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요약

내용 없음.

대표도

도1

명세서

[발명의 명칭]

재조합 HTLT-Ⅲ 단백질 및 이의 용도

[도면의 간단한 설명]

제  1  도는  신규  단백질을  양호화하는  벡터를  작제하는데  사용되는  플라스미드  pREV  2.2의 작제도이
다.

제 2 도는 다수의 클로닝 부위를 갖는 플라스미드 pREV 2.2를 나타낸다.

제  3  도는  HTLV-Ⅲ  외막(envelope)  유전자  및  이로부터  수득된  신규의  재조합  단백질을  도식적으로 
나타낸 것이다.

[발명의 상세한 설명]

본 발명은 신규의 재조합 HTLT-Ⅲ 단백질 및 이의 용도에 관한 것이다.

인체  T-세포  임파추향성(lymphotropic)  바이러스(HTLV-Ⅲ),  임파선증-관련  바이러스(LAV),  또는 
AIDS-관련  레트로  바이러스(retrovirus)(ARV)는  후천성  면역  결핍증(AIDS)의  원인으로서  밝혀졌다 

[참조 : Popovic, M., Sarngadharan, M.G., Read, E. 및 Gallo R. C., Science, 224 : 497-

500(1984)].  바이러스는 OKT4
+
 임파구  서브세트(subest)쪽으로의  굴성(tropism)을  나타낸다[참조  : 

Klatzmann,  D.,  Barre-Sinoussi,  F.,  Nugeyre,  M.T.,  Dauguet,  C.,  Vilmer  E.,  Griscelli,  C., 
Brun-Vezinet,  F.,  Rouzioux,  C.,  Gluckman,  J.C.,  Chermann,  J.C.  및  Montagnier,  L.,  Science, 
225 : 59-63(1984)]. 

대부분의  AIDS  및  AIDS  관련  컴플렉스(ARC)  환자의  혈청,  및  바이러스로  감염된  무증후성  인간에 있
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어서의  HTLV-Ⅲ 단백질에 대한 항체[참조 : Sarngadharan, M.G., Popovic., M., Bruch, L., 
Schubach,  J.  및  Gallo,  R.C.,  Science,  224  :  506-508(1984)]는  이들  항원에  대한  항체를  검출하는 
면역학적으로  근거를  둔  시험의  개발을  가능하게  하였다.  이들  시험은  바이러스로  감염된  인간의 혈
액  시료를  식별함으로써  수혈을  통한  HTLV-Ⅲ의  확산을  제한시키는데  사용된다.  오늘날  상업적으로 
이용되고 있는 진단 시험은 항원으로서 불활성화된 바이러스의 단백질을 사용하고 있다.

진단을  위한  새로운  접근을  허용하는  것  외에도,  재조합  DNA는  세균  및  바이러스  둘다에  대한 백신
(vaccine)의  개발에  상당한  가능성을  제시하고  있다[참조  :  Wilsion,  T.,  Bio/Technology,  2  : 29-
39(1984)].  재조합  백신을  발현시키는데  가장  널리  사용되는  유기체는  이.  콜라이드(E.coli), 에
스.세레비지애(S.cerevisiae)  및  포유동물  세포  배양물이다.  예를  들면,  구제역(foot  and  mouth 
disease)에  대한  아단위백신[참조  :  Kleid,  D.G.,  Yansura,  D.,  Small,  B.,  Dowbenko,  D.,  Moore, 
D.M.,  Brubman,  M.  J.,  McKercher,  P.D,m  Morgan,  D.O.,  Robertson,  B.H.,  및  Bachrach,  H.L., 
Science,  214  :  1125-1129(1981)]  및  말라리아에  대한  백신[참조  :  Young,  J.F.,  Hockmeyer,  W.T., 
Gross,  M.,  Ripley  Ballou,  W.,  Wirtz,  R.A.,  Trosper,  J.H.,  Beaudoin,  R.L.,  Hollingdale,  M.R., 
Miller,  L.M.,  Diggs,  C.L.  및  Rosenberg,  M.,  Science,  228  :  958-962(1985)]은  이  콜라이에서 합
성하여 왔다. 다른 예는 효모에서 생산하고 있는 B형 간염 표면 항원[참조 : McAleer, W.J., 
Buynak,  E.B.,  Maigetter,  R.Z.,  Wampler,  D.E.,  Miller,  W.J.  및  Hilleman,  M.R.,  Nature,  307  : 
178-180(1984)]  및  포유동물  세포에서  생산하고  있는  헤르페스(herpes)  백신[참조  :  Berman,  P.W., 
Gregory, T., Chase, D. 및 Lasky, L.A., Science, 227 : 1490-1492(1984)]이다.

현재  AIDS에  대한  백신의  개발이  실질적으로  요구되고  있다.  그러나,  그러한  백신  존재한다고는 알
려지지 않았다.

본  발명은  신규의  재조합  HTLV-Ⅲ  단백질  및  이의  용도에  관한  것이다.  더욱  특히,  본  발명은 AIDS
의  진단,  예방  또는  치료에  사용될  수  있는  신규한  4개의  재조합  HTLV-Ⅲ  외막  단백질에  관한 것이
다.  또한,  본  발명의  재조합  HTLV-Ⅲ  외막  단백질  단편은  HTLV-Ⅲ로  감염된  인체에  있어서  임파구 
증식성  반응을  촉진시키는데  사용될  수  있다.  이것은  다시  그러한  개체에  있어서  HTLV-Ⅲ  반응에 대
한  면역  시스템을  자극함으로서,  외막  단백질  단편은  보호작용을  제공할  수  있으며  치료의 평가기준
이 될 수 있다.

이들  신규의  단백질은  표준  방법을  사용하여  적절한  숙주,  예를들면,  이  콜라이를  형질 전환시키는
데 사용될 수  있는 세균 플라스미드 상에서 암호화된다.

발현  벡터  플라스미드  pREV  2.2는  플라스미드  pBG1으로부터  작제하다.  이  플라스미드의  작제를 보여
주는 흐름도를 제 1 도에 나타내었다.

플라스미드 pR  10은  본질적으로 Kpn  I  부위로부터 Bg1II  부위까지의 HTLV-Ⅲ   env  유전자를  암호화
하는  DNA의  대략  1275개  bp를  함유한다.  적절한  세균  숙주,  예를  들면,  이  콜라이증의  이 플라스미
드를 사용하여 신균의 재조합  HTLV-Ⅲ  95  kD  융합  단백질(R10으로 표기)을  생성시킬 수  있다.  융합 
단백질  R10의  아미노산  서열은  표  8에  도시하였으며;  이  단백질을  암호화하는  DNA  서열은  표  8A에 
도시하였다.  플라스미드  pPB1은  본질적으로  PvuII  부위로부터  Bg1II  부위까지의  HTLV-III  env 유전
자를  암호화하는  DNA의  대략  540개  bp를  함유한다.  적절한  숙주,  예를들면,  이.콜라이중의  이 플라
스미드를  사용하여  신균의  재조합  HTLV-III  265  kD  융합  단백질(PB1으로  표기)를  생성시킬  수  있다. 
융합  단백질  PB1의  아미노산  서열을  표  9에  도시하였으며;  이  단백질을  암호화하는  DNA  서열은  표 
9A에 도시하였다.

플라스미드  p590은  본질적으로  PvuII  부위로부터  HindIII  부위까지의  HTLV-III  env  유전자를 암호화
하는  DNA의  대략  1055개  bp를  함유한다.  적절한  숙주,  예를들면,  이  콜라이증의  이  플라스미드를 사
용하여  신규의  재조합  HTLV-III  86  kD  단백질(590으로  표기)을  생성시킬  수  있다.  융합  단백질 590
의  아미노산  서열은  표  10에  도시하였으며;  이  단백질을  암호화하는  DNA  서열은  표  10A에 도시하였
다.

플라스미드  pKH1은  본질적으로  Kpn  I  부위로부터  HindIII  부위까지의  HTLV-III  evn  유전자를 암호화
하는  DNA의  대략  1830개  bp를  함유한다.  적절한  숙주,  예를들면  이  콜라이중의  이  플라스미드를 사
용하여 신규의 재조합 HTLV-III  70  kD   단백질(KH1으로 표기)을  생성시킬 수  있다.  융합 단백질 KH1
의  아미노산 서열은 표  11에  도시하였으며;  이  단백질을 암호화하는 DNA  서열은  표  11A에 도시하였
다.

이 콜라이 숙주 MS 371중의 플라스미드 pBG1은 하기 기관[Northern Regional Research 
Laboratory(NRRL),  U.S.  Department  of  Agriculture,  Peoria,  IIIinois,  USA]에  기탁되었다.  이것은 
영구적으로  기탁되어  있다.  이   콜라이  MS  371(pBG1),  NRRL  B-15904는  1984년  11월  1일자로 기탁되
었다.  이  콜라이  MS  371,  NRRL  B-15129는  현재  대중에게  입수가능하다.  이  콜라이  SG  20251,  NRRL 
B-15918은  1984년  12월  12일자로  기탁되었다.  NRRL  B-15904  및  NRRL  B-15918은  이들을  기술하고 있
는 특허가 허여되면 대중에게 입수 가능할 것이다.  NRRL에  기탁되어 있는 기타 배양물 및  이들의 기
탁일 및 기탁번호는 하기와 같다.
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상기  기탁물은  1988년  2월  3일  한국  종균  협회에  각각  기탁번호  KFCC-10514,  10515,  10516,  10517 
및 10518로 기탁되었다.

상기  기탁물은  NRRL  기탁  기관에서  적어도  30년  동안은  존속될  것이며  이들을  기술하고  있는  특허가 
허여되면  대중에게  입수  가능할  것이다.  상기  기탁물은  또한  본  특허원의  상응물,  또는   이의 소산
이  출원된  나라에서는  외국  특허법에  부합되는  바대로  입수가능하다.  그러나,  기탁물의  입수 가능성
이  정부의  결정에  의해  허여된  특허권의  훼손시  본  발명을  시행하는  특허권을  구성하지  않는다는 것
을 주지해야 한다.

본  발명의  신규한  HTLV-III  단백질은  사카로마이세스  세레비지애(Saccharomyces cerevisiae)로부터
의  유도가능한  갈락토오즈  프로모터를  함유하는  플라스미드를  사용하여  상기  유기체에서  발형시킬 
수  있다[참조  :  Broach,  J.R.,  Li,  Y.,  Wu,  L.C.  및  Jayaram,  M.,  in,  Experimental  Manipulation 
of  Gene  Expression,  P.  83,  ed,  M.  Inouye,  Academic  Press(1983)].  이들  플라스미드는  YEp51  및 
YEp52라고도  칭하며[참조  :  Broach,  J.R.  et  al.(1983)],  이.콜라이  복제원,  β-락타마제에  대한 유
전자, 효모 LEU2  유전자, 2㎛ 복제원 및 2㎛  환상 REP3  좌를 함유한다. 재조합 유전자 발현은 효모 
GAL 10 유전자 프로모터에 의해 추진된다.

갈락토오즈 및 알콜 데하이드로게나제[참조 : Bennetzen J.L. 및 Hall, B.D., J.Biol. Chem., 
257:3018(1982)  ;  Ammerer,  G.  in  Methods  in  Enzymology,  Vol,  101,  p.  192(1988)], 포스포글리세
레이트  키나제[참조  :  Derynck,  R.,  Hitzeman,  R.A.,  Gray,  P.W.,  Goeddel,  D.V.  on  Experimental 
Manipulation  of  Gene  Expression,  p.  247,  ed.  M.  Inouye,  Academic  Press  (1983)].  트리오즈 포스
페이트 이소머라제[참조 : Alber, T. 및 kawasaki, G., J.Molec. and Applied Genet., 1 : 
419(1982)],  또는 에놀라제[참조 :  Innes,  M.A.  et  al.,  Science,  226  :  21  (1985)]와  같은 효모 프
로모터가 사용될 수 있다.

본  명세서에  기술되어  있는  유전자들은  원숭이  세포에서  발현될  수  있다.  이들  단백질을  암호화하는 
유전자를 문헌[참조 : Okayama,  H.  및 Berg,  P.,  Molec.  and  Cell  Biol.,  3  :  280  (1983)]  및 이 문
헌의  참조문헌에  기술되어  있는  플라스미드중  하나,  또는  이들  플라스미드로  형질전환된  COS 세포내
로 클로닝시키는 경우, HTLV-III 단백질의 합성은 면역학적으로 탐지할 수 있다.

다른  포유동물  세포  유전자  발현/단백질  생산  시스템을  사용할  수도  있다.  기타의  그러한  시스템의 
예는 백시나 바이러스 발현 시스템[참조 : Moss, B., Immunology Today, 6 : 24(1985) ; 
Chakrabarti,  S.,  Brechling,  K.,  Moss,  B.,  Molec.  and  Cell  Biol.,  5  :  3403(1985)]  및  쥐의 레트
로바이러스로부터  유도된  벡터[참조  :  Mulligan,  R.C.,  in  Experimental  Manipulation  of  Gene 

Expression, P. 155, ed. M. Inouye, Academic Press (1983)]이다.

본  발명의  HTLV-III  단백질은  BOC  및  FMOC와  같은  고체상  펩타이드  합성  기술  [참조  :  Merrifield, 
R.  B.,  J.  Amer.  Chem.  Soc.,  85  :  2149(1963)  ;  Chang,  C.  및  Meienhofer.  J.,  Int.  J.  Peptide 
Protein Res., 11 : 246 (1978)]에 의해 화학적으로 합성할 수 있다.

본  분야에서  잘  알려진  바와  같이,  단백질의  아미노산  서열은  DNA의  뉴클레오타이드  서열에  의해 결
정된다. 과다한(redundancy) 유전 암호로 인해, 즉 하나 이상의 암호화 뉴클레오타이드 
삼중자(코돈)가  단백질을  합성하는데  사용되는  대부분의  아미노산에  대해  사용될  수  있기  때문에, 
상이한  뉴클레오타이드  서열이  특정  아미노산을  암호화할  수  있다.  즉,  유전  암호는  하기와  같이 표
기할 수 있다.

페닐알라닌(Phe)                                          TTK

로이신(Leu)                                                 XTY

이소로이신(Ile)                                             ATM

메티오닌(Met)                                              ATG

발린(Val)                                                      QTL

세린(Ser)                                                      QRS

프롤린(Pro)                                                   CCL

트레오닌(Thr)                                                ACL

알라닌(Ala)                                                    GCL

티로신(Tur)                                                    TAK

히스티딘(His)                                                  CAK

글루타민(Gln)                                                 CAJ

아스파라긴(Asn)                                             AAK

리신(Lys)                                                       AAJ

아스파르트산(Asp)                                          GAK

글루탐산(Glu)                                                 CAJ

시스테인(Cys)                                                TGK

트립토판((Trp)                                               TGG
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아르기닌(Arg)                                                WGZ

글리신(Gly)                                                    GGL

종결 시그날                                                    TAJ

종결 시그날                                                    TGA

설명  :  각각의  3-문자  데옥시뉴클레오타이드  삼중자는  왼쪽에  5'-말단  및  오른쪽에  3'-말단을  갖는 
mRNA의  트리뉴클레오타이드에  상응한다.  본  명세서에  기재된  모든  DNA  서열은  우라실을  티민으로 대
체한  mRNA  서열에  상응하는  본쇄의  서열이다.  문자는  데옥시뉴클레오타이드  서열을  형성하는  푸린 
또는 피리미딘 염기를 나타낸다.

A는  아데닌이고,  G는  구아닌이며,  C는  시토신이고,  T는  티민이며,  Y가  A  또는  G인  경우  X는  T  또는 
C이고, Y가 C 또는 T인 경우 X는 C이며, X가 C인 경우 Y는 A, G, C 또는 T이고, X가 T인 경우 Y는 A 
또는 G이며, Z가 A 또는 G인 경우 W는 C 또는 A이고, Z가 C 또는 T인 경우  W는 C이며, W가 C인 경
우 Z 는 A, G, C 또는 T이고, W가 A인 경우 Z는 A 또는 G이며, S가 A, G, C 또는 T인 경우 QR은 TC
이고, S가 T 또는 C인 경우 QR은 AG이며, J는 A 또는 G이고, K는 T 또는 C이며, L은 A, T, C 또는 G
이고, M은 A, C 또는 T이다.

상기는  본  발명의  HTLV-III  단백질의  신규한  아미노산  서열을  본  명세서에  기술된  서열이외의 뉴클
레오타이드  서열에  의해서도  제조할  수  있음을  나타낸다.  이들  HTLV-III  단백질의  신규한  아미노산 
서열,  또는  HTLV-III  항원  또는  면역원  또는  치료  활성을  갖는  이의  단편을  암호화하는  작용적으로 
동등한  뉴클레오타이드  서열은  공지의  합성방법에  의해서도  제조할  수  있다.  따라서,  본  발명은 그
러한 작용적으로 동등한 뉴클레오타이드 서열도 포함한다.

따라서  본  발명의  범주는  본  명세서에  표기된  특정  뉴클레오타이드  서열  뿐만  아니라,  실질적으로 
동일한  HTLV-III  항원  또는  면역원  또는  치료  활성을  갖는  분자를  암호화하는  동등한 뉴클레오타이
드 서열 모두를 포함한다.

또한,  본  발명의  범주는  기술된  특정  아미노산  서열  뿐만  아니라,  특정  HTLV-III  항체의  형성을 유
도하고/하거나  항체를  결합시키는데  있어서  필적하는  능력을  갖는  단백질  단편을  암호화하는  유사한 
서열도 포함하도록 의도된 것이다.

"동등한(equivaient)"이란  용어는  통상의  특허  관례에서는  실질적으로  동일한  종류의  숙주에서  거의 
동일한  HTLV-III  항원,  면역원  또는  치료  활성을  갖는  분자를  생성시킨다고  본  발명에서  확인된 뉴
클레오타이드  서열로서  실실적으로  수행하는  뉴클레오타이드  서열을  의미하는  것으로  사용된다.  이 
정의 내에는 HTLV-III 항원 또는 면역원 또는 치료 활성을 갖는 아단편이 포함된다. 

 상기 기술된 바와같이,  유전 공학 분야의 전문기술 범위내에서 본  발명의 HTLV-III  항원  또는 면역
원  또는  치료   활성을  암호화하는  뉴클레오타이드  서열을  사용하며  미생물학적  과정을  통해 HTLV-
III  단백질을  생성시킬  수  있다.  서열을  발현  벡터내로  융합시키고  진핵  세포(효모  또는  포유동물 
세포)  또는  원핵  세포(세균  세포)와  같은  숙주를  형질전환시키거나  형질감염시키는  방법은  기타의 
널리  공지된  단백질,  예를  들면  인슐린,  인터페론,  인체의  성장  호르몬,  IL-1,  IL-2  등을 생성시키
는데  사용되는  표준  방법이다,  유사한  방법,  또는  이의  명확한  변형  방법을  사용하여  본  발명에 따
라 미생물학적 수단 또는 조직-배양 기술로 HTLV-III 단백질을 제조할 수도 있다.

본  명세서에  기술되어  있는  뉴클레오타이드  서열은  본  분야에  잘  알려진  방법에  의해  "유전자 머신
(gene  maching)"을  사용하여  제조할  수  있다.  이것은  뉴클레오타이드  서열에  대한  기술문헌으로 가
능하게 되었다. 

기술되어 있는 제한 효소는 베데스다 리서치 레보러토리스[Bethesda Research Laboratories, 
Gaithersburg,  MD]  또는  뉴잉글랜드  바이오랩스[New  England  Biolabs,  Beverly,  MA]로부터  구입할 
수 있다. 효소는 공급자에 의해 제공된 지시 사항에 따라 사용한다.

플라스미드의  제조  및  숙주  유기체의  형질  전환에  사용되는  여러가지  방법은  본  분야에  널리 공지되
어  있다.  이들  방법은  하기  문헌에  모두  기술되어  있다[참조  :  Maniatis,  T.,  Fritsch,  E.F.,  및 
Sambrook,  J.,  Molecular  Cloniong  :  A  Laboratory  Manual.,  Cold  Spring  Harbor  Laboratory,  New 
York  (1982)]  따라서,  유전공학  분야의  전문  기술  범위내에서  미생물  세포로부터  DNA를  추출하거나, 
제한  효소  분해를  수행하거나,  DNA  단편을  전기영동시키거나,  플라스미드를  말단부가하고 아닐링하
여  DNA를삽입하거나,  DNA를  연결시키거나,  세포  ,  예를들면,  이.콜라이  세포를  형질전환시키거나, 
플라스미드 DNA를 제조하거나, 단백을 전기영동시키거나 DNA를 서열화할 수 있다.

본  발명의  HTLV-III  단백질을  사용하는  면역화학적  검정은  다양한  형태를  취할  수  있다.  바람직한 
유형은  고체상  면역측정  검정법이다.  이러한  유형의  검정에서,  HTLV-III  단백질은  고체상에 고정화
되어  항원-면역흡착제를  형성시킨다.  면역  흡착제는  시험할  시료와  함께  배양한다.  적절한  시간 동
안  배양한  후,  면역  흡착제를  시료로부터  분리한  다음,  표지된  항(인체  IgG)  항체를  사용하여  면역 
흡착제에  결합된  인체의  항-HTLV-III  항체를  검출한다.  면역  흡착제에  결합된  표지물의  양을  양성 
및 음성 대조군과 비교하여 항-HTLV-III 항체의 유무를 평가할 수 있다.

면역  흡착제는  정제된  HTLV-III  단백질을  고체상에  흡착시키거나  커플링시켜  제조할  수  있다.  유리, 
폴리스티렌,  폴리프로필렌,  댁스트란  또는  기타  기재로  이루어진  비이드와  같은  다양한  고체상을 사
용할  수  있다.  기타의  적합한  고체상에는  이들  물질로부터  형성되거나  이들  물질로  피복된  튜브 또
는 판이 포함된다.

HTLV-III  단백질은  아미드  또는  에스테르  결합  또는  흡착을  통해  공유  결합과  같은  기술을  이용하여 
고체상에  공유적으로  또는  비공유적으로  걸합시킬  수  있다.  HTLV-III  단백질을  고체상에  부착시킨 
후,  고체상을  동물  단백질,  예를들면  3%  어류  젤라틴으로  후-피복시킬  수  있다.  이렇게  함으로써 면
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역 흡착제 표면에 단백질의 비특이적 흡착을 감소시키는 차단 단백질을 제공한다.

이어서  면역  흡착제를  항-HTLV-III  항체에  대해  시험할  시료와  함께  배양한다.  혈액  스크리닝에 있
어서, 혈장 또는 혈청이 사용된다. 혈장 또는 혈청을 정상적인 동물의 혈장 또는 혈청으로 
희석한다.  희석  혈장  또는  혈청을  항-(인체  IgG)  항체의  공급원인  동일한  동물  종으로부터  유도해 
낸다.  바람직한  항-(인체  IgG)  항체는  염소의  항-(인체  IgG)  항체이다.  즉,  바라직한  양태에서, 희
석제는 염소의 혈청 또는 혈장이다.

배양 조건, 즉 pH  온도,  및 배양 시간은 중요치 않다. 이들 변수는 통상의 실험으로 최적화할 수 있
다. 일반적으로, 배양은 pH 7 내지 8은 완충액중 약 45℃에서 1 내지 2시간 동안 수행한다.

배양후,  면역  흡착제  및  시료를  분리한다.  분리는  침전  또는  원심분리와  같은  통상의  분리  기술로 
수행할 수 있다. 이어서 면역 흡착제를 시료로부터 세처해 내어 저해 물질을 제거한다.

면역  흡착제를  표지된  항-(인체  IgG)  항체(추적자)와  함께  배양하여  여기에  결합된  인체  항체를 검
출한다.  일반적으로  면역  흡착제는  항-(인체  IgG)  항체의  공급원으로  제공되는  소량(약  1%)의  동물 
종의  혈청  또는  혈장을  함율하는  표지된  항-(인체  IgG)  항체의  용액과  함께  배양한다.  항-(인체 
IgG)  항체는  어떠한  동물  공급원으로부터도  수득할  수  있다.  그러나,  염소의  항-(인체  IgG)  항체가 
바람직하다.  항-(인체  IgG)  항체는  인체  IgG의  FC  단편에  대한  항체,  예를들면  염소의  항-(인체 
IgG) FC 항체일 수 있다.

항-(인체 IgG)  항체 또는 항-(인체 IgG)  FC  항체는 
125

I와  같은 방사성 물질로 표지할 수 있거나; 형
광  물질과  같은  광학적  표지물로  표지할  수  있거나;  또는  호오스래디쉬  퍼옥시다제와  같은  효소로 
표지할  수  있다.  항-인체  항체는  또한  비오틴화하고  아비딘  표지한  다음,  이를  사용하여  면역 흡착
제에 대한 이의 결합을 탐지할 수 있다.

표지된  항체와  함께  배양한  후,  면역  흡착제를  용액으로부터  분리하고  면역  흡착제에  결합된 표지물
을  측정한다.  표지물의  선택에  따라,  측정은  여러가지  방식으로  수행할  수  있다.  표지물이  방사성 
감마  방사체(emitter)인  경우  표지물은  감마  카운터로  검출할  수  있거나,  표지물이  형광  물질인 경
우  표지물은  형광  측정법으로  검출할  수  있다.  효소의  경우,  표지물  검출은  효소에  대한  기질을 사
용하여 비색적으로 수행할 수 있다.

면역  흡착제에  결합된  표지물의  양을  양성  및  음성  대조군과  비교하여  항-HTLV-III  항체의  존재를 
측정한다.  대조  시험은  일반적으로  시험할  시료와  함께  부수적으로  수행한다.  양성  대조군은 HTLV-
III에  대한  항체를  함유하는  형청이고  ;  음성  대조군은  HTLV-III에  대한  항체를  함유하지  않는 건강
한 개체로부터의 혈청이다.

편의 및 표준상,  면역 측정 검정을 수행하기 위한 시약은 검정 키트에 모을 수 있다.  혈액 스크리닝
용  키트는,  예를들면  (a)  면역  흡착제,  예를들면  HTLV-III  단백질로  피복된  폴리스티렌  비이드  ; 
(b)  혈청 또는 혈장 시료용 희석제,  예를들면 정상적인 염소의 혈청 또는 혈장 ;  (c)  항-(인체 IgG) 
항체,  예를들면 약  1%의  염소 혈청 또는 혈장을 함유하는 완충 수용액중의 염소의 항-(인체 IgG) 항
체  ;  및  (d)  양성  대조군,  예를들면 적어도 하나의 신규한 HTLV-III  단백질에 대한 항체를 함유하는 
혈청 ;  및  (e)  음성  대조군,  예를들면 적어도 하나의 신규한 HTLV-III  단백질에 대한 항체를 함유하
지 않는 건강한 개체로부터의 혈청을 포함할 수 있다.

표지물이 효소인 경우, 키트의 추가의 성분은 효소에 대한 기질인 수 있다.

항-HTLV-III  항체에  대한  다른  형태의  검정법은  항원  샌드위치  검정법이다.  이  검정법에서는, 항-
(인체  IgG)  항체  대신에  표지된  HTLV-III  단백질을  사용하여  면역  흡착제에  결합된  항-HTLV-III 항
체를  검출한다.  이  검정은  항체  분자의  이가성(bivalency)을  기본  원리로  하고  있다.  항체의  하나의 
결합부위는  고체상에  부착된  항원과  결합하고,  제  2  부위는  표지된  항원의  결합을  가능하게  한다. 
검정  절차는  시료와  함께  배양한  후  면역  흡착제를  표지된  HTLV-III  단백질의  용액과  함께  배양하는 
것을  제외하고는,  면역  측정  검정법에  대해  상기  기술된  바와  실질적으로  동일하다.  HTLV-III 단백
질은 이러한 형태의 검정을 위해 방사성 동위원소, 효소등으로 표지할 수 있다.

세번째 형태로, 항원-항체 상호 작용을 방해함이 없이 IgG 분자의 FC 단편과 결합하는  세균 
단백질,  단백질  A를  표지된   추적자로서  사용하여  면역  흡착제에  합착된  항-HTLV-III  항체를  검출할 
수 있다, 단백질 A는 방사성 동위원소, 효소 또는 기타 검출 가능한 종으로 쉽게 표지할 수 있다.

HTLV-III  단백질을  사용하는  면역화학적  검정법은  전체(또는  파괴된)  바이러스를  사용하는  검정법돠 
여러가지  잇점을  가지고  있다.   HTLV-III  단백질을  기본으로  하는  검정은  감염  바이러스의  상당한 
양의 증가  및 세포 배양 및 바이러스 생산과 관련된 고유의 생존 활성의 우려를 경감시킨다.  또한, 
검정은  시험을  수행하는  병원  진료소  및  혈액  은행에  근무하는  기술진에  의해  AIDS에  역작용을  하는 
실제적인 또는 인지된 면을 완화시키는데 도움을 줄 것이다.

본  명세서에  기술된  HTLV-III  단백질의  백신,  및  항원  특성을  갖는  이의  변이체는  본  분야에  널리 
공지된  방법으로  제조할  수  있다.  예를들면,  이러한  백신은  주사용  액제,  예를들면  액체  용액제 또
는  현탁제로서  제조할  수  있다.  용액  또는  현탁액  중의  고체  형태,  즉  액체는,  주사하기  전에 제조
할 수  있다.  임의로,  제제를 유화시킬 수도 있다.  활성 항원성 성분 또는 성분들은 약제학적으로 허
용되고  활성  성분과  혼화가능한  부형제와  혼합할  수  있다.  적합한  부형제의  예로는  물,  식염수, 덱
스트로즈,  글리세롤,  에탄올  등,  및  이들의  혼합물이  있다.  또한,  필요한  경우,  백신은  소량의  보조 
물질,  예를들면  습윤제  또는  유화제,  pH  완충제,  또는  백신의  유효성을  증진시키는  보조제를  함유할 
수  있다.  백신은  통상적으로  비경구적으로,  또는  예를들면  피하  또는  근육내  주사로  투여할  수 
있다.  다른  투여  형태에  적합한  추가의  제형에는  좌제  글리콜  또는  트리글리세라이드를  포함한다. 
좌제는 활성 성분을 약 0.5%  내지 약 10%,  바람직하게는, 역 1%  내지 약 2%  범위로 함유하는 혼합물
로부터  제형화할  수  있다.  경구  제형은  통상적으로  사용되는  부형제,  예를들면  약제학적  등급의 만
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니톨,  락토오즈,  전분,  마그네슘  스테아레이트,  나트륨  사카린,  셀룰로오즈,  탄산마그네슘  등을 포
함할 수 있다.  이들 조성물은 액제,  현탁제,  경제,  환제,  캅셀제,  서방형 제제 또는 산제 형태를 취
할 수 있으며 활성 성분 약 10% 내지 약 95%, 바람직하게는 약 25% 내지 약 70%를 함유할 수 있다.

단백질은  중성  또는  염  형태로서  백신  내로  제형화될  수  있다.  약제학적으로  허용되는  염은 펩타이
드의 유리 아미노 그룹과의 산 부가염 및 무기산(예 :  염산 또는 인산)  또는 유기산(예 :  아세트산, 
옥실산,  타르타르산,  만델산  등)과의  산  부가염을  포함한다.  유리  카복실  그룹과의  염은  또한 무기
염기(예  :  나트륨,  칼륨,  암모늄,  칼슘 또는 수산화 철)  및  유기 염기(예  :  이소프로필아민, 트리메
틸아민, 2-에틸아미노 에탄올,히스티딘, 프로카인 등)로부터 유도할 수 있다.

백신은  용량  제형에  적합한  방식으로,  치료적으로  효과적이고  면역원성이  있는  양으로  투여한다. 투
여될 양은 치료 대상,  항체를 합성할 수 있는 대상의 면역계의 능력,  및 목적하는 보호 정도에 따라 
달라진다.  치료에  요구되는  활성  성분의  정확한  양은  담당  의사의  판단에  따라  투여되며  각  개인에 
따라 독특하다. 그러나, 적합한 용량 범위는 각 개인당 활성 성분 약 수백 ㎍일 수 있다. 초기 투여 
및  부강  투여(booster  shots)에  대한  적합한  섭생도  변화될  수  있지만,  초기  투여후  1주  또는  2주 
간격으로 후속의 주사 또는 다른  투여를 하는 것이 일반적이다.

HTLV-III는, 특히 외막 유전자에서 아미노산 서열 변화가 일어나는 것으로 밝혀졌다[참조 : 
Starcich, B.R,., Cell, 45 : 637-648(1986) : Hahn, B.H. et al., Science, 232 : 1548-
1553(1986)].  100개  이상의  변이체를  분자  클로닝  및  제한  효소  인식  분석으로  분석하고,  이들중 일
부를 뉴클레오타이드 서열 분석한다. 이들중 일부는 RF[참조 : Popovic, M. et al., Science, 
224:497-500(1984)],  WMJ-1[참조  :  Hahn,  BH.H.  et  al.,  Science,  232  :  1548-1553(1986)], LAV[참
조  :  Wain-Hobson,  S.  et  al.,  cell,  40  :  9-17(1985)],  및  ARV-2[참조  :  Sanchez-Pescador,  R.  et 
al.,  Science,  227  :  484-492(1985)]로서  공지된  HTLV-III  분리물이다.  본  발명이  하나의  HTLV-III 
분리물로부터의  서열을  기술하고  있지만,  어떠한  HTLV-III  분리물의  적절한  외막  영역은  R10,   PB1, 
590,  및  KH  1의  제조에 대해 본 명세서에 기술된 방식을 사용하여 생산할 수 있다.  상이한 바이러스 
분리물로부터의  HTLV-III  단백질은  상기  기술된  바와같이  백신  제제에  사용되어  상이한  HTLV-III 분
리물에  의한  감염에  대해  보호할  수  있다.  또한,  백신  제제는  하나  이상의  HTLV-III  분리물로부터의 
하나  이상의  재조합  황원성  단백질을  사용하여  제조되어  면역성을  제공하며  따라서  AIDS에  대한 보
호를 더 높여준다.

하기  실시예는  바람직한  양태를  포함하여  본  발명의  방법을  설명한다.  이들  실시예는  제한되는 것으
로 이해되어서는 안된다. 모든 용매 혼합물 비율은 달리 지시되지 않는 한 용적 기준이다.

[실시예 1]

플라스미드 pREV 2.2의 작제

플라스미드  pREV  2.2  발현  벡터는  플라스미드  pBG1으로부터  작제한다.  플라스미드  pBG1은  널리 공지
된  방법에  의해,  예를들어  정화된  용균물-등밀도  구배  방법  등을  사용하여  이의  이.콜라이 숙주로부
터  분리할  수  있다.  pBG1과  마찬가지로,  pREV  2.2는  이.콜라이  프로모터  뒤에  있는  삽입된  유전자를 
발현시킨다. pBG1과 pREV 2.2 사이의 차이점은 하기와 같다.:

1. pREV 2.2는 플라스미드(rop) 단백질의 작용성 복제력이 부족하다.

2.  pREV  2.2는 Aat  II  부위에 삽입된 trp  A  전자 터미네이터를 갖는다. 이 서열은 초과 발현되는 유
전자의 전사 종결을 확실하게 해준다.

3.  pREV  2.2는  앰피실린  및  클로람페니콜에  대해  내성을  제공하는  유전자를  가지고  있지만,  pBG1은 
앰피실린에 대한 내성만 제공한다.

4. pREV 2.2는 여러개의 제한 앤도뉴클레아제에 대한 서열 암호화 부위를 함유한다.

하기 절차(제 1 도에 도시)를 사용하여 상기 기재된 4가지의 변화 각각을 부여한다.

1a. 5㎍의 플라스미드 pBG1을 Nde I으로 제한시켜 대략 2160 및 3440개 bp의 2개 단편을 수득한다.

1b.  Nde  I의  불활성화  후,  분해  혼합물로부터의  0.1㎍의  DNA를  분자내  연결  반응을  유리하게  하는 
조건(표준  T4   리가제[New  England  Biolabs,  Beverly,  MA]반응  조건을  사용하는  반응  용적 200㎕)하
에서  T4  DNA  리가제로  처리한다.  3440개  bp  단편의  분자내  연결  반응으로  앰피실린  내성 플라스미드
가  수득된다.  연결  혼합물을  사용하여  수용체,  균주  이.콜라이  JM  103(New  England  Biolabs  로부터 
입수가능)을 형질전환시키고 앰피실린 내성 클론을 표준 방법으로 선별한다.

1c.  pBG1으로부터 2160개  bp  Nde  I  단편이 결실된,  생성된 플라스미드 pBG1  △N은  앰피실린 내성 클
론으로부터  플라스미드를  제조한  Nde  I   및  Sal  I으로  제한  분배  패턴을  측정함으로써 선별한다(대
략 1790  및  1650개  bp의  생성물 단편).  이  결실은 플라스미드 복제를 조절하는 rop  유전자를 불활성
화시킨다.

2a.  그런  다음 5㎍의  pBG1  △N을  Eco  R  I  및  BCl  I으로  분해시킨 다음,  더  큰  단편인 대략 2455개 
bp의 단편을 분리한다.

2b.  합성  이본쇄  단편을  하기  문헌에  기술된  방식으로  표  1에  도시된  구조물을로  제조한다[참조  : 
Itakura,  K.,  Rossi,  J.  J.  및  Wallace,  R.  B.  Ann.  Rev.  Biochem.,  53  :  323-356(1984),  및  이 문
헌에 인용된 참조문헌].  이 단편은 Bcl  I  및 Eco  R  I  접착 말단을 가지며 여러개의 제한 엔도뉴클레
아제에 대한 인식서열을 함유한다.

2c.  0.1㎍의  2455개  bp의  Eco  R  I-Bcl  I  단편  및  0.01㎍의  합성  단편을  T4  DNA  리가제를  사용하여 
연결시키고,  이  연결  혼합물을  사용하여  균주  JM103의  컴피턴트(competent)  세포를  형질전환시킨다. 
합성  단편이  Bcl  I  부위와  Eco  R  I  부위  사이의  pBG1  △N에  삽입된,  재조합  플라스미드를  함유하는 
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세포를,  플라스미드를  Hpa  I  및  Eco  R  I으로  분해시켜  선별한다.  진단용  단편  크기는  대략  2355개 
및 200개 bp이다. 이 플라스미드를 pREV 1이라 칭한다.

2d. 5㎍의 pREV 1을 Aat II로 분해시켜, 독특하게 절단한다.

2e.  표 2에 도시된 이본쇄 단편을 합성한다: 이 단편은 Aat  II  접착 말단을 가지며 trp  A  전자 종결 
서열을 함유한다.

2f.  0.1㎍의   AatII  분해된 pREV  1을  2㎕  용적  중에서 T4  DNA  리가제를 사용하여 0.01㎍의  합성 단
편과 연결시킨다.

2g. 균주 JM103의 컴피턴트 세포를 형질전환시키고 엠피실린 내성 클론을 선별한다.

2h.  선별된  콜로니로부터  분리된  플라스미드의  Kpn  I,  EcoRI  이중  제한  분해물을  사용하여,  정확한 
작제물을  함유하는  세포를  분리한다.  Kpn  I,  EcoRI로부터  생성된  단편의  크기는  대략  2475  및  80개 
bp이다. 이 플라스키드는 pREV 1 TT라 칭하며 trpA전사 터미네이터를 함유한다.

3a.  상기 기술된 바와 같이 제조된(표준 방법에 의해) 5㎍의 pREV  1TT를 Nde  I  및 Xmn  I으로 절단하
고 대략 850개 bp의 단편을 분리한다.

3b.  앰피실린  및  테프라사이클린  뿐만아니라  클로람  페니콜에도  내성을  부여하는  유전자를  함유하는 
5㎍의  플라스미드  pBR  325(BRL,  Gaithersburg,  MD)를  Bcl  I으로  절단한  다음  말단을  클레노우 폴리
머라제  및  데옥시뉴클레오타이드를  사용하여  평활화한다.  효소를  불활성화시킨  후,  혼합물을  Nde I
으로  처리하고  대략  3185개  bp의  단편을  분리한다.  이  단편은  클로람페니콜  및  앰피시릴  내성 유전
자 및 복제원을 함유한다.

3c.  pREV1  TT로부터의 0.1㎍의 Nde  I-Xmn  단편 및 pBR  325로부터의 Nde  I-Bcl  I  단편을 20㎕의 용적
으로  T4  DNA  리가제를  사용하여  연결시키고  혼합물을  사용하여  균주  JM  103의  컴피턴트  세포를   형
질 전환시킨다. 앰피실린 및 클로람페니콜 둘다에 대해 내성이 있는 세포를 선별한다.

3d.  선별된  클론으로부터의  플라스미드의  EcoRI  및  Nde  I  이중  분해물을  사용하여,  플라스미드를 선
별하여  대략  2480,  1145  및  410개의  bp단편을  수득한다.  이것을  플라스미드  pREV1TT/ch1이라  칭하며 
이것은 앰피실린 및 클로람페니콜 둘다에 대해 내성이 있는 유전자를 갖는다.

4a.  표  3에  도시된 이본쇄 단편을 합성한다.  평활 말단 및 Sst  I  접착 말단을 갖는 이 단편은 여러
개의 제한 효소 부위에 대한 인식 서열을 함유한다.

4b.  5㎍의  pREV1TT/ch1을  Nru  I(Bcl  I  부위로부터  약  20개의  뉴클레오타이드를  절단)  및  Sst  I(다수 
클로닝  부위내에서  절단)으로  절단한다.  더  큰  단편인,  대략  3990개  bp의  단편을  아가로오즈 겔로부
터 분리한다.

4c.  pREV1TT/ch1로부터의  0.1㎍의  Nru  I-Sst  I  단편  및  0.01㎍의  합성  단편을  20㎕의  용적으로  T4 
DNA 리가제로 처리한다.

4d. 이 혼합물을 사용하여 균주 JM103을 형질전환시키고 엠피실린 내성 클론을 선별한다. 

4e. 플라스미드을 여러개의 클론으로부터 정제한 다음 Mlu I 또는 Cla I으로 분해시켜 
스크리닝한다.  신규의  다수  클로닝  부위를  갖는  재조합  클론은  이들  효소중  하나로  분해시키는 
경우, 각각이 플라스미드를 한번만 절단하므로, 하나의 단편을 제공한다.

4f.  다수  클로닝  부위의  서열을  확인한다.  이것은  플라스미드를  Hpa  I  및  PvuII로  제한시키고 1395
개  bp의  단편을  분리한  다음,  이것을  mp  18의  Sma  I  부위내로  클로닝하고  표준  방법을  사용하여 디
데옥시뉴클레오타이드 서열화로 서열화함으로써 수행한다.

4g. 이 플라스미드는 pREV 2.2라 칭하며, 제 2 도에 도식화하였다.

[실시예 2]

pR10의 작제 및 발현

실질적으로  Kpn  I  부위로부터  Bg1II  부위까지의  HTLV-III  env  유전자를  암호화하는  DNA의  대략 1275
개  bp를  함유하며,  이로부터  gp  120외막  단백질의  상기  부분을  함유하는  대략  95kD  융합  단백질을 
합성할 수 있는 플라스미드 pR10은 하기와 같이 작제할 수 있다 :

1.  표 4에 도시된 서열을 갖는 DNA의 합성 :  이 DNA  단편은 표준 방법[참조 :  Itakura,  et  al., 상
기  참조,  및  이  문헌에  인용된  참조문헌]으로  합성할  수  있으며  gp  120의  부분을  암호화한다. 이것
은 5' 말단상에 평활말단을 가지며 3' 말단상에 BamHI 돌출부에 연결되는 말단을 갖는다.

2.  5㎍의  플라스미드  pBG1을  Bcl  I으로  제한시키고,  돌출  말단을  클레노우  폴리머라제  및 데옥시리
보  뉴클레오타이드  트리포스페이트(d NTPS )로  충전시키며,  이  단편을  Bam  HI로  제한시킨  다음  큰 단

편인, 대략 8.9Kd 단편을 아가로오즈 겔로부터 분리하다.

3.  표  4에  도시된  단편  0.1㎍을  20㎕의  용적으로  T4  DNA  리가제를  사용하여  0.31㎍의  pBG  1  단편과 
연결시키고,  이  혼합물을  사용하여  컴피턴트  세포  균주  SG  20251[참조  :  Gottesman,  S.,  Halpern, 
E.  및  Trisler,  P.,  Journal  of  Bacteriology,  148  :  265-273(1981)]을  형질전환시킨  다음, 앰피실
린 내성 형질전환체를 선별한다.

4.  정제된  플라스미드의  AhaIII  제한  패턴을  사용하여,  단편의  평활  말단을  pBG  1단편을  연결시키고 
Bcl  I  말단에 충진한 다음 BamHI  돌출  말단들을 함께 연결시킴으로써 배향된 합성 단편을 갖는 재조
합 플라스미드를 함유하는 세포를 선별한다. 적절한 플라스미드를 AhaIII로 분해시켜 대략 
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5300,3170,690,640, 330 및 20개 bp길이를 갖는 단편을 수득한다.

5.. 이 재조합 플라스미드를 함유하는 균주를 50㎍/㎖ 앰피실린을 함유하는 2% 배지[2% 효모 
추출물,  박토트립톤,  카스아미노산(Difco,  Detroit,  MI),  0.2%  일염기성  칼륨,  0.2%  이염기성  칼륨 
및  0.2%  이염기성  나트륨]중에서  성장시키고  세포  단백질의  전체  보충물을  SDS-폴리아크릴아미드 겔
상에서  전기영동시키는  경우,  대략  95kD의  주요  단백질을  쿠마시  블루(coomassie  blue)로 염색하거
나,  또는  AIDS,  ARC,  및  HTLV-III  감염된  개체중에서  선택된  혈청을  프로브로서  사용하여  웨스턴 블
롯 분석(western blot analysis) 함으로써 가시화할 수 있다.

[실시예 3]

플라스미드 pR10으로부터의 HTLV-III 외막 서열을 함유하는 재조합 단백질의 정제

1. 세포의 성장 :

세포를 10ℓ 용적의 케마프(Chemap) 발효기(Chemapec, Woodbury, NY)내의 2% 배지중에서 
성장시킨다.  발효온도는  37℃이고,  pH는  6.8이며,  공기는  1vvm의  속도로  주입한다.  플라스미드 선별
은 50㎍/㎖ 앰피실린을 사용하여 수행한다. 전형적인 세포 수득량(습윤 중량)은 30g/ℓ이다.

2. 세포 용해:

재조합  HTLV-III  외박  융합  단백질을  함유하는  이.콜라이  세포  50g(습윤  중량)을  50mM  트리스-Cl  pH 
8.0,  5mM  칼륨  에틸렌디아민테트라아세트산(KEDTA),  5mM  디티오트레이톨(DTT),  15mM β-머캅토에탄
올,  0.5%  트리톤  X-100  및  5mM  페닐메틸설포닐플루오라이드(PMSF)로  이루어진  완충액  100㎖(최종 용
적)중에 재현탁시킨다. 300㎎의 라이소자임을 가한 다음 현탁액을 실온에서 30분 동안 배양한다.

이 물질을 동일한 용적의 0.1 내지 0.15㎛ 글라스 비이드를 함유하는 BEAD-BEATER
TM
(Bicspec 

Products,  Bartlesville,  OK)을  사용하여  용해시킨다.  용해는  1분  간격으로  실온에서  6분  동안 수행
한다.  비이드로부터  엑체를  분리하고  20,000xg로  2.5시간  동안  원심분리한다.  상등액을  제거하고 펠
렛을  8M  우레아,  230mM  트리스-Cl  pH  0.8,  5mM  DTT,  15mM  β-머캅토에탄올,  5mM  PMSF  및  1mM KEDTA
로  이루어진  완충액  100㎖중에  용해시킨다.  펠렛을  폴리트론(polytron)  균질화기(Beckman,  Berkely, 
CA)를 사용하여 가용화한 다음 20,000xg로 2시간 동안 원심분리한다.

3. 디에틸아미노에틸(DEAE) 크로마토그라피

상등액을,  실온에서  8M  우레아,  20mM  트리스-Cl  pH  8.0,  15mM  β-머캅토에탄올  및  1mM  KEDTA로 이루
어진  완충액중에서  평형화시킨  DEAE  패스트  플로우  세파로오즈(Fast  Flow  Sepharose  ;  Pharmacia, 
Piscataway,  NJ)로  충진된  550㎖  컬럼(5㎝×28㎝)상에  적재한다.  컬럼을   1.5ℓ  평형화  완충액으로 
세척하고,  단백질을  평형화  완충액중의  0  내지  0.8M  NaCl의  5.0ℓ  선형  구배로  용출시킨다. HTLV-
III  단백질은  0.2M  NaCl에서  용출되며  SDS-폴리아크릴아미드  전기영동시켜  검정하면  대략  95kD의 주
요 단백질이 수득된다.

HTLV-III 단백질을 함유하는 분획들을 모으고 단백질을 10,000MW 컷-오프(cut-off)막 (YM-10, 
Amicon)이 부착된 가압 세포 양성 압력 농축기(Amicon, Danvers, MA)를 사용하여 10㎖로 
농축시킨다.  농축물을  8M  우레아,  20mM  트리스-Cl  pH  8.0,  15mM  β-머캅토에탄올  및  1mM  KEDTA로 이
루어진  완충액중에서  평형화시킨  초미세  세파크릴  S-300(Pharmacia)으로  충진된  500㎖ 컬럼(2.5㎝×
100㎝)상에  적재한다.  컬럼을  실온에서  평형화  완충액으로  용출시킨다.  0.5㎖분의  유속으로 유지시
킨다. HTLV-III 단백질은 컬럼 용적의 대략 40%로 용출된다.

[실시예 4]

플라스미드 pPB1의 작제 및 발현

실질적으로  PvuII  부위로부터  BgIII  부위까지의  HTLV-IIIenv  유전자를  암호화하는  DNA의  대략  540개 
bp를  함유하며,  이로부터  gp120  외막  단백질의  상기  부분을  함유하는  대략  26kD  융합  단백질을 합성
할 수 있는 플라스미드 pPB1은 하기와 같이 작제할 수 있다.

1.  표  5에  도시된  서열을  갖는  DNA를  합성한다:  이  DNA단편은  표준  방법으로  합성할  수  있으며 
gp120의  부분을  암호화한다.  이것은  5'  말단상에  평활말단을  가지며  3'  말단상의  BamHI  돌출부에 연
결되는 말단을 갖는다.

2.  5㎍의 플라스미드 pREV  2.2를  EcoRV  및  BamHI로  제한시키고 더 큰 단편인,  대략 4kD  단편을 아가
로오즈 겔로부터 분리시킨다.

3.  표  5에  도시된  단편  0.1㎍의  20㎕의  용적으로  T4  DNA  리가제를  사용하여  0.1㎍의  pREV  2.2 단편
에  연결시키고,  연결  혼합물을  사용하여  컴피턴트  세포  균주  SG  20251을  형질전환시킨  다음, 앰피실
린 내성 형질전환체를 선별한다.

4.  정제된  플라스미드의  AhaIII  제한  패턴을  사용하여,  단편의  평활  말단을  pREV  2.2  EcoRV  말단에 
연결시키고  BamHI  돌출  말단들을  함께  연결시킴으로써  배향된  합성  단편을  갖는  재조합 플라스미드
를 함유하는 세포를 선별한다. 적절한 플라스미드를 AhaIII로 분해시켜 대략 1210, 1020, 
750,690,500,340  및  20개  bp길이를  갖는  단편을  수득한다.  이  재조합  플라스미드를  함유하는  균주를 
50㎍/㎖  앰피실린을  함유하는  2%  배지에서  성장시키고  세포  단백질의  전체  보충물을 SDS-폴리아크릴
아미드  겔상에서  전기영동시키고,  대략  26kD의  단백질을  쿠마시  블루로  염색하거나,  또는  AIDS, 
ARC,  또는  HTLV-III  감염된  개체로부터  혈청을  선택된  프로브로서  사용하여  웨스턴  블롯 분석하므로
써 가시화할 수 있다.

[실시예 5]
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플라스미드 pPB1으로부터의 HTLV-III 외막 서열을 함유하는 재조합 단백질의 정제

1. 세포의 성장 :

세포를  10ℓ  용적의  케마프  발효기내의  2%  배지중에서  성장시킨다.  발효온도는  37℃이고,  pH는 6.8
이며,  공기는  1vvm의  속도로  주입한다.  플라스미드  선별은  50㎍/㎖  앰피실린  및  20㎍/㎖ 클로람페닐
콜을 사용하여 수행한다. 전형적인 세포 수득량(습윤 중량)은 30g/ℓ이다.

2. 세포용해

재조합  HTLV-III  외막  융합  단백질을  함유하는,  이.콜라이  세포  50g(습윤  중량)을  50mM  트리스-Cl 
pH  8.0,  5mM  KEDTA,  5mM  DTT,  15mM  β-머캅토에탄올,  0.5%  트리톤 X-100  및  5mM  PMSF로  이루어진 완
충액  100㎖(최종  용액)중에  재현탁시킨다.  300㎎의  라이소자임을  가한  다음  현탁액을  실온에서  30분 
동안 배양한다.

 이  물질을  동일한  용적의  0.1  내지  0.15㎛  글라스  비이드를  함유하는   BEAD-BEATER
TM

(Biospec 
Products,  Bartlesville,  OK)를  사용하여  용해시킨다.  용해는  1분  간격으로  실온에서  6분  동안 수행
한다.  비이드로부터  액체를  분리하고,  20,000xg로  2.5시간  동안  원심분리한다.  상등액을  제거하고 
펠렛을   6M  구아니딘-하이드로클로라이드,  20mM  트리스-Cl  pH  8.0,  5mM  DTT,  15mM  β-머캅토에탄올, 
5mM PMSF 및 1mM KEDTA로 이루어진 완충액 100㎖중에 재현탁시킨다.

폴리트론 균질화기를 사용하여 펠렛을 가용화한 다음 20,000xg로 2시간 동안 원심분리한다.

상등액(90㎖)을  8M  우레아,  20mM  트리스-Cl,  pH  8.0  1mM  DETA  및  15mM  β-머캅토에탄올로  이루어진 
완충액  4ℓ에  대해  투석시킨다.  투석은  완충액을  3회  교환하면서  매회  8시간  동안  또는  그  이상 동
안  수행한다.  3.5kD  컷-오프를  갖는  스팩트레이포(Spectraphor)  투석  튜브(S/P,  McGraw  Park,  IL)를 
사용한다.

3. CM 크로마토그라피

투석물을,  실온에서,  8M  우레아,  10mM  인산  칼륨  pH  7.0,  15mM  β-머캅토에탄올  및  1mM  KEDTA로 이
루어진  완충액중에서  평형화시킨  CM  패스트  플로우  세파로오즈(Pharmacia)로  충진된 550㎖(5㎝×28
㎝)상에  적재한다.  컬럼을  2ℓ평형화  완충액으로  세척하고,  단백질을  0  내지  0.4M  NaCl의  5.0ℓ 선
형  구배로  용출시킨다.  SDS-폴리아크릴아미드  겔  전기영동시켜  검정한  결과  대략  0.2M  Nacl에서 
HTLV-III 단백질(26kD)이 용출된다.

[실시예 6]

플라스미드 p590의 작제 및 발현

실질적으로  PvuII  부위로부터  HindIII  부위까지의  HTLV-III  env  유전자를  암호화하는  DNA의  대략 
1055개  bp를  함유하며,  이로부터  gp160  외막  단백질의  상기  부분을  함유하는  대략  86kD  융합 단백질
을 합성할 수 있는 플라스미드 p590은 하기와 같이 작제할 수 있다:

1.  표  6에  도시한  서열을  갖는  DNA를  합성한다  :  이  DNA  단편은  표준  방법으로  합성할  수  있으며, 
gp160의  부분을  암호화한다.  이것은   5'  말단상에  평활  말단을  가지며,  3'  말단상의  HindIII 돌출부
에 연결되는 말단을 갖는다.

2.  5㎍의 플라스미드 pREV  2.2를 EcoRV  및 HindIII로 제한시킨 다음, 더 큰 단편인, 대략  4kD 단편
을 아가로오즈 겔로부터 분리시킨다.

3.  표  6에  도시한  단편  0.1㎍을  20㎖의  용적으로  T4  DNA  리가제를  사용하며  0.1㎍의  pREV  2.2 단편
에  연결시키고,  연결  혼합물을  사용하여  컴피턴트  세포  균주  SG20251을  형질전환시킨  다음, 앰피실
린 내성 형질전환체를 선별한다.

4.  정제된 플라스미드의 AhaIII  제한  패턴을 사용하여,  단편의 평활 말단을  pREV  2.2  EocRV  말단에 
연결시키고  HindIII  돌출  말단들을  함께  연결시킴으로써  배향된  합성  단편을  갖는  재조합 플라스미
드를 함유하는 세포를 선별한다. 적절한 플라스미드를 AhaIII로 분해시켜 대략 
1740,1020,750,690,500,340 및 20 길이의 단편을 수득한다.

5.  이  균주로부터  정제된  플라스미드  5㎍을  Nde  I  및  Sma  I으로  제한시킨다.  대략  1425개  bp단편을 
아가로오즈 겔로부터 분리한다. 1505개 bp의 단편을 gp160의 단편을 암호화하는 DNA에 융합시킨다.

6.  5㎍의  pBG  101을  Bam  HI로  제한시키고,  돌출  말단을  클레노우  폴리머라제  및 dNTPS 로  충진한 다

음, Nde I으로 제한시킨다. 대략 6.5kD 단편을 아가로오즈 겔로부터 분리한다.

7.  0.1㎍의  Nde  I-Sma  I  단편을  T4  DNA  리가제를  사용하여  0.1㎍의  pBG1  단편과  연결시키고,  연결 
혼합물을  사용하여  컴피턴트  세포  균주  SG  20251을  형질전환시킨  다음,  앰피실린  내성  형질전환체를 
선별한다.

8.  정제된  플라스미드의  AhaIII  제한  팬턴을  사용하여,  단편의  평활  Sma  I  말단을  Bam  HI으로 충진
된  말단에  연결시키고  Nde  I  돌출  말단들을  함께  연결시킴으로써  배향된  합성  단편을  갖는  재조합 
플라스미드를 함유하는 세포를 선별한다. 적절한 플라스미드를 AhaIII로 분해시켜 대략 
5900,1020,690,430 및 20개 bp길이를 갖는 단편을 수득한다.

9.  이  재조합  플라스미드를  함유하는  균주를  50㎍/㎖  앰피실린을  함유하는  2%  배지중에서 성장시키
고  세포  단백질의  전체  보충물을  SDS-폴리아크릴아미드  겔상에서  전기  영동시키는  경우,  대략 86kD
의  단백질을  쿠마시  블루로  염색하거나,  또는  AIDS,  ARC,  또는  HTLV-III  감염된  개체로부터  선택된 
혈청을 프로브로서 사용하여 웨스턴 블롯 분석함으로서 가시화할 수 있다.
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[실시예 7]

플라스미드 p590으로부터의 HTLV-III 외막 서열을 함유하는 재조합 단백질의 정제

1. 세포의 성장

세포를  10ℓ용적의  케마프  발효기내의  2%  배지  중에서  성장시킨다.  발효  온도는  37℃이고,  pH는 6.8
이며,  공기는  1vvm의  속도로  주입한다.  플라스미드  선별은  50㎍/㎖  앰피실린을  사용하여  수행한다. 
전형적인 세포 수득량(습윤)중량은 30g/ℓ이다.

 2. 세포 용해

재조합  HTLV-III  외막  융합  단백질을  함유하는  이.콜라이  세포  50g(습윤  중량)을  50mM  트리스-Cl  pH 
8.0,  5mM  KEDTA,  5mM  DTT,  15mM  β-머캅토에탄올,  0.5%  트리톤  X-100  및  5mM  PMSF로  이루어진 완충
액  100㎖(최종  용적)중에  재현탁시킨다.  300㎎의  라이소자임을  가한다음  현탁액을  실온에서  30분 동
안 배양한다.

이  물질을  0.1  내지  0.15mm  글라스  비이드를  함유하는 Bead-Beater
TM
을  사용하여  용해시킨다.  용해는 

1분  간격으로  실온에서  6분  동안  수행한다.  비이드로부터  액체를  분리하고  20,000xg로  2.5시간  동안 
원심분리한다.  상등액을  제거하고  펠렛을  6M  구아니딘-하이드로  클로라이드,  20mM  트리스-Cl  pH 
8.0,  5mM  DTT,  15mM  β-머캅토에탄올,  5mM  PMSF  및  1mM  KEDTA로  이루어진  완충액  100㎖중에 재현탁
시킨다. 폴리트론 균질화기를 사용하여 펠렛을 가용화한 다음 20,000xg로 2시간 동안 원심분리한다.

상등액(90㎖)을  8M  우레아,  20mM  트리스-Cl  pH  8.0  1mM  EDTA및  15mM  β-머캅토에탄올로  이루어진 완
충액  4ℓ에  대해  투석시킨다.  투석은  완충액을  3회  교환하면서  매회  8시간  동안  또는  그  이상  동안 
수행한다. 3.5kD MW 컷-오프를 갖는 스펙트레이포 투석 튜브를 사용한다.

3. 디에틸아미노에틸(DEAE) 크로마토그라피

투석물을,  실온에서,  8M  우레아,  20mM  트리스-Cl  pH  80  15mM  β-머캅토에탄올  및  1mM  KEDTA로 이루
어진  완충액중에서  평형화시킨  DEAE  패스트  플로우  세파로오즈(Pharmacia)로  충진된  550㎖ 컬럼(5㎝
×28㎝)  사에서  적재한다.  컬럼을  1.5ℓ  평형화  완충액으로  세척하고,  단백질을  평형화  완충액  중의 
0  내지  0.8M  NaCl의  5.0ℓ  선형  구배로  용출시킨다.  HTLV-III  단백질은  0.4M  NaCl에서  용출되며 
SDS-폴리아크릴아미드 전기영동시켜 검정한 결과 대략 86kD의 단백질이 주로 수득된다.

HTLV-III  단백질을  함유하는  분획들을  모으고  10,000MW  컷-오프   막(YM-10,  Amicon)  이  부착된  가압 
세포  양성  압력  농축기(Amicon)를  사용하여  단백질을  10㎖로  농축시킨다.  농축물을  8M  우레아,  20mM 
트리스-Cl  pH  8.0  15mM  β-머캅토  에탄올  및  1mM  KEDTA로  이루어진  완충액중에서  평형화시킨  초미세 
세파크릴  S-300(Pharmacia)으로  충진된  500㎖  컬럼(2.5㎝×100㎝)사에  적재한다.  컬럼을  실온에서 
평형화  완충액으로  용출시킨다.  0.5㎖/분의  유속으로  유지시킨다.  HTLV-III  단백질은  컬럼  용적의 
약 40%로 용출된다.

[실시예 8]

플라스미드 pKH1의 작제 및 발현

실질적으로  Kpn  I  부위로부터  HindIII  부위까지의  HTLV-III  env  유전자를  암호화하는  DNA의  대략 
1830개  bp를  함유하며,  이로부터  gp160  외막  단백질의 상기 부분을 함유하는 대략 70kD  융합 단백
질을 합성할 수 있는 플라스미드 pKH1은 하기와 같이 작제할 수 있다:

1.  표  7에  도시된  서열을  갖는  DNA를  합성한다  :  이  DNA  단편은  표준  방법으로  합성할  수  있으며 
gp160의  부분을  암호화한다.  이것은  5'  말단상에  평활  말단을  가지며  3'  말단상의  HindIII  돌출부에 
연결되는 말단을 갖는다.

2.  5㎍의  플라스미드  pREV  2.2를  Mlu  I으로  제한시키고,  DNA를  클레노우  폴리머라제로  처리하여 말
단을  평활한  후,  HindIII로  처리하고  더  큰  단편인,  대략  5kD의  단편을  아가로오즈  겔로부터 분리한
다.

3.  표 7에 도시된 단편 0.1㎍을 20㎕의 용적으로  T4  DNA  리가제를 사용하여 pREV  2.2  단편 0.1㎍에 
연결시키고,  연결  혼합물을  사용하여  컴피턴트  세포  균주  CAG  629를  형질전환시킨  다음,  앰피실린 
내성형질전환체를 선별한다.

4..  정제된 플라스미드의 AhaIII  제한  패턴을 사용하여,  단편의 평활 말단을 pREV  2.2  Mlu  I  단편에 
연결시키고  HindIII  돌출  말단들을  함께  연결시킴으로써   배향된  합성  단편을  갖는  재조합 플라스미
드를 함유하는 세포를 선별한다. 적절한 플라스미드를 AhaIII로 분해시켜 대략 
1730,1020,750,690,640,600,340  및  20개의  bp길이를  갖는  단편을  수득한다.  이  재조합  플라스미드를 
함유하는  균주를  50㎍/㎖  앰피실린을  함유하는  2%  배지중에서  성장시키고  세포  단백질의  전체 보충
물을  SDS-폴리아크릴아미드  겔상에서  전기영동시키는  경우,  대략  70kD의  단백질을  쿠마시  블루로 염
색하거나,  또는  AIDS,  ARC,  또는  HTLV-III  감염된  개체로부터  선택된  혈청을  프로브로서  사용하여 
웨스턴 블롯 분석함으로써 가시화할 수 있다.

[실시예 9]

플라스미드 pKH1으로부터의 HTLV-III 외막 서열을 함유하는 재조합 단백질의 정제

1. 세포의 성장

세포를  10ℓ  용적의  케마프  발효기내의  2%  배지  중에서  성장시킨다.  발효  온도는  32℃이고,  pH는 
6.8이며,  공기는  1vvm의  속도로  주입한다.  플라스미드  선별은  50㎍/㎖  앰피실린을  사용하여 수행한
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다. 전형적인 세포 수득량(습윤량 중량)은 30g/ℓ이다.

2. 세포 용해

재조합  HTLV-III  외막  융합  단백질을  함유하는  이.콜라이  세포  50g(습윤  중량)을  50mM  트리스-Cl  pH 
8.0,  5mM  KEDTA,  5mM  디티오트레이톨(DTT),  15mM  β-머캅토에탄올,  0.5%  트리톤  X-100  및  5mM PMSF
로  이루어진  완충액  100㎖(최종  용적)중에서  재현탁시킨다.  300mg의  라이소자임을  가한다음 현탁액
을 실온에서 30분동안 배양한다.

이  물질을  동일  용적의  0.1  내지  0.15㎛  글라스비이드를  함유하는 BEAD-BEATERF
TM

(Biospec Product
s)을  사용하여  용해시킨다.  용해는  1분  간격으로  실온에서  6분  동안  수행한다.  비이드로부터  액체를 
분리하고  20,000xg로  2.5시간  동안  원심분리한다.  상등액을  제거하고  펠렛을  8M  우레아,  20mM 트리
스  -Cl  pH  8.0  5mM  DTT,  15mM  β-머캅토에탄올,  5mM  PMSF  및  1mM  KEDTA로  이루어진  완충액 100㎖중
에 용해시킨다. 폴리트론균질화기(Beckman, Berkeley, CA)를 사용하여 펠렛을 가용화한 다음 
20,000xg로 2시간 동안 원심분리한다.

3. DEAE 크로마토 그라피

상등액을,  실온에서,  8M  우레아,  20mM  트리스0Cl  pH8.0,  15mM  β-머캅토에탄올  및  1mM  KEDTA로 이루
어진  완충액중에서  평형화시킨  DEAE  패스트  플로우  세파로오즈(Pharmacia)로  충진된  550㎖ 컬럼(5㎝
×28㎝)상에  적재한다.  컬럼을  1.5ℓ  평형화  완충액으로  세척하고,  단백질을  평형화  완충액중의  0 
내지  0.8M  NaCl의  5.0ℓ  선형  구배로  용출시킨다.  HTLV-III  단백질은  0.2M  NaCl에서  용출되며 SDS-
폴리아크릴아미드 전기영동시켜 검정한 결과 대략 70kD의 단백질이 수득된다.

HTLV-III  단백질을  함유하는  분획들을  모으고  단백질을  10,000MW  컷-오프  막(YM-10,  Amicon)이 부착
된  가압  세포  양성  압력  농축기(Amicon)를  사용하여  10㎖로  농축시킨다.  농축물을  8M  우레아,  20mM 
트리스-Cl  pH  8.0,  15mM  β-머캅토에탄올  및  1mM  KEDTA로  이루어진  완충액중에서  평형화시킨  초미세 
세파크릴  S-300(Pharmacia)으로  충진된  500㎖  컬럼(2.5㎝×100㎝)상에  적재한다.  컬럼을  실온에서 
평형화  완충액으로  용출시킨다.  0.5㎖/분의  유속으로  유지시킨다.  HTLV-III  단백질은  컬럼  용적의 
대략 40%로 용출된다.

4. SDS-폴리아크리아미드 전기영동

KH  1을  함유하는  분획들을  모으고  단백질을  10,000MW  컷-오프  막이  부착된  가압  세포  양성  압력 농
축기를 사용하여 농축시킨다. 2㎎의 단백질을 적재 완충액과 혼합하고 문헌[참조 : M.W. 
Hunkapiller, E. Lujan, F. Ostrander, 및 L.E. Hood, Methods in Enzymology, 91 : 227-
236(1983)]에  기술된  바와  같이  예비  SDS-폴리아크릴아미드  겔(40㎝×20㎝×4mm)을  통해 전기영동시
킨다.  70kD  HTLV-III   단백질을 쿠마시 블루로 염색하여 가시화한 다음 상기 기술된 바와 같이 겔로
부터  용출시킨다.  단백질은  아세톤으로  침전시킴에  의해  SDS로부터  회수할  수  있다[참조  :  Dynan, 
W.J., Jendrisak, J.J., Hager, D.A. 및 Burgess, R.R., J. Biol. Chem., 256 : 5860-5865(1981)].

[표 1]

[표 2]

[표 3]

[표 4]
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[표 5]
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[표 6]

[표 7]
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[표 8]
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융합 단백질 R10의 아미노산 서열

[표 8A]
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융합 단백질 R10을 암호화하는 뉴클레오타이드 서열
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[표 9]

융합 단백질 PB1의 아미노산 서열

[표 9A]
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융합 단백질 PB1을 암호화 하는 뉴클레오타이드 서열

[표 10]

융합 단백질 590의 아미노산 서열
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[표 10A]
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융합 단백질 590을 암호화하는 뉴클레오타이드 서열

43-21

특1996-0005181



[표 11]
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융합 단백질 KH1의 아미노산 서열

[표 11A]
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융합 단백질 KH1을 암호화하는 뉴클레오타이드 서열
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(57) 청구의 범위

청구항 1 

해독되는  영역이  R10으로  표기되는  HTLV-III  외막(envelope)  단백질  단편을  암호화하는  염기를 함유
하는  하기의  뉴클레오타이드  서열  또는  동등한  뉴클레오타이드  서열의  전부  또는  일부를  갖는  DNA를 
포함하는 재조합 DNA 전이 벡터.
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청구항 2 

해독되는  영역이  PB1으로  표기되는  HTLV-III  외막  단백질  단편을  암호화하는  염기를  함유하는 하기
의  뉴클레오타이드  서열  또는  동등한  뉴클레오타이드  서열의  전부  또는  일부를  갖는  DNA를  포함하는 
재조합 DNA 전이 벡터.
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청구항 3 

해독되는  영역이  590으로  표기되는  HTLV-III  외막  단백질  단편을  암호화하는  염기를  함유하는 하기
의  뉴클레오타이드  서열  또는  동등한  뉴클레오타이드  서열의  전부  또는  일부를  갖는  DNA를  포함하는 
재조합 DNA 전이 벡터.
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청구항 4 

제 1 항에 있어서, 진핵 또는 원핵 숙주에 전이되어 그 내에서 복제된 DNA 전이 벡터

청구항 5 

제 2 항에 있어서, 진핵 또는 원핵 숙주에 전이되어 그 내에서 복제된 DNA 전이 벡터

청구항 6 

제 3 항에 있어서, 진핵 또는 원핵 숙주에 전이되어 그 내에서 복제된 DNA 전이 벡터

청구항 7 

제 1 항의 전이 벡터에 의해 형질전환된 숙주.

청구항 8 

제 2 항의 전이 벡터에 의해 형질전환된 숙주.

청구항 9 

제 3 항의 전이 벡터에 의해 형질전환된 숙주.

청구항 10 

하기의  아미노산  서열을  가지며   R10으로  표기되는  HTLV-III  외막  단백질  단편,  또는  이의 돌연변이
체.
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청구항 11 

하기의  아미노산  서열을  가지며  PB1으로  표기되는  HTLV-III  외막  단백질  단편,  또는  이의 돌연변이
체.
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청구항 12 

하기의  아미노산  서열을  가지며  590으로  표기되는  HTLV-III  외막  단백질  단편,  또는  이의 돌연변이
체.
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청구항 13 

플라스미드  pREV1,  플라스미드  pPEV1TT,  플라스미드  pREV1TT/ch1,  플라스미드  pREV2.2,  플라스미드 
pR10, 플라스미드 pPB1 및 플라스미드 p590 중에서 선택되는 플라스미드.

청구항 14 

제 13 항에 있어서, 플라스미드 pREV2.2.

청구항 15 

제 13 항에 있어서, 플라스미드 pR10.

청구항 16 

제 13 항에 있어서, 플라스미드 pPB1.

청구항 17 

제 13 항에 있어서, 플라스미드 p590.

청구항 18 

해독되는  영역이  R10으로  표기되는  HTLV-III  외막  단백질  단편을  암호화하는  염기를  함유하는 하기
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의 뉴클레오타이드 서열 또는 동등한 뉴클레오타이드 서열을 갖는 DNA.
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청구항 19 

해독되는  영역이  PB1으로  표기되는  HTLV-III  외막  단백질  단편을  암호화하는  염기를  함유하는 하기
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의 뉴클레오타이드 서열 또는 동등한 뉴클레오타이드 서열을 갖는 DNA.

청구항 20 

해독되는  영역이  590으로  표기되는  HTLV-III  외막단백질  단편을  암호화하는  염기를  함유하는  하기의 
뉴클레오타이드 서열 또는 동등한 뉴클레오타이드 서열을 갖는 DNA.
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청구항 21 

R10,  PB1  및  590중에서  선택된  HTLV-III  단백질을  사용하여  유체중에서  HTLV-III에  대한  항체를 검
출하거나 정량화하는 면역화학적 검정법.

청구항 22 

제 21 항에 있어서, HTLV-III 단백질이 R10인 면역화학적 검정법.

청구항 23 

제 21 항에 있어서, HTLV-III 단백질이 PB1인 면역화학적 검정법.

청구항 24 

제 21 항에 있어서, HTLV-III 단백질이 590인 면역화학적 검정법.

청구항 25 

(A) R10, PB1 및 59-590중에서 선택되는 HTLV-III 단백질이 부착된 고체상을 포함하는 
면역흡착제를,  시험할  생물학적  유체의  시료와  함께,  시료중의  항-HTLV-III  항체가  면역흡착제에 결
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합될  수  있도록  하는  조건하에서  배양하고,  (b)  시료로부터  면역흡착제를  분리한  다음  ;  (c) 시료중
의  항-HTLV-III의  표시로서  항체가  면역흡착제에  결합되었는지의  여부를  측정하는  단계로 이루어짐
을 특징으로 하여, 생물학적 유체중에서 HTLV-III에 대한 항체를 검출하는 방법.

청구항 26 

제  25  항에  있어서,  항체가  면역흡착제에  결합되었는지의  여부를  측정하는  단계가,  면역흡착제를 생
물학적  유체가  유래된  종의  항원에  대해  표지된  항체와  함께  배양하고  ;  배양이  끝난  후  표지된 항
체로부터  면역흡착제를  분리하고  ;  면역흡착제와  결합된  표지물을  검출하는  단계를  포함함을 특징으
로 하는 방법.

청구항 27 

제  25  항에  있어서,  항체가  면역흡착제에  결합되었는지의  여부를  측정하는  단계가,  면역흡착제를 
R10,  PB1  및  590중에서 선택된 표지된 HTLV-III  단백질과 함께 배양한 다음 ;  표지된 HTLV-III 단백
질로부터  면역흡착제를  분리하고  ;  면역흡착제와  결합된  표지물을  검출하는  단계를  포함함을 특징으
로 하는 방법.

청구항 28 

제  25  항에  있어서,  항체가  면역흡착제에  결합되었지의  여부를  측정하는  단계가,  면역흡착제를 표지
된  단백질  A와  함께  배양한  다음  ;  표지된  단백질  A로부터  면역  흡착제를  분리하고  ;  면역흡착제와 
결합된 표지물을 검출하는 단계를 포함함을 특징으로 하는 방법.

청구항 29 

(a)  RIO,  PBI  및  590  중에서  선택된  HTLV-III  단백질로  피복된  비이드를  포함하는  면역흡착제를 제
공하고  ;  (b)  면역흡착제를  혈청  또는  혈장  시료와  함께,  시료중의  항-HTLV-III  항체가 면역흡착제
와 결합될 수 있도록 하는 조건하에서 배양하고 ;  (c)  면역흡착제와 시료를 분리한 다음 ;  (d) 면역
흡착제를  표지된  항-(인체  IgG)  항체와  함께,  항-(인체  IgG)항체가  면역흡착제에  결합된  인체의 항-
HTLV-III  항체에  결합될  수  있도록  하는  조건하에서  배양하고;  (e)  결합되지  않는  항(인체  IgG) 항
체로부터  면역흡착제를  분리한  다음  ;  (f)  시료중의  HTLV-III에  대한  항체의  존재에  대한  표시로서 
면역흡착제와  결합된  표지물을  측정하는  단계를  포함함을  특징으로  하여,  인체의  혈청  또는  혈장 시
료중에서 HTLV-III에 대한 항체를 검출하는 방법.

청구항 30 

제 29 항에 있어서, 면역흡착제가 추가로 동물단백질의 후-피복물을 포함하는 방법.

청구항 31 

제  29  항에 있어서,  표지된 항-(인체 IgG)  항체가 동물 항체이고,  혈청 또는 혈장 시료를 동일한 동
물종의 정상적인 혈청으로 희석하는 방법.

청구항 32 

제  31  항에  있어서,  항-(인체  IgG)  항체가  염소의  항체이고,  혈청  또는  혈장  시료를  정상적인  염소 
혈청으로 희석하는 방법.

청구항 33 

제  29  항에  있어서,  항-(인체  IgG)  항체를  방사성  동위원소,  효소  또는  형광  화합물로  표지하는 방
법.

청구항 34 

HTLV-III에  대한  항체의  고체상  면역화학적  검정에  사용하기  위한,  R10,  PB1  및  590  중에서  선택된 
HTLV-III 단백질이 부착된 고체상을 포함하는 면역흡착제.

청구항 35 

제  34  항에  있어서,  고체상이  유리  또는  플라스틱  비이드,  미세역가평판의  웰  또는  시험  튜브인 면
역흡착제.

청구항 36 

제 34 항에 있어서, 추가로 동물 단백질의 후-피복물을 포함하는 면역흡착체.

청구항 37 

약제학적으로  허용되는  비히클중,  R10,  PB1  또는  590의  항원  특성을  갖는  HTLV-III  단백질  또는 단
백질들을 포함하는 백신 조성물.

청구항 38 

제 37 항에 있어서, HTLV-III 단백질이 R10의 항원 특성을 갖는 백신 조성물.

청구항 39 

제 37 항에 있어서,  HTLV-III 단백질이 PB1의 항원 특성을 갖는 백신 조성물.

43-39

특1996-0005181



청구항 40 

제 37 항에 있어서, HTLV-III 단백질이 590의 항원 특성을 갖는 백신 조성물.

청구항 41 

(a)  시료중의  항-HTLV-III  항체가  면역흡착제에  결합될  수  있도록  하는  조건하에  존재하는,  R10, 
PB1  및  590  중에서  선택된  HTLV-III  단백질이  부착된  고체  상과  시험할  생물학적  유체의  시료를 포
함하는  면역흡착제  ;  (b)  표지된  HTLV-III  항체  ;  및  (c)  면역흡착제와  결합되는  표지물을  검출하기 
위한  수단을  포함함을  특징으로  하는,  생물학적  유체중에서  HTLV-III에  대한  항체를  검출하는데 사
용하기 위한 키트.

청구항 42 

제 41 항에 있어서, 항-HTLV-III 항체를 검출가능한 표지물인 항-(인체 IgG) 항체로 표지한 키트.

도면
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