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요약

본 발명은 백신으로 이용할 수 있는 이형 유전자를 포함하는 유전공학적으로 조작된 재조합 RS 비리온 및 
바이러스 벡터에 관계한다.  본 발명에 따르면, 재조합 RS 비리온 벡터 및 바이러스는 다른 바이러스, 병
인균, 세포 유전자, 종양 항원을 포함하는 이형 유전자를 포함하거나 상이한 RSV 균주의 유전자 복합물질
을 인코드하도록 조작된 것이다.

대표도

도1
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명세서

기술분야

1. 개요

본 발명은 재조합 네가티브 가닥 바이러스 RNA 주형에 관한 것으로 이를 이용하여, 적절한 숙주 세포 시
스템에서 이형성 유전자 생성물을 발현시키고, 이형성 유전자 생성물을 발현, 포장, 제공하는 재조합 바
이러스를 작제한다.  발현 구조체 및 키메라 바이러스는 백신 조제물에 유익하게 이용될 수 있다.  특히, 
본 발명은 재조합 호흡기 합체 바이러스를 만들고, 발현 벡터 및 백신으로 이와 같은 재조합 바이러스를 
이용하는 것에 관계한다.  본 2발명은 재조합 호흡기 합체 바이러스 게놈을 이용하여 감염성 바이러스 입
자를 만드는 실시예를 통하여 설명한다.

배경기술

2. 배경 기술

숙주 세포 시스템에서 이형성 단백질을 발현시키도록 유전공학적으로 다양한 DNA 바이러스가 조작되어왔
다(가령, 백시니아 바이러스, 베큘로바이러스등).  최근에는 포지티브-가닥 RNA 바이러스(가령, 폴리오바
이러스)를 이용하여 유사한 발견을 하였다.  이와 같은 구조체의 발현 생성물 가령, 이형성 유전자 생성
물을 발현시키는 이형성 유전자 생성물 또는 키메라 바이러스는 백신 조제물(소단위 또는 전체 바이러스 
백신)에 특히 유용한 것으로 간주되고 있다.  백신에 이용하기 위해 재조합 또는 키메라 바이러스를 작제
하는데 있어서 백시니아와 같은 바이러스를 이용하는데 있어서 한 가지 단점은 이들의 주요 에피토프에서 
변이가 부족하다는 것이다.  이와 같이 바이러스 균주에서 다양성의 부족은 키메라 백시니아를 반복적으
로 이용하는데 엄격한 제한을 두게되고, 다붕 백신화는 균주에 숙주 저항성을 제공하여 접종된 바이러스
가 숙주를 감염시키지 못하게 된다.  키메라 벡시니아에 대해 저항성을 가진 개체에 접종을 하여도, 면역
학적으로 자극이 유도되지 않는다.

대조적으로, 네가티브-가닥 RNA 바이러스 가령, 인플루엔자 바이러스 및 호흡기 합체 바이러스는 이들의 
주요 에피토프에 광범위한 다양성을 가지는 것으로 설명되고 있다.  또한, 인플루엔자 바이러스의 변이체
는 수천가지로 확인되었고, 각 균주는 항원 변동으로 진화된 것으로 보인다.  네가티브-가닥 바이러스 
즉, 인플루엔자 및 호흡기 합체 바이러스는 백신으로 이용하는 키메라 바이러스를 작제하는데 있어서 매
력적인 후보물질이 되는데 그 이유는 이와 같은 유전적인 다양성은 다양한 백신 조제물을 작제할 수 있도
록 하기 때문에 내성의 발생 위험없이 면역성을 자극할 수 있기 때문이다.

2.1.호흡기 합체 바이러스

네가티브-센스 게놈으로 된 한 가닥 RNA를 싸고 있는 것으로 구성된 바이러스 족은 비-분할 게놈을 가지
는  집단(Paramyxoviridae,  Rhabdoviridae),  또는  분할된  게놈을  가지는  집단(Orthomyxoviridae, 

Bunyaviridae, Arenaviridae)로 분류된다.  파라믹소비리데는 세 가지 종으로 분류되는데, 파라믹소바이
러스(센다이 바이러스, 파라인플루엔자 바이러스 타입 1-4, 유행성 이하선염(mumps), 뉴우캐슬병 비), 모
르빌리바이러스(홍역 바이러스, 개 디스템퍼 바이러스, 린더페스트 바이러스); 뉴모바이러스(호흡기 합체 
바이러스, 소 호흡기 합체 바이러스).

사람의 호흡기 합체 바이러스(RSV)는 유아 및 어린이에서 하부 호흡기 기관에 심각한 질병을 일으키는 것
으로 상당한 치사율 및 발병율을 가진다.  사람에서는 두 가지 항원성으로 다양한 RSV 소단위 A 및 B가 
있다.  RSV는 면역 절충된 성인 및 노인에서 심각한 질병을 제공하는 물질로 인지되고 있다.  자연적인 
감염에 의해 유도되는 RSV 재감염에대해 저항성이 불완전하기 때문에 RSV는 어린시절 및 인생에 있어서, 
다발적으로 감염을 시킨다.  RSV 면역예방의 목적은 RSV 감염과 관연될 수 있는 심각한 질명을 예방할 수 
있을 정도의 충분한 저항성을 유도하는 것이다.  RSV 백신을 개발하는데 있어서 현재 전략은 정제된 바이
러스 항원을 투여하거나 또는 비강으로 투여하기 위한 살아있는 감쇠된 RSV를 개발하는 것이다.  그러나, 
현재까지 RSV에 대해 승인된 백신 또는 매우 효과가 있는 항-바이러스 치료법은 없다.

RSV에 감염되는 경우에 전혀 감지할 수 없는 감염부터 심각한 폐렴 및 죽음에 이르는 경우까지 다양하다.  
RSV는 15,221개 뉴클레오티드로 된 한 가닥 비-분할된 네가티브-센스 RSV 게놈을 가진다(Collins, 1991, 
In The paramyxoviruoes pp. 103-162, D.W. Kingsbury (ed.) Plenum, New York).  RSV 게놈은 10개 mRNAs
을 인코드한다(Collins et al., 1984, J. Virol. 49: 572-578).  게놈에는 3'말단에 44개 뉴클레오티드 
리더  서열과  NS1-NS2-N-P-M-SH-G-F-M2-L  및  5'말단에  155개  뉴클레오티드  트레일러  서열을 포함한다
(Collins. 1991, supra).  각 유전자 전사 단위에서는 짧은 보존된 유전자 시작 서열(GS) 및 유전자 종료 
서열(GE)을 가진다.

바이러스 게놈 RNA는 네이키드 RNA로는 감염성이 없다.  RSV의 RNA는 주요 뉴클레오캡시드(N) 단백질로 
단단하게 싸여있고, 인단백질(P) 및  큰 폴리메라제 소단위(L)와 연합되어 있다.  이와 같은 단백질은 뉴
클레오단백질 코어를 형성하는데, 이는 감염성의 최소 단위로 간주된다(Brown et al., 1967, J. Virol. 
1: 368-373).    RSV의 N, P, L 단백질은 바이러스 RNA 의존성 RNA 전사효소를 형성하여 RSV 게놈의 전사 
및  복제를  담당하게  한다(Yu  et  al.,  1995,  J.  Virol.  69:2412-2419;  Grosfeld  et  al.,  1995,  J. 
Virol.69:5677-86).  최근에 연구에 따르면, M2 유전자 생성물(M2-1 및 M2-2)가 전사에 관여하고, 이를 
요구하는 것으로 나타났다(Collins et al., 1996, Proc. Natl. Acad. Sci.93:81-5).

M 단백질은 말초 막 단백질로 발현되나, F 와 G 단백질은 막 내부 결합 단백질로 발현되어 바이러스 부착 
및 세포에 바이러스가 들어갈 때 관여하는 것으로 보인다.  G 및 F 단백질이 in vivo에서 항체의 중화를 
유도하는 주요 항원이다(as reviewed in McIntosh and Chanock, 1990 'Respiratory Syncytial Virus' 2nd 
ed. Virology (D.M. Knipe et al., Ed.)(Raven Press, Ltd., N.T.).).  RSV의 A와 B 소단위 간의 항원성 
이형체는 주로 G 단백질과 연계되고, 반면에 F 당단백질은 이들 소단위 집단사이에 좀더 밀접한 관계가 
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있는 것으로 보인다.

수년간의 연구에도 불구하고, RSV 감염과 관련된 심각한 치사 및 발병율을 예방하기 위한 목적의 안전하
고, 효과적인 RSV 백신이 개발되지는 못하였다.  포르말린-비활성화시킨 바이러스 백신은 RSV 감염에 대
해 보호하지 못하였고, 유아에서 야생형 바이러스에 의한 연속적인 감염동안에 심각한 증후에 대해서도 
보호하지 못하였다(Kapikian et al., 1969, Am. J. Epidemiol. 89:405-21: Chin et al., 1969, Am. J. 
Epidemiol. 89:449-63).  이후로는 화학물질에 의한 돌연변이 발생 또는 야생형 RSV의 저온 계대를 이용
하여  살아있는  감쇠된  온도-감응성이  있는  돌연변이체를  개발하는데  주력하여왔다(Gharpure  et  al., 
1969, J. Virol. 3: 414-21; Crowe et al., 1994, Vaccine 12: 691-9).  그러나, 초반기 시도에서는 이와 
같은 살아있는 감소된 온도-감응성 돌연변이체에서 바람직하지 못한 결과를 얻었다.  바이러스 후보물질
은 과다감쇠되거나, 초과감쇠되었고(Kim et al., 1973, Pediatrics 52:56-63; Wright et al., 1976, J. 
Pediatrics  88:931-6),  일부  백신  후보물질은  유전학적으로  불안정하여,  감쇠된  표현형을 상실하였다
(Hodes et al., 1974, Proc. Soc. Exp. Biol. Med. 145:1158-64).

RSV  F  또는  G  외피  당단백질을  발현시키는  재조합  백시니아  벡터를  조작하는데  노력을  기울였다.   
그러나, 이와 같은 벡터를 동물 연구에서 RSV 감염에 대해 보호하기 위한 백신으로는 이용하기 에는 결과
가 연속성이 없었다(Olmsted  et  al.,  1986,  Proc.  Natl.  Acad.  Sci.  83:7466;  Collins  et  al.,  1990, 
Vaccine 8:164-168).  

따라서, 백신을 만들기 위해, 재조합 RSV를 작제하기로 연구 방향을 전환하였다.  상당시간 동안, 네가티
브-센스 RNA 바이러스가 연구에 방해가 되었다.  최근에 겨우 재조합 역 유전학 연구를 이용하여 네가티
브 가닥 RNA 바이러스를 회수할 수 있었다(U.S. Patent No. 5,166,057 to Palese et al.).  이와 같은 방
법은 원래는 인플루엔자 바이러스 게놈에 적용하는 방법이었으나(Luytjes  et  al.  1989,  Cell 59:1107-
1113; Enami et al. 1990, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 92:11563-11567), 다양한 비-분할된 및 분할된 다
양한 네가티브 가닥 RNA 바이러스에 성공적으로 적용시킬 수 있었는데, 이와 같은 RNA 바이러스로는 다음
과 같다; 광견병(Schnell et al. 1994, EMBO J. 13: 4195-4203); VSV (Lawson et al., 1995, Proc. Natl. 
Acad. Sci USA 92: 4477-81); 홍역 바이러스(Radecke et al., 1995, EMBO J. 14:5773-84); 린더페스트 바
이러스(Baron  ＆  Barrett,  1977,  J.  virol.  71:  1265-71);  사람  파라인플루엔자 바이러스(Hoffman  ＆ 
Banerjee,  1997,  J.  Virol.  71:3272-7;  Dubin  et  al.,  1997,  Virology  235:323-32);  SV5(He  al  et., 
1997, Virology 237;249-60); 호흡기 합체 바이러스(Collins et al. 1991, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 
88:9663-9667); 센다이 바이러스[Sendai virus](Park et al. 1991, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88:5537-
5541; Kato et al. 1996, Genes to Cells 1:569-579).  이와 같은 방식에 성공적으로 RSV을 회수하는데에 
이용되기는 하였지만, 다수의 집단에서는 RSV는 여전히 주어진 파라믹소바이러스, 루불라바이러스, 모르
빌라이브러리등의 잘 알려진 특징과 다른 RSV의 성질을 연구하는데에는 방해가 된다.  이와 같은 차이에
는 RNA의 수가 더 많고, 게놈의 3'말단에 비정상적인 유전자 순서, 균주와 균주간에 서열 다양성이 방대
하고, 다른 비-분할된 네가티브 가닥 RNA 바이러스에서 발견되지 않는 몇 가지 단백질, 전체 전사를 위해 
그리고 전체 길이의 게놈을 회수하는데 있어서 M2 단백질(ORF1)의 요구성등이 있다(Collins et al. PCT 
WO97/12032; Collins, P.L. et al. pp 1313-1357 of volume 1, Fields Virology, et al., Eds. (3rd ed., 
Raven Press, 1996).

3. 발명의 요약

본 발명은 백신으로 이용할 수 있는 이형 유전자를 포함하는 유전공학적으로 조작된 RS 바이러스 및 바이
러스 벡터에 관계한다.  본 발명에 따르면 재조합  RS 바이러스 벡터 및 바이러스는 다른 바이러스, 병인
균, 세포 유전자, 종양 항원등의 유전자를 포함하는 이형 유전자를 포함하거나 상이한 RSV 균주에서 얻은 
유전자를 복합하여 인코드하도록 작제한다.

제조합 네가티브-가닥 바이러스 RNA 주형은 RNA 의존성 RNA 폴리메라제를 발현시키는 형질변환된 세포에 
트랜스펙트되어, 상보성이 되도록 허용하는데 이용된다.  또는, 적절한 프로모터에서 RNA 폴리메라제의 
성분을 발현시키는 플라스미드를 이용하여 세포에 트랜스펙트시켜, 네가티브-가닥 바이러스 RNA  주형의 
상보성을 허용한다.  상보성은 헬퍼 바이러스 또는 야생형 바이러스를 이용하여 얻을 수 있고,  RNA 의존
성 RNA 폴리메라제를 제공한다.  RNA 주형은 DNA-관련된 RNA-폴리메라제로 적절한 DNA 서열을 전사하여 
얻을 수 있다.  생성된 RNA 주형은 네가티브 또는 포지티브-극성이고, 바이러스 RNA-합성 장치가 주형을 
인지할 수 있도록 하는 적절한 말단 서열을 포함한다.   이중시스트론성(bicistronic) mRNAs는 바이러스 
서열의 내부 해독을 개시할 수 있고, 정규적인 말단 개시 부위의 외부 단백질 코딩 서열의 발현을 허용할 
수 있도록 작제한다.

여기 실시예에서 설명하는 것과 같이 포지티브- 또는 네가티브-센스 방향으로 있는 재조합 RSV 게놈은 바
이러스성 뉴클레오캡시드(N) 단백질, 연합된 뉴클레오캡시드 인단백질(P), 큰 폴리메라제 소단위 단백질
(L)을 인코드하는 발현벡터에 추가로 RSV의 M2/ORF1을 가지고, 또는 이것 없이 공동-트랜스펙션시켜, 감
염성 바이러스 입자를 만든다.  RS 바이러스 폴리펩티드를 인코드하는 플라스미드를 이용하여 합성으로 
유도된 RNPs를 복제 및 전사시킬 수 있는 단백질원으로 이용한다.  바이러스 RNP의 특이적인 복제 및 발
현에 필요한 RSV 단백질의 최소 단위는 세가지 폴리메라제 복합 단백질(N, P, L)로 밝혀졌다.  이는 전체 
M2 유전자 기능이 감염성 RSV의 복제, 발현 및 회수에 절대적으로 필요한 것이 아니라는 것을 제시하는 
것이다.

수득된 발현 생성물 또는 키메라 바이러스를 백신 조제물에 유익하게 이용할 수 있다.  특히, 감쇠된 표
현형을 설명하기 위해 유전공학적으로 조작된 재조합 RSV를 살아있는 RSV 백신으로 이용한다.  본 발명의 
또 다른 구체예에서, 재조합 RSV를 유전공학적으로 조작하여, 또 다른 RSV 균주의 항원성 폴리펩티드(가
령, RSV G 및 F 단백질) 또는 또 다른 바이러스의 항원성 폴리펩티드(가령, HIV의 gp120에서 얻은 면역원
성 펩티드)를 발현시키, 키메라 RSV를 만들어 백신으로 이용하는데, 이와 같은 백신은 척추동물 체액 및 
세포-주액된 면역 반응을 유도할 수 있다.  이와 같은 목적을 위한 재조합 인플루엔자 또는 재조합 RSV를 
이용하는 것이 특히 유익한데 그 이유는 이와 같은 바이러스들은 다양한 백신 조제물을 만들 수 있는 아
주 많은 균주 다양성을 제공할 수 있기 때문이다.  키메라 바이러스를 작제하기 위해 수천가지 바이러스 
변이체를 선택하면 백시니아와 같은 다른 바이러스를 이용할 경우에 처하게 되는 숙주 저항성 문제를 피
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할 수 있다.

3.1. 정의

여기에서 사용된 것은 다음의 의미를 가진다

cRNA= 안티게놈 RNA

HA= 헤마글루티닌(외피 당단백질)

HIV=사람 면역 결핍 바이러스

L= 큰 폴리메라제 소단위

M= 매트릭스 단백질(외피의 내부에 있는)

MDCK= MAdin Darby 개의 신장 세포

MDBK= MAdin Darby 소의 신장 세포

moi= 감염의 다양성

N= 뉴클레캡시드 단백질

NA= 뉴라미니다제(외피 당단백질)

NP= 핵단백질(RNA와 연합되어 있고, 폴리메라제 활성에 필요)

NS= 비-구조 단백질(기능은 모름)

nt= 뉴클레오티드

P= 뉴클레오캡시드 인단백질

PA, PB1, PB2= RNA-관련된 RNA 폴리메라제 성분

RNP= 리보뉴클레오단백질(RNA, PB2, PB1, PA, NP)

rRNP= 재조합 RNP

RSV= 호흡기 합체 바이러스

vRNA= 게놈 바이러스 RNA

viral= 폴리메라제 복합체= PA, PB1, PB2, NP

WSN= 인플루엔자 a/wsn/33 바이러스

WSN-HK 바이러스: WSN 바이러스의 7개 유전자와 인플루엔자 A/HK/8/68의 NA 유전자를 포함하는 재조합 바
이러스

도면의 간단한 설명

도1은 구제 실험에 사용한  RSV/CAT 구성체(pRSVA2CAT)의 개요도다.  RSV의 대략 100 nt 길이의 리더 및 
200  nt  트레일러  영역은  부분중복  상보성을  보유한  합성  올리고뉴클레오티드의  조절  어닐링으로 
작제한다.  중복 리더 올리고뉴클레오티드는 구성체상에 보이는 1L - 5L로 표시하였다.  중복 트레일러 
올리고뉴클레오티드는 구성상체에 보이는 1T - 9T로 표시하였다.  리더 및 트레일러 DNA의 뉴클레오티드 
서열은 각각 XbaI  및 PstI  표시위치상의 정제한 CAT  유전자 DNA와 결찰하였다.  전체 구성체는 이후, 
KpnI/HindIII 압축된 PUC19와 결찰하였다.  T7 프로모터 서열 및 HgaI를 각각 트레일러 및 리드 서열과 
인접연결시켜 정확한 게놈서열 3' 및 5'말단을 가진 RSV/CAT RNA 전사체를 시험관내에서 합성한다.

도2는 도11에 제시한 RNA RSV/CAT로부터 전사한 RNA로 감염 및 트랜스펙션한후, 293세포 추출물상에 나타

난 CAT활성을 보여주는 박층 크로마토그램(TLC)이다.  6-웰 평판(-10
6
 세포)상의 293 세포의 융합 단일층

은 RSV  A2  또는 B9320을 이용하여 0.1-1.0  pfu  세포의 m.o.i.로 감염시켰다.  감염 1시간 후, 세포는 

Life Technologies의 Transfect-Act
TM 
프로토콜을 이용하여 5-10 ㎍의 CAT/RSV로 트랜스펙션시켰다.  감염 

24시간 후, 감염된/트랜스펙션된 단일층을 수거하고, 계속하여 Current Protocols in Molecular Biology, 
Vol. 1, Chapter 9.6.2; Gorman, et al., (1982) Mol. Cell. Biol. 2:1044-1051. Lanes 1, 2, 3  CAT  
293에 따라 CAT 분석을 위해 가공하였다.  레인 1, 2, 3, 4는 감염되지 않는 293세포(1), CAT/RSV-A2로 
트랜스펙션된 세포,  감염된 293세포,  상기 (2)에서 얻은 상청액과 공동-감염시킨 세포상의 CAT활성을 

보여준다.  각 레인에서 관찰한 CAT 활성은 10
6
세포에서 얻은 전체 세포추출물의 1/5에서 나타났다.

도3은 전체 게놈으로 이루어진 cDNA의 합성에 사용되는 프라이머쌍의 상대적 위치를 보여주는 RSV 계통 
A2 게놈의 개요도다.  이들 클론을 함께 접합하기 위해 이용한 엔도뉴클레아제 위치를 표시하였다; 이들 
위치는 원 RSV 서열에 존재하는데,  cDNA합성에 이용한 프라이머에 포함시켰다.  대략 100 ng의 바이러스 
게놈 RNA는 각 일곱 개의 cDNA의 개별합성을 위한 RT/PCR 반응에 사용하였다.  게놈 RNA 주형으로부터 제 
1 및 제 2 가닥 cDNA합성을 또한 나타내었다.  각 cDNA의 경우, 제 1가닥 합성을 위한 프라이머는 nos.1-
7이고, 제 2 가닥 합성을 위한 프라이머는 nos.1'-7'이 된다. 

도4는 RSV 소그룹 B 계통 B9320의 개요도다.  BamH1 위치를 RT/PCR에 사용한 올리고뉴클레오티드 프라이
머상에 만들어 B3290 계통에서 얻은 G 및 F 유전자를 RSV 소그룹 A2 안티게놈 cDNA(도4A)로 클론시켰다.  
A2 계통의 4326 뉴클레오티드 내지 9387 뉴클레오티드에서 얻은 G 및 F 유전자를 보유한 cDNA 단편은 먼
저 pUC19 (pUCRVH)로 계대클론한다.  Bgl II 위치를 4630(SH/G 유전자간 접점)위치(도4B) 및 7554 (F/M2 
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유전자간 접점)위치(도4C)에 만든다.  B93260 A-G 및 -F cDNA는 A-G 및 F 유전자가 결손된 pUCR/H로 삽입
하였다.  생성된 안티게놈 cDNA 클론은 pRSVB-GF라고 하고, Hep-2 세포를 트랜스펙션시켜 감염성 RSVB-GF
를 만드는데 사용하였다.

도5에서, 재조합 RSVB-GF 바이러스는 RSV 소그룹 B 특이적 프라이머를 이용한 RT/PCR로 특징지어진다.  G 
영역상의 RSV 소그룹 B 특이적 프라이머는 재조합 바이러스 RSV 바이러스 게놈 일부분과 함께 배양하고, 
PCR처리하였다.  PCR 산물은 1% 아마로즈 겔상에서 전기영동하여 분석하고, 에티디움 브로마이드로 염색
하여 시각화하였다.  보이는 바와 같이, RSV A2를 주형으로 이용한 RT/PCR 반응에서 어떤 DNA 산물도 만
들어지지 않았다.  하지만, 253 염기쌍의 예상 산물은 주형으로 RSVB-GF RNA을 이용한 RT/PCR,  플라스미
드 pRSV-GF DNA을 이용한 PCR 컨트롤에서 나타났는데, 이것은 구제된 바이러스가 B9320 바이러스로부터 
유도한 G 및 F 유전자를 보유한다는 것을 암시한다.

도6은 RT/PCR에 의한 키메라(rRSVA2(B-G)의 확인 및 RNA 발현의 노잔 블라트 분석을 나타낸다.  도6A는 
야생형 A2(A2)와 비교하여, 키메라 rRSV A2 (B-G), A2(B-G)의 RT/PCT 분석을 나타낸다.  rRSVA2(B-G)(레
인 1,2), rRSVA2(레인 3,4)에서 추출한 비리온 RNA는 역전사효소(RT)의 존재(+) 또는 부재(-)하에서, RSV 
F 유전자상의 (-)센스 vRNA로 서냉복원된 프라이머를 이용하여 역전사되고, 이후 B-G 삽입위치를 공격하
는 프라이머쌍으로 PCR처리한다.  역전사효소(RT)가 없는 경우(레인 2,4),  RT/PCR (RT)상에서 어떤 DNA
도 검출되지 않았다.  A2에서 유도한 cDNA보다 대략 1kb 더 큰 cDNA 단편은 rRSVA(B-G)로부터 만들었다.  
이 PCR DNA 산물은 삽입된 B-G 유전자(레인 5)에 독특한 Stu I 제한효소로 절단하다.  100 bp DNA 크기 
마크는 (M)으로 표시한다.   도6B는  G  mRNA  발현의 노잔 블라트 분석을 나타낸다.   Hep-2  세포는 RSV 
B9320, rRSV 및 키메라 rRSV A2(B-G)로 감염시켰다.  감염 48시간후,  전체 세포 RNA를 추출하고, 포름알
데히드를 함유한 1% 아가로즈 겔상에서 전기영동하였다.  RNA는 Hybond Nylon 막에 전이시키고, 필터는 

A2-G에 특이적인 또는 B9320-G mRNA에 특이적인 
32
P-라벨된 올리고뉴클레오티드 프로브와 혼성화시킨다.   

A2-G 특이적, B9320-G 특이적 전사체 모두 rRSV A2 (B-G) 감염된 세포에서 검출된다.  rRSV A2 (B-G)로부
터 얻은 최종 RNA 전사체(G-M2)를 또한 표시하였다.  

도7은  rRSV  A2(B-G)에  의한  단백질  발현분석을  나타낸  것이다.   Hep-2  세포는  모의  감염시키고(레인 
1,5),  RSV B9320(레인 2,6), rRSV(레인 3,7), rRSV A2(B-G)(레인 4,8)로 감염시켰다.  감염 14-18 시간

후, 감염된 세포는 
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 S-프로믹스(promix)로 라벨하고, 폴리펩티드는 RSV A2 계통(레인 1-5)에 대항하는 

염소 다중클론 항혈청 또는 RSV B9320 계통(레인 5-8)에 대항하는 생쥐 다중클론 항혈청으로 면역침강시
켰다.  면역침강된 폴리펩티드는 10% 폴리아크릴아마이드 겔에서 분리한다.  RSV A2 특이적 G 단백질 및 
RSV B9320 특이적 G 단백질은 rRSV A2 (B-G)감염된 세포에서 만든다.  G 단백질 이동은 *로 표시하였다.  
F1 당단배질의 이동성, 그리고 N, P, M을 표시하였다.  분자 크기는 왼쪽의 킬로달톤 단위로 알 수 있다.

도8은 rRSV, rRSVC3G, rRSV A2(B-G), 야생형 A2 바이러스(wt A2)의 플라크 형태를 나타낸다.  Hep-2 세포
를 각 바이러스로 감염시키고, 6일 동안 35℃로 배양하였다.  세포단일층을 고착시키고, 면역염색하여 시
각화하고, 사진 촬영하였다.  

도9는 rRSV, rRSVC4G, 야생형 A2 RSV(wt A2), 키메라  rRSV A2 (B-G)의 생장곡선을 나타낸 것이다.  Hep-
2 세포는 0.5 moi로 각 바이러스를 이용하여 감염시키고, 배지는 24시간 간격을 두고 수거하였다.  각 바
이러스의 적정량은 Hep-2 세포상의 플라크 분석을 두 번 반복하여 결정하고, 면역염색으로 시각화하였다.  

도10은 특정부위 돌연변이의 표적이 되는 RSV 단백질 하전된 잔기 무리를 나타낸다.  무리중의 연속적으
로 하전된 아미노산 잔기는 QuikChange 특정부위 돌연변이 키트(Stratagene)를 이용한 RSV L 유전자의 특
정부위 돌연변이에 의해 알라닌으로 전환하였다.

도11은 특정부위 돌연변이의 표적이 되는 RSV L 단백질 시스테인 잔기 무리를 나타낸다.  시스테인 잔기
는 QuikChange 특정부위 돌연변이 키트(Stratagene)를 이용한 RSV L 유전자의 특정부위 돌연변이에 의해 
알라닌-잔기로 전환하였다.

도12는 RSV M2-2의 확인과 SH 결손 돌연변이를 나타낸다.  M2-2상의 결손은 PET(S/B)의 Hind III로 절단
하여 발생시키고, 이후, 남아있는 SacI을 BamHI 단편에 재클론시켜 전장클론을 만들었다.   SH상의 결손
은 PET(A/S)의 SacI으로 절단하여 발생시키고, 이후, 남아있는 AvrII를 SacI 단편에 재클론시켜 전장클론
을 만들었다.   수거한 rRSVsSH 및 rRSV M2-2는 각각 SH 유전자 또는 M2-2 유전자에 특이적인 프라이머 
쌍을 이용하여 RT/PCR로 확인하였다(도12A).  수거한 rRSV SH M2-2 또한, SH 유전자 또는 M2-2 유전자에 
특이적인 프라이머쌍을 이용하여 RT/PCR로 검출하였다(도12B).  RT/PCR 산물은 에티디움 브로마이드 겔에 
걸고, 띠는 자외선(UV)광으로 시각화하였다. 

발명의 상세한 설명

5. 발명의 설명

본 발명은 상이한 RS 바이러스에서 유도된 바이러스 유전자의 복합물 또는 이형성 유전자 또는 돌연변이
된 RS 바이러스 유전자를 발현시킬 수 있는 유전공학적으로 조작된 재조합 RS 바이러스 및 바이러스 벡터
에 관계한다.  본 발명은 재조합 네가티브 가닥 RS 바이러스 RNA 주형을 작제하고 이를 바이러스성 RNA-
관련된 RNA 폴리메라제와 함께 이용하여, 적절한 숙주세포에서 이형성 유전자 생성물을 발현시키고 또는 
바이러스 입자에서 이형성 유전자를 회수한다.  본 발명의 RNA 주형은 박테리오파아지 T7, T3, Sp6 폴리
메라제와 같은 DNA-관련된 RNA 폴리메라제를 이용하여 적절한 DNA 서열을 전사하여 준비할 수 있다.  이
와 같은 RNA 주형을 이용하여 상보성을 허용하는 RNA-관련된 RNA 폴리메라제 단백질을 발현시킬 수 있는 
연속성/트랜스펙트된 세포주에 트랜스펙트시키는데 이용한다.

본 발명은 다양한 실시예로 설명하는데, 이때, 감염성 RSV는 RSV 폴리메라제 복합체의 N, P, L 단백질을 
발현시키는 세포에 도입되는 게놈 EH는 항게놈 센스에 RSV 게놈을 포함하는 cDNA에서 회수한다.   실시예
에서는 기존에 설명된 cDNA에서 감염성 RSV를 회수하는데 M2-2가 필수적이라는 것이 틀렸다는 것을 설명
한다(Collins et al., 1995, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 92:11563-7). 또한,  M2-ORF2 없는 재조합 RSV 
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cDNA는 감쇠된 RSV 입자를 회수한다.  M2-결손된-RSV는 M2 db 대신에 이형성 유전자 생성물을 인코드하는 
키메라 RSV 만드는데 우수한 운반체가 되고, 이와 같은 키메라 바이러스 벡터 및 회수된 바이러스 입자는 
이형성 유전자 샹성물을 발현시키는 발현벡터, RSV 항원성 폴리펩티드 또는 다른 바이러스의 하우언성 폴
리펩티드를 발현시키는 살아있는 감쇠된 RSV 백신으로 이용할 수 있다.

본 발명은 또한 여러 가지 실시예로 설명되는데, 이때 T7 프로모터, 헤파타이티스 델카 바이러스 리보자
임, T7 종료물질에 추가하여 RSV의 완전한 게놈을 포함하는 cDNA 클론을 이용하여 RSV의 N, P, L, M2-
ORF1 단백질을 인코드하는 발현벡터와 함께 공동 트랜스펙션시키면, 감염성 바이러스 입자를 만들 수 있
다.  또한, 실시예에서는 클론된 DNA의 RNA 전사체에는 코딩 부분이 네가티브 가닥 방향으로 크로람페니
콜-아세틸-트랜스퍼라제(CAT) 유전자 또는 그린 형광 단백질(GFP) 유전자가 RSV 게놈의 5'말단 및 3'말단 
뉴클레오티드에 인전하여 있다는 것을 설명한다.  실시예에서는 활성이 증가되도록 돌연변이된 RSV 프로
모터는 전체 길이 RSV cDNA에서 감염성 RSV 입자를 매우 효과적으로 회수한다는 것을 설명한다.  이와 같
은 결과는 RSV를 회수하는데 활성이 증가된 RSV 폴리메라제와 재조합 바이러스 네가티브 가닥 주형을 이
용하는 것이 성공적이라는 것을 설명한다.  이와 같은 시스템은 정의된 생물학적 성질을 가지는 RSV 바이
러스를 조작하는데 우수한 도구가 되는데, 이때 생물학적 성질이란 RSV에 대해 살아있는 감쇠된 백신을 
말하는 것이고, 이는 또한 이형성 유전자 생성물을 발현시키는 발현벡터로써 재조합 RSV를 이용하는데 우
수한 도구가 된다.

본 발명은 재조합 네가티브 가닥 바이러스 RNA 주형을 작제하고 이용하는 것에 관계한는데, 이와 같은 주
형은 바이러스성 RNA-관련된 RNA 폴리메라라제와 함께 이용하여, 적절한 숙주 세포에서 이형성 유전자 생
성물을 발현시키고, 바이러스 입자에서 이형성 유전자를 회수하고, 돌연변이된 또는 키메라 재조합 네가
티브  가닥  바이러스  RNA  주형을  발현시킨다(see  U.S.  Patent  No.  5,166,057  to  Palese  et  al., 
incorporated herein by reference in its entirety).  본 발명의 특정 구체예에서, 이형성 유전자 생성
물은 바이러스의 또 다른 균주 또는 또 다른 바이러스에서 유도한 펩티드 또는 단백질이 된다.  RNA 주형
은 포지티브 또는 네가티브-센스 방양으로 있으며, 이는 박테리오파아지 T7, T3, Sp6 폴리메라제와 같은 
DNA 관련된 RNA 폴리메라제를 이용하여 적절한 DNA 서열의 전사에 의해 준비할 수 있다.

in vitro에서 RNP's를 재구성하는 능력으로 외부 유전자를 발현할 수 있는 새로운 키메라 인플루엔자 및 
RSV 바이러스를 고안할 수 있다.  이와 같은 목적으로 이루는 한 가지 방법은 기존의 바이러스 유전자를 
변형시키는 것이다.  예를 들면, G 또는 F 유전자를 변형시켜, 외부 서열 가령 외부 도메인에 있는 인플
루엔자의 HA 유전자와 같은 외부 서열을 포함하도록 하는 것이다.  이형 서열이 병인균의 에피토프 또는 
항원인 경우에, 이와 같은 키메라 바이러스를 이용하여 질병에 대해 보호성 면역 반응을 유도한다.  예를 
들면 키메라 RNA를 작제하는데 있어서, 사람의 면역결핍바이러스의 gp120 코딩 부분에서 유도된 코딩 서
열을 RSV의 코딩 서열에 삽입시키고, 이와 같은 키메라 RNA 단편의 트랜스펙션에 의해 생성된 키메라 바
이러스는 야생형 RSV에 감염된 숙주 세포에 삽입한다.

표면 단백질을 코딩하는 유전자를 변형시키는데 추가하여, 비-표면 단백질을 코딩하는 유전자도 변형시킬 
수 있다.  후자 유전자는 RS 바이러스 시스템에서 중요한 세포 면역 반응의 대부분과 연관이 있는 것으로 
보인다.  따라서, RSV의 G 또는 F 유전자에 있는 외부 결정부분을 포함한다는 것은 감염 후에, 이와 같은 
결정부분에 대한 효과적인 세포 면역 반응을 유도할 수 있다는 것이다.  이와 같은 방법은 특히, 보호성 
면역반응이 세포 면역 반응에 상당히 의존하는 상황(가령, 말라리아등)에서 특히 유익하다.

본 발명은 RSV의 게놈에서 특이적인 돌연변이을 도입시켜 만들어지는 감쇠된 재조합 RSV에 관계하는데, 
이와 같은 돌연변이에 의해 폴리메라제 단백질과 같은 RSV 단백질에 아미노산이 변화되어 감소된 표현형
이 나타난다.

5.1. 재조합 RNA 주형의 작제

당분야에 공지된 기술을 이용하여 바이러스 폴리메라제 결합 부위/프로모터의 상보부분에 인접하는 이형 
유전자 코딩 서열 가령, 3'-RSV 말단 또는 3'-및 5'-RSV 말단의 보체를 작제할 수 있다.  당분야에 공지
된 기술을 이용하여, 이형 유전자 코딩 서열은 RSV 폴리메라제 결합 부위/프로모터 가령, 리더 및 트레일
러 서열의 보체에 인접하게 할 수 있다.  이와 같은 하이브리드 서열을 포함하는 재조합 DNA 분자는 박테
리오파아지  T7,  T3,  Sp6  폴리메라제와  같은  DNA-관련된  RNA  폴리메라제를  이용하여  클론시키고, 
전사시켜, 재조합 RNA 주형을 만들고, 이와 같은 주형에는 바이러스 폴리메라제 인지 및 활성을 허용하는 
적절한 바이러스 서열을 가진다.

본 발명의 적절한 구체예에서, 이형성 서열은 RSV의 또 다른 게놈으로부터 유도할 수 있는데, 가령, RSV 
A 균주의 게놈은 RSV B 균주의 항원성 폴리펩티드 G, F 또는 이의 단편을 코드하는 뉴클레오티드 서열을 
포함하도록 작제한다.  본 발명의 이와 같은 구체예에서, RSV의 또 다른 균주에서 이형성 코딩 서열을 이
용하여 시작 균주의 항원성 폴리펩티드를 인코드하는 뉴클레오티드 서열로 대체시키거나 또는 모균주의 
항원성 폴리펩티드에 추가하여 발현시켜, 재조합 RSV 게놈이 한 개, 두 개 또는 그 이상의 RSV의 항원성 
폴리펩티드를 발현시킬 수 있도록 작제한다.

본 발명의 또 다른 구체예에서, 이형성 서열은 인플루엔자 바이러스의 임의 균주 게놈으로부터 유도하였
다.  본 발명에 따르면, 인플루엔자의 이형 코딩 서열을 RSV 코딩 서열내에 삽입시켜, RSV 바이러스 단백
질내에 이형 펩티드 서열을 포함하는 키메라 유전자 생성물이 발현되게 한다.  또 다른 구체예에서, 인플
루엔자의 게놈에서 유도한 이형 서열에는 HA, NA, PB1, PB2, PA, NS1, NS2를 포함하나 이에 한정하지는 
않는다.

본 발명의 한 특정 구체예에서, 이형 서열은 사람의 면역결핍 바이러스(HIV), 특히 사람 면역결핍 바이러
스-1 또는 사람의 면역결핍 바이러스-2의 게놈으로부터 유도하였다.  본 발명의 또 다른 구체예에서, 이
형 코딩 서열은 RSV 유전자 코딩 서열내에 삽입시켜, 인플루엔자 바이러스 단백질내에 이형성 펩티드 서
열을 포함하는 키메라 유전자 생성물이 발현되도록 한다.  본 발명의 이와 같은 구체예에서, 이형 서열은 
사람의 면역결핍 바이러스(HIV), 특히 사람 면역결핍 바이러스-1 또는 사람의 면역결핍 바이러스-2의 게
놈으로부터 유도하였다.  
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이형 서열이 HIV-에서 유도된 것인 경우에는 이와 같은 서열에는 env 유전자(가령, gp160, gp120, gp41의 
일부 또는 전부), pol 유전자(가령, 역 전사효소, 엔도뉴클레아제, 프로테아제, 인테그라제의 일부 또는 
전부를 인코드하는 서열), gag 유전자(p7, p6, p55, p17/18, p24/25의 일부 또는 전부를 코딩하는 서열); 
tat, rev, nef, vif, vpu, vpr, vpx등이 포함되나 이에 국한되지는 않는다.

이와 같은 하이브리드 분자를 작제하는 한 가지 방법은 RSV 게놈 RNA의 DNA 보체내에 이형 코딩 서열을 
삽입시켜, 이형 서열이 바이러스 폴리메라제 활성에 요구되는 바이러스 서열에 인접하도록 하는데, 가령 
예를 들면 폴리메라제 활성에 요구되는 서열은 바이러스 폴리메라제 결합 부위/프로모터가 되고, 이후로
는 바이러스 폴리메라제 결합 부위라고 통칭한다.  또 다른 방식으로는 바이러스 폴리메라제 결합 부위를 
인코드하는 올리고뉴클레오티드 가령, 바이러스 게놈 단편의 3'말단 또는 약 말단의 보체를 이형 코딩 서
열에 결찰시켜, 하이브리드 분자를 작제하는 것이다. 표적이 되는 서열내에 적절한 제한 효소 부위가 있
으면, 표적 서열안에 외부 유전자 또는 그 단편을 위치시킬 수 있다.  그러나, 최근 분자생물학의  발전
에 의해, 이 문제는 상당히 감소되었다.  부위-적접적인 돌연변이 발생등을 통하여 표적 서열내에 어느 
위치에서건  제한효소  부위를  만들  수  있다(the  techniques  described  by  kunkel,  1985,  Proc.  Natl. 
Acad. Sci. U.S.A. 82;488).  폴리메라제 사슬 연쇄 반응(PCR) 기술에서 다양성으로 인하여, 특이적인 서
열을 삽입하고(가령, 제한효소 부위), 하이브리드 분자를 작제할 수 있다.  또는, PCR 반응을 이용하여 
클로닝 없이 재조합 주형을 준비할 수 있다.  예를 들면, PCR 반응을 이용하여 DNA-관련된 RNA 폴리메라
제 프로모터(가령, 박테리오파아지 T3, T7, Sp6)를 포함하는 이중 가닥 DNA 분자 및 이형 유전자 및 인플
루엔자 바이러스 폴리메라제 결합 부위를 포함하는 하이브리드 서열을 준비할 수 있다.  이와 같은 재조
합 DNA로부터 RNA 주형을 바로 전사킬 수도 있다.  또 다른 구체예에서는 재조합 RNA 주형은 네가티브 극
성의 이형 유전자가 되는 RNA와 바이러스 폴리메라제 결합 부위를 RNA  리게이즈를 이용하여 결찰시켜 준
비할 수 있다.  본 발명에 이용할 수 있는 바이러스 폴리메라제 활성 및 구조에 서열 요구성은 하기 단락
에서 설명한다.

5.1.1 이형 유전자의 삽입

L 단백질을 코딩하는 유전자에는 한 개의 오픈 리딩 프레임이 있다.  NS 또는 M2를 코딩하는 유전자에는 
각각 NS1, NS2 및 ORF1, 2의 두 개 오픈 리딩 프레임을 포함한다.  별개의 유전자에 의해 코드되는 G 및 
F 단백질은 바이러스의 주요 표면 당단백질이다.  결과적으로, 이들 단백질은 감염후에 체액 면역 반응의 
주요 표적이 된다.  이와 같은 코딩 부분의 임의 부분으로 외부 유전자 서열을 삽입은 발현될 외부 유전
자를 첨가하거나 또는 바이러스 코딩 부분을 외부 유전자로 대체시키거나 부분적인 대체로 실시할 수 있
다.  RSV 게놈으로 삽입된 이형 서열은 길이가 최고 5킬로베이스 정도가 된다.  PCR-에 의한 돌연변이 발
생을 이용하여 완전하게 대체시키는 것이 가장 적절하다.

또는, 비시스트론성 mRNA를 작제하여, 바이러스 서열의 내부 해독 개시를 허용하고, 정규적인 말단 개시 
부위에 외부 단백질 코딩 서열의 발현도 허용할 수 있다.  또는, 바이러스 서열은 일상적인 말단 오픈 리
딩 프레임에서 해독되도록 하면서, 외부 서열은 내부 부위에서 해독이 개시되도록 하는 방식으로 비시스
트론성 mRNA 서열을 작제한다.  특정 내부 리보좀 출입 부위(IRES) 서열을 이용할 수 있다.  이와 같은 
IRES 서열은 RS 바이러스 포장을 간섭하지 않을 정도로 짧아야 한다.  따라서, 이와 같은 비시스트론 방
식에 선택되는 IRES는 길이가 500개 뉴클레오티드 보다는 짧아야 하고, 적절하게는 250개 정도 미만이 되
어야 한다.  또한, 이용되는  IRES는 피콘바이러스 성분과 서열 또는 구조적으로 상동성을 공유하지 않아
야 한다.  적절한 IRES 요소에는 포유류 BiP IRES 및 간염 C 바이러스 IRES를 포함하나 이에 국한되지는 
않는다.

5.2. 재조합 RNA 주형을 이용한 이형 유전자 생성물의 발현

상기에서 설명한 것과 같이 준비된 재조합 주형을 다양한 방식으로 이용하여 이형 유전자 생성물을 발현
하는 키메라 바이러스를 만들거나 적절한 숙주 세포에서 이영 유전자 생성물을 발현시킨다.  한 구체예에
서, 재조합 주형은 나중에 정제시킨 바이러스 폴리메라제 복합체와 복합되어, 감염성이 있는 rRNPs를 만
든다.  이를 위해, 재조합 주형은 바이러스 폴리메라제 복합체 존재하에 전사시킨다.  또는 재조합 주형
은 재조합 DNA 분자를 이용하여 준비한 바이러스성 폴리메라제 복합체 존재하에서 전사시키거나 혼합시킨
다(Kingsbury et al., 1987, Virology 156:396-403).  또 다른 구체예에서, 재조합 주형을 이용하여, 적
절한 숙주 세포를 트랜스펙트시켜, 이형 유전자 생성물을 상당 수준으로 발현시킨다.  상당한 발현 수준
을  제공하는  숙주  세포  시스템에는  RSV에  감염된  세포주와  같은  바이러스  기능을  제공하는  연속성 
세포주, RSV 바이러스 기능을 보충하도록 조작된 세포주등이 포함된다.

5.3. 키메라 네가티브 가닥 RNA 바이러스 준비

키메라 바이러스를 준비하기 위해, 변형된 RSV RNA 또는 외부 단백질을 코딩하는 RNA를 포함하는 재구성
된 RNPs를 이용하여, '모' RSV 바이러스로 또한 감염된 세포에 트랜스펙트시킨다.   또는, 재구성된 RNP 
준비물은 야생형 모 바이러스의  RNPs와 혼합시키거나 직접 트랜스펙션시킨다.  다시 모은 후에, 신규한 
바이러스를 분리하여, 하이브리드 반응 분석을 통하여 이들의 게놈을 확인하였다.  감염성 키메라 바이러
스 생산을 위해 여기에서 설명하는 방식에 추가하여, rRNPS는 RSV 또는 인플루엔자 바이러스성 폴리메라
제 단백질을 발현시킬 수 있는 숙주 세포 시스템(가령, 바이러스/숙주 세포 발현 시스템; 폴리메라제 단
백질을 발현시키도록 조작된 형질변환된 세포주)에서 복제시킬 수 있고, 감염성 키메라 바이러스를 회수
하고, 이 경우, 헬퍼 바이러스를 이용할 필요는 없는데, 그 이유는 발현되는 바이러스 폴리메라제 단백질
이 이와 같은 기능을 제공하기 때문이다. 특히 바람직한 구체예에서, 모두 8개 인플루엔자 바이러스 단편
에 대해 조작된 rRNPs에 감염된 세포는 원하는 유전자형을 포함하는 감염성 키메라 바이러스를 생산하고, 
이대 선별 시스템은 필요없게 된다.

이론적으로는, RSV의 유전자중 하나를 또는 일부분을 외부 서열로 대체시킬 수 있다.  그러나, 결손 바이
러스를 증식시키기 위해서는 필수적인 부분이 필요한데 그 이유는 정상적인 바이러스 유전자 생성물이 결
손되었거나 변형되었기 때문이다.  이와 같은 문제를 해결할 수 있는 여러 가지 가능한 방법이 있다.

재조합 바이러스를 증식시키는 3번째 방법은 야생형 바이러스와 공동 배양하는 것이다.  이는 간단히 재
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조합 바이러스를 취하고, 야생형 바이러스(적절하게는 백신 균주)를 세포에 공동에 감염시키는 것과 관계
된다.  야생형 바이러스는 결손 바이러스 유전자 생성물에 상보적이고, 야생형 및 재조합 바이러스 모두
다 생장시킬 수 있다.  이는 인플루엔자 바이러스의 결손-방해 입자를 증식시키는 상황과 유사하다(Nayak 
et al., 1983, In: Genetics of Influenza Viruses, P. Palese and D. W. Kingsbury, eds., Springer-
Verlag, Vienna, pp. 255-279).  결손-방해 바이러스의 경우에, 조건은 증식된 바이러스의 대부분이 야생
형 바이러스보다는 결손 입자가 되도록 변형시킨다.  따라서, 이와 같은 방법은 고역가의 재조합 바이러
스 원액을 만드는데 유용하다.  그러나, 이와 같은 원액에는 필수적으로 일부 야생형 바이러스를 포함한
다.

또는, 합성 RNPs는 RS 바이러스 폴리메라제 단백질을 발현시킬 수 있는 재조합 바이러스에 공동 감염된 
세포에서 증식될 수 있다.  사실, 이 방법을 이용하면, 본 발명에 따른 재조합 감염성 바이러스를 회수할 
수 있다.  이를 위해서, RSV 바이러스 폴리메라제 단백질은 임의 발현벡터/숙주 세포 시스템에서 발현될 
수 있는데, 예를 들면, 바이러스 발현 벡터(가령, 백시니아 바이러스, 아데노바이러스, 
베큘로바이러스등), 또는 폴리메라제 단백질을 발현시키는 세포주등이 된다(see Krystal et al., 1986, 
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 83: 2709-2713).

5.4. 감쇠된 표현형을 가지는 키메라 바이러스 생성

본 발명의 방법을 이용하여 돌연변이 또는 이형 서열을 도입시켜, 키메라 감쇠된 바이러스를 만들어, RSV
를 분자 생물학적으로 분석, 병인성, 생장 및 감염성 성질등의 다양한 용도에 사용한다.  본 발명의 방법
에 따르면, 돌연변이 또는 이형 서열은 F 또는 G 단백질 코딩 서열, NS1, NS2, M1ORF1, M2ORF2, N, P, L 
코딩 서열로 도입시킬 수 있다.  본 발명의 또 다른 구체예에서, 특정 바이러스 유전자 EH는 이의 발현을 
제거하여, 표현형이 감쇠시키는데, 예를 들면 M ORF는 RSV 게놈으로부터 제거하여, 표현형이 감쇠된 재조
합 RSV를 만든다.  또 다른 구체예에서, 사람 RSV의 개별적인 내부 유전자는 또 다른 균주에 상응하는 부
분으로 대체하거나 소 또는 뮤린의 상응하는 부분으로 대체할 수 있다.  예를 들면, NS1, NS2, N, P, M, 
SH, M2(ORF1), M2(ORF2)의 한가지 이상 일부 또는 전부, L 유전자,  G 유전자, F 유전자등이 포함된다.  
RSV 게놈에는 침투에 필요한 세 가지 막 단백질, G 단백질, 융합 F 단백질; 작은 SH 단백질; 뉴클레오티
드 단백질 N, P, L; 두 개의 비-구조  단백질 NS1, NS2을 인코드하는 10개 mRNA를 포함한다.  단백질중 
한 가지가 표적이 되어 감쇠된 표현형을 만들 수 있다.   감쇠된 표현형을 만드는데 이용되는 다른 돌연
변이는 리더 및 트레일어 서열에 삽입, 결손, 부위-직접적인 돌연변이가 된다.

본 발명에 따르면, 감쇠된 RSV는 야생형과 비교하였을 때 실제 독성이 낮고, 생장 속도고 낮아, 면역화된 
개체에서는 바이러스 감염 중후가 발생되지 않는다.

본 발명에 따르면, 감쇠된 재조합 RSV는 단일 뉴클레오티드 변화, 부위-특이적인 돌연변이, 삽입, 치환, 
결손 또는 재배열등을 포함하는 광범위한 돌연변이에 의해 만들어진다.  이와 같은 돌연변이는 RSV 게놈
의 작은 부분 가령, 15 내지 30개 뉴클레오티드 또는 RSV의 많은 부분, 5o 내지 1000 뉴클레오티드에 영
향을 주는데, 이는 돌연변이의 성질에 따라 달라진다.  또 다른 구체예에서, 돌연변이는 기준의 시스-작
용 조절 원소의 상류 또는 하류에 도입되어, 이의 활성을 제거하여, 표현형이 감쇠된다.

본 발명에 따르면, 바이러스의 비-코딩 조절 부분을 변형시켜, 임의 바이러스 유전자를 하향 조절시키는
데, 가령, 이의 mRNA 전사를 감소시키거나 또는 vRNA (viral RNA)의 복제를 감소시켜, 감쇠된 바이러스가 
생성된다.

바이러스 유전자의 복제의 하향 조절 및 바이러스 유전자의 전사 하향 조적을 일으키는 바이러스 게놈의 
비-코딩 조절 부분을 변형시키면, 각 복제 과정에서 결손 입자가 생성되는데, 완전하게 감염성을 가지는 
병인성 바이러스에 요구되는 바이러스 단편의 완전한 보체보다 적게 포장된 바이러스등의 입자를 말한다.  
따라서, 변형된 바이러스는 감쇠된 성질을 가지는데, 이때 바이러스는 각 복제 과정에서 야생형 보다는 
더 결손된 입자를 가진다.  그러나, 각 과정에서 합성된 단백질의 양이 야생형 및 결손 입자의 것과 유사
하기 때문에, 이와 같은 감쇠된 바이러스도 우수한 면역 반응을 유도할 수 있는 능력이 있다.

상기 방법은 분할된 바이러스 및 비-분할 바이러스에 동일하게 적용할 수 있는데, 바이러스 유전자의 전
사가 하향 조절되면, 이의 mRNA 및 인코드된 유전자 생성물의 생산도 감소된다.  바이러스 유전자가 캡시
드, 매트릭스, 표면 또는 외피 단백질을 인코드하는 경우에, 복제 과정에서 만들어지는 입자의 수가 감소
되어, 변형된 바이러스는 감쇠된 성질을 가지는 것으로 역가가 임상적 이하 수준의 감염을 이루어진다.  
가령, 바이러스 캡시드 발현이 감소되었다는 것은 복제하는 동안에 뉴클레오캡시드 포장 수가 
감소되었고, 반면에 외피 단백질 발명의 수가 감소되었다는 것은 후손 비리온의 수 또는 감염성이 감소되
었다는 것을 말한다.   또는, 복제에 요구되는 바이러스 효소(가령, 폴리메라제, 복제효소, 헬리카제 등) 
발현이 감소되었다는 것은 복제하는 동안에 발생되는 후손 게놈의 수가 감소되었다는 것을 말한다.  복제
하는 동안에 만들어지는 감염성 입자의 수가 감소되었기 때문에, 변형된 바이러스는 성질이 감쇠되었다는 
것을 말한다.  그러나, 생성된 항원성 바이러스 입자의 수는 상당한 면역 반응을 유도하는데에는 충분하
다.

감쇠된 바이러스를 조작하는 또 다른 방법은 변형을 도입시키는 것이는데, 이는 바이러스 단백질 한 가지 
이상에 한 가지 이상의 아미노산 잔기 또는 에피토프의 삽입, 결손, 치환등이 포함되나 이에 한정시키지
는 않는다.  이는 상응하는 바이러스 유전자 서열로 적절히 변형시켜 만들 수 있다.  바이러스 복제를 변
형시키거나  감소시켜,  바이러스  단백질의  활성을  변화시키는  임의  변화는  본  발명에  따라  실시할  수 
있다.

예를 들면, 숙주 세포 수용체에 바이러스가 부착하는 것을 간섭하나 완전하게 방해하지 않게 하여 감염이 
이루어지는 변형은 이 과정에 관련된 바이러스 프로테아제 또는 바이러스 표면 항원에 실시하여, 감쇠된 
균주를 만든다.  이와 같은 구체예에 따르면, 바이러스 표면 항원을 변형시켜, 숙주 세포 수용체에 바이
러스  항원의  결합  친화력을  감소시키거나  간섭하는  한  가지  이상의  아미노산  또는  에피토프의  삽입, 
치환, 결손등의 변형이 있다.  이와 같은 방법은 여러 가지 장점을 제공하는데, 외부 에피토프를 발현시
키는 키메라 바이러스는 감쇠된 성질을 가진다.  이와 같은 바이러스는 살아있는 재조합 백신으로 이용할 
수 있는 이상적인 물질이 된다.  예를 들면, 본 발명의 키메라 바이러스안에 포함될 이형 유전자 서열에

35-8

1020007003251



는 사람 면역결핍 바이러스(HIV) gp120; 간염 B 바이러스 표면 항원(HB sAg); 허피스 바이러스의 당단백
질(가령,gD gE); 폴리오바이러스의 VP1; 박테리아 및 기생충과 같은 비-바이러스성 병인균의 항원성 결정
부위가 되나 이에 국한시키지는 않는다.

이에 대해, RSV는 외부 에피토프를 만들 수 있는 이상적인 시스템인데, 그 이유는 백시니아와 같은 다른 
바이러스 벡터를 이용할 때 부딪히는 숙주 저항성 또는 면역 내성등의 문제를 피하면서 키메라 바이러스
를 작제할 수 있는 수천가지 바이러스 변이체를 선택할 수 있기 때문이다.

또 다른 구체예에서, 바이러스 단백질을 처리하는 공정에 요구되는 바이러스 프로테아제를 변경시키면, 
감쇠를 만들 수 있다.  효소 활성에 영향이 적은 변형 및 효소가 프로세싱에 효과가 적도록 하는 변형은 
바이러스 감염성, 포장에 영향을 주고, 감쇠된 바이러스 생산을 위한을 위한 방출에도 영향을 준다.

또 다른 구체예에서, 바이러스 복제 및 바이러스 유전자에 전사에 관현된 바이러스 효소 가령, 바이러스 
폴리메라제, 복제효소, 헬리카제등을 변형시켜, 효소의 효과를 감소시키거나 활성을 줄일 수 있다.  이와 
같은 효소 활성이 감소되면, 후손 게놈 및 바이러스 전사체 생산이 적어지고, 복제하는 동안에 감염 입자
가 더 적게 만들어진다.

임의 바이러스 효소에 변형되는 방법으로는 분자의 활성 부위의 아미노산 서열에 삽입, 결손, 치환등이 
포함되나 이에 국한되지는 않는다.  가령, 효쇼의 결합 부위를 변형시켜, 기질에 대한 결합 친화력을 감
소시켜, 효소의 특이성이 감소되거나 효과를 줄일 수 있다.  가령, 표적 선택은 바이러스 폴리메라제 복
합체가 되는데, 모든 폴리메라제 단백질에는 온도 감응성 돌연변이가 있기 때문이다.  따라서, 이와 같은 
온도 감응성과 연관된 아미노산 부위에 변화를 도입시키면 바이러스 폴리메라제 유전자에 변화가 생겨, 
감소된 균주가 생성된다.

5.4.1. 감쇠용 표적으로 RSV L 유전자

본 발명에 따르면, RSV L 유전자는 감소된 표현형을 가지는 재조합 RSV를 만드는 중요한 표적이 된다.  L 
유전자는 전체 RSV 게놈의 48%가 된다.  본 발명에는 RSV L 유전자에 한정된 돌연변이 또는 무작위 돌연
변이를 가지는 L 유전자 돌연변이를 만드는 것을 포함한다.  당분야에 공지된 임의 기술을 이용하여, RSV 
L 유전자에 한정된 또는 무작위 돌연변이를 만들 수 있다.  일단 돌연변이가 유도되면, : db의 cDNA 돌연
변이의 기능을 in vitro에서 미니게놈 복제 시스템을 이용하여 스크리닝하고, 회수된 L 유전자 돌연변이
체는 in vitro 및 in vivo에서 추가로 분석하였다.

다음의 과정은 감쇠된 표현형을 가지는 돌연변이체를 만드는데 이용되는 방법을 예로 든 것이다.  또한, 
다음은 L 유전자만 예를 든 것이나, 다른 RSV 유전자에도 적용시킬 수 있다.

감쇠된 표현형을 가지는 돌연변이체를 만드는 한 가지 방법은 스케닝 돌연변이 생성 방법을 이용하는 것
으로 전하를 가진 아미노산 덩어리를 알라닌으로 돌연변이시키는 것이다.  이와 같은 방법은 기능을 하는 
도메인을 표적으로 하는 경우에 특히 요과가 있는데, 그 이유는 전하를 띄는 아미노산 덩어리는 단백질 
구조내에 묻혀있지 않는 것으로 나타났기 때문이다.  전하를 띈 아미노산을 보존성 치환체, 가령, 중성 
아미노산, 가령, 알라닌으로 치환시키면, 단백질의 구조에는 큰 변화가 없으나, 단백질의 기능을 하는 도
메인의 활성을 변경시킨다.  따라서, 전하를 띈 덩어리를 파괴시키면, 단백질이 다른 단백질과 상호작용
하는 능력이 간섭을 받아서, 돌연변이된 단백질 활성이 열감응성으로 되어, 열감응성 돌연변이체를 만든
다.

전하를 띈 아미노산 덩어리는 길이가 5개 아미노산으로 되는데, 이때 적어도 2개 이상의 잔기가 전하를 
가진 잔기가 된다.  스캐닝 돌연변이 생성 방식에 따르면, 덩어리에 있는 모든 전하를 띈 잔기를 부위-직
접적인 돌연변이를 이용하여 알라닌으로 돌연변이시킨다.  RSV L 유전자의 큰 부위 때문에, 전하를 띈 많
은 잔기 덩어리가 있다.  L 유전자내에, 4개의 연속하는 전하를 띈 잔기가 적어도 두 덩어리, 세 개의 연
속하는 전하를 띈 잔기가 적어도 17개 덩어리가 있다.  이들 각 덩어리에 전하를 띈 잔기중 적어도 2 내
지 4개는 알라닌과 같은 중성 아미노산으로 치환된다.

감쇠된 표현형을 가지는 돌연변이체를 만드는데 이용되는 또 다른 방식에서, 시스테인을 글리신 또는 알
라닌과 같은 아미노산으로 돌연변이시키는 스캐닝 돌연변이 방법을 이용한다.  이와 같은 방법은 준자내 
및 분자간의 결합 형성에서 시스테인의 역할을 이용한 것으로 시스템을 또 다른 잔기 즉, 보존성 치환기 
가령, 발힌 또는 알라닌으로의 치환이나, 급격한 치환, 가령, 아스파르트산으로의 치환, 단백질의 안정성 
및 기능의 변형등이 있는데, 이는 단백질의 3차 구조를 변형시키는 것이다.   RSV L 유전자에는 대략 39
개 시스테인 잔기가 있다.

또 다른 방식에서, RSV L 유전자의 무작위 돌연변이 생성은 전하를 띈 잔기 또는 시스테인을 이용한 잔기
에 해당안되는 단기를 포함한다.  RSV L 유전자는 매우 크기 때문에, 이와 같은 방법은 PCR 돌연변이 생
성에 의해 L 유전자의 큰 cDNA 단편을 돌연변이시켜 이루어진다.  이와 같은 돌연변이체의 기능은 미니게
놈 복제 시스템에 의해 스크리닝될 수 있고, 회수된 돌연변이체는 in vitro 및 in vivo에서 추가 분석하
였다.

5.5. 키메라 바이러스를 이용한 벡신 제조물

백신으로 이용하기 위해 임의 이형 유전자 서열을 키메라 바이러스안에 작제시킬 수 있다.  적절한 구체
예에서, 본 발명은 RSV-A 및 RSV-B에 대해 보호를 할 수 있는 이가 RSV 백신에 관계한다.  이와 같은 백
신을 조제하기 위해, RSV-A 및  RSV-B 소단위 항원성 폴리펩티드를 발현시킬 수 있는 키메라 RS 바이러스
를 이용한다.  또 다른 적절한 구체예에서, 본 발명은 RSV 및 인플루엔자에 대해 보호할 수 있는 이가 백
신에 관계한다.  이와 같은 백신을 만들기 위해, RSV 및 인플루엔자의 항원성 폴리펩티드를 발현시키는 
키메라 RS 바이러스를 이용한다.

적절하게는 다양한 병인균에 대해 보호성 면역 반응을 유도할 수 있는 에피토프 또는 중화 항체에 결합할 
수 있는 항원을 키메라 바이러스에 의해 또는 이의 일부로 발현시킨다.  예를 들면, 백신으로 이용할 수 
있는 본 발명의 키메라 바이러스안으로 작제되는 이형 유전자 서열에는 사람의 면역결핍 바이러스(HIV), 
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적절하게는 타입 1 또는 2에서 유도된 서열을 포함하나 이에 국한시키지는 않는다.  적절한 구체예에서, 
항원 소스로 이용되는 면역원성 HIV-유도된 펩티드는 키메라 인플루엔자 바이러스내에 작제되어, 척추동
물의 면역 반응을 유도하는데 이용할 수 있다.

이와 같은 HIV-유도된 펩티드에는 env 유전자(가령, gp160, gp120, gp41의 전부 또는 일부를 인코드하는 
서열), pol 유전자(가령, 역 전사효소, 엔도뉴클레아제, 프로테아제, 인테그라제의 일부 또는 전부를 인
코드하는 서열), gag 유전자(가령, p7, p6, p55, p17/18, p24/25의 일부 또는 전부를 인코드하는 서열), 
tat, rev, nef, vif, vpu, vpr, vpx등이 포함되나 이에 국한되지는 않는다.  

다른 이형성 서열은 간염 B 바이러스 표면 항원(HBsAg)에서 유도되거나; 허피스 바이러스(가령, gD, gE)
의 당단백질; 폴리오바이러스의 VP1; 박테리아 및 기생충과 같은 비-바이러스성 병인균의 항원성 결정부
위에서 유도된다.  또 다른 구체예예서, 이뮤노글로블린 유전자의 전부 또는 일부가 발현될 수 있다.  예
를 들면, 이와 같은 에피토프를 흉내내는 항-이디오타입 이뮤노글로블린의 다양한 부분이 본 발명의 키메
라 바이러스내에 작제될 수 있다.

살아있는 재조합 바이러스 백신 또는 비활성 재조합 바이러스 백신이 조제될 수 있다.  살아있는 백신이 
더 바람직한데, 그 이유는 숙주에서 다중복제로 인하여, 천연 감염에서 발생하는 것과 유사한 종류 및 크
기의 자극이 장시간 유도되고, 따라서, 실제 오랬동안 면역성을 지속시킬 수 있다.  이와 같은 살아있는 
재조합 바이러스 백신 조제물을 생산하는 것은 세포 배양물 또는 병아리 배의 알란토이스(allantois)에서 
바이러스의 증식과 관련된 통상의 방법을 이용하고, 정제한다.

이에 대해, 백신을 위해 유전학적으로 조작된 RSV을 이용하면, 이들 균주에 감쇠 특징이 존재해야 한다.  
사람에 이용할 수 있는 현재 살아있는 바이러스 백신 추천물질은 저온-계대, 온도 감응성어어서, 조류 바
이러스로부터 몇 가지 유전자(6개)를 유도하는데, 이들은 감쇠된 것이다.  트랜스펙션에 이용되는 주형으
로 적절한 돌연변이(결손)을 도입하면, 감쇠된 성질을 가지는 신규한 바이러스를 제공하게 된다.  예를 
들면, 온도 감응성 또는 저온 적응과 연관된 특이적인 미스센스 돌연변이는 결손 돌연변이에 만들 수 있
다.  이와 같은 돌연변이는 저온 또는 온도-감응성 돌연변이와 연관된 점 돌연변이보다는 좀더 안정적이
고, 역전 빈도는 상당히 낮다.

또는, 자살['suicide'] 특징을 가지는 키메라 바이러스를 작제할 수도 있다.  이와 같은 바이러스는 숙주
에서 1회 또는 수회 복제를 할 수 있다. 백신으로 이용할 경우에, 재조합 바이러스는 단일 복제 과정을 
거치고, 충분한 면역 반응을 유도할 수 있지만, 사람 숙주에서는 질병을 일으키지는 않는다.  필수 RS 바
이러스 유전자중 한 가지 이상이 부족한 재조합 바이러스는 성공적으로 복제과정을 할 수 없다.  이와 같
은 결손 바이러스는 이와 같은 유전자를 영구적으로 발현시킬 수 있는 세포주로 특정 유전자가 결손된 재
구성된 RNPs를 공동 트랜스펙션시켜 만든다.  필수 유전자가 결손된 바이러스는 이와 같은 세포주에서 복
제될 수 있지만, 숙주 세포에 투여할 때 환전한 복제를 할 수는 없다.  이와 같은 조제물은 미성숙과정에
서 면역 반응을 충분히 유도할 수 있는 충분한 수의 유전자를 전사 및 해독시킨다.  또는, 더 많은 양의 
균주를 투여할 수도 있는데, 이와 같은 준비물은 비활성(죽은) 바이러스 백신으로 작용한다.  비활성 백
신의 경우에는 이형 유전자 생성물이 바이러스 성분으로 발현되어, 유전자 생성물은 비리온과 연합된다.  
이와 같은 조제물의 장점은 고유 단백질을 포함하나, 죽은 바이러스 백신을 제조하는데 이용되는 포르말
린 또는 다른 물질로 처리하여 비활성화 과정을 하지 않는다는 것이다.

본 발명의 또 다른 구체예에서, 키메라 바이러스를 죽이는 통상의 기술을 이용하여 비활성화된 백신 조제
물을 만든다.  비활성화된 백신은 이들의 감염성이 파괴되었다는 의미에서 '죽음'을 말하는 것이다.  이
상적으로는 바이러스의 감염성은 이들의 면역원성에는 영향을 주지 않고, 파괴되었다.  비활성 백신을 준
비하기 위해, 키메라 바이러스를 세포 배양물 또는 병아리 배 알란토이스에 생장시키고, 구역 한외원심분
리에 의해 정제하고, 포름알데히드 또는 β-프로피오락톤으로 비활성화시키고, 모은다.  생성된 백신을 
근육내로 통상 접종하였다.

비활성화된 백신은 면역 반응을 강화시키기 위해 적절한 어쥬번트와 함께 조제한다.  이와 같은 어쥬번트
로는 미네랄 겔(수산화 알루미늄); 표면 활성 물질(가령, 리소레시틴, 플로로닉 폴리올, 폴리안이온); 펩
티드; 오일 에멸젼; BCG 및 코리네박테리움 파르붐과 같은 유용한 사람 어쥬번트 등이 포함되나 이에 한
정시키지는 않는다.

상기에서 설명하는 백신 조제물을 도입시키는 방법은 다양한데, 예를 들면, 구강, 피부아래, 근육내, 복
막내, 정맥, 피하, 비강 경로등이 있으나, 이에 국한되지는 않는다.  백신의 고안 목적이 되는 병인 감염 
천연 경로를 통하여 키메라 바이러스 백신 조제물을 도입시키는 것이 바람직하다.  살아있는 키메라 바이
러스 백신 조제물을 이용하는 경우에는 인플루엔자 바이러스의 천연 감염 경로를 통하여 조제물즐 도입시
키는 것이 적절하다.  강한 분비 및 세포 면역 반응을 유도하는 RSV 및 인플루엔자 바이러스의 능력을 유
익하게 이용한다.  예를 들면, 키메라 RSV 또는 인플루엔자 바이러스를 호흡기 감염시키면, 비뇨-생식기
에 강한 분비성 면역 반응을 유도할 수 있고, 동시에 특정 질병을 일으키는 물질에 대해 보호한다.

다음은 실시예로 설명하는 것으로, RSV를 이용하여 네가티브 가닥 RNA 바이러스 게놈을 조작하는 것을 설
명하는데, 이는 이형 유전자 발현을 위해 키메라 바이러스 생성, 백신화를 위해  감염성 바이러스 입자 
및 감쇠된 바이러스 입자를 만드는 본 발명의 방법을 설명한다.

6. 특정 재조합 DNA에서 유도된 RNA를 이용하여 감염성 호흡기 합체 바이러스(RSV)의 구조

이 실시예에서는 상기 단락 5에서 설명한 것과 같은 안전하고 감염성이 있는 RSV로 전체 RSV RNA를 코딩
하는 재조합 cDNAs에서 유도된 감염성 호흡기 합체 바이러스(RSV)dml 구조 과정을 설명한다.  여기에서 
설명하는 방법은 오르소믹소바이러스, 파라믹소바이러스(센다이 바이러스), 파라인플루엔자 바이러스 타
입 1-4, 멈프(mumps), 뉴우캐슬병 바이러스와 같은 분할 및 비-분할 RNA 바이러스; 모르빌리바이러스(홍
역); 개 디스템퍼 바이러스, 린더페스트 바이러스; 뉴모바이러스(호흡기 합체 바이러스); 라브도바이러스
(광견병,  베시큘로바이러스,  베시큘라 소차티티스 바이러스)등이 포함되는데 이에 한정되지는 않는다.   
이 공정을 이용하여, 외부 유전자를 발현시킬 수 있는 키메라 RSV 바이러스를 생산하는데, 이때 외부 유
전자는 RSV에 대해 비-고유 유전자 즉, HIV env 단백질과 같은 다른 바이러스성 단백질이 포함된다.  키
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메라 RSV를 생산하기 위한 또 다른 방법은 하기에서 추가로 설명될 기존의 고유 RSV 유전자를 변형시키는 
것이다.  따라서, 이 실시예는 RSV 병인성에 관련된 감쇠에 이과정을 이용하는 것을 설명하여, 사람에 이
용할 수 있는 생물학적 성질을 가지는 백신을 생산할 수 있다.

전체 RSV RNA 게놈에 관련된 구조 과정의 첫 단계는 RSV 균주 A2의 15kb 게놈 전체 길이를 합성하는 것이
다.  1kb-3.5kb 길이의 서브-게놈 이중 가닥 cDNA를 접합하여, 완전한 게놈 cDNA를 만들면 된다.  게놈 
cDNA의 뉴클레오티드 서열을 결정하면, 어셈블리 과정동안에 생기는 오류를 확인할 수 있고, 오류는 부위
-직접  돌연변이로  수정하거나  화학적으로  합성된  이중  가닥  DNA의  일부를  오류  부분에  치환시켜 
수정한다.  어셈블리 후에, 게놈 DNA는 한 단부에 전사 프로모터(가령, T7 프로모터)에 인접하게 위치시
키고, 다른 단부에는 전사 종료를 위한 DNA 서열(가령, 특이적인 엔도뉴클레아제 또는 리보자임)을 두어, 
in vitro 또는 배양된 세포에서 완전한 바이러스 게놈의 (+)(-)센스 RNA 복사체를 합성하도록 한다.  리
더 또는 트레일러 서열에는 원하는 바에 따라 추가 서열을 포함할 수 있는데, 가령, 인접 리보자임 및 무
작위 T7 전사 종료 물질 등이 된다. 리보자임은 간염 델타 바이러스 리보자임이거나 헴머헤드 리보자임이 
되고, 이는 비-바이러스성 뉴클레오티드의 3' 말단을 만드는 기능을 한다.

본 발명의 특징에 따르면, 고유 RSV 게놈 서열에 돌연변이, 치환 또는 결손을 만들어 RSV 프로모터 활성
을 증가시킬 수 있다.  출원인은 RSV 프로모터 활성이 증가하는 경우에도, RSV 구조 효과가 상당히 증가
되어, 돌연변이를 가지는 전체 길이의 RSV cDNA에서 감염성 RSV 입자를 구조할 수 있다고 설명한다.  특
히, 게놈의 4번 위치 점 돌연변이(C에서 G)로 인하여, 프로모터 활성이 몇 배 증가되었고, 돌연변이를 가
지는 전체 길이 RSV cDNA에서 감염성 바이러스 입자 구조도 몇 배 증가되었다.

구조 과정은 전체 길이 RSV 균주 A2 게놈 RNA의 상호작용을 이용하는데, 이는 배양된 세포내부에 있는 헬
퍼 RSV 소단위 B 바이러스와 함께 작제된 cDNA에서 전사된 것이다.  여러 가지 방법으로 실시할 수 있다.  
예를 들면, RSV 균주 A2에서 전체 길이의 바이러스 게놈 RNA를 in vitro에서 전사하고, RSV 균주 B9320 
감염된 세포 가령, 293 세포로 표준 트랜스펙션 과정을 이용하여 트랜스펙션시킨다.  또한, RSV 균주 A2
의 in vitro 전사된 게놈은 안정적으로 합체된 바이러스 유전자로부터 필수적인 RSV 균주 A2 단백질을 발
현시키는 세포주로 트랜스펙션시킨다(헬퍼 바이러스가 없는 경우).

또는, in vitro 전사된 바이러스 게놈 RNA(RSV 균주 A2)는 필수 헬퍼 RSV 균주 A2 단백질 특히, N, P, L, 
M2-ORF1 단백질을 발현시키는 이형 바이러스로 감염된 세포(특히, 백시니아 바이러스)에 트랜스펙션시킨
다.   또한, in vitro 전사된 게놈 RNA는 T7 폴리메라제를 발현시키는 백시니아 바이러스와 같은 이형 바
이러스에 감염된 세포에 트랜스펙션시키는데, 이는 헬퍼 N, P, L, M2/ORF1 유전자를 포함하는 트랜스펙션
된 플라스미드 DNA에서 헬퍼 단백질을 발현시킬 수 있다.

in vitro 전사된 게놈 RNA의 트랜스펙션에 또 다른 것으로는 전체 RSV cDNA 구조체를 포함하는 플라스미
드 DNA를 이형 바이러스에 감염된 세포에 트랜스펙션시키는데, 가령, 이형 바이러스로는 필수적인 헬퍼 
RSV 균주 A2 단백질 및 T7 폴리메라제를 발현시키는 백시니아 바이러스가 되어, RSV cDNA 구조체를 포함
하는 플라스미드 DNA로부터 전체 RSV 게놈 RNA의 전사를 가능하게 한다.  그러나, 백시니아 바이러스는 
헬퍼 단백질 자체 및 T7 폴리메라제의 공급을 필요로 하지 않기 때문에, 헬퍼 단백질은 N, P. L, M2/ORF1 
유전자를 포함하는 트랜스펙트된 플라스미드로부터 이들의 고유 T7  프로모터에 인접한 적절한 위치에 발
현될 수 있다.

복제  바이러스는  구조  실험동안에  헬퍼  기능을  제공하기  때문에,  RSV의  B9320  균주를  이용하여,  RSV 
B9320에 대한 후손 구조를 차등화시킬 수 있다.  구조된 RSV 균주 A2는 구조하기 전에 RSV 게놈의 cDNA 
복사체에 삽입된 특이적인 '표식' 서열 존재로 양성적으로 확인될 수 있다.

고유의 야생형 RSV 균주 A2에 대한 구조 시스템의 확립으로 고유 RSV와 어느 정도 유사한 방식으로 이형 
서열을  포함하는  키메라  RSV를  작제하기  위해  RSV  게놈의  cDNA  복사체안으로  도입되도록  변형을 
허용하여, 생성된 구조 바이러스는 병인성이 감쇠되어, 단란 5.4에서 논의한 바와 같은 안전하고 효과적
인 사람 백신을 제공한다.  바이러스 감쇠를 일으키는데 요구되는 유전자 변형이 크거나(가령, 바이러스 
게놈안에 전체 유전자 또는 조절 서열의 전치) 또는 작을 수 있다(가령, 바이러스 게놈안에 주요 조절 또
는 기능 도메인에 단일 또는 다중 뉴클레오티드 치환, 추가 결손).  

이형 서열을 제공하기 위해 RSV 유전적 물질의 변형에 추가하여(전치로 인한 변형을 포함), 이 공정은 '
외부' 유전자(가령, RSV에 고유적인 유전자가 아닌 유전자) 또는 이의 유전자 성분의 삽입을 허용하여, 
이와 같은 유전자 성분의 발현으로 인하여 생물학적 기능 또는 항원성을 나타내거나, 이와 같은 방식에서 
변형된 키메라 RSV는 리보자임, 항-센스 RNA, 특이적인 올리고리보뉴클레오티드와 같은 예방 또는 치료 
능력을 가지는 다른 이형 단백질 또는 유전자 물질 또는 백신 목적으로 다른 바이러스 단백질의 발현 시
스템으로 기능을 할 수 있다.

6.1.1. 헬퍼 바이러스로 RSV 균주 B9320을 이용하여 RSV 균주 A2의 리더 및 트레일러 서열의 구조

이 실시예에서는 RSV 균주 A2 및 RSV 균주 B9320를 이용하였으나 이는 예시적인 것이다.  당업자는 RSV의 
소단위 A 및 소단위 B 바이러스를 실시예의 기술에 따라 이용할 수 있을 것이다.  이와 같은 다른 균주를 
이용하는 방법도 본 발명에 포함된다.

RSV 균주 A2 및 RSV 균주 B9320은 Hep-2 세포 및 Vero 세포에서 각각 생장시키고, 293 세포는 트랜스펙션 
및 구조 실험동안에 숙주로 이용한다.  이들 세 가지 균주는 ATCC(Rockville, Maryland)에서 구하였다.

6.1.2. 리포터 플라스미드의 작제 및 기능 분석

플라스미드 pRSVA2CAT(도 1)은 하기에서 설명하는 것과 같이 작제하였다.

RSV 균주 A2의 44개 뉴클레오티드 리더 및 155개 뉴클레오티드 트레일러 성분의 cDNAs, 박테리오파아지 
T7 폴리메라제의 프로모터 콘센선스 서열을 포함하는 트레일러 성분은 부분적인 오버랩 상보성을 가지는 
올리고뉴클레오티드의  어닐링으로  별도로  어셈블리하였다(see  Mink  et  al.,  Virology  185:615-624 
(1991); Collins et al., Proc. Natl . Acad. Sci. 88:9663-9667 (1991))(도 1참고).  어닐링에 이용된 
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올리고뉴클레오티드는 Applied Biosystems DNA 합성기(Foster City, CA)에서 합성하였다.  도 1에는 리더 
및 트레일러 서열에 있는 별개 올리고뉴클레오티드 및 이들의 관련 위치를 나타내었다.  리더를 작제하는
데 이용되는 올리고뉴클레오티드는 다음과 같다;

트레일러를 젝제하는데 이용되는 올리고뉴클레오티드는 다음과 같다;

그 다음 완전한 리더 및 트레일러 cDNAs를 클로람페니콜-아세틸-트란스퍼라제(CAT) 리포터 유전자의 XbaI 
및 PstI에 각 결찰시켜, 선형의 1kb RSV/CAT cDNA 구조체를 만든다.  이와 같은 cDNA 구조체는 pUC19의 
KpnI 및 HindII 부위에 결찰시킨다.  최종 pRSVA2CAT 구조체의 완전성은 XbaI/PstI 및 KptI/HindII 절단 
생성물의 크기를 겔 분석하여 확인하였다.  완전한 리더 및 트레일러 cDNAs를 적절한 제한효소 부위를 이
용하여 그린 형광 단백질(GFP)에 결찰시켜, 선형 cDNA 구조체를 만든다.  생성된 RSV-GFP-CAT는 CAT 및 
GFP를 발현하는 비시스트론성 리포터 구조체가 된다.

In vitro 박테리오파아지 T7  폴리메라제와 HgaI에 의해 선형화된 pRSVA2CAT의 전사는 T7 공급 업자의 프
로토콜에 따라 실행하였다(Promega Corporation, Madison, Wisconsin).  6개 웰 접시에 합류 293 세포(웰

당 -1x10
6
)을 세포당 1pfu에서 RSV 균주 B9320에 감염시키고, 1시간 후에, pRSVA2CAT 구조체의 in vitro 

전사된  RNA  5-10㎍으로  트랜스펙션시킨다.   트랜스펙션  과정은  Collins  et  al.,  Virology 195:252-

256(1993)에 따르고, 제조업자의 지시에 따라, Transect/ACT
TM
  및 Opti-MEM 시약을 이용하였다.  감염 후 

24시간에  293  세포는  표준  과정(Current  Protocols  in  Molecular  Biology,  Vol.  1,  Chapter9.6.2; 
Gorman, et al., 1982) Mol. Cell Biol. 2: 1044-1051)을 이용하여 CAT 활성에 대해 검사하였다(Gibco-
BRL, Bethesda, Maryland).  CAT 활성이 상당히 높게 감지되면, RSV 균주 A2의 '리더' 및 '트레일러' 부
분을 포함하고, CAT 유전자를 포함하는 in vitro에서 전사된 네가티브 센스 RNA가 막에 싸여 있고, RSV 
균주 B9320에 의해 공급되는 단백질을 이용하여, 복제되고, 발현되었다는 것을 알 수 있다(도 2 참고).  
이 실험에서 관찰된 CAT  수준은 상동성 RSV 균주 A2가 헬퍼 바이러스로 이용된 유사한 구조 실험에서 관
측된 만큼 높다는 것을 알 수 있다.  소집단 A RSV 균주 A2 RNA의 포집, 복제, 전사를 지원하기 위한 항
원적으로 별개의 소단위 B RSV 균주 B9320의 능력에 대해서는 아직 정식으로 보고된 바 없다.

6.2. RSV의 완전한 게놈을 제시하는 cDNA의 작제

cDNA 합성을 위한 주형을 얻기 위해, , RSV 게놈 RNA(15,222개 뉴클레오티드로 구성)을 Ward et al., J. 
Gen. Virol. 64:167-1876 (1983)에서 설명하는 방법에 따라 감염된 Hep-2 세포로부터 정제하였다.  RSV의 
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공개된 뉴클레오티드 서열에 기초하여, 올리고뉴클레오티드는 Applied Biosystems DNA 합성기를 이용하여 
(Applied Biosystems, Foster City, CA) 합성하여, 게놈 RNA 주형으로부터 제 1  및 제 2 가닥 cDNA을 합
성하였다.  도 3에는 뉴클레오티드 서열, RSV 게놈안에 cDNA 프라이머 및 주요 엔도클레아제 부위의 위치
가 표시되어 있다.  바이러스 게놈 RNA로부터 cDNA를 생산하는 것은 Perkin Elmer Corporation, Norwalk, 
Connecticut(see also Wang et al., (1989) Proc. Natl. Acad. Sci. 86:9717-9721)의 역 전사.폴리메라제 
사슬 연쇄 (RT/PCR) 과정에 따라 실행하였다; 증폭된 cDNAs는 아가로즈 겔의 적절한 DNA 밴드의 전기 용
출에 의해 전제하였다.  정제된 DNA는 pCRII 플라스미드 벡터에 직접 결찰시키고(Invitrogen Corp. San 
Diego), 'One Shot E. coli 세포(Invitrogen) 또는 'SURE' E. coli 세포(Stratagene, San Diego)로 형질
도입시킨다.  표준 기술에 따라 생성된 클론된 바이러스 특이적인 cDNAs를 합체하여(Sambrook  et  al., 
Molecular Cloning - A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor laboratory Press (Cold Spring Harbor, 
NY, 1989), 전체 RSV 게놈에 이어지는 cDNA를 만든다.  전체 cDNA 게놈을 서열화시키고, 부정확한 서열은 
부위-직접적인 돌연변이생성 또는 화학적으로 합성된 DNA에 의해 치환시킨다.  뉴클레오티드 치환은 'F' 
유전자의 염기 7291 및 7294(주;염기 번호는 게놈 RNA의 3' 말단에 시작되는 것을 1로 한다)에 도입시켜, 
신규한 StuI엔도뉴클레아제 부위를 만들고, 7423, 7424, 7425(F 유전자내에)에 도입시켜, 신규한 PmeI 부
위를 만든다.  이와 같은 변화는 구조 과정을 위해 확실한 표식으로 이용하기 위함이다.  박테이로파아지 
T7 폴리메라제 및 HgaI 엔도뉴클레아제 부위는 바이러스 게놈의 반대 단부에 위치하여, in vitro에서 네
가티브 또는 포지티브 센스 바이러스 게놈이 합성되도록 한다.  T7 폴리메라제 프로모터 서열 및 HgaI의 
인지 서열을 가지는 cDNA를 Applied Biosystems DNA 합성기에서 합성하고, 바이러스 게놈의 cDNA의 말단
을 별도로 결찰시키고 또는 이를 게놈 cDNA의 말단 부분 증폭하는 동안에 PCR 프라이머의 합체 부분으로 
참가하였다.  후자의 경우는 게놈 cDNA의 말단 부근에 적절한 엔도뉴클레아제 부위가 없을 경우에 이용하
여, 화학적으로 합성된 T7 프로모터/HgaI 부위 cDNA가 게놈 cDNA에 직접 결찰되지 않도록 한다.  이와 같
은 완전한 구조(게놈 cDNA 및 인접하는 T7 프로모터/HgaI 인지 서열)을 Bluescript Ⅱ SK 파아지미드(부
위-직접적인 돌연변이에 의해 고유의 T7 프로모터는 제거함)(Stratagene, San Diego)의 KpnI/NotI 부위에 
클론시킨다.  이와 같은 완전한 게놈으로부터 전사된 RNA는 RSV 소단위 B 헐퍼 바이러스를 이용하여 구조
함으로써, 실시예 6.1에서 설명하는 감염성 RSV를 제공한다.   완전한 고유('야생형 RSV A2 균주) 게놈 
RNA의 이와 같은 기본적인 구조 시스템을 이용하여, 게놈의 cDNA 복사체에 다양한 변형을 도입시킬 수 있
어, 게놈안으로 이형 서열을 도입시킬 수 있다.  이와 같은 변화는 바이러스 복제를 제한하지 않으면서 
바이러스 병인성을 구조가 불가능하거나 바이러스 유전자 발현이 적절한 면역성을 유도하는데 불충분한 
수준으로 감소시키도록 고안된 것이다.

다음의 올리고뉴클레오티드를 이용하여 리보자임/T7 종료물질 서열을 작제하였다.

RSV의 완전한 게놈, T7 프로모터, 간염 델타 바이러스 리보자임, T7  종료물질을 포함하는 cDNA 클론을 
만들었다.  이와 같은 구조를 이용하여 T7 폴리메라제 존재하에서 안티게놈성 RNA 또는 RSV를 in vivo에
서 만들었다.  서열 분석에 따르면, 플라스미드에는 RSV 게놈에 있는 돌연변이를 거의 포함하지 않는다는 
것을 알 수 있다.

6.2.1. RSV 게놈의 변형

RSV RNA 게놈의 변형은 유전자 섞임과 같이 RSV의 유전자 구조의 방대한 변형으로 구성된다.  예를 들면, 
RSV N1 유전자는 게놈의 5'말단에 근접하게 위치하도록 정치되어, 바이러스 유전자 발현에 알려진 3'에서 
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5'방향으로의 장점을 가질 수 있고, 감염된 세포에서 M1 단백질 발현 수준이 감소되고, 바이러스 어셈블
리 및 성숙 속도가 감소된다.  사람 또는 동물 기원의 다른 RSV 균주의 경우에 다른 유전자 또는 조절 부
분이 적절하게 전치될 수 있다.  예를 들면, 사람의 소단위 B의 F 유전자( 및 'G' 유전자도 가능성이 있
음)를  다른  RSV  균주의  A  게놈에  삽입할  수도  있다(RSV  균주  A,  F,  G  유전자에  대체하거나  이에 
추가하여).

또 다른 방법에 있어서, RSV 바이러스 N 단백질의 RNA 서열은 이의 3'말단 부위에서 게놈의 5'말단에 근
접한 위치로 옮겨질 수 있어, 이 또한 유전자 전사에서 3'에서 5'로의 방향의 장점을 가질 수 있어, 생산
된 N 단백질의 수준을 줄일 수 있다.  생산된 N 단백질의 수준을 줄임으로써, RSV에 대한 숙주 면역원을 
자극하는데 관련된 유전자의 전사의 관련 속도를 동시에 증가시키고, 게놈 복제의 관련 속도를 감소시킨
다.  따라서, RSV N 단백질을 코딩하는 RSV RNA 서열을 전치시켜, 고유 RSV에 비해 병인성이 감쇠된 키메
라 RS 바이러스가 생성될 수 있다.

감쇠된 RSV를 생산하는 또 다른 예시적인 전치 변형으로는 RSV의 L 단백질을 코딩하는 RSV RNA 서열을 전
치하는 것으로 구성된다.  RS 바이러스의 이와 같은 서열은 바이러스 폴리메라제 단백질 생산을 담당하는 
것으로 보인다.  L 단백질을 코딩하는 RSV 서열을 고유 5' 말단에서 게놈의 3'말단으로 전치시키면, 병인
성이 감쇠된 키메라 RS 바이러스가 만들어질 것이다.  또 다른 예시적인 전치로는 RSV G  및 F 단백질을 
인코드하는 RSV RNA 서열의 위치를 바꿈(가령, 게놈에서 서로의 위치를 바꿈)으로써 생산되는 G 및 F 단
백질의 양이 약간 변화되어, 병인성이 감쇠된 키메라 RSV를 얻을 수 있다.  이와 같은 설명된 유전자 혼
란 변형은 고유의 RSV 시작 물질과 비교하였을 때 병인성이 감쇠된 키메라 변형된 RSV를 만들 수 있다.  
전술한 인코드된 단백질의 뉴클레오티드 서열은 전체 RSV 게놈에 대한 이의 뉴클레오티드 서열로 공지되
어 있다(See McIntosh, Respiratory Syncytial Virus in Virology, wd Ed. edited by B.N. Fields, D.M. 
Knipe  et  al.,  Raven  Press,  Ltd.  New  York,  1990  Chapter  38,  pp  1045-0173,  and  references  cited 
therein).

이와 같은 변형은 추가로 또는 선택적으로 RSV 게놈의 유전자 또는 조절 도메인내에 위치한 부위 특이적
인 단일 또는 다중 뉴클레오티드 치환, 결손 추가등으로 구성된다.  이와 같은 부위-특이적인, 단일 또는 
다중, 치환, 결손 또는 추가는 지나치게 감쇠시키지 않으면서 바이러스 병인성을 감쇠시키는데, 가령, F 
단백질에 있는 절단 부위에 리신 또는 아르기닌 잔기의 수를 감소시켜 숙주 세포 프로테아제에 의해 이를 
절단하는 효과를 감소시키고(이와 같은 절단은 F 단백질의 기능적인 활성화 과정에서 필수적인 단계로 간
주됨), 따라서, 독성이 감소될 수 있다.  RSV 게놈의 3' 또는 5' 조절 부위에 부위 특이적인 변형을 이용
하여 게놈 복제를 희생시켜 전사를 증가시킬 수도 있다.  또한, N 단백질내에 도메인을 국소적으로 조작
하면, 전사와 복제간에 전환을 조절하는 것으로 파악되어, 게놈 복제를 감소시킬 수 있고, 전사는 높은 
수준으로 유지시킬 수 있다.  또한, G 및 F 당단백질의 세포질 도메인을 변형시켜, 감염된 세포의 망상내
피 및 골지체를 통한 이들의 이동 속도를 감소시켜, 바이러스 성숙을 느리게 할 수 있다.  이와 같은 경
우에, G 단백질만의 이동을 변형시키는 것으로도 충분한데, 이는 RSV 감염동안에 항체 생산을 중화시키는 
것을 자극하는데 관련된 주요 항원인 'F' 생산의 추가 상향 조절을 허용한다.  이와 같은 RSV 게놈의 유
전자 또는 조절 도메인내에 국소화된 치환, 결손, 추가는 고유 RSV 게놈에 비해 병인성이 감소된 키메라 
변형 RSV을 만들 수 있게 한다.

6.3. RSV의 완전한 게놈을 제공하는 cDNA의 회수

6.3.1. 발현 플라스미드의 구조 및 기능 분석

RSV, N, P, L 유전자는 RSV의 바이러스 폴리메라제를 인코드한다.  RSV M 유전자의 기능은 아직 모른다.  
헬퍼 RSV 균주 AZ  단백질 기능을 하는 RSV, N, P, M, L 발현 플라스미드의 능력은 하기에서 설명한다.  
RSV, N, P, L, M2-1 유전자를 T7 프로모터 조절하에서, 변형된 PCITE 2a(+) 벡터(Novagen Madison, WI)에 
클론시키고, 이의 3'말단에는 T7  종료물질이 인접하도록 한다.  PCITE-2a(+)는 PCITE-3a(+)의 T7  종료
물질 서열을 pCITE-2a(+)의 AlwnI 및 BglII부위에 삽입시켜 변형시킨다.  N, P, L 발현벡터의 기능은 이
들이 트랜스펙트된 pRSVA2CAT를 복제시키는 능력으로 결정한다.  약 80% 합류되는 수준에서, 6개 웰 플레
이트에 있는 Hep-2 세포에 MVA(5 moi)를 감염시킨다.  1시간 뒤에, 감염된 세포는 pRSVA2CAT(0.5㎎) 및 
N(0.4㎎),  P(0.4㎎),  L(0.2㎎)  유전자를  인코드하는  플라스미드를  lipofecTACE(Life  Technologies, 
Gaithersbure, M.D.)이용하여 트랜스펙션시킨다.  트랜스펙션은 5시간 또는 하룻밤동안 계속하고, 트랜스
펙션 배지는 2%(태아 소 혈청) FBS를 포함하는 새로운 MEM으로 바꾼다.  감염 2일 후에, 세포를 용해시키
고, 용해물질을 CAT 활성에 대해 분석하는데, 이때 Boehringer Mannheim;s CAT ELISA kit를 이용한다.  
CAT 활성은 N, P, L 플라스미드와 PRSVAZCAT로 트랜스펙션된 세포에서 감지하였다.  또한, RSV-GFP-CAT와 
N, P, L 발현 플라스미드의 공동 트랜스펙션에 의해 GFP 및 CAT 단백질이 모두 발현된다.   재조합 백시
니아 바이러스의 상이한 발현 플라스미드 비율 및 moi를 리포터 유전자 발현 시스템에서 최적화시킨다.

6.3.2. 완전한 RSV cDNA로부터 감염성 RSV의 회수

Hep-2 세포는 1 moi에서 MVA(T7 폴리메라제를 발현시키는 재조합 백시니아 바이러스)로 감염시킨다.  50
분 후에, 트랜스펙션 혼합물을 세포에 첨가한다.  트랜스펙션 혼합물은 2㎍ N 발현 벡터, 2㎍ P 발현 벡
터, 2㎍ L 발현벡터, 1.25㎍ M2/ORF1 발현벡터, 2㎍ RSV 게놈 클론과 강화 프로모터, 50㎍ 
LipofecTACE(Life Technologies, Gaithersburg, M.D.), 1㎖ OPTI-MEM로 구성된다.  하루 뒤에, 트랜스펙
션된 혼합물은 2% FCS를 포함하는 MEM로 대체시킨다.  세포는 2일간 37℃에서 배양시킨다.  트랜스펙션 
상청액을 수득하고, 이를 이용하여 40㎎/㎖ arac(백시니아 바이러스에 저항성이 있는 약물) 존재하에서 
새로운 Hep-2 세포를 감염시킨다.  감염된 Hep2 세포는 7일간 배양시킨다.  P1 상청액을 수득한 수에, 세
포는 RSV A2 균주의 F 단백질에 대한 항체를 이용하는 면역착색에 이용한다.  눈으로 볼 수 있는 세포-세
포간 융합을 한 6개의 포지티브 착색된 좌위를 확인하였다.  RNA를 P1 상청액으로부터 추출하고, 이를 
RT-PCR 분석에 주형으로 이용한다.  두 가지 생성물에는 도입된 표식을 포함한다.  대조적으로 천연 RSV 
바이러스에서 유도된 PCR 생성물에는 표식이 결여되어 있다.

점 돌연변이는 RSV  게놈 클론의 리더 서열의 4번 위치에 있고(C 잔기가 G로), 이와 같은 게놈 클론은 
pRSVC4GLwt이라한다.  이와 같은 클론은 리포터 유전자에서 야생형에 비교하였을 때 몇 배이상 프로모터 
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활성이 증가되었다는 것을 볼 수 있다.  이 돌연변이를 전체 길이 게놈에 도입시킨 후에, 감염성 바이러
스를 cDNA 클론으로부터 회수하였다.  회수된 재조합 RSV 바이러스는 야생형 RSV 바이러스에 비하여 더 
작은 플락을 형성하였다(도 8).

이와 같은 시스템은 돌연변이된 RSV를 구조할 수 있도록 한다.  따라서, RSV에 대한 살아있는 감쇠된 백
신을 만들고, 이형 유전자 발현을 얻기 위해 RSV 벡터 및 바이러스를 이용하게 하는 우수한 도구가 된다.  
타입 B RSV의 G 단백질을 타입 A 배경에 발현시킬 수 있게 하고, 백신은 타입 A와 타입 B 감염을 보호할 
수 있다.  유전자의 순서를 바꾸거나 또는 L 단백질의 부위-직접적인 돌연변이 생성에 의해 RSV 게놈으로 
온도 감응성 돌연변이 및 감쇠를 실시할 수 있다.

6.4. 단클론 항체를 이용하여, 헬퍼 바이러스로부터 구조된 바이러스를 분별할 수 있다.

RSV 균주 B9320 헬퍼 바이러스를 중화시키고, 구조된 A2 균주 RSV를 확인하기 위해, RSV 균주 B9320에 대
한 단클론 항체를 다음과 같이 만든다.

6마리 BALB/c 암컷 생쥐에 비강으로 10
5
(p.f.u.) RSV B9320을 감염시키고, 5주 뒤에, 복막으로 50% 컴플리

트 Freund's adjuvant를 포함하는 혼합물에 포함된 10
6
-10

7
pfu의 RSV B9320를 접종시킨다. i.p 접종 후 2

주위데, 각 생쥐의 혈액을 표준 중화 검사를 이용하여 RSV 특이 항체 존재에 대해 테스트하였다(Beeler 

and Coelingh, J. virol. 63:2941-2950(1988)).  최고의 중화 항체를 생산하는 생쥐에는 10
6
p.f.u RSV 균

주 B9320/인산완충염(PBS)으로 추가 부스팅시킨다.  3일 뒤에, 생쥐를 죽이고, B-세포를 생산하는 단클론
성 항체 소스로 이 생쥐의 비장을 취한다.  비장세포(B-세포 포함)는 5㎖ Dulbecco's Modified Eagle's 
Medium(DME)에 비장 캡슐에 만들어진 절개를 통하여 생쥐 비장을 테스트한다.  세포 덩어리는 
가라앉히고, 남아있는 현탁된 세포는 실온에서 2000xg 5분간 원심분리에 의해 별도로 분리한다.  이와 같
은 세포 펠렛은 15㎖ 0.83(W/V) NH4Cl에 재현탁시키고, 5분간 방치하여, 적혈구 세포를 용해시킨다.  비장

세포는 이전에 언급한 바와 같이, 10㎖ 태아 송아지 혈청 쿠션을 통하여 원심분리에 의해 수득한다.  그 
다음 비장세포는 DME로 헹구고, 다시 펠렛을 만들고 마지막으로 20㎖의 새로운 DME로 재현탁시킨다.  이
와 같은 비장세포는 그 다음 Sp2/0 세포(생쥐 골수종 세포 이는 비장세포의 불사화반응에 융합 짝으로 이
용)와 혼합하는데, 이때 혼합 비율은 비장세포에 대해 Sp2/0가 10:1이 되도록 한다.  Sp2/0 세포는 ATCC
로부터 수득하고, 이는 10% 태아 소 혈청이 보충된 DME에 유지시킨다.  세포 혼합물은 그 다음 실온에서 
8분간 2000xg 원심분리시킨다.  세포 펠렛은 1㎖ 50% 폴리에틸렌 글리콜 1000mol. wt.(PEG 1000)에 재현
탁시키고, 1분 간격으로 동량의 DME을 첨가하여 최종 용적이 25㎖이 되도록 한다.  융합된 세포는 이전과 
같이 펠렛화시키고, 생장 배지[SP2/0  세포의 50%  조건화된 배지,  10㎖ RPMI를 포함하는 50%  HA,  25㎖ 
F.C.S.,  100  ㎍㎖ 젠타마이신, 4㎖ 50X  하이포산틴, 티미딘, 아미노프테린(HAT)  배지(Sigma  Che.  Co., 

St. Louis, MO)]에서 3.5 x 10
6 
비장세포로 현탁시킨다.  세포 현탁액은 웰 플레이트(200㎖ well

-1
)에 분포

시킨 다음, 37℃, 95 습도, 5% CO2에 배양시켰다.  하이브리도마 세포(비장세포 및 Sp2/0가 융합된) 콜로

니는 그 다음 24웰 플레이트에 계대배양하고, 합류가 될 때까지 생장시킨다; 상청액 생장 배지를 표준 중
화 검사를 이용하여 RSV 균주 B9320 중화 단클론 항체의 존재에 대해 검사하였다(Beeler and Coelingh, 
J. virol.. 63:2941-50(1988)).  중화 활성을 가지는 웰의 하는 것을 하이브리도마 세포는 생장 배지로 
재현탁시키고, 100㎕당 0.5 세포의 밀도가 되도록 희석시키고, 96웰 플레이트에 도말하는데, 웰당 200㎕
가 되도록한다.  이와 같은 과정으로 단클론(단일 세포로부터 유도된 하이브리도마 세포주) 생산을 확인
할 수 있는데, 이는 단클론 항체 중화를 할 수 있는지를 다시 검사한다.   RSV 균주 B9320는 중화시키고, 
RSV 균주 A2는 중화시키지 않는 단클론성 항체를 생산하는 이와 같은 하이브리도마 세포를 연속적으로 생

쥐에 감염시킨다(i.p. 생쥐당 10
6 
세포).  i.p 주사후 2주 뒤에, RSV 균주 B9320의 중화 단클론 항체를 포

함하는 생쥐의 복수는 19 가우지 바늘로 빼내어, -20℃에 저장하였다.

이와 같은 단클론 항체를 이용하여 단락 9.1에서 설명하는 것과 같이 RSV  균주 A2  구조후에 RSV  균주 
B9320 헬퍼 바이러스를 중화시킨다.  1% F.C.S를 포함하는 Eagle's Minimal Essential Medium(EMEM)에 용
융된 0.4%(w/v) 한천으로 중화 단클론 항체를 희석시키면 된다(이때 히석 비율은 항체 1에 한천 50).  이
와 같은 혼합물은 Hep-2 세포 단층에 첨가되고, 세포 단층은 세포당 0.1-0.01 p.f.u.(moi)에서 구조 실험 
후손으로 감염시켰다.  한천에 있는 단클론 항체는 RSV 균주 B9320 생장을 저해하나, RSV 균주 A2의 생장
은 허용하여 A2 균주에 의한 플락이 형성된다.  마개를 제거한 파스퇴르 피펫을 이용하여 이와 같은 플락
을 찍어내고, 세포와 한천 플러그는 2㎖ EMEM, 1% FCS에 재현탁시키고, 방출된 바이러스는 새로운 Hep-2 
세포 단층에서 단클론 항체 존재하에 다시 플락을 만들어 헬퍼 바이러스로부터 추가 정제하였다.  2회 플
락을 이룬 바이러스를 이용하여 24-웰 플레이트에서 Hep-2 세포를 감염시킨 다음 이들 후손을 이용하여 6
개 웰 플레이트를 감염시킨다(세포당 0.1p.f.u의 m.o.i).  최종적으로, 6개 웰 플레이트의 한 개 웰로부
터 총 감염된 세포 RNA을 RT/PCR 반응에 이용하는데, 이때 상기 6.2에서 설명한 것과 같이(구조 인지 수
단으로 작용하기 위해 RSV 균주 A2 게놈으로 도입되는) '표적 서열'의 어느 한 쪽에 제 1 가닥 및 제 2 
가닥 프라이머를 이용한다.  RT/PCR 반응에서 생성된 DNA는 StuI 및 PmeI으로 연속하여 절단하여, RSV 균
주  A2  cDNA로  도입되는 '표식 서열'을  양성적으로 확인할 수  있고,  구조 과정의 유효성을 확립할 수 
있다.

7. M2 발현없이 감염성 RSV 입자의 구조

다음의 실험을 실행하여, M2/0RF1 유전자 유무하에 RS 비리온의 구조 효과를 비교하였다.  M2/ORF1 유전
자 기능이 RSV 감염성 입자의 구조에 필요하지 않는 경우에는 M2/0RF1 유전자 기능의 발현없이 RS 비리온
을 구조하는 것이 가능하다.  현재 분석에 따르면, RSV 복제에 민감한 Hep-2 세포에 RSV의 바이러스 폴리
메라제의 'N', 'P', 'L' 유전자를 인코드하는 플라스미드와 전체 길이의 RSV 안티게놈에 상응하는 cDNA를 
공동-트랜스펙트시키는데, 이때 M2/ORF1 유전자를 인코드하는 플라스미드 DNA가 존재할 경우와 없을 경우 
두 가지로 실시한다.  RSV 감염성 단위 수를 측정하여, M2/0RF1 유전자 생성물이 감염성 RSV 입자를 구조
하는데 필수적인지를 결정하였다.

하기에서 설명하는 실험에는 다음의 플라스미드를 이용한다; RSV 균주 A2의 전체 길이 안티게놈을 인코드
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하는 cDNA 클론-pRSVC4GLwt라고 함; N, P, L 폴리메라제 단백질을 인코드하는 플라스미드; M2/ORF1 신장 
인자를 인코드하는 플라스미드; T7 RNA 프로모터의 각 하류-이는 인코드된 바이러스 단백질의 이름으로 
지정함.

pRSVC4GLwt는 N, P, L 단백질을 인코드하는 플라스미드와 함께 Hep-2 세포에 공동 트랜스펙션시키는데, 
이때 세포는 이미 T7 RNA 폴리메라제를 발현시키는 재조합 백시니아 바이러스(MVA로 지정)로 미리-감염시
킨다.  또 다른 Hep-2 세포에서, pRSVC4GLwt에는 N, P, L 폴리메라제 단백질을 인코드하는 플라스미드와 
M2 기능을 인코드하는 플라스미드로 공동-트랜스펙션시킨다.  재조합 RSV의 트랜스펙션 및 회수는 다음과 
같이 실행하였다; Hep-2 세포는 트랜스펙션 전 5시간 또는 24시간에 6개 웰 접시(웰당 35㎜)에 나눈다.  

각 웰에는 10% FBS를 포함하는 MEM(최소 필수 배지)에서 생장시킨 1x10
6 
세포를 포함한다.  70%-80% 합류

시점에서 Hep-2 단층은 5moi에서 MVA로 감염시키고, 60분간 35℃에서 배양시켰다.  그 다음 세포는 OPTI-
MEM(Life Technologies)로 1회 세척시키고, 각 접시의 배지는 1㎖ OPTI-MEM 및 0.2㎖ 트랜스펙션 혼합물
로 치환시킨다.  트랜스펙션 혼합물은 네 개 플라스미드 pRSVC4GLwt, N, P, L 플라스미드를 최종 용적이 
0.1㎖ OPTI-MEM에 되도록 혼합하는데, 그 양은 0.5-0.6㎍ pRSVC4GLwt, 0.4㎍ N 플라스미드, 0.4㎍ P 플라
스미드, 0.2㎍ L 플라스미드가 된다.  제 2 혼합물에는 추가로 M2/OPFI 플라스미드 0.4㎍을 포함한다.  
0.1㎖ 플라스미드 혼합물은 10㎕ lipofecTACE(Life Technologies, Gaithersburg, M.D.)을 포함하는 0.1㎖ 
OPTI-MEM와 복합시켜, 완전한 트랜스펙션 혼합물을 만든다.  실온에서 15분간 배양한 후에, 트랜스펙션 
혼합물을 세포에 첨가하고, 1일 뒤에, 2% FBS를 포함하는 MEM으로 대체시킨다.  배양물은 3일간 35℃에서 
배양시키고, 이때 상청액은 수득한다.  세포는 35℃에서 배양시키는데, 그 이유는 MVA 바이러스가 약간 
온도 감응성이고, 35℃에서 효과가 더욱 크기 때문이다.

트랜스펙션 후 3일 경에, 트랜스펙트된 세포 상청액은 면역검사에 의해 RSV 감염 단위 존재에 대해 검사
하였는데, 이는 RSV 포장된 입자가 있다는 것을 나타내는 것이다(표 1 참고).  이 검사에서, 0.3-0.4㎖ 
배양 상청액은 새로운 감염안된 Hep-2 세포에 계대시키고, 1% 메틸셀룰로오즈 및 2% FBS를 포함하는 1 x 
L15 배지에 둔다.  배양 6일 후에, 상청액은 수득하고, 세포를 고정시키고, 양고추냉이 과산화효소 방법
을  이용하여  간접적으로  착색시키는데,  이때  RSV  바이러스  입자를  인지하는  염소  항-RSV(Biogenesis, 
Sandown,  NH)를  이용하고,  그  다음  양고추냉이  과산화효소에  공액된  토끼  항-염소  항체를  이용한다.   
RSV-감염된 세포에 결합된 항체 복합물은 제조업자의 지시에 따라, AEC-(3-아미노-9-에틸카르바졸) 크로
모겐 기질(DAKO)을 첨가하여 감지할 수 있다.  RSV 플락은 플락에 결합된 RSV-항체 복합체와 크로모겐 기
질 사이에 반응으로 인한 흑갈색을 나타낸다.  RSV 플락의 수는 트랜스펙션 상청액 0.5㎖당 플락 형성 단
위(p.f.u.) 수로 나타낸다.

M2/OPFI 유무하에 트랜스펙션 접시의 상청액으로부터 회수된 RS 비리온의 양을 비교한 것을 표 1에 나타
내었다.  네가지 별개 실험 결과에서 트랜스펙션 검사에서 M2/OPF1가 없어도 관찰된 RSV의 감염 수가 감
소되지 않았다는 것을 설명하였다.  따라서, 이와 같은 실험 결과로 RSV는 세 가지 폴리메라제 단백질, 
N, P, L을 인코드하는 플라스미드와 전체 길이의 RSV 안티게놈을 인코드하는 cDNA로만 트랜스펙트된 세포
에서 M2/OPF1 없이도 구조될 수 있다는 것을 볼 수 있다.  M2/OPF1 없이 RS 비리온의 구조는 최고 6회 계
대까지  구조된  재조합  RSV을  계대하는  능력으로  나타낼  수도  있다.   따라서,  RSV   비리온의  생산은 
M2/OPF1 유전자의 발현에 의존하지 않고, 또한 트랜스펙션 검사에서 M2/OPF1 유전자가 포함되어 있다는 
것이 RSV 구조를 증가시킨다는 것은 아니다.

[표 1]

실시예

8. 실시예; RSV A2 균주에 의해 RSV 소단위 B, G, F 단백질의 발현

다음의 실험은 한 가지 균주 이상의 RSV 항원성 폴리펩티드를 발현시키는 키메라 RSV를 만들기 위함이다.  
호흡기 합체 바이러스(RSV)의 두가지 주요 항원성 소단위(A와 B)는 사람에게서 질병의 원인이 된다.  당
단백질 F와 G는 RSV의 두 가지 주요 항원 결정체이다.  소단위 A와 B 바이러스의 F 당단백질은 50% 관련
된 것으로 간주되고, G 당단백질의 관련정도는 1-5%미만인 것으로 간주된다.  RSV 소단위 A의 감염은 소
단위 B 균주의 복제에 부분적인 저항성을 유도하거나 전혀 유도하지 못할 수도 있다.  소단위 A와 B RSV 
바이러스 백신이 RSV 감염으로부터 보호하는데 필요하다.

여기에서 설명하는 처음 방법은 현재 감염성 RSV A2 cDNA 클론 G 및 F 단백질을 하위 집단 B-G 및 -F 유
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전자로 대체하여, 하위 집단 B 항원을 발현하는 감염성 키메라 RSA  cDNA을 만드는 것이다.  키메라 RSV
는 하위 집단 B 항원 특이적이다.  여기에서 설명하는 제 2 방법은 현재 A2 cDNA 클론에 하위 집단 B-G 
유전자를 삽입시켜, 하위 집단 A 및 B 특이적인 항원을 발현시키는 것이다.

8.1. B9320 G 및 F 유전자에 의해 A2 G 및 F의 치환

RSV 하위 집단 B 균주 B9320 G 및 F 유전자를 RT/PCR을 이용하여 B9320 vRNA로부터 증폭시키고, 서열 결
정을 위해 pCRII 벡터로 클론시켰다.  B9320 균주의 G 및 F 유전자를 A2 안티게놈 cDNA로 클론시키기 위
해 RT/PCR에 이용되는 올리고뉴클레오티드 프라이머에 BamHI 부위를 만들었다(도 4A).  A2 균주의 뉴클레
오티드 4326에서 9387 까지 G 및 F 유전자를 포함하는 cDNA 단편을 pUC19(pUCR/H)로 먼저 클론시켰다.  
Quickchange 부위-직접적인 돌연변이생성 kit(Stratagene, Lo Jolla, CA)에 의해 4360(SH/G 유전자가 정
합) 및 7554(F/M2 유전자간 정합) 위치에서 BglⅡ 부위를 만들었다.  B9230 G 및 F cDNA를 pCR.Ⅱ 벡터에 
삽입시키고, 이는 BamHI으로 절단시키고 그 다음 BglII으로 절단된 pUCR/H(A2 G 및 F를 제거함)에 클론시
킨다.  A2 G 및 F 유전자가 B9320 G 및 F로 대체된 cDNA 클론을 이용하여 전체 길이의 A2 안티게놈 cDNA
의 XhoI을 MscI 부분으로 대체시킨다.  생성된 안티게놈 cDNA 클론을 pRSVB-GF이라하고, 이를 이용하여 
Hep-2에 트랜스펙션시켜, 감염성 RSVB-GF 바이러스를 만든다.

키메라 RSVB-GF를 만드는 방법은 다음과 같다; pRSVB-GF는 단백질 N, P, L, M2/OPF1를 인코드하는 플라스
미드와 함께 Hep-2 세포에 트랜스펙션시키는데, 이때 세포는 MVA라는 재조합 백시니아 바이러스(T7 RNA 
폴리메라제를 발현시킴)에 감염되었다.   Hep-2  세포는 6개  웰  접시에 트랜스펙션시키기 전에 나눈다.   
60%-70% 합류된 Hep-2 세포 단층에는 MVA로 5moi에서 감염시키고, 이는 60분간 35℃에서 배양시킨다.  그 
다음 세포는 OPTI-MEM(Life Technologies, Gaithersburg, MD)으로 1회 세척한다.  각 접시에는 1㎖ OPTI-
MEM을 두고, 0.2㎖ 트랜스펙션 배지를 첨가한다.  트랜스펙션 배지는 최종 용적이 0.1㎖이 되는 OPTI-MEM 
배지에 5개 플라스미드를 혼합하여 만드는데, 즉, 0.6㎍ RSV  안티게놈 pRSVB-GF,  0.4㎍ N  플라스미드, 
0.4㎍  P 플라스미드, 0.2㎍ L 플라스미드, 0.4㎍ M2/OPF1 플라스미드를 혼합하여 만든다.  이는 10㎕ 
lipofecTACE(Life Technologies, Githersburg, MD U.S.A)을 포함하는 0.1㎖ OPTF-MEM으로 복합한 것이다.  
실온에서 15분간 배양한 후에, DNA/lipofecTACE를 세포에 첨가시키고, 배지는 2% FBS를 포함하는 MEM으로 
하루 뒤에 교체한다.  배양물은 35℃에서 3일간 추가 배양하고, 상청액은 수득한다.  배양물 상청액(PO) 
한 방울을 이용하여 새로운 Hep-2 세포를 감염시킨다.  35℃에서 6일간 배양시킨 후에, 상청액은 수득하
고, 세포는 고정시키고, 염소 항-RSV 항체(Biogenesis, Sandown, NH)를 이용하고, 이어서 다음 양고추냉
이 과산화효소에 연결된 토끼 항-염소 항체를 이용하여 양고추냉이 과산화효소 방법으로 간접적으로 착색
시킨다.  바이러스 감염된 세포는 제조업자의 지시에 따라 기질 크로모겐을 첨가하여 감지할 수 있다
(DAKO, Carpinteria, CA, U.S.A).  RSV와 유사한 플락은 pRSVB-GF로 트랜스펙션된 세포의 상청액으로 감
염된 세포에서 감지된다. 바이러스는 추가 플락을 형성하고, 2회 정제시키고, Hep-2 세포에서 증폭된다.

재조합 RSVB-GF 바이러스는 RSV 하위 집단 B 특이적인 프라이머를 이용하여, RT/PCR에 의해 그 성질을 조
사한다.  두 개의 별개 정제된 재조합 RSVB-GF 바이러스 분리체를 RNA 추출 키트(Tel-Test, Friendswood, 
TX)에서 추출시키고, RNA는 이소프로판올에 의해 침전시킨다.  비리온 RNAs는 슈퍼스크립터 역 전사효소
(Life Technologies, Gaithersburg, MD)를 이용하여 표준 RT 조건(반응물은 10㎕)에서 1시간 동안 배양된 
nt 4468 부터 4492까지의 RSV 부분에 연장되는 프라이머로 어닐링한다.  각 반응물 한 방물씩을 G 부분에 
하위  집단  B  특이적인  프라이머(CACCACCTACCTTACTCAAGT  와  TTTGTTTGTGGGTTTGATGGTTGG)를  이용하여, 
PCR(94℃에서 30초간, 55℃에서 30초, 72℃에서 2분간 과정을 30회)을 실시한다.  PCR 생성물은 1% 아가
로즈 겔상에서 전기영동으로 분석하였고, 이는 에티디움 브로마이드로 착색시켜 볼 수 있다.  도 5에서 
볼 수 있는 것과 같이, 주형으로 RSV A2 균주를 이용하는 경우에 RT/PCR  반응에서 DNA 생성물이 만들어
지지 않는다.  그러나, 254bp로 예상되는 생성물은 RT/PCR 반응에서, RSVB-GF RNA 또는 PCR 기준 플라스
미드, pRSVB-GF DNA을 주형으로 이용할 경우에 감지되었는데, 이는 구조된 바이러스에는 B9320 바이러스
에서 유도된 G 및 F 단백질이 포함되어 있다는 것을 말하는 것이다.

8.2. RSV A2 바이러스에 의한 B9320의 발현

서열 결정을 위해 RT/PCR에 의해 B9320 vRNA로부터 RSV 하위 집단 B 균주 B9320 G 유전자를 증폭시키고, 
이를 pCRII 벡터에 클론시켰다.  두 개의 BglII 부위를 PCR 프라이머에 결합시키는데, 프라이머에는 유전
자 시작, 유전자 종료 시그날이 포함되어 있다(GATATCAAGATCTACAATAACATTGGGGCAAATGC 및 
GCTAAGAGATCTTTTTGAATAACTAAGCATG).   B9320  cDNA  삽입체를  BglII로  절단시키고,  A2  cDNA  서브클론의 
SH/G(4630nt) 또는 F/M2(7552 nt) 유전자간 접합부로 클론시켰다(도 4B, 도 4C).  SH/G 또는 F/M2 유전자
간 부위에서 B9320 G 삽입체를 포함하는 XhoI 내지 MscI 단편을 이용하여 A2 안티게놈 cDNA의 이에 상응
하는  XhoI  내지  MscI  부분을  대체시킨다.   생성된  RSv  안티게놈  cDNA  클론은  pRSVB9320G-SH/G  또는 
pRSVB9320G-F/M2이라 한다.

F/M2 유전자간 부분에 삽입된 B9320 G를 가지는 RSV A2 바이러스를 만드는 것도 RSVB-GF 바이러스를 만들 
때 설명된 것과 유사하게 실행된다.  간략하게 설명하면, 단백질 N, P, L을 인코드하는 플라스미드와 함
께  pRSVB9320G-F/M2를  Hep2  세포에  트랜스펙션시키는데,  Hep-2  세포는  T7  RNA  폴리메라제(Life 
Technologies, Gaithersburg, M.D.)를 발현시키는 MVA 백시니아 바이러스 재조합체에 이미 감염되었다.  
트랜스펙션된 세포 배지는 트랜스펙션 후 1일 뒤에 2% FBS(태아 소 혈청)을 포함하는 MEM으로 교체하고, 
35℃에서 3일간 추가 배양시킨다.  배양물 상청액(PO)을 이용하여 새로운 Hep-2 세포를 감염시킨다.  35
℃에서 6일간 배양시킨 후에, 상청액은 수득하고, 세포는 고정시켜, 염소 항-RSV 항체(Biogenesis)에 이
어서 양고추냉이 과산화효소에 연결된 토끼 항-염소 항체를 이용하여 간접적인 양고추냉이 관산화효소 방
법을 이용하여 착색시켰다.  바이러스에 감염된 세포는 기질 크로모겐(Dako)을 첨가하여 감지할 수 있다.  
RSV와 유사한 플락은 pRSVB9320G/F/M2로 트랜스펙션된 세포의 상청액에 감염된 세포에서 감지된다.

B9320 특이적인 프라이머를 이용하여, RT/PCR에 의해 pRSVB9320G-F/M2의 특징을 조사하였다.  410bp의 예
상되는 PCR 생성물은 pRSVB9320G-F/M2 RNA를 주형으로 이용한 RT/PCR 샘플에서 볼 수 있었고, 이는 구조
된 바이러스에는 B9320에서 유도된 G 유전자를 포함하고 있다는 것을 설명하는 것이다(도 6).

삽입된 RSV B9320 G 유전자의 발현은 A2-G 또는 B-G mRNA에 특이적인 
32
p-라벨된 올리고뉴클레오티드를 이
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용한 노던 블랏으로 분석하였다.  총 세포 RNA는 RNA 추출 키트(RNA stat-60, Tel-Test)를 이용하여, 감
염 48시간 후에 야생형 RSVB 9320, rRSVA2, rRSVB9320G-F/M2으로 감염된 Hep-2 세포에서 추출하였다.  포
름알데히드를 포함하는 1.2% 아가로즈 겔에서 RNA를 전기영동하였고, 이를 나일론 막(Amersham)으로 옮긴
다.   A2  균주의  G유전자에  특이적인  올리고뉴클레오티드
(5'TCTTGACTGTTGTGGATTGCAGGGTTGACTTGACTCCGATCGATCC-3')  및 B9320  G  유전자에 특이적인 올리고뉴클레오
티드

(5'CTTGTGTTGTTGTTGTATGGTGTGTTTCTGATTTTGTATTGATCGATCC-3')는  당분야에 공지된 카이나제 반응을 이용하

여 
32
P-ATP로 라벨시킨다.  

32
p-라벨된 G 유전자 특이적인 올리고뉴클레오티드중 하나와 막을 하이브리드 

시키는  반응은  65℃에서  실시하고,  표준  과정에  따라  세척한다.   A2-G  및  B9320-G  특이적인  RNA는 
rRSVB9320G-F1M2 감염된 Hep-2 세포에서 감지된다(도 6B).  이와 같은 결과로 하위타입 특이적인 RNA 발
현을 설명한다.

키메라 rRSVA2(B-G)의 단백질 발현을 RSV B9320 및 rRSV와 비교하는데 이때는 
39
S-라벨된 감염된 Hep-2 세

포 용해물질을 면역침전시켜 비교하였다.  간략하게 설명하면, 바이러스 감염된 세포에 당업자에 공지된 

프로토콜을 이용하여,  감염 후   14  내지  18시간에 
35
S-promix(100μCi/㎖), 

35
S-CYS, 

35
S-Met(Amersham, 

Arlington Heights, IL)으로 라벨시킨다.  세포 단층은 RIPA 완충액으로 용해시키고, 폴리펩티드는 계면
활성제로 파괴된 RSV A2 바이러스에 대해 염소에서 생성된 다클론성 항혈청(도 7, 라인 1-4) 또는 파괴안
된 B9320 바리온에 대해 생쥐에서 발생시킨 항혈청(도 7, 라인 5-8)을 이용하여 면역침전시킨다.  방사능 
라벨된 면역침전된 폴리펩티드는 0.1% SDS를 포함하는 10% 폴리아크릴아미드 겔 전기용동시키고, 자가방
사로 감지한다.  항-RSV A2 혈청은 RSV A2 균주의 주요 폴리펩티드를 면역침전시키는 반면에, 항-B9320 
혈청은 주로 RSV B9320 G 단백질 및 A 및 B의 하위 집단의 보존된 F 단백질과 반응한다.  도 7에서 볼 수 
있는  것과  같이,  A2-G  단백질(라인  3)에  동일한  단백질은  RSV  A2에  대한  항혈청을  이용하였을  때 
rRSVA2(B-G) 감염된 세포(라인 4)로부터 면역침전되었다.  A2-G 단백질보다 작은 단백질 종은 B9320 비리
온에 대해 생쥐에서 생성된 항혈청을 이용한 B9320(라인 6) 및 rRSVA2(B-G)(라인 9)감염된 세포에서 면역
침전된다.  이와 같은 폴리펩티드는 감염안된 그리고 RSV A2 감염된 세포에서는 없었고, 유사하게, RSV B 
9320 균주에 특이적인 G 단백질을 제공한다.  A2와 B9320 RSV G 단백질의 아미노산 서열을 비교하면, 두 
개 추가 N-글리코실화반응 가능성 있는 부위(N-X-S/t)가 RSV A2 G 단백질에 존재한다는 것으로 이는 이용
된 조건하에서 A2 G 단백질의 이동을 느리게 하는데 기여한다.  RSV B9320의 F 단백질은 RSV A2 F 단백질
보다  약간  빠르게  이동한다.   P와  M  단백질은  또한  두  개  바이러스  서브타입간에  이동성  차이를 
설명한다.  FSV B9320 및 rRSVA2(B-G) 감염된 세포에 존재하는 단백질 겔의 상부 부근에 있는 폴리펩티드
는 확인되지 않았다.  N, P, M 단백질을 거의 인지하지 못하는 RSV B9320 바리온에 대해 생쥐에서 생성된 
항혈청과 RSV A2 균주에 대해 생성된 염소 항혈청을 비교하였다.  상기에서 설명하는 데이터에서 분명하
게 볼 수 있는 것은 키메라 rRSV A2(B-G)는 RSV A2 및 B9320 특이적인 G 단백질을 모두 발현한다는 것이
다.

8.2.1. 조직 배양물에서 재조합 RSV의 복제

재조합 RS 바이러스는 플락으로 3회 세척하고 Hep-2 세포에서 증폭시켰다.  플락 검사를 12-웰 플레이트
에서 실행하는데, 이때 1% 메틸셀룰로우즈 오버레이 층과 2% 태아 소 혈청(FBS)을 포함하는 1 x L15 배지
를 이용하였다.  6일간 35℃에서 배양시킨 후에, 단층은 메탄올로 고정시키고, 플락은 면역착색으로 확인
하였다.  rRSV의 플락 크기와 형태는 야생형 A2 RSV와 매우 유사하다(도 8).  그러나, rRSVC4G에 의해 형
성된 플락은 rRSV 및 야생형 A2 바이러스보다는 작았다.  rRSV와 rRSVC4 간의 유전학적 차이는 단지 RSV 
리더 부분에 한  개  뉴클레오티드 치환이 있다는 것이다.   따라서,  rRSV  A2(B-G)의  작은 플락 크기는 
rRSVC4G의 것과는 구별할 수 없다.

rRSV, RRSVC4G, rRSV A2(B-G)의 생장 곡선은 생물학적으로 유도된 야생형 A2 바이러스의 것과 
비교하였다.  Hep-2 세포는 T25 배양물 플라스크에서 생장시키고, 이를 rRSV, rRSVC4G, rRSVA2(B-G), 야
생형 RSv A2 균주에 moi가 0.5가 되도록 감염시켰다.  37℃에서 1시간 흡착 후에, 세포는 2% FBS를 포함
하는 MEM으로 3회 세척시키고, 37℃, 5% CO2에서 배양시켰다.  감염후 4시간 간격으로, 250㎕ 배양 상청액

을 수집하고, 바이러스 역가를 측정할 때까지 -70℃에 저장하였다.  한 방울씩을 취하여 동량의 새로 만
든 배지로 교환하였다.  각 바이러스의 역가는 Hep-2 세포에서 플락 검사로 결정하고, 면역착색으로 볼 
수 있다.  도 9에서 볼 수 있는 것과 같이, rRSV의 생장 역학은 야생형 A2 바이러스의 것과 매우 유사하
다.  모든 바이러스의 최대 바이러스 역가는 48hr 내지 72hr 사이에서 얻을 수 있었다.  rRSVC4G의 바이
러스 역가는 rRSV 및 야생형 A2 RSV보다는 2.4배(48hr), 6.6배(72 hr) 낮았다.  rRSVC4G의 생장이 나쁜 
것은 아마도 리더 부분에 한 개의 뉴클레오티드가 변화되었기 때문으로 보인다.  키메라 rRSV A2(B-G)는 
역학도 더 느리고, 피크 역가도 더 낮은 것으로 나타났다(도 9).

9. 실시예: RSV L 유전자 돌연변이체의 생성

L 유전자 돌연변이체를 만드는 전략은 RSV L 유전자로 무작위 돌연변이생성 또는 특정 돌연변이생성을 도
입시키고자 하는 것이다.  L 유전자 cDNA의 기능은 미니게놈 복제 시스템으로 in vitro에서 스크리닝할 
수 있다.  회수된 L 유전자 돌연변이체를 in vitro  및 in vivo에서 추가 분석할 수 있다.

9.1.1. 전하를 띈 아미노산을 알라닌으로 변화시키는 돌연변이의 스캐닝

이와 같은 돌연변이생성 전략은 단백질 표면에 노출된 기능을 가진 도메인을 전체적으로 표적으로 하는 
경우에 특히 효과가 있는 것으로 보인다.   그 이론적 근거는 전하를 띈 잔기 덩어리는 일반적으로 단백
질 구조안에 ??혀있지 않다는 것이다.  이와 같은 전하를 띈 잔기를 알라닌으로 보존성 치환을 하면 단백
질의 구조에는 큰 변화를 주지 않고, 전하를 제거할 수 있게 된다.  전하를 띈 덩어리를 파괴하면, 다른 
단백질과 RSV L 단백질의 상호작용을 방해하고, 활성 열감응성으로 만들어, 온도-감응성 돌연변이를 만들 
수 있다.

덩어리한 두 개 이상의 잔기가 전하를 띈 잔기인 5개 아미노산 띠를 말하는 것이다.  돌연변이생성을 스
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캐닝하기 위해, 덩어리에서 모든 전하를 띈 잔기를 부위-직접적인 돌연변이생성으로 알라닌으로 변화시킬 
수 있다.  RSV L 유전자의 크기가 크기 때문에, L 단백질에는 전하를 띈 많은 덩어리가 있다.  따라서, 
전체 L 유전자에서 3 내지 5개의 아미노산이 연속하여 전하를 띈 잔기만을 표적으로 한다(도 10).  RSV L 
단백질에는 5개의 연속 전하를 띈 잔기가 2 덩어리, 4개의 연속하여 전하를 띈 잔기가 2개 덩어리, 세 개
의 연속하여 전하를 띈 잔기가 17 덩어리가 있다.  각 덩어리에 있는 전하를 띈 잔기 2 내지 4개를 알라
닌으로 치환한다.

본 발명의 체 1 단계는 QuikChange 부위-직접적인 돌연변이생성 키트(Stratagene)를 이용하여, 전체 RSV 
L-유전자를 포함하는 pCITE-L로 변화를 유도하는 것이다.

9.1.2. 시스테인 스캐닝 돌연변이생성

시스테인을 돌연변이생성에 좋은 표적이 되는데 그 이유는 이들은 분자내 그리고 분자간에 결합 형성에 
관여하기 때문이다.  시스테인을 글리신 또는 알라닌으로 치환하면, 단백질의 안정성 및 기능이 변화되는
데, 그 이유는 이들의 3차 구조가 파괴되기 때문이다.  RSV L 단백질에는 39개 시스테인 잔기가 있다(도 
11).  RSV L 단백질과 다른 파라믹소바이러스의 것을 비교하면, 시스테인의 일부가 보존되었다는 것을 볼 
수 있다.

5개의 보조노딘 시스테인 잔기를 발린(보존성 변화) 또는 아스파르트산(비-보존성 변화)으로 변화시키는
데, 이때는 QuikChange 부위-직접적인 돌연변이생성 키트(Stratagene) 축중성 돌연변이성 올리고뉴클레오
티드를 이용한다.  당업자는 돌연변이성 올리고뉴클레오티드의 서열은 원하는 단백질 서열에 따라 결정된
다는 것을 인지할 것이다.  도입된 돌연변이는 서열 분석으로 확인할 수 있다.

9.1.3. 무작위 돌연변이생성

무작위 돌연변이생성는 단순히 전하를 띈 잔기 또는 시스테인뿐만 아니라 임의 잔기를 변화시킬 수 있다
는 것이다.  RSV L 유전자의 크기 때문에, 몇 가지 L 유전자 cDNA 단편은 PCR 돌연변이생성에 의해 돌연
변이 될 수 있다.  PCR을 이용하여 Strategene에서 수득된 exo Pfu 폴리메라제를 이용하여 실시한다.  돌
연변이된  PCR  단편은  pCITE-L  벡터에  클론시킨다.   20개  돌연변이생성된  cDNA  단편의  서열  분석에 
따르면, 80-90%  돌연변이생성 비율을 얻을 수 있다는 것이다.  이들 돌연변이체의 기능은 미니게놈 복제 
시스템으로 스크리닝할 수 있다.  폴리메라제 기능이 변화된 임의 돌연변이체를 전체 길이의 RSv cDNA에 
클론시키고, 트랜스펙트된 세포로부터 바이러스를 회수하였다.

9.2. 미니게놈 복제 시스템을 이용한 RSV L 단백질 돌연변이체의 기능 분석

L-유전자 돌연변이체의 기능은 안티센스에 CAT 유전자를 포함하고, RSV 리더 및 트레일러 서열을 인접하
고 있는 RSV 미니게놈을 복제하는 능력으로 테스트를 받는다.  Hep-2 세포에는 T7 RNA 폴리메라제를 발현
시키는 MVA 백시니아 재조합체로 감염시킨다.  1시간 뒤에, 돌연변이된 L 단백질과 N 단백질, P 단백질을 
발현시키는 플라스미드와 CAT  유전자를 포함하는 pRSV/CAT  플라스미드를 함께 세포로 트랜스펙션킨다.   
트랜스펙트된 세포에서 CAT 유전자 발현은 제조업자의 권유에 따라 CAT ELISA 검사(Boehringer Mannhei
m)를 이용하여 결정한다.  L 유전자 돌연변이체에 의해 생성된 CAT 활성은 야생형 L 단백질의 것과 비교
한다.

9.3. 돌연변이체 재조합 RSV의 회수

돌연변이체 재조합 RSV를 회수 또는 구조하기 위해, L 유전자 돌연변이는 포지티브 센스(안티게놈)에서 
전체 RSV 게놈을 인코드하는 플라스미드에 만든다.  L 유전자에 돌연변이를 포함하는 L 유전자 cDNA 제한
효소 단편(BamHI 및 NotI)은 pCITE 벡터에서 제거하고, 이는 전체 길이의 RSV cDNA 클론으로 클론시킨다.  
cDNA 클론의 서열을 조사하여, 각각에 도입된 돌연변이체가 포함되었는지를 확인한다.

각 RSV L 유전자 돌연변이 바이러스는 다음의 플라스미드를 6웰 플레이트에서 생장시킨 준합류 Hep-2 세
포안으로 공동-트랜스펙션시켜 구조하였다.  트랜스펙션 전에, Hep-2 세포에는 MVA(T7 RNA 폴리메라제를 
발현시키는 재조합 백시니아 바이러스)로 트랜스펙션시킨다.  1 시간 뒤에, 세포에 다음의 플라스미드를 
트랜스펙션시킨다;

▶pCITE-N: 야생형 RSV N 유전자를 인코드함. 0.4㎕

▶pCITE-P: 야생형 RSV P 유전자를 인코드함, 0.4㎕

▶pCITE-Lmutant: 돌연변이 RSV L 유전자를 인코드함, 0.2㎕

▶pRSVL mutant: pCITE-L 돌연변이체와 같은 동일한 L 유전자 돌연변이를 포함하는 포지티브 센스(안티게
놈)의 전체 길이 게놈 RSV, 0.6㎕

OPTI-MEM에서 lipofecTACE(Life Technologies)에 의해 세포로 DNA를 도입시킨다.  5시간 또는 하룻 밤경
과 후, 트랜스펙션 배지를 제거하고, 2% MEM으로 대체시킨다.  3일 간 35℃에서 배양시킨 후에, 트랜스펙
션된 세포로부터 배지 상청액을 이용하여 Vero 세포를 트랜스펙션시킨다.  바이러스는 감염된 Vero 세포
에서 회수하고, 회수된 재조합 바이러스에 도입된 돌연변이는 바이러스 RNA에서 유도된 RT/PCR DNA의 서
열로 확인할 수 있다.

표 2에는 알라닌으로 변화된 돌연변이를 스캐닝하여 수득된 L 유전자 돌연변이의 예를 보여주는 것이다.  
N, P를 발현시키는 플라스미드와 공동-트랜스펙션시킨 후에 pRSV/CAT 미니게놈으로 CAT 발현을 결정하여 
돌연변이를 검사하고, 33℃ 또는 39℃에서 배양시킨 후에 트랜스펙션후 40시간 경에 야생형 또는 돌연변
이 L 세포를 수득하고, 용해시킨다.  CAT 활서은 CAT ELISA assay(Boehringer Mannheim)를 이용하여 모니
터한다.  각 샘플에서 생성된 CAT의 양은 선형 표준 곡성으로 결정하였다.

예비 연구에서 여러 가지 다른 돌연변이가 발견되었다.

9.3.1. 유해한 돌연변이생성
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7개 L 단백질 돌연변이체는 야생형 L 단백질의 것과 비교하였을 때, 생성된 CAT의 양이 99%이상 감소되었
음을 나타낸다.  이와 같은 돌연변이는 RSV 폴리메라제의 활성을 급격하게 감소시켜, 생존하기 않는 것으
로 기대된다.

9.3.2. 중간 돌연변이

몇 가지 L 돌연변이체는 야생형 L 단백질의 CAT 생산 수준의 절반 즉, 약 1 내지 50% 정도의 CAT 생산 수
준을 나타낸다.  이와 같은 돌연변이를 바이러스에 도입시키고, 살아있다는 것을 발견하였다.  예비 데이
터를 보면, 돌연변이 A2는 33℃에서 생장한 것과 비교하였을 때, 40℃에서 생장시켰을 경우에 바이러스 
역가가 10 내지 20배 감소되었다는 것을 알 수 있다.  돌연변이체 A25는 33℃ 및 39℃에서 생장시켰을 
때, 모두 플락 형성 표현형이 더 작아졌다는 것을 알 수 있다.  이와 같은 돌연변이는 33℃에서 생장시킨 
것과 비교하였을 때, 바이러스 역가각 약 10배 감소된 것이다.

9.3.3. 야생형 타입 L  단백질의 것과 비슷하거나 높은 L 단백질 기능을 가진 돌연변이체

일부 L 유전자 돌연변이는 in vitro에서 야생형 L 단백질의 것과 유사하거나 조금 높은 CAT 유전자 발현 
수준을 가지고, 회수된 바이러스 돌연변이체는 조직 배양물에서 야생형 바이러스와 구별하기 힘든 표현형
을 가진다.

L에 돌연변이생성은 온도 감응성 및 감쇠를 제공하는 것이 확인되면, 돌연변이는 다중 온도-감응성 표식
의 누적 효과를 가지는 것과 복합될 것이다.   한 가지 이상의 온도 감응성 표식을 가지는 L 돌연변이는 
온도 허용성이 낮고, 단일 표식 돌연변이체보다 유전적으로 안정하다고 기대된다.

발생된 L 유전자 돌연변이체는 다른 RSV 유전자에 있는 돌연변이와 복합될 수 있고, 또는 비-필수 RSV 유
전자 결손 돌연변이(가령, SH 및 M2-2 결손)와 복합될 수 잇다.  이는 안전하고, 안정적이고, 효과적인 
살아있는 감쇠된 RSV 백신 추천물질로 선택하게 되는 것이다.

10. 바이러스 SH 및 M2/ORF2 유전자를 견손시켜, 사람의 호흡기 합체 바이러스 백신(RSV) 추천물질 생성

10.1 M2-2 결손 돌연변이체

M2-2 유전자를 결소시키기 위해, 두 개의 HindⅢ 제한효소 부위를 RSV 뉴클레오티드 4478 내지 8505 단편
을 포함하는 cDNA 서브클론 pET(S/B)에 있는 RSV 뉴클레오티드 8196 및 8430에 각각 도입시킨다.  RSV 제
한효소  단편은  Quikchange  부위-직접적인  돌연변이생성(Strategene,  Lo  Jolla,  CA)으로  준비하였다.   
pET(S/B)를 HindIII 제한효소로 절단하여, M2-2 오픈 리딩 프레임의 대부분을 포함하는 234개 뉴클레오티
드 서열을 제거한다.  M2-2 유전자 생성물의 N말단에서 처음 13개 아미노산을 인코드하는 뉴클레오티드는 
제거되지 않는데,그 이유는 이 서열은 M2-1과 겹쳐지기 때문이다.   M2-2 결손을 포함하는 cDNA 단편은 
SacI 및 BamHI으로 절단시키고, 이를 다시 전체 길이 RSV cDNA에 클론시킨다(pRSVΔM2-2라고 칭함).

이와 같은 M2-2 결손을 가지는 감염성 RSV는 pRSVΔM2-2 플라스미드를 MVA-감염된 Hep-2 세포(N, P, L유
전자를 발현시키는)로 트랜스펙션시켜 만든다.  간략하게 설명하면, pRSVΔM2-2는 N, P, L 단백질을 인코
드하는 플라스미드와 함께 Hep2 세포로 트랜스펙션시키는데, 이때 세포는 이미 T7 RNA 폴리메라제를 발현
시키는 재조합 백시니아 바이러스(MVA)에 감염되었다.  재조합 RSV의 트랜스펙션 및 회수는 다음과 같이 
실시한다; Hep-2 세포는 6개 웰 접시에서 트랜스펙션시키기 전에 5시간 또는 1일경에 나눈다.  70% - 80% 
합류된 Jep-2 세포의 단층에는 5moi에서  MVA로 감염시키고, 60분간 35℃에서 배양시켰다.  세포는 그 다
음 OPTI-MEM(Life Technoloqies, Gaithersburg, M.D.)으로 세척한다.  각 접시에 1㎖ OPTI-MEM으로 대체
시키고, 0.2㎖ 트랜스펙션 배지를 첨가하였다.  트랜스펙션 배지는 0.6㎍ RSV  0.4㎍ N 플라스미드, 0.4
㎍ P 플라스미드, 0.2㎍ L 플라스미드를 최종 용적이 0.1㎖ OPTI-MEM 배지에 혼합하여 만든다. 이는 10㎕ 
lipofecTACE(Life Technologies)을 포함하는 0.1㎖ OPTI-MEM와 복합시킨다.  실온에서 15분간 배양한 후
에, DNA/lipofecTACE 혼합물을 세포에 첨가하였다.  배지는 하루 뒤에, 2% FBS를 포함하는 MEM을 넣는다.  
3일간 35℃에서 배양물을 추가 배양시키고, 상청액을 수득하였다.  트랜스펙션 후 3일 뒤에, 0.3 - 0.4㎖ 
배양물 상청액을 새로운 Hep-2 세포에 계대시키고, MEM(2% FBS 포함)으로 배양시켰다.  6일간 배양시킨 
후에, 상청액은 수득하고, 세포를 고정시키고, 염소 항-RSV 항체(Biogenesis)에 이어서 양고추냉이 과산
화효소에 연결된 항-염소 항체를 이용하여 간접적인 양고추냉이 과산화효소 방법으로 착색시킨다.  바이
러스 감염된 세포는 제조업자의 지시에 따라 기질 크로모겐(DAKO)을 첨가하면 감지할 수 있다.   M2-2 유
전자 돌연변이를 포함하는 재조합 RSV는 트랜스펙션된 세포로부터 회수할 수 있다.  rRSVΔM2-2는 결손된 
부분에 인접한 프라이머를 이용하여  RT/PCR에 의해 확인할 수 있다.  도 12A에서 볼 수 있는 것과 같이 
야생형 RSV보다는 짧은 234개 뉴클레오티드인 cDNA 단편이 rRSVΔM2-2 감염된 세포에서 감지되었다.  RT 
반응에서 역 전사효소를 포함하지 않은 RT/PCR 반응에서는 cDNA가 감지되지 않는다.  이는 DNA 생성물이 
바이러스 RNA에서 유도되었고, 오염물에서는 유도되지 않았다.  M2-2 결손된 RSV의 성질은 현재 측정하고 
있다.

10.2 SH 결손 돌연변이체

RSV로부터 SH 유전자를 제거하게 위해, SacI 제한효소 부위를 nt 4220위치에 SH 유전자의 유전자 시작 시
그날에 도입시킨다.  유일한 SacI 부위 또한 SH db의 C-말단에 존재한다.  부위-직접적인 돌연변이생성은 
서브클론  pET(A/S)에서  실시하는데,  이  서브클론은  AvrII(2129)  및  SacI(4478)  제한효소  단편을 

포함한다.    pET(A/S) 돌연변이체를 SacI으로 절단시키면, 258개 뉴클레오티드 단편의 SH 유전자를 제거
하게 된다.  SH 결손을 포함하는 pET(A/S) 서브클론을 AvrII 및 SacI으로 절단시키고, 생성된 제한효소 
단편은 전체 길이의 RSV cDNA 클론에 클론시킨다.  SH 결손을 포함하는 전체 길이 cDNA는 pRSVΔSH라고 
지정하였다.

pRSVΔSH  돌연변이는 상기에서 설명한 것과  같이  만든다(단락  10.1  참고).   SH-없는  RSV(rRSVΔSH)는 
pRSVΔSH와  N,  P,  L  발현  플라스미드가 공동-트랜스펙션된 MVA-감염된  세포에서 회수하였다.   회수된 
rRSVΔSH는 SH 유전자에 인접한 한 쌍의 프라이머를 이용하여 RT/PCR로 확인하였다.  도 12A에서 볼 수 
있는 것과 같이, 야생형보다는 짧은 약 258개 뉴클레오티드를 가지는 cDNA 밴드가 rRSVΔSH 감염된 세포
에서 확인되었다.  RT 반응에서 역 전사효소를 가지지 않는 RT/PCR 반응에서 DNA는 감지되지 않았다.  이
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는 PCR DNA가 바이러스 RNA에서 유도된 것이고, 인정적인 것이 아니면, 수득된 바이러스는 실제 SH없는 
RSV라는 것을 말하는 것이다.

10.3 SH 및 M2-2 결손 돌연변이체의 생성

SH 및 M2-2 유전자는 cDNA 서브클로닝에 의해 전체 길이의 RSV cDNA로부터 제거하였다.  cDNA 서브클론 
pET(S/B)ΔM2-2RSV에서 제거된 M2-2 결손을 포함하는  SacI 내지 BamHI 단편을 pRSVΔSH cDNA  클론에 클
론시켰다.  이중 유전자 결손 플라스미드 pRSVΔSHΔM2-2는 제한효소 유전자 매핑으로 확인하였다.  도 
12B에서 볼 수 있는 것과 같이, SH/M2-2 이중 결손 돌연변이는 야생형 pRSV cDNA보다는 짧았다.

SH 및 M2-2 결손을 모두 포함하는 감염성 RSV의 회수는 초기에 설명한 것과 같이 실시하였다.  SH 및 M2-
2를 가지는 감염성 바이러스는 트랜스펙션된 Hep-2 세포에서 수득하였다.

[표 2]
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본 발명은 본 발명의 한 가지 특징을 설명하는 의도를 가진 특정 구체예에 한정하지 안고, 본 발명의 범
위에는 임의 구조, 바이러스, 효소에 기능적 등가체가 포함된다.   또한, 여기에서 설명하는 것에 추가하
여 다양한 변형이 가능함을 당업자는 인지할 것이다.  이와 같은 변형 또한 본 발명의 범위에 속한다.

여기에서는 다양한 공보를 언급하였고, 전문을 참고로 첨부한다.

(57) 청구의 범위

청구항 1 

M2 유전자에 적어도 한 가지 기능적인 결손을 포함하는 RSV 안티게놈 또는 게놈으로 구성된 것을 특징으
로 하는 분리된 감염성 호흡기 합체 바이러스(RSV) 입자.

청구항 2 

RSV-A 및 RSV-B의 항원성 폴리펩티드를 인코드하는 키메라 RSV 안티게놈 또는 게놈으로 구성된 것을 특징
으로 하는 분리된 감염성 RSV 입자.

청구항 3 

L 유전자 돌연변이를 포함하는 RSV 안티게놈 또는 게놈으로 구성된 표현형이 감쇠된 것을 특징으로 하는 
분리된 감염성 RSV 입자.

청구항 4 

제 1, 2, 3항에 있어서, 이형성 서열이 추가로 포함되는 것을 특징으로 하는 부닐된 감염성 RSV 입자.

청구항 5 

제 4 항에 있어서, 이형성 서열은 인플루인자 게놈에서 유도된 것을 특징으로 하는 감염성 RSV 입자.

청구항 6 

재조합 RNA 분자에 있어서, M2-ORF1 또는 M2-ORF2에 결손이 있는 RSV RNA에 연결된 네가티브 가닥 RNA 바
이러스의 RSV RNA-직접적인 RNA 폴리메라제에 특이적인 결합부위로 구성되고, 코딩 서열의 역 보체로 구
성된 이형성 RNA 서열을 추가로 포함하는 것을 특징으로 하는 재조합 RNA 분자.

청구항 7 

제 6 항에 있어서, 이형성 서열은 RSV가 아닌 다른 바이러스의 게놈에서 유도된 것을 특징으로 하는 재조
합 RNA 분자.

청구항 8 

제 6 항에 있어서, 이형성 서열은 RSV의 또 다른 균주의 게놈에서 유도된 것을 특징으로 하는 재조합 RNA 
분자.

청구항 9 

제 8 항에 있어서, 이형성 코딩 서열은 G 또는 F 유전자 생성물을 인코드하는 것을 특징으로 하는 재조합 
RNA 분자.

청구항 10 

제 6 항에 있어서, L 유전자에 돌연변이가 추가로 포함된 것을 특징으로 하는 재조합 RNA 분자.

청구항 11 

제  6 항에 있어서, SH 유전자에 돌연변이가 추가로 포함된 것을 특징으로 하는 재조합 RNA 분자.

청구항 12 

키메라 RSV 바이러스를 만드는 방법에 있어서, RSV의 N, P, L 유전자 생성물을 인코드하는 뉴클레오티드 
서열 및 RSV M2-ORF의 발현 없이 RSV 안티게놈 또는 게놈을 포함하는 숙주 세포를 배양시키는 것으로 구
성된 것을 특징으로 하는 방법.

청구항 13 

키메라 RSV를 포함하는 백신에 있어서, RSV의 게놈에는 RSV의 폴리메라제 결합 부위에 연결된 mRNA 코딩 
서열의 역 보체가 포함되어 있고, 백신에는 제약학적으로 수용가능한 담체가 포함된 것을 특징으로 하는 
백신.

청구항 14 

제 13 항에 있어서, mRNA 코딩 서열은 돌연변이된 SH 유전자를 인코드하는 것을 특징으로 하는 백신.

35-22

1020007003251



청구항 15 

제 13 항에 있어서, mRNA 코딩 서열은 돌연변이된 L 유전자를 인코드하는 것을 특징으로 하는 백신.

청구항 16 

제 13 항에 있어서, mRNA 코딩 서열은 돌연변이된 NS1 유전자를 인코드하는 것을 특징으로 하는 백신.

청구항 17 

제 13 항에 있어서, mRNA 코딩 서열은 돌연변이된 M2 유전자를 인코드하는 것을 특징으로 하는 백신.

청구항 18 

제 13  항에 있어서, mRNA  코딩 서열은 RSV  A  및 B의 G와 F  유전자를 인코드하는 것을 특징으로 하는 
백신.

청구항 19 

제 13 항에 있어서, 이형 유전자를 인코드하는 것을 특징으로 하는 백신.

청구항 20 

제 19 항에 있어서, 이형 유전자는 인플루엔자 게놈에서 유도된 것을 특징으로 하는 백신.

청구항 21 

유전공학적으로 감쇠된 RSV에 있어서, 적어도 한 개의 변형된 바이러스 유전자 서열을 가지고 있어서, 숙
주에서 바이러스 복제하는 각 과정동안에 적어도 일부 결손 입자를 생산하는 것을 특징으로 하는 유전공
학적으로 감쇠된 RSV.

청구항 22 

제 21 항에 있어서, 변형된 서열은 비-코딩 부분으로써 바이러스 유전자의 합성이 하향 조절되는 것을 특
징으로 하는 유전공학적으로 감쇠된 RSV.

청구항 23 

제 21 항에 있어서, 변형된 서열은 아미노산 잔기 또는 에피토프에 삽입, 치환, 결손중 하나를 인코드하
는 것을 특징으로 하는 유전공학적으로 감쇠된 RSV.

청구항 24 

제 22 또는 제 23항의 감쇠된 표현형으로 구성된 것을 특징으로 하는 제약학적 조성물.
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