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요약

인간의 수용체 H4-1BB를 분리한 후 서열을 결정하고 이를 여기에 개시하였다.  쥐의 cDNA 4-1BB의 염기서
열과 65% 동일한 인간의 수용체 H4-1BB의 cDNA는 cDNA 4-1BB로부터 유래한 프로브(probe)를 사용하여 분
리하였다.  인간의 수용체 단백 H4-1BB의 세포막 리간드를 검출하기 위한 융합단백질를 개발하였다.  이
것은 수용체 단백 H4-1BB의 세포외 부분과 상기 수용체 단백 H4-1BB의 상기 부분에 결합된 검출단백질(알
칼라인 포스파타제)을 포함한다.  수용체 단백 H4-1BB의 리간드를 발현시킨 B-세포는 수용체 단백 H4-1BB
을 발현시킨 세포들로 처리될 수 있다.  이때 B-세포 증식은 유도될 수 있다.  H4-1BB 리간드 결합을 방
해하기 위한 H4-1BB의 사용은 신체기관의 이식동안 면역체계를 억제하는데 실용적으로 적용될 수 있다.  
H4-1BB에 대한 모노클로날 항체는 수용체 단백 H4-1BB를 발현한 T-세포를 H4-1BB 모노클로날 항체로 처리
하는 방법에 의해 T-세포 증식을 향상시킬 수 있다.  H4-1BBL로 처리된 종양은 보조 자극신호들 뿐만 아
니라 항원-특이성 신호들을 전달할 수 있고 인간의 사이토톡신 T-임파구에 의해 제거될 수 있다.

대표도

색인어

인간수용체, T-세포, B-세포, 백혈구, 적혈구, 항체, 림포킨, 뉴클레오티드.

명세서

도면의 간단한 설명

도 1은 쥐 수용체 단백의 cDNA에 대한 서열과 인간의 상동체 H4-1BB를 얻기 위해 PCR 프리머로 사용된 영
역을 나타낸 코드표,

도 2의 a는 인간의 수용체 H4-1BB의 염기서열을 나타낸 코드표,

도 2의 b는 인간의 수용체 H4-1BB의 유도 아미노산 서열을 나타낸 코드표,  

도 3의 ab는 T-세포 활성화와 관련된 분자의 도면,

도 4의 abc는 정상 T-세포 활성화 경로를 나타낸 도면,

도 5의 a는 T-세포 활성화 경로에서 블록 단계에 사용된 CTLA4-1g를 나타낸 도면,

도 5의 b는 T-세포 활성화 경로에서 블록 단계에 사용된 4-1BB/AP와 CTLA4-1g를 나타낸 도면,

도 5의 c는 T-세포 활성화 경로에서 블록 단계에 사용된 4-1BB/AP를 나타낸 도면이다. 

다음 상세한 설명에서 참고문헌은 출원인의 공개된 보고서는 물론 이미 알려진 연구결과이다.  이러한 공
개문헌은 명확하게 발명을 기술하기 위한 것으로 상세한 설명의 마지막 부분에 그 목록이 첨부되어 있다.
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발명의 상세한 설명

    발명의 목적

        발명이 속하는 기술분야 및 그 분야의 종래기술

이  출원은  출원번호  08/012,269,  출원일  1993.  2.  1.인  출원인  CIP  출원이고,  후자는  출원번호 
07/929,966, 출원일 1992. 7. 30.인 출원의 CIP 출원이며, 또한 후자는 07/267,577,  출원일 1988. 11. 
7.인 출원의 CIP 출원이다.  

여기 기술된 발명의 주제는 NIH Grants Nos. IR 23AI23058-03, Rol AI 28175와 P60 KD 20542의 발명의 주
제중  일부이며,  상기한  발명에서  본  발명자는  주연구자이고,  구드리  스퀘어  의학연구소(Sayre, 

Pensylvania, 8849-1669)재단과 인디애나 의과대학(인디애나폴리스, 인디애나 46202)이 특허권자이다. 

본 발명은 미지의 인간 수용체 단백인 H4-1BB에 관련된 것으로, H4-1BB는 동종의 쥐 수용체 단백인 4-1BB
를 이용한 작업에 기초하여 분리되고 확인되었으며, 4-1BB는 본 발명에서 T-세포 유전자의 특이적 형질화
(expression)에 의해 분리되고 확인되었다. 

인간과 기타 종의 면역계는 백혈구가 골수에서 형성된는 것을 요구하는데 백혈구에는 식세포, 림프구, B-
세포가 포함된다.  공지된 바와 같이 식세포는, 면역계로부터 바이러스 단백과 같은 원하지 않는 물질을 
제거하는 거대식세포를 가지고 있다.  림프구는 헬퍼 T-세포와 킬러 T-세포와 B-세포를 다른 세포와 함께 
가지고 있고, 억제 T-세포로 분류된 것들도 가지고 있다.  킬러 T-세포는 물리적으로 세포를 파괴하고, 
헬퍼 T-세포는 그 전과정을 촉진시킨다.  어떤 경우든 면역과정은  림포킨(lymphokine)에 의해 촉진된다. 

림포킨은 면역세포끼리 교통하게 하는 단백이다.  과학자들은 면역계 질환에 대한 의학적 목적으로 상당
량의 림포킨을 생산한다.  알려져 있는 림포킨으로는 인터페론, 인터루킨-1,2,3,4,5,6,7 콜리니(colony) 
자극인자, 림포톡신, 종양세포 괴사인자, 에리트로포이에틴 및 기타 물질이 있다.  

인터루킨 1은 거대식세포에서 분비되는 것으로, 헬퍼 T-세포를 자극하여 체온을 상승시키고 이로써 면역
세포의 활성을 증가시킨다.  활성화된 T-세포는 인터루킨 2를 생성하고 인터루킨 2는 헬퍼 T-세포와 킬러 
T-세포의 성장과 분열이 일어나도록 자극한다.  또한, 헬퍼 T-세포는 또 다른 림포킨인 B-세포 성장인자 
(BCGF)를 생성하는데 BCGF는 B-세포의 증식을 야기한다.  B-세포의 수가 증가함에 따라 헬퍼 T-세포는 B-
세포 분화인자 (B cell differentiating factor, BCDF)로 알려진 또 다른 림포킨을 생성하고 BCDF는 B-세
포중 일부가 복제를 중단하고 항체를 생성할 것을 지시한다.  T-세포도 또한 감마 인터페론(IF)이라는 림
포킨을 생성하는데 IF는 인터루킨 2와 마찬가지로 증식시키는 효과가 있다.  인터페론은 킬러 T-세포의 
활성화를 돕고 이로써 침입한 유기체를 공격하는 것이 가능하다.  BCGF와 마찬가지로 인터페론은 B-세포
가 항체를 생성하는 능력을 증가시킨다.  인터페론은 또한 거대식세포에 영향을 미쳐서 거대식세포가 병
소에 머물도록 하며 또한, 탐식한 세포를 소화시키는 것을 돕는다.  거대식세포와 T-세포간의 면역계의 
대응을 증폭시키고 바이러스 단백이나 전염된 세포의 기타 이물질을 통제한다.  면역과정에 참여하는 림
포킨은 수백가지가 있고, 많은 림포킨들이 아직 알려지지 않은 상태이다.  

림포킨은 종종 세포간 펩티드 신호라 불리운다.  과학자들간에는 클론된 셀라인을 림포킨 생성체로 널리 
사용하고 있으며 mRNA 림포킨의 분리는 통상의 기술로 되었다.  쥐의 수용체 단백인 4-1BB는 본 발명에서 
확인된 기술을 이용한 T-세포  유전자의 특이적 형질화에 의해 분리확인되었다 (문헌: Proc, Natl, Acad. 
Sci. USA. 84,2896-2900, May 1987, Inomunlolgy).  이 문헌에서 보고된 프로토콜은 과학자들이 직접 모
든 종류의 림포킨을 검출하는데 사용될 수 있다.  본 방법은 직접적으로 모든 mRNA가 형질화된 것을 검출
하도록 고안되었고 면역세포의 mRNA순서는 형질화 수준이 낮고 분비된 림포킨의 양이 적을 지라도, 다르
게 형질화 된다.  본 발명자는 상기 문헌에서 기술된 분석법이 림포킨 같은 생물학적으로 중요한 물질을 
밝혀낼  수  있다고  믿는데  그  이유는  생물학적으로  중요하거나  활성있는  물질은  대부분의  희귀  신호 
(scare message)에 의해 코드된다.  일례로써, 전이성장인자(transforming growth factor, TGF)는 백만개
의 클론 중 1개 비율로만 존재한다.  

대부분의 T-세포인자는 실험 중 생물학적 활성을 인식하거나 단백정보를 정제함으로써 확인된다.  또 다
른 접근방법은 특이적 형질화에 의한 추정적 T-세포 유전자를 분리한 후 미지 물질의 기능을 보여주는 것
이다.  상기한 변형된 선별공정을 사용하여 본 발명자는 클론된 헬퍼 T 림프구(HTL)L2와 클론된 세포용해
성 T 림프구(LTL)L3 로부터 일련의 T-세포 서브셋-특이적 cDNA를 클로닝하였다.  

일련의 T-세포 서브셋-특이적 cDNA는 변형된 선별공정을 사용하여 클론된 쥐의 T-세포로부터 분리되었다.  
특정의 c-DNA종에 대한 뉴클레오티드의 서열과 형질화 특성은 보고된 바 있다.  예전에 규명되지 않은 유
전자 중 쥐의 수용체 단백인 4-1BB를 코드하는 유전자에 대해서는 계속 연구되었다.  이러한 연구로 인해 
4-1BB와 상동(homologue)인 H4-1BB의 분리가 이루어졌다. 

        발명이 이루고자 하는 기술적 과제

본 발명의 주 목적은 서열에 의해 확인된 새로운 인간 수용체 H4-1BB를 특정하는 것이다.

본  발명의  또  다른  목적은  H4-1BB의  세포외  부분을  구성하는  융합단백질과  검출단백질을  제시하는 
것이다.

본 발명의 또 다른 목적은 cDNA H4-1BB, 수용체 단백 H4-1BB, 모노클론 항체 및 H4-1BB의 리간드를 사용
하는 방법을 제시하는 것이다. 

    발명의 구성 및 작용

15-2

1019997007048



본 발명의 요약

본 발명은 인간의 수용체 단백인 H4-1BB와 인간의 수용체 단백 H4-1BB를 코드하는 c-DNA 유전자를 포함한
다.  분리된 c-DNA의 뉴클레오티드 순서는 추론되는 아미노산 순서에 의해 밝혀진다.  pH4-1BB에서 확인
된 cDNA 유전자는 농업 연구소 배양 보관소 (Agricultural Research Service Culture Collection)에 기탁
되었고 기탁번호 NRRN B21131을 부여 받았다. 

c-DNA와 그 유도체는 c-DNA에 의해 코드된 수용체 단백과 유사한 단백을 코드하는 DNA순서를 분리하는 프
로브(probe)로써 사용될 수 있다.  인간의 수용체 단백 H4-1BB의 c-DNA는 쥐의 c-DNA 4-1BB에 대해 약 
65% 상동이고, c-DNA 4-1BB로부터 유도된 프로브를 사용하여 분리된다.  P4-1BB로 확인된 c-DNA유전자는 
123이 파크론 드라이브, 록빌, 메릴랜드 20852에 소재한 미국 타이프 컬쳐 컬렉션에 기탁되었고 기탁번호
는 ACTT No. 67825이다.  

인간의 수용체 단백인 H4-1BB는 다음 공정에 의해 생산될 수 있다: 1) H4-1BB의 c-DNA를 적절한 운반체에 
삽입, 2) 적절한 숙주에 트렌스펙션, 3) 트렌스펙션된 숙주를 적절한 배양지에서 배양, 4) 배양지로부터 
수용체 단백을 정제.  본 단백과 그 유도체는 다음 용도로 사용될 수 있다: 1) 인간의 수용체 단백 H4-
1BB의 리간드를 분리하는 프로브, 2) H4-1BB 리간드를 표현하는 B-세포의 세포분열자극, 3) H4-1BB 리간
드의 결합 차단.

B-세포의 세포분열은 수용체 단백 H4-1BB에 대한 리간드를 표현하는 세포와 함께 처리함으로써 유도된다.  
H4-1BB 리간드의 결합을 차단하는 H4-1BB는 기관 이식중 면역계를 억제하는데 실제로 적용될 수 있다.  
유사한 면역계 보조자극 경로는 분석중에 있다.  참고문헌 '원치 않는 면역반응에 대해 표적화된 스트라
이크  보내기',  존코헨,  사이언스,  vol.  257,  8-7-92;  'CTLA-4  T-세포  활성화  물질의  수용성(soluble 
form)에 의한 생체내 면역억제', 린슬리 등, 사이언스 vol. 257 7-8-92.

H4-1BB에 대한 단일 클론항체는 T-세포의 세포분열 촉진에 사용될 수 있는데 이는 수용체 단백 H4-1BB를 
표현하는 T-세포를 안티 H4-1BB 단일 항체와 함께 처리함으로써 이루어진다.  어떤 종양은 잠재적으로는 
면역원이지만 생체내에서 유효한 항-면역반응을 일으키지는 않는다.  종양은 T-세포에 항원특이성 신호를 
전달할 수 있지만 T-세포를 완전히 활성화하는데 필요한 보조자극적 신호는 전달하지 않는다.  흑색종
(mel anoma)세포에 대한 보조자극 리간드 B7의 발현은 쥐의 흑색종의 거부반응을 유도하는데서 발견되었

다 (B7-트랜스펙션된 흑색중 세포에 의한 CDS
 
T-세포의 직접적 보조자극후의 종양 거부반응. 사라, E. 

타운센드와 제임스 P. 알리슨, 사이언스 vol. 259, 1-5-93).  H4-1BB에 대한 단일클론 항체는 T-세포의 
세포분열을 유도하고 자극하는 것으로 알려진 것과 같은 효과를 발휘할 수 있다.  

인간의 수용체 단백 H4-1BB에 대한 세포막 리간드를 검출하는 융합단백질 (fusion protein)이 
개발되었다.  융합단백질은 수용체 단백 H4-1BB의 세포외 부분과 수용체 단백 H4-1BB의 상기 부분에 결합
된 검출단백으로 구성되어 있다.  수용체 단백 H4-1BB의 상기 부분은 세포막 리간드와 결합하고 그 결합
은 검출단백에 대한 상대적 활성실험에 의해 검출될 수 있다.  융합단백은 수용체 단백 H4-1BB를 발현하
는 것으로 추정되는 세포중에 위치시킨다.  그런 다음 당해 세포에서 세포막 리간드와 결합하지 않은 융
합 단백질을 씻어낸다.  씻어낸 세포를 검출단백에 대한 기질 중에 위치시키면 검출단백의 상대적 활성이 
측정될 수 있다. 

쥐 수용체 4-1BB의 분리와 특성

도 1은 쥐 수용체 4-1BB의 염기서열과 그에 따른 아미노산서열을 도시한다.  메시지 스트랜드의 뉴클레로
티드는 5'에서 3'방향으로 번호가 붙여지고, 번호는 서열의 양쪽에 도시된다.  뉴클레오티드 레지듀1은 
개시코돈 ATG의 A이고, 레지듀 1 의 5' 쪽의 뉴클레오티드는 음수로 나타나 있다.  예정된 아미노산 서열
은 염기서열 아래에 도시된다.  추정된 시그날 펩티드에는 밑줄이 그어있다.  정지코돈은 (---)로 표시된
다.  시스테인 레지듀는 점으로 강조된다.  4-1BB서열의 특징은 뉴클레오티드 1158-1163(도 1에서 박스로 
표시됨)에서 AATAAA인  포텐셜 폴리아데닐레이션 신호이다.   이  유전자는 적어도 두 개의 다른 크기의 
mRNA를 만들어내므로 이 신호는 기능적이다.

4-1BB의 전사는 쥐 스플레노사이트, T 세포 클론 및 하이브리도마에서 컨카나발린 A에 의해 유도될 수 있
다.  4-1BB 전사의 발현은 사이클로스포린 A에 의해 억제된다.  4-1BB mRNA는 항원수용체 자극에 의해 유
도될 수 있지만 클론된 T- 세포(1)에서 I1-2 자극에 의해 유도될 수는 없다.  4-1BB cDNA는 추정된 리더 
서열, 포텐셜 멤브레인 앵커 세그먼트 및 다른 특성을 갖는 수용체 단백을 함유하는 256 아미노산의 펩티
드를 코드한다.  그러므로 4-1BB의 발현 패턴은 림포킨의 발현 패턴과 유사하며, 서열은 수용체 단백의 
서열과 일치한다. 

세포 표면위의 4-1BB의 주종은 55-KDa 이량체인 것으로 보여진다.  또한 4-1BB는 30-KDa 단량체로서 110-
KDa 사량체로서도 존재하는 것으로 보여진다.  이러한 4-1BB량은 균일한 세포(T-세포 클론 F1)집단으로부
터 면역침강되었기 때문에 모든 형태는 잠재적으로 각각의 세포위에 공존한다.  4-1BB 단량체 및 이량체
로부터 펩티드 소화의 비교는 4-1BB가 세포 표면 위에서 균일이량체(homodimer)로서 존재하는지 여부를 
결정하는데 필요할 것이다.  인슐린 수용체(2), B-세포 표면 면역글로블린 수용체(3), T-세포 Ag 수용체
(2), B-세포 표면 면역글로블린 수용체(3), T-세포 Ag 수용체(4), CD28 공자극적인 수용체(5), 및 CO27 
T-세포 항원(6)과  같은 세포 표면 수용체의 변종은 디설파이드-결합된 서브단위(subunit)로  구성된다.   
수용체 이량화는 리간드 결합 및 그 뒤의 생화학적 신호에 요구될 수 있다. 

4-1BB는  휴면중인  T-세포위에는  나타나지  않으나,  T-세포에  완전한  성장  자극을  전달하는 촉진제
(activator)로서 유도될 수 있다.  PMA와 이오노마이신

(ionomycin)의 조합은 T-세포 급증식에 요구되는 그러한 신호를 모방할 수 있다.  PMA 또는 이오노마이신
이 단독으로 4-1BB mRNA를 유도할 수 있을지라도 PMA와 이오노마이신의 조합은 적절한 4-1BB의 발현을 초
래한다.  더우기 4-1BB의 발현은 일시적인 것이 아니다.  정제된 비장의 T-세포가 고정된 항-CD3로 자극
받은 경우, 4-1BB mRNA는 표현되고 이 표현은 96시간 급증식동안 유지된다.  세포 사이클 분석은 4-1BB가 
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세포사이클 진행중에 발현되는 것을 확인하기 위해서 요구될 것이다. 

4-1BB는 구조적으로 신경 성장 요소 수용체 수퍼-군(super-family)의 구성요소와 관계가 있다.  이러한 
수용체가 구조적으로 비슷한 리간드-결합 성질 (시스테인-풍부지역)을 가지고 있더라도 이 단백의 세포질 
영역은 비보존되어, 전이막 신호에서 다양성이 허용된다.  이 군의 구성요소의 일부는 T 또는 B-세포 활
성과정에 포함된다.  OX-40, CD40 및 CD27 항원에 대한 시험관 내의 기능적 자료가 있다. OX-40에 대한 
항체는 혼합된 림프구 반응(7)에서의 T-세포 반응을 증가시키고, CD40에 대한 항체는 PMA 또는 CD20 항체
와 같은 공활성화제(coactivator)의 존재하에 B-세포의 증식을 증가시키고, 시험관내의 IL-4와 함께 B-세
포의 분화를 유도하며, 장기간 정상적인 B-세포선(8)을 형성시킨다. CD27 분자위에서 에피토프

(epitope)를 인식하는 항-1A4인 하나의 이노노클론항체는 칼슘유동화, IL-2분비, T-세포기능 보조제, 및 
T-세포 급증식을 방해한다.  반면에 CLB-CD27/1, 또 하나의 항-CD2n mAb는 PMA 또는 항-CD3 mAb(6)로 자
극받은 사람의 T-세포의 급증식을 촉진한다.  이러한 결과는 CD27 분자가 T-세포 활성에 중요한 역할을 
한다는 것을 나타낸다.  TNFRs, NCFR 및 CD40을 제외하고 수퍼군의 구성요소에 연결된 리간드 또는 세포 
표면 분자는 아직 동정되지 않았다.  수용체에 연결된 리간드의 동정 및 특정화는 4-1BB의 생리학적인 역
할을 정의하는데 도움이 될 것이다. 

세포 표면 4-1BB가 T-세포 활성화에 기여하는지를 규명하기 위해서 항-4-1BB 53A2RK 4-1BB에 대한 길항제
로서 사용되었다.  이러한 자료는 4-1BB가 사실은 T-세포 활성 및 급증식 동안에 보조적 신호 분자로서 
잠재적인 기능을 가지고 있음을 제시한다.  고정된 항-CD3으로 자극된 정제된 비장의 T-세포에 수용성 

53A2를 첨가하면 항-CD3 단독으로만 자극된 T-세포와 비교하여 
3
H 티미딘 합체의 증대를 일으킨다.  2-에

서 10-범위에 걸쳐 이러한 형태의 증가는 3개의 독립된 실험에 포함된다. 

브렉쳐와 콘의 본래의 2개의 신호 모형에서, 그들은 T-세포 항원 수용체(TCR)의 점유인 신호1이 보조 세
포에 의해 제공된 신호 2의 부재하에서 T-세포의 불활성을 초래한다고 제안했다.  이것은 이후 변종의 연
구(8)에 의해서 확인되었다.  T-세포 위에서 잠재적 공동자극 수용체로서 보조세포 CD20의 동정은 적절한 
T-세포 급증식(10)에 요구되는 보조신호(6)를 특징화시키는데 상당한 기여를 했다.  다른 세포표면 분자
들은 이 공동자극 활성화 요구(11)에 기여할 수 있다. 

4-1BB를 통하여 전달되는 생화학적 신호는 완전히 밝혀지지 않았다.  고려되는 한가지 가능성은 4-1BB는 

그의 세포질 꼬리부분에서 추정상의 p56
KK 

티로시나제 키나제 결합영역을 포함한다는 관찰이다.  p56
KK 
티

로시나제 키나제가 4-1BB에 결합되어 있는 것은 나중에 결정되었다.  4-1BB-매개신호가 그 발현이 T-세포
활성 및 그 뒤의 급증식에 요구되는 IL-2 및 IL-2수용체와 같은 유전자를 조절할 수 있는지를 결정하는 
것 또한 가치 있는 일이다. 

신경 성장 요소 수용체(NGFR)군의 구성요소의 정확한 기능은 다양한 것 같음에도 불구하고, 떠오르는 주
제는 이러한 분자들이 그들이 발현되는 특정 세포형태의 반응성 또는 생활력의 유지에 다양한 방법으로 
기여할 수 있다는 한가지이다.  예를들면, NGF는 시험관내 및 생체내(12)에서의 뉴론의 생활력에 절대적
으로 요구된다.  수용성 항 CD40 단클론성 항체에 의한 CD40의 가교결합은 CD40에 의해 전달되는 신호는 
또한 차별화 요소에 대한 반응성의 유지를 도울 수 있다.  IL-4 존재하에서 CD40과 항-CD40 F9(ab')2 단편

의 연결은 IgE 합성(14)의 큰 증가를 유도한다.  또한, 항-CD40은 IL-10으로 처리된 순수한 B-세포를 활
성화시키고, 형질 전환성장 요소-β는 IgA 분비(15)에 맡겨지게 된다. 

분자적 특성을 NGFR과 (super family)와 공유함과 더불어 4-1BB는 이스트 e1F-2β 단백질의 추정되는 아
연핑거구조를  가지고  있음이  알려졌다.   4-1BB는  또한  보존되는  3역을  시나세븐과  absentia  of 
Drosophila에서 공유하는데 absentia of Drosophila는 광수용체 세포의 적정분화에 요구된다.  전기한 구
역은 Dictyost elium의  DGin 유전자의 단백 생성물과 유사하고 전기한 유전자의 빈혈은 C-AMP(18)에 의
한 어그리게이션도 중 특이적으로 유도된다.

이 구역은 C-X2-C-X9-C-X3-H-X9-C-X-C의 패턴을 형성한다.  시스테인과 히스티딘은 4-1B, 시나(sina), DG17 

단백에서 유사한 공간에 보존된다.  4-1BB와 시나 단백의 24개의 아미노산 중 10개는 동일하고 24개중 3
개는 보존되는 대용물

(substitute)이다.  보존되는 패턴은 이러한 아미노산이 기능적으로 시나 단백임을 암시한다.  시나 단백
은 핵에 위치하는데 이는 시나단백이 세포 조절하는 기능을 가짐을 암시한다.

4-1BB의 아미노산 서열 특성이 아연 핑거 모티브, 핵단백 및 수용체 도메인(domain)과 같다는 사실은 4-
1BB가 세포분열 및 분화에서 다양한 역할을 수행함을 암시한다.  4-1BB는 T-세포-APC 상호작용과 관련된 
또 다른 세포-표면 물질을 나타낸다.  4-1BB-AP 융합단백은 특이 성숙된 β-세포라인, 안티-μ-활성화된 
1차 β세포 및 성숙된 거대 식세포 라인 4-1BB-AP는 미성숙 β와 거대 식세포 라인, T-세포 클론, T-세포
라인, 1차 배양 T-세포 및 다양한 비 림프구 라인에 적어나 비중없는 수준으로 존재한다.  4-1BB-AP가 성
숙된 β세포와 거대 식세포에 결합되어 있으므로 4-1BB 결합에 전달된 신호는 특정방법으로 APC 기능을 
조정할 수도 있다.  이러한 가능성은 연구과제로 남아있다. 

샬루피와 그의 동료 (19)는 4-1BB의 세포외 도메인과 민간 IgG의 Fc 영역으로 구성된 융합 단백질인 4-
1BB Rg가 세포의 메트릭스(ECM)에 결합되어 있음을 제안했다.  4-1BB Rg결합의 상당부분이 인간의 비트로
넥틴(vitronectin)이다.  제시되지 않은 데이타에서는 엘리사(ELLISA)가 4-1BB-AP와 인간의 비트로넥틴을 
사용하여 수행되었다.  AP활성에 기초한 4-1BB-AP 의 결합은 관찰되지 않았다.  4-1BB-AP가 세포에 부착
된 단백과 외부적으로 결합할 가능성을 배제하기 위하여 표면(가능한 세포의 매트릭스 성분), B-세포 임
파종 결합시험전에 산성조건하에서 세정하였다. 4-1BB-AP는 성숙한 B-세포 임파종에 특이적으로 그대로 
결합되었다.  4-1BB-리간드가 B-세포상에서 특이적으로 발현되고 대식세포가 존재하는지, 그리고 4-1BB-
AP가 특정결합조건하에서 ECM에 결합할 수 있는지를 결정해야 한다.  ECM이 4-1BB가 특정 세포-표면 리간
드에 결합하는 것을 용이하게 하는 것이 가능하다. 

B-세포와 헬퍼 T-세포는 T-세포상의 특정 카운터-수용체에 결합한 B-세포상의 수용체를 통해 서로 상호작
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용한다.  이 상호작용이 이 두세포 타입간의 생화학적 시그널 릴레이의 연쇄작용을 유발한다고 생각된다
(20).  이러한 상호작용이 진행되면서, 이들 세포는 세포주기의 S단계로 들어가게 된다.  T-세포상의 TCR
과 CD4 사이의 초기 상호작용 및 B-세포상의 프로세싱된 항원 MHCⅡ는 세포주기로 들어갈 수 있는 B-세포
를 유발하지는 못한다.  그러나, 인 비트로 시스템에서의 연구결과는 일단 T-세포가 자극되면, B-세포가 
세포주기로 들어가도록 유도할 수 있는 새로이 합성되거나 변형된 세포-표면 분자를 발현한다(22,23).   
이러한 T-세포가능은 항원-특이적 또는 MHC-제한을 받지 않는다(24).  또한, 용해성 인자가 B-세포활성화
의 활성화된 Th 유도에 필요하지 않다(25).  일단 B-세포가 세포주기로 들어가면, IL-4는 B-세포가 G1에서 

S단계로 진행하도록 유도한다.  B-세포가 세포주기로 들어가는 것을 증진시키는 활성화된 T-세포 또는 T-
세포막의 능력은 시클로헥시미드 또는 시클로스포린A 처리에 의해 저지될 수 있다(26,27).  이러한 새로
이 발현된 막 단백질은 그 유도특성에 있어서 '림포카인과 같은' 성질을 나타낸다. 

4-1BB는 B-세포 공동자극자의 요구를 만족하는 발현성질을 가진다.  4-1BB는 안티-CD3 또는 TCR-매개 T-
세포 자극에 의해 유도되고, 그 발현은 시클로헥시미드 처리 뿐만 아니라 시클로스포린A에 영향을 받는다
(28).  흥미롭게, 파라포름알데히드-고정된 SF21-4-1BB-세포는 B-세포증식을 유도하는데 안티-μ와 상승
작용을 한다.  SF21-4-1BB에 의한 비장의 B-세포의 공동자극은 최적(10μg/ml) 및 준최적

(1.0∼0.1μg/ml)의 안티-μ 농도에서 일어난다.  휴지기의 B-세포에 SF21-4-1BB 세포의 첨가는 B-세포 
증식을 유발하지 않는다.  SF-21-4-1BB-세포는 B-세포증식 유도에 있어서 TPA 또는 이오노마이신 또는 준
최적 농도의 LPS와 상승작용을 하지 않는다.  

비록 바큘로바이러스 시스템이 재조합 용해성 단백질의 다량발현에 사용되어 왔지만, 이 시스템은 재조합 
세포-표면 단백질의 발현에도 사용될 수 있다.  바큘로바이러스 감염은 세포기준당 높은 수준의 재조합 
단백질을 발현하는 손쉬운 수단을 제공한다.  SF21세포 단독첨가는 유의할 만한 수준의 공동자극을 일으
키지 않는다.  이것은 강한 공통자극 활성을 나타내는 C0S- 또는 L-세포를 사용할 때 잠재적인 문제점이 
될 수 있다. 

NGFR 슈퍼패밀리의 또 다른 일원인 CD40는 활성화된 T-세포상에 발현되는 gp 39분자와 상호작용하며 β세
포상에서 발현된다.  쥐(29)와 사람(30) gp 39를 코딩하는 cDNA가 클론되었으며 이 세포표면 분자는 종양
괴사인자와 상동성이 있는 타입 Ⅱ막 단백질이다.  노엘레(31)등은 CD40-면역글로불린 융합단백질이 T-세
포-유발 β-세표 증식과 분화를 농도의존성 방법으로 저지할 수 있음을  발견하였다.  아미티지등은 쥐의 
gp 39에 대한 cDNA 를 분리하였고 gp 39가 공동자극 없이 β-세포증식을 유도할 수 있고, IL-4-존재하에 
IgE생산을 유발함을 보였다. 홀렌바우(32)등은 인간의 gp 39로 트랜스펙트된 COS세포가 인간의 β-세포증
식유발에 있어서 TPA 또는 안티-CD 20과 상승효과를 나타내고, 적은 수준에서 공동자극자없이 β세포를 
자극할 수 있음을 나타냈다.  이들 데이타는 CD40이 T-세포와의 물리적 접촉중에 신호를 전달하는 β-세
포-표면 분자중 하나임을 나타낸다.

세포-표면 수용체는 용해성 인자 또는 인접 세포상에 발현된 다른 세포 표면 분자와 상호작용하여 외부환
경과 상호 연락한다.  세포-세포접촉에 의해 전달되는 생화학적 신호와 세포표면 수용체와 상호 작용하는 
용해성 인자에 의해 전달되는 신호의 역할은 분명하지 않다.  NGFR 슈퍼패밀리는 NGFR 뿐만 아니라 TNFR
Ⅰ 및 Ⅱ의 하나이상의 리간드에 대한 결합에 대해 TNFRs Ⅰ 및 Ⅱ는 모두 특이하다.  TNF-α와 TNF-R에 
결합한다(33). NGFR은 NGF 뇌-유래성 뉴로트로픽 인자. 및 뉴로트로핀-3에 결합한다(34).

또한, 하나의 리간드는 세포표면 및 용해성 리간드 양자로서 기능할 수 있다.  CD40 리간드,  gp 39에 대
한 최근의 증거는 이 리간드가 용해성 리간드 뿐만 아니라 막 부착성으로 존재할 수 있음을 암시한다
(35).  4-1BB는 분비되어 용해성 형태로 β세포와 상호작용할 수 있고 막 부착 형태로도 상호작용할 수 
있다.  T-세포상에서 발현되는 NGFR 수용체 패밀리의 한 구성원인 CD27은 세포표면상에서 발현될 뿐만 아
니라 분비된다(36).  또한, 하나이상의 리간드(용해성 및 세포표면)가 4-1BB에 결합하는 것이 가능하다.

인간의 상동체 H4-1BB의 단리 

마우스 4-1BB의 인간의 상동체(H4-1BB)를 단리하기 위해 2세트의 폴리머라제 연쇄 반응(PCR) 프라이머가 
고안되었다.  PCR 프라이머를 고안하기 위해 신경 성장인자 수용체(NGFR) 슈퍼패밀리의 구성원의 아미노
산 배열이 비교되었는데 이는 4-1BB가 슈퍼패밀리의 구성원이기 때문이다(37).  이용된 아미노산 배열은 
마우스 4-1BB(38), NGFR(39), 인간의 종양괴사인자 수용체(33), 인간의 CD40(40), 및 인간의 CD27(6)이었
다.  NGFR슈퍼패밀리 중 보존된 배열부위가 선택되었다.

전행성  프라이머  Ⅰ(H4-1BBFⅠ)는  아미노산  36-41까지이고  전행성  프라이머Ⅱ(HR-1BBⅡ)는  상기 쥐4-
1BBDML 아미노산 52에서 58까지이다.  리버스 프라이머Ⅰ (H4-1BBRⅠ)은 쥐4-1BB의 아미노산 116에서 121
에 걸쳐있고 리버스 프라이머Ⅱ(H4-1BBRⅡ)는 아미노산 122에서 128까지에 걸쳐 있다.   쥐 4-ⅠBB에서 
PCR 프라이머로 사용된 지역들을 그림 1에 도시하였다.   

각 프라이머들의 퇴행성 올리고 뉴클레오티드의 순서는 다음과 같다:

H4-1BBFⅠ:   5' TTC TGT CGI AAA TAT AAT CC 3'

                  T   C A     G   C  C

H4-1BBFⅡ:  5' TTC TCI TCI ATT GGI GGI CA 3'

                 T   G  G   C  

                            A  

H4-1BBRⅠ:   5' CC IAA IGA ACA IGT TTT ACA 3'

                     G  CT G       C   G  

H4-1BBRⅡ:   5' TT TTG ATC ATT AAA IGT ICC 3'
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                   C   G   G   G  

건강한 정상인으로부터 주변 혈액 림프구를 분리하여 PMA(10mg/ml)와 이오노마이신(lμM)으로 활성화시켰
다.  림프구조로부터 mRNA를 분리하였다.  역전사효소를 사용하여 인간의 림프구 mRNA를 외줄 c-DNA로 전
환시켰다.  그리고 나서 프라이머들의 조합을 가진 테그 폴리머라제를 사용하여 cDNA를 증폭시켰다.  프
라이머의  조합은  다음과  같다:   H4-1BBⅠ;  및  H4-1BBRⅠ;  H4-1BBFI  대  H4-1BBRⅡ;  H4-1BBFⅡ  대 H4-
1BBRI; 및 H4-1BBFⅡ 대 H4-1BBRⅡ.

H4-1BBFⅡ와 H4-1BBRⅡ의 프라이머 세트는 -240bp의 특이 밴드를 산출하였다.  240bp밴드는, 만약 인간의 
상동물(호모로그)이  쥐4-1BB와  크기면에서  비슷하다면,  인간의  4-1BB의  크기로  예상된다.   PCR산물
(240bp)를 PGEM3 벡터내에서 클로닝하여 순서를 결정하였다.  PCR산물의 한 오픈 리딩 프러임은 쥐 4-1BB
의  것과 -65%  동일하였다.   그러므로,  240bp  PCR  산물은 쥐  4-1BB의  인간 상동물이라고 결론지었다.   
240bp  PCR  산물은 활성화된 인간의 T  림프구의 λgtll  cDNA  라이브러리를 스크린 하는데 사용하였다.  
-0,85kb cDNA가 분리되었다.  상기 cDNA의 염기서열은 도 2에 도시된 바와 같으며 예견되는 아미노산 서
열은 도 2의 b에 도시된 바와 같다. 도시된 상기 정보는 본 명세서에 첨부된 서열표에 서열 1d.1.로 도시
된 바와 같다. 

H4-1BB-AP 융합단백질을 생산하기 위한 발현 플라스미드를 완성하였는데, 신호 염기서열을 코딩하는 염기
서열을 포함하는 상기 H4-1BB cDNA의 5' 부분과 전체 세포의 부분은 PCR에 의해 증폭되었다. 정확하게 클
론닝을  하기  위하여  전위  프라이머  (primer)의  5'  말단의    Hind  Ⅲ  절단위치  및  리버스 프라이머
(reverse primer)의 Bg1 Ⅱ 절단위치를 만들었다. 

상기 Hind Ⅲ-Bg1 Ⅱ H4-1BB 단편은 포유류 발현벡터 APtag-1에 삽입되는데 인간의 태반성 알칼라인 포스
파타제 (AP)를 코딩하는 염기서열의 업스트림(upstream)에 삽입된다. H4-1BB의 5' 부분의 증폭을 위한 올
리고뉴클레오티드 PCR 프라이머로는 하기와 같은 것이 사용된다.

전위   프라이머  : 5' AAT AAG CTT TGC TAG TAT CAT ACC 3'

리버스 프라이머  : 5' TTA AGA TCT CTG CGG AGA GTG TCC TGC CTC 3'

H4-1BB-AP는 인간의 4-1BB (즉, H4-1BBL)의 리간드를 발현하는 세포와 조직을 식별하기 위하여 사용된다. 
쥐 4-1BB로 연구한 결과는 4-1BB의 리간드가 세포표면에 존재하고 있음을 보여주었다. B-세포와 마크로파
아지는 4-1BBL를 발현하는 주요 세포이다. H4-1BBL 또한 인간의 B-세포와 마크로파아지 상에서 발현하는 
것으로 생각되고 있다.

포유류의 발현 cDNA 라이브러리(library)는 H4-1BB를 발현하는 인간의 세포라인에서 발생된다.  상기 라

이브러리는 
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I로 표지된 H4-1BB-AP에 의해 선별된다.  다음, H4-1BB cDNA는 분리되어 특성화된다.  그 
다음 수용성 재조합 H4-1BBL은 생산된다.  H4-1BB-AP와 H4-1BBL은 후술하는 바와 같이 면역반응을 억제하
거나 향상시키는데 사용된다.  다음 H4-1BB와 H4-1BBL에 대한 모노클로날 항체가 생산된다.  

쥐 4-1BB에 대한 연구에 따르면 4-1BB는 보조 자극신호로서 작용한다.  H4-1BB 역시 T-세포 활성을 위한 
보조 자극신호로서 작용하는 것으로 생각된다.  쥐 H4-1BB는 B-세포가 증식되고 분화되는 것을 돕는다.  
H4-1BB 역시 같은 역할을 하는 것으로 생각된다.  H4-1BB-AP, H4-1BBL 및 모노클로날 항체는 인간의 면역
반응을 억제하거나 향상시키는데 사용될 수 있다.  

도 3의 a도와 b도는 T-세포 활성에 관여하는 분자들을 도해하고 있다.  초기 T-세포 활성기간 (인식단
계)중에는 휴지상태의 T-세포는 TCR/CD3 복합체와 다른 '보조' 분자들을 발현시킨다.  상기 발현된 분자
들 중에서 CD4(또는 CD8), LFA-1 및 CD28은 보조 자극신호를 수용하는 분자들로 추정된다.  상기 '보조'
의 자극신호들과 조합된 TCR/CD3 복합체와의 초기 상호작용은 연이어 CD28, CTLA4 및 4-1BB와 같은 추가
의 수용체 분자들의 발현을 유도한다.  상기 새롭게 발현된 분자들은 아마도 T-세포 활성의 후기단계 (클
론 확장)에서 추가의 중요한 보조 자극신호들을 수용할 것이다.

면역반응의 억제

도 4의 a에서 c도는 정상적인 T-세포 활성의 경로를 도해하고 있다.  도 5의 a에서 c도는 4-1BB의 수용성 
변종단백질(chimera)로 면역반응을 억제하는 과정을 설명하고 있다.  4-1BB가 T-세포 활성에 중요한 역할
을 한다면, 항원-제공 세포상의 4-1BB 리간드와의 상호작용의 방해는 T-세포-의존성 면역반응들을 억제할 
것이다.   CD28과 CD28에 대한 대응수용체 B7과의 상호작용의 방해는 궁극적으로는 다양한 정도로 생체내 
항체생산과 세포-매개성 면역반응들을 억제한다.  양 작용의 억제는 보다 효과적으로 면역억제를 유발하
는데 이는 4-1BB가 T-세포 활성중에 유도되는데 기인한다.  4-1BB와 리간드와의 상호작용을 억제하는 것
은 상기 CD28/B7의 상호작용이 더 이상 적절치 못한 활성과정의 후기단계에서 매우 중요하다.

쥐 수용체 4-1BB 및 쥐 리간드 4-1BB로 설명되는 바와 같이, H-4-1BB-AP의 첨가는 H4-1BBL을 발현하는 세
포들을 코팅하여 H4-1BB와 H4-1BBL의 정상적인 상호작용을 방해한다.  이는 결국에는 면역반응을 억제시
킨다.  이러한 면역억제 유형은 항원에 따라 특이적이다.  그러므로 이 방법은 안티-CD3 또는 시클로스포
린 A (cyclosporin A) 처리에 의해 유도되는 일반적인 면역억제를 회피한다.  H4-1BB-AP 처리는 일정 자
가면역성 질환을 치료하거나 특정 신체기관의 이식을 도와줄 수 있다.

면역기능의 향상

H4-1BB는 T-세포 활성의 후기단계에서 기능할 수 있고, T-세포 활성의 완성을 위한 중요 분자일 수 있다.  
대다수의 종양은 종양-특이성 항원을 가지고 있다.  그러나, 면역성의 종양이 숙주의 면역체계를 벗어나
는 이유 중 하나는 바로 종양-활성의 T-세포가 부적절한 보조자극을 수용하기 때문이다.  그러므로 H4-
1BB와 같은 보조 자극분자의 종양으로의 도입은 세포독성의 T-세포 (cytotoxic T cell, CTL)의 항-종양 
면역성을 향상시킬 수 있다.  H4-1BLL은 세포-특이성을 가지고 발현될 수 있다.  예를 들어, 상기 H4-1BB
는  멜라노사이트-특이성  프로모터  (melanocyte-specific  promoter)를  이용하여  멜라노마(melanoma)에서 
발현될 수 있다.  상기 H4-1BBL 발현 멜라노마는 H4-1BB를 통하여 세포독성의 T-세포를 자극하고 상기 멜
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라노마-특이성 CTL을 활성화 시킨다.  상기 활성화된 멜라노마-특이성 CTL은 멜라노마를 파괴할 수 있다.

    발명의 효과

본 발명은 서열에 의해 확인된 새로운 인간 수용체와 H4-1BB를 특정하는 것으로서, 본 발명은 H4-1BB의 
세포의 부분을 구성하는 융합단백질과 검출단백질을 제시하고, 또한 cDNA, H4-1BB, 모노클론 항체 및 H4-
1BB의 리간드를 사용하는 방법을 제시한다.
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전술한 상세한 설명은 도해와 설명의 목적을 위한 특허법령상의 요구에 따라 본 발명의 특정 실시예를 설
명하고 있는 것이다.  그러나, 본 발명의 기술분야의 당업자라면 상기 발명의 변형과 변경은 본 발명의 
범위와 사상을 벗어나지 않는 한도내에 가능하다. 한편, 하기의 특허청구범위들은 이러한 모든 변형을 포
함하는 것으로 해석되도록 의도된 것이다.

(57) 청구의 범위

청구항 1 

분리된 DNA로서, 상기 DNA는 다음의 a)-e)로 구성된 군으로부터 선택된 뉴클레오티드 서열을 포함하는 것
을 특징으로 하는 DNA.

a) H4-1BBF Ⅰ의 뉴클레오티드;

b) H4-1BBF Ⅱ의 뉴클레오티드;

c) H4-1BBR Ⅰ의 뉴클레오티드;

d) H4-1BBR Ⅱ의 뉴클레오티드; 

e) 인간 4-1BB의 세포 외 도메인을 포함하는 수용성 인간 4-1BB 폴리펩티드(서열번호 2의 아미노산 1-
163) 또는 4-1BB-L에 결합될 수 있는 상기 세포 외 도메인의 단편을 코딩하는 분리된 DNA;

f) 인간 4-1BB 폴리펩티드가 아닌 동시에 수용성 인간 4-1BB 폴리펩티드의 C-말단에 위치하는 폴리펩티드
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를 추가적으로 코드하는 상기 e)의 분리된 DNA; 

g)  인간  4BB를  코딩하는 상기 e)  또는 f)의  DNA의  변종으로서 동일한 아미노산 서열을 코드하는 DNA 
변종.

청구항 2 

인간의 4-1BB 폴리펩티드를 코딩하는 분리된 DNA로서, 상기 DNA는 다음의 a)-c)로 구성된 군으로부터 선
택된 뉴클레오티드 서열을 포함하는 것을 특징으로 하는 DNA.

a) 서열번호 2를 코딩하는 서열번호 1의 뉴클레오티드 41-805;

b) 서열번호 2의 일부분을 코딩하는 서열번호 1의 뉴클레오티드 110-805;  

c) 상기 a) 또는 b) 뉴클레오티드 서열에 해당되는 유전자코드에 따른 변종 뉴클레오티드 서열.

청구항 3 

다음의 (a) 및 (b) 과정에 의해 생산되는 수용체 단백 H4-1BB.

(a) 적어도 서열번호 1의 뉴클레오티드 110-805를 갖는 DNA 서열을 포함하는 발현벡터와 적절한 트랜스펙
션 숙주를 접촉시켜 트랜스펙션된 숙주세포가 상기 DNA 서열에 의해 코드된 단백질을 발현시키도록 하는 
단계; 

(b) 상기 단백질을 정제하는 단계

청구항 4 

서열번호 2의 아미노산 서열을 갖는 단백질 또는

a) 수용체 단백 H4-1BB의 리간드를 식별하기 위한 프로브로서 사용될 수 있으며;

b) B-세포의 증식촉진에 사용될 수 있으며;

c) H4-1BB 리간드 결합을 차단하기 위해 사용될 수 있는 것을 특징으로 하는 상기 단백질의 단편.

청구항 6 

수용체 단백 H4-1BB를 특이적으로 인식하는 H4-1BB에 대한 모노클로날 항체.

청구항 7 

서열번호 2를 갖는 수용체 단백 H4-1BB 또는 그 단편을 특이적으로 인식하는 H4-1BB에 대한 모노클로날 
항체를 생산할 수 있는 하이브리도마.

청구항 8 

T-세포  증식을  향상시키기 위하여 제7항의  모노클로날 항체를 사용하는 방법으로서,  수용체  단백 H4-
1BB를 발현시킨 T-세포를 상기 모노클로날 항체로 처리하는 단계를 포함하는 방법. 

청구항 9 

제 8항에 있어서, 티로시나제 키나제(tyrosinase kinase)의 존재하에 상기 항체처리과정을 수행하는 단계
를 더 포함하는 것을 특징으로 하는 방법. 

청구항 10 

T-세포  활성을  향상시키기 위하여 제6항의  모노클로날 항체를 사용하는 방법으로서,  수용체  단백 H4-
1BB를 발현시킨 T-세포를 상기 모노클로날 항체로 처리하는 단계를 포함하는 방법. 

청구항 11 

제10항에 있어서, 티로시나제 키나제(tyrosinase kinase)의 존재하에 상기 항체처리과정을 수행하는 단계
를 더 포함하는 것을 특징으로 하는 방법. 

청구항 12 

인간의 수용체 단백 H4-1BB의 세포막 리간드를 검출하기 위한 융합단백질로서 다음의 a) 및 b)를 포함하
는 것을 특징으로 하는 융합단백질.

a) 상기 수용체 단백 H4-1BB의 세포 외 부분에 해당하고 서열번호 2를 포함하는 상기 수용체 단백 H4-1BB
의 적어도 한 부분으로서, 이 부분은 바로 상기 세포막 리간드에 결합되는 부분인 것을 특징으로 하는 부
분,

b) 상기 수용체 단백 H4-1BB의 상기 부분에 결합된 검출단백으로서, 상기 검출 단백에 대한 상대적 활성
분석에 의해 리간드 결합이 검출될 수 있는 것을 특징으로 하는 검출단백. 

청구항 13 

제12항에 있어서, 상기 검출단백질은 알칼라인 포스파타제인 것을 특징으로 하는 융합단백질.

청구항 14 

인간의 수용체 단백 H4-1BB의 세포막 리간드를 검출하는 방법으로서 다음의 a)-C) 단계를 포함하는 것을 
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특징으로 하는 방법. 

a) 상기 수용체 단백 H4-1BB를 발현시키는 것으로 추정되는 세포중에 융합단백질을 위치시키는 단계로서, 
상기 융합단백질은 다음의 ⅰ)과 ⅱ)를 포함하는 것을 특징으로 하는 단계;

 ⅰ) 상기 수용체 단백 H4-1BB의 세포외 부분에 해당하는 상기 수용체 단백 H4-1BB의 적어도 한 부분으로
서, 이 부분은 바로 상기 세포막 리간드에 결합되는 부분인 것을 특징으로 하는 부분,

 ⅱ) 상기 수용체 단백 H4-1BB의 상기 부분에 결합된 검출단백으로서, 상기 검출단백에 대한 상대적 활성
분석에 의해 리간드 결합이 검출될 수 있는 것을 특징으로 하는 검출단백  

b) 상기 세포막 리간드에 결합되지 않은 융합단백질의 세포를 씻어내는 단계;  

c) 상기 씻어낸 세포들을 상기 검출단백에 대한 기질중에 위치시키고, 상기 검출단백의 상대적 활성을 측
정하는 단계

청구항 15 

제14항에 있어서, 상기 검출단백질은 알칼라인 포스파타제인 것을 특징으로 하는 방법.

청구항 16 

B-세포 증식을 유도하는 방법으로서, 인간의 수용체 단백 H4-1BB의 리간드를 발현한 B-세포를 수용체 단
백 H4-1BB를 발현한 세포로 처리하는 단계를 포함하는 방법.

청구항 17 

제 1항에 따른 DNA 서열을 포함하는 재조합 발현벡터로서, 숙주세포에서의 DNA 서열의 발현에 적합한 조
절 염기서열에 작동가능하도록 결합되는 제 1항에 따른 DNA 서열을 포함하는 재조합 발현벡터.  

청구항 18 

서열번호 1의 뉴클레오티드 서열을 갖는 인간 수용체 단백 H4-1BB에 대한 DNA 서열을 포함하는 재조합 발
현벡터로서, 숙주세포에서의 DNA 서열의 발현에 적합한 조절 염기서열에 작동가능하도록 결합되는 재조합 
발현벡터.

청구항 19 

제 2항에 따른 DNA 염기서열을 포함하는 재조합 발현벡터로서, 숙주세포에서의 상기 DNA 염기서열의 발현
에 적합한 조절 염기서열에 작동가능하도록 결합되는 재조합 발현벡터. 

청구항 20 

Leu-Gln-Asp-Pro-Cys-Ser-Asn-Cys-Pro-Ala-Gly-Thr-의 N-말단 아미노산 서열을 포함하는 서열번호 2로부
터 유래되는 정제된 인간 4-1BB 폴리펩티드.

청구항 21 

제 20항에 있어서, 서열번호 2의 아미노산 24-255와 서열번호 2의 아미노산 24-186으로 구성된 군으로부
터 선택된 아미노산 서열을 포함하는 정제된 인간 4-1BB 폴리펩티드.

청구항 22 

제 20항에 있어서, 보존적인 아미노산 대체를 제외하고는 서열번호 2의 아미노산 24-255와 서열번호 2의 
아미노산 24-186으로 구성된 군으로부터 선택된 아미노산 서열과 동일한 아미노산 서열을 포함하는 정제
된 인간의 4-1BB 폴리펩티드.

청구항 23 

정제된 수용성 인간의 4-1BB 폴리펩티드로서, 상기 폴리펩티드는 서열번호 2의 아미노산 24-186 또는 그 
단편을 포함하는 것을 특징으로 하는 정제된 수용성 인간 4-1BB 폴리펩티드.

청구항 24 

제 23항에 있어서, 상기 인간의 4-1BB 폴리펩티드와 C-말단에 융합된 폴리펩티드를 추가적으로 포함하는 
정제된 수용성 인간 4-1BB 폴리펩티드.

청구항 25 

적합한 희석제, 담제 또는 부형제와 혼합된 제20항의 수용성 인간 4-1BB의 유효량을 포함하는 약제학적 
조성물.

청구항 26 

제20항의 인간 4-1BB 폴리펩티드와 면역학적으로 반응하는 항체.
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