  ID  NO:2的氨基酸序列  具有77％、80％、82％、

85％、87％、88％、90％、92％、95％、96％、97％、98％、  99％或其他百分比的同一度。

[0084] 本发明的eHLA‑G转基因还包括含有多种可影响HLA‑G转录本的表达/翻译 效率的

调节元件的3’非翻译区(3’UTR)。在一些实施方案中，eHLA‑G转基因  3’UTR序列为包括与

SEQ  ID  NO:3序列具有至少75％同一度的核酸序列的核酸  序列，例如与HLA‑G  3’UTR序列

(SEQ  ID  NO:3)具有至少77％、80％、82％、  85％、87％、88％、90％、92％、94％、95％、96％、

97％或其他百分比的同一度。
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[0085]

[0086] 所述序列包含减低两个microRNA结合位点结合，并导致转基因编码的  HLA‑G表达

增加的突变(下划线)。所述序列包括某些HLA‑G等位基因的外显  子8中14个碱基对序列的

缺失。所述14个碱基对序列如下SEQ  ID  NO  NO:4 所示：

[0087] SEQ  ID  NO:4HLA  3’UTR中14‑bp插入序列

[0088] ATTTGTTCATGCCT

[0089] 如下所示的SEQ  ID  NO:5对应于插入这14个碱基对序列(小写体)的SEQ  ID  NO:3:

[0090] SEQ  ID  NO:5(+14BP  HLA‑G  3’UTR变体)

[0091]

[0092] 已报道，具有包含上述14个碱基插入(见SEQ  ID  NO:4)的3’UTR的HLA‑G  等位基因

可产生更加稳定的HLA‑G  mRNA转录本。见Rouseau  et  al(2003) ,  Human  Immunology,64:

1005‑1010。令人惊讶地，作为本公开的一些实施方案的  基础，出乎意料地发现具有14个碱

基对缺失(SEQ  ID  NO:3所示)的等位基因 的表达显示出比含有这14个碱基对插入的等位

基因具有更强的免疫保护能力。  见图13。不希望囿于理论，据信该14bp的缺失对HLA‑G表达

水平的影响可以  是细胞类型特异的，例如该14bp缺失可显著地增强人细胞(至少包括

hESC、hEEP和人真皮成纤维细胞)中的eHLA‑G表达。

[0093] 在一些实施方案中，所述含eHLA‑G转基因的核酸序列还包括eHLA‑G表  达盒侧翼

的绝缘子序列。绝缘子序列能够缓解可假性影响整合的外源表达盒表  达的基因组位置效

应。在一些实施方案中，所用的绝缘子序列含有鸡β‑球蛋白  HS4核心绝缘子序列。

[0094] 在一些实施方案中，所述含eHLA‑G转基因的核酸还包括本文所述的选择  性标记。

可任选地，含eHLA‑G转基因的分离的核酸还可包含本文所述的报告 蛋白。

[0095] 在一些实施方案中，eHLA‑G修饰的细胞系是通过使用含eHLA‑G表达盒但  是不含

选择性标记或报告蛋白表达盒的转座子载体产生的。将所述载体与转座  酶表达载体一起

导入需要修饰的细胞，然后进行有限稀释克隆。由于转染的细  胞群被非常有效地修饰，避

免了使用选择性标记或报告蛋白的需求。这是非常  重要的因素，特别是对于将用于在人类

患者中进行细胞治疗的细胞。通过基于  转座子的稳定转染方法成功修饰细胞的百分率范

围可从约0.5％到约50％，例如  转染细胞的1％、2％、3％、5％、7％、8％、15％、20％、22％、
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30％、40％或者 从约0.5％到约50％的其他比例。

[0096] 在一些实施方案中，由编码2种或更多种蛋白的核酸编码的蛋白的表达是 由独立

的启动子驱动的。其他实施方案中，多顺反子表达盒中纳入的开放读码  框之间可纳入一种

或多种内部核糖体进入位点(IRES)序列。IRES序列及其使  用是本领域已知的，如

Martinez‑Salas(1999) ,Curr  Opin  Biotechnol,10  (5):458‑464中所示。可选择地，多个

开放读码框可通过插入口蹄疫病毒的2A  肽序列(F2A)或来自其他病毒的2A‑类似序列相互

连接。见例如Hasegawa  et  al  (2007) ,Stem  Cells ,25:1707‑1712和Symczak  et  al

(2004) ,Nat  Biotechnol,589‑594。  包含2A肽序列使得可翻译后剪切含eHLA‑G和其他序列

(例如报告蛋白序列或  选择性标记蛋白序列)的连续多肽形成单独的蛋白。

[0097] 虽然相对短的氨基酸或核酸序列之间的同一度可容易地通过目测确定，然  而适

合的算法分析，典型地通过计算机软件进行分析，通常用于确定较长的序  列之间的同一

度。当使用序列比较算法时，通常将测试序列和参照序列输入计  算机，如果需要可指定子

序列坐标，并且指定序列算法程序参数。然后序列比  较算法可基于所指定的程序参数计算

测试序列相对于参照序列的序列同一度百  分数。可用于快速获得优选的比对并计算两个

或更多个序列之间同一度的多种  数学算法是已知的，并已被纳入多种可获得的软件程序

中。所述程序的实例包  括MATCH‑BOX、MULTAIN、GCG、FASTA和ROBUST程序用于氨基酸序列 

分析，SIM、GAP、NAP、LAP2、GAP2和PIPMAKER程序用于核苷酸序列。  可用于氨基酸和多核苷

酸序列二者的分析的优选的软件分析程序包括ALIGN、  CLUSTALW(例如version  1.6及其更

新的版本)和BLAST程序(例如BLAST  2.1、  BL2SEQ及其更新的版本)。

[0098] 就氨基酸序列或核苷酸序列而言，“同一度”(有时称为“整体同一度”与  下文的

“局部同一度”相对)分别是指当两个氨基酸序列或核苷酸序列以最佳  方式比对时所述两

个氨基酸序列或核苷酸序列中相同氨基酸残基或核苷酸碱基 的百分率。在最佳比对中，如

果第一个序列中的位点在第二个对应的氨基酸或  核苷酸序列中相应的位点被相同的氨基

酸残基或核苷酸残基占据，则所述序列 的所述残基位点是同一的。两个序列之间同一度水

平(或“序列同一度百分率”)  是序列共有的相同位点数相对于分析序列的大小的比率测定

的(即序列同一度 百分率＝(相同位点数/位点总数)×100)。

[0099] 本发明还包括可在低度、中度或高度严谨条件下可与来自编码SEQ  ID  NO:2  氨基

酸序列的核酸的至少100个核苷酸的探针或者SEQ  ID  NOS:3或SEQ  ID NOS:5的核酸序列特

异地杂交的核酸。

[0100] 本文中，低度严谨杂交条件包括例如在2×SSC和0.1％SDS中在42℃与约  40％到

约70％GC含量的100个核苷酸的探针杂交。中度严谨条件包括例如在  0.5×SSC和0.1％SDS

中在50℃。高度严谨条件包括例如在0.2×SSC和0.1％SDS 中在65℃与上述探针杂交。这些

条件下，随着杂交温度的提高，可获得具有较 高序列同源性的核酸。

[0101] 含eHLA‑G遗传修饰细胞的组合物

[0102] 本发明还包括含有一种或多种HLA‑G修饰哺乳动物细胞类型或使用其产生  的药

物组合物、局部用组合物、细胞移植物和人工组织。如文中所示，eHLA‑G  修饰的hESC显示出

稳定且持续的HLA‑G表达，甚至通过直接分化为hEEP。  而且，稳定且持续的HLA‑G表达可为

所述遗传修饰的细胞提供减低的免疫原性  和/或改进的免疫抑制。此外，还显示eHLA‑G修

饰的完全分化的人真皮成纤维  细胞也具有可提供减低的免疫原性和/或改进的免疫抑制
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的稳定且持续的HLA‑G表达。因此，本发明的eHLA‑G构建体可用于产生通用的任意类型的供 

体细胞，无论来自遗传修饰的多能或专能细胞的直接分化或是完全分化的细胞 的遗传修

饰。

[0103] 一方面，提供了用于皮肤再生或者修复的局部用组合物，其含有本发明的  含

eHLA‑G转基因的遗传修饰的真皮成纤维细胞。另一方面，提供了用于注射 的药物组合物，

其含有本发明的含eHLA‑G转基因的遗传修饰的真皮成纤维细  胞。另一方面，提供了皮肤移

植组合物，其含有本发明的含eHLA‑G转基因的  遗传修饰的真皮成纤维细胞。另一方面，提

供了持久皮肤移植组合物，其含有  本发明的含eHLA‑G转基因的遗传修饰的胚胎表皮祖细

胞。

[0104] 另一方面，可用作人工组织的生物相容性合成支架及其产生方法是本领域 已知

的，并且可与本发明的HLA‑G修饰细胞一起用于产生与含有不表达外源  HLA‑G的细胞的组

织相比具有减低的免疫原性和/或改进的免疫抑制的人工组  织。见例如美国专利No.7 ,

960 ,166，名称为“Microfabricated  compositions  and processes  for  engineering 

tissues  containing  multiple  cell  types”。

[0105] II.方法

[0106] 细胞治疗处理

[0107] 由于经本发明的方法修饰可稳定表达外源HLA‑G的细胞具有减低的免疫原  性和/

或增加的免疫抑制，这些特征使修饰的细胞可用作通用或改进的供体细胞  或组织。这是由

于提供给所述细胞的HLA‑G介导的免疫原性减低和/或免疫抑制  增加可减少或消除供体细

胞和受体之间I类和II类经典人白细胞抗原(HLA)  配型的需要，用于多种损伤、疾病或病

症。

[0108] 因此，本发明可稳定表达eHLA‑G(以及可任选地表达外源人β2微球蛋白) 的HLA‑G

修饰的细胞可用于治疗。所述治疗可以是直接处理病因，或者可选择  地处理疾病或病况的

影响。可将遗传修饰的细胞递送到或接近受试者的损伤位  点，或者可以使细胞迁移或定位

到损伤位点的方式将所述细胞导入受试者。所  递送的细胞可有利地替换受伤害或损伤的

细胞，并改善受试者的整体状况。在  一些实例中，所递送的细胞可刺激组织再生或修复，包

括皮肤再生或皮肤修复。

[0109] 在多个实施方案中，将HLA‑G修饰的哺乳动物细胞(例如人HLA‑G修饰 的细胞)给

予遭受多种病况中的任意病况的受试者，所述病况包括但不限于心  血管疾病、眼病(例如

黄斑变性)、耳病(例如耳聋)、糖尿病、神经退行性疾  病、阿尔茨海默氏病、帕金森病、多发

性硬化、骨质疏松症、肝病、肾病、自  身免疫疾病、关节炎、牙龈疾病、牙齿状况或增生性病

症(例如肿瘤)。其他实  例中，受试者正遭受或处于遭受急性健康病况例如中风、脊髓损伤、

烧伤或创  伤的高风险中。其他实例中，受试者正遭受组织损失例如脂肪萎缩或者年龄相 

关的胶原损失。其他实例中，受试者遭受非愈合性溃疡或者需要试剂以辅助愈  合例如尿道

下裂和尿道上裂的闭合。其他实例中，受试者需要持久或暂时的皮  肤移植用于伤口愈合或

皮肤替代。

[0110] 一方面，本发明提供了对有需要的受试者进行细胞或组织移植的通用方法，  所述

方法包括将含eHLA‑G修饰细胞群的细胞或组织组合物注射或移植至受试  者，其中与eHLA‑

G修饰的细胞群相比所述受试者具有至少1种不匹配的经典I  类HLA或II类HLA分子，并且其
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中所述eHLA‑G修饰的细胞群与不含所述  eHLA‑G修饰的相同类型细胞相比显示出减低的免

疫原性和/或改进的免疫抑  制。所述减低的免疫原性和/或改进的免疫抑制可以确定，例如

通过在NK‑92细  胞毒性测定、人源化NSG肿瘤生长测定和/或PBMC增殖测定中比较eHLA‑G 

修饰细胞与不含所述eHLA‑G修饰的相同类型对照细胞。

[0111] 另一方面，本发明提供了用于有需要的受试者再生皮肤的方法，所述方法  包括将

eHLA‑G修饰的真皮成纤维细胞群和/或eHLA‑G修饰的胚胎表皮祖细  胞群注射至受试者的

皮肤损伤位点，其中与eHLA‑G修饰的真皮成纤维细胞群  和/或eHLA‑G修饰的胚胎表皮祖细

胞群相比所述受试者具有至少1种不匹配的 经典I类HLA或II类HLA分子。

[0112] 将施用至有需要的受试者的HLA‑G修饰的细胞类型包括但不限于表皮祖细  胞、间

质干细胞、胰腺β祖细胞、胰腺β细胞、心脏祖细胞、心肌细胞、肝脏  祖细胞、肝细胞、肌细胞

祖细胞、肌细胞、肾细胞、成骨细胞、造血祖细胞、  牙囊细胞、毛囊细胞、视网膜色素上皮细

胞、神经干细胞、神经元、星形胶质  细胞、少突胶质细胞或其任意组合。所述哺乳动物细胞

可以是来自多个物种包 括例如人、小鼠、大鼠、猴或猪中的一种。

[0113] 所述治疗可以是直接处理病因，或者可选择地所述治疗可以是处理疾病或  病况

的影响。可将HLA‑G修饰的细胞递送到或接近受试者的损伤位点，或者可 以使细胞迁移或

定位到损伤位点的方式将所述细胞导入受试者。所递送的细胞  可有利地替换受伤害或损

伤的细胞，并可改善受试者的整体状况。在一些实例  中，所递送的细胞可刺激组织再生或

修复。

[0114] 所递送的细胞可以是由HLA‑G修饰的多能(或全能)干细胞分化产生的细  胞。所递

送的细胞还可以是由多能的HLA‑G修饰的细胞分化产生的专能干细 胞。

[0115] 施用至受试者治疗的数量可不同。将HLA‑G修饰的和/或分化的细胞导入受  试者

可以是一次完成的，但在某些情况下，此类治疗可刺激有限时间段的改善 并且需要持续重

复的一系列治疗。其他情况下，可能需要多次施用所述细胞才  能产生效果。本领域技术人

员应理解，具体的治疗方案依赖于所治疗的疾病或  病况以及疾病的阶段和具体受试者的

参数。

[0116] HLA‑G修饰的细胞可通过下述任意途径导入受试者：肠胃外、静脉内、动  脉内、肌

内、皮下、经皮、气管内、腹膜内或进入脊髓液。

[0117] HLA‑G修饰的细胞可分化为细胞，然后递送到遭受多种疾病或病症的受试 者。

[0118] 胰岛细胞(或朗格罕氏岛的原代细胞)可移植到遭受糖尿病(例如1型糖  尿病)的

受试者，见例如Burns  et  al.,(2006)Curr.Stem  Cell  Res.Ther.,2:255‑266。 因此，在一

些实施方案中，将来自HLA‑G修饰细胞的胰腺β细胞移植入遭受糖  尿病(例如1型糖尿病)的

受试者。

[0119] 其他实例中，将来自HLA‑G修饰细胞的肝细胞或肝脏干细胞移植入遭受肝  病例如

肝炎、肝硬化或肝功能衰竭的受试者。

[0120] 退行性心脏病如缺血性心肌病、传导疾病和先天性缺陷可受益于干细胞治  疗。见

例如Janssens  et  al.,(2006) ,Lancet,367:113‑121。

[0121] 来自HLA‑G修饰细胞的造血细胞或造血干细胞(HSC)可移植入遭受血液  癌症或者

其他血液或免疫障碍的受试者。可能通过造血细胞或HSC处理的血液  癌症的实例包括：急

性淋巴细胞白血病、急性粒细胞白血病、慢性髓性白血病  (CML)、霍奇金病、多发性骨髓瘤
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和非霍奇金淋巴瘤。通常，遭受所述疾病的  受试者必须经受放射治疗和/或化学疗法以杀

死快速分裂的血细胞。将来自  HLA‑G修饰细胞的HSC导入所述受试者中可帮助重新填充耗

竭的细胞储库。

[0122] 遭受神经系统疾病或病症的受试者可特别地受益于HLA‑G修饰细胞的治  疗，尤其

是当血脑屏障可能已受损时。在一些方案中，可使HLA‑G修饰的细胞  分化为神经干细胞或

神经元，然后将其移植到损伤位点用于治疗神经系统病况  例如阿尔茨海默氏病、帕金森

病、多发性硬化、脑梗死、脊髓损伤或其他中枢  神经系统障碍，见例如Morizane  et  al .,

(2008) ,Cell  Tissue  Res .,331(1):323‑326；  Coutts  and  Keirstead(2008) ,

Exp.Neurol.,209(2):368‑377；Goswami  and  Rao  (2007) ,Drugs,10(10):713‑719。

[0123] 为治疗帕金森病，可使HLA‑G修饰的细胞分化为多巴胺活性神经元  (dopamine‑

acting  neuron)，然后植入帕金森病受试者的纹状体。为治疗多发性  硬化，可使神经干细

胞分化为少突胶质细胞或少突胶质细胞的祖细胞，然后将 其递送到遭受MS的受试者。

[0124] 为治疗任意神经性疾病或病症，一个成功的方案是将神经干细胞导入受试  者。例

如，为治疗阿尔茨海默氏病、脑梗死或脊髓损伤，可使HLA‑G修饰的细  胞分化为神经干细

胞，然后将其移植入损伤位点。还可将HLA‑G修饰的细胞加  工以对可使其迁移入损伤位点

的信号反应用于脑和脊髓修复，例如Chen  et  al.,  (2007) ,Stem  Cell  Rev.,3(4):280‑

288。

[0125] 可任选地，用于细胞治疗方法的HLA‑G修饰的细胞还可表达本文所述的报  告蛋

白。在一些实施方案中，使用的报告蛋白可有利于体内检测(例如成像)  所导入的细胞。例

如，所述细胞可表达可发射远红光的荧光蛋白例如Katushka，  其长的激发和发射波长非常

适于在组织中成像。Katushka是可商购的，商品名  为“TurboFP635”(Evrogen ,Moscow ,

Russia)。

[0126] 实施例

[0127] 下述具体实施例应理解为仅用于说明，不以任何方式限定本发明其余部分  的任

何内容。除非另有说明，应理解本领域技术人员可基于本文所述利用本发  明的全部内容。

文中引用的所有出版物在此以引用方式全文纳入本文。当参考 内容是以URL或其他类似的

标识或地址时，应理解此类标识可改变并且网络信  息可能会存在或删除，但是可通过网络

搜索发现等价的信息。对其参考证明所 述信息是可获得并可公开传播的。

[0128] 实施例1与癌细胞的免疫耐受相关的基因表达模式的鉴定

[0129] 首先筛选人软组织癌症阵列，搜索随着癌症演进为转移状态而显示出表达增  加

的候选免疫耐受基因，该表达增加可能是由于逃逸免疫监测机制。数据显示，  成功转移和

此前显示参与免疫耐受的多个基因的表达水平之间有很强的正相  关。为评价MSC是否可诱

导免疫耐受和异体移植接受，通过RT‑PCR交叉筛选  MSC以测定这些候选基因和多种HLA抗

原的表达水平。表1显示，除表达  CD200、CD47和吲哚胺2,3‑二氧化酶(IDO)以外，第1次传代

的MSC还可表  达Ia类HLA、HLA‑G和II类HLA标记。研究发现，MSC群可中等水平地表  达HLA‑

G，虽然其低于具有积极转移能力的Jeg‑3肿瘤系中的表达。

[0130] 表1
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[0131]

[0132] 由于MSC在体内的免疫抑制效应似乎是短暂的，将MSC连续传代并检测  所选基因

表达水平的变化。通过3次传代，MSC中的天然HLA‑G表达缺失， 虽然其他候选标记未发生改

变。Jeg‑3细胞中的HLA‑G表达未改变。然后基于  细胞表面的HLA‑G表达通过FACS分离MSC，

发现0.5‑3％的MSC在细胞表  面表达HLA‑G。为评价HLA‑G+MSC体内逃逸供体排斥的能力，将

1‑3×105个  细胞注入具有免疫能力小鼠的尾静脉。从眶后静脉丛采取血液样本(200μl)， 

并使用抗人I类HLA特异的mAb进行FACS分选。表2显示，移植1周后，  HLA‑G+MSC(和Jeg‑3细

胞)显示出分别超过HSC和Jurkat细胞(都是HLA‑G‑)  24倍和270倍的生存优势。2周后，HLA‑

G+MSC的优势增加到27倍和311倍。  HLA‑G‑MSC的存活率与HSC相同，表明MSC的HLA‑G+亚群相

对于未分选的  MSC在体内环境中显示出增强的耐受效应。事实上，事后分析表明使用Jeg‑3 

细胞移植12周后具有免疫能力小鼠的肺部有显著的肿瘤，但是使用G+MSC的  没有(数据未

示出)。

[0133] 表2

[0134]

[0135] 然后，将修饰的HLA‑G构建体在HF(人成纤维细胞)和K562细胞中过表  达，并通过

人NK细胞测试对裂解的防护(表3)。NK介导的细胞毒性在HLA‑G+  HF中下降75％，并且在

HLA‑G+K562细胞中几乎消失。这与检测到HLA‑G+  Jeg‑3的防护相一致，其可通过与抗‑HLA‑

G中和抗体(87G)共孵育被逆转，但  同种型对照不能。这些数据表明，对NK杀伤的防护是

HLA‑G‑依赖的。

[0136] 表3
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[0137]

[0138] 此前的研究显示，通过10周的培养，突变的MSCV启动子M‑U3/R可避免  沉默压力。

本发明的研究表明，M‑U3/R可在持续培养1年后抵御沉默，这优于  野生型启动子，野生型启

动子在培养4‑6周后即被沉默。此外，3’UTR的突变 或缺失可增加HLA‑G表面表达，ER滞留基

序(retrieval  motif)的突变也如此。  较高的HLA‑G表面表达与细胞毒性裂解负相关，这增

加了使用优化的基因递送  构建体的重要性。

[0139] 实施例2人胚胎干细胞的培养及分化为人表皮祖细胞(hEEP)

[0140] 除非另有说明，否则所有组织培养试剂均来自Life  Technologies。ESC生长  介质

含有补充20％敲除血清替代品的DMEM/F12(1:1)、0 .1mM  MEM非必需氨  基酸、1mM 

GlutaMax、0.1mMβ‑巯基乙醇(Sigma)。ESC生长介质是通过将  有丝分裂失活的小鼠胚胎成

纤维细胞(MEF)(CF‑1 ,ATCC)以5×104细胞/cm2铺平板并孵育18–24小时预处理的。预处理

后，加入4ng/ml  bFGF并将完全预  处理的介质无菌过滤。将hESC在Matrigel涂覆的平板上

每5‑6天继代培养1次  (1:3或1:4分流)，使用1mg/ml分散酶移除细胞集落。依据上述

Metallo  et  al 的方法产生K14+/p63+hEEP。简言之，将hESC在6‑孔板中培养4天，然后用2 

ml/孔的分化介质处理，其包括含有1μM全反式维甲酸(Sigma)和25ng/ml  BMP4 的未经预处

理的hESC生长介质。每日更换介质7天后，将细胞用分散酶处理、  离心并重悬于以无血清介

质(DSFM)中，并且以1:3的分流比接种于明胶涂覆 的平板上。每隔一天更换DSFM，持续3‑4

周。然后通过胰蛋白酶消化、离心、  清洗并以10,000细胞/cm2铺板于明胶涂覆的组织培养

平板(含DSFM)上继代  培养细胞。在以无血清介质中14天后，通过显微镜观察表皮分化的早

期征兆，  其特征在于形成表皮片层结构。培养4周后，表皮片层中的细胞显示出具有立  方

形态的典型的表皮分化表型。

[0141] 从细胞中分离总RNA及反转录酶反应见Zhao  et  al(2010) ,Tissue  Eng  Part  A, 

16(2):725‑733中所述。具体的PCR扩增在Hybaid  Omnigene  thermal  cycler  (Bio‑rad ,

Hercules,CA)中进行，使用图12所示的感兴趣基因的特异引物。PCR  条件包括35个循环(94

℃30s，65℃1min和72℃1min)和最后72℃延伸  10min。每种PCR产物取10μl通过溴化乙锭凝

胶电泳检测。图12数据表明，  表皮分化标记物K14、Tap63和ΔNp63在分化过程中逐渐增强。

本文未示出的  数据中，进行了K14和另外的表皮标记物p63、CD29和CD49f的免疫荧光检测。 

免疫荧光数据显示，分化的eHLA‑G(EF‑1α)‑GFP  hEEP是K14、p63、CD29和  CD49f蛋白表达阳

性的。

[0142] 为证实上皮细胞单层具有≥90％纯度并且表达K14，依据上述Metallo  et  al 
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(2010)方法使用流式细胞仪测定细胞，并使用BD  FACS  Canto  II分析。eHLA‑G  转基因表达

(eHLA‑G(EF1‑α)‑GFP‑hESC)对hESC分化为EP(表皮祖细胞)的  影响通过比较野生型、G‑‑

hEEP和G+‑hEEP的K14阳性程度进行评估。为增加  分离的hEEP的纯度，使用磁性活化细胞分

选(MASC)通过CD29抗体分选细  胞。约92％的CD29  MASC分选的由eHLA‑G(EF‑1α)‑GFP修饰

的hESC分化产  生的hEEP细胞培养细胞是K14(一种特异的角质形成细胞标记物)阳性的。纯 

化的hEEP显示出同源角质形成细胞的形态，如相差显微镜检测结果所示(见图  16)。

[0143] 通过流式细胞术验证了HLA‑G转基因在分化的hEEP中的稳定度。与不含  外源HLA‑

G的对照细胞(只含GFP的hEEP)和野生型hEEP相比，分化的  eHLA‑G(EF‑1a)‑GFP‑hEEP(超过

90％的细胞)中HLA‑G总的表达和表面表达  都是很强的(见图17)。只选择可产生与野生型

细胞类似分化能力的克隆用于进 一步研究。

[0144] 实施例3  eHLA‑G构建设计及在hESC中的稳定表达

[0145] 设计了一种新的HLA‑G构建体，其组合了多种修饰：1)HLA‑G的ER滞留  基序突变

(K334A/K335A)；和2)HLA‑G的3’UTR  microRNA结合位点突变。 由于病毒基因递送系统存在

很大的调节困难，使用了基于转座子的PiggyBac系  统，其是显示出在H1  hESC中可达到

90％转染效率的非病毒方法(Lacoste  et  al  (2009) ,Cell  Stem  Cell,5:332‑342)。该系

统需要含转座子的供体质粒(图1)  和表达转座酶的辅助质粒(图2)。为产生辅助质粒，定制

合成(GeneArt)了  ePiggyBac密码子人源化的转座酶cDNA，然后将其克隆到pBluescript 

(Stratagene)中PGK启动子下游且SV40多腺苷酸化信号序列(pA)上游。为  产生eHLA‑G表达

盒，比较了包括M‑U3/R启动子、MSCV启动子和中国仓鼠  EF1α(CHEF‑1α)启动子的多种启动

子，其序列如下文SEQ  ID  NO:6所示。

[0146] (SEQ  ID  NO:6)‑CHEF‑1α启动子的一个实施方案

[0147]
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[0148]

[0149] 为产生供体质粒，定制合成了T53C/C136T突变的长度为313bp的5’末端  重复序列

(TR)和长度为235bp的3’TR(如上文Lacoste所述)，并将其分别  克隆到下述表达盒的上游

和下游：eHLA‑G、250bp的鸡β‑球蛋白HS4核心绝  缘子序列(Recillas‑Targa  et  al(2002) ,

PNAS  USA,99:6883‑6888)、EGFP和pA。  HS4用于阻止抑制性染色质蔓延至整合的构建体中。

EGFP表达受磷酸甘油酸酯  激酶(PGK)启动子驱动(见图1)。HS4元件的序列如下文SEQ  ID 

NO:7所示。

[0150] (SEQ  ID  NO:7)HSF元件的一个实施方案

[0151]
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[0152] 供体质粒的空载体(HLA‑G‑)除不含eHLA‑G构建体外与eHLA‑G供体质  粒一致(图

1)。基因转移之前，将hESC用10μM  Y‑27632处理1hr，其为可大  大减低细胞分离诱导的凋亡

并增加克隆效率的ROCK抑制剂(Watanabe  et  al  (2007) ,Nat  Biotechnol,25:681‑686)。

使hESC在0.25％胰蛋白酶‑EDTA中37℃5  分钟进行分离，在含Y‑27632的经预处理的mTeSR

介质中洗涤并重悬于核转染  溶液L(Amaxa)中。每1.5×105个细胞中加入3μg辅助质粒和6μ

g转座子供  体质粒，并将程序设定为B‑016进行核转染。然后以每个6cm平皿2×105个细  胞

将hESC铺板于含Y‑27632的CM中用于克隆选择。24小时后，将培养介质  换为只有CM，此后每

天更换一次。通过荧光显微镜选择同时表达tdT/eHLA‑G  最高的克隆，而非通过抗生素抗性

或流式细胞术选择，由于hESC中常出现转基  因沉默并且只有部分转单基因细胞可产生有

标记的细胞系(Braam  et  al(2008) ,  Nat  Methods,5:389‑392)。

[0153] 实施例4  ePiggyBac基因递送系统评估

[0154] 按每个6cm平皿2×103个细胞，将转染的细胞铺板于含Y‑27632的CM中  24小时，然

后换为只有CM，用于测定eHLA‑G转染效率。此后每天更换一次  介质，共7天，并通过活细胞

染色和免疫荧光显微镜检查评估细胞集落，如实  施例5所述。对于每个克隆，计数3个高倍

视野并计算报告蛋白+/eHLA‑G+hESC 的百分数。实验结果见图3‑4。通过质粒拯救策略确定

eHLA‑G插入位点，如上  文Lacoste  et  al中所述。简言之，从转基因hESC克隆中分离基因组

DNA并使  用BamHI/BglII/NotI消化，使用T4  DNA连接酶在低浓度16℃自连过夜，用100％ 

异丙醇沉淀，70％乙醇洗涤，然后转化入DH10B  E .coli中并用氨苄青霉素选择。  使用

SplinkTA  PCR测定eHLA‑G的拷贝数。每20次传代检测标准G带用于评  估核型稳定度。每10

次传代使用流式细胞仪评估eHLA‑G和报告蛋白的基因沉  默。分离及测定之前，使用10μM 

Y‑27632处理hESC  1小时。在0.25％胰蛋白 酶‑EDTA中37℃5分钟使细胞分离，在含Y‑27632

的CM中洗涤，将细胞重悬  于含0.1％BSA和0.5mM  EDTA的冰冷PBS中，然后使用BD  FACS 

Canto  II流 式细胞仪(Becton  Dickinson)分析。如图8和图9所示，传代第16次时，几乎  未

检测到EGFP或eHLA‑G表达沉默。每传代20次评估多能性，通过免疫细胞  化学检测：1)多能

性标记物Oct3/4、SSEA‑4、Sox2和Nanog(图5和图6)，2)  报告蛋白+/eHLA‑G+胚状体形成(图

7)和3)分化的转基因hESC中的内胚层标  记物Gata  6、中胚层标记物肌肉肌动蛋白和外胚

层标记物神经丝重链(数据未示  出)，均使用Leica  CTR6500荧光显微镜检测。除非另有说

明，否则所有抗体均 来自Abcam。

[0155] 实施例5  eHLA‑G及其他HLA蛋白的细胞表面定位

[0156] 通过活细胞染色检测转基因及野生型hESC和hEEP中细胞表面的Ia类  HLA、HLA‑E、

eHLA‑G和II类HLA表达。简言之，收集细胞并在冷的PBS  中洗涤，在含10％山羊血清和3％

BSA的PBS中使用相应的1°mAb在4℃染色  60min，洗涤，用1％多聚甲醛固定10min，然后用与

FITC共轭的山羊抗小鼠  IgG在4℃染色30min。对照等分w使用同种型配对IgG染色用于评估

与靶细胞 的非特异性结合。首先测试每种抗体(HLA‑G的抗体MEMG/9、HLA‑E的抗体  MEM‑E/

08、Ia类HLA的抗体Bu8和II类HLA的抗体HKB1(Abbiotec,San  Diego,  CA))的多个稀释以确

定可获得仅有特异性结合的最适条件。染色后，将细胞涂  布于载玻片上，使其风干，然后使

用含DAPI的抗淬灭介质封片(Vector Laboratories)。使用Leica  CTR6500荧光显微镜立即

观察载玻片。如图5和图10  所示，野生型及eHLA‑G修饰的人ES细胞中HLA‑A、HLA‑B、HLA‑C、

HLA‑E、  HLA‑DP、DQ、DR和β‑微球蛋白的表达类似，而eHLA‑G修饰的人ES细胞中  HLA‑G的表
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达水平高出约7倍。

[0157] 实施例6  eHLA‑G表达对NK‑92细胞诱导的细胞毒性影响评估

[0158] 将表达eHLA‑G的hESC培养并分化为hEEP，如实施例2中所述。将NK‑92  细胞(CRL‑

2407,美国典型培养物保藏中心,Manassas,VA)在补充12.5％FBS、  12.5％马血清、0.2mM肌

醇、0.1mMβ‑巯基乙醇、0.02mM叶酸和100IU/ml重  组IL‑2(Sigma)的最低基础培养基α介质

(α‑MEM,Invitrogen)中，5％CO2加湿培养箱中37℃培养。

[0159] 使用CytoTox96非放射性细胞毒性测定试剂盒(Promega ,Madison,WI)依  据说明

书的方案测定细胞毒性。简言之，将效应细胞与5×103个靶细胞以NK‑92  (效应子或“E”)与

hESC或hEEP(靶或“T”)E:T的多个细胞比例在U‑底96  孔板(Costar,Cambridge,MA)中混合。

在5％CO2加湿培养箱中37℃培养4h后，  收集50μl上清用于确定LDH释放。靶细胞自发释放

和最大释放的LDH及效应  细胞自发释放的LDH是通过将这些细胞在单独的介质中孵育测定

的。每种测定  三个重复，并将结果表述为裂解百分率％。特异性裂解百分率按如下方式确

定：  (实验的释放‑效应子自发释放‑靶自发释放/靶最大释放‑靶自发释放)×100。所  有实

验中，自发释放<10％最大释放。

[0160] 如图11所示，E:T比例为1:10时，杀死表达eHLA‑G的hESC相对于只表  达GFP的野生

型细胞减少超过50％。E:T比例为1:30时，杀死表达eHLA‑G的  hESC减少约75％。两种E:T比

例下，野生型hESC(只表达GFP)以适当比例  被杀死，如图所示。此外，还显示K562细胞中3’

UTR(Del  14bp)HLA‑G等  位基因的表达可导致NK细胞诱导的细胞毒性相对于表达(Ins 

14bp)HLA‑G 等位基因的K562细胞和未修饰的K562细胞中的结果是减低的。见图13。

[0161] 图11的结果已在另外的NK细胞毒性实验中进行重复和验证。如图18所示，  杀死

eHLA‑G(EF‑1a)‑GFP‑hESC与只含GFP转基因(不含HLA‑G转基因)的  对照hESC相比减少超过

100％。所述数据表明，hESC中HLA‑G转基因表达可  产生免疫抑制和/或减低的免疫原性特

征。

[0162] NK细胞毒性实验也在由hESC分化产生的hEEP中进行。如图19所示，杀  死由eHLA

(EF‑1α)‑GFP‑hESC分化产生的eHLA(EF‑1α)‑GFP‑hEEP与对照hEEP  相比减低超过100％(约

3倍)。所述数据显示，eHLA(EF‑1α)‑GFP转基因在整  个分化过程中是稳定且持续的，并且

HLA‑G表达可在分化的细胞中产生免疫抑  制和/或减低的免疫原性特征。

[0163] 实施例7通过异体移植入人源化小鼠检测e‑HLA‑G+细胞在体内的免疫原 性

[0164] 具有人外周血淋巴细胞的人源化小鼠模型(Hu‑PBL‑NSG)显示出可在移植  后1‑2

周内排斥不匹配的人胰岛(islets)，但是野生型免疫缺陷NSG小鼠未显示(King  et  al

(2008) ,Clin  Immunol,126:303‑314)。虽然在4‑5周内可产生移植  物抗宿主病(GVHD)，但

是直到符合安乐死标准才可检测移植物存活。仅存在  低水平的GVHD使我们可扩展观察窗。

NSG小鼠(雌性6周龄)购自Jackson  实验室并且依据动物保护和利用委员会的指导以及实

验动物保护和利用指南  (实验动物资源研究所、国家研究理事会、国家科学院)的建议进行

操作。功 能性人源化NSG小鼠是通过静脉注射约20×106人PBMC进入NSG小鼠产生的，  依据

(Pearson  et  al(2008) ,Curr  Protoc  Immunol,Ch.15:Unit15.21和King  et  al  见上文)。

约第4周，通过使用EDTA‑涂覆的毛细管(Drummond  Scientific)和  EDTA‑处理的1.5ml管

(Eppendorf)从麻醉小鼠的眶后静脉丛收集血液来验证  移植物植入。然后将细胞处理后通

过FACS分析检测人CD45阳性，参照上文中  King  et  al。第4后，血液中的人CD45+细胞水平
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达到0.1％的即认为成功的移植  物植入并可进行异体排斥研究。

[0165] 通常使用hESC和hEEP培养系统将细胞暴露至免疫原性动物诱导药例如唾  液酸

Neu5Gc(Martin  et  al(2005) ,Nat  Med,11:228‑232)。因此，可加入去污  步骤，近来的研究

显示其可显著减低Neu5Gc水平(Heiskanen  et  al(2007) ,Stem Cells,25:197‑202)。hESC

可使用下述两种方法去除Neu5Gc污染：1)在人基质涂  层板上在添加bFGF、LiCl、GABA和哌

啶酸的TeSR1基质中培养，参照方法  Ludwig  et  al(2006) ,Nat  Biotechnol,24:185‑187,

和2)使用热失活AB  Rh‑血型 的人血清替换KSR(Heiskanen  et  al(2007) ,Stem  Cells,25:

197‑202)。可通过  与抗‑Neu5Gc  mAb孵育然后流式细胞仪测定来评估两种方法培养的

hESC。可采  取第2种方法，由于Ludwig  et  al的方法可能需要hESC适应。hEEP按照生产  商

的说明在缺少动物诱导药的DFSM中培养。

[0166] 使用HLA‑G修饰的细胞进行异体移植的目的是评价是否HLA‑G表达可减  低免疫原

性，如通过肿瘤大小增加显示。移植前，将预期的注射位点刮毛以方  便临床观察。全程遵照

动物准则，包括适当使用麻醉。将5×106个转基因eHLA‑G+和HLA‑G‑hESC重悬于100μl含印度

墨水以标记注射位点的适合的介质中。这  有利于观察可能荧光不足的组织学测定。将细胞

皮下注入5只3月龄的  Hu‑PBL‑NSG小鼠的胸部乳腺脂肪垫。异体移植的结果见图20和图21。

“G0”  hESC是对照ESC，其不含eHLA‑G转基因而只含GFP。“mG1(#1)”和“mG1  (#2)”是两种不

同的eHLA‑G(EF‑1α)‑GFP核转染hESC克隆。G0、mG1(#1)  和mG1(#2)肿瘤如图20所示，对其测

量并称重。G0  hESC形成的肿瘤体积为  126.9立方毫米，重32毫克。mG1(#1)hESC形成的肿瘤

体积为748.4立方毫  米，重318毫克。mG1(#2)hESC形成的肿瘤体积为1116.7立方毫米，重

675  毫克。

[0167] 图21示出了将hESC异体移植至5只人源化NSG小鼠形成的肿瘤的平均结  果。数据

表明，HLA‑G核转染的hESC(“mG1”)形成的肿瘤比野生型hESC(“G0”)  移植入人源化NSG小鼠

形成的肿瘤大得多(体积超过3倍)且重得多(重量超  过2倍)。因此，所述数据表明，eHLA‑G

转基因表达可提供减低的免疫原性和/  或增加的免疫抑制。这支持了将本发明的eHLA‑G转

基因构建体普遍应用于将  任意需要的细胞类型修饰成为通用或优良的异源供体用于治

疗、移植、组织修 复、细胞和组织替换等。

[0168] 上述使用人源化NSG小鼠的异体移植实验可使用可活跃地增殖或者可被诱  导增

殖的eHLA‑G修饰的任意细胞类型实施。

[0169] 此外，可使用光谱体内成像系统(Caliper,Mountain  View,CA)使用620nm  发射滤

光片和2.5秒曝光时间检测人源化小鼠中的异体移植物。620nm或更大  波长下，GFP的自发

荧光消除，并且可检测到皮肤表面以下2.5cm深度的信号  (Shaner  et  al(2004) ,Nat 

Biotechnol,22:1567‑1572)。每周对小鼠纵向成像并称  重。如果在4周时间内未检测到信

号，则将小鼠处死并使用荧光显微镜对所注  射的胸部乳房脂肪垫进行组织学评估以检测

所用的荧光报告蛋白。所有实例中，  小鼠处死后，用苏木精和伊红将组织染色以测定畸胎

瘤形成和免疫排斥。还通  过免疫组织化学检测人β2微球蛋白(PBMC、hESC、hEEP)和CD45

(PBMC)，  后者用作异体移植的免疫细胞浸润的补充测定。切片是由对所述实验条件不了 

解的病理学专家解读的。

[0170] 实施例8  eHLA‑G+‑hEEP和HLA‑G‑‑hEEP的致肿瘤性测定

[0171] 通过注射转基因G+和非转基因G‑‑hEEP测定了eHLA‑G对hEEP致肿瘤性 的影响，除
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细胞是被移植入非人源化NSG小鼠以外所用方法与实施例8所述类  似。使用纵向荧光活体

动物成像检测了共14只小鼠，每月测定体重至9个月初  或者符合安乐死标准。然后将小鼠

处死，并收集注射的胸部乳腺至4％中性缓冲 的多聚甲醛中。将固定的组织转移到70％乙

醇中并用石蜡包埋。切片用苏木精  和伊红染色，并经处理用于荧光报告蛋白显微镜检查。

如果所述组织切片呈现  为报告蛋白阴性的，则使用人β2微球蛋白和CD45特异的mAb将其染

色，后 者用于确定所述注射位点非PBMC的存在。

[0172] 独立平均值的统计学显著性设定为p<0.05。2个样本平均值的比较使用学生  t检

验确定。3个或更多个平均值的比较使用单因素或双因素方差分析和  Bonferroni事后检

验。所有方差的度量以平均值标准误的形式呈现。使用线性回  归比较体外和体内数据的相

关性，以确定是否前者在本研究所用的Hu‑PBL‑NSG  小鼠模型中对人异体移植排斥具有预

测价值。例如，体外异常增殖的百分率增  加可对用于体内阶段的PBMC匹配对进行回归(输

出为移植后4周报告蛋白荧  光的水平)。此处成功的结果是高R2值和负斜率系数，表明

eHLA‑G表达导致  移植物植入增加。这样的解释取决于选择用于体外和体内研究的克隆中

eHLA‑G  表达和报告蛋白阳性之间的高相关。

[0173] 实施例9  eHLA‑G稳定转染进入完全分化的成纤维细胞的免疫抑制和免疫原  性测

定

[0174] 通过核转染将eHLA‑G(EF‑1α)‑GFP转基因和对照构建体转染进入人新生儿  真皮

成纤维细胞(一种已经完全分化的细胞类型)。人新生儿真皮成纤维细胞  (HFD)购自ATCC并

在含10％FBS和1％PS(Invitrogen)的Iscove改良的  Dulbecco培养基(IMDM)(ATCC)中培

养。当细胞达到80％汇集时，通过与  0.25％胰蛋白酶‑EDTA(Invitrogen)在37℃孵育3分钟

收获细胞。将细胞计数，  将0.5×106个细胞离心并重悬于人真皮成纤维细胞核转染溶液

(产品目录号No.  VPD‑1001,Lonza,Walkersville,MD)中。将辅助质粒和转座子质粒加入所

述细  胞悬液中，并设定程序U‑020进行核转染，参照生产商的操作手册(Lonza)。  然后将细

胞铺板于6孔平板中并在加湿的37℃/5％CO2中孵育24h。24h后，  使用1μg/ml嘌呤霉素

(Sigma)选择稳定转染的细胞7天。将稳定GFP阳性的  细胞在500ng/ml嘌呤霉素中维持培

养，并通过流式细胞仪检测HLA‑G和GFP  表达。将稳定转染子保持在培养物中用于下述的外

周血单核细胞(PBMC)增殖  测定和NK‑92细胞毒性测定。

[0175] PBMC增殖测定  对用eHLA‑G(EF‑1α)‑GFP转基因(“HFD‑m1‑GFP”细胞)  或单独的

GFP对照构建体(“HFD‑G0‑GFP”细胞)稳定转染的人真皮成纤维细  胞测定其抑制PBMC增殖

的能力。使用丝裂霉素C(10μg/ml  2.5h)使  HFD‑G0‑GFP和‑mG1‑GFP细胞失活，在96孔板中

以3.0×103/孔接种，并使其  粘附24h。存在6μg/ml  PHA条件下将1×105PBMC一式三份加入

相应的HFD  细胞中。单独的HFD‑G0‑GFP和–mG1‑GFP细胞用于MTT‑OD校正。(“MTT”  是浅黄色

底物试剂，可被活细胞裂解产生深蓝色formazan产物。该过程需要活  性线粒体，并且即使

是刚死亡的细胞也不能够裂解显著量的MTT。因此，MTT  可提供可被用于增殖或细胞毒性测

定的比色测定。不含PHA的PBMC和含6 μg/ml  PHA的PBMC作为对照。共培养物孵育3天并使用

MTT试剂评价PBMC  增殖，使用下述公式：％PBMC增殖＝[(HFD/PBMC/PHA的OD570–HFD的 

OD570)/(PBMC/PHA的OD570)]×10。如图22所示，HFD‑mG1‑GFP克隆 “mG1‑R1”抑制PBMC增殖

超过对照和其他克隆，表明外源HLA‑G表达可为  分化的细胞例如成纤维细胞提供免疫抑制

和/或减低的免疫原性。
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[0176] NK‑92细胞毒性测定  基本上参照上文所述进行测定。简言之，2.5×103个靶  细胞

(即HFD‑m1‑GFP细胞或者HFD‑G0‑GFP细胞)与NK‑92细胞以3:1、10:1、  30:1的E:T比例在CTL

介质中共孵育7小时。K562‑WT细胞作为NK‑92细胞  毒性的阳性对照。使用CytoTox96细胞毒

性测定试剂盒测定细胞毒性。特异性  裂解的百分数如下确定：％特异性裂解＝[(实验中

LDH释放‑效应子自发释放‑  靶自发释放)/(靶最大释放‑靶自发释放)]×100。如下表4中所

示，HFD‑mG1‑GFP  克隆“mG1‑R1”和“mG1‑#1”抑制NK‑92细胞毒性超过对照和其他克隆，表 

明外源HLA‑G表达可为分化的细胞例如成纤维细胞提供免疫抑制和/或减低的 免疫原性。

[0177] 表4：NK‑92对HFD‑G0和HFD‑G1靶细胞的细胞毒性

[0178]
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图2
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图3
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图4

说　明　书　附　图 4/22 页

33

CN 113151179 A

33



图5

说　明　书　附　图 5/22 页

34

CN 113151179 A

34



图6

说　明　书　附　图 6/22 页

35

CN 113151179 A

35



图7

说　明　书　附　图 7/22 页

36

CN 113151179 A

36



图8

说　明　书　附　图 8/22 页

37

CN 113151179 A

37



图9A

说　明　书　附　图 9/22 页

38

CN 113151179 A

38



图9B

说　明　书　附　图 10/22 页

39

CN 113151179 A

39



图10

说　明　书　附　图 11/22 页

40

CN 113151179 A

40



图11

说　明　书　附　图 12/22 页

41

CN 113151179 A

41



图12

说　明　书　附　图 13/22 页

42

CN 113151179 A

42



图13

说　明　书　附　图 14/22 页

43

CN 113151179 A

43



图14

图15
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