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(57)摘要

本发明涉及产生针对亚优势抗原的T细胞应

答和使用细胞来治疗性改变细胞稳态和免疫应

答的性质。在优选的实施方案中，细胞在患者体

外产生，以避免患者的免疫环境的影响。通过在

组织培养中将来自患者的T细胞针对一种或多种

亚优势抗原刺激和培养，并将它们移植入患者

中，如果扩增并移植了足够的细胞，则在破坏或

诱导免疫耐受或另外修饰针对表达该抗原的细

胞或生物的免疫应答的应答中，移植的细胞压倒

了内源优势T细胞。当建立记忆细胞时，它们随后

反映了该新的免疫优势等级，从而使所需的治疗

效果长期持续。对亚优势抗原具有反应性的外源

产生的T细胞移植重现引发并重新平衡患者的靶

向细胞或生物中之前亚优势抗原的免疫应答，以

产生治疗益处。
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1.制备用于改变患者的免疫优势等级的T细胞群体的方法，所述方法包括以下步骤：

a. 鉴定获自所述患者的样品中至少一种亚优势抗原或亚优势表位，

b. 获得各自包含抗原呈递细胞(APC)和/或T细胞的一份或多份患者样品；

c.  使来自所述患者样品的APC暴露于一种或多种亚优势抗原或表位；

c.  通过以下从所述患者样品培养包含能够识别所述亚优势抗原或表位的T细胞的T细

胞群体：

(i)  使T细胞在包含IL-7、IL-12、IL-15和IL-21中的一种或多种的培养基中暴露于来

自步骤(c)的APC，

(ii)  在所述培养基中扩增T细胞，和

(iii)  任选地通过暴露于来自步骤(c)的APC，再次刺激T细胞。

2.权利要求1的方法，其中所述患者样品包含外周血单核细胞(PBMC)。

3.权利要求1的方法，其还包括分离APC的步骤。

4.权利要求1的方法，其中所述抗原呈递细胞是树突细胞。

5.权利要求4的方法，其中步骤(c)包括使多个等分试样的树突细胞各自暴露于不同的

亚优势抗原。

6.权利要求1的方法，其中使T细胞暴露于来自步骤(c)的APC的步骤包括使T细胞在进

一步包含选自IL-2、IL-4和IL-6中的细胞因子的培养基中暴露于来自步骤(c)的APC。

7.权利要求1的方法，其中使T细胞暴露于来自步骤(c)的APC的步骤包括使T细胞在包

含选自IL-15的培养基中暴露于来自步骤(c)的APC。

8.权利要求1的方法，其中使T细胞暴露于来自步骤(c)的APC的步骤包括使T细胞在包

含选自IL-15和IL-21的培养基中暴露于来自步骤(c)的APC。

9.权利要求1的方法，其中使T细胞暴露于来自步骤(c)的APC的步骤包括使T细胞在包

含选自IL-14和IL-15的培养基中暴露于来自步骤(c)的APC。

10.权利要求1的方法，其中在培养基中扩增T细胞的步骤包括使用包含IL-2、IL-4、IL-

6、IL-7、IL-12、IL-15和IL-21中的一种或多种的培养基。

11.权利要求1的方法，其中在培养基中扩增T细胞的步骤包括使用包含IL-7和IL-15中

的一种或多种的培养基。

12.权利要求1的方法，其中所述亚优势抗原或表位包括病毒抗原、真菌抗原、细菌抗

原、寄生虫抗原、朊病毒抗原或肿瘤抗原。

13.权利要求12的方法，其中所述亚优势抗原或表位作为一种或多种肽或作为表达亚

优势抗原或表位的质粒或载体呈递给APC。

14.权利要求1的方法，其中在培养基中扩增T细胞的步骤包括在气体可渗透的生物反

应器中培养T细胞。

15.通过权利要求1的方法获得的T细胞群体。

16.权利要求15的T细胞群体，其中至少一种亚优势抗原或表位是针对其的细胞或体液

免疫应答在患者样品中是不可检测的或仅低水平可测的抗原或表位。

权　利　要　求　书 1/1 页

2

CN 111529697 A

2



调节的免疫优势疗法

[0001] 本申请是申请日为2012年5月25日，标题为“调节的免疫优势疗法”的中国专利申

请201280037470.4的分案申请。

[0002] 本申请涉及在2011年5月26日提交的美国临时申请序号61/490,505，其内容通过

引用整体并入本文。

技术领域

[0003] 本发明涉及基于免疫优势等级（hierarch）的修饰通过细胞的稳态的治疗性操作，

用于癌症、慢性感染、自体免疫疾病和的移植的新疗法。

背景技术

[0004] 癌症的临床管理对于各种起源位置是特异性的，并且最重要的是依赖于疾病的阶

段(即，肿瘤已经在何种程度上局部侵袭或通过转移传播至其他器官)。通常，手术和/或局

部放疗是用于原发肿瘤的治疗选择，而化疗、单克隆抗体或细胞因子疗法或全身照射是用

于转移疾病的治疗。最近，首个树突细胞疗法，Provenge，被批准用于前列腺癌，其具有延缓

进展4个月的益处。诊断仍基于活组织检查的组织学分析。分子标志物有时是标准，如果它

们将有助于药物(例如，赫赛汀)的选择。然而，尚未在常规临床基础上完成免疫应答概况的

生成。

[0005] 在初次免疫应答期间，T细胞看到抗原的环境决定了后续回忆应答的性质。初始识

别事件和该初级细胞周边的微环境可以产生很多结果。如果抗原通过非专业APC呈递，在加

工期间仅可释放表位的子集。如果共刺激信号，例如CD28或TNF丢失，则T细胞可能不做出反

应。取决于微环境，T细胞可分化成调节性T细胞、分泌Th1细胞因子的T辅助细胞(驱动更多

的具有CD8+  CTL效应物的增殖的细胞免疫应答)，或分泌Th2细胞因子的T辅助细胞(驱动更

多的具有B细胞的增殖和成熟以及抗体产生的体液免疫应答)。此外，免疫应答将发展，从而

使对环境中的抗原的某些表位或某些抗原做出应答的T细胞生长，这是以牺牲群体中对环

境中的其他表位或抗原为反应性的T细胞为代价的。因为指数型细胞生长，随着初次免疫应

答的减退，这些T细胞的比例进一步增强并以记忆的形式贮存，使得在二次刺激后，个体内

的免疫应答集中在可能表位的小子集上。尽管有多种机制发挥作用，作为有效的模型，生长

成在群体中占优势的T细胞是对成为支配免疫应答的表位或抗原做出应答的那些。在初次

免疫应答中，它们以牺牲应答亚优势表位的T细胞为代价进行生长，并且，由于记忆作用而

支配后续的免疫应答。

[0006] 在个体的免疫系统首次发现抗原后数天的时期中，产生出应答有限数量的优势表

位的T细胞的优势群体，并且这些T细胞决定了此后对该抗原的应答的性质。尽管有多种类

型的细胞参与，但与本发明相关的工作模型是，如果对优势抗原上的优势表位做出应答的T

细胞生长成为反应性T细胞(例如，CD4+  :TH1、TH2、Treg、滤泡T辅助细胞、TH17、TH22、TH9；

CD8+  CTL)，则产生细胞或体液免疫应答。然而，如果在优势群体中的T细胞是抑制性T细胞

(例如，Treg、TH17、无反应T细胞)，则诱导耐受。对亚优势抗原做出应答的T细胞被对优势抗
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原做出应答的T细胞的克隆群体淹没。

[0007] 在癌症、慢性或潜伏感染的情况下，局部抗原加工/呈递和共刺激环境影响对优势

抗原的初次免疫应答，使得对肿瘤或传染物中的优势抗原的T细胞应答的平衡趋向于耐受

或无效应答，而不是强的效应物应答。由于抗原加工和共刺激(CD28和细胞因子)中的差异，

这会在其中树突细胞(DCs)不是普遍的抗原呈递细胞(APCs)(这不同于其中树突细胞是主

要的抗原呈递细胞的身体表面)的器官中加重。还熟知，肿瘤和传染物产生的免疫抑制性环

境对于强的初次免疫应答不是最佳的。或者，如果在细胞中产生的优势抗原对与其本身反

应，则耐受性被破坏且继而发生自身免疫性。这样的耐受性可被存在的导致应答(对弱的亚

优势抗原乃至是慢性的)的慢性或潜伏病毒破坏。病毒与自身免疫性有多重联系。在所述部

位的炎症导致其他抗原的释放，同时病毒抗原为应答所述器官的T细胞提供帮助，导致自身

免疫性。在初次应答中确立优势等级（hierarchy）且通过记忆强化后，患者中的免疫系统将

在每次抗原存在时有效地复制相同的应答。

[0008] 正在进行的针对优势表位的免疫应答能够减少对亚优势表位的应答(Wolpert  EZ 

1998,  Kedl  RM  2003)。优势/亚优势等级在一定程度上是可改变的。例如，消除或沉默针对

优势表位的T细胞应答，可以导致出现此前无法检测的针对亚优势表位的应答(Van 

derMost  RG等人，1997,  Andreansky  SS等人，2005)。类似地，删除表位中的优势序列没有

消除对所述抗原的应答，而是导致宿主对此前的亚优势表位的更强应答(Allan  JE  and 

Doherty  PC  1985,  Mylin  LM等人，2000)。

发明内容

[0009] 本发明涉及基于免疫优势等级的修饰通过细胞的稳态的治疗性操作，用于癌症、

慢性感染、自体免疫疾病和移植的新疗法。

[0010] 本发明公开了用于重新平衡对抗原的免疫应答的新方法，以特别是在癌症、慢性

和潜伏感染、自身免疫性和移植中提供显著的治疗益处。通过对受控微环境中的亚优势表

位和亚优势抗原产生免疫应答，本发明从根本上将对疾病的免疫应答的性质改变为提供治

疗益处的那种。它能够在对抗原已经发生的在先免疫应答之前或之后，或者甚至在免疫应

答正在进行的情况下，改变免疫应答的平衡。

[0011] 本发明的特征在于一种方法，其包括鉴定在患者样品中的优势抗原或表位和亚优

势抗原或表位，培养能够识别所述亚优势抗原或表位的T细胞，和使用有效数量的T细胞治

疗患者以改变所述患者的免疫优势等级。

[0012] 本发明的特征还在于改变患者的免疫优势等级的方法，其包括鉴定患者样品中的

至少一种亚优势抗原或表位，培养能够识别所述亚优势抗原或表位的T细胞，和使用有效数

量的那些T细胞治疗所述患者以提供治疗益处。

[0013] 在一些方面，本发明进一步包括在不存在优势抗原或表位的情况下培养T细胞。在

其他方面，本发明进一步包括在不存在或存在富集抑制性T细胞或应答性T细胞的试剂的情

况下培养T细胞。此类试剂抗原可以，但不限于，生长因子、激素或其他免疫细胞。

[0014] 在一些方面，本发明进一步包括通过皮内施用来施用有效量的T细胞。

[0015] 在其他方面，本发明进一步包括在使用培养的T细胞治疗患者之前，使用调节剂预

先治疗所述患者以减少内源T细胞的数量。所述调节剂可以是，但不限于化疗剂。
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[0016] 在一些方面，所述T细胞从患者先体外后体内(ex  vivo)提供。

[0017] 所述亚优势抗原或亚优势表位是，例如，针对该抗原或表位的细胞或体液免疫应

答不可检测或仅低水平可测的抗原或表位。或者，所述亚优势抗原或亚优势表位是与优势

抗原或优势表位相比，激发较弱的耐受或免疫应答的抗原或表位。所述亚优势抗原是，例

如，病毒抗原、真菌抗原、细菌抗原、寄生虫抗原、朊病毒抗原、肿瘤抗原或与自身免疫性、变

态反应、炎症、器官移植排斥或移植物抗宿主病相关的抗原。所述病毒抗原是，例如，慢性或

潜伏病毒抗原。所述病毒抗原来自EBV、HPV、HSV、VZV、乙型肝炎、丙型肝炎、HIV、HTLV、CMV、

RSV或流感。所述肿瘤抗原是，例如，肿瘤相关抗原、肿瘤特异性抗原，或与癌症干细胞或转

移相关的抗原。

[0018] 本发明的特征还在于一种方法，其用于鉴定患者样品中的优势抗原或表位和/或

亚优势抗原或表位，培养能够识别所述亚优势抗原或表位的T细胞，其中所述T细胞是抑制

性T细胞，和使用有效量的所述T细胞治疗患者以改变所述患者的免疫优势等级，由此在所

述患者中诱导耐受性以治疗或预防自体免疫疾病、变态反应、炎症、器官移植排斥或移植物

抗宿主病。

[0019] 本发明的特征还在于一种方法，其用于鉴定患者样品中的优势抗原或表位和/或

亚优势抗原或表位，培养能够识别所述亚优势抗原或表位的T细胞，其中所述T细胞是应答

性T细胞，和使用有效量的所述T细胞治疗患者以改变所述患者的免疫优势等级，从而在所

述患者中诱导细胞毒性免疫反应以治疗或预防感染或癌症。所述感染是，例如，细菌性、病

毒性、寄生虫或朊病毒感染。

[0020] 在任意的本发明的方法中，疾病、感染、癌症或医疗状况的治疗或预防包括缓解或

改善疾病、感染、癌症或医疗状态的至少一种症状。治疗益处包括疾病、感染、癌症或医疗状

态的至少一种症状的任何缓解、改善、改进、预防或治疗。

[0021] 在一些方面，所述患者样品是血液样品。

[0022] 本发明的特征还在于一种方法，其进一步包括通过测定耐受性或对所述亚优势抗

原或表位响应的体液或细胞免疫应答而重新确定患者的概况，从而确定所述疗法是否成功

地使免疫应答重新平衡。

[0023] 除非另有定义，否则本文使用的所有技术和科学术语具有与本发明所属领域的普

通技术人员通常理解相同的含义。下文描述了适合的方法和材料，尽管与本文所述那些类

似或等效的方法和材料可以用于本发明的实施。本文提到的所有出版物、专利申请、专利和

其他参考文献均明确地通过引用整体并入。在冲突的情况下，以本说明书，包括定义为准。

此外，本文所述的材料、方法和实施例仅为说明性并且不意图限定。

[0024] 本发明的其他特征和优点将体现于并包含于下文详细的说明书和权利要求书。

附图说明

[0025] 图1A、1B和1C显示了51Cr释放测定的结果。

[0026] 图2显示了51Cr释放测定的结果。

[0027] 图3A和3B显示了51Cr释放测定的结果。图3C显示了活APCs的百分比。

[0028] 图4显示了通过ELISPOT（酶联免疫斑点法）测量的产生IFNγ的细胞。

[0029] 图5、6A、6B、7和8显示了51Cr释放测定的结果。
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[0030] 图9显示了慢性乙型肝炎的小鼠模型。

[0031] 图10显示了小鼠模型的治疗。

[0032] 图11显示了对HBs和HBc的T细胞应答。

[0033] 图12和13显示了通过施用方法的应答。

[0034] 图14显示了抗原的等级。

[0035] 图15显示了ICS的应答。

[0036] 图16显示了抗原的等级。

[0037] 图17显示了在急性发作（flair），随后清除肝炎后的免疫应答。

[0038] 图18显示了在清除之后的抗原的等级。

[0039] 图19显示了T细胞完全溶解了患者的肝细胞癌(治疗前—左图；治疗后8周—右

图)。

[0040] 图20显示了存在于患者肿瘤中的抗原。

[0041] 图21显示了对NY-ESO-1抗原的细胞应答。

[0042] 图22显示了在根据本发明的治疗后存在的抗原。

[0043] 图23显示了免疫优势等级的重新平衡。

[0044] 图24是在根据本发明的T细胞治疗之前和之后的CT扫描。

[0045] 图25显示了治疗后的存活，无进展。

[0046] 图26显示了通过本发明的治疗与利妥昔单抗(Rituxan)+  CHOP的比较。

[0047] 图27显示了施用给动物的T细胞的表征。

[0048] 图28显示了对于试验小鼠的临床疾病得分。

[0049] 图29显示了在试验小鼠中的关节炎发生率。

[0050] 图30A、30B和30C显示了正常大鼠、接种人蛋白聚糖的大鼠和用T细胞治疗的大鼠

的组织病理学。

[0051] 图31是用于本发明的治疗的生物反应器的示意图。

具体实施方案

[0052] A.  定义

术语“抗体”是以最广的含义使用，并且具体是涵盖人、非人(例如小鼠)及人源化单克

隆抗体(包括全长单克隆抗体)、多克隆抗体、多特异性抗体(例如双特异性抗体)和抗体片

段，只要它们显示期望的生物活性。

[0053] 术语“抗原”是指能够刺激抗体产生或动物中的T细胞应答的化合物、组合物或物

质，包括注射或吸收到动物中的组合物。抗原与特异性体液或细胞免疫的产物(包括由异源

免疫原诱导的那些)反应。术语“抗原”包括所有相关的抗原性表位。

[0054] “抗原呈递细胞”或“APCs”是用于向T细胞呈递抗原的免疫系统的细胞。APC包括树

突细胞、单核细胞、巨噬细胞、边缘区Kupffer细胞、小胶质神经细胞、朗氏细胞、T细胞和B细

胞(参见，例如Rodriguez-Pinto  and  Moreno  (2005)  Eur.  J.  Immunol.  35:1097-1105)。

[0055] “自体免疫”、“自体免疫疾病”、“自体免疫状况”或“自体免疫失调”是指与改变的

免疫稳态相关的一组持续性的器官特异性或系统性临床症状或征候，所述改变的免疫稳态

通过表达的自体免疫组库(autoimmune  repertoires)的定性和/或定量缺陷来表现。自体
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免疫疾病的病理学的表现是由自体免疫应答诱导的结构或功能性破坏的结果。自体免疫疾

病的特征在于体液(例如，抗体介导的)、细胞(例如，细胞毒性T淋巴细胞介导的)，或对自体

抗原上的表位的两种类型的免疫应答的组合。受影响的个体的免疫系统活化指向呈递这些

特异性自体抗原的细胞和组织的炎性级联。受攻击的抗原、组织、细胞类型或器官的破坏引

起疾病的症状。

[0056] 术语“癌症”是指通过不受控的细胞生长表征的疾病或病变。癌症的实例包括，但

不限于癌、淋巴瘤、母细胞瘤和肉瘤。具体癌症的实例包括，但不限于，肺癌、结肠癌、乳腺

癌、睾丸癌、胃癌、胰腺癌、卵巢癌、肝癌、膀胱癌、结直肠癌和前列腺癌。对于本领域技术人

员已知的其他癌症也在考虑之内。

[0057] “优势抗原”或“优势表位”是指激发强的耐受性或免疫应答的抗原或表位，其可表

征为对该抗原或表位特异性的T细胞的存在量大于应答性T细胞的总数的70%。

[0058] 术语“表位”是指参与具体免疫球蛋白的识别的一组氨基酸残基，或者在T细胞的

背景下，是指对于T细胞受体蛋白和/或主要组织相容性复合体(MHC)受体的识别所必需的

那些残基。在体外或体内的免疫系统的背景中，表位是共同形成由免疫球蛋白、T细胞受体

或HLA分子识别的位点的分子的集合的特征，例如初级、二级和三级肽结构和电荷。

[0059] “肝炎”是指由肝的炎症定义的医学状况。

[0060] “人白细胞抗原”或“HLA”是人I型或II型主要组织相容性复合体(MHC)蛋白(参见，

例如Stites等人，IMMUNOLOGY ,  8TH  ED .,  Lange  Publishing ,  Los  Altos ,  Calif . 

(1994))。

[0061] “免疫应答”是指免疫系统的细胞，例如B细胞、T细胞或单核细胞，对刺激物的应

答。在一个实施方案中，所述应答对于具体抗原是特异性的(“抗原特异性应答”)。在一个实

施方案中，免疫应答是T细胞应答，例如CD4+应答或CD8+应答。在另一个实施方案中，所述应

答是B细胞应答，并且导致特异性抗体的产生。

[0062] 免疫优势是以下观察结果：尽管在抗原中有大量的可能的表位(抗原片段)，但免

疫系统将其应答集中于有限数量的表位，并且能够安排为可重现的等级  (Sercarz等人，

1993)。对于人工抗原、人病毒，包括流感和牛痘，以及细胞内细菌的免疫应答均呈免疫优势

((Chen  WS  1994,  Belze  GT等人，2000,  Chen  W  2000,  Tscharke  DC  2005)。免疫优势的

最后结果由多个步骤决定，包括MHC结合亲和力、细胞加工以产生适当的MHC结合肽的效率、

识别MHC结合肽与MHC之间的复合物的TCRs的可得性、随后是细胞免疫调节机制(Yewdell 

JW  2006,  Sette  A等人，2009)。

[0063] “淋巴细胞”是指参与机体的免疫防御的一类白细胞。有两种主要类型的淋巴细

胞：B细胞和T细胞。

[0064] “主要组织相容性复合体”或“MHC”是旨在包含在不同物种中描述的组织相容性抗

原系统的通用名称，包括人白细胞抗原(“HLA”)。

[0065] “亚优势抗原”或“亚优势表位”是指与优势抗原或优势表位相比，激发较弱的耐受

或免疫应答的抗原或表位。

[0066] 术语“治疗”是指响应患者表现的或有待于在患者中预防的疾病、病变或生理状况

而进行的临床干预。治疗的目的包括缓解和/或预防症状，以及减缓、阻止或逆转疾病、病变

或状况的进展。“治疗”是指治疗性治疗和预防性或防御性措施二者。需要治疗的那些包括
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已经受到疾病或病变或不良的生理状况影响的那些，以及其中，有待于预防所述疾病或病

变或不良生理状况的那些。

[0067] “肿瘤”是指所有的瘤细胞生长和增殖，无论是恶性的还是良性的，以及所有的癌

症前期和癌细胞和组织。

[0068] “_-聚体”是指在目标抗原中发生的_个氨基酸的线性序列。

[0069] B.  识别/区分亚优势表位与优势表位的测定

首先，对于患者的肿瘤或感染，测定一组肿瘤相关性、病毒性或其他抗原的存在。这通

常通过对肿瘤活组织切片上的免疫组织化学完成，或在恶性血液病中，通过FACS完成。对于

患者的肿瘤或感染，测定一组肿瘤相关性、病毒性或其他抗原的存在。这通常通过对肿瘤活

组织切片上的免疫组织化学完成，或在恶性血液病中，通过FACS完成。抽取患者的血液，并

测试存在的对抗原的体液和细胞免疫应答二者。主动选择对该抗原的免疫应答不可检测或

在低水平检测的抗原，以在体外生长T细胞。在这些T细胞生长后，测试它们对重新输注的抗

原的应答，并且可测定患者的血液对所述抗原的应答。通过这种方式，可有效地重新平衡患

者的免疫应答以提供治疗益处。在优选的实施方案中，体液免疫性的测试可包括但不限于

ELISA测定。在优选的实施方案中，细胞免疫性的测定可包括但不限于对于细胞因子的细胞

内细胞因子染色(ICS)，包括但不限于干扰素γ  (IFNγ)和肿瘤坏死因子α  (TNFα)。应答性

T细胞的亚群(例如，CD8、CD4、Treg)也可在此测定中进行测定。或者，细胞免疫性的测定可

包括但不限于用于IFNγ或TNFα的ELISPOT测定。在可选的实施方案中，ELISPOT或ICS可测

定IL-4、IL-12  (TH2和TH1)、IL-10  (Treg)或IL-21(滤泡T辅助细胞亚群)。在又一个实施方

案中，细胞免疫分析测定可以是用于这些或其他细胞因子的细胞内染色(ICS)。所测试的抗

原可以是全抗原、表位删除的抗原，或优势或亚优势表位。在表位的情况下，可使用生物信

息学软件预测可与患者的MHC结合的表位，并且，随后测定这些表位。在一个实施方案中，这

种软件是Net  MHCpan或在测定部分描述的共有表位免疫信息学软件。在表位的情况下，四

聚体结合可用作量化CTL的可选测定，前提是HLA类型是已知的。包括肽的四聚体与细胞组

合且将细胞染色，并且使用FACS测定识别每种四聚体的细胞%。如果患者具有已知的HLA类

型，例如HLA  A2，这是有用的。然而，优选的方法是用于体液应答的ELISA和用于细胞应答的

ICS或ELISPOT。在优选的实施方案中，从外周血产生CTL。或者，从肿瘤浸润淋巴细胞(TIL)

或从注射部位周围的DTH产生CTL。

[0070] 可以通过在包含10%  FCS  (CSL)的RPMI培养基中切碎的4  mm从皮肤钻取的活组

织，制备DTH浸润淋巴细胞。使用1 μg/ml植物凝集素(Sigma)刺激单细胞悬液，并与经过辐

照的自体PBMC以及10  IU/ml  IL-2  (Cetus)和10  ng/  ml  IL-7  (Peprotech,  Rocky  Hill, 

NJ)共培养。每2-3天补充培养基。

[0071] 对于体液免疫应答概况分析，对来自患者的血清进行从1/100至1/100000的1:4连

续稀释，并且用于使用纯化重组肿瘤抗原(通常在大肠杆菌中制备)的标准ELISA中。可测试

2中至10000+种抗原。将1微克的每种纯化蛋白吸附到微孔板(Nunc)，在4°C过夜。使用PBS清

洗平板并使用2%  FCS/PBS封闭。将患者血清在2%  FCS/PBS中稀释并添加2小时。清洗平板并

添加山羊抗人IgG-AP  (Southern  Biotechnology  Assoc)。清洗平板，并与Attophose底物

(JBL  Bioscientific)温育25分钟，并立即读取(CytoFluor  2350,  Millipore)。读取的是

UV吸光度。
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[0072] 有两种用于细胞应答概况分析的方法。第一种方法包括用于IFNγ的酶联免疫吸

附斑点(“ELISPOT”)测定。在4°C，使用5-15 μg/ml的抗IFNγ单克隆抗体1-DIK  (MABTECH, 

Stockholm,  Sweden)包被聚偏氟乙烯后背的96孔板(Millipore,  Bedford,  MA)过夜。清洗

孔，并使用5%人AB血清(Valeant  Pharm)封闭。每孔添加5×106个PBMCs  (或测试在体外扩

增后进行时，添加5x  105个CTL)和来自每种抗原的肽混合物各2 μM。在37°C，5%  CO2下温育

过夜(18小时)。弃去细胞，并使用包含0.05%  Tween  20的PBS清洗孔。将1 μg/ml生物素化的

抗IFNγ单克隆抗体7-B6-1  (MABTECH)在室温下温育2-4小时，随后再与链霉亲和素缀合的

碱性磷酸酶(MABTECH或Sigma  Aldrich)温育2小时。随后，与来自alk-phos底物试剂盒

(Bio-Rad  Richmond,  CA)的5-溴-4-氯-3-吲哚磷酸酯和硝基蓝四唑反应30分钟。使用解剖

显微镜(SZ  CTV  Olympus  microscope)进行斑点计数。也可以在AIDELISPOT计数器

(Autoimmun  Diagnostika,  Strassberg,  德国)上进行斑点计数。每个斑点是一个细胞，报

告为斑点形成细胞(SFC)/105个PBMC。可使用10 μg/ml  PHA作为阳性对照；没有肽的单独细

胞可充当阴性对照。

[0073] 第二种方法包括用于IFNγ和TNFα的细胞内细胞因子染色。对于每种所研究的表

位或抗原，将5×106个PBMCs  (或测试在体外扩增后进行时，5x  105个CTL)与肽一起(终浓度

10-5至10-9  M)平铺到96孔板的100 μl  PBS  1%  FCS中。在IL-2  (150  U/Ml)、50 μM β巯基乙

醇和布雷菲德菌素A  (1 μg/  ml)  或Golgi  Plug  (BD  Biosciences,  San  Diego,  CA)(后

两种组分用于增加IFNγ或TNFα在应答性细胞中的累积)的存在下温育6小时后，将细胞沉

淀，在200  ml  PBS  1%  FCS中清洗，并且随后在4°C使用对于表面抗原的染料(CD4异硫氰酸

荧光素和CD8别藻蓝蛋白0.25 μg/ml  (Pharmingen,  Becton  Dickinson))标记30分钟(在

冰上30分钟)。清洗后，使用Cytofix/Cytoperm将细胞在冰上透化20分钟，并且随后使用藻

红蛋白缀合的抗IFNγ  (0 .4 μg/ml)或抗TNFα  (0 .8 μg/ml)抗体(Pharmingen ,  Becton 

Dickinson)染色。随后，清洗细胞，固定并悬浮在PBS  1%  FCS中，并且在FACScan流式细胞仪

上测试，并使用Cell  Quest软件分析。或者，可使用FACS  Canto  (Becton  Dickinson)。可测

试其他细胞因子，包括但不限于IL-12和IL-4，以测量TH1或TH2亚群。给出T细胞的较宽测定

的细胞因子组可以测量IL-12、IFN  g、IL-4、IL-10和IL-17。滤泡T辅助细胞可作为CD4+ , 

CXCR5+,  ICOS+细胞测量。B细胞可作为  CD19+和B220+细胞测量。T细胞中的IL-21应当与B细

胞活化和抗体的亲和力成熟相关，因此，这也可以用于本研究。作为分析IFNγ、IL-4  (BD 

Biosciences)  IL-12、IL-10、IL-17  (R&D  Systems)和IL-21抗体(R&D  systems)概况的备

选方案，也可使用ELISPOT。ICS实际上分析出对不同抗原或表位做出应答的CD8或CD4  T细

胞的%概况。也可分析其他细胞亚群，包括Treg。可以使用细胞色素标记的CD25单克隆抗体

作为大多数Treg的表面标记。或者，使用来自BD  Biosciences的细胞色素标记的人FoxP3单

克隆抗体克隆259D/C7，对预透化后的细胞进行染色以测量Treg细胞%及其状态。还可测定

IL-10。

[0074] NetMHCpan是用于与HLA-A和-B结合的肽的定量预测的生物信息学方法(Nielsen 

M  2007)。还开发出共有表位预测方法(Mouaftsi  M  2006)。这些方法可用于分选对于抗原

的所有的潜在的MHC  I表型，并排序前1%的肽，并由此预测表位。随后，可将这些预测的表位

合成为9-10聚体的肽并测试(例如，对于患者的PBMC，或在转基因小鼠中对于目标的HLA类

型)。
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[0075] 具有特异性MHC  (例如HLA  A  A2)的四聚体与8聚体的肽表位一起合成(在I型MHC

的情况下)，且在II型MHC的情况下，与15聚体肽表位一起合成。在室温下使用1/200稀释的

四聚体将培养的细胞染色20分钟；随后，添加抗CD8抗体并进一步染色30分钟。随后，清洗细

胞并在FACS  Calibur  (BD  Biosciences)。

[0076] 治疗后，通过测定耐受性和对亚优势抗原或表位的体液或细胞免疫应答而重新分

析所述患者概况，以确定治疗是否成功地使免疫应答重新平衡。

[0077] C.重新平衡免疫应答

在本发明的一个实施方案中，可通过对亚优势抗原或亚优势表位先体外后体内培养来

自患者的T细胞，随后将这些T细胞输注或施用到所述患者中，而重新平衡免疫应答。针对亚

优势抗原或表位的T细胞可在组织培养物中先体外后体内生长(脱离患者的免疫调节环

境)。在培养足够的细胞以淹没此前的优势细胞后，将细胞重新输注到患者体内以改变细胞

平衡并治疗性地转变优势等级。在进一步的优选实施方案中，作为治疗从头引入的该数量

的T细胞的这个数量大于应答所述抗原、传染物、肿瘤或器官的T细胞的5%。可通过使用减少

内源T细胞数量的调节剂对所述患者进行预治疗(即，化疗)而进一步改变这个比例以有利

于输注的细胞。

[0078] 本发明包括优化针对组织培养中的亚优势抗原的T细胞的生长的方法。在一个实

施方案中，所述细胞在不存在优势抗原的情况下生长。这通过选择未曾暴露于优势抗原的

专业抗原呈递细胞和将抗原修饰以消除优势表位或限制抗原加工能力的其他组分而完成。

[0079] 由于治疗方法需要富集对于亚优势抗原/表位且理想地对亚优势抗原/表位完全

反应性的T细胞，所以用于此类T细胞的生长的有效方法是重要的。针对优势表位和抗原的

其他T细胞的生长增加了在培养物中产生足够的特异性细胞以改变此比例所需的时间。此

外，生长出的对于优势表位的细胞妨碍在重新输注后正确比例的实现。因此，已开发出特异

性地限制优势抗原或表位的引入的T细胞培养方法。例如，尽管该方法已广泛应用于所有肿

瘤，但它对于EBV恶性肿瘤具有明显的优势，因为它不使用EBV转化的B细胞(其表达EBV优势

抗原/表位)。在施用其中显著%的CTL是应答亚优势抗原/表位的细胞时，其也更为可靠。

[0080] 在体外，从来自患者的外周血单核细胞(PBMCs)产生单核细胞衍生的树突细胞。在

优选的实施方案中，将PBMC在组织培养烧瓶中铺板2小时以允许单核细胞粘附。在可选的实

施方案中，可使用CD14+磁珠从PBMC分离树突细胞(Miltenyi  Biotec,  Auburn,  CA)。此时，

除去未粘附的细胞，并在-80°C冷冻以供后续作为T细胞的来源使用。使用白介素-4  (IL-4)

和粒细胞-巨噬细胞集落刺激因子(GM-CSF)处理粘附的单核细胞，导致在约1周内分化成不

成熟的树突细胞。随后使用肿瘤坏死因子(TNF)或巨噬细胞条件培养基处理2天，使iDC进一

步分化成为成熟的树突细胞。随后，使用包含亚优势抗原的肽或质粒对这些细胞进行脉冲

处理2小时，并且，随后将  PBMC解冻并添加到脉冲处理的树突细胞。数小时后，将细胞汇集

并重新悬浮在包含IL-2或IL-15  (优选IL-15)的培养基中，以在体外产生已识别所述抗原

的T细胞的扩增。对于某些方案，添加IL-7和IL-15以提高T细胞存活。对于其他方案，调整培

养条件以优化T细胞的某些亚群的生长。例如，可添加IL-12以极化成TH1细胞。或者，可添加

IL-4极化成TH2。在某些方案中，可添加  IL-6以阻止Treg的生长。在可用于自体免疫或器官

移植应用中的又一个变化中，可添加低水平的IL-2+雷帕霉素以加速Treg的生长。更详细的

方案列出在多个实施例中，并且实施例3、图3中描述了使用将细胞极化成某些T细胞亚群的
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方案产生的细胞的体内比较。如果T细胞生长在组织培养烧瓶中，则必须在第14日和21日更

换培养基。然而，在优选实施方案中，可使用生物反应器以减少这种需求，例如，气体通透性

生物反应器，例如Grex  (Wilson  Wolf)或Hyperstack  (Corning)。通常，与使用传统方法的

12-24周相比，可在2-6周内产生向患者施用的足够的细胞。

[0081] 在本发明的另一个实施方案中，本发明人已开发了用于过继转移针对其优势表位

已经被删除的抗原的T细胞，并且证实产生更多的针对亚优势表位的T细胞。可使用此类蛋

白或相应的DNA疫苗以产生对亚优势表位具有广泛免疫应答的T细胞。这种方法应广泛地适

用于多种类型的疾病以实现对亚优势表位的免疫反应的平衡，包括但不限于EBV、癌症、HIV

或肝炎。在另一个实施方案中，使用抗原或编码它的质粒/重组疫苗对患者进行免疫接种以

诱导对亚优势抗原的新的广泛免疫反应。在另一个实施方案中，可以在使用亚优势抗原的

免疫接种后施用亚优势反应性T细胞以强化所述应答。在又一个实施方案中，可治疗性或预

防性地使用所述方法，其中可以确定患者的免疫概况以测量患病的风险，并且随后可以使

用本文公开的任何方法以适当的亚优势抗原对所述患者进行初免(prime)。

[0082] 在可选的实施方案中，生长的T细胞诱导耐受性以预防或治疗自体免疫疾病、变态

反应、炎症、器官移植排斥或移植物抗宿主病。取决于期望的T细胞的类型，可调整培养条件

以优先生长或富集相关亚群，包括但不限于CD8、CD4、TH1、TH2或Treg。例如，T细胞可在存在

或不存在某些生长因子、细胞因子、药物、小分子或其他免疫细胞的情况下生长。在优选的

实施方案中，在存在经刺激的专业抗原呈递细胞(例如，单核细胞衍生的树突细胞、巨噬细

胞或EBV永生化B细胞)的情况下，从组织培养物中的外周血单核细胞(PBMC)产生亚优势抗

原反应性T细胞。

[0083] 在另一个实施方案中，使用各种技术以调整抗原加工，从而有利于亚优势表位。在

本发明的一个实施方案中，这通过修饰抗原以消除优势表位、抑制抗原加工的区域，或限制

同时呈递至抗原呈递细胞的优势或亚优势表位的数量而实现。这些修饰提高了识别的亚优

势表位的应答和多样性(实施例1，图5)。在可选的实施方案中，可使用病毒载体，例如腺病

毒或牛痘苗，将修饰的LMP1、LMP2和EBNA-1序列递送至APC。在其他抗原(LMP1和EBNA-1)的

情况下，消除导致不良抗原加工的蛋白区域极大地增强了对这些抗原上的亚优势表位的免

疫应答(实施例1，图6)。可使用肽、蛋白、质粒或病毒载体，例如腺病毒或牛痘苗，将修饰的

LMP1、LMP2和EBNA-1序列递送至APC。

[0084] 在可选的实施方案中，可在CTL产生期间向APC和抗原添加蛋白酶体拮抗剂以增加

识别的亚优势表位的数量并且增强对亚优势抗原的应答(实施例2，图7)。有具有不同机制

的很多可得的蛋白酶体拮抗剂(例如，硼替佐米、氯碘羟喹、乳胞素、环氧霉素

(epoxomycin)、MG-132、MLN9708、卡非佐米  (carfilzomib,  PR-171)。

[0085] 在可选的实施方案中，可施用与抗体在复合物中的抗原，所述抗体对于针对亚优

势决定簇的应答具有不同的同种型。与抗原一起注射的抗体结合期望的T细胞表位侧翼的

决定簇以靶向专业抗原呈递细胞，并引导对侧翼表位的抗原加工。

[0086] 在本发明的另一个实施方案中，使用包含亚优势表位或抗原的质粒产生所施用T

细胞，或者将包含亚优势表位或抗原的质粒直接通过各种施用途径与IFNγ、IL-21或其他

细胞因子组合而直接施用，或在经脉冲处理的树突细胞上直接施用，以诱导对亚优势抗原

的应答。抗原在T细胞刺激之前诱导IFNγ或其他细胞因子，以增强对亚优势表位的T细胞反
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应性，并改变免疫优势等级。

[0087] 在另一个实施方案中，调整施用途径以改变免疫优势等级。牛痘苗应答的施用途

径决定了优势决定簇的程度。已发现，在腹膜内施用时，优势决定簇仅占应答的四分之一，

相比之下，在皮内施用的情况下，优势决定簇占应答的一半(Tscharke  DC等人，2006 , 

Tscharke  DC等人，2005)。如实施例3、图11中所示，与IP或IV途径相比，通过IM途径施用抗

原产生了对亚优势表位的更强的应答和更广的应答。因此，调整施用途径是本发明人主张

的用于调节免疫优势等级的另一个体内机制。在优选的实施方案中，通过皮内施用递送培

养的T细胞。通过靶向不同的APC  (例如，巨噬细胞、树突细胞)，施用途径改变了优势等级

(实施例3，图12)。

[0088] 在优选的实施方案中，所述抗原是病毒抗原，特别是其上带有亚优势表位的潜伏

病毒抗原或慢性病毒抗原。例如，所述病毒抗原来自选自包含以下的组的病毒：EBV、HSV、

VZV、乙型肝炎和丙型肝炎、HIV和HTLV。病毒抗原是，例如EBV  LMP1、LMP2、EBNA-1、HPV  E6或

HPV  E7。例如，所述病毒抗原与EBV、HSV、VZV、乙型肝炎和丙型肝炎、HIV，和HTLV、CMV、RSV或

流感相关。在另一个实施方案中，所述抗原是在其他慢性和潜伏传染物(例如与细菌、真菌、

寄生虫或朊病毒相关的试剂)上的抗原。在又一个实施方案中，所述抗原是肿瘤抗原，包括

但不限于：肿瘤相关抗原、肿瘤特异性抗原、与癌干细胞或转移相关的抗原。在其他实施方

案中，所述抗原与自体免疫性、变态反应、炎症或器官抑制排斥或移植物抗宿主病相关。

[0089] 在一个实施方案中，通过鉴定患者样品中的优势抗原或表位和亚优势抗原或表

位，培养能够识别所述亚优势抗原或表位的T细胞，并使用有效量的所述T细胞治疗患者，而

改变所述患者的免疫优势等级。

[0090] 在一个实施方案中，通过鉴定患者样品中的至少一种亚优势抗原或表位，培养能

够识别所述亚优势抗原或表位的T细胞，和使用有效数量的那些T细胞治疗所述患者来改变

患者的免疫优势等级，从而提供治疗益处。

[0091] 在另一个实施方案中，所述T细胞是反应性T细胞，并且使用有效量的所述T细胞治

疗患者以改变所述患者的免疫优势等级，由此诱导所述患者中的细胞毒性免疫应答以用于

治疗或预防感染或癌症。所述感染是，例如，细菌性、病毒性、寄生虫或朊病毒感染。

[0092] 在任意的本发明的方法中，疾病、感染、癌症或医疗状况的治疗或预防包括缓解或

改善所述疾病、感染、癌症或医疗状态的至少一种症状。

[0093] D.  治疗方法

1.  癌症

优势和亚优势抗原的免疫概况分析的临床使用的工作流程

步骤1：肿瘤活检(免疫组织化学)或血液(IHC、FACS或ELISA)抗原1、2、3、4、5、6、7、8、10

结果：抗原1、2和6在肿瘤上，组中的其他则不在肿瘤上

步骤2：免疫应答概况分析

体液概况分析

对血清的ELISA

细胞概况分析

对由每种抗原刺激的PBMC进行ELISPOT或ICS  (至少对于IFNg，还有IL-10、IL-4和IL-

12、IL-21以测定T细胞亚群)
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结果：抗原1：强应答(优势)；抗原2和6：无/中度应答(亚优势)

步骤3：在体外培养对亚优势抗原的T细胞(CD8和CD4)

结果：T细胞对抗原2和6应答

步骤4  (一旦治疗充分确定，则为任选的)：使用细胞免疫概况分析(ELISPOT或ICS)确

定  >5%的生长的T细胞对亚优势抗原应答

结果：25%的T细胞对抗原2和6应答

在继续进行步骤5之前，提供至少5%的对亚优势抗原应答的T细胞

步骤5：在进行或不进行预先调节(例如，环磷酰胺)的情况下，将细胞IV输注到患者中

步骤6  (一旦治疗充分确定，则成为任选的)：在输注后2-3周从血液分离PBMC并分析免

疫应答概况

结果：细胞概况分析：抗原1：无/中度应答；抗原2&：对至少一个抗原的强应答(优势)

步骤7：评估临床应答

RECIST  (CR,  PR)；存活或无进展存活

结果：改进的应答率和存活

在实施例4中，使用这个系统性方法治疗黑色素瘤。在实施例5中，将该方法应用于用多

质粒LMP2治疗淋巴瘤。实际上，T细胞治疗改变了淋巴瘤的天然过程，从复发-缓解的过程改

变为持久缓解的过程。这种抗原以及删除的LMP1和EBNA-1也可以用于治疗包括EBV抗原的

其他肿瘤，包括鼻咽癌、伯基特淋巴瘤、CLL、霍奇金病和除此之外的一些胃癌等。在实施例3

中，使用类似的方法治疗肝细胞癌。这些实施例通过引用并入本发明，并且证实了免疫应答

向亚优势抗原的重新平衡可广泛地应用于所有的癌症形式。

[0094] 2.一般使用肿瘤上的大量亚优势抗原以产生泛（pan）肿瘤类型的治疗

在另一个实施方案中，本发明人提出，如果能够鉴定对于具体类型的肿瘤的足够的亚

优势抗原，则可以使用对于多种亚优势抗原的T细胞治疗该类型的肿瘤，而无需对患者进行

测试。类似地，靶向相同肿瘤上的多种抗原将降低抗性，例如组合化疗。例如，开发靶向亚优

势抗原EBV  LMP2  (其在40%的淋巴瘤上)和存活(其在50%的淋巴瘤上)的单一T细胞系的能

力将允许使用对这两种抗原特异性的T细胞系靶向约80%的淋巴瘤。实施例5中证实了泛淋

巴瘤产品的临床测试。经过3年，使用泛淋巴瘤产品治疗的患者的无进展存活，与治疗前测

试抗原的产品相当。这可以是因为，与组合化疗类似，CTL对在相同肿瘤上的多种抗原的应

答可减少逃脱的可能性。使用单一T细胞产物治疗所有淋巴瘤的能力(不是必须仅治疗对单

个抗原阳性的亚群)是新的产品构思。在本发明的另一个实施方案中，本发明人还主张用于

实际上任何癌症的泛癌症产品。

[0095] 3.  慢性感染

肝炎和肝细胞癌

在慢性肝炎患者中，不产生HBs抗体而产生HBc抗体  (Ganem  D等人，2004)。在急性肝炎

患者中，产生对两种抗原的抗体。>90%的新生儿和30%的1-5岁的儿童发展出慢性形式，而>

90%的成人此时剧烈地清除所述病毒。95%的肝细胞癌与乙肝病毒的慢性感染相关。HBsAg通

常在HCC的细胞表面。基于这些观察结果，本发明人选择研究HBs在肝炎和肝细胞癌患者中

是否是亚优势的，以及T细胞的生长是否能够产生针对HBs抗原的CTL，其能够重新平衡对于

亚优势抗原的免疫应答，并且可以是治疗性的。
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[0096] 基于这个发现，本发明人施用针对HBs  Ag培养的CTL，以治疗肝炎动物模型中的慢

性肝炎，并且最终治疗与HBV相关的HCC患者中的慢性肝炎。在动物模型中，施用并测试了

HBVtgRAG细胞。在接受对照细胞的动物中，慢性肝炎发展。此外，当动物发展肝炎并且接受

针对亚优势抗原的CTL时，动物发展出急性肝炎但清除了肝炎病毒(实施例3、图9-11)。

[0097] 基于所述振奋人心的动物数据，使用T细胞重新平衡疗法治疗肝炎患者。

[0098] 优势和亚优势抗原的免疫概况分析的临床使用的工作流程

步骤1：肝炎表面抗原和肝炎核心抗原的免疫应答概况分析

体液分析               细胞分析

对血清的ELISA          对由抗原刺激的PBMC进行ELISPOT 或ICS  (至少对于IFNγ，

还有IL-10、IL-4和IL-12、IL-21以测定T细胞亚群)

结果：Hbc强应答(优势)； Hbs 无/中度应答(亚优势)

步骤2：在体外培养针对亚优势抗原的T细胞(CD8和CD4)

结果：T细胞对HBs抗原应答

步骤3  (一旦治疗充分确定，则为任选的)：使用细胞免疫概况分析(ELISPOT或ICS)确

定  >5%的生长的T细胞对亚优势抗原应答

结果：25%的T细胞对HBs抗原应答

在继续进行步骤4之前，提供至少5%的对亚优势抗原应答的T细胞

步骤4：在进行或不进行预先调节(例如，环磷酰胺)的情况下，将细胞IV输注到患者中

步骤5  (一旦治疗充分确定，则成为任选的)：在输注后2-3周从血液分离PBMC并分析免

疫应答概况

结果：细胞分析：HBc 无/中度应答；HBs 强应答(优势)

步骤6：评估临床应答

结果：感染的清除

对具有HBV和HCC的5名患者进行免疫概况分析。如所预期的，ELISA证实对高滴度的针

对乙型肝炎核心抗原(HBc  Ag)的抗体，但没有针对乙型肝炎表面抗原(HBs  Ag)的抗体(实

施例3，图17)。然而，在将PBMC诱导成树突细胞，使用乙型肝炎核心抗原(HBc  Ag)和乙型肝

炎表面抗原(HBs  Ag)进行脉冲处理，并用于从来自相同患者的PBMC生长CTL时，观察到预想

不到的结果。通过产生IFN的T细胞在ELISPOT上的频率，观察到等级如下：无抗原(10  sfc)<

HBsAg(15  sfc)<HBcAg(45  sfc)  (实施例3，图14)。这表明，相对于肝炎核心抗原，乙型肝炎

表面抗原的确是亚优势的。此外，通过ELISPOT  (实施例3、图14)且通过ICS  (实施例3、图

15)，显示HBs的一个表位(FLL)是优势的。将包含这个表位的肽从用于培养来自患者细胞的

肽混合物中排除。

[0099] 在HCC患者中，接受针对亚优势HBs  (实施例3，图16)的T细胞的3/5个患者清除了

HBs抗原，并且证实在肝功能测试中丙氨酸转氨酶  (ALT)瞬时提高之后，对HCC的CR  (实施

例3，图17和19)。当测试在施用后2周来自这些患者的PBMC时，优势应答针对  HBs而不是针

对HBc，并且针对此前HBs的亚优势表位(实施例3，图18)表明患者已经重新平衡了他们的免

疫优势等级。作为治疗和免疫优势等级转化的结果，提供了治疗益处(实施例3，图17和19)。

[0100] 因此，针对亚优势抗原的T细胞过继免疫治疗可以用于根除慢性病毒并治疗其上

存在慢性病毒的癌症。此外，指导针对亚优势抗原和表位的T细胞的产生的免疫分析为多种
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疾病开拓了新的治疗道路。

[0101] 实际上，可以治疗任何病毒、细菌、真菌、朊病毒、寄生虫或其他传染病，包括但不

限于丙型肝炎病毒和HIV病毒。使用重新平衡，还可以治疗其他慢性传染病。例如，结核分枝

杆菌是很多患者中的慢性感染，但只有在免疫系统受到压制时恢复活动。在其潜伏状态中，

其包含在肉芽肿中，通常在肺中。最近，分枝杆菌吞噬体的蛋白质组研究表明，MTB抑制树突

细胞中抗原呈递的程度大于巨噬细胞(Li等人，2011)。为此，本发明人提出重新平衡免疫系

统以应答亚优势表位是用于实际上任何癌症或传染病的广泛治疗方法。

[0102] 4. 自体免疫性

流行病学研究证实，患者发生多发性硬化的风险与EBV抗体滴度相关。通过在其感染

EBV之前跟踪几十万个体，并且在初始感染后对其数年随访，Ascherio等人得以研究发生MS

的305名患者。他们的风险在EBV感染后剧烈提高(Ascherio  A等人，2010)。在与同样是EBV

携带者的健康个体相比时，相对于其他EBV抗原，MS患者中针对EBNA-1  400-641应答的记忆

CTL增加(Lunemann  JD等人，2006)。看起来，EBNA-1特异性Th1细胞能够通过自体抗原的交

叉识别或旁观者机制维持自体免疫性。此外，转基因小鼠研究表明，表达LMP2a的B细胞绕过

正常耐受性检查点，并强化自体免疫疾病的发展(Swanson-Mungerson  M  2007)。因此，尽管

本发明人已经研究了对EBV亚优势表位反应性的T细胞作为对EBV和EBV相关癌症的治疗，但

对EBV亚优势表位反应性的T细胞也可用于恢复自体免疫性中的平衡。通过培养并引入针对

EBV潜伏抗原(EBNA-1、LMP1和LMP2)应答的T细胞，本发明人提出，可以重新平衡免疫应答，

在具有EBV相关性的自体免疫疾病中重新引入耐受性。对于与其他病毒相关的其他自体免

疫疾病也是如此。例如，小核糖核酸病毒，例如库克萨基病毒B3导致心肌炎/扩张型心肌病、

I型糖尿病、脑炎，肌炎，睾丸炎，肝炎。

[0103] 在又一个实施方案中，可以产生针对与器官相关的抗原的T细胞，在所述器官中发

生了器官特异性自身免疫。由于免疫优势现象涉及所有在任一时刻加工的抗原的表位，因

此知晓在那一时刻驱动自身免疫的准确的自身抗原并不是完全必需的需求。例如，产生针

对胶原的反应性亚优势表位的T细胞并将其引入至类风湿关节炎患者的发炎关节中，正在

进行的免疫应答将重新平衡并且将恢复耐受。相反且意料不到的是认为引入有活性的T细

胞至炎性部位将是有利的，但根据我们的操作模型，在该部位上免疫应答的重新平衡将对

异常的免疫应答恢复适合的控制。自身免疫疾病的治疗是本发明的另一个实施方案。

[0104] 5.Treg体外扩增

免疫调节原则之一是Tregs与T细胞的其他亚群的平衡。本发明的另一个实施方案是使

先体外后体内T细胞生长向Treg细胞极化。在这种情况下，代替靶向亚优势表位，产生对优

势表位的Treg作为另一种重新平衡免疫应答的方式。在一个实施方案中，将这样产生的

Treg  T细胞用作单独的治疗产品。在另一个实施方案中，将Treg亚群与来自对亚优势表位

或亚优势抗原生长的其他亚群的T细胞组合使用。尽管已经使用FACS分选随后用抗CD23和

抗CD28包被的珠扩增将Tregs以非抗原特异性方式扩增(Putnam等  2009)，但到目前为止还

未有人将Tregs以抗原特异性方式扩增用于过继免疫治疗。本文描述了用于建立特异性对

于不同抗原，尤其是在自身免疫疾病、移植物抗宿主病或移植排斥中观察到的免疫应答中

优势的那些抗原的Tregs的方法。

[0105] 通过FACS分选(BD  FACS  Aria  II高速细胞分选仪)使用无菌技术在GMP清洁房间
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内用CD4-PerCP(  SK3)、CD127-PE  (hIL-7R-M21)、CD25  APC  (2A3)、CD45RA-PE.Cy7  (L48)

和CD45RO-PE.Cy5  (UCHLI)从自身免疫或移植患者的PBMC中分离Tregs。分选CD4+CD127  lo/-

CD25+和CD4+CD127  lo/-  T细胞并收集于3ml含有10％人热失活混合AB血清(Valley 

Biomedical,  Winchester,  VA)的X-Vivo  15培养基  (Lonza,  Walkersville,  MD)中。（或

者，可以使用包被有相同抗体的磁珠分离Tregs(Miltenyi  Biotec,  Auburn,  CA)）。将这些

细胞以2.5×105  Tregs/孔铺于24孔板(Costar,  Cambridge,  MA)中，每孔含有从PBMC制备

的树突细胞（如上文对T细胞刺激所述），所述PBMC已经用以Treg:APC比为1:5的优势抗原预

先脉冲。18小时孵育后，将细胞在第1－7天在培养中接受雷帕霉素  (100ng/ml;  Wyeth , 

Madison,  NJ)。在第2天，将培养体积加倍并加入300单位/ml  IL-2(Chiron,  Emeryville, 

CA)。将细胞重悬于新鲜培养基中并在第2、5、7、9和12天加入IL-2。在第9天用肽脉冲的树突

细胞再刺激细胞。或者，抗CD23/抗CD28包被的微珠(Invitrogen,  Carlsbad,  CA)可以用于

该第二次刺激。此外，气体渗透生物反应器（诸如Grex）可以用于进行该细胞生长，并在封闭

系统内有更少操作，并且改善生长的动力学。在另一种变化中，将IL-10与包被的珠在刺激

时一同加入以驱动Treg向Treg1（其分泌高水平的IL-10并调节TH1和Th2应答）的进一步分

化。

[0106] 自身免疫中优势和亚优势抗原的免疫概况分析的临床使用的工作流程

步骤1：免疫应答概况分析

体液概况                 细胞概况

ELISA或血清              在用每一种抗原刺激的PBMCs上的ELISPOT或ICS  (至少对

于IFNγ，还有IL-10、IL-4I和L-12、IL-21以测定T细胞亚群)

结果：抗原1强应答（优势）； 抗原2无/中度应答（亚优势）

步骤2：体外生长针对亚优势抗原的T细胞（CD8和CD4）；体外生长针对优势抗原的Treg

结果：T细胞对亚优势抗原应答；Treg对优势抗原应答

步骤3（一旦良好建立了治疗，则任选）：使用细胞免疫概况分析(ELISPOT或ICS)确定>

5%  T细胞对亚优势抗原应答生长，并且Treg对优势抗原生长

结果：25％的T细胞对抗原应答

提供对亚优势抗原的至少5％的T细胞应答和/或对优势抗原的至少5％的Treg细胞应

答，进行步骤4

步骤4：IV将细胞输注入具有或不具有在前调节（例如环磷酰胺）的患者中

步骤5（一旦良好建立了治疗，则可以成为任选）：从输注后2-3周的血液中分离PBMC并

进行免疫应答概况分析

结果：细胞概况抗原1无/中度效应物应答；抗原2和强Treg应答（优势）

步骤6：评估临床应答

在自身免疫中（MS-发作下降，类风湿关节炎-关节肿胀减少，哮喘-发作数目下降，早期

I型糖尿病，胰维持），在移植中－器官排斥率和移植物抗宿主病下降

结果：改善的临床结果

6.  在自身免疫或移植中施用针对优势抗原的Tregs

在又一个实施方案中，针对优势抗原的Treg能够与TH1、TH2或CTL亚群的T细胞（其自身

对亚优势抗原应答）组合。此类组合将更加充分转换应答向亚优势表位的平衡。本发明人已
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经证明关节炎中两种类型的T细胞之间的协同作用（实施例6）。

[0107] 7.  移植

在可选实施方案中，使用上述Treg培养条件从健康供体的PBMC用来自其他健康供体的

树突细胞（或受照射的PBMC）培养Treg。以这种方式，建立了每一种MHC的同种异体反应性

Treg系并储存。如上我们所讨论，用针对20－50种MHC单元型产生的Treg系能够覆盖80％的

MHC。这些系的每一种能够以单次剂量的等分试样冷冻于–80摄氏度。当进行器官或BMT时，

还将5×107细胞/m2的对错配的MHC有反应性的Treg移植入患者中。以这种方式，减缓了同种

异体排斥或移植物抗宿主病。

[0108] 8. 自动免疫概况分析测定和封闭系统细胞培养设备

气体渗透膜设备是培养技术的优选实施方案。由于膜是气体可渗透的，因此培养规模

由培养细胞所需的膜的表面积和培养基的体积所决定。这些气体渗透设备的实例包括

Hyperstack  (Corning)或Grex  (Wilson  Wolf)。这类生物反应器的有用特色之一是细胞培

养过程是线性比例可变的。作为我们的方法标准化的部分，我们已经设计了在生产套件中

使用的可滑入标准CO2培养箱内的生物反应器版本。在独立的实施方案中，我们已经设计了

适合于标准组套的用于在自动生产设施中温暖房间的生物反应器。旨在自动化的该生物反

应器制成两种大小：一种用于对单个患者的自体细胞生长，而第二种更大的版本用于同种

异体T细胞系的商品化生产。在改进的方法中，将细胞培养设备为了自动化而修饰成矩形形

状，以滑入标准CO2培养箱中的槽内。这是明显的优点，因为气体渗透膜在瓶的底部并如果

它位于架上则会被堵塞。通过使瓶成为架，存在对膜的更好的气流。关键属性是瓶侧面的凸

缘，其允许它们托住生物反应器的重量。在一个实施方案中，生物反应器放置入不锈钢框内

以形成插入架支撑物中的板。在另一个实施方案中，将它们塑成塑料部分。在实施方案之一

中，它们具有完整架的底座。在另一个实施方案中，它们包含架的½、¼或1/3或1/5。在优选的

实施方案中，培养箱由New  Brunswick、Forma、ThermoElectron、Nuaire、ESCO制造。在优选

的实施方案中，培养箱可以是空气套或水套的或者是其他设计。在又一个实施方案中，它们

适合于金属框的架内或在温暖房间的平面上。在另一个优选的实施方案中，该平面可移动

并由机器处理。在又一个实施方案中，生物反应器适用于多种商品化处理设备，包括但不限

于在收集细胞前使细胞回到悬浮状态的振荡器。

[0109] 每一生物反应器是封闭系统，其具有接触接口以引入培养基、组分和细胞，并且从

该接口收获细胞用于冷冻和质量控制。在优选的实施方案中，这些接口是使流体和细胞进

出生物反应器的管，所述接口的盖具有达到生物反应器的底部的一体的固体管。在可选实

施方案中，接口是无菌的橡胶片，针或其他探针可以经其插入生物反应器中以手动或使用

自动化机器来注射或移除流体细胞或其他试剂。将该设备用条形码编号以对其追踪，从而

每一患者和每一细胞系将具有其自身指定的生物反应器。当该生物反应器使用后即可将其

丢弃。还将生物反应器大小设计为适合自动化细胞培养中的标准机器人自动化设备，包括

但不限于组套、运输器和摇动搅拌器。图31是此类生物反应器的实例。

[0110] 如同生物反应器，还将商品化多重免疫概况分析测定设计为能够测量抗体的效价

和针对抗原组的T细胞应答。为了此目的，使用ELISPOT测定，这是由于可以应用标准96孔板

形式。在优选的实施方案中，使用AIDELISPOT读数器(Autoimmun  Diagnostika , 

Strassberg ,  Germany)来计数点。或者，使用96孔板来输入细胞至FACS进行ICS测定。在任
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何情况下，每一患者具有它们自身指定的96孔板，其经条形码编号并且所有板均是一次性

的。这些商品化测定和制造方法是本发明的实施方案。

[0111] 实施例

1. 实施例1：EBV潜在感染、淋巴瘤和鼻咽癌

如同由血液中的抗体所测量的，全世界人口的90％已经暴露于EBV（单核细胞增多症中

的致病性病毒）。EBV在B细胞中变为潜伏的并且关闭了大部分它的蛋白，但表达非常低水平

的潜伏抗原LMP1、LMP2及有时表达EBNA-1。这些蛋白是弱免疫原性的，但对于维持病毒甚至

在它的潜伏状态中是必需的。由于它们主要来源于B细胞，因此40％的淋巴瘤对EBV潜伏抗

原测试为阳性。因此，这些抗原可以用作在过继细胞治疗中产生CTL应答的靶标。此外，鼻咽

癌也如同其他肿瘤（例如，-10%的胃癌）一样表达EBV潜伏抗原。尽管CTL已经用于治疗EBV淋

巴瘤，但目前使用转染有EBV作为重复刺激的B细胞的产生方法是耗时（3-6个月）且繁琐的。

此外，以这种方式产生的针对LMP2的CTL产生T细胞批次的仅一半在产生后对LMP2具有可检

测的应答。本发明人相信对此的原因是由于来自EBV蛋白的优势表位存在于EBV转化的产生

CTL的LCL细胞中，其在50％的时间过度生长针对LMP2的细胞。在患有巨大肿瘤的患者中，

52％用通过传统方法产生的CTL治疗的患者具有完全应答。尽管现有技术认为所有CTL无论

存在或缺少对LMP2的应答均是等效的，但本发明人认为这可以是可变的临床应答的一种原

因。此外，本发明的操作模型预测这是真正的原因。因此，增加针对LMP2的CTL产生效率可以

在临床上是重要的。

[0112] 尽管CTL制备的其他方法也包含在本发明内，但使用以下方法来产生以下实验数

据。从患者收集40  ml-100  ml的外周血在Vacutainer管中。将外周血单核细胞(PBMC)通过

在Lymphoprep  (Nycomed ,  Oslo,  Norway)上离心分离，在包含2mM  L谷氨酰胺、100  IU/ml

青霉素、100 μg  链霉素/ml及10%胎牛血清(FCS)  (5×106细胞/ml)的RPMI  1640  (Gibco, 

Grand  Island,  NY)中重悬，并以107细胞/孔接种于6孔板(Costar  Corp,  Cambridge,  MA)

中。在37摄氏度下2小时后，将未粘附的细胞去除并重悬于置于试管内含有10％聚乙二醇

（PEG）的FCS中，在干冰上冷冻并储存于-80冰箱中。将仍在6孔板中的粘附细胞在添加有每

ml  50  ng的GM-CSF和1000  U的IL-4的RPMI  +  10%  FCS中培养。在第2天和第4天用包含上述

相同生长因子的新鲜培养基更换一半培养基。在第6天，用所述培养基将培养基完全更换，

并加入25％体积的巨噬细胞条件培养基以刺激成熟。巨噬细胞条件培养基由粘附于免疫球

蛋白包被的板（由将PBS中的免疫球蛋白铺板并在4摄氏度下孵育过夜制备）上的PBMCs在

RPMI  10%  FCS中37摄氏度下24小时，收集上清液，经0.2  mm孔径膜(Acrodisc ,  Gelman 

Sciences)过滤来制备，并且使用前可以在-20摄氏度下储存至多8周。未粘附的细胞在2天

后收集并用作树突细胞的来源。进行用单克隆抗体对表面标志物包括CD54、CD80、CD83和

CD86的免疫荧光染色以确保树突细胞质量(>50%的细胞+)。

[0113] 将DC刺激细胞在37摄氏度下预先暴露于在添加有3 μg/ml的人β2微球蛋白的无血

清RPMI  1640中的浓度为μg/ml的蛋白(肽为50)中2小时。随后将它们洗涤并以105细胞/  2 

ml孔接种于添加有IL-7  5  ng/ml的RPMI  10%  FCS中。将2  ×106  PBMC加入每一孔中作为应

答细胞，其与刺激细胞比例为20:1。在第14天和第21天将培养物用在添加有20  U/ml的IL-2

的RPMI  10%  FCS中的负荷有自体肽的树突细胞再刺激（如需要，则分至额外的孔中）。

[0114] 用于治疗患者的CTL释放测试包括生存力>70%、7天后对细菌和真菌的阴性培养、
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低于5  EU/ml的内毒素检测、支原体的阴性结果、在51Cr释放测定中以20:1比例的受体淋巴

母细胞的杀死低于20％、低于2%的CD19+  B细胞、低于2％的CD14+单核细胞和HLA特性。

[0115] 将多克隆T细胞群收集并用作5小时铬释放测定的效应物。对于铬释放测定，从CTL

供体的皮肤活组织检查中建立成纤维细胞的单层培养，并且暴露于重组牛痘病毒（2x  106 

细胞/9  cm培养皿）。转染后18小时收集细胞并用51CrO4标记1小时，洗涤三次，并用作5小时

铬释放测定中的靶标。在γ计数器上计数前，将测定的上清液收集入1％甲醛中。

[0116] a实验1：当树突细胞或活化的巨噬细胞代替LCL用作抗原呈递细胞时，对亚优势表

位应答的T细胞的相对频率增加。

[0117] 使用3种不同的抗原呈递细胞作为刺激细胞从10位患者中制备T细胞系：EBV转化

的淋巴母细胞细胞系（LCL）呈递和扩增；树突细胞（DC）呈递及细胞因子扩增；IFNγ 巨噬细

胞(MAC)呈递及细胞因子扩增。所述3种中的每一种在抗原呈递过程中用3种质粒的混合物

刺激，所述3种质粒表达EBNA-1  (具有aa  90-325缺失的EBNA-1)、LMP1  (具有aa  1-43和aa 

260-315缺失的LMP1)和LMP2  (LMP2A在2种质粒中，一种表达aa  1-399并且第二种质粒表达

aa  400-497)的亚优势表位。将使用本发明的方案这样产生的T细胞系随后在51Cr释放测定

中研究。

[0118] 图1A和1B：分别以20:1和10:1的两种不同的效应物：靶标（E/T）（CTL系：HLA匹配成

纤维细胞）比例的51Cr释放，HLA匹配的成纤维细胞用来自所示抗原的肽混合物预先脉冲，使

用不同的指示的APC从代表性患者中扩增CTL以培养CTL系。

[0119] 结论：树突细胞（DC）和巨噬细胞（MAC）比EBV转化的B细胞(LCL)更选择性地刺激针

对亚优势抗原的CTL的生长。

[0120] 图1C:以三种不同的效应物：靶标(E/T)比（CTL:  HLA匹配的成纤维细胞）的51Cr释

放，HLA匹配的成纤维细胞用来自血液采集后直接得自相同患者的PBMC（培养前）的指示的

抗原CTL的肽混合物预先脉冲。

[0121] 结论：患者对于EBV优势抗原具有某些应答，但相比于T细胞培养后具有明显更高

的E/T比。

[0122] 图2：以20:1的效应物：靶标(E/T)比（CTL系：HLA匹配成纤维细胞）的51Cr释放，HLA

匹配的成纤维细胞用代表来自LMP2的特定HLA  A2限定亚优势表位的肽预先脉冲，并且CTLs

使用上述三种不同方法从相同患者中制成。

[0123] 结论：树突细胞和巨噬细胞均比LCL导致针对更大数目的亚优势表位的应答和更

高水平的CTL活性，并且对不同表位的应答强度在树突细胞和巨噬细胞之间不同。

[0124] 图3A和3B：以20:1的效应物：靶标(E/T)比（CTL系：HLA匹配成纤维细胞）的51Cr释

放，HLA匹配的成纤维细胞用来自LMP2的肽预先脉冲：LCL刺激在图3A中，并且DC/MAC刺激在

图3B中。

[0125] 结论：相比于LCL其仅导致50％的来自患者的CTL系具有可检测的LMP2应答，树突

细胞和巨噬细胞导致90％的患者中的CTL细胞具有可检测的LMP2应答。因此，DC/MAC处理更

有效且更可重复地产生针对亚优势抗原和表位的T细胞。

[0126] 图3C：使用巨噬细胞、树突细胞或LCL细胞作为抗原呈递细胞培养的CTL系中为CD4
+、CD8+和CD25+ 的存活CD3+细胞％。将系用针对CD3、CD4、CD8和CD25的抗体染色并通过流式

细胞术分析。
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[0127] 结论：尽管所有方法建立CD8+细胞而非Tregs，但使用树突细胞和巨噬细胞作为

APC似乎相对于用LCLs产生的增加了CD4+细胞的％。

[0128] ELISpot测定:

进行ELISPOT测定以确定针对特定抗原产生的T细胞数目。用15 μg/ml的抗IFNγ 单克

隆抗体1-DIK  (MABTECH,  Stockholm,  Sweden)包被ELISPOT  γ  IFN  96孔聚亚乙烯二氟衬

板(Millipore ,  Bedford ,  MA)。将5×106  PBMCs及每种蛋白各2 μM的肽混合物加入每孔

中，并在37摄氏度5%  CO2 下孵育过夜。丢弃细胞，并将1 μg/ml生物素化的IFNγ  单克隆抗

体7-B6-1  (MABTECH)在室温下孵育2-4小时，随后加入链霉抗生物素缀合的碱性磷酸酶

(MABTECH)再孵育2小时。用来自alk-phos底物试剂盒(Bio-Rad  Richmond ,  CA)的5-溴-4-

氯-3-吲哚磷酸酯和硝基蓝四唑反应30分钟后，根据样品的数目，使用解剖显微镜或

AIDELISPOT读取器(Autoimmun  Diagnostika,  Strassberg,  Germany)对点计数。每一个点

为报道为斑点形成细胞(SFC)/  105  PBMC的细胞。在这些测定中，阳性对照为细胞+  10 μg/

ml  PHA，并且阴性对照为单独的不含肽的细胞

图4：由ELISPOT测量的体外培养的IFN产生细胞(SFC)  /105  T细胞。

[0129] 结论：树突细胞和巨噬细胞相比于LCL更选择性地扩增针对亚优势抗原的T细胞。

[0130] 优化抗原以建立针对亚优势表位的应答。

[0131] 选择LMP2用于优化，这是由于它是相对于EBNA-3的亚优势抗原，并且如使用共同

软件和PBMC测试所鉴定的，所识别的EBV亚优势表位的大部分似乎均在该蛋白质上。为了增

加识别的亚优势表位数目，将LMP2分开至两个或更多个质粒上。以下质粒构建于p穿梭或

pUC19质粒中，并在CMV启动子和人工ATG和多聚A的控制下：

质粒1  LMP2B  (aa  1-497)

质粒2  LMP2A  第一外显子(aa  1-119)

质粒3  LMP2A  第二外显子  (aa  120-497)

质粒4  LMP2A  (aa  120-399)

质粒5  LMP2A  (aa  400-497)

质粒6  LMP2A  (aa  120-440)

质粒7  LMP2A  (aa440-497)

质粒8  LMP2A  (aa  1-399)

质粒9  LMP2A  (aa400-497)

使用标准程序在SCS110细菌菌株(Stratagene,  La  Jolla,  CA)中产生所有质粒，并且

用Endo  free  Plasmid  Maxi试剂盒(Qiagen,  Hilden,  Germany)纯化。在成熟后使用Amaxa 

DC  Nucleofection  Kit  (Amaxa ,  Koeln,  Germany)用2-20 μg质粒DNA/106细胞转染抗原

呈递细胞24小时。

[0132] 在LMP2上的T细胞免疫亚优势表位包括但不限于：

LLW  329-337  LLWTLVVLL  HLA  A  2.01

CLG  426-434  CLGGLLTMV  HLA  A  2.01

IED  200-208  IEDPPFNSL  HLA  B  40.01

SSC  340-350  SSCSSCPLSKI  HLA  A11.01

TYG  419-427  TYGPVFMCL  HLA  A24.02

说　明　书 18/25 页

20

CN 111529697 A

20



LLS  447-455  LLSAWILTA  HLA  A2

LTA  453  461  LTAGFLIFL  HLA  A2

FLY  356-364  FLYALALL  HLA  A2

合成这些表位的肽并用于在51C释放测定中测试CTL对从PMBC供体的皮肤分离的表达

HLA-A2的成纤维细胞的应答。

[0133] 图5：以20:1的效应物：靶标(E/T)比（CTL系：HLA匹配成纤维细胞）的51Cr释放，HLA

匹配的成纤维细胞用来自LMP2的肽预先脉冲：CTL系用分至1、2、3或4个质粒上的LMP2建立

（1P:  497  aa  LMP2B;  2P:  第1质粒上的LMP2A  第一外显子(119  aa) ,  LMP2A  第二外显子

(378  aa);  3P:  在第1质粒上的LMP2A  第一外显子(119  aa) ,  在第2质粒上的LMP2A  (120-

399  aa)和在第3质粒上的LMP2A  (400-497  aa);  4P:  在第1质粒上的LMP2A第一外显子

(119  aa) ,  在第2质粒上的LMP2A  (120-399  aa)，在第3质粒上的LMP2A  (400-440  aa)，在

第4质粒上的LMP2A  (440-497  aa);  2P  2:  质粒1  (aa  120-440) ,  质粒2  (aa  440-497)）。

[0134] 结论：将LMP2分至至少两个质粒上（一个含有aa  400-497，另一个含有399之前的

残基）导致针对更大数目的亚优势表位的更强应答。

[0135] 从EBNA-1序列中删除对应于Gly  Ala重复结构域的EBNA-1氨基酸90-325，并插入p

穿梭质粒中在CMV启动子的控制下。选择该序列删除是由于证明它抑制肽加工。将以下HLA-

A2限制肽用于评估应答：VLK  574-582  HLA  A2。

[0136] 此外，制备删除aa  1-43（以避免它的聚集/保护影响蛋白酶体加工）和删除260-

315（5个拷贝的11个氨基酸串联重复）的LMP1序列。将这些序列构建在p穿梭质粒中在CMV启

动子控制下，并与野生型LMP1比较。为了评估应答的广度，制备并测试以下LMP1的HLA-A2限

制表位：

YLL  125-133  YLLEMLWRL  HLA  A2

YLQ  159-167  YLQQNWWTL  HLA  A2

TLL  166-174  TLLVDLLWLL  HLA  A2

LLV  167-175  LLVDLLWLL  HLA  A2

LLL  92-100  LLLIALWNL  HLA  A2

RLG  132-140  RLGATIWQL  HLA  A2

图6A和6B：以20:1的效应物：靶标(E/T)比（CTL系：HLA匹配的成纤维细胞）的51Cr释放，

HLA匹配的成纤维细胞用来自EBNA-1或LMP1的肽预先脉冲：比较用EBNA-1野生型与EBNA-1

删除所建立的CTL系，以及比较用LMP1野生型与LMP1删除所建立的CTL系。

[0137] 结论：删除蛋白的避免抗原加工的某些区域导致针对更大数目的亚优势表位的更

强应答。

[0138] b.实施例2

在以下实验中，将T细胞如上文实施例1中所概述的相同方式培养，并且设计不同变化

以增强抗原加工，以利于T细胞与亚优势表位的产生发生反应。

[0139] 图7：以20:1的效应物：靶标(E/T)比（CTL系：HLA匹配成纤维细胞）的（51Cr释放）Cr

释放，HLA匹配的成纤维细胞用代表优势抗原(EBNA-3A)、亚优势抗原(LMP2)和来自LMP2的

特定HLA  A2限制性亚优势表位的肽预先脉冲，并且CTLs使用两种不同方法从相同患者中制

成：一种在抗原呈递过程中加入100nM-300nM的硼替佐米，另一种则不加入。
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[0140] 结论：在CTL抗原呈递过程中加入蛋白酶体拮抗物硼替佐米修饰了抗原加工以产

生针对更广泛数目的亚优势表位的CTL，并且在针对优势表位的应答中适度降低。

[0141] 图8：以20:1的效应物：靶标(E/T)比（CTL系：HLA匹配的成纤维细胞）的（51Cr释放）

Cr释放，HLA匹配的成纤维细胞用代表优势抗原(EBNA-3A)、亚优势抗原(LMP2)和来自LMP2

的特异性HLA  A2限制性亚优势表位的肽预先脉冲，并且CTLs使用两种不同方法从相同患者

中制成：一种在抗原呈递之前12小时和呈递过程中加入10  ng/ml的干扰素γ  (IFNγ)，另

一种则不加入。

[0142] 结论：在CTL抗原呈递过程中加入IFNγ修饰了抗原加工以产生针对更广泛数目的

亚优势表位的CTL，并且在针对优势表位的应答中适度降低。该效应在巨噬细胞中比在树突

细胞中更显著。

[0143] c.实施例3：肝炎和肝细胞癌

近来已开发了慢性肝炎的小鼠模型，其允许研究乙肝中的原发性和继发性免疫应答

(Publicover  J等2011)。该HBVtgRAG小鼠是在C57BL/6背景下HBV复制15代的转基因小鼠

(HBVRpl)（其组成性地允许病毒复制和病毒体的释放）与RAG-1缺失小鼠（使其无法产生T细

胞和B细胞）的杂交小鼠。当从C57BL/6小鼠转移108  脾细胞时，免疫系统重建并且针对肝炎

感染的原发性免疫应答建模。如果施用脾细胞至年幼（3-4周龄）小鼠，则动物（与感染有乙

肝的幼童类似）会发展慢性肝炎。和人一样，它们清除血清中的HBc，但血清中的HBs保留高

水平（图1）。将该慢性肝炎的模型用于以下实验中。

[0144] 使用ALT-L3K试剂盒(Diagnostic  Chemicals  Ltd)在Cobas  Miras  Plus分析仪

(Roche  diagnostics)上测量丙氨酸转氨酶。使用ETI-MAX  2  Plus  (Diasorin)测量HBs 

Ag；使用ETI-AB-AUK-PLUS和ABAU标准组(Diasorin)测量HBs抗体。使用ETI-AB-COREK-PLUS 

(Diasorin)测量HBcAB。测定在ELx800  (Biotek  Instruments)上波长450nm和630nm处读

取。

[0145] 图9：慢性乙肝的HBVtgRAG小鼠模型。

[0146] 使用我们的方案先体外后体内将T细胞培养为HBs，并在原始脾细胞转移后3-4周

通过尾静脉注射。从1×105－1×108细胞进行滴定，在1×106细胞时达到平台。如下文可见，

我们的T细胞重新平衡治疗清除了HBVtgRAG模型中的慢性肝炎。

[0147] 图10：用对HBs  Ag反应性的T细胞处理HBVtgRAG模型导致急性炎症和之前的慢性

感染的清除。

[0148] 当在抗原呈递过程中将IL-4或IL-21用作向培养基中的添加物时，达到平台所需

的T细胞的量分别为5×105和7×104。该细胞数低于在标准IL-15方案中扩增的T细胞多于一

个对数，并且表明在培养过程中向滤泡T辅助细胞和TH2细胞的极化是有利的。另一方面，

IL-12的极化增加达到平台所需的细胞数至1×107，并且用IL-2和雷帕霉素的对Treg的极

化消除了对治疗的应答。

[0149] 在清除HBVtgRAG小鼠中的肝炎中不同的培养条件导致对不同T细胞亚群的极化和

不同数目的T细胞达到平台。

培养条件 达到平台的T细胞数目

IL-15 1×106

IL-15+IL-4 5×105
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IL-15+IL-12 1×107

IL-15+IL-21 7×104

IL-2+雷帕霉素 无应答

[0150] 因此，T细胞对不同T细胞亚群的极化具有重要的治疗作用。

[0151] 为了确定T细胞治疗对针对不同表位的T细胞频率的作用，通过ELISPOT测定针对

不同表位的IFNγ产生表位的％。在移植后第6周，从HBVtgRAG小鼠中收集脾细胞，所述

HBVtgRAG小鼠未用或者用平台水平的针对HBs  Ag生成的T细胞处理。用肝炎核心抗原

(HBc)、肝炎表面抗原  (HBs)或HBs的两种Kb限制肽对脾细胞脉冲：ILS或WWL。

[0152] HBs  Ag  190-197  VWLSVIWM  Kb

HBs  Ag  208-215  ILSPFLPL  Kb

观察到以下结果：

图11：用HBs  T细胞处理将免疫系统重新平衡至新的优势等级。

[0153] 如可见的，使用我们的方案制备的T细胞系产生明显更高的针对HBs的T细胞应答

和略微降低的针对HBc的应答。HBs应答主要通过针对之前的亚优势表位的从新应答所驱动

（WWL）。因此，HBs内的优势等级由T细胞重新平衡治疗所转换，这是由于存在于未处理的动

物中的应答（尽管微弱）是针对优势表位（ILS），其相对于之前优势的HBc抗原转换HBV应答

的总体平衡以利于之前的亚优势HBs抗原。

[0154] 还使用HBVtgRAG小鼠模型以研究体内方法是否还能够将免疫优势等级重新平衡。

在一种方法中，本发明人通过尾静脉注射（IV）、肌内(IM)或腹腔内(IP)注射弗氏佐剂中的

HBs抗原。或者，每只小鼠施用100μg质粒DNA（数据未显示）。

[0155] 图12：在免疫接种过程中用蛋白酶抑制剂的剂量处理时，IM途径施用导致针对亚

优势抗原的更广泛的应答。

[0156] 如可见的，相比于另外两种，通过IM施用产生了4倍更强的应答，并且这与针对亚

优势表位的应答相关。此外，当用蛋白酶体拮抗物硼替佐米处理该小鼠并且抗原经IM施用

时，针对该亚优势表位的应答进一步增强。

[0157] 在第二组实验中，单独以及与不同同种型(IgG1对IgG2a)的两种HBs反应性小鼠抗

体复合进行应答。

[0158] 针对HBs  Ag的单克隆抗体

10-H05小鼠IgG1  HBsAg  (Fitzgerald,  Concord,  MA)

10-H05A小鼠IgG2a  HBsAg  (Fitzgerald,  Concord,  MA)

图13：对HBs  Ag特异性的IgG2a单克隆抗体而非IgG1抗体导致不同的优势等级和通过

IV途径的明显更好的抗原呈递。

[0159] 当将抗原抗体复合物静脉内和IM施用时，IgG2a复合物产生更多的针对亚优势表

位的应答。此外，该方案产生了通过IV施用的与通过IM施用获得的几乎相等的免疫应答水

平，表明IgG2a免疫复合物的IV施用可以能够重新平衡体内免疫优势等级。

[0160] 本发明人假设可能该观察的机制是由于IgG2a结合了优先表达于树突细胞中的高

亲和力FcR，并因此将HBs抗原靶向树突细胞。此外，由于HBs  Ag  a 决定簇第一环(aa  124-

147)是由中和抗体识别的主要表位，并且ILS表位离得较远，因此可能是对于ILS的抗原加

工得到增强。
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[0161] T细胞重新平衡治疗在HBV相关的肝细胞癌中的临床试验

对5位具有HBV和HCC的为HLA-A  *0201的患者进行它们的体液和细胞免疫应答的免疫

概况分析。治疗前的临床实验室测试证明针对乙肝核心抗原(HBc  Ag)而非针对乙肝表面抗

原(HBs  Ag)的高效价抗体（图10）。

[0162] 将PBMC诱导成为树突细胞，用乙肝核心抗原(HBc  Ag)和乙肝表面抗原(HBs  Ag)脉

冲，并用于培养来自PBMC的CTL，其通过ELISPOT测试IFNγ。

[0163] 图14：来自患者3的105  PBMCs中斑点形成细胞的数目

通过在ELISPOT中产生IFNγ的T细胞的频率，观察到等级：无抗原(10  sfc)<HBsAg(15 

sfc)<HBcAg(45  sfc)。这表明乙肝表面抗原相对于乙肝核心抗原是亚优势的。此外，研究了

3种HBs肽  (FLL、GLS和ILS)：

HBs  Ag  20-28  FLLTRILTI  HLA-A*201

HBs  Ag  185-194  GLSPTVWLSV  HLA-A*201

HBs  Ag  208-216  ILSPFLPLL  HLA-A*201

就针对HBs的微弱应答是可检测到的而言，FLL肽似乎稍微是优势的，但由于应答微弱，

因此通过ICS测定来确定优势等级：

胞内细胞因子染色（ICS）

将5×105  CTL重悬并在100 μl的含有肽(10-5-10-9  M终浓度)的1XPBS  1%  FCS中孵育1

小时。随后加入Golgi  Plug  (BD  Biosciences ,  San  Diego,  CA)，将细胞在37摄氏度  5% 

CO2下孵育5小时，沉淀，用200μl  PBS  1%FCS洗涤，并在4摄氏度下对表面抗原(CD4异硫氰酸

荧光素和CD8别藻蓝蛋白(Pharmingen,  Becton  Dickinson)染色30分钟。在固定和透性溶

液中重悬后，将细胞在冰上用1/20稀释的抗人IFNγ藻红蛋白(Pharmingen,  BD)染色30分

钟，洗涤一次，并在PBS  1%  FCS中重悬并在FACS  Canto  (Becton  Dickinson)上分析。

[0164] 图15：针对HBs表位的应答的ICS分析

尽管通过ICS可检测到的应答并不强，但FLL表位的确表现出相对于其他两种表位为优

势的。

[0165] 将5×106  PBMC从每一患者中分离，并将T细胞按照我们的方案使用HBs  15聚体肽

混合物作为刺激抗原进行培养，其中所述肽排除了肽15-30（以消除FLL）。在扩增过程中使

用IL-4  +  IL-15。将1×1010  T细胞获取并冷冻，并取一等分试样用于ELISPOT测定。

[0166] 图16：HBs细胞是大部分向患者施用的T细胞，并且这些细胞对之前亚优势的抗原

应答。

[0167] 如可见的，产生的CTL系几乎仅对之前亚优势的HBs具有反应性，其是主要由之前

的亚优势表位驱动的应答。将CTL经IV输注以5×107-1×108细胞/m2给药，并监测患者。

[0168] 图17：患者具有急性发作并随后清除了肝炎。

[0169] 在发展成急性肝炎后，患者缓解并完全清除了肝炎。在第14天，再次收集PBMC并且

再次确定细胞免疫应答的概况。

[0170] 图18：患者的免疫优势等级已经重新平衡为之前亚优势抗原（HBs）和该抗原上之

前亚优势的表位。

[0171] 通过由我们的方法培养的T细胞已成功地将免疫优势等级重新平衡。除了清除慢

性肝炎之外，患者还具有针对他的肝细胞癌的完全应答。
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[0172] 图19：T细胞完全缓解了患者的肝细胞癌。

[0173] d.施例4：治疗癌症的系统方法

癌症的临床诊断和治疗涉及肿瘤的活组织检查和成像，以确定它的组织的来源、分化

及局部和全身转移的程度。尽管有时进行对癌基因或肿瘤抑制基因中的缺陷的诊断以及确

定对化学治疗剂或生物制剂的敏感性的测定，但通常根据患者的具体癌症和阶段，使他们

用手术、化学治疗和放射治疗的组合进行治疗。类似地，尽管已经使用了不同技术研究了多

种患者中的免疫系统，但这一信息尚无法用于患者的临床处理中。随着他们的细胞治疗以

重新平衡免疫系统的来临，本发明人可以建立免疫概况分析在癌症患者的处理中的用途。

本发明人已经开发了标准化的免疫概况分析方法学，其用于选择在该患者中是亚优势的抗

原并且可以用于体外培养T细胞，所述T细胞能够重新输注入患者中以重新平衡针对肿瘤的

免疫应答。治疗后，对患者进行免疫概况分析以确定是否该治疗成功地将免疫应答重新平

衡。这样的治疗方法是新颖的，并且能导致临床应答和增进存活。同样的方法可用于传染病

和自身免疫和器官移植。

[0174] 第一步是鉴定哪一种与肿瘤相关的抗原存在于患者的肿瘤中。这通常通过对来自

患者肿瘤的活体样本上进行免疫组织化学来完成。检测抗原组将依赖于肿瘤类型。例如，在

黑素瘤中，抗原包括NY-ESO-1、SSX-2、Melan  A、gp100、MAGE  A4、MAGE  A1、酪氨酸酶，并且当

描述了新的肿瘤相关抗原时将被补充。并非所有肿瘤都将表达组内的所有抗原。对于患者

肿瘤中具有的抗原，使用如上所述对体液和细胞免疫应答的系统性概况分析来确定针对不

同抗原的基线免疫概况。使用Elisa来确定血清中针对每一抗原的抗体滴度，并且通过IFN

γ  ICS或ELISPOT测定对抗原相应的T细胞的％。以这种方式，确定基线概况。

[0175] 图20：患者1中对肿瘤抗原组的IFNγ  ICS

在患者1中，患者的肿瘤具有NYESO-1、SSX-2、Melan  A和MAGE  A4。ICS证明对MAGE  A4的

强应答，但对NYESO-1、SSX-2和Melan  A的中度/无应答。因此选择NYESO-、SSX-2和Melan  A

抗原使用以下方案来在体外培养中生长并扩增CTL：

从血液中分离5×106  PBMC。通过将PBMCs铺于组织培养瓶中2小时以允许单核细胞的

粘附，从患者的外周血单核细胞(PBMCs)体外产生单核细胞来源的树突细胞。此时，将未粘

附的细胞去除并冷冻于-80中后期用作T细胞来源。用白细胞介素4（IL-4）和粒细胞-巨噬细

胞菌落刺激因子（GM-CSF）处理粘附的单核细胞导致在约1周内分化为未成熟的树突细胞

(iDCs)。用肿瘤坏死因子（TNF）的后续处理进一步将iDCs分化为成熟的树突细胞。随后将这

些细胞分至3个单独的瓶（或者无论多少希望用于培养T细胞的抗原数量）中，其含有添加有

45%  Click培养基(Irvine  Scientific,  Santa  Ana,  CA)、2mM  Glutamax  1和5%人血清的

RPMI  1640培养基。用包含目标抗原的编码序列（在该患者1中含有NY-ESO-1，1位患者含有

SSX-2，并且第三位含有Melan  A）的3种质粒（或pepmix）之一将每一瓶脉冲。将细胞储存在

37摄氏度下2小时。同时，将PBMC融化并以PBMC对树突细胞比例1:20-1:100加入经脉冲的树

突细胞，并在37摄氏度下孵育18小时。随后合并三瓶细胞并在含有IL-15  (5ng/ml)相同的

培养基中重悬，以产生已识别抗原的T细胞的体外扩增。使用Grex气体渗透生物反应器

(Wilson  Wolf  Manufacturing  Minneapolis,  MN)，从而不需更换培养基并实现指数生长

动力学。通常在3-6周内获得3×108-1.5×1010细胞的足够细胞以向患者施用。

[0176] T细胞在气体渗透生物反应器中生长。
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[0177] T细胞在气体渗透膜上生长为单层以优良的气体交换，并具有足以生长至所需密

度的培养基体积。

[0178] 在体外培养结束时，用相同抗原在ICS测定中测定T细胞：NY-ESO-1、SSX-2、Melan 

A、gp100、MAGE  A4、MAGE  A1、酪氨酸酶。

[0179] 图21：患者1的ICS测定

基于测定，在该情况下确定针对每一亚优势抗原/表位（NY-ESO-1、SSX-2和Melan  A）应

答的细胞的％。对每一亚优势抗原或表位应答细胞总数可以使用该％和培养物中CTLs的数

目来计算。在患者1的情况下，61.4%的细胞对NY-ESO-1应答（图21）。

[0180] 基于这一点，可以将对亚优势抗原应答的CTLs的已知剂量向患者施用。将CTL以5

×106－2×108细胞/m2给药。

[0181] 向患者输注后2-3周，再次收集PBMC，并通过ICS再次确定细胞免疫应答的概况：

图22：患者1－治疗后通过ICS的细胞免疫概况分析

图23：患者1－通过ELISA的体液免疫概况分析（体液免疫应答的倒数效价在下文作

图）。

[0182] 如同从免疫等级测定的细胞和体液概况中可见，免疫优势等级被重新平衡以利于

之前的亚优势抗原。

[0183] 临床发现：

临床上，患者为52岁男性，其被诊断患有IV期转移性黑素瘤。他对组合有IL-2的达卡巴

嗪(DTIC)和Temodar（替莫唑胺(Temolzolomide)）化学治疗剂的组合方案无应答。

[0184] T细胞治疗两年后，患者存活并且已进行完全应答。如胸部CT扫描中可见，在免疫

重新平衡治疗的6个月内肺中的转移完全缓解并且已保持稳定。

[0185] 图24：T细胞治疗前和后的CT扫描

e. 实施例5：淋巴瘤的T细胞治疗

将150位患有复发性侵袭性非霍奇金淋巴瘤的成年患者随机分为3组：A:Rituxan  + 

CHOP;  B:测试肿瘤中的EBV  LMP1和LMP2抗原，随后为EBV  LMP1和LMP2  T细胞重新平衡和C：

泛淋巴瘤：不测定抗原；用对EBV  LMP1、LMP2、存活、MAGE  A3应答生长的T细胞治疗。40％的

淋巴瘤活组织检查对EBV  LMP2测试为阳性，50％的测试对存活为阳性，并且15％的测试对

MAGE  A3为阳性。使用Care  R-CHOP方案的标准，并以5×107-2×108  T细胞/m2给药。

[0186] 图25：无疾病进展的存活

如可见的，对肿瘤应答的T细胞提供了优于目前的护理标准的应答率。尽管在第1年中

发生失败，但第1年后CTL使患者维持减轻。这是免疫系统重新平衡后正常行使功能的证据。

最后，尽管最初EBV  LMP  T细胞产生了较好的应答，在到第3年，无疾病进展的存活已达到泛

淋巴瘤产品的应答。此外，如今的淋巴瘤是复发性-减轻性疾病，患者通常在18个月至2年内

复发。CTL重新平衡治疗改变了这一过程：一旦患者的免疫系统重新平衡，患者会发展出维

持长期减轻的记忆应答。因此，与淋巴瘤的其他治疗不同，T细胞治疗提供了持久的减轻。

[0187] 图26：T细胞治疗改变了疾病的自然史

f.实施例6：自身免疫疾病的T细胞治疗

胶原诱导的关节炎模型(CIA)是类风湿关节炎（RA）模型，其能够由用异源胶原II（CII）

在DBA/1小鼠中免疫来诱导。
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[0188] DBA/1雄性6-8周龄的小鼠获自Jackson  Laboratories  (Bar  Harbor,  ME)。将100 

μg含有4  mg/ml结核分枝杆菌(Chondrex)在CFA中乳化的牛CII  (Chondrex,  Redmond,  WA)

经皮下注射入尾中。到注射后第5周，80-100%的未处理的小鼠显示出完全发生的疾病。

[0189] 使用对T细胞的体外生长所述的方案将T细胞以下肽培养。

[0190] II型胶原

用于刺激Treg生长的263-270免疫优势肽（IL-2  + 雷帕霉素）

用于刺激T细胞生长的286-300亚优势肽（IL-15）

在诱导后第20天将5×106细胞单独或与相等部分组合向每一动物施用。见图27。CD25

是Treg细胞的标志物。对照动物接受PBS。见图28。

[0191] 每周三次对小鼠进行临床疾病评分，使用每肢0-3分，最大可能总分为12分：0-1 

正常；1  单趾轻微发红或肿胀；2  踝或腕明显肿胀并有红斑；3  多个关节的严重肿胀及红

斑。组中具有关节炎损伤的动物的百分比代表关节炎的发生率。组中平均临床分数反映了

疾病的严重性。参见图28和图29。

[0192] 关节的组织病理学

图30A显示了正常大鼠，图30B显示了用人蛋白聚糖免疫的大鼠，并且图30C显示了用T

细胞处理的大鼠。

[0193] 如可见的，T细胞治疗明显降低了动物关节中炎症的发生率、严重性和量。在重新

平衡针对亚优势表位生长的T细胞和针对优势表位生长的Treg之间的免疫应答中似乎存在

协同效应。

说　明　书 25/25 页

27

CN 111529697 A

27



序列表

<110>   金纽斯生物科技投资有限责任公司（GENEIUS  BIOTECHNOLOGY  INVESTMENTS, 

LLC）

<120>   调节的免疫优势疗法

<130>   44270-501001WO

<140>   PCT/US2012/039605

<141>   2012-05-25

<150>   US  61/490,505

<151>   2011-05-26

<160>   19

<170>   PatentIn  version  3.5

<210>   1

<211>   9

<212>   PRT

<213>  人工序列

<220>

<223>  合成的肽

<400>   1

Leu  Leu  Trp  Thr  Leu  Val  Val  Leu  Leu

1                5                   

<210>   2

<211>   9

<212>   PRT

<213>  人工序列

<220>

<223>  合成的肽

<400>   2

Cys  Leu  Gly  Gly  Leu  Leu  Thr  Met  Val

1                5                   

<210>   3

<211>   9

<212>   PRT

<213>  人工序列

<220>

<223>  合成的肽

<400>   3

Ile  Glu  Asp  Pro  Pro  Phe  Asn  Ser  Leu

1                5                   

序　列　表 1/5 页

28

CN 111529697 A

28



<210>   4

<211>   11

<212>   PRT

<213>  人工序列

<220>

<223>  合成的肽

<400>   4

Ser  Ser  Cys  Ser  Ser  Cys  Pro  Leu  Ser  Lys  Ile

1                5                    10

<210>   5

<211>   9

<212>   PRT

<213>  人工序列

<220>

<223>  合成的肽

<400>   5

Thr  Tyr  Gly  Pro  Val  Phe  Met  Cys  Leu

1                5                   

<210>   6

<211>   9

<212>   PRT

<213>  人工序列

<220>

<223>  合成的肽

<400>   6

Leu  Leu  Ser  Ala  Trp  Ile  Leu  Thr  Ala

1                5                   

<210>   7

<211>   9

<212>   PRT

<213>  人工序列

<220>

<223>  合成的肽

<400>   7

Leu  Thr  Ala  Gly  Phe  Leu  Ile  Phe  Leu

1                5                   

<210>   8

<211>   8

<212>   PRT

序　列　表 2/5 页

29

CN 111529697 A

29



<213>  人工序列

<220>

<223>  合成的肽

<400>   8

Phe  Leu  Tyr  Ala  Leu  Ala  Leu  Leu

1                5               

<210>   9

<211>   9

<212>   PRT

<213>  人工序列

<220>

<223>  合成的肽

<400>   9

Tyr  Leu  Leu  Glu  Met  Leu  Trp  Arg  Leu

1                5                   

<210>   10

<211>   9

<212>   PRT

<213>  人工序列

<220>

<223>  合成的肽

<400>   10

Tyr  Leu  Gln  Gln  Asn  Trp  Trp  Thr  Leu

1                5                   

<210>   11

<211>   10

<212>   PRT

<213>  人工序列

<220>

<223>  合成的肽

<400>   11

Thr  Leu  Leu  Val  Asp  Leu  Leu  Trp  Leu  Leu

1                5                    10

<210>   12

<211>   9

<212>   PRT

<213>  人工序列

<220>

<223>  合成的肽
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<400>   12

Leu  Leu  Val  Asp  Leu  Leu  Trp  Leu  Leu

1                5                   

<210>   13

<211>   9

<212>   PRT

<213>  人工序列

<220>

<223>  合成的肽

<400>   13

Leu  Leu  Leu  Ile  Ala  Leu  Trp  Asn  Leu

1                5                   

<210>   14

<211>   9

<212>   PRT

<213>  人工序列

<220>

<223>  合成的肽

<400>   14

Arg  Leu  Gly  Ala  Thr  Ile  Trp  Gln  Leu

1                5                   

<210>   15

<211>   8

<212>   PRT

<213>  人工序列

<220>

<223>  合成的肽

<400>   15

Val  Trp  Leu  Ser  Val  Ile  Trp  Met

1                5               

<210>   16

<211>   8

<212>   PRT

<213>  人工序列

<220>

<223>  合成的肽

<400>   16

Ile  Leu  Ser  Pro  Phe  Leu  Pro  Leu

1                5               
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<210>   17

<211>   9

<212>   PRT

<213>  人工序列

<220>

<223>  合成的肽

<400>   17

Phe  Leu  Leu  Thr  Arg  Ile  Leu  Thr  Ile

1                5                   

<210>   18

<211>   10

<212>   PRT

<213>  人工序列

<220>

<223>  合成的肽

<400>   18

Gly  Leu  Ser  Pro  Thr  Val  Trp  Leu  Ser  Val

1                5                    10

<210>   19

<211>   9

<212>   PRT

<213>  人工序列

<220>

<223>  合成的肽

<400>   19

Ile  Leu  Ser  Pro  Phe  Leu  Pro  Leu  Leu

1                5                   
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图1
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图 2

图 3A

图 3B
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图 3C

图 4

图 5
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图 6A

图 6B

图 7
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图 8

图 9

图 10
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图 11

图 12

图 13
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图 14

说　明　书　附　图 7/16 页

39

CN 111529697 A

39



图 15
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图 16

图 17

图 18
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图 19

图 20
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图 21

图 22
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图 23

图 24
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图 25

图 26
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图 27

图 28
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图 29

图 30A

图 30B
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图 30C

图 31
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