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2019 신종 코로나바이러스(2019-nCoV) 감염의 예방 및 치료를 위한 강력한 mRNA 백신을 위한 조성물 및 방법이

제공된다.  조성물은 돌연변이된 에피토프를 포함하는 스파이크 단백질 에피토프를 암호화하는 하나 이상의 mRNA

분자, 또는 약제학적으로 허용되는 중합체성 나노입자 담체 및 리포솜 나노입자 담체와 함께 중요한 바이러스 유

전자를 암호화하는 mRNA 칵테일을 함유하는 약제학적 조성물을 포함한다.  피하, 복강내 및 근육내 주사를 포함

하여 시스템 면역 반응 및 치료를 자극하는 방법이 제공된다.
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명 세 서

청구범위

청구항 1 

약제학적으로 허용되는 담체에 제형화된 2019-nCoV 단백질 또는 단백질 단편을 암호화(encoding)하는 개방 판독

프레임(open reading frame; ORF)을 포함하는 메신저 리보핵산(mRNA)의 유효량을 함유하는 조성물로서, 여기서

상기 mRNA 및 상기 담체가 중합체성 나노입자(polymeric nanoparticle)를 형성하는 조성물.

청구항 2 

제1항에  있어서,  2019-nCoV  단백질이  스파이크(spike;  S)  단백질  또는  스파이크(S)  서브유닛(subunit)인

조성물.

청구항 3 

제2항에 있어서, ORF가 서열 번호 14 내지 31로부터 선택된 펩티드를 암호화하는 mRNA 분자로 이루어진 그룹으

로부터 선택되는 조성물.

청구항 4 

제2항에 있어서, 상기 ORF가 서열 번호 32 내지 49로 이루어진 그룹으로부터 선택되는 조성물.

청구항 5 

제2항에 있어서, ORF가 서열 번호 50 내지 55로부터 선택된 펩티드를 암호화하는 mRNA를 포함하는 조성물. 

청구항 6 

제4항에 있어서, 상기 ORF가 서열 번호 91 내지 96으로 이루어진 그룹으로부터 선택되는 조성물. 

청구항 7 

제2항에 있어서, ORF가 서열 번호 56 내지 66으로부터 선택된 펩티드를 암호화하는 mRNA를 포함하는 조성물.

청구항 8 

제6항에 있어서, 상기 ORF가 서열 번호 97 내지 107로 이루어진 그룹으로부터 선택되는 조성물.

청구항 9 

제2항에 있어서, ORF가 서열 번호 11, 13, 68, 70, 72, 74 및 90으로부터 선택된 아미노산 서열을 암호화하는

mRNA 분자로 이루어진 그룹으로부터 선택되는 조성물.

청구항 10 

제8항에 있어서, 상기 ORF가 서열 번호 10, 12, 67, 69, 71, 73 및 89로 이루어진 그룹으로부터 선택되는 조성

물.

청구항 11 

제2항에 있어서, 상기 ORF가 서열 번호 1, 2, 3, 및 4로 이루어진 그룹으로부터 선택되는 조성물. 

청구항 12 

제1항 내지 제11항 중 어느 한 항에 있어서, orf1a 및/또는 orf1b의 전부 또는 일부를 포함하는 mRNA를 추가로

포함하고, 여기서 상기 mRNA가 2019-nCoV 비구조적(non-structural) 단백질 폴리머라제 및/또는 RdRp를 암호화

하는 조성물.

청구항 13 
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제12항에 있어서, 상기 ORF가 서열 번호 5 및 6으로 이루어진 그룹으로부터 선택된 mRNA인 조성물.

청구항 14 

제1항에 있어서, 상기 ORF가 외피(envelope; E), 막(M) 및/또는 뉴클레오캡시드(N) 단백질을 암호화하는 2019

nCoV의 전부 또는 일부를 암호화하는 조성물.

청구항 15 

제1항 내지 제14항 중 어느 한 항에 있어서, 외피(E), 막(M) 및/또는 뉴클레오캡시드(N) 단백질을 암호화하는

2019 nCoV의 전부 또는 일부를 암호화하는 하나 이상의 mRNA 서열을 추가로 포함하는 조성물.

청구항 16 

제14항 또는 제15항에 있어서, 상기 ORF가 서열 번호 7, 8, 및 9로 이루어진 그룹으로부터 선택되는 조성물.

청구항 17 

제1항 내지 제16항 중 어느 한 항에 있어서, mRNA가 하나 이상의 N1-메틸-슈도우리딘 및/또는 슈도우리딘 잔기

를 포함하는 화학적으로 변형된 mRNA 서열인 조성물.

청구항 18 

제17항에 있어서, mRNA의 모든 우리딘 잔기가 N1-메틸 슈도우리딘 또는 슈도우리딘인 조성물.

청구항 19 

제1항 내지 제18항 중 어느 한 항에 있어서, mRNA 분자가 3'-UTR, 5'-UTR을 추가로 포함하고, 임의로 (a) 조성

물을 안정화하고 (b) 상기 ORF에 의해 암호화된 폴리펩티드의 발현을 향상시키는 추가 요소를 추가로 포함하는

조성물.

청구항 20 

제19항에 있어서, 5'-UTR이 m7G 캡 구조(cap structure) 및 개시 코돈(start codon)을 포함하는 조성물.

청구항 21 

제19항 또는 제20항에 있어서, 3'-UTR이 정지 코돈 및 폴리A 꼬리(polyA tail)를 포함하는 조성물.

청구항 22 

선형 시험관내 전사(IVT) 시스템에서 제1항 내지 제21항 중 어느 한 항에 따른 개방 판독 프레임(ORF)을 발현함

을 포함하여, 제1항 내지 제21항 중 어느 한 항에 따른 조성물을 제조하는 방법.

청구항 23 

플라스미드 DNA(pDNA) 벡터 전달 시스템을 사용하여 제1항 내지 제21항 중 어느 한 항에 따른 개방 판독 프레임

(ORF)을 발현함을 포함하여, 제1항 내지 제21항 중 어느 한 항에 따른 조성물을 제조하는 방법.

청구항 24 

제1항 내지 제21항 중 어느 한 항에 있어서, 조성물이 하나 이상의 ORF를 포함하고 적어도 두 개의 폴리펩티드

를 암호화하는 조성물.

청구항 25 

제1항 내지 제21항 또는 제24항 중 어느 한 항에 있어서, 조성물이 히스티딘-리신 공중합체(HKP)를 포함하는 중

합체성 나노입자 담체를 추가로 포함하는 조성물.

청구항 26 

제25항에 있어서, HKP가 서열 번호 75-88로부터 선택된 측쇄를 갖는 중합체로 이루어진 그룹으로부터 선택되는
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조성물.

청구항 27 

제25항 또는 제26항에 따른 조성물을 제조하는 방법으로서, 상기 ORF를 포함하는 조성물을 HKP와 접촉시킴을 포

함하고, 상기 mRNA 및 상기 HKP가 나노입자로 자가-조립되는 방법.

청구항 28 

제1항  내지  제21항  또는  제24항  내지  제26항  중  어느  한  항에  있어서,  상기  나노입자가  지질을  추가로

포함하고, 여기서 상기 지질이 임의로 양이온성 지질인 조성물.

청구항 29 

약제학적 유효량의 제1항 내지 제21항, 제24항 내지 제26항 또는 제28항 중 어느 한 항에 따른 조성물을 2019-

nCoV 감염을 갖는 대상체(subject)에게 투여함을 포함하여, 2019-nCoV 감염을 갖는 대상체를 치료하는 방법.

청구항 30 

제29항에 있어서, 조성물이 투여 전 또는 투여 동안 분무기 흡입 시스템에 의해 분무되는 방법.

청구항 31 

제30항에 있어서, 분무기 시스템이 전체 호흡기 약물 전달을 위한 휴대용 분무기인 방법.

청구항 32 

제29항에 있어서, 조성물이 피하 주사에 의해 투여되는 방법.

청구항 33 

제29항에 있어서, 조성물이 근육내 주사에 의해 투여되는 방법.

청구항 34 

제29항에 있어서, 조성물이 복강내 주사(i.p)에 의해 투여되는 방법.

발명의 설명

기 술 분 야

본 출원은 2020년 2월 7일에 출원된 미국 가출원 제62/971,834호, 2020년 7월 29일에 출원된 제63/058,463호[0001]

및 2020년 12월 24일에 출원된 제63/130,581호에 대한 우선권을 주장하며, 이들 각각의 내용은 전문이 본원에

참고로 포함된다.

발명의 분야[0002]

2019-nCoV 감염의 예방접종, 예방 및 치료를 위한 예방제 및 치료제가 이들의 사용 방법과 함께 제공된다.[0003]

배 경 기 술

신종 코로나바이러스(2019-nCoV) 감염: 생물학 및 병리학[0004]

코로나바이러스(CoV)는 반복적으로 종의 장벽을 넘어섰고 일부는 중요한 인간 병원체로 등장하였다.  지난 20년[0005]

동안, 동물을 감염시키는 두 가지 코로나바이러스가 진화하였고 인간에서 발병을 유발하였다: SARS-CoV(2002,

베타코로나바이러스,  아속  사베코바이러스),  및  MERS-CoV(2012,  베타코로나바이러스,  아속  멜베코바이러스

[Drosten et al., New Engl J Med. 2003; 348: 1967-1976; Zaki et al.,. New Engl J Med. 2012; 367: 1814-

1820].  2019년 12월 31일, 중국 후베이성 우한시의 우한시 보건위원회는 7건의 중증 사례를 포함하여 병인을

알 수 없는 27건의 폐렴 사례 집단을 보고하였으며, 우한의 화난 수산물 도매시장(수산물 도매 및 다른 동물 종

을  판매하는  살아있는  동물  시장)과 연관성이  있다고  일반적으로  보고하였다[Wuhan  City  Health  Committee

(WCHC).  Wuhan  Municipal  Health  and  Health  Commission's  briefing  on  the  current  pneumonia  epidemic
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situation  in  our  city  2019  (updated  31  December  201914  January  2020).  Available  from:

http://wjw.wuhan.gov.cn/front/web/showDetail/2019123108989].  2019-nCoV는 이전에 인간에서 확인되지 않은

코로나바이러스의 새로운 균주이다[Zhu et al., N Engl J Med. 382:727-733 (2020)].  발병은 빠르게 확산되어

중국의 다른 지역과 해외에 영향을 미쳤다.  현재 아시아의 여러 국가 뿐만 아니라 호주, 유럽 및 북미에서도

사례가 감지되었다.  2019-nCoV는 호흡기 비말을 통한 사람-사람 접촉을 통해 확산될 수 있는 것으로 보인다[Li

et al., N Engl J Med. 2020; 382:1199-1207].

유전자 분석으로 2019-nCoV가 SARS-CoV와 밀접하게 관련되어 있으며 베타코로나바이러스 속에 유전적으로 군집[0006]

하여 2개의 박쥐-유래 SARS-유사 균주와 함께 아속 사베코바이러스의 계통 B의 별개의 분기군을 형성한다는 것

이 밝혀졌다.  바이러스 게놈은 코로나바이러스에 공통적인 6개의 주요 개방 판독 프레임(open reading frame;

ORF) 및 다수의 다른 보조 유전자로 구성된다.  추가 분석은 2019-nCoV 유전자 중 일부가 SARS-CoV와 80% 미만

의 서열 동일성을 공유하였음을 나타낸다.  그러나, CoV 종 분류에 사용된 ORF1ab의 7개 보존 복제효소(RdRP)

도메인은 2019-nCoV와 SARS-CoV 간에 94.6% AA 서열이 동일하며, 이는 두 가지가 동일한 종에 속한다는 것을 의

미한다.  막 엑소펩티다제인 안지오텐신 전환 효소 II(ACE2)는 SARS-CoV에 대한 세포 수용체로 알려져 있었다.

이 수용체는 또한 인간 세포에 진입하기 위해 2019-nCoV에 의해 사용되는 것으로 알려졌다.  도메인 266-330(성

숙 단백질의 서열을 기반으로 번호매김)은 2019-nCoV와 ACE2의 상호작용에 필수적인 것으로 나타났다[Veljkovic

et al., F1000Research. 2020; 9: 52.].

신종 코로나바이러스(2019-nCoV)에 대한 현재 예방 및 치료[0007]

현재,  2019-nCoV의  전체  게놈  287,543개  서열이  GenBank(수탁:  MN908947.3)[0008]

[http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/.]에 공개된 것을 포함하여 중국 CDC 등에 의해 GISAID에 제출되었다

[GISAID,  Newly  discovered  betacoronavirus,  Wuhan  2019-2020  (2019);  https://www.gisaid.org/.].   현재,

2019-nCoV 감염을 포함하여 코로나바이러스 감염을 예방하기 위한 긴급 사용 승인된 백신은 두 가지뿐이며 승인

된 백신은 없다.

mRNA 백신의 이점[0009]

예방접종은 질병 예방 및 통제에 대한 가장 성공적인 의학적 접근법이다.  백신의 성공적인 개발과 사용은 수천[0010]

명의 생명을 구하고 많은 돈을 절감하였다.  RNA 백신의 주요 이점은 계란 또는 다른 포유류 세포의 사용이 필

요할 수 있는 기존 백신 생산보다 덜 고가이고 빠르게 실험실에서 쉽게 이용 가능한 있는 재료를 사용하여 DNA

주형으로부터 RNA를 생산할 수 있다는 것이다.  또한, mRNA 백신은 백신 발견 및 개발을 간소화하고 신종 전염

병에 대한 신속한 반응을 촉진할 가능성이 있다[Maruggi et al., Mol Ther. 2019; 27(4): 757-772].

발명의 내용

해결하려는 과제

전임상 및 임상 시험에서는 mRNA 백신이 동물 모델 및 인간에서 안전하고 오래 지속되는 면역 반응을 제공하는[0011]

것으로 나타났다.  전염병에 대한 mRNA 백신은 예방적 또는 치료적 치료법으로서 개발될 수 있다.  감염성 병원

체의 항원을 발현하는 mRNA 백신은 강력한 T 세포 및 체액성 면역 반응을 유도하는 것으로 나타났다[Pardi et

al.,Nat Rev Drug Discov. 2018; 17: 261-279.].  mRNA 백신을 생성하는 생산 절차는 전체 미생물, 생 약독화,

서브유닛 백신의 생산에 비해 무세포이고 간단하고 신속하다.  이러한 신속하고 간단한 제조 공정은 mRNA를 잠

재적으로 신종 전염병과 효과적인 백신에 대한 절박한 필요성 사이의 격차를 메울 수 있는 유망한 바이오-제품

으로 만든다.

과제의 해결 수단

약제학적으로 허용되는 담체에 제형화된 2019-nCoV 단백질 또는 단백질 단편을 암호화(encoding)하는 개방 판독[0012]

프레임(ORF)을 함유하는 메신저 리보핵산(mRNA)의 유효량을 함유하는 조성물이 제공되며, 여기서 mRNA 및 담체

는 중합체성 나노입자(polymeric nanoparticle)를 형성한다.  2019-nCoV 단백질은 스파이크(spike; S) 단백질

또는 스파이크(S) 서브유닛(subunit)일 수 있다.  ORF는 서열 번호 14 내지 31, 또는 50 내지 66으로부터 선택

된 서열을 갖는 펩티드와 같은 펩티드를 암호화하는 mRNA일 수 있다.  ORF는, 예를 들면, 서열 번호 32 내지 49

또는 서열 번호 91 내지 107에 나타낸 바와 같은 서열을 갖는 mRNA를 함유할 수 있다.  ORF는 서열 번호 11,

13, 68, 70, 72, 74 및 90으로부터 선택된 아미노산 서열을 암호화하는 mRNA 분자로부터 선택될 수 있다.  ORF
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는 서열 번호 1-4, 10, 12, 67, 69, 71, 73 또는 89와 같은 서열을 가질 수 있다.

이들 조성물은 또한 orf1a 및/또는 orf1b의 전부 또는 일부를 함유하는 mRNA를 함유할 수 있으며, 여기서 mRNA[0013]

는 2019-nCoV 비구조적(non-structural) 단백질 폴리머라제 및/또는 RdRp를 암호화한다.  ORF는 서열 번호 5

또는 6과 같은 서열을 갖는 mRNA일 수 있다.  ORF는 외피(envelope; E), 막(M) 및/또는 뉴클레오캡시드(N) 단백

질을 암호화하는 2019 nCoV의 전부 또는 일부를 암호화할 수 있다.  이러한 조성물은 또한 외피(E), 막(M) 및/

또는 뉴클레오캡시드(N) 단백질을 암호화하는 2019 nCoV의 전부 또는 일부를 암호화하는 하나 이상의 mRNA 서열

을 함유할 수 있다.  ORF는 서열 번호 7, 8 또는 9에 나타낸 서열을 갖는 mRNA 분자로부터 선택될 수 있다.

이들 조성물 중 임의의 것에서, mRNA는 하나 이상의 N1-메틸-슈도우리딘 및/또는 슈도우리딘 잔기로 화학적으로[0014]

변형될 수 있다.  mRNA의 우리딘 잔기는 모두 N1-메틸 슈도우리딘 또는 슈도우리딘일 수 있다.

이들 조성물 중 임의의 것에서 mRNA 분자는 3'-UTR, 5'-UTR을 추가로 함유할 수 있으며 임의로 (a) 조성물을 안[0015]

정화하고 (b) ORF에 의해 암호화된 폴리펩티드의 발현을 향상시키는 추가 요소를 추가로 함유할 수 있다.  5'-

UTR은 m7G 캡 구조(cap structure) 및 개시 코돈(start codon)을 함유할 수 있고/있거나 3'-UTR은 정지 코돈

및 폴리A 꼬리(polyA tail)를 함유할 수 있다.

조성물은 하나 이상의 ORF를 함유할 수 있고 적어도 두 개의 폴리펩티드를 암호화할 수 있다. [0016]

조성물은 히스티딘-리신 공중합체(HKP)를 함유하는 중합체성 나노입자 담체를 함유할 수 있다.  적합한 HKP의[0017]

예는 서열 번호 75-88로부터 선택된 측쇄를 갖는 중합체를 포함하지만, 이에 제한되지 않는다.

또한 선형 시험관내 전사(IVT) 시스템에서 또는 플라스미드 DNA(pDNA) 벡터 전달 시스템에 의해 ORF를 발현함으[0018]

로써 상기 기술된 바와 같은 조성물을 제조하는 방법이 제공된다.

상기 기술된 바와 같은 조성물은 ORF(들)를 함유하는 조성물을 HKP와 접촉시킴으로써 제조될 수 있으며, 여기서[0019]

mRNA 및 HKP는 나노입자로 자가-조립된다.  조성물은 지질을 추가로 함유할 수 있고, 여기서 지질은 임의로 양

이온성 지질일 수 있다.

또한, 약제학적 유효량의 상기 기술된 바와 같은 조성물을 대상체(subject)에게 투여함으로써 2019-nCoV 감염을[0020]

앓고 있는 대상체를 치료하는 방법이 제공된다.  조성물은 투여 전 또는 투여 동안 분무기 흡입 시스템에 의해

분무될 수 있다.  분무기 시스템은 전체 호흡기 약물 전달을 위한 휴대용 분무기일 수 있다.  조성물은 피하 주

사, 근육내 주사, 또는 복강내 주사(i.p)에 의해 투여될 수 있다.

도면의 간단한 설명

도 1은 최적화된 mRNA 백신 발현 구조의 개략적 도식을 보여준다.  이 구조는 선형 시험관내 전사(IVT) 발현 시[0021]

스템 또는 플라스미드 DNA 전달 벡터에 포함된다.

도 2는 mRNA 일시적 형질감염 후 스파이크 단백질 발현의 면역형광 분석 결과를 보여준다.

도 3은 mRNA 일시적 형질감염 후 스파이크 단백질 발현의 웨스턴 블롯 결과를 보여준다.

도 4는 스파이크 단백질 ORF mRNA 서열을 보여준다.

도 5는 D614G 돌연변이된 스파이크 단백질 ORF mRNA 및 단백질 서열을 보여준다.

도 6은 SARS RBD mRNA 서열, 및 D614G 돌연변이된 스파이크 단백질 ORF에 대한 아미노산 서열을 보여준다. 

도 7은 2019-nCoV에 대한 폴리펩티드 에피토프에 대한 mRNA 및 아미노산 서열을 보여준다.

도 8은 D614G_S6P_DNA 및 아미노산 서열을 보여준다.

도 9는 RBD 삼량체 DNA 및 아미노산 서열을 보여준다.

도 10은 VUI-202012 DNA 및 아미노산 서열을 보여준다.

도 11은 HKP 펩티드 서열을 보여준다.

도 12는 D614G S2P DNA 서열을 보여준다.

도 13은 D614G S2P 아미노산 서열을 보여준다.
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도 14는 2019-nCoV의 펩티드 에피토프를 암호화하는 mRNA 분자의 서열을 보여준다.

발명을 실시하기 위한 구체적인 내용

2019-nCoV 감염의 예방접종, 예방 및 치료를 위한 예방제 및 치료제가 제공된다.  약제학적 부형제와 함께 제형[0022]

화된 mRNA 서열을 함유하는 약제학적 조성물이 제공된다.  mRNA-기반 약제학적 제형의 조성물은 코로나바이러스

감염 및 복제에 필요한 바이러스 단백질을 코딩하는 mRNA 서열 및 특정 담체를 함유한다.  적합한 담체는 히스

티딘-리신 공중합체(HKP), 및/또는 HKP + 지질, 예를 들어 양이온성 지질을 포함한다.  치료 방법, 공정 개발,

및 특정 전달 경로 및 섭생을 포함하는 이러한 약제학적 조성물을 사용하는 방법이 또한 제공된다.

2019-nCoV에 대한 mRNA 백신의 표적 선택 및 설계[0023]

단백질 수준과 관련하여, 2019-nCoV의 예측 유전자를 식별하고 주석을 달았다.  SARS-CoV-유사 코로나바이러스[0024]

에서 검증된 7개의 기능성 단백질(pp1a, E2 당단백질 전구체, 가설 단백질 sars3a, 기질 단백질, 가설 단백질

sars6, 가설 단백질 sars7a, 뉴클레오캡시드 단백질)을 포함하여 모든 6개의 2019-nCoV 게놈의 주석 결과가 동

일한 것으로 밝혀졌다[B. Buchfink,  et  al.,  Nat  Methods.  2015;  12:  59-60].   이러한 결과는 2019-nCoV와

SARS-CoV 또는 MERS-CoV-유사 코로나바이러스 간의 유사점과 차이점을 예시한다.

2019-nCoV에 대한 우세한 인간 수용체는 인간 안지오텐신-전환 효소 2(ACE2)인 것으로 여겨진다.  2019-nCoV로[0025]

부터의 S1 단백질의 도메인 288-330은 유망한 치료 및/또는 백신 표적을 나타낸다[Veljkovic et al., supra].

일반적으로, 2019-nCoV를 포함한 코로나바이러스의 스파이크(S) 단백질은 중화 항체의 주요 유도인자이며, S 단

백질의 S1 서브유닛에 있는 수용체-결합 도메인(RBD)은 다중 형태적 중화 에피토프를 함유한다[He et al., J

Immunol. 2005; 174(8): 4908-4915].  이는 RBD를 함유하는 재조합 단백질 및 RBD 서열을 암호화하는 mRNA를

포함하는 벡터가 안전하고 효과적인 2019-nCoV 백신을 개발하는데 사용될 수 있음을 시사한다.

본원에 기술된 바와 같이, 새로운 유형의 mRNA 백신(mRNA-1273)은 2019-nCoV의 하나 이상의 단백질로부터의 하[0026]

나 이상의 에피토프를 암호화하는 개방 판독 프레임(ORF)을 함유하는 메신저 리보핵산(mRNA)을 함유하는 면역원

성 조성물을 사용하여 개발되었다.  mRNA는 중합체성 나노입자 및/또는 리포솜 나노입자를 함유하는 약제학적으

로 허용되는 담체에서 제형화된다.  조성물은 대상체에서 2019-nCoV에 대한 특이 면역 반응을 유도하기에 효과

적인 양으로 대상체에게 투여될 수 있다.  조성물은 하나 이상의 유형의 mRNA 분자를 함유할 수 있다.  각각의

추가 카피는 조성물의 면역자극 활성을 향상시킨다.  모든 mRNA는 매우 면역원성이고 2019-nCoV 감염의 첫 번째

단계인 2019-nCoV가 상피 세포에 들어가는데 필요한 항원을 암호화한다.

하나의 실시양태에서, 조성물은 2019-nCoV의 전체 스파이크(S) 단백질을 암호화하는 하나 이상의 mRNA를 함유한[0027]

다(도 3).  S 단백질은 바이러스가 숙주 세포 수용체에 부착하는데 사용된다.  스파이크 단백질-코딩 mRNA 서열

은 길며, 따라서 mRNA 발현 시스템 제조의 효율성을 개선하기 위해, 4개의 영역으로 나누었으며, 여기서 이들

영역 중 하나, 일부 또는 전부는 스파이크 단백질 도메인에 대한 프레임으로 발현될 때 스파이크 단백질 구조

(서열 번호 1 내지 4)에 대한 mRNA 항원(들)으로서 사용될 수 있다.  잠재적 에피토프인 24개의 짧은 펩티드 단

편이 표적으로 선택되었다(서열 번호 14 내지 31).  선택된 짧은 펩티드는 20개 미만의 아미노산, 유리하게는

15개 미만의 아미노산이다.  짧은 펩티드 서열을 암호화하는 mRNA 서열은 당업계에 잘 알려진 방법을 사용하여

설계하였다(서열 번호 32 내지 49).

또한, 다른 코로나바이러스와 비교하여, 2019-nCoV는 스파이크 단백질에 몇 가지 고유한 삽입을 갖는다.  2019-[0028]

nCoV의 S 단백질의 삽입 부위의 아미노산 잔기는 인간 면역결핍 바이러스 1형(HIV-1)의 복제 단백질 gp120 또는

Gag의 아미노산 잔기와 동일하거나 유사하다.  또 다른 실시양태에서, 인간 면역계에 의해 인식되는, 2019-nCoV

와 HIV-1 사이에 동일한 아미노산 잔기를 암호화하는 일련의 mRNA 서열이 설계되었다(서열 번호 50 내지 66).

또 다른 실시양태에서, mRNA는 스파이크 단백질의 ORF의 D614G 변이체를 암호화한다.  SARS-CoV-2로 인한 코로[0029]

나바이러스 질병 2019(COVID-19) 발병이 전 세계적인 대유행으로 급속히 확대되었다.  바이러스 스파이크(S) 단

백질의 D614G 돌연변이를 암호화하는 SARS-CoV-2 단리물은 시간이 지남에 따라 이것이 발견된 위치에서 우세하

며, 이는 이러한 변화가 바이러스 전파를 향상시킨다는 것을 의미한다.  잔기 614에 아스파르트산(D614) 및 글

리신(G614)을 갖는 S 단백질은 상이한 기능적 특성을 갖는다.  특히, G614로 위형화된 레트로바이러스는 야생형

(D614)보다 ACE2-발현 세포를 훨씬 더 효율적으로 감염시키는 것으로 밝혀졌다.  이러한 보다 큰 감염성은 더

적은 S1 쉐딩(shedding) 및 슈도비리온으로의 S 단백질의 더 큰 통합과 상관관계가 있었다.  SARS-CoV-2 M, N,

E 및 S 단백질로 생성된 바이러스-유사 입자를 사용하여 유사한 결과가 수득되었다.  상관 분석에서, D614G 돌

연변이를 지닌 스파이크 단백질은 사망률과 유의한 양의 상관관계를 보였다(r = 0.43, P = 0.022).  이러한 결
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과는 D614G 돌연변이를 가진 스파이크 단백질이 야생형보다 안정하다는 것을 나타내며, 이는 스파이크 D614G 변

이를 가진 바이러스가 더 효율적으로 전염시킨다는 역학 데이터와 일치한다(서열 번호 10).  D614G 돌연변이를

포함하는 ORF를 갖는 백신을 생산하였으며, 그 이유는 이것이 Sars-Cov-2의 우성 균주를 보다 효과적으로 보호

할 것이기 때문이다.

또 다른 실시양태에서, mRNA는 D614G 스파이크 단백질 전구체 S2P를 암호화하는 서열 번호 89를 갖는 ORF를 암[0030]

호화한다.

또 다른 실시양태에서, mRNA는 서열 번호 67을 갖는 ORF를 암호화하며, 이것은 확인된 스파이크 단백질의 다른[0031]

돌연변이를 포함한다.  이들은 HV 69-70 결실된 스파이크 단백질, Y144 결실된 스파이크 단백질, N501Y 돌연변

이된 스파이크 단백질, A570D 돌연변이된 스파이크 단백질, P681H 돌연변이된 스파이크 단백질, T716I 돌연변이

된 스파이크 단백질, F817P 변형된 스파이크 단백질, A892P 변형된 스파이크 단백질, A899P 변형된 스파이크 단

백질, A942P 변형된 스파이크 단백질, S982A 돌연변이된 스파이크 단백질, 및 D1118H 돌연변이된 스파이크 단백

질을 포함한다.  이들 공지된 돌연변이 중 하나 이상을 암호화하는 mRNA를 함유하는 백신 조성물은 본원에 기술

된 방법을 사용하여 제조될 수 있다.

또 다른 실시양태에서, mRNA는 외피(E), 막(M) 또는 뉴클레오캡시드(N) 구조 단백질을 포함하는 하나 이상의 다[0032]

른 SARS-CoV-2 바이러스 단백질 코딩 서열을 암호화할 수 있다.  2019-nCoV 게놈은 5'-복제효소(orf1/ab)-구조

단백질[스파이크(S)-외피(E)-막(M)-뉴클레오캡시드(N)]-3'의  순서로  정렬되고(Zulma  et  al.  2016,  Nature

Reviews Drug Discovery 15:327-347.), Aβ-CoV 계통에서 특징적으로 발견되는 헤마글루티닌-에스테라제 유전

자가 없다.  따라서, 2019-nCoV 코딩 mRNA의 S 단백질 이외에 또는 이에 추가하여 다양한 바이러스 단백질이

mRNA 기반 예방접종 표적으로 적용될 수 있다.  실시양태에서, 바이러스 표면 단백질은 유리하게는 mRNA 백신의

표적이다.  ORF1a(서열 번호 5) 영역에서 바이러스 폴리머라제 및 ORF1b(서열 번호 6) 영역에서 복제(RdRp)를

담당하는 바이러스 기능성 단백질이 또한 백신 조성물을 제조하는데 사용될 수 있다.

다른 바이러스 단백질도 mRNA 백신의 표적이 될 수 있다.  예를 들면, 코로나바이러스 막(M) 단백질은 비리온[0033]

조립의 핵심 역할을 한다.  이의 기능 중 하나는 스파이크가 바이러스 외피에 통합되는 것을 매개하는 것이다.

뉴클레오캡시드 N-단백질은 전형적으로 고도로 보존된 매우 면역원성인 인단백질이다.  코로나바이러스 N-단백

질은 종종 진단 분석에서 마커로서 사용된다.  코로나바이러스(CoV) 외피(E) 단백질은 바이러스 형태형성 및 발

병을 포함하여 감염 동안 여러 역할을 한다.  또 다른 실시양태에서, 특이 항원으로서 하나 이상의 바이러스 M

단백질, N 단백질 및 E 단백질의 전부 또는 일부를 코딩하는 mRNA는 항원성 백신 조성물(서열 번호 7,8,9)의 성

분으로서 사용하기 위해 선택될 수 있다.

백신 조성물을 제조하기 위해 mRNA 서열에 변형이 이루어질 수 있다.  예를 들면, 5' 캡 구조가 mRNA 서열에 추[0034]

가될 수 있다.  하나의 실시양태에서, 5'CleanCap이 추가된다.  이 구조는 개시 캡이 있는 삼량체를 사용하여

자연 발생 5' 캡 구조를 생성한다.  유리하게는, mRNA 안정성을 증가시키기 위해 폴리-A 꼬리가 서열에 추가된

다.  AU 또는 GU-풍부 서열은 3' UTR에서 선택될 수 있는 반면, 무작위 서열은 숙주 유전자 서열에 대한 유사성

을 감소시키기 위해 5' UTP에서 사용될 수 있다.  mRNA 서열의 코돈 최적화는 또한 번역 효율을 개선하기 위해

사용될 수 있다.  구체적으로, 더 낮은 존재비의 tRNA 종에 상응하여 더 낮은 단백질 발현을 유도하는 코돈이

더 높은 수준의 단백질 발현을 제공하는 더 높은 존재비의 tRNA에 상응하는 코돈으로 대체된다(Brown, et al.

Protein Expr Purif, 2008, 59:94-102; Maertens et al., 2010, Protein Sci, 9:1312-1326.; Plotkin et al.,

2011, Nat Rev Genet, 12:32-42.; Kudla et al., 2009, Science, 324:255-258.)

mRNA 백신 발현 효율 개선[0035]

포유류 세포에서 mRNA  발현 효율을 개선하기 위해, mRNA  안정성은 부분적인 화학적 변형에 의해 향상될 수[0036]

있다.  번역 효율을 더욱 증가시키기 위해, 비정상적인 RNA 폴리머라제 활성으로부터 유래되는 짧은 가닥 및 이

중  가닥  RNA는,  예를  들면,  FPLC,  HPLC,  또는  셀룰로스를  매트릭스로  사용하는  크로마토그래피에  의해

제거된다.  mRNA 백신의 효능을 개선하기 위해, 슈도우리딘(φ), 5-메틸시티딘(5mC), Cap-1 구조 및 최적화 코

돈과 같은 변형된 뉴클레오시드의 사용과 함께 서열 최적화가 사용될 수 있으며, 이것이 결국 번역 효율을 개선

시킨다.  [변형된 뉴클레오시드의 사용에 대한 추가 정보를 갖는가? 아니면 그것이 상식인가? 이 시점에서 코돈

최적화는 상식이라고 생각된다]  mRNA의 시험관내 전사 동안, 미성숙 mRNA는 선천 면역 활성화 자극을 통해 번

역을 억제하는 오염물질로서 생성될 수 있다(Kariko et al,  Mol Ther. 2008 16(11):1833-40.; Andries et al,

J Control Release. 2015 Nov 10;217:337-44.).  FPLC 및 HPLC 정제가 이러한 오염물질을 제거하기 위해 사용

될 수 있다.
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본원에 기술된 조성물에서, mRNA의 시험관내 전사를 위한 주형은 5'에서 3'로의 5개의 시스-작용성 구조 요소를[0037]

함유한다: (i) 최적화된 캡 구조, (ii) 최적화된 5' 비번역 영역(UTR), (iii) 코돈 최적화된 코딩 서열, (iv)

최적화된 3' UTR  및 (v)  반복된 아데닌 뉴클레오티드의 스트레치(polyA 꼬리)(도 18). (Murray et al, Mol.

Cell. Biol. 2007, 27, 2791-2799. ; Louis et al, Curr. Opin. Genet. Dev. 2011, 21, 444-451. ; Ferizi et

al, Lab Chip 2015, 15, 3561-3571. ; Von Niessen et al, Mol. Ther. 2019, 27, 824-836.)  이러한 시스-작

용성 구조 요소는 반감기 및 발현 수준을 포함하여 보다 양호한 mRNA 특성을 위한 노력에서 더욱 최적화된다.

본원에서 제공되는 5'-UTR은 시작을 포함하지만 폴리펩티드를 암호화하지 않는다(즉, 비-코딩이다).  일부 실시

양태에서, 본 개시내용의 5'-UTR은 7-메틸구아노신(7mG) 서열을 갖는 캡 구조를 포함한다.  3'-UTR은 정지 코돈

(종료 신호를 나타내는 mRNA 전사체의 코돈)으로부터 바로 하류(3')에 있고 폴리펩티드를 암호화하지 않는다(비

코딩이다).  폴리A 꼬리는 3'-UTR의 하류에 있고 다중 연속 아데노신 모노포스페이트를 함유하는 mRNA의 특수

영역이다; 이것은 효율적인 mRNA 생산을 위해 필요하다.  mRNA 시험관내 전사 주형은 mRNA 생산의 효율을 위해

서 뿐만 아니라 후속 단백질 또는 펩티드 생산에도 사용된다.

일부 실시양태에서, mRNA는 RNA 폴리머라제(T7, T3 또는 SP6) 및 상이한 뉴클레오시드의 혼합물을 사용함으로써[0038]

박테리오파지 프로모터, 최적화된 UTR 및 코돈 최적화된 서열을 함유하는 선형 DNA 주형으로부터 시험관내 전사

(IVT)에 의해 생성된다.  또 다른 실시양태에서, 선형 DNA 주형은 전달 벡터로서 플라스미드 DNA(pDNA)에 클로

닝될 수 있다.  플라스미드 벡터는 mRNA  백신 생산에 적합할 수 있다.  일반적으로 사용되는 플라스미드는

pSFV1, pcDNA3 및 pTK126을 포함하며, 이들은 모두 상업적으로 이용 가능하다.  하나의 독특한 mRNA 발현 시스

템은 pEVL이다(참조; Grier et al. Mol Ther Nucleic Acids. 19;5:e306 (2016)). 

일부 실시양태에서, mRNA는 시험관내 전사 동안 모든 우리딘 잔기가 슈도우리딘으로 대체되는 변형된 mRNA이다.[0039]

이러한 변형은 세포에서 효소 분해에 대해 mRNA를 안정화시켜, mRNA의 번역 효율을 향상시킨다.  사용된 슈도우

리딘은 N1-메틸-슈도우리딘, 또는 N6-메틸아데노신(m6A), 이노신, 슈도우리딘, 5-메틸시티딘(m5C), 5-하이드록

시메틸시티딘(hm5C) 및 N1-메틸아데노신(m1A)과 같이 당업계에 잘 알려진 다른 변형일 수 있다.  변형은 임의로

ORF, 5'UTR 및 3'UTR을 포함하는 전체 mRNA에 걸쳐 이루어진다.  숙련가는 다른 변형된 RNA 잔기가 단백질 3차

원 구조를 안정화하고 단백질 번역을 증가시키기 위해 사용될 수 있음을 인식할 것이다.

효율의 수준을 시험하기 위해, 실시예 3, 4 및 5에 기술된 실험을 수행하였다.[0040]

mRNA 백신 전달 시스템으로서의 히스티딘-리신(HK) 폴리펩티드[0041]

핵산을 표적 세포로 전달하는데 효과적인 수단은 기초 연구 환경 및 임상 적용 모두에서 중요한 도구이다.  특[0042]

정 담체의 효과는 형질전환되는 핵산의 특징에 따라 좌우되기 때문에 현재 핵산 담체의 다양한 어레이가 필요하

다[Blakney et al. Biomacromolecules 2018, 19: 2870-2879. Goncalves et al. Mol Pharm 2016; 13: 3153-

3163. Kauffman et al. Biomacromolecules 2018; 19: 3861-3873. Peng et al. Biomacromolecules 2019; 20:

3613-3626. Scholz et al. J Control Release 2012; 161: 554-565.].  다양한 담체 중, 비-바이러스 전달 시스

템이 개발되었으며 여러 측면에서 바이러스 전달 시스템보다 더 유리한 것으로 보고되었다[Brito et al. Adv

Genet. 2015; 89: 179-233].  예를 들면, 고분자량 분지형 폴리에틸렌이민(PEI, 25kDa)은 플라스미드 DNA에 대

한 우수한 담체이지만 mRNA에 대해서는 그렇지 않다.  그러나, PEI의 분자량을 2kDa로 감소시킴으로써, mRNA의

보다 효과적인 담체가 된다[Bettinger et al. Nucleic Acids Res 2001; 29: 3882-3891.]. 

4-분지된 히스티딘-리신(HK) 펩티드 중합체 H2K4b는 고분자량 DNA 플라스미드의 우수한 담체이지만[Leng et al.[0043]

Nucleic Acids Res 2005; 33: e40.] 비교적 저분자량 siRNA의 불량한 담체인 것으로 나타났다[Leng et al. J

Gene Med 2005; 7: 977-986.].  H2K4b의 2개의 히스티딘-풍부 펩티드 유사체, 즉 H3K4b 및 H3K(+H)4b가 siRNA

의 효과적인 담체인 것으로 나타났지만[Leng et al. J Gene Med 2005; 7: 977-986. Chou et al. Biomaterials

2014; 35: 846-855.], H3K(+H)4b가 약간 더 효과적인 것으로 보였다[Leng et al. Mol Ther 2012; 20: 2282-

2290.].  더욱이, siRNA의 H3K4b 담체는 H3K(+H)4b siRNA 다중체보다 시험관내 및 생체내에서 유의하게 더 큰

정도로 사이토카인을 유도하였다[Leng et al. Mol Ther 2012; 20: 2282-2290.].  적합한 HK 폴리펩티드는 제

WO/2001/047496호, 제WO/2003/090719호, 및 제WO/2006/060182호에 기술되어 있으며, 이들 각각의 내용은 전문

이 본원에 포함된다.  이러한 폴리펩티드는 리신 측쇄 ε-아미노 그룹과 N-말단이 다양한 HK 서열에 결합된 리

신 골격(3개의 라이신 잔기)을 갖는다.  HK 폴리펩티드 담체는, 예를 들면, 고체상 합성을 포함하는 당업계에

잘 알려진 방법에 의해 합성될 수 있다.

이러한 히스티딘-리신 펩티드 중합체("HK 중합체")는 놀랍게도 mRNA 담체로서 효과적이며, 이들은 단독으로 또[0044]

는 리포솜과 조합하여 사용되어 표적 세포로의 mRNA의 효과적인 전달을 제공할 수 있는 것으로 밝혀졌다.  PEI
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및 기타 담체와 유사하게, 초기 결과는 HK 중합체가 핵산을 운반하고 방출하는 능력에 있어 상이하다는 것을 시

사하였다.  그러나, HK 중합체는 펩티드 합성기에서 재현 가능하게 만들 수 있기 때문에, 이들의 아미노산 서열

을 쉽게 변경할 수 있어 mRNA의 결합과 방출 뿐만 아니라 HK 중합체와 mRNA를 함유하는 다중체의 안정성을 미세

하게 제어할 수 있다[Chou et al. Biomaterials 2014; 35: 846-855. Midoux et al. Bioconjug Chem 1999; 10:

406-411. Henig et al. Journal of American Chemical Society 1999; 121: 5123-5126.].  mRNA 분자가 하나

이상의 HKP 담체와 혼합될 때, 성분들은 나노입자로 자가-조립된다.

본원에 기술된 바와 같이, 유리하게는 HK 중합체는 3개-리신 아미노산 코어에 연결된 4개의 짧은 펩티드 분지를[0045]

포함한다.  펩티드 분지는 상이한 구성으로 히스티딘 및 리신 아미노산으로 이루어진다.  이들 히스티딘-리신

펩티드 중합체(HK 중합체)의 일반적인 구조는 화학식 I에 나타나 있으며, 여기서 R은 펩티드 분지를 나타내고 K

는 아미노산 L-리신을 나타낸다.

[화학식 I][0046]

[0047]

화학식 I에서 K는 L-리신이고 각각의 R1, R2, R3 및 R4는 독립적으로 히스티딘-리신 펩티드이다.  R1-4 분지는 본[0048]

발명의 HK 중합체에서 동일하거나 상이할 수 있다.  R 분지가 "상이"할 때, 그 분지의 아미노산 서열은 중합체

의 다른 R 분자 각각과는 상이하다.  화학식 I에 나타낸 본 발명의 HK 중합체에 사용되는 적합한 R 분지는 하기

R 분지 RA - R-J를 포함하지만, 이에 제한되지 않는다:

RA = KHKHHKHHKHHKHHKHHKHK-  (서열 번호 79)[0049]

RB = KHHHKHHHKHHHKHHHK-  (서열 번호 80)[0050]

RC = KHHHKHHHKHHHHKHHHK-       (서열 번호 81)[0051]

RD = kHHHkHHHkHHHHkHHHk-           (서열 번호 82)[0052]

RE = HKHHHKHHHKHHHHKHHHK-          (서열 번호 83)[0053]

RF = HHKHHHKHHHKHHHHKHHHK-        (서열 번호 84)[0054]

RG = KHHHHKHHHHKHHHHKHHHHK-       (서열 번호 85)[0055]

RH = KHHHKHHHKHHHKHHHHK-       (서열 번호 86)[0056]

RI = KHHHKHHHHKHHHKHHHK-     (서열 번호 87)[0057]

RJ = KHHHKHHHHKHHHKHHHHK-      (서열 번호 88)[0058]

mRNA 조성물에 사용될 수 있는 특정 HK 중합체는 R1, R2, R3 및 R4가 각각 동일하고 RA - RJ로부터 선택되는 HK[0059]

중합체를  포함하지만,  이에  제한되지  않는다(표 1).   이러한  HK  중합체를 각각 H2K4b,  H3K4b,  H3K(+H)4b,

H3k(+H)4b, H-H3K(+H)4b, HH-H3K(+H)4b, H4K4b, H3K(1+H)4b, H3K(3+H)4b 및 H3K(1,3+H)4b라고 한다.  이러한

10개의 예 각각에서, 대문자 "K"는 L-리신을 나타내고, 소문자 "k"는 D-리신을 나타낸다.  H3K4b와 비교하여 추

가 히스티딘 잔기는 분지 서열 내에서 밑줄이 그어져 있다.  HK 중합체의 명명법은 다음과 같다: 

1) H3K4b의 경우, 분지의 우세한 반복 서열은 -HHHK-이며, 따라서 "H3K"가 이름의 일부이며; "4b"는 분지의 수[0060]

를 지칭하고;

2) H3K4b 및 유사체의 각 분지에는 4개의 -HHHK- 모티프가 있고; 첫 번째 -HHHK- 모티프("1")는 리신 코어에 가[0061]

장 가까우며; 

3) H3K(+H)4b는 H3K4b의 두 번째 -HHHK- 모티프(모티프 2)에 하나의 추가 히스티딘이 삽입된 H3K4b의 유사체이[0062]
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고; 

4) H3K(1+H)4b 및 H3K(3+H)4b 펩티드의 경우, 첫 번째(모티프 1) 및 세 번째(모티프 3) 모티프에 각각 추가 히[0063]

스티딘이 있고; 

5) H3K(1,3+H)4b의 경우, 분지의 첫 번째 및 세 번째 모티프 모두에 2개의 추가 히스티딘이 있다.[0064]

표 1[0065]

[0066]

겔 지연 분석, 헤파린 치환 분석 및 유세포 분석을 포함하는 당업계에 잘 알려진 방법을 수행하여 mRNA를 성공[0067]

적으로  전달하는데  있어서  HK  중합체  +  리포솜을  함유하는  다른  제형의  성능을  평가할  수  있다.   적합한

방법이, 예를 들면, 문헌[Gujrati et al, | Mol. Pharmaceutics 11:2734-2744 (2014), Parnaste et al., Mol

Ther Nucleic Acids. 7: 1-10 (2017)]에 기술되어 있다.

세포로의 mRNA 흡수의 검출은 또한 SmartFlare® 기술(Millipore Sigma)을 사용하여 달성할 수 있다.  이러한[0068]

스마트 플레어는, 세포에서 RNA 서열을 인식할 때, 형광 현미경으로 분석할 수 있는 형광의 증가를 야기하는 서

열이 부착된 비드이다.

또 다른 방법은 mRNA로부터 단백질 발현을 측정하는 것을 포함한다 - 예를 들면, 루시페라제를 암호화하는 mRNA[0069]

는 당업계에 잘 알려진 방법을 사용하여 형질감염의 효율을 측정하는데 사용될 수 있다.  예를 들면, 이들은

HKP 및 리포솜 제형을 사용하여 mRNA를 전달하는 효능을 입증하기 위해 최신 간행물에서 루시퍼라제 mRNA로 수

행되었다(He et al, J Gene Med. 2021 Feb;23(2):e3295). 

mRNA 전달에서 DOTAP 및 HK 담체의 상승 활성[0070]

H3K(+H)4b와 DOTAP(양이온성 지질)의 조합은 놀랍게도 MDA-MB-231 세포로 mRNA를 운반하는 능력에서 상승적이었[0071]

다(H3K(+H)4b/리포솜 vs 리포솜, P<0.0001).  조합은 중합체 단독 및 양이온성 지질 담체보다 mRNA의 담체로서

각각 약 3배 및 8배 더 효과적이었다.  모든 HK 펩티드가 DOTAP 지질과의 상승 작용을 입증하는 것은 아니다.

예를 들면, H3K4b와 DOTAP의 조합은 루시퍼라제 mRNA의 담체로서 DOTAP 리포솜보다 덜 효과적이었다.  DOTAP 외

에도,  HK  펩티드와  함께  사용될  수  있는  다른  양이온성  지질은  리포펙틴(ThermoFisher),  리포펙타민

(ThermoFisher) 및 DOSPER을 포함한다(도 22). 

분지의 L-리신이 D-리신으로 대체된 H3k(+H)4b의  D-이성체가 가장 효과적인 중합체 담체였다(H3k(+H)4b  vs.[0072]

H3K(+H)4b, P<0.05).  mRNA의 D-이성체/리포솜 담체는 H3k(+H)4b 단독 및 리포솜 담체보다 각각 거의 4배 및
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10배 더 효과적이었다.  D-H3k(+H)4b/지질 조합이 L-H3K(+H)4b/지질 조합보다 약간 더 효과적이었지만, 이 비교

는 통계적으로 다르지 않았다(도 23).

HK 중합체 중 mRNA에 대한 담체로서의 H3K(+H)4b[0073]

H3K4b 및 H3K(+H)4b 둘 다는 시험관내에서 핵산의 담체로서 사용될 수 있다[Leng et al. J Gene Med 2005; 7:[0074]

977-986. Chou et al., Cancer Gene Ther 2011; 18: 707-716.].  이러한 이전의 발견에도 불구하고, H3K(+H)4b

는 다른 유사한 유사체에 비해 mRNA의 담체로서 현저히 더 우수하였다(표 2).

표 2[0075]

[0076]

[0077]
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특히, 이것은 다양한 중량:중량 (HK:mRNA) 비율에서 H3K4b보다 더 높은 mRNA 형질감염 효율을 갖는다.  4:1 비[0078]

율에서, 루시퍼라제 발현은 상당한 세포독성 없이 MDA-MB-231 세포에서 H3K4b보다 H3K(+H)4b로 10배 더 높았다.

또한, H3K4b 및 H3K(+H)4b에서 히스티딘의 백분율(중량 기준)이 각각 68.9% 및 70.6%이기 때문에 완충 능력이

이들의 형질감염 차이의 필수 요소인 것으로 보이지 않는다.

겔 지연 분석은 mRNA의 전기영동 이동성이 HK 중합체에 의해 지연되었음을 보여준다.  지연 효과는 펩티드 대[0079]

mRNA 중량 비율이 높을수록 증가하였다.  그러나, mRNA는 H3K(+H)4b의 2:1 비율에서 완전히 지연되었지만 H3K4b

에 의해서는 완전히 지연되지 않았다.  이것은 H3K(+H)4b가 보다 안정적인 다중체를 형성할 수 있음을 시사하였

으며, 이는 mRNA 전달에 적합한 담체가 되는 능력에 유리하였다.

H3K(+H)4b  펩티드가 mRNA에 더 단단히 결합한다는 추가 확인은 헤파린-전위 분석(heparin-displacement assa[0080]

y)으로 입증되었다.  다양한 농도의 헤파린이 mRNA 및 HK로 형성된 다중체에 첨가되었으며, 특히 낮은 농도의

헤파린에서, mRNA가 H3K(+H)4b 중합체보다 더 쉽게 H3K4b 중합체에 의해 방출되는 것으로 관찰되었다.  이러한

데이터는 H3K(+H)4b가 mRNA에 결합하여 H3K4b보다 더 안정적인 다중체를 형성할 수 있음을 시사한다.

시아닌-5로 표지된 mRNA를 사용하여, H3K4b 및 H3K(+H)4b 다중체의 MDA-MB-231 세포로의 흡수를 유세포 분석을[0081]

사용하여 비교하였다.  상이한 시점(1, 2 및 4시간)에서, H3K(+H)4b 다중체는 H3K4b 다중체보다 더 효율적으로

세포로 들어왔다(데이터는 표시되지 않음).  이러한 결과와 유사하게, 형광 현미경 검사법은 H3K(+H)4b 다중체

가  H3K4b  다중체보다  훨씬  더  많은  산성  엔도솜  소포  내에  편재됨을  나타내었다(H3K4b  vs.  H3K(+H)4b,

P<0.001).   흥미롭게도, 식작용 소포와 겹치지 않는 불규칙한 형상의 H3K4b  다중체는 아마도 세포외였으며,

H3K(+H)4b 다중체에서는 관찰되지 않았다.

HK 중합체와 양이온성 지질(즉, DOTAP)은 플라스미드로의 형질감염을 상당히 독립적으로 증가시키는 것으로 알[0082]

려져 있다[Chen et al. Gene Ther 2000; 7: 1698-1705.].  결과적으로, 이들 지질이 HK 중합체와 함께 mRNA 형

질감염을 향상시켰는지 여부를 조사하였다.  특히, H3K(+H)4b 및 H3k(+H)4b 담체는 DOTAP 리포솜보다 mRNA의 훨

씬 더 나은 담체였다.  H3K(+H)4b와 DOTAP 지질의 조합은 MDA-MB-231 세포로 mRNA를 운반하는 능력에서 상승적

이었다.  이 조합은 중합체 단독 및 리포솜 담체보다 mRNA의 담체로서 각각 약 3배 및 8배 더 효과적이었다

(H3K(+H)4b/lipid vs. 리포솜 또는 H3K(+H)4b).  특히, 모든 HK 펩티드가 DOTAP 지질과 함께 개선된 활성을 입

증한 것은 아니다.  H3K4b와 DOTAP 담체의 조합은 루시퍼라제 mRNA의 담체로서 DOTAP 리포솜보다 덜 효과적이었

다.  DOTAP와 H3K(+H)4b 담체의 조합은 mRNA를 세포로 운반하는 능력에서 상승적인 것으로 밝혀졌다[He et al.

J Gene Med. 2020 Nov 10:e3295].

mRNA 백신의 투여[0083]

본원에 기술된 백신 제형은 백신을 투여하기 위해 통상적으로 사용되는 임의의 투여 방식에 의해 인간 대상체를[0084]

포함한 대상체에게 투여될 수 있다.  따라서 조성물은 에어로졸, 분산액, 용액 또는 현탁액의 형태일 수 있고

흡입, 근육내, 경구, 설하, 협측, 비경구, 비강, 피하, 피내 또는 국소 투여용으로 제형화될 수 있다.  본원에

사용된 용어 비경구는 경피, 피하, 혈관내(예를 들어, 정맥내), 근육내, 또는 척추강내 주사 또는 주입 기술 등

을 포함한다.

본원에 사용된 바와 같이, 백신의 유효량은 백신이 투여되는 대상체에서 보호 면역 반응을 생성하는데 필요한[0085]

용량이다.  본 맥락에서 보호 면역 반응은 2019-nCoV로 시험감염된 대상체에서 질병을 예방하거나 개선하는 것

이다.  백신이 보호 면역 반응을 생성하는지 여부를 결정하기 위해 다수의 대상체에서 임상 시험을 실행하는 방

법은 당업계에 잘 알려져 있다.

백신은 1회 이상 투여될 수 있다.  백신에 대한 면역 반응의 초기 측정은 백신을 제공받는 대상체에서 항체의[0086]

생산을 측정함으로써 이루어질 수 있다.  이러한 방식으로 항체 생산을 측정하는 방법은 또한 당업계에 잘 알려

져 있다.  이것은 질병 상태의 예방, 발생 억제 또는 치료(증상을 어느 정도 완화, 바람직하게는 모든 증상 완

화)에 필요한 용량이다.  약제학적 유효량은 질병의 유형, 사용된 조성물, 투여 경로, 치료되는 포유동물의 유

형, 고려 중인 특정 포유동물의 신체적 특성, 동시 투여 약물, 및 기타 의학 분야의 숙련가가 인지하는 요인에

따라 좌우된다.  일반적으로, 제형화된 조성물의 효능에 따라 0.1mg/kg 내지 100mg/kg 체중/일의 활성 성분의

양이 투여된다.

그러나, 이들의 적용은 최근까지 mRNA의 불안정성 및 비효율적인 생체내 전달에 의해 제한되었다.  본원에 기술[0087]

된 방법은 폴리펩티드 전달 시스템 및 폴리펩티드 나노입자 전달 시스템을 갖는 mRNA 백신을 제조하고 사용하는

방법을 제공한다.
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본원에 기술된 방법은 다양한 질병, 특히 감염성 질병에 대한 예방 및 치료 백신을 포함하는 mRNA의 임상 적용[0088]

에 사용될 수 있다.

실시예 1: mRNA 합성: [0089]

CleanCap SARS-COV 2 스파이크 단백질(S1P 및 S2P) 및 CleanCap 강화된 녹색 형광 단백질(EGFP) 발현 mRNA를[0090]

합성하였으며 CleanCap SARS-COV 2 스파이크 단백질(S6P)은 TriLink BioTechnologies, Inc,(San Diego, CA)에

의해 제조하였고 에탄올-함유 완충액에서 셀룰로스에 dsRNA를 선택적으로 결합시켜 정제하였다.  10mM HEPES(pH

7.2), 0.1mM EDTA, 125mM NaCl, 16% 에탄올 및 셀룰로스 섬유를 함유하는 크로마토그래피 완충액을 mRNA 생성

물과 함께 마이크로원심분리 스핀 컬럼에 첨가하고 원심분리하였다.  이 절차 후에 dsRNA의 거의 90%를 제거할

수 있다(Baiersdorfer  et.al,  2019).   FPLC  및  HPLC를  사용하여 오염 물질을 또한 제거할 수 있다(Kariko

et.al, 2011).

실시예 2: 펩티드 (HK 중합체) 제조[0091]

HK 펩티드 중합체는 메릴랜드 대학의 바이오폴리머 코어 시설에 의해 Rainin Voyager 합성기(Tucson, AZ)에서[0092]

합성하였다.

실시예 3: mRNA의 시험관내 형질감염 [0093]

mRNA, EGFP mRNA 및 SARS-COV 2 SP의 적절한 단백질 발현을 확인하기 위해, mRNA를 인간 배아 신장 293T 세포[0094]

(293T 세포)에 일시적으로 형질감염시켰다.  간단히 말해서, 4.8 X 10
5
개 세포를 2ml의 DMEM(10% 소 태아 혈청

및 1% 페니실린-스트렙토마이신(ThermoFisher Scientific))을 함유하는 6웰 플레이트에 플레이팅하였다.  24시

간 후, 세포가 70-90% 융합되었을 때, mRNA를 제공된 프로토콜에 따라 리포펙타민 MessengerMAX 형질감염 시약

(ThermoFisher Scientific)을 사용하여 293T 세포로 형질감염시켰다.  시험관내 단백질 발현 측정을 위해 293T

세포를 2일 동안 배양하였다.

양이온성  리포솜  DOTAP(1,2-디올레오일-3-트리메틸암모늄-프로판, Roche),  MC3(DLin-MC3-DMA,  ChemScene)  및[0095]

PLA(폴리락트산)와 관련된 두 개의 HK 기반 중합체를 EGFP mRNA 및 SARS-COV 2 SP mRNA를 인간 배아 신장 293

세포(HEK 293 세포)로 운반하는 능력에 대해 실험하였다.  간단히 말해서, 4.8 X 10
5
개 세포를 2ml의 DMEM(10%

소 태아 혈청 및 페니실린-스트렙토마이신(ThermoFisher Scientific))을 함유하는 6웰 플레이트에 플레이팅하였

다.  24시간 후, 세포가 70-90% 융합되었을 때, EGFP 및 SP mRNA를 갖는 두 개의 HK 기반 중합체 제형을 각 웰

에 첨가하였다.  293T 세포를 시험관내 단백질 발현 측정을 위해 2일 동안 배양하였다.

실시예 4: 시험관내 단백질 발현 측정[0096]

면역형광 분석: 2일간의 형질감염 후, Cytation5 세포 이미징 멀티-모드 판독기(Biotek, Winooski, VT)를 사용[0097]

하여 면역형광 이미징에 의해 단백질 발현을 측정하였다.

세포 용해물 제조: 2일간의 형질감염 후, 배양 배지를 흡인하고 세포를 빙냉 PBS로 얼음 위에서 세척하였다.[0098]

프로테아제 억제제(ThermoFisher Scientific)를 갖는 빙냉 용해 완충액(RIPA, ThermoFisher Scientific)를 첨

가하고 세포를 4℃에서 30분 동안 배양하였다.  세포 스크레이퍼를 사용하여 세포를 수확하고 초음파 처리에 의

해 용해시켰다.  4℃에서 20분간 10,000g에서 원심분리하여 세포 파편을 펠렛화하고, 상청액을 새로운 미세원심

분리 튜브로 옮겼다.  용해물의 단백질 농도를 웨스턴 블롯을 위한 Bradford 또는 BCA 단백질 분석에 의해 결정

하였다.

웨스턴 블롯: 간단히 말해서, 겔의 각 웰에서, 20-50ug의 단백질을 25μl/웰의 총 부하 용적으로 4X SDS 샘플[0099]

완충액(ThermoFisher  Scientific),  10X  환원 완충액(ThermoFisher  Scientific)  및 추가 ddH2O(ThermoFisher

Scientific)와 혼합하였다.  혼합물을 95℃에서 5분간 가열하여 변성시키고 실온으로 냉각시키며, NuPAGE™ 4

내지 12%, Bis-Tris 겔(ThermoFisher Scientific)에 부하하기 전에 원심분리하였다.  전기영동 분리 후, 겔을

카세트로부터 제거하고 iBlot™ 2 Dry Blotting 시스템(ThermoFisher Scientific)을 사용하여 옮겼다.  TBST

중의  5%  무지방 분유로 전달 막을 RT에서  1시간  동안 차단하고,  1차  항체와 함께 4℃에서 밤새 배양하고,

TBST(TBS 중의 0.05% Tween20) 완충액으로 3회 세척하고, HRP 접합된 마우스 IgG (H+L) 2차 항체(ThermoFisher

Scientific, A24512)인 2차 항체와 실온에서 1시간 동안 배양하였다.  전달 막을 Pierce ECL 웨스턴 블롯팅 기

질(Thermo Fisher Scientific)에 의해 전개시키고 화학발광 이미징 시스템을 사용하여 이미징하였다.

실시예 5: 생체내 제형 제조[0100]
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1.  PNI-Genvoy  LNP  제형: 지질 나노입자는 시험관내 및 생체내 분석 모두에서 PNI  NanoAssemblr(Precision[0101]

NanoSystems, Vancouver, British Columbia, Canada)을 양성 대조군으로 하여 GenVoy 플랫폼을 사용하여 제형

화하였다.

2. HKP(+H) 제형: HKP(+H) 스톡 용액(10mg/mL)을 뉴클레아제가 없는 물에서 제조하였다.  농축된 스톡 용액을[0102]

물에서  4mg/mL로  희석하였다.   mRNA  작업  용액(1mg/mL)을  1mM  시트레이트 완충액(pH  6.0)에서  제조하였다.

mRNA/HKP(+H)  다중체는 동일한 용적의 4mg/mL  HKP(+H)  및 1mg/mL  mRNA를 혼합하여 형성하였다.  HKP(+H) 대

mRNA의 질량비는 4:1이었다.  mRNA/HKP(+H) 다중체를 사용 전에 실온에서 30분 동안 배양하였다.  각 펩티드-기

반 다중체의 크기는 형질감염 또는 주입 전에 Zetasizer(Malvern Panalytical)로 결정하였다.

3. HKP(+H)/DOTAP 제형(후-혼합된 DOTAP): HKP(+H) 스톡 용액(10 mg/mL)을 뉴클레아제가 없는 물에서 제조하였[0103]

다.  농축된 스톡 용액을 물에서 4mg/mL로 희석하였다.  DOTAP(Sigma-Aldrich)는 수성 완충 용액 중의 1mg/mL

이다.  mRNA 작업 용액(1mg/mL)을 1mM 시트레이트 완충액(pH 6.0)에서 제조하였다.  먼저 mRNA/HKP(+H) 다중체

는 동일 용적의 4mg/mL HKP(+H) 및 1mg/mL mRNA를 혼합하여 형성하였다.  mRNA/HKP(+H) 다중체를 실온에서 30

분 동안 배양하였다.  다음으로, HKP(+H) 용액에 대해 동일 용적의 DOTAP를 mRNA/HKP(+H) 다중체에 첨가하였다.

HKP(+H)/DOTAP 대 mRNA의 질량비는 4:1:1이었다.  mRNA/HKP(+H)/DOTAP 나노입자를 사용 전에 실온에서 30분 동

안 배양하였다.

4. HKP(+H)/MC3 또는 HKP(+H)/DOTAP 제형(사전-혼합된 MC3 또는 DOTAP): HKP(+H) 스톡 용액(10mg/mL)을 뉴클레[0104]

아제가 없는 물에서 제조하였다.  농축된 스톡 용액을 물에서 4mg/mL로 희석하였다.  DOTAP 또는 MC3는 수성 완

충 용액 중의 1mg/mL이다.  mRNA 작업 용액(1mg/mL)을 1mM 시트레이트 완충액(pH 6.0)에서 제조하였다.  동일

용적의 HKP(+H) 및 MC3을 4:1 질량 비율로 사전-혼합하고 HKP(+H) 용액에 대한 동일 용적의 mRNA를 사전-혼합된

HKP(+H)/MC3에 첨가하였다.  mRNA/HKP(+H)/MC3 나노입자는 사전-혼합된 4mg/mL HKP(+H)/1mg/mL MC3 및 1mg/mL

mRNA를 혼합하여 형성하였다.  HKP(+H)/MC3 대 mRNA의 질량비는 4:1:1이다.  mRNA/HKP(+H)/MC3 나노입자를 사

용 전에 실온에서 30분 동안 배양하였다.

5. HKP(+H)/PLA NP 제형: HKP(+H) 스톡 용액(10mg/mL)을 뉴클레아제가 없는 물에서 제조하였다.  농축된 스톡[0105]

용액을 물에서 4 mg/mL로 희석하였다.  폴리-L-락트산(PLA) 나노입자(5mg/mL)를 물에서 제조하였다.  mRNA 작업

용액(1mg/mL)을 1mM 시트레이트 완충액(pH 6.0)에서 제조하였다.  동일 용적의 HKP(+H) 및 mRNA를 4:1 질량 비

율로 혼합하였다.  mRNA/HKP(+H) 다중체를 실온에서 30분 동안 배양한 다음 HKP(+H) 용액에 대한 동일 용적의

PLA  나노입자를 mRNA/HKP(+H)  나노입자에 첨가하여 mRNA/HKP(+H)  다중체를 PLA  나노입자 표면에 흡착시켰다.

HKP(+H)/PLA 대 mRNA의 질량 비율은 4:5:1이었다. mRNA/HKP(+H)/PLA 나노입자를 사용 전에 실온에서 30분 동안

배양하였다.

실시예 6: 생체내 동물 모델 및 주입[0106]

생체내 연구는 Antibody and Immunoassay Consultants(AIC) Inc(Gaithersburg, MD)에서 수행하였다.  간단히[0107]

말해서, 8마리의 6-8주령 암컷 BALB/C를 각 그룹당 4마리 마우스로 하여 각 그룹으로 무작위배정하고 상이한 제

형으로 30μg의 EGFP를 오른쪽 옆구리에 근육내 주사하였다.  상기 언급한 동일한 제형으로, CleanCap SARS-COV

2 스파이크 단백질(S6P) 다중체를 생체내 분석 및 항체 역가 측정 및 결합을 위해 제조하였다.

28일째에, 부스팅을 위한 2차 주사를 하고 35일째에 혈청을 채취하여 항체 역가 측정을 위해 면역분석법(ELIS[0108]

A)으로 분석하였다.

결과[0109]

면역형광 분석[0110]

제조한지 1주일 후, 제형을 HEK 293T 세포에 전달하였다(도 2).  모든 HKP(H) 그룹은 시험관내에서 mRNA를 세포[0111]

로 운반할 가능성을 입증하였다.  HKP(H)군 중에서, HKP(H) 단독 그룹이 다른 그룹 및 PNI Genvoy(양성대조군)

보다 높은 EGFP 발현을 보였다.

웨스턴 블롯 분석[0112]

다음으로 웨스턴 블롯 분석을 수행하였으며 결과(도 3)는 S1P D614G mRNA 전달 그룹으로부터 세포 표면에 발현[0113]

된 스파이크 단백질이 세포막에 국소화 후 쉐딩을 겪는 것으로 나타났다.  스파이크 단백질의 S2 도메인만 세포

표면에 남아 있었다.  웨스턴 블롯의 밴드 크기(70-80 KDa)가 이 가설을 뒷받침하였다.  그러나 S2P D614G로부
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터의 스파이크 단백질은 스파이크 단백질의 온전한 크기(180 KDa)를 보였다.
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