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(57) 요 약

본 발명은 상호반응에 의하여 복합체를 형성하고, 공동수용체와 결합하는 능력을 가진 바이러스 코트 서열과 수

용체 서열로 구성된 키메릭 분자에 관한 것이다. 상기 키메릭 분자는 수용체-코트 단백질 복합체의 기능적 성질

을 나타내며,  세포에 존재하는 공동 수용체와 결합하여 바이러스가 세포에 감염되는 것을 억제하는 물질로도 유

용하다. 특히, 키메릭 폴리펩티드는 HN, SN, FIV, FeL, V, FPV  및 헤르페스 바이러스의 외피 폴리 펩타이드와

같은 면역결핍 바이러스의 외피 폴리펩티드를 포함한다. 키메릭 폴리펩티드가 포함하는 수용체 서열로 사용하기

적당한 것을 예를 들면 CD4D1D2 및 CD4M9 서열이다.

대 표 도 - 도1
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특허청구의 범위

청구항 1 

HIV 바이러스 코트 폴리펩티드(virus coat polypeptide) 서열; 및

바이러스 수용체 폴리펩티드 서열(viral receptor polypeptide)을 포함하되, 

상기 바이러스 코트 폴리펩티드는 gp120의 C 말단 상에 돌연변이 된 퓨린 절단 부위(furin cleavage site)를 포

함하는 gp120이고, 상기 수용체 폴리펩타이드는 CD4 의사체(mimetic)이고, 상기 CD4 의사체는 서열번호 20의 서

열을 갖는 것을 특징으로 하며, 상기 바이러스 코트 폴리펩티드 서열 및 수용체 폴리펩티드 서열은 상기 코트

폴리펩티드 서열과 상기 바이러스 수용체 폴리펩티드 서열의 상호결합을 허용하기에 충분한 길이의 아미노산 스

페이서(spacer)에 의해 연결되는 것을 특징으로 하는 키메릭 폴리펩티드(chimeric polypeptide).

청구항 2 

제1항에 있어서, 상기 키메릭 폴리펩티드는 서열번호 6의 아미노산 서열을 갖는 것을 특징으로 하는 키메릭 폴

리펩티드.

청구항 3 

삭제

청구항 4 

삭제

청구항 5 

삭제

청구항 6 

삭제

청구항 7 

삭제

청구항 8 

삭제

청구항 9 

삭제

청구항 10 

삭제

청구항 11 

제1항에 있어서, 이종의 도메인(heterologous domain)을 더 포함하는 것을 특징으로 하는 키메릭 폴리펩티드. 

청구항 12 

제11항에 있어서, 상기 이종의 도메인은 IgG1인 것을 특징으로 하는 키메릭 폴리펩티드.

청구항 13 

제11항에  있어서,  상기  이종의  도메인은  태그(tag),  어드헤신(adhesin)  및  면역강화제(immunopotentiating

agent)로 구성된 군으로부터 선택되는 것을 특징으로 하는 키메릭 폴리펩티드. 
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청구항 14 

제11항에 있어서, 상기 이종의 도메인은 서열번호 32인 것을 특징으로 하는 키메릭 폴리펩티드.

청구항 15 

제1, 2, 11, 12, 13 및 14항 중 어느 한 항에 기재된 키메릭 폴리펩티드와 제약학적으로 허용가능한 담체를 함

유하는 HIV치료용 약학적 조성물.

청구항 16 

삭제

청구항 17 

제1항의 키메릭 폴리펩티드를 코딩하는 핵산 서열을 포함하는 폴리뉴클레오티드 서열. 

청구항 18 

제17항에 있어서, 상기 핵산 서열은 서열번호 5인 것을 특징으로 하는 폴리뉴클레오티드 서열. 

청구항 19 

제17항에 있어서, 상기 바이러스 코트 폴리펩티드에 대한 핵산 서열은 서열번호 29인 것을 특징으로 하는 폴리

뉴클레오티드 서열. 

청구항 20 

제19항에 있어서, 상기 수용체 폴리펩티드에 대한 핵산 서열은 서열번호 19인 것을 특징으로 하는 폴리뉴클레오

티드 서열. 

청구항 21 

제18항의 서열을 포함하는 발현벡터를 함유하는 숙주세포. 

청구항 22 

삭제

청구항 23 

제1항의 키메릭 폴리펩티드에 결합하는 항체 또는 그 기능성 단편. 

청구항 24 

제2항의 키메릭 폴리펩티드에 결합하는 항체 또는 그 기능성 단편. 

청구항 25 

삭제

청구항 26 

삭제

청구항 27 

삭제

청구항 28 
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삭제

청구항 29 

삭제

청구항 30 

삭제

청구항 31 

삭제

청구항 32 

삭제

청구항 33 

삭제

청구항 34 

제1, 2, 11, 12, 13 및 14항 중 어느 한 항에 기재된 키메릭 폴리펩티드를 유효성분으로 함유하는 HIV치료용 약

학적 조성물.

청구항 35 

제1, 2, 11, 12, 13 및 14항 중 어느 한 항에 기재된 키메릭 폴리펩티드를 코딩하는 폴리뉴클레오티드를 유효성

분으로 함유하는 HIV치료용 약학적 조성물.

청구항 36 

삭제

청구항 37 

삭제

청구항 38 

삭제

청구항 39 

삭제

청구항 40 

삭제

청구항 41 

삭제

청구항 42 

삭제

청구항 43 

삭제
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청구항 44 

삭제

청구항 45 

삭제

청구항 46 

삭제

청구항 47 

삭제

청구항 48 

삭제

청구항 49 

삭제

청구항 50 

삭제

청구항 51 

삭제

청구항 52 

삭제

청구항 53 

삭제

청구항 54 

삭제

명 세 서

기 술 분 야

본 발명은 일반적으로 수용체와 리간드간의 상호작용에 관한 것으로, 더욱 상세하게는 상호간의 결합이 가능하[0001]

며, 구조적으로 유사할 뿐 아니라, 생체내에서 바이러스 단백질과 수용체가 상호작용을 할 때 일어나는 기능적

·면역적 특성이 비슷한, 바이러스의 외피 폴리펩티드와 세포의 수용체 펩티드의 서열을 가지고 있는 키메릭 폴

리펩티드에 관한 것이다.

배 경 기 술

HIV-1(HIV-1)의 1차 감염 후 나타나는 체액성 면역은 에이즈(AIDS)로의 진행을 방해하지는 않는다 (Koup, R. A.[0002]

et al., Nature, 370:416 (1994); Koup, R. A. et al., J. Virol. 68:4650-5 (1994)). 그러나, 한 개인이 높

은 적정 농도의 중화 항체를 가지고 있다면 체액성 면역은 감염을 막을 수 있다. 이 개념은 침팬지에 V3 모노클

로날 항체를 중화시키는 항체를 수혈하거나,  challenge에 높은 적정 농도의 중화 항혈청을 주입한 수동면역화
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연구의 의해 뒷받침된다 (Emini, E. A. et al., Nature: 355:728-30 (1992); Shibata, R. et al., Nat. Med.,

5:204-10 (1999)). challenge의 시기나 그 직후에 적정한 항체가 충분한 적정농도로 존재할 경우 체액성 면역은

방어를 할 수 있다.

또 다른 연구에서도 체액성 면역이 HIV-1에 대한 방어를 할 수 있다는 것을 보여준다. 예를 들면, SCID-hu 마우[0003]

스 시스템을 이용한 수동 면역화는 gp120의 CD4 결합 부위에 특이적으로 결합하는 인간의 모노클로날 항체가 감

염을 막을 있다는 것을 보여준다 (Gauduin, M. C. et al., Nat. Med., 3:1389-93 (1997); Parren, P. W. et

al., AIDS, 9;F1-6 (1995)). 더욱이 CD4와 인간 IgG2 중사슬의 키메라인 이가의 CD4-Ig "immunoadhesin"의 수

동 전달은 HIV-1를 침팬지에 주입한 체제에서 방어를 할 수 있다 (Eichberg, J. W. et al., AIDS Res. Hum.

Retroviruses,  8:  1515-19  (1992);  Ward,  R.H.  et  al.,  Nature,  352:434-6  (1991)).  그리고,  중화 항체는

SIV(simian  immunodeficiency  virus)에 대한 방어 면역과 관계가 크다 (Heeney,  J.L.  et  al.,  Proc.  Natl.

Acad. Sci. U.S.A., 95: 10803-8 (1998)). 더욱이, 붉은털 원숭이(rhesus macaues)에서의 수동 전달 연구는,

충분한 농도의 항체가 사용되었을 경우 높은 적정 농도의 HIV-1 DH12 에 대한 침팬지 항체는 붉은털 원숭이에서

SHIV DH12 에 대한 면역력을 없앤다는 것을 보여주고 있다 (Shibata, R. et al., Nat. Med., 5:204-10 (1999)).

또한, HIVIg, 2G12, 및 2F5를 이용한 붉은털 원숭이에서 수동 전달 실험은 SHIV-89.6P로 감염시켰을 감수성이

없는 그룹에 비해 감수성이 있는 그룹이 50% 높은 방어력을 가진다는 것을 증명하였다 (Mascola  et  al., J.

Virol., 73:4009-18 (1999)). 게다가, 이러한 연구들은 광범위하면서 지속적이며 고농도 (혹은, 고효율)의 중화

항체 반응을 유도하는 면역 방법이 방어할 법 있을 것이라는 생각을 뒷받침해주고 있다. 이러한 목적에 도달한

성공적인 방법은 정의하기 어렵다. 검증된 재조합 단량체 혹은 다량체의 HIV의 서브유닛 공식은 한정된 분리물

에 대한 중화 반응을 유도한다 (Moore, J.P. et al., AIDS, 9:S117-136 (1995); Sattentau, Q. J. Curr. Opin.

Immunol., 8:540-5 (1996); Wyatt, R. et al., Science, 280:1884-8 (1998)).

발명의 상세한 설명

본 발명은 코트 폴리펩티드 서열 및 수용체 폴리펩티드 서열이 스페이서에 의해 연결된 것을 특징으로 하는 바[0004]

이러스 코트 폴리펩티드 서열 및 바이러스 수용체 폴리펩티드 서열을 함유하는 키메릭 폴리펩티드에 관한 것이

다. 코트 폴리펩티드와 키메릭 폴리펩티드의 바이러스 수용체 폴리펩티드 서열은 서로 결합할 수 있다. 본 발명

의 키메릭 폴리펩티드는 면역 반응을 유도하고 항체를 생산하는데 유용하다. 나아가, 키메릭 폴리펩티드는 바이

러스 감염에 대한 수동적 보호(passive protection) 또는 특정 대상에게 투여함으로써 면역 반응(즉, 항체 또는

CTL 반응)을 생산하여 바이러스 감염을 방해, 저해 또는 개선하는데 유용하다. 

다양한 실시예에서, 키메릭 폴리펩티드의 바이러스 코트 폴리펩티드 서열은 외피 폴리펩티드 서열(예를 들어,[0005]

전장(full-length) gp 120 또는 단편), 바이러스는 공동 수용체(Co-Receptor) 폴리펩티드와 결합하는 바이러스,

HIV(예를 들어, HIV-1 또는 HIV-2), SIV, FIV, FeLV, FPV, 및 헤르페스 바이러스(herpes virus)를 포함하는 면

역결핍 바이러스이다. 다양한 부가적인 실시예에서, 바이러스 수용체 폴리펩티드 서열은 CD4 폴리펩티드 서열,

전장(full-length) 또는 D1, D2 도메인 및 그 돌연변이와 같은 그 단편이다. 택일적인 공동 수용체를 이용하는

바이러스로부터 유래된 외피 유전자의 도입은 다른 공동 수용체들을 발현하는 다른 세포형의 바이러스 감염으로

부터 보호하는 단일 사슬 분자로의 잠재적인 후보로 보다 확대될 수 있다. 

이종의 도메인(heterologous domain)을 가지는 키메릭 폴리펩티드 또한 제공된다. 상기 이종의 도메인은 독특한[0006]

기능성을 부여하고 태그(tags),  어드헤신(adhesins)  및  면역강화제(immunopotentiating  agents)를 포함한다.

예를들어, 이종의 도메인은 c-myc 폴리펩티드 서열과 같은 아미노산 서열 또는 이뮤노클로불린 폴리펩티드 서열

(예를 들어, 중사슬(heavy chain) 폴리펩티드 서열)을 가진다. 

본 발명에 따르면, 키메릭 폴리펩티드를 코딩하는 핵산 서열을 가지는 폴리뉴클레오티드 서열이 제공된다. 폴리[0007]

뉴클레오티드는 발현벡터에 포함될 수 있고 키메릭 폴리펩티드 발현에 유용하다. 

본 발명에 따르면, 본 발명의 키메릭 폴리펩티드에 결합하는 항체와 그 기능성 단편이 제공된다. 항체는 치료[0008]

방법 및 진단 방법에 유용하다. 상기 항체는 생체 내에서 또는 생체 밖에서 면역결핍 바이러스를 중화시킬 수

있고 면역결핍 바이러스 감염을 저해하는데 예를 들면 수동적 보호(passive protection)에 의해 유용하게 이용

될 수 있다. 상기 항체들은 바이러스 코트 폴리펩티드 서열과 바이러스 수용체 폴리펩티드 서열의 결합에 의해
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생산된 에피토프에 결합할 수 있다. 예를 들어 상기 에피토프는 외피(envelope) 폴리펩티드 서열 위에 존재할

수 있다. 

본 발명의 키메릭 폴리펩티드, 폴리뉴클레오티드 및 항체는 바이러스 감염을 치료하거나 면역 반응을 유도하는[0009]

데 유용하다. 따라서, 본 발명에 따르면 키메릭 폴리펩티드, 폴리뉴클레오티드 및 항체가 제약학적으로 허용가

능한 담체로 제공된다.

항체를 생산하는 방법은 키메릭 폴리펩티드에 대한 항체를 생산하기 위하여 본 발명의 키메릭 폴리펩티드를 유[0010]

효량  특정  대상에  투여하는  단계를  포함한다.  상기  방법은  또한  예를  들면,  항체가  수령  대상(recipient

subject)에 투여되었을 때, 특정대상에서 바이러스 감염을 저해하거나 개선하는데 유용하거나 수동적 보호에 유

용할 수 있다. 

특정 대상에서 바이러스 감염을 저해하는 방법은 세포의 바이러스 감염을 저해하기 위하여 본 발명에 따른 키메[0011]

릭 폴리펩티드 또는 이를 코딩하는 폴리뉴클레오티드를 유효량 투여하는 단계를 포함한다. 투여된 키메릭 폴리

펩티드는 특정대상의 세포 표면의 바이러스 공동 수용체에 결합함에 의해 바이러스 감염을 방해하거나 보호 면

역 반응(protective immune response)을 유도할 수 있다. 키메릭 폴리펩티드는 특정 대상에서 바이러스 감염을

개선하기에 충분한 양이 투여될 수 있다. 

면역 반응을 유도하는 방법은 항체 반응 또는 CTL 반응을 유도할 수 있다. 생산된 항체는 생체 밖에서 면역결핍[0012]

바이러스를 중화할 수 있다. 항체는 또한 키메릭 폴리펩티드의 두 폴리펩티드 서열의 결합에 의해 노출되어 있

는 에피토프에 결합할 수 있다.  

바이러스와 바이러스 공동 수용체 사이의 결합 또는 상호작용, 및 바이러스와 바이러스 수용체의 결합 또는 상[0013]

호작용을 조절하는 물질을 동정하는 방법이 제공된다. 일 실시예에서, 한 방법은 수용체에 결합하는 바이러스의

코트 단백질을 가지는 키메릭 폴리펩티드를 공동 수용체 폴리펩티드(예를 들면, CCR5 또는 CXCR4 폴리펩티드 서

열)와 키메릭 폴리펩티드와 공동 수용체 폴리펩티드가 결합하는 것을 가능하게 하는 조건 하에서, 접촉시키는

단계 및 테스트 물질의 존재 및 부존재 하에서의 결합을 검출하는 단계를 포함한다. 테스트 물질의 존재하에서

감소된 결합은 바이러스와 바이러스 공동 수용체 폴리펩티드 사이의 결합을 저해하는 물질을 동정할 수 있게 한

다. 

다른 일 실시예에서, 한 방법은 키메릭 폴리펩티드 내에서 분자내 (intramolecular) 결합을 가능하게 하는 조건[0014]

하에서, 키메릭 폴리펩티드를 테스트 물질의 존재 및 부존재하에서 접촉시키는 단계 및 분자내 결합 또는 키메

릭 폴리펩티드 내의 상호작용을 검출하는 단계를 포함한다. 테스트 물질의 존재하에서 감소된 결합은 키메라

(chimera)에서 바이러스와 바이러스 수용체 폴리펩티드 사이의 분자내 결합 또는 상호작용을 저해하는 물질을

동정할 수 있게 한다. 상기 물질은 키메릭 폴리펩티드가 바이러스 공동 수용체 폴리펩티드와 접촉하기 전이나

후에 첨가될 수 있다. 바이러스 공동 수용체 또는 수용체 폴리펩티드는 손상되지 않은 세포의 표면에 존재할 수

있는데, 손상되지 않은 세포는 인간이 아닌 영장류와 같은 동물에 존재할 수 있다. 상기 방법은 HIV, SIV 등과

같은 면역결핍 바이러스를 이용하여 수행될 수 있다. 테스트 물질은 펩티드, 유기 분자, 항체와 그 단편, 항바

이러스제, 바이러스 공동 수용체, 기능성 단편, 및 그 펩티드 미메틱스(peptide mimetics)과 같은 물질의 라이

브러리를 포함한다. 

세포의 바이러스 감염을 조절(저해 또는 자극)하는 키메릭 폴리펩티드 서열을 동정하는 방법이 제공된다. 일 실[0015]

시예에서, 한 방법은 바이러스에 감염되기 쉬운 세포를 본 발명의 키메릭 폴리펩티드 서열의 존재 및 부존재하

에서, 감염성 바이러스 입자에 접촉시키는 단계 및 키메릭 폴리펩티드가 세포의 바이러스 감염(세포 내 또는 세

포 밖)을 조절(저해 또는 자극)하는가를 결정하는 단계를 포함한다. 

실 시 예

본 발명은 HIV 외피(envelope) 폴리펩티드 및 CD4 수용체를 포함하는 키메릭 폴리펩티드가 공동 수용체에 결합[0037]

할 수 있는 상호작용하는 복합체를 형성한다는 사실의 발견에 기초를 둔다. 본 발명의 키메릭 폴리펩티드에서,

CD4에 결합하는 HIV  gp120은 HIV가 세포에 존재하는 CD4에 결합할 때 일어나는 외피 단백질-CD4  전이 상태

(transition state)를 모방(mimic)한다; gp120은 공동 수용체, CCR5와 직접 상호작용하는 복합체의 형성에 노

출된 보존되어 있는(conserved) 에피토프를 나타낸다. 외피-CD4 전이 상태의 형성 및 이후의 세포 공동 수용체

와의 결합은 세포의 HIV 감염에 있어 중요한 단계이다. 따라서, 항체 또는 gp120-CD4의 공동 수용체와의 결합을

등록특허 10-1001859

- 7 -



방해하거나 저해하는 다른 물질은 예를 들어, gp120-CD4 복합체 형성에 노출된 에피토프와 결합함에 의해 공동

수용체와의 바이러스 상호작용을 저해하여 HIV 감염으로부터의 보호를 매개할 수 있었다. 

그에 따라서, 키메릭 폴리펩티드 또는 본 발명의 키메릭 폴리펩티드를 코딩하는 핵산이 바이러스 감염의 치료,[0038]

저해, 방해 또는 개선에 치료상으 로(therapeutically) 예를 들어, 바이러스 코트 단백질의 수용체 폴리펩티드

와의 결합에 의해 형성되는 전이 상태 복합체에 대한 면역반응을 유도함에 의해 이용될 수 있다. 또한 이하에서

"단일 사슬(single chain)" 분자로 나타낸, 상기 키메릭 폴리펩티드는 키메릭 서열 내에서 코트 폴리펩티드 서

열과 폴리펩티드 수용체 서열의 결합 또는 키메라의  공동 수용체 폴리펩티드 서열과의 결합을 저해, 방해 또는

파괴하는 물질을 스크린하여 대응하는 바이러스 감염을 치료하기 위한 잠재적인 치료법(therapeutics)을 동정하

기 위해 이용될 수 있다. 예를들어, 면역결핍 바이러스 외피 폴리펩티드 CD4 복합체의 CCR5과의 결합을 저해,

방해  또는  파괴하는  물질이  HIV를  가지거나  HIV을  가질  위험에  있는  특정대상을  치료하는  치료  물질

(therapeutic agent)로 이용될 수 있다. 

키메릭 폴리펩티드는 상호작용하는 코트 단백질-수용체 복합체에 특이적인 항체를 생산하는데 또한 유용하다.[0039]

상기 특이적인 항체는 바이러스 감염 또는 증식에 대한 수동적 보호, 진단 목적 및 복합체 형성에 노출된 에피

토프(예를 들어, 숨은 에피토프(cryptic epitope))의 동정과 특성화(characterizing)를 위해 이용될 수 있다.

바이러스 코트 단백질 및 수용체 사이의 분자내 결합의 부존재 하에서, 키메릭 폴리펩티드는 바이러스 코트 폴

리펩티드 서열 단독에 비해 면역 반응의 유도(elicit)에 보다 효과적일 수 있다. 따라서, 상기 비상호작용(non-

interacting) 키메릭 폴리펩티드는 역시 중요하고 이하에 포함된다. 

수용체와 공동 수용체를 결합시키는 바이러스 코트 폴리펩티드를 함유하는 키메릭 폴리펩티드는 세포 내에서 세[0040]

포 공동 수용체에 바이러스가 접근하는 것을 저해함으로써 바이러스 감염에 대하여 수동적으로 보호하는 부가적

인 이점을 가진다. 게다가, 상기 키메릭 폴리펩티드는 키메릭 폴리펩티드가 공동 수용체와의 결합하는 것을 저

해, 방해 또는 파괴하는 물질을 동정함으로써 치료법을 위한 스크린에 이용될수 있다. 예를 들어, 면역결핍 바

이러스 외피 폴리펩티드-CD4 복합체의 CCR5와의 결합을 저해, 방해 또는 파괴하는 물질은 HIV를 가지거나 HIV을

가질 위험에 있는 특정대상을 치료하는 치료 물질(therapeutic agent)로 이용될 수 있다. 바이러스의 어떤 세포

수용체로의 결합이 그 세포의 바이러스 감염에 요구되기 때문에, 어떤 바이러스 코트 단백질 및 그 대응하는 수

용체를 포함하는 키메릭 폴리펩티드가 본 발명의 조성물 및 발명에 포함된다. 

본 발명에 따르면, 스페이서에 의해 연결된 바이러스 코트 폴리펩티드 서열 및 바이러스 수용체 폴리펩티드 서[0041]

열을 포함하는 키메릭 폴리펩티드가 제공된다. 키메릭 폴리펩티드의 코트 폴리펩티드 서열 및 수용체 폴리펩티

트 서열은 키메릭 폴리펩티드의 두 폴리펩티드 서열이 바람직하게 결합하거나 상호작용 하기에 충분한 길이의

아미노산을 가지는  스페이서에 의해 연결되어 있다. 일 실시예에서, 코트 폴리펩티드 서열은 면역결핍 바이러

스의 외피 폴리펩티드 서열. 다른 실시예에서, 코트 폴리펩티드 서열은 공동 수용체 폴리펩티드와 결합하는 바

이러스로부터 유래한다. 다양한 다른 실시예에서, 코트 폴리펩티드 서열과 수용체 폴리펩티드 서열은 대응하는

전장(full-length) 그대로의 서열의 활성있는 단편이다. 

여기에서 사용된 "코트(coat)"는 세포에 결합할 수 있는 바이러스 기원의 폴리펩티드 서열을 의미한다. 일반적[0042]

으로 바이러스의 외피 단백질은 바이러스 미립자의 외부 표면 가까이에 존재하여 세포막으로의 결합과 그 이후

일어나는 침투를 가능하게 한다. 그러나, 외피 폴리펩티드 서열은 수용체 폴리펩티드에 결합하거나 수용체 폴리

펩티드와 상호작용할 수 있는 어떤 바이러스 단백질을 포함한다. 본 발명에서 정의된 외피 폴리펩티드 서열은

탄수화물, 지방산, 지질 및 이와 유사한 것들과 같은 다른 분자적 물질과 공유결합 또는 비공유결합으로 회합할

수 있다. 외피 폴리펩티드 서열은 복합적인 바이러스 폴리펩티드 서열을 포함할 수 있다. 예를 들어, gag 폴리

펩티드 서열은 수용체 폴리펩티드 서열에 결합하는 구조에서 외피 폴리펩티드 서열을 유지하기 위해 키메릭 폴

리펩티드에서의 외피 폴리펩티드 서열에 포함될 수 있다.

예를 들어, 본 발명에서 사용된 바이러스의 외피 폴리펩티드 서열은 세포 수용체에 해당하는 것이 알려져 있거[0043]

나 확인된다면, 박테리아, 식물 그리고 동물 바이러스를 포함한 어느 유래의 것이나 사용될 수 있다. 특정 바이

러스는 다음과 같은 바이러스를 포함한다: 레트로비리대(Retroviridae: 예를 들어, HIV와 같은 인간 면역결핍

바이러스); 피코르나비리대(Picornaviridae: 예를 들어, 폴리오 바이러스(polio viruses), 헤파티티스 A 바이러

스(hepatitis A viruses), 엔테로바이러스(enteroviruses), 인간 콕사키 바이러스(human coxsackie viruses),

리노바이러스(rhinoviruses),  에코바이러스(ecoviruses));  칼시비리대(Calciviridae:  예를  들어,  위장염

(gastroenteritis)을  일으키는  계통);  토가비라대(Togaviradae:  예를  들어,  말의  뇌염  바이러스(equine

encephalitis viruses), 풍진 바이러스(rubella viruses)); 플라비리대(Flaviridae: 예를 들어, 뎅기열 바이러
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스(dengue viruses), 뇌염 바이러스(encephalitis viruses), 황열병 바이러스(yellow fever viruses)); 코로나

비리대(Coronaviridae: 예를 들어, 코로나바이러스(coronaviruses)); 라브도리리대(Rhabdoriridae: 예를 들어,

수포성  구내염  바이러스(vesicular  stomatitis  viruses),  광견병  바이러스(rabies  viruses));  필로비리대

(Filoviridae: 예를 들어, 에볼라 바이러스(ebola viruses)); 파라미쏘비리대(Paramyxoviridae: 예를 들어, 파

라인플루엔자  바이러스(parainfluenza  viruses),  멈프스  바이러스(mumps  viruses),  홍역  바이러스(measles

virus), 호흡기세포융합 바이러스(respiratory syncytial virus)); 올쏘미쏘비리대(Orthomyxoviridae: 예를 들

어, 인플루엔자 바이러스(influenza viruses)); 번가비리대(Bungaviridae: 예를 들어, 한탄 바이러스(Hantaan

viruses), 번가 바이러스(Bunga viruses), 플레보바이러스(phleboviruses), 나이로 바이러스(Nairo viruses));

아레나  비리대(Arena  viridae:  예를  들어,  출혈열  바이러스(hemorrhagic  fever  viruses));  레오비리대

(Reoviridae:  레오바이러스(reoviruses),  오비바이러스(orbiviruses),  로타바이러스(rotaviruses));  버나비리

대(Brinaviridae);  헤파드나비리대(Hepadnaviridae:  B형  간염  바이러스(Hepatitis  B  virus));  파르보비리대

(Parvoviridae:  파르보바이러스(Parvoviruses));  파포바비리대(Papovaviridae:  유두종  바이러스(papilloma

viruses),  폴리오마  바이러스(polyoma  viruses));  아데노비리대(Adenoviridae:  아데노바이러스

(adenoviruses)); 헤페스비리대(Herpesviridae: 단순포진바이러스(herpes simplex virus: HSV) 2와 2, 수두대

상포진 바이러스(varicella  zoster virus), 사이토메가로바이러스(cytomegalovirus: CMV), 헤르페스 바이러스

(herpes  viruses));  폭스비리대(Poxviridae:  마마  바이러스(variola  viruses),  우두  바이러스(vaccinia

viruses), 폭스 바이러스(pox viruses)); 그리고 이리도비리대(Iridoviridae: 예를 들어, 아프리카 스윈열 바

이러스(African  swine  fever  virus));  그리고  분류되지  않은  바이러스(예를  들어,  해면뇌병증(spongiform

encephalopathies)의 원인체(etiological agent), D형 간염원(B형 간염 바이러스에 결함이 있는 위성체로 추측

됨.), A형- 및 B형 간염이 아닌 간염의 원인체(계층 1 = 내부로 관통하는 것, 계층 2 = 장관외로 관통하는 것

(즉, C형 간염); 노르워크(Norwalk)와 그에 연관된 바이러스, 아스트로바이러스(astroviruses)): 표 1 참조)

표 1

수용체 (결합 서브유닛)[0044] 바이러스 (family) 참고문헌

 이뮨글로불린 유사 분자 (Immunglobulin like Molecules)

VCAM-1 EMC-D(Picorviridae) Huber (1994)

[CAM-1] (1차 도메인) 주 그룹 HRVs, CAV 13,

18 and 21(Picorviridae)

Colonno et al. (1986)

Greve et al. (1989)

Staunton et al (1989)

Tomassini et al. (1989)

PVR (1차 도메인) Polioviruses

(Picorviridae) (1989)

Koike et al. (1984)

Mendelsotm et al. (1989)

CD4 (1차 도메인) HIV-1, 2;

SIV (Lentiviridae)

Human Herpesvirus 7

Daigleish et al. (1984)

Klatzmaim et al. (1984)

Lusso et al. (1994)

CEA, 수개

(1차 도메인)

Mouse hepatitis virus

(Coronaviridae)

Williams et al. (1978)

MHC 1 Semliki Forest virus

(Togaviridae)

Factate dehydrogenuse

virus

Mouse cytomwgatovirus

(Herpesviridae)

SV-40

Hetenius et al. (1978)

Otdstone et al. (1980)

Inada and Mims (1984)

Wykes et al. (1993)

Breau et al. (1992)

MHC II Visna virus (Lentiviridae) Dalziel et al. (1991)

인테그린 (Integrins)

VLA-2 (α-chain) ECHO virus 1, 8

(Picorviridae)

Bergelson et al.

(1992, 1993)

(RGD-결합 단백질) FMDV

(Picorviridae)

Fox et al. (1989)

Mason et al. (1994)
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ανβ3 (vibronectin) CAV 9, ECHO virus 1, 8

(Picorviridae)

Roivainen et al. (1994)

수송단백질 (Transport proteins)

포스페이트 수송
아날로겐(analogen)

Gibbon ape leukemia

virus (Retroviridae)

Amphotropic murine

(Retroviridae)

Johann et al. (1992)

Miller et al. (1994)

양극성(cationic) 아미노산 수송
자(transpoter)

Ecotropic murine leukemia

virus Retroviridae)

Albritton et al. (1989)

신호 수용체(Signaling Receptors)

LDL 수용체 단백질

페밀리

소그룹 HRVs

(Picorviridae)

서브그룹 A avian leucosis

Sarcoma virus (family?)

Hofer et al. (1994)

Bates et al. (1993)

Connolly et al. (1994)

아세틸콜린 수용체 (α-1)

EGF 수용체

Rabies virus

(Rhabdoviridae)

Vaccinia virus

(Poxviridae)

Leniz (1990)

Marsh and Eppstein

(1987)

Leukocyte differentiation

untigen [CD9]

Feline immunodeficiency

virus (lentiviridae)

Willett et al. (1994)

기타 (Others)[0045]

아미노펩티다제 A 인간 코로나바이러스 229E

(Coronaviridae)

TGEV(Coronaviridae)

Yeager et al. (1992)

Delmas et al (1992)

상보 수용체 CR2 EBV (Herpesviridae) McClure (1992)

고친화성 라미닌(laminin)

수용체

Sindbis virus

(Togaviridae)

Wang et al. (1992)

Decay-accelerating factor

[CD55]

ECHO viruses 7

(6, 11, 12, 20, 21)

Bergelson et al. (1994)

막(membrane) 코펙터

단백질

Measles virus

(Morbilliviridae)

Dorig et al. (1993)

Moesin Measles virus

(Morbilliviridae)

Dunster at al. (1994)

Glycophorin A EMCV (Picoronaviridae)

Reovirus (Reoviridae)

Allaway and Barness

(1986)

Paul and Lee (1987)

Galactosylceramide HIV-1 (Lentiviridae) Bhat et al. (1991)

Erythrocyte P 항원 파보바이러스 B19

(Parvoviridae)

Brown et al. (1993)

BLV Rcp. 1 Bovine leukemia virus

(Retroviridae)

Ban et al. (1993)

Sialoglycoprotein GP-2 Sendai virus

(Paramyxoviridae)

Suzuki et al. (1985)

Sialic acid Influenza virus

(Orthomysoviridae)

Reovirus (Reoviridae)

그룹 A porcine rotavirus

(Rotaviridae)

인간 코로나바이러스

OC43, 보바인 코로나바이러스
(Coronaviridae)

Herrler et al. (1985)

Femandes et al. (1994)

Roisma et al. (1994)

Vlasak et al. (1988)
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Heparan sulfate 인간 cytomegalovirus

(Herpesviridae)

HSV

Vompton et al. (1993)

WuDunn and Spear

(1989)

여기에서 사용된 "수용체(receptor)"는 바이러스가 결합할 수 있는 세포에서 발현되는 어떠한 폴리펩티드를 의[0046]

미한다. 일반적으로 그러한 수용체들은 자역적으로 세포의 표면에 존재하며, 가공될 수 없다. 수용체 폴리펩티

드는 비공유적 혹은 공유적으로 탄수화물, 지방산, 지질 및 이와 유사한 것들과 같은 다른 분자적 물질과 연관

되어 있을 것이다. 수용체 폴리펩티드는 공유적 혹은 비공유적으로 붙어있으면서 하나 혹은 여러개의 인접하는

폴리펩티드 부분을 포함하고 있을 것이다. 예를 들어, 그런 분자적 물질 혹은 다른 폴리펩티드 서열은 외피 폴

리펩티드 서열에 결합하기 위한 수용체의 구조에 중요할 것이다. 그래서, 수용체의 구조에 중용한 물질을 포함

한 추가적인 요소들은 본 발명의 키메릭 폴리펩티드에 포함될 수 있다. 수용체 폴리펩티드 서열은 기원이 원핵

생물이거나 진핵생물일 수 있다.

진핵생물인 경우,  식물과 동물 모두의 수용체는 생각해 볼 수 있다.  예를 들어,  우선되는 동물의 수용체는[0047]

인간, 영장동물, 침팬지, 유인원, 짧은꼬리원숭이, 긴팔원숭이, 오랑우탕 그리고 그와 대등한 동물들 뿐 아니라

가축을 포함한 다른 동물종들의 것이다. 인간 수용체의 예는 CD4이다. 수용체의 다른 예는 글리코사미노글리칸

(glycosaminoglycan), CD2 그리고 CR1이다. 추가의 수용체는 본발명의 구성 및 방법에 명시되어 있으며 응용할

수 있다(표 1, "도물성 바이러스에 대한 세포의 수용체들" Eckard Wimmer, Cold Spring Harbor Press(1994) 참

조).

여기에서 사용된 "공동 수용체(co-receptor)"는 수용체에 바이러스에 결합한 때 혹은 그 이후에 결합하는 어떠[0048]

한 수용체를 의미한다. 그래서, 공동 수용체는 바이러스 폴리펩티드-수용체 복합체에 결합함으로써 직접적 혹은

간접적인 바이러스의 침입을 촉진하는 세포에 존재하는 어떠한 폴리펩티드나 분자적 물질을 포함한다. 세포로의

바이러의 침입을 촉진하는 공동 수용체는, 직접적 혹은 간접적인 바이러스의 침입을 촉진시키지 않고 세포의 접

착이나 친화성을 중재하는 공동 수용체도 포함한다. 공동 수용체의 특별한 예는 면역결핍 바이러스에 결합할 수

있는 CCR5와 CXCR4와 같은 7번 막을 관통하는 도메인을 가진 케모카인(chemokine) 수용체이다. 추가적으로 공동

수용체는 CCR02b, CCR3, CCR8, V28/CXCR1, US28, STRL 33.BOB/TYMSTR, GPR15/Bonzo 그리고 GPR1을 포함한다.

여기에서 사용된 "폴리펩티드(polypeptide)", "단백질(protein)" 그리고 "펩티드(peptide)"는 길이나 번역후의[0049]

(post-translational)  변형(당화(glycosylation),  인산화(phosphorylation),  지질화(lipidation),  미리스틸레

이션(myristilation), 유비퀴티네이션(ubiquitination) 등)에 상관없이, 아미드 결합(amide-bond)에 의해 공유

적으로 연결된 적어도 두개의 아미노산들의 서열 복합체를 지칭할 때 사용된다. D-아미노산, L-아미노산, 그리

고 D-와 L-아미노산의 혼합물들도 포함된다.

키메릭 폴리펩티드는 자역적인 아미노산 서열에서는 일반적으로 같이 발견되지 않는 둘이나 그 이상의 부분을[0050]

가진 아미노산 서열을 언급한다.

상기 언급된 바와 같이, CD4 폴리펩티드 서열과 CD4에 결합할 수 있는 HIV 외피 gp120 폴리펩티드 서열키메릭[0051]

폴리펩티드를 가진 키메릭 폴리펩티드는, 아미노산 스페이서 서열에 따라 분리될 때, 키메라내에서 서로 결합할

수 있다. gp120-CD4 키메라는 CCR5와 같은 공동 수용체에 결합할 수 있다. 그래서, 다른 구체예에서, 키메릭 폴

리펩티드는 공동 수용체에 결합할 수 있는 코트 폴리펩티드 서열을 가진다.

CD4는 면역결핍과 관련된 다양한 바이러스의 침입에 대한 목표인 것으로 보인다. 예를 들면, 림프구나 대식세포[0052]

와 같은 면역 체계의 세포들은 CD4를 발현하고, HIV, SIV, 헤르페스 바이러스 7, 그리고 많은 다른 바이러스에

의해 감염되기 쉽다. 여기에서 명시된 바와 같이, "면역결핍(immunodeficiency)"은, 바이러스와 연관지어 사용

될 때, 면역성의 근원인 세포을 감염시킬 수 있는 바이러스나 면역 반응에 관여하는 세포를 언급한다. 그리고

일반적으로 그러한 감염은 감염된 숙주의 면역적 기능을 손상시킬 수 있다. 그래서, 본 발명은 어떠한 바이러스

의 코드 펩티드나 CD4에 결합할 수 있는 virus 계통에 이용할 수 있다.

본 발명에 따르면, 면역결핍 바이러스의 외피 폴리펩티드 서열을 가진 키메릭 폴리펩티드가 제공된다. 다양한[0053]

관점에서, 외피 폴리펩티드 서열은 HIV, HTLV, SIV, FeLV, FPV 그리고 헤르페스 바이러스의 폴리펩티드 서열이

다. 다른 관점에서, 바이러스는 HIV에 친화적인 대식세포나 림프구이다. 또 다른 관점에서, HIV는 HIV-1이나

HIV-2이다. 다양한 다른 관점에서, 외피 폴리펩티드 서열은 gp120, gp160 또는 gp41이다.
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예를 들어, 본 발명의 키메릭 폴리펩티드의 수용체와 바이러스의 코트 폴리펩티드는 두 폴리펩티드 사이에서 상[0054]

호작용하는 복합체를 형성하기 위해, 그들 사이에 스페이서 부분을 필요로 한다. 이론대로 결합하지 않기를 바

란다고 하더라도, 스페이서는 상호작용하는 복합체를 형성하기 위해 바이러스의 코트 폴리펩티드 서열과 수용체

사이에 유용성 또는 유동성을 부여하는 것으로 추측된다.

여기에서 사용된 "스페이서(spacer)"는, 상호작용하는 복합체를 형성하기 위해 필요한 유연성이나 유동성을 제[0055]

공하는 동안, 물리적 혹은 화학적 부분, 또는 바이러스 코트 폴리펩티드 서열을 수용체 폴리펩티드 서열에 연결

하는 어떤 크기나 특성의 공유적 혹은 비공유적 결합을 언급한다. 본 발명에서, 스페이서는 "말단에서 말단(end

to end)"으로의 방향성을 가지고 두 폴리펩티드 서열을 우선적으로 연결한다. "말단에서 말단(end to end)"은

코트 폴리펩티드의 아미노 혹은 카르복실 말단의 아미노산이 수용체의 폴리펩티드 서열에 연결되는 것을 의미한

다. 여기에서 gp120과 CD4로 예를 들었듯이, 스페이서는 코트 폴리펩티드 서열의 카르복실 말단의 아미노산을

수용체  폴리펩티드 서열의 아미노 말단의 아미노산에 연결시킬 수 있다. 스페이서는 코트 폴리펩티드의 아미노

말단의 아미노산을 수용체 폴리펩티드의 카르복실 말단의 아미노산이나 폴리펩티드 서열의 카르복실 말단의 아

미노산, 혹은 폴리펩티드 서열의 두 아미노말단의 아미노산에 연결시킬 수 있다.

수용체의  특정한  예는  한개  혹은  그  이상의  아미노산이나  펩티도미메틱(peptidomimetic)을  포함한다.  예를[0056]

들어, 아미노산 스페이서는 필수적으로 5개 혹은 200개나 그 이상의 아미노산 길이를 가질 수 있다. 그래서 아

미노산 스페이서는 약 10개에서 100개의 아미노산을 가질 수 있거나, 약 15개에서 50개의 아미노산을 가진다.

보편적으로, 스페이서는 약 20개에서 40개의 아미노산으로 구성된다. 스페이서의 다른 예는 폴리펩티드 서열의

말단간의 이황화물 연결(disulfide linkage)을 포함한다. 해당 분야에서 이 기술은, 바이러스 코트 폴리펩티드

서열과 수용체 폴리펩티드 서열사이에서 상호작용하는 복합체의 형성을 가능하게 하는 기능을 가진 다른 경첩부

위를 알게 하거나 쉽게 확인할 수 있다.

수용체와 코트 폴리펩티드 서열은 아미노산을 어떠한 길이로도 가질 수 있다. 무엇보다도, 이것들은 키메릭 폴[0057]

리펩티드내에 있을 때, 폴리펩티드 서열이 서로 결합할 수 있는 길이를 가진다. 그래서 수용체와 코트 폴리펩티

드 서열은 폴리펩티드 서열의 부분뿐 아니라, 본래 지닌 전장의 수용체와 코트 폴리펩티드 서열을 포함한다. 예

를 들어, 아미노산 절단, 내부의 결실 혹은 수용체의 서브유니트(subunit), 그리고 코트 폴리펩티드 서열을 포

함한다. 더구나, 잘리거나 삭제된 코트 폴리펩티드 서열은 수용체 폴리펩티드 서열과 우선적으로 상호작용할 수

있다. 잘려진 수용체 폴리펩티드 서열의 예로는, HIV 외피 폴리펩티드 서열과 상호작용할 수 있는 CD4 D1 도메

인과 C2 도메인을 들 수 있다(도면 9). 잘려진 코트 폴리펩티드 서열의 예로는, 아미노 말단의 아미노산 60개와

카르복실 말단의 아미노산 20개가 없는 잘려진 HIV gp120(즉, TcSC)을 들 수 있다.

그래서, 본 발명에서는 잘려진 혹은 내부가 결실된 서열을 포함하는 키메릭 폴리펩티드가 제공된다. 한 실시예[0058]

에서, 바이러스의 코트 폴리펩티드 서열이나 수용체 폴리펩티드 서열은, 전장의 폴리펩티드 서열과 비교했을 때

한 개 혹은 그 이상의 제거된 아미노산을 가지고 있다. 어떤 관점에서는, 잘려진 바이러스의 폴리펩티드 서열은

HIV 외피 폴리펩티드 서열이고, 다른 관점에서는 잘려진 수용체 폴리펩티드 서열은 CD4 서열이다. 여기에서 예

로 든 바와 같이, 잘려진 HIV 외피 폴리펩티드 서열은 아미노 말단의 아미노산 60개 또는 카르복실 말단의 아미

노산 20개가 없고 D1과 D2 도메인으로 구성된 잘려진 CD4 폴리펩티드가 없는 gp120이다. 다양한 다른 관점에서,

키메릭 폴리펩티드는 내부가 결실된 바이러스의 코트 폴리펩티드 서열이나 내부가 결실된 CD4 폴리펩티드 서열

로 이루어져 있다. 잘려지고, 내부가 결실되었으며 서브유니트인 폴리펩티드 서열외에, 추가의 폴리펩티드 서열

의 변형이 포함된다. 변형된 키메릭 폴리펩티드가 변형되지 않은 키메릭 폴리펩티드와 실질적으로 같은 활성 또

는 기능을 가지고 있다면, 그러한 변형에는 최소한의 치환, 변이(variations), 또는 키메릭 폴리펩티드를 구성

하는 폴리펩티드 서열의 하나 혹은 모두의 아미노산 서열의 디리비티제이션(derivitization)이 포함된다. 예를

들어, 바이러스의 코트 혹은 수용체의 폴리펩티드 서열은 탄수화물, 지방산(팔미트산염(palmitate), 미리스틱산

염(myristate)), 지질를 가질 수 있고, 인산화되거나 전형적으로 폴리펩티드 서열과 연관있는 다른 번역후 변형

을 겪을 수도 있다.

변형의 다른 예는, 두 폴리펩티드나 키메릭 폴리펩티드에 다른 기능을 부여하는 이종 조직의(heterologous) 도[0059]

메인이 첨가되는 것이다. 이종 조직의 도메인은, 그것이 추가의 기능을 부여한다면, 어떠한 작은 유기적 혹은

비유기적 분자 또는 고분자일 수 있다. 이종 조직의 도메인은 바이러스의 코트 폴리펩티드와 수용체 폴리펩티드

간의 상호작용이나 친화력에 영향을 줄 수도 있고, 아닐 수도 있다. 다른 기능을 부여하는 이종 조직의 도메인

의  특정한  예는,  약물  표적화(targeting:  예를  들어,  수용체,  리간드,  항체,  등),  면역강화

(immunopotentiating)  기능(예를  들어,  면역글로블린(immunoglobulin),  약물  보조제(adjuvant))을  부여하고,

정제,  분리  및  검출을  가능하게  하는  아미노산  서열(예를  들어,  myc,  T7  꼬리표(tag),  폴리히스티딘
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(polyhistidine), 아비딘(avidin), 비오틴(viotin), 렉틴(lectin), 등)을 포함한다.

특정한 이종 조직의 도메인은 c-myc 폴리펩티드 서열 및/또는 IgG1 중사슬 폴리펩티드 서열을 포함한다. 이종[0060]

조직의 도메인은 다양한 기능을 가질 수 있다. 예를 들어, IgG1은 정제되거나 분리되거나 혹은 검출될 수 있는

부착 분자(adhesion molecule)로 작용할 뿐 아니라(즉, 양고추냉이(horseradish)의 과산화효소(peroxidase) 혹

은 알카리성 인산분해 효소(alkaline phosphatase)와 같은 효소의 활성을 지닌 2차의 항체와 반응함으로써), 생

체내에서 면역강화제(immunopotentiator)로서 작용할 수 있다. 숙련된 자는 다른 이종 조직의 도메인을 알것이

고, 바라는 응용과 기능에 따라 적절하게 선택할 수 있다.

그래서, 본 발명은 하나 혹은 그 이상의 이종 조직의 도메인들을 가지고 있는 키메릭 폴리펩티드를 제공한다.[0061]

한 실시예에서, 이종 조직의 도메인은 c-myc 폴리펩티드 서열 glu-gln-lys-leu-ile-ser-glu-glu-asp-leu(서열

번호 14)이다. 다른 실시예에서, 이종 조직의 도메인은 중사슬을 구성하는 면역글로블린 폴리펩티드의 서열(서

열번호 32)이다.

수용체와 코트 코리펩티드 서열은 어떠한 아미노산 길이도 될 수 있다. 우선적으로, 이들은 키메릭 폴리펩티드[0062]

의 내에 있을 때, 서로 결합할 수 있는 길이의 폴리펩티드 서열을 가진다. 그래서, 수용체와 코트 폴리펩티드

서열은 폴리펩티드 서열의 일부분뿐 아니라, 본래 지닌 전장의 수용체와 전장의 코트 폴리펩티드 서열 을 포함

한다.

어느 한 관점에서, 본 발명은, 전장의 단일 사슬과 HIV gp120(BaL 계통)를 포함하는 키메릭 폴리펩티드, 아미노[0063]

산 스페이서 폴리펩티드, D1 및 D2 도메인과 myc 펩티드 꼬리표 혹은 키메릭 폴리펩티드를 암호화하고 있는 서

열번호 2에 대해 적어도 95%의 서열 유사성을 가지고 있는 CD4 폴리펩티드 서열로 구성된다.

다른 관점에서, 본 발명은 FLSC 폴리펩티드의 퓨린 절단 부위에 단 하나의 돌연변이를 가지고 있는 FLSC 폴리펩[0064]

티드를 포함한다. 여기에서의 돌연변이는 키메릭 폴리펩티드를 암호화 하고 있는 서열번호 2와 서열 유사성이

최소한 95%이거나 gp120(FLSC-R/T)의 C-말단 부위에서 R이 T로 바뀐 것이다. 특히, FLSC-R/T는 506번째 아미노

산에서 아르기닌(arginine)이 트레오닌(threonine)으로 돌연변이 된 것(서열번호 4)을 포함한다.

여기에서 예시한 바와 같이, 변형된 키메릭 폴리펩티드가 변형되지 않은 키메릭 폴리펩티드와 실질적으로 같은[0065]

활성 또는 기능을 가지고 있다면, 폴리펩티드 서열은 치환, 변이(variations), 또는 키메릭 폴리펩티드를 구성

하는 폴리펩티드 서열의 하나 혹은 모두의 아미노산 서열의 디리비티제이션(derivitization)을 포함한다. 예를

들어, 바이러스의 코트 혹은 수용체 폴리펩티드 서열은 탄수화물, 지방산(팔미트산염, 미리스틱산염), 지질를

가질 수 있고, 인산화되거나 전형적으로 폴리펩티드 서열과 연관있는 다른 번역후 변형을 겪을 수도 있다.

아직 다른 관점에서는, 바이러스의 코트 폴리펩티드 서열 혹은 수용체 폴리펩티드 서열은 변형되지 않은 폴리펩[0066]

티드 서열과 비교했을 때, 하나 혹은 그 이상의 아미노산 치환을 가지고 있다. 예를 들어, 뉴클로티드 서열(서

열번호 5)는, 개선된 면역 반응이나 같은 활성을 충분히 가진 CD4를 본뜬 수용체를 포함하는 폴리펩티드를 암호

화하고 있는 것으로 제공된다.  특히,  키메릭 폴리펩티드 FLSV-R/T(서열번호 4)의 CD4  D1  및 D2  도메인에서

KKVVLGKKGDTVELTCTASQKKSIQFHW의 아미노산 서열을 암호화하고 있는 유전자 서열은, 이후부터 FLSC-R/T  CD4M9

(서열번호  6)으로  언급되는  CNLARCQLRCKSLGLLGKCAGSFCACGP(아미노산  528-556(서열번호  20))의  서열로

치환된다.

여기에서 사용된 "실질적으로 같은 활성 혹은 기능(substantially the same activity or function)"은, 변형된[0067]

키메릭 폴리펩티드와 관련되어 사용될 때, 해당 분야에서 알려지거나 여기에서 언급된 바와 같이, 변형되지 않

은 폴리펩티드와 연관된 모든 혹은 대부븐의 활성을 지닌 폴리펩티드를 의미한다. 유사하게, 공동 수용체와 상

호작용하는 키메릭 폴리펩티드의 활성에 영향을 주지 않는 변형은 여기에 포함된다. 마찬가지로, 바이러스의 코

트 단백질 단독 투여보다 더욱 강력한 면역 반응을 유발하는 능력에 영향을 주지 않는 키메릭 폴리펩티드변형도

포함된다.

여기에 포함되는 "활동하는(alive) 또는 기능성의(functional)"이면서 변형된 키메릭 폴리펩티드는 일상적인 기[0068]

능성 분석법으로 확인될 수 있다. 예를 들어 항체 결합 분석법이나 공동 수용체 결합 분석법을 사용하거나, 두

폴리펩티드 서열이 결합하지 않을 때 정상적으로 숨겨진 전이상태의 복합체에 노출된 에피토프의 유발을 결정함

으로써, 변형된 키메릭 폴리펩티드가 활성을 가졌는지 판단할 수 있다. 

예를 들어, 더욱 강력한 면역 반응을 유발하는 키메릭 폴리펩티드는, 특정 대상에게 키메라를 투여한 뒤, 항체[0069]

의 적정 농도를 측정함으로써 확인할 수 있다. 바이러스의 코트 폴리펩티드 서열과 수용체의 폴리펩티드 서열간

의 상호작용을 파괴할 수 있는 변형이나, 더욱 강력한 면역 반응을 유발하기 위해 상호작용하지 않는 바이러스
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의 코트 폴리펩티드 서열과 수용체 서열의 활성은, 상응하며 변형되지 않는 키메릭 폴리펩티드와 그러한 것만큼

실질적으로 동일한 활성 및 기능을 가지고 있지는 않다.

여기에서 사용된 "유사성(homology)" 또는 "상동인(homologous)"는 폴리펩티드를 언급할 때 사용되며, 두 폴리[0070]

펩티드간의 아미노산 서열이 유사성을 언급한다. 양쪽의 폴리펩티드에서의 아미노산의 위치에 동일한 아미노산

이 존재하면, 그들은 그 위치에서 상동이다. 그래서, " 실질적으로 상동인(substantially homologous)"은 완전

하지 않지만 대부분 상동이며, 상동에 해당하는 서열이 활성의 대부분 혹은 전부 가지고 있는 아미노산 서열을

의미한다.

변형된 키메릭 폴리펩티드가 변형되지 않은 키메릭 폴리펩티드와 관련된 활성 혹은 기능을 가지게 됨에 따라,[0071]

변형된 키메릭 폴리펩티드는 일반적으로 변형되지 않은 폴리펩티드의 아미노산 서열로 구성된 "실질적으로 동일

한(substantially  identical)"  혹은 "실질적으로 상동인(substantially  identical)"  아미노산 서열을 가지게

된다. 여기에서 사용된 바와 같이, "실질적으로 동일한(substantially  identical)"  혹은 "실질적으로 상동인

(substantially identical)"이란 개념은, 폴리펩티드 서열과 관련지어 사용될 때, 폴리펩티드의 서열은 대조 서

열에 대해 적어도 50%의 유사성을 가지고 있음을 의미한다. 변형된 폴리펩티드와 실질적으로 동일한 폴리펩티드

는 일반적으로 대조 폴리펩티드에 대해 적어도 70%, 아니면 85%, 더욱 많게는 90%, 가장 많게는 95%의 유사성을

가지게 될 것이다. 폴리펩티드의 경우 상기 언급한 서열간의 백분율 유사성을 얻기 위해 비교한 길이는 적어도

25개의 아미노산이며, 아니면 적어도 50개의 아미노산, 더욱 좋게는 최소한 100개의 아미노산, 가장 좋게는 200

개 혹은 그 이상의 아미노산이다.

여기에서 진술한 바와 같이, 실질적으로 동일하거나 상동인 폴리펩티드는 첨가(additions), 절단(truncation),[0072]

내부의 결실 혹은 삽입, 보존적인(conservative) 혹은 비보존적인(non-conservative) 치환, 또는 키메릭 폴리펩

티드의 기능을 파괴하지 않는 아미노산 서열의 자리에 위치한 다른 변형(즉, 여기에서 언급된 바와 같이, 기능

성 분석에 의해 결정)을 포함한다. 치환의 득정한 예는 하나 혹은 그 이상의 아미노산이 화학적으로 또는 생물

학적으로  유사한  다른  잔기로  바뀌는  것이다.  여기에서  사용된  바와  같이,  "보전적인  치환(conservative

substitution)"은 하나의 잔기가 화학적으로 또는 생물학적으로 유사한 잔기로 치환되는 것을 의미한다. 보전적

인 치환에는 이소류신(isoleucine), 발린(valine), 류신(leucine), 혹은 메티오닌(methionine)과 같은 다른 것

이 친수성 잔기로 교체되는 것과 라이신(lysine)이 알지닌(arginine)으로, 아스파르트산(aspartic acid)이 글루

탐산(glutamic)으로 혹은 아스파라긴(asparagine)이  글루타민(glutamine)으로 바뀌는 것과 같은 극성 잔기로

교체되는 것이 포함된다. 해당 분야에서 이러한 기술은 실질적으로 활성을 바꾸지 않고, 화학적으로 유사한 다

른 잔기로 치환되거나 변형될 수 있는 수많은 아미노산을 인식하게 한다. 

실질적으로 동일하거나 상동인 폴리펩티드는 추가적인 기능이나 활성을 부여하거나 개선하는 변형을 가진 것들[0073]

도 포함한다. 예를 들어, FLSC R/T는 변형된 FLSC의 안성성을 증가시키는 돌연변이된 퓨린 자리를 가지고 있다

(도 13).

또한, 변형된 폴리펩티드는,  "화학적 유도체(chemically derivatives)"를 포함하는데, 그 가운데 하나 혹은 그[0074]

이상의 아미노산은 화학적으로 변형되거나 파생된 측쇄(side chain)을 가지고 있다. 예를 들어, 그렇게 파생된

폴리펩티드는 아미노산을 포함하는데, 이 아미노산은 아민 염산염(amine hydrochlorides), ρ-톨루엔 설포닐 그

룹(ρ-toluene  sulfony  groups),  카르보벤조시 그룹(carobenzoxy  groups)을 이루는 자유로운 아민 그룹(free

amino groups), 염(salts), 메틸(methyl) 그리고 에틸 에스테르(ether ester)를 이루는 자유로운 카르복시 그

룹(free carboxygroups), 그리고 O-아실(O-acyl) 또는 O-알킬(O-alkyl) 유도체뿐 아니라 프롤린(proline)이 4-

하이드록시프롤린(4-hydroxyproline)으로,  라이신(lysine)이  5-하이드록시라이신(5-hydroxylysine)으로,  세린

(serine)이 호모세린(homoserine)으로, 라이신(lysine)이 올니친(ornithine)으로 치환되는 것과 같은 자연적으

로 발생하는 아미노산 유도체를 이루는 자유로운 히드록실 그룹(hydroxyl groups)을 포함한다. 또한, D-아미노

산과, 순환되는 폴리펩티드를 만드는 두개의 시스테인 잔기(cystein residues)사이에서 형성되는 이화항물 연결

인 공유적 결합을 변형시키는 아미노산 유도체도 포함된다. 

여기에서 사용된 바와 같이 "분리된(isolated)" 혹은 "실질적으로 순수한(substantially pure)"은, 발명의 키메[0075]

릭 폴리펩티드, 그것의 서열 절편, 그리고 폴리뉴클레오티드의 변형자로서 사용될 때, 그것들이 인간의 간섭에

의해 생겨났으며 본래의 생체내 세포속 환경에서 분리되었음을 의미한다. 일반적으로, 그렇게 분리된 폴리펩티

드와 폴리뉴클레오티드는 실질적으로 다른 단백질, 핵산, 지질, 단수화물 또는 자연적으로 연관된 다른 물질들

과 섞여있지 않다. 

전형적으로, 폴리펩티드는 중량이 적어도 60%일 때 실질적으로 순수하며, 단백질이나 자연적으로 연과된 다른[0076]
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물질들과 섞여있지 않다. 제조는 적어도 75%, 더 좋은 것은 최소 90%, 가장 좋은 것은 최소95%이상일 때 중량적

으로 순수할 것이다. 예를 들어, 실질적으로 순수한 키메릭 폴리펩티드는 폴리펩티드를 암호화하고 있는 폴리뉴

크레오티드를 세포내에서 발현시키고 생성된 폴리펩티드를 분리해냄으로써 얻을 수 있다. 예시에서 진술한 바와

같이, gp120-CD4를 암호화하고 있는 재조합 폴리뉴클레오티드를 포유류의 세포에서 발현시키면 면역친화 컬럼

(immunoaffinity column)을 사용하여 배양 배지에서 키메릭 폴리펩티드를 분리할 수 있다. 키메릭 폴리펩티드는

화학적으로 합성될 수 있다. 순도는 폴리아크릴아마이드 젤 전기영동(polyacrylamide gel electrophoresis)와

같은 다른 적절한 방법과 젤을 즉시 염색(예를 들어, 은염색(silver stain)) 또는 HPLC 분석을 통해 측정할 수

있다. 

본 발명의 키메릭 폴리펩티드와 그에 따른 변형은 해당 분야에서 알려진 다양한 방법에 의해 이루어질 수 있다.[0077]

핵산말단분해효소(exonuclease)에 의한 삭제, 화학적 변형, 혹은 이종 조직의 도메인을 암호화하고 있는 폴리뉴

클레오티드  서열의  융합에  의한  위치가  규제된(site-directed:  PCR  기본의)  혹은  임의의  돌연변이유발

(mutagenesis: 예를 들어 EMS)을 통해 폴리펩티드 변형은 유발될 수 있다. 키메릭 폴리펩티드는, 박테리아나,

효모 혹은 포유동물 세포와 같은 숙주에서 폴리펩티드를 암호화하고 있는 폴리뉴클레오티드를 발현시키고, 전형

적인 생화학적 방법(예를 들어, 면역친화 분리(immunoaffinity purification), 젤 분리(gel purification), 발

현 스크리닝(expression screening), 등)으로 분리함으로써 얻을 수 있다. 달리 잘 알려진 방법은 Deutscher

등에 의해 잘 소개되어 있다(단백질 정제에 대한 안내: 효소학에서의 방법들(Guide to Protein Purification:

Methods in Enzymology), 제 182권, 아카데미 출판사(1990), 여기에서 참고문헌으로 포함되어 있다).

또한 본 발명은, 키메릭 폴리펩티드와 그에 해당하는 단편들, 그리고 상보적인 서열을 암호화하고 있는 폴리뉴[0078]

클레오티드 서열을 제공한다. 한 실시예에서, 핵산은 여기에서 예로 든 키메라 gp120-CD4 폴리펩티드를 암호화

하고 있다. 예를 들어 서열번호 1은, gp120을 암호화하고 있는 뉴클레오티드 서열(서열번호 23)로 구성된, 상기

명시된, FLSC를 암호화하고 있는 서열로 정의된다. 서열번호 3은 FLSC를 암호화하고 있는 서열로 정의되는데,

여기에서 알지닌 아미노산은, gp120에서 퓨린 절단 부위로 추정되는 gp120의 C-말단에서 트레오닌 대신에 치환

됨으로써,  FLSC-R/T의  안정성을 FLSC  이상으로 개선시킨다.  FLSC-R/T의  뉴클레오티드 서열은 서열번호 29와

CD4D1D2(서열번호 25)에 의해 암호화 되어 있는 변형된 gp120을 포함한다. 또한, 본 발명은, 치환된 퓨린 절단

부위를 포함하고 있는 키메릭 폴리펩티드 FLSC-R/T CD4M9을 암호화하고 있는 폴리뉴클레오티드 서열(서열번호

5)를 제공할 뿐 아니라, CD4 수용체를 모방한 아미노산 서열을 암호화하는 서열을 가진 CD4D1D2 부위를 암호화

한 유전자 서열의 대체품을 제공함으로써, FLSC 혹은 FLSC-R/T에 비해 부가적인 안정성과 개선된 면역 반응을

제공한다. FLSC-R/T CD4M9는, 변형된 gp120을 암호화하고 있는 서열번호 29와 CD4M9을 암호화하고 있는 서열번

호 19를 포함하고 있는 뉴클레오티드 서열에 의해 암호화되어 있다. FLSC-R/T CD4M9 키메릭 폴리펩티드는 추가

로 서열번호 23과 서열번호 19를 포함하고 있다. 

다른 실시예에서, TsSC(서열번호 12)는 gp120-CD4 폴리펩티드(서열번호 13)을 암호화하고 있는데, gp120은 아미[0079]

노 및 카르복실 말단으로부터 잘린 아미노산 서열을 가지고 있다. TsSC의 뉴클레오티드 서열은 잘려진 gp120과

CD4D1D2(서열번호 25)를 암호화하는 서열(서열번호 27)을 포함하고 있다. 다른 실시예에서, 키메라 포리펩티드

gp120-CD4-IgG1은 추가의 꼬리표(서열번호 31)를 가진 뉴클레오타이드 서열번호 1에 의해 암호화되어 있다. 

여기에서  사용된  바와  같이,  "핵산(nucleic  acid)",  "폴리뉴클레오티드(polynucleotide)",  그리고  프라이머[0080]

(primer)는  이중-  이거나  단일-나선인,  혹은  선형의  또는  원형의,  디옥시리보핵산(deoxyribonucleic  acid:

DNA) 또는 리보핵산(ribonucleic acid: RNA)를 언급할 때 사용된다. 리보핵산은 이어지거나(spliced) 또는 이

어지지 않은(unspliced) 미토콘드리아 리보핵산(mRNA), 리보솜 리보핵산(rRNA), 전달 리보핵산(tRNA), 게놈 디

옥시리보핵산(genomic  DNA)또는 안티센스 RNAi(antisense  RNAi)일 수 있다. 특히, 핵산분해효소(nuclease)의

분해에 대해 저항성을 가지고 있으면서 발명의 키메릭 폴리펩티드를 암호화하는 기능을 가질 수 있는 뉴크레오

티드 유사체와 유도체도 포함된다. 핵산분해효소에 대해 저항성을 가진 올리고뉴클레오티드와 폴리뉴클레오티드

는 여기에서 설명한 현재의 핵산 백신에 사용된다.

"분리된(isolated)"  또는 "본질적으로 순수한(substantially pure)"은 핵산이, 유래된 생명체의 자연발생적인[0081]

게놈에 바로 인접한 5' 말단이나 3' 말단을 가진 암호 서열에 바로 인접해 있지 않음을 의미한다. 그러므로, 예

를 들어, 이 개념은 벡터에 들어간 재조합 DNA, 자발적으로 복제하는 플라스미드나 바이러스, 또는 원핵생물이

나 진핵생물의 게놈 DNA 뿐만 아니라, 재조합 DNA(예를 들어,PCR 또는 클로닝동안 제한적핵속핵산분해효소에 의

해 생성된 cDNA 또는 게놈 DNA 절편)을 포함한다. 이것은 키메라 또는 융합체의 재조합 DNA 부분도 포함한다.

그래서 이 개념은 핵산을 포함하는 것이 아니며, 게놈 혹은 cDNA 라이브러리나 젤상에서 절편화된 라이브러리의
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수백만 서열중에서 특정지어지지 않는다. 

본 발명의 폴리뉴클레오티드는 유전적 암호화의 결과로 변질된 핵산도 포함하고 있다. 자연에는 20개의 아미노[0082]

산이 존재하는데, 이중 대부분은 하나 이상의 코돈에 의해 표시된다. 변질된 모든 폴리뉴클레오티드 서열에는

본 발명의 키메릭 폴리펩티드를 암호화하고 있는 것도 포함된다.

본  발명의  폴리뉴클레오티드  서열은  해당  분야에서  알려진  표준의  기술(예를  들어,  분자에  의한  클로닝[0083]

(molecular cloning:, 화학적 합성)을 사용하여 얻을 수 있고, 순도는 폴리아크릴아마이드 또는 젤 전기영동,

염기서열분석(sequencing analysis)등과 같은 방법에 의해 결정될 수 있다. 폴리뉴클레오티드는 하이브리다이제

이션(hybridization) 또는 이 분야에서 잘 알려진 컴퓨터에 기초한 기술을 사용하여 분리할 수 있다. 그러한 기

술들은 다음을 포함하며, 그것에 제한을 두지 않는다: (1)  상보성의 뉴클레오티드 서열을 검출하기위한 게놈

DNA 혹은 cDNA 라이브러리와 탐색자(probe)의 하이브리다이제이션; (2) DNA서열에 의해 발현되는 폴리펩티드를

스크리닝하는 항체(예를 들면, 발현 라이브러리의 사용); (3) 목적된 핵산 서열에 붙을 수 있는 프라이머를 사

용한 게놈 DNA 혹은 cDNA의 중합효소 연쇄 반응(PCR); (4) 관련된 서열에 대해 나열된 데이터베이스를 컴퓨터로

조사; 및 (5) 공제된 핵산 라이브러리의 다양한 스크리닝. 그래서 CD4를 암호화하고 있는 것과 같이, 폴리뉴클

레오티드를 암호화하고 있는 다른 수용체를 얻기 위해, 라이브러리는 상동인 서열로 스크리닝된다.

본  발명은  또한,  실질적으로  상동인  폴리뉴크레오티드를  포함한다.  여기에서  사용된  바와  같이,  "상동[0084]

(homologous)"이란 개념은, 핵산분자와 관련지어 사용할 때, 두 뉴클레오티드 서열간의 유사성을 언급한다. 두

분자에서 뉴클레오티드의 자리에 동일한 뉴클레이티드가 위치한 경우, 그들은 그 자리에서 상동이다. "실질적으

로 상동(substantially homologous)" 핵산 서열은 최소한 50%의 유사성, 더욱 좋게는 최소한 75%의 유사성, 가

장 좋게는 90% 혹은 그 이상의 유사성을 가지고 있다. 실질적으로 상동인 본 발명의 키메릭 폴리펩티드의 경우,

키메릭 폴리펩티드를 암호화하고 있는 발명의 폴리펩티드에 대해 상동인 폴리펩티드는, 상동인 서열과 관련된

기능이나 활성의 대부분 혹은 전부를 가지고 있는 폴리펩티드를 암호화하고 있다. 폴리펩티드의 경우 서열간의

비교하는 길이는 적어도 30개의 뉴클레오티드이고, 좋게는 최소 50개의 뉴클레오티드, 더욱 좋은 것은 최소 75

개의 뉴클레오티드, 가장 좋게는 110개 혹은 그 이상의 뉴클레오티드이다. 폴리뉴클레오티드 서열간의 차이와

부적당한 올리고뉴클레오티드를 설명하기 위해 상동인 서열을 확인하는 연산은 BLAST(Altschul et al., J. Mol.

Biol. 15:403-10(1990))와 같은 것이 해당 분야에서 잘 알려져있다.

또한, 폴리뉴클레오티드는 키메릭 폴리펩티드나 mRNA를 암호화하고 있는 폴리뉴클레오티드의 양이나 존재여부를[0085]

확인하기  위한  하이브리다이제이션  탐침자(hybridization  probe)로  유용하다(Sambrook  et  al.,  Molecular

Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, N.Y. (1989)). 일반적으로 상기 탐침자는 관

련이 없는 서열에 하이브리다이제이션될 가능성을 줄이기 위해 희망하는 서열에 특이적으로 결합할 수 있도록

고안된다. 상기 탐침자는 방사성핵종(radionuclide) 이나 발광성 부분(luminescent moiety)을 이용하여 검출될

수 있도록 변형된다. 예를 들어, 적당하게 알맞은 하이브리다이제이션 조건은 다음과 같은 것을 포함한다: 37℃

또는 42℃에서 2X SSC/0.1%  SDS(하이브리다이제이션 조건); 실온에서 0.5X SSC/0.1% SDS(낮은 강도의 세척);

42℃에서 0.5X SSC/0.1% SDS(적당한 강도의 세척). 적당하게 높은 강도의 하이브리다이제이션 조건의 예는 다음

과 같다: 52℃에서0.1X SSC/0.1% SDS(적당한 고강도의 세척). 고강도 하이브리다이제이션 조건의 예는 다음과

같다: 65℃에서0.1X SSC/0.1% SDS(고강도의 세척).

본 발명의 폴리뉴클레오티드는, 바란다면: 노출되거나 세포막을 통과하기에 적당한 담체(예를 들면, 폴리뉴클레[0086]

오티드-리포좀 복합체(polynucleotide-liposome complex) 또는 콜로이드성의 분산 체계(colloidal dispersion

system))에 있고, 벡터(예를 들면, 레트로바이러스 벡터, 아데노바이러스 벡터, 등)안에 포함될 수 있고, 다른

이종 조직의 도메인(예를 들면, 항체, 리간드, 비오틴, 스트렙타비딘, 렉틴, 등)이나 자동력이 없는 비즈(inert

beads)에 연결될 수 있거나, 해당 분야에서 알려지거나 여기에서 명시된 다른 적당한 조성물일수 있다. 그래서,

폴리뉴클레오티드의 전달에 있어 바이러스에 의한 또는 바이러스에 의하지 않은 수단은 달성되거나 계획될 수

있다. 본 발명의 폴리뉴클레오티드는, 여기에서 나타난 다양한 이종 조직의 도메인과 같은 다른 기능을 가진 폴

리펩티드를 포함하고, 그것에 연결된 추가의 핵산 서열을 포함할 수도 있다.

본 발명의 폴리뉴클레오티드는 약학적 조성물에서도 자신의 안정성을 증가시키기 위해 핵산분해효소에 대한 저[0087]

항성을 가지도록 변형될수 있다. 기술된 폴리뉴클레오티드는, 특히 폴리뉴클레오티드가 여기에서 명시되거나 해

당 분야에서 알려진 발현 체계로 들어갈 때, 본 발명의 키메릭 폴리펩티드를 암호화하는데 유용하다. 따라서,

발현 벡터를 가진 폴리뉴클레오티드도 포함된다. 

세포내에서의  번식  및  발현을  위해,  여기에서  명시된  폴리뉴클레오티드는  벡터로  삽입될  수  있다.  "벡터[0088]
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(vector)"란 개념은, 핵산의 삽입 및 결합에 의해 조작될 수 있으며, 해당 분야에서 알려진 플라스미드, 바이러

스 또는 다른 전달 수단을 언급한다. 그러한 벡터는 유전적인 조작(예를 들면, 클로닝 벡터)에 사용될 수 있거

나, 삽입된 폴리뉴클레오티드를 전사하거나 번역하는데(예를 들면, 발현 벡터) 사용할 수 있다. 일반적으로 벡

터는 번식을 위해 적어도 하나의 복제 원점과 프로모터를 가지고 있다. 발현 벡터에 존재하는 프로모터를 포함

한 조절 인자는 절절한 전사와 번역을 촉진하는데 포함된다(예를 들면, 인트론에 대한 가공 신호, mRNA와 종결

코돈의 구조에 맞는 번역을 가능하게 하기 위한 유전자의 적당한 해독틀 유지). 여기에서 명시된 세포내 혹은

세포밖에서의 폴리뉴클레오티드의 발현은 핵산에 연결된 프로모터에 의해 가능하다. "프로모터(promoter)"는 프

로모터에 연결된 핵산의 전사가 바로 일어나기에 충분한 최소한의 염기서열을 지칭한다(Bitter et al., Methods

in Enzymology, 153:516-544 (1987)). 프로모터는 지속적으로 직접 전사를 일으킬 수 있고, 조직-특이적이며,

유발성 혹은 억제성 전사를 일으킬 수 있다; 그러한 요소는 일반적으로 조절되는 유전자의 5' 또는 3' 지역에

위치하고 있다.

본 발명에서, 공동 수용체에 결합하는 바이러스의 경우, 키메라 펩티드를 바이러스의 감염에 민감한 세포(예를[0089]

들면, 공동 수용체를 발현하는 세포) 안으로 유도하여 발현시키는 것이 유리하다. 이런 방식으로, 발현된 키메

릭 폴리펩티드는 감염되기 쉽게 형질 전환된 세포에 의해 공동 수용체의 근처에 분비됨으로써, 세포가 바이러스

의 감염을 억제하거나 방해하는 공동 수용체로 바이러스가 접근하는 것을 억제하거나 방해한다. 이 때문에, 조

직-특이적 프로모터는 적당한 목적 세포에서 키메릭 폴리펩티드의 발현을 가능하게 하는 폴리뉴클레오티드 서열

에 연결되어야 한다.

여기에서  사용한  바와  같이,  "조직-특이적  프로모터(tissue-specific  promoter)"  는  간세포,  조혈세포[0090]

(hematopoietic cell), 또는 동물에서 조직-특이적 세포와 같은 특정 세포에서 연결된 폴리뉴클레오티드의 발현

을 가능하게 하는 특정 세포나 조직에서 활동하는 프로모터를 언급한다. 이 개념은 한 조직에서 선택된 DNA의

발현을  조절할  수는  있지만  하나나  그  이상의  조직에서  발현을  일으키는,  소위  새기  쉬운  프로모터(leaky

promoter)도 포함한다. 

유발할 수 있는 프로모터는 세포내에서의 발현을 조절하기 위해 사용될 수 있다. "유발할 수 있는 프로모터[0091]

(inducible promoter)"는 외부의 자극이나 약물의 처리에 반응하여 자신의 활성을 증가시키는 프로모터를 의미

한다(예를  들면,  메탈로치오닌  IIA  프로모터(metalothionein  IIA  promoter),  열충격  프로모터(heat  shock

promoter)). "억제하는 프로모터(repressible promoter)" 또는 "조건부의 프로모터(conditional promoter)"는

억제자 또는 그에 동등한 화합물에 반응하여 활성 수준이 감소되는 프로모터를 의미한다. 억제자가 더 이상 존

재하지 않을 때, 전사는 활성화되거나 감소한다. 그러한 프로모터는 복합으로 사용될 수도 있고, 인트론이나 촉

진자(enhancer) 서열과 같은 전사 및 발현에 필요한 부수적인 DNA 서열을 포함할 수도 있다. 

여기에서  사용된,  "실시  가능하게  연결된(operably  linked)"은  적당한  물질(예를  들면,  전사  촉진자[0092]

(transcriptional activator protein))이 조절 서열에 결합할 때, 전사가 일어날 수 있도록 선택된 폴리뉴클레

오티드(예를 들면, 키메릭 폴리펩티드를 암호화하고 있는)와 조절 서열이 연결되어있는 것을 의미한다. 특히,

프로모터는 폴리뉴크레오티드의 5' 말단에 위치하고 있으며, 프로모터가 폴리뉴클레오티드의 발현을 조절하도록

하기 위해, 전사 시작 부위에 가까운 곳에 위치하고 있을 것이다. 그러나, 첫번째 벡터에 있는 프로모터가 단백

질의 발현을 조절하거나, 역으로, 두번째 벡터의 폴리뉴클레오티드의 발현을 조절하는 프로모터를 조절할 수 있

을 때,  비간접적으로 실시 가능한 연결이 가능하다.

박테리아 체계에서 클로닝을 할때, 박테리오파지 감마의 pL, plac, ptrp, ptac과 같은 유발할 수 있는 프로모터[0093]

뿐 아니라, T7과 그와 유사한 지속적인 프로모터 역시 사용될 수 있다. 포유동물 세포 체계로 클로닝을 할때,

SV40, RSV, 그리고 그와 유사한 것과 같은 지속적인 프로모터들이나, 포유동물 세포의 게놈(예를 들면, 메탈로

치오닌 프로모터) 또는 포유동물 바이러스(예를 들면, 마우스 유방암바이러스의 프로모터, 아데노바이러스의 마

지막에 있는 프로모터)에서 유래한 유발성 프로모터들도 사용될 수 있다. 재조합 DNA 또는 합성 기술에 의해 생

성된 프로모터는 본 발명의 핵산 서열의 전사를 일으키는데 사용될 수 있다. 

직접적인 발현을 위해 재조합 바이러스나 바이러스의 요소를 사용하는 포유동물의 발현 체계는 가공될 수 잇다.[0094]

예를 들어, 아데노바이러스의 발현 벡터를 사용할 때, 핵산 서열은 아데노바이러스의 전사 및/또는 번역 조절

복합체(예를 들어, 마지막 프로모터와 삼부의 주도 서열)에 연결될 수 있다. 백신 바이러스의 7.5K 프로모터도

사용될 수 있다(Mackett  et  al.,  Proc.  Natl.  Acad.  Sci.  USA,  79:7415-7419  (1982);  Mackett  et  al.,  J.

Virol., 49:857-864 (1984); Panicali et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 79:4927-4931 (1982)).

더욱이, 포유동물의 발현 체계는 아데노바이러스(U.S. Patent Nos. 5,700,470과 5,731,172), 아데노-관련 벡터[0095]
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(U.S.  Patent  No.  5,604,090),  단순포진바이러스(U.S.  Patent  No.5,501,979),  및 레트로바이러스 벡터(U.S.

Patent Nos. 5,624,820, 5,693,508, 및 5,674,703 그리고 WIPO publication WO92/05266 그리고 WO92/14829)를

포함하는, "유전자 치료(gene therapy)"를 위해 특별히 고안된 벡터를 포함한다. 유전자를 암호화하는 키메릭

폴리펩티드는, gp120 및 CD4와 같은 수용체 서열과 폴딩된 바이러스의 코트 단백질의 발현에 효율적이고 믿을

수 있는 방법을 제공하기 위해, 약화된 우두(Girard, M. et al., C R Acad Sci Ⅲ., 322:959-66 (1999); Moss,

B. et al., AIDS, 2 Suppl 1:S103-5 (1988)), 세미리키포레스트 바이러스(semilikiforest virus)(Girard, M.

et al., C R Acad Sci Ⅲ., 322:959-66 (1999); Mossman, S.P. et al., J. Virol., 70: 19.53-60 (1996)) 및

살모넬라(Powell, R. et al., In: Molecular Approaches to the contro of infectious disease, pp. 183-187,

Bran,  F.,  Norrby,  E.,  Burton,  D.,  alc  Mecalanos,  J.(eds),  Cold  Spring  Harbor  Press,  Cold  Spring

Harbor, NY (1996); Shata, M.T. et al., Mol Med Today, 6:66-71 (2000))와 같은 백신 전달 미립자 안으로 유

도될 수 있다. 소유두종 바이라스(bovine papilloma virus)를 기초로 한 벡터는 염색체외의 요소만큼 복제할 수

있는 능력을 가지고 있다(Sarver et al., Mol. Cell. Biol., 1:486 (1981)). 쥐 세포로 염색체외의 벡터가 들

어간 직후, 벡터는 복제를 시작하여 세포마다 약 100에서 200개의 복사본이 존재한다. 삽입된 cDNA의 전사는 플

라스미드가 숙주의 염색체로 삽입되는 것을 필요로 하지 않기 때문에, 다량의 발현이 일어난다. 벡터는 또한 유

전자 치료에도 이용될 수 있다 (U.S.  Patent  No.  5,719,054).  CMV-기초의 벡터도 포함된다(U.S.  Patent No.

5,561,063).

효모 발현의 경우, 지속적이거나 유발성의 프로모터를 가진 다양한 벡터가 사용될 수 있다(Current Protocols[0096]

in Molecular Biology, Vol. 2, Ch. 13, ed. Ausubel et al., Greene Publish. Assoc. & Wiley Interscience

(1988); Grant et al., "Expression and Secretion Vectors for Yeast", in Method in Enzymology, Vol. 153,

pp. 516-544m eds. Wu & Grossman, 3 1987, Acad. Press, N.Y. (1987); Glover, DNA Cloning, Vol. Ⅱ, Ch.

3,  IRL  Press,  Wash.,  D.C.  (1986);  Bitter,  "Heterologous  Gene  Expression  in  Yeast",  Methods  in

Enzymology,  Vol.  152,  pp.  673-684,  eds.  erger  &  Kimmel,  Acad.  Press,  N.Y.  (1987);  및 The  Molecular

Biology  of  the  Yeast  Saccharomyces,  eds.  Strathem  et  al.,  Cold  Spring  Harbor  Press,  Vols.  Ⅰ 및 Ⅱ

(1982)). ADH 또는 LEU2와 같은 지속적인 효모 프로모터, 또는, GAL과 같은 유발성 프로모터도 사용할 수 있다

("Cloning in Yeast", Rothstein, R., In: DNA Cloning, A Practical Approach, Vol. 11, Ch. 3, ed. D.M.

Glover, IRL Press, Vols. I 및 Ⅱ (1986)). 이종 조직의 재조합을 통해, 효모의 염색체로의 외부의 핵산 서열

삽입을 촉진시키는 벡터는 해당 분야에서 잘 알려져 있으며, 사용되고 있다. 효모의 인공적인 염색체(YAC)는,

삽입된 폴로뉴클레오티드가 더욱 상업적인 효모 발현 벡터로 사용되기엔 너무 클 때만(12kD 이상) 사용된다. 폴

리뉴클레오티드는 세포외에서 발현을 위해 발현 벡터에 삽입되거나(상업적으로 통용되는 세포외의 전사 및/또는

번역 킷을 사용하여), 세포내에서 적당한 세포, 기관, 조직, 생물체로 적당한 핵산을 전달함으로써, 원핵생물이

나 진핵생물에서의 발현을 촉진시키는 프로모터 서열을 가지고 있는 발현 벡터로 삽일될 수 있다. 

여기에서 언급한 대로, "형질전환된(transgenic)"은 숙주로 폴리뉴클레오티드를 삽입하는 기술이며, 세포에서[0097]

발전한 생명체의 부분이 되는 것이다. 트랜스유전자(transgene)는, 선택된 DNA의 발현에 필요한 인트론과 같은

다른 DNA와 하나 또는 그 이상의 프로모터 및 촉진자 서열을 포함할 수 있다. 트랜스유전자는 형질전환된 생물

체에 대해 전체적 혹은 부분적으로 이종 조직인 폴리뉴클레오티드를 포함하거나, 생명체의 내인성 유전자와 유

사한 유전자를 나타낸다. 트랜스유전자는 숙주 세포의 게놈에 삽입될 수 있고, 자가-복제 플라스미드로 유지될

수도 있다.

여기에서 사용된, "숙주세포(host cell)"는 번식되고, 전사하거나 혹은 발현된 폴리펩타이드를 암호화할 수 있[0098]

는 폴리뉴클레오티드가 유도된 세포이다. 이 개념은 특정 숙주세포의 자손을 포함한다. 복제동안 돌연변이가 생

기므로,  모든  자손은  모세포와  동일하지  않다.  숙주  세포는  박테리아,  효모,  곤충  및  포유동물  세포를

포함하며, 이에 제한되지 않는다. 예를 들어, 재조합 박테리오파지, 플라스미드 핵산, 또는 코스미드 핵산 발현

벡터로 형질전환시킨 박테리아; 재조합 효모 발현 벡터로 형질전환 시킨 효모; 재조합 바이러스 발현 벡터(꽃양

배추 모자이크 바이러스(cauliflower mosaic virus), CaMV; 담배 모자이크병 바이러스(tobacco mosaic virus))

또는 재조합 플라스미드 발현 벡터(Ti 플라스미드)로 감염시킨 식물 세포 체계; 재조합 플라스미드 발현 벡터

(배큐로바이러스(baculovirus))로 감염시킨 곤충 세포 체계 또는 재조합 플라스미드 발현 벡터(레트로바이러스,

아데노바이러스, 백시니아바이러스)로 감염시킨 동물 세포 체계, 또는 안정된 발현을 위해 가공된 형질전환 동

물 세포 체계.

발명의 폴리펩티드를 장기간 발현시키기 위해, 안정된 발현이 우선된다. 그래서, 바이러스의 복제 기원을 가진[0099]

발현 벡터를 사용하여, 세포를 적당한 조절 요소(프로모터/촉진자 서열, 전사 종결자, 다폴리아데닌 결합 위치
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(polyadenylation), 등)에 의해 조절되는 핵산으로 형질전환하였다. 특정 이론에 따라 결합하거나 제한되길 바

라지 않더라도, 포유동물 세포에서 발현 벡터의 안정된 유지는 숙주 세포의 염색체로 백터가 삽입됨으로써 일어

나는 것으로 추정된다.  부가적으로,  발현벡터는 선택적인 압력에 대해 저항을 주는 선별된 표시(selectable

marker)나, 어느 유전자가 유도될지 세포에 알려줌으로써 확인되고, 자라며, 확장될 수 있게하는 벡터를 세포가

가지게하는  리포터를  암호화하고  있는  유전자를  가지고  있다.  여기에서  명시한  바와  같이,  "리포터  유전자

(reporter gene)"은 유전자의 발현이 분석될 수 있다는 것을 의미한다; 제한없이 그러한 유전자는 lacZ, 효모의

LEI2 유전자와 같은 아미노산 생합성 유전자, 루시퍼레이즈(luciferase), 또는 포유동물의 클로로암페니콜 트랜

스퍼래이즈(chloramphenicol transacetylase) 유전자를 포함한다. 리포터 유전자는 염색체에 삽입되거나 자동적

으로 복제하는 플라스미드(효모의 2 마이크론 플라스미드)에 옮겨질 수도 있다. 선별된 표시는 발명의 폴리뉴클

레오티드를 가진 첫번째 벡터와 함께 숙주 세포에 감염되는 두번째 벡터에 있을 수 있다.

아미노글리코시드 G418에 대한 내성을 지닌 네오마이신 유전자(neomycine gene) (Colberre-Garapin et al., J.[0100]

Mol.  Biol.,  150:  1  (1981))  및  하이그로마이신(hygromycin)에  대한  내성을  가진  하이그로마이신

(hygromycin)(Santerre et al., Gene, 30: 147 (1984))을 포함한 다양한 선별 체계가 사용될 수 있지만, 그것

에 의해 제한을 받지는 않는다. 최근, 추가된 선별 유전자는 소위, 세포가 트립토판이 있는 곳에서 인돌을 사용

할 수 있게 하는 trpB,; 히스티딘이 있는 곳에서 히스티놀을 사용할 수 있게 하는 hisD(hartman et al., Proc.

Natl.  Acad.  Sci.  USA,  85:8047  (1998));  및  올니틴  디카르복시레이즈  억제제(ornithine  decarboxylase

inhibitor),  제초제(2-(difluoromethyl)-DL-ornithine),  DFMO에  대한  내성을  주는  ODC(ornithine

decarboxylase)(McConlogue,  In:  Current  Communications  in  Molecular  Biology,  Cold  Spring  Harbor

Labolatory, ed. (1987)).

여기에서 사용된, "형질전환(transformation)"은 외부의 폴리뉴클레오티드가 세포로 주입됨에 따라 나타나는 유[0101]

전적 변화를 언급한다. 그래서, "형질전환된 세포(transformed cell)"은 재조합의 기술에 의해 주입된 폴리뉴클

레오티드를 가진 세포나 그 자손을 가르킨다. 형질전환된 세포는 전체 인류를 포함하지는 않는다. 숙주 세포의

형질전환은 해당 분야에서 잘 알려진 상용적인 기술에 의해 이루어진다. 숙주 세포가 진핵생물인 경우, DNA 형

질전환 방법은 인산칼슘(calcium phosphate), 현미주사(microinjection), 전기적 주입(electroporation), 리포

좀(liposome), 및 바이러스 백터를 포함한다. 원핵세포는 본 발명의 폴리뉴클레오티드 서열 및 그의 단편들과

여기에서 명시하거나 해당 분야에서 잘 알려진 선별된 표시를 암호화하고 있는 2차의 DNA 분자로 공동형질전환

함으로써 가능하다. 다른 예는 일시적으로 감염시키거나 진핵 세포를 형질전환하여 단백질을 발현시키기 위해

원숭이바이러스(simian virus)나 소유두종바이러스(bovine papilloma virus)와 같은 진핵 바이러스 백터를 사용

한 것이다.(Eukaryotic Viral Vectors, Cold Spring Harbor Laboratory, Gluzman ed. (1982)). 숙주가 원핵

(대장균)인 경우, 기하급수적인 성장기를 지나 모여진 뒤, 해당 분야에서 잘 알려진 절차에 따라 염화칼슘방법

으로 재빨리 처리하여, DNA를 받아들일 수 있는 컴피던트 세포(competent cell)를 제조한다. 원핵세포의 형질전

환은 숙주가 원생생물과 융합됨으로 수행될 수도 있다.

키메릭 폴리펩티드, 폴리뉴클레오티드 및 발명과 같은 물질을 가진 발현 벡터는 보통의 방법을 통해 리포좀 안[0102]

으로  들어가,  세포나  생물체에  들어가게  된다.  양이온을  지닌  리포좀은  폴리뉴클레오티드를  전달할  때

유용하다. 세포내 혹은 세포밖에서 단백질과 폴리뉴클레오티드를 포함한 다양한 조성물을 유도하는데 리포좀을

사용하는 것은 해당 분야의 기술을 가진 사람들에게는 잘 알려져 있다(예를 들어, U.S. Patent Nos. 4,844,904,

5,000,959, 4,863,740 및 4,975,282). 

리포좀은, 세포의 수용체에 해당하는 것으로 밝혀진 폴리펩티드같은 리간드의 리포좀 제조할 때 추가하여 목적[0103]

된 조직이나 세포로 전달될 수 있다. 예를 들어, CD4+ 세포에 감염되는 바이러스의 경우, CD4+ 세포는 적절한

목표이며, HIV gp120은 여기서 언급한 폴리펩티드 서열 및 키메릭 폴리펩티드를 포함하는 리포좀의 세포내로의

유입에 적당한 리간드이다. 모노클로날 항체는 약물 표적화에도 사용될 수 있다; 다양한 세포 표면 단백질에 특

이적인 많은 항체들은 해당 분야의 기술을 가진 사람들에게는 잘 알려져 있으며, 이용될 수 있다. 선별된 리간

드는 준비된 리포좀의 지질에 공유적으로 결합하거나 리포좀 제조중에 유입될 수 있다(Lee  &  Low,  J.  Bio.

Chem., 269:3 198 (1994); Lee & Low Biochem. Biophys. Actu, 1233: 134 (1995)).

본 발명에 의한 등가물을 암호화 하고 있는 키메릭 폴리펩티드 및 폴리뉴클레오티드는 모든 생물체에 유입될 수[0104]

있다. 특히, 공동 수용체에 결합하는 바이러스의 코트 폴리펩티드를 포함하는 키메릭 폴리펩티드의 경우, 본 발

명의 키메릭 폴리펩티드를 발현하는 형질전환 동물은 발현된 키메릭 폴리펩티드가 그에 해당하는 바이러스의 감

염을 억제하거나 방지하는지를 알게 할 뿐 아니라, 키메라의 장기적 발현의 효과를 연구하는데 유용하다.
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그래서, 다른 실시예에서, 본 발명은 키메릭 폴리펩티드를 발현하는 비인간적 형질전환 동물을 제공한다. 우선[0105]

된 동물은 그에 해당하는 수용체 폴리펩티드의 서열이 알려져 있으므로 바이러스의 감염에 민감하다. 인간이 아

닌 영장류(침팬지, 유인원, 긴팔원숭이, 오랑우탕, 등), 가축, 등 여기에서 기술된 포유류를 포함하여 우선된

동물은 면역결핍 바이러스에 감염되기 쉬운 것들이다.

"형질전환 동물(transgenic mice)"은 세포이하의 단계에서 재조합 바이러스를 현미주사하거나 감염시켜 유전적[0106]

조작을 유발함으로써, 체세포 또는 배선 세포가 직ㆍ간접적으로 받은 유전적 정보를 가지고 있는 동물을 언급한

다.  "형질전환된(transgenic)"은  유전적으로  조작된  형질전환  동물로  부터  얻은  세포나  조직("transgenic

cell", "transgenic tissue")도 포함한다. 본 문맥에서, 형질전환 동물은 전통적인 하이브리다이제이션나 세포

외 수정을 통해 생산된 동물은 포함하지 않으며, 오히려, 하나나 둘이상의 세포가 재조합 DNA 분자를 받은 동물

을 지칭한다. 형질전환 동물은 트랜스유전자를 지닌 이형접합체이거나 동형복합체일수 있다. 형질전환 동물을

만드는  방법은  해당   분야에서  잘  알려져  있다(예를  들어,  U.S.  Patent  Nos.  5,721,367,  5,965,977,

5,650,977, 5,650,298 및 5,614,396).

이하에서 설명되는 키메릭 폴리펩티드는 항체와 같은 추가적인 시약을 만들어 내기 위해 이용될 수 있다. 발명[0107]

의 항체는 이하에서 기술된 다양한 치료법에 유용하다. 예를 들어, 면역성이 생긴 특정대상(subject)에서 생산

된 항체는 그 특정대상을 바이러스 감염에 대하여 보호할 수 있거나 또는, 택일적으로, 수령 대상(recipient

subject)에 옮겨질 수 있고, 이를 통해 수동적으로 이차 특정대상을 감염으로부터 보호할 수 있다. 바이러스 코

트 폴리펩티드 서열과 수용체 폴리펩티드 서열 사이의 복합체 형성에 노출된 에피토프와 결합하는 항체가 또한

만들어질 수 있다. 또한, 발명의 항체는 진단 방법(diagnostic method), 정제 방법(purification method), 및

스크리닝 방법(예를 들어, 숨은 에피토프, 공동 수용체 등)에 이하에서 개시되는 바와 같이 유용하다. 

따라서, 본 발명에 따르면, 이하에서 개시되는 바와 같이 복합체 형성에 노출된 숨은 에피토프에 특이적인 항체[0108]

를 포함하는, 키메릭 폴리펩티드와 결합하는 항체가 제공된다. 일 실시예에서, 항체는 생체 밖에서 다수의 바이

러스 단리체(isolates)  및 다른 지리학적인 계통(geographic  clade)("폭넓은 중화(broadly  neutralizing)"로

명명함)으로부터 유래한 바이러스들을 중화시킨다. 다른 실시예에서, 항체는 생체 밖에서 또는 생체 내에서 바

이러스 감염을 저해, 방해 또는 저지한다. 상기 실시예들의 다양한 견지에서, 중화된(neutralized) 바이러스는

이하에서 개시되는 HIV-1 및 HIV-2 면역결핍 바이러스를 포함하는 면역결핍 바이러스이다. 폴리클로날 항체, 다

른 에피토프 특이체(specificities)들의 뭉쳐진(pooled) 모노클로날 항체를 포함하는 항체와 독특한 모노클로날

항체 제조 또한 제공된다. 

키메릭 폴리펩티드에 대한 항체가 동물에 키메릭 폴리펩티드를 투여하는 방법에 의해 생산된다. 항체는 종래의[0109]

알려진 기술에 따른 방법을 이용해 생산되고, 분리되고 또한 정제될 수 있다. 그리하여, 다른 일 실시예에서,

발명은 키메릭 폴리펩티드에 대한 항체를 생산하는 방법을 제공한다. 본 발명의 방법은 키메릭 폴리펩티드를 특

정대상에 투여하는 단계 및 키메릭 폴리펩티드에 결합하는 항체를 분리하는 단계를 포함한다. 일 실시예에서,

생산된 항체는 바이러스 코트 폴리펩티드 서열과 수용체 폴리펩티드 서열 사이의 결합에 노출된 숨은 에피토프

와 결합한다. 

바람직하게, 항체는 바이러스 코트 폴리펩티드 서열(예를 들어, 외피 폴리펩티드 서열)과 수용체 폴리펩티드 서[0110]

열이 서로 결합할 때, 노출된 숨은 에피토프에 결합한다. 예를 들어, HIV 외피 폴리펩티드 서열 gp120은 CD4 수

용체 폴리펩티드 서열에 결합하는 숨은 에피토프를 노출하고, 노출된 에피토프에 대한 항체가 HIV의 폭넓은 중

화를 일으킨다. 상기 에피토프들은 다른 바이러스 분리체 및 상기 에피토프를 향하는 항체들의 폭넓은 스펙트럼

의 중화 활성을 위한 지리학적인 계통 어카운팅(accounting) 사이에서 분배될 수 있다. 

이론적ㅇ로 기초하지 않더라도, CD4 결합의 부존재 하에서, 숨은 에피토프가 노출되지 않거나 항원성이 아닌 것[0111]

으로 나타난다. 이하에서 이용되는 바와 같이, "에피토프(epitope)"는 항원에서 항체의 파라토프(paratope)에

결합하는 항원성 결정체(determinant)를 가리킨다. 에피토프의 결정체는 대개 아미노산 또는 탄수화물 곁사슬

(side chain)과 같은 분자들의 화학적으로 활성이 있는 표면 그룹들로 구성되고, 대개 전하 특이성 뿐만 아니라

삼차원 구조 특이성을 가진다. 이하에서 사용되는 바와 같이, "숨은(cryptic)"은 식별가능하게 되기 위한 특색

또는 성질을 위해 구조적이거나 형태학적인 변화를 필요로 하는 성질 또는 특색(feature)을 가리킨다; 변화의

부존재하에서, 특색 또는 성질은 "감춰져(hidden)" 있다. 숨은 에피토프는 바이러스 코트 단백질 또는 수용체

폴리펩티드 서열에 존재할 수 있다. 

"항체(antibody)" 는 그 단편 뿐만 아니라 손상되지 않은 분자를 포함한다. 예를 들면, 이하에서 설명되는 키메[0112]

릭 폴리펩티드에 존재하는 에피토프 결정체에 결합할 수 있는 Fab, F(ab'), 및 Fv가 포함되는 것이다. 다른 항
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체 단편들이 단편이 선택적으로 그 항원에 결합하는 능력을 보유하는한 포함된다. 본 발명의 항체 단편(예를 들

어, Fab, F(ab'), 및 Fv)은 전체 항체의 펩신 분해(pepsin digestion)와 같은 항체의 단백질을 분해하는 가수

분해(proteolytic hydrolysis)에 의해 제조된다. 개시된 키메릭 폴리펩티드에 결합하는 항체는 손상되지 않은

키메릭 폴리펩티드 또는 그 단편을 면역화하는 항원(immunizing antigen)으로서 이용하여 준비될 수 있다. 키메

릭 폴리펩티드 단편의 경우에, 바이러스 코트 폴리펩티드 서열과 수용체 폴리펩티드 시퀀스가 서로 결합하여 존

재하는 숨은 에피토프가 노출되도록 하는 능력을 보유하는 것이 바람직하다. 동물을 면역시키기 위해 이용되는

키메릭 폴리펩티드는 번역된(translated) 폴리뉴클레오티드로부터 유래하거나 화학적으로 합성된다. 또한, 바람

직하게는 담체와 결합(conjugate)하여 사용될 수 있다. 상기의 통상 이용되고, 면역화시키는 펩티드에 화학적으

로 결합하는 담체는 예를 들어, KLH(keyhole limpet hemocyanin), 타이로글로불린(thyroglobulin), BSA(bovine

serum albumin), 및 파상풍 톡소이드(tetanus toxoid)를 포함한다. 

모노클로날 항체들은 본 발명의 기술분야에서 통상의 지식을 가진 자에게 잘 알려진 방법에 의해 만들어진다[0113]

(Kohler et al., Nature, 256:495(1975); Harlow et al., Antibodies: A Laboratory Manual, P. 726, eds.

Cold Spring Harbor Pub.(1988)). 간략히 말하면, 모노클로날 항체는 항체를 포함하는 조성물을 쥐(mice)에 주

사하고,  혈청(serum)  샘플을  분석함에  의해  항체  생산의  존재를  확인하고,  B  림프구를  얻기  위하여  비장

(spleen)을 제거하고, B 림프구를 미엘로마 세포(myeloma cell)와 접합시켜 하이브리도마(hybridoma)를 생산하

고, 하이브리도마를 클론하고, 항원에 대한 항체를 생산하는 양성의 클론을 선택하고, 하이브리도마 배양액으로

부터  항체를  분리함으로써  얻어질  수  있다.  모노클로날  항체는  예를  들면  단백질-A-세파로스(Protein  A

Sepharose)를  이용한  친화성  크로마토그래피(affinity  chromatography),  크기배제  크로마토그래피(size-

exclusion  chromatography),  이온교환  크로마토그래피(ion-exchange  chromatography)(Coligan  et  al.,

"Production  of  Polycolnal  Antisera  in  Rabbits,  Rats,  Mice  and  Hamsters,"  In:  Current  Protocols  in

Immunology,  §§2.7.1-2.7.12  and  §§2.9.1-2.9.3;  and  Barns  et  al.,  "Purification  of  Immunoglobulin

G(IgG)," In: Methods in Molecular Biology, Vol. 10, p. 79-104, Humana Press(1992)참조)와 같은, 다양한

정립된 기술에 의해 하이브리도마 배양액으로부터 분리되고 정제될 수 있다. 폴리클로날  항체의 제조는 당업자

에게 잘 알려져 있다(Green et al., "Production of Polycolnal Antisera," In: Immunochemical Protocols,

pp. 1-5, Manson, ed., Humana Press(1992); Harlow et al.(1988), supra; and Coligan et al.(1992), supra

§2.4.1 참조). 

치료학적인 목적을 위해, 하나의 종에서 생산된 키메릭 폴리펩티드에 대한 항체는 예를 들어, 수동면역을 위해[0114]

숙주에 투여되었을 때, 항체가 면역 반응을 유도하지 않도록 인체에 적응시킬 수 있다. 일반적으로, 인체에 적

응시킨 항체들은 비-인간 불변 부위(constant region)를 인간 불변 부위로 대체함으로써 생산된다. 상기 항체

인간화 방법은 본 발명의 기술분야에 알려져 있고, 특히 본 발명에 유용하다(Morrrsion  et  al.,  Proc  Natl.

Acad.  Sci.  USA,  81:  685  1(1984);  Takeda  et  al.,  Nature,  314:452(1985);  Singer  et  al.,  J.  Immunol.,

150:2844(1993)). 

키메릭 폴리펩티드에 결합하는 항체, 특히 숨은 에피토프에 결합하는 항체는 바이러스를 생체 밖 또는 생체 내[0115]

(즉, 특정대상내에서)에서 중화시킬 수 있다. 상기 항체는 그리하여 생체 밖 또는 생체 내에서 바이러스 감염을

방해하거나 저해할 수 있는 것이고, 감염과 연관된 일부 또는 모든 증상을 개선할 수 있는 것이다. 상기 항체는

한 특정 대상에서 생산되고 수동적 면역치료를 위해 다른 대상으로 도입될 수 있다. 선택적으로, 특정 대상에서

생산될 때, 키메릭 폴리펩티드에 결합하는 그 특정대상을 감염으로부터 보호하거나 감염과 연관된 일부 또는 모

든 증상을 개선시켜준다. 

따라서, 본 발명에 따르면, 특정 대상에서의 바이러스 감염을 저해, 방해 및 개선하는 방법이 제공된다. 일 실[0116]

시예에서, 본 발명의 방법은 키메릭 폴리펩티드에 결합하는 항체를 특정대상에 유효량 투여하여, 특정 대상에서

바이러스 감염을 방해하거나 저해하는 단계를 포함한다. 다른 일 실시예에서, 본 발명의 방법은 키메릭 폴리펩

티드를 특정 대상에 유효량 투여하여, 특정 대상에서 바이러스 감염을 방해하거나 저해하기에 충분한 면역 반응

을 생산하는 단계를 포함한다. 또 다른 일 실시예에서, 본 발명의 방법은 특정 대상에 본 발명의 키메릭 폴리펩

티드를 코딩하는 폴리뉴클레오티드를 유효량 투여하는 단게를 포함한다. 다양한 견지에서, 키메릭 폴리펩티드는

이하에서 개시되는 바와 같이, 면역결핍 바이러스 외피 폴리펩티드를 함유한다. 

키메릭 폴리펩티드 또는 키메릭 폴리펩티드를 코딩하는 폴리뉴클레오티드가 투여된 특정 대상에서 바이러스 감[0117]

염을 저해하고, 방해하고, 개선하는 방법에서, 면역 반응은 또한 생산될 수 있다. 면역 반응은 키메릭 폴리펩티

드를 코딩하는 폴리뉴클레오티드의 투여가 CTL 반응을 유도할 것이라도, 자연적으로 체액성이 되기 쉽다. 또한
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본 발명의 방법은 적당하게 다른 바이러스 치료와 함께 이용될 수도 있다. 

"유효량(effective amount)"는 특정 대상에서 바이러스 감염을 저해, 방해 또는 개선하기에 충분하거나 또는 특[0118]

정 대상에서 면역 반응을 유도하기에 충분한 것을 가리킨다. 따라서, 유효량의 키메릭 폴리펩티드는 폴리펩티드

또는 코트 단백질이 있는 바이러스에 대한 면역 반응을 유도할 수 있다. 이미 바이러스에 감염된 특정 대상에

투여된 유효량은 또한 바이러스 부하(viral load)를 감소시키거나 CD4 세포의 수를 증가시킬 수도 있다. 유효량

은 감염된 특정 대상에서 다른 대상(미감염된 또는 감염된)으로의 이동을 저해할 수도 있다. 

키메릭 폴리펩티드를 코딩하는 폴리뉴클레오티드 서열이 특정 대상에 투여되는 본 발명의 방법에서, 키메릭 폴[0119]

리펩티드에 대한 CTL 반응이 대응 코트 폴리펩티드 서열을 함유하는 바이러스에 대하여 유도될 수 있다. 

본 발명의 키메릭 폴리펩티드, 폴리뉴클레오티드, 및 항체가 인간을 포함하는 특정 대상에 투여되는 것과 함께,[0120]

본 발명은 또한 개시된 키메릭 폴리펩티드, 폴리뉴클레오티드,및 항체를 포함하는 제약학적 공식화를 제공한다.

특정대상에 투여되는 조성물은 따라서 "제약학적으로 허용가능한(pharmaceutically acceptible)" 또는 "생리적

으로 허용가능한(physiologically acceptable)" 공식화가 될 것이다. 

이하에서 이용되는 바와 같이, "제약학적으로 허용가능한(pharmaceutically acceptible)" 및 "생리적으로 허용[0121]

가능한(physiologically acceptable)"는  바람직하게는 과도한 부작용(메스꺼움(nausea), 두통 등)없이, 특정

대상에 투여되는 담체(carrier), 희석제(diluents), 첨가제(excipients) 등을 가리킨다. 투여를 위한 상기 제제

는 무균의 수용성 또는 비수용성 용액, 현탁액(suspension), 및 에멀젼(emulsion)을 포함한다. 비수용성 용매의

예는 프로필렌 글리콜(propylene glycol), 폴리에틸렌 글리콜(polyethylene glycol), 올리브 오일과 같은 식물

성 오일, 에틸 올레이트(ethyl oleate)와 같은 주사가능한 유기 에스테르가 있다. 수용성 담체는 물, 알콜성/수

용성 용액, 에멀젼, 또는 현탁액을 포함하고, 이는 염류(saline) 및 완충 매체(buffered media)를 포함한다. 운

반체(vehicle)는 염화나트륨 용액, 링거 덱스트로스(Ringer's dextrose), 덱스트로스 및 염화나트륨, 유산염 링

거 (lactated Ringer's) 또는 고정된 오일(fixed oil)을 포함한다. 정맥 주사(intravenous)의 운반체는 유동체

(fluid)  및 영양 보충제(nutrient  replenishers),  전해질 보충제(electrolyte replenishers) 등을 포함한다.

또한 예를 들어, 항균제, 항-산화제, 킬레이팅제, 및 불활성 가스 등과 같은 보존제 (preservatives)및 다른 첨

가제(additive)가 존재할 수 있다. 당업자에게 알려진 다양한 제약한적 공식화는 특정 대상으로의 투여에 적당

하도록 본 발명의 방법에 적용가능하다(Remington's Phamaceutical Sciences, 18
th
 ed., Mack Publishing Co.,

Easton, PA(1990); and The Merck Index, 12
th
 ed., Merck Publishing Group, Whitehouse, NJ(1996)). 

작용  기간의  조절  또는  투여된  조성물의  통제된  운반(delivery)은  입자(particle)  또는  폴리에스테르[0122]

(polyester),  폴리아민산(polyamine  acids),  하이드로겔(hydrogel),  폴리비닐  피롤리돈(polyvinyl

pyrrolidone), 에틸렌-비닐아세테이트(ethylene-vinylacetate), 메틸셀룰로스(methylcellulose), 카르복실메틸

셀룰로스(carboxylmethylcellulose), 프로타민 설페이트(protamine sulfate) 또는 락타이드/글리코라이드 코폴

리머(lactide/glycolide  copolymers),  폴리락타이드/글리코라이드  코폴리머(polylactide/glycolide

copolymers),  또는  에틸렌비닐아세테이트  코폴리머(ethylene-vinylacetate  copolymers)와  같은  중합체

(polymeric  substance)로의 조성물의 삽입으로써 달성될 수 있다. 조성물의 방출률(rate of release)는 상기

거대분자의 농도 또는 조성을 변경함으로써 조절될 수 있다. 콜로이드 분산 시스템은 거대분자 복합체, 나노-캡

슐, 마이크로스피어(microspheres), 비드(bead) 및 오일-인-워터(oil-in-water) 에멀젼, 미셀(micelles), 혼합

미셀,  및 리포좀(liposome)을 포함하는 지질 기반 시스템을 포함한다. 

본 발명의 방법에 따른 투여되는 조성물은 비경구적으로(parenterally) 주사에 의해, 시간에 따른 점차적인 확[0123]

산에 의해,  또는 환약(bolous)에  의한 투여(예를 들어,  바늘로 찔려 초래된 HIV감염에 대한 수동적 보호의

경우)  또는  미세이식장치(microfabricated  implantable  device)에  의해  투여될수  있다.  조성물은  흡입

(inhalation),  정맥주사로,  복막내로(intraperitoneally),  근육내로(intramuscularly),   피하로

(subcutaneously),  체내(intracavity)(예를  들면,  질(vaginal)  또는  항문(anal))로,  피부를  통하여

(transdermally),  국부적으로(topically),   또는 혈관내로(intravascularly)  투여될 수 있다. 조성물은 많은

양이 투여될 수 있다. 바이러스 감염 또는 전이를 치료, 저해, 방해하기 위하여, 또는 면역 반응을 유도하기 위

하여 필요한 분량(dose) 또는 "유효량"은, 감염의 진행 또는 악화를 방해하는 것이 HIV를 포함하는 많은 바이러

스  감염에  만족스러운  결과를  가져오지만,  바람직하게  감염  증상의  일부  또는  전부를  개선하기에  충분할

것이다. 유효량은 당업자에 의해 쉽게 결정될 수 있다(예를 들면, Ansel et al., Phamaceutical Drug Delivery

System, 5th ed.(Lea nd Febiger(1990), Gennaro ed.)
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본 발명의 키메릭 폴리펩티드, 폴리뉴클레오티드, 및 항체는 또한 진단 목적을 위해 유용하게 사용될 수 있다.[0124]

예를 들어, 감염에 대한 공동 수용체를 이용하는 바이러스로부터 유래된 바이러스 코트 폴리펩티드 서열을 가지

는 키메릭 폴리펩티드는 키메릭 폴리펩티드에 대한 감소된 결합 친화도를 가지는 공동 수용체를 발현하는 특정

대상을 동정하는데 이용될 수 있다. 감소된 결합 친화도를 가지는 특정대상은 바이러스에 의해 감염되는 위험이

감소될 것이다. 택일적으로, 키메릭 폴리펩티드에 증가된 결합 친화도를 가지는 공동 수용체를 발현하는 특정대

상은 바이러스 감염에 대한 위험도가 증가될 것이다. 이러한 방법으로, 감소되거나 증가된 바이러스에 감염의

위험을 가지는 특정 대상은 동정될 수 있다. 예를 들면, HIV gp120-CD4를 포함하는 키메릭 폴리펩티드에 대한

증가되거나 감소된 친화도를 가지는 CCR5 또는 CXCR4 공동 수용체를 발현하는 특정 대상은 HIV 감염의 위험이

각각 증가되거나 감소될 것이다. 따라서, 상기 방법은 또한 예측(prognosis); 낮은 예측도를 가지는 공동 수용

체에 높은 친화도로 결합하는 특정대상에 또한 유용하다. 

공동 수용체를 이용하는 바이러스의 바이러스 코트 폴리펩티드 서열을 가지는 본 발명에서 개시된 키메릭 폴리[0125]

펩티드의 경우, 상기 키메릭 폴리펩티드는 공동 수용체로의 바이러스의 결합을 조절하는 물질을 동정하는데 유

용하다. 상기 키메릭 폴리펩티드는 또한 키메릭 폴리펩티드 내에서, 분자내 상호작용/바이러스 코트 폴리펩티드

서열의 수용체 서열과의 결합을 조절하는 물질의 동정에 유용하다. 따라서, 공동 수용체를 이용하지 않는 바이

러스의 코트 폴리펩티드를 함유하는 본 발명의 키메릭 폴리펩티드는 키메릭 분자 내에서, 코트 서열의 수용체

서열과의 결합을 조절하는 물질을 동정하는데 이용될 수 있다. 

따라서, 본 발명에 따르면, 바이러스와 바이러스 공동 수용체와의 결합을 조절하는 물질을 동정하는 방법 및 바[0126]

이러스와 바이러스 수용체와의 결합을 조절하는 물질을 동정하는 방법을 제공된다. 

일 실시예에 따르면, 본 발명의 방법은 키메릭 폴리펩티드를 키메릭 폴리펩티드와 공동 수용체 폴리펩티드가 테[0127]

스트 물질의 존재 및 부존재하에서 결합할 수 있도록 하는 조건하에서, 공동 수용체 폴리펩티드와 접촉시키는

단계, 및 테스트 물질의 존재 및 부존재하에서 결합을 검출하는 단계를 포함한다. 다른 일실시예에서, 본 발명

의 방법은 분자내 복합체를 형성하는 키메릭 폴리펩티드를 테스트 물질과 접촉시키는 단계, 및 키메라 내에서

바이러스 코트 폴리펩티드 서열과 수용체 폴리펩티드 서열 사이의 결합을 검출하는 단계를 포함한다. 테스트 물

질의 존재하에서, 결합의 감소는 바이러스와 바이러스 공동 수용체 또는 수용체 사이의 상호작용/결합을 저해하

는 물질을 동정할 수 있게 한다. 테스트 물질의 존재하에서 증가된 결합은 바이러스와 바이러스 공동 수용체 또

는 수용체 사이의 상호작용/결합을 자극하는 물질을 동정할 수 있게 한다. 

상기 접촉은 용액, 고체상, 손상되지 않은 세포, 또는 인간이 아닌 영장류와 같은 생물체 내에서 일어날 수 있[0128]

다. 다양한 실시예에서, 바이러스는 HIV와 같은 면역결핍 바이러스이고, 공동 수용체는 CCR5 또는 CXCR4와 같은

케모카인(chemokine)이다. 세포 침투(penetration)에 필요한 공동 수용체를 이용하는 바이러스들의 결합은 이후

의 감염, 바이러스 증식, 및 그로부터 초래되는 궁극적인 병리학상(pathological) 증상의 유발에 중요한 단계이

다. 따라서, 다른 실시예에서, 바이러스 감염과 연관된 증상을 개선하는 물질 뿐만아니라, 바이러스 세포 침투,

감염, 및 증식을 저해하는 물질을 동정하는 방법이 제공된다. 그러한 물질을 동정하는 본 발명의 방법에서, 테

스트 물질은 키메릭 폴리펩티드를 공동 수용체 폴리펩티드와 접촉시킨 후, 또는 택일적으로, 키메릭 폴리펩티드

를 공동 수용체 폴리펩티드에 접촉시키기 전에 첨가될 수 있다. 

후보 물질은 항체, 항바이러스제, 공동 수용체 폴리펩티드 서열(예를 들면, CCR5 또는 CXCR4로부터), 펩티도미[0129]

메틱제(peptidomimeties) 또는 그 활성있는 단편을 포함한다. 후보물질은 또한 50 이상, 25,000 달톤(dalton)

이하의 분자량을 가진작은 유기 화합물과 같은 유기 분자를 포함하는 많은 화학 군(class)을 포함한다. 후보 물

질은 단백질과의 구조적인 상호관계, 구체적으로는 수소결합을 위해 필수적인 작용기(functional group)를 포함

하고, 전형적으로 적어도 아민(amine),  카르보닐(carbonyl),  히드록실(hydroxyl)  또는 카르복실기(carboxyl),

바람직하게는 적어도 작용화학기 중의 둘을 포함한다. 후보 물질은 종종 상기 작용기와 하나 또는 그 이상이 치

환된 고리모양의 탄소 또는 이종고리 구조, 및/또는 아로마틱(aromatic) 또는 폴리아로마틱(polyaromatic) 구조

를 포함한다. 후보물질은 또한 펩티드,당류( saccharides), 지방산 스테로이드, 퓨린, 피리미딘, 유도체, 구조

적인 유사체, 또는 그 결합물을 포함하나, 이에 제한되지 않는 생분자(biomolecule) 중에서 발견된다.

후보 물질은 합성 또는 자연 화합물이 라이브러리를 포함하는, 폭넓은 다양성의 출처(source)로부터 얻어진다.[0130]

예를 들어, 무작위적인 수많은 수단이 가능하고 폭넓은 다양성유기 화합물 및 생분자의 합성을 지시하는데, 무

작위적인 올리고뉴클레오합드 및 올리고펩티드의 발현을 포함한다. 택일적으로, 박테리아, 균류의 (fungal), 식

물, 및 동물 추출물 형태의 천연 화합물의 라이브러리는 이용할 수 있고 쉽게 생산된다. 부가적으로, 천연의 또

는 합성된 라이브러리 및 화합물은 종래의 화학적, 물리적, 및 생화학적 방법에 의해 쉽게 변형되고, 결합하여
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만든 라이브러리를 생산하는데 이용될 수 있다. 알려진 약제(pharmacological agent)는 아실레이션(acylation),

알킬레이션(alkylation), 에스터레이션(esteration), 아미디피케이션(amidification), 등의 무작위적인 화학적

변형을 지시하여 구조적인 유사체를 생산한다. 결합을 검출하는 방법에서, 하나 또는 그 이상의 분자가 표지

(label)와 결합할 수 있는데, 표지는 직접적으로 또는 간접적으로 검출가능한 신호를 제공한다. 다양한 표지는

방사성 동위원소(radioisotopes),  형광물질(fluorescers),  화학발광물질(chemiluminescers),  효소, 특이적 결

합  물질,  입자,  예를들어  자기  입자,등을  포함한다.  특이적  결합  물질은  비오틴(biotin)과  스트렙타비딘

(streptavidin),  디작신(digoxin)과  안티디작신(antidigoxin),  등의  쌍을  포함한다.  특이적인  결합

구성물에는, 검출을 위해 보완적인(complementary) 구성원이 보통 검출을 위해 알려진 방법에 따라 제공되는 분

자로 표지되어 있다. 

다양한 다른 시약 분석에 포함될 수 있다. 여기에는 적정 단백질-단백질 결합을 촉진하기 위해 그리고/또는 비[0131]

특이적이거나 배경인 상호작용을 감소시키는데 사용되는 염(salts), 중화 단백질(neutral protein), 예로, 알부

민, 세제, 등이 포함될 수 있다. 분석의 효율을 개선하는, 단백질 분해효소(protease) 저해제, 뉴클레아제 저해

제(nuclease inhibitor), 항균제(anti-microbial agent), 등과 같은 시약이 이용될 수 있다. 성분(component

s)의 혼합물이 결합에 필요한 순서대로 첨가되었다. 인큐베이션 시간은 최적의 활성을 위해 선택되었으나 신속

하고 높은처리량(throughput)의 스크리닝을 촉진하기 위해 최적화되었다. 바람직하게는 0.1 내지 1 시간이 충분

하다. 

다양한 실시예에서, 바이러스는 이하에서 설명하는 바와 같이, HIV, HTLV, SIV, FeLV, FPV, 또는 헤르페스 바이[0132]

러스(herpes virus)와 같은 면역결핍 바이러스이다. 부가적인 실시예에서, 공동 수용체는 CCR5, CXCR4, CCR-2b,

CCR3, CCR8, V28/CX3CR1, US28(수용체와 같은 케모카인(chemokine)를 코딩하는 바이러스), STRL33/BOB/TYMSTR,

GPR1 5/Bonzo, 또는 GPR1 폴리펩티드 서열이다.

본 발명에 명시된 방법에 따라 확인된 물질은 생체내 또는 생체밖에서 세포의 감염이나 바이러스의 결합을 방해[0133]

하는 활성을 검사할 수 있다. 그래서, 본 발명은, 세포에 바이러스가 감염하는 것을 억제하는 물질을 확인하기

위한 방법을 제공한다. 본 발명의 방법은, 검사 물질의 존재 유무에 따라, 바이러스에 감염되기 쉬운 세포에 감

염 바이러스의 미립자를 붙이고, 검사 물질이 바이러스의 결합 또는 세포의 감염을 억제하는지 결정함으로써,

바이러스의 감염을 억제하는 물질을 확인하는 것을 포함한다. 다양한 실시예에서, 검사 물질은 세포와 감염 바

이러스의 미립자를 붙이기 전후에 첨가한다. 또한, 이 방법은 인간을 제외한 영장류와 같은 적당한 동물에서 수

행될 수 있다.

본 발명에서 설명하는 키메릭 폴리 펩티드는 새로운 공동수용체를 확인하거나 공동수용체로서의 단백질의 특성[0134]

을 알아보는데도 유용하다. 이런식으로 바이러스 감염과 그 후 수반되는 바이러스의 병원성에 관해서도 더욱 잘

이해할 수 있고,  감염의 향상된 처리를 가능하게한다. 예를 들어, 새로운 공동수용체를 확인하거나 또는 공동

수용체 기능을 특징짓는 방법은 두개의 하이브리드 시스템으로, 이것은 폴리펩티드의 상호작용에 의해 발현이

유도되는 리포터의 활성화를 통한 단백질-단백질 상호작용을 검출할 수 있다. 그러므로, 적절한 키메릭 폴리펩

티드를 효모나 포유류의 두개의 하이브리드 시스템에서 미끼 서열로 사용하여 새로운 공동 수용체를 포함하는

상호작용하는 단백질을 확인하기 위하여 라이브러리를 검색할 수 있다. 단백질-단백질 상호반응을 검색할 수 있

는 잘 확립된 생화학적 방법(예를 들면, 칼럼 크로마토그래피, 농도경사에 의한 원심분리, 공동면역침전 분석법

등) 또한 새로운 공동수용체를 확인하거나 또는 공동수용체 기능을 특징짓는 데 사용할 수 있다.

예를 들어, 공동 수용체 폴리펩티드 절편을 제조하여 적절한 키메릭 폴리펩티드와 절편을 붙여서, 공동 수용체[0135]

에 결합하는 키메릭 폴리펩티드는 공동 수용체 결합 부위를 확인하는 것에도 유용하다. 이 접촉은 수용액상(공

동 침전), 고체면(친화 컬럼), 혹은 본연의 세포(세포의 표면에 있는 공동 수용체의 절편과 접촉하고 공동 수용

체 절편이 키메릭 폴리펩티드와 세포간의 결합을 방해하는지 결정)에서 이루어질 수 있다. 예를 들어, 한번 확

인된 공동 수용체 결합 자리는 감염을 치료하기위한 항바이러스제로 사용될 수 있다.

다르게 정의되지 않으면, 이하에서 사용된 모든 기술적 과학적 용어는 본 발명이 속하는 분야에서 통상의 지식[0136]

을 가진 자에게 통상적으로 이해되는 것과 같은 의미를 가진다. 이하에서 서술된 것과 같거나 비슷한 방법 및

재료는 본 발명의 실행 또는 테스트에 이용될 수 있으나, 적정한 방법과 재료는 하기에 서술된다. 모든 출판물,

특허 출원, 특허, 및 다른 참고문헌들은 참고로서 완전히 삽입된다. 모순이 생기는 경우, 본 명세서는 정의를

내려서 조절할 것이다. 또한, 물질, 방법, 및 실시예는 단지 예로서 사용될 것이고 이로 제한하려는 의도는 아

니다. 본 발명에 따른 다른 특색과 장점들은 하기의 상세한 설명 및 청구범위로부터 명백할 것이다. 이하의 실

시예에서는 발명이 보다 자세히 서술되나, 이는 청구범위에 기술된 발명의 범위를 제한하려는 것은 아니다. 
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실시예 1[0137]

본 실시예에서는 gp120-CD4 키메릭 폴리펩타이드인 FLSC, TsSC, FLSC-R/T및 RLSC-R/T CD4M9 단일 사슬을 코딩[0138]

하는 폴리뉴클레오티드의 제조방법을 설명한다.  단일사슬복합체를 만드는 기본적인 원리는 gp120의  C-말단과

CD4의 N-말단 사이에 20 내지 30개의 아미노산 연결서열을 배치하는 것이다. Swiss PDB 뷰어를 사용하여 수용성

CD4와 17bFab(Dwong, P.D. et al.,1998, Nature, 393:648-59)가 결합되어 변형된 gp120의 결정구조를 분석한

결과, 키메릭 분자는 분자간 상호작용을 가능하게 하여 gp120-CD4복합체를 형성하는 것으로 나타났다. gp120-

CD4의 키메릭 폴리펩티드를 코딩하는 단일사슬 뉴클레어티드는 다음 순서에 따라 각각의 유전자서열을 배열함으

로서 제조되었다: (1)5'말단의 마크로파지-트로픽 HIVs, BaL의 gp120을 코딩하는 합성 코돈; (2) 글라이신, 알

라닌  및  세린으로  구성된  20개의  아미노산  연결기를  코딩하는  염기서열;(3)수용성  CD4  도메인  1과  도메인

2(D1D2)의 염기서열;(4) 3'말단의 FLSC의 c-myc oncogene유래의 짧은 폴리펩티드를 코딩하는 서열.  FLSC-R/T

염기서열(서열번호: 3)은 gp120의 C-말단에 있는 아르기닌이 트레오닌으로 치환된 단백질(서열번호:4)을 코딩한

다. FLSC-R/T CD4M9(서열번호: 5)는 키메릭 폴리펩타이드(서열번호: 6)의 염기서열에서 CD4D1D2구역이 CD4D1D2

구역과  유사한  기능을  가지는  펩티드를  코딩하는  CD4M9서열과  치환된  염기서열을  갖는다.  코돈이  최적화된

gp120 서열은 rev-독립적 형태로 높은 수준으로 발현된다(Hass, J., et al., 1996,  Curr. Biol., 6:3 15-24).

인간  CD4서열은  T4-pMV7으로부터  유래된  것을 사용하였다(Maddon,  P.J.et  al.,  1986,  Cell,  47:333-48;NIH

AIDS Reagent Repository, Bethesda, MD). myc 폴리펩티드 서열은 간편한 분석과 정제 및 키메릭 폴리펩티드와

같은 조작을 수행하였다.

 상기 각기 다른 서열들로 구성된 완전한 폴리뉴클레오티드는 PCR로 제작되어 강력한 신장 인자 프로모터(EF 1:[0139]

elongation factor 1)가진 발현백터인 pEF6(Introgen co., USA)에 삽입하였다. 다른 면역결핍 바이러스의 유전

자들과 삽입 유전자를 간편하게 교환하기 위한 제한효소부위들을 상기 플라스미드(pEF6-SCBal로 명명)에 삽입하

였다. 

요약하면, FLSC분자는 플라스미드 pMR1W1-9과 T4-pMV7을 주형으로하여 PCR을 통하여 제조하였다. gp120에 대한[0140]

forward 프라이머는 GGG-GGT-ACC-ATG-CC-ATG-GGG-TCT-CTG-CAA-CCG-CTG-GCC(서열번호: 7)이며, reverse 프라이

머는  GGG-TCC-GGA-GCC-CGA-GCC-ACC-GCC-ACC-AGA-GGA-TCC-ACG-CTT-CTC-GCG-CTG-CAC-GCG-GCG-CTT(서열번호:  8)

이었다.  CD4에 대한 forward 프라이머는 GGG-TCC-GGA-GGA-GGT-GGG-TCG-GGT-GGC-GGC-GCG-GCC-GCT-AAG-AAA-GTG-

GTG-CTG-GGC-AAA-AAA-GGG-GAT(서열번호:  9)이며,  reverse프라이머는  GGG-GTT-TAA-ACT-TAT-TAC-AGA-TCC-TCT-

TCT-GAG-ATG-AGT-TTT-GTT-CAG-CTA-GCA-CCA-CGA-TGT-CTA-TTT-TGA-GCT-C(서열번호: 10)이었다. 상기 PCR 산물은

KpnI 및 PmeI절단부위를 이용하여 pEF6(Invirogen Co., USA)에 서브클로닝하였다.

pEF6-TcSC플라스미드를 제조하기 위하여, pEF6-FLSC의 gp120 발현 서열의 전체를 불필요한 부분을 없앤 gp120서[0141]

열(truncated gp120: DC1DC5DVIV2)로 치환하였다. 상기 truncated gp120은 forward 프라이머 GGG-GGT-ACC-ATG-

CCC-ATG-GGG-TCT-CTG-DCC-CCG-CTG-GCC-ACC-TTG-TAC-CTA-CTG-GGG-ATG-CTG-GTC-GCT-TCC-TGC-CTC-GGA-AAG-AAC-

GRG-ACC-GAG-AAC-TTC-AAC-ATG-TGG(서열번호:  15)와  reverse프라이머  GGG-GGA-TCC-GAT-CTT-CAC-CAC-CTT-GAT-

CTT-GTA-CAG-CTC(서열번호:  16)을  사용하여  제작하였다.  V1구역과  V2구역은  forward  프라이머  GTG-TGC-GTG-

ACC-CTG-GGC-GCG-GCC-GAG-ATG-AAG-AAC-TGC-AGC-TTC-AAC-ATC-GGC-GCG-GGC-GCG-GGC-CGC-CTG-ATC-AGC-TGC(서열

번호  17)와  reverse  프라이머(GCA-GCT-GAT-CAG-GCG-GCC-CGC-GCC-GAT-GTT-GAA-GCT-GCA-GTT-CTT-CAT-CTC-GCC-

CGC-GCC-CGC-GCC-CAG-GGT-CAC-GCA-CAG(서열번호: 18)을 사용하여 삭제하였다.

상기의 방법으로 제조된 재조합체들을 도 1에 나타내었다. 스페이서 부위(서열번호: 11)를 포함한 BaLgp120(서[0142]

열번호: 24) 및 CD4D1D2부위로 구성된 키메릭 재조합체를 전신대의 단일 사슬(FLSC)로 나타내었다. 두번째 제작

물은 gp120 결정구조를 풀기위하여 사용할 분자와 좀더 유사하게 제작된 복합체이다. 이 제작물은 truncated 단

일사슬(TcSC)을  나타내며,  ΔC1ΔC5ΔV1V2gp120을  코딩하는  서열이   전신대  서열(full  length  coding

sequence)대신 사용된 것을 제외하고는 FLSC와 같은 구성으로 되어있다(서열번호: 28). BaL gp120의 아미노산

506번이 변이된 FLSC-R/T(서열번호: 30)와 서열번호: 30과 서열번호: 20의 서열로 구성된 FLSC R/T CD4M9 또한

도 1에 나타내었다. 본 실시예에서 사용한 스페이서 부의의 아미노산 서열은 GSSGGGGSGSGGGGSGGGAAA(서열번호:

11)이다.

실시예 2[0143]
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본 실시예에서는 gp120-CD4 키메릭 폴리펩타이드를 코딩하는 폴리뉴클레오티드로 세포를 감염시키는 방법과 상[0144]

기  세포에서  발현된  수용성  폴리  펩타이드의  성질  설명하였다.  재조합  pEF6-FLSC  또는  pEF6-TcSC를

Fugene(Boehringer-Manheim,  Germany)을  사용하여 293세포에 감염시켰다.  5㎍/㎖의  블라스티시딘(blasticidi

n)를 선택마커로 사용하여 안정한 감염체를 수득하였다. 수득된 안정한 세포주(293-SC)는 여러 조건에서 배양하

였으며, 키메릭 폴리펩티드의 생산은 항-gp120 모노클로날항체 또는 항-인간 CD4 폴리클로날 혈청을 사용한 면

역블럿을 통하여 확인하였다( Abacioglu Y.H. et al., 1994, AIDS Res. Hum. Retroviruses, 10:371-81; Deen,

K.C. et al.,1998, Nature, 331:82-4, Willey, R.L. et al., 1992, J. Viral., 66:226-34; NIH AIDS Reagent

Repository).

요약하면, 세포의 키메릭 폴리펩티드를 포함하고 있는 배양상층액을 수득하여 SDS-PAGE 로딩버퍼(75mM Tris, 2%[0145]

SDS, 10% glycerl, 0.001% bromophenol blue, pH 8.3)에서 끓였다. 상기 시료를 4-20% SDS-폴리아크릴아마이드

그래디언트(gradient) 젤을 사용하여 전기영동을 수행하고, 상기 젤을 니트로셀룰로스 막에 트랜스퍼하였다. 니

트로셀룰로스 막상의 비특이적 반응은 블러킹 용액(pH7의 tris 버퍼에 2% non-fat milk를 첨가한 용액)으로 30

분간  블러킹하였다.  그후  상기 니트로셀룰로스 막은 항-CD4  폴리클로날  토끼 혈청(T4-4;NIH  AIDS  Reagent

Repository, USA) 또는 HIV gp120에 쥐의 모노클로날 항체로 블로팅하였다. 도 2에서 나타난 바와 같이, 상기

감염된 세포는 150kD의 예상 사이즈에서 단백질을 발현하였다. 이 폴리펩티드는 항-gp120 및 항-CD4 항체에 모

두 반응하여, 키메릭 폴리펩티드임을 나타낸다.

다른 연구에서, 항 myc항체와의 반응성을 확인하여 상기 150kD의 폴리펩티드가 키메릭 폴리펩티드인 것이 다시[0146]

한 번 확인되었다. 게다가 gp120과 CD4DID2/myc tag의 예상 사이즈와 폴리펩티드의 밴드 일치하였고, 이것은 키

메릭  폴리펩티드가  스페이서부위에서  절단된다는  것을  나타낸다.  경쟁적  프로테이즈  저해제(Pefabloc;

Boerhinger-Mannhiem, Germany)를 첨가하면 스페이서 부위가 절단되지 않은 키메릭 프로테이즈를 수득할 수 있

었다.  이것은 gp120-CD4의 절단이 세린 프로테이즈에 의해 일어난다는 것을 의미한다. 293-SC 세포주가 생산하

는  gp120-CD4  키메릭  폴리펩티드의  양은  항  gp120이  내재된  효소면역측정기에서  양의  항gp120항체인

D7324(International Enzymes)및 gp120 C5구역의 보존된 에피토프에 대한 양의 폴리클로날  IgG와 함께 사용하

여  측정하였다(Moore,  J.P.,  1990,  AIDS,  4:297-305;  Moore,  J.P.  et  al.,  1992,  J.  Virol.,  67:863-75,

Moore, J.P. et al., 1990, AIDS, 4:307-15).

요약하면,  인산버퍼에 녹아있는 2㎍/㎖의 D7324이 포함된 플라스틱 플레이트에 흡수시킨다. 블러킹 용액(pH7의[0147]

tris 버퍼에 2% non-fat milk를 첨가한 용액)으로 비특이적 반응을 블러킹시키고, 293-SC 세포주의 배양상층액

을 상기 플레이트에 첨가한다. 상기 플레이트의 항gp120혈청과 결합된 키메릭 폴리펩티드는 HIV 감염 환자의 불

활성화된 혈청 및 horse-radish 과산화효소와 컨쥬게이션된 항 인간 IgG를 사용하여 검출하였다. 293-SC세포주

는 약 3㎍/㎖의 gp120-CD4 키메릭 폴리펩티드를 분비하였다. 면역블러팅 실험결과 gp120-CD4 키메릭 폴리펩타이

드에 몇개의 절단부위가 있다는 것을 밝혀졌으며, 정제된 단일 사슬의 시료가 교차연결(crosslink)되었으며, 교

차연결된 시료로 gp120 및 CD40분자가 계속 연결되어 있는지를 확인하기 위한 분석이 수행되었다. 간단히 말해

서, 293-SC세포주가 생산하는 배양상층액의 단일 사슬 gp120-CD4는 면역친화 칼럼(immunoaffinity  column)을

사용하여 정제하였다. 상기 칼럼은 항-gp120 인간 모노클로날 항체 A32를 CNBr-활성화 sepharose 4B(Amersham-

pharmacia Biotech, Piscataway, NJ)에 연결시켜 제작하였다. A32는 gp120의 매우 변이가 많은 에피토프에 특

이성을 가지며, CD4과 결합하는 외피를 선택적으로 인지한다. 상기 칼럼에 결합된 gp120-CD40은 pH 2.5의 0.1M

아세트산용액으로 용출하여,  동결건조한 후 PBS(phosphate  buffered  saline)에서 투석하였다. 단백질 농도는

BCA키트(BioRad, USA)를 사용하여 측정하였다. 20㎕의 정제된 gp120-CD4를 1mM의 동종양기능성 크로스링커, BS3

과 교차결합시킨 후, 교차결합시키지 않은 gp120-CD4와 함께 4-20% 폴리아크릴아마이드 젤로 전기영동하였다.

젤 상에서 분리된 단백질들을 니트로셀룰로스 막에 트랜스퍼하여 항 gp120 모노클로날 항체 알칼라인-포스파테

이즈로 표지된 항마우스 IgG를 사용하여 면역블로팅하였고, BCIP/NBT(KPL)을 사용하여 발색하였다.

상기 실시예의 결과를 도 3에 나타내었다. 레인 1은 교차결합시키지 않은  gp120-CD4이고, 레인 2는 교차결합된[0148]

gp120-CD4이다. 레인 1은 면역친화칼럼을 통해서 절단된 단일사슬 gp120-CD4와 절단되지 않은 단일 사슬 gp120-

CD4가 모두 분리된 것을 보여준다. 레인 2에서는 교차연결을 통해 150 kDa와 300 kDa에서 두개의 넓은 밴드가

생긴 것을 볼 수 있으며, 이것은 용액 속에 단일사슬의 gp120-CD4가 150 kDa의 연결된 분자로 존재한다는 것을

의미한다. 절단이 일어난 뒤에도 gp120과 CD4 써브유닛은 연결된 채 존재하였다. 300 kDa 밴드는 gp120-CD4가

용액속에서 이량체(dimer)로도 존재한다는 것을 나타내며, 아마도 서로 다른 분자의 외피와 CD4 도메인의 분자

간 상호작용에 의해 단일사슬 분자가 연결되었을 것으로 생각된다. 단일사슬분자가 gp120과 CD4으로 절단되는

것(도 2)은 이러한 절단과정은 생체 내에서도 일어날 것이기 때문에 DNA 백신에 이용할 수 있을 것이다. 그러나
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상기 실시예들은 단일사슬분자의 절단에도 불구하고 gp150-CD4복합체체로서 연결되어 남아있다는 것을 보여준다

(도 3). FLSC의 구조적 성질을 알아보기 위하여, 상기 정제된 단백질을 서로 다른 농도(1μM-0.3μM)에서 용액

속에 존재하는 다량성 구조체들을 고정하기 위하여 PBS에서 공유결합적으로 교차결합시켰다. 교차결합된 분자는

항CD4 항체를 이용항 면역블러팅을 통해 분석하였다.  도 4에서 나타낸 것과 같이, 172kD의 메이져 단백질 밴드

(삽입그림; 밴드 A)는 상대적으로 높은 분자량을 가지는 두개의 마이너 밴드와 함꼐 계속적으로 관찰된다. 마이

너 밴드 중 하나의 밴드(삽입그림밴드 B)는 약 302kD의 분자량을 가지며 반면, 다른 한개의 밴드(삽입그림: 밴

드 C)는 SDS-PAGE 상에서 정확한 분자량을 측정할 수 있을 정도로 이동하지 못하였다. 상기 단백질 밴드의 외양

과 각 밴드간 면적의 비율은 FLSC의 농도에 영향을 받지 않았다. 그러므로, 밴드의 밀도 분석을 통한 밴드 A, B

및 C의 비율은 각각  총 단백질의 약 65%, 25% 및 10%이었다.

FLSC와 비교하여, 교차결합된 TcSC의 크로마토그래피 결과는 더적 복잡하였다. 비-변성 조건에서, TcSC는 166kD[0149]

와 355kD 사이에서 넓은 피크로 용출된다. 상기와 같은 결과는 짧은 TcSC 폴리펩타이드가 발현 및/또는 정제과

정에서 다양한 높은 분자량의 구조를 형성한다는 것을 나타낸다. 이는 TcSC가 독립적 분자에서 gp120과 CD4사이

의  상호작용에  의해  결합된  여러가지  크기를  가진  폴리펩티드  사슬로서  존재한다는  것을  나타낸다.  TcSC가

gp120의 C말단 아미노산 20개를 삭제하여 제작된 것이기 때문에, CD4 핵심구조와 gp120의 CD4bd와의 거리는 짧

아지고, 이것은 gp120-CD4의 분자간 상호작용에 의해 외부사슬간 복합체를 형성하는 TcSC의 능력을 억제시킬 것

으로 생각된다.

그럼에도 불구하고, TcSC는 gp120-CD4 복합체에 대한 항원으로서 및 기능적 성질을 타나낸다. 다양한 TcSC분자[0150]

를 포함하는 분자간 상호작용때문에, 총 단백질의 적은 부분은 표면의 공동수용체와 상호작용하는 공동수용체

결합부위를 발현한다. TcSC의 V1/V2구역을 삭제하는 것은 CCR5에대한 BaL 외피의 상대적 친화성을 감소시킬 것

으로 생각된다.  gp120과 CD4 사이의 링커를 신장시키는 TcSC의 변형은 사슬내 복합체를 높은 비율로 형성할 것

이다. TcSC의 다량체적 성질은 이 분자가 FLSC 내에 존재하기 어렵게 한다. 왜냐하면, 다른 다량체적 분자들을

가지고 행한 실험에서 다량체들은 모노머에 비해 더욱 강력한 면역원이었기 때문이다(DeVico,  A.L., et al.,

1999, AIDS Rev. 1:4-14l Jeffs, S.A. et al., 1996, J. Gen. Virol., 77:1403-1410; LaCasse, R.A. et al.,

1999, Science, 283:358-62)

실시예 3[0151]

본 실시예에서는 gp120 및 CD4와 반응하는 몇몇의 서로 다른 항체들과 gp120-CD4 키메릭 폴리펩타이드가 결합하[0152]

는 것에 관한 데이타를 설명한다. gp120과 CD4의 결합은 상기 분자의 구조적 변화가 생기며 이로 인해 공동 수

용체 결합 도메인이 노출되게 된다. 그러므로 상기 도메인의 항체에 대한 에피토프는 적절하게 폴딩된 단일사슬

분자와 강하게 반응할 것이다. 키메릭 폴리뉴클레오티드에서 노출된 에피토프를 확인하기 위하여, FLSC와 TcSC

분자의 항원성을 비교하였다. 정제된 FLSC와 TcSC를 항원이 결합된 ELISA에 의해 면역화확적으로 분석하였다.

간단하게 말하면,  gp120  C말단의 15개  아미노산 유래의 펩티드에 대한 폴리클로날  양  항체(International

Enzymes,  USA)인  D7324(Moore,  J.P.  et  al.,  198X,  AIDS  REs.  Hum.  Retroviruses,  4:369-79)를  사용하여

BaLgp120, gp120-rsCD4 복합체 또는 단일 사슬 키메릭 분자를 획득하고 메트릭스에 부착시켰다. D7324는 PBS로

2㎍/㎖농도로 희석하여  96웰 플레이트(Maxisorb plates, VWR Scientific, USA)에 상온에서 하룻밤 반응시켜

부착시켰다. 상기 플레이트는 웰에 비특이적 결합을 억제하기 위하여 BLOTTO(5% 탈지유를 포함하는 tris 버퍼용

액)를 처리하였다. TBS로 상기 플레이트를 수세한 후 시료를 BLOTTO로 희석하여 상기 웰에 200㎕ 씩 분주한 후,

상온에서 1시간 반응시킨다. 웰에 결합된 항원은 불활성화된 HIV-I 혈청을 VLOTTO로 1:1000으로 희석시킨 용액

과 호오스래디쉬 과산화효소로 표지된 염소 항-인간 IgG(KPL, USA)로 검출하였다.

검출은 적당한 표지가 된 2차 항체를 처리한 후, CD4가 gp120과 결합한 후 결합하는 것으로 이전에 알려진 모노[0153]

클로날 항체(MAbs A32, 17b 및 48d)를 사용하여서도 수행되었다(Thali et al., J. Virol., 1993, 67:3978-86).

상기 항체 중 17b 및 48d는 CD4의 결합에 의해 유도되는 공동 수용체 접착 부위에 결합된다(Sullivan N., et

al., 1998, J. Virol., 72:4694-703; Trkola, A. et al., 1996, Nature, 384:184-6;Wu, L. et al., Nature,

1996, 384:179-183)). 또한 유리되어 있는 gp120의 C1-C5 구역의 보존된 에피토프를 인식하는 항체 C11 사용하

여 실험하였다. 항체는 BLPTTO로 희석하여 상온에서 1시간 반응시켰다. 플레이트는 각 반응 단계마다 TBS로 세

번 수세하였다. 시료의 gp120의 량은  재조합 HIV IIIB gp120(Bartels, USA)을 사용하여 측정된 표준곡선을 기

초로하여 결정하였다. BaLgp120-rsCD4 복합체를 포함하는 비교실험에서, D7324로 코팅된 플레이트에 포화농도의

gp120을 처리하였다. 웰을 수세한 후 과도한 농도의 rsCD4(1㎍/㎖)을 첨가하고 1시간동안 반응시켜 복합체를 형
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성시켰다. D7324에피토프가 결여된 TcSC항원을 측정하기위하여, 항CD4 MAb45(Bartels, USA)를 사용한 ELISA를

수행하였다. 항체는 1㎍/㎖농도로 부착되었고, 웰은 BLOTTO로 블로킹시켰다. 분석은 상기의 ELISA방법에서 사용

한 인간혈청 또는 인간 모노클로날 항체를 사용하여 수행하였다.

도 5A에서 나타낸 바와 같이, 모든 항체는 FLSC와 강력하게 반응하였다. 그러나, A32, 17b 및 48d 항체의 반-최[0154]

대 결합농도는 FLSC가 gp120 단독에 비해 높았으며, 수용성 비공유성 BaLgp120rsCD4 복합체와 동일하였다. FLSC

의 높은 면역활성은  CD4에 의해 유도된 에피토프 에 대한 항체에 특이적이고, C11항체에 대한 FLSC대 유리

gp120의 반-최대 결합농도는 별 차이가 없었다.

도 5B에서 나타낸 바와 같이, 17b 및 48d의 TcSC와의 반응성의 수준은 FLSC와의 수준과 같았다.항체 C11 및 항[0155]

체 A32는 이들의 에피토프가 TcSC에서 삭제되었기 때문에 TcSC와 반응하지 않았다.

또한 단일사슬 분자에서 gp120과 CD4 서열의 결합은 CD4의 gp120결합부위의 에피토프가 노출되는 것을 막는다.[0156]

이를 확인하기 위하여, gp120의 CD4 결합 부위는 사용할 수 없었고,  FLSC와 TcSC는 gp120의 CD4결합도메인에

대한 모노클로날 항체들(IgGlb12, F91 및 205-469)과 Mab45 포함 포멧을 이용하여 측정하였다.

도 5C에서 나타낸 바와 같이, 상기 항체들 중 어떤 것도 FLSC 또는 TcSC와 반응하지 않았으며, FLSC양성반응성[0157]

은 HIV+ 혈청테스트로 확인하였다. 이 결과는 CD4서열과 FLSC와 TcSC분자 상의 gp120 CD4 결합 도메인 사이의

상호반응을 나타낸다.

총괄하면, 상기 결과들은 gp120-CD4 키메릭 폴리펩티드의 반응성은수용성 gp120과 CD4(교차결합되지 않은)의 결[0158]

합에 의해 만들어진 복합체가 gp120 단독 보다 높았다. 상기 결과는 단일사슬 gp120-CD40 분자가  전이단계의

HIV 외피-CD4 복합체와 유사한 상호작용복합체를 형성한다는 것을 의미한다. 다른 ELISA 실험에서 gp120-CD4는

항CD4 항혈청과 항myc 항체와도 반응하였으며, 웨스턴 블로팅에서도 같은 결과가 나타났다. 종합하면, 상기 결

과들은 단일사슬 gp120-CD4분자의 대부분은 적절히 폴딩된 gp120-CD복합체라는 것을 의미한다.

실시예 4[0159]

본 실시예에서는 CCR-5특이적 HIV 외피 서열을 포함하는 gp120-CD4키메릭 분자와 CCR5를 발현하는 세포와의 결[0160]

합에 대해 설명하였다. 

gp120-CD4복합체가 형성되면 적절한 공동수용체와 반응하는 외피 도메인이 노출되게 된다(Thali  M.  et  al.,[0161]

1993, J.Virol., 57:3978-86). 그러므로,  적절히 폴딩된 gp120-CD4복합체와 세포에 바이러스가 감염하는 것을

막는 능력을 재는 또다른 잣대는 CCR5 공동수용체에 결합하는 능력이다. 

단일사슬 복합체가 공동수용체와 결합하는 능력을 확인하기 위하여, 정제된 단일사슬 gp120-CD4분자를 CCR5 또[0162]

는 CXCR4를 발현하는 세포와 반응시켰다. 요약하여 설명하면,  gp120-CD4가 포함된 배양상층액은 pEF6-SC로 감

염된 293세포주가 생산하는 것이다. 상기 배양상층액은 A32의 면역친화 칼럼에 로드되고 0.2mM의 아세트산 용액

(pH 2.5)에 의하여 용출하였으며, D7324가 부착된 ELISA와 면역블럿으로 분석하였다. 단일사슬이 포함된 분획을

수득하여 pH 7에서 평형화 시켰다.

정제된 단일사슬을 CCR5를 발현하는 L1.2세포에 부착시키기 위하여  반응시켰다(Wu, L. et al., 1996, Nature,[0163]

384:179-83, Wu, L. et al., 1997, J. Exp. Med., 186:1373-81). L1.2, L1.2/X4 및 L1.2/R5 세포주, 공동 수

용체를 발현하지 않는 뮤린 B-세포주, CXCR4 또는 CCR5를 정제된 단일사슬 단백질과 혼합하였다. 37℃에서 1시

간 반응시킨 후, 세포를 세척하였다. 세포에 부착된 단일사슬 분자는 1㎍/㎖의 항gp120MAb인 MAB Cl1(Robinson,

J.E. et al., 1992, J. Cell. Biochem. Suppl., 16E:71; Thali M. et al., J. Viol., 1993, 67:3978-86)와 형

광분자인  pycoerythrin으로  표지된  항인간  IgG로  검출하였다.  C11은  C1-C4  구역에  의해  형성된  구조를

인식한다. 결합된 형광물질의 수준은 FACS(fluoresence activated cell sorting)분석법에 의해 FACS 칼리버 기

구(Becton  Dickinson)를 사용하여 분석하였다. 각 시료의 평균 형광감도는 Cell  Quest  3.1.3프로그램(Becton

Dickinson)로 계산하였다.

도  6에서  나타낸  바와  같이,  두가지  단일사슬  gp120-CD4  복합체(FLSC  및  TsSC)는  모두  CCR-5을  발현하고,[0164]

CXCR4를 발현하지 않는 L1.2세포에 부착하였다. 최대 부착은 FLSC에서 10㎍/㎖의 농도에서 관찰되었으며 이것은

대조군인 수용성 BaL gp120-rsCD4복합체의 최고 부착 농도와 같았으며, TcSC의 경우와 비교하면 포화되게 부착

하는데에 10배정도 높은 농도의 TcSC가 필요하였다. 그러므로, gp120-CD4 키메릭 폴리펩티드는 마크로파아지성
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gp120을 포함하는 분자로서, CCR5와 결합하기 위한 공동 수영체 결합 부위가 존재한다.

본 발명에서는 CD4를 위한 gp120-CD4 키메라의 HIV 외피 폴리펩티드의 특이성때문에 CXCR4와의 결합을 기대하였[0165]

다. 그러므로 CXCR4 또는 다른 공동수용체와 결합하는 폴리펩티드 키메라를 제조함으로써, 또는 바이러스 코트

폴리펩티드를 변형시킴으로써 또 다른 공동수용체와 결합하는 키메릭 폴리펩티드를 획득하기 하여, 다른 공동수

용체와 결합하는 다른 바이러스 코트 폴리펩티드-수용체 폴리펩티드키메라를 얻을 수 있다. 

단일사슬 gp120-CD4가 공동수용체 결합부위를 통해 CCR5와 결합하는 것을 확인하기 위하여,  gp120의 공동수용[0166]

체 결합부위와 상호반응하고, gp120/sCD4복합체가 공동수용체를 발현하는 세포와 상호반응하는 것을 방해하는

17b 및 48d  항체를 사용하여 경쟁적 결합에 대한 연구를 수행하였다. 또 다른 gp120항체인 C11과 gp41 항체

F240을 대조군으로 사용하였다. 상기의 모든 항체는 HIV-1에 감염된 환자로 부터 수득한 것이다. 각 항체는 10

㎍/㎖농도로 사용하였으며, 3㎍/㎖의 정제된 단일사슬 분자를  CCR5 또는 CXCR4를 발현하는 L1.2 세포에 첨가하

였다. 부착된 gp120-CD4는 C11과 PE로 표지된 항인간 IgG에 의해 검출되었다.  gp120-CD4의 양은 FACS에 의해

확인되었으며, 경쟁적 항체가 첨가되지 않은 대조군 웰의 총 부착 퍼센트와 같이 발현되었다.

도 7에 나타낸 바와 같이, 17b 및 48d는 두가지의 단일사슬 복합체가 세포에 부착하는 것을 강력하게 저해하였[0167]

다.  이들 항체가 존재할 때, CCR-5 발현 세포의부착 신호는 L1.2/CXCR4 및 L1.2 세포가 배경에 부착하는 것과

같았다. 흥미롭게도, 강한 중화 항체인 2G12 또한 모든 복합체 형태가 CCR5와 상호반응하는 것을 억제시켰다.

gp120항체는 공동수용체 도메인, C11, A32 및 항 gp41항체인 F240의 에피토프를 인식하는 것을 비교해보면, 모

두가 FLSC 또는 TcSC가 CCRS를 발현하는 L1.2세포에 부착하는 것을 억제하는 데는 실패하였다.

상기 결과들은 gp120의 공동수용체 결합부위가 공동수용체와 결합하는데 중요하다는 것을 의미한다. 이 결과들[0168]

은 또한 gp120-CD4와 공동수용체간의 부착과/상호반응을 저해하는 물질들을 상기와 같은 분석방법을 통하여 확

인할 수 있다는 것을 말해 준다. 또한 상기 물질들은 잠재적으로 치료제로서 사용할 수 있을 것이다.

총괄하면, 상기 결과들은 바이러스 코트 수용체 복합체의 전이 단계 구조를 복제하는 수용성 키메릭 폴리펩타이[0169]

드 성공적인 발현을 나타낸다. 상기 결과로, 키메릭 폴리펩티드 또는 상기 폴리펩티드를 코딩하는 폴리뉴클로에

티드를 특정대상에 접종하여 바이러스나 바이러스가 가진 유사 코트 폴리펩티드 에피토프에 대하여 면역반응을

일으키게 할 수 있다. 상기 면역반응은  항체(체액성) 또는 CTL반응일 것이다. 덧붙여, 키메릭 폴리펩티드는 살

아있는 세포 표면의 적절한 공동수용체와 반응하고, 상기 폴리펩티드는 면역결핍 바이러스에 노출된 특정대상에

투여하여 수동적으로 바이러스 감염으로 부터 공동수용체를 발현하는 세포를 방어할 수 있다.

실시예 5[0170]

본 실시예에서는 gp120-CD4 키메릭분자가  공동수용체를 이용하여 HIV 바이러스의 감염을 중화시킬 수 있다는[0171]

것을 설명하였다. 상기 단일사슬분자는 R5와 X4 바이러스를 중화시키는 능력이 검증되었다.  CCR5 또는 CXCR4를

발현하는  U373/CD4/MAGI 세포(Vodicka et al., 1997, Virology, 233:193-8)10
4
개를 평판 배양웰에 하룻밤동안

부착시켰다. 배양 배지를 제거하고, 100㎕의 여러 농도의 키메릭 단백질을 포함하는 새 배지로 교환하였다. 100

㎕의 바이러스 50TCID50이 포함된 배지를 추가로 첨가하고, 37℃에서 3-5일 정도로 syncytia가 보일때까지 배양

한 후, 배양 웰을 P-갈락토시다아제 화학발광성 물질인 Galatostar(Tropix, USA)로 처리하였다. 바이러스 감염

은 상기 화학발광성물질로 검출하였으며,  Victor
2  
형광판독기(EG&G Wallac, USA)로 정량하였다. 배경 신호는

바이러스가 없는 상태를 분석하여 확인하였다. 얻어진 신호들의 값은 배경 값을 빼고 수정하여 구하였다.퍼센트

감염도는 각 실험 웰의 수정된 상대 광유닛을 세포와 바이러스만 포함된 대조군 웰의 수정된 광유닛으로 나누어

서 계산하였다.  실험에 사용한 단백질 농도에 대한 퍼센트 감염도의 그래프를 통해 90% 저해 (ID90)값이 확인되

었다.

도 8에서 나타낸 바와 같이, FLSC 및 TcSC는 강력하고 민감하게 R5HIV-1BaL을 중화시키는 반면, 2044 분리체의[0172]

경우는 약하게 저해하였다(ID 90>10㎍/㎖). 비복합 BaLgp120은 HIV-1Bal과 X4(HIV-12044)바이러스의 침입을 저

해하며, 이것은 CD4와의 직접적인 상호반응에 기인한다.  그러므로, 상기 결과는 바이러스 코트 폴리펩티드 수

용체 키메릭 분자가 세포가 결합 또는 감염에 공동 수용체를 사용하는바이러스에 감염되는 것을 방지하여 세포

의 공동수용체와 결합할수 있다.
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실시예 6[0173]

본 실시예에서는 이뮤노글로불린 폴리펩티드 서열인 gp120-CD4-IgG1을 가지는 변형된 gp120-CD4 키메릭 폴리펩[0174]

티드의 구조와 발현에 대하여 설명하였다. 상기의 전형적인 이종기원의 도메인은 gp120-CD4 키메릭 폴리펩티드

에 어드헤신과 면역강화 기능, 안정성의 유지, 순환 반감기의 연장 및 태반막을 통과할 수 있는 능력등의 기능

을 첨가하여 준다. 본 실시예는 또한, gp120-Cd4-IgG1 키메라가 손상되지 않은 세포의 표면에서 발현되는 공동

수용체와 결합하여, HIV 바이러스를 중화시킨다. HIV-I의 외피 단백질의 써브유닛인 gp120은 CD4와 결합하여 구

조적 변화가 일어나 이 복합체가 CCR5와 같은 공동수용체와 상호작용하게 된다. 상기 상호작용이 HIV-1이 목적

CD4+ 세포에 감염되도록 한다. 항체 또는 HIV-1과 공동수용체의 상호작용을 방해하는 물질이 HIV바이러스의 감

염을 막을 수 있다.

상기와 같은 물질을 찾기 위하여, 단일사슬 gp120-CD4를 IgG1의 중사슬, 경첩 CH2 및 CH3으로 구성된 불변영역[0175]

을 융합에 의해 변형시켰다(도 9). Gp120-Cd4-IgG1 폴리펩티드는 서열번호: 24, 11, 26 및 32로 구성되며, 주사

바늘에  의한  외상등과  같은  다급하게  HIV에  노출된  환자의  감염을  막는  수동적  면역치료제로서  사용이

가능하다.

293세포를 서열번호: 23, 25 및 31로 구성된 염기서열을 가지는 gp120-CD4-IgG1을 포함하는 플라스미드로 일시[0176]

적으로 감염시키고, 상기 세포의 배양상층액의 면역블러팅에 의해 세포에서 발현되는 단백질의 특성을 규명하였

다. 간단하게 설명하면, 수득된 배양상층액 시료는 4-20% 그래디언트 PAGE젤에서 전기영동시키고, 분리된 단백

질을 니트로셀룰로스 막에 트랜스퍼시킨 후, 항 gp120 모노클로날 항체를 이용하여 검출하였다. 도 10에서 나타

낸 바와 같이, 일시적으로 감염된 세포는 gp120-CD4-IgGI을 발현하였다(레인 1). HIV-1BaL유래의 qp120을 발현

하는 세포의 배양상층액(레인 2)은 분자량의 비교를 위하여 전기영동하였따. gp120-CD4-IgG1 폴리뉴클레오티드

는  gp120-CD4-IgG1 중사슬 키메라의 예상분자량을 가지는 단백질을 코딩한다. 기존의 gp120-CD4와 마찬가지로

gp120-CD4-IgG1은 120 kD의 절단된 단백질 단편을 생산하고, 이것은 gp120(절단된 gp120)과 유사하다. 상기 단

편의 크기는 gp120-Cd4-IgG1이 스페이서 부위에서 절단된다는 것을 의미한다. go120-CD4-IgG1이 공동수용체와

결합할 수 있는 구조로 폴딩된다는 것을 증명하기 위하여, 희석된 배양상층액을 CCR5 또는 CXCR4 공동수용체를

발현하는 L1.2 세포에 첨가하였다. gp120-CD4-IgG1의 부착은 형광 물질인 Europium으로 표지된 항 인간 IgG로

검출하였다. 형광의 양은 부착된 물질의 양과 비례한다.

도 11에서 나타낸 바와 같이, gp120-CD4-IgG1은 CCR5를 발현하는 L1.2세포에 특이적으로 부착한다. 또한, CXCR4[0177]

에 작은량의 부착이 확인되었는데 이것은 gp120-CD4를 가지고 행한 실험결과와 일치하였다. 이 실험은 부가적인

기능을 부여하거나 기능을 향상시키는 이종기원 도메인이 세포의 공동수용체와 결합하여 복합체를 만드는 능력

에 영향을 주지않으면서 키메릭 분자에 삽입될 수 있다는 것을 의미한다.

키메릭 gp120-CD4-IgG1 중사슬이 CCR5를 발현하는 세포와 결합하는 것이 gp120의 공동수용체 부착부위에 의해[0178]

매개된다는 것을 증명하기 위하여, 블러킹 항체인 17b의 존재하에 실험하였다. 간단히 설명하면, MAb/FLSC-IgG1

의 경쟁적 연구를 위하여, 소듐부칠레이트로 활성화된 공동수용체를 발현하는 L1.2세포를 V-바닥 플레이트에 1

×10
5
세포/웰로 첨가 하였다. 10㎍/㎖ FLSC-IgG1과 1㎍/㎖의 MAbs를 세포에 첨가하였다. 세포와 단백질은 37℃

에서 1시간 반응시켰다. 세포를 수득하여 TBS로 세 차례 수세하였다. 부착된 물질은 5 ㎍/㎖의 phytoerythrein

이 표지된 항인간 IgG로 4℃에서 1시간동안 반응시켰다. 세포는 TBS로 세 차례 수세하여 FACS로 분석하였다. 

도 12에서 나타낸 바와 같이, 17b 항체는 gp120의 CCR5 부착 도메인을 인식하여, FLSC-IgG1과 L1.2R5세포와의[0179]

상호작용을 막는다. 반면 대조군인 F240  항체는 상기 상호작용을 억제하지 않았다. 상기 결과는 FLSC-IgG1이

gp120의 R5부착 도메인을 통하여 R5 공동수용체와 상호작용한다는 것을 의미한다. 키메릭 gp120-CD4-IgG1 중사

슬이 바이러스가 세포에 침투하는 것을 억제할 수 있다는 것을 증명하기위하여 중화 분석이 수행되었다. 요약하

여 설명하면, CCR5 또는 CXCR4를 발현하는 U373/CD4/MAGI 세포를 평판 배양기에 10
4
세포/웰농도로 하룻밤 동안

부착시켰다. 배지를 제거하고 여러 농도의 MAb와 이뮤노어드헤신이 포함된 100㎕의 배지를 세포에 첨가하였다.

바이러스(100㎕배지에 50TCID50/웰)로 첨가하여 37℃에서 syncytia가 관찰될때까지 3-5일정도 배양하였다. P-갈

락토시다아제 화학발광물질인 Galatostar를 사용하여 나타나는 화학발광 정도를  Victor
2
를 사용하여 전술한 방

법과 동일하게 정량하였다. 바이러스 성장의 퍼센트는 상대적 광 유닛 (실험 웰)-바이러스가 없는 배경 웰)/(단

백질을 첨가하지 않고 바이러스만 첨가한 웰)-(배경웰)로 나타내었다(표 2). ID50 및 ID90은 그래프로 나타내었

다.
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표 2

FLSC-IgG1에의한 X4, R5 및 X4/R5 HIV의 중화[0180]

                                        U373/CD4/CCR5

FLSC-IgG1 2G12 2F5 1 1gGlbl2lB 대조군 1gG

                                       ID90(ug/mL)

BaL 3.1 〉10 〉10 1.57 〉10

ADA 4.58 〉10 〉10 〉10 〉10

89.6 3.56 8.07 〉10 3.39 〉10

                                     U373/CD4/CXCR4

SClg 2Gl2 2F5 lgGlbl2 대조군lgG

                                        ID90(ug/mL)

2044 〉10 〉10 〉10 1.57 〉10

2005 〉10 〉10 〉10 〉10 〉10

89.6 〉10 〉10 〉10 5.34 〉10

표 2의 결과는 FLSC-IgG가 R5를 사용하는 바이러스의 세포 침투를 억제한다는 것을 보여준다.[0181]

FLSC-IGg는 수동적 면역치료 시도를 통해 효능이 확인된 항체인 2G12, 2F5 및 IgGIb12와 같은 효능으로 바이러[0182]

스를 중화시킨다. 상기 결과를 통해  gp120-CD4 키메라가 특히 HIV감염을 억제하는데 유용하다고 할 수 있으며,

바이러스 코트 단백질 수용체 키메라들을 부착하거나 세포로 침투하는데 공동수용체를 사용하는 다른 바이러스

들의 억제제로서 적용할 수 있을 것이다.

실시예 7[0183]

본 실시예에서는 퓨린 절단부위의 변이가 FLSC복합체의 안정성을 향상시킨다는 것을 설명하였다. gp120의 C-말[0184]

단이 없는 TcSC에서는 절단된 단편을 관찰할 수 없기 때문에, FLSC 단편을 분리하는 절단 부위는 FLSC에만 존재

하는 gp120의 C-말단서열에 위치한다고 생각되어 진다. 그중에서도, 상기 서열은 퓨린 프로테아제에 의해 절단

되는 gp120 gp41교차부위를 포함한다(Griard, M. et al., 1999, C. R. Acad. Sci.III, 322:925-66). 원래의 퓨

린  절단부위에서의  FLSC의  절단  결과는  gp120과  CD4의  구조와  상호작용능력에  최소한의  영향을  미친다는

점에서, FLSC 단편의 성질과 일치한다.

퓨린 부위로 생각되어지는 부위가 절단되는 지를 알아보기 위하여, gp120의 C-말단에 특이적인 항체를 통하여[0185]

CD4, FLSC 및 FLSC R/T의 첫번째 두 도메인(V1V2)으로 구성된 sCD4와 BaLgp120의 복합체를 플레이트에 부착하

였다(항체와의 결합은 R/T변이에 의해 영향을 받지 않았다). V1-V4 sCD4의 네가지 도메인을 상기 부착된 복합체

에 30㎍/㎖의 농도로 부터 적정하였다. 네가지 도메인 sCD4는 V1V2보다 gp120에 훨씬 더 높은 친화성을 가지고

있었으며, 복합체의 더작은 유닛에 대해서는 경쟁이 되지 않았을 것이다. 도 13에서 나타낸 바와 같이, 퓨린 절

단부위의 변이가 FLSC R/T에서 발견되는 V1V2가 쉽게 떨어져 나가는 것을 억제하므로, FLSC R/T복합체의 안정성

을 향상시킨다. BaLgp120의 C-말단의 RT 변이는 FLSC에서 발견되는 퓨린 매개 분열을 억제한다. 상기 분열을 억

제하는 것은 연결서열의 연속성을 향상시키고, gp120과 CD4의 부분 농도를 증가시켜 FLSC의 안정성을 향상시킨

다(도 13).  상기 실시예의 결과는 FLSC R/T에서 발견되는 두 도메인 CD4가 경쟁하기 위한 수용성의 네 도메인

CD4의 능력의 억제를 말한다.

실시예 8[0186]

본 실시예에서는 gp120-CD4의 변형된 키메릭 폴리펩티드를 코딩하는 폴리뉴클레오티드로 세포를 감염시키는 것[0187]

과 상기 세포가 발현하는 수용성 폴리펩티드의 특징을 설명하였다. 재조합 pEF6-FLSC,  pEF6-RLSC-R/T, pEF6-

FLSC-R/TCD4M9  및  pEF6-BaLgp120으로  293세포를  Fugene을  사용하여  감염시켰다.  5㎍/㎖의  블라스티시딘

(blasticidin)를 선택마커로 사용하여 안정한 감염체를 수득하였다. 요약하면, 세포의 키메릭 폴리펩티드를 포
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함하고 있는 배양상층액을 수득하여 SDS-PAGE 로딩버퍼(75mM Tris, 2% SDS, 10% glycerl, 0.001% bromophenol

blue, pH 8.3)에서 끓였다. 상기 시료를 4-20% SDS-폴리아크릴아마이드 그래디언트(gradient) 젤을 사용하여 전

기영동을 수행하고, 상기 젤을 니트로셀룰로스 막에 트랜스퍼하였다. 니트로셀룰로스 막상의 비특이적 반응은

블러킹 용액(pH7의 tris 버퍼에 2% non-fat milk를 첨가한 용액)으로 30분간 블러킹하였다.그후 상기 니트로셀

룰로스 막은 HIVgp120에 대한 뮤린 단 클론항체로 블로팅하고 부착된 항체는 알칼린 포스파테이즈로 표지된  염

소의 항마우스 IgG로 검출하였다.

도 14에 나타낸 바와 같이, BaLgp120(레인 1)과 FLSC-R/TCD4M9(레인 4)는 약 120 kD의 분자량 부위에서 밴드가[0188]

나타났다. FLSC-R/TCD4M9는 약 130 kD로 예상되었으나, 블러팅 결과에서는 10 kD의 차이가 있었다. FLSC(레인

2)는 단백질의 C-말단이 퓨린부위에서 절단된 150 kD가 나타났다. FLSC는 절단에 의해서 gp120과 CD4로 분리되

었다. 낮은 120 kD의 밴드는 이 절단의 결과로 생긴 것이다. 상기 블로팅에 사용한 항체가 gp120에 특이적인 단

백질을 검출하는 항체이기 때문에 분리된 CD4는 관찰할 수 없었다. 특정조건에서 단일사슬분자가 gp120과 CD4로

분해되는 것은 이러한 과정이 생체 내에서도 일어날 수 있기 때문에  DNA 백신으로 사용 할 수도 있을 것이다.

본 실시예의 결과는 퓨린 절단 부위의 변이가 FLSC 복합체의 안정성을 향상시킴을 나타낸다. FLSC 단편을 분리[0189]

시키는 절단 부위는  FLSC에만 존재하는 gp120의 C-말단 서열 상에 존재할 것이다. 특히, 상기 서열은 퓨린 프

로테아제에 의해 분해되는 gp120/gp41 연결부위를 포함한다(Griard, M. et al., 1999, C. R. Acad. Sci.III,

322:925-66). 원래의 퓨린 절단부위에서의 FLSC의 절단 결과는 gp120과 CD4의 구조와 상호작용능력에 최소한의

영향을 미친다는 점에서, FLSC 단편의 성질과 일치한다. 상기 결과는 퓨린 절단부위의 변이가 FLSC R/T에서 발

견되는 V1V2가 쉽게 떨어져 나가는 것을 억제하므로, FLSC R/T복합체의 안정성을 향상시킨다. BaLgp120의 C-말

단의 RT 변이는 FLSC에서 발견되는 퓨린 매개 분열을 억제한다. 결과적으로, FLSC R/T를 형성하는 R/T변이가 상

기 절단을 최소화시키고, 단백질을 안정화 시킨다.

실시예 9[0190]

본 실시예에서는 gp120-CD4 키메릭 폴리펩티드와 gp120 및 CD4와 반응하는 항체와의 결합에 대하여 알아보았다.[0191]

gp120과 CD4의 결합은 분자구조의 변화를 야기시켜 공동수용체 결합 도메인을 노출시키게 된다. 그러므로, 이

도메인의 에피토프에 대한 항체는 적절히 폴딩된 단일사슬분자와 강하게 결합하게 된다. 키메릭 분자의 노출된

에피토프를 확인하기 위하여, BaLgp120, FLSC, FLSC-R/T 및 FLSC-R/T CDM9분자의 항원성을 비교하였다. 검출은

gp120이 CD4와 부착한후 결합하는 모노클로날 항체인 17b을 사용하여 수행하였다(Thali  et  al.,  J.  Virol.,

1993,  67:3978-86).  17b는 CD4의 결합에 의해 유도되는 공동 수용체 접착 부위에 결합된다(Sullivan  N.,  et

al., 1998, J. Virol., 72:4694-703; Trkola, A. et al., 1996, Nature, 384:184-6;Wu, L. et al., Nature,

1996, 384:179-183). 항체는 BLPTTO로 희석하여 상온에서 1시간 반응시켰다. 플레이트는 각 반응 단계마다 TBS

로 세번 수세하였다. 시료의 gp120의 량은  재조합 HIV IIIB gp120(Bartels, USA)을 사용하여 측정된 표준곡선

을  기초로하여  결정하였다.  항체는  1㎍/㎖농도로  부착되었고,  웰은  BLOTTO로  블로킹시켰다.  분석은  상기의

ELISA방법에서 사용한 인간 모노클로날 항체를 사용하여 수행하였다.

도 16에서 나타낸 바와 같이, 17b와 BaLgp120, FLSC, FLSC-R/T 및 FLSC-R/T-CDM9분자의 결합은 17b가 gp120 및[0192]

CD4를 포함하는 FLSC-R/T 또는 FLSC 키메릭 단백질과 결합함으로써 증가하였다. 또한 17b의 FLSC-R/T-CDM9분자

와의 결합이 FLSC-R/T분자와의 결합과 같은 효율을 가지는 것은 17b 에피토프가 FLSC-R/T-CDM9 단백질에서 노출

된 것이라는 것을 나타낸다. 총괄하면, 상기 결과는 단일사슬 gp120-CD4분자인 FLSC, FLSC-R/T 및 FLSC-R/T-

CDM9가 적절하게 폴딩된 gp120-CD4 복합체 라는 것을 의미한다.

실시예 10[0193]

본 실시예에서는 CCR5에 특이적인 HIV 외피 서열을 포함하는 gp120-CD4 키메릭 분자와 CCR5를 발현하는 세포와[0194]

의 결합을 알아보았다. gp120-CD4복합체가 형성되면 자연적으로  공동수용체와 상효작용하는 외피 도메인이 노

출되게 된다(Thali et al., J. Virol., 1993, 67:3978-86; Vodicka ,et al., 1997, Virol., 233: 193-8). 그

러므로 적절히 폴딩된 gp120-CD4복합체와 세포에 바이러스가 감염하는 것을 막는 능력을 재는 또다른 잣대는

CCR5 공동수용체에 결합하는 능력이다. 

단일사슬복합체가 공동수용체와 결합하는 능력을 확인하기 위하여, 정제된 단일 사슬 gp120-CD4분자를 CCR5를[0195]

발현하거나 또는 공동수용체를 가지고 있지 않은 개의 thymocyes세포인 Cf2Th와 상호반응시켰다. 요약하여 설명
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하면,  pEF6으로 일시적으로 감염된 293세포에 의해서 go120-CD4  단일사슬 키메릭 폴리펩티드인 FLSC-R/T  및

FLSC-R/TCDM9분자를 포함하는 배양상층액이 생산된다. 

정제된 단일사슬 분자를 부착시키기 CCR5를 발현하거나 공동수용체를 가지고 있지 않는 개의 thymocyte와 상호[0196]

반응 시켰다. 부착된 단일사슬분자는 항gp120MAb인 A32와 형광분자인 phycoerythrin으로 표지된 염소의 항 인간

IgG를 사용하여 검출하였다. 결합된 형광물질의 수준은 FACS(fluoresence activated cell sorting)분석법에 의

해  FACS  칼리버  기구(Becton  Dickinson)를  사용하여  분석하였다.  형광물질의  양은  부착된  물질의  양과

비례한다. 각 시료의 평균 형광감도는 Cell Quest 3.1.3프로그램(Becton Dickinson)로 계산하였다. 결과를 도

15에 나타내었으며, FLSC-R/T CD4M9는 CCR5를 발현하는 세포에 부착하였으며, 공동수용체가 없는 세포에는 부착

하지 않았으며, 부착효율은 FLSC-R/T와 동일하였다.

실시예 11[0197]

 본 실시예에서는 FLSC가 접종된 마우스의 혈청에 의한 일차 R5HIV-1(92BR020)의 중화작용에 대해 알아보았다.[0198]

C537B1/6마우스 한마리 당 25㎍의 FLSC를 10㎍의 콜레라 독소(CT)와 함께 네차례 접종하였다. 접종은 2주간격으

로 행하였다. 마지막 접종을 행한 후 14일째에 각 마우스의 혈청을 회수하여 일차적 R5 HIV-1의 92BR020분리주

에 대한 중화 능력을 분석하였다. 혈청을 1:2비율에서부터 차례로 희석하여 감염 농도 50 TCID50 바이러스/웰와

10
4
U373/CD4/R5/MaGI 세포/웰과 혼합하였다. 24시간 후 혈청과 바이러스 및 배지는 200㎕의 새로운 배지로 교환

하였다. 37℃에서 3-5일 정도로 syncytia가 보일때까지 배양한 후, 배양 웰을 P-갈락토시다아제 화학발광성 물

질인 Galatostar(Tropix, USA)로 처리하였다. 바이러스 감염은 상기 화학발광성물질로 검출하였으며,  Victor
2

형광판독기(EG&G Wallac, USA)로 정량하였다. 배경 신호는 바이러스가 없는 상태를 분석하여 확인하였다.  얻어

진 신호들의 값은 배경 값을 빼고 수정하여 구하였다. 퍼센트 감염도는 각 실험 웰의 수정된 상대 광유닛을 세

포와 바이러스만 포함된 대조군 웰의 수정된 광유닛으로 나누어서 계산하였다. FLSC를 접종하여 혈청을 얻은 마

우스는 #1, #2, #3, #4로 표지하였으며 FLSC를 접종하지 않은 마우스는 "C"로 표지하였다.

도 17에 나타낸 바와 같이, 희석배율이 증가함에 따라 바이러스 감염도 증가 하였다. 덧붙여, 대조군 마우스에[0199]

서 분리된 혈청은 바이러스 감염에 아무런 영향을 미치지 않았으며, #2 마우스의 혈청의 높은 농도에서 가장 낮

은 양의 바이러스 감염이 나타났다.

종합하면, 상기 결과들은 바이러스 코트 수용체 복합체의 전이 단계 구조를 복제하는 수용성 키메릭 폴리펩타이[0200]

드 성공적인 발현을 나타낸다. 상기 결과로, 키메릭 폴리펩티드 또는 상기 폴리펩티드를 코딩하는 폴리뉴클로에

티드를 특정대상에 접종하여 바이러스나 바이러스가 가진 유사 코트 폴리펩티드 에피토프에 대하여 면역반응을

일으키게 할 수 있다. 상기 결과들은 상기 면역반응은  항체(체액성) 또는 CTL반응일 것이다. 덧붙여, 키메릭

폴리펩티드는 살아있는 세포 표면의 적절한 공동수용체와 반응고, 상기 폴리펩티드는 면역결핍 바이러스에 노출

된 특정대상에 투여하여 수동적으로 바이러스 감염으로 부터 공동수용체를 발현하는 세포를 방어할 수 있다.

실시예 12[0201]

FLSC와 BaLgp120과 sCD4의 복합체가 D7324가 코팅된 ELISA 플레이트 상에 부착되었다. D7324는 양의 폴리클로날[0202]

IgG로서 gp120의 C-말단 부위와 반응하며, ELISA에 코팅되어 HIV-1외피 단백질의 항원성을 검사하는데 사용되는

항체이다.  BaLgp120/sCD4  복합체를  0.5mM의  BIS(sulfosuccinimidyl)기질(Pierce)과  교차결합시키고,  10mM의

Tris-HCL의 처리에 의하여 반응을 정지시킨다. 그후 BaLgp120/sCD4와 FLSC  플레이트는 TBS로 세번 세척한다.

BaLgp120의 V3 루프(39F), C1-C5(C11), C1-C4(A32), 공동수용체 결합 도메인(17b) 및 C3-V4(2G12) 구역들에 대

한 모노클로날 항체를 플레이트에 부착된 항원들에 적정하였다. 플레이트에 부착된 항체들은 호오스 래디쉬 과

산화효소로 표지된 염소-항 인간 IgG로 검출하였다.

도 18은 교차결합이 BaLgp120/sCD4 복합체의 구조를 변화시키고,  39F, C11, A32 및 17b 에피토프의 항원성을[0203]

감소시킨다는 것을 나타낸다. 이에 반해, 상기 에피토르는 FLSC에서는 나타나지 않았다. 상기 항원성의 변화는

상기 에피토프의 기능에 영향을 줄것이다. 예를 들어, 17b에 의해 인식되어지는 에피토프는 R5 공동수용체와 상

호작용한다.  교차결합에 의한 상기 에피토프의 패쇄는 공동수용체와 상호반응하는 교차결합된 복합체의 능력을

감소시킨다. 상기 결과는 또한, 교차결합된 복합체가 공동수용체를 통한 HIV-1을 잠재적으로 억제시킬 물질을
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찾는데 쓰일 수 없다는 것을 의미한다.

실시예 13[0204]

정제된 R/T FLSC-IgG1을 0.5mM의 BIS(sulfosuccinimidyl)기질(Pierce)과 30분간 교차결합시키고, 10mM의 Tris-[0205]

HCL을 처리하여 의하여 반응을 정지시킨다. 교차결합된 분자는 교차결합되지 않은 분자 환원성 SDS-PAGE 조건과

비환원성 SDS-PAGE 조건에서 전기영동 하였다. 도 19에서 나타낸 것과 같이, 환원된 젤의 교차결합되지 않은 분

자는 BaLgp120-CD4-IgG1 키메라의 예상 크기인 180 kD에 밴드가 나타났다(중간 레인).  CD4-IgG의 크기로서 적

당한 작은 밴드는 분자의 BaLgp120과 CD4-IgG사이의 절단에 의해 생긴 키메라를 나타낸다. 상기 결과는 R/T변이

가 퓨린 프로테아제에 의한 절단을 제거하더라도, 다른 프로테아제가 gp120의 C-말단에 작용할 수 있다는 것을

나타낸다. 비환원 조건의 교차결합되지 않은 분자(오른쪽 레인)는 360 kD를 나타내었고, 완전하게 조립된 이뮤

노어드헤신의 예상 크기와 일치하였다. 상기 결과는 분자가 분래되어도(중간 레인) 이뮤노어드헤신은 연결되어

남아 있다는 것을 나타낸다. 분자의 교차결합은 조립된 구조를 안정화 시키고, 상기 결과를 확인시킨다(왼쪽 레

인). 

실시예 14[0206]

293세포는 사용하기 24시간전에 pcDNA-인간 CCR5 또는 pcDNA-rhesus CCR5 또는 플라스미드 없이 일시적으로 감[0207]

염시킨다. 감염된 세포(10
5
/웰)는 37℃에서 1시간 동안 지시된 농도의 R/T FLSC-IgG1와 반응시켰다. 부착된 R/T

FLSC-IgG1는 phycoerythrin이 표지된 염소 항 인간 IgG로 검출하여 FACS로 분석하였다. 도 20은  R/T FLSC-

IgG1이 인간과 rhesus의 CCR5와 결합하는 것을 나타낸다.

CCR5를 발현하는 개의 thymocyte(CF2Th-R5) 10
5 
세포는 3㎍/㎖의 R/T FLSC-IgG1과 37℃에서 1시간 동안 반응시[0208]

켰다.  부착된  R/T  FLSC-IgG1는  phycoerythrin이  표지된  염소  항  인간  IgG로  검출하여  FACS로  분석하였다.

RANTES는 CCR5에 특이적인 케모카인으로서 R/T FLSC-IgG1과 수용체(CCR5)에 대해 경쟁한다. SDF는 CXCR4에 특

이적인 케모카인으로 대조군으로 사용하였다. 도 21은 R/T FLSC-IgG1이  공동수용체인 CCR5를 통하여  HIV-1이

감염되는것을 막는 물질을 찾는데 유용하게 쓰일 것이라는 증거를 제공한다. 

이상으로 본 발명 내용의 특정한 부분을 상세히 기술하였는 바, 당업계의 통상의 지식을 가진 자에게 있어서,[0209]

이러한 구체적 기술은 단지 바람직한 실시양태일 뿐이며, 이에 의해 본 발명의 범위가 제한되는 것이 아닌 점

은 명백할 것이다. 따라서 본 발명의 실질적인 범위는 첨부된 청구항들과 그것들의 등가물에 의하여 정의된다

고 할 것이다. 
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[0247]

도면의 간단한 설명

도 1은 전형적인 키메릭 폴리펩티드를 암호화하고 있는 폴리뉴클레오티드 구조를 도식화한 것이다. 전장의 단일[0016]

사슬(FLSC)인 키메릭 폴리펩티드는 HIVgp120 (BaL 계통), 20개의 아미노산으로 구성된 스페이서 서열, 도메인

1(D1)과 도메인 2(D2)로 구성된 CD4 폴리펩티드 서열, 및 꼬리표인 myc 펩티드로 이루어져 있다. 잘린 단일 사

슬(TcSC) 키메라는 불변영역 1(C1), 가변영역 1(V1), 가변영역 2(V2) 및 불변영역 5(C5)에서 삭제부분를 포함하

고 있다. TcSC에 표시된 삭제부분은 BaL gp120 서열에 따라 번호를 부여하였다. 전장의 단일 사슬(FLSC) R/T 키

메라는 퓨린 절단 부위에서 gp120의 C-말단 부위에서 R이 T로 치환된 단 하나의 돌연변이를 가지고 있다. 전장

의 단일 사슬(FLSC) R/T CD4M9 키메라는 21개의 아미노산으로 구성된 스페이서 폴리펩티드, CD4M9 펩티드 서열

및 gp120의 퓨린 절단 부위에 단 하나의 돌연변이를 가지고 있다.

도 2는 293-SC 세포에서 발현되는 전장의 단일 사슬(FLSC)와 잘린 단일 사슬(TcSC) 수용성 키메릭 폴리펩티드를[0017]

포함하고 있는 세포 배양 상등액으로 특수 단백 검출 검사(Western blot analysis)를 한 것이다. 면역블로팅

(immunoblotting)은 gp120(레인 1 ~ 레인 4)과 CD4(레인 5 ~ 레인 8)으로 수행하였으며, 화살표는 젤의 이동성

이 감소하는 순서로 gp120-CD4 단일 사슬(단일 사슬), 잘려진 gp120 (gp120 단편), 그리고 CD4 (CD4 단편)을

가르킨다.

도 3은 293-SC 세포에서 발현되는 gp120-CD4를 분석한 것이다. 교차결합하지 않는 gp120-CD4은 레인 1에, 교차[0018]

결합하는 gp120-CD4는 레인 2에 나타나 있다.

도 4는 교차결합시킨 후 전장의 단일 사슬(FLSC)을 면역블럿(immunoblot) 분석한 것이다. 각 각 다른 전장의 단[0019]

일 사슬(FLSC)의 농도(1-0.03μM)에 대한 모든 단백질의 상대적인 백분율(%)은 막대 그래프에 나타내었다: (A),

45% 172kD; (B), 25% 302kD; 그리고 (C), 10% 고순위의 올리고머.

도  5A-5C는  gp120-CD4의  결합을 분석한 것이다.  (A),  교차결합한 gp120-rsCD4와  교차결합하지 않은 gp120-[0020]
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rsCD4를 비교하기 위하여, 전장의 단일 사슬(FLSC)를 gp120에 대한 항체(17b,  48d,  A32,  C1  1)와 배양한다.

17b, 48d 및 A32는 복합된 gp120(gp120)에 우선적으로 결합한다. 막대는 표준 오차와 함께 나타내었다. (B), 전

장의 단일 사슬(FLSC)과 잘린 단일 사슬(TcSC)에서 gp120에 대한 인간 단크론 항체의 reciprocal half-maximal

binding concentration (효소면역측정법(ELISA)). (C), gp120 CD4 결합 부위와 반응하는 인간 모노클로날 항체

IgG1b12, F91 및 205-469의 상호 반-최대 결합(reciprocal half-maximal binding).

도 6은 L1.2 세포에서 발현되는 CCR5 (R5) 또는 CXCR4 (X4) 공동 수용체에 결합하는 gp120-CD4 키메라 (전장의[0021]

단일 사슬(FLSC), 잘린 단일 사슬(TcSC))를 분석한 것이다. CCR5 (R5) 또는 CXCR4 (X4)를 발현하지 않는 대조

구 세포는 L1.2로 표시된다. 결합한 복합체들은 5 μg/㎖의 CD4 Mab45에 대한 항체를 이용하여 유식세포측정기

(flow cytometry)로 검출하였다. 나타낸 수치는 3번의 실험을 수행하여 얻은 값이다.

도  7은  gp120  결합  항체들(17b,  48d,  A32,  C11  및  2G12)과  gp41  항체가 있을 때 공동 수용체에 결합하는[0022]

gp120-CD4 (전장의 단일 사슬(FLSC), 잘린 단일 사슬(TcSC))를 분석한 것이다. 도 7에 도시된 바와 같이, L1.2

세포는 공동 수용체 CR5 (R5)와 CXCR4 (X4)를 발현하거나 발현하지 않는다. 항체가 없는 대조구는 "+"로 표시하

였고, 처리하지 않은 세포에서 측정한 수치는 "-"로 표시하였다. 결합한 복합체들은 5 μg/㎖의 CD4 Mab45에 대

한 항체를 사용하여 유식세포측정기 (flow cytometry)로 검출하였다. 결과는 matched control assay에서 얻은

형광 광도의 평균값에 대한 백분율(%)로 나타내었다. 평균값은 3번의 독립적 실험에서 측정된 값으로 얻은 것이

다. 표준 오차는 막대와 같이 나타내었다.

도 8은 전장의 단일 사슬(FLSC), 잘린 단일 사슬(TcSC), BaLgp120 및 BaLgp120rsCD4 결합체들에 의해 중화되는[0023]

HIV-12044  (X4 특이적 분리물) 바이러스와 HIV-Bal9  (R5 특이적 분리물) 바이러스를 분석한 것이다. U373 세포는

CD4, R5 또는 X4, 그리고 HIV-1LTR 프로모터터에 의해 조절되는 P-갈락토시다아제를 발현한다. HIV-12044 에 대

한 FLSC와 TcSC의 ID90은 검사한 최고 농도에서 이루어지지 않았으므로 ＞10μg/㎖로 나타내었다.

도 9는 암호화하고 있는 도메인을 보여주는 키메라 gp120-CD4-IgG1의 모식도이다. 플라스미드로 서브클로닝된[0024]

gp120-CD4는 본질적으로 IgG1 중사슬의 경첩부위 CH2와 CH3를 가지고 있으므로 키메라 gp120-CD4-IgG1 폴리펩티

드의 발현이 가능하다.

도 10은 293 세포에서 발현된 gp120-CD4-IgG1 키메릭 폴리펩티드의 면역블럿을 분석한 것이다. 키메라 gp120-[0025]

CD4-IgG1은 배양한 상등액에서 분리하였고(레인 1), HIV 계통 BaL에서 분리한 gp120 폴리펩티드와 비교하여 보

여주었다(레인 2).

도 11은 L1.2 세포에서 발현되는 공동 수용체에 결합하는 키메릭 폴리펩티드의 상반된 희석 분석법의 결과를 보[0026]

여주고 있다. L1.2 세포에서 발현되는 CCR5와 CXCR4는 표시된 바와 같다.

도 12는 CCR5-발현 세포에서는 gp120의 R5 결합 부위를 통해 FLSC-IgG1이 R5 공동 수용체와 상호작용하는데, 이[0027]

세포에 결합하는  FLSC-IgG1에 차단 모노클로날 항체(17b)를 처리하여 분석한 것이다. 

도 13은 퓨린 절단 부위에서 R을 T로 치환하여 돌연변이를 일으키면 gp120-CD4(FLSC)의 안정성이 증가함을 보여[0028]

준 것이다.

도 14는 BaLgp120, FLSC 및 FLSC R/T와 FLSC R/T CD4M9을 비교하는 면역블럿을 보여준 것이다. FLSC R/T CD4M9[0029]

은 FLSC R/T의 CD4D1D2를 CD4M9 유전자 서열로  치환하여 제조하였다. 

도 15는 CCR5(R5)에 대한 FLSC R/T CD4M9의 결합을 분석한 것이다. 분석 결과는 형광 광도의 평균값으로 나타내[0030]

었다.  도면은 FLSC  R/T  CD4M9이 FLSC  R/T와 유사한 효율을 가지고 R5-발현 세포에 결합하는 것을 보여주고

있다.

도 16은 gp120이 CD4와 상호작용을 할 때 노출이 증가하고, 노출된 17b 에피토프가 FLSC R/T와 같은 에피토프의[0031]

결합을 보여주고 있다.

도 17은 FLSC로 배양한 쥐에서 추출한 혈청에 의한 최초의 R5 HIV-1의 중화를 보여주고 있다.[0032]

도 18은 FLSC상에 노출된 에피토프를 막는 BaLgp120/sCD4의 공유적 교차결합을 보여주고 있다. [0033]

도 19는 환원성 및 비환원성 조건에서 분리한 R/T FLSC-IgG1을 비교한 면역블럿의 결과이다.[0034]

도 20은 인간과 붉은털 원숭이의 CCR5에 대한 R/T FLSC-IgG1의 결합을 보여주고 있다.[0035]

등록특허 10-1001859

- 74 -



도 21은 R/T FLSC-IgG1가 CCR5에 결합하는 것을 RANTES가 경쟁적으로 저해한다는 것을 보여주고 있다.[0036]
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