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人源化的T细胞共受体的小鼠

(57)摘要

本发明提供了表达嵌合的人/非人T细胞共

受体多肽(例如CD4、CD8α、CD8β)的基因修饰的

非人动物，及包含其的胚胎、细胞和组织。本发明

还提供了制备所述基因修饰的动物的构建体和

制备其的方法。
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1.一种制备基因修饰的啮齿动物的方法，包括修饰啮齿动物基因组以包含

(a)在内源CD4基因座并且与内源CD4启动子和调控序列可操作地连接的编码嵌合的

人/啮齿动物CD4多肽的核苷酸序列，所述嵌合的人/啮齿动物CD4多肽包含人CD4的至少D1、

D2和D3结构域，所述D1、D2和D3结构域可操作地连接啮齿动物CD4的D4、跨膜和胞质结构域，

(b)在内源MHCIIα基因座并且与内源MHC  IIα启动子和调控序列可操作地连接的编码

嵌合的人/啮齿动物MHCIIα多肽的核苷酸序列，所述嵌合的人/啮齿动物MHCIIα多肽包含与

啮齿动物MHC  IIα多肽的跨膜和胞质结构域可操作连接的人MHCIIα多肽的α1和α2结构域，

和

(c)在内源MHCIIβ基因座并且与内源MHC  IIβ启动子和调控序列可操作地连接的编码

嵌合的人/啮齿动物MHCIIβ多肽的核苷酸序列，所述嵌合的人/啮齿动物MHCIIβ多肽包含与

啮齿动物MHC  IIβ多肽的跨膜和胞质结构域可操作连接的人MHCIIβ多肽的β1和β2结构域，

其中所述啮齿动物表达所述嵌合的人/啮齿动物CD4多肽和嵌合的人/啮齿动物MHC  II

复合物，所述嵌合的人/啮齿动物MHC  II复合物包含(i)所述嵌合的人/啮齿动物MHCIIα多

肽和(ii)所述嵌合的人/啮齿动物MHC  IIβ多肽，并且其中所述嵌合的人/啮齿动物CD4多肽

和所述嵌合的人/啮齿动物MHC  II复合物相互作用。

2.根据权利要求1所述的方法，其中在所述啮齿动物的B细胞上不表达所述嵌合的CD4

多肽。

3.根据权利要求1所述的方法，其中在B细胞或CD8单一阳性T细胞上不表达所述嵌合的

CD4多肽。

4.根据权利要求1-3任意一项所述的方法，其中所述啮齿动物是大鼠。

5.根据权利要求1-3任意一项所述的方法，其中所述啮齿动物是小鼠。

6.根据权利要求5所述的方法，其中所述啮齿动物基因组是小鼠基因组，并且所述方法

包括修饰所述小鼠基因组以包含：

(a)在内源小鼠CD4基因座并且与内源小鼠CD4启动子和调控序列可操作地连接的编码

嵌合的人/小鼠CD4多肽的核苷酸序列，所述嵌合的人/小鼠CD4多肽包含人CD4的D1、D2和D3

结构域，所述D1、D2和D3结构域可操作地连接小鼠CD4的D4、跨膜和胞质结构域，

(b)在内源小鼠MHCIIα基因座并且与内源小鼠MHC  IIα启动子和调控序列可操作地连

接的编码嵌合的人/小鼠MHCIIα多肽的核苷酸序列，所述嵌合的人/小鼠MHCIIα多肽包含与

小鼠MHC  IIα多肽的跨膜和胞质结构域可操作连接的人MHCIIα多肽的α1和α2结构域，

(c)在内源小鼠MHCIIβ基因座并且与内源小鼠MHC  IIβ启动子和调控序列可操作地连

接的编码嵌合的人/小鼠MHCIIβ多肽的核苷酸序列，所述嵌合的人/小鼠MHCIIβ多肽包含与

小鼠MHC  IIβ多肽的跨膜和胞质结构域可操作连接的人MHCIIβ多肽的β1和β2结构域，且

其中所述小鼠表达所述嵌合的人/小鼠CD4多肽和嵌合的人/小鼠MHC  II复合物，所述

嵌合的人/小鼠MHC  II复合物包含(i)所述嵌合的人/小鼠MHC  IIα多肽和(ii)所述嵌合的

人/小鼠MHCIIβ多肽，并且其中所述嵌合的人/小鼠CD4多肽和所述嵌合的人/小鼠MHC  II复

合物相互作用。

7.根据权利要求6所述的方法，其中所述小鼠不表达来自其内源性小鼠CD4基因座的功

能性内源性小鼠CD4。

8.根据权利要求6所述的方法，其中编码所述嵌合的人/小鼠CD4多肽的所述核苷酸序
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列包含在所述小鼠的种系中。

9.根据权利要求6所述的方法，其中修饰所述小鼠基因组包括使用编码所述嵌合的人/

小鼠CD4多肽的所述核苷酸序列取代在所述小鼠基因组内源性CD4基因座的编码内源性小

鼠CD4多肽的核苷酸序列。

10.根据权利要求6所述的方法，其中所述嵌合的人/小鼠CD4多肽的人部分如SEQ  ID 

NO:57所示。

11.根据权利要求10所述的方法，其中所述嵌合的人/小鼠CD4多肽包含如SEQ  ID  NO:4

所示的氨基酸序列。

12.一种制备基因修饰的啮齿动物的方法，包括修饰啮齿动物基因组以包含

在于内源CD8α基因座并且与内源CD8α启动子和调控序列可操作地连接的编码嵌合的

人/啮齿动物CD8α多肽的核苷酸序列，

在内源CD8β基因座并且与内源CD8β启动子和调控序列可操作地连接的编码嵌合的人/

啮齿动物CD8β多肽的核苷酸序列，和

在内源MHC  I基因座并且与内源MHC  I启动子和调控序列可操作地连接的编码人源化

MHC  I多肽的核苷酸序列，

其中所述嵌合的人/啮齿动物CD8α多肽的人部分如SEQ  ID  NO:59所示，

其中所述嵌合的人/啮齿动物CD8β多肽的人部分如SEQ  ID  NO:58所示，

其中所述人源化MHC  I多肽包含与啮齿动物MHC  I多肽的跨膜和胞质结构域可操作连

接的人MHC  I多肽的α1、α2和α3结构域；

其中所述啮齿动物表达所述人源化MHC  I多肽和嵌合的人/啮齿动物CD8蛋白，所述嵌

合的人/啮齿动物CD8蛋白包含所述嵌合的人/啮齿动物CD8α多肽和嵌合的人/啮齿动物CD8

β多肽，且

其中所述嵌合的人/啮齿动物CD8蛋白与所述人源化的MHC  I多肽相互作用。

13.根据权利要求12所述的方法，其中在所述啮齿动物的B细胞上不表达所述嵌合的

人/啮齿动物CD8多肽。

14.根据权利要求12所述的方法，其中在B细胞或CD4单一阳性T细胞上不表达所述嵌合

的人/啮齿动物CD8蛋白。

15.根据权利要求12-14任意一项所述的方法，其中所述啮齿动物是大鼠。

16.根据权利要求12-14任意一项所述的方法，其中所述啮齿动物是小鼠。

17.根据权利要求16所述的方法，其中所述啮齿动物基因组是小鼠基因组，并且所述方

法包括修饰所述小鼠基因组以包含

在内源小鼠CD8α基因座并且与内源小鼠CD8α启动子和调控序列可操作地连接的编码

嵌合的人/小鼠CD8α多肽的第一核苷酸序列，和

在内源小鼠CD8β基因座并且与内源小鼠CD8β启动子和调控序列可操作地连接的编码

嵌合的人/小鼠CD8β多肽的第二核苷酸序列，

在内源小鼠MHC  I基因座并且与内源小鼠MHC  I启动子和调控序列可操作地连接的编

码人源化MHC  I多肽的核苷酸序列，

其中所述嵌合的人/小鼠CD8α多肽包含如SEQ  ID  NO:59所示的氨基酸序列，其可操作

地连接小鼠CD8α多肽的至少跨膜和胞质结构域，
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其中所述嵌合的人/小鼠CD8β多肽包含如SEQ  ID  NO:58所示的氨基酸序列，其可操作

地连接小鼠CD8β多肽的至少跨膜和胞质结构域，

其中所述人源化的MHC  I多肽包含与小鼠MHC  I多肽的跨膜和胞质结构域可操作连接

的人MHC  I多肽的α1、α2和α3结构域，且

其中所述小鼠表达嵌合的人/小鼠CD8蛋白，所述嵌合的人/小鼠CD8蛋白包含(i)所述

嵌合的人/小鼠CD8α多肽和(ii)所述嵌合的人/小鼠CD8β多肽和所述人源化MHC  I多肽，且

所述嵌合的人/小鼠CD8蛋白与所述人源化的MHC  I多肽相互作用。

18.根据权利要求17所述的方法，其中所述小鼠在其内源性CD8基因座不表达功能性内

源性CD8蛋白。

19.根据权利要求17所述的方法，其中所述小鼠还包含人或人源化的β2微球蛋白多肽。

20.根据权利要求17所述的方法，其中所述第一和/或第二核苷酸序列包含在所述小鼠

的种系中。

21.根据权利要求17所述的方法，其中修饰所述小鼠基因组包括使用编码所述嵌合的

人/小鼠CD8α多肽的第一核苷酸序列取代在所述小鼠基因组内源性CD8α基因座的编码内源

性小鼠CD8α多肽的核苷酸序列和/或使用编码所述嵌合的人/小鼠CD8β多肽的第二核苷酸

序列取代在所述小鼠基因组内源性CD8β基因座的编码内源性小鼠CD8β多肽的核苷酸序列。

22.根据权利要求21所述的方法，其中所述内源性CD8α和CD8β基因座分别编码嵌合的

人/小鼠CD8α多肽和嵌合的人/小鼠CD8β多肽，所述嵌合的人/小鼠CD8α多肽包含如SEQ  ID 

NO:54所示的氨基酸序列，所述嵌合的人/小鼠CD8β多肽包含如SEQ  ID  NO:53所示的氨基酸

序列。
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人源化的T细胞共受体的小鼠

[0001] 相关申请的交叉引用

[0002] 本申请要求根据35U.S.C.§119(e)的2013年10月15日提交的美国临时专利申请序

列号61/890,915和2013年2月20提交的美国临时专利申请序列号61/766,762的优先权，其

全部内容在此参考并入。

[0003] 序列表

[0004] 本申请的说明书中引用了以电子形式于2014年2月20日提交的序列表，其为文件

名为“2010794-0441_ST25”的ascii.txt文件。该.txt文件于2014年2月13日生成，其大小为

47kb。

发明领域

[0005] 本发明涉及非人动物(例如，啮齿动物，例如小鼠或大鼠)，所述非人动物经基因工

程改造以表达人源化的T细胞共受体。本发明涉及经基因工程改造以表达人源化的CD4或

CD8共受体的非人动物，以及表达其的胚胎、组织和细胞。本发明还涉及经工程改造以共表

达人源化的CD4共受体和人源化的主要组织相容性复合物(MHC)II的非人动物。本发明还涉

及经工程改造以共表达人源化的CD8共受体和人源化的MHC  I的非人动物。本发明还提供了

制备经基因工程改造的动物的方法，所述动物表达人源化的T细胞共受体(例如，人源化的

CD4或CD8)。本发明还提供了使用表达人源化的T细胞共受体的所述经基因工程改造的动物

用于研发人类疗剂的方法。

[0006] 发明背景

[0007] 在适应性免疫应答中，外来抗原被B淋巴细胞和T淋巴细胞上的受体分子(例如，免

疫球蛋白和T细胞受体或TCR)所识别。这些外来抗原被特定蛋白作为肽片段递呈至细胞表

面上，通常将所述特定蛋白称为主要组织相容性复合物(MHC)分子。在T细胞介导的应答过

程中，由MHC分子递呈的抗原被T细胞受体所识别。然而，有效的免疫应答除了需要MHC-抗原

复合物的T细胞受体识别以外，还需要T细胞共受体分子(例如，CD4或CD8)与MHC恒定部分的

结合。

[0008] T细胞分为几个种类，包括辅助T细胞和细胞毒性T细胞。辅助T细胞表达共受体CD4

并且识别与MHC  II分子结合的抗原。CD4+T细胞活化免疫系统中的其他效应细胞，例如活化

表达MHC  II的B细胞以产生抗体，活化表达MHC  II的巨噬细胞以破坏病原体等。CD4和T细胞

受体与相同MHC  II递呈的外来抗原的结合使得T细胞对该抗原具有更加显著的敏感性。

[0009] 而相反的是，细胞毒性T细胞(CTL)表达共受体CD8并且识别与MHC  I分子结合的外

来抗原。CTL专门地杀伤携带被其自身膜结合TCR所识别的MHC  I结合肽的任意细胞。当细胞

展示出来源于非正常存在的(例如，来源于病毒、肿瘤或其他非自身来源)细胞蛋白的肽时，

此类肽被CTL所识别，CTL被活化并且杀伤展示出所述肽的细胞。与CD4类似，CD8的结合使得

CTL对MHC  I递呈的抗原更加敏感。

[0010] 由于耐受机制使得并非所有的抗原均激发T细胞活化。然而，在一些疾病中(例如，

癌症、自身免疫性疾病)来源于自身蛋白的肽成为免疫系统细胞成分的靶点，这导致递呈此
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类肽的细胞被破坏。其对于识别具有临床意义的抗原(例如，与多种类型的癌症相关的抗

原)方面具有显著的推动作用。然而，为了改进对在人类T细胞中激发适宜应答的肽的鉴定

和选择，特别是具有临床意义的抗原的肽，仍需要模拟人免疫系统的体内和体外系统。因

此，需要能够展示出人免疫系统成分的生物系统(例如，基因修饰的非人动物和细胞)。

[0011] 发明概述

[0012] 本申请提供了包含非人细胞的非人动物，所述非人细胞表达在细胞免疫应答中具

有功能的人的或人源化的分子。本申请还提供了编码人或人源化的T细胞共受体(例如，CD4

和/或CD8)蛋白的人源化的啮齿动物基因座。本申请还提供了表达人或人源化的T细胞共受

体(例如，CD4和/或CD8)蛋白的人源化的啮齿动物细胞。本申请提供了体内和体外系统，所

述系统包含人源化的啮齿动物细胞，其中所述啮齿动物细胞表达一种或多种人或人源化的

免疫系统分子。

[0013] 本申请提供一种基因修饰的非人动物，所述非人动物在其基因组中包含编码人或

人源化的T细胞共受体多肽的核苷酸序列。在不同实施方式中，本申请提供了一种基因修饰

的非人动物，所述非人动物包含编码嵌合的人/非人T细胞共受体多肽的核苷酸序列。在一

个实施方式中，所述核苷酸序列存在于内源性T细胞共受体基因座。在一个实施方式中，所

述嵌合的T细胞共受体多肽的人部分包含全部或基本上全部的人T细胞共受体的胞外域，和

所述非人动物表达功能性的嵌合的T细胞共受体多肽。在一个实施方式中，所述嵌合的T细

胞共受体多肽的非人部分至少包含非人T细胞共受体的跨膜和胞质结构域，和所述非人动

物表达功能性的嵌合的T细胞共受体多肽。在本发明的一个方面，所述嵌合的T细胞共受体

多肽仅在所述非人动物的T细胞上表达，例如其不在所述非人动物的B细胞上表达。在一个

方面，所述动物不表达来自其内源性非人T细胞共受体基因座的功能性非人T细胞共受体。

在本发明的一个方面，所述嵌合的T细胞共受体多肽包含在所述非人动物的种系中。在一个

方面，所述动物在内源性T细胞共受体基因座包含编码所述嵌合的T细胞共受体多肽的核苷

酸序列的一个或两个拷贝；因此，所述动物针对编码嵌合的T细胞共受体多肽的所述核苷酸

序列可以是杂合的或纯合的。

[0014] 在一个实施方式中，所述T细胞共受体是CD4。因此，在一个方面，本发明提供了一

种基因修饰的非人动物，所述非人动物包含编码嵌合的人/或非人CD4多肽的核苷酸序列。

在一个实施方式中，所述核苷酸序列存在于内源性CD4基因座。在一个实施方式中，所述动

物是啮齿动物，例如小鼠或大鼠。因此，在一个实施方式中，本发明提供了一种基因修饰的

小鼠，所述小鼠在其内源性CD4基因座包含编码嵌合的人/小鼠CD4多肽的核苷酸序列，其中

所述嵌合的CD4多肽的人源部分包含全部或基本上全部的人CD4多肽的胞外域，其中所述嵌

合的CD4多肽的小鼠部分至少包含小鼠CD4多肽的跨膜和胞质结构域，和其中所述小鼠表达

功能性的嵌合的人/小鼠CD4。在一个实施方式中，本申请提供了一种基因修饰的小鼠，所述

小鼠在其内源性CD4基因座包含编码嵌合的人/小鼠CD4多肽的核苷酸序列，其中所述嵌合

的多肽的人源部分至少包含全部或基本上全部的人CD4多肽的结构域D1-D3，其中所述嵌合

的多肽的小鼠部分至少包含小鼠CD4的跨膜和胞质结构域，和其中所述小鼠表达功能性的

嵌合的人/小鼠CD4。在一个方面，所述小鼠不表达来自其内源性小鼠CD4基因座的功能性内

源性小鼠CD4。在一个实施方式中，编码嵌合的人/小鼠CD4多肽的所述核苷酸序列与内源性

小鼠启动子和调控序列可操作地连接。因此，在一个实施方式中，所述小鼠在CD8谱系的B细
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胞或T细胞上不表达所述嵌合的CD4蛋白。在一个实施方式中，所述嵌合的CD4蛋白的人源部

分包含如SEQ  ID  NO:57所示的氨基酸序列。在一个实施方式中，所述嵌合的人/小鼠CD4多

肽如SEQ  ID  NO:4所示。

[0015] 在一个方面，包含本申请所述的嵌合的CD4多肽的所述基因修饰的非人动物，例如

所述基因修饰的小鼠，还包含人或人源化的MHC  II蛋白，其中所述MHC  II蛋白包含人MHC 

II α多肽的胞外域和人MHC  II β多肽的胞外域。在一个方面，所述动物包含人源化的MHC 

II蛋白。在一个实施方式中，所述动物是小鼠并且所述小鼠在内源性MHC  II基因座包含(1)

编码嵌合的人/小鼠MHC  II α多肽的核苷酸序列，其中所述MHC  II α多肽的人源部分包含

人MHC  II α的胞外域，和内源性小鼠MHC  II α多肽的跨膜和胞质结构域，以及(2)编码嵌合

的人/小鼠MHC  II β多肽的核苷酸序列，其中所述MHC  II β多肽的人源部分包含人MHC  II 

β的胞外域，和内源性小鼠MHC  II β多肽的跨膜和胞质结构域。对包含编码嵌合的人/非人

(例如人/小鼠)MHC  II核苷酸序列的基因修饰的非人动物(例如小鼠)更加详细的描述请参

见美国专利申请号13/661,116和13/793,935，其通过引用整体并入本申请。在一个实施方

式中，表达人源化的CD4和/或MHC  II蛋白的动物通过取代分别位于CD4和/或MHC  II基因座

的内源性非人(例如小鼠)CD4和/或MHC  II基因的部分产生。

[0016] 因此，本申请还提供了一种修饰非人动物(例如啮齿动物，例如小鼠)的CD4基因座

以表达嵌合的人/小鼠CD4多肽的方法，所述方法包括使用编码嵌合的人/小鼠CD4多肽的核

苷酸序列在内源性CD4基因座取代编码内源性非人(例如小鼠)CD4多肽的核苷酸序列。在一

个实施方式中，所述嵌合的人/非人(例如人/啮齿动物，例如人/小鼠)CD4多肽包含至少全

部或基本上全部的人CD4多肽的结构域D1-D3和内源性非人(例如啮齿动物，例如小鼠)CD4

多肽的至少跨膜和胞质结构域。在一个实施方式中，所表达的嵌合的人/小鼠CD4如SEQ  ID 

NO:4所示。

[0017] 在另一个实施方式中，所述T细胞共受体是CD8。因此，在一个方面，本发明提供了

一种基因修饰的非人动物，所述非人动物包含编码嵌合的人/非人CD8多肽的核苷酸序列，

例如嵌合的人/非人CD8α和/或CD8β多肽。在一个实施方式中，所述核苷酸序列位于内源性

CD8基因座。在一个实施方式中，所述动物是啮齿动物，例如小鼠或大鼠。因此，在一个实施

方式中，本申请提供了一种基因修饰的小鼠，所述小鼠在其内源性CD8基因座(例如内源性

CD8α和/或CD8β基因座)包含编码嵌合的人/小鼠CD8α多肽的第一核苷酸序列和编码嵌合的

人/小鼠CD8β多肽的第二核苷酸序列，其中所述第一核苷酸序列包含编码全部或基本上全

部的人CD8α多肽的胞外域和小鼠CD8α多肽至少跨膜和胞质结构域的序列，和其中所述第二

核苷酸序列包含编码全部或基本上全部的人CD8β多肽的胞外域和小鼠CD8β多肽至少跨膜

和胞质结构域的序列，其中所述小鼠表达功能性的嵌合的人/小鼠CD8蛋白。在一个方面，所

述小鼠不表达来自其内源性小鼠CD8基因座的功能性的内源性的小鼠CD8多肽。在一个实施

方式中，所述第一核苷酸序列与内源性小鼠CD8α启动子和调控序列可操作地连接，和所述

第二核苷酸序列与内源性小鼠CD8β启动子和调控序列可操作地连接。因此，在一个实施方

式中，所述小鼠在CD4谱系的B细胞或T细胞上不表达嵌合的CD8蛋白。在一个实施方式中，所

述嵌合的CD8α和/或β多肽的人源部分包含人CD8α和/或β多肽的免疫球蛋白V-样结构域。在

一个实施方式中，所述嵌合的人/小鼠CD8α多肽的人源部分包含如SEQ  ID  NO:59所示的氨

基酸序列。在一个实施方式中，所述嵌合的人/小鼠CD8β多肽的人源部分包含如SEQ  ID  NO:
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58所示的氨基酸序列。在一个实施方式中，所述嵌合的人/小鼠CD8α多肽如SEQ  ID  NO:54所

示，和所述嵌合的人/小鼠CD8β多肽如SEQ  ID  NO:53所示。

[0018] 在一个方面，包含本申请所述的嵌合的CD8α和/或β多肽的基因修饰的非人动物

(例如基因修饰的小鼠)还包含人或人源化的MHC  I蛋白，其中所述MHC  I蛋白包含人MHC  I

多肽的胞外域。在一个方面，所述动物包含人源化的MHC  I复合物。因此，所述动物可以包含

人源化的MHC  I蛋白和人或人源化的β2微球蛋白多肽。在一个实施方式中，所述动物是小鼠

和所述小鼠在内源性MHC  I基因座包含编码嵌合的人/小鼠MHC  I多肽的核苷酸序列，其中

所述MHC  I多肽的人源部分包含人MHC  I多肽的胞外域，和内源性小鼠MHC  I多肽的跨膜和

胞质结构域；和所述动物在内源性β2微球蛋白基因座还包含编码人或人源化的β2微球蛋白

的核苷酸序列。对包含编码嵌合的人/非人(例如人/小鼠)MHC  I和β2微球蛋白的核苷酸序

列的基因修饰的非人动物(例如小鼠)更加详细的描述请参见美国专利申请号13/661,159

和13/793,812，其通过引用整体并入本申请。在一个实施方式中，表达人源化的CD8、MHC  I

和/或β2微球蛋白的动物通过取代分别位于CD8、MHC  I和/或β2微球蛋白基因座的内源性非

人(例如小鼠)CD8、MHC  I和/或β2微球蛋白基因的部分产生。

[0019] 因此，本申请还提供了一种修饰非人动物(例如啮齿动物，例如小鼠)的CD8基因座

以表达嵌合的人/小鼠CD8多肽的方法，所述方法包括使用编码嵌合的人/小鼠CD8多肽的核

苷酸序列取代在内源性CD8基因座的编码内源性非人(例如小鼠)CD8多肽的核苷酸序列。在

一个方面，所述CD8多肽选自下组：CD8α、CD8β及其组合。在一个实施方式中，所述嵌合的人/

非人(例如人/啮齿动物，例如人/小鼠)CD8多肽(CD8α和/或CD8β)包含全部或基本上全部的

人CD8多肽的胞外域和内源性非人(例如啮齿动物，例如小鼠)CD8多肽的至少跨膜和胞质结

构域。

[0020] 本申请还提供了来源于本申请所述的非人动物(例如啮齿动物，例如小鼠或大鼠)

的细胞，例如T细胞。本申请还提供了来源于本申请所述的非人动物的组织和胚胎。

[0021] 除非另有明示或者从上下文中是显而易见的，本申请所述的任意实施方式和方面

均可以用于彼此之间组合。通过对随后详细描述的回顾，其他实施方式对本领域技术人员

将是显而易见的。下述的详细描述包括对本发明不同实施方式的示例性表述，其对所主张

本发明不具有限制作用。附图构成本说明书的一部分，其与该描述一起，仅用于说明实施方

式，并非用于限制本发明。

[0022] 附图简述

[0023] 图1是产生人源化CD4基因座策略的示意图(未按照比例)。首先，紧随信号肽之后

的小鼠外显子3-6的序列被所述信号肽下游的人外显子3序列所取代(上图)，随后通过限制

性消化/连接将人外显子4-6插入人外显子3下游。

[0024] 图2显示了使用抗-人CD4和抗-小鼠CD4抗体对来源于WT小鼠或针对人CD4的小鼠

杂合子(1766HET)的脾细胞进行的FACS分析(A)；和对来源于WT小鼠vs .1766HET小鼠

vs.Jurkat人CD4T细胞系的T细胞进行的FACS分析。

[0025] 图3是通过使用人CD8β外显子2-3取代小鼠CD8β外显子2-3产生人源化CD8b基因座

(MAID  1737)策略的示意图(未按照比例)。小鼠外显子序列以实心矩形表示，人外显子序列

以散列矩形表示。

[0026] 图4是通过使用人外显子2-3取代小鼠外显子1的一部分和外显子2，保留在外显子
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1起始的小鼠先导序列产生人源化CD8a基因座(MAID  1738)策略的示意图(未按照比例)。小

鼠外显子序列以实心矩形表示，人外显子序列以散列矩形表示。

[0027] 图5是产生包含编码人源化的CD8b和CD8a基因序列的人源化基因座的顺序靶向策

略的示意图(未按照比例)。小鼠外显子序列以实心矩形表示，人外显子序列以散列矩形表

示。

[0028] 图6是使用小鼠CD8b、小鼠CD8a、人CD8b或人CD8a抗体对来自于WT小鼠或已除去选

择性表达盒的针对人CD8b和CD8a的杂合子小鼠(1739Het，1740Het)的脾细胞进行的FACS分

析。

[0029] 图7是使用小鼠CD8b、小鼠CD8a、人CD8b、人CD8a或CD4对来自于WT小鼠或1739HET/

1740HET小鼠(针对CD8b和CD8a的杂合子小鼠)的胸腺细胞进行的FACS分析。

[0030] 发明详述

[0031] 定义

[0032] 本发明提供了表达人源化的T细胞共受体多肽的基因修饰的非人动物(例如小鼠、

大鼠、家兔等)；包含其的胚胎、细胞和组织；制备其的方法；以及使用其的方法。除非另有定

义，本申请中使用的所有术语和短语包括所述术语和短语在现有技术中已有的含义，除非

存在相反的明确指示或从该术语或短语使用的上下文中是显而易见的。

[0033] 术语“保守的”当用于描述保守的氨基酸取代时，包括氨基酸残基被带有具有相似

化学性质(例如电荷或疏水性)的侧链R基团的其他氨基酸残基取代。可以通过修饰核苷酸

序列实现保守的氨基酸取代，以引入编码保守的取代的核苷酸改变。在通常情况下，保守的

氨基酸取代将基本上不改变目的蛋白的功能性性质，例如CD4或CD8分别与MHC  II或MHC  I

结合的能力，并且增加TCR对MHC提呈的抗原的敏感性。带有具有相似化学性质的侧链的氨

基酸基团的示例包括脂肪族侧链如甘氨酸、丙氨酸、缬氨酸、亮氨酸和异亮氨酸；脂肪族-羟

基侧链如丝氨酸和苏氨酸；含有酰胺的侧链如天冬酰胺和谷氨酰胺；芳香侧链如苯丙氨酸、

酪氨酸和色氨酸；碱性侧链如赖氨酸、精氨酸和组氨酸；酸性侧链如天冬氨酸和谷氨酸；以

及含硫侧链如半胱氨酸和甲硫氨酸。保守的氨基酸取代基团包括例如缬氨酸/亮氨酸/异亮

氨酸、苯丙氨酸/酪氨酸、赖氨酸/精氨酸、丙氨酸/缬氨酸、谷氨酸/天冬氨酸和天冬酰胺/谷

氨酰胺。在一些实施方式中，保守的氨基酸取代可以是使用丙氨酸取代蛋白中的任意天然

残基，如用在例如丙氨酸扫描诱变中。在一些实施方式中，Gonnet等((1992)Exhaustive 

Matching  of  the  Entire  Protein  Sequence  Database,Science  256:1443-45)披露保守

的氨基酸取代使得在PAM250log-似然性矩阵中具有正值，其通过引用并入本申请。在一些

实施方式中，所述取代是适度保守的取代，其中所述取代在PAM250log-似然性矩阵中具有

非负值。

[0034] 因此，本发明还包括一种基因修饰的非人动物，其基因组包含(例如在内源性基因

座)编码人源化的T细胞共受体多肽(例如CD4或CD8多肽)的核苷酸序列，其中所述多肽包含

本申请所述的氨基酸序列的保守的氨基酸取代。

[0035] 本领域技术人员将理解除了编码本申请所述的人源化的T细胞共受体多肽的核酸

残基以外，由于遗传密码的简并性，其他核酸可以编码本发明的多肽。因此，除了在其基因

组中包含编码具有保守的氨基酸取代的T细胞共受体多肽(例如CD4或CD8多肽)的核苷酸序

列的基因修饰的非人动物以外，本申请还提供了由于遗传密码的简并性使其基因组中包含
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不同于本申请所述核苷酸序列的非人动物。

[0036] 术语“同一性”当与序列结合使用时包括根据本领域公知的能够用于测定核苷酸

和/或氨基酸序列同一性的多种不同算法确定的同一性。在本申请所述的一些实施方式中，

使用开放缺口罚分为10.0，延伸缺口罚分为0.1的ClustalW  v .1 .83(slow)比对和使用

Gonnet相似性矩阵(MacVectorTM10.0.2,MacVector  Inc.,2008)确定同一性。针对序列的同

一性比较序列的长度将取决于特定的序列。在不同实施方式中，通过从其N-末端至其C-末

端比较成熟蛋白的序列确定其同一性。在不同实施方式中，当将嵌合的人/非人序列与人序

列进行比较时，将所述嵌合的人/非人序列的人部分(而不是非人部分)用于进行针对确定

人序列与嵌合的人/非人序列的人部分之间的同一性水平目的的比较(例如将嵌合人/小鼠

蛋白的人胞外域与人蛋白的人胞外域进行比较)。

[0037] 术语“同源性”或“同源的”涉及序列例如核苷酸或氨基酸序列时指两条序列根据

最佳比对和比较例如至少约75％的核苷酸或氨基酸、例如至少约80％的核苷酸或氨基酸、

例如至少约90-95％的核苷酸或氨基酸、例如超过97％的核苷酸或氨基酸是一致的。本领域

技术人员将理解对于最佳基因靶向所述靶向构建体应含有与内源性DNA序列具有同源性的

臂(“即同源臂”)；因此，同源重组可以发生在靶向构建体与被靶向的内源性序列之间。

[0038] 术语“可操作地连接”指并列的，其中这样描述的所述组分与允许其以其意向的方

式发挥功能相关。正因如此，编码蛋白的核酸序列可以与调控序列(例如，启动子、增强子、

沉默子序列等)可操作地连接以保持正确的转录调控。此外，本发明的嵌合或人源化蛋白的

不同部分可以可操作地连接以保持合适的折叠、加工、靶向、表达，以及所述蛋白在细胞中

的其他功能性性质。除非另有说明，本发明的嵌合或人源化蛋白的不同结构域彼此之间可

操作地连接。

[0039] 术语“取代”涉及基因取代时指在内源性基因座放置外源性遗传物质，从而使用直

系同源或同源的核酸序列取代全部或部分内源性基因。如下述实施例中所示，编码小鼠CD4

或CD8(CD8α和/或CD8β)多肽部分的内源性基因座的核酸序列分别被编码人CD4或CD8(CD8α

和/或CD8β)多肽部分的核苷酸序列所取代。

[0040] 在本申请中使用的“功能性”例如涉及功能性多肽时指与天然蛋白相关的至少一

种生物活性保留正常的多肽。例如，在本发明的一些实施方式中，在内源性基因座的取代

(例如在内源性非人CD4或CD8基因座的取代)使得在基因座中不能表达功能性的内源性多

肽。

[0041] 本申请下文中描述的针对基因修饰的CD4非人动物的若干方面，例如动物类型；动

物品系；细胞类型；筛选、检测和其他方法；使用方法等，将适用于基因工程改造的CD8动物。

[0042] 基因修饰的CD4动物

[0043] 在不同实施方式中，本发明通常地提供了基因修饰的非人动物，所述非人动物在

其基因组例如在内源性CD4基因座中包含编码人源化的CD4多肽的核苷酸序列；因此所述动

物表达人源化的CD4多肽。

[0044] 人CD4基因位于12号染色体，认为其含有10个外显子。CD4基因编码具有氨基末端

疏水性信号序列的蛋白，该信号序列由所述基因的外显子2和3所编码。所述蛋白包含4个免

疫球蛋白样结构域，通常称为D1-D4结构域。Maddon等，(1987)Structure  and  expression 

o f  t h e  h u m a n  a n d  m o u s e  T 4  g e n e s (人和小鼠 T4基因的结构和表达) ,
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Proc.Natl.Acad.Sci.USA  84:9155-59。据信D1结构域由外显子3(信号肽的下游序列)和外

显子4编码，而D2、D3和D4分别由彼此独立的外显子——外显子5、6和7编码。Littman(1987)

The  Structure  of  the  CD4and  CD8Genes(CD4和CD8基因的结构) ,Ann.Rev.Immunol.5:

561-84；Hanna等，(1994)Specific  Expression  of  the  Human  CD4Gene  in  Mature  CD4+

CD8-and  Immature  CD4+CD8+T  cells  and  in  Macrophages  of  Transgenic  Mice(人CD4

基因在转基因小鼠成熟的CD4+CD8-和未成熟的CD4+CD8+T细胞中和巨噬细胞中的特异性表

达),Mol.Cell.Biol.14(2):1084-94；Maddon等，如上所述。在所述蛋白浓度较高的区域，如

T细胞与抗原递呈细胞之间相接触的区域，分子趋向于通过反向D4结构域之间的相互作用

形成同型二聚体。Zamoyska(1998)CD4and  CD8:modulators  of  T  cell  receptor 

recognition  of  antigen  and  of  immune  responses？(CD4和CD8：T细胞受体识别抗原和

免疫应答的调节剂？)Curr.Opin.Immunol.10:82-87；Wu等，(1997)Dimeric  association 

and  segmental  variability  in  the  structure  of  human  CD4(在人CD4结构中的二聚结

合和区段可变性) ,Nature387:527；Moldovan等，(2002)CD4Dimers  Constitute  the 

Functional  Component  Required  for  T  Cell  Activation(CD4二聚体构成T细胞活化所

需的功能性成分),J.Immunol.169:6261-68.

[0045] CD4的D1结构域类似于免疫球蛋白的可变(V)结构域，其与D2结构域的一部分一起

据信与MHC  II结合。Huang等，(1997)Analysis  of  the  contact  sites  on  the  CD4 

Molecule  with  Class  II  MHC  Molecule(对CD4分子与II类MHC分子上的接触位点的分

子),J.Immunol.158:216-25。反过来，MHC  II与T细胞共受体CD4在MHC  IIα2和β2结构域之

间连接的疏水性裂隙上发生相互作用。Wang和Reinherz(2002)Structural  Basis  of  T 

Cell  Recognition  of  Peptides  Bound  to  MHC  Molecules(肽与MHC分子结合的T细胞识

别的结构基础),Molecular  Immunology,38:1039-49。

[0046] CD4共受体的D3和D4结构域据信与TCR-CD3复合物相互作用，当这两个结构域被取

代时，CD4不能与TCR结合。Vignali等，(1996)The  Two  Membrane  Proximal  Domains  of 

CD4Interact  with  the  T  Cell  Receptor(CD4与T细胞受体相互作用的两个膜近端结构

域),J.Exp.Med .183:2097-2107。CD4分子以二聚体的形式存在，在该分子D4结构域中的残

基据信负责CD4的二聚化。Moldovan等，(2002)CD4  Dimers  Constitute  the  Functional 

Components  Required  for  T  Cell  Activation(CD4二聚体构成T细胞活化所需的功能性

成分),J.Immunol.169:6261-68。

[0047] CD4基因的外显子8编码跨膜结构域，而该基因其余的部分编码胞质结构域。CD4的

胞质结构域具有多种独特的功能。例如，CD4的胞质结构域募集酪氨酸激酶Lck。Lck是Src家

族激酶，其与CD4和CD8胞质结构域结合并且所述共受体和TCR同时与相同的MHC结合导致

CD3和TCR复合物ξ链酪氨酸磷酸化的增加，其反过来会导致在T细胞活化中具有作用的其他

因子的募集。Itano及其同事通过设计和检测包含CD8胞外域和CD4胞质尾的杂交蛋白在转

基因小鼠中的表达提出CD4的胞质尾也能够促进CD4+CD8+T细胞分化成CD4+谱系。Itano等，

(1996)The  Cytoplasmic  Domain  of  CD4  Promotes  the  Development  of  CD4  Lineage  T 

Cells(CD4的胞质结构域促进CD4谱系T细胞的发育),J.Exp.Med .183:731-41。所述杂交蛋

白的表达导致MHC  I特异性CD4谱系T细胞的发育。同上。

[0048] CD4共受体似乎是HIV病毒的主要受体，而CD4+T细胞耗竭是疾病进展的指示剂。
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CD4的胞质尾似乎是在HIV诱导的凋亡中将凋亡信号传送至CD4+T细胞所必需的。特别地，

CD4与Lck之间的相互作用显示出在这些细胞中加强HIV诱导的凋亡。Corbeil等，(1996)

HIV-induced  Apoptosis  Requires  the  CD4  Receptor  Cytoplasmic  Tail  and  Is 

Accelerated  by  Interaction  of  CD4  with  p56lck(HIV诱导的凋亡需要CD4受体胞质尾

并且其被CD4与p56lck之间的相互作用所加速),J.Exp.Med.183:39-48。

[0049] T细胞在胸腺中的发育过程为从不成熟的CD4-/CD8-(双重阴性或DN)胸腺细胞变

成CD4+/CD8+(双重阳性或DP)胸腺细胞，其最终经历阳性选择成为CD4+或CD8+(单一阳性或

SP)T细胞。通过MHC  I限制性TCR接收信号的DP胸腺细胞分化成CD8+T细胞，而通过MHC  II限

制性TCR接收信号的DP胸腺细胞分化成CD4+T细胞。被DP细胞所接收而导致其分化成CD4+或

CD8+T细胞的信号已成为研究非常广泛的主题。已提出了针对CD4/CD8谱系选择的多种模

型，Singer等，(2008)Lineage  fate  and  intense  debate:myths,models  and  mechanisms 

of  CD4-versus  CD8-lineage  choice(谱系命运和激烈的争论：CD4-对比CD8-谱系选择的

猜测、模型和机制),Nat.Rev.Immunol.8:788-801.对其进行了综述。

[0050] 阳性选择导致的特定T细胞共受体的失活是转录调控的产物。对于CD4而言，已发

现其增强子位于CD4外显子1上游13kb处，其在CD4+和CD8+T细胞中上调CD4的表达。Killeen

等，(1993)Regulated  expression  of  human  CD4  rescues  helper  T  cell  development 

in  mice  lacking  expression  of  endogenous  CD4,(人CD4受调控的表达在缺乏内源性

CD4表达的小鼠中挽救辅助T细胞的发育)EMBO  J.12:1547-53。位于鼠源性CD4基因的第一

内含子中的顺式作用转录沉默子的功能为在CD4+T细胞以外的细胞中沉默CD4的表达。Siu

等，(1994)A  transcriptional  silencer  control  the  developmental  expression  of 

the  CD4  gene(转录沉默子控制CD4基因的发育表达),EMBO  J.13:3570-3579。

[0051] 由于在此前研发的表达人CD4的转基因小鼠的若干品系中控制CD4品系选择的重

要转录调节子(例如，启动子、增强子、沉默子等)缺失，使得这些小鼠不能进行正常的T细胞

谱系发育，并且产生表达CD4的CD4+T细胞以外的免疫细胞。参见例如，Law等，(1994)Human 

CD4  Restores  Normal  T  Cell  Development  and  Function  in  Mice  Deficient  in  CD4

(人CD4使得CD4缺陷小鼠恢复正常的T细胞发育和功能),J.Exp.Med.179:1233-42(在CD8+T

细胞和B细胞中表达CD4)；Fugger等，(1994)Expression  of  HLA-DR4  and  human  CD4 

transgenes  in  mice  determines  the  variable  region β-chain  T-cell  repertoire 

and  mediates  an  HLA-D-restricted  immune  response(HLA-DR4和人CD4转基因在小鼠中

的 表 达 决 定 可 变 区β- 链 T - 细 胞 库 和 介 导 H L A - D - 受 限 制的 免 疫 应 答 ) ,

Proc.Natl.Acad.Sci.USA,91:6151-55(CD4在所有CD3+淋巴细胞和B细胞上表达)。因此，在

一个实施方式中，开发一种基因修饰的动物使其保留内源性小鼠启动子和其他调控元件以

使得所述动物产生能够经历正常的T细胞发育和谱系选择的T细胞可能是有益的。

[0052] 因此，在不同实施方式中，本发明提供了一种基因修饰的非人动物，所述非人动物

例如在其内源性T细胞共受体基因座(例如CD4基因座)包含编码嵌合的人/非人T细胞共受

体多肽的核苷酸序列。在一个实施方式中，所述嵌合多肽的人部分包含全部或基本上全部

的人T细胞共受体胞外域。在一个实施方式中，所述嵌合多肽的非人部分包含非人T细胞共

受体的跨膜和胞质结构域。在一个实施方式中，所述非人动物表达功能性的嵌合的T细胞共

受体多肽。因此，在一个方面，本发明提供了一种基因修饰的非人动物，所述非人动物在其
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内源性CD4基因座包含编码嵌合的人/非人CD4多肽的核苷酸序列，其中所述嵌合多肽的人

部分包含全部或基本上全部的人CD4的胞外域，其中非人部分至少包含非人CD4的跨膜和胞

质结构域，和其中所述动物表达功能性的嵌合的CD4多肽。在一个方面，所述非人动物仅表

达人源化的CD4多肽，即嵌合的人/非人CD4多肽，并且不表达来自其内源性CD4基因座的功

能性的内源性非人CD4蛋白。

[0053] 在一个实施方式中，所述嵌合的人/非人CD4多肽的人部分包含全部或基本上全部

的人CD4多肽的胞外域。在另一个实施方式中，所述嵌合的人/非人CD4多肽至少包含全部或

基本上全部的所述人CD4多肽的MHC  II结合结构域(例如D1和D2结构域的大部分)；在一个

实施方式中，所述嵌合的人/非人CD4多肽的人部分包含全部或基本上全部的所述人CD4多

肽的D1、D2和D3结构域；在又一个实施方式中，所述嵌合的人/非人CD4多肽的人部分包含全

部或基本上全部的CD4免疫球蛋白样结构域，例如称为D1、D2、D3和D4的结构域。在又一个实

施方式中，所述嵌合的人/非人CD4多肽的人部分在其人部分中包含全部或基本上全部的负

责与MHC  II和/或T细胞受体的胞外部分相互作用的人CD4序列。在又一个实施方式中，所述

嵌合的人/非人CD4多肽的人部分包含全部或基本上全部的负责与MHC  II和/或T细胞受体

的可变结构域相互作用的人CD4的胞外部分。因此，在一个实施方式中，编码所述嵌合的CD4

多肽的人部分的核苷酸序列包含全部或基本上全部的人CD4结构域D1-D2的编码序列(例

如，人CD4基因外显子3的一部分和外显子4-5)；在另一个实施方式中，其包含全部或基本上

全部的人CD4D1-D3的编码序列(例如，人CD4外显子3的一部分和外显子4-6)。因此，在一个

实施方式中，编码嵌合的人/非人CD4的核苷酸序列包含编码全部或基本上全部人CD4的D1-

D3结构域的核苷酸序列。在另一个实施方式中，编码所述嵌合的CD4多肽的人部分的核苷酸

序列包含人CD4基因的D1-D4结构域的编码序列。在另一个实施方式中，所述核苷酸序列可

以包含编码小鼠CD4信号肽的核苷酸序列，例如由小鼠基因的外显子2-3的部分编码的区

域。在另一个实施方式中，所述核苷酸序列可以包含编码人CD4信号肽的核苷酸序列。在一

个实施方式中，所述嵌合的人/非人CD4多肽包含如SEQ  ID  NO:4所示的氨基酸序列，和所述

嵌合多肽的人部分大致跨SEQ  ID  NO:4的氨基酸27-319(其单独以SEQ  ID  NO:57表示)。

[0054] 在一个实施方式中，所述非人动物表达嵌合的人/非人CD4多肽序列。在一个实施

方式中，所述嵌合的CD4序列的人部分包含一个或多个保守的或非保守的修饰。

[0055] 在一个方面，本申请提供了一种表达人CD4序列的非人动物，其中所述人CD4序列

与人CD4序列具有至少约85％、90％、95％、96％、97％、98％或99％的同一性。在一个特定实

施方式中，所述人CD4序列与实施例中描述的人CD4序列具有至少约90％、95％、96％、97％、

98％或99％的同一性。在一个实施方式中，所述人CD4序列包含一个或多个保守的取代。在

一个实施方式中，所述人CD4序列包含一个或多个非保守的取代。

[0056] 在一些实施方式中，一部分例如所述嵌合CD4的人部分可以包含基本上全部的本

申请所示的序列(例如，基本上全部的本申请所示的蛋白结构域)。基本上全部序列通常包

括据信代表所述蛋白特定部分(例如特定功能性结构域等)的85％、90％、95％、96％、97％、

98％或99％的氨基酸。本领域技术人员将理解可以根据所使用的比对和结构域预测方法对

功能性结构域的边界进行微小改变。

[0057] 在一个方面，所述嵌合的人/非人CD4多肽的非人部分至少包含所述非人CD4多肽

的跨膜和胞质结构域。由于CD4胞质结构域具有重要的功能，因此在基因工程改造的动物中
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保留内源性非人(例如小鼠)序列确保保持共受体具有适当的细胞内信号和其他功能。在一

个实施方式中，所述非人动物是小鼠，和所述非人CD4多肽是小鼠CD4多肽。尽管在实施例中

描述了特定的小鼠CD4序列，但是来源于其的任意适宜序列例如包含保守的/非保守的氨基

酸取代的序列均包括在本申请中。在一个实施方式中，所述嵌合的CD4共受体的非人部分包

含未被人源化的内源性CD4的任意序列。

[0058] 本申请所述的非人动物在其内源性基因座中可以包含编码嵌合的人/非人CD4多

肽的核苷酸序列。在一个方面，其导致内源性CD4基因的一部分被编码人CD4多肽一部分的

核苷酸序列取代。在一个实施方式中，此类取代是编码例如全部或基本上全部的非人CD4的

胞外域的内源性核苷酸序列，例如编码至少全部或基本上全部的非人CD4的第一免疫球蛋

白样结构域(即D1)的序列(例如编码全部或基本上全部的非人CD4的结构域D1-D2的序列，

例如编码全部或基本上全部的非人CD4的结构域D1-D3的序列，编码全部或基本上全部的非

人CD4的结构域D1-D4的序列)被编码其的人核苷酸序列取代。在一个实施方式中，所述取代

产生包含负责与MHC  II和/或T细胞受体胞外部分相互作用的人CD4序列的嵌合蛋白。在又

一个实施方式中，所述取代产生包含负责与MHC和/或T细胞受体的可变结构域相互作用的

人CD4序列的嵌合蛋白。在一个实施方式中，所述取代不包含编码非人CD多肽的至少跨膜和

胞质结构域的CD4序列的取代。因此，在一个方面，所述非人动物表达来自内源性非人CD4基

因座的嵌合的人/非人CD4多肽。在又一个实施方式中，所述取代产生包含如SEQ  ID  NO:4所

示的多肽序列的蛋白。

[0059] 在一个实施方式中，本申请提供了本申请所述的嵌合的人/非人CD4基因座(例如

嵌合的人/啮齿动物CD4基因座，例如嵌合的人/小鼠CD4基因座)的核苷酸序列。在一个方

面，由于所述嵌合的人/非人(例如人/啮齿动物，例如人/小鼠)CD4序列被置于内源性非人

(例如啮齿动物，例如小鼠)CD4基因座，因此其保留了位于第一个CD4外显子上游的CD4增强

子元件。在一个实施方式中，在内源性非人(例如啮齿动物，例如小鼠)CD4基因座的所述取

代包含例如编码CD4多肽D1外显子3的一部分以及D1其余部分和D2-D3的外显子4-6的取代；

因此，在一个方面，所述嵌合的CD4基因座保留了位于所述非人(例如小鼠)CD4基因内含子1

中的顺式作用沉默子。因此，在一个实施方式中，所述嵌合的基因座保留了内源性非人(例

如啮齿动物，例如小鼠)CD4启动子和调控元件。在另一个实施方式中，所述嵌合的基因座可

以包含人启动子和调控元件的程度为使得适当地实现CD4表达、CD4+T细胞发育、CD4谱系选

择和共受体发挥功能。因此，在一些方面，本发明的动物包含不改变正确的谱系选择和T细

胞发育的基因修饰。在一个方面，本发明的动物(例如啮齿动物，例如小鼠)在正常表达CD4

的细胞以外的免疫细胞上不表达嵌合的CD4多肽。在一个方面，动物在B细胞或CD8+SP  T细

胞上不表达CD4。在一个实施方式中，所述取代保留了能够适当地在空间和时间上调控CD4

表达的元件。

[0060] 本发明基因修饰的非人动物可以选自下组：小鼠、大鼠、家兔、猪、牛(例如奶牛、公

牛、水牛)、鹿、绵羊、山羊、鸡、猫、狗、雪貂、灵长类动物(例如狨猴、猕猴)。对于不易于获得

适宜的基因修饰的ES细胞的非人动物而言，可以使用其他方法制备包含基因修饰的非人动

物。这类方法包括例如修饰非ES细胞基因组(例如成纤维细胞或诱导多能干细胞)以及使用

核转移以便将经修饰的基因组转移至适宜细胞例如卵母细胞，并且在适宜条件下在非人动

物中使经修饰的细胞(例如经修饰的卵细胞)妊娠以形成胚胎。
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[0061] 在一个方面，所述非人动物是哺乳动物。在一个方面，所述非人动物是小型哺乳动

物，例如跳鼠科或鼠总科超家族。在一个实施方式中，所述基因修饰的动物是啮齿动物。在

一个实施方式中，所述啮齿动物选自小鼠、大鼠和仓鼠。在一个实施方式中，所述啮齿动物

选自鼠总科超家族。在一个实施方式中，所述基因修饰的动物来自选自丽仓鼠科(例如小鼠

样仓鼠)、仓鼠科(例如仓鼠、新世界大鼠和小鼠、田鼠)、鼠总科(真小鼠和大鼠、沙鼠、刺毛

鼠、冠毛大鼠)、马岛鼠科(登山小鼠、岩小鼠、有尾大鼠、马达加斯加大鼠和小鼠)、刺睡鼠科

(例如多刺睡鼠)和鼹形鼠科(例如摩尔大鼠、竹大鼠和鼢鼠)家族。在一个特定实施方式中，

所述基因修饰的啮齿动物选自真小鼠或大鼠(鼠总科)、沙鼠、刺毛鼠和冠毛大鼠。在一个实

施方式中，所述基因修饰的小鼠来自鼠科家族成员。在一个实施方式中，所述动物是啮齿动

物。在一个特定实施方式中，所述啮齿动物选自小鼠和大鼠。在一个实施方式中，所述非人

动物是小鼠。

[0062] 在一个特定实施方式中，所述非人动物是啮齿动物，其为选自C57BL/A、C57BL/An、

C57BL/GrFa、C57BL/KaLwN、C57BL/6、C57BL/6J、C57BL/6ByJ、C57BL/6NJ、C57BL/10、C57BL/

10ScSn、C57BL/10Cr和C57BL/Ola的C57BL品系的小鼠。在另一个实施方式中，所述小鼠是选

自由以下品系构成的组的129品系：129P1、129P2、129P3、129X1、129S1(例如129S1/SV、

129S1/SvIm)、129S2、129S4、129S5、129S9/SvEvH、129S6(129/SvEvTac)、129S7、129S8、

129T1、129T2(参见例如Festing等(1999)Revised  nomenclature  for  strain  129mice(对

129小鼠品系修订的命名法)，Mammalian  Genome  10:836，亦参见Auerbach等(2000)

Establishment  and  Chimera  Analysis  of  129/SvEv-and  C57BL/6-Derived  Mouse 

Embryonic  Stem  Cell  Lines(129/SvEv-和C57BL/6-来源的小鼠胚胎干细胞系的建立和嵌

合体分析))。在一个特定实施方式中，所述基因修饰的小鼠是前述129品系和前述C57BL/6

品系的混合。在另一个特定实施方式中，所述小鼠是前述129品系的混合或前述BL/6品系的

混合。在一个特定实施方式中，所述混合的129品系是129S6(129/SvEvTac)品系。在另一个

实施方式中，所述小鼠是BALB品系，例如BALB/c品系。在又另一个实施方式中，所述小鼠是

BALB品系和另一个前述品系的混合。

[0063] 在一个实施方式中，所述非人动物是大鼠。在一个实施方式中，所述大鼠选自

Wistar大鼠、LEA品系、Sprague  Dawley品系、Fischer品系、F344、F6和黑刺鼠。在一个实施

方式中，所述大鼠品系是两种或多种选自下组的品系的混合：Wistar、LEA、Sprague 

Dawley、Fischer、F344、F6和黑刺鼠。

[0064] 因此，在一个实施方式中，本发明提供了一种基因修饰的小鼠，所述小鼠在其基因

组例如在其内源性CD4基因座中包含编码嵌合的人/小鼠CD4多肽的核苷酸序列，其中所述

嵌合多肽的小鼠部分包含小鼠CD4多肽的至少跨膜和胞质结构域，和其中所述小鼠表达嵌

合的人/小鼠CD4。在一个实施方式中，所述嵌合多肽的人部分至少包含全部或基本上全部

的人CD4多肽的胞外域。在一个实施方式中，所述嵌合多肽的人部分至少包含全部或基本上

全部的人CD4蛋白的D1结构域。在一个实施方式中，所述嵌合多肽的人部分至少包含全部或

基本上全部的人CD4蛋白的D1-D2结构域，例如至少全部或基本上全部的人CD4蛋白的D1-D3

结构域，例如全部或基本上全部的人CD4蛋白的D1-D4结构域。因此，在一个实施方式中，所

述小鼠在其内源性CD4基因座包含至少含有全部或基本上全部的人CD4基因的外显子4、5和

6的核苷酸序列，例如编码人CD4D1结构域的一部分的人CD4基因的外显子3和人CD4基因的
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外显子4-6的序列。在一个实施方式中，所述小鼠在内源性CD4基因座包含嵌合的人/小鼠

CD4，其包含负责与MHC  II和/或T细胞受体的胞外部分相互作用的人CD4序列。在另一个实

施方式中，所述小鼠在内源性CD4基因座包含嵌合的人/小鼠CD4，其包含负责与MHC  II和/

或T细胞受体的可变结构域相互作用的人CD4序列。在一个实施方式中，所述核苷酸序列包

含编码小鼠CD4信号肽的序列。在一个实施方式中，所述小鼠包含编码小鼠CD4胞外域的核

苷酸序列被编码人CD4胞外域的核苷酸序列的取代。在另一个实施方式中，所述小鼠包含编

码至少全部或基本上全部的小鼠CD4D1结构域，例如编码至少全部或基本上全部的小鼠CD4 

D1-D2结构域的核苷酸序列，例如编码至少全部或基本上全部的小鼠CD4  D1-D3结构域的核

苷酸序列，被编码其的人核苷酸序列的取代。在一个实施方式中，所述小鼠不表达来自其内

源性小鼠CD4基因座的功能性内源性小鼠CD4。在一个实施方式中，本申请所述的小鼠在小

鼠种系中包含嵌合的人/小鼠CD4核苷酸序列。在一个实施方式中，所述小鼠保留了未被人

源化的任意内源性序列，例如在所述实施方式中其中所述小鼠包含编码全部或基本上全部

D1-D3结构域的核苷酸序列的取代，所述小鼠保留了编码小鼠CD4  D4结构域的内源性核苷

酸序列和编码小鼠CD4跨膜和胞质结构域的核苷酸序列。

[0065] 在一个方面，表达嵌合的人/小鼠CD4蛋白的小鼠保留了小鼠CD4启动子和调控序

列，例如在小鼠中编码与内源性小鼠CD4启动子和调控序列可操作地连接的嵌合的人/小鼠

CD4的核苷酸序列。在一个方面，在本发明的基因工程改造的动物中保留的这些小鼠调控序

列包括调控所述嵌合蛋白在T细胞发育的适当阶段表达的序列。因此，在一个方面，所述小

鼠在CD8谱系的B细胞或T细胞上不表达嵌合的CD4。在一个方面，所述小鼠还在任意细胞类

型上均不表达嵌合的CD4，例如任意的免疫细胞类型，其正常情况下不表达内源性CD4。

[0066] 在不同实施方式中，如本申请所述的表达来自嵌合的CD4基因座的功能性嵌合的

CD4蛋白的非人动物(例如啮齿动物，例如小鼠或大鼠)在细胞表面上展示了嵌合蛋白，例如

T细胞表面。在一个实施方式中，所述非人动物在细胞表面上表达的嵌合的CD4蛋白的细胞

分布与在人中观察到的一致。在一个方面，本发明的CD4蛋白能够与在另一种细胞的表面上

表达的MHC  II蛋白相互作用，例如抗原提呈细胞(APC)。

[0067] 在一个实施方式中，本发明的非人动物(例如啮齿动物，例如小鼠)还包含编码人

或人源化MHC  II蛋白的核苷酸序列，这样在所述动物的T细胞表面上表达的所述嵌合的CD4

蛋白能够与在另一种细胞(例如抗原递呈细胞)表面上表达的人或人源化的MHC  II相互作

用。在一个实施方式中，所述MHC  II蛋白包含人MHC  II α多肽的胞外域和人MHC  II β多肽

的胞外域。在2012年10月26日提交的美国专利申请号13/661,116和2013年3月11日提交的

美国专利申请号13/793,935中描述了示例性的表达人或人源化的MHC  II多肽的基因修饰

的动物，其通过引用整体并入本申请。因此，在一个实施方式中，包含本申请所述的嵌合的

CD4蛋白的动物还可以包含人源化的MHC  II蛋白，其中所述人源化的MHC  II蛋白包含：(1)

包含人MHC  II α的胞外域以及内源性(例如小鼠)MHC  II的跨膜和胞质结构域的人源化的

MHC  II α多肽，其中所述人MHC  II α胞外域包含人MHC  II α的α1和α2结构域和(2)包含人

MHC  II β的胞外域以及内源性(例如小鼠)MHC  II的跨膜和胞质结构域的人源化的MHC  II 

β多肽，其中所述人MHC  II β胞外域包含人MHC  II β的β1和β2结构域。在一个方面，人源化

的MHC  II α和β多肽均分别由位于内源性MHC  II α和β基因座的核苷酸序列所编码；在一个

方面，所述动物不表达功能性的内源性MHC  II α和β多肽。因此，所述动物表达的MHC  II可
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以是嵌合的人/非人，例如人/啮齿动物(例如人/小鼠)MHC  II蛋白。所述嵌合的MHC  II蛋白

的人部分可以来源于选自下组的人II类HLA蛋白：HLA-DR、HLA-DQ、HLA-DP，例如HLA-DR4、

HLA-DR2、HLA-DQ2.5、HLA-DQ8，或者在人类群体中的任意其他的II类HLA分子。在所述实施

方式中，其中所述动物是小鼠，所述嵌合的MHC  II多肽的非人(即小鼠)部分可以来源于选

自H-2E和H-2A的小鼠MHC  II蛋白。在一个方面，包含嵌合的人/非人CD4和美国专利申请号

13/661,116和13/793,935中所述的人源化的MHC  II的所述非人动物可以通过将包含如本

申请所述的嵌合CD4基因座的动物与包含人源化MHC  II基因座的动物繁殖产生。所述动物

还可以通过将编码嵌合的CD4(例如在内源性CD4基因座取代)的核苷酸序列引入包含人源

化的MHC  II基因座的动物的ES细胞中；或者将编码人源化的MHC  II的核苷酸序列引入包含

嵌合CD4基因座的动物的ES细胞中产生。

[0068] 在一个实施方式中，包含嵌合的人/非-人CD4和人或人源化的MHC  II的所述基因

修饰的非人动物(例如小鼠)可以包含一个或两个拷贝的编码这些蛋白的基因；因此，针对

编码嵌合的CD4和MHC  II(即，MHC  II α和/或MHC  II β)的基因可以分别是杂合子或纯合

子。

[0069] 除了基因工程改造的非人动物以外，本申请还提供了非人胚胎(例如内齿动物，例

如小鼠或大鼠胚胎)，其中所述胚胎包含来源于如本申请所述的非人动物(例如，啮齿动物，

例如小鼠或大鼠)的供体ES细胞。在一个方面，所述胚胎包含含有所述嵌合的CD4基因的ES

供体细胞和宿主胚胎细胞。

[0070] 本申请提供了一种组织，其中所述组织来源于如本申请所述的非人动物(例如啮

齿动物，例如小鼠或大鼠)，并且表达所述嵌合的CD4蛋白。

[0071] 此外，本申请提供了来源于如本申请所述的非人动物的非人细胞。在一个实施方

式中，所述细胞是ES细胞。在一个实施方式中，所述细胞是T细胞，例如CD4+T细胞。在一个实

施方式中，所述细胞是辅助T细胞(TH细胞)。在一个实施方式中，所述TH细胞是效应器TH细

胞，例如TH1细胞或TH2细胞。

[0072] 本申请提供了一种非人细胞，所述非人细胞包含如本申请所述的非人动物的染色

体或其片段。在一个实施方式中，所述非人动物细胞包含如本申请所述的非人动物的细胞

核。在一个实施方式中，所述非人细胞包含核转移得到的染色体或其片段。

[0073] 在一个方面，本申请提供了一种非人的诱导多能细胞，所述干细胞包含编码如本

申请所述的嵌合的CD4多肽的基因。在一个实施方式中，所述诱导多能细胞来源于如本申请

所述的非人动物。

[0074] 在一个方面，本申请提供了一种杂交瘤或四价体瘤，其来源于如本申请所述的非

人动物细胞。在一个实施方式中，所述非人动物是小鼠或大鼠。

[0075] 在一个方面，本申请提供了一种体外制备物，所述体外制备物包含在其表面携带

嵌合CD4蛋白的T细胞和与所述嵌合CD4结合的另一种细胞。在一个实施方式中，所述另一种

细胞是表达MHC  II多肽(例如嵌合的人/非人MHC  II蛋白)的细胞(例如APC)。在一个实施方

式中，在第一种细胞表面上的嵌合的CD4与在第二种细胞表面上的嵌合的MHC  II相互作用。

在一个实施方式中，所述嵌合的CD4蛋白保留了与内源性胞质分子的相互作用，例如内源性

胞质信号分子(例如内源性Lck等)。

[0076] 本申请还提供了一种用于制备本申请所述的基因工程改造的非人动物(例如基因
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工程改造的啮齿动物，例如小鼠或大鼠)的方法。在一个实施方式中，用于制备基因工程改

造的非人动物的方法使得所述动物在内源性CD4基因座包含编码嵌合的人/非人CD4多肽的

核苷酸序列。在一些实施方式中，如在实施例中描述的，所述方法利用使用

技术制备的靶向构建体，将所述构建体引入ES细胞，并使用 技术将经靶

向的ES细胞克隆引入小鼠的胚胎中。

[0077] 在一个实施方式中，本发明包括修饰非人动物的CD4基因座以表达本申请所述的

嵌合的人/非人CD4多肽的方法。在一个实施方式中，本发明提供了一种修饰小鼠的CD4基因

座以表达嵌合的人/小鼠CD4多肽的方法，所述方法包括使用编码嵌合的人/小鼠CD4多肽的

核苷酸序列在小鼠的内源性CD4基因座取代编码内源性小鼠CD4多肽的核苷酸序列。在所述

方法的一个方面，所述嵌合的人/小鼠CD4多肽包含全部或基本上全部的人CD4多肽的胞外

域和内源性小鼠CD4多肽的至少跨膜和胞质结构域。在所述方法的另一个方面，所述嵌合的

人/小鼠CD4多肽包含全部或基本上全部的人CD4多肽的D1-D2结构域。在又一个实施方式

中，所述嵌合的人/小鼠CD4多肽包含全部或基本上全部的人CD4多肽的D1-D3结构域。在又

一个实施方式中，所述嵌合的人/小鼠CD4多肽包含全部或基本上全部的负责与MHC  II和/

或T细胞受体的胞外域相互作用的人CD4的氨基酸序列。在又一个实施方式中，所述嵌合的

人/小鼠CD4多肽包含全部或基本上全部的负责与MHC  II和/或T细胞受体的可变结构域相

互作用的人CD4的氨基酸序列。

[0078] 因此，本申请还提供了用于产生本申请所述的基因修饰动物的核苷酸构建体。在

一个方面，所述核苷酸序列包含5’和3’同源臂、包含人CD4基因序列的DNA片段(例如人CD4

胞外域基因序列，例如全部或基本上全部的人CD4的结构域D1-D2的基因序列，例如全部或

基本上全部的人CD4的结构域D1-D3和/或D2-D3的基因序列，例如全部或基本上全部的人

CD4的结构域D1-D4的基因序列)和翼侧为重组位点的选择性表达盒。在一个实施方式中，人

CD4基因序列是包含人CD4的内含子和外显子的基因组序列。在一个实施方式中，同源臂与

非人(例如小鼠)CD4基因组序列是同源的。本发明的示例性构建体如图1中的下图所示。

[0079] 选择性表达盒是插入靶向构建体以便于选择具有已整合了目标构建体的细胞(例

如ES细胞)的核苷酸序列。许多适宜的选择性表达盒是本领域公知的。通常，在存在特定抗

生素(例如Neo、Hyg、Pur、CM、SPEC等)的情况下能够对选择性表达盒进行阳性选择。此外，选

择性表达盒的翼侧可以是重组位点，其能够使所述选择性表达盒在经过重组酶处理后缺

失。通常使用的重组位点是loxP和Frt，其分别被Cre和Flp酶所识别，但是，其他的也是本领

域公知的。选择性表达盒可以位于构建体编码区以外的任意位置。在一个实施方式中，所述

选择性表达盒位于人CD4序列的外显子3和外显子4之间。

[0080] 在完成基因靶向后，对ES细胞或基因修饰的非人动物进行筛选以确证目标外源性

核苷酸序列的成功掺入或外源性多肽的表达。多种技术是本领域技术人员公知的，并且包

括(但不限于)Southern印迹、长PCR、定量PCR(例如使用 的实时PCR)、荧光原位

杂交、Northern印迹、流式细胞术、Western分析、免疫细胞化学、免疫组织化学等。在一个例

子中，可以通过使用Valenzuela等，(2003)High-throughput  engineering  of  the  mouse 

genome  coupled  with  high-resolution  expression  analysis(与高分辨率表达分析偶

联的小鼠基因组的高通量工程改造),Nature  Biotech.21(6):652-659描述的改良的等位
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基因测定对小鼠等位基因的丢失和/或人等位基因的获得情况进行筛选对携带目标基因修

饰的非人动物(例如小鼠)进行鉴定。鉴定基因修饰动物中的特定核苷酸或氨基酸序列的其

他测定是本领域技术人员公知的。

[0081] 在一个方面，本申请提供了一种制备嵌合的人/或非人CD4分子的方法，所述方法

包括由如本申请所述的核苷酸构建体在单一细胞中表达嵌合的CD4蛋白。在一个实施方式

中，所述核苷酸构建体是病毒载体；在一个特定的实施方式中，所述病毒载体是慢病毒载

体。在一个实施方式中，所述细胞选自CHO、COS、293、HeLa、以及表达病毒核酸序列的视网膜

细胞(例如PERC.6TM细胞)。

[0082] 在一个方面，本申请提供了表达嵌合的CD4蛋白的细胞。在一个实施方式中，所述

细胞包含含有如本申请所述的嵌合的CD4序列的表达载体。在一个实施方式中，所述细胞选

自CHO、COS、293、HeLa、以及表达病毒核酸序列的视网膜细胞(例如PERC.6TM细胞)。

[0083] 本申请还提供了由本申请所述的非人动物制备的嵌合的CD4分子，其中，在一个实

施方式中，所述嵌合的CD4分子包含全部或基本上全部的人CD4蛋白的胞外域的氨基酸序

列，以及非人CD4蛋白(例如小鼠CD4蛋白)的至少跨膜和胞质结构域的氨基酸序列。在另一

个实施方式中，本申请提供了由本申请所述的非人动物制备的嵌合的CD4分子，其中所述嵌

合的CD4分子包含至少全部或基本上全部的人CD4的D1结构域的氨基酸序列，例如至少全部

或基本上全部的人CD4的D1-D2结构域，例如至少全部或基本上全部的人CD4的D1-D3结构

域，例如负责与MHC  II和/或TCR的胞外域结合的人CD4的氨基酸序列，例如负责与MHC  II

和/或TCR的可变结构域结合的人CD4的氨基酸序列；和其中所述蛋白其余部分(例如跨膜结

构域、胞质结构域和未被人源化的胞外域的任意部分)来源于内源性的非人蛋白序列。

[0084] 本申请上文描述的涉及表达嵌合的CD4蛋白的动物，以及包含其的细胞和组织的

不同实施方式可以应用于描述表达本申请下文所述的嵌合的人/非人CD8的非人动物，以及

表达其他重要嵌合的人/非人T细胞共受体的动物的实施方式。

[0085] 基因修饰的CD8动物

[0086] 在不同实施方式中，本发明通常提供了基因修饰的非人动物，所述非人动物在其

基因组(例如内源性CD8基因座)中包含编码人源化的CD8多肽的核苷酸序列；因此，所述动

物表达人源化的CD8多肽。在不同实施方式中，本发明提供了非人动物，所述非人动物在其

基因组(例如内源性CD8基因座)中包含编码人源化的CD8α多肽的核苷酸序列和/或编码人

源化的CD8β多肽的核苷酸序列。因此，本发明的基因修饰的非人动物表达人源化的CD8α和/

或人源化的CD8β多肽。

[0087] 人CD8蛋白通常以两种多肽CD8α和CD8β的异源二聚体的形式在细胞表面表达，但

是也检测到了二硫键连接的同源二聚体和同源多聚体(例如在NK细胞和肠γδ  T细胞中，其

表达CD8αα)。编码人CD8α和CD8β的基因位于2号染色体上彼此接近的位置。Nakayama等，

(1992)Recent  Duplication  of  the  Two  Human  CD8β-chain  genes(两个人CD8β-链基因

的最新复制),J.Immunol.148:1919-27。CD8α蛋白含有先导肽、免疫球蛋白V-样区、铰链区、

跨膜结构域和胞质尾。Norment等，(1989)Alternatively  Spliced  mRNA  Encodes  a 

Se c re ted  Fo rm  of  Huma n  C D8α(替代性剪接mRNA编码分泌形式的人CD8α)

Characterization  of  the  Human  CD8α  gene(人CD8α基因的表征),J.Immunol.142:3312-

19。CD8α基因外显子/内含子的示意性描述参见图4和5。
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[0088] 人CD8β基因位于2号染色体上CD8α基因的上游。已报道了通过CD8β的替代性剪接

产生的多种亚型，其中一种亚型预计缺乏跨膜结构域并且产生分泌蛋白。Norment等，

(1988)A  second  subunit  of  CD8  is  expressed  in  human  T  cells(在人T细胞中表达

CD8的另一种亚基),EMBO  J.7:3433-39。CD8β基因外显子/内含子的示意性描述参见图3和

5。

[0089] 膜结合的CD8β蛋白含有N-末端信号序列，随后是免疫球蛋白V-样结构域、短的胞

外铰链区、跨膜结构域和胞质尾。参见，Littman(1987)The  structure  of  the  CD4  and 

CD8  genes(CD4和CD8基因的结构),Ann  Rev.Immunol.5:561-84。铰链区是广泛的糖基化位

点，认为该区域维持了其构象并且保护所述蛋白免于被蛋白酶裂解。Leahy(1995)A 

structural  view  of  CD4  and  CD8(CD4和CD8的结构综述),FASEB  J.9:17-25.

[0090] CD8通常在细胞毒性T细胞上表达，并且与MHC  I分子相互作用。所述相互作用由

CD8与MHC  I的α3结构域的结合所介导。尽管I类MHC与CD8的结合比TCR与I类MHC的结合弱约

100倍，但是CD8结合增强了TCR结合的亲和性。Wooldridge等，(2010)MHC  Class  I 

Molecules  with  Superenhanced  CD8  Binding  Properties  Bypass  the  Requirement 

for  Cognate  TCR  Recognition  and  Nonspecifically  Activate  CTLs(具有超强提升的

CD8结合性质的I类MHC分子绕开对同源性TCR识别的需求并且非特异性活化CTL) ,

J.Immunol.184:3357-3366。

[0091] CD8与I类MHC分子的结合具有物种特异性；CD8、Lyt-2的小鼠同源物显示出在α3结

构域与H-2Dd分子的结合，但是其不与HLA-A分子结合。Connolly等，(1988)The  Lyt-

2Molecule  Recognizes  Residues  in  the  Class  I α3  Domain  in  Allogeneic 

Cytotoxic  T  Cell  Responses(在同种异体细胞毒性T细胞应答中Lyt-2分子识别I类α3结

构域中的残基),J.Exp.Med.168:325-341。据推测差异性结合是由于CD8上的CDR-样决定簇

(CDR1-和CDR2-样)在人和小鼠之间不是保守的导致的。Sanders等，(1991)Mutations  in 

CD8  that  Affect  Interactions  with  HLA  Class  I  and  Monoclonal  Anti-CD8 

Antibodies(在CD8中影响I类HLA与单克隆抗-CD8抗体相互作用的突变),J.Exp.Med .174:

371-379；Vitiello等，(1991)Analysis  of  the  HLA-restricted  Influenza-specific 

Cytotoxic  T  Lymphocyte  Response  in  Transgenic  Mice  Carrying  a  Chimeric  Human-

Mouse  Class  I  Major  Histocompatibility  Complex(在携带嵌合的人-小鼠I类主要组织

相容性复合物的转基因小鼠中对HLA-限制性流感特异性细胞毒性T淋巴细胞应答的分析),

J .Exp .Med .173:1007-1015；和Gao等，(1997)Crystal  structure  of  the  complex 

between  human  CD8αα  and  HLA-A2(人CD8αα和HLA-A2之间复合物的晶体结构) ,Nature 

387:630-634。已报道CD8在α3结构域的保守区(在位置223-229)与HLA-A2结合。在HLA-A中

的单取代(V245A)降低了CD8与HLA-A的结合，同时伴随了大大减少的T细胞介导的裂解。

Salter等，(1989) ,Polymorphism  in  theα3domain  of  HLA-A  molecules  affects 

binding  to  CD8(HLA-A分子在α3结构域中的多态性影响其与CD8的结合) ,Nature  338:

345-348。在通常情况下，HLA-A分子在α3结构域中的多态性还影响其与CD8的结合，Id。在小

鼠中，在H-2Dd的残基227中的氨基酸取代影响小鼠Lyt-2与H-2Dd的结合，并且转染突变的H-

2Dd的细胞不会被CD8+T细胞所裂解。Potter等，(1989)Substitution  at  residue  227  of 

H-2class  I  molecules  abrogates  recognition  by  CD8-dependent ,but  not  CD8-
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independent,cytotoxic  T  lymphocytes(在I类H-2分子残基227的取代消除CD8依赖性识

别，但不影响非CD8依赖的细胞毒性T淋巴细胞),Nature337:73-75。因此，人或人源化CD8的

表达可能对于研究针对人或人源化的MHC  I递呈抗原的T细胞应答是有益的。

[0092] 与CD4类似，CD8的胞质结构域与酪氨酸激酶Lck相互作用，进而导致T细胞活化。尽

管Lck似乎与CD8α的胞质结构域相互作用，但是这种相互作用被存在CD8β的胞质结构域所

调控，因为CD8β胞质结构域的突变或缺失会导致CD8α相关的Lck活性的降低。Irie等，

(1998)The  cytoplasmic  domain  of  CD8β  Regulates  Lck  Kinase  Activation  and  CD8 

T  cell  Development (CD8β的胞质结构域调控Lck激酶活化和CD8T细胞发育) ,

J.Immunol.161:183-91。Lck活性的降低与T细胞发育受损相关，Id。

[0093] CD8在适宜细胞(例如细胞毒性T细胞)上的表达被位于整个CD8基因座的多种增强

子元件紧密地调控。例如，在CD8基因座已鉴定得到了至少4个DNAse  I-高敏感性区域，这些

区域通常与调控结合相关。Hosert等，(1997)A  CD8  genomic  fragment  that  directs 

subset-specific  expression  of  CD8  in  transgenic  mice(在转基因小鼠中涉及CD8的

子集特异性表达的CD8基因组片段) ,J .Immunol .158:4270-81。由于在CD8基因座的这些

DNAse  I-高敏感性区域的发现，已鉴定得到的至少5个增强子元件，其分布在整个CD8基因

座，其在T细胞的不同谱系中调控CD8α和/或β的表达，包括DP、CD8  SP  T细胞或表达γδ  TCR

的细胞。参见例如Kioussis等，(2002)Chromatin  and  CD4 ,CD8α,and  CD8β  gene 

expression  during  thymic  differentiation(在胸腺分化过程中的染色质以及CD4、CD8α

和CD8β的基因表达) ,Nature  Rev.2:909-919和网络勘误；Ellmeier等，(1998)Multiple 

Development  Stage-Specific  Enhancers  Regulate  CD8  Expression  in  Developing 

Thymocytes  and  in  Thymus-Independent  T  cells(在发育中的胸腺细胞和不依赖性胸腺

的T细胞中的多个发育阶段特异性的增强子调控CD8的表达),Immunity  9:485-96。

[0094] 因此，与在人或人源化的CD4基因修饰的动物中保留内源性CD4启动子和调控元件

的益处相似，在一些实施方式中，研发保留控制人或人源化CD8的表达的内源性小鼠启动子

和调控元件的基因修饰的非人动物可能是有益的。其在形成如本申请所述的包含使用编码

人或人源化的CD8α和/或β蛋白的那些取代编码CD8α和/或β蛋白的内源性非人序列的基因

修饰的动物中可能是特别有益的。

[0095] 在不同实施方式中，本发明提供了一种基因修饰的非人动物，所述非人动物在其

基因组(例如内源性CD8基因座)中包含至少一个编码嵌合的人/非人CD8多肽(例如CD8α和/

或β多肽)的核苷酸序列，其中所述多肽的人源部分包含全部或基本上全部的人CD8(例如

CD8α和/或β)的胞外域，其中非人部分包含非人CD8(例如CD8α和/或β)的至少跨膜和胞质结

构域，和其中所述动物表达嵌合的CD8多肽(例如CD8α和/或β多肽)。因此，在一个实施方式

中，本发明提供了一种基因修饰的非人动物，所述非人动物在其内源性非人CD8基因座包含

编码嵌合的人/非人CD8α多肽的第一核苷酸序列和编码嵌合的人/非人CD8β多肽的第二核

苷酸序列，其中所述第一核苷酸序列包含编码全部或基本上全部的人CD8α多肽胞外域以及

非人CD8α多肽的至少跨膜和胞质结构域的序列，和其中所述第二核苷酸序列包含全部或基

本上全部的人CD8β多肽胞外域以及非人CD8β多肽的至少跨膜和胞质结构域的序列，其中所

述动物表达功能性的嵌合人/非人CD8蛋白。在一个方面，所述非人动物仅表达人源化的CD8

多肽(例如嵌合的人/非人CD8α和/或β多肽)，并且不表达来自内源性CD8基因座的相应的功
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能性非人CD8多肽。

[0096] 在一个实施方式中，所述嵌合的人/非人CD8α多肽在其人部分包含全部或基本上

全部的人CD8α多肽的胞外域。在一个实施方式中，所述嵌合的CD8α多肽的人部分至少包含

人CD8α多肽的MHC  I结合结构域。在一个实施方式中，所述嵌合的CD8α多肽的人部分包含至

少全部或基本上全部的人CD8α免疫球蛋白V-样结构域的序列。在一个实施方式中，编码所

述嵌合的CD8α多肽的人部分的核苷酸序列至少包含编码人CD8α多肽的胞外域的外显子。在

一个实施方式中，所述核苷酸序列至少包含编码Ig  V-样结构域的外显子。在一个实施方式

中，人CD8α多肽的胞外域是包含所述多肽非跨膜或胞质结构域的结构域的区域。在一个实

施方式中，编码所述嵌合的人/非人CD8α多肽的核苷酸序列包含编码非人(例如啮齿动物，

例如小鼠)CD8α信号肽的序列。或者，所述核苷酸序列可以包含编码人CD8α信号序列的序

列。在一个实施方式中，所述嵌合的人/非人CD8α多肽包含如SEQ  ID  NO:54所示的氨基酸序

列，和所述嵌合多肽的人部分如SEQ  ID  NO:54第28-179位的氨基酸所示(单独用SEQ  ID 

NO:59表示)。

[0097] 类似地，在一个实施方式中，所述嵌合的人/非人CD8β多肽在其人部分中包含全部

或基本上全部的人CD8β多肽的胞外域。在一个实施方式中，所述嵌合的CD8β多肽的人部分

包含全部或基本上全部的CD8β免疫球蛋白V-样结构域的序列。在一个实施方式中，编码所

述嵌合的CD8β多肽的人部分的核苷酸序列至少包含编码人CD8β多肽的胞外域的外显子。在

一个实施方式中，所述嵌合的人/非人CD8β多肽的人部分至少包含编码CD8β  IgG  V-样结构

域的外显子。在一个实施方式中，所述编码嵌合的人/非人CD8β多肽的核苷酸序列包含编码

非人(例如啮齿动物，例如小鼠)CD8β信号肽的序列。或者，所述核苷酸序列可以包含编码人

CD8β信号序列的序列。在一个实施方式中，所述嵌合的人/非人CD8β多肽包含如SEQ  ID  NO:

53所示的氨基酸序列，和所述嵌合多肽的人部分如SEQ  ID  NO:53第15-165位的氨基酸所示

(单独用SEQ  ID  NO:58表示)。

[0098] 在一个实施方式中，所述非人动物表达嵌合的人/非人CD8α和/或CD8β多肽。在一

些实施方式中，所述嵌合的人/非人CD8α和/或β多肽的人部分包含一个或多个保守的或非

保守的修饰。

[0099] 在一个方面，本申请提供了一种表达人CD8α和/或β多肽序列的非人动物，其中所

述人CD8α和/或β多肽的序列分别与人CD8α和/或β多肽的序列具有至少约85％、90％、95％、

96％、97％、98％或99％的一致性。在一个特定实施方式中，所述人CD8α和/或β多肽的序列

分别与实施例中描述的人CD8α和/或β多肽的序列具有至少约90％、95％、96％、97％、98％

或99％的同一性。在一个实施方式中，所述人CD8α和/或β多肽的序列包含一个或多个保守

的取代。在一个实施方式中，所述人CD8α和/或β多肽的序列包含一个或多个非保守的取代。

[0100] 在一些实施方式中，一部分例如所述嵌合CD8的人部分可以包含基本上全部的本

申请所示的序列(例如，基本上全部的本申请所示的蛋白结构域)。基本上全部序列通常包

括据信代表所述蛋白特定部分(例如特定功能性结构域等)的85％、90％、95％、96％、97％、

98％或99％的氨基酸。本领域技术人员将理解可以根据所使用的比对和结构域预测方法的

不同，功能性结构域的边界可能发生变化。

[0101] 在一个方面，所述嵌合的人/非人CD8α和/或β多肽的非人部分至少分别包含所述

非人CD8α和/或β多肽的跨膜和/或胞质结构域。由于CD8胞质结构域具有重要的功能，因此
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在基因工程改造的动物中保留内源性非人(例如小鼠)序列确保保持共受体具有正确的细

胞内信号和其他功能。在一个实施方式中，所述非人动物是小鼠，和所述非人CD8α和/或β多

肽分别是小鼠CD8α和/或β多肽。尽管在实施例中描述了特定的小鼠CD8α和/或β序列，但是

来源于其的任意适宜序列例如包含保守的/非保守的氨基酸取代的序列均包括在本申请

中。在一个实施方式中，所述非人动物(例如啮齿动物，例如小鼠)保留了未被人源化的任意

内源性序列。

[0102] 本申请所述的非人动物可以在其内源性基因座包含编码嵌合的人/非人CD8α和/

或β多肽的核苷酸序列。在一个方面，其导致内源性CD8α基因的一部分被编码人CD8α多肽的

一部分的核苷酸序列所取代，和/或内源性CD8β基因的一部分被编码人CD8β多肽的一部分

的核苷酸序列所取代。在一个实施方式中，此类取代是编码全部或基本上全部的非人CD8α

和/或β的胞外域的内源性核苷酸序列被编码其的人核苷酸序列的取代。在一个实施方式

中，此类取代是编码全部或基本上全部的非人CD8α和/或β的免疫球蛋白V-样结构域的序列

被编码其的人核苷酸序列的取代。在一个实施方式中，所述取代不包含对编码非人CD8α和/

或β多肽跨膜和胞质结构域的CD8α和/或β序列的取代。因此，所述非人动物表达来自内源性

非人CD8基因座的嵌合的人/非人CD8α和/或β多肽。在又一个实施方式中，所述取代产生包

含分别如SEQ  ID  NO:54和/或53所示的多肽序列的CD8α和/或β蛋白。

[0103] 在一个实施方式中，本申请提供了所述嵌合的人/非人CD8基因座(例如嵌合的啮

齿动物CD8基因座，例如嵌合的小鼠CD8基因座)的核苷酸序列。在一个方面，由于所述嵌合

的人/非人(例如人/啮齿动物，例如人/小鼠)CD8α和/或β序列分别位于内源性非人(例如啮

齿动物，例如小鼠)的CD8α和/或β基因座，因而其保留了内源性CD8α和/或β的启动子和调控

元件。在另一个实施方式中，所述嵌合的基因座可以包含人CD8α和/或β启动子和调控元件

的程度为使得恰当地实现CD8α和/或β表达(恰当的空间和时间上的蛋白表达)、CD8+T细胞

发育、CD8谱系选择和共受体功能。因此，在一个方面，本发明的动物包含不改变恰当的谱系

选择和T细胞发育的基因修饰。在一个方面，本发明的动物(例如啮齿动物，例如小鼠)在正

常表达CD8的细胞以外的免疫细胞上不表达嵌合的CD8蛋白，例如动物在B细胞或CD4+SP  T

细胞上不表达CD8。在一个实施方式中，所述取代保留了能够恰当地在空间和时间上调控

CD8α和/或β表达的元件。

[0104] 包含本申请所述的人或人源化的CD8多肽的基因修饰的非人动物可以选自在上文

中与人源化的CD4动物的相关章节描述的任意动物。在一个实施方式中，所述非人动物可以

是啮齿动物，例如大鼠或小鼠。

[0105] 因此，在一个实施方式中，本发明提供了一种基因修饰的小鼠，所述小鼠在其基因

组例如内源性CD8基因座中包含编码嵌合的人/小鼠CD8α多肽的第一核苷酸序列和编码嵌

合的人/小鼠CD8β多肽的第二核苷酸序列。在一个实施方式中，所述第一核苷酸序列包含编

码全部或基本上全部的人CD8α多肽的胞外域和小鼠CD8α多肽的至少跨膜和胞质结构域的

序列，和所述第二核苷酸序列包含编码全部或基本上全部的人CD8β多肽的胞外域和小鼠

CD8β多肽的至少跨膜和胞质结构域的序列，和其中所述小鼠表达功能性的嵌合的人/小鼠

CD8蛋白。在一个实施方式中，所述第一核苷酸序列包含编码人CD8α多肽的至少免疫球蛋白

V-样结构域的序列和小鼠CD8α多肽的其余序列，和所述第二核苷酸序列包含编码人CD8β多

肽的至少免疫球蛋白V-样结构域的序列和小鼠CD8β多肽的其余序列。在一个实施方式中，

说　明　书 19/29 页

23

CN 105164153 B

23



所述第一核苷酸序列至少包含人CD8α多肽的MHC  I结合结构域。在一个实施方式中，所述第

一和第二核苷酸序列至少包含分别编码人CD8α多肽和/或CD8β多肽胞外域的外显子的序

列。在一个实施方式中，所述人CD8α多肽和/或CD8β多肽的胞外域是包含非跨膜或胞质结构

域的人CD8α多肽和/或CD8β多肽结构域的区域。在一个实施方式中，所述人CD8α多肽的结构

域如图4和5中的示意图。在一个实施方式中，所述人CD8β多肽的结构域如图3和5中示意图。

在一个实施方式中，编码所述嵌合的人/小鼠CD8α多肽和CD8β多肽的核苷酸序列包含分别

编码小鼠CD8α和/或CD8β信号肽的序列。或者，所述核苷酸序列可以包含编码人CD8α和/或β

信号序列的序列。在一个实施方式中，所述小鼠包含编码全部或基本上全部的小鼠CD8α和/

或CD8β胞外域的核苷酸序列分别被编码全部或基本上全部的人CD8α和/或CD8β胞外域的核

苷酸序列的取代。

[0106] 在一个实施方式中，所述小鼠不表达来自其内源性CD8基因座的功能性内源性小

鼠CD8α和/或CD8β多肽。在一个实施方式中，本申请所述的小鼠在其种系中包含嵌合的人/

小鼠CD8序列。

[0107] 在一个方面，表达嵌合的人/小鼠CD8α和/或CD8β多肽的小鼠保留了小鼠CD8α和/

或CD8β的启动子和调控序列，例如在所述小鼠中编码嵌合的人/小鼠CD8的核苷酸序列与内

源性的小鼠CD8启动子和调控序列可操作地连接。在一个方面，在所述小鼠中保留的这些调

控序列包括在T细胞发育的合适阶段调控CD8蛋白表达的序列。在一个方面，所述基因修饰

的小鼠在CD4谱系的B细胞或T细胞，或正常不表达内源性CD8的任意细胞(例如免疫细胞)上

不表达嵌合的CD8。

[0108] 在不同实施方式中，表达来自如本申请所述的嵌合的CD8基因座的功能性嵌合CD8

蛋白(例如CD8αβ或CD8αα)的非人动物(例如啮齿动物，例如小鼠或大鼠)在细胞表面上显示

出嵌合的蛋白。在一个实施方式中，所述非人动物表达的嵌合的CD8蛋白在细胞表面上的细

胞分布与在人中观察到的相同。在一个方面，本发明的CD8蛋白能够与另一种细胞表面上表

达的MHC  I蛋白相互作用。

[0109] 在一个实施方式中，本发明的非人动物(例如啮齿动物，例如小鼠)还包含编码人

或人源化的MHC  I蛋白的核苷酸序列，以使得在所述动物的T细胞表面上表达的嵌合的CD8

蛋白能够与另一种细胞(例如抗原递呈细胞)表面上表达的人或人源化的MHC  I相互作用。

在一个实施方式中，所述MHC  I蛋白包含人MHC  I多肽的胞外域。在一个实施方式中，所述动

物还包含人或人源化的β-2微球蛋白多肽。在2012年10月26日提交的美国专利申请号13/

661,159和2013年3月11日提交的美国专利申请号13/793,812中描述了表达人或人源化的

MHC  I多肽和/或β-2微球蛋白多肽的示例性基因修饰的动物，其全部内容通过引入并入本

申请。因此，在一个实施方式中，包含本申请所述的嵌合的CD8蛋白的动物还可以包含人源

化的MHC  I复合物，其中所述人源化的MHC  I复合物包含：(1)人源化的MHC  I多肽，例如其中

所述人源化的MHC  I多肽包含人MHC  I胞外域以及内源性(例如小鼠)MHC  I的跨膜和胞质结

构域，例如其中所述人源化的MHC  I包含人MHC  I多肽的α1、α2和α3结构域，和(2)人或人源

化的β2微球蛋白多肽(例如所述动物在其基因组中包含如人β2微球蛋白的外显子2、3和4所

示的核苷酸序列)。在一个方面，人源化的MHC  I以及人或人源化的β2微球蛋白多肽分别由

位于内源性MHC  I和β2微球蛋白基因座的核苷酸序列编码；在一个方面，所述动物不表达功

能性的内源性的MHC  I和β2微球蛋白多肽。因此，所述动物表达的MHC  I可以是嵌合的人/非
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人，例如人/啮齿动物(例如人/小鼠)MHC  I多肽。所述嵌合的MHC  I多肽的人部分可以来源

于选自下组的人I类HLA蛋白：HLA-A、HLA-B和HLA-C，例如HLA-A2、HLA-B27、HLA-B7、HLA-

Cw6，或者在人类群体中存在的任意其他I类HLA。在所述实施方式中，其中所述动物是小鼠，

所述嵌合的MHC  I多肽的非人(即小鼠)部分可以来源于选自H-2D、H-2K和H-2L的小鼠MHC  I

蛋白。在一个方面，包含本申请所述的嵌合的人/非人CD8和美国专利申请号13/661,159和

13/793,812中所述的人源化的MHC  I和/或β2微球蛋白的所述非人动物可以通过将包含如

本申请所述的嵌合CD8基因座(例如嵌合的CD8α和/或β)的动物与包含人源化MHC  I和/或β-

2微球蛋白基因座的动物繁殖产生。所述动物还可以通过将编码嵌合的CD8(例如嵌合的CD8

α和/或β)(例如用于在内源性CD8基因座(例如嵌合的CD8α和/或β基因座)进行取代)的核苷

酸序列引入包含人源化的MHC  I和/或β-2微球蛋白基因座的动物的ES细胞中产生；或者将

编码人源化的MHC  I和/或β-2微球蛋白的核苷酸序列引入包含嵌合CD8基因座(例如嵌合的

CD8α和/或β基因座)的动物的ES细胞中产生。

[0110] 除了基因工程改造的非人动物以外，本申请还提供了非人胚胎(例如内齿动物，例

如小鼠或大鼠胚胎)，其中所述胚胎包含来源于如本申请所述的非人动物(例如，啮齿动物，

例如小鼠或大鼠)的供体ES细胞。在一个方面，所述胚胎包含含有所述嵌合的CD8基因的ES

供体细胞和宿主胚胎细胞。

[0111] 本申请还提供了一种组织，其中所述组织来源于如本申请所述的非人动物(例如

啮齿动物，例如小鼠或大鼠)，并且表达所述嵌合的CD8蛋白。

[0112] 此外，本申请提供了分离自如本申请所述的非人动物的非人细胞。在一个实施方

式中，所述细胞是ES细胞。在一个实施方式中，所述细胞是T细胞，例如CD8+T细胞。在一个实

施方式中，所述细胞是细胞毒性T细胞。

[0113] 本申请还提供了一种非人细胞，所述非人细胞包含如本申请所述的非人动物的染

色体或其片段。在一个实施方式中，所述非人细胞包含如本申请所述的非人动物的核。在一

个实施方式中，所述非人细胞包含核转移得到的染色体或其片段。

[0114] 在一个方面，本申请提供了一种非人的诱导的多能细胞，所述多能细胞包含编码

如本申请所述的嵌合的CD8多肽(例如CD8α和/或CD8β多肽)的基因。在一个实施方式中，所

述诱导多能细胞来源于如本申请所述的非人动物。

[0115] 在一个方面，本申请提供了一种杂交瘤或四价体瘤，其来源于如本申请所述的非

人动物细胞。在一个实施方式中，所述非人动物是小鼠或大鼠。

[0116] 在一个方面，本申请提供了一种体外制备物，所述体外制备物包含在其表面携带

嵌合CD8蛋白的T细胞和与所述嵌合CD8结合的另一种细胞。在一个实施方式中，所述另一种

细胞是表达MHC  I多肽的细胞，例如嵌合的人/非人MHC  I蛋白。在一个实施方式中，在第一

种细胞表面上的嵌合的CD8与在第二种细胞表面上的嵌合的MHC  I相互作用。在一个实施方

式中，所述嵌合的CD8蛋白保留了与内源性胞质分子的相互作用，例如内源性胞质信号分子

(例如内源性Lck等)。

[0117] 本申请还提供了一种用于制备本申请所述的基因工程改造的非人动物的方法。所

述方法使得所述动物在内源性CD8基因座包含编码嵌合的人/非人CD8α和/或CD8β多肽的核

苷酸序列。如实施例中所描述的，所述方法利用使用 技术制备靶向构建体，

将所述构建体引入ES细胞，并使用 技术将经靶向的ES细胞克隆引入小鼠
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的胚胎中。

[0118] 在一个实施方式中，本发明提供了一种修饰非人动物的CD8基因座以表达本申请

所述的嵌合的人/非人CD8多肽的方法。在一个方面，提供了一种修饰小鼠的CD8基因座以表

达嵌合的人/小鼠CD8多肽的方法，所述方法包括使用编码嵌合的人/小鼠CD8多肽的核苷酸

序列在内源性CD8基因座取代编码内源性小鼠CD8多肽的小鼠核苷酸序列。所述CD8多肽可

以选自CD8α、CD8β及其组合。在一个方面，所述嵌合的多肽包含全部或基本上全部的人CD8

多肽的胞外域和内源性小鼠CD8多肽的至少跨膜和胞质结构域。

[0119] 因此，本申请还提供了用于产生本申请所述的基因修饰的动物的核苷酸构建体。

在一个方面，所述核苷酸构建体的序列包含5’和3’同源臂、包含人CD8α或CD8β序列的DNA片

段和翼侧为重组位点的选择性表达盒。在一些实施方式中，所述人序列包含人CD8α或CD8β

的内含子和外显子，例如分别编码人CD8α或CD8β胞外域的外显子。在一个实施方式中，同源

臂与非人CD8α或CD8β序列是同源的。CD8α或CD8β的示例性构建体分别如图4和3所示。

[0120] 由于编码CD8α或CD8β的基因具有接近的染色体位置，因此对这两个基因顺序靶向

提高了成功的人源化的机会。在一个实施方式中，所述靶向策略包含将本申请所述的嵌合

的CD8β构建体引入ES细胞，由被靶向的ES细胞产生小鼠，从所述小鼠获得基因修饰的ES细

胞，以及将本申请所述的嵌合的CD8α构建体引入所述基因修饰的ES细胞。在另一个实施方

式中，所述靶向策略包含将本申请所述的嵌合的CD8β构建体引入ES细胞，选择已掺入所述

嵌合的CD8β构建体的所述细胞，将本申请所述的嵌合的CD8α构建体引入已掺入和携带嵌合

的CD8β构建体的ES细胞，以及选择已掺入嵌合的CD8β和CD8α的细胞。在本实施方式的一个

方面，利用不同的选择标记物进行选择步骤。在其他实施方式中，可以首先完成CD8α的人源

化。在基因靶向完成后，可以通过多种方法(例如上文所述的针对CD4人源化的方法，例如

Valenzuela等描述的改良的等位基因测定，如上所述)对基因修饰的非人动物的ES细胞进

行筛选以确证成功掺入了目标外源性核苷酸序列或表达外源性多肽。

[0121] 在一个方面，本申请提供了一种用于制备嵌合的人/非人CD8分子(例如CD8α和/或

CD8β)的方法，所述方法包括在单一细胞中表达来自如上文所述的核苷酸构建体的嵌合的

CD8多肽。在一个实施方式中，所述核苷酸构建体是病毒载体；在一个特定的实施方式中，所

述病毒载体是慢病毒载体。在一个实施方式中，所述细胞选自CHO、COS、293、HeLa和表达病

毒核酸序列的视网膜细胞(例如PERC.6TM细胞)。

[0122] 在一个方面，本申请提供了一种表达嵌合的CD8蛋白的细胞。在一个实施方式中，

所述细胞包含含有如本申请所述的嵌合的CD8序列的表达载体。在一个实施方式中，所述细

胞选自CHO、COS、293、HeLa和表达病毒核酸序列的视网膜细胞(例如PERC.6TM细胞)。

[0123] 本申请还提供了一种由如本申请所述的非人动物制备的嵌合的CD8分子，其中所

述嵌合的CD8分子包含全部或基本上全部的来自人CD8蛋白(例如CD8α和/或CD8β)的胞外

域，和来自非人CD8蛋白(例如小鼠CD8蛋白)的至少跨膜和胞质结构域。示例性的嵌合的CD8

α多肽如SEQ  ID  NO:54所示，和示例性的嵌合的CD8β蛋白如SEQ  ID  NO:53所示。

[0124] 基因修饰的CD4和CD8动物的用途

[0125] 包含人源化的CD4和MHC  II或者人源化的CD8和MHC  I的基因修饰的非人动物，例

如啮齿动物，例如小鼠或大鼠，以与人类似的方式将肽递呈至T细胞(分别为CD4+或CD8+T细

胞)，这是因为所述复合物基本上全部的的成分是人或人源化的。本发明的基因修饰的非人
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动物能够用于在人源化的动物中研究人免疫系统的功能；用于鉴定激发免疫应答的抗原和

抗原表位(例如T细胞表位，例如独特的人癌症表位)，例如用于疫苗研发；用于鉴定人病原

体或癌症抗原的高亲和性T细胞(即在具有高亲和力的人MHC  I复合物的背景下与抗原结合

的T细胞)，例如用于适应性T细胞疗法；用于评估疫苗候选物和其他疫苗策略；用于研究人

的自身免疫；用于研究人的感染性疾病；以及用于设计基于人MHC和CD4/CD8表达的更好的

治疗策略的其他方面。

[0126] 因此，在不同实施方式中，其中，本发明的基因修饰的动物在用于评估抗原在人体

内激发免疫应答的能力，以及产生多样性的抗原和鉴定可以用于人用疫苗研发的特定抗原

方面是有益的。

[0127] 在一个方面，本申请提供了一种用于确定是否肽将在人体内激发细胞免疫应答的

方法，所述方法包括将本申请所述的基因修饰的非人动物暴露于所述肽，使所述非人动物

产生免疫应答，以及在与由如本申请所述的嵌合的人/非人MHC  I或II分子提呈的所述肽的

序列结合的所述非人动物的细胞(例如分别为CD8+或CD4+T细胞，包括人CD8或CD4)中进行

检测。在一个实施方式中，暴露后的所述非人动物包含与所述肽结合的I类MHC限制性CD8+

细胞毒性T淋巴细胞(CTL)。在另一个实施方式中，暴露后的所述非人动物包含与所述肽结

合的MHC  II限制性CD4+T细胞。

[0128] 在一个方面，本申请提供了一种用于鉴定人T细胞表位的方法，所述方法包括将如

本申请所述的非人动物暴露于包含假定的T细胞表位的抗原，使所述非人动物产生免疫应

答，从所述非人动物中分离与所述表位结合的I类MHC或II类MHC限制性T细胞，以及鉴定被

所述T细胞结合的表位。

[0129] 在一个方面，本申请提供了一种用于鉴定在人体内产生T细胞应答的抗原的方法，

所述方法包括将假定抗原暴露于如本申请所述的小鼠，使所述小鼠产生免疫应答，以及鉴

定被I类或II类HLA限制性分子结合的抗原情况。

[0130] 在一个方面，本申请提供了一种用于确定是否假定的抗原含有当暴露于人免疫系

统后将产生I类或II类HLA限制性免疫应答的表位的方法，所述方法包括将如本申请所述的

小鼠暴露于所述假定的抗原并且测定在小鼠中的抗原特异性I类HLA或II类HLA限制性免疫

应答。

[0131] 此外，本申请所述的基因工程改造的非人动物可以用于鉴定识别目标抗原(例如

肿瘤或其他疾病抗原)的T细胞受体(例如高亲和力的T细胞受体)。所述方法可以包括：将本

申请所述的非人动物暴露于抗原，使所述非人动物针对所述抗原产生免疫应答，从所述非

人动物中分离包含与由人或人源化的MHC  I或MHC  II递呈的抗原结合的T细胞受体的T细

胞，以及确定所述T细胞受体的序列。

[0132] 在一个实施方式中，本申请提供了一种通过假定的人用治疗确定T细胞活化的方

法，所述方法包括将如本申请所述的基因修饰的动物暴露于假定的人用治疗(或者例如将

此类动物的表达人或人源化MHC  II或MHC  I的细胞暴露于所述假定治疗的肽序列)，将所述

基因修饰的动物的显示出人或人源化MHC/肽复合物的细胞暴露于包含能够与所述基因修

饰的动物的细胞结合的嵌合的人/非人(例如人/小鼠)CD4或CD8的T细胞，以及测定由所述

基因修饰的动物的展示出肽的细胞诱导的T细胞活化。

[0133] 除了鉴定来自人病原体或肿瘤的抗原和抗原表位的能力以外，本发明的基因修饰
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的动物能够用于鉴定与人自身免疫性疾病相关的自身抗原，例如I型糖尿病、多发性硬化

等。而且，本发明的基因修饰的动物能够用于研究人自身免疫性疾病的多个方面，并且可以

用作自身免疫性疾病的模型。

[0134] 本申请所述的基因修饰动物(即包含人或人源化的T细胞共受体(例如嵌合的人/

非人CD4或CD8)的动物)的其他用途任选地还包括人或人源化的MHC  II或I蛋白，其从本公

开中将是显而易见的。

实施例

[0135] 将通过下述非限制性实施例对本发明进行进一步解释。列出这些实施例用于帮助

理解本发明，其不以任何方式构成对其保护范围的限制。所述实施例不包括对本领域普通

技术人员熟知的常规方法(分子克隆技术等)的详细描述。除非另有明示，以重量份表示重

量，分子量是平均分子量，以摄氏度表示温度和压力为处于或接近大气压。

[0136] 实施例1：基因修饰的CD4小鼠的构建和表征

[0137] 实施例1.1：工程化制备嵌合的CD4基因座

[0138] 通过使用 技术(参见例如美国专利号6,586,251和Valenzuela等，

(2003)High-throughput  engineering  of  the  mouse  genome  coupled  with  high-

resolution  expression  analysis(与高分辨率表达分析偶联的小鼠基因组的高通量工程

改造),Nature  Biotech.21(6):652-659)在一步中从人和小鼠的细菌人工染色体(BAC)DNA

构建独特的靶向载体将小鼠CD4基因座人源化。为产生靶向载体，使用细菌人工染色体

(BAC)DNA进行一系列细菌同源重组(BHR)以及其他的基因工程步骤。

[0139] 简言之，四个DNA片段：(1)含有小鼠信号肽的片段(由小鼠CD4基因的外显子2和3

编码)，(2)含有小鼠信号肽下游的人外显子3的片段，(3)含有翼侧为Asc  I和PI-SceI位点

的SPEC抗性表达盒的片段，和(4)含有160bp的小鼠CD4内含子6的片段(在外显子6和7之间

的内含子)，其从小鼠CD4外显子6下游约200bp开始通过注入连接(Clonetech)进行连接。所

得到的DNA片段从5’至3’含有：小鼠外显子2、小鼠内含子2、含有信号肽的小鼠外显子3的部

分、人信号肽下游的人外显子3、人内含子3的一部分、SPEC表达盒、小鼠内含子6的一部分。

该DNA片段用在BHR中对小鼠BAC克隆BMQ391F08进行修饰，以缺失编码小鼠CD4Ig样结构域

1-3的小鼠序列并引入人CD4的外显子3。使用SPEC表达盒取代BAC的CM表达盒得到第一BAC

载体(图1，上图)。

[0140] 利用BHR对人BAC  RP11-101F21进行修饰以便在人外显子3下游60bp处引入AscI-

LoxP-PGK-neo-loxP表达盒，和在外显子6下游约100bp处引入PI-SceI限制性位点和SPEC表

达盒，得到第二BAC载体(图1，中图)。随后在经过AscI和PI-SceI限制性内切酶消化后将所

述第一和第二BAC载体进行BAC与BAC连接以产生CD4靶向载体(图1，下图)。小鼠-人和人-小

鼠序列的上游和下游连接处分别列于下表1和如序列表所示。跨人内含子3-lox-neo表达盒

连接处的序列(所述表达盒的5’端)如SEQ  ID  NO:55所示，和跨lox-neo表达盒-人内含子3

连接处的序列(所述表达盒的3’端)如SEQ  ID  NO:56所示；这两条序列也列于表1中。图1中

显示的包括pgk-neo表达盒的完整的人源化CD4片段的核酸序列如SEQ  ID  NO:3所示。所述

Pgk-neo表达盒跨SEQ  ID  NO:3的残基307-2176，两个lox位点位于残基267-300和2182-

2215，而人序列跨残基1-234和2222-18263。完整的人源化CD4蛋白的氨基酸序列如SEQ  ID 

说　明　书 24/29 页

28

CN 105164153 B

28



NO:4所示，其人序列跨氨基酸27-319(如SEQ  ID  NO:57所示)。

[0141] 表1：嵌合的CD4靶向载体的连接处序列

[0142]

[0143] 人序列在括号中和含有限制性内切酶位点(PI-Sce  I)的序列以粗体表示。选择性

表达盒序列以斜体表示。

[0144] 使用NotI将人CD4靶向载体线性化并且经电穿孔引入F1H4小鼠ES细胞。利用使用

改良的等位基因测定(Valenzuela等)进行基因分型鉴定携带人源化CD4基因座的经靶向的

ES细胞，所述测定检测到存在新霉素表达盒和人CD4基因，以及一个拷贝的小鼠CD4基因。在

该测定中使用的引物和探针如表2所示并且列于序列表中。

[0145] 表2：用于对嵌合的CD4进行基因分型的引物和探针

[0146]

[0147]

[0148] 通过电穿孔将表达Cre重组酶的质粒转移至含有人源化CD4基因座的ES细胞中除

去翼侧为loxP的新霉素抗性表达盒。

[0149] 利用基因分型鉴定携带人源化的CD4基因座且无抗性标记物的被靶向的ES细胞，
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其检测不到新霉素表达盒的存在，存在一个拷贝的人CD4基因和一个拷贝的小鼠CD4基因。

[0150] 使用上文所述的被靶向的ES细胞作为供体ES细胞并通过 方法

(参见例如美国专利号7,294,754和Poueymirou等，(2007)F0  generation  mice  that  are 

essentially  fully  derived  from  the  donor  gene-targeted  ES  cells  allowing 

immediate  phenotypic  analyses(能够直接进行表型分析的基本上完全来源于供体基因

靶向ES细胞的F0代小鼠)Nature  Biotech.25(1):91-99)将其引入8-细胞阶段的小鼠胚胎。

通过使用检测独特的人CD4基因序列存在情况的改良的等位基因测定(Valenzuela等，如上

所述)进行基因分析鉴定得到 (完全来源于供体ES细胞的F0小鼠)独立地

携带嵌合的CD4基因。

[0151] 实施例1.2：嵌合的CD4在基因工程小鼠中的表达情况

[0152] 使用胶原酶D(Roche  Bioscience)灌流来自WT或杂合的人源化CD4小鼠

(“1766HET”)的脾脏并使用ACK裂解缓冲液裂解红细胞。分别使用抗-人CD4或抗-小鼠CD4抗

体通过FACS分析人CD4或小鼠CD4在细胞表面的表达情况。如图2A和2B所示，在来自针对本

申请所述的人源化CD4的小鼠杂合子的T细胞表面表达人CD4。

[0153] 实施例2：基因修饰的CD8小鼠的构建和表征

[0154] CD8蛋白以二硫键连接的两个亚基的同源二聚体(例如CD8α的同源二聚体)或同源

多聚体，或者两个蛋白CD8α(CD8a)和CD8β(CD8b)的异源二聚体出现。CD8α和CD8β基因共同

定位于基因组中，例如在小鼠的6号染色体上，其彼此之间距离约37kb。这种紧密连锁使其

非常难以通过繁殖产生在CD8α和CD8β基因座均包含人源化的基因修饰的小鼠。因此，进行

通过先引入一个基因例如CD8β，再引入第二个基因例如CD8α的顺序靶向。

[0155] 实施例2.1：工程化制备嵌合的CD8β基因座

[0156] 通过使用 技术(参见例如美国专利号6,586,251和Valenzuela等，

(2003)High-throughput  engineering  of  the  mouse  genome  coupled  with  high-

resolution  expression  analysis(与高分辨率表达分析偶联的小鼠基因组的高通量工程

改造),Nature  Biotech.21(6):652-659)在一步中从小鼠的细菌人工染色体(BAC)DNA构建

独特的靶向载体将小鼠CD8β基因座人源化。利用BHR对来自BAC  RP23-431M6的DNA进行修饰

以产生较大的靶向载体(LTVEC)MAID  1737，以含有编码CD8胞外域的小鼠外显子2-3(从在

内含子1中的5’连接处至在内含子3中的3’连接处)被同源的人序列的取代(图3)。将loxp-

Ub-Hyg表达盒插入内含子3中的3’连接处。在所得到的载体不同连接处的核苷酸序列列于

表3并且如序列表所示。完整的人源化CD8β蛋白的氨基酸序列如SEQ  ID  NO:53所示；其具有

跨距氨基酸15-165的人序列(如SEQ  ID  NO:58所示)。

[0157] 表3：嵌合的CD8β靶向载体的连接处序列
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[0158]

[0159] 人序列在括号中，lox位点以斜体表示以及限制性内切酶位点、多重克隆位点和来

源于载体的序列以粗体表示。

[0160] 将靶向载体经电穿孔引入F1H4小鼠的ES细胞(图5，左图)。通过使用改良的等位基

因测定(Valenzuela等)进行基因分型鉴定携带人源化CD8b基因座的被靶向的ES细胞，其检

测到人CD8b基因的存在。在该测定中使用的引物和探针如表4所示并且列于序列表中。

[0161] 表4：用于对嵌合的CD8β进行基因分型的引物和探针

[0162]

[0163]

[0164] LOA＝缺失等位基因；GOA＝获得等位基因。

[0165] 使用上文所述的被靶向的ES细胞作为供体ES细胞并通过 方法

(参见例如美国专利号7,294,754和Poueymirou等，(2007)F0  generation  mice  that  are 

essentially  fully  derived  from  the  donor  gene-targeted  ES  cells  allowing 

immediate  phenotypic  analyses(能够直接进行表型分析的基本上完全来源于供体基因

靶向ES细胞的F0代小鼠)Nature  Biotech.25(1):91-99)将其引入8-细胞阶段的小鼠胚胎。

通过使用检测独特的人CD8b基因序列存在情况的改良的等位基因测定(Valenzuela等，如

上所述)进行基因分析鉴定得到 (完全来源于供体ES细胞的F0小鼠)独立

地携带嵌合的CD8b基因。

[0166] 可以采用本领域技术人员公知的方法除去选择性表达盒。例如，可以通过使用表

达Cre的构建体转染携带嵌合的人/小鼠CD8b基因座的ES细胞以除去通过插入含有人CD8b
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基因序列的靶向构建体引入的两端侧翼为LoxP的潮霉素表达盒。可以任选地通过与表达

Cre重组酶的小鼠繁殖除去潮霉素表达盒。任选地，将所述潮霉素表达盒保留在所述小鼠

中。在一个实施方式中，将所述表达盒缺失以产生MAID  1739。

[0167] 实施例2.2：工程化制备嵌合的CD8α基因座

[0168] 通过使用 技术(参见例如美国专利号6,586,251和Valenzuela等，

如上文所示)在一步中从小鼠的细菌人工染色体(BAC)DNA构建独特的靶向载体将小鼠CD8a

基因座人源化。利用BHR对来自BAC  RP23-431M6的DNA进行修饰以产生较大的靶向载体

(LTVEC)MAID  1738，以含有编码CD8a胞外域的小鼠外显子1-2(从在小鼠外显子1中的Ala密

码子27的5’连接处至在小鼠内含子2中的3’连接处)被同源的人序列的取代(从在人外显子

2中的5’连接处至在内含子3中的3’连接处(图4))。其保留了在外显子1起始处的小鼠先导

序列。在人/小鼠序列的3’连接处插入lox2372-Ub-Neo表达盒。在所得到的载体不同连接处

的核苷酸序列列于表5并且如序列表所示。完整的人源化CD8α多肽的氨基酸序列如SEQ  ID 

NO:54所示，其具有人序列跨氨基酸28-179(如SEQ  ID  NO:59所示)。

[0169] 表5：嵌合的CD8α靶向载体的连接处序列

[0170]

[0171]

[0172] 人序列在括号中，lox位点以斜体表示以及限制性内切酶位点、多重克隆位点和来

源于载体的序列以粗体表示。

[0173] 将上文所述的人源化的CD8a靶向载体经电穿孔引入含有人源化的CD8b基因座的

小鼠ES细胞以形成包含人源化的CD8b和CD8a基因座的经修饰的ES细胞(图5)。通过使用改

良的等位基因测定(Valenzuela等)进行基因分型鉴定携带人源化CD8a基因座的被靶向的

ES细胞，其检测到人CD8a基因的存在。在该测定中使用的引物和探针如表6所示并且列于序

列表中。

[0174] 表6：用于对嵌合的CD8α进行基因分型的引物和探针
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[0175]

[0176] LOA＝缺失等位基因；GOA＝获得等位基因。

[0177] 使用上文所述的被靶向的ES细胞作为供体ES细胞并通过 方法

(参见例如美国专利号7,294,754和Poueymirou等，如上文所述)将其引入8-细胞阶段的小

鼠胚胎。通过使用检测独特的人CD8b和CD8a基因序列存在情况的改良的等位基因测定

(Valenzuela等，如上所述)进行基因分析鉴定得到 (完全来源于所述供体

ES细胞的F0小鼠)携带嵌合的CD8b基因和嵌合的CD8a基因。

[0178] 或者，将本申请所述的人源化的CD8a靶向载体经电穿孔引入不含有人源化的CD8b

基因座的小鼠ES细胞中以产生仅包含人源化的CD8a基因座的小鼠。

[0179] 可以采用本领域技术人员公知的方法除去CD8a基因座中的选择性表达盒，例如上

文的实施例2.1中所述的。在一个实施方式中，缺失选择性表达盒以产生MAID  1740小鼠。

[0180] 实施例2.3：嵌合的CD8在基因工程化的小鼠中的表达

[0181] 针对人CD8的表达情况对针对人源化的CD8a(MAID  1740)和CD8b(MAID  1739)基因

的小鼠杂合子进行分析。

[0182] 在来源于杂合子脾细胞的CD3+CD4-T细胞表面上能够清楚地检测到人CD8a和CD8b

的表达，但是在野生型动物中不能检测到(图6)。

[0183] 在从杂合子获得的胸腺细胞表面上也能够检测到人CD8a和CD8b的表达，但是在野

生型动物中不能检测到(图7)。

[0184] 等同物

[0185] 本领域技术人员将认识到，或者能够使用不超过常规的实验确定本申请所述的发

明的特定实施方式的多种等同物。这类等同物旨在包含在下述权利要求中。

[0186] 本申请通篇引用的非专利文件、专利申请和专利的全部内容通过引用整体并入本

申请。
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