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본 발명은 광범위한 HIV의 치료와 다양한 클래드(clade)의 HIV에 대한 항체를 유도하는 광의의 HIV 치료제 및 백

신을 형성하는 조성물과, HIV gp-120에서 유래된 짧은 펩티드 서열 면역원 및 CCR5 결합 부위를 구성하는 것으로

동정된 펩티드로 제조된 다양한 치료 조성물을 동정하는 능력에 관한 것이다.  또한, 본 발명은 알츠하이머, 건

선, 다발성 경화, 인간의 염증 케스케이드와 관련된 그외 질병과 같은 질병 뿐만 아니라 열대 연축성 하반신 마

비의 원인인 HTLV-I와 같은 관련 레트로바이러스에 대해 효과적인 치료를 제공하는 약물의 후보물질일 수 있는

펩티드 서열을 선별하는 방법에 관한 것이다.
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특허청구의 범위

청구항 1 

구조: A-L-P-C를 포함하는 인간 면역결핍 바이러스에 효과적인 치료 조성물 및 백신 면역원:

A는 임의 보강제이고; 

L은 임의 연결 모이어티이고; 

P는 구조 R1R2R3R4R5 및 다른 임이 아미노산을 갖는 펩티드이고:

R1은 N, S, T, D, R, K, A, 또는 E로 이루어진 군으로부터 선택되며, 

R2는 N, S, T, D, G, I, 또는 E로 이루어진 군으로부터 선택되며,

R3은 N, S, T, D, G, R, K, I, Q, H, 또는 E로 이루어진 군으로부터 선택되며,

R4는 Y이며,

R5는 N, S, T, R, K, A, M, W 또는 G, 또는 그의 아미드로 이루어진 군으로 선택되며, 

C는 보호기이다.

청구항 2 

제 1항에 있어서, L은 3개의 아미노산 모이어티로 구성되며, P는 5개의 아미노산 모이어티로 구성되는 것을 특

징으로 하는 치료 조성물 및 백신 면역원.

청구항 3 

제 1항에 있어서, L은 트리펩티드 모이어티 A-S-T인 것을 특징으로 하는 치료 조성물 및 백신 면역원.

청구항 4 

제 1항에 있어서, R2는 T, S 및 N으로 이루어진 군으로부터 선택되는 것을 특징으로 하는 치료 조성물 및 백신

면역원.

청구항 5 

제 1항에 있어서, P는 EYIYT,  INNYT,  ISNYS,  ISNYT, ISYRL, NNRYR, NNSYR, NSNYS, NSSYR, NTIYT, NTSYG,

NTSYM, NTSYR, NTSYS, SSEYR, SSRYR, SSTYR, STNYT, STSYR, TISYR, TSNYS, TTNFT, TTNYT, 모두 D형인 TTNYT,

TTSYR, TTSYT 및 YTSYR로 이루어진 군으로부터 선택되는 것을 특징으로 하는 치료 조성물 및 백신 면역원.

청구항 6 

제 1항에 있어서, A는 인간에게 허용가능한 모든 보강제인 것을 특징으로 하는 치료 조성물 및 백신 면역원.

청구항 7 

제 1항에 있어서, C는 C-말단 아미드기인 것을 특징으로 하는 치료 조성물 및 백신 면역원.

청구항 8 

제 1항에 있어서, 상기 조성물은 2-5개의 구성 성분으로 구성된 칵테일을 포함하며, 상기 구성 성분은 P 영역의

아미노산 모이어티 서열이 상이한 것을 특징으로 하는 치료 조성물 및 백신 면역원.

청구항 9 

제 1항에 있어서, L-P 영역은 약 7 내지 약 16개의 아미노산 잔기를 가진 펩티드를 포함하는 것을 특징으로 하

는 치료 조성물 및 백신 면역원.
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청구항 10 

제 1항에 있어서, 상기 아미노산은 D 입체이성체인 것을 특징으로 하는 치료 조성물 및 백신 면역원.

청구항 11 

구조 L-P-C를 갖는 치료 조성물:

L은 임의 트리펩티드(tri-peptide) 서열을 포함하며,

P는 구조 R1R2R3R4R5 및 다른 임이 아미노산을 갖는 펩티드이고:

R1은 N, S, T, D, R, K, A, 또는 E로 이루어진 군으로부터 선택되며, 

R2는 N, S, T, D, G, I, 또는 E로 이루어진 군으로부터 선택되며,

R3은 N, S, T, D, G, R, K, I, Q, H, 또는 E로 이루어진 군으로부터 선택되며,

R4는 Y이며,

R5는 N, S, T, R, K, A, M, W 또는 G, 또는 그의 아미드로 이루어진 군으로 선택되며, 

C는 임의 보호기이다.

청구항 12 

제 11항에 있어서, L은 3개의 아미노산 모이어티로 구성되며, P는 5개의 아미노산 모이어티로 구성되는 것을 특

징으로 하는 조성물.

청구항 13 

제 11항에 있어서, L은 트리펩티드 모이어티 A-S-T인 것을 특징으로 하는 조성물.

청구항 14 

제 11항에 있어서, R2는 T, S 및 N으로 이루어진 군으로부터 선택되는 것을 특징으로 하는 조성물.

청구항 15 

제 11항에 있어서, P는 EYIYT,  INNYT,  ISNYS,  ISNYT,  ISYRL,  NNRYR,  NNSYR,  NSNYS,  NSSYR,  NTIYT,  NTSYG,

NTSYM, NTSYR, NTSYS, SSEYR, SSRYR, SSTYR, STNYT, STSYR, TISYR, TSNYS, TTNFT, TTNYT, 모두 D형인 TTNYT,

TTSYR, TTSYT 및 YTSYR로 이루어진 군으로부터 선택되는 것을 특징으로 하는 조성물.

청구항 16 

제 11항에 있어서, A는 인간에게 허용가능한 모든 보강제인 것을 특징으로 하는 조성물.

청구항 17 

제 11항에 있어서, C는 C-말단 아미드기인 것을 특징으로 하는 조성물.

청구항 18 

제 11항에 있어서, 상기 조성물은 2-5개의 구성 성분으로 구성된 칵테일을 포함하며, 상기 구성 성분은 P 영역

의 아미노산 모이어티 서열이 상이한 것을 특징으로 하는 조성물.

청구항 19 

제 11항에 있어서, L-P 영역은 약 7 내지 약 16개의 아미노산 잔기를 가진 펩티드를 포함하는 것을 특징으로 하

는 조성물.

청구항 20 
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제 11항에 있어서, 상기 아미노산은 D 입체이성체인 것을 특징으로 하는 조성물.

명 세 서

기 술 분 야

본 출원은 2005년 6월 23일자 미국 가출원 제 60/693,087호, 2005년 6월 23일자 미국 가출원 제 60/698,088호<1>

와 2005년 6월 23일자 미국 가출원 제 60/693,089호를 기초로 한 우선권을 주장한다.  본 출원은 2006년 6월 23

일 출원된 출원번호 제 11/474049호의 "알킬글리코시드 조성물의 안정화 및 그 방법"에 관한 것으로, 2006년 6

월 23일자로 PCT/US06/24576으로 출원되었으며, 이들은 원용에 의해 본 명세서에 포함된다.

배 경 기 술

HIV-1  감염과  AIDS를  예방할  수  있는  백신은  그것의  지리학적  기원,  서브타입  또는  유전자형  특이성에<2>

상관없이, 현재 백신 후보군이 도달하지 못한 목표인, 감염된 바이러스 최초 분리주에 대하여 강력한 중화 활성

을 가진 항체를 높은 수준으로 유도할 수 있는 면역원이 필요한 것으로, 널리 인식되어 있다.  그래서 광범위한

중화를 매개하는 에피토프의 동정은 적절한 백신의 고안과 개발에 있어서 매우 중요하다.  특히, 우세한 북아메

리카 클래드 B 서브타입과 비교하여, 개발도상국에서 나타나며, 전세계적으로 관련된 신흥 균주를 구성하는 클

래드 C 서브타입에 대한 백신 후보 항체의 개발이 매우 중요하다.

HIV 감염된 개체에서, HIV의 외피는 중화 항체에 선호적인 타겟이다.  어떤 중화 에피토프 군집은 적어도 부분<3>

적으로는 최초 분리주 및/또는 모노사이토트로픽(monocytotrophic) 분리주의 gp120 env 단백질에 노출되는 것으

로 보인다.  20여년간의 수많은 연구에도 불구하고, 백신의 광범위한 중화를 도출할 수 있는 면역원은 발견되지

않았다.  이것이, HIV 감염에 대한 백신 개발이 어려운 이유이다.

발명의 상세한 설명

본 발명은 다양한 HIV 균주와 HIV-1에 대한 예방을 위한 면역 전략(strategy)에서 중요한 요소인 펩티드에 대해<4>

강력한 중화 활성을 가진 항체를 유도할 수 있는 펩티드를 인지하는, 공동-수용체 CCR5에 부착하는 gp120의 짧

은 서열 동정에 관한 것이다.  결합 부위 펩티드 면역원을 포함하여, 이들 부착 서열에 대해 형성된 항체는, 균

주(strain)에 상관없이 HIV 바이러스에 대한 예방 작용에 참여하며, 또한 치료적인, 즉 이의 수동 투여는 바이

러스 수준을 감소시키고 이미 HIV에 감염된 사람에게 임상적인 효과를 제공할 것으로 예상된다. 

중화 항체는 HIV-1 감염에 반응한다.  항-인간 면역결핍성 바이러스 타입에 대한 중화 항체는 최초 감염 후 몇<5>

달간 바이러스 혈증으로 처음으로 나타난다.  초기에 나타나는 중화 항체는 매우 타입 특이적이다.  중화 항체

반응은 감염된 후(16)에 확장되지만, 통상 장기간 감염된 개체를 포함하여 대부분의 환자들에서는 약하고 단발

적으로 발생된다.

중화 항체는 gp120 외부 측면과 gp41 트랜스멤브레인(transmemebrane) 당단백질로 구성된 HIV-1의 외피 당단백<6>

질을 인식한다.  gp120 당단백질은 타겟 CD4 와 케모카인 수용체 CCR5 및 CXCR4에 결합한다.  아주 드물게도,

항체는 gp120가 CD4와 복합체를 형성한 후에만 발현되는 gp120 에피토프에 의해 생성된다.  실제 공동-수용체

결합 부위(binding site), 즉 바람직한 백신 타겟은 gp120이 CD4에 결합한 경우에만 형성되다고 생각된다.  이

들 CD4 유도된(CD4i) 항체는 gp120-sCD4 복합체의 CCR5와 CXCR4 결합을 차단한다.  HIV-1에 감염된 인간에서

분리된 CD4i 항체의 수는 매우 적다.

대부분 초기의 HIV-1 백신 작업은, 중화 항체를 발생시키는 백신을 개발하는 것을 목표로 하였다.  이들 중화<7>

항체는 이들의 작용 범위가 좁고 동물 모델에 접종된 바이러스 균주에만 대개 특이적이다.  따라서, 이들 항체

는 넓은 범위의 특이성을 갖고 있지 못하여, 좋은 백신 후보물이 되지 못한다.

대부분의 성공적인 백신은 바이러스가 그 수용체와 결합하는 것을 방해한다.  HIV의 수용체는 공동-수용체인<8>

CXCR4와 CCR5(1, 2)이다.  이에, 공동-수용체의 결합 부위를 동정하기 위해 지난 20년간 집중적으로 연구하였지

만 아직까지 이루지 못하였음에도 불구하고, 백신 용도로 적합한 다양한 균주에 대한 바람직하고 광범위한 중화

를 형성할 수 있는 면역원을 생산할 수 있을 것으로 기대하고 있다.

본  발명의  목적은,  부분적으로는 생물학적으로 활성인  공동-수용체의 결합  부위에  대한  항체를  제공하는<9>

것이다.  상기 항체는 시험관내(in vitro) 연구에서 gp120-sCD4 복합체의 CCR5 수용체 결합을 강력하게 저해하

였으며, 적절한 펩티드 구조에 대한 항체는 광범위한 중화 항체를 유도하여, HIV-1 감염에 대한 예방 면역을 제
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공할 것으로, 즉, 백신으로 기대된다.

10여년간, 대부분의 HIV-1 분리주에 대하여 광범위하고 강력한 중화를 매개하는 인간 MAb는 겨우 수종만 분리되<10>

었다.  이들 MAb 중 두 개는 gp120의 표면에 결합하고(MAbs b12와 2G12)(3, 4), 하나는 gp41의 막 스패닝 도메

인(membrane spanning domain)에 아주 근접하게 위치된 에피토프에 결합한다.  MAb b12는 gp120의 C3-V4 영역

과 탄수화물을 포함한 불연속적인 에피토프의 복합체를 인지한다.  MAb 2F5는 gp41의 외부 도메인(ectodomain)

의 선형 에피토프에 결합하지만, 이 에피토프는 단순하지 않고 다양한 1차 분리주(primary isolates)에 대한 시

험관내 중화 활성이 입증된 6개의 잔기로 이루어진 선형 서열인 MAb2 b12, 2G12 및2F5 보다 더욱 복잡할 것으로

보인다.  지금까지 임상 실험을 거친 모든 재조합 외피에 대한 백신 후보물질들은, 심지어 광범위한 중화를 매

개하는 것으로 알려진 에피토프를 포함하는 경우에도, 1차 분리주에 대해 유의한 중화 항체를 유도하진 못하였

다.  펩티드계 백신 후보물질 역시 적절한 면역반응을 유도하지 못하였다.

펩티드 DAPTA(Dala1-펩티드 T-아미드, (5))에 대한 상동 서열이 다수의 HIV-1 분리주의 V2 영역내에 존재하고<11>

있다(4,078개의 서열을 조사함).  펩티드 DAPTA에  대한 다클론성의 정제된 IgG  항체를 이용한 실험 결과를

통해, 1차 균주와 실험실에서 순응시킨 균주에 대한 유의한 중화 활성이 입증되었으며, 연결(bridging) 시트 근

처에서 V2 도메인의 카르복시 말단으로부터 8개의 서열이 새로운 중화 에피토프로 기대되었다.

다클론성 펩티드 DAPTA 항혈청의 제조<12>

친화성으로 정제된 항체를 만들기 위해, 6마리의 토끼에, 1) 프로인트 완전 보강제(Freud complete ajduvant)에<13>

현탁된 75㎍의 펩티드 DAPTA(1일), 2) 프로인트 불완전 보강제에 현탁된 75㎍의 펩티드 DAPTA(20일), 3) 보강제

무첨가된 150㎍ 의 DAPTA(35일)를, 연속 피하 주사하여 면역화하였다.  혈청전환을 테스트하기 위해, 1일째와

그 후 매주 토끼의 귀에서 정맥혈을 채취하였고, 정제된 펩티드 DAPTA가 코팅된 마이크로 적정 플레이트와 홀스

래디시 퍼옥시다제가 접합된(conjugated) 염소 항-토끼 IgG를 이용하여, 효소-면역흡착 분석(ELISA)으로 혈청

테스트를 실시하였다.  혈청 양성반응을 보인 토끼에서 심장천공방법으로 채혈하였다.  항혈청내 존재하는 펩티

드 DAPTA 항체는 정제된 펩티드 DAPTA가 커플링된 친화성 세파로스 컬럼을 이용하여 친화성 크로마토그래피로

정제하였다.

본 발명의 간단한 요약<14>

이하, 바람직한 구현예를 요약한다.  그러나, 어떠한 방식으로도 본 발명을 제한하는 것으로 의도되지 않는다.<15>

본 발명은 유효한 백신의 주요 성분인, 다양한 HIV 클래드에 대해 광범위한 중화 항체를 유도하는 조성물에 관

한 것이다.

예로, 본 발명은 HIV gp-120에서 유래된 짧은 펩티드 서열 면역원을 동정하는 능력과 CCR5 결합 부분을 구성하<16>

는 동정된 펩티드로 제조된 다양한 치료 조성물에 관한 것이다.  펩티드는 다양한 HIV 균주의 펩티드 서열, 관

련 바이러스 종의 서열, 다른 바이러스 외피의 서열, 선택된 신경 펩티드의 서열을 분석함으로써, 선택된다.

다른 예로, 본 발명은 HIV 치료제로 작용하거나 또는 인간에게 투여했을 때 활성인 항-HIV 백신 항체를 광범위<17>

하게 유도하는 면역원으로서 작용하는 조성물을 제공한다.

또다른 예로, 본 발명은 치료학적으로 유용한 제형으로 펩티드를 안정화시키고, 펩티드의 응집을 감소시키고,<18>

펩티드의 면역성을 증강시키는 능력에 관한 것이다.  보다 상세하게는, 본 발명은 자가조합(self associating)

또는 자가응집성(self aggregating) 펩티드 또는 단백질 약물 하나 이상과, 하나 이상의 계면활성제를 포함하는

치료 조성물을 제공하며, 상기 계면활성제는 하나 이상의 알킬글리코시드 및/또는 사카라이드 알킬 에스테르를

더 포함한다.

또다른 예로, 본 발명은 알츠하이머병, 건선, 다발성 신경경화증, 사람의 염증반응 전달체계와 관련된 다른 질<19>

병 등의 질환 뿐만 아니라 열대 연축성 하반신 마비의 원인인 HTLV-1과 같은 레트로바이러스에 유효한 치료를

제공하는 약물 후보 물질일 수 있는, 펩티드 서열을 선별하는 신규한 방법에 관한 것이다.

발명의 상세한 설명<20>

종래의 연구 결과 및 방법과는 대조적으로, 본 명세서에 개시된 결과 및 방법은 유용한 항 HIV 활성 및 다른 치<21>

료적 특성과 같은 예상하지 못한 특성을 보인다.  하기의 예에서, 전부가 아닌 일부 본 발명의 다양한 예를 예

시한다.

본 발명은 공동-수용체의 결합을 차단하는 가변적이만 상동적인 서열을 가진 gp120의 V2 부분에 있는 생활성의<22>
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펜타펩티드(pentapeptide) 패밀리에 관한 것이다.  종래의 연구에서, V2 부분은 gp120의 수용체 결합 및 감염성

에 주된 역할을 수행하지 않는 것으로 생각되었다.  V2가 결여된 돌연변이는 감염성(6, 7)인 것으로 여겨졌다.

V2 루프(loop)와는 반대로, V3 루프는 gp120의 수용체 결합성 에피토프를 포함하는 것으로 널리 제시되었다(7-

9).  그러나, 여전히 그러한 상동 서열이 형성될 수 있는 부분은 gp160의 V2가 아닌 다른 부분일 수 있다.

본 발명은 CCR5에 수용체 활성을 가진 하나 이상의 펩티드를 포함하는 제형에 관한 것이다.  펩티드 T(SF-2분리<23>

주에서 유래된)와 상동한 서열은 많은 HIV-1 분리주의 V2 영역내 유사한 위치에 있다.  본 발명자들은, Entrez

데이타 베이스에서 이용가능한 4078개의 외피(gp120) V2 서열을 조사하였다.  이들 중 60%는 xTxYx 또는 xNxYx

의 형태를 취하며, 23%는 xSxYx의 형태를 취하며, 나머지 17%는 서로 다른 마이너 모티프 10개에 분산되어 있으

며, 발생율은 2-7%이다.  이들 다양한 외피 유래의 펜타펩티드 서열의 중요성은, 알려진 서열의 80% 이상을 차

지하는 2개의 주된 모티프와 같이, 서열이 완성되기 위해 약간의 마이너 예가 있는, 수용체 활성 모티프를 특정

화하는 것이다.  구조들의 집합으로부터, 치료제 또는 면역원으로서 다양한 HIV 종에 대해 광범위한 특이성을

가진 펩티드를 단독으로, 또는 혼합 형태로 제작할 수 있다.

본 발명자들이 연구한 V2 서열은 전부 그렇지는 않지만 HIV 분리주에서 많은 경우 거의 같은 위치(V2, stem 근<24>

처)에서 발견되며, T DAPTA 펩티드의 말단 5개의 아미노산과 다소 상동적이다.  펩티드는 VIP/PACAP/GHRH 펩티

드 그룹과 상당한 상동성을 가지고 있다.  이들 바이러스로부터 유래된 많은 신경펩티드(표 1의 펩티드 포함)를

합성 및 테스트하였으며, 그 결고과 T DAPTA 옥타펩티드와 동등하거나, 더 강력한 생활성을 가지고 있는 것으로

입증되었다.  약리학적으로는, 펜타펩티드는 케모카인인 케모탁시스의 부분 길항제이다(10).  DAPTA의 길항 효

과는 gp120-sCD4의 CCR5(11) 결합성을 차단하는 능력으로 인한 것이거나, 또는 시험관내에서 gp120-유도성 신경

세포의 사멸을 차단하는 능력(12)으로 인한 것이다.

실 시 예

GP120 유래 V2 관련 펜타펩티드의 치료제 및 백신 면역원 라이브러리의 동정<33>

하기 표 1은 치료 펩티드와 백신 성분을 선택할 수 있는 유용한 19개의 펜타펩티드의 라이브러리를 나타낸다.<34>

표 1<35>

서열 <36> V2의 말단에서의 빈도

(4085 이용가능)

NTSYR 1164

SSEYR 308

NTSYM 127

YTSYR 121

NYSYT 75

NSEYR 73

TTSYR 73

TTSYT 70

NTSYS 64

STSYR 63

NSSYR 50

NNSYR 41

NTRYR 38

STEYR 15

TTNYT 14

NTEYR 11

NTNYR 6

NGSYR 3

NSSYT 1

하기 표 2는 V2 펜타펩티드와 이의 해당 HIV 분리주를 나열한 것이다.<37>
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표 2<38>

SF-2<39>
ASTTTNYT

* BAL NNRYR

SF-2 TTNYT ADA NTSYR

IIIB TTSYT WMJ-1 SSTYR

RFII NTSYG NY5 NISYT

Z3 SSTYR Synthetic TTNdY
#
T

주: 
*
는 펩티드 T의 서열, 말단 펜타펩티드는 굵은 글씨, 

#
은 위치 4(12)에 D-티로신을 가지고 있는 비활성 유사<40>

체이다.  V2 펩티드에 대한 HIV 분리주를 나타내며, 실제 펩티드 서열을 나타낸다.  펩티드는, 티로신(Y)가 동

일 위치에 있으며, 세린(S)와 트레오닌(T)이 하나의 메틸기만 다른 구조적으로 관련있는 아미노산을 유사체로

인지하다.  약간의 변형이 알려져 있으며, 이들 세부적인 구조는 이미 논의되었다(18, 57).  펩티드 T가 실험실

에서 순응된 바이러스 SF-2(이전, ARV(13))에서 유래되었지만, CCR5에 대해 활성이 있다는 것은 흥미로운 일이

다.  이는, 이들 펩티드 중 일부가 관련 CXCR4 엔트리 수용체와 일부 VIP 수용체(14, 15)에 활성을 가진다는 것

을 의미한다.  약간의 변형은 생체 내에서 이루어지는 작용인 수용체의 이용성을 확장시키며, CXCR4 엔트리 수

용체를 또한 이용하는 HIV 진행 과정에서 후기에 듀얼 트로픽(dual-tropic)이라고 불리우는 바이러스 분리주가

출현한다.

뇌 바이러스 분리주는 CD4와 CCR5를 낮은 수준 발현하는 뇌의 미세아교세포(microglia)와 대식세포에서의 증식<41>

을 위해 적응된, 별개의 외피 단백질 표현형을 이루는 것으로 보인다(16).  뇌 바이러스 분리주로부터 유래된

외피 단백질 펜타펩티드는, CD5 또는 공동-수용체를 적게 발현하도록 적응된, 뇌를 감염시키는 것과 같은, HIV

종을 차단하는데 있어, 특이적인 치료적 편이를 제공할 수 있다.  CD4 및/또는 CCR5의 발혀 수준이 낮은 세포에

감염하는 능력은 T 세포와 대식세포 둘 다에 대한 폭넓은 감수성을 제공할 것이며, 따라서 뇌에 적응된 균주로

부터 유래된 펜타펩티드를 사용하여, 뇌의 대식세포 또는 미세아교세포에한 국한되지 않고 다양한 조직 및 세포

에서 적은 수의 수용체에 적응된 HIV 군주의 감염을 억제할 수 있으며, 또는 백신이나 치료 항체 제조를 위한

면역원을 만들 수 있다.  적은 수의 수용체에 적응된 바이러스 분리주의 억제는, HIV 치료제 개발에서 차기 프

론티어일 것임에 틀림없으며, 높은 활성을 가지는 리간드가 가장 효과적일 것이다.  천연의 바이러스로부터 만

들어진 서열을 스크리닝함으로써, 생물학적 적정성과 실질적인 유용성을 최적화할 것이다.  치료 펩티드 후보체

들을 수용체 효능에 대해 쉽게 테스트할 수 있으며, 대부분의 매우 활성이 높은 펜타펩티드를 안정성 및 생체이

용성을 위해 추가적인 변형을 만듬으로써 약물 후보체로 만들 수 있다.

뇌에서 동정된 V2 수용체-활성 펩티드 치료제와 면역원, 및 선택된 신경펩티드에서 동정된 백신 펜타펩티드<42>

예시적인 서열은 (16)에 기재된 5종의 뇌 분리주에서 동정되었으며, 이는 하기 표에 나타낸다.<43>

표 3<44>

뇌 V2 서열<45>

TSNYS

NSNYS

TTSYR

NTSYR

TISYR

gp120의 V2 부분내 펜타펩티드 뿐만 아니라, 상기 펩티드 모티프가 gp120의 다른 부분, gp41(막 경계에 존재)와<46>

VIP/PACAP/GHRH(17)과 관련된 신경 펩티드에도 존재하는 것으로 확인되었다.

표 4<47>

신경펩티드 서열<48> 신경펩티드

TDNYT VIP(7-11), 인간, 랫

TDTYT VIP(7-11), 닭

TDSYR GHRH (7-11), 인간
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따라서, V2 관련 펩티드는 생물학적으로 활성인 것으로 입증되었고, 가장 간단한 설명은 이들이 특이적인 케모<49>

카인 수용체에서 약리학적으로 활성이라는 것이다.

HIV 외피 단백질 GP41에서 동정된 V2 관련 펜타펩티드<50>

하기 표는 치료제 또는 백신 면역원으로 사용될 수 있는 gp41 HIV 서열을 나타낸 것이다.<51>

표 5<52>

서열<53> 빈도 비율

(702건 중에서)

IDNYT 202 28.8%

ISNYT 192 27.4%

INNYT 155 22.1%

ISNYS 27 3.8%

IENYT 19 2.7%

VSNYT 15 2.1%

ITNYT 9 1.3%

IGNYT 7 1%

VNNYT 5 0.7%

IDKYT 5 0.7%

IHNYT 4 0.6%

IDSYT 4 0.6%

ISKYT 3 0.4%

ISTYT 3 0.4%

SIIYE 3 0.4%

IGKYT 2 0.3%

ISNYK 2 0.3%

VSNYS 2 0.3%

IANYT 2 0.3%

NQIYE 2 0.3%

ISQYS 1 0.1%

IDDYT 1 0.1%

ISSYT 1 0.1%

ISDYT 1 0.1%

VIYYT 1 0.1%

IYNYT 1 0.1%

INNYS 1 0.1%

IRQYT 1 0.1%

VRNYT 1 0.1%

INNYI 1 0.1%

STIYR 1 0.1%

EYIYT 1 0.1%

DTIYR 1 0.1%

ATIYD 1 0.1%

GTIYQ 1 0.1%

HTKYI 1 0.1%

본 발명자들은 Entrez 데이타베이스에서 702개의 gp41 서열을 조사하였다.  보고된 펜타펩티드 서열 모두, 이들<54>

펩티드 유사체들의 공유된 결합 기능에 부합되는, gp41의 거의 126 위치와 동일한 위치에 위치한다.  본 발명은

농도가 높거나 낮은 하나 이상의 펩티드 또는 단백질을 포함하는 제형을 기술한다.

CCR5에 결합하여 HIV GP120의 CCR5 결합성을 차단하는, 다양한 V2 관련 펜타펩티드의 동정<55>
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상기의 방법, 상세하게는 (11)의 방법을 이용하여, 경쟁적인 소형 gp120 펩티드를 첨가하거나 첨가하지 않은 상<56>

태에서 gp120/CD4 복합체의 ChfTh-CCR5 발현 세포에 대한 결합성에 대해, 본 발명자들은, V2 유래의 DAPTA에 대

한 상동 펩티드 역시 CCR5에 대한 gp120 결합을 차단하는 강력한 능력을 가진다는 일반적인 사례를 보여준다.

특이성의 표지로 구조-기능 활성은, TTNYT 펩티드에서 아미노산 L 형이 D 형으로 교체됨으로써 효과가 급격히

감소하고, 펩티드 INNYT에서 N을 D로 교체하므로써 형성된 IDNYT은 활성이 약한 것으로, 나타났다.  놀랍게도,

TTNYT 펩티드의 아미노산 모두가 D형인 형태가 실질적인 활성을 유지하고 있었으며, 이는, 이들 펜타펩티드의

아미노산이 모두 D형인 형태가 유용하며, 이들의 펩티다아제에 의한 분해에 대해 안정적일 것이라는 예상으로

인해 바람직할 수 있다.

표 6 <57>

펩티드<58> GP120/sCD4의 CCR5에 대한 결합 저해 EC50(nM)

TTNYT .1nM

TTN(dY)T >1000 nM

모두l D, ttnyt 2 nM

NTSYR .1

TTSYT .05

TSNYS .2

SSTYR .1

NNRYR .2

NSNYS .5

NSSYT .2

NSSYR .04

NSEYR .08

SSEYR .3

TTSYR .1

TISYR .4

YSSYR .6

INNYT .06

IDNYT 1

펩티드 T DAPTA는 Gp120-SCD4 복합체의 CCR5 수용체에 대한 결합을 방지한다.<59>

도 1에 나타낸 바와 같이, DAPTA는 gp120-CD4 복합체와 CCR5 수용체와의 공면역침강을 방지한다.  패널 A에서<60>

설명된 연구에서는, hCCR5 수용체를 발현하는 Cf2Th/synR5 세포가 사용되었다.  가용화된 CCR5 수용체는 항-태

그(anti-tag) 항체 ID4로 면역침강시켜, 단백질 A/G 아가로스상에 포획한 다음, DAPTA의 존재 또는 부재하에

gp120 Bal-sCD4 복합체와 함께 배양하였다.  면역침강된 gp120은 인간 HIVIg로 웨스턴 블롯팅함으로써 검출하였

다.  동일 멤브레인을 취하여 CCR5(NT) 수용체(하단 패널 A)에 대한 토끼 다클론 항혈청으로 혼성화하였다.  패

널 B는 Cf2Th 모 흉선 세포주의 세포 용해물이다.  면역침강된 gp120 단백질은 발견되지 않았다.  패널 C는 HOS

CD4를 나타낸다.  CCR5 세포는 gp120CM235 단백질과 배양하기 전에 DAPTA를 처리하였다.  약 2x1.107의 CCR5가

결합된 막을 CCR5에 대한 MAb와 함께 면역침강하였다.  공 면역침강된 gp120 단백질과 멤브레인에 부착된 CD4

수용체는 웨스턴 블롯팅으로 검출하였다.

DAPTA는 GP120의 CD4 의존적인 CCR5 결합을 차단한다.<61>

도 2에 나타낸 바와 같이, 본 발명의 발명자들은 MIP1- 또는 CCR5 "차단성" 항체와 같은, 공지된 CCR5 리간드에<62>

의한 저해에 민감한, CCR5 발현 세포에 대한 gp120/sCD4 복합체의 결합 분석을 수행하였다.  항-바이러스 분석

은 원용에 의해 본 발명에 포함되는 종래 문헌(Ruff et al., 2001, Antiviral Res, 52, 63-75)에서 구체적으로

다루어졌으며, 본원에서 설명될 것이다.

 본 발명자들은, 형광 단백질 표지 키트(Roche Diagnositics GmBh)를 이용하여 수용성 gp120 단백질(25ug/ml)<63>

로부터 새로운 FITC  표지된 추적자를 만들었다.  결합 분석은 50mM  HEPES(Gibco),  pH=7.4,  5mM  MgCl2,  1mM

CaCl2·6H2O(Sigma), 5% BSA(Sigma) 및 0.1% NaN3가 포함된 최종 부피 100ul의 결합 완충액 중에서 수행하였다.

결합은 여러가지 CCR5 발현 세포주를 이용하여 96웰 필터 플레이트(Millipore)에서 37℃에서 1시간 동안 수행하
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였다.  부착되지 않은 표지 단백질은 급속 진공 필터로 제거하고, 96웰 플레이트 매니폴드를 이용하여 세척하였

다.  필터는 형광 플레이트 리더(Hewlett Packard)로 496/530nm에서 카운트하였다.  비특이적 결합은 sCD4가 없

는 상태에서 결정하였고, 100nM sCD4 존재하에서 gp120-FITC 결합에서 제하였다(총 결합성).

형광 표지된 gp120(FITC-gp120)은 sCD4가 존재하는 경우에만 효과적으로 Cf2Th/synCCR5 세포에 결합한다.<64>

결합은 분석에서 sCD4가 없을 때에는 거의 검출되지 않았다.  FITC-gp120의 최대 결합성은 100nM sCD4의 존재하<65>

에 수득되었고, 그 후에도 사용하였다.

도 3에 나타낸 바와 같이, gp120(Bal과 CM235) 결합 특이성은 비표지된 HIV-1Bal, 또는 CCR5의 리간드로 알려진<66>

MIP-1와의 경쟁에 의해 입증되었다(도 2, 상단).  표지된 FITC-gp120Bal(0.5nM)의 결합은 동일 몰수(0.5nM)가

존재할 경우에 80% 이상으로 저해되었으며, 또는 비-표지된 HIV-1Bal의 20배 과량(10nM)에서 백그라운드 수준으

로 감소되었다.  이전에 설명한 것처럼(23-25), gp120 단백질 Bal과 CM235 둘다의 결합은 CCR5 특이적인 리간드

인 (MIP-1 (10nM)로 저해되었다.  gp120 결합을 차단(26)시키는 CCR5에 대한 2D7 항체와 함께 개의 흉선세포 배

양에 의해, FITC-gp120CM235의 결합도 저해되었다(도 1).  FITC-gp120 단백질은 100nM sCD4의 존재하에, CCR5

음성인 개의 흉선 Cf2Th 모세포에 감지가능한 수준으로 결합되지 않았다.  이 연구로, gp120-FITC의 CD4 의존적

인 CCR5 수용체 결합이 확인된다(26-30).

CCR5 결합성 gp120 단백질 2개(Bal, CM235) 각각의 포화 결합 조건(도 3)을, Ch2Th/synR5 세포에 FITC-표지된<67>

gp120 양을 증가시켜(0.25에서 2.5nM) 추가하여 연구하였다(도 2, 오른쪽).  비특이적 결합은 sCD4 부재하에 결

정하였고, 100nM  sCD4  존재하에서의 결합으로부터 제하였다.  gp120Bal의 포화적인 고친화성 결합은 Kd 0.46

+.17nM(P<.05)이고, gp120CM235I의 Kd는 0.77 + .35nM(P<.05)이며, 이러한 결과는 다른 연구 결과와 일치된다

(27, 31, 31, 32).

DAPTA는 gp120외피 단백질의 CCR5 결합을 저해한다.<68>

gp120의 CCR5 수용체 결합에 대한 펩티드 저해제의 효능을 규명하기 위해, 고정된 농도의 sCD4/gp120 복합체를<69>

이용하여 CCR5에 선택적이 케모카인 리간드 MIP-1  및와 DAPTA의 농도를 증가시키는 조건하에서, 수행하였다.

이러한 연구는 도 4에 나타내었다.  총 특이 결합은 sCD4(100nM)의 첨가 또는 무첨가 조건에서의 FITIC-gp120의

결합 차이로 정하였다.

gp120BaL/sCD4의 CCR5(Cf2Th/synR5)  세포 결합은 MIP-1(  IC50  =  1.5  +  .002nM,  P<.05)와 DAPTA(IC50  =  55  +<70>

0.08pM, P<.05)에 의해 완전하게 저해되었다(도 3A).  DAPTA에 대한 힐 슬로프는 -1.07이었고, 이는 한 부위 경

쟁적인  결합모델(one-site  competitive  binding  model)과  일치된다.   이와  유사하게,  동일  세포에  대한

gp120CMCM235/sCD4의 결합 저해를 연구하였고, 그 결과 MIP-1 (IC50  = 1.8 + 0.006nM, P<.05)과 DAPTA(IC50  =

0.32 + .03nM, P<.05)에 의해 특이 결합이 실질적으로(>80%) 저해된 것으로 확인되었다(도 3B).  또한, 다른 세

포, 즉 CD4-발현 세포주(GHOST CD4.CCR5)에 대한 gp120Cm235/sCD4의 결합 역시 MIP-1 (IC50  = .43 + 0.07nM,

P<.05)와  DAPTA(IC50  =  51  +  0.09nM,  P<.05)에  의해  저해되는  것으로  확인되었다(도 3C).   패널  A-C의

데이타는, 세번의 실험으로 결정된 수치의 평균 + SEM 값이다.  분석은 PRISM에 의해 수행하였다.

이들 임상 및 기초 연구 결과의 관련성은 gp120의 펩티드 T 부분이 케모카인 공동-수용체 CCR5(11)에 결합하는<71>

에피토프로서의 동정을 입증한다는 것이다.  거의 25년의 노력하였으나, CCR5의 임상적으로 유효한 짧은 펩티드

수용체 경쟁자를 밝혀내지 못하였다.  예를 들면, 전체 gp120 분자를 스패닝(spanning)하는 20 mer 두 세트를

준비하여, 항바이러스 활성을 테스트하였다(두번째 세트는 첫번째와 비교하여 10 개의 위치가 이동되었음).  이

들 샘플들 모두 어떠한 항-바이러스 활성을 나타내지 않았다.  또한, 10년 동안, $30B 연방차원/개인 차원의 효

과적인 HIV 백신을 동정하려는 노력의 완전한 실패는 NIH의 백신 연구센터의 임상적 연구 소장인 Barney Graham

박사의 "효과적인 HIV 백신이 가능한가"(Feb 15, 2006, Bethesda, MD)라는 제목의 발표에서, 광범위하게 중화

항-HIV 항체를 만들 수 있는 능력을 끌어내고자 하는 연구에 대한 비자명성(non-obviousness)을 표명하였다.

사실, 과거와 현재의 백신을 만들고자하는 모든 시도의 실패 근간이 되는 그러한 항체를 유도하는 것은 불가능

하다.

CCR5 수용체에 결합하는 HIV 외피 gp120 펩티드는 수용체에 바이러스가 결합하는 것을 저해하는 면역원으로 사<72>

용될 수 있다.  거의 모든 성공적인 항체 백신은 바이러스의 수용체 결합 또는 부착(attachment)을 저해함으로

써 작용한다.

최근 몇 년동안, 제형화된 펩티드의 특성과 상세한 구조 연구(MacPhee,  미공개)에 대한 분석을 통해, DAPTA가<73>
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수용액에서 매우 빠르게 용해되자마자 응고되어 생체이용성과 항-바이러스 활성을 잃게 되는 경향성이 매우 강

한  것으로  밝혀졌다.   이러한  DAPTA의  특성은  가끔  차선의  임상  결과(33)와  위음성의  시험관내  결과를

유도한다.  예를 들면, 펩티드 T 용액이 걸죽해져서 "겔"이 되면, 점막, 예를 들면, 코 상피세포를 통해 이동되

는 활성 및/또는 능력을 잠재적으로 잃어 버린다는 것을 고려하여야하는 것으로 보고되었다.  제형에서 소듐 클

로라이드를 제거하고, ml  당  5  mg까지 농도를 낮추며 문제가 해결되는 것으로 나타났다.  그러나, 심지어

1mg/mL에서, 실온에서의 분광 편광(spectropolarimetric) 분석으로, 더욱 희석된 0.1mg/ml에서 205.4nm에서 큰

피크가 나타나던 것이 237.2nm로 이동된 것을 나타났으며, 이것은 펩티드 T가 고농도에서 스스로 상호작용하여

응집과정을 거쳐 겔화 되어버린다는 것을 의미한다.  펩티드 T가 소섬유(fibril)를 형성하는 것을 전자현미경으

로 확인하였고, 펩티드 T가 지금까지 알려진 어떤 다른 작은 펩티드보다 소섬유를 형성하기 쉽다.

소섬유 형성 결정<74>

펩티드 T 또는 그 유사체의 소섬유 형성은 전자현미경을 이용하여 측정할 수 있다.  2 ul의 DAPTA 수용액을 폼<75>

바/탄소로 코팅된 니켈 EM 그리드에 가하였다.  그리드를 10 ul의 증류수로 3회 세척하였고, 2% 유라닐 아세테

이트 10 ul로 염색하였다.  샘플은 LaB6 필라멘트(120kv)의 FEITEM Tecnai 현미경으로 관찰하였고, MEgaview

IICCD 카메라로 이미지화하였다.

펩티드 T 또는 그 유사체의 소섬유 형성은 염료 결합으로 측정할 수도 있다.  콩고 레드를 PBS(5 mM 포타슘포스<76>

페이트, 150 mM NaCl, pH7.4)에 용해시켜, 7 ug/ml의 농도로 맞추었다.  이 용액을 4 ℃로 냉각시키고, DAPTA

를 10 mg/ml 스탁 수용액으로 첨가하여, 염색 용액내 펩티드의 최종 농도를 0.48 mg/ml로 맞추었다.  분말을 용

해시킨 직전의 펩티드 용액을, 응집되 펩티드가 함유된 만든 후 시간이 경과된 스탁 용액과 비교하였다.  스펙

트럼은 4 ℃에서 400-700 nm에서 확인하였다.

펩티드 T 또는 그 유사체의 소섬유소 형성은 원편광 이색성 분광 분석(CD spectroscopy)으로도 측정할 수 있다.<77>

신선하게 준비한 펩티드 또는 소섬유 응집이 함유된 10 mg/ml의 수용액을 증류수에 최종 농도 50 ug/ml로 4 ℃

에서 첨가하였다.  CD  스펙트럼은 Jasco  모델 J-810  스펙트로미터로 0.1 cm  패스 길이의 석영 큐빗을 사용,

190-250 nm에서, 1분 간격, 2초의 반응시간으로 측정하였다.

펩티드 T  또는 그  유사체의 소섬유소 형성를 측정하는 또다른 방법은 Fourier  변환 적외선 스펙트로스코피<78>

(Transform Infrared(FTIR) spectroscopy)를 이용하여 수행된다.  DAPTA를 10 mg/ml의 농도가 되게 중수소화된

물에 용해시키고, 섬유질 형성을 촉진시키는 온도 및 시간 조건하에서 배양하였다.  25 ul의 샘플을 6 um 간격

으로 떨어져 있는 NaCl 윈도우가 있는 미리 냉각시킨 트랜스미션 셀에 위치시켰다.  FTIR 스펙트럼을 DTGS 검출

기를 이용하여 트랜스미션 모드에서 BioRad FTS-175C Frourier 변환 분광기에서 측정하였다.  2506 인터페로그

램은 2 cm
-1
 분석능으로 기록하였다.  수증기를 제거하였고, 스펙트럼 베이스라인을 수정하였다.

면역원의 특성<79>

항-펩티드 DAPTA 항체의 단량성 Gp120 결합<80>

도 5는 항-펩티드 DAPTA 항체의 단량체 gp120에 대한 결합성을 나타낸 것이다.  패널 A에서, IIIB gp120(●);<81>

gp120 ADA( ) 및 gp120 Bal(▲)은 직접 마이크로플레이트에 코팅(코팅된 ELISA)되었다.  25배 연속 희석한 항-

펩티드 DAPTA를 웰에 첨가하였다.  결합된 항체는 항-토끼 IgG-HPR-당나귀(KP&L) 1:1000으로 검출하였고, 450

nm에서 광학 밀도를 측정하였다.  백그라운드는 정상적인 토끼 혈청 대조군으로 측정하였다.  테스트한 gp120

단백질 3가지 모두가 1/2 최대(half-maximal) 결합에 도달하는데 필요한 V2 항체의 농도는 8-25 ng/ml였다.  데

이타는 대표적인 실험의 결과이며, 각 기준점(datum point)은 세번의 실험에서 나온 결과의 평균값이다.  패널

B는 sCD4가 있는 경우(■)와 없는 경우(◇)에 항-펩티드 DAPTA와의 gp120  IIIB  반응성을 나타낸다.  항체는

sCD4가 있는 경우에 높은 친화력으로 결합한다.  결과는 2번 반복한 실험으로부터 구하였다.  각 기준점은 세번

실험 결과의 평균값이다.

항-펩티드 T DAPTA 항체의 가용화된 gp120에 대한 결합성<82>

항-펩티드 T DAPTA 항체 및 정제된 IgG 분자의 실험실에서 순응시킨 다양한 바이러스 균주로부터 유래된 gp120<83>

재조합 단백질에 대한 친화성을, ELISA  분석으로 측정하였다.  다클론성 항-펩티드 T  DAPTA혈청은 가용화된

gp120 단백질, gp120ADA 및 gp120IIIB에 고친화력으로 결합하며, SF162 gp120에는 가장 낮은 친화력으로 결합

하였다.  이를 도 6에 나타낸다.  포착된 ELISA 결과는 우수한 중화 활성과의 관련성을 보이며, 본원에서 개발

한 단순한 ELISA 테스트로 백신 후보 항체를 분별할 수 있음을 시사한다.
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GP120(1 ug/ml)을 마이크로플레이트에서 다클론성 고트 항-HIV-1SF gp120 혈청에 의해 포착하였다(포착 ELISA).<84>

연속 3번 희석한 항-펩티드T DAPTA 혈청을 열로 불활성화시켜, 웰에 첨가하였다.  결합된 항체는 당나귀 항-토

끼IgG-HRP로 검출하였고, 450 nm에서 광학 밀도를 측정하였다.  백그라운드를 결합된 펩티드 T DAPTA에 대한 면

역전 토끼 혈청에 의해 측정하여, 제하였다.  데이타 라인들은 3세트로 수행한 두 실험의 결과이다.

항-펩티드 T DAPTA 항체의 가용화된 gp120에 대한 결합은 CD4 의존적이다.<85>

수용성 Cd4(sCD4) 첨가 및 무첨가한 상태에서의 정제된 항-부착 부위 IgG의 gp120에 대한 친화적 결합력을, 친<86>

화성 ELISA에 사용된 펩티드 T로부터 정제된 전체 항-펩티드 T DAPTA 토끼 항혈청의 면역글로불린 분획을 이용

하여 연구하였다.

이를 도 7에 나타낸다.  수용성 gp120 단백질을 항-HIV-1SF2 혈청이나 sCD4(1ug/ml)가 코팅된 마이크로플레이트<87>

웰에 포착하였다.  3배수로 연속 희석한 항-펩티드 T DAPTA IgG를 각 희석 농도마다 3세트로 첨가하였다.  결합

된 항-펩티드 T DAPTA IgG는, 2%의 정상 염소 혈청이 첨가된 차단 완충액중에서 HPR-당나귀 항 토끼 IgG로 검출

하였다.  이 결과는 3세트로 수행한 2가지 실험의 평균값이다.  오차 막대(error bar)는 SD, p<0.05이다.

CD4에 결합되었을 때 주로 gp120을 인식하는 항체들이 특히 관심사이며, 백신으로 적당하다.  CD4 유도성 항체<88>

(CD4i)로 불리우는 항체는 CCR5와 CXCR4가 gp120-CD4 복합체(34-36)에 결합하는 것을 저해하며, gp120의 공동-

수용체 결합을 허용하는 구조에 대해 인가된 것으로 파악되고 있다.  그러나, 인간으로부터 분리된 예시적인

CD4i 항체들은 제한적이며, 프로토타입(prototype)은 HIV-1 일차 분리주에 대해 약한 중화 활성만을 나타낸다.

이들 항체들 중 아주 드문 경우에는 CD4i 에피토프에 대한 상대적인 접근불능성이 원인이 된다(6, 37, 38).

gp120의 CD4 유도성(CD4i) 부위를 발견하는 항체의 수는 매우 제한적이다.  gp120의 CD4로 촉발된 구조를 인식<89>

하는 Ab는 공동-수용체 결합 에피토프에 대한 것인 듯하다.  항-펩티드 T 항체는 우선적으로 CD4 유도성 에피토

프를 인식하는 것으로 입증되어, 공동-수용체 결합부 또는 그 근처에 결합하는 것으로 추정된다.

항-부착 부위 Ab는 GP120/sCD4의 CCR5 엔트리 공동-수용체 결합을 차단한다.<90>

항-펩티드 T DAPTA 항혈청과 정제된 항-펩티드 T DAPTA IgG의 gp120에 대한 친화력을 웨스턴 블롯으로 더욱 연<91>

구하였다.  2개의 HIV-1 바이러스 균주, JR-CSF와 SF162의 바이러스 입자를 농축시키고, NP40 존재하에 라이시

스한 다음 바이러스 단백질을 4-12%의 폴리아크릴아미드 겔에서 전기영동으로 분리하였다.  슬롯 당 라이세이트

1, 2 및 3 ng에서 측정된 p24 항원에 따라, 3가지 농도를 사용하였다.  바이러스 단백질을 NEM PVDF 막에 옮기

고, 정제된 항-펩티드 T DAPTA IgG(1:200)로 혼성화하였다.  항체는 농도 의존적으로 바이러스 gp120 단백질을

인지하였다.

이는 도 8에 예시되어 있다. 패널 A에서, 바이러스 입자를 농축하여, 4-12 SDS PAGE에서 분리하였다.  ELISA로<92>

측정한  1,  2,  3  ng의  p24  단백질이  첨가된  바이러스  라이세이트를 로딩하였다.   막을  펩티드  T  DAPTA

IgG(1:200)에 대한 친화성으로 정제한 항-펩티드 T DAPTA로 혼성화하고, HRP 당나귀 항 토끼 IgG(1:2000)으로

염색하였다.  필름을 ECL 용액(Amersham)으로 현상하였다.  실험은 두번 반복하였다.  패널 B에서, IIIB HIV-1

바이러스 균주의 전체 라이세이트와 2 ug/ml의 농도의 수용성 gp120 IIIB 재조합 단백질을 10% SDS PAGE에서 전

기영동하여 분리한 다음, 이동시켰다.  막은, 펩티드 T DAPTA 10 uM 존재하에, 항-펩티드 T DAPTA 다클론성 혈

청(#195),  프리-블리드(pre-bleed) 혈청 및 항-펩티드 T DAPTA 혈청과 함께 인큐베이션하였다.  HIV-1 gp120

IIIB  외피 단백질에 대한 항-펩티드 T  DAPTA  항체의 특이성이 입증되었다.  펩티드 T  DAPTA는 항-펩티드 T

DAPTA의 gp120 단백질 결합을 차단시킨다(도 8A).

V2 펩티드 베이스 항체 항-펩티드 DAPTA의 중화 특성<93>

HIV-1의 중화를 HELA CD4+ CXCR4/CCR5+ 세포(P7)의 합포체(syncytia) 카운트 분석으로 평가하였다.  블루 포커<94>

스 유닛(BFU/well)은 현미경하에서 카운트하였다.  하기 표 7에 요약된 데이타는 0.125 ug/well로 고정된 항체

를 이용하여 수득하였다.  또한, 정제된 IgG의 중화 활성 역가를 적정(titration)하였다.  IgG 단편의 적정 곡

선은, 낮은 친화력의 펩티드 DAPTA에 대한 다클론성 항혈청과 유사한 적정 곡선을 보였다(데이타 미기재).  감

염 저해율은 세번 실험하여 산출한 평균값이며, 식: "저해율%: 100 -[(Ab 첨가시의 BFU: Ab 무첨가시의 BFU) x

100]"으로 계산하였다.
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표 7. 1차 균주와 실험실에서 순응시킨 HIV-1바이러스 균주에 대해 테스트한 항-펩티드 T DAPTA의 중화 활성<95>

균주<96> 서브타입 표현형 저해율%(0.125ug/ml Abs)

92HT593 B X4/R5(SI) 33.3

92US077 B X4/R5(SI) 15.3

92US727 B R5(NSI) 0

93BR019 B/F R5/X4 96.6

93IN101 C R5(NSI) 95.9

Bal B 5(NSI) 84.6

JR-FL B R5(NSI) 44.7

ADA B R5(NSI) 51.3

IIIB B X4(SI) 35.7

MN X4(SI) 69.3

RF B X4/R5(SI) 11.8

pNL4.3 B X4(SI) 0.9

흔히 연구되는 클래드 B 분리주에서 펩티드 T/DAPTA에 대한 항체의 효과(50%의 저해율[IC50]을 달성하기 위해 필<97>

요한 농도)를 비교하기 위하여, 공동-수용체 특이성을 가진 것으로 밝혀진 세포주(HELA CD4-β갈락토시다아제와

HELA CD4.CCR5)를 이용한 포커스 형성 분석에서 바이러스 감염 1-라운드를 수행하였다(39)(표 1).

상기 실험에서, 감염 분석을 다음과 같이 수행하였다.  CD4를 높은 수준으로 발현하며 잘려진 인간 면역결핍 바<98>

이러스 타입 1(HIV-1)의 긴 말단 반복부(LTR)의 통제하에 있는 베타 갈락토시다제 유전자의 삽입된(integrated)

1 카피를 포함하는, HeLa 세포주(MAGI)를 사용하였고, CCR5 유전자를 가지는 이 세포주(MAGI-CCR5){Pirounaki

et al., 2000}는 NIAID AIDS 저장소에서 구하였다.  펩티드 T의 케모카인 수용체 서브타입 민감성을 결정하기

위하여,  MAGI와  MAGI-CCR5를  하기와  같이  사용하여,  이전의  프로토콜을  사용하였다(40-43).   간단하게

설명하면, MAGI 또는 MAGI-CCR5 세포를 10,000 세포/웰로 96웰 플레이트에 접종하였다. 1일 후, 배지를 제거하

고 펩티드 T나 MIP-1 용액을 20 ug/ml DEAE-덱스트린과 함께 Opti-MEM 배지(Gibco BRL, Life Technologies)에

첨가하였다.  플레이트는 37℃, 5% CO2에서 60분간 인큐베이션하고, 바이러스 희석물을 첨가하여, 1.5시간 더

인큐베이션하였다.  바이러스 접종원을 제거하고, 웰을 0.2 mL의 Opti-MEM 배지로 두번 세척하였고, 새로운 배

지(150 ul/well DMEM)를 첨가하였다.  46시간 더 배양한 후, 세포들을 1%의 포름알데히드, 0.2%의 글루타르알데

히드가 포함된 PBS에서 5분간 실온에서 고정하고, PBS로 두번 세척한 다음, 4 mM 포타슘 페로시아나이드, 2 mM

MgCl,  0.4  mg/ml의  5-브로모-4-클로로-3-인돌로일l-  -D-갈락토피라노시드(X-gal  stain,  Inalco

Pharmaceuticals, St.  Luis Obispo, CA)를 PBS에서 37℃ 및 5% CO2에서 50분간 염색하였고, PBS로 두 번 세척

하였다.  블루 포커스는 현미경으로 카운팅하고, 감염 수준은 블루 포커스 유닛으로 기록하였다(BFU/well).

BFU/well의 백그라운드는 모든 분석에서 < 3이었다.

비가공 항혈청과 면역전 대조군 혈청을 개시된 감염 분석으로 CCR5 균주인 SF162와 JR-CSF에 대한 감염성 저해<99>

에 대해 테스트하였다.  면역 혈청에서의 중화 역가(IC50) 범위는 1:20 - 1:40 희석 범위였지만, 면역전 혈청에

서의 비특이적 중화는 미미하였다(미기재).

특이성 및 효능을 증가시키기 위해, 펩티드 T/DAPTA 컬럼을 이용한 추가적인 연구를 위해 친화성으로 정제한 혈<100>

청을 준비하였다.  CCR5 균주인 SF162와 JR-CSF에 대한 친화성으로 정제된 항체의 중화 역가는, SF162 바이러스

균주는 0.25-125 ug/ml이고, JR-CSF 바이러스 균주는 0.125 - 0.66 ug/ml이었다(미기재).  정제된 IgG 분획의

중화 활성 역가에 대한 역가 곡선은, SF162 백신 균주에 대해 친화성이 낮은 gp120 공동-수용체 부착 부위에 대

한 다클론성 항체와 유사하였다. 

프리-블리드(pre-bleed) 혈청은 동일한 분석방법으로 테스트하였다.  1:20 희석된 항체 샘플에서 백그라운드 저<101>

해는 2-4%의 범위로 나타났다.  gp120 공동-수용체 부착 부위 친화성으로 정제된 Ig의 활성은 여러가지 클래드

에서 대표성과 다양성을 위해 선택된 HIV 분리주의 대규모 샘플에서 이후 평가하였다.

정상 토끼 혈청(Laboratory of Antiviral Drug Mechanisms, Science Applications International Corporation<102>

at Frederick National Cancer Institute-Frederick Cancer Research and Development Center)에서 수득된 컷

오프 값(cut off value)은 95% 신뢰수준에서 19%이며, 1:5로 희석하여 실험하였다.  표 X에서 나타낸 결과는 각
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각 바이러스 균주를 3세트로 실험한 2번의 독립된 실험 결과이다.

gp120  공동-수용체 부착 부위에 대한 친화성으로 정제된 면역글로불린은, 두개의 일차 분리주인 Clade  B/F의<103>

93BR019와 93IN101 Clade C 바이러스 균주에 대해 매우 높은 중화 활성을 보였으며, 이들 균주 이외의 균주들에

대해서는 유의한 중화 활성을 나타내었다.  X4 바이러스 분리주에 대한 활성을 예상하지 못하였으며, 이는 이들

펩티드가 R5, X4 및 두가지 속성의 HIV 균주에 대한 면역원이나 치료제 제조에 유용할 수 있음을 의미한다.

친화성으로 정제한 순수 항-펩티드 T에 의한 HIV의 중화<104>

HIV-1 클래드 C 분리주에 대한 IC50 0.045 ug/ml의 항-부착 부위 IgG의 중화 활성을, 듀크대학의 AIDS 백신 연<105>

구소(David Montefiori, personal communication)에서 1-라운드 루시퍼라제 리포터 유전자 분석으로 확인하였

다.  데이타는 표 8에서 나타낸다.

표 8<106>

바이러스<107> SF162.LS SS1196.1 6101.10 6535.3 Du123.6 Du156.12

클래드 B B B B C C

(친화성 순수한
Ig)

>0.125 ug/ml 0.08 ug/ml 0.05 ug/ml 0.06 ug/ml 0.04 ug/ml 0.05 ug/ml 

수치는, 상대적인 발광 단위(relative luminescence unit, RLU)가 TZM-bl 세포에서의 바이러스 대조군 웰(테스<108>

트  샘플  무첨가)에  비하여  50%  감소되었을때의  혈청  희석  값이다.   활성을  보인  샘플은  굵은  글씨로

나타내었다.

반복 서열<109>

유용한 펜타펩티드 서열은 그의 반복된 모티프로 확인할 수도 있는데, 반복되는 모티프는 1 내지 수 백개의 아<110>

미노산에 의해 떨어져 있거나, 즉 V2 에서가 아닌 외피 단백질의 임의 다른 부위에, 또는 떨어져 있지 않은 선

형 배열로 2-5번 발생된다.  이들 펩티드의 바람직하지 않은 응집성은 외피내 "스태플 같은(staple-like)" 유착

부위로서 제공되는 이들 펜타펩티드 서열을 이용하여 바이러스의 3차 외피 구조를 구축하는데 유용하다.  모든

경우에서, 임의 해당 바이러스내에서의 펜타펩티드 서열 반복은 정해진 것은 아니지만, 또다른 유용한 서열을

지시할 수 있다.  예를 들면, EYIYT 서열은 5번 반복된다.  이러한 반복은 컨센서스(concensus)에 근접하여 하

류에 있진 않다.  그러나, 반복되기 때문에 활성 화합물의 라이브러리에 추가된다.

CCR5 수용체 활성 존재<111>

유용한 후보물질은 CCR5 수용체를 위한 친화성을 가지고 있을 것이다.  따라서, 다양한 펜타펩티드 조성물(예,<112>

다양한 링커와 면역원이 부착된)의 활성 분석(결합 분석, 항바이러스 또는 다른 CCR5 수용체의 상대적인 바이오

활성 분석)은 추가적인 유용한 스크리닝 방법이 될 것이다.  CCR5 수용체에 대한 친화성이 높을 수록 최종 생산

물의 치료 활성은 더 높을 것이다. 

유용한 후보물질은 면역원으로 사용되기 전에 전형적으로 광범위한 항바이러스 활성을 보일 것이다.  그래서 이<113>

들 백신은 치료제로 기대된다.

본 발명의 특히 중요한 측면은, 이들 펩티드들의 혼성-길항제(mixed-antagonist)로서의 약리 활성에 관한 것이<114>

다.   혼성(부분)  작용제(agonist)  형태의  약물은  노벨상  수상자인  아르비드  카를슨(Medicine/Physiology,

2000)이 언급한 바와 같이 수용체 상호작용에 임상적으로 바람직한 타입이다.  혼성/부분 작용제 약물에서는,

완전  길항제의  탈감수성,  내성  및  부작용이  방지되며,  제약회사에서  이런  타입의  약물을  성공적으로

개발하였다.  부분 작용제 약물은 수용체 활성(See Redwine, 1999 DAPTA 작용의 혼성 작용제 측면을 보임)의 균

형을 잡는 작용을 하므로, 바람직한 치료제이다.  본 발명자들은 본원에서 설명한 이들 펩티드들의 고유 생물

활성을 결정하기 위한 방법을 개발하였고, 인간에 투여한 후 6개월 이후에 수용체에 내성을 유도하지 않는 것으

로 입증된, 표 6의 펩티드들과 같은 혼성-작용제를 개발하였다.

HIV-1 gp120은 가장 광범위하게 당화된 단백질 중 하나이다.  23 또는 24 N-연결된 당화 부위를 포함하고 있으<115>

며, 이들 부위에 부착된 글리칸은 단백질 총 질량의 대략 1/2에 해당된다.  당화 및 당화효소 저해제를 이용한

수많은  연구를  통해,  HIV-1  외피  당단백질의  구조를  결정하는데  있어  탄수화물  모이어티의  중요성이

확인되었다.  부위 특이적 돌연변이(Site-directed mutagenesis)에서, 대부분의 당화 부위 각각이 필수불가결한
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것은 아닌 것으로 나타났다.  gp120의 아미노-말단부의 절반에 위치되어 있는 24가지 부위에서, 단지 5(아미노

산 88, 141, 197, 262, 276) 곳만 바이러스 감염에 작용한다.  197 부위는 V2 부근이나 본 발명자들이 규명한

결합 부위 펩티드 대부분의 위치에 있다.  예로, 당화 모티프 T/SxN은 본 발명의 펩티드에서 종종 나타남을 참

조한다.  본원의 결과는, N-연결된 당화 부위가 명세서에 기재된 펩티드 근저, 펩티드에 또는 펩피트 내부에 있

으며, 나아가 CCR5와 같은 공동-수용체에 대한 바이러스 결합 에피토프임을 시사한다.  당화는 존재한다면, 구

조 특이성에 기여하거나, 중요한 에피토프의 면역 감시를 피하기 위한 수단으로서 천연 항체에 의한 중화를 은

폐할 수 있다.

본 발명의 일 예는, 면역 특성을 가진 조성물이다.  이 조성물은 일반적으로 A-L-P-C 모이어티의 조합으로서 언<116>

급되며, 여기에서 A는 보강제이고, L은 임의연결 모이어티이고, P는 펩티드 모이어티이고, C는 보호기이다.

본 발명의 조성물에, 모든 보강제를 사용할 수 있다.  펩티드와 링커 영역은 보강제와 독립적으로 작용하는 것<117>

으로 생각되므로, 따라서 어떠한 방법으로도 보강제의 선택을 제한하진 않는다.  일부 예에 불과한 유용 보강제

의 예로는, 인간에게 허용가능한 보강제, 간염 코어 항원, 폴리라이신 등이 있다.  본 발명 이추 또는 이전에

개발된 보강제도 포함된다.

대안적으로, 보강제는 특정 상태로 분배될 수 있다.  예로, 펩티드가 응집된 경우이다.<118>

본 발명의 또 다른 예는, 치료 특성을 지닌 조성물이다.  이 조성물은 일반적으로 L-P-C 모이어티의 조합으로<119>

설명되며, L은 임의 모이어티이며, 바람직하기로는 짧은 펩티드 모이어티이고, P는 다른 펩티드 모이어티이고,

C는 보호기이다.

L과 P를 조합한 영역의 길이는, 대략 7 내지 16개의 아미노산으로 이루어진 임의 특정 길이가 기능할 것이다.<120>

바람직한 예로, 상기 조합한 영역의 길이는 7 내지 11이다.  보다 바람직하게는, 상기 조합한 영역의 길이는 7-

9이다.  또다른 바람직한 예로, 상기 조합한 영역의 길이는 8이다.  대안적으로, 천연의 중성 펩티드는 28개의

아미노산으로 구성되므로, 본 발명의 조성물의 펩티드 영역의 길이는 대략 28개의 아미노산일 수 있다(표 4 참

조).

본 발명의 다양한 조성물은 단독으로 작용하거나, 또는 칵테일로서 조합하여 작용하도록 고안된다.  상한 없이<121>

다수의 여러가지 화합물을 사용할 수 있다.  가장 유용한 칵테일은 2-7개의 여러 화합물로 구성될 수 있다.

C 모이어티는 임의 보호기일 수 있다.  바람직한 예는 아미드이다.<122>

또한, 본 발명은 다음과 같은 활성을 가진 화합물을 스크리닝하기 위한 방법 및 화합물에 관한 것이다: R5 또는<123>

듀얼-트로픽(R5/X4) 균주에서의 HIV  억제, 모노사이트-유래된 대식세포(MDMs), 미세아교세포(microglia) 또는

HIV 바이러스에 감염된 사람의 T세포에서의 HIV 억제.  다른 활성으로는, 비제한적으로 알츠하이머를 유발하는

신경염증, 다발성경화증, 건선 및 관절염 등의, CCR5 수용체의 모듈레이션(modulation)에 의해 치료가능한 모든

인간 질병을 포함한다.  이들 질병은 억제되거나 완치되며, 질병의 진행이 정지되거나 역위되며, 임상적인 효과

가 있을 것이다.

마지막으로, 본 발명은 조성물의 안정성을 스크리닝하는 방법에 관한 것이다.  이는, 바이러스 감염성, 케모탁<124>

시스(chemotaxis), MAP 키나아제의 활성화, gp120 결합, CCR5 활성화 또는 저해, 또는 G-단백질 시그널링으로

이루어진 군으로부터 선택되는 생물학적인 특정화 방법에 의해 결정된다.
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도면의 간단한 설명

도 1. DAPTA는 gp120-CD4 복합체와 CCR5 수용체의 공면역침강반응(co-immunoprecipitiation)을 방해한다.<25>

도 2. GP120의 CCR5 결합 분석.<26>

도 3A-B. 형광표지된 gp120(FITC-gp120)은 sCD4 존재하에 효율적으로 Cf2Th/synCCR5 세포에 결합한다.<27>

도 4A-C. DAPTA는 gp120 외피 단백질이 CCR5에 결합하는 것을 저해한다.<28>

도 5A-B. 항-펩티드 DAPTA의 단량성 gp120에 대한 결합성.<29>

도 6. 항-펩티드 T DAPTA 혈청의 sp120 결합 친화성.<30>

도 7. 항-펩티드 T DAPTA IgG의 gp120 단백질에 대한 수용성 CD4 의존적인 결합성.<31>

도 8. 항-펩티드 T IgG 및 다클론성 혈청의 멤브레인에 고정된 바이러스 및 재조합 gp120 단백질에 대한 친화적<32>

결합성.

- 19 -

공개특허 10-2008-0019720



도면

    도면1

    도면2

- 20 -

공개특허 10-2008-0019720



    도면3

- 21 -

공개특허 10-2008-0019720



    도면4

- 22 -

공개특허 10-2008-0019720



    도면5

    도면6

- 23 -

공개특허 10-2008-0019720



    도면7

    도면8

- 24 -

공개특허 10-2008-0019720


	문서
	서지사항
	요 약
	대표도
	특허청구의 범위
	명 세 서
	기 술 분 야
	배 경 기 술
	발명의 상세한 설명
	실 시 예
	도면의 간단한 설명

	도면
	도면1
	도면2
	도면3
	도면4
	도면5
	도면6
	도면7
	도면8




문서
서지사항 1
요 약 1
대표도 1
특허청구의 범위 3
명 세 서 5
 기 술 분 야 5
 배 경 기 술 5
 발명의 상세한 설명 5
 실 시 예 7
 도면의 간단한 설명 19
도면 20
 도면1 20
 도면2 20
 도면3 21
 도면4 22
 도면5 23
 도면6 23
 도면7 24
 도면8 24
