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本发明提供了NK细胞组合物和/或制剂以及

这种NK细胞组合物和/或制剂用于免疫疗法的方

法。所述NK细胞组合物和/或制剂可用于治疗范

围广泛的病毒感染、细菌感染、癌症和白血病恶

性肿瘤以及其他疾病。
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1.一种制备用于免疫疗法的自然杀伤(NK)细胞制剂的方法，包括：

选择多种互不免疫匹配的脐带血细胞或胎盘血细胞；

制备富集的CD34+造血干细胞和祖细胞(HSPC)，这些细胞耗竭了红细胞和T细胞；

在没有外源性饲养细胞的情况下，在扩增培养基中培养所述富集CD34+的HSPC足够时间

以产生扩增的HSPC，所述扩增培养基的固相包含白细胞介素‑3(IL‑3)、白细胞介素‑6(IL‑

6)、血小板生成素(TPO)、Flt‑3配体(Flt‑3L)和干细胞因子(SCF)，所述固相用Notch配体和

重组人纤连蛋白或其片段预涂，其中所述扩增的HSPC在所述扩增期间基本上不分化成CD56
+细胞；和

在没有所述外源性饲养细胞的情况下，在包含有效量的IL‑2和IL‑15、非动物来源的血

清替代物的分化培养基中培养所述扩增的HSPC足够的时间以产生NK细胞组合物和/或制

剂，所述NK细胞组合物和/或制剂包含约50至约80％CD56+细胞和约50至约20％内源性CD56‑

细胞，或约50至约85％CD56+细胞和约50至约15％内源性CD56‑细胞；

其中所述CD56+细胞高频率表达NKp30、NKp46、NKp44、NKG2A和颗粒酶B，中到高频率表达

穿孔素和CD107a，低到中频率表达CD16，并且基本上不表达KIR；并且其中所述CD56‑细胞中

到高频率表达颗粒酶B，高频率表达CD107a且低频率表达穿孔素。

2.根据权利要求1所述的方法，其中所述扩增培养基不含外源性IL‑15、IL‑7、IL‑2、G‑

CSF、GM‑CSF、LIF、MIP‑1a或芳烃受体激动剂。

3.根据权利要求1所述的方法，其中IL‑15是在所述CD34+富集的HSPC扩增期间添加的。

4.根据权利要求3所述的方法，其中所述IL‑15是在所述扩增阶段的最后约4至7天期间

添加的。

5.根据前述权利要求中任一项所述的方法，其中所述分化培养基不含添加的Flt‑3L、

FGF‑2、IL‑6、IL‑7、IL‑12、IL‑3、GM‑CSF、G‑CSF、LIF、MIP‑1α、SCF、IL‑21、IL‑18和4‑1BBL。

6.根据前述权利要求中任一项所述的方法，其中IL‑2和IL‑15是仅添加到所述分化培

养基中的细胞因子。

7.根据前述权利要求中任一项所述的方法，其中所述分化培养基不含外源性抗原呈递

细胞。

8.根据前述权利要求中任一项所述的方法，其中所述非动物血清替代物是人AB血清、

新鲜冷冻人血浆或人血小板裂解液。

9.根据前述权利要求中任一项所述的方法，其中所述HSPC不是来源于体细胞、胚胎干

细胞、外周血单个核细胞或诱导的多能干细胞。

10.根据前述权利要求中任一项所述的方法，其中所述NK细胞组合物和/或制剂包含少

于2％的CD3+细胞、少于2％的CD19+细胞和/或少于2％的CD34+细胞。

11.根据前述权利要求中任一项所述的方法，其中所述CD56+细胞进一步高频率表达

KIR2DL4。

12.根据前述权利要求中任一项所述的方法，其中所述Notch配体是DXI或Notch特异性

抗体。

13.根据前述权利要求中任一项所述的方法，其中所述NK细胞组合物和/或制剂的细胞

经基因修饰。

14.根据权利要求13所述的方法，其中所述基因修饰是在所述扩增阶段期间或在所述
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NK细胞分化之后进行的。

15.根据权利要求13或14中任一项所述的方法，其中所述NK细胞组合物和/或制剂的细

胞经基因修饰以表达抗原识别受体。

16.根据权利要求13至15中任一项所述的方法，其中所述基因修饰是引入表达TCR或

CAR的多核苷酸。

17.根据权利要求16所述的方法，其中所述TCR或CAR特异性结合病毒抗原、细菌抗原、

肿瘤特异性抗原或肿瘤相关抗原。

18.根据权利要求17所述的方法，其中所述病毒抗原存在于巨细胞病毒(CMV)、爱泼斯

坦巴尔病毒(EBV)、人类免疫缺陷病毒(HIV)、单纯疱疹病毒(HSV)、肝炎病毒、寨卡病毒、流

感病毒或冠状病毒。

19.根据权利要求18所述的方法，其中所述疱疹病毒是HSV  1或HSV  2，所述肝炎病毒是

甲型、乙型或丙型肝炎病毒，并且所述冠状病毒是SARS‑CoV或SARS‑CoV‑2。

20.根据权利要求17所述的方法，其中所述肿瘤特异性抗原或肿瘤相关抗原是碳酸酐

酶IX(CA1X)、癌胚抗原(CEA)、CD8、CD7、CD10、CD19、CD20、CD22、CD30、CD33、CLL1、CD34、

CD38、CD41、CD44、CD49c、CD49f、CD56、CD66c、CD73、CD74、CD104、CD133、CD138、CD123、

CD142、CD44V6、巨细胞病毒(CMV)感染细胞的抗原(例如，细胞表面抗原)、皮肤淋巴细胞相

关抗原(CLA；P‑选择素糖蛋白配体‑1(PSGL‑1)的特化糖型)、上皮糖蛋白‑2(EGP‑2)、上皮糖

蛋白‑40(EGP‑40)、上皮细胞粘附分子(EpCAM)、受体酪氨酸蛋白激酶erb‑B2,3,4(erb‑B2,

3,4)、叶酸结合蛋白(FBP)、胎儿乙酰胆碱受体(AChR)、叶酸受体‑α、神经节苷脂G2(GD2)、神

经节苷脂G3(GD3)、人表皮生长因子受体2(HER2)、人端粒酶逆转录酶(hTERT)、白细胞介素‑

13受体亚基α‑2(IL‑13Ralpha2)、κ‑轻链、激酶插入域受体(KDR)、Lewis  Y(LeY)、L1细胞粘

附分子(L1CAM)、黑色素瘤抗原家族A,1(MAGE‑A1)、粘蛋白16(MUC16)、粘蛋白1(MUC1)、间皮

素(MSLN)、ERBB2、MAGEA3、p53、MART1、GP100、蛋白酶3(PR1)、酪氨酸酶、生存素、hTERT、

EphA2、NKG2D配体、癌‑睾丸抗原NY‑ES0‑1、癌胚抗原(h5T4)、前列腺干细胞抗原(PSCA)、前

列腺特异性膜抗原(PSMA)、ROR1、四跨膜蛋白8(TSPAN8)、肿瘤相关糖蛋白72(tag‑72)、血管

内皮生长因子R2(VEGF‑R2)、肾母细胞瘤蛋白(WT‑1)、BCMA、GPC3、NKCS1、EGF1R、EGFR‑VIII、

CRLF2或ERBB。

21.根据权利要求20所述的方法，其中所述肿瘤特异性抗原或肿瘤相关抗原是CD19、

ROR1、Her2、PSMA、PSCA、间皮素或CD20。

22.根据权利要求16至21中任一项所述的方法，其中所述CAR还包含细胞内信号传导

域，包含CD3zeta、CD28和4‑1BB的信号传导域；至少一个共刺激域，包含CD27、CD28、4‑1BB、

2B4、DAP10、DAP12、OX40、CD30、CD40、淋巴细胞功能相关抗原‑1(LFA‑1)、CD2、CD7、LIGHT、

NKG2C或B7‑H3的共刺激域；跨膜域，包含CD8、CD28、CD3zeta、CD4、4‑1BB、OX40、ICOS或NKG2D

的跨膜域；以及间隔区，包含IgG1的铰链区、免疫球蛋白的CH2CH3区、CD3的一部分、CD28的一

部分或CD8的一部分。

23.根据权利要求22所述的方法，其中所述CAR包含具有单克隆抗体FMC63的CDR的单链

Fv(scFv)。

24.根据前述权利要求中任一项所述的方法，其中所述NK细胞组合物和/或制剂还包含

冷冻保护剂。
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25.根据前述权利要求中任一项所述的方法，还包括配制所述NK细胞制剂以形成用于

输注到受试者中的NK细胞组合物。

26.一种用于免疫疗法的自然杀伤(NK)细胞组合物，包括：

约50至约80％的CD56+细胞和约50至约20％的内源性CD56‑细胞，或约50至约85％的

CD56+细胞和约50至约15％的内源性CD56‑细胞，其中所述CD56+细胞高频率表达NKp30、

NKp46、NKp44、NKG2A、NKG2D和颗粒酶B，中到高频率表达穿孔素和CD107a，低到中频率表达

CD16，基本上不表达KIR；并且其中所述CD56‑细胞中到高频率表达颗粒酶B，高频率表达

CD107a且低频率表达穿孔素，以及药学上可接受的载体。

27.根据权利要求26所述的NK细胞组合物，其中所述制剂不含外源性饲养细胞。

28.根据权利要求26至27中任一项所述的NK细胞组合物，其中所述NK细胞组合物由

Notch配体扩增的HSPC产生。

29.根据权利要求26至28中任一项所述的NK细胞组合物，其中所述NK细胞组合物包含

少于2％的CD3+细胞、少于2％的CD19+细胞和/或少于2％的CD34+细胞。

30.根据权利要求26至29中任一项所述的NK细胞组合物，其中所述CD56+细胞还高频率

表达KIR2DL4。

31.根据权利要求26至30中任一项所述的NK细胞组合物，其中所述组合物的细胞是经

基因修饰的。

32.根据权利要求31所述的NK细胞组合物，其中所述组合物的细胞经基因修饰以表达

抗原识别受体。

33.根据权利要求31至32中任一项所述的NK细胞组合物，其中所述基因修饰包括引入

表达TCR或CAR的多核苷酸。

34.根据权利要求33所述的NK细胞组合物和/或制剂，其中所述TCR或所述CAR特异性结

合病毒抗原、细菌抗原或肿瘤相关抗原或肿瘤特异性抗原。

35.根据权利要求34所述的NK细胞组合物和/或制剂，其中所述病毒抗原存在于巨细胞

病毒(CMV)、爱泼斯坦巴尔病毒(EBV)、人类免疫缺陷病毒(HIV)、单纯疱疹病毒(HSV)中、肝

炎病毒、寨卡病毒、流感病毒或冠状病毒。

36.根据权利要求35所述的NK细胞组合物和/或制剂，其中所述疱疹病毒是HSV  1或HSV 

2，所述肝炎病毒是甲型、乙型或丙型肝炎病毒，或所述冠状病毒是SARS‑CoV或SARS‑CoV‑2。

37.根据权利要求26至34中任一项所述的NK细胞组合物和/或制剂，其中所述肿瘤相关

抗原或肿瘤特异性抗原是碳酸酐酶IX(CA1X)、癌胚抗原(CEA)、CD8、CD7、CD10、CD19、CD20、

CD22、CD30、CD33、CLL1、CD34、CD38、CD41、CD44、CD49c、CD49f、CD56、CD66c、CD73、CD74、

CD104、CD133、CD138、CD123、CD142、CD44V6、巨细胞病毒(CMV)感染的抗原细胞(例如，细胞

表面抗原)、皮肤淋巴细胞相关抗原(CLA；P‑选择素糖蛋白配体‑1(PSGL‑1)的特化糖型)、上

皮糖蛋白‑2(EGP‑2)、上皮糖蛋白‑40(EGP‑40)、上皮细胞粘附分子(EpCAM)、受体酪氨酸蛋

白激酶erb‑B2,3,4(erb‑B2,3,4)、叶酸结合蛋白(FBP)、胎儿乙酰胆碱受体(AChR)、叶酸受

体‑α、神经节苷脂G2(GD2)、神经节苷脂G3(GD3)、人表皮生长因子受体2(HER2)、人端粒酶逆

转录酶(hTERT)、白细胞介素‑13受体亚基α‑2(IL‑13Ralpha2)、κ‑轻链、激酶插入域受体

(KDR)、Lewis  Y(LeY)、L1细胞粘附分子(L1CAM)、黑色素瘤抗原家族A、黑色素瘤相关抗原A1

(MAGE‑A1)、粘蛋白16(MUC16)、粘蛋白1(MUC1)、间皮素(MSLN)、ERBB2、MAGEA3、p53、MART1、
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GP100、蛋白酶3(PR1)、酪氨酸酶、生存素、hTERT、EphA2、NKG2D配体、癌‑睾丸抗原NY‑ES0‑1、

癌胚抗原(h5T4)、前列腺干细胞抗原(PSCA)、前列腺特异性膜抗原(PSMA)、ROR1、四跨膜蛋

白8(TSPAN8)、肿瘤相关糖蛋白72(tag‑72)、血管内皮生长因子R2(VEGF‑R2)、肾母细胞瘤蛋

白(WT‑1)、BCMA、GPC3、NKCS1、EGF1R、EGFR‑VIII、CRLF2或ERBB。

38.根据权利要求26至37中任一项所述的NK细胞组合物，其中所述肿瘤相关抗原或肿

瘤特异性抗原是CD19、ROR1、Her2、PSMA、PSCA、间皮素、CRLF2或CD20。

39.根据权利要求33至38中任一项所述的NK细胞组合物，其中所述抗原识别受体是

CAR。

40.根据权利要求39所述的NK细胞组合物，其中所述CAR包含CD3zeta、CD28和4‑1BB的

细胞内信号传导域；CD27、CD28、4‑1BB、2B4、DAP10、DAP12、OX40、CD30、CD40、淋巴细胞功能

相关抗原‑1(LFA‑1)、CD2、CD7、LIGHT、NKG2C或B7‑H3共刺激域的至少一个共刺激域；CD8、

CD28、CD3zeta、CD4、4‑1BB、OX40、ICOS或NKG2D的跨膜域；IgG1、免疫球蛋白的CH2CH3区、CD3

的一部分、CD28的一部分或CD8的一部分的间隔区。

41.根据权利要求37至40中任一项所述的NK细胞组合物，其中所述肿瘤抗原是CD19。

42.根据权利要求37至40中任一项所述的NK细胞组合物，其中所述肿瘤相关抗原或肿

瘤特异性抗原是HER2或间皮素。

43.根据权利要求26至42中任一项所述的NK细胞组合物，还包含冷冻保护剂。

44.根据权利要求26至42中任一项所述的NK细胞组合物，其中所述NK细胞组合物被配

制用于输注到受试者。

45.根据权利要求44所述的NK细胞组合物，其中所述NK细胞组合物包含约5000万至约

20亿个活细胞。

46.根据权利要求44所述的NK细胞组合物，其中所述NK细胞组合物包含约5000万至约

20亿个活CD56+细胞。

47.一种治疗有需要的受试者的方法，包括向所述受试者施用治疗有效量的权利要求

26至46中任一项所述的NK细胞组合物。

48.根据权利要求47所述的方法，其中所述受试者患有表达肿瘤抗原的癌症并且所述

组合物的NK细胞表达结合所述肿瘤抗原的抗原识别受体。

49.根据权利要求47所述的方法，其中所述受试者患有病毒或细菌感染，并且所述组合

物的NK细胞表达与所述病毒或细菌结合的抗原识别受体。

50.根据权利要求47所述的方法，其中所述受试者患有病毒或细菌感染并且所述受试

者被施用权利要求26至31中任一项所述的NK细胞组合物和/或制剂。

51.根据权利要求50所述的方法，其中所述NK细胞组合物包含冷冻保护剂。
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用于免疫疗法的NK细胞组合物和制剂及其生产方法

[0001] 相关申请的交叉引用

[0002] 本申请要求2019年7月29日提交的美国临时申请号62/880,044、2019年8月28日提

交的美国临时申请号62/892,779和2020年1月13日提交的美国临时申请号62/960,507的权

益，它们的公开内容通过引用整体并入本文。

[0003] 关于序列表的声明

[0004] 与本申请相关的序列表以文本格式提供，以代替纸质副本，并在此通过引用并入

本说明书中。包含序列表的所述文本文件名是72246_Sequence_Final_2020‑07‑28.txt。所

述文本文件大小为144KB；创建于2020年7月28日；并正在通过EFS‑Web随说明书一起提交。

技术领域

[0005] 本公开提供了自然杀伤(NK)细胞组合物和/或制剂，以及制备和使用此类NK细胞

组合物和/或制剂用于非自体免疫疗法的方法。所述NK细胞组合物和/或制剂可用于治疗广

泛的病毒感染和细菌感染、癌症(包括实体瘤和恶性血液病(白血病、淋巴瘤))和其他疾病。

背景技术

[0006] 自然杀伤(NK)细胞是先天免疫系统的组成部分，对转化的靶细胞表现出多种细胞

毒活性，例如产生某些细胞因子、直接细胞毒性和介导抗体依赖性细胞介导的细胞毒性

(ADCC)。NK细胞在宿主防御基本上任何病毒感染或癌症转化细胞和清除这些细胞方面发挥

关键作用。此外，已经提出NK细胞作为各种疾病的免疫疗法(包括例如清除转化的癌细胞)

的效应物。已经描述了用于产生NK细胞的各种方法，例如从诱导多能干细胞、外周血单个核

细胞、外周血干细胞或祖细胞或脐带血干细胞或祖细胞产生。对于每种来源，NK细胞的特性

取决于它们的产生方法。此类方法传统上依赖于多轮离体细胞分裂来产生足够数量的NK细

胞，用于治疗目的。由此类过程产生的NK细胞在施用于病患后趋向于更成熟和/或更可能表

现出耗竭。NK细胞耗竭可以表现为例如干扰素γ(IFNγ)、CD107a、颗粒酶B和/或穿孔素的

产生减少、细胞裂解活性降低等。此类NK细胞在体内施用时可能活性更低或持久性较低。因

此，仍然需要用于治疗目的的NK细胞群和包含所述NK细胞群的组合物，以及产生此类NK细

胞群和/或组合物的方法，所述NK细胞群在施用于病患后表现出并保持更高水平的活性和/

或持久性。

发明内容

[0007] 本公开提供了NK细胞制剂的组合物以及制备和使用此类用于免疫疗法的NK细胞

组合物和/或制剂的方法。所述NK细胞组合物和/或制剂可用于治疗广泛的病毒感染、恶性

肿瘤和其他疾病。所述NK细胞组合物和/或制剂可以由来源于多个人类供体(通常是至少两

个或至少四个人类供体)或者完全匹配或部分匹配(错配)供体的CD56+(主要是NK)细胞组

成。所述NK细胞组合物和/或制剂可以通过体外或离体扩增合并的、非HLA匹配(未匹配)的

CD34+造血干细胞和祖细胞(HSPC)，免疫匹配或部分免疫匹配(错配)的HSPC，然后分化为
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CD56+(主要是NK)细胞进行制备。重要的是，所得的NK细胞组合物和/或制剂，无论是免疫学

上未匹配、匹配还是错配，都包含CD56+(主要是NK)细胞和CD56‑(非NK)细胞的混合物。与现

有技术中通常来源于成人供体可比较的NK细胞相比，通过所公开的方法产生的CD56+(NK)

细胞是高效的，但较不成熟，因此在体内可能表现出更高细胞溶解活性和/或持久性。存在

于本文所述的组合物和/或制剂中的非NK细胞，通常来源于骨髓并且支持NK细胞分化和活

化，从而不需要外源性饲养细胞层。

[0008] 在一些实施方案中，本公开的NK细胞组合物和/或制剂包含约50％至约80％的

CD56+细胞和约50％至约20％的CD56‑骨髓衍生细胞，例如树突细胞、巨噬细胞和粒细胞。在

产生所述CD56+期间产生的CD56‑细胞被认为是CD56+细胞内源性的。在一些实施方案中，所

述NK细胞组合物和/或制剂包含约50％至约85％的CD56+细胞和约50％至约15％的CD56‑骨

髓衍生细胞，例如树突细胞、巨噬细胞和粒细胞。在一些实施方案中，通过所公开的方法产

生的所述NK细胞组合物和/或制剂包含约55％至约65％的CD56+细胞和约45％至约35％的

CD56‑骨髓衍生细胞，例如树突细胞、巨噬细胞和粒细胞。在一些实施方案中，所产生的NK细

胞组合物和/或制剂包含约70％至约85％的CD56+细胞和约30％至约15％的CD56‑骨髓衍生

细胞，例如树突细胞、巨噬细胞和粒细胞。

[0009] 上述CD56+亚群主要由NK细胞组成。除了CD56，所述CD56+细胞还可以高频率表达

NKp30、NKp46、NKp44、NKG2A和/或颗粒酶B，中到高频率表达穿孔素和/或CD107a，低到中频

率表达NKG2D，并且基本上没有表达杀伤细胞类免疫球蛋白受体(KIR)。在一些实施方案中，

所述CD56+细胞是KIR‑。(如本文所用，“KIR‑”是指KIR家族成员KIR2DL1、KIR2DS1、KIR2DS3、

KIR2DS5、KIR2DL2、KIR2DL3、KIR2DS2、KIR2DS4、KIR3DL1和KIR3DS1。)CD16(也称为Fcγ受体

III(FcγRIII))可以在通过本文描述的方法体外诱导分化的NK细胞上以低频率或中频率

表达。在一些实施方案中，所述CD56‑细胞中到高频率表达颗粒酶B，高频率表达CD107a且低

频率表达穿孔素。在一些实施方案中，扩增的NK细胞组合物和/或制剂包含源自至少两个人

类供体的细胞，与其他供体的HLA类型不匹配且与将接受所述NK细胞的病患的HLA类型不匹

配。在其他实施方案中，所扩增的NK细胞组合物和/或制剂包含与受试者的HLA类型免疫匹

配的细胞。在其他实施方案中，所扩增的NK细胞组合物和/或制剂包含与所述受试者至少部

分免疫匹配(错配)的细胞。

[0010] 在一些实施方案中，提供了用于制备NK细胞组合物和/或制剂的体外或离体方法。

所述方法通常包括选择多个脐带血和/或胎盘血单位，而无需相互免疫匹配；裂解或以其他

方式消耗红细胞；消耗T细胞；富集CD34+造血干细胞和祖细胞(HSPC)；接着在扩增培养基中

并在无饲养细胞的情况下培养富集CD34+的HSPC足够长的时间以产生扩增的HSPC细胞群，

其中所扩增的HSPC在所述扩增期间基本上不分化成CD56+(主要是NK)细胞；然后在含有细

胞因子并且没有饲养细胞的分化培养基中培养所扩增的HSPC细胞群足够的时间以产生包

含约50至约80％CD56+细胞和约50至约20％内源性CD56细胞的NK细胞组合物和/或制剂。在

一些实施方案中，NK细胞组合物和/或制剂包含约50％至约85％的CD56+细胞和约50％至约

15％的CD56‑内源性骨髓衍生细胞，例如树突细胞、巨噬细胞和粒细胞。在一些实施方案中，

NK细胞组合物和/或制剂包含约55％至约65％的CD56+细胞和约45％至约35％的CD56‑内源

性骨髓衍生细胞，例如树突细胞、巨噬细胞和粒细胞。在一些实施方案中，NK细胞组合物和/

或制剂包含约70％至约85％的CD56+细胞和约30％至约15％的CD56‑骨髓衍生细胞，例如树
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突细胞、巨噬细胞和粒细胞。所述CD56+亚群主要由NK细胞组成。除CD56外，所述CD56+细胞高

频率表达NKp30、NKp46、NKp44、NKG2A和颗粒酶B，中到高频率表达穿孔素和CD107a，低到中

频率表达NKG2D，并且基本上不表达KIR。在一些实施方案中，所述CD56+细胞是KIR‑。(如本文

所用，“KIR‑
”是指KIR2DL1、KIR2DS1、KIR2DS3、KIR2DS5、KIR2DL2、KIR2DL3、KIR2DS2、

KIR2DS4、KIR3DL1和KIR3DS1。)CD16以低或中频率表达。在一些实施方案中，所述CD56‑细胞

中到高频率表达颗粒酶B，高频率表达CD107a且低频率表达穿孔素。

[0011] 在其他实施方案中，用于制备NK细胞组合物和/或制剂所述体外或离体方法包括，

选择完全免疫匹配或错配的脐带血单位和/或胎盘血单位。可以通过本领域已知的任何方

法进行免疫匹配。在选择所述脐带血和/或胎盘血单位之后，所述方法包括裂解或以其他方

式消耗红细胞；消耗T细胞；富集CD34+造血干细胞和祖细胞(HSPC)；接着在扩增培养基中并

在没有饲养细胞的情况下培养富集CD34+的HSPC足够长的时间以产生扩增的HSPC细胞群，

其中所述扩增的HSPC在所述扩增期间基本上不分化成CD56+(主要是NK)细胞；然后在含有

细胞因子并且没有饲养细胞的分化培养基中培养所扩增的HSPC细胞群足够长的时间以产

生包含约50至约80％CD56+细胞和约50至约20％内源性CD56细胞的NK细胞组合物和/或制

剂。在一些实施方案中，所述NK细胞组合物和/或制剂包含约50％至约85％的CD56+细胞和

约50％至约15％的CD56‑内源性骨髓衍生细胞，例如树突细胞、巨噬细胞和粒细胞。在一些

实施方案中，所述NK细胞组合物和/或制剂包含约55％至约65％的CD56+细胞和约45％至约

35％的CD56‑内源性骨髓衍生细胞，例如树突细胞、巨噬细胞和粒细胞。在其他实施方案中，

所述NK细胞组合物和/或制剂包含约70％至约85％的CD56+细胞和约30％至约15％的CD56‑

内源性骨髓衍生细胞，例如树突细胞、巨噬细胞和粒细胞。所述CD56+亚群主要由NK细胞组

成。除CD56外，所述CD56+细胞高频率表达NKp30、NKp46、NKp44、NKG2A和颗粒酶B，中到高频

率表达穿孔素和CD107a，低到中频率表达NKG2D，并且基本上不表达KIR。在一些实施方案

中，所述CD56+细胞是KIR‑。(如本文所用，“KIR‑”是指KIR2DL1、KIR2DS1、KIR2DS3、KIR2DS5、

KIR2DL2、KIR2DL3、KIR2DS2、KIR2DS4、KIR3DL1和KIR3DS1。)CD16也可以低或中频率表达。在

一些实施方案中，所述CD56‑细胞可以中到高频率表达颗粒酶B，高频率表达CD107a且低频

率表达穿孔素。

[0012] 在一些实施方案中，无论HSPC是否源自未匹配、匹配或错配的脐带血单位，所述

HSPC扩增培养基在固相组织培养基质中包含白细胞介素‑3(IL‑3)、白细胞介素‑6(IL‑6)、

血小板生成素(TPO)、Flt‑3配体(Flt‑3L)、干细胞因子(SCF)，所述固相组织培养基质预涂

有Notch配体和纤连蛋白或其片段。在一些实施方案中，添加到所述HSPC体外或离体扩增培

养基的唯一生长因子是IL‑3、IL‑6、TPO、Flt‑3L和SCF。在一些实施方案中，所述HSPC扩增培

养基中的Notch配体是Delta1ext‑IgG。在一些实施方案中，所述纤连蛋白或其片段是重组人

纤连蛋白或其片段。

[0013] 现在扩增的HSPC的分化包括它们的分离，以及所分离的HSPC在补充有IL‑2和IL‑

15以诱导分化的细胞培养基中的体外或离体培养。在一些实施方案中，添加到所述体外或

离体分化培养基中的唯一细胞因子是IL‑2和IL‑15。在一些实施方案中，所述分化培养基中

IL‑2和IL‑15的量为约25U/ml至约100U/ml的IL‑2和约25ng/ml至约50ng/ml的IL‑15。在其

他实施方案中，所述分化培养基中IL‑2和IL‑15的量可以是约50U/ml的IL‑2和约40ng/ml的

IL‑15。在一些实施方案中，所述分化培养基中的细胞因子包括IL‑2和IL‑15，其中其他细胞
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因子，例如Flt‑3L、成纤维细胞生长因子2(FGF‑2)、IL‑6、IL‑7、IL‑12、IL‑3、GM‑CSF、粒细胞

集落刺激因子(G‑CSF)、白血病抑制因子(LIF)、巨噬细胞抑制蛋白1α(MIP‑1α)、SCF、IL‑21、

IL‑18和4‑1BBL(4‑1BB配体)，并不添加到所述分化培养基中。在一些实施方案中，所述分化

培养基不包含除了所添加用于诱导所述NK细胞分化的IL‑2和IL‑15之外添加的细胞因子。

[0014] 在本公开的某些实施方案中，在所述富集CD34+的HSPC的扩增期间添加IL‑15以引

发所述NK细胞组合物和/或制剂的分化。所述IL‑15可以在所述扩增阶段的最后4到7天添

加。如果所述扩增阶段减少到7天，则用IL‑15引发可以在最后约4天进行。现在所扩增和引

发的HSPC的分化包括它们的分离，以及所分离的HSPC在补充有IL‑2和IL‑15以诱导分化的

细胞培养基中的体外或离体培养。在一些实施方案中，添加到所述体外或离体分化培养基

中的唯一细胞因子是IL‑2和IL‑15。在一些实施方案中，所述分化培养基中IL‑2和IL‑15的

量为约25U/ml至约100U/ml的IL‑2和约25ng/ml至约50ng/ml的IL‑15。在其他实施方案中，

所述分化培养基中IL‑2和IL‑15的量可以是约50U/ml的IL‑2和约40ng/ml的IL‑15。在一些

实施方案中，所述分化培养基中的细胞因子包括IL‑2和IL‑15，其中其他细胞因子，例如

Flt‑3L、成纤维细胞生长因子2(FGF‑2)、IL‑6、IL‑7、IL‑12、IL‑3、GM‑CSF、粒细胞集落刺激

因子(G‑CSF)、白血病抑制因子(LIF)、巨噬细胞抑制蛋白1α(MIP‑1α)、SCF、IL‑21、IL‑18和

4‑1BBL(4‑1BB配体)，并不添加到所述分化培养基中。在一些实施方案中，所述分化培养基

不包含除了所添加用于诱导NK细胞分化的IL‑2和IL‑15之外添加的细胞因子。

[0015] 在本方法的某些实施方案中，用于补充所述分化培养基的非动物来源蛋白质是人

AB血清、新鲜冷冻人血浆或人血小板裂解液。更进一步，在某些实施方案中，所述HSPCs不是

来源于体细胞、胚胎干细胞、外周血单个核细胞或诱导多能干细胞。

[0016] 在本公开的某些实施方案中，所述方法产生NK细胞组合物和/或制剂，包含少于

2％的CD3+细胞、少于2％的CD19+细胞和/或少于2％的CD34+细胞。所述组合物和/或制剂的

CD56+细胞还高频率表达KIR2DL4。在一些实施方案中，所述方法包括使用作为DXI的Notch

配体或Notch特异性抗体。

[0017] 在某些实施方案中，所述方法包括基因修饰所述NK细胞组合物和/或制剂。在某些

具体实施方案中，所述基因修饰在所述扩增阶段进行，而在其他实施方案中，所述基因修饰

在所述NK细胞分化之后进行。所述NK细胞组合物和/或制剂的细胞可以经基因修饰以表达

抗原识别受体。在某些具体实施方案中，所述基因修饰是引入表达T细胞受体(TCR)或嵌合

抗原受体(CAR)的多核苷酸。所述TCR或所述CAR可设计为特异性结合病毒抗原、细菌抗原或

肿瘤特异性抗原或肿瘤相关抗原。

[0018] 在所公开方法的某些实施方案中，所述病毒抗原存在于巨细胞病毒(CMV)、爱泼斯

坦巴尔病毒(EBV)、人类免疫缺陷病毒(HIV)、单纯疱疹病毒(HSV)、肝炎病毒、寨卡病毒、流

感病毒或冠状病毒中。在具体实施方案中，所述疱疹病毒是HSV  1或HSV2，所述肝炎病毒是

甲型、乙型或丙型肝炎病毒，所述冠状病毒是SARS‑CoV或SARS‑CoV‑2。

[0019] 在某些其他实施方案中，所述CAR针对肿瘤特异性抗原或肿瘤相关抗原，所述抗原

可以是CD19、ROR1、Her2、PSMA、PSCA、间皮素或CD20。

[0020] 编码所述CAR的多核苷酸可以包含细胞内信号传导域，包含CD3zeta、CD28和4‑1BB

的信号传导域；至少一个共刺激域，包含CD27、CD28、4‑1BB、2B4、DAP10、DAP12、OX40、CD30、

CD40、淋巴细胞功能相关抗原‑1(LFA‑1)、CD2、CD7、LIGHT、NKG2C或B7‑H3的共刺激域；跨膜
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域，包含CD8、CD28、CD3zeta、CD4、4‑1BB、OX40、ICOS或NKG2D的跨膜域；以及间隔区，包含

IgG1的铰链区、免疫球蛋白的CH2CH3区、CD3的一部分、CD28的一部分或CD8的一部分。在一些

实施方案中，所述CAR可以包含具有单克隆抗体FMC63的CDR的单链Fv(scFv)。

[0021] 在某些实施方案中，通过本文公开方法产生所述的NK细胞组合物和制剂可以配制

用于输注到受试者中。

[0022] 在本文公开的某些实施方案中，产生自然杀伤(NK)细胞组合物，用于免疫疗法。所

述组合物可包含约50至约80％的CD56+细胞和约50至约20％的内源性CD56‑细胞，或约50至

约85％的CD56+细胞和约50至约15％的内源性CD56‑细胞，其中所述CD56+细胞高频率表达

NKp30、NKp46、NKp44、NKG2A、NKG2D和颗粒酶B，中到高频率表达穿孔素和CD107a，低到中频

率表达CD16，并且基本不表达KIR；并且其中所述CD56‑细胞表达中到高频的颗粒酶B，高频

率表达CD107a且低频率表达穿孔素，以及药学上可接受的载体。在具体实施方案中，所述NK

细胞组合物不包含外源性饲养细胞。

[0023] 在某些实施方案中，所述NK细胞组合物包含少于2％的CD3+细胞，和/或少于2％的

CD19+细胞，和/或少于2％的CD34+细胞。在具体实施方案中，所述NK细胞组合物包含还高频

率表达KIR2DL4的CD56+细胞。

[0024] 本文所述的NK细胞组合物可包含基因修饰的细胞。可以对所述组合物的基因修饰

细胞进行基因修饰以表达抗原识别受体。这些抗原识别受体可以由引入的表达TCR或CAR的

多核苷酸编码。在某些具体实施方案中，所述TCR或所述CAR可以特异性结合病毒抗原、细菌

抗原或肿瘤相关抗原或肿瘤特异性抗原。在更具体的实施方案中，所述病毒抗原存在于巨

细胞病毒(CMV)、爱泼斯坦巴尔病毒(EBV)、人类免疫缺陷病毒(HIV)、单纯疱疹病毒(HSV)、

肝炎病毒、寨卡病毒、流感病毒或冠状病毒中。在更优选的实施方案中，所述疱疹病毒是HSV 

1或HSV  2，所述肝炎病毒是甲型、乙型或丙型肝炎病毒，并且所述冠状病毒是SARS‑CoV或

SARS‑CoV‑2。

[0025] 在某些实施方案中，所述NK细胞组合物和/或制剂包含TCR或CAR，所述TCR或CAR对

肿瘤相关抗原或肿瘤特异性抗原具有特异性，所述抗原对以下具有特异性：碳酸酐酶IX

(CA1X)、癌胚抗原(CEA)、CD8、CD7、CD10、CD19、CD20、CD22、CD30、CD33、CLL1、CD34、CD38、

CD41、CD44、CD49c、CD49f、CD56、CD66c、CD73、CD74、CD104、CD133、CD138、CD123、CD142、

CD44V6，抗原巨细胞病毒(CMV)感染的细胞抗原(例如，细胞表面抗原)、皮肤淋巴细胞相关

抗原(CLA；P‑选择素糖蛋白配体1(PSGL‑1)的特化糖型)、上皮糖蛋白‑2(EGP‑2)、上皮糖蛋

白‑40(EGP‑40)、上皮细胞粘附分子(EpCAM)、受体酪氨酸蛋白激酶erb‑B2,3,4(erb‑B2,3,

4)、叶酸结合蛋白(FBP)、胎儿乙酰胆碱受体(AChR)、叶酸受体‑α、神经节苷脂G2(GD2)、神经

节苷脂G3(GD3)、人表皮生长因子受体2(HER2)、人端粒酶逆转录酶(hTERT)、白细胞介素‑13

受体亚基α‑2(IL‑13Ralpha2)、κ‑轻链、激酶插入域受体(KDR)、Lewis  Y(LeY)、L1细胞粘附

分子(L1CAM)、黑色素瘤抗原家族A,1(MAGE‑A1)、粘蛋白16(MUC16)、粘蛋白1(MUC1)、间皮素

(MSLN)、ERBB2、MAGEA3、p53、MART1、GP100、蛋白酶3(PR1)、酪氨酸酶、生存素、hTERT、EphA2、

NKG2D配体、癌‑睾丸抗原NY‑ES0‑1、癌胚抗原(h5T4)、前列腺干细胞抗原(PSCA)、前列腺特

异性膜抗原(PSMA)、ROR1、四跨膜蛋白8(TSPAN8)、肿瘤相关糖蛋白72(tag‑72)、血管内皮生

长因子R2(VEGF‑R2)、肾母细胞瘤蛋白(WT‑1)、BCMA、GPC3、NKCS1、EGF1R、EGFR‑VIII、CRLF2

和ERBB。在更具体的实施方案中，所述肿瘤相关抗原或肿瘤特异性抗原是CD19、ROR1、Her2、
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PSMA、PSCA、间皮素、CRLF2或CD20。

[0026] 在某些实施方案中，所述NK细胞包含抗原识别受体，所述抗原识别受体可以是

CAR。在更具体的实施方案中，所述CAR可以包含CD3zeta、CD28和4‑1BB的细胞内信号传导

域；CD27、CD28、4‑1BB、2B4、DAP10、DAP12、OX40、CD30、CD40、淋巴细胞功能相关抗原‑1(LFA‑

1)、CD2、CD7、LIGHT、NKG2C或B7‑H3共刺激域的至少一个共刺激域；CD8、CD28、CD3zeta、CD4、

4‑1BB、OX40、ICOS或NKG2D的跨膜域；以及IgG1的间隔区、免疫球蛋白的CH2CH3区、CD3的一部

分、CD28的一部分或CD8的一部分。在某些实施方案中，

[0027] 在某些实施方案中，所述NK细胞组合物还可以包含冷冻保护剂，并且所述NK细胞

组合物被冷冻以备将来使用。在某些具体实施方案中，所述NK细胞组合物被配制用于输注

到受试者中。所述配方可包含用于储存所述组合物的冷冻保护剂。所述NK细胞组合物可包

含约5000万至约20亿个活细胞。在某些实施方案中，所述NK细胞组合物包含约5000万至约

20亿个活CD56+细胞。

[0028] 本公开还提供治疗有需要的受试者的方法，包括向所述受试者施用治疗有效量的

上述NK细胞组合物。所述受试者可以患有例如表达肿瘤抗原的癌症，并且所述组合物的NK

细胞表达与所述肿瘤抗原结合的抗原识别受体。在其他实施方案中，所述受试者患有病毒

感染或细菌感染。在某些实施方案中，所述NK细胞组合物表达对肿瘤特异性抗原或相关抗

原、病毒抗原或细菌抗原具有特异性的嵌合抗原受体。

附图说明

[0029] 当结合附图时，通过参考以下详细描述，将更容易理解该方法和组合物和/或制剂

的前述方面及许多附带优点，其中：

[0030] 图1A和图1B显示了，按照实施例1中描述的方法生产的20批NK细胞组合物和/或制

剂的结果。图1A显示了在28天培养过程(第一阶段和第二阶段)中CD56+细胞/起始CD34+细胞

的增加。图1B展示了在28天细胞培养过程中CD56+细胞生成的增殖率。

[0031] 图2显示了用人AB血清(hABS)或人血小板裂解液(hPL)替代胎牛血清(FBS)对分化

期间细胞扩增影响最小。

[0032] 图3显示了用人AB血清(hABS)或人血小板裂解液(hPL)替代FBS对产生的CD56+细

胞百分比的影响最小。

[0033] 图4显示了在培养第28天CD16+细胞相对于CD56+NK细胞的百分比，比较了培养的第

二阶段(所述分化阶段)中使用的不同血清补充剂。

[0034] 图5显示了在培养第28天NKp46+细胞相对于CD56+NK细胞的百分比，比较了培养的

第二阶段中使用的不同血清补充剂。

[0035] 图6显示了补充有hPL的培养物比补充有hABS的培养物产生了更具细胞毒性的NK

细胞群。

[0036] 图7显示了补充有hPL的培养物比补充有hABS的培养物产生了更具细胞毒性的NK

细胞群。

[0037] 图8显示了所述NK细胞组合物和/或制剂(称为NK细胞产品)对K562和A549靶细胞

的活性相似(曲线中间用实心圆和三角形表示)，并且比活化的成人NK细胞对A549靶细胞更

有效。
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[0038] 图9显示了所述NK细胞组合物和/或制剂证明了对许多测试癌细胞系的细胞杀伤

力。对于每个细胞系，左柱表示4小时的细胞毒性，右柱表示24小时的细胞毒性。所述K562细

胞系是公认的NK细胞活性标准，可用作阳性对照。

[0039] 图10展示了，与盐水注射对照相比，所述NK细胞产品能够减少肿瘤负荷。

[0040] 图11A和图11B显示了体内小鼠模型的肿瘤反应。图11A是本研究的未处理对照(带

有圆圈的线)和所述NK细胞组合物和/或制剂(带有正方形的线)的肿瘤大小随时间变化的

曲线图。所述NK细胞组合物能够显著延迟肿瘤发展。图11B显示了所述NK细胞组合物持续存

在并且在注射后37天可检测到，这通过检测肿瘤中的人CD45+细胞来测量。

[0041] 图12A‑12D显示用Notch  1抗体扩增HSPC(参见美国专利申请公开号2017/

0107493，通过引用并入本文)与使用DXI扩增相当。

[0042] 图13A和图13B显示NK细胞组合物和/或制剂(称为NK细胞产品)、K562或A549肿瘤

细胞单独培养或一起培养三天。该研究一式三份地进行。三天后，通过Luminex试验测定细

胞因子水平。(所用测定的检测限为1pg/ml细胞因子)。当NK细胞组合物和/或制剂在有肿瘤

细胞的情况下共培养时，IFNγ(图13A)和TNFα(图13B)水平均增加。这些结果表明，所述制

剂中的NK细胞在有肿瘤细胞的情况下变得更有活性。

[0043] 图14A‑14E显示在第1、4、7、14或21天转导后观察到跨细胞谱系的转基因表达分布

更加一致。

[0044] 图15显示了包含tEGFR作为选择标志物的表达构建体。S＝GM‑CSF  R的信号序列；

VL＝可变轻链；L＝连接肽；VH＝可变重链；H＝人IgG4的铰链间隔区；TM＝CD28或NKG2D跨膜

域；4‑1BB＝细胞内信号传导域；CD3zeta＝细胞内信号传导域；2A＝自切割肽。

[0045] 图16显示了包含人IL‑15以支持NK细胞的表达构建体。S＝GM‑CSF  R的信号序列；

VL＝可变轻链；L＝连接肽；VH＝可变重链；H＝人IgG4的铰链间隔区；TM＝CD28或NKG2D跨膜

域；4‑1BB＝细胞内信号传导域；CD3zeta＝细胞内信号传导域；2A＝自切割肽。

[0046] 图17A和图17B显示了在所述扩增阶段添加IL‑15以引发NK细胞分化使得CD56+细

胞显著增加并且该过程是可再现的。这些图显示了以制造规模生产的4批NK细胞制剂的结

果。图17A显示了在24天培养过程中(第一阶段和第二阶段)CD56+细胞/起始CD34+细胞的增

加。图17B展示了在24天细胞培养过程中CD56+细胞生成的增殖率。

[0047] 图18A至图18C显示了所述NK细胞制剂在长时间内连续杀死重复剂量的靶细胞的

能力。图18A是新鲜的NK细胞制剂。图18B是冷冻保存和解冻的NK细胞制剂，图18C是新鲜NK

细胞制剂每3天接受重复剂量的靶细胞共10天的试验。

[0048] 图19显示了NK细胞制剂在Kasumi‑1  AML弥漫性肿瘤模型中的活性。通过生物发光

成像测量Kasumi‑1肿瘤负荷，在经或未经NK细胞制剂处理的NSG小鼠中对该模型进行了测

试。与注射缓冲液的对照治疗相比，所述NK细胞制剂显著抑制了肿瘤发展。

[0049] 图20显示了图19中使用的所述Kasumi  1AML模型中NSG小鼠的存活率。与注射缓冲

液对照的小鼠相比，所述NK细胞制剂显著延长了小鼠的中位存活期。

[0050] 图21显示了在转导的CD56+和CD56‑细胞中，基于流式细胞仪的tCD19转基因表达检

测作为CAR表达的间接度量。统计图显示了在用表达间皮素靶向CAR和由EF1alpha启动子驱

动的截短CD19(tCD19)胞外域的慢病毒载体转导后，培养第28天细胞中CD56表达和tCD19表

达的频率。在扩增的第7天，使用30的MOI转导大量细胞两次，相隔3小时。
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[0051] 图22显示在24小时体外细胞毒性试验中，MSLN  CAR‑NK细胞或对照NK细胞对NOMO‑

1或NOMO‑1MSLN‑/‑AML肿瘤细胞的细胞毒活性。所述MSLN  CAR‑NK细胞对表达MSLN的NOMO‑1细

胞的肿瘤细胞杀伤显著且特异性增加，但对NOMO‑1MSLN‑/‑肿瘤细胞没有这种情况。对照NK细

胞对所述NOMO‑1细胞+/‑MSLN敲除物没有观察到杀伤力的差异。

[0052] 图23显示了在富集CD56+细胞中，基于流式细胞仪的tCD19转基因表达检测作为

CAR表达的间接度量。统计图显示了在用表达间皮素靶向CAR和由EF1alpha启动子驱动的截

短CD19(tCD19)胞外域的慢病毒载体转导后，培养第27天细胞中CD56表达和tCD19表达(Tx
+)的频率。CD56+细胞通过磁珠分离富集，并在分化阶段培养的第23天使用40的MOI进行转

导。

[0053] 图24显示了在24小时体外细胞毒性试验中，CAR‑NK细胞或对照NK细胞对NOMO‑1细

胞或NOMO‑1MSLN‑/‑细胞的细胞毒活性。所述MSLN  CAR‑NK细胞对所述MSLN表达NOMO‑1细胞的

肿瘤细胞杀伤显著且特异性增加，但对NOMO‑1MSLN‑/‑细胞没有这种情况。对照NK细胞对

NOMO‑1细胞+/‑MSLN敲除物没有观察到杀伤力的差异。

具体实施方式

[0054] 尽管与本文所述方法和材料类似或等效的任何方法和材料均可用于本发明细胞

组合物和/或制剂的实践或测试，但本文还是描述了某些优选方法和材料。就本公开而言，

下列术语定义如下。

[0055] 如本文所用，“扩增的HSPC”是指造血干细胞或干细胞和祖细胞，已经由用于离体

扩增所述造血干细胞或造血干细胞和祖细胞的技术处理，该技术已被证明会使得(i)如此

扩增的细胞等分试样中造血干细胞或造血干细胞和祖细胞的数量增加，或(ii)通过有限稀

释分析确定的重度联合免疫缺陷(SCID)再增殖细胞数量增加，如注入如此扩增细胞的等分

试样的非肥胖糖尿病(NOD)/SCID小鼠中增强的植入效果所示。这些是相对于未进行扩增技

术处理细胞的等分试样所看到的。(参见美国专利申请公开号2013/0095079；德莱尼

(Delaney)等人，《自然医学》(Nature  Med .)16(2):232‑236,2010)。通常，所述造血干细胞

或干细胞和祖细胞是CD34+。在一些实施方案中，所述造血干细胞或造血干细胞和祖细胞来

源于人脐带血和/或人胎盘血。在一些实施方案中，所扩增的干细胞使用Notch‑激动剂扩增

方法制备。在一些实施方案中，所扩增的干细胞使用Delta1ext‑IgG(DXI)扩增方法制备。

[0056] 如本文所用，“化疗方案”是指限定要使用的药物、它们的剂量、治疗的频率和持续

时间以及其他考虑因素的化疗方案。这样的方案可以将几种化疗药物与化疗联合。今天用

于化疗的大多数药物是细胞抑制药物或细胞毒性药物。

[0057] 本公开提供了包含自然杀伤(NK)细胞制剂的组合物以及使用此类NK细胞组合物

和/或制剂用于免疫疗法的方法。所述NK细胞组合物和/或制剂可用于治疗广泛的病毒感

染、恶性肿瘤和其他疾病，包括血液和非血液恶性肿瘤。NK细胞组合物和/或制剂由合并的、

扩增的CD34+造血干细胞和祖细胞(HSPC)产生。通常，在离体扩增之前或之后，组合或合并

至少两种或多种，或最多至少四种不同人类供体的HSPC，以产生扩增的HSPC细胞群。然后将

所扩增的细胞群离体分化以产生包含CD56+和CD56‑细胞混合物的NK细胞组合物和/或制剂。

所述CD56+细胞主要是NK细胞。构成所述细胞组合物和/或制剂一部分的所述CD56‑细胞通常

来源于骨髓并且在分化期间支持NK细胞分化和活化。在CD56+的离体生成期间产生的所述
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CD56‑细胞被认为是所述CD56+细胞内源性的。

[0058] 在一些实施方案中，所述NK细胞组合物和/或制剂包含约50％至约80％的CD56+细

胞和约50％至约20％的CD56‑内源性骨髓衍生细胞，例如树突细胞、巨噬细胞和粒细胞。在

一些实施方案中，所述NK细胞组合物和/或制剂包含约50％至约85％的CD56+细胞和约50％

至约15％的CD56‑内源性骨髓衍生细胞，例如树突细胞、巨噬细胞和粒细胞。在一些实施方

案中，所述NK细胞组合物和/或制剂包含约55％至约65％的CD56+细胞和约45％至约35％的

CD56‑内源性骨髓衍生细胞，例如树突细胞、巨噬细胞和粒细胞。在一些实施方案中，所述NK

细胞组合物和/或制剂包含约70％至约85％的CD56+细胞和约30％至约15％的CD56‑内源性

骨髓衍生细胞，例如树突细胞、巨噬细胞和粒细胞。

[0059] 除了CD56，所述CD56+细胞还可以高频率表达自然杀伤细胞蛋白NKp30、NKp46、

NKp44和NKG2A，以及颗粒酶B；中到高频率表达穿孔素和CD107a；低到中频率表达NKG2D；并

且基本上不表达KIR。在一些实施方案中，所述CD56+细胞是KIR‑。(如本文所用，“KIR‑”是指

KIR2DL1、KIR2DS1、KIR2DS3、KIR2DS5、KIR2DL2、KIR2DL3、KIR2DS2、KIR2DS4、KIR3DL1和

KIR3DS1)。在一些实施方案中，CD16以低频率表达。在一些实施方案中，CD16以中频率表达。

在一些实施方案中，所述CD56‑细胞中到高频率表达颗粒酶B，高频率表达CD107a且低频率

表达穿孔素。

[0060] 在一些实施方案中，通过本文所述的方法产生的NK细胞组合物和/或制剂具有以

下特征。

[0061] 各种NK标志物的表达频率如下表所示。

[0062] 表1.NK细胞标志物表达的频率

[0063]

[0064] 高表达是指约60％至约100％的频率。中表达是指约20％至约60％的频率。低表达

是指约1％至约20％的频率。基本上不表达是指小于1％的表达频率。如本文所用，“KIR‑”是

指KIR2DL1、KIR2DS1、KIR2DS3、KIR2DS5、KIR2DL2、KIR2DL3、KIR2DS2、KIR2DS4、KIR3DL1和

KIR3DS1。

[0065] 在一些实施方案中，所述CD56+和CD56‑细胞的标志物范围如表2和表3中所述：

[0066] 表2.CD56+细胞的NK细胞标志物范围

说　明　书 9/56 页

14

CN 114466924 A

14



[0067]

[0068] 表3.CD56‑细胞的NK细胞标志物范围

[0069]

[0070]

[0071] 在一些实施方案中，NK细胞组合物和/或制剂含有少于2％的CD3+细胞(T细胞)。在

一些实施方案中，所述NK细胞组合物和/或制剂含有少于1％的CD3+细胞(T细胞)。在一些实

施方案中，所述NK细胞组合物和/或制剂含有少于2％的CD19+细胞(B细胞)。在一些实施方

案中，所述NK细胞组合物和/或制剂含有少于1％的CD19+细胞(B细胞)。在一些实施方案中，

所述NK细胞组合物和/或制剂含有少于2％的CD34+细胞。在一些实施方案中，所述NK细胞组

合物和/或制剂含有少于1％的CD34+细胞(HSPC)。在一些实施方案中，所述NK细胞组合物

和/或制剂含有少于2％的CD19+细胞(B细胞)、少于2％的CD3+(T细胞)和少于2％的CD34+细

胞(HSPC)。在一些实施方案中，所述NK细胞组合物和/或制剂含有少于1％的CD19+细胞、少

于1％的CD3+(T细胞)和少于1％的CD34+细胞(HSPC)。

[0072] 在人体中，NK细胞受克隆分布的杀伤性类免疫球蛋白受体(KIR)的调节，这些受体

识别由不同的人体白细胞抗原(HLA)I类等位基因显示的同种异型决定簇。抑制性KIR通常

占优势并阻止NK细胞杀死自体细胞。通过本方法制备所述的NK细胞组合物和/或制剂缺乏

MHC  I类抑制信号。虽然表达高水平的NKG2A，但所述NK细胞组合物和/或制剂在体外可能比

成人NK细胞更有活性。

[0073] 通过本文公开方法产生的所述NK细胞组合物和/或制剂的受体表型还可以包括高

频率表达的天然细胞毒性受体NKp30、NKp44、NKp46，而所述CD56+细胞低至中频率表达

NKG2D。本发明所述NK细胞组合物和/或制剂的CD56+细胞还可以通过低至中频率CD16表达

识别。
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[0074] 通过以与活化外周血NK细胞相似或更高的水平裂解各种肿瘤细胞系的能力也可

以识别本公开分化的NK细胞(这在实施例中进一步描述)。因此，可以测量培养中细胞的细

胞毒性能力，以验证NK细胞组合物和/或制剂的特征。

[0075] 如本公开方法中所述的离体制备分化的NK细胞包括两个单独的阶段，其中第一阶

段涉及扩增HSPC以产生扩增的HSPC，并且其中第一阶段之后是第二阶段，在此期间，所扩增

的HSPC被分化形成NK细胞组合物和/或制剂。与现有技术相比，在任一阶段均不使用饲养细

胞。

[0076] 所扩增的HSPC包含已离体扩增(例如，用Notch配体)并耗竭T细胞和红细胞的造血

干细胞或干细胞和祖细胞。所扩增的HSPC通常是CD34+造血干细胞或干细胞和祖细胞，并且

通常来源于不是HLA匹配的不同人类来源。在一些实施方案中，所扩增的HSPC是不同人脐带

血来源和/或胎盘血来源的CD34+造血干细胞或干细胞和祖细胞。所述造血干细胞或干细胞

和祖细胞包含多种HLA类型，因为HSPC在合并之前彼此不匹配。如本文所用，耗竭T细胞是指

在扩增的HSPC中少于2％的CD3+细胞(T细胞)，或少于1％的CD3+细胞(T细胞)，或少于0.5％

的CD3+细胞(T细胞)，或少于0.1％CD3+细胞(T细胞)。

[0077] 在某些实施方案中，所述造血干细胞或造血干细胞和祖细胞已与病患进行免疫匹

配，该病患将接受作为免疫疗法的所述NK细胞组合物和/或制剂。所述免疫匹配可以是完全

匹配或至多2、3或有时4种免疫型的部分错配。在包含所述造血干细胞或造血干细胞和祖细

胞的大多数组合物中，已经在最常见的HLA抗原(例如HLA  A‑2、HLA‑B7等)或通过HLA连接进

行的高频率组合匹配。将根据要治疗的病患群体来选择匹配。

[0078] 在一些实施方案中，所述CD34+造血干细胞或造血干细胞和祖细胞源自脐带血和/

或胎盘血(人脐带血或人胎盘血)。这种血液可以通过本领域已知的方法获得。参见例如美

国专利号5,004,681和7,147,626以及美国专利申请公开号2013/0095079，讨论在人出生时

收集脐带血和胎盘血。脐带血和/或人胎盘血采集是在无菌条件下进行的。在采集时，脐带

血和/或胎盘血可以与抗凝剂混合，例如CPD(柠檬酸盐‑磷酸盐‑葡萄糖)、ACD(酸性柠檬酸

盐‑葡萄糖)、阿尔塞维(Alsever)溶液(阿尔塞维(Alsever)等人，《纽约州医学杂志》(N.Y 

St.J.Med .)41:126,1941)、德高文(De  Gowin)溶液(德高文(De  Gowin)等人,《美国医学会

杂志》(J.Am.Med .Ass.)114:850,1940)、Edglugate‑Mg(史密斯(Smith)等人,《胸心血管外

科杂志》(J.Thorac.Cardiovasc.Surg.)38:573,1959)、劳斯‑特纳(Rous‑Turner)溶液(劳

斯(Rous)和特纳(Turner)) ,《实验医学杂志》(J.Exp.Med.)23:219,1916)、其他葡萄糖混合

物、肝素、双香豆酸乙酯等。参见，一般地胡恩(Hurn) ,《血液储存》(Storage  of  Blood) ,学

术出版社(Academic  Press) ,纽约,pp.26‑160,1968)。在一个实施方案中，可以使用ACD。

[0079] 脐带血可以优选地通过从脐带直接引流和/或通过从递送的胎盘的根部和扩增静

脉处针吸获得。优选地，所收集的人脐带血和/或胎盘血没有受到污染(例如，细菌或病毒)，

特别是病毒污染。

[0080] 在采集所述脐带血之前，可以确定产妇的健康史以识别脐带血细胞可能造成的风

险，例如传播遗传病或传染病，如癌症、白血病、免疫疾病、神经系统疾病、肝炎或HIV/AIDS。

收集的脐带血可以经过测试，例如，细胞活性、HLA分型、ABO/Rh分型、CD34+细胞计数和有核

细胞总计数中的一种或多种。

[0081] 一旦脐带血和/或胎盘血在出生时从人类供体收集，就要对血液进行处理以产生
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富集的HSPC。优选地，所述HSPC是CD34+细胞或主要是CD34+细胞。所述HSPC通常耗竭了T细胞

和红细胞，从而获得富集的HSPC。如本文所用，耗竭T细胞是指存在少于约2％的CD3+细胞、

少于约1％的CD3+细胞，或少于约0.5％的CD3+细胞，或少于约0.1％的CD3+细胞。因此，富集

是指细胞群中HSPC的百分比增加的过程(相对于富集程序之前在细胞群中的百分比)。纯化

是富集的一个示例。

[0082] 在进行富集处理之前，所收集的脐带血和/或胎盘血可以是新鲜的，也可以是先前

冷冻保存的。本领域已知用于细胞分离/选择的任何合适技术都可以用于HSPC的富集。可以

使用依赖于差异表达细胞表面标志物的方法。例如，表达细胞表面标志物CD34的细胞可以

使用CD34特异性的单克隆抗体进行阳性选择，从而将表达CD34的细胞与不表达CD34的细胞

分离。此外，所采用的分离技术优选地使要选择细胞的活性最大化。所采用的特定技术取决

于分离效率、方法的细胞毒性、操作的简洁性和速度，以及精密设备和/或技术技能的必要

性。

[0083] 分离程序可以包括磁分离(使用抗体预涂的磁珠)、亲和层析，以及用附着到固体

基质(例如培养板)上的抗体“淘选”，或其他方便的技术。进行准确分离/选择的技术包括荧

光激活细胞分选仪，其可以具有不同的复杂度，例如，多个颜色通道、低角度和钝角光散射

检测通道、阻抗通道等。

[0084] 选择过程中使用的抗体可以轻松分离特定细胞类型，并且可以与标志物(例如磁

珠)缀合，从而实现直接分离；生物素，可以通过粘附到与支持物结合的亲和素或链霉亲和

素来去除；荧光染料，可与荧光激活细胞分选仪一起使用等。可以采用任何不会过度损害剩

余细胞活性的技术。

[0085] 在优选的实施方案中，新鲜脐带血单位或冷冻和解冻的脐带血单位使用直接或间

接与磁性颗粒缀合的抗CD34抗体与磁性细胞分离器进行处理以富集CD34+HSPC，例如，所述

磁性细胞分离器可以是 细胞分离系统(德国贝尔吉施格拉德巴赫市的美天旎

生物技术公司(Miltenyi  Biotec(美天旎生物技术公司))，它采用由氧化铁和与特定单克

隆抗体结合的葡聚糖组成的纳米级超顺磁性颗粒。 细胞分离器是封闭的无菌

系统，配备一次性使用的管组。所述一次性管组可用于处理单个单位的所收集的脐带血和/

或胎盘血以富集CD34+HSPC，然后丢弃。

[0086] 在典型的实施方案中，可以在富集HSPC之前合并两个或多个，或最多至少四个或

多个脐带血和/或胎盘血单位。在另一个实施方案中，CD34+HSPC的单个群可以在富集所述

HSPC后合并。在具体实施方案中，合并的脐带血和/或胎盘血单位或HSPC群的数量为2、4、5、

6、7、8、9、10、15、20、25、30、35，或40，或至少前述数字中的任何一个。合并的单个HSPC群的

数量可以取决于例如每个单个群中的细胞数量，和/或特定病患和预期免疫疗法所需的细

胞数量。在一些实施方案中，所述细胞池包含2至8、4至8、2至10、4至10、4至20或4至25，并且

不超过20或25个脐带血和/或胎盘血单位，或CD34+HSPC群。在典型的实施方案中，可以合并

脐带血和/或胎盘血单位或造血干细胞或干细胞和祖细胞群，而不考虑HSPC的HLA型。在一

些实施方案中，组合细胞池中的细胞而不考虑种族或民族。在一些实施方案中，所述细胞池

中的细胞来源于相同种族(例如非洲裔美国人、高加索人、亚洲人、西班牙裔、美洲原住民、

澳大利亚土著、因纽特人、太平洋人岛民)个体的脐带血和/或胎盘血，或来源于相同民族

(例如爱尔兰人、意大利人、印度人、日本人、中国人、俄罗斯人等)个体的脐带血和/或胎盘
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血。在不太常见的实施方案中，所述细胞可以来自与所述病患匹配或部分匹配的单个细胞

群。如果有足够数量的匹配或部分匹配单位可用，则可以合并所述单位；但是，考虑到有时

很难找到与特定病患匹配的单位，因此通常不会对匹配或错配的单位进行合并。

[0087] 通常，在富集HSPC之前，分离所述脐带血和/或胎盘血的红细胞和白细胞。在一些

实施方案中，红细胞的耗竭是指将红细胞从白细胞中分离出来。一旦发生红细胞和白细胞

的分离，可以丢弃所述红细胞部分，并且可以处理所述白细胞部分，例如，在如上所述的磁

性细胞分离器中以富集CD34+HSPC。所述白细胞部分和所述红细胞部分的分离可以通过本

领域已知的任何方法进行，包括例如离心技术。可以使用的其他分离方法包括使用市售产

品FICOLLTM或FICOLL‑PAQUETM或PERCOLLTM(新泽西州皮斯卡塔韦市的通用电气医疗保健公

司(GE  Healthcare))。FICOLL‑PAQUETM通常放置在锥形管的底部，全血在上面分层。离心后，

所述锥形管中从上到下可见以下层：血浆和其他成分(一层单核细胞)，称为血沉棕黄层，包

含单核细胞(白细胞)，以及应当以颗粒形式存在的红细胞和粒细胞。这种分离技术可以轻

松收获单核细胞。

[0088] 任选地，在CD34+细胞选择之前，可以检查所述脐带血和/或胎盘血单位的等分试

样的有核细胞总计数和/或CD34+细胞含量。在具体实施方案中，在所述CD34+细胞选择之后，

CD34+和CD34‑细胞部分都被回收。任选地，即使通常不进行所述CD34+细胞与其他脐带血和/

或胎盘血细胞的HLA匹配，也可以从所述CD34‑细胞部分的样本中提取DNA，用于初始HLA分

型和未来的嵌合研究。

[0089] 所述富集CD34+的HSPC可以在扩增之前进行后续处理，例如，通过在合适的细胞培

养基中悬浮进行储存或运输。在优选的实施方案中，细胞培养基是适合维持CD34+HSPC活性

的细胞培养基。例如，所述细胞培养基可以是无血清、无细胞因子的造血干细胞或干细胞和

祖细胞培养基，其中添加了例如以下浓度的生长因子：50‑300ng/ml的干细胞因子(SCF)、

50‑300ng/ml的Flt‑3受体配体(Flt3L)、50‑100ng/ml的血小板生成素(TPO)、50‑100ng/ml

的白细胞介素‑6(IL‑6)和10ng/ml的白细胞介素‑3(IL‑3)。在更具体的实施方案中，所述细

胞培养基含有300ng/ml的干细胞因子、300ng/ml的Flt‑3受体配体、100ng/ml的TPO、100ng/

ml的IL‑6和10ng/ml的IL‑3；或50ng/ml的SCF、50ng/ml的Flt‑3L、50ng/ml的TPO、50ng/ml的

IL‑6和10ng/ml的IL‑3。在另一个优选的实施方案中，所述细胞培养基包括无血清的造血干

细胞或干细胞和祖细胞培养基(例如，STEMSPANTM无血清扩增培养基或STEMSPANTM无血清扩

增培养基II(不列颠哥伦比亚省温哥华市的干细胞技术公司(StemCell  Technologies)))，

或由它们组成，所述培养基补充有10ng/ml重组人白细胞介素‑3(rhIL‑3)、50ng/ml重组人

白细胞介素‑6(rhIL‑6)、50ng/ml重组人血小板生成素(rhTPO)、50ng/ml重组人Flt‑3配体

(rhFlt‑3L)、50ng/ml和重组人干细胞因子(rhSCF)。在另一个优选的实施方案中，所述细胞

培养基由无血清造血干细胞或干细胞和祖细胞培养基(例如，StemSpan无血清扩增培养基

II(SFEM  II,不列颠哥伦比亚省温哥华市的干细胞技术公司))组成，所述培养基补充有重

组人rhSCF、rhFlt‑3L、rhTPO、rhIL‑6(终浓度各为50ng/ml)和rhIL‑3(终浓度为10ng/ml)。

[0090] 在具体的实施方案中，所述脐带血和/或胎盘血单位是经红细胞耗竭的，并且测定

红细胞耗竭部分中的CD34+细胞数量。在一些实施方案中，红细胞耗竭是指将红细胞从白细

胞中分离或将红细胞从CD34+细胞中分离。优选地，包含超过350万个CD34+细胞的脐带血和/

或胎盘血单位经上述富集方法处理。
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[0091] 在根据上述富集方法或本领域已知的其他方法分离所述HSPC(例如，出生时从人

体采集的人脐带血和/或人胎盘血)后，将富集的HSPC扩增以增加HSPC(例如CD34+HSPC)的

数量。在细胞生长条件下(例如，促进有丝分裂的条件)于扩增培养基中培养所述HSPC，使所

述HSPC生长和分裂(增殖)以获得扩增的CD34+HSPC群。在所述HSPC的扩增期间，HSPC向NK细

胞的分化最少(即，少于2％或少于1％的所得细胞是NK细胞)。在一个实施方案中，在扩增之

前或之后，可以将各自来源于单个人出生时的脐带血和/或胎盘血的HSPC单个群合并，而不

匹配其他HSPC的HLA类型。在另一个实施方案中，所述HSPC在合并之前被扩增。优选地，用于

扩增的技术是，已显示相对于未扩增的HSPC群，使得扩增的HSPC中造血干细胞或造血干细

胞和祖细胞(例如CD34+细胞)数量增加的技术，其中未扩增的细胞群和扩增的细胞群来自

相同来源的HSPC的不同等分试样，其中所述扩增的HSPC而不是未扩增的HSPC经所述扩增技

术处理。

[0092] 扩增技术包括但不限于美国专利号7,399,633B2中描述的技术；美国专利申请公

开号2013/0095079；德莱尼(Delaney)等人，《自然医学》(Nature  Med .)16(2):232‑236 ,

2010(通过引用并入本文)；以及下面描述的技术。

[0093] 在一些实施方案中，所述HSPC在生长因子存在下，于无血清且适合培养造血干细

胞或干细胞和祖细胞的扩增培养基中进行体外或离体培养，并处于细胞生长条件(例如，促

进有丝分裂的条件)，从而使所述HSPC增殖以产生扩增的HSPC群。

[0094] 在示例性实施方案中，适合于扩增造血干细胞或干细胞和祖细胞的所述扩增培养

基是具有如下所述Notch配体和生长因子的无血清培养基，例如含有非动物来源的BSA、重

组人胰岛素、人转铁蛋白、2‑巯基乙醇和其他补充物的Iscove's  MDM培养基。在其他实施方

案中，所述造血干细胞或干细胞和祖细胞培养基是STEMSPANTM无血清扩增培养基(不列颠哥

伦比亚省温哥华市的干细胞技术公司)，或STEMSPANTM无血清扩增培养基II(不列颠哥伦比

亚省温哥华市的干细胞技术公司)。

[0095] 在一些实施方案中，所述HSPC在存有一定量Notch配体(即，有效抑制分化的Notch

功能激动剂)——通常是Notch功能的固定化激动剂的扩增培养基中培养，并处于细胞生长

条件(例如，促进有丝分裂的条件)，以使所述HSPC增殖以产生扩增的HSPC群。在所述扩增阶

段，HSPC向NK细胞的分化最小化(即，少于2％或少于1％的所得细胞是NK细胞)。在更优选的

实施方案中，所述扩增培养基含有一定量的Notch功能激动剂，可有效抑制分化和生长因

子，并且所述HSPC处于细胞生长条件(例如，促进有丝分裂的条件)，使得所述造血干或造血

干和祖细胞增殖以获得扩增的造血干细胞或干细胞和祖细胞群。所扩增的造血干细胞或干

细胞和祖细胞群通常在扩增后转移到分化细胞培养基中。任选地，所述Notch配体在所述分

化阶段之前灭活或从所扩增的HSPC细胞群中去除(例如，通过分离或稀释)。

[0096] 在一些实施方案中，培养所述造血干细胞或干细胞和祖细胞以扩增2、3、4、5、6、7、

8、9、10、11、12、13、14、15、16、17、18、19、20、21、22、23、24或25天或更长时间；或者，优选地，

培养所述造血干细胞或干细胞和祖细胞以扩增至少10天或约7至约14天。在一些实施方案

中，将所述造血干细胞或干细胞和祖细胞培养约7天、约14天、约13天或约15天。应该注意的

是，所述扩增的持续时间将取决于，实现所需或最大细胞数量同时保持产生所需细胞制剂

所需的干细胞和祖细胞免疫表型质量/特征的水平。如果细胞增殖停止、活性下降或所述细

胞开始大量丧失HSPC的质量/特征，则将停止扩增。
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[0097] 用于扩增所述造血干细胞或干细胞和祖细胞的示例性离体培养条件包括在无血

清扩增培养基中，于存在纤连蛋白片段和与人IgG(Delta1ext‑IgG)Fc域融合的Delta蛋白胞

外域的情况下，培养细胞7至14天，所述扩增培养基补充有以下人生长因子：SCF、Flt‑3L、

TPO、IL‑6和IL‑3。优选地，上述生长因子以以下浓度存在：50‑300ng/ml  SCF、50‑300ng/ml 

Flt‑3L、50‑100ng/ml  TPO、50‑100ng/ml  IL‑6和10ng/ml  IL‑3。在更具体的实施方案中，使

用300ng/ml  SCF、300ng/ml  Flt‑3L、100ng/ml  TPO、100ng/ml  IL‑6和10ng/ml  IL‑3，或

50ng/ml  SCF、50ng/ml  Flt‑3L、50ng/ml  TPO、50ng/ml  IL‑6和10ng/ml  IL‑3。在更优选的

实施方案中，所述扩增培养基(例如，STEMSPANTM无血清扩增培养基(不列颠哥伦比亚省温哥

华市的干细胞技术公司))含有10ng/ml重组人白细胞介素‑3(rhIL‑3)、50ng/ml  rhIL‑6、

50ng/ml  rhTPO、50ng/ml  rhFlt‑3L、50ng/ml和rhSCF，或由它们组成。在另一个更优选的实

施方案中，所述扩增培养基(例如，StemSpanTM无血清扩增培养基II(SFEM  II,不列颠哥伦比

亚省温哥华市的干细胞技术公司))含有rhSCF、rhFlt‑3L、rhTPO、rhIL‑6(终浓度均为50ng/

ml)和rhIL‑3(终浓度为10ng/mln)，或由它们组成。

[0098] 在一些实施方案中，所述Notch配体是DXI(Delta1ext‑IgG)，并且所述扩增阶段按如

下进行：将Delta1ext‑IgG(DXI)固定在细胞培养皿的表面上。在具体实施方案中，所述细胞培

养皿在4℃下涂覆2.5μg/ml  Delta1ext‑IgG和5μg/ml (也称为rFN‑CH‑296的重组

人纤连蛋白片段)的磷酸盐缓冲盐水过夜(或在37℃下至少2小时)，然后加入富集的造血干

细胞或干细胞和祖细胞。优选地，所述扩增培养基(例如，STEMSPANTM无血清扩增培养基或

StemSpanTM无血清扩增培养基II(不列颠哥伦比亚省温哥华市的干细胞技术公司))补充有

10ng/ml  rhIL‑3、50ng/ml  rhIL‑6、50ng/ml  rhTPO、50ng/ml  rhFlt‑3L和50ng/ml  rhSCF。

[0099] 在一些实施方案中，所述扩增培养基不包括除rhIL‑3、rhIL‑6、rhTPO、rhFlt‑3L和

rhSCF之外的生长因子。在一些实施方案中，所述扩增培养基不含以下添加的生长因子或细

胞因子：IL‑7、GM‑CSF、G‑CSF、LIF、MIP‑1a、IL‑2或IL‑15。在一些实施方案中，所述扩增培养

基不含有以下添加的生长因子或细胞因子：IL‑7、GM‑CSF、G‑CSF、LIF、MIP‑1a或IL‑2。在一

些实施方案中，所述扩增培养基不含芳烃受体激动剂，例如美国专利号9,175,266或美国专

利申请公开号2018/0237749中描述的芳烃受体激动剂；两者均以引用方式并入本文。

[0100] 在扩增所述造血干细胞或干细胞和祖细胞后，可以确定细胞和活CD34+细胞的总

数。例如，在扩增期间的第14天，可以采集样本以确定活体的有核细胞总计数。此外，通过多

参数流式细胞仪可以确定CD34+细胞的总数，从而确定所述样本中CD34+细胞的百分比。通常

情况下，未使CD34+细胞绝对数量增加至少10倍的培养物将被终止。在优选的实施方案中，

可以丢弃包含少于5000万个CD34+活细胞的那些群。

[0101] 活性可以通过本领域已知的任何方法确定，例如通过台盼蓝排除法或7‑AAD排除

法。活CD34+细胞的百分比可以通过流式细胞仪和使用被活细胞排除的染色剂来评估。活

CD34+细胞的百分比＝所述样本等分试样中排除7‑AAD(或其他适当染色剂)的CD34+细胞数

除以所述等分试样的总细胞数(TNC；活细胞和非活细胞)。所述样本中活CD34+细胞数可以

计算如下：活CD34+细胞数＝样本的TNC  x所述样本中活CD34+细胞的百分比。活CD34+细胞在

富集或扩增期间的增加比例可以计算如下：培养后活CD34+细胞总数/预培养活CD34+细胞总

数。

[0102] 在一些实施方案中，所述造血干细胞或干细胞和祖细胞通过如上所述在扩增培养
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基中，并存在Notch功能激动剂和一种或多种生长因子或细胞因子的情况下离体培养给定

时间段扩增所述造血干细胞或干细胞和祖细胞。Notch功能激动剂，也称为Notch激动剂或

Notch配体，是促进，即引起或增强Notch通路功能激活的试剂。如本文所用，“Notch功能”是

指由Notch信号传导(信号转导)通路介导的功能，包括但不限于Notch胞内域的核转位、

RBP‑Jκ或其果蝇同源物无毛抑制因子的核转位；分裂复合体增强子(例如Mastermind)的

bHLH基因的激活；HES‑1基因或KBF2(也称为CBF1)基因的激活；果蝇成神经细胞分离的抑

制；和Notch与Delta、Jagged/Serrate、Fringe、Deltex或RBP‑Jκ/无毛抑制因子或其同源物

或类似物的结合。一般见科潘(Kopan)等人,《细胞》(Cell)137:216‑233,2009的评论文章，

讨论Notch信号转导通路及其对激活的影响；另见雅里奥(Jarriault)等人，《分子和细胞生

物学》(Mol.Cell.Biol.)18:7423‑7431,1998。

[0103] Notch激活是通过细胞接触Notch激动剂进行的。所述Notch功能激动剂可以是但

不限于固定在固相上的分子。示例性的Notch激动剂是与Notch胞外域结合并激活Notch信

号转导的胞外结合配体Delta和Serrate，或者是与Notch胞外域结合并激活Notch信号转导

的Delta或Serrate片段。Delta和Serrate的核酸序列和氨基酸序列已经从包括人类在内的

几个物种中分离出来，这些是本领域已知的，并且公开于国际专利公开号WO  93/12141、WO 

96/27610、WO  97/01571，和格雷(Gray)等人，《美国皮肤病理学杂志》(Am.J .Path .)154:

785‑794,1999.(全部内容以引用方式并入本文)。

[0104] 在优选的实施方案中，所述Notch激动剂是由融合到myc表位标签蛋白质的胞外域

组成的Delta或Serrate蛋白的固定化片段(分别为Deltaext‑myc或Serrateext‑myc)，或由融合

到IgG的Fc部分的蛋白质胞外域组成的Delta或Serrate蛋白的固定化片段(分别为

Deltaext‑IgG或Serrateext‑IgG)。Notch激动剂包括但不限于Notch蛋白及其类似物和衍生物

(包括片段)；作为所述Notch通路其他元件的蛋白质及其类似物和衍生物(包括片段)；

Notch激动剂的抗体和含有其结合区的此类抗体的片段或其他衍生物；编码所述蛋白质和

衍生物或类似物的核酸；以及与Notch蛋白或所述Notch通路中其他蛋白结合或以其他方式

相互作用从而促进Notch通路活性的蛋白质及其衍生物和类似物。此类激动剂包括但不限

于，包含胞内域的Notch蛋白及其衍生物、编码前述物质的Notch核酸和包含Notch配体的

Notch相互作用域(例如，Delta或Serrate的胞外域)的蛋白质。其他激动剂包括但不限于

RBPJκ/无毛抑制因子或Deltex。Fringe可用于增强Notch活性，例如与Delta蛋白结合使用。

这些蛋白质、其片段和衍生物可以被重组表达和分离，或者可以被化学合成。

[0105] 在又一个实施方案中，所述Notch激动剂是与所述Notch信号传导通路成员结合的

肽模拟物或肽类似物或有机分子。这种激动剂可以通过选自本领域已知的结合测定来识

别，例如瑞贝(Rebay)等人，《细胞》(Cell)67：687‑699，1991和国际专利公开号WO  92/19734

中描述的细胞聚集测定。(两者都通过引用并入本文)。

[0106] 在优选的实施方案中，所述激动剂是一种蛋白质，由至少一个由Notch相互作用基

因编码的蛋白质片段组成，该片段介导与Notch蛋白质或Notch片段的结合，该Notch片段包

含负责与所述激动剂蛋白结合的Notch区域，例如Notch的类表皮生长因子重复序列11和

12。如本文所用，Notch相互作用基因是指基因Notch、Delta、Serrate、RBPJκ、无毛抑制因子

和Deltex，以及所述Delta/Serrate家族或Deltex家族的其他成员(可通过序列同源性或遗

传相互作用识别)，以及更一般地，基因的“Notch级联反应”或“Notch组”成员，这通过分子
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相互作用(例如，体外结合)，或遗传相互作用(如表型所示，例如在果蝇中)识别。含有负责

与Notch结合的区域的Notch结合蛋白片段描述于美国专利号5,648,464、5,849,869，和5,

856,441中(均以引用方式并入本文)。

[0107] 本文所述方法所用的Notch激动剂可以以商业方式获得、通过重组表达生产或化

学合成。

[0108] 在具体的实施方案中，使所述细胞接触Notch激动剂不是通过与在细胞表面上重

组表达Notch配体的其他细胞(例如饲养层)培育来完成，而是通过接触无细胞的Notch配

体，例如与Notch的无细胞配体一起培育来完成，所述无细胞配体固定在固相的表面上，例

如固定在组织培养皿的表面上。

[0109] 在具体实施方案中，Notch活性通过Notch配体(例如，Delta、Serrate)与Notch受

体胞外部分的结合来促进。Notch信号传导似乎是由Notch的胞外域与其配体之间的物理相

互作用触发的，这些配体要么与相邻细胞膜结合，要么固定在固相表面上。全长配体是

Notch的激动剂，因为它们在一个细胞上的表达会触发激活邻近细胞中表达所述Notch受体

的通路。已固定在固相表面(例如组织培养板)的可溶性截短Delta或Serrate分子，包含所

述蛋白质的胞外域或其Notch结合部分，是特别优选的Notch通路激动剂。此类可溶性蛋白

质可以通过抗体或相互作用蛋白质固定在固相表面上，例如针对表位标签(例如由抗体

9E10识别的myc表位标签)的抗体，通过所述表位标签将Delta或Serrate表达为融合蛋白，

或与表位标签(例如，与蛋白A结合的免疫球蛋白表位标签)相互作用的蛋白质，通过所述表

位标签将Delta或Serrate表达为融合蛋白。

[0110] 在另一个具体实施方案中，并如阿尔塔瓦尼斯‑察科纳斯(Artavanis‑Tsakonas)

等人的美国专利号5,780 ,300所述，Notch激动剂包括促进或激活细胞过程的试剂，例如，

Notch加工所需的类弗林蛋白酶转化酶、库兹巴尼亚蛋白(Kuzbanian)、被认为是激活Notch

上游或平行于Notch的Notch通路所需的金属蛋白酶‑解整合素(ADAM) (施隆多夫

(Schlondorff)和布洛贝尔(Blobel)，《细胞科学杂志》(J.Cell  Sci .)112:3603‑3617 ,

1999)，或者更一般地说，细胞运输和加工蛋白质，例如在细胞区室之间移动所需的rab  GTP

酶家族(有关Rab  GTP酶的综述，请参见奥尔科宁(Olkkonen)和斯滕马克(Stenmark)，《国际

细胞学评论》(Int.Rev.Cytol.)176:1‑185,1997)，这些细胞过程介导激活Notch或Notch信

号传导通路成员所需的成熟或加工步骤。所述激动剂可以是增强上述过程之一活性的任何

分子，例如编码弗林蛋白酶、库兹巴尼亚蛋白或rab蛋白的核酸，或其片段或衍生物或显性

活性突变体，或与上述蛋白质结合并激活其功能的肽模拟物或肽类似物或有机分子。

[0111] 美国专利5,780,300进一步公开了可用于激活所述Notch通路的Notch激动剂分子

类别(及其鉴定方法)，例如触发Notch锚蛋白重复序列与RBP‑Jκ解离，从而促进RBP‑Jκ从细

胞质转移到细胞核的分子。

[0112] 在一些优选实施方案中，使用包括DXI的扩增方法。所述Notch激动剂DXI是Delta

的固定化片段，该片段由以下的胞外域组成：融合到IgG的Fc部分的蛋白质(Deltaext‑IgG或

DXI)，如美国专利号7,399,633中所述；或是固定的Notch‑1或Notch‑2特异性抗体，如美国

专利号10,208,286中所述。优选地，Delta1ext‑IgG固定在所述细胞培养皿的表面。在具体实

施方案中，所述细胞培养皿在4℃下用2.5μg/ml  Delta1ext‑IgG和5μg/ml (也称

为rFN‑CH‑296的重组人纤连蛋白片段)的磷酸盐缓冲盐水涂覆过夜(或在37℃下至少2小
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时)，然后加入造血干细胞或干细胞和祖细胞。优选地，所述细胞培养基是无血清的造血干

细胞培养基(例如，STEMSPANTM无血清扩增培养基或STEMSPANTM无血清扩增培养基II(不列

颠哥伦比亚省温哥华市的干细胞技术公司))，补充有10ng/ml  rhIL‑3、50ng/ml  rhIL‑6、

50ng/ml  rhTPO、50ng/ml  rhFlt‑3L和50ng/ml  rhSCF。在该实施方案中，所述造血干细胞或

干细胞和祖细胞培养7至14天。

[0113] 在某些实施方案中，相对于所述富集程序之前的细胞群，CD34+细胞数量在扩增的

HSPC中所占的百分比增加至少25倍、50倍、75倍、100倍、150倍、200倍、250倍、300倍、350倍、

400倍或至少350倍，并且优选为100‑200倍或100‑400倍。

[0114] 一旦获得扩增的造血干细胞或干细胞和祖细胞，就可以收集所扩增的造血干细胞

或干细胞和祖细胞群(扩增的HSPC)并冷冻保存，或者可以直接用于第二阶段以产生所述NK

细胞组合物和/或制剂。

[0115] 所述NK细胞组合物和/或制剂是由扩增的HSPC在所述过程第二阶段的分化产生

的。在所述分化阶段，所述HSPC在含有一定量的一种或多种细胞因子的分化培养基中培养，

所述细胞因子有效诱导和引导HSPC分化成NK细胞。

[0116] 在一些实施方案中，所述分化培养基中的所述细胞因子是IL‑2和IL‑15。在一些实

施方案中，所述分化培养基中仅有的细胞因子是IL‑2和IL‑15。在一些实施方案中，所述分

化培养基中IL‑2和IL‑15的量约25U/ml至约100U/ml的IL‑2和约25ng/ml至约50ng/ml的IL‑

15。在一些实施方案中，所述分化培养基中IL‑2和IL‑15的量是约50U/ml的IL‑2和约40ng/

ml的IL‑15。在一些实施方案中，所述分化培养基中的细胞因子包括IL‑2和IL‑15，其中其他

细胞因子，例如Flt‑3L、FGF‑2、IL‑6、IL‑7、IL‑12、IL‑3、GM‑CSF、G‑CSF、LIF、MIP‑1α、SCF、

IL‑21、IL‑18和4‑1BBL(4‑1BB配体)并不添加到所述分化培养基中。在一些实施方案中，所

述分化培养基不含添加的除IL‑2和IL‑15之外的细胞因子。

[0117] 在一个实施方案中，所述分化培养基还包括补充物，例如人血清或血浆，或提供广

谱大分子、类脂物质和微量元素的载体蛋白、附着和扩散因子、激素，以及促进细胞生长和

健康的生长因子的另一种蛋白质流体。在造血干细胞的早期细胞培养方法中，胎牛血清

(FBS)被用作这种细胞培养补充物；然而，牛蛋白不能用于人类医药产品。因此，已经使用了

各种人体生物流体，包括例如人血清、血浆、新鲜冷冻血浆、血小板裂解液等。在本方法的某

些实施方案中，已使用人AB血清。在特别优选的实施方案中，使用了血小板裂解液。在一些

实施方案中，所述分化培养基中包含约2.5％至约10％的人血小板裂解液。例如，所述分化

培养基可包含约3％、约4％、约5％、约6％、约7％、约8％、约9％或多于约9％的人血小板裂

解液。在包含人血小板裂解液的实施方案中，所述人血小板裂解液是通过诸如但不限于冷

冻和解冻循环(例如1到6个循环)、超声处理、溶剂/去污剂处理或用钙或凝血酶活化的过程

由人血小板(例如富血小板血浆(PRP)、通过单采术收集的过期血小板等)产生的。人血小板

可以源自多个不同个体的自体收集物和/或同种异体收集物。所述人血小板裂解液可以在

考虑或不考虑影响组成和生物活性的以下因素的情况下使用：例如但不限于血浆含量、生

长因子含量、供体年龄和性别、血小板计数、生产过程、是否存在肝素或抗凝剂、纤维蛋白原

耗竭、是否存在细胞组分、是否存在代谢物、血型、储存条件(例如持续时间和/或温度)、减

少/灭活病原体/病毒的处理等。(比贝克,K.(Bieback,K.)等人，《输血》(Transfusion)59:

3448‑3460,2019)。此外，所述人血小板裂解液可以是从商业来源或通过生产商业上可接受
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的人血小板裂解液组合物的任何其他方法获得的可接受的组合物，该商业来源已经如所述

处理了所述组合物。在一些实施方案中，新鲜冷冻血浆或约2.5％至约10％的人AB血清可以

包含在所述分化培养基中而不是所述血小板裂解液中。在一些实施方案中，所述分化培养

基不包括饲养层或饲养细胞。在一些实施方案中，所述分化培养基不含胎牛血清(FBS)、胎

儿牛血清(FCS)和其他动物来源的产品并且不包括饲养细胞或饲养细胞层。

[0118] 尽管本文公开的方法通常且优选不使用饲养细胞层，但使用这种饲养细胞层确实

不会改变本文所述方法的优点。如本文所用，“饲养细胞层”、“饲养层”或“饲养细胞”是指一

类外源性细胞，与第二类细胞(例如，HSPC)共培养，以提供所述第二类细胞可以维持的环境

并且分化或增殖。不受任何理论束缚，饲养细胞可以向所述第二类细胞提供例如肽、多肽、

电信号、有机分子、核酸分子、生长因子、其他因子(例如细胞因子)和代谢营养物。

[0119] 在本方法的优选实施方案中，所述NK细胞组合物和/或制剂不包含外源添加的细

胞，例如外源性抗原呈递细胞(例如，树突细胞)。如本文所用，所述外源性细胞是指并非源

自扩增和/或分化的HSPC的细胞。

[0120] 所述HSPC在所述分化培养基中体外或离体培养的时间足以产生所述NK细胞组合

物和/或制剂。在一些实施方案中，所述分化的时间段为约7至21天、约7至14天、约12至16

天、约14至16天、约7天或约14天。所选择的时间段可以取决于培养时使用的温度、所使用细

胞因子的浓度和其他因素。

[0121] 所述分化NK细胞的状态可以通过流式细胞仪监测，并通过用抗CD56抗体染色所述

细胞来确定CD56+细胞的发育。

[0122] 所得NK细胞组合物和/或制剂可含有约50％至约80％的CD56+细胞和约50％至约

20％的内源性CD56‑细胞。在一些实施方案中，所述NK细胞组合物和/或制剂包含约50％至

约85％的CD56+细胞和约50％至约15％的CD56‑内源性骨髓衍生细胞，例如树突细胞、巨噬细

胞和粒细胞。在一些实施方案中，所述NK细胞组合物和/或制剂包含约55％至约65％的CD56
+细胞和约45％至约35％的CD56‑内源性骨髓衍生细胞，例如树突细胞、巨噬细胞和粒细胞。

所述CD56+细胞主要是NK细胞。在一些实施方案中，所述NK细胞组合物和/或制剂包含约

70％至约85％的CD56+细胞和约30％至约15％的CD56‑内源性骨髓衍生细胞，例如树突细胞、

巨噬细胞和粒细胞。除了CD56，所述CD56+细胞还高频率表达NKp30、NKp46、NKp44、NKG2A和

颗粒酶B；中到高频率表达穿孔素和CD107a；低到中频率表达NKG2D；并且基本上不表达KIR。

在一些实施方案中，所述CD56+细胞是KIR‑。(如本文所用，“KIR‑”是指KIR2DL1、KIR2DS1、

KIR2DS3、KIR2DS5、KIR2DL2、KIR2DL3、KIR2DS2、KIR2DS4、KIR3DL1和KIR3DS1。)CD16以低至

中频率表达。在一些实施方案中，所述CD56‑细胞中到高频率表达粒酶B；高频率表达

CD107a，并且低频率表达穿孔素。

[0123] 在细胞于所述分化培养基中培养足够长的时间以产生所述NK细胞组合物和/或制

剂后，群中所得的CD56+(主要是NK)细胞通常是未成熟但功能正常的NK细胞，类似于但不同

于天然存在于人体中的NK细胞。在一些实施方案中，所述NK细胞组合物和/或制剂中的CD56
+(主要是NK)细胞在使用或储存之前没有进一步分化。

[0124] 在某个实施方案中，已经发现在所述扩增阶段用IL‑15引发HSPC以进行NK细胞分

化增加了在最终NK细胞组合物和/或制剂中获得CD56+细胞的数量。通常，在所述扩增阶段

的最后约4至约7天期间添加所述IL‑15。在所述扩增阶段大约为7天的情况下，在最后大约4
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天进行引发。使用这种方法增加的CD56+细胞总数可高达50％或更多，甚至高达58％或更

多。所述扩增阶段和所述分化阶段的其余步骤仍然如上所述。在这个实施方案中，IL‑15可

以以约40ng/ml至约100ng/ml或更多的量添加。

[0125] 包含通过上述方法任一种产生的组合物和/或制剂的NK细胞可以经基因工程改造

以表达所关注的一种或多种分子，例如蛋白质、核酸或碳水化合物。在一些实施方案中，包

含所述组合物和/或制剂的所述NK细胞经基因工程改造以表达所关注的蛋白质，例如蛋白

质、多肽或肽(统称为蛋白质)。在一些实施方案中，所述蛋白质是抗原识别受体、其他细胞

表面蛋白质或细胞内分子。所述组合物和/或制剂的NK细胞可以在所述扩增阶段之前或期

间和/或所述分化阶段期间或之后进行基因修饰。在典型的实施方案中，所述NK细胞在所述

扩增阶段期间进行基因工程改造。在一些实施方案中，在所述分化阶段期间或之后对所述

NK细胞进行基因工程改造。

[0126] 可以对包含所述组合物和/或制剂的所述NK细胞进行基因工程改造以表达与所关

注的抗原结合的抗原识别受体。在某些实施方案中，所述抗原识别受体是嵌合抗原受体

(CAR)。在某些实施方案中，所述抗原识别受体是T细胞受体(TCR)。所述抗原识别受体可以

结合例如肿瘤特异性抗原或肿瘤相关抗原或病原体抗原。

[0127] 在某些实施方案中，所述抗原识别受体与肿瘤相关抗原或肿瘤特异性抗原结合。

任何合适的肿瘤相关抗原或肿瘤特异性抗原(例如，抗原肽)都可以用于本文所述的实施方

案中。抗原的来源包括但不限于与癌症和/或白血病(例如，AML)(肿瘤相关抗原或肿瘤特异

性抗原)相关的蛋白质。抗原可以表达为肽或完整蛋白质或其部分。所述完整蛋白质或其部

分可以是天然蛋白质或其变体，例如突变体形式。肿瘤抗原的非限制性示例包括碳酸酐酶

IX(CAIX)、癌胚抗原(CEA)、CD8、CD7、CD10、CD19、CD20、CD22、CD30、CD33、CLL1、CD34、CD38、

CD41、CD44、CD49c、CD49f、CD56、CD66c、CD73、CD74、CD104、CD133、CD138、CD123、CD142、

CD44V6、巨细胞病毒(CMV)感染的细胞抗原(例如，细胞表面抗原)、皮肤淋巴细胞相关抗原

(CLA；P‑选择素糖蛋白配体‑1(PSGL‑1)的特化糖型)、上皮糖蛋白‑2(EGP‑2)、上皮糖蛋白‑

40(EGP‑40)、上皮细胞粘附分子(EpCAM)、受体酪氨酸蛋白激酶erb的糖型‑B2,3,4(erb‑B2,

3,4)、叶酸结合蛋白(FBP)、胎儿乙酰胆碱受体(AChR)、叶酸受体‑α、神经节苷脂G2(GD2)、神

经节苷脂G3(GD3)、人表皮生长因子受体2(HER2)、人端粒酶逆转录酶(hTERT)、白细胞介素‑

13受体亚基α‑2(IL‑13Ralpha2)、κ‑轻链、激酶插入域受体(KDR)、Lewis  Y(LeY)、L1细胞粘

附分子(L1CAM)、黑色素瘤抗原家族A,1(MAGE‑A1)、粘蛋白16(MUC16)、粘蛋白1(MUC1)、间皮

素(MSLN)、ERBB2、MAGEA3、p53、MART1、GP100、蛋白酶3(PR1)、酪氨酸酶、生存素、hTERT、

EphA2、NKG2D配体、癌‑睾丸抗原NY‑ES0‑1、癌胚抗原(h5T4)、前列腺干细胞抗原(PSCA)、前

列腺特异性膜抗原(PSMA)、ROR1、四跨膜蛋白8(TSPAN8)、肿瘤相关糖蛋白72(tag‑72)、血管

内皮生长因子R2(VEGF‑R2)、肾母细胞瘤蛋白(WT‑1)、类细胞因子受体因子2(CRLF2)、BCMA、

GPC3、NKCS1、EGF1R、EGFR‑VIII和ERBB。

[0128] 在一些实施方案中，所述肿瘤抗原是CD19、ROR1、Her2、PSMA、PSCA、间皮素(MSLN)

或CD20。在一些实施方案中，所述肿瘤抗原是CD19、CD20、CD33、MSLN或类细胞因子受体因子

2(CRLF2)，它们表达于白血病或淋巴瘤。

[0129] 在一些实施方案中，所述抗原与白血病相关或特异于白血病，例如急性淋巴细胞

性白血病(ALL)、急性骨髓性白血病(AML)、慢性淋巴细胞性白血病(CLL)或慢性骨髓性白血
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病(CML)。在优选实施方案中，靶标与AML相关或特异于AML。在优选的实施方案中，所述抗原

与AML相关或特异于AML。所述抗原可以是但不限于蛋白质、非蛋白质、新生抗原、翻译后修

饰抗原、肽‑MHC抗原和/或过表达抗原。

[0130] 在某些实施方案中，所述AML特异性或相关抗原是AML1‑ETO、DEK‑CAN、早幼粒细胞

白血病‑视黄酸受体α(PML‑RARα)、类Fms酪氨酸激酶3‑内部串联重复(Flt3‑ITD)、类Fms‑酪

氨酸激酶3(Flt3)、核磷蛋白1(NPM1)、Aurora  A激酶(AurA)、B细胞淋巴瘤‑2(Bcl‑2)、Bax抑

制剂1(Bl‑1)、B淋巴瘤Mo‑MLV插入区1同源物(BMI1)、BRCA1‑相关蛋白(BRAP)、慢性骨髓性

白血病(CML)28(CML28)、CML66、细胞周期蛋白B1、细胞周期蛋白E、细胞色素P450  1B1

(CYP1B1)、ETO/MTG8(8q上的骨髓易位基因)、碳酸酐酶IX(CAIX)、G250/CAIX、同源框A9

(HOXA9)、人端粒酶逆转录酶(hTERT)、骨髓细胞白血病序列1(Mcl‑1)、间皮素(MSLN)、次要

组织相容性抗原(mHAg)(例如淋巴限制性组织相容性抗原1(LRH‑1))、髓过氧化物酶、M期磷

蛋白11(MPP11)、粘蛋白1(MUC1)、核仁和纺锤体相关蛋白1(NuSAP1)、癌胚抗原‑未成熟层粘

连蛋白受体蛋白(OFA/iLRP)、蛋白酶3、G蛋白信号调节因子5(RGS5)、透明质酸介导的运动

受体(RHAMM)、滑膜肉瘤X断点2‑相互作用蛋白(SSX2IP)、生存素、肾母细胞瘤1蛋白(WT1)、

细胞周期蛋白A1、黑色素瘤抗原(MAGE)、Per  ARNT  Sim域包含1(PASD1)、黑色素瘤中优先表

达的抗原(PRAME)、肾抗原‑1(RAGE‑1)、热休克DnaJ蛋白同源物2(HSJ2)、Myc‑相关锌指蛋白

(MAZ)、肾细胞癌抗原(NY‑REN60)、特别关注的新Cys‑His蛋白(PINCH)、J‑κ重组信号结合蛋

白1(RBPJk)、突触融合蛋白、甲基溶血磷脂酸(mLPA)、α‑半乳糖神经酰胺(a‑GalCer)、Lewis 

Y抗原(LeY)、异柠檬酸脱氢酶1(IDH1(R132))、异柠檬酸脱氢酶2(IDH2(R140))、核仁磷酸化

蛋白1突变体(NPM1mut)、Notch信号分子异构体(Notch变体)、透明质酸受体异构体

(CD44v6)、磷酸化肽、蛋白酪氨酸磷酸酶Iva型成员3(PRL3)、HLA‑A2‑限制性蛋白酶3肽

(PR1/HLA‑A2)、HLA‑A2‑限制性20肾母细胞瘤肽(WT1/HLA‑A2)、白细胞介素12受体β1

(IL12RB1)和/或免疫球蛋白超家族成员(CD96)。(哥斯瓦米(Goswami)等人，《药靶研究最新

进展》(Curr.Drug  Targets)18:296‑303,2017)。

[0131] 在某些实施方案中，所述抗原识别受体结合病原体抗原，例如用于治疗和/或预防

病原体感染或其他传染病，例如在免疫功能低下的受试者中。在某些实施方案中，病原体包

括能够引起疾病的病毒、细菌、真菌、寄生虫或原生动物。

[0132] 病毒的非限制性示例包括逆转录病毒科病毒(例如，人类免疫缺陷病毒，例如HIV‑

1和其他分离株，例如HIV‑LP)；小核糖核酸病毒科病毒(例如，脊髓灰质炎病毒、甲型肝炎病

毒、肠道病毒、人类柯萨奇病毒、鼻病毒、埃可病毒)；杯状病毒科病毒(例如，引起肠胃炎的

毒株)；披膜病毒科病毒(例如，马脑炎病毒、风疹病毒)；黄病毒科病毒(例如，登革热病毒、

脑炎病毒、黄热病病毒、寨卡病毒)；冠状病毒科病毒(例如，冠状病毒，包括SARS‑CoV和

SARS‑CoV‑2)；弹状病毒科病毒(例如，水泡性口炎病毒、狂犬病病毒)；丝状病毒科病毒(例

如，埃博拉病毒)；副粘病毒科病毒(例如，副流感病毒、腮腺炎病毒、麻疹病毒、呼吸道合胞

病毒)；正粘病毒科病毒(例如流感病毒)；布尼亚病毒科病毒(例如，汉坦病毒、布尼亚病毒、

白蛉病毒和奈拉病毒)；沙粒病毒科病毒(出血热病毒)；呼肠孤病毒科病毒(例如，呼肠孤病

毒、环状病毒和轮状病毒)；双核糖核酸病病毒科病毒；嗜肝病毒科病毒(乙型肝炎病毒)；细

小病毒科病毒(细小病毒)；巴波多病毒科病毒(乳头瘤病毒、多瘤病毒)；腺病毒科病毒(大

多数腺病毒)；疱疹病毒科病毒(单纯疱疹病毒(HSV)1和2、水痘带状疱疹病毒、巨细胞病毒
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(CMV)、疱疹病毒)；痘病毒科病毒(天花病毒、牛痘病毒、痘病毒)；和虹彩病毒科(例如，非洲

猪瘟病毒)；和未分类的病毒(例如，丁型肝炎的病原体(被认为是乙型肝炎病毒的缺陷卫星

病毒)、非甲型非乙型肝炎的病原体(1类＝内部传播；2类＝肠外传播(即丙型肝炎)；诺瓦克

病毒和相关病毒，以及星状病毒)。

[0133] 在某些实施方案中，所述病原体抗原是存在于巨细胞病毒(CMV)、爱泼斯坦巴尔病

毒(EBV)、人类免疫缺陷病毒(HIV)、单纯疱疹病毒(HSV1或HSV2)、肝炎病毒(甲肝、乙肝或丙

肝)、寨卡病毒、流感病毒或冠状病毒(SARS‑CoV或SARS‑CoV‑2)中的病毒抗原。在优选的实

施方案中，所述病毒抗原对HIV、HSV  1或2，寨卡病毒，甲型、乙型或丙型肝炎，SARS‑CoV或

SARS‑CoV‑2具有特异性或与之相关。

[0134] 细菌的非限制性示例包括巴氏杆菌属细菌、葡萄球菌属细菌、链球菌属细菌、大肠

杆菌、假单胞菌属细菌和沙门氏菌属细菌。感染性细菌的具体示例包括但不限于幽门螺杆

菌、伯氏疏螺旋体、嗜肺军团菌、分枝杆菌属(例如，结核分枝杆菌、鸟分枝杆菌、胞内分枝杆

菌、堪赛分枝杆菌、戈登分枝杆菌)、金黄色葡萄球菌、淋病奈瑟菌、脑膜炎奈瑟菌、单核细胞

增生李斯特菌、化脓性链球菌(A型链球菌)、无乳链球菌(B型链球菌)、链球菌(草绿色链球

菌组)、粪链球菌、牛链球菌、链球菌(厌氧菌属)、肺炎链球菌、致病性弯曲杆菌、肠球菌、流

感嗜血杆菌、炭疽杆菌、白喉棒状杆菌、棒状杆菌、丹毒丝菌、产气荚膜梭菌、破伤风杆菌、产

气肠杆菌、肺炎克雷伯菌、多杀性巴氏杆菌、类杆菌、具核梭杆菌、串珠链杆菌、雅司螺旋体、

钩端螺旋体、立克次体和以色列放线菌。

[0135] 在某些实施方案中，所述抗原识别受体是TCR。TCR是一种二硫键连接的异二聚体

蛋白质，由两条可变链组成，表达为具有不变CD3链分子的复合物的一部分。发现TCR位于T

细胞表面，负责将抗原识别为与主要组织相容性复合体(MHC)分子结合的肽。在某些实施方

案中，所述TCR包含α链和β链(分别由TRA和TRB编码)。在某些实施方案中，所述TCR包含γ链

和δ链(分别由TRG和TRD编码)。

[0136] TCR的每条链由两个胞外域组成：可变(V)区和恒定(C)区。所述恒定区靠近细胞

膜，然后是跨膜区和短的胞质尾区。所述可变区与所述肽/MHC复合体结合。两条链的可变域

均具有三个互补决定区(CDR)。

[0137] 在某些实施方案中，TCR可以形成具有三个二聚信号模块的受体复合物：

CD3delta/epsilon、CD3gamma/epsilon和CD247zeta/zeta或zeta/eta。当TCR复合物与其抗

原和MHC(肽/MHC)结合时，表达所述TCR复合物的T细胞被激活。

[0138] 在某些实施方案中，包含所述组合物和/或制剂的NK细胞经基因修饰以表达重组

TCR。在某些实施方案中，所述TCR是非天然存在的TCR。在某些实施方案中，所述TCR与任何

天然存在TCR的不同之处在于至少一个氨基酸残基。在某些实施方案中，所述TCR与任何天

然存在TCR的不同之处在于至少2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、20、25、30、40、50、

60、70、80、90、100或多个氨基酸残基。在某些实施方案中，所述TCR由天然存在的TCR经至少

一个氨基酸残基修饰而成。在某些实施方案中，所述TCR由天然存在的TCR经至少2、3、4、5、

6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、20、25、30、40、50、60、70、80、90、100或多个氨基酸残基修饰

而成。

[0139] 在一些实施方案中，所述TCR特异性结合巨细胞病毒(CMV)、腺病毒、人疱疹病毒6

(HHV6)、BK病毒、爱泼斯坦巴尔病毒(EBV)、HIV或SARS(SARS‑CoV或SARS‑CoV‑2)的抗原。
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[0140] 在某些实施方案中，所述抗原识别受体是嵌合抗原受体(CAR)。CAR是一种工程化

受体，其使细胞具有所关注的特异性，例如本文所述的NK细胞组合物和/或制剂的细胞。CAR

可用于将单克隆抗体的特异性移植到本文所述的NK细胞组合物和/或制剂的NK细胞上，其

中通过例如逆转录病毒载体促进其编码序列的转移。

[0141] 如前所述，扩增的HSPC可以如前所述进行分化，形成CAR‑HSPC细胞和CAR‑NK细胞。

所述CAR‑HSPC包括经工程改造以表达所述CAR受体的HSPC，其表达工程改造的CAR受体。所

述CAR‑NK细胞包括经工程改造以表达所述CAR受体的NK细胞，其表达经工程改造的CAR受

体。

[0142] 几代CAR包括以下CAR。“第一代”CAR通常由融合至跨膜域、融合至所述T细胞受体

链的细胞质/细胞内信号传导域的细胞外抗原结合域(例如，单链可变片段(scFv))组成。

“第一代”CAR通常具有来自CD3zeta链的细胞内信号传导域，该传导域是内源性TCR信号的

主要传递介质。“第一代”CAR可以提供从头抗原识别，并通过单个融合分子中的CD3zeta链

信号传导域激活细胞，独立于HLA介导的抗原呈递。“第二代”CAR将来自各种共刺激分子(例

如CD28、4‑1BB、ICOS、OX40或2B4)的细胞内信号传导域添加到所述CAR的胞质尾区，从而向

细胞提供额外的信号。“第二代”CAR包括实现共刺激(例如，CD28、4‑1BB或2B4)和激活

(CD3zeta)的CAR。临床前研究表明，“第二代”CAR可以提高T细胞的抗肿瘤活性。例如，“第二

代”CAR修饰的T细胞的强大功效在靶向慢性淋巴细胞白血病(CLL)和急性淋巴细胞白血病

(ALL)病患的CD19分子的临床试验中得到证实。“第三代”CAR包括实现多种共刺激(例如，

CD28和4‑1BB)和激活(CD3zeta)的CAR。

[0143] 在一些实施方案中，共刺激域可以是CD27、CD28、4‑1BB(CD137)、OX40(CD134)、

CD30、CD40、淋巴细胞功能相关抗原‑1(LFA‑1)、CD2、CD7、LIGHT、NKG2C和/或B7‑H3共刺激

域。在一些实施方案中，共刺激域可以是CD27、CD28、4‑1BB(CD137)、OX40(CD134)、DAP10、

DAP12、ICOS和/或2B4。在一些实施方案中，共刺激域可以是CD27、CD28、4‑1BB、2B4、DAP10、

DAP12、OX40、CD30、CD40、淋巴细胞功能相关抗原‑1(LFA‑1)、CD2、CD7、LIGHT、NKG2C和/或

B7‑H3共刺激域。在一些实施方案中，细胞内信号传导域可以是CD3zeta、CD28和/或4‑1BB的

域。

[0144] 在某些非限制性实施方案中，所述CAR的细胞外抗原结合域(例如，具体为scFv或

其类似物)以约2×10‑7M或更小的解离常数(Kd)结合抗原。在某些实施方案中，所述Kd为约

1x10‑7M或更小、约5x10‑8M或更小、约1x10‑8M或更小、约5x10‑9M或更小，或约1x10‑9M或更小。

[0145] 结合抗原靶向的CAR的细胞外抗原结合域(例如，scFv或其类似物)可以通过例如

酶联免疫吸附试验(ELISA)、放射免疫试验(RIA)、FACS分析、生物试验(例如，生长抑制)或

蛋白质印迹试验确定。这些试验中的每一种通常通过使用对所关注复合物特异的标记试剂

(例如抗体或scFv)来检测所特别关注的蛋白质‑抗体复合物的存在。例如，可对所述scFv进

行放射性标记并用于放射免疫试验(RIA)(参见例如温特劳布(Weintraub) ,B.,《放射免疫

实验原理》(Principles  of  radioimmunoassays) ,放射配体试验技术的第七次培训课程,

内分泌学会,1986年3月,在此通过引用并入本文)。放射性同位素可以通过诸如使用伽马计

数器或闪烁计数器或通过放射自显影等手段来检测。在某些实施方案中，所述CAR的细胞外

抗原结合域用荧光标志物标记。荧光标志物的非限制性示例包括绿色荧光蛋白(GFP)、蓝色

荧光蛋白(例如，EBFP、EBFP2、Azurite和mKalama1)、青色荧光蛋白(例如，ECFP、Cerulean和
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CyPet)和黄色荧光蛋白(例如，YFP、Citrine、Venus和YPet)。

[0146] CAR可以包含细胞外抗原结合域、跨膜域和细胞内信号转导域，其中所述细胞外抗

原结合域特异性结合抗原，例如肿瘤抗原或病原体抗原，包括例如病毒或细菌抗原。

[0147] 在某些实施方案中，所述细胞外抗原结合域特异性结合抗原。在某些实施方案中，

所述细胞外抗原结合域是scFv。在某些实施方案中，所述scFv是人scFv。在某些实施方案

中，所述scFv是人源化的scFv。在某些实施方案中，所述细胞外抗原结合域是Fab，其任选地

是被交联。在某些实施方案中，所述细胞外结合域是F(ab')2。在某些实施方案中，前述分子

的任一种可以被包含在具有异源序列的融合蛋白中以形成所述细胞外抗原结合域。在某些

实施方案中，通过用抗原‑Fc融合蛋白筛选scFv噬菌体文库来识别所述scFv。在某些实施方

案中，所述抗原是肿瘤抗原。在某些实施方案中，所述抗原是病原体抗原，包括例如病毒抗

原或细菌抗原。

[0148] 在某些实施方案中，所述细胞外结合域是特异性结合CD19的scFv，例如来源于

FMC63抗体或4G7抗体的scFv。在一些实施方案中，所述scFv包含所述FMC63抗体的CDR：

RASQDISKYLN的CDRL1序列(SEQ  ID  NO:1)、SRLHSGV的CDRL2序列(SEQ  ID  NO:2)、GNTLPYTFG

的CDRL3序列(SEQ  ID  NO:3)、DYGVS的CDRH1序列(SEQ  ID  NO:4)、VTWGSETTYYNSALKS的

CDRH2序列(SEQ  ID  NO:5)和YAMDYWG的CDRH3序列(SEQ  ID  NO:6)；或RASQDISKYLN的CDRL1

序列(SEQ  ID  NO:1)、SRLHSGV的CDRL2序列(SEQ  ID  NO:2)、GNTLPYTFG的CDRL3序列(SEQ  ID 

NO:3)、DYGVS的CDRH1序列(SEQ  ID  NO:4)、DNSKSQ的CDRH2序列(SEQ  ID  NO:63)和YAMDYWG

的CDRH3序列(SEQ  ID  NO:6)。在一些实施方案中，细胞外结合域是来源于或包含抗体FMC63

的重链和轻链可变区的scFv。抗体FMC63的重链和轻链可变区分别显示在SEQ  ID  NO:64和

SEQ  ID  NO:65中。

[0149] SEQ  ID  NO:64FMC63重链可变区

[0150] EVKLQESGPGLVAPSQSLSVTCTVSGVSLPDYGVSWIRQPPRKGLEWLGVIWGSETTYYNSALKSRLTI

IKDNSKSQVFLKMNSLQTDDTAIYYCAKHYYYGGSYAMDYWGQGTSVTVSS

[0151] SEQ  ID  NO:65FMC63轻链可变区

[0152] DIQMTQTTSSLSASLGDRVTISCRASQDISKYLNWYQQKPDGTVKLLIYHTSRLHSGVPSRFSGSGSGT

DYSLTISNLEQEDIATYFCQQGNTLPYTFGGGTKLEIT

[0153] 在一些实施方案中，scFV包含由SEQ  ID  NO:25和SEQ  ID  NO:26或SEQ  ID  NO:27所

示的CD19单克隆抗体4G7的重链和轻链CDR。在一些实施方案中，所述细胞外抗原结合域包

含SEQ  ID  NO:25和26或在SEQ  ID  NO:25和27所示的重链和轻链可变区CDR。在一些实施方

案中，scFV来源于所述CD19单克隆抗体4G7，优选包含通过柔性连接肽连接在一起的CD19单

克隆抗体4G7的部分结合域、所述CD19单克隆抗体4G7免疫球蛋白γ1重链(SEQ  ID  NO:25)

的部分可变区和所述CD19单克隆抗体4G7免疫球蛋白κ轻链(SEQ  ID  NO:26或SEQ  ID  NO:

27)的可变片段。在具体实施方案中，所述柔性连接肽具有SEQ  ID  NO:28所示的氨基酸序

列。在一些实施方案中，所述细胞外抗原结合域包含由SEQ  ID  NO:25和SEQ  ID  NO:26，或

SEQ  ID  NO:25和SEQ  ID  NO:27所示的重链和轻链可变区CDR。

[0154] SEQ  ID  NO:25‑抗人CD19单克隆抗体4G7重链可变区：

[0155] EVQLQQSGPELIKPGASVKMSCKASGYTFTSYVMHWVKQKPGQGLEWIGYINPYNDGTKYNEKFKGKAT

LTSDKSSSTAYMELSSLTSEDSAVYYCARGTYYYGSRVFDYWGQGTTLTVSS
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[0156] SEQ  ID  NO:26‑抗人CD19单克隆抗体4G7免疫球蛋白κ轻链可变区：

[0157] DIVMTQAAPSIPVTPGESVSISCRSSKSLLNSNGNTYLYWFLQRPGQSPQLLIYRMSNLASGVPDRFSG

SGSGTAFTLRISRVEAEDVGVYYCMQHLEYPFTFGAGTKLELKRAD

[0158] SEQ  ID  NO:27抗人CD19单克隆抗体4G7免疫球蛋白κ轻链可变区：

[0159] DIVMTQAAPSIPVTPGESVSISCRSSKSLLNSNGNTYLYWFLQRPGQSPQLLIYRMSNLASGVPDRFSG

SGSGTAFTLRISRVEAEDVGVYYCMQHLEYPFTFGAGTKLELKRSDP

[0160] SEQ  ID  NO:28柔性连接肽：

[0161] GGGGSGGGGSGGGGS

[0162] 在一些实施方案中，scFV来源于CLA(皮肤淋巴细胞抗原)单克隆抗体并且包含由

SEQ  ID  NO:29和SEQ  ID  NO:30所示的CLA单克隆抗体的重链和轻链可变分别区(参见美国

专利申请公开号2019/0209611；通过引用并入本文)。在一些实施方案中，所述细胞外抗原

结合域包含由SEQ  ID  NO:29和SEQ  ID  NO:30所示的重链和轻链可变区CDR。

[0163] SEQ  ID  NO:29CLA  VH(重链可变区)

[0164] EVQLVESGGGLVQPGNSLKLSCSASGFTFSSYGMHWIRQAPGEGLDWVAYISSSSGTVYADAVKARFTI

SRDNAKNTLYLQLNSLKSEDTAIYYCARAQNWDLFDYWGQGVMVTVSS

[0165] SEQ  ID  NO:30CLA  VL(轻链可变区)

[0166] QIMLTQQAESLWISPGERVSITCRASQSLLYTDGKHYLSWYQQKPGQTTKALIYHASVRTDGVPTRFIG

SGSGTEFTLSIEHVQPEDFAIYYCLQTLKSPFTFGSGTKLEIK

[0167] 在一些实施方案中，scFV来源于CD142单克隆抗体并且包含分别由SEQ  ID  NO:31

和32所示的CD142单克隆抗体的重链和轻链可变区(参见美国专利申请公开号2019/

0209611，通过引用并入本文)。在一些实施方案中，所述细胞外抗原结合域包含由SEQ  ID 

NO:31和SEQ  ID  NO:32所示的重链和轻链可变区CDR。

[0168] SEQ  ID  NO:31CD142  VH(重链可变区)

[0169] QVQLKQSGPGLVQPSQSLSITCTVSGFSLSNYGVHWVRQSPGKGLEWLGVIWSGGSTDYNVAFISRLII

TKDNSKSQVFLKMNSLQADDTAIYFCARTTGSVFNAMDHWGQGTSVTVSS

[0170] SEQ  ID  NO:32CD142  VL(轻链可变区)

[0171] QIVLTQSPALMSASPGEKVTMTCSASSSVTYMYWYQQKPRSSPKPWIYLTSNLASGVPARFSGSGSGTS

YSLTISSVEAEDAATYYCQQWSSNPLTFGAGTKLELK

[0172] 在一些实施方案中，scFV来源于CD73单克隆抗体并且包含分别由SEQ  ID  NO:33和

34所示的CD73单克隆抗体的重链和轻链可变区(参见美国专利申请公开号2019/0209611，

通过引用并入本文)。在一些实施方案中，所述细胞外抗原结合域包含由SEQ  ID  NO:33和

SEQ  ID  NO:34所示的重链和轻链可变区CDR。

[0173] SEQ  ID  NO:33CD73  VH(重链可变区)

[0174] EVQLQQSGAELVKPGASVKLSCTASGFNIKDTYIHWVKQRPEQGLEWIGRIDPATGNTEYDPKFQGKAT

ITADTSSNTAYLHLSSLTSEDTAVYYCARGYYGSSYPPWFAYWGQGTLVTVSA

[0175] SEQ  ID  NO:34CD73  VL(轻链可变区)

[0176] DIVMTQSHKFMSTSVGDRVSITCKASQDVGSAVAWYQQKPGQSPKLLIYWASTRHTGVPDRFTGSGSGT

DFTLTISNVQSEDLADYFCQQYSSYPLTFGAGTKLELK

[0177] 在一些实施方案中，scFV来源于CD49c单克隆抗体并且包含分别由SEQ  ID  NO:35

说　明　书 25/56 页

30

CN 114466924 A

30



和36所示的CD49c单克隆抗体的重链和轻链可变区(参见美国专利申请公开号2019/

0209611；通过引用并入本文)。在一些实施方案中，所述细胞外抗原结合域包含由SEQ  ID 

NO:35和SEQ  ID  NO:36所示的重链和轻链可变区CDR。

[0178] SEQ  ID  NO:35CD49c  VH(重链可变区)

[0179] EVQLQQSGAELVKPGASVKLSCTASGFNIKDTYMHWVKQRPEQGLEWIGRIDPANGHTKYDPKFQGKAT

ITADTSSNAAYLQLNSLTSEDTAVYYCARRVAYAMDYWGQGTSVTVSS

[0180] SEQ  ID  NO:36CD49c  VL(轻链可变区)

[0181] ENVLTQSPAIMSASPGEKVTMTCSASSSVTYMHWYQQKSSTSPKLWIYDTSKLASGVPGRFSGSGSGNS

YSLTISSMEAEDVATYCCFQGSGYPLTFGGGTKLEIK

[0182] 在一些实施方案中，scFV来源于CD66c单克隆抗体并且包含分别由SEQ  ID  NO:37

和38所示的CD66c单克隆抗体的重链和轻链可变区(参见美国专利申请公开号2019/

0209611，通过引用并入本文)。在一些实施方案中，所述细胞外抗原结合域包含SEQ  ID  NO:

37和SEQ  ID  NO:38所示的重链和轻链可变区CDR。

[0183] SEQ  ID  NO:37CD66c  VH(重链可变区)

[0184] QVTLKESGPGILKPSQTLSLTCSFSGFSLSTSGMGVGWIRQPSGKSLEWLAHIWWNDERYYNPSLKNQL

TISKDTSRNQVFLKITSVDTADTATYYCARSPRGYFDYWGHGTTLTVSS

[0185] SEQ  ID  NO:38CD66c  VL(轻链可变区)

[0186] DIVMTQSQKFMSTSVGDRVSVTCKASQNVVTNVAWYQQTPGQSPKALIYSASYRYSGVPDRFSGSGSGT

DFTLTISNVQSGDLAEYFCQQYNSYPLTFGAGTKLELK

[0187] 在一些实施方案中，scFV来源于CD104单克隆抗体并且包含分别由SEQ  ID  NO:39

和40所示的CD104单克隆抗体的重链和轻链可变区(参见美国专利申请公开号2019/

0209611；通过引用并入本文)。在一些实施方案中，所述细胞外抗原结合域包含SEQ  ID  NO:

39和SEQ  ID  NO:40所示的重链和轻链可变区CDR。

[0188] SEQ  ID  NO:39CD104  VH(重链可变区)

[0189] QVNLLQSGAALVKPGASVKLSCKASGYTFTDYYIFWVKQSHGKSLEWIGYINPNSGSTNYNEKFKRKAT

LSVDKSTNTAYMELSRLTSEDSATYYCTRRAYYGYNPFDYWGQGVMVTVSS

[0190] SEQ  ID  NO:40CD104  VL(轻链可变区)

[0191] DIQMTQTPSSMPASLGERVTISCRASRGINNYLSWYQQNLDGTIKPLIYYTSNLQSGVPSRFSGSGSGT

DYSLTISSLEPEDFAMYYCQQYDSSPWTFGGGTKLELK

[0192] 在一些实施方案中，scFV来源于CD318单克隆抗体并且包含分别由SEQ  ID  NO:41

和SEQ  ID  NO:42所示的CD318单克隆抗体的重链和轻链可变区(参见美国专利申请公布号

2019/0209611；通过引用并入本文)。在一些实施方案中，所述细胞外抗原结合域包含SEQ 

ID  NO:41和SEQ  ID  NO:42所示的重链和轻链可变区CDR。

[0193] SEQ  ID  NO:41CD318  VH(重链可变区)

[0194] EVQLQQSGAELVRPGALVKLSCKASGFNIKDYYIHWVKQRPEQGLEWIGWIDPENGHTIYDPKFQGKAS

ITADTSSNTAYLQLSSLTSEDTAVYYCARLTGTTYAMDYWGQGTSVTVSS

[0195] SEQ  ID  NO:42CD318  VL(轻链可变区)

[0196] DIVMTQSHKFMSTSVGDRVSITCKASQDVSTAVAWYQQKSGQSPKLLIYWASTRHTGVPDRFTGSGSGT

DYTLTISVQAEDLALYYCQQHYSTPYTFGGGTKLEIK
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[0197] 在一些实施方案中，scFV来源于TSPAN8单克隆抗体并且包含分别由SEQ  ID  NO:43

和44所示的TSPAN8单克隆抗体的重链和轻链可变区(参见美国专利申请公开号2019/

0209611；通过引用并入本文)。在一些实施方案中，所述细胞外抗原结合域包含由SEQ  ID 

NO:43和SEQ  ID  NO:44所示的重链和轻链可变区CDR。

[0198] SEQ  ID  NO:43TSPAN8  VH(重链可变区)

[0199] EVKLLESGGGLVQPGGSMRLSCAASGFTFTDFYMNWIRQPAGKAPEWLGFIRNKASGYTTEYNPSVKGR

FTISRDNTQNMLYLQMNTLRAEDTATYYCARAHSYYGYDYFDYWGQGVMVTVSS

[0200] SEQ  ID  NO:44TSPAN8  VL(轻链可变区)

[0201] DIQMTQSPASLSASLEEIVTITCQASQDIGNWLSWYQQKPGKSPQLLIYGATSLADGVPSRFSGSRSGT

QYSLKISRLQVEDIRIYYCLQAYSAPWTFGGGTKLELK

[0202] 在一些实施方案中，针对CLA的scFV具有由SEQ  ID  NO:45或SEQ  ID  NO:46所示的

氨基酸序列(参见美国专利申请公开号2019/0209611；通过引用并入本文)。

[0203] SEQ  ID  NO:45CLA特异性scFv  VH‑连接肽‑VL

[0204] EVQLVESGGGLVQPGNSLKLSCSASGFTFSSYGMHWIRQAPGEGLDWVAYISSSSGTVYADAVKARFTI

SRDNAKNTLYLQLNSLKSEDTAIYYCARAQNWDLFDYWGQGVMVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSQIMLTQQAESLWIS

PGERVSITCRASQSLLYTDGKHYLSWYQQKPGQTTKALIYHASVRTDGVPTRFIGSGSGTEFTLSIEHVQPEDFAIY

YCLQTLKSPFTFGSGTKLEIK

[0205] SEQ  ID  NO:46CLA特异性scFv  VL‑连接肽‑VH

[0206] QIMLTQQAESLWISPGERVSITCRASQSLLYTDGKHYLSWYQQKPGQTTKALIYHASVRTDGVPTRFIG

SGSGTEFTLSIEHVQPEDFAIYYCLQTLKSPFTFGSGTKLEIKGGGGGSGGGGSGGGGSEVQLVESGGGLVQPGNSL

KLSCSASGFTFSSYGMHWIRQAPGEGLDWVAYISSSSGTVYADAVKARFTISRDNAKNTLYLQLNSLKSEDTAIYYC

ARAQNWDLFDYWGQGVMVTVSS

[0207] 在一些实施方案中，针对CD142的scFV具有由SEQ  ID  NO:47或SEQ  ID  NO:48所示

的氨基酸序列(参见美国专利申请公开号2019/0209611；通过引用并入本文)。

[0208] SEQ  ID  NO:47CD142特异性CAR序列VH‑连接肽‑VL

[0209] QVQLKQSGPGLVQPSQSLSITCTVSGFSLSNYGVHWVRQSPGKGLEWLGVIWSGGSTDYNVAFISRLII

TKDNSKSQVFLKMNSLQADDTAIYFCARTTGSVFNAMHWGQGTSVTVSSGGGGGSGGGGSGGGGSQIVLTQSPALMS

ASPGEKVTMTCSASSSVTYMYWYQQKPRSSPKPWIYLTSNLASGVPARFSGSGSGTSYSLTISSVEAEDAATYYCQQ

WSSNPLTFGAGTKLELK

[0210] SEQ  ID  NO:48CD142特异性CAR序列VL‑连接肽‑VH

[0211] QIVLTQSPALMSASPGEKVTMTCSASSSVTYMYWYQQKPRSSPKPWIYLTSNLASGVPARFSGSGSGTS

YSLTISSVEAEDAATYYCQQWSSNPLTFGAGTKLELKGGGGSGGGGSGGGGGSQVQLKQSGPGLVQPSQSLSITCTV

SGFSLSNYGVHWVRQSPGKGLEWLGVIWSGGSTDYNVAFISRLIITKDNSKSQVFLKMNSLQADDTAIYFCARTTGS

VFNAMDHWGQGTSVTVSS

[0212] 在一些实施方案中，针对CD73的scFV具有由SEQ  ID  NO:49或SEQ  ID  NO:50所示的

氨基酸序列(参见美国专利申请公开号2019/0209611；通过引用并入本文)。

[0213] SEQ  ID  NO:49CD73特异性CAR序列VH‑连接肽‑VL

[0214] EVQLQQSGAELVKPGASVKLSCTASGFNIKDTYIHWVKQRPEQGLEWIGRIDPATGNTEYDPKFQGKAT

ITADTSSNTAYLHLSSLTSEDTAVYYCARGYYGSSYPPWFAYWGQGTLVTVSAGGGGSGGGGSGGGGSDIVMTQSHK
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FMSTSVGDRVSITCKASQDVGSAVAWYQQKPGQSPKLLIYWASTRHTGVPDRFTGSGSGTDFTLTISNVQSEDLADY

FCQQYSSYPLTFGAGTKLELK

[0215] SEQ  ID  NO:50CD73特异性CAR序列VL‑连接肽‑VH

[0216] DIVMTQSHKFMSTSVGDRVSITCKASQDVGSAVAWYQQKPGQSPKLLIYWASTRHTGVPDRFTGSGSGT

DFTLTISNVQSEDLADYFCQQYSSYPLTFGAGTKLELKGGGGGSGGGGSGGGGSEVQLQQSGAELVKPGASVKLSCT

ASGFNIKDTYIHWVKQRPEQGLEWIGRIDPATGNTEYDPKFQGKATITADTSSNTAYLHLSSLTSEDTAVYYCARGY

YGSSYPPWFAYWGQGTLVTVSA

[0217] 在一些实施方案中，针对CD49c的scFV具有SEQ  ID  NO:51或SEQ  ID  NO:52所示的

氨基酸序列(参见美国专利申请公开号2019/0209611；通过引用并入本文)。

[0218] SEQ  ID  NO:51CD49c特异性CAR序列VH‑连接肽‑VL

[0219] EVQLQQSGAELVKPGASVKLSCTASGFNIKDTYMHWVKQRPEQGLEWIGRIDPANGHTKYDPKFQGKAT

ITADTSSNAAYLQLNSLTSEDTAVYYCARRVAYAMDYWGQGTSVTVSSGGGGGSGGGGSGGGGSENVLTQSPAIMSA

SPGEKVTMTCSASSSVTYMHWYQQKSSTSPKLWIYDTSKLASGVPGRFSGSGSGNSYSLTISSMEAEDVATYCCFQG

SGYPLTFGGGTKLEIK

[0220] SEQ  ID  NO:52CD49c特异性CAR序列VL‑连接肽‑VH

[0221] ENVLTQSPAIMSASPGEKVTMTCSASSSVTYMHWYQQKSSTSPKLWIYDTSKLASGVPGRFSGSGSGNS

YSLTISSMEAEDVATYCCFQGSGYPLTFGGGTKLEIKGGGGGSGGGGSGGGGSEVQLQQSGAELVKPGASVKLSCTA

SGFNIKDTYMHWVKQRPEQGLEWIGRIDPANGHTKYDPKFQGKATITADTSGTSNAAYLQLNSLTSEDTAVYYCARR

VAYAMDYWGQGTSVTVSS

[0222] 在一些实施方案中，针对CD66c的scFV具有由SEQ  ID  NO:53或SEQ  ID  NO:54所示

的氨基酸序列(参见美国专利申请公开号2019/0209611；通过引用并入本文)。

[0223] SEQ  ID  NO:53CD66c特异性CAR序列VH‑连接肽‑VL

[0224] QVTLKESGPGILKPSQTLSLTCSFSGFSLSTSGMGVGWIRQPSGKSLEWLAHIWWNDERYYNPSLKNQL

TISKDTSRNQVFLKITSVDTTADTATYYCARSPRGYFDYWGHGTTLTVSSGGGGSGGGGSGGGGSDIVMTQSQKFMS

TSVGDRVSVTCKASQNVVTNVAWYQQTPGQSPKALIYSASYRYSGVPDRFSGSGSGTDFTLTISNVQSGDLAEYFCQ

QYNSYPLTFGAGTKLELK

[0225] SEQ  ID  NO:54CD66c特异性CAR序列VL‑连接肽‑VH

[0226] DIVMTQSQKFMSTSVGDRVSVTCKASQNVVTNVAWYQQTPGQSPKALIYSASYRYSGVPDRFSGSGSGT

DFTLTISNVQSGDLAEYFCQQYNSYPLTFGAGTKLELKGGGGGSGGGGSGGGGSQVTLKESGPGILKPSQTLSLTCS

FSGFSLSTSGMGVGWIRQPSGKSLEWLAHIWWNDERYYNPSLKNQLTISKDTSRNQVFLKITSVDTADTATYYCARS

PRGYFDYWGHGTTLTVSS

[0227] 在一些实施方案中，针对CD104的scFV具有由SEQ  ID  NO:55或SEQ  ID  NO:56所示

的氨基酸序列(参见美国专利申请公开号2019/0209611；通过引用并入本文)。

[0228] SEQ  ID  NO:55CD104特异性CAR序列VH‑连接肽‑VL

[0229] QVNLLQSGAALVKPGASVKLSCKASGYTFTDYYIFWVKQSHGKSLEWIGYINPNSGSTNYNEKFKRKAT

LSVDKSTNTAYMELSRLTSEDSATYYCTRRAYYGYNPFDYWGQGVMVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSDIQMTQTPSSM

PASLGERVTISCRASRGINNYLSWYQQNLDGTIKPLIYYTSNLQSGVPSRFSGSGSGTDYSLTISSLEPEDFAMYYC

QQYDSSPWTFGGGTKLELK

[0230] SEQ  ID  NO:56CD104特异性CAR序列VL‑连接肽‑VH
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[0231] DIQMTQTPSSMPASLGERVTISCRASRGINNYLSWYQQNLDGTIKPLIYYTSNLQSGVPSRFSGSGSGT

DYSLTISSLEPEDFAMYYCQQYDSSPWTFGGGTKLELKGGGGGSGGGGSGGGGSQVNLLQSGAALVKPGASVKLSCK

ASGYTFTDYYIFWVKQSHGKSLEWIGYINPNSGSTNYNEKFKRKATLSVDKRASSNTAYMELSRLTSEDSATYYCTR

RAYYGYNPFDYWGQGVMVTVSS

[0232] 在一些实施方案中，针对CD318的scFV具有由SEQ  ID  NO:57或SEQ  ID  NO:58所示

的氨基酸序列(参见美国专利申请公开号2019/0209611；通过引用并入本文)。

[0233] SEQ  ID  NO:57CD318特异性CAR序列VH‑连接肽‑VL

[0234] EVQLQQSGAELVRPGALVKLSCKASGFNIKDYYIHWVKQRPEQGLEWIGWIDPENGHTIYDPKFQGKAS

ITADTSSNTAYLQLSSLTSEDTAVYYCARLTGTTYAMDYWGQGTSVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSDIVMTQSHKFMS

TSVGDRVSITCKASQDVSTAVAWYQQKSGQSPKLLIYWASTRHTGVPDRFTGSGSGTDYTLTISSVQAEDLALYYCQ

QHYSTPYTFGGGTKLEIK

[0235] SEQ  ID  NO:58CD318特异性CAR序列VL‑连接肽‑VH

[0236] DIVMTQSHKFMSTSVGDRVSITCKASQDVSTAVAWYQQKSGQSPKLLIYWASTRHTGVPDRFTGSGSGT

DYTLTSVQAEDLALYYCQQHYSTPYTFGGGTKLEIKGGGGGSGGGGSGGGGSEVQLQQSGAELVRPGALVKLSCKAS

GFNIKDYYIHWVKQRPEQGLEWIGWIDPENGHTIYDPKFQGKASITADTSSNTAYLQLSSLTSEDTAVYYCARLTGT

TYAMDYWGQGTSVTVSS

[0237] 在一些实施方案中，针对TSPAN8的scFV具有由SEQ  ID  NO:59或SEQ  ID  NO:60所示

的氨基酸序列(参见美国专利申请公开号2019/0209611；通过引用并入本文)。

[0238] SEQ  ID  NO:59TSPAN8特异性CAR序列VH‑连接肽‑VL

[0239] EVKLLESGGGLVQPGGSMRLSCAASGFTFTDFYMNWIRQPAGKAPEWLGFIRNKASGYTTEYNPSVKGR

FTISRDNTQNMLYLQMNTLRAEDTATYYCARAHSYYGYDYFDYWGQGVMVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSDIQMTQSP

ASLSASLEEIVTITCQASQDIGNWLSWYQQKPGKSPQLLIYGATSLADGVPSRFSGSRSGTQYSLKISRLQVEDIRI

YYCLQAYSAPWTFGGGTKLELK

[0240] SEQ  ID  NO:60TSPAN8特异性CAR序列VL‑连接肽‑VH

[0241] DIQMTQSPASLSASLEEIVTITCQASQDIGNWLSWYQQKPGKSPQLLIYGATSLADGVPSRFSGSRSGT

QYSLKISRLQVEDIRIYYCLQAYSAPWTFGGGTKLELKGGGGGSGGGGSGGGGSEVKLLESGGGLVQPGGSMRLSCA

ASGFTFTDFYMNWIRQPAGKAPEWLGFIRNKASGYTTEYNPSVKGRFTISRDNTQNMLYLQMNTLRAEDTATYYCAR

AHSYYGYDYFDYWGQGVMVTVSS

[0242] CAR的跨膜域

[0243] 在一些实施方案中，所述CAR的跨膜域包含跨越至少一部分膜的疏水性α螺旋。不

同的跨膜域使得受体稳定性不同。在抗原识别后，受体聚集并将信号传递给细胞。所述CAR

的跨膜域可以包含例如CD8多肽、CD28多肽、CD3zeta多肽、CD4多肽、4‑1BB多肽、OX40多肽、

ICOS多肽、NKG2D多肽、合成肽(不基于与免疫反应相关的蛋白质)或它们的组合。

[0244] 在某些实施方案中，所述跨膜域包含CD8多肽。在某些实施方案中，所述CD8多肽具

有的氨基酸序列与NCBI参考编号为NP_001139345.1，SEQ  ID  NO:7的序列(本文中的序列同

一性可以使用标准软件如BLAST或FASTA确定)或其片段至少约85％、约90％、约95％、约

96％、约97％、约98％、约99％或约100％相同，和/或可任选地包含至多一个或至多两个或

至多三个保守氨基酸取代。如本文所用，“保守氨基酸取代”是指氨基酸取代，其中一个氨基

酸被另一个在电子方面相似的氨基酸取代。例如，具有疏水侧链的氨基酸可以取代同样具
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有疏水侧链的不同氨基酸(例如，亮氨酸取代异亮氨酸，丙氨酸取代缬氨酸等)；具有酸性链

的氨基酸可以取代也具有酸性侧链的不同氨基酸(例如，天冬氨酸取代谷氨酸等)；具有碱

性链的氨基酸可以取代同样具有碱性侧链的不同氨基酸(例如，赖氨酸取代精氨酸等)；并

且具有极性侧链的氨基酸可以取代同样具有极性侧链的不同氨基酸(例如，丝氨酸取代苏

氨酸等)。在某些实施方案中，所述CD8多肽具有的氨基酸序列可以是SEQ  ID  NO:7的连续部

分，其长度为至少20个氨基酸，或至少30个氨基酸，或至少40个氨基酸，或至少50个氨基酸，

和至多235个氨基酸。备选地或附加地，在非限制性的各种实施方案中，所述CD8多肽包含或

具有SEQ  ID  NO:7的氨基酸1至235、1至50、50至100、100至150、150至200或200至235的氨基

酸序列。在某些实施方案中，CAR包含跨膜域，其包含人CD8多肽，所述人CD8多肽包含SEQ  ID 

NO:7的氨基酸137至209的氨基酸序列。

[0245] SEQ  ID  NO:7：

[0246] MALPVTALLLPLALLLHAARPSQFRVSPLDRTWNLGETVELKCQVLLSNPTSGCSWLFQPRGAAASPTF

LLYLSQNKPKAAEGLDTQRFSGKRLGDTFVLTLSDFRRENEGYYFCSALSNSIMYFSHFVPVFLPAKPTTTPAPRPP

TPAPTIASQPLSLRPEACRPAAGGAVHTRGLDFACDIYIWAPLAGTCGVLLLSLVITLYCNHRNRRRVCKCPRPVVK

SGDKPSLSARYV

[0247] 在某些实施方案中，所述CD8多肽具有的氨基酸序列与NCBI参考编号为

AAA92533.1，SEQ  ID  NO:8的序列或其片段至少约85％、约90％、约95％、约96％、约97％、约

98％、约99％或约100％相同，和/或可以任选地包含至多一个或至多两个或至多三个保守

氨基酸取代。在某些实施方案中，所述CD8多肽具有的氨基酸序列可以是SEQ  ID  NO:8的连

续部分，其长度为至少约20个氨基酸，或至少约30个氨基酸，或至少约40个氨基酸，或至少

约50个氨基酸，或为至少约60个氨基酸，或至少约70个氨基酸，或至少约100个氨基酸，或至

少约200个氨基酸，以及至多247个氨基酸。备选地或附加地，在非限制性的各种实施方案

中，所述CD8多肽包含或具有SEQ  ID  NO:8的氨基酸1至247、1至50、50至100、100至150、150

至200、151至219或200至247的氨基酸序列。在某些实施方案中，所述CAR包含跨膜域，其包

含鼠CD8多肽，所述鼠CD8多肽包含SEQ  ID  NO:8的氨基酸151至219的氨基酸序列。

[0248] SEQ  ID  NO:8：

[0249] MASPLTRELSLNLLLMGESIILGSGEAKPQAPELRIFPKKMDAELGQKVDLVCEVLGSVSQGCSWLFQN

SSSKLPQPTFVVYMASSHNKITWDEKLNSSKLFSAVRDTNNKYVLTLNKFSKENEGYYFCSVISNSVMYFSSVVPVL

QKVNSTTTKPVLRTPSPVHPTGTSQPQRPEDCRPRGSVKGTGLDFACDIYIWAPLAGICVAPLLSLIITLICYHRSR

KRVCKCPRPLVRQEGKPRPSEKIV

[0250] 在某些实施方案中，所述CD8多肽包含或具有由SEQ  ID  NO:9所示的氨基酸序列。

[0251] SEQ  ID  NO:9：

[0252] STTTKPVLRTPSPVHPTGTSQPQRPEDCRPRGSVKGTGLDFACDIYIWAPLAGICVALLLSLIITLICY

[0253] 在某些实施方案中，CAR的跨膜域包含CD28多肽。所述CD28多肽具有的氨基酸序列

可以与NCBI参考编号为P10747或NP_006130(SEQ  ID  NO:10)的序列或其片段至少约85％、

约90％、约95％、约96％、约97％、约98％、约99％或100％相同，和/或可任选地包含至多一

个或至多两个或至多三个保守氨基酸取代。在非限制性的某些实施方案中，所述CD28多肽

具有的氨基酸序列可以是SEQ  ID  NO:10的连续部分，其长度为至少20个氨基酸，或至少30

个氨基酸，或至少40个氨基酸，或至少50个氨基酸，以及至多220个氨基酸。备选地或附加
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地，在非限制性的各种实施方案中，所述CD28多肽具有SEQ  ID  NO:10的氨基酸1至220、1至

50、50至100、100至150、114至220、150至200或200至220的氨基酸序列。在某些实施方案中，

包含在目前公开的CAR跨膜域中的CD28多肽具有SEQ  ID  NO:10氨基酸153至179的氨基酸序

列。

[0254] SEQ  ID  NO:10：

[0255] MLRLLLALNLFPSIQVTGNKILVKQSPMLVAYDNAVNLSCKYSYNLFSREFRASLHKGLDSAVEVCVVY

GNYSQQLQVYSKTGFNCDGKLGNESVTFYLQNLYVNQTDIYFCKIEVMYPPPYLDNEKSNGTIIHVKGKHLCPSPLF

PGPSKPFWVLVVVGGVLACYSLLVTVAFIIFWVRSKRSRLLHSDYMNMTPRRPGPTRKHYQPYAPPRDFAAYRS

[0256] 在某些实施方案中，CAR的跨膜域包含NKG2D多肽。所述NKG2D多肽具有的氨基酸序

列可以与NCBI参考编号为NP_0031386.2(SEQ  ID  NO:66)的序列或其片段至少约85％、约

90％、约95％、约96％、约97％、约98％、约99％或100％相同，和/或可任选地包含至多一个

或至多两个或至多三个保守氨基酸取代。在非限制性的某些实施方案中，所述NKG2D多肽具

有的氨基酸序列可以是SEQ  ID  NO:66的连续部分，其长度为至少20个氨基酸，或至少30个

氨基酸，或至少40个氨基酸，或至少50个氨基酸，以及至多216个氨基酸。在某些实施方案

中，所述NKG2D多肽包含SEQ  ID  NO:10的跨膜域(例如，氨基酸52‑72)。

[0257] SEQ  ID  NO:66：

[0258] MGWIRGRRSRHSWEMSEFHNYNLDLKKSDFSTRWQKQRCPVVKSKCRENASPFFFCCFIAVAMGIRFII

MVTIWSAVFLNSLFNQEVQIPLTESYCGPCPKNWICYKNNCYQFFDESKNWYESQASCMSQNASLLKVYSKEDQDLL

KLVKSYHWMGLVHIPTNGSWQWEDGSILSPNLLTIIEMQKGDCALYASSFKGYIENCSTPNTYICMQRTV

[0259] 在一些实施方案中，CAR的跨膜域包含CD3zeta(CD3ζ)多肽。所述CD3zeta多肽的跨

膜域具有的氨基酸序列可以与NCBI参考编号为NP_932170(SEQ  ID  NO:11)、SEQ  ID  NO:12

或SEQ  ID  NO:13所示的CD3zeta跨膜域序列至少约85％、约90％、约95％、约96％、约97％、

约98％、约99％或100％相同，和/或可任选地包含至多一个或至多两个或至多三个保守氨

基酸取代。

[0260] 在一些实施方案中，CAR的跨膜域包含CD4多肽。所述CD4多肽的跨膜域具有的氨基

酸序列可以与NCBI参考编号为NP_000607.1、NP_001181943.1或NP_001181946.1(各自通过

引用并入本文)所示的CD4跨膜域的序列至少约85％、约90％、约95％、约96％、约97％、约

98％、约99％或100％相同，和/或可任选地包含至多一个或至多两个或至多三个保守氨基

酸取代。

[0261] 在一些实施方案中，CAR的跨膜域包含4‑1BB多肽。所述4‑1BB多肽的跨膜域具有的

氨基酸序列可以与NCBI参考编号为P41273(通过引用并入本文)或NP_001552 .2(SEQ  ID 

NO:18)所示的4‑1BB跨膜域的序列至少约85％、约90％、约95％、约96％、约97％、约98％、约

99％或100％相同，和/或可以任选地包含至多一个或至多两个或至多三个保守氨基酸取

代。

[0262] 在一些实施方案中，CAR的跨膜域包含OX40多肽。所述OX40多肽的跨膜域具有的氨

基酸序列可以与NCBI参考编号为NP_003318.1(通过引用并入本文)所示的OX40跨膜域的序

列至少约85％、约90％、约95％、约96％、约97％、约98％、约99％或100％相同，和/或可以任

选地包含至多一个或至多两个或至多三个保守氨基酸取代。

[0263] 在一些实施方案中，CAR的跨膜域包含ICOS多肽。所述ICOS多肽的跨膜域具有的氨
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基酸序列可以与NCBI参考编号为NP_036224.1(通过引用并入本文)所示的ICOS跨膜域的序

列至少约85％、约90％、约95％、约96％、约97％、约98％、约99％或100％相同，和/或可任选

地包含至多一个或至多两个或至多三个保守氨基酸取代。

[0264] 间隔区

[0265] 在某些非限制性实施方案中，CAR还可包含将所述细胞外抗原结合域与所述跨膜

域连接的间隔区。所述间隔区可以足够灵活以使得所述抗原结合域取向为不同方向以促进

抗原识别。所述间隔区可以是IgG1(GenPept参考编号：P01857.1，通过引用并入本文)的铰

链区，或免疫球蛋白(例如,IgG4(GenPept参考编号：P01861.1，通过引用并入本文)的CH2CH3
区和CD3的一部分、CD28多肽的一部分(例如，SEQ  ID  NO:10的一部分)、CD8多肽的一部分

(例如，SEQ  ID  NO:7的一部分，或SEQ  ID  NO:8的一部分)，前述任一种的变体(与其至少约

80％、至少约85％、至少约90％或至少约95％相同)，或合成的间隔序列。

[0266] CAR的细胞内信号传导域

[0267] 在某些非限制性实施方案中，所述CAR的细胞内信号传导域可以包含CD3zeta(CD3

ζ)多肽，其可以激活或刺激细胞(例如，淋巴谱系的细胞，例如，NK细胞)。CD3ζ包含3个基于

免疫受体酪氨酸的激活基序(ITAM)，并在结合抗原后将激活信号传递给所述细胞(例如，淋

巴谱系的细胞，例如NK细胞)。在某些实施方案中，所述CD3zeta多肽具有的氨基酸序列与

NCBI参考编号为NP_932170(SEQ  ID  NO:11)的序列或其片段至少约85％、约90％、约95％、

约96％、约97％、约98％、约99％或约100％相同，和/或可任选地包含至多一个或至多两个

或至多三个保守氨基酸取代。在某些非限制性实施方案中，所述CD3ζ多肽包含或具有的氨

基酸序列是SEQ  ID  NO:11的连续部分，其长度为至少20个氨基酸，或至少30个氨基酸，或至

少40个氨基酸，或至少50个氨基酸，和至多164个氨基酸。备选地或附加地，在非限制性各种

实施方案中，所述CD3zeta多肽包含或具有SEQ  ID  NO:11的氨基酸1至164、1至50、50至100、

100至150或150至164的氨基酸序列。在某些实施方案中，所述CD3ζ多肽包含或具有SEQ  ID 

NO:11的氨基酸52至164的氨基酸序列。

[0268] SEQ  ID  NO:11：

[0269] MKWKALFTAAILQAQLPITEAQSFGLLDPKLCYLLDGILFIYGVILTALFLRVKFSRSADAPAYQQGQN

QLYNELNLGRREEYDVLDKRRGRDPEMGGKPQRRKNPQEGLYNELQKDKMAEAYSEIGMKGERRRGKGHDGLYQGLS

TATKDTYDALHMQALPPR

[0270] 在某些实施方案中，所述CD3zeta多肽具有的氨基酸序列与NCBI参考编号为NP_

001106864 .2(SEQ  ID  NO:12)的序列或其片段至少约85％、约90％、约95％、约96％、约

97％、约98％、约99％或约100％相同，和/或可任选地包含至多一个或至多两个或至多三个

保守氨基酸取代。在某些非限制性实施方案中，所述CD3zeta多肽具有的氨基酸序列可以是

SEQ  ID  NO:12的连续部分，其长度为至少约20个氨基酸，或至少约30个氨基酸，或至少约40

个氨基酸，或至少约50个氨基酸，或至少约90个氨基酸，或至少约100个氨基酸，以及至多

188个氨基酸。备选地或附加地，在非限制性的各种实施方案中，所述CD3ζ多肽包含或具有

SEQ  ID  NO:12的氨基酸1至164、1至50、50至100、52至142、100至150或150至188的氨基酸序

列。在某些实施方案中，所述CD3zeta多肽包含或具有SEQ  ID  NO:12的氨基酸52至142的氨

基酸序列。

[0271] SEQ  ID  NO:12：
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[0272] MKWKVSVLACILHVRFPGAEAQSFGLLDPKLCYLLDGILFIYGVIITALYLRAKFSRSAETAANLQDPN

QLYNELNLGRREEYDVLEKKRARDPEMGGKQRRRNPQEGVYNALQKDKMAEAYSEIGTKGERRRGKGHDGLYQDSHF

QAVQFGNRREREGSELTRTLGLRARPKACRHKKPLSLPAAVS

[0273] 在某些实施方案中，所述CD3zeta多肽包含或具有由SEQ  ID  NO:13所示的氨基酸

序列。

[0274] SEQ  ID  NO:13：

[0275] RAKFSRSAETAANLQDPNQLYNELNLGRREEYDVLEKKRARDPEMGGKQQRRRNPQEGVYNALQKDKMA

EAYSEIGTKGERRRGKGHDGLYQGLSTATKDTYDALHMQTLAPR

[0276] 在某些非限制性实施方案中，所述CAR的细胞内信号传导域还包含至少一个共刺

激信号传导区。在某些实施方案中，所述共刺激区包含至少一种可以最佳激活淋巴细胞的

共刺激分子。如本文所用，“共刺激分子”是指淋巴细胞对抗原的有效反应所需的除抗原受

体或其配体以外的细胞表面分子。所述至少一个共刺激信号传导区可以包括，例如，CD28多

肽、4‑1BB多肽、OX40多肽、ICOS多肽、DAP‑10多肽、DAP‑12多肽、2B4多肽，或它们的组合。所

述共刺激分子可以与共刺激配体结合，该配体是一种在细胞表面表达的蛋白质，在与其受

体结合后会产生共刺激反应，即，影响当抗原与其CAR分子结合时产生刺激的细胞内反应。

共刺激配体包括但不限于CD80、CD86、CD70、OX40L和4‑1BBL。作为一个示例，4‑1BB配体(即，

4‑1BBL)可以结合4‑1BB(也称为“CD137”)以提供细胞内信号，该信号与CAR信号结合诱导NK

细胞的效应细胞功能。包含细胞内信号传导域的CAR公开于美国专利号7,446,190中(通过

引用并入本文)，该细胞内信号传导域包含共刺激信号传导区，其包含4‑1BB、ICOS或DAP‑

10；(即编码4‑1BB的核苷酸序列由SEQ  ID  NO:15中所示并且所述蛋白质序列在NP_

001551 .2中所示；编码ICOS的核苷酸序列在SEQ  ID  NO:16中所示并且所述蛋白质序列由

NP_036224.1中所示，编码DAP‑10的核苷酸序列由SEQ  ID  NO:17中所示，并且所述蛋白质序

列在NP_055081.1中所示)，美国专利号7,446,190和参考蛋白质序列的全部内容通过引用

并入本文。

[0277] SEQ  ID  NO:15‑4‑1BB

[0278] ATGGGAAACAGCTGTTACAACATAGTAGCCACTCTGTTGCTGGTCCTCAACTTTGAGAGGACAAGATCA

TTGCAGGATCCTTGTAGTAACTGCCCAGCTGGTACATTCTGTGATAATAACAGGAATCAGATTTGCAGTCCCTGTCC

TCCAAATAGTTTCTCCAGCGCAGGTGGACAAAGGACCTGTGACATATGCAGGCAGTGTAAAGGTGTTTTCAGGACCA

GGAAGGAGTGTTCCTCCACCAGCAATGCAGAGTGTGACTGCACTCCAGGGTTTCACTGCCTGGGGGCAGGATGCAGC

ATGTGTGAACGGATTGTAAACAAGGTCAAGAACTGACAAAAAAAGGTTGTAAAGACTGTTGCTTTGGGACATTTAAC

GATCAGAAACGTGGCATCTGTCGACCCTGGACAAACTGTTCTTTGGATGGAAAGTCTGTGCTTGTGAATGGGACGAA

GGAGAGGGACGTGGTCTGTGGACCATCTCCAGCCGACCTCTCTCCGGGAGCATCCTCTGTGACCCCGCCTGCCCCTG

CGAGAGAGCCAGGACACTCTCCGCAGATCATCTCCTTCTTTCTTGCGCTGACGTCGACTGCGTTGCTCTTCCTGCTG

TTCTTCCTCACGCTCCGTTTCTCTGTTGTTAAACGGGGCAGAAAGAAACTCCTGTATATATTCAAACAACCATTTAT

GAGACCAGTACAAACTACTCAAGAGGAAGATGGCTGTAGCTGCCGATTTCCAGAAGAAGAAGAAGGAGGATGTGAAC

TGTGA

[0279] SEQ  ID  NO:16‑ICOS

[0280] ATGAAGTCAGGCCTCTGGTATTTCTTTCTCTTCTGCTTGCGCATTAAAGTTTTAACAGGAGAAATCAAT

GGTTCTGCCAATTATGAGATGTTTATATTTCACAACGGAGGTGTACAAATTTTATGCAAATATCCTGACATTGTCCA
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GCAATTTAAAATGCAGTTGCTGAAAAGGGGGGCAAATACTCTGCGATCTCACTAAGACAAAAGGAAGTGGAAACACA

GTGTCCATTAAGAGTCTGAAATTCTGCCATTCTCAGTTATCCAACAACAGTGTCTCTTTTTTTCTACAACCTTGGAC

CATTCTCATGCCAACTATTACTTCTGCAACCTATCAATTTTTGATCCTCCTCCTTTTAAAGTAACTCTTACAGGAGG

ATATTTGCATATTTATGAAATCACAACTTTGTTGCCAGCTGAAGTTCTGGTTACCCATAGGATGTGCAGCCTTTGTT

GTAGTCTGCATTTTGGGATGCATACTTATTTGTTGGCTTACAAAAAAGAAGTATTCATCCAGTGTGCACGACCCTAA

CGGTGAATACATGTTCATGAGAGCAGTGAACACAGCCAAAAAATCTAGACTCACAGATGTGACCCTATAA

[0281] SEQ  ID  NO:17‑DAP‑10

[0282] ATGATCCATCTGGGTCACATCCTCTTCCTGCTTTTGCTCCCAGTGGCTGCAGCTCAGACGACCCCAGGA

GAGAGATCATCACTCCCTGCCTTTTACCCTGGCACTTCAGGCTCCTGTTCCGGATGTGGGTCCCTCTCTCTGCCGCT

CCTGGCAGGCCTCGTGGCTGCTGATGCGGTGGCATCGCTGCTCATCGTGGGGGCGGTGTTCCTGTGCGCACGCCCAC

GCCGCAGCCCCGCCCAAGAAGATGGCAAAGTCTACATCAACATGCCAGGCAGGGGCTGA

[0283] 在某些实施方案中，所述CAR的细胞内信号传导域包含共刺激信号传导区，其包含

CD28多肽。所述CD28多肽具有的氨基酸序列可以与NCBI参考编号为P10747(通过引用并入

本文)或NP_006130(SEQ  ID  NO:10)的序列或其片段至少约85％、约90％、约95％、约96％、

约97％、约98％、约99％或100％相同，和/或可任选地包含至多一个或至多两个或至多三个

保守氨基酸取代。在非限制性的某些实施方案中，所述CD28多肽具有的氨基酸序列是SEQ 

ID  NO:10的连续部分，其长度为至少20个氨基酸，或至少30个氨基酸，或至少40个氨基酸，

或至少50个氨基酸，以及至多220个氨基酸。备选地或附加地，在非限制性的各种实施方案

中，所述CD28多肽具有的氨基酸序列是SEQ  ID  NO:10的氨基酸1至220、1至50、50至100、100

至150、114至220、150至200或200至220。在某些实施方案中，所述CAR的细胞内信号传导域

包含共刺激信号传导区，其包含氨基酸序列是SEQ  ID  NO:10的氨基酸180至220的CD28多

肽。

[0284] 在某些实施方案中，所述CD28多肽具有的氨基酸序列与NCBI参考编号为NP_

031668.3(SEQ  ID  NO:14)的序列或其片段至少约85％、约90％、约95％、约96％、约97％、约

98％、约99％或约100％相同，和/或可任选地包含至多一个或至多两个或至多三个保守氨

基酸取代。在非限制性某些实施方案中，所述CD28多肽具有的氨基酸序列是SEQ  ID  NO:14

的连续部分，其长度为至少约20个氨基酸，或至少约30个氨基酸，或至少约40个氨基酸，或

至少约50个氨基酸，以及至多218个氨基酸。备选地或附加地，在非限制性的各种实施方案

中，所述CD28多肽具有的氨基酸序列是SEQ  ID  NO:14的氨基酸1至218、1至50、50至100、100

至150、114至220、150至200、178至218，或200至220。在某些实施方案中，目前公开CAR的共

刺激信号传导区包含CD28多肽，其包含或具有SEQ  ID  NO:14的氨基酸178至218。

[0285] SEQ  ID  NO:14：

[0286] MTLRLLFLALNFFSVQVTENKILVKQSPLLVVDSNEVSLSCRYSYNLLAKEFRASLYKGVNSDVEVCVG

NGNFTYQPQFRSNAEFNCDGDFDNETVTFRLWNLHVNHTDIYFCKIEFMYPPPYLDNERSNGTIIHIKEKHLCHTQS

SPKLFWALVVVAGVLFCYGLLVTVALCVIWTNSRRNRLLQSDYMNMTPRRPGLTRKPYQPYAPARDFAAYRP

[0287] 在某些实施方案中，所述CAR的细胞内信号传导域包含共刺激信号传导区，其包含

两种共刺激分子：CD28和4‑1BB或CD28和OX40。

[0288] 4‑1BB可作为肿瘤坏死因子(TNF)配体并具有刺激活性。所述4‑1BB多肽具有的氨

基酸序列可以与NCBI参考编号为P41273(通过引用并入本文)或NP_001552.2(SEQ  ID  NO:
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18)所示序列或其片段至少约85％、约90％、约95％、约96％、约97％、约98％、约99％或约

100％相同，和/或可任选地包含至多一个或至多两个或至多三个保守氨基酸取代。

[0289] SEQ  ID  NO:18：

[0290] MGNSCYNIVATLLLVLNFERTRSLQDPCSNCPAGTFCDNNRNQICSPCPPNSFSSAGGQRTCDICRQCK

GVFRTRKECSSTSNAECDCTPGFHCLGAGCSMCEQDCKQGQELTKKGCKDCCFGTFNDQKRGICRPWTNCSLDGKSS

VLVNGTKERDVVCGPSPADLSPGASSVTPPAPAREPGHSPQIISFFLALTSTALLFLLFFLTLRFSVVKRGRKKLLY

IFKQPFMRPVQTTQEEDGCSCRFPEEEEGGCEL

[0291] OX40多肽具有的氨基酸序列可以与NCBI参考编号为P43489(通过引用并入本文)

或NP_003318.1(SEQ  ID  NO:19)的序列或其片段至少约85％、约90％、约95％、约96％、约

97％、约98％、约99％或约100％相同，和/或可任选地包含至多一个或至多两个或至多三个

保守氨基酸取代。

[0292] SEQ  ID  NO:19：

[0293] MCVGARRLGRGPCAALLLLGLGLSTVTGLHCVGDTYPSNDRCCHECRPGNGMVSRCSRSQNTVCRPCGP

GFYNDVVSSKPCKPCTWCNLRSGSERKQLCTATQDTVCRCRAGTQPLDSYKPGVDCAPCPPGHFSPGDNQACKPWTN

CTLAGKHTLQPASNSSDAICEDRDPPATQPQETQGPPARPITVQPTEAWPRTSQGPSTRPVEVPGGRAVAAILGLGL

VLGLLGPLAILLALYLLRRDQRLPPDAHKPPGGGSFRTPIQEQADAHSTLAKI

[0294] ICOS多肽具有的氨基酸序列可以与NCBI参考编号为NP_036224.1(SEQ  ID  NO:20)

的序列或其片段至少约85％、约90％、约95％、约96％、约97％、约98％、约99％或约100％相

同，和/或可任选地包含至多一个或至多两个或至多三个保守氨基酸取代。

[0295] SEQ  ID  NO:20：

[0296] MKSGLWYFFLFCLRIKVLTGEINGSANYEMFIFHNGGVQILCKYPDIVQQFKMQLLKGGQILCDLIKTK

GSGNTVSIKSLKFCHSQLSNNSVSFFLYNLDHSHANYYFCNLSIFDPPPFKVTLIGGYLHIYESQLCCQLKFWLPIG

CAAFVVVCILGCILICWLTKKKYSSSVHDPNGEYMFMRAVNTAKKSRLTDVTL

[0297] DAP‑12多肽具有的氨基酸序列可以与NCBI参考编号为NP_003323 .1、NP_

001166986.1、NP_001166985.1或NP_937758.1(均以引用方式并入本文)的序列或其片段至

少约85％、约90％、约95％、约96％、约97％、约98％、约99％或约100％相同，和/或可任选地

包含多达一个或多达两个或至多三个保守氨基酸取代。

[0298] 2B4多肽具有的共刺激区的氨基酸序列可以与NCBI参考编号为NP_057466.1、NP_

001160135.1或NP_001160136.1(均以引用的方式并入本文)的序列或其片段至少约85％、

约90％、约95％、约96％、约97％、约98％、约99％或约100％相同，和/或可任选地包含至多

一个或至多两个或至多三个保守性氨基酸取代。

[0299] 额外的基因

[0300] 在一些实施方案中，CAR构建体还包括编码额外基因产品(例如细胞因子或转染标

志物)的基因。在一些实施方案中，所述额外基因编码细胞因子，例如人IL‑15(美国专利号

9,931,377；SEQ  ID  NO:68)、IL‑18或IL‑12。在一些实施方案中，所述额外基因编码转染标

志物或自杀基因，例如截短的EGFR(tEGFR)(参见WO2011/056894；SEQ  ID  NO:67)或iCaps9

(WO2013/040371)，它们的序列通过引用并入本文。

[0301] SEQ  ID  NO:67‑tEGFR

[0302] RKVCNGIGIGEFKDSLSINATNIKHFKNCTSISGDLHILPVAFRGDSFTHTPPLDPQELDILKTVKEIT
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GFLLIQAWPENRTDLHAFENLEIIRGRTKQHGQFSLAVVSLNITSLGLRSLKEISDGDVIISGNKNLCYANTINWKK

LFGTSGQKTKIISNRGENSCKATGQVCHALCSPEGCWGPEPRDCVSCRNVSRGRECVDKCNLLEGEPREFVENSECI

QCHPECLPQAMNITCTGRGPDNCIQCAHYIDGPHCVKTCPAGVMGENNTLVWKYADAGHVCHLCHPNCTYGCTGPGL

EGCPTNGPKIPSIATGMVGALLLLLVVALGIGLFM

[0303] SEQ  ID  NO:68‑IL‑15

[0304] RISKPHLRSISIQCYLCLLLNSHFLTEAGIHVFILGCFSAGLPKTEANWVNVISDLKKIEDLIQSMHID

ATLYTESDVHPSCKVTAMKCFLLELQVISLESGDASIHDTVENLIILANNSLSSNGNVTESGCCKECEELEEKNIKE

FLQSFVHIVQMFINTS

[0305] 示例性CAR构建体

[0306] 在某些实施方案中，CAR包含结合CD19的细胞外抗原结合域、包含CD28多肽的跨膜

域，以及包含CD3zeta多肽的细胞内信号传导域和包含CD28多肽的共刺激信号传导区。在某

些实施方案中，所述CAR被指定为1928z。在某些实施方案中，1928z是与由SEQ  ID  NO:21所

示氨基酸序列至少约85％、约90％、约95％、约96％、约97％、约98％、约99％或约100％相同

的蛋白质。所述蛋白质序列包括氨基酸1‑18处的CD8前导序列，并且能够结合人CD19。

[0307] SEQ  ID  NO:21

[0308] MALPVTALLLPLALLLHAEVKLQQSGAELVRPGSSVKISCKASGYAFSSYWMNWVKQRPGQGLEWIGQI

YPGDGDTNYNGKFKGQATLTADKSSSTAYMQLSGLTSEDSAVYFCARKTISSVVDFYFDYWGQGTTVTVSSGGGGSG

GGGSGGGGSDIELTQSPKFMSTSVGDRVSVTCKASQNVGTNVAWYQQKPGQSPKPLIYSATYRNSGVPDRFTGSGSG

TDFTLTITNVQSKDLADYFCQQYNRYPYTSGGGTKLEIKRAAAIEVMYPPPYLDNEKSNGTIIHVKGKHLCPSPLFP

GPSKPFWVLVVVGGVLACYSLLVTVAFIIFWVRSKRSRLLHSDYMNMTPRRPGPTRKHYQPYAPPRDFAAYRSRVKF

SRSAEPPAYQQGQNQLYNELNLGRREEYDVLDKRRGRDPEMGGKPRRKNPQEGLYNELQKDKMAEAYSEIGMKGERR

RGKGHDGLYQGLSTATKDTYDALHMQALPPR

[0309] 在另一个实施方案中，提供CAR，其具有与CD19结合的细胞外抗原结合域、人IgG4

的铰链间隔区、包含CD28跨膜域的跨膜域、4‑1BB共刺激信号传导区和CD3ζ细胞内信号传导

域。在某些实施方案中，所述CAR被指定为1928z1。在某些实施方案中，1928z1是与由SEQ  ID 

NO:22所示氨基酸序列至少约85％、约90％、约95％、约96％、约97％、约98％、约99％或约

100％相同的蛋白质。

[0310] SEQ  ID  NO:22

[0311] MLLLVTSLLLCELPHPAFLLIPDIQMTQTTSSLSASLGDRVTISCRASQDISKYLNWYQQKPDGTVKLL

IYHTSRLHSGVPSRFSGSGSGTDYSLTISNLEQEDIATYFCQQGNTLPYTFGGGTKLEITGSTSGSGKPGSGEGSTK

GEVKLQESGPGLVAPSQSLSVTCTVSGVSLPDYGVSWIRQPPRKGLEWLGVIWGSETTYYNSALKSRLTIIKDNSKS

QVFLKMNSLQTDDTAIYYCAKHYYYGGSYAMDYWGQGTSVTVSSESKYGPPCPPCPMFWVLVVVGGVLACYSLLVTV

AFIIFWVKRGRKKLLYIFKQPFMRPVQTTQEEDGCSCRFPEEEEGGCELRVKFSRSADAPAYQQGQNQLYNELNLGR

REEYDVLDKRRGRDPEMGGKPRRKNPQEGLYNELQKDKMAEAYSEIGMKGERRRGKGHDGLYQGLSTATKDTYDALH

MQALPPRL

[0312] 在某些实施方案中，CAR包含结合MUC16的细胞外抗原结合域、包含CD28多肽的跨

膜域、包含CD3zeta多肽的细胞内信号传导域和包含CD28多肽的共刺激信号传导区。在某些

实施方案中，所述CAR被指定为4H1128z。在某些实施方案中，4H1128z是与由SEQ  ID  NO:23

所示氨基酸序列至少约85％、约90％、约95％、约96％、约97％、约98％、约99％或约100％相
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同的蛋白质。所述蛋白质在氨基酸1‑18处包含CD8前导序列，并与MUC‑16胞外域结合。

[0313] SEQ  ID  NO:23

[0314] MALPVTALLLPLALLLHAEVKLQESGGGFVKPGGSLKVSCAASGFTFSSYAMSWVRLSPEMRLEWVATI

SSAGGYIFYSDSVQGRFTISRDNAKNTLHLQMGSLRSGDTAMYYCARQGFGNYGDYYAMDYWGQGTTVTVSSGGGGS

GGGGSGGGGSDIELTQSPSSLAVSAGEKVTMSCKSSQSLLNSRTRKNQLAWYQQKPGQSPELLIYWASTRQSGVPDR

FTGSGSGTDFTLTISSVQAEDLAVYYCQQSYNLLTFGPGTKLEIKRAAAIEVMYPPPYLDNEKSNGTIIHVKGKHLC

PSPLFPGPSKPFWVLVVVGGVLACYSLLVTVAFIIFWVRSKRSRLLHSDYMNMTPRRPGPTRKHYQPYAPPRDFAAY

RSRVKFSRSAEPPAYQQGQNQLYNELNLGRREEYDVLDKRRGRDPEMGGKPRRKNPQEGLYNELQKDKMAEAYSEIG

MKGERRRGKGHDGLYQGLSTATKDTYDALHMQALPPR

[0315] 在某些实施方案中，CAR包含结合CD19的细胞外抗原结合域、包含CD8多肽的跨膜

域，以及包含CD3zeta多肽的细胞内信号传导域和包含4‑1BB多肽的共刺激信号传导区。在

某些实施方案中，所述CAR是19BBz。所述19BBz多肽的示例性蛋白质序列由SEQ  ID  NO:24所

示。

[0316] SEQ  ID  NO:24：

[0317] MALPVTALLLPLALLLHAEVKLQQSGAELVRPGSSVKISCKASGYAFSSYWMNWVKQRPGQGLEWIGQI

YPGDGDTNYNGKFKGQATLTADKSSSTAYMQLSGLTSEDSAVYFCARKTISSVVDFYFDYWGQGTTVTVSSGGGGSG

GGGSGGGGSDIELTQSPKFMSTSVGDRVSVTCKASQNVGTNVAWYQQKPGQSPKPLIYSATYRNSGVPDRFTGSGSG

TDFTLTITNVQSKDLADYFCQQYNRYPYTSGGGTKLEIKRAAAPTTTPAPRPPTPAPTIASQPLSLRPEACRPAAGG

AVHTRGLDFACDIYIWAPLAGTCGVLLLSLVITLYCNKRGRKKLLYIFKQPFMRPVQTTQEEDGCSCRFPEEEEGGC

ELRVKFSRSAEPPAYQQGQNQLYNELNLGRREEYDVLDKRRGRDPEMGGKPRRKNPQEGLYNELQKDKMAEAYSEIG

MKGERRRGKGHDGLYQGLSTATKDTYDALHMQALPPR

[0318] 在某些实施方案中，提供CAR，其具有结合CD19的细胞外抗原结合域、人IgG4的铰

链间隔区、包含CD28跨膜域的跨膜域、4‑1BB共刺激信号传导区和CD3zeta细胞内信号传导

域。示例性CD19  CAR蛋白序列还包括通过自切割2A肽附接到所述CAR羧基末端部分的截短

EGFR(tEGFR)多肽，并且由SEQ  ID  NO:61所示。

[0319] SEQ  ID  NO:61:

[0320] MLLLVTSLLLCELPHPAFLLIPDIQMTQTTSSLSASLGDRVTISCRASQDISKYLNWYQQKPDGTVKLL

IYHTSRLHSGVPSRFSGSGSGTDYSLTISNLEQEDIATYFCQQGNTLPYTFGGGTKLEITGSTSGSGKPGSGEGSTK

GEVKLQESGPGLVAPSQSLSVTCTVSGVSLPDYGVSWIRQPPRKGLEWLGVIWGSETTYYNSALKSRLTIIKDNSKS

QVFLKMNSLQTDDTAIYYCAKHYYYGGSYAMDYWGQGTSVTVSSESKYGPPCPPCPMFWVLVVVGGVLACYSLLVTV

AFIIFWVKRGRKKLLYIFKQPFMRPVQTTQEEDGCSCRFPEEEEGGCELRVKFSRSADAPAYQQGQNQLYNELNLGR

REEYDVLDKRRGRDPEMGGKPRRKNPQEGLYNELQKDKMAEAYSEIGMKGERRRGKGHDGLYQGLSTATKDTYDALH

MQALPPRLEGGGEGRGSLLTCGDVEENPGPRMLLLVTSLLLCELPHPAFLLIPRKVCNGIGIGEFKDSLSINATNIK

HFKNCTSISGDLHILPVAFRGDSFTHTPPLDPQELDILKTVKEITGFLLIQAWPENRTDLHAFENLEIIRGRTKQHG

QFSLAVVSLNITSLGLRSLKEISDGDVIISGNKNLCYANTINWKKLFGTSGQKTKIISNRGENSCKATGQVCHALCS

PEGCWGPEPRDCVSCRNVSRGRECVDKCNLLEGEPREFVENSECIQCHPECLPQAMNITCTGRGPDNCIQCAHYIDG

PHCVKTCPAGVMGENNTLVWKYADAGHVCHLCHPNCTYGCTGPGLEGCPTNGPKIPSIATGMVGALLLLLVVALGIG

LFM

[0321] 在某些实施方案中，提供CAR，其具有与CD19结合的细胞外抗原结合域、人IgG4的
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铰链间隔区、CD28跨膜域的跨膜域、4‑1BB共刺激信号传导区和CD3ζ细胞内信号传导域。示

例性CD19  CAR蛋白序列，还包括通过自切割2A肽附接到所述CAR羧基末端部分的人IL‑15，

并且由SEQ  ID  NO:62所示。

[0322] SEQ  ID  NO:62:

[0323] MLLLVTSLLLCELPHPAFLLIPDIQMTQTTSSLSASLGDRVTISCRASQDISKYLNWYQQKPDGTVKLL

IYHTSRLHSGVPSRFSGSGSGTDYSLTISNLEQEDIATYFCQQGNTLPYTFGGGTKLEITGSTSGSGKPGSGEGSTK

GEVKLQESGPGLVAPSQSLSVTCTVSGVSLPDYGVSWIRQPPRKGLEWLGVIWGSETTYYNSALKSRLTIIKDNSKS

QVFLKMNSLQTDDTAIYYCAKHYYYGGSYAMDYWGQGTSVTVSSESKYGPPCPPCPMFWVLVVVGGVLACYSLLVTV

AFIIFWVKRGRKKLLYIFKQPFMRPVQTTQEEDGCSCRFPEEEEGGCELRVKFSRSADAPAYQQGQNQLYNELNLGR

REEYDVLDKRRGRDPEMGGKPRRKNPQEGLYNELQKDKMAEAYSEIGMKGERRRGKGHDGLYQGLSTATKDTYDALH

MQALPPRLEGGGEGRGSLLTCGDVEENPGPRMRISKPHLRSISIQCYLCLLLNSHFLTEAGIHVFILGCFSAGLPKT

EANWVNVISDLKKIEDLIQSMHIDATLYTESDVHPSCKVTAMKCFLLELQVISLESGDASIHDTVENLIILANNSLS

SNGNVTESGCKECEELEEKNIKEFLQSFVHIVQMFINTS

[0324] 可编码SEQ  ID  NO:62中构建体的相应核酸序列由SEQ  ID  NO:69所示。

[0325] SEQ  ID  NO:69:

[0326] ATGCTGCTGCTGGTGACCAGCCTGCTGCTGTGCGAGCTGCCCCACCCCGCCTTTCTGCTGATCCCCGAC

ATCCAGATGACCCAGACCACCTCCAGCCTGAGCGCCAGCCTGGGCGACCGGGTGACCATCAGCTGCCGGGCCAGCCA

GGACATCAGCAAGTACCTGAACTGGTATCAGCAGAAGCCCGACGGCACCGTCAAGCTGCTGATCTACCACACCAGCC

GGCTGCACAGCGGCGTGCCCAGCCGGTTTAGCGGCAGCGGCTCCGGCACCGACTACAGCCTGACCATCTCCAACCTG

GAACAGGAAGATATCGCCACCTACTTTTGCCAGCAGGGCAACACACTGCCCTACACCTTTGGCGGCGGAACAAAGCT

GGAAATCACCGGCAGCACCTCCGGCAGCGGCAAGCCTGGCAGCGGCGAGGGCAGCACCAAGGGCGAGGTGAAGCTGC

AGGAAAGCGGCCCTGGCCTGGTGGCCCCCAGCCAGAGCCTGAGCGTGACCTGCACCGTGAGCGGCGTGAGCCTGCCC

GACTACGGCGTGAGCTGGATCCGGCAGCCCCCCAGGAAGGGCCTGGAATGGCTGGGCGTGATCTGGGGCAGCGAGAC

CACCTACTACAACAGCGCCCTGAAGAGCCGGCTGACCATCATCAAGGACAACAGCAAGAGCCAGGTGTTCCTGAAGA

TGAACAGCCTGCAGACCGACGACACCGCCATCTACTACTGCGCCAAGCACTACTACTACGGCGGCAGCTACGCCATG

GACTACTGGGGCCAGGGCACCAGCGTGACCGTGAGCAGCGAATCTAAGTACGGACCGCCCTGCCCCCCTTGCCCTAT

GTTCTGGGTGCTGGTGGTGGTCGGAGGCGTGCTGGCCTGCTACAGCCTGCTGGTCACCGTGGCCTTCATCATCTTTT

GGGTGAAACGGGGCAGAAAGAAACTCCTGTATATATTCAAACAACCATTTATGAGACCAGTACAAACTACTCAAGAG

GAAGATGGCTGTAGCTGCCGATTTCCAGAAGAAGAAGAAGGAGGATGTGAACTGAGGGTGAAGTTCAGCAGAAGCGC

CGACGCCCCTGCCTACCAGCAGGGCCAGAATCAGCTGTACAACGAGCTGAACCTGGGCAGAAGGGAAGAGTACGACG

TCCTGGATAAGCGGAGAGGCCGGGACCCTGAGATGGGCGGCAAGCCTCGGCGGAAGAACCCCCAGGAAGGCCTGTAT

AACGAACTGCAGAAAGACAAGATGGCCGAGGCCTACAGCGAGATCGGCATGAAGGGCGAGCGGAGGCGGGGCAAGGG

CCACGACGGCCTGTATCAGGGCCTGTCCACCGCCACCAAGGATACCTACGACGCCCTGCACATGCAGGCCCTGCCCC

CAAGGCTCGAGGGCGGCGGAGAGGGCAGAGGAAGTCTTCTAACATGCGGTGACGTGGAGGAGAATCCCGGCCCTAGG

ATGCGGATTTCCAAACCTCACCTGCGCTCTATCTCTATCCAGTGCTATCTGTGCCTGCTGCTGAACTCACATTTCCT

GACCGAAGCCGGCATCCACGTGTTCATCCTGGGCTGCTTTTCCGCCGGCCTGCCAAAGACCGAGGCAAACTGGGTGA

ATGTGATCTCTGACCTGAAGAAGATCGAGGATCTGATCCAGAGCATGCACATCGACGCCACCCTGTACACAGAGTCC

GATGTGCACCCTTCTTGCAAGGTGACAGCCATGAAGTGTTTCCTGCTGGAGCTGCAGGTCATCAGCCTGGAGAGCGG

CGACGCCTCTATCCACGATACCGTGGAGAACCTGATCATCCTGGCCAACAATAGCCTGAGCAGCAACGGCAATGTGA

说　明　书 38/56 页

43

CN 114466924 A

43



CAGAGTCCGGCTGCAAGGAGTGTGAGGAGCTGGAGGAGAAGAATATCAAAGAGTTCCTGCAGTCATTCGTCCATATC

GTCCAGATGTTTATCAATACCTCCTAA

[0327] 在某些实施方案中，提供了CAR，其具有与CD19结合的细胞外抗原结合域、人IgG4

的铰链间隔区、CD28跨膜域的跨膜域、2B4共刺激信号传导区和CD3zeta细胞内信号传导域。

示例性CD19  CAR蛋白序列还包括通过自切割2A肽附接到CAR羧基末端部分的人IL‑15，并由

SEQ  ID  NO:70所示。

[0328] SEQ  ID  NO:70：

[0329] MLLLVTSLLLCELPHPAFLLIPDIQMTQTTSSLSASLGDRVTISCRASQDISKYLNWYQQKPDGTVKLL

IYHTSRLHSGVPSRFSGSGSGTDYSLTISNLEQEDIATYFCQQGNTLPYTFGGGTKLEITGSTSGSGKPGSGEGSTK

GEVKLQESGPGLVAPSQSLSVTCTVSGVSLPDYGVSWIRQPPRKGLEWLGVIWGSETTYYNSALKSRLTIIKDNSKS

QVFLKMNSLQTDDTAIYYCAKHYYYGGSYAMDYWGQGTSVTVSSESKYGPPCPPCPMFWVLVVVGGVLACYSLLVTV

AFIIFWVWRRKRKEKQSETSPKEFLTIYEDVKDLKTRRNHEQEQTFPGGGSTIYSMIQSQSSAPTSQEPAYTLYSLI

QPSRKSGSRKRNHSPSFNSTIYEVIGKSQPKAQNPARLSRKELENFDVYSRVKFSRSADAPAYQQGQNQLYNELNLG

RREEYDVLDKRRGRDPEMGGKPRRKNPQEGLYNELQKDKMAEAYSEIGMKGERRRGKGHDGLYQGLSTATKDTYDAL

HMQALPPRLEGGGEGRGSLLTCGDVEENPGPRMRISKPHLRSISIQCYLCLLLNSHFLTEAGIHVFILGCFSAGLPK

TEANWVNVISDLKKIEDLIQSMHIDATLYTESDVHPSCKVTAMKCFLLELQVISLESGDASIHDTVENLIILANNSL

SSNGNVTESGCKECEELEEKNIKEFLQSFVHIVQMFINTS

[0330] 编码SEQ  ID  NO:70构建体的相应核酸序列由SEQ  ID  NO:71所示。

[0331] SEQ  ID  NO:71：

[0332] ATGCTGCTGCTGGTGACCAGCCTGCTGCTGTGCGAGCTGCCCCACCCCGCCTTTCTGCTGATCCCCGAC

ATCCAGATGACCCAGACCACCTCCAGCCTGAGCGCCAGCCTGGGCGACCGGGTGACCATCAGCTGCCGGGCCAGCCA

GGACATCAGCAAGTACCTGAACTGGTATCAGCAGAAGCCCGACGGCACCGTCAAGCTGCTGATCTACCACACCAGCC

GGCTGCACAGCGGCGTGCCCAGCCGGTTTAGCGGCAGCGGCTCCGGCACCGACTACAGCCTGACCATCTCCAACCTG

GAACAGGAAGATATCGCCACCTACTTTTGCCAGCAGGGCAACACACTGCCCTACACCTTTGGCGGCGGAACAAAGCT

GGAAATCACCGGCAGCACCTCCGGCAGCGGCAAGCCTGGCAGCGGCGAGGGCAGCACCAAGGGCGAGGTGAAGCTGC

AGGAAAGCGGCCCTGGCCTGGTGGCCCCCAGCCAGAGCCTGAGCGTGACCTGCACCGTGAGCGGCGTGAGCCTGCCC

GACTACGGCGTGAGCTGGATCCGGCAGCCCCCCAGGAAGGGCCTGGAATGGCTGGGCGTGATCTGGGGCAGCGAGAC

CACCTACTACAACAGCGCCCTGAAGAGCCGGCTGACCATCATCAAGGACAACAGCAAGAGCCAGGTGTTCCTGAAGA

TGAACAGCCTGCAGACCGACGACACCGCCATCTACTACTGCGCCAAGCACTACTACTACGGCGGCAGCTACGCCATG

GACTACTGGGGCCAGGGCACCAGCGTGACCGTGAGCAGCGAATCTAAGTACGGACCGCCCTGCCCCCCTTGCCCTAT

GTTCTGGGTGCTGGTGGTGGTCGGAGGCGTGCTGGCCTGCTACAGCCTGCTGGTCACCGTGGCCTTCATCATCTTTT

GGGTGTGGAGGAGGAAGAGGAAGGAGAAGCAGAGCGAGACAAGCCCTAAGGAGTTTCTGACAATCTATGAAGACGTG

AAGGACCTGAAGACACGGAGAAACCACGAGCAGGAGCAGACCTTCCCTGGAGGAGGCAGCACAATCTACTCCATGAT

CCAGTCTCAGAGCAGCGCCCCCACCTCCCAGGAGCCTGCCTACACACTGTATAGCCTGATCCAGCCATCCCGGAAGT

CTGGCAGCAGGAAGCGCAACCACTCCCCCTCTTTTAATTCTACCATCTATGAAGTGATCGGCAAGAGCCAGCCCAAG

GCACAGAACCCCGCACGACTGAGCAGGAAGGAACTGGAGAACTTTGATGTCTACTCTAGGGTGAAGTTCAGCAGAAG

CGCCGACGCCCCTGCCTACCAGCAGGGCCAGAATCAGCTGTACAACGAGCTGAACCTGGGCAGAAGGGAAGAGTACG

ACGTCCTGGATAAGCGGAGAGGCCGGGACCCTGAGATGGGCGGCAAGCCTCGGCGGAAGAACCCCCAGGAAGGCCTG

TATAACGAACTGCAGAAAGACAAGATGGCCGAGGCCTACAGCGAGATCGGCATGAAGGGCGAGCGGAGGCGGGGCAA
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GGGCCACGACGGCCTGTATCAGGGCCTGTCCACCGCCACCAAGGATACCTACGACGCCCTGCACATGCAGGCCCTGC

CCCCAAGGCTCGAGGGCGGCGGAGAGGGCAGAGGAAGTCTTCTAACATGCGGTGACGTGGAGGAGAATCCCGGCCCT

AGGATGCGGATTTCCAAACCTCACCTGCGCTCTATCTCTATCCAGTGCTATCTGTGCCTGCTGCTGAACTCACATTT

CCTGACCGAAGCCGGCATCCACGTGTTCATCCTGGGCTGCTTTTCCGCCGGCCTGCCAAAGACCGAGGCAAACTGGG

TGAATGTGATCTCTGACCTGAAGAAGATCGAGGATCTGATCCAGAGCATGCACATCGACGCCACCCTGTACACAGAG

TCCGATGTGCACCCTTCTTGCAAGGTGACAGCCATGAAGTGTTTCCTGCTGGAGCTGCAGGTCATCAGCCTGGAGAG

CGGCGACGCCTCTATCCACGATACCGTGGAGAACCTGATCATCCTGGCCAACAATAGCCTGAGCAGCAACGGCAATG

TGACAGAGTCCGGCTGCAAGGAGTGTGAGGAGCTGGAGGAGAAGAATATCAAAGAGTTCCTGCAGTCATTCGTCCAT

ATCGTCCAGATGTTTATCAATACCTCCTAA

[0333] 在某些实施方案中，提供了CAR，其具有结合CD19的细胞外抗原结合域、人IgG4的

铰链间隔区、NKG2D跨膜域的跨膜域、4‑1BB共刺激信号传导区和CD3zeta细胞内信号传导

域。以前使用过NKG2D跨膜域(许(Xu)等人,《血液学与肿瘤学杂志》(J.Hematol.Oncol.)12:

49,2019)，但有些人认为由于NKGD2是一种II型膜蛋白，它应该以相反的取向插入。示例性

CD19  CAR蛋白序列还包括通过自切割2A肽附接到所述CAR羧基末端部分的人IL‑15，并由

SEQ  ID  NO:72所示。

[0334] SEQ  ID  NO:72：

[0335] MLLLVTSLLLCELPHPAFLLIPDIQMTQTTSSLSASLGDRVTISCRASQDISKYLNWYQQKPDGTVKLL

IYHTSRLHSGVPSRFSGSGSGTDYSLTISNLEQEDIATYFCQQGNTLPYTFGGGTKLEITGSTSGSGKPGSGEGSTK

GEVKLQESGPGLVAPSQSLSVTCTVSGVSLPDYGVSWIRQPPRKGLEWLGVIWGSETTYYNSALKSRLTIIKDNSKS

QVFLKMNSLQTDDTAIYYCAKHYYYGGSYAMDYWGQGTSVTVSSESKYGPPCPPCPPFFFCCFIAVAMGIRFIIMVT

KRGRKKLLYIFKQPFMRPVQTTQEEDGCSCRFPEEEEGGCELRVKFSRSADAPAYQQGQNQLYNELNLGRREEYDVL

DKRRGRDPEMGGKPRRKNPQEGLYNELQKDKMAEAYSEIGMKGERRRGKGHDGLYQGLSTATKDTYDALHMQALPPR

LEGGGEGRGSLLTCGDVEENPGPRMRISKPHLRSISIQCYLCLLLNSHFLTEAGIHVFILGCFSAGLPKTEANWVNV

ISDLKKIEDLIQSMHIDATLYTESDVHPSCKVTAMKCFLLELQVISLESGDASIHDTVENLIILANNSLSSNGNVTE

SGCKECEELEEKNIKEFLQSFVHIVQMFINTS

[0336] 编码SEQ  ID  NO:72构建体的相应核酸序列由SEQ  ID  NO:73所示。

[0337] SEQ  ID  NO:73:

[0338] ATGCTGCTGCTGGTGACCAGCCTGCTGCTGTGCGAGCTGCCCCACCCCGCCTTTCTGCTGATCCCCGAC

ATCCAGATGACCCAGACCACCTCCAGCCTGAGCGCCAGCCTGGGCGACCGGGTGACCATCAGCTGCCGGGCCAGCCA

GGACATCAGCAAGTACCTGAACTGGTATCAGCAGAAGCCCGACGGCACCGTCAAGCTGCTGATCTACCACACCAGCC

GGCTGCACAGCGGCGTGCCCAGCCGGTTTAGCGGCAGCGGCTCCGGCACCGACTACAGCCTGACCATCTCCAACCTG

GAACAGGAAGATATCGCCACCTACTTTTGCCAGCAGGGCAACACACTGCCCTACACCTTTGGCGGCGGAACAAAGCT

GGAAATCACCGGCAGCACCTCCGGCAGCGGCAAGCCTGGCAGCGGCGAGGGCAGCACCAAGGGCGAGGTGAAGCTGC

AGGAAAGCGGCCCTGGCCTGGTGGCCCCCAGCCAGAGCCTGAGCGTGACCTGCACCGTGAGCGGCGTGAGCCTGCCC

GACTACGGCGTGAGCTGGATCCGGCAGCCCCCCAGGAAGGGCCTGGAATGGCTGGGCGTGATCTGGGGCAGCGAGAC

CACCTACTACAACAGCGCCCTGAAGAGCCGGCTGACCATCATCAAGGACAACAGCAAGAGCCAGGTGTTCCTGAAGA

TGAACAGCCTGCAGACCGACGACACCGCCATCTACTACTGCGCCAAGCACTACTACTACGGCGGCAGCTACGCCATG

GACTACTGGGGCCAGGGCACCAGCGTGACCGTGAGCAGCGAATCTAAGTACGGACCGCCCTGCCCCCCTTGCCCTCC

CTTCTTTTTCTGCTGTTTTATCGCCGTGGCTATGGGCATCCGGTTCATCATCATGGTGACCAAACGGGGCAGAAAGA
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AACTCCTGTATATATTCAAACAACCATTTATGAGACCAGTACAAACTACTCAAGAGGAAGATGGCTGTAGCTGCCGA

TTTCCAGAAGAAGAAGAAGGAGGATGTGAACTGAGGGTGAAGTTCAGCAGAAGCGCCGACGCCCCTGCCTACCAGCA

GGGCCAGAATCAGCTGTACAACGAGCTGAACCTGGGCAGAAGGGAAGAGTACGACGTCCTGGATAAGCGGAGAGGCC

GGGACCCTGAGATGGGCGGCAAGCCTCGGCGGAAGAACCCCCAGGAAGGCCTGTATAACGAACTGCAGAAAGACAAG

ATGGCCGAGGCCTACAGCGAGATCGGCATGAAGGGCGAGCGGAGGCGGGGCAAGGGCCACGACGGCCTGTATCAGGG

CCTGTCCACCGCCACCAAGGATACCTACGACGCCCTGCACATGCAGGCCCTGCCCCCAAGGCTCGAGGGCGGCGGAG

AGGGCAGAGGAAGTCTTCTAACATGCGGTGACGTGGAGGAGAATCCCGGCCCTAGGATGCGGATTTCCAAACCTCAC

CTGCGCTCTATCTCTATCCAGTGCTATCTGTGCCTGCTGCTGAACTCACATTTCCTGACCGAAGCCGGCATCCACGT

GTTCATCCTGGGCTGCTTTTCCGCCGGCCTGCCAAAGACCGAGGCAAACTGGGTGAATGTGATCTCTGACCTGAAGA

AGATCGAGGATCTGATCCAGAGCATGCACATCGACGCCACCCTGTACACAGAGTCCGATGTGCACCCTTCTTGCAAG

GTGACAGCCATGAAGTGTTTCCTGCTGGAGCTGCAGGTCATCAGCCTGGAGAGCGGCGACGCCTCTATCCACGATAC

CGTGGAGAACCTGATCATCCTGGCCAACAATAGCCTGAGCAGCAACGGCAATGTGACAGAGTCCGGCTGCAAGGAGT

GTGAGGAGCTGGAGGAGAAGAATATCAAAGAGTTCCTGCAGTCATTCGTCCATATCGTCCAGATGTTTATCAATACC

TCCTAA

[0339] 在某些实施方案中，提供了CAR，其具有与CD19结合的细胞外抗原结合域、人IgG4

的铰链间隔区、NKG2D跨膜域的跨膜域、2B4共刺激信号传导区和CD3ζ细胞内信号传导域。示

例性CD19  CAR蛋白序列，还包括通过自切割2A肽附接到所述CAR羧基末端部分的人IL‑15，

并由SEQ  ID  NO:74所示。

[0340] SEQ  ID  NO:74:

[0341] MLLLVTSLLLCELPHPAFLLIPDIQMTQTTSSLSASLGDRVTISCRASQDISKYLNWYQQKPDGTVKLL

IYHTSRLHSGVPSRFSGSGSGTDYSLTISNLEQEDIATYFCQQGNTLPYTFGGGTKLEITGSTSGSGKPGSGEGSTK

GEVKLQESGPGLVAPSQSLSVTCTVSGVSLPDYGVSWIRQPPRKGLEWLGVIWGSETTYYNSALKSRLTIIKDNSKS

QVFLKMNSLQTDDTAIYYCAKHYYYGGSYAMDYWGQGTSVTVSSESKYGPPCPPCPPFFFCCFIAVAMGIRFIIMVT

WRRKRKEKQSETSPKEFLTIYEDVKDLKTRRNHEQEQTFPGGGSTIYSMIQSQSSAPTSQEPAYTLYSLIQPSRKSG

SRKRNHSPSFNSTIYEVIGKSQPKAQNPARLSRKELENFDVYSRVKFSRSADAPAYQQGQNQLYNELNLGRREEYDV

LDKRRGRDPEMGGKPRRKNPQEGLYNELQKDKMAEAYSEIGMKGERRRGKGHDGLYQGLSTATKDTYDALHMQALPP

RLEGGGEGRGSLLTCGDVEENPGPRMRISKPHLRSISIQCYLCLLLNSHFLTEAGIHVFILGCFSAGLPKTEANWVN

VISDLKKIEDLIQSMHIDATLYTESDVHPSCKVTAMKCFLLELQVISLESGDASIHDTVENLIILANNSLSSNGNVT

ESGCKECEELEEKNIKEFLQSFVHIVQMFINTS

[0342] 编码SEQ  ID  NO:74构建体的相应核酸序列由SEQ  ID  NO:75所示。

[0343] SEQ  ID  NO:75：

[0344] ATGCTGCTGCTGGTGACCAGCCTGCTGCTGTGCGAGCTGCCCCACCCCGCCTTTCTGCTGATCCCCGAC

ATCCAGATGACCCAGACCACCTCCAGCCTGAGCGCCAGCCTGGGCGACCGGGTGACCATCAGCTGCCGGGCCAGCCA

GGACATCAGCAAGTACCTGAACTGGTATCAGCAGAAGCCCGACGGCACCGTCAAGCTGCTGATCTACCACACCAGCC

GGCTGCACAGCGGCGTGCCCAGCCGGTTTAGCGGCAGCGGCTCCGGCACCGACTACAGCCTGACCATCTCCAACCTG

GAACAGGAAGATATCGCCACCTACTTTTGCCAGCAGGGCAACACACTGCCCTACACCTTTGGCGGCGGAACAAAGCT

GGAAATCACCGGCAGCACCTCCGGCAGCGGCAAGCCTGGCAGCGGCGAGGGCAGCACCAAGGGCGAGGTGAAGCTGC

AGGAAAGCGGCCCTGGCCTGGTGGCCCCCAGCCAGAGCCTGAGCGTGACCTGCACCGTGAGCGGCGTGAGCCTGCCC

GACTACGGCGTGAGCTGGATCCGGCAGCCCCCCAGGAAGGGCCTGGAATGGCTGGGCGTGATCTGGGGCAGCGAGAC
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CACCTACTACAACAGCGCCCTGAAGAGCCGGCTGACCATCATCAAGGACAACAGCAAGAGCCAGGTGTTCCTGAAGA

TGAACAGCCTGCAGACCGACGACACCGCCATCTACTACTGCGCCAAGCACTACTACTACGGCGGCAGCTACGCCATG

GACTACTGGGGCCAGGGCACCAGCGTGACCGTGAGCAGCGAATCTAAGTACGGACCGCCCTGCCCCCCTTGCCCTCC

CTTCTTTTTCTGCTGTTTTATCGCCGTGGCTATGGGCATCCGGTTCATCATCATGGTGACCTGGAGGAGGAAGAGGA

AGGAGAAGCAGAGCGAGACAAGCCCTAAGGAGTTTCTGACAATCTATGAAGACGTGAAGGACCTGAAGACACGGAGA

AACCACGAGCAGGAGCAGACCTTCCCTGGAGGAGGCAGCACAATCTACTCCATGATCCAGTCTCAGAGCAGCGCCCC

CACCTCCCAGGAGCCTGCCTACACACTGTATAGCCTGATCCAGCCATCCCGGAAGTCTGGCAGCAGGAAGCGCAACC

ACTCCCCCTCTTTTAATTCTACCATCTATGAAGTGATCGGCAAGAGCCAGCCCAAGGCACAGAACCCCGCACGACTG

AGCAGGAAGGAACTGGAGAACTTTGATGTCTACTCTAGGGTGAAGTTCAGCAGAAGCGCCGACGCCCCTGCCTACCA

GCAGGGCCAGAATCAGCTGTACAACGAGCTGAACCTGGGCAGAAGGGAAGAGTACGACGTCCTGGATAAGCGGAGAG

GCCGGGACCCTGAGATGGGCGGCAAGCCTCGGCGGAAGAACCCCCAGGAAGGCCTGTATAACGAACTGCAGAAAGAC

AAGATGGCCGAGGCCTACAGCGAGATCGGCATGAAGGGCGAGCGGAGGCGGGGCAAGGGCCACGACGGCCTGTATCA

GGGCCTGTCCACCGCCACCAAGGATACCTACGACGCCCTGCACATGCAGGCCCTGCCCCCAAGGCTCGAGGGCGGCG

GAGAGGGCAGAGGAAGTCTTCTAACATGCGGTGACGTGGAGGAGAATCCCGGCCCTAGGATGCGGATTTCCAAACCT

CACCTGCGCTCTATCTCTATCCAGTGCTATCTGTGCCTGCTGCTGAACTCACATTTCCTGACCGAAGCCGGCATCCA

CGTGTTCATCCTGGGCTGCTTTTCCGCCGGCCTGCCAAAGACCGAGGCAAACTGGGTGAATGTGATCTCTGACCTGA

AGAAGATCGAGGATCTGATCCAGAGCATGCACATCGACGCCACCCTGTACACAGAGTCCGATGTGCACCCTTCTTGC

AAGGTGACAGCCATGAAGTGTTTCCTGCTGGAGCTGCAGGTCATCAGCCTGGAGAGCGGCGACGCCTCTATCCACGA

TACCGTGGAGAACCTGATCATCCTGGCCAACAATAGCCTGAGCAGCAACGGCAATGTGACAGAGTCCGGCTGCAAGG

AGTGTGAGGAGCTGGAGGAGAAGAATATCAAAGAGTTCCTGCAGTCATTCGTCCATATCGTCCAGATGTTTATCAAT

ACCTCCTAA

[0345] 表达构建体

[0346] 在某些实施方案中，CAR可以进一步从包含诱导型启动子的核酸表达，用于在人细

胞中表达核酸序列。用于表达CAR基因的启动子可以是组成型启动子，例如泛素C(UbiC)、

PGK、EF‑1alpha、MND(一种合成病毒启动子，包含具有骨髓增殖性肉瘤病毒增强子的修饰的

莫洛尼鼠白血病病毒长末端重复序列的U3区)或鸡β肌动蛋白的启动子。

[0347] 制备用于免疫疗法的基因修饰的NK细胞组合物和/或制剂的方法包括将编码抗原

识别受体(例如CAR)的多核苷酸引入所述CD56+(主要是NK)细胞中。编码所需分子的所述多

核苷酸可以在扩增之前、期间或之后引入所述HSPC，或在分化之前、期间或之后引入HSPC或

NK细胞组合物和/或制剂中。一些实施方案涉及通过用至少一种编码CAR、TCR或其他抗原识

别受体的多核苷酸转化、转导或转染HSPC或NK细胞组合物和/或制剂，并在所述细胞中表达

所述多核苷酸来工程改造NK细胞组合物和/或制剂的方法。可以通过包括以下的本领域已

知任何方法将编码基因的所需多核苷酸引入HSPC或其他细胞：转染、电穿孔、显微注射、脂

转染、磷酸钙介导的转染、用含有所述基因序列的病毒或噬菌体载体感染、细胞融合、染色

体介导的基因转移、微细胞介导的基因转移、原生质球融合、使用CRISPR或其他稀有切割核

酸内切酶(例如，TALE‑核酸酶或Cas9核酸内切酶)等。本领域已知许多用于将外源基因引入

细胞的技术(参见例如洛夫勒(Loeffler)和贝尔(Behr) ,《酶学方法》(Meth.Enzymol.)217:

599‑618,1993；科恩(Cohen)等人,《酶学方法》(Meth.Enzymol.)217:618‑644,1993；克莱恩

(Cline)，《药理学和治疗学》(Pharmac.Ther.)29:69‑92,1985)并且可以使用，前提是受体
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细胞的必要生理功能不被破坏。该技术应该能够将所述基因稳定地转移到细胞中，从而使

基因可被细胞表达，并且优选可被其细胞后代遗传和表达。在一些实施方案中，所述转移方

法包括将选择标志物或标签序列转移至所述细胞。然后将所述细胞进行选择以分离那些已

经吸收并表达所转移基因的细胞。在一个优选的实施方案中，鉴于可在细胞中稳定表达，所

述多核苷酸或基因被包含在慢病毒载体中。

[0348] 在一个实施方案中，在所述扩增阶段期间和分化之前将抗原识别受体(例如，CAR

或TCR)引入HSPC，以形成表达抗原识别受体的HSPC和/或表达抗原识别受体的NK细胞。在优

选的实施方案中，在所述扩增阶段期间和分化之前将所述抗原识别受体CAR引入HSPC，以形

成CAR‑HSPC和/或CAR‑NK细胞。在另一个实施方案中，抗原识别受体(例如，CAR或TCR)在扩

增后和所述分化阶段期间被引入分离的富集CD56+NK细胞，以形成表达抗原识别受体的

HSPC和/或表达抗原识别受体的NK细胞。在优选的实施方案中，所述抗原识别受体CAR在扩

增后和在分化阶段期间被引入分离的富集CD56+NK细胞，以形成CAR‑HSPC和/或CAR‑NK细

胞。上述的抗原识别受体引入、CAR引入、细胞扩增、细胞分化分别如上文和下文所述进行。

[0349] 上述不同的方法涉及将CAR或另一抗原识别受体引入细胞。作为非限制性示例，

CAR或TCR可以作为由一种质粒载体编码的转基因引入。所述质粒载体还可以含有选择标志

物，该选择标志物能够识别和/或选择接受所述载体的细胞。

[0350] 由于将编码多肽的多核苷酸引入所述细胞中，所述多肽(例如CAR或TCR)可以在所

述细胞中原位合成。

[0351] 用于将多核苷酸构建体病毒介导地引入细胞的方法是本领域已知的，并且包括作

为非限制性示例的重组病毒载体(例如，逆转录病毒、腺病毒)。

[0352] NK细胞组合物和/或制剂的冷冻保存

[0353] NK细胞组合物和/或制剂，无论是否进行基因工程处理，都可以分隔并冷冻在一个

或多个袋子(或单位)中。在优选的实施方案中，将总数为约50至约5亿个细胞冷冻在单个袋

子(或单位)中。在另一个优选的实施方案中，将约100至约5亿个细胞冷冻在单个袋子(或单

位)中。在其他优选实施方案中，将约50、100、200、300、400或4亿个细胞冷冻在单个袋子(或

单位)中。在一些实施方案中，单个袋子(或单位)每剂含有约5000万至约20亿个活细胞。在

一些实施方案中，单个袋子(或单位)包含约1亿、约2亿、约3亿、约4亿、约5亿、约6亿、约7.5

亿、约10亿、约15亿或约20亿个活细胞。在一些实施方案中，单个袋子每剂包含约5000万至

约20亿个活CD56+细胞。在一些实施方案中，单个袋子(或单位)包含约1亿、约2亿、约3亿、约

4亿、约5亿、约6亿、约7.5亿、约10亿、约15亿或约20亿个活CD56+细胞。

[0354] 在优选的实施方案中，所述NK细胞组合物和/或制剂被冷冻或冷冻保存。在另一个

实施方案中，所述NK细胞组合物和/或制剂是新鲜的，即所述细胞在扩增或冷冻保存之前之

前没有被冷冻。术语“冷冻/冷冻”(frozen/freezing)和“冷冻保存/冷冻保存/冷冻保存”

(cryopreserved/cryopreserving/cryopreservation)在本申请中可互换使用。冷冻保存

可以通过本领域已知的以活体形式保存细胞的任何方法进行。细胞的冷冻通常具有破坏

性，因为在冷却时，细胞内的水会冻结，从而导致由细胞膜上的渗透作用、细胞脱水、溶质浓

缩和冰晶形成造成的损伤。当冰在细胞外形成时，可用的水从溶液中去除并从所述细胞中

抽出，导致渗透性脱水并使溶质浓度升高，最终破坏细胞。有关讨论，请参见马祖尔

(Mazur) ,P.,《低温生物学》(Cryobiology)14:251‑272,1977。
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[0355] 这些有害影响可以通过(a)使用冷冻保护剂，(b)控制冷冻速度，以及(c)在足够低

的温度下储存以尽量减少降解反应来规避。

[0356] 可以使用的冷冻保护剂包括但不限于二甲基亚砜(DMSO)(洛夫洛克(Lovelock)和

毕晓普(Bishop) ,《自然》(Nature)183:1394‑1395 ,1959；阿什伍德‑史密斯(Ashwood‑

Smith) ,《自然》(Nature)190:1204‑1205,1961)；甘油、聚乙烯吡咯烷(林弗雷特(Rinfret) ,

《纽约科学院年报》(Ann.N.Y.Acad.Sci.)85:576,1960)；聚乙二醇(斯洛维特(Sloviter)和

拉夫丁(Ravdin) ,《自然》(Nature)196:548,1962)；白蛋白、葡聚糖、蔗糖、乙二醇、异赤藓糖

醇、D‑核糖醇、D‑甘露醇(罗维(Rowe)等人，《联邦会议记录》(Fed.Proc.)21:157,1962)；D‑

山梨糖醇、异肌醇、D‑乳糖、氯化胆碱(本德(Bend e r)等人，《应用生理学杂志》

(J.Appl .Physiol .)15:520 ,1960)；氨基酸(潘特兰(Phan  The  Tran)和本德(Bender) ,

1960,《实验细胞研究》(Exp.Cell  Res.)20:651,1960)；甲醇、乙酰胺、甘油单乙酸酯(洛夫

洛克(Lovelock) ,《生物化学期刊》(Biochem.J.)56:265,1954)；无机盐(潘特兰(Phan  The 

Tran)和本德(Bender) ,《实验性的生物与医学刊物》(Proc.Soc.Exp.Biol.Med .)104:388,

1960；潘特兰(Phan  The  Tran)和本德(Bender) ,《放射生物学》(Radiobiology) ,《第三届澳

大利亚放射生物学会议论文集》(Proceedings  of  the  Third  Australian  Conference  on 

Radiobiology) ,伊尔伯里(Ilbery)编辑,巴特沃思，伦敦,p.59,1961)和 CS5或

CS10(华盛顿州博塞尔的生物生命解决方案公司(BioLife  Solutions  Inc.))。在优选实施

方案中，使用了DMSO。例如，DMSO以对细胞无毒的浓度使用。此外，DMSO包含至多约20％的所

述组合物、至多约15％的所述组合物、至多约10％的所述组合物、至多约5％的所述组合物、

至多约2％的所述组合物、至多约1％的所述组合物或至多约0.5％的所述组合物。在一些实

施方案中，添加血浆(例如，至多约20至25％的浓度)可以增强DMSO的保护作用。在一些实施

方案中，添加人蛋白质，例如人血清白蛋白(例如，至多约2至10％的浓度)可以增强DMSO的

保护作用。在添加DMSO后，细胞应保持在0℃直至冷冻，因为约1％的DMSO浓度在4℃以上的

温度下可能有毒。

[0357] 在另一个实施方案中，使用含有20％DMSO和8％人血清白蛋白(HSA)的PBS，或其他

合适的细胞冷冻培养基。然后将该混合物用培养基按1:1稀释，使DMSO和HSA的最终浓度分

别为10％和4％。然后将该混合物中的细胞以每分钟1摄氏度的速度冷冻到‑80℃，并储存在

液氮储罐的气相中。

[0358] 受控的缓慢冷却速率可能很重要。不同的冷冻保护剂(拉帕茨(Rapatz)等人,《低

温生物学》(Cryobiology)5(1):18‑25,1968)和不同的细胞类型具有不同的最佳冷却速率

(关于冷却速度对骨髓干细胞存活率以及它们移植潜力的影响，参见例如罗维(Rowe)和林

弗雷特(Rinfret) ,《血液》(Blood)20:636,1962；罗维(Rowe) ,《低温生物学》(Cryobiology)

3(1):12‑18,1966；刘易斯(Lewis)等人,《输血》(Transfusion)7(1):17‑32,1967；和马祖尔

(Mazur) ,《科学》(Science)168:939‑949,1970)。水变成冰的融合阶段的热量应保持在最低

限度。冷却程序可以通过使用例如可编程冷冻装置或本领域已知的甲醇浴程序来进行。

[0359] 可编程冷冻设备能够确定最佳冷却速率并有利于进行标准可重复冷却过程。诸如

Cryomed或Planar之类的可编程控速冷冻机能够将冷冻方案调整到所需的冷却速率曲线。

例如，对于10％DMSO和20％血浆中的骨髓细胞，最佳速率是从0℃到‑80℃每分钟1℃到3℃。

在优选的实施方案中，可以使用这种从0℃到‑80℃每分钟1℃到3℃的冷却速率。容纳所述
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细胞的容器必须在低温下保持稳定，并能够快速传热以有效控制冷冻和解冻。密封的塑料

小瓶(例如，Nunc，Wheaton )或玻璃安瓿可用于多个小剂量(1‑2ml)或较大剂量(例

如，5至30ml)，而大容量(20至200ml)可以在聚烯烃袋(例如，Del‑Med)或乙烯醋酸乙烯酯冷

冻袋(例如，OriGen)中冷冻，这些袋子夹在金属板之间，以便在冷却期间中更好地进行热传

递。例如，骨髓细胞袋已通过放入‑80℃冷冻机中成功冷冻，冷冻速度约为3℃/分钟。

[0360] 在备选的实施方案中，可以使用甲醇浴冷却法。所述甲醇浴法非常适合对多个小

物项进行大规模的常规冷冻保存。该方法不需要手动控制冷冻速率，也不需要记录器来监

测速率。在优选的实施方案中，DMSO处理的细胞在冰上预冷并转移到含有冷冻甲醇的托盘

中，该托盘置于‑80℃的机械制冷机(例如Harris或Revco)中。所述甲醇浴和样本的热电偶

测量表明所需的冷却速率为每分钟1℃至3℃。至少两小时后，试样已达到‑80℃的温度，可

以直接浸入液氮(‑196℃)中永久储存。

[0361] 彻底冷冻后，可将所述NK细胞组合物和/或制剂快速转移到长期低温储存容器中。

在优选实施方案中，样本低温储存在液氮(‑196℃)或其蒸气中(在约‑140℃和‑180℃之

间)。在另一个优选实施方案中，样本低温储存在液氮气相(例如，在约‑140℃至‑180℃)中。

高效液氮制冷机的使用极大地利于这种储存，这种制冷机类似于具有极低真空度和内部超

级绝缘的大型 容器，从而最大限度地减少了热泄漏和氮损失。

[0362] 合适的托架系统是市售的，可用于对单个样本进行编目、存储和检索。

[0363] 其他冷冻保存活细胞的方法，或对这些方法进行修改，都是可以的，并着眼于使用

(例如，冷金属镜技术；利夫西(Livesey)和林纳(Linner)，《自然》(Nature)327：255，1987；

林纳(Linner)等人，《组织化学与细胞化学杂志》(J.Histochem.Cytochem.)34(9):1123‑

1135,1986；也参见森坎(Senkan)等人的美国专利号4,199,022、施瓦茨(Schwartz)的美国

专利号3,753,357、法希(Fahy)的美国专利号4,559,298)。

[0364] 冷冻保存或冷冻的细胞优选快速解冻(例如，在保持在37℃至41℃的水浴中)，并

在解冻后立即冷却。在具体的实施方案中，可以将装有所述冷冻细胞的小瓶浸入温水浴中

直至其颈部并轻轻旋转，以确保细胞悬浮液在解冻时混合并增加从温水到内部冰块的热传

递。一旦冰完全融化，立即将所述小瓶放入冰中。

[0365] 在一个实施方案中，将冷冻保存的NK细胞组合物和/或制剂解冻，并将完整的制剂

或其一部分输注到有需要的人或动物病患(例如，患有白血病，例如AML；另一种血液恶性肿

瘤；病毒感染(例如，HIV、HSV1或1，甲型、乙型或丙型肝炎，寨卡病毒，SARS‑CoV或SARS‑CoV‑

2等)；或本文公开的其他感染)。与处理解冻细胞有关的一些程序是可以利用的，在本领域

中是已知的，并且如果需要可以使用。

[0366] 可能需要处理所述细胞以防止在解冻时细胞结块。为了防止结块，各种程序在本

领域是众所周知的并且可以用于所公开的方法，包括但不限于在冷冻之前和/或之后添加

DNase(史匹哲(Spitzer)等人，《癌症》(Cancer)45:3075‑3085,1980)、低分子量葡聚糖和柠

檬酸盐，和/或羟乙基淀粉(斯蒂夫(Stiff)等人,《低温生物学》(Cryobiology)20:17‑24,

1983)等。

[0367] 如果所述冷冻保护剂对人体有毒，则应在治疗性使用解冻的NK细胞组合物和/或

制剂之前去除。在使用DMSO作为所述冷冻保存剂的实施方案中，优选省去该步骤以避免细

胞损失。然而，在需要去除所述冷冻保护剂的情况下，优选在解冻时完成去除。
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[0368] 例如，去除所述冷冻保护剂可以通过稀释以使所述冷冻保护剂的浓度微不足道。

这可以通过添加培养基来完成，如果需要，随后进行一个或多个循环离心以沉淀细胞、去除

上清液和重新悬浮细胞。例如，所解冻细胞中的细胞内DMSO可以减少到不会对所恢复细胞

产生不利影响的水平(小于1％)。这最好缓慢进行，以尽量减少在去除DMSO期间发生的潜在

破坏性渗透梯度。

[0369] 去除所述冷冻保护剂后，细胞计数(例如，通过使用血细胞计数器)和活性测试(例

如，通过台盼蓝排除法；库赫勒(Kuchler)，《细胞培养和病毒学中的生物化学方法》

(Biochemistry  Methods  in  Cell  Culture  and  Virology) ,道登、哈钦森和罗斯公司

(Dowden,Hutchinson&Ross)，斯特劳兹堡，宾夕法尼亚州,pp.18‑19,1977；《医学研究方法》

(Methods  in  Medical  Research) ,艾森(Eisen)等人,编辑,第10卷，年鉴医学出版公司

(Year  Book  Medical  Publishers ,Inc.)，芝加哥,pp.39‑47,1964)可用于确认细胞存活

率。活抗原(例如CD56)阳性细胞的百分比可以通过计算从细胞等分试样中排除7‑AAD(或活

细胞排除的其他合适染料)的抗原阳性细胞的数量，除以所述细胞等分试样中的有核细胞

总计数(TNC)(包括活细胞和非活细胞)来确定。然后可以通过将活抗原阳性细胞的百分比

乘以所述TNC来确定活抗原阳性细胞的数量。

[0370] 在冷冻保存之前和/或解冻之后，可以确定有核细胞的总数，或者在具体实施方案

中，可以确定CD56+细胞的总数。例如，有核细胞总计数可以通过使用血细胞计数器和排除

台盼蓝染料来进行。具有高细胞性的样本可以稀释到适合手动计数的浓度范围。产品的最

终细胞计数会针对任何稀释因子进行校正。

[0371] 有核细胞总计数等于每毫升活有核细胞数x产品体积(ml)。可以确定所述样本中

CD56+阳性细胞的数量，例如，通过使用与荧光染料缀合的抗CD56单克隆抗体的流式细胞

仪。

[0372] 所述NK细胞组合物和/或制剂可用于治疗实体瘤、造血系统恶性肿瘤、病毒性疾

病、细菌感染等的免疫疗法。在一些实施方案中，施用所述NK细胞组合物和/或制剂以抑制

有需要的受试者(也称为病患)的肿瘤生长。根据本发明该方面的方法通过向所述受试者施

用治疗有效量的NK细胞组合物和/或制剂来实现。如本文所用，“治疗”(treating)或“治疗”

(treatment)包括但不限于施用NK细胞组合物和/或制剂以减少或延迟疾病的症状、并发症

或生化指标的出现，从而减轻症状或阻止或抑制疾病、病症或病况(例如，癌症、转移性癌

症、转移性实体瘤、病毒或细菌症状)的进一步发展。治疗可以是预防性的，即作为佐剂(以

防止疾病复发或延迟疾病发作，或防止其临床或亚临床症状的表现)或在疾病表现后治疗

性地抑制或减轻症状。

[0373] 在一个实施方案中，以有效减少或消除癌症(例如实体瘤)或恶性血液病(例如白

血病或淋巴瘤等)，或预防它们发生或复发的量施用NK细胞组合物和/或制剂。“有效减少或

消除实体瘤或恶性血液病或防止它们发生或复发的量”或“有效减少或消除过度增殖性疾

病或防止其发生或复发的量”是指，NK细胞组合物和/或制剂的量，其在治疗肿瘤疾病状态

或过度增殖性疾病后改善受试者的结果或存活率，这通过病患测试数据、存活率数据、肿瘤

标志物水平的升高或抑制、基于遗传档案或暴露于环境因素的易感性降低来测量。“抑制肿

瘤生长”是指减小肿瘤细胞的大小或减弱活性或数量。“癌症”、“恶性肿瘤”、“实体瘤”或“过

度增殖性疾病”用作同义词，指的是以细胞不受控制的异常增殖；受影响的细胞局部或通过
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血流和淋巴系统扩散到身体其他部位(即转移)的能力；以及任何其他特征结构和/或分子

特征的为特征的多种疾病中的任何一种。“癌性细胞”、“恶性细胞”或“实体瘤细胞”被理解

为具有特定结构特性、缺乏分化并且能够侵袭和转移的细胞。“癌症”是指在哺乳动物中发

现的所有类型的癌症或赘生物或恶性肿瘤，包括癌和肉瘤。示例有乳腺癌、肺癌、非小细胞

肺癌、胃癌、脑癌、头颈癌、髓母细胞瘤、骨癌、肝癌、结肠癌、泌尿生殖系统癌、膀胱癌、泌尿

癌、肾癌、睾丸癌、子宫癌、卵巢癌、宫颈癌或前列腺癌，以及黑色素瘤、间皮瘤和肉瘤(参见

迪芬达(DeVita)等人，(编辑)，《肿瘤学的癌症原理与实践》(Cancer  Principles  and 

Practice  of  Oncology)，第6版，利平科特·威廉姆斯和威尔金斯集团(Lippincott 

Williams&Wilkins)，费城，宾夕法尼亚，2001；出于所有目的，该参考文献全文以引用的方

式并入本文)。“过度增殖性疾病”是指细胞增殖比正常组织生长更快的任何疾病或病症。因

此，过度增殖细胞是比正常细胞增殖更快的细胞。

[0374] “实体瘤”包括但不限于肉瘤、黑素瘤、癌或其他实体瘤癌症。“肉瘤”是指由类似胚

胎结缔组织的物质组成并且通常由嵌入纤维状或均质物质的紧密堆积的细胞组成的肿瘤。

肉瘤包括但不限于软骨肉瘤、纤维肉瘤、淋巴肉瘤、黑色素肉瘤、粘液肉瘤、骨肉瘤、艾伯内

西氏肉瘤、脂肪肉瘤、脂肪肉瘤、腺泡状软组织肉瘤、成釉细胞肉瘤、葡萄状肉瘤、绿色肉瘤、

绒毛膜癌、胚胎肉瘤、肾母细胞瘤、子宫内膜肉瘤、间质肉瘤、尤文肉瘤、筋膜肉瘤、成纤维细

胞肉瘤、巨细胞肉瘤、粒细胞肉瘤、霍奇金肉瘤、特发性多发性色素沉着性出血性肉瘤、B细

胞免疫母细胞肉瘤、T细胞免疫母细胞肉瘤、詹森肉瘤、卡波西肉瘤、库普弗细胞肉瘤、血管

肉瘤、白血病肉瘤、恶性间充质肉瘤、骨旁肉瘤、网织细胞肉瘤、劳斯肉瘤、浆囊肉瘤、滑膜肉

瘤和毛细血管扩增肉瘤。

[0375] “黑色素瘤”是指由皮肤和其他器官的黑色素细胞系统产生的肿瘤。黑素瘤包括例

如肢端黑色素瘤、无色素黑色素瘤、良性幼年性黑色素瘤、克劳德曼黑素瘤、S91黑色素瘤、

哈‑帕二氏黑色素瘤、幼年性黑色素瘤、恶性雀斑样痣黑色素瘤、恶性黑色素瘤、结节性黑色

素瘤、甲下黑色素瘤和浅表扩散性黑色素瘤。

[0376] “癌”是指由倾向于浸润周围组织并引起转移的上皮细胞组成的恶性新生长物。示

例性癌包括例如腺泡癌、腺泡状癌、囊性腺样癌、腺样囊状癌、腺癌、肾上腺皮质癌、肺泡癌、

肺泡细胞癌、基底细胞癌、基底上皮细胞癌、类基底细胞癌、基底鳞状细胞癌、支气管肺泡

癌、细支气管癌、支气管肺癌、脑样癌、胆管细胞癌、绒毛膜癌、胶样癌、粉刺癌、子宫体癌、筛

状癌、铠甲状癌、皮肤癌、柱状细胞癌、柱状细胞癌、导管癌、硬癌、胚胎性癌、髓样癌、表皮样

癌、腺样上皮癌、外生性癌、溃疡性癌、纤维癌、胶样癌、胶状癌、巨细胞性癌、巨细胞癌、腺

癌、粒层细胞癌、发母质癌、多血癌、肝细胞癌、许特莱氏细胞腺癌、玻璃样癌、肾透明细胞样

癌、婴儿胚胎性癌、原位癌、表皮内癌、上皮内癌、克龙派切尔癌、库尔契茨基氏细胞癌、大细

胞癌、豆状癌(lenticular  carcinoma/carcinoma  lenticulare)、脂肪瘤、淋巴上皮癌、髓

样癌(carcinoma  medullare/medullary  carcinoma)、黑色素癌、粘液癌(mucous 

carcinoma/carcinoma  muciparum)、粘液细胞癌、脉络丛脑膜炎癌、粘液癌(carcinoma 

mucosum/mucous  carcinoma)、粘液瘤样癌、鼻咽癌、燕麦细胞癌、骨化性癌、骨样癌、乳头状

癌、门静脉癌、前侵袭癌、棘细胞癌、髓样癌(pultaceous  carcinoma)、肾细胞癌、储备细胞

癌、肉瘤样癌、硬癌(scirrhous  carcinoma)、阴囊癌、印戒细胞癌、单纯癌、小细胞癌、球状

细胞癌、梭形细胞癌、海绵状癌、鳞状癌、鳞状细胞癌、线状癌(string  carcinoma)、毛细血
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管扩增癌、毛细血管瘤、移行细胞癌、结节性皮癌(carcinoma  tuberosum/tuberous 

carcinoma)、疣状癌和绒毛状癌。

[0377] “白血病”是指造血器官的进行性恶性疾病，通常以血液和骨髓中白细胞及其前体

的增殖和发育异常为特征。白血病的临床分类通常基于(1)疾病的持续时间和特征——急

性白血病或慢性白血病；(2)涉及的细胞类型；骨髓细胞(骨髓性细胞)、淋巴(淋巴生成细

胞)或单核细胞；(3)血液中异常细胞数量的增加或不增加——白血病或白细胞缺乏(亚白

血病)。白血病包括，例如，急性非淋巴细胞白血病、急性骨髓性白血病、慢性淋巴细胞白血

病、急性粒细胞性白血病、慢性粒细胞白血病、急性早幼粒细胞白血病、成人T细胞白血病、

非白血性白血病、白细胞不增多性白血病、嗜碱性母细胞白血病、牛白血病、慢性粒细胞白

血病、皮肤白血病、干细胞性白血病、嗜酸性粒细胞白血病、格罗斯氏白血病(Gross '

leukemia)、毛细胞白血病、成血细胞性白血病(hemoblastic  leukemia/hemocytoblastic 

leukemia)、组织细胞性白血病、干细胞白血病、急性单核细胞性白血病、白细胞减少性白血

病,淋巴性白血病、淋巴性白血病、淋巴母细胞性白血病、淋巴细胞性白血病、淋巴原性白血

病、淋巴样白血病、淋巴肉瘤细胞白血病、肥大细胞白血病、巨核细胞性白血病、小骨髓母细

胞性白血病、单核细胞性白血病、骨髓母细胞白血病、髓细胞性白血症、髓细胞粒细胞性白

血病、骨髓单核细胞性白血病、内格利白血病(Naegeli  leukemia)、浆细胞白血病、浆细胞

性白血病、前髓细胞性白血病、里德尔细胞白血病(Riedercellleukemia)、席林氏白血病

(Schilling'sleukemia)、干细胞白血病、亚白血病性白血病和未分化细胞白血病。

[0378] 其他癌症包括例如霍奇金病、非霍奇金淋巴瘤、多发性骨髓瘤、成神经细胞瘤、乳

腺癌、卵巢癌、肺癌、横纹肌肉瘤、原发性血小板增多症、原发性巨球蛋白血症、小细胞肺肿

瘤、原发性脑肿瘤、胃癌、结肠癌、恶性胰腺胰岛素瘤、恶性类癌、膀胱癌、癌前皮肤病变、睾

丸癌、淋巴瘤、甲状腺癌、神经母细胞瘤、食道癌、泌尿生殖道癌、恶性高钙血症、宫颈癌、子

宫内膜癌、肾上腺皮质癌、前列腺癌症。

[0379] 在另一个实施方案中，提供了一种抑制有需要的受试者病毒感染的方法。该方法

通过向受试者施用治疗量的NK细胞组合物和/或制剂而来实现。适合用NK细胞组合物和/或

制剂治疗的病毒感染包括但不限于HIV、淋巴细胞脉络丛脑膜炎病毒(LCMV)、巨细胞病毒

(CMV)、牛痘病毒、冠状病毒(SARS‑CoV和SARS‑CoV‑2)、流感和副流感病毒、寨卡病毒、肝炎

(包括甲型肝炎、乙型肝炎、丙型肝炎、非甲型非乙型肝炎等)病毒、单纯疱疹病毒(HSV  1或

HSV  2)、带状疱疹病毒和泰累尔氏病毒。适合用NK细胞组合物和/或制剂治疗的其他传染病

包括但不限于寄生虫感染，例如疟原虫、利什曼原虫和弓形虫感染，以及细菌感染，例如分

枝杆菌和李斯特菌(有关NK细胞治疗病毒、细菌和原生动物疾病的综述参见，祖基尼

(Zucchini)等人,《抗感染治疗专家评审》(Exp.Rev.Anti‑Infect.Ther.)6:867‑885,2008，

该文献通过引用并入本文)。

[0380] 根据本发明的一些方面，提供了包含用于治疗疾病的NK细胞制剂的药物组合物。

例如，将所述NK细胞制剂与药学上可接受的载体一起配制以形成用于治疗例如转移性癌

症、实体瘤、恶性血液病、过度增殖性疾病、任何病毒感染、细菌感染等的NK细胞组合物.

[0381] 将治疗性应用、组合物或药物施用于疑似患有或已经患有此类疾病的受试者，提

供量足以治愈或部分阻止所述疾病症状(生化症状、组织学症状和/或行为症状)，包括它们

的并发症和疾病发展中的中间病理表型。足以完成这种治疗方法的量被定义为治疗有效剂
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量。在治疗方案中，NK细胞组合物和/或制剂通常以数种剂量施用，直到获得足够的抗增殖

反应。通常，监测所述抗增殖反应，如果抗增殖反应开始减弱，则给予重复剂量。

[0382] NK细胞组合物和/或制剂用于治疗如本文所述疾病(例如转移性癌症、实体瘤、恶

性血液病、过度增殖性疾病、任何病毒感染、细菌感染等)的有效剂量取决于以下因素，包括

施用方式、作用靶位、病患的生理状态、病患是人还是动物、所施用的其他药物以及治疗是

预防性的还是治疗性的。通常，病患是人，但也可以治疗包括转基因哺乳动物在内的非人哺

乳动物。需要调整治疗剂量以优化安全性和有效性。

[0383] 对于施用治疗性NK细胞组合物和/或制剂，剂量范围通常为每剂约50至约5亿个总

细胞。在一些实施方案中，剂量为每剂约50、100、200、300、400或4亿个细胞。在一些实施方

案中，所述NK细胞组合物和/或制剂的剂量可以是每剂约5000万至约20亿个活细胞。在一些

实施方案中，所述NK细胞组合物和/或制剂的剂量包含约1亿、约2亿、约3亿、约4亿、约5亿、

约6亿、约7.5亿、约10亿、约15亿或约20亿个活细胞。在一些实施方案中，所述NK细胞组合物

和/或制剂的剂量可以是每剂量约5000万至约20亿个活CD56+细胞。在一些实施方案中，所

述NK细胞组合物和/或制剂的剂量包含约1亿、约2亿、约3亿、约4亿、约5亿、约6亿、约7.5亿、

约10亿、约15亿或约20亿个活CD56+细胞。

[0384] 示例性治疗方案需要约每周一次、两次或者甚至三次，每两周一次、两次或者甚至

三次，约每月一次，约每3至6个月一次，或约每6至12个月一次施用。可以多次施用NK细胞组

合物和/或制剂。单次剂量之间的间隔可以是几天、一周、一月、一年或这些时间段的某种组

合。间隔也可以是不规律的，并通过测量病患体内所述NK细胞组合物和/或制剂的血液水平

来指示。或者，所述NK细胞组合物和/或制剂可以作为缓释配方施用，在这种情况下需要较

小的施用频率。剂量和频率取决于病患体内所述NK细胞组合物和/或制剂的半衰期。施用的

剂量和频率可以根据治疗是预防性的还是治疗性的而变化。在预防性应用中，在较长时间

内以相对不频繁的间隔施用相对低的剂量。一些病患在余生中继续接受治疗。在治疗性应

用中，有时需要以相对短的间隔使用相对高的剂量，直到疾病的进展减弱或终止，并且优选

直到病患表现出疾病症状或疾病适应症的部分或完全改善。此后，可通过预防性方案施用

于该病患。

[0385] 用于治疗疾病例如转移性癌症、实体瘤、恶性血液病、过度增殖性疾病、任何病毒

感染、细菌感染等的NK细胞组合物和/或制剂的组合物可以通过静脉内、囊内、动脉内、颅内

或腹膜内方式施用。

[0386] 在一些实施方案中，在化疗方案之后施用NK细胞组合物和/或制剂。所述化疗方案

可以是单剂或多剂方案。在一些实施方案中，所述化疗方案是诱导方案或巩固方案。在一些

实施方案中，所述化疗方案是挽救方案。

[0387] 在一些实施方案中，固定剂量的NK细胞组合物和/或制剂可以在化疗方案(例如诱

导方案)或其周期之后施用。还可以在巩固方案或其周期之后施用固定剂量的NK细胞组合

物和/或制剂。还可以在挽救方案或其周期之后施用固定剂量的NK细胞组合物和/或制剂。

在一些实施方案中，可以在第二诱导方案或其周期之后施用固定剂量的NK细胞组合物和/

或制剂，或如果需要或必要，在诱导方案的第二周期之后施用。在一些实施方案中，可以在

第二巩固方案或其周期之后施用固定剂量的NK细胞组合物和/或制剂，或者在巩固方案的

第二周期后施用是需要或必要的。在一些实施方案中，可以在第二挽救方案或其周期之后

说　明　书 49/56 页

54

CN 114466924 A

54



施用固定剂量的NK细胞组合物和/或制剂，或者在挽救方案的第二周期后施用是需要或必

要的。

[0388] 实施例

[0389] 本发明的范围不受本文所述的具体实施方案的限制。实际上，根据本文的描述和

附图，除了本文描述的修改之外，本发明的各种修改对于本领域技术人员将是显而易见的。

此类修改旨在落入所附权利要求的范围内。

[0390] 本文引用了各种出版物，包括专利、专利申请出版物和科学文献，出于所有目的，

所公开内容以引用的方式整体并入。虽然已经示出和描述了说明性实施方案，但是应当理

解，在不背离本发明的精神和范围的情况下可以在此做出各种改变。

[0391] 实施例1：产生NK细胞组合物和/或制剂

[0392] 本实施例描述了NK细胞制剂的生产和储存以及将其配制成NK细胞组合物。

[0393] 脐带血/胎盘血单位(CBU)在出生时从人类供体收集。通常，所述CBU在收集后会被

冷冻，并且所选定的CBU在使用前符合供体资格并且完全符合条件。然后将收集的血液与抗

凝剂混合以防止凝结。将血液在4℃下隔离保存在受监控的制冷机中。对收到的单位进行了

评估，并确定了要进行扩增处理的单位。

[0394] 第一阶段涉及造血干细胞和祖细胞的扩增。将富集CD34+的造血干细胞和祖细胞

(HSPC)接种到经过组织培养处理的塑料容器(Thermo  Scientific  NuncTMEasYFlaskTM)中。

如美国专利申请公开号2013/0095079(通过引用并入本文)中所述，由合并的脐带血单位制

备富集的CD34+HSPC。通常，在CD34+细胞富集之前或之后，将至少4脐带血单位的CD34+细胞

合并。

[0395] 所述组织培养处理的塑料容器预涂有重组人纤连蛋白片段(宝生物公司(Takara 

Bio,Inc.))； 重组人纤连蛋白片段，5μg/ml和0.8μg/cm2表面积)和Notch激动

剂(Delta1extIgG,2.5μg/ml和0.4μg/cm2表面积)的DPBS(Gibco)溶液。培养基由设计并适合

于培养和扩增造血细胞的无血清细胞培养基(StemSpanTM无血清扩增培养基II(SFEM  II；干

细胞技术公司))组成，该培养基补充有rhSCF(美天旎生物技术)、Flt‑3L(美天旎生物技

术)、TPO(美天旎生物技术)和IL‑6(美天旎生物技术)和10ng/ml  IL‑3(美天旎生物技术)各

50ng/ml。细胞培养14天，适当时将所述细胞传代到更大体积的培养容器中以保持细胞密度

<2x106个细胞/ml。

[0396] 产生相同细胞制剂的第一阶段扩增培养的替代方案包括用2.5至10μg/ml纯化的

抗人Notch  1抗体(生物传奇公司(BioLegend)，LEAFTM纯化，克隆MHN1‑519)代替Delta1extIgG

作为所述Notch激动剂。

[0397] 所述培养过程的第二阶段将扩增的造血干细胞和祖细胞分化为NK细胞表型。在14

天扩增阶段结束时(如上)，收集所有细胞并重新接种到组织培养处理的塑料容器中，而没

有涂覆所述Notch激动剂(Delta1extIgG或 )。所述培养基包含RPMI1640

(Gibco)，补充有5至10％热灭活胎牛血清(FBS；Gibco)、40ng/ml  rhIL‑15(PeproTech(佩普

罗技术公司))和50U/ml  rhIL‑2(佩普罗技术公司)。细胞再培养至多14天，适当时将所述细

胞传代到更大体积的培养容器中以保持细胞密度<2x106个细胞/ml。

[0398] 除CD56外，所述CD56+细胞高频率表达NKp30、NKp46、NKp44、NKG2A和颗粒酶B，中到

高频率表达穿孔素和CD107a，低到中频率表达NKG2D，并且基本上不表达KIR。在那些测试的
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批次中，发现所述CD56+细胞是KIR‑。(如本文所用，“KIR‑”是指KIR2DL1、KIR2DS1、KIR2DS3、

KIR2DS5、KIR2DL2、KIR2DL3、KIR2DS2、KIR2DS4、KIR3DL1和KIR3DS1。)CD16以低至中频率表

达。在测试的那些批次中，所述CD56细胞中到高频率表达颗粒酶B，高频率表达CD107a，并且

低频率表达穿孔素。参见上表1。上表2也显示了示例性NK细胞制剂中CD56+细胞的表型属

性。

[0399] 所述NK细胞制剂还包括大约25％到50％的CD56‑细胞。这些细胞主要来源于骨髓，

可以包括树突细胞、巨噬细胞和粒细胞。在所述NK细胞制剂的CD56‑细胞中，以下细胞表面

标志物以指定频率表达：颗粒酶B以中频率表达，CD107a以高频率表达。上表3显示了示例性

NK细胞制剂中CD56‑细胞的表型属性。

[0400] 图1A显示了在28天培养过程(第一阶段(扩增)和第二阶段(分化))中CD56+细胞/

起始CD34+细胞的增加。图1B展示了在28天细胞培养过程中CD56+细胞生成的增殖率。图1A和

图1B显示了按照上述过程生产的20批NK细胞制剂的结果。

[0401] 实施例2：生产不含动物来源血清的NK细胞制剂。

[0402] 为了避免使用动物来源的血清，用于生产NK细胞制剂的第二阶段培养(分化)的替

代方案涉及用热灭活的人AB血清(硅谷生物医学公司(Valley  Biomedical))或人血小板裂

解液(米尔溪生命科学公司(Mill  Creek  Life  Sciences) )替代胎牛血清(FBS)。

申请人出乎意料地能够在实施例1所述方法第二阶段(分化阶段)中替代热灭活的人AB血清

或人血小板裂解液。

[0403] 用人AB血清(hABS)或人血小板裂解液(hPL)替代FBS对分化期间细胞扩增(图2)或

产生的CD56+细胞数量(图3)影响很小。hPL保持培养物的扩增比hABS稍好，但在所述FBS、

hABS和hPL培养物中产生的细胞表型非常相似。

[0404] 图4和图5显示了培养第28天的CD16+细胞百分比(图4)和NKp46+细胞百分比(图5)，

两者均作为CD56+细胞的百分比，比较了培养第二阶段中使用的不同血清补充剂。

[0405] 使用NK细胞制剂和K562靶细胞进行体外细胞毒性分析，以比较在第二阶段中用各

种血清补充剂(FBS、hABS或hPL)培养的NK细胞制剂。图6和图7显示补充hPL的培养物比补充

hABS的培养物产生了更具细胞毒性的NK细胞群。

[0406] 实施例3：用NK细胞制剂进行体外细胞毒性试验

[0407] 使用第28天NK细胞制剂或K562激活的成人外周血NK细胞作为效应细胞(E)进行体

外细胞毒性试验。如上所述制备所述NK细胞制剂。荧光标记的K562细胞(慢性骨髓性白血病

细胞系)或A549细胞(肺癌细胞系)被包括作为靶细胞(T)。将所述细胞以图8所示的E:T比在

37℃下共培育4小时。然后用4',6‑二脒基‑2‑苯基吲哚(DAPI)标记细胞，荧光靶细胞用DAPI

共标记，通过流式细胞仪分析确定为垂死的靶细胞和死亡的靶细胞。

[0408] 图8显示了所述NK细胞制剂(称为NK细胞产品)对K562靶细胞和A549靶细胞具有相

似的活性(用实心圆圈和实心三角形标示的曲线)。相比之下，用K562细胞激活的成人外周

血NK细胞(称为K562激活的成人PB  NK细胞)对K562靶细胞有活性(有空心圆圈的顶部曲

线)，但对A549靶细胞没有活性(有空心三角形的底部线)。该研究证明了所述NK细胞制剂对

各种靶细胞具有活性的能力。

[0409] 实施例4:使用NK细胞制剂的额外体外试验

[0410] 所述NK细胞制剂的细胞毒性在标准体外细胞杀伤试验(如上文实施例3中所述)中
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针对一系列骨髓细胞白血病(类似于AML)细胞系进行测试。图9展示了所述NK细胞制剂对这

些癌细胞系的多种细胞系表现出细胞杀伤作用。在图9中，对于每种细胞系，左柱表示4小时

的细胞毒性，右柱表示24小时的细胞毒性。所述K562细胞系是公认的NK细胞活性标准，可用

作阳性对照。

[0411] 实施例5:用NK细胞制剂进行体内小鼠异种移植试验

[0412] 通过测量U‑87肿瘤负荷，在进行或未进行NK细胞制剂治疗的NSG小鼠中测试了NK

细胞制剂在U‑87胶质母细胞瘤模型中的活性。U‑87细胞用 (一种由Engelbreth‑

Holm‑Swarm(EHS)小鼠肉瘤细胞分泌的凝胶状蛋白质混合物，旨在比拟许多组织中发现的

复杂细胞外环境并作为培养细胞的底物)皮下注射到测试NSG小鼠的后胁腹(2x106细胞/小

鼠)并使其生长9天以形成可测量的肿瘤，然后每只小鼠进行肿瘤内注射1x107个细胞的NK

细胞制剂(称为NK细胞产品或组合物)。以2至3次/周的频率通过卡尺测量评估肿瘤生长。图

10表明，与盐水注射对照相比，所述NK细胞产品能够减少肿瘤负荷。

[0413] 图11显示了本研究中未处理对照(带圆圈的线)和所述NK细胞制剂(带正方形的

线)的肿瘤大小随时间变化的曲线图。所述NK细胞制剂能够使肿瘤发展显著延迟(图11)。所

述NK细胞制剂持续存在并且在注射后37天可检测到，这通过检测肿瘤中的人CD45+细胞来

测量(图11)。

[0414] 实施例6：使用Notch  1或Notch  2特异性抗体扩增CD34+HSPC。

[0415] 如上(实施例1)所述，CD34+HSPC的扩增在标准底物

或在5μg/ml 抗Notch1抗体(抗Notch  1Ab)或在5μg/

ml 抗Notch1  Ab上进行。图12A‑D显示用Notch  1或Notch  2抗体扩

增HSPC(参见美国专利申请公开号2017/0107493，通过引用并入本文)与使用DXI的扩增相

当。

[0416] 实施例7：在有肿瘤细胞的情况下通过NK细胞制剂释放细胞因子。

[0417] 进行这项研究是为了测定在有和没有K562或A549肿瘤细胞的情况下，NK细胞制剂

对细胞因子干扰素γ(IFNγ)或肿瘤坏死因子α(TNFα)的表达。图13显示了通过上述方法产

生的NK细胞制剂(称为NK细胞产品)或K562或A549肿瘤细胞单独培养，或一起培养三天。该

研究是一式三份进行的。三天后，通过Luminex试验测定细胞因子水平。(检测限为1pg/ml细

胞因子。)如图13所示，当在有肿瘤细胞的情况下共培养NK细胞制剂时，IFNγ(图13A)和TNF

α(图13B)水平均增加。这些结果表明，所述制剂中的NK细胞在有肿瘤细胞的情况下变得更

加活跃。

[0418] 实施例8：生产基因修饰NK细胞制剂的转导时间进程。

[0419] 进行这项研究是为了测定在扩增和分化阶段期间进行基因修饰的合适时间。GFP

(绿色荧光蛋白)慢病毒与VSVG(水泡性口炎病毒)或Cocal假型病毒包膜糖蛋白用于在扩增

阶段(第1、4、7或14天)或NK分化阶段(第21天)的不同时间点使用2种不同的感染复数(MOI)

转导CD34+脐带血细胞，并在28天的NK细胞培养过程中持续。在第28天，对不同细胞群(包括

CD56、CD16、CD14、CD15和CD7)进行免疫表型分析。图14显示在第1、4或7天转导后观察到更

加一致的跨细胞谱系分布。

[0420] 实施例9：制备靶向人CD19表达细胞的CAR构建体
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[0421] 制备了包含抗CD19  scFV(FMC63)、人IgG4的铰链区、CD28跨膜域、4‑1BB共刺激域

和CD3zeta细胞内信号传导域的CAR构建体。所述表达构建体包括作为选择标志物的tEGFR

(图15)或人IL‑15(图16)。通常如实施例8中所述，将所述CAR构建体转导到HSPC中。

[0422] 实施例10:制备和表征所述扩增阶段期间用IL‑15引发的NK细胞

[0423] 该实施例描述了在所述第一阶段扩增期添加了IL‑15的NK细胞制剂的生产和表

征。

[0424] 第一阶段涉及造血干细胞和祖细胞的扩增。将富集CD34+的造血干细胞和祖细胞

(HSPC)接种到组织培养处理的塑料容器(Thermo  Scientific  NuncTMEasYFlaskTM)中。如上

所述制备富集的CD34+HSPC。所述组织培养处理的塑料容器预涂有重组人纤连蛋白片段(宝

生物公司； 重组人纤连蛋白片段，5μg/ml和0.8μg/cm2表面积)和Notch激动剂

(Delta1extIgG；2.5μg/ml和0.4μg/cm2表面积)的DPBS(Gibco)溶液。培养基包含适合和适用

于造血细胞培养和扩增的细胞培养基(StemSpanTM无血清扩增培养基II(SFEM  II；干细胞技

术公司))，该培养基补充有rhSCF(美天旎生物技术公司)、Flt‑3L(美天旎生物技术公司)、

TPO(美天旎生物技术公司)和IL‑6(美天旎生物技术公司)和10ng/ml  IL‑3(美天旎生物技

术公司)各50ng/ml。细胞培养14天，适当时将细胞传代到更大体积的培养容器中以保持细

胞密度<2x106个细胞/ml。通过在第7天至第14天或第10天至第14天添加40ng/ml的IL‑15

(佩普罗泰克公司(Pepro  Tech))来引发扩增培养物。

[0425] 所述培养过程的第二阶段将扩增的造血干细胞和祖细胞分化为NK细胞表型。在14

天扩增阶段(上述第一阶段)结束时，收集所有细胞并以1000ml培养基1x106个细胞/ml的细

胞密度重新接种到培养容器中(G‑Rex100M容器，威尔逊沃尔夫公司(WilsonWolf))，没有

Notch激动剂(Delta1extIgG或 )涂层。所述培养基包含RPMI  1640(Gibco)，补充

有5％人血小板裂解液(hPL；米尔溪生命科学公司)、40ng/ml  rhIL‑15(佩普罗技术公司)和

50U/ml  rhIL‑2(佩普罗技术公司)。细胞再培养10天，用新鲜的分化培养基替换容器中50％

的培养基7天进入分化阶段。

[0426] 除了CD56，所述CD56+细胞高频率表达NKp30、NKp46、NKp44和NKG2A，中频率表达

CD16、NKp44和NKG2D。

[0427] 表4显示了通过该方法产生的示例性NK细胞制剂中CD56+细胞的表型属性。

[0428] 表4.CD56+细胞的表型属性

[0429]

[0430] 所述NK细胞制剂还包括大约26％的CD56细胞。与上述现有方法一样，这些细胞主

要来源于骨髓，可以包括树突细胞、巨噬细胞和粒细胞。表5显示了通过该方法产生的示例

性NK细胞制剂中CD56‑细胞的表型属性。
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[0431] 表5.CD56‑细胞的表型属性

[0432] CD56‑细胞 频率(平均值±标准差)

CD14‑CD15+ 6.46±1.26

CD14+CD15+ 6.96±1.19

CD14+CD15‑ 0.55±0.19

CD14‑CD15‑ (细胞亚群如下)

CD11b+CD11c+ 3.67±1.08

HLA‑DR+ 4.06±0.65

CD7+ 0.50±0.14

CD33+ 1.83±0.81

CD34+ 0.13±0.14

未识别的 0.61±0.21

[0433] 图17A和图17B显示了按照上述方法以制造规模生产的4批NK细胞制剂的结果。图

17A显示了在24天培养过程(第一阶段和第二阶段)中CD56+细胞/起始CD34+细胞的增加。图

17B展示了在24天细胞培养过程中CD56+细胞生成的增殖率。

[0434] 实施例11:用IL‑15引发产生的NK细胞制剂进行体外细胞杀伤

[0435] 在本实施例中，证实了用IL‑15引发产生的所述NK细胞制剂连续杀死重复剂量靶

细胞的能力。在对实施例3中所述的标准体外细胞杀伤试验的修改中，连续杀伤试验在较长

的时间内进行。在本实施例中，细胞杀伤试验使用Kasumi‑1骨髓细胞白血病细胞系(类似于

AML)。新鲜NK细胞制剂(图18A)或冷冻保存和解冻的NK细胞制剂(图18B)在开始时被接种到

试验中，并每24小时接受重复剂量的靶细胞，总共三天，每次攻击后24小时进行所述靶细胞

的特异性细胞死亡分析。使用新鲜NK细胞制剂进行额外的试验，所述新鲜NK细胞制剂每3天

接受重复剂量的靶细胞，总共10天(图18C)，每次攻击后24小时进行靶细胞特异性细胞死亡

分析。在每个试验期间，所述新鲜的NK细胞制剂与冷冻保存和解冻的NK细胞制剂均实现了

针对重复靶标添加的剂量依赖性细胞杀伤，证明了所述NK细胞连续杀伤靶细胞至少10天的

能力。

[0436] 实施例12:使用NK细胞制剂进行体内小鼠AML异种移植试验

[0437] 通过测量Kasumi‑1肿瘤负荷和动物存活率，在进行或未进行NK细胞制剂治疗的

NSG小鼠中测试所述NK细胞制剂在Kasumi‑1  AML弥漫性肿瘤模型中的活性。萤火虫荧光素

酶表达Kasumi‑1细胞在第0天静脉注射到NSG小鼠的尾静脉(2x106细胞/小鼠)，然后在第2

天和第6天每只小鼠静脉注射两剂2x107细胞的NK细胞制剂。每周通过生物发光成像评估肿

瘤生长1至2次。与注射缓冲液的对照处理相比，所述NK细胞制剂抑制了肿瘤发展(图19，p

值：*＝<0.05，**＝<0.01，***＝<0.001)并显著延长了小鼠的中位生存期。(图20；83.5天与

70天，对数秩检验p＝<0.01)。

[0438] 实施例13：产生间皮素CAR  NK细胞——扩增阶段期间的转导

[0439] 在第一阶段(所述扩增阶段)的第7天，HSPC用表达间皮素靶向嵌合抗原受体(CAR)

的慢病毒转导。使用EF1alpha启动子驱动该CAR的表达。该构建体还包含截短的CD19

(tCD19)胞外域，由相同的启动子表达并通过T2A自切割域与所述CAR序列分离。将0.5ml培

养基中1x106个细胞/ml接种于24孔板中，该孔板预涂有重组人纤连蛋白片段(宝生物公司；
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重组人纤连蛋白片段，5μg/ml和0.8μg/cm2表面积)和Notch激动剂(Delta1ext

‑IgG，2.5μg/ml和0.4μg/cm2表面积)的DPBS(Gibco)溶液。培养基包含适合造血细胞生长和扩

增的培养基(StemSpanTM无血清扩增培养基II(SFEM  II；干细胞技术公司))，该培养基补充

有人SCF(美天旎生物技术公司)、Flt‑3配体(美天旎生物技术公司)、TPO(美天旎生物技术

公司)和IL‑6(美天旎生物技术公司)和10ng/ml  IL‑3(美天旎生物技术公司)各50ng/ml。使

用30的感染复数(MOI)将8μg/ml硫酸鱼精蛋白(密理博西格玛公司(Millipore  Sigma))与

慢病毒溶液一起添加。3小时后，将MOI为30的慢病毒第二次添加到孔中。细胞在5％CO2培养

箱中于37℃下培养过夜。在第8天，通过稀释SFEM  II培养基中细胞和上述5种生长因子将细

胞传代到预涂有 和Delta1ext‑IgG的更大体积的容器(6‑孔板)中，以保持细胞密

度<2x106细胞/ml。在第14天，收集所述细胞并以1x106细胞/ml的密度重新接种到没有所述

Delta1ext‑IgG或 涂层的组织培养容器(T25组织培养瓶)中。分化培养基包含

RPMI  1640(Gibco)，补充有5％人血小板裂解液(hPL)(米尔溪生命科学公司)、40ng/ml 

rhIL‑15(佩普罗技术公司)和50U/ml  rhIL‑2(佩普罗技术公司)。细胞再培养14天，在第21

天用新鲜的分化培养基替换容器中50％的培养基。

[0440] 在第28天，收集所述CAR  NK细胞制剂并通过流式细胞仪评估CAR表达，并在体外对

两种不同的绿色荧光蛋白(GFP‑)表达NOMO‑1AML肿瘤靶细胞进行细胞毒性试验。亲本NOMO‑

1细胞系内源性表达CAR所靶向的间皮素。在同一细胞系(NOMO‑1MSLN‑/‑)中制备了间皮素的

敲除物。

[0441] CAR表达通过流式细胞仪使用抗CD19抗体间接检测细胞表面来评估。细胞为76％

CD56+和27％tCD19+(图21)。

[0442] 在体外细胞毒性试验中，通过在RPMI+10％FBS+40ng/ml  IL‑15+50U/ml  IL‑2中与

两种NOMO‑1靶细胞(亲本和间皮素敲除物)的每一种共培养，CAR转导NK细胞和模拟转导对

照NK细胞作为效应细胞进行测试。E:T比在0.3到20之间，试验进行24小时。在培育结束时，

用DAPI溶液标记细胞，并通过流式细胞仪分析靶细胞的GFP荧光和死细胞的DAPI荧光，以确

定特异性细胞死亡百分比。

[0443] 结果表明，与所述NOMO‑1MSLN‑/‑细胞相比，间皮素CAR‑NK细胞表现出，对亲本NOMO‑

1细胞杀伤显著且特异性增加(高达55％)。用对照NK细胞针对任一NOMO‑1细胞系观察到类

似的低水平杀伤(图22)。

[0444] 实施例14：产生间皮素CAR  NK细胞——NK细胞分化后的转导

[0445] 在本实施例中，CD34+富集的非免疫匹配的细胞池通过第一阶段(扩增)和第二阶

段(分化)进行了如上处理。在完全分化后，用CAR构建体转导所述NK细胞。

[0446] 具体是，在所述分化阶段期间，第二阶段的第23天，使用基于免疫磁性微珠的柱分

离方案(CD56微珠，人类，美天旎生物技术公司)从大量细胞富集人CD56+NK细胞。用实施例

12中描述的相同慢病毒转导富集的NK细胞(>96％CD56+)。将2ml分化培养基中1x106细胞/ml

与8μg/ml硫酸鱼精蛋白和慢病毒一起接种在6‑孔板中，MOI为40。细胞在5％CO2培养箱中于

37℃下培养过夜。在第24天，一半的培养基体积被新鲜培养基替换。

[0447] 在第27天，收集NK细胞制剂并通过流式细胞仪，在针对实施例13中描述的亲本

NOMO‑1和NOMO‑1MSLN‑/‑靶细胞进行体外细胞毒性试验中评估CAR表达。CAR表达通过流式细

胞仪使用抗CD19抗体间接检测细胞表面来评估。细胞是>99％CD56+和40％tCD19+(图23)。
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[0448] 在体外细胞毒性试验中，通过在RPMI+10％FBS+40ng/ml  IL‑15+50U/ml  IL‑2中与

两种NOMO‑1靶细胞(亲本和间皮素敲除物)的每一种共培养，将CAR转导的NK细胞和模拟转

导的对照NK细胞作为效应细胞测试。E:T比在0.3到10之间，试验进行24小时。在培育结束

时，用DAPI标记细胞并通过流式细胞仪分析靶细胞的GFP荧光和死细胞的DAPI荧光，以确定

特异性细胞死亡百分比。

[0449] 结果表明，与所述NOMO‑1MSLN‑/‑靶细胞相比，间皮素CAR‑NK细胞表现出，对亲本

NOMO‑1靶细胞杀伤显著且特异性增强(高达27％)。用对照NK细胞针对任一NOMO‑1靶细胞系

观察到类似的低水平杀伤(图24)。
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<400>  2

Ser  Arg  Leu  His  Ser  Gly  Val

1               5

<210>  3

<211>  9

<212>  PRT

<213> 人工序列
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<220>

<223> 合成的

<400>  3

Gly  Asn  Thr  Leu  Pro  Tyr  Thr  Phe  Gly

1               5

<210>  4

<211>  5

<212>  PRT

<213> 人工序列

<220>

<223> 合成的

<400>  4

Asp  Tyr  Gly  Val  Ser

1               5

<210>  5

<211>  16

<212>  PRT

<213> 人工序列

<220>

<223> 合成的

<400>  5

Val  Thr  Trp  Gly  Ser  Glu  Thr  Thr  Tyr  Tyr  Asn  Ser  Ala  Leu  Lys  Ser

1               5                   10                  15

<210>  6

<211>  7

<212>  PRT

<213> 人工序列

<220>

<223> 合成的

<400>  6

Tyr  Ala  Met  Asp  Tyr  Trp  Gly

1               5

<210>  7

<211>  235

<212>  PRT

<213>  智人

<400>  7

Met  Ala  Leu  Pro  Val  Thr  Ala  Leu  Leu  Leu  Pro  Leu  Ala  Leu  Leu  Leu

1               5                   10                  15
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His  Ala  Ala  Arg  Pro  Ser  Gln  Phe  Arg  Val  Ser  Pro  Leu  Asp  Arg  Thr

            20                  25                  30

Trp  Asn  Leu  Gly  Glu  Thr  Val  Glu  Leu  Lys  Cys  Gln  Val  Leu  Leu  Ser

        35                  40                  45

Asn  Pro  Thr  Ser  Gly  Cys  Ser  Trp  Leu  Phe  Gln  Pro  Arg  Gly  Ala  Ala

    50                  55                  60

Ala  Ser  Pro  Thr  Phe  Leu  Leu  Tyr  Leu  Ser  Gln  Asn  Lys  Pro  Lys  Ala

65                  70                  75                  80

Ala  Glu  Gly  Leu  Asp  Thr  Gln  Arg  Phe  Ser  Gly  Lys  Arg  Leu  Gly  Asp

                85                  90                  95

Thr  Phe  Val  Leu  Thr  Leu  Ser  Asp  Phe  Arg  Arg  Glu  Asn  Glu  Gly  Tyr

            100                 105                 110

Tyr  Phe  Cys  Ser  Ala  Leu  Ser  Asn  Ser  Ile  Met  Tyr  Phe  Ser  His  Phe

        115                 120                 125

Val  Pro  Val  Phe  Leu  Pro  Ala  Lys  Pro  Thr  Thr  Thr  Pro  Ala  Pro  Arg

    130                 135                 140

Pro  Pro  Thr  Pro  Ala  Pro  Thr  Ile  Ala  Ser  Gln  Pro  Leu  Ser  Leu  Arg

145                 150                 155                 160

Pro  Glu  Ala  Cys  Arg  Pro  Ala  Ala  Gly  Gly  Ala  Val  His  Thr  Arg  Gly

                165                 170                 175

Leu  Asp  Phe  Ala  Cys  Asp  Ile  Tyr  Ile  Trp  Ala  Pro  Leu  Ala  Gly  Thr

            180                 185                 190

Cys  Gly  Val  Leu  Leu  Leu  Ser  Leu  Val  Ile  Thr  Leu  Tyr  Cys  Asn  His

        195                 200                 205

Arg  Asn  Arg  Arg  Arg  Val  Cys  Lys  Cys  Pro  Arg  Pro  Val  Val  Lys  Ser

    210                 215                 220

Gly  Asp  Lys  Pro  Ser  Leu  Ser  Ala  Arg  Tyr  Val

225                 230                 235

<210>  8

<211>  247

<212>  PRT

<213>  智人

<400>  8

Met  Ala  Ser  Pro  Leu  Thr  Arg  Glu  Leu  Ser  Leu  Asn  Leu  Leu  Leu  Met

1               5                   10                  15

Gly  Glu  Ser  Ile  Ile  Leu  Gly  Ser  Gly  Glu  Ala  Lys  Pro  Gln  Ala  Pro

            20                  25                  30

Glu  Leu  Arg  Ile  Phe  Pro  Lys  Lys  Met  Asp  Ala  Glu  Leu  Gly  Gln  Lys

        35                  40                  45
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Val  Asp  Leu  Val  Cys  Glu  Val  Leu  Gly  Ser  Val  Ser  Gln  Gly  Cys  Ser

    50                  55                  60

Trp  Leu  Phe  Gln  Asn  Ser  Ser  Ser  Lys  Leu  Pro  Gln  Pro  Thr  Phe  Val

65                  70                  75                  80

Val  Tyr  Met  Ala  Ser  Ser  His  Asn  Lys  Ile  Thr  Trp  Asp  Glu  Lys  Leu

                85                  90                  95

Asn  Ser  Ser  Lys  Leu  Phe  Ser  Ala  Val  Arg  Asp  Thr  Asn  Asn  Lys  Tyr

            100                 105                 110

Val  Leu  Thr  Leu  Asn  Lys  Phe  Ser  Lys  Glu  Asn  Glu  Gly  Tyr  Tyr  Phe

        115                 120                 125

Cys  Ser  Val  Ile  Ser  Asn  Ser  Val  Met  Tyr  Phe  Ser  Ser  Val  Val  Pro

    130                 135                 140

Val  Leu  Gln  Lys  Val  Asn  Ser  Thr  Thr  Thr  Lys  Pro  Val  Leu  Arg  Thr

145                 150                 155                 160

Pro  Ser  Pro  Val  His  Pro  Thr  Gly  Thr  Ser  Gln  Pro  Gln  Arg  Pro  Glu

                165                 170                 175

Asp  Cys  Arg  Pro  Arg  Gly  Ser  Val  Lys  Gly  Thr  Gly  Leu  Asp  Phe  Ala

            180                 185                 190

Cys  Asp  Ile  Tyr  Ile  Trp  Ala  Pro  Leu  Ala  Gly  Ile  Cys  Val  Ala  Pro

        195                 200                 205

Leu  Leu  Ser  Leu  Ile  Ile  Thr  Leu  Ile  Cys  Tyr  His  Arg  Ser  Arg  Lys

    210                 215                 220

Arg  Val  Cys  Lys  Cys  Pro  Arg  Pro  Leu  Val  Arg  Gln  Glu  Gly  Lys  Pro

225                 230                 235                 240

Arg  Pro  Ser  Glu  Lys  Ile  Val

                245

<210>  9

<211>  69

<212>  PRT

<213> 人工序列

<220>

<223> 合成的

<400>  9

Ser  Thr  Thr  Thr  Lys  Pro  Val  Leu  Arg  Thr  Pro  Ser  Pro  Val  His  Pro

1               5                   10                  15

Thr  Gly  Thr  Ser  Gln  Pro  Gln  Arg  Pro  Glu  Asp  Cys  Arg  Pro  Arg  Gly

            20                  25                  30

Ser  Val  Lys  Gly  Thr  Gly  Leu  Asp  Phe  Ala  Cys  Asp  Ile  Tyr  Ile  Trp

        35                  40                  45
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Ala  Pro  Leu  Ala  Gly  Ile  Cys  Val  Ala  Leu  Leu  Leu  Ser  Leu  Ile  Ile

    50                  55                  60

Thr  Leu  Ile  Cys  Tyr

65

<210>  10

<211>  220

<212>  PRT

<213>  智人

<400>  10

Met  Leu  Arg  Leu  Leu  Leu  Ala  Leu  Asn  Leu  Phe  Pro  Ser  Ile  Gln  Val

1               5                   10                  15

Thr  Gly  Asn  Lys  Ile  Leu  Val  Lys  Gln  Ser  Pro  Met  Leu  Val  Ala  Tyr

            20                  25                  30

Asp  Asn  Ala  Val  Asn  Leu  Ser  Cys  Lys  Tyr  Ser  Tyr  Asn  Leu  Phe  Ser

        35                  40                  45

Arg  Glu  Phe  Arg  Ala  Ser  Leu  His  Lys  Gly  Leu  Asp  Ser  Ala  Val  Glu

    50                  55                  60

Val  Cys  Val  Val  Tyr  Gly  Asn  Tyr  Ser  Gln  Gln  Leu  Gln  Val  Tyr  Ser

65                  70                  75                  80

Lys  Thr  Gly  Phe  Asn  Cys  Asp  Gly  Lys  Leu  Gly  Asn  Glu  Ser  Val  Thr

                85                  90                  95

Phe  Tyr  Leu  Gln  Asn  Leu  Tyr  Val  Asn  Gln  Thr  Asp  Ile  Tyr  Phe  Cys

            100                 105                 110

Lys  Ile  Glu  Val  Met  Tyr  Pro  Pro  Pro  Tyr  Leu  Asp  Asn  Glu  Lys  Ser

        115                 120                 125

Asn  Gly  Thr  Ile  Ile  His  Val  Lys  Gly  Lys  His  Leu  Cys  Pro  Ser  Pro

    130                 135                 140

Leu  Phe  Pro  Gly  Pro  Ser  Lys  Pro  Phe  Trp  Val  Leu  Val  Val  Val  Gly

145                 150                 155                 160

Gly  Val  Leu  Ala  Cys  Tyr  Ser  Leu  Leu  Val  Thr  Val  Ala  Phe  Ile  Ile

                165                 170                 175

Phe  Trp  Val  Arg  Ser  Lys  Arg  Ser  Arg  Leu  Leu  His  Ser  Asp  Tyr  Met

            180                 185                 190

Asn  Met  Thr  Pro  Arg  Arg  Pro  Gly  Pro  Thr  Arg  Lys  His  Tyr  Gln  Pro

        195                 200                 205

Tyr  Ala  Pro  Pro  Arg  Asp  Phe  Ala  Ala  Tyr  Arg  Ser

    210                 215                 220

<210>  11

<211>  164
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<212>  PRT

<213> 人工序列

<220>

<223> 合成的

<400>  11

Met  Lys  Trp  Lys  Ala  Leu  Phe  Thr  Ala  Ala  Ile  Leu  Gln  Ala  Gln  Leu

1               5                   10                  15

Pro  Ile  Thr  Glu  Ala  Gln  Ser  Phe  Gly  Leu  Leu  Asp  Pro  Lys  Leu  Cys

            20                  25                  30

Tyr  Leu  Leu  Asp  Gly  Ile  Leu  Phe  Ile  Tyr  Gly  Val  Ile  Leu  Thr  Ala

        35                  40                  45

Leu  Phe  Leu  Arg  Val  Lys  Phe  Ser  Arg  Ser  Ala  Asp  Ala  Pro  Ala  Tyr

    50                  55                  60

Gln  Gln  Gly  Gln  Asn  Gln  Leu  Tyr  Asn  Glu  Leu  Asn  Leu  Gly  Arg  Arg

65                  70                  75                  80

Glu  Glu  Tyr  Asp  Val  Leu  Asp  Lys  Arg  Arg  Gly  Arg  Asp  Pro  Glu  Met

                85                  90                  95

Gly  Gly  Lys  Pro  Gln  Arg  Arg  Lys  Asn  Pro  Gln  Glu  Gly  Leu  Tyr  Asn

            100                 105                 110

Glu  Leu  Gln  Lys  Asp  Lys  Met  Ala  Glu  Ala  Tyr  Ser  Glu  Ile  Gly  Met

        115                 120                 125

Lys  Gly  Glu  Arg  Arg  Arg  Gly  Lys  Gly  His  Asp  Gly  Leu  Tyr  Gln  Gly

    130                 135                 140

Leu  Ser  Thr  Ala  Thr  Lys  Asp  Thr  Tyr  Asp  Ala  Leu  His  Met  Gln  Ala

145                 150                 155                 160

Leu  Pro  Pro  Arg

<210>  12

<211>  188

<212>  PRT

<213> 人工序列

<220>

<223> 合成的

<400>  12

Met  Lys  Trp  Lys  Val  Ser  Val  Leu  Ala  Cys  Ile  Leu  His  Val  Arg  Phe

1               5                   10                  15

Pro  Gly  Ala  Glu  Ala  Gln  Ser  Phe  Gly  Leu  Leu  Asp  Pro  Lys  Leu  Cys

            20                  25                  30

Tyr  Leu  Leu  Asp  Gly  Ile  Leu  Phe  Ile  Tyr  Gly  Val  Ile  Ile  Thr  Ala

        35                  40                  45
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Leu  Tyr  Leu  Arg  Ala  Lys  Phe  Ser  Arg  Ser  Ala  Glu  Thr  Ala  Ala  Asn

    50                  55                  60

Leu  Gln  Asp  Pro  Asn  Gln  Leu  Tyr  Asn  Glu  Leu  Asn  Leu  Gly  Arg  Arg

65                  70                  75                  80

Glu  Glu  Tyr  Asp  Val  Leu  Glu  Lys  Lys  Arg  Ala  Arg  Asp  Pro  Glu  Met

                85                  90                  95

Gly  Gly  Lys  Gln  Arg  Arg  Arg  Asn  Pro  Gln  Glu  Gly  Val  Tyr  Asn  Ala

            100                 105                 110

Leu  Gln  Lys  Asp  Lys  Met  Ala  Glu  Ala  Tyr  Ser  Glu  Ile  Gly  Thr  Lys

        115                 120                 125

Gly  Glu  Arg  Arg  Arg  Gly  Lys  Gly  His  Asp  Gly  Leu  Tyr  Gln  Asp  Ser

    130                 135                 140

His  Phe  Gln  Ala  Val  Gln  Phe  Gly  Asn  Arg  Arg  Glu  Arg  Glu  Gly  Ser

145                 150                 155                 160

Glu  Leu  Thr  Arg  Thr  Leu  Gly  Leu  Arg  Ala  Arg  Pro  Lys  Ala  Cys  Arg

                165                 170                 175

His  Lys  Lys  Pro  Leu  Ser  Leu  Pro  Ala  Ala  Val  Ser

            180                 185

<210>  13

<211>  113

<212>  PRT

<213> 人工序列

<220>

<223> 合成的

<400>  13

Arg  Ala  Lys  Phe  Ser  Arg  Ser  Ala  Glu  Thr  Ala  Ala  Asn  Leu  Gln  Asp

1               5                   10                  15

Pro  Asn  Gln  Leu  Tyr  Asn  Glu  Leu  Asn  Leu  Gly  Arg  Arg  Glu  Glu  Tyr

            20                  25                  30

Asp  Val  Leu  Glu  Lys  Lys  Arg  Ala  Arg  Asp  Pro  Glu  Met  Gly  Gly  Lys

        35                  40                  45

Gln  Gln  Arg  Arg  Arg  Asn  Pro  Gln  Glu  Gly  Val  Tyr  Asn  Ala  Leu  Gln

    50                  55                  60

Lys  Asp  Lys  Met  Ala  Glu  Ala  Tyr  Ser  Glu  Ile  Gly  Thr  Lys  Gly  Glu

65                  70                  75                  80

Arg  Arg  Arg  Gly  Lys  Gly  His  Asp  Gly  Leu  Tyr  Gln  Gly  Leu  Ser  Thr

                85                  90                  95

Ala  Thr  Lys  Asp  Thr  Tyr  Asp  Ala  Leu  His  Met  Gln  Thr  Leu  Ala  Pro

            100                 105                 110
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Arg

<210>  14

<211>  218

<212>  PRT

<213> 人工序列

<220>

<223> 合成的

<400>  14

Met  Thr  Leu  Arg  Leu  Leu  Phe  Leu  Ala  Leu  Asn  Phe  Phe  Ser  Val  Gln

1               5                   10                  15

Val  Thr  Glu  Asn  Lys  Ile  Leu  Val  Lys  Gln  Ser  Pro  Leu  Leu  Val  Val

            20                  25                  30

Asp  Ser  Asn  Glu  Val  Ser  Leu  Ser  Cys  Arg  Tyr  Ser  Tyr  Asn  Leu  Leu

        35                  40                  45

Ala  Lys  Glu  Phe  Arg  Ala  Ser  Leu  Tyr  Lys  Gly  Val  Asn  Ser  Asp  Val

    50                  55                  60

Glu  Val  Cys  Val  Gly  Asn  Gly  Asn  Phe  Thr  Tyr  Gln  Pro  Gln  Phe  Arg

65                  70                  75                  80

Ser  Asn  Ala  Glu  Phe  Asn  Cys  Asp  Gly  Asp  Phe  Asp  Asn  Glu  Thr  Val

                85                  90                  95

Thr  Phe  Arg  Leu  Trp  Asn  Leu  His  Val  Asn  His  Thr  Asp  Ile  Tyr  Phe

            100                 105                 110

Cys  Lys  Ile  Glu  Phe  Met  Tyr  Pro  Pro  Pro  Tyr  Leu  Asp  Asn  Glu  Arg

        115                 120                 125

Ser  Asn  Gly  Thr  Ile  Ile  His  Ile  Lys  Glu  Lys  His  Leu  Cys  His  Thr

    130                 135                 140

Gln  Ser  Ser  Pro  Lys  Leu  Phe  Trp  Ala  Leu  Val  Val  Val  Ala  Gly  Val

145                 150                 155                 160

Leu  Phe  Cys  Tyr  Gly  Leu  Leu  Val  Thr  Val  Ala  Leu  Cys  Val  Ile  Trp

                165                 170                 175

Thr  Asn  Ser  Arg  Arg  Asn  Arg  Leu  Leu  Gln  Ser  Asp  Tyr  Met  Asn  Met

            180                 185                 190

Thr  Pro  Arg  Arg  Pro  Gly  Leu  Thr  Arg  Lys  Pro  Tyr  Gln  Pro  Tyr  Ala

        195                 200                 205

Pro  Ala  Arg  Asp  Phe  Ala  Ala  Tyr  Arg  Pro

    210                 215

<210>  15

<211>  767

<212>  DNA
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<213>  智人

<400>  15

atgggaaaca  gctgttacaa  catagtagcc  actctgttgc  tggtcctcaa  ctttgagagg  60

acaagatcat  tgcaggatcc  ttgtagtaac  tgcccagctg  gtacattctg  tgataataac  120

aggaatcaga  tttgcagtcc  ctgtcctcca  aatagtttct  ccagcgcagg  tggacaaagg  180

acctgtgaca  tatgcaggca  gtgtaaaggt  gttttcagga  ccaggaagga  gtgttcctcc  240

accagcaatg  cagagtgtga  ctgcactcca  gggtttcact  gcctgggggc  aggatgcagc  300

atgtgtgaac  ggattgtaaa  caaggtcaag  aactgacaaa  aaaaggttgt  aaagactgtt  360

gctttgggac  atttaacgat  cagaaacgtg  gcatctgtcg  accctggaca  aactgttctt  420

tggatggaaa  gtctgtgctt  gtgaatggga  cgaaggagag  ggacgtggtc  tgtggaccat  480

ctccagccga  cctctctccg  ggagcatcct  ctgtgacccc  gcctgcccct  gcgagagagc  540

caggacactc  tccgcagatc  atctccttct  ttcttgcgct  gacgtcgact  gcgttgctct  600

tcctgctgtt  cttcctcacg  ctccgtttct  ctgttgttaa  acggggcaga  aagaaactcc  660

tgtatatatt  caaacaacca  tttatgagac  cagtacaaac  tactcaagag  gaagatggct  720

gtagctgccg  atttccagaa  gaagaagaag  gaggatgtga  actgtga  767

<210>  16

<211>  601

<212>  DNA

<213>  智人

<400>  16

atgaagtcag  gcctctggta  tttctttctc  ttctgcttgc  gcattaaagt  tttaacagga  60

gaaatcaatg  gttctgccaa  ttatgagatg  tttatatttc  acaacggagg  tgtacaaatt  120

ttatgcaaat  atcctgacat  tgtccagcaa  tttaaaatgc  agttgctgaa  aaggggggca  180

aatactctgc  gatctcacta  agacaaaagg  aagtggaaac  acagtgtcca  ttaagagtct  240

gaaattctgc  cattctcagt  tatccaacaa  cagtgtctct  ttttttctac  aaccttggac  300

cattctcatg  ccaactatta  cttctgcaac  ctatcaattt  ttgatcctcc  tccttttaaa  360

gtaactctta  caggaggata  tttgcatatt  tatgaaatca  caactttgtt  gccagctgaa  420

gttctggtta  cccataggat  gtgcagcctt  tgttgtagtc  tgcattttgg  gatgcatact  480

tatttgttgg  cttacaaaaa  agaagtattc  atccagtgtg  cacgacccta  acggtgaata  540

catgttcatg  agagcagtga  acacagccaa  aaaatctaga  ctcacagatg  tgaccctata  600

a  601

<210>  17

<211>  282

<212>  DNA

<213>  智人

<400>  17

atgatccatc  tgggtcacat  cctcttcctg  cttttgctcc  cagtggctgc  agctcagacg  60

accccaggag  agagatcatc  actccctgcc  ttttaccctg  gcacttcagg  ctcctgttcc  120

ggatgtgggt  ccctctctct  gccgctcctg  gcaggcctcg  tggctgctga  tgcggtggca  180
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tcgctgctca  tcgtgggggc  ggtgttcctg  tgcgcacgcc  cacgccgcag  ccccgcccaa  240

gaagatggca  aagtctacat  caacatgcca  ggcaggggct  ga  282

<210>  18

<211>  255

<212>  PRT

<213> 人工序列

<220>

<223> 合成的

<400>  18

Met  Gly  Asn  Ser  Cys  Tyr  Asn  Ile  Val  Ala  Thr  Leu  Leu  Leu  Val  Leu

1               5                   10                  15

Asn  Phe  Glu  Arg  Thr  Arg  Ser  Leu  Gln  Asp  Pro  Cys  Ser  Asn  Cys  Pro

            20                  25                  30

Ala  Gly  Thr  Phe  Cys  Asp  Asn  Asn  Arg  Asn  Gln  Ile  Cys  Ser  Pro  Cys

        35                  40                  45

Pro  Pro  Asn  Ser  Phe  Ser  Ser  Ala  Gly  Gly  Gln  Arg  Thr  Cys  Asp  Ile

    50                  55                  60

Cys  Arg  Gln  Cys  Lys  Gly  Val  Phe  Arg  Thr  Arg  Lys  Glu  Cys  Ser  Ser

65                  70                  75                  80

Thr  Ser  Asn  Ala  Glu  Cys  Asp  Cys  Thr  Pro  Gly  Phe  His  Cys  Leu  Gly

                85                  90                  95

Ala  Gly  Cys  Ser  Met  Cys  Glu  Gln  Asp  Cys  Lys  Gln  Gly  Gln  Glu  Leu

            100                 105                 110

Thr  Lys  Lys  Gly  Cys  Lys  Asp  Cys  Cys  Phe  Gly  Thr  Phe  Asn  Asp  Gln

        115                 120                 125

Lys  Arg  Gly  Ile  Cys  Arg  Pro  Trp  Thr  Asn  Cys  Ser  Leu  Asp  Gly  Lys

    130                 135                 140

Ser  Val  Leu  Val  Asn  Gly  Thr  Lys  Glu  Arg  Asp  Val  Val  Cys  Gly  Pro

145                 150                 155                 160

Ser  Pro  Ala  Asp  Leu  Ser  Pro  Gly  Ala  Ser  Ser  Val  Thr  Pro  Pro  Ala

                165                 170                 175

Pro  Ala  Arg  Glu  Pro  Gly  His  Ser  Pro  Gln  Ile  Ile  Ser  Phe  Phe  Leu

            180                 185                 190

Ala  Leu  Thr  Ser  Thr  Ala  Leu  Leu  Phe  Leu  Leu  Phe  Phe  Leu  Thr  Leu

        195                 200                 205

Arg  Phe  Ser  Val  Val  Lys  Arg  Gly  Arg  Lys  Lys  Leu  Leu  Tyr  Ile  Phe

    210                 215                 220

Lys  Gln  Pro  Phe  Met  Arg  Pro  Val  Gln  Thr  Thr  Gln  Glu  Glu  Asp  Gly

225                 230                 235                 240
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Cys  Ser  Cys  Arg  Phe  Pro  Glu  Glu  Glu  Glu  Gly  Gly  Cys  Glu  Leu

                245                 250                 255

<210>  19

<211>  277

<212>  PRT

<213> 人工序列

<220>

<223> 合成的

<400>  19

Met  Cys  Val  Gly  Ala  Arg  Arg  Leu  Gly  Arg  Gly  Pro  Cys  Ala  Ala  Leu

1               5                   10                  15

Leu  Leu  Leu  Gly  Leu  Gly  Leu  Ser  Thr  Val  Thr  Gly  Leu  His  Cys  Val

            20                  25                  30

Gly  Asp  Thr  Tyr  Pro  Ser  Asn  Asp  Arg  Cys  Cys  His  Glu  Cys  Arg  Pro

        35                  40                  45

Gly  Asn  Gly  Met  Val  Ser  Arg  Cys  Ser  Arg  Ser  Gln  Asn  Thr  Val  Cys

    50                  55                  60

Arg  Pro  Cys  Gly  Pro  Gly  Phe  Tyr  Asn  Asp  Val  Val  Ser  Ser  Lys  Pro

65                  70                  75                  80

Cys  Lys  Pro  Cys  Thr  Trp  Cys  Asn  Leu  Arg  Ser  Gly  Ser  Glu  Arg  Lys

                85                  90                  95

Gln  Leu  Cys  Thr  Ala  Thr  Gln  Asp  Thr  Val  Cys  Arg  Cys  Arg  Ala  Gly

            100                 105                 110

Thr  Gln  Pro  Leu  Asp  Ser  Tyr  Lys  Pro  Gly  Val  Asp  Cys  Ala  Pro  Cys

        115                 120                 125

Pro  Pro  Gly  His  Phe  Ser  Pro  Gly  Asp  Asn  Gln  Ala  Cys  Lys  Pro  Trp

    130                 135                 140

Thr  Asn  Cys  Thr  Leu  Ala  Gly  Lys  His  Thr  Leu  Gln  Pro  Ala  Ser  Asn

145                 150                 155                 160

Ser  Ser  Asp  Ala  Ile  Cys  Glu  Asp  Arg  Asp  Pro  Pro  Ala  Thr  Gln  Pro

                165                 170                 175

Gln  Glu  Thr  Gln  Gly  Pro  Pro  Ala  Arg  Pro  Ile  Thr  Val  Gln  Pro  Thr

            180                 185                 190

Glu  Ala  Trp  Pro  Arg  Thr  Ser  Gln  Gly  Pro  Ser  Thr  Arg  Pro  Val  Glu

        195                 200                 205

Val  Pro  Gly  Gly  Arg  Ala  Val  Ala  Ala  Ile  Leu  Gly  Leu  Gly  Leu  Val

    210                 215                 220

Leu  Gly  Leu  Leu  Gly  Pro  Leu  Ala  Ile  Leu  Leu  Ala  Leu  Tyr  Leu  Leu

225                 230                 235                 240
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Arg  Arg  Asp  Gln  Arg  Leu  Pro  Pro  Asp  Ala  His  Lys  Pro  Pro  Gly  Gly

                245                 250                 255

Gly  Ser  Phe  Arg  Thr  Pro  Ile  Gln  Glu  Glu  Gln  Ala  Asp  Ala  His  Ser

            260                 265                 270

Thr  Leu  Ala  Lys  Ile

        275

<210>  20

<211>  199

<212>  PRT

<213> 人工序列

<220>

<223> 合成的

<400>  20

Met  Lys  Ser  Gly  Leu  Trp  Tyr  Phe  Phe  Leu  Phe  Cys  Leu  Arg  Ile  Lys

1               5                   10                  15

Val  Leu  Thr  Gly  Glu  Ile  Asn  Gly  Ser  Ala  Asn  Tyr  Glu  Met  Phe  Ile

            20                  25                  30

Phe  His  Asn  Gly  Gly  Val  Gln  Ile  Leu  Cys  Lys  Tyr  Pro  Asp  Ile  Val

        35                  40                  45

Gln  Gln  Phe  Lys  Met  Gln  Leu  Leu  Lys  Gly  Gly  Gln  Ile  Leu  Cys  Asp

    50                  55                  60

Leu  Ile  Lys  Thr  Lys  Gly  Ser  Gly  Asn  Thr  Val  Ser  Ile  Lys  Ser  Leu

65                  70                  75                  80

Lys  Phe  Cys  His  Ser  Gln  Leu  Ser  Asn  Asn  Ser  Val  Ser  Phe  Phe  Leu

                85                  90                  95

Tyr  Asn  Leu  Asp  His  Ser  His  Ala  Asn  Tyr  Tyr  Phe  Cys  Asn  Leu  Ser

            100                 105                 110

Ile  Phe  Asp  Pro  Pro  Pro  Phe  Lys  Val  Thr  Leu  Ile  Gly  Gly  Tyr  Leu

        115                 120                 125

His  Ile  Tyr  Glu  Ser  Gln  Leu  Cys  Cys  Gln  Leu  Lys  Phe  Trp  Leu  Pro

    130                 135                 140

Ile  Gly  Cys  Ala  Ala  Phe  Val  Val  Val  Cys  Ile  Leu  Gly  Cys  Ile  Leu

145                 150                 155                 160

Ile  Cys  Trp  Leu  Thr  Lys  Lys  Lys  Tyr  Ser  Ser  Ser  Val  His  Asp  Pro

                165                 170                 175

Asn  Gly  Glu  Tyr  Met  Phe  Met  Arg  Ala  Val  Asn  Thr  Ala  Lys  Lys  Ser

            180                 185                 190

Arg  Leu  Thr  Asp  Val  Thr  Leu

        195
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<210>  21

<211>  485

<212>  PRT

<213> 人工序列

<220>

<223> 合成的

<400>  21

Met  Ala  Leu  Pro  Val  Thr  Ala  Leu  Leu  Leu  Pro  Leu  Ala  Leu  Leu  Leu

1               5                   10                  15

His  Ala  Glu  Val  Lys  Leu  Gln  Gln  Ser  Gly  Ala  Glu  Leu  Val  Arg  Pro

            20                  25                  30

Gly  Ser  Ser  Val  Lys  Ile  Ser  Cys  Lys  Ala  Ser  Gly  Tyr  Ala  Phe  Ser

        35                  40                  45

Ser  Tyr  Trp  Met  Asn  Trp  Val  Lys  Gln  Arg  Pro  Gly  Gln  Gly  Leu  Glu

    50                  55                  60

Trp  Ile  Gly  Gln  Ile  Tyr  Pro  Gly  Asp  Gly  Asp  Thr  Asn  Tyr  Asn  Gly

65                  70                  75                  80

Lys  Phe  Lys  Gly  Gln  Ala  Thr  Leu  Thr  Ala  Asp  Lys  Ser  Ser  Ser  Thr

                85                  90                  95

Ala  Tyr  Met  Gln  Leu  Ser  Gly  Leu  Thr  Ser  Glu  Asp  Ser  Ala  Val  Tyr

            100                 105                 110

Phe  Cys  Ala  Arg  Lys  Thr  Ile  Ser  Ser  Val  Val  Asp  Phe  Tyr  Phe  Asp

        115                 120                 125

Tyr  Trp  Gly  Gln  Gly  Thr  Thr  Val  Thr  Val  Ser  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly

    130                 135                 140

Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Asp  Ile  Glu  Leu  Thr

145                 150                 155                 160

Gln  Ser  Pro  Lys  Phe  Met  Ser  Thr  Ser  Val  Gly  Asp  Arg  Val  Ser  Val

                165                 170                 175

Thr  Cys  Lys  Ala  Ser  Gln  Asn  Val  Gly  Thr  Asn  Val  Ala  Trp  Tyr  Gln

            180                 185                 190

Gln  Lys  Pro  Gly  Gln  Ser  Pro  Lys  Pro  Leu  Ile  Tyr  Ser  Ala  Thr  Tyr

        195                 200                 205

Arg  Asn  Ser  Gly  Val  Pro  Asp  Arg  Phe  Thr  Gly  Ser  Gly  Ser  Gly  Thr

    210                 215                 220

Asp  Phe  Thr  Leu  Thr  Ile  Thr  Asn  Val  Gln  Ser  Lys  Asp  Leu  Ala  Asp

225                 230                 235                 240

Tyr  Phe  Cys  Gln  Gln  Tyr  Asn  Arg  Tyr  Pro  Tyr  Thr  Ser  Gly  Gly  Gly

                245                 250                 255
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Thr  Lys  Leu  Glu  Ile  Lys  Arg  Ala  Ala  Ala  Ile  Glu  Val  Met  Tyr  Pro

            260                 265                 270

Pro  Pro  Tyr  Leu  Asp  Asn  Glu  Lys  Ser  Asn  Gly  Thr  Ile  Ile  His  Val

        275                 280                 285

Lys  Gly  Lys  His  Leu  Cys  Pro  Ser  Pro  Leu  Phe  Pro  Gly  Pro  Ser  Lys

    290                 295                 300

Pro  Phe  Trp  Val  Leu  Val  Val  Val  Gly  Gly  Val  Leu  Ala  Cys  Tyr  Ser

305                 310                 315                 320

Leu  Leu  Val  Thr  Val  Ala  Phe  Ile  Ile  Phe  Trp  Val  Arg  Ser  Lys  Arg

                325                 330                 335

Ser  Arg  Leu  Leu  His  Ser  Asp  Tyr  Met  Asn  Met  Thr  Pro  Arg  Arg  Pro

            340                 345                 350

Gly  Pro  Thr  Arg  Lys  His  Tyr  Gln  Pro  Tyr  Ala  Pro  Pro  Arg  Asp  Phe

        355                 360                 365

Ala  Ala  Tyr  Arg  Ser  Arg  Val  Lys  Phe  Ser  Arg  Ser  Ala  Glu  Pro  Pro

    370                 375                 380

Ala  Tyr  Gln  Gln  Gly  Gln  Asn  Gln  Leu  Tyr  Asn  Glu  Leu  Asn  Leu  Gly

385                 390                 395                 400

Arg  Arg  Glu  Glu  Tyr  Asp  Val  Leu  Asp  Lys  Arg  Arg  Gly  Arg  Asp  Pro

                405                 410                 415

Glu  Met  Gly  Gly  Lys  Pro  Arg  Arg  Lys  Asn  Pro  Gln  Glu  Gly  Leu  Tyr

            420                 425                 430

Asn  Glu  Leu  Gln  Lys  Asp  Lys  Met  Ala  Glu  Ala  Tyr  Ser  Glu  Ile  Gly

        435                 440                 445

Met  Lys  Gly  Glu  Arg  Arg  Arg  Gly  Lys  Gly  His  Asp  Gly  Leu  Tyr  Gln

    450                 455                 460

Gly  Leu  Ser  Thr  Ala  Thr  Lys  Asp  Thr  Tyr  Asp  Ala  Leu  His  Met  Gln

465                 470                 475                 480

Ala  Leu  Pro  Pro  Arg

                485

<210>  22

<211>  462

<212>  PRT

<213> 人工序列

<220>

<223> 合成的

<400>  22

Met  Leu  Leu  Leu  Val  Thr  Ser  Leu  Leu  Leu  Cys  Glu  Leu  Pro  His  Pro

1               5                   10                  15
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Ala  Phe  Leu  Leu  Ile  Pro  Asp  Ile  Gln  Met  Thr  Gln  Thr  Thr  Ser  Ser

            20                  25                  30

Leu  Ser  Ala  Ser  Leu  Gly  Asp  Arg  Val  Thr  Ile  Ser  Cys  Arg  Ala  Ser

        35                  40                  45

Gln  Asp  Ile  Ser  Lys  Tyr  Leu  Asn  Trp  Tyr  Gln  Gln  Lys  Pro  Asp  Gly

    50                  55                  60

Thr  Val  Lys  Leu  Leu  Ile  Tyr  His  Thr  Ser  Arg  Leu  His  Ser  Gly  Val

65                  70                  75                  80

Pro  Ser  Arg  Phe  Ser  Gly  Ser  Gly  Ser  Gly  Thr  Asp  Tyr  Ser  Leu  Thr

                85                  90                  95

Ile  Ser  Asn  Leu  Glu  Gln  Glu  Asp  Ile  Ala  Thr  Tyr  Phe  Cys  Gln  Gln

            100                 105                 110

Gly  Asn  Thr  Leu  Pro  Tyr  Thr  Phe  Gly  Gly  Gly  Thr  Lys  Leu  Glu  Ile

        115                 120                 125

Thr  Gly  Ser  Thr  Ser  Gly  Ser  Gly  Lys  Pro  Gly  Ser  Gly  Glu  Gly  Ser

    130                 135                 140

Thr  Lys  Gly  Glu  Val  Lys  Leu  Gln  Glu  Ser  Gly  Pro  Gly  Leu  Val  Ala

145                 150                 155                 160

Pro  Ser  Gln  Ser  Leu  Ser  Val  Thr  Cys  Thr  Val  Ser  Gly  Val  Ser  Leu

                165                 170                 175

Pro  Asp  Tyr  Gly  Val  Ser  Trp  Ile  Arg  Gln  Pro  Pro  Arg  Lys  Gly  Leu

            180                 185                 190

Glu  Trp  Leu  Gly  Val  Ile  Trp  Gly  Ser  Glu  Thr  Thr  Tyr  Tyr  Asn  Ser

        195                 200                 205

Ala  Leu  Lys  Ser  Arg  Leu  Thr  Ile  Ile  Lys  Asp  Asn  Ser  Lys  Ser  Gln

    210                 215                 220

Val  Phe  Leu  Lys  Met  Asn  Ser  Leu  Gln  Thr  Asp  Asp  Thr  Ala  Ile  Tyr

225                 230                 235                 240

Tyr  Cys  Ala  Lys  His  Tyr  Tyr  Tyr  Gly  Gly  Ser  Tyr  Ala  Met  Asp  Tyr

                245                 250                 255

Trp  Gly  Gln  Gly  Thr  Ser  Val  Thr  Val  Ser  Ser  Glu  Ser  Lys  Tyr  Gly

            260                 265                 270

Pro  Pro  Cys  Pro  Pro  Cys  Pro  Met  Phe  Trp  Val  Leu  Val  Val  Val  Gly

        275                 280                 285

Gly  Val  Leu  Ala  Cys  Tyr  Ser  Leu  Leu  Val  Thr  Val  Ala  Phe  Ile  Ile

    290                 295                 300

Phe  Trp  Val  Lys  Arg  Gly  Arg  Lys  Lys  Leu  Leu  Tyr  Ile  Phe  Lys  Gln

305                 310                 315                 320

Pro  Phe  Met  Arg  Pro  Val  Gln  Thr  Thr  Gln  Glu  Glu  Asp  Gly  Cys  Ser
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                325                 330                 335

Cys  Arg  Phe  Pro  Glu  Glu  Glu  Glu  Gly  Gly  Cys  Glu  Leu  Arg  Val  Lys

            340                 345                 350

Phe  Ser  Arg  Ser  Ala  Asp  Ala  Pro  Ala  Tyr  Gln  Gln  Gly  Gln  Asn  Gln

        355                 360                 365

Leu  Tyr  Asn  Glu  Leu  Asn  Leu  Gly  Arg  Arg  Glu  Glu  Tyr  Asp  Val  Leu

    370                 375                 380

Asp  Lys  Arg  Arg  Gly  Arg  Asp  Pro  Glu  Met  Gly  Gly  Lys  Pro  Arg  Arg

385                 390                 395                 400

Lys  Asn  Pro  Gln  Glu  Gly  Leu  Tyr  Asn  Glu  Leu  Gln  Lys  Asp  Lys  Met

                405                 410                 415

Ala  Glu  Ala  Tyr  Ser  Glu  Ile  Gly  Met  Lys  Gly  Glu  Arg  Arg  Arg  Gly

            420                 425                 430

Lys  Gly  His  Asp  Gly  Leu  Tyr  Gln  Gly  Leu  Ser  Thr  Ala  Thr  Lys  Asp

        435                 440                 445

Thr  Tyr  Asp  Ala  Leu  His  Met  Gln  Ala  Leu  Pro  Pro  Arg  Leu

    450                 455                 460

<210>  23

<211>  491

<212>  PRT

<213> 人工序列

<220>

<223> 合成的

<400>  23

Met  Ala  Leu  Pro  Val  Thr  Ala  Leu  Leu  Leu  Pro  Leu  Ala  Leu  Leu  Leu

1               5                   10                  15

His  Ala  Glu  Val  Lys  Leu  Gln  Glu  Ser  Gly  Gly  Gly  Phe  Val  Lys  Pro

            20                  25                  30

Gly  Gly  Ser  Leu  Lys  Val  Ser  Cys  Ala  Ala  Ser  Gly  Phe  Thr  Phe  Ser

        35                  40                  45

Ser  Tyr  Ala  Met  Ser  Trp  Val  Arg  Leu  Ser  Pro  Glu  Met  Arg  Leu  Glu

    50                  55                  60

Trp  Val  Ala  Thr  Ile  Ser  Ser  Ala  Gly  Gly  Tyr  Ile  Phe  Tyr  Ser  Asp

65                  70                  75                  80

Ser  Val  Gln  Gly  Arg  Phe  Thr  Ile  Ser  Arg  Asp  Asn  Ala  Lys  Asn  Thr

                85                  90                  95

Leu  His  Leu  Gln  Met  Gly  Ser  Leu  Arg  Ser  Gly  Asp  Thr  Ala  Met  Tyr

            100                 105                 110

Tyr  Cys  Ala  Arg  Gln  Gly  Phe  Gly  Asn  Tyr  Gly  Asp  Tyr  Tyr  Ala  Met
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        115                 120                 125

Asp  Tyr  Trp  Gly  Gln  Gly  Thr  Thr  Val  Thr  Val  Ser  Ser  Gly  Gly  Gly

    130                 135                 140

Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Asp  Ile  Glu  Leu

145                 150                 155                 160

Thr  Gln  Ser  Pro  Ser  Ser  Leu  Ala  Val  Ser  Ala  Gly  Glu  Lys  Val  Thr

                165                 170                 175

Met  Ser  Cys  Lys  Ser  Ser  Gln  Ser  Leu  Leu  Asn  Ser  Arg  Thr  Arg  Lys

            180                 185                 190

Asn  Gln  Leu  Ala  Trp  Tyr  Gln  Gln  Lys  Pro  Gly  Gln  Ser  Pro  Glu  Leu

        195                 200                 205

Leu  Ile  Tyr  Trp  Ala  Ser  Thr  Arg  Gln  Ser  Gly  Val  Pro  Asp  Arg  Phe

    210                 215                 220

Thr  Gly  Ser  Gly  Ser  Gly  Thr  Asp  Phe  Thr  Leu  Thr  Ile  Ser  Ser  Val

225                 230                 235                 240

Gln  Ala  Glu  Asp  Leu  Ala  Val  Tyr  Tyr  Cys  Gln  Gln  Ser  Tyr  Asn  Leu

                245                 250                 255

Leu  Thr  Phe  Gly  Pro  Gly  Thr  Lys  Leu  Glu  Ile  Lys  Arg  Ala  Ala  Ala

            260                 265                 270

Ile  Glu  Val  Met  Tyr  Pro  Pro  Pro  Tyr  Leu  Asp  Asn  Glu  Lys  Ser  Asn

        275                 280                 285

Gly  Thr  Ile  Ile  His  Val  Lys  Gly  Lys  His  Leu  Cys  Pro  Ser  Pro  Leu

    290                 295                 300

Phe  Pro  Gly  Pro  Ser  Lys  Pro  Phe  Trp  Val  Leu  Val  Val  Val  Gly  Gly

305                 310                 315                 320

Val  Leu  Ala  Cys  Tyr  Ser  Leu  Leu  Val  Thr  Val  Ala  Phe  Ile  Ile  Phe

                325                 330                 335

Trp  Val  Arg  Ser  Lys  Arg  Ser  Arg  Leu  Leu  His  Ser  Asp  Tyr  Met  Asn

            340                 345                 350

Met  Thr  Pro  Arg  Arg  Pro  Gly  Pro  Thr  Arg  Lys  His  Tyr  Gln  Pro  Tyr

        355                 360                 365

Ala  Pro  Pro  Arg  Asp  Phe  Ala  Ala  Tyr  Arg  Ser  Arg  Val  Lys  Phe  Ser

    370                 375                 380

Arg  Ser  Ala  Glu  Pro  Pro  Ala  Tyr  Gln  Gln  Gly  Gln  Asn  Gln  Leu  Tyr

385                 390                 395                 400

Asn  Glu  Leu  Asn  Leu  Gly  Arg  Arg  Glu  Glu  Tyr  Asp  Val  Leu  Asp  Lys

                405                 410                 415

Arg  Arg  Gly  Arg  Asp  Pro  Glu  Met  Gly  Gly  Lys  Pro  Arg  Arg  Lys  Asn

            420                 425                 430
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Pro  Gln  Glu  Gly  Leu  Tyr  Asn  Glu  Leu  Gln  Lys  Asp  Lys  Met  Ala  Glu

        435                 440                 445

Ala  Tyr  Ser  Glu  Ile  Gly  Met  Lys  Gly  Glu  Arg  Arg  Arg  Gly  Lys  Gly

    450                 455                 460

His  Asp  Gly  Leu  Tyr  Gln  Gly  Leu  Ser  Thr  Ala  Thr  Lys  Asp  Thr  Tyr

465                 470                 475                 480

Asp  Ala  Leu  His  Met  Gln  Ala  Leu  Pro  Pro  Arg

                485                 490

<210>  24

<211>  491

<212>  PRT

<213> 人工序列

<220>

<223> 合成的

<400>  24

Met  Ala  Leu  Pro  Val  Thr  Ala  Leu  Leu  Leu  Pro  Leu  Ala  Leu  Leu  Leu

1               5                   10                  15

His  Ala  Glu  Val  Lys  Leu  Gln  Gln  Ser  Gly  Ala  Glu  Leu  Val  Arg  Pro

            20                  25                  30

Gly  Ser  Ser  Val  Lys  Ile  Ser  Cys  Lys  Ala  Ser  Gly  Tyr  Ala  Phe  Ser

        35                  40                  45

Ser  Tyr  Trp  Met  Asn  Trp  Val  Lys  Gln  Arg  Pro  Gly  Gln  Gly  Leu  Glu

    50                  55                  60

Trp  Ile  Gly  Gln  Ile  Tyr  Pro  Gly  Asp  Gly  Asp  Thr  Asn  Tyr  Asn  Gly

65                  70                  75                  80

Lys  Phe  Lys  Gly  Gln  Ala  Thr  Leu  Thr  Ala  Asp  Lys  Ser  Ser  Ser  Thr

                85                  90                  95

Ala  Tyr  Met  Gln  Leu  Ser  Gly  Leu  Thr  Ser  Glu  Asp  Ser  Ala  Val  Tyr

            100                 105                 110

Phe  Cys  Ala  Arg  Lys  Thr  Ile  Ser  Ser  Val  Val  Asp  Phe  Tyr  Phe  Asp

        115                 120                 125

Tyr  Trp  Gly  Gln  Gly  Thr  Thr  Val  Thr  Val  Ser  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly

    130                 135                 140

Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Asp  Ile  Glu  Leu  Thr

145                 150                 155                 160

Gln  Ser  Pro  Lys  Phe  Met  Ser  Thr  Ser  Val  Gly  Asp  Arg  Val  Ser  Val

                165                 170                 175

Thr  Cys  Lys  Ala  Ser  Gln  Asn  Val  Gly  Thr  Asn  Val  Ala  Trp  Tyr  Gln

            180                 185                 190
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Gln  Lys  Pro  Gly  Gln  Ser  Pro  Lys  Pro  Leu  Ile  Tyr  Ser  Ala  Thr  Tyr

        195                 200                 205

Arg  Asn  Ser  Gly  Val  Pro  Asp  Arg  Phe  Thr  Gly  Ser  Gly  Ser  Gly  Thr

    210                 215                 220

Asp  Phe  Thr  Leu  Thr  Ile  Thr  Asn  Val  Gln  Ser  Lys  Asp  Leu  Ala  Asp

225                 230                 235                 240

Tyr  Phe  Cys  Gln  Gln  Tyr  Asn  Arg  Tyr  Pro  Tyr  Thr  Ser  Gly  Gly  Gly

                245                 250                 255

Thr  Lys  Leu  Glu  Ile  Lys  Arg  Ala  Ala  Ala  Pro  Thr  Thr  Thr  Pro  Ala

            260                 265                 270

Pro  Arg  Pro  Pro  Thr  Pro  Ala  Pro  Thr  Ile  Ala  Ser  Gln  Pro  Leu  Ser

        275                 280                 285

Leu  Arg  Pro  Glu  Ala  Cys  Arg  Pro  Ala  Ala  Gly  Gly  Ala  Val  His  Thr

    290                 295                 300

Arg  Gly  Leu  Asp  Phe  Ala  Cys  Asp  Ile  Tyr  Ile  Trp  Ala  Pro  Leu  Ala

305                 310                 315                 320

Gly  Thr  Cys  Gly  Val  Leu  Leu  Leu  Ser  Leu  Val  Ile  Thr  Leu  Tyr  Cys

                325                 330                 335

Asn  Lys  Arg  Gly  Arg  Lys  Lys  Leu  Leu  Tyr  Ile  Phe  Lys  Gln  Pro  Phe

            340                 345                 350

Met  Arg  Pro  Val  Gln  Thr  Thr  Gln  Glu  Glu  Asp  Gly  Cys  Ser  Cys  Arg

        355                 360                 365

Phe  Pro  Glu  Glu  Glu  Glu  Gly  Gly  Cys  Glu  Leu  Arg  Val  Lys  Phe  Ser

    370                 375                 380

Arg  Ser  Ala  Glu  Pro  Pro  Ala  Tyr  Gln  Gln  Gly  Gln  Asn  Gln  Leu  Tyr

385                 390                 395                 400

Asn  Glu  Leu  Asn  Leu  Gly  Arg  Arg  Glu  Glu  Tyr  Asp  Val  Leu  Asp  Lys

                405                 410                 415

Arg  Arg  Gly  Arg  Asp  Pro  Glu  Met  Gly  Gly  Lys  Pro  Arg  Arg  Lys  Asn

            420                 425                 430

Pro  Gln  Glu  Gly  Leu  Tyr  Asn  Glu  Leu  Gln  Lys  Asp  Lys  Met  Ala  Glu

        435                 440                 445

Ala  Tyr  Ser  Glu  Ile  Gly  Met  Lys  Gly  Glu  Arg  Arg  Arg  Gly  Lys  Gly

    450                 455                 460

His  Asp  Gly  Leu  Tyr  Gln  Gly  Leu  Ser  Thr  Ala  Thr  Lys  Asp  Thr  Tyr

465                 470                 475                 480

Asp  Ala  Leu  His  Met  Gln  Ala  Leu  Pro  Pro  Arg

                485                 490

<210>  25

序　列　表 19/67 页

80

CN 114466924 A

80



<211>  121

<212>  PRT

<213> 人工序列

<220>

<223> 合成的

<400>  25

Glu  Val  Gln  Leu  Gln  Gln  Ser  Gly  Pro  Glu  Leu  Ile  Lys  Pro  Gly  Ala

1               5                   10                  15

Ser  Val  Lys  Met  Ser  Cys  Lys  Ala  Ser  Gly  Tyr  Thr  Phe  Thr  Ser  Tyr

            20                  25                  30

Val  Met  His  Trp  Val  Lys  Gln  Lys  Pro  Gly  Gln  Gly  Leu  Glu  Trp  Ile

        35                  40                  45

Gly  Tyr  Ile  Asn  Pro  Tyr  Asn  Asp  Gly  Thr  Lys  Tyr  Asn  Glu  Lys  Phe

    50                  55                  60

Lys  Gly  Lys  Ala  Thr  Leu  Thr  Ser  Asp  Lys  Ser  Ser  Ser  Thr  Ala  Tyr

65                  70                  75                  80

Met  Glu  Leu  Ser  Ser  Leu  Thr  Ser  Glu  Asp  Ser  Ala  Val  Tyr  Tyr  Cys

                85                  90                  95

Ala  Arg  Gly  Thr  Tyr  Tyr  Tyr  Gly  Ser  Arg  Val  Phe  Asp  Tyr  Trp  Gly

            100                 105                 110

Gln  Gly  Thr  Thr  Leu  Thr  Val  Ser  Ser

        115                 120

<210>  26

<211>  115

<212>  PRT

<213> 人工序列

<220>

<223> 合成的

<400>  26

Asp  Ile  Val  Met  Thr  Gln  Ala  Ala  Pro  Ser  Ile  Pro  Val  Thr  Pro  Gly

1               5                   10                  15

Glu  Ser  Val  Ser  Ile  Ser  Cys  Arg  Ser  Ser  Lys  Ser  Leu  Leu  Asn  Ser

            20                  25                  30

Asn  Gly  Asn  Thr  Tyr  Leu  Tyr  Trp  Phe  Leu  Gln  Arg  Pro  Gly  Gln  Ser

        35                  40                  45

Pro  Gln  Leu  Leu  Ile  Tyr  Arg  Met  Ser  Asn  Leu  Ala  Ser  Gly  Val  Pro

    50                  55                  60

Asp  Arg  Phe  Ser  Gly  Ser  Gly  Ser  Gly  Thr  Ala  Phe  Thr  Leu  Arg  Ile

65                  70                  75                  80
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Ser  Arg  Val  Glu  Ala  Glu  Asp  Val  Gly  Val  Tyr  Tyr  Cys  Met  Gln  His

                85                  90                  95

Leu  Glu  Tyr  Pro  Phe  Thr  Phe  Gly  Ala  Gly  Thr  Lys  Leu  Glu  Leu  Lys

            100                 105                 110

Arg  Ala  Asp

        115

<210>  27

<211>  116

<212>  PRT

<213> 人工序列

<220>

<223> 合成的

<400>  27

Asp  Ile  Val  Met  Thr  Gln  Ala  Ala  Pro  Ser  Ile  Pro  Val  Thr  Pro  Gly

1               5                   10                  15

Glu  Ser  Val  Ser  Ile  Ser  Cys  Arg  Ser  Ser  Lys  Ser  Leu  Leu  Asn  Ser

            20                  25                  30

Asn  Gly  Asn  Thr  Tyr  Leu  Tyr  Trp  Phe  Leu  Gln  Arg  Pro  Gly  Gln  Ser

        35                  40                  45

Pro  Gln  Leu  Leu  Ile  Tyr  Arg  Met  Ser  Asn  Leu  Ala  Ser  Gly  Val  Pro

    50                  55                  60

Asp  Arg  Phe  Ser  Gly  Ser  Gly  Ser  Gly  Thr  Ala  Phe  Thr  Leu  Arg  Ile

65                  70                  75                  80

Ser  Arg  Val  Glu  Ala  Glu  Asp  Val  Gly  Val  Tyr  Tyr  Cys  Met  Gln  His

                85                  90                  95

Leu  Glu  Tyr  Pro  Phe  Thr  Phe  Gly  Ala  Gly  Thr  Lys  Leu  Glu  Leu  Lys

            100                 105                 110

Arg  Ser  Asp  Pro

        115

<210>  28

<211>  15

<212>  PRT

<213> 人工序列

<220>

<223> 合成的

<400>  28

Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser

1               5                   10                  15

<210>  29
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<211>  117

<212>  PRT

<213> 人工序列

<220>

<223> 合成的

<400>  29

Glu  Val  Gln  Leu  Val  Glu  Ser  Gly  Gly  Gly  Leu  Val  Gln  Pro  Gly  Asn

1               5                   10                  15

Ser  Leu  Lys  Leu  Ser  Cys  Ser  Ala  Ser  Gly  Phe  Thr  Phe  Ser  Ser  Tyr

            20                  25                  30

Gly  Met  His  Trp  Ile  Arg  Gln  Ala  Pro  Gly  Glu  Gly  Leu  Asp  Trp  Val

        35                  40                  45

Ala  Tyr  Ile  Ser  Ser  Ser  Ser  Gly  Thr  Val  Tyr  Ala  Asp  Ala  Val  Lys

    50                  55                  60

Ala  Arg  Phe  Thr  Ile  Ser  Arg  Asp  Asn  Ala  Lys  Asn  Thr  Leu  Tyr  Leu

65                  70                  75                  80

Gln  Leu  Asn  Ser  Leu  Lys  Ser  Glu  Asp  Thr  Ala  Ile  Tyr  Tyr  Cys  Ala

                85                  90                  95

Arg  Ala  Gln  Asn  Trp  Asp  Leu  Phe  Asp  Tyr  Trp  Gly  Gln  Gly  Val  Met

            100                 105                 110

Val  Thr  Val  Ser  Ser

        115

<210>  30

<211>  112

<212>  PRT

<213> 人工序列

<220>

<223> 合成的

<400>  30

Gln  Ile  Met  Leu  Thr  Gln  Gln  Ala  Glu  Ser  Leu  Trp  Ile  Ser  Pro  Gly

1               5                   10                  15

Glu  Arg  Val  Ser  Ile  Thr  Cys  Arg  Ala  Ser  Gln  Ser  Leu  Leu  Tyr  Thr

            20                  25                  30

Asp  Gly  Lys  His  Tyr  Leu  Ser  Trp  Tyr  Gln  Gln  Lys  Pro  Gly  Gln  Thr

        35                  40                  45

Thr  Lys  Ala  Leu  Ile  Tyr  His  Ala  Ser  Val  Arg  Thr  Asp  Gly  Val  Pro

    50                  55                  60

Thr  Arg  Phe  Ile  Gly  Ser  Gly  Ser  Gly  Thr  Glu  Phe  Thr  Leu  Ser  Ile

65                  70                  75                  80
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Glu  His  Val  Gln  Pro  Glu  Asp  Phe  Ala  Ile  Tyr  Tyr  Cys  Leu  Gln  Thr

                85                  90                  95

Leu  Lys  Ser  Pro  Phe  Thr  Phe  Gly  Ser  Gly  Thr  Lys  Leu  Glu  Ile  Lys

            100                 105                 110

<210>  31

<211>  119

<212>  PRT

<213> 人工序列

<220>

<223> 合成的

<400>  31

Gln  Val  Gln  Leu  Lys  Gln  Ser  Gly  Pro  Gly  Leu  Val  Gln  Pro  Ser  Gln

1               5                   10                  15

Ser  Leu  Ser  Ile  Thr  Cys  Thr  Val  Ser  Gly  Phe  Ser  Leu  Ser  Asn  Tyr

            20                  25                  30

Gly  Val  His  Trp  Val  Arg  Gln  Ser  Pro  Gly  Lys  Gly  Leu  Glu  Trp  Leu

        35                  40                  45

Gly  Val  Ile  Trp  Ser  Gly  Gly  Ser  Thr  Asp  Tyr  Asn  Val  Ala  Phe  Ile

    50                  55                  60

Ser  Arg  Leu  Ile  Ile  Thr  Lys  Asp  Asn  Ser  Lys  Ser  Gln  Val  Phe  Leu

65                  70                  75                  80

Lys  Met  Asn  Ser  Leu  Gln  Ala  Asp  Asp  Thr  Ala  Ile  Tyr  Phe  Cys  Ala

                85                  90                  95

Arg  Thr  Thr  Gly  Ser  Val  Phe  Asn  Ala  Met  Asp  His  Trp  Gly  Gln  Gly

            100                 105                 110

Thr  Ser  Val  Thr  Val  Ser  Ser

        115

<210>  32

<211>  106

<212>  PRT

<213> 人工序列

<220>

<223> 合成的

<400>  32

Gln  Ile  Val  Leu  Thr  Gln  Ser  Pro  Ala  Leu  Met  Ser  Ala  Ser  Pro  Gly

1               5                   10                  15

Glu  Lys  Val  Thr  Met  Thr  Cys  Ser  Ala  Ser  Ser  Ser  Val  Thr  Tyr  Met

            20                  25                  30

Tyr  Trp  Tyr  Gln  Gln  Lys  Pro  Arg  Ser  Ser  Pro  Lys  Pro  Trp  Ile  Tyr
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        35                  40                  45

Leu  Thr  Ser  Asn  Leu  Ala  Ser  Gly  Val  Pro  Ala  Arg  Phe  Ser  Gly  Ser

    50                  55                  60

Gly  Ser  Gly  Thr  Ser  Tyr  Ser  Leu  Thr  Ile  Ser  Ser  Val  Glu  Ala  Glu

65                  70                  75                  80

Asp  Ala  Ala  Thr  Tyr  Tyr  Cys  Gln  Gln  Trp  Ser  Ser  Asn  Pro  Leu  Thr

                85                  90                  95

Phe  Gly  Ala  Gly  Thr  Lys  Leu  Glu  Leu  Lys

            100                 105

<210>  33

<211>  120

<212>  PRT

<213> 人工序列

<220>

<223> 合成的

<400>  33

Glu  Val  Gln  Leu  Gln  Gln  Ser  Gly  Ala  Glu  Leu  Val  Lys  Pro  Gly  Ala

1               5                   10                  15

Ser  Val  Lys  Leu  Ser  Cys  Thr  Ala  Ser  Gly  Phe  Asn  Ile  Lys  Asp  Thr

            20                  25                  30

Tyr  Ile  His  Trp  Val  Lys  Gln  Arg  Pro  Glu  Gln  Gly  Leu  Glu  Trp  Ile

        35                  40                  45

Gly  Arg  Ile  Asp  Pro  Ala  Thr  Gly  Asn  Thr  Glu  Tyr  Asp  Pro  Lys  Phe

    50                  55                  60

Gln  Gly  Lys  Ala  Thr  Ile  Thr  Ala  Asp  Thr  Ser  Ser  Asn  Thr  Ala  Tyr

65                  70                  75                  80

Leu  His  Leu  Ser  Ser  Leu  Thr  Ser  Glu  Asp  Thr  Ala  Val  Tyr  Tyr  Cys

                85                  90                  95

Ala  Arg  Gly  Tyr  Tyr  Gly  Ser  Ser  Tyr  Pro  Pro  Trp  Phe  Ala  Tyr  Trp

            100                 105                 110

Gly  Gln  Gly  Thr  Leu  Val  Thr  Val

        115                 120

<210>  34

<211>  107

<212>  PRT

<213> 人工序列

<220>

<223> 合成的

<400>  34
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Asp  Ile  Val  Met  Thr  Gln  Ser  His  Lys  Phe  Met  Ser  Thr  Ser  Val  Gly

1               5                   10                  15

Asp  Arg  Val  Ser  Ile  Thr  Cys  Lys  Ala  Ser  Gln  Asp  Val  Gly  Ser  Ala

            20                  25                  30

Val  Ala  Trp  Tyr  Gln  Gln  Lys  Pro  Gly  Gln  Ser  Pro  Lys  Leu  Leu  Ile

        35                  40                  45

Tyr  Trp  Ala  Ser  Thr  Arg  His  Thr  Gly  Val  Pro  Asp  Arg  Phe  Thr  Gly

    50                  55                  60

Ser  Gly  Ser  Gly  Thr  Asp  Phe  Thr  Leu  Thr  Ile  Ser  Asn  Val  Gln  Ser

65                  70                  75                  80

Glu  Asp  Leu  Ala  Asp  Tyr  Phe  Cys  Gln  Gln  Tyr  Ser  Ser  Tyr  Pro  Leu

                85                  90                  95

Thr  Phe  Gly  Ala  Gly  Thr  Lys  Leu  Glu  Leu  Lys

            100                 105

<210>  35

<211>  117

<212>  PRT

<213> 人工序列

<220>

<223> 合成的

<400>  35

Glu  Val  Gln  Leu  Gln  Gln  Ser  Gly  Ala  Glu  Leu  Val  Lys  Pro  Gly  Ala

1               5                   10                  15

Ser  Val  Lys  Leu  Ser  Cys  Thr  Ala  Ser  Gly  Phe  Asn  Ile  Lys  Asp  Thr

            20                  25                  30

Tyr  Met  His  Trp  Val  Lys  Gln  Arg  Pro  Glu  Gln  Gly  Leu  Glu  Trp  Ile

        35                  40                  45

Gly  Arg  Ile  Asp  Pro  Ala  Asn  Gly  His  Thr  Lys  Tyr  Asp  Pro  Lys  Phe

    50                  55                  60

Gln  Gly  Lys  Ala  Thr  Ile  Thr  Ala  Asp  Thr  Ser  Ser  Asn  Ala  Ala  Tyr

65                  70                  75                  80

Leu  Gln  Leu  Asn  Ser  Leu  Thr  Ser  Glu  Asp  Thr  Ala  Val  Tyr  Tyr  Cys

                85                  90                  95

Ala  Arg  Arg  Val  Ala  Tyr  Ala  Met  Asp  Tyr  Trp  Gly  Gln  Gly  Thr  Ser

            100                 105                 110

Val  Thr  Val  Ser  Ser

        115

<210>  36

<211>  106
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<212>  PRT

<213> 人工序列

<220>

<223> 合成的

<400>  36

Glu  Asn  Val  Leu  Thr  Gln  Ser  Pro  Ala  Ile  Met  Ser  Ala  Ser  Pro  Gly

1               5                   10                  15

Glu  Lys  Val  Thr  Met  Thr  Cys  Ser  Ala  Ser  Ser  Ser  Val  Thr  Tyr  Met

            20                  25                  30

His  Trp  Tyr  Gln  Gln  Lys  Ser  Ser  Thr  Ser  Pro  Lys  Leu  Trp  Ile  Tyr

        35                  40                  45

Asp  Thr  Ser  Lys  Leu  Ala  Ser  Gly  Val  Pro  Gly  Arg  Phe  Ser  Gly  Ser

    50                  55                  60

Gly  Ser  Gly  Asn  Ser  Tyr  Ser  Leu  Thr  Ile  Ser  Ser  Met  Glu  Ala  Glu

65                  70                  75                  80

Asp  Val  Ala  Thr  Tyr  Cys  Cys  Phe  Gln  Gly  Ser  Gly  Tyr  Pro  Leu  Thr

                85                  90                  95

Phe  Gly  Gly  Gly  Thr  Lys  Leu  Glu  Ile  Lys

            100                 105

<210>  37

<211>  118

<212>  PRT

<213> 人工序列

<220>

<223> 合成的

<400>  37

Gln  Val  Thr  Leu  Lys  Glu  Ser  Gly  Pro  Gly  Ile  Leu  Lys  Pro  Ser  Gln

1               5                   10                  15

Thr  Leu  Ser  Leu  Thr  Cys  Ser  Phe  Ser  Gly  Phe  Ser  Leu  Ser  Thr  Ser

            20                  25                  30

Gly  Met  Gly  Val  Gly  Trp  Ile  Arg  Gln  Pro  Ser  Gly  Lys  Ser  Leu  Glu

        35                  40                  45

Trp  Leu  Ala  His  Ile  Trp  Trp  Asn  Asp  Glu  Arg  Tyr  Tyr  Asn  Pro  Ser

    50                  55                  60

Leu  Lys  Asn  Gln  Leu  Thr  Ile  Ser  Lys  Asp  Thr  Ser  Arg  Asn  Gln  Val

65                  70                  75                  80

Phe  Leu  Lys  Ile  Thr  Ser  Val  Asp  Thr  Ala  Asp  Thr  Ala  Thr  Tyr  Tyr

                85                  90                  95

Cys  Ala  Arg  Ser  Pro  Arg  Gly  Tyr  Phe  Asp  Tyr  Trp  Gly  His  Gly  Thr
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            100                 105                 110

Thr  Leu  Thr  Val  Ser  Ser

        115

<210>  38

<211>  107

<212>  PRT

<213> 人工序列

<220>

<223> 合成的

<400>  38

Asp  Ile  Val  Met  Thr  Gln  Ser  Gln  Lys  Phe  Met  Ser  Thr  Ser  Val  Gly

1               5                   10                  15

Asp  Arg  Val  Ser  Val  Thr  Cys  Lys  Ala  Ser  Gln  Asn  Val  Val  Thr  Asn

            20                  25                  30

Val  Ala  Trp  Tyr  Gln  Gln  Thr  Pro  Gly  Gln  Ser  Pro  Lys  Ala  Leu  Ile

        35                  40                  45

Tyr  Ser  Ala  Ser  Tyr  Arg  Tyr  Ser  Gly  Val  Pro  Asp  Arg  Phe  Ser  Gly

    50                  55                  60

Ser  Gly  Ser  Gly  Thr  Asp  Phe  Thr  Leu  Thr  Ile  Ser  Asn  Val  Gln  Ser

65                  70                  75                  80

Gly  Asp  Leu  Ala  Glu  Tyr  Phe  Cys  Gln  Gln  Tyr  Asn  Ser  Tyr  Pro  Leu

                85                  90                  95

Thr  Phe  Gly  Ala  Gly  Thr  Lys  Leu  Glu  Leu  Lys

            100                 105

<210>  39

<211>  120

<212>  PRT

<213> 人工序列

<220>

<223> 合成的

<400>  39

Gln  Val  Asn  Leu  Leu  Gln  Ser  Gly  Ala  Ala  Leu  Val  Lys  Pro  Gly  Ala

1               5                   10                  15

Ser  Val  Lys  Leu  Ser  Cys  Lys  Ala  Ser  Gly  Tyr  Thr  Phe  Thr  Asp  Tyr

            20                  25                  30

Tyr  Ile  Phe  Trp  Val  Lys  Gln  Ser  His  Gly  Lys  Ser  Leu  Glu  Trp  Ile

        35                  40                  45

Gly  Tyr  Ile  Asn  Pro  Asn  Ser  Gly  Ser  Thr  Asn  Tyr  Asn  Glu  Lys  Phe

    50                  55                  60
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Lys  Arg  Lys  Ala  Thr  Leu  Ser  Val  Asp  Lys  Ser  Thr  Asn  Thr  Ala  Tyr

65                  70                  75                  80

Met  Glu  Leu  Ser  Arg  Leu  Thr  Ser  Glu  Asp  Ser  Ala  Thr  Tyr  Tyr  Cys

                85                  90                  95

Thr  Arg  Arg  Ala  Tyr  Tyr  Gly  Tyr  Asn  Pro  Phe  Asp  Tyr  Trp  Gly  Gln

            100                 105                 110

Gly  Val  Met  Val  Thr  Val  Ser  Ser

        115                 120

<210>  40

<211>  107

<212>  PRT

<213> 人工序列

<220>

<223> 合成的

<400>  40

Asp  Ile  Gln  Met  Thr  Gln  Thr  Pro  Ser  Ser  Met  Pro  Ala  Ser  Leu  Gly

1               5                   10                  15

Glu  Arg  Val  Thr  Ile  Ser  Cys  Arg  Ala  Ser  Arg  Gly  Ile  Asn  Asn  Tyr

            20                  25                  30

Leu  Ser  Trp  Tyr  Gln  Gln  Asn  Leu  Asp  Gly  Thr  Ile  Lys  Pro  Leu  Ile

        35                  40                  45

Tyr  Tyr  Thr  Ser  Asn  Leu  Gln  Ser  Gly  Val  Pro  Ser  Arg  Phe  Ser  Gly

    50                  55                  60

Ser  Gly  Ser  Gly  Thr  Asp  Tyr  Ser  Leu  Thr  Ile  Ser  Ser  Leu  Glu  Pro

65                  70                  75                  80

Glu  Asp  Phe  Ala  Met  Tyr  Tyr  Cys  Gln  Gln  Tyr  Asp  Ser  Ser  Pro  Trp

                85                  90                  95

Thr  Phe  Gly  Gly  Gly  Thr  Lys  Leu  Glu  Leu  Lys

            100                 105

<210>  41

<211>  119

<212>  PRT

<213> 人工序列

<220>

<223> 合成的

<400>  41

Glu  Val  Gln  Leu  Gln  Gln  Ser  Gly  Ala  Glu  Leu  Val  Arg  Pro  Gly  Ala

1               5                   10                  15

Leu  Val  Lys  Leu  Ser  Cys  Lys  Ala  Ser  Gly  Phe  Asn  Ile  Lys  Asp  Tyr

序　列　表 28/67 页

89

CN 114466924 A

89



            20                  25                  30

Tyr  Ile  His  Trp  Val  Lys  Gln  Arg  Pro  Glu  Gln  Gly  Leu  Glu  Trp  Ile

        35                  40                  45

Gly  Trp  Ile  Asp  Pro  Glu  Asn  Gly  His  Thr  Ile  Tyr  Asp  Pro  Lys  Phe

    50                  55                  60

Gln  Gly  Lys  Ala  Ser  Ile  Thr  Ala  Asp  Thr  Ser  Ser  Asn  Thr  Ala  Tyr

65                  70                  75                  80

Leu  Gln  Leu  Ser  Ser  Leu  Thr  Ser  Glu  Asp  Thr  Ala  Val  Tyr  Tyr  Cys

                85                  90                  95

Ala  Arg  Leu  Thr  Gly  Thr  Thr  Tyr  Ala  Met  Asp  Tyr  Trp  Gly  Gln  Gly

            100                 105                 110

Thr  Ser  Val  Thr  Val  Ser  Ser

        115

<210>  42

<211>  107

<212>  PRT

<213> 人工序列

<220>

<223> 合成的

<400>  42

Asp  Ile  Val  Met  Thr  Gln  Ser  His  Lys  Phe  Met  Ser  Thr  Ser  Val  Gly

1               5                   10                  15

Asp  Arg  Val  Ser  Ile  Thr  Cys  Lys  Ala  Ser  Gln  Asp  Val  Ser  Thr  Ala

            20                  25                  30

Val  Ala  Trp  Tyr  Gln  Gln  Lys  Ser  Gly  Gln  Ser  Pro  Lys  Leu  Leu  Ile

        35                  40                  45

Tyr  Trp  Ala  Ser  Thr  Arg  His  Thr  Gly  Val  Pro  Asp  Arg  Phe  Thr  Gly

    50                  55                  60

Ser  Gly  Ser  Gly  Thr  Asp  Tyr  Thr  Leu  Thr  Ile  Ser  Ser  Val  Gln  Ala

65                  70                  75                  80

Glu  Asp  Leu  Ala  Leu  Tyr  Tyr  Cys  Gln  Gln  His  Tyr  Ser  Thr  Pro  Tyr

                85                  90                  95

Thr  Phe  Gly  Gly  Gly  Thr  Lys  Leu  Glu  Ile  Lys

            100                 105

<210>  43

<211>  123

<212>  PRT

<213> 人工序列

<220>
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<223> 合成的

<400>  43

Glu  Val  Lys  Leu  Leu  Glu  Ser  Gly  Gly  Gly  Leu  Val  Gln  Pro  Gly  Gly

1               5                   10                  15

Ser  Met  Arg  Leu  Ser  Cys  Ala  Ala  Ser  Gly  Phe  Thr  Phe  Thr  Asp  Phe

            20                  25                  30

Tyr  Met  Asn  Trp  Ile  Arg  Gln  Pro  Ala  Gly  Lys  Ala  Pro  Glu  Trp  Leu

        35                  40                  45

Gly  Phe  Ile  Arg  Asn  Lys  Ala  Ser  Gly  Tyr  Thr  Thr  Glu  Tyr  Asn  Pro

    50                  55                  60

Ser  Val  Lys  Gly  Arg  Phe  Thr  Ile  Ser  Arg  Asp  Asn  Thr  Gln  Asn  Met

65                  70                  75                  80

Leu  Tyr  Leu  Gln  Met  Asn  Thr  Leu  Arg  Ala  Glu  Asp  Thr  Ala  Thr  Tyr

                85                  90                  95

Tyr  Cys  Ala  Arg  Ala  His  Ser  Tyr  Tyr  Gly  Tyr  Asp  Tyr  Phe  Asp  Tyr

            100                 105                 110

Trp  Gly  Gln  Gly  Val  Met  Val  Thr  Val  Ser  Ser

        115                 120

<210>  44

<211>  107

<212>  PRT

<213> 人工序列

<220>

<223> 合成的

<400>  44

Asp  Ile  Gln  Met  Thr  Gln  Ser  Pro  Ala  Ser  Leu  Ser  Ala  Ser  Leu  Glu

1               5                   10                  15

Glu  Ile  Val  Thr  Ile  Thr  Cys  Gln  Ala  Ser  Gln  Asp  Ile  Gly  Asn  Trp

            20                  25                  30

Leu  Ser  Trp  Tyr  Gln  Gln  Lys  Pro  Gly  Lys  Ser  Pro  Gln  Leu  Leu  Ile

        35                  40                  45

Tyr  Gly  Ala  Thr  Ser  Leu  Ala  Asp  Gly  Val  Pro  Ser  Arg  Phe  Ser  Gly

    50                  55                  60

Ser  Arg  Ser  Gly  Thr  Gln  Tyr  Ser  Leu  Lys  Ile  Ser  Arg  Leu  Gln  Val

65                  70                  75                  80

Glu  Asp  Ile  Arg  Ile  Tyr  Tyr  Cys  Leu  Gln  Ala  Tyr  Ser  Ala  Pro  Trp

                85                  90                  95

Thr  Phe  Gly  Gly  Gly  Thr  Lys  Leu  Glu  Leu  Lys

            100                 105
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<210>  45

<211>  244

<212>  PRT

<213> 人工序列

<220>

<223> 合成的

<400>  45

Glu  Val  Gln  Leu  Val  Glu  Ser  Gly  Gly  Gly  Leu  Val  Gln  Pro  Gly  Asn

1               5                   10                  15

Ser  Leu  Lys  Leu  Ser  Cys  Ser  Ala  Ser  Gly  Phe  Thr  Phe  Ser  Ser  Tyr

            20                  25                  30

Gly  Met  His  Trp  Ile  Arg  Gln  Ala  Pro  Gly  Glu  Gly  Leu  Asp  Trp  Val

        35                  40                  45

Ala  Tyr  Ile  Ser  Ser  Ser  Ser  Gly  Thr  Val  Tyr  Ala  Asp  Ala  Val  Lys

    50                  55                  60

Ala  Arg  Phe  Thr  Ile  Ser  Arg  Asp  Asn  Ala  Lys  Asn  Thr  Leu  Tyr  Leu

65                  70                  75                  80

Gln  Leu  Asn  Ser  Leu  Lys  Ser  Glu  Asp  Thr  Ala  Ile  Tyr  Tyr  Cys  Ala

                85                  90                  95

Arg  Ala  Gln  Asn  Trp  Asp  Leu  Phe  Asp  Tyr  Trp  Gly  Gln  Gly  Val  Met

            100                 105                 110

Val  Thr  Val  Ser  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly

        115                 120                 125

Gly  Gly  Gly  Ser  Gln  Ile  Met  Leu  Thr  Gln  Gln  Ala  Glu  Ser  Leu  Trp

    130                 135                 140

Ile  Ser  Pro  Gly  Glu  Arg  Val  Ser  Ile  Thr  Cys  Arg  Ala  Ser  Gln  Ser

145                 150                 155                 160

Leu  Leu  Tyr  Thr  Asp  Gly  Lys  His  Tyr  Leu  Ser  Trp  Tyr  Gln  Gln  Lys

                165                 170                 175

Pro  Gly  Gln  Thr  Thr  Lys  Ala  Leu  Ile  Tyr  His  Ala  Ser  Val  Arg  Thr

            180                 185                 190

Asp  Gly  Val  Pro  Thr  Arg  Phe  Ile  Gly  Ser  Gly  Ser  Gly  Thr  Glu  Phe

        195                 200                 205

Thr  Leu  Ser  Ile  Glu  His  Val  Gln  Pro  Glu  Asp  Phe  Ala  Ile  Tyr  Tyr

    210                 215                 220

Cys  Leu  Gln  Thr  Leu  Lys  Ser  Pro  Phe  Thr  Phe  Gly  Ser  Gly  Thr  Lys

225                 230                 235                 240

Leu  Glu  Ile  Lys

<210>  46
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<211>  244

<212>  PRT

<213> 人工序列

<220>

<223> 合成的

<400>  46

Gln  Ile  Met  Leu  Thr  Gln  Gln  Ala  Glu  Ser  Leu  Trp  Ile  Ser  Pro  Gly

1               5                   10                  15

Glu  Arg  Val  Ser  Ile  Thr  Cys  Arg  Ala  Ser  Gln  Ser  Leu  Leu  Tyr  Thr

            20                  25                  30

Asp  Gly  Lys  His  Tyr  Leu  Ser  Trp  Tyr  Gln  Gln  Lys  Pro  Gly  Gln  Thr

        35                  40                  45

Thr  Lys  Ala  Leu  Ile  Tyr  His  Ala  Ser  Val  Arg  Thr  Asp  Gly  Val  Pro

    50                  55                  60

Thr  Arg  Phe  Ile  Gly  Ser  Gly  Ser  Gly  Thr  Glu  Phe  Thr  Leu  Ser  Ile

65                  70                  75                  80

Glu  His  Val  Gln  Pro  Glu  Asp  Phe  Ala  Ile  Tyr  Tyr  Cys  Leu  Gln  Thr

                85                  90                  95

Leu  Lys  Ser  Pro  Phe  Thr  Phe  Gly  Ser  Gly  Thr  Lys  Leu  Glu  Ile  Lys

            100                 105                 110

Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Glu

        115                 120                 125

Val  Gln  Leu  Val  Glu  Ser  Gly  Gly  Gly  Leu  Val  Gln  Pro  Gly  Asn  Ser

    130                 135                 140

Leu  Lys  Leu  Ser  Cys  Ser  Ala  Ser  Gly  Phe  Thr  Phe  Ser  Ser  Tyr  Gly

145                 150                 155                 160

Met  His  Trp  Ile  Arg  Gln  Ala  Pro  Gly  Glu  Gly  Leu  Asp  Trp  Val  Ala

                165                 170                 175

Tyr  Ile  Ser  Ser  Ser  Ser  Gly  Thr  Val  Tyr  Ala  Asp  Ala  Val  Lys  Ala

            180                 185                 190

Arg  Phe  Thr  Ile  Ser  Arg  Asp  Asn  Ala  Lys  Asn  Thr  Leu  Tyr  Leu  Gln

        195                 200                 205

Leu  Asn  Ser  Leu  Lys  Ser  Glu  Asp  Thr  Ala  Ile  Tyr  Tyr  Cys  Ala  Arg

    210                 215                 220

Ala  Gln  Asn  Trp  Asp  Leu  Phe  Asp  Tyr  Trp  Gly  Gln  Gly  Val  Met  Val

225                 230                 235                 240

Thr  Val  Ser  Ser

<210>  47

<211>  240
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<212>  PRT

<213> 人工序列

<220>

<223> 合成的

<400>  47

Gln  Val  Gln  Leu  Lys  Gln  Ser  Gly  Pro  Gly  Leu  Val  Gln  Pro  Ser  Gln

1               5                   10                  15

Ser  Leu  Ser  Ile  Thr  Cys  Thr  Val  Ser  Gly  Phe  Ser  Leu  Ser  Asn  Tyr

            20                  25                  30

Gly  Val  His  Trp  Val  Arg  Gln  Ser  Pro  Gly  Lys  Gly  Leu  Glu  Trp  Leu

        35                  40                  45

Gly  Val  Ile  Trp  Ser  Gly  Gly  Ser  Thr  Asp  Tyr  Asn  Val  Ala  Phe  Ile

    50                  55                  60

Ser  Arg  Leu  Ile  Ile  Thr  Lys  Asp  Asn  Ser  Lys  Ser  Gln  Val  Phe  Leu

65                  70                  75                  80

Lys  Met  Asn  Ser  Leu  Gln  Ala  Asp  Asp  Thr  Ala  Ile  Tyr  Phe  Cys  Ala

                85                  90                  95

Arg  Thr  Thr  Gly  Ser  Val  Phe  Asn  Ala  Met  Asp  His  Trp  Gly  Gln  Gly

            100                 105                 110

Thr  Ser  Val  Thr  Val  Ser  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly

        115                 120                 125

Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gln  Ile  Val  Leu  Thr  Gln  Ser  Pro  Ala  Leu

    130                 135                 140

Met  Ser  Ala  Ser  Pro  Gly  Glu  Lys  Val  Thr  Met  Thr  Cys  Ser  Ala  Ser

145                 150                 155                 160

Ser  Ser  Val  Thr  Tyr  Met  Tyr  Trp  Tyr  Gln  Gln  Lys  Pro  Arg  Ser  Ser

                165                 170                 175

Pro  Lys  Pro  Trp  Ile  Tyr  Leu  Thr  Ser  Asn  Leu  Ala  Ser  Gly  Val  Pro

            180                 185                 190

Ala  Arg  Phe  Ser  Gly  Ser  Gly  Ser  Gly  Thr  Ser  Tyr  Ser  Leu  Thr  Ile

        195                 200                 205

Ser  Ser  Val  Glu  Ala  Glu  Asp  Ala  Ala  Thr  Tyr  Tyr  Cys  Gln  Gln  Trp

    210                 215                 220

Ser  Ser  Asn  Pro  Leu  Thr  Phe  Gly  Ala  Gly  Thr  Lys  Leu  Glu  Leu  Lys

225                 230                 235                 240

<210>  48

<211>  240

<212>  PRT

<213> 人工序列
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<220>

<223> 合成的

<400>  48

Gln  Ile  Val  Leu  Thr  Gln  Ser  Pro  Ala  Leu  Met  Ser  Ala  Ser  Pro  Gly

1               5                   10                  15

Glu  Lys  Val  Thr  Met  Thr  Cys  Ser  Ala  Ser  Ser  Ser  Val  Thr  Tyr  Met

            20                  25                  30

Tyr  Trp  Tyr  Gln  Gln  Lys  Pro  Arg  Ser  Ser  Pro  Lys  Pro  Trp  Ile  Tyr

        35                  40                  45

Leu  Thr  Ser  Asn  Leu  Ala  Ser  Gly  Val  Pro  Ala  Arg  Phe  Ser  Gly  Ser

    50                  55                  60

Gly  Ser  Gly  Thr  Ser  Tyr  Ser  Leu  Thr  Ile  Ser  Ser  Val  Glu  Ala  Glu

65                  70                  75                  80

Asp  Ala  Ala  Thr  Tyr  Tyr  Cys  Gln  Gln  Trp  Ser  Ser  Asn  Pro  Leu  Thr

                85                  90                  95

Phe  Gly  Ala  Gly  Thr  Lys  Leu  Glu  Leu  Lys  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly

            100                 105                 110

Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gln  Val  Gln  Leu  Lys  Gln  Ser

        115                 120                 125

Gly  Pro  Gly  Leu  Val  Gln  Pro  Ser  Gln  Ser  Leu  Ser  Ile  Thr  Cys  Thr

    130                 135                 140

Val  Ser  Gly  Phe  Ser  Leu  Ser  Asn  Tyr  Gly  Val  His  Trp  Val  Arg  Gln

145                 150                 155                 160

Ser  Pro  Gly  Lys  Gly  Leu  Glu  Trp  Leu  Gly  Val  Ile  Trp  Ser  Gly  Gly

                165                 170                 175

Ser  Thr  Asp  Tyr  Asn  Val  Ala  Phe  Ile  Ser  Arg  Leu  Ile  Ile  Thr  Lys

            180                 185                 190

Asp  Asn  Ser  Lys  Ser  Gln  Val  Phe  Leu  Lys  Met  Asn  Ser  Leu  Gln  Ala

        195                 200                 205

Asp  Asp  Thr  Ala  Ile  Tyr  Phe  Cys  Ala  Arg  Thr  Thr  Gly  Ser  Val  Phe

    210                 215                 220

Asn  Ala  Met  Asp  His  Trp  Gly  Gln  Gly  Thr  Ser  Val  Thr  Val  Ser  Ser

225                 230                 235                 240

<210>  49

<211>  244

<212>  PRT

<213> 人工序列

<220>

<223> 合成的
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<400>  49

Glu  Val  Gln  Leu  Gln  Gln  Ser  Gly  Ala  Glu  Leu  Val  Lys  Pro  Gly  Ala

1               5                   10                  15

Ser  Val  Lys  Leu  Ser  Cys  Thr  Ala  Ser  Gly  Phe  Asn  Ile  Lys  Asp  Thr

            20                  25                  30

Tyr  Ile  His  Trp  Val  Lys  Gln  Arg  Pro  Glu  Gln  Gly  Leu  Glu  Trp  Ile

        35                  40                  45

Gly  Arg  Ile  Asp  Pro  Ala  Thr  Gly  Asn  Thr  Glu  Tyr  Asp  Pro  Lys  Phe

    50                  55                  60

Gln  Gly  Lys  Ala  Thr  Ile  Thr  Ala  Asp  Thr  Ser  Ser  Asn  Thr  Ala  Tyr

65                  70                  75                  80

Leu  His  Leu  Ser  Ser  Leu  Thr  Ser  Glu  Asp  Thr  Ala  Val  Tyr  Tyr  Cys

                85                  90                  95

Ala  Arg  Gly  Tyr  Tyr  Gly  Ser  Ser  Tyr  Pro  Pro  Trp  Phe  Ala  Tyr  Trp

            100                 105                 110

Gly  Gln  Gly  Thr  Leu  Val  Thr  Val  Ser  Ala  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly

        115                 120                 125

Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Asp  Ile  Val  Met  Thr  Gln  Ser

    130                 135                 140

His  Lys  Phe  Met  Ser  Thr  Ser  Val  Gly  Asp  Arg  Val  Ser  Ile  Thr  Cys

145                 150                 155                 160

Lys  Ala  Ser  Gln  Asp  Val  Gly  Ser  Ala  Val  Ala  Trp  Tyr  Gln  Gln  Lys

                165                 170                 175

Pro  Gly  Gln  Ser  Pro  Lys  Leu  Leu  Ile  Tyr  Trp  Ala  Ser  Thr  Arg  His

            180                 185                 190

Thr  Gly  Val  Pro  Asp  Arg  Phe  Thr  Gly  Ser  Gly  Ser  Gly  Thr  Asp  Phe

        195                 200                 205

Thr  Leu  Thr  Ile  Ser  Asn  Val  Gln  Ser  Glu  Asp  Leu  Ala  Asp  Tyr  Phe

    210                 215                 220

Cys  Gln  Gln  Tyr  Ser  Ser  Tyr  Pro  Leu  Thr  Phe  Gly  Ala  Gly  Thr  Lys

225                 230                 235                 240

Leu  Glu  Leu  Lys

<210>  50

<211>  244

<212>  PRT

<213> 人工序列

<220>

<223> 合成的

<400>  50
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Asp  Ile  Val  Met  Thr  Gln  Ser  His  Lys  Phe  Met  Ser  Thr  Ser  Val  Gly

1               5                   10                  15

Asp  Arg  Val  Ser  Ile  Thr  Cys  Lys  Ala  Ser  Gln  Asp  Val  Gly  Ser  Ala

            20                  25                  30

Val  Ala  Trp  Tyr  Gln  Gln  Lys  Pro  Gly  Gln  Ser  Pro  Lys  Leu  Leu  Ile

        35                  40                  45

Tyr  Trp  Ala  Ser  Thr  Arg  His  Thr  Gly  Val  Pro  Asp  Arg  Phe  Thr  Gly

    50                  55                  60

Ser  Gly  Ser  Gly  Thr  Asp  Phe  Thr  Leu  Thr  Ile  Ser  Asn  Val  Gln  Ser

65                  70                  75                  80

Glu  Asp  Leu  Ala  Asp  Tyr  Phe  Cys  Gln  Gln  Tyr  Ser  Ser  Tyr  Pro  Leu

                85                  90                  95

Thr  Phe  Gly  Ala  Gly  Thr  Lys  Leu  Glu  Leu  Lys  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser

            100                 105                 110

Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Glu  Val  Gln  Leu  Gln  Gln

        115                 120                 125

Ser  Gly  Ala  Glu  Leu  Val  Lys  Pro  Gly  Ala  Ser  Val  Lys  Leu  Ser  Cys

    130                 135                 140

Thr  Ala  Ser  Gly  Phe  Asn  Ile  Lys  Asp  Thr  Tyr  Ile  His  Trp  Val  Lys

145                 150                 155                 160

Gln  Arg  Pro  Glu  Gln  Gly  Leu  Glu  Trp  Ile  Gly  Arg  Ile  Asp  Pro  Ala

                165                 170                 175

Thr  Gly  Asn  Thr  Glu  Tyr  Asp  Pro  Lys  Phe  Gln  Gly  Lys  Ala  Thr  Ile

            180                 185                 190

Thr  Ala  Asp  Thr  Ser  Ser  Asn  Thr  Ala  Tyr  Leu  His  Leu  Ser  Ser  Leu

        195                 200                 205

Thr  Ser  Glu  Asp  Thr  Ala  Val  Tyr  Tyr  Cys  Ala  Arg  Gly  Tyr  Tyr  Gly

    210                 215                 220

Ser  Ser  Tyr  Pro  Pro  Trp  Phe  Ala  Tyr  Trp  Gly  Gln  Gly  Thr  Leu  Val

225                 230                 235                 240

Thr  Val  Ser  Ala

<210>  51

<211>  238

<212>  PRT

<213> 人工序列

<220>

<223> 合成的

<400>  51

Glu  Val  Gln  Leu  Gln  Gln  Ser  Gly  Ala  Glu  Leu  Val  Lys  Pro  Gly  Ala
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1               5                   10                  15

Ser  Val  Lys  Leu  Ser  Cys  Thr  Ala  Ser  Gly  Phe  Asn  Ile  Lys  Asp  Thr

            20                  25                  30

Tyr  Met  His  Trp  Val  Lys  Gln  Arg  Pro  Glu  Gln  Gly  Leu  Glu  Trp  Ile

        35                  40                  45

Gly  Arg  Ile  Asp  Pro  Ala  Asn  Gly  His  Thr  Lys  Tyr  Asp  Pro  Lys  Phe

    50                  55                  60

Gln  Gly  Lys  Ala  Thr  Ile  Thr  Ala  Asp  Thr  Ser  Ser  Asn  Ala  Ala  Tyr

65                  70                  75                  80

Leu  Gln  Leu  Asn  Ser  Leu  Thr  Ser  Glu  Asp  Thr  Ala  Val  Tyr  Tyr  Cys

                85                  90                  95

Ala  Arg  Arg  Val  Ala  Tyr  Ala  Met  Asp  Tyr  Trp  Gly  Gln  Gly  Thr  Ser

            100                 105                 110

Val  Thr  Val  Ser  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly

        115                 120                 125

Gly  Gly  Gly  Ser  Glu  Asn  Val  Leu  Thr  Gln  Ser  Pro  Ala  Ile  Met  Ser

    130                 135                 140

Ala  Ser  Pro  Gly  Glu  Lys  Val  Thr  Met  Thr  Cys  Ser  Ala  Ser  Ser  Ser

145                 150                 155                 160

Val  Thr  Tyr  Met  His  Trp  Tyr  Gln  Gln  Lys  Ser  Ser  Thr  Ser  Pro  Lys

                165                 170                 175

Leu  Trp  Ile  Tyr  Asp  Thr  Ser  Lys  Leu  Ala  Ser  Gly  Val  Pro  Gly  Arg

            180                 185                 190

Phe  Ser  Gly  Ser  Gly  Ser  Gly  Asn  Ser  Tyr  Ser  Leu  Thr  Ile  Ser  Ser

        195                 200                 205

Met  Glu  Ala  Glu  Asp  Val  Ala  Thr  Tyr  Cys  Cys  Phe  Gln  Gly  Ser  Gly

    210                 215                 220

Tyr  Pro  Leu  Thr  Phe  Gly  Gly  Gly  Thr  Lys  Leu  Glu  Ile  Lys

225                 230                 235

<210>  52

<211>  238

<212>  PRT

<213> 人工序列

<220>

<223> 合成的

<400>  52

Glu  Asn  Val  Leu  Thr  Gln  Ser  Pro  Ala  Ile  Met  Ser  Ala  Ser  Pro  Gly

1               5                   10                  15

Glu  Lys  Val  Thr  Met  Thr  Cys  Ser  Ala  Ser  Ser  Ser  Val  Thr  Tyr  Met
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            20                  25                  30

His  Trp  Tyr  Gln  Gln  Lys  Ser  Ser  Thr  Ser  Pro  Lys  Leu  Trp  Ile  Tyr

        35                  40                  45

Asp  Thr  Ser  Lys  Leu  Ala  Ser  Gly  Val  Pro  Gly  Arg  Phe  Ser  Gly  Ser

    50                  55                  60

Gly  Ser  Gly  Asn  Ser  Tyr  Ser  Leu  Thr  Ile  Ser  Ser  Met  Glu  Ala  Glu

65                  70                  75                  80

Asp  Val  Ala  Thr  Tyr  Cys  Cys  Phe  Gln  Gly  Ser  Gly  Tyr  Pro  Leu  Thr

                85                  90                  95

Phe  Gly  Gly  Gly  Thr  Lys  Leu  Glu  Ile  Lys  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly

            100                 105                 110

Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Glu  Val  Gln  Leu  Gln  Gln  Ser

        115                 120                 125

Gly  Ala  Glu  Leu  Val  Lys  Pro  Gly  Ala  Ser  Val  Lys  Leu  Ser  Cys  Thr

    130                 135                 140

Ala  Ser  Gly  Phe  Asn  Ile  Lys  Asp  Thr  Tyr  Met  His  Trp  Val  Lys  Gln

145                 150                 155                 160

Arg  Pro  Glu  Gln  Gly  Leu  Glu  Trp  Ile  Gly  Arg  Ile  Asp  Pro  Ala  Asn

                165                 170                 175

Gly  His  Thr  Lys  Tyr  Asp  Pro  Lys  Phe  Gln  Gly  Lys  Ala  Thr  Ile  Thr

            180                 185                 190

Ala  Asp  Thr  Ser  Ser  Asn  Ala  Ala  Tyr  Leu  Gln  Leu  Asn  Ser  Leu  Thr

        195                 200                 205

Ser  Glu  Asp  Thr  Ala  Val  Tyr  Tyr  Cys  Ala  Arg  Arg  Val  Ala  Tyr  Ala

    210                 215                 220

Met  Asp  Tyr  Trp  Gly  Gln  Gly  Thr  Ser  Val  Thr  Val  Ser  Ser

225                 230                 235

<210>  53

<211>  240

<212>  PRT

<213> 人工序列

<220>

<223> 合成的

<400>  53

Gln  Val  Thr  Leu  Lys  Glu  Ser  Gly  Pro  Gly  Ile  Leu  Lys  Pro  Ser  Gln

1               5                   10                  15

Thr  Leu  Ser  Leu  Thr  Cys  Ser  Phe  Ser  Gly  Phe  Ser  Leu  Ser  Thr  Ser

            20                  25                  30

Gly  Met  Gly  Val  Gly  Trp  Ile  Arg  Gln  Pro  Ser  Gly  Lys  Ser  Leu  Glu

序　列　表 38/67 页

99

CN 114466924 A

99



        35                  40                  45

Trp  Leu  Ala  His  Ile  Trp  Trp  Asn  Asp  Glu  Arg  Tyr  Tyr  Asn  Pro  Ser

    50                  55                  60

Leu  Lys  Asn  Gln  Leu  Thr  Ile  Ser  Lys  Asp  Thr  Ser  Arg  Asn  Gln  Val

65                  70                  75                  80

Phe  Leu  Lys  Ile  Thr  Ser  Val  Asp  Thr  Ala  Asp  Thr  Ala  Thr  Tyr  Tyr

                85                  90                  95

Cys  Ala  Arg  Ser  Pro  Arg  Gly  Tyr  Phe  Asp  Tyr  Trp  Gly  His  Gly  Thr

            100                 105                 110

Thr  Leu  Thr  Val  Ser  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser

        115                 120                 125

Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Asp  Ile  Val  Met  Thr  Gln  Ser  Gln  Lys  Phe  Met

    130                 135                 140

Ser  Thr  Ser  Val  Gly  Asp  Arg  Val  Ser  Val  Thr  Cys  Lys  Ala  Ser  Gln

145                 150                 155                 160

Asn  Val  Val  Thr  Asn  Val  Ala  Trp  Tyr  Gln  Gln  Thr  Pro  Gly  Gln  Ser

                165                 170                 175

Pro  Lys  Ala  Leu  Ile  Tyr  Ser  Ala  Ser  Tyr  Arg  Tyr  Ser  Gly  Val  Pro

            180                 185                 190

Asp  Arg  Phe  Ser  Gly  Ser  Gly  Ser  Gly  Thr  Asp  Phe  Thr  Leu  Thr  Ile

        195                 200                 205

Ser  Asn  Val  Gln  Ser  Gly  Asp  Leu  Ala  Glu  Tyr  Phe  Cys  Gln  Gln  Tyr

    210                 215                 220

Asn  Ser  Tyr  Pro  Leu  Thr  Phe  Gly  Ala  Gly  Thr  Lys  Leu  Glu  Leu  Lys

225                 230                 235                 240

<210>  54

<211>  240

<212>  PRT

<213> 人工序列

<220>

<223> 合成的

<400>  54

Asp  Ile  Val  Met  Thr  Gln  Ser  Gln  Lys  Phe  Met  Ser  Thr  Ser  Val  Gly

1               5                   10                  15

Asp  Arg  Val  Ser  Val  Thr  Cys  Lys  Ala  Ser  Gln  Asn  Val  Val  Thr  Asn

            20                  25                  30

Val  Ala  Trp  Tyr  Gln  Gln  Thr  Pro  Gly  Gln  Ser  Pro  Lys  Ala  Leu  Ile

        35                  40                  45

Tyr  Ser  Ala  Ser  Tyr  Arg  Tyr  Ser  Gly  Val  Pro  Asp  Arg  Phe  Ser  Gly
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    50                  55                  60

Ser  Gly  Ser  Gly  Thr  Asp  Phe  Thr  Leu  Thr  Ile  Ser  Asn  Val  Gln  Ser

65                  70                  75                  80

Gly  Asp  Leu  Ala  Glu  Tyr  Phe  Cys  Gln  Gln  Tyr  Asn  Ser  Tyr  Pro  Leu

                85                  90                  95

Thr  Phe  Gly  Ala  Gly  Thr  Lys  Leu  Glu  Leu  Lys  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser

            100                 105                 110

Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gln  Val  Thr  Leu  Lys  Glu

        115                 120                 125

Ser  Gly  Pro  Gly  Ile  Leu  Lys  Pro  Ser  Gln  Thr  Leu  Ser  Leu  Thr  Cys

    130                 135                 140

Ser  Phe  Ser  Gly  Phe  Ser  Leu  Ser  Thr  Ser  Gly  Met  Gly  Val  Gly  Trp

145                 150                 155                 160

Ile  Arg  Gln  Pro  Ser  Gly  Lys  Ser  Leu  Glu  Trp  Leu  Ala  His  Ile  Trp

                165                 170                 175

Trp  Asn  Asp  Glu  Arg  Tyr  Tyr  Asn  Pro  Ser  Leu  Lys  Asn  Gln  Leu  Thr

            180                 185                 190

Ile  Ser  Lys  Asp  Thr  Ser  Arg  Asn  Gln  Val  Phe  Leu  Lys  Ile  Thr  Ser

        195                 200                 205

Val  Asp  Thr  Ala  Asp  Thr  Ala  Thr  Tyr  Tyr  Cys  Ala  Arg  Ser  Pro  Arg

    210                 215                 220

Gly  Tyr  Phe  Asp  Tyr  Trp  Gly  His  Gly  Thr  Thr  Leu  Thr  Val  Ser  Ser

225                 230                 235                 240

<210>  55

<211>  242

<212>  PRT

<213> 人工序列

<220>

<223> 合成的

<400>  55

Gln  Val  Asn  Leu  Leu  Gln  Ser  Gly  Ala  Ala  Leu  Val  Lys  Pro  Gly  Ala

1               5                   10                  15

Ser  Val  Lys  Leu  Ser  Cys  Lys  Ala  Ser  Gly  Tyr  Thr  Phe  Thr  Asp  Tyr

            20                  25                  30

Tyr  Ile  Phe  Trp  Val  Lys  Gln  Ser  His  Gly  Lys  Ser  Leu  Glu  Trp  Ile

        35                  40                  45

Gly  Tyr  Ile  Asn  Pro  Asn  Ser  Gly  Ser  Thr  Asn  Tyr  Asn  Glu  Lys  Phe

    50                  55                  60

Lys  Arg  Lys  Ala  Thr  Leu  Ser  Val  Asp  Lys  Ser  Thr  Asn  Thr  Ala  Tyr
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65                  70                  75                  80

Met  Glu  Leu  Ser  Arg  Leu  Thr  Ser  Glu  Asp  Ser  Ala  Thr  Tyr  Tyr  Cys

                85                  90                  95

Thr  Arg  Arg  Ala  Tyr  Tyr  Gly  Tyr  Asn  Pro  Phe  Asp  Tyr  Trp  Gly  Gln

            100                 105                 110

Gly  Val  Met  Val  Thr  Val  Ser  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly

        115                 120                 125

Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Asp  Ile  Gln  Met  Thr  Gln  Thr  Pro  Ser

    130                 135                 140

Ser  Met  Pro  Ala  Ser  Leu  Gly  Glu  Arg  Val  Thr  Ile  Ser  Cys  Arg  Ala

145                 150                 155                 160

Ser  Arg  Gly  Ile  Asn  Asn  Tyr  Leu  Ser  Trp  Tyr  Gln  Gln  Asn  Leu  Asp

                165                 170                 175

Gly  Thr  Ile  Lys  Pro  Leu  Ile  Tyr  Tyr  Thr  Ser  Asn  Leu  Gln  Ser  Gly

            180                 185                 190

Val  Pro  Ser  Arg  Phe  Ser  Gly  Ser  Gly  Ser  Gly  Thr  Asp  Tyr  Ser  Leu

        195                 200                 205

Thr  Ile  Ser  Ser  Leu  Glu  Pro  Glu  Asp  Phe  Ala  Met  Tyr  Tyr  Cys  Gln

    210                 215                 220

Gln  Tyr  Asp  Ser  Ser  Pro  Trp  Thr  Phe  Gly  Gly  Gly  Thr  Lys  Leu  Glu

225                 230                 235                 240

Leu  Lys

<210>  56

<211>  242

<212>  PRT

<213> 人工序列

<220>

<223> 合成的

<400>  56

Asp  Ile  Gln  Met  Thr  Gln  Thr  Pro  Ser  Ser  Met  Pro  Ala  Ser  Leu  Gly

1               5                   10                  15

Glu  Arg  Val  Thr  Ile  Ser  Cys  Arg  Ala  Ser  Arg  Gly  Ile  Asn  Asn  Tyr

            20                  25                  30

Leu  Ser  Trp  Tyr  Gln  Gln  Asn  Leu  Asp  Gly  Thr  Ile  Lys  Pro  Leu  Ile

        35                  40                  45

Tyr  Tyr  Thr  Ser  Asn  Leu  Gln  Ser  Gly  Val  Pro  Ser  Arg  Phe  Ser  Gly

    50                  55                  60

Ser  Gly  Ser  Gly  Thr  Asp  Tyr  Ser  Leu  Thr  Ile  Ser  Ser  Leu  Glu  Pro

65                  70                  75                  80
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Glu  Asp  Phe  Ala  Met  Tyr  Tyr  Cys  Gln  Gln  Tyr  Asp  Ser  Ser  Pro  Trp

                85                  90                  95

Thr  Phe  Gly  Gly  Gly  Thr  Lys  Leu  Glu  Leu  Lys  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser

            100                 105                 110

Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gln  Val  Asn  Leu  Leu  Gln

        115                 120                 125

Ser  Gly  Ala  Ala  Leu  Val  Lys  Pro  Gly  Ala  Ser  Val  Lys  Leu  Ser  Cys

    130                 135                 140

Lys  Ala  Ser  Gly  Tyr  Thr  Phe  Thr  Asp  Tyr  Tyr  Ile  Phe  Trp  Val  Lys

145                 150                 155                 160

Gln  Ser  His  Gly  Lys  Ser  Leu  Glu  Trp  Ile  Gly  Tyr  Ile  Asn  Pro  Asn

                165                 170                 175

Ser  Gly  Ser  Thr  Asn  Tyr  Asn  Glu  Lys  Phe  Lys  Arg  Lys  Ala  Thr  Leu

            180                 185                 190

Ser  Val  Asp  Lys  Ser  Thr  Asn  Thr  Ala  Tyr  Met  Glu  Leu  Ser  Arg  Leu

        195                 200                 205

Thr  Ser  Glu  Asp  Ser  Ala  Thr  Tyr  Tyr  Cys  Thr  Arg  Arg  Ala  Tyr  Tyr

    210                 215                 220

Gly  Tyr  Asn  Pro  Phe  Asp  Tyr  Trp  Gly  Gln  Gly  Val  Met  Val  Thr  Val

225                 230                 235                 240

Ser  Ser

<210>  57

<211>  241

<212>  PRT

<213> 人工序列

<220>

<223> 合成的

<400>  57

Glu  Val  Gln  Leu  Gln  Gln  Ser  Gly  Ala  Glu  Leu  Val  Arg  Pro  Gly  Ala

1               5                   10                  15

Leu  Val  Lys  Leu  Ser  Cys  Lys  Ala  Ser  Gly  Phe  Asn  Ile  Lys  Asp  Tyr

            20                  25                  30

Tyr  Ile  His  Trp  Val  Lys  Gln  Arg  Pro  Glu  Gln  Gly  Leu  Glu  Trp  Ile

        35                  40                  45

Gly  Trp  Ile  Asp  Pro  Glu  Asn  Gly  His  Thr  Ile  Tyr  Asp  Pro  Lys  Phe

    50                  55                  60

Gln  Gly  Lys  Ala  Ser  Ile  Thr  Ala  Asp  Thr  Ser  Ser  Asn  Thr  Ala  Tyr

65                  70                  75                  80

Leu  Gln  Leu  Ser  Ser  Leu  Thr  Ser  Glu  Asp  Thr  Ala  Val  Tyr  Tyr  Cys
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                85                  90                  95

Ala  Arg  Leu  Thr  Gly  Thr  Thr  Tyr  Ala  Met  Asp  Tyr  Trp  Gly  Gln  Gly

            100                 105                 110

Thr  Ser  Val  Thr  Val  Ser  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly

        115                 120                 125

Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Asp  Ile  Val  Met  Thr  Gln  Ser  His  Lys  Phe

    130                 135                 140

Met  Ser  Thr  Ser  Val  Gly  Asp  Arg  Val  Ser  Ile  Thr  Cys  Lys  Ala  Ser

145                 150                 155                 160

Gln  Asp  Val  Ser  Thr  Ala  Val  Ala  Trp  Tyr  Gln  Gln  Lys  Ser  Gly  Gln

                165                 170                 175

Ser  Pro  Lys  Leu  Leu  Ile  Tyr  Trp  Ala  Ser  Thr  Arg  His  Thr  Gly  Val

            180                 185                 190

Pro  Asp  Arg  Phe  Thr  Gly  Ser  Gly  Ser  Gly  Thr  Asp  Tyr  Thr  Leu  Thr

        195                 200                 205

Ile  Ser  Ser  Val  Gln  Ala  Glu  Asp  Leu  Ala  Leu  Tyr  Tyr  Cys  Gln  Gln

    210                 215                 220

His  Tyr  Ser  Thr  Pro  Tyr  Thr  Phe  Gly  Gly  Gly  Thr  Lys  Leu  Glu  Ile

225                 230                 235                 240

Lys

<210>  58

<211>  241

<212>  PRT

<213> 人工序列

<220>

<223> 合成的

<400>  58

Asp  Ile  Val  Met  Thr  Gln  Ser  His  Lys  Phe  Met  Ser  Thr  Ser  Val  Gly

1               5                   10                  15

Asp  Arg  Val  Ser  Ile  Thr  Cys  Lys  Ala  Ser  Gln  Asp  Val  Ser  Thr  Ala

            20                  25                  30

Val  Ala  Trp  Tyr  Gln  Gln  Lys  Ser  Gly  Gln  Ser  Pro  Lys  Leu  Leu  Ile

        35                  40                  45

Tyr  Trp  Ala  Ser  Thr  Arg  His  Thr  Gly  Val  Pro  Asp  Arg  Phe  Thr  Gly

    50                  55                  60

Ser  Gly  Ser  Gly  Thr  Asp  Tyr  Thr  Leu  Thr  Ile  Ser  Ser  Val  Gln  Ala

65                  70                  75                  80

Glu  Asp  Leu  Ala  Leu  Tyr  Tyr  Cys  Gln  Gln  His  Tyr  Ser  Thr  Pro  Tyr

                85                  90                  95
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Thr  Phe  Gly  Gly  Gly  Thr  Lys  Leu  Glu  Ile  Lys  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser

            100                 105                 110

Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Glu  Val  Gln  Leu  Gln  Gln

        115                 120                 125

Ser  Gly  Ala  Glu  Leu  Val  Arg  Pro  Gly  Ala  Leu  Val  Lys  Leu  Ser  Cys

    130                 135                 140

Lys  Ala  Ser  Gly  Phe  Asn  Ile  Lys  Asp  Tyr  Tyr  Ile  His  Trp  Val  Lys

145                 150                 155                 160

Gln  Arg  Pro  Glu  Gln  Gly  Leu  Glu  Trp  Ile  Gly  Trp  Ile  Asp  Pro  Glu

                165                 170                 175

Asn  Gly  His  Thr  Ile  Tyr  Asp  Pro  Lys  Phe  Gln  Gly  Lys  Ala  Ser  Ile

            180                 185                 190

Thr  Ala  Asp  Thr  Ser  Ser  Asn  Thr  Ala  Tyr  Leu  Gln  Leu  Ser  Ser  Leu

        195                 200                 205

Thr  Ser  Glu  Asp  Thr  Ala  Val  Tyr  Tyr  Cys  Ala  Arg  Leu  Thr  Gly  Thr

    210                 215                 220

Thr  Tyr  Ala  Met  Asp  Tyr  Trp  Gly  Gln  Gly  Thr  Ser  Val  Thr  Val  Ser

225                 230                 235                 240

Ser

<210>  59

<211>  245

<212>  PRT

<213> 人工序列

<220>

<223> 合成的

<400>  59

Glu  Val  Lys  Leu  Leu  Glu  Ser  Gly  Gly  Gly  Leu  Val  Gln  Pro  Gly  Gly

1               5                   10                  15

Ser  Met  Arg  Leu  Ser  Cys  Ala  Ala  Ser  Gly  Phe  Thr  Phe  Thr  Asp  Phe

            20                  25                  30

Tyr  Met  Asn  Trp  Ile  Arg  Gln  Pro  Ala  Gly  Lys  Ala  Pro  Glu  Trp  Leu

        35                  40                  45

Gly  Phe  Ile  Arg  Asn  Lys  Ala  Ser  Gly  Tyr  Thr  Thr  Glu  Tyr  Asn  Pro

    50                  55                  60

Ser  Val  Lys  Gly  Arg  Phe  Thr  Ile  Ser  Arg  Asp  Asn  Thr  Gln  Asn  Met

65                  70                  75                  80

Leu  Tyr  Leu  Gln  Met  Asn  Thr  Leu  Arg  Ala  Glu  Asp  Thr  Ala  Thr  Tyr

                85                  90                  95

Tyr  Cys  Ala  Arg  Ala  His  Ser  Tyr  Tyr  Gly  Tyr  Asp  Tyr  Phe  Asp  Tyr
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            100                 105                 110

Trp  Gly  Gln  Gly  Val  Met  Val  Thr  Val  Ser  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser

        115                 120                 125

Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Asp  Ile  Gln  Met  Thr  Gln

    130                 135                 140

Ser  Pro  Ala  Ser  Leu  Ser  Ala  Ser  Leu  Glu  Glu  Ile  Val  Thr  Ile  Thr

145                 150                 155                 160

Cys  Gln  Ala  Ser  Gln  Asp  Ile  Gly  Asn  Trp  Leu  Ser  Trp  Tyr  Gln  Gln

                165                 170                 175

Lys  Pro  Gly  Lys  Ser  Pro  Gln  Leu  Leu  Ile  Tyr  Gly  Ala  Thr  Ser  Leu

            180                 185                 190

Ala  Asp  Gly  Val  Pro  Ser  Arg  Phe  Ser  Gly  Ser  Arg  Ser  Gly  Thr  Gln

        195                 200                 205

Tyr  Ser  Leu  Lys  Ile  Ser  Arg  Leu  Gln  Val  Glu  Asp  Ile  Arg  Ile  Tyr

    210                 215                 220

Tyr  Cys  Leu  Gln  Ala  Tyr  Ser  Ala  Pro  Trp  Thr  Phe  Gly  Gly  Gly  Thr

225                 230                 235                 240

Lys  Leu  Glu  Leu  Lys

                245

<210>  60

<211>  245

<212>  PRT

<213> 人工序列

<220>

<223> 合成的

<400>  60

Asp  Ile  Gln  Met  Thr  Gln  Ser  Pro  Ala  Ser  Leu  Ser  Ala  Ser  Leu  Glu

1               5                   10                  15

Glu  Ile  Val  Thr  Ile  Thr  Cys  Gln  Ala  Ser  Gln  Asp  Ile  Gly  Asn  Trp

            20                  25                  30

Leu  Ser  Trp  Tyr  Gln  Gln  Lys  Pro  Gly  Lys  Ser  Pro  Gln  Leu  Leu  Ile

        35                  40                  45

Tyr  Gly  Ala  Thr  Ser  Leu  Ala  Asp  Gly  Val  Pro  Ser  Arg  Phe  Ser  Gly

    50                  55                  60

Ser  Arg  Ser  Gly  Thr  Gln  Tyr  Ser  Leu  Lys  Ile  Ser  Arg  Leu  Gln  Val

65                  70                  75                  80

Glu  Asp  Ile  Arg  Ile  Tyr  Tyr  Cys  Leu  Gln  Ala  Tyr  Ser  Ala  Pro  Trp

                85                  90                  95

Thr  Phe  Gly  Gly  Gly  Thr  Lys  Leu  Glu  Leu  Lys  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser
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            100                 105                 110

Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Glu  Val  Lys  Leu  Leu  Glu

        115                 120                 125

Ser  Gly  Gly  Gly  Leu  Val  Gln  Pro  Gly  Gly  Ser  Met  Arg  Leu  Ser  Cys

    130                 135                 140

Ala  Ala  Ser  Gly  Phe  Thr  Phe  Thr  Asp  Phe  Tyr  Met  Asn  Trp  Ile  Arg

145                 150                 155                 160

Gln  Pro  Ala  Gly  Lys  Ala  Pro  Glu  Trp  Leu  Gly  Phe  Ile  Arg  Asn  Lys

                165                 170                 175

Ala  Ser  Gly  Tyr  Thr  Thr  Glu  Tyr  Asn  Pro  Ser  Val  Lys  Gly  Arg  Phe

            180                 185                 190

Thr  Ile  Ser  Arg  Asp  Asn  Thr  Gln  Asn  Met  Leu  Tyr  Leu  Gln  Met  Asn

        195                 200                 205

Thr  Leu  Arg  Ala  Glu  Asp  Thr  Ala  Thr  Tyr  Tyr  Cys  Ala  Arg  Ala  His

    210                 215                 220

Ser  Tyr  Tyr  Gly  Tyr  Asp  Tyr  Phe  Asp  Tyr  Trp  Gly  Gln  Gly  Val  Met

225                 230                 235                 240

Val  Thr  Val  Ser  Ser

                245

<210>  61

<211>  842

<212>  PRT

<213> 人工序列

<220>

<223> 合成的

<400>  61

Met  Leu  Leu  Leu  Val  Thr  Ser  Leu  Leu  Leu  Cys  Glu  Leu  Pro  His  Pro

1               5                   10                  15

Ala  Phe  Leu  Leu  Ile  Pro  Asp  Ile  Gln  Met  Thr  Gln  Thr  Thr  Ser  Ser

            20                  25                  30

Leu  Ser  Ala  Ser  Leu  Gly  Asp  Arg  Val  Thr  Ile  Ser  Cys  Arg  Ala  Ser

        35                  40                  45

Gln  Asp  Ile  Ser  Lys  Tyr  Leu  Asn  Trp  Tyr  Gln  Gln  Lys  Pro  Asp  Gly

    50                  55                  60

Thr  Val  Lys  Leu  Leu  Ile  Tyr  His  Thr  Ser  Arg  Leu  His  Ser  Gly  Val

65                  70                  75                  80

Pro  Ser  Arg  Phe  Ser  Gly  Ser  Gly  Ser  Gly  Thr  Asp  Tyr  Ser  Leu  Thr

                85                  90                  95

Ile  Ser  Asn  Leu  Glu  Gln  Glu  Asp  Ile  Ala  Thr  Tyr  Phe  Cys  Gln  Gln

序　列　表 46/67 页

107

CN 114466924 A

107



            100                 105                 110

Gly  Asn  Thr  Leu  Pro  Tyr  Thr  Phe  Gly  Gly  Gly  Thr  Lys  Leu  Glu  Ile

        115                 120                 125

Thr  Gly  Ser  Thr  Ser  Gly  Ser  Gly  Lys  Pro  Gly  Ser  Gly  Glu  Gly  Ser

    130                 135                 140

Thr  Lys  Gly  Glu  Val  Lys  Leu  Gln  Glu  Ser  Gly  Pro  Gly  Leu  Val  Ala

145                 150                 155                 160

Pro  Ser  Gln  Ser  Leu  Ser  Val  Thr  Cys  Thr  Val  Ser  Gly  Val  Ser  Leu

                165                 170                 175

Pro  Asp  Tyr  Gly  Val  Ser  Trp  Ile  Arg  Gln  Pro  Pro  Arg  Lys  Gly  Leu

            180                 185                 190

Glu  Trp  Leu  Gly  Val  Ile  Trp  Gly  Ser  Glu  Thr  Thr  Tyr  Tyr  Asn  Ser

        195                 200                 205

Ala  Leu  Lys  Ser  Arg  Leu  Thr  Ile  Ile  Lys  Asp  Asn  Ser  Lys  Ser  Gln

    210                 215                 220

Val  Phe  Leu  Lys  Met  Asn  Ser  Leu  Gln  Thr  Asp  Asp  Thr  Ala  Ile  Tyr

225                 230                 235                 240

Tyr  Cys  Ala  Lys  His  Tyr  Tyr  Tyr  Gly  Gly  Ser  Tyr  Ala  Met  Asp  Tyr

                245                 250                 255

Trp  Gly  Gln  Gly  Thr  Ser  Val  Thr  Val  Ser  Ser  Glu  Ser  Lys  Tyr  Gly

            260                 265                 270

Pro  Pro  Cys  Pro  Pro  Cys  Pro  Met  Phe  Trp  Val  Leu  Val  Val  Val  Gly

        275                 280                 285

Gly  Val  Leu  Ala  Cys  Tyr  Ser  Leu  Leu  Val  Thr  Val  Ala  Phe  Ile  Ile

    290                 295                 300

Phe  Trp  Val  Lys  Arg  Gly  Arg  Lys  Lys  Leu  Leu  Tyr  Ile  Phe  Lys  Gln

305                 310                 315                 320

Pro  Phe  Met  Arg  Pro  Val  Gln  Thr  Thr  Gln  Glu  Glu  Asp  Gly  Cys  Ser

                325                 330                 335

Cys  Arg  Phe  Pro  Glu  Glu  Glu  Glu  Gly  Gly  Cys  Glu  Leu  Arg  Val  Lys

            340                 345                 350

Phe  Ser  Arg  Ser  Ala  Asp  Ala  Pro  Ala  Tyr  Gln  Gln  Gly  Gln  Asn  Gln

        355                 360                 365

Leu  Tyr  Asn  Glu  Leu  Asn  Leu  Gly  Arg  Arg  Glu  Glu  Tyr  Asp  Val  Leu

    370                 375                 380

Asp  Lys  Arg  Arg  Gly  Arg  Asp  Pro  Glu  Met  Gly  Gly  Lys  Pro  Arg  Arg

385                 390                 395                 400

Lys  Asn  Pro  Gln  Glu  Gly  Leu  Tyr  Asn  Glu  Leu  Gln  Lys  Asp  Lys  Met

                405                 410                 415
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Ala  Glu  Ala  Tyr  Ser  Glu  Ile  Gly  Met  Lys  Gly  Glu  Arg  Arg  Arg  Gly

            420                 425                 430

Lys  Gly  His  Asp  Gly  Leu  Tyr  Gln  Gly  Leu  Ser  Thr  Ala  Thr  Lys  Asp

        435                 440                 445

Thr  Tyr  Asp  Ala  Leu  His  Met  Gln  Ala  Leu  Pro  Pro  Arg  Leu  Glu  Gly

    450                 455                 460

Gly  Gly  Glu  Gly  Arg  Gly  Ser  Leu  Leu  Thr  Cys  Gly  Asp  Val  Glu  Glu

465                 470                 475                 480

Asn  Pro  Gly  Pro  Arg  Met  Leu  Leu  Leu  Val  Thr  Ser  Leu  Leu  Leu  Cys

                485                 490                 495

Glu  Leu  Pro  His  Pro  Ala  Phe  Leu  Leu  Ile  Pro  Arg  Lys  Val  Cys  Asn

            500                 505                 510

Gly  Ile  Gly  Ile  Gly  Glu  Phe  Lys  Asp  Ser  Leu  Ser  Ile  Asn  Ala  Thr

        515                 520                 525

Asn  Ile  Lys  His  Phe  Lys  Asn  Cys  Thr  Ser  Ile  Ser  Gly  Asp  Leu  His

    530                 535                 540

Ile  Leu  Pro  Val  Ala  Phe  Arg  Gly  Asp  Ser  Phe  Thr  His  Thr  Pro  Pro

545                 550                 555                 560

Leu  Asp  Pro  Gln  Glu  Leu  Asp  Ile  Leu  Lys  Thr  Val  Lys  Glu  Ile  Thr

                565                 570                 575

Gly  Phe  Leu  Leu  Ile  Gln  Ala  Trp  Pro  Glu  Asn  Arg  Thr  Asp  Leu  His

            580                 585                 590

Ala  Phe  Glu  Asn  Leu  Glu  Ile  Ile  Arg  Gly  Arg  Thr  Lys  Gln  His  Gly

        595                 600                 605

Gln  Phe  Ser  Leu  Ala  Val  Val  Ser  Leu  Asn  Ile  Thr  Ser  Leu  Gly  Leu

    610                 615                 620

Arg  Ser  Leu  Lys  Glu  Ile  Ser  Asp  Gly  Asp  Val  Ile  Ile  Ser  Gly  Asn

625                 630                 635                 640

Lys  Asn  Leu  Cys  Tyr  Ala  Asn  Thr  Ile  Asn  Trp  Lys  Lys  Leu  Phe  Gly

                645                 650                 655

Thr  Ser  Gly  Gln  Lys  Thr  Lys  Ile  Ile  Ser  Asn  Arg  Gly  Glu  Asn  Ser

            660                 665                 670

Cys  Lys  Ala  Thr  Gly  Gln  Val  Cys  His  Ala  Leu  Cys  Ser  Pro  Glu  Gly

        675                 680                 685

Cys  Trp  Gly  Pro  Glu  Pro  Arg  Asp  Cys  Val  Ser  Cys  Arg  Asn  Val  Ser

    690                 695                 700

Arg  Gly  Arg  Glu  Cys  Val  Asp  Lys  Cys  Asn  Leu  Leu  Glu  Gly  Glu  Pro

705                 710                 715                 720

Arg  Glu  Phe  Val  Glu  Asn  Ser  Glu  Cys  Ile  Gln  Cys  His  Pro  Glu  Cys
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                725                 730                 735

Leu  Pro  Gln  Ala  Met  Asn  Ile  Thr  Cys  Thr  Gly  Arg  Gly  Pro  Asp  Asn

            740                 745                 750

Cys  Ile  Gln  Cys  Ala  His  Tyr  Ile  Asp  Gly  Pro  His  Cys  Val  Lys  Thr

        755                 760                 765

Cys  Pro  Ala  Gly  Val  Met  Gly  Glu  Asn  Asn  Thr  Leu  Val  Trp  Lys  Tyr

    770                 775                 780

Ala  Asp  Ala  Gly  His  Val  Cys  His  Leu  Cys  His  Pro  Asn  Cys  Thr  Tyr

785                 790                 795                 800

Gly  Cys  Thr  Gly  Pro  Gly  Leu  Glu  Gly  Cys  Pro  Thr  Asn  Gly  Pro  Lys

                805                 810                 815

Ile  Pro  Ser  Ile  Ala  Thr  Gly  Met  Val  Gly  Ala  Leu  Leu  Leu  Leu  Leu

            820                 825                 830

Val  Val  Ala  Leu  Gly  Ile  Gly  Leu  Phe  Met

        835                 840

<210>  62

<211>  647

<212>  PRT

<213> 人工序列

<220>

<223> 合成的

<400>  62

Met  Leu  Leu  Leu  Val  Thr  Ser  Leu  Leu  Leu  Cys  Glu  Leu  Pro  His  Pro

1               5                   10                  15

Ala  Phe  Leu  Leu  Ile  Pro  Asp  Ile  Gln  Met  Thr  Gln  Thr  Thr  Ser  Ser

            20                  25                  30

Leu  Ser  Ala  Ser  Leu  Gly  Asp  Arg  Val  Thr  Ile  Ser  Cys  Arg  Ala  Ser

        35                  40                  45

Gln  Asp  Ile  Ser  Lys  Tyr  Leu  Asn  Trp  Tyr  Gln  Gln  Lys  Pro  Asp  Gly

    50                  55                  60

Thr  Val  Lys  Leu  Leu  Ile  Tyr  His  Thr  Ser  Arg  Leu  His  Ser  Gly  Val

65                  70                  75                  80

Pro  Ser  Arg  Phe  Ser  Gly  Ser  Gly  Ser  Gly  Thr  Asp  Tyr  Ser  Leu  Thr

                85                  90                  95

Ile  Ser  Asn  Leu  Glu  Gln  Glu  Asp  Ile  Ala  Thr  Tyr  Phe  Cys  Gln  Gln

            100                 105                 110

Gly  Asn  Thr  Leu  Pro  Tyr  Thr  Phe  Gly  Gly  Gly  Thr  Lys  Leu  Glu  Ile

        115                 120                 125

Thr  Gly  Ser  Thr  Ser  Gly  Ser  Gly  Lys  Pro  Gly  Ser  Gly  Glu  Gly  Ser
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    130                 135                 140

Thr  Lys  Gly  Glu  Val  Lys  Leu  Gln  Glu  Ser  Gly  Pro  Gly  Leu  Val  Ala

145                 150                 155                 160

Pro  Ser  Gln  Ser  Leu  Ser  Val  Thr  Cys  Thr  Val  Ser  Gly  Val  Ser  Leu

                165                 170                 175

Pro  Asp  Tyr  Gly  Val  Ser  Trp  Ile  Arg  Gln  Pro  Pro  Arg  Lys  Gly  Leu

            180                 185                 190

Glu  Trp  Leu  Gly  Val  Ile  Trp  Gly  Ser  Glu  Thr  Thr  Tyr  Tyr  Asn  Ser

        195                 200                 205

Ala  Leu  Lys  Ser  Arg  Leu  Thr  Ile  Ile  Lys  Asp  Asn  Ser  Lys  Ser  Gln

    210                 215                 220

Val  Phe  Leu  Lys  Met  Asn  Ser  Leu  Gln  Thr  Asp  Asp  Thr  Ala  Ile  Tyr

225                 230                 235                 240

Tyr  Cys  Ala  Lys  His  Tyr  Tyr  Tyr  Gly  Gly  Ser  Tyr  Ala  Met  Asp  Tyr

                245                 250                 255

Trp  Gly  Gln  Gly  Thr  Ser  Val  Thr  Val  Ser  Ser  Glu  Ser  Lys  Tyr  Gly

            260                 265                 270

Pro  Pro  Cys  Pro  Pro  Cys  Pro  Met  Phe  Trp  Val  Leu  Val  Val  Val  Gly

        275                 280                 285

Gly  Val  Leu  Ala  Cys  Tyr  Ser  Leu  Leu  Val  Thr  Val  Ala  Phe  Ile  Ile

    290                 295                 300

Phe  Trp  Val  Lys  Arg  Gly  Arg  Lys  Lys  Leu  Leu  Tyr  Ile  Phe  Lys  Gln

305                 310                 315                 320

Pro  Phe  Met  Arg  Pro  Val  Gln  Thr  Thr  Gln  Glu  Glu  Asp  Gly  Cys  Ser

                325                 330                 335

Cys  Arg  Phe  Pro  Glu  Glu  Glu  Glu  Gly  Gly  Cys  Glu  Leu  Arg  Val  Lys

            340                 345                 350

Phe  Ser  Arg  Ser  Ala  Asp  Ala  Pro  Ala  Tyr  Gln  Gln  Gly  Gln  Asn  Gln

        355                 360                 365

Leu  Tyr  Asn  Glu  Leu  Asn  Leu  Gly  Arg  Arg  Glu  Glu  Tyr  Asp  Val  Leu

    370                 375                 380

Asp  Lys  Arg  Arg  Gly  Arg  Asp  Pro  Glu  Met  Gly  Gly  Lys  Pro  Arg  Arg

385                 390                 395                 400

Lys  Asn  Pro  Gln  Glu  Gly  Leu  Tyr  Asn  Glu  Leu  Gln  Lys  Asp  Lys  Met

                405                 410                 415

Ala  Glu  Ala  Tyr  Ser  Glu  Ile  Gly  Met  Lys  Gly  Glu  Arg  Arg  Arg  Gly

            420                 425                 430

Lys  Gly  His  Asp  Gly  Leu  Tyr  Gln  Gly  Leu  Ser  Thr  Ala  Thr  Lys  Asp

        435                 440                 445
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Thr  Tyr  Asp  Ala  Leu  His  Met  Gln  Ala  Leu  Pro  Pro  Arg  Leu  Glu  Gly

    450                 455                 460

Gly  Gly  Glu  Gly  Arg  Gly  Ser  Leu  Leu  Thr  Cys  Gly  Asp  Val  Glu  Glu

465                 470                 475                 480

Asn  Pro  Gly  Pro  Arg  Met  Arg  Ile  Ser  Lys  Pro  His  Leu  Arg  Ser  Ile

                485                 490                 495

Ser  Ile  Gln  Cys  Tyr  Leu  Cys  Leu  Leu  Leu  Asn  Ser  His  Phe  Leu  Thr

            500                 505                 510

Glu  Ala  Gly  Ile  His  Val  Phe  Ile  Leu  Gly  Cys  Phe  Ser  Ala  Gly  Leu

        515                 520                 525

Pro  Lys  Thr  Glu  Ala  Asn  Trp  Val  Asn  Val  Ile  Ser  Asp  Leu  Lys  Lys

    530                 535                 540

Ile  Glu  Asp  Leu  Ile  Gln  Ser  Met  His  Ile  Asp  Ala  Thr  Leu  Tyr  Thr

545                 550                 555                 560

Glu  Ser  Asp  Val  His  Pro  Ser  Cys  Lys  Val  Thr  Ala  Met  Lys  Cys  Phe

                565                 570                 575

Leu  Leu  Glu  Leu  Gln  Val  Ile  Ser  Leu  Glu  Ser  Gly  Asp  Ala  Ser  Ile

            580                 585                 590

His  Asp  Thr  Val  Glu  Asn  Leu  Ile  Ile  Leu  Ala  Asn  Asn  Ser  Leu  Ser

        595                 600                 605

Ser  Asn  Gly  Asn  Val  Thr  Glu  Ser  Gly  Cys  Lys  Glu  Cys  Glu  Glu  Leu

    610                 615                 620

Glu  Glu  Lys  Asn  Ile  Lys  Glu  Phe  Leu  Gln  Ser  Phe  Val  His  Ile  Val

625                 630                 635                 640

Gln  Met  Phe  Ile  Asn  Thr  Ser

                645

<210>  63

<211>  6

<212>  PRT

<213> 人工序列

<220>

<223> 合成的

<400>  63

Asp  Asn  Ser  Lys  Ser  Gln

1               5

<210>  64

<211>  120

<212>  PRT

<213> 人工序列
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<220>

<223> 合成的

<400>  64

Glu  Val  Lys  Leu  Gln  Glu  Ser  Gly  Pro  Gly  Leu  Val  Ala  Pro  Ser  Gln

1               5                   10                  15

Ser  Leu  Ser  Val  Thr  Cys  Thr  Val  Ser  Gly  Val  Ser  Leu  Pro  Asp  Tyr

            20                  25                  30

Gly  Val  Ser  Trp  Ile  Arg  Gln  Pro  Pro  Arg  Lys  Gly  Leu  Glu  Trp  Leu

        35                  40                  45

Gly  Val  Ile  Trp  Gly  Ser  Glu  Thr  Thr  Tyr  Tyr  Asn  Ser  Ala  Leu  Lys

    50                  55                  60

Ser  Arg  Leu  Thr  Ile  Ile  Lys  Asp  Asn  Ser  Lys  Ser  Gln  Val  Phe  Leu

65                  70                  75                  80

Lys  Met  Asn  Ser  Leu  Gln  Thr  Asp  Asp  Thr  Ala  Ile  Tyr  Tyr  Cys  Ala

                85                  90                  95

Lys  His  Tyr  Tyr  Tyr  Gly  Gly  Ser  Tyr  Ala  Met  Asp  Tyr  Trp  Gly  Gln

            100                 105                 110

Gly  Thr  Ser  Val  Thr  Val  Ser  Ser

        115                 120

<210>  65

<211>  107

<212>  PRT

<213> 人工序列

<220>

<223> 合成的

<400>  65

Asp  Ile  Gln  Met  Thr  Gln  Thr  Thr  Ser  Ser  Leu  Ser  Ala  Ser  Leu  Gly

1               5                   10                  15

Asp  Arg  Val  Thr  Ile  Ser  Cys  Arg  Ala  Ser  Gln  Asp  Ile  Ser  Lys  Tyr

            20                  25                  30

Leu  Asn  Trp  Tyr  Gln  Gln  Lys  Pro  Asp  Gly  Thr  Val  Lys  Leu  Leu  Ile

        35                  40                  45

Tyr  His  Thr  Ser  Arg  Leu  His  Ser  Gly  Val  Pro  Ser  Arg  Phe  Ser  Gly

    50                  55                  60

Ser  Gly  Ser  Gly  Thr  Asp  Tyr  Ser  Leu  Thr  Ile  Ser  Asn  Leu  Glu  Gln

65                  70                  75                  80

Glu  Asp  Ile  Ala  Thr  Tyr  Phe  Cys  Gln  Gln  Gly  Asn  Thr  Leu  Pro  Tyr

                85                  90                  95

Thr  Phe  Gly  Gly  Gly  Thr  Lys  Leu  Glu  Ile  Thr
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            100                 105

<210>  66

<211>  216

<212>  PRT

<213> 人工序列

<220>

<223> 合成的

<400>  66

Met  Gly  Trp  Ile  Arg  Gly  Arg  Arg  Ser  Arg  His  Ser  Trp  Glu  Met  Ser

1               5                   10                  15

Glu  Phe  His  Asn  Tyr  Asn  Leu  Asp  Leu  Lys  Lys  Ser  Asp  Phe  Ser  Thr

            20                  25                  30

Arg  Trp  Gln  Lys  Gln  Arg  Cys  Pro  Val  Val  Lys  Ser  Lys  Cys  Arg  Glu

        35                  40                  45

Asn  Ala  Ser  Pro  Phe  Phe  Phe  Cys  Cys  Phe  Ile  Ala  Val  Ala  Met  Gly

    50                  55                  60

Ile  Arg  Phe  Ile  Ile  Met  Val  Thr  Ile  Trp  Ser  Ala  Val  Phe  Leu  Asn

65                  70                  75                  80

Ser  Leu  Phe  Asn  Gln  Glu  Val  Gln  Ile  Pro  Leu  Thr  Glu  Ser  Tyr  Cys

                85                  90                  95

Gly  Pro  Cys  Pro  Lys  Asn  Trp  Ile  Cys  Tyr  Lys  Asn  Asn  Cys  Tyr  Gln

            100                 105                 110

Phe  Phe  Asp  Glu  Ser  Lys  Asn  Trp  Tyr  Glu  Ser  Gln  Ala  Ser  Cys  Met

        115                 120                 125

Ser  Gln  Asn  Ala  Ser  Leu  Leu  Lys  Val  Tyr  Ser  Lys  Glu  Asp  Gln  Asp

    130                 135                 140

Leu  Leu  Lys  Leu  Val  Lys  Ser  Tyr  His  Trp  Met  Gly  Leu  Val  His  Ile

145                 150                 155                 160

Pro  Thr  Asn  Gly  Ser  Trp  Gln  Trp  Glu  Asp  Gly  Ser  Ile  Leu  Ser  Pro

                165                 170                 175

Asn  Leu  Leu  Thr  Ile  Ile  Glu  Met  Gln  Lys  Gly  Asp  Cys  Ala  Leu  Tyr

            180                 185                 190

Ala  Ser  Ser  Phe  Lys  Gly  Tyr  Ile  Glu  Asn  Cys  Ser  Thr  Pro  Asn  Thr

        195                 200                 205

Tyr  Ile  Cys  Met  Gln  Arg  Thr  Val

    210                 215

<210>  67

<211>  335

<212>  PRT
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<213> 人工序列

<220>

<223> 合成的

<400>  67

Arg  Lys  Val  Cys  Asn  Gly  Ile  Gly  Ile  Gly  Glu  Phe  Lys  Asp  Ser  Leu

1               5                   10                  15

Ser  Ile  Asn  Ala  Thr  Asn  Ile  Lys  His  Phe  Lys  Asn  Cys  Thr  Ser  Ile

            20                  25                  30

Ser  Gly  Asp  Leu  His  Ile  Leu  Pro  Val  Ala  Phe  Arg  Gly  Asp  Ser  Phe

        35                  40                  45

Thr  His  Thr  Pro  Pro  Leu  Asp  Pro  Gln  Glu  Leu  Asp  Ile  Leu  Lys  Thr

    50                  55                  60

Val  Lys  Glu  Ile  Thr  Gly  Phe  Leu  Leu  Ile  Gln  Ala  Trp  Pro  Glu  Asn

65                  70                  75                  80

Arg  Thr  Asp  Leu  His  Ala  Phe  Glu  Asn  Leu  Glu  Ile  Ile  Arg  Gly  Arg

                85                  90                  95

Thr  Lys  Gln  His  Gly  Gln  Phe  Ser  Leu  Ala  Val  Val  Ser  Leu  Asn  Ile

            100                 105                 110

Thr  Ser  Leu  Gly  Leu  Arg  Ser  Leu  Lys  Glu  Ile  Ser  Asp  Gly  Asp  Val

        115                 120                 125

Ile  Ile  Ser  Gly  Asn  Lys  Asn  Leu  Cys  Tyr  Ala  Asn  Thr  Ile  Asn  Trp

    130                 135                 140

Lys  Lys  Leu  Phe  Gly  Thr  Ser  Gly  Gln  Lys  Thr  Lys  Ile  Ile  Ser  Asn

145                 150                 155                 160

Arg  Gly  Glu  Asn  Ser  Cys  Lys  Ala  Thr  Gly  Gln  Val  Cys  His  Ala  Leu

                165                 170                 175

Cys  Ser  Pro  Glu  Gly  Cys  Trp  Gly  Pro  Glu  Pro  Arg  Asp  Cys  Val  Ser

            180                 185                 190

Cys  Arg  Asn  Val  Ser  Arg  Gly  Arg  Glu  Cys  Val  Asp  Lys  Cys  Asn  Leu

        195                 200                 205

Leu  Glu  Gly  Glu  Pro  Arg  Glu  Phe  Val  Glu  Asn  Ser  Glu  Cys  Ile  Gln

    210                 215                 220

Cys  His  Pro  Glu  Cys  Leu  Pro  Gln  Ala  Met  Asn  Ile  Thr  Cys  Thr  Gly

225                 230                 235                 240

Arg  Gly  Pro  Asp  Asn  Cys  Ile  Gln  Cys  Ala  His  Tyr  Ile  Asp  Gly  Pro

                245                 250                 255

His  Cys  Val  Lys  Thr  Cys  Pro  Ala  Gly  Val  Met  Gly  Glu  Asn  Asn  Thr

            260                 265                 270

Leu  Val  Trp  Lys  Tyr  Ala  Asp  Ala  Gly  His  Val  Cys  His  Leu  Cys  His
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        275                 280                 285

Pro  Asn  Cys  Thr  Tyr  Gly  Cys  Thr  Gly  Pro  Gly  Leu  Glu  Gly  Cys  Pro

    290                 295                 300

Thr  Asn  Gly  Pro  Lys  Ile  Pro  Ser  Ile  Ala  Thr  Gly  Met  Val  Gly  Ala

305                 310                 315                 320

Leu  Leu  Leu  Leu  Leu  Val  Val  Ala  Leu  Gly  Ile  Gly  Leu  Phe  Met

                325                 330                 335

<210>  68

<211>  161

<212>  PRT

<213> 人工序列

<220>

<223> 合成的

<400>  68

Arg  Ile  Ser  Lys  Pro  His  Leu  Arg  Ser  Ile  Ser  Ile  Gln  Cys  Tyr  Leu

1               5                   10                  15

Cys  Leu  Leu  Leu  Asn  Ser  His  Phe  Leu  Thr  Glu  Ala  Gly  Ile  His  Val

            20                  25                  30

Phe  Ile  Leu  Gly  Cys  Phe  Ser  Ala  Gly  Leu  Pro  Lys  Thr  Glu  Ala  Asn

        35                  40                  45

Trp  Val  Asn  Val  Ile  Ser  Asp  Leu  Lys  Lys  Ile  Glu  Asp  Leu  Ile  Gln

    50                  55                  60

Ser  Met  His  Ile  Asp  Ala  Thr  Leu  Tyr  Thr  Glu  Ser  Asp  Val  His  Pro

65                  70                  75                  80

Ser  Cys  Lys  Val  Thr  Ala  Met  Lys  Cys  Phe  Leu  Leu  Glu  Leu  Gln  Val

                85                  90                  95

Ile  Ser  Leu  Glu  Ser  Gly  Asp  Ala  Ser  Ile  His  Asp  Thr  Val  Glu  Asn

            100                 105                 110

Leu  Ile  Ile  Leu  Ala  Asn  Asn  Ser  Leu  Ser  Ser  Asn  Gly  Asn  Val  Thr

        115                 120                 125

Glu  Ser  Gly  Cys  Lys  Glu  Cys  Glu  Glu  Leu  Glu  Glu  Lys  Asn  Ile  Lys

    130                 135                 140

Glu  Phe  Leu  Gln  Ser  Phe  Val  His  Ile  Val  Gln  Met  Phe  Ile  Asn  Thr

145                 150                 155                 160

Ser

<210>  69

<211>  1944

<212>  DNA

<213> 人工序列
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<220>

<223> 合成的

<400>  69

atgctgctgc  tggtgaccag  cctgctgctg  tgcgagctgc  cccaccccgc  ctttctgctg  60

atccccgaca  tccagatgac  ccagaccacc  tccagcctga  gcgccagcct  gggcgaccgg  120

gtgaccatca  gctgccgggc  cagccaggac  atcagcaagt  acctgaactg  gtatcagcag  180

aagcccgacg  gcaccgtcaa  gctgctgatc  taccacacca  gccggctgca  cagcggcgtg  240

cccagccggt  ttagcggcag  cggctccggc  accgactaca  gcctgaccat  ctccaacctg  300

gaacaggaag  atatcgccac  ctacttttgc  cagcagggca  acacactgcc  ctacaccttt  360

ggcggcggaa  caaagctgga  aatcaccggc  agcacctccg  gcagcggcaa  gcctggcagc  420

ggcgagggca  gcaccaaggg  cgaggtgaag  ctgcaggaaa  gcggccctgg  cctggtggcc  480

cccagccaga  gcctgagcgt  gacctgcacc  gtgagcggcg  tgagcctgcc  cgactacggc  540

gtgagctgga  tccggcagcc  ccccaggaag  ggcctggaat  ggctgggcgt  gatctggggc  600

agcgagacca  cctactacaa  cagcgccctg  aagagccggc  tgaccatcat  caaggacaac  660

agcaagagcc  aggtgttcct  gaagatgaac  agcctgcaga  ccgacgacac  cgccatctac  720

tactgcgcca  agcactacta  ctacggcggc  agctacgcca  tggactactg  gggccagggc  780

accagcgtga  ccgtgagcag  cgaatctaag  tacggaccgc  cctgcccccc  ttgccctatg  840

ttctgggtgc  tggtggtggt  cggaggcgtg  ctggcctgct  acagcctgct  ggtcaccgtg  900

gccttcatca  tcttttgggt  gaaacggggc  agaaagaaac  tcctgtatat  attcaaacaa  960

ccatttatga  gaccagtaca  aactactcaa  gaggaagatg  gctgtagctg  ccgatttcca  1020

gaagaagaag  aaggaggatg  tgaactgagg  gtgaagttca  gcagaagcgc  cgacgcccct  1080

gcctaccagc  agggccagaa  tcagctgtac  aacgagctga  acctgggcag  aagggaagag  1140

tacgacgtcc  tggataagcg  gagaggccgg  gaccctgaga  tgggcggcaa  gcctcggcgg  1200

aagaaccccc  aggaaggcct  gtataacgaa  ctgcagaaag  acaagatggc  cgaggcctac  1260

agcgagatcg  gcatgaaggg  cgagcggagg  cggggcaagg  gccacgacgg  cctgtatcag  1320

ggcctgtcca  ccgccaccaa  ggatacctac  gacgccctgc  acatgcaggc  cctgccccca  1380

aggctcgagg  gcggcggaga  gggcagagga  agtcttctaa  catgcggtga  cgtggaggag  1440

aatcccggcc  ctaggatgcg  gatttccaaa  cctcacctgc  gctctatctc  tatccagtgc  1500

tatctgtgcc  tgctgctgaa  ctcacatttc  ctgaccgaag  ccggcatcca  cgtgttcatc  1560

ctgggctgct  tttccgccgg  cctgccaaag  accgaggcaa  actgggtgaa  tgtgatctct  1620

gacctgaaga  agatcgagga  tctgatccag  agcatgcaca  tcgacgccac  cctgtacaca  1680

gagtccgatg  tgcacccttc  ttgcaaggtg  acagccatga  agtgtttcct  gctggagctg  1740

caggtcatca  gcctggagag  cggcgacgcc  tctatccacg  ataccgtgga  gaacctgatc  1800

atcctggcca  acaatagcct  gagcagcaac  ggcaatgtga  cagagtccgg  ctgcaaggag  1860

tgtgaggagc  tggaggagaa  gaatatcaaa  gagttcctgc  agtcattcgt  ccatatcgtc  1920

cagatgttta  tcaatacctc  ctaa  1944

<210>  70

<211>  725

<212>  PRT
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<213> 人工序列

<220>

<223> 合成的

<400>  70

Met  Leu  Leu  Leu  Val  Thr  Ser  Leu  Leu  Leu  Cys  Glu  Leu  Pro  His  Pro

1               5                   10                  15

Ala  Phe  Leu  Leu  Ile  Pro  Asp  Ile  Gln  Met  Thr  Gln  Thr  Thr  Ser  Ser

            20                  25                  30

Leu  Ser  Ala  Ser  Leu  Gly  Asp  Arg  Val  Thr  Ile  Ser  Cys  Arg  Ala  Ser

        35                  40                  45

Gln  Asp  Ile  Ser  Lys  Tyr  Leu  Asn  Trp  Tyr  Gln  Gln  Lys  Pro  Asp  Gly

    50                  55                  60

Thr  Val  Lys  Leu  Leu  Ile  Tyr  His  Thr  Ser  Arg  Leu  His  Ser  Gly  Val

65                  70                  75                  80

Pro  Ser  Arg  Phe  Ser  Gly  Ser  Gly  Ser  Gly  Thr  Asp  Tyr  Ser  Leu  Thr

                85                  90                  95

Ile  Ser  Asn  Leu  Glu  Gln  Glu  Asp  Ile  Ala  Thr  Tyr  Phe  Cys  Gln  Gln

            100                 105                 110

Gly  Asn  Thr  Leu  Pro  Tyr  Thr  Phe  Gly  Gly  Gly  Thr  Lys  Leu  Glu  Ile

        115                 120                 125

Thr  Gly  Ser  Thr  Ser  Gly  Ser  Gly  Lys  Pro  Gly  Ser  Gly  Glu  Gly  Ser

    130                 135                 140

Thr  Lys  Gly  Glu  Val  Lys  Leu  Gln  Glu  Ser  Gly  Pro  Gly  Leu  Val  Ala

145                 150                 155                 160

Pro  Ser  Gln  Ser  Leu  Ser  Val  Thr  Cys  Thr  Val  Ser  Gly  Val  Ser  Leu

                165                 170                 175

Pro  Asp  Tyr  Gly  Val  Ser  Trp  Ile  Arg  Gln  Pro  Pro  Arg  Lys  Gly  Leu

            180                 185                 190

Glu  Trp  Leu  Gly  Val  Ile  Trp  Gly  Ser  Glu  Thr  Thr  Tyr  Tyr  Asn  Ser

        195                 200                 205

Ala  Leu  Lys  Ser  Arg  Leu  Thr  Ile  Ile  Lys  Asp  Asn  Ser  Lys  Ser  Gln

    210                 215                 220

Val  Phe  Leu  Lys  Met  Asn  Ser  Leu  Gln  Thr  Asp  Asp  Thr  Ala  Ile  Tyr

225                 230                 235                 240

Tyr  Cys  Ala  Lys  His  Tyr  Tyr  Tyr  Gly  Gly  Ser  Tyr  Ala  Met  Asp  Tyr

                245                 250                 255

Trp  Gly  Gln  Gly  Thr  Ser  Val  Thr  Val  Ser  Ser  Glu  Ser  Lys  Tyr  Gly

            260                 265                 270

Pro  Pro  Cys  Pro  Pro  Cys  Pro  Met  Phe  Trp  Val  Leu  Val  Val  Val  Gly
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        275                 280                 285

Gly  Val  Leu  Ala  Cys  Tyr  Ser  Leu  Leu  Val  Thr  Val  Ala  Phe  Ile  Ile

    290                 295                 300

Phe  Trp  Val  Trp  Arg  Arg  Lys  Arg  Lys  Glu  Lys  Gln  Ser  Glu  Thr  Ser

305                 310                 315                 320

Pro  Lys  Glu  Phe  Leu  Thr  Ile  Tyr  Glu  Asp  Val  Lys  Asp  Leu  Lys  Thr

                325                 330                 335

Arg  Arg  Asn  His  Glu  Gln  Glu  Gln  Thr  Phe  Pro  Gly  Gly  Gly  Ser  Thr

            340                 345                 350

Ile  Tyr  Ser  Met  Ile  Gln  Ser  Gln  Ser  Ser  Ala  Pro  Thr  Ser  Gln  Glu

        355                 360                 365

Pro  Ala  Tyr  Thr  Leu  Tyr  Ser  Leu  Ile  Gln  Pro  Ser  Arg  Lys  Ser  Gly

    370                 375                 380

Ser  Arg  Lys  Arg  Asn  His  Ser  Pro  Ser  Phe  Asn  Ser  Thr  Ile  Tyr  Glu

385                 390                 395                 400

Val  Ile  Gly  Lys  Ser  Gln  Pro  Lys  Ala  Gln  Asn  Pro  Ala  Arg  Leu  Ser

                405                 410                 415

Arg  Lys  Glu  Leu  Glu  Asn  Phe  Asp  Val  Tyr  Ser  Arg  Val  Lys  Phe  Ser

            420                 425                 430

Arg  Ser  Ala  Asp  Ala  Pro  Ala  Tyr  Gln  Gln  Gly  Gln  Asn  Gln  Leu  Tyr

        435                 440                 445

Asn  Glu  Leu  Asn  Leu  Gly  Arg  Arg  Glu  Glu  Tyr  Asp  Val  Leu  Asp  Lys

    450                 455                 460

Arg  Arg  Gly  Arg  Asp  Pro  Glu  Met  Gly  Gly  Lys  Pro  Arg  Arg  Lys  Asn

465                 470                 475                 480

Pro  Gln  Glu  Gly  Leu  Tyr  Asn  Glu  Leu  Gln  Lys  Asp  Lys  Met  Ala  Glu

                485                 490                 495

Ala  Tyr  Ser  Glu  Ile  Gly  Met  Lys  Gly  Glu  Arg  Arg  Arg  Gly  Lys  Gly

            500                 505                 510

His  Asp  Gly  Leu  Tyr  Gln  Gly  Leu  Ser  Thr  Ala  Thr  Lys  Asp  Thr  Tyr

        515                 520                 525

Asp  Ala  Leu  His  Met  Gln  Ala  Leu  Pro  Pro  Arg  Leu  Glu  Gly  Gly  Gly

    530                 535                 540

Glu  Gly  Arg  Gly  Ser  Leu  Leu  Thr  Cys  Gly  Asp  Val  Glu  Glu  Asn  Pro

545                 550                 555                 560

Gly  Pro  Arg  Met  Arg  Ile  Ser  Lys  Pro  His  Leu  Arg  Ser  Ile  Ser  Ile

                565                 570                 575

Gln  Cys  Tyr  Leu  Cys  Leu  Leu  Leu  Asn  Ser  His  Phe  Leu  Thr  Glu  Ala

            580                 585                 590
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Gly  Ile  His  Val  Phe  Ile  Leu  Gly  Cys  Phe  Ser  Ala  Gly  Leu  Pro  Lys

        595                 600                 605

Thr  Glu  Ala  Asn  Trp  Val  Asn  Val  Ile  Ser  Asp  Leu  Lys  Lys  Ile  Glu

    610                 615                 620

Asp  Leu  Ile  Gln  Ser  Met  His  Ile  Asp  Ala  Thr  Leu  Tyr  Thr  Glu  Ser

625                 630                 635                 640

Asp  Val  His  Pro  Ser  Cys  Lys  Val  Thr  Ala  Met  Lys  Cys  Phe  Leu  Leu

                645                 650                 655

Glu  Leu  Gln  Val  Ile  Ser  Leu  Glu  Ser  Gly  Asp  Ala  Ser  Ile  His  Asp

            660                 665                 670

Thr  Val  Glu  Asn  Leu  Ile  Ile  Leu  Ala  Asn  Asn  Ser  Leu  Ser  Ser  Asn

        675                 680                 685

Gly  Asn  Val  Thr  Glu  Ser  Gly  Cys  Lys  Glu  Cys  Glu  Glu  Leu  Glu  Glu

    690                 695                 700

Lys  Asn  Ile  Lys  Glu  Phe  Leu  Gln  Ser  Phe  Val  His  Ile  Val  Gln  Met

705                 710                 715                 720

Phe  Ile  Asn  Thr  Ser

                725

<210>  71

<211>  2177

<212>  DNA

<213> 人工序列

<220>

<223> 合成的

<400>  71

atgctgctgc  tggtgaccag  cctgctgctg  tgcgagctgc  cccaccccgc  ctttctgctg  60

atccccgaca  tccagatgac  ccagaccacc  tccagcctga  gcgccagcct  gggcgaccgg  120

gtgaccatca  gctgccgggc  cagccaggac  atcagcaagt  acctgaactg  gtatcagcag  180

aagcccgacg  gcaccgtcaa  gctgctgatc  taccacacca  gccggctgca  cagcggcgtg  240

cccagccggt  ttagcggcag  cggctccggc  accgactaca  gcctgaccat  ctccaacctg  300

gaacaggaag  atatcgccac  ctacttttgc  cagcagggca  acacactgcc  ctacaccttt  360

ggcggcggaa  caaagctgga  aatcaccggc  agcacctccg  gcagcggcaa  gcctggcagc  420

ggcgagggca  gcaccaaggg  cgaggtgaag  ctgcaggaaa  gcggccctgg  cctggtggcc  480

cccagccaga  gcctgagcgt  gacctgcacc  gtgagcggcg  tgagcctgcc  cgactacggc  540

gtgagctgga  tccggcagcc  ccccaggaag  ggcctggaat  ggctgggcgt  gatctggggc  600

agcgagacca  cctactacaa  cagcgccctg  aagagccggc  tgaccatcat  caaggacaac  660

agcaagagcc  aggtgttcct  gaagatgaac  agcctgcaga  ccgacgacac  cgccatctac  720

tactgcgcca  agcactacta  ctacggcggc  agctacgcca  tggactactg  gggccagggc  780

accagcgtga  ccgtgagcag  cgaatctaag  tacggaccgc  cctgcccccc  ttgccctatg  840
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ttctgggtgc  tggtggtggt  cggaggcgtg  ctggcctgct  acagcctgct  ggtcaccgtg  900

gccttcatca  tcttttgggt  gtggaggagg  aagaggaagg  agaagcagag  cgagacaagc  960

cctaaggagt  ttctgacaat  ctatgaagac  gtgaaggacc  tgaagacacg  gagaaaccac  1020

gagcaggagc  agaccttccc  tggaggaggc  agcacaatct  actccatgat  ccagtctcag  1080

agcagcgccc  ccacctccca  ggagcctgcc  tacacactgt  atagcctgat  ccagccatcc  1140

cggaagtctg  gcagcaggaa  gcgcaaccac  tccccctctt  ttaattctac  catctatgaa  1200

gtgatcggca  agagccagcc  caaggcacag  aaccccgcac  gactgagcag  gaaggaactg  1260

gagaactttg  atgtctactc  tagggtgaag  ttcagcagaa  gcgccgacgc  ccctgcctac  1320

cagcagggcc  agaatcagct  gtacaacgag  ctgaacctgg  gcagaaggga  agagtacgac  1380

gtcctggata  agcggagagg  ccgggaccct  gagatgggcg  gcaagcctcg  gcggaagaac  1440

ccccaggaag  gcctgtataa  cgaactgcag  aaagacaaga  tggccgaggc  ctacagcgag  1500

atcggcatga  agggcgagcg  gaggcggggc  aagggccacg  acggcctgta  tcagggcctg  1560

tccaccgcca  ccaaggatac  ctacgacgcc  ctgcacatgc  aggccctgcc  cccaaggctc  1620

gagggcggcg  gagagggcag  aggaagtctt  ctaacatgcg  gtgacgtgga  gagaatcccg  1680

gccctaggat  gcggatttcc  aaacctcacc  tgcgctctat  ctctatccag  tgctatctgt  1740

gcctgctgct  gaactcacat  ttcctgaccg  aagccggcat  ccacgtgttc  atcctgggct  1800

gcttttccgc  cggcctgcca  aagaccgagg  caaactgggt  gaatgtgatc  tctgacctga  1860

agaagatcga  ggatctgatc  cagagcatgc  acatcgacgc  caccctgtac  acagagtccg  1920

atgtgcaccc  ttcttgcaag  gtgacagcca  tgaagtgttt  cctgctggag  ctgcaggtca  1980

tcagcctgga  gagcggcgac  gcctctatcc  acgataccgt  ggagaacctg  atcatcctgg  2040

ccaacaatag  cctgagcagc  aacggcaatg  tgacagagtc  cggctgcaag  gagtgtgagg  2100

agctggagga  gaagaatatc  aaagagttcc  tgcagtcatt  cgtccatatc  gtccagatgt  2160

ttatcaatac  ctcctaa  2177

<210>  72

<211>  640

<212>  PRT

<213> 人工序列

<220>

<223> 合成的

<400>  72

Met  Leu  Leu  Leu  Val  Thr  Ser  Leu  Leu  Leu  Cys  Glu  Leu  Pro  His  Pro

1               5                   10                  15

Ala  Phe  Leu  Leu  Ile  Pro  Asp  Ile  Gln  Met  Thr  Gln  Thr  Thr  Ser  Ser

            20                  25                  30

Leu  Ser  Ala  Ser  Leu  Gly  Asp  Arg  Val  Thr  Ile  Ser  Cys  Arg  Ala  Ser

        35                  40                  45

Gln  Asp  Ile  Ser  Lys  Tyr  Leu  Asn  Trp  Tyr  Gln  Gln  Lys  Pro  Asp  Gly

    50                  55                  60

Thr  Val  Lys  Leu  Leu  Ile  Tyr  His  Thr  Ser  Arg  Leu  His  Ser  Gly  Val
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65                  70                  75                  80

Pro  Ser  Arg  Phe  Ser  Gly  Ser  Gly  Ser  Gly  Thr  Asp  Tyr  Ser  Leu  Thr

                85                  90                  95

Ile  Ser  Asn  Leu  Glu  Gln  Glu  Asp  Ile  Ala  Thr  Tyr  Phe  Cys  Gln  Gln

            100                 105                 110

Gly  Asn  Thr  Leu  Pro  Tyr  Thr  Phe  Gly  Gly  Gly  Thr  Lys  Leu  Glu  Ile

        115                 120                 125

Thr  Gly  Ser  Thr  Ser  Gly  Ser  Gly  Lys  Pro  Gly  Ser  Gly  Glu  Gly  Ser

    130                 135                 140

Thr  Lys  Gly  Glu  Val  Lys  Leu  Gln  Glu  Ser  Gly  Pro  Gly  Leu  Val  Ala

145                 150                 155                 160

Pro  Ser  Gln  Ser  Leu  Ser  Val  Thr  Cys  Thr  Val  Ser  Gly  Val  Ser  Leu

                165                 170                 175

Pro  Asp  Tyr  Gly  Val  Ser  Trp  Ile  Arg  Gln  Pro  Pro  Arg  Lys  Gly  Leu

            180                 185                 190

Glu  Trp  Leu  Gly  Val  Ile  Trp  Gly  Ser  Glu  Thr  Thr  Tyr  Tyr  Asn  Ser

        195                 200                 205

Ala  Leu  Lys  Ser  Arg  Leu  Thr  Ile  Ile  Lys  Asp  Asn  Ser  Lys  Ser  Gln

    210                 215                 220

Val  Phe  Leu  Lys  Met  Asn  Ser  Leu  Gln  Thr  Asp  Asp  Thr  Ala  Ile  Tyr

225                 230                 235                 240

Tyr  Cys  Ala  Lys  His  Tyr  Tyr  Tyr  Gly  Gly  Ser  Tyr  Ala  Met  Asp  Tyr

                245                 250                 255

Trp  Gly  Gln  Gly  Thr  Ser  Val  Thr  Val  Ser  Ser  Glu  Ser  Lys  Tyr  Gly

            260                 265                 270

Pro  Pro  Cys  Pro  Pro  Cys  Pro  Pro  Phe  Phe  Phe  Cys  Cys  Phe  Ile  Ala

        275                 280                 285

Val  Ala  Met  Gly  Ile  Arg  Phe  Ile  Ile  Met  Val  Thr  Lys  Arg  Gly  Arg

    290                 295                 300

Lys  Lys  Leu  Leu  Tyr  Ile  Phe  Lys  Gln  Pro  Phe  Met  Arg  Pro  Val  Gln

305                 310                 315                 320

Thr  Thr  Gln  Glu  Glu  Asp  Gly  Cys  Ser  Cys  Arg  Phe  Pro  Glu  Glu  Glu

                325                 330                 335

Glu  Gly  Gly  Cys  Glu  Leu  Arg  Val  Lys  Phe  Ser  Arg  Ser  Ala  Asp  Ala

            340                 345                 350

Pro  Ala  Tyr  Gln  Gln  Gly  Gln  Asn  Gln  Leu  Tyr  Asn  Glu  Leu  Asn  Leu

        355                 360                 365

Gly  Arg  Arg  Glu  Glu  Tyr  Asp  Val  Leu  Asp  Lys  Arg  Arg  Gly  Arg  Asp

    370                 375                 380
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Pro  Glu  Met  Gly  Gly  Lys  Pro  Arg  Arg  Lys  Asn  Pro  Gln  Glu  Gly  Leu

385                 390                 395                 400

Tyr  Asn  Glu  Leu  Gln  Lys  Asp  Lys  Met  Ala  Glu  Ala  Tyr  Ser  Glu  Ile

                405                 410                 415

Gly  Met  Lys  Gly  Glu  Arg  Arg  Arg  Gly  Lys  Gly  His  Asp  Gly  Leu  Tyr

            420                 425                 430

Gln  Gly  Leu  Ser  Thr  Ala  Thr  Lys  Asp  Thr  Tyr  Asp  Ala  Leu  His  Met

        435                 440                 445

Gln  Ala  Leu  Pro  Pro  Arg  Leu  Glu  Gly  Gly  Gly  Glu  Gly  Arg  Gly  Ser

    450                 455                 460

Leu  Leu  Thr  Cys  Gly  Asp  Val  Glu  Glu  Asn  Pro  Gly  Pro  Arg  Met  Arg

465                 470                 475                 480

Ile  Ser  Lys  Pro  His  Leu  Arg  Ser  Ile  Ser  Ile  Gln  Cys  Tyr  Leu  Cys

                485                 490                 495

Leu  Leu  Leu  Asn  Ser  His  Phe  Leu  Thr  Glu  Ala  Gly  Ile  His  Val  Phe

            500                 505                 510

Ile  Leu  Gly  Cys  Phe  Ser  Ala  Gly  Leu  Pro  Lys  Thr  Glu  Ala  Asn  Trp

        515                 520                 525

Val  Asn  Val  Ile  Ser  Asp  Leu  Lys  Lys  Ile  Glu  Asp  Leu  Ile  Gln  Ser

    530                 535                 540

Met  His  Ile  Asp  Ala  Thr  Leu  Tyr  Thr  Glu  Ser  Asp  Val  His  Pro  Ser

545                 550                 555                 560

Cys  Lys  Val  Thr  Ala  Met  Lys  Cys  Phe  Leu  Leu  Glu  Leu  Gln  Val  Ile

                565                 570                 575

Ser  Leu  Glu  Ser  Gly  Asp  Ala  Ser  Ile  His  Asp  Thr  Val  Glu  Asn  Leu

            580                 585                 590

Ile  Ile  Leu  Ala  Asn  Asn  Ser  Leu  Ser  Ser  Asn  Gly  Asn  Val  Thr  Glu

        595                 600                 605

Ser  Gly  Cys  Lys  Glu  Cys  Glu  Glu  Leu  Glu  Glu  Lys  Asn  Ile  Lys  Glu

    610                 615                 620

Phe  Leu  Gln  Ser  Phe  Val  His  Ile  Val  Gln  Met  Phe  Ile  Asn  Thr  Ser

625                 630                 635                 640

<210>  73

<211>  1923

<212>  DNA

<213> 人工序列

<220>

<223> 合成的

<400>  73
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atgctgctgc  tggtgaccag  cctgctgctg  tgcgagctgc  cccaccccgc  ctttctgctg  60

atccccgaca  tccagatgac  ccagaccacc  tccagcctga  gcgccagcct  gggcgaccgg  120

gtgaccatca  gctgccgggc  cagccaggac  atcagcaagt  acctgaactg  gtatcagcag  180

aagcccgacg  gcaccgtcaa  gctgctgatc  taccacacca  gccggctgca  cagcggcgtg  240

cccagccggt  ttagcggcag  cggctccggc  accgactaca  gcctgaccat  ctccaacctg  300

gaacaggaag  atatcgccac  ctacttttgc  cagcagggca  acacactgcc  ctacaccttt  360

ggcggcggaa  caaagctgga  aatcaccggc  agcacctccg  gcagcggcaa  gcctggcagc  420

ggcgagggca  gcaccaaggg  cgaggtgaag  ctgcaggaaa  gcggccctgg  cctggtggcc  480

cccagccaga  gcctgagcgt  gacctgcacc  gtgagcggcg  tgagcctgcc  cgactacggc  540

gtgagctgga  tccggcagcc  ccccaggaag  ggcctggaat  ggctgggcgt  gatctggggc  600

agcgagacca  cctactacaa  cagcgccctg  aagagccggc  tgaccatcat  caaggacaac  660

agcaagagcc  aggtgttcct  gaagatgaac  agcctgcaga  ccgacgacac  cgccatctac  720

tactgcgcca  agcactacta  ctacggcggc  agctacgcca  tggactactg  gggccagggc  780

accagcgtga  ccgtgagcag  cgaatctaag  tacggaccgc  cctgcccccc  ttgccctccc  840

ttctttttct  gctgttttat  cgccgtggct  atgggcatcc  ggttcatcat  catggtgacc  900

aaacggggca  gaaagaaact  cctgtatata  ttcaaacaac  catttatgag  accagtacaa  960

actactcaag  aggaagatgg  ctgtagctgc  cgatttccag  aagaagaaga  aggaggatgt  1020

gaactgaggg  tgaagttcag  cagaagcgcc  gacgcccctg  cctaccagca  gggccagaat  1080

cagctgtaca  acgagctgaa  cctgggcaga  agggaagagt  acgacgtcct  ggataagcgg  1140

agaggccggg  accctgagat  gggcggcaag  cctcggcgga  agaaccccca  ggaaggcctg  1200

tataacgaac  tgcagaaaga  caagatggcc  gaggcctaca  gcgagatcgg  catgaagggc  1260

gagcggaggc  ggggcaaggg  ccacgacggc  ctgtatcagg  gcctgtccac  cgccaccaag  1320

gatacctacg  acgccctgca  catgcaggcc  ctgcccccaa  ggctcgaggg  cggcggagag  1380

ggcagaggaa  gtcttctaac  atgcggtgac  gtggaggaga  atcccggccc  taggatgcgg  1440

atttccaaac  ctcacctgcg  ctctatctct  atccagtgct  atctgtgcct  gctgctgaac  1500

tcacatttcc  tgaccgaagc  cggcatccac  gtgttcatcc  tgggctgctt  ttccgccggc  1560

ctgccaaaga  ccgaggcaaa  ctgggtgaat  gtgatctctg  acctgaagaa  gatcgaggat  1620

ctgatccaga  gcatgcacat  cgacgccacc  ctgtacacag  agtccgatgt  gcacccttct  1680

tgcaaggtga  cagccatgaa  gtgtttcctg  ctggagctgc  aggtcatcag  cctggagagc  1740

ggcgacgcct  ctatccacga  taccgtggag  aacctgatca  tcctggccaa  caatagcctg  1800

agcagcaacg  gcaatgtgac  agagtccggc  tgcaaggagt  gtgaggagct  ggaggagaag  1860

aatatcaaag  agttcctgca  gtcattcgtc  catatcgtcc  agatgtttat  caatacctcc  1920

taa  1923

<210>  74

<211>  718

<212>  PRT

<213> 人工序列

<220>

<223> 合成的
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<400>  74

Met  Leu  Leu  Leu  Val  Thr  Ser  Leu  Leu  Leu  Cys  Glu  Leu  Pro  His  Pro

1               5                   10                  15

Ala  Phe  Leu  Leu  Ile  Pro  Asp  Ile  Gln  Met  Thr  Gln  Thr  Thr  Ser  Ser

            20                  25                  30

Leu  Ser  Ala  Ser  Leu  Gly  Asp  Arg  Val  Thr  Ile  Ser  Cys  Arg  Ala  Ser

        35                  40                  45

Gln  Asp  Ile  Ser  Lys  Tyr  Leu  Asn  Trp  Tyr  Gln  Gln  Lys  Pro  Asp  Gly

    50                  55                  60

Thr  Val  Lys  Leu  Leu  Ile  Tyr  His  Thr  Ser  Arg  Leu  His  Ser  Gly  Val

65                  70                  75                  80

Pro  Ser  Arg  Phe  Ser  Gly  Ser  Gly  Ser  Gly  Thr  Asp  Tyr  Ser  Leu  Thr

                85                  90                  95

Ile  Ser  Asn  Leu  Glu  Gln  Glu  Asp  Ile  Ala  Thr  Tyr  Phe  Cys  Gln  Gln

            100                 105                 110

Gly  Asn  Thr  Leu  Pro  Tyr  Thr  Phe  Gly  Gly  Gly  Thr  Lys  Leu  Glu  Ile

        115                 120                 125

Thr  Gly  Ser  Thr  Ser  Gly  Ser  Gly  Lys  Pro  Gly  Ser  Gly  Glu  Gly  Ser

    130                 135                 140

Thr  Lys  Gly  Glu  Val  Lys  Leu  Gln  Glu  Ser  Gly  Pro  Gly  Leu  Val  Ala

145                 150                 155                 160

Pro  Ser  Gln  Ser  Leu  Ser  Val  Thr  Cys  Thr  Val  Ser  Gly  Val  Ser  Leu

                165                 170                 175

Pro  Asp  Tyr  Gly  Val  Ser  Trp  Ile  Arg  Gln  Pro  Pro  Arg  Lys  Gly  Leu

            180                 185                 190

Glu  Trp  Leu  Gly  Val  Ile  Trp  Gly  Ser  Glu  Thr  Thr  Tyr  Tyr  Asn  Ser

        195                 200                 205

Ala  Leu  Lys  Ser  Arg  Leu  Thr  Ile  Ile  Lys  Asp  Asn  Ser  Lys  Ser  Gln

    210                 215                 220

Val  Phe  Leu  Lys  Met  Asn  Ser  Leu  Gln  Thr  Asp  Asp  Thr  Ala  Ile  Tyr

225                 230                 235                 240

Tyr  Cys  Ala  Lys  His  Tyr  Tyr  Tyr  Gly  Gly  Ser  Tyr  Ala  Met  Asp  Tyr

                245                 250                 255

Trp  Gly  Gln  Gly  Thr  Ser  Val  Thr  Val  Ser  Ser  Glu  Ser  Lys  Tyr  Gly

            260                 265                 270

Pro  Pro  Cys  Pro  Pro  Cys  Pro  Pro  Phe  Phe  Phe  Cys  Cys  Phe  Ile  Ala

        275                 280                 285

Val  Ala  Met  Gly  Ile  Arg  Phe  Ile  Ile  Met  Val  Thr  Trp  Arg  Arg  Lys

    290                 295                 300
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Arg  Lys  Glu  Lys  Gln  Ser  Glu  Thr  Ser  Pro  Lys  Glu  Phe  Leu  Thr  Ile

305                 310                 315                 320

Tyr  Glu  Asp  Val  Lys  Asp  Leu  Lys  Thr  Arg  Arg  Asn  His  Glu  Gln  Glu

                325                 330                 335

Gln  Thr  Phe  Pro  Gly  Gly  Gly  Ser  Thr  Ile  Tyr  Ser  Met  Ile  Gln  Ser

            340                 345                 350

Gln  Ser  Ser  Ala  Pro  Thr  Ser  Gln  Glu  Pro  Ala  Tyr  Thr  Leu  Tyr  Ser

        355                 360                 365

Leu  Ile  Gln  Pro  Ser  Arg  Lys  Ser  Gly  Ser  Arg  Lys  Arg  Asn  His  Ser

    370                 375                 380

Pro  Ser  Phe  Asn  Ser  Thr  Ile  Tyr  Glu  Val  Ile  Gly  Lys  Ser  Gln  Pro

385                 390                 395                 400

Lys  Ala  Gln  Asn  Pro  Ala  Arg  Leu  Ser  Arg  Lys  Glu  Leu  Glu  Asn  Phe

                405                 410                 415

Asp  Val  Tyr  Ser  Arg  Val  Lys  Phe  Ser  Arg  Ser  Ala  Asp  Ala  Pro  Ala

            420                 425                 430

Tyr  Gln  Gln  Gly  Gln  Asn  Gln  Leu  Tyr  Asn  Glu  Leu  Asn  Leu  Gly  Arg

        435                 440                 445

Arg  Glu  Glu  Tyr  Asp  Val  Leu  Asp  Lys  Arg  Arg  Gly  Arg  Asp  Pro  Glu

    450                 455                 460

Met  Gly  Gly  Lys  Pro  Arg  Arg  Lys  Asn  Pro  Gln  Glu  Gly  Leu  Tyr  Asn

465                 470                 475                 480

Glu  Leu  Gln  Lys  Asp  Lys  Met  Ala  Glu  Ala  Tyr  Ser  Glu  Ile  Gly  Met

                485                 490                 495

Lys  Gly  Glu  Arg  Arg  Arg  Gly  Lys  Gly  His  Asp  Gly  Leu  Tyr  Gln  Gly

            500                 505                 510

Leu  Ser  Thr  Ala  Thr  Lys  Asp  Thr  Tyr  Asp  Ala  Leu  His  Met  Gln  Ala

        515                 520                 525

Leu  Pro  Pro  Arg  Leu  Glu  Gly  Gly  Gly  Glu  Gly  Arg  Gly  Ser  Leu  Leu

    530                 535                 540

Thr  Cys  Gly  Asp  Val  Glu  Glu  Asn  Pro  Gly  Pro  Arg  Met  Arg  Ile  Ser

545                 550                 555                 560

Lys  Pro  His  Leu  Arg  Ser  Ile  Ser  Ile  Gln  Cys  Tyr  Leu  Cys  Leu  Leu

                565                 570                 575

Leu  Asn  Ser  His  Phe  Leu  Thr  Glu  Ala  Gly  Ile  His  Val  Phe  Ile  Leu

            580                 585                 590

Gly  Cys  Phe  Ser  Ala  Gly  Leu  Pro  Lys  Thr  Glu  Ala  Asn  Trp  Val  Asn

        595                 600                 605

Val  Ile  Ser  Asp  Leu  Lys  Lys  Ile  Glu  Asp  Leu  Ile  Gln  Ser  Met  His
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    610                 615                 620

Ile  Asp  Ala  Thr  Leu  Tyr  Thr  Glu  Ser  Asp  Val  His  Pro  Ser  Cys  Lys

625                 630                 635                 640

Val  Thr  Ala  Met  Lys  Cys  Phe  Leu  Leu  Glu  Leu  Gln  Val  Ile  Ser  Leu

                645                 650                 655

Glu  Ser  Gly  Asp  Ala  Ser  Ile  His  Asp  Thr  Val  Glu  Asn  Leu  Ile  Ile

            660                 665                 670

Leu  Ala  Asn  Asn  Ser  Leu  Ser  Ser  Asn  Gly  Asn  Val  Thr  Glu  Ser  Gly

        675                 680                 685

Cys  Lys  Glu  Cys  Glu  Glu  Leu  Glu  Glu  Lys  Asn  Ile  Lys  Glu  Phe  Leu

    690                 695                 700

Gln  Ser  Phe  Val  His  Ile  Val  Gln  Met  Phe  Ile  Asn  Thr  Ser

705                 710                 715

<210>  75

<211>  2157

<212>  DNA

<213> 人工序列

<220>

<223> 合成的

<400>  75

atgctgctgc  tggtgaccag  cctgctgctg  tgcgagctgc  cccaccccgc  ctttctgctg  60

atccccgaca  tccagatgac  ccagaccacc  tccagcctga  gcgccagcct  gggcgaccgg  120

gtgaccatca  gctgccgggc  cagccaggac  atcagcaagt  acctgaactg  gtatcagcag  180

aagcccgacg  gcaccgtcaa  gctgctgatc  taccacacca  gccggctgca  cagcggcgtg  240

cccagccggt  ttagcggcag  cggctccggc  accgactaca  gcctgaccat  ctccaacctg  300

gaacaggaag  atatcgccac  ctacttttgc  cagcagggca  acacactgcc  ctacaccttt  360

ggcggcggaa  caaagctgga  aatcaccggc  agcacctccg  gcagcggcaa  gcctggcagc  420

ggcgagggca  gcaccaaggg  cgaggtgaag  ctgcaggaaa  gcggccctgg  cctggtggcc  480

cccagccaga  gcctgagcgt  gacctgcacc  gtgagcggcg  tgagcctgcc  cgactacggc  540

gtgagctgga  tccggcagcc  ccccaggaag  ggcctggaat  ggctgggcgt  gatctggggc  600

agcgagacca  cctactacaa  cagcgccctg  aagagccggc  tgaccatcat  caaggacaac  660

agcaagagcc  aggtgttcct  gaagatgaac  agcctgcaga  ccgacgacac  cgccatctac  720

tactgcgcca  agcactacta  ctacggcggc  agctacgcca  tggactactg  gggccagggc  780

accagcgtga  ccgtgagcag  cgaatctaag  tacggaccgc  cctgcccccc  ttgccctccc  840

ttctttttct  gctgttttat  cgccgtggct  atgggcatcc  ggttcatcat  catggtgacc  900

tggaggagga  agaggaagga  gaagcagagc  gagacaagcc  ctaaggagtt  tctgacaatc  960

tatgaagacg  tgaaggacct  gaagacacgg  agaaaccacg  agcaggagca  gaccttccct  1020

ggaggaggca  gcacaatcta  ctccatgatc  cagtctcaga  gcagcgcccc  cacctcccag  1080

gagcctgcct  acacactgta  tagcctgatc  cagccatccc  ggaagtctgg  cagcaggaag  1140
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cgcaaccact  ccccctcttt  taattctacc  atctatgaag  tgatcggcaa  gagccagccc  1200

aaggcacaga  accccgcacg  actgagcagg  aaggaactgg  agaactttga  tgtctactct  1260

agggtgaagt  tcagcagaag  cgccgacgcc  cctgcctacc  agcagggcca  gaatcagctg  1320

tacaacgagc  tgaacctggg  cagaagggaa  gagtacgacg  tcctggataa  gcggagaggc  1380

cgggaccctg  agatgggcgg  caagcctcgg  cggaagaacc  cccaggaagg  cctgtataac  1440

gaactgcaga  aagacaagat  ggccgaggcc  tacagcgaga  tcggcatgaa  gggcgagcgg  1500

aggcggggca  agggccacga  cggcctgtat  cagggcctgt  ccaccgccac  caaggatacc  1560

tacgacgccc  tgcacatgca  ggccctgccc  ccaaggctcg  agggcggcgg  agagggcaga  1620

ggaagtcttc  taacatgcgg  tgacgtggag  gagaatcccg  gccctaggat  gcggatttcc  1680

aaacctcacc  tgcgctctat  ctctatccag  tgctatctgt  gcctgctgct  gaactcacat  1740

ttcctgaccg  aagccggcat  ccacgtgttc  atcctgggct  gcttttccgc  cggcctgcca  1800

aagaccgagg  caaactgggt  gaatgtgatc  tctgacctga  agaagatcga  ggatctgatc  1860

cagagcatgc  acatcgacgc  caccctgtac  acagagtccg  atgtgcaccc  ttcttgcaag  1920

gtgacagcca  tgaagtgttt  cctgctggag  ctgcaggtca  tcagcctgga  gagcggcgac  1980

gcctctatcc  acgataccgt  ggagaacctg  atcatcctgg  ccaacaatag  cctgagcagc  2040

aacggcaatg  tgacagagtc  cggctgcaag  gagtgtgagg  agctggagga  gaagaatatc  2100

aaagagttcc  tgcagtcatt  cgtccatatc  gtccagatgt  ttatcaatac  ctcctaa  2157
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