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명 세 서

청구범위

청구항 1 

신장 결합 항원 1(KAAG1)에 결합하는 항체 또는 이의 항원 결합 단편으로서,

상기 항체가,

a. SEQ ID NO.:5에 기재된 CDRH1 서열,

b. SEQ ID NO.:56에 기재된 CDRH2 서열, 및

c. SEQ ID NO.:7에 기재된 CDRH3 서열

을 가진, 중쇄 가변 영역; 및

d. SEQ ID NO.:8에 기재된 CDRL1 서열,

e. SEQ ID NO.:9에 기재된 CDRL2 서열, 및

f. SEQ ID NO.:10에 기재된 CDRL3 서열

을 가진, 경쇄 가변 영역을 포함하는, 항체 또는 이의 항원 결합 단편.

청구항 2 

신장 결합 항원 1(KAAG1)에 특이적으로 결합할 수 있고, SEQ ID NO.:5에 기재된 CDRH1 아미노산 서열, SEQ ID

NO.:6 또는 SEQ ID NO.:56에 기재된 CDRH2 아미노산 서열 및 SEQ ID NO.:7에 기재된 CDRH3 서열을 포함하는 중

쇄 가변 영역, 및 SEQ ID NO.:8에 기재된 CDRL1 서열, SEQ ID NO.:9에 기재된 CDRL2 서열 및 SEQ ID NO.:10에

기재된 CDRL3 서열을 포함하는 경쇄 가변 영역을 가지는, 항체 또는 이의 항원 결합 단편으로서,

상기 항체 또는 항원 결합 단편이 인간 프레임워크 영역을 포함하고, 선택적으로 경쇄 가변 영역 및/또는 중쇄

가변 영역 내에 하나 이상의 역-돌연변이를 포함하고, 상기 하나 이상의 역-돌연변이가 상기 프레임워크 영역

내에 있고 마우스 모 항체의 SEQ ID NO.:4에 기재된 경쇄 가변 영역의 아미노산 서열 내 및/또는 SEQ ID NO.:2

에 기재된 중쇄 가변 영역의 아미노산 서열 내에서 발견되는 프레임워크 아미노산에 상응하는 것인,

항체 또는 이의 항원 결합 단편.

청구항 3 

제2항에 있어서, 중쇄 가변 영역 내의 역-돌연변이가 2번 위치에 Ile 및 73번 위치에 Lys을 포함하고, 상기 위

치는 Kabat numbering에 따른 것인, 항체 또는 이의 항원 결합 단편.

청구항 4 

제3항에 있어서, 중쇄 가변 영역 내에 추가적인 역-돌연변이를 포함하고, 상기 추가적인 역-돌연변이가 48번 위

치에 Ile, 67번 위치에 Ala, 69번 위치에 Leu 및 71번 위치에 Val을 포함하며, 상기 위치는 Kabat numbering에

따른 것인, 항체 또는 이의 항원 결합 단편.

청구항 5 

제4항에 있어서, 중쇄 가변 영역 내에 추가적인 역-돌연변이를 포함하고, 상기 추가적인 역-돌연변이가 38번 위

치에 Lys 및 66번 위치에 Lys 을 포함하고, 상기 위치는 Kabat numbering에 따른 것인, 항체 또는 이의 항원 결

합 단편.

청구항 6 

제2항에 있어서, 경쇄 가변 영역 내의 역-돌연변이가 2번 위치에 Val 및 45번 위치에 Lys 을 포함하고, 상기 위

치는 Kabat numbering에 따른 것인, 항체 또는 이의 항원 결합 단편.
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청구항 7 

제3항에 있어서, 경쇄 가변 영역 내의 역-돌연변이가 2번 위치에 Val 및 45번 위치에 Lys 을 포함하고, 상기 위

치는 Kabat numbering에 따른 것인, 항체 또는 이의 항원 결합 단편.

청구항 8 

제4항에 있어서, 경쇄 가변 영역 내의 역-돌연변이가 2번 위치에 Val 및 45번 위치에 Lys 을 포함하고, 상기 위

치는 Kabat numbering에 따른 것인, 항체 또는 이의 항원 결합 단편.

청구항 9 

제5항에 있어서, 경쇄 가변 영역 내의 역-돌연변이가 2번 위치에 Val 및 45번 위치에 Lys 에서 선택되는 하나

이상의 아미노산 잔기를 포함하고, 상기 위치는 Kabat numbering에 따른 것인, 항체 또는 이의 항원 결합 단편.

청구항 10 

제1항 내지 제9항 중 어느 한 항에 있어서,

상기 항체 또는 이의 항원 결합 단편이 치료학적 모이어티(therapeutic moiety)와 컨쥬게이션된 것인, 항체 또

는 이의 항원 결합 단편.

청구항 11 

제10항에 있어서,

상기 치료학적 모이어티가 세포독성제를 포함하는, 항체 또는 이의 항원 결합 단편.

청구항 12 

제11항에 있어서,

상기 세포독성제가 아우리스타틴을 포함하는, 항체 또는 이의 항원 결합 단편.

청구항 13 

제12항에 있어서,

상기 아우리스타틴이 모노메틸 아우리스타틴 E 또는 모노메틸 아우리스타틴 F를 포함하는, 항체 또는 이의 항원

결합 단편.

청구항 14 

제1항 내지 제9항 중 어느 한항에 있어서, 

상기 항체 또는 이의 항원 결합 단편이 탐지가능한 모이어티(detectable moiety)와 컨쥬게이션된 것인, 항체 또

는 이의 항원 결합 단편.

청구항 15 

제1항 내지 제9항 중 어느 한항에 따른 항체 또는 이의 항원 결합 단편의 경쇄 가변 영역 및 중쇄 가변 영역을

인코딩하는 핵산.

청구항 16 

제1항 내지 제9항 중 어느 한항에 따른 항체 또는 이의 항원 결합 단편의 경쇄 및 중쇄를 인코딩하는 핵산.

청구항 17 

a. 제1항 내지 제9항 중 어느 한항에 따른 항체 또는 이의 항원 결합 단편의 경쇄 가변 영역 및 중쇄 가변 영역

을 인코딩하는 핵산; 또는

b. 제1항 내지 제9항 중 어느 한항에 따른 항체 또는 이의 항원 결합 단편의 경쇄 및 중쇄를 인코딩하는 핵산
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을 포함하는 벡터.

청구항 18 

a. 제1항 내지 제9항 중 어느 한항에 따른 항체 또는 이의 항원 결합 단편의 경쇄 가변 영역 및 중쇄 가변 영역

을 인코딩하는 핵산; 

b. 제1항 내지 제9항 중 어느 한항에 따른 항체 또는 이의 항원 결합 단편의 경쇄 및 중쇄를 인코딩하는 핵산;

c. 제1항 내지 제9항 중 어느 한항에 따른 항체 또는 이의 항원 결합 단편의 경쇄 가변 영역 및 중쇄 가변 영역

을 인코딩하는 핵산을 포함하는 벡터; 

d. 제1항 내지 제9항 중 어느 한항에 따른 항체 또는 이의 항원 결합 단편의 경쇄 및 중쇄를 인코딩하는 핵산을

포함하는 벡터; 또는

e. 제1항 내지 제9항 중 어느 한항에 따른 항체 또는 이의 항원 결합 단편

을 포함하는 단리된 세포.

청구항 19 

제1항 내지 제9항 중 어느 한항에 따른 항체 또는 이의 항원 결합 단편과, 약제학적으로 허용되는 담체를 포함

하는, 종양 또는 암을 치료하기 위한 약학적 조성물.

청구항 20 

제19항에 있어서, 상기 항체 또는 이의 항원 결합 단편이 치료학적 모이어티(therapeutic moiety)와 컨쥬게이션

된 것인, 약학적 조성물.

청구항 21 

제20항에 있어서, 상기 치료학적 모이어티가 세포독성제를 포함하는, 약학적 조성물.

청구항 22 

제19항에 있어서, 상기 암이 난소암, 피부암, 신장암, 결장직장암, 육종, 백혈병, 뇌종양, 갑상선암, 유방암,

전립선암,  식도암,  방광암,  폐암,  두경부암,  전이성  난소암,  전이성  피부암,  전이성  신장암,  전이성

결장직장암, 전이성 육종, 전이성 백혈병, 전이성 뇌종양, 전이성 갑상선암, 전이성 유방암, 전이성 전립선암,

전이성 식도암, 전이성 방광암, 전이성 폐암 및 전이성 두경부암으로 이루어진 군에서 선택되는 것인, 약학적

조성물.

청구항 23 

제22항에 있어서, 상기 항체 또는 이의 항원 결합 단편이 치료학적 모이어티(therapeutic moiety)와 컨쥬게이션

된 것인, 약학적 조성물.

청구항 24 

제23항에 있어서, 상기 치료학적 모이어티가 세포독성제를 포함하는, 약학적 조성물.

청구항 25 

제1항 내지 제9항 중 어느 한항에 따른 항체 또는 이의 항원 결합 단편과, 약제학적으로 허용되는 담체를 포함

하는, 종양 또는 암을 탐지하기 위한 약학적 조성물.

청구항 26 

제25항에 있어서, 

상기 항체 또는 이의 항원 결합 단편이 탐지가능한 모이어티(detectable moiety)와 컨쥬게이션된 것인, 약학적

조성물
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청구항 27 

종양의 생체내 탐지 또는 암의 생체내 진단에 사용하기 위한 제1항 내지 제9항 중 어느 한항에 따른 항체 또는

이의 항원 결합 단편으로서, 

상기 종양 또는 암이 KAAG1 또는 KAAG1 변이체를 발현하는 세포를 포함하는, 항체 또는 이의 항원 결합 단편.

청구항 28 

제27항에 있어서, 상기 항체 또는 이의 항원 결합 단편이 탐지가능한 모이어티와 컨쥬게이션된 것인, 항체 또는

이의 항원 결합 단편.

청구항 29 

KAAG1 또는 KAAG1 변이체를 발현하는 세포를 포함하는 암의 치료에 사용하기 위한 제1항 내지 제9항 중 어느 한

항에 따른 항체 또는 이의 항원 결합 단편.

청구항 30 

제29항에 있어서, 상기 항체 또는 이의 항원 결합 단편이, 치료학적 모이어티와 컨쥬게이션된 것인, 항체 또는

이의 항원 결합 단편.

청구항 31 

제30항에 있어서,

상기 치료학적 모이어티가 세포독성제를 포함하는, 항체 또는 이의 항원 결합 단편.

청구항 32 

암 또는 종양을 포함하거나 포함하는 것으로 의심되는 샘플을 제1항 내지 제9항 중 어느 한항에 따른 항체 또는

이의 항원 결합 단편과 접촉시키는 단계를 포함하는, KAAG1 또는 KAAG1 변이체를 발현하는 세포를 포함하는 암

또는 종양을 탐지하는 방법.

청구항 33 

제32항에 있어서, 상기 암이 난소암, 피부암, 신장암, 결장직장암, 육종, 백혈병, 뇌종양, 갑상선암, 유방암,

전립선암,  식도암,  방광암,  폐암,  두경부암,  전이성  난소암,  전이성  피부암,  전이성  신장암,  전이성

결장직장암, 전이성 육종, 전이성 백혈병, 전이성 뇌종양, 전이성 갑상선암, 전이성 유방암, 전이성 전립선암,

전이성 식도암, 전이성 방광암, 전이성 폐암 및 전이성 두경부암으로 구성된 군으로부터 선택되는 것인 방법.

청구항 34 

제1항 내지 제9항 중 어느 한항에 따른 항체 또는 이의 항원 결합 단편을 포함하는 암 또는 종양의 치료용

키트.

청구항 35 

제34항에 있어서, 상기 항체 또는 이의 항원 결합 단편이 치료학적 모이어티(therapeutic moiety)와 컨쥬게이션

된 것인, 키트.

청구항 36 

제35항에 있어서, 상기 치료학적 모이어티가 세포독성제를 포함하는, 키트.

청구항 37 

제1항 내지 제9항 중 어느 한항에 따른 항체 또는 이의 항원 결합 단편을 포함하는 암 또는 종양의 탐지용

키트.

청구항 38 
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제37항에 있어서, 상기 항체 또는 이의 항원 결합 단편이 탐지가능한 모이어티(detectable moiety)와 컨쥬게이

션된 것인, 키트.

청구항 39 

제1항 내지 제9항 중 어느 한항에 따른 항체 또는 이의 항원 결합 단편의 제조 방법으로서,

a. 제1항 내지 제9항 중 어느 한항에 따른 항체 또는 이의 항원 결합 단편의 경쇄 가변 영역 및 중쇄 가변 영역

을 인코딩하는 핵산; 

b. 제1항 내지 제9항 중 어느 한항에 따른 항체 또는 이의 항원 결합 단편의 경쇄 및 중쇄를 인코딩하는 핵산;

c. 제1항 내지 제9항 중 어느 한항에 따른 항체 또는 이의 항원 결합 단편의 경쇄 가변 영역 및 중쇄 가변 영역

을 인코딩하는 핵산을 포함하는 벡터;

d. 제1항 내지 제9항 중 어느 한항에 따른 항체 또는 이의 항원 결합 단편의 경쇄 및 중쇄를 인코딩하는 핵산을

포함하는 벡터; 또는

e. 제1항 내지 제9항 중 어느 한항에 따른 항체 또는 이의 항원 결합 단편

을 포함하는 단리된 세포를 배양하여, 상기 항체 또는 이의 항원 결합 단편을 생산하는 단계를 포함하는, 제조

방법.

청구항 40 

제39항에 있어서, 상기 항체 또는 항원 결합 단편을 치료학적 모이어티, 세포독성제 또는 탐지가능한 모이어티

와 컨쥬게이션하는 단계를 더욱 포함하는 것인, 방법.

청구항 41 

삭제

청구항 42 

삭제

청구항 43 

삭제

청구항 44 

삭제

청구항 45 

삭제

청구항 46 

삭제

청구항 47 

삭제

청구항 48 

삭제

청구항 49 

삭제
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청구항 50 

삭제

청구항 51 

삭제

청구항 52 

삭제

청구항 53 

삭제

청구항 54 

삭제

청구항 55 

삭제

청구항 56 

삭제

청구항 57 

삭제

청구항 58 

삭제

발명의 설명

기 술 분 야

발명의 분야[0001]

본 발명은 신장 결합 항원 1(kidney associated antigen 1, KAAG1)에 특이적으로 결합하는 특이적 항체 또는[0002]

항원 결합 단편, 및 암의 치료, 탐지 및 진단을 위한 이들의 용도에 관한 것이다. 상기 항체 또는 항원 결합 단

편을 이용한 세포로의 치료제의 전달이 특히 고려된다.

배 경 기 술

발명의 배경[0003]

부인과 악성종양 중에서, 난소암은 미국에서 여성에게 있어서 가장 높은 종양-관련 사망률을 차지한다(Jemal et[0004]

al., 2005). 미국에서 이는 여성에서 암-관련 사망의 네번째의 주요 원인이다(Menon et al., 2005). 미국암학회

(American Cancer Society)는 2005년에 총 22,220명의 새로운 환자를 추정하였으며, 16,210명이 상기 질병으로

사망하였다(Bonome et al., 2005). 과거 30년 동안, 난소암이 발생한 여성 대부분이 상기 질병으로 사망한다는

통계가  매우  동일하게  유지되어  왔다(Chambers  and  Vanderhyden,  2006).  상기  질병은  1:70의  일생위험도

(lifetime risk) 및 60%를 초과하는 사망률을 갖는다(Chambers and Vanderhyden, 2006). 높은 사망률은 악성종

양이 이미 난소를 넘어 확산된 경우 난소암의 조기 탐지의 어려움으로 인한 것이다. 실제로, 80%를 초과하는 환

자가 진행된 단계의 질병(III기 또는 IV기)을 갖는 것으로 진단된다(Bonome et al., 2005). 이들 환자는 80% 내

지 90%가 초기에 화학요법에 반응하지만, 45% 미만의 5년 생존률로 반영되는 좋지 않은 예후를 갖는다(Berek et

al., 2000). 보다 초기의 20%의 5년 생존률 연도수에 비한 상기 증가된 성공은 적어도 부분적으로는 난소암에

대한  유의한  예후  인자인  난소로  국한되는  경우  종양  조직을  최적으로  감량시키는  능력으로  인한  것이다
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(Bristow R. E., 2000; Brown et al., 2004). 초기 질병(I기)으로 진단된 환자에서, 5년 생존은 90을 초과하는

범위이다(Chambers and Vanderhyden, 2006).

난소암은 난소의 표면 상피 또는 표면 봉입체로부터 유래되는 종양의 이종성 군을 포함한다. 이들은 여성 생식[0005]

관의  기관  내의  다양한  유형의  상피에  상응하는  장액,  점액,  자궁내막모양,  투명세포,  및

브렌너(Brenner)(이행) 유형으로 분류된다(Shih and Kurman, 2005). 이들 중, 장액 종양은 진단된 난소암 환자

의  ~60%를  차지한다.  각각의  조직학적  하위범주는  임상적  양상을  반영하는  양성(benign),  중간(경계  종양

(borderline tumor) 또는 낮은 악성종양 잠재성(LMP)) 및 악성의 3개의 군으로 추가로 나뉘어진다(Seidman et

al., 2002). LMP는 장액 종양으로 진단된 종양의 10% 내지 15%에 해당하며, 이는 비정형 핵 구조 및 전이 양상

을 보이기 때문에 난제(conundrum)이나, 이들은 높은 등급의 장액 종양보다 현저히 덜 침습적이다. LMP 종양을

가진 환자에 대한 5년 생존은 동일 기간에 걸친 높은 등급의 질병에 대한 45% 미만의 생존과는 대조적으로 95%

이다(Berek et al., 2000).

현재, 난소암의 진단은 부분적으로 환자의 의료 병력의 통상적인 분석을 통해, 그리고 신체, 초음파 및 x-선 검[0006]

사, 및 혈액학적 스크리닝을 수행함으로써 달성된다. 2개의 대안적 전략이 혈청 생체마커의 초기 혈액학적 탐지

에 대해 보고되었다. 한 가지 접근은 암의 존재 또는 부재를 탐지하는 공지되지 않은 정체의 단백질 또는 단백

질 단편을 찾기 위한 질량분석법에 의한 혈청 샘플의 분석이다(Mor et al., 2005; Kozak et al., 2003). 그러

나, 이러한 전략은 고비용이며, 널리 이용가능하지 않다. 대안적으로, 혈청에서의 공지된 단백질/펩티드의 존재

또는 부재를 항체 마이크로어레이, ELISA, 또는 다른 유사한 접근을 이용하여 탐지하고 있다. CA-125(암 항원-

125)로 언급되는 단백질 생체마커에 대한 혈청 시험은 난소암에 대한 마커로서 오랫동안 널리 수행되어 왔다.

그러나, 난소암 세포는 과량의 이러한 단백질 분자를 생성시킬 수 있으나, 난관의 암 또는 자궁내막암(자궁의

내층의 암)을 포함하는 일부 다른 암이 있으며, 췌장암을 갖는 사람의 60%, 및 다른 악성종양을 갖는 사람의

20% 내지 25%가 CA-125의 상승된 수준을 갖는다. CA-125 시험은 I기 난소암 환자의 약 50%에 대해서만 진짜 양

성(true positive) 결과를 보고하고, II기, III기, 및 IV기 난소암 환자로부터 진짜 양성 결과를 보고할 80%의

가능성을 갖는다. 난소암 환자의 나머지 20%는 CA-125 농도에서 어떠한 증가를 나타내지 않는다. 또한, 상승된

CA-125 시험은 암과 관련되지 않은 다른 양성(benign) 활성, 예를 들어, 월경, 임신, 또는 자궁내막증을 나타낼

수 있다. 결과로서, 상기 시험은 여전히 치료가능한 초기 단계 질병의 탐지를 위한 매우 제한된 임상적 적용을

가지며, 10% 미만의 양성예측치(PPV)를 나타낸다. 심지어 CA-125에 대한 초음파 스크리닝의 경우에도, PPV는 단

지 약 20%까지 개선된다(Kozak et al., 2003). 따라서, 상기 시험은 효과적인 스크리닝 시험이 아니다.

질병의 병인의 개선된 지식, 공격적 세포감퇴수술, 및 현대적 조합 화학요법에도 불구하고, 사망률에서는 거의[0007]

변화가 없다. 불리한 결과는 (1) 상기 단계에서의 증상의 단지 미미한 표시와 함께 초기 질병 탐지를 위한 적절

한 스크리닝 시험의 결핍(진단은 종종 이후의 단계로의 진행 후에만 이루어지며, 이 지점에서 암의 복막 파종은

효과적인 치료를 제한함), 및 (2) 환자의 5년 생존률에서의 개선을 제한하는 표준 화학요법 방법에 대한 내성의

빈번한 발생에 기인된다. 난소암에 대한 초기 화학요법은 카르보플라틴(carboplatin)(파라플라틴(Paraplatin))

및 파클리탁셀(paclitaxel)(택솔(taxol))의 조합을 포함한다. 수년간의 임상 시험에서 상기 조합이 효과적 수술

후에 가장 효과적인 것으로 증명되었으나(새로이 진단된 난소암을 갖는 여성의 약 80%에서 종양 부피를 감소시

키고, 40% 내지 50%가 완전한 회귀를 갖음), 환자 반응을 개선시키는 방법을 찾기 위해 연구가 지속되고 있다.

정맥내 전달과 조합된 도달하기 어려운 세포를 표적으로 하는 화학요법제의 최근의 복부 주입은 효과를 증가시

켰다. 그러나, 심각한 부작용이 종종 불완전한 치료 과정을 야기시킬 수 있다. 일부 다른 화학요법제는 독소루

비신(doxorubicin),  시스플라틴(cisplatin),  사이클로포스파미드(cyclophosphamide),  블레오마이신

(bleomycin),  에토포시드(etoposide),  빈블라스틴(vinblastine),  토포테칸  하이드로클로라이드(topotecan

hydrochloride),  이포스파미드(ifosfamide),  5-플루오로우라실  및  멜팔란(melphalan)을  포함한다.  더욱

최근에, 임상 시험은 시스플라틴의 복막내 투여가 전신 정맥내 화학요법에 비해 생존 이점을 제공하는 것으로

입증되었다(Cannistra and McGuire, 2007). 화학요법을 받은 초기 단계 질병을 갖는 여성에 대한 우수한 생존률

은 난소암의 탐지를 개선시키기 위한 전략을 개발하기 위한 연구 노력에 대한 확실한 이론적 근거를 제공한다.

또한, 새로운 난소암 관련 생체마커의 발견은 난소암의 장래의 치료를 위한 최소의 부작용을 갖는 더욱 효과적

인 치료 전략의 개발을 초래할 것이다.

난소암에 대한 이해 및 치료에서의 상기 최근의 진전에도 불구하고, 화학요법의 이용은 항상 심각한 부작용과[0008]

관련되어, 이들의 사용을 제한한다. 결과로서, 항원 조직 특이성과 모노클로날 항체의 선택성을 조합시키는 것

과 같은 더욱 특이적인 전략에 대한 요구로 인해 비-표적(off-target) 관련 부작용은 유의하게 감소하게 될 것

이다. 난소암의 요법을 위한 모노클로날 항체의 사용은 진행중인 임상 시험 수의 증가와 함께 출현하기 시작했
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다(Oei et al., 2008; Nicodemus and berek, 2005). 상기 임상 시험 대부분은 방사성 동위원소, 예를 들어, 이

트륨-90에 컨쥬게이션된 모노클로날 항체, 또는 다른 암 유형에서 이미 확인된 종양 항원을 표적으로 하는 항체

의 용도를 시험하였다. 상기의 한 예는 혈관 내피 성장 인자를 표적으로 하는 베바시주맙(bevacizumab)의 용도

에 관한 것이다(Burger, 2007). 모노클로날 항체에 대한 치료 표적으로서 현재 연구 중인 매우 소수의 난소암

특이적 항원이 존재한다. 일부 예는 B7-H4로 언급되는 단백질(Simon et al., 2006), 더욱 최근에는 폴레이트 수

용체-알파(Ebel et al., 2007)의 용도를 포함하며, 상기 폴레이트 수용체-알파는 최근 II상 임상시험에 진입하

였다.

신장 결합 항원 1(KAAG1)은 본래 세포독성 T 림프구에 제시되는 항원성 펩티드와 같은 조직적합성 백혈구 항원-[0009]

B7  신장  암종  세포주로부터  유래된  cDNA  라이브러리로부터  클로닝되었다(Van  den  Eynde  et  al.,  1999;

Genebank accession no. Q9UBP8, SEQ ID NOs.:28; 29). KAAG1을 함유하는 유전자좌는 반대 DNA 가닥 상에서 전

사되는 2개의 유전자를 인코딩하는 것으로 밝혀졌다. 센스 가닥은 DCDC2로 언급되는 단백질을 인코딩하는 전사

물을 인코딩하는 것으로 밝혀졌다. 상기 문헌의 저자에 의한 발현 연구에서 KAAG1 안티센스 전사물이 종양 특이

적이고, 정상 조직에서 매우 적은 발현을 나타내는 반면, DCDC2 센스 전사물은 편재성으로 발현된 것으로 밝혀

졌다(Van den Eynde et al., 1999). 암, 특히 난소암, 신장암, 폐암, 결장암, 유방암 및 흑색종에서의 KAAG1

전사물의 발현은 공개된 특허 출원 번호 PCT/CA2007/001134호(이의 전체내용은 참조로서 본원에 포함됨)에 개시

되었다. 반 덴 아인데 등(Van den Eynde et al.)은 또한 신장 암종, 결장직장 암종, 흑색종, 육종, 백혈병, 뇌

종양, 갑상선 종양, 유방 암종, 전립선 암종, 식도 암종, 방광 종양, 폐 암종 및 두경부 종양에서 RNA 발현을

관찰하였다. 최근에, 연관 불균형 연구를 통해 수득된 확실한 유전학적 증거에서 VMP/DCDC2/KAAG1 유전자좌가

난독증(dyslexia)과 관련된 것이 밝혀졌다(Schumacher et al., 2006; Cope et al., 2005). 상기 보고 중 하나

는 난독증 환자에서 컬프릿(culprit)으로서 DCDC2 마커를 지적하였는데, 이는 피질 뉴런 이동에서의 상기 단백

질의 기능이 비정상적 뉴런 이동 및 성숙을 종종 나타내는 상기 환자의 증상과 일치하였기 때문이다(Schumacher

et al., 2006).

발명의 내용

발명의 개요[0010]

본 발명은 특이적 항-KAAG1 항체 및 항원 결합 단편, 및 KAAG1 또는 KAAG1 변이체를 발현하는 종양 세포를 포함[0011]

하는 암의 치료, 탐지 및 진단을 위한 이들의 용도에 관한 것이다. 상기 암의 예시적 구현예는, 예를 들어, 난

소암, 피부암, 신장암, 결장직장암, 육종, 백혈병, 뇌암, 갑상선암, 유방암, 전립선암, 식도암, 방광암, 폐암

및 두경부암을 포함한다.

항체 또는 항원 결합 단편은 종양 세포의 표면에서 발현된 KAAG1 또는 KAAG1 변이체를 표적으로 하는데 특히 효[0012]

과적일 수 있다.

사실, 본 발명의 항체 및 항원 결합 단편은, 예를 들어, PCT/CA2009/001586호(전체내용이 참조로서 본원에 포함[0013]

됨)에 개시된 3D3 및 3G10 항체와 비교하여 KAAG1-발현 종양 세포에 결합하는 개선된 능력을 갖는 것으로 보인

다. 이들 항체 및 항원 결합 단편은 또한 내재화되며, 따라서 종양 세포로 치료제를 전달하는데 유용할 수

있다. 본 발명의 결과는 요망되는 특징(예를 들어, 개선된 결합 및 내재화)을 갖는 항체 및 항원 결합 단편이

일반적으로 아미노산 61 내지 84에 의해 경계가 정해진 KAAG1의 C-말단 영역에 결합함을 시사한다. 그러나, 3A4

및 3G10 항체 둘 모두가 동일 영역에 결합하지만, 3A4 항체는 3G10 항체보다 더욱 효율적으로 종양 세포의 표면

에 결합하는 것으로 보인다. 특히, KAAG1 항원을 발현하는 암세포는 세포의 표면에 대한 항체의 직접적 결합을

측정하는 방법인 유세포분석법 실험에서 3G10에 비해 약 10배 덜한 3A4를 필요로 한다. 또한, 표면 플라즈몬

(plasmon) 공명을 이용한 결합 실험에서, KAAG1에 대한 3A4의 친화도 상수(KD)는 10 피코몰(picomolar) 미만인

반면, 항체 3D3 및 3G10은 200 피코몰을 초과하는 친화도 상수(KD) (20배 낮은 친화도)를 나타낸 것으로 밝혀졌

다. 따라서, 3A4의 결합 능력에서의 상기 증가는 개선된 치료 활성으로 해석될 것으로 기대된다.

본 발명은 이의 한 양태에서 KAAG1(SEQ ID NO.:29)의 아미노산 61 내지 84 사이에 위치된 적어도 10개(예를 들[0014]

어, 10 내지 20개 이상)의 연속적 아미노산과 동일한 서열에 특이적으로 결합할 수 있는 분리되거나 실질적으로

정제된 항체 또는 항원 결합 단편을 제공한다.

본 발명은 또한 본원에 기재된 항체 또는 항원 결합 단편과 경쟁할 수 있는 분리된 항체 또는 항원 결합 단편을[0015]

제공한다.
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한 추가 양태에서, 본 발명은 본원에 기재된 아미노산 서열을 갖는 특이적 항체 또는 항원 결합 단편에 관한 것[0016]

이다. 상기 항체 또는 항원 결합 단편은 모노클로날 항체, 폴리클로날 항체, 키메릭(chimeric) 항체, 인간화 항

체 및 인간 항체(분리된 항체)뿐만 아니라 본원에 기재된 상기 특징을 갖는 항원 결합 단편의 형태일 수 있다.

모노클로날, 키메릭, 인간화 또는 인간 항체 사이에 경쇄 및/또는 중쇄의 과돌연변이(permutation)를 포함하는

항체 또는 항원 결합 단편이 또한 본원에 포함된다.

본 발명의 항체 또는 항원 결합 단편은 따라서 인간 불변 영역의 아미노산 및/또는 인간 항체의 프레임워크[0017]

(framework) 아미노산을 포함할 수 있다.

용어  "항체"는  온전한  항체,  모노클로날  또는  폴리클로날  항체를  나타낸다.  용어  "항체"는  또한  이특이적[0018]

(bispecific) 항체와 같은 다중특이적(multispecific) 항체를 포함한다. 인간 항체는 보통 가변 영역 및 불변

영역을 각각 포함하는 2개의 경쇄 및 2개의 중쇄로 이루어진다. 경쇄 가변 영역은 프레임워크 영역의 측면에 존

재하는 CDRL1 또는 L1, CDRL2 또는 L2 및 CDRL3 또는 L3로 본원에서 확인되는 3개의 CDR을 포함한다. 중쇄 가변

영역은 프레임워크 영역의 측면에 존재하는 CDRH1 또는 H1, CDRH2 또는 H2 및 CDRH3 또는 H3로 본원에서 확인되

는 3개의 CDR을 포함한다. 본 발명의 인간화 항체의 CDR(예를 들어, SEQ ID NO.:56으로 기재된 CDRH2)은 케이뱃

(Kabat) 및 초티아(Chotia) 정의를 이용하여 확인되었다. 그러나, 다른 문헌(Abhinandan and Martin, 2008)에

서는 보다 짧은 CDR(예를 들어, SEQ ID NO.:6으로 기재된 CDRH2)로 묘사되는 케이뱃 및 초티아를 엄밀하지 않게

기초로 한 변형된 방법을 이용하였다.

본원에서 사용되는 용어 "항원-결합 단편"은 항원(예를 들어, KAAG1, KAAG1의 분비된 형태 또는 이들의 변이[0019]

체)에 결합하는 능력을 보유한 항체의 하나 이상의 단편을 나타낸다. 항체의 항원-결합 기능이 온전한 항체의

단편에 의해 수행될 수 있는 것으로 밝혀졌다. 용어 항체의 "항원-결합 단편" 내에 포함되는 결합 단편의 예는

(i) VL, VH, CL 및 CH1 도메인으로 구성되는 1가 단편인 Fab 단편; (ii) 힌지 영역에서 이황화 브릿지(disulfide

bridge)에 의해 연결된 2개의 Fab 단편을 포함하는 2가 단편인 F(ab')2 단편; (iii) VH 및 CH1 도메인으로 구성

되는 Fd 단편; (iv) 항체의 단일 아암(arm)의 VL 및 VH 도메인으로 구성되는 Fv 단편; (v) VH 도메인으로 구성되

는 dAb 단편(Ward et al., (1989) Nature 341:544-546); 및 (vi) 분리된 상보성 결정 영역(CDR), 예를 들어,

VH CDR3을 포함한다. 또한, Fv 단편, VL 및 VH의 2개의 도메인이 별개의 유전자에 의해 코딩되나, 이들은 VL 및

VH 영역이 쌍을 이루어 1가 분자를 형성하는 단일 폴리펩티드 사슬(단쇄 Fv (scFv)로 공지됨; 예를 들어, Bird

et al. (1988) Science 242:423-426; 및 Huston et al. (1988) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85:5879-5883 참

조)로 제조되는 것을 가능케 하는 합성 링커에 의해 재조합 방법을 이용하여 연결될 수 있다. 이러한 단쇄 항체

는 또한 용어 항체의 "항원-결합 단편"에 포함되는 것으로 의도된다. 또한, 항원-결합 단편은 (i) 면역글로불린

힌지 영역 폴리펩티드에 융합되는 결합 도메인 폴리펩티드(예를 들어, 중쇄 가변 영역, 경쇄 가변 영역, 또는

링커 펩티드를 통해 경쇄 가변 영역에 융합된 중쇄 가변 영역), (ii) 힌지 영역에 융합된 면역글로불린 중쇄

CH2 불변 영역, 및 (iii) CH2 불변 영역에 융합된 면역글로불린 중쇄 CH3 불변 영역을 포함하는 결합-도메인 면

역글로불린 융합 단백질을 포함한다. 힌지 영역은 이합체화를 방지하기 위해 하나 이상의 시스테인 잔기를 세린

잔기로 대체시킴으로써 변형될 수 있다. 이러한 결합-도메인 면역글로불린 융합 단백질은 US 2003/0118592호 및

US 2003/0133939호에 더 개시되어 있다. 이들 항체 단편은 당업자에게 공지된 통상적인 기술을 이용하여 수득되

고, 단편은 온전한 항체와 동일한 방식으로 유용성에 대해 스크리닝된다.

용어 "인간화 항체"는 완전히 인간화된 항체(즉, 프레임워크가 100% 인간화됨) 및 부분적으로 인간화된 항체(예[0020]

를 들어, 적어도 하나의 가변 도메인이 인간 항체로부터의 하나 이상의 아미노산을 함유하는 한편, 다른 아미노

산은 비-인간 모(parent) 항체의 아미노산임)를 포함한다. 통상적으로, "인간화 항체"는 비-인간 모 항체(예를

들어, 마우스, 래트, 토끼, 비-인간 영장류 등)의 CDR 및 천연 인간 항체 또는 인간 항체 컨센서스의 프레임워

크와 동일한 프레임워크를 함유한다. 상기 예에서, "인간화 항체"는 완전히 인간화된 것을 특징으로 한다. "인

간화 항체"는 또한 인간 항체 또는 인간 항체 컨센서스의 아미노산과 어떤 유사성도 갖지 않는 하나 이상의 아

미노산 치환을 함유할 수 있다. 이러한 치환은, 예를 들어, 항체 특징(예를 들어, 친화도, 특이성 등)을 보존할

수 있는 역-돌연변이(예를 들어, 비-인간 아미노산의 재-도입)를 포함한다. 이러한 치환은 보통 프레임워크 영

역 내에 존재한다. 또한 "인간화 항체"는 통상적으로 인간 항체의 불변 영역(Fc)인 불변 영역의 적어도 일부를

또한 선택적으로 포함한다. 통상적으로, "인간화 항체"의 불변 영역은 인간 항체의 불변 영역과 동일하다.

용어 "천연 인간 항체"는 인간 항체 레퍼토리, 즉, 생식세포(germline) 서열에 의해 인코딩되는(인코딩가능한)[0021]

항체를 나타낸다.

등록특허 10-2140984

- 11 -



용어 "키메릭 항체"는 비-인간 가변 영역(들) 및 인간 불변 영역을 갖는 항체를 나타낸다.[0022]

용어 "하이브리드 항체"는 이의 중쇄 또는 경쇄 가변 영역 중 하나(이의 중쇄 또는 경쇄)가 특정 유형의 항체[0023]

(예를 들어, 인간화 항체)로부터 유래되는 한편, 중쇄 또는 경쇄 가변 영역의 나머지(중쇄 또는 경쇄)가 또 다

른 유형(예를 들어, 뮤린, 키메릭)으로부터 유래된 것을 포함하는 항체를 나타낸다.

일부 구현예에서, 인간화 항체의 중쇄 및/또는 경쇄 프레임워크 영역은 인간화시키려는 비-인간 항체로부터의 1[0024]

개 내지 30개의 아미노산, 및 천연 인간 항체 또는 인간 항체 컨센서스로부터 유래되는 나머지 부분을 포함할

수 있다. 일부 예에서, 인간화 항체는 1개 내지 6개의 비-인간 CDR을 포함할 수 있고, 종종 6개의 CDR은 비-인

간 CDR이다.

비-인간 모 항체의 인간화를 위해 선택된 천연 인간 항체는 비-인간 모 항체의 (모델링된) 가변 영역(이와 중첩[0025]

될 수 있는)의 3차원 구조와 유사한 3차원 구조를 갖는 가변 영역을 포함할 수 있다. 이와 같이, 인간화 항체는

비-인간 모 항체의 3차원 구조와 유사한 3차원 구조를 가질 더 많은 가능성을 갖는다.

인간화 목적을 위해 선택된 천연 인간 항체의 경쇄 가변 영역은, 예를 들어, 비-인간 모 항체의 전체와 적어도[0026]

70%, 75%, 80% 등의 전체(전체 경쇄 가변 영역에 걸침) 동일성을 가질 수 있다. 대안적으로, 인간화 목적을 위

해 선택된 천연 인간 항체의 경쇄 프레임워크 영역은, 예를 들어, 비-인간 모 항체의 경쇄 프레임워크 영역과

적어도 70% 75%, 80%, 85% 등의 서열 동일성을 가질 수 있다. 일부 구현예에서, 인간화 목적을 위해 선택된 천

연 인간 항체는 이의 경쇄 상보성 결정 영역 내에서 비-인간 모 항체의 경쇄 상보성 결정 영역의 아미노산과 동

일하거나 실질적으로 동일한 수의 아미노산을 가질 수 있다.

인간화 목적을 위해 선택된 천연 인간 항체의 중쇄 가변 영역은, 예를 들어, 비-인간 모 항체의 전체와 적어도[0027]

60%, 70%, 75%, 80% 등의 전체(전체 중쇄 가변 영역에 걸침) 동일성을 가질 수 있다. 또한, 본 발명에 따르면,

인간화 항체 중쇄의 인간 프레임워크 영역 아미노산 잔기는 비-인간 모 항체의 중쇄 프레임워크 영역과 적어도

70%, 75%, 89% 등의 동일성을 갖는 천연 인간 항체 중쇄 프레임워크 영역으로부터 유래될 수 있다. 일부 구현예

에서, 인간화 목적을 위해 선택된 천연 인간 항체는 이의 중쇄 상보성 결정 영역 내에서 비-인간 모 항체의 중

쇄 상보성 결정 영역의 아미노산과 동일하거나 실질적으로 동일한 수의 아미노산을 가질 수 있다.

비-인간 모 항체의 인간화를 위해 선택되는 천연 인간 항체는 비-인간 모 항체의 (모델링된) 가변 영역의 (중첩[0028]

가능한) 3차원 구조와 유사한 3차원 구조를 갖는 가변 영역을 포함할 수 있다. 이와 같이, 인간화 또는 하이브

리드 항체는 비-인간 모 항체의 3차원 구조와 유사한 3차원 구조를 가질 더 많은 가능성을 갖는다.

예를 들어, 인간화 목적을 위해 선택될 수 있는 천연 인간 항체 중쇄 가변 영역은 a) 비-인간 항체의 중쇄의 3[0029]

차원 구조와 유사하거나 동일한(중첩가능한) 3차원 구조, 및/또는 b) 비-인간 항체의 중쇄 프레임워크 영역과

적어도 70% 동일한 아미노산 서열을 갖는 프레임워크 영역의 특징을 가질 수 있다. 선택적으로, 중쇄 CDR(예를

들어, 3개 모두의 CDR) 내의 (다수의) 아미노산 잔기는 비-인간 중쇄 CDR 아미노산 잔기와 동일하거나 실질적으

로 동일하다.

대안적으로, 인간화 목적을 위해 선택될 수 있는 천연 인간 항체 경쇄 가변 영역은 a) 비-인간 항체의 경쇄의 3[0030]

차원 구조와 유사하거나 동일한(중첩가능한) 3차원 구조, 및/또는 b) 비-인간 항체의 경쇄 프레임워크 영역과

적어도 70% 동일한 아미노산 서열을 갖는 프레임워크 영역의 특징을 가질 수 있다. 선택적으로, 경쇄 CDR(예를

들어, 3개 모두의 CDR) 내의 (다수의) 아미노산 잔기는 비-인간 경쇄 CDR 아미노산 잔기와 동일하거나 실질적으

로 동일하다.

통상적 항원 결합 부위는 경쇄 면역글로불린 및 중쇄 면역글로불린의 페어링(pairing)에 의해 형성되는 가변 영[0031]

역으로 구성된다. 항체 가변 영역들의 구조는 매우 일치하고, 매우 유사한 구조를 나타낸다. 이들 가변 영역은

통상적으로 상보성 결정 영역(CDR)으로 언급되는 3개의 과가변 영역 사이에 위치된 비교적 상동성인 프레임워크

영역(FR)으로 구성된다. 항원 결합 단편의 전체 결합 활성은 종종 CDR의 서열에 의해 좌우된다. FR은 종종 최적

항원 결합을 위한 CDR의 3차원의 적절한 위치결정 및 배열에서 일정한 역할을 한다.

본 발명의 항체 및/또는 항원 결합 단편은, 예를 들어, 마우스, 래트 또는 임의의 다른 포유동물, 또는 재조합[0032]

DNA 기술을 통하는 바와 같이 다른 공급원으로부터 유래될 수 있다.

본 발명의 추가 범위, 적용성 및 장점은 하기 제공되는 비제한적인 상세한 설명으로부터 명백해질 것이다. 그러[0033]

나, 본 발명의 예시적 구현예를 나타내는 이러한 상세한 설명은 수반하는 도면을 참고로 하여 단지 예로서 제공

되는 것으로 이해되어야 한다.
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도면의 간단한 설명

도면의 간단한 설명[0034]

도 1은 재조합 인간 KAAG1의 농도를 증가시키면서 인큐베이션하는 경우 3A4 키메릭 항-KAAG1 항체의 결합과 대

조구 항체의 결합을 비교하는 ELISA로부터의 결과를 제시한다. 3A4의 결합 곡선은 보다 밝은 색의 선에 의해 제

시된다.

도 2는 3A4 항-KAAG1 항체의 에피토프 특이성을 맵핑하기 위한 ELISA 분석으로부터의 결과를 기재하는 히스토그

램(histogram)을 제시한다. 결과는 3A4가 아미노산 61-84 사이에 KAAG1의 카르복시-말단 내에 함유된 아미노산

의 서열과 상호작용하는 것을 나타내었다. 3A4의 결합을 KAAG1의 영역 1-35, 36-60, 및 61-84와 각각 상호작용

하는 것으로 공지된 3C4, 3D3, 및 3G10 항-KAAG1 항체와 비교하였다.

도 3a는 대조구 IgG(보다 밝은 선)와 비교한 3A4 항-KAAG1 항체(보다 어두운 선)를 이용하여 SKOV-3 및 TOV-

21G 난소암세포에 대해 수행된 유세포분석법의 결과를 제시한다.

도 3b는 대조구 IgG(보다 밝은 선)와 비교한 3A4 항-KAAG1 항체(보다 어두운 선)를 이용하여 293E 인간 신장 세

포에 대해 수행된 유세포분석법의 결과를 제시한다.

도 4는 3A4 항-KAAG1 항체를 이용한 유세포분석법에 의한 SKOV-3 세포의  표면 상에서의 KAAG1 항원의 탐지를

나타낸다. 세포가 37℃에서 인큐베이션되는 경우 형광 신호는 시간이 지남에 따라 감소하며, 이는 세포가 3A4와

함께 인큐베이션되는 경우 KAAG1/항체 복합체가 인큐베이션 동안에 내재화되었음을 시사한다.

도 5는 3A4 항-KAAG1 항체의 내재화, 및 엔도솜 및 리소좀 막과 결합된 단백질인 LAMP1과의 상기 항체의 공동-

국소화를 제시한다.

도 6a 및 6b는 상이한 항-KAAG1 항체에 노출된 종양 세포의 FACs 분석을 나타내는 그래프이다.

도 7은 세포막 내에서의 KAAG1 배향의 2개의 가능한 표현을 나타내는 개략도이다.

도 8은 뮤린 3A4 가변 도메인의 분자 모델(리본 다이어그램(ribbon diagram))이다. CDR 루프는 흑색으로 채색되

고, 경쇄 내의 L1, L2 및 L3 및 중쇄 내의 H1, H2 및 H3를 표지하였다. 프레임워크 영역은 회색으로 제시된다.

도 9a는 3A4 가변 도메인의 인간화 항체 Lh1Hh1(즉, 인간화 경쇄 1 및 인간화 중쇄 1)의 분자 모델이다. CDR 루

프는 흑색으로 채색되고, 경쇄 내의 L1, L2 및 L3 및 중쇄 내의 H1, H2 및 H3를 표지하였다. 프레임워크 영역은

회색으로 제시된다. 뮤린 프레임워크로부터 인간 프레임워크로 돌연변이된 잔기의 측쇄를 공-막대 표시(ball-

and-stick representation)로 렌더링하였다. Lh1은 변이체 1의 인간화 경쇄를 나타내고, Hh1은 변이체 1의 중

쇄를 나타낸다.

도 9b는 3A4 가변 도메인의 인간화 항체 Lh1Hh2(즉, 인간화 경쇄 1 및 인간화 중쇄 2)의 분자 모델이다. CDR 루

프는 흑색으로 채색되고, 경쇄 내의 L1, L2 및 L3 및 중쇄 내의 H1, H2 및 H3를 표지하였다. 프레임워크 영역은

회색으로 제시된다. 뮤린 프레임워크로부터 인간 프레임워크로 돌연변이된 잔기의 측쇄를 공-막대 표시로 렌더

링하였다. Lh1은 변이체 1의 인간화 경쇄를 나타내고, Hh2는 변이체 2의 중쇄를 나타낸다.

도 9c는 3A4 가변 도메인의 인간화 항체 Lh1Hh3(즉, 인간화 경쇄 1 및 인간화 중쇄 3)의 분자 모델이다. CDR 루

프는 흑색으로 채색되고, 경쇄 내의 L1, L2 및 L3 및 중쇄 내의 H1, H2 및 H3를 표지하였다. 프레임워크 영역은

회색으로 제시된다. 뮤린 프레임워크로부터 인간 프레임워크로 돌연변이된 잔기의 측쇄를 공-막대 표시로 렌더

링하였다. Lh1은 변이체 1의 인간화 경쇄를 나타내고, Hh3는 변이체 3의 중쇄를 나타낸다.

도 9d는 3A4 가변 도메인의 인간화 항체 Lh1Hh4(즉, 인간화 경쇄 1 및 인간화 중쇄 4)의 분자 모델이다. CDR 루

프는 흑색으로 채색되고, 경쇄 내의 L1, L2 및 L3 및 중쇄 내의 H1, H2 및 H3를 표지하였다. 프레임워크 영역은

회색으로 제시된다. 뮤린 프레임워크로부터 인간 프레임워크로 돌연변이된 잔기의 측쇄를 공-막대 표시로 렌더

링하였다. Lh1은 변이체 1의 인간화 경쇄를 나타내고, Hh4는 변이체 4의 중쇄를 나타낸다.

도 9e는 3A4 가변 도메인의 인간화 항체 Lh2Hh1(즉, 인간화 경쇄 2 및 인간화 중쇄 1)의 분자 모델이다. CDR 루

프는 흑색으로 채색되고, 경쇄 내의 L1, L2 및 L3 및 중쇄 내의 H1, H2 및 H3를 표지하였다. 프레임워크 영역은

회색으로 제시된다. 뮤린 프레임워크로부터 인간 프레임워크로 돌연변이된 잔기의 측쇄를 공-막대 표시로 렌더

링하였다. Lh2는 변이체 2의 인간화 경쇄를 나타내고, Hh1은 변이체 1의 중쇄를 나타낸다.

도 9f는 3A4 가변 도메인의 인간화 항체 Lh2Hh2(즉, 인간화 경쇄 2 및 인간화 중쇄 2)의 분자 모델이다. CDR 루
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프는 흑색으로 채색되고, 경쇄 내의 L1, L2 및 L3 및 중쇄 내의 H1, H2 및 H3를 표지하였다. 프레임워크 영역은

회색으로 제시된다. 뮤린 프레임워크로부터 인간 프레임워크로 돌연변이된 잔기의 측쇄를 공-막대 표시로 렌더

링하였다. Lh2는 변이체 2의 인간화 경쇄를 나타내고, Hh2는 변이체 2의 중쇄를 나타낸다.

도 9g는 3A4 가변 도메인의 인간화 항체 Lh2Hh3(즉, 인간화 경쇄 2 및 인간화 중쇄 3)의 분자 모델이다. CDR 루

프는 흑색으로 채색되고, 경쇄 내의 L1, L2 및 L3 및 중쇄 내의 H1, H2 및 H3를 표지하였다. 프레임워크 영역은

회색으로 제시된다. 뮤린 프레임워크로부터 인간 프레임워크로 돌연변이된 잔기의 측쇄를 공-막대 표시로 렌더

링하였다. Lh2는 변이체 2의 인간화 경쇄를 나타내고, Hh3는 변이체 3의 중쇄를 나타낸다.

도 9h는 3A4 가변 도메인의 인간화 항체 Lh2Hh4(즉, 인간화 경쇄 2 및 인간화 중쇄 4)의 분자 모델이다. CDR 루

프는 흑색으로 채색되고, 경쇄 내의 L1, L2 및 L3 및 중쇄 내의 H1, H2 및 H3를 표지하였다. 프레임워크 영역은

회색으로 제시된다. 뮤린 프레임워크로부터 인간 프레임워크로 돌연변이된 잔기의 측쇄를 공-막대 표시로 렌더

링하였다. Lh2는 변이체 2의 인간화 경쇄를 나타내고, Hh4는 변이체 4의 중쇄를 나타낸다.

도 10a는 뮤린 및 인간화 경쇄의 3A4 가변 도메인의 아미노산 서열 배열이다. 경쇄는 2개의 인간화 변이체(Lh1

및 Lh2)를 갖는다. CDR은 굵은 글씨로 제시되고, CDRL1, CDRL2 및 CDRL3에 의해 표시된다. 뮤린 아미노산인 인

간 프레임워크 영역 내의 역돌연변이는 인간화 서열 내에서 밑줄로 표시된다.

도 10b는 뮤린 및 인간화 중쇄의 3A4 가변 도메인의 아미노산 서열 배열이다. 중쇄는 4개의 인간화 변이체(Hh1

내지 Hh4)를 갖는다. CDR은 굵은 글씨로 제시되고, CDRH1, CDRH2 및 CDRH3에 의해 표시된다. 뮤린 아미노산인

인간 프레임워크 영역 내의 역돌연변이는 인간화 서열 내에서 밑줄로 표시된다.

도  11a는  ClustalW2  프로그램(Larkin  M.A.,  et  al.,  (2007)  ClustalW  and  ClustalX  version  2.

Bioinformatics 2007 23(21): 2947-2948)을 이용한 뮤린 3A4 경쇄 가변 영역(SEQ ID NO.:4)과 경쇄 가변 영역

변이체(SEQ ID NO.:33)의 배열이며, 여기서 "*"(별표)는 단일한 완전히 보존된 잔기를 갖는 위치를 나타내고,

":"(콜론)은 Gonnet PAM 250 매트릭스에서 0.5를 초과하는 스코어링의 매우 유사한 특성의 기들(groups) 사이의

보존을 나타내고, "."(마침표)는 Gonnet PAM 250 매트릭스에서 0.5 이하의 스코어링의 덜 유사한 특성의 기들

사이의 보존을 나타낸다.

도  11b는  ClustalW2  프로그램(Larkin  M.A.,  et  al.,  (2007)  ClustalW  and  ClustalX  version  2.

Bioinformatics 2007 23(21): 2947-2948)을 이용한 뮤린 3A4 중쇄 가변 영역(SEQ ID NO.:2)과 경쇄 가변 영역

변이체(SEQ ID NO.:38)의 배열이며, 여기서 "*"(별표)는 단일한 완전히 보존된 잔기를 갖는 위치를 나타내고,

":"(콜론)은 Gonnet PAM 250 매트릭스에서 0.5를 초과하는 스코어링의 매우 유사한 특성의 기들 사이의 보존을

나타내고, "."(마침표)는 Gonnet PAM 250 매트릭스에서 0.5 이하의 스코어링의 덜 유사한 특성의 기들 사이의

보존을 나타낸다.

도 12a는 pKCR5-3A4-HC-변이체 1의 플라스미드 지도를 나타낸다. 인간화 3A4 변이체의 중쇄가 동일 방식으로

pK-CR5의 HindIII 부위로 클로닝되었다. 결과로서, 생성된 플라스미드는 중쇄 면역글로불린 가변 도메인의 서열

을 제외하고는 pKCR5-3A4-HC 변이체 1과 동일하다.

도 12b는 pMPG-CR5-3A4-LC-변이체 1의 플라스미드 지도를 나타낸다. 3A4 항체의 인간화 변이체 1 및 2의 경쇄가

동일 방식으로 pMPG-CR5의 BamHI 부위로 클로닝되었다. 결과로서, 생성된 플라스미드는 경쇄 면역글로불린 가변

도메인의 서열을 제외하고는 pMPG-CR5-3A4-LC-변이체 1과 동일하다.

도 13은 CHO 세포에서의 일시적 트랜스펙션 후의 항체 생성의 분석을 나타낸다. 인간화 3A4 항체의 경쇄 및 중

쇄의 다양한 조합으로 트랜스펙션된 CHOcTA 세포의 상층액(트렌스펙션 13일 후)이 웨스턴 블롯에 의해 분석되었

다. 상층액에서 생성된 항체의 정량이 공지된 표준(인간 정제된 IgG 항체)의 희석액에 대해 웨스턴 블롯의 밴드

를 스캐닝한 후에 결정되었다. Mr 분자량 마커(kDa).

도 14는 재조합 KAAG1 샘플의 Superdex G75 겔 여과의 그래프이다. KAAG1이 겔 여과 동안 주입되었고, 0.4 ml/

분으로 분리되었다. 분획 15-19 사이의 가장 큰 피크.

도 15는 3A4 항체의 뮤린 및 인간화 변이체에 대한 속도 및 친화도 상수를 나열하는 표이다.

도 16a는 인간화 항체의 결합 속도(Ka)를 예시하는 히스토그램이다.

도 16b는 인간화 항체의 해리 속도(Kd)를 예시하는 히스토그램이다.
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도 16c는 인간화 항체의 친화도 상수(KD)를 예시하는 히스토그램이다.

도 17a는 ELISA에서 KAAG1에 결합하는 인간화 3A4 변이체를 예시한다. 본 도면은 3A4 인간화 항체 변이체 및 뮤

린 3A4의 비교 결합을 제시한다. Lh1 경쇄 변이체와 조립된 인간화 중쇄(Hh1, Hh2, Hh3 및 Hh4)의 농도-의존성

결합 프로파일.

도 17b는 ELISA에서 KAAG1에 결합하는 인간화 3A4 변이체를 예시한다. 본 도면은 3A4 인간화 항체 변이체 및 뮤

린 3A4의 비교 결합을 제시한다. Lh2 경쇄 변이체와 조립된 인간화 중쇄(Hh1, Hh2, Hh3 및 Hh4)의 농도-의존성

결합 프로파일.

도 18은 암세포의 표면 상의 KAAG1에 결합하는 인간화된 3A4 변이체를 예시한다. 본 예시는 불투과화된 SKOV-3

난소암세포에서의 인간화 및 뮤린 3A4 항체의 비교 결합 활성을 제시한다.

발명을 실시하기 위한 구체적인 내용

발명의 상세한 설명[0035]

암세포에서의 KAAG1의 발현 및 생물학적 활성[0036]

본 발명은 다양한 암 유형, 특히 난소암에서 발견되는 표적 종양에 대한 항체의 용도에 관한 것이다. 항체를 종[0037]

양으로 유도하기 위해, 암세포의 세포 표면에서 발현되는 종양 특이적 항원의 확인이 수행되어야 한다. 종양-특

이적 항원을 확인하기 위해 이용가능한 여러 기술이 존재하며, 난소 종양에서 KAAG1을 확인하기 위해 사용된 방

법인 mRNA의 공제 전사-기반 증폭(Subtractive Transcription-based Amplification of mRNA, STAR)으로 언급되

는 혁신적인 발견 플랫폼이 2007년 12월 27일에 WO/2007/147265호로 공개된 특허 출원 번호 PCT/CA2007/001134

호에 기재되어 있다.

난소암 STAR  라이브러리의 분석은 분비 및  세포 표면 단백질을 인코딩하는 많은 유전자를 발생시켰다.  AB-[0038]

0447로 언급되는 상기 유전자 중 하나는 SEQ  ID  NO.:28로 기재된 뉴클레오티드 서열과 함께 885개 염기쌍의

cDNA에 의해 인코딩된 SEQ ID NO.:29에 해당하는 84개의 아미노산의 폴리펩티드를 인코딩하는 열린해독틀을 함

유하였다. 공적으로 이용가능한 데이터베이스의 서치(search)를 통해 AB-0447 뉴클레오티드 서열이 KAAG1으로

언급되는 유전자의 뉴클레오티드 서열과 동일함이 밝혀졌다. 생물정보학 분석은 세포외 구획에 이의 기능적 도

메인을 제공하는 막-고정된 단백질을 예측하였다. KAAG1은 본래 세포 표면 항원으로서 신장암 라이브러리로부터

클로닝되었고, 결과로 이의 막 국소화가 확인된다. 또한, 본 발명의 연구는 상기 단백질이 이의 아미노-말단에

서 가공된 것을 나타내었고, 이러한 결과는 아미노산 30 및 34에서 또는 아미노산 30 내지 34 사이에서 기능성

신호 펩티드의 절단과 일치하였다. 또한, 전장 cDNA의 일시적 발현은 배양 배지에서 절단된 KAAG1의 탐지를 초

래하였다.  이러한  마지막  발견은  상기  막-고정된  단백질이  높은  수준으로  발현되는  경우  세포로부터  쉐딩

(shedding)될 수 있는 것을 나타내었다. 대조적으로, KAAG1의 아미노-트렁케이션된 돌연변이의 발현은 단백질의

세포내 보유를 초래하였다. 이러한 기능에 대해 어떤 실마리를 주는 공개된 보고는 현재 없으며 본 발명에 의해

개시된 바와 같이 난소암에서 KAAG1의 과발현은 이전에 문서화된 적이 없다.

따라서, 본 발명자는 KAAG1이 항체-기반 진단학 및 요법에 사용될 수 있는지의 여부를 연구하였다.[0039]

여러 난소암세포-기반 모델, 예를 들어, TOV-21G, TOV-112D, OV-90 등이 확립되었고, 이들은 당업자에게 친숙하[0040]

다. 이들 세포는 난소 종양 또는 복수(ascites fluid)를 갖는 환자로부터 유래된 인간 난소암 세포주의 수집물

의 일부이다. 이들 세포주에 대해 인간 난소암에 대한 우수한 세포-기반 모델이 되도록 하는 마이크로어레이 상

에서의 전체 유전자 발현 패턴을 포함하는 상세한 분석이 수행되었다. 성장 특성, 유전자 발현 패턴, 및 화학요

법 약물에 대한 반응은 상기 세포주가 생체내에서 난소 종양 양상을 매우 잘 나타내는 것으로 나타났다(Benoit

et al., 2007). 상기 난소암 세포주로부터 분리된 전체 RNA의 RT-PCR 분석은 KAAG1 전사물이 원발성 종양으로부

터 유래된 세포주에서 약하게 발현된 것을 나타내었다. 대조적으로, 복수로부터 유래된 세포주는 높은 수준의

KAAG1 발현을 함유하였다. 복수로부터 유래된 세포에서의 KAAG1의 증가된 발현은 세포의 환경이 KAAG1 유전자의

조절에 영향을 미치는 것을 시사하였다. 복수 세포는 진행된 질병과 관련되어 있으며, 이러한 발현 패턴은 증가

된 KAAG1 수준이 고정-독립적 성장과 관련되어 있는 것을 암시한다. 상기 후자의 시사점과 일치하여, KAAG1 발

현은 상기 세포가 3D 배양에서 구형으로 배양된 경우에 원발성 종양으로부터 유래된 세포주에서 유의하게 증가

하는 것으로 밝혀졌다. 이들 구형은 광범위하게 특징규명되었고, 생체내에서 종양과 관련된 많은 특성을 나타내

는 것으로 밝혀졌다(Cody et al., 2008). 따라서, KAAG1의 발현은 특히 난소암의 발달 동안 종양 진행을 모방하

는 모델에서 현저하게 증가되는 것으로 밝혀졌다.
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KAAG1 발현이 난소암세포에서 조절된다는 증거와 함께, 난소암세포 양상에서의 상기 유전자의 기능을 세포-기반[0041]

검정에서 시험하였다. 이러한 취지로, RNA 간섭(RNAi)을 이용하여 난소암 세포주에서 내인성 KAAG1 유전자의 발

현을 넉다운(knock down)시켰고, KAAG1의 감소된 발현이 상처 치유(또는 스크래치(scratch)) 검정에 의해 예시

되는 바와 같이 표준 세포 운동 검정에서 결정된 바와 같이 세포의 이동에서 유의한 감소를 초래하는 것으로 밝

혀졌다. 이러한 유형의 검정은 세포가 컨플루언스(confluence) 단층 내의 노출된 영역을 채우는 속도를 측정한

다. KAAG1의 감소된 발현은 클론원성 검정, 예를 들어, 콜로니(colony) 생존 검정에 의해 측정된 바와 같이 난

소암 세포주의 생존에서 감소를 초래하였다. 당업자는 암세포, 특히, 난소암 세포의 양상에서 KAAG1의 요건을

평가하기 위해 다른 방법을 이용할 수 있다.

많은 비율의 난소 종양에서의 KAAG1의 발현, 정상 조직에서의 이의 제한된 발현, 및 발현 수준과 증가된 악성종[0042]

양 사이의 일치, 및 난소암 세포주의 양상에서의 KAAG1에 대한 추정적 생물학적 역할을 기초로 하여, KAAG1이

난소암의 탐지, 예방, 및 치료를 위한 항체의 개발을 위한 치료 표적으로 선택되었다. 난소암이 아닌 다른 암에

서의 KAAG1의 발현은 또한 본 출원인이 다른 암 증상에 대해 치료 또는 진단 항체를 평가하도록 하였다.

따라서, 본 발명은 KAAG1을 특이적으로 표적화하고, 예를 들어, 항체-약물 컨쥬게이트로 사용될 수 있는 항-[0043]

KAAG1 항체 및 이의 항원 결합 단편을 제공한다.

상기 항체 및 항원 결합 단편은, 예를 들어, 모노클로날 항체, 폴리클로날 항체, 키메릭 항체, 인간화 항체, 항[0044]

체 단편, 단쇄 항체, 도메인 항체, 및 항원 결합 영역을 갖는 폴리펩티드를 포함한다.

KAAG1에 결합하는 항체 및 항원 결합 단편[0045]

항체는 초기에 관심 항원에 대한 이들의 특이성에 대해 Fab 라이브러리로부터 분리되었다.[0046]

본원에 기재된 항체 또는 항원 결합 단편의 가변 영역은 요망되는 종의 불변 영역과 융합될 수 있어, 요망되는[0047]

종의 효과기 세포에 의한 항체의 인지를 가능하게 한다. 불변 영역은, 예를 들어, IgG1, IgG2, IgG3, 또는 IgG4

서브타입으로부터 유래될 수 있다. 가변 영역을 인 프레임(in frame)으로 갖는 불변 영역을 클로닝하거나 합성

하는 것은 충분히 당업자의 지식 범위 내에 있고, 예를 들어, 재조합 DNA 기술에 의해 수행될 수 있다. 따라서,

인간 항체의 불변 영역을 포함하는 항체뿐만 아니라 인간 항체의 프레임워크 아미노산을 포함하는 항체 또는 항

원 결합 단편이 또한 본 발명에 의해 포함된다.

따라서, 본 발명은 예시적 일 구현예에서, [0048]

a. SEQ ID NO.:8을 포함하거나, SEQ ID NO.:8로 기재된 바와 같은 CDRL1 서열;[0049]

b. SEQ ID NO.:9를 포함하거나, SEQ ID NO.:9로 기재된 바와 같은 CDRL2 서열; 또는[0050]

c. SEQ ID NO.:10을 포함하거나, SEQ ID NO.:10에 기재된 바와 같은 CDRL3 서열을 갖는 경쇄 가변 영역을 포함[0051]

하는 분리된 항체 또는 항원 결합 단편을 제공한다.

상기 분리된 항체 또는 항원 결합 단편은 또한,[0052]

a. SEQ ID NO.:5를 포함하거나, SEQ ID NO.:5로 기재된 바와 같은 CDRH1 서열;[0053]

b. SEQ ID NO.:6을 포함하거나, SEQ ID NO.:6으로 기재된 바와 같은 CDRH2 서열; 또는[0054]

c. SEQ ID NO.:7을 포함하거나, SEQ ID NO.:7로 기재된 바와 같은 CDRH3 서열을 갖는 중쇄 가변 영역을 포함할[0055]

수 있다.

예시적 일 구현예에서, 항체 또는 항원 결합 단편은 경쇄 가변 영역의 임의의 개별적 CDR 또는 CDR1, CDR2 및/[0056]

또는 CDR3의 조합물을 포함할 수 있다. CDR3이 더욱 특히 선택될 수 있다. 조합물은, 예를 들어, CDRL1  및

CDRL3; CDRL1 및 CDRL2; CDRL2 및 CDRL3; 및 CDRL1, CDRL2 및 CDRL3을 포함할 수 있다.

또 다른 예시적 구현예에서, 항체 또는 항원 결합 단편은 중쇄 가변 영역의 임의의 개별적 CDR 또는 CDR1, CDR2[0057]

및/또는 CDR3의 조합물을 포함할 수 있다. CDR3이 더욱 특히 선택될 수 있다. 조합물은, 예를 들어, CDRH1 및

CDRH3; CDRH1 및 CDRH2; CDRH2 및 CDRH3; 및 CDRH1, CDRH2 및 CDRH3을 포함할 수 있다.

본 발명에 따르면, 항체 또는 항원 결합 단편은 CDRL1, CDRL2 또는 CDRL3 중 적어도 2개의 CDR을 포함할 수 있[0058]

다.

또한, 본 발명에 따르면, 항체 또는 항원 결합 단편은 하나의 CDRL1, 하나의 CDRL2 및 하나의 CDRL3을 포함할[0059]
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수 있다.

추가로, 본 발명에 따르면, 항체 또는 항원 결합 단편은,[0060]

a. CDRL1, CDRL2 또는 CDRL3 중 적어도 2개의 CDR; 및[0061]

b. 하나의 CDRH1, 하나의 CDRH2 또는 하나의 CDRH3 중 적어도 2개의 CDR을 포함할 수 있다.[0062]

항체 또는 항원 결합 단편은 더욱 바람직하게는 하나의 CDRL1,  하나의 CDRL2  및 하나의 CDRL3을 포함할 수[0063]

있다.

항체 또는 항원 결합 단편은 또한 더욱 바람직하게는 하나의 CDRH1, 하나의 CDRH2 및 하나의 CDRH3을 포함할 수[0064]

있다.

본 발명에 따르면, 항체 또는 항원 결합 단편은 하나의 CDRH1, 하나의 CDRH2 또는 하나의 CDRH3을 포함할 수 있[0065]

다.

본 발명에 따르면, 항체 또는 항원 결합 단편은 또한 하나의 CDRH1, 하나의 CDRH2 및 하나의 CDRH3을 포함할 수[0066]

있다.

경쇄 가변 영역 또는 중쇄 가변 영역 중 단지 하나가 이용가능한 경우, 항체 또는 항원-결합 단편은 당 분야에[0067]

공지된 방법을 이용하여 상보적 가변 영역의 라이브러리를 스크리닝함으로써 재구성될 수 있다(Portolano et

al. The Journal of Immunology (1993) 150:880-887, Clarkson et al., Nature (1991) 352:624-628).

본원에 기재된 CDR 중 적어도 하나에서 (본래의 CDR과 비교하여) 적어도 하나의 보존성 아미노산 치환을 갖는[0068]

가변 사슬을 포함하는 폴리펩티드 또는 항체가 또한 본 발명에 의해 포함된다.

본 발명은 또한 CDR 중 적어도 2개에서 (본래의 CDR과 비교하여) 적어도 하나의 보존성 아미노산 치환을 갖는[0069]

가변 사슬을 포함하는 폴리펩티드 또는 항체를 포함한다.

본 발명은 또한 3개의 CDR에서 (본래의 CDR과 비교하여) 적어도 하나의 보존성 아미노산 치환을 갖는 가변 사슬[0070]

을 포함하는 폴리펩티드 또는 항체를 포함한다.

본 발명은 또한 CDR 중 적어도 하나에서 (본래의 CDR과 비교하여) 적어도 2개의 보존성 아미노산 치환을 갖는[0071]

가변 사슬을 포함하는 폴리펩티드 또는 항체를 포함한다.

본 발명은 또한 CDR 중 적어도 2개에서 (본래의 CDR과 비교하여) 적어도 2개의 보존성 아미노산 치환을 갖는 가[0072]

변 사슬을 포함하는 폴리펩티드 또는 항체를 포함한다.

본 발명은 또한 3개의 CDR에서 (본래의 CDR과 비교하여) 적어도 2개의 보존성 아미노산 치환을 갖는 가변 사슬[0073]

을 포함하는 폴리펩티드 또는 항체를 포함한다.

또 다른 양태에서, 본 발명은 본원에 기재된 항체 또는 항원 결합 단편 중 하나의 경쇄 가변 영역의 적어도 하[0074]

나의 상보성-결정 영역 및 중쇄 가변 영역의 적어도 하나의 상보성-결정 영역을 (단일 폴리펩티드 사슬 상 또는

별개의 폴리펩티드 사슬 상에) 포함하는 폴리펩티드, 항체 또는 항원 결합 단편에 관한 것이다.

본 발명은 이의 또 다른 양태에서 본원에 기재된 항체 또는 항원 결합 단편의 6개 상보성-결정 영역(CDR) 모두[0075]

를  (단일  폴리펩티드  사슬  상  또는  별개의  폴리펩티드  사슬  상에)  포함할  수  있는  항-KAAG1  항체에  관한

것이다.

변이체 항체 및 항원 결합 단편[0076]

본 발명은 또한 본원에 기재된 항체 또는 항원 결합 단편의 변이체를 포함한다. 포함되는 변이체 항체 또는 항[0077]

원 결합 단편은 아미노산 서열 내에 변화를 갖는 것이다. 예를 들어, 포함되는 변이체 항체 또는 항원 결합 단

편은 적어도 하나의 변이체 CDR(2개, 3개, 4개, 5개 또는 6개의 변이체 CDR 또는 심지어 12개의 변이체 CDR),

변이체 경쇄 가변 영역, 변이체 중쇄 가변 영역, 변이체 경쇄 및/또는 변이체 중쇄를 갖는 것이다. 본 발명에

포함되는 변이체 항체 또는 항원 결합 단편은, 예를 들어, 본래의 항체 또는 항원 결합 단편에 비해 유사하거나

개선된 결합 친화성을 갖는 것이다.

본원에서 사용되는 용어 "변이체"는 본원에 기재된 서열 중 임의의 서열에 적용되고, 이는, 예를 들어, 변이체[0078]

CDR(CDRL1, CDRL2, CDRL3, CDRH1, CDRH2 및/또는 CDRH3), 변이체 경쇄 가변 영역, 변이체 중쇄 가변 영역, 변

이체 경쇄, 변이체 중쇄, 변이체 항체, 변이체 항원 결합 단편 및 KAAG1 변이체를 포함한다.
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본 발명에 의해 포함되는 변이체 항체 또는 항원 결합 단편은 삽입, 결실 또는 아미노산 치환(보존성 또는 비-[0079]

보존성)을 포함할 수 있는 것이다. 이들 변이체는 이의 아미노산 서열에서 적어도 하나의 아미노산 잔기가 제거

될 수 있고, 이의 자리에 다양한 잔기가 삽입될 수 있다.

본 발명의 항체 또는 항원 결합 단편은 상기 기재된 바와 같은 경쇄 가변 영역 및/또는 중쇄 가변 영역을 가질[0080]

수 있고, 불변 영역의 아미노산, 예를 들어, 인간 항체의 불변 영역의 아미노산을 추가로 포함할 수 있다.

예시적 일 구현예에서, 본 발명의 항체 또는 항원 결합 단편은, 예를 들어, 인간 IgG1 불변 영역을 포함할 수[0081]

있다.

본 발명의 또 다른 예시적 구현예에 따르면, 항원 결합 단편은, 예를 들어, scFv, Fab, Fab' 또는 (Fab')2일 수[0082]

있다.

치환성 돌연변이유발을 위한 관심 부위는 과가변 영역(CDR)을 포함하나, 프레임워크 영역 또는 심지어 불변 영[0083]

역에서의 변형이 또한 고려된다. 보존성 치환은 하기 나열된 군(군 1 내지 6) 중 하나로부터의 아미노산(CDR,

가변 사슬, 항체 등의 아미노산)을 동일 군의 또 다른 아미노산으로 교환시킴으로써 이루어질 수 있다.

보존성 치환의 다른 예시적 구현예가 "바람직한 치환"이라는 표제로 표 1A에 제시된다. 이러한 치환이 요망되지[0084]

않는 특성을 발생시키는 경우, 표 1A에서 "예시적 치환"으로 명명되거나, 아미노산 클래스를 참조로 하여 하기

에 추가로 기재되는 바와 같은 더욱 많은 실질적인 변화가 도입될 수 있고, 생성물이 스크리닝될 수 있다.

변이체가 치환성 돌연변이유발에 의해 발생될 수 있고, 본 발명의 폴리펩티드의 생물학적 활성을 보유할 수 있[0085]

음은 당 분야에 공지되어 있다. 이들 변이체는 아미노산 서열에서 적어도 하나의 아미노산 잔기가 제거되고, 이

의 자리에 상이한 잔기가 삽입된다. 예를 들어, 치환성 돌연변이유발을 위한 하나의 관심 부위는 다양한 종으로

부터 수득되는 특정 잔기가 동일한 부위를 포함할 수 있다. "보존성 치환"으로 확인된 치환의 예는 표 1A에 제

시되어 있다. 상기 치환이 요망되지 않는 변화를 발생시키는 경우, 표 1A에서 "예시적 치환"으로 명명되거나,

아미노산 클래스를 참조로 하여 본원에서 추가로 기재되는 바와 같은 다른 유형의 치환이 도입되고, 생성물이

스크리닝된다.

기능 또는 면역학적 동일성의 실질적 변형은 (a) 예를 들어, 시트(sheet) 또는 나선형 형태(conformation)로서[0086]

치환 영역 내의 폴리펩티드 골격의 구조, (b) 표적 부위에서 분자의 전하 또는 소수성, 또는 (c) 측쇄의 벌크를

유지시키는 것에 대한 변형의 효과가 유의하게 상이한 치환을 선택함으로써 달성된다. 천연 발생 잔기는 공통의

측쇄 특성을 기초로 하여 하기 군으로 나뉘어진다:

(군 1) 소수성: 노르류신, 메티오닌(Met), 알라닌(Ala), 발린(Val), 류신(Leu), 이소류신(Ile)[0087]

(군 2) 중성 친수성: 시스테인(Cys), 세린(Ser), 트레오닌(Thr)[0088]

(군 3) 산성: 아스파르트산(Asp), 글루탐산(Glu)[0089]

(군 4) 염기성: 아스파라긴(Asn), 글루타민(Gln), 히스티딘(His), 리신(Lys), 아르기닌(Arg)[0090]

(군 5) 사슬 배향에 영향을 미치는 잔기: 글리신(Gly), 프롤린(Pro); 및[0091]

(군 6) 방향족: 트립토판(Trp), 티로신(Tyr), 페닐알라닌(Phe)[0092]

비-보존성 치환은 상기 클래스 중 하나의 일원을 또 다른 일원으로 교환시키는 것을 수반할 것이다.[0093]
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표 1A. 아미노산 치환[0094]

[0095]

변이체 항체 또는 항원 결합 단편은 본래의 항체 또는 항원 결합 단편 아미노산 서열과 비교하여 이의 아미노산[0096]

서열에서 실질적인 서열 유사성 및/또는 서열 동일성을 가질 수 있다. 2개의 서열 사이의 유사성의 정도는 동일

성(동일한 아미노산) 및 보존성 치환의 백분율을 기초로 한다.

일반적으로, 가변 사슬 사이의 유사성 및 동일성의 정도는 디폴트 설정을 이용한 Blast2 서열 프로그램, 즉,[0097]

blastp  프로그램, BLOSUM62  매트릭스(오픈 갭(open  gap)  11  및 연장 갭 페널티(extension  gap  penalty)  1;

gapx 드롭오프(dropoff) 50, 예상치 10.0, 워드 크기(word size) 3) 및 활성화된 필터를 이용하여 본원에서 결

정된다(Tatiana A.  Tatusova,  Thomas  L.  Madden  (1999),  "Blast  2  sequences  -  a  new  tool  for  comparing

protein and nucleotide sequences", FEMS Microbiol Lett. 174:247-250).

따라서, 동일성 퍼센트는 본래의 펩티드와 비교하여 동일하고, 동일하거나 유사한 위치를 차지할 수 있는 아미[0098]

노산을 나타낼 것이다.

유사성 퍼센트는 동일한 아미노산 및 동일하거나 유사한 위치에서 본래의 펩티드와 비교하여 보존성 아미노산[0099]

치환으로 대체되는 아미노산을 나타낼 것이다.

따라서, 본 발명의 변이체는 본래의 서열 또는 본래의 서열의 일부와 적어도 70%, 75%, 80%, 81%, 82%, 83%,[0100]

84%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% 또는 100%의 서열 동일성

을 가질 수 있는 변이체를 포함한다. 

변이체의 예시적 구현예는 본원에 기재된 서열과 적어도 81%의 서열 동일성 및 본래의 서열 또는 본래의 서열의[0101]

일부와 81%, 82%, 83%, 84%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%

또는 100%의 서열 유사성을 갖는 변이체이다.

*변이체의 다른 예시적 구현예는 본원에 기재된 서열과 적어도 82%의 서열 동일성 및 본래의 서열 또는 본래의[0103]

서열의 일부와 82%, 83%, 84%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%

또는 100%의 서열 유사성을 갖는 변이체이다.
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변이체의 추가의 예시적 구현예는 본원에 기재된 서열과 적어도 85%의 서열 동일성 및 본래의 서열 또는 본래의[0104]

서열의 일부와 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% 또는 100%의 서

열 유사성을 갖는 변이체이다.

변이체의 다른 예시적 구현예는 본원에 기재된 서열과 적어도 90%의 서열 동일성 및 본래의 서열 또는 본래의[0105]

서열의 일부와 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% 또는 100%의 서열 유사성을 갖는 변이체이

다.

변이체의 추가의 예시적 구현예는 본원에 기재된 서열과 적어도 95%의 서열 동일성 및 본래의 서열 또는 본래의[0106]

서열의 일부와 95%, 96%, 97%, 98%, 99% 또는 100%의 서열 유사성을 갖는 변이체이다.

변이체의 또 다른 추가의 예시적 구현예는 본원에 기재된 서열과 적어도 97%의 서열 동일성 및 본래의 서열 또[0107]

는 본래의 서열의 일부와 97%, 98%, 99% 또는 100%의 서열 유사성을 갖는 변이체이다.

간결함을 위해, 본 출원인은 본 발명에 의해 포함되는 개별적 변이체의 예시적 구현예를 예시하고, 특정 서열[0108]

동일성 % 및 서열 유사성 %를 포함하는 표 1B를 본원에 제공한다. 각각의 "X"는 제공된 변이체를 규정하는 것으

로 해석되어야 한다.

[0109]

본 발명은 본원에 기재된 서열과 적어도 80%의 동일성을 포함하는 CDR, 경쇄 가변 영역, 중쇄 가변 영역, 경쇄,[0110]

중쇄, 항체 및/또는 항원 결합 단편을 포함한다.

본 발명의 항체 또는 항원 결합 단편의 예시적 구현예는 SEQ ID NO.:4와 적어도 70%, 75%, 80% 동일한 서열을[0111]

포함하는 경쇄 가변 영역을 포함하는 것이다.

이들 경쇄 가변 영역은 SEQ ID  NO.:8과 적어도 80% 동일한 CDRL1  서열, SEQ  ID  NO.:9와 적어도 80% 동일한[0112]

CDRL2 서열 및 SEQ ID NO.:10과 적어도 80% 동일한 CDRL3 서열을 포함할 수 있다.

본 발명의 한 예시적 구현예에서, 본원에 제공된 항체 중 임의의 항체는 SEQ ID NO.:8과 적어도 90% 동일할 수[0113]

있는 CDRL1 서열을 포함할 수 있다.

본 발명의 또 다른 예시적 구현예에서, 본원에 제공된 항체 중 임의의 항체는 SEQ ID NO.:8과 100% 동일할 수[0114]

있는 CDRL1 서열을 포함할 수 있다.

본 발명의 또 다른 예시적 구현예에서, 본원에 제공된 항체 중 임의의 항체는 SEQ ID NO.:9와 적어도 90% 동일[0115]

한 CDRL2 서열을 포함할 수 있다.

본 발명의 또 다른 예시적 구현예에서, 본원에 제공된 항체 중 임의의 항체는 SEQ ID NO.:9와 100% 동일할 수[0116]

있는 CDRL2 서열을 포함할 수 있다.

본 발명의 또 다른 예시적 구현예에서, 본원에 제공된 항체 중 임의의 항체는 SEQ ID NO.:10과 적어도 90% 동일[0117]

할 수 있는 CDRL3 서열을 포함할 수 있다.
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본 발명의 한 추가의 예시적 구현예에서, 본원에 제공된 항체 중 임의의 항체는 SEQ ID NO.:10과 100% 동일할[0118]

수 있는 CDRL3 서열을 포함할 수 있다.

한 예시적 구현예에서, 항체 또는 항원 결합 단편은 SEQ ID NO.:2와 적어도 70%, 75%, 80% 동일한 서열을 포함[0119]

하는 중쇄 가변 영역을 포함할 수 있다.

이들 중쇄 가변 영역은 SEQ ID  NO.:5와 적어도 80% 동일한 CDRH1  서열, SEQ  ID  NO.:6과 적어도 80% 동일한[0120]

CDRH2 서열 및 SEQ ID NO.:7과 적어도 80% 동일한 CDRH3 서열을 포함할 수 있다.

본 발명의 한 예시적 구현예에서, 본원에 제공된 항체 중 임의의 항체는 SEQ ID NO.:5와 적어도 90% 동일할 수[0121]

있는 CDRH1 서열을 포함할 수 있다.

본 발명의 또 다른 예시적 구현예에서, 본원에 제공된 항체 중 임의의 항체는 SEQ ID NO.:5와 100% 동일할 수[0122]

있는 CDRH1 서열을 포함할 수 있다.

본 발명의 또 다른 예시적 구현예에서, 본원에 제공된 항체 중 임의의 항체는 SEQ ID NO.:6과 적어도 90% 동일[0123]

할 수 있는 CDRH2 서열을 포함할 수 있다.

본 발명의 한 추가의 예시적 구현예에서, 본원에 제공된 항체 중 임의의 항체는 SEQ ID NO.:6과 100% 동일할 수[0124]

있는 CDRH2 서열을 포함할 수 있다.

본 발명의 또 다른 한 추가의 예시적 구현예에서, 본원에 제공된 항체 중 임의의 항체는 SEQ ID NO.:7과 적어도[0125]

90% 동일할 수 있는 CDRH3 서열을 포함할 수 있다.

본 발명의 한 추가의 예시적 구현예에서, 본원에 제공된 항체 중 임의의 항체는 SEQ ID NO.:7과 100% 동일할 수[0126]

있는 CDRH3 서열을 포함할 수 있다.

일부 예에서, 변이체 항체 중쇄 가변 영역은 아미노산 결실 또는 첨가(아미노산 치환과 조합되거나 아미노산 치[0127]

환을 갖지 않음)를 포함할 수 있다. 종종, 1,  2,  3,  4  또는 5개의 아미노산의 결실 또는 첨가가 용인될 수

있다.

변이체 항체 또는 항원 결합 단편의 예시적 구현예는 SEQ ID NO.:30으로 기재된 바와 같은 경쇄 가변 영역을 갖[0128]

는 것을 포함한다:

SEQ ID NO.:30[0129]

[0130]

여기서, X로 확인되는 아미노산 중 적어도 하나는 SEQ ID NO.:4로 기재된 폴리펩티드 내의 상응하는 아미노산과[0131]

비교하여 아미노산 치환(보존성 또는 비-보존성)이다. 아미노산 치환은, 예를 들어, 천연 인간 항체 또는 인간

항체 컨센서스의 상응하는 위치에서 발견되는 아미노산일 수 있다. 아미노산 치환은, 예를 들어, 보존성일 수

있다.

변이체 항체 또는 항원 결합 단편의 또 다른 예시적 구현예는 SEQ ID NO.:31로 기재된 바와 같은 경쇄 가변 영[0132]

역을 갖는 것을 포함한다:

SEQ ID NO.:31[0133]

[0134]

여기서, Xa1은 소수성 아미노산일 수 있거나;[0135]

여기서, Xa2는 A 또는 P일 수 있거나;[0136]

여기서, Xa3는 중성 친수성 아미노산일 수 있거나;[0137]

여기서, Xa4는 L 또는 P일 수 있거나;[0138]
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여기서, Xa5는 산성 아미노산일 수 있거나;[0139]

여기서, Xa6는 Q 또는 P일 수 있거나;[0140]

여기서, Xa7은 염기성 아미노산일 수 있거나;[0141]

여기서, Xa8은 소수성 아미노산일 수 있거나;[0142]

여기서, Xa9은 A 또는 Q일 수 있거나;[0143]

여기서, Xa10은 염기성 아미노산일 수 있거나;[0144]

여기서, Xa11은 소수성 아미노산일 수 있고,[0145]

여기서, X로 확인되는 아미노산 중 적어도 하나는 SEQ ID NO.:4로 기재된 폴리펩티드 내의 상응하는 아미노산과[0146]

비교하여 아미노산 치환(보존성 또는 비-보존성)이다.

변이체 항체 또는 항원 결합 단편의 한 추가의 예시적 구현예는 SEQ ID NO.:32로 기재된 바와 같은 경쇄 가변[0147]

영역을 갖는 것을 포함한다:

SEQ ID NO.:32[0148]

[0149]

여기서, XA1은 V 또는 I일 수 있거나;[0150]

여기서, XA2는 A 또는 P일 수 있거나;[0151]

여기서, XA3는 S 또는 T일 수 있거나;[0152]

여기서, XA4는 L 또는 P일 수 있거나;[0153]

여기서, XA5는 D 또는 E일 수 있거나;[0154]

여기서, XA6는 Q 또는 P일 수 있거나;[0155]

여기서, XA7은 K 또는 Q일 수 있거나;[0156]

여기서, XA8은 L 또는 V일 수 있거나;[0157]

여기서, XA9은 A 또는 Q일 수 있거나;[0158]

여기서, XA10은 R 또는 K일 수 있거나;[0159]

여기서, XA11은 L 또는 I일 수 있고,[0160]

여기서, X로 확인되는 아미노산 중 적어도 하나는 SEQ ID NO.:4로 기재된 폴리펩티드 내의 상응하는 아미노산과[0161]

비교하여 아미노산 치환(보존성 또는 비-보존성)이다.

한 구현예에 따르면, 경쇄 가변 도메인 변이체는 SEQ ID NO.:33 또는 SEQ ID NO.:34로 기재된 바와 같은 서열을[0162]

가질 수 있다:

SEQ ID NO.:33[0163]

[0164]
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SEQ ID NO.:34[0165]

[0166]

변이체 항체 또는 항원 결합 단편의 예시적 구현예는 SEQ ID NO.:35로 기재된 바와 같은 중쇄 가변 영역을 갖는[0167]

것을 포함한다:

SEQ ID NO.:35[0168]

[0169]

여기서, X로 확인되는 아미노산 중 적어도 하나는 SEQ ID NO.:2로 기재된 폴리펩티드 내의 상응하는 아미노산과[0170]

비교하여 아미노산 치환(보존성 또는 비-보존성)이다. 아미노산 치환은, 예를 들어, 천연 인간 항체 또는 인간

항체 컨센서스의 상응하는 위치에서 발견되는 아미노산일 수 있다. 아미노산 치환은, 예를 들어, 보존성 치환일

수 있다.

변이체 항체 또는 항원 결합 단편의 또 다른 예시적 구현예는 SEQ ID NO.:36으로 기재된 바와 같은 중쇄 가변[0171]

영역을 갖는 것을 포함한다:

SEQ ID NO.:36[0172]

[0173]

여기서, Xb1은 소수성 아미노산일 수 있거나;[0174]

여기서, Xb2는 P 또는 A일 수 있거나;[0175]

여기서, Xb3는 소수성 아미노산일 수 있거나;[0176]

여기서, Xb4는 V 또는 K일 수 있거나;[0177]

여기서, Xb5는 소수성 아미노산일 수 있거나;[0178]

여기서, Xb6는 염기성 아미노산일 수 있거나;[0179]

여기서, Xb7은 S 또는 A일 수 있거나;[0180]

여기서, Xb8은 H 또는 P일 수 있거나;[0181]

여기서, Xb9은 염기성 아미노산일 수 있거나;[0182]

여기서, Xb10은 S 또는 G일 수 있거나;[0183]

여기서, Xb11은 소수성 아미노산일 수 있거나;[0184]

여기서, Xb12는 염기성 아미노산일 수 있거나;[0185]

여기서, Xb13은 소수성 아미노산일 수 있거나;[0186]

여기서, Xb14은 I 또는 T일 수 있거나;[0187]

여기서, Xb15은 소수성 아미노산일 수 있거나;[0188]
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여기서, Xb16은 소수성 아미노산일 수 있거나;[0189]

여기서, Xb17은 K 또는 T일 수 있거나;[0190]

여기서, Xb18은 중성 친수성 아미노산일 수 있거나;[0191]

여기서, Xb19은 Q 또는 E일 수 있거나;[0192]

여기서, Xb20는 N 또는 S일 수 있거나;[0193]

여기서, Xb21은 T 또는 R일 수 있거나;[0194]

여기서, Xb22는 중성 친수성 아미노산일 수 있거나;[0195]

여기서, Xb23는 S 또는 L일 수 있고,[0196]

여기서, X로 확인되는 아미노산 중 적어도 하나는 SEQ ID NO.:2로 기재된 폴리펩티드 내의 상응하는 아미노산과[0197]

비교하여 아미노산 치환(보존성 또는 비-보존성)이다.

변이체 항체 또는 항원 결합 단편의 추가의 예시적 일 구현예는 SEQ ID NO.:37로 기재된 바와 같은 중쇄 가변[0198]

영역을 갖는 것을 포함한다:

SEQ ID NO.:37[0199]

[0200]

여기서, XB1은 I 또는 V일 수 있거나;[0201]

여기서, XB2는 P 또는 A일 수 있거나;[0202]

여기서, XB3는 M 또는 V일 수 있거나;[0203]

여기서, XB4는 V 또는 K일 수 있거나;[0204]

여기서, XB5는 M 또는 V일 수 있거나;[0205]

여기서, XB6는 K 또는 R일 수 있거나;[0206]

여기서, XB7은 S 또는 A일 수 있거나;[0207]

여기서, XB8은 H 또는 P일 수 있거나;[0208]

여기서, XB9은 K 또는 Q일 수 있거나;[0209]

여기서, XB10은 S 또는 G일 수 있거나;[0210]

여기서, XB11은 I 또는 M일 수 있거나;[0211]

여기서, XB12는 K 또는 R일 수 있거나;[0212]

여기서, XB13은 A 또는 V일 수 있거나;[0213]

여기서, XB14은 I 또는 T일 수 있거나;[0214]

여기서, XB15은 L 또는 I일 수 있거나;[0215]

여기서, XB16은 V 또는 A일 수 있거나;[0216]
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여기서, XB17은 K 또는 T일 수 있거나;[0217]

여기서, XB18은 S 또는 T일 수 있거나;[0218]

여기서, XB19은 Q 또는 E일 수 있거나;[0219]

여기서, XB20는 N 또는 S일 수 있거나;[0220]

여기서, XB21은 T 또는 R일 수 있거나;[0221]

여기서, XB22는 S 또는 T일 수 있거나;[0222]

여기서, XB23는 S 또는 L이고,[0223]

여기서, X로 확인되는 아미노산 중 적어도 하나는 SEQ ID NO.:2로 기재된 폴리펩티드 내의 상응하는 아미노산과[0224]

비교하여 아미노산 치환(보존성 또는 비-보존성)이다.

한 구현예에 따르면, 중쇄 가변 도메인 변이체는 SEQ ID NO.:38 내지 SEQ ID NO.:41 중 어느 하나로 기재된 바[0225]

와 같은 서열을 가질 수 있다:

SEQ ID NO.:38 [0226]

[0227]

SEQ ID NO.:39[0228]

[0229]

SEQ ID NO.:40[0230]

[0231]

SEQ ID NO.:41[0232]

[0233]

세포에서의 항체의 생성[0234]

본원에 개시되는 항-KAAG1 항체는 당업자에게 친숙한 다양한 방법, 예를 들어, 하이브리도마 방법 또는 재조합[0235]

DNA 방법에 의해 제조될 수 있다.

본 발명의 한 예시적 구현예에서, 항-KAAG1 항체(예를 들어, 본원에 개시된 항체와 경쟁할 수 있는 항체)는 통[0236]

상적인 하이브리도마 기술에 의해 생성될 수 있고, 여기서 마우스는 항원으로 면역화되고, 비장 세포는 분리되

어 HGPRT 발현이 결여된 골수종 세포와 융합되고, 하이브리드 세포는 하이포잔틴, 아미놉테린 및 티민(HAT) 함

유 배지에 의해 선택된다.

본 발명의 한 추가의 예시적 구현예에서, 항-KAAG1 항체는 재조합 DNA 방법에 의해 생성될 수 있다.[0237]

항-KAAG1 항체를 발현시키기 위해, 본원에 기재된 경쇄 및 중쇄 면역글로불린 사슬 중 어느 하나를 인코딩할 수[0238]

있는 뉴클레오티드 서열 또는 임의의 다른 뉴클레오티드 서열이 발현 벡터, 즉, 특정 숙주에서 삽입된 코딩 서

열의 전사 및 번역 조절을 위한 요소를 함유하는 벡터내로 삽입될 수 있다. 이들 요소는 조절 서열, 예를 들어,
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인핸서, 항시성 및 유도성 프로모터, 및 5' 및 3' 비번역 영역을 포함할 수 있다. 당업자에게 널리 공지된 방법

이 상기 발현 벡터를 작제하는데 사용될 수 있다. 이들 방법은 시험관내 재조합 DNA 기술, 합성 기술, 및 생체

내 유전적 재조합을 포함한다.

당업자에게 공지된 다양한 발현 벡터/숙주 세포 시스템이 본원에 기재된 경쇄 및 중쇄 면역글로불린 사슬 중 어[0239]

느 하나를 인코딩할 수 있는 뉴클레오티드 서열로부터 유래된 폴리펩티드 또는 RNA를 발현시키는데 사용될 수

있다. 이들은 재조합 박테리오파지, 플라스미드, 또는 코스미드 DNA 발현 벡터로 형질전환된 세균와 같은 미생

물; 효모 발현 벡터로 형질전환된 효모; 배큘로바이러스 벡터로 감염된 곤충 세포 시스템; 바이러스 또는 세균

발현 벡터로 형질전환된 식물 세포 시스템; 또는 동물 세포 시스템을 포함하나, 이에 제한되지는 않는다. 포유

동물 시스템에서의 재조합 단백질의 장기간 생성을 위해, 세포주에서의 안정적 발현이 효과적일 수 있다. 예를

들어, 본원에 기재된 경쇄 및 중쇄 면역글로불린 사슬 중 어느 하나를 인코딩할 수 있는 뉴클레오티드 서열이

동일 벡터 또는 별개의 벡터 상에 바이러스 복제 기점 및/또는 내인성 발현 요소 및 선택가능한 또는 가시 마커

유전자를 함유할 수 있는 발현 벡터를 이용하여 세포주내로 형질전환될 수 있다. 본 발명은 사용되는 벡터 또는

숙주 세포에 의해 제한되지 않는다. 본 발명의 특정 구현예에서, 본원에 기재된 경쇄 및 중쇄 면역글로불린 사

슬 중 어느 하나를 인코딩할 수 있는 뉴클레오티드 서열은 별개의 발현 벡터내로 각각 라이게이션(ligation)될

수 있고, 각각의 사슬은 개별적으로 발현될 수 있다. 또 다른 구현예에서, 본원에 기재된 경쇄 및 중쇄 면역글

로불린 사슬 중 어느 하나를 인코딩할 수 있는 경쇄 및 중쇄 둘 모두는 단일한 발현 벡터내로 라이게이션될 수

있고, 동시에 발현될 수 있다.

대안적으로, RNA 및/또는 폴리펩티드는 시험관내 전사 시스템 또는 커플링된 시험관내 전사/번역 시스템 각각을[0240]

이용하여 본원에 기재된 경쇄 및 중쇄 면역글로불린 사슬 중 어느 하나를 인코딩할 수 있는 뉴클레오티드 서열

을 포함하는 벡터로부터 발현될 수 있다.

일반적으로, 본원에 기재된 경쇄 및 중쇄 면역글로불린 사슬 중 어느 하나를 인코딩할 수 있는 뉴클레오티드 서[0241]

열을 함유하고/하거나, 본원에 기재된 경쇄 및 중쇄 면역글로불린 사슬 중 어느 하나를 인코딩할 수 있는 뉴클

레오티드 서열에 의해 인코딩된 폴리펩티드 또는 이의 일부를 발현하는 숙주 세포는 당업자에게 공지된 다양한

절차에 의해 확인될 수 있다. 이들 절차는 핵산 또는 아미노산 서열의 탐지 및/또는 정량을 위한 막, 용액, 또

는 칩 기반 기술을 포함하는 DNA/DNA 또는 DNA/RNA 하이브리드화, PCR 증폭, 및 단백질 생물학적검정 또는 면역

검정 기술을 포함하나, 이에 제한되지는 않는다. 특이적 폴리클로날 또는 모노클로날 항체를 이용하여 폴리펩티

드의 발현을 탐지하고 측정하는 면역학적 방법이 당 분야에 공지되어 있다. 상기 기술의 예는 효소-결합 면역흡

착측정법(ELISA), 방사면역검정(RIA), 및 형광 활성화 세포 분류(FACS)를 포함한다. 당업자는 이들 방법들을 본

발명에 용이하게 적합화시킬 수 있다.

따라서, 본원에 기재된 경쇄 및 중쇄 면역글로불린 사슬 중 어느 하나를 인코딩할 수 있는 뉴클레오티드 서열을[0242]

포함하는 숙주 세포는 상응하는 RNA(mRNA 등)의 전사 및/또는 세포 배양물로부터 폴리펩티드의 발현을 위한 조

건하에서 배양될 수 있다. 세포에 의해 생성되는 폴리펩티드는 분비될 수 있거나, 사용되는 서열 및/또는 벡터

에 따라 세포내에 보유될 수 있다. 한 예시적 구현예에서, 본원에 기재된 경쇄 및 중쇄 면역글로불린 사슬 중

어느 하나를 인코딩할 수 있는 뉴클레오티드 서열을 함유하는 발현 벡터는 원핵생물 또는 진핵생물 세포막을 통

한 폴리펩티드의 분비를 유도하는 신호 서열을 함유하도록 디자인될 수 있다.

유전 코드의 고유한 축퇴성으로 인해, 동일하거나, 실질적으로 동일하거나, 기능적으로 동등한 아미노산 서열을[0243]

인코딩하는 다른 DNA 서열은, 예를 들어, 본원에 기재된 경쇄 및 중쇄 면역글로불린 사슬 중 어느 하나를 인코

딩할 수 있는 뉴클레오티드 서열에 의해 인코딩되는 폴리펩티드를 발현시키기 위해 생성되고 사용될 수 있다.

본 발명의 뉴클레오티드 서열은 유전자 생성물의 클로닝, 프로세싱, 및/또는 발현의 변형을 포함하나 이에 제한

되지는 않는 다양한 목적을 위해 뉴클레오티드 서열을 변경시키기 위해 당 분야에 일반적으로 공지된 방법을 이

용하여 조작될 수 있다. 유전자 단편 및 합성 올리고뉴클레오티드의 무작위 단편화 및 PCR 재조립(reassembly)

에 의한 DNA 셔플링(DNA shuffling)은 뉴클레오티드 서열을 조작하기 위해 사용될 수 있다. 예를 들어, 올리고

뉴클레오티드-매개 부위-특이적 돌연변이유발은 새로운 제한 부위를 생성시키고, 당화 패턴을 변경시키고, 코돈

선호를 변화시키고, 스플라이스 변이체를 생성시키는 것 등의 돌연변이를 도입시키기 위해 사용될 수 있다.

또한, 숙주 세포 균주는 삽입된 서열의 발현을 조절하거나 요망되는 방식으로 발현된 폴리펩티드를 프로세싱하[0244]

는 이의 능력에 대해 선택될 수 있다. 폴리펩티드의 상기 변형은 아세틸화, 카르복실화, 당화, 인산화, 지질화,

및 아실화를 포함하나, 이에 제한되지는 않는다. 한 예시적 구현예에서, 특정 당화 구조 또는 패턴을 함유하는

항-KAAG1 항체가 요망될 수 있다. 폴리펩티드의 "프리프로(prepro)" 형태를 절단하는 번역후 프로세싱이 또한

등록특허 10-2140984

- 26 -



단백질 표적화, 폴딩, 및/또는 활성을 지정하기 위해 이용될 수 있다. 번역후 활성을 위한 특이적 세포 기구 및

특징적 기작을 갖는 상이한 숙주 세포(예를 들어, CHO, HeLa, MDCK, HEK293, 및 W138)는 상업적으로 이용가능하

고, 미국 미생물보존센터(American Type Culture Collection, ATCC)로부터 이용가능하며, 발현된 폴리펩티드의

정확한 변형 및 프로세싱을 보장하기 위해 선택될 수 있다.

당업자는 천연, 변형, 또는 재조합 핵산 서열이 이종성 서열에 라이게이션되어 상기 언급된 숙주 시스템 중 임[0245]

의의 숙주 시스템 내에 이종성 폴리펩티드 모이어티를 함유하는 융합 폴리펩티드의 번역을 발생시킬 수 있는 것

을 용이하게 인식할 것이다. 이러한 이종성 폴리펩티드 모이어티는 상업적으로 이용가능한 친화도 매트릭스를

이용하여 융합 폴리펩티드의 정제를 촉진할 수 있다. 이러한 모이어티는 글루타티온 S-트랜스퍼라제(GST), 말토

스 결합 단백질, 티오레독신, 칼모듈린 결합 펩티드, 6-His(His), FLAG, c-myc, 헤마글루티닌(HA), 및 항체 에

피토프, 예를 들어, 모노클로날 항체 에피토프를 포함하나, 이에 제한되지는 않는다.

또 다른 한 추가 양태에서, 본 발명은 융합 단백질을 인코딩하는 뉴클레오티드 서열을 포함할 수 있는 폴리뉴클[0246]

레오티드에 관한 것이다. 융합 단백질은 본원에 기재된 폴리펩티드(예를 들어, 완전한 경쇄, 완전한 중쇄, 가변

영역, CDR 등)에 융합된 융합 파트너(예를 들어, HA, Fc 등)를 포함할 수 있다.

당업자는 또한 핵산 및 폴리펩티드 서열이 당 분야에 널리 공지된 화학적 또는 효소적 방법을 이용하여 전체적[0247]

으로 또는 부분적으로 합성될 수 있음을 용이하게 인지할 것이다. 예를 들어, 펩티드 합성은 다양한 고체-상 기

술을 이용하여 수행될 수 있고, ABI 431A 펩티드 합성기(PE Biosystems)와 같은 기계가 합성을 자동화시키기 위

해 사용될 수 있다. 요망시, 아미노산 서열은 합성 동안 변경될 수 있고/있거나 변이체 단백질을 생성시키기 위

해 다른 단백질로부터의 서열과 조합될 수 있다.

항체 컨쥬게이트[0248]

본 발명의 항체 또는 항원 결합 단편은 탐지가능한 모이어티(즉, 탐지 또는 진단 목적을 위함) 또는 치료 모이[0249]

어티(치료 목적을 위함)와 컨쥬게이션될 수 있다.

"탐지가능한 모이어티"는 분광학적, 광화학적, 생화학적, 면역화학적, 화학적 및/또는 다른 물리적 수단에 의해[0250]

탐지가능한 모이어티이다. 탐지가능한 모이어티는 당 분야에 널리 공지된 방법을 이용하여 본 발명의 항체 및

이의 항원 결합 단편에 직접적 및/또는 간접적(예를 들어, 결합, 비제한적인 예로, DOTA 또는 NHS 결합을 통

함)으로 커플링될 수 있다. 매우 다양한 탐지가능한 모이어티가 요망되는 민감도, 컨쥬게이션의 용이성, 안정성

필요조건 및 이용가능한 기계설비에 따른 선택과 함께 사용될 수 있다. 적합한 탐지가능한 모이어티는 형광 표

지, 방사성 표지(예를 들어, 비제한적인 예로, 
125
I, In

111
, Tc

99
, I

131
 및 PET 스캐너 등에 대해 양전자 방출 동위

원소를 포함함), 핵 자기 공명 활성 표지, 발광 표지, 화학발광 표지, 발색단 표지, 효소 표지(예를 들어, 비제

한적인 예로, 홀스래디쉬 퍼옥시다제(horseradish peroxidase), 알칼리성 포스파타제 등), 양자 도트(quantum

dot) 및/또는 나노입자를 포함하나, 이에 제한되지는 않는다. 탐지가능한 모이어티는 탐지가능한 신호를 야기시

키고/시키거나 생성시킬 수 있고, 이에 따라 탐지가능한 모이어티로부터의 신호가 탐지가능하도록 한다.

본 발명의 또 다른 예시적 구현예에서, 항체 또는 이의 항원 결합 단편은 치료 모이어티(예를 들어, 약물, 세포[0251]

독성 모이어티, 항암제)와 커플링(변형)될 수 있다.

한 예시적 구현예에서, 항-KAAG1 항체 및 항원 결합 단편은 화학요법제, 세포독성제 또는 항암 약물(예를 들어,[0252]

저분자)를 포함할 수 있다. 이러한 화학요법제 또는 세포독성제는 이트륨-90, 스칸듐-47, 레늄-186, 요오드-

131,  요오드-125,  및  당업자에  의해  인지되는  많은  다른  화학요법제  또는  세포독성제(예를  들어,

루테튬(예컨대, Lu
177
), 비스무트(예컨대, Bi

213
), 구리(예컨대, Cu

67
))를 포함하나, 이에 제한되지는 않는다. 다

른 예에서, 화학요법제, 세포독성제 또는 항암 약물은 당업자에게 공지된 것 중에서 5-플루오로우라실, 아드리

아마이신, 이리노테칸, 탁산, 슈도모나스 내독소, 리신, 아우리스타틴(예를 들어, 모노메틸 아우리스타틴 E, 모

노메틸 아우리스타틴 F), 마이탄시노이드(예를 들어, 메르탄신(mertansine)) 및 다른 독소로 구성될 수 있다.

대안적으로, 본 발명의 방법 및 당 분야에 공지된 방법을 수행하기 위해, 본 발명의 항체 또는 항원 결합 단편[0253]

(컨쥬게이션되거나  컨쥬게이션되지  않음)이,  본  발명의  항체  또는  항원  결합  단편에  특이적으로  결합할  수

있고,  요망되는 탐지가능한 모이어티,  진단  모이어티 또는 치료 모이어티를 가질 수 있는 제2의 분자(예를

들어, 이차 항체 등)와 조합하여 사용될 수 있다.

항체의 약학적 조성물 및 이의 용도[0254]
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항-KAAG1 항체 또는 항원 결합 단편(컨쥬게이션되거나 컨쥬게이션되지 않음)의 약학적 조성물이 또한 본 발명에[0255]

의해 포함된다. 약학적 조성물은 항-KAAG1 항체 또는 항원 결합 단편을 포함할 수 있고, 또한 약학적으로 허용

되는 담체를 함유할 수 있다.

본 발명의 다른 양태는 본원에 기재된 항체 또는 항원 결합 단편 및 담체를 포함할 수 있는 조성물에 관한 것이[0256]

다.

본 발명은 또한 본원에 기재된 항체 또는 항원 결합 단편 및 약학적으로 허용되는 담체를 포함할 수 있는 약학[0257]

적 조성물에 관한 것이다.

활성 성분에 더하여, 약학적 조성물은 물, PBS, 염 용액, 젤라틴, 오일, 알콜, 및 약학적으로 사용될 수 있는[0258]

제조물로의 활성 화합물의 가공을 촉진하는 다른 부형제 및 보조제를 포함하는 약학적으로 허용되는 담체를 함

유할 수 있다. 다른 예에서, 이러한 제조물은 멸균될 수 있다.

본원에서 사용되는 "약학적 조성물"은 약학적으로 허용되는 희석제, 보존제, 용해화제, 유화제, 애쥬번트 및/또[0259]

는 담체와 함께 치료적 유효량의 작용제를 의미한다. 본원에서 사용되는 "치료적 유효량"은 제공된 조건 및 투

여 요법에 대해 치료적 효과를 제공하는 양을 나타낸다. 이러한 조성물은 액체이거나 동결건조되거나 달리 건조

된 제형이며, 이는 다양한 완충제 함량의 희석제(예를 들어, Tris-HCl., 아세테이트, 포스페이트), pH 및 이온

강도,  첨가제,  예를 들어,  표면으로의 흡수를 방지하는 알부민 또는 젤라틴,  세척제(예를 들어,  Tween  20,

Tween 80, Pluronic F68, 담즙산 염)를 포함한다. 용해화제(예를 들어, 글리세롤, 폴리에틸렌 글리세롤), 항산

화제(예를 들어, 아스코르브산, 소듐 메타바이설파이트), 보존제(예를 들어, 티메로살, 벤질 알콜, 파라벤), 벌

킹 물질 또는 긴장성 조절제(예를 들어, 락토스, 만니톨), 단백질에 대한 폴리에틸렌 글리콜과 같은 중합체의

공유 부착, 금속 이온과의 복합체화, 또는 폴리락트산, 폴리글리콜산, 하이드로겔 등과 같은 중합체 화합물의

미립자 제조물내로 또는 상에, 또는 리포솜, 마이크로에멀젼, 미셀(micelle), 단층 또는 다층 소포, 파열 적혈

구(erythrocyte ghost), 또는 스페로플라스트(spheroplast)로의 물질의 혼입. 이러한 조성물은 물리적 상태, 용

해도, 안정성, 생체내 방출 속도, 및 생체내 제거(clearance)의 속도에 영향을 미칠 것이다. 제어된 또는 지속

된 방출 조성물은 친지질성 데포(depot)(예를 들어, 지방산, 왁스, 오일) 중의 제형을 포함한다. 중합체로 코팅

된 미립자 조성물(예를 들어, 폴록사머 또는 폴록사민)이 본 발명에 의해 또한 포함된다. 본 발명의 조성물의

다른 구현예는 비경구, 폐내, 비강내, 경구, 질내, 직장 경로를 포함하는 다양한 경로의 투여를 위한 미립자 형

태 보호 코팅, 프로테아제 억제제 또는 투과 향상제를 포함한다. 한 구현예에서, 약학적 조성물은 비경구, 암측

면(paracancerally), 경점막, 경피, 근내, 정맥내, 피내, 피하, 복막내, 뇌실내, 두개내 및 종양내 투여된다.

추가로, 본원에서 사용되는 "약학적으로 허용되는 담체" 또는 "약학적 담체"는 당 분야에 공지되어 있고, 이는[0260]

0.01-0.1M 또는 0.05M 포스페이트 완충액 또는 0.8% 염수를 포함하나, 이에 제한되지는 않는다. 추가로, 이러한

약학적으로 허용되는 담체는 수용액 또는 비-수용성 용액, 현탁액, 및 에멀젼일 수 있다. 비-수용성 용매의 예

는 프로필렌 글리콜, 폴리에틸렌 글리콜, 식물성 오일, 예를 들어, 올리브 오일, 및 주사가능한 유기 에스테르,

예를 들어, 에틸 올레에이트이다. 수용성 담체는 물, 알콜성/수용액, 에멀젼 또는 염수 및 완충 매질을 포함하

는 현탁액을 포함한다. 비경구 비히클은 염화나트륨 용액, 링거 덱스트로스(Ringer's dextrose), 덱스트로스 및

염화나트륨, 락테이트화된 링거액 또는 고정유를 포함한다. 정맥내 비히클은 유체 및 영양소 보충물, 전해질 보

충물, 예를 들어, 링커 덱스트로스에 기초한 것 등을 포함한다. 보존제 및 다른 첨가제, 예를 들어, 항균제, 항

산화제, 콜레이팅 작용제(collating agent), 비활성 가스 등이 또한 존재할 수 있다.

임의의 화합물에 대해, 치료적 유효 용량은 처음에 세포 배양 검정에서 또는 동물 모델, 예를 들어, 마우스, 래[0261]

트, 토끼, 개, 또는 돼지에서 평가될 수 있다. 동물 모델은 또한 농도 범위 및 투여 경로를 결정하기 위해 이용

될 수 있다. 이후, 이러한 정보는 인간에서 유용한 투여 용량 및 투여 경로를 결정하기 위해 이용될 수 있다.

이들 기술은 당업자에게 널리 공지되어 있고, 치료적 유효 용량은 증상 또는 병태를 개선시키는 활성 성분의 양

을 나타낸다. 치료 효능 및 독성은 세포 배양물에서 또는 실험 동물을 이용하여 표준 약학적 절차에 의해, 예를

들어, ED50(집단의 50%에서 치료적으로 효과적인 용량) 및 LD50(집단의 50%까지 치사성인 용량) 통계를 계산하고

대조시킴으로써 결정될 수 있다. 상기 기재된 치료 조성물 중 임의의 조성물은, 포유동물, 예를 들어, 개, 고양

이, 소, 말, 토끼, 원숭이, 및 인간을 포함하나, 이에 제한되지는 않는 상기 요법을 필요로 하는 임의의 피검체

에 적용될 수 있다.

본 발명에서 이용되는 약학적 조성물은 경구, 정맥내, 근내, 동맥내, 척수내, 수막강내, 뇌실내, 경피, 피하,[0262]

복막내, 비강내, 장관, 국소, 설하, 또는 직장 수단을 포함하나, 이에 제한되지는 않는 임의의 수의 경로에 의
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해 투여될 수 있다.

본 개시의 목적을 위해 용어 "치료"는 치료적 치료 및 질병예방적 또는 예방적 조치 모두를 나타내며, 여기서[0263]

목적은 표적화된 병리학적 병태 또는 장애를 늦추는(감소시키는) 것이다. 치료를 필요로 하는 사람들은 장애를

이미 갖는 사람들 뿐만 아니라 장애를 갖기 쉬운 사람들 또는 장애가 예방되어야 하는 사람들을 포함한다.

특히, 치료를 필요로 하는 피검체는 하나 이상의 암 마커의 상승된 수준을 갖는 피검체를 포함한다.

항-KAAG1 항체 및 이의 항원 결합 단편은 다양한 암 유형, 예를 들어, 난소암, 신장암, 결장암, 폐암, 흑색종[0264]

등의 치료에서 치료적인 용도를 가질 수 있다. 한 예시적 구현예에서, 항체 및 단편은 난소암에서 치료적인 용

도를 가진다. 한 더욱 특정한 구현예에서, 피검체는, 예를 들어, 재발성 난소암을 가질 수 있다. 또 다른 구현

예에서, 피검체는, 예를 들어, 전이성 암을 가질 수 있다.

특정 예에서, 항-KAAG1 항체 및 단편은 KAAG1과 이의 단백질 파트너의 상호작용을 차단할 수 있다. 본 발명의[0265]

항-KAAG1 항체는 특히 KAAG1을 발현하는 세포에 치료 모이어티를 전달하는데 사용될 수 있다.

항-KAAG1 항체 및 이의 항원 결합 단편은 다양한 유형의 난소암의 치료에서 치료적인 용도를 가질 수 있다. 여[0266]

러 상이한 세포 유형이 상이한 난소암 히스토타입(histotype)을 발생시킬 수 있다. 난소암의 가장 흔한 형태는

난소 또는 난관의 상피 세포 층에서 발생하는 종양으로 구성된다. 이러한 상피 난소암은 장액 종양, 자궁내막모

양 종양, 점액 종양, 투명 세포 종양, 및 경계선 종양을 포함한다. 다른 구현예에서, 항-KAAG1 항체 및 이의 항

원 결합 단편은 다른 유형의 난소암, 예를 들어, 생식세포 및 성근 난소암의 치료의 용도를 가진다.

특정 예에서, 항-KAAG1 항체 및 이의 항원 결합 단편은 동일 병태에 대해 제공되는 다른 치료제와 조합하여 동[0267]

시에 투여될 수 있다. 이와 같이, 항체는 항-유사분열제(예를 들어, 탁산), 백금-기반 작용제(예를 들어, 시스

플라틴), DNA 손상 작용제(예를 들어, 독소루비신) 및 당업자에게 공지되어 있는 다른 항암 요법제와 함께 투여

될 수 있다. 다른 예에서, 항-KAAG1 항체 및 이의 항원 결합 단편은 다른 치료 항체와 함께 투여될 수 있다. 이

들은 EGFR, CD-20, 및 Her2를 표적으로 하는 항체를 포함하나, 이에 제한되지는 않는다.

본 발명은 이의 한 추가 양태에서 KAAG1-발현 세포의 성장을 억제하는 방법에 관한 것으로, 상기 방법은 세포와[0268]

유효량의 본원에 기재된 항체 또는 항원 결합 단편을 접촉시키는 것을 포함할 수 있다.

본 발명은 또한 포유동물에서 암을 치료하거나 KAAG1 발현 세포의 성장을 억제하는 방법을 포함하며, 상기 방법[0269]

은, 예를 들어, 본원에 기재된 치료 모이어티와 컨쥬게이션된 항체 또는 항원 결합 단편을 필요로 하는 피검체

에 투여하는 것을 포함할 수 있다.

추가 양태에서, 본 발명은 본 발명의 항체 또는 항원 결합 단편을 이용한 치료 방법, 진단 방법 및 탐지 방법,[0270]

및  상기  목적을  위한  약학적  조성물  또는  약물의  제조에서의  상기  항체  또는  항원  결합  단편의  용도를

제공한다.

따라서, 본 발명은 암의 치료(암에 대한 약학적 조성물의 제조)에서 본원에 기재된 분리된 항체 또는 항원 결합[0271]

단편의 용도에 관한 것이다.

항체 또는 항원 결합 단편은 더욱 특히, 예를 들어, 전이하는 능력을 갖는 악성 종양 및/또는 고정-독립적 성장[0272]

을 특징으로 하는 종양 세포를 포함하는 악성 종양에 적용될 수 있다.

본 발명의 항체 또는 항원 결합 단편은 또한 암의 진단에서 사용될 수 있다. 암의 진단은 암을 갖거나 암을 갖[0273]

는 것으로 의심되는 포유동물에 본 발명의 항체 또는 항원 결합 단편을 투여함으로써 생체내에서 수행될 수 있

다. 진단은 또한 포유동물로부터 수득된 샘플과 항체 또는 항원 결합 단편을 접촉시키고, KAAG1 또는 KAAG1 변

이체를 발현하는 세포(종양 세포)의 존재 또는 부재를 결정함으로써 생체외에서 수행될 수 있다.

따라서, 본 발명은 또한 포유동물에서 암을 탐지하거나 KAAG1 발현 세포를 탐지하는 방법을 포함하며, 상기 방[0274]

법은 본원에 기재된 항체 또는 항원 결합 단편을 필요로 하는 피검체에 투여하는 것을 포함할 수 있다.

본 발명은 이의 또 다른 양태에서 KAAG1 또는 KAAG1 변이체를 발현하는 세포를 탐지하는 방법에 관한 것이며,[0275]

상기 방법은 세포와 본원에 기재된 항체 또는 항원 결합 단편을 접촉시키고, 항체 및 KAAG1- 또는 KAAG1 변이체

-발현 세포에 의해 형성된 복합체를 탐지하는 것을 포함할 수 있다. 탐지 방법에서 사용되는 항체 또는 항원 결

합 단편의 예시적 구현예는 KAAG1의 세포외 영역에 결합할 수 있는 것이다.

탐지 방법에서 사용되는 항체 또는 항원 결합 단편의 다른 예시적 구현예는 종양 세포의 표면에서 발현된 KAAG1[0276]

또는 KAAG1 변이체에 결합하는 것이다.
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본원에 기재된 치료, 탐지 또는 진단 방법으로부터 이득을 얻고자 하는 필요로 하는 피검체는 암, 예를 들어,[0277]

난소암(예를 들어, 장액, 자궁내막모양, 투명 세포 또는 점액), 피부암(예를 들어, 흑색종, 편평 세포 암종),

신장암(예를 들어, 유두상 세포 암종, 투명 세포 암종), 결장직장암(예를 들어, 결장직장 암종), 육종, 백혈병,

뇌종양, 갑상선 종양, 유방암(예를 들어, 유선 암종), 전립선암(예를 들어, 전립선 암종), 식도 종양, 방광 종

양, 폐 종양(예를 들어, 폐 암종) 또는 두경부 종양을 갖거나 갖는 것으로 의심되는 피검체, 특히 암이 악성종

양인 것을 특징으로 하는 경우 및/또는 KAAG1 또는 KAAG1 변이체를 발현하는 세포가 고정-독립적 성장을 특징으

로 하는 경우의 피검체이다.

암을 갖는 피검체는 영상법, 조직 생검, 유전적 시험에 의해 확인될 수 있다. 대안적으로, 암을 갖는 피검체는[0278]

표준 검정(예를 들어, ELISA 등)을 이용한 피검체의 체액 내의 암 마커의 존재에 의해 확인될 수 있다.

특히, 난소암(예를 들어, 장액, 자궁내막모양, 투명 세포 또는 점액), 피부암(예를 들어, 흑색종, 편평 세포 암[0279]

종) 또는 신장암(예를 들어, 유두상 세포 암종)을 갖거나 갖는 것으로 의심되는 환자, 특히 암이 악성종양인 것

을 특징으로 하는 경우 및/또는 KAAG1 또는 KAAG1 변이체를 발현하는 세포가 고정-독립적 성장을 특징으로 하는

경우의 환자가 본 발명에 의해 포함된다.

본 발명의 또 다른 양태는 KAAG1(SEQ ID NO.:29), SEQ ID NO.:29와 적어도 80%의 서열 동일성을 갖는 KAAG1 변[0280]

이체 또는 KAAG1  또는 KAAG1  변이체의 순환 형태의 분비 형태를 탐지하는 방법에 관한 것이며, 상기 방법은

KAAG1 또는 KAAG1 변이체를 발현하는 세포 또는 KAAG1 또는 KAAG1 변이체를 포함하거나 포함하는 것으로 의심되

는 샘플(생검, 혈청, 혈장, 소변 등)과 본원에 기재된 항체 또는 항원 결합 단편을 접촉시키고, 결합을 측정하

는 것을 포함할 수 있다. 상기 샘플은 암(예를 들어, 난소암, 전이성 암)을 가질 수 있거나, 암(예를 들어, 난

소암, 전이성 암)을 갖는 것으로 의심될 수 있는 포유동물(예를 들어, 인간)로부터 유래될 수 있다. 샘플은 포

유동물로부터 수득된 조직 샘플 또는 세포 배양 상층액일 수 있다.

본 발명에 따르면, 샘플은 포유동물로부터 수득된 혈청 샘플, 혈장 샘플, 혈액 샘플, 정액 또는 복수일 수[0281]

있다. 본원에 기재된 항체 또는 항원 결합 단편은 유리하게는 KAAG1의 분비 또는 순환 형태(혈액 중에서 순환)

를 탐지할 수 있다.

상기 방법은 KAAG1 또는 KAAG1 변이체에 결합된 항체 또는 항원 결합 단편에 의해 형성된 복합체를 정량하는 것[0282]

을 포함할 수 있다.

항원에 대한 항체의 결합은 항원의 예상 분자량에서의 증가를 야기시킬 것이다. 따라서, 물리적 변화는 항체 또[0283]

는 항원 결합 단편과 항원의 특이적 결합에 따라 발생한다.

이러한 변화는, 예를 들어, 전기영동 후 웨스턴 블롯 및 겔 또는 블롯의 착색, 질량분석법, 컴퓨터와 커플링된[0284]

HPLC, FACS 등을 이용하여 탐지될 수 있다. 분자량에서의 변화를 계산할 수 있는 장치는 당 분야에 공지되어 있

고, 이는, 예를 들어, Phosphorimager™을 포함한다.

항체가, 예를 들어, 탐지가능한 표지를 포함하는 경우, 항원-항체 복합체는 표지에 의해 방출되는 형광, 표지의[0285]

방사선 방출, 표지의 기질과 함께 제공되는 표지의 효소 활성 등에 의해 탐지될 수 있다.

항체 또는 항원 결합 단편과 항원 사이의 결합의 탐지 및/또는 측정은 당 분야에 공지된 다양한 방법에 의해 수[0286]

행될 수 있다. 항체 또는 항원 결합 단편과 항원 사이의 결합은 탐지가능한 표지(방사선 방출, 형광, 색 변화

등)에 의해 방출된 신호를 탐지할 수 있는 장치로 모니터링될 수 있다. 이러한 장치는 결합이 발생한 것을 나타

내는 데이터를 제공하며, 이는 또한 항원에 결합된 항체의 양에 관한 표시를 또한 제공할 수 있다. 장치(보통,

컴퓨터와 커플링됨)는 또한 백그라운드 신호(예를 들어, 항원-항체 결합의 부재하에서 수득된 신호) 또는 백그

라운드 노이즈와 특이적 항체-항원 결합시에 수득되는 신호 사이의 차이를 계산할 수 있다. 따라서, 이러한 장

치는 항원이 탐지되거나 탐지되지 않는지에 대한 표시 및 결론을 사용자에게 제공할 수 있다.

본 발명의 추가 양태는 본원에 기재된 하나 이상의 항체 또는 항원 결합 단편을 함유하는 하나 이상의 용기를[0287]

포함할 수 있는 키트에 관한 것이다.

핵산, 벡터 및 세포[0288]

항체는 보통 경쇄 및/또는 중쇄를 인코딩하는 핵산 서열을 포함하는 벡터(들)로부터 발현된 경쇄 및 중쇄의 발[0289]

현을 가능케 하는 세포에서 제조된다.

따라서, 본 발명은 본원에 기재된 CDR, 경쇄 가변 영역, 중쇄 가변 영역, 경쇄, 중쇄 중 임의의 것을 인코딩할[0290]
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수 있는 핵산을 포함한다.

따라서, 본 발명은 한 추가 양태에서 KAAG1에 특이적으로 결합할 수 있는 항체의 경쇄 가변 영역 및/또는 중쇄[0291]

가변 영역을 인코딩하는 핵산에 관한 것이다.

본 발명의 핵산의 예시적 구현예는,[0292]

a. SEQ ID NO.:8로 기재되거나 SEQ ID NO.:8을 포함하는 CDRL1;[0293]

b. SEQ ID NO.:9로 기재되거나 SEQ ID NO.:9를 포함하는 CDRL2; 또는[0294]

c. SEQ ID NO.:10로 기재되거나 SEQ ID NO.:10을 포함하는 CDRL3 서열을 포함하는 경쇄 가변 영역을 인코딩하는[0295]

핵산을 포함한다.

본 발명에 따르면, 핵산은 CDRL1, CDRL2 또는 CDRL3 중 적어도 2개의 CDR을 포함할 수 있는 경쇄 가변 영역을[0296]

인코딩할 수 있다.

또한, 본 발명에 따르면, 핵산은 하나의 CDRL1, 하나의 CDRL2 및 하나의 CDRL3를 포함할 수 있는 경쇄 가변 영[0297]

역을 인코딩할 수 있다.

본 발명은 또한,[0298]

a. SEQ ID NO.:5로 기재되거나 SEQ ID NO.:5를 포함하는 CDRH1 서열;[0299]

b. SEQ ID NO.:6로 기재되거나 SEQ ID NO.:6을 포함하는 CDRH2 서열; 또는[0300]

c. SEQ ID NO.:7로 기재되거나 SEQ ID NO.:7을 포함하는 CDRH3 서열을 포함하는 중쇄 가변 영역을 인코딩하는[0301]

핵산에 관한 것이다.

본 발명에 따르면, 핵산은 CDRH1, CDRH2 또는 CDRH3 중 적어도 2개의 CDR을 포함할 수 있는 중쇄 가변 영역을[0302]

인코딩할 수 있다.

본 발명에 따르면, 핵산은 하나의 CDRH1, 하나의 CDRH2 및 하나의 CDRH3를 포함할 수 있는 중쇄 가변 영역을 인[0303]

코딩할 수 있다.

또한, 적어도 하나의 보존성 아미노산 치환을 갖는 항체 변이체를 인코딩하는 핵산이 본 발명에 포함된다.[0304]

본 발명에 따르면, 핵산은 적어도 하나의 보존성 아미노산 치환을 포함하는 CDR을 인코딩할 수 있다.[0305]

본 발명에 따르면, 핵산은 CDR 중 적어도 2개 내에 적어도 하나의 보존성 아미노산 치환을 포함하는 CDR을 인코[0306]

딩할 수 있다.

본 발명에 따르면, 핵산은 3개의 CDR 내에 적어도 하나의 보존성 아미노산 치환을 포함하는 CDR을 인코딩할 수[0307]

있다.

본 발명에 따르면, 핵산은 CDR 중 적어도 하나 내에 적어도 2개의 보존성 아미노산 치환을 포함하는 CDR을 인코[0308]

딩할 수 있다.

본 발명에 따르면, 핵산은 CDR 중 적어도 2개 내에 적어도 2개의 보존성 아미노산 치환을 포함하는 CDR을 인코[0309]

딩할 수 있다.

본 발명에 따르면, 핵산은 3개의 CDR 내에 적어도 2개의 보존성 아미노산 치환을 포함하는 CDR을 인코딩할 수[0310]

있다.

본 발명의 다른 양태는 SEQ ID NO.:4와 적어도 70%, 75%, 80%의 서열 동일성을 갖는 경쇄 가변 영역을 인코딩하[0311]

는 핵산에 관한 것이다.

본 발명의 또 다른 양태는 SEQ ID NO.:2와 적어도 70%, 75%, 80%의 서열 동일성을 갖는 중쇄 가변 영역을 인코[0312]

딩하는 핵산에 관한 것이다.

또 다른 양태에서, 본 발명은 본원에 기재된 핵산을 포함하는 벡터에 관한 것이다.[0313]

본 발명에 따르면, 벡터는 발현 벡터일 수 있다.[0314]

특정 숙주 내에서 삽입된 코딩 서열의 전사 및 번역 조절을 위한 요소를 함유하는 벡터는 당 분야에 공지되어[0315]
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있다. 이들 요소는 조절 서열, 예를 들어, 인핸서, 항시성 및 유도성 프로모터, 및 5' 및 3' 비번역 영역을 포

함할 수 있다. 당업자에게 널리 공지된 방법이 상기 발현 벡터를 작제하는데 이용될 수 있다. 이들 방법은 시험

관내 재조합 DNA 기술, 합성 기술, 및 생체내 유전학적 재조합을 포함한다.

또 다른 양태에서, 본 발명은 본원에 기재된 핵산, 항체 또는 항원 결합 단편을 포함할 수 있는 분리된 세포에[0316]

관한 것이다.

분리된 세포는 별개의 벡터 또는 동일 벡터 상에 경쇄 가변 영역을 인코딩하는 핵산 및 중쇄 가변 영역을 인코[0317]

딩하는 핵산을 포함할 수 있다. 분리된 세포는 또한 별개의 벡터 또는 동일 벡터 상에 경쇄를 인코딩하는 핵산

및 중쇄를 인코딩하는 핵산을 포함할 수 있다.

본 발명에 따르면, 세포는 항체 또는 이의 항원 결합 단편을 발현하고/하거나, 조립하고/하거나, 분비할 수 있[0318]

다.

또 다른 양태에서, 본 발명은 본원에 기재된 항체를 포함할 수 있고/있거나 발현할 수 있는 세포를 제공한다.[0319]

본 발명에 따르면, 세포는 경쇄 가변 영역을 인코딩하는 핵산 및 중쇄 가변 영역을 인코딩하는 핵산을 포함할[0320]

수 있다.

세포는 항체 또는 이의 항원 결합 단편을 발현하고/하거나, 조립하고/하거나, 분비할 수 있다.[0321]

하기 실시예는 본 발명의 세부사항을 추가로 개설하기 위해 제시된다.[0322]

실시예[0323]

실시예 1[0324]

본 실시예는 KAAG1에 항체 3A4가 결합하는 것을 기술한다.[0325]

KAAG1에 결합하는 항체를 알레르(Alere) 파아지 디스플레이 기술을 사용하여 생성하였다. 이들 항체를 생성하기[0326]

위한 상기 기술 및 방법에 대한 상세한 설명은 미국특허번호 6,057,098에서 찾아볼 수 있다. 추가적으로, KAAG1

에 대한 항체의 생성에 관한 상세한 설명은 PCT/CA2009/001586에서 찾아볼 수 있다. 간단하게, 상기 기술은 항

원 결합 단편(Fab)을 디스플레이하는 파아지 라이브러리의 엄중한 패닝을 활용한다. 수 회의 패닝 후에, 옴니클

로날(Omniclonal)이라는 라이브러리가 수득되는데, 상기 라이브러리는 KAAG1에 매우 높은 친화도와 특이성으로

결합하는 경쇄 및 중쇄 가변 영역을 포함하는 재조합 Fab가 부화되어 있다. 상기 라이브러리, 더욱 상세히 지정

하자면 옴니클로날 AL0003 A2ZB로부터, 96개의 개별적인 재조합 모노클로날 Fab를 이. 콜라이(E. coli)로부터

제조하고 KAAG1 결합에 대해 시험하였다. 3A4로 지정된 상기 모노클로날을 난소암세포의 표면에서 재조합 KAAG1

에 대한 이의 높은 결합 활성도 및 KAAG1에 대한 이의 친화도에 기초하여 상기 96-웰 플레이트에 담긴 모노클로

날 항체로부터 유도하였다.

중쇄 및 경쇄 면역글로불린 사슬의 가변 영역의 뉴클레오티드 서열을 각각 SEQ ID NO.:1 및 SEQ ID NO.:3에 도[0327]

시하였고 중쇄 및 경쇄 면역글로불린 사슬의 가변 영역의 폴리펩티드 서열을 각각 SEQ  ID  NO.:2  및 SEQ  ID

NO.:4에 도시하였다. 3A4 중쇄 면역글로불린의 상보성 결정 영역(CDR)들은 각각 SEQ ID NO.:5, SEQ ID NO.:6

및 SEQ ID NO.:7에 도시하였고 3A4 경쇄 면역글로불린의 CDR들은 각각 SEQ ID NO.:8, SEQ ID NO.:9 및 SEQ ID

NO.:10에 도시하였다.

Fab 모노클로날과 KAAG1 단백질 사이의 상호작용 연구의 수행 가능성 이외에, Fab의 용도는 상기 항원의 생물학[0328]

적 기능을 입증하기 위한 의미있는 시험관내(in vitro) 및 생체내(in vivo) 연구를 수행하는 것에 관하여 제한

되어 있다. 따라서, 3A4 Fab에 함유된 경쇄 및 중쇄 가변 영역을 전체 항체 골격(scaffold)으로 이동시켜 마우

스-인간 키메릭(chimeric) IgG1을 생성시킬 필요성이 있었다. i) Fab 발현 벡터의 본래 세균성 신호 펩티드 서

열 상류를 포유류 신호 펩티드로 대체하고 ii) 마우스 항체에서 경쇄 및 중쇄 불변 영역을 인간 불변 영역으로

대체함으로써 면역글로불린 경쇄 및 중쇄 둘 모두를 위한 발현 벡터를 작제하였다. 상기 이동을 수행하기 위한

방법은 당업자에게 익숙한 표준 분자생물학 기술을 사용하였다. 상기 방법론에 대한 간단한 개요를 본원에 기술

한다.

경쇄 발현 벡터 - 293E 일시적 트랜스펙션 시스템에 사용하기 위해 디자인된 pTTVH8G (Durocher et al., 200[0329]

2)로 불리는 종래의 포유류 발현 플라스미드를 마우스 경쇄 가변 영역에 적용하기 위해 변형시켰다. 수득된 마

우스-인간 키메릭 경쇄는 마우스 가변 영역에 이어 인간 카파(kappa) 불변 도메인을 함유하였다. 상기 인간 카

파  불변  도메인을  인코딩하는  cDNA  서열을  프라이머  OGS1773  및  OGS1774(각각  SEQ  ID  NO.:11  및  SEQ  ID
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NO.:12)를 사용한 PCR에 의해 증폭시켰다. 인간 카파 불변 영역에 대한 뉴클레오티드 서열 및 상응하는 아미노

산 서열은 각각 SEQ ID NO.:13 및 SEQ ID NO.:14에 도시되어 있다. 수득된 321개 염기쌍의 PCR 산물을 인간

VEGF A(NM_003376)의 신호 펩티드 서열의 바로 하류에 pTTVH8G 내로 라이게이션시켰다. 또한 상기 클로닝 단계

를 통해 마우스 경쇄 가변 영역을 인코딩하는 cDNA를 정확하게 위치시키도록 해주는 유일한 제한 엔도뉴클레아

제 부위가 위치되었다. 최종 발현 플라스미드, 소위 pTTVK1의 서열은 SEQ ID NO.:15에 도시되어 있다. SEQ ID

NO.:3에 도시된 3A4 경쇄 가변 서열에 기초하여, 상기 경쇄 가변 영역에 특이적인 PCR 프라이머를, VEGF A 신호

펩티드의 마지막 20개 염기쌍과 동일한 서열이 5'-말단에 혼입하도록 디자인하였다. 상기 프라이머의 서열은

SEQ ID NO.:16에 도시되어 있다. 역방향(reverse) 프라이머(SEQ ID NO.:17)은 인간 카파 불변 도메인의 처음

20개 염기쌍과 동일한 서열을 3'-말단에 혼입하였다. 상기 PCR 단편 및 효소분해된 pTTVK1 둘 모두를 3'-5' 엑

소뉴클레아제 활성을 가진 T4 DNA 중합효소로 처리하여 어닐링(annealing)에 의해 결합된 상보성 말단들을 수득

하였다. 상기 어닐링 반응물을 적격 이. 콜라이 내로 형질전환시키고 상기 발현 플라스미드를 서열분석에 의해

확인함으로써 상기 마우스 경쇄 가변 영역이 pTTVK1 발현 벡터 내로 적절하게 삽입되었음을 확신하였다.

중쇄 발현 벡터 - 상기 3A4 중쇄 면역글로불린을 생산하는 발현 벡터를 상기 경쇄 면역글로불린을 생산하기 위[0330]

해 위에서 기술된 pTTVK1와 유사한 방식으로 디자인하였다. IgG1의 인간 Fc 도메인의 CH2 및 CH3 영역뿐만 아니

라 인간 IgGK 신호 펩티드 서열을 함유하는 플라스미드 pYD11(Durocher et al., 2002)을, 인간 불변 CH1 영역

을 인코딩하는 cDNA 서열을 라이게이션시킴으로써 변형하였다. 유일한 제한 엔도뉴클레아제 부위를 함유하도록

디자인된 PCR 프라이머 OGS1769 및 OGS1770(SEQ ID NO.:18 및 SEQ ID NO.:19)이, SEQ ID NO.:20 및 SEQ ID

NO.:21에 도시된 뉴클레오티드 서열 및 상응하는 아미노산 서열을 함유하는 인간 IgG1 CH1 영역을 증폭시키기

위해 사용되었다. IgGK 신호 펩티드 서열의 바로 하류에 인간 CH1의 309개 염기쌍 단편을 라이게이션시킨 다음

에, 상기 변형된 플라스미드(SEQ ID NO.:22)를 pYD15로 지정하였다. 선택된 중쇄 가변 영역을 상기 벡터내로 라

이게이션시킨 경우, 수득되는 플라스미드는 인간 불변 영역을 가진 전체 IgG1 중쇄 면역글로불린을 인코딩하고

있다. 항체 3A4의 중쇄 가변 영역(SEQ ID NO.:1)에 특이적인 PCR 프라이머를, IgGK 신호 펩티드의 마지막 20개

염기쌍과 동일한 서열을 이의 5'-말단에 혼입하도록 디자인하였다. 상기 프라이머의 서열은 SEQ ID NO.:23에 도

시되어 있다. 역방향 프라이머(SEQ ID NO.:24)는 인간 CH1 불변 도메인의 처음 20개 염기쌍과 동일한 서열을 이

의 3'-말단에 혼입하고 있다. 상기 PCR 단편 및 효소분해된 pYD15 둘 모두를 3'-5' 엑소뉴클레아제 활성을 가진

T4 DNA 중합효소로 처리함으로써 어닐링에 의해 결합된 상보성 말단들을 수득하였다. 상기 어닐링 반응물을 적

격 이. 콜라이내로 형질전환시키고 상기 발현 플라스미드를 서열분석에 의해 확인함으로써 마우스 중쇄 가변 영

역이 pYD15 발현 벡터내로 적절하게 삽입되었음을 확신하였다.

293E 세포에서 인간 3A4 키메릭 IgG1의 발현 - 상기 경쇄 및 중쇄 면역글로불린을 인코딩하고 있는 위에서 제조[0331]

된 상기 발현 벡터를 일시적 트랜스펙션 시스템을 사용하여 293E 세포에서 발현시켰다(Durocher et al., 2002).

경쇄  대  중쇄의  비(ratio)를  조직  배양  배지에서  항체의  최고  수율을  달성하도록  최적화하였고  이  비는

9:1(L:H)인 것으로 밝혀졌다.

KAAG1에 대한 키메릭 3A4의 결합 - 상기 3A4 모노클로날 항체의 상대적인 결합을 측정하기 위해, 대규모 일시적[0332]

트랜스펙션  기술을  사용하여  재조합  인간  KAAG1을  293E  세포에서  생산하였다(Durocher  et  al.,  2002;

Durocher, 2004). Fc 융합 단백질로서 인간 재조합 KAAG1의 발현 및 정제는 PCT/CA2009/001586에 밝혀져 있다.

상기 항체 제조물에 대한 Fc-KAAG1의 결합을 수행하기 위해, 상기 Fc-KAAG1을 NHS-바이오틴(Pierce, Rockford,

IL)으로 바이오티닐화시키고 10ng/웰을 실온에서 1시간 동안 스트렙타비딘 96-웰 플레이트에서 코팅시켰다. 정

제된  키메릭  3A4를,  농도를  증가시키면서  첨가하고  실온에서  30분  동안  인큐베이션시켰다.  TMB  액체  기질

(Sigma-Aldrich  Canada  Ltd.,  Oakville,  ON)의  존재하에  HRP-컨쥬게이션된  인간  항-카파  경쇄  항체를

사용하여, 결합된 항체를 탐지하였고 마이크로타이터(microtiter) 플레이트 판독기로 450nm에서 판독을 수행하

였다. 도 1에 도시된 바와 같이, 3A4는 용량-의존적 방식으로 고정된 KAAG1 단백질과 상호작용하였다. 상기 대

조구  비관련  IgG를  상기  재조합  KAAG1과  함께  인큐베이션시켰을  때에는,  심지어  극도로  가장  높은

농도에서조차, 어떠한 결합 활성도 관찰되지 않았다. 이러한 결과는, 3A4가 인간 KAAG1에 결합함을 보여주는 것

이다. 3A4의 결합은 상이한 에피토프 특이성을 가진 키메릭 3D3의 결합(Tremblay and Filion, 2009에 기술됨)에

필적하였다(실시예 2 참조). 3A4의 결합 활성은 이러한 형태의 검정에서 3D3와 매우 유사하다(도 1 참조).

실시예 2[0333]

본 실시예는 KAAG1의 어느 영역에 3A4 항체가 결합하는 지를 결정하기 위한 에피토프 매핑 연구에 대해 기술한[0334]

다.
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상기 3A4 항체에 의해 결합된 KAAG1의 영역을 추가로 설명하기 위해, KAAG1의 트렁케이션된(truncated) 돌연변[0335]

이를 발현시켜고 ELISA에서 사용하였다. 전장 KAAG1에 대하여 말하자면, 상기 트렁케이션된 버전을 PCR에 의해

증폭시키고 BamHI/HindIII로  효소분해된 pYD5내로  라이게이션시킨 것이다.  사용된 상기 프라이머를,  SEQ  ID

NO.:25에 도시된 서열을 갖는 정방향(forward) 올리고뉴클레오티드와 함께 SEQ ID NO.:26 및 SEQ ID NO.:27의

프라이머를 조합함으로써, 각각 KAAG1의 아미노산 번호 60 및 35에서 종결되는 Fc-융합된 단편들을 생산하였다.

이들 재조합 돌연변이의 발현을 전장 Fc-KAAG1에 대해 위에서 기술된 바와 같이 수행하였고 단백질-A 아가로오

스를 사용하여 정제하였다.

문헌(Tremblay and Filion, 2009)의 교시에 근거하여, 다른 항체들이 재조합 KAAG1의 특정 영역과 상호작용함은[0336]

공지되어 있었다. 따라서, 항-KAAG1 항체 3C4, 3D3 및 3G10은 각각 KAAG1의 영역 1-35, 36-60 및 61-84와 상호

작용하였다. 이들 결합 결과를 재현시켰고 도 2에 도시하였다. 상기 3A4 항체에 의해 결합된 KAAG1내 영역을 결

정하기 위해, 실시예 1에 기술된 유사한 프로토콜에 따라 KAAG1 트렁케이션된 Fc-융합체를 사용하여 ELISA를 수

행하였다. 유일하게 변경시킨 것은 상이한 바이오티닐화된 Fc-KAAG1 트렁케이션된 돌연변이를 사용한 것이었다.

상기 결과는 3A4의 결합 특이성이 3G10과 유사함을 보여준다. 아미노산 60을 넘는 아미노산 서열을 가지고 있지

않은 KAAG1 돌연변이에서, KAAG1에 대한 3A4의 결합은 일어나지 않았다. 이는 3A4가 인간 KAAG1의 아미노산 61-

84에 의해 설명된 영역과 상호작용함을 나타낸다. 3A4 및 3D3이 ELISA에 의해 측정된 바와 같이 사실상 동일한

결합 활성을 가지지만(실시예 1) 매우 상이한 에피토프 특이성을 가진다는 관찰은 3A4의 상기 결합 특성이 3D3

과 뚜렷이 구별됨을 시사한다.

실시예 3[0337]

본 실시예는 암세포주의 표면에서 KAAG1에 결합하는 3A4의 능력에 대해 기술한다.[0338]

유세포분석법(flow cytometry)을 사용하여 세포주의 표면에서 KAAG1을 탐지하였다. KAAG1 mRNA 특이적 프라이머[0339]

를 사용한 RT-PCR 발현 분석에 기초하여, 선택된 암세포주는 KAAG1 단백질을 발현할 것으로 예상되었다. 이를

입증하기 위하여, 난소암세포(SKOV-3 및 TOV-21G)와 KAAG1를 거의 발현하지 않는 대조 세포주(293E). 상기 세포

들을 5mM EDTA를 사용하여 수확하고, 혈구계(hemocytometer)를 사용하여 계수하고, 2 x 10
6
 세포/ml의 세포 밀

도로 FCM 완충액(0.5% BSA, 1x PBS 중의 10㎍/ml 염소 혈청)에 재현탁시켰다. 키메릭 3A4 또는 대조 IgG를 5㎍

/ml의 최종 농도로 100㎕의 세포에 첨가하고 2시간 동안 빙상에서 인큐베이션시켰다. 상기 세포를 빙냉 PBS에서

세척하여 결합되지 않은 항체들을 제거하고, 2차 항체로서 FITC에 컨쥬게이션된 항-인간 IgG(1:200으로 희석

된)를 함유하는 100㎕ FCM 완충액에 재현탁시키고 빙상에서 45분 동안 인큐베이션시켰다. 빙냉 PBS에서 또 다른

세척 단계를 후속하고, 상기 세포를 250㎕ FCM 완충액에 재현탁시키고 유세포분석기를 사용하여 분석하였다. 본

실험의 결과를 도 3a 및 도 3b에 도시하였다. 상기 세포주를 상기 대조 항체와 함께 인큐베이션시키는 것은, 상

기  항체가  상기  세포로부터  제외되었을  때  전형적으로  얻어지는  상기  신호에  상응하는  히스토그램을

초래하였다. 이는 상기 FCM 값의 백그라운드(background) 신호를 규명한 것이다(도 3a 및 도 3b). 대조적으로,

SKOV-3 및 TOV-21G를 3A4 키메릭 항체와 함께 인큐베이션시키는 것은 강한 형광 신호를 초래하였다(도 3a). 이

는 상기 항체가 이들 암세포의 표면에서 KAAG1을 효율적으로 탐지함을 나타내는 것이다. 인간 신장 세포주인

293E 세포는 KAAG1을 거의 발현하지 않는 것으로 예상되었고 실제로, FCM 히스토그램은 대조 항체와 비교하여

거의 변화가 없었다(도 3b 참조). 그러므로, 3A4는 암세포의 표면에서 KAAG1을 특이적으로 탐지하였다. 3A4의

활성을 문헌(Tremblay and Filion, 2009)에 교시되어 있는 항-KAAG1 항체인 3D3와 비교하였다. 본 특허 출원에

기초하여, FCM에 의해 측정된 바와 같이 3D3이 암세포의 표면에서 KAAG1을 탐지할 수 있음이 공지되었다. 이는

상기 3D3을 SKOV-3 및 TOV-21G 세포의 존재하에 인큐베이션시켰을 때 확인되었다(도 3a 참조). 상기 형광 신호

는 상기 3A4에 비해 높지 않았는데, 이는 3A4가 난소암세포의 표면에서 KAAG1을 탐지하는 상이하고 증가된 능력

을 가지고 있음을 나타낸다. 당 실험실에서 수득된 다른 결과들은 본 검정에서 3D3가 어떠한 활성도 보이지 않

는 조건 하에서 3A4가 암세포의 표면에서 KAAG1을 탐지할 수 있는 것으로 나타났다(결과 도시하지 않음). 종합

하면, 3D3와 비교하여 3A4의 에피토프 특이성에 있어서 이들 관찰 및 차이점은 이들 항체가 명백한 항-KAAG1 특

성을 가짐을 시사한다.

실시예 4[0340]

항체 컨쥬게이트로서 3A4 항-KAAG1 항체를 사용하는 방법[0341]

상기에서 입증된 바와 같이, KAAG1 항원은 유세포분석기를 사용하여 암세포의 표면에서 3A4에 의해 탐지되었다.[0342]

세포 표면에서 항체가 항체의 표적에 결합할 때 일어날 수 있는 몇 가지 상이한 분자적 이벤트가 존재한다. 이
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에는 i) 또 다른 세포-표면 항원/수용체 또는 리간드에 대한 접근성을 블로킹(blocking), ii) 세포가 ADCC 또는

CDC를 통해 표적화되도록 하는 비교적 안정한 항체-항원 복합체의 형성, iii) 아고니스틱(agonistic) 항체에 의

해 예시되는 바와 같이 신호전달(signalling) 이벤트가 일어날 수 있는 것, iv) 상기 복합체가 내재화될 수 있

는 것, 또는 v) 상기 복합체가 상기 세포 표면으로부터 쉐딩(shedding)될 수 있는 것이 포함된다. 이 문제를 다

루기  위해,  본  발명자들은  상기  세포의  표면에서  상기  3A4  항체-KAAG1  복합체의  양상에  대해  조사하고자

하였다. 실시예 3에 기술된 바와 같이 SKOV-3 세포를 플레이팅하고, 세척하고, 5㎍/ml 키메릭 3A4 항체와 함께

인큐베이션시켰다. 세척 후에, 완전한 OSE 배지를 첨가하고 상기 세포를 최대 90분 동안 37℃에서 정치시켰다.

상기 세포를 지정된 시간에 회수하여(도 4 참조), 급속히 냉각시키고, FITC-컨쥬게이션된 항-인간 IgG와 함께

세포분석을 위해 준비하였고, 그 결과를 잔존하는 평균 형광 강도의 퍼센트(평균 형광 강도, %)로 표현하였다.

도 4에 도시된 바와 같이, 상기 형광 신호는 30분 내지 45분 구간에 걸쳐 급격히 감소하였다. 이러한 결과는 상

기 3A4/KAAG1 복합체가 세포로부터 사라졌음을 나타내며, 이는 상기 복합체의 내재화가 일어났을 수 있음을 나

타내는 것이다. 세포-표면 형광에 있어서 이러한 감소의 원인이 되는 메커니즘을 설명하기 위한 예비 연구들을

통하여 상기 복합체가 내재화된 것으로 나타났음이 밝혀진 바 있다.

이러한 발견은 상기 내재화가 현미경으로 관찰될 수 있는지를 알아보기 위해 생세포(live cell)상에서 면역형광[0343]

을 수행함으로써 추가로 확인되었다. SKOV-3 세포를 커버 슬립(cover slip)위에 전체 배지(10% FBS, 2mM 글루타

민, 1mM 나트륨-피루브산, 1X 비-필수 아미노산 및 항생제를 함유하는 OSE 배지(Wisent)) 중에 시딩(seed)하였

다. 일단 상기 세포가 적절하게 부착되면, 10ug/ml로 상기 3A4 항-KAAG1 키메릭 항체를 함유하는 신선한 배지를

첨가하고 4시간 동안 37℃에서 인큐베이션시켰다. 상기 세포를 PBS 중에 세척한 다음 20분 동안 4% 파라포름알

데히드(PBS 중의)에서 고정시켰다. 세척 후에, 상기 세포를 5분 동안 PBS 중의 0.1% 트리톤(Triton) X-100을 사

용하여 투과시켰다. 1시간 동안 PBS 중의 1.5% 탈지유를 사용하여 블로킹을 수행하였다. 리소좀-결합 막 단백질

1(LAMP 1, Chang et al., 2002)을 2시간 동안 PBS 중의 1.5% 밀크(milk)에 항-LAMP1(Santa Cruz, sc-18821,

1:100으로 희석)과 함께 인큐베이션시킴으로써 탐지하였다. PBS에서 세척 후에, 상기 이차 항체를 1.5% 밀크에

함께 첨가하고 1시간 동안 인큐베이션시켰다. 상기 항-KAAG1 키메릭 항체에 대한 상기 이차 항체는 1:300으로

희석된 Rhodamine Red-X 컨쥬게이션된 당나귀 항-인간 IgG (H+L)였다. 항-LAMP1 항체에 대한 상기 이차 항체는

1:300으로 희석된 DyLight488-컨쥬게이션된 염소 항-마우스 IgG (H+L)였다. 상기 이차 항체 둘 모두는 Jackson

ImmunoResearch사로부터 입수하였다. 상기 커버슬립을 PBS 중에 세척하고 DAPI와 함께 ProLong Gold Antifade

시약 중에 마운팅(mounting)하였다. 도 5A에 도시된 바와 같이, SKOV-3 난소암세포의 존재하에 37℃에서 4시간

인큐베이션시킨 후에, 상기 3A4 항체는 주로 핵주위 지역 근처의 복합체에서 탐지될 수 있었는데(화살표, 도 5A

의 좌측 패널에서 빨간색 염색 참조), 이는 전형적인 엔도솜-리소좀-기반 내재화 경로이다. 이러한 관찰은 리소

좀 마커, LAMP1이 가시화될 때 추가로 확인되었으며 이들 지역에서 또한 발현되는 것으로 밝혀졌다(화살표, 도

5A의 중앙 패널에서 녹색 염색 참조). 중요하게는, 상기 두 이미지의 병합은 상기 3A4 및 상기 항-LAMP1 항체가

동일한 구조로 존재함을 나타내는 노란색-오렌지색 구조 모양이 되었다(화살표, 도 5A의 우측 패널에서 노란색

염색 참조). 후기 엔도솜/리소좀의 마커인 LAMP1과 함께 암세포의 표면에서 KAAG1과 결합하는 3A4의 공동-국소

화(co-localization)는 항체/항원 복합체가 내재화되었고 상기 3A4 항체에 컨쥬게이션될 유상적재량(payload)의

방출에 대해 처리가능한 경로를 따름을 보여준다. 동일한 결과가 또 다른 암세포주, TOV-21G에서 관찰되었다(도

5B 참조).

종합하면, 이들 연구는 3A4와 같은 KAAG1에 특이적인 항체가 항체-약물 컨쥬게이트(ADC)로서의 용도를 가질 수[0344]

도 있음을 입증하였다. 따라서, 세포에 내재화되는 상기 표적의 능력과 결합된 KAAG1의 높은 수준의 난소암 특

이성은 ADC로서의 응용 개발을 뒷받침할 것이다.

실시예 5[0345]

암세포의 표면에서 KAAG1의 우선적인 탐지[0346]

KAAG1 단백질의 상이한 에피토프들과 상호작용하는 몇몇 항체들이 개발되었음에도 불구하고, KAAG1이 온전한 암[0347]

세포의 표면에서 발현될 때 이들 에피토프의 접근성에 대해서는 완전히 밝혀지지 않았다. KAAG1의 일차 아미노

산 구조(상기 인간 단백질에서 아미노산의 총 수는 84개이다)에 대한 생물정보학적 분석을 통해 막투과 도메인

에 상응할 수도 있는 어떠한 명백한 서열도 밝혀지지 않았고 따라서 어떻게 KAAG1이 세포막에 고정되었는지는

완전히 알려지지 않았었다.

KAAG1에 대해 생성된 상기 항체들은 상기 KAAG1  단백질에서 3개의 상이한 영역에 결합하는 것으로 밝혀졌다[0348]

(PCT/CA2009/001586 참조). 상기 항체 대부분은 상기 KAAG1 단백질에서 아미노산 35-60과 상호작용하고 이는 본
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원에서 항체 3D3 및 3G12에 의해 예시되어 있다. 아미노산 61-84 사이인 KAAG1의 카르복시-말단과 상호작용하는

항체들은 항체 3A4에 의해 예시되어 있다. 마지막으로, 3C4에 의해 예시된 바와 같이, 상기 단백질의 아미노-말

단 영역과 상호작용하는 항체들은 KAAG1을 발현하는 세포와 거의 결합하지 않는 것으로 나타났다.

본원은 KAAG1이 세포에서 발현될 때 상기 카르복시-말단 영역(아미노산 61-84)이 세포외 공간으로 노출되고 상[0349]

기 영역을 표적화하는 항체들이 KAAG1-양성 세포를 탐지하여 잠재적으로 치료하는데 가장 효율적임을 보여준다.

또한 KAAG1의 중간 영역(아미노산 35-60)에 결합하는 항체들은 상기 세포 표면에서 KAAG1을 탐지할 수 있지만

그 정도는 상기 카르복시-말단과 상호작용하는 항체보다 낮았다.

SKOV-3와 같은 난소암 세포주는 KAAG1 발현에 대해 양성이다. 세포 표면 단백질의 탐지를 가능하게 해주는 방법[0350]

이며 당업자에게 널리 공지되어 있는 유세포분석법에 의해 KAAG1 발현을 탐지하기 위해 상기 세포들을 사용하였

다. 간단하게, 각 샘플에 대해 1㎍/ml 농도로 상기 일차 항체(항-KAAG1 또는 상기 대조 항체)와 함께 1시간 동

안 빙상에서 100,000개 세포를 인큐베이션시켰다. 빙냉 PBS를 사용하여 수 회 세척한 후에, 염색된 세포를, 상

기 세포에 결합된 상기 일차 항체의 존재를 탐지하는 플루오로크롬(FITC)에 컨쥬게이션된 상기 이차 항체와 함

께 인큐베이션시켰다. 수 회의 추가적인 세척 후에, 상기 세포를 유세포분석기를 사용하여 분석하였다. 도 6에

도시된 이 결과는 계수(세포)를 나타내는 Y-축과 형광의 양(형광 신호)를 나타내는 X-축을 보여준다. SKOV-3 세

포를 상기 3A4 항체와 함께 인큐베이션시켰을 때, 형광에서 큰 변화가 관찰되었는데 이는 상기 세포의 표면에

KAAG1 단백질이 풍부하게 존재하고(도 6a) 상기 항체에 의해 효율적으로 인식되었음을 나타내는 것이다. 동일한

조건하에서, KAAG1의 중간 영역과 상호작용하는 상기 항체들, 3G12 및 3D3(도 6a)은 KAAG1을 탐지하는 효과가

현저하게 낮았다. 상기 세포를 증가된 농도의 3G12 또는 3D3과 함께 인큐베이션시켰을 때, KAAG1은 상기 세포

표면에서 탐지될 수 있었다(도시 안함). 상기 세포를 상기 대조 IgG(도 6a) 또는 KAAG1의 아미노 말단에 대한

항체인 상기 3A4(도 6a)와 함께 인큐베이션시켰을 때, 어떤 신호도 관찰되지 않았다. 이들 결과는 KAAG1의 카르

복시-말단과 상호작용하는 항체들이 KAAG1의 다른 영역에 대한 항체들보다 더욱 효율적으로 암세포의 표면에서

상기 항원을 탐지할 수 있음을 나타낸다. 이것은 KAAG1의 카르복시-말단이 상기 세포의 세포외(외부) 공간에 노

출되어 있음을 암시한다. 유사한 결과가 KAAG1을 발현하는 다른 암세포주에 대해서 수득되었다.

본 실험은 또한 트리톤 X-100을 사용하여 투과될 수 있도록 한 SKOV-3 세포에서 수행되었다. 세포막을 투과할[0351]

수 있도록 하고 막단백질을 방출시키기 위해 전형적으로 트리톤 X-100을 사용하였다. 상기 투과가능 세포를 3A4

와 함께 인큐베이션시키고 유세포분석기에서 측정하였을 때(도 6b 참조), 상기 신호는 온전한 세포에서 수득된

신호와 유사하였다. 명백하게도, 상기 투과가능 세포를 KAAG1의 중간 영역에 결합하는 3G12 항체와 함께 인큐베

이션시켰을 때(도 6b), 상기 신호는 상기 3A4만큼 강하였다. 이들 결과는 KAAG1의 중간 영역이 상기 세포막 또

는 상기 세포의 내부에 존재할 가능성을 나타내는 것이다. 유사한 결과가 또 다른 중간-영역 결합체인 3D3 항체

를 사용하여 수득되었으나(도 6b) 3D3에 대해 수득된 신호는 그리 강하지는 않았다. 이전과 같이, IgG 대조구는

본 검정에서 어떠한 탐지가능한 신호도 보이지 않았다(도 6b). 흥미롭게도, 상기 세포를 KAAG1의 아미노 영역에

결합하는 상기 3C4 항체와 함께 인큐베이션시키는 것은 어떠한 탐지가능한 신호도 초래하지 않았다(도 6b). 이

러한 마지막 결과는 KAAG1의 아미노 영역이 상기 세포막으로 상기 단백질이 이동하는 동안에 절단될 가능성을

시사하는 것이다.

종합하면, 상기 실험들은 KAAG1 항원이 암세포의 표면에서 발현될 때 상기 KAAG1 항원의 구조 및 방향성에 대한[0352]

많은 이해를 제공한다. 이들 자료에 기초하여, 상기 세포 표면에서 KAAG1의 구조에 대한 두 가지 모델을 제안한

다(도 7). 첫 번째 모델(도 7, 모델 A)에서, 상기 데이터는 상기 중간 부분이, 실제로 세포외 공간에 단지 부분

적으로 노출되어 있는 KAAG1의 막투과 영역임을 시사한다. 이는 KAAG1의 상기 카르복시-말단이 용이하게 탐지될

수 있도록 하고 상기 중간 영역이 더욱 결합하기 어렵게 만들 것이다. 두 번째 모델(도 7, 모델 B)에서, KAAG1

은, 그 자체가 상기 세포막에 매립되어 있는 또 다른 단백질에 의해 상기 막에 고정되어 있다. 다시 말하면, 상

기 카르복시-말단은 3A4와 같은 항체에 의해 용이하게 접근가능할 것이지만 KAAG1과 상기 단백질 파트너 사이의

상호작용은 상기 중간 영역에 접근하는 것을 어렵게 만들 것이다. 결과는 투과가능 세포의 존재하에서 시험된

상기 (3A4에 의해 예시된 바와 같은) 카르복시-말단 결합체 및 (3G12 및 3D3에 의해 예시된 바와 같은) 중간-영

역 결합체 둘 모두로 구성된 항체들은 두 모델 모두와 일치하는 것을 보여준다. 온전한 세포 또는 투과가능 세

포에서 KAAG1에 결합하는 상기 3C4 항체의 불능은 KAAG1의 성숙한 프로세싱된(processed) 막 형태의 상기 아미

노-말단에 포함된 아미노산의 결실로 인한 것으로 보이며 두 모델 모두는 이것과 일치한다.

이들 결과는 암세포에서 KAAG1의 상기 카르복시-말단, 특히 아미노산 61-84에 걸쳐 이어지는 상기 영역을 표적[0353]

화하는 항체들이, KAAG1을 발현하는 암종의 치료를 위해 치료제로서 사용하기 위한 항체의 개발을 위해 가장 적

합함을 암시한다. 추가로, 상기 카르복시-말단 영역에 결합하는 상기 KAAG1 항체에 대한 다른 용도에는 KAAG1을
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발현하는 암종의 탐지를 위한 진단 시약이 포함된다.

상기 3A4 항체와 유사한 결합 특이성을 가진 항체 또는 항원 결합 단편은 하이브리도마 기술을 포함하는 당 분[0354]

야에 공지된 방법에 따라 KAAG1의 C-말단 부분을 사용하여 동물을 면역화시키고/시키거나, KAAG1의 상기 C-말단

부분을 사용하여 항체 또는 항원 결합 단편의 라이브러리를 스크리닝하고/하거나 본원에 기술된 상기 3A4 항체

를 사용하여 분리된 항체 또는 항원 결합 단편의 경쟁 검정을 수행함으로써 생성되거나 분리될 수도 있다.

실시예 6[0355]

3A4 마우스 모노클로날 항체의 디자인에 의한 인간화[0356]

마우스 3A4 모노클로날 항체의 가변 영역의 3D 모델링[0357]

본 실시예는 상동성 모델링에 의해 수행되었다. 상기 경쇄 및 중쇄의 뮤린 3A4 가변 영역 서열들(SEQ ID NO.:4[0358]

및 SEQ ID NO.: 2)에 대한 가장 유사한 템플릿 구조들을 PDB에 대한 BLAST 서치에 의해 확인하였다. 상기 마우

스 3A4 가변 영역의 초기 모델을 수립하기 위해 다음의 템플릿 구조들을 사용하였다(PDB 코드): 상기 경쇄에 대

해 2IPU(사슬 L), 및 상기 중쇄에 대해 1F11(사슬 B). 다른 적합한 템플릿은 상기 경쇄에 대해 PDB 엔트리 2DDQ

에서, 그리고 상기 중쇄에 대해 PDB 엔트리 3IY3, 1KTR, 2VXT, 1A6T 및 1IGI에서 발견될 수 있다. 요구되는 돌

연변이는 상기 뮤린 3A4 서열에 따라 이들 템플릿 구조에 대해 조작되었다: 상기 2IPU 경쇄에서 7개 돌연변이,

및 상기 1F11 중쇄에서 17개 돌연변이에 추가하여 3-잔기 결실. 상기 뮤린 3A4 가변 영역의 중쇄 및 경쇄에 상

응하는 상기 돌연변이된 구조를, 상기 각각의 템플릿 구조의 중쇄 및 경쇄를 중첩시킴으로써 2-사슬 항체 구조

내로 조립하였다. 상기 조립된 3A4 가변 영역의 수득된 구조를, CDR 루프(loop)를 처음 이완시키는 것부터 마지

막 단계가 되어서야 상기 프레임워크(framework) 영역의 골격 중원자(heavy atom)까지 완전히 이완시키는 범위

에서, AMBER 힘의 장 및 제약의 단계적 해제와 함께 에너지 최소화에 의해 우선 개선하였다. 그런 다음 각 항체

가변  영역  구조에서  상기  CDR-H3  루프를  몬테-카를로-최소화(Monte-Carlo-minimization)(MCM)  형태적

(conformational) 샘플링에 의해 개선하였고, 여기서 상기 CDR-H3 영역에서의 이면각(dihedral angle)은 각각

의 MCM 사이클에서 샘플링되었고 상기 CDR-H3 루프의 초기 형태(conformation) 주위를 10Å 확장한 기정 영역의

에너지 최소화를 후속하였다. 상기 마우스 3A4 항체의 상기 모델링된 가변 영역의 대표적인 것을 도 8에 도시하

였다. 또한 각각의 상기 3A4 가변 서열과 가장 유사한 상기 인간 또는 인간화된 가변 서열의 구조를 PDB로부터

확인하였고, 그 다음에 상기 뮤린 3A4 가변 영역의 상기 모델링된 구조 위에 중첩시켰다. 이들 구조는 상기 경

쇄에 대해 PDB 엔트리 3QCT, 3AAZ, 1WT5 및 3M8O, 및 상기 중쇄에 대해 PDB 엔트리 1I9R, 3NFP, 1T04, 1ZA6,

3HC4, 2D7T 및 1WT5를 포함한다. 이들 구조를, 상기 모델링된 뮤린 3D-구조로부터 시작하여 상기 인간화된 3D-

구조를 만들기 위해 상기 프레임워크 영역에서 돌연변이의 모델링 시 조력하기 위해 사용하였다.

상기 마우스 3A4 아미노산 서열 및 모델링된 구조의 특징화[0359]

본 단계는 상기 인간성 지수, 항원 접촉 경향 지수를 추정하고, 상기 CDR, 기본형 잔기, 사슬간 팩킹(VH/VL 인[0360]

터페이스 잔기), 가변-/불변-영역 팩킹(VH/CH 및 VL/CL 인터페이스 잔기), 비정상 프레임워크 잔기, 잠재적 N-

및 O-글리코실화 부위, 매립된 잔기, 버니어 존(Vernier zone) 잔기, 및 CDR에 대한 근접성을 묘사하기 위해 수

행되었다. 인터넷으로 이용가능한 자원 및 지역 소프트웨어가 이러한 특성을 평가하기 위해 사용되었다.

상기 마우스 CDR에 대한 최상의 인간 경쇄 및 중쇄 프레임워크의 선택[0361]

본 단계는 인간 프레임워크 컨센서스 서열의 세트뿐만 아니라 다른 서열 라이브러리(Genbank 및 SwissProt)에[0362]

대해, 인간 생식세포 데이터베이스(VBASE)의 일부분 사본에 대한 표준 서열 상동성 비교에 의해 수행되었다. 상

기 CDR 루프의 길이가 일치하면서도 상기 프레임워크 영역에서만 (따라서 CDR을 제외한) 가장 높은 상동성을 가

지면서 일치하는 서열을 검색하기 위해 BLAST 서치를 수행하였다. 상기 인간 프레임워크는 상기 k2 및 h1 클래

스에 각각 상응하는 상기 3A4 항체의 경쇄 및 중쇄에 대해 확인되었다. 상기 3A4 프레임워크 서열과 가장 유사

한 몇몇의 인간 생식세포 프레임워크 서열을 이들 클래스에 대해 상기 인간 컨센서스 서열에 추가하여 존속시켰

다.

역-돌연변이에 대한 프레임워크 잔기의 확인 및 다중 인간화된 변이체의 디자인[0363]

본 단계는 특히 주의해서 상기 상응하는 인간 서열에 대해 돌연변이되어야 하는 아미노산 잔기들을 표시하는 중[0364]

요한 단계이다. 이들 잔기는 친화도를 상실한 경우에 상기 마우스 서열에 대한 역-돌연변이를 위한 일차 후보들

을 나타낸다. 이것은 특히 상기 항체-항원 복합체의 실험적 구조의 부재시에, 디자인에 의한 인간화에 있어서

가장  곤란하고  예측불가능한  단계이다.  이는  하나  이상의  다음  카테고리에서  잔기들의  확인에  의존한다:
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기본형, CDR-H3, 버니어 존, 비정상, CDR-근접성(5Å 이내), 사슬간 팩킹, 및 글리코실화-부위 잔기들. 이러한

잔기들은 항원-결합 부위 및 친화도에 직접적으로 또는 간접적으로 영향을 줄 수 있다. 또한 각 위치의 인간 생

식세포 데이터베이스에서 아미노산 존재뿐만 아니라 상기 항원 접촉 경향도 지수는 특정 잔기가 상기 마우스 서

열로부터 상기 인간 서열로 안전하게 돌연변이될 수 있는지를 결정하는데에 극히 중요하다. 상기 3A4 항체 경쇄

가변 영역의 인간화는 100% 프레임워크 인간화를 위해 이의 제안된 인간화된 프레임워크에 대해 11개의 돌연변

이를 포함한다. 상기 3A4 항체 중쇄 가변 영역의 인간화는 100% 프레임워크 인간화를 위해 이의 제안된 인간화

된 프레임워크에 대해 23개의 돌연변이를 포함한다. 이들 100% 인간화된 가변 영역 서열을 각각 Lvh1 및 Hvh1으

로 표지하였다(SEQ ID NO.:33 및 SEQ ID NO.:38). 또한 추가적인 인간화된 서열을 디자인하였는데 여기서 상기

3A4 마우스 서열로부터의 몇몇 잔기를, 돌연변이가 이들 위치에 도입되는 경우 항원-결합 친화도를 변경시킬 가

능성이 높음을 나타내는 주의깊은 구조적 및 상대적 서열 분석에 기초하여 잔존시켰다. 상기 가변 영역의 서열

들을 Lvh2,  Hvh2,  Hvh3  및  Hvh4로  표지하였다(SEQ  ID  NO.:34,  SEQ  ID  NO.:39,  SEQ  ID  NO.:40  및 SEQ  ID

NO.:41).

상기 2개의 인간화된 경쇄 변이체(상기 불변 영역을 포함하는)는 본원에서 Lh1(SEQ ID NO.:43) 및 Lh2(SEQ ID[0365]

NO.:44)로서 확인된다. 상기 4개의 인간화된 중쇄 변이체(상기 불변 영역을 포함하는)는 본원에서 Hh1(SEQ ID

NO.:46), Hh2(SEQ ID NO.:47), Hh3(SEQ ID NO.:48) 및 Hh4(SEQ ID NO.:49)로서 확인된다. 상기 2개의 인간화된

경쇄  및  4개의  인간화된  중쇄는  8개의  인간화된  항체로 조립될 수  있다(Lh1Hh1,  Lh1Hh2,  Lh1Hh3,  Lh1Hh4,

Lh2Hh1, Lh2Hh2, Lh2Hh3, 및 Lh2Hh4). 이들 조합 모두에 대한 분자적 모델을 상기 뮤린 3A4 가변 영역의 3D 모

델로부터 시작하는 상동성 모델링에 의해 작제하였고, 도 9a 내지 도 9h에 도시하였다.

3A4 경쇄 인간화된 서열 Lvh2(SEQ ID NO.:34)의 경우에는, 잔기 L2가 절반-매립되어 있고, CDR-L1 및 CDR-L3[0366]

둘 모두와 접촉하고 있으며, 항원-접촉 경향을 가지는 반면, 잔기 L45는 상기 중쇄에 접촉하고 있기 때문에 프

레임워크 잔기 Val-L2 및 Lys-L45를 상기 마우스 서열로부터 잔존시켰다. 본 발명자들은 이들 뮤린 잔기 모두가

인간 프레임워크에 존재할 수 있음을 알고 있다. 3A4 중쇄 인간화된 서열 Hvh2(SEQ ID NO.:39)의 경우에는, 잔

기 H2가 절반-매립되어 있고, CDR-H1 및 CDR-H3 둘 모두와 접촉하고 있으며, 항원-접촉 경향을 가지고 있는 반

면, 잔기 H73은 CDR-H2를 지지하는 버니어 존에 속해있기 때문에 프레임워크 잔기 Ile-H2 및 Lys-L73을 상기 마

우스 서열로부터 잔존시켰으며, 이들 뮤린 잔기 모두가 인간 프레임워크에 존재할 수도 있다. 3A4 중쇄 인간화

된 서열 Hvh3(SEQ ID NO.:40)의 경우에는, 모든 이들 추가적인 뮤린 잔기가 매립된 잔기이고 CDR-H2를 지지하는

버니어 존에 속해있기 때문에 Ile-H2  및 Lys-L73  역-돌연변이를 잔존시켰고 이에 추가하여 프레임워크 잔기

Ile-H48, Ala-H67, Leu-H69 및 Val-H71을 상기 마우스 서열로부터 잔존시켰으며, 또한 뮤린 잔기 H71이 인간

프레임워크에 존재할 수도 있다. 3A4 중쇄 인간화된 서열 Hvh4(SEQ ID NO.:41)의 경우에는, 이들이 CDR-H2에 근

접한 절반-매립된 잔기를 나타내기 때문에 상기 Hvh3 인간화된 변이체의 6개의 역-돌연변이 모두를 추가적인 2

개의 마우스 프레임워크 잔기 Lys-H38 및 Lys-H66과 함께 포함시켰다. 상기 뮤린 및 인간화된 사슬의 수득된 아

미노산 서열을 표 1에 목록화하였다. 상기 뮤린 및 인간화된 경쇄 가변 영역의 배열 도 10a에 도시되어 있고 상

기 뮤린 및 인간화된 중쇄 가변 영역의 배열은 도 10b에 도시되어 있다.

도 11a 및 도 11b는 각각 상기 100% 인간화된 경쇄 가변 영역을 가진 상기 뮤린 경쇄 가변 영역 및 상기 100%[0367]

인간화된 중쇄 가변 영역을 가진 상기 뮤린 중쇄 가변 영역의 배열이다. 상기 도면에는 보존된 아미노산과 치환

을 위해 선택된 아미노산이 도시되어 있다.

실시예 7.[0368]

3A4 인간화된 변이체 항체의 조립 및 발현[0369]

이들 조사의 목적은 항-클러스테린(clusterin) 항체의 동역학 파라미터를 결정하는 것, 특히 3A4 항-KAAG1 모노[0370]

클로날  항체의  인간화가  인간  KAAG1에  대한  이의  결합의  동역학  파라미터에  영향을  끼치는지를  결정하는

것이다. 본 목적을 위해, BioRad사의 ProteOn  XPR36  기구를 사용하여 동역학 분석 방법을 개발하였다. 인간

KAAG1을 센서 칩에 고정시켰다. 전장 항체 또는 Fab 단편을 주입하여 상기 고정된 KAAG1과 상호작용하도록 하였

다.

3A4의 키메릭 (뮤린) 중쇄 및 경쇄를 인코딩하는 플라스미드의 작제[0371]

상기 키메릭 항체의 중쇄 및 경쇄를 다음의 올리고뉴클레오티드 프라이머 쌍을 사용하여 본래의 뮤린 면역글로[0372]

불린 사슬로부터 PCR에 의해 증폭시켰다: 중쇄, SEQ ID NO.:50에 의해 인코딩된 5'-올리고 및 SEQ ID NO.:51에

의해 인코딩된 3'-올리고; 경쇄, SEQ ID NO.:52에 의해 인코딩된 5'-올리고 및 SEQ ID NO.:53에 의해 인코딩된
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3'-올리고. 수득된 PCR  산물을 HindIII로 효소분해시키고 사전에 HindIII로 효소분해시켜놓은 pK-CR5(SEQ  ID

NO.:21)내로 클로닝하였다.

상기 인간화된 중쇄 3A4 변이체, 1, 2, 3 및 4를 인코딩하는 플라스미드의 작제[0373]

상기 항체 3A4의 상기 인간화된 중쇄 영역에 대해 코딩하는 상기 단편들(Hh1, Hh2, Hh3 및 Hh4)을 GenScript사[0374]

(Piscataway, USA)에 주문하였다. 코작(kozak) 및 종결 코돈 서열을 포함하는 상기 DNA 단편을 HindIII로 효소

분해하고  재원형화(recircularization)를  방지하기  위해  송아지  장  포스파타아제(calf  intestinal

phosphatase)(NEB)를 사용하여 사전에 탈인산화시켜놓은 플라스미드 pK-CR5의 HindIII 부위내로 클로닝하였다.

도12a는 상기 플라스미드 pK-CR5-3A4-HC-변이체1의 지도를 도시한 것이다. 상기 인간화된 3A4의 모든 중쇄 변이

체를 유사한 방식으로 작제하였다.

상기 인간화된 경쇄 3A4 변이체 1 및 2를 인코딩하는 플라스미드의 작제[0375]

상기 항체 3A4의 상기 인간 경쇄 영역에 대해 코딩하는 단편(Lh1 및 Lh2)을 GenScript사에 주문하였다. 코작 및[0376]

종결 코돈 서열을 포함하는 상기 DNA 단편을 BamHI으로 효소분해하고 재원형화를 방지하기 위해 송아지 장 포스

파타아제(NEB)를 사용하여 사전에 탈인산화시켜놓은 플라스미드 pMPG-CR5(SEQ ID NO.:55)내로 클로닝하였다. 도

12b는 상기 플라스미드 pMPG-CR5-3A4-LC-변이체1의 지도를 도시한 것이다. 상기 인간화된 3A4의 모든 경쇄 변이

체를 유사한 방식으로 작제하였다.

일시적 트랜스펙션 연구[0377]

플라스미드 DNA를 제조사의 권고에 따라 Mini-Prep 키트(Qiagen Inc, Mississauga, ON)를 사용하여 이. 콜라이[0378]

의 소량 배양물로부터 분리하였다. 간단하게, 100㎍/ml의 암피실린을 함유한 2ml의 LB 배지에 라이게이션 및 형

질전환 후 채집된 단일 콜로니를 접종하였다. 상기 배양물을 격렬하게 흔들면서(250 RPM) 밤새 37℃에서 인큐베

이션시켰다.  그런  다음 상기 플라스미드를 상기 키트에 의해 제공된 프로토콜,  완충액 및  컬럼을 사용하여

1.5ml의 배양물로부터 분리하였다. 상기 DNA를 50㎕의 멸균수를 사용하여 용출하였다. 플라스미드 DNA를 제조사

의 권고에 따라 Plasmid Plus Maxi 키트(Qiagen Inc, Mississauga, ON)를 사용하여 이. 콜라이의 대량 배양물

로부터 분리하였다. 100㎍/mL 암피실린을 함유한 200mL의 LB 배지에 이. 콜라이의 신선한 단일 콜로니를 접종하

고 격결하게 흔들면서(250 RPM) 밤새 37℃에서 인큐베이션시켰다. 상기 세균(중쇄에 대해 130mL의 배양물 및 경

쇄에 대해 180mL의 배양물)을 4℃에서 15분 동안 6000 x g로 원심분리시킴으로써 펠릿화하고 상기 플라스미드를

상기 키트에 의해 제공된 프로토콜, 완충액 및 컬럼을 사용하여 분리하였다. 상기 순수한 플라스미드를 멸균

50mM Tris(pH 8)에 재현탁시키고 260nm에서 광학 밀도를 측정함으로써 정량하였다. 트랜스펙션 전에 상기 정제

된 플라스미드를 페놀/클로로포름을 사용한 추출에 이은 에탄올 침전에 의해 멸균하였다. 상기 플라스미드를 멸

균 50mM Tris(pH 8)에 재현탁시키고 260nm에서 광학 밀도에 의해 정량하였다.

트랜스펙션 전에, 상기 세포(CHO-cTA)를 PBS를 사용하여 세척하고 현탁 배양물 중에 덱스트란 설파이트 없이 성[0379]

장 배지(CD-CHO, Invitrogen)에서 3시간 동안 4.0 X 10
6
 세포/ml의 농도로 재현탁시켰다. 각 플라스미드 조합에

대해, 45ml의 세포를 10㎍/ml의 각각의 플라스미드 및 50㎍/ml의 폴리에틸렌이민(PEI Max; Polysciences)이 보

충된 CDCHO 배지 5ml를 천천히 첨가함으로써 트랜스펙션시켰다. 최종 농도는 1㎍/ml의 각각의 플라스미드 및 5

㎍/ml의  PEI였다.  2시간 후에,  상기 세포를 30℃로 이동시켰다.  다음 날,  50㎍/mL의 덱스트란 설파이트 및

3.75ml의 각각의 보충제(Efficient Feed A 및 B, Invirogen)를 상기 세포에 첨가하고 이들을 13일 동안 30℃에

서 인큐베이션시켰다. 2.5ml의 Feed A 및 2.5ml의 Feed B를 제4일, 제6일, 제8일 및 제11일에 첨가하였다. 제

13일에, 상층액을 원심분리에 의해 정화하고 0.22μM 필터를 통해 여과시켰다.

CHO 세포(CHOcTA)를, 상기 CR5 프로모터에 의해 조절되는 상기 3A4 항체의 인간화된 중쇄 및 경쇄의 상이한 변[0380]

이체를 인코딩하는 플라스미드를 사용하여 트랜스펙션시켰다. 경쇄 및 중쇄의 상이한 조합들을 사용한 트랜스펙

션을 수행하였다. 대조구로서, 또한 세포를 상기 키메릭/뮤린 항체를 인코딩하는 플라스미드를 사용하여 트랜스

펙션키셨다.

항체의 정제[0381]

상기 CHO 세포 트랜스펙션으로부터의 상층액 15ml를 1500rpm에서 Amicon Ultra(Ultracell-50k) 카세트를 사용[0382]

하는 원심분리에 의해 농축하였다. 상기 농축된 항체(550㎕)를 제조사의 권고에 따라 Nab Spin Kit Protein A

Plus(Thermo  Scientific)를 사용하여 정제하였다. 그런 다음 상기 정제된 항체를 PBS를 사용하여 탈염시키고

2500rpm에서 Amicon Ultra(Ultracel-10K) 카세트를 사용하여 최종 부피가 250㎕가 되도록 농축하였다. 상기 정
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제된 항체를 Nanodrop 스펙트로포토미터를 사용하여 OD280을 판독함으로써 정량하고 -20℃에서 동결 보관하였다.

상기 정제된 항체의 분취물을 동일 부피의 래믈리(Laemmli) 2X에 재현탁시키고 5분 동안 95℃에서 가열하고 빙

상에서 냉각시켰다. 인간 골수종 혈장으로부터 정제된 인간 IgG1 카파(kappa)(Athens Research)의 공지된 양을

사용하여  표준  곡선을  작도하였다.  상기  샘플을  폴리아크릴아미드  노백스(Novex)  10%  트리스-글리신  겔

(Invitrogen  Canaga  Inc.,  Burlington,  ON)에서  분리시키고  Hybond-N  니트로셀룰로오스  막(Amersham

Bioscience Corp., Baie d'Urf e, QC)상에서 275mA에서 1시간 동안 이동시켰다. 상기 막을 0.15% Tween 20,

PBS 중의 5% 탈지유에서 1시간 동안 블로킹시키고 Cy5와 컨쥬게이션된 염소 항-인간 IgG(H+L)(Jackson, Cat#

109-176-099)와 함께 1시간 동안 인큐베이션시켰다. Typhoon Trio+ 스캐너(GE Healthcare)를 사용하여 스캐닝

함으로써 상기 신호를 밝혀내고 정량하였다. 도 13에 도시된 바와 같이, 상기 3A4 인간화된 항체 변이체의 모든

조합들이 CHO 세포에서 발현되었다.

실시예 8.[0383]

뮤린 및 인간화된 3A4 항체의 동역학 분석[0384]

공급[0385]

GLM 센서칩, Biorad ProteOn 아민 커플링 키트(EDC, sNHS 및 에탄올아민), 및 10mM 아세트산나트륨 완충액을[0386]

바이오-래드 래보래토리즈(Bio-Rad  Laboratories)(Mississauga,  ON)로부터 구입하였다. HEPES  완충액, EDTA,

및 NaCl을 시그마-알드리치(Sigma-Aldrich)(Oakville, ON)로부터 구입하였다. 10%  Tween  20  용액을 테크노바

(Teknova)(Hollister,  CA)로부터  구입하였다.  염소  항-인간 IgG  Fc  단편  특이적 항체를 잭슨 이뮤노리서치

(Jackson ImmunoResearch)로부터 구입하였다. 겔 여과 컬럼 Superdex 75 10/300 GL을 GE 헬쓰케어(Healthcar

e)로부터 구입하였다.

겔 여과[0387]

3.114mg/ml의 농도 및 220μL 부피의 상기 KAAG1 단백질을 상기 Superdex G75 컬럼에 주입하였다. 상기 분리는[0388]

Tween 20 없이 HBST 런닝 완충액(하기 참조) 중에 0.4ml/분으로 수행되었다. 수집된 상기 분획의 부피는 500μL

였다. 각 분획에서의 KAAG1의 농도를 5500의 확장 계수와 8969의 MW를 사용하여 OD280에 의해 결정하였다. 도 14

는 KAAG1의 상기 겔 여과의 프로파일(profile)을 나타낸다. 잠재적 응집물의 작은 피크(peak)를 약 11ml에서 용

출하였다. 13ml에서 용출한 상기 단백질을 SPR 검정을 위한 분석물로서 사용하였다(분획 15-19).

SPR 바이오센서 검정[0389]

모든 표면 플라스몬(plasmon) 공명 검정은 25℃의 온도에서 HBST 런닝 완충액(10mM HEPES, 150mM NaCl, 3.4mM[0390]

EDTA  및  0.05%  Tween  20  pH  7.4)을  사용하는  BioRad  ProteOn  XPR36  기구(Bio-Rad  Laboratories  Ltd.,

Mississauga, ON)를 사용하여 수행되었다. 상기 항-마우스 Fc 포획 표면을, 상기 분석물 (수평) 방향에서 30μ

L/분으로 300초 동안 주입된 표준 BioRad sNHS/EDC 용액의 1:5 희석액에 의해 활성화된 GLM 센서칩을 사용하여

생성하였다. 상기 활성화 직후, 10mM NaOAc(pH 4.5)에 특이적인 항-인간 IgG Fc 단편의 13㎍/mL 용액을 대략

8000 공명 단위(RU)가 고정될 때까지 25μL/분의 유속으로 분석물 방향에서 주입하였다. 상기 분석물 방향에서

30μL/분으로 1M 에탄올아민을 300초 주입함으로써 남아있는 활성기를 퀜칭(quenching)시켰고 이것은 또한 모의

-활성화된 인터스폿(interspot)이 블랭크(blank) 참조에 대해 생성되는 것을 확실하게 한다. KAAG1에 결합하는

것에 대한 상기 3A4 변이체의 스크리닝은 두 단계로 일어난다: 상기 리간드 방향(수직)에서 상기 항-인간 IgG

Fc 단편 특이적 표면상에서 세포 상층액으로부터 3A4 변이체의 간접적인 포획에 후속하는 상기 분석물 방향에서

KAAG1  주입.  첫째로,  상기  리간드  방향에서  100uL/분으로  30초  동안  하나의  완충액을  주입이  상기  기선

(baseline)을 안정화시키기 위해 사용되었다. 각 3A4 포획에 대해, 세포-배양 배지에서 비정제된 3A4 변이체를

HBST 중에 4%로 희석하거나, HBST 중에 약 1.25㎍/mL의 정제된 3A4를 사용하였다. 야생형 3A4와 함께 4개 내지

5개의 3A4 변이체를 25μL/분 흐름으로 240초 동안 개별 리간드 채널에서 동시에 주입하였다. 이는 상기 항-인

간 IgG Fc 단편 특이적 표면상에서 약 400 내지 700 RU의 3A4 포획이 포화되게 하였다. 필요한 경우 블랭크

(blank) 대조구로서 사용하기 위해 제1 리간드 채널을 비워두었다. 본 3A4 포획 단계에 바로 이어 상기 분석물

방향에서 2회의 버퍼 주입을 후속하여 상기 기저선을 안정화시켰고, 그런 다음 상기 겔 여과 정제된 KAAG1을 주

입하였다. 전형적인 스크리닝을 위해, 5개 농도의 KAAG1(8, 2.66, 0.89, 0.29 및 0.098nM) 및 완충액 대조구를

600s 해리상(dissociation phase)과 함께 120초 동안 50μL/분으로 개별 분석물 채널에 동시에 주입하였고, 그

결과 상기 포획된 3A4 변이체 각각에 대해 완충액 참조와 함께 결합하는 센서그람(sensorgram)의 세트가 수득되

었다. 상기 항-인간 IgG Fc 단편 특이적-3A4 복합체를 100μL/분으로 18초 동안 0.85% 인산의 18초 펄스에 의해
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재생하여 다음 주입 사이클을 위한 상기 항-인간 IgG Fc 단편 특이적 표면을 제조하였다. 상기 완충액 블랭크

주입 및 인터스폿을 사용하여 센서그람을 정렬시키고 이중-참조되게 하였고, ProteOn Manager 소프트웨어 v3.0

을 사용하여 상기 수득된 센서그람을 분석하였다. 국소적 Rmax를 사용하는 1:1 랭뮤어(Langmuir) 결합 모델에 대

해 상기 참조된 센서그람을 맞춤으로써 상기 동역학 및 친화도 값을 결정하였고, 친화도 상수(KD M)를 수득된 속

도 상수(kd s
-1
/kaM

-1
s
-1
)로부터 유도하였다.

속도 및 친화도 상수의 결정[0391]

도 15는 정제된 뮤린 3A4, 키메릭으로서 일시적으로 발현된 뮤린 3A4 및 일시적으로 발현된 인간화된 변이체와[0392]

KAAG1의 상호작용에 대한 친화도 (KD, M) 상수 뿐만 아니라 회합 (ka, 1/Ms) 및 해리 (kd, 1/s) 속도 상수를 요

약한 것이다. 이들 상수를 도 16에 도표로 나타내었다. 상기 회합 속도 상수는 순수한 모(parent), 키메릭 및

인간화된 3A4 변이체들에 대해 매우 유사하였다(도 16a). 상기 해리 속도 상수는 순수한 모 3A4와 비교한 바와

같이 상기 일시적으로 발현된 키메릭에 대해 유사하였으며 이는 상기 트랜스펙션 절차가 상기 항체와 KAAG1의

상호작용의 파라미터를 변경시키지 않았음을 시사한다(도 16b). 그러나 모든 인간화된 변이체들은 다소 변경된

오프 속도, 즉 더 빠른 해리 속도를 갖는 것으로 보인다(도 16b).  이는 상기 친화도 상수에 반영되었다(도

16c). 요약하면, 상기 인간화된 변이체의 결합 친화도(logKD)와 돌연변이의 수가 증가함에 따라 상기 결합 친화

도에서의 감소와 함께 상기 모 항체(LcHc)에서 일어난 역-돌연변이의 수 사이에는 선형 상관이 존재한다. 그러

나, 결합 친화도에서의 차이는 어떠한 마우스 잔기도 보유하지 않은 최악의 변이체(H1L1, 0.47nM)와 10개의 마

우스 잔기를 보유한 최상의 변이체(H4L2, 0.1nM) 사이에 차이는 불과 4배이다. 최종적으로, KAAG1에 대한 모든

변이체의 결합 친화도는 나노몰 이하인 것으로 발견되었고 상기 최상의 변이체(H4L2, 0.1nM)는 상기 뮤린(LcHc,

0.057nM)보다 약 6배 더 약한 친화도를 나타냈다. 종합하면, 이들 결과는 인간화가 KAAG1에 대해 매우 높은 친

화도를 나타낸 상기 변이체 모두와 같이 성공적이었음을 나타낸다.

실시예 9.[0393]

ELISA에서 KAAG1에 대한 3A4 인간화된 변이체의 결합[0394]

상기 뮤린 3A4 항체에 대한 상기 인간화된 3A4 변이체의 결합 활성을 비교하기 위해 ELISA 방법을 또한 사용하[0395]

였다. 재조합 인간 KAAG1을 밤새 96-웰 플레이트에서 코팅하고, 세척하고 뮤린 또는 인간화된 3A4 변이체의 양

을 증가시키면서 실온에서 1시간 동안 인큐베이션시켰다. 또 다른 회차의 세척 단계에 후속하여, HRP에 컨쥬게

이션된 항-인간 항체를 상기 웰에 첨가하고 결합된 3A4 항체를 Abs450에서 열량측정법으로 측정하였다. 도 17A에

도시된 바와 같이, 상기 인간화된 변이체들(Lh1Hh1, Lh1Hh2, Lh1Hh3 및 Lh1Hh4)은 상기 뮤린 3A4(LcHc)와 비교

했을 때 KAAG1에 대해 매우 유사한 결합을 나타냈다. 이 결과는 4개의 인간화된 중쇄 변이체 모두가, 상기 인간

화된 경쇄의 L1 변이체와 조립될 때 본래의 h3A4 중쇄에 필적하는 것으로 나타났다. 도 17b는 상기 중쇄 변이체

가 상기 3A4 인간화된 경쇄의 Lh2 변이체와 조립될 때의 결과를 도시한 것이다. 본 예에서는, 상기 변이체의 결

합에 있어서 차이가 존재하였다. 예를 들어, Lh2hh4는 상기 뮤린 3A4와 비교하여 가장 가까운 프로파일을 가진

변이체였다. 이것은 SPR 자료(실시예 3 참조)와 일치하는 것이며, 상기 자료는 상기 중쇄의 변이체 4가 KAAG1에

대해 가장 높은 친화도를 가졌음을 보여주었다. 종합하면, 이들 결합 결과는 상기 인간화된 변이체 모두가 본

검정에서 인간 KAAG1과 상호작용함을 보여준다. 어느 정도 미약한 차이는 있지만, ELISA에서의 결합은 상기 SPR

결과와 일치하였다.

실시예 10.[0396]

암세포의 표면에서 3A4 인간화된 변이체의 결합[0397]

암세포의 표면에서 발현된 KAAG1과 상호작용하는 상기 인간화된 3A4 변이체의 능력을 평가하기 위해 유세포분석[0398]

법을 사용하였다. 본 목적을 위해, 이전에 유세포분석법을 통해 3A4에 의해 효율적으로 결합됨을 보였던 SKOV-3

난소암세포를 상기 8개의 인간화된 변이체 및 본래의 뮤린 항체와 함께 인큐베이션시켰다. 간단하게, SKOV-3 세

포를 EDTA를 사용하여 상기 플레이트로부터 분리(detach)시키고 3.0g/ml, 0.3g/ml 또는 0.3g/ml의 상기 항체와

함께 1시간 동안 빙상에서 인큐베이션시켰다. 3회의 세척 단계 후에, 상기 세포를 이차 항체인 FITC에 컨쥬게이

션된 항-인간 IgG와 함께 빙상에서 1시간 동안 인큐베이션시켰다. 세포 표면 형광을 유세포분석기에서 측정하고

그 값을 도 18의 히스토그램에 도시하였다. 도시된 바와 같이, 모든 변이체는 투과불가능한 표면에서 KAAG1을

탐지할 수 있었고 가장 강한 신호는 가장 높은 농도의 3A4 항체(3mg/ml)에서 수득되었고 상기 항체의 농도가 감
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소함에 따라 감소되었다. 상기 상이한 변이체 중에서, 대부분의 뮤린 역-돌연변이를 가진 변이체(도 18, Lh1Hh4

및 Lh2Hh4 참조)는 가장 높은 활성을 가지면서 세포의 표면에서 KAAG1과 상호작용하였다. 실제로, Lh1Hh4 및

Lh2hh4는 뮤린 3A4 항체(LcHc)와 비교하여 KAAG1에 대해 조금 향상된 세포 표면 결합을 나타냈다.

공개문헌(문헌 내용은 본원에 참조로서 포함되어 있다)[0399]

[0400]

[0401]
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[0402]

[0403]
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[0404]

[0405]

본 명세서에 언급된 서열[0406]
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SEQ ID NO.:1 - 3A4 중쇄 가변 영역 뉴클레오티드 서열[0407]

[0408]

SEQ ID NO.:2 - 3A4 중쇄 가변 영역 폴리펩티드 서열[0409]

[0410]

SEQ ID NO.:3 - 3A4 경쇄 가변 영역 뉴클레오티드 서열[0411]

[0412]

SEQ ID NO.:4 - 3A4 경쇄 가변 영역 폴리펩티드 서열[0413]

[0414]

SEQ ID NO.:5 - 3A4 중쇄 CDR1 폴리펩티드 서열[0415]

[0416]

SEQ ID NO.:6 - 3A4 중쇄 CDR2 폴리펩티드 서열[0417]

[0418]

SEQ ID NO.:7 - 3A4 중쇄 CDR3 폴리펩티드 서열[0419]

[0420]

SEQ ID NO.:8 - 3A4 경쇄 CDR1 폴리펩티드 서열[0421]

[0422]

SEQ ID NO.:9 - 3A4 경쇄 CDR2 폴리펩티드 서열[0423]

[0424]

SEQ ID NO.:10 - 3A4 경쇄 CDR3 폴리펩티드 서열[0425]

[0426]

SEQ ID NO.:11 - OGS1773[0427]

[0428]

SEQ ID NO.:12 - OGS1774[0429]

[0430]
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SEQ ID NO.:13 - 인간 카파(kappa) 불변 뉴클레오티드 서열[0431]

[0432]

SEQ ID NO.:14 - 인간 카파 불변 폴리펩티드 서열[0433]

[0434]

SEQ ID NO.:15[0435]

[0436]

[0437]
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[0438]

[0439]
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[0440]

[0441]

SEQ ID NO.:16 - OGS18500[0442]

[0443]

SEQ ID NO:.17 - OGS2084[0444]

[0445]

SEQ ID NO.:18 - OGS1769[0446]

[0447]

SEQ ID NO.:19 - OGS1770[0448]

[0449]
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SEQ ID NO.:20 - 인간 면역글로불린 CH1 영역 뉴클레오티드 서열[0450]

[0451]

SEQ ID NO.:21 - 인간 면역글로불린 CH1 영역 폴리펩티드 서열[0452]

[0453]

SEQ ID NO.:22[0454]

[0455]

[0456]
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[0457]

[0458]
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[0459]

SEQ ID NO.:23 - OGS1879[0460]

[0461]

SEQ ID NO.:24 - OGS1810[0462]

[0463]

SEQ ID NO.:25[0464]

[0465]

SEQ ID NO.:26[0466]

[0467]

SEQ ID NO.:27[0468]

[0469]

SEQ ID NO.:28[0470]

[0471]

SEQ ID NO.:29[0472]

[0473]
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SEQ ID NO.:30 (변이체 경쇄 가변 영역)[0474]

[0475]

여기서 X로서 확인된 적어도 하나의 아미노산은 SEQ ID NO.:4로 기재된 폴리펩티드에서 상응하는 아미노산과 비[0476]

교하여 아미노산 치환(보존성 또는 비-보존성)이다. 예를 들어, 상기 아미노산 치환은 보존성일 수 있다.

SEQ ID NO.:31 (변이체 경쇄 가변 영역)[0477]

[0478]

여기서 Xa1 은 소수성 아미노산일 수 있거나;[0479]

여기서 Xa2 는 A 또는 P일 수 있거나;[0480]

여기서 Xa3 는 중립 친수성 아미노산일 수 있거나;[0481]

여기서 Xa4 는 L 또는 P일 수 있거나;[0482]

여기서 Xa5 는 산성 아미노산일 수 있거나;[0483]

여기서 Xa6 는 Q 또는 P일 수 있거나;[0484]

여기서 Xa7 은 염기성 아미노산일 수 있거나;[0485]

여기서 Xa8 은 소수성 아미노산일 수 있거나;[0486]

여기서 Xa9 는 A 또는 Q일 수 있거나;[0487]

여기서 Xa10 은 염기성 아미노산일 수 있거나;[0488]

여기서 Xa11 은 소수성 아미노산일 수 있고,[0489]

여기서 X로 확인된 적어도 하나의 아미노산은 SEQ ID NO.:4에 기재된 폴리펩티드에서 상응하는 아미노산과 비교[0490]

하여 아미노산 치환(보존성 또는 비-보존성)이다

SEQ ID NO.:32 (변이체 경쇄 가변 영역)[0491]

[0492]

여기서 XA1 은 V 또는 I일 수 있거나[0493]

여기서 XA2 는 A 또는 P일 수 있거나[0494]

여기서 XA3 은 S 또는 T일 수 있거나[0495]

여기서 XA4 는 L 또는 P일 수 있거나[0496]

여기서 XA5 는 D 또는 E일 수 있거나[0497]

여기서 XA6 은 Q 또는 P일 수 있거나[0498]

여기서 XA7 은 K 또는 Q일 수 있거나[0499]
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여기서 XA8 은 L 또는 V일 수 있거나[0500]

여기서 XA9 는 A 또는 Q일 수 있거나[0501]

여기서 XA10 은 R 또는 K일 수 있거나[0502]

여기서 XA11 은 L 또는 I일 수 있고,[0503]

여기서 X로 확인된 적어도 하나의 아미노산은 SEQ ID NO.:4로 기재된 폴리펩티드에서 상응하는 아미노산과 비교[0504]

하여 아미노산 치환(보존성 또는 비-보존성)이다.

SEQ ID NO.:33 (변이체 경쇄 가변 영역: Lvh1)[0505]

[0506]

SEQ ID NO.:34 (변이체 2 경쇄 가변 영역: Lvh2)[0507]

[0508]

SEQ ID NO.:35 (변이체 중쇄 가변 영역)[0509]

[0510]

여기서 X로 확인된 적어도 하나의 아미노산은 SEQ ID NO.:2로 기재된 폴리펩티드에서 상응하는 아미노산과 비교[0511]

하여 아미노산 치환(보존성 또는 비-보존성)이다. 예를 들어, 상기 아미노산 치환은 보존성일 수 있다.

SEQ ID NO.:36 (변이체 중쇄 가변 영역)[0512]

[0513]

여기서 Xb1 은 소수성 아미노산일 수 있거나;[0514]

여기서 Xb2 는 P 또는 A일 수 있거나;[0515]

여기서 Xb3 은 소수성 아미노산일 수 있거나;[0516]

여기서 Xb4 는 V 또는 K일 수 있거나;[0517]

여기서 Xb5 는 소수성 아미노산일 수 있거나;[0518]

여기서 Xb6 은 염기성 아미노산일 수 있거나;[0519]

여기서 Xb7 은 S 또는 A일 수 있거나;[0520]

여기서 Xb8 은 H 또는 P일 수 있거나;[0521]

여기서 Xb9 는 염기성 아미노산일 수 있거나;[0522]

여기서 Xb10 은 S 또는 G일 수 있거나;[0523]

여기서 Xb11 은 소수성 아미노산일 수 있거나;[0524]

여기서 Xb12 는 염기성 아미노산일 수 있거나;[0525]
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여기서 Xb13 은 소수성 아미노산일 수 있거나;[0526]

여기서 Xb14 는 I 또는 T일 수 있거나;[0527]

여기서 Xb15 는 소수성 아미노산일 수 있거나;[0528]

여기서 Xb16 은 소소성 아미노산일 수 있거나;[0529]

여기서 Xb17 은 K 또는 T일 수 있거나;[0530]

여기서 Xb18 은 중립 친수성 아미노산일 수 있거나;[0531]

여기서 Xb19 는 Q 또는 E일 수 있거나;[0532]

여기서 Xb20 은 N 또는 S일 수 있거나;[0533]

여기서 Xb21 은 T 또는 R일 수 있거나;[0534]

여기서 Xb22 는 중립 친수성 아미노산일 수 있거나;[0535]

여기서 Xb23 은 S 또는 L일 수 있고, [0536]

여기서 X로 확인된 적어도 하나의 아미노산은 SEQ ID NO.:2로 기재된 폴리펩티드에서 상응하는 아미노산과 비교[0537]

하여 아미노산 치환(보존성 또는 비-보존성)이다.

SEQ ID NO.:37 (변이체 중쇄 가변 영역)[0538]

[0539]

여기서 XB1 은 I 또는 V일 수 있거나;[0540]

여기서 XB2 는 P 또는 A일 수 있거나;[0541]

여기서 XB3 은 M 또는 V일 수 있거나;[0542]

여기서 XB4 는 V 또는 K일 수 있거나;[0543]

여기서 XB5 는 M 또는 V일 수 있거나;[0544]

여기서 XB6 은 K 또는 R일 수 있거나;[0545]

여기서 XB7 은 S 또는 A일 수 있거나;[0546]

여기서 XB8 은 H 또는 P일 수 있거나;[0547]

여기서 XB9 는 K 또는 Q일 수 있거나;[0548]

여기서 XB10 은 S 또는 G일 수 있거나;[0549]

여기서 XB11 은 I 또는 M일 수 있거나;[0550]

여기서 XB12 는 K 또는 R일 수 있거나;[0551]

여기서 XB13 은 A 또는 V일 수 있거나;[0552]

여기서 XB14 는 I 또는 T일 수 있거나;[0553]
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여기서 XB15 는 L 또는 I일 수 있거나;[0554]

여기서 XB16 은 V 또는 A일 수 있거나;[0555]

여기서 XB17 은 K 또는 T일 수 있거나;[0556]

여기서 XB18 은 S 또는 T일 수 있거나;[0557]

여기서 XB19 는 Q 또는 E일 수 있거나;[0558]

여기서 XB20 은 N 또는 S일 수 있거나;[0559]

여기서 XB21 은 T 또는 R일 수 있거나;[0560]

여기서 XB22 는 S 또는 T일 수 있거나;[0561]

여기서 XB23 은 S 또는 L일 수 있고,[0562]

여기서 X로 확인된 적어도 하나의 아미노산은 SEQ ID NO.:2에 기재된 폴리펩티드에서 상응하는 아미노산과 비교[0563]

하여 아미노산 치환(보존성 또는 비-보존성)이다.

SEQ ID NO.:38  (변이체 1 중쇄 가변 영역: Hvh1)[0564]

[0565]

SEQ ID NO.:39 (변이체 2 중쇄 가변 영역: Hvh2)[0566]

[0567]

SEQ ID NO.:40 (변이체 3 중쇄 가변 영역: Hvh3)[0568]

[0569]

SEQ ID NO.:41 (변이체 4 중쇄 가변 영역: Hvh4)[0570]

[0571]

SEQ ID NO: 42 3A4 뮤린 경 (카파) 쇄[0572]

[0573]

SEQ ID NO:43  3A4 인간화된 경 (카파) 쇄 변이체 1; Lh1[0574]

[0575]
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SEQ ID NO:44  3A4 인간화된 경 (카파) 쇄 변이체 2; Lh2[0576]

[0577]

SEQ ID NO:45  3A4 뮤린 중 (Igg1) 쇄[0578]

[0579]

SEQ ID NO:46  3A4 인간화된 중 (Igg1) 쇄 변이체 1; Hh1[0580]

[0581]

SEQ ID NO:47  3A4 인간화된 중 (Igg1) 쇄 변이체 2; Hh2[0582]

[0583]

SEQ ID NO:48  3A4 인간화된 중 (Igg1) 쇄 변이체 3; Hh3[0584]

[0585]
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[0586]

SEQ ID NO:49  3A4 인간화된 중 (Igg1) 쇄 변이체 4: Hh4[0587]

[0588]

SEQ ID NO:50[0589]

[0590]

SEQ ID NO:51[0591]

[0592]

SEQ ID NO:52[0593]

[0594]

SEQ ID NO:53[0595]

[0596]

SEQ ID NO:54  pK-CR5[0597]

[0598]
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[0599]

[0600]
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[0601]

SEQ ID NO:55  pMPG-CR5[0602]

[0603]
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[0604]

[0605]
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[0606]

[0607]
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[0608]

SEQ ID NO.:56 - 3A4 인간화된 중쇄 CDR2 폴리펩티드 서열[0609]

[0610]

도면

도면1
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도면2

등록특허 10-2140984

- 63 -



도면3a

도면3b
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도면4
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도면5a
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도면5b
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도면6a

도면6b
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도면7
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도면8

도면9a
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도면9b

도면9c
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도면9d

도면9e
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도면9f

도면9g
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도면9h
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도면10a

등록특허 10-2140984

- 75 -



도면10b
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도면11a
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도면11b
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도면12a
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도면12b

도면13
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도면14

도면15
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도면16a
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도면16b
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도면16c
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도면17a
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도면17b
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도면18

서 열 목 록

                         SEQUENCE LISTING

<110>  Alethia Biotherapeutics Inc.

       National Research Council of Canada

       Tremblay, Gilles  B.

       Moraitis, Anna

       Filion, Mario

       Sulea, Traian

 

<120>  ANTIBODIES AGAINST KIDNEY ASSOCIATED ANTIGEN 1 AND ANTIGEN 

       BINDING FRAGMENTS THEREOF

<130>  11504-093

<160>  56    

<170>  PatentIn version 3.5
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<210>  1

<211>  348

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  3A4 heavy chain variable region

<400

>  1

cagatccagt tggtgcaatc tggacctgag atggtgaagc ctggggcttc agtgaagatg       60

tcctgtaagg cttctggata cacattcact gacgactaca tgagctgggt gaaacagagc      120

catggaaaga gccttgagtg gattggagat attaatcctt acaacggtga tactaactac      180

aaccagaagt tcaagggcaa ggccatattg actgtagaca aatcctccag cacagcctac      240

atgcagctca acagcctgac atcggaagac tcagcagtct attactgtgc aagagacccg      300

ggggctatgg actactgggg tcaaggaacc tcagtcaccg tctcctca                   348

<210>  2

<211>  116

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  3A4 heavy chain variable region

<400>  2

Gln Ile Gln Leu Val Gln Ser Gly Pro Glu Met Val Lys Pro Gly Ala 

1               5                   10                  15      

Ser Val Lys Met Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Asp Asp 

            20                  25                  30          

Tyr Met Ser Trp Val Lys Gln Ser His Gly Lys Ser Leu Glu Trp Ile 

        35                  40                  45              

Gly Asp Ile Asn Pro Tyr Asn Gly Asp Thr Asn Tyr Asn Gln Lys Phe 

    50                  55                  60                  

Lys Gly Lys Ala Ile Leu Thr Val Asp Lys Ser Ser Ser Thr Ala Tyr 

65                  70                  75                  80  

Met Gln Leu Asn Ser Leu Thr Ser Glu Asp Ser Ala Val Tyr Tyr Cys 

                85                  90                  95      

Ala Arg Asp Pro Gly Ala Met Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Ser Val 

            100                 105                 110         
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Thr Val Ser Ser 

        115     

<210>  3

<211>  336

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  3A4 light chain variable region

<400>  3

gatgttgtga tgacccaaac tccactctcc ctggctgtca gtcttggaga tcaagcctcc       60

atctcttgca gatctagtca gagccttcta catagtaatg gaaacaccta tttagaatgg      120

taccttcaga aaccaggcca gtctccaaag ctcctgatcc acacagtttc caaccgattt      180

tctggggtcc cagacagatt cagtggcagt ggatcaggga cagatttcac actcaagatc      240

agcagagtgg aggctgagga tctgggagtt tattactgct ttcaaggttc acatgttccg      300

ctcacgttcg gtgctgggac caggctggag ctgaaa                                336

<210>  4

<211>  112

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  3A4 light chain variable region

<400>  4

Asp Val Val Met Thr Gln Thr Pro Leu Ser Leu Ala Val Ser Leu Gly 

1               5                   10                  15      

Asp Gln Ala Ser Ile Ser Cys Arg Ser Ser Gln Ser Leu Leu His Ser 

            20                  25                  30          

Asn Gly Asn Thr Tyr Leu Glu Trp Tyr Leu Gln Lys Pro Gly Gln Ser 

        35                  40                  45              

Pro Lys Leu Leu Ile His Thr Val Ser Asn Arg Phe Ser Gly Val Pro 

    50                  55                  60                  

Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Lys Ile 

65                  70                  75                  80  

Ser Arg Val Glu Ala Glu Asp Leu Gly Val Tyr Tyr Cys Phe Gln Gly 

                85                  90                  95      
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Ser His Val Pro Leu Thr Phe Gly Ala Gly Thr Arg Leu Glu Leu Lys 

            100                 105                 110         

<210>  5

<211>  10

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  3A4 heavy chain CDR1

<400>  5

Gly Tyr Thr Phe Thr Asp Asp Tyr Met Ser 

1               5                   10  

<210>  6

<211>  10

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  3A4 heavy chain CDR2

<400>  6

Asp Ile Asn Pro Tyr Asn Gly Asp Thr Asn 

1               5                   10  

<210>  7

<211>  7

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  3A4 heavy chain CDR3

<400>  7

Asp Pro Gly Ala Met Asp Tyr 

1               5           

<210>  8

<211>  16

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  3A4 light chain CDR1

<400>  8

Arg Ser Ser Gln Ser Leu Leu His Ser Asn Gly Asn Thr Tyr Leu Glu 
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1               5                   10                  15      

<210>  9

<211>  7

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  3A4 light chain CDR2

<400>  9

Thr Val Ser Asn Arg Phe Ser 

1               5           

<210>  10

<211>  9

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220

><223>  3A4 light chain CDR3

<400>  10

Phe Gln Gly Ser His Val Pro Leu Thr 

1               5                   

<210>  11

<211>  33

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  OGS1773 primer

<400>  11

gtaagcagcg ctgtggctgc accatctgtc ttc                                    33

<210>  12

<211>  35

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  OGS1774 primer

<400>  12

gtaagcgcta gcctaacact ctcccctgtt gaagc                                  35

<210>  13

<211>  321
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<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  human kappa constant region

<400>  13

gctgtggctg caccatctgt cttcatcttc ccgccatctg atgagcagtt gaaatctgga       60

actgcctctg ttgtgtgcct gctgaataac ttctatccca gagaggccaa agtacagtgg      120

aaggtggata acgccctcca atcgggtaac tcccaggaga gtgtcacaga gcaggacagc      180

aaggacagca cctacagcct cagcagcacc ctgacgctga gcaaagcaga ctacgagaaa      240

cacaaagtct acgcctgcga agtcacccat cagggcctga gctcgcccgt cacaaagagc      300

ttcaacaggg gagagtgtta g                                                321

<210>  14

<211>  106

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  human kappa constant region

<400>  14

Ala Val Ala Ala Pro Ser Val Phe Ile Phe Pro Pro Ser Asp Glu Gln 

1               5                   10                  15      

Leu Lys Ser Gly Thr Ala Ser Val Val Cys Leu Leu Asn Asn Phe Tyr 

            20                  25                  30          

Pro Arg Glu Ala Lys Val Gln Trp Lys Val Asp Asn Ala Leu Gln Ser 

        35                  40                  45              

Gly Asn Ser Gln Glu Ser Val Thr Glu Gln Asp Ser Lys Asp Ser Thr 

    50                  55                  60                  

Tyr Ser Leu Ser Ser Thr Leu Thr Leu Ser Lys Ala Asp Tyr Glu Lys 

65                  70                  75                  80  

His Lys Val Tyr Ala Cys Glu Val Thr His Gln Gly Leu Ser Ser Pro 

                85                  90                  95      

Val Thr Lys Ser Phe Asn Arg Gly Glu Cys 

            100                 105     

<210>  15

<211>  6385

<212
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>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  pTTVK1 plasmid

<400>  15

cttgagccgg cggatggtcg aggtgaggtg tggcaggctt gagatccagc tgttggggtg       60

agtactccct ctcaaaagcg ggcattactt ctgcgctaag attgtcagtt tccaaaaacg      120

aggaggattt gatattcacc tggcccgatc tggccataca cttgagtgac aatgacatcc      180

actttgcctt tctctccaca ggtgtccact cccaggtcca agtttaaacg gatctctagc      240

gaattcatga actttctgct gtcttgggtg cattggagcc ttgccttgct gctctacctc      300

caccatgcca agtggtccca ggcttgagac ggagcttaca gcgctgtggc tgcaccatct      360

gtcttcatct tcccgccatc tgatgagcag ttgaaatctg gaactgcctc tgttgtgtgc      420

ctgctgaata acttctatcc cagagaggcc aaagtacagt ggaaggtgga taacgccctc      480

caatcgggta actcccagga gagtgtcaca gagcaggaca gcaaggacag cacctacagc      540

ctcagcagca ccctgacgct gagcaaagca gactacgaga aacacaaagt ctacgcctgc      600

gaagtcaccc atcagggcct gagctcgccc gtcacaaaga gcttcaacag gggagagtgt      660

tagggtaccg cggccgcttc gaatgagatc ccccgacctc gacctctggc taataaagga      720

aatttatttt cattgcaata gtgtgttgga attttttgtg tctctcactc ggaaggacat      780

atgggagggc aaatcatttg gtcgagatcc ctcggagatc tctagctaga gccccgccgc      840

cggacgaact aaacctgact acggcatctc tgccccttct tcgcggggca gtgcatgtaa      900

tcccttcagt tggttggtac aacttgccaa ctgggccctg ttccacatgt gacacggggg      960

gggaccaaac acaaaggggt tctctgactg tagttgacat ccttataaat ggatgtgcac     1020

atttgccaac actgagtggc tttcatcctg gagcagactt tgcagtctgt ggactgcaac     1080

acaacattgc ctttatgtgt aactcttggc tgaagctctt acaccaatgc tgggggacat     1140

gtacctccca ggggcccagg aagactacgg gaggctacac caacgtcaat cagaggggcc     1200

tgtgtagcta ccgataagcg gaccctcaag agggcattag caatagtgtt tataaggccc     1260

ccttgttaac cctaaacggg tagcatatgc ttcccgggta gtagtatata ctatccagac     1320

taaccctaat tcaatagcat atgttaccca acgggaagca tatgctatcg aattagggtt     1380

agtaaaaggg tcctaaggaa cagcgatatc tcccacccca tgagctgtca cggttttatt     1440

tacatggggt caggattcca cgagggtagt gaaccatttt agtcacaagg gcagtggctg     1500

aagatcaagg agcgggcagt gaactctcct gaatcttcgc ctgcttcttc attctccttc     1560

gtttagctaa tagaataact gctgagttgt gaacagtaag gtgtatgtga ggtgctcgaa     1620
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aacaaggttt caggtgacgc ccccagaata aaatttggac ggggggttca gtggtggcat     1680

tgtgctatga caccaatata accctcacaa accccttggg caataaatac tagtgtagga     1740

atgaaacatt ctgaatatct ttaacaatag aaatccatgg ggtggggaca agccgtaaag     1800

actggatgtc catctcacac gaatttatgg ctatgggcaa cacataatcc tagtgcaata     1860

tgatactggg gttattaaga tgtgtcccag gcagggacca agacaggtga accatgttgt     1920

tacactctat ttgtaacaag gggaaagaga gtggacgccg acagcagcgg actccactgg     1980

ttgtctctaa cacccccgaa aattaaacgg ggctccacgc caatggggcc cataaacaaa     2040

gacaagtggc cactcttttt tttgaaattg tggagtgggg gcacgcgtca gcccccacac     2100

gccgccctgc ggttttggac tgtaaaataa gggtgtaata acttggctga ttgtaacccc     2160

gctaaccact gcggtcaaac cacttgccca caaaaccact aatggcaccc cggggaatac     2220

ctgcataagt aggtgggcgg gccaagatag gggcgcgatt gctgcgatct ggaggacaaa     2280

ttacacacac ttgcgcctga gcgccaagca cagggttgtt ggtcctcata ttcacgaggt     2340

cgctgagagc acggtgggct aatgttgcca tgggtagcat atactaccca aatatctgga     2400

tagcatatgc tatcctaatc tatatctggg tagcataggc tatcctaatc tatatctggg     2460

tagcatatgc tatcctaatc tatatctggg tagtatatgc tatcctaatt tatatctggg     2520

tagcataggc tatcctaatc tatatctggg tagcatatgc tatcctaatc tatatctggg     2580

tagtatatgc tatcctaatc tgtatccggg tagcatatgc tatcctaata gagattaggg     2640

tagtatatgc tatcctaatt tatatctggg tagcatatac tacccaaata tctggatagc     2700

atatgctatc ctaatctata tctgggtagc atatgctatc ctaatctata tctgggtagc     2760

ataggctatc ctaatctata tctgggtagc atatgctatc ctaatctata tctgggtagt     2820

atatgctatc ctaatttata tctgggtagc ataggctatc ctaatctata tctgggtagc     2880

atatgctatc ctaatctata tctgggtagt atatgctatc ctaatctgta tccgggtagc     2940

atatgctatc ctcacgatga taagctgtca aacatgagaa ttaattcttg aagacgaaag     3000

ggcctcgtga tacgcctatt tttataggtt aatgtcatga taataatggt ttcttagacg     3060

tcaggtggca cttttcgggg aaatgtgcgc ggaaccccta tttgtttatt tttctaaata     3120

cattcaaata tgtatccgct catgagacaa taaccctgat aaatgcttca ataatattga     3180

aaaaggaaga gtatgagtat tcaacatttc cgtgtcgccc ttattccctt ttttgcggca     3240

ttttgccttc ctgtttttgc tcacccagaa acgctggtga aagtaaaaga tgctgaagat     3300

cagttgggtg cacgagtggg ttacatcgaa ctggatctca acagcggtaa gatccttgag     3360

agttttcgcc ccgaagaacg ttttccaatg atgagcactt ttaaagttct gctatgtggc     3420

gcggtattat cccgtgttga cgccgggcaa gagcaactcg gtcgccgcat acactattct     3480
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cagaatgact tggttgagta ctcaccagtc acagaaaagc atcttacgga tggcatgaca     3540

gtaagagaat tatgcagtgc tgccataacc atgagtgata acactgcggc caacttactt     3600

ctgacaacga tcggaggacc gaaggagcta accgcttttt tgcacaacat gggggatcat     3660

gtaactcgcc ttgatcgttg ggaaccggag ctgaatgaag ccataccaaa cgacgagcgt     3720

gacaccacga tgcctgcagc aatggcaaca acgttgcgca aactattaac tggcgaacta     3780

cttactctag cttcccggca acaattaata gactggatgg aggcggataa agttgcagga     3840

ccacttctgc gctcggccct tccggctggc tggtttattg ctgataaatc tggagccggt     3900

gagcgtgggt ctcgcggtat cattgcagca ctggggccag atggtaagcc ctcccgtatc     3960

gtagttatct acacgacggg gagtcaggca actatggatg aacgaaatag acagatcgct     4020

gagataggtg cctcactgat taagcattgg taactgtcag accaagttta ctcatatata     4080

ctttagattg atttaaaact tcatttttaa tttaaaagga tctaggtgaa gatccttttt     4140

gataatctca tgaccaaaat cccttaacgt gagttttcgt tccactgagc gtcagacccc     4200

gtagaaaaga tcaaaggatc ttcttgagat cctttttttc tgcgcgtaat ctgctgcttg     4260

caaacaaaaa aaccaccgct accagcggtg gtttgtttgc cggatcaaga gctaccaact     4320

ctttttccga aggtaactgg cttcagcaga gcgcagatac caaatactgt ccttctagtg     4380

tagccgtagt taggccacca cttcaagaac tctgtagcac cgcctacata cctcgctctg     4440

ctaatcctgt taccagtggc tgctgccagt ggcgataagt cgtgtcttac cgggttggac     4500

tcaagacgat agttaccgga taaggcgcag cggtcgggct gaacgggggg ttcgtgcaca     4560

cagcccagct tggagcgaac gacctacacc gaactgagat acctacagcg tgagcattga     4620

gaaagcgcca cgcttcccga agggagaaag gcggacaggt atccggtaag cggcagggtc     4680

ggaacaggag agcgcacgag ggagcttcca gggggaaacg cctggtatct ttatagtcct     4740

gtcgggtttc gccacctctg acttgagcgt cgatttttgt gatgctcgtc aggggggcgg     4800

agcctatgga aaaacgccag caacgcggcc tttttacggt tcctggcctt ttgctggcct     4860

tttgctcaca tgttctttcc tgcgttatcc cctgattctg tggataaccg tattaccgcc     4920

tttgagtgag ctgataccgc tcgccgcagc cgaacgaccg agcgcagcga gtcagtgagc     4980

gaggaagcgg aagagcgccc aatacgcaaa ccgcctctcc ccgcgcgttg gccgattcat     5040

taatgcagct ggcacgacag gtttcccgac tggaaagcgg gcagtgagcg caacgcaatt     5100

aatgtgagtt agctcactca ttaggcaccc caggctttac actttatgct tccggctcgt     5160

atgttgtgtg gaattgtgag cggataacaa tttcacacag gaaacagcta tgaccatgat     5220

tacgccaagc tctagctaga ggtcgaccaa ttctcatgtt tgacagctta tcatcgcaga     5280

tccgggcaac gttgttgcat tgctgcaggc gcagaactgg taggtatggc agatctatac     5340
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attgaatcaa tattggcaat tagccatatt agtcattggt tatatagcat aaatcaatat     5400

tggctattgg ccattgcata cgttgtatct atatcataat atgtacattt atattggctc     5460

atgtccaata tgaccgccat gttgacattg attattgact agttattaat agtaatcaat     5520

tacggggtca ttagttcata gcccatatat ggagttccgc gttacataac ttacggtaaa     5580

tggcccgcct ggctgaccgc ccaacgaccc ccgcccattg acgtcaataa tgacgtatgt     5640

tcccatagta acgccaatag ggactttcca ttgacgtcaa tgggtggagt atttacggta     5700

aactgcccac ttggcagtac atcaagtgta tcatatgcca agtccgcccc ctattgacgt     5760

caatgacggt aaatggcccg cctggcatta tgcccagtac atgaccttac gggactttcc     5820

tacttggcag tacatctacg tattagtcat cgctattacc atggtgatgc ggttttggca     5880

gtacaccaat gggcgtggat agcggtttga ctcacgggga tttccaagtc tccaccccat     5940

tgacgtcaat gggagtttgt tttggcacca aaatcaacgg gactttccaa aatgtcgtaa     6000

taaccccgcc ccgttgacgc aaatgggcgg taggcgtgta cggtgggagg tctatataag     6060

cagagctcgt ttagtgaacc gtcagatcct cactctcttc cgcatcgctg tctgcgaggg     6120

ccagctgttg ggctcgcggt tgaggacaaa ctcttcgcgg tctttccagt actcttggat     6180

cggaaacccg tcggcctccg aacggtactc cgccaccgag ggacctgagc gagtccgcat     6240

cgaccggatc ggaaaacctc tcgagaaagg cgtctaacca gtcacagtcg caaggtaggc     6300

tgagcaccgt ggcgggcggc agcgggtggc ggtcggggtt gtttctggcg gaggtgctgc     6360

tgatgatgta attaaagtag gcggt                                           6385

<210>  16

<211>  43

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  OGS18500 primer

<400>  16

atgccaagtg gtcccaggct gatgttgtga tgacccaaac tcc                         43

<210>  17

<211>  35

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  OGS2084 primer

<400

>  17
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gggaagatga agacagatgg tgcagccaca gtccg                                  35

<210>  18

<211>  50

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  OGS1769 primer

<400>  18

gtaagcgcta gcgcctcaac gaagggccca tctgtctttc ccctggcccc                  50

<210>  19

<211>  37

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  OGS1770 primer

<400>  19

gtaagcgaat tcacaagatt tgggctcaac tttcttg                                37

<210>  20

<211>  309

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  human immunoglobulin CH1 region

<400>  20

gcctccacca agggcccatc ggtcttcccc ctggcaccct cctccaagag cacctctggg       60

ggcacagcag ccctgggctg cctggtcaag gactacttcc ccgaaccggt gacggtgtcg      120

tggaactcag gcgccctgac cagcggcgtg cacaccttcc cggctgtcct acagtcctca      180

ggactctact ccctcagcag cgtggtgacc gtgccctcca gcagcttggg cacccagacc      240

tacatctgca acgtgaatca caagcccagc aacaccaagg tggacaagaa agttgagccc      300

aaatcttgt                                                              309

<210>  21

<211>  103

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  human immunoglobulin CH1 region

<400>  21
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Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val Phe Pro Leu Ala Pro Ser Ser Lys 

1               5                   10                  15      

Ser Thr Ser Gly Gly Thr Ala Ala Leu Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr 

            20                  25                  30          

Phe Pro Glu Pro Val Thr Val Ser Trp Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser 

        35                  40                  45              

Gly Val His Thr Phe Pro Ala Val Leu Gln Ser Ser Gly Leu Tyr Ser 

    50                  55                  60                  

Leu Ser Ser Val Val Thr Val Pro Ser Ser Ser Leu Gly Thr Gln Thr 

65                  70                  75                  80  

Tyr Ile Cys Asn Val Asn His Lys Pro Ser Asn Thr Lys Val Asp Lys 

                85                  90                  95      

Lys Val Glu Pro Lys Ser Cys 

            100             

<210>  22

<211>  5379

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  plasmid

<400>  22

cttgagccgg cggatggtcg aggtgaggtg tggcaggctt gagatccagc tgttggggtg       60

agtactccct ctcaaaagcg ggcattactt ctgcgctaag attgtcagtt tccaaaaacg      120

aggaggattt gatattcacc tggcccgatc tggccataca cttgagtgac aatgacatcc      180

actttgcctt tctctccaca ggtgtccact cccaggtcca agtttgccgc caccatggag      240

acagacacac tcctgctatg ggtactgctg ctctgggttc caggttccac tggcggagac      300

ggagcttacg ggcccatctg tctttcccct ggccccctcc tccaagagca cctctggggg      360

cacagcggcc ctgggctgcc tggtcaagga ctacttcccc gaaccggtga cggtgtcgtg      420

gaactcaggc gccctgacca gcggcgtgca caccttcccg gctgtcctac agtcctcagg      480

actctactcc ctcagcagcg tggtgaccgt gccctccagc agcttgggca cccagaccta      540

catctgcaac gtgaatcaca agcccagcaa caccaaggtg gacaagaaag ttgagcccaa      600

atcttgtgaa ttcactcaca catgcccacc gtgcccagca cctgaactcc tggggggacc      660

gtcagtcttc ctcttccccc caaaacccaa ggacaccctc atgatctccc ggacccctga      720
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ggtcacatgc gtggtggtgg acgtgagcca cgaagaccct gaggtcaagt tcaactggta      780

cgtggacggc gtggaggtgc ataatgccaa gacaaagccg cgggaggagc agtacaacag      840

cacgtaccgt gtggtcagcg tcctcaccgt cctgcaccag gactggctga atggcaagga      900

gtacaagtgc aaggtctcca acaaagccct cccagccccc atcgagaaaa ccatctccaa      960

agccaaaggg cagccccgag aaccacaggt gtacaccctg cccccatccc gggatgagct     1020

gaccaagaac caggtcagcc tgacctgcct ggtcaaaggc ttctatccca gcgacatcgc     1080

cgtggagtgg gagagcaatg ggcagccgga gaacaactac aagaccacgc ctcccgtgct     1140

ggactccgac ggctccttct tcctctacag caagctcacc gtggacaaga gcaggtggca     1200

gcaggggaac gtcttctcat gctccgtgat gcatgaggct ctgcacaacc actacacgca     1260

gaagagcctc tccctgtctc ccgggaaatg atcccccgac ctcgacctct ggctaataaa     1320

ggaaatttat tttcattgca atagtgtgtt ggaatttttt gtgtctctca ctcggaagga     1380

catatgggag ggcaaatcat ttggtcgaga tccctcggag atctctagct agagccccgc     1440

cgccggacga actaaacctg actacggcat ctctgcccct tcttcgcggg gcagtgcatg     1500

taatcccttc agttggttgg tacaacttgc caactgaacc ctaaacgggt agcatatgct     1560

tcccgggtag tagtatatac tatccagact aaccctaatt caatagcata tgttacccaa     1620

cgggaagcat atgctatcga attagggtta gtaaaagggt cctaaggaac agcgatgtag     1680

gtgggcgggc caagataggg gcgcgattgc tgcgatctgg aggacaaatt acacacactt     1740

gcgcctgagc gccaagcaca gggttgttgg tcctcatatt cacgaggtcg ctgagagcac     1800

ggtgggctaa tgttgccatg ggtagcatat actacccaaa tatctggata gcatatgcta     1860

tcctaatcta tatctgggta gcataggcta tcctaatcta tatctgggta gcatatgcta     1920

tcctaatcta tatctgggta gtatatgcta tcctaattta tatctgggta gcataggcta     1980

tcctaatcta tatctgggta gcatatgcta tcctaatcta tatctgggta gtatatgcta     2040

tcctaatctg tatccgggta gcatatgcta tcctaataga gattagggta gtatatgcta     2100

tcctaattta tatctgggta gcatatacta cccaaatatc tggatagcat atgctatcct     2160

aatctatatc tgggtagcat atgctatcct aatctatatc tgggtagcat aggctatcct     2220

aatctatatc tgggtagcat atgctatcct aatctatatc tgggtagtat atgctatcct     2280

aatttatatc tgggtagcat aggctatcct aatctatatc tgggtagcat atgctatcct     2340

aatctatatc tgggtagtat atgctatcct aatctgtatc cgggtagcat atgctatcct     2400

cacgatgata agctgtcaaa catgagaatt aattcttgaa gacgaaaggg cctcgtgata     2460
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cgcctatttt tataggttaa tgtcatgata ataatggttt cttagacgtc aggtggcact     2520

tttcggggaa atgtgcgcgg aacccctatt tgtttatttt tctaaataca ttcaaatatg     2580

tatccgctca tgagacaata accctgataa atgcttcaat aatattgaaa aaggaagagt     2640

atgagtattc aacatttccg tgtcgccctt attccctttt ttgcggcatt ttgccttcct     2700

gtttttgctc acccagaaac gctggtgaaa gtaaaagatg ctgaagatca gttgggtgca     2760

cgagtgggtt acatcgaact ggatctcaac agcggtaaga tccttgagag ttttcgcccc     2820

gaagaacgtt ttccaatgat gagcactttt aaagttctgc tatgtggcgc ggtattatcc     2880

cgtgttgacg ccgggcaaga gcaactcggt cgccgcatac actattctca gaatgacttg     2940

gttgagtact caccagtcac agaaaagcat cttacggatg gcatgacagt aagagaatta     3000

tgcagtgctg ccataaccat gagtgataac actgcggcca acttacttct gacaacgatc     3060

ggaggaccga aggagctaac cgcttttttg cacaacatgg gggatcatgt aactcgcctt     3120

gatcgttggg aaccggagct gaatgaagcc ataccaaacg acgagcgtga caccacgatg     3180

cctgcagcaa tggcaacaac gttgcgcaaa ctattaactg gcgaactact tactctagct     3240

tcccggcaac aattaataga ctggatggag gcggataaag ttgcaggacc acttctgcgc     3300

tcggcccttc cggctggctg gtttattgct gataaatctg gagccggtga gcgtgggtct     3360

cgcggtatca ttgcagcact ggggccagat ggtaagccct cccgtatcgt agttatctac     3420

acgacgggga gtcaggcaac tatggatgaa cgaaatagac agatcgctga gataggtgcc     3480

tcactgatta agcattggta actgtcagac caagtttact catatatact ttagattgat     3540

ttaaaacttc atttttaatt taaaaggatc taggtgaaga tcctttttga taatctcatg     3600

accaaaatcc cttaacgtga gttttcgttc cactgagcgt cagaccccgt agaaaagatc     3660

aaaggatctt cttgagatcc tttttttctg cgcgtaatct gctgcttgca aacaaaaaaa     3720

ccaccgctac cagcggtggt ttgtttgccg gatcaagagc taccaactct ttttccgaag     3780

gtaactggct tcagcagagc gcagatacca aatactgtcc ttctagtgta gccgtagtta     3840

ggccaccact tcaagaactc tgtagcaccg cctacatacc tcgctctgct aatcctgtta     3900

ccagtggctg ctgccagtgg cgataagtcg tgtcttaccg ggttggactc aagacgatag     3960

ttaccggata aggcgcagcg gtcgggctga acggggggtt cgtgcacaca gcccagcttg     4020

gagcgaacga cctacaccga actgagatac ctacagcgtg agcattgaga aagcgccacg     4080

cttcccgaag ggagaaaggc ggacaggtat ccggtaagcg gcagggtcgg aacaggagag     4140

cgcacgaggg agcttccagg gggaaacgcc tggtatcttt atagtcctgt cgggtttcgc     4200
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cacctctgac ttgagcgtcg atttttgtga tgctcgtcag gggggcggag cctatggaaa     4260

aacgccagca acgcggcctt tttacggttc ctggcctttt gctggccttt tgctcacatg     4320

ttctttcctg cgttatcccc tgattctgtg gataaccgta ttaccgcctt tgagtgagct     4380

gataccgctc gccgcagccg aacgaccgag cgcagcgagt cagtgagcga ggaagcgtac     4440

atttatattg gctcatgtcc aatatgaccg ccatgttgac attgattatt gactagttat     4500

taatagtaat caattacggg gtcattagtt catagcccat atatggagtt ccgcgttaca     4560

taacttacgg taaatggccc gcctggctga ccgcccaacg acccccgccc attgacgtca     4620

ataatgacgt atgttcccat agtaacgcca atagggactt tccattgacg tcaatgggtg     4680

gagtatttac ggtaaactgc ccacttggca gtacatcaag tgtatcatat gccaagtccg     4740

ccccctattg acgtcaatga cggtaaatgg cccgcctggc attatgccca gtacatgacc     4800

ttacgggact ttcctacttg gcagtacatc tacgtattag tcatcgctat taccatggtg     4860

atgcggtttt ggcagtacac caatgggcgt ggatagcggt ttgactcacg gggatttcca     4920

agtctccacc ccattgacgt caatgggagt ttgttttggc accaaaatca acgggacttt     4980

ccaaaatgtc gtaataaccc cgccccgttg acgcaaatgg gcggtaggcg tgtacggtgg     5040

gaggtctata taagcagagc tcgtttagtg aaccgtcaga tcctcactct cttccgcatc     5100

gctgtctgcg agggccagct gttgggctcg cggttgagga caaactcttc gcggtctttc     5160

cagtactctt ggatcggaaa cccgtcggcc tccgaacggt actccgccac cgagggacct     5220

gagcgagtcc gcatcgaccg gatcggaaaa cctctcgaga aaggcgtcta accagtcaca     5280

gtcgcaaggt aggctgagca ccgtggcggg cggcagcggg tggcggtcgg ggttgtttct     5340

ggcggaggtg ctgctgatga tgtaattaaa gtaggcggt                            5379

<210>  23

<211>  43

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  OGS1879 primer

<400>  23

gggttccagg ttccactggc cagatccagt tggtgcaatc tgg                         43

<210>  24

<211>  38

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  OGS1810 primer
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<400>  24

ggggccaggg gaaagacaga tgggcccttc gttgaggc                               38

<210>  25

<211>  33

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  primer

<400>  25

gtaagcggat ccatggatga cgacgcggcg ccc                                    33

<210>  26

<211>  36

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  primer

<400>  26

gtaagcaagc ttaggccgct gggacagcgg aggtgc                                 36

<210>  27

<211>  33

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  primer

<400>  27

gtaagcaagc ttggcagcag cgccaggtcc agc                                    33

<210>  28

<211>  885

<212>  DNA

<213>  Homo sapiens

<300><301>  Van den Eynde, B. J. et al.,

<302>  A new antigen recognized by cytolytic T lymphocytes on a human 

       kidney tumor results from reverse strand transcription

<303>  J. Exp. Med.

<304>  190

<305>  12
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<306>  1793-1799

<307>  1999-12-20

<308>  Q9UBP8

<309>  1999-12-20

<400>  28

gaggggcatc aatcacaccg agaagtcaca gcccctcaac cactgaggtg tgggggggta       60

gggatctgca tttcttcata tcaaccccac actatagggc acctaaatgg gtgggcggtg      120

ggggagaccg actcacttga gtttcttgaa ggcttcctgg cctccagcca cgtaattgcc      180

cccgctctgg atctggtcta gcttccggat tcggtggcca gtccgcgggg tgtagatgtt      240

cctgacggcc ccaaagggtg cctgaacgcc gccggtcacc tccttcagga agacttcgaa      300

gctggacacc ttcttctcat ggatgacgac gcggcgcccc gcgtagaagg ggtccccgtt      360

gcggtacaca agcacgctct tcacgacggg ctgagacagg tggctggacc tggcgctgct      420

gccgctcatc ttccccgctg gccgccgcct cagctcgctg cttcgcgtcg ggaggcacct      480

ccgctgtccc agcggcctca ccgcacccag ggcgcgggat cgcctcctga aacgaacgag      540

aaactgacga atccacaggt gaaagagaag taacggccgt gcgcctaggc gtccacccag      600

aggagacact aggagcttgc aggactcgga gtagacgctc aagtttttca ccgtggcgtg      660

cacagccaat caggacccgc agtgcgcgca ccacaccagg ttcacctgct acgggcagaa      720

tcaaggtgga cagcttctga gcaggagccg gaaacgcgcg gggccttcaa acaggcacgc      780

ctagtgaggg caggagagag gaggacgcac acacacacac acacacaaat atggtgaaac      840

ccaatttctt acatcatatc tgtgctaccc tttccaaaca gccta                      885

<210>  29

<211>  84

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<300><301>  Van den Eynde, B. J., et al.,

<302>  A new antigen recognized by cytolytic T lymphocytes on a human 

       kidney tumor from reverse strand

<303>  J. Exp. Med.

<304>  190

<305>  12

<306>  1793-1799

<307>  1999-12-20
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<308>  Q9UBP8

<309>  1999-12-20

<400>  29

Met Asp Asp Asp Ala Ala Pro Arg Val Glu Gly Val Pro Val Ala Val 

1               5                   10                  15      

His Lys His Ala Leu His Asp Gly Leu Arg Gln Val Ala Gly Pro Gly 

            20                  25                  30          

Ala Ala Ala Ala His Leu Pro Arg Trp Pro Pro Pro Gln Leu Ala Ala 

        35                  40                  45              

Ser Arg Arg Glu Ala Pro Pro Leu Ser Gln Arg Pro His Arg Thr Gln 

    50                  55                  60                  

Gly Ala Gly Ser Pro Pro Glu Thr Asn Glu Lys Leu Thr Asn Pro Gln 

65                  70                  75                  80  

Val Lys Glu Lys 

                

<210>  30

<211>  112

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  variant light chain variable region

<220><221>  MISC_FEATURE

<222>  (2)..(2)

<223>  Xaa is any amino acid

<220><221>  MISC_FEATURE

<222>  (12)..(12)

<223>  Xaa is any amino acid

<220>

<221>  MISC_FEATURE

<222>  (14)..(14)

<223>  Xaa is any amino acid

<220><221>  MISC_FEATURE

<222>  (15)..(15)

<223>  Xaa is any amino acid

<220><221>  MISC_FEATURE
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<222>  (17)..(17)

<223>  Xaa is any amino acid

<220><221>  MISC_FEATURE

<222>  (18)..(18)

<223>  Xaa is any amino acid

<220><221>  MISC_FEATURE

<222>  (50)..(50)

<223>  Xaa is any amino acid

<220><221>  MISC_FEATURE

<222>  (88)..(88)

<223>  Xaa is any amino acid

<220><221>  MISC_FEATURE

<222>  (105)..(105)

<

223>  Xaa is any amino acid

<220><221>  misc_feature

<222>  (108)..(108)

<223>  Xaa can be any naturally occurring amino acid

<220><221>  MISC_FEATURE

<222>  (111)..(111)

<223>  Xaa is any amino acid

<400>  30

Asp Xaa Val Met Thr Gln Thr Pro Leu Ser Leu Xaa Val Xaa Xaa Gly 

1               5                   10                  15      

Xaa Xaa Ala Ser Ile Ser Cys Arg Ser Ser Gln Ser Leu Leu His Ser 

            20                  25                  30          

Asn Gly Asn Thr Tyr Leu Glu Trp Tyr Leu Gln Lys Pro Gly Gln Ser 

        35                  40                  45              

Pro Xaa Leu Leu Ile His Thr Val Ser Asn Arg Phe Ser Gly Val Pro 

    50                  55                  60                  

Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Lys Ile 

65                  70                  75                  80  

Ser Arg Val Glu Ala Glu Asp Xaa Gly Val Tyr Tyr Cys Phe Gln Gly 

                85                  90                  95      
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Ser His Val Pro Leu Thr Phe Gly Xaa Gly Thr Xaa Leu Glu Xaa Lys 

            100                 105                 110         

<210>  31

<211>  112

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  variant light chain variable region

<220><221>  MISC_FEATURE

<222>  (2)..(2)

<223>  Xaa is a hydrophobic amino acid

<220><221>  MISC_FEATURE

<222>  (12)..(12)

<223>  Xaa is A or P

<220><221>  MISC_FEATURE

<222>  (14)..(14)

<223>  Xaa is a neutral hydrophilic amino acid

<220><221>  MISC_FEATURE

<222>  (15)..(15)

<223>  Xaa is L or P

<220><221

>  MISC_FEATURE

<222>  (17)..(17)

<223>  Xaa is an acidic amino acid

<220><221>  MISC_FEATURE

<222>  (18)..(18)

<223>  Xaa is Q or P

<220><221>  MISC_FEATURE

<222>  (50)..(50)

<223>  Xaa is a basic amino acid

<220><221>  MISC_FEATURE

<222>  (88)..(88)

<223>  Xaa is a hydrophobic amino acid

<220><221>  MISC_FEATURE

<222>  (105)..(105)
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<223>  Xaa is A or Q

<220><221>  MISC_FEATURE

<222>  (108)..(108)

<223>  Xaa is a basic amino acid

<220><221>  MISC_FEATURE

<222>  (111)..(111)

<223>  Xaa is a hydrophobic amino acid

<400>  31

Asp Xaa Val Met Thr Gln Thr Pro Leu Ser Leu Xaa Val Xaa Xaa Gly 

1               5                   10                  15      

Xaa Xaa Ala Ser Ile Ser Cys Arg Ser Ser Gln Ser Leu Leu His Ser 

            20                  25                  30          

Asn Gly Asn Thr Tyr Leu Glu Trp Tyr Leu Gln Lys Pro Gly Gln Ser 

        35                  40                  45              

Pro Xaa Leu Leu Ile His Thr Val Ser Asn Arg Phe Ser Gly Val Pro 

    50                  55                  60                  

Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Lys Ile 

65                  70                  75                  80  

Ser Arg Val Glu Ala Glu Asp Xaa Gly Val Tyr Tyr Cys Phe Gln Gly 

                85                  90                  95      

Ser His Val Pro Leu Thr Phe Gly Xaa Gly Thr Xaa Leu Glu Xaa Lys 

            100                 105                 110         

<210>  32

<211>  112

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  variant light chain variable region

<220><221>  MISC_FEATURE

<222>  (2)..(2)

<223>  Xaa is V or I

<220><221>  MISC_FEATURE

<222>  (12)..(12)
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<223>  Xaa is A or P

<220><221>  MISC_FEATURE

<222>  (14)..(14)

<223>  Xaa is S or T

<220><221>  MISC_FEATURE

<222>  (15)..(15)

<223>  Xaa is L or P

<220><221>  MISC_FEATURE

<222>  (17)..(17)

<223>  Xaa is D or E

<220><221>  MISC_FEATURE

<222>  (18)..(18)

<223>  Xaa is Q or P

<220><221>  MISC_FEATURE

<222>  (50)..(50)

<223>  Xaa is K or Q

<220><221>  MISC_FEATURE

<222>  (88)..(88)

<223>  Xaa is L or V

<220><221>  MISC_FEATURE

<222>  (105)..(105)

<223>  Xaa is A or Q

<220><221>  MISC_FEATURE

<222>  (108)..(108)

<223>  Xaa is R or K

<220><221>  MISC_FEATURE

<222>  (111)..(111)

<223>  Xaa is L or I

<400>  32

Asp Xaa Val Met Thr Gln Thr Pro Leu Ser Leu Xaa Val Xaa Xaa Gly 

1               5                   10                  15      

Xaa Xaa Ala Ser Ile Ser Cys Arg Ser Ser Gln Ser Leu Leu His Ser 

            20                  25                  30          
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Asn Gly Asn Thr Tyr Leu Glu Trp Tyr Leu Gln Lys Pro Gly Gln Ser 

        35                  40                  45              

Pro Xaa Leu Leu Ile His Thr Val Ser Asn Arg Phe Ser Gly Val Pro 

    50                  55                  60                  

Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Lys Ile 

65                  70                  75                  80  

Ser Arg Val Glu Ala Glu Asp Xaa Gly Val Tyr Tyr Cys Phe Gln Gly 

                85                  90                  95      

Ser His Val Pro Leu Thr Phe Gly Xaa Gly Thr Xaa Leu Glu Xaa Lys 

            100                 105                 110         

<210>  33

<211>  112

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  variant 1 light chain variable region: Lvh1

<400>  33

Asp Ile Val Met Thr Gln Thr Pro Leu Ser Leu Pro Val Thr Pro Gly 

1               5                   10                  15      

Glu Pro Ala Ser Ile Ser Cys Arg Ser Ser Gln Ser Leu Leu His Ser 

            20                  25                  30          

Asn Gly Asn Thr Tyr Leu Glu Trp Tyr Leu Gln Lys Pro Gly Gln Ser 

        35                  40                  45              

Pro Gln Leu Leu Ile Tyr Thr Val Ser Asn Arg Phe Ser Gly Val Pro 

    50                  55                  60                  

Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Lys Ile 

65                  70                  75                  80  

Ser Arg Val Glu Ala Glu Asp Val Gly Val Tyr Tyr Cys Phe Gln Gly 

                85                  90                  95      

Ser His Val Pro Leu Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys 

            100                 105                 110         

<210>  34

<211>  112
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<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  variant 2 light chain variable region: Lvh2

<400>  34

Asp Val Val Met Thr Gln Thr Pro Leu Ser Leu Pro Val Thr Pro Gly 

1               5                   10                  15      

Glu Pro Ala Ser Ile Ser Cys Arg Ser Ser Gln Ser Leu Leu His Ser 

            20                  25                  30          

Asn Gly Asn Thr Tyr Leu Glu Trp Tyr Leu Gln Lys Pro Gly Gln Ser 

        35                  40                  45              

Pro Lys Leu Leu Ile Tyr Thr Val Ser Asn Arg Phe Ser Gly Val Pro 

    50                  55                  60                  

Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Lys Ile 

65                  70                  75                  80  

Ser Arg Val Glu Ala Glu Asp Val Gly Val Tyr Tyr Cys Phe Gln Gly 

                85                  90                  95      

Ser His Val Pro Leu Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys 

            100                 105                 110         

<210>  35

<211>  116

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  variant heavy chain variable region

<220><221>  MISC_FEATURE

<222>  (2)..(2)

<223>  Xaa is any amino acid

<220><221>  MISC_FEATURE

<222>  (9)..(9)

<223>  Xaa is any amino acid

<220><221>  MISC_FEATURE

<222>  (11)..(11)

<223>  Xaa is any amino acid

등록특허 10-2140984

- 110 -



<220><221>  MISC_FEATURE

<222>  (12)..(12)

<223>  Xaa is any amino acid

<220><221>  MISC_FEATURE

<222>  (20)..(20)

<223>  Xaa is any amino acid

<220><221>  MISC_FEATURE

<222>  (38)..(38)

<223>  Xaa is any amino acid

<220><221>  MISC_FEATURE

<222>  (40)..(40)

<223>  Xaa is any amino acid

<220><221>  MISC_FEATURE

<222>  (41)..(41)

<223>  Xaa is any amino acid

<220><221>  MISC_FEATURE

<222>  (43)..(43)

<223>  Xaa is any amino acid

<220><221>  MISC_FEATURE

<222>  (44)..(44)

<223>  Xaa is any amino acid

<220><221>  MISC_FEATURE

<222>  (48)..(48)

<223>  Xaa is any amino acid

<220><221>  MISC_FEATURE

<222>  (67)..(67)

<223>  Xaa is any amino acid

<220><221>  MISC_FEATURE

<222>  (68)..(68)

<223>  Xaa is any amino acid

<220><221>  MISC_FEATURE

<222>  (69)..(69)

<223>  Xaa is any amino acid

<220><221>  MISC_FEATURE
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<222>  (70)..(70)

<223>  Xaa is any amino acid

<220><221>  MISC_FEATURE

<222>  (72)..(72)

<223>  Xaa is any amino acid

<220><221>  MISC_FEATURE

<222>  (74)..(74)

<223>  Xaa is any amino acid

<220><221>  MISC_FEATURE

<222>  (76)..(76)

<223>  Xaa is any amino acid

<220><221>  MISC_FEATURE

<222>  (82)..(82)

<223>  Xaa is any amino acid

<220><221>  MISC_FEATURE

<222>  (84)..(84)

<223>  Xaa is any amino acid

<220><221>  MISC_FEATURE

<222>  (87)..(87)

<223>  Xaa is any amino acid

<220><221>  MISC_FEATURE

<222>  (91)..(91)

<223>  Xaa is any amino acid

<220><221>  MISC_FEATURE

<222>  (111)..(111)

<223>  Xaa is any amino acid

<400>  35

Gln Xaa Gln Leu Val Gln Ser Gly Xaa Glu Xaa Xaa Lys Pro Gly Ala 

1               5                   10                  15      

Ser Val Lys Xaa Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Asp Asp 

            20                  25                  30          

Tyr Met Ser Trp Val Xaa Gln Xaa Xaa Gly Xaa Xaa Leu Glu Trp Xaa 

        35                  40                  45              
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Gly Asp Ile Asn Pro Tyr Asn Gly Asp Thr Asn Tyr Asn Gln Lys Phe 

    50                  55                  60                  

Lys Gly Xaa Xaa Xaa Xaa Thr Xaa Asp Xaa Ser Xaa Ser Thr Ala Tyr 

65                  70                  75                  80  

Met Xaa Leu Xaa Ser Leu Xaa Ser Glu Asp Xaa Ala Val Tyr Tyr Cys 

                85                  90                  95      

Ala Arg Asp Pro Gly Ala Met Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Xaa Val 

            100                 105                 110         

Thr Val Ser Ser 

        115     

<210>  36

<211>  116

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>

  variant heavy chain variable region

<220><221>  MISC_FEATURE

<222>  (2)..(2)

<223>  Xaa is a hydrophobic amino acid

<220><221>  MISC_FEATURE

<222>  (9)..(9)

<223>  Xaa is A or P

<220><221>  MISC_FEATURE

<222>  (11)..(11)

<223>  Xaa is a hydrophobic amino acid

<220><221>  MISC_FEATURE

<222>  (12)..(12)

<223>  Xaa is V or K

<220><221>  MISC_FEATURE

<222>  (20)..(20)

<223>  Xaa is a hydrophobic amino acid

<220><221>  MISC_FEATURE

<222>  (38)..(38)
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<223>  Xaa is a basic amino acid

<220><221>  MISC_FEATURE

<222>  (40)..(40)

<223>  Xaa is S or A

<220><221>  MISC_FEATURE

<222>  (41)..(41)

<223>  Xaa is H or P

<220><221>  MISC_FEATURE

<222>  (43)..(43)

<223>  Xaa is a basic amino acid

<220><221>  MISC_FEATURE

<222>  (44)..(44)

<223>  Xaa is S or G

<220><221>  MISC_FEATURE

<222>  (48)..(48)

<223>  Xaa is a hydrophobic amino acid

<220><221>  MISC_FEATURE

<222>  (67)..(67)

<223>  Xaa is a basic amino acid

<220><221>  MISC_FEATURE

<222>  (68)..(68)

<223

>  Xaa is a hydrophobic amino acid

<220><221>  MISC_FEATURE

<222>  (69)..(69)

<223>  Xaa is I or T

<220><221>  MISC_FEATURE

<222>  (70)..(70)

<223>  Xaa is a hydrophobic amino acid

<220><221>  MISC_FEATURE

<222>  (72)..(72)

<223>  Xaa is hydrophobic amino acid

<220><221>  MISC_FEATURE

<222>  (74)..(74)
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<223>  Xaa is K or T

<220><221>  MISC_FEATURE

<222>  (76)..(76)

<223>  Xaa is a neutral amino acid

<220><221>  MISC_FEATURE

<222>  (82)..(82)

<223>  Xaa is Q or E

<220><221

>  MISC_FEATURE

<222>  (84)..(84)

<223>  Xaa is N or S

<220><221>  MISC_FEATURE

<222>  (87)..(87)

<223>  Xaa is T or R

<220><221>  MISC_FEATURE

<222>  (91)..(91)

<223>  Xaa is a neutral hydrophilic amino acid

<220><221>  MISC_FEATURE

<222>  (111)..(111)

<223>  Xaa is S or L

<400>  36

Gln Xaa Gln Leu Val Gln Ser Gly Xaa Glu Xaa Xaa Lys Pro Gly Ala 

1               5                   10                  15      

Ser Val Lys Xaa Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Asp Asp 

            20                  25                  30          

Tyr Met Ser Trp Val Xaa Gln Xaa Xaa Gly Xaa Xaa Leu Glu Trp Xaa 

        35                  40                  45              

Gly Asp Ile Asn Pro Tyr Asn Gly Asp Thr Asn Tyr Asn Gln Lys Phe 

    50                  55                  60                  

Lys Gly Xaa Xaa Xaa Xaa Thr Xaa Asp Xaa Ser Xaa Ser Thr Ala Tyr 

65                  70                  75                  80  

Met Xaa Leu Xaa Ser Leu Xaa Ser Glu Asp Xaa Ala Val Tyr Tyr Cys 

                85                  90                  95      
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Ala Arg Asp Pro Gly Ala Met Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Xaa Val 

            100                 105                 110         

Thr Val Ser Ser 

        115     

<210>  37

<211>  116

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  variant heavy chain variable region

<220><221>  MISC_FEATURE

<222>  (2)..(2)

<223>  Xaa is I or V

<220><221>  MISC_FEATURE

<222>  (9)..(9)

<223>  Xaa is P or A

<220><221>  MISC_FEATURE

<222>  (11)..(11)

<223>  Xaa is M or V

<220><221>  MISC_FEATURE

<222>  (12)..(12)

<223>  Xaa is V or K

<220><221>  MISC_FEATURE

<222>  (20)..(20)

<223>  Xaa is M or V

<220><221>  MISC_FEATURE

<222>  (38)..(38)

<223>  Xaa is K or R

<220><221>  MISC_FEATURE

<222>  (40)..(40)

<223>  Xaa is S or A

<220><221>  MISC_FEATURE

<222>  (41)..(41)

<223>  Xaa is H or P

<220><221>  MISC_FEATURE
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<222>  (43)..(43)

<223>  Xaa is K or Q

<220><221>  MISC_FEATURE

<222>  (44)..(44)

<223>  Xaa is S or G

<220><221>  MISC_FEATURE

<222>  (48)..(48)

<223

>  Xaa is I or M

<220><221>  MISC_FEATURE

<222>  (67)..(67)

<223>  Xaa is K or R

<220><221>  MISC_FEATURE

<222>  (68)..(68)

<223>  Xaa is A or V

<220><221>  MISC_FEATURE

<222>  (69)..(69)

<223>  Xaa is I or T

<220><221>  MISC_FEATURE

<222>  (70)..(70)

<223>  Xaa is L or I

<220><221>  MISC_FEATURE

<222>  (72)..(72)

<223>  Xaa is V or A

<220><221>  MISC_FEATURE

<222>  (74)..(74)

<223>  Xaa is K or T

<220><221>  MISC_FEATURE

<222>  (76)..(76)

<223>  Xaa is S or T

<220

><221>  MISC_FEATURE

<222>  (82)..(82)

<223>  Xaa is Q or E

<220><221>  MISC_FEATURE
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<222>  (84)..(84)

<223>  Xaa is N or S

<220><221>  MISC_FEATURE

<222>  (87)..(87)

<223>  Xaa is T or R

<220><221>  MISC_FEATURE

<222>  (91)..(91)

<223>  Xaa is S or T

<220><221>  MISC_FEATURE

<222>  (111)..(111)

<223>  Xaa is S or L

<400>  37

Gln Xaa Gln Leu Val Gln Ser Gly Xaa Glu Xaa Xaa Lys Pro Gly Ala 

1               5                   10                  15      

Ser Val Lys Xaa Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Asp Asp 

            20                  25                  30          

Tyr Met Ser Trp Val Xaa Gln Xaa Xaa Gly Xaa Xaa Leu Glu Trp Xaa 

        35                  40                  45              

Gly Asp Ile Asn Pro Tyr Asn Gly Asp Thr Asn Tyr Asn Gln Lys Phe 

    50                  55                  60                  

Lys Gly Xaa Xaa Xaa Xaa Thr Xaa Asp Xaa Ser Xaa Ser Thr Ala Tyr 

65                  70                  75                  80  

Met Xaa Leu Xaa Ser Leu Xaa Ser Glu Asp Xaa Ala Val Tyr Tyr Cys 

                85                  90                  95      

Ala Arg Asp Pro Gly Ala Met Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Xaa Val 

            100                 105                 110         

Thr Val Ser Ser 

        115     

<210>  38

<211>  116

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  variant 1 heavy chain variable region: Hvh1
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<400>  38

Gln Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Ala 

1               5                   10                  15      

Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Asp Asp 

            20                  25                  30          

Tyr Met Ser Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Met 

        35                  40                  45              

Gly Asp Ile Asn Pro Tyr Asn Gly Asp Thr Asn Tyr Asn Gln Lys Phe 

    50                  55                  60                  

Lys Gly Arg Val Thr Ile Thr Ala Asp Thr Ser Thr Ser Thr Ala Tyr 

65                  70                  75                  80  

Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys 

                85                  90                  95      

Ala Arg Asp Pro Gly Ala Met Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val 

            100                 105                 110         

Thr Val Ser Ser 

        115     

<210>  39

<211>  116

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  variant 2 heavy chain variable region: Hvh2

<400>  39

Gln Ile Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Ala 

1               5                   10                  15      

Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Asp Asp 

            20                  25                  30          

Tyr Met Ser Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Met 

        35                  40                  45              

Gly Asp Ile Asn Pro Tyr Asn Gly Asp Thr Asn Tyr Asn Gln Lys Phe 

    50                  55                  60                  

Lys Gly Arg Val Thr Ile Thr Ala Asp Lys Ser Thr Ser Thr Ala Tyr 
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65                  70                  75                  80  

Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys 

                85                  90                  95      

Ala Arg Asp Pro Gly Ala Met Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val 

            100                 105                 110         

Thr Val Ser Ser 

        115     

<210>  40

<211>  116

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  variant 3 heavy chain variable region: Hvh3

<400>  40

Gln Ile Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Ala 

1               5                   10                  15      

Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Asp Asp 

            20                  25                  30          

Tyr Met Ser Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Ile 

        35                  40                  45              

Gly Asp Ile Asn Pro Tyr Asn Gly Asp Thr Asn Tyr Asn Gln Lys Phe 

    50                  55                  60                  

Lys Gly Arg Ala Thr Leu Thr Val Asp Lys Ser Thr Ser Thr Ala Tyr 

65                  70                  75                  80  

Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys 

                85                  90                  95      

Ala Arg Asp Pro Gly Ala Met Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val 

            100                 105                 110         

Thr Val Ser Ser 

        115     

<210>  41

<211>  116

<212>  PRT
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<213>  Artificial Sequence

<220><223>  variant 4 heavy chain variable region: Hvh4

<400>  41

Gln Ile Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Ala 

1               5                   10                  15      

Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Asp Asp 

            20                  25                  30          

Tyr Met Ser Trp Val Lys Gln Ala Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Ile 

        35                  40                  45              

Gly Asp Ile Asn Pro Tyr Asn Gly Asp Thr Asn Tyr Asn Gln Lys Phe 

    50                  55                  60                  

Lys Gly Lys Ala Thr Leu Thr Val Asp Lys Ser Thr Ser Thr Ala Tyr 

65                  70                  75                  80  

Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys 

                85                  90                  95      

Ala Arg Asp Pro Gly Ala Met Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val 

            100                 105                 110         

Thr Val Ser Ser 

        115     

<210>  42

<211>  219

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  3A4 murine light (kappa) chain

<400>  42

Asp Val Val Met Thr Gln Thr Pro Leu Ser Leu Ala Val Ser Leu Gly 

1               5                   10                  15      

Asp Gln Ala Ser Ile Ser Cys Arg Ser Ser Gln Ser Leu Leu His Ser 

            20                  25                  30          

Asn Gly Asn Thr Tyr Leu Glu Trp Tyr Leu Gln Lys Pro Gly Gln Ser 

        35                  40                  45              

Pro Lys Leu Leu Ile His Thr Val Ser Asn Arg Phe Ser Gly Val Pro 
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    50                  55                  60                  

Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Lys Ile 

65                  70                  75                  80  

Ser Arg Val Glu Ala Glu Asp Leu Gly Val Tyr Tyr Cys Phe Gln Gly 

                85                  90                  95      

Ser His Val Pro Leu Thr Phe Gly Ala Gly Thr Arg Leu Glu Leu Lys 

            100                 105                 110         

Arg Thr Val Ala Ala Pro Ser Val Phe Ile Phe Pro Pro Ser Asp Glu 

        115                 120                 125             

Gln Leu Lys Ser Gly Thr Ala Ser Val Val Cys Leu Leu Asn Asn Phe 

    130                 135                 140                 

Tyr Pro Arg Glu Ala Lys Val Gln Trp Lys Val Asp Asn Ala Leu Gln 

145                 150                 155                 160 

Ser Gly Asn Ser Gln Glu Ser Val Thr Glu Gln Asp Ser Lys Asp Ser 

                165                 170                 175     

Thr Tyr Ser Leu Ser Ser Thr Leu Thr Leu Ser Lys Ala Asp Tyr Glu 

            180                 185                 190         

Lys His Lys Val Tyr Ala Cys Glu Val Thr His Gln Gly Leu Ser Ser 

        195                 200                 205             

Pro Val Thr Lys Ser Phe Asn Arg Gly Glu Cys 

    210                 215                 

<210>  43

<211>  219

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  3A4 humanized light (kappa) chain variant 1: Lh1

<400>  43

Asp Ile Val Met Thr Gln Thr Pro Leu Ser Leu Pro Val Thr Pro Gly 

1               5                   10                  15      

Glu Pro Ala Ser Ile Ser Cys Arg Ser Ser Gln Ser Leu Leu His Ser 

            20                  25                  30          

Asn Gly Asn Thr Tyr Leu Glu Trp Tyr Leu Gln Lys Pro Gly Gln Ser 
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        35                  40                  45              

Pro Gln Leu Leu Ile Tyr Thr Val Ser Asn Arg Phe Ser Gly Val Pro 

    50                  55                  60                  

Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Lys Ile 

65                  70                  75                  80  

Ser Arg Val Glu Ala Glu Asp Val Gly Val Tyr Tyr Cys Phe Gln Gly 

                85                  90                  95      

Ser His Val Pro Leu Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys 

            100                 105                 110         

Arg Thr Val Ala Ala Pro Ser Val Phe Ile Phe Pro Pro Ser Asp Glu 

        115                 120                 125             

Gln Leu Lys Ser Gly Thr Ala Ser Val Val Cys Leu Leu Asn Asn Phe 

    130                 135                 140                 

Tyr Pro Arg Glu Ala Lys Val Gln Trp Lys Val Asp Asn Ala Leu Gln 

145                 150                 155                 160 

Ser Gly Asn Ser Gln Glu Ser Val Thr Glu Gln Asp Ser Lys Asp Ser 

                165                 170                 175     

Thr Tyr Ser Leu Ser Ser Thr Leu Thr Leu Ser Lys Ala Asp Tyr Glu 

            180                 185                 190         

Lys His Lys Val Tyr Ala Cys Glu Val Thr His Gln Gly Leu Ser Ser 

        195                 200                 205             

Pro Val Thr Lys Ser Phe Asn Arg Gly Glu Cys 

    210                 215                 

<210>  44

<211>  219

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  3A4 humanized light (kappa) chain variant 2: Lh2

<400>  44

Asp Val Val Met Thr Gln Thr Pro Leu Ser Leu Pro Val Thr Pro Gly 

1               5                   10                  15      
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Glu Pro Ala Ser Ile Ser Cys Arg Ser Ser Gln Ser Leu Leu His Ser 

            20                  25                  30          

Asn Gly Asn Thr Tyr Leu Glu Trp Tyr Leu Gln Lys Pro Gly Gln Ser 

        35                  40                  45              

Pro Lys Leu Leu Ile Tyr Thr Val Ser Asn Arg Phe Ser Gly Val Pro 

    50                  55                  60                  

Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Lys Ile 

65                  70                  75                  80  

Ser Arg Val Glu Ala Glu Asp Val Gly Val Tyr Tyr Cys Phe Gln Gly 

                85                  90                  95      

Ser His Val Pro Leu Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys 

            100                 105                 110         

Arg Thr Val Ala Ala Pro Ser Val Phe Ile Phe Pro Pro Ser Asp Glu 

        115                 120                 125             

Gln Leu Lys Ser Gly Thr Ala Ser Val Val Cys Leu Leu Asn Asn Phe 

    130                 135                 140                 

Tyr Pro Arg Glu Ala Lys Val Gln Trp Lys Val Asp Asn Ala Leu Gln 

145                 150                 155                 160 

Ser Gly Asn Ser Gln Glu Ser Val Thr Glu Gln Asp Ser Lys Asp Ser 

                165                 170                 175     

Thr Tyr Ser Leu Ser Ser Thr Leu Thr Leu Ser Lys Ala Asp Tyr Glu 

            180                 185                 190         

Lys His Lys Val Tyr Ala Cys Glu Val Thr His Gln Gly Leu Ser Ser 

        195                 200                 205             

Pro Val Thr Lys Ser Phe Asn Arg Gly Glu Cys 

    210                 215                 

<210>  45

<211>  446

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  3A4 murine heavy (Igg1) chain

<400>  45
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Gln Ile Gln Leu Val Gln Ser Gly Pro Glu Met Val Lys Pro Gly Ala 

1               5                   10                  15      

Ser Val Lys Met Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Asp Asp 

            20                  25                  30          

Tyr Met Ser Trp Val Lys Gln Ser His Gly Lys Ser Leu Glu Trp Ile 

        35                  40                  45              

Gly Asp Ile Asn Pro Tyr Asn Gly Asp Thr Asn Tyr Asn Gln Lys Phe 

    50                  55                  60                  

Lys Gly Lys Ala Ile Leu Thr Val Asp Lys Ser Ser Ser Thr Ala Tyr 

65                  70                  75                  80  

Met Gln Leu Asn Ser Leu Thr Ser Glu Asp Ser Ala Val Tyr Tyr Cys 

                85                  90                  95      

Ala Arg Asp Pro Gly Ala Met Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Ser Val 

            100                 105                 110         

Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val Phe Pro Leu Ala 

        115                 120                 125             

Pro Ser Ser Lys Ser Thr Ser Gly Gly Thr Ala Ala Leu Gly Cys Leu 

    130                 135                 140                 

Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro Val Thr Val Ser Trp Asn Ser Gly 

145                 150                 155                 160 

Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr Phe Pro Ala Val Leu Gln Ser Ser 

                165                 170                 175     

Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val Val Thr Val Pro Ser Ser Ser Leu 

            180                 185                 190         

Gly Thr Gln Thr Tyr Ile Cys Asn Val Asn His Lys Pro Ser Asn Thr 

        195                 200                 205             

Lys Val Asp Lys Lys Val Glu Pro Lys Ser Cys Asp Lys Thr His Thr 

    210                 215                 220                 

Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser Val Phe 

225                 230                 235                 240 

Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr Pro 
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                245                 250                 255     

Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser His Glu Asp Pro Glu Val 

            260                 265                 270         

Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val His Asn Ala Lys Thr 

        275                 280                 285             

Lys Pro Arg Glu Glu Gln Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg Val Val Ser Val 

    290                 295                 300                 

Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys 

305                 310                 315                 320 

Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile Glu Lys Thr Ile Ser 

                325                 330                 335     

Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro 

            340                 345                 350         

Ser Arg Asp Glu Leu Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu Val 

        355                 360                 365             

Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly 

    370                 375                 380                 

Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp 

385                 390                 395                 400 

Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp 

                405                 410                 415     

Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His 

            420                 425                 430         

Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys 

        435                 440                 445     

<210>  46

<211>  446

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  3A4 humanized heavy (Igg1) chain variant 1: Hh1

<400>  46

Gln Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Ala 
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1               5                   10                  15      

Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Asp Asp 

            20                  25                  30          

Tyr Met Ser Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Met 

        35                  40                  45              

Gly Asp Ile Asn Pro Tyr Asn Gly Asp Thr Asn Tyr Asn Gln Lys Phe 

    50                  55                  60                  

Lys Gly Arg Val Thr Ile Thr Ala Asp Thr Ser Thr Ser Thr Ala Tyr 

65                  70                  75                  80  

Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys 

                85                  90                  95      

Ala Arg Asp Pro Gly Ala Met Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val 

            100                 105                 110         

Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val Phe Pro Leu Ala 

        115                 120                 125             

Pro Ser Ser Lys Ser Thr Ser Gly Gly Thr Ala Ala Leu Gly Cys Leu 

    130                 135                 140                 

Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro Val Thr Val Ser Trp Asn Ser Gly 

145                 150                 155                 160 

Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr Phe Pro Ala Val Leu Gln Ser Ser 

                165                 170                 175     

Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val Val Thr Val Pro Ser Ser Ser Leu 

            180                 185                 190         

Gly Thr Gln Thr Tyr Ile Cys Asn Val Asn His Lys Pro Ser Asn Thr 

        195                 200                 205             

Lys Val Asp Lys Lys Val Glu Pro Lys Ser Cys Asp Lys Thr His Thr 

    210                 215                 220                 

Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser Val Phe 

225                 230                 235                 240 

Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr Pro 

                245                 250                 255     
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Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser His Glu Asp Pro Glu Val 

            260                 265                 270         

Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val His Asn Ala Lys Thr 

        275                 280                 285             

Lys Pro Arg Glu Glu Gln Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg Val Val Ser Val 

    290                 295                 300                 

Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys 

305                 310                 315                 320 

Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile Glu Lys Thr Ile Ser 

                325                 330                 335     

Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro 

            340                 345                 350         

Ser Arg Asp Glu Leu Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu Val 

        355                 360                 365             

Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly 

    370                 375                 380                 

Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp 

385                 390                 395                 400 

Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp 

                405                 410                 415     

Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His 

            420                 425                 430         

Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys 

        435                 440                 445     

<210>  47

<211>  446

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  3A4 humanized heavy (Igg1) chain variant 2: Hh2

<

400>  47

Gln Ile Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Ala 
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1               5                   10                  15      

Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Asp Asp 

            20                  25                  30          

Tyr Met Ser Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Met 

        35                  40                  45              

Gly Asp Ile Asn Pro Tyr Asn Gly Asp Thr Asn Tyr Asn Gln Lys Phe 

    50                  55                  60                  

Lys Gly Arg Val Thr Ile Thr Ala Asp Lys Ser Thr Ser Thr Ala Tyr 

65                  70                  75                  80  

Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys 

                85                  90                  95      

Ala Arg Asp Pro Gly Ala Met Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val 

            100                 105                 110         

Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val Phe Pro Leu Ala 

        115                 120                 125             

Pro Ser Ser Lys Ser Thr Ser Gly Gly Thr Ala Ala Leu Gly Cys Leu 

    130                 135                 140                 

Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro Val Thr Val Ser Trp Asn Ser Gly 

145                 150                 155                 160 

Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr Phe Pro Ala Val Leu Gln Ser Ser 

                165                 170                 175     

Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val Val Thr Val Pro Ser Ser Ser Leu 

            180                 185                 190         

Gly Thr Gln Thr Tyr Ile Cys Asn Val Asn His Lys Pro Ser Asn Thr 

        195                 200                 205             

Lys Val Asp Lys Lys Val Glu Pro Lys Ser Cys Asp Lys Thr His Thr 

    210                 215                 220                 

Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser Val Phe 

225                 230                 235                 240 

Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr Pro 

                245                 250                 255     
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Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser His Glu Asp Pro Glu Val 

            260                 265                 270         

Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val His Asn Ala Lys Thr 

        275                 280                 285             

Lys Pro Arg Glu Glu Gln Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg Val Val Ser Val 

    290                 295                 300                 

Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys 

305                 310                 315                 320 

Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile Glu Lys Thr Ile Ser 

                325                 330                 335     

Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro 

            340                 345                 350         

Ser Arg Asp Glu Leu Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu Val 

        355                 360                 365             

Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly 

    370                 375                 380                 

Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp 

385                 390                 395                 400 

Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp 

                405                 410                 415     

Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His 

            420                 425                 430         

Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys 

        435                 440                 445     

<210>  48

<211>  446

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  3A4 humanized heavy (Igg1) chain variant 3: Hh3

<400>  48

Gln Ile Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Ala 

1               5                   10                  15      
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Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Asp Asp 

            20                  25                  30          

Tyr Met Ser Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Ile 

        35                  40                  45              

Gly Asp Ile Asn Pro Tyr Asn Gly Asp Thr Asn Tyr Asn Gln Lys Phe 

    50                  55                  60                  

Lys Gly Arg Ala Thr Leu Thr Val Asp Lys Ser Thr Ser Thr Ala Tyr 

65                  70                  75                  80  

Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys 

                85                  90                  95      

Ala Arg Asp Pro Gly Ala Met Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val 

            100                 105                 110         

Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val Phe Pro Leu Ala 

        115                 120                 125             

Pro Ser Ser Lys Ser Thr Ser Gly Gly Thr Ala Ala Leu Gly Cys Leu 

    130                 135                 140                 

Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro Val Thr Val Ser Trp Asn Ser Gly 

145                 150                 155                 160 

Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr Phe Pro Ala Val Leu Gln Ser Ser 

                165                 170                 175     

Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val Val Thr Val Pro Ser Ser Ser Leu 

            180                 185                 190         

Gly Thr Gln Thr Tyr Ile Cys Asn Val Asn His Lys Pro Ser Asn Thr 

        195                 200                 205             

Lys Val Asp Lys Lys Val Glu Pro Lys Ser Cys Asp Lys Thr His Thr 

    210                 215                 220                 

Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser Val Phe 

225                 230                 235                 240 

Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr Pro 

                245                 250                 255     

Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser His Glu Asp Pro Glu Val 
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            260                 265                 270         

Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val His Asn Ala Lys Thr 

        275                 280                 285             

Lys Pro Arg Glu Glu Gln Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg Val Val Ser Val 

    290                 295                 300                 

Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys 

305                 310                 315                 320 

Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile Glu Lys Thr Ile Ser 

                325                 330                 335     

Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro 

            340                 345                 350         

Ser Arg Asp Glu Leu Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu Val 

        355                 360                 365             

Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly 

    370                 375                 380                 

Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp 

385                 390                 395                 400 

Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp 

                405                 410                 415     

Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His 

            420                 425                 430         

Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys 

        435                 440                 445     

<210>  49

<211>  446

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  3A4 humanized heavy (Igg1) chain variant 4: Hh4

<400>  49

Gln Ile Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Ala 

1               5                   10                  15      

Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Asp Asp 
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            20                  25                  30          

Tyr Met Ser Trp Val Lys Gln Ala Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Ile 

        35                  40                  45              

Gly Asp Ile Asn Pro Tyr Asn Gly Asp Thr Asn Tyr Asn Gln Lys Phe 

    50                  55                  60                  

Lys Gly Lys Ala Thr Leu Thr Val Asp Lys Ser Thr Ser Thr Ala Tyr 

65                  70                  75                  80  

Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys 

                85                  90                  95      

Ala Arg Asp Pro Gly Ala Met Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val 

            100                 105                 110         

Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val Phe Pro Leu Ala 

        115                 120                 125             

Pro Ser Ser Lys Ser Thr Ser Gly Gly Thr Ala Ala Leu Gly Cys Leu 

    130                 135                 140                 

Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro Val Thr Val Ser Trp Asn Ser Gly 

145                 150                 155                 160 

Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr Phe Pro Ala Val Leu Gln Ser Ser 

                165                 170                 175     

Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val Val Thr Val Pro Ser Ser Ser Leu 

            180                 185                 190         

Gly Thr Gln Thr Tyr Ile Cys Asn Val Asn His Lys Pro Ser Asn Thr 

        195                 200                 205             

Lys Val Asp Lys Lys Val Glu Pro Lys Ser Cys Asp Lys Thr His Thr 

    210                 215                 220                 

Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser Val Phe 

225                 230                 235                 240 

Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr Pro 

                245                 250                 255     

Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser His Glu Asp Pro Glu Val 

            260                 265                 270         
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Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val His Asn Ala Lys Thr 

        275                 280                 285             

Lys Pro Arg Glu Glu Gln Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg Val Val Ser Val 

    290                 295                 300                 

Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys 

305                 310                 315                 320 

Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile Glu Lys Thr Ile Ser 

                325                 330                 335     

Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro 

            340                 345                 350         

Ser Arg Asp Glu Leu Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu Val 

        355                 360                 365             

Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly 

    370                 375                 380                 

Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp 

385                 390                 395                 400 

Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp 

                405                 410                 415     

Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His 

            420                 425                 430         

Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys 

        435                 440                 445     

<210>  50

<211>  34

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  primer

<400>  50

atacccaagc ttgccaccat ggagacagac acac                                   34

<210>  51

<211>  33

<212>  DNA
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<213>  Artificial Sequence

<220><223>  primer

<400>  51

atacccaagc ttcatttccc gggagacagg gag                                    33

<210>  52

<211>  41

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  primer

<400>  52

atacccaagc ttgggccacc atgaactttc tgctgtcttg g                           41

<210>  53

<211>  34

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  primer

<400>  53

atacccaagc ttctaacact ctcccctgtt gaag                                   34

<210>  54

<211>  3962

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220

><223>  pK-CR5 plasmid

<400>  54

ctaaattgta agcgttaata ttttgttaaa attcgcgtta aatttttgtt aaatcagctc       60

attttttaac caataggccg aaatcggcaa aatcccttat aaatcaaaag aatagaccga      120

gatagggttg agtgttgttc cagtttggaa caagagtcca ctattaaaga acgtggactc      180

caacgtcaaa gggcgaaaaa ccgtctatca gggcgatggc ccactacgtg aaccatcacc      240

ctaatcaagt tttttggggt cgaggtgccg taaagcacta aatcggaacc ctaaagggag      300

cccccgattt agagcttgac ggggaaagcc ggcgaacgtg gcgagaaagg aagggaagaa      360

agcgaaagga gcgggcgcta gggcgctggc aagtgtagcg gtcacgctgc gcgtaaccac      420

cacacccgcc gcgcttaatg cgccgctaca gggcgcgtcc cattcgccat tcaggctgcg      480
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caactgttgg gaagggcgat cggtgcgggc ctcttcgcta ttacgccagc tggcgaaagg      540

gggatgtgct gcaaggcgat taagttgggt aacgccaggg ttttcccagt cacgacgttg      600

taaaacgacg gccagtgagc gcgcgtaata cgactcacta tagggcgaat tggagctcca      660

ccgcggtggc ggccgctcta gaactagtgg atccacatcg gcgcgccaaa tgatttgccc      720

tcccatatgt ccttccgagt gagagacaca aaaaattcca acacactatt gcaatgaaaa      780

taaatttcct ttattagcca gaggtcgaga tttaaataag cttgctagca gatctttgga      840

cctgggagtg gacacctgtg gagagaaagg caaagtggat gtcattgtca ctcaagtgta      900

tggccagatc gggccaggtg aatatcaaat cctcctcgtt tttggaaact gacaatctta      960

gcgcagaagt aatgcccgct tttgagaggg agtactcacc ccaacagctg gatctcaagc     1020

ctgccacacc tcacctcgac catccgccgt ctcaagaccg cctactttaa ttacatcatc     1080

agcagcacct ccgccagaaa caaccccgac cgccacccgc tgccgcccgc cacggtgctc     1140

agcctacctt gcgactgtga ctggttagac gcctttctcg agaggttttc cgatccggtc     1200

gatgcggact cgctcaggtc cctcggtggc ggagtaccgt tcggaggccg acgggtttcc     1260

gatccaagag tactggaaag accgcgaaga gtttgtcctc aaccgcgagc ccaacagctg     1320

gccctcgcag acagcgatgc ggaagagagt gaccgcggag gctggatcgg tcccggtgtc     1380

ttctatggag gtcaaaacag cgtggatggc gtctccaggc gatctgacgg ttcactaaac     1440

gagctctgct tatataggcc tcccaccgta cacgcctacc tcgacccggg taccaatctt     1500

ataatacaaa cagaccagat tgtctgtttg ttataataca aacagaccag attgtctgtt     1560

tgttataata caaacagacc agattgtctg tttgttataa tacaaacaga ccagattgtc     1620

tgtttgttat aatacaaaca gaccagattg tctgtttgtt ataatacaaa cagaccagat     1680

tgtctgtttg ttaaggttgt cgagtgaaga cgaaagggtt cattaaggcg cgccgtcgac     1740

ctcgaggggg ggcccggtac ccagcttttg ttccctttag tgagggttaa ttgcgcgctt     1800

ggcgtaatca tggtcatagc tgtttcctgt gtgaaattgt tatccgctca caattccaca     1860

caacatacga gccggaagca taaagtgtaa agcctggggt gcctaatgag tgagctaact     1920

cacattaatt gcgttgcgct cactgcccgc tttccagtcg ggaaacctgt cgtgccagct     1980

gcattaatga atcggccaac gcgcggggag aggcggtttg cgtattgggc gctcttccgc     2040

ttcctcgctc actgactcgc tgcgctcggt cgttcggctg cggcgagcgg tatcagctca     2100

ctcaaaggcg gtaatacggt tatccacaga atcaggggat aacgcaggaa agaacatgtg     2160

agcaaaaggc cagcaaaagg ccaggaaccg taaaaaggcc gcgttgctgg cgtttttcca     2220

taggctccgc ccccctgacg agcatcacaa aaatcgacgc tcaagtcaga ggtggcgaaa     2280

cccgacagga ctataaagat accaggcgtt tccccctgga agctccctcg tgcgctctcc     2340
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tgttccgacc ctgccgctta ccggatacct gtccgccttt ctcccttcgg gaagcgtggc     2400

gctttctcat agctcacgct gtaggtatct cagttcggtg taggtcgttc gctccaagct     2460

gggctgtgtg cacgaacccc ccgttcagcc cgaccgctgc gccttatccg gtaactatcg     2520

tcttgagtcc aacccggtaa gacacgactt atcgccactg gcagcagcca ctggtaacag     2580

gattagcaga gcgaggtatg taggcggtgc tacagagttc ttgaagtggt ggcctaacta     2640

cggctacact agaaggacag tatttggtat ctgcgctctg ctgaagccag ttaccttcgg     2700

aaaaagagtt ggtagctctt gatccggcaa acaaaccacc gctggtagcg gtggtttttt     2760

tgtttgcaag cagcagatta cgcgcagaaa aaaaggatct caagaagatc ctttgatctt     2820

ttctacgggg tctgacgctc agtggaacga aaactcacgt taagggattt tggtcatgag     2880

attatcaaaa aggatcttca cctagatcct tttaaattaa aaatgaagtt ttaaatcaat     2940

ctaaagtata tatgagtaaa cttggtctga cagttaccaa tgcttaatca gtgaggcacc     3000

tatctcagcg atctgtctat ttcgttcatc catagttgcc tgactccccg tcgtgtagat     3060

aactacgata cgggagggct taccatctgg ccccagtgct gcaatgatac cgcgagaccc     3120

acgctcaccg gctccagatt tatcagcaat aaaccagcca gccggaaggg ccgagcgcag     3180

aagtggtcct gcaactttat ccgcctccat ccagtctatt aattgttgcc gggaagctag     3240

agtaagtagt tcgccagtta atagtttgcg caacgttgtt gccattgcta caggcatcgt     3300

ggtgtcacgc tcgtcgtttg gtatggcttc attcagctcc ggttcccaac gatcaaggcg     3360

agttacatga tcccccatgt tgtgcaaaaa agcggttagc tccttcggtc ctccgatcgt     3420

tgtcagaagt aagttggccg cagtgttatc actcatggtt atggcagcac tgcataattc     3480

tcttactgtc atgccatccg taagatgctt ttctgtgact ggtgagtact caaccaagtc     3540

attctgagaa tagtgtatgc ggcgaccgag ttgctcttgc ccggcgtcaa tacgggataa     3600

taccgcgcca catagcagaa ctttaaaagt gctcatcatt ggaaaacgtt cttcggggcg     3660

aaaactctca aggatcttac cgctgttgag atccagttcg atgtaaccca ctcgtgcacc     3720

caactgatct tcagcatctt ttactttcac cagcgtttct gggtgagcaa aaacaggaag     3780

gcaaaatgcc gcaaaaaagg gaataagggc gacacggaaa tgttgaatac tcatactctt     3840

cctttttcaa tattattgaa gcatttatca gggttattgt ctcatgagcg gatacatatt     3900

tgaatgtatt tagaaaaata aacaaatagg ggttccgcgc acatttcccc gaaaagtgcc     3960

ac                                                                    3962

<210>  55

<211>  6530

<212>  DNA
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<213>  Artificial Sequence

<220><223>  pMPG-CR5 plasmid

<400>  55

gtcgacgata ccgtgcactt aattaagcgc gctcgaccaa atgatttgcc ctcccatatg       60

tccttccgag tgagagacac aaaaaattcc aacacactat tgcaatgaaa ataaatttcc      120

tttattagcc agaggtcgag gtcgggggat ccgtttaaac ttggacctgg gagtggacac      180

ctgtggagag aaaggcaaag tggatgtcat tgtcactcaa gtgtatggcc agatcgggcc      240

aggtgaatat caaatcctcc tcgtttttgg aaactgacaa tcttagcgca gaagtaatgc      300

ccgcttttga gagggagtac tcaccccaac agctggatct caagcctgcc acacctcacc      360

tcgaccatcc gccgtctcaa gaccgcctac tttaattaca tcatcagcag cacctccgcc      420

agaaacaacc ccgaccgcca cccgctgccg cccgccacgg tgctcagcct accttgcgac      480

tgtgactggt tagacgcctt tctcgagagg ttttccgatc cggtcgatgc ggactcgctc      540

aggtccctcg gtggcggagt accgttcgga ggccgacggg tttccgatcc aagagtactg      600

gaaagaccgc gaagagtttg tcctcaaccg cgagcccaac agctggccct cgcagacagc      660

gatgcggaag agagtgaccg cggaggctgg atcggtcccg gtgtcttcta tggaggtcaa      720

aacagcgtgg atggcgtctc caggcgatct gacggttcac taaacgagct ctgcttatat      780

aggcctccca ccgtacacgc ctacctcgac ccgggtacca atcttataat acaaacagac      840

cagattgtct gtttgttata atacaaacag accagattgt ctgtttgtta taatacaaac      900

agaccagatt gtctgtttgt tataatacaa acagaccaga ttgtctgttt gttataatac      960

aaacagacca gattgtctgt ttgttataat acaaacagac cagattgtct gtttgttaag     1020

gttgtcgagt gaagacgaaa gggttaatta aggcgcgccg tcgactagct tggcacgcca     1080

gaaatccgcg cggtggtttt tgggggtcgg gggtgtttgg cagccacaga cgcccggtgt     1140

tcgtgtcgcg ccagtacatg cggtccatgc ccaggccatc caaaaaccat gggtctgtct     1200

gctcagtcca gtcgtggacc agaccccacg caacgcccaa aataataacc cccacgaacc     1260

ataaaccatt ccccatgggg gaccccgtcc ctaacccacg gggccagtgg ctatggcagg     1320

gcctgccgcc ccgacgttgg ctgcgagccc tgggccttca cccgaacttg gggggtgggg     1380

tggggaaaag gaagaaacgc gggcgtattg gccccaatgg ggtctcggtg gggtatcgac     1440

agagtgccag ccctgggacc gaaccccgcg tttatgaaca aacgacccaa cacccgtgcg     1500

ttttattctg tctttttatt gccgtcatag cgcgggttcc ttccggtatt gtctccttcc     1560

gtgtttcagt tagcctcccc catctcccct attcctttgc cctcggacga gtgctggggc     1620

gtcggtttcc actatcggcg agtacttcta cacagccatc ggtccagacg gccgcgcttc     1680
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tgcgggcgat ttgtgtacgc ccgacagtcc cggctccgga tcggacgatt gcgtcgcatc     1740

gaccctgcgc ccaagctgca tcatcgaaat tgccgtcaac caagctctga tagagttggt     1800

caagaccaat gcggagcata tacgcccgga gccgcggcga tcctgcaagc tccggatgcc     1860

tccgctcgaa gtagcgcgtc tgctgctcca tacaagccaa ccacggcctc cagaagaaga     1920

tgttggcgac ctcgtattgg gaatccccga acatcgcctc gctccagtca atgaccgctg     1980

ttatgcggcc attgtccgtc aggacattgt tggagccgaa atccgcgtgc acgaggtgcc     2040

ggacttcggg gcagtcctcg gcccaaagca tcagctcatc gagagcctgc gcgacggacg     2100

cactgacggt gtcgtccatc acagtttgcc agtgatacac atggggatca gcaatcgcgc     2160

atatgaaatc acgccatgta gtgtattgac cgattccttg cggtccgaat gggccgaacc     2220

cgctcgtctg gctaagatcg gccgcagcga tcgcatccat ggcctccgcg accggctgca     2280

gaacagcggg cagttcggtt tcaggcaggt cttgcaacgt gacaccctgt gcacggcggg     2340

agatgcaata ggtcaggctc tcgctgaatt ccccaatgtc aagcacttcc ggaatcggga     2400

gcgcggccga tgcaaagtgc cgataaacat aacgatcttt gtagaaacca tcggcgcagc     2460

tatttacccg caggacatat ccacgccctc ctacatcgaa gctgaaagca cgagattctt     2520

cgccctccga gagctgcatc aggtcggaga cgctgtcgaa cttttcgatc agaaacttct     2580

cgacagacgt cgcggtgagt tcaggctttt tcatatctca ttgcccggga tctgcggcac     2640

gctgttgacg ctgttaagcg ggtcgctgca gggtcgctcg gtgttcgagg ccacacgcgt     2700

caccttaata tgcgaagtgg acctgggacc gcgccgcccc gactgcatct gcgtgttcga     2760

attcgccaat gacaagacgc tgggcggggt ttgtgtcatc atagaactaa agacatgcaa     2820

atatatttct tccggggaca ccgccagcaa acgcgagcaa cgggccacgg ggatgaagca     2880

gggcatggcg gccgacgcgc tgggctacgt cttgctggcg ttcgcgacgc gaggctggat     2940

ggccttcccc attatgattc ttctcgcttc cggcggcatc gggatgcccg cgttgcaggc     3000

catgctgtcc aggcaggtag atgacgacca tcagggacag cttcaaggat cgctcgcggc     3060

tcttaccagc ctaacttcga tcactggacc gctgatcgtc acggcgattt atgccgcctc     3120

ggcgagcaca tggaacgggt tggcatggat tgtaggcgcc gccctatacc ttgtctgcct     3180

ccccgcgttg cgtcgcggtg catggagccg ggccacctcg acctgaatgg aagccggcgg     3240

cacctcgcta acggattcac cactccaaga attggagcca atcaattctt gcggagaact     3300

gtgaatgcgc aaaccaaccc ttggcagaac atatccatcg cgtccgccat ctccagcagc     3360

cgcacgcggc gcagcaaaag gccaggaacc gtaaaaaggc cgcgttgctg gcgtttttcc     3420
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ataggctccg cccccctgac gagcatcaca aaaatcgacg ctcaagtcag aggtggcgaa     3480

acccgacagg actataaaga taccaggcgt ttccccctgg aagctccctc gtgcgctctc     3540

ctgttccgac cctgccgctt accggatacc tgtccgcctt tctcccttcg ggaagcgtgg     3600

cgctttctca tagctcacgc tgtaggtatc tcagttcggt gtaggtcgtt cgctccaagc     3660

tgggctgtgt gcacgaaccc cccgttcagc ccgaccgctg cgccttatcc ggtaactatc     3720

gtcttgagtc caacccggta agacacgact tatcgccact ggcagcagcc actggtaaca     3780

ggattagcag agcgaggtat gtaggcggtg ctacagagtt cttgaagtgg tggcctaact     3840

acggctacac tagaaggaca gtatttggta tctgcgctct gctgaagcca gttaccttcg     3900

gaaaaagagt tggtagctct tgatccggca aacaaaccac cgctggtagc ggtggttttt     3960

ttgtttgcaa gcagcagatt acgcgcagaa aaaaaggatc tcaagaagat cctttgatct     4020

tttctacggg gtctgacgct cagtggaacg aaaactcacg ttaagggatt ttggtcatga     4080

gattatcaaa aaggatcttc acctagatcc ttttaaatta aaaatgaagt tttaaatcaa     4140

tctaaagtat atatgagtaa acttggtctg acagttacca atgcttaatc agtgaggcac     4200

ctatctcagc gatctgtcta tttcgttcat ccatagttgc ctgactcccc gtcgtgtaga     4260

taactacgat acgggagggc ttaccatctg gccccagtgc tgcaatgata ccgcgagacc     4320

cacgctcacc ggctccagat ttatcagcaa taaaccagcc agccggaagg gccgagcgca     4380

gaagtggtcc tgcaacttta tccgcctcca tccagtctat taattgttgc cgggaagcta     4440

gagtaagtag ttcgccagtt aatagtttgc gcaacgttgt tgccattgct gcaggcatcg     4500

tggtgtcacg ctcgtcgttt ggtatggctt cattcagctc cggttcccaa cgatcaaggc     4560

gagttacatg atcccccatg ttgtgcaaaa aagcggttag ctccttcggt cctccgatcg     4620

ttgtcagaag taagttggcc gcagtgttat cactcatggt tatggcagca ctgcataatt     4680

ctcttactgt catgccatcc gtaagatgct tttctgtgac tggtgagtac tcaaccaagt     4740

cattctgaga atagtgtatg cggcgaccga gttgctcttg cccggcgtca acacgggata     4800

ataccgcgcc acatagcaga actttaaaag tgctcatcat tggaaaacgt tcttcggggc     4860

gaaaactctc aaggatctta ccgctgttga gatccagttc gatgtaaccc actcgtgcac     4920

ccaactgatc ttcagcatct tttactttca ccagcgtttc tgggtgagca aaaacaggaa     4980

ggcaaaatgc cgcaaaaaag ggaataaggg cgacacggaa atgttgaata ctcatactct     5040

tcctttttca atattattga agcatttatc agggttattg tctcatgagc ggatacatat     5100

ttgaatgtat ttagaaaaat aaacaaatag gggttccgcg cacatttccc cgaaaagtgc     5160
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cacctgacgt ctaagaaacc attattatca tgacattaac ctataaaaat aggcgtatca     5220

cgaggccctt tcgtcttcaa gaattctcat gtttgacagc ttatctctag cagatccgga     5280

attcccctcc ccaatttaaa tgaggaccta acctgtggaa atctactgat gtgggaggct     5340

gtaactgtac aaacagaggt tattggaata actagcatgc ttaaccttca tgcagggtca     5400

caaaaagtgc atgacgatgg tggaggaaaa cctattcaag gcagtaattt ccacttcttt     5460

gctgttggtg gagacccctt ggaaatgcag ggagtgctaa tgaattacag gacaaagtac     5520

ccagatggta ctataacccc taaaaaccca acagcccagt cccaggtaat gaatactgac     5580

cataaggcct atttggacaa aaacaatgct tatccagttg agtgctgggt tcctgatcct     5640

agtagaaatg aaaatactag gtattttggg actttcacag gaggggaaaa tgttccccca     5700

gtacttcatg tgaccaacac agctaccaca gtgttgctag atgaacaggg tgtggggcct     5760

ctttgtaaag ctgatagcct gtatgtttca gctgctgata tttgtggcct gtttactaac     5820

agctctggaa cacaacagtg gagaggcctt gcaagatatt ttaagatccg cctgagaaaa     5880

agatctgtaa agaatcctta cctaatttcc tttttgctaa gtgaccttat aaacaggaga     5940

acccagagag tggatgggca gcctatgtat ggtatggaat cccaggtaga agaggttagg     6000

gtgtttgatg gcacagaaag acttccaggg gacccagata tgataagata tattgacaaa     6060

cagggacaat tgcaaaccaa aatgctttaa acaggtgctt ttattgtaca tatacattta     6120

ataaatgctg cttttgtata agccactttt aagcttgtgt tattttgggg gtggtgtttt     6180

aggcctttta aaacactgaa agcctttaca caaatgcaac tcttgactat gggggtctga     6240

cctttgggaa tgttcagcag gggctgaagt atctgagact tgggaagagc attgtgattg     6300

ggattcagtg cttgatccat gtccagagtc ttcagtttct gaatcctctt ctcttgtaat     6360

atcaagaata catttcccca tgcatatatt atatttcatc cttgaaaaag tatacatact     6420

tatctcagaa tccagccttt ccttccattc aacaattcta gaagttaaaa ctggggtaga     6480

tgctattaca gaggtagaat gcttcctaaa cccagaaatg ggggatctgc                6530

<210>  56

<211>  17

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  3A4 heavy chain CDR2

<400>  56

Asp Ile Asn Pro Tyr Asn Gly Asp Thr Asn Tyr Asn Gln Lys Phe Lys 

1               5                   10                  15      

Gly 
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