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靶向B-细胞成熟抗原的嵌合抗原受体及其

用途

(57)摘要

本发明公开的主题在于提供用于治疗多发

性骨髓瘤的方法和组合物。其涉及与B‑细胞成熟

抗原(BMCA)特异性结合的嵌合抗原受体(CAR)以

及包括该CAR的免疫应答细胞。本发明公开的BMC 

A‑特异性CAR具有提高的包括抗肿瘤活性的免疫

激活特性。
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1.一种嵌合抗原受体（CAR），其包括结合B细胞成熟抗原（BCMA）的细胞外抗原结合结构

域、跨膜结构域和细胞内结构域，所述细胞外抗原结合结构域包括：包括分别示于SEQ  ID 

NO:  167、168和169的CDR1、CDR2和CDR3序列的重链可变区；和包括分别示于SEQ  ID  NO: 

170、171和172的CDR1、CDR2和CDR3序列的轻链可变区。

2.一种嵌合抗原受体（CAR），其包括特异性结合B细胞成熟抗原（BCMA）的细胞外抗原结

合结构域、跨膜结构域和细胞内结构域，其中所述细胞外抗原结合结构域包括：包括SEQ  ID 

NO:53所示重链可变区序列的CDR1、CDR2和CDR3的重链可变区，和包括SEQ  ID  NO:54所示轻

链可变区序列的CDR1、CDR2和CDR3的轻链可变区。

3.权利要求1或权利要求2所述的CAR，其中所述重链可变区包括与SEQ  ID  NO:53所示

序列具有至少90%序列同一性的氨基酸序列，且所述轻链可变区包括与SEQ  ID  NO:54所示

序列具有至少90%序列同一性的氨基酸序列。

4.根据权利要求1或权利要求2所述的CAR，其中所述重链可变区包括SEQ  ID  NO:53所

示的氨基酸序列，且所述轻链可变区包括SEQ  ID  NO:54所示的氨基酸序列。

5.根据权利要求1或权利要求2所述的CAR，其中所述细胞外抗原结合结构域在所述重

链可变区和所述轻链可变区之间包括接头。

6.根据权利要求1或权利要求2所述的CAR，其中所述细胞外抗原结合结构域是单链可

变片段（scFv）。

7.根据权利要求1或权利要求2所述的CAR，其中所述细胞外抗原结合结构域是人scFv，

和/或所述重链可变区是人重链可变区，和/或所述轻链可变区是人轻链可变区。

8.根据权利要求1或权利要求2所述的CAR，其中所述细胞外抗原结合结构域包括SEQ 

ID  NO:  85所示的氨基酸序列。

9.根据权利要求1或权利要求2所述的CAR其中所述细胞外抗原结合结构域是Fab。

10.根据权利要求1或权利要求2所述的CAR，其中所述细胞外抗原结合结构域是F

(ab’)2。

11.根据权利要求6所述的CAR，其中所述scFv包括在具有异源序列的融合蛋白中以形

成细胞外抗原结合结构域。

12.根据权利要求1或权利要求2所述的CAR，其中所述细胞外抗原结合结构域以1  x  10
‑9M至3  x  10‑6M的解离常数（KD）与B细胞成熟抗原（BCMA）结合。

13.根据权利要求1或权利要求2所述的CAR，其中所述细胞外抗原结合结构域以1  x  10
‑9M至1  x  10‑8M的解离常数（KD）与B细胞成熟抗原（BCMA）结合。

14.根据权利要求1或权利要求2所述的CAR，其中所述细胞外抗原结合结构域结合BCMA

的非线性表位。

15.根据权利要求1或权利要求2所述的CAR，其中所述BCMA包括SEQ  ID  NO:  71所示的

氨基酸序列。

16.根据权利要求1或权利要求2所述的CAR，其中所述细胞外抗原结合结构域与包括

SEQ  ID  NO:  71的氨基酸14‑22的表位区结合。

17.根据权利要求1或权利要求2中任一项所述的CAR，其中所述细胞外抗原结合结构域

包括与所述细胞外抗原结合结构域的N端共价连接的信号肽。

18.根据权利要求1或权利要求2所述的CAR，其中所述跨膜结构域包括CD8多肽、CD28多

权　利　要　求　书 1/4 页

2

CN 107208047 B

2



肽、CD3ζ多肽、CD4多肽、4‑1BB多肽、OX40多肽、ICOS多肽、CTLA‑4多肽、PD‑1多肽、LAG‑3多

肽、2B4多肽、BTLA多肽、合成肽或其组合。

19.根据权利要求18所述的CAR，其中所述跨膜结构域包括CD8多肽。

20.根据权利要求18所述的CAR，其中所述跨膜结构域包括CD28多肽。

21.根据权利要求1或权利要求2所述的CAR，其中所述细胞内结构域包括CD3ζ多肽。

22.根据权利要求1或权利要求2所述的CAR，其中所述细胞内结构域还包括至少一个信

号区。

23.根据权利要求22所述的CAR，其中所述至少一个信号区包括CD28多肽、4‑1BB多肽、

OX40多肽、ICOS多肽、DAP‑10多肽、PD‑1多肽、CTLA‑4多肽、LAG‑3多肽、2B4多肽、BTLA多肽、

合成肽或其组合。

24.根据权利要求22所述的CAR，其中所述至少一个信号区包括至少一个共刺激信号

区。

25.根据权利要求24所述的CAR，其中所述至少一个共刺激信号区包括CD28多肽、4‑1BB

多肽、OX40多肽、ICOS多肽、DAP‑10多肽或其组合。

26.根据权利要求25所述的CAR，其中所述至少一个共刺激信号区包括CD28多肽。

27.根据权利要求25所述的CAR，其中所述至少一个共刺激信号区包括4‑1BB多肽。

28.根据权利要求24所述的CAR，其中所述跨膜结构域包括CD28多肽，所述细胞内结构

域包括CD3ζ多肽，且所述至少一个共刺激信号区包括CD28多肽。

29.根据权利要求24所述的CAR，其中所述跨膜结构域包括CD8多肽，所述细胞内结构域

包括CD3ζ多肽，且所述至少一个共刺激信号区包括4‑1BB多肽。

30.根据权利要求24所述的CAR，其中所述跨膜结构域包括CD28多肽，所述细胞内结构

域包括CD3ζ多肽，且所述至少一个共刺激信号区包括4‑1BB多肽。

31.根据权利要求1或权利要求2所述的CAR，其中所述CAR是重组表达的。

32.根据权利要求1或权利要求2所述的CAR，其中所述CAR由载体表达。

33.根据权利要求32所述的CAR，其中所述载体是γ‑逆转录病毒载体。

34.根据权利要求32所述的CAR，其中所述载体是慢病毒载体。

35.一种免疫应答细胞，其包括根据权利要求1‑34中任一项所述的CAR。

36.根据权利要求35所述的免疫应答细胞，其中所述免疫应答细胞用所述CAR转导。

37.根据权利要求35所述的免疫应答细胞，其中所述CAR在所述免疫应答细胞的表面上

组成性地表达。

38.根据权利要求35所述的免疫应答细胞，其中所述免疫应答细胞进一步用至少一种

共刺激配体转导，使得所述免疫应答细胞表达所述至少一种共刺激配体。

39.根据权利要求38所述的免疫应答细胞，其中所述至少一种共刺激配体选自4‑1BBL、

CD80、CD86、CD70、OX40L、CD48、TNFRSF14及其组合。

40.根据权利要求35所述的免疫应答细胞，其中所述免疫应答细胞进一步用至少一种

细胞因子转导，使得所述免疫应答细胞分泌所述至少一种细胞因子。

41.根据权利要求40所述的免疫应答细胞，其中所述至少一种细胞因子选自IL‑2、IL‑

3、IL‑6、IL‑7、IL‑11、IL‑12、IL‑15、IL‑17、IL‑21及其组合。

42.根据权利要求35所述的免疫应答细胞，其中所述免疫应答细胞选自T细胞、自然杀
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伤（NK）细胞、细胞毒性T淋巴细胞（CTL）、调节性T细胞、人胚胎干细胞、淋巴祖细胞、T细胞‑

前体细胞和可以由其分化出淋巴细胞的多能干细胞。

43.根据权利要求42所述的免疫应答细胞，其中所述免疫应答细胞是T细胞。

44.一种核酸分子，其编码权利要求1‑34中任一项所述的嵌合抗原受体（CAR）。

45.根据权利要求44所述的核酸分子，其包括SEQ  ID  NO:  207所示的核苷酸序列。

46.根据权利要求44所述的核酸分子，其包括SEQ  ID  NO:  233所示的核苷酸序列。

47.一种载体，其包括权利要求44‑46中任一项所述的核酸分子。

48.根据权利要求47所述的载体，其中所述载体是γ‑逆转录病毒载体。

49.根据权利要求47所述的载体，其中所述载体是慢病毒载体。

50.一种免疫应答细胞，其包括权利要求44‑46中任一项所述的核酸分子。

51.根据权利要求50所述的免疫应答细胞，其中所述免疫应答细胞是T细胞。

52.根据权利要求35‑43中任一项所述的免疫应答细胞在制备用于治疗受试者中的肿

瘤的药物中的用途。

53.根据权利要求52所述的用途，其中所述药物降低肿瘤细胞的数量。

54.根据权利要求52所述的用途，其中所述药物减小肿瘤的尺寸。

55.根据权利要求52所述的用途，其中所述药物根除所述受试者的肿瘤。

56.根据权利要求52所述的用途，其中所述肿瘤选自多发性骨髓瘤、非霍奇金淋巴瘤、

霍奇金淋巴瘤、慢性淋巴细胞性白血病（CLL）、成胶质细胞瘤和Waldenstrom氏巨球蛋白血

症。

57.根据权利要求56所述的用途，其中所述肿瘤是多发性骨髓瘤。

58.根据权利要求52所述的用途，其中所述受试者是人。

59.根据权利要求52所述的用途，其中所述免疫应答细胞是T细胞。

60.根据权利要求35‑43中任一项所述的免疫应答细胞在制备用于增加或延长具有肿

瘤的受试者的生存期的药物中的用途。

61.根据权利要求60所述的用途，其中所述肿瘤选自多发性骨髓瘤、非霍奇金淋巴瘤、

霍奇金淋巴瘤、慢性淋巴细胞性白血病（CLL）、成胶质细胞瘤和Waldenstrom氏巨球蛋白血

症。

62.根据权利要求61所述的用途，其中所述肿瘤是多发性骨髓瘤。

63.根据权利要求60所述的用途，其中所述药物降低或根除所述受试者的肿瘤负荷。

64.一种产生与B细胞成熟抗原（BCMA）结合的免疫应答细胞的方法，其包括向所述免疫

应答细胞中导入核酸分子，所述核酸分子编码根据权利要求1‑34中任一项所述的嵌合抗原

受体（CAR）。

65.一种药物组合物，其包括有效量的权利要求35‑43中任一项所述的免疫应答细胞和

药学可接受的赋形剂。

66.根据权利要求65所述的药物组合物，其中所述药物组合物用于治疗肿瘤。

67.根据权利要求66所述的药物组合物，其中所述肿瘤选自多发性骨髓瘤、非霍奇金淋

巴瘤、霍奇金淋巴瘤、慢性淋巴细胞性白血病（CLL）、成胶质细胞瘤和Waldenstrom氏巨球蛋

白血症。

68.根据权利要求67所述的药物组合物，其中所述肿瘤是多发性骨髓瘤。
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69.一种用于治疗肿瘤的药盒，其包括权利要求35‑43中任一项所述的免疫应答细胞。

70.根据权利要求69所述的药盒，还包括用于使用所述免疫应答细胞治疗具有肿瘤的

受试者的书面说明书。

71.根据权利要求70所述的药盒，其中所述肿瘤选自多发性骨髓瘤、非霍奇金淋巴瘤、

霍奇金淋巴瘤、慢性淋巴细胞性白血病（CLL）、成胶质细胞瘤和Waldenstrom氏巨球蛋白血

症。

72.根据权利要求71所述的药盒，其中所述肿瘤是多发性骨髓瘤。

权　利　要　求　书 4/4 页

5

CN 107208047 B

5



靶向B‑细胞成熟抗原的嵌合抗原受体及其用途

[0001] 相关申请的交叉引用

[0002] 本申请要求2014年12月5日提交的序列号为62/088,309的美国临时专利申请的优

先权，在此将其全部内容引入本文以供参考，并要求其优先权。

技术领域

[0003] 本发明公开的主题提供用于治疗癌症的方法和组合物。其涉及特异性靶向B‑细胞

成熟抗原(BCMA)的嵌合抗原受体(CAR)、包括该CAR的免疫应答细胞以及使用这些细胞用于

治疗癌症(例如，多发性骨髓瘤)的方法。

背景技术

[0004] 基于细胞的免疫疗法是对癌症治疗具有治疗潜力的疗法。T细胞和其它免疫细胞

可以通过引入编码针对抗原的人工或合成受体的遗传物质被修饰为靶向肿瘤抗原，所述受

体称为嵌合抗原受体(CAR)，其对所选择的抗原具有特异性。使用CAR的靶向T细胞疗法已经

显示最近在治疗恶性血液病中获得临床成功。

[0005] 多发性骨髓瘤(MM)是第二常见的恶性血液病8。大约25％的患者具有高风险细胞

遗传学，这预示着中位生存期小于2年9 ,10。尽管最近取得进展，且不论细胞遗传学，在同种

异体移植的移植物抗骨髓瘤(GvM)效应以外，该疾病仍被视为是不能治愈的。但是，同种异

体移植受不适格(ineligibility)及移植相关的高致病率和高死亡率所限11。与GvM效应类

似，通过自体过继(adoptive)T细胞疗法，可能治愈的T细胞效应可以通过最小的毒性实现。

[0006] 骨髓瘤可以是检验过继T细胞疗法的理想病症。首先，如上文所示，同种异体移植

表明即使用最少的或无伴行的化疗例如在非清髓性移植或移植后供体淋巴细胞输注之后，

T细胞也可以是治愈性治疗方式。第二，可能通过消耗调节性T细胞(Tregs)而进行的调节化

疗提高了过继T细胞疗法的效力4,12，这样，刚完成自体移植后的期间可以是给予T细胞的最

佳时间，骨髓瘤是为数不多的自体干细胞移植是标准治疗的疾病之一。第三，免疫调节药物

来那度胺(Lenalidomide)可以改善基于CAR的疗法，如已在小鼠中所示13，来那度胺常用于

治疗MM。第四，当与实体瘤或髓外CLL相比4，过继T细胞疗法在骨髓为主的疾病例如ALL中作

用最好6,7，与All类似，骨髓瘤是骨髓的疾病。

[0007] 尽管有各种原因预计过继T细胞疗法可以在MM中作用良好，但将过继T细胞疗法扩

展至骨髓瘤仍面临独特的挑战。与其他B细胞恶性肿瘤不类似，仅在2％的骨髓瘤患者中观

察到CD19的表达14。而且，与CD19不类似，骨髓瘤中常见的细胞外免疫表型标志物(CD138、

CD38和CD56)均在其他的基本的细胞类型中得以共表达，我们预料针对任何这些靶标的CAR

将导致不能接受的“脱肿瘤/在靶(off  tumor,on  target)”毒性6，这即使在抗体良好耐受

的靶标中也是致命的，靶向HER2的CAR既是如此15。因此，需要有新的治疗策略以设计针对在

MM细胞中高度表达而在正常组织中限制性表达的抗原的CAR用于治疗多发性骨髓瘤，该策

略能够以最小的毒性和免疫原性诱导有效的肿瘤根除。
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发明内容

[0008] 本发明公开的主题通常提供与B‑细胞成熟抗原(BCMA)特异性结合的嵌合抗原受

体(CAR)、包括该CAR的免疫应答细胞以及这些CAR和免疫应答细胞用于治疗多发性骨髓瘤

的用途。

[0009] 本发明公开的主题提供CAR。在一非限定性实施例中，CAR包括细胞外抗原结合结

构域、跨膜结构域和细胞内结构域，其中细胞外抗原结合结构域是与B细胞成熟抗原(BMCA)

特异性结合的人单链可变片段(scFv)。在某些实施方式中，人scFv以大约1x  10‑9M至大约3x 

10‑6M的结合亲和力(KD)与BMCA特异性结合。在某些实施方式中，人scFv以大约1x  10‑9M至大

约1x  10‑8M的结合亲和力(KD)与BCMA特异性结合。

[0010] 在某些实施方式中，人scFv包括：包括与选自SEQ  ID  NO:1、5、9、13、17、21、25、29、

33、37、41、45、49、53、57、61和65的氨基酸序列的同源性为至少大约80％、大约81％、大约

82％、大约83％、大约84％、大约85％、大约86％、大约87％、大约88％、大约89％、大约90％、

大约91％、大约92％、大约93％、大约94％、大约95％、大约96％、大约97％、大约98％或大约

99％的氨基酸序列的重链可变区。

[0011] 在某些实施方式中，人scFv包括：包括与选自SEQ  ID  NO:2、6、10、14、18、22、26、

30、34、38、42、46、50、54、58、62和66的氨基酸序列的同源性为至少大约80％、大约81％、大

约82％、大约83％、大约84％、大约85％、大约86％、大约87％、大约88％、大约89％、大约

90％、大约91％、大约92％、大约93％、大约94％、大约95％、大约96％、大约97％、大约98％

或大约99％的氨基酸序列的轻链可变区。

[0012] 在某些实施方式中，人scFv包括：(a)包括与选自SEQ  ID  NO:1、5、9、13、17、21、25、

29、33、37、41、45、49、53、57、61和65的氨基酸序列的同源性为至少大约80％、大约81％、大

约82％、大约83％、大约84％、大约85％、大约86％、大约87％、大约88％、大约89％、大约

90％、大约91％、大约92％、大约93％、大约94％、大约95％、大约96％、大约97％、大约98％

或大约99％的氨基酸序列的重链可变区；和(b)包括与选自SEQ  ID  NO:2、6、10、14、18、22、

26、30、34、38、42、46、50、54、58、62和66的氨基酸序列的同源性为至少大约80％、大约81％、

大约82％、大约83％、大约84％、大约85％、大约86％、大约87％、大约88％、大约89％、大约

90％、大约91％、大约92％、大约93％、大约94％、大约95％、大约96％、大约97％、大约98％

或大约99％的氨基酸序列的轻链可变区。

[0013] 在某些实施方式中，人scFv包括：包括选自SEQ  ID  NO:1、5、9、13、17、21、25、29、

33、37、41、45、49、53、57、61和65的氨基酸序列及其保守修饰的重链可变区。

[0014] 在某些实施方式中，人scFv包括：包括选自SEQ  ID  NO:2、6、10、14、18、22、26、30、

34、38、42、46、50、54、58、62和66的氨基酸序列及其保守修饰的轻链可变区。

[0015] 在某些实施方式中，人scFv包括：(a)包括选自SEQ  ID  NO:1、5、9、13、17、21、25、

29、33、37、41、45、49、53、57、61和65的氨基酸序列及其保守修饰的重链可变区；和(b)包括

选自SEQ  ID  NO:2、6、10、14、18、22、26、30、34、38、42、46、50、54、58、62和66的氨基酸序列及

其保守修饰的轻链可变区。

[0016] 在某些实施方式中，人scFv包括：包括具有选自SEQ  ID  NO:1、5、9、13、17、21、25、

29、33、37、41、45、49、53、57、61和65的序列的氨基酸的重链可变区。在某些实施方式中，人

scFv包括：包括具有选自SEQ  ID  NO:2、6、10、14、18、22、26、30、34、38、42、46、50、54、58、62
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和66的序列的氨基酸的轻链可变区。在某些实施方式中，人scFv包括：包括具有SEQ  ID  NO:

21所示序列的氨基酸的重链可变区。在某些实施方式中，人scFv包括：包括具有SEQ  ID  NO:

53所示序列的氨基酸的重链可变区。在某些实施方式中，人scFv包括：包括具有SEQ  ID  NO:

57所示序列的氨基酸的重链可变区。在某些实施方式中，人scFv包括：包括具有SEQ  ID  NO:

61所示序列的氨基酸的重链可变区。在某些实施方式中，人scFv包括：包括具有SEQ  ID  NO:

65所示序列的氨基酸的重链可变区。在某些实施方式中，人scFv包括：包括具有SEQ  ID  NO:

22所示序列的氨基酸的轻链可变区。在某些实施方式中，人scFv包括：包括具有SEQ  ID  NO:

54所示序列的氨基酸的轻链可变区。在某些实施方式中，人scFv包括：包括具有SEQ  ID  NO:

58所示序列的氨基酸的轻链可变区。在某些实施方式中，人scFv包括：包括具有SEQ  ID  NO:

62所示序列的氨基酸的轻链可变区。在某些实施方式中，人scFv包括：包括具有SEQ  ID  NO:

66所示序列的氨基酸的轻链可变区。在某些实施方式中，细胞外抗原结合结构域包括：(a)

包括具有SEQ  ID  NO:1所示序列的氨基酸的重链可变区，和包括具有SEQ  ID  NO:2所示序列

的氨基酸的轻链可变区；(b)包括具有SEQ  ID  NO:5所示序列的氨基酸的重链可变区，和包

括具有SEQ  ID  NO:6所示序列的氨基酸的轻链可变区；(c)包括具有SEQ  ID  NO:9所示序列

的氨基酸的重链可变区，和包括具有SEQ  ID  NO:10所示序列的氨基酸的轻链可变区；(d)包

括具有SEQ  ID  NO:13所示序列的氨基酸的重链可变区，和包括具有SEQ  ID  NO:14所示序列

的氨基酸的轻链可变区；(e)包括具有SEQ  ID  NO:17所示序列的氨基酸的重链可变区，和包

括具有SEQ  ID  NO:18所示序列的氨基酸的轻链可变区；(f)包括具有SEQ  ID  NO:21所示序

列的氨基酸的重链可变区，和包括具有SEQ  ID  NO:22所示序列的氨基酸的轻链可变区；(g)

包括具有SEQ  ID  NO:25所示序列的氨基酸的重链可变区，和包括具有SEQ  ID  NO:26所示序

列的氨基酸的轻链可变区；(h)包括具有SEQ  ID  NO:29所示序列的氨基酸的重链可变区，和

包括具有SEQ  ID  NO:30所示序列的氨基酸的轻链可变区；(i)包括具有SEQ  ID  NO:33所示

序列的氨基酸的重链可变区，和包括具有SEQ  ID  NO:34所示序列的氨基酸的轻链可变区；

(j)包括具有SEQ  ID  NO:37所示序列的氨基酸的重链可变区，和包括具有SEQ  ID  NO:38所

示序列的氨基酸的轻链可变区；(k)包括具有SEQ  ID  NO:41所示序列的氨基酸的重链可变

区，和包括具有SEQ  ID  NO:42所示序列的氨基酸的轻链可变区；(l)包括具有SEQ  ID  NO:45

所示序列的氨基酸的重链可变区，和包括具有SEQ  ID  NO:46所示序列的氨基酸的轻链可变

区；(m)包括具有SEQ  ID  NO:49所示序列的氨基酸的重链可变区，和包括具有SEQ  ID  NO:50

所示序列的氨基酸的轻链可变区；(n)包括具有SEQ  ID  NO:53所示序列的氨基酸的重链可

变区，和包括具有SEQ  ID  NO:54所示序列的氨基酸的轻链可变区；(o)包括具有SEQ  ID  NO:

57所示序列的氨基酸的重链可变区，和包括具有SEQ  ID  NO:58所示序列的氨基酸的轻链可

变区；(p)包括具有SEQ  ID  NO:61所示序列的氨基酸的重链可变区，和包括具有SEQ  ID  NO:

62所示序列的氨基酸的轻链可变区；或(q)包括具有SEQ  ID  NO:65所示序列的氨基酸的重

链可变区，和包括具有SEQ  ID  NO:66所示序列的氨基酸的轻链可变区。在某些实施方式中，

人scFv包括：包括具有SEQ  ID  NO:21所示序列的氨基酸的重链可变区；和包括具有SEQ  ID 

NO:22所示序列的氨基酸的轻链可变区。在某些实施方式中，人scFv包括：包括具有SEQ  ID 

NO:53所示序列的氨基酸的重链可变区；和包括具有SEQ  ID  NO:54所示序列的氨基酸的轻

链可变区。在某些实施方式中，人scFv包括：包括具有SEQ  ID  NO:57所示序列的氨基酸的重

链可变区；和包括具有SEQ  ID  NO:58所示序列的氨基酸的轻链可变区。在某些实施方式中，
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人scFv包括：包括具有SEQ  ID  NO:61所示序列的氨基酸的重链可变区；和包括具有SEQ  ID 

NO:62所示序列的氨基酸的轻链可变区。在某些实施方式中，人scFv包括：包括具有SEQ  ID 

NO:65所示序列的氨基酸的重链可变区；和包括具有SEQ  ID  NO:66所示序列的氨基酸的轻

链可变区。

[0017] 在某些非限定性实施方式中，人scFv包括所述重链和轻链二者，任选地具有接头

(linker)序列，例如，在重链可变区和轻链可变区之间具有接头肽。例如，在某些非限定性

实施方式中，人scFv包括(i)包括具有SEQ  ID  NO:53所示序列的氨基酸的重链可变区和

(ii)包括具有SEQ  ID  NO:54所示序列的氨基酸的轻链可变区，任选地在重链可变区和轻链

可变区之间具有(iii)接头序列，例如接头肽。在某些实施方式中，人scFv包括(i)包括具有

SEQ  ID  NO:21所示序列的氨基酸的重链可变区和(ii)包括具有SEQ  ID  NO:22所示序列的

氨基酸的轻链可变区，任选地在重链可变区和轻链可变区之间具有(iii)接头序列，例如接

头肽。在某些实施方式中，人scFv包括(i)包括具有SEQ  ID  NO:57所示序列的氨基酸的重链

可变区和(ii)包括具有SEQ  ID  NO:58所示序列的氨基酸的轻链可变区，任选地在重链可变

区和轻链可变区之间具有(iii)接头序列，例如接头肽。在某些实施方式中，人scFv包括(i)

包括具有SEQ  ID  NO:61所示序列的氨基酸的重链可变区和(ii)包括具有SEQ  ID  NO:62所

示序列的氨基酸的轻链可变区，任选地在重链可变区和轻链可变区之间具有(iii)接头序

列，例如接头肽。在某些实施方式中，人scFv包括(i)包括具有SEQ  ID  NO:65所示序列的氨

基酸的重链可变区和(ii)包括具有SEQ  ID  NO:66所示序列的氨基酸的轻链可变区，任选地

在重链可变区和轻链可变区之间具有(iii)接头序列，例如接头肽。

[0018] 在某些实施方式中，人scFv包括：(a)包括选自SEQ  ID  NO:91、97、103、109、115、

121、127、133、139、145、151、157、163、169、175、181和187的氨基酸序列的重链可变区CDR3；

和(b)包括选自SEQ  ID  NO:94、100、106、112、118、124、130、136、142、148、154、160、166、

172、178、184和190的氨基酸序列的轻链可变区CDR3。

[0019] 在某些实施方式中，人scFv包括：(a)包括选自SEQ  ID  NO:90、96、102、108、114、

120、126、132、138、144、150、156、162、168、174、180和186的氨基酸序列及其保守修饰的重

链可变区CDR2；和(b)包括选自SEQ  ID  NO:93、99、105、111、117、123、129、135、141、147、

153、159、165、171、177、183和189的氨基酸序列及其保守修饰的轻链可变区CDR2。

[0020] 在某些实施方式中，人scFv包括：(a)包括选自SEQ  ID  NO:89、95、101、107、113、

119、125、131、137、143、149、155、161、167、173、179和185的氨基酸序列及其保守修饰的重

链可变区CDR1；和(b)包括选自SEQ  ID  NO:92、98、104、110、116、122、128、134、140、146、

152、158、164、170、176、182和188的氨基酸序列及其保守修饰的轻链可变区CDR1。在某些实

施方式中，人scFv包括：(a)包括选自SEQ  ID  NO:89、95、101、107、113、119、125、131、137、

143、149、155、161、167、173、179和185的氨基酸序列的重链可变区CDR1；(b)包括选自SEQ 

ID  NO:90、96、102、108、114、120、126、132、138、144、150、156、162、168、174、180和186的氨

基酸序列的重链可变区CDR2；(c)包括选自SEQ  ID  NO:91、97、103、109、115、121、127、133、

139、145、151、157、163、169、175、181和187的氨基酸序列的重链可变区CDR3；(d)包括选自

SEQ  ID  NO:92、98、104、110、116、122、128、134、140、146、152、158、164、170、176、182和188

的氨基酸序列的轻链可变区CDR1；(e)包括选自SEQ  ID  NO:93、99、105、111、117、123、129、

135、141、147、153、159、165、171、177、183和189的氨基酸序列的轻链可变区CDR2；和(f)包
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括选自SEQ  ID  NO:94、100、106、112、118、124、130、136、142、148、154、160、166、172、178、

184和190的氨基酸序列的轻链可变区CDR3。在某些实施方式中，人scFv包括：(a)包括具有

SEQ  ID  NO:89所示序列的氨基酸或其保守修饰的重链可变区CDR1；包括具有SEQ  ID  NO:90

所示序列的氨基酸或其保守修饰的重链可变区CDR2；和包括具有SEQ  ID  NO:91所示序列的

氨基酸或其保守修饰的重链可变区CDR3；(b)包括具有SEQ  ID  NO:95所示序列的氨基酸或

其保守修饰的重链可变区CDR1；包括具有SEQ  ID  NO:96所示序列的氨基酸或其保守修饰的

重链可变区CDR2；和包括具有SEQ  ID  NO:97所示序列的氨基酸或其保守修饰的重链可变区

CDR3；(c)包括具有SEQ  ID  NO:101所示序列的氨基酸或其保守修饰的重链可变区CDR1；包

括具有SEQ  ID  NO:102所示序列的氨基酸或其保守修饰的重链可变区CDR2；和包括具有SEQ 

ID  NO:103所示序列的氨基酸或其保守修饰的重链可变区CDR3；(d)包括具有SEQ  ID  NO:

107所示序列的氨基酸或其保守修饰的重链可变区CDR1；包括具有SEQ  ID  NO:108所示序列

的氨基酸或其保守修饰的重链可变区CDR2；和包括具有SEQ  ID  NO:109所示序列的氨基酸

或其保守修饰的重链可变区CDR3；(e)包括具有SEQ  ID  NO:113所示序列的氨基酸或其保守

修饰的重链可变区CDR1；包括具有SEQ  ID  NO:114所示序列的氨基酸或其保守修饰的重链

可变区CDR2；和包括具有SEQ  ID  NO:115所示序列的氨基酸或其保守修饰的重链可变区

CDR3；(f)包括具有SEQ  ID  NO:119所示序列的氨基酸或其保守修饰的重链可变区CDR1；包

括具有SEQ  ID  NO:120所示序列的氨基酸或其保守修饰的重链可变区CDR2；和包括具有SEQ 

ID  NO:121所示序列的氨基酸或其保守修饰的重链可变区CDR3；(g)包括具有SEQ  ID  NO:

125所示序列的氨基酸或其保守修饰的重链可变区CDR1；包括具有SEQ  ID  NO:126所示序列

的氨基酸或其保守修饰的重链可变区CDR2；和包括具有SEQ  ID  NO:127所示序列的氨基酸

或其保守修饰的重链可变区CDR3；(h)包括具有SEQ  ID  NO:131所示序列的氨基酸或其保守

修饰的重链可变区CDR1；包括具有SEQ  ID  NO:132所示序列的氨基酸或其保守修饰的重链

可变区CDR2；和包括具有SEQ  ID  NO:133所示序列的氨基酸或其保守修饰的重链可变区

CDR3；(i)包括具有SEQ  ID  NO:137所示序列的氨基酸或其保守修饰的重链可变区CDR1；包

括具有SEQ  ID  NO:138所示序列的氨基酸或其保守修饰的重链可变区CDR2；和包括具有SEQ 

ID  NO:139所示序列的氨基酸或其保守修饰的重链可变区CDR3；(j)包括具有SEQ  ID  NO:

143所示序列的氨基酸或其保守修饰的重链可变区CDR1；包括具有SEQ  ID  NO:144所示序列

的氨基酸或其保守修饰的重链可变区CDR2；和包括具有SEQ  ID  NO:145所示序列的氨基酸

或其保守修饰的重链可变区CDR3；(k)包括具有SEQ  ID  NO:149所示序列的氨基酸或其保守

修饰的重链可变区CDR1；包括具有SEQ  ID  NO:150所示序列的氨基酸或其保守修饰的重链

可变区CDR2；和包括具有SEQ  ID  NO:151所示序列的氨基酸或其保守修饰的重链可变区

CDR3；(l)包括具有SEQ  ID  NO:155所示序列的氨基酸或其保守修饰的重链可变区CDR1；包

括具有SEQ  ID  NO:156所示序列的氨基酸或其保守修饰的重链可变区CDR2；和包括具有SEQ 

ID  NO:157所示序列的氨基酸或其保守修饰的重链可变区CDR3；(m)包括具有SEQ  ID  NO:

161所示序列的氨基酸或其保守修饰的重链可变区CDR1；包括具有SEQ  ID  NO:162所示序列

的氨基酸或其保守修饰的重链可变区CDR2；和包括具有SEQ  ID  NO:163所示序列的氨基酸

或其保守修饰的重链可变区CDR3；(n)包括具有SEQ  ID  NO:167所示序列的氨基酸或其保守

修饰的重链可变区CDR1；包括具有SEQ  ID  NO:168所示序列的氨基酸或其保守修饰的重链

可变区CDR2；和包括具有SEQ  ID  NO:169所示序列的氨基酸或其保守修饰的重链可变区
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CDR3；(o)包括具有SEQ  ID  NO:173所示序列的氨基酸或其保守修饰的重链可变区CDR1；包

括具有SEQ  ID  NO:174所示序列的氨基酸或其保守修饰的重链可变区CDR2；和包括具有SEQ 

ID  NO:175所示序列的氨基酸或其保守修饰的重链可变区CDR3；(p)包括具有SEQ  ID  NO:

179所示序列的氨基酸或其保守修饰的重链可变区CDR1；包括具有SEQ  ID  NO:180所示序列

的氨基酸或其保守修饰的重链可变区CDR2；和包括具有SEQ  ID  NO:181所示序列的氨基酸

或其保守修饰的重链可变区CDR3；或(q)包括具有SEQ  ID  NO:185所示序列的氨基酸或其保

守修饰的重链可变区CDR1；包括具有SEQ  ID  NO:186所示序列的氨基酸或其保守修饰的重

链可变区CDR2；和包括具有SEQ  ID  NO:187所示序列的氨基酸或其保守修饰的重链可变区

CDR3。在某些实施方式中，人scFv包括：包括具有SEQ  ID  NO:167所示序列的氨基酸的重链

可变区CDR1；包括具有SEQ  ID  NO:168所示序列的氨基酸的重链可变区CDR2；和包括具有

SEQ  ID  NO:169所示序列的氨基酸的重链可变区CDR3。在某些实施方式中，人scFv包括：包

括具有SEQ  ID  NO:119所示序列的氨基酸的重链可变区CDR1；包括具有SEQ  ID  NO:120所示

序列的氨基酸的重链可变区CDR2；和包括具有SEQ  ID  NO:121所示序列的氨基酸的重链可

变区CDR3。在某些实施方式中，人scFv包括：包括具有SEQ  ID  NO:173所示序列的氨基酸的

重链可变区CDR1；包括具有SEQ  ID  NO:174所示序列的氨基酸的重链可变区CDR2；和包括具

有SEQ  ID  NO:175所示序列的氨基酸的重链可变区CDR3。在某些实施方式中，人scFv包括：

包括具有SEQ  ID  NO:179所示序列的氨基酸的重链可变区CDR1；包括具有SEQ  ID  NO:180所

示序列的氨基酸的重链可变区CDR2；和包括具有SEQ  ID  NO:181所示序列的氨基酸的重链

可变区CDR3。在某些实施方式中，人scFv包括：包括具有SEQ  ID  NO:185所示序列的氨基酸

的重链可变区CDR1；包括具有SEQ  ID  NO:186所示序列的氨基酸的重链可变区CDR2；和包括

具有SEQ  ID  NO:187所示序列的氨基酸的重链可变区CDR3。

[0021] 在某些实施方式中，人scFv包括：(a)包括具有SEQ  ID  NO:92所示序列的氨基酸或

其保守修饰的轻链可变区CDR1；包括具有SEQ  ID  NO:93所示序列的氨基酸或其保守修饰的

轻链可变区CDR2；和包括具有SEQ  ID  NO:94所示序列的氨基酸或其保守修饰的轻链可变区

CDR3；(b)包括具有SEQ  ID  NO:98所示序列的氨基酸或其保守修饰的轻链可变区CDR1；包括

具有SEQ  ID  NO:99所示序列的氨基酸或其保守修饰的轻链可变区CDR2；和包括具有SEQ  ID 

NO:100所示序列的氨基酸或其保守修饰的轻链可变区CDR3；(c)包括具有SEQ  ID  NO:104所

示序列的氨基酸或其保守修饰的轻链可变区CDR1；包括具有SEQ  ID  NO:105所示序列的氨

基酸或其保守修饰的轻链可变区CDR2；和包括具有SEQ  ID  NO:106所示序列的氨基酸或其

保守修饰的轻链可变区CDR3；(d)包括具有SEQ  ID  NO:110所示序列的氨基酸或其保守修饰

的轻链可变区CDR1；包括具有SEQ  ID  NO:111所示序列的氨基酸或其保守修饰的轻链可变

区CDR2；和包括具有SEQ  ID  NO:112所示序列的氨基酸或其保守修饰的轻链可变区CDR3；

(e)包括具有SEQ  ID  NO:116所示序列的氨基酸或其保守修饰的轻链可变区CDR1；包括具有

SEQ  ID  NO:117所示序列的氨基酸或其保守修饰的轻链可变区CDR2；和包括具有SEQ  ID 

NO:118所示序列的氨基酸或其保守修饰的轻链可变区CDR3；(f)包括具有SEQ  ID  NO:122所

示序列的氨基酸或其保守修饰的轻链可变区CDR1；包括具有SEQ  ID  NO:123所示序列的氨

基酸或其保守修饰的轻链可变区CDR2；和包括具有SEQ  ID  NO:124所示序列的氨基酸或其

保守修饰的轻链可变区CDR3；(g)包括具有SEQ  ID  NO:128所示序列的氨基酸或其保守修饰

的轻链可变区CDR1；包括具有SEQ  ID  NO:129所示序列的氨基酸或其保守修饰的轻链可变
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区CDR2；和包括具有SEQ  ID  NO:130所示序列的氨基酸或其保守修饰的轻链可变区CDR3；

(h)包括具有SEQ  ID  NO:134所示序列的氨基酸或其保守修饰的轻链可变区CDR1；包括具有

SEQ  ID  NO:135所示序列的氨基酸或其保守修饰的轻链可变区CDR2；和包括具有SEQ  ID 

NO:136所示序列的氨基酸或其保守修饰的轻链可变区CDR3；(i)包括具有SEQ  ID  NO:140所

示序列的氨基酸或其保守修饰的轻链可变区CDR1；包括具有SEQ  ID  NO:141所示序列的氨

基酸或其保守修饰的轻链可变区CDR2；和包括具有SEQ  ID  NO:142所示序列的氨基酸或其

保守修饰的轻链可变区CDR3；(j)包括具有SEQ  ID  NO:146所示序列的氨基酸或其保守修饰

的轻链可变区CDR1；包括具有SEQ  ID  NO:147所示序列的氨基酸或其保守修饰的轻链可变

区CDR2；和包括具有SEQ  ID  NO:148所示序列的氨基酸或其保守修饰的轻链可变区CDR3；

(k)包括具有SEQ  ID  NO:152所示序列的氨基酸或其保守修饰的轻链可变区CDR1；包括具有

SEQ  ID  NO:153所示序列的氨基酸或其保守修饰的轻链可变区CDR2；和包括具有SEQ  ID 

NO:154所示序列的氨基酸或其保守修饰的轻链可变区CDR3；(l)包括具有SEQ  ID  NO:158所

示序列的氨基酸或其保守修饰的轻链可变区CDR1；包括具有SEQ  ID  NO:159所示序列的氨

基酸或其保守修饰的轻链可变区CDR2；和包括具有SEQ  ID  NO:160所示序列的氨基酸或其

保守修饰的轻链可变区CDR3；(m)包括具有SEQ  ID  NO:164所示序列的氨基酸或其保守修饰

的轻链可变区CDR1；包括具有SEQ  ID  NO:165所示序列的氨基酸或其保守修饰的轻链可变

区CDR2；和包括具有SEQ  ID  NO:166所示序列的氨基酸或其保守修饰的轻链可变区CDR3；

(n)包括具有SEQ  ID  NO:170所示序列的氨基酸或其保守修饰的轻链可变区CDR1；包括具有

SEQ  ID  NO:171所示序列的氨基酸或其保守修饰的轻链可变区CDR2；和包括具有SEQ  ID 

NO:172所示序列的氨基酸或其保守修饰的轻链可变区CDR3；(o)包括具有SEQ  ID  NO:176所

示序列的氨基酸或其保守修饰的轻链可变区CDR1；包括具有SEQ  ID  NO:177所示序列的氨

基酸或其保守修饰的轻链可变区CDR2；和包括具有SEQ  ID  NO:178所示序列的氨基酸或其

保守修饰的轻链可变区CDR3；(p)包括具有SEQ  ID  NO:182所示序列的氨基酸或其保守修饰

的轻链可变区CDR1；包括具有SEQ  ID  NO:183所示序列的氨基酸或其保守修饰的轻链可变

区CDR2；和包括具有SEQ  ID  NO:184所示序列的氨基酸或其保守修饰的轻链可变区CDR3；或

(q)包括具有SEQ  ID  NO:188所示序列的氨基酸或其保守修饰的轻链可变区CDR1；包括具有

SEQ  ID  NO:189所示序列的氨基酸或其保守修饰的轻链可变区CDR2；和包括具有SEQ  ID 

NO:190所示序列的氨基酸或其保守修饰的轻链可变区CDR3。在某些实施方式中，人scFv包

括：包括具有SEQ  ID  NO:122所示序列的氨基酸的轻链可变区CDR1；包括具有SEQ  ID  NO:

123所示序列的氨基酸的轻链可变区CDR2；和包括具有SEQ  ID  NO:124所示序列的氨基酸的

轻链可变区CDR3。在某些实施方式中，人scFv包括：包括具有SEQ  ID  NO:170所示序列的氨

基酸的轻链可变区CDR1；包括具有SEQ  ID  NO:171所示序列的氨基酸的轻链可变区CDR2；和

包括具有SEQ  ID  NO:172所示序列的氨基酸的轻链可变区CDR3。在某些实施方式中，人scFv

包括：包括具有SEQ  ID  NO:176所示序列的氨基酸的轻链可变区CDR1；包括具有SEQ  ID  NO:

177所示序列的氨基酸的轻链可变区CDR2；和包括具有SEQ  ID  NO:178所示序列的氨基酸的

轻链可变区CDR3。在某些实施方式中，人scFv包括：包括具有SEQ  ID  NO:182所示序列的氨

基酸的轻链可变区CDR1；包括具有SEQ  ID  NO:183所示序列的氨基酸的轻链可变区CDR2；和

包括具有SEQ  ID  NO:184所示序列的氨基酸的轻链可变区CDR3。在某些实施方式中，人scFv

包括：在某些实施方式中，人scFv包括：包括具有SEQ  ID  NO:188所示序列的氨基酸的轻链
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可变区CDR1；包括具有SEQ  ID  NO:189所示序列的氨基酸的轻链可变区CDR2；和包括具有

SEQ  ID  NO:190所示序列的氨基酸的轻链可变区CDR3。

[0022] 在某些实施方式中，人scFv包括：(a)包括具有SEQ  ID  NO:89所示序列的氨基酸的

重链可变区CDR1；包括具有SEQ  ID  NO:90所示序列的氨基酸的重链可变区CDR2；包括具有

SEQ  ID  NO:91所示序列的氨基酸的重链可变区CDR3；包括具有SEQ  ID  NO:92所示序列的氨

基酸的轻链可变区CDR1；包括具有SEQ  ID  NO:93所示序列的氨基酸的轻链可变区CDR2；和

包括具有SEQ  ID  NO:94所示序列的氨基酸的轻链可变区CDR3；(b)包括具有SEQ  ID  NO:95

所示序列的氨基酸的重链可变区CDR1；包括具有SEQ  ID  NO:96所示序列的氨基酸的重链可

变区CDR2；包括具有SEQ  ID  NO:97所示序列的氨基酸的重链可变区CDR3；包括具有SEQ  ID 

NO:98所示序列的氨基酸的轻链可变区CDR1；包括具有SEQ  ID  NO:99所示序列的氨基酸的

轻链可变区CDR2；和包括具有SEQ  ID  NO:100所示序列的氨基酸的轻链可变区CDR3；(c)包

括具有SEQ  ID  NO:101所示序列的氨基酸的重链可变区CDR1；包括具有SEQ  ID  NO:102所示

序列的氨基酸的重链可变区CDR2；包括具有SEQ  ID  NO:103所示序列的氨基酸的重链可变

区CDR3；包括具有SEQ  ID  NO:104所示序列的氨基酸的轻链可变区CDR1；包括具有SEQ  ID 

NO:105所示序列的氨基酸的轻链可变区CDR2；和包括具有SEQ  ID  NO:106所示序列的氨基

酸的轻链可变区CDR3；(d)包括具有SEQ  ID  NO:107所示序列的氨基酸的重链可变区CDR1；

包括具有SEQ  ID  NO:108所示序列的氨基酸的重链可变区CDR2；包括具有SEQ  ID  NO:109所

示序列的氨基酸的重链可变区CDR3；包括具有SEQ  ID  NO:110所示序列的氨基酸的轻链可

变区CDR1；包括具有SEQ  ID  NO:111所示序列的氨基酸的轻链可变区CDR2；和包括具有SEQ 

ID  NO:112所示序列的氨基酸的轻链可变区CDR3；(e)包括具有SEQ  ID  NO:113所示序列的

氨基酸的重链可变区CDR1；包括具有SEQ  ID  NO:114所示序列的氨基酸的重链可变区CDR2；

包括具有SEQ  ID  NO:115所示序列的氨基酸的重链可变区CDR3；包括具有SEQ  ID  NO:116所

示序列的氨基酸的轻链可变区CDR1；包括具有SEQ  ID  NO:117所示序列的氨基酸的轻链可

变区CDR2；和包括具有SEQ  ID  NO:118所示序列的氨基酸的轻链可变区CDR3；(f)包括具有

SEQ  ID  NO:119所示序列的氨基酸的重链可变区CDR1；包括具有SEQ  ID  NO:120所示序列的

氨基酸的重链可变区CDR2；包括具有SEQ  ID  NO:121所示序列的氨基酸的重链可变区CDR3；

包括具有SEQ  ID  NO:122所示序列的氨基酸的轻链可变区CDR1；包括具有SEQ  ID  NO:123所

示序列的氨基酸的轻链可变区CDR2；和包括具有SEQ  ID  NO:124所示序列的氨基酸的轻链

可变区CDR3；(g)包括具有SEQ  ID  NO:125所示序列的氨基酸的重链可变区CDR1；包括具有

SEQ  ID  NO:126所示序列的氨基酸的重链可变区CDR2；包括具有SEQ  ID  NO:127所示序列的

氨基酸的重链可变区CDR3；包括具有SEQ  ID  NO:128所示序列的氨基酸的轻链可变区CDR1；

包括具有SEQ  ID  NO:129所示序列的氨基酸的轻链可变区CDR2；和包括具有SEQ  ID  NO:130

所示序列的氨基酸的轻链可变区CDR3；(h)包括具有SEQ  ID  NO:131所示序列的氨基酸的重

链可变区CDR1；包括具有SEQ  ID  NO:132所示序列的氨基酸的重链可变区CDR2；包括具有

SEQ  ID  NO:133所示序列的氨基酸的重链可变区CDR3；包括具有SEQ  ID  NO:134所示序列的

氨基酸的轻链可变区CDR1；包括具有SEQ  ID  NO:135所示序列的氨基酸的轻链可变区CDR2；

和包括具有SEQ  ID  NO:136所示序列的氨基酸的轻链可变区CDR3；(i)包括具有SEQ  ID  NO:

137所示序列的氨基酸的重链可变区CDR1；包括具有SEQ  ID  NO:138所示序列的氨基酸的重

链可变区CDR2；包括具有SEQ  ID  NO:139所示序列的氨基酸的重链可变区CDR3；包括具有
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SEQ  ID  NO:140所示序列的氨基酸的轻链可变区CDR1；包括具有SEQ  ID  NO:141所示序列的

氨基酸的轻链可变区CDR2；和包括具有SEQ  ID  NO:142所示序列的氨基酸的轻链可变区

CDR3；(j)包括具有SEQ  ID  NO:143所示序列的氨基酸的重链可变区CDR1；包括具有SEQ  ID 

NO:144所示序列的氨基酸的重链可变区CDR2；包括具有SEQ  ID  NO:145所示序列的氨基酸

的重链可变区CDR3；包括具有SEQ  ID  NO:146所示序列的氨基酸的轻链可变区CDR1；包括具

有SEQ  ID  NO:147所示序列的氨基酸的轻链可变区CDR2；和包括具有SEQ  ID  NO:148所示序

列的氨基酸的轻链可变区CDR3；(k)包括具有SEQ  ID  NO:149所示序列的氨基酸的重链可变

区CDR1；包括具有SEQ  ID  NO:150所示序列的氨基酸的重链可变区CDR2；包括具有SEQ  ID 

NO:151所示序列的氨基酸的重链可变区CDR3；包括具有SEQ  ID  NO:152所示序列的氨基酸

的轻链可变区CDR1；包括具有SEQ  ID  NO:153所示序列的氨基酸的轻链可变区CDR2；和包括

具有SEQ  ID  NO:154所示序列的氨基酸的轻链可变区CDR3；(l)包括具有SEQ  ID  NO:155所

示序列的氨基酸的重链可变区CDR1；包括具有SEQ  ID  NO:156所示序列的氨基酸的重链可

变区CDR2；包括具有SEQ  ID  NO:157所示序列的氨基酸的重链可变区CDR3；包括具有SEQ  ID 

NO:158所示序列的氨基酸的轻链可变区CDR1；包括具有SEQ  ID  NO:159所示序列的氨基酸

的轻链可变区CDR2；和包括具有SEQ  ID  NO:160所示序列的氨基酸的轻链可变区CDR3；(m)

包括具有SEQ  ID  NO:161所示序列的氨基酸的重链可变区CDR1；包括具有SEQ  ID  NO:162所

示序列的氨基酸的重链可变区CDR2；包括具有SEQ  ID  NO:163所示序列的氨基酸的重链可

变区CDR3；包括具有SEQ  ID  NO:164所示序列的氨基酸的轻链可变区CDR1；包括具有SEQ  ID 

NO:165所示序列的氨基酸的轻链可变区CDR2；和包括具有SEQ  ID  NO:166所示序列的氨基

酸的轻链可变区CDR3；(n)包括具有SEQ  ID  NO:167所示序列的氨基酸的重链可变区CDR1；

包括具有SEQ  ID  NO:168所示序列的氨基酸的重链可变区CDR2；包括具有SEQ  ID  NO:169所

示序列的氨基酸的重链可变区CDR3；包括具有SEQ  ID  NO:170所示序列的氨基酸的轻链可

变区CDR1；包括具有SEQ  ID  NO:171所示序列的氨基酸的轻链可变区CDR2；和包括具有SEQ 

ID  NO:172所示序列的氨基酸的轻链可变区CDR3；(o)包括具有SEQ  ID  NO:173所示序列的

氨基酸的重链可变区CDR1；包括具有SEQ  ID  NO:174所示序列的氨基酸的重链可变区CDR2；

包括具有SEQ  ID  NO:175所示序列的氨基酸的重链可变区CDR3；包括具有SEQ  ID  NO:176所

示序列的氨基酸的轻链可变区CDR1；包括具有SEQ  ID  NO:177所示序列的氨基酸的轻链可

变区CDR2；和包括具有SEQ  ID  NO:178所示序列的氨基酸的轻链可变区CDR3；(p)包括具有

SEQ  ID  NO:179所示序列的氨基酸的重链可变区CDR1；包括具有SEQ  ID  NO:180所示序列的

氨基酸的重链可变区CDR2；包括具有SEQ  ID  NO:181所示序列的氨基酸的重链可变区CDR3；

包括具有SEQ  ID  NO:182所示序列的氨基酸的轻链可变区CDR1；包括具有SEQ  ID  NO:183所

示序列的氨基酸的轻链可变区CDR2；和包括具有SEQ  ID  NO:184所示序列的氨基酸的轻链

可变区CDR3；或(q)包括具有SEQ  ID  NO:185所示序列的氨基酸的重链可变区CDR1；包括具

有SEQ  ID  NO:186所示序列的氨基酸的重链可变区CDR2；包括具有SEQ  ID  NO:187所示序列

的氨基酸的重链可变区CDR3；包括具有SEQ  ID  NO:188所示序列的氨基酸的轻链可变区

CDR1；包括具有SEQ  ID  NO:189所示序列的氨基酸的轻链可变区CDR2；和包括具有SEQ  ID 

NO:190所示序列的氨基酸的轻链可变区CDR3。在某些实施方式中，人scFv包括：包括具有

SEQ  ID  NO:119所示序列的氨基酸的重链可变区CDR1；包括具有SEQ  ID  NO:120所示序列的

氨基酸的重链可变区CDR2；包括具有SEQ  ID  NO:121所示序列的氨基酸的重链可变区CDR3；
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包括具有SEQ  ID  NO:122所示序列的氨基酸的轻链可变区CDR1；包括具有SEQ  ID  NO:123所

示序列的氨基酸的轻链可变区CDR2；和包括具有SEQ  ID  NO:124所示序列的氨基酸的轻链

可变区CDR3。在某些实施方式中，人scFv包括：包括具有SEQ  ID  NO:167所示序列的氨基酸

的重链可变区CDR1；包括具有SEQ  ID  NO:168所示序列的氨基酸的重链可变区CDR2；包括具

有SEQ  ID  NO:169所示序列的氨基酸的重链可变区CDR3；包括具有SEQ  ID  NO:170所示序列

的氨基酸的轻链可变区CDR1；包括具有SEQ  ID  NO:171所示序列的氨基酸的轻链可变区

CDR2；和包括具有SEQ  ID  NO:172所示序列的氨基酸的轻链可变区CDR3。在某些实施方式

中，人scFv包括：包括具有SEQ  ID  NO:173所示序列的氨基酸的重链可变区CDR1；包括具有

SEQ  ID  NO:174所示序列的氨基酸的重链可变区CDR2；包括具有SEQ  ID  NO:175所示序列的

氨基酸的重链可变区CDR3；包括具有SEQ  ID  NO:176所示序列的氨基酸的轻链可变区CDR1；

包括具有SEQ  ID  NO:177所示序列的氨基酸的轻链可变区CDR2；和包括具有SEQ  ID  NO:178

所示序列的氨基酸的轻链可变区CDR3。在某些实施方式中，人scFv包括：包括具有SEQ  ID 

NO:179所示序列的氨基酸的重链可变区CDR1；包括具有SEQ  ID  NO:180所示序列的氨基酸

的重链可变区CDR2；包括具有SEQ  ID  NO:181所示序列的氨基酸的重链可变区CDR3；包括具

有SEQ  ID  NO:182所示序列的氨基酸的轻链可变区CDR1；包括具有SEQ  ID  NO:183所示序列

的氨基酸的轻链可变区CDR2；和包括具有SEQ  ID  NO:184所示序列的氨基酸的轻链可变区

CDR3。在某些实施方式中，人scFv包括：包括具有SEQ  ID  NO:185所示序列的氨基酸的重链

可变区CDR1；包括具有SEQ  ID  NO:186所示序列的氨基酸的重链可变区CDR2；包括具有SEQ 

ID  NO:187所示序列的氨基酸的重链可变区CDR3；包括具有SEQ  ID  NO:188所示序列的氨基

酸的轻链可变区CDR1；包括具有SEQ  ID  NO:189所示序列的氨基酸的轻链可变区CDR2；和包

括具有SEQ  ID  NO:190所示序列的氨基酸的轻链可变区CDR3。

[0023] 在某些实施方式中，BCMA包括SEQ  ID  NO:71所示的氨基酸序列。在某些实施方式

中，人scFv与包括SEQ  ID  NO:71的氨基酸14‑22的表位区结合。在某些实施方式中，与包括

SEQ  ID  NO:71的氨基酸14‑22的表位区结合的人scFv包括：包括具有SEQ  ID  NO:21所示序

列的氨基酸的VH和包括具有SEQ  ID  NO:22所示序列的氨基酸的VL。在某些实施方式中，与包

括SEQ  ID  NO:71的氨基酸14‑22的表位区结合的人scFv包括：包括具有SEQ  ID  NO:119所示

序列的氨基酸的VH  CDR1、包括具有SEQ  ID  NO:120所示序列的氨基酸的VH  CDR2、包括具有

SEQ  ID  NO:121所示序列的氨基酸的VH  CDR3、包括具有SEQ  ID  NO:122所示序列的氨基酸

的VL  CDR1、包括具有SEQ  ID  NO:123所示序列的氨基酸的VL  CDR2、和包括具有SEQ  ID  NO:

124所示序列的氨基酸的VL  CDR3。

[0024] 根据本发明公开的主题，细胞外抗原结合结构域与跨膜结构域共价连接。细胞外

抗原结合结构域可以包括与细胞外抗原结合结构域的5’端共价连接的信号肽。在某些实施

方式中，CAR的跨膜结构域包括CD8多肽、CD28多肽、CD3ζ多肽、CD4多肽、4‑1BB多肽、OX40多

肽、ICOS多肽、CTLA‑4多肽、PD‑1多肽、LAG‑3多肽、2B4多肽、BTLA多肽、合成肽(非基于与免

疫应答有关的蛋白质)或其组合。在某些实施方式中，跨膜结构域包括CD8多肽。在某些实施

方式中，跨膜结构域包括CD28多肽。

[0025] 根据本发明公开的主题，细胞内结构域包括CD3ζ多肽。在某些实施方式中，细胞内

结构域还包括至少一个信号区。在某些实施方式中，至少一个信号区包括CD28多肽、4‑1BB

多肽、OX40多肽、ICOS多肽、DAP‑10多肽、PD‑1多肽、CTLA‑4多肽、LAG‑3多肽、2B4多肽、BTLA
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多肽、合成肽(非基于与免疫应答有关的蛋白质)或其组合。在某些实施方式中，信号区是共

刺激信号区。在某些实施方式中，共刺激信号区包括CD28多肽、4‑1BB多肽、OX40多肽、ICOS

多肽、DAP‑10多肽或其组合。在某些实施方式中，至少一个共刺激信号区包括CD28多肽。在

某些实施方式中，至少一个共刺激信号区包括4‑1BB多肽。在一具体的非限定性实施方式

中，跨膜结构域包括CD28多肽，细胞内结构域包括CD3ζ多肽，至少一个信号结构域包括CD28

多肽。

[0026] 在某些实施方式中，CAR被重组表达。CAR可以由载体表达。在某些实施方式中，载

体是γ‑逆转录病毒载体。

[0027] 本发明公开的主题还提供分离的包括上述的CAR的免疫应答细胞。在某些实施方

式中，分离的免疫应答细胞用CAR转导，例如，CAR在免疫应答细胞的表面上被组成性地表

达。在某些实施方式中，分离的免疫应答细胞进一步用至少一种共刺激配体转导，使得免疫

应答细胞表达至少一种共刺激配体。在某些实施方式中，至少一种共刺激配体选自4‑1BBL、

CD80、CD86、CD70、OX40L、CD48、TNFRSF14及其组合。在某些实施方式中，分离的免疫应答细

胞进一步用至少一种细胞因子转导，使得免疫应答细胞分泌至少一种细胞因子。在某些实

施方式中，至少一种细胞因子选自IL‑2、IL‑3、IL‑6、IL‑7、IL‑11、IL‑12、IL‑15、IL‑17、IL‑

21及其组合。在某些实施方式中，分离的免疫应答细胞选自T细胞、自然杀伤(NK)细胞、细胞

毒性T淋巴细胞(CTL)、调节性T细胞、人胚胎干细胞、淋巴祖细胞、T细胞‑前体细胞和可以由

其分化出淋巴细胞的多能干细胞。在某些实施方式中，免疫应答细胞是T细胞。

[0028] 本发明公开的主题进一步提供编码本发明公开的CAR的核酸分子、包括该核酸分

子的载体以及表达该核酸分子的宿主细胞。在某些实施方式中，核酸分子包括具有SEQ  ID 

NO:207所示序列的核酸。在某些实施方式中，核酸分子包括具有SEQ  ID  NO:208所示序列的

核酸。在某些实施方式中，核酸分子包括具有SEQ  ID  NO:209所示序列的核酸。在某些实施

方式中，核酸分子包括具有SEQ  ID  NO:229所示序列的核酸。在某些实施方式中，核酸分子

包括具有SEQ  ID  NO:230所示序列的核酸。在某些实施方式中，核酸分子包括具有SEQ  ID 

NO:231所示序列的核酸。在某些实施方式中，核酸分子包括具有SEQ  ID  NO:232所示序列的

核酸。在某些实施方式中，核酸分子包括具有SEQ  ID  NO:233所示序列的核酸。在某些实施

方式中，核酸分子包括具有SEQ  ID  NO:234所示序列的核酸。在某些实施方式中，核酸分子

包括具有SEQ  ID  NO:235所示序列的核酸。在某些实施方式中，载体是γ‑逆转录病毒载体。

在某些实施方式中，宿主细胞是T细胞。

[0029] 而且，本发明公开的主题提供使用上述免疫应答细胞降低受试者的肿瘤负荷的方

法。例如，本发明公开的主题提供降低受试者的肿瘤负荷的方法，其中该方法包括将有效量

的本发明公开的免疫应答细胞给予受试者，从而诱导受试者的肿瘤细胞死亡。在某些实施

方式中，该方法降低肿瘤细胞的数量。在另一实施方式中，该方法减小肿瘤的尺寸。在再另

一实施方式中，该方法根除受试者的肿瘤。在某些实施方式中，肿瘤选自多发性骨髓瘤、非

霍奇金淋巴瘤、霍奇金淋巴瘤、慢性淋巴细胞性白血病(CLL)、成胶质细胞瘤和Waldenstrom

氏巨球蛋白血症。在某些实施方式中，肿瘤是多发性骨髓瘤。在某些实施方式中，受试者是

人。在某些实施方式中，免疫应答细胞是T细胞。

[0030] 而且，本发明公开的主题提供使用上述免疫应答细胞增加或延长具有瘤形成的受

试者的生存期的方法。例如，本发明公开的主题提供增加或延长具有瘤形成的受试者的生
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存期的方法，其中该方法包括将有效量的本发明公开的免疫应答细胞给予受试者，从而增

加或延长受试者的生存期。在某些实施方式中，瘤形成选自多发性骨髓瘤、非霍奇金淋巴

瘤、霍奇金淋巴瘤、慢性淋巴细胞性白血病(CLL)、成胶质细胞瘤和Waldenstrom氏巨球蛋白

血症。在某些实施方式中，瘤形成是多发性骨髓瘤。在某些实施方式中，该方法降低或根除

受试者的肿瘤负荷。

[0031] 本发明公开的主题还提供产生与BCMA结合的免疫应答细胞的方法。在一非限定性

实施例中，该方法包括向免疫应答细胞中导入编码包括细胞外抗原结合结构域、跨膜结构

域和细胞内结构域的嵌合抗原受体(CAR)的核酸序列，其中细胞外抗原结合结构域包括与

BCMA特异性结合的人scFv。

[0032] 本发明公开的主题进一步提供药物组合物，其包括有效量的本发明公开的免疫应

答细胞和药学可接受的赋形剂。在某些实施方式中，药物组合物用于治疗瘤形成。在某些实

施方式中，瘤形成选自多发性骨髓瘤、非霍奇金淋巴瘤、霍奇金淋巴瘤、慢性淋巴细胞性白

血病(CLL)、成胶质细胞瘤和Waldenstrom氏巨球蛋白血症。在某些实施方式中，瘤形成是多

发性骨髓瘤。

[0033] 本发明公开的主题进一步提供用于治疗瘤形成的药盒，其包括本发明公开的免疫

应答细胞。在某些实施方式中，药盒还包括用于使用免疫应答细胞治疗瘤形成的书面说明

书。在某些实施方式中，瘤形成选自多发性骨髓瘤、非霍奇金淋巴瘤、霍奇金淋巴瘤、慢性淋

巴细胞性白血病(CLL)、成胶质细胞瘤和Waldenstrom氏巨球蛋白血症。在某些实施方式中，

瘤形成是多发性骨髓瘤。

附图说明

[0034] 以下可以结合附图理解以举例方式给出的具体实施方式，但无意于将本发明限定

为所描述的具体的实施方式。

[0035] 图1表示根据本发明公开主题的一个非限定性实施方式的靶向BCMA的嵌合抗原受

体。

[0036] 图2显示正常组织和人癌细胞系中的人BCMA表达。

[0037] 图3显示本发明公开的BCMA  CAR在人T细胞上的表达。

[0038] 图4显示靶向人BCMA的人scFv与小鼠BCMA的交叉反应活性。

[0039] 图5显示本发明公开的BCMA对于过量表达BCMA的3T3细胞的杀伤活性。

[0040] 图6显示本发明公开的BCMA对于人多发性骨髓瘤细胞系的杀伤活性。

[0041] 图7表示根据本发明公开主题的一个非限定性实施方式的靶向BCMA的嵌合抗原受

体。

[0042] 图8显示根据本发明公开主题的一个非限定性实施方式的编码靶向BCMA的CAR的

核酸分子。

[0043] 图9显示根据本发明公开主题的一个非限定性实施方式的编码靶向BCMA的CAR的

核酸分子。

[0044] 图10显示根据本发明公开主题的一个非限定性实施方式的编码靶向BCMA的CAR的

核酸分子。

[0045] 图11显示根据本发明公开主题的一个非限定性实施方式的编码靶向BCMA的CAR的
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核酸分子。

[0046] 图12显示根据本发明公开主题的一个非限定性实施方式的编码靶向BCMA的CAR的

核酸分子。

[0047] 图13显示靶向BCMA的CAR  T细胞对于人多发性骨髓瘤细胞系的细胞毒性。

[0048] 图14显示靶向BCMA的CAR  T细胞的细胞因子分泌的诱导。

[0049] 图15显示靶向BCMA的CAR  T细胞的抗肿瘤活性。

[0050] 图16A和16B显示靶向BCMA的CAR  T细胞的杀伤活性。(A)表示时间0时GFP+肿瘤系

的百分比。(B)表示时间36小时时杀伤GFP+肿瘤系的百分比。

[0051] 图17描述ET140‑3的表位定位。

[0052] 图18描述ET140‑24的表位定位。

[0053] 图19描述ET140‑54的表位定位。

[0054] 图20描述ET140‑3、ET140‑24和ET140‑54的表位定位。

[0055] 图21描述ET140‑3、ET140‑24、ET140‑37、ET140‑40和ET140‑54的ELISA筛选数据。

[0056] 图22描述ET140‑3、ET140‑24、ET140‑37、ET140‑40和ET140‑54的FCAS筛选数据。

具体实施方式

[0057] 本发明公开的主题通常提供靶向BCMA的嵌合抗原受体(CAR)。在一非限定性实例

中，CAR包括细胞外抗原结合结构域、跨膜结构域和细胞内结构域，其中细胞外抗原结合结

构域与BCMA特异性结合。本发明公开的主题还提供表达靶向BCMA的CAR的免疫应答细胞(例

如，T细胞、自然杀伤(NK)细胞、细胞毒性T淋巴细胞(CTL)、调节性T细胞、人胚胎干细胞和可

由其分化出淋巴样细胞的多能干细胞)，以及使用这些免疫应答细胞治疗肿瘤例如多发性

骨髓瘤的方法。

[0058] I.定义

[0059] 除非另有定义，本文使用的所有技术和科学术语具有本发明所属领域的技术人员

通常理解的含义。以下参考文献为本领域技术人员提供本发明中使用的许多术语的一般定

义：Singleton等，Dictionary  of  Microbiology  and  Molecular  Biology(第二版，1994)；

The  Cambridge  Dictionary  of  Science  and  Technology(Walker编，1988)；The 

Glossary  of  Genetics，第五版，R.Rieger等(编)，Springer  Verlag(1991)；和Hale&

Marham，The  Harper  Collins  Dictionary  of  Biology(1991)。除非另有说明，本文使用的

以下术语具有下文给出的含义。

[0060] 本文使用的术语“约”或“大约”是指在由本领域普通技术人员确定的特定值的可

接受误差范围内，这将部分地取决于如何测量或确定该值，即测量系统的局限性。例如，根

据本领域的惯例，“约”可以指在3个或多于3个标准偏差的范围内。或者，“约”可以表示给定

值的高达20％、优选高达10％、更优选高达5％、再更优选高达1％的范围。或者，特别是关于

生物系统或过程，该术语可以表示在数值的一个数量级内、优选在5倍以内、更优选在2倍以

内。

[0061] 本文使用的术语“细胞群体”是指表达相似或不同表型的至少两种细胞的组。在非

限定性实例中，细胞群体可以包括至少约10个、至少约100个、至少约200个、至少约300个、

至少约400个、至少约500个、至少约600个、至少约700个、至少约800个、至少约900个、至少
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约1000个表达相似或不同表型的细胞。

[0062] 本文使用的术语“抗体”不仅指完整的抗体分子，而且指保留免疫原结合能力的抗

体分子片段。此类片段在本领域中也是众所周知的，并且在体外和体内常规使用。因此，本

文使用的术语“抗体”不仅指完整的免疫球蛋白分子，而且指众所周知的活性片段F(ab')2

和Fab。缺少完整抗体的Fc片段的F(ab')2和Fab片段，更快地从循环中清除，并且可能具有

更少的完整抗体的非特异性组织结合(Wahl等，J.Nucl.Med .24：316～325(1983))。本发明

的抗体包括完整天然抗体、双特异性抗体；嵌合抗体；Fab、Fab’、单链V区片段(scFv)、融合

多肽和非常规抗体。

[0063] 本文使用的术语“单链可变片段”或“scFv”是免疫球蛋白(例如小鼠或人)的重链

(VH)和轻链(VL)的可变区的融合蛋白，其共价连接形成VH::VL异源二聚体。重链(VH)和轻链

(VL)直接连接或通过肽编码接头(例如，10、15、20、25个氨基酸)连接，该肽编码接头将VH的

N‑端与VL的C‑端连接，或者将VH的C‑端与VL的N‑端连接。接头通常富含用于柔性的甘氨酸，

以及用于溶解性的丝氨酸或苏氨酸。接头可以连接细胞外抗原结合结构域的重链可变区和

轻链可变区。接头的非限定性的例子公开于以下文献中：Shen等,Anal.Chem.80(6):1910‑

1917(2008)和WO  2014/087010，在此将其内容全文并入作为参考。在某些实施方式中，接头

是G4S接头。

[0064] 在某些非限制性实例中，接头包括具有如下文所提供的SEQ  ID  NO:210所示序列

的氨基酸：

[0065] GGGGSGGGGSGGGGS[SEQ  ID  NO:210]。

[0066] 在某些实施方式中，编码氨基酸序列SEQ  ID  NO:210的核酸序列在下面提供的SEQ 

ID  NO:211中给出：

[0067] GGTGGAGGTGGATCAGGTGGAGGTGGATCTGGTGGAGGTGGATCT[SEQ  ID  NO:211]。

[0068] 在某些实施方式中，接头包括具有如下提供的SEQ  ID  NO:69中所示序列的氨基

酸。

[0069] SRGGGGSGGGGSGGGGSLEMA[SEQ  ID  NO:69]。

[0070] 在某些实施方式中，编码氨基酸序列SEQ  ID  NO:69的核酸序列在下面提供的SEQ 

ID  NO:70中给出：

[0071] tctagaggtggtggtggtagcggcggcggcggctctggtggtggtggatccctcgagatggcc[SEQ 

ID  NO:70]。

[0072] 尽管去除了恒定区并引入了接头，scFv蛋白仍保留了原始免疫球蛋白的特异性。

单链Fv多肽抗体可以由包括V H‑和V L‑编码序列的核酸表达，如Huston等人所述

(Proc.Nat.Acad.Sci.USA，85：5879～5883，1988)。还可参见美国专利第5,091,513、5,132,

405和4,956,778号；以及美国专利公开第20050196754和20050196754号。具有抑制活性的

拮抗性scFv已有描述(参见例如，Zhao等，Hyrbidoma(Larchmt)200827(6)：455～51；Peter

等，J  Cachexia  Sarcopenia  Muscle  2012年8月12日；Shieh等，J  Imunol  2009  183(4)：

2277～85；Giomarelli等，Thromb  Haemost  2007  97(6)：955～63；Fife等，J  Clin  Invst 

2006  116(8)：2252～61；Brocks等，Immunotechnology  1997  3(3)：173～84；Moosmayer等，

Ther  Immunol  1995  2(10：31～40)。具有刺激活性的激动性scFv已有描述(参见，例如，

Peter等，J  Bioi  Chern  2003  25278(38)：36740～7；Xie等，Nat  Biotech  1997  15(8)：768
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～71；Ledbetter等，Crit  Rev  Immunol  199717(5‑6)：427～55；Ho等，BioChim  Biophys 

Acta  2003  1638(3)：257～66)。

[0073] 本文使用的“F(ab)”是指结合抗原、但是是单价的并且不具有Fc部分的抗体结构

的片段，例如，由木瓜蛋白酶消化的抗体产生两个F(ab)片段和一个Fc片段(例如，重(H)链

恒定区；不结合抗原的Fc区)。

[0074] 本文使用的“F(ab')2”是指由胃蛋白酶消化完整IgG抗体产生的抗体片段，其中该

片段具有两个抗原结合(ab')(二价)区，其中每个(ab')区包括两条分开的氨基酸链，H链的

一部分通过S‑S键与轻(L)链连接用于结合抗原，其中H链的剩余部分连接在一起。“F

(ab')2”片段可以分裂成两个单独的Fab'片段。

[0075] 本文使用的术语“载体”是指任何遗传元件，例如质粒、噬菌体、转座子、粘粒、染色

体、病毒、病毒颗粒等，其当关联有适当的控制元件时能够复制，并且其可以将基因序列转

移到细胞中。因此，该术语包括克隆和表达载体，以及病毒载体和质粒载体。

[0076] 本文使用的术语“表达载体”是指一种重组核酸序列，即重组DNA分子，其含有所需

的编码序列和在特定宿主生物体中表达可操作地连接的编码序列所必需的适当的核酸序

列。用于在原核生物中表达所必需的核酸序列通常包括启动子、操纵子(可选的)和核糖体

结合位点，通常伴有其它序列。已知真核细胞利用启动子、增强子和终止子及聚腺苷酸化信

号。

[0077] 本文使用的术语“CDR”定义为抗体的互补决定区氨基酸序列，其为免疫球蛋白重

链和轻链的高变区。参见例如，Kabat等人,Sequences  of  Proteins  of  Immunological 

Interest,4th  U.S.Department  of  Health  and  Human  Services,National  Institutes 

of  Health(1987)。通常，抗体在可变区中包括三个重链和三个轻链CDR或CDR区。CDR提供了

大多数使抗体与抗原或表位结合的接触残基。在某些实施方式中，CDR区利用Kabat系统加

以界定(Kabat,E.A.等人(1991)Sequences  of  Proteins  of  Immunological  Interest,第

5版,U.S.Department  of  Health  and  Human  Services,NIH  Publication  No.91‑3242)。

[0078] 本文使用的术语“亲和力”(affinity)是指结合强度的量度。不受理论的束缚，亲

和力取决于抗体结合位点和抗原决定簇之间的立体化学匹配的紧密程度、它们之间接触区

域的大小以及带电和疏水基团的分布。亲和力还包括术语“亲合力”(avidity)，其是指形成

可逆复合物后抗原‑抗体键的强度。用于计算抗体对抗原的亲和力的方法在本领域是已知

的，包括使用结合实验来计算亲和力。功能试验(例如，流式细胞术试验)中的抗体活性也反

映抗体亲和力。可以使用功能试验(例如，流式细胞术试验)对抗体和亲和力进行表型鉴定

和比较。

[0079] 可用于本发明方法的核酸分子包括任何编码本发明多肽或其片段的核酸分子。此

类核酸分子不需要与内源核酸序列100％相同，但通常表现出基本同一性。与内源序列具有

“基本同一性”的多核苷酸通常能够与双链核酸分子的至少一条链杂交。“杂交”是指在各种

严格条件下，在互补多核苷酸序列(例如，本文所述的基因)或其部分之间配对形成双链分

子。(参见，例如，Wahl，G.M.和S.L.Berger(1987)Methods  Enzymol，152：399；Kimmel，A.R.

(1987)Methods  Enzymol，152：507)。

[0080] 例如，严格的盐浓度通常小于约750mM  NaCl和75mM柠檬酸三钠，优选小于约500mM 

NaCl和50mM柠檬酸三钠，更优选小于约250mM  NaCl和25mM柠檬酸三钠。低严格杂交可以在
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不存在有机溶剂例如甲酰胺的情况下获得，而高严格杂交可以在至少约35％甲酰胺、更优

选至少约50％甲酰胺的存在下获得。严格温度条件通常包括至少约30℃、更优选至少约37

℃、最优选至少约42℃的温度。改变其它参数，例如杂交时间、洗涤剂例如十二烷基硫酸钠

(SDS)的浓度、以及载体DNA的包含或排除，对本领域技术人员来说是公知的。通过根据需要

组合这些不同条件来实现各种严格的水平。在优选的实施方式中，杂交将在30℃在750mM 

NaCl、75mM柠檬酸三钠和1％SDS中发生。在更优选的实施方式中，杂交将在37℃在500mM 

NaCl、50mM柠檬酸三钠、1％SDS、35％甲酰胺和100μg/ml变性鲑鱼精子DNA(ssDNA)中发生。

在最优选的实施方式中，杂交将在42℃在250mM  NaCl、25mM柠檬酸三钠、1％SDS、50％甲酰

胺和200μg/ml  ssDNA中发生。这些条件的有用改变对于本领域技术人员将是显而易见的。

[0081] 对于大多数应用，杂交后的洗涤步骤也将在严格性上变化。洗涤严格性条件可以

通过盐浓度和温度来定义。如上文，可以通过降低盐浓度或通过升高温度来提高洗涤严格

性。例如，洗涤步骤的严格的盐浓度优选小于约30mM  NaCl和3mM柠檬酸三钠，最优选小于约

15mM  NaCl和1.5mM柠檬酸三钠。洗涤步骤的严格温度条件通常包括至少约25℃、更优选至

少约42℃、甚至更优选至少约68℃的温度。在优选的实施方式中，洗涤步骤将在25℃在30mM 

NaCl、3mM柠檬酸三钠和0.1％SDS中发生。在更优选的实施方式中，洗涤步骤将在42℃在

15mM  NaCl、1.5mM柠檬酸三钠和0.1％SDS中发生。在更优选的实施方式中，洗涤步骤将在68

℃在15mM  NaCl、1.5mM柠檬酸三钠和0.1％SDS中发生。这些条件的其他变化对于本领域技

术人员将是显而易见的。杂交技术是本领域技术人员公知的，并且描述于例如Benton和

Davis(Science  196：180，1977)；Grunstein和Rogness(Proc.Natl.Acad .Sci.，USA  72：

3961，1975)；Ausubel等(Current  Protocols  in  Molecular  Biology，Wiley 

Interscience，New  York，2001)；Berger和Kimmel(Guide  to  Molecular  Cloning 

Techniques，1987，Academic  Press，New  York)；和Sambrook等，Molecular  Cloning：A 

Laboratory  Manual，Cold  Spring  Harbor  Laboratory  Press，New  York。

[0082] “基本同一性”是指与参照氨基酸序列(例如，本文所述的任何一种氨基酸序列)或

核酸序列(例如，本文所述的任何一种核酸序列)表现出至少50％同一性的多肽或核酸分

子。优选地，此类序列在氨基酸水平或核酸水平上与用于比较的序列的同一性为至少60％，

更优选80％或85％，更优选90％、95％或甚至99％相同。

[0083] 序列同一性通常使用序列分析软件(例如，Sequence  Analysis  Software 

Package  of  the  Genetics  Computer  Group，University  of  Wisconsin  Biotechnology 

Center，1710University  Avenue，Madison，Wis .53705、BLAST、BESTFIT、GAP或PILEUP/

PRETTYBOX程序)测量。此类软件通过对各种取代、缺失和/或其它修饰指定同源性程度来匹

配相同或相似的序列。在确定同一性程度的示例性方法中，可以使用BLAST程序，e‑3和e‑

100之间的概率得分表示密切相关的序列。

[0084] 本文使用的术语“类似物”是指结构相关的多肽或核酸分子，其具有参照多肽或核

酸分子的功能。

[0085] 本文使用的术语“配体”是指结合受体的分子。具体地，配体结合另一个细胞上的

受体，使细胞‑细胞识别和/或相互作用。

[0086] 本文使用的术语“疾病”是指破坏或干扰细胞、组织或器官的正常功能的任何病症

或障碍。疾病的实例包括瘤形成或细胞的病原体感染。
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[0087] 本文使用的术语“有效量”是指足以具有治疗效果的量。在某些实施方式中，“有效

量”是足以阻止、改善或抑制瘤形成的持续增殖、生长或转移(例如，侵袭或迁移)的量。

[0088] 本文使用的术语“异源性核酸分子或多肽”是指在正常情况下不存在于细胞或获

自细胞的样品中的核酸分子(例如cDNA、DNA或RNA分子)或多肽。该核酸可以来自另一有机

体，或者其可以是，例如，在细胞或样品中通常不表达的mRNA分子。

[0089] 如本文所用，术语“免疫应答细胞”是指在免疫应答中发挥功能的细胞或其祖细胞

或子代。

[0090] 如本文所用，术语“调节”是指正向或负向地改变。示例性调节包括约1％、约2％、

约5％、约10％、约25％、约50％、约75％或约100％的变化。

[0091] 如本文所用，术语“增加”是指正向地改变至少约5％，包括但不限于正向地改变约

5％、约10％、约25％、约30％、约50％、约75％、或约100％。

[0092] 如本文所用，术语“减少”是指负向地改变至少约5％，包括但不限于负向地改变约

5％、约10％、约25％、约30％、约50％、约75％或约100％。

[0093] 如本文所用，术语“分离的细胞”是指与天然地伴随细胞的分子和/或细胞组分分

离的细胞。

[0094] 如本文所用，术语“分离的”、“纯化的”或“生物纯的”是指材料不同程度地不含在

其天然状态下发现的通常伴随其的组分。“分离”表示与原始来源或环境的分开程度。“纯

化”表示比分离更高的分开程度。“纯化的”或“生物纯的”蛋白质充分地不含其它物质，使得

没有任何杂质对蛋白质的生物特性产生实质影响或引起其他不利后果。也就是说，如果本

发明的核酸或肽在通过重组DNA技术产生时基本上不含细胞物质、病毒物质或培养基，或化

学合成时基本上不含化学前体或其它化学品，则其是纯化的。纯度和均一性通常使用分析

化学技术例如聚丙烯酰胺凝胶电泳或高效液相色谱法测定。术语“纯化的”可以表示核酸或

蛋白质在电泳凝胶中产生基本上一条带。对于可以进行修饰例如磷酸化或糖基化的蛋白

质，不同的修饰可以产生不同的分离蛋白，其可以分别纯化。

[0095] 如本文所用，“分泌的”是指多肽通过内质网、高尔基体经由分泌通路从细胞中释

放，以及作为暂时融合在细胞质膜处并将蛋白质释放到细胞外部的囊泡而释放。

[0096] 如本文所用，术语“特异性结合”或“特异性与…结合”或“特异性靶向”是指多肽或

其片段识别并结合所关注的生物分子(例如多肽)，但基本上不识别并结合样品中的其他分

子，例如天然地包括本发明多肽的生物样品中的其他分子。

[0097] 如本文所用，术语“治疗(treating、treatment)”是指试图改变所治疗的个体或细

胞的疾病进程的临床干预，并且可以用于预防，或在临床病理过程期间进行。治疗的治疗效

果包括，但不限于，预防疾病的发生或复发、减轻症状、减少疾病的任何直接或间接病理学

后果、防止转移、降低疾病进展的速度、改善或减轻疾病状态、以及缓解或改善预后。通过预

防疾病或病症的进展，治疗可以防止受影响或经诊断的受试者或疑似患有该病症的受试者

中的病症引起的恶化，而且治疗还可以防止具有该病症风险或疑似患有该病症的受试者中

病症的发作或病症症状。

[0098] 如本文所用，术语“受试者”是指任何动物(例如哺乳动物)，其包括但不限于人、非

人灵长类动物、啮齿动物等(例如，其将是特定治疗的接受者、或从其中收获细胞)。

[0099] II.B细胞成熟抗原(BCMA)
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[0100] BCMA是过继T细胞疗法(例如CAR疗法)的理想靶标，因为BCMA参与B细胞分化和信

号转导，并且已知在非恶性分化的B细胞和浆细胞上表达。尽管诱导B细胞发育不全可能有

风险，CD19CAR诱导的B细胞发育不全已经显著地耐受良好。一些研究小组已经确认了BCMA

的多发性骨髓瘤(MM)表面表达，一个研究小组发现它是作为来自新鲜或冷冻的患者骨髓样

品中的恶性浆细胞的FACS标志物的CD138的替代物，平均相对平均荧光强度(MFI)为9‑16(n

＝35)1,2。

[0101] 在某些非限定性实施方式中，BCMA是具有SEQ  ID  NO:71所示氨基酸序列的人BCMA

或其片段。

[0102] SEQ  ID  NO:71提供如下：

[0103] MLQMAGQCSQNEYFDSLLHACIPCQLRCSSNTPPLTCQRYCNASVTNSVKGTNAILWTCLGLSLIISL

AVFVLMFLLRKINSEPLKDEFKNTGSGLLGMANIDLEKSRTGDEIILPRGLEYTVEECTCEDCIKSKPKVDSDHCF

PLPAMEEGATILVTTKTNDYCKSLPAALSATEIEKSISAR[SEQ  ID  NO:71]。

[0104] III.嵌合抗原受体(CAR)

[0105] 嵌合抗原受体(CAR)是工程化的受体，其将感兴趣的特异性移植或赋予到免疫效

应细胞。CAR可以用于通过逆转录病毒载体促进其编码序列的转移将单克隆抗体的特异性

移植到T细胞上。

[0106] 具有三代CAR。“第一代”CAR通常由细胞外抗原结合结构域(例如单链可变片段

(scFv))与跨膜结构域融合、再与T细胞受体链的胞质/细胞内结构域融合而构成。“第一代”

CAR通常具有来自CD3ζ链的细胞内结构域，其是来自内源性TCR的信号转导的主要传递者。

“第一代”CAR可以提供从头(de  novo)的抗原识别，并通过其在单个融合分子中的CD3ζ链信

号结构域导致CD4+和CD8+T细胞的激活，而不依赖于HLA介导的抗原递呈。“第二代”CAR将来

自各种共刺激分子(例如CD28、4‑1BB、ICOS、OX40)的细胞内结构域添加到CAR的胞质尾区，

以向T细胞提供额外的信号。“第二代”CAR包括既提供共刺激(例如CD28或4‑1BB)又提供激

活(CD3ζ)的那些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，在

慢性淋巴细胞白血病(CLL)和急性淋巴细胞白血病(ALL)患者中，靶向CD19分子的临床试验

证实了“第二代”CAR修饰的T细胞的强烈功效。“第三代”CAR包括提供多种共刺激(例如CD28

和4‑1BB)和激活(CD3ζ)的那些CAR。

[0107] 根据本发明公开的主题，CAR包括细胞外抗原结合结构域、跨膜结构域和细胞内结

构域，其中细胞外抗原结合结构域与BCMA结合。在某些实施方式中，细胞外抗原结合结构域

是scFv。在某些实施方式中，细胞外抗原结合结构域是任选地交联的Fab。在某些实施方式

中，细胞外结合结构域是F(ab)2。在某些实施方式中，任何前述分子均可以包括在具有异源

序列的融合蛋白中以形成细胞外抗原结合结构域。在一具体的非限定性实施方式中，细胞

外抗原结合结构域包括与人BCMA特异性结合的人scFv。

[0108] 在某些非限定性实施方式中，CAR的细胞外抗原结合结构域对BCMA具有高结合特

异性以及高结合亲和力。例如，在这些实施方式中，CAR的细胞外抗原结合结构域(例如以人

scFv或其类似物实施者)以约3x  10‑6M或更低的解离常数(KD)与BCMA结合。在某些实施方式

中，KD为约1x  10‑6M或更低、约1x  10‑7M或更低、约1x  10‑8M或更低、约1x  10‑9M或更低、约1x 

10‑10M或更低、或者约1x  10‑11M或更低。在某些实施方式中，KD为约1x  10‑8M或更低。在某些

实施方式中，KD为约1x  10‑11M至约3x  10‑6M，例如约1x  10‑11M至约1x10‑10M、约1x  10‑10M至约
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1x  10‑9M、约1x  10‑9M至约1x  10‑8M、约1x  10‑8M至约1x  10‑7M、或者约1x  10‑7M至约1x  10‑6M、

或者约1x  10‑6M至约3x  10‑6M。在某些实施方式中，KD为约1x  10‑9M至约1x  10‑8M。在某些实

施方式中，KD为约1x  10‑9M至约1.5x  10‑9M。在某些实施方式中，KD为约1.2x  10‑9M。在某些实

施方式中，KD为约4x  10‑9M至约5x  10‑9M。在某些实施方式中，KD为约5x  10‑9M。在某些实施方

式中，KD为约4.8x  10‑9M。在某些实施方式中，KD为约8x  10‑9M至约9x  10‑9M。在某些实施方式

中，KD为约8x  10‑9M。在某些实施方式中，KD为约8.1x  10‑9M。

[0109] 本发明公开的CAR的细胞外抗原结合结构域(例如以人scFv或其类似物的实施方

式)与BCMA的结合可以通过例如酶联免疫吸附法(ELISA)、放射免疫法(RIA)、FACS分析、生

物检测法(例如，生长抑制)或Western  Blot检测来确认。这些检测中的每一种通常通过使

用对目的复合物具有特异性的标记试剂(例如，抗体或scFv)来检测特定目的蛋白质‑抗体

复合物的存在。例如，scFv可以被施加放射性标记，并用于放射免疫法(RIA) (见例如

Weintraub，B.，Principles  of  Radioimmunoassays，Seventh  Training  Course  on 

Radioligand  Assay  Techniques，The  Endocrine  Society，March，1986，其引入本文以供

参考)。放射性同位素可以通过例如使用γ计数器或闪烁计数器或者通过放射自显影术的

方法检测。在某些实施方式中，用荧光标志物标记BCMA靶向的细胞外抗原结合结构域。荧光

标志物的非限定性实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CyPet)和黄色荧光蛋白(例如YFP、

Citrine、Venus和YPet)。在某些实施方式中，用GFP标记靶向BCMA的人scFv。

[0110] 在某些实施方式中，本发明公开的CAR的细胞外抗原结合结构域包括单链可变片

段(scFv)。在一具体的非限定性实施方式中，本发明公开的CAR的细胞外抗原结合结构域包

括与人BCMA特异性结合的人scFv。在某些实施方式中，通过用BCMA‑Fc融合蛋白筛选scFv噬

菌体文库来鉴定scFv。

[0111] CAR的细胞外抗原结合结构域

[0112] 在某些实施方式中，细胞外抗原结合结构域(例如人scFv)包括：包括具有选自SEQ 

ID  NO:1、5、9、13、17、21、25、29、33、37、41、45、49、53、57、61和65的序列的氨基酸的重链可

变区。编码氨基酸序列SEQ  ID  NO:1、5、9、13、17、21、25、29、33、37、41、45、49、53、57、61和65

的核酸序列分别为SEQ  ID  NO:3、7、11、15、19、23、27、31、35、39、43、47、51、55、59、63和67。

在某些实施方式中，细胞外抗原结合结构域(例如人scFv)包括：包括具有选自SEQ  ID  NO:

2、6、10、14、18、22、26、30、34、38、42、46、50、54、58、62和66的序列的氨基酸的轻链可变区。

编码氨基酸序列SEQ  ID  NO:2、6、10、14、18、22、26、30、34、38、42、46、50、54、58、62和66的核

酸序列分别为SEQ  ID  NO:4、8、12、16、20、24、28、32、36、40、44、48、52、56、60、64和68。序列

SEQ  ID  NO:1‑68示于下表1‑17中。

[0113] 在某些实施方式中，细胞外抗原结合结构域(例如scFv)包括：包括与本文所述并

如表1‑17所公开的氨基酸序列同源的氨基酸序列的重链可变区和轻链可变区。例如，不加

以任何限定，细胞外抗原结合结构域(例如scFv)包括：包括与选自SEQ  ID  NO:1、5、9、13、

17、21、25、29、33、37、41、45、49、53、57、61和65的氨基酸序列的同源性为至少80％、81％、

82％、83％、84％、85％、86％、87％、88％、89％、90％、91％、92％、93％、94％、95％、96％、

97％、98％或99％的氨基酸序列的重链可变区。

[0114] 在某些实施方式中，细胞外抗原结合结构域(例如scFv)包括：包括与选自SEQ  ID 
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NO:2、6、10、14、18、22、26、30、34、38、42、46、50、54、58、62和66的氨基酸序列的同源性为至

少80％、81％、82％、83％、84％、85％、86％、87％、88％、89％、90％、91％、92％、93％、94％、

95％、96％、97％、98％或99％的氨基酸序列的轻链可变区。

[0115] 在某些实施方式中，细胞外抗原结合结构域(例如scFv)包括：(a)包括与选自SEQ 

ID  NO:1、5、9、13、17、21、25、29、33、37、41、45、49、53、57、61和65的氨基酸序列的同源性为

至少80％、81％、82％、83％、84％、85％、86％、87％、88％、89％、90％、91％、92％、93％、

94％、95％、96％、97％、98％或99％的氨基酸序列的重链可变区；和(b)包括与选自SEQ  ID 

NO:2、6、10、14、18、22、26、30、34、38、42、46、50、54、58、62和66的氨基酸序列的同源性为至

少80％、81％、82％、83％、84％、85％、86％、87％、88％、89％、90％、91％、92％、93％、94％、

95％、96％、97％、98％或99％的氨基酸序列的轻链可变区。

[0116] 本发明公开的主题进一步提供包括如本文表1‑17所公开的重链可变区和轻链可

变区CDR例如CDR1、CDR2和CDR3的细胞外抗原结合结构域(例如scFv)。CDR结构域使用Kabat

系统加以界定(Kabat ,E .A .等人(1991)Sequences  of  Proteins  of  Immunological 

Interest,第5版,U.S.Department  of  Health  and  Human  Services ,NIH  Publication 

No.91‑3242)。本发明公开的主题进一步提供包括本文公开的抗体序列的保守修饰的细胞

外抗原结合结构域(例如scFv)。例如，不加以任何限定，本发明公开主题的细胞外抗原结合

结构域(例如scFv)包括：包括CDR1、CDR2和CDR3序列的重链可变区和包括CDR1、CDR2和CDR3

序列的轻链可变区，其中这些CDR序列中的一个或多个包括本文公开的特定氨基酸序列或

其保守修饰，其中细胞外抗原结合结构域保留所需的功能特性。

[0117] 在某些实施方式中，本发明公开的主题提供一种包括重链可变区的细胞外抗原结

合结构域(例如scFv)，其中重链可变区包括：(a)包括选自SEQ  ID  NO:89、95、101、107、113、

119、125、131、137、143、149、155、161、167、173、179和185的氨基酸序列及其保守修饰的

CDR1；(b)包括选自SEQ  ID  NO:90、96、102、108、114、120、126、132、138、144、150、156、162、

168、174、180和186的氨基酸序列及其保守修饰的CDR2；和(c)包括选自SEQ  ID  NO:91、97、

103、109、115、121、127、133、139、145、151、157、163、169、175、181和187的氨基酸序列及其

保守修饰的CDR3。

[0118] 在某些实施方式中，细胞外抗原结合结构域(例如scFv)包括轻链可变区，其中轻

链结构区包括：(a)包括选自SEQ  ID  NO:92、98、104、110、116、122、128、134、140、146、152、

158、164、170、176、182和188的氨基酸序列及其保守修饰的CDR1；(b)包括选自SEQ  ID  NO:

93、99、105、111、117、123、129、135、141、147、153、159、165、171、177、183和189的氨基酸序

列及其保守修饰的CDR2；和(c)包括选自SEQ  ID  NO:94、100、106、112、118、124、130、136、

142、148、154、160、166、172、178、184和190的氨基酸序列及其保守修饰的CDR3。

[0119] 本发明公开的主题提供一种细胞外抗原结合结构域(例如scFv)，其包括：包括

CDR1、CDR2和CDR3序列的重链可变区和包括CDR1、CDR2和CDR3序列的轻链可变区，其中：(a)

重链可变区CDR3包括选自SEQ  ID  NO:91、97、103、109、115、121、127、133、139、145、151、

157、163、169、175、181和187的氨基酸序列及其保守修饰；且(b)轻链可变区CDR3包括选自

SEQ  ID  NO:94、100、106、112、118、124、130、136、142、148、154、160、166、172、178、184和190

的氨基酸序列及其保守修饰；其中细胞外抗原结合结构域与BCMA多肽(例如人BCMA多肽)特

异性结合。在某些实施方式中，重链可变区CDR2包括选自SEQ  ID  NO:125、131、137、143、
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149、155、161、167、173、179、185、191、197、203、209、215、221、227、233、239、245、251、257、

263、305、317、329、341、353、365、377和389的氨基酸序列及其保守修饰；且(b)轻链可变区

CDR2包括选自SEQ  ID  NO:93、99、105、111、117、123、129、135、141、147、153、159、165、171、

177、183和189的氨基酸序列及其保守修饰；其中细胞外抗原结合结构域与BCMA多肽(例如

人BCMA多肽)特异性结合。在某些实施方式中。重链可变区CDR1包括选自SEQ  ID  NO:89、95、

101、107、113、119、125、131、137、143、149、155、161、167、173、179和185的氨基酸序列及其

保守修饰；且(b)轻链可变区CDR1包括选自SEQ  ID  NO:92、98、104、110、116、122、128、134、

140、146、152、158、164、170、176、182和188的氨基酸序列及其保守修饰；其中细胞外抗原结

合结构域与BCMA多肽(例如人BCMA多肽)特异性结合。

[0120] 在某些实施方式中，细胞外抗原结合结构域是人scFv，其包括氨基酸序列SEQ  ID 

NO:72，并与BCMA多肽(例如，具有氨基酸序列SEQ  ID  NO:71的BCMA多肽或其片段)特异性结

合，其命名为ET140‑192scFv(也称作“ET140‑42scFv”)。

[0121] 在某些实施方式中，细胞外抗原结合结构域是人scFv，其包括：包括具有SEQ  ID 

NO:1所示序列的氨基酸的重链可变区和包括具有SEQ  ID  NO:2所示序列的氨基酸的轻链可

变区，其任选地在重链可变区和轻链可变区之间具有(iii)接头序列，例如接头多肽。在某

些实施方式中，接头包括具有SEQ  ID  NO:69所示序列的氨基酸。在某些实施方式中，细胞外

抗原结合结构域是具有选自表1的VH和VL区或CDR的人scFv‑Fc融合蛋白或全长人IgG。在某

些实施方式中，细胞外抗原结合结构域包括：包括与SEQ  ID  NO:1所示氨基酸序列的同一性

为至少80％、81％、82％、83％、84％、85％、86％、87％、88％、89％、90％、91％、92％、93％、

94％、95％、96％、97％、98％或99％的氨基酸序列的VH，如表1所示。在某些实施方式中，细

胞外抗原结合结构域包括：具有SEQ  ID  NO:1所示序列的氨基酸的VH，如表1所示。在某些实

施方式中，细胞外抗原结合结构域包括：包括与SEQ  ID  NO:2所示氨基酸序列的同一性为至

少80％、81％、82％、83％、84％、85％、86％、87％、88％、89％、90％、91％、92％、93％、94％、

95％、96％、97％、98％或99％的氨基酸序列的VL，如表1所示。在某些实施方式中，细胞外抗

原结合结构域包括：包括具有SEQ  ID  NO:2所示序列的氨基酸的VL，如表1所示。在某些实施

方式中，细胞外抗原结合结构域包括：包括具有SEQ  ID  NO:1所示序列的氨基酸的VH和包括

具有SEQ  ID  NO:2所示序列的氨基酸的VL，如表1所示。在某些实施方式中，细胞外抗原结合

结构域包括：包括具有SEQ  ID  NO:89所示序列的氨基酸或其保守修饰的VH  CDR1、包括具有

SEQ  ID  NO:90所示序列的氨基酸或其保守修饰的VH  CDR2、和包括具有SEQ  ID  NO:91所示

序列的氨基酸或其保守修饰的VH  CDR3，如表1所示。在某些实施方式中，细胞外抗原结合结

构域包括：包括具有SEQ  ID  NO:92所示序列的氨基酸或其保守修饰的VL  CDR1、包括具有

SEQ  ID  NO:93所示序列的氨基酸或其保守修饰的VL  CDR2、和包括具有SEQ  ID  NO:94所示

序列的氨基酸或其保守修饰的VL  CDR3，如表1所示。在某些实施方式中，细胞外抗原结合结

构域包括：包括具有SEQ  ID  NO:89所示序列的氨基酸或其保守修饰的VH  CDR1、包括具有

SEQ  ID  NO:90所示序列的氨基酸或其保守修饰的VH  CDR2、包括具有SEQ  ID  NO:91所示序

列的氨基酸或其保守修饰的VH  CDR3、包括具有SEQ  ID  NO:92所示序列的氨基酸或其保守

修饰的VL  CDR1、包括具有SEQ  ID  NO:93所示序列的氨基酸或其保守修饰的VL  CDR2、和包括

具有SEQ  ID  NO:94所示序列的氨基酸或其保守修饰的VL  CDR3，如表1所示。在某些实施方

式中，细胞外抗原结合结构域包括：包括具有SEQ  ID  NO:89所示序列的氨基酸的VH  CDR1、
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包括具有SEQ  ID  NO:90所示序列的氨基酸的VH  CDR2、包括具有SEQ  ID  NO:91所示序列的

氨基酸的VH  CDR3、包括具有SEQ  ID  NO:92所示序列的氨基酸的VL  CDR1、包括具有SEQ  ID 

NO:93所示序列的氨基酸的VL  CDR2、和包括具有SEQ  ID  NO:94所示序列的氨基酸的VL 

CDR3。

[0122] 表1

[0123]

[0124]

[0125] 在某些实施方式中，细胞外抗原结合结构域是人scFv，其包括氨基酸序列SEQ  ID 

NO:73，并与BCMA多肽(例如，具有氨基酸序列SEQ  ID  NO:71的BCMA多肽或其片段)特异性结

合，其命名为ET140‑197scFv(也称作“ET140‑47scFv”)。

[0126] 在某些实施方式中，细胞外抗原结合结构域是人scFv，其包括：包括具有SEQ  ID 

NO:5所示序列的氨基酸的重链可变区和包括具有SEQ  ID  NO:6所示序列的氨基酸的轻链可

变区，其任选地在重链可变区和轻链可变区之间具有(iii)接头序列，例如接头多肽。在某

些实施方式中，接头包括具有SEQ  ID  NO:69所示序列的氨基酸。在某些实施方式中，细胞外

抗原结合结构域是具有选自表2的VH和VL区或CDR的人scFv‑Fc融合蛋白或全长人IgG。在某

些实施方式中，细胞外抗原结合结构域包括：包括与SEQ  ID  NO:5所示氨基酸序列的同一性

为至少80％、81％、82％、83％、84％、85％、86％、87％、88％、89％、90％、91％、92％、93％、

94％、95％、96％、97％、98％或99％的氨基酸序列的VH，如表2所示。在某些实施方式中，细

胞外抗原结合结构域包括：包括具有SEQ  ID  NO:5所示序列的氨基酸的VH，如表2所示。在某

些实施方式中，细胞外抗原结合结构域包括：包括与SEQ  ID  NO:6所示氨基酸序列的同一性
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为至少80％、81％、82％、83％、84％、85％、86％、87％、88％、89％、90％、91％、92％、93％、

94％、95％、96％、97％、98％或99％的氨基酸序列的VL，如表2所示。在某些实施方式中，细

胞外抗原结合结构域包括：包括具有SEQ  ID  NO:6所示序列的氨基酸的VL，如表2所示。在某

些实施方式中，细胞外抗原结合结构域包括：包括具有SEQ  ID  NO:5所示序列的氨基酸的VH
和包括具有SEQ  ID  NO:6所示序列的氨基酸的VL，如表2所示。在某些实施方式中，细胞外抗

原结合结构域包括：包括具有SEQ  ID  NO:95所示序列的氨基酸或其保守修饰的VH  CDR1、包

括具有SEQ  ID  NO:96所示序列的氨基酸或其保守修饰的VH  CDR2、和包括具有SEQ  ID  NO:

97所示序列的氨基酸或其保守修饰的VH  CDR3，如表2所示。在某些实施方式中，细胞外抗原

结合结构域包括：包括具有SEQ  ID  NO:98所示序列的氨基酸或其保守修饰的VL  CDR1、包括

具有SEQ  ID  NO:99所示序列的氨基酸或其保守修饰的VL  CDR2、和包括具有SEQ  ID  NO:100

所示序列的氨基酸或其保守修饰的VL  CDR3，如表2所示。在某些实施方式中，细胞外抗原结

合结构域包括：包括具有SEQ  ID  NO:95所示序列的氨基酸或其保守修饰的VH  CDR1、包括具

有SEQ  ID  NO:96所示序列的氨基酸或其保守修饰的VH  CDR2、包括具有SEQ  ID  NO:97所示

序列的氨基酸或其保守修饰的VH  CDR3、包括具有SEQ  ID  NO:98所示序列的氨基酸或其保

守修饰的VL  CDR1、包括具有SEQ  ID  NO:99所示序列的氨基酸或其保守修饰的VL  CDR2、和包

括具有SEQ  ID  NO:100所示序列的氨基酸或其保守修饰的VL  CDR3，如表2所示。在某些实施

方式中，细胞外抗原结合结构域包括：包括具有SEQ  ID  NO:95所示序列的氨基酸的VH 

CDR1、包括具有SEQ  ID  NO:96所示序列的氨基酸的VH  CDR2、包括具有SEQ  ID  NO:97所示序

列的氨基酸的VH  CDR3、包括具有SEQ  ID  NO:98所示序列的氨基酸的VL  CDR1、包括具有SEQ 

ID  NO:99所示序列的氨基酸的VL  CDR2、和包括具有SEQ  ID  NO:100所示序列的氨基酸的VL 

CDR3。

[0127] 表2

[0128]
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[0129]

[0130] 在某些实施方式中，细胞外抗原结合结构域是人scFv，其包括氨基酸序列SEQ  ID 

NO:74，并与BCMA多肽(例如，具有氨基酸序列SEQ  ID  NO:71的BCMA多肽或其片段)特异性结

合，其命名为ET140‑180scFv(也称作“ET140‑30scFv”)。

[0131] 在某些实施方式中，细胞外抗原结合结构域是人scFv，其包括：包括具有SEQ  ID 

NO:9所示序列的氨基酸的重链可变区和包括具有SEQ  ID  NO:10所示序列的氨基酸的轻链

可变区，其任选地在重链可变区和轻链可变区之间具有(iii)接头序列，例如接头多肽。在

某些实施方式中，接头包括具有SEQ  ID  NO:69所示序列的氨基酸。在某些实施方式中，细胞

外抗原结合结构域是具有选自表3的VH和VL区或CDR的人scFv‑Fc融合蛋白或全长人IgG。在

某些实施方式中，细胞外抗原结合结构域包括：包括与SEQ  ID  NO:9所示氨基酸序列的同一

性为至少80％、81％、82％、83％、84％、85％、86％、87％、88％、89％、90％、91％、92％、

93％、94％、95％、96％、97％、98％或99％的氨基酸序列的VH，如表3所示。在某些实施方式

中，细胞外抗原结合结构域包括：包括具有SEQ  ID  NO:9所示序列的氨基酸的VH，如表3所

示。在某些实施方式中，细胞外抗原结合结构域包括：包括与SEQ  ID  NO:10所示氨基酸序列

的同一性为至少80％、81％、82％、83％、84％、85％、86％、87％、88％、89％、90％、91％、

92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％或99％的氨基酸序列的VL，如表3所示。在某些实施

方式中，细胞外抗原结合结构域包括：包括具有SEQ  ID  NO:10所示序列的氨基酸的VL，如表

3所示。在某些实施方式中，细胞外抗原结合结构域包括：包括具有SEQ  ID  NO:9所示序列的

氨基酸的VH和包括具有SEQ  ID  NO:10所示序列的氨基酸的VL，如表3所示。在某些实施方式

中，细胞外抗原结合结构域包括：包括具有SEQ  ID  NO:101所示序列的氨基酸或其保守修饰

的VH  CDR1、包括具有SEQ  ID  NO:102所示序列的氨基酸或其保守修饰的VH  CDR2、和包括具

有SEQ  ID  NO:103所示序列的氨基酸或其保守修饰的VH  CDR3，如表3所示。在某些实施方式

中，细胞外抗原结合结构域包括：包括具有SEQ  ID  NO:104所示序列的氨基酸或其保守修饰

的VL  CDR1、包括具有SEQ  ID  NO:105所示序列的氨基酸或其保守修饰的VL  CDR2、和包括具
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有SEQ  ID  NO:106所示序列的氨基酸或其保守修饰的VL  CDR3，如表3所示。在某些实施方式

中，细胞外抗原结合结构域包括：包括具有SEQ  ID  NO:101所示序列的氨基酸或其保守修饰

的VH  CDR1、包括具有SEQ  ID  NO:102所示序列的氨基酸或其保守修饰的VH  CDR2、包括具有

SEQ  ID  NO:103所示序列的氨基酸或其保守修饰的VH  CDR3、包括具有SEQ  ID  NO:104所示

序列的氨基酸或其保守修饰的VL  CDR1、包括具有SEQ  ID  NO:105所示序列的氨基酸或其保

守修饰的VL  CDR2、和包括具有SEQ  ID  NO:106所示序列的氨基酸或其保守修饰的VL  CDR3，

如表3所示。在某些实施方式中，细胞外抗原结合结构域包括：包括具有SEQ  ID  NO:101所示

序列的氨基酸的VH  CDR1、包括具有SEQ  ID  NO:102所示序列的氨基酸的VH  CDR2、包括具有

SEQ  ID  NO:103所示序列的氨基酸的VH  CDR3、包括具有SEQ  ID  NO:104所示序列的氨基酸

的VL  CDR1、包括具有SEQ  ID  NO:105所示序列的氨基酸的VL  CDR2、和包括具有SEQ  ID  NO:

106所示序列的氨基酸的VL  CDR3。

[0132] 表3

[0133]

[0134]

[0135] 在某些实施方式中，细胞外抗原结合结构域是人scFv，其包括氨基酸序列SEQ  ID 

NO:75，并与BCMA多肽(例如，具有氨基酸序列SEQ  ID  NO:71的BCMA多肽或其片段)特异性结

合，其命名为ET140‑172scFv(也称作“ET140‑22scFv”)。

[0136] 在某些实施方式中，细胞外抗原结合结构域是人scFv，其包括：包括具有SEQ  ID 

NO:13所示序列的氨基酸的重链可变区和包括具有SEQ  ID  NO:14所示序列的氨基酸的轻链

可变区，其任选地在重链可变区和轻链可变区之间具有(iii)接头序列，例如接头多肽。在

某些实施方式中，接头包括具有SEQ  ID  NO:69所示序列的氨基酸。在某些实施方式中，细胞
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外抗原结合结构域是具有选自表4的VH和VL区或CDR的人scFv‑Fc融合蛋白或全长人IgG。在

某些实施方式中，细胞外抗原结合结构域包括：包括与SEQ  ID  NO:13所示氨基酸序列的同

一性为至少80％、81％、82％、83％、84％、85％、86％、87％、88％、89％、90％、91％、92％、

93％、94％、95％、96％、97％、98％或99％的氨基酸序列的VH，如表4所示。在某些实施方式

中，细胞外抗原结合结构域包括：包括具有SEQ  ID  NO:13所示序列的氨基酸的VH，如表4所

示。在某些实施方式中，细胞外抗原结合结构域包括：包括与SEQ  ID  NO:14所示氨基酸序列

的同一性为至少80％、81％、82％、83％、84％、85％、86％、87％、88％、89％、90％、91％、

92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％或99％的氨基酸序列的VL，如表4所示。在某些实施

方式中，细胞外抗原结合结构域包括：包括具有SEQ  ID  NO:14所示序列的氨基酸的VL，如表

4所示。在某些实施方式中，细胞外抗原结合结构域包括：包括具有SEQ  ID  NO:13所示序列

的氨基酸的VH和包括具有SEQ  ID  NO:14所示序列的氨基酸的VL，如表4所示。在某些实施方

式中，细胞外抗原结合结构域包括：包括具有SEQ  ID  NO:107所示序列的氨基酸或其保守修

饰的VH  CDR1、包括具有SEQ  ID  NO:108所示序列的氨基酸或其保守修饰的VH  CDR2、和包括

具有SEQ  ID  NO:109所示序列的氨基酸或其保守修饰的VH  CDR3，如表4所示。在某些实施方

式中，细胞外抗原结合结构域包括：包括具有SEQ  ID  NO:110所示序列的氨基酸或其保守修

饰的VL  CDR1、包括具有SEQ  ID  NO:111所示序列的氨基酸或其保守修饰的VL  CDR2、和包括

具有SEQ  ID  NO:112所示序列的氨基酸或其保守修饰的VL  CDR3，如表4所示。在某些实施方

式中，细胞外抗原结合结构域包括：包括具有SEQ  ID  NO:107所示序列的氨基酸或其保守修

饰的VH  CDR1、包括具有SEQ  ID  NO:108所示序列的氨基酸或其保守修饰的VH  CDR2、包括具

有SEQ  ID  NO:109所示序列的氨基酸或其保守修饰的VH  CDR3、包括具有SEQ  ID  NO:110所

示序列的氨基酸或其保守修饰的VL  CDR1、包括具有SEQ  ID  NO:111所示序列的氨基酸或其

保守修饰的VL  CDR2、和包括具有SEQ  ID  NO:112所示序列的氨基酸或其保守修饰的VL 

CDR3，如表4所示。在某些实施方式中，细胞外抗原结合结构域包括：包括具有SEQ  ID  NO:

107所示序列的氨基酸的VH  CDR1、包括具有SEQ  ID  NO:108所示序列的氨基酸的VH  CDR2、包

括具有SEQ  ID  NO:109所示序列的氨基酸的VH  CDR3、包括具有SEQ  ID  NO:110所示序列的

氨基酸的VL  CDR1、包括具有SEQ  ID  NO:111所示序列的氨基酸的VL  CDR2、和包括具有SEQ 

ID  NO:112所示序列的氨基酸的VL  CDR3。

[0137] 表4

[0138]
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[0139]

[0140] 在某些实施方式中，细胞外抗原结合结构域是人scFv，其包括氨基酸序列SEQ  ID 

NO:76，并与BCMA多肽(例如，具有氨基酸序列SEQ  ID  NO:71的BCMA多肽或其片段)特异性结

合，其命名为ET140‑157scFv(也称作“ET140‑7scFv”)。

[0141] 在某些实施方式中，细胞外抗原结合结构域是人scFv，其包括：包括具有SEQ  ID 

NO:17所示序列的氨基酸的重链可变区和包括具有SEQ  ID  NO:18所示序列的氨基酸的轻链

可变区，其任选地在重链可变区和轻链可变区之间具有(iii)接头序列，例如接头多肽。在

某些实施方式中，接头包括具有SEQ  ID  NO:69所示序列的氨基酸。在某些实施方式中，细胞

外抗原结合结构域是具有选自表5的VH和VL区或CDR的人scFv‑Fc融合蛋白或全长人IgG。在

某些实施方式中，细胞外抗原结合结构域包括：包括与SEQ  ID  NO:17所示氨基酸序列的同

一性为至少80％、81％、82％、83％、84％、85％、86％、87％、88％、89％、90％、91％、92％、

93％、94％、95％、96％、97％、98％或99％的氨基酸序列的VH，如表5所示。在某些实施方式

中，细胞外抗原结合结构域包括：包括具有SEQ  ID  NO:17所示序列的氨基酸的VH，如表5所

示。在某些实施方式中，细胞外抗原结合结构域包括：包括与SEQ  ID  NO:18所示氨基酸序列

的同一性为至少80％、81％、82％、83％、84％、85％、86％、87％、88％、89％、90％、91％、

92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％或99％的氨基酸序列的VL，如表5所示。在某些实施

方式中，细胞外抗原结合结构域包括：包括具有SEQ  ID  NO:18所示序列的氨基酸的VL，如表

5所示。在某些实施方式中，细胞外抗原结合结构域包括：包括具有SEQ  ID  NO:17所示序列

的氨基酸的VH和包括具有SEQ  ID  NO:18所示序列的氨基酸的VL，如表5所示。在某些实施方

式中，细胞外抗原结合结构域包括：包括具有SEQ  ID  NO:113所示序列的氨基酸或其保守修

饰的VH  CDR1、包括具有SEQ  ID  NO:114所示序列的氨基酸或其保守修饰的VH  CDR2、和包括

具有SEQ  ID  NO:115所示序列的氨基酸或其保守修饰的VH  CDR3，如表5所示。在某些实施方

式中，细胞外抗原结合结构域包括：包括具有SEQ  ID  NO:116所示序列的氨基酸或其保守修

饰的VL  CDR1、包括具有SEQ  ID  NO:117所示序列的氨基酸或其保守修饰的VL  CDR2、和包括
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具有SEQ  ID  NO:118所示序列的氨基酸或其保守修饰的VL  CDR3，如表5所示。在某些实施方

式中，细胞外抗原结合结构域包括：包括具有SEQ  ID  NO:113所示序列的氨基酸或其保守修

饰的VH  CDR1、包括具有SEQ  ID  NO:114所示序列的氨基酸或其保守修饰的VH  CDR2、包括具

有SEQ  ID  NO:115所示序列的氨基酸或其保守修饰的VH  CDR3、包括具有SEQ  ID  NO:116所

示序列的氨基酸或其保守修饰的VL  CDR1、包括具有SEQ  ID  NO:117所示序列的氨基酸或其

保守修饰的VL  CDR2、和包括具有SEQ  ID  NO:118所示序列的氨基酸或其保守修饰的VL 

CDR3，如表5所示。在某些实施方式中，细胞外抗原结合结构域包括：包括具有SEQ  ID  NO:

113所示序列的氨基酸的VH  CDR1、包括具有SEQ  ID  NO:114所示序列的氨基酸的VH  CDR2、包

括具有SEQ  ID  NO:115所示序列的氨基酸的VH  CDR3、包括具有SEQ  ID  NO:116所示序列的

氨基酸的VL  CDR1、包括具有SEQ  ID  NO:117所示序列的氨基酸的VL  CDR2、和包括具有SEQ 

ID  NO:118所示序列的氨基酸的VL  CDR3。

[0142] 表5

[0143]

[0144]

[0145] 在某些实施方式中，细胞外抗原结合结构域是人scFv，其包括氨基酸序列SEQ  ID 

NO:77，并与BCMA多肽(例如，具有氨基酸序列SEQ  ID  NO:71的BCMA多肽或其片段)特异性结

合，其命名为ET140‑153scFv(也称作“ET140‑3scFv”)。

[0146] 在某些实施方式中，细胞外抗原结合结构域是人scFv，其包括：包括具有SEQ  ID 

NO:21所示序列的氨基酸的重链可变区和包括具有SEQ  ID  NO:22所示序列的氨基酸的轻链

可变区，其任选地在重链可变区和轻链可变区之间具有(iii)接头序列，例如接头多肽。在

某些实施方式中，接头包括具有SEQ  ID  NO:69所示序列的氨基酸。在某些实施方式中，细胞
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外抗原结合结构域是具有选自表6的VH和VL区或CDR的人scFv‑Fc融合蛋白或全长人IgG。在

某些实施方式中，细胞外抗原结合结构域包括：包括与SEQ  ID  NO:21所示氨基酸序列的同

一性为至少80％、81％、82％、83％、84％、85％、86％、87％、88％、89％、90％、91％、92％、

93％、94％、95％、96％、97％、98％或99％的氨基酸序列的VH，如表6所示。在某些实施方式

中，细胞外抗原结合结构域包括：包括具有SEQ  ID  NO:21所示序列的氨基酸的VH，如表6所

示。在某些实施方式中，细胞外抗原结合结构域包括：包括与SEQ  ID  NO:22所示氨基酸序列

的同一性为至少80％、81％、82％、83％、84％、85％、86％、87％、88％、89％、90％、91％、

92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％或99％的氨基酸序列的VL，如表6所示。在某些实施

方式中，细胞外抗原结合结构域包括：包括具有SEQ  ID  NO:22所示序列的氨基酸的VL，如表

6所示。在某些实施方式中，细胞外抗原结合结构域包括：包括具有SEQ  ID  NO:21所示序列

的氨基酸的VH和包括具有SEQ  ID  NO:22所示序列的氨基酸的VL，如表6所示。在某些实施方

式中，细胞外抗原结合结构域包括：包括具有SEQ  ID  NO:119所示序列的氨基酸或其保守修

饰的VH  CDR1、包括具有SEQ  ID  NO:120所示序列的氨基酸或其保守修饰的VH  CDR2、和包括

具有SEQ  ID  NO:121所示序列的氨基酸或其保守修饰的VH  CDR3，如表6所示。在某些实施方

式中，细胞外抗原结合结构域包括：包括具有SEQ  ID  NO:122所示序列的氨基酸或其保守修

饰的VL  CDR1、包括具有SEQ  ID  NO:123所示序列的氨基酸或其保守修饰的VL  CDR2、和包括

具有SEQ  ID  NO:124所示序列的氨基酸或其保守修饰的VL  CDR3，如表6所示。在某些实施方

式中，细胞外抗原结合结构域包括：包括具有SEQ  ID  NO:119所示序列的氨基酸或其保守修

饰的VH  CDR1、包括具有SEQ  ID  NO:120所示序列的氨基酸或其保守修饰的VH  CDR2、包括具

有SEQ  ID  NO:121所示序列的氨基酸或其保守修饰的VH  CDR3、包括具有SEQ  ID  NO:122所

示序列的氨基酸或其保守修饰的VL  CDR1、包括具有SEQ  ID  NO:123所示序列的氨基酸或其

保守修饰的VL  CDR2、和包括具有SEQ  ID  NO:124所示序列的氨基酸或其保守修饰的VL 

CDR3，如表6所示。在某些实施方式中，细胞外抗原结合结构域包括：包括具有SEQ  ID  NO:

119所示序列的氨基酸的VH  CDR1、包括具有SEQ  ID  NO:120所示序列的氨基酸的VH  CDR2、包

括具有SEQ  ID  NO:121所示序列的氨基酸的VH  CDR3、包括具有SEQ  ID  NO:122所示序列的

氨基酸的VL  CDR1、包括具有SEQ  ID  NO:123所示序列的氨基酸的VL  CDR2、和包括具有SEQ 

ID  NO:124所示序列的氨基酸的VL  CDR3。

[0147] 表6

[0148]
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[0149]

[0150] 在某些实施方式中，细胞外抗原结合结构域是人scFv，其包括氨基酸序列SEQ  ID 

NO:78，并与BCMA多肽(例如，具有氨基酸序列SEQ  ID  NO:71的BCMA多肽或其片段)特异性结

合，其命名为ET140‑201scFv(也称作“ET140‑51scFv”)。

[0151] 在某些实施方式中，细胞外抗原结合结构域是人scFv，其包括：包括具有SEQ  ID 

NO:25所示序列的氨基酸的重链可变区和包括具有SEQ  ID  NO:26所示序列的氨基酸的轻链

可变区，其任选地在重链可变区和轻链可变区之间具有(iii)接头序列，例如接头多肽。在

某些实施方式中，接头包括具有SEQ  ID  NO:69所示序列的氨基酸。在某些实施方式中，细胞

外抗原结合结构域是具有选自表7的VH和VL区或CDR的人scFv‑Fc融合蛋白或全长人IgG。在

某些实施方式中，细胞外抗原结合结构域包括：包括与SEQ  ID  NO:25所示氨基酸序列的同

一性为至少80％、81％、82％、83％、84％、85％、86％、87％、88％、89％、90％、91％、92％、

93％、94％、95％、96％、97％、98％或99％的氨基酸序列的VH，如表7所示。在某些实施方式

中，细胞外抗原结合结构域包括：包括具有SEQ  ID  NO:25所示序列的氨基酸的VH，如表7所

示。在某些实施方式中，细胞外抗原结合结构域包括：包括与SEQ  ID  NO:26所示氨基酸序列

的同一性为至少80％、81％、82％、83％、84％、85％、86％、87％、88％、89％、90％、91％、

92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％或99％的氨基酸序列的VL，如表7所示。在某些实施

方式中，细胞外抗原结合结构域包括：包括具有SEQ  ID  NO:26所示序列的氨基酸的VL，如表

7所示。在某些实施方式中，细胞外抗原结合结构域包括：包括具有SEQ  ID  NO:25所示序列

的氨基酸的VH和包括具有SEQ  ID  NO:26所示序列的氨基酸的VL，如表7所示。在某些实施方

式中，细胞外抗原结合结构域包括：包括具有SEQ  ID  NO:125所示序列的氨基酸或其保守修

饰的VH  CDR1、包括具有SEQ  ID  NO:126所示序列的氨基酸或其保守修饰的VH  CDR2、和包括

具有SEQ  ID  NO:127所示序列的氨基酸或其保守修饰的VH  CDR3，如表7所示。在某些实施方

式中，细胞外抗原结合结构域包括：包括具有SEQ  ID  NO:128所示序列的氨基酸或其保守修

饰的VL  CDR1、包括具有SEQ  ID  NO:129所示序列的氨基酸或其保守修饰的VL  CDR2、和包括
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具有SEQ  ID  NO:130所示序列的氨基酸或其保守修饰的VL  CDR3，如表7所示。在某些实施方

式中，细胞外抗原结合结构域包括：包括具有SEQ  ID  NO:125所示序列的氨基酸或其保守修

饰的VH  CDR1、包括具有SEQ  ID  NO:126所示序列的氨基酸或其保守修饰的VH  CDR2、包括具

有SEQ  ID  NO:127所示序列的氨基酸或其保守修饰的VH  CDR3、包括具有SEQ  ID  NO:128所

示序列的氨基酸或其保守修饰的VL  CDR1、包括具有SEQ  ID  NO:129所示序列的氨基酸或其

保守修饰的VL  CDR2、和包括具有SEQ  ID  NO:130所示序列的氨基酸或其保守修饰的VL 

CDR3，如表7所示。在某些实施方式中，细胞外抗原结合结构域包括：包括具有SEQ  ID  NO:

125所示序列的氨基酸的VH  CDR1、包括具有SEQ  ID  NO:126所示序列的氨基酸的VH  CDR2、包

括具有SEQ  ID  NO:127所示序列的氨基酸的VH  CDR3、包括具有SEQ  ID  NO:128所示序列的

氨基酸的VL  CDR1、包括具有SEQ  ID  NO:129所示序列的氨基酸的VL  CDR2、和包括具有SEQ 

ID  NO:130所示序列的氨基酸的VL  CDR3。

[0152] 表7

[0153]

[0154]

[0155] 在某些实施方式中，细胞外抗原结合结构域是人scFv，其包括氨基酸序列SEQ  ID 

NO:79，并与BCMA多肽(例如，具有氨基酸序列SEQ  ID  NO:71的BCMA多肽或其片段)特异性结

合，其命名为ET140‑167scFv(也称作“ET140‑17scFv”)。

[0156] 在某些实施方式中，细胞外抗原结合结构域是人scFv，其包括：包括具有SEQ  ID 

NO:29所示序列的氨基酸的重链可变区和包括具有SEQ  ID  NO:30所示序列的氨基酸的轻链

可变区，其任选地在重链可变区和轻链可变区之间具有(iii)接头序列，例如接头多肽。在

某些实施方式中，接头包括具有SEQ  ID  NO:69所示序列的氨基酸。在某些实施方式中，细胞
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外抗原结合结构域是具有选自表8的VH和VL区或CDR的人scFv‑Fc融合蛋白或全长人IgG。在

某些实施方式中，细胞外抗原结合结构域包括：包括与SEQ  ID  NO:29所示氨基酸序列的同

一性为至少80％、81％、82％、83％、84％、85％、86％、87％、88％、89％、90％、91％、92％、

93％、94％、95％、96％、97％、98％或99％的氨基酸序列的VH，如表8所示。在某些实施方式

中，细胞外抗原结合结构域包括：包括具有SEQ  ID  NO:29所示序列的氨基酸的VH，如表8所

示。在某些实施方式中，细胞外抗原结合结构域包括：包括与SEQ  ID  NO:30所示氨基酸序列

的同一性为至少80％、81％、82％、83％、84％、85％、86％、87％、88％、89％、90％、91％、

92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％或99％的氨基酸序列的VL，如表8所示。在某些实施

方式中，细胞外抗原结合结构域包括：包括具有SEQ  ID  NO:30所示序列的氨基酸的VL，如表

8所示。在某些实施方式中，细胞外抗原结合结构域包括：包括具有SEQ  ID  NO:29所示序列

的氨基酸的VH和包括具有SEQ  ID  NO:30所示序列的氨基酸的VL，如表8所示。在某些实施方

式中，细胞外抗原结合结构域包括：包括具有SEQ  ID  NO:131所示序列的氨基酸或其保守修

饰的VH  CDR1、包括具有SEQ  ID  NO:132所示序列的氨基酸或其保守修饰的VH  CDR2、和包括

具有SEQ  ID  NO:133所示序列的氨基酸或其保守修饰的VH  CDR3，如表8所示。在某些实施方

式中，细胞外抗原结合结构域包括：包括具有SEQ  ID  NO:134所示序列的氨基酸或其保守修

饰的VL  CDR1、包括具有SEQ  ID  NO:135所示序列的氨基酸或其保守修饰的VL  CDR2、和包括

具有SEQ  ID  NO:136所示序列的氨基酸或其保守修饰的VL  CDR3，如表8所示。在某些实施方

式中，细胞外抗原结合结构域包括：包括具有SEQ  ID  NO:131所示序列的氨基酸或其保守修

饰的VH  CDR1、包括具有SEQ  ID  NO:132所示序列的氨基酸或其保守修饰的VH  CDR2、包括具

有SEQ  ID  NO:133所示序列的氨基酸或其保守修饰的VH  CDR3、包括具有SEQ  ID  NO:134所

示序列的氨基酸或其保守修饰的VL  CDR1、包括具有SEQ  ID  NO:135所示序列的氨基酸或其

保守修饰的VL  CDR2、和包括具有SEQ  ID  NO:136所示序列的氨基酸或其保守修饰的VL 

CDR3，如表8所示。在某些实施方式中，细胞外抗原结合结构域包括：包括具有SEQ  ID  NO:

131所示序列的氨基酸的VH  CDR1、包括具有SEQ  ID  NO:132所示序列的氨基酸的VH  CDR2、包

括具有SEQ  ID  NO:133所示序列的氨基酸的VH  CDR3、包括具有SEQ  ID  NO:134所示序列的

氨基酸的VL  CDR1、包括具有SEQ  ID  NO:135所示序列的氨基酸的VL  CDR2、和包括具有SEQ 

ID  NO:136所示序列的氨基酸的VL  CDR3。

[0157] 表8

[0158]
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[0159]

[0160] 在某些实施方式中，细胞外抗原结合结构域是人scFv，其包括氨基酸序列SEQ  ID 

NO:80，并与BCMA多肽(例如，具有氨基酸序列SEQ  ID  NO:71的BCMA多肽或其片段)特异性结

合，其命名为ET140‑163scFv(也称作“ET140‑13scFv”)。

[0161] 在某些实施方式中，细胞外抗原结合结构域是人scFv，其包括：包括具有SEQ  ID 

NO:33所示序列的氨基酸的重链可变区和包括具有SEQ  ID  NO:34所示序列的氨基酸的轻链

可变区，其任选地在重链可变区和轻链可变区之间具有(iii)接头序列，例如接头多肽。在

某些实施方式中，接头包括具有SEQ  ID  NO:69所示序列的氨基酸。在某些实施方式中，细胞

外抗原结合结构域是具有选自表9的VH和VL区或CDR的人scFv‑Fc融合蛋白或全长人IgG。在

某些实施方式中，细胞外抗原结合结构域包括：包括与SEQ  ID  NO:33所示氨基酸序列的同

一性为至少80％、81％、82％、83％、84％、85％、86％、87％、88％、89％、90％、91％、92％、

93％、94％、95％、96％、97％、98％或99％的氨基酸序列的VH，如表9所示。在某些实施方式

中，细胞外抗原结合结构域包括：包括具有SEQ  ID  NO:33所示序列的氨基酸的VH，如表9所

示。在某些实施方式中，细胞外抗原结合结构域包括：包括与SEQ  ID  NO:34所示氨基酸序列

的同一性为至少80％、81％、82％、83％、84％、85％、86％、87％、88％、89％、90％、91％、

92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％或99％的氨基酸序列的VL，如表9所示。在某些实施

方式中，细胞外抗原结合结构域包括：包括具有SEQ  ID  NO:34所示序列的氨基酸的VL，如表

9所示。在某些实施方式中，细胞外抗原结合结构域包括：包括具有SEQ  ID  NO:33所示序列

的氨基酸的VH和包括具有SEQ  ID  NO:34所示序列的氨基酸的VL，如表9所示。在某些实施方

式中，细胞外抗原结合结构域包括：包括具有SEQ  ID  NO:137所示序列的氨基酸或其保守修

饰的VH  CDR1、包括具有SEQ  ID  NO:138所示序列的氨基酸或其保守修饰的VH  CDR2、和包括

具有SEQ  ID  NO:139所示序列的氨基酸或其保守修饰的VH  CDR3，如表9所示。在某些实施方

式中，细胞外抗原结合结构域包括：包括具有SEQ  ID  NO:140所示序列的氨基酸或其保守修

饰的VL  CDR1、包括具有SEQ  ID  NO:141所示序列的氨基酸或其保守修饰的VL  CDR2、和包括

具有SEQ  ID  NO:142所示序列的氨基酸或其保守修饰的VL  CDR3，如表9所示。在某些实施方
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式中，细胞外抗原结合结构域包括：包括具有SEQ  ID  NO:137所示序列的氨基酸或其保守修

饰的VH  CDR1、包括具有SEQ  ID  NO:138所示序列的氨基酸或其保守修饰的VH  CDR2、包括具

有SEQ  ID  NO:139所示序列的氨基酸或其保守修饰的VH  CDR3、包括具有SEQ  ID  NO:140所

示序列的氨基酸或其保守修饰的VL  CDR1、包括具有SEQ  ID  NO:141所示序列的氨基酸或其

保守修饰的VL  CDR2、和包括具有SEQ  ID  NO:142所示序列的氨基酸或其保守修饰的VL 

CDR3，如表9所示。在某些实施方式中，细胞外抗原结合结构域包括：包括具有SEQ  ID  NO:

137所示序列的氨基酸的VH  CDR1、包括具有SEQ  ID  NO:138所示序列的氨基酸的VH  CDR2、包

括具有SEQ  ID  NO:139所示序列的氨基酸的VH  CDR3、包括具有SEQ  ID  NO:140所示序列的

氨基酸的VL  CDR1、包括具有SEQ  ID  NO:141所示序列的氨基酸的VL  CDR2、和包括具有SEQ 

ID  NO:142所示序列的氨基酸的VL  CDR3。

[0162] 表9

[0163]

[0164]

[0165] 在某些实施方式中，细胞外抗原结合结构域是人scFv，其包括氨基酸序列SEQ  ID 

NO:81，并与BCMA多肽(例如，具有氨基酸序列SEQ  ID  NO:71的BCMA多肽或其片段)特异性结

合，其命名为ET140‑127scFv(也称作“ET140‑57scFv”)。

[0166] 在某些实施方式中，细胞外抗原结合结构域是人scFv，其包括：包括具有SEQ  ID 

NO:37所示序列的氨基酸的重链可变区和包括具有SEQ  ID  NO:38所示序列的氨基酸的轻链

可变区，其任选地在重链可变区和轻链可变区之间具有(iii)接头序列，例如接头多肽。在

某些实施方式中，接头包括具有SEQ  ID  NO:98所示序列的氨基酸。在某些实施方式中，细胞

外抗原结合结构域是具有选自表10的VH和VL区或CDR的人scFv‑Fc融合蛋白或全长人IgG。在
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某些实施方式中，细胞外抗原结合结构域包括：包括与SEQ  ID  NO:37所示氨基酸序列的同

一性为至少80％、81％、82％、83％、84％、85％、86％、87％、88％、89％、90％、91％、92％、

93％、94％、95％、96％、97％、98％或99％的氨基酸序列的VH，如表10所示。在某些实施方式

中，细胞外抗原结合结构域包括：包括具有SEQ  ID  NO:37所示序列的氨基酸的VH，如表10所

示。在某些实施方式中，细胞外抗原结合结构域包括：包括与SEQ  ID  NO:38所示氨基酸序列

的同一性为至少80％、81％、82％、83％、84％、85％、86％、87％、88％、89％、90％、91％、

92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％或99％的氨基酸序列的VL，如表10所示。在某些实

施方式中，细胞外抗原结合结构域包括：包括具有SEQ  ID  NO:38所示序列的氨基酸的VL，如

表10所示。在某些实施方式中，细胞外抗原结合结构域包括：包括具有SEQ  ID  NO:37所示序

列的氨基酸的VH和包括具有SEQ  ID  NO:38所示序列的氨基酸的VL，如表10所示。在某些实施

方式中，细胞外抗原结合结构域包括：包括具有SEQ  ID  NO:143所示序列的氨基酸或其保守

修饰的VH  CDR1、包括具有SEQ  ID  NO:144所示序列的氨基酸或其保守修饰的VH  CDR2、和包

括具有SEQ  ID  NO:145所示序列的氨基酸或其保守修饰的VH  CDR3，如表10所示。在某些实

施方式中，细胞外抗原结合结构域包括：包括具有SEQ  ID  NO:146所示序列的氨基酸或其保

守修饰的VL  CDR1、包括具有SEQ  ID  NO:147所示序列的氨基酸或其保守修饰的VL  CDR2、和

包括具有SEQ  ID  NO:148所示序列的氨基酸或其保守修饰的VL  CDR3，如表10所示。在某些

实施方式中，细胞外抗原结合结构域包括：包括具有SEQ  ID  NO:143所示序列的氨基酸或其

保守修饰的VH  CDR1、包括具有SEQ  ID  NO:144所示序列的氨基酸或其保守修饰的VH  CDR2、

包括具有SEQ  ID  NO:145所示序列的氨基酸或其保守修饰的VH  CDR3、包括具有SEQ  ID  NO:

146所示序列的氨基酸或其保守修饰的VL  CDR1、包括具有SEQ  ID  NO:147所示序列的氨基

酸或其保守修饰的VL  CDR2、和包括具有SEQ  ID  NO:148所示序列的氨基酸或其保守修饰的

VL  CDR3，如表10所示。在某些实施方式中，细胞外抗原结合结构域包括：包括具有SEQ  ID 

NO:143所示序列的氨基酸的VH  CDR1、包括具有SEQ  ID  NO:144所示序列的氨基酸的VH 

CDR2、包括具有SEQ  ID  NO:145所示序列的氨基酸的VH  CDR3、包括具有SEQ  ID  NO:146所示

序列的氨基酸的VL  CDR1、包括具有SEQ  ID  NO:147所示序列的氨基酸的VL  CDR2、和包括具

有SEQ  ID  NO:148所示序列的氨基酸的VL  CDR3。

[0167] 表10

[0168]
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[0169]

[0170] 在某些实施方式中，细胞外抗原结合结构域是人scFv，其包括氨基酸序列SEQ  ID 

NO:82，并与BCMA多肽(例如，具有氨基酸序列SEQ  ID  NO:71的BCMA多肽或其片段)特异性结

合，其命名为ET140‑165scFv(也称作“ET140‑15scFv”)。

[0171] 在某些实施方式中，细胞外抗原结合结构域是人scFv，其包括：包括具有SEQ  ID 

NO:41所示序列的氨基酸的重链可变区和包括具有SEQ  ID  NO:42所示序列的氨基酸的轻链

可变区，其任选地在重链可变区和轻链可变区之间具有(iii)接头序列，例如接头多肽。在

某些实施方式中，接头包括具有SEQ  ID  NO:69所示序列的氨基酸。在某些实施方式中，细胞

外抗原结合结构域是具有选自表11的VH和VL区或CDR的人scFv‑Fc融合蛋白或全长人IgG。在

某些实施方式中，细胞外抗原结合结构域包括：包括与SEQ  ID  NO:41所示氨基酸序列的同

一性为至少80％、81％、82％、83％、84％、85％、86％、87％、88％、89％、90％、91％、92％、

93％、94％、95％、96％、97％、98％或99％的氨基酸序列的VH，如表11所示。在某些实施方式

中，细胞外抗原结合结构域包括：包括具有SEQ  ID  NO:41所示序列的氨基酸的VH，如表11所

示。在某些实施方式中，细胞外抗原结合结构域包括：包括与SEQ  ID  NO:42所示氨基酸序列

的同一性为至少80％、81％、82％、83％、84％、85％、86％、87％、88％、89％、90％、91％、

92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％或99％的氨基酸序列的VL，如表11所示。在某些实

施方式中，细胞外抗原结合结构域包括：包括具有SEQ  ID  NO:42所示序列的氨基酸的VL，如

表11所示。在某些实施方式中，细胞外抗原结合结构域包括：包括具有SEQ  ID  NO:41所示序

列的氨基酸的VH和包括具有SEQ  ID  NO:42所示序列的氨基酸的VL，如表11所示。在某些实施

方式中，细胞外抗原结合结构域包括：包括具有SEQ  ID  NO:149所示序列的氨基酸或其保守

修饰的VH  CDR1、包括具有SEQ  ID  NO:150所示序列的氨基酸或其保守修饰的VH  CDR2、和包

括具有SEQ  ID  NO:151所示序列的氨基酸或其保守修饰的VH  CDR3，如表11所示。在某些实

施方式中，细胞外抗原结合结构域包括：包括具有SEQ  ID  NO:152所示序列的氨基酸或其保

守修饰的VL  CDR1、包括具有SEQ  ID  NO:153所示序列的氨基酸或其保守修饰的VL  CDR2、和
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包括具有SEQ  ID  NO:154所示序列的氨基酸或其保守修饰的VL  CDR3，如表11所示。在某些

实施方式中，细胞外抗原结合结构域包括：包括具有SEQ  ID  NO:147所示序列的氨基酸或其

保守修饰的VH  CDR1、包括具有SEQ  ID  NO:150所示序列的氨基酸或其保守修饰的VH  CDR2、

包括具有SEQ  ID  NO:151所示序列的氨基酸或其保守修饰的VH  CDR3、包括具有SEQ  ID  NO:

152所示序列的氨基酸或其保守修饰的VL  CDR1、包括具有SEQ  ID  NO:153所示序列的氨基

酸或其保守修饰的VL  CDR2、和包括具有SEQ  ID  NO:154所示序列的氨基酸或其保守修饰的

VL  CDR3，如表11所示。在某些实施方式中，细胞外抗原结合结构域包括：包括具有SEQ  ID 

NO:149所示序列的氨基酸的VH  CDR1、包括具有SEQ  ID  NO:150所示序列的氨基酸的VH 

CDR2、包括具有SEQ  ID  NO:151所示序列的氨基酸的VH  CDR3、包括具有SEQ  ID  NO:152所示

序列的氨基酸的VL  CDR1、包括具有SEQ  ID  NO:153所示序列的氨基酸的VL  CDR2、和包括具

有SEQ  ID  NO:154所示序列的氨基酸的VL  CDR3。

[0172] 表11

[0173]

[0174]

[0175] 在某些实施方式中，细胞外抗原结合结构域是人scFv，其包括氨基酸序列SEQ  ID 

NO:83，并与BCMA多肽(例如，具有氨基酸序列SEQ  ID  NO:71的BCMA多肽或其片段)特异性结

合，其命名为ET140‑188scFv(也称作“ET140‑38scFv”)。

[0176] 在某些实施方式中，细胞外抗原结合结构域是人scFv，其包括：包括具有SEQ  ID 

NO:45所示序列的氨基酸的重链可变区和包括具有SEQ  ID  NO:46所示序列的氨基酸的轻链

可变区，其任选地在重链可变区和轻链可变区之间具有(iii)接头序列，例如接头多肽。在

某些实施方式中，接头包括具有SEQ  ID  NO:69所示序列的氨基酸。在某些实施方式中，细胞
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外抗原结合结构域是具有选自表12的VH和VL区或CDR的人scFv‑Fc融合蛋白或全长人IgG。在

某些实施方式中，细胞外抗原结合结构域包括：包括与SEQ  ID  NO:45所示氨基酸序列的同

一性为至少80％、81％、82％、83％、84％、85％、86％、87％、88％、89％、90％、91％、92％、

93％、94％、95％、96％、97％、98％或99％的氨基酸序列的VH，如表12所示。在某些实施方式

中，细胞外抗原结合结构域包括：包括具有SEQ  ID  NO:45所示序列的氨基酸的VH，如表12所

示。在某些实施方式中，细胞外抗原结合结构域包括：包括与SEQ  ID  NO:46所示氨基酸序列

的同一性为至少80％、81％、82％、83％、84％、85％、86％、87％、88％、89％、90％、91％、

92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％或99％的氨基酸序列的VL，如表12所示。在某些实

施方式中，细胞外抗原结合结构域包括：包括具有SEQ  ID  NO:46所示序列的氨基酸的VL，如

表12所示。在某些实施方式中，细胞外抗原结合结构域包括：包括具有SEQ  ID  NO:45所示序

列的氨基酸的VH和包括具有SEQ  ID  NO:46所示序列的氨基酸的VL，如表12所示。在某些实施

方式中，细胞外抗原结合结构域包括：包括具有SEQ  ID  NO:155所示序列的氨基酸或其保守

修饰的VH  CDR1、包括具有SEQ  ID  NO:156所示序列的氨基酸或其保守修饰的VH  CDR2、和包

括具有SEQ  ID  NO:157所示序列的氨基酸或其保守修饰的VH  CDR3，如表12所示。在某些实

施方式中，细胞外抗原结合结构域包括：包括具有SEQ  ID  NO:158所示序列的氨基酸或其保

守修饰的VL  CDR1、包括具有SEQ  ID  NO:159所示序列的氨基酸或其保守修饰的VL  CDR2、和

包括具有SEQ  ID  NO:160所示序列的氨基酸或其保守修饰的VL  CDR3，如表12所示。在某些

实施方式中，细胞外抗原结合结构域包括：包括具有SEQ  ID  NO:155所示序列的氨基酸或其

保守修饰的VH  CDR1、包括具有SEQ  ID  NO:156所示序列的氨基酸或其保守修饰的VH  CDR2、

包括具有SEQ  ID  NO:157所示序列的氨基酸或其保守修饰的VH  CDR3、包括具有SEQ  ID  NO:

158所示序列的氨基酸或其保守修饰的VL  CDR1、包括具有SEQ  ID  NO:159所示序列的氨基

酸或其保守修饰的VL  CDR2、和包括具有SEQ  ID  NO:160所示序列的氨基酸或其保守修饰的

VL  CDR3，如表12所示。在某些实施方式中，细胞外抗原结合结构域包括：包括具有SEQ  ID 

NO:155所示序列的氨基酸的VH  CDR1、包括具有SEQ  ID  NO:156所示序列的氨基酸的VH 

CDR2、包括具有SEQ  ID  NO:157所示序列的氨基酸的VH  CDR3、包括具有SEQ  ID  NO:158所示

序列的氨基酸的VL  CDR1、包括具有SEQ  ID  NO:159所示序列的氨基酸的VL  CDR2、和包括具

有SEQ  ID  NO:160所示序列的氨基酸的VL  CDR3。

[0177] 表12

[0178]
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[0179]

[0180] 在某些实施方式中，细胞外抗原结合结构域是人scFv，其包括氨基酸序列SEQ  ID 

NO:84，并与BCMA多肽(例如，具有氨基酸序列SEQ  ID  NO:71的BCMA多肽或其片段)特异性结

合，其命名为ET140‑196scFv(也称作“ET140‑46scFv”)。

[0181] 在某些实施方式中，细胞外抗原结合结构域是人scFv，其包括：包括具有SEQ  ID 

NO:49所示序列的氨基酸的重链可变区和包括具有SEQ  ID  NO:50所示序列的氨基酸的轻链

可变区，其任选地在重链可变区和轻链可变区之间具有(iii)接头序列，例如接头多肽。在

某些实施方式中，接头包括具有SEQ  ID  NO:69所示序列的氨基酸。在某些实施方式中，细胞

外抗原结合结构域是具有选自表13的VH和VL区或CDR的人scFv‑Fc融合蛋白或全长人IgG。在

某些实施方式中，细胞外抗原结合结构域包括：包括与SEQ  ID  NO:49所示氨基酸序列的同

一性为至少80％、81％、82％、83％、84％、85％、86％、87％、88％、89％、90％、91％、92％、

93％、94％、95％、96％、97％、98％或99％的氨基酸序列的VH，如表13所示。在某些实施方式

中，细胞外抗原结合结构域包括：包括具有SEQ  ID  NO:49所示序列的氨基酸的VH，如表13所

示。在某些实施方式中，细胞外抗原结合结构域包括：包括与SEQ  ID  NO:50所示氨基酸序列

的同一性为至少80％、81％、82％、83％、84％、85％、86％、87％、88％、89％、90％、91％、

92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％或99％的氨基酸序列的VL，如表13所示。在某些实

施方式中，细胞外抗原结合结构域包括：包括具有SEQ  ID  NO:50所示序列的氨基酸的VL，如

表13所示。在某些实施方式中，细胞外抗原结合结构域包括：包括具有SEQ  ID  NO:49所示序

列的氨基酸的VH和包括具有SEQ  ID  NO:50所示序列的氨基酸的VL，如表13所示。在某些实施

方式中，细胞外抗原结合结构域包括：包括具有SEQ  ID  NO:161所示序列的氨基酸或其保守

修饰的VH  CDR1、包括具有SEQ  ID  NO:162所示序列的氨基酸或其保守修饰的VH  CDR2、和包

括具有SEQ  ID  NO:163所示序列的氨基酸或其保守修饰的VH  CDR3，如表13所示。在某些实

施方式中，细胞外抗原结合结构域包括：包括具有SEQ  ID  NO:164所示序列的氨基酸或其保

守修饰的VL  CDR1、包括具有SEQ  ID  NO:165所示序列的氨基酸或其保守修饰的VL  CDR2、和
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包括具有SEQ  ID  NO:166所示序列的氨基酸或其保守修饰的VL  CDR3，如表13所示。在某些

实施方式中，细胞外抗原结合结构域包括：包括具有SEQ  ID  NO:161所示序列的氨基酸或其

保守修饰的VH  CDR1、包括具有SEQ  ID  NO:162所示序列的氨基酸或其保守修饰的VH  CDR2、

包括具有SEQ  ID  NO:163所示序列的氨基酸或其保守修饰的VH  CDR3、包括具有SEQ  ID  NO:

164所示序列的氨基酸或其保守修饰的VL  CDR1、包括具有SEQ  ID  NO:165所示序列的氨基

酸或其保守修饰的VL  CDR2、和包括具有SEQ  ID  NO:166所示序列的氨基酸或其保守修饰的

VL  CDR3，如表13所示。在某些实施方式中，细胞外抗原结合结构域包括：包括具有SEQ  ID 

NO:161所示序列的氨基酸的VH  CDR1、包括具有SEQ  ID  NO:162所示序列的氨基酸的VH 

CDR2、包括具有SEQ  ID  NO:163所示序列的氨基酸的VH  CDR3、包括具有SEQ  ID  NO:164所示

序列的氨基酸的VL  CDR1、包括具有SEQ  ID  NO:165所示序列的氨基酸的VL  CDR2、和包括具

有SEQ  ID  NO:166所示序列的氨基酸的VL  CDR3。

[0182] 表13

[0183]

[0184]

[0185] 在某些实施方式中，细胞外抗原结合结构域是人scFv，其包括氨基酸序列SEQ  ID 

NO:85，并与BCMA多肽(例如，具有氨基酸序列SEQ  ID  NO:71的BCMA多肽或其片段)特异性结

合，其命名为ET140‑204scFv(也称作“ET140‑54scFv”)。

[0186] 在某些实施方式中，细胞外抗原结合结构域是人scFv，其包括：包括具有SEQ  ID 

NO:53所示序列的氨基酸的重链可变区和包括具有SEQ  ID  NO:54所示序列的氨基酸的轻链

可变区，其任选地在重链可变区和轻链可变区之间具有(iii)接头序列，例如接头多肽。在

某些实施方式中，接头包括具有SEQ  ID  NO:69所示序列的氨基酸。在某些实施方式中，细胞
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外抗原结合结构域是具有选自表14的VH和VL区或CDR的人scFv‑Fc融合蛋白或全长人IgG。在

某些实施方式中，细胞外抗原结合结构域包括：包括与SEQ  ID  NO:53所示氨基酸序列的同

一性为至少80％、81％、82％、83％、84％、85％、86％、87％、88％、89％、90％、91％、92％、

93％、94％、95％、96％、97％、98％或99％的氨基酸序列的VH，如表14所示。在某些实施方式

中，细胞外抗原结合结构域包括：包括具有SEQ  ID  NO:53所示序列的氨基酸的VH，如表14所

示。在某些实施方式中，细胞外抗原结合结构域包括：包括与SEQ  ID  NO:54所示氨基酸序列

的同一性为至少80％、81％、82％、83％、84％、85％、86％、87％、88％、89％、90％、91％、

92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％或99％的氨基酸序列的VL，如表14所示。在某些实

施方式中，细胞外抗原结合结构域包括：包括具有SEQ  ID  NO:54所示序列的氨基酸的VL，如

表14所示。在某些实施方式中，细胞外抗原结合结构域包括：包括具有SEQ  ID  NO:53所示序

列的氨基酸的VH和包括具有SEQ  ID  NO:54所示序列的氨基酸的VL，如表14所示。在某些实施

方式中，细胞外抗原结合结构域包括：包括具有SEQ  ID  NO:167所示序列的氨基酸或其保守

修饰的VH  CDR1、包括具有SEQ  ID  NO:168所示序列的氨基酸或其保守修饰的VH  CDR2、和包

括具有SEQ  ID  NO:169所示序列的氨基酸或其保守修饰的VH  CDR3，如表14所示。在某些实

施方式中，细胞外抗原结合结构域包括：包括具有SEQ  ID  NO:170所示序列的氨基酸或其保

守修饰的VL  CDR1、包括具有SEQ  ID  NO:171所示序列的氨基酸或其保守修饰的VL  CDR2、和

包括具有SEQ  ID  NO:172所示序列的氨基酸或其保守修饰的VL  CDR3，如表14所示。在某些

实施方式中，细胞外抗原结合结构域包括：包括具有SEQ  ID  NO:167所示序列的氨基酸或其

保守修饰的VH  CDR1、包括具有SEQ  ID  NO:168所示序列的氨基酸或其保守修饰的VH  CDR2、

包括具有SEQ  ID  NO:169所示序列的氨基酸或其保守修饰的VH  CDR3、包括具有SEQ  ID  NO:

170所示序列的氨基酸或其保守修饰的VL  CDR1、包括具有SEQ  ID  NO:171所示序列的氨基

酸或其保守修饰的VL  CDR2、和包括具有SEQ  ID  NO:172所示序列的氨基酸或其保守修饰的

VL  CDR3，如表14所示。在某些实施方式中，细胞外抗原结合结构域包括：包括具有SEQ  ID 

NO:167所示序列的氨基酸的VH  CDR1、包括具有SEQ  ID  NO:168所示序列的氨基酸的VH 

CDR2、包括具有SEQ  ID  NO:169所示序列的氨基酸的VH  CDR3、包括具有SEQ  ID  NO:170所示

序列的氨基酸的VL  CDR1、包括具有SEQ  ID  NO:171所示序列的氨基酸的VL  CDR2、和包括具

有SEQ  ID  NO:172所示序列的氨基酸的VL  CDR3。

[0187] 表14

[0188]
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[0189]

[0190] 在某些实施方式中，细胞外抗原结合结构域是人scFv，其包括氨基酸序列SEQ  ID 

NO:86，并与BCMA多肽(例如，具有氨基酸序列SEQ  ID  NO:71的BCMA多肽或其片段)特异性结

合，其命名为ET140‑190scFv(也称作“ET140‑40scFv”)。

[0191] 在某些实施方式中，细胞外抗原结合结构域是人scFv，其包括：包括具有SEQ  ID 

NO:57所示序列的氨基酸的重链可变区和包括具有SEQ  ID  NO:58所示序列的氨基酸的轻链

可变区，其任选地在重链可变区和轻链可变区之间具有(iii)接头序列，例如接头多肽。在

某些实施方式中，接头包括具有SEQ  ID  NO:69所示序列的氨基酸。在某些实施方式中，细胞

外抗原结合结构域是具有选自表15的VH和VL区或CDR的人scFv‑Fc融合蛋白或全长人IgG。在

某些实施方式中，细胞外抗原结合结构域包括：包括与SEQ  ID  NO:57所示氨基酸序列的同

一性为至少80％、81％、82％、83％、84％、85％、86％、87％、88％、89％、90％、91％、92％、

93％、94％、95％、96％、97％、98％或99％的氨基酸序列的VH，如表15所示。在某些实施方式

中，细胞外抗原结合结构域包括：包括具有SEQ  ID  NO:57所示序列的氨基酸的VH，如表15所

示。在某些实施方式中，细胞外抗原结合结构域包括：包括与SEQ  ID  NO:58所示氨基酸序列

的同一性为至少80％、81％、82％、83％、84％、85％、86％、87％、88％、89％、90％、91％、

92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％或99％的氨基酸序列的VL，如表15所示。在某些实

施方式中，细胞外抗原结合结构域包括：包括具有SEQ  ID  NO:58所示序列的氨基酸的VL，如

表15所示。在某些实施方式中，细胞外抗原结合结构域包括：包括具有SEQ  ID  NO:57所示序

列的氨基酸的VH和包括具有SEQ  ID  NO:58所示序列的氨基酸的VL，如表15所示。在某些实施

方式中，细胞外抗原结合结构域包括：包括具有SEQ  ID  NO:173所示序列的氨基酸或其保守

修饰的VH  CDR1、包括具有SEQ  ID  NO:174所示序列的氨基酸或其保守修饰的VH  CDR2、和包

括具有SEQ  ID  NO:175所示序列的氨基酸或其保守修饰的VH  CDR3，如表15所示。在某些实

施方式中，细胞外抗原结合结构域包括：包括具有SEQ  ID  NO:176所示序列的氨基酸或其保

守修饰的VL  CDR1、包括具有SEQ  ID  NO:177所示序列的氨基酸或其保守修饰的VL  CDR2、和

包括具有SEQ  ID  NO:178所示序列的氨基酸或其保守修饰的VL  CDR3，如表15所示。在某些
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实施方式中，细胞外抗原结合结构域包括：包括具有SEQ  ID  NO:173所示序列的氨基酸或其

保守修饰的VH  CDR1、包括具有SEQ  ID  NO:174所示序列的氨基酸或其保守修饰的VH  CDR2、

包括具有SEQ  ID  NO:175所示序列的氨基酸或其保守修饰的VH  CDR3、包括具有SEQ  ID  NO:

176所示序列的氨基酸或其保守修饰的VL  CDR1、包括具有SEQ  ID  NO:177所示序列的氨基

酸或其保守修饰的VL  CDR2、和包括具有SEQ  ID  NO:178所示序列的氨基酸或其保守修饰的

VL  CDR3，如表15所示。在某些实施方式中，细胞外抗原结合结构域包括：包括具有SEQ  ID 

NO:173所示序列的氨基酸的VH  CDR1、包括具有SEQ  ID  NO:174所示序列的氨基酸的VH 

CDR2、包括具有SEQ  ID  NO:175所示序列的氨基酸的VH  CDR3、包括具有SEQ  ID  NO:176所示

序列的氨基酸的VL  CDR1、包括具有SEQ  ID  NO:177所示序列的氨基酸的VL  CDR2、和包括具

有SEQ  ID  NO:178所示序列的氨基酸的VL  CDR3。

[0192] 表15

[0193]

[0194]

[0195] 在某些实施方式中，细胞外抗原结合结构域是人scFv，其包括氨基酸序列SEQ  ID 

NO:87，并与BCMA多肽(例如，具有氨基酸序列SEQ  ID  NO:71的BCMA多肽或其片段)特异性结

合，其命名为ET140‑187scFv(也称作“ET140‑37scFv”)。

[0196] 在某些实施方式中，细胞外抗原结合结构域是人scFv，其包括：包括具有SEQ  ID 

NO:61所示序列的氨基酸的重链可变区和包括具有SEQ  ID  NO:62所示序列的氨基酸的轻链

可变区，其任选地在重链可变区和轻链可变区之间具有(iii)接头序列，例如接头多肽。在

某些实施方式中，接头包括具有SEQ  ID  NO:69所示序列的氨基酸。在某些实施方式中，细胞

外抗原结合结构域是具有选自表16的VH和VL区或CDR的人scFv‑Fc融合蛋白或全长人IgG。在
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某些实施方式中，细胞外抗原结合结构域包括：包括与SEQ  ID  NO:61所示氨基酸序列的同

一性为至少80％、81％、82％、83％、84％、85％、86％、87％、88％、89％、90％、91％、92％、

93％、94％、95％、96％、97％、98％或99％的氨基酸序列的VH，如表16所示。在某些实施方式

中，细胞外抗原结合结构域包括：包括具有SEQ  ID  NO:61所示序列的氨基酸的VH，如表16所

示。在某些实施方式中，细胞外抗原结合结构域包括：包括与SEQ  ID  NO:62所示氨基酸序列

的同一性为至少80％、81％、82％、83％、84％、85％、86％、87％、88％、89％、90％、91％、

92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％或99％的氨基酸序列的VL，如表16所示。在某些实

施方式中，细胞外抗原结合结构域包括：包括具有SEQ  ID  NO:62所示序列的氨基酸的VL，如

表16所示。在某些实施方式中，细胞外抗原结合结构域包括：包括具有SEQ  ID  NO:61所示序

列的氨基酸的VH和包括具有SEQ  ID  NO:62所示序列的氨基酸的VL，如表16所示。在某些实施

方式中，细胞外抗原结合结构域包括：包括具有SEQ  ID  NO:179所示序列的氨基酸或其保守

修饰的VH  CDR1、包括具有SEQ  ID  NO:180所示序列的氨基酸或其保守修饰的VH  CDR2、和包

括具有SEQ  ID  NO:181所示序列的氨基酸或其保守修饰的VH  CDR3，如表16所示。在某些实

施方式中，细胞外抗原结合结构域包括：包括具有SEQ  ID  NO:182所示序列的氨基酸或其保

守修饰的VL  CDR1、包括具有SEQ  ID  NO:183所示序列的氨基酸或其保守修饰的VL  CDR2、和

包括具有SEQ  ID  NO:184所示序列的氨基酸或其保守修饰的VL  CDR3，如表16所示。在某些

实施方式中，细胞外抗原结合结构域包括：包括具有SEQ  ID  NO:179所示序列的氨基酸或其

保守修饰的VH  CDR1、包括具有SEQ  ID  NO:180所示序列的氨基酸或其保守修饰的VH  CDR2、

包括具有SEQ  ID  NO:181所示序列的氨基酸或其保守修饰的VH  CDR3、包括具有SEQ  ID  NO:

182所示序列的氨基酸或其保守修饰的VL  CDR1、包括具有SEQ  ID  NO:183所示序列的氨基

酸或其保守修饰的VL  CDR2、和包括具有SEQ  ID  NO:184所示序列的氨基酸或其保守修饰的

VL  CDR3，如表16所示。在某些实施方式中，细胞外抗原结合结构域包括：包括具有SEQ  ID 

NO:179所示序列的氨基酸的VH  CDR1、包括具有SEQ  ID  NO:180所示序列的氨基酸的VH 

CDR2、包括具有SEQ  ID  NO:181所示序列的氨基酸的VH  CDR3、包括具有SEQ  ID  NO:182所示

序列的氨基酸的VL  CDR1、包括具有SEQ  ID  NO:183所示序列的氨基酸的VL  CDR2、和包括具

有SEQ  ID  NO:184所示序列的氨基酸的VL  CDR3。

[0197] 表16

[0198]
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[0199]

[0200] 在某些实施方式中，细胞外抗原结合结构域是人scFv，其包括氨基酸序列SEQ  ID 

NO:88，并与BCMA多肽(例如，具有氨基酸序列SEQ  ID  NO:71的BCMA多肽或其片段)特异性结

合，其命名为ET140‑174scFv(也称作“ET140‑24scFv”)。

[0201] 在某些实施方式中，细胞外抗原结合结构域是人scFv，其包括：包括具有SEQ  ID 

NO:65所示序列的氨基酸的重链可变区和包括具有SEQ  ID  NO:66所示序列的氨基酸的轻链

可变区，其任选地在重链可变区和轻链可变区之间具有(iii)接头序列，例如接头多肽。在

某些实施方式中，接头包括具有SEQ  ID  NO:69所示序列的氨基酸。在某些实施方式中，细胞

外抗原结合结构域是具有选自表17的VH和VL区或CDR的人scFv‑Fc融合蛋白或全长人IgG。在

某些实施方式中，细胞外抗原结合结构域包括：包括与SEQ  ID  NO:65所示氨基酸序列的同

一性为至少80％、81％、82％、83％、84％、85％、86％、87％、88％、89％、90％、91％、92％、

93％、94％、95％、96％、97％、98％或99％的氨基酸序列的VH，如表17所示。在某些实施方式

中，细胞外抗原结合结构域包括：包括具有SEQ  ID  NO:65所示序列的氨基酸的VH，如表17所

示。在某些实施方式中，细胞外抗原结合结构域包括：包括与SEQ  ID  NO:66所示氨基酸序列

的同一性为至少80％、81％、82％、83％、84％、85％、86％、87％、88％、89％、90％、91％、

92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％或99％的氨基酸序列的VL，如表17所示。在某些实

施方式中，细胞外抗原结合结构域包括：包括具有SEQ  ID  NO:66所示序列的氨基酸的VL，如

表17所示。在某些实施方式中，细胞外抗原结合结构域包括：包括具有SEQ  ID  NO:65所示序

列的氨基酸的VH和包括具有SEQ  ID  NO:66所示序列的氨基酸的VL，如表17所示。在某些实施

方式中，细胞外抗原结合结构域包括：包括具有SEQ  ID  NO:185所示序列的氨基酸或其保守

修饰的VH  CDR1、包括具有SEQ  ID  NO:186所示序列的氨基酸或其保守修饰的VH  CDR2、和包

括具有SEQ  ID  NO:187所示序列或的氨基酸其保守修饰的VH  CDR3，如表17所示。在某些实

施方式中，细胞外抗原结合结构域包括：包括具有SEQ  ID  NO:188所示序列的氨基酸或其保

守修饰的VL  CDR1、包括具有SEQ  ID  NO:189所示序列的氨基酸或其保守修饰的VL  CDR2、和
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包括具有SEQ  ID  NO:190所示序列的氨基酸或其保守修饰的VL  CDR3，如表17所示。在某些

实施方式中，细胞外抗原结合结构域包括：包括具有SEQ  ID  NO:185所示序列的氨基酸或其

保守修饰的VH  CDR1、包括具有SEQ  ID  NO:186所示序列的氨基酸或其保守修饰的VH  CDR2、

包括具有SEQ  ID  NO:187所示序列的氨基酸或其保守修饰的VH  CDR3、包括具有SEQ  ID  NO:

188所示序列的氨基酸或其保守修饰的VL  CDR1、包括具有SEQ  ID  NO:189所示序列的氨基

酸或其保守修饰的VL  CDR2、和包括具有SEQ  ID  NO:190所示序列的氨基酸或其保守修饰的

VL  CDR3，如表17所示。在某些实施方式中，细胞外抗原结合结构域包括：包括具有SEQ  ID 

NO:185所示序列的氨基酸的VH  CDR1、包括具有SEQ  ID  NO:186所示序列的氨基酸的VH 

CDR2、包括具有SEQ  ID  NO:187所示序列的氨基酸的VH  CDR3、包括具有SEQ  ID  NO:188所示

序列的氨基酸的VL  CDR1、包括具有SEQ  ID  NO:189所示序列的氨基酸的VL  CDR2、和包括具

有SEQ  ID  NO:190所示序列的氨基酸的VL  CDR3。

[0202] 表17

[0203]

[0204]

[0205] 包括与上述序列的VH和VL区具有高度(即80％或更高)同源性的VH和/或VL区的细

胞外抗原结合结构域(例如scFv)可以通过突变(例如，定点突变或PCR介导的突变)获得，然

后使用本文所述的结合试验测试所编码的改变的scFv保留的功能(即结合亲和力)。在某些

实施方式中，具有至少90％、91％、92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％或99％同一性的

VH序列相对于参照序列含有取代(例如，产生序列保守修饰的保守取代)、插入或缺失，但是

细胞外抗原结构域(例如scFv)包括保持与BCMA多肽结合的能力的序列。在某些实施方式
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中，具有至少90％、91％、92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％或99％同一性的VL序列相

对于参照序列含有取代(例如，保守取代)、插入或缺失，但是细胞外抗原结构域(例如scFv)

包括保持与BCMA多肽结合的能力的序列。在某些实施方式中，在公开的序列中共计大约1至

大约10个氨基酸已被取代、插入和/或缺失。例如，不加以任何限定，VH序列或VL序列可以具

有至多大约1个、至多大约2个、至多大约3个、至多大约4个、至多大约5个、至多大约6个、至

多大约7个、至多大约8个、至多大约9个或至多大约10个修饰和/或取代的氨基酸残基。保守

修饰的非限定性例子提供如下，例如提供于表18。

[0206] 如本文所用，术语“保守序列修饰”是指不会显著影响或改变包括氨基酸序列的本

发明公开的CAR(例如细胞外抗原结合结构域)的结合特征的氨基酸修饰。这种保守修饰包

括氨基酸取代、添加和缺失。可以通过本领域已知的标准技术，比如定点突变和PCR介导的

突变，将修饰引入到本发明公开主题的人scFv中。可以根据氨基酸的物理化学性质如电荷

和极性将氨基酸分组。保守氨基酸取代是其中氨基酸残基被相同组内的氨基酸取代。例如，

氨基酸可以通过电荷分类：带正电荷的氨基酸包括赖氨酸、精氨酸、组氨酸，带负电荷的氨

基酸包括天冬氨酸、谷氨酸，中性电荷氨基酸包括丙氨酸、天冬酰胺、半胱氨酸、谷氨酰胺、

甘氨酸、异亮氨酸、亮氨酸、甲硫氨酸、苯丙氨酸、脯氨酸、丝氨酸、苏氨酸、色氨酸、酪氨酸和

缬氨酸。此外，氨基酸可以通过极性分类：极性氨基酸包括精氨酸(碱性极性)、天冬酰胺、天

冬氨酸(酸性极性)、谷氨酸(酸性极性)、谷氨酰胺、组氨酸(碱性极性)、赖氨酸(碱性极性)、

丝氨酸、苏氨酸和酪氨酸；非极性氨基酸包括丙氨酸、半胱氨酸、甘氨酸、异亮氨酸、亮氨酸、

甲硫氨酸、苯丙氨酸、脯氨酸、色氨酸和缬氨酸。因此，CDR区内的一个或多个氨基酸残基可

以被来自相同组的其他氨基酸残基替换，并且可以使用本文所述的功能试验检测改变的抗

体保留的功能(即，以上(c)至(l)中所述的功能)。在某些实施方式中，在特定序列或CDR区

内改变不超过一个、不超过两个、不超过三个、不超过四个、不超过五个残基。示例性保守氨

基酸取代示于表18中。

[0207] 表18

[0208]
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[0209]

[0210] 在某些非限定性实施方式中，CAR的细胞外抗原结合结构域可以包括连接细胞外

抗原结合结构域的重链可变区和轻链可变区的接头。本文使用的术语“接头(linker)”是指

共价连接两个或多个多肽或核酸使得它们彼此连接的官能团(例如，化学的或多肽)。本文

使用的“肽接头”是指用于将两个蛋白偶联在一起(例如，偶联VH和VL结构域)的一个或多个

氨基酸。肽接头的非限定性例子公开于Shen等人,Anal.Chem.80(6):1910‑1917(2008)和WO 

2014/087010。

[0211] 在一非限定性实例中，接头包括具有SEQ  ID  NO:69所示序列的氨基酸。在某些实

施方式中，编码氨基酸序列SEQ  ID  NO:69的核苷酸序列示于SEQ  ID  NO:70中。在一非限定

性实例中，接头包括具有SEQ  ID  NO:210所示序列的氨基酸。在某些实施方式中，编码氨基

酸序列SEQ  ID  NO:98的核苷酸序列示于SEQ  ID  NO:211中。

[0212] 在某些实施方式中，包括具有SEQ  ID  NO:212所示序列的氨基酸的接头如下文提

供：

[0213] GGGGS[SEQ  ID  NO:212]。

[0214] 在某些实施方式中，包括具有SEQ  ID  NO:213所示序列的氨基酸的接头如下文提

供：

[0215] SGGSGGS[SEQ  ID  NO:213]。

[0216] 在某些实施方式中，包括具有SEQ  ID  NO:214所示序列的氨基酸的接头如下文提

供：

[0217] GGGGSGGGS[SEQ  ID  NO:214]。

[0218] 在某些实施方式中，包括具有SEQ  ID  NO:215所示序列的氨基酸的接头如下文提

供：

[0219] GGGGSGGGGS[SEQ  ID  NO:215]。

[0220] 在某些实施方式中，包括具有SEQ  ID  NO:216所示序列的氨基酸的接头如下文提
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供：

[0221] GGGGSGGGGSGGGGGGGS[SEQ  ID  NO:216]。

[0222] 在某些实施方式中，包括具有SEQ  ID  NO:217所示序列的氨基酸的接头如下文提

供：

[0223] GGGGSGGGGSGGGGSGGGGS[SEQ  ID  NO:217]。

[0224] 在某些实施方式中，包括具有SEQ  ID  NO:218所示序列的氨基酸的接头如下文提

供：

[0225] GGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGS[SEQ  ID  NO:218]。

[0226] 在某些实施方式中，包括具有SEQ  ID  NO:219所示序列的氨基酸的接头如下文提

供：

[0227] GGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGS[SEQ  ID  NO:219]。

[0228] 在某些实施方式中，包括具有SEQ  ID  NO:220所示序列的氨基酸的接头如下文提

供：

[0229] GGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGS[SEQ  ID  NO:220]。

[0230] 在某些实施方式中，包括具有SEQ  ID  NO:220所示序列的氨基酸的接头如下文提

供：

[0231] EPKSCDKTHTCPPCP[SEQ  ID  NO:220]。

[0232] 在某些实施方式中，包括具有SEQ  ID  NO:221所示序列的氨基酸的接头如下文提

供：

[0233] GGGGSGGGSEPKSCDKTHTCPPCP[SEQ  ID  NO:222]。

[0234] 在某些实施方式中，包括具有SEQ  ID  NO:223所示序列的氨基酸的接头如下文提

供：

[0235] ELKTPLGDTTHTCPRCPEPKSCDTPPPCPRCPEPKSCDTPPPCPRCPEPKSCDTPPPCPRCP[SEQ  ID 

NO:223]。

[0236] 在某些实施方式中，包括具有SEQ  ID  NO:224所示序列的氨基酸的接头如下文提

供：

[0237] GSGSGS[SEQ  ID  NO:224]。

[0238] 在某些实施方式中，包括具有SEQ  ID  NO:225所示序列的氨基酸的接头如下文提

供：

[0239] AAA[SEQ  ID  NO:225]。

[0240] 此外，细胞外抗原结合结构域可以包括将新生蛋白质导入内质网的前导序列或信

号肽。如果CAR要被糖基化并锚定在细胞膜中，信号肽或前导序列可能是必需的。信号序列

或前导序列可以是存在于新合成的蛋白质N‑端的肽序列(长度约5、约10、约15、约20、约25

或约30个氨基酸)，其引导新合成的蛋白质进入分泌通路。在非限定性实例中，信号肽与细

胞外抗原结合结构域的5’端共价连接。在某些实施方式中，信号肽包含CD8多肽，其包括具

有如下文所提供的SEQ  ID  NO:191所示序列的氨基酸。

[0241] MALPVTALLLPLALLLHAAR[SEQ  ID  NO:191]。

[0242] 编码氨基酸序列SEQ  ID  NO:191的核苷酸序列如下文所提供的SEQ  ID  NO:192所

示：
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[0243] ATGGCTCTCCCAGTGACTGCCCTACTGCTTCCCCTAGCGCTTCTCCTGCATGCAGCTCGT[SEQ  ID 

NO:192]

[0244] 在另一实施方式中，信号肽包括具有如下文所提供的SEQ  ID  NO:205所示序列的

氨基酸。

[0245] METDTLLLWVLLLWVPGSTG[SEQ  ID  NO:205]

[0246] 编码氨基酸序列SEQ  ID  NO:205的核苷酸序列如下文所提供的SEQ  ID  NO:206所

示：

[0247] ATGGAAACCGACACCCTGCTGCTGTGGGTGCTGCTGCTGTGGGTGCCAGGATCCACAGGA[SEQ  ID 

NO:206]

[0248] 在某些实施方式中，人scFv包括重链可变区、轻链可变区、重链可变区和轻链可变

区之间的接头肽、以及His‑标签和HA‑标签。在某些实施方式中，His‑标签和HA‑标签的氨基

酸序列包括如下文提供的氨基酸序列SEQ  ID  NO:275：

[0249] TSGQAGQHHHHHHGAYPYDVPDYAS[SEQ  ID  NO:275]

[0250] 编码SEQ  ID  NO:275的核苷酸序列是下文提供的SEQ  ID  NO:276：

[0251] ACTAGTGGCCAGGCCGGCCAGCACCATCACCATCACCATGGCGCATACCCGTACGACGTTCCGGACTA

CGCTTCT[SEQ  ID  NO:276]

[0252] 在某些实施方式中，细胞外抗原结合结构域(例如人scFv)与包括SEQ  ID  NO:71所

示氨基酸序列的人BCMA多肽结合。在某些实施方式中，细胞外抗原结合结构域(例如人

scFv)与SEQ  ID  NO:71所示氨基酸序列的一个或多个部分结合。在某些实施方式中，细胞外

抗原结合结构域(例如人scFv)与包括SEQ  ID  NO:71的氨基酸14‑22的表位区结合。在某些

实施方式中，细胞外抗原结合结构域(例如人scFv)与选自SEQ  ID  NO:71的氨基酸8‑22、9‑

23、10‑24、11‑25、12‑26、13‑27、14‑28和8‑28的1、2、3、4、5、6或7个表位区结合。在某些实施

方式中，与包括SEQ  ID  NO:71的氨基酸14‑22的表位区结合的细胞外抗原结合结构域(例如

人scFv)包括：包括具有SEQ  ID  NO:9所示序列的氨基酸的重链可变区和包括具有SEQ  ID 

NO:10所示序列的氨基酸的轻链可变区，其任选地在重链可变区和轻链可变区之间具有

(iii)接头序列，例如接头多肽。在某些实施方式中，接头包括具有SEQ  ID  NO:69所示序列

的氨基酸。在某些实施方式中，与包括SEQ  ID  NO:71的氨基酸14‑22的表位区结合的细胞外

抗原结合结构域是具有选自表6的VH和VL区或CDR的人scFv。在某些实施方式中，与包括SEQ 

ID  NO:71的氨基酸14‑22的表位区结合的细胞外抗原结合结构域是具有选自表6的VH和VL区

或CDR的人scFv‑Fc融合蛋白或全长人IgG。在某些实施方式中，与包括SEQ  ID  NO:71的氨基

酸14‑22的表位区结合的细胞外抗原结合结构域(例如人scFv)包括：包括与SEQ  ID  NO:21

所示氨基酸序列的同一性为至少80％、81％、82％、83％、84％、85％、86％、87％、88％、

89％、90％、91％、92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％或99％的氨基酸序列的VH。在某

些实施方式中，与包括SEQ  ID  NO:71的氨基酸14‑22的表位区结合的细胞外抗原结合结构

域(例如人scFv)包括：包括具有SEQ  ID  NO:21所示序列的氨基酸的VH。在某些实施方式中，

与包括SEQ  ID  NO:71的氨基酸14‑22的表位区结合的细胞外抗原结合结构域(例如人scFv)

包括：包括与SEQ  ID  NO:22所示氨基酸序列的同一性为至少80％、81％、82％、83％、84％、

85％、86％、87％、88％、89％、90％、91％、92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％或99％的

氨基酸序列的VL。在某些实施方式中，与包括SEQ  ID  NO:71的氨基酸14‑22的表位区结合的
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细胞外抗原结合结构域(例如人scFv)包括：包括具有SEQ  ID  NO:22所示序列的氨基酸的

VL。在某些实施方式中，与包括SEQ  ID  NO:71的氨基酸14‑22的表位区结合的细胞外抗原结

合结构域(例如人scFv)包括：包括具有SEQ  ID  NO:21所示序列的氨基酸的VH和包括具有

SEQ  ID  NO:22所示序列的氨基酸的VL。在某些实施方式中，与包括SEQ  ID  NO:71的氨基酸

14‑22的表位区结合的细胞外抗原结合结构域(例如人scFv)包括：包括具有SEQ  ID  NO:119

所示序列的氨基酸或其保守修饰的VH  CDR1、包括具有SEQ  ID  NO:120所示序列的氨基酸或

其保守修饰的VH  CDR2、和包括具有SEQ  ID  NO:121所示序列的氨基酸或其保守修饰的VH 

CDR3。在某些实施方式中，与包括SEQ  ID  NO:71的氨基酸14‑22的表位区结合的细胞外抗原

结合结构域(例如人scFv)包括：包括具有SEQ  ID  NO:122所示序列的氨基酸或其保守修饰

的VL  CDR1、包括具有SEQ  ID  NO:123所示序列的氨基酸或其保守修饰的VL  CDR2、和包括具

有SEQ  ID  NO:124所示序列的氨基酸或其保守修饰的VL  CDR3。在某些实施方式中，与包括

SEQ  ID  NO:71的氨基酸14‑22的表位区结合的细胞外抗原结合结构域(例如人scFv)包括：

包括具有SEQ  ID  NO:119所示序列的氨基酸或其保守修饰的VH  CDR1、包括具有SEQ  ID  NO:

120所示序列的氨基酸或其保守修饰的VH  CDR2、包括具有SEQ  ID  NO:121所示序列的氨基

酸或其保守修饰的VH  CDR3、包括具有SEQ  ID  NO:122所示序列的氨基酸或其保守修饰的VL 

CDR1、包括具有SEQ  ID  NO:123所示序列的氨基酸或其保守修饰的VL  CDR2、和包括具有SEQ 

ID  NO:124所示序列的氨基酸或其保守修饰的VL  CDR3。在某些实施方式中，与包括SEQ  ID 

NO:71的氨基酸14‑22的表位区结合的细胞外抗原结合结构域(例如人scFv)包括：包括具有

SEQ  ID  NO:119所示序列的氨基酸的VH  CDR1、包括具有SEQ  ID  NO:120所示序列的氨基酸

的VH  CDR2、包括具有SEQ  ID  NO:121所示序列的氨基酸的VH  CDR3、包括具有SEQ  ID  NO:122

所示序列的氨基酸的VL  CDR1、包括具有SEQ  ID  NO:123所示序列的氨基酸的VL  CDR2、和包

括具有SEQ  ID  NO:124所示序列的氨基酸的VL  CDR3。在某些实施方式中，细胞外抗原结合

结构域是ET140‑3(或“ET140‑153”)scFv。

[0253] CAR的跨膜结构域

[0254] 在某些非限定性实施方式中，CAR的跨膜结构域包括跨越至少一部分膜的疏水性α

螺旋。不同的跨膜结构域导致不同的受体稳定性。在抗原识别之后，受体聚簇且信号被传送

至细胞。根据本发明公开的主题，CAR的跨膜结构域可以包括CD8多肽、CD28多肽、CD3ζ多肽、

CD4多肽、4‑1BB多肽、OX40多肽、ICOS多肽、CTLA‑4多肽、PD‑1多肽、LAG‑3多肽、2B4多肽、

BTLA多肽、合成肽(非基于与免疫应答有关的蛋白质)或其组合。

[0255] 在某些实施方式中，本发明公开的CAR的跨膜结构域包括CD28多肽。CD28多肽可以

具有与序列NCBI参照No:P10747或NP_006130(SEQ  ID  No:193)的同源性为至少约85％、约

90％、约95％、约96％、约97％、约98％、约99％或约100％的氨基酸序列或其片段，和/或可

以任选地包括至多1个或至多2个或至多3个保守氨基酸取代。在某些实施方式中，CD28多肽

可以具有作为SEQ  ID  NO:193保守部分的氨基酸序列，其长度为至少20、或者至少30、或者

至少40、或者至少50并且至多220个氨基酸。另外可选地或者额外地，在非限定性的各种实

施方式中，CD28多肽具有SEQ  ID  NO:193的氨基酸1‑220、1‑50、50‑100、100‑150、150‑200或

200‑220的氨基酸序列。在某些实施方式中，本发明公开的CAR包括：包括CD28多肽的跨膜结

构域和包括有包括CD28多肽的共刺激信号区的细胞内结构域。在某些实施方式中，跨膜结

构域和细胞内结构域中包括的CD28具有SEQ  ID  NO:193的氨基酸114‑220的氨基酸序列。
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[0256] SEQ  ID  NO:193提供如下：

[0257]

[0258]

[0259] 根据本发明公开的主题，“CD28核酸分子”是指编码CD28多肽的多核苷酸。在某些

实施方式中，编码本发明公开的CAR的跨膜结构域和细胞内结构域(例如共刺激信号区)中

包括的CD28多肽(SEQ  ID  NO:193的氨基酸114‑220)的CD28核酸分子包括具有下文提供的

SEQ  ID  NO:194所示序列的核酸。

[0260] ATTGAAGTTATGTATCCTCCTCCTTACCTAGACAATGAGAAGAGCAATGGAACCATTATCCATGTGAA

AGGGAAACACCTTTGTCCAAGTCCCCTATTTCCCGGACCTTCTAAGCCCTTTTGGGTGCTGGTGGTGGTTGGTGGA

GTCCTGGCTTGCTATAGCTTGCTAGTAACAGTGGCCTTTATTATTTTCTGGGTGAGGAGTAAGAGGAGCAGGCTCC

TGCACAGTGACTACATGAACATGACTCCCCGCCGCCCCGGGCCCACCCGCAAGCATTACCAGCCCTATGCCCCACC

ACGCGACTTCGCAGCCTATCGCTCC[SEQ  ID  NO:194]

[0261] 在某些实施方式中，本发明公开的CAR的跨膜结构域包括CD8多肽。CD8多肽可以具

有与序列NCBI参照No:AAH25715(SEQ  ID  No:226)的同源性为至少约85％、约90％、约95％、

约96％、约97％、约98％、约99％或100％的氨基酸序列或其片段，和/或可以任选地包括至

多1个或至多2个或至多3个保守氨基酸取代。在非限定性实施方式中，CD8多肽可以具有作

为SEQ  ID  NO:226保守部分的氨基酸序列，其长度为至少20、或者至少30、或者至少40、或者

至少50、或者至少70、或者至少100、或者至少150、或者至少200并且至多235个氨基酸。另外

可选地或者额外地，在非限定性的各种实施方式中，CD28多肽具有SEQ  ID  NO:226的氨基酸

1‑235、1‑50、50‑100、100‑150、150‑200、130‑210或200‑235的氨基酸序列。在某些实施方式

中，跨膜结构域中包括的CD8多肽具有SEQ  ID  NO:226的氨基酸137‑207的氨基酸序列。

[0262] SEQ  ID  NO:226提供如下：

[0263]       

[0264]

[0265] 根据本发明公开的主题，“CD8核酸分子”是指编码CD8多肽的多核苷酸。在某些实
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施方式中，编码本发明公开的CAR跨膜结构域中包括的CD8多肽(SEQ  ID  NO:226的氨基酸

137‑207)的CD8核酸分子包括具有下文提供的SEQ  ID  NO:227所示序列的核酸。

[0266] CCCACCACGACGCCAGCGCCGCGACCACCAACCCCGGCGCCCACGATCGCGTCGCAGCCCCTGTCCCT

GCGCCCAGAGGCGTGCCGGCCAGCGGCGGGGGGCGCAGTGCACACGAGGGGGCTGGACTTCGCCTGTGATATCTAC

ATCTGGGCGCCCCTGGCCGGGACTTGTGGGGTCCTTCTCCTGTCACTGGTTATCACCCTTTACTGCAAC[SEQ  ID 

NO:227]

[0267] 在某些非限定性实施方式中，CAR还可以包括连接细胞外抗原结合结构域与跨膜

结构域的间隔区。间隔区的柔性可以足以使抗原结合结构域在不同的方向取向，以促进抗

原识别。间隔区可以是来自IgG1的铰链区，或者免疫球蛋白的CH2CH3区和CD3部分。

[0268] CAR的细胞内结构域

[0269] 在某些非限定性实施方式中，CAR的细胞内结构域可以包括可以激活或刺激细胞

(例如，淋巴样谱系细胞如T细胞)的CD3ζ多肽。CD3ζ包括3个ITAM，在结合抗原之后将激活信

号传送至细胞(例如，淋巴样谱系细胞如T细胞)。CD3ζ多肽可以具有与SEQ  ID  NO:195所示

序列的同源性为至少约85％、约90％、约95％、约96％、约97％、约98％、约99％或约100％的

氨基酸序列或其片段，和/或可以任选地包括至多1个或至多2个或至多3个保守氨基酸取

代。在非限定性实施方式中，CD3ζ肽可以具有作为SEQ  ID  NO:195保守部分的氨基酸序列，

其长度为至少20、或者至少30、或者至少40、或者至少50并且至多163个氨基酸。另外可选地

或者额外地，在非限定性的不同实施方式中，CD3ζ多肽具有SEQ  ID  NO:195的氨基酸1‑163、

1‑50、50‑100、100‑150或150‑163的氨基酸序列。在某些实施方式中，本发明公开的CAR的细

胞内结构域中包括的CD3ζ具有SEQ  ID  NO:195的氨基酸52‑163的氨基酸序列。

[0270] SEQ  ID  NO:195提供如下：

[0271]

[0272] 根据本发明公开的主题，“CD3ζ核酸分子”是指编码CD3ζ多肽的多核苷酸。在某些

实施方式中，编码本发明公开的CAR的细胞内结构域中包括的CD3ζ多肽(SEQ  ID  NO:195的

氨基酸52‑163的氨基酸序列)的CD3ζ核酸分子包括具有下文提供的SEQ  ID  NO:196所示序

列的核酸。

[0273] AGAGTGAAGTTCAGCAGGAGCGCAGACGCCCCCGCGTACCAGCAGGGCCAGAACCAGCTCTATAACGA

GCTCAATCTAGGACGAAGAGAGGAGTACGATGTTTTGGACAAGAGACGTGGCCGGGACCCTGAGATGGGGGGAAAG

CCGAGAAGGAAGAACCCTCAGGAAGGCCTGTACAATGAACTGCAGAAAGATAAGATGGCGGAGGCCTACAGTGAGA

TTGGGATGAAAGGCGAGCGCCGGAGGGGCAAGGGGCACGATGGCCTTTACCAGGGTCTCAGTACAGCCACCAAGGA

CACCTACGACGCCCTTCACATGCAGGCCCTGCCCCCTCGCTAA[SEQ  IDNO:196]

[0274] 在某些非限定性实施方式中，CAR的细胞内结构域进一步包括至少一个信号区。至

少一个信号区可以包括CD28多肽、4‑1BB多肽、OX40多肽、ICOS多肽、DAP‑10多肽、PD‑1多肽、
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CTLA‑4多肽、LAG‑3多肽、2B4多肽、BTLA多肽、合成肽(非基于与免疫应答有关的蛋白质)或

其组合。

[0275] 在某些实施方式中，信号区是共刺激信号区。在某些实施方式中，共刺激区包括至

少一个共刺激分子，其可以提供最佳的淋巴细胞激活。如本文所用，“共刺激分子”是指淋巴

细胞对抗原有效响应所需的抗原受体或其配体以外的细胞表面分子。至少一种共刺激信号

区可以包括CD28多肽、4‑1BB多肽、OX40多肽、ICOS多肽、DAP‑10多肽或其组合。共刺激分子

可以与共刺激配体结合，该共刺激配体是一经与其受体结合便产生共刺激响应的在细胞表

面上表达的蛋白质，上述共刺激响应即为当抗原与其CAR分子结合时提供的影响刺激的细

胞内响应。共刺激配体包括，但不限于CD80、CD86、CD70、OX40L、4‑1BBL、CD48、TNFRSF14和

PD‑L1。作为一实例，4‑1BB配体(即4‑1BBL)可以与4‑1BB(也称作“CD137”)结合，用于提供与

CAR信号结合诱导CAR+T细胞的效应细胞功能的细胞内信号。包括具有包括4‑1BB、ICOS或

DAP‑10的共刺激信号区的细胞内结构域的CAR公开于U.S.7,446,190中(例如，编码4‑1BB的

核苷酸序列示于SEQ  ID  NO:15，编码ICOS的核苷酸序列示于SEQ  ID  NO:16，编码DAP‑10的

核苷酸序列示于SEQ  ID  NO:17)，在此将其全文并入作为参考。在某些实施方式中，CAR的分

子内结构域具有包括CD28多肽的共刺激信号区。在某些实施方式中，CAR的分子内结构域具

有包括两种共刺激分子CD28和4‑1BB或者CD28和OX40的共刺激信号区。

[0276] 4‑1BB可以作为肿瘤坏死因子(TNF)配体发挥作用，并具有刺激活性。4‑1BB多肽可

以具有与序列NCBI参考号P41273或NP_001552的序列(SEQ  ID  NO:197)的同源性为至少约

85％、约90％、约95％、约96％、约97％、约98％、约99％或100％的氨基酸序列或其片段，和/

或可以任选地包括至多1个或至多2个或至多3个保守氨基酸取代。在某些实施方式中，本发

明公开的CAR的细胞内结构域中包括的4‑1BB多肽具有SEQ  ID  NO:197的氨基酸214‑255的

氨基酸序列。

[0277] SEQ  ID  NO:197提供如下：

[0278]

[0279] 根据本发明公开的主题，“4‑1BB核酸分子”是指编码4‑1BB多肽的多核苷酸。在某

些实施方式中，编码本发明公开的CAR的细胞内结构域中包括的4‑1BB多肽(SEQ  ID  NO:197

的氨基酸214‑255)的4‑1BB核酸分子包括具有如下提供的SEQ  ID  NO:228所示序列的核酸。

[0280] aaacggggcagaaagaagctcctgtatatattcaaacaaccatttatgagaccagtacaaactactca

agaggaagatggctgtagctgccgatttccagaagaagaagaaggaggatgtgaactg[SEQ  ID  NO:228]

[0281] OX40多肽可以具有与序列NCBI参考号P43489或NP_003318(SEQ  ID  NO:198)的同
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源性为至少约85％、约90％、约95％、约96％、约97％、约98％、约99％或100％的氨基酸序列

或其片段，和/或可以任选地包括至多1个或至多2个或至多3个保守氨基酸取代。

[0282] SEQ  ID  NO:198提供如下：

[0283]

[0284] 根据本发明公开的主题，“OX40核酸分子”是指编码OX40多肽的多核苷酸。

[0285] ICOS多肽可以具有与序列NCBI参考号NP_036224(SEQ  ID  NO:199)的同源性为至

少约85％、约90％、约95％、约96％、约97％、约98％、约99％或100％的氨基酸序列或其片

段，和/或可以任选地包括至多1个或至多2个或至多3个保守氨基酸取代。

[0286] SEQ  ID  NO:199提供如下：

[0287]

[0288]

[0289] 根据本发明公开的主题，“ICOS核酸分子”是指编码ICOS多肽的多核苷酸。

[0290] CTLA‑4是激活的T细胞所表达的抑制性受体，其在被其对应的配体(分别为CD80和

CD86；B7‑l和B7‑2)占据时介导激活的T细胞抑制或无免疫反应性。在临床前和临床研究中，

CTLA‑4经由全身性抗体输注的阻断，尽管会增强内源性抗肿瘤应答，但在临床环境中具有

重大无法预料的毒性。

[0291] CTLA‑4含有细胞外V结构域、跨膜结构域和胞质尾区。编码不同的同种型的可替代

的剪接变体已经被鉴定。膜结合的同种型作为由二硫键互连的同型二聚体发挥功能，而可

溶性同种型作为单体发挥作用。细胞内结构域与CD28的细胞内结构域类似，在于其没有固

有的催化活性，含有一个能够结合PI3K、PP2A和SHP‑2的YVKM基序和一个能够结合含SH3蛋

白质的富含脯氨酸的基序。CTLA‑4在抑制T细胞反应中的一个作用似乎是直接经由TCR‑近

端的信号蛋白质例如CD3和LAT的SHP‑2和PP2A去磷酸化。CTLA‑4也可以经由与CD28竞争结

合CD80/86而间接影响信号转导。另外已经显示CTLA‑4与PI3K、CD80、AP2M1和PPP2R5A结合
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和/或相互作用。

[0292] 根据本发明公开的主题，CTLA‑4多肽可以具有与UniProtKB/Swiss‑Prot 

Ref .No.:P16410.3(SEQ  ID  NO:200)的同源性为至少约85％、约90％、约95％、约96％、约

97％、约98％、约99％或约100％的氨基酸序列(本文的同源性可以使用标准软件例如BLAST

或FASTA确定)或其片段，和/或可以任选地包括至多1个或至多2个或至多3个保守氨基酸取

代。

[0293] SEQ  ID  NO:200提供如下：

[0294]

[0295]

[0296] 根据本发明公开的主题，“CTLA‑4核酸分子”是指编码CTLA‑4多肽的多核苷酸。

[0297] PD‑1是在与其对应的表达在内源性巨噬细胞和树突细胞上的配体PD‑L1和PD‑L2

接合时的活化T细胞的负性免疫调节物。PD‑l是268个氨基酸的I型膜蛋白。PD‑1具有两种配

体，PD‑L1和PD‑L2，其为B7家族的成员。蛋白质的结构包括细胞外IgV结构域，然后是跨膜区

和胞内尾区。胞内尾区含有两个位于基于免疫受体酪氨酸的抑制性基序内和基于免疫受体

酪氨酸的开关基序内的磷酸化位点，该PD‑1对TCR信号进行负调节。SHP‑I和SHP‑2磷酸酶在

配体结合时与PD‑1的胞质尾区结合。PD‑L1的上调是肿瘤细胞可以逃避(evade)宿主免疫系

统的一种机制。在临床前和临床试验中，拮抗性抗体所引起的PD‑1阻断诱发经宿主内源性

免疫系统介导的抗肿瘤应答。

[0298] 根据本发明公开的主题，PD‑1多肽可以具有与NCBI编号NP_005009.2(SEQ  ID  NO:

201)的同源性为至少约85％、约90％、约95％、约96％、约97％、约98％、约99％或约100％的

氨基酸序列或其片段，和/或可以任选地包括至多1个或至多2个或至多3个保守氨基酸取

代。

[0299] SEQ  ID  NO:201提供如下：

[0300]
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[0301] 根据本发明公开的主题，“PD‑1核酸分子”是指编码PD‑1多肽的多核苷酸。

[0302] 淋巴细胞激活蛋白3(LAG‑3)是免疫细胞的负免疫调节物。LAG‑3属于免疫球蛋白

(Ig)超家族并含有4个细胞外Ig样结构域。LAG3基因含有8个外显子。序列数据、外显子/内

含子结构和染色体定位均表明LAG3与CD4有密切关系。LAG3也称作CD223(分化簇223)。

[0303] 根据本发明公开的主题，LAG‑3多肽可以具有与UniProtKB/Swiss‑Prot  Ref.No.:

P18627 .5(SEQ  ID  NO:202)的同源性为至少约85％、约90％、约95％、约96％、约97％、约

98％、约99％或约100％的氨基酸序列或其片段，和/或可以任选地包括至多1个或至多2个

或至多3个保守氨基酸取代。

[0304] SEQ  ID  NO:202提供如下：

[0305]

[0306] 根据本发明公开的主题，“LAG‑3核酸分子”是指编码LAG‑3多肽的多核苷酸。

[0307] 自然杀伤细胞受体2B4(2B4)介导在NK细胞和T细胞亚型上的非MHC限制的细胞杀

死。迄今为止，2B4的功能仍在研究中，据认为2B4‑S同种型是激活性受体，据认为2B4‑L同种

型是免疫细胞的负性免疫调节物。2B4在与其高亲和性配体CD48结合时被占据。2B4含有酪

氨酸类开关基序，即使蛋白质与各种磷酸酶结合的分子开关。2B4也被称作CD244(分化簇

244)。

[0308] 根据本发明公开的主题，2B4多肽可以具有与UniProtKB/Swiss‑Prot  Ref .No .:

Q9BZW8.2(SEQ  ID  NO:203)的同源性为至少约85％、约90％、约95％、约96％、约97％、约

98％、约99％或约100％的氨基酸序列或其片段，和/或可以任选地包括至多1个或至多2个

或至多3个保守氨基酸取代。

[0309] SEQ  ID  NO:203提供如下：
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[0310]

[0311] 根据本发明公开的主题，“2B4核酸分子”是指编码2B4多肽的多核苷酸。

[0312] B‑和T‑淋巴细胞衰减因子(BTLA)在T细胞的激活过程中被诱导，BTLA保持在Th1细

胞上表达，但在Th2细胞上不表达。类似于PD1和CTLA4，BTLA与B7同系物B7H4相互作用。但

是，与PD‑1和CTLA‑4不同，BTLA经由与肿瘤坏死家族受体(TNF‑R)、而不仅仅是细胞表面受

体的B7家族相互作用表现出T‑细胞抑制。BTLA是肿瘤坏死因子(受体)超家族成员14

(TNFRSF14)也称作单纯疱疹病毒侵入介导子(HVEM)的配体。BTLA‑HVEM复合物对T‑细胞免

疫应答进行负调节。BTLA激活已经显示抑制人CD8+癌症特异性T细胞的功能。BTLA也称作

CD272(分化簇272)。

[0313] 根据本发明公开的主题，BTLA多肽可以具有与UniProtKB/Swiss‑Prot  Ref .No.:

Q7Z6A9 .3(SEQ  ID  NO:204)的同源性为至少约85％、约90％、约95％、约96％、约97％、约

98％、约99％或约100％的氨基酸序列或其片段，和/或可以任选地包括至多1个或至多2个

或至多3个保守氨基酸取代。

[0314] SEQ  ID  NO:204提供如下：

[0315]

[0316] 根据本发明公开的主题，“BTLA核酸分子”是指编码BTLA多肽的多核苷酸。

说　明　书 58/107 页

63

CN 107208047 B

63



[0317] 在某些实施方式中，CAR包括：包括与人BCMA特异性结合的人scFv的细胞外抗原结

合区、包括CD28多肽的跨膜结构域、以及包括CD3ζ多肽和包括CD28多肽的共刺激信号区的

细胞内结构域，如图1所示。如图1所示，CAR还包括与细胞外抗原结合结构域的5’端共价连

接的信号肽或前导序列。在某些实施方式中，信号肽包括具有SEQ  ID  NO:205所示序列的氨

基酸。

[0318] 在某些实施方式中，CAR包括：包括与人BCMA特异性结合的人scFv的细胞外抗原结

合区、包括CD8多肽的跨膜结构域、以及包括CD3ζ多肽和包括4‑1BB多肽的共刺激信号区的

细胞内结构域，如图7所示。如图7所示，CAR还包括与细胞外抗原结合结构域的5’端共价连

接的信号肽或前导序列。在某些实施方式中，信号肽包括具有SEQ  ID  NO:205所示序列的氨

基酸。

[0319] 在某些实施方式中，本发明公开主题的CAR可以进一步包括诱导型启动子，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

(UbicC)启动子。

[0320] 本发明公开的主题还提供分离的核酸分子，其编码本文所述的靶向BCMA的CAR或

其功能性部分。在某些实施方式中，分离的核酸分子编码本发明公开的靶向BCMA的CAR，该

CAR包括：与人BCMA特异性结合的人scFv、包括CD28多肽的跨膜结构域、以及包括CD3ζ多肽

和包括CD28多肽的共刺激信号区的细胞内结构域。在一具体的非限定性实施例中，分离的

核酸分子包括具有以下提供的SEQ  ID  NO:207所示序列的核酸：

[0321] caatctgccctgactcagcctgcctccgtgtctgcgtctcctggacagtcgatcgccatctcctgcac

tggaaccagcagtgacgttggttggtatcaacagcacccaggcaaagcccccaaactcatgatttatgaggacagt

aagcggccctcaggggtttctaatcgcttctctggctccaagtctggcaacacggcctccctgaccatctctgggc

tccaggctgaggacgaggctgattattactgcagctcaaatacaagaagcagcactttggtgttcggcggagggac

caagctgaccgtcctaggttctagaggtggtggtggtagcggcggcggcggctctggtggtggtggatccctcgag

atggccgaagtgcagctggtgcagtctggggctgagatgaagaagcctggggcctcactgaagctctcctgcaagg

cttctggatacaccttcatcgactactatgtatactggatgcgacaggcccctggacaagggcttgagtccatggg

atggatcaaccctaacagtggtggcacaaactatgcacagaagtttcagggcagggtcaccatgaccagggacacg

tccatcagcacagcctacatggagctgagcaggctgagatctgacgacaccgccatgtattactgtgcgcgctccc

agcgtgacggttacatggattactggggtcaaggtactctggtgaccgtctcctcagcggccgcaattgaagttat

gtatcctcctccttacctagacaatgagaagagcaatggaaccattatccatgtgaaagggaaacacctttgtcca

agtcccctatttcccggaccttctaagcccttttgggtgctggtggtggttggtggagtcctggcttgctatagct

tgctagtaacagtggcctttattattttctgggtgaggagtaagaggagcaggctcctgcacagtgactacatgaa

catgactccccgccgccccgggcccacccgcaagcattaccagccctatgccccaccacgcgacttcgcagcctat

cgctccagagtgaagttcagcaggagcgcagacgcccccgcgtaccagcagggccagaaccagctctataacgagc

tcaatctaggacgaagagaggagtacgatgttttggacaagagacgtggccgggaccctgagatggggggaaagcc

gagaaggaagaaccctcaggaaggcctgtacaatgaactgcagaaagataagatggcggaggcctacagtgagatt

gggatgaaaggcgagcgccggaggggcaaggggcacgatggcctttaccagggtctcagtacagccaccaaggaca

cctacgacgcccttcacatgcaggccctgccccctcgc[SEQ  ID  NO:207]

[0322] 在一具体的非限定性实施例中，分离的核酸分子包括具有以下提供的SEQ  ID  NO:

208所示序列的核酸：
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[0323] cagtctgtgctgacgcagccgccctcagtgtctggggccccagggcagagggtcaccatctcctgcac

tgggagcagctccaacatcggggcaggttttgatgtacactggtaccagcagcttccaggaacagcccccaaactc

ctcatctatggtaacagcaatcggccctcaggggtccctgaccgattctctggctccaagtctggcacctcagcct

ccctggccatcactgggctccaggctgaggatgaggctgattattactgccagtcctatgacagcagcctgagtgg

ttatgtcttcggaactgggaccaaggtcaccgtcctaggttctagaggtggtggtggtagcggcggcggcggctct

ggtggtggtggatccctcgagatggcccaggtccagctggtacagtctggggctgaggtgaagaagcctggggcct

cagtgaaggtctcctgcaaggcttctggatacaccttcaccgactactatatgcactgggtgcgacaggcccctgg

acaacggcttgagtggatgggatggatcaaccctaacagtggtggcacaaactatgcacagaagtttcaggacagg

atcaccgtgaccagggacacctccagcaacacaggctacatggagctgaccaggctgagatctgacgacacggccg

tgtattactgtgcgcgctctccgtactctggtgttctggataaatggggtcaaggtactctggtgaccgtctcctc

agcggccgcaattgaagttatgtatcctcctccttacctagacaatgagaagagcaatggaaccattatccatgtg

aaagggaaacacctttgtccaagtcccctatttcccggaccttctaagcccttttgggtgctggtggtggttggtg

gagtcctggcttgctatagcttgctagtaacagtggcctttattattttctgggtgaggagtaagaggagcaggct

cctgcacagtgactacatgaacatgactccccgccgccccgggcccacccgcaagcattaccagccctatgcccca

ccacgcgacttcgcagcctatcgctccagagtgaagttcagcaggagcgcagacgcccccgcgtaccagcagggcc

agaaccagctctataacgagctcaatctaggacgaagagaggagtacgatgttttggacaagagacgtggccggga

ccctgagatggggggaaagccgagaaggaagaaccctcaggaaggcctgtacaatgaactgcagaaagataagatg

gcggaggcctacagtgagattgggatgaaaggcgagcgccggaggggcaaggggcacgatggcctttaccagggtc

tcagtacagccaccaaggacacctacgacgcccttcacatgcaggccctgccccctcgc[SEQ  ID  NO:208]

[0324] 在一具体的非限定性实施例中，分离的核酸分子包括具有以下提供的SEQ  ID  NO:

209所示序列的核酸：

[0325] tcctatgagctgactcagccaccctcagcgtctgggacccccgggcagagggtcaccatgtcttgttc

tggaaccagctccaacatcggaagtcactctgtaaactggtaccagcagctcccaggaacggcccccaaactcctc

atctatactaataatcagcggccctcaggggtccctgaccgattctctggctccaagtctggcacctcagcctccc

tggccatcagtggcctccagtctgaggatgaggctgattattactgtgcagcatgggatggcagcctgaatggtct

ggtattcggcggagggaccaagctgaccgtcctaggttctagaggtggtggtggtagcggcggcggcggctctggt

ggtggtggatccctcgagatggccgaggtgcagctggtgcagtctggagcagaggtgaaaaagcccggggagtctc

tgaagatctcctgtaagggttctggatacagctttaccagctactggatcggctgggtgcgccagatgcccgggaa

aggcctggagtggatggggatcatctatcctggtgactctgataccagatacagcccgtccttccaaggccacgtc

accatctcagctgacaagtccatcagcactgcctacctgcagtggagcagcctgaaggcctcggacaccgccatgt

attactgtgcgcgctactctggttctttcgataactggggtcaaggtactctggtgaccgtctcctcagcggccgc

aattgaagttatgtatcctcctccttacctagacaatgagaagagcaatggaaccattatccatgtgaaagggaaa

cacctttgtccaagtcccctatttcccggaccttctaagcccttttgggtgctggtggtggttggtggagtcctgg

cttgctatagcttgctagtaacagtggcctttattattttctgggtgaggagtaagaggagcaggctcctgcacag

tgactacatgaacatgactccccgccgccccgggcccacccgcaagcattaccagccctatgccccaccacgcgac

ttcgcagcctatcgctccagagtgaagttcagcaggagcgcagacgcccccgcgtaccagcagggccagaaccagc

tctataacgagctcaatctaggacgaagagaggagtacgatgttttggacaagagacgtggccgggaccctgagat

ggggggaaagccgagaaggaagaaccctcaggaaggcctgtacaatgaactgcagaaagataagatggcggaggcc

tacagtgagattgggatgaaaggcgagcgccggaggggcaaggggcacgatggcctttaccagggtctcagtacag
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ccaccaaggacacctacgacgcccttcacatgcaggccctgccccctcgc[SEQ  ID  NO:209]

[0326] 在一具体的非限定性实施例中，分离的核酸分子包括具有以下提供的SEQ  ID  NO:

229所示序列的核酸：

[0327] CCTTCTCTAGGCGCCCCCATATGGCCATATGAGATCTTATATGGGGCACCCCCGCCCCTTGTAAACTTC

CCTGACCCTGA

[0328] CATGACAAGAGTTACTAACAGCCCCTCTCTCCAAGCTCACTTACAGGCTCTCTACTTAGTCCAGCACGA

AGTCTGGAGAC

[0329] CTCTGGCGGCAGCCTACCAAGAACAACTGGACCGACCGGTGCCGCCACCATGGAAACCGACACCCTGCT

GCTGTGGGTGC

[0330] TGCTGCTGTGGGTGCCAGGATCCACAGGACTGCCTGTGCTGACTCAGCCACCCTCAGCGTCTGGGACCC

CCGGGCAGAGG

[0331] GTCACCATCTCTTGTTCTGGACGCAGTTCCAACATCGGGAGTAATTCTGTTAACTGGTATCGACAACTC

CCAGGAGCGGC

[0332] CCCCAAACTCCTCATCTATAGTAATAATCAGCGGCCCCCAGGGGTCCCTGTGCGATTCTCTGGCTCCAA

GTCTGGCACCT

[0333] CAGCCTCCCTGGCCATCAGTGGGCTCCAGTCTGAAGATGAGGCCACTTATTACTGTGCAACATGGGATG

ACAATCTGAAT

[0334] GTTCACTATGTCTTCGGAACTGGGACCAAGGTCACCGTCCTAGGTTCTAGAGGTGGTGGTGGTAGCGGC

GGCGGCGGCTC

[0335] TGGTGGTGGTGGATCCCTCGAGATGGCCCAGGTGCAGCTGGTGCAGTCTGGGGCTGAGGTGAAGAAGCC

TGGGTCCTCGG

[0336] TGAAGGTCTCCTGCAAGGCTTCTGGAGGCACCTTCAGCAGCTATGCTATCAGCTGGGTGCGACAGGCCC

CTGGACAAGGG

[0337] CTTGAGTGGATGGGAAGGATCATCCCTATCCTTGGTATAGCAAACTACGCACAGAAGTTCCAGGGCAGA

GTCACGATTAC

[0338] CGCGGACAAATCCACGAGCACAGCCTACATGGAGCTGAGCAGCCTGAGATCTGAGGACACGGCCGTGTA

TTACTGTGCGC

[0339] GCGGTGGTTACTACTCTCATGACATGTGGTCTGAAGATTGGGGTCAAGGTACTCTGGTGACCGTCTCC

TCAGCggccgca

[0340] cccaccacgacgccagcgccgcgaccaccaaccccggcgcccacgatcgcgtcgcagcccctgtccct

gcgcccagaggc

[0341] gtgccggccagcggcggggggcgcagtgcacacgagggggctggacttcgcctgtgatatctacatct

gggcgcccctgg

[0342] ccgggacttgtggggtccttctcctgtcactggttatcaccctttactgcaacaaacggggcagaaag

aagctcctgtat

[0343] atattcaaacaaccatttatgagaccagtacaaactactcaagaggaagatggctgtagctgccgatt

tccagaagaaga

[0344] agaaggaggatgtgaactgagagtgaagttcagcaggagcgcagagccccccgcgtaccagcagggcc

agaaccagctct
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[0345] ataacgagctcaatctaggacgaagagaggagtacgatgttttggacaagagacgtggccgggaccct

gagatgggggga

[0346] aagccgagaaggaagaaccctcaggaaggcctgtacaatgaactgcagaaagataagatggcggaggc

ctacagtgagat

[0347] tgggatgaaaggcgagcgccggaggggcaaggggcacgatggcctttaccagggtctcagtacagcca

ccaaggacacct

[0348] acgacgcccttcacatgcaggccctgccccctcgctaacagccactcgaggatccggattagtccaat

ttgttaaagaca

[0349] ggatatcagtggtccaggctctagttttgactcaacaatatcaccagctgaagcctatagagtacgag

ccatagataaaa

[0350] taaaagattttatttagtctccagaaaaaggggggaatgaaagaccccacctgtaggtttggcaagct

agcttaagtaac

[0351] gccattttgcaaggcatggaaaaatacataactgagaatagagaagttcagatcaaggtcaggaacag

atggaacagctg

[0352] aatatgggccaaacaggatatctgtggtaagcagttcctgccccggctcagggccaagaacagatgga

acagctgaatat

[0353] gggccaaacaggatatctgtggtaagcagttcctgccccggctcagggccaagaacagatggtcccca

gatgcggtccag

[0354] ccctcagcagtttctagagaaccatcagatgtttccagggtgccccaaggacctgaaatgaccctgtg

ccttatttgaac

[0355] taaccaatcagttcgcttctcgcttctgttcgcgcgcttctgctccccgagctcaataaaagagccca

caacccctcact

[0356] cggggcgccagtcctccgattgactgagtcgcccgggtacccgtgtatccaataaaccctcttgcagt

tgcatccgactt

[0357] gtggtctcgctgttccttgggagggtctcctctgagtgattgactacccgtcagcgggggtctttcac

acatgcagcatg

[0358] tatcaaaattaatttggttttttttcttaagtatttacattaaatggccatagtacttaaagttacat

tggcttccttga

[0359] aataaacatggagtattcagaatgtgtcataaatatttctaattttaagatagtatctccattggctt

tctactttttct

[0360] tttatttttttttgtcctctgtcttccatttgttgttgttgttgtttgtttgtttgtttgttggttgg

ttggttaatttt

[0361] tttttaaagatcctacactatagttcaagctagactattagctactctgtaacccagggtgaccttga

agtcatgggtag

[0362] cctgctgttttagccttcccacatctaagattacaggtatgagctatcatttttggtatattgattga

ttgattgattga

[0363] tgtgtgtgtgtgtgattgtgtttgtgtgtgtgactgtgaaaatgtgtgtatgggtgtgtgtgaatgtg

tgtatgtatgtg

[0364] tgtgtgtgagtgtgtgtgtgtgtgtgtgcatgtgtgtgtgtgtgactgtgtctatgtgtatgactgtg
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tgtgtgtgtgtg

[0365] tgtgtgtgtgtgtgtgtgtgtgtgtgtgtgttgtgaaaaaatattctatggtagtgagagccaacgct

ccggctcaggtg

[0366] tcaggttggtttttgagacagagtctttcacttagcttggAATTCACTGGCCGTCGTTTTACAACGTC

GTGACTGGGAAA

[0367] ACCCTGGCGTTACCCAACTTAATCGCCTTGCAGCACATCCCCCTTTCGCCAGCTGGCGTAATAGCGAAG

AGGCCCGCACC

[0368] GATCGCCCTTCCCAACAGTTGCGCAGCCTGAATGGCGAATGGCGCCTGATGCGGTATTTTCTCCTTACG

CATCTGTGCGG

[0369] TATTTCACACCGCATATGGTGCACTCTCAGTACAATCTGCTCTGATGCCGCATAGTTAAGCCAGCCCCG

ACACCCGCCAA

[0370] CACCCGCTGACGCGCCCTGACGGGCTTGTCTGCTCCCGGCATCCGCTTACAGACAAGCTGTGACCGTCT

CCGGGAGCTGC

[0371] ATGTGTCAGAGGTTTTCACCGTCATCACCGAAACGCGCGATGACGAAAGGGCCTCGTGATACGCCTATT

TTTATAGGTTA

[0372] ATGTCATGATAATAATGGTTTCTTAGACGTCAGGTGGCACTTTTCGGGGAAATGTGCGCGGAACCCCTA

TTTGTTTATTT

[0373] TTCTAAATACATTCAAATATGTATCCGCTCATGAGACAATAACCCTGATAAATGCTTCAATAATATTGA

AAAAGGAAGAG

[0374] TATGAGTATTCAACATTTCCGTGTCGCCCTTATTCCCTTTTTTGCGGCATTTTGCCTTCCTGTTTTTGC

TCACCCAGAAA

[0375] CGCTGGTGAAAGTAAAAGATGCTGAAGATCAGTTGGGTGCACGAGTGGGTTACATCGAACTGGATCTCA

ACAGCGGTAAG

[0376] ATCCTTGAGAGTTTTCGCCCCGAAGAACGTTTTCCAATGATGAGCACTTTTAAAGTTCTGCTATGTGGC

GCGGTATTATC

[0377] CCGTATTGACGCCGGGCAAGAGCAACTCGGTCGCCGCATACACTATTCTCAGAATGACTTGGTTGAGTA

CTCACCAGTCA

[0378] CAGAAAAGCATCTTACGGATGGCATGACAGTAAGAGAATTATGCAGTGCTGCCATAACCATGAGTGATA

ACACTGCGGCC

[0379] AACTTACTTCTGACAACGATCGGAGGACCGAAGGAGCTAACCGCTTTTTTGCACAACATGGGGGATCAT

GTAACTCGCCT

[0380] TGATCGTTGGGAACCGGAGCTGAATGAAGCCATACCAAACGACGAGCGTGACACCACGATGCCTGTAGC

AATGGCAACAA

[0381] CGTTGCGCAAACTATTAACTGGCGAACTACTTACTCTAGCTTCCCGGCAACAATTAATAGACTGGATGG

AGGCGGATAAA

[0382] GTTGCAGGACCACTTCTGCGCTCGGCCCTTCCGGCTGGCTGGTTTATTGCTGATAAATCTGGAGCCGGT

GAGCGTGGGTC

[0383] TCGCGGTATCATTGCAGCACTGGGGCCAGATGGTAAGCCCTCCCGTATCGTAGTTATCTACACGACGGG

GAGTCAGGCAA
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[0384] CTATGGATGAACGAAATAGACAGATCGCTGAGATAGGTGCCTCACTGATTAAGCATTGGTAACTGTCAG

ACCAAGTTTAC

[0385] TCATATATACTTTAGATTGATTTAAAACTTCATTTTTAATTTAAAAGGATCTAGGTGAAGATCCTTTTT

GATAATCTCAT

[0386] GACCAAAATCCCTTAACGTGAGTTTTCGTTCCACTGAGCGTCAGACCCCGTAGAAAAGATCAAAGGATC

TTCTTGAGATC

[0387] CTTTTTTTCTGCGCGTAATCTGCTGCTTGCAAACAAAAAAACCACCGCTACCAGCGGTGGTTTGTTTGC

CGGATCAAGAG

[0388] CTACCAACTCTTTTTCCGAAGGTAACTGGCTTCAGCAGAGCGCAGATACCAAATACTGTCCTTCTAGTG

TAGCCGTAGTT

[0389] AGGCCACCACTTCAAGAACTCTGTAGCACCGCCTACATACCTCGCTCTGCTAATCCTGTTACCAGTGGC

TGCTGCCAGTG

[0390] GCGATAAGTCGTGTCTTACCGGGTTGGACTCAAGACGATAGTTACCGGATAAGGCGCAGCGGTCGGGCT

GAACGGGGGGT

[0391] TCGTGCACACAGCCCAGCTTGGAGCGAACGACCTACACCGAACTGAGATACCTACAGCGTGAGCATTGA

GAAAGCGCCAC

[0392] GCTTCCCGAAGGGAGAAAGGCGGACAGGTATCCGGTAAGCGGCAGGGTCGGAACAGGAGAGCGCACGAG

GGAGCTTCCAG

[0393] GGGGAAACGCCTGGTATCTTTATAGTCCTGTCGGGTTTCGCCACCTCTGACTTGAGCGTCGATTTTTGT

GATGCTCGTCA

[0394] GGGGGGCGGAGCCTATGGAAAAACGCCAGCAACGCGGCCTTTTTACGGTTCCTGGCCTTTTGCTGGCCT

TTTGCTCACAT

[0395] GTTCTTTCCTGCGTTATCCCCTGATTCTGTGGATAACCGTATTACCGCCTTTGAGTGAGCTGATACCGC

TCGCCGCAGCC

[0396] GAACGACCGAGCGCAGCGAGTCAGTGAGCGAGGAAGCGGAAGAGCGCCCAATACGCAAACCGCCTCTCC

CCGCGCGTTGG

[0397] CCGATTCATTAATGCAGCTGGCACGACAGGTTTCCCGACTGGAAAGCGGGCAGTGAGCGCAACGCAATT

AATGTGAGTTA

[0398] GCTCACTCATTAGGCACCCCAGGCTTTACACTTTATGCTTCCGGCTCGTATGTTGTGTGGAATTGTGAG

CGGATAACAAT

[0399] TTCACACAGGAAACAGCTATGACCATGATTACGCCAAGCTTTGCTCTTAGGAGTTTCCTAATACATCCC

AAACTCAAATA

[0400] TATAAAGCATTTGACTTGTTCTATGCCCTAGGGGGCGGGGGGAAGCTAAGCCAGCTTTTTTTAACATTT

AAAATGTTAAT

[0401] TCCATTTTAAATGCACAGATGTTTTTATTTCATAAGGGTTTCAATGTGCATGAATGCTGCAATATTCCT

GTTACCAAAGC

[0402] TAGTATAAATAAAAATAGATAAACGTGGAAATTACTTAGAGTTTCTGTCATTAACGTTTCCTTCCTCAG

TTGACAACATA

[0403] AATGCGCTGCTGAGCAAGCCAGTTTGCATCTGTCAGGATCAATTTCCCATTATGCCAGTCATATTAATT
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ACTAGTCAATT

[0404] AGTTGATTTTTATTTTTGACATATACATGTGAATGAAAGACCCCACCTGTAGGTTTGGCAAGCTAGCTT

AAGTAACGCCA

[0405] TTTTGCAAGGCATGGAAAAATACATAACTGAGAATAGAAAAGTTCAGATCAAGGTCAGGAACAGATGGA

ACAGCTGAATA

[0406] TGGGCCAAACAGGATATCTGTGGTAAGCAGTTCCTGCCCCGGCTCAGGGCCAAGAACAGATGGAACAGC

TGAATATGGGC

[0407] CAAACAGGATATCTGTGGTAAGCAGTTCCTGCCCCGGCTCAGGGCCAAGAACAGATGGTCCCCAGATGC

GGTCCAGCCCT

[0408] CAGCAGTTTCTAGAGAACCATCAGATGTTTCCAGGGTGCCCCAAGGACCTGAAATGACCCTGTGCCTTA

TTTGAACTAAC

[0409] CAATCAGTTCGCTTCTCGCTTCTGTTCGCGCGCTTATGCTCCCCGAGCTCAATAAAAGAGCCCACAACC

CCTCACTCGGG

[0410] GCGCCAGTCCTCCGATTGACTGAGTCGCCCGGGTACCCGTGTATCCAATAAACCCTCTTGCAGTTGCAT

CCGACTTGTGG

[0411] TCTCGCTGTTCCTTGGGAGGGTCTCCTCTGAGTGATTGACTACCCGTCAGCGGGGGTCTTTCATTTGGG

GGCTCGTCCGG

[0412] GATCGGGAGACCCCTGCCCAGGGACCACCGACCCACCACCGGGAGGTAAGCTGGCCAGCAACTTATCTG

TGTCTGTCCGA

[0413] TTGTCTAGTGTCTATGACTGATTTTATGCGCCTGCGTCGGTACTAGTTAGCTAACTAGCTCTGTATCTG

GCGGACCCGTG

[0414] GTGGAACTGACGAGTTCGGAACACCCGGCCGCAACCCTGGGAGACGTCCCAGGGACTTCGGGGGCCGTT

TTTGTGGCCCG

[0415] ACCTGAGTCCTAAAATCCCGATCGTTTAGGACTCTTTGGTGCACCCCCCTTAGAGGAGGGATATGTGGT

TCTGGTAGGAG

[0416] ACGAGAACCTAAAACAGTTCCCGCCTCCGTCTGAATTTTTGCTTTCGGTTTGGGACCGAAGCCGCGCCG

CGCGTCTTGTC

[0417] TGCTGCAGCATCGTTCTGTGTTGTCTCTGTCTGACTGTGTTTCTGTATTTGTCTGAAAATATGGGCCCG

GGCTAGACTGT

[0418] TACCACTCCCTTAAGTTTGACCTTAGGTCACTGGAAAGATGTCGAGCGGATCGCTCACAACCAGTCGGT

AGATGTCAAGA

[0419] AGAGACGTTGGGTTACCTTCTGCTCTGCAGAATGGCCAACCTTTAACGTCGGATGGCCGCGAGACGGCA

CCTTTAACCGA

[0420] GACCTCATCACCCAGGTTAAGATCAAGGTCTTTTCACCTGGCCCGCATGGACACCCAGACCAGGTCCCC

TACATCGTGAC

[0421] CTGGGAAGCCTTGGCTTTTGACCCCCCTCCCTGGGTCAAGCCCTTTGTACACCCTAAGCCTCCGCCTCC

TCTTCCTCCAT

[0422] CCGCCCCGTCTCTCCCCCTTGAACCTCCTCGTTCGACCCCGCCTCGATCCTCCCTTTATCCAGCCCTCA

CT
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[0423] [SEQ  ID  NO:229]

[0424] 在一具体的非限定性实施例中，分离的核酸分子包括具有以下提供的SEQ  ID  NO:

230所示序列的核酸：

[0425] GGCCCTCTAGGCGCCCCCATATGGCCATATGAGATCTTATATGGGGCACCCCCGCCCCTTGTAAACTTC

CCTGACCCTGA

[0426] CATGACAAGAGTTACTAACAGCCCCTCTCTCCAAGCTCACTTACAGGCTCTCTACTTAGTCCAGCACGA

AGTCTGGAGAC

[0427] CTCTGGCGGCAGCCTACCAAGAACAACTGGACCGACCGGTGCCGCCACCATGGAAACCGACACCCTGCT

GCTGTGGGTGC

[0428] TGCTGCTGTGGGTGCCAGGATCCACAGGAtcctatgagctgactcagccaccctcagcgtctgggacc

cccgggcagagg

[0429] gtcaccatgtcttgttctggaaccagctccaacatcggaagtcactctgtaaactggtaccagcagct

cccaggaacggc

[0430] ccccaaactcctcatctatactaataatcagcggccctcaggggtccctgaccgattctctggctcca

agtctggcacct

[0431] cagcctccctggccatcagtggcctccagtctgaggatgaggctgattattactgtgcagcatgggat

ggcagcctgaat

[0432] ggtctggtattcggcggagggaccaagctgaccgtcctaggttctagaggtggtggtggtagcggcgg

cggcggctctgg

[0433] tggtggtggatccctcgagatggccgaggtgcagctggtgcagtctggagcagaggtgaaaaagcccg

gggagtctctga

[0434] agatctcctgtaagggttctggatacagctttaccagctactggatcggctgggtgcgccagatgccc

gggaaaggcctg

[0435] gagtggatggggatcatctatcctggtgactctgataccagatacagcccgtccttccaaggccacgt

caccatctcagc

[0436] tgacaagtccatcagcactgcctacctgcagtggagcagcctgaaggcctcggacaccgccatgtatt

actgtgcgcgct

[0437] actctggttctttcgataactggggtcaaggtactctggtgaccgtctcctcagcggccgcacccacc

acgacgccagcg

[0438] ccgcgaccaccaaccccggcgcccacgatcgcgtcgcagcccctgtccctgcgcccagaggcgtgccg

gccagcggcggg

[0439] gggcgcagtgcacacgagggggctggacttcgcctgtgatatctacatctgggcgcccctggccggga

cttgtggggtcc

[0440] ttctcctgtcactggttatcaccctttactgcaacaaacggggcagaaagaagctcctgtatatattc

aaacaaccattt

[0441] atgagaccagtacaaactactcaagaggaagatggctgtagctgccgatttccagaagaagaagaagg

aggatgtgaact

[0442] gagagtgaagttcagcaggagcgcagagccccccgcgtaccagcagggccagaaccagctctataacg

agctcaatctag
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[0443] gacgaagagaggagtacgatgttttggacaagagacgtggccgggaccctgagatggggggaaagccg

agaaggaagaac

[0444] cctcaggaaggcctgtacaatgaactgcagaaagataagatggcggaggcctacagtgagattgggat

gaaaggcgagcg

[0445] ccggaggggcaaggggcacgatggcctttaccagggtctcagtacagccaccaaggacacctacgacg

cccttcacatgc

[0446] aggccctgccccctcgctaacagccactcgaggatccggattagtccaatttgttaaagacaggatat

cagtggtccagg

[0447] ctctagttttgactcaacaatatcaccagctgaagcctatagagtacgagccatagataaaataaaag

attttatttagt

[0448] ctccagaaaaaggggggaatgaaagaccccacctgtaggtttggcaagctagcttaagtaacgccatt

ttgcaaggcatg

[0449] gaaaaatacataactgagaatagagaagttcagatcaaggtcaggaacagatggaacagctgaatatg

ggccaaacagga

[0450] tatctgtggtaagcagttcctgccccggctcagggccaagaacagatggaacagctgaatatgggcca

aacaggatatct

[0451] gtggtaagcagttcctgccccggctcagggccaagaacagatggtccccagatgcggtccagccctca

gcagtttctaga

[0452] gaaccatcagatgtttccagggtgccccaaggacctgaaatgaccctgtgccttatttgaactaacca

atcagttcgctt

[0453] ctcgcttctgttcgcgcgcttctgctccccgagctcaataaaagagcccacaacccctcactcggggc

gccagtcctccg

[0454] attgactgagtcgcccgggtacccgtgtatccaataaaccctcttgcagttgcatccgacttgtggtc

tcgctgttcctt

[0455] gggagggtctcctctgagtgattgactacccgtcagcgggggtctttcacacatgcagcatgtatcaa

aattaatttggt

[0456] tttttttcttaagtatttacattaaatggccatagtacttaaagttacattggcttccttgaaataaa

catggagtattc

[0457] agaatgtgtcataaatatttctaattttaagatagtatctccattggctttctactttttcttttatt

tttttttgtcct

[0458] ctgtcttccatttgttgttgttgttgtttgtttgtttgtttgttggttggttggttaattttttttta

aagatcctacac

[0459] tatagttcaagctagactattagctactctgtaacccagggtgaccttgaagtcatgggtagcctgct

gttttagccttc

[0460] ccacatctaagattacaggtatgagctatcatttttggtatattgattgattgattgattgatgtgtg

tgtgtgtgattg

[0461] tgtttgtgtgtgtgactgtgaaaatgtgtgtatgggtgtgtgtgaatgtgtgtatgtatgtgtgtgtg

tgagtgtgtgtg

[0462] tgtgtgtgtgcatgtgtgtgtgtgtgactgtgtctatgtgtatgactgtgtgtgtgtgtgtgtgtgtg

说　明　书 67/107 页

72

CN 107208047 B

72



tgtgtgtgtgtg

[0463] tgtgtgtgtgtgttgtgaaaaaatattctatggtagtgagagccaacgctccggctcaggtgtcaggt

tggtttttgaga

[0464] cagagtctttcacttagcttggAATTCACTGGCCGTCGTTTTACAACGTCGTGACTGGGAAAACCCTG

GCGTTACCCAAC

[0465] TTAATCGCCTTGCAGCACATCCCCCTTTCGCCAGCTGGCGTAATAGCGAAGAGGCCCGCACCGATCGCC

CTTCCCAACAG

[0466] TTGCGCAGCCTGAATGGCGAATGGCGCCTGATGCGGTATTTTCTCCTTACGCATCTGTGCGGTATTTCA

CACCGCATATG

[0467] GTGCACTCTCAGTACAATCTGCTCTGATGCCGCATAGTTAAGCCAGCCCCGACACCCGCCAACACCCGC

TGACGCGCCCT

[0468] GACGGGCTTGTCTGCTCCCGGCATCCGCTTACAGACAAGCTGTGACCGTCTCCGGGAGCTGCATGTGTC

AGAGGTTTTCA

[0469] CCGTCATCACCGAAACGCGCGATGACGAAAGGGCCTCGTGATACGCCTATTTTTATAGGTTAATGTCAT

GATAATAATGG

[0470] TTTCTTAGACGTCAGGTGGCACTTTTCGGGGAAATGTGCGCGGAACCCCTATTTGTTTATTTTTCTAAA

TACATTCAAAT

[0471] ATGTATCCGCTCATGAGACAATAACCCTGATAAATGCTTCAATAATATTGAAAAAGGAAGAGTATGAGT

ATTCAACATTT

[0472] CCGTGTCGCCCTTATTCCCTTTTTTGCGGCATTTTGCCTTCCTGTTTTTGCTCACCCAGAAACGCTGGT

GAAAGTAAAAG

[0473] ATGCTGAAGATCAGTTGGGTGCACGAGTGGGTTACATCGAACTGGATCTCAACAGCGGTAAGATCCTTG

AGAGTTTTCGC

[0474] CCCGAAGAACGTTTTCCAATGATGAGCACTTTTAAAGTTCTGCTATGTGGCGCGGTATTATCCCGTATT

GACGCCGGGCA

[0475] AGAGCAACTCGGTCGCCGCATACACTATTCTCAGAATGACTTGGTTGAGTACTCACCAGTCACAGAAAA

GCATCTTACGG

[0476] ATGGCATGACAGTAAGAGAATTATGCAGTGCTGCCATAACCATGAGTGATAACACTGCGGCCAACTTAC

TTCTGACAACG

[0477] ATCGGAGGACCGAAGGAGCTAACCGCTTTTTTGCACAACATGGGGGATCATGTAACTCGCCTTGATCGT

TGGGAACCGGA

[0478] GCTGAATGAAGCCATACCAAACGACGAGCGTGACACCACGATGCCTGTAGCAATGGCAACAACGTTGCG

CAAACTATTAA

[0479] CTGGCGAACTACTTACTCTAGCTTCCCGGCAACAATTAATAGACTGGATGGAGGCGGATAAAGTTGCAG

GACCACTTCTG

[0480] CGCTCGGCCCTTCCGGCTGGCTGGTTTATTGCTGATAAATCTGGAGCCGGTGAGCGTGGGTCTCGCGGT

ATCATTGCAGC

[0481] ACTGGGGCCAGATGGTAAGCCCTCCCGTATCGTAGTTATCTACACGACGGGGAGTCAGGCAACTATGGA

TGAACGAAATA
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[0482] GACAGATCGCTGAGATAGGTGCCTCACTGATTAAGCATTGGTAACTGTCAGACCAAGTTTACTCATATA

TACTTTAGATT

[0483] GATTTAAAACTTCATTTTTAATTTAAAAGGATCTAGGTGAAGATCCTTTTTGATAATCTCATGACCAAA

ATCCCTTAACG

[0484] TGAGTTTTCGTTCCACTGAGCGTCAGACCCCGTAGAAAAGATCAAAGGATCTTCTTGAGATCCTTTTTT

TCTGCGCGTAA

[0485] TCTGCTGCTTGCAAACAAAAAAACCACCGCTACCAGCGGTGGTTTGTTTGCCGGATCAAGAGCTACCAA

CTCTTTTTCCG

[0486] AAGGTAACTGGCTTCAGCAGAGCGCAGATACCAAATACTGTCCTTCTAGTGTAGCCGTAGTTAGGCCAC

CACTTCAAGAA

[0487] CTCTGTAGCACCGCCTACATACCTCGCTCTGCTAATCCTGTTACCAGTGGCTGCTGCCAGTGGCGATAA

GTCGTGTCTTA

[0488] CCGGGTTGGACTCAAGACGATAGTTACCGGATAAGGCGCAGCGGTCGGGCTGAACGGGGGGTTCGTGCA

CACAGCCCAGC

[0489] TTGGAGCGAACGACCTACACCGAACTGAGATACCTACAGCGTGAGCATTGAGAAAGCGCCACGCTTCCC

GAAGGGAGAAA

[0490] GGCGGACAGGTATCCGGTAAGCGGCAGGGTCGGAACAGGAGAGCGCACGAGGGAGCTTCCAGGGGGAAA

CGCCTGGTATC

[0491] TTTATAGTCCTGTCGGGTTTCGCCACCTCTGACTTGAGCGTCGATTTTTGTGATGCTCGTCAGGGGGGC

GGAGCCTATGG

[0492] AAAAACGCCAGCAACGCGGCCTTTTTACGGTTCCTGGCCTTTTGCTGGCCTTTTGCTCACATGTTCTTT

CCTGCGTTATC

[0493] CCCTGATTCTGTGGATAACCGTATTACCGCCTTTGAGTGAGCTGATACCGCTCGCCGCAGCCGAACGAC

CGAGCGCAGCG

[0494] AGTCAGTGAGCGAGGAAGCGGAAGAGCGCCCAATACGCAAACCGCCTCTCCCCGCGCGTTGGCCGATTC

ATTAATGCAGC

[0495] TGGCACGACAGGTTTCCCGACTGGAAAGCGGGCAGTGAGCGCAACGCAATTAATGTGAGTTAGCTCACT

CATTAGGCACC

[0496] CCAGGCTTTACACTTTATGCTTCCGGCTCGTATGTTGTGTGGAATTGTGAGCGGATAACAATTTCACAC

AGGAAACAGCT

[0497] ATGACCATGATTACGCCAAGCTTTGCTCTTAGGAGTTTCCTAATACATCCCAAACTCAAATATATAAAG

CATTTGACTTG

[0498] TTCTATGCCCTAGGGGGCGGGGGGAAGCTAAGCCAGCTTTTTTTAACATTTAAAATGTTAATTCCATTT

TAAATGCACAG

[0499] ATGTTTTTATTTCATAAGGGTTTCAATGTGCATGAATGCTGCAATATTCCTGTTACCAAAGCTAGTATA

AATAAAAATAG

[0500] ATAAACGTGGAAATTACTTAGAGTTTCTGTCATTAACGTTTCCTTCCTCAGTTGACAACATAAATGCGC

TGCTGAGCAAG

[0501] CCAGTTTGCATCTGTCAGGATCAATTTCCCATTATGCCAGTCATATTAATTACTAGTCAATTAGTTGAT
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TTTTATTTTTG

[0502] ACATATACATGTGAATGAAAGACCCCACCTGTAGGTTTGGCAAGCTAGCTTAAGTAACGCCATTTTGCA

AGGCATGGAAA

[0503] AATACATAACTGAGAATAGAAAAGTTCAGATCAAGGTCAGGAACAGATGGAACAGCTGAATATGGGCCA

AACAGGATATC

[0504] TGTGGTAAGCAGTTCCTGCCCCGGCTCAGGGCCAAGAACAGATGGAACAGCTGAATATGGGCCAAACAG

GATATCTGTGG

[0505] TAAGCAGTTCCTGCCCCGGCTCAGGGCCAAGAACAGATGGTCCCCAGATGCGGTCCAGCCCTCAGCAGT

TTCTAGAGAAC

[0506] CATCAGATGTTTCCAGGGTGCCCCAAGGACCTGAAATGACCCTGTGCCTTATTTGAACTAACCAATCAG

TTCGCTTCTCG

[0507] CTTCTGTTCGCGCGCTTATGCTCCCCGAGCTCAATAAAAGAGCCCACAACCCCTCACTCGGGGCGCCAG

TCCTCCGATTG

[0508] ACTGAGTCGCCCGGGTACCCGTGTATCCAATAAACCCTCTTGCAGTTGCATCCGACTTGTGGTCTCGCT

GTTCCTTGGGA

[0509] GGGTCTCCTCTGAGTGATTGACTACCCGTCAGCGGGGGTCTTTCATTTGGGGGCTCGTCCGGGATCGGG

AGACCCCTGCC

[0510] CAGGGACCACCGACCCACCACCGGGAGGTAAGCTGGCCAGCAACTTATCTGTGTCTGTCCGATTGTCTA

GTGTCTATGAC

[0511] TGATTTTATGCGCCTGCGTCGGTACTAGTTAGCTAACTAGCTCTGTATCTGGCGGACCCGTGGTGGAAC

TGACGAGTTCG

[0512] GAACACCCGGCCGCAACCCTGGGAGACGTCCCAGGGACTTCGGGGGCCGTTTTTGTGGCCCGACCTGAG

TCCTAAAATCC

[0513] CGATCGTTTAGGACTCTTTGGTGCACCCCCCTTAGAGGAGGGATATGTGGTTCTGGTAGGAGACGAGAA

CCTAAAACAGT

[0514] TCCCGCCTCCGTCTGAATTTTTGCTTTCGGTTTGGGACCGAAGCCGCGCCGCGCGTCTTGTCTGCTGCA

GCATCGTTCTG

[0515] TGTTGTCTCTGTCTGACTGTGTTTCTGTATTTGTCTGAAAATATGGGCCCGGGCTAGACTGTTACCACT

CCCTTAAGTTT

[0516] GACCTTAGGTCACTGGAAAGATGTCGAGCGGATCGCTCACAACCAGTCGGTAGATGTCAAGAAGAGACG

TTGGGTTACCT

[0517] TCTGCTCTGCAGAATGGCCAACCTTTAACGTCGGATGGCCGCGAGACGGCACCTTTAACCGAGACCTCA

TCACCCAGGTT

[0518] AAGATCAAGGTCTTTTCACCTGGCCCGCATGGACACCCAGACCAGGTCCCCTACATCGTGACCTGGGAA

GCCTTGGCTTT

[0519] TGACCCCCCTCCCTGGGTCAAGCCCTTTGTACACCCTAAGCCTCCGCCTCCTCTTCCTCCATCCGCCCC

GTCTCTCCCCC

[0520] TTGAACCTCCTCGTTCGACCCCGCCTCGATCCTCCCTTTATCCAGCCCTCACT[SEQ  ID  NO:230]

[0521] 在一具体的非限定性实施例中，分离的核酸分子包括具有以下提供的SEQ  ID  NO:
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231所示序列的核酸：

[0522] CCTTCTCTAGGCGCCCCCATATGGCCATATGAGATCTTATATGGGGCACCCCCGCCCCTTGTAAACTTC

CCTGACCCTGA

[0523] CATGACAAGAGTTACTAACAGCCCCTCTCTCCAAGCTCACTTACAGGCTCTCTACTTAGTCCAGCACGA

AGTCTGGAGAC

[0524] CTCTGGCGGCAGCCTACCAAGAACAACTGGACCGACCGGTGCCGCCACCATGGAAACCGACACCCTGCT

GCTGTGGGTGC

[0525] TGCTGCTGTGGGTGCCAGGATCCACAGGACAGGCTGTGCTGACTCAGCCACCCTCAGCGTCTGGGACCC

CCGGGCAGAGG

[0526] GTCACCATCTCTTGTTCTGGAAGCAGCTCCAACATCGGAAGTAATTACGTATTCTGGTACCAGCAGCTC

CCAGGAACGGC

[0527] CCCCAAACTCCTCATCTATAGTAATAATCAGCGGCCCTCAGGGGTCCCTGACCGATTCTCTGGCTCCAA

GTCTGGCACCT

[0528] CAGCCTCCCTGGCCATCAGTGGGCTCCGGTCCGAGGATGAGGCTGATTATTACTGTGCAGCATGGGATG

ACAGCCTGAGT

[0529] GCCTCTTATGTTTTCGGAACTGGGACCAAGGTCACCGTCCTAGGTTCTAGAGGTGGTGGTGGTAGCGGC

GGCGGCGGCTC

[0530] TGGTGGTGGTGGATCCCTCGAGATGGCCCAGGTGCAGCTGGTGCAGTCTGGGGCTGAGGTGAAGAAGCC

TGGGTCCTCGG

[0531] TGAAGGTCTCCTGCAAGGCTTCTGGAGGCACCTTCAGCAGCTATGCTATCAGCTGGGTGCGACAGGCCC

CTGGACAAGGG

[0532] CTTGAGTGGATGGGAAGGATCATCCCTATCCTTGGTACAGCAAACTACGCACAGAAGTTCCAGGGCAGA

GTCACGATTAC

[0533] CGCGGACGAATCCACGAGCACAGCCTACATGGAGCTGAGCAGCCTGAGATCTGAGGACACGGCCGTGTA

TTACTGTGCGC

[0534] GCTCTGGTTACGGTTCTTACCGTTGGGAAGATTCTTGGGGTCAAGGTACTCTGGTGACCGTCTCCTCA

GCggccgcaccc

[0535] accacgacgccagcgccgcgaccaccaaccccggcgcccacgatcgcgtcgcagcccctgtccctgcg

cccagaggcgtg

[0536] ccggccagcggcggggggcgcagtgcacacgagggggctggacttcgcctgtgatatctacatctggg

cgcccctggccg

[0537] ggacttgtggggtccttctcctgtcactggttatcaccctttactgcaacaaacggggcagaaagaag

ctcctgtatata

[0538] ttcaaacaaccatttatgagaccagtacaaactactcaagaggaagatggctgtagctgccgatttcc

agaagaagaaga

[0539] aggaggatgtgaactgagagtgaagttcagcaggagcgcagagccccccgcgtaccagcagggccaga

accagctctata

[0540] acgagctcaatctaggacgaagagaggagtacgatgttttggacaagagacgtggccgggaccctgag

atggggggaaag
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[0541] ccgagaaggaagaaccctcaggaaggcctgtacaatgaactgcagaaagataagatggcggaggccta

cagtgagattgg

[0542] gatgaaaggcgagcgccggaggggcaaggggcacgatggcctttaccagggtctcagtacagccacca

aggacacctacg

[0543] acgcccttcacatgcaggccctgccccctcgctaacagccactcgaggatccggattagtccaatttg

ttaaagacagga

[0544] tatcagtggtccaggctctagttttgactcaacaatatcaccagctgaagcctatagagtacgagcca

tagataaaataa

[0545] aagattttatttagtctccagaaaaaggggggaatgaaagaccccacctgtaggtttggcaagctagc

ttaagtaacgcc

[0546] attttgcaaggcatggaaaaatacataactgagaatagagaagttcagatcaaggtcaggaacagatg

gaacagctgaat

[0547] atgggccaaacaggatatctgtggtaagcagttcctgccccggctcagggccaagaacagatggaaca

gctgaatatggg

[0548] ccaaacaggatatctgtggtaagcagttcctgccccggctcagggccaagaacagatggtccccagat

gcggtccagccc

[0549] tcagcagtttctagagaaccatcagatgtttccagggtgccccaaggacctgaaatgaccctgtgcct

tatttgaactaa

[0550] ccaatcagttcgcttctcgcttctgttcgcgcgcttctgctccccgagctcaataaaagagcccacaa

cccctcactcgg

[0551] ggcgccagtcctccgattgactgagtcgcccgggtacccgtgtatccaataaaccctcttgcagttgc

atccgacttgtg

[0552] gtctcgctgttccttgggagggtctcctctgagtgattgactacccgtcagcgggggtctttcacaca

tgcagcatgtat

[0553] caaaattaatttggttttttttcttaagtatttacattaaatggccatagtacttaaagttacattgg

cttccttgaaat

[0554] aaacatggagtattcagaatgtgtcataaatatttctaattttaagatagtatctccattggctttct

actttttctttt

[0555] atttttttttgtcctctgtcttccatttgttgttgttgttgtttgtttgtttgtttgttggttggttg

gttaattttttt

[0556] ttaaagatcctacactatagttcaagctagactattagctactctgtaacccagggtgaccttgaagt

catgggtagcct

[0557] gctgttttagccttcccacatctaagattacaggtatgagctatcatttttggtatattgattgattg

attgattgatgt

[0558] gtgtgtgtgtgattgtgtttgtgtgtgtgactgtgaaaatgtgtgtatgggtgtgtgtgaatgtgtgt

atgtatgtgtgt

[0559] gtgtgagtgtgtgtgtgtgtgtgtgcatgtgtgtgtgtgtgactgtgtctatgtgtatgactgtgtgt

gtgtgtgtgtgt

[0560] gtgtgtgtgtgtgtgtgtgtgtgtgtgttgtgaaaaaatattctatggtagtgagagccaacgctccg
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gctcaggtgtca

[0561] ggttggtttttgagacagagtctttcacttagcttggAATTCACTGGCCGTCGTTTTACAACGTCGTG

ACTGGGAAAACC

[0562] CTGGCGTTACCCAACTTAATCGCCTTGCAGCACATCCCCCTTTCGCCAGCTGGCGTAATAGCGAAGAGG

CCCGCACCGAT

[0563] CGCCCTTCCCAACAGTTGCGCAGCCTGAATGGCGAATGGCGCCTGATGCGGTATTTTCTCCTTACGCAT

CTGTGCGGTAT

[0564] TTCACACCGCATATGGTGCACTCTCAGTACAATCTGCTCTGATGCCGCATAGTTAAGCCAGCCCCGACA

CCCGCCAACAC

[0565] CCGCTGACGCGCCCTGACGGGCTTGTCTGCTCCCGGCATCCGCTTACAGACAAGCTGTGACCGTCTCCG

GGAGCTGCATG

[0566] TGTCAGAGGTTTTCACCGTCATCACCGAAACGCGCGATGACGAAAGGGCCTCGTGATACGCCTATTTTT

ATAGGTTAATG

[0567] TCATGATAATAATGGTTTCTTAGACGTCAGGTGGCACTTTTCGGGGAAATGTGCGCGGAACCCCTATTT

GTTTATTTTTC

[0568] TAAATACATTCAAATATGTATCCGCTCATGAGACAATAACCCTGATAAATGCTTCAATAATATTGAAAA

AGGAAGAGTAT

[0569] GAGTATTCAACATTTCCGTGTCGCCCTTATTCCCTTTTTTGCGGCATTTTGCCTTCCTGTTTTTGCTCA

CCCAGAAACGC

[0570] TGGTGAAAGTAAAAGATGCTGAAGATCAGTTGGGTGCACGAGTGGGTTACATCGAACTGGATCTCAACA

GCGGTAAGATC

[0571] CTTGAGAGTTTTCGCCCCGAAGAACGTTTTCCAATGATGAGCACTTTTAAAGTTCTGCTATGTGGCGCG

GTATTATCCCG

[0572] TATTGACGCCGGGCAAGAGCAACTCGGTCGCCGCATACACTATTCTCAGAATGACTTGGTTGAGTACTC

ACCAGTCACAG

[0573] AAAAGCATCTTACGGATGGCATGACAGTAAGAGAATTATGCAGTGCTGCCATAACCATGAGTGATAACA

CTGCGGCCAAC

[0574] TTACTTCTGACAACGATCGGAGGACCGAAGGAGCTAACCGCTTTTTTGCACAACATGGGGGATCATGTA

ACTCGCCTTGA

[0575] TCGTTGGGAACCGGAGCTGAATGAAGCCATACCAAACGACGAGCGTGACACCACGATGCCTGTAGCAAT

GGCAACAACGT

[0576] TGCGCAAACTATTAACTGGCGAACTACTTACTCTAGCTTCCCGGCAACAATTAATAGACTGGATGGAGG

CGGATAAAGTT

[0577] GCAGGACCACTTCTGCGCTCGGCCCTTCCGGCTGGCTGGTTTATTGCTGATAAATCTGGAGCCGGTGAG

CGTGGGTCTCG

[0578] CGGTATCATTGCAGCACTGGGGCCAGATGGTAAGCCCTCCCGTATCGTAGTTATCTACACGACGGGGAG

TCAGGCAACTA

[0579] TGGATGAACGAAATAGACAGATCGCTGAGATAGGTGCCTCACTGATTAAGCATTGGTAACTGTCAGACC

AAGTTTACTCA
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[0580] TATATACTTTAGATTGATTTAAAACTTCATTTTTAATTTAAAAGGATCTAGGTGAAGATCCTTTTTGAT

AATCTCATGAC

[0581] CAAAATCCCTTAACGTGAGTTTTCGTTCCACTGAGCGTCAGACCCCGTAGAAAAGATCAAAGGATCTTC

TTGAGATCCTT

[0582] TTTTTCTGCGCGTAATCTGCTGCTTGCAAACAAAAAAACCACCGCTACCAGCGGTGGTTTGTTTGCCGG

ATCAAGAGCTA

[0583] CCAACTCTTTTTCCGAAGGTAACTGGCTTCAGCAGAGCGCAGATACCAAATACTGTCCTTCTAGTGTAG

CCGTAGTTAGG

[0584] CCACCACTTCAAGAACTCTGTAGCACCGCCTACATACCTCGCTCTGCTAATCCTGTTACCAGTGGCTGC

TGCCAGTGGCG

[0585] ATAAGTCGTGTCTTACCGGGTTGGACTCAAGACGATAGTTACCGGATAAGGCGCAGCGGTCGGGCTGAA

CGGGGGGTTCG

[0586] TGCACACAGCCCAGCTTGGAGCGAACGACCTACACCGAACTGAGATACCTACAGCGTGAGCATTGAGAA

AGCGCCACGCT

[0587] TCCCGAAGGGAGAAAGGCGGACAGGTATCCGGTAAGCGGCAGGGTCGGAACAGGAGAGCGCACGAGGGA

GCTTCCAGGGG

[0588] GAAACGCCTGGTATCTTTATAGTCCTGTCGGGTTTCGCCACCTCTGACTTGAGCGTCGATTTTTGTGAT

GCTCGTCAGGG

[0589] GGGCGGAGCCTATGGAAAAACGCCAGCAACGCGGCCTTTTTACGGTTCCTGGCCTTTTGCTGGCCTTTT

GCTCACATGTT

[0590] CTTTCCTGCGTTATCCCCTGATTCTGTGGATAACCGTATTACCGCCTTTGAGTGAGCTGATACCGCTCG

CCGCAGCCGAA

[0591] CGACCGAGCGCAGCGAGTCAGTGAGCGAGGAAGCGGAAGAGCGCCCAATACGCAAACCGCCTCTCCCCG

CGCGTTGGCCG

[0592] ATTCATTAATGCAGCTGGCACGACAGGTTTCCCGACTGGAAAGCGGGCAGTGAGCGCAACGCAATTAAT

GTGAGTTAGCT

[0593] CACTCATTAGGCACCCCAGGCTTTACACTTTATGCTTCCGGCTCGTATGTTGTGTGGAATTGTGAGCGG

ATAACAATTTC

[0594] ACACAGGAAACAGCTATGACCATGATTACGCCAAGCTTTGCTCTTAGGAGTTTCCTAATACATCCCAAA

CTCAAATATAT

[0595] AAAGCATTTGACTTGTTCTATGCCCTAGGGGGCGGGGGGAAGCTAAGCCAGCTTTTTTTAACATTTAAA

ATGTTAATTCC

[0596] ATTTTAAATGCACAGATGTTTTTATTTCATAAGGGTTTCAATGTGCATGAATGCTGCAATATTCCTGTT

ACCAAAGCTAG

[0597] TATAAATAAAAATAGATAAACGTGGAAATTACTTAGAGTTTCTGTCATTAACGTTTCCTTCCTCAGTTG

ACAACATAAAT

[0598] GCGCTGCTGAGCAAGCCAGTTTGCATCTGTCAGGATCAATTTCCCATTATGCCAGTCATATTAATTACT

AGTCAATTAGT

[0599] TGATTTTTATTTTTGACATATACATGTGAATGAAAGACCCCACCTGTAGGTTTGGCAAGCTAGCTTAAG
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TAACGCCATTT

[0600] TGCAAGGCATGGAAAAATACATAACTGAGAATAGAAAAGTTCAGATCAAGGTCAGGAACAGATGGAACA

GCTGAATATGG

[0601] GCCAAACAGGATATCTGTGGTAAGCAGTTCCTGCCCCGGCTCAGGGCCAAGAACAGATGGAACAGCTGA

ATATGGGCCAA

[0602] ACAGGATATCTGTGGTAAGCAGTTCCTGCCCCGGCTCAGGGCCAAGAACAGATGGTCCCCAGATGCGGT

CCAGCCCTCAG

[0603] CAGTTTCTAGAGAACCATCAGATGTTTCCAGGGTGCCCCAAGGACCTGAAATGACCCTGTGCCTTATTT

GAACTAACCAA

[0604] TCAGTTCGCTTCTCGCTTCTGTTCGCGCGCTTATGCTCCCCGAGCTCAATAAAAGAGCCCACAACCCCT

CACTCGGGGCG

[0605] CCAGTCCTCCGATTGACTGAGTCGCCCGGGTACCCGTGTATCCAATAAACCCTCTTGCAGTTGCATCCG

ACTTGTGGTCT

[0606] CGCTGTTCCTTGGGAGGGTCTCCTCTGAGTGATTGACTACCCGTCAGCGGGGGTCTTTCATTTGGGGGC

TCGTCCGGGAT

[0607] CGGGAGACCCCTGCCCAGGGACCACCGACCCACCACCGGGAGGTAAGCTGGCCAGCAACTTATCTGTGT

CTGTCCGATTG

[0608] TCTAGTGTCTATGACTGATTTTATGCGCCTGCGTCGGTACTAGTTAGCTAACTAGCTCTGTATCTGGCG

GACCCGTGGTG

[0609] GAACTGACGAGTTCGGAACACCCGGCCGCAACCCTGGGAGACGTCCCAGGGACTTCGGGGGCCGTTTTT

GTGGCCCGACC

[0610] TGAGTCCTAAAATCCCGATCGTTTAGGACTCTTTGGTGCACCCCCCTTAGAGGAGGGATATGTGGTTCT

GGTAGGAGACG

[0611] AGAACCTAAAACAGTTCCCGCCTCCGTCTGAATTTTTGCTTTCGGTTTGGGACCGAAGCCGCGCCGCGC

GTCTTGTCTGC

[0612] TGCAGCATCGTTCTGTGTTGTCTCTGTCTGACTGTGTTTCTGTATTTGTCTGAAAATATGGGCCCGGGC

TAGACTGTTAC

[0613] CACTCCCTTAAGTTTGACCTTAGGTCACTGGAAAGATGTCGAGCGGATCGCTCACAACCAGTCGGTAGA

TGTCAAGAAGA

[0614] GACGTTGGGTTACCTTCTGCTCTGCAGAATGGCCAACCTTTAACGTCGGATGGCCGCGAGACGGCACCT

TTAACCGAGAC

[0615] CTCATCACCCAGGTTAAGATCAAGGTCTTTTCACCTGGCCCGCATGGACACCCAGACCAGGTCCCCTAC

ATCGTGACCTG

[0616] GGAAGCCTTGGCTTTTGACCCCCCTCCCTGGGTCAAGCCCTTTGTACACCCTAAGCCTCCGCCTCCTCT

TCCTCCATCCG

[0617] CCCCGTCTCTCCCCCTTGAACCTCCTCGTTCGACCCCGCCTCGATCCTCCCTTTATCCAGCCCTCACT

[SEQ  ID  NO:231]

[0618] 在一具体的非限定性实施例中，分离的核酸分子包括具有以下提供的SEQ  ID  NO:

232所示序列的核酸：
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[0619] CCTTCTCTAGGCGCCCCCATATGGCCATATGAGATCTTATATGGGGCACCCCCGCCCCTTGTAAACTTC

CCTGACCCTGA

[0620] CATGACAAGAGTTACTAACAGCCCCTCTCTCCAAGCTCACTTACAGGCTCTCTACTTAGTCCAGCACGA

AGTCTGGAGAC

[0621] CTCTGGCGGCAGCCTACCAAGAACAACTGGACCGACCGGTGCCGCCACCATGGAAACCGACACCCTGCT

GCTGTGGGTGC

[0622] TGCTGCTGTGGGTGCCAGGATCCACAGGAcagtctgtgctgacgcagccgccctcagtgtctggggcc

ccagggcagagg

[0623] gtcaccatctcctgcactgggagcagctccaacatcggggcaggttttgatgtacactggtaccagca

gcttccaggaac

[0624] agcccccaaactcctcatctatggtaacagcaatcggccctcaggggtccctgaccgattctctggct

ccaagtctggca

[0625] cctcagcctccctggccatcactgggctccaggctgaggatgaggctgattattactgccagtcctat

gacagcagcctg

[0626] agtggttatgtcttcggaactgggaccaaggtcaccgtcctaggttctagaggtggtggtggtagcgg

cggcggcggctc

[0627] tggtggtggtggatccctcgagatggcccaggtccagctggtacagtctggggctgaggtgaagaagc

ctggggcctcag

[0628] tgaaggtctcctgcaaggcttctggatacaccttcaccgactactatatgcactgggtgcgacaggcc

cctggacaacgg

[0629] cttgagtggatgggatggatcaaccctaacagtggtggcacaaactatgcacagaagtttcaggacag

gatcaccgtgac

[0630] cagggacacctccagcaacacaggctacatggagctgaccaggctgagatctgacgacacggccgtgt

attactgtgcgc

[0631] gctctccgtactctggtgttctggataaatggggtcaaggtactctggtgaccgtctcctcagcggcc

gcacccaccacg

[0632] acgccagcgccgcgaccaccaaccccggcgcccacgatcgcgtcgcagcccctgtccctgcgcccaga

ggcgtgccggcc

[0633] agcggcggggggcgcagtgcacacgagggggctggacttcgcctgtgatatctacatctgggcgcccc

tggccgggactt

[0634] gtggggtccttctcctgtcactggttatcaccctttactgcaacaaacggggcagaaagaagctcctg

tatatattcaaa

[0635] caaccatttatgagaccagtacaaactactcaagaggaagatggctgtagctgccgatttccagaaga

agaagaaggagg

[0636] atgtgaactgagagtgaagttcagcaggagcgcagagccccccgcgtaccagcagggccagaaccagc

tctataacgagc

[0637] tcaatctaggacgaagagaggagtacgatgttttggacaagagacgtggccgggaccctgagatgggg

ggaaagccgaga

[0638] aggaagaaccctcaggaaggcctgtacaatgaactgcagaaagataagatggcggaggcctacagtga
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gattgggatgaa

[0639] aggcgagcgccggaggggcaaggggcacgatggcctttaccagggtctcagtacagccaccaaggaca

cctacgacgccc

[0640] ttcacatgcaggccctgccccctcgctaacagccactcgaggatccggattagtccaatttgttaaag

acaggatatcag

[0641] tggtccaggctctagttttgactcaacaatatcaccagctgaagcctatagagtacgagccatagata

aaataaaagatt

[0642] ttatttagtctccagaaaaaggggggaatgaaagaccccacctgtaggtttggcaagctagcttaagt

aacgccattttg

[0643] caaggcatggaaaaatacataactgagaatagagaagttcagatcaaggtcaggaacagatggaacag

ctgaatatgggc

[0644] caaacaggatatctgtggtaagcagttcctgccccggctcagggccaagaacagatggaacagctgaa

tatgggccaaac

[0645] aggatatctgtggtaagcagttcctgccccggctcagggccaagaacagatggtccccagatgcggtc

cagccctcagca

[0646] gtttctagagaaccatcagatgtttccagggtgccccaaggacctgaaatgaccctgtgccttatttg

aactaaccaatc

[0647] agttcgcttctcgcttctgttcgcgcgcttctgctccccgagctcaataaaagagcccacaacccctc

actcggggcgcc

[0648] agtcctccgattgactgagtcgcccgggtacccgtgtatccaataaaccctcttgcagttgcatccga

cttgtggtctcg

[0649] ctgttccttgggagggtctcctctgagtgattgactacccgtcagcgggggtctttcacacatgcagc

atgtatcaaaat

[0650] taatttggttttttttcttaagtatttacattaaatggccatagtacttaaagttacattggcttcct

tgaaataaacat

[0651] ggagtattcagaatgtgtcataaatatttctaattttaagatagtatctccattggctttctactttt

tcttttattttt

[0652] ttttgtcctctgtcttccatttgttgttgttgttgtttgtttgtttgtttgttggttggttggttaat

ttttttttaaag

[0653] atcctacactatagttcaagctagactattagctactctgtaacccagggtgaccttgaagtcatggg

tagcctgctgtt

[0654] ttagccttcccacatctaagattacaggtatgagctatcatttttggtatattgattgattgattgat

tgatgtgtgtgt

[0655] gtgtgattgtgtttgtgtgtgtgactgtgaaaatgtgtgtatgggtgtgtgtgaatgtgtgtatgtat

gtgtgtgtgtga

[0656] gtgtgtgtgtgtgtgtgtgcatgtgtgtgtgtgtgactgtgtctatgtgtatgactgtgtgtgtgtgt

gtgtgtgtgtgt

[0657] gtgtgtgtgtgtgtgtgtgtgttgtgaaaaaatattctatggtagtgagagccaacgctccggctcag

gtgtcaggttgg
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[0658] tttttgagacagagtctttcacttagcttggAATTCACTGGCCGTCGTTTTACAACGTCGTGACTGGG

AAAACCCTGGCG

[0659] TTACCCAACTTAATCGCCTTGCAGCACATCCCCCTTTCGCCAGCTGGCGTAATAGCGAAGAGGCCCGCA

CCGATCGCCCT

[0660] TCCCAACAGTTGCGCAGCCTGAATGGCGAATGGCGCCTGATGCGGTATTTTCTCCTTACGCATCTGTGC

GGTATTTCACA

[0661] CCGCATATGGTGCACTCTCAGTACAATCTGCTCTGATGCCGCATAGTTAAGCCAGCCCCGACACCCGCC

AACACCCGCTG

[0662] ACGCGCCCTGACGGGCTTGTCTGCTCCCGGCATCCGCTTACAGACAAGCTGTGACCGTCTCCGGGAGCT

GCATGTGTCAG

[0663] AGGTTTTCACCGTCATCACCGAAACGCGCGATGACGAAAGGGCCTCGTGATACGCCTATTTTTATAGGT

TAATGTCATGA

[0664] TAATAATGGTTTCTTAGACGTCAGGTGGCACTTTTCGGGGAAATGTGCGCGGAACCCCTATTTGTTTAT

TTTTCTAAATA

[0665] CATTCAAATATGTATCCGCTCATGAGACAATAACCCTGATAAATGCTTCAATAATATTGAAAAAGGAAG

AGTATGAGTAT

[0666] TCAACATTTCCGTGTCGCCCTTATTCCCTTTTTTGCGGCATTTTGCCTTCCTGTTTTTGCTCACCCAGA

AACGCTGGTGA

[0667] AAGTAAAAGATGCTGAAGATCAGTTGGGTGCACGAGTGGGTTACATCGAACTGGATCTCAACAGCGGTA

AGATCCTTGAG

[0668] AGTTTTCGCCCCGAAGAACGTTTTCCAATGATGAGCACTTTTAAAGTTCTGCTATGTGGCGCGGTATTA

TCCCGTATTGA

[0669] CGCCGGGCAAGAGCAACTCGGTCGCCGCATACACTATTCTCAGAATGACTTGGTTGAGTACTCACCAGT

CACAGAAAAGC

[0670] ATCTTACGGATGGCATGACAGTAAGAGAATTATGCAGTGCTGCCATAACCATGAGTGATAACACTGCGG

CCAACTTACTT

[0671] CTGACAACGATCGGAGGACCGAAGGAGCTAACCGCTTTTTTGCACAACATGGGGGATCATGTAACTCGC

CTTGATCGTTG

[0672] GGAACCGGAGCTGAATGAAGCCATACCAAACGACGAGCGTGACACCACGATGCCTGTAGCAATGGCAAC

AACGTTGCGCA

[0673] AACTATTAACTGGCGAACTACTTACTCTAGCTTCCCGGCAACAATTAATAGACTGGATGGAGGCGGATA

AAGTTGCAGGA

[0674] CCACTTCTGCGCTCGGCCCTTCCGGCTGGCTGGTTTATTGCTGATAAATCTGGAGCCGGTGAGCGTGGG

TCTCGCGGTAT

[0675] CATTGCAGCACTGGGGCCAGATGGTAAGCCCTCCCGTATCGTAGTTATCTACACGACGGGGAGTCAGGC

AACTATGGATG

[0676] AACGAAATAGACAGATCGCTGAGATAGGTGCCTCACTGATTAAGCATTGGTAACTGTCAGACCAAGTTT

ACTCATATATA

[0677] CTTTAGATTGATTTAAAACTTCATTTTTAATTTAAAAGGATCTAGGTGAAGATCCTTTTTGATAATCTC
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ATGACCAAAAT

[0678] CCCTTAACGTGAGTTTTCGTTCCACTGAGCGTCAGACCCCGTAGAAAAGATCAAAGGATCTTCTTGAGA

TCCTTTTTTTC

[0679] TGCGCGTAATCTGCTGCTTGCAAACAAAAAAACCACCGCTACCAGCGGTGGTTTGTTTGCCGGATCAAG

AGCTACCAACT

[0680] CTTTTTCCGAAGGTAACTGGCTTCAGCAGAGCGCAGATACCAAATACTGTCCTTCTAGTGTAGCCGTAG

TTAGGCCACCA

[0681] CTTCAAGAACTCTGTAGCACCGCCTACATACCTCGCTCTGCTAATCCTGTTACCAGTGGCTGCTGCCAG

TGGCGATAAGT

[0682] CGTGTCTTACCGGGTTGGACTCAAGACGATAGTTACCGGATAAGGCGCAGCGGTCGGGCTGAACGGGGG

GTTCGTGCACA

[0683] CAGCCCAGCTTGGAGCGAACGACCTACACCGAACTGAGATACCTACAGCGTGAGCATTGAGAAAGCGCC

ACGCTTCCCGA

[0684] AGGGAGAAAGGCGGACAGGTATCCGGTAAGCGGCAGGGTCGGAACAGGAGAGCGCACGAGGGAGCTTCC

AGGGGGAAACG

[0685] CCTGGTATCTTTATAGTCCTGTCGGGTTTCGCCACCTCTGACTTGAGCGTCGATTTTTGTGATGCTCGT

CAGGGGGGCGG

[0686] AGCCTATGGAAAAACGCCAGCAACGCGGCCTTTTTACGGTTCCTGGCCTTTTGCTGGCCTTTTGCTCAC

ATGTTCTTTCC

[0687] TGCGTTATCCCCTGATTCTGTGGATAACCGTATTACCGCCTTTGAGTGAGCTGATACCGCTCGCCGCAG

CCGAACGACCG

[0688] AGCGCAGCGAGTCAGTGAGCGAGGAAGCGGAAGAGCGCCCAATACGCAAACCGCCTCTCCCCGCGCGTT

GGCCGATTCAT

[0689] TAATGCAGCTGGCACGACAGGTTTCCCGACTGGAAAGCGGGCAGTGAGCGCAACGCAATTAATGTGAGT

TAGCTCACTCA

[0690] TTAGGCACCCCAGGCTTTACACTTTATGCTTCCGGCTCGTATGTTGTGTGGAATTGTGAGCGGATAACA

ATTTCACACAG

[0691] GAAACAGCTATGACCATGATTACGCCAAGCTTTGCTCTTAGGAGTTTCCTAATACATCCCAAACTCAAA

TATATAAAGCA

[0692] TTTGACTTGTTCTATGCCCTAGGGGGCGGGGGGAAGCTAAGCCAGCTTTTTTTAACATTTAAAATGTTA

ATTCCATTTTA

[0693] AATGCACAGATGTTTTTATTTCATAAGGGTTTCAATGTGCATGAATGCTGCAATATTCCTGTTACCAAA

GCTAGTATAAA

[0694] TAAAAATAGATAAACGTGGAAATTACTTAGAGTTTCTGTCATTAACGTTTCCTTCCTCAGTTGACAACA

TAAATGCGCTG

[0695] CTGAGCAAGCCAGTTTGCATCTGTCAGGATCAATTTCCCATTATGCCAGTCATATTAATTACTAGTCAA

TTAGTTGATTT

[0696] TTATTTTTGACATATACATGTGAATGAAAGACCCCACCTGTAGGTTTGGCAAGCTAGCTTAAGTAACGC

CATTTTGCAAG
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[0697] GCATGGAAAAATACATAACTGAGAATAGAAAAGTTCAGATCAAGGTCAGGAACAGATGGAACAGCTGAA

TATGGGCCAAA

[0698] CAGGATATCTGTGGTAAGCAGTTCCTGCCCCGGCTCAGGGCCAAGAACAGATGGAACAGCTGAATATGG

GCCAAACAGGA

[0699] TATCTGTGGTAAGCAGTTCCTGCCCCGGCTCAGGGCCAAGAACAGATGGTCCCCAGATGCGGTCCAGCC

CTCAGCAGTTT

[0700] CTAGAGAACCATCAGATGTTTCCAGGGTGCCCCAAGGACCTGAAATGACCCTGTGCCTTATTTGAACTA

ACCAATCAGTT

[0701] CGCTTCTCGCTTCTGTTCGCGCGCTTATGCTCCCCGAGCTCAATAAAAGAGCCCACAACCCCTCACTCG

GGGCGCCAGTC

[0702] CTCCGATTGACTGAGTCGCCCGGGTACCCGTGTATCCAATAAACCCTCTTGCAGTTGCATCCGACTTGT

GGTCTCGCTGT

[0703] TCCTTGGGAGGGTCTCCTCTGAGTGATTGACTACCCGTCAGCGGGGGTCTTTCATTTGGGGGCTCGTCC

GGGATCGGGAG

[0704] ACCCCTGCCCAGGGACCACCGACCCACCACCGGGAGGTAAGCTGGCCAGCAACTTATCTGTGTCTGTCC

GATTGTCTAGT

[0705] GTCTATGACTGATTTTATGCGCCTGCGTCGGTACTAGTTAGCTAACTAGCTCTGTATCTGGCGGACCCG

TGGTGGAACTG

[0706] ACGAGTTCGGAACACCCGGCCGCAACCCTGGGAGACGTCCCAGGGACTTCGGGGGCCGTTTTTGTGGCC

CGACCTGAGTC

[0707] CTAAAATCCCGATCGTTTAGGACTCTTTGGTGCACCCCCCTTAGAGGAGGGATATGTGGTTCTGGTAGG

AGACGAGAACC

[0708] TAAAACAGTTCCCGCCTCCGTCTGAATTTTTGCTTTCGGTTTGGGACCGAAGCCGCGCCGCGCGTCTTG

TCTGCTGCAGC

[0709] ATCGTTCTGTGTTGTCTCTGTCTGACTGTGTTTCTGTATTTGTCTGAAAATATGGGCCCGGGCTAGACT

GTTACCACTCC

[0710] CTTAAGTTTGACCTTAGGTCACTGGAAAGATGTCGAGCGGATCGCTCACAACCAGTCGGTAGATGTCAA

GAAGAGACGTT

[0711] GGGTTACCTTCTGCTCTGCAGAATGGCCAACCTTTAACGTCGGATGGCCGCGAGACGGCACCTTTAACC

GAGACCTCATC

[0712] ACCCAGGTTAAGATCAAGGTCTTTTCACCTGGCCCGCATGGACACCCAGACCAGGTCCCCTACATCGTG

ACCTGGGAAGC

[0713] CTTGGCTTTTGACCCCCCTCCCTGGGTCAAGCCCTTTGTACACCCTAAGCCTCCGCCTCCTCTTCCTCC

ATCCGCCCCGT

[0714] CTCTCCCCCTTGAACCTCCTCGTTCGACCCCGCCTCGATCCTCCCTTTATCCAGCCCTCACT[SEQ  ID 

NO:232]

[0715] 在一具体的非限定性实施例中，分离的核酸分子包括具有以下提供的SEQ  ID  NO:

233所示序列的核酸：

[0716] CCTTCTCTAGGCGCCCCCATATGGCCATATGAGATCTTATATGGGGCACCCCCGCCCCTTGTAAACTTC
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CCTGACCCTGA

[0717] CATGACAAGAGTTACTAACAGCCCCTCTCTCCAAGCTCACTTACAGGCTCTCTACTTAGTCCAGCACGA

AGTCTGGAGAC

[0718] CTCTGGCGGCAGCCTACCAAGAACAACTGGACCGACCGGTGCCGCCACCATGGAAACCGACACCCTGCT

GCTGTGGGTGC

[0719] TGCTGCTGTGGGTGCCAGGATCCACAGGAcaatctgccctgactcagcctgcctccgtgtctgcgtct

cctggacagtcg

[0720] atcgccatctcctgcactggaaccagcagtgacgttggttggtatcaacagcacccaggcaaagcccc

caaactcatgat

[0721] ttatgaggacagtaagcggccctcaggggtttctaatcgcttctctggctccaagtctggcaacacgg

cctccctgacca

[0722] tctctgggctccaggctgaggacgaggctgattattactgcagctcaaatacaagaagcagcactttg

gtgttcggcgga

[0723] gggaccaagctgaccgtcctaggttctagaggtggtggtggtagcggcggcggcggctctggtggtgg

tggatccctcga

[0724] gatggccgaagtgcagctggtgcagtctggggctgagatgaagaagcctggggcctcactgaagctct

cctgcaaggctt

[0725] ctggatacaccttcatcgactactatgtatactggatgcgacaggcccctggacaagggcttgagtcc

atgggatggatc

[0726] aaccctaacagtggtggcacaaactatgcacagaagtttcagggcagggtcaccatgaccagggacac

gtccatcagcac

[0727] agcctacatggagctgagcaggctgagatctgacgacaccgccatgtattactgtgcgcgctcccagc

gtgacggttaca

[0728] tggattactggggtcaaggtactctggtgaccgtctcctcagcggccgcacccaccacgacgccagcg

ccgcgaccacca

[0729] accccggcgcccacgatcgcgtcgcagcccctgtccctgcgcccagaggcgtgccggccagcggcggg

gggcgcagtgca

[0730] cacgagggggctggacttcgcctgtgatatctacatctgggcgcccctggccgggacttgtggggtcc

ttctcctgtcac

[0731] tggttatcaccctttactgcaacaaacggggcagaaagaagctcctgtatatattcaaacaaccattt

atgagaccagta

[0732] caaactactcaagaggaagatggctgtagctgccgatttccagaagaagaagaaggaggatgtgaact

gagagtgaagtt

[0733] cagcaggagcgcagagccccccgcgtaccagcagggccagaaccagctctataacgagctcaatctag

gacgaagagagg

[0734] agtacgatgttttggacaagagacgtggccgggaccctgagatggggggaaagccgagaaggaagaac

cctcaggaaggc

[0735] ctgtacaatgaactgcagaaagataagatggcggaggcctacagtgagattgggatgaaaggcgagcg

ccggaggggcaa
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[0736] ggggcacgatggcctttaccagggtctcagtacagccaccaaggacacctacgacgcccttcacatgc

aggccctgcccc

[0737] ctcgctaacagccactcgaggatccggattagtccaatttgttaaagacaggatatcagtggtccagg

ctctagttttga

[0738] ctcaacaatatcaccagctgaagcctatagagtacgagccatagataaaataaaagattttatttagt

ctccagaaaaag

[0739] gggggaatgaaagaccccacctgtaggtttggcaagctagcttaagtaacgccattttgcaaggcatg

gaaaaatacata

[0740] actgagaatagagaagttcagatcaaggtcaggaacagatggaacagctgaatatgggccaaacagga

tatctgtggtaa

[0741] gcagttcctgccccggctcagggccaagaacagatggaacagctgaatatgggccaaacaggatatct

gtggtaagcagt

[0742] tcctgccccggctcagggccaagaacagatggtccccagatgcggtccagccctcagcagtttctaga

gaaccatcagat

[0743] gtttccagggtgccccaaggacctgaaatgaccctgtgccttatttgaactaaccaatcagttcgctt

ctcgcttctgtt

[0744] cgcgcgcttctgctccccgagctcaataaaagagcccacaacccctcactcggggcgccagtcctccg

attgactgagtc

[0745] gcccgggtacccgtgtatccaataaaccctcttgcagttgcatccgacttgtggtctcgctgttcctt

gggagggtctcc

[0746] tctgagtgattgactacccgtcagcgggggtctttcacacatgcagcatgtatcaaaattaatttggt

tttttttcttaa

[0747] gtatttacattaaatggccatagtacttaaagttacattggcttccttgaaataaacatggagtattc

agaatgtgtcat

[0748] aaatatttctaattttaagatagtatctccattggctttctactttttcttttatttttttttgtcct

ctgtcttccatt

[0749] tgttgttgttgttgtttgtttgtttgtttgttggttggttggttaatttttttttaaagatcctacac

tatagttcaagc

[0750] tagactattagctactctgtaacccagggtgaccttgaagtcatgggtagcctgctgttttagccttc

ccacatctaaga

[0751] ttacaggtatgagctatcatttttggtatattgattgattgattgattgatgtgtgtgtgtgtgattg

tgtttgtgtgtg

[0752] tgactgtgaaaatgtgtgtatgggtgtgtgtgaatgtgtgtatgtatgtgtgtgtgtgagtgtgtgtg

tgtgtgtgtgca

[0753] tgtgtgtgtgtgtgactgtgtctatgtgtatgactgtgtgtgtgtgtgtgtgtgtgtgtgtgtgtgtg

tgtgtgtgtgtg

[0754] ttgtgaaaaaatattctatggtagtgagagccaacgctccggctcaggtgtcaggttggtttttgaga

cagagtctttca

[0755] cttagcttggAATTCACTGGCCGTCGTTTTACAACGTCGTGACTGGGAAAACCCTGGCGTTACCCAAC
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TTAATCGCCTTG

[0756] CAGCACATCCCCCTTTCGCCAGCTGGCGTAATAGCGAAGAGGCCCGCACCGATCGCCCTTCCCAACAGT

TGCGCAGCCTG

[0757] AATGGCGAATGGCGCCTGATGCGGTATTTTCTCCTTACGCATCTGTGCGGTATTTCACACCGCATATGG

TGCACTCTCAG

[0758] TACAATCTGCTCTGATGCCGCATAGTTAAGCCAGCCCCGACACCCGCCAACACCCGCTGACGCGCCCTG

ACGGGCTTGTC

[0759] TGCTCCCGGCATCCGCTTACAGACAAGCTGTGACCGTCTCCGGGAGCTGCATGTGTCAGAGGTTTTCAC

CGTCATCACCG

[0760] AAACGCGCGATGACGAAAGGGCCTCGTGATACGCCTATTTTTATAGGTTAATGTCATGATAATAATGGT

TTCTTAGACGT

[0761] CAGGTGGCACTTTTCGGGGAAATGTGCGCGGAACCCCTATTTGTTTATTTTTCTAAATACATTCAAATA

TGTATCCGCTC

[0762] ATGAGACAATAACCCTGATAAATGCTTCAATAATATTGAAAAAGGAAGAGTATGAGTATTCAACATTTC

CGTGTCGCCCT

[0763] TATTCCCTTTTTTGCGGCATTTTGCCTTCCTGTTTTTGCTCACCCAGAAACGCTGGTGAAAGTAAAAGA

TGCTGAAGATC

[0764] AGTTGGGTGCACGAGTGGGTTACATCGAACTGGATCTCAACAGCGGTAAGATCCTTGAGAGTTTTCGCC

CCGAAGAACGT

[0765] TTTCCAATGATGAGCACTTTTAAAGTTCTGCTATGTGGCGCGGTATTATCCCGTATTGACGCCGGGCAA

GAGCAACTCGG

[0766] TCGCCGCATACACTATTCTCAGAATGACTTGGTTGAGTACTCACCAGTCACAGAAAAGCATCTTACGGA

TGGCATGACAG

[0767] TAAGAGAATTATGCAGTGCTGCCATAACCATGAGTGATAACACTGCGGCCAACTTACTTCTGACAACGA

TCGGAGGACCG

[0768] AAGGAGCTAACCGCTTTTTTGCACAACATGGGGGATCATGTAACTCGCCTTGATCGTTGGGAACCGGAG

CTGAATGAAGC

[0769] CATACCAAACGACGAGCGTGACACCACGATGCCTGTAGCAATGGCAACAACGTTGCGCAAACTATTAAC

TGGCGAACTAC

[0770] TTACTCTAGCTTCCCGGCAACAATTAATAGACTGGATGGAGGCGGATAAAGTTGCAGGACCACTTCTGC

GCTCGGCCCTT

[0771] CCGGCTGGCTGGTTTATTGCTGATAAATCTGGAGCCGGTGAGCGTGGGTCTCGCGGTATCATTGCAGCA

CTGGGGCCAGA

[0772] TGGTAAGCCCTCCCGTATCGTAGTTATCTACACGACGGGGAGTCAGGCAACTATGGATGAACGAAATAG

ACAGATCGCTG

[0773] AGATAGGTGCCTCACTGATTAAGCATTGGTAACTGTCAGACCAAGTTTACTCATATATACTTTAGATTG

ATTTAAAACTT

[0774] CATTTTTAATTTAAAAGGATCTAGGTGAAGATCCTTTTTGATAATCTCATGACCAAAATCCCTTAACGT

GAGTTTTCGTT
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[0775] CCACTGAGCGTCAGACCCCGTAGAAAAGATCAAAGGATCTTCTTGAGATCCTTTTTTTCTGCGCGTAAT

CTGCTGCTTGC

[0776] AAACAAAAAAACCACCGCTACCAGCGGTGGTTTGTTTGCCGGATCAAGAGCTACCAACTCTTTTTCCGA

AGGTAACTGGC

[0777] TTCAGCAGAGCGCAGATACCAAATACTGTCCTTCTAGTGTAGCCGTAGTTAGGCCACCACTTCAAGAAC

TCTGTAGCACC

[0778] GCCTACATACCTCGCTCTGCTAATCCTGTTACCAGTGGCTGCTGCCAGTGGCGATAAGTCGTGTCTTAC

CGGGTTGGACT

[0779] CAAGACGATAGTTACCGGATAAGGCGCAGCGGTCGGGCTGAACGGGGGGTTCGTGCACACAGCCCAGCT

TGGAGCGAACG

[0780] ACCTACACCGAACTGAGATACCTACAGCGTGAGCATTGAGAAAGCGCCACGCTTCCCGAAGGGAGAAAG

GCGGACAGGTA

[0781] TCCGGTAAGCGGCAGGGTCGGAACAGGAGAGCGCACGAGGGAGCTTCCAGGGGGAAACGCCTGGTATCT

TTATAGTCCTG

[0782] TCGGGTTTCGCCACCTCTGACTTGAGCGTCGATTTTTGTGATGCTCGTCAGGGGGGCGGAGCCTATGGA

AAAACGCCAGC

[0783] AACGCGGCCTTTTTACGGTTCCTGGCCTTTTGCTGGCCTTTTGCTCACATGTTCTTTCCTGCGTTATCC

CCTGATTCTGT

[0784] GGATAACCGTATTACCGCCTTTGAGTGAGCTGATACCGCTCGCCGCAGCCGAACGACCGAGCGCAGCGA

GTCAGTGAGCG

[0785] AGGAAGCGGAAGAGCGCCCAATACGCAAACCGCCTCTCCCCGCGCGTTGGCCGATTCATTAATGCAGCT

GGCACGACAGG

[0786] TTTCCCGACTGGAAAGCGGGCAGTGAGCGCAACGCAATTAATGTGAGTTAGCTCACTCATTAGGCACCC

CAGGCTTTACA

[0787] CTTTATGCTTCCGGCTCGTATGTTGTGTGGAATTGTGAGCGGATAACAATTTCACACAGGAAACAGCTA

TGACCATGATT

[0788] ACGCCAAGCTTTGCTCTTAGGAGTTTCCTAATACATCCCAAACTCAAATATATAAAGCATTTGACTTGT

TCTATGCCCTA

[0789] GGGGGCGGGGGGAAGCTAAGCCAGCTTTTTTTAACATTTAAAATGTTAATTCCATTTTAAATGCACAGA

TGTTTTTATTT

[0790] CATAAGGGTTTCAATGTGCATGAATGCTGCAATATTCCTGTTACCAAAGCTAGTATAAATAAAAATAGA

TAAACGTGGAA

[0791] ATTACTTAGAGTTTCTGTCATTAACGTTTCCTTCCTCAGTTGACAACATAAATGCGCTGCTGAGCAAGC

CAGTTTGCATC

[0792] TGTCAGGATCAATTTCCCATTATGCCAGTCATATTAATTACTAGTCAATTAGTTGATTTTTATTTTTGA

CATATACATGT

[0793] GAATGAAAGACCCCACCTGTAGGTTTGGCAAGCTAGCTTAAGTAACGCCATTTTGCAAGGCATGGAAAA

ATACATAACTG

[0794] AGAATAGAAAAGTTCAGATCAAGGTCAGGAACAGATGGAACAGCTGAATATGGGCCAAACAGGATATCT
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GTGGTAAGCAG

[0795] TTCCTGCCCCGGCTCAGGGCCAAGAACAGATGGAACAGCTGAATATGGGCCAAACAGGATATCTGTGGT

AAGCAGTTCCT

[0796] GCCCCGGCTCAGGGCCAAGAACAGATGGTCCCCAGATGCGGTCCAGCCCTCAGCAGTTTCTAGAGAACC

ATCAGATGTTT

[0797] CCAGGGTGCCCCAAGGACCTGAAATGACCCTGTGCCTTATTTGAACTAACCAATCAGTTCGCTTCTCGC

TTCTGTTCGCG

[0798] CGCTTATGCTCCCCGAGCTCAATAAAAGAGCCCACAACCCCTCACTCGGGGCGCCAGTCCTCCGATTGA

CTGAGTCGCCC

[0799] GGGTACCCGTGTATCCAATAAACCCTCTTGCAGTTGCATCCGACTTGTGGTCTCGCTGTTCCTTGGGAG

GGTCTCCTCTG

[0800] AGTGATTGACTACCCGTCAGCGGGGGTCTTTCATTTGGGGGCTCGTCCGGGATCGGGAGACCCCTGCCC

AGGGACCACCG

[0801] ACCCACCACCGGGAGGTAAGCTGGCCAGCAACTTATCTGTGTCTGTCCGATTGTCTAGTGTCTATGACT

GATTTTATGCG

[0802] CCTGCGTCGGTACTAGTTAGCTAACTAGCTCTGTATCTGGCGGACCCGTGGTGGAACTGACGAGTTCGG

AACACCCGGCC

[0803] GCAACCCTGGGAGACGTCCCAGGGACTTCGGGGGCCGTTTTTGTGGCCCGACCTGAGTCCTAAAATCCC

GATCGTTTAGG

[0804] ACTCTTTGGTGCACCCCCCTTAGAGGAGGGATATGTGGTTCTGGTAGGAGACGAGAACCTAAAACAGTT

CCCGCCTCCGT

[0805] CTGAATTTTTGCTTTCGGTTTGGGACCGAAGCCGCGCCGCGCGTCTTGTCTGCTGCAGCATCGTTCTGT

GTTGTCTCTGT

[0806] CTGACTGTGTTTCTGTATTTGTCTGAAAATATGGGCCCGGGCTAGACTGTTACCACTCCCTTAAGTTTG

ACCTTAGGTCA

[0807] CTGGAAAGATGTCGAGCGGATCGCTCACAACCAGTCGGTAGATGTCAAGAAGAGACGTTGGGTTACCTT

CTGCTCTGCAG

[0808] AATGGCCAACCTTTAACGTCGGATGGCCGCGAGACGGCACCTTTAACCGAGACCTCATCACCCAGGTTA

AGATCAAGGTC

[0809] TTTTCACCTGGCCCGCATGGACACCCAGACCAGGTCCCCTACATCGTGACCTGGGAAGCCTTGGCTTTT

GACCCCCCTCC

[0810] CTGGGTCAAGCCCTTTGTACACCCTAAGCCTCCGCCTCCTCTTCCTCCATCCGCCCCGTCTCTCCCCCT

TGAACCTCCTC

[0811] GTTCGACCCCGCCTCGATCCTCCCTTTATCCAGCCCTCACT[SEQ  ID  NO:233]

[0812] 在一具体的非限定性实施例中，分离的核酸分子包括具有以下提供的SEQ  ID  NO:

234所示序列的核酸：

[0813] atggaaaccgacaccctgctgctgtgggtgctgctgctgtgggtgccaggatccacaggactgcctgt

gctgactcagccaccctcagcgtctgggacccccgggcagagggtcaccatctcttgttctggacgcagttccaac

atcgggagtaattctgttaactggtatcgacaactcccaggagcggcccccaaactcctcatctatagtaataatc
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agcggcccccaggggtccctgtgcgattctctggctccaagtctggcacctcagcctccctggccatcagtgggct

ccagtctgaagatgaggccacttattactgtgcaacatgggatgacaatctgaatgttcactatgtcttcggaact

gggaccaaggtcaccgtcctaggttctagaggtggtggtggtagcggcggcggcggctctggtggtggtggatccc

tcgagatggcccaggtgcagctggtgcagtctggggctgaggtgaagaagcctgggtcctcggtgaaggtctcctg

caaggcttctggaggcaccttcagcagctatgctatcagctgggtgcgacaggcccctggacaagggcttgagtgg

atgggaaggatcatccctatccttggtatagcaaactacgcacagaagttccagggcagagtcacgattaccgcgg

acaaatccacgagcacagcctacatggagctgagcagcctgagatctgaggacacggccgtgtattactgtgcgcg

cggtggttactactctcatgacatgtggtctgaagattggggtcaaggtactctggtgaccgtctcctcagcggcc

gcaattgaagttatgtatcctcctccttacctagacaatgagaagagcaatggaaccattatccatgtgaaaggga

aacacctttgtccaagtcccctatttcccggaccttctaagcccttttgggtgctggtggtggttggtggagtcct

ggcttgctatagcttgctagtaacagtggcctttattattttctgggtgaggagtaagaggagcaggctcctgcac

agtgactacatgaacatgactccccgccgccccgggcccacccgcaagcattaccagccctatgccccaccacgcg

acttcgcagcctatcgctccagagtgaagttcagcaggagcgcagacgcccccgcgtaccagcagggccagaacca

gctctataacgagctcaatctaggacgaagagaggagtacgatgttttggacaagagacgtggccgggaccctgag

atggggggaaagccgagaaggaagaaccctcaggaaggcctgtacaatgaactgcagaaagataagatggcggagg

cctacagtgagattgggatgaaaggcgagcgccggaggggcaaggggcacgatggcctttaccagggtctcagtac

agccaccaaggacacctacgacgcccttcacatgcaggccctgccccctcgctaa[SEQ  ID  NO:234]

[0814] 在一具体的非限定性实施例中，分离的核酸分子包括具有以下提供的SEQ  ID  NO:

235所示序列的核酸：

[0815] atggaaaccgacaccctgctgctgtgggtgctgctgctgtgggtgccaggatccacaggacaggctgt

gctgactcagccaccctcagcgtctgggacccccgggcagagggtcaccatctcttgttctggaagcagctccaac

atcggaagtaattacgtattctggtaccagcagctcccaggaacggcccccaaactcctcatctatagtaataatc

agcggccctcaggggtccctgaccgattctctggctccaagtctggcacctcagcctccctggccatcagtgggct

ccggtccgaggatgaggctgattattactgtgcagcatgggatgacagcctgagtgcctcttatgttttcggaact

gggaccaaggtcaccgtcctaggttctagaggtggtggtggtagcggcggcggcggctctggtggtggtggatccc

tcgagatggcccaggtgcagctggtgcagtctggggctgaggtgaagaagcctgggtcctcggtgaaggtctcctg

caaggcttctggaggcaccttcagcagctatgctatcagctgggtgcgacaggcccctggacaagggcttgagtgg

atgggaaggatcatccctatccttggtacagcaaactacgcacagaagttccagggcagagtcacgattaccgcgg

acgaatccacgagcacagcctacatggagctgagcagcctgagatctgaggacacggccgtgtattactgtgcgcg

ctctggttacggttcttaccgttgggaagattcttggggtcaaggtactctggtgaccgtctcctcagcggccgca

attgaagttatgtatcctcctccttacctagacaatgagaagagcaatggaaccattatccatgtgaaagggaaac

acctttgtccaagtcccctatttcccggaccttctaagcccttttgggtgctggtggtggttggtggagtcctggc

ttgctatagcttgctagtaacagtggcctttattattttctgggtgaggagtaagaggagcaggctcctgcacagt

gactacatgaacatgactccccgccgccccgggcccacccgcaagcattaccagccctatgccccaccacgcgact

tcgcagcctatcgctccagagtgaagttcagcaggagcgcagacgcccccgcgtaccagcagggccagaaccagct

ctataacgagctcaatctaggacgaagagaggagtacgatgttttggacaagagacgtggccgggaccctgagatg

gggggaaagccgagaaggaagaaccctcaggaaggcctgtacaatgaactgcagaaagataagatggcggaggcct

acagtgagattgggatgaaaggcgagcgccggaggggcaaggggcacgatggcctttaccagggtctcagtacagc

caccaaggacacctacgacgcccttcacatgcaggccctgccccctcgctaa[SEQ  ID  NO:235]
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[0816] 具有SEQ  ID  NO:207所示核苷酸序列的分离的核酸分子编码靶向BCMA的CAR(称作

靶向BCMA的28z  CAR54)，该CAR包括人scFv、包括CD28多肽的跨膜结构域、以及包括有包括

SEQ  ID  NO:195的氨基酸52‑163的氨基酸序列的CD3ξ多肽和包括CD28多肽的共刺激信号区

的细胞内结构域，上述人scFv包括：包括具有SEQ  ID  NO:53所示序列的氨基酸的重链可变

区、包括具有SEQ  ID  NO:54所示序列的氨基酸的轻链可变区和位于重链可变区和轻链可变

区之间的具有氨基酸序列SEQ  ID  NO:69的接头，其中包括跨膜结构域和共刺激信号区的

CD28区包括SEQ  ID  NO:193的氨基酸114‑220。

[0817] 具有SEQ  ID  NO:208所示核苷酸序列的分离的核酸分子编码靶向BCMA的CAR(称作

靶向BCMA的28z  CAR40)，该CAR包括人scFv、包括CD28多肽的跨膜结构域、以及具有包括SEQ 

ID  NO:195的氨基酸52‑163的氨基酸序列的CD3ξ多肽和包括CD28多肽的共刺激信号区的细

胞内结构域，上述人scFv包括：包括具有SEQ  ID  NO:57所示序列的氨基酸的重链可变区、包

括具有SEQ  ID  NO:58所示序列的氨基酸的轻链可变区和位于重链可变区和轻链可变区之

间的具有氨基酸序列SEQ  ID  NO:69的接头，其中包括跨膜结构域和共刺激信号区的CD28区

包括SEQ  ID  NO:193的氨基酸114‑220。

[0818] 具有SEQ  ID  NO:209所示核苷酸序列的分离的核酸分子编码靶向BCMA的CAR(称作

靶向BCMA的28z  CAR24)，该CAR包括人scFv、包括CD28多肽的跨膜结构域、以及具有包括SEQ 

ID  NO:195的氨基酸52‑163的氨基酸序列的CD3ξ多肽和包括CD28多肽的共刺激信号区的细

胞内结构域，上述人scFv包括：包括具有SEQ  ID  NO:65所示序列的氨基酸的重链可变区、包

括具有SEQ  ID  NO:66所示序列的氨基酸的轻链可变区和位于重链可变区和轻链可变区之

间的具有氨基酸序列SEQ  ID  NO:69的接头，其中包括跨膜结构域和共刺激信号区的CD28区

包括SEQ  ID  NO:193的氨基酸114‑220。

[0819] 具有SEQ  ID  NO:234所示核苷酸序列的分离的核酸分子编码靶向BCMA的CAR(称作

靶向BCMA的28z  CAR3)，该CAR包括人scFv、包括CD28多肽的跨膜结构域、以及具有包括SEQ 

ID  NO:195的氨基酸52‑163的氨基酸序列的CD3ξ多肽和包括CD28多肽的共刺激信号区的细

胞内结构域，上述人scFv包括：包括具有SEQ  ID  NO:21所示序列的氨基酸的重链可变区、包

括具有SEQ  ID  NO:22所示序列的氨基酸的轻链可变区和位于重链可变区和轻链可变区之

间的具有氨基酸序列SEQ  ID  NO:69的接头，其中包括跨膜结构域和共刺激信号区的CD28区

包括SEQ  ID  NO:193的氨基酸114‑220。

[0820] 具有SEQ  ID  NO:235所示核苷酸序列的分离的核酸分子编码靶向BCMA的CAR(称作

靶向BCMA的28z  CAR37)，该CAR包括人scFv、包括CD28多肽的跨膜结构域、以及具有包括SEQ 

ID  NO:195的氨基酸52‑163的氨基酸序列的CD3ξ多肽和包括CD28多肽的共刺激信号区的细

胞内结构域，上述人scFv包括：包括具有SEQ  ID  NO:61所示序列的氨基酸的重链可变区、包

括具有SEQ  ID  NO:62所示序列的氨基酸的轻链可变区和位于重链可变区和轻链可变区之

间的具有氨基酸序列SEQ  ID  NO:69的接头，其中包括跨膜结构域和共刺激信号区的CD28区

包括SEQ  ID  NO:193的氨基酸114‑220。

[0821] 具有SEQ  ID  NO:229所示核苷酸序列的分离的核酸分子编码靶向BCMA的CAR(称作

靶向BCMA的BBz  CAR3)，该CAR包括人scFv、包括具有SEQ  ID  NO:226的氨基酸137‑207的CD8

多肽的跨膜结构域、以及包括有包括SEQ  ID  NO:195的氨基酸52‑163的氨基酸序列的CD3ξ

多肽和包括具有SEQ  ID  NO:197的氨基酸214‑255的4‑1BB多肽的共刺激信号区的细胞内结
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构域，上述人scFv包括：包括具有SEQ  ID  NO:21所示序列的氨基酸的重链可变区、包括具有

SEQ  ID  NO:22所示序列的氨基酸的轻链可变区和位于重链可变区和轻链可变区之间的具

有氨基酸序列SEQ  ID  NO:69的接头。SEQ  ID  NO:229的核苷酸序列270‑1031编码人scFv。

SEQ  ID  NO:229的核苷酸序列1041‑1253编码跨膜结构域中包括的CD8多肽。SEQ  ID  NO:229

的核苷酸序列1254‑1379编码细胞内结构域中包括的4‑1BB多肽。SEQ  ID  NO:229的核苷酸

序列1380‑1718编码细胞内结构域中包括的CD3ξ多肽。SEQ  ID  NO:229的其他部分示于表19

中。

[0822] 表19

[0823]

[0824] 具有SEQ  ID  NO:230所示核苷酸序列的分离的核酸分子编码靶向BCMA的CAR(称作

靶向BCMA的BBz  CAR24)，该CAR包括人scFv、包括具有SEQ  ID  NO:226的氨基酸137‑207的

CD8多肽的跨膜结构域、以及包括有包括SEQ  ID  NO:195的氨基酸52‑163的氨基酸序列的

CD3ξ多肽和包括具有SEQ  ID  NO:197的氨基酸214‑255的4‑1BB多肽的共刺激信号区的细胞

内结构域，上述人scFv包括：包括具有SEQ  ID  NO:65所示序列的氨基酸的重链可变区、包括

具有SEQ  ID  NO:66所示序列的氨基酸的轻链可变区和位于重链可变区和轻链可变区之间

的具有氨基酸序列SEQ  ID  NO:69的接头。SEQ  ID  NO:230的核苷酸序列270‑1015编码人

scFv。SEQ  ID  NO:230的核苷酸序列1023‑1235编码跨膜结构域中包括的CD8多肽。SEQ  ID 

NO:230的核苷酸序列1236‑1361编码细胞内结构域中包括的4‑1BB多肽。SEQ  ID  NO:230的

核苷酸序列1362‑1700编码细胞内结构域中包括的CD3ξ多肽。SEQ  ID  NO:230的其他部分示

于表20中。

[0825] 表20
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[0826]

[0827] 具有SEQ  ID  NO:231所示核苷酸序列的分离的核酸分子编码靶向BCMA的CAR(称作

靶向BCMA的BBz  CAR37)，该CAR包括人scFv、包括具有SEQ  ID  NO:226的氨基酸137‑207的

CD8多肽的跨膜结构域、以及包括有包括SEQ  ID  NO:195的氨基酸52‑163的氨基酸序列的

CD3ξ多肽和包括具有SEQ  ID  NO:197的氨基酸214‑255的4‑1BB多肽的共刺激信号区的细胞

内结构域，上述人scFv包括：包括具有SEQ  ID  NO:61所示序列的氨基酸的重链可变区、包括

具有SEQ  ID  NO:62所示序列的氨基酸的轻链可变区和位于重链可变区和轻链可变区之间

的具有氨基酸序列SEQ  ID  NO:69的接头。SEQ  ID  NO:231的核苷酸序列270‑1028编码人

scFv。SEQ  ID  NO:231的核苷酸序列1038‑1250编码跨膜结构域中包括的CD8多肽。SEQ  ID 

NO:231的核苷酸序列1251‑1376编码细胞内结构域中包括的4‑1BB多肽。SEQ  ID  NO:231的

核苷酸序列1377‑1715编码细胞内结构域中包括的CD3ξ多肽。SEQ  ID  NO:231的其他部分示

于表21中。

[0828] 表21

[0829]

[0830] 具有SEQ  ID  NO:232所示核苷酸序列的分离的核酸分子编码靶向BCMA的CAR(称作

靶向BCMA的BBz  CAR40)，该CAR包括人scFv、包括具有SEQ  ID  NO:226的氨基酸137‑207的

CD8多肽的跨膜结构域、以及包括有包括SEQ  ID  NO:195的氨基酸52‑163的氨基酸序列的

CD3ξ多肽和包括具有SEQ  ID  NO:197的氨基酸214‑255的4‑1BB多肽的共刺激信号区的细胞

内结构域，上述人scFv包括：包括具有SEQ  ID  NO:57所示序列的氨基酸的重链可变区、包括
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具有SEQ  ID  NO:58所示序列的氨基酸的轻链可变区和位于重链可变区和轻链可变区之间

的具有氨基酸序列SEQ  ID  NO:69的接头。SEQ  ID  NO:232的核苷酸序列270‑1024编码人

scFv。SEQ  ID  NO:232的核苷酸序列1032‑1244编码跨膜结构域中包括的CD8多肽。SEQ  ID 

NO:232的核苷酸序列1245‑1370编码细胞内结构域中包括的4‑1BB多肽。SEQ  ID  NO:232的

核苷酸序列1371‑1709编码细胞内结构域中包括的CD3ξ多肽。SEQ  ID  NO:232的其他部分示

于表22中。

[0831] 表22

[0832]

[0833] 具有SEQ  ID  NO:233所示核苷酸序列的分离的核酸分子编码靶向BCMA的CAR(称作

靶向BCMA的BBz  CAR54)，该CAR包括人scFv、包括具有SEQ  ID  NO:226的氨基酸137‑207的

CD8多肽的跨膜结构域、以及包括有包括SEQ  ID  NO:195的氨基酸52‑163的氨基酸序列的

CD3ξ多肽和包括具有SEQ  ID  NO:197的氨基酸214‑255的4‑1BB多肽的共刺激信号区的细胞

内结构域，上述人scFv包括：包括具有SEQ  ID  NO:53所示序列的氨基酸的重链可变区、包括

具有SEQ  ID  NO:54所示序列的氨基酸的轻链可变区和位于重链可变区和轻链可变区之间

的具有氨基酸序列SEQ  ID  NO:69的接头。SEQ  ID  NO:233的核苷酸序列270‑1003编码人

scFv。SEQ  ID  NO:233的核苷酸序列1011‑1223编码跨膜结构域中包括的CD8多肽。SEQ  ID 

NO:233的核苷酸序列1224‑1349编码细胞内结构域中包括的4‑1BB多肽。SEQ  ID  NO:233的

核苷酸序列1350‑1688编码细胞内结构域中包括的CD3ξ多肽。SEQ  ID  NO:233的其他部分示

于表23中。

[0834] 表23

[0835]
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[0836]

[0837] 在某些实施方式中，分离的核酸分子编码本发明公开的靶向BCMA的CAR的功能性

部分。如本文所用，术语“功能性部分”是指本发明公开的靶向BCMA的CAR的保留靶向BCMA的

CAR(亲本CAR)的生物活性的任意部分(portion)、一部分(part)或片段。例如，功能性部分

包括靶向BCMA的CAR在与亲本CAR类似、相同甚至更高的程度上保留识别靶标细胞、治疗疾

病例如多发性骨髓瘤的能力的部分、一部分或片段。在某些实施方式中，编码本发明公开的

靶向BCMA的CAR的功能性部分的分离的核酸分子可以编码包括例如亲本CAR的约10％、

20％、25％、30％、35％、40％、45％、50％、55％、60％、65％、70％、75％、80％、85％、90％和

95％或更多的蛋白质。

[0838] 美国国家癌症研究所(National  Cancer  Institute，NCI)进行的一项I期临床试

验(NCT02215967)使用抗BCMA  CAR‑转导的T细胞治疗多发性骨髓瘤33,34。NCI的临床试验中

应用的抗BCMA  CAR包括与人BCMA结合的小鼠scFv。使用小鼠抗体或小鼠scFv治疗人可以导

致抗小鼠抗体(HAMA)应答，这可能是威胁生命的。不与NCI的临床试验类似，在某些实施方

式中，本发明公开的靶向BCMA‑的CAR包括人scFv，因此，与包括鼠科动物抗体的CAR相比较

(参见Maus等人,Cancer  Immunol  Res(2003)；1(1):26‑31，该文献报道了源自鼠科动物抗

体的CAR潜在的免疫原性可能造成mRNACAR的安全性问题)提供了大大降低的免疫原性风

险。

[0839] III.免疫应答细胞

[0840] 本发明公开的主题提供了表达包括细胞外抗原结合结构域、跨膜结构域和细胞内

结构域的CAR的免疫应答细胞，如上所述，其中细胞外抗原结合结构域与BCMA(例如人BCMA)

特异性结合。免疫应答细胞可以用本发明公开的CAR来转导，使得细胞表达CAR。本发明公开

的主题还提供了使用此类细胞治疗肿瘤例如多发性骨髓瘤(MM)的方法。本发明公开主题的

免疫应答细胞可以是淋巴谱系细胞。包括B细胞、T细胞和自然杀伤(NK)细胞的淋巴谱系细

胞，提供抗体的产生、细胞免疫系统的调节、血液中外来物质的检测、对宿主外源细胞的检

测等。淋巴谱系细胞的非限定性实例包括T细胞、自然杀伤(NK)细胞、细胞毒性T淋巴细胞

(CTL)、调节性T细胞、胚胎干细胞和多能干细胞(例如，可分化成淋巴样细胞的多能干细

胞)。T细胞可以是在胸腺中成熟的淋巴细胞，并且主要负责细胞介导的免疫。T细胞参与获

得性免疫系统。本发明公开主题的T细胞可以是任何类型的T细胞，包括但不限于辅助性T细

胞、细胞毒性T细胞、记忆T细胞(包括中心记忆T细胞、干细胞样记忆T细胞(或干样记忆T细

胞)和两种类型的效应记忆T细胞(例如，TEM细胞和TEMRA细胞)、调节性T细胞(也称为抑制性T

细胞)、自然杀伤T细胞、粘膜相关恒定T细胞、和γδT细胞。在某些实施方式中，表达CAR的T

细胞表达Foxp3以实现和维持T调节表型。自然杀伤(NK)细胞可以是作为细胞介导的免疫的

一部分、并且在先天免疫应答过程中发挥作用的淋巴细胞。NK细胞不需要预先激活，以便对

靶细胞发挥其细胞毒性作用。细胞毒性T细胞(CTL或杀伤T细胞)是能够诱导受感染的体细

胞或肿瘤细胞死亡的T淋巴细胞的亚型。

[0841] 本发明公开主题的免疫应答细胞可以表达与BCMA(例如人BCMA)特异性结合的细

胞外抗原结合结构域(例如人scFV、任选交联的Fab、或F(ab)2)，用于治疗多发性骨髓瘤。此
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类免疫应答细胞可以给予对其有需求的受试者(例如人受试者)，用于治疗多发性骨髓瘤。

在某些实施方式中，免疫应答细胞是T细胞。T细胞可以是CD4+T细胞或CD8+T细胞。在某些实

施方式中，T细胞是CD4+T细胞。在某些实施方式中，T细胞是CD8+T细胞。

[0842] 本公开的免疫应答细胞可以进一步用至少一种共刺激配体转导，使得免疫应答细

胞共表达或者诱导成共表达靶向BCMA的CAR和至少一种共刺激配体。靶向BCMA的CAR和至少

一种共刺激配体之间的相互作用提供了对于免疫应答细胞(例如T细胞)的完全激活而言很

重要的非抗原特异性信号。共刺激配体包括，但不限于，肿瘤坏死因子(TNF)超家族成员和

免疫球蛋白(Ig)超家族配体。TNF是参与全身性炎症并刺激急性期反应的细胞因子。它的主

要作用是调节免疫细胞。TNF超家族的成员具有许多共同的特征。大多数TNF超家族成员被

合成作为含有短胞质链段和相对长的细胞外区域的II型跨膜蛋白(细胞外C端)。TNF超家族

成员包括，但不限于，神经生长因子(NGF)、CD40L(CD40L)/CD154、CD137L/4‑1BBL、TNF‑α、

CD134L/OX40L/CD252、CD27L/CD70、Fas配体(FasL)、CD30L/CD153、肿瘤坏死因子β(TNFβ)/

淋巴毒素‑α(LTα)、淋巴毒素‑β(LTβ)、CD257/B细胞激活因子(BAFF)/Blys/THANK/Tall‑1、

糖皮质激素诱导的TNF受体配体(GITRL)和TNF相关的细胞凋亡诱导配体(TRAIL)、LIGHT

(TNFSF14)。免疫球蛋白(Ig)超家族是一大类参与细胞识别、结合或粘附过程的细胞表面蛋

白和可溶性蛋白。这些蛋白与免疫球蛋白共享结构特征——它们具有免疫球蛋白结构域

(折叠)。免疫球蛋白超家族配体包括，但不限于，CD80和CD86、CD28的两个配体、PD‑1的配体

PD‑L1/(B7‑H1)。在某些实施方式中，至少一种共刺激配体选自4‑1BBL、CD80、CD86、CD70、

OX40L、CD48、TNFRSF14、PD‑L1及其组合。在某些实施方式中，免疫应答细胞用一种共刺激配

体4‑1BBL转导。在某些实施方式中，免疫应答细胞用两种共刺激配体4‑1BBL和CD80转导。用

至少一种共刺激配体转导的CAR描述于美国专利第8,389,282号中，在此将其全文并入作为

参考。

[0843] 而且，本发明公开的免疫应答细胞可以进一步用至少一种细胞因子转导，使得免

疫应答细胞分泌至少一种细胞因子并且表达靶向BCMA的CAR。在某些实施方式中，至少一种

细胞因子选自IL‑2、IL‑3、IL‑6、IL‑7、IL‑11、IL‑12、IL‑15、IL‑17和IL‑21。在某些实施方式

中，细胞因子是IL‑12。

[0844] BCMA特异性或者靶向BCMA的人淋巴细胞可以用于外周供体淋巴细胞，例如以下文

献中所公开：Sadelain,M.等人,2003Nat  Rev  Cancer3:35‑45(公开了遗传修饰成表达CAR

的外周供体淋巴细胞)；Morgan,R.A.等人,2006Science  314:126‑129(公开了遗传修饰成

表达包括α和β异质二聚体的全长肿瘤抗原识别T细胞受体复合物)；Panelli ,M .C .等人,

2000J  Immunol  164:495‑504；Panelli,M.C.等人,2000J  Immunol164:4382‑4392(公开了

源自肿瘤活组织检查中的肿瘤浸润性淋巴细胞(TIL)的淋巴细胞培养物)；和Dupont,J.等

人,2005Cancer  Res65:5417‑5427；Papanicolaou,G.A.等人,2003Blood  102:2498‑2505

(公开了使用人工抗原呈递细胞(AAPC)或脉冲树突细胞选择性地在体外扩增的抗原特异性

外周血白细胞)。免疫应答细胞(例如T细胞)可以是自体的、非自体的(例如同种异体的)或

者在体外得自工程化的祖细胞或干细胞。

[0845] 在某些实施方式中，本发明公开的免疫应答细胞(例如T细胞)表达约1至约4、约2

至约4、约3至约4、约1至约2、约1至约3、或约2至约3个载体拷贝数/细胞的本发明公开的靶

向BCMA的CAR。
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[0846] CTL的未纯化来源可以是本领域任何已知的，例如骨髓、胎儿、新生儿或成人或其

他造血细胞来源，例如胎肝、外周血或脐带血。可以采用各种技术来分离细胞。例如，阴性选

择方法可以在最初除去非CTL。对于阳性选择和阴性选择，单克隆抗体对于识别与特定细胞

谱系和/或分化阶段相关的标志物特别有用。

[0847] 较大比例的终末分化的细胞可以通过相对较粗的分离在最初除去。例如，最初可

以使用磁珠分离，以除去大量不相关的细胞。优选地，至少约80％、通常至少70％的总造血

细胞将在细胞分离之前被除去。

[0848] 分离方法包括，但不限于，密度梯度离心；重调(resetting)；与改变细胞密度的颗

粒结合；用涂有抗体的磁珠进行磁性分离；亲和色谱；与mAb结合或联合使用的细胞毒性剂，

其包括但不限于补体和细胞毒素；和用附着于例如板、芯片的固体基质的抗体淘选、淘析或

任何其他传统的技术。

[0849] 分离和分析技术包括，但不限于，流式细胞术，其可以具有不同程度的改进，例如

多种色彩通道、低角度和钝角光散射检测通道、阻抗通道。

[0850] 可以通过使用与死细胞相关的染料比如碘化丙啶(PI)，相对于死细胞来选择细

胞。优选地，将细胞收集在包括2％胎牛血清(FCS)或0.2％牛血清白蛋白(BSA)的培养基或

任何其它合适的优选为无菌的等渗介质中。

[0851] IV.载体

[0852] 免疫应答细胞(例如，T细胞、CTL细胞、NK细胞)的遗传修饰可以通过将基本上均质

的细胞组成用重组DNA或RNA构建体转导来实现。载体可以是逆转录病毒载体(例如，γ逆转

录病毒)，其用于将DNA或RNA构建体引入到宿主细胞基因组中。例如，可以将编码靶向BCMA

的CAR的多核苷酸克隆到逆转录病毒载体中，并且可以由其内源性启动子、逆转录病毒长末

端重复序列或者替代的内部启动子驱动表达。

[0853] 也可使用非病毒载体或RNA。可以使用随机染色体整合或靶向整合(例如使用核酸

酶、转录激活子样效应因子核酸酶(TALEN)、锌指核酸酶(ZFN)、和/或成簇的规律间隔的短

回文重复物(CRISPR)或转基因表达(例如使用天然或化学修饰的RNA)。

[0854] 对于细胞的初始遗传修饰以提供表达靶向BCMA的CAR的细胞，通常使用逆转录病

毒载体进行转导，然而可以使用任何其它合适的病毒载体或非病毒递送系统。对于细胞的

后续遗传修饰以提供包括有包括至少两种共刺激配体的抗原递呈复合物的细胞，逆转录病

毒基因转移(转导)同样证明是有效的。逆转录病毒载体和合适的包装系的组合也是合适

的，其中衣壳蛋白作用于感染人细胞。已知各种产生双嗜性病毒的细胞系，其包括但不限于

PA12(Miller等人(1985)Mol .Cell .Biol .5：431～437)；PA317(Miller等人(1986)

Mol.Cell.Biol.6：2895～2902)；和CRIP(Danos等人(1988)Proc.Natl.Acad .Sci.USA85：

6460～6464)。非嗜性颗粒也是合适的，例如，用VSVG、RD114或GALV外壳假型化的颗粒和本

领域已知的任何其它颗粒。

[0855] 可能的转导方法还包括将细胞与生产细胞直接共培养，例如，通过Bregni等人

(1992)Blood  80：1418～1422的方法，或者在存在或不存在合适的生长因子和聚阳离子的

情况下与单独的病毒上清液或浓缩载体储备液一起培养，例如通过Xu等人(1994)

Exp.Hemat.22：223～230；和Hughes等人(1992)J.Clin.Invest.89：1817的方法。

[0856] 转导病毒载体可用于在免疫应答细胞中表达共刺激共刺激配体(例如4‑1BBL和
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IL‑12)。优选地，所择的载体表现出高的感染效率和稳定的整合和表达(参见例如

Cayouette等人，Human  Gene  Therapy8：423～430，1997；Kido等人，Current  Eye  Research 

15：833～844，1996；Bloomer等人，Journal  of  Virology  71：6641～6649，1997；Naldini等

人，Science  272：263～267，1996；和Miyoshi等人，Proc.Natl.Acad .Sci.USA  94：10319，

1997)。可以使用的其他病毒载体包括例如腺病毒、慢病毒和腺相关病毒载体、牛痘病毒、牛

乳头瘤病毒或疱疹病毒，例如Epstein‑Barr病毒(另外参见例如，以下的载体：Miller，

Human  Gene  Therapy  15‑14，1990；Friedman，Science  244：1275～1281，1989；Eglitis等

人，BioTechniques  6：608～614，1988；Tolstoshev等人，Current  Opinion  in 

Biotechnology  1：55～61，1990；Sharp，The  Lancet  337：1277～1278,1991；Cornetta等

人，Nucleic  Acid  Research  and  Molecular  Biology  36：311～322，1987；Anderson，

Science  226：401～409，1984；Moen，Blood  Cells  17：407～416，1991；Miller等，

Biotechnology  7：980～990，1989；Le  Gal  La  Salle等，Science  259：988～990，1993；和

Johnson，Chest  107：77S～83S，1995)。逆转录病毒载体已被特别好地开发，并已用于临床

环境中(Rosenberg等人，N.Engl.J.Med  323：370，1990；Anderson等人，美国专利第5,399,

346号)。

[0857] 在某些非限定性实施方式中，表达本发明公开的靶向BCMA的CAR的载体是逆转录

病毒载体，例如，293galv9逆转录病毒载体。

[0858] 也可以使用非病毒方法在细胞中表达蛋白质。例如，通过在脂质转染的存在下给

予核酸(Feigner等人 ,Proc .Nat’l .Acad .Sci .U .S .A .84:7413 ,1987；Ono等人 ,

Neuroscience  Letters  17:259 ,1990；Brigham等人,Am .J .Med .Sci .298:278 ,1989；

Staubinger等人.,Methods  in  Enzymology  101:512,1983)，通过脱唾液酸血清类粘蛋白‑

多赖氨酸缀合(Wu等人,Journal  of  Biological  Chemistry  263:14621 ,1988；Wu等人,

Journal  of  Biological  Chemistry  264:16985,1989)，或者通过在外科手术条件下微注

射(Wolff等人,Science  247:1465,1990)，可以将核酸分子引入到细胞中。其他用于基因转

移的非病毒方式包括使用磷酸钙、DEAE葡聚糖、电穿孔和原生质体融合在体外转染。脂质体

对于将DNA递送至细胞中也可以是潜在有益的。通过将正常核酸转移至可培养的细胞型(例

如，自体或异种原代细胞或其子代)中，之后将细胞(或其后代)注射到靶标组织中或全身注

射，也可以实现将正常基因移植到受试者的受感染组织中。也可以使用转座酶或靶向核酸

酶(例如，锌指核酸酶、大范围核酸酶或TALE核酸酶)得到或获得重组受体。通过RNA电穿孔

可以获得暂时的表达。

[0859] 用于多核苷酸治疗方法的cDNA表达可以由任何合适的启动子(例如人巨细胞病毒

(CMV)、猿猴病毒(SV40)或金属硫蛋白启动子)指导，并可以通过任何合适的哺乳动物调控

元件或内含子(例如延长因子1α增强子/启动子/内含子结构)调节。例如，如果需要，可以使

用已知偏好在特定细胞类型中指导基因表达的增强子，以指导核酸的表达。使用的增强子

可以包括，但不限于，鉴定为组织或细胞特异性增强子的那些增强子。另外可选地，如果使

用基因组克隆作为治疗构件，则可以通过同源的调控序列，或者如果需要的话通过源自异

源性来源的调控序列，包括任意上述的启动子或调控元件，对调节进行介导。

[0860] 所得的细胞可以在与未修饰细胞类似的条件下生长，从而可以将修饰的细胞扩

增，并用于多种目的。
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[0861] V.多肽和类似物和多核苷酸

[0862] 本发明公开的主题中还包括与BCMA(例如人BCMA)特异性结合的细胞外抗原结合

结构域(例如，scFv(例如人scFv)、Fab或(Fab)2)、CD3ζ、CD8、CD28等多肽或其片段、以及编

码其的多核苷酸，它们以当在免疫应答细胞中表达时增强其抗肿瘤活性的方式被修饰。本

发明公开的主题提供了通过产生序列中的改变来优化氨基酸序列或核酸序列的方法。此类

改变包括某些突变、缺失、插入或翻译后修饰。本发明公开的主题还包括本发明公开主题的

任何天然存在的多肽的类似物。类似物可以通过氨基酸序列差异、通过翻译后修饰或通过

两者而不同于本发明公开主题的天然存在的多肽。本发明公开主题的类似物通常可以表现

出与本发明公开主题的天然存在的氨基酸序列的全部或部分至少约85％、约90％、约91％、

约92％、约93％、约94％、约95％、约96％、约97％、约98％、约99％或更高的同一性。序列比

较的长度为至少5、10、15、20、25、50、75、100或更多个氨基酸残基。此外，在确定同一性程度

的示例性方法中，可以使用BLAST程序，e‑3和e‑100之间的概率得分表示密切相关的序列。修

饰包括多肽的体内和体外化学衍生，例如乙酰化、羧化、磷酸化或糖基化；此类修饰可以在

多肽合成或用分离的修饰酶的处理中或处理之后发生。类似物还可以通过一级序列的改变

而不同于本发明公开主题的天然多肽。这些改变包括天然和诱导的遗传变体(例如，产生自

通过照射或暴露于甲磺酸乙酯的随机突变，或者通过定点突变，如以下文献所述：

Sambrook，Fritsch和Maniatis，Molecular  Cloning:A  Laboratory  Manual(第二版)CSH 

Press，1989；或Ausubel等人，同上)。另外包括的是含有除L‑氨基酸外的残基例如D‑氨基酸

或非天然存在的或合成的氨基酸例如β或γ氨基酸的环肽、分子和类似物。

[0863] 除全长多肽以外，本发明公开的主题还提供本发明公开主题的多肽或肽结构域中

任一者的片段。片段可以是至少5、10、13或15个氨基酸。在某些实施方式中，片段是至少20

个连续氨基酸、至少30个连续氨基酸或至少50个相连的氨基酸。在某些实施方式中，片段是

至少60至80、100、200、300或更多个相连的氨基酸。本发明公开主题的片段可以通过本领域

普通技术人员已知的方法产生，或者可以由普通的蛋白质加工产生(例如从新生多肽中除

去生物活性不需要的氨基酸，或者通过另外可选的mRNA剪接或另外可选的蛋白质加工事件

除去氨基酸)。

[0864] 非蛋白质类似物具有设计成模拟本发明蛋白质的功能活性的化学结构。这些类似

物根据本发明公开主题的方法而施用。这些类似物可以超过原始多肽的生理活性。类似物

设计方法是本领域公知的，并且可以根据这些方法通过修饰化学结构进行类似物的合成，

使得当在免疫应答细胞中表达时，所生成的类似物增加原始多肽的抗肿瘤活性。这些化学

修饰包括但不限于取代另外可选的R基团，和改变参考多肽特定碳原子的饱和度。蛋白质类

似物可以相对耐受体内降解，导致施用时治疗效果更加延长。用于测量功能活性的试验包

括但不限于下面实施例中描述的那些。

[0865] 根据本发明公开的主题，编码与BCMA(例如，人BCMA)特异性结合的细胞外抗原结

合结构域(例如scFV(例如人scFv)、Fab或(Fab)2)、CD3ζ、CD8、CD28)的多核苷酸可以通过密

码子优化进行修饰。密码子优化可以改变天然存在的和重组的基因序列，以在任何给定的

表达系统中实现最高可能水平的生产能力。涉及蛋白质表达不同阶段的因素包括密码子适

应性、mRNA结构以及转录和翻译中的各种顺式元件。本领域技术人员已知的任何合适的密

码子优化方法或技术均可用于修饰本发明公开主题的多核苷酸，其包括，但不限于，
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OptimumGeneTM、Encor优化和Blue  Heron。.

[0866] VI.给药

[0867] 可以全身性地或直接地向受试者提供本发明公开主题的靶向BCMA的CAR和表达它

的免疫应答细胞，用于治疗或预防瘤形成。在某些实施方式中，将靶向BCMA的CAR和表达它

的免疫应答细胞直接注射到所关注的器官(例如，受瘤形成影响的器官)中。另外可选地或

额外地，将靶向BCMA的CAR和表达它的免疫应答细胞通过例如施用到循环系统中(例如，肿

瘤血管系统)间接地提供至所关注的器官。可以在细胞和组合物给药之前、过程中或之后，

提供扩增剂和分化剂，以增加体外或体内T细胞的产生。

[0868] 本发明公开主题的靶向BCMA的CAR和表达它的免疫应答细胞可以在任何生理学可

接受的媒介物中给药，通常是血管内给药，尽管它们也可以被引入骨或细胞可以找到合适

的再生和分化位点的其他方便的位点中(例如，胸腺)。通常，可以施用至少1×105个细胞，

最终达到1×1010个或更多。包括表达靶向BCMA的CAR的免疫应答细胞的细胞群可以包括纯

化的细胞群。本领域技术人员可以很容易地使用各种公知的方法例如荧光激活细胞分选

(FACS)确定细胞群中免疫应答细胞的百分比。包含经遗传修饰的表达BCMA特异性CAR的免

疫应答细胞的细胞群中的纯度范围可以是约50％至约55％、约55％至约60％、约65％至约

70％、约70％至约75％、约75％至约80％、约80％至约85％、约85％至约90％、约90％至约

95％或约95至约100％。本领域技术人员可以容易地调整剂量(例如，纯度降低可能需要增

加剂量)。免疫应答细胞可通过注射、导管等引入。如果需要，还可以包括因子，其包括，但不

限于，白细胞介素，例如IL‑2、IL‑3、IL  6、IL‑11、IL‑7、IL‑12、IL‑15、IL‑21以及其它白细胞

介素，集落刺激因子，例如G‑、M‑和GM‑CSF，干扰素，例如γ‑干扰素。

[0869] 本发明公开主题的组合物包括药物组合物，其包括表达靶向CMMA的CAR的免疫应

答细胞和药学可接受的载体。给药可以是自体的或非自体的。例如，表达靶向BCMA的CAR的

免疫应答细胞和包含它的组合物可以从一个受试者获得，并施用给相同受试者或不同的相

容的受试者。可以通过局部注射，包括导管给药、全身性注射、局部注射、静脉内注射或胃肠

外给药来给予本发明公开主题的源自外周血的T细胞或其子代(例如，体内、先体外后体内

或体外获得的)。当施用本发明公开主题的药物组合物(例如，包括表达靶向BCMA的CAR的免

疫应答细胞的药物组合物)时，可以将其配制成单位剂量可注射形式(溶液、混悬液、乳液)。

[0870] VII.制剂

[0871] 本发明公开主题的通常表达靶向BCMA的CAR的免疫应答细胞和包含其的组合物可

以方便地作为无菌液体制剂提供，例如等渗水溶液、混悬液、乳液、分散液或粘性组合物，其

可以缓冲至选定的pH。液体制剂通常比凝胶、其它粘性组合物和固体组合物更容易制备。此

外，液体组合物在一定程度上更方便给药，特别是通过注射。另一方面，粘性组合物可以在

适当的粘度范围内配制，以提供与特定组织的更长的接触时间。液体或粘性组合物可以包

括载体，其可以是含有例如水、盐水、磷酸盐缓冲盐水、多元醇(例如甘油、丙二醇、液体聚乙

二醇等)及其适当混合物的溶剂或分散介质。

[0872] 无菌可注射溶液可以通过以下方法来制备：将包括表达本发明公开主题的靶向

BCMA的CAR的免疫应答细胞的组合物引入到所需量的合适溶剂与如果需要的各种量的其它

成分中。这些组合物可以与合适的媒介物、稀释剂或赋形剂如无菌水、生理盐水、葡萄糖、右

旋糖等混合。组合物也可以冻干。根据给药途径和所需制剂，组合物可以含有辅助性物质，

说　明　书 96/107 页

101

CN 107208047 B

101



例如润湿剂、分散剂或乳化剂(例如甲基纤维素)、pH缓冲剂、凝胶化或增粘添加剂、防腐剂、

调味剂、着色剂等。可以参考标准教科书，例如在此并入本文以供参考的“REMINGTON’S 

PHARMACEUTICAL  SCIENCE”，第17版，1985，以制备合适的制剂，而无需过度的实验。

[0873] 可以加入增强组合物稳定性和无菌性的各种添加剂，包括抗微生物防腐剂、抗氧

化剂、螯合剂和缓冲剂。通过各种抗菌剂和抗真菌剂，例如对羟基苯甲酸酯类、氯丁醇、苯

酚、山梨酸等，可以确保防止微生物的作用。可注射药物形式的延长吸收可以通过使用延迟

吸收的试剂例如单硬脂酸铝和明胶实现。然而，根据本发明，使用的任何载体、稀释剂或添

加剂必须与本发明公开主题的通常表达靶向BCMA的CAR的免疫应答细胞相容。

[0874] 组合物可以是等渗的，即它们可以具有与血液和泪液相同的渗透压。本发明公开

主题的组合物所需的等渗性可以使用氯化钠或其它药学上可接受的试剂例如右旋糖、硼

酸、酒石酸钠、丙二醇或其它无机或有机溶质实现。氯化钠对于含有钠离子的缓冲液来说特

别优选。

[0875] 如果需要，组合物的粘度可以使用药学上可接受的增稠剂保持在选定的水平。可

以使用甲基纤维素，因为它容易购得且经济可行并且易于操作。其它合适的增稠剂包括，例

如，黄原胶、羧甲基纤维素、羟丙基纤维素、卡波姆等。增稠剂的浓度可以取决于所选择的试

剂。要点在于使用将会实现所选粘度的量。显然，合适的载体和其它添加剂的选择将取决于

确切的给药途径和特定剂型例如液体剂型的性质，(例如，是否将组合物配制成溶液、混悬

液、凝胶或其他液体形式，例如延时释放形式或液体填充形式)。

[0876] 本领域技术人员会认识到，组合物的组分应当选择成在化学上呈惰性，并且不会

影响如本发明公开主题所述的免疫应答细胞的存活力或功效。这一点对于化学和药学原理

的技术人员来说将不存在问题，或者从本公开内容和本文引用的文献通过参考标准教科书

或通过简单实验(不涉及过度实验)，可以容易地避免问题。

[0877] 关于本发明公开主题的免疫应答细胞的治疗用途的一个考虑是获得最佳效果所

必需的细胞的量。要施用的细胞的量将根据所治疗的受试者而变化。在某些实施方式中，将

约104至约1010、约105至约109或约106至约108个本发明公开主题的免疫应答细胞施用至受

试者。更有效的细胞可以以甚至更少的量施用。在某些实施方式中，将至少约1x  108、至少

约2x  108、约3x  108至约4x  108和约5x  108个本发明公开的免疫应答细胞施用至人类受试

者。何为有效剂量的精确确定可以基于对于每个受试者而言独立的因素，包括具体受试者

的体型大小、年龄、性别、体重和病症。剂量可以由本领域技术人员从本公开内容和本领域

的知识中容易地确定。

[0878] 本领域技术人员可以容易地确定组合物中以及要在本发明公开主题的方法中施

用的细胞和任选的添加剂、媒介物和/或载体的量。通常，任何添加剂(除了活性细胞和/或

试剂之外)在磷酸盐缓冲盐水中以约0.001wt％至约50wt％的溶液的量存在，活性成分以微

克至毫克的数量级存在，例如约0 .0001wt％至约5wt％、约0 .0001wt％至约1wt％、约

0 .0001wt％至约0 .05wt％、约0 .001wt％至约20wt％、约0 .01wt％至约10wt％或者约

0.05wt％至约5wt％。对于要给予动物或人的任何组合物，以及对于任何具体的给药方法，

应当确定毒性，例如通过在合适的动物模型例如啮齿动物如小鼠中测定致死剂量(LD)和LD 

50；和引起适当应答的组合物的剂量、其中组分的浓度和给予组合物的时机来确定毒性。此

类确定根据本领域技术人员的知识、本公开内容和本文引用的文献并不需要过度实验。并
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且，可以在没有过度实验的情况下确定依序给药的时间。

[0879] VIII.治疗方法

[0880] 肿瘤微环境。肿瘤具有敌对于宿主免疫应答的微环境，其涉及恶性细胞一系列机

制以保护自身免于免疫识别和清除。这种“敌对的肿瘤微环境”包括多种免疫抑制因子，包

括浸润性调节性CD4+T细胞(Treg)、骨髓衍生抑制细胞(MDSC)、肿瘤相关巨噬细胞(TAM)、包

括IL‑10和TGF‑β的免疫抑制性细胞因子，以及靶向由活化T细胞(CTLA‑4和PD‑1)表达的免

疫抑制性受体的配体的表达。这些免疫抑制机制在维持耐受性和抑制不适当的免疫应答中

起作用，然而在肿瘤微环境内，这些机制阻止有效的抗肿瘤免疫应答。总之，在遇到靶向的

肿瘤细胞时这些免疫抑制因子可以诱导过继转移的CAR修饰的T细胞显著的无效能化或凋

亡。

[0881] 肿瘤免疫学的挑战。有效的肿瘤免疫需要肿瘤抗原识别和免疫效应细胞的无对抗

的肿瘤清除。肿瘤抗原必须包含由肿瘤递呈并且可以被特异性细胞毒性T淋巴细胞(CTL)识

别的肽表位。引发的CTL必须扩增到足够数量并迁移至肿瘤位点，在其中它们成熟为效应物

以发挥其功能，这种功能通过辅助性T细胞增强并被Treg和抑制性巨噬细胞抑制。

[0882] 用改造的T淋巴细胞的靶向T细胞治疗。T细胞改造是开创性的策略，以潜在解决许

多以前观察到的早期免疫治疗方法的缺陷。在过去一年中，研究人员报道了用靶向指定抗

原(分别为CD19和NY‑ESO‑1)的自体外周血T细胞获得了在复发 1 6 ,1 7、化学耐药性

(chemorefractory)白血病和转移性黑色素瘤18‑20中的显著的完全缓解。

[0883] 遗传方法的原理：细胞工程可以用于将T细胞重定向至肿瘤抗原并增强T细胞功

能。遗传性T细胞修饰的一个动力是增强T细胞存活和扩增并抵消T细胞死亡、无效能化和免

疫抑制的潜力。还可以改进T细胞的遗传靶向以防止正常组织的不期望的破坏。

[0884] 嵌合抗原受体(CAR)：通过转移编码CAR的基因，可以产生肿瘤特异性T细胞21‑26。第

二代CAR包括与能够激活T细胞的细胞内信号转导结构域融合的肿瘤抗原结合结构域，以及

设计成增强T细胞效能和持续性的共刺激结构域27。因此CAR设计可以协调抗原识别与信号

转导——生理上由两个单独的复合物TCR异质二聚体和CD3复合物承担的两种功能。CAR的

细胞外抗原结合结构域通常来源于鼠单克隆抗体(mAb)或来自受体或其配体。因此，抗原识

别是非MHC限制的28，29，因此使用相同的CAR可以适用于表达靶标抗原的任何患者。通过CAR

的抗原结合触发细胞内结构域中基于免疫受体酪氨酸的激活基序(ITAM)的磷酸化，启动溶

细胞诱导、细胞因子分泌和增殖所需的信号转导级联。由于抗原识别的MHC限制被绕开，CAR

靶向T细胞的功能不受HLA下调或抗原加工机制中缺陷的影响。

[0885] T细胞对于扩增和存活的要求：肿瘤特异性T细胞的增殖在体内外(ex  vivo)是需

要的，并且在体内可以说是希望有的。T细胞增殖必须伴随有T细胞的存活，以允许绝对的T

细胞扩增和持续。为了响应于抗原而增殖，T细胞必须接收两种信号。一种是由抗原递呈细

胞(APC)表面上展示的抗原肽/MHC复合物的TCR识别提供25。另一种由T细胞共刺激受体例如

CD28或4‑1BB受体提供。虽然T细胞的溶细胞活性不需要伴随的共刺激，但如先前所证明，对

于提供共刺激信号以维持过继转移T细胞的抗肿瘤功能，存在关键需求23,27,30‑32。

[0886] 免疫监测：淋巴细胞是多功能“药物”，其在输注后表现出动态变化效应。在遇到抗

原时，肿瘤特异性T细胞激活和/或释放多种可以触发肿瘤杀伤、T细胞增殖和其它免疫细胞

的募集或免疫调节的蛋白质。因此，测量哪些蛋白质从哪些细胞以什么数量及在什么时间
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点分泌，对于具体患者为什么应答或不应答可以提供深入理解，并且为设计更有效的试验

提供关键反馈。这些试验系统将允许直接和有意义的临床方法比较，从而有助于设计合理

的下一代治疗策略。

[0887] 对于治疗，给予的量是产生所需效果有效的量。可以在一次或系列给药中提供有

效量。可以在推注或通过连续灌注提供有效量。

[0888] “有效量”(或“治疗有效量”)是足以在治疗时影响有益或期望的临床结果的量。有

效的量可以在一个或多个剂量中给予受试者。在治疗方面，有效量是足以减轻、改善、稳定、

逆转或减缓疾病的进展或以其它方式减少疾病的病理学后果的量。有效量通常由医生根据

具体情况确定，并且在本领域技术范围内。当确定合适剂量以达到有效量时，通常考虑若干

因素。这些因素包括受试者的年龄、性别和体重、所治疗的病症、病症的严重程度以及给予

的免疫应答细胞的剂型和有效浓度。

[0889] 对于使用抗原特异性T细胞的过继免疫治疗，通常输注约106至约1010(例如约109)

范围内的细胞剂量。当免疫应答细胞被给予受试者并随后分化时，免疫应答细胞诱导为特

异性地针对一种特定抗原(例如，BCMA)。T细胞的“诱导”可以包括例如通过缺失或无效能化

实现的抗原特异性T细胞的失活。失活对于建立或重建比如在自身免疫性疾病中的耐受性

特别有用。本发明公开主题的免疫应答细胞可以通过本领域已知的任何方法给药，包括但

不限于胸膜给药、静脉内给药、皮下给药、结节内给药、肿瘤内给药、鞘内给药、胸膜内给药、

腹膜内给药和直接施用于胸腺。在某些实施方式中，免疫应答细胞和包括其的组合物在静

脉内施用于需要的受试者。

[0890] 本发明公开的主题提供使用表达靶向BCMA的CAR的免疫应答细胞(例如，T细胞)的

各种方法。例如，本发明公开的主题提供减少受试者的肿瘤负荷的方法。在一个非限定性实

例中，减少肿瘤负荷的方法包括将有效量的本发明公开的免疫应答细胞给予受试者，从而

在受试者中诱导肿瘤细胞死亡。本发明公开的免疫应答细胞可以减少受试者的肿瘤细胞的

数量、减小肿瘤尺寸和/或根除肿瘤。合适的肿瘤的非限定性例子包括多发性骨髓瘤、非霍

奇金淋巴瘤、霍奇金淋巴瘤、慢性淋巴细胞性白血病(CLL)、成胶质细胞瘤和Waldenstrom氏

巨球蛋白血症。

[0891] 本发明公开的主题还提供增加或延长患有瘤形成的受试者的存活的方法。在一非

限定性实例中，增加或延长患有瘤形成的受试者的存活的方法包括将有效量的本发明公开

的免疫应答细胞给予受试者，从而增加或延长受试者的存活。该方法可以减少或根除受试

者的肿瘤负荷。本发明公开的主题进一步提供用于治疗或预防受试者的瘤形成的方法，其

包括将本发明公开的免疫应答细胞给予受试者。

[0892] 本文使用的术语“瘤形成”是指特征在于细胞或组织的病理增殖及其随后向其它

组织或器官迁移或侵袭的疾病。瘤形成生长通常是不受控制的和进行性的，并且在不会引

起或将导致正常细胞繁殖停止的条件下发生。瘤形成可以影响多种细胞类型、组织或器官，

包括但不限于选自膀胱、结肠、骨、脑、乳腺、软骨、神经胶质、食管、输卵管、胆囊、心脏、肠、

肾脏、肝脏、肺、淋巴结、神经组织、卵巢、胸膜、胰腺、前列腺、骨骼肌、皮肤、脊髓、脾、胃、睾

丸、胸腺、甲状腺、气管、泌尿生殖道、输尿管、尿道、子宫、和阴道的器官，或其组织或细胞类

型。瘤形成包括癌症，例如肉瘤(sarcomas)、癌(carcinoma)或浆细胞瘤(浆细胞的恶性肿

瘤)。
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[0893] 使用本发明公开主题的免疫应答细胞可以抑制其生长的癌症包括通常对免疫治

疗有应答的癌症。治疗的癌症的非限定性例子包括多发性骨髓瘤、非霍奇金淋巴瘤、霍奇金

淋巴瘤、慢性淋巴细胞性白血病(CLL)、成胶质细胞瘤和Waldenstrom氏巨球蛋白血症。在某

些实施方式中，癌症是多发性骨髓瘤。

[0894] 另外，本发明公开的主题提供响应于受试者中的癌细胞而增加免疫激活细胞因子

产生的方法。在一非限定性实例中，该方法包括将本发明公开的免疫应答细胞给予受试者。

免疫激活细胞因子可以是粒细胞巨噬细胞集落刺激因子(GM‑CSF)、IFN‑α、IFN‑β、IFN‑γ、

TNF‑α、IL‑2、IL‑3、IL‑6、IL‑11、IL‑7、IL‑12、IL‑15、IL‑21、干扰素调节因子7(IRF7)及其组

合。在某些实施方式中，本发明公开主题的包括BCMA特异性CAR的免疫应答细胞增加GM‑

CSF、IFN‑γ和/或TNF‑α的产生。

[0895] 进行治疗的合适的人受试者通常包括可以通过临床标准区分的两个治疗组。具有

“重度疾病”或“高肿瘤负荷”的受试者是具有临床可测量的肿瘤(例如多发性骨髓瘤)的受

试者。临床可测量的肿瘤是可以基于肿瘤质量而检测(例如通过触诊、CAT扫描、声波图、乳

房X线照片或X射线；阳性生化或组织病理学标志物本身不足以识别该群体)的肿瘤。将本发

明公开主题所包含的药物组合物给予这些受试者，以引起抗肿瘤应答，目的是减轻他们的

病症。理想地，结果是发生肿瘤质量的减少，但是任何临床改善均构成益处。临床改善包括

降低风险或进展速率或者减少肿瘤(例如多发性骨髓瘤)的病理后果。

[0896] 第二组合适的受试者在本领域中称为“辅助组”。他们是具有瘤形成史(例如多发

性骨髓瘤)、但已对另一治疗方式有响应的个体。先前的治疗可以包括，但不限于，手术切

除、放疗和传统化疗。结果，这些个体没有临床可测量的肿瘤。然而，他们被怀疑在原始肿瘤

位点附近或通过转移而处于疾病进展的风险中。该组可以进一步细分为高风险个体和低风

险个体。根据在初始治疗之前或之后观察到的特征进行细分。这些特征在临床领域是已知

的，并且针对每种不同的瘤形成有适当的定义。通常的高风险亚组典型的特征是肿瘤(例如

多发性骨髓瘤)已侵入邻近组织或者显示牵涉到淋巴结的那些。另一组具有瘤形成(例如多

发性骨髓瘤)的遗传易感性，但尚未证实瘤形成的临床体征。例如，对于在乳腺癌相关的基

因突变测试中呈阳性、但仍处于育龄年纪的妇女，可以希望预防性地接受本文所述的一种

或多种抗原结合片段以防止瘤形成的发生，直到适合于进行预防性手术。

[0897] 受试者可以具有进展形式的疾病(例如多发性骨髓瘤)，在这种情况下，治疗目标

可以包括缓解或逆转疾病进展和/或减轻副作用。受试者可以具有病史，例如他们已经经过

治疗，在这种情况下，治疗目标通常包括复发风险的降低或延迟。

[0898] 可以对表达靶向BCMA的CAR的免疫应答细胞(例如，T细胞)引入进一步修饰，以避

免或最小化免疫并发症(被称为“恶性T细胞转化”)例如移植物抗宿主病(GvHD)的风险，或

者当健康组织表达与肿瘤细胞相同的靶标抗原时，导致与GvHD相似的结果的风险。这个问

题的潜在解决方案是将自杀基因改造到表达CAR的T细胞中。合适的自杀基因包括，但不限

于，单纯疱疹病毒胸苷激酶(hsv‑tk)、诱导型半胱天冬酶9自杀基因(iCasp‑9)和截短的人

表皮生长因子受体(EGFRt)多肽。在某些实施方案中，自杀基因是EGFRt多肽。EGFRt多肽可

以通过施用抗EGFR单克隆抗体(例如西妥昔单抗(cetuximab))来使T细胞清除。EGFRt可以

共价连接到靶向BCMA的CAR的细胞内结构域的3’端。自杀基因可以包括在包括编码本发明

公开的靶向BCMA的CAR的核酸的载体中。以这种方式，施用设计成在恶性T细胞转化期间(例
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如GvHD)激活自杀基因的前药(例如，可以激活iCasp‑9的AP1903)，引发自杀基因激活的表

达CAR的T细胞的凋亡。IX.药盒

[0899] 本发明公开的主题提供用于治疗或预防瘤形成(例如多发性骨髓瘤)的药盒。在某

些实施方式中，药盒包括治疗性或预防性组合物，该组合物包括有效量的单位剂量形式的

包含靶向BCMA的CAR的免疫应答细胞。在具体实施方式中，细胞进一步表达至少一种共刺激

配体。在一些实施方式中，药盒包括含有治疗性或预防性疫苗的无菌容器；此类容器可以是

盒、安瓿、瓶、小瓶、管、袋子、小袋、泡罩或本领域已知的其它合适的容器形式。此类容器可

以由塑料、玻璃、层压纸、金属箔或适合于容纳药物的其它材料制成。

[0900] 如果需要，将免疫应答细胞与用于将细胞施用至具有瘤形成(例如多发性骨髓瘤)

或有其发生风险的受试者的说明书一起提供。说明书通常包括关于组合物用于治疗或预防

瘤形成(例如多发性骨髓瘤)的使用的信息。在其它实施方式中，说明书包括以下中的至少

一种：对治疗剂的说明；用于治疗或预防瘤形成(例如多发性骨髓瘤)或其症状的剂量方案

和给药方法；注意事项；警告；适应症；禁忌症；过量信息；不良反应；动物药理学；临床研究；

和/或参考文献。说明书可以直接印在容器上(当存在时)，或作为标签贴到容器上，或作为

单独的纸张、小册子、卡片或折叠式印刷品，在容器中或与容器一起提供。

[0901] 实施例

[0902] 除非另有说明，本发明的实施采用分子生物学(包括重组技术)、微生物学、细胞生

物学、生物化学和免疫学的常规技术，其均在本领域技术人员知晓的范围内。此类技术在文

献中有充分解释，比如“Molecular  Cloning:A  Laboratory  Manual”，第二版(Sambrook，

1989)；“Oligonucleotide  Synthesis”(Gait，1984)；“Animal  Cell  Culture”(Freshney，

1987)；“Methods  in  Enzymology”“Handbook  of  Experimental  Immunology”(Weir，

1996)；“Gene  Transfer  Vectors  for  Mammalian  Cells”(Miller和Calos，1987)；

“Current  Protocols  in  Molecular  Biology”(Ausubel，1987)；“PCR:The  Polymerase 

Chain  Reaction”，(Mullis，1994)；“Current  Protocols  in  Immunology”(Coligan，

1991)。这些技术适用于生产本发明的多核苷酸和多肽，因此可以在制备和实施本发明时考

虑。在下面的部分中将讨论用于具体实施方式的特别有用的技术。

[0903] 给出以下实施例，以便为本领域普通技术人员提供如何进行和利用本发明的试

验、筛选和治疗方法的充分公开和说明，并且无意于限定发明人视作其发明的范围。

[0904] 实施例1‑不同组织中的BCMA表达

[0905] 通过考察数据库例如癌细胞系百科全书和BioGPS中的基因表达图谱，在各种恶性

和正常组织中评价人BCMA的表达。如图2所示，人BCMA在淋巴瘤和多发性骨髓瘤中得到高度

表达，但在其他恶性组织中没有。正常表达似乎限于B‑细胞和浆细胞。基于发明人的靶向

CD19的CAR  T细胞的患者经验，这些正常细胞类型潜在的靶向BCMA的CAR  T细胞根除可能没

有显著的不良反应。任何生理抗体产生的缺乏可以用静脉内免疫球蛋白治疗来解决。

[0906] 实施例2‑BCMA特异性28z  CAR的构建

[0907] 产生多种独特的针对BCMA的完整人scFv，并产生基于这些scFv的CAR。通过用

BCMA‑Fc融合蛋白然后是表达人BCMA的3T3细胞筛选完整人scFv噬菌体文库(>6x 

1010scFv)，识别出多种scFv。进行测序之后，从79个测序的阳性克隆中发现57个独特的

BCMA‑Fc阳性克隆；独特克隆率为72％。针对BCMA‑3T3的噬菌体抗体克隆和亲代3T3细胞系
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的FACS分析导致确认了25个独特的阳性克隆。

[0908] 分别使用ET140‑153scFv(或“ET140‑3scFv”)、ET140‑174scFv(或“ET140‑

24scFv”)、ET140‑187scFv(或“ET140‑37scFv”)、ET140‑190scFv(或“ET140‑40scFv”)和

ET140‑204scFv(或“ET140‑54scFv”)产生靶向BCMA的28z  CAR  3、24、37、40和54。这些靶向

BCMA的28z  CAR具有类似的结构，例如，各自均具有包括CD28多肽的跨膜结构域、和细胞内

结构域，该细胞内结构域包括：CD3ξ多肽和包括CD28多肽的共刺激信号区，如图1所示。将各

个这些靶向BCMA的CAR克隆到逆转录病毒载体中。然后可以将这些病毒载体转导到HEK 

293galv9病毒包装细胞中，以产生用于产生CAR+T细胞的稳定的包装系。

[0909] 将人T细胞(来自健康供体的未选择的(CD4和CD8)人T细胞)用逆转录病毒转导，以

表达这些靶向BCMA的CAR中的每一种，使得T细胞表达这些靶向BCMA的28z  CAR。靶向BCMA的

CAR在人T细胞的细胞表面表达通过结合缀合A647的BCMA‑Fc融合蛋白确定。评价靶向BCMA

的28z  CAR24的细胞表面表达，并通过流式细胞术验证细胞表面检测，如图3所示。

[0910] 评价17种人scFv在人BCMA和小鼠BCMA之间的交叉反应活性。如图4所示，某些scFv

例如ET140‑153scFv(或“ET140‑3scFv”)和ET140‑192scFv(或“ET140‑42scFv”)与小鼠BCMA

交叉反应，因此，该scFv可以用于同系小鼠研究。

[0911] 实施例3‑BCMA特异性CAR的活性

[0912] 对本发明公开的BCMA特异性28z  CAR的抗肿瘤活性进行评价。体外数据显示，BCMA

特异性CAR特异性地杀死呈递BCMA的细胞，包括MM细胞系。例如，如图5所示，表达BCMA特异

性28z  CAR24的T细胞杀死过量表达BCMA的3T3细胞(但不杀死过量表达无关抗原的对照

3T3)。如图6所示，表达BCMA特异性28z  CAR  24、40和54的T细胞杀死人MM细胞系。

[0913] 实施例4‑抗BCMA抗体的筛选数据

[0914] ELISA筛选：图21显示了使用特异性scFv噬菌体抗体克隆(ET140‑3、ET140‑24、

ET140‑37、ET140‑40和ET140‑54)针对BCMA抗原进行蛋白质ELISA筛选的代表性结果。将

ELISA板分别用人BCMAECD‑Fc融合蛋白、对照‑Fc融合蛋白或者作为空白对照的仅PBS涂覆。

将来自针对BCMA  ECD‑Fc融合蛋白富集的噬菌体展示淘选池的各个噬菌体克隆在涂覆的板

中孵育。通过缀合HRP的抗M13抗体检测噬菌体克隆的结合，并使用TMB底物显色。读取在

450nm的吸光度。

[0915] FACS筛选：图22显示了BCMA特异性噬菌体抗体克隆ET140‑3、ET140‑24、ET140‑37、

ET140‑40和ET140‑54的FACS分析的代表性的图。将噬菌体克隆与3T3‑BCMA细胞系一起孵

育，然后与抗M13小鼠抗体一起孵育。最后，再次洗涤之后，将APC标记的抗小鼠IgG第二抗体

加入到反应中。利用FACS测量结合，并表示为平均荧光强度(MFI)。将细胞与单独的第二抗

体、与M13K01辅助噬菌体一起孵育、以及仅细胞用作阴性对照。

[0916] 实施例5‑BCMA特异性BBz  CAR的构建

[0917] 产生多种独特的针对BCMA的完整人scFv，如实施例2所述。分别使用ET140‑

153scFv(或“ET140‑3scFv”)、ET140‑174scFv(或“ET140‑24scFv”)、ET140‑187scFv(或

“ET140‑37scFv”)、ET140‑190scFv(或“ET140‑40scFv”)和ET140‑204scFv(或“ET140‑

54scFv”)产生靶向BCMA的28z  CAR  3、24、37、40和54。这些靶向BCMA的BBz  CAR各自均具有

包括CD8多肽的跨膜结构域、和细胞内结构域，该细胞内结构域包括：CD3ξ多肽和包括4‑1BB

多肽的共刺激信号区，如图7所示。将各个这些靶向BCMA的CAR克隆到SFG逆转录病毒载体
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中，作为例子，含有CAR载体的4‑1BB如图8‑12所示。

[0918] 实施例6‑靶向BCMA的CAR  T细胞的活性

[0919] 如图13所示，与无关地靶向4h11‑28z  MUC16的靶向CAR  T细胞相比较，BCMA特异性

28z  CAR24溶解人MM细胞系L363、NCL‑H929和U266。所观察的BCMA特异性28z  CAR24表现出

的细胞毒性对BCMA有特异性，因为它并不溶解BCMA阴性、CD19阳性的Raji  Burkett淋巴瘤

细胞系，如图13所示。

[0920] 实施例7‑通过靶向BCMA的CAR  T细胞诱导细胞因子分泌

[0921] 将靶向BCMA的28z  CAR24T细胞特异性地与MM细胞系共培养，诱导与T细胞激活一

致的细胞因子分泌图谱。图14显示了将CART细胞与人肿瘤细胞系共培养24  h(E:T比1:1)之

后的IL‑2分泌。具有靶向CD19的CAR  T细胞(阳性对照)的淋巴浆细胞性淋巴瘤(CD19+)和具

有靶向BCMA的28z  CAR24  T细胞的MM细胞系显示细胞因子产生的增加。IFNg、IL‑6、TNFa、

sCD40L、GM‑CSF均具有类似的分泌图谱(数据未示出)。

[0922] 实施例8‑靶向BCMA的CAR  T细胞的抗肿瘤活性

[0923] 1x107  U266人骨髓瘤细胞系细胞在第0天将IV注射到NSG小鼠。在第4天将1x106靶

向BCMA或靶向CD19的二代CAR  T细胞注射IV。第11天的图像(第7天s/p  CAR  T细胞注射)显

示与不相关的靶向(CD19)的CAR  T细胞，靶向BCMA28z  CAR54  T细胞可以介导抗肿瘤应答。

参见图15。

[0924] 实施例9‑靶向BCMA的CAR  T细胞的活性

[0925] 测试了靶向BCMA的CAR  T细胞的特异性溶解人骨髓瘤细胞系(HMCL)的能力。靶向

CD19的CAR  T细胞或靶向BCMA的28z  CAR24T细胞与表达GFP的肿瘤细胞系SET2(急性骨髓性

白血病(AML) ,CD19‑BCMA‑)；BCWM1(淋巴浆细胞淋巴瘤(LPL) ,CD19‑BCMA‑)；L363(多发性骨

髓瘤(MM) ,CD19‑BCMA+)一起孵育。在时间0，GFP+肿瘤系的百分比示于图16A。在36小时阳性

对照靶向CD19的CAR  T细胞已经特异性地杀死了GFP+LPL系，并且类似地靶向BCMA的

28zCAR24  T细胞已经特异性地杀死了GFP+MM系。参见图16B。

[0926] 实施例10‑抗BCMA抗体的表位定位

[0927] 基于具有N‑端生物素+SGSG接头+具有1个氨基酸间隔的15个氨基酸的ECD序列对

BCMA多肽进行排序。肽库示于表24中。

[0928] 表24
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[0929]

[0930] 将肽在PBST(PBS+0.05％Tween‑20)中以2ug/mL涂覆在链霉亲和素板上。洗涤并用

3％BSA阻断之后，进行洗涤，然后分别向孔中加入1ug/mL  ET140‑3、ET140‑24、ET140‑54或

ET901mIgG1。所有实施例中使用的“mIgG1”表示可变区是完整人序列且Fc部分是小鼠IgG1。

然后将HRP抗小鼠IgG检测抗体加入到每个孔中。最后，使用TMB底物显色。记录A450用于数据

分析。结果示于图17‑20。如图17和图20所示，ET140‑3与SEQ  ID  NO:71的多肽7‑13(即，氨基

酸8‑22、9‑23、10‑24、11‑25、12‑26、13‑27和14‑28)结合。如图18和图19所示，对于ET140‑24

或ET140‑54没有发现线性表位。

[0931] 总结：将3ET140抗体(mIgG1)与同种型对照ET901mIgG1一起测试其对于BCMA‑ECD

的结合表型。使用由39种肽(N‑端生物素+SGSG接头+15个氨基酸，1个氨基酸偏移)组成的肽

库用于表位定位ELISA。这使得可以搜索BCMA‑ECD的线性结合表位。使用ET901mIgG1作为每

个肽的背景参考。仅ET140‑3可以识别其表位区：包括SEQ  ID  NO:71的氨基酸14‑22的区域，

例如SEQ  ID  NO:71的氨基酸8‑28。

[0932] ET140‑24和ET140‑54没有显示任何显著的对于肽库的结合。这表明这两种抗体识

别构象表位，而不是BCMA的线性表位。

[0933] 实施例11‑通过表面等离子体共振的抗BCMA抗体重组抗原

[0934] ET140‑153mIgG1(或“ET140‑3mIgG1”)、ET140‑174mIgG1(或“ET140‑24mIgG1”)、

ET140‑204mIgG1(或“ET140‑54mIgG1”)和BCMA重组抗原之间相互作用的动力学使用

BIAcore  X100仪器测量。简言之，通过使Biotin  CAPture试剂以2μL/min流过流动池5分钟，

将50μg/mL修饰的链霉亲和素固定在传感芯片Chip  CAP上。将10ug/mL生物素酰化BCMA‑Fc

蛋白质以30μL/min的速率上样到流动池上3分钟。按照动力学标准方案，进行0.6至15μg/mL

的ESK1系列注射，每一步由以30μL/min注射3分钟和解离3分钟组成。之后，将表面用由75％

v/v  8M胍‑HCl和25％v/v  1M  NaOH组成的溶液再生2分钟。使用BIAcore  X100评价软件

(2.0.1版)通过全局拟合(1:1Langmuir结合模型)得出动力学常数。结合亲和力数据示于表

25。

[0935] 表25
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[0936]

[0937] 尽管前述本发明公开的主题已经出于清楚理解的目的通过说明和实施例进行了

相当程度的说明，说明书和实施例均不应当理解成对本发明公开的主题进行限定。在此将

本文引用的所有专利和科学文献的公开内容明确地全文并入作为参考。
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