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재조합 단백질을 생성하는 면역원성 발현물질 상에 또는 내에 하나 이상의 인간 성장 인자, 종양 항원, 및/또는

그 수용체 또는 항원결정기를 발현하는 재조합 단백질. 상기 성장 인자, 종양 항원, 및/또는 수용체, 시퀀스는

단일 발현 또는 적절한 내부 위치 또는 말단의 엔코딩 시퀀스 내에서 2개 이상의 텐덤 반복물질로서 발현될 수

있다. 

대 표 도 - 도1
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특허청구의 범위

청구항 1 

폴리펩티드 시퀀스, 및

상기 폴리펩티드 시퀀스를 따라 성장 인자의 적어도 일부를 발현하는 시퀀스를 포함하는 것을 특징으로 하는 재

조합 단백질.

청구항 2 

제 1 항에 있어서,

상기 폴리펩티드 시퀀스는 면역원성 폴리펩티드 시퀀스를 포함하는 것을 특징으로 하는 재조합 단백질.

청구항 3 

제 1 항에 있어서,

상기 폴리펩티드 시퀀스는 콜레라 독소 B(CT-B) 단백질을 포함하는 것을 특징으로 하는 재조합 단백질.

청구항 4 

제 1 항에 있어서,

상기 성장 인자는 상피 성장 인자(EGF)를 포함하는 것을 특징으로 하는 재조합 단백질.

청구항 5 

제 1 항에 있어서, 

상기 성장 인자의 적어도 일부는 상피 성장 인자(EGF)의 B-루프를 포함하는 것을 특징으로 하는 재조합 단백질.

청구항 6 

제 1 항에 있어서,

상기 성장 인자의 적어도 일부는 성장 인자의 중화 도메인을 포함하는 것을 특징으로 하는 재조합 단백질.

청구항 7 

제 1 항에 있어서,

상기 성장 인자의 적어도 일부는 IGF-1, IGF-2, FGF1, FGF2, TGF-α, TGF-β, VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-

D, PDGF, NGF, EGF, HGF, BMP1~BMP6 및 IL1~IL6을 포함하지만 이들에 한정되지 않는 하나 이상의 성장 인자의

전장 또는 그 일부를 포함하는 것을 특징으로 하는 재조합 단백질.

청구항 8 

제 1 항에 있어서,

상기 성장 인자의 적어도 일부는 상기 합성 단백질 내에 존재하는 적어도 2개의 서로 다른 성장 인자의 전장 또

는 중화 도메인을 포함하는 것을 특징으로 하는 재조합 단백질.

청구항 9 

제 1 항에 있어서,

상기 성장 인자의 적어도 일부는 상기 단백질 내에 단일 도메인 또는 2개 이상의 텐덤 반복물질로서 하나 이상

의 성장 인자의 전장 또는 중화 도메인을 포함하는 것을 특징으로 하는 재조합 단백질.

청구항 10 
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제 1 항에 있어서,

상기 성장 인자의 적어도 일부 또는 그 중화 도메인은 펩티드 '스페이서'에 의해 잔존하는 합성 단백질로부터

분리되는 것을 특징으로 하는 재조합 단백질.

청구항 11 

제 10 항에 있어서,

상기 펩티드 '스페이서'는 부분적으로 성장 인자 또는 그 중화 도메인을 포함하는 것을 특징으로 하는 재조합

단백질.

청구항 12 

제 10 항에 있어서,

상기 펩티드 '스페이서'는 하나 이상의 호스트 T-세포 항원결정기를 포함하는 것을 특징으로 하는 재조합 단백

질.

청구항 13 

모노머의 서브유닛으로부터 멀티머를 조립하여 하나 이상의 성장 인자 또는 그 일부를 포함하는 합성 단백질을

형성하는 것을 포함하는 것을 특징으로 하는 다가 분자의 조제 방법.

청구항 14 

하나 이상의 단일 1가의 멀티머를 함께 혼합하여 하나 이상의 성장 인자 또는 그 일부를 포함하는 합성 단백질

을 포함하는 다가의 백신을 조제하는 것을 포함하는 것을 특징으로 하는 백신 제제의 조제 방법.

청구항 15 

하나 이상의 1가의 항체, 하나의 성장 인자, 합성 단백질을 백신 접종 당일 또는 백신 접종 기간에 격일 또는

여러 회에 나눠서 환자에게 투여하는 것을 포함하는 것을 특징으로 하는 환자의 치료 방법.

청구항 16 

폴리펩티드 시퀀스, 및

상기 폴리펩티드 시퀀스를 따라 종양 항원의 적어도 일부를 발현하는 제 1 시퀀스를 포함하는 것을 특징으로 하

는 재조합 단백질.

청구항 17 

제 16 항에 있어서,

상기 폴리펩티드 시퀀스는 면역원성 폴리펩티드 시퀀스를 포함하는 것을 특징으로 하는 재조합 단백질.

청구항 18 

제 16 항에 있어서,

상기 폴리펩티드 시퀀스는 콜레라 톡신 B(CT-B) 단백질을 포함하는 것을 특징으로 하는 재조합 단백질.

청구항 19 

제 16 항에 있어서,

상기 종양 항원은 전립선 특이 항원(PSA)인 것을 특징으로 하는 재조합 단백질.

청구항 20 

제 16 항에 있어서, 

상기 종양 항원의 적어도 일부는 PSA 및 기타 종양 항원을 포함하지만 이들에 한정되지 않는 하나 이상의 종양
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항원의 전장 또는 그 일부를 포함하는 것을 특징으로 하는 재조합 단백질. 

청구항 21 

제 20 항에 있어서,

상기 종양 항원의 적어도 일부는 상기 합성 단백질 내에 존재하는 2~4개의 서로 다른 종양 항원의 전장 또는 일

부를 포함하는 것을 특징으로 하는 재조합 단백질.

청구항 22 

제 20 항에 있어서,

상기 종양 항원의 적어도 일부는 상기 합성 단백질 내에 단일 항원결정기 또는 2개 이상의 텐덤 반복물질로서

하나 이상의 종양 항원의 전장 또는 일부를 포함하는 것을 특징으로 하는 재조합 단백질.

청구항 23 

제 16 항에 있어서,

상기 폴리펩티드 시퀀스를 따라 성장 인자의 적어도 일부를 발현하는 제 2 시퀀스를 더 포함하는 것을 특징으로

하는 재조합 단백질.

청구항 24 

제 23 항에 있어서,

상기 성장 인자의 적어도 일부는 IGF-1, IGF-2, FGF1, FGF2, TGF-α, TGF-β, VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-

D, PDGF, NGF, EGF, HGF, BMP1~BMP6 및 IL1~IL6을 포함하지만 이들에 한정되지 않는 하나 이상의 성장 인자의

전장 또는 일부를 포함하는 것을 특징으로 하는 재조합 단백질.

청구항 25 

제 24 항에 있어서, 

상기 성장 인자의 적어도 일부는 상기 합성 단백질 내에 존재하는 2~4개의 서로 다른 성장 인자의 전장 또는 중

화부를 포함하는 것을 특징으로 하는 재조합 단백질.

청구항 26 

제 24 항에 있어서,

상기 성장 인자의 적어도 일부는 상기 합성 단백질 내에 단일 항원결정기 또는 2개 이상의 텐덤 반복물질로서

하나 이상의 성장 인자의 전장 또는 중화부를 포함하는 것을 특징으로 하는 재조합 단백질. 

청구항 27 

제 24 항에 있어서,

상기 성장 인자의 적어도 일부 또는 그 중화부는 펩티드 '스페이서'에 의해 잔존하는 합성 단백질로부터 분리되

는 것을 특징으로 하는 재조합 단백질.

청구항 28 

제 27 항에 있어서, 

상기  펩티드  '스페이서'는  부분적으로  성장  인자  또는  그  중화부를  포함하는  것을  특징으로  하는  재조합

단백질.

청구항 29 

제 27 항에 있어서, 

상기 펩티드 '스페이서'는 하나 이상의 T-세포 항원결정기를 포함하는 것을 특징으로 하는 재조합 단백질.
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청구항 30 

제 16 항에 있어서, 

상기 폴리펩티드 시퀀스를 따라 수용체의 적어도 일부를 발현하는 시퀀스를 더 포함하는 것을 특징으로 하는 재

조합 단백질. 

청구항 31 

제 30 항에 있어서,

상기 수용체의 적어도 일부는 인간 상피 성장 인자 수용체 2(Her2), 인간 상피 성장 인자 수용체 3(Her3) 및 기

타 수용체를 포함하지만 이들에 한정되지 않는 하나 이상의 수용체의 전장 또는 그 일부를 포함하는 것을 특징

으로 하는 재조합 단백질. 

청구항 32 

제 31 항에 있어서,

상기 수용체의 적어도 일부는 상기 합성 단백질 내에 존재하는 2~4개의 서로 다른 수용체의 전장 또는 일부를

포함하는 것을 특징으로 하는 재조합 단백질. 

청구항 33 

제 31 항에 있어서,

상기 수용체의 적어도 일부는 상기 합성 단백질 내에 단일 항원결정기 또는 2개 이상의 텐덤 반복물질로서 하나

이상의 수용체의 전장 또는 일부를 포함하는 것을 특징으로 하는 재조합 단백질.

청구항 34 

폴리펩티드 시퀀스, 및

상기 폴리펩티드 시퀀스를 따라 수용체의 적어도 일부를 발현하는 제 1 시퀀스를 포함하는 것을 특징으로 하는

재조합 단백질.

청구항 35 

제 34 항에 있어서,

상기 폴리펩티드 시퀀스는 면역원성 폴리펩티드 시퀀스를 포함하는 것을 특징으로 하는 재조합 단백질.

청구항 36 

제 34 항에 있어서,

상기 폴리펩티드 시퀀스는 콜레라 톡신 B(CT-B) 단백질을 포함하는 것을 특징으로 하는 재조합 단백질.

청구항 37 

제 34 항에 있어서,

상기 수용체의 적어도 일부는 인간 상피 성장 인자 수용체 2(Her2), 인간 상피 성장 인자 수용체 3(Her3) 및 기

타 수용체를 포함하지만 이들에 한정되지 않는 하나 이상의 수용체의 전장 또는 일부를 포함하는 것을 특징으로

하는 재조합 단백질.  

청구항 38 

제 37 항에 있어서,

상기 수용체의 적어도 일부는 상기 합성 단백질 내에 존재하는 2~4개의 서로 다른 수용체의 전장 또는 일부를

포함하는 것을 특징으로 하는 재조합 단백질. 
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청구항 39 

제 37 항에 있어서,

상기 수용체의 적어도 일부는 상기 합성 단백질 내에 단일 항원결정기 또는 2개 이상의 텐덤 반복물질로서 하나

이상의 수용체의 전장 또는 일부를 포함하는 것을 특징으로 하는 재조합 단백질.

청구항 40 

제 34 항에 있어서,

상기 폴리펩티드 시퀀스를 따라 성장 인자의 적어도 일부를 발현하는 제 2 시퀀스를 더 포함하는 것을 특징으로

하는 재조합 단백질.

청구항 41 

제 40 항에 있어서,

상기 성장 인자의 적어도 일부는 IGF-1, IGF-2, FGF1, FGF2, TGF-α, TGF-β, VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-

D, PDGF, NGF, EGF, HGF, BMP1~BMP6 및 IL1~IL6을 포함하지만 이들에 한정되지 않는 하나 이상의 성장 인자의

전장 또는 그 일부를 포함하는 것을 특징으로 하는 재조합 단백질.

청구항 42 

제 41 항에 있어서,

상기 성장 인자의 적어도 일부는 상기 합성 단백질 내에 존재하는 2~4개의 서로 다른 성장 인자의 전장 또는 중

화부를 포함하는 것을 특징으로 하는 재조합 단백질.

청구항 43 

제 41 항에 있어서,

상기 성장 인자의 적어도 일부는 상기 합성 단백질 내에 단일 항원결정기 또는 2개 이상의 텐덤 반복물질로서

하나 이상의 성장 인자의 전장 또는 중화부를 포함하는 것을 특징으로 하는 재조합 단백질. 

청구항 44 

제 41 항에 있어서,

상기 성장 인자의 적어도 일부 또는 그 중화부는 펩티드 '스페이서'에 의해 잔존하는 합성 단백질로부터 분리되

는 것을 특징으로 하는 재조합 단백질.

청구항 45 

제 44 항에 있어서,

상기  펩티드  '스페이서'는  부분적으로  성장  인자  또는  그  중화부를  포함하는  것을  특징으로  하는  재조합

단백질.

청구항 46 

제 44 항에 있어서, 

상기 펩티드 '스페이서'는 하나 이상의 T-세포 항원결정기를 포함하는 것을 특징으로 하는 재조합 단백질.

청구항 47 

제 40 항에 있어서,

상기 폴리펩티드 시퀀스를 따라 종양 항원의 적어도 일부를 발현하는 제 3 시퀀스를 더 포함하는 것을 특징으로

하는 재조합 단백질.
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청구항 48 

제 47 항에 있어서,

상기 종양 항원은 전립선 특이 항원(PSA)인 것을 특징으로 하는 재조합 단백질.

청구항 49 

제 47 항에 있어서,

상기 종양 항원의 적어도 일부는 PSA 및 기타 종양 항원을 포함하지만 이들에 한정되지 않는 하나 이상의 종양

항원의 전장 또는 그 일부를 포함하는 것을 특징으로 하는 재조합 단백질. 

청구항 50 

제 49 항에 있어서,

상기 종양 항원의 적어도 일부는 상기 합성 단백질 내에 존재하는 2~4개의 서로 다른 종양 항원의 전장 또는 일

부를 포함하는 것을 특징으로 하는 재조합 단백질.

청구항 51 

제 49 항에 있어서,

상기 종양 항원의 적어도 일부는 상기 합성 단백질 내에 단일 항원결정기 또는 2개 이상의 텐덤 반복물질로서

하나 이상의 종양 항원의 전장 또는 일부를 포함하는 것을 특징으로 하는 재조합 단백질.

청구항 52 

모노머의 서브유닛으로부터 멀티머를 조립하여 적어도 하나의 성장 인자 또는 그 일부,  종양 항원 또는 그

일부, 및 수용체 및 그 일부를 포함하는 재조합 단백질을 형성하는 것을 포함하는 것을 특징으로 하는 다가 분

자의 조제 방법.

청구항 53 

하나 이상의 단일 1가의 멀티머를 함께 혼합하여 적어도 하나의 성장 인자 또는 그 일부, 종양 인자 또는 그 일

부, 및 수용체 또는 그 일부를 포함하는 재조합 단백질을 포함하는 다가의 백신을 조제하는 것을 포함하는 것을

특징으로 하는 백신 제제의 조제 방법.

청구항 54 

적어도 하나의 성장 인자 또는 그 일부, 종양 인자 또는 그 일부, 및 수용체 또는 그 일부를 백신 접종 당일 또

는 백신 접종 기간에 격일 또는 여러 회로 나눠서 환자에게 투여하는 것을 포함하는 것을 특징으로 하는 환자의

치료 방법.

명 세 서

기 술 분 야

본 발명은 질환의 치료에 이용되는 재조합 단백질 분야에 관한 것이다.[0001]

(관련 출원의 상호참조) [0002]

본 출원은 2011년 11월 23일자로 제출된 발명의 명칭 "면역 합성 재조합 단백질"의 미국 특허 출원 번호 제[0003]

61/563,128호 및 2012년 6월 1일자로 제출된 발명의 명칭 "면역 합성 재조합 단백질"의 미국 특허 출원 번호 제

61/654,401호에 대한 우선권을 주장하며, 본 명세서는 모두 그 전체를 참조문헌으로서 포함한다.

배 경 기 술

암 면역학은 종양 또는 악성 종양 등의 암 세포와 면역 체계 사이의 상호작용에 관한 연구이다. 인간 종양에서[0004]

는 발현되지만 정상 조직에서는 발현되지 않는 암 특이 항원의 인식 등의 면역 반응의 개시는 특히 흥미롭다.
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통상, 악성 세포의 분열 및 증식을 제어하는 방법은 이들 항원을 분리하여 면역 체계에 의해 비자기 항원으로서

인식될 수 있도록 그것들을 제시함으로써 특정 면역 반응을 유도하는 것이다.

현재, 규명된 성장 인자는 상당수 있지만, 대부분은 다른 질환 상태와 관련되어 있을뿐만 아니라 각종 암에 있[0005]

어서의 세포 증식의 중요한 매개체인 것으로 보여진다. 통상, 성장 인자는 세포 표면에 위치한 성장 인자 수용

체의  그룹에  의해  제한되어  인식되는  수용성  혈청  단백질이다.  특정  성장  인자는  하나의  수용체에

특이적이거나, 다양한 친화력으로 하나 이상의 관련된 수용체와 밀접하게 결합할 수 있다. 마찬가지로, 일부 수

용체는 단일 성장 인자 리간드에만 결합되지만, 통상 다른 수용체는 다른 친화성을 갖는 복수의 관련된 성장 인

자와 다시 결합할 수 있다. 자연 수용체와 결합시에 수용체의 세포질 도메인은 인산화되고, 이것이 하나 이상의

유전자의 전사 조절을 야기하여 궁극적으로는 세포 주기 및 세포 증식으로 확대되는 세포내 신호 전달 캐스케이

드를 개시한다.

성장 인자 및 그것의 수용체는 성장, 발달 및 수복의 통상의 방법의 필수 성분이며, 그것들의 조직 분포 프로파[0006]

일 및 발현 레벨은 세포 성장을 밀접하게 조절한다. 다수의 연구는 성장 인자가 생체 외(in vitro) 및 생체 내

(in vivo)에서 모두 각종 세포 유형의 증식을 자극시킬 수 있는 것을 나타내고 있다(Cohen S., Carpenter G.,

PNAS USA 72, 1317, 1975, Witsch E 등: Physiology: 25(2):85-101, (2010)). 또한, 특정 성장 인자는 일부 암

세포주의 증식을 자극하는 것으로 나타났고, 예를 들면 상피 성장 인자(EGF)는 비소세포 폐암종 세포를 자극시

킬 수 있다((Osborne C. K. 등. Can Res. 40, 2. 361(1980)). 혈관 내피 성장 인자(VEGF), 섬유 아세포 성장

인자(FGF) 및 혈소판 유래 성장 인자(PDGF) 등의 기타 성장 인자는 비소세포 폐암(NSCLC)(Ballas MS, Chachoua

A., Onco Targets and Therapy: 4, 43-58(2011)), 전립선암(Cox ME 등; Prostate 69(1):33-40(2009)) 및 유방

암(Law J 등, Cancer Res; 68,24: 10238-10346(2008)) 등의 각종 종양학적 질환에 중요하다. 

악성 세포에서는 높은 레벨의 각종 성장 인자 수용체가 보고되어 있다.  예를 들면,  상피 성장 인자 수용체[0007]

(EGFR)는 폐, 유방, 방광, 난소, 외음부, 결장, 폐, 뇌 및 식도암 등의 상피 유래 악성 종양에서 비정상적으로

높은 레벨로 검출되었다. 종양 성장의 조절에 있어서, 성장 인자 및 그것의 수용체의 역할은 알려져 있지 않지

만, 종양 세포에서의 성장 인자 수용체의 발현이 비정상적인 증식으로 이어지는 오토크라인 성장 촉진의 메커니

즘을 제공하는 것이 제시되어 있다 (Schlessinger  J.,  Schreiber  A.  B.,  Levi  A.,  Liberman  T.,  Yarden Y.

Crit. Rev. Biochem. 1983, 14(2) 93-1 11). 또한, Liao Y 등; Hum Pathol 36(11): 1186-1196(2005) 및 Cox

ME 등; Prostate: 69(1) 33-40 (2009)에는 전이성 전립선암에서 증가되는 성장 인자 및 섬 수용체의 역할에 대

해서 기재되어 있다.

암 치료에 있어서, 성장 인자 시그널링을 목적으로 하는 하나의 치료 전략은 관련된 특정 수용체/수용체에 대하[0008]

여 단클론 항체를 이용하는 등의 수동적 면역 요법이 이용되고 있다. 이러한 연구는 리간드의 결합을 억제시킬

수 있는 수용체에 대한 항체의 특이적 인식이 악성 세포의 미토겐 자극에 미치는 영향을 억제시킬 수 있는 것이

설명되어 있다(SATO J. D., 등. Methods in Enzymology, vol.146 63-81쪽, 1987). 그러나, 통상 쥐 유래 항체

는 항 인간-마우스 항체(HAMA)를 생성하여 단일 투여로 제한될 수 있다.

다른 치료 전략은 종양에 대한 성장 인자의 증식 효과를 억제하는 분자에 대하여 면역 반응을 유도하는데 관여[0009]

하는 성장 인자를 함유하는 백신을 이용한 능동 면역 요법이 이용되고 있다. Davila 등의 발명의 명칭 Vaccine

Composition Comprising Autologous Epidermal Growth Factor or a Fragment or a Derivative Thereof having

Anti-tumor Activity and use Thereof in the Therapy of Malignant Diseases의 미국 특허 제5,984,018호는,

예를 들면 글루테르알데히드(gluterhaldehyde)를 이용하여 화학적으로 함께 접합되는 면역원성(즉, 비인간) 캐

리어 단백질과 성장 인자의 혼합물을 함유하는 백신의 사용을 개시한다. 그러나, 임의의 특정 이론에 제한되는

일 없이, 화학적 접합이 백신에 대한 면역 반응을 저해하는 것으로 생각된다.

이것은 호스트는 '자기 항원'에 대하여 면역 반응을 생성하지만, 척추 동물의 면역 체계는 이러한 반응이 발생[0010]

되는 것을 방지하도록 진화되는 것이 요구되기 때문에 기술적으로 해결하기 어려운 과제이다. 강력한 면역 반응

은, 예를 들면 T-헬퍼 세포 활성화를 포함하는 자기 항원에 대하여 생성되는 경우에 통상 자가 면역 질환 상태

를 야기한다. 수 년 동안, 일부 자가 면역 장애, 예를 들면 루푸스, 다발성 경화증(MS), 당뇨병 등은 호스트 자

기 항원결정기를 근사하게 모방하는 면역원성 항원결정기(T-세포 항원결정기)를 포함하는 환경 제제에 초기 노

출됨으로써 야기될 수 있는 것으로 추정되고 있다. 이것은 호스트 항원결정기와 교차 반응하는 T-헬퍼 세포의

자극으로 이어질 수 있다.  따라서,  환경 제제에 대한 지속적인 노출은 항자기 면역 반응을 야기할 수 있다

(Albert, L.J., 및 Inman, R.D New England Journal of Medicine, Dec. 30
th
 2068-2074쪽, 1999). 실제로, 바

이러스성 항원이 신경 세포 단백질에 대하여 항-자기 면역 반응을 일으킬 수 있는 것이 설명되어 있다(Levin,
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M.C. 등, Nature Medicine vol 8 (5) 509-513쪽, 2002).

Casimiro 등의 발명의 명칭 Method for Treatment of Malignant and Infectious Chronic Diseases의 미국 특허[0011]

공개 제2006/0251654호('654 발행)는 캐리어 단백질과 결합하는 악성 또는 전염성 만성 질환과 관련된 자기 항

원을 함유하는 백신을 이용하여 피험자가 면역력을 갖게 하는 방법; 면역 조절제를 이용하여 피험자를 치료하는

방법; 및 스텝 1의 백신을 이용하여 피험자가 다시 면역력을 갖게 하는 방법, 및 알루미늄 히드록시드 및 몬타

나이드 ISA 51(Seppic, Paris, France)에서 선택되는 적절한 보조제가 개시되어 있다. 불행하게도, 화학적 접합

에 의한 백신의 조제는 면역 반응을 저해하는 것으로 생각된다.

상술한 백신은 대부분 단백질 생성물의 균일성 및 상동성의 잠재적인 부족 및 제조 방법에서 주로 발생되는 한[0012]

계치를 나타낸다. 통상, 상술의 백신은 재조합 캐리어 단백질 및 글루테르알데히드를 이용하여 화학적으로 접합

되는 인간 유래의 폴리펩티드 혼합물을 포함한다. 불행하게도, 이 반응 시약은 각종 화학기 사이에 공유 가교

결합을 형성할 수 있어 바람직하지 않고, 통상은 매우 이질적인 생성물로 이어진다. 따라서, 얻어진 백신은 여

러가지 수의 표적 인간 폴리펩티드(예를 들면, 0, 1, 2, 3 등)가 부착된 캐리어 단백질 분자뿐만 아니라, 다른

원자를 통해 각각 서로 다른 위치 및 다른 방향으로 캐리어와 부착될 수 있는 인간 폴리펩티드를 포함할 수 있

다. 또한, 표적 폴리펩티드 및 캐리어 단백질 분자는 그 자체로 접합되어 임상적 효능을 가질 수 없고, 항암 환

자의 면역 반응에 기여할 수 없는 각종 호모 멀티머를 야기할 수 있다.

발명의 내용

본 발명은 재조합 단백질 및 그것들의 각각의 제조 방법; 재조합 단백질의 특징 및 상기 재조합 단백질을 이용[0013]

하여, 예를 들면 폐, 유방, 방광, 전립선, 난소, 외음부, 결장, 대장, 소장, 허파, 뇌, 식도, 기타 암 등의 만

성 질환 및 기타 질환을 치료하는 치료 방법에 관한 것이다.

예시적인 실시형태에 있어서, 상기 재조합 단백질은, 예를 들면 비브리오 콜레라의 콜레라 독소 B(CT-B) 단백질[0014]

또는 합성 등가물의 하나 이상의 시퀀스 및 인간 성장 인자의 하나 이상의 항원결정기의 하나 이상의 시퀀스를

발현하는 물리적 구조로 접힌 하나 이상의 시퀀스를 발현하는 면역원성 단백질 분자이다. 상기 성장 인자 또는

그 일부의 발현물질은 다중 부위에서 부위마다 단일 항원 및/또는 항원 분자의 장쇄로서 동시에 존재할 수

있다.  

다른 예시적인 실시형태에 있어서, 상기 재조합 단백질은, 예를 들면 비브리오 콜레라의 콜레라 독소 B(CT-B)[0015]

단백질 또는 합성 등가물의 하나 이상의 시퀀스 및 하나 이상의 종양 항원 또는 그 일부의 하나 이상의 시퀀스

를 발현하는 물리적 구조로 접힌 하나 이상의 시퀀스를 발현하는 면역원성 단백질 분자이다. 또한, 상기 재조합

단백질은 하나 이상의 성장 인자 또는 그 일부의 하나 이상의 시퀀스, 및/또는 하나 이상의 수용체 또는 그 일

부의 하나 이상의 시퀀스를 포함하여도 좋다.

다른 예시적인 실시형태에 있어서, 상기 재조합 단백질은, 예를 들면 비브리오 콜레라의 콜레라 독소 B(CT-B)[0016]

단백질 또는 합성 등가물의 하나 이상의 시퀀스 및 하나 이상의 수용체 또는 그 일부의 하나 이상의 시퀀스를

발현하는 물리적 구조로 접힌 하나 이상의 시퀀스를 발현하는 면역원성 단백질 분자이다. 또한, 상기 재조합 단

백질은 하나 이상의 성장 인자 또는 그 일부의 하나 이상의 시퀀스, 및/또는 하나 이상의 종양 항원 또는 그 일

부의 하나 이상의 시퀀스를 포함하여도 좋다.

이들 예시적인 실시형태에 있어서, 상기 종양 항원 또는 그 일부, 수용체 또는 그 일부, 및/또는 성장 인자 또[0017]

는 그 일부의 발현물질은 다중 부위에 단일 항원 또는 수용체 및/또는 부위마다 항원 또는 수용체 분자의 장쇄

로서 동시에 존재할 수 있다. 

예시적인 실시형태에 있어서, 상기 종양 항원의 시퀀스는 전립선 특이 항원(PSA) 또는 그 일부의 시퀀스를 포함[0018]

할 수 있다. 예시적인 실시형태에 있어서, 상기 수용체의 시퀀스는 인간 상피 성장 인자 수용체 2(Her2)의 시퀀

스 또는 그 일부 및/또는 인간 상피 성장 인자 수용체 3(Her3) 또는 그 일부를 포함할 수 있다.

예시적인 실시형태에 있어서, 상기 성장 인자의 시퀀스는 재조합 단백질 내의 하나 이상의 위치에 EGF의 중화[0019]

도메인을 포함하는 EGF의 적절한 코딩 영역의 실질적인 부분 또는 상피 성장 인자(EGF)의 시퀀스를 포함할 수

있다. 다른 예시적인 실시형태에 있어서, 상기 성장 인자의 시퀀스는 하나 이상의 성장 인자의 전장 또는 그 일

부, 및/또는 EGF,  IGF-1,  IGF-2,  FGF,  TGF-β, TGF-α, VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D, PDGF, NGF, EGF,

HGF, BMP1~BMP6 및 IL1~IL6을 포함하지만 이들에 한정되지 않는 기타 성장 인자 등의 다른 자기 항원을 포함할

수 있지만, 이들에 한정되지 않는다. 본 발명의 범위 내에서 성장 인자는 인간 및 비인간종에서 선택될 수 있는
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것이 고려된다. 또한, 본 발명의 범위 내에서 상기 성장 인자의 시퀀스는 인간 또는 비인간 성장 인자 중 어느

하나와 실질적으로 유사할 수 있거나, 상기 시퀀스는 그 기능적 부분을 포함할 수 있는 것이 고려된다. 또한,

상기 재조합 단백질은 재조합 면역원성 단백질 시퀀스 내에서 성장 인자의 일부 또는 전부를 기능적으로 모형화

하는데 이용할 수 있는 다른 시퀀스의 하나 이상의 발현물질을 포함할 수 있다. 또한, 하나의 실시형태에 있어

서, 부가적인 인접 잔기는 발현되거나 최소 시퀀스에 부가되어 분자의 전체 중화 도메인이 자연 형태로 제시되

어 면역 체계의 세포와 엑세스될 수 있게 한다.

본 발명의 문맥에 있어서, "중화 도메인"은 특이적 결합쌍, 예를 들면 성장 인자 및 그것의 관련 수용체 중 어[0020]

느 하나 또는 양쪽의 하나의 영역 또는 영역으로서 규정되고, 여기서 상술된 영역과 특이적 결합쌍의 멤버가 아

닌 제 3 분자의 결합은 특이적 결합쌍의 2개의 멤버의 후속 결합을 방지할 수 있다. 상기 제 3 분자는 항체를

포함하지만 이에 한정되지 않는 다른 단백질 분자 또는 작은 비단백질 분자일 수 있고, 또한 자연 유래 또는 합

성 중 어느 하나이어도 좋다. 통상, 상기 중화 도메인은 결합시에 직접 접촉하는 특이적 결합쌍의 멤버의 영역

을 포함하고, 또한 제 3 분자의 결합시에 충분한 입체 장애를 유도하여 상기 특이적 결합쌍의 멤버가 직접 결합

되는 것을 방지하는 상기 영역의 안팍의 영역을 포함할 수 있다. 

그것의 관련 수용체에 의한 리간드의 특이적 인식은 수용체의 결합 부위와 리간드의 특정 분자 시그니처(항원결[0021]

정기) 사이의 상호작용에 의해 규정되는 기술분야에서 잘 확립되어 있다. 따라서, 상기 수용체 결합 부위와 결

합하거나 반대로 차단되고, 또는 리간드의 인식 항원결정기와 결합하거나 반대로 차단되는 항체는 리간드-수용

체 상호작용을 방지할 수 있다. 이러한 항체는 "중화"되는 것으로 설명된다. 본 발명의 맥락에 있어서, 중화 항

체는 제조합 단백질의 투여시에 호스트에 의해 생성되는 것이 바람직하고, 따라서 상기 단백질 시퀀스는 수용체

결합에 요구되는 항원결정기가 기능적(원시) 형태로 제시되도록 성장 인자 또는 종양 항원으로부터 유래되는 적

합한 시퀀스의 하나 이상 또는 전체를 발현 또는 포함할 수 있다.

또한, 물리적 부위마다 단일 종양 항원, 수용체 및/또는 성장 인자 또는 그 일부, 및/또는 종양 항원, 수용체[0022]

및 성장 인자 시퀀스의 반복 쇄로서 제시되는 단일 종양 항원, 수용체 및/또는 성장인자의 다중 발현 복제물질

(예를 들면, n=1 이상) 이외에, 본 발명에 따른 단백질은 재조합 단백질의 시퀀스 내의 서로 다른 위치에 단쇄

또는 쇄로서 존재하는 2개 이상의 서로 다른 종양 항원, 수용체 및/또는 성장 인자의 하나 이상의 항원결정기

또는 결합 부위의 발현물질을 포함할 수 있다.

얻어진 단백질은 재조합 단백질의 시퀀스 내에서 종양 항원, 수용체 및/또는 성장 인자 또는 하나 이상의 항원[0023]

결정기를 발현하는 단일 폴리펩티드 또는 그 결합 부위이어도 좋다. 예시적인 실시형태에 있어서, 재조합 단백

질의 시퀀스는 재조합 단백질의 표면 상에 CT-B 시퀀스의 하나 이상의 부분을 발현시키고, 종양 항원, 수용체

및/또는 성장 인자 발현물질 또는 하나 이상의 항원결정기의 발현물질 또는 그 결합 부위를 자연 형태로 제시한

다. 

다른 예시적인 실시형태에 있어서, 단백질 제제를 조제하는 방법이 개시되어 있다. 이 예시적인 실시형태에 있[0024]

어서, 상기 방법은 1종 이상의 종양 항원, 수용체 및/또는 성장 인자 또는 그 일부를 포함하는 재조합 단백질을

포함하는 다가의 백신을 조제하는 하나 이상의 단일 1가 또는 다가의 모노머를 조립하는 방법을 포함한다.

또 다른 예시적인 실시형태에 있어서, 환자를 치료하는 방법이 개시되어 있다. 이 예시적인 실시형태에 있어서,[0025]

상기 방법은 하나 이상의 1가 또는 다가의 백신, 하나의 종양 항원, 수용체 및/또는 성장 인자, 합성 단백질을

백신 접종 당일 또는 백신 접종 기간에 격일 또는 여러 회에 나눠서 환자에게 투여하는 방법을 포함한다.

다른 예시적인 실시형태에 있어서, 환자를 치료하는 방법이 개시되어 있다. 이 예시적인 실시형태에 있어서, 상[0026]

기 방법은 하나 이상의 1가 또는 다가의 백신, 하나의 종양 항원, 수용체 및/또는 성장 인자, 합성 단백질을 약

학적으로 허용될 수 있는 보조제를 포함하는 캐리어로 환자에게 투여하여 면역 반응을 촉진하는 방법이 포함된

다.  

본 발명에 기재된 실시형태는 참조되는 도면의 그림으로 나타내고, 이것은 예시적인 것이고 제한적인 것을 의미[0027]

하지 않으며, 참조부호는 유사한 부분 또는 해당하는 부분을 의미하는 것으로 한다.

도면의 간단한 설명

도 1은 생물종의 범위에서 EGF 분자의 시퀀스 및 구조의 표를 나타내는 도면이다. [0028]

도 2는 EGF 중화 도메인을 포함하는 인간 EGF 분자의 구조의 실시형태를 나타내는 도면이다. 
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도 3은 EGF 중화 도메인을 포함하는 EGF 분자의 시스테인쌍의 단순화 라인 구조의 실시형태를 나타내는 도면이

다. 

도 4는 EGF 중화 도메인을 정확한 형태로 제시하는 EGF 분자의 최소 시퀀스의 실시형태를 나타내는 도면이다.

도 5는 EGF 중화 도메인을 발현하는 변형 합성 분자 구조의 실시형태를 나타내는 도면이다. 

도 6은 rHuEGF와 결합하는 mAb10825 및 mAb10827에 대하여 450nm에서 흡광도(OD)를 측정한 막대 그래프를 나타

내는 도면이다. 

도 7은 rHuEGF와 결합하는 mAb10825 및 mAb10827과 중화 도메인으로부터 유래되는 유리 가용성 펩티드를 비교한

막대 그래프를 나타내는 도면이다. 

도 8은 ELISA 플레이트로 직접 흡착되는 6 EGF-CT-B 합성 단백질과 항-EGF 중화 도메인 mAb10827의 결합의 막대

그래프를 나타내는 도면이다.

도 9는 항 래빗-CT-B 항체에 의해 캡처되는 6 EGF-CT-B 합성 단백질과 항-EGF 중화 도메인 mAb10827의 결합의

막대 그래프를 나타내는 도면이다.

도 10은 원시(비열수) 조건 하에서 SDS겔 상에 6 1가의 항체 EGF-CT-B 단백질을 전기영동하고, 항-CT-B 항체를

이용하여 검출하는 웨스턴 블롯을 나타내는 도면이다.  

도 11은 2 전장 EGF 시퀀스(E2) 또는 2개의 부분 EGF 시퀀스(B2) 중 어느 하나를 포함하는 합성 EGF-CT-B 단백

질과 항-EGF 중화 도메인 mAb10827의 결합의 막대 그래프를 나타내는 도면이다.

도  12는  2가의  합성  EGF-CT-B  단백질을  비변성  SDS-PAGE겔  상에  전기영동하는  웨스턴  블롯을  나타내는

도면이다.

도 13은 2개의 전장 EGF 시퀀스(밑줄) 및 CT-B 시퀀스(이탤릭체)를 포함하는 합성 단백질 시퀀스를 나타내는 도

면이다.

도 14는 2개의 EGF 중화 도메인 시퀀스(밑줄) 및 CT-B 시퀀스(이탤릭체)를 포함하는 합성 단백질 시퀀스를 나타

내는 도면이다.

도 15는 EGF 중화 도메인 Cys6-Cys31(밑줄) 및 CT-B 시퀀스(이탤릭체)를 포함하는 EGF 분자의 2개의 부분 시퀀

스를 포함하는 합성 단백질 시퀀스를 나타내는 도면이다.

도 16은 원시 CT-B 단백질의 멀티머리제이션에 대한 pH 변화의 효과를 나타내는 웨스턴 블롯을 나타내는 도면이

다. 상기 겔의 오른쪽 샘플은 겔 분석 전에 하기에 나타내는 pH에서 5분 동안 배양하였다. 왼쪽의 샘플은 하기

에 나타내는 pH에서 5분 동안 배양하고, 이어서 겔 분석 전에 pH7.0까지 중화시켰다.

도 17은 EGF 및 CT-B를 발현시키는 시퀀스를 포함하는 구성체 T1-T6, E2 및 B2의 표를 나타내는 도면이다.

도 18은 E2 및 B2 구성체의 웨스턴 블롯을 나타내는 도면이다.

도 19는 EGF 및 CT-B를 발현하는 시퀀스를 포함하는 구성체 E2, E2N 및 E2C를 나타내는 도면이다.

도 20은 EGF 및 CT-B를 발현하는 시퀀스 및 연장된 아미노산 링커를 함유하는 구성체를 나타내는 도면이다.

도 21은 E2, E2N 및 E2C 구성체의 웨스턴 블롯을 나타내는 도면이다.

도 22는 연장된 아미노산 링커를 포함하는 다수의 N-말단 구성체의 웨스턴 블롯을 나타내는 도면이다.

도 23은 연장된 아미노산 링커를 포함하는 다수의 C-말단 구성체의 웨스턴 블롯을 나타내는 도면이다.

도 24는 IGF1(밑줄), EGF(밑줄 및 이탤릭체) 및 CT-B 시퀀스(이탤릭체)를 포함하는 합성 단백질 시퀀스를 나타

내는 도면이다.

도 25는 단일 재조합 단백질 상에 IGF, EGF 및 CTB 시퀀스가 동시에 존재하는 것을 설명하는 캡처 ELISA의 막대

그래프를 나타내는 도면이다. 막대 A 및 막대 B는 항-EGF 항체에 의해 캡처되고, 막대 C는 항-IGF에 의해 캡처

되었다. 단백질은 다음과 같이 검출되었다; A 항-CTB, B 항-IGF 및 C 항-CTB. 

도 26은 Hu-IGF1 시퀀스(밑줄) 및 CT-B 시퀀스(이탤릭체)를 포함하는 합성 단백질 시퀀스를 나타내는 도면이다.

도 27은 IGF-CTB 및 EGF-CTB의 헤테로올리고머가 검출되는 캡처 ELISA의 막대 그래프를 나타내는 도면이다. 샘
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플은 모두 CTB에 IGF C-말단을 포함한다. 샘플 A 및 샘플 B는 CTB에 EGF C-말단을 포함하고, 샘플 B 및 샘플 D

는 CTB에 EGF N-말단을 포함한다. 샘플 A 및 샘플 B는 항-EGF 항체에 의해 캡처되어 IGF가 검출되는 한편, 샘플

C 및 샘플 D는 항-IGF 항체에 의해 캡처되어 EGF가 검출되었다. 

도 28(a-e)은 a) TGF-베타1, b) FGF2, c) HGF(NK1), d) IGF 1/2 및 e) VEGF-A/C(VEGF-C 시퀀스(밑줄 및 이탤릭

체))의  성장  인자  시퀀스(밑줄)  및  CT-B  시퀀스(이탤릭체)를  포함하는  합성  단백질  시퀀스를  나타내는

도면이다. 

도 29는 CTB 시퀀스와 함께 하나 이상의 성장 인자로부터 유래되는 시퀀스를 포함하는 다양한 범위의 키메라 재

조합 단백질의 캡처 ELISA의 막대 그래프를 나타내는 도면이다. 각각의 경우에 있어서, 재조합 단백질은 시퀀스

중 하나에 대해 특이적인 항체에 의해 캡처되고, 이어서 다른 시퀀스에 대해 특이적인 항체에 의해 다음과 같이

검출되었다.

HGF 및 TGF B1은 α-HGF 및 α-TGF B1 항체에 의해 캡처되어 CTB가 검출되었다.

FGF2는 α-CTB 항체에 의해 캡처되어 FGF2가 검출되었다.

VEGF A/C는 (ⅰ) α-VEGF-A 항체 및 (ⅱ) α-VEGF-C 항체에 의해 캡처되고, CTB는 양쪽의 경우에서 검출되었다.

IGF1/2는 양쪽의 경우에서 α-IGF1에 의해 캡처되고, (ⅰ) α-CTB 항체 및 (ii) α-IGF2 항체에 의해 검출되었

다.

도 30은 주로 펜타머의 재조합 단백질의 존재를 설명하는 도 28a에 따른 원시 재조합 TGF B1-CTB 단백질의 SDS-

PAGE겔의 웨스턴 블롯을 나타내는 도면이다.

도 31은 a) TGF-B1 시퀀스(밑줄) 및 CT-B 시퀀스(이탤릭체)를 포함하는 합성 단백질 시퀀스, 및 b) TGF-베타2

수용체 리간드 결합 도메인 시퀀스(밑줄) 및 CT-B 시퀀스(이탤릭체)를 포함하는 합성 단백 시퀀스를 나타내는

도면이다. 

도 32는 TGF-베타-R2 및 CTB 시퀀스를 모두 함유하는 재조합 단백질의 캡처 ELISA의 막대 그래프를 나타내는 도

면이다. 상기 그래프는 양쪽의 시퀀스가 편향되지 않고 양쪽 방향으로 동시에 결합될 수 있는 것을 설명한다.

도 33은 TGF-베타 및 CTB로부터 유래되는 시퀀스를 함유하는 재조합 단백질이 TGF 베타 수용체 2 및 CTB의 리간

드 결합 도메인으로부터 유래되는 시퀀스를 함유하는 재조합 단백질과 결합할 수 있는 것을 나타내는 도면이다.

도 34는 면역화 후, r-IGF에 대한 1/100 희석의 그룹 1 마우스 혈청의 IgG 항체 반응을 나타내는 도면이다. 

도 35는 면역화 후, r-EGF에 대한 1/100 희석의 그룹 2 마우스 혈청의 IgG 항체 반응을 나타내는 도면이다. 

도 36은 면역화 후, r-EGF에 대한 (a) 1/100 및 (b) 1/8 희석의 그룹 3 마우스 혈청의 IgG 항체 반응을 나타내

는 도면이다. 

도 37은 면역화 후, r-IGF에 대한 (a) 1/100 및 (b) 1/8 희석의 그룹 3 마우스 혈청의 IgG 항체 반응을 나타내

는 도면이다. 

도 38은 면역화 후, r-EGF에 대한 (a) 1/100 및 (b) 1/8 희석의 그룹 4 마우스 혈청의 IgG 항체 반응을 나타내

는 도면이다. 

도 39는 면역화 후, r-IGF에 대한 (a) 1/100 및 (b) 1/8 희석의 그룹 4 마우스 혈청의 IgG 항체 반응을 나타내

는 도면이다. 

도 40은 면역화 후, r-IGF에 대한 1/8 희석(1/100의 샘플 178 제외)의 그룹 5 마우스 혈청의 IgG 항체 반응을

나타내는 도면이다. 

도 41은 면역화 후, a) r-IGF 및 b) rHu-EGF에 대한 1/100 희석의 그룹 6 마우스 혈청의 IgG 항체 반응을 나타

내는 도면이다. 

도 42는 모노-강글리오시드 GM1, 콜레라 독소 서브-유닛 B의 자연 결합 파트너의 구조를 나타내는 도면이다. 

도 43은 고체 지지체(피어스)에 접합되는 시판의 D-갈락토오스의 구조를 나타내는 도면이다.

도 44는 CTB 발현 벡터에 의해 형질전환된 E. coli 세포의 3개의 균주의 배양 상등액(배지)으로부터 rCTB를 정

제하는 SDS-PAGE겔을 나타내는 도면이다: 레인 1은 사이즈 마커를 나타낸다. 레인 2, 레인 5 및 레인 8은 원배
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양 상등액을 나타낸다. 레인 3, 레인 6 및 레인 9는 원주변세포질 분획을 나타낸다. 레인 4, 레인 7 및 레인 10

은 용리된 정제 CTB를 나타낸다. 레인 11은 IMAC에 의해 정제된 히스티딘-태그 CTB를 나타낸다.

발명을 실시하기 위한 구체적인 내용

본 명세서에는 재조합 단백질 또는 백신에 대한 상세한 실시형태가 개시되어 있지만, 상기 개시된 실시형태는[0029]

단지 예시적인 것이고, 여러가지 형태로 실시될 수 있는 것으로 이해된다. 따라서, 본 명세서에 개시된 특정 기

능의 상세한 설명은 제한적으로 해석되는 것은 아니지만, 단지 청구 범위에 대한 기초자료 및 당업자를 이해시

키기 위한 대표적인 기초자료로서 여기에 개시된 각종 재조합 단백질이 이용된다.

본 발명은 면역원성 재조합 단백질의 구성요소로서 최대수의 성장 인자 항원결정기, 종양 항원 항원결정기 및/[0030]

또는 수용체 결합 부위의 제시를 개선시키기 위해 동종의 재조합 단백질을 제공한다. 하나의 예시적인 실시형태

에 있어서, 콜레라 독소 B(CT-B), 및 인간 상피 성장 인자(EGF), 종양 항원 및/또는 수용체의 전부 또는 일부를

발현하는 재조합 단백질이 개시되어 있다. 다른 예시적인 실시형태에 있어서, 단백질은 공지의 면역원성 단백질

을 기초로 하여 모형화하는 기타 면역원성 재조합 단백질을 발현할 수 있다. 이러한 재조합 단백질은 인간 면역

체계에 매우 면역원성이 있는 폴리펩티드의 발현물질일 수 있는 것이 본 발명의 범위 내에서 고려된다. 바람직

하게는, 상기 재조합 단백질은 키메라 단백질에 부가적인 성질, 예를 들면 고발현 수율 및 제조의 용이성, 경구

안정성 및 장에서부터 혈류까지의 교차능, 및/또는 인체에서 검증된 안전한 사용성을 부여한다.

예시적인 실시형태에 있어서, 본 원에 기재된 재조합 단백질은 총 분자량의 함수로서, 표적 자기 항원으로부터[0031]

유래되는 단백질 시퀀스를 고비율로 포함 또는 발현할 수 있다. 이것은, 예를 들면 다중 성장 인자 항원결정기

를 함유하는 거대 단백질 모형을 이용함으로써 달성될 수 있다. 이들 성장 인자 항원결정기는 단일 성장 인자의

전부 또는 일부의 다중 복제물질, 또는 하나 이상의 서로 다른 성장 인자의 전부 또는 일부의 복제물질일 수 있

다.

본 발명에 따라서, 성장 인자 항원결정기의 발현물질은 실질적으로 자연 형태가 유지되도록 접혀져 상기 항원결[0032]

정기에 대하여 강력한 호스트 면역 반응을 유도하는 방식으로 호스트 면역 체계의 성분에 제시될 수 있다. 재조

합 단백질의 도메인을 지지하는 항원결정기를 모형화하는 적합한 자연 단백질 모형의 예로는 콜레라 독소 B 서

브유닛, E. coli 열-불안정성 LT 및 LT-II 엔테로톡신 B 서브유닛, 베라톡신, 백일해 독소, 캠필로박터 제주니

엔테로톡신, 시가 독소, 리스테리아 독소, 파상풍 톡소이드, 디프테리아 톡소이드, 수막염균I 외막 단백질, 박

테리오파지 외피 단백질, 아데노바이러스 및 기타 바이러스성 외피 단백질이 포함되지만, 이들에 한정되지 않는

다. 또한, 상기 단백질의 비자기 성분은 감소될 수 있다. 최소한, 비자기 시퀀스는 약 9, 10, 11개 이상의 아미

노산 길이를 포함하고, 적어도 하나의 인간 T-세포 항원결정기를 전부 또는 부분적으로 포함할 수 있다. 또한,

비자연 '합성' 폴리펩티드는 전체 단백질에 면역원성을 부여하는 요구를 충족시켜 상기 호스트 면역 체계에 성

장 인자, 수용체, 종양 항원 또는 그 항원결정기를 적절하게 제시하게 하도록 이용될 수 있다.

예시적인 실시형태에 있어서, 재조합 단백질의 도메인을 지지하는 항원결정기는 폴리펩티드 시퀀스가 자연 유래[0033]

인지 합성인지의 여부에 따라 적절한 화학적/환경적 조건 하에서 올리고머의 멀티머로 자기 조립되거나, 또는

다른 조건 하에서 모노머로 감소되는 능력을 가질 수 있다. 이상적으로는, 멀티머리제이션 도메인은 각각의 수

의 서브유닛, 예를 들면 다이머, 트리머, 테트라머, 펜타머 등의 안정한 멀티머로 조립되어 균일한 사이즈의 생

성물을 생성할 수 있다. 자연 폴리펩티드의 예로는 류신 지퍼, 락 리프레서 단백질, 스트렙트아비딘/아비딘, 콜

레라 독소 B 서브유닛, 기타 AB5 독소의 B 서브유닛, 슈도모나스 트리머리제이션 도메인, 및 바이러스성 캡시드

단백질이 포함되지만, 이들에 한정되지 않는다. 

본 발명에 따른 재조합 단백질은 성장 인자 또는 그 일부, 세포 내 수용체 또는 그 일부, 종양 항원 또는 그 일[0034]

부인지의 여부는 만성 질환 또는 항암과 관련된 성장 인자 및 수용체에 대한 세포의 광범위한 경로, 또한 상기

합성 단백질 내에서 종양 항원이 가장 널리 이용될 수 있는 고형 종양과 관련이 있다. 상기 단백질은 재조합 단

백질의 형태이고, 예를 들면 유방, 폐, 방광, 난소, 외음부, 결장, 허파, 뇌, 대장, 소장, 머리 및 목, 및 식도

암 등의 만성 질환을 치료하는데 유용할 수 있다. 상기 질환에 있어서, 서로 다른 종양 항원이 발현되어 다중

세포 내의 수용체 및 성장 인자가 과잉으로 발현될 수 있기 때문에, 후술하는 단백질은 상기 질환과 관련된 복

수의 세포 내 경로에 대하여 하나 이상의 서로 다른 종양 항원, 하나 이상의 서로 다른 수용체 또는 성장 인자

를 함유할 수 있다. 이들 단백질을 "다가"라고 부른다.

예시적인 실시형태에 있어서, 하나 이상의 상피 성장 인자(EGF) 중화 도메인을 발현하는 동종의 재조합 단백질[0035]

로 이루어지는 단백질이 개시되어 있다. 상기 단백질은 재조합 단백질의 형태이고, 만성 질환, 예를 들면 유방,
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폐, 방광, 난소, 외음부, 결장, 허파, 뇌, 대장, 머리 및 목, 식도암을 치료하는데 유용할 수 있다. 예시적인

실시형태에 있어서, 상기 단백질은 EGF 시퀀스 및 CT-B 시퀀스를 발현 또는 포함하는 재조합 단백질이다.

다른 예시적인 실시형태에 있어서, 하나의 섬유아세포 성장 인자(FGF)를 발현하는 동종의 재조합 단백질로 이루[0036]

어지는 단백질이 개시되어 있다. 예시적인 실시형태에 있어서, 상기 단백질은 FGF 시퀀스 및 CT-B 시퀀스를 발

현 또는 포함하는 재조합 단백질이다.

다른 예시적인 실시형태에 있어서, 하나의 형질전환 성장 인자 베타 1(TGF-β1)을 발현하는 동종의 재조합 단백[0037]

질로 이루어지는 단백질이 개시되어 있다. 하나의 예시적인 실시형태에 있어서, 단백질은 TGF-β1 시퀀스 및

CT-B 시퀀스를 발현 또는 포함하는 재조합 단백질이다.

또 다른 예시적인 실시형태에 있어서, 하나의 형질전환 성장 인자-베타 1(TGF-β1)을 발현하는 동종의 재조합[0038]

단백질로 이루어지는 단백질이 개시되어 있다. 예시적인 실시형태에 있어서, 상기 단백질은 TGF-β1 시퀀스 및

CT-B 시퀀스를 발현 또는 포함하는 재조합 단백질이다.

하나의 예시적인 실시형태에 있어서, 하나의 인슐린 유사 성장 인자-1(IGF-1)을 발현하는 동종의 재조합 단백질[0039]

로 이루어지는 단백질이 개시되어 있다. 예시적인 실시형태에 있어서, 상기 단백질은 IGF-1 시퀀스 및 CT-B 시

퀀스를 발현 또는 포함하는 재조합 단백질이다.

다른 예시적인 실시형태에 있어서, 하나의 간세포 성장 인자(HGF)를 발현하는 동종의 재조합 단백질로 이루어지[0040]

는 단백질이 개시되어 있다. 예시적인 실시형태에 있어서, 상기 단백질은 HGF 시퀀스 및 CT-B 시퀀스를 발현 또

는 포함하는 재조합 단백질이다.

다른 예시적인 실시형태에 있어서, 하나의 인슐린 유사 성장 인자-1(IGF-1) 및 하나의 인슐린 유사 성장 인자를[0041]

발현하는 동종의 재조합 단백질로 이루어지는 단백질이 개시되어 있다. 예시적인 실시형태에 있어서, 상기 단백

질은 IGF-1 시퀀스, IGF-2 시퀀스 및 CT-B 시퀀스를 발현 또는 포함하는 재조합 단백질이다.

또 다른 예시적인 실시형태에 있어서, 하나의 혈관 내피 성장 인자-A(VEGF-A) 및 하나의 혈관 내피 성장 인자-[0042]

C(VEGF-C)를 발현하는 동종의 재조합 단백질로 이루어지는 단백질이 개시되어 있다. 예시적인 실시형태에 있어

서, 상기 단백질은 VEGF-A 중화 도메인 시퀀스, VEGF-C 시퀀스 및 CT-B 시퀀스를 발현 또는 포함하는 재조합 단

백질이다.

발현 또는 포함되는 HuEGF의 적절한 코딩 영역을 결정하기 위하여, 생물종의 범위에서 EGF 분자의 시퀀스 및 구[0043]

조가 분석된다. 생물종의 범위에서 EGF 분자의 시퀀스 및 구조를 나타내는 표를 도 1을 참조하여 설명한다. 도

1에 나타낸 바와 같이, 박스(100)는 생물종의 범위에서 EGF 분자의 시퀀스의 일부를 포함하고, 상기 EGF 분자의

중화 도메인 항원결정기를 나타낸다. 서로 다른 종의 EGF 분자의 중화 도메인 항원결정기 사이에 현저한 보존량

이 있는 한편, 종 사이에도 상당한 차이가 있다. 특히, 생체 내(in vivo) 연구에 있어서, 하나의 중화 도메인

(박스 표시된 시퀀스(100))은 영장류에서는 완전히 보존되어 있지만, 설치류 및 다른 종에서는 차이가 있다. 마

찬가지로, 상기 EGF 분자의 다른 시퀀스는 3차 구조의 차이와 동등하다.

예시적인 실시형태에 따라서, EGF 중화 도메인을 포함하는 인간 EGF 분자의 구조를 도 2를 참조하여 설명한다.[0044]

상기 EGF 분자는 Cys6, Cys14, Cys20, Cys31, Cys33 및 Cys42를 포함하는 6개의 시스테인 잔기를 함유한다. 상

기 6개의 시스테인 잔기는 EGF 분자의 접힘을 결정하는데 중요하다. 상기 EGF 중화 도메인(200)(역평행 β-시트

로서 도시함)은 두쌍의 분리 디술피드 연결 시스테인, Cys6-Cys20 및 Cys14-Cys31에 의해 구속되어 있다. 상기

두쌍의 디술피드 연결 시스테인, Cys6-Cys20 및 Cys14-Cys31은 이들 두쌍이 EGF 중화 도메인(200)을 정확한 형

태로 제시하는 EGF 분자의 최소 시퀀스 또는 최소 펩티드를 규정하기 때문에 중요하다.  

예시적인 실시형태에 따라서, EGF B-루프(200)를 포함하는 EGF 분자의 시스테인쌍의 단순화 라인 구조를 도 3을[0045]

참조하여 설명한다. 도 3에 나타낸 바와 같이, Cys6은 Cys20에 연결되고, Cys14는 Cys31에 연결되고, Cys33은

Cys42에 연결되어 있다. 상기 EGF B-루프(200)는 Cys20과 Cys31 사이에 위치하고 있다. 따라서, 도 4에 나타낸

바와 같이, EGF 중화 도메인(200)을 정확한 형태로 제시하는 EGF 분자의 최소 시퀀스 또는 최소 펩티드(400)는

Cys6-Cys31의 시퀀스이다. 

예시적인 실시형태에 따라서, EGF 중화 도메인을 포함하는 EGF 분자의 적어도 일부를 발현하는 본 발명에 따른[0046]

변형 재조합 단백질 분자의 구조는 도 5를 참조하여 설명한다.  단일 변이 또는 변경은 EGF  분자의 Cys33이

Cys33을  Ala33으로  변경하는  변형  합성  분자를  생성하여  Cys33을  제거함으로써  모든  가능한  오접힘(miss-

folding) 문제를 방지하게 한다.
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알라닌은 기능적 특성의 측면에서 상당히 '중성'이고, 글리신으로부터 떨어져 가장 짧은 측쇄를 갖기 때문에 이[0047]

용된다. 따라서, 알라닌은 변형 재조합 단백질에 임의의 비원시 특성을 부여할 가능성이 가장 작은 잔사로 간주

된다. 잠재적으로는 임의의 다른 잔기가 사용될 수 있지만, 거의 변경시키지 않는 것이 본 발명의 범위 내에서

고려된다.

예시적인 실시형태에 있어서, EGF 분자의 일부는 Met21-Ala30 잔기로 규정되는 영역에서부터 전체 EGF 시퀀스까[0048]

지 이용될 수 있다. 상기 재조합 EGF-CT-B 단백질의 발현에 선택되는 시퀀스는, 예를 들면 EGF 시퀀스 전체 및

상기 맥락에서 중화 도메인으로서 규정된 중화 도메인의 정확한 제시에 필요하다고 생각되는 영역을 각각 포함

하고, 이것을 달성하기 위해 필요하다고 간주되지 않은 EGF의 다른 부분은 포함하지 않는다.

다른 예시적인 실시형태에 있어서, 혈관 내피 성장 인자-A(VEGF-A)의 중화 도메인을 발현하는 동종의 재조합 단[0049]

백질로 이루어지는 단백질이 개시되어 있다. 예시적인 실시형태에 있어서, 상기 단백질은 VEGF-A 시퀀스 및 CT-

B 시퀀스를 발현 또는 포함하는 재조합 단백질이다. 예시적인 실시형태에 있어서, 상기 VEGF-A 시퀀스는 성숙

단백질의 시퀀스 Cys57-Cys104를 포함하는 중화 도메인을 포함할 수 있다. 다른 실시형태에 있어서, VEGF-A의

시퀀스는 Val14 및 Lys108까지 연장된 하나 이상의 인접 잔기를 포함할 수 있다.

다른 예시적인 실시형태에 있어서, TGF-베타 수용체II의 리간드 결합 도메인을 발현하는 동종의 재조합 단백질[0050]

로 이루어지는 단백질이 개시되어 있다. 예시적인 실시형태에 있어서, 상기 단백질은 TGFB-RII 시퀀스 및 CT-B

시퀀스를 발현 또는 포함하는 재조합 단백질이다. 상기 TGFB-RII 시퀀스는 Thr23과 Gln166 사이에 세포 외 도메

인의 임의의 시퀀스를 포함할 수 있다.

다른 예시적인 실시형태에 있어서, HGF 수용체(c-Met)의 리간드 결합 도메인을 발현하는 동종의 재조합 단백질[0051]

로 이루어지는 단백질이 개시되어 있다. 예시적인 실시형태에 있어서, 상기 단백질은 HGF 수용체 시퀀스 및 CT-

B 시퀀스를 발현 또는 포함하는 재조합 단백질이다. 바람직하게는, 상기 HGF 수용체 시퀀스는 Lys27과 Leu515

사이에 세포 외 SEMA 도메인의 임의의 시퀀스를 포함할 수 있다.

실시예 I: ELISA 프로토콜[0052]

본 발명에 따른 EGF-CT-B 합성 단백질 등의 재조합 단백질이 정확한 형태로 EGF의 B-루프를 표시할 수 있는지의[0053]

여부를 결정하기 위하여, EGF 수용체와 EGF의 결합을 블로킹하는 것으로 알려져 있는 시판의 2종의 단일 클론

항체(Santa Cruz Antibodies, 카다로그 번호 10825 및 10827)를 입수하였다. 임의의 특정 이론에 제한되는 일

없이, 잔기 Met21-Ala30에 의해 규정된 영역을 통해 EGF 수용체와의 결합이 부분적으로 달성되는 것으로 다수의

소스에 의해 추정된다.

예시적인 실시형태에 있어서, ELISA에서 1㎍/㎖ 및 2㎍/㎖ 농도의 mAb10825 및 mAb10827이 재조합 EGF(rEGF)[0054]

단백질을 결합하는데 사용되었고, 흡광도(OD)는 450nm에서 측정되었다. 그 결과를 도 6을 참조하여 막대 그래프

로  나타내었다.  도  6에  나타낸  바와  같이,  rEGF는  ELISA  플레이트로  흡착될  때에  자연  형태를  유지하고,

mAb10825 또는 mAb10827 중 어느 하나가 1㎍/㎖이면 양호한 시그널을 얻기에 충분하다. 

잔기 Met21-Ala30의 인식을 평가하기 위하여, 플레이트를 약 1㎍/㎖의 단백질(rEGF) 약 100㎕/웰로 코팅하고,[0055]

약 1시간 동안 37℃에서 배양하였다. 상기 플레이트를 PBS-0.5% Tween(PBST) 약 200㎕/웰로 2회 세정하고, 이어

서 약 200㎕ PBS로 2회 세정하였다. 상기 플레이트를 PBS-2% 밀크 파우더(MPBS) 약 200㎕/웰로 블로킹하고, 약

37℃에서 약 1시간 동안 배양하였다. 이어서, 상기와 같이 플레이트를 PBST로 2회 세정하고, PBS로 2회 세정하

였다. 약 1㎍/㎖ 또는 약 2㎍/㎖의 시험 항체 약 100㎕를 첨가하고, 실온(RT) 부근에서 1시간 동안 배양하였다.

상술한 바와 같이,  플레이트를 다시 세정하였다.  두번째로,  약 1/1000  희석의 항체(HRP-labeled  anti-mouse

Fc-specific,  Sigma  product  code  A0168)를  약  100㎕/웰로  첨가하고,  실온  부근에서  약  1시간  동안

배양하였다. 상기와 같이, 상기 플레이트를 다시 세정하고, 색이 현상될 때까지(통상, 약 5~10분) Sureblue TMB

기질 약 100㎕/웰로 현상하였다. 1M H2S04 약 50㎕/웰로 반응을 정지시키고, 플레이트를 450nm에서 판독하였다.

또한, 경쟁적 결합 ELISA를 행하였다. 2차 ELISA에 있어서, 각각의 mAb10825 및 mAb10827 항체와 rEGF의 결합[0056]

은 목적의 항원결정기(펩티드 시퀀스 MYIEALDKYA) 또는 대조군의 비관여 펩티드(펩티드 시퀀스 SLAGSSGALSK)에

대응하는 유리 가용성 펩티드의 존재 하에서 평가되었다. 약 1㎍/㎖의 mAb 10825와 약 1㎍/㎖의 표적 항원결정

기에 대응하는 유리 가용성 펩티드, 약 1㎍/㎖의 mAb 10827과 약 1㎍/㎖의 유리 가용성 펩티드 Met21-Ala30, 약

1㎍/㎖의 mAb 10825와 약 1㎍/㎖의 대조군의 비관여 펩티드, 및 약 1㎍/㎖의 mAb 10827과 약 1㎍/㎖의 대조군의

비관여 펩티드 약 100㎕/웰을 이용한 ELISA를 행하였다.  
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흡광도(OD)를 450㎚에서 측정하였다. 그 결과를 도 7을 참조하여 막대 그래프로 나타내었다. 도 7에 나타낸 바[0057]

와 같이, 2개의 항체, mAb 10825 및 mAb10827 중에서 mAb10827 항체는 Met21-Ala30 중화 항원결정기와 결합하

고, mAb10825 항체는 Met21-Ala30 중화 항원결정기와 결합하지 않는 것이 명백하다. 상기 mAb10825 항체는 잔기

Met21-Ala30에 의해 규정된 영역에 구조적으로 근사한 EGF 영역을 블로킹하여 수용체 결합을 입체적으로 방해함

으로써 중화되는 것으로 추정된다. 따라서, 상기 mAb10827 항체는 원시 상태의 rEGF 중화 항원결정기 Met21-

Ala30과 결합하여 합성 EGF-CT-B 백신 전구체의 하기 분석에 이용된다. 

실시예 II: EGF 중화 항원결정기 제시[0058]

CT-B 시퀀스의 말단에 EGF를 발현하는 재조합 단백질 EGF-CT-B 백신이 EGF 도메인의 임의의 바람직한 고유 특성[0059]

에 방해가 되는지, 또는 영향을 미치는지의 여부, 구체적으로는 EGF Met21-Ala30 항원결정기의 정확한 구조적

제시 및 적절한 물리 화학적 조건 하에서 멀티머(펜타머환)로 조립되는 CT-B 모노머의 능력을 결정하기 위하여,

N(시험 1~시험 3) 또는 C-말단(시험 4~시험 6) 중 어느 하나의 CT-B 시퀀스 상에 전체 EGF 코딩 영역을 발현하

는 6개의 재조합 단백질이 생성된다. 

시험 1 및 시험 4는 CT-B 도메인 상에 직접 전장 EGF 시퀀스를 발현하는 재조합 단백질 EGF-CT-B 백신을 포함한[0060]

다. 시험 2 및 시험 5는 짧은 3 아미노산 펩티드 시퀀스에 의해 CT-B 도메인으로부터 분리되는 전장 EGF 시퀀스

를 발현하는 합성 EGF-CT-B 백신을 포함한다. N-말단에서 EGF 시퀀스를 발현하는 재조합 단백질 EGF-CT-B 백신

은 3 아미노산 펩티드 시퀀스로서 SerGlyGly를 포함하고, KpnI 제한 부위를 포함한다. C-말단에서 EGF 시퀀스를

발현하는 재조합 단백질 EGF-CT-B 백신은 3 아미노산 펩티드 시퀀스로서 SerSerGly를 포함하고, Xho1 제한 부위

를 포함한다. 

시험 3 및 시험 6은 짧은 5 아미노산 펩티드 시퀀스에 의해 CT-B 도메인으로부터 분리되는 전장 EGF 시퀀스를[0061]

발현하는 재조합 단백질 EGF-CT-B를 포함한다. N-말단에서 EGF 시퀀스를 발현하는 재조합 단백질 EGF-CT-B는 5

아미노산 펩티드 시퀀스로서 GlyGlySerGlyGly를 포함하고, KpnI 제한 부위를 포함한다. C-말단에서 EGF 시퀀스

를 발현하는 합성 EGF-CT-B는 5 아미노산 펩티드 시퀀스로서 SerSerGlyGlyGly를 포함하고, Xho1 제한 부위를 포

함한다. 상기 짧은 3 및 5 아미노산 펩티드 시퀀스는 모두 CT-B 시퀀스로부터 성장 인자 도메인까지 거리를 제

공하고, 또한 다른 하나에 대하여 하나의 도메인의 이동 자유도가 임의의 잠재적인 입체 장애를 감소시키게 한

다.

6개의 재조합 단백질 EGF-CT-B는 각각 박테리아 발현 벡터(pIMS147)로 클로닝되고, 합성 재조합 EGF-CT-B 단백[0062]

질은 E. coli의 주변세포질에서 발현되고, C-말단 6xHis 태그를 포함함으로써 정제될 수 있다. 재조합 EGF-CT-B

의 시퀀스는 각각 발현, 정제되고, 단백질 겔/브래드포드 검정에 의해 정량되었다.

각각의 6개의 재조합 EGF-CT-B 단백질의 EGF 중화 항원결정기 Met21-Ala30의 제시는 ELISA에 의해 결정되었다.[0063]

하나의 말단 EGF  도메인을 포함하는 재조합 EGF-CT-B  단백질은 ELISA  플레이트 상에 고정되었다.  상기 EGF

Met21-Ala30 항원결정기는 mAb 10827 항체(Santa Cruz)에 의해 검출되었다.

상기 ELISA 플레이트는 합성 EGF-CT-B 6-His 정제 단백질의 연속 2배 희석액으로 코팅되고, 약 1시간 동안 37℃[0064]

에서 배양되었다. 상술한 바와 같이, 상기 플레이트를 약 2% MPBS로 세정하여 블로킹하였다. 세정은 각 웰에 약

200㎕ PBS 또는 PBST를 피펫팅(pipetting)하고, 플레이트를 반전시켜 웰이 비워지도록 두드리고, 반복하는 것을

포함한다.  이어서,  약  1㎍/㎖의  mAb10827  항체를  모든  웰에  첨가하고,  실온  부근에서  약  1시간  동안

배양하였다. 상기 플레이트를 한번 더 세정하고, 항 마우스 호스래디쉬 퍼옥시다아제(HRP)를 웰에 첨가하고, 약

1시간 동안 더 배양하였다. 상기 플레이트를 다시 세정하고, SureBlue TMB를 사용하여 현상하였다.

SureBlue TMB 기질을 첨가하면, 2차 항체와 효소적으로 접합되는 HRP는 청색 생성물을 수득하도록 기질을 처리[0065]

한다. 상기 색 강도가 충분한 레벨에 도달한 것으로 판단될 때까지 반응을 관찰하고, 모니터링하였다. (1차 항

체를 함유하지 않은 대조군 웰에서 색이 나타나기 시작하면, 이 시점에서 반응을 정지시킨다). HRP 활성을 파괴

시키는 약 50㎕ H2S04를 첨가함으로써 반응을 정지시킨다. 또한, 청색에서 황색으로 반응 생성물의 색이 변경된

다. 이어서, 이것은 약 450nm의 흡광도에서 플레이트 판독기로 측정될 수 있다.

상기 결합 ELISA의 결과는 도 8을 참조하여 막대 그래프로 나타낸다. 각 제제에서 EGF-Met21-Ala30 항원결정기[0066]

가 원시 형태로 제시되어 면역 체계의 성분과 엑세스될 수 있는 것을 설명하는 도 8에  나타낸 바와 같이,

mAb10827 항체는 6개의 재조합 EGF-CT-B 6-His 정제 단백질과 모두 결합될 수 있었다. 

합성 재조합 EGF-CT-B 단백질이 EGF 도메인 및 CT-B 시퀀스의 발현물질을 포함하는 것을 확인하기 위하여, 도 9[0067]
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에 나타낸 바와 같이 2차 ELISA를 행함으로써 재조합 단백질이 플레이트 상에 직접 흡착되기 보다는 항 레빗-

CT-B 항체(Antibodies On-Line)를 이용하여 캡처되었다. 이 '캡처' 항체는 원시 CT-B에 특이적이기 때문에, 상

기 검정은 검출된 EGF 중화 도메인이 정확하게 접힌 CT-B 도메인을 포함하는 거대 재조합 단백질의 성분인 것을

설명한다.

실시예 III: EGF-CT-B 단백질 멀티머 조립[0068]

모노머의 서브유닛으로부터 멀티머의 조립에 있어서 CT-B 유래 재조합 단백질의 말단에 성장 인자를 포함하는[0069]

구조적 도메인의 발현 효과를 조사하기 위하여, 시험 1~시험 6의 합성 단백질이 원시 조건(비감압, 비열수) 하

에서 SDS-PAGE겔 상에 전기영동되었다. 이어서, 상기 합성 재조합 EGF-CT-B 단백질이 전기 블롯팅에 의해 니트

로셀룰로오스막으로 이동되고, 항 래빗-CT-B 항체(실시예 II에서 상술된 바와 같이)를 이용하여 탐침되었다. 2

차 HRP-표지 항 래빗 항체의 결합은 오토래디오그래프 필름 상에서 ECL 기질을 이용하여 발광된 광에 의해 검출

되었다. 도 10에 나타낸 바와 같이, 웨스턴 블롯은 합성 EGF-CT-B 모노머 단백질이 CT-B 도메인을 통해 멀티머

로 조립될 수 있는 것을 나타내는 고분자량 CT-B의 존재를 확인한다.

별도의 실험에 있어서, 원시(비열수 또는 비감압) CT-B 단백질의 듀플리케이트 샘플을 pH1.0~7.0의 다른 pH값[0070]

범위에서 5분 동안 배양하였다. 배양 후, 각각의 듀플리케이트 샘플 중 하나를 1시간 동안 pH7.0으로 중성화시

켰다. 이어서, 샘플을 모두 SDS-PAGE겔 상에 전기영동하고, 웨스턴 블롯하고, 단백질을 항-CTB 항체로 검출하였

다(도 16). 이것은 i) CTB 펜타머는 5분 동안 pH 3.0 이하에서 모노머로 감소되고, ii) 중성 pH로의 복귀는 펜

타머의 형성을 복원한다는 것을 설명한다. 종래, 적합한 링커(~16kDa의 분자량)를 통해 카멜리드 항체 결합 부

위 및 태그에 융합되는 CT-B 단백질을 포함하는 키메라 단백질은 기능적으로 활성 펜타머를 형성하게 할 수 있

다는 것이 설명되어 있다(Li 등, 2009 Molecular Immunology 46; 1718-1726).

실시예 IV: 2가의 합성 EGF-CT-B 단백질[0071]

예시적인 실시형태에 있어서, 상기 시험 2 및 시험 5에서 설명된 바와 같이 i) 3개의 아미노산 시퀀스에 의해[0072]

CT-B 유전자로부터 분리된 전장 EGF 유전자는 N- 및 C-말단 양쪽에서 발현되고(E2로 표시), 또는 상기와 같이

ii) Met21-Ala30 중화 항원결정기를 포함하는 절단 EGF가 CT-B 유전자의 말단 양쪽에서 발현되어(B2로 표시) 2

개의 부가 합성 재조합 EGF-CT-B 단백질이 생성되었다. 상술한 바와 같이, 재조합 단백질은 모두 E. coli 발현

벡터 pIMS147로 클로닝되었다. 상술한 바와 같이, 재조합 EGF-CT-B 단백질은 모두 발현 및 정제되고, 정확하게

접힌 CT-B 도메인의 제시 및 EGF 중화 항원결정기 Met21-Ala30의 정확한 형태의 제시에 대하여 검정되었다. 그

결과를 도 11을 참조하여 막대 그래프로 나타내었다. 도 11에 나타낸 바와 같이, E2 및 B2 재조합 EGF-CT-B 단

백질은 모두 CT-B 도메인 및 항체와 엑세스할 수 있도록 표시되는 적어도 하나의 기능적으로 정확한 EGF Met21-

Ala30 항원결정기를 모두 포함한다.  

또한, 분석은 먼저 샘플을 열수시키지 않고, pH7.0의 비변성 SDS-PAGE겔 상에 정제된 E2 및 B2 재조합 EGF-CT-B[0073]

단백질의 샘플을 전기영동시키고, 전기 이동을 통해 니트로셀룰로오스막으로 이동시키는 것을 포함한다. 상기

이동된 단백질은 AbOL(Antibodies On-Line) 항-CT-B 래빗 다클론 항체 및 HRP-표지 항-래빗 항체를 이용하여

검출되었다. 도 12에 나타낸 바와 같이, 웨스턴 블롯은 CT-B 도메인 함유 재조합 단백질이 모두 모노머로서 존

재하고, 또한 다이머, 트리머, 테트라머 및 펜타머를 포함하는 일련의 올리고머의 멀티머로 형성되어 있는 것을

나타낸다.

실시예 V: EGF-CT-B 단백질 시퀀스[0074]

합성 재조합 EGF-CT-B 단백질 시퀀스의 하나의 실시예를 도 13에 나타낸다. 도 13에 나타낸 바와 같이, 샘플 시[0075]

퀀스는 2개의 전장 EGF 시퀀스(밑줄) 및 CT-B 시퀀스(이탤릭체)를 포함하는 합성 단백질 시퀀스를 나타낸다.

실시예 VI: EGF-CT-B 단백질 시퀀스[0076]

합성 재조합 EGF-CT-B 단백질의 시퀀스의 다른 실시예를 도 14에 나타낸다. 도 14에 나타낸 바와 같이, 샘플 시[0077]

퀀스는 2개의 EGF 중화 도메인 시퀀스(밑줄) 및 CT-B 시퀀스(이탤릭체)를 포함하는 단백질 시퀀스를 나타낸다.

실시예 VII: EGF-CT-B 단백질 시퀀스[0078]

재조합 EGF-CT-B 단백질의 시퀀스의 또 다른 실시예를 도 15에 나타낸다. 도 15에 나타낸 바와 같이, 샘플 시퀀[0079]

스는 EGF 중화 도메인를 포함하는 EGF 분자의 부분 시퀀스(Cys31-Cys6)(밑줄) 및 CT-B 시퀀스(이탤릭체)를 포함

하는 단백질 시퀀스를 나타낸다.
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실시예 VIII: 링커를 포함하는 EGF-CT-B 단백질 시퀀스[0080]

다른 예시적인 실시형태에 있어서, 본 원에는 하나 이상의 링커 또는 스페이서를 포함하는 부가 재조합 EGF-CT-[0081]

B 단백질이 개시되어 있다. 상술의 하나 이상의 실시형태는 하나의 유전자가 바로 다음에 올 수 있도록 CT-B 중

하나 또는 양쪽 말단에 융합되는 EGF를 포함한다. 이들 얻어진 재조합 또는 키메라 단백질은 CT-B에 직접 융합

되는 EGF를 포함하는 것이 필수적이다. 다른 예시적인 실시형태에 있어서, 키메라 단백질의 EGF 및 CT-B 성분은

2개의 도메인 사이에 유연한 스페이서 또는 링커를 형성하는 3 또는 5 아미노산에 의해 효과적으로 분리되어 있

다. 하기 링커로서 이용될 수 있는 아미노산은 SSG, SSGGG, SGG, GGSGG 및 GGGGS를 포함하지만, 이들에 한정되

지 않는다. 

상기 링커의 첨가는 입체 장애 등으로부터의 간섭을 감소시키고, CT-B 도메인에 의해 펜타머의 형성에 도움을[0082]

줄 수 있다. 또한, 상기 링커는 링커 내에 도입되는 독특한 제한 부위가 유전 구성체의 연속 조작을 허용하는

것을 가능하게 한다. 이 실시예에 있어서, 도 17에 나타낸 표에 열거된 시퀀스를 갖는 8개의 구성체(T1-T6, E2

및 B2)가 기재되어 있다. 하나의 예시적인 실시형태에 있어서, 상기 제한 부위는 다음을 포함하지만, 이들에 한

정되지 않는다: Xho1, Kpn1, BspE1 및 Spe1.

상기 구성체 T1~T6, E2 및 B2의 웨스턴 블롯 분석을 행하였고, 도 18과 관련하여 후술한다. 도 18에 나타낸 바[0083]

와 같이, 구성체 E2 및 B2의 웨스턴 블롯은 일부 간섭, 예를 들면 모노머, 다이머, 트리머 등의 각종 올리고머

로 이루어지지는 단백질 생성을 야기하는 입체 장애 및/또는 기타 간섭 등을 나타내고 있다. 또한, 샘플에 존재

하는 단백질의 농도는 원시 CTB 펜타머리제이션에 의존적인 요소이기 때문에 올리고머리제이션에 영향을 미칠

수 있다. 

가장 낮은 밴드는 모노머에 해당하고, 그 다음은 다이머 등이다. B2는 절단 EGF를 포함하기 때문에, B2가 웨스[0084]

턴 블롯 상에서 보다 낮게 나타내어지는 것은 E2보다 작은 것이 명백하다.

올리고머의 수 및 비율은 구성되는 구성체에 따라 변경되지만, 유사한 결과가 구성체 T1-T6에 대해서도 발견된[0085]

다. 초기에는, 아미노산 링커를 포함하는 N-말단에 EGF를 갖는 단백질이 펜타머를 높은 비율로 제공할 수 있는

것으로 보였다. 그러나, 이후에 펜타머의 비율은 배치에 따라 변경되는 것을 발견하였다. 

초기에는 하나 또는 다른 말단의 융합이 펜타머리제이션을 선호하는 것으로 추정되었기 때문에, E2 구성체 이외[0086]

에 2개의 텐덤 융합물질로 구성되어 있고, 도 19에 나타낸다. 제 1 텐덤 융합(E2N)은 CT-B의 N-말단에 2개의 연

속 EGF를 포함한다. 여기서, L-3은 SGG이고, L-4는 GSSG이다. 제 2 융합(E2C)은 CT-B의 C-말단에 2개의 연속

EGF를 포함한다. 여기서, L-3은 SSG이고, L-5는 GGSGG이다. 

예시적인 실시형태에 있어서, N-말단 및 C-말단에서의 아미노산 링커 길이는 각 말단의 아미노산 링커가 펜타머[0087]

만을 수득하는지, 또는 N-말단 또는 C-말단의 하나의 말단의 아미노산 링커가 펜타머를 높은 비율로 수득하는지

의 여부를 결정하기 위하여 연장되었다. 도 20을 참조하여, N-말단 또는 C-말단의 아미노산 링커는 각각 구성체

T2/3 및 T4/5를 이용하여 연장되었다. 상기 도시(도 20)는 C-말단 융합 E2C를 의미한다. 이 예시적인 실시예에

있어서, L3은 SSG이고, L5는 SSGGG이고, L8은 SSGGGSGG 이고, L10은 SSGGGGSGGG이다. N-말단의 경우에 있어서,

삽입된 링커 스페이서는 약 7 및 9 잔기 길이이었다. 이 실시예에 있어서, 4 링커는 L3은 SGG이고, L5는 GGSGG

이고, L7은 TSGGGSG이고, L9는 TSGGGGSGG일 수 있다. 링커-스페이서는 각각 보다 짧은 L3 및 L5 링커로 삽입될

수 있다. 그 결과, L7이 L5로 삽입되거나 L9가 L3으로 삽입된 것은 모두 12 잔기의 링커를 수득하지만, 이것들

은 다른 시퀀스(이하, 'a' 및 'b'라고 칭함)를 가질 수 있다. 또한, 도 20에 나타낸 바와 같이 N-말단 링커는

10, 12 및 14 아미노산까지 연장되고, C-말단은 11, 13 및 15 아미노산까지 연장되었다. 이 예시적인 실시예에

있어서, L10은 SSGGGSGGSSG이고, L12a는 GGSGGTSGGGSG이고, L12b는 SGGTSGGGGSGG이고, L14는 GGSGGTSGGGGSGG이

다.  마찬가지로,  L11은  SSGGGSGGSSG이고,  L13a는  SSGGGGSGGGSSG이고,  L13b는  SSGGGSGGSSGGG이고,  L15는

SSGGGGSGGGSSGGG이다. 

도 21을 참조하여, 상기 텐덤 EGF 융합물질, E2N 및 E2C의 웨스턴 블롯 분석은 본래의 2가의 구성체를 본래의[0088]

E2와 비교하여 E2 및 E2C가 모두 다수의 올리고머를 생성하는 것을 설명한다. 또한, E2N은 올리고머를 생성하지

만, 제 1 EGF 도메인이 절단 단백질로서 발현되거나, 발현/정제시에 일부 단계에서 쪼개지는 것은 유력한 증거

가 있다.  

또한, 비교 웨스턴 블롯 분석은 연장된 링커를 갖는 1가의 'T' 구성체 상에서 행해졌다(도 22에 나타냄). 상기[0089]

링커 연장물질이 T2 및 T3(각각 N-말단 3 aa 링커 및 N-말단 5 aa 링커)으로 이미 명명된 구성체에 도입되는 경

우, T2SL(짧은 연장 링커, 즉 L10), T2LL(긴 링커, L12a), T3SL(짧은 링커, L12b) 및 T3LL(긴 링커, L14)가 얻
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어졌다.  마찬가지로,  상기  N-말단  T5  및  T6  구성체는  T5SL(L11을  가짐),  T5LL(L13a를  가짐),  T6SL(L13b를

가짐) 및 T6LL(L15를 가짐)이 된다. 

링커 스페이서가 삽입될 때에, 이들은 실제로 상당히 다른 시퀀스를 제공하는 2개의 방향 중 어느 하나로 클로[0090]

닝된다. 가능하면, 충분한 클론이 소망하는 방향으로 삽입된 클론을 찾아내기 위해 시퀀싱되었다. T3LL-Rev의

경우에 있어서, 초기에는 바람직한 링커 길이(즉, 14 aa)를 갖지만, '틀린' 방향으로 삽입된 클론만 얻어진다.

적어도  물리적  스페이서로서  작동하는  한,  이들  링커의  정확한  시퀀스가  반드시  필요하지  않은  이유가

설명된다. 상기 T3LL-Rev의 실제 링커 시퀀스는 GGSGGTRPSTAATS(밑줄=반전부)일 수 있다.

도 22에 도시된 웨스턴 블롯에 나타낸 바와 같이, N 및 R은 각각 원시 및 감소/변성 단백질을 의미한다. 2개의[0091]

제 1 레인은 펜타머(원시) 및 모노머(감소)로서 야생형 CT-B를 나타낸다. 다른 레인에 나타낸 바와 같이, T3(5

아미노산 링커를 포함함)은 여러가지 사이즈의 소정 올리머를 생성하지만, 더욱 긴 링커를 갖는 N-말단 구성체

는 원시 조건 하에서 주로 펜타머를 생산하는 것을 알 수 있었다.

한편, 도 23에 도시된 바와 같이, C-말단 구성체의 웨스턴 블롯은 연장된 링커를 갖는 원시 조건 하에서도 다중[0092]

밴드를 생성한다. 

이 데이터를 기초로 하여, CT-B와 EGF의 텐덤 N-말단 융합은 상당히 흥미로운 것으로 보인다. 또한, 제 1 링커[0093]

(2개의 EGF 도메인 사이)는 상술의 E2N 구성체에 의한 절단/단백질분해를 방지하고, 다른 성장 인자를 도입할

때에 유연성을 허용하기 위하여 연장된다. 연장된 제 1 링커를 갖는 CT-B와 EGF의 N-말단 융합용 시퀀스는 다음

과 같다: 

HHHHHHIEGRNSDSECPLSHDGYCLHDGVCMYIEALDKYACNCVVGYIGERCQYRDLKWWELRGGSGGTSGGGGSGGTPQNITDLCAEY[0094]

HNTQIHTLNDKIFSYTESLAGKREMAIITFKNGATFQVEVPGSQHIDSQ KKAIERMKDTLRIAYLTEAKVEKLCVWNNKTPHAIAAISMAN 

EGF B-루프 항원결정기를 발현 또는 포함하는 동종의 재조합 단백질은 특정 실시형태와 관련하여 기재 및 도시[0095]

되어 있지만, 본 발명의 취지 및 범위를 벗어나는 일 없이 많은 변경 및 수정이 당업자에게 명백할 수 있다.

실시예 IX: 2중 특이적 IGF1-EGF-CTB 단백질(a)[0096]

단일 합성 재조합 단백질을 갖는 하나 이상의 성장 인자를 목표로 한 실현가능성을 확립하기 위하여, 실시예[0097]

VIII에서 설명된 구성체 E2N으로 클로닝될 수 있도록 짧은 인접 영역을 포함하는 인간 인슐린 유사 성장 인자

1(IGF1)을 엔코딩하는 유전자가 합성되었다. 즉, N-말단 EGF 유전자는 제한 엔도뉴클레아제 Nco1 및 Xho1로 DNA

를 분해함으로써 벡터로부터 절단되었다. 이어서, 당업자에게 잘 알려진 방법을 이용하여 유사하게 분해된 인간

IGF1 유전자로 교체하였다. 얻어진 DNA 벡터는 제조합 단백질을 설계된 바와 같이 발현시키는 방법으로 필요로

하는 재조합 유전자가 엔코딩되는 것을 확인하기 위하여 시퀀싱되었다. 새로운 재조합 단백질의 시퀀스를 도 24

에 나타낸다. 

이어서, 상술한 벡터의 발현에 의해 생성되는 단백질을 ELISA에 의해 분석하여 포유류의 면역 체계의 성분(즉,[0098]

항체)과 성장인자가 모두 동시에 표시될 수 있는 것을 설명하였다. 즉, ELISA 플레이트의 웰을 적절히 희석된

항-CTB 항체로 코팅하고, 이어서 상술한 바와 같이 2% 밀크 파우더를 함유하는 PBS로 블로킹하였다. 상기 재조

합 단백질의 샘플을 플레이트 상에 도포하고, 실온에서 1시간 동안 배양하였다. 이어서, 세정 후 설명된 바와

같이 준비된 다른 웰을 i) 항 마우스-EGF 항체 AbOL 10827 또는 ii) 항 래빗-인간 IGF1 2o 항체 중 어느 하나의

1/1000(제조사의 권장사항에 따라)과 함께 배양하였다. 세정 후, 웰을 i) HRP-표지 항 마우스 항체 또는 ii)

HRP-표지 항 래빗 항체와 함께 배양하고, 상술한 바와 같이 현상하였다. 도 25에 나타낸 바와 같이, 생성된 시

그널은 IGF 및 EGF가 모두 원시 배열로 표시되어 있는 것을 확인하였다. 또한, 항-IGF 항체에 의해 생성된 시그

널은 IGF, EGF 및 CTB 시퀀스가 발현 벡터의 엔코딩 DNA 시퀀스의 상대적인 위치로 인해 동일한 분자 내에 존재

하는 것을 확인하였다. 

실시예 X: 2중 특이적 IGF1-EGF-CTB 단백질(b)[0099]

2중 특이적 재조합 단백질이 CBT의 자연 특징을 이용하여 생성되어 올리고머를 형성할 수 있는 것을 설명하기[0100]

위하여, 실시예 IX에서 설명된 IGF 유전자를 당업자에게 잘 알려진 방법을 이용한 PCR에 의해 조작함으로써 EGF

유전자가 교체된 T5 구성체로 클로닝되도록 하였다. 얻어진 재조합 단백질은 CTB 시퀀스에 IGF 시퀀스 C-말단이

포함되고, 3 아미노산 링커에 의해 분리되었다(도 26). 

상기 재조합 단백질의 샘플은 동일한 (몰)양의 i) T2 단백질 및 ii) T5 단백질과 각각 결합되었다. 상기 혼합물[0101]

은 각각 필요에 따라서 완충된 10mM Tris-HCL를 첨가함으로써 pH3.0으로 조정되었고, 15분 동안 4℃에서 배양하
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여 임의로 존재하는 올리고머를 분리시켰다. 이어서, 상기 단백질 혼합물을 중화하고, 올리고머리제이션을 촉진

하기 위하여 60분 동안 연속 배양하였다. 헤테로-올리고머의 존재를 검출하기 위하여, ELISA 플레이트의 웰은

항 마우스-EGF 항체 또는 항 래빗-IGF 항체 중 어느 하나로 도포되어 블로킹되었다. 세정 후, IGF-CTB/T2 믹스

및 IGF-CTB/T5 믹스를 항-EGF 항체 또는 항-IGF 항체로 도포된 웰에 각각 도포하고, 실온에서 60분 동안 배양하

였다.   

세정 후, 도포되는 항체에 의해 표적되지 않는 성장 인자에 특이적인 항체를 첨가하고, 60분 동안 배양하였다.[0102]

따라서, 항 래빗-IGF 항체가 항 마우스-EGF 항체로 도포된 웰에 도포되었고, 그 반대도 동일하게 행해졌다. 결

합되지 않는 2o 항체를 세정하여 제거한 후, HRP-표지 항-마우스 또는 HRP-표지 항-래빗 항체는 2o 항체를 표적

하기 위해 적절하게 도포하였다. 그 결과를 도 27에 나타내고, 항-EGF 도포 항체가 캡처되고, IGF 시퀀스를 함

유하는 단백질이 고정될 수 있는 것이 설명되었다. 마찬가지로, 항-IGF 항체가 캡처되어 EGF 시퀀스를 포함하는

단백질을 고정시킬 수 있다. 양쪽의 경우에 있어서, 이것은 양쪽 모두에 존재하는 모노머를 함유하는 IGF 및

EGF의 올레고머리제이션에 의해 야기된다. 또한, 헤테로-올리고머는 성장 인자가 모두 CTB 성분(즉, IGF-CTB 및

T2)의 반대측 말단에 위치하는 경우, 및 성장 인자가 모두 동일한 (C) 말단(즉, IGF-CTB 및 T5) 상에 있는 경우

에 형성될 수 있다. 또한, 상기 검정은 다른 방향으로도 행해진다. 

실시예 XI: 다양한 성장 인자 제시[0103]

본 발명의 유연성을 더 설명하기 위하여, 하나 이상의 성장 인자 범위로부터 유래되는 부가 시퀀스와 함께 CBT[0104]

로부터 유래되는 시퀀스를 포함하고, 종래 기술에서 행해진 것으로 알려진 표준법을 이용하여 도 28에 따른 여

러가지 사이즈의 도메인 범위를 나타내는 재조합 단백질 패널을 생성하였다.  상기 단백질의 샘플은 각각 E.

co1i의 유전 구성체의 발현에 의해 조제되고, 각 단백질의 헥사-히스티딘 태그 N-말단을 통해 IMAC를 이용하여

정제되었다. 정제된 재조합 단백질은 ELISA에 의해 검정되어 서로 다른 각각의 시퀀스가 존재하고, 각 시퀀스에

대하여 특이적인 항체를 이용하여 정확하게 표시되는 것을 설명하였다(도 29). 원시 단백질은 mTGF B1 및 CTB로

부터 유래되는 시퀀스를 포함하는 재조합 단백질의 샘플 및 웨스턴 블롯 준비에 이용되었다(도 30). 단백질은

α-CTB 항체에 의해 검출되고, 재조합 키메라 단백질이 이용되는 조건 하에서 CTB의 특성을 유지하는 안정한 펜

타머를 형성할 수 있는 것으로 나타났다.  

실시예 XII: 성장 인자 수용체 제시 [0105]

본 발명에서 기재된 방법이 성장 인자 이외의 단백질의 기능 표시에 적용될 수 있다는 것을 설명하기 위하여,[0106]

성장 인자 수용체 및 CTB로부터 유래되는 시퀀스를 포함하는 재조합 단백질이 생성되었고, 이러한 시퀀스는 CTB

시퀀스와 접합하여 자연 형태로 존재하는 것으로 나타났다. 인간 TGF-베타1의 단백질 시퀀스를 엔코딩하는 DNA

는 종래 기술에서 행해진 것으로 알려진 표준법을 이용하여 DNA를 코팅하는 EGF를 T3LL 클론으로 교체함으로써

CTB 유전자의 상부를 클로닝하였다. 이 구성체는 인간 TGF-베타1 및 CTB 시퀀스를 모두 포함하는 재조합 단백질

을 생성하는데 이용되었다(도 31a). 마찬가지로, 인간 TGF 베타 수용체 2의 세포 외 리간드 결합 도메인 및 CTB

의 시퀀스를 포함하는 제 2 재조합 단백질이 생성되었다(도 31b).

단일 재조합 단백질에 대하여 TGF-베타 R2 및 CTB 시퀀스를 동시에 제시하는 것은 캡처 ELISA에 의해 확립되었[0107]

다. 즉, ELISA 플레이트의 웰을 i) 항 마우스-CTB 항체 또는 ii) 항 고트-TGF 베타 R2 항체로 도포하고, 밀크

파우더를 함유하는 PBS로 블로킹하였다. 이어서, 도 31b에 따른 재조합 단백질의 샘플을 웰과 접촉시키고, 약 1

시간 동안 배양하였다. 세정 후, 웰을 각각 i) 항 고트-TGF 베타 R2 항체 또는 ii) 항 마우스-CTB 항체와 접촉

시키고, 1시간 동안 배양하였다. 세정 후, 웰을 각각 i) HRP-표지 항-쉬프(고트) 항체 및 ii) HRP-표지 항-마우

스 항체와 접촉시키고,  1시간 동안 배양하였다.  상기 플레이트를 TMB  기질을 이용하여 현상하고, 색 강도를

450nm에서 측정하였다. 상기 검정은 TGF-베타 R2 및 CTB 시퀀스가 모두 동일한 키메라 재조합 단백질에 존재하

는 것을 설명하였다(도 32). 

TGF-베타1 및 TGF 베타 R2가 모두 원시 배열의 CTB 시퀀스로 각각 존재하는 것을 설명하기 위하여, TGF 베타1과[0108]

그 자연 수용체 사이의 상호작용을 ELISA에 의해 결정하였다. 즉, ELISA 플레이트의 웰을 항 마우스-CTB 항체로

도포하여 블로킹하였다. 이어서, 상기 웰을 도 31a에 나타낸 인간 TGF-베타1 및 CTB 시퀀스를 함유하는 재조합

단백질과 접촉시키고, 1시간 동안 배양하였다. 세정 후, 상기 웰을 도 31b에 나타낸 인간 TGF-베타R2 및 CTB 시

퀀스를 함유하는 재조합 단백질과 접촉시키고, 1시간 동안 배양하였다. 상기 웰을 세정하고, 이어서 항 고트-

TGF 베타 R2 항체와 1시간 동안 접촉시켰다. 최종적으로 웰을 세정하고, HRP-표지 항-쉬프(고트) 항체와 약 1시

간 동안 접촉시켰다. 상기 플레이트를 TMB 기질로 현상하고, 450nm에서 판독하였다. 도 33은 2개의 재조합 단백

질은 상호작용에 의해 결합되는 자연 수용체-리간드를 재생성할 수 있고, 검정에 이용되는 항-수용체 항체에 의
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해 방해되지 않는 것을 나타낸다.    

실시예 XIII: 재조합 단백질 제제에 대한 마우스의 면역 반응[0109]

상기 마우스의 면역 반응에 대한 각종 제제의 효과를 평가하기 위하여, 본 발명에 따른 CBT 및 하나 이상의 성[0110]

장 인자의 시퀀스를 포함하는 재조합 단백질을 다른 실험군의 마우스에 면역 접종하였다. 각각 6마리의 마우스

를 포함하는 6개의 마우스 그룹은 후술하는 스케줄에 따라서 서로 다른 재조합 단백질 제제로 면역 화되었다.

특별히 명시하지 않는 한, 마우스는 완충액 75㎕과 몬타나이드 보조제 75㎕로 유화시킨 재조합 단백질 25㎍으로[0111]

면역화하였다. 면역원은 0일 및 14일째에 근육주사를 통해 투여하였다. 혈청 샘플은 0일 및 28일째에 채취하고,

접종되는 재조합 단백질 내에 함유된 성장 인자 시퀀스에 대한 IgG 항체의 존재를 분석하였다. 상기 마우스군은

하기 항원으로 면역화되었다.      

그룹 1: SB1, 도 26에 따른 인간 IGF 및 CTB 시퀀스를 포함하는 몬타나이드 75㎕로 유화된 재조합 단백질 75㎕[0112]

(25㎍) 

그룹 2: SB2, 실시예 VIII에 기재된 T3LL로 불리는 인간 EGF 및 CTB 시퀀스를 포함하는 몬타나이드 75㎕로 유화[0113]

된 재조합 단백질 75㎕(25㎍)

그룹 3: SB3, 실시예 IX에 기재되고, 도 24에 따른 IGF, 인간 EGF 및 CTB 시퀀스를 포함하는 몬타나이드 75㎕로[0114]

유화된 재조합 단백질 75㎕(25㎍) 

그룹 4: SB4, IGF-CTB 및 EGF-CTB를 모두 함유하는 올리고머를 포함하고, 실시예 X에 기재된 방법에 의해 결합[0115]

되는 몬타나이드 75㎕로 유화된 SB1 37.5㎕(12.5㎍) 및 SB2 37.5㎕(12.5㎍)

그룹 5: SB5, Matrix-M 보조제 20㎕로 유화된 것을 제외하고 그룹 1과 마찬가지인 SB1 75㎕(25㎍) [0116]

그룹 6:  SB6,  몬타나이드 37.5㎕로 유화된 SB1  37.5㎕(12.5㎍),  5분 후에 몬타나이드 37.5㎕로 유화된 SB2[0117]

37.5㎕(12.5㎍), 이어서, 다른 위치를 통한 투여.

면역화 직전 및 면역화 후 14일째에 혈액 샘플을 채취하고, 재조합 단백질 면역 항원의 성장 인자 성분에 대한[0118]

IgG 항체의 존재 및 상대적인 역가를 위해 ELISA에 의해 혈청을 분석하였다. ELISA 플레이트를 시판의 재조합

인간 IGF 또는 EGF 1㎍/㎖ 농도로 도포하였다. 블로킹 및 세정 후, 시험 마우스의 혈청을 다양한 희석률로 웰에

도포하고, 실온에서 1시간 동안 배양하였다. 결합되지 않은 항체 및 기타 단백질을 세정에 의해 제거하고, 결합

된 마우스 IgG을 HRP-표지 항-마우스 항체로 검출하였다.

그룹 6은 모두 면역원성 재조합 키메라 단백질의 성장 인자 성분에 대하여 특이적 면역 반응이 증가하는 동물을[0119]

포함한다. 전반적으로 단지 하나의 성장 인자의 시퀀스가 포함되어 있는 그룹에서 IGF보다 EGF에서 더욱 강한

반응을 보이는 것이 설명되었다(그룹 1 및 그룹 2, 도 34 및 도 35). 특정 이론에 제한되는 일 없이, 이것은

EGF가 15/53 잔기만 다르고, IGF가 4/70 잔기만 다른 마우스와 인간 단백질 사이의 상동성도의 반영일 수 있다.

또한, 동일한 항원에 대하여 그룹 내에서 각각의 동물 사이의 반응 차이는 그룹 사이의 차이보다 큰 경우가 있

다.

마우스 중 하나는 거의 반응하지 않고, 몬타나이드보다 더욱 높은 농도로 스크리닝되는 4개의 다른 샘플이 요구[0120]

되는 점에서, 보조제로서 몬타나이드보다 Matrix-M을 사용하는 것(그룹 5을 그룹 1과 비교, 도 40 및 도 34)이

더욱 열악한 반응을 야기하였다. 

그룹 3, 그룹 4 및 그룹 6은 EGF 및 IGF 시퀀스가 모두 포함된 단백질을 공급받았고, 제제 또는 투여의 차이가[0121]

있었다. 그룹 3의 마우스는 각 단백질 분자에 EGF 및 IGF 시퀀스가 모두 포함된 재조합 단백질을 공급받았고, 6

마리 중 2마리가 α-IGF 반응을 나타내지 않았지만, 모두 EGF에는 반응하였다(도 36 및 도 37). 또한, 그룹 4

및 그룹 6 마우스는 모두 EGF에 대하여 항체를 생성하였다(도 38, 도 39 및 도 41). 그룹 4 중 1마리는 IGF에

반응하지 않았고, 다른 1마리는 매우 약하게 반응하였다. 그룹 6에 있어서만, EGF 및 IGF 함유 단백질이 각각

다른 위치에 투여되었고, 6마리는 모두 IGF에 대한 반응이 증가하였다. 

실시예 XIV: 유전자 단일 단계 정제 [0122]

본 발명에서 상세하게 설명된 면역원성 재조합 단백질의 일부 또는 전부에 단일 제 1 단계 정제 방법이 적용되[0123]

는 것이 바람직하다. 상기 정제는 헥사-히스티딘, MBP, F1AG 등의 친화성 태그의 포함이 요구되지 않는 것이 이

상적이다. 본 발명의 재조합 단백질은 모두 비브리오 콜레라 CT-B 독소 서브유닛으로부터 유래되는 적어도 일부
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시퀀스 또는 합성 기능적 등가물을 포함하는 것과 관련이 있다. 정제는 단클론 또는 다클론 항체의 사용에 의해

달성될 수 있지만, 단클론 항체는 생산 비용이 고가일 것으로 예상된다. 다클론 항체는 보다 저렴하지만, 동일

한 동물의 배치 사이 및 각각의 동물 사이에 성능 차이가 나타날 가능성이 있다. 또한, 면역 친화성 정제는 상

기 표적 단백질에 불리하게 영향을 미칠 수 있는 표적 단백질을 용리하기 위해 저pH 등의 가혹한 조건이 요구되

어 친화성 매트릭스의 재사용을 제한할 수 있다. 또한, 제조 방법에 있어서 부가적인 단백질의 도입을 포함할

수 있어 회피하는 것이 바람직하다.

상기 원시 CT 홀로톡신에 있어서, 모노-강글리오시드 Gm1과 결합하는 독소(도 42)는 기도(respiratory tract)[0124]

및 소화관의 상피세포를 포함하는 대부분의 포유류 세포의 표면에서 발견된다. 결합은 CT-B 서브유닛에 의해 영

향을 받고, CT-B 올리고머만이 Gm1과 결합한다. 따라서, 적합한 지지체로 고정되는 CTB는 본 발명의 면역원성

재조합 단백질의 정제에 이용될 수 있을 것으로 예상된다. 

그러나, 상기 CTB의 사용은 몇 가지 이유에 대하여 바람직한 방법으로 생각되지 않고, 특히 CTB는 소의 뇌로부[0125]

터 정제된 재료의 시판품만을 이용할 수 있다. 동물 재료의 사용 및 특히 소의 뇌 조직의 사용은 치료제의 생산

에 이용하기에는 적합하지 않다. 

상기 CTB와 Gm1의 결합은 2개의 인접한 CTB 서브유닛과 결합하는 분기의 글리코-분자 Gm1 상에 말단 갈락토오스[0126]

부위를 포함하는 것으로 알려져 있다. 따라서, 적합한 고체 지지체에 고정되는 갈락토오스는 본 발명의 재조합

단백질을 정제하는 유전자 수단을 제공할 수 있을 것으로 예상된다. 이러한 접근 방식의 적용 가능성을 평가하

기 위하여, CTB를 엔코딩하는 유전자는 종래 기술에서 행해진 것으로 알려진 기술을 이용한 주변세포질 단백질

회복의 설계된 박테리아 단백질 발현 벡터로 클로닝되어 E. co1i 박테리아의 각종 균주로 변형된다. 갈락토오스

-세파로오스 수지(도 43)는 Pierce(Pierce 카다로그 번호 20372)로부터 공급받았다. XL1-Blue, BL21 및 TGI E.

co1i 균주의 CTB-발현 클론 배양액 50㎖를 성장시키고, 37℃에서 하룻밤 동안 재조합 CTB를 발현하도록 유도하

였다. 상기 세포를 원심분리에 의해 수집하고, CTB의 추출을 위해 정제된 배지를 보관한다. 세포 펠렛(pellet

s)의 주변세포질 함유량은 배양액당 10㎖를 수득하는 종래 기술에서 행해진 것으로 알려진 표준법을 이용한 삼

투압 충격법(osmotic shock)에 의해 방출하였다.

상기 갈락토오스 세파로오스 수지는 제조사의 지시에 따라 200mM NaCl, 50mM Tris HC1, 5mM EDTA pH7.5(TEN 완[0127]

충액)로 세정하였다. NaCl, Tris-HCl pH7.5 및 EDTA를 200mM NaCl, 50mM Tris-HCl 및 5mM EDTA의 최종 농도가

되도록 조건 배지 및 주변세포질 분획에 첨가하였다. 세정된 갈락토오스 세파로오스 0.5㎖를 조건 배지 및 주변

세포질 분획에 각각 첨가하고, 4℃에서 2~3시간 교반하면서 배양하였다. 상기 수지는 BioRad 컬럼으로 회수하여

빙랭 TEN 완충액 30베드 볼륨으로 세정하였다. 결합된 단백질은 PBS의 1M 갈락토오스 0.5㎖로 수지를 재부유

(re-suspending)시킴으로써 용리하고, 10분 동안 배양하였다. 상기 컬럼은 폐기하고, 용리액은 분석을 위해 보

관하였다. 상기 용리 방법을 수회 반복하고, 분획은 CTB의 존재를 위해 분석되었다. 거의 모든 발현 CTB 단백질

이 배지에서 발견되었다. (배지로부터)정제된 CTB를 함유하는 통합 컬럼 용리액과 함께 미리 정제된 조건 배지

의 샘플 및 주변세포질 분획을 SDS-PAGE에 의해 분석하여 IMAC에 의해 정제된 His-태그 CTB와 비교하였다(도

44). 고정제 CTB는 가장 고수율로 제공되는 XL1-Blue 세포를 갖는 3개의 균주의 배양 상등액으로부터 얻어지는

것을 확인할 수 있었다(레인 4, 레인 7 및 레인 10). IMAC 정제에서 확인된 것과 순도를 비교하여(레인 11) 유

의적인 펜타머 단백질을 포함한다.

추가적인 실시형태[0128]

다른 예시적인 실시형태에 있어서, 본 원에는 합성 면역원성 재조합 단백질의 구성요소로서 종양 항원 항원결정[0129]

기의 제시를 개선하고, 그 수를 증가시키는 동종의 재조합 단백질로 이루어지는 백신이 개시되어 있다. 하나의

예시적인 실시형태에 있어서, 본 원에는 폴리펩티드 시퀀스 및 종양 항원의 전부 또는 일부를 발현하는 재조합

단백질로 형성되는 백신이 개시되어 있다.

예시적인 실시형태에 있어서, 본 원에 개시된 재조합 단백질은 총 분자량의 함수로서 종양 항원 및/또는 그 항[0130]

원결정기로부터 유래되는 단백질 시퀀스를 고비율로 포함 또는 발현할 수 있다. 이들 종양 항원 항원결정기는

단일 종양 항원의 전부 또는 일부의 다중 복제, 또는 하나 이상의 다른 종양 항원의 전부 또는 일부의 복제일

수 있다.

예시적인 실시형태에 있어서, 상기 재조합 단백질은 물리적 구조로 접힌 하나 이상의 시퀀스, 예를 들면 비브리[0131]

오 콜레라의 콜레라 독소 B(CT-B) 단백질 또는 합성 등가물의 하나 이상의 시퀀스, 및 하나 이상의 종양 항원

및 그 일부의 하나 이상의 시퀀스를 발현하는 면역원성 단백질 분자이다.
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예시적인 실시형태에 있어서, 상기 종양 항원의 시퀀스는 전립선 특이적 항원(PSA) 또는 그 일부의 시퀀스를 포[0132]

함할 수 있다. 다른 예시적인 실시형태에 있어서, 상기 종양 항원은 하기 PSA 및 기타 종양 항원을 포함하지만

이들에 한정되지 않는 하나 이상의 종양 항원의 전장 또는 그 일부를 포함할 수 있다.   

다른 예시적인 실시형태에 있어서, 본 원에는 면역원성 재조합 단백질의 구성요소로서 수용체 결합 부위의 제시[0133]

를 개선하고, 그 수를 증가시키는 동종의 재조합 단백질로 이루어지는 단백질이 개시되어 있다. 하나의 예시적

인 실시형태에 있어서, 본 원에는 폴리펩티드 시퀀스 및 수용체의 전장 또는 일부를 발현하는 재조합 단백질이

개시되어 있다.  

예시적인 실시형태에 있어서, 본 원에 개시된 재조합 단백질은 총 분자량의 함수로서 수용체 및/또는 그 결합[0134]

부위로부터 유래되는 단백질 시퀀스를 고비율로 포함 또는 발현할 수 있다. 이들 결합 부위는 단일 수용체의 전

부 또는 일부의 다중 복제물질, 또는 하나 이상의 서로 다른 수용체의 전부 또는 일부의 복제물질일 수 있다. 

예시적인 실시형태에 있어서, 상기 재조합 단백질은 물리적 구조로 접힌 하나 이상의 시퀀스, 예를 들면 비브리[0135]

오 콜레라의 콜레라 독소 B(CT-B) 단백질 또는 합성 등가물의 하나 이상의 시퀀스, 및 하나 이상의 종양 항원

및 그 일부의 하나 이상의 시퀀스를 발현하는 면역원성 단백질 분자이다.

예시적인 실시형태에 있어서, 상기 수용체의 시퀀스는 인간 상피 성장 인자 수용체 2(Her2) 또는 그 일부 및/또[0136]

는 인간 상피 성장 인자 수용체 3(Her3) 또는 그 일부의 시퀀스를 포함할 수 있다. 다른 예시적인 실시형태에

있어서, 상기 수용체는 하기 Her2, Her3 및 기타 수용체를 포함하는 하나 이상의 수용체의 전장 또는 그 일부를

포함할 수 있지만, 이들에 한정되지 않는다.

다른 예시적인 실시형태에 있어서, 상기 재조합 단백질은 물리적 구조로 접힌 하나 이상의 시퀀스, 예를 들면[0137]

CT-B 또는 합성 변형 이형체(modified variant)의 하나 이상의 시퀀스를 발현하고, 하나 이상의 성장 인자 또는

그 일부의 하나 이상의 시퀀스, 하나 이상의 종양 인자 또는 그 일부의 하나 이상의 시퀀스, 및 하나 이상의 수

용체 또는 그 일부의 하나 이상의 시퀀스를 발현하는 면역원성 단백질 분자이다.  

예시적인 실시형태에 있어서, 상기 재조합 단백질은 하나 이상의 성장 인자 또는 그 일부의 발현물질 또는 시퀀[0138]

스, 및 하나 이상의 종양 항원 또는 그 일부의 하나 이상의 시퀀스를 포함한다. 하나의 실시형태에 있어서, 상

기 재조합 단백질은 CT-B 또는 합성 변형 이형체(modified variant), PSA 또는 그 일부, 및 IGF-1 또는 그 일

부의 하나 이상의 시퀀스를 포함한다. 

다른 예시적인 실시형태에 있어서, 상기 재조합 단백질은 하나 이상의 성장 인자 또는 그 일부의 발현물질 또는[0139]

시퀀스, 및 하나 이상의 수용체 또는 그 일부의 하나 이상의 시퀀스를 포함한다. 하나의 실시형태에 있어서, 상

기 재조합 단백질은 CT-B 또는 합성 변형 이형체, Her2 또는 그 일부, 및 IGF-1 또는 그 일부의 하나 이상의 시

퀀스를 포함한다. 또 다른 실시형태에 있어서, 상기 재조합 단백질은 CT-B 또는 합성 변형 이형체, Her2 또는

그 일부, Her2 또는 그 일부, 및 PDGF 또는 그 일부의 하나 이상의 시퀀스를 포함한다. 

다른 예시적인 실시형태에 있어서, 상기 재조합 단백질은 하나 이상의 종양 항원 또는 그 일부의 발현물질 또는[0140]

시퀀스, 및 하나 이상의 수용체 또는 그 일부의 하나 이상의 시퀀스를 포함한다. 

또 다른 예시적인 실시형태에 있어서, 상기 재조합 단백질은 하나 이상의 성장 인자 또는 그 일부의 발현물질[0141]

또는 시퀀스, 및 하나 이상의 수용체 또는 그 일부의 하나 이상의 시퀀스를 포함한다. 

상술의 실시형태 중 어느 하나에 있어서, 단일 종양 항원, 수용체 및/또는 성장 인자의 하나 이상의 복제를 발[0142]

현하는 것 이외에, 물리적 부위마다 단일 종양 항원, 수용체 및/또는 성장 인자, 및/또는 경쟁적 종양 항원, 수

용체 및/또는 성장 인자 시퀀스의 쇄가 제시된다(예를 들면, n=1~10). 또한, 본 발명에 따른 재조합 단백질은 2

개 이상의 서로 다른 종양 항원, 수용체 및/또는 성장인자가 재조합 단백질의 시퀀스 내에서 서로 다른 위치에

단일쇄 또는 쇄로서 제시되는 하나 이상의 중화 도메인 또는 결합 부위의 발현을 포함한다. 예를 들면, 재조합

단백질은 단일 항원결정기 또는 결합 부위로서 또는 2개 이상의 텐덤 반복물질로서 2~4개의 서로 다른 종양 항

원, 수용체 및/또는 성장 인자의 전장 또는 일부, 및/또는 하나 이상의 종양 항원, 수용체 및/또는 성장 인자의

전장 또는 일부의 발현물질 또는 시퀀스를 포함할 수 있다. 

얻어진 단백질은 재조합 단백질의 시퀀스 내에서 종양 항원, 수용체 및/또는 성장 인자, 또는 하나 이상의 항원[0143]

결정기 또는 그 결합 부위를 발현하는 단일 폴리펩티드이다. 예시적인 실시형태에 있어서, 상기 재조합 단백질

의 시퀀스는 CT-B 시퀀스의 하나 이상의 부분을 발현하고, 항원결정기 또는 그 결합 부위의 적어도 하나 이상의

발현을 포함하는 종양 인자, 수용체 및/또는 성장 인자를 상기 면역원성 재조합 단백질의 표면에 자연 형태로
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제시한다.

본 발명에 따라서, 종양 항원 항원결정기, 수용체 결합 부위 및/또는 성장 인자 항원결정기의 발현은 그것들의[0144]

자연 형태가 강력한 호스트 면역 반응을 유도하는 방식으로 주로 호스트 면역 체계의 성분을 함유 및 제시하도

록 접혀질 수 있다. 바람직한 자연 단백질 모형의 실시예로는 콜레라 독소 B 서브유닛, 리스테리아, 파상풍 톡

소이드, 디프테리아 톡소이드, 박테리오파지 외피 단백질, 아데노바이러스 및 기타 바이러스성 외피 단백질이

포함되지만, 이들에 한정되지 않는다. 또한, 비자연 '합성' 폴리펩티드는 전체 단백질에 대하여 면역원성을 부

여하고, 호스트 면역 체계에 대하여 종양 항원 항원결정기, 수용체 결합 부위 및/또는 성장 인자 항원결정기의

적절한 제시를 허용하는 요건을 충족시킬 수 있다.

보조제 [0145]

본 원에 제공된 특정 예시적인 실시형태는 재조합 단백질 이외에 적어도 하나의 보조제(보조제 활성을 갖는 조[0146]

성물의 성분을 의미함)를 함유하는 약제학적 조성물을 포함하는 백신 조성물 및 면역학적 보조제 조성물 내에서

본 발명에 따른 재조합 단백질을 포함한다. 이러한 보조제 활성을 갖는 보조제는 인식 면역 체계를 갖는 인간

(예를 들면, 인간 환자), 비인간 영장류, 포유동물 또는 기타 고등 진핵 생물 등의 대상에 투여할 때에 면역 반

응의 효력 및 지속성을 변화(즉, 통계학적으로 유의한 방식으로 증가 또는 감소, 및 특정 바람직한 실시형태에

있어서는 촉진 또는 증가)시킬 수 있는 조성을 포함한다. 본 원에 개시된 특정 예시적인 실시형태에 있어서, 바

람직한 항원 및/또는 항원이 재조합 단백질 내에 함유되고, 하나 이상의 보조제가 투여시에 동시에 투여되거나

또는 시간 및/또는 공간(예를 들면, 서로 다른 해부학적 부위)적으로 분리될 수 있는 바람직한 항원 및 항원에

대하여 직접적으로 면역 반응을 변경, 즉 유도 또는 촉진할 수 있지만, 특정 예시적인 실시형태는 이들에 한정

되지 않고, 또한 특정 항원은 포함하지 않지만 하나 이상의 공동 보조제, 이미다조퀴놀린 면역 반응 조절제를

포함할 수 있고 이들에 한정되지 않는 조성물에 있어서의 재조합 단백질의 투여를 고려할 수 있다. 

따라서, 상술한 바와 같이 보조제는 QS21 및 QS21 유사체(예를 들면, 미국 특허 제5,057,540호; EP 0 362 279[0147]

B1; WO 95/17210), 알룸, 토마틴, 사포닌, 폴리소르베이트 80, 스판 85 및 스테아릴 티로신 등(이들에 제한되지

않음)의 식물성 알칼로이드, 하나 이상의 사이토카인(예를 들면, GM-CSF, IL-2, IL-7, IL-12, TNF-알파, IFN-

감마), 이미다조퀴놀린 면역 반응 조절제, 및 더블 스템 루프 면역 조절제(dSLIM, 예를 들면, Weeratna et al,

2005 백신 23:5263)를 포함하는 사포닌 및 사포닌 유사체 등의 보조제의 효과를 갖는 조성물을 포함한다. 

사포닌을  포함하는  세제는,  예를  들면  미국  특허  제6,544,518호;  Lacaille-Dubois,  M  및  Wagner  H.(1996[0148]

Phytomedicine  2:363-386),  미국 특허 제5,057,540호,  Kensil,  Crit.  Rev  Ther  Drug  Carrier  Syst,  1996,

12(1-2): 1-55, 및 EP 0 362 279 B1에 알려져 있다. 면역 자극 복합체(Immune Stimulating Complexes(ISCOM

S))의 Quil A(사포닌) 분획을 포함하는 미립자구조는 용혈성이고, 백신의 제조에 이용되어 왔다(Morein, B., EP

0 109 942 B1). 이들 구조는 보조제 활성을 갖는 것으로 보고되어 있다(EP 0 109 942 B1; WO 96/11711). 상기

용혈성 사포닌 QS21 및 QS17(Quil A의 HPLC 정제 분획)은 잠재 전신성 보조제로서 설명되어 있고, 그 제조 방법

은 미국 특허 제5,057,540호 및 EP 0 362 279 B1에 개시되어 있다. 또한, 전신성 백신에 대한 잠재 보조제로서

작용하는 QS7(Quil-A의 비용혈성 분획)의 용도가 이들 참조문헌에 기재되어 있다. 또한, QS21의 용도가 Kensil

등(1991. J. Immunology 146:431-437)에 기재되어 있다. QS21과 폴리소르베이트 또는 시클로덱스트린의 결합이

공지되어 있다(WO 99/10008). QS21 및 QS7 등의 QuilA의 분획을 포함하는 미립자 보조제계는 WO 96/33739 및

WO  96/11711에 기재되어 있다. 합성 백신 연구에 이용되어 온 기타 사포닌은 안개꽃(Gypsophila)  및 비누풀

(Saponaria) 등의 기타 식물종으로부터 유래되는 것을 포함한다(Bomford 등, Vaccine, 10(9):572-577, 1992).

에스신(Escin)은 본 원에 개시된 실시형태의 보조제 조성물에 이용되는 사포닌과 관련된 또 다른 세정제이다.[0149]

에스신은 마로니에 나무(horse chestnut tree, Aesculus hippcastanum)의 씨앗에서 생성되는 사포닌의 혼합물

로서 k index(12.sup.th Ed.: entry 3737)에 기재되어 있다. 크로마토그래피 및 정제(Fiedler, Arzneimittel-

Forsch. 4, 213(1953)), 및 이온 교환 수지(Erbring 등, 미국 특허 제3,238,190호)에 의한 분리가 기재되어 있

다. 에스신(애신(aescin)으로도 알려져 있음)의 분획은 정제되어 생물학적 활성을 나타낸다(Yoshikawa  M,  등

(Chem Pharm Bull(Tokyo) 1996 August; 44(8): 1454-1464)). 또한, 디기토닌(Digitonin)은 또 다른 세제이고,

디기탈리스(Digitalis  purpurea)의  씨앗으로부터 유래되고,  Gisvo1d  등,  J.  Am.  Pharm.  Assoc.,  1934,  23,

664; 및 Rubenstroth-Bauer, Physio1. Chem., 1955, 301, 621에 기재된 방법에 따라서 정제되는 사포닌으로서

Merck index(12th Ed., entry 3204)에 기재되어 있다. 

본 원에 기재된 특정 실시형태에 따라 이용되는 기타 보조제 또는 공동 보조제는 당업자에게 잘 알려져 있는 폴[0150]

리머 화합물의 종류를 의미하는 블록 공중합체 또는 생분해성 폴리머를 포함한다. 백신 구성 또는 면역학적 보
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조제에 포함되어도 좋은 블록 공중합체 또는 생분해성 폴리머의 예로는 Pluronic.RTM.L121(BASF Corp., Mount

o1ive, N.J.; 예를 들면, Yeh 등, 1996 Pharm. Res. 13: 1693 참조)이 포함된다. 

다른 특정 예시적인 실시형태는 이러한 다른 실시형태에 있어서 공동 보조제 활성을 부여할 수 있고, 이러한 다[0151]

른 실시형태에 있어서 약제학적으로 허용될 수 있는 캐리어 또는 부형제를 첨가 또는 대체하여 제공할 수 있는

오일을 포함하는 면역학적 보조제를 고려하지만, 이들에 한정되지 않는다. 다수의 적합한 오일이 알려져 있고,

본 발명을 기초로 하는 백신 조성물 및 면역학적 보조제 조성물에 포함하기 위해 선택될 수 있다. 이러한 오일

의 실시예로는 스쿠알렌, 스쿠알란, 미네랄 오일, 올리브 오일, 콜레스테롤 및 만니드 모노올레이트가 포함되지

만, 예시적인 방법이고, 이들에 한정되지 않는다.

또한, 이미다조퀴놀린 면역 반응 조절제 등의 면역 반응 조절제는 당업계에 알려져 있고, 특정 예시적으로 개시[0152]

된 실시형태에 있어서 보조제 또는 공동 보조제로서 포함될 수 있다. 

또한, 상술한 바와 같이, 본 원에 기재된 발명에 따른 백신 조성에 이용되는 보조제 또는 공동 보조제 중 하나[0153]

는 통상적으로 "알룸"이라고 불리는 알루미늄 공동 보조제일 수 있다. 알룸 공동 보조제는 양호한 안정성 기록,

항체 반응 증가, 안정한 항원을 갖기 때문에 이점이 있고, 대량 생산에 비교적 용이하다(Edelman  2002  Mol.

Biotechnol. 21:129-148; Edelman, R. 1980 Rev. Infect. Dis. 2:370-383.). 

약제학적 조성 [0154]

특정 예시적인 실시형태에 있어서, 약제학적 조성은 본 발명에 따른 재조합 단백질을 포함하고, TLR 작용제, 공[0155]

동 보조제(예를 들면, 사이토카인, 이미다조퀴놀린 면역 반응 조절제 및/또는 dSLIM를 포함함) 등에서 선택되는

본 원에 기재된 하나 이상의 성분 및/또는 재조합 발현 구성체를 약제학적으로 허용될 수 있는 캐리어, 부형제

또는 희석제와 조합하여 포함하는 백신 조성이다.   

예시적인 캐리어는 사용되는 투여량 및 농도에서는 수용자에게 무독성일 수 있다. 통상, 재조합 단백질을 포함[0156]

하는 백신은 약 0.01mg/kg~약 100mg/kg 체중이 피내, 피하, 근육내 또는 정맥 경로, 또는 다른 경로에 의해 투

여될 수 있다.

호스트의 반응시에 투여 횟수 및 빈도가 의존적인 것은 당업자에게 명백할 것이다. 치료적 사용을 위한 "약제학[0157]

적으로 허용될 수 있는 캐리어"는 약제학 분야에서 잘 알려져 있고, 예를 들면 Remington's  Pharmaceutical

Sciences, Mack Publishing Co.(A. R. Gennaro edit. 1985)에 기재되어 있다. 예를 들면, 생리적 pH의 멸균 식

염수 및 인산염 완충 식염수가 이용될 수 있다. 상기 약제학적 조성물에 보존제, 안정제, 염료 및 향미료도 제

공될 수 있다. 예를 들면, 소듐 벤조에이트, 아스코르브산 및 p-히드록시벤조산의 에스테르가 보존제로서 첨가

될 수 있다. 또한, 항산화제 및 현탁화제가 사용되어도 좋다. 

상기 약제학적 조성물은 환자에게 투여되는 조성물로 허용되는 어떠한 형태이어도 좋다. 예를 들면, 상기 조성[0158]

물은 고체, 액체 또는 가스(에어로졸)의 형태이어도 좋다. 통상의 투여 경로는 경구, 국부, 비경구(예를 들면,

설하 또는 구강), 설하, 직장, 질 및 비강(예를 들면, 분사 방법으로서)을 포함하지만, 제한되지 않는다. 여기

서 사용되는 비경구란 이온 영동 소노포어시스, 수동 경피, 마이크로니들 투여, 및 또한 피하 주사, 정맥내, 근

육내, 흉골내, 해면내(intracavernous), 척수강내(intrathecal), 내이강(intrameatal), 요관내(intraurethral)

주사 또는 투입 방법을 포함한다. 특정 실시형태에 있어서, 여기에 기재된 조성물(백신 및 약제학적 조성물을

포함함)은 이온 영동, 마이크로캐비테이션(microcavitation), 소노포어시스(sonophoresis) 또는 마이크로니들에

의해 피내 투여된다. 

상기 약제학적 조성물은 그 안에 함유되는 활성 성분이 환자에게 조성물을 투여할 때에 생리학적으로 이용될 수[0159]

있도록 제제화된다. 환자에게 투여될 조성물은, 예를 들면 정제는 단일 복용 단위일 수 있고, 에어로졸 형태의

본 발명의 하나 이상의 화합물을 함유하는 것은 복수의 복용 단위를 갖는 하나 이상의 복용 단위의 형태를 취할

수 있다. 

경구 투여에 있어서는 부형제 및/또는 바인더가 예시될 수 있다. 그 예로는 수크로오스, 카올린, 글리세린, 전[0160]

분 덱스트린, 소듐 알지네이트, 카르복시메틸셀룰로오스 및 에틸 셀룰로오스가 있다. 착색제 및/또는 향미료가

예시될 수 있다. 코팅 쉘(coating shell)이 사용될 수 있다.

상기 조성물은 엘릭시르(elixir), 시럽, 용액, 에멀전 또는 부유액 등의 액체 형태일 수 있다. 상기 액체는 2개[0161]

의 예와 같이 경구 투여 또는 주사에 의한 전달에 이용된다. 경구 투여의 경우, 조성물은 감미제, 보존제, 염료

/착색제 및 풍미 증진제 중 하나 이상을 함유하는 것이 바람직하다. 주사에 의해 투여하고자 하는 조성물에 있
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어서는 계면활성제, 보존제, 습윤제, 분산제, 부유제, 완충액, 안정제 및 등장액 중 하나 이상이 포함될 수 있

다.

본 원에 이용되는 액상 약제학적 조성물은 용액, 부유액 또는 기타 어떠한 형태인지의 여부에 따라서 다음의 캐[0162]

리어 또는 부형제: 주사용 물, 식염수, 바람직하게는 생리학적 식염수, 링거액(Ringer's so1ution), 소듐 클로

라이드 등장액 등의 멸균 희석액, 스쿠알렌, 스쿠알란, 미네랄 오일, 만니드 모노올레이트, 콜레스테롤 및/또는

용제 또는 부유액으로서 제공될 수 있는 합성 모노 또는 디글리세리드 등의 고정유, 폴리에틸렌 글리콜, 글리세

린, 프로필렌 글리콜 또는 기타 용제; 벤질 알코올 또는 메틸 파라벤 등의 항균제; 아스코르브산 또는 소듐 비

술파이트 등의 항산화제; 에틸렌디아민테트라아세트산 등의 킬레이트제; 아세테이트, 시트레이트 또는 포스페이

트 등의 완충액 및 소듐 클로라이드 또는 덱스트로오스 등의 장력 보조제 중 하나 이상을 포함할 수 있다. 상기

비경구용 제제는 유리 또는 플라스틱으로 제조된 앰플, 일회용 시린지 또는 주사액병에 동봉될 수 있다. 주입될

수 있는 약제학적 조성물은 멸균되는 것이 바람직하다. 

특정 실시형태에 있어서, 본 발명의 약제학적 또는 백신 조성물은 0.2㎛ 미만의 안정한 수용성 부유제를 포함하[0163]

고, 인지질, 지방산, 계면활성제, 세제, 사포닌, 불소화 지질 등으로 이루어지는 군에서 선택되는 적어도 하나

의 성분을 더 포함한다. 

또한, 백신 또는 약제학적 조성물에는 알루미늄염, 유중수적형(water-in-oil) 에멀전, 생분해성 오일 운반체,[0164]

수중유적형(oil-in-water) 에멀전, 생분해성 마이크로캡슐 및 리포솜을 포함하는 전달 운반체 등의 기타 성분을

포함하는 것이 바람직할 수 있다. 또한, 이러한 운반체에 이용되는 면역 촉진 물질(공동 보조제)의 예로는 상술

한 것 이외에 N-아세틸무라밀-L-알라닌-D-이소글루타민(MDP),  글루칸, IL-12,  GM-CSF,  감마 인터페론 및 IL-

12가 포함될 수 있다.   

당업자에게 공지된 임의의 적합한 캐리어가 본 발명의 약제학적 조성물에 이용될 수 있지만, 캐리어의 종류는[0165]

투여 형태 및 서방성(sustained release)이 요구되는지의 여부에 따라 변경될 수 있다. 피하 주사 등의 비경구

투여에 있어서, 캐리어는 물, 식염수, 알코올, 지방, 왁스 또는 완충액을 포함하는 것이 바람직하다. 경구 투여

에 있어서, 만니톨, 락토오스, 전분, 마그네슘 스테아레이트, 소듐 사카린, 탤컴, 셀룰로오스, 글루코오스, 수

크로오스 및 마그네슘 카보네이트 등의 상기 캐리어 또는 고체 캐리어 중 어느 하나가 이용될 수 있다. 생분해

성 마이크로스피어(예를 들면, 폴리락트산 갈락티드)는 본 발명의 약제학적 조성에 대하여 캐리어로서 이용될

수 있다. 

또한, 약제학적 조성물은 완충액 등의 희석액, 아스코르브산 등의 항산화제, 저분자량(약 10 잔기 미만) 폴리펩[0166]

티드, 단백질, 아미노산, 글루코오스, 수크로오스 또는 덱스트린을 포함하는 탄수화물, EDTA 등의 킬레이트제,

글루타치온 및 기타 안정제 및 부형제를 포함할 수 있다. 중성 완충 식염수 또는 비특이적 혈청 알부민과 혼합

된 식염수가 적절한 희석액으로서 예시된다. 바람직하게는, 희석액으로서 적절한 부형제 용액(예를 들면, 수크

로오스)을 이용하여 생성물을 동결건조시킴으로써 제제화할 수 있다.

예시적인 실시형태에 있어서, 상기 재조합 단백질의 도메인을 지지하는 항원결정기 또는 수용체는 폴리펩티드[0167]

시퀀스가 자연 유래인지 합성인지의 여부에 따라 적절한 화학적/환경적 조건 하에서 올리고머의 멀티머로 자기

조립되거나, 또는 다른 조건 하에서 모노머로 감소되는 능력을 가질 수 있다. 이상적으로는, 멀티머리제이션 도

메인은, 예를 들면 다이머, 트리머, 테트라머, 펜타머 등의 각각의 수의 서브유닛을 갖는 안정한 멀티머로 조립

되어 균일한 크기의 생성물을 생성할 수 있다. 자연 폴리펩티드의 예로는 류신 지퍼, 락 리프레서 단백질, 스트

렙트아비딘/아비딘, 콜레라 독소 B 서브유닛, 슈도모나스 트리머리제이션 도메인 및 바이러스성 캡시드 단백질

에 포함되지만, 이들에 한정되지 않는다. 

예시적인 실시형태에 있어서, 다가의 분자를 조제하는 방법이 개시되어 있다. 이 예시적인 실시형태에 있어서,[0168]

모노머의 서브유닛으로부터 멀티머를 조립하여 하나 이상의 종양 항원, 수용체 및/또는 성장 인자 또는 그 일부

를 포함하는 합성 단백질을 형성하는 방법을 포함한다.

다른 예시적인 실시형태에 있어서, 백신 제제를 조제하는 방법이 개시되어 있다. 이 예시적인 실시형태에 있어[0169]

서, 하나 이상의 단일 1가의 멀티머를 하나 이상의 종양 항원, 수용체, 및/또는 성장 인자 또는 그 일부를 포함

하는 재조합 단백질을 포함하는 다가의 백신과 함께 혼합하여 조제하는 방법을 포함한다.  

또 다른 예시적인 실시형태에 있어서, 환자를 치료하는 방법이 개시되어 있다. 이 예시적인 실시형태에 있어서,[0170]

하나 이상의 1가의 항체, 하나의 종양 항원, 수용체, 및/또는 성장 인자, 재조합 단백질을 백신 접종 당일 또는

백신 접종 기간에 격일 또는 여러 회에 나눠서 환자에게 투여하는 방법을 포함한다. 
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상기 재조합 단백질은 상기 종양 항원, 성장 인자, 및/또는 수용체 중 적어도 하나의 시퀀스 및 CT-B 시퀀스의[0171]

전부 또는 일부를 하나 이상 포함 또는 발현하는 것으로 기재되어 있지만, 상기 재조합 단백질은 자연 CT-B 시

퀀스 또는 상기 자연 CT-B 시퀀스와 실질적으로 동일한 시퀀스 및/또는 합성 시퀀스를 포함하여도 좋다. 

상기 재조합 단백질은 상기 CT-B 시퀀스를 포함 또는 발현하는 것으로 기재되어 있지만, 상기 재조합 단백질은[0172]

상기 CT-B 시퀀스의 유도체 또는 상기 CT-B 시퀀스와 실질적으로 동일한 시퀀스를 포함 또는 발현하여도 좋다.

하나 이상의 종양 항원, 성장 인자, 및/또는 수용체를 발현 또는 포함하는 동종의 재조합 단백질은 특정 실시형[0173]

태와 관련하여 기재 및 설명되어 있지만, 본 발명의 취지 및 범위를 벗어나는 일 없이 당업자에게 많은 변경 및

수정이 있는 것이 명백할 수 있다.  따라서,  본 발명은 상술한 방법론 또는 구성의 상세한 설명에 제한되지

않고, 본 발명의 범위내에서 이러한 변경 및 수정을 포함하고자 한다. 

도면

도면1

도면2

공개특허 10-2014-0108235

- 27 -



도면3

도면4

도면5

공개특허 10-2014-0108235

- 28 -



도면6

도면7

도면8

공개특허 10-2014-0108235

- 29 -



도면9

도면10

공개특허 10-2014-0108235

- 30 -



도면11

도면12

도면13

공개특허 10-2014-0108235

- 31 -



도면14

도면15

도면16

공개특허 10-2014-0108235

- 32 -



도면17

도면18

도면19

공개특허 10-2014-0108235

- 33 -



도면20

도면21

도면22

공개특허 10-2014-0108235

- 34 -



도면23

도면24

도면25

도면26

공개특허 10-2014-0108235

- 35 -



도면27

공개특허 10-2014-0108235

- 36 -



도면28

공개특허 10-2014-0108235

- 37 -



도면29

도면30

공개특허 10-2014-0108235

- 38 -



도면31

도면32

공개특허 10-2014-0108235

- 39 -



도면33

도면34

도면35

공개특허 10-2014-0108235

- 40 -



도면36

공개특허 10-2014-0108235

- 41 -



도면37

공개특허 10-2014-0108235

- 42 -



도면38

공개특허 10-2014-0108235

- 43 -



도면39

도면40

공개특허 10-2014-0108235

- 44 -



도면41

도면42

공개특허 10-2014-0108235

- 45 -



도면43

도면44

공개특허 10-2014-0108235

- 46 -


	문서
	서지사항
	요 약
	대 표 도
	특허청구의 범위
	명 세 서
	기 술 분 야
	배 경 기 술
	발명의 내용
	도면의 간단한 설명
	발명을 실시하기 위한 구체적인 내용

	도면
	도면1
	도면2
	도면3
	도면4
	도면5
	도면6
	도면7
	도면8
	도면9
	도면10
	도면11
	도면12
	도면13
	도면14
	도면15
	도면16
	도면17
	도면18
	도면19
	도면20
	도면21
	도면22
	도면23
	도면24
	도면25
	도면26
	도면27
	도면28
	도면29
	도면30
	도면31
	도면32
	도면33
	도면34
	도면35
	도면36
	도면37
	도면38
	도면39
	도면40
	도면41
	도면42
	도면43
	도면44




문서
서지사항 1
요 약 1
대 표 도 1
특허청구의 범위 2
명 세 서 7
 기 술 분 야 7
 배 경 기 술 7
 발명의 내용 9
 도면의 간단한 설명 10
 발명을 실시하기 위한 구체적인 내용 13
도면 27
 도면1 27
 도면2 27
 도면3 28
 도면4 28
 도면5 28
 도면6 29
 도면7 29
 도면8 29
 도면9 30
 도면10 30
 도면11 31
 도면12 31
 도면13 31
 도면14 32
 도면15 32
 도면16 32
 도면17 33
 도면18 33
 도면19 33
 도면20 34
 도면21 34
 도면22 34
 도면23 35
 도면24 35
 도면25 35
 도면26 35
 도면27 36
 도면28 37
 도면29 38
 도면30 38
 도면31 39
 도면32 39
 도면33 40
 도면34 40
 도면35 40
 도면36 41
 도면37 42
 도면38 43
 도면39 44
 도면40 44
 도면41 45
 도면42 45
 도면43 46
 도면44 46
