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요약

분리된 폴리뉴클레오타이드는  RSV의 안티게놈 및 게놈을 제공하며, 사람, 소, 또는 쥐의 RSV 또는 RSV-
유사 바이러스 또는 그의 키메라를 포함한다. 재조합 게놈 또는 안티게놈을 뉴클레오캡시드 단백질(N), 
뉴클레오캡시드 인단백질(P), 큰(L) 폴리머라제 단백질 및 RNA폴리머라제 연장인자와 함께 발현하여 분리
된 감염성 RSV 입자를 생산할 수 있다. 재조합 RSV게놈 또는 안티게놈을 변형하여 백신용 약화된 바이러
스와 같이 원하는 표현형 변화를 생성할 수 있다.

명세서

배경기술

사람의 호흡장애 바이러스 (RSV)는 세계에서 가장 중요한 소아과의 호흡계 병원체이다. 이 널리 존재하고 
매우 감염성이 있는 이들 병원체는 주기적인 유행성으로 매년 나타난다. 거의 모든 사람이 생후 첫 2년이
내에 적어도 한 번 감염된다. 특히 매우 어린 아이에 있어서 RSV 질병이 상당히 큰 질병률과 사망률의 원
인이며, 특히 매우 어린이에게 그러하다; 그 질병에 의해 미국에서 매년 91,000명이 입원하고 4500명이 
사망하는  것으로  추정되며,  가난한  나라에서는  그  영향이  훨씬  더  크다.  또한  RSV는 면역무방비
(immunocomprised) 상태의 어른과 노인에게 가장 중요한 질병원으로 인식되어 왔다.

자연적인 감염으로 유도된, RSV 재감염에 대한 저항력은 불완전하나 반복적인 노출로 점점 증가한다. 그
러므로 유년기와 생애동안 RSV에 여러 번 감염될 수 있으나, 심각한 질병은 일반적으로는 첫 번째 감염과 
때때로 두 번째 감염에 한정된다. RSV 면역학적 예방의 최소한의 목적은 충분한 저항력을 유도하여 최초 
감염에 수반되는 심각한 질병을 예방하는 것이다.

다수의 약화된(attenuated) RSV균주가 개발되어 1960년대, 1970년대에 백신으로 평가되었다, 그러나 그것
은 약화정도가 지나치거나 부족한 것으로 밝혀졌고, 몇몇 경우에 단일사슬 RNA 바이러스에 흔히 있는 유
전학적 불안전성을 나타냈다. RSV 백신 개발을 위한 연구에서 현재의 방법은 주로 정제된 바이러스 항원
을 비경구적(parenteral)으로 투여하거나 또는 비강내(intranasal) 투여를 위해 약화된 생RSV을 개발하는 
것이다. 비강내 투여 경로는 국부적인 면역을 직접적으로 증강시킨다. 또한 이는 아주 어린 아이에서 일
반적으로 발견되는 어머니로부터 유래된 RSV에 특이한 혈장항체의 면역억제 효과를 부분적으로 없앤다.  
불활성화된 RSV나 정제된 RSV를 실험동물에게 경구로 투여하면 1960년대에 평가된 포르말린으로 불활성화
시킨 백신과 관련하여 RSV질병이 향상되는 것과 유사하게, 이후의 바이러스 감염에 있어 면역병의 향상과 
관련을 나타낸다. 그러나 이러한 효과가 호흡기관의 RSV감염에는 관찰된 바 없다는 사실은 약화된 생바이
러스가 안전성 면에서 중요한 잇점을 가진다는 것을 암시한다. 그러나 오늘날 RSV에 대한 인가된 백신이
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나 매우 효과적인 항바이러스 치료법은 없다.

적합한 RSV백신을 제조하기 위한 연구노력을 방해요인으로는 조직배양에서 바이러스의 성장이 나쁘고, 복
제주기가 길고, 비리온(virion)이 불안정하고, 바이러스가 (-)센스 RNA게놈을 가지며, 게놈의 조직과 유
전자  산물이  복잡하다는  것이다.  RSV는  파라믹소바이러스(paramyxovirus)와  뉴모바이러스(pneumovirus) 
속의 일원이며, 15,222 뉴클레오타이드의 단일사슬 (-)센스 RNA게놈은 야생형 균주 A2 바이러스, 그것의 
약화된 유도균주에 대해 완전히 서열이 밝혀져 있다.

RSV RNA 합성의 몇몇 측면에서 비분절(nonsegmented) (-)사슬 바이러스의 일반적인 양상을 따른다. 주형 
게놈은 주요 뉴클레오타이드 단백질(N)로 빽빽하게 캡시드화되어 있고, 인단백질(P ) 및 폴리머라제의 큰 
서브유니트 단백질과 연결되어 있다. 3′쪽 유전자 밖의 리더부위에서 전사를 시작하여 유전자를 둘러싼 
주형의 짧은 신호에 의해 유도되는 종료-개시 기작에 의해 순차적으로 전체 길이를 따라서 진행된다. 이
에 의해 적어도 10개의 주요한 단백질을 코드하는 mRNA가 적어도 10개 생산된다. 완전한 길이의 (+)센스 
'안티게놈'의 합성으로 전환함으로써 RNA복제가 일어난다. 안티게놈은 또한 빽빽하게 캡시드화되어 있고 
자손게놈의 합성을 위한 주형으로 작용한다.     

(-)사슬 바이러스의 게놈RNA는 그 자체만으로는 감염성이 없다. 비리온이나 세포내에서, 바이러스 RNA는 
라이보뉴클레오 단백질 응어리 형태로 빽빽하게 캡시드화되어 있다. 이러한 뉴클레오캡시드는 전사와 복
제에 필요한 바이러스 단백질을 포함하며, 오랫동안 감염성의 최소단위로 여겨져왔다. (Brown  등.,  J. 
Virol. 1: 368-373 (1967)). 따라서 cDNA로부터 생물학적으로 활성이 있는 합성 바이러스 RNA의 생성은 
바이러스 단백질의 보충이 필수적이며, 기능적인 뉴클레오캡시드가 되도록 한다고 인식되어 왔다(Collins
등., Virology 195: 252-256 (1993)). 생RSV를 제조하는 능력은 안전하고 효과적인 RSV 백신을 제조하기 
위한 노력에 있어 매우 중요하며, 이에 의해 약화 돌연변이를 포함하여 특수하게 가공된 변화를 도입함으
로써 감염성 바이러스게놈을 가능하게 한다. 

예컨대, 게놈이나 안티게놈의 내부가 결실된 동족체(소게놈(minigenome))가 세포내에서 적절한 바이러스 
단백질의  존재하에서  합성될  때  전사와  복제에  참여한다고  보고되었다.  두  가지 라브도바이러스
(rhabdovirus) 즉 라비(rabies)와 소낭구내염 바이러스(vesicular stomatitis virus)의 경우, N, P, L단
백질의 존재하에 cDNA에 의해 코드되는 완전한 안티게놈 RNA를 함께 발현하여 감염성 바이러스를 제조해
왔다(Schnell등., EMBO J. 13l 4195-4203 (1995) 와 Lawson등., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 92: 4477-
4481 (1995)).

RSV가 지닌 다수의 특징으로 RSV 및  뉴모바이러스 속의 다른 균과 더 특징화가 잘된 파라믹소바이러스, 
루불라바이러스(Rubulavirus),  모르빌리바이러스(Morbillivirus)와  구별된다.  이러한 차이로는 mRNA수가 
더 많고, 게놈의 3′쪽끝의 유전자 순서가 다르고, 당단백질과 M2유전자의 순서가 종간에 다양하며, 유전
자간 영역에 다양성이 크고, 뮤신(mucin)유사 특징을 나타내는 부착 단백질이 있고,  균주간에 DNA서열이 
광범위하게 다양하며, 몇몇 단백질이 다른 비분절 (-)사슬 RNA 바이러스의 모두 또는 대부분에서 발견되
지 않는다.   

유아 및 어린이에 있어서 심각한 하부 호흡기관의 바이러스 질병의 가장 흔한 원인은 여전히 RSV이다. 따
라서 이러한 집단에서 입원이 필요할 만큼 심각한 질병을 예방할 수 있는 안전하고 효과적인 백신을 가공
할 수 있는 능력은 여전히 긴급히 필요하다. 놀랍게도, 본 발명은 특정되고 확정된 변화를 감염성 RSV에 
도입하는 방법을 제공하여, 안전하고 효과적인 백신과 관련된 다른 필요한 것을 달성한다.

발명의 요약

본 발명은 재조합 게놈 또는 안티게놈, 뉴클레오캡시드 단백질(N), 뉴클레오캡시드 인단백질(P), 큰 폴리
머라제 단백질(L), RNA폴리머라제 연장인자를 포함하는, 분리된 감염성 RSV 입자를 제공하는 것이다. RNA
폴리머라제 연장인자는 RSV의 M2(ORF1)일 수 있다. 분리된 감염성 RSV 입자는 바이러스 또는 서브바이러
스 입자일 수 있다. 분리된 감염성 RSV 바이러스는 사람의 RSV일 수 있으며, 소나 쥐의  RSV, 또는 게놈
이나 안티게놈은, 예컨대 사람과 소의 RSV 유래의 뉴클레오타이드 단편과 같이 2이상의 다른 RSV게놈의 
키메라일 수 있다.  

다른 구체예에서 본 발명은 RSV를 코드하는 1이상의 분리된 폴리뉴클레오타이드로부터 감염성  RSV를 제
조하는 방법을 제공하는 것이다. RSV 게놈 또는 안티게놈을 코드하는 분리된  폴리뉴클레오타이드 분자를 
1이상 포함하는 발현벡터와, N, P, L, RNA폴리머라제 연장인자 단백질을 코드하는 분리된 폴리뉴클레오타
이드를 1이상 포함하는 발현벡터를 세포나 세포용해물에서 함께 발현함으로써 감염성 RSV 입자를 제조한
다. RSV 게놈 또는 안티게놈 및 N, P, L, RNA폴리머라제 연장인자 단백질을 동일 또는 다른 발현벡터로 
함께 발현할 수 있다. 몇가지 예에서, N, P, L, RNA폴리머라제 연장인자 단백질이 다른 발현벡터에 각각 
코드된다.  RSV 게놈 또는 안티게놈을 코드하는 폴리뉴클레오타이드 분자는 사람, 소, 쥐의 RSV 서열에서 
유래되며, 사람의 RSV 균주 서열과 적어도 하나의 인간이외의 RSV 서열의 키메라일 수 있으며, 또한 야생
형 RSV 균주의 게놈이나 안티게놈을 코드할 수 있다. 뉴클레오타이드의 삽입, 재배열, 결실, 치환에 의해 
야생형 RSV 균주로부터 RSV 게놈 또는 안티게놈을 변형할 수 있으며, 그 결과 RSV의 약화, 온도-민감성, 
추위-적응, 작은 크기의 플라크(plaque), 숙주 범위의 제한, 면역성 에피토프의 변화와 같은 표현형의 변
화를 코드한다. 폴리뉴클레오타이드는 사람이외의  RSV 바이러스의 게놈 또는 안티게놈을 코드할 수 있으
며, 사람이외의 RSV와 적어도 하나의 사람이나 사람이외의 기원인 다른 RSV와의 키메라 일 수 있다. 사이
토키닌, T-헬퍼 에피토프, 다른 RSV 서브그룹의 G단백질, 제한효소 작용부위 표지, 목적하는 숙주의 보호
면역반응을 제거할 수 있는 미생물 병원체(예, 바이러스, 세균, 곰팡이)의 단백질을 코드하는 뉴클레오타
이드 서열을 포함하도록 게놈 또는 안티게놈을 코드하는 폴리뉴클레오타이드 분자를 변형시킬 수 있다.

다른 구체예에서, 본 발명은 세포나 무세포 용해물을 제공하는 것으로서, 이에는 RSV 게놈이나 안티게놈
을 코드하는 분리된 폴리뉴클레오타이드 분자를 포함하는 발현벡터와 RSV의 N, P, L, RNA폴리머라제 연장
인자 단백질을 코드하는 분리된 폴리뉴클레오타이드 분자를 하나이상 포함하는 발현벡터를 포함한다. 발
현할 때에 게놈이나 안티게놈과 N, P, L, RNA폴리머라제 연장인자 단백질이 결합되어 바이러스 입자 또는 
서브바이러스 입자와 같은 감염성  RSV 입자를 제조한다.
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또다른 면에서, 본 발명은 기능적으로 연결된 전사프로모터, RSV 게놈이나 안티게놈을 코드하는 폴리뉴클
레오타이드 서열, 전사 종결인자를 포함하는 분리된 폴리뉴클레오타이드 분자를 제공하는 것이다.  RSV 
게놈 또는 안티게놈은 사람의  RSV 서열 및 그것의 변형된 서열일 수 있다. 예로는 SEQ ID MO:1(5′에서 
3′으로 (+)센스 서열이나 게놈자체는 (-)센스를 나타낸다.)이 있다. 폴리뉴클레오타이드는 사람이외의 
RSV 바이러스의 게놈이나 안티게놈을 코드할 수 있으며, 또한 사람이외의 RSV와 사람이나 사람이외의 기
원인 적어도 하나의 다른 RSV와의 키메라를 코드할 수도 있다.

도면의 간단한 설명

그림 1A와 1B는 RSV 안티게놈 RNA을 코드하는 cDNA의 구조를 나타내며, 그림 1A는 cDNA의 구조와 코드된 
안티게놈 RNA를 나타낸다(축척으로 그림을 그린 것은 아님). 안티게놈의 도식은 다음의 특징, 즉 T7 프로
모터가  주는  5′말단의  비바이러스성  G트리플렛(triplet),  1099(길이에  하나의  뉴클레오타이드가 첨가
됨),1139, 5611, 7559(새로운 제한효소자리의 첫 번째 염기부터 숫자를 셈)위치에서 4개의 서열 표지, 라
이보자임(ribozyme)과 나란한(tandem)T7종결인자, 라이보자임의 절단(절단자리는 화살표로 나타냄)에 의
해 3′쪽말단에 부여된 하나의 비바이러스성 3′-인산화 U잔기를 포함한다. 완전한 안티게놈의 조합체에
서 클론된 cDNA 단편도 보여진다. 박스는 BamHⅠ자리의 제거를 나타내며, 이는 조합(assembly)을 용이하
게 하는 변형이다: 자연적으로 존재하는 BamHⅠ-SalⅠ단편(BamHⅠ자리는 윗줄에 (+)센스에 나타나며, 밑
줄을 그음)은 PCR-생성 BglⅠ- SalⅠ단편으로 대체된다(BglⅡ자리는 아랫줄에 밑줄로 나타냄; 그의 4-뉴
클레오타이드 접착말단(sticky- end)〔이탤릭체로 나타냄〕은 BamHⅠ의 말단과 호환성이 있다). 그 결과
로 아미노산 서열에는 나타나지 않지만 1nt변화가 생긴다. 

그림 1B는 cDNA가 코드하는 안티게놈 RNA에 포함된 서열표지를 나타내며, 여기서 서열을 (+)센스이고, 리
더영역 보충물의 첫 번째 nt를 1로하여 상대적으로 숫자를 센다; 각각 서브그룹 A, B를 나타내는 균주A2
와 18537간의 같은 점은 점으로 표시한다.; cDNA상의 제한효소자리를 나타내는 서열은 밑줄을 그음; 유전
자-개시(GS)과 유전자-종료(GE)의 전사신호는 박스로 나타냄; 1141에 있는 N번역 ORF의 개시코돈은 이탤
릭체로 나타내며, 서열 표지는 각 서열의 아래에 나타낸다. 윗줄 서열에서, 하나의 C잔기를 1099위치에 
삽입하여 NSIⅠ-N유전자간 영역에 AflⅡ자리를 만들고, N 번역ORF의 바로 상류에 1139와 1140위치에  AG
를 CC로 대체하여 새로운 NcoⅠ자리를 만들었다. 중간줄 서열에서, 5612와 5616위치 각각에서 G 와 U를 
치환하여 G-F 유전자간 영역에 StuⅠ자리를 만들었다. 아랫줄 서열에서, 7560위치에서 하나의 C를 대체하
여 F-M2 유전자간 영역에 새로운 SphⅠ 자리를 만들었다.

그림 2는 RSV 전사신호로 둘러싸인 CAT ORF를 포함하는 RSV 안티게놈을 코드하는 D46/1024CAT cDNA의 구
조를  나타낸다(실제  크기  비율이  아님).  RSV-특수한   단편은  실선  박스로  CAT서열은  점선박스로 
나타낸다). CAT 유전자의 전사 카세트의 출처는 RSV-CAT 소게놈cDNA 6196이었다(윗줄에 도식). RSV-CAT 
소게놈은 리더영역, 유전자-개시(GS), 유전자-종료신호(GE), 코드되지 않는 RSV유전자 서열, CAT ORF 및 
GS신호앞과  GE신호뒤의 XmaⅠ제한효소 자리를 포함한다. 이들 요소의 nt길이를 나타내며, XmaⅠ 자리를 
둘러싼 서열은 도식 위에 보여진다. 부모 플라스미드 D46의 StuⅠ자리에 8-nt XmaⅠ 링커를 삽입하여 플
라스미드 D46/1024를 만들었다. 맨 아래에 보이는 D46 cDNA에 의해 코드되는 RNA는 T7 프로모터에 의해 
부여되는 5-말단에 비바이러스성 G잔기 3개와 해머헤드(hammer head) 라이보자임의 절단으로 부여되는 3-
말단 인산화된 U잔기를 포함한다.; 이들 비바이러스성 nt들은 nt길이에 포함되지 않는다. L유전자는 유전
자의 중복을 나타내기 위해 단을 낮추어 그려져 있다.

발명의 상세한 설명

본 발명은 cDNA로부터 감염성 RSV를 제조하는 것이다. 감염성 RSV는 게놈 또는 안티게놈 RNA를 코드하는 
cDNA을 전사, 복제하는 뉴클레오캡시드를 위해 필요한 바이러스 단백질과 함께 세포내에서 발현하여 제조
되며, 바람직하게는 주요한 뉴클레오캡시드(N, 또는 NP) 단백질, 뉴클레캡시드 인산단백질(P), 큰 폴리머
라제 단백질(L), M2(ORF1)단백질을 코드하는 1이상의 서열과 함께 세포내에서 발현하여 제조한다. 재조합 
체계로 감염성 RSV 입자를 제조한다. 재조합 제조 체계에 의해 특정한 변화를 도입하여 다음과 같은 다양
한 적용에 유용한 감염성 RSV를 제조할 수 있다; 특정되고 확정된 약화 돌연변이를 갖는 약화된 생백신균
주의 개발; RSV 단백질의 기능이나 발현을 변화시키는 특정한 돌연변이 등에 유용한 RSV 의  분자생물학 
및 병원을 분석; 배양시 생장의 향상; 존재하는 약화된 돌연변이의 확인  또는 부수적인 표현형의 변화가 
없는(silent) 돌연변이와 표현형의 변화가 있는 돌연변이를 구별하여 미래의 백신균주의 확인; 항원연속
변이에 적응하는 변형된 백신 바이러스의 제조; 백신 면역성의 향상; 바람직하지 않은 면역병과 관련된 
에피토프의 제거; 보호항체를 코드하는 유전자를 부분적이나 전체적으로 삽입하여 보호항체를 유도하는 
RSV 및 바이러스나 작용제에 대한 면역을 유도할 수 있는 RSV 균주를 생성; 사이토키닌, T-세포 에피토프
와 같은 면역체계의 조절자를 코드하는 외부 유전자를 부분적이나 전체적으로 삽입하여 백신 바이러스의 
면역성을 증가 등.

본 발명에 따르면,  감염성 RSV의 형성에 필요한 바이러스 단백질과 함께 세포내 또는 세포외에서 발현하
여 게놈 또는 안티게놈을 코드하는 cDNA를 만든다. 'RSV 안티게놈'이란 자손 RSV 게놈의 합성을 위한 주
형으로 작용하는 분리된 (+)센스 폴리뉴클레오타이드 분자를 의미한다. 바람직하게는 RSV 게놈의 (+)센스 
RNA인 cDNA를 방금 복제되는 RNA에 상응하도록 만든다. 그 결과 전사, 복사하는 뉴클레오캡시드를 생성하
기에 필요한 단백질을 코드하는 상보적인 서열, 즉 N, P, L, M2(ORF1) 단백질을 코드하는 서열의 (+)센스 
전사체와의 혼성화 가능성을 최소화한다. RSV 소게놈 체계에서, 게놈과 안티게놈은 RSV나 플라스미드에 
의해 보충되든지 간에 회수에 있어 동등한 활성이 있었다는 사실은 게놈이나 안티게놈이 사용될 수 있음
을 나타내므로, 방법론적으로나 다른 이유에 따라 양자를 선택할 수 있다. 천연 RSV는 일반적으로 (-)센
스 폴리뉴클레오타이드 분자를 포함하며, 이는 상보적인 바이러스 mRNA를 통해 11종의 바이러스 단백질, 
즉 비구조적인(nonstructured) 종 NS1과 NS2, N, P, matrix (M), 작은 소수성 단백질(SH), 당단백질(G), 
융합(F),  M2(ORF1),  M2(ORF2),  L을  코드하며  ,  Mink  등의  Virology  185:  615-624  (1991),  Stec  등의 
Virology 183: 273-287 (1991), Connor등의 Virol 208:478-484 (1995)문헌(본 명세서에 참고문헌으로 병
합됨)에 충분히 보고되어 있다. 본 발명을 위해서 재조합 RSV의 게놈 또는 안티게놈은 그들 유전자에 의
해 코드되는 바이러스나 서브바이러스 입자의 감염성에 필요한 유전자들 또는 그 유전자의 일부분만을 포
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함할 필요가 있다. 더욱이, 1이상의 폴리뉴클레오타이드로 그들 유전자나 그 일부분을 제공할 수도 있다. 
예컨대, 별개의 뉴클레오타이드 분자로부터 보충 또는 그와 유사한 방법으로 유전자를 제공할 수도 있다. 
재조합 RSV라 함은 재조합 발현체계로 부터 직간접적으로 유래되거나 또는 그들로 부터 생산된 바이러스
나 서브바이러스 입자로부터 증식된  RSV 또는 RSV-유사 바이러스를 의미한다. 재조합 발현체계는 재조합 
발현벡터를 포함하는데, 이는 RSV 유전자의 발현에서 조절기능을 가지는 적어도 하나의 유전적 구성요소
(element) 또는 구성요소들의 조합체를 포함하는, 기능적으로 연결된 전사 단위를 포함한며, 구성요소의 
예로는 프로모터, RSV mRNA로 전사되는 구조 또는 코딩 서열, 적절한 전사 개시와 종결 서열이 있다.

cDNA-발현 게놈 또는 안티게놈으로부터 감염성 RSV를 제조하기 위해, ⅰ)RNA를 복제할 수 있는 뉴클레오
캡시드 및 ⅱ) 자손 뉴클레오캡시드가 RNA복제와 전사를 가능하도록 하기위해서 필요한 이들 RSV 단백질
을 게놈 또는 안티게놈과 함께 발현한다. 게놈의 뉴클레오캡시드에 의한 전사에 의해 다른 RSV 단백질을 
제공하고, 생산적인 감염을 개시한다. 혹은 생산적인 감염을 위해서 필요한 부가적인 단백질은 공동 발현
으로 공급된다

본 발명에서 사용하기 위해 클론된 cDNA 단편들을 조합하거나, 완전한 안티게놈 조합체에서 나타나거나, 
또는 RSV mRNA 또는 게놈의 역전사된 복사체(copies)를 PCR(PCR; 미국특허번호. 4,683,195 및 4,683,202, 
PCR Protocol: A Guide to Methods and Applications, Innis등, Academic Press출판, San Diego (1990), 
명세서에 참고문헌으로 병합됨)에 의해 RSV 안티게놈을 제조할 수도 있다. 예컨대, 안티게놈의 왼쪽말단
을 포함하는 cDNA는 적절한 프로모터와 SH유전자를 보충하는 리더 영역으로부터 범위가 시작되며, 플라스
미드, (예, pBR322) 이용 가능한 여러 코스미드(cosmid), 파지, 또는 DNA바이러스 벡터와 같은 적절한 발
현벡터에서 조합된다. 조합을 용이하게 할 목적으로 돌연변이 유발 및/또는 유일한 제한효소 자리를 포함
하는 합성된 폴리링커를 삽입하여 벡터를 변형할 수도 있다. 예컨대, 본 명세서에 기재된 플라스미드 벡
터는 pBR322로부터 유래된 것으로서 편리한 제한효소 자리를 포함하는 합성 DNA로 PstⅠ- EcoⅠ 단편을 
치환하였다. pBR322가 RSV 서열의 nt3716-3732를 안정화했으며, 그렇지 않았다면 뉴클레오타이드의 결실
이나 삽입을 계속했을 것이다. 그리고 그렇지 않았다면 nt4499 근처에서 일어났을 인위적인 중복과 삽입
을 피하기 위해 플라스미드는 박테리아 균주 DH10B에서 증식했다. 기재된 바와 같이 안티게놈 플라스미드
의 오른쪽 말단(즉, L 및 트레일러(trailer) 서열)은 둘러싼 라이보좀, 나란한 T7 전사종결인자 등과 같
은 부가적인 서열을 포함할 수도 있다. 라이보좀은 하나의 비바이러스성 뉴클레오타이드를 포함하는 3′
말단를 양산하는 헤머해드 유형(Grosfeld 등, J.Viriol 69: 5677-5686 (1995)) 또는 다른 적절한 라이보
좀유형, 예를 들면  RSV뉴클레오타이드이외의 서열이 없는 3′말단을 양산하는 헤파티티스 델타 바이러스
(hepatitis delta virus)(Perrptta등, Nature350: 434-436 (1991))의 라이보자임일 수도 있다. 중간 단편
(즉, G내지 M2 부분)은 리더 내지 SH 플라스미드에 있는 적절한 제한효소 자리에 삽입되며, 이번에는 L-
트레일러(trailer)-라이보좀-종결인자 단편에 대한 수용체가 되어 완전한 안티게놈을 양산한다. 그림 1A
에서 보여진 예에서, 리더의 끝은 T7 RNA폴리머라제에 대한, T7 폴리머라제의 적절한 활성을 위해서는 전
사된 3개의 G 잔기를 포함하는 프로모터에 인접되게 제조되었다.; 3개의 비바이러스성G를 전사에 의해 안
티게놈의 5′말단에 준다. 이들 3개의 비바이러스성 G잔기는 제거되어 비바이러스성 뉴클레오타이드가 없
는 5′말단을 양상될 수도 있다. 거의 정확한 3′말단을 생성하기 위해서는, 트레일러(trailer)끝은 헤머
해드 라이보자임에 인접하게 제조되었으며, 헤머해드 라이보자임은 절단시에 코드된 RNA의 3′말단에 3 
인산화된 하나의 U잔기를 줄 것이다. 

RSV 게놈과 안티게놈에서 여러 가지 뉴클레오타이드의 삽입과 결실이 행해질 수 있다. 사람의 RSV 야생형
의  게놈의  뉴클레오타이드  길이는  6배수이며,  파라믹소바이서스(Paramyxovirus), (모빌리바이러스

(Morbillivirus) 속도 일반적으로 '6배수 규칙'을 지킨다. 즉 게놈(또는 소게놈)의 뉴클레오타이드 길이
가 6의 배수인 경우에만 복제한다(캡시드화하는 NP단백질에 대해 상대적인 뉴클레오타이드의 정확한 간격
을 위해 필요성이라 여겨짐). 잔기 1개씩의 증가로 RSV의 길이를 변화시키는 경우 복제의 효율성에는 영
향이 없었으며, 다음 문단에 기재된 몇몇 다른 소게놈의 돌연변이의 서열분석에 의하면 보충적인 길이 차
이는 변화가 없다면 유지된다고 보고되었다. 따라서 RSV는 게놈길이가 6배수가 되어야하는 필요성이 엄격
하지 않으며, 본 발명의 재조합 RSV의 복제를 방해하지 않고 RSV 게놈이나 안티게놈에 RSV 뉴클레오타이
드의 삽입, 결실을 행할 수 있다.

게놈 또는 안티게놈을 코드하는 cDNA를 제조하는 또다른 방법은 서브유니트 cDNA성분의 수가 1 또는 2개
의  단편으로  감소시키기  위해,  개선된  PCR조건을  사용하여  역전사-PCR을  포함한다.  (예,  Cheng  등의 
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 91:5695-5699 (1994)) 본 명세서에 참고문헌으로 병합됨) 다른 구체예에서 
다른 프로모터(예, T3, SP6) 또는 다른 라이보자임(Dp, hepatitis delta virus)을 사용할 수 있다. 더 큰 
크기의 게놈 또는 안티게놈을 더 잘 수용할 수 있도록 증식하기 위해 다른 DNA 벡터(에, 코스미드)가 사
용될 수 있다.

본 발명에 의해 감염성 재조합 RSV로 병합하기 위해 RSV 게놈 또는 안티게놈 상에서 여러 가지 변화가 가
능하다. 예컨대, 외부 유전자를 삽입하거나, 유전자의 순서를 변화시키거나, 유전자의 중복을 
제거하거나, RSV 게놈의 프로모터를 RSV 안티게놈의 프로모터로 대체하거나, 유전자의 일부분을 제거하거
나(예, 당단백질 유전자의 세포질쪽 부위(tail)), 심지어 전체 유전자를 제거할 수도 있다. 유일한 제한
효소 자리를 여러 유전자간 영역(예, G와 F유전자 사이에 유일한 StuⅠ자리) 또는 다른 곳에 삽입하는 등
의 조작을 용이하게 하기 위해 서열을 변형시킬 수도 있다. 외부 유전자 서열을 삽입하기 위해 번역되지 
않는 유전자 서열을 제거할 수 있다.

cDNA-발현 게놈 또는 안티게놈으로부터 제조된 감염성 RSV는 RSV이나 RSV-유사 균주중에 어느 것(예, 사
람, 소, 쥐 등) ,또는 뉴모바이러스(pnemovirus)중 어느 것(예, 생쥐의 뉴모바이러스, 칠면조의 리노트레
체티스 바이리스(rhinotrachetis  virus)).  보호면역반응을 생성키 위해,  사람을 면역시키기 위해 사람 
RSV를 사용하는 것과 같이 RSV 균주는 면역된 피험자에 내생적인 (endogenous) 바이러스일 수 있다. 그러
나 여러 가지 유형으로부터 RSV 유전자를 발현시키기 위해 게놈 또는 안티게놈을 변형할 수 있다. 따라서 
약화 등을 위해 사람투여용 감염성 RSV는 소나 쥐의 RSV 유형으로부터 얻은 유전자를 포함하도록 변화시
킨 사람 RSV 일 수도 있으며, 또는 소 RSV는 사람 RSV의 감염에 대한 방어를 제거하는 에피토프나 단백질
을 코드하는 유전자를 포함하도록 변형할 수 있다. 예컨대, 사람 RSV의 당단백질 유전자를 소의 당단백질 
유전자로 대체하여 숙주인 사람에서 제한된 복제능을 가지도록 하여, 사람 RSV 균주에 대한 사람에서 보
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호면역반응을 제거한다.

RNA 복제에 필요한 N, P, L단백질은 계속적인 전사를 위해서는 M2(ORF1)와 같은 RNA폴리머라제 연장인자
를 필요로 한다. 따라서 M2(ORF1)나 실질적으로 동등한 (-)사슬 RNA 바이러스의 전사 연장인자가 감염성 
RSV의 제조에 필요하며, 생산적인 감염동안 기능적인 뉴클레오캡시드의 필수성분이다. 이는 M2(ORF1) 단
백질의 필수적인 전사 연장인자라는 그의 역할과 일치한다. 본 발명의 특징은 (-)사슬 RNA바이러스에 있
어 RNA폴리머라제의 연장인자 단백질의 발현 필요성이다.  비록 완전한 M2유전자에서 ORF2가 발현되어 
RNA복제에 저해 효과를 나타낼지라도 완전한 M2유전자의 발현으로 M2(ORF1)를 공급할 수 있다. 따라서, 
완전한 M2 유전자를 이용하여 감염성 바이러스를 제조하기 위해서는 M(ORF2)이 RNA 복제를 저해하지 않으
나 M2(ORF1)가 전사 연장 활성을 제공하기에 충분한 발현이 가능하도록 두 ORF의 활성이 균형을 이루어야 
한다. 혹은, ORF2가 없는 가공된 cDNA 또는 불완전한 ORF2를 코드하는 cDNA로부터 ORF1 단백질을 제공한
다. 외피의 구성성분(예, SH, M, G, F단백질)을 코드하는 부가적인 바이러스 단백질 유전자를 함께 발현
함으로써 또한 바이러스 제조의 효율성을 향상시킬 수도 있다.

게놈이나  안티게놈  및  각각의  N,  P,  L,  M2(ORF1)  단백질을  코드하는  분리된  폴리뉴클레오타이드(예, 
cDNA)를 형질감염(transfection),  일렉트로포레이션(electroporation),  기계적인 삽입, 형질도입과 같은 
방법으로 세포에 도입하며, HEp-2, FRhL-DBS2, MRC, Vero세포와 같이 세포는 생산적인  RSV 감염을 도와
줄 수 있는 세포이다. 에컨대 인산화칼슘-매개 형질감염 (Wigler등, Cell 14: 725 (1978) ; Corsaro and 
Pearson, Somatic cellGenetics 7: 603 (1981) ; Graham and Vander Eb, Virology 52: 456 (1973)),  일
렉트로포레이션(electroporation),  DEAE-덱스트란  매개  형질감염(Hawley-Nelsom등,  (ed)  Current 

Protocols in Moleculer Biology, John Wiley and Sons, Inc, NY (1987), 명세서에 참고문헌으로 병합됨) 
케티오닉 지질(cationic lipid)-매개 형질감염(Hawley-Nelson등, Focus 15: 73-79 (1993)), LipopectACE 
(Life Tecnologies)와 같이 상업적으로 이용할 수 있는 형질감염용 시약으로 분리된 폴리뉴클레오타이드 
서열의 형질감염을 배양세포에 이용하수도 있다. N, P, L, M2(ORF1)단백질은 1이상의 발현벡터에 의해 코
드되며, 발현벡터는 게놈 또는 안티게놈을 코드하는 벡터와 같거나 별개일 수 있고, 그들의 다양한 조합
이 가능한다. 바람직하게는 부가적인 단백질은 그 자체의 벡터, N, P, L, M2(ORF1)를 코드하는 벡터 또는 
완전한 게놈이나 안티게놈을 코드하는 벡터위에 코드되는 것을 포함할 수도 있다. 형질감염된 플라스미드
로부터 게놈이나 안티게놈 및 단백질을 T7 RNA폴리머라제 프로모터의 조절하에 있는 각각의 cDNA에 의해 
발현할 수 있으며, 우두 바이러스 MVA 재조합 균주와 같이 T7 RNA폴리머라제의 발현체계를 감염, 형질감
염,  형질도입에  의해  공급한다(Wyatt등,  VILOGY,  210:  202-205  (1995),  본  명세서에  참고문헌으로 
병합됨). 바이러스의 단백질 및/또는 T7 RNA폴리머라제는 형질전환된 포유류 세포로부터 또는 미리 형성
된 mRNA이나 단백질을 형질감염함으로써 또한 제공될 수 있다.

혹은, 게놈이나 안티게놈의 합성을 상기에 언급된 바이러스 단백질과 함께 결합된 전사-번역 반응으로 세
포외에서 행하여, 세포로 형질감염하여 행할 수 있다. 또는 세포외에서 게놈이나 안티게놈 RNA를 합성하
여 RSV 단백질을 발현하는 세포에 형질감염하여 합성할 수 있다.

본 발명의 감염성 클론으로써 특정된 돌연변이를 도입하여 RSV 게놈(또는 안티게놈)을 변형할 수 있다.  
'감염성 클론'이란 cDNA 또는 그의 산물을 의미하며, 합성되거나 그렇지 않을 수도 있으며, 주형으로 작
용할 수 있는 게놈이나 안티게놈으로 전사되어 감염성 바이러스 또는 서브바이러스 입자을 생산할 수 있
다. 전통적인 방법(예, 부위-특이적 돌연변이)으로 특정된 돌연변이를 게놈이나 안티게놈의 cDNA에 도입
할 수 있다. 완전한 안티게놈 cDNA을 조합하기 위해 안티게놈cDNA의 서브단편(subfragment)을 사용하는 
방법의 장점은 각 영역이 별개로 다루어져서 완전한 cDNA로 쉽게 조합할 수 있는 점이다. 따라서, 완전한 
게놈이나 안티게놈cDNA 또는 그의 어떠한 서브단편을 올리고뉴클레오타이드-특이적 돌연변이를 위한 주형
으로 사용할 수 있다. 이것은바이오-라드(Bio-Rad)의 뮤타-겐 키트(Muta-gen  kit)을 사용하는 단일사슬 
파지미드  형태를  매개체로  사용하거나,  또는  스트라타겐(Stratagene)의  카멜레온  돌연변이유발 키트
(Chameleon mutagenesis kit)와 같이 이중사슬 플라스미드를 직접 주형으로 사용하는 방법, 또는 올리고
뉴클레오타이드 프라이머나 원하는 돌연변이를 포함하는 주형을 사용하는 PCR방법으로 행할 수 있다. 그
런 후에 돌연변이된 서브단편을 완전한 게놈이나 안티게놈 cDNA로 조합할 수 있다. 여러 가지 다른 돌연
변이유발 기술이 알려져 있으며, RSV 게놈이나 안티게놈 cDNA상에 원하는 돌연변이를 일으키기 위해 사용
될 수 있다.  돌연변이는 1개의 뉴클레오타이드변화에서부터 1이상의 유전자나 게놈영역을 포함하는 큰 
cDNA의 치환까지 다양한다. 

예시적인 한 구체예에서,   Bio-Rad  Laboratories,  Richmond,  CA의  세포외 돌연변이유발 뮤타-겐(Muta-
gen)  파지미드를  사용함으로써  돌연변이를  도입한다.  요약하면  RSV  게놈이나  안티게놈을  플라스미드 
pTZ18U로 클론하고, DH5α F를 형질전환에 사용된다 (Life Technologies Inc., Gaithersburg, MD). 제조
자들이 추천하는 대로 파지미드 배합물은(preparation)은 준비한다. 돌연변이를 위한 올리고뉴클레오타이
드는 게놈이나 안티게놈의 원하는 위치에 변형된 뉴클레오타이드를 도입하여 만든다. 그런 후에, 유전적
으로 변화된 게놈이나 안티게놈을 포함하는 플라스미드를 증폭한다.

특정된 돌연변이를 감염성 RSV로 도입하는 능력 때문에 많은 응용이 가능하며, 이에는 RSV의 분자생물학 
및 발병학(pathogenesis)이 포함된다. 예컨대, NS1, NS2, SH, M2(ORF1), M2(ORF2)단백질을 포함하는 RSV 
단백질의 기능을 그들 단백질의 발현수준을 제거 또는 감소시키는 돌연변이, 또는 돌연변이된 단백질을 
양산하는 돌연변이를 도입함으로써 조사할 수 있다. 

또다른 실시예에서, F단백질의 절단위치, G단백질에서 추정되는 부착영역을 조직배양에서 성장, 실험동물
에서 감염 및 발병에 영향을 미치도록 변화시킬 수 있다. 

게놈 RNA의 다양한 특징, 즉 프로모터, 유전자간 영역, 유전자 중복, 전사신호의 역할을 본 발명의 방법
과 조성물을 이용하여 평가할 수 있다. 완전한 안티게놈 cDNA를 사용하여  트랜스(trans)-작용 단백질과 
시스(cis)-작용 RNA 서열의 평가는 RSV 소게놈을 함께 사용하여 행해질 수 있으며  (예, Grosfeld등, J. 
Virol. 69: 5677-5686 (1995), 본 명세서에 참고문헌으로 병합됨),  이러한 헬퍼-의존 상태는 복제-독립
적인 감염성 바이러스에서 지나치게 저해 효과가 커서 회복될 수 없는 돌연변이의 특성을 나타내는데 유
용하다.
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비강내 투여용 백신의 후보로서 다수의 약화된 RSV 균주를 여러 번 화학적 돌연변이를 사용하여 저온-계
대배양하는 동안 이미 약화된 다중 돌연변이를 유도하는 방법으로 개발해 왔다(예, Connor등, Virology 
298: 478-484 (1995) ; Crowe 등, Vaccine 12: 691-699 (1994) ; Crowe등, Vaccine 12: 783-790 (1994), 
본 명세서에 참고문헌으로 병합됨). 들쥐, 침팬지. 성인, 유아에서 행해진 평가에 의하면, 어떤 후보 백
신균주는 상대적인 유전적 안전성, 높은 면역성을 나타내며, 만족할 만큼 약화될 수도 있다. 이들 약화된 
몇몇의 바이러스 뉴클레오타이드 서열 분석에 의하면, 각각 약화정도의 증가수준은 2이상의 새로운 뉴클
레오타이드 및 아미노산 서열의 치환과 관련됨을 나타낸다(Conner 등, supra). 본 발명은 감염성 야생형
RSV 의 게놈이나 안티게놈에 각각이나 다양한 조합으로 돌연변이를 도입함으로써 부수적인 표현형의 변화
가 없는(silent) 돌연변이와 표현형의 변화가 있는 돌연변이를 구별하는 능력을 제공한다. 이러한 과정에 
의해 약화, 온도 민감성, 저온적응, 작은 크기의 플라크, 숙주범위의 제한 등과 같은 표현형을 변화시키
는 돌연변이를 확인할 수 있다. 바람직하게는, 그 다음에 이 메뉴로부터 돌연변이를 다양한 조합으로 도
입하여  약화 등의 수준을 적절히 하기 위해 백신 바이러스를 조절할 수 있다. 게다가, 본 발명은 여러 
바이러스 균주에서 하나의 균주로 돌연변이를 모을 수 있는 능력을 제공한다. 

또한 본 발명은 새로운 약화 방법을 제공한다. 예컨대 사람 RSV에 있는 각각의 내부유전자를 소, 쥐, 다
른 RSV의 대응 유전자로 치환할 수 있다. 이는 1이상의 NS1, NS2, N, P, M, SH, M2(ORF1), M2(ORF2), L유
전자의 전부나 일부분, 또는 G와 F유전자의 비면역성 부분을 포함할 수 있다. 반대로, 본 발명은 사람의 
약화된 유전자를 소 RSV 게놈이나 안티게놈에 삽입하여 살아있는 약화된 소 RSV를 제조하는 방법을 제공
한다. 소 RSV당단백질을 포함하는 사람의 RSV는 사람의 백신제제(preparation)용으로 유익한 숙주범위 제
한을 제공한다.  본 발명에서 사용되는 소 RSV  서열은 다음의 문헌에 기재되어 있으며,  .Pastey등,  J. 
Gen. Viol. 76: 193-197 (1993); Pastey등, Virus Res. 29: 195-202 (1993); Zamora등, J. Gen. Viol. 
73: 737-741 (1992); Mallipeddi등, J. Gen. Viol. 74: 2001-2004 (1993); Mallipeddi등, J. Gen. Viol. 
73: 2441-2444 91992); Zamora등, Virus Res. 24:115-121 (1992), 각각은 본 명세서에 참고문헌으로 병합
되어 있다.

또한 본 발명은 다른 유형의 약화 돌연변이를 분석하고, 백신이나 다른 용도를 위해 이들을 감염성 RSV로 
병합하는 능력을 제공한다. 예컨대, 조직배양에 적응된 비병원성 쥐의 뉴모바이러스 균주( RSV의 쥐의 대
응부)는 G단백질의 세포질쪽 부위(tail)가 없다(Ramdhawa등, Virology 207 : 240-245 (1995)). 유사하게, 
약화를 위해 RSV 단백질, F, G, SH 각각의 세포질 영역과 막관통 영역을 제거 또는 변형시킬 수 있다. 

본 발명의 감염성 RSV 에서 사용할 수 있는 다른 돌연변이에는 RSV 소게놈의 돌연변이 분석 중에 확인된 
시스-작용 신호상에서의 돌연변이가 포함된다. 예컨대, 리더, 트레일러(trailer), 바이러스의 프로모터와 
전사신호로 확인된 측면서열의 삽입과 결실을 분석하면, 일련의 돌연변이가 RNA전사나 복제가 다양한 정
도로 감소한다는 점과 관련됨을 나타낸다. 이들 시스-작용 신호의 포화(saturation) 돌연변이 (이에 의해 
차례로 각 위치가 각각의 대응 뉴클레오타이드로 변형된다.)에 의해 RNA 전사나 복제가 감소된(또는 한 
경우에 증가) 다수의 돌연변이를 확인해 왔다. 이들 돌연변이중 어떤 것은 본 명세서에 기재된 바에 따라 
완전한 게놈이나 안티게놈으로 삽입될 수 있다. 다른 돌연변이는 게놈의 3′말단을 안티게놈의 대응부분
으로 치환한 것을 포함하며, 이는 RNA 전사나 복제상의 변화와 관련된다. 게다가, 유전자간 영역(Collins
등, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 83: 4594-4598 (1986), 본 명세서에 참고문헌으로 병합됨)을 단축, 연장 
또는 서열변화를 할 수 있고, 자연적으로 일어나는 유전자의 중복(Collins등, Proc.  Natl.  Acad.  Sci. 
USA 84: 5134-5138 (1987), 본 명세서에 참고문헌으로 병합됨)을 본 명세서에 기재된 방법에 의해 제거하
거나 다른 유전자간 영역으로 바꿀 수 있다.

또다른  구체예에서,  백신제제(formulatin)에  유용한  RSV를  순환하는  바이러스에서  항원변이(antigenic 
drift)를 수용할 수 있도록 간편하게 변형할 수 있다. 일반적으로 변형은 G 및/또는 F단백질에서 변형이 
일어날 것이다.  감염성 클론상에서 상응하는 영역을 치환하거나 몇 가지의 항체형태를 나타내도록 1이상
의 유전자 복사체(copy)를 추가하여, G또는 F 전체 유전자, 또는 그들의 특수한 면역성 영역을 코드하는 
단편을 RSV 게놈이나 안티게놈에 병합한다. 변형된 RSV cDNA에서 생산된 자손 바이러스를 최근에 생긴 균
주에 대한 접종 프로토콜(vaccination protocol)에 사용한다. 게다가, RSV 서브그룹 B의 G단백질 유전자
를 포함한 경우, 사람에 존재하는 상대적으로 다양한 서브그룹 A와 B가 더 넒은 스펙트럼 범위에 걸치도
록 반응을 넒힐 수 있었을 것이다.

또한 본 발명의 감염성 RSV 클론을 가공하여 그의 면역성을 향상할 수 있으며, 자연적인 감염에 의한 것
보다 보호수준을 더 크게 유도할 수 있으며, 반대로 바람직하지 않은 면역병리학적인 반응을 확인, 제거
할 수 있다. 본 발명으로 제조된 백신의 면역성 향상으로 RSV를 제어함에 있어 가장 큰 장애중 하나인 자
연적 감염으로 유도되는 면역성의 불완전한 특성을 제거한다. 독립적인 세트의 전사신호의 조절하에 있는 
RSV 게놈이나 안티게놈 또는 그 근처에 부가적인 유전자를 삽입할 수 있다. 목적하는 유전자는 사이토키
닌(예, IL-15를 통한 IL-2, 특히 IL-3, IL-6, IL-7 등), γ-인터페론, T-helper 세포의 에피토프가 많은 
단백질을 코드하는 유전자를 포함한다. 부가적인 단백질은 별개의 단백질, 또는 SH등과 같은 RSV단백질중 
하나의 두 번째 복사체로부터 가공된 키메라로 발현될 수 있다. 

백신 용도로 사용할 때, 본 발명에 따라 제조된 바이러스를 백신제제로 직접적으로 사용하거나, 바람직하
게는 전문자에게 잘 알려져 있는 동결건조방법을 사용하여 동결건조할 수 있다. 동결건조된 바이러스를 
일반적으로 약 4℃에서 유지한다. 사용을 위해 준비할 때, 동결건조된 바이러스를 안정화 액에서 재구성
한다. 안정화액의 예는 다음에서 자세히 기재된 바와 같이 부형제가 있거나 없는, 식염수, 또는 SPG, Mg, 
HEPES을 포함하는 용액이다.

따라서, 본 발명의 RSV 백신은 활성 성분으로서 본 발명에 기재된 대로 제조된 RSV를 면역적으로 효과적
인 양으로 포함한다. 생리학적으로 수용할 수 있는 운반체 및/또는 부형제로 변형된 바이러스를 숙주에 
도입할 수도 있다. 유용한 운반체가 기술분야에서 잘 알려져 있으며, 물, 완충액, 0.4%식염, 0.3% 글라이
신, 힐라루로닉산(hyaluronic acid)과 같은 것을 포함한다. 상기의 결과 수용액을 사용을 위해 포장하거
나, 동결건조하거나, 동결건조된 제제를 투여하기 전에 살균용액과 혼합할 수 있다. 상기 조성물은 생리
적 조건과 근접하기 위해 필요한, 약리적으로 수용할 수 있는 보조물질, 즉 pH 조절 및 완충 용액, 토니
시티(tonicity) 조절제, 습윤제, 아세트산나트륨, 젖산나트륨, 염화나트륨, 염화칼륨, 염화칼슘, 솔비탄

27-6

1019980702279



모노로레이트, 트리에탄올아민 올레이트 등을 포함한다. 수용가능한 부형제로는 불완전한 Freund's 부형
제, 알루미늄포스페이트, 알루미늄하이드록시드, 알루미늄 등이며, 이 모든 물질은 기술분야에서 잘 알려
져 있다.

RSV조성물을 명세서에 기재된 대로, 에어로졸을 경유하거나, 소적(小滴)으로, 경구로, 국소적인 또는 다
른 루트로 면역한 경우, 숙주의 면역체계는 F, G단백질과 같은 RSV 바이러스 단백질에 특이한 항체를 생
성하여 백신에 반응한다. 접종결과, 숙주는 RSV 감염에 대해 적어도 부분적으로나 완전히 면역을 갖게되
거나, 또는 보통이나 심각한 RSV 감염의 진전에 대해 저항성이 있으며, 특히 하부 호흡관에서 그러하다. 

백신이 투여될 숙주는 RSV나 밀접하게 관련된 바이러스에 감염되기 쉬우며, 접종한 균주의 항원에 대한 
보호면역반응을 일으킬 수 있는 어떠한 포유류일 수도 있다. 따라서, 적합한 숙주로는 사람, 사람이외의 
척추동물, 소, 말, 돼지, 양, 염소, 설치류 등을 포함한다. 따라서, 본 발명은 사람이나 수의학적인 다수 
용도의 백신을 제조하는 방법을 제공한다.

본 발명의 RSV를 포함하는 백신 조성물을 RSV 감염이 쉽거나 감염의 위험성이 있는 숙주에게 투여하여, 
숙주 자체의 면역반응능을 향상시킨다.  이러한 양을 '면역학적으로 효과적인 양'으로 정의한다. 이러한 
용도에서, 다시 정확한 양은 숙주의 건강상태나 몸무게, 투여방식, 제제의 특성 등에 의존한다. 그러나 
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스/숙주이다. 어떤 경우, 심각하거나 생명에 치명적인 RSV감염에 대해 숙주인 환자를 보호하기에 충분한 
양으로 본 발명의 변형된 RSV의 백신제제를 공급해야 한다. 

본 발명에 따라 제조된 RSV를 다중 RSV 서브그룹이나 균주에 대해 보호할 수 있도록 다른 서브그룹이나 
균주의 바이러스와 결합할 수 있으며, 또한 이들 균주의 보호 에피토프를 본 발명에 기재된 대로 하나의 
바이러스로 가공할 수 있다. 일반적으로 여러 바이러스가 혼합물로 있을 수 있고 동시에 투여될 수도 있
으나, 각각 투여될 수도 있다. 예컨대, 두 RSV 서브그룹의 F단백질은 아미노산서열이 약 1% 다르며, 이러
한 유사성이 RSV나 F항원으로 면역된 동물에서 관찰되며, 상이한 균주에서 거부되는 크로스-보호면역반응
의 기본이 된다. 따라서, 한 균주에 의한 면역으로 동일하거나 상이한 서브그룹의 여러 균주에 대해 보호
할 수도 있다.

몇몇 예에서, 본 발명의 RSV백신과 다른 항원, 특히  어린이의 다른 바이러스에 대한 보호반응을 유도하
는 백신과 결합하는 것이 바람직할 수도 있다. 예컨대, 본 발명의 RSV 백신을 파라인풀푸엔자
(parainfluenz) 바이러스 백신(예, Clements 등, J. Clin.Microbiol. 29: 1175-1182 (1991)에 기재, 본 
명세서에 참고문헌으로 병합됨)과 동시에 투여할 수 있다. 본 발명의 또다른 측면에서, 보호항원을 코드
하는 서열을 본 명세서에 기재된 감염성 RSV를 제조하기 위해 사용되는 RSV 게놈이나 안티게놈에 병합하
여, RSV를 파라인풀루엔자와 같은 다른 호흡관의 보호 항원용 벡터로 이용할 수 있다. 

본 발명의 백신 조성물을 한 번 또는 여러 번 투여할 수 있다. 신생아나 유아에게는 충분한 면역수준을 
유도하기 위해 여러 번 투여할 필요가 있다. 투여는 생후 1개월내에 시작해야 하며, 유년시절동안 2개월, 
6개월, 1년, 2년등과 같이 자연적(야생형) RSV감염에 대해 충분한 수준의 면역에 필요한 간격을 두고 행
해져야 한다. 비슷하게, 건강에 대한 서비스업 종사자, 보육업 종사자, 어린이나 노인이 있는 가족의 일
원, 심폐기능이 무방비 상태인 사람 등과 같이 반복적 또는 심각한 RSV감염의 위험성이 있는 성인들도 보
호면역반응을 수립 및/또는 유지하기 위해서 여러 번 면역할 필요가 있을 수 있다. 분비되는 혈장항체를 
없애는 양 및 원하는 보호수준을 유지하기 위해 필요할 정도로 반복되는 접종이나 조절되는 양을 측정함
으로써 유도된 면역 수준을 측정할 수 있다.  게다가, 상이한 수용체 그룹에게는 상이한 백신 바이러스가 
유리할 수 있다. 예컨대 T-세포 에피토프가 많은 부가적인 단백질을 발현하는, 가공된 RSV 균주는 특히 
유아보다는 성인에게 유리할 수도 있다.

본 발명의 또다른 측면에서는, RSV를 호흡관의 일시적인 유전자 요법을 위한 벡터로 사용한다. 이 구체예
에 따라서, 재조합 RSV 게놈이나 안티게놈을 목적하는 유전자 산물을 코드할 수 있는 서열 에 병합한다. 
목적하는 유전자산물은 RSV 발현을 제어하는 유전자로부터 유래된 동일 또는 상이한 프로모터의 조절하에 
있다. 재조합 RSV 게놈이나 안티게놈과 함께 N, P, L, M2(ORF1)단백질을 발현하여 제조된, 목적하는 유전
자산물을 코드하는 서열을 포함한 감염성 RSV를 환자에게 투여한다. 일반적으로 에어로졸, 분무기, 치료
받는 환자의 호흡관에 대해 국소적인 다른 응용으로 투여된다. 원하는 유전자 산물을 면역학적으로 예방
이나 치료가 나타나기에 충분한 수준으로 재조합 RSV를 투여한다. 이러한 방법으로 투여되는 대표적인 유
전자는 특히 일시적인 발현에 적절한 것으로, 예컨대 인터루킨-2, 인터루킨-4, γ-인터페론, GM-CSF, G-
CSF,  에리쓰로포이에틴(erythropoietin),  다른  사이토키닌,  글루코세레브로시다제Glucocerebrosidase), 
페닐알라닌 하이드록시다제, CFTR(cystic fibrosis transmenbrane conductance regulator), 
HGPRT(hypoxanthine-guanine  phosphoribosyl  transferase),  사이토신(cytoxine),  종양억제 유전자, 안티
센스 RNA, 백신 항원을 코드하는 것을 포함한다. 다음의 실시예는 예시로서 제공된 것이며, 발명을 제한
하는 것은 아니다.

실시예 1

RSV 안티게놈을 코드하는 cDNA의 제조

RSV균주A2의 안티게놈을 코드하는 cDNA클론을 그림 1A에 나타낸 대로 제조했다. 합성 올리고뉴클레오타이
드를 프라이머로 하고 및 세포내 RSV mRNA또는 정제된 비리온으로부터 분리된 게놈RNA을 주형으로 하여 
PCR과 RT에 의해 단편으로 cDNA를 합성하였다. 최적활성을 위해서는 전사된 3개의 G잔기를 포함하는, T7 
RNA폴리머라제의 포로모터가 최종 cDNA는 리더의 말단에서 둘러싸여 있다.; 전사결과 이들 바이러스성 3
개 G를 안티게놈의 5′말단에 공여하게 되었을 것이다. 거의 정확한 3′말단을 생성하기 위해서는, cDNA 
트레일러(trailer)말단은 이전에 기재된 해머헤드 라이보자임의 근처에 제조되며, 라이보자임은 절단에 
의해  3′-인산화된  잔기를  코드된  RNA  말단에  공여했을  것이다(Grosfeld  등,  J.  Virol.  69: 5677-
5686).라이보자임 서열 뒤에는 T7 RNA폴리머라제의 나란한(tandem) 종결인자가 한쌍 있었다. (CAT 리포터 
유전자(reporter gene)를 함유하는 cDNA-코드 RSV 소게놈에 3개의 5′G와 1개의 3′U잔기를 부가한 경우, 
RSV에 의해 보충할 때에 CAT의 발현에 영향이 없었다.)
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그림 1A는 cDNA와 코드된 안티게놈 RNA의 구조를 보여준다.(실제 크기 비율은 아님) 맨위의 안티게놈 도
식은 다음의 특징 즉, T7 프로모터에 의해 제공된 5′말단의 비바이러스성 G 트리플렛, 1099(그 길이에 
1nt를 부가함), 1139, 5611, 7559 위치에 있는 4개의 서열표지, 라이보자임 및 나란한 T7 종결인자, 라이
보자임의 절단(절단위치는 화살표로 나타냈다.)에 의해 3′말단에 제공된 1개의 비바이러스성 3′-인산화 
U잔기를 포함한다. 

완전한 안티게놈의 집합체(aggregate)에서 나타나는 클론된 cDNA 단편(그림 1A, 중간)을 RSV mRNA 또는 
RNA를  RT-PCR에 의해 제조했다. 안티게놈의 왼쪽 말단을 포함하는, 보충한 T7 프로모터 및 리더 영역 내
지 SH 유전자까지 이르는  cDNA를 변형된 pBR322(그림 1A, 맨 아래)에 모았으며, 자연적으로 존재하는 
BamHⅠ자리를 돌연변이로 제거했고 집합을 용이하도록 하기 위해 PstⅠ-EcoRⅠ단편을 유일한 제한효소 자
리(BstBⅠ,  BstXⅠ,  PacⅠ,  BamHⅠ,  MluⅠ를  포함)를  포함하는 합성 폴리링커(polylinker)로  대체하여 
pBR322를 변형했다. 그림 1A의 박스는 BamHⅠ자리의 제거를 보여준다. 자연적으로 존재하는 BamHⅠ-SalⅠ
단편(BamHⅠ자리는 (+)센스에 있는 맨 윗줄에 밑줄을 그어 나타냄)을 PCR-제조된 BglⅡ-SalⅠ(BglⅡ자리
는 맨 아랫줄에 밑줄을 그어 나타낸다; 그의 4-nt sticky말단(이탤릭체)은 BamHⅠ것과 호환성이 있다.)단
편으로 대체했다. 이 결과 아미노산 수준에서는 변화가 없이( silent)  1-nt가 변화되었다. 벡터상의 이
러한 변형에 의해 안티게놈 cDNA상의 유일한 BamHⅠ자리를 만듦으로써 cDNA의 제조를 용이하게 했다. 

L, 트레일러(trailer), 측면의 라이보자임 서열 및 나란한 T7 전사 종결인자와 같은 G, F, M2유전자를 별
개의 플라스미드에 집합했다. 그리고 나서 G 내지 M2 단편을 리더 내지 SH-플라스미드의 PacⅠ-BamHⅠ윈
도우(window)에 삽입했다. 반대로 이것이 L-트레일러(trailer)-라이보자임 서열-T7 전사 종결인자 단편을 
BamHⅠ-MluⅠ윈도우(window)에 삽입하여 완전한 안티게놈을 양산하기 위한 수용체가 되었다.

4개의 제한효소 자리 표지(그림 1B)를 RT-PCR의 올리고뉴클레오타이드 프라이머에 변화를 병합하여 안티
게놈 cDNA에 도입하였다. 이는 집합을 용이하게 하고, 재조합 바이러스를 확인하는 방법을 제공하고, 감
염성 RSV에 염기변형의 도입능을 예시하기 위해 행해졌다. 3개의 제한효소 자리는 유전자간 영역에 있고 
4번째 자리는 유전자의 비번역(nontranslation) 자리에 위치하고, 그들은 모두 5-nt 치환과 1-nt 삽입을 
포함했다. 이것은 코드되는 안티게놈의 길이를 야생형 안티게놈에 비해 1-nt만큼 증가시켜 전체가 15,223 
nt(  SEQ  ID  NO:  1,  게놈자체는  (-)센스임에  반해  SEQ  ID  NO:  1은  5′에서3′의  (+)센스  서열임)가 
되었다.

서열표지를 그림 1B에 나타난 바와 같이 cDNA-코드한 안티게놈 RNA에 삽입하였다. 서열은 (+)센스이며, 
리더영역 보충물의 첫 번째 nt를 1로하여 상대적으로 번호를 매겼다. ; 서브그룹 A와 서브그룹 B를 각각 
대표하는 균주 A2와 18537을 동일성을 점으로 나타냈다; cDNA상에서 제한효소 자리를 나타내는 서열은 밑
줄을 그었다; 전사 신호인 유전자의 개시(GS)와 유전자의 종료(GE)는 박스로 나타냈다.; 1141위치에 N번
역 ORF의 개시코돈은 이탤릭체로 나타냈으며, 서열 표지는 각서열의 아래에 나타냈다. 맨위의 서열에서, 
1개의 C잔기를 1099위치에 삽입하여 NSII-N 유전자간 영역에 AflⅡ를 만들었으며,  N번역 ORF의 바로 상
류에 1139  및 1140위치의 AG를 CC로 치환하여 새로운 NcoⅠ자리를 만들었다. 중간에 위치한 서열에서, 
5612 및 5616위치의 G 와 U를 각각 치환하여 G-F 유전자간 영역에 새로운 StuⅠ자리를 만들었다. 그리고, 
그림 1B의 맨 아래의 서열에서, 7561위치의 C를 치환하여 F-M2 유전자간 영역에 새로운 SphⅠ자리를 만들
었다.

집합하기에  앞서,  모든  cDNA는  완전한  상태로,  대부분의  경우  몇몇의  독립된  cDNA의  상태로   시퀀싱
(sequencing)을  했다.  각각의 RSV를  코드하는 플라스미드는 다음의 문헌에 기재되어 있으며,  Grosfeld 
등, J. Viol. 69; 5677-5686 (1995) and Collins등, Proc. Natl. Sci. USA (1995),  각각은 몬 명세서에 
참고문헌으로 병합되어 있다.

실시예 2

재조합 RSV의 형질전환 및 회수

cDNA-발현 안티게놈으로 부터 감염성 RSV를 제조하기 위한 방법에는 (ⅰ) RNA복제가 가능한 안티게놈 뉴
클레오캡시드의 제조 및 (ⅱ) 자손게놈 뉴클레오캡시드가 RNA 복제와 전사를 모두 할 수 있도록 하기에 
충분한 RSV 단백질과 함께 발현하는 것을 포함한다. 게놈 뉴클레오캡시드에 의한 전사로 다른 모든 RSV 
단백질을 제공하여 생산적 감염을 개시한다.

N, P, L, M2(ORF1) 단백질을 코드하는 플라스미드와 함께 안티게놈을 코드하는 플라스미드-생산된 cDNA를 
HEp-2세포에 형질감염했으며, HEp-2세포는 T7 RNA폴리머라제를 발현하는, 최근에 보고된 우두 바이러스인 
재조합 MVA 균주가 이미 감염되어 있었다(Wyatt등, Virol. 210: 202-205 (1995), 본 명세서에 참고문헌으
로 병합됨). MVA균주는 조류 세포에서는 허용되게(permissively) 생장하나 포유류 세포에서는 비리온 성
숙의 마지막 단계에서 저해가 일어나 감염성 바이러스의 생산이 크게 감소하는 숙주범위를 지닌 돌연변이
이다.  HEp-2세포에서, 재조합 MVA T7RNA폴리머라제의 발현 수준 및 세포병원성에 관해서 더 흔히 사용되
는 WR-기초한 재조합과 유사했으나, 자손 생산 수준은 너무 낮기 때문에 최소한의 세포병원성으로 상징액
을 새로운 세포로 계대접종(繼代接種)할 수 있었을 것이다. 이것은 형질감염된, 우두 바이러스가 감염된 
세포에서 생산될 수 있는 어떠한 재조합 RSV의 회수를 용이하게 했을 것이다. 

재조합 RSV의 형질감염과 회수를 다음과 같이 행했다. HEp-2세포의 단층배양에 6개 웰의 디쉬중 하나의 
웰당, 5가지 플라스미드가 안티게놈, N, P 플라스미드 각각 0.4μg, L, M2(ORF1) 플라스미드 각각 0.1μg
를  혼합하여 최종부피가 Opti-MEM(Life  Technologies)배지  0.1ml가  되도록 제조된 감염-형질감염 배지 
1ml를 더했다. 그런 후 여기에  12μl LifofectACE (Life Technologies)를 포함하는 Opti-MEM 0.1ml를 더

했다. 실온에서 15분간 배양후에, 여기에 2% 가열-불활성화 송아지 태아 혈청 및 1.5 X 10
6
pfu 의 T7 RNA

폴리머라제를  코드하는  재조합  MVA  우두바이러스  균주를  포함하는  Opti-MEM  0.8ml을  더했다(Wyatt등, 
supra). 이것을 세포에 첨가하고 1일이 경과한 후에, 2% 혈청을 포함하는 Opti-MEM으로 대체했다. 32℃에
서 배양한 후에 3일째에 수확했다. 32℃에서 배양한 이유는 MVA바이러스는 약간 온도-민감성이 있으며, 
이러한 저온에서 더 효과적이라는 발견 때문이다. 형질감염후 3일에 청징한 배양 상징액을 새로운 HEp-
2세포에 계대배양하고, 그 위에 메틸셀룰로스(다음의 항원 염색을 위해) 또는 아가로스(플라크의 분리를 
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위해)를 깔았다. 메틸셀룰로스를 처리하여 5일 동안 배양한 후, 세포를 고정하고, 간접적인 홀스래디쉬 
퍼옥시다제(horseradish peroxidase)방법으로 염색하며, 이방법은 RSV F단백질에 대한 3가지 쥐의 단클론
항체의 혼합물을 사용한후에 홀스래디쉬 퍼옥시다제(horseradish peroxidase)에 연결된 안티-생쥐의 항체
를 처리하는 것이며 Murphy등, Vaccine 8: 497-502 (1990)에 기재된 일반적인 절차를 따랐다.

MVA-T7 재조합 바이러스의 낮은 수준의 원인이라 여겨지는 세포병원성을 참고자료로 하여 다수의 RSV-유
사 플라크를 검출했다. 많은 양의 RSV F단백질을 함유하는 플라크는 갈색-검은색으로 나타나며, RSV의 특
징인 세포병원성 효과를 나타냈으며, 특히 신시티움(syncytium)을 생성했다.

병행하여 준비했으나 아가로스하에 배양한 플레이트 (plate)에서 RSV-유사 플라크를 골라내어  뉴트럴 레
드(neutral red)로 염색했다. 이들을 증식하여 실험실 균주인 RSV균주A2와 비교했다. 형질감염된 배양물
로부터 유래된 플라크는 실험실 균주와 매우 유사했다. 한가지 차이점은 형질감염된 배양물로부터 유래된 
플라크가 실험실 균주의 것보다 약간 작고, 중앙부가 덜 선명하다는 점이었다. 재조합 바이러스는 분리된 
이 특별한 야생형과 표현형에서 다르며, 아마도 세포-세포 확산이 약간 더 제한되어 있으며, 낮은 살균율
을 나타낸다는 점이었다. 방출된 바이러스의 증식에 관하여, HEp-2세포에서 32℃ 또는 37℃에서, 실험실 
바이러스와 재조합 바이러스의 수율이 동일했다. 사전연구에서, 실험실 바이러스와 재조합 바이러스를 세
포내 RSV mRNA와 단백질의 축적면에서 구별할 수없었다.

4개의 삽입된 표지를 측면에 지닌 3개의 프라이머쌍을 사용한 RT-PCR으로 플라크-정제된, 3회-계대배양된 
재조합 RSV를 실험실 바이러스와 병행하여 분석했다. 3개의 독립적인 플라크-정제된 재조합 RSV 분리균을 
감염되지 않은 대조배양과 병행하여 증식했다. 청징된 배지 상징액을 폴리에틸렌 글리콜 및 고염(Zoller 
and Smith, DNA 3: 479-488 (1984))으로 처리하여 바이러스를 침전시킨 다음, TrizolTM(Life 
Technologies)으로 응집체로부터 RNA를 추출했다. RNA를 첨가하지 않거나 또는 균주 A2의 실험실 분리균
의 RNA 0.1μg인 추가적인 대조군과 병행하여, 상기의 RNA에 디엔아제(DNase)를 처리하여 재정제하고, 각
각 임의의 헥사머(hexamer) 50ng과  냉각하여 복원시키고, 역전사효소가 있는 또는 없는 표준 RT조건(40
μl반응)하에서 반응시켰다(Conner등, Virol. 208: 478-484 (1995)).  각 반응의 부분표본을 3개의 다른 
합성 올리고뉴클레오타이드 프라이머쌍을 사용하여 PCR(45초동안 94℃로, 30초동안 37℃, 1분동안 72℃로 
35회)로 반응시켰다. 프라이머쌍(A) : (+)센스, 925-942 및 (-)센스, 1421-1440,  NS2와 N 유전자의 접합
부 및 N유전자에서  각각 삽입된 AflⅡ 와 NcoⅠ자리를 포함하는 516bp(재조합 바이러스의 경우는 517b
p)의 예상된 산물을 생산. 프라이머쌍(B) : (+)센스, 5412-5429위치 및 (-)센스, 5930-5949, G와 F유전자
사이의 접합부에 삽입된  SphⅠ자리에 이르는 538bp 의 예상된 산물을 생산. 프라이머쌍(C) : (+)센스, 
7280-7297위치 및 (-)센스, 7690-7707, G와 M2유전자사이의 접합부에 삽입된  SphⅠ자리에 이르는 428bp 
의  단편을  생산.에티디움  브로마이드(ethidium  bromide)로  염색하여  보이게  하고  HaeⅢ로  분해된   
X174DNA분자길이 표지와 함께, 1% 아가로스겔 및 2% 저용해 아가로스를 포함하는 중성겔상에서  전기영동
으로  PCR 산물을 분석하였다. 예상된 크기의 PCR산물이 생성되었다. 각각의 생산이 RT단계에 의존한다는 
사실은 각각이 오염된 cDNA보다는 RNA에서 유래되었음을 나타냈다.

PCR산물을 제한효소로 분해하여 분석했다. AflⅡ 또는 NcoⅠ를 포함하는 프라이머쌍(A)산물의 분해물은 
예상된 177 및 340bp (AflⅡ) 또는 217 및 300bp(NcoⅠ)에 상응하는 단편을 생성했다. SphⅠ을 포함하는 
프라이머쌍(B)산물의 분해물은 예상된 201 및 337bp 에 상응하는 단편을 생성했다. SphⅠ을 포함하는 프
라이머쌍(C)산물의 분해물은 예상된 147 및 281bp 에 상응하는 단편을 생성했다. 상기의 분해물을 상기에 
사용된 겔 전기영동으로 분석했다. AflⅡ를 가진, 분해되지 않고 남아있는 PCR산물이 존재하는 것은 불완
전한 분해 때문이며, 이는 재분해에 의해 확신할 수 있었다. 따라서 제한효소 분해에 의하면, 재조합 바
이러스를 나타내는 PCR 산물은 예상된 제한효소 자리 표지를 포함하는 반면에, 실험실 균주는 그러하지 
않았음을 나타냈다. 클론된 PCR 산물의 뉴클레오타이드 서열의 분석에 의해 제한효소 자리 표지에 이르는 
서열을 확인했다.

표1에서 보여지는 바와 같이, N, P, L, M2(ORF1)를 보충한 경우에 RSV 생산은 상대적으로 높으며, 3회 실
험에서 0.4μg 투입 안티게놈 cDNA 및 1.5X106세포당 평균 9.9내지 94.8플라크 범위였다. 이들 플라크는 
계대배양으로 부터 유래되었기에 최초 형질감염 각 웰당 존재하는 감염된 세포수는 알려져 있지 않았다. 
감염된 세포(표1에서 56중에 54)  거의 모두가 바이러스를 생산했다. 일반적으로 감염된 세포당 방출된 
RSV의 수율은 심지어 이상적인 조건하에서도 매우 낮고(~10PFU) 다수의 웰이 상기 양으로 여러 번 생산했
기 때문에(표1에서 169플라크까지),  형질감염된 세포가 있는 다수의 웰에서 몇몇 RSV를 생산하는 세포가 
존재할 것이다. 

어떤 플라스미드를 제거하면 RSV는 회수될 수 없었다(예, 표1에서 나타낸바와 같이). 투입된 완전한 유전
자, 즉 M2(ORF1+2)의 cDNA의 수준이 낮은 경우(0.016μg /1.5X106 세포),  완전한 유전자로서도 M2(ORF
1)의 필요성을 충족시킬 수 있었을 것이다. 높은 수준에서 바이러스의 생산이 크게 감소했다는 사실로 
M2(ORF2)와 관련된 소게놈 RNA의 합성저해가 또한 생산적인 감염동안에 완전한 게놈에도 작용한다는 것을 
시사했다. 

이들 결과에 의해 감염성 RSV의 생산이 N, P, L, 단백질 뿐만 아니라 M2(ORF1)단백질의 발현에 매우 의존
성을 나타냈다. 게다가, 비록 두 ORF를 모두 포함하는 완전한 DNA가 RSV 생산을 도울지라도, M2(ORF1)를 
발현하는 최적 방법은 ORF1이 결실되게 가공된 cDNA으로 부터임을 나타냈다.  

따라서, 본 발명의 일부로서, 종전에 불려진 22K 또는 M2 및 여기서 M2(ORF1)로  기재된 4번째 단백질을 
필요로 한다는 점에서, RSV에 의한 전사는 앞에 기재된 비단편성 (-)센스RNA바이러스와 
달랐다(Collins등,J. Viol. 54: 65-71 (1985)). M2(ORF1)단백질을 계속적이고 순차적인 전사를 위해 필수
적인 RNA폴리머라제 연장인자임이 밝혀졌다. 본 발명의 일부로서, 이러한 필요성에 의해 특이적이고 미리 
결정된 변화를 감염성 바이러스에 도입하기 위한 능력이 제공되었다. 

[표 1]
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감염성 RSV의 생산은 M2(ORF1)의 발현에 의존적이었다.   

보충플라스
미드(μg 
cDNA 
/1.5X106 세
포 및

안티게놈 
cDNA) 

감염성 RSV의 생산 (#플라크 X #웰)
a

실험. 1 실험.  2 실험. 3

N (0.4) 0 X 24 0 X 12 0 X 12

P (0.4)

L (0.1)

N (0.4) 0 X 19
b 0 X 4 9 X 1

P (0.4) 1 X 2 3 X 1 10 X 1

L (0.1) 2 X 2 5 X 1 14 X 2

M2[ORF 1] 
(0.016)

3 X 1 6 X 1 22 X 1

9 X 1 28 X 1

10 X 1 32 X 1 

13 X 1 49 X 2

34 X 1 70 X 1

51 X 1 166 X 1

169 X 1

평균. 0.38.

평균. 48.6

N(0.4) 0 X 1 11 X 1 0 X 1 55 X 1

P(0.4) 1 X 1 12 X 1 2 X 1 59 X 1

L)(0.1) 2 X 2 13 X 1 4 X 1 65 X 1

M2 [ORF 
1](0.1)

3 X 2 21 X 1 5 X 1 71 X 1

4 X 1 24 X 1 8 X 2 72 X 1

5 X 2 26 X 1 10 X 3 87 X 1

6 X 4 30 X 2 19 X 1 97 X 1

7 X 2 33 X 2 20 X 1 100 X 1

9 X 1 42 X 1 23 X 1 109 X 1

10 X 2 73 X 1 128 X 1

평균. 9.9 147 X 1

평균. 13.7 148 X 1

평균. 94.8
a  
 감염된 배양(10

6
 세포/ 웰)의 상징액을 새로운 HEp-2세포에 계대배양하고, 메틸 셀룰로스로 

중층하고, 및 F-특이 단클론 항체로 염색했다.

b 
 다음과 같다: 19웰은 플라크이 없고, 2웰은 각각 1플라크를 가지며, 2웰은 각각 2플라크를 가

지며, 1웰은 3플라크를 가진다.

실시예 3

원하는 표현형을 부여하기 위해 미리 결정된 돌연변이를 지닌 감염성 RSV 의 제조

이 실시예는 본 명세서에서 상기에 기재된 방법을 사용하여 감염성 재조합 RSV에 특이하게 미리 결정된 
돌연변이를  도입하는 것을 설명한다. 용이하게 조작하기 위해, 안티게놈 cDNA를 별개의 플라스미드에 두 
개의 분리된 단편으로 클론했다: 하나의 단편(왼쪽끝)은 1-nt내지 8501nt에 있는 BamHⅠ자리이고 T7 프로
모터를 포함하며(cDNA D50), 다른 하나의 단편(오른쪽 끝)은 BamHⅠ자리 내지 15223 nt이고 라이보자임 
및 T7 전사 종결인자를 포함한다(cDNA D39). D39를 2개의단편으로 더 분리했고 각각은 별개의 파지미드 
플라스미드에 위치했다.: 하나의 단편(왼쪽 반, cDNA L1)은 BamHⅠ자리 내지 12255nt에 PmlⅠ자리까지이
며, 다른 하나의 단편(오른쪽 반, cDNA L2)은 PmlⅠ자리 내지 T7 종결인자의 말단까지임. 제한효소 자리
로 할당된 서열위치를 설명적인 안내자로 여기며, 관련된 모든 뉴클레오타이드의 위치를 정확히 정의하지
는 않았다. 
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Kunkel 등의 Meth. Enzymol. 54: 367-382 (1987)(본 명세서에 참고문헌으로 병합됨)의 일반적인 절차에 
따라, E. coil 균주 CJ236의 dut ung균주에서 증식했으며, 헬퍼파지, M13K07로 감염하여 단일사슬 DNA를 
준비했다. 각각 1이상의 관심있는 뉴클레오타이드의 변화를 포함하는, 인산화된 합성 올리고뉴클레오타이
드를 준비하여, 단일사슬 주형에 단독으로 또는 한 번에 1이상으로 냉각복원(annealing)하였으며, T4 DNA
폴리머라제에 의한 직접적인 DNA 합성을 위해 사용되었다. 이 산물을 연결하여 E. coil 균주의 non-dut 
ung균주, 즉 DH5α또는 DH10B로 형질전환했다. 제한효소 분해 또는 서열분석으로 돌연변이 플라스미드가 
포함되는 콜로니(colonies)를 확인했다. 다른 돌연변이유발 방법을 쉽게 사용할 수도 있다.

안티게놈 플라스미드에서 드물거나 없는 다른 제한효소 몇몇에 대한 수개의 인식자리를 결합하기 위해서, 
위에서 기재한 L1 및 L2를 변형했다. ; 코드되는 L단백질의 아미노산서열상 변화가 없는 뉴클레오타이드 
치환을 이용하여 이들 자리를 도입했다. 게다가, ts 표현형이라 믿어지는 돌연변이를 포함하도록  L1을 
변형했다. L1의 2개 변형을 만들었다. 한 변형에서, L1을 1회의 돌연변이에서, cDNA530 L1자리를 양상하
는 530이라 불려지는 돌연변이 및 새로운 Bsu36Ⅰ(9399-nt)과 SnaBⅠ자리(11848-nt)를 포함하도록 변형했
다. 생물학적으로-유래된 바이러스 cpts530-RSV의 서열을 분석함으로써 530돌연변이를 확인했으며,  L단
백질의 521아미노산의 변하는(Phe에서 Leu으로) 10060위치에서 1-nt변화를 포함한다. 두 번째 변형에서, 
L1을 1회 돌연변이유발로 변화시켜 Bsu36Ⅰ와 SnaBⅠ자리를 포함하여 결과적으로 cDNA L1자리가 되었다. 
L2를 1회의 돌연변이유발로 변화시켜 새로운 PmeⅠ(13342), RsrⅡ(14083), SnaBⅠ(14477)을 포함했다. 2
회째 BstⅢ (14318)를 첨가했으며, 자연적으로 존재하는 SnaBⅠ자리를 제거했다. 이것이 L2자리를 양산했
다. 

선택된 L1 및 L2 돌연변이 cDNA 또는 그의 단편을 D39에 도입하여 D50과 결합하여 3개의 완전한 안티게놈 
cDNA를 만들었다. 안티게놈 cDNA 'D53자리'는 L1, L2자리를 포함한다. cDNA '530D53'은 530L1자리(이는  
503돌연변이 및 Bsu36Ⅰ을 포함한다.)단편을 포함한다. cDNA '530D53'은 530L1자리와 L2자리를 포함했다
(표2). 재조합 바이러스를 본 발명의 방법을 이용하여 3완전한 돌연변이 안티게놈 cDNA 각각으로부터 회
수하여, 적어도 2회 계대배양하고, 직접적으로 또는 다음의 플라크 정제 및 증폭을 하여 분석했다. 바이
러스 RNA의 RT-PCR후에 제한효소 분해분석 또는 뉴클레오타이드 서열 분석을 이용하거나 둘다를 이용하여 
돌연변이의 존재를 확인했다.

HEp-2 세포에서 32℃, 39℃, 40℃온도에서 두 비재조합(nonrecombinant)생물학적-유래 바이러스와 야생형 
균주 A2 바이러스인 HEK및 병행하여, 가공된 바이러스의 플라크 형성능을 평가했다. 2 비재조합 생물학적
-유래 바이러스는 야생형 균주 A2 바이러스인 HEK 및 서열분석으로 확인된 530돌연변이유래의 cpts530이
다(표2). 이러한 비교에 의해 모든 3 가공된 바이러스가 32℃에서 플라크를 형성했음을 나타냈으며, 여러 
바이러스 제제의 양을 2 log10단위 범위내이며, 이는 일반적으로 RSV의 독립적인 제제사이의 실험적인 오

차라고 보여졌다. 530돌연변이를 포함하는 재조합 바이러스는  cpts530비해,  39℃, 40℃에서 플라크를 
형성하는 능력에 큰 손상을 입었다. 530D50에 비해 530D50자리에 부가적인 제한효소 자리의 존재는 ts표
현형에 식별할 수 있는 영향을 미치지 못했다. 표현형의 변화가 없는 제한효소 자리를 포함하나 530돌연
변이가 없는 D53자리 바이러스는 야생형에 비해 고온에서 플라크 형성능을 보유했다. 이것에 의해 본 발
명에 따라 점돌연변이를 재조합 RSV에 체계적으로 도입할 수 있음을 나타냈을 뿐만 아니라, cpts530 RSV
표현형에 530돌연변이가 관련된 것을 명백히 확인했다. 이러한 경우, 가공된 바이러스의 결과적인 표현형
은 모균주와 완전히 일치했으며, 약화 돌연변이의 재구성 및 직접적인 확신을 제공했다.

[표 2]

cDNA클론으로부터 회수된 RSV에 대한 생물학적으로-유래된 RSV의 ts표현형의 특성

                        
바이러스

표시된 온도에서 플라크 형성의 효율성(log10)

32 39 40

생물학적으로 유래된 바이러스

HEK
a 8.7 8.6 8.5

cpts530RSV
b 6.8 <0.7 <0.7

cDNA-유래 바이러스

D53 자리
c 6.9 6.9 6.7

530D53 7.9 <0.7 <0.7

539D53 자리
e 7.6 <0.7 <0.7

a = 야생형 RSV A2

b = ts 바이러스

c = 6개의 제한효소자리를 포함하고, 1개의 자연적으로-존재하는 자리가 없다

d = 1개 새로운 제한효소자리, 530돌연변이를 포함.

e = 6개 새로운 제한효소자리, 503돌연변이를 포함하고, 1개의 자연적으로 존재하는 자리가 없음

실시예 4

부가적인 외래 유전자를 발현하는 감염성 RSV의 회수

상기에 기재된 방법을 사용하여 CAT 유전자(chlorampenicol acetyl transferase)를 코드하는 부가적인 유
전자를 포함하는 재조합 RSV을 제조했다. 바이러스 RNA 의존성 RNA폴리머라제의 전사신호인 RSV특이 유전
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자-개시 및 유전자-종료로 CAT 코딩서열을 둘러싸고 있었다. RSV/CAT 키메라 전사 카세트를 완전한 cDNA
코드 (+)센스 RSV 안티게놈의 G와 F유전자의 유전자간 영역에 삽입하였으며, 감염성 CAT를 발현하는 재조
합 RSV를 회수했다. CAT mRNA는 효율적으로 발현되었으며, G와 F mRNA 수준은 야생형 재조합 RSV가 발현
하는 것과 비슷했다. CAT-포함 바이러스 및 야생형 바이러스는 주요한 바이러스 단백질의 합성수준면에서 
비슷했다. 

CAT 유전자함유 RSV 안티게놈 RNA를 코드하는 cDNA을 만들기 위해 플라스미드 D46을 사용하였다(플라스미
드 D46  및  D50(후자는  실시예3에서  언급했음)은  동일한  안티게놈 cDNA의  다른  제재이다).  D46(완전한 
15223-nt RSV 안티게놈을 코드하는)을 사용하여 상기의 감염성 재조합 RSV을 제조했다. 그 제조동안, 안
티게놈 cDNA를 변형하여 표지로서 4개의 새로운 제한효소 자리를 포함케 했다. 이들 중 하나인, G와 F유
전자간 영역(야생형 게놈의 3′에서 5′서열상에서 5611-5616위치) 위치한  StuⅠ자리를 외래 CAT 유전자
의 삽입위치로 선택했다. CAT ORF는 상류끝은 RSV GS신호와 하류끝은 RSV GE신호로 둘러싸여 있으며, 앞
에 기재한 RSV-CAT  소게놈으로부터 유래되었다(Collins등,  Proc.  Natl.  Acad.  Sci.  USA  88:  9663-9667 
(1991) and Kuo등, J. Virol 70: 6892-6901 (1996), 본 명세서에 참고문헌으로 병합됨). 이 RSV/CAT 전사 
카세트를  StuⅠ자리에 삽입하여 D46/1024CAT cDNA에 의해 코드되는 안티게놈의 길이가 전체 15984-nt로 
증가했다. 야생형 RSV는 10 주요한 서브게놈 mRNA를 코드함에 반해,  D46/1024CAT 안티게놈으로부터 예상
되는 재조합 바이러스는 11 mRNA로 CAT 유전자를 코드했을 것이다. 제조방법은 그림 2에서 나타나 있다.

상기에서 설명한대로, cDNA코드 안티게놈 RNA로부터 감염성 RSV를 생산하는 것에는 HEP-2세포에서 안티게
놈 RNA, N, P, L, M2(ORF1) 단백질을 각각 코드하는 5 cDNA와 함께 발현하는 것을 포함하며, 이는 바이러
스 RNA의 복제와 전사를 위해 필요, 충분하다.  T7 RNA폴리머라제로 cDNA발현을 하며, 이 효소는 MVA균주
에 기초를 둔 우두-T7 재조합 바이러스에 의해 공급된다. MVA-T7 재조합 바이러스는 계대배양에서 광범위
한 세포병원성을 일으킬 수 있도록 감염성 자손 바이러스를 충분히 생산하였다. 따라서 우두 바이러스 복
제의 저해제인 시토신 아라비노시드(cytosine arabinoside) 을 형질감염후 24시간 후에 첨가했고, 처음 6
회 계대배양동안 유지했다. 

RSV 회수에 대해 2 안티게놈 cDNA를 시험했다: D46 cDNA, D46/1024CAT cDNA. 각각은 감염성 재조합 RSV를 
생산했다.  D46/1024CAT 재조합 바이러스로 감염된 세포는 CAT 효소를 풍부한 수준으로 발현했다. 각 바
이러스에 있어서, 형질감염 상징액을 새로운 세포로 계대배양했으며, 감염 배율은 0.1 PFU/세포로 5내지 
6일 간격으로 전체 8회의 계대배양을 했다. 

D46/1024CAT 게놈상의 CAT서열은 RSV GS과 GE신호에 의해 둘러싸여 있으며, 부가적인 별개의 폴리아데닐
레이트 mRNA로서 발현되어야 했을 것이다. 이 예상된 mRNA의 존재를 8회 계대배양에서 D46/1024CAT 또는 
D46바이러스로 감염된 세포로부터 추출된 mRNA의 노던 블럿 하이브리제이션(northern blot hybrization)
으로 시험했다.  (-)센스 CAT-특이 RNA프로브(probe) 와 혼성화 하여 예상된 CAT mRNA에 적절한 크기인 
큰 밴드를 탐지했으며, 이는 폴리(A)가 없는 735-nt를 포함했을 것이다. 이 종을 올리고(dT)라텍스 입자
로  완전히  보유했다는  것은  그것이  폴리아데닐레이트되어  있음을  보여주었다.  몇몇  경우  G-CAT전체의 
mRNA로 적절한 크기인, 더 큰 종의 작은 밴드  을 탐지했다.  세포내 RNA을 준비하기 위한 감염전에, 
D46/1024CAT 바이러스를 낮은 감염비율로 8회까지 계대배양했다. CAT유전자의 결실이 있었다면 일어났을 
수도 있는 더 짧은 형태의 CAT mRNA에 대한 증거는 없었다. 

(-)센스 RNA프로브로 복제 블럿을 혼성화 했으며, 이 프로브는 CAT, SH, G, 또는 F유전자에 특이적이고  
G와 F유전자는  삽입된 CAT 유전자를 둘러싸고 있다. 블럿에 의해 서브게놈인 SH, G, F mRNA에 발현은 두 
바이러스에서 비슷하다는 것을 나타냈다. D46/1024CAT 및 D46에 대한  3 RSV mRNA 각각에서 혼성화된 방

사선활성(radioactivity)의  양을  비교하기  위해서  포스포이매저리(phospoimagery)를  사용했다. 
D46/1024CAT 및 D46사이의 방사선활성의 비율을 각각의 mRNA에 대해 결정했다 : SH, 0.77; G, 0.87; 및 
F, 0.78. 단일성과의 편차는 비록 전체 mRNA 축적수준이D46/1024CAT에 대해 더 적을 수 있더라도,  D46에 
비해 D46/1024CAT의 경우 약간 더 적은 RNA을 올려놓았다는 것을 나타냈다. 세 비율이 비슷하다는 실험에 
의해  이들  각  RNA의  발현수준이  대략  D46에  비해  D46/1024CAT에  대해  동일함을  확실히  했다. 따라서
(this) G와 F유전자사이에 CAT유전자의 삽입으로 각 유전자의 전사수준에 큰 영향을 끼치지 못했다. 

바이러스 단백질의 합성을 특징화하기 위해, 감염된 HEp-2세포를 [
35
S]메타이오닌으로 표지하고, 세포 용

해물을 직접적으로 PAGE에 의하거나 또는 표지된 항원이 필수적으로 완전히 회수되는 조건에서 다음의 면
역침전법에 의하여 분석했다. 정제된 RSV에 대한 나타난 토끼항원으로 침전함으로써 D46/1024CAT 및 D46 
바이러스는 둘다 주요한 바이러스 단백질 즉, F1, N, P, M, M2를 발현했음을 나타냈다.  각 바이러스에 
대해  M2바이러스를 비슷한 수준으로 회수했다는 것은 주목할만했으며, 이는 이들 유전자가 삽입된 CAT유
전자의 아래에 위치하기 때문이다. 또한 세 안티-F단클론항체의 혼합물을 사용하여 면역침전법으로 삽입
위치의 바로 아래에 위치한 유전자에 의해 코드되는 F단백질의 축적을 조사했다. 상기의 주요한 바이러스 
단백질의 포스포이매저리(phospoimagery)분석에 의해 몇몇 독립적인 실험을 행했으며, 샘플간의 다양성은 
있으나, 회수된 단백질 수준면에서는 두 바이러스 전체를 구별할 수 없음을 나타냈다. 안티-CAT 항체를 
사용하는 침전으로 D46/1024D46에 대한 1종을 회수했으나, D46에 대해서는 없었다. 전체 표지된 단백질의 
분석에 의해, N, P, M단백질을 면역침전없이 탐지할 수 있음을 나타냈으며(비록 후자가 세포내 종과 함께 
이동함으로써 그의 탐지를 복잡하게 했을 지라도), 두 바이러스가 비슷한 양상을 나타냈다는 것을 확실히 
했다. CAT단백질의 위치에 상응하는 위치는 D46에 비해 D46/1024CAT 패턴에서 더 큰 방사선활성을 함유했
으며, 독립적인 실험의 포스포이매저리(phospoimagery)로 확실히 했다. 이는 면역침전 없이도 전체의 표
지된 단백질 중에서 CAT 단백질을 탐지할 수 있음을 나타냈으며, 비록  감염되지 않은 및 D46-감염된 패
턴에서 함께 이동하는 배경밴드의 존재로 인해 이러한 실험을 복잡하게 했다. 

RT-PCR을 사용하여  CAT유전자가  재조합 RSV 게놈의 예상된 위치에 존재함을 확실히 했다. D46/1024D46 
및 D46 RSV의 8회 계대배양된 세포응집체로부터 전체 세포내 RNA를 분리했다. 삽입위치 즉, RSV 5611-
1616에 StuⅠ 제한효소 자리를 둘러싼 두 프라이머를 선택했다. : 상류 (+)센스 프라이머는  5412-5429위
치에 일치하고, 하류 (-)센스 프라이머는  5730-5711에 일치한다.(+)센스 프라이머를 RT단계에 사용했으
며, 두 프라이머를 PCR에 사용했다. 

27-12

1019980702279



D46바이러스의 RT-PCR은 예상된 318뉴클레오타이드 단편에 일치하는 하나의 산물을 생산했으며 이 산물은 
부가적 외래 서열이 없는 G/F유전자 접합을 나타냈다. D46/1024D46 바이러스 RNA의 분석으로 전기영동상
의 이동성이 예상된 1079뉴클레오타이드 단편과 잘 일치하는 하나의 산물이 생성되었으며, 이는 삽입된 
CAT전사 카세트를 포함하는 G/F유전자 접합을 나타냈다.  나중의 PCR은 하나의 큰 밴드를 나타냈다: 탐지
할 수 있는 더 작은 산물이 없음은 재조합 게놈 집단은 이 영역에서 결실이 있는 다수의 분자를 포함하지 
않음을 나타냈다. RT 단계없이 D46/1024CAT 바이러스 RNA을 PCR분석을 했을 때, 어떠한 밴드도 없었으며, 
이는 그 분석이 RNA에 특이적임을 확실히 했다. 따라서, RT-PCR분석에 의해 D46/1024CAT 재조합 바이러스 
RNA 게놈의 예상된 위치에 예상된 길이의 삽입이 있음을 확실히 했다.  

효소발현을 사용하여 CAT 유전자의 안전성을 측정했다. 3번째로 시작하는 모든 계대배양으로부터 얻은 세

포응집체를 CAT 발현에 대해 시험하였다. 바이러스 D46/1024CAT에 대해, 이들 모든 시험은 [
14
C]표지 클로

로암페니콜이 아세틸 형태로의 전환을 나타냈다. 발현의 안전성을 조사하기 위해, 3회 또는 8회 계대배양
된 20 또는 25 각 플라크로부터 얻은 바이러스를 각각 CAT발현에 대해 분석하였다. 모든 샘플은 양성이었
고, CAT 발현수준은  8회 계대배양된 25분리원 각각에 대해 비슷하였으며, 이는 상응하는 세포용해물의 
부분표본의 시험에 의해 판단된 것과 같았다. 이것은 각 분리균에 의해 코드되는 CAT단백질의 활성이 돌
연변이에 의해 손상받지 않은 분리균에 남아있음을 결정했다.

플라크의 형태와 크기를 결정하기 위해, 2번째 계대배양에서 시작하며,  각 계대배양 단계에서 수확한 
1/8 배지 상징액을 사용하여 6개 웰 플레이트에 새로운 HEp-2세포를 감염하여, 메틸 셀룰로스를 중층하여 
5내지 7일간 배양했다. 상기 세포를 고정한 후 RSV F단백질에 대한 단클론 항체로 배양함으로써 염색했으
며,  그  다음  홀스래디쉬  퍼옥시다제(horseradish  peroxidase)에  연결된  두  번째  항체로  처리했다. 
종전에, D46으로부터 생성되는 재조합 RNA는 세포외 온도범위 이상에서 플라크를 형성하는 능력, 이전에 
감염되지 않은 침팬지의 호흡관에서 배양시에 질병을 야기하고 복제를 일으키는 능력면에서 자연적으로 
존재하는 야생형 RSV  분리균과 구별할 수 없다고 관찰되었다. 따라서, D46재조합 RSV를 병원성 야생형 
RSV균주로 여겼다. D46 및 D46/1024CAT가 생성하는 플라크를 항체 염색으로 비교하였다. 비록 CAT-함유 
재조합 플라크의 평균 직경이 D46 바이러스의 것의 90%였을 지라도, 플라크의 형태는 두 바이러스에서 매
우 비슷했으며, 이는 각 바이러스에 대해 임의로 선택한 30개의 플라크를 측정함에 기초하였다.

D46 및 D46/1024CAT 바이러스의 조직배양에서 복제의 효율성을 단일단계 생장 주기에서 비교했다. 삼중의 
세포단층을 두 바이러스 중 어느 하나로 감염하였고, 샘플을 12시간 간격으로 채취했으며, 플라크 분석으
로 정량화했다. 이 결과에 의해 D46에 비해 46/1024CAT 바이러스의 생성은 지연되었으며, 최대양이 20배 
낮았음을 나타냈다.

이들 결과에 의하면 재조합체, 외래 유전자(이 경우는  CAT유전자)를 발현하는 헬퍼-독립 RSV를 제조하는 
것이 가능함을 나타냈다. 재조합 RSV는  CAT유전자를 코드하는, 예상된 폴리아데닐레이트 서브게놈mRNA의 
발현을 지시했으며, CAT단백질을 효소시험 및 방사선 면역침전법으로 탐지했다. 다른 실시예에서, 동일한 
CAT 삽입위치에 루시퍼라제(luciferase)유전자가 삽입된 또는 SH와 G유전자사이에  CAT 또는 루시퍼라제 
유전자가 삽입된 재조합 RSV를 생산했다. 이들 바이러스 또한 생장이 감소했으나 ,반면에 회수된 다수의 
야생형 바이러스는 생장이 감소하지 않았다. 이것은 생장감소가 게놈상 다른 위치에서 우연히 일어난 돌
연변이라기 보다는 삽입된 유전자와 관련됨을 가리킨다. 재조합 RSV에 외래 유전자의 삽입으로 복제수준
이 감소하고 세포외 계대배양동안 안전성이 있다는 발견에 의해, 이것이 백신용 약화에 영향을 미치기 위
한 다른 방법을 제공함을 암시한다. 그리고, 이들 결과에 의해 본 명세서에 기재된 방법으로 생장이 제한
된 바이러스를 회수할 수 있음을 설명한다. 

또한 이들 결과에 의해 비분절 (-)사슬 바이러스 유전자의 발현 방법의 장점을 설명하며, 즉 외래 유전자
를 코드하는 서열을 별개의 mRNA로 발현되는 별개의 전사 카세트로서 도입할 수 있다.  또한 이들 결과에 
의해 CAT유전자를 삽입하여 전체가 15,983-nt인 경우(야생형 RSV의 1.05배)에 RSV는 762게놈길이 증가를 
견딜 수 있다. 성공적으로 회수된 루시퍼라제 유전자는 거의 3배나 길다.

바이러스RNA-의존성 RNA 폴리머라제는 교정(proofreading)과 수복(repair) 기작이 없기에 복제착오-용이

한(error-prone) 성질을 가진다고 알려져 있다. RNA 바이러스게놈에서, 돌연변이 확률은 평균 위치당 10
-

4
-10

-5
만큼 높다고 추정된다(Hollend등, Curr. Top. Microiol. Immunol. 176:120 (1992) and  본 명세서의 

참고문헌). 여기서 생산된 재조합 D46/1024CAT RSV의 경우, 외래 유전자의 정확한 발현을 바이러스 복제
에 부적절했을 것이며,  자유로이 돌연변이를 축적했을 것이다. 여기서 기재된 계대배양에는 감염비율이 
0.1  PFU/세포보다 작게 포함되며, 각 계대배양 단계의 기간에 의해 수회의 감염이 포함됨을 나타냈다. 
RSV-감염된 조직배양 세포의 감염성 바이러스의 수율은 일반적으로 낮고 세포내 거대분자의 합성이 힘들
며,  감염성 바이러스의 낮은 수율은 RNA복제수준이 낮기보다는 팩키징( packaging)단계의 비효율성을 나
타내는 거 같다. 따라서 8번의 계대배양동안 CAT의 유지에는 수회의 RNA 복제를 필요로 한다. 놀랍게도, 
비필수 CAT유전자가 완전하게 남아있었고 8번째 계대배양에서 시험된 25 분리균 각각에서 완전히 기능적
인  단백질을 코드할 수 있었다. 또한 8번째 계대배양에서 분리된 RNA의 RT-PCR 분석으로 CAT유전자내의 
결실을 탐지하지 못했다. 

두 RSV 항원 서브그룹간의 항원 차이점의 대부분은 G당단백질에 존재하며, 재조합 RSV를 제조하여 부가적
인 유전자로서 다른 서브그룹의 G단백질을 발현함으로써 2가의 백신을 생산할 수도 있다. 사람의 파랜인
플루엔자(paraininfluenza) 3 바이러스 등과 같은 몇몇 다른 호흡장애 바이러스 의 외피단백질을 또한 재
조합 RSV로 발현하기 위해 삽입할 수도 있다. 다른 용도로는 인터루킨 6 와 같은 면역조절자를 함께 발현
하여 감염성 RSV의 면역성을 향상시키는 것을 포함한다. 또한 본 명세서에 기재된 바와 같이 변형된 RSV
를 유전자 요법을 위한 벡터로 이용할 수 있는 것과 같은 다른 용도도 제공되어 있다. 

다음의 발명이 명료한 이해를 위해,  비록 예시나 실시예에 의해 약간 자세하게  기재되어 있으나, 어떠
한 변화 및 변형을 다음에 부착된 특허청구범위의 범위내에서 행할 수 있음은 명백할 것이다.  

서열 리스트
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(1) 일반적인 정보

(ⅰ) 출원인:

(A) 이름: 미합중국 정부, 

(B) 거리: 박스 OTT

(C) 도시: 베쎄스다

(D) 주: 메릴랜드

(E) 국가: 미합중국

(F) 우편번호 (ZIP) : 20892

(G) 전화: (301) 496-7056 

(H) 텔레팩스: (301) 402-0220 

(I) 텔렉스

(ⅱ) 발명의 명칭: 클론된 뉴클레오타이드 서열로부터 감염성 호흡장애 바이러          스의 생산.

(ⅲ) 서열수: 1

(ⅳ) 컴퓨터가 판독할 수 있는 정보:

(A) 매체유형: 플로피 디스크

(B) 컴퓨터: 아이비엠 PC 호환성

(C) 작동시스템: PC-DOS/MS-DOS

(D) 소프트웨어: 패턴트인 릴리즈(patentIn Release) #1.0, 버젼#1.25

(ⅴ) 현재의 출원 자료:

(A) 출원번호:

(B) 출원일자:

(C) 분류

(ⅵ)우선권 출원 자료:

(A) 출원번호: WO

(B) 출원일자: 287-9-1995

(ⅶ) 대리인/에이전트 자료:

(A) 이름: 파멜리, 스티븐 W.

(B) 등록번호: 31,990

(C) 참고/일람번호: 15280-250-1PC

(ⅷ) 통신:

(A) 전화: 206-467-9600

(B) 텔레 팩스: 415-576-0300

(2) SEQ ID NO:1:

(ⅰ) 서열의 특징:  

(A) 길이: 15223 bp

(B) 유형: 핵산

(C) 사슬: 단일

(D) 형태(Topology): 선형

(ⅱ) 분자 유형: 다름(other)

(xi) 서열 기재: SEQ ID NO:1:
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(57) 청구의 범위

청구항 1 

재조합 RSV 게놈 또는 안티게놈, 뉴클레오캡시드 단백질(N), 뉴클레오캡시드 인산단백질(P), 큰 폴리머라
제 단백질(L), 및 RNA 폴리머라제 연장 인자를 포함하는 분리된 감염성 RSV 입자.

청구항 2 

제1항에 있어서, 상기의 RNA 폴리머라제 연장인자가 RSV의 M2(ORF1)단백질인 분리된 감염성 RSV 입자.

청구항 3 

제1항에 있어서, 서브바이러스 입자인 분리된 감염성 RSV 입자.

청구항 4 

제1항에 있어서, 바이러스인 분리된 감염성 RSV 입자.

청구항 5 

제3항에 있어서, RSV 안티게놈이 포함된 분리된 감염성 RSV 입자.

청구항 6 

제1항에 있어서, 재조합 RSV 안티게놈이 포함된 분리된 감염성 RSV 입자.

청구항 7 

제3항에 있어서, RSV 게놈이 포함된 분리된 감염성 RSV 입자.

청구항 8 

제1항에 있어서, 재조합 RSV 게놈이 포함된 분리된 감염성 RSV 입자.

청구항 9 

제1항에 있어서, 사람의 RSV인 분리된 감염성 RSV 바이러스.

청구항 10 

제1항에 있어서, 소 또는 쥐의 RSV인 분리된 감염성 RSV 바이러스.

청구항 11 

제1항에 있어서, 2이상의 다른 RSV 게놈의 키메라인 게놈 또는 안티게놈을 가지는 분리된 감염성 RSV.

청구항 12 

제11항에  있어서,  키메라  게놈  또는  안티게놈이  사람  및  소의  RSV유래의  뉴클레오타이드  서열을 
포함하는, 분리된 감염성 RSV 바이러스.

청구항 13 

RSV 게놈 또는 안티게놈을 코드하는 분리된 폴리뉴클레오티드를 포함하는 발현벡터 및 N, P, L 및 RNA폴
리머라제의 연장인자을 코드하는 하나이상의 분리된 폴리뉴클레오티드 분자를 포함하는 발현벡터를 세포 
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또는 무세포 용해물에서 함께 발현하여 감염성 RSV 입자를 제조하는 것을 포함하는, RSV을 코드하는 하나
이상의 분리된 폴리뉴클레오타이드 분자로 부터 감염성 RSV입자를 제조하는 방법.

청구항 14 

제13항에 있어서, RSV 게놈 또는 안티게놈 및  N, P, L및 RNA 폴리머라제의 연장인자 단백질을 동일한 발
현벡터에 의해 발현하는 방법.

청구항 15 

제13항에 있어서, RSV 게놈 또는 안티게놈을 코드하는 발현벡터 및 N, P, L및 RNA 폴리머라제의 연장인자 
단백질을 코드하는 발현벡터가 다른 방법.

청구항 16 

제13항에 있어서, N, P, L및 RNA 폴리머라제의 연장인자 단백질이 2이상의 다른 발현벡터에서 코드되는 
방법.

청구항 17 

제16항에  있어서,  N,  P,  L및  RNA  폴리머라제의  연장인자  단백질이  각각  다른  발현벡터에서  코드되는 
방법.

청구항 18 

제13항에 있어서, RSV 게놈 또는 안티게놈을 코드하는 분리된 폴리뉴클레오타이드 분자가 cDNA인 방법.

청구항 19 

제13항에 있어서, 감염성 RSV 입자가 바이러스인 방법.

청구항 20 

제19항에 있어서, RSV 게놈 또는 안티게놈을 코드하는 폴리뉴클레오타이드 분자가 사람, 소, 또는 쥐의 
RSV 서열에서 유래한 방법.

청구항 21 

제20항에 있어서, RSV 게놈 또는 안티게놈을 코드하는 폴리뉴클레오타이드 분자가 사람의 RSV균주 서열 
및 적어도 하나의 사람이외의 RSV 서열로된 키메라인 방법.

청구항 22 

제13항에 있어서, RSV 게놈 또는 안티게놈을 코드하는 폴리뉴클레오타이드 분자가 야생형 RSV균주의 서열
을 코드하는 방법.

청구항 23 

제13항에 있어서, 폴리뉴클레오타이드 분자가 뉴클레오타이드의 삽입, 재배열, 결실 또는 치환에 의해 야
생형 RSV 균주를 변형시킨 RSV 게놈 또는 안티게놈을 코드하는 방법.

청구항 24 

제23항에 있어서, 상기의 변형이 표현형의 변화를 코드하는 방법.

청구항 25 

제24항에 있어서, 폴리뉴클레오타이드 분자가 사람이외의 RSV의 게놈 또는 안티게놈을 코드하는 방법.

청구항 26 

제24항에 있어서, 상기의 표현형 변화의 결과가 약화, 온도-민감성, 저온-적응성, 작은 크기의 플라크
(PLAQUE) 또는 숙주범위의 제한인 방법.

청구항 27 

제23항에 있어서, 폴리뉴클레오타이드가 사람이외의 RSV  바이러스의 게놈 또는 안티게놈을 코드하거나, 
또는 사람이외의 RSV와  사람이나 사람이외의 기원인 적어도 하나의 다른 RSV의 키메라인 방법.

청구항 28 

제13항에 있어서, 폴리뉴클레오타이드 분자가 뉴클레오타이드의 삽입, 결실 또는 치환에 의해 변형된 RSV 
사람 백신 균주의 RSV 게놈 또는 안티게놈을 코드하는 방법.

청구항 29 

제28항에 있어서, 상기의 변형이 표현형의 변화를 코드하는 방법.

청구항 30 

제29항에 있어서, 상기의 표현형 변화의 결과가 약화, 온도-민감성, 저온-적응성, 작은 크기의 플라크
(PLAQUE) 또는 숙주범위의 제한인 방법.
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청구항 31 

제29항에 있어서, 상기의 표현형의 변화가 RSV의 면역성 에피토프를 변화시키는 방법.

청구항 32 

제23항에 있어서, 사이토킨 또는 T-헬퍼 에피토프를 코드하는 뉴클레오타이드 서열을 삽입하여 RSV 게놈 
또는 안티게놈을 코드하는 폴리뉴클레오타이드 분자를 변화시키는 방법.

청구항 33 

제23항에 있어서, 제한효소 자리 표지를 코드하는 뉴클레오타이드 서열을 삽입하여 RSV균주의 RSV 게놈 
또는 안티게놈을 코드하는 폴리뉴클레오타이드 분자를 변화시키는 방법. 

청구항 34 

제23항에 있어서, 상기의 RSV균주의 G단백질과는 다른 RSV 서브그룹의 G단백질을 코드하는 뉴클레오타이
드 서열을 삽입하여 RSV균주의 RSV 게놈 또는 안티게놈을 코드하는 폴리뉴클레오타이드 분자를 변화시키
는 방법.

청구항 35 

제23항에 있어서, 보호면역반응을 제거할 수 있는 미생물 병원체의 단백질을 코드하는 뉴클레오타이드 서
열을 삽입하여 RSV균주의 RSV 게놈 또는 안티게놈을 코드하는 폴리뉴클레오타이드 분자를 변화시키는 방
법.

청구항 36 

제13항에 있어서, RSV와 함께 감염하여 적어도 하나의 바이러스 단백질을 공급하는 방법.

청구항 37 

RSV 게놈 또는 안티게놈을 코드하는 분리된 폴리뉴클레오티드를 포함하는 발현벡터 및 N, P, L 및 RNA폴
리머라제의 연장인자을 코드하는 하나이상의 분리된 폴리뉴클레오티드 분자를 포함하는 발현벡터를 포함
하고, 상기 발현벡터들이 발현됨으로써 상기 RSV 게놈 또는 안티게놈 및 N, P, L및 RNA폴리머라제의 연장
인자 단백질이 결합되어 감염성 RSV 입자를 생산하는 세포 또는 무세포 용해물.

청구항 38 

제37항에 있어서, RSV 게놈 또는 안티게놈 및 N, P, L및 RNA폴리머라제의 연장인자 단백질을 동일한 발현
벡터에 의해 코드하는 세포 또는 무세포 용해물.

청구항 39 

제37항에 있어서, RSV 게놈 또는 안티게놈을 코드하는 발현벡터와 N, P, L, RNA폴리머라제의 연장인자 단
백질을 코드하는 발현벡터가 다른 세포 또는 무세포 용해물.

청구항 40 

제37항에 있어서, N, P, L및 RNA폴리머라제의 연장인자 단백질을 2이상의 발현벡터에 의해 코드하는 세포 
또는 무세포 용해물.

청구항 41 

제40항에 있어서, N, P, L및 RNA폴리머라제의 연장인자 단백질을 각각 다른 발현벡터에 의해 코드하는 세
포 또는 무세포 용해물.

청구항 42 

제37항에 있어서, 감염성 RSV 입자가 바이러스인 세포 또는 무세포 용해물.

청구항 43 

제37항에 있어서, RSV  게놈 또는 안티게놈을 코드하는 폴리뉴클레오타이드 분자가 사람, 소 또는 쥐의 
RSV 서열인 세포 또는 무세포 용해물.

청구항 44 

작동가능하게 연결된 전사 프로모터, RSV 게놈 또는 안티게놈 및 전사 종결인자(terminator)를 포함하는, 
분리된 폴리뉴클레오타이드 분자.

청구항 45 

제44항에 있어서, RSV 게놈 또는 안티게놈을 코드하는 폴리뉴클레오타이드 서열이 사람의 RSV 서열인 분
리된 폴리뉴클레오타이드 분자.

청구항 46 

제45항에 있어서, 사람의 RSV 게놈 또는 안티게놈을 코드하는 폴리뉴클레오타이드 서열이 SEQ ID NO:1인 
분리된 폴리뉴클레오타이드 분자.
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청구항 47 

제44항에 있어서, 폴리뉴클레오타이드가 사람이외의 RSV  바이러스의 게놈 또는 안티게놈을 코드하거나, 
또는 사람이외의 RSV와 사람이나 사람이외의 기원인 적어도 하나의 다른 RSV의 키메라인 분리된 폴리뉴클
레오타이드 분자.

도면

    도면1A
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    도면1B
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27-27

1019980702279


