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(57)摘要

提供了存活蛋白特异性抗体、编码该抗体的

核酸以及通过施用该抗体来治疗包含表达存活

蛋白细胞的肿瘤的方法。发现抗体组合物对抑制

肿瘤生长是有效的。
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1.对存活蛋白具有特异性的抗体在制备用于治疗个体中表达存活蛋白的肿瘤的药物

中的用途，包括向患有所述表达存活蛋白的肿瘤的所述个体施用包含所述对存活蛋白具有

特异性的抗体的组合物，其中所述抗体包含重链可变区和轻链可变区，其中

a)所述重链可变区包含SEQ  ID  NO:7序列所示的VH  CDR1、SEQ  ID  NO:8序列所示的VH 

CDR2和SEQ  ID  NO:9序列所示的VH  CDR3，所述轻链可变区包含SEQ  ID  NO:10序列所示的VL 

CDR1、SEQ  ID  NO:11序列所示的VL  CDR2和SEQ  ID  NO:12序列所示的VL  CDR3；或者

b)所述重链可变区包含SEQ  ID  NO:13序列所示的VH  CDR1、SEQ  ID  NO:14序列所示的

VH  CDR2和SEQ  ID  NO:15序列所示的VH  CDR3，所述轻链可变区包含SEQ  ID  NO:16序列所示

的VL  CDR1、SEQ  ID  NO:17序列所示的VL  CDR2和SEQ  ID  NO:18序列所示的VL  CDR3。

2.根据权利要求1所述的用途，其中所述抗体响应于长度为9至23个氨基酸且包含序列

QMFFCF(SEQ  ID  NO:3)的肽而产生。

3.根据权利要求2所述的用途，其中所述抗体响应于具有序列DLAQMFFCFKELEGW(SEQ 

ID  NO:4)的肽而产生。

4.根据权利要求1所述的用途，其中所述抗体是单克隆抗体或多克隆抗体。

5.根据权利要求1所述的用途，其中所述抗体是嵌合抗体、人源化抗体、人抗体、单链抗

体、双特异性抗体或多特异性抗体。

6.根据权利要求1所述的用途，其中所述抗体具有同种型IgG1、IgG2、IgG3、IgG4、IgM、

IgA、IgD或IgE。

7.根据权利要求6所述的用途，其中所述抗体具有同种型IgG2b或IgG1。

8.根据权利要求1所述的用途，其中所述重链可变区包含与SEQ  ID  NO:19具有至少

90％序列同一性的氨基酸序列，所述轻链可变区包含与SEQ  ID  NO:20具有至少90％序列同

一性的氨基酸序列。

9.根据权利要求1所述的用途，其中所述重链可变区包含与SEQ  ID  NO:21具有至少

90％序列同一性的氨基酸序列，所述轻链可变区包含与SEQ  ID  NO:22具有至少90％序列同

一性的氨基酸序列。

10.一种分离的单克隆抗体，其特异性结合存活蛋白，包含重链可变区和轻链可变区，

其中，

a)所述重链可变区包含SEQ  ID  NO:7序列所示的VH  CDR1、SEQ  ID  NO:8序列所示的VH 

CDR2和SEQ  ID  NO:9序列所示的VH  CDR3，所述轻链可变区包含SEQ  ID  NO:10序列所示的VL 

CDR1、SEQ  ID  NO:11序列所示的VL  CDR2和SEQ  ID  NO:12序列所示的VL  CDR3；或者

b)所述重链可变区包含SEQ  ID  NO:13序列所示的VH  CDR1、SEQ  ID  NO:14序列所示的

VH  CDR2和SEQ  ID  NO:15序列所示的VH  CDR3，所述轻链可变区包含SEQ  ID  NO:16序列所示

的VL  CDR1、SEQ  ID  NO:17序列所示的VL  CDR2和SEQ  ID  NO:18序列所示的VL  CDR3。

11.根据权利要求10所述的抗体，其中所述重链可变区包含与SEQ  ID  NO:19具有至少

90％序列同一性的氨基酸序列，所述轻链可变区包含与SEQ  ID  NO:20具有至少90％序列同

一性的氨基酸序列。

12.根据权利要求10所述的抗体，其中所述重链可变区包含与SEQ  ID  NO:21具有至少

90％序列同一性的氨基酸序列，所述轻链可变区包含与SEQ  ID  NO:22具有至少90％序列同

一性的氨基酸序列。
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13.根据权利要求10所述的抗体，其中所述抗体是嵌合抗体、人源化抗体、人抗体、单链

抗体、双特异性抗体或多特异性抗体。

14.根据权利要求10所述的抗体，其中所述抗体具有同种型IgG1、IgG2、IgG3、IgG4、

IgM、IgA、IgD或IgE。

15.根据权利要求14所述的抗体，其中所述抗体具有同种型IgG2b或IgG1。

16.一种药物组合物，包含权利要求10所述的抗体和药学上可接受的载体。

17.一种转化细胞，其中所述转化细胞已经导入了编码权利要求10所述的抗体的多核

苷酸序列。
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用于癌症治疗的抗存活蛋白抗体

[0001] 相关申请的交叉引用

[0002] 本申请要求2015年9月4日提交的申请号为62/214,242的美国临时专利申请的优

先权，其公开内容通过引用并入本文。

背景技术

[0003] 存活蛋白是属于细胞凋亡抑制剂家族的细胞内蛋白质。存活蛋白与有丝分裂纺锤

体配合作用以调节细胞分裂。存活蛋白在某些细胞中的细胞周期G2/M阶段表达，并在细胞

周期进程的这个阶段与纺锤体微管组织中心结合(associate)。存活蛋白在许多不同的细

胞基因座中发挥重要作用，以调节细胞周期并抑制凋亡性细胞死亡。它经常由许多不同类

型的癌细胞表达，但不常表达于正常的成人组织。存活蛋白肽序列已被用于开发疫苗接种

策略。虽然患有某些癌症的患者的生存率有所提高，但挑战依然存在，特别是对于诊断时患

有晚期疾病的患者。因此，仍然需要开发更多战略来对抗癌症。

发明内容

[0004] 本公开提供了用于治疗包含表达存活蛋白细胞的肿瘤的组合物和方法。本公开提

供了分离的抗体(包括单克隆抗体和多克隆抗体及其片段和变体)、包含抗体的组合物、编

码抗体或其部分或其变体的核酸分子、包含核酸分子的载体、包含抗体和/核酸分子的细

胞、包含一种或多种抗体或核酸分子的试剂盒、以及利用抗体或核酸分子或包含抗体或核

酸分子的细胞来抑制肿瘤生长的方法。

[0005] 一方面，本公开提供了分离的抗体，其可以是多克隆抗体或单克隆抗体(mAb)，其

对存活蛋白的一个或多个表位具有特异性反应活性。响应于施用存活蛋白肽或其修饰物可

产生抗体。例如，响应于长度可以是9至23个氨基酸并包含核心序列QMFFCF(SEQ  ID  NO:3)

的肽而产生抗体。

[0006] 本公开的抗体可以是包含重链可变区(VH)和轻链可变区(VL)的单克隆抗体，其中

重链可变区(VH)包含具有SEQ  ID  NO:7所示序列的互补决定区(CDR)1、具有SEQ  ID  NO:8所

示序列的CDR2和具有SEQ  ID  NO:9所示序列的CDR3，轻链可变区(VL)包含具有SEQ  ID  NO:

10所示序列的CDR1、具有SEQ  ID  NO:11所示序列的CDR2和具有SEQ  ID  NO:12所示序列的

CDR3；或是包含VH和VL的单克隆抗体，其中VH包含具有SEQ  ID  NO:13所示序列的CDR1、具有

SEQ  ID  NO:14所示序列的CDR2和具有SEQ  ID  NO:15所示序列的CDR3，VL包含具有SEQ  ID 

NO:16所示序列的CDR1、具有SEQ  ID  NO:17所示序列的CDR2和具有SEQ  ID  NO:18所示序列

的CDR3。

[0007] 本公开的抗体可以是嵌合抗体、人抗体或人源化抗体。在嵌合抗体或人源化抗体

中，重链和/或轻链的一些部分可以与来自一个物种的序列相同或同源，而其它部分可以与

来自不同物种的序列相同或同源。例如，可以分离或产生鼠单克隆抗体，然后将这些抗体的

部分(或源自其的序列信息)用于产生嵌合抗体或人源化抗体。例如，可以用一种或多种存

活蛋白肽为小鼠免疫接种，然后可以收集腹水液样品。可对样品进行筛选并选择以开发一
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组单克隆抗体和相应的杂交瘤细胞株。然后可以利用这些单克隆抗体的部分或序列来产生

嵌合抗体或人源化抗体。本公开的抗体还可以是抗体片段、单链、双特异性或多特异性抗

体。

[0008] 本公开提供了包含编码抗体(包括mAb)序列的部分或全部的序列的核酸分子。本

公开还提供了包含核酸分子的细胞。

[0009] 本公开提供了对需要治疗的个体中的肿瘤进行治疗的方法，其包括向个体施用包

含一种或多种对存活蛋白(例如，诸如人存活蛋白)具有特异性的抗体的组合物。

附图说明

[0010] 图1、显示了抗存活蛋白单克隆抗体对具有GL261神经胶质瘤的C57BL/6小鼠的颅

内神经胶质瘤模型的作用。肿瘤植入后每7天给小鼠施用一次抗存活蛋白抗体。存活百分比

显示为相对于时间的函数。IgG是正常小鼠的非特异性IgG。对照是植入有肿瘤但未接受治

疗的小鼠。

[0011] 图2、显示了抗存活蛋白多克隆抗体和单克隆抗体对具有GL261神经胶质瘤的

C57BL/6小鼠的皮下肿瘤模型的作用。肿瘤植入后每7天给小鼠施用一次所示的治疗。

SurVaxM是存活蛋白疫苗；抗存活蛋白血清(抗体)来源于接受活性存活蛋白疫苗或存活蛋

白肽的非荷瘤小鼠集合(non‑tumor  bearing  pooled  mice)。对照是植入有肿瘤但未接受

治疗的小鼠。

[0012] 图3、显示了抗存活蛋白多克隆抗体对具有GL261神经胶质瘤的C57BL/6小鼠的皮

下肿瘤模型的作用。肿瘤植入后每7天给小鼠施用一次所示的治疗。SurVaxM是存活蛋白疫

苗；抗存活蛋白血清(抗体)来源于接受活性SurVaxM疫苗的非荷瘤小鼠集合。继续密切观察

(follow‑up)小鼠至50天。

[0013] 图4、显示了两种单克隆抗体对裸(免疫功能低下)小鼠中B16鼠黑素瘤的作用。示

出了接受非特异性IgG、mAb  2C2和mAb  H30各组的肿瘤体积。每个点代表一只动物。

[0014] 图5、显示了两种单克隆抗体对C57Bl/6(免疫功能正常)小鼠中B16鼠黑素瘤的作

用。示出了接受非特异性IgG、mAb  2C2和mAb  H30各组的肿瘤体积。每个点代表一只动物。

[0015] 图6、以相对于时间的函数显示了两种单克隆抗体对裸(免疫功能低下)小鼠中B16

鼠黑素瘤的作用。示出了接受非特异性IgG、mAb  2C2和mAb  H30各组的肿瘤体积。

[0016] 图7、以相对于时间的函数显示了两种单克隆抗体对C57Bl/6(免疫功能正常)小鼠

中B16鼠黑素瘤的作用。示出了接受非特异性IgG、mAb  2C2和mAb  H30各组的肿瘤体积。

[0017] 图8、显示了两种单克隆抗体对裸(免疫功能低下)小鼠中GL261鼠神经胶质瘤的作

用。示出了对照(未经治疗)、接受非特异性IgG、mAb  2C2和mAb  H30各组的肿瘤体积。每个点

代表一只动物。

[0018] 图9、显示了两种单克隆抗体对C57Bl/6(免疫功能正常)小鼠中GL261鼠神经胶质

瘤的作用。示出了接受对照、非特异性IgG、mAb  2C2和mAb  H30各组的肿瘤体积。每个点代表

一只动物。

[0019] 图10、以相对于时间的函数显示了两种单克隆抗体对C57Bl/6(免疫功能正常)小

鼠中GL261鼠神经胶质瘤的作用。示出了接受对照、非特异性IgG、mAb  2C2和mAb  H30各组的

肿瘤体积。
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[0020] 图11、以相对于时间的函数显示了两种单克隆抗体对裸(免疫功能低下)小鼠中

GL261鼠神经胶质瘤的作用。示出了接受对照、非特异性IgG、mAb  2C2和mAb  H30各组的肿瘤

体积。

[0021] 图12、显示了被施用以存活蛋白疫苗(SEQ  ID  NO:4)的患者产生的总IgG。示出了8

名患者的数据。血清ELISA研究显示血清IgG对野生型存活蛋白肽(氨基酸53‑67(SEQ  ID 

NO:27))的反应活性逐渐增加。

[0022] 图13、显示了被施用以存活蛋白疫苗(SEQ  ID  NO:4)的患者产生的存活蛋白特异

性IgG。示出了8名患者的数据。血清ELISA研究显示血清IgG对经过修饰的存活蛋白肽(氨基

酸53‑67/M57‑SEQ  ID  NO:4)的反应活性逐渐增加。

具体实施方式

[0023] 本公开基于我们的观察结果，即接种了存活蛋白肽的小鼠的抗血清和纯化出的针

对存活蛋白的鼠单克隆抗体显著抑制动物模型中的肿瘤生长。这是令人惊讶的，因为存活

蛋白是一种被认为不会由细胞分泌或展示在细胞表面的细胞内蛋白质，除非在MHC  I类呈

递的背景下。因此，抗体介导的(被动)存活蛋白免疫疗法被预期为不会具有疗效。但是，我

们却发现其是有疗效的。

[0024] 本公开提供了分离的抗体及其片段、分离的编码抗体或其片段的核酸分子、产生

抗体或其片段的细胞、包含编码抗体或其片段的核酸的载体或细胞、包含任何前述的组合

物，制备任何前述的方法、以及利用抗体及其片段或核酸分子治疗癌症(例如涉及表达存活

蛋白的肿瘤的那些癌症)的方法。

[0025] 本申请对序列表的描述如下：

[0026] SEQ  ID  NO:1是表示人存活蛋白中片段长度为23个氨基酸的氨基酸序列。

[0027] SEQ  ID  NO:2是SEQ  ID  NO:1的变体，其中单个氨基酸发生变化。

[0028] SEQ  ID  NO:3是SEQ  ID  NO:2中六个氨基酸长度的片段。

[0029] SEQ  ID  NO:4是SEQ  ID  NO:2中十五个氨基酸长度的片段并且包含SEQ  ID  NO:3序

列。

[0030] SEQ  ID  NO:5是SEQ  ID  NO:2中十个氨基酸长度的片段并且包含SEQ  ID  NO:3序

列。

[0031] SEQ  ID  NO:6是SEQ  ID  NO:2中九个氨基酸长度的片段并且包含SEQ  ID  NO:3序

列。

[0032] SEQ  ID  NO:7是mAb  2C2E7的VH  CDR1的氨基酸序列。

[0033] SEQ  ID  NO:8是mAb  2C2E7的VH  CDR2的氨基酸序列。

[0034] SEQ  ID  NO:9是mAb  2C2E7的VH  CDR3的氨基酸序列。

[0035] SEQ  ID  NO:10是mAb  2C2E7的VL  CDR1的氨基酸序列。

[0036] SEQ  ID  NO:11是mAb  2C2E7的VL  CDR2的氨基酸序列。

[0037] SEQ  ID  NO:12是mAb  2C2E7的VL  CDR3的氨基酸序列。

[0038] SEQ  ID  NO:13是mAb  30H3D2的VH  CDR1的氨基酸序列。

[0039] SEQ  ID  NO:14是mAb  30H3D2的VH  CDR2的氨基酸序列。

[0040] SEQ  ID  NO:15是mAb  30H3D2的VH  CDR3的氨基酸序列。
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[0041] SEQ  ID  NO:16是mAb  30H3D2的VL  CDR1的氨基酸序列。

[0042] SEQ  ID  NO:17是mAb  30H3D2的VL  CDR2的氨基酸序列。

[0043] SEQ  ID  NO:18是mAb  30H3D2的VL  CDR3的氨基酸序列。

[0044] SEQ  ID  NO:19是mAb  2C2E7的重链可变区的氨基酸序列。

[0045] SEQ  ID  NO:20是mAb  2C2E7的轻链可变区的氨基酸序列。

[0046] SEQ  ID  NO:21是mAb  30H3D2的重链可变区的氨基酸序列。

[0047] SEQ  ID  NO:22是mAb  30H3D2的轻链可变区的氨基酸序列。

[0048] SEQ  ID  NO:23是编码2C2E7重链可变区的核苷酸序列(其编码SEQ  ID  NO:19的氨

基酸序列)。

[0049] SEQ  ID  NO:24是编码2C2E7轻链可变区的核苷酸序列(其编码SEQ  ID  NO:20的氨

基酸序列)。

[0050] SEQ  ID  NO:25是编码30H3D2重链可变区的核苷酸序列(其编码SEQ  ID  NO:21的氨

基酸序列)。

[0051] SEQ  ID  NO:26是编码30H3D2轻链可变区的核苷酸序列(其编码SEQ  ID  NO:22的氨

基酸序列)。

[0052] SEQ  ID  NO:27是人存活蛋白中十五个氨基酸长度的片段。

[0053] 虽然疫苗在抗存活蛋白癌症免疫疗法中提供了一种前进方向，但采用抗体被动免

疫疗法有几个优势。例如，人源化单克隆抗体:1)不会受到HLA限制(与肽疫苗不同)，2)可能

对由其肿瘤造成的严重免疫功能低下的患者的癌细胞立即发挥作用，3)可以是可剂量化

的，4)可以与疫苗或其它药物或疗法(例如，诸如放射疗法)联合使用，以开发替代或补充的

作用机制。上述一个或多个优点通常也适用于包括嵌合抗体、人抗体和人源化抗体的mAb。

[0054] 本文所用的术语“存活蛋白肽”或“多个存活蛋白肽”是指全长存活蛋白的片段，并

包括可产生与野生型存活蛋白(例如人存活蛋白)反应的抗体的肽的变体。如本文所用的术

语“抗存活蛋白抗体”是指响应于存活蛋白或一种或多种存活蛋白肽(包括其变体)而产生

的抗体。

[0055] 一方面，本公开提供了包含抗体或其片段的组合物，抗体或其片段包括对存活蛋

白的一个或多个表位具有反应活性的人抗体、人源化抗体或嵌合抗体。7,943 ,138号和8,

580,269号美国专利提供了合适的存活蛋白表位或其变体的示例，其公开内容通过引用并

入本文。本公开的组合物包含响应于施用与人存活蛋白内序列相同的肽或其变体(例如至

少 9 5 ％ 相 同 ) 而 产 生 的 抗 体 。例 如 ，在 施 用 存 活 蛋 白 序 列 的 以 下 部 分

ENEPDLAQCFFCFKELEGWEPDD(SEQ  ID  NO:1)的变体的肽后，个体中可以产生抗体并可以将其

分离出来。该变体可以是ENEPDLAQMFFCFKELEGWEPDD(SEQ  ID  NO:2，即SEQ  ID  NO:1的第9位

发生C到M的变化)。所施用肽可以是SEQ  ID  NO:2中第9至23(包括其间的所有整数)位连续

氨基酸，其中该肽包含QMFFCF (SEQ  ID  NO:3)核心序列。示例性存活蛋白肽包括

DLAQMFFCFKELEGW(SEQ  ID  NO:4)，AQMFFCFKEL(SEQ  ID  NO:5)和QMFFCFKEL(SEQ  ID  NO:6)。

分离的抗体或其片段可以不经修饰而使用，或者可以对它们进行工程改造，例如，诸如以产

生如本文所述的嵌合抗体或人源化抗体或各种片段。在一个实施方案中，产生对肽

DLAQMFFCFKELEGW(SEQ  ID  NO:4)具有反应活性的人源化抗体或其片段。

[0056] 如本文所用的术语“抗体”可涵盖全部抗体分子、全长免疫球蛋白分子(例如天然
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存在的全长免疫球蛋白分子或通过免疫球蛋白基因片段重组方法形成的全长免疫球蛋白

分子)、以及抗体片段。抗体片段可以是包含至少一个抗体‑抗原结合位点的片段。诸如，抗

体片段可以表现出对包含基序DLAQCFFCFKELEGW(SEQ  ID  NO:27)的存活蛋白或其片段的特

异性结合。术语“抗体”可以包括如单克隆抗体、多克隆抗体、多特异性(例如双特异性)抗

体、重组抗体、人抗体、嵌合抗体和人源化抗体。术语“抗体”还可以涵盖重组表达的抗原结

合蛋白和抗原结合合成肽。此外，术语“抗体”可以涵盖微型抗体和双抗体，所有这些抗体优

选表现出与存活蛋白或其片段(特别是人存活蛋白)的特异性结合。如本文所用，术语“抗

体”还可以涵盖体内产生的免疫球蛋白，以及体外产生的免疫球蛋白，例如，诸如通过杂交

瘤产生的免疫球蛋白。通过诸如乙酰化、甲酰化、酰胺化、磷酸化或聚乙二醇化

(polyethylene  glycolation)(聚乙二醇化(PEGylation))以及糖基化可以对本公开的抗

体进行修饰。如本文所用的术语“抗体”旨在覆盖本文公开的所有抗体。例如，术语“抗体”可

以指单克隆抗体、多克隆抗体、嵌合抗体、人抗体或人源化抗体或其抗原(即存活蛋白)结合

片段。

[0057] 可以利用存活蛋白肽的施用来产生多克隆抗体。例如，可以给合适的动物施用一

种或多种存活蛋白肽，并收集血清。此外，可以从经过免疫接种的动物或接种有存活蛋白或

存活蛋白肽的患者(诸如从可能参与临床试验的个体)分离表达人抗存活蛋白抗体的细胞。

可以对患者样品的IgG+记忆B细胞进行扩增并诱导其分化成IgG分泌细胞，进而对其高亲和

力靶标(存活蛋白肽)结合筛选。还可以将细胞用于产生杂交瘤。采用PIPE方法通过RT‑PCR

可以从分离的细胞中克隆出抗体基因的可变区(Dodev  TS等人，(2014)Scientific 

Reports  4,5885.doi:10.1038/srep058853)。可以从这些分子构建出重组人mAb、人源化

mAb或嵌合mAb并将其表达出来，可以在功能和结合亲和力测定中并且针抗肿瘤活性进行筛

选。在这方面，我们已经能够在临床研究中通过ELISA检测一些患者的特异性抗体。可以将

样品冷冻以备以后用于分离记忆B细胞。

[0058] 本公开的抗体可以是全部免疫球蛋白分子，例如多克隆抗体或单克隆抗体，或者

可以是其抗原结合片段，包括但不限于Fab、F(ab')、F(ab')2、Fv、dAb、Fd、CDR片段、单链抗

体(scFv)、二价单链抗体、单链噬菌体抗体、双抗体、纳米抗体等。抗体的片段可以以合成方

式产生或通过酶促或化学裂解完整免疫球蛋白来产生，或者可以通过重组DNA技术对其进

行基因工程改造。这些技术在本领域中是众所周知的。

[0059] 在一个实施方案中，本公开提供了分离的抗体。术语“分离的”是指抗体或其片段

是从其天然环境中分离和/或回收的。从其天然环境中分离出抗体可以使得抗体在使用时

免受通常存在于其天然环境中的其它活性剂(诸如其它蛋白质)的干扰。

[0060] 在一个实施方案中，本公开提供了产生和分离响应于将存活蛋白或存活蛋白肽引

入到骆驼体内而由该骆驼产生的单域抗体或纳米抗体。纳米抗体通常是重链抗体，因此含

有重链同源二聚体而不含抗体轻链。这些抗体通常包含单个可变结构域和两个恒定结构域

(CH2和CH3)。

[0061] 本公开的抗体可以从人或非人动物获得。在许多哺乳动物中，完整的免疫球蛋白

具有两条重链和两条轻链。每条轻链通过二硫键与重链共价连接。两条重链通过另外的二

硫键相互连接。轻链通常具有一个可变结构域(VL)和一个恒定结构域(CL)。重链也可以具

有一个可变结构域(VH)。可变结构域含有互补决定区(CDR)。重链可以进一步具有三个或四
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个恒定结构域(CH1、CH2、CH3和CH4)。恒定结构域的可变性产生了多种同种型，例如IgA、

IgD、IgE、IgG和IgM。

[0062] CDR主要负责与抗原的表位结合。从N末端开始顺序编号，每条链的CDR通常被称为

CDR1、CDR2和CDR3，并且通常由特定CDR所处链标识。因此，VH  CDR3(或VH‑CDR3)位于其所存

在的抗体的重链的可变结构域中，而VL  CDR1(或VL‑CDR1)是其所存在的抗体的轻链的可变

结构域中的CDR1。诸如，结合存活蛋白或存活蛋白肽的抗体会具有特定的VH区和VL区序列，

并因此具有特定的CDR序列。具有不同特异性(即对不同抗原具有不同结合位点)的抗体具

有不同的CDR。

[0063] 如本文所用的术语VH或VH是指免疫球蛋白重链的可变区，包括Fv、scFv、dsFv或

Fab的重链，术语VL或VL是指免疫球蛋白轻链的可变区，包括Fv、scFv、dsFv或Fab的轻链。

[0064] 术语“单克隆抗体”是指由B淋巴细胞的单个克隆所产生的抗体或者由已经将单个

抗体的轻链和/或重链基因转染到其中的细胞所产生的抗体。通过本领域技术人员已知的

方法来产生单克隆抗体，例如通过融合骨髓瘤细胞与免疫脾脏细胞制备杂交抗体形成细

胞。诸如，可以用一种或多种存活蛋白肽为小鼠(或其它合适的动物)进行免疫接种，然后可

以收集腹水液样品。可对样品进行筛选并选择以开发一组单克隆抗体和相应的杂交瘤细胞

株。可以分离或产生鼠(或其它)单克隆抗体，然后如果需要对其进行人源化。

[0065] 本公开的抗体可以是任何类别的抗体。诸如，本发明的抗体可以是抗体同种型

IgG1、IgG2、IgG3、IgG4、IgM、IgA、IgD或IgE。诸如，抗体可以是IgG2b。如本文所用的术语“同

种型”具体可以指由重链恒定区基因编码的抗体类别(例如，如IgG)。人免疫球蛋白恒定区

的序列在本领域中是已知的，并且可以从公共数据库获得，例如美国国立医学图书馆的国

家生物技术信息中心(NCBI)。

[0066] 术语“嵌合抗体”是指具有来自一个物种(例如人)的框架残基和来自另一物种(例

如特异性结合存活蛋白的鼠抗体)的CDR(通常赋予抗原结合)的抗体。在嵌合抗体中，重链

和/或轻链的一些部分可以与来自特定物种的序列相同或同源，而其它部分可以与来自不

同物种的序列相同或同源。嵌合抗体通常表现降低的免疫原性和提高的稳定性。本领域已

知的用于克隆鼠免疫球蛋白可变结构域的技术‑例如，诸如参见Orlandi等人,Proc.Natl 

Acad.Sci.USA  86:3833(1989)和Leung等人,Hybridoma  13:469(1994)。作为嵌合抗体的示

例，可以将编码来源于除人以外的动物(如小鼠、大鼠或鸡)的抗体的轻链或重链可变结构

域的多核苷酸与编码来源于人抗体的轻链或重链恒定结构域的多核苷酸连接，以产生编码

嵌合抗体的多核苷酸(例如DNA)。嵌合抗体的示例包括包含SEQ  ID  NO:19和20的抗体，和包

含SEQ  ID  NO:20和21的抗体。

[0067] “人”抗体(也称为“完全人”抗体)是包括人框架区和来自单个或不同人免疫球蛋

白的所有CDR的抗体。因此，可以将来自一种人抗体的框架工程改造成包括来自不同人抗体

的CDR。产生人抗体的方法是本领域已知的‑例如，诸如参见Mancini等人，2004 ,New 

Microbiol.27:315‑28；Conrad和Scheller,2005,Comb.Chem.High  Throughput  Screen.8:

117‑26。

[0068] “人源化抗体”通常是具有一个或多个从非人来源导入其中(即，引入其中)的氨基

酸残基的人抗体。诸如，人源化抗体是重组蛋白质，在这种重组蛋白中将来自例如啮齿动

物、兔子、狗、山羊或马的物种的抗体的CDR导入人重链可变结构域和轻链可变结构域。抗体
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分子的恒定结构域(也称为框架区)通常与人抗体的恒定结构域相同。可以将提供CDR的非

人免疫球蛋白称为“供体”，可以将提供框架的人免疫球蛋白称为“受体”。诸如，人源化免疫

球蛋白中所有的CDR都可以来自供体免疫球蛋白。恒定区不需要总是存在，但如果它们存

在，它们可以与人免疫球蛋白恒定区基本相同，即至少约85至90％、例如约95％或更高的同

一性。人源化抗体与提供CDR的供体抗体结合相同的抗原。人源化免疫球蛋白或抗体的受体

框架可以具有有限数量的取自供体框架的氨基酸取代。人源化单克隆抗体或其它单克隆抗

体可以具有其它保守氨基酸的取代，其对抗原结合或其它免疫球蛋白功能基本上没有影

响。可以通过基因工程改造的手段构建人源化免疫球蛋白(参见，诸如5,585,089号美国专

利和2010/0196266号美国公开)。诸如，可以分离或产生鼠单克隆抗体，然后对其进行人源

化。人源化抗体的示例包括包含具有SEQ  ID  NO:7至12序列的CDR的抗体和包含具有SEQ  ID 

NO:13至18序列的CDR的抗体。

[0069] 通过酶消化可以产生抗体片段。诸如，用木瓜蛋白酶消化抗体产生了被称为“Fab”

片段和“Fc”片段的两个相同抗原结合片段。Fab片段含有完整的L链、和H链的可变区结构域

(VH)、以及一条重链的第一恒定结构域。每个Fab片段关于抗原结合都是单价的，即Fab片段

具有单个抗原结合位点。用胃蛋白酶处理抗体产生单一大小的F(ab')2片段，F(ab')2片段

大致对应于两个二硫键连接的具有二价抗原结合活性的Fab片段，并且F(ab')2片段能够交

联抗原。“Fv”是含有完整抗原识别和结合位点的最小抗体片段，也被缩写为“sFv”或“scFv”

的单链Fv是包含连接成单一多肽链的VH和VL抗体结构域的抗体片段。术语“双抗体”是指小

抗体片段，小抗体片段是这样制备的：通过在VH和VL结构域之间用短接头构建sFv片段，从

而实现V结构域的链间配对而不是链内配对，从而产生二价片段，即具有两个抗原结合位点

的片段。单域抗体(sdAb)是具有单个单体可变抗体结构域的抗体片段。ScAb可以由骆驼中

存在的重链抗体制成。抗体片段可以是单个可变区或者可以是由单个CDR组成或包含单个

CDR的肽。单链抗体具有通过接头彼此线性连接的重链可变结构域和轻链可变结构域。通过

将编码重链可变结构域的多核苷酸、编码接头的多核苷酸(通常10至20个核苷酸)和编码轻

链可变结构域的多核苷酸结合可以产生编码单链抗体的多核苷酸(例如DNA)，其中重链可

变结构域和轻链可变结构域二者都来源于人抗体。

[0070] 本发明的抗体可以是双特异性的或多特异性的。双特异性抗体(双抗体)是对抗原

的至少两个不同表位(例如存活蛋白的两个不同表位)具有结合特异性的抗体。诸如，通过

诸如依次连接编码重链可变区A的多核苷酸、编码轻链可变区B的多核苷酸、编码重链可变

区B的多核苷酸和编码轻链可变区A的多核苷酸可以产生编码双特异性抗体的多核苷酸(例

如DNA)。优选地，重链可变结构域和轻链可变结构域二者都来源于人抗体。

[0071] 本公开提供了SEQ  ID  NO:1至29所示序列的变体。诸如，变体可以与SEQ  ID  NO:1‑

27所公开序列具有至少90％、至少95％、至少98％或至少99％序列同一性。

[0072] 本公开提供了经过转导而表达嵌合抗原受体(CAR)的T细胞。本公开的CAR分子将

基于抗体的存活蛋白特异性与T细胞受体活化的细胞内结构域组合以产生嵌合蛋白，该嵌

合蛋白表现出特异性的抗存活蛋白并因此具有抗肿瘤细胞免疫活性。CAR分子可以包含重

链可变区或轻链可变区的一个或多个CDR。本公开进一步提供了经过基因修饰而稳定表达

CAR的T细胞。表达CAR的T细胞在本文中称为CAR  T细胞或经CAR修饰的T细胞。诸如，可以对T

细胞进行基因修饰以稳定表达CAR，该CAR将某种抗体(例如本文所述的单克隆抗体)的存活
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蛋白识别结构域与CD3‑ζ链的胞内结构域组合成单一嵌合蛋白。

[0073] 作为示例，本公开提供了单克隆抗体，单克隆抗体可以是分离的单克隆抗体，分离

的单克隆抗体特异性结合存活蛋白，存活蛋白可以是人存活蛋白。作为示例，提供了被命名

为2C2的mAb和命名为H30(或30H3)的mAb。用于最终抗体测序和IgG纯化的mAb  2C2亚克隆被

命名为2C2E7，而用于最终抗体测序和IgG纯化的mAb  H30亚克隆命名为30H3D2。抗体包含重

链可变区和轻链可变区。重链可变区包含VH  CDR1、VH  CDR2和VH  CDR3，并且轻链可变区包

含VL  CDR1、VL  CDR2和VL  CDR3。作为示例，VH  CDR1具有氨基酸序列TYGMS(SEQ  ID  NO:7)，

VH  CDR2具有氨基酸序列WINPYSGVPTYAVDFKG(SEQ  ID  NO:8)，VH  CDR3具有氨基酸序列

GGRRGDFGY(SEQ  ID  NO:9)；并且VL  CDR1具有氨基酸序列SASSSISYMH(SEQ  ID  NO:10)，VL 

CDR2具有氨基酸序列DTSKLAS(SEQ  ID  NO:11)，VL  CDR3具有氨基酸序列HQRSSHHT(SEQ  ID 

NO:12)。作为另一示例，VH  CDR1具有氨基酸序列SYGMS(SEQ  ID  NO:13)，VH  CDR2具有氨基

酸序列TISSGGSHTYYPDSVRG(SEQ  ID  NO:14)，VH  CDR3具有氨基酸序列HPIYYYISSYAMDY(SEQ 

ID  NO:15)；VL  CDR1具有氨基酸序列RSSQSLVHSTGNTYLH(SEQ  ID  NO:16)，VL  CDR2具有氨基

酸序列KVSNRFS(SEQ  ID  NO:17)，VL  CDR3具有氨基酸序列SQSTHVPPT(SEQ  ID  NO:18)。

[0074] 本公开的抗体可以是具有VH  CDR和/或VL  CDR的抗体，VH  CDR与SEQ  ID  No:7、8、9

所示序列具有1或2个不同氨基酸，VL  CDR与SEQ  ID  NO:10、11、12所示序列具有1或2个不同

氨基酸。本公开的抗体可以是具有VH  CDR和/或VL  CDR的抗体，VH  CDR与SEQ  ID  No:13、14、

15所示序列具有1或2个不同氨基酸，VL  CDR与SEQ  ID  NO:16、17、18所示序列具有1或2个不

同氨基酸。

[0075] 本公开的抗体可以是重链可变区包含SEQ  ID  NO:19序列并且轻链可变区包含SEQ 

ID  NO:20序列的抗体。在SEQ  ID  NO:19序列中，第1至19位氨基酸代表前导序列，第20至49

位氨基酸代表框架区(FR)1，第50至54位氨基酸代表CDR1，第55至68位氨基酸代表FR2，第69

至85位氨基酸代表CDR2，第86至117位氨基酸代表FR3，第118至126位氨基酸代表CDR3，第

127至137位氨基酸代表FR4。在SEQ  ID  NO:20序列中，第1至22位氨基酸代表前导序列，第23

至45位氨基酸代表FR1，第46至55位氨基酸代表CDR1，第56至70位氨基酸代表FR2，第71至77

位氨基酸代表CDR2，第78至109位氨基酸代表FR3，第110至117位氨基酸代表CDR3，第118至

127位氨基酸代表FR4。

[0076] 本公开的抗体可以是包含含有SEQ  ID  NO:21序列的重链可变区和含有SEQ  ID 

NO:22序列的轻链可变区的抗体。在SEQ  ID  NO:21序列中，第1至19位氨基酸代表前导序列，

第20至49位氨基酸代表FR1，第50至54位氨基酸代表CDR1，第55至68位氨基酸代表FR2，第69

至85位氨基酸代表CDR2，第86至117位氨基酸代表FR3，第118至131位氨基酸代表CDR3，第

132至142位氨基酸代表FR4。在SEQ  ID  NO:22序列中，第1至19位氨基酸代表前导序列，第20

至42位氨基酸代表FR1，第43至58位氨基酸代表CDR1，第59至73位氨基酸代表FR2，第74至80

位氨基酸代表CDR2，第81至112位氨基酸代表FR3，第113至121位氨基酸代表CDR3，第122至

131位氨基酸代表FR4。

[0077] 本公开的抗体可以是包含含有SEQ  ID  NO:19序列的重链可变区和含有SEQ  ID 

NO:20序列的轻链可变区的抗体或与其具有90％至99％序列同一性的变体。本公开的抗体

可以是包含含有SEQ  ID  NO:21序列的重链可变区和含有SEQ  ID  NO:22序列的轻链可变区

的抗体或与其具有90％至99％序列同一性的变体。抗体可以是包含重链可变区和/或轻链
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可变区的抗体或与其具有90％至99％序列同一性的变体，重链可变区包含SEQ  ID  NO:19中

排除前导序列(即，排除第1至19位氨基酸)的剩余序列，轻链可变区包含SEQ  ID  NO:20中排

除前导序列(即，排除第1至22位氨基酸)的剩余序列。本公开的抗体可以是包含重链可变区

和/或轻链可变区的抗体或与其具有90％至99％序列同一性的变体，重链可变区包含SEQ 

ID  NO:21中排除前导序列(即，排除第1至19位氨基酸)的剩余序列，轻链可变区包含SEQ  ID 

NO:22中排除前导序列(即，排除第1至19位氨基酸)的剩余序列。

[0078] 本公开的抗体可以是包含重链可变区和/或轻链可变区的抗体，重链可变区含有

与SEQ  ID  NO:19具有至少90％、91％、92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％或99％同一

性的序列，并且重链可变区包含具有SEQ  ID  NO:7序列的CDR1、具有SEQ  ID  NO:8序列的

CDR2和具有SEQ  ID  NO:9序列的CDR3，而轻链可变区含有与SEQ  ID  NO:20具有至少90％、

91％、92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％或99％同一性的序列，并且轻链可变区包含

具有SEQ  ID  NO:10序列的CDR1、具有SEQ  ID  NO:11序列的CDR2和具有SEQ  ID  NO:12序列的

CDR3。

[0079] 本公开的抗体可以是包含重链可变区和/或轻链可变区的抗体，重链可变区含有

与SEQ  ID  NO:21具有至少90％、91％、92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％或99％同一

性的序列，并且重链可变区包含具有SEQ  ID  NO:13序列的CDR1、具有SEQ  ID  NO:14序列的

CDR2和具有SEQ  ID  NO:15序列的CDR3，而轻链可变区含有与SEQ  ID  NO:20具有至少90％、

91％、92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％或99％同一性的序列，并且轻链可变区包含

具有SEQ  ID  NO:16序列的CDR1、具有SEQ  ID  NO:17序列的CDR2和具有SEQ  ID  NO:18序列的

CDR3。

[0080] 本公开的抗体可以是包含重链可变区和轻链可变区的嵌合抗体、人抗体或人源化

抗体，该重链可变区包含分别具有SEQ  ID  NO:7、8和9序列的CDR1、CDR2和CDR3，而该轻链可

变区包含分别具有SEQ  ID  NO:10、11和12序列的CDR1、CDR2和CDR3；或包含重链可变区和轻

链可变区，该重链可变区包含分别具有SEQ  ID  NO:13、14和15序列的CDR1、CDR2和CDR3，而

该轻链可变区包含分别具有SEQ  ID  NO:16、17和18序列的CDR1、CDR2和CDR3。

[0081] 本公开还提供了分离的核苷酸序列，其编码存活蛋白特异性抗体的全部或部分重

链可变区的。诸如，本公开提供了分离的核酸分子，其包含SEQ  ID  NO:23或25的序列。本公

开分离的核苷酸分子可以编码存活蛋白特异性抗体的全部或部分轻链可变区。诸如，分离

的核酸分子可以包含SEQ  ID  NO:24或26的序列。核酸分子的变体可与重链可变区的SEQ  ID 

NO:23或25序列或与轻链可变区的SEQ  ID  NO:24或26序列具有至少90％至至少99％同一

性。

[0082] 本公开还提供了分离的核酸分子，其包含编码识别存活蛋白表位的一个或多个

CDR的序列或由编码识别存活蛋白表位的一个或多个CDR的序列组成‑例如，诸如编码SEQ 

ID  NO:7至18的序列。核酸分子可以由SEQ  ID  NO:7至18中任一序列组成，或者核酸分子可

以包含SEQ  ID  NO:7至18的一个或多个序列，并且还包含另外的1至50个核苷酸‑通常位于

序列的侧面。

[0083] 本公开提供了包含编码本文提供的抗体(包括mAb)或其存活蛋白结合片段的表达

载体或其它多核苷酸序列的细胞。利用任何合适的表达载体可以表达编码mAb或其存活蛋

白结合片段的核苷酸序列，其中许多表达载体是本领域已知的和/或可商购获得的。载体通
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常包括核酸序列，例如能够使其在宿主细胞中复制的复制起点。载体也可以包含选择性标

志物基因。重链和轻链可以表达于单个表达载体，例如质粒，或者重链和轻链可以在相同细

胞中表达于不同质粒，之后表达出的重链和轻链可以形成常规的mAb结构。考虑到本公开的

益处，采用常规技术可以分离和/或纯化mAb或其存活蛋白结合片段。

[0084] 分离的单克隆抗体或其片段可以用例如酶促、荧光或放射性标签进行标记，或者

可以将其与效应分子例如诸如毒素缀合。

[0085] 本公开提供了包含抗体或其片段和药学上合适的载体的药物组合物。合适的载体

包括在所用剂量和浓度下对接受者无毒的辅料或稳定剂，并包括缓冲剂如乙酸盐、Tris、磷

酸盐、柠檬酸盐和其它有机酸；抗氧化剂包括抗坏血酸和蛋氨酸；防腐剂例如十八烷基二甲

基苄基氯化铵；氯化六甲铵；苯扎氯铵、苄索氯铵；苯酚、丁醇或苯甲醇；对羟基苯甲酸烷基

酯，例如对羟基苯甲酸甲酯或对羟基苯甲酸丙酯；邻苯二酚；间苯二酚；环己醇；3‑戊醇；和

间甲酚；氨基酸如甘氨酸、谷氨酰胺、天冬酰胺、组氨酸、精氨酸或赖氨酸；单糖、二糖和其它

碳水化合物，包括葡萄糖、甘露糖或葡聚糖；螯合剂例如EDTA；张力调节剂例如海藻糖和氯

化钠；糖类例如蔗糖、甘露醇、海藻糖或山梨醇；表面活性剂例如聚山梨酸酯；成盐抗衡离子

例如钠；和/或非离子表面活性剂例如吐温或聚乙二醇(PEG)。药物组合物可以包含其它治

疗剂。

[0086] 本公开的组合物可以包含一种类型的单克隆抗体或多于一种类型的单克隆抗体。

本公开的组合物可以含有一种或多种抗体或者其片段或变体。组合物可以含有单克隆抗体

和多克隆抗体。组合物可以包含一种或多种抗体亚型。诸如，组合物可以包含IgG或IgM的混

合物或IgG1、IgG2和IgG2b中的一种或多种的混合物。本公开的组合物可以包含作为唯一活

性成分的抗体，其中抗体可以是单克隆抗体、多克隆抗体、嵌合抗体、人抗体、人源化抗体或

其组合。“活性成分”是指该成分通过抑制肿瘤生长而具有抗肿瘤作用。

[0087] 本公开的药物组合物可以包含每种抗体或所有抗体的浓度在0.1mg/ml至100mg/

ml、1mg/ml至10mg/ml、1mg/ml至50mg/ml、1mg/ml至100mg/ml、10mg/ml至100mg/ml或50mg/

ml至100mg/ml范围的一种或多种抗体。诸如，本公开的药物组合物可以包含至少或约

0.1mg/ml、至少或约1mg/ml、至少或约5mg/ml、至少或约10mg/ml、至少或约50mg/ml、至少或

约100mg/ml的抗体。

[0088] 可以通过本领域已知的常规方法施用本公开的组合物。例如，可以通过静脉内、肌

肉内、腹膜内、脑脊髓内、皮下、关节内、滑膜内、鞘内、经口、局部或吸入途径而施用包含抗

体或其片段的组合物，或通过大脑内或脊髓内对流增强的递送或直接瘤内注射而施用包含

抗体或其片段的组合物。可以在靶标部位(例如肿瘤处或肿瘤内)直接肠道外施用抗体。可

以按单次施用或按多次施用来引入组合物，并且可以在一段时间内以连续方式引入组合

物。在一个实施方案中，可以每日施用组合物，持续至少2天的时间，例如，诸如2至30天(以

及其间的所有时间)的时间。在一个实施方案中，每天施用组合物，持续7至10天。可选地，可

以以所需的间隔(例如每2、3、4、5天等)施用组合物。

[0089] 本领域技术人员将认识到，本发明方法中采用的特定给药方案的形式和特征将由

施用途径和其它众所周知的变量(例如个体的大小和疾病的阶段)决定。此外，可以以单位

剂型的形式提供组合物，用于向需要治疗的个体施用。可以将抗体提供为施用前被重构的

冻干形式。重构培养基可以是无菌0.9％盐溶液或合适的生理缓冲液或水，或本领域已知的
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用于施用前使蛋白质重构的任何其它溶液。

[0090] 本公开还提供了可用于向需要治疗的个体施用的试剂盒。诸如，试剂盒可以包括

一种或多种可以是冻干形式的抗体，任选地包括重构培养基和施用说明书。试剂盒可以包

含单剂量或多剂量。

[0091] 本公开提供了用于治疗肿瘤的方法，例如包含表达存活蛋白细胞的肿瘤。这样的

肿瘤在本文中可以被称为“表达存活蛋白的肿瘤”。术语“治疗”是指使与正在治疗的特定病

症的存在相关的一种或多种症状或特征减轻。治疗并不一定意味着完全缓解，也不排除重

现(recurrence)或复发(relapses)。诸如，本公开提供了使肿瘤尺寸减小或使肿瘤生长停

滞或使肿瘤(例如包含表达存活蛋白细胞的肿瘤)生长速率降低或使与患有肿瘤的个体相

关的任何其它症状减轻的方法‑所有这些方法都被认为是“治疗”‑包括向需要治疗的个体

施用治疗有效量的包含如本文所述的抗体或其片段的组合物。在一个实施方案中，该方法

是被动免疫的方法。

[0092] 可由本公开组合物治疗的肿瘤的示例包括但不限于神经胶质瘤、成胶质细胞瘤、

成神经管细胞瘤、多发性骨髓瘤、黑素瘤、脑膜瘤、乳腺癌、卵巢癌、前列腺癌、白血病、淋巴

瘤、结肠癌、胰腺癌、肝癌、肾癌、恶性间叶肿瘤等。

[0093] 可以结合将存活蛋白肽用作疫苗来实施本发明的方法。可以在施用其它疗法之

前、同时或之后施用本发明的组合物。

[0094] 一方面，本公开提供了包含分离的抗体的组合物，分离的抗体对存活蛋白的一个

或多个表位具有反应活性，其中分离的抗体或其抗原结合片段与存活蛋白的一个或多个表

位结合。响应于施用具有序列ENEPDLAQMFFCFKELEGWEPDD(SEQ  ID  NO:2)的肽或其片段(例

如SEQ  ID  NO:4)可以产生抗体，其中片段具有SEQ  ID  NO:2中9至23个(包括其间的所有整

数)连续氨基酸，其中肽包含QMFFCF(SEQ  ID  NO:3)的核心序列。组合物可以是这样的，即只

有存在的一种或多种抗体是响应于施用存活蛋白肽而产生的分离的一种/多种抗体抗体。

该组合物可以含有其它蛋白质，例如载体蛋白质。抗体可以是嵌合抗体、人抗体或人源化抗

体。抗体可以是单克隆抗体或多克隆抗体、或单链抗体、或多特异性抗体。

[0095] 可以通过常规方法例如诸如ELISA来测量抗体对特定抗原的反应活性。反应活性

是结合亲和力的指标。也可以通过抗原/抗体解离速率或竞争性放射免疫测定法等来测量

结合亲和力。抗体与抗原的特异性结合意味着抗体以高亲和力结合抗原并且不与不相关的

抗原特异性结合。

[0096] 一方面，本公开提供了被动免疫的方法，其包括向需要治疗的个体施用治疗有效

量的组合物，该组合物包含一种或多种响应于施用具有序列ENEPDLAQMFFCFKELEGWEPDD

(SEQ  ID  NO:2)的肽或其片段(例如SEQ  ID  NO:4)而产生的抗体，其中片段具有SEQ  ID  NO:

2中9至23个(包括其间的所有整数)连续氨基酸，其中肽包含QMFFCF(SEQ  ID  NO:3)的核心

序列，从对象(人或非人)中分离出响应于施用上述肽或其片段而产生的抗体，将这些抗体

培育在杂交瘤上清液中，或者这些抗体可以是利用分离的抗体序列进行过工程改造的抗

体。

[0097] 以下示例旨在说明而非意图限制。

[0098] 示例1

[0099] 本示例描述了证明抗存活蛋白抗体对肿瘤生长影响的动物研究。
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[0100] 给小鼠施用DLAQMFFCFKELEGW‑钥孔血蓝蛋白(KLH)(SurVaxM)(SVN53‑67/M57‑

KLH)(SEQ  ID  NO:4)作为免疫接种。给小鼠皮下注射100μg肽。每7天为小鼠重复免疫接种一

次，持续28天的时间。最终免疫接种后两周，通过CO2窒息使小鼠安乐死，并通过心脏穿刺收

集血液。使血液凝固并以10,000×g离心以产生澄清的血清。将存活蛋白抗血清用于对肿瘤

植入模型小鼠进行被动免疫。

[0101] 利用颅内肿瘤模型、皮下肿瘤模型来显示抗存活蛋白抗体对抗肿瘤生长的功效。

颅内研究采用植入有1×105个GL261神经胶质瘤细胞的麻醉C57BL/6小鼠，其中利用穿过相

对于作为解剖参考点的前囟颅骨缝前方1mm且侧方2mm位置处的颅内钻孔的26号针头推进

到3mm深度来植入1×105个GL261神经胶质瘤细胞。3天后，将小鼠随机分组并注射10μg抗存

活蛋白抗体或10μg正常IgG作为对照。在20天的时间内每5天施用一次抗体，总共给药4次。

密切观察小鼠神经功能缺陷症状作为肿瘤生长的指标，并按照既定标准处死小鼠。数据以

存活率表示，并以Kaplan‑Meier曲线示出，p<0.0001。

[0102] 利用23号皮内用针头在右侧胁腹皮下植入1×106个GL261神经胶质瘤细胞来建立

皮下肿瘤模型。允许肿瘤生长7天直到它们达到约2mm直径。然后在第7天给小鼠施用100μg 

SurVaxM(SVN53‑67/M57‑KLH)存活蛋白疫苗；或50μl从先前已经施用了SurVaxM的小鼠获得

的小鼠血清形式的抗存活蛋白抗体，或者10μg来源于接受SurVaxM存活蛋白疫苗或对存活

蛋白具有反应活性的单克隆抗体的非荷瘤小鼠集合的mAb(抗体)。在28天的时间内每7天进

行重复施用治疗，共给药4次。每天测量肿瘤并利用公式“V＝XY2/2”计算体积。密切观察小

鼠60天。数据显示为群体(combined)肿瘤体积(图1)和个体肿瘤进展(图2)，p<0 .0001。

SurVaxM疫苗是指其中肽含有序列DLAQMFFCFKELEGW(SEQ  ID  NO:4)的疫苗。

[0103] 这些研究的结果如下。如图1所示，在具有GL261神经胶质瘤的颅内胶质瘤模型

C57BL/6小鼠中，在肿瘤植入后每7天施用抗存活蛋白抗体一次，接受抗存活蛋白抗体的小

鼠比对照显著存活更长时间。所用的IgG是正常小鼠非特异性IgG。图2显示了具有GL261神

经胶质瘤的C57BL/6小鼠的皮下肿瘤模型。在肿瘤植入后每7天给小鼠施用一次所示的治

疗。与颅内研究类似，接受纯化的mAb或抗血清的小鼠具有显著小于对照的肿瘤，并且显示

出所观察到的抗肿瘤作用是由活性疫苗本身所引起的。图3显示了具有GL261神经胶质瘤的

C57BL/6小鼠的皮下肿瘤模型。在肿瘤植入后每7天给小鼠施用一次所示的治疗。SurVaxM是

存活蛋白疫苗；抗存活蛋白血清(抗体)来源于接受活性SurVaxM疫苗的非荷瘤小鼠集合。数

据显示了50天内个体肿瘤生长。(每组n＝4)

[0104] 这些数据表明施用存活蛋白抗体对于减小肿瘤体积和延长存活时间是有效的。

[0105] 示例2

[0106] 本示例描述了单克隆抗体的产生和抗体抑制肿瘤生长的影响。

[0107] 方法：

[0108] 细胞株和培养条件：GL261鼠神经胶质瘤细胞和B16f1鼠黑素瘤细胞株生长于37

℃、5％CO2条件下、含有10％胎牛血清、5,000单位青霉素/链霉素、50μM  2‑巯基乙醇、25mM 

HEPES和1×非必需氨基酸的完全Dulbecco's改良伊格尔培养基(DMEM)的100‑mm组织培养

板上，每周更换2至3次培养基。

[0109] 肽：利用Fmoc化学和固相载体树脂(Genscript，Piscataway，NJ)合成肽。在使用前

将每种肽储存在‑20℃并稀释在DMSO中。抗原序列1：DLAQMFFCFKELEGW(SEQ  ID  NO:4)；抗原
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序列2：DLAQCFFCFKELEGW(SEQ  ID  NO:27)；免疫原:肽(批号:614429‑1)‑KLH缀合物。

[0110] 为小鼠免疫接种以产生抗体：每轮抗体生产使用10只小鼠。采用5只Balb/c小鼠和

5只C57B1/6小鼠产生针对抗原1(SVN53‑67/M57)具有反应活性的抗血清。用免疫原:肽‑KLH

缀合物(SVN53‑67/M57‑KLH)对小鼠进行免疫接种。4轮免疫接种后获得血清样品。通过间接

ELISA分析确认对存活蛋白具有反应活性的抗血清后，选择测试为阳性的小鼠用于杂交瘤

生产。使每只反应活性小鼠的细胞与SP2/0骨髓瘤细胞融合来产生一些杂交瘤细胞株。进一

步分离出在这些细胞株中的2个亚克隆并对其进行表征。

[0111] 间接ELISA检测抗体反应活性：用1μg/ml包被抗原：A：(SVN53‑67/M57)

DLAQMFFCFKELEGW(SEQ  ID  NO:4)或B：(野生型SVN53‑67)DLAQCFFCFKELEGW(SEQ  ID  NO:27)

的磷酸盐缓冲盐溶液(pH  7.4)以100μl/孔包被96孔ELISA板。将鼠抗血清或杂交瘤细胞培

养上清液以100μl/孔施加到经过包被的ELISA板中并进行孵育。然后加入第二抗体:过氧化

物酶‑亲和纯(AffiniPure)山羊抗‑小鼠IgG、Fcγ，然后进行标准检测。

[0112] 杂交瘤测序：按照 试剂(Ambion，目录号：15596‑026)的技术手册从杂交瘤

细胞中分离总RNA。通过琼脂糖凝胶电泳分析总RNA。按照PrimeScriptTM第一链cDNA合成试

剂盒(Takara，目录号：6110A)的技术手册，采用同种型特异性反义引物或通用引物将总RNA

逆转录为cDNA。根据GenScript的RACE标准操作程序扩增VH和VL的抗体片段。利用标准分子

克隆程序将经过扩增的抗体片段分别克隆到标准克隆载体中。进行菌落PCR筛选以鉴定具

有正确大小的插入片段的克隆。对每个抗体片段的不少于5个具有正确大小的插入片段的

单菌落进行测序。具有正确大小的VH和VL插入片段的五个单菌落被送去测序。发现五种不

同克隆的VH和VL基因几乎相同。共有序列被认为是所产生抗体的序列。

[0113] 测量患者血清抗体：收集患者血清并储存在‑80℃。在预包被的ELISA板(平底，

Nunc)上，一式三份地将系列稀释的澄清血清施加于未缀合的存活蛋白肽、游离KLH和随机

肽(20μg/ml，1μg/孔)。将样品在4℃下过夜孵育并洗涤(PBS，1％BSA)。加入HRP缀合的抗人

IgG检测抗体(Bio‑Rad)，在25℃下保持1小时。将ELISA板洗涤4次，在室温下加入TMB比色溶

液(Biolegend)并显色15分钟，并在Bio‑Rad自动读板器中450nm下读数。

[0114] 为小鼠免疫接种用于肿瘤生长研究：用100μl抗SVN53‑67/M57杂交瘤上清液或10μ

g纯化的单克隆抗体进行小鼠主要研究的论证。首先以颅内或皮下方式对小鼠植入鼠GL261

胶质瘤细胞或B16f1鼠黑素瘤细胞。在肿瘤植入后4天，小鼠接受腹腔注射抗体，每周一次重

复进行，最多5周，并密切观测肿瘤生长。

[0115] 脑内注射GL261肿瘤细胞并进行存活分析：将雄性C57BL/6小鼠(Charles  River，

Horsham，PA)用气体异氟烷麻醉并固定在头部立体定位架(David  Kopf  Instruments，

Tujunga，CA)中。做一个中线头皮切口，并确定前囟。测量立体定向坐标(相对于前囱的侧向

2.0mm前侧1.2mm)，以将细胞植入到深额叶白质。在此处钻一个钻孔，将悬浮于2.5μl  DMEM

中的1×105个GL261细胞通过具有固定式25号针头的汉密尔顿注射器注射到相对于硬脑膜

的3.0mm深度。以1μl/min进行注射。拔出针头并缝合切口。绘制Kaplan‑Meier存活图，并确

定所有组的中位存活时间。每组n＝8只小鼠。

[0116] 皮下肿瘤生长研究：将2×107个G1261细胞或1×106个B16f1细胞的100μl  PBS的悬

液注射到雄性C57Bl/6(免疫功能正常)小鼠(Charles  River，Horsham，PA)经过剃刮的右侧

胁腹皮下以及裸(免疫功能低下)小鼠NCr‑nu/nu(Charles  River，Horsham，PA)。每天用卡
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尺测量肿瘤生长，并根据公式V＝(a·(b2))/2计算体积，其中V是体积，而a和b是肿瘤的垂

直直径。数据呈现为随时间推移的肿瘤生长以及比较平均肿瘤体积。在所示呈现的各种研

究中，每组n＝4、5或10只小鼠。

[0117] 结果：

[0118] 利用经过修饰的存活蛋白肽，即SEQ  ID  NO:4，来产生杂交瘤。给10只小鼠施用15μ

g/ml的包含SEQ  ID  NO:4的肽的肽疫苗。其中在9只小鼠中产生了抗存活蛋白滴度。生成了

几种杂交瘤细胞株，其产生了对SEQ  ID  NO:4的肽和存活蛋白肽DLAQCFFCFKELEGW(SEQ  ID 

NO:27)具有反应活性的抗体，该存活蛋白肽序列与人存活蛋白的一部分相同。在杂交瘤中，

特别选择了两个用于进一步表征。这些被称为2C2和30H3。从这些杂交瘤中，对每个克隆分

别进行了进一步表征。这些分别被称为2C2E7和30H3D2。发现2C2E7具有同种型IgG2b，发现

30H3D2具有同种型IgG1。因此，对具有正确大小的重链可变区和轻链可变区插入片段的几

个单菌落进行了测序。发现这些序列几乎相同并产生共有序列。在SEQ  ID  NO:19和20中分

别提供了mAb  2C2E7的重链可变区和轻链可变区的共有氨基酸序列。在SEQ  ID  NO:21和22

中分别提供了mAb  30H3D2的重链可变区和轻链可变区的共有氨基酸序列。在SEQ  ID  NO:

23、24、25和26中分别提供了SEQ  ID  NO:19、20、21和22的氨基酸序列的相应核苷酸序列。

[0119] 来自抗体2C2E7的重链可变区的共有氨基酸序列如下所示：

[0120] MGWLWNLLFLMAAAQSAQAQIQLVQSGPELKKPGETVKISCKASGYTFTTYGMSWVKQAPGRGLKWMG

WINPYSGVPTYAVDFKGRFAFSLETSASTAYLQINNLKNEDTATYFCARGGRRGDFGYWGQGTTLTVSS(SEQ  ID 

NO:19)。

[0121] 来自抗体2C2E7的轻链可变区的共有氨基酸序列如下所示：

[0122] MDFQVQIFSFLLISASVILSSGQIGLTQSPAIMSASPGEKVTMTCSASSSISYMHWYQQKPGTSPKTW

IYDTSKLASGVPARFSGSGSGTSYSLTISSMEAEDAATYYCHQRSSHHTFGGGTKLEIK(SEQ  ID  NO:20)。

[0123] 来自抗体30H3D2的重链可变区的共有氨基酸序列如下所示：

[0124] MNFGLSLIFLALILKGVQCEVQLVESGGDLVKPGGSLKLSCAASGFTFSSYGMSWVRLTPDKRLEWVA

TISSGGSHTYYPDSVRGRFTISRDNAKNTLYLQMSSLKSEDTAMYYCARHPIYYYISSYAMDYWGQGTSVTVSS

(SEQ  ID  NO:21)。

[0125] 来自抗体30H3D2的轻链可变区的共有氨基酸序列如下所示：

[0126] MKLPVRLLVLMFWIPASSSDVVMTQTPLSLPVSLGDQASISCRSSQSLVHSTGNTYLHWYLQKPGQSP

KLLIYKVSNRFSGVPDRFGGSGSGTDFTLKISRVEAEDLGVYFCSQSTHVPPTFGGGTKLEIK(SEQ  ID  NO:

22)。

[0127] 编码mAb  2C2E7的SEQ  ID  NO:19所示的重链可变区的氨基酸的核苷酸序列如下所

示：

[0128] ATGGGTTGGCTGTGGAACTTGCTATTCCTGATGGCAGCTGCCCAAAGTGCCCAAGCACAGATCCAGTT

GGTACAATCTGGACCTGAGCTGAAGAAGCCTGGAGAGACAGTCAAGATCTCCTGCAAGGCTTCTGGGTATACCTTC

ACAACCTATGGAATGAGCTGGGTGAAACAGGCTCCAGGAAGGGGTTTAAAGTGGATGGGCTGGATAAACCCCTACT

CTGGAGTGCCAACATATGCTGTTGACTTCAAGGGACGGTTTGCCTTCTCTTTGGAAACCTCTGCCAGCACTGCCTA

TTTGCAGATCAACAACCTCAAAAATGAGGACACGGCTACATATTTCTGTGCAAGAGGAGGGCGGAGGGGGGACTTT

GGCTACTGGGGCCAAGGCACCACTCTCACAGTCTCCTCA(SEQ  ID  NO:23)。

[0129] 编码mAb  2C2E7的SEQ  ID  NO:20所示的轻链可变区的氨基酸的核苷酸序列如下所
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示：

[0130] ATGGATTTTCAGGTGCAGATTTTCAGCTTCCTGCTAATCAGTGCCTCAGTCATACTGTCCAGCGGACA

AATTGGTCTCACCCAGTCTCCAGCAATCATGTCTGCATCTCCAGGGGAGAAGGTCACCATGACCTGCAGTGCCAGC

TCAAGTATAAGTTACATGCATTGGTACCAGCAGAAGCCAGGCACCTCCCCCAAAACATGGATTTATGACACATCCA

AACTGGCTTCTGGAGTCCCTGCTCGCTTCAGTGGCAGTGGGTCTGGGACCTCTTATTCTCTCACAATCAGCAGCAT

GGAGGCTGAAGATGCTGCCACTTATTACTGCCATCAGCGGAGTAGTCACCACACGTTCGGAGGGGGGACCAAGCTG

GAAATAAAA(SEQ  ID  NO:24)。

[0131] 编码mAb  30H3D2的SEQ  ID  NO:21所示的重链可变区的氨基酸的核苷酸序列如下

所示：

[0132] ATGAACTTCGGGCTCAGCTTGATTTTCCTTGCCCTTATTTTAAAAGGTGTCCAGTGTGAGGTGCAGCT

GGTGGAGTCTGGGGGAGACTTAGTGAAGCCTGGAGGGTCCCTGAAACTCTCCTGTGCAGCCTCTGGATTCACTTTC

AGTAGCTATGGCATGTCTTGGGTTCGCCTGACTCCAGACAAGAGGCTGGAGTGGGTCGCAACCATTAGCAGTGGTG

GTAGTCACACCTACTATCCAGACAGTGTGAGGGGGCGATTCACCATCTCCAGAGACAATGCCAAGAACACCCTGTA

CCTGCAAATGAGCAGTCTGAAGTCTGAGGACACAGCCATGTATTACTGTGCAAGACACCCAATTTATTACTACATT

AGTAGCTATGCTATGGACTACTGGGGTCAAGGAACCTCAGTCACCGTCTCCTCA(SEQ  ID  NO:25)。

[0133] 编码mAb  30H3D2的SEQ  ID  NO:22所示的轻链可变区的氨基酸的核苷酸序列如下

所示：

[0134] ATGAAGTTGCCTGTTAGGCTGTTGGTGCTGATGTTCTGGATTCCTGCTTCCAGCAGTGATGTTGTGAT

GACCCAAACTCCACTCTCCCTGCCTGTCAGTCTTGGAGATCAAGCCTCCATCTCTTGCAGATCTAGTCAGAGCCTT

GTACACAGTACTGGAAACACCTATTTACATTGGTACCTGCAGAAGCCAGGCCAGTCTCCAAAGCTCCTGATCTACA

AAGTTTCCAACCGATTTTCTGGGGTCCCAGACAGGTTCGGTGGCAGTGGATCAGGGACAGATTTCACACTCAAGAT

CAGCAGAGTGGAGGCTGAGGATCTGGGAGTTTATTTCTGCTCTCAAAGTACACATGTTCCTCCGACGTTCGGTGGA

GGCACCAAGCTGGAAATCAAA(SEQ  ID  NO:26)。

[0135] 测试抗体对用于为动物免疫接种的肽(SEQ  ID  NO:4)和对来自人存活蛋白的序列

(SEQ  ID  NO:27)的结合。15ng/ml抗体浓度的2C2E7足以结合经过修饰的存活蛋白肽(SEQ 

ID  NO:4)，测试出OD值为1.019；并且足以结合野生型存活蛋白肽(SEQ  ID  NO:27)，测试出

OD值为0.891。2C2E7在其信号与空白比率>2:1的最高稀释度下的滴度为1:512,000，与高亲

和力抗体的预期滴度一致。此外，30ng/ml抗体浓度的30H3D2足以结合经过修饰的存活蛋白

肽(SEQ  ID  NO:4)，测试出OD值为1.021；并且足以结合野生型存活蛋白肽(SEQ  ID  NO:27)，

测试出OD值为0.874。30H3在其信号与空白比率>2:1的最高稀释度下的滴度为1:512,000，

与高亲和力抗体的预期滴度一致。

[0136] 然后将抗体用于动物模型以确定对肿瘤生长的影响。动物模型与示例1中所用的

动物模型相同。结果显示在图4至11中。2C2和H30抗存活蛋白抗体的研究在皮下鼠肿瘤模型

中进行。使可植入肿瘤建立(establish)在小鼠中，然后开始用2C2、H30或非特异性IgG对它

们进行治疗，每5至7天一次持续30天的时间。采用两种宿主小鼠品系，图4、6、8、10中的NCr‑

nu/nu(裸鼠)和图5、7、9、11中的C57Bl/6小鼠。裸鼠代表抗体活性预计会特别依赖于无免疫

系统支持下抗体与靶标直接结合的免疫功能低下模型。C57B1/6小鼠代表抗体可受益于还

有免疫支持机制(例如巨噬细胞、树突细胞和T细胞)参与的免疫功能正常模型。当用2C2或

H30抗体治疗时，图4至7中的B16黑素瘤和图8至11中的GL261神经胶质瘤细胞都显示出对
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C57B1/6(免疫功能正常)模型的生长抑制作用(图5、7)，而对裸鼠(免疫功能低下)模型的生

长抑制作用程度较小(图4、6)。该观察结果表明在C57B1/6小鼠中的抗体依赖性应答明显是

免疫功能介导的(图5、7、9、11)，而这种抗体依赖性应答在裸鼠中并没有因为缺乏免疫支持

而被完全消除(图4、6、8、10)。在免疫功能低下模型(图4、6、8、10)中，仍然存在的抗体依赖

性生长抑制作用充分暗示了与抗体本身无关的额外免疫系统或抗体本身具有直接生长抑

制性组分。观察到罗斯韦尔帕克癌症学会(Roswell  Park  Cancer  Institute)主持的

SurVaxM(SVN53‑67/M57‑KLH)(SEQ  ID  NO:4(FDA批准的/I171010))临床I期试验中招募的

神经胶质瘤患者在其接受临床试验方案期间表现出对SurVaxM肽意想不到的抗体应答。本

文中示出了产生具有反应活性的抗血清的8名患者，该反应活性抗血清对由SEQ  ID  NO:27

的氨基酸组成的野生型存活蛋白肽和由SEQ  ID  NO:4的氨基酸组成的经过修饰的存活蛋白

肽都有反应活性，SEQ  ID  NO:4也包含在用于免疫接种的15个氨基酸的肽序列中。这些抗体

可用于治疗目的。

[0137] 尽管已经利用具体实施方案和示例描述了本公开，但是常规修改对于本领域技术

人员来说将是显而易见的，并且这样的修改意图在本公开和权利要求的范围内。
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