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명 세 서

청구범위

청구항 1 

(a) (i) 서열번호 21에 개시된 아미노산 서열을 포함하는 상보성 결정 영역(CDR)1, (ii) 서열번호 36, 37 또는

38에 개시된 아미노산 서열을 포함하는 CDR2, 및 (iii) 서열번호 23에 개시된 아미노산 서열을 포함하는 CDR3을

포함하는  경쇄 가변 영역; 및

(b) (i) 서열번호 24에 개시된 아미노산 서열을 포함하는 CDR1, (ii) 서열번호 33, 34 또는 35에 개시된 아미노

산 서열을 포함하는 CDR2, 및 (iii) 서열번호 26에 개시된 아미노산 서열을 포함하는 CDR3을 포함하는 중쇄 가

변 영역을 포함하며, 인간 CTLA-4에 결합하는, 항-CTLA-4 항체.

청구항 2 

제1 항에 있어서,

(a) 중쇄가 서열번호 62, 63 또는 64에 개시된 아미노산 서열을 포함하며; 및

(b) 경쇄가 서열번호 70, 71 또는 72에 개시된 아미노산 서열을 포함하는, 항-CTLA-4 항체.

청구항 3 

제1 항에 있어서,

(a) 경쇄 CDR2가 서열번호 37에 개시된 아미노산 서열을 포함하고 중쇄 CDR2가 서열번호 35에 개시된 아미노산

서열을 포함하며; 및

(b) 경쇄 CDR2가 서열번호 37에 개시된 아미노산 서열을 포함하고 중쇄 CDR2가 서열번호 33에 개시된 아미노산

서열을 포함하며; 또는

(c) 경쇄 CDR2가 서열번호 38에 개시된 아미노산 서열을 포함하고 중쇄 CDR2가 서열번호 35에 개시된 아미노산

서열을 포함하는, 항-CTLA-4 항체.

청구항 4 

제3 항에 있어서,

경쇄가 서열번호 71에 개시된 아미노산 서열을 포함하고 중쇄가 서열번호 64에 개시된 아미노산 서열을 포함하

는, 항-CTLA-4 항체.

청구항 5 

제3 항에 있어서,

경쇄가 서열번호 71에 개시된 아미노산 서열을 포함하고 중쇄가 서열번호 62에 개시된 아미노산 서열을 포함하

는, 항-CTLA-4 항체.

청구항 6 

제3 항에 있어서,

경쇄가 서열번호 72에 개시된 아미노산 서열을 포함하고 중쇄가 서열번호 64에 개시된 아미노산 서열을 포함하

는, 항-CTLA-4 항체.

청구항 7 

제1 항 내지 제6 항 중 어느 한 항에 있어서,

항체가 가용성 CTLA4에 대한 감소된 결합을 특징으로 하는, 항-CTLA-4 항체.
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청구항 8 

제1 항 내지 제6 항 중 어느 한 항에 따른 항-CTLA-4 항체의 항원 결합 단편.

청구항 9 

치료적으로 유효한 양의 제1 항의 항-CTLA-4 항체 및 생리학적으로 허용가능한 담체 또는 부형제를 포함하는 암

치료용인, 약학적 조성물.

청구항 10 

제9 항에 있어서,

항-PD-1 항체 및 항-4-1BB 항체로 구성된 그룹으로부터 선택되는 추가의 제제로 사용되는, 약학적 조성물.

청구항 11 

제10 항에 있어서,

상기 항-PD-1 또는 항-4-1BB 항체와 항-CTLA4 항체가 이중-특이적 항체로서 단일 분자 내에서 조합되는, 약학적

조성물.

청구항 12 

제9 항에 있어서,

상기 약학적 조성물은 종양 미세환경 내에서 Treg의 강한 결실 및 국소적 T 세포 활성화를 유도하지만, 전신 T

세포 활성화를 최소한으로 유도하는, 약학적 조성물.

청구항 13 

제9 항에 있어서,

상기 암은 전립선, 난소, 방광, 유방, 결장, 폐, 피부, 췌장, 자궁, 육종, 흑색종 및 백혈병으로 구성된 그룹으

로부터 선택되는, 약학적 조성물.

청구항 14 

서열번호 17에 개시된 아미노산 서열을 포함하는 경쇄 및 서열번호 13에 개시된 아미노산 서열을 포함하는 중쇄

를 포함하는, 항-CTLA-4 항체.

청구항 15 

제14 항의 항-CTLA-4 항체 및 생리학적으로 허용가능한 담체 또는 부형제를 포함하는 암 치료용인, 약학적 조성

물.

청구항 16 

제15 항에 있어서,

상기 암은 전립선, 난소, 방광, 유방, 결장, 폐, 피부, 췌장, 자궁, 육종, 흑색종 및 백혈병으로 구성된 그룹으

로부터 선택되는, 약학적 조성물.

청구항 17 

삭제

청구항 18 

삭제

발명의 설명
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기 술 분 야

본 발명은 인간 CTLA4 분자에 결합하는 키메라 및 인간화된 항체 및, 이의 사용방법에 관한 것이다.[0001]

배 경 기 술

인간 및 다른 포유동물의 면역 체계는 감염과 질병으로부터 보호를 제공할 책임을 진다. 이러한 보호는 체액성[0002]

면역 반응 및 세포-매개 면역 반응 둘다에 의해 제공된다. 체액성 반응은 외래 표적(항원)을 인식하고, 중화할

수 있는 항체 및 기타 생체분자를 생산한다. 대조적으로, 세포-매개 면역 반응은 T 세포에 의한 대식세포, 호중

구, 자연 살해 세포(NK) 및 항원-특이적 세포독성 T-림프구의 활성화, 및 항원의 인식에 대한 반응으로 다양한

사이토카인의 방출을 포함한다.

T  세포가  항원에  대한  면역  반응을  최적으로  매개하는  능력은 두가지 별개의 신호전달 상호작용(signaling[0003]

interaction)을 필요로 한다. 첫째, 항원-제시 세포(APC) 표면 상에 배열된 항원은 MHC:펩타이드 복합체(1,2)의

형태로 항원-특이적 나이브(naive) T 세포에 제시되어야 한다. 상기 제시는 제시된 항원에 특이적이 될 면역 반

응을 개시하도록 T 세포를 유도하는 T 세포 수용체(TCR)를 통해 신호를 전달한다. 둘째, APC와 별개의 T 세포

표면 분자 사이의 상호작용을 통해 매개된 일련의 동시-자극 신호가 T 세포의 활성화와 증식을 먼저 유발하고,

궁극적으로 그들의 억제를 유발한다(3-5). 따라서, 제1 신호가 면역 반응에 대한 특이성을 부여하는 반면, 제2

신호는 자체 면역력을 제한하면서 반응의 특성, 크기 및 기간을 결정하는 역할을 한다. 상기 제2 신호 분자 중

에서 특히 중요한 것은, 항원 제시 세포의 B7.1(CD80)(6)  및 B7.2(CD86)(7-9)  리간드와 T-림프구의 CD28  및

CTLA4 수용체(10-12) 사이의 결합이다.

세포독성 T 림프구 항원-4(CTLA4)는 말초 내성의 유지 및 긴급한 T 세포 반응의 레퍼토리 형성에 중추적인 역할[0004]

을 하는, 적응성 면역 반응의 주요 조절제로서 인식되고, 따라서 암과 염증의 치료를 위한 치료적 표적이 된다.

항-CTLA4 항체에 의한 치료는 전임상 모델에서 항-종양 면역력을 강화시키는 강력한 도구임이 입증되었다(10).

CTLA4에 대한 항체에 의한 단독요법은 다양한 기원의 이식가능한 종양의 거부반응을 촉진시켰다.

유망한 전임상 종양 모델 연구에 근거하여, CTLA4에 대한 항체의 임상 잠재력은 다른 사람의 악성 종양에서 탐[0005]

구되었다. 항-CTLA4(Yervoy로 시판되는 이필리무맙(Ipilimumab))가 흑색종 치료에 효능을 입증했지만, CTLA4의

치료 및 표적화는 자가면역 유사 독성과 관련되어있다. CTLA4의 억제로 인한 특징적인 부작용은 일반적으로 면

역-관련 부작용(irAEs)이라고 하며, 가장 일반적인 irAE는 피부 발진, 간염, 대장염 및 내분비 병증, 특히 뇌하

수체 기능저하증이다. 따라서, 관련 irAE를 감소시키면서 효능을 증가시킴으로써 항-CTLA4 항체의 치료 잠재력

을 개선하고자 하는 욕구가 있다.

면역요법 및 종양의 치료 분야에 대한 또 다른 초점은 특히 면역원성이 낮은 종양에 대한 항-종양 활성을 높이[0006]

기 위한, 다양한 면역 검사 억제제의 조합이다. 그러나, 이 접근법은 자가면역력을 강화시키지 않으면서 암 면

역력을 선택적으로 조절할 필요성을 추가로 강조하는, 자가면역 부작용을 추가로 증가시킬 위험과 관련이 있다.

CD28 수용체의 리간드에 대한 추가 연구는 관련 B7 분자 세트("B7 상과(Superfamily)")의 동정 및 특징 분석을[0007]

이끌어냈다(32-33). 현재는 여러 공지된 패밀리 구성원들이 있다: B7.1(CD80), B7.2(CD86), 유도성 동시-자극자

리간드(ICOS-L), 프로그램된 사멸-1 리간드(PD-L1; B7-H1), 프로그램된 사멸-2 리간드(PD-L2; B7-DC), B7-H3,

B7-H4 및 B7-H6(35-36).

B7-H1은 심장, 태반, 근육, 태아 간, 비장, 림프절 및 흉선과 같은 다양한 인간 및 마우스 두 조직에서 광범위[0008]

하게 발현되며, 마우스에서만 간, 폐, 및 신장에서 발현된다(37). B7-H1(PD-L1, CD274)은 종양에 대한 면역 반

응의 형성에 중추적으로 관여하기 때문에, B7 상과의 특히 중요한 구성원이다(38; 미국특허 제6,803,192호; 제

7,794,710호; 미국특허출원 공보 제2005/0059051호; 제2009/0055944호; 제2009/0274666호; 제2009/0313687호;

PCT 공개번호 WO 01/39722; WO 02/086083).

프로그램된  사멸-1("PD-1")은  B7-DC뿐만  아니라  B7-H1의  수용체이다.  PD-1은  T  세포  조절제의  확장된[0009]

CD28/CTLA4 패밀리의 타입 Ⅰ 막 단백질 구성원이다(39; 미국특허출원 공보 제2007/0202100호; 제2008/0311117

호; 제2009/00110667호; 미국특허 제6,808,710호; 제7,101,550호; 제7,488,802호; 제7,635,757호; 제7,722,868

호; PCT 공개 번호 WO 01/14557). CTLA4와 비교하여, PD-1은 더 광범위하게 면역 반응을 음성적으로 조절한다.

PD-1은 활성화된 T 세포, B 세포 및 단핵구(40-41) 상에서 및 자연 살해 세포(NK) T 세포(42-43)에서 저수준으

로 발현된다.
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B7-H1과 PD-1의 상호작용은 T 세포와 B 세포에 중요한 음성적인 동시-자극 신호를 제공하고(43), 세포 사멸 유[0010]

도제로 기능하는(39) 것으로 밝혀졌다. T 세포 활성화 및 증식을 억제하는데 있어서 B7-H1 및 PD-1의 역할은 상

기 생체분자가 염증 및 암의 치료를 위한 치료 표적이 될 수 있다고 제안했다. 결과적으로, 감염 및 종양을 치

료하고 적응 면역 반응을 상향-조절하기 위한 항-PD1 및 항-B7-H1 항체의 사용이 제안되어, 다수의 인간 종양의

치료에 효과적임이 입증되었다. 그러나 모든 개체가 항-PD-1 또는 항-B7-H1 치료에 반응하거나 완전한 반응을

보인 것은 아니므로, 항-종양 활성을 강화하기 위해 항-PD-1 또는 항-B7-H1 항체를 다른 면역 검사 억제제와 조

합시키는 것에 큰 관심이 있다.

4-1BB(CD137 및 TNFRSF9라고도 알려져 있음)는 또 다른 면역 체크포인트 분자이다. CD137의 가장 특징적인 활성[0011]

은 활성화된 T 세포에 대한 보조자극 활성이다. CD137의 교차결합은 T 세포 증식, IL-2 분비, 생존 및 세포용해

활성을 향상시킨다. 또한, 항-CTLA4와 마찬가지로, 항-4-1BB 항체는 마우스에서 종양을 제거하기 위해 면역 활

성을 증진시킬 수 있다(27-29). 그러나, 항-CTLA4 항체가 자가면역 질병을 악화시키는 경향과 달리, 암 치료용

항-4-1BB mAbs는 루푸스 경향 마우스에서 자가면역 질병의 발병을 막는 것으로 나타났는데, 이들은 항-dsDNA 항

체 생산을 억제하고, 신장 병리를 감소시켰다(25,26). 이전의 데이터는 항-종양 활성을 향상시키면서, 항-CTLA4

의 치료를 항-4-1BB 항체와 조합함으로써, 마우스 대장암 종양 모델에서의 항-CTLA4 치료의 자가면역 부작용을

감소시킬 수 있음을 증명하였다(19). 이것은 항-CTLA4 종양 치료의 자가면역 부작용을 상쇄하는 것이 가능함을

입증한다.

항-마우스 CTLA4 항체에 의한 경험에 의해 입증된 바와 같이, 시험관내 면역학적 상관이 때때로 가치가 없기 때[0012]

문에 항-인간 CTLA4 항체의 전임상 스크리닝은 어려움이 따른다. 생체내에서 강력한 항-종양 면역력을 유도하는

동일한 항-마우스 CTLA4 항체는 시험관내에서 T 세포에 가변적인 효과를 가질 수 있다. 항-CTLA4 항체는 동종항

원에 반응하여 T 세포 증식을 증가시키지만, 항-CD 28에 의한 보조자극에 반응하여 T 세포 증식을 억제하였다

(30,31). 또한, 항체와의 CTLA4 결합은 동일한 배양에서 T 세포의 상이한 서브세트의 증식을 촉진하거나 억제할

수 있었다(32). 상기 합병증은 설치류 모델에서 인간 T 세포 반응을 연구할 수 있다면 극복될 수 있다.

면역 반응을 강화시키고 항-종양 요법에 사용하기 위해 사용될 때, 감소된 자가면역 부작용을 갖는 항-CTLA4 항[0013]

체가 본원에 기술되어있다. 또한, 상기 항체는 항-PD-1 및 항-4-1BB와 같은 다른 체크포인트 억제제와 조합하여

사용되어, 자가면역 부작용을 억제하면서 항-종양을 향상시킬 수 있다.

발명의 요약[0014]

본 발명은 인간 CTLA4 분자에 결합하는 항체 조성물 및 그의 항원-결합 단편 및 자가면역 부작용이 감소된 암[0015]

면역요법을 위한 그의 용도에 관한 것이다. 구체적으로, 본 발명은 CTLA4 리간드 B7.1 및 B7.2에 대한 강화된

CTLA4 차단 활성, 향상된 이펙터 기능, 또는 막 결합 또는 고정화된 CTLA4에 대한 가용성 CTLA4에 대한 결합 감

소를 갖는 항체에 관한 것이다.

항체는 서열번호: 1에 개시된 아미노산 서열을 갖는 경쇄 가변 아미노산 서열을 포함하는 아미노산 서열을 갖는[0016]

경쇄 가변 아미노산 서열 및 서열번호: 2에 개시된 아미노산 서열을 갖는 중쇄 가변 아미노산 서열을 포함할 수

있다. 또한, 상기 항체는 서열번호: 27, 28 또는 29에 개시된 아미노산 서열을 갖는 중쇄 가변 아미노산 서열

및 서열번호: 30, 31 또는 32에 개시된 아미노산 서열을 갖는 경쇄 가변 아미노산 서열을 포함할 수 있다. 상기

항체는 서열번호: 21, 22 및 23에 개시된 CDR 서열을 갖는 경쇄 가변 영역 및 서열번호: 24, 25 및 26에 개시된

CDR 서열을 갖는 중쇄 가변 영역을 포함할 수 있다. 보다 구체적으로, 상기 항체는 서열번호: 33, 34 또는 35에

개시된 CDR2 서열을 갖는 중쇄 가변 영역 및 서열번호: 36, 37 또는 38에 개시된 CDR 서열을 갖는 경쇄 가변 영

역을 포함할 수 있다.

항체의 면역글로불린 중쇄 불변 영역은 서열번호: 3 또는 4에 개시된 아미노산 서열을 포함할 수 있다. 항체의[0017]

면역글로불린  중쇄  불변  영역은  또한  돌연변이를  포함할  수  있다.  서열번호:  3의  hIgG1  백본의  서열과

관련하여, 돌연변이는 M135Y, S137T, T139E, S181A, E216A 또는 K217A 또는 이들의 조합일 수 있다. 바람직하

게는, 항체의 면역글로불린 중쇄 불변 영역은 6개의 모든 돌연변이를 포함할 수 있다. 항체는 서열번호: 6에 개

시된 아미노산 서열을 갖는 중쇄 아미노산 서열 및 서열번호: 8에 개시된 아미노산 서열을 갖는 경쇄 아미노산

서열을 포함할 수 있다. 항체는 또한 서열번호: 9, 11 또는 13에 개시된 아미노산 서열을 갖는 중쇄 아미노산

서열 및 서열번호: 15, 17 또는 19에 개시된 아미노산 서열을 갖는 경쇄 아미노산 서열을 포함할 수 있다. 항체

는 인간 CTLA4에 결합할 수 있다. 항체는 또한 B7-1 또는 B7-2에 대한 인간 CTLA4의 결합을 억제할 수 있다.

본원에 기술된 항체의 항원 결합 단편이 본원에 제공된다.[0018]
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또한, 본원에 기술된 항체의 치료적 유효량을 포함하는 약학적 조성물이 본원에 제공된다. 약학적 조성물은 생[0019]

리학적으로 허용가능한 담체 또는 부형제를 포함할 수 있다.

또 다른 양태에서, 본원에 기술된 항-CTLA4 항체 조성물 및 약학적 조성물을 그것을 필요로 하는 개체에게 투여[0020]

하는 것을 포함하는, 개체에서 하나 이상의 면역 기능 또는 반응을 증진시키는 방법이 본원에 제시된다. 특정

구현예에서는, 하나 이상의 면역 기능 또는 반응을 활성화시키거나 강화시키는 것이 바람직한 질병의 예방, 치

료 및/또는 관리 방법이 본원에 제시된다. 이 질병은 암일 수 있으며, 인간 악성 종양일 수 있다. 특히, 인간

악성 종양은 흑색종, 폐암, 유방암, 간세포 암종, 난소 암종, 전립선 암종, 호지킨 또는 비호지킨 림프종, 급성

골수성 백혈병,  만성 골수성 백혈병,  급성 림프구성 백혈병,  만성 림프구성 백혈병 또는 신세포 암종일 수

있다. 또 다른 구현예에서, 치료될 질병은 감염성 질병이다. 본원에 기술된 방법은 면역요법과 관련된 자가면역

부작용을 최소화할 수 있다.

다른 특정 구현예에서, 본 방법은 본원에 기술된 항-CTLA4 항체 조성물이 하나 이상의 면역 기능 또는 반응을[0021]

활성화시키거나 증강시킬 수 있는 다른 치료법과 함께 개체에게 투여되는 조합 요법을 포함한다. 또 다른 구현

예에서, 본원에 기술된 항-CTLA4 항체 조성물은 항원성 조성물과 함께 보조제로서 투여된다. 특정 구현예에서,

본원에 기술된 항-CTLA4 항체 조성물은 백신 조성물과 조합하여 투여되어, 백신 조성물에 의해 유도된 면역 반

응을 유도하거나 활성화시키거나 증강시킨다.

특정 구현예에서, 본원에 기술된 항-CTLA4 항체 조성물은 상이한 면역조절 경로를 표적으로 하는 하나 이상의[0022]

다른 치료법과 조합하여 개체에게 투여된다. 바람직한 구현예에서, 상이한 면역조절 경로를 표적으로 하는 치료

활성은 본원에 기술된 항-CTLA4 항체 조성물과 함께 상보적이거나 시너지 효과를 갖는다. 일례에서, 본원에 기

술된 항-CTLA4 항체 조성물은 다른 체크포인트 억제제 또는 인돌레아민 2,3-디옥시게나제(IDO) 억제제와 같은

작은 온코면역학적 조절제(oncoimmunological modulator)와 조합하여 투여된다. 또 다른 예에서, 본원에 기술된

항-CTLA4 항체 조성물은 면역 자극 분자와 함께 투여된다. 특정 구현예는 본원에 기술된 항-CTLA4 항체 조성물

을 항-PD-1(펨브롤리주맙(pembrolizumab)(Keytruda) 또는 니볼루맙(Nivolumab)(Opdivo)), 항-B7-H1(아테졸리주

맙(atezolizumab)(Tecentriq)  또는  두르발루맙(durvalumab)),  항-B7-H3,  항-B7-H4,  항-LAG3,  항-Tim3,  항-

CD40, 항-OX40, 항-BTLA, 항-CD27, 항-ICOS 또는 항-41BB와 조합하는 것을 포함한다. 또 다른 구현예에서, 본

원에 기술된 항-CTLA4 항체 조성물 및 제2 면역 자극 분자는 단일 이중-특이적 항체에서 조합된다.

다른 구현예에서, 본원에 기술된 항-인간 CTLA4 항체는 가용성 CTLA4 분자에 비해 세포 표면 상에 발현된 인간[0023]

CTLA-4에 우선적으로 결합할 수 있다. 항-인간 CTLA4 항체는 인간 CTLA4에 결합할 수 있고, 생체내에서 B7.1 또

는 B7.2의 발현을 우선적으로 상향조절한다. 항체는 면역 반응 조절(면역요법) 및 암 치료에 사용하기 위한 조

성물에 함유될 수 있다.

본 발명은 또한 바람직한 활성을 갖는 항-인간 CTLA4 mAbs를 스크리닝하는 방법에 관한 것이다. 항-인간 CTLA4[0024]

mAbs에 대한 전임상 스크리닝은 암 면역력 및 자가면역 부작용에 대한 시험관내 면역학적 상관관계가 정의되어

있지 않기 때문에 어려움이 따른다. 특히 항-PD-1과 조합했을 때 인간 항-CTLA4(이필리무맙(Ipilimumab))를 이

용한 임상 시험에서 현저한 자가면역 부작용이 관찰되었다. 감소된 면역 관련 독성을 갖는 항-CTLA4 항체를 동

정하기 위하여, 인간화된 마우스에서 항-종양 활성을 나타내는 항체가 인간 CTLA4 유전자 노크-인(knock-in) 마

우스를 사용하여 생체내에서의 자가면역 부작용을 감소시키는 능력에 대해 스크리닝될 수 있다.

또  다른  구현예에서,  본  발명은  항-종양  효과가  향상된  항-인간  CTLA4  mAbs를  스크리닝하는  방법에  관한[0025]

것으로, 상기 항체는 종양 환경에서 Treg 세포의 증강된 국소 소모를 입증한다.

또 다른 구현예에서, 본 발명은 항원 제시 세포(APC)와 같은 면역 세포에서 B7.1 및 B7.2의 발현 수준을 모니터[0026]

링함으로써 생체내에서 항-CTLA4 항체의 차단 효과를 모니터링하는 방법에 관한 것이다. 본 발명은 생체내에서

항-CTLA4 항체의 생물학적 활성을 측정하고, 생체외 면역 세포상에서의 B7.1 및 B7.2 발현 수준을 측정함으로써

항-CTLA4 치료에 대한 전용 반응을 모니터링하기 위한 바이오마커를 추가로 고려한다.

L3D10 모 항체의 CTLA4 결합 에피토프와 인간화된 변이체인 PP4631 및 PP4637을 매핑하기 위해, 마우스 및 인간[0027]

CTLA4 단백질이 항-CTLA-4 항체가 아닌 B7-1과 교차-반응한다는 사실이 이용되었다. 따라서, 다수의 인간 CTLA-

4Fc 단백질의 변이체는 인간 CTLA-4 단백질의 아미노산 클러스터가 뮤린 Ctla-4 단백질로부터의 아미노산으로

대체되도록 설계되었다. 이 연구에서 사용된 항-CTLA-4 항체가 뮤린 Ctla-4에 결합하지 않기 때문에, 항체 결합

에피토프의 중요한 잔기가 뮤린 아미노산으로 대체될 때 항-인간 CTLA-4 항체의 결합은 폐지될 수 있다.
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도면의 간단한 설명

도  1.  IgG1  Fc  영역에서  새로운  돌연변이  조합을  갖는,  키메라(왼쪽)  및  인간화된(오른쪽)  L3D10  항체의[0028]

개략도. Fc 영역의 돌연변이 위치는 그의 아미노산 위치 번호로 식별되며, 아미노산은 단일 문자 코드로 식별되

며, 숫자 앞의 문자는 치환된 아미노산을 나타내며, 숫자 뒤의 문자는 도입된 아미노산을 나타낸다. 항체의 가

변 영역은 개방 타원형으로 표시되고, 인간 서열은 회색 직사각형으로 표시된다. V  =  가변 영역; C  =  불변

영역; L = 경쇄; H = 중쇄.

도 2. ELISA에 의해 측정된 바와 같은, 플레이트 고정화 CTLA4에 대한 키메라 L3D10 및 10D1의 CTLA4 결합.

ELISA 플레이트를 1 μg/ml의 CTLA4-His 단백질(Sino Biological, China)로 코팅하였다. 주어진 농도의 비오틴

결합된 결합 단백질을 첨가하고, HRP-접합된 스트렙타비딘을 사용하여 결합을 측정하였다. 10D1-1 및 10D1-2는

동일한 항체의 2개의 독립적인 재료 로트이다. B7.1-Fc는 양성 대조군이고, Fc는 음성 대조군이다.

도 3. L3D10 경쟁 분석. 10D1은 키메라 L3D10보다 CTLA4에 결합하는 키메라 L3D10을 차단하는데 덜 효율적이다.

실험은 ELISA 플레이트에 첨가하기 전에 비오틴결합된 키메라 L3D10을 주어진 농도의 비표지된 CTLA4-결합 단백

질 또는 CTLA4-Fc와 혼합한 것을 제외하고는, 도 2에서와 같이 수행되었다. 10D1보다 비표지된 L3D10에 의한 차

단이 훨씬 우수하다는 점에 유의하며, 이는 상기 항체 결합 부위가 동일하지 않다는 것을 시사한다.

도 4. 플레이트 고정화된 B7.1에 대한 CTLA4 결합 차단. B7.1Fc 단백질을 0.5 μg/ml로 ELISA 플레이트 상에

코팅하였다. 세척 및 차단 후, 주어진 농도의 경쟁 단백질의 존재하에 비오틴결합된 CTLA4-Fc 단백질을 0.25 μ

g/ml로  첨가하였다.  제시된 데이터는 405  nM에서의 이중 광학 밀도를 의미한다. B7.1-Fc,  키메라 L3D10  및

CTLA4-Fc가 모두 투여량-의존적 방법으로 CTLA4:B7.1 상호작용을 차단하는 반면, 시험된 모든 투여량에서 두개

의 별도의 10D1 항체 로트(lot)가 차단되지 못했다. 10D1의 두 로트가 비오틴결합된 CTLA4에 대한 강한 결합을

나타내므로, CTLA4의 비오틴화는 CTLA4상의 10D1 에피토프를 파괴하지 않는다(데이타는 나타내지 않음).

도 5. 플레이트 고정화된 B7.2에 대한 CTLA4 결합 차단. B7.2Fc 단백질을 0.5㎍/ml의 ELISA 플레이트 상에 코팅

하였다. 세척 및 블로킹 후, 주어진 농도의 경쟁 단백질의 존재하에 비오틴결합된 CTLA4-Fc 단백질을 0.25 μ

g/ml로 첨가하였다. 키메라 L3D10이 CTLA4:B7.2 상호작용을 투여량-의존적 방식으로 차단하는 반면, 2개의 별도

의 10D1 항체 로트는 가장 높은 농도에서도 CTLA4:B7.2 상호작용을 완전히 차단하지 못했다.

도 6. 10D1 및 L3D10 모두 가용성 B7-1 및 B7-2 및 고정화된 CTLA4-Fc를 사용하여 B7-CTLA4 상호작용을 강력하

게 차단한다. 다양한 양의 항-인간 CTLA4 mAb를 0.25 μg/ml의 비오틴결합된 인간 CTLA4-Fc와 함께 첨가되어,

인간 B7-1Fc로 플레이트 코팅하였다. 플레이트에 결합된 CTLA4의 양은 HRP-접합된 스트렙타비딘을 사용하여 측

정되었다. 나타낸 데이터는 이중을 의미하며, 두개의 독립적인 실험을 나타낸다.

도 7. 세포 표면 발현된 B7.1에 대한 CTLA4 결합을 차단. 비오틴결합된 CTLA4-Fc 단백질을 주어진 농도의 경쟁

단백질의 존재하에 0.5 μg/ml로 CHO 세포를 발현하는 B7.1에 첨가하였다. 마우스 또는 인간 B7-1 및 B7-2로 형

질감염된 CHO 세포에 비오틴결합된 융합 단백질의 결합은 유동 세포분석에 의해 검출하였다. 결합된 수용체의

양은 피코에리토린-접합된 스트렙타비딘을 사용하여 측정하였다. 나타낸 데이터는 3개의 샘플의 평균 형광 강도

이다. 키메라 L3D10이 CTLA4:B7.1 상호작용을 투여량-의존적 방식으로 차단하는 반면, 2개의 별도의 10D1 항체

로트는 시험된 모든 투여량에서 차단되지 못했다.

도 8. 세포 표면 발현된 뮤린 B7.1에 대한 CTLA4 결합 차단. mB7-1이 CHO 세포 상에서 발현될 때 10D1에 의한

마우스 B7-1-인간 CTLA4 상호작용의 보통이지만 검출가능한 차단. 마우스 B7-1을 발현하는 CHO 세포에 다양한

투여량의 항-인간 CTLA4 mAb가 0.25 μg/ml의 인간 CTLA4-Fc와 함께 첨가되었다. 나타낸 데이터는 평균 및 SEM

또는 3개의 데이터이며, 두개의 독립적인 실험을 대표한다.

도 9. 세포 표면 발현된 B7.2에 대한 CTLA4 결합의 차단. 비오틴결합된 CTLA4-Fc 단백질은 주어진 농도의 경쟁

단백질 존재하에 0.5 μg/ml의 CHO 세포 발현 B7.2에 첨가하였다. 키메라 L3D10이 CTLA4:B7.2 상호작용을 투여

량-의존적 방식으로 차단하는 반면, 2개의 별도의 10D1 항체 로트는 가장 높은 농도에서도 CTLA4:B7.2 상호작용

을 완전히 차단하지 못했다. 본 도면에 나타낸 데이터는 적어도 5회 반복되었다.

도 10. 10D1은 L3D10보다 우수한 비오틴결합된 인간 CTLA4-Fc에 결합한다. 다양한 양의 항-인간 CTLA4 mAbs 또

는 대조군 IgG를 플레이트 상에 코팅하였다. 비오틴결합된 CTLA4-Fc를 0.25 μg/ml로 첨가하였다. 플레이트에

결합된 CTLA4의 양은 HRP-접합된 스트렙타비딘을 사용하여 측정하였다. 나타낸 데이터는 2개의 평균이며, 두개

의 독립적인 실험을 나타낸다.
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도 11. 10D1이 아니라 L3D10은 폴리히스티딘 태그된 CTLA4와 CHO 세포 발현 인간 B7-1 사이의 상호작용을 차단

한다.  CHO  세포  발현  인간  B7-1은  주어진  양의  항체와  함께  폴리히스티딘-태그된 CTLA4와  함께  배양하고,

CTLA4-Fc의 양이 PE-스트렙타비딘에 의해 검출되고, FACSCanto II에 의해 측정되었다. 나타낸 데이터는 3개의

샘플의 평균 형광 강도를 의미하며, 2개의 독립적인 실험을 나타낸다.

도 12. 키메라 L3D10은 동종 MC38 모델에서 확립된 종양의 완전한 차도를 유도한다. 상부 패널은 실험적 설계를

도시하고, 하부 패널은 대조군 IgG(하부 좌측 패널, n=6) 또는 키메라 L3D10(하부 우측 패널, n=5)을 수용한 마

우스내 MC38 종양의 성장 동역학을 나타낸다.

도 13. MC38 종양 모델에서 키메라 L3D10 및 1OD1의 치료 효과. 약 20 g의 체중을 갖는 인간 CTLA4-노크-인 마

우스를 연구에 사용하였다. 1×10
6
 MC38 종양 세포가 Ctla4

h/h
 마우스에 피하 주사되었으며, 종양이 직경 0.5cm

크기에 도달했을 때, 종양 보유 마우스는 각각 5 또는 6마리의 마우스로 3그룹으로 무작위 추출하였다. 화살표

로 표시한 바와 같이, 마우스를 7, 10, 13, 및 16일에 10D1, 키메라 L3D10 또는 대조군 hIgGFc의 100 ㎍/주사

로 처리(복강내)하였다. 두 실험의 결과가 도시되어 있으며(좌측 및 우측 패널), 나타낸 데이터는 종양 크기의

평균 및 S.D.(좌측 패널에서 그룹당 n=6, 우측 패널에서 그룹당 n=5)이다. L3D10 및 1OD1은 이 모델에서 유사한

치료 효과를 가지며, 확립된 종양의 완전한 차도를 유도할 수 있다. 종양의 직경(d)은 다음 식을 사용하여 계산

되었다: D = √(ab), V = ab2/2, 여기서 a는 긴 직경인 반면, b는 짧은 직경이다. 통계 분석은 양방향 반복 측

정 ANOVA(치료 X시간)에 의해 수행되었다. 좌측 패널의 경우: P=10D1 대 hIgGFc: 5.71e-07; L3D10 대 hIgGFc:

P=5.53e-07; 10D1 대 L3D10: P=0.869.

도 14는  CTLA4
h/m
 마우스에서 항-CTLA-4 mAbs에 의한 MC38의 효과적인 거부. 이형접합성 CTLA4

h/m
 마우스가 사용

된다는 것을 제외하고는 도 13에서와 같다. 나타낸 데이터는 종양 직경의 평균 및 SEM이다(그룹당 6마리의 마우

스); 10D1 대 hIgGFc: P=0.0011; L3D10 대 hIgGFc: P=5.55e-05; 10D1 대 L3D10: P=0.0346.

 도 15. B16-F1 흑색종 종양 모델에서 키메라 L3D10 및 10D1의 치료 효과. 약 20 g의 체중을 갖는 인간 CTLA4-

노크인 마우스를 연구에 사용하였다. 화살표는 치료 시간(50 μg/마우스/치료)을 나타낸다. 나타낸 데이터는 종

양 크기의 평균 및 S.D.(그룹당 n=4)이다. L3D10은 이 모델에서 유사한 치료 효과를 가지며, 이 공격적이고 면

역원성이 낮은 종양 모델에서 종양 성장을 지연시킬 수 있다.

도 16. 생체내에서 CTLA4 차단을 측정하기 위한 분석. B7.1 또는 B7.2는 수지상 세포에 결합하여 T 세포 표면

상의 CTLA4에  결합하고,  CTLA4에  의해  하향-조절된다. 그러나,  차단 항-CTLA4  항체의 결합은 CTLA4에  대한

B7.1/B7.2 결합을 방지하고, 따라서 B7.1 및 B7.2의 하향조절을 방지하여, B7.1/B7.2 발현의 순 증가를 초래한

다. 그러나, 인간 및 마우스 CTLA4 모두를 발현하는 키메라 T 세포의 경우, 인간 CTLA4에 결합하는 항체는 뮤린

CTLA4에 대한 B7.1/B7.2 결합을 방지하지 못하며, 이는 B7.1/B7.2 억제를 회복시킨다.

도 17a-f.  10D1은 생체내에서 B7-CTLA4  상호작용을 차단하지 않는다. 도 11에서 설명한 분석법을 사용하여,

B7.1 및 B7.2 발현을 분석하기 위해, 항-CTLA4 항체로 처리된 마우스로부터의 세포를 사용하였다. 도 17a는 실

험 설계도를 도시한다. 간단히 말해, 연령과 성별이 일치하는 마우스에 500 μg의 항체를 투여하거나, 그 대조

군은 복강내 투여하였다. 주사 후 24시간에, 마우스를 희생시키고, 그의 비장 세포를 항-CD11c, CD11b, 항-B7-1

및 항-B7-2 mAb로 염색하였다. 도 17b는 B7 발현에 대해 분석된 CD11c
hi
 DC의 표현형을 나타내는 대표적인 데이

터를 나타낸다.  도 17c는 대조군 IgG1-Fc, L3D10 또는 10D1을 투여받은 마우스의 DC에서 B7-1의 수준을 도시하

는 대표적인 히스토그램을 나타낸다. 상부 패널의 데이터는 동형접합성 노크인 마우스에서의 항체 효과를 나타

내지만, 하부 패널에서의 데이터는 이형접합성 마우스에서의 항체 효과를 나타낸다.  도 17d는 B7-2의 발현이

도시된 것을 제외하고는 도 17c에 도시된 것과 동일하다. 도 17c 및 d에 도시된 데이터는 그룹당 3마리의 마우

스를 대표하고, 그룹당 3마리의 마우스로 1회 반복하였다.  도 17e는 인간 CTLA4 동형접합성 마우스에서 10D1이

아닌 L3D10은 B7-1(좌측 패널) 및 B7-2(우측 패널)의 발현을 유도한다는 것을 보여준다. 도시된 데이터는 그룹

당 총 6마리의 마우스를 포함하는 2가지 실험으로부터 요약된다. 각 실험에서 대조군 마우스의 평균 데이터는

인위적으로 100%로 정의되고, 실험 그룹의 데이터는 대조군에 대해 표준화된다. 도 17f는 이형접합성 마우스가

사용된다는 것을 제외하고는 도 17e와 동일하다. L3D10 또는 10D1 모두 마우스 및 인간 Ctla4 유전자를 모두 우

성적으로 발현하는 마우스에서 B7-CTLA4 상호작용을 차단하지 않는다.

도 18. L3D10은 마우스 CTLA4에는 결합하지 않지만 인간에 결합한다. 도시하는 데이터는 Ctla4
h/h
(상부) 또는

Ctla4
m/m
(하부) 마우스의 비장 세포를 사용하여 게이트 Cd3

+
 Cd4

+
 세포 중 CTLA4의 세포내 염색의 도트 플롯이다.
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항-마우스 CTLA4 mAb 4F10을 대조군으로 사용하였다.

도 19. CTLA4
h/m

 마우스에서의 키메라 L3D10 및 10D1의 치료 효과. 상부 패널은 실험 설계를 도시한다. Ctla4
h/h

마우스에게 결장암 세포주 MC38을 투여하였고, 종양의 직경이 약 5 mm에 이르면 마우스를 대조군 인간 IgG-Fc,

L3D10 또는 10D1로 4회 처리하고, 종양 크기를 6주 기간에 걸쳐 관찰하였다. 하부 패널은 대조군 IgG, 키메라

L3D10 또는 10D1(그룹당 n=6)을 투여한 마우스에서 MC38 종양의 성장 동역학을 나타낸다. 도 16에 도시된 바와

같이, 생체내에서 CTLA4 차단 활성의 명백한 차이에도 불구하고, L3D10 및 10D1 모두 키메라 CTLA4
m/h
 마우스에

서 MC38 모델에 대해 강한 항-종양 활성을 나타낸다.

도 20a-b. 10D1 및 L3D10은 B16 흑색종 성장과 유사한 치료 효과를 갖는다. 1×10
5
 B16 종양 세포가 Ctla4

h/h
 마

우스(n=4-5)에 주사(피하)되고, 화살표로 표시한 바와 같이, 11일, 14일, 17일(도 20a) 또는 2일, 5일 및 8일

(도 20b)에 100 ㎍(도 20a) 또는 250 ㎍(도 20b)의 10D1, L3D10 또는 대조군 IgGFc로 처리(복강내)하였다. 도

20a의  경우,  10D1  대 hIgGFc:  P=0.0265;  L3D10  대 hIgGFc:  10D1  대 L3D10:  P=0.0487;  P=0.302.  도 20b의

경우, 10D1 대 hIgGFc: P=0.00616; L3D10 대 hIgGFc: P=0.0269: 10D1 대 L3D10: P=0.370,. 데이터는 그룹당 4-

5마리의 마우스의 평균±SEM을 나타낸다. 통계 분석은 양방향 반복 측정 ANOVA에 의해 수행되었다.

도 21a-b.  종양 미세환경 내에서 Treg의 소모량을 평가하기 위해 완료시 거부하기 전에 종결된 마우스에서의

Ctla4
h/h
(도 21a) 및 Ctl4

m/h
(도 21b)에서 L3D10과 10D1 사이의 면역치료 효과. 나타낸 데이터는 그룹당 5마리의

마우스를 포함하는, 2개의 독립적인 실험의 종양 직경의 평균 및 SEM이다.

도 22a-f. B7-CTLA4 상호작용을 차단하는 것이 항-CTLA4 mAb의 암 면역치료 활성에 기여하지 않는다. 도 22a는

2개의 항-CTLA4 mAb에 의한 매우 다른 차단 활성에도 불구하고 비교가능한 면역치료 효과를 나타낸다. 5×10
5

MC38 종양 세포는 Ctla4
h/h

 마우스(n=6)에 주사(피하)되고, 화살표로 표시한 바와 같이, 7, 10, 13 및 16일에

100 ㎍ 10D1, L3D10 또는 대조군 hIgG-Fc로 처리(복강내)하였다. 데이터는 그룹당 6마리의 마우스의 평균±SEM

을 나타낸다. 통계 분석은 양방향 반복 측정 ANOVA(치료×시간)에 의해 수행되었다. 10D1 대 hIgG-Fc: P=5.71
e-

07
;  L3D10  대 hIgG-Fc:  P=5.53e

-07
;  10D1  대 L3D10:  P=0.869.  데이터는 3가지 독립적인 실험을 대표한다. 도

22b. 항체가 B7-CTLA4 상호작용을 차단하지 않는 마우스에서는 모두 강력한 종양 거부를 유도한다. 마우스 및

인간 CTLA4 모두를 발현하는 이형접합성 마우스가 사용되는 것을 제외하고는 도 22a에서와 동일하다. 10D1 대

hIgG-Fc: P=0.0011; L3D10 대 hIgG-Fc: P=5.55e
-05
; 10D1 대 L3D10: P=0.0346. 데이터는 3가지 독립적인 실험을

대표한다. 

도 22c-f, B7-CTLA4 상호작용을 차단하는 것은 종양 미세환경에서 Treg의 선택적 소모에 기여하지 않는다. 도

22c-d. B7-CTLA4 상호작용을 차단하는 능력에 관계없이, L3D10 및 10D1은 비장에서 Treg를 제거하지 않는다. 나

타낸 데이터는 Ctla4
h/h
(도 22c)  및 Ctla4

m/h
(도 22d)  마우스에서 비장 CD4  T  세포 중 Foxp3+  세포의 %이다.

n=6. e 및 f에서, L3D10 및 10D1 둘다 Ctla4
h/h
(도 22e) 및 Ctla4

m/h
(도 22f) 마우스에서 종양 침윤성 CD4 T 세

포 중 Treg를 제거한다. c-f에 나타낸 데이터는 종양 세포 도전 후 17일(실험 1) 또는 19일(실험 2)에, 및 4가

지 항-CTLA4 mAb 치료를 개시한 후 10 또는 12일에 화살표로 표시된 바와 같이 Treg의 %이다.

도 23a-f. 일반적으로 사용되는 항-마우스 CTLA4 mAb 9H10 및 9D9의 차단 활성 평가. 또한, 도 23a 및 b는 B7-

1(도 23a) 및 B7-2(도 23b)가 플레이트 상에 코팅되는 경우 9H10이 B7-CTLA4 상호작용을 차단하지 않는다는 것

을 보여준다. 비오틴결합된 마우스 CTLA4-Fc 융합 단백질을 주어진 농도의 대조군 IgG 또는 항-마우스 CTLA4

mAb 9D9 및 9H10의 존재하에 B7-코팅된 플레이트와 함께 배양하였다. CTLA4 결합은 HRP-접합된 스트렙타비딘에

의해 검출된다. 나타낸 데이터는 2개의 평균이며, 두개의 독립적인 실험을 대표한다. 도 23c 및 23d는 9D9 및

9H10이 가용성 물질(도 23c) 및 플레이트 결합된 CTLA4-Fc(도 23d)에 대한 차등 결합을 나타낸다는 것을 보여준

다. 나타낸 데이터는 2개의 평균이며, 적어도 두개의 독립적인 실험을 대표한다. 도 23e 및 23f는 500 μg 항체

로 복강내(i.p.) 치료한지 24시간 후 WT(Ctla4
m/m
) 비장 세포로부터의 CD11c

hi
 DC에서 B7-1(도 23e) 및 B7-2(도

23f)의 수준에 대한 항-마우스 CTLA4 mAbs 9D9 및 9H10의 효과를 나타낸다. 데이터는 그룹당 3마리의 마우스를

포함하는 2회의 독립적인 실험에서 그룹당 6마리의 독립적인 마우스로부터 요약된다.

도 24a-d. 항-마우스 CTLA4 mAb 4F10의 분명한 생체내 및 생체내 차단 활성. 도 24a 및 b는 플레이트-코팅된
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B7-1(도 24a) 또는 B7-2(도 24b)에 대한 CTLA4-Fc의 상호작용에 대한 4F10의 효과를 나타낸다. 비오틴결합된 마

우스 CTLA4-Fc 융합 단백질을 주어진 농도의 대조군 IgG 또는 항-마우스 CTLA4 mAb 4F10의 존재하에 B7-코팅된

플레이트와 함께 배양하였다. CTLA4 결합은 HRP-접합된 스트렙타비딘에 의해 검출된다. 나타낸 데이터는 2개의

평균이며,  두개의  독립적인  실험을  대표한다.  도  24c  및  d는  B7-1  및  B7-2  발현에  대한  4F10의  영향을

나타낸다. 그룹당 6마리 마우스의 B7-1(도 24c) 및 B7-2(도 24d)의 요약 데이터. 대조군 IgG-처리된 그룹의 B7

수준은 인위적으로 100%로 정의된다.

도 25. 항-PD-1과 조합한 키메라 L3D10 및 10D1의 부작용. 상부 패널은 실험 디자인을 도시한다. 체중이 4 g을

초과하는 10일된 암컷만의 인간 CTLA4-노크인 마우스를 연구에 사용하였다. 그들은 지시된 단백질 또는 그들의

조합을 투여받았다. 화살표는 치료 시간(100 μg/마우스/치료)을 나타낸다. 나타낸 데이터는 체중 증가율(%)의

평균 및 S.D.이다. 키메라 L3D10 및 10D1은 성체 마우스에서 비교가능한 암 치료 효과를 나타내지만(도 13),

10D1이 항-PD-1 mAb와 조합될 때 명백한 부작용이 나타난다.

도 26. 항-PD-1과 조합한 키메라 L3D10 및 10D1의 부작용. 그래프는 대조군 IgG, 10D1 + 항-PD-1 또는 키메라

L3D10 + 항-PD-1(그룹당 n=5)를 투여받은, 도 25에 개략적으로 나타낸 실험으로부터 마우스의 42일째의 최종 체

중을 나타낸다. 항-PD-1 + 키메라 L3D10 조합에서는 보이지 않은, 항-PD1 + 10D1 조합에서는 체중이 유의하게

감소되었다.

도 27.  항-PD-1과 조합한 키메라 L3D10  및 10D1의 병리학적 효과. 항-PD-1과 조합 투여시, 10D1과 비교하여

L3D10의 상대적인 독성을 추가로 조사하기 위해, 본 발명자들은 상기 도 26에 기술된 마우스의 육안 해부학을

관찰하였다. 자궁/난소/방광과 흉선은 10D1 + PD-1로 처리한 마우스에서 눈에 띄게 작아진 반면, L3D10 + 항-

PD-1로 처리한 마우스의 기관은 hIgG 대조군과 비슷했다. 대조적으로, 10D1로 치료받은 마우스로부터 해부된 심

장은 눈에 띄게 하얀 외관을 가진 더 큰 크기로 나타났다.

도 28a-d. 항-PD-1과 조합하여 10D1에 의해 치료하면, 비정상적인 적혈구생성을 초래한다. 도 27에서 관찰된 심

장의 차이를 감안할 때, 본 발명자들은 마우스 내에서 적혈구생성을 관찰한 결과, 상당히 유사했었던 L3D10 +

항-PD-1 또는 대조군 항체(hIgG)로 처리한 그룹과 비교하여 10D1 + 항-PD-1로 처리한 마우스의 경우 분명한 차

이가 관찰되었다. 10D1 + 항-PD-1로 처리된 마우스로부터의 골수는 눈에 띄게 흰색을 띄며(도 28a), 분리된 혈

액은 거의 완전히 흰색이었다(도 28b). 이에 따라, CD119 및 CD71 마커의 분포를 이용하여 적혈구의 분화를 분

석하였을때, 10D1 + 항-PD-1 처리된 마우스에서 4단계 발달중인 세포의 수에 통계적으로 유의한 감소가 관찰되

었다. 대표적인 FACS 프로파일은 도 28c에 도시된 반면, 도 28d에 요약 데이터가 도시되어있다.

도 29는 항-적혈구 항체의 유동 세포계측법 분석. NOD.SCID.II2rg-/-(NSG) 마우스의 혈액 샘플을 주산기 기간동

안 항체 치료를 받은 마우스의 혈장 샘플에 의해 염색하였다. NSG 마우스의 혈청과 혈청없는 것을 음성 대조군

으로 사용하였다. 모든 혈청을 1:50으로 희석하여 사용하였다. 이러한 데이터는 마우스가 항-적혈구 항체를 생

성하지 않았다는 것을 보여준다.

도 30. 항-PD-1과 조합하여 키메라 L3D10 및 10D1로 처리된 마우스의 심장 병리학. 항-PD-1과 함께 L3D10 대

10D1의 독성학을 추가로 결정하기 위해, 본 발명자들은 도 26에 기술된 마우스에서 심장의 조직학적 분석을 수

행하였다. 10D1 + 항-PD-1로 처리된 마우스는 L3D10 + 항-PD-1로 처리된 마우스 또는 인간 IgG 대조군으로 처리

된 마우스에서 관찰되지 않은 높은 수준의 T 세포 침윤을 나타냈다.

도 31. 항-PD-1과 조합하여 키메라 L3D10 및 10D1로 처리한 마우스의 폐 병리학. 항-PD-1과 조합하여 L3D10 대

10D1의 독성학을 추가로 결정하기 위해, 본 발명자들은 도 26에 기술된 마우스에서 폐의 조직학적 분석을 수행

하였다. 10D1 + 항-PD-1로 처리된 마우스는 L3D10 + 항-PD-1로 처리된 마우스 또는 인간 IgG 대조군으로 처리된

마우스에서 관찰되지 않은 높은 수준의 T 세포 침윤을 나타냈다.

도 32.  항-PD-1과 조합하여 키메라 L3D10  및 10D1로 처리된 마우스의 타액선의 병리학. 항-PD-1과 조합하여

L3D10 대 10D1의 독성학을 추가로 결정하기 위해, 본 발명자들은 도 26에 기술된 마우스에서 타액의 조직학적

분석을 수행하였다. 10D1 + 항-PD-1로 처리된 마우스는 L3D10 + 항-PD-1로 처리된 마우스 또는 인간 IgG 대조군

으로 처리된 마우스에서 관찰된 것보다 훨씬 높은 수준의 T 세포 침윤을 나타냈다.

도 33a-f. 항-PD-1과 조합하여 키메라 L3D10 및 10D1로 처리된 마우스의 신장 및 간의 병리학. 항-PD-1과 조합

하여 L3D10 대 10D1의 독성학을 추가로 결정하기 위해, 본 발명자들은 도 26에 기술된 마우스에서 신장 및 간의

조직학적 분석을 수행하였다. 도 33a-c는 신장으로부터의 단면이고, 33d-e는 간으로부터 취한 단면이다. 10D1 +

항-PD-1로 처리된 마우스는 L3D10 + 항-PD-1로 처리된 마우스 또는 인간 IgG 대조군으로 처리된 마우스에서 관
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찰된 것보다 높은 수준의 T 세포 침윤을 나타냈다.

도 34. 항-PD-1과 조합하여 키메라 L3D10 및 10D1로 처리한 마우스의 독성 점수. 도 30 내지 33에 도시된 이 조

직 데이터는 요약되어, hIgG 대조군 마우스 그룹보다 약간 높은 점수를 갖는 L3D10 + 항-PD-1에 비해 10D1 + 항

-PD-1로 처리된 마우스의 높은 독성 점수를 나타낸다.

도 35. 주산기 기간동안 항체 치료를 받은 마우스에서 정상 체중 증가로 입증된 바와 같이 10D1 + 항-PD-1은

Ctla4
h/m
 마우스에서 유의한 독성을 갖지 않았다. 마우스는 10일, 13일, 16일, 19일 및 22일 복강내(100μg/마우

스/주사/항체)에 주어진 항체 또는 조합으로 치료를 받았다. 마우스는 3일마다 적어도 1회 무게를 측정하였다.

도 36. L3D10 및 10D1은 플레이트 고정화된 CTLA4에 대한 유사한 결합 패턴을 나타낸다. ELISA 플레이트를 1 μ

g/ml의 CTLA4-His 단백질(Sino Biological, China)에 의해 코팅하였다. 주어진 농도의 비오틴결합된 결합 단백

질을 첨가하고, HRP-접합된 스트렙타비딘을 사용하여 결합을 측정하였다. 10D1-1 및 10D1-2는 동일한 항체의 2

개의 독립적인 재료 로트이다. hIgG-Fc는 인간 Ig 음성 대조군이다.

도 37. L3D10은 감소된 결합 가용성 CTLA4를 나타낸다. 주어진 농도의 항-인간 CTLA4 mAb를 밤새 상기 플레이트

상에 코팅하고, 소 혈청 알부민으로 세척하고 차단한 후, 비오틴결합된 CTLA4-Fc를 0.25 μg/ml로 첨가하였다.

배양 및 세척 후에, HRP-표지된 스트렙타비딘을 사용하여 포획된 CTLA4-Fc의 양을 측정하였다.

도 38. 모(parental) L3D10 항체 서열을 갖는 인간화된 항체 가변 영역의 정렬. 인간화된 항체 서열의 중쇄 가

변 영역(상부)(서열번호: 62 내지 64) 및 경쇄 가변 영역(하부)(서열번호: 70 내지 72))은 모 L3D10 항체(중쇄:

서열번호: 57, 경쇄: 서열번호: 65) 및 각각의 인간 항체 프레임워크(중쇄: 서열번호: 58 내지 61; 경쇄: 서열

번호: 66 내지 69)와의 정렬이다. 마우스의 모체 서열에 대한 복귀 돌연변이는 노란색으로 강조 표시된다. 신규

한 아미노산, 즉 모 항체 서열 또는 각각의 인간 항체 프레임워크에 존재하지 않는 아미노산 잔기는 녹색으로

강조 표시된다. CDR2 서열에 도입된 돌연변이는 보라색으로 표시된다. CDR 서열은 www.bioinf.org.uk/abs/에 기

초하여 적색으로 표시된다.

도 39a-b. 10D1과 비교되는 인간화된 L3D10 항체의 항-종양 활성. 인간 CTLA4 노크인 마우스에서 MC38 마우스

종양 모델을 사용하여, 본 발명자들은 키메라 L3D10 항체 및 10D1과 비교되는, 인간화된 L3D10 항체의 항-종양

활성을 관찰하였다. 상부 패널은 생체내 실험의 치료 일정을 보여주며; 마우스는 접종 후 7일째부터 3일마다 항

체를 총 4회 투여받았다. 모든 인간화된 항체(그룹당 n=6)는 종양을 완전히 박멸하고, 10D1(하부 패널)과 유사

했다.

도 40. CTLA4
h/m
 마우스에서의 인간화된 L3D10 항체의 항-종양 활성. 상부 패널은 생체내 실험의 치료 일정을 보

여주며; Ctla4
h/m
 마우스는 MC38 종양 주사 후 표시된 날짜에 주입 당 30(-30, 실선), 10(-10, 점선) mg의 투여

량으로 대조군 hlg 또는 세가지 다른 항-인간 CTLA4 mAbs 중 하나를 투여받았다. 종양 크기는 3일에 한번씩 측

정하였다.

도 41. 최소의 질병 B16-F1 종양 모델에서 항-CTLA4 mAb의 치료 효과. 인간 CTLA4 노크인 마우스에서 B16-F1

마우스 종양 모델을 사용하여, 본 발명자들은 인간화된 L3D10 항체의 항-종양 활성을 관찰하였다. 1×10
5
 B16

종양 세포를 Ctla4
h/h

 마우스(n=5-6)에 (피하) 주사하였다. 2, 5 및 8일에 마우스를 대조군 Ig, 10D1, 키메라

L3D10 또는 PP4637 및 PP4638(250 ㎍/마우스, 복강내)로 처리하였다. 종양 발생 및 크기는 매일 측정되었다.

10D1  대  hIgGFc:  P=0.00616;  L3D10  대  hIgGFc:  P=0.0269;  10D1  대  L3D10:  P=0.370;  PP4637  대  hIgGFc:

P=0.0005; PP4637 대 10D1: P=0.805; PP4638 대 hIgGFc: P=0.0016; PP4638 대 10D1: P=0.856. 데이터는 그룹

당 5 내지 6마리의 마우스의 평균±SEM을 나타낸다. 종양의 크기는 결코 종양이 발생하지 않은 마우스의 경우 0

으로 간주되었다.

도 42. 항-PD-1 mAb와의 복합 독성에 대하여 10D1, PP4631 및 PP4637 암컷 간의 비교. 설명문에 명시된대로,

암컷 CTLA4
h/h

 마우스를 출생 후 10일 또는 11일째에 항체(100 ㎍/마우스/주사, 3일에 1회) 또는 대조군 Fc에서

4회 주사하여 치료하였다. 마우스는 3일에 한번씩 무게를 측정하였다. 나타낸 데이터는 30일 동안의 체중 증가%

의 평균 및 SEM이다. 조직학적 분석을 위해 모든 마우스를 43일째에 희생시켰다. 그룹당 사용된 마우스의 수는

라벨의 괄호 안에 표시된다.

도 43. 10D1과 항-PD-1 조합 요법은 빈혈의 원인이 되는 반면, PP4631 + 항-PD-1 또는 PP4637 + 항-PD-1 조합
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요법은 그렇지 않다. 나타낸 데이터는 11일, 14일, 17일 및 20일에 100 ㎍/마우스/항체의 투여량으로 4회 항체

치료를 받은 43일된 마우스의 헤마토크릿(hematocrit)이다.

도 44a-44b.  10D1  +  항-PD-1  조합 요법은 전신성 T  세포 활성화를 일으키는 반면, PP4631  +  항-PD-1  또는

PP4637 + 항-PD-1 조합 요법은 그렇지 않다. 나타낸 데이터는 말초 혈액(도 44a) 또는 비장(도 44b)에서의 나이

브(CD44
lo
CD62L

hi
), 중앙 기억(CD44

hi
CD62L

hi
) 및 이펙터 메모리(CD44

hi
CD62Llo) T 세포의 표현형을 갖는 CD4(상부

패널) 및 CD8 T 세포(하부 패널)의 %이다. 상기 세포를 43일된 마우스로부터 채취하고, 상기 마우스는 11일, 14

일, 17일 및 20일에 100 ㎍/마우스/항체의 투여량으로 4회 항체치료를 받았다.

도 45. L3D10의 인간화는 고정화된 CTLA4에 대한 결합에 영향을 미치지 않는다. 고정화된 CTLA4에 결합하는 인

간화된 L3D10 항체의 능력은 도 36에 기술된대로 측정되었다. X-축은 용액에 첨가된 항-CTLA-4 mAbs의 농도를

나타낸다. 인간화는 고정화된 CTLA4에 대한 결합에 영향을 미치지 않으며, 모든 3가지 인간화된 항체는 모체 키

메라 L3D10 항체 및 10D1과 유사한 결합을 나타내었다. CTLA-4-his 대신에 CTLA4-Ig를 사용한 경우에도 유사한

패턴이 관찰되었다.

도 46. 인간화는 가용성 CTLA4에 대한 L3D10 결합을 더욱 감소시킨다. 가용성 CTLA4에 결합하는 인간화된 L3D10

항체의 능력은 도 37에 기술된대로 측정되었다. X-축은 ELISA 플레이트 상에 코팅된 항-CTLA-4 mAbs의 농도를

나타낸다. 인간화는 모체 L3D10 키메라 항체에 비해 가용성 CTLA4에 대한 결합을 더욱 감소시킨다. CTLA-4-his

대신에 CTLA4-Ig를 사용한 경우에도 유사한 패턴이 관찰되었다.

도 47a-b. PP4631, PP4638 및 PP4637은 시험관내에서 B7-CTLA-4 상호작용을 차단하지 않는다. 도 47a는 항-인

간 CTLA-4 mAb 10D1, PP4631, PP4637 및 L3D10에 의한 B7-1-CTLA-4 상호작용의 차단을 나타낸다. B7-1Fc는 0.5

μg/ml의  농도로  고정화되었다.  비오틴결합된  CTLA4-Fc를  주어진  용량의  항체와  함께  0.25  μg/ml로

첨가하였다. 제시된 데이터는 405 nM에서의 2회 광학 밀도의 평균이다. 도 47b는 항-인간 CTLA-4 mAb 10D1 및

L3D10에 의한 B7-2-CTLA-4 상호작용의 차단을 나타낸다. B7-2-Fc가 고정화된 것을 제외하고는 도 47a에서와 같

았다.

도 48. PP4631 및 PP4637은 수지상 세포에서의 B7-1 및 B7-2 발현에 대한 효과의 결여로 입증된 바와 같이, 생

체내에서 B7-CTLA-4 상호작용을 차단하지 않는다. 그룹당 3마리의 마우스로부터의 B7-1(a) 및 B7-2(b) 수준에

대한 데이터를 요약한다. 대조군 IgG-처리군의 B7 수준은 인위적으로 100%로 정의된다.

도 49. 항-PD-1 mAb와 조합하여 최상의 안전성 프로파일을 나타내는 PP4637(도 42 참조)은 가장 낮은 치료 용량

에서 종양 거부에 기초하여 종양 거부를 일으키는 가장 유력한 것이다. Ctla4
h/m

 마우스는 지시된 날짜에 주사

당 30(-30, 실선) 또는 10(-10, 점선) μg의 투여량으로 대조군 IgFc 또는 세가지 다른 항-인간 CTLA4 mab 중

하나를 투여받았다. 종양 크기는 3일에 한번씩 측정하였다. 10 μg/주사에서, PP4637(HL32)은 종양 거부를 유도

하는 데 가장 효율적이다.

도 50. 인간화된 항체 순도 평가. 일시적으로 발현된 인간화된 L3D10 항체를 단백질 A 크로마토그래피로 정제하

고, 모든 3가지 항체의 샘플을 환원성 및 비-환원성 SDS-PAGE로 평가하였다. 정제된 단백질은 환원 및 비-환원

조건 하에서 항체 분자의 크기를 나타내는 겔 밴드를 생성하였다. "유출(Flow out)" 레인은 단백질 A 칼럼 흐름

을 나타내며, 이는 항체 단백질의 대부분이 단백질 A 칼럼에 부착되었음을 나타낸다.

도 51. 일시적으로 발현된 단백질의 크기 배제 크로마토그래피(SE-HPLC). 각 인간화된 항체에 대한 단백질 샘플

을 단일 단계 단백질 A 크로마토그래피 후 SE-HPLC로 분석하였다. 상부 패널: 항체 PP4631. 중간 패널: 항체

PP4637. 하부 패널: 항체 PP4638.

도 52. 일시적으로 발현된 단백질의 CE-SDS 분석. 각 인간화된 항체에 대한 단백질 샘플을 단일 단계 단백질 A

크로마토그래피 후 CE-SDS로 분석하였다. 왼쪽 패널은 비-환원성 조건 하에서의 결과를 표시하고, 오른쪽 패널

은 환원성 조건 하에서의 결과를 표시한다. 상부 패널: 항체 PP4631. 중간 패널: 항체 PP4637. 하부 패널: 항체

PP4638.

도 53a-c. 모세관 등전점 포커싱(capillary isoelectric focusing, clEF)에 의해 측정된, 인간화된 L3D10 항체

의 전하 이소형(charge isoform) 프로필 및 탈아미드화. 높은 pH 스트레스 하에서의 단백질 탈아미드화 수준은

2가지 상이한 시간(5시간 및 12.5시간)에 걸쳐 높은 pH 스트레스 처리 전후의 인간화된 L3D10 항체를 비교함으

로써 측정되었고, clEF 분석에 의해 분석되었다. 도 53a 내지 도 53c는 각각 항체 PP4631, PP4637 및 PP4638에

대한 프로파일을 도시한다.
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도 54a-c. 인간화된 L3D10 항체의 시차 주사 열량계(DSC) 열 분석. 상이한 항체의 열 안정성 및 용융 온도를 측

정하기 위해, 이들은 시차 주사 열량계(DSC) 열 분석을 받았다. 도 54a 내지 c는 각각 항체 PP4631, PP4637 및

PP4638에 대한 표준화된 DSC 곡선을 도시한다.

도 55. 인간, 마카크(macaque) 및 마우스 CTLA-4 세포외 도메인의 정렬. 인간(Hm, 적색으로 표시)(서열번호:

73), 마카크(Mk, 흑색으로 표시) 및 마우스(Ms, 녹색으로 표시) CTLA-4 단백질 세포외 도메인의 아미노산 서열

을 정렬하고, (인간 서열과 관련된) 보존된 아미노산은 대시(-)로 표시된다. 정렬을 돕기 위해 마우스 서열은

노란색으로 강조 표시된 위치에 (인간 및 원숭이 서열과 관련된) 결실 및 삽입을 가진다. 공지된 B7-1Ig 결합

부위는 굵은 글씨 및 밑줄이 그어져있다. 서열은 인간 및 원숭이 서열이 많이 보존되는 반면, 마우스 서열은 다

수의 아미노산 차이를 갖는다는 것을 입증한다. 이 서열 정렬에 기초하여, 뮤린 특이적 아미노산을 포함하는 11

개의 변이체(M1-M11)(서열번호: 40-50) 인간 CTLA-4Fc 단백질을 설계하였다 - 각 변이체 단백질에 포함된 아미

노산은 청색으로 표시되어 있다.

도 56a-b. WT 및 변이체 CTLA-4Fc 단백질의 아미노산 서열 조성. 뮤린 Ctla-4 아미노산을 포함하는 WT CTLA-

4Fc 단백질(서열번호: 39) 및 11개의 변이체 단백질(서열번호: 40-50)을 코딩하는 DNA 구조물을 도시된 바와 같

이 설계하였다. 아미노산 서열은 IgG1 Fc 부분을 포함하는 성숙 단백질을 위한 것이지만, 신호 펩타이드는 포함

하지 않는다. 알려진 B7-1Ig 결합 부위는 청색 대문자와 이중 밑줄로 표시된다. 변이체에서 대체된 뮤린 아미노

산 잔기는 적색 소문자로 표시된다. 단백질의 IgG1 Fc 부분은 밑줄이 그어져 있다.

도 57. M11(AA103-106, YLGI>fcGm)의 돌연변이는 인간 CTLA-4에 결합하는 항체를 선택적으로 파괴시킨다. 나타

낸 데이터는 플레이트-코팅된 hCTLA4-Fc(개방 원), mCTLA4-Fc(채워진 삼각형), M11(채워진 원) 및 IgG1-Fc(개

방 삼각형)에 결합하는 B7-1Fc(a), L3D10(b), PP4631(c) 및 PP4637(d)의 결합을 도시하는, 2개의 평균이다.

도 58. B7-1-CTLA4 복합체의 3-D 구조에서 B7-1 결합 부위에 인접한 에피토프에 L3D10, PP4631 및 PP4637을 매

핑. B7-1 결합 모티프는 적색으로 채색되어 있는 반면, 항체 에피토프는 보라색으로 채색되어 있다. B7-1은 공

간이 채워진 리본이 있는 CTLA4 위에 도시되어 있으며, CTLA-4는 채워지지 않은 리본으로 도시되어 있다.

도 59. WT(서열번호: 39) 및 변이체 CTLA-4Fc 단백질, M12-M17(서열번호: 51-56)의 아미노산 서열 조성. 뮤린

Ctla-4 아미노산을 포함하는 6개의 변이체 CTLA-4Fc 단백질인 M12-M17을 코딩하는 DNA 구조물을 도시된 바와 같

이 설계하였다. 아미노산 서열은 IgG1 Fc 부분을 포함하는 성숙 단백질을 위한 것이지만, 신호 펩타이드는 포함

하지 않는다. 알려진 B7-1Ig 결합 부위는 청색 대문자와 이중 밑줄로 표시된다. 변이체에서 대체된 뮤린 아미노

산 잔기는 적색 소문자로 표시된다. 단백질의 IgG1 Fc 부분은 밑줄그어져 있다.

도 60a-c. 돌연변이 분석은 CTLA-4에 대한 10D1(도 60A), PP4631(도 60B) 및 PP4637(도 60C)의 경우 분명한 결

합 요건들을 보여준다. CTLA-4Fc 변이체를 1 μm/ml로 4℃에서 밤새 코팅하였다. BSA로 차단한 후, 주어진 농도

의 비오틴결합된 항-CTLA-4 mAb를 첨가하고, 2시간 동안 배양하였다. 결합되지 않은 항체를 세척한 후, 결합된

항체를 HRP-표지된 스트렙타비딘으로 검출하였다.

도 61a-b.  최소 질병(도 61a)  및 확립된 종양(도 61b)  모델 모두에서 항-4-1BB  및 항-CTLA-4  항체의 치료

효과. 도 61a는 최소 질병의 치료를 보여준다. C57BL/6 마우스에게 5×10
5
 MC38 세포를 피하 접종하였다. 종양

세포 주입 후 2, 9 및 16일에 대조군 햄스터 및 래트 IgG, 항-CTLA-4 및/또는 항-4-1BB 항체가 주입되었다. 종

양의 크기는 신체 검사로 측정하였다. 나타낸 데이터는 종양의 성장 동역학이며, 각 라인은 하나의 마우스에서

종양 성장을 나타낸다. 제시된 크기는 종양의 긴 직경과 짧은 직경의 산물이다. 도 61b는 확립된 종양의 치료를

나타낸다. 도 61a에서와 같이, 종양 투여 후 14일째 치료가 시작되었다는 것을 제외하고; 모든 마우스는 mAb 치

료를 시작하기 전에 크기가 9-60 mm
2
의 범위인 종양을 확립했다. 확립된 종양에 대한 두 항체의 조합된 효과는

3회 반복되었다.

도 62. CD4 또는 NK 세포가 아닌, CD8 T 세포는 항체-유도된 종양 거부에 필수적이다. 종양 보유 마우스는 종양

세포 접종(*) 후 9, 12, 16일에 CD4, CD8 또는 NK1.1에 특이적인 항체를 3회 주사하여 CD4, CD8 또는 NK 세포

를 소모시켰다. 치료 항체(항-CTLA-4 + 항-4-1BB)를 9, 16 및 23일에 주사하였다(수직 화살표). 나타낸 데이터

는 종양 크기의 평균 및 SEM이다(n=3). 다른 그룹(†)과 대조되는 CD8-소모된 그룹에 대해서는 P <0.05.

도 63a-b. 조합 요법은 항-CTLA-4 항체에 대한 숙주 반응을 감소시켰다. 햄스터-항-마우스-CTLA-4(도 63a) 또는

래트-항-마우스-4-1BB(도 63b) 항체를 ELISA 플레이트에 코팅하였다. 5마리의 마우스의 그룹으로부터의 혈청의

상이한 희석액을 플레이트에 첨가하였다. 결합된 항체의 상대적인 양은 2차 단계 시약(흡수에 의해 래트 및 햄
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스터 IgG에 대한 반응성이 소모된 비오틴결합된 염소 항-마우스 항체)를 사용하여 측정하였다. 제시된 데이터는

490 nm에서의 광학 밀도의 평균 및 SEM이다. 종양이 없는 마우스를 동일한 항체로 처리하였을 때 항-CTLA-4 및

4-1BB에 대한 숙주 항체 반응의 유사한 감소가 관찰되었다(데이터는 나타내지 않음).

도 64a-b. 인간 CTLA-4 유전자 노크-인 마우스에서 항-4-1BB 및 L3D10(항-인간-CTLA4) 항체와의 조합 요법. 도

64a는 치료 효과를 나타낸다. 인간 CTLA4 노크인 마우스에게 5×10
5
 MC38 종양 세포를 피하접종하였다. 2일 후,

7마리의 마우스 그룹을 화살표로 표시된 바와 같이, 래트 및 마우스 IgG, 항-4-1BB 및 마우스 IgG, L3D10 및 래

트 IgG, 또는 L3D10 및 항-4-1BB로 처리하였다. 데이터는 평균 종양 부피와 SEM(n=7)이다. 모든 치료법은 종양

성장을 유의하게 감소시켰고(P <0.001), 이중 항체 처리 그룹은 대조군(P <0.0001) 또는 L3D10 항체(P=0.0007)

또는 항-4-1BB 항체 치료군(P=0.03)과 비교할때 유의하게 감소된 종양 크기를 나타낸다. 모든 종양 보유 마우스

는 대조군 IgG-처리된 그룹이 조기 제거 기준에 도달할 때 희생되었다. 도 64b는 조합 요법을 받은 마우스에서

오래-지속된 면역력을 나타낸다. 이중 항체-처리된 그룹에서 종양이 없는 마우스는 MC38 종양에 대하여 오래 지

속되는 면역력을 나타내었다. 첫 번째 종양 세포 챌린지후 110일 후, 이중 항체-처리된, 무종양 마우스 또는 대

조군 나이브 마우스에게 5×10
5
 종양 세포를 피하 투여하였다. 종양의 성장은 신체 검사를 통해 모니터링되었다.

첫 번째 라운드에서 종양을 거부한 모든 마우스는 재감염에 완전히 내성이었으며, 모든 나이브 마우스는 점진적

인 종양 성장을 보였다는 것을 주목한다.

발명을 실시하기 위한 구체적인 내용

정의[0029]

본원에 사용된 용어 "항체"는 "가변 영역" 항원 인식 부위를 갖는 면역글로불린 분자를 의미한다. 용어 "가변[0030]

영역"은 면역글로불린의 상기 도메인을 항체와 광범위하게 공유되는 도메인(예를 들어, 항체 Fc 도메인)과 구별

하기 위한 것이다. 가변 영역은 그의 잔기가 항원 결합을 담당하는 "초가변 영역"을 포함한다. 초가변 영역은

 "상보성 결정 영역" 또는 "CDR"로부터의 아미노산 잔기(즉, 일반적으로 경쇄 가변 도메인에서 대략 잔기 24-

34(L1), 50-56(L2) 및 89-97(L3) 및 중쇄 가변 도메인에서 대략 잔기 27-35(H1), 50-65(H2) 및 95-102(H3); 참

고문헌 44) 및/또는 "초가변 루프"로부터의 잔기(즉, 경쇄 가변 도메인에서 잔기 26-32(L1), 50-52(L2) 및 91-

96(L3), 및 중쇄 가변 도메인에서 26-32(H1), 53-55(H2) 및 96-101(H3), 참고문헌 45). "프레임워크 영역" 또

는 "FR" 잔기는 본원에서 정의된 바와 같은 초가변 영역 잔기 이외의 가변 도메인 잔기이다. 항체라는 용어는

단클론 항체, 다중-특이성 항체, 인간 항체, 인간화된 항체, 합성 항체, 키메라 항체, 카멜 항체, 단일 사슬 항

체, 이황화 결합된 Fvs(sdFv), 세포내항체(intrabody) 및 항-이디오타입(항-Id) 항체(예를 들어, 본 발명의 항

체에 대한 항-Id 및 항-항-Id 항체를 포함함)를 포함한다. 특히, 이러한 항체는 임의의 유형(예를 들어, IgG,

IgE, IgM, IgD, IgA 및 IgY), 클래스(예를 들어, IgG1, IgG2, IgG3, IgG4, IgA1 및 IgA2) 또는 서브클래스의 면

역글로불린 분자를 포함한다.

본원에 사용된 바와 같이, 항체의 "항원 결합 단편"이라는 용어는 항체의 상보성 결정 영역("CDR") 및, 선택적[0031]

으로 항체의 "가변 영역" 항원 인식 부위를 포함하고 항원에 면역특이적으로 결합하는 능력을 나타내는 프레임

워크 잔기를 함유하는 항체의 하나 이상의 부분을 지칭한다. 상기 단편은 Fab', F(ab').sub.2, Fv, 단일 사슬

(ScFv) 및 이의 변이체, 천연 변이체 및, 항체의 "가변 영역" 항원 인식 부위 및 이종 단백질(예를 들어, 독소,

상이한  항원에  대한  항원  인식  부위,  효소,  수용체  또는  수용체  리간드  등)을  포함하는  융합  단백질을

포함한다. 본원에서 사용된 용어 "단편"은 적어도 5개의 연속적인(contiguous) 아미노산 잔기, 적어도 10개의

연속적인 아미노산 잔기, 적어도 15개의 연속적인 아미노산 잔기, 적어도 20개의 연속적인 아미노산 잔기, 적어

도 25개의 연속적인 아미노산 잔기, 적어도 40개의 연속적인 아미노산 잔기, 적어도 50개의 연속적인 아미노산

잔기, 적어도 60개의 연속적인 아미노산 잔기, 적어도 70개의 연속적인 아미노산 잔기, 적어도 80개의 연속적인

아미노산 잔기, 적어도 90개의 연속적인 아미노산 잔기, 적어도 100개의 연속적인 아미노산 잔기, 적어도 125개

의 연속적인 아미노산 잔기, 적어도 150개의 연속적인 아미노산 잔기, 적어도 175개의 연속적인 아미노산 잔기,

적어도 200개의 연속적인 아미노산 잔기 또는 적어도 250개의 연속적인 아미노산 잔기의 아미노산 서열을 포함

하는 펩타이드 또는 폴리펩타이드를 지칭한다.

인간, 키메라 또는 인간화된 항체는 인간에서의 생체내 사용에 특히 바람직하지만, 뮤린 항체 또는 다른 종의[0032]

항체는 많은 용도(예를 들어, 시험관내 또는 원위치 검출 분석, 급성 생체내 사용 등)에 유리하게 사용될 수 있

다.

"키메라 항체"는 항체의 상이한 부분이 비-인간 항체로부터 유도된 가변 영역 및 인간 면역글로불린 불변 영역[0033]
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을 갖는 항체와 같은 상이한 면역글로불린 분자로부터 유래된 분자이다. 비-인간 종으로부터의 하나 이상의 CDR

및  인간  면역글로불린  분자로부터의  프레임워크  영역을  포함하는  키메라  항체는  예를  들어,  CDR-이식(EP

239,400; 국제 공개 번호 WO 91/09967; 및 미국 특허 제5,225,539호, 제5,530,101호 및 제5,585,089호), 베니

어링(veneering)  또는  리서페이싱(resurfacing)(EP  592,106;  EP  519,596;  46-48)  및  사슬  셔플링(chain

shuffling)(미국 특허 제5,565,332호)를 포함하는 당 분야에 공지된 여러 기술들을 사용하여 제조될 수 있다.

본 발명은 특히 "인간화된 항체"에 관한 것이다. 본원에 사용된 용어 "인간화된 항체"는 인간 프레임워크 영역[0034]

및 비인간(통상 마우스 또는 래트) 면역글로불린 유래의 하나 이상의 CDR을 포함하는 면역글로불린을 지칭한다.

CDR을 제공하는 비-인간 면역글로불린을 "공여자(donor)"라고 하며, 이 프레임워크를 제공하는 인간 면역글로불

린을 "수혜자(acceptor)"라고 한다. 불변 영역은 존재할 필요는 없지만, 존재한다면, 이들은 적어도 약 85 내지

90%, 바람직하게는 약 95% 이상 동일한 인간 면역글로불린 불변 영역과 실질적으로 동일해야한다. 따라서, 가능

하다면 CDR을 제외한 인간화된 면역글로불린의 모든 부분은 천연 인간 면역글로불린 서열의 상응하는 부분과 실

질적으로 동일하다. 인간화된 항체는 인간화된 경쇄 및 인간화된 중쇄 면역글로불린을 포함하는 항체이다. 예를

들어, 키메라 항체의 전체 가변 영역이 비-인간(non-human)이기 때문에, 인간화된 항체는 전형적인 키메라 항체

를 포함하지 않을 것이다. 수득된 인간화된 항체가 CDR을 제공하는 공여자 항체와 동일한 항원에 결합할 것으로

예상되기 때문에 공여자 항체가 "인간화" 과정에 의해 "인간화"되었다고 한다. 대부분의 경우, 인간화된 항체는

수혜자의 초가변 영역 잔기가 원하는 특이성, 친화성 및 수용량을 갖는 마우스, 래트, 토끼 또는 비-인간 영장

류와 같은 비-인간 종(공여자 항체)으로부터의 초가변 영역 잔기로 치환된 인간 면역글로불린(수혜 항체)이다.

일부의 경우, 인간 면역글로불린의 프레임워크 영역(FR) 잔기는 상응하는 비-인간 잔기로 치환된다. 또한, 인간

화된 항체는 수혜자 항체 또는 공여자 항체에서 발견되지 않는 잔기를 포함할 수 있다. 이러한 변형은 항체 성

능을 더욱 개선시킨다. 일반적으로, 인간화된 항체는 실질적으로 모든 하나 이상의, 전형적으로는 2개의 가변

도메인을  포함할  것이고,  모든  또는  실질적으로  모든  초가변  영역은  비-인간  면역글로불린의  영역들에

상응하고, 모든 또는 실질적으로 모든 FR은 인간 면역글로불린 서열의 FR이다. 또한, 인간화된 항체는 면역글로

불린 불변 영역(Fc)의 적어도 일부, 전형적으로 아미노산 잔기 치환, 결실 또는 부가의 도입(즉, 돌연변이)에

의해 변형된 FcγRIIB 폴리펩타이드에 면역특이적으로 결합하는 인간 면역글로불린의 영역이다.

발명의 상세한 설명[0035]

인간 CTLA4 단백질에 대한 항체, 이필리무맙은 유일한 면역요법제 또는, 예를 들어 제한없이 항-PD-1 항체(13-[0036]

15)와 같은 다른 치료제와의 조합물로서, 암 환자의 생존율을 증가시키는 것으로 나타났다. 그러나, 치료 효과

는 중대한 부작용(13-18)과 관련되어 있다. 보다 우수한 치료 효과 및/또는 적은 자가면역 부작용을 달성하기

위해 신규한 항-CTLA4 항체를 개발할 필요가 크다.

본 발명자들은 놀랍게도 면역요법과 관련된 자가면역 부작용을 감소시키면서 암 거부를 유도하는데 사용될 수[0037]

있는 항-CTLA4 항체를 발견하였다.

본원에는 그러한 문제의 항체 조성물 및 이의 항원-결합 단편이 제공된다. 본 발명은 또한, 분자가 단클론[0038]

항체, 인간 항체, 키메라 항체 또는 인간화된 항체인 상기 분자의 구현예에 관한 것이다.

상세하게, 본 발명은 바람직하게는 내인성 또는 형질감염된 농도로 생 세포의 표면 상에 발현된, CTLA4 및 특히[0039]

인간 CTLA4에 면역특이적으로 결합하는 항체의 항원-결합 단편을 포함하는 분자를 제공한다. 본 발명은 특히,

항원-결합 단편이 CTLA4에 결합하고, 생 세포가 T 세포인 분자의 구현예에 관한 것이다.

본 발명은 CTLA4에 면역특이적으로 결합할 수 있는 항체 및 이의 항원-결합 단편에 관한 것이다. 일부 구현예에[0040]

서, 이러한 분자는 B7.1 및 B7.2의 CTLA4에 대한 결합을 추가로 차단할 수 있다.

본 발명은 또한 분자가 단클론 항체, 인간 항체, 키메라 항체 또는 인간화된 항체인 상기 분자의 구현예에 관한[0041]

것이다. 본 발명은 이러한 항체가 단일특이적, 이중특이적, 삼특이적 또는 다중특이적인 구현예를 포함한다.

본 발명은 또한 CTLA4에 결합하는 분자 또는 항체의 구현예에 관한 것이며, 그의 항원-결합 단편은 6개의 CDR을[0042]

포함하며, 상기 CDR은 항-CTLA4 항체 L3D10의 CDR을 포함한다. 구체적으로, 상기 항체는 항-CTLA4 항체 L3D10의

3개의 경쇄 및 3개의 중쇄 CDR을 포함한다.

본 발명은 또한 항체가 검출가능하게 표지되거나, 접합된 독소, 약물, 수용체, 효소, 수용체 리간드를 포함하는[0043]

상기 항체의 구현예에 관한 것이다.

본 발명은 또한 상기 항체 조성물의 임의의 치료적 유효량 및 생리학적으로 허용가능한 담체 또는 부형제를 포[0044]
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함하는 약학적 조성물에 관한 것이다. 바람직하게는, 본 발명의 조성물은 예방적으로 또는 치료학적으로 유효한

양의 본 발명의 인간화된 항체 및 약학적으로 허용가능한 담체를 포함한다.

특정 구현예에서, "약학적으로 허용가능한"이란 용어는 동물에서, 특히 인간에서 사용하기 위해 연방 정부 또는[0045]

주정부의  규제  기관에  의해  승인되거나  미국  약전  또는  일반적으로  인정되는  다른  약전에  등록된  것을

의미한다. "담체"라는 용어는 희석제, 보조제(예를 들어, 프로인트 항원보강제(Freund 's adjuvant)(완전 및 불

완전)), 부형제 또는, 치료제가 투여되는 비히클을 지칭한다. 이러한 약학적 담체는 물 및 오일과 같은 무균 액

체일 수 있으며, 땅콩오일, 대두유, 미네랄 오일, 참기름 등과 같은 오일, 동물성, 식물성 또는 합성 유래의 오

일을 포함한다. 물은 약학적 조성물을 정맥내 투여할 때 바람직한 담체이다. 식염수 용액 및 수성 덱스트로스

및 글리세롤 용액은 또한, 주사용액을 위한 액체 담체로서 사용될 수 있다. 적당한 약학적 부형제는 전분, 글루

코스, 락토스, 수크로스, 젤라틴, 맥아, 쌀, 밀가루, 초크, 실리카겔, 스테아르산 나트륨, 글리세롤 모노스테아

레이트, 탈크, 염화나트륨, 건조 탈지유, 글리세롤, 프로필렌, 글리콜, 물, 에탄올 등을 포함한다. 조성물은 소

량의 습윤제 또는 유화제, 또는 pH 완충제를 함유할 수 있다. 이러한 조성물은 용액, 현탁액, 에멀젼, 정제, 환

제, 캡슐, 분말, 서방형 제형 등의 형태를 취할 수 있다.

일반적으로, 본 발명의 조성물의 성분은 개별적으로 공급되거나, 단위 용량 형태로, 예를 들어 활성제의 정량을[0046]

가리키는 앰풀 또는 사셋(sachette)과 같은 밀폐밀봉된 용기 내에서 동결건조된 분말 또는 무수분 농축물로서

함께 혼합될 수 있다. 조성물이 주입에 의해 투여되는 경우, 무균 의약 등급의 물 또는 식염수를 함유하는 주입

병으로 분배될 수 있다. 조성물을 주사에 의해 투여하는 경우, 투여하기 전에 성분이 혼합될 수 있도록 주사용

멸균수 또는 식염수의 앰플을 제공할 수 있다.

본  발명의  조성물은  중성  또는  염  형태로  제형화될  수  있다.  약학적으로  허용가능한  염은  염산,  인산,[0047]

아세트산,  옥살산,  타르타르산  등으로부터  유래된  것과  같은  음이온으로  형성된  염들,  및  나트륨,  칼륨,

암모늄, 칼슘, 수산화 제2철, 이소프로필아민, 트리에틸아민, 2-에틸아미노 에탄올, 히스티딘, 프로카인 등으로

부터 유도된 것과 같은 양이온으로 형성된 염들을 포함하지만, 이에 한정되지 않는다.

본 발명은 또한 면역 반응의 상향조절을 위한 본원에 기술된 항체 조성물 및 이의 약학적 조성물의 용도에 관한[0048]

것이다. 면역계의 상향-조절은 특히 암 및 만성 감염의 치료에 바람직하며, 따라서 본 발명은 이러한 장애의 치

료에 유용하다. 본원에서 사용된 바와 같이, 용어 "암"은 세포의 비정상적 제어되지 않은 성장으로 인한 신생물

또는 종양을 지칭한다. 본원에 사용된 바와 같이, 암은 백혈병 및 림프종을 분명하게 포함한다. 이 용어는 말초

부위로 전이할 가능성이 있는 세포를 포함하는 질병을 의미한다.

따라서, 본 발명의 방법 및 조성물은 또한 하기를 포함하는(그러나, 하기에 한정되지는 않음), 다양한 암 또는[0049]

다른 비정상적인 증식성 질병의 치료 또는 예방에 유용할 수 있다: 방광암, 유방암, 대장암, 신장암, 간암, 폐

암, 난소암, 췌장암, 위암, 자궁 경부암, 갑상선암 및 피부암을 포함하는 암종; 편평 세포 암종; 백혈병, 급성

림프성 백혈병, 급성 림프모구 백혈병, B-세포 림프종, T-세포 림프종, 버킷(Berketts) 림프종을 포함하는 림프

계 계통의 조혈 종양; 급성 및 만성 골수성 백혈병 및 전 골수성 백혈병을 포함하는 골수 계통의 조혈 종양; 섬

유 육종 및 횡문근육종을 포함하는 간엽 기원의 종양; 흑색종, 정상피종, 기형암종(tetratocarcinoma), 신경모

세포종 및 신경교종을 포함한 다른 종양; 성상 세포종, 신경모세포종, 신경교종 및 신경초종을 포함한 중추 및

말초 신경계의 종양; 섬유 육종, 횡문근육종 및 골육종을 포함하는 중간엽 기원의 종양; 및 흑색종, 색소성 건

피증(xenoderma pegmentosum), 각질가시세포종(keratoactantoma), 정상피종(seminoma), 갑상선 여포암 및 기형

암종(teratocarcinoma)을 포함하는 다른 종양. 세포자멸사의 이상에 의해 야기된 암은 또한 본 발명의 방법 및

조성물에 의해 치료될 것으로 생각된다. 상기 암은 여포성 림프종, p53 돌연변이를 갖는 암종, 유방, 전립선 및

난소의 호르몬 의존성 종양, 및 가족성 선종성 폴립증과 같은 전암 병변 및 골수이형성 증후군을 포함하지만,

이에 한정되지는 않는다. 특정 구현예에서, 난소, 방광, 유방, 결장, 폐, 피부, 췌장 또는 자궁에서 악성 또는

이상증식성(dysproliferative) 변화(예컨대, 화생(metaplasia) 및 형성이상(dysplasia)) 또는 과증식성 장애가

본 발명의 방법 및 조성물에 의해 치료 또는 예방된다. 다른 특정 구현예에서, 육종, 흑색종 또는 백혈병은 본

발명의 방법 및 조성물에 의해 치료 또는 예방된다.

본 발명의 또 다른 구현예에서, 항체 조성물 및 이의 항원 결합 단편은 현재 표준 및 실험 화학요법, 호르몬 요[0050]

법, 생물학적 요법, 면역요법, 방사선 요법 또는 수술을 포함하지만, 이에 한정되지 않는 다른 항-종양 요법과

함께 사용될 수 있다. 일부 구현예에서, 본 발명의 분자는 치료적 또는 예방적 유효량의 하나 이상의 제제, 치

료용 항체 또는, 암, 자가면역 질병, 전염병 또는 중독의 치료 및/또는 예방을 위한 당업자에게 공지된 다른 제

제와 조합하여 투여될 수 있다. 상기 제제는 예를 들어, 상기-논의된 생물학적 반응 변형제, 세포독소, 대사길
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항물질, 알킬화제, 항생제 또는 항-유사 분열제 뿐만 아니라 면역치료제 중 임의의 제제를 포함한다.

본 발명의 바람직한 구현예에서, 항체 조성물 및 그의 항원 결합 단편은 다른 항-종양 면역요법과 함께 사용될[0051]

수 있다. 상기 구현예에서, 본 발명의 분자는 면역조절 효과를 향상시키기 위해, 대안적인 면역조절 경로(예컨

대, TIM3,  TIM4,  OX40,  CD40,  GITR,  4-1-BB,  B7-H1,  PD-1,  B7-H3,  B7-H4,  LIGHT,  BTLA,  ICOS,  CD27  또는

LAG3)를  파괴하거나  증강시키는,  또는  사이토킨(예를  들어,  IL-4,  IL-7,  IL-10,  IL-12,  IL-15,  IL-17,

GF-베타, IFNg, Flt3, BLys) 및 케모카인(예를 들어, CCL21)과 같은 이펙터 분자의 활성을 조절하는 분자와 조

합하여  투여된다.  특정  구현예는  본원에  기술된  항-CTLA4  항체  조성물  및  항-PD-1(펨브롤리주맙

(pembrolizumab)(Keytruda)  또는  니볼루맙(Nivolumab)(Opdivo)),  항-B7-H1(아테졸리주맙

(atezolizumab)(Tecentriq) 또는 두르발루맙(durvalumab)), 항-B7-H3, 항-B7-H4, 항-LIGHT, 항-LAG3, 항-TIM3,

항-TIM4 항-CD40, 항-OX40, 항-GITR, 항-BTLA, 항-CD27, 항-ICOS 또는 항-4-1BB를 포함하는 이중-특이적 항체

를 포함한다. 또 다른 구현예에서, 본 발명의 분자는 보다 넓은 면역 반응을 달성하기 위해 면역 반응의 상이한

단계 또는 양상을 활성화시키는 분자와 조합하여 투여된다. 보다 바람직한 구현예에서, 항체 조성물 및 이의 항

원 결합 단편은 자가면역 부작용을 악화시키지 않으면서, 항-PD-1 또는 항-4-1BB 항체와 조합된다.

본 발명의 또 다른 구현예는 다른 면역 자극 분자를 결합시키는 항체에 브릿지된 CTLA4에 결합하는 항체를 포함[0052]

하는 이중-특이적 항체를 포함한다. 특정 구현예는 본원에 기술된 항-CTLA4 항체 조성물 및 항-PD-1, 항-B7-H1,

항-B7-H3, 항-B7-H4, 항-LIGHT, 항-LAG3, 항-TIM3, 항-TIM4 항-CD40, 항-OX40, 항-GITR, 항-BTLA, 항-CD27, 항

-ICOS 또는 항-4-1BB를 포함하는 이중-특이적 항체를 포함한다. 본 발명은 또한, 암 치료를 위한 상기 항체의

용도에 관한 것이다.

본 발명의 항체 조성물을 투여하는 방법은 비경구 투여(예를 들어, 피내, 근육내, 복강내, 정맥내 및 피하), 경[0053]

막외 및 점막(예를 들어, 비강내 및 구강 경로)을 포함하지만, 이에 한정되지 않는다. 특정 구현예에서, 본 발

명의 항체는 근육 내, 정맥내 또는 피하로 투여된다. 상기 조성물은 임의의 편리한 경로, 예를 들어, 주입 또는

볼루스 주사, 상피 또는 점막피부 라이닝(예를 들어, 구강 점막, 직장 및 장 점막 등)을 통한 흡수에 의해 투여

될 수 있고, 다른 생물학적 활성제와 함께 투여될 수 있다. 투여는 전신 또는 국소일 수 있다.

본 발명의 또 다른 구현예는 항원 제시 세포(APC)와 같은 면역 세포 상에서 B7.1 및 B7.2의 발현 수준을 모니터[0054]

링함으로써 생체내 항-CTLA4 항체의 차단 효과를 모니터링하는 것에 관한 것이다. CTLA4는 주로 수지상 세포와

같은 APC에서 B7-1 및 B7-2 발현을 하향-조절하여 자가면역 질병을 억제하는 경우 Treg 중에서 우선적으로 발현

된다.  따라서,  B7  분자,  B7.1  및  B7.2의  상향조절은  B7-CTLA4  상호작용의  생체내  차단을  위한  리드아웃

(readout)으로 될 수 있다. 특정 구현예에서, 말초 또는 종양내 면역 세포가 항-CTLA4 처리 전후에 개체로부터

제거되고, 면역 세포의 표면상에서 B7.1 및/또는 B7.2의 수준을 감소시키기 위해 생체외에서 분석되며, 차단하

는 항-CTLA4 항체의 존재는 내인성 CTLA4에 의한 B7.1/B7.2 결합을 방지하고, B7.1과 B7.2의 하향조절을 차례로

방지하여, B7.1/B7.2 발현의 순 증가를 초래한다. 바람직한 구현예에서, B7.1 및 B7.1의 수준은 항원 제시 세포

상에서 측정된다. 가장 바람직한 구현예에서, B7.1 및 B7.1의 수준은 수지상 세포 상에서 측정된다.

추가의 구현예에서, 항-CTLA4 처리 후 면역 세포상의 B7.1 및 B7.2에서의 변화(감소)는 생체내 항-CTLA4 항체의[0055]

생물학적 활성을 측정하고, 면역 세포상의 B7.1 및/또는 B7.2 발현 수준을 측정하고 처리 전후의 발현 수준을

비교하여, 항-CTLA4 처리에 대한 모체 반응을 모니터링하기 위한 바이오마커로서 사용된다. 바람직한 구현예에

서, B7.1 및/또는 B7.2 발현 수준은 항-CTLA4 치료 과정 중에 시간에 걸쳐 모니터링된다.

실시예[0056]

실시예 1. 키메라 항-CTLA4 항체의 생성[0057]

인간 CTLA4 유전자 노크-인 마우스 및 hu-PBL-Scid 마우스를 사용하여, 마우스 항-인간 CTLA4 항체가 종양 성장[0058]

을 감소시키고, 시험된 mAbs의 패널 중에서 L3D10이 가장 효과적인 것으로 확인되었음이 사전 입증되었다. 그러

나, 비교적 높은 용량(> 10mg/kg)으로 사용하거나 종양 세포를 접종한 후 만질 수 있는 종양이 형성되기 전에도

(2일 초), 상기 얻어진 항체들 어떤 것도 완전한 종양 거부를 얻을 수 없었다(19-21).

마우스 항체가 강한 항체-의존성 세포독성(ADCC)을 갖지 않는 IgG1 서브클래스이고, ADCC가 종양 거부에 관여할[0059]

수 있기 때문에, mAb의 Fc는 몇가지 방법으로 개선되어, 더 양호한 면역치료 효과가 달성된다. 첫째, ADCC가 약

한 마우스 IgG1을 치환하여 강력한 ADCC 활성을 갖는 인간 IgG1을 갖는 키메라 항체를 생성시켰다. 둘째, 참고

문헌(22)의 공지된 기술에 기초하여, ADCC 활성을 증가시키기 위해 3가지 돌연변이(S298A, E333A 및 K334A)를

CH에 도입하였다. 셋째, 생체내 항체의 반감기를 증가시키기 위해 3가지 돌연변이(M252Y, S254T 및 T256E)를 도
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입하였다(23). 새로운 키메라 항체의 디자인이 도 1의 왼쪽 패널에 도시되어있다.

항체를 조작하기 위해, L3D10 하이브리도마의 가변 영역을 당 분야에 공지된 표준 방법을 사용하여 DNA 시퀀싱[0060]

을 통해 제일 먼저 동정하였다. 뉴클레오타이드 서열은 서열번호: 1 및 서열번호: 2에 기술된 아미노산으로 번

역되었다. 정상 인간 IgG1 Fc 서열 및 변이체 Fc 서열은 각각 서열번호: 3 및 서열번호: 4에 개시되어있다. 중

쇄 및 경쇄 서열의 아미노산 및 코돈 최적화 뉴클레오타이드 서열은 서열번호: 5 내지 8에 개시되어있다.

서열번호: 5 및 서열번호: 7에 상응하는 DNA를 합성하여 발현 벡터에 삽입하고, 상기 벡터를 설계된 서열에 의[0061]

해  HEK293  세포로  형질감염시켰다.  간략하게,  HEK293  세포를  형질감염하기  하루  전에  진탕  플라스크에

시딩하고, 무혈청 화학적으로 한정된 배지를 사용하여 성장시켰다. DNA 발현 구조물을 일시적 형질감염을 위한

표준 조작 절차를 사용하여 0.5 리터의 현탁 HEK293 세포에 일시적으로 형질감염시켰다. 20시간 후, 세포를 샘

플링하여 생존력 및 생존 세포 수를 얻고, 역가를 측정하였다(Octet QKe, ForteBio). 일시적인 형질감염 생산

실행을 통해 추가적인 판독을 취했다. 배양액을 5일째에 수확하였다. L3D10의 조건 배지를 수확하고, 원심분리

및 여과에 의해 일시적인 형질감염 생산 실행으로부터 정화되었다. 상등액을 단백질 A 컬럼 상에 옮기고, 저 pH

완충액으로 용출시켰다. 0.2 ㎛ 멤브레인 필터를 사용하는 여과를 분취(aliquoting) 전에 수행하였다. 정제 및

여과 후, 단백질 농도는 OD280 및 흡광 계수로부터 계산되었다. 총 43.2mg의 Ig 단백질이 한 차례의 형질감염으

로부터 수득되었다.

실시예 2. 키메라 L3D10 항체 결합 부위는 10D1과 부분적으로만 중첩된다[0062]

클리닉에서, 항-CTLA4 항체인 이필리무맙은 암 환자의 생존율을 향상시키지만 심각한 자가면역 부작용을 유발하[0063]

는 것으로 나타났다. 키메라 L3D10 항체 및 10D1의 비교 결합 부위를 평가하기 위해, CTLA4에 대한 결합 및,

CTLA4에 대한 결합에 대해 항체가 경쟁하는 능력을 비교하였다. 두 항체 모두 필적하는 효능으로 고정된 CTLA4

단백질에 결합하지만(도 2), 10D1은 CTLA4에 결합하는 키메라 L3D10을 완전히 차단하지 못한다(도 3). 예상한

바와 같이, 표지되지 않은 L3D10은 표지된 L3D10 결합을 완전히 차단하여, L3D10 및 10D1의 항체 결합 부위가

부분적으로 만 중첩되는 것을 나타낸다.

실시예 3. 10D1에 의한 것보다 더 효율적인, 키메라 L3D10 항체에 의한 CTLA4:B7.1 및 CTLA4:B7.2 상호작용 차[0064]

단

가용성 B7-1 및 B7-2가 고정화된 CTLA4와 상호작용하는데 사용되는 경우(49), 항-인간 CTLA4 mAb, 10D1은 B7-[0065]

CTLA4  상호작용을  차단할  수  있다고  보고되었다.  B7-1과  B7-2가  세포  표면  동시-자극  분자로서  기능하기

때문에, 본 발명자들은 고정화된 B7-1과 B7-2를 사용하여 B7-CTLA4 상호작용을 차단하는 항-CTLA4 항체의 능력

을 평가했다. 경쟁력있는 ELISA 분석법 포맷을 사용하여, 플레이트-고정화된- 및 세포막-발현된 B7.1 및 B7.2에

대한  CTLA4  융합  단백질,  CTLA4-Ig의  결합을  차단하는  L3D10  및  10D1의  능력.  상기  실험을  위해,

10D1(4nM)(49)와 유사한 친화성(2.3nM)을 갖는 키메라 항-인간 CTLA4-mAb를 사용하였다. 플레이트 고정화 분석

의 경우, B7.1Fc 또는 B7.2Fc를 ELISA 플레이트 상에 1 μg/ml로 4℃에서 밤새 또는 37℃에서 2시간 동안 코팅

하였다. 비오틴결합된 CTLA4-Fc를 주어진 농도의 B7.1-Fc, 10D1 또는 키메라 L3D10과 혼합하였다. 플레이트상의

B7.1에 결합된 CTLA4-Fc의 양은 홀스-래디쉬 퍼옥시다제-접합된 스트렙타비딘을 사용하여 측정한다. 도 4에 도

시된 바와 같이, 키메라 L3D10, B7.1Fc 및 CTLA4-Fc는 모두 CTLA4-Fc:B7.1 상호작용을 효율적으로 차단하였지

만, 10D1의 별개의 두 물질 로트는 상호작용을 차단하지 못했다. L3D10은 0.2 μg/ml의 낮은 농도에서 플레이트

-고정화된 B7.1 결합의 상당한 차단을 보여주며, 약 3 μg/ml에서 50% 억제(IC50)를 달성한다. 유사하게, L3D10

은 0.03 μg/ml의 IC50으로 플레이트 고정화된 B7.2에 결합하는 CTLA4-Fc의 결합을 차단하였지만, 2개의 상이한

물질 로트로부터의 10D1은 약 200 μg/ml의 IC50으로 최소 차단을 나타내었다(도 5). 그러나, 이전의 보고(49)

와 일치하여, 항체 10D1은 플레이트 고정화된 CTLA4가 가용성 B7-1과 상호작용하는데 사용될 때 역 실험에서

B7-1-CTLA4 상호작용을 강력하게 억제하였다(도 6).

세포막 단백질 결합 실험의 경우, B7.1이 CHO 세포의 표면 상에서 발현될 때, L3D10이 CTLA4-Fc의 결합을 차단[0066]

하지만, 2개의 상이한 물질 로트로부터의 10D1은 심지어 512 μg/ml로 사용될때에도 차단하지 않았다(도 7).

L3D10보다 훨씬 덜 강력한 반면, 10D1의 고용량은 인간 CTLA4와 마우스 B7-1 사이에서 약 25% 차단을 달성하였

다(도 8). CHO 세포 표면 상에서 발현된 B7.2의 경우, L3D10은 다시 차단된 반면, 10D1은 부분적으로만 차단되

었으며, 10D1이 512㎍/ml로 사용되더라도 50% 미만의 억제가 관찰되었다(도 9).

비오틴결합이 CTLA4-Fc에 대한 10D1의 결합에 영향을 미쳤을 수 있다는 것은 잠재적인 주의사항이다. 이 문제를[0067]

해결하기 위해 본 발명자들은 차단 연구에 사용한 비오틴결합된 CTLA4-Fc에 대한 L3D10 및 10D1의 결합을 비교
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했다. 도 10에 도시된 바와 같이, 10D1은 비오틴결합된 CTLA4-Fc를 결합하는데 L3D10보다 효과적이다. 따라서,

10D1에 의한 차단 실패는 비오틴결합된 CTLA4-Fc에 대한 불충분한 결합으로 인한 것이 아니었다. 폴리히스티딘-

태그된 CTLA4가 인간 B7-1 형질감염된 CHO 세포와 상호작용하는데 사용될때 유사한 패턴이 관찰된다(도 11). 종

합하면, 본 데이터는 B7-CTLA4 상호작용을 차단하는 항체 10D1의 능력이 사용된 분석법에 매우 의존적인데, B7-

1 및 B7-2가 고정화된 경우, 차단 활성이 최소 내지 전혀 검출되지 않은 반면, 항체 L3D10은 B7 단백질이 고정

화되어 있는지 여부에 관계없이 B7-CTLA4 상호작용에 대해 강력한 차단제이라는 것을 제시한다.

실시예 4. 키메라 L3D10 항체는 종양 거부를 유발하는 변형되지않은 L3D10보다 더 효율적이다[0068]

마우스 L3D10이 심각한 지연이 관찰되더라도 MC38 종양의 완전한 완화를 일으키지 못했다고 이전에 보고되었다[0069]

(19,20). 키메라 L3D10이 동종 마우스에서 완전한 완화를 일으킬 수 있는지를 결정하기 위해, 1×10
6
 MC38 종양

세포를 동종 C57BL/6 마우스에 이식하였다. 1주일 후, 종양이 직경 약 5 mm에 이르면, 마우스를 대조군 IgG 또

는 키메라 L3D10 mAb로 마우스 L3D10에 대한 이전의 연구에서 사용된 것의 절반에 불과한 용량으로 처리하였다.

도 12에 도시된 바와 같이, 인간 Ig 서열의 가능한 면역원성에도 불구하고, 키메라 L3D10은 시험된 모든 마우스

에서 완전한 완화를 유발한다는 것이 밝혀졌다. 종양이 만져지지 않을 때보다 훨씬 어려운, 큰 종양 부담이 확

립되었을 때 치료가 시작되었으므로(19), 이 실험은 키메라 L3D10이 변형되지않은 L3D10보다 더 효율적임을 보

여준다.

실시예 5. 키메라 L3D10 항체는 종양 거부를 유발하는데 있어서 10D1과 균등한 활성을 갖는다[0070]

인간 CTLA4 유전자 노크인 마우스(20)의 유용성은 키메라 항-인간 CTLA-4 항체의 생물학적 활성을 임상적으로[0071]

사용된 항-CTLA-4 mAb인 10D1로 시험할 수 있는 전례없는 기회를 제공하였다. 이 인간화된 마우스 모델에서, 인

간 CTLA-4 단백질과 100% 동일성을 갖는 생성물을 코딩하는 CTLA4 유전자는 내인성 마우스 Ctla4 좌위의 조절하

에 발현된다. 키메라 L3D10 및 10D1의 항-종양 활성이 인간 CTLA4-노크인 마우스에서 MC38 종양 모델에서 직접

비교되는 경우, 두 항체 모두 종양 거부반응을 유발하는데 있어서 비슷한 반면, 종양은 IgG 대조군에서 점차적

으로 증가하는 것이 분명하다. 도 13은 복제물 실험으로부터의 종양 크기에 대한 항체 처리 결과를 나타낸다.

흥미로운 질문은 면역요법 효과를 발휘하기 위해 항-CTLA-4 mAb가 모든 CTLA-4와 상호작용할 필요가 있는지(즉,[0072]

표적 포화를 달성할 필요가 있는지) 여부이다. CTLA4
h/h
 및 CTLA4

m/m
 마우스로부터의 F1 마우스는 마우스 및 인간

CTLA-4 단백질을 공-우성 방식으로 발현한다. 흥미롭게도, 도 14에 도시된 바와 같이, CTLA-4 단백질(즉, 단백

질의 뮤린 버전)의 약 50%가 항-인간 CTLA-4 mAb에 결합될 수 없어도, 키메라 L3D10 및 10D1 둘다 종양 거부를

효과적으로 유도하였다. 중요하게는, L3D10은 이 설정, 즉 유전자 투여량이 제한적일 때(P <0.05) 10D1보다 치

료학적으로 더욱 효과적이다.

이전의 연구들은 항-마우스 Ctla-4 mAb가 다른 치료 양식과의 조합없이, 흑색종 세포주 B16-F1의 거부를 유도할[0073]

수 없다는 것을 입증했다. 따라서, 키메라 L3D10 및 10D1 항체의 항-종양 효과는 또한 인간 CTLA4 노크인 마우

스에서 보다 도전적인 B16 종양 모델을 사용하여 시험하였다. 도 15에 도시된 바와 같이, 반면에 L3D10 또는 이

필리무맙 두 종양 모두 확립된 종양의 거부를 유발할 수 없어서, 통계적으로 유의한 종양 성장 지연을 일으키는

반면, 다른 항체 간의 차이는 통계적으로 유의하지 않다.

실시예 6 : 생체내 CTLA4 차단[0074]

CTLA4는 수지상 세포에서 B7-1 및 B7-2 발현을 하향-조절하여 자가면역 질병을 억제하는 Treg 중에서 주로 발현[0075]

된다(50). Ctla4(50)의 표적 돌연변이 및 차단 항-CTLA4 mAb(51)에 의한 처리가 수지상 세포에서 B7-1 및 B7-2

의  발현을  상향조절하기  때문에,  Treg에  대한  CTLA4의  생리학적  기능은  DC에서  B7을  하향조절한다고

제시되었다. 따라서, B7의 상향조절은 B7-CTLA4 상호작용의 생체내 차단을 위한 리드아웃으로 사용되었고, 인간

CTLA4 유전자의 동형접합성 노크인을 갖는 Ctla4
h/h
 마우스의 T 세포를 사용하는 분석법을 개발하였다.

도 16에 개략적으로 도시된 바와 같이, 표면 발현된 B7.1 또는 B7.2는 T 세포의 표면 상에 CTLA4를 결합하여[0076]

B7.1 및 B7.2 발현의 하향조절을 유도한다. 그러나 차단 항-CTLA4 항체의 결합은 B7.1/B7.2 결합을 방지하며,

이는 B7.1 및 B7.2의 하향조절을 방지하며, 그에 따라 B7.1/B7.2 발현의 순 증가를 초래한다. 그러나, 인간 및

마우스  CTLA4  모두를  발현하는  키메라  T  세포의  경우,  인간  CTLA4에  결합하는  항체는  뮤린  CTLA4에  대한

B7.1/B7.2의 결합을 방지하지 못하여, B7.1/B7.2 억제를 회복시킨다.

내인성 마우스 Ctla4 좌위의 조절하에 인간 CTLA4 단백질에 대해 100% 동일성을 갖는 CTLA4 유전자를 발현하는[0077]
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CTLA4  인간화된  마우스가  기술되어있다(20).  동종접합성  노크-인  마우스(CTLA4
h/h
)는  최소한  10세대  동안

C57BL/6  배경으로  교잡되었다.  CTLA4
h/h

 마우스를  WT  BALB/c  마우스와  교차시킴으로써  이종접합성  마우스

(CTLA4
h/m
)를 제조하였다.

임상적으로 입증된 치료제인 항-CTLA4  mAb인 10D1을 테스트하기 위해, 본 발명자들은 매우 높은 용량의 항-[0078]

CTLA4 mAb(500 μg/마우스, 약 25 mg/kg 또는 클리닉에서 사용된 최대 용량의 8배)를 Ctla4
h/h
 또는 Ctla4

m/h
 마

우스에 주사하고, 비장 세포를 수확하여 주사 후 24시간에 CD11c
hi
 DC상의 B7-1 및 B7-2의 수준을 측정하였다(도

17a-b). 도 17c-e에 도시된 바와 같이, 인간 IgG1-Fc를 투여받은 Ctla4
h/h
 마우스와 비교하여, 키메라 L3D10 처

리된 마우스로부터의 DC는 인간 CTLA4를 발현하는 T 세포에서 B7.1 발현이 통계적으로 유의하게 증가했지만, 인

간 및 마우스 CTLA4를 모두 발현하는 T 세포에서는 그렇지 않았다. 도 17c-e에 도시된 바와 같이 B7.2에 대해서

도 유사한 결과가 나타났다. B7-2에서의 상향조절의 크기는 인간 Treg-DC 동시 배양에서 차단 항-CTLA4 mAb를

사용하여 달성된 것과 비슷하다(66).

생체내 분석의 특이성을 추가로 확인하기 위해, 본 발명자들은 마우스 및 인간 CTLA4가 공우성적으로 발현되는[0079]

Ctla4
m/h
 마우스에서 L3D10이 B7을 상향조절할 수 있는지 여부를 시험하였다. CTLA4의 50% 이상이 항-인간 CTLA4

항체에 결합하지 않기 때문에, B7-CTLA4 상호작용을 차단하는데 덜 효과적일 것으로 예상된다. 실제로, 어느 항

체도 Ctla4
m/h
 마우스로부터의 DC에서 B7-1 및 B7-2의 상향조절을 유발하지 않았다(도 17c, d, f). Ctla4

m/h
 마우

스에서 L3D10에 의한 차단의 완전한 결여는 L3D10에 결합하지 않는(도 18) 마우스 대립유전자에 의해 코딩된

CTLA4가 B7 발현을 하향조절하기에 충분함을 시사한다. 따라서, 본 발명자들의 데이터에 따르면, 임상에서 사용

된 최대 용량의 8배 이상인 용량에서 10D1은 생체내에서 및 시험관내에서 B7이 플레이트에 고정되거나 세포막에

고정되어있을 때 B7-CTLA4 상호작용을 차단하지 않는다는 사실이 입증되었다.

Ctla4
m/h
 마우스에서 L3D10에 의한 차단의 완전한 결여는 L3D10에 결합하지 않는(도 18) 마우스 대립유전자에 의[0080]

해 코딩된 CTLA4가 B7 발현을 하향조절하기에 충분함을 시사한다. 대조적으로, 10D1은 B7.1 또는 B7.2 발현을

증가시키지 않았다. 상기 모델에 따르면, 이것은 L3D10이 생체내 CTLA4 활성을 차단하는 반면, 10D1은 CTLA4 활

성을 차단하지 않는다는 것을 시사한다.

그러나, 차단 활성의 이러한 뚜렷한 차이에도 불구하고, L3D10 및 10D1은 모두 도 19에 도시된 바와 같이 키메[0081]

라 CTLA4
m/h

 마우스에서 MC38 모델에 대해 강한 항-종양 활성을 나타낸다. 종양이 대조군 Ig-처리된 마우스에서

점진적으로 성장하는 동안, 항-CTLA4 mAb에 의한 완전한 거부가 달성되었다. 여러 실험에서, 두 항체는 종양 거

부반응을 일으키는데 있어서 유사하다. B16 흑색종인 다른 종양 모델에서, 어느 항체에 의해서도 완전한 거부가

달성되지 않았지만, 두 항체는 종양 성장의 유사한 지연을 유도하였다(도 20).

실시예 7: 항-종양 효과는 종양내 Treg 소모와 관련되어 있다[0082]

생체내에서의 면역조절은 면역 세포 활성화와 면역 체크포인트 사이의 균형에 기인한다. 특히, 조절 T  세포[0083]

(Tregs)는 면역 체계를 조절하고, 자가-항원에 대한 내성을 유지하며, 자가면역 질병을 퇴치하는 T 세포의 하위

집단이다. 최근 연구에 따르면, 항-마우스 CTLA4 mAb의 치료 효능은 종양 미세환경 내에서 선택적으로 Treg의

항체-의존성 세포독성에 차례로 영향을 미치는 Fc 하위클래스와 숙주 Fc 수용체에 의해 영향을 받는다는 사실이

입증되었다(52, 53). 생체내 차등 CTLA4 차단 활성이 항-종양 활성의 차이로 해석되지 않는 것처럼, 본 발명자

들은 종양 미세환경 내에서 항-종양이 발생하고 Treg를 관찰하는 작용 기전을 확립하려고 시도했다. 이를 위해,

본 발명자들은 거부 반응이 완료되기 전에 MC38 종양-보유 마우스를 희생시켰고(도 21), 대조군 Ig, 10D1 또는

L3D10을 투여한 Ctla4
h/h

 노크인 마우스에서 Treg의 빈도를 분석하였다. 어느 항체도 비장에서 Treg를 감소시키

지 않았지만(도 22c), 둘 다 종양 미세환경에서 Treg를 감소시켰다(도 22e). 흥미롭게도, L3D10이 아닌 10D1이

비장에서  Treg를  확장시켰다.  비장에서  10D1에  의한  Treg의  확장은 이필리무맙이 말초 혈액 백혈구에 의한

FOXP3 발현을 증가시킨다는 임상적 발견을 개괄한다(54). 차단 및 비-차단 항체는 종양 미세환경에서 Treg 소모

와 유사하기 때문에, B7-CTLA4 상호작용의 차단은 Treg 소모에 기여하지 않는다. 10D1은 생체내에서 B7-CTLA4

상호작용을 차단하지 못하고 Ctla4
h/h

 마우스 및 흑색종 환자에서 치료 효과를 부여하기 때문에, 이 상호작용의

차단은 치료 효과를 위해 요구되지 않는다. 또한, 현저하게 상이한 차단 효과를 갖는 2개의 mAb는 비교가능한

치료 효과 및 종양 미세환경에서의 선택적 Treg 소모를 갖기 때문에, CTLA4-B7 상호작용을 차단하는 것은 항체
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의 치료 효과를 향상시키지 못한다.

이 관찰을 입증하기 위해, 본 발명자들은 항-인간 CTLA4 mAb가 CTLA4 분자의 최대 50%에서 결합할 수 있고 어느[0084]

항체도 B7-CTLA4 상호작용을 차단하여 수지상 세포에서 B7의 상향조절을 달성할 수 없는, Ctla4
m/h
 마우스에서 2

개의 항-CTLA4 mAb의 치료 효과를 시험하였다(도 16). 또한, L3D10이 10D1보다 다소 효과적이지만(도 22b), 두

항체 모두 MC38 종양의 신속한 거부를 유발한다. 그에 상응하여, 두 항체 모두 종양 미세환경에서 Treg를 선택

적으로 소모시켰다(도 22d 및 21f). 이 유전적 데이터는 CTLA4 차단이 종양 거부 및 국소적 Treg 소모와 무관함

을 추가로 입증하며, 따라서 항-CTLA4 mAb가 B7-CTLA4 상호작용(10)을 차단함으로써 암 면역력을 유발한다는 가

설을 반박한다.

실시예 8. 일반적으로 사용되는 항-마우스 CTLA4 mAb 9H10 및 9D9의 차단 활성 평가[0085]

CTLA4가 T 세포 조절을 위한 세포-내재적 음성 조절제라는 개념은 2개의 항-마우스 CTLA4 mAb(30, 31), 4F10 및[0086]

9H10의 손상되지 않은 및 Fab의 자극 효과에 기초하여 제안되었지만, 이들 항체가 B7-CTLA4 상호작용을 차단한

다는 것을 입증하는 데이터는 제시되지 않았다. 보다 최근에는 세 번째 항-마우스 CTLA4 mAb인 9D9가 종양 보유

마우스에서 치료 효과를 나타내며, 종양 미세환경에서 Treg를 국소적으로 소모시키는 것으로 보고되었다(52).

따라서 본 발명자들은 생리적으로 관련된 구성 하에서 B7-CTLA4 상호작용을 차단하는 능력으로 종양 거부를 유

도하는 것으로 밝혀진 상업적으로 이용가능한 3종의 항-마우스 CTLA4 mAb를 모두 시험하기로 결정했다. 첫 번째

테스트로서 비오틴결합된 CTLA4-Fc와 플레이트-고정화 B7-1 및 B7-2의 결합을 차단하기 위해 증가하는 양의 항-

CTLA4 mAb(CTLA4-Fc보다 2,000배 이하의 몰 과량)를 사용했다. 도 23a에 도시된 바와 같이, 항-마우스 CTLA4

mAb 9H10은 시험한 최고 농도에서도 B7-1-CTLA4 상호작용을 차단하지 않았지만, 9D9가 매우 높은 농도로 사용되

었을 때 보통의 차단이 관찰되었다. mAb 9D9가 B7-2-CTLA4 상호작용을 효과적으로 차단하는 반면, 9H10은 그렇

게하지 못했다(도 23b). 흥미롭게도, 9D9가 가용성 CTLA4-Fc에 대한 강한 결합을 나타내지만, 9H10은 고정화된

마우스 CTLA4-Fc 결합에서 9D9보다 더 강력함에도 불구하고(도 23d), 빈약한 결합을 나타냈다(도 23c). 이 분석

에서 9H10에 의한 어떠한 차단 활성의 부족도 가용성 CTLA4-Fc에 대한 나쁜 결합을 간단하게 반영할 수 있으므

로, 본 발명자들은 WT 마우스(CTLA4
m/m
)의 수지상 세포에 대한 B7-1 및 B7-2의 상향조절을 다시 사용하여 B7-

CTLA4 상호작용의 생체내 차단을 측정하였다. 도 23e 및 도 23f에 도시된 바와 같이, 9H10은 DC 상에서 B7-1 발

현을 상향조절하지 않았고, 9D9는 B7-1 수준을 15% 증가시켰다(P <0.05). 흥미롭게도, 9D9가 DC 상에서 B7-2를

명확히 상향조절한 반면, 9H10은 그렇지 않았다. 따라서, 가장 많이 연구된 종양 면역치료용 항-CTLA4 mAb인

9H10은 B7-CTLA4  상호작용을 차단하지 못한다. 따라서, B7-CTLA4  상호작용을 차단하는 것은 항-마우스 CTLA4

mAb에 의한 항-종양 면역력의 유도에 기여하지 않는다. 두 mAb 모두 비슷한 면역요법 효과와 종양 미세환경에서

Treg의 비슷한 결실을 보여주기 때문에(52), B7-CTLA4 상호작용의 차단보다는 Treg의 국소적 결실이 항-마우스

CTLA4 mAb의 치료 효과에 대한 통합 설명을 제공한다. 흥미롭게도, 4F10이 시험관내에서 B7-CTLA4 상호작용을

차단하였지만, 생체내 DC에서 B7의 상향조절을 유도하는데 실패하였다(도 24).

이와  함께,  본  발명자들은  임상적으로  입증된  치료용  항-인간 CTLA4  mAb(10D1)  및  2종의  항-마우스 CTLA4[0087]

mAb(9H10 및 4F10)가 생리학적으로 관련있는 조건 하에 B7-CTLA4 상호작용을 차단하지 않으면서 면역요법 효과

를  부여한다는  것을  증명하였다.  더욱이,  상기  차단은  B7-CTLA4  상호작용을  강력하게  차단할  수  있는

mAb(L3D10)에 대해서도 종양 거부에 필수적이지 않았다. 치료 효과는 B7-CTLA4 상호작용 차단에서 1000배의 차

이를 갖는 항체에 대해 실질적으로 동일하기 때문에, 상기 차단은 항-CTLA4 mAb의 암 치료 효과에 기여하지 않

는다. 이 데이터는 항-CTLA4 mAb가 체크포인트 차단(55)을 통해 면역치료 효과를 부여한다는 가설을 반박한다.

지배적인 가설을 논박함으로써, 본 발명자들의 데이터는 항-CTLA4의 mAb의 차단 활성을 개선함으로써 항-CTLA4

mAb의 치료 효과를 최적화할 수 없음을 시사한다. 이런 맥락에서, B7-CTLA4 상호작용(56) 차단이 우수한 트레멜

리무맙(Tremelimumab)은 3상 임상 시험(57)에서 임상적 체크포인트에 도달하지 못했다는 점에 유의하는 것이 특

히 중요하다. 한편, 국소 Treg 소모의 종양 거부 사이의 강한 상관관계를 입증함으로써, 및 종양 면역력에서의

B7-CTLA4 상호작용 차단의 관련성을 논박함으로써, 본 연구는 종양 환경 내에서 Treg의 국소적 결실이 치료용

CTLA4 mAb의 주된 메커니즘이라는 가설을 선호하며, 따라서 암 면역요법을 위한 차세대 항-CTLA4 mAb를 개발하

기 위한 새로운 접근법을 제안한다.

마지막으로, 마우스에 유전적 데이터를 축적하는 것은 CTLA4가 T 세포 활성화를 음성적으로 조절하고 SHP-2(58,[0088]

59)를 통해 그러한 조절이 달성되었다는 원래의 개념(30, 31)이 재검토될 필요가 있음을 시사한다(60). 따라서,

Ctla4
-/-
마우스의 중증 자가면역 질병은 CTLA4가 T 세포 활성화를 위한 세포-고유의 음성 조절인자라는 개념을

뒷받침하는 데 사용되어 왔으며(61, 62), 이러한 관점과 일치하지 않는 적어도 세 줄의 유전적 정보가 이후에
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생겨났다. 먼저, 이펙터 T 세포내에서가 아닌, Treg내에서 Ctla4 유전자의 계통-특이적 결실은 Ctla4 유전자의

생식선 결실이 있는 마우스에서 관찰된 자가면역 표현형을 재현하기에 충분하다(50). 이러한 데이터는 Ctla4
-

/-
마우스의 자가면역이 이펙터 T 세포에서 세포-고유의 음성 조절인자 CTLA4의 결핍으로 인한 것이 아님을 시사

한다. 둘째, WT 및 Ctla4
-/- 

T 세포 모두로 구성된 키메라 마우스에서, WT T 세포의 공존으로 자가면역 표현형이

예방되었다(63). 이 데이터는 자가면역 질병이 세포-고유의 음성 조절인자의 결핍으로 인한 것이 아니라고 강하

게 주장했다.  세포-고유의 음성 조절인자 효과가 없다는 사실은 또한 키메라 마우스에서 바이러스 감염동안

Ctla4
-/-
 T 세포의 우선적 확장이 관찰되지 않았다는 사실에 의해 증명되었다(64). 셋째, CTLA4의 음성 조절(58,

59)을 매개하는 것으로 제안된 Shp2의 T-세포 특이적 결실은 T 세포 활성화를 향상시키기보다는 감소시키는 것

으로 밝혀졌다(65). T 세포 활성화에 대한 음성 조절인자로서 CTLA4가 제안된 이래로 보고된 이러한 유전적 데

이터의 맥락에서, 본 연구의 데이터는 암 면역요법에서 CTLA4 체크포인트 차단의 재평가를 요구하고있다.

실시예 9. 키메라 L3D10은 다른 면역요법 항체와 조합하여 사용될 때 감소된 면역 부작용을 입증한다[0089]

최근의 임상 연구에 따르면 항-PD-1과 항-CTLA4 mAb 사이의 조합 요법이 말기 흑색종 환자의 생존을 더욱 증가[0090]

시킨다는 것이 밝혀졌다. 그러나, 조합 요법을 받은 환자의 55%에서 3 및 4 등급의 면역 관련 부작용(irAEs)이

발생했다. 따라서, 독성이 적은 항체를 개발하는 것이 중요하다. 본 발명자들은 임상에서 관찰된 항-CTLA-4 및

항-PD-1 mAb의 조합요법과 관련된 irAEs를 개괄하는 생체내 모델을 개발했다. 이 모델에서 본 발명자들은 높은

용량의  항-PD-1  및  항-CTLA4-4  mAb로  주산기  기간동안  인간  CTLA4  유전자  노크인  마우스(CTLA4
h/h
)를

처리하였다. 본 발명자들은 어린 마우스가 개별적인 mAb의 치료를 용인하는 반면, 심각하게 성장을 저해한, 도

25에 도시된 바와 같이, 항-PD-1 및 10D1의 조합 요법이 다발성 기관 염증, 빈혈을 갖는 심각한 irAE를 유발한

다는 것을 발견하였다. 대조적으로, 항-PD-1과 조합된 경우, 키메라 L3D10은 정상 체중 증가에 의해 입증된 바

와 같이 경미한 irAE만을 나타낸다.

항-PD-1과 조합 투여시 10D1과 비교하여 키메라 L3D10의 상대적 독성을 더 조사하기 위해, 본 발명자들은 투여[0091]

후 42일째 CTLA4
h/h

 노크인 마우스에서의 병리학적 효과를 관찰하였다. 도 26에 도시된 바와 같이, L3D10 + 항-

PD-1로 처리된 마우스의 최종 체중(42일째)은 hIgG 음성 대조군 항체로 처리한 마우스와 유사하였다. 그러나,

비교에 의하면, 10D1 + 항-PD-1로 처리된 마우스의 중량은 훨씬 낮았다. 따라서, 우리가 상기 마우스의 육안해

부학을 관찰할 때, 자궁/난소/방광 및 흉선은 10D1 + PD-1로 처리된 마우스에서 현저하게 작았다(도 27). 다시,

L3D10 + 항-PD-1로 처리된 마우스의 기관은 hIgG 대조군에 필적했다. 대조적으로, 10D1로 치료한 마우스에서 해

부된 심장은 눈에 띄게 하얀 외관을 가진 약간 큰 크기로 나타났다. 결과적으로 본 발명자들은 마우스 내에서

적혈구 생성을 관찰하기로 결정하고, 상당히 유사한, L3D10 + 항-PD-1 또는 대조군 항체로 처리한 그룹과 비교

하여 10D1 + 항-PD-1로 처리한 마우스에서 명백한 차이를 관찰하였다. 도 27a에 도시된 바와 같이, 10D1 + 항-

PD-1로 처리된 마우스로부터의 골수는 뚜렷하게 백색을 띠고, 분리된 혈액은 거의 완전히 백색이었다(도 28b).

이에 따라, 본 발명자들은 CD71 및 CD119 마커를 사용하여 혈액 발생의 다른 단계를 거친 세포를 면밀히 관찰했

다. 대표적인 FACS 프로파일은 도 28C에 도시되어 있는 반면, 요약 데이터가 도 28D에 도시되어있다. 이들 데이

터는 10D1 + 항-PD-1 처리 마우스에서 4 단계 발달을 겪은 세포 수의 통계적으로 유의한 감소를 나타내었다(도

28d).

10D1-처리된 마우스에서 잠재적인 빈혈 메커니즘을 탐색하기 위해, 본 발명자들은 10D1 + PD-1 처리가 항-적혈[0092]

구 항체를 유도하는지 테스트했다. 도 29에 도시된 바와 같이, 항-적혈구 항체는 검출되지 않았다. 따라서, 적

혈구-특이적 자가 항체의 발달은 항-PD-1 + 10D1-처리된 마우스의 빈혈에 책임이 없다.

항-PD-1과 조합하여 L3D10 대 10D1의 독성을 추가로 측정하기 위해, 본 발명자들은 심장(도 30), 폐(도 31), 타[0093]

액선(도 32) 및 신장 및 간(도 33)의 조직학적 분석을 수행하고, 그후 적어도 24시간 동안 10% 포르말린에서 고

정시켰다. 연구된 각 조직에서, 10D1 + 항-PD-1로 처리된 마우스는 높은 수준의 T 세포 침윤을 나타냈다. 염증

의 중증도에 기초한 독성 점수가 도 34에 요약되어있으며, 이는 hIgG 대조군 마우스 그룹보다 아주 미미하게 더

높은 점수를 갖는 L3D10 + 항-PD-1과 비교하여, 10D1 + 항-PD-1로 처리된 마우스의 높은 독성 점수를 나타낸다.

실시예 10: L3D10은 가용성 CTLA4에 대한 결합을 감소시켰다.[0094]

L3D10 및 10D1은 플레이트 고정화된 CTLA4에 대한 유사한 결합 패턴을 나타낸다(도 36). 10D1에 비해 L3D10의[0095]

감소된 독성, 특히 10D1과 관련된 증가된 T 세포 침윤/활성에 대한 가능한 설명으로서, 본 발명자들은 가용성

CTLA4에 대한 결합을 조사하기로 결정했다. 본 발명자들은 CTLA4 다형성과 다발성 자가면역 질병 사이의 연관성
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이 가용성 CTLA4(nature 2003, 423: 506-511)의 생산에 관련되어 있고, 마우스에서 sCTLA4 이소형의 유전적 침

묵이 제1형 당뇨병의 발병을 증가시켰기 때문에(당뇨병 2011, 60:1955-1963 참조), 이것을 조사하였다. 또한,

가용성 CTLA4(아바타셉트(abatacept) 및 벨라타셉트(belatacept))가 면역 억제를 위해 널리 사용된 약물이다.

본 사상에 따라, 본 발명자들이 가용성 CTLA4에 대한 상대적 결합을 조사했을때, 본 발명자들은 L3D10의 결합이

뚜렷하게 감소하는 것을 관찰하였다(도 37).

본 발명자들은 CTLA-4 분자의 50%만이 항-인간 CTLA-4 mAb에 결합할 수 있는 이형접합성 Ctla4
h/m
 마우스에서 항[0096]

-CTLA-4 mAb가 강력한 종양 주사를 유도한다는 것을 증명했다. CTLA-4의 50%의 결합이 irAE를 유도하기에 충분

한지를 결정하기 위해, 본 발명자들은 Ctla4
h/m
 마우스를 항-PD-1 + 10D1로 처리하였다. 도 35에 도시된 바와 같

이, 항-PD-1 + 10D1은 Ctla4
h/m
 마우스에서 체중 감소를 유도하지 못했다. 따라서, irAE와 암 면역력은 유전적으

로 분리될 수 있다.

생체내 활성은 L3D10 항체가 항-종양 활성을 유지하지만 10D1과 같은 다른 면역요법 항체에서 관찰된 감소된 자[0097]

가면역 부작용을 나타냈으며, 이는 자가면역 부작용을 악화시키지 않으면서 항-종양 활성을 증진시킬 수 있음을

보여준다. 따라서, 자가면역 부작용은 암 면역력에 필요한 가치가 아니며, 이러한 두가지 활성을 분리할 수 있

다. L3D10의 특성은 CTLA4와 B7.1 및 B7.2의 상호작용을 차단하는 능력이 10D1에 의한 것보다 효과적이며, 이는

항체 간의 CTLA4 결합 부위의 차이와 관련이 있음을 입증했다. 또한, L3D10은 항체의 치료 효과를 향상시키는

강한 ADCC  활성을 부여하는 돌연변이를 갖는,  변형된 인간 IgG1  Fc  도메인에 융합되었다.  추가 특성분석은

L3D10 및 10D1이 유사한 결합 프로파일을 갖는 고정화된 CTLA4에 결합함을 입증한다. 그러나, L3D10은 10D1보다

가용성 CTLA4에 대해 훨씬 낮은 결합 친화력을 나타낸다. 종합하면, 본 데이터는 항체 L3D10이 덜 심각한 부작

용이 있는 암 환자를 치료하는데 임상적으로 유용한 가능성이 있음을 보여준다.

실시예 11. L3D10의 인간화[0098]

인간화 과정은 상동성 모델링된 항체 3D 구조를 생성하고, 구조 모델링에 기반한 모(parental) 항체의 프로파일[0099]

을 생성함으로써 시작된다. 활용할 수 있는 수용체 프레임워크는 프레임워크 전반의 전반적인 서열 동일성, 일

치하는 인터페이스 위치, 유사하게 분류된 CDR 표준 위치 및 제거되어야 할 N-글리코실화 부위의 존재에 기초하

여 동정되었다. 인간화 디자인을 위해 하나의 경쇄(LC) 및 중쇄(HC) 프레임워크를 선택하였다.

인간화된 항체는 CDR 서열을 수용체 프레임워크에 이식하는 것을 포함하여, 인간 프레임워크 서열과 모 항체 서[0100]

열의 선택된 부분을 융합시키는 다중 하이브리드 서열을 생성시킴으로써 고안되었다. 모 항체 L3D10의 예측된

CDR 서열은 하기 표 1A에 나타낸 바와 같이 서열번호: 21 내지 26으로 제공된다:

 [0101]

3D 모델을 사용하여 이러한 인간화된 서열을 눈과 컴퓨터 모델링을 통해 체계적으로 분석하여 항원 결합을 유지[0102]

할 가능성이 가장 높은 서열을 분리했다. 목표는 원래의 항체 특이성을 유지하면서 최종 인간화된 항체에서 인

간 서열의 양을 최대화하는 것이었다.

선택된 수용기 프레임워크를 기반으로 3개의 인간화된 경쇄(LC1, LC2 및 LC3) 및 3개의 인간화된 중쇄(HC1, HC2[0103]

및 HC3)를 설계하였다. 3개의 HC 또는 3개의 LC 서열 각각은 동일한 생식선에서 유래한 것으로, 도 38에 도시된

바와 같이 뮤린 모체 서열과는 다른 복귀 돌연변이를 갖는다. 인간화된 가변 영역 아미노산 서열 및 그의 최적
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화된 코딩 뉴클레오타이드 서열은 서열번호: 9 내지 20에 열거되어있다. 인간화된 중쇄 및 경쇄 모두의 CDR2 서

열은 모 L3D10 항체 서열에 비해 아미노산 변화를 포함하며, 하기 표 1B에 나타낸 바와 같이 서열번호: 33 내지

38에 열거되어있다.

[0104]

인간화된 경쇄 및 중쇄는 이제 변형된 완전히 인간화된 항체를 생성하기 위해 조합될 수 있다. 인간화된 경쇄[0105]

및 중쇄의 모든 가능한 조합을 그들의 발현 수준 및 항원 결합 친화력에 대해 시험하여 모 항체와 유사하게 수

행하는 항체를 확인하였다.

단클론 항체(24)에 대한 인간성 점수를 계산하는 새로운 도구가 사용되었다. 이 점수는 인간-유사 항체 가변 영[0106]

역 서열이 어떻게 보이는지를 나타내며, 항체를 인간화할 때 중요한 요소이다. 모 항체 및 인간화된 항체에 대

한 인간성 점수는 하기 표 2 및 3에 개시되어 있다. 본 방법에 따르면, 중쇄의 경우 79점 이상의 점수는 인간과

비슷한 것으로 나타나며; 경쇄의 경우 86점 이상의 점수가 인간과 비슷한 것으로 나타난다.

[0107]

 [0108]
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가변 영역 서열을 먼저 합성함으로써 전장 항체 유전자를 구성하였다. 상기 서열은 포유류 세포에서의 발현을[0109]

위해 최적화되었다. 이어서, 상기 가변 영역 서열을 이미 인간 Fc 도메인을 함유하는 발현 벡터에 클로닝하고;

중쇄의 경우, hIgG1(M252Y, S254T, T256E, S298A, E333A, K334A) 백본을 사용하였다. 또한, 비교를 위해, 키메

라 모 중쇄 및 경쇄의 가변 영역을 동일한 백본 Fc 서열을 사용하여 전장 키메라 사슬로 구성하였다.

9개의 모든 인간화된 항체는 0.01리터 소규모 생산을 거쳤다. 키메라 모 항체도 또한 직접 비교를 위해 스케일-[0110]

업되었다. 지시된 중쇄 및 경쇄에 대한 플라스미드를 혈청 부재하에 화학적으로 한정된 배지를 사용하여 현탁

HEK293 세포 내로 형질감염시켜 항체를 제조하였다. 조건화된 배지의 전체 항체는 MabSelect SuRe 단백질 A 배

지(GE Healthcare)를 사용하여 정제했다. 시험된 10개의 항체를 하기 표 4에 나타내었다.

[0111]

 항원(huCTLA4)에 대한 9개의 인간화된 항체 조합 및 키메라 모 항체의 친화력을 옥테트(Octet)에 의해 평가하[0112]

였다.  다중-농도  동역학  실험은  Octet  Red96  시스템(ForteBio)에서  수행되었다.  항-hIgG  Fc  바이오센서

(ForteBio, #18-5064)를 샘플 희석액(PBS내 0.1% BSA 및 0.02% Tween 20)에서 수화시키고, pH 1.7 글리신에서

전처리하였다. 항원을 샘플 희석제로 600 nM에서 시작하는 7-포인트, 2배 일련 희석을 사용하여 희석시켰다. 모

든 항체를 샘플 희석액으로 10 ㎍/㎖로 희석한 다음, 항-hIgG Fc 바이오센서 상에 120초 동안 고정시켰다. 샘플

희석제내에서 60초 동안 기준(baseline)을 확립한 후, 바이오센서를 관련 농도를 측정하기 위해 일련의 농도로

항원을 함유하는 웰로 옮겼다. 연관성을 120초 동안 관찰하였고, 샘플 희석제에서 관심있는 각 단백질에 대해

해리를 180초 동안 관찰하였다. 결합 친화력은 1가 결합 모델(1:1 결합)에 동역학 센서그램을 맞춤으로써 특징

분석되었다. 전체 동역학 측정은 하기 표 5에 요약되어 있다.

등록특허 10-2830926

- 26 -



[0113]

실시예 12. 인간화된 항-CTLA4 항체의 항-종양 활성[0114]

상대적 결합 친화도 및 인간성 점수에 기초하여, 본 발명자들은 추가 평가를 위해 3가지 항체를 선택했다:[0115]

PP4631 - 높은 친화성과 우수한 발현[0116]

PP4637 - 높은 친화성과 우수한 발현[0117]

PP4638 - 친화력은 약간 낮지만, 인간화 점수가 가장 높음[0118]

상기 각각의 항체에 대한 물질은 HEK293 세포에서의 0.1 리터 스케일로 일시적인 생산에 이어 단백질 A 정제에[0119]

의해 생성되었다. 정제된 항체의 결합 친화도를 하기 표 6에 나타낸 바와 같이 옥테트 분석에 의해 확인하였다.

[0120]

본 발명자들은 상기 실시예 5에 기술된 인간 CTLA4-노크인 마우스에서 동족 MC38 마우스 종양 모델을 사용하여[0121]

10D1 및 키메라 L3D10 항체와 비교하여 상기 3가지 인간화된 항체의 항-종양 활성을 평가하였다.  도 39a는 생

체내 실험의 처리 스케줄을 도시하며; 마우스에게 접종 후 7일째부터 3일마다 항체를 총 4회 투여하였다. 도

39b에 도시된 바와 같이, 모든 인간화된 항체는 종양을 완전히 박멸하고, 10D1에 필적했다.

또 다른 실험에서, 본 발명자들은 실시예 5(도 14)에 기술된 이형접합성 Ctla4
h/m

 마우스에서 동종 MC38 마우스[0122]

종양 모델을 사용하여 10D1 및 키메라 L3D10 항체와 비교한 인간화된 항체 PP4631 및 PP4637의 항-종양 활성을

2개의 다른 투여량으로 평가하였다. 도 40에 도시된 바와 같이, 모든 mAb는 30 mcg/마우스/주사(1.5 mg/kg)에서

사용했을 때 구별할 수 없는 반면, PP4637는 10 mcg/마우스/주사(0.5 mg/kg)에서 더 효과적이었지만, PP4631과

10D1은 비슷한 활성을 나타냈다.

10D1  및 키메라 L3D10  항체와 비교된 인간화된 항체의 항-종양 활성은 또한도 41에 도시된 바와 같이 인간[0123]
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CTLA4-노크인 마우스에서 동족 B16-F1 흑색종 마우스 종양 모델을 사용하여 입증되었다. 마우스는 접종 후 2일

째부터 3일마다 총 3회 항체를 투여받았다. 도 41에 도시된 바와 같이, L3D10 및 인간화된 항체는 종양 성장을

지연시켰고, 10D1에 필적했다.

실시예 13. L3D10의 인간화된 클론은 10D1보다 우수한 안전성 프로파일을 유지한다.[0124]

인간화 후에도 L3D10의 우수한 안전성 프로파일을 유지할 수 있는지 테스트하기 위해, 항-PD-1과 조합하여 사용[0125]

할때 그들의 부작용에 대하여, PP4631과 PP4637을 10D1과 비교하였다. 도 42에 도시된 바와 같이, PP4631 및

PP4637은 항-PD-1과 함께 조합하여 사용될 때 10D1보다 독성이 적다.

도 28에 기술된 결함 적혈구 생성과 일치하여, 10D1 + 항-PD-1로 처리된 마우스는 완전한 혈구 수(CBC)에 기초[0126]

한 빈혈인 반면에, 항-PD-1 + PP4631 및 항-PD-1 + PP4637을 받은 마우스는 도 43에 도시된 바와 같이 주로 정

상 CBC 프로파일을 갖는다. 또한, PBL에서의 T 세포 프로파일의 분석은 10D1 + 항-PD-1을 투여받은 마우스에서

CD4 및 CD8 T 세포의 강력한 전신 활성화를 나타내지만, 항-PD-1 + PP4631 또는 항-PD-1 + PP4637를 투여받은

마우스는 그러지 않았으며(도 44), 이는 L3D10-기반 항-CTLA-4 mAb가 전신 T 세포 활성화를 일으키지 않는다는

개념을 뒷받침한다.

실시예 14. 인간화된 항-CTLA4 항체의 결합 특성[0127]

인간화된 항체가 그들의 CTLA4 결합 특성을 보유함을 확인하기 위해, 본 발명자들은 고정화되고 플레이트 결합[0128]

된 CTLA4에 대한 결합을 관찰하였다. 도 45에 도시된 바와 같이, 인간화는 고정화된 CTLA4에 대한 결합에 영향

을 주지 않으며, 모든 3가지 인간화된 항체는 모체 키메라 L3D10 항체와 유사한 결합을 입증하였다. 그러나, 인

간화는 도 46에 도시된 바와 같이 가용성 CTLA4에 대한 L3D10의 결합을 더욱 감소시킨다. 가용성 CTLA4에 대한

감소된 결합에 기초하여, 3가지 인간화된 항체가 L3D10보다 적은 자가면역 부작용으로 동일한 종양 거부를 유도

할 것으로 예상된다.

본 발명자들은 키메라 L3D10이 10D1보다 1000배 더 높은 차단 활성을 갖는다는 것을 입증했다. 이것은 B7-CTLA-[0129]

4 상호작용을 차단하는 것이 irAE의 결핍을 설명할 수 있다는 흥미로운 가능성을 제기했다. 도 47 및 도 48에

도시된 바와 같이, PP4631 및 PP4637은 모두 시험관내 및 생체내에서 B7-CTL-A4 상호작용을 차단하지 않았다.

PP4631과 PP4637이 감소된 irAE를 나타낸다는 사실은 B7-CTLA-4 상호작용을 차단하는 것이 L3D10의 향상된 안전

성에 책임이 없다는 개념을 지지했다.

자가면역 질병 예방에 CTLA-4가 제안된 역할을 감안할 때, 본 발명자들은 개선된 안전성 프로파일을 위한 기본[0130]

메커니즘으로서 가용성 CTLA-4에 대한 결합 감소를 제안했다. 이 가설을 시험하기 위해, 본 발명자들은 irAE의

기본 지표로서 주산기 기간동안 항-PD-1 + 항-CTLA4-4 mAb를 투여받은 암컷 마우스의 성장 무게 증가를 사용했

다. 도 42에 도시된 바와 같이, 10D1 및 항-PD-1을 모두 투여받은 마우스에서 체중 증가의 심각한 감소가 관찰

되었지만, PP4637 + 항-PD-1을 투여받은 마우스는 irAE가 가장 낮았고, 이어서 PP4631 및 L3D10이 나타났다.

sCTLA-4에 대한 감소된 결합과의 엄격한 역 상관관계는 중심 가설과 일치한다.

실시예 15. 인간화된 항-CTLA4 항체의 가공성 평가[0131]

세가지 인간화된 항체의 개발 및 제조 잠재성을 평가하기 위해, 다른 항체를 특성화하기 위해 다양한 분석 방법[0132]

을 수행했다.
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[0133]

초기 평가로서, 3가지 선도 후보 항체의 예측 분자량 및 등전점을 아미노산 서열에 기초하여 계산하였다. 표 7[0134]

에 나타낸 바와 같이, 항체는 약간 더 낮은 PI를 가졌지만, 모든 항체는 상당히 유사했다.

[0135]

제품 수득량 평가[0136]

상이한 항체의 생산성을 평가하기 위해, HEK293 세포를 상이한 항체의 중쇄 및 경쇄를 발현하는 벡터로 일시적[0137]

으로 형질감염시켰다. 이 세포를 무-혈청 배지를 사용하여 6일 동안 진탕 플라스크에서 배양하였다. 6일 후, 상

등액을 수집하고, 항체를 1단계 단백질 A 크로마토그래피로 정제하였다. 하기 표 8에서 알 수 있는 바와 같이,

항체 PP4631 및 PP4637은 유사한 단백질 수율을 나타내었지만, 항체 PP4638은 훨씬 낮은 상대적 수율로 생성되

었다.

[0138]

일시적으로 발현된 항체의 순도를 평가하기 위해, 샘플을 환원성 및 비-환원성 SDS-PAGE로 분석하였다. 도 50에[0139]

도시된 바와 같이, 3가지 항체 모두로부터의 샘플은 항체 분자를 나타내는 겔 밴드를 생성하고, 샘플은 단백질

A 정제 후 상대적으로 순수하다는 것을 보여 주었다.

크기 배제 크로마토그래피[0140]

일시적인 발현 후 다른 항체의 순도와 응집을 추가로 조사하기 위해, 본 발명자들은 정제된 단백질의 크기 배제[0141]

크로마토그래피를 수행했다. 간단히 말하면, TOSOH G3000 SWxl 5μm 컬럼을 사용하는 SE-HPLC 분리를 위해 50μ

g의 여과된(0.22μm 필터 사용) 샘플을 사용했다. PBS pH 7.4를 이동 상으로 사용하였다. 하기 표 9에 나타낸
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바와 같이, 모든 인간화된 항체는 단백질 A 정제 후 > 90% 순도를 나타낸다. 항체 PP4631 및 PP4637은 주요 피

크 내에서 대부분의 단백질을 갖는 항체 샘플과 함께 유사하게, 낮은 수준의 고 분자량(MW) 응집체 및 분해를

입증했다. 반대로, 항체 PP4638은 높은 수준의 응집 및 일부 분해를 보였다. SE-HPLC 크로마토그램을 도 51에

나타내었다.

[0142]

모세관 전기영동(CE)[0143]

모세관 전기영동은 글리코실화되지않은 중쇄 단백질의 양 뿐만 아니라 환원 및 비-환원 조건 하에서 피크 밴드[0144]

내의 단백질 양을 정량하는데 사용되었다. 간단히 말하자면, 10 kDa 표준 단백질 2 μl와 함께 100 μg의 샘플

을  로도아세타미드(비-환원  조건)  또는  β-머캅토에탄올(환원  조건)과  함께  CE-SDS  샘플  완충액으로

희석시켰다. 그후, 샘플을 70℃에서 10분 동안 처리하였다. 분리를 위해, PA-800, 50μm I.D. 베어-융합(bare-

fused) 실리카 모세관을 사용하였다; 러닝 길이 20.2cm; 분리 전압 15kV; 검출을 위한 OD220. 하기 표 10에 나타

낸 바와 같이, 3가지 단백질 모두 높은 수준의 순도를 보였으나, SDS-PAGE와 일치하고, 모두 매우 글리코실화했

다. CE-SDS 크로마토그램을 도 52에 나타낸다.

[0145]

탈아미드화: 모세관 등전점 포커싱(clEF) 및 액체 크로마토그래피-질량 분광분석(LC-MS)[0146]

높은 pH 스트레스 하에서의 단백질 탈아미드화의 수준은 2가지 상이한 시간(5시간 및 12.5시간)에 걸쳐 높은 pH[0147]

스트레스 처리가 있거나 없는 항체를 비교하고, 이어서 clEF 및 LC-MS 분석에 의해 측정되었다.

상이한 항체의 전하 이소형태 프로파일 및 등전점은 모세관 등전점 포커싱(clEF)에 의해 측정되었다. 간단히 말[0148]

하면, 샘플을 20 mM Tris pH 8.0으로 완충액 교환한 다음 100 μg의 샘플 단백질을 양성 전해질인 메틸 셀룰로

오스와 PI  7.05  및 PI  9.77  마커와 함께 혼합하였다. iCE3™을 분석에 사용하였으며, 100μm  I.D.  모세관;

1.5kV + 3kV; 검출을 위한 OD280. 탈아미드화 스트레스 처리를 위해, 샘플을 500 mM NaHCO3로 5시간 또는 12.5시

간 처리한 다음, clEF 및 LC-MS로 검사하였다. 분석 결과를 하기 표 11에 나타내었고, LC-MS 그래프를 도 53에

나타내었다. 모든 3가지 항체는 스트레스 조건 및 주요 피크의 상응하는 저하로 탈아미드화된 종의 양의 예측된

증가를 나타낸다. 아미노산 서열로부터 예측한 바와 같이, 항체 PP4637의 pI는 PP4631 및 PP4638보다 약간 낮고

(표 7), 예측된 pI와 비교하여 더 높은 관찰된 pI는 아마도 글리코실화를 나타낸다.

등록특허 10-2830926

- 30 -



 [0149]

시차 주사 열량계(DSC) 열 분석[0150]

상이한 항체의 열 안정성 및 용융 온도를 측정하기 위해, 이들은 시차 주사 열량계(DSC) 열 분석을 받았다. 간[0151]

단히 말하면, PBS pH 7.4에서 2 mg/mL 샘플을 15℃ 내지 105℃까지 1℃/분의 속도로 온도 상승시킨다. 온도와

함께  변화하는  Cp는  샘플과  완충액  모두에  대해(배경으로서)  모니터링되었다.  배경  공제(background

subtraction)로 Cp 대 온도 곡선을 얻었고, 피크는 분석물의 Tm을 나타냈다. 하기 표 12에 나타낸 바와 같이, 3

가지 항체 모두 유사하게 높은 용융 온도를 나타내었다. 3가지 항체에 대한 DSC 곡선을 도 54에 나타내었다.

[0152]

산화: 펩타이드 매핑[0153]

인간화된 항체의 산화적 변형은 산화적 스트레스가 있거나 없는 LC-MS를 이용한 펩타이드 매핑에 의해 평가하였[0154]

다. 샘플을 6M GnCl 및 5mM β-ΜE의 존재 하에서 65℃에서 변성시킨 다음 요오드아세트아미드로 아세틸화시켰

다.  처리된 샘플을 55℃에서 트립신(Promega,  시퀀싱 등급)으로 분해하고,  C18  역상 LC  컬럼(ACQUITY  UPLC

BEH130  C18,  2.1×100mm,  1.7μm)으로  분리하여,  질량  분석법(Waters  XEVO-G2S  QTOF)에  의해  Masslynx  및

Biophatmlynx 분석 도구를 사용하여 분석하였다. 산화적 스트레스 분석을 위해, 샘플을 0.05% 또는 0.1% H2O2로

1시간 동안 처리한 후 LC-MS로 검사하였다. 그 결과를 하기 표 13 내지 16에 나타낸다.
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[0155]
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[0156]
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[0157]
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[0158]

결합 특이성[0159]

상이한 항체의 결합 특이성은 2가지 상이한 농도에서 10D1에 비해 CTLA4를 발현하지 않는 2가지 상이한 세포주[0160]

(CHO 및 HEK293)에 대한 비-특이적 결합을 검출하는 능력을 평가함으로써 결정되었다. 간단히 말하면, PBS 중의

100 ㎍/㎖ 또는 20 ㎍/mL 샘플(또는 기준 mAb)를 3×10 e
6
 세포/ml(CHO 또는 HEK293)와 함께 배양하였다. FITC

로 표지된 토끼-항-인간-IgG 항체(Boster, Wuhuan, China)를 검출에 사용하고, 세포에 대한 표적 mAb의 결합을

FACS로 측정하였다. 하기 표 17에 나타낸 바와 같이, 항체 PP4631 및 PP4637은 매우 낮은 결합성과 우수한 특이

성을 나타냈지만, 항체 PP4638은 대조군 세포주에 대한 비-특이적 결합 활성을 나타냈다.

등록특허 10-2830926

- 35 -



[0161]

실시예 16. L3D10 및 인간화된 항체의 에피토프 매핑[0162]

L3D10 모 항체의 CTLA-4 결합 에피토프와 인간화된 변이체인 PP4631 및 PP4637을 매핑하기 위해, 본 발명자들은[0163]

마우스 및 인간 CTLA4 단백질이 B7-1과 교차 반응하지만 항-CTLA-4 항체와는 하지 않는다는 사실의 잇점을 취하

였다. 따라서 본 발명자들은 인간 CTLA-4 단백질로부터의 아미노산 클러스터가 뮤린 Ctla-4 단백질로부터의 아

미노산으로 치환된, 인간 CTLA-4Fc 단백질의 여러 변이체를 설계했다. 이 연구에서 사용된 항-CTLA-4 항체는 뮤

린 Ctla-4에 결합하지 않기 때문에, 항체 결합 에피토프의 주요 잔기가 뮤린 아미노산으로 치환될 때 항-인간

CTLA-4 항체의 결합은 폐지되어야한다.

야생형 인간 CTLA-4Fc 서열을 기초로 하여 11개의 CTLA-4Fc 돌연변이 단백질(M1-M111)(서열번호: 40 내지 50)[0164]

을 코딩하는 DNA 벡터를 제조하고, 단백질을 0.01 mL 규모의 HEK293에서 일시적 형질감염하고, 이어서 1-단계

단백질 A 크로마토그래피 정제에 의해 제조하였다.

CTLA4Fc 단백질에 대한 항-CTLA4 항체의 결합은 ELISA에 의해 수행되었다. 플레이트를 1 μg/mL의 CTLA-4Fc 단[0165]

백질로 코팅하고, 비오틴결합된 항체 또는 B7-1Fc 융합 단백질을 결합 분석에서 가용성 상으로 사용하고, 홀스-

래디쉬 퍼옥시다제(HRP)-접합된 스트렙타비딘을 사용하여, 결합된 단백질의 양을 측정하였다.

항-인간 CTLA-4 항체는 뮤린 Ctla-4와 교차 반응하지 않으며, 이것은 아마도 세포외 도메인에서 인간과 마우스[0166]

CTLA-4 사이의 아미노산 서열의 차이를 반영한다. 도 55는 인간, 마카크 및 마우스 CTLA-4 세포외 도메인의 정

렬을 도시하고, 인간과 마카크 사이의 서열 보존을 강조하면서, 뮤린 및 영장류 서열 간의 수많은 차이점을 보

여준다. MYPPPY 결합 모티프의 보존으로 인해, 마우스 및 인간 CTLA4 단백질은 B7-1(72)에 대해 교차-반응성이

다.

항-인간 CTLA-4 항체의 결합 에피토프를 매핑하기 위해, 본 발명자들은 뮤린-특이적 아미노산 클러스터를 인간[0167]

CTLA-4 서열에 통합시킨 다수의 중첩되지 않는 CTLA-4Fc 돌연변이 단백질을 생성하였다. 11개의 변이체의 각각

에  혼입된  아미노산을  도  55에  나타내고,  WT  및  변이체  CTLA-4Fc  단백질의  아미노산  서열을  도  56에

나타내었다.  이들  단백질은  HEK293  세포에서  일시적  형질감염에  의해  생성되었으며,  수득량은  표  18에

제공된다. 많은 돌연변이는 WT 인간 CTLA-4Fc 단백질에 비해 수득량에 의해 표시되는 단백질 발현에 영향을 주

는 것으로 보인다.
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[0168]

이어서, 고정화된 CTLA-4Fc 변이체 구조물을 결합시키는 키메라 L3D10 및 인간화된 항체 PP4631 및 PP4637의 능[0169]

력을 ELISA에 의해 측정하고, 플레이트를 CTLA-4 변이체 구조물 및 비오틴결합된 항-CTLA-4 항체, 또는 B7-1 Ig

대조군 단백질로 코팅하고, 첨가하고 HRP-접합된 스트렙타비딘을 사용하여 결합을 측정하였다. 결합 분석의 결

과를 표 19 내지 22에 나타내었다. 예상한 바와 같이, 4가지 결합 단백질 모두 WT CTLA-4Fc 단백질에 대한 우수

한 투여량-의존성 결합을 나타내었다. 그러나, M9 및 M10 단백질에 도입된 돌연변이는 전체 구조를 변화시키는

것으로 보이며, 이러한 변이체는 B7-1Fc에 결합하지 못했다. 또한, M2 및 M4에 도입된 돌연변이는 WT 단백질에

비해 결합이 감소하여 CTLA-4 형태를 부분적으로 변경시켰다. 이 개념과 일치하여, 상기 4개의 변이체(M2, M4,

M9 및 M10) 모두 훨씬 낮은 수득량으로 발현되었다(표 18). 대조적으로, WT CTLA-4Fc 단백질에 대한 결합 및

B7-1Fc 단백질의 결합을 참고로 사용하여, M11은 잘 발현되고, B7-1Fc를 효율적으로 결합하지만 2개의 인간화된

항-CTLA-4 항체에 결합하지 못한 단백질로서 분명하게 우수하다. 원래의 L3D10과의 결합 또한 약 100배 감소했

다(표 20). 예상대로 전체 확인에 영향을 미치는 돌연변이는 항-CTLA4 항체와의 결합에도 영향을 미쳤다.

등록특허 10-2830926

- 37 -



[0170]

등록특허 10-2830926

- 38 -



[0171]

등록특허 10-2830926

- 39 -



[0172]

등록특허 10-2830926

- 40 -



[0173]

등록특허 10-2830926

- 41 -



[0174]

L3D10은 M11과 유의한 결합을 유지했으므로, 본 발명자들은 이 결합이 특이적인지 여부를 테스트했다. 본 발명[0175]

자들은 인간 CTLA4-Fc(hCTLA4Fc), 마우스 CTLA4-Fc(mCTLA4-Fc), 대조군 IgG1-Fc 또는 모든 변이체 hCTLA4-Fc로

플레이트를 코팅하고, L3D10, PP4631 및 PP4637과 함께 B7-1Fc에 대한 이들의 결합을 측정하였다. 대량의 데이

터를 표 23에 나타낸다. 도 57에 도시된 바와 같이, 비오틴결합된 B7-1은 hCTLA-4, mCTLA-4 및 M11을 동등하게

결합시킨다. 분석의 특이성은 IgG1-Fc에 결합하지 않음으로 입증된다. 흥미로운 것은 M11에 대한 L3D10-결합이

IgG1-Fc 및 mCTLA4-Fc에 대한 결합보다 강하고, IgG1-Fc에 대한 중요한 결합은 M11에 결합하는 키메라 항체가

비특이적일 수 있음을 시사한다. 대조적으로, 인간화된 항체들 중 어느 것도 M11, mCTLA-4 및 IgG1-Fc 대조군에

결합하지 않는다. 이러한 데이터는 M11에 도입된 돌연변이가 CTLA-4에 결합하는 L3D10, PP4631 및 PP4637을 선

택적으로 제거함을 입증한다.

공지된 복잡한 구조 133을 사용하여, 본 발명자들은 3-D 구조에서 CTLA-4 에피토프를 매핑시켰다. 도 58에 도시[0176]

된 바와 같이, 에피토프는 B7-1에 의해 커버되는 영역 내에 위치하는 이들 mAb에 의해 인식된다. 이와 같이,

CTLA-4에 결합하는 L3D10, PP4631 및 PP4637은 B7-1의 결합과 상호 배타적이다. 부족한 차단 PP4631 및 PP4637

은 특유의 결합 도메인보다는 결합능이 낮기 때문이다.
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마우스 및 인간 CTLA4 단백질이 B7-1과 교차 반응성이지만, 항-인간 CTLA-4 항체가 뮤린 Ctla-4 단백질과 교차[0177]

반응하지 않는다는 사실을 이용하여, 본 발명자들은 ELISA에 의한 L3D10 유래 항체의 결합 에피토프를 매핑할

수 있었다. 인간 CTLA-4 단백질의 아미노산 클러스터가 뮤린 Ctla-4 단백질의 아미노산으로 치환된 인간 CTLA-

4Fc 단백질의 여러 변이체를 사용하여, 본 발명자들은 4개의 아미노산을 치환할 때 직후 CTLA-4의 알려진 B7-1

결합 도메인을 따르면, 항체의 용량-의존성 결합이 크게 폐지된다는 것을 분명하게 입증한다. 결합 에피토프가

B7-1 결합 도메인에 직접적으로 인접하여 매핑한다는 사실은 시험관내 및 생체내에서 B7-CTLA-4 상호작용을 차

단하는 L3D10 항체의 입증된 능력과 서로 관련된다. 세포외 IgV 도메인의 C-말단 아미노산이 세포내 도메인에

융합되어 가용성 CTLA4가 생성되므로, 다형성 C-말단 도메인 잔기(C-말단으로부터 18 아미노산만)에 결합하는

항체가 가용성 CTLA-4에 대한 반응성을 잃을 가능성이 더 크다고 추측되며, 큰 세포내 도메인이 세포외 도메인

의 C-말단에 융합된다.

항-CTLA4 항체의 결합 도메인을 추가로 조사하기 위해, M12-M17(서열번호: 51-56)로 명명된 6개의 부가적인 변[0178]

이체 CTLA4-Fc  융합 단백질을 설계하고(도 59),  항-CTLA4 항체 10D1(도 60a), PP4631(도 60b) 및 PP4637(도

60c)의 결합을 비교하는데 사용하였다. 도 60에 도시된 바와 같이, 위치 Y
103
L
104
I
106
에 있는 M11의 돌연변이는

10D1, PP4631 및 PP4637에 대한 결합을 폐지하여, 10D1, PP4631 및 PP4637에 대한 결합 부위가 잔기 Y
103
L
104
I
106

을 포함함을 입증한다. 중요한 점은 A29> Y의 추가 돌연변이가 PP4631와 PP4637에 대한, Y
103
L
104
I
106
의 돌연변이

를 갖는 CTLA-4의 결합을 복원한다는 것이다. 이들 데이터는 CTLA4에서의 위치 A
29
가 10D1이 아닌, 항체 PP4631

및 PP4637의 결합에 중요하다.

실시예 17. 항-CTLA-4 mAb는 종양 거부를 유도하는데 항-4-1BB와 상승작용한다[0179]

동물 모델에 대한 연구에 따르면, 항-CTLA-4 단클론 항체(mAb)에 의해 유발된 항-종양 반응은 정상적인 "자가"[0180]

분화 항원에 대한 항원-특이적 T 세포 반응으로 인해 적어도 부분적으로 나타났다(73, 74). 자가면역 질환을 악

화시키는 항-CTLA-4 항체의 경향은 마우스에 대하여 잘 문서화되어있다(75-78). 이 개념은 더욱 확증되었고, 환

자가 치료 중단을 요구하는 심각한 자가면역 증상을 보인 최근의 인체 시험에서 큰 한계가 되었다(79). 한편,

암 치료용 항-4-1BB mAb는 루푸스 경향 마우스에서 자가면역 질환의 발병을 막는 것으로 나타났다(24, 25).

항-4-1BB mAb가 항-종양 반응을 자극하고 자가면역 징후를 감소시킬 수 있다는 사실은 이 항체와 항-CTLA-4 mAb[0181]

의 조합이 자가면역없이 암 거부를 유발할 수 있다는 흥미로운 가능성을 제기한다. 이 연구에서 항-CTLA-4와 항

-4-1BB는 조합하여, 대형 종양의 거부 반응을 유도했다.

CD8 T 세포-매개된 종양 거부의 유도에 있어서, 항-뮤린-CTLA-4 및 항-뮤린-4-1BB 항체의 조합 효과.[0182]

하나는 최소 질병이고, 다른 하나는 확립된 큰 종양인 두가지 모델을 사용하여, 항-뮤린-4-1BB와 항-뮤린-CTLA-[0183]

4 mAb 치료를 조합하는 항-종양 효과를 시험하였다. C57BL/6 마우스를 MC38 결장암 세포의 피하 접종으로 도전

시키고, 종양 세포 접종 후 다른 시간에 항체를 종양-도전된 마우스에 주사하고, 종양 크기 및 발병률을 신체

검사로 모니터링하였다.

최소 질병 모델에서 마우스를 종양 세포의 접종 후 48 시간 후에 시작하여, 햄스터 IgG + 래트 IgG, 항-4-1BB +[0184]

햄스터 IgG(항-4-1BB 단독 그룹), 항-CTLA-4 + 래트 IgG(항-CTLA-4 단독 그룹), 또는 항-CTLA4에 조합된 4-1BB

로 처리하였다. 항체를 2일, 9일 및 16일에 복강내(ip) 투여하였다. 항-4-1BB 또는 항-CTLA4 mAb 단독으로 처리

한 결과, 종양을 거부하는 각 그룹에서 5마리 마우스 중 1마리에서 종양 성장이 지연된 반면, 항-CTLA-4 및 항-

4-1BB mAb 모두로 처리된 5마리의 마우스 중 4 마리는 실험의 종결시 종양이 없었다. 도 61a는 각 마우스의 종

양 성장 측정값을 표시한다. 그룹 간의 성장률을 비교하기 위해, 선형 임의-효과 모델을 데이터에 적용하였다.

조합 요법은 종양 크기의 일일 성장을 항-CTLA-4 단독보다 4.6 mm
2
/일 종양 크기로 1일 성장을 크게 감소시켰다

(p=0.0094). 그리고, 조합 요법은 항-4-1BB 단독보다 8.4 mm
2
/일로 성장을 크게 감소시켰다(p=0.0006). 성장률

에 더해, 실제 종양 크기를 초기 종양 도전후 6주에 치료 그룹들 사이에서 비교하였다. 6주에 평균종양 크기는

항 CTLA-4(137.8 mm
2
, P=0.0251) 또는 항-4-1BB(287.6, P=0.0006)를 개별적으로 투여한 마우스와 비교할 때 조

합 요법(27.5 mm
2
)을 받은 마우스의 경우 상당히 더 작았다. 따라서, 최소의 종양-부담의 설정에서, 항-4-1BB

및 항-CTLA-4의 조합은 별도로 주어진 항-4-1BB 또는 항-CTLA-4에 비해 종양 성장에서 유의한 지연을 초래한다.

작은 종양 부담에 대한 조합 mAb 치료의 항-종양 효과가 더 큰 종양 부담에 대한 치료 적용으로 확대될 수 있는[0185]
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지를 결정하기 위해, 확립된 종양을 갖는 마우스를 항체로 처리하였다. 야생형 C57BL/6 마우스에 MC38 결장암

세포의 피하 접종을 시도하였다. 종양을 14일 동안 성장시킨 다음, 종양이 확립된 마우스(대개 직경 > 7mm)를

선택하여 무작위로 4개의 치료군으로 나누었다: 햄스터 IgG + 래트 IgG, 항-4-1BB + 햄스터 IgG, 항-MTLA-4 +

래트 IgG, 및 항-CTLA-4 mAb와 조합된 항-4-1BB mAb. 항체를 종양 투여 후 14일, 21일 및 28일에 복강내(i.p.)

투여하였다. 도 61b에 도시된 바와 같이, 대조군 IgG 치료와 비교하여 항-CTLA-4 mAb 처리로 종양 성장을 저해

하지는 않았지만, 그룹내 8마리의 마우스 중 1마리에서 거부 반응이 관찰되었다. 항-4-1BB mAb를 사용한 치료는

종양 성장을 다소 느리게 하였지만, 8마리 중 1마리만 종양을 거부하였다. 대조적으로, 항-CTLA-4 및 항-4-1BB

mAb와의 조합 요법은 8마리 마우스 중 7마리에서 종양을 박멸하고, 나머지 마우스에서 추가의 종양 성장을 예방

했다. 위와 같이 그룹간에 성장률을 선형 임의-효과 모델을 데이터에 적용하여 비교하였다. 조합 요법은 종양

크기의 1일 성장을 항-CTLA-4 단독보다 10.6 mm
2
/일 유의하게 감소시켰다(p <0.0001). 또한, 조합 요법은 항-4-

1BB 단독에 비해 6.2 mm
2
/일로 성장을 유의하게 감소시켰다(p=0.0002). 성장률에 더해, 실제 종양 크기는 초기

종양 투여 후 8주에 처리 그룹간에 비교하였다. 8주에서의 추정된 평균 종양 크기는 별도로 항-CTLA-4(404.9

mm
2
, 95% CI: 285.4, 524.4 mm

2
; p <0.0001) 또는 항-4-1BB(228.4 mm

2
, 95% CI: 200.4, 689.9 mm

2
; p=0.0004)를

투여받은 마우스에 비해 조합 요법(-1.7 mm
2
, 95% CI: -10.8, 7.5 mm

2
)을 투여받은 마우스의 경우 유의하게 작

았다. 따라서, 조합 mAb는 또한 더 큰 종양 부담에서 별도로 항-CTLA-4 또는 항-4-1BB보다 종양 성장을 유의하

게 지연시키는 것으로 보인다.

MC38은 간 전이를 일으키는 것으로 알려져 있다.
80
 간 전이에 대한 치료 항체의 효과를 평가하기 위해, 실험에[0186]

등록된 모든 마우스를 조직학에 의해 간 전이를 분석하였다. 표 24에 나타난 바와 같이, 대조군 Ig-처리된 마우

스의 약 60%는 간에서 미세-전이를 보였다. 항-CTLA-4 또는 항-4-1BB 항체 단독으로 치료하면, 전이 속도가 다

소 감소했지만, 감소가 통계적으로 유의하지는 않았다. 놀랍게도, 두 항체로 치료한 그룹의 1/22 마우스에서만

간 전이가 있었다. 로지스틱 회귀 모델을 사용하여, 본 발명자들은 항-4-1BB만을 투여받은 마우스의 간 전이 확

률이 항-4-1BB와 항-CTLA-4(95% CI: 1.6, 13.7; p=0.0050)를 투여한 마우스의 확률보다 약 4.7배 높았다. 유사

하게, 간 전이 확률은 두 치료(95% CI: 1.3, 10.2; p=0.0174)를 받은 마우스에 비해 항-CTLA-4를 투여한 마우

스의 경우 3.6배 더 높았다. 따라서, 조합 요법은 항체 단독으로 치료하는 경우와 비교할 때 MC38에 의한 간 전

이를 상당히 감소시킨다.

[0187]

면역 세포의 서브세트가 조합 mAb 치료에 의해 유발된 항-종양 효과에 기여하는지를 측정하기 위해, 림프구의[0188]

주요 서브세트를 단클론 항체로 소모시켰다. MC38 종양 세포를 피하 주사하였다. 종양이 만져지면 종양-보유 마

우스를 4개의 그룹으로 나누었다. 각 그룹은 일련의 복강내 항체 주사를 통해 면역 세포의 상이한 서브세트를

소모시키며, 정상 래트 IgG에 의한 소모 없음, 항-CD4 mAb(GK1.5)에 의한 CD4 T 세포 소모, 항-CD8 mAb(2.4.

3)에 의한 CD8 T 세포 소모, 항-NK1.1 mAb(PK136)에 의한 NK 세포 소모를 포함한다. 또한, 모든 그룹의 모든 마

우스를 항-CTLA-4와 항-4-1BB mAb로 매주 한 번씩 3주 동안 치료하였다. 면역 세포 서브세트의 적절한 소모는
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실험 완료 직전 마우스로부터 취한 말초 혈액의 유동 세포계측법에 의해 평가하였다(데이터는 나타내지 않음).

예상한 바와 같이, 면역 세포 소모가 없는 마우스는 항-4-1BB mAb와 조합된 항-CTLA-4에 의한 치료에 반응하였

다(도 62). 유사하게, NK 세포 및 CD4 T 세포의 소모는 조합된 항-CTLA-4 + 항-4-1BB mAb 치료법의 항-종양 활

성에 영향을 미치지 않았다. 그러나, CD8 T 세포의 소모는 조합 항체 요법의 항-종양 활성을 폐지했다. 28일째

에, CD8 T 세포(92.3 mm
2
, 95% CI: 64.5, 120.1 mm

2
)의 소모가 있는 마우스의 평균 종양 크기는 면역 세포 결핍

이 없는 마우스(28.7 mm
2
, 95% CI: -17.1, 74.4 mm

2
), CD4 T 세포가 소모된 마우스(16.7 mm

2
, 95% CI: 1.0,

32.4 mm
2
) 및 NK 세포가 소모된 마우스(9.3 mm

2
, 95% CI: -8.3, 26.9 mm

2
)의 경우 평균 종양 크기보다 유의하게

컸다. 이러한 데이터는 항-CTLA-4 및 항-4-1BB mAb 치료의 종양-제거 효과가 CD8 T 세포-의존성임을 입증한다.

항-4-1BB 항체는 이종 항-CTLA-4 항체에 대한 항체 반응을 감소시켰다.[0189]

반복되는 항체 요법의 장애물 중 하나는 치료용 항체에 대한 숙주 항체 반응의 향상이다.
81
 4-1BB는 단백질에 대[0190]

한 항체 반응을 감소시키는 것으로 알려져 있으므로, 본 발명자들은 항-4-1BB 항체가 항-CTLA4 항체에 대한 숙

주 반응에 미치는 영향을 평가했다. 도 63에 도시된 바와 같이, 항-항체 반응이 대조군 IgG 또는 항-4-1BB로 처

리된 마우스에서 검출된 경우는 거의 없었다. 항-CTLA-4 mAb가 CD4 T 세포 반응을 촉진시키는 능력과 일치하

여,
82
 항-CTLA-4 + 래트 IgG로 치료한 마우스는 투여된 4F10 항체 및 래트 IgG에 대한 강한 숙주 항체 반응을

생성하였다(도 63a-b). 이 반응은 항-4-1BB가 항-CTLA-4 mAb와 함께 투여되었을 때 30배 이상 감소되었다. 이러

한 데이터는 항-4-1BB 항체가 치료제에 대한 숙주 반응을 감소시킴으로써 다른 동시-투여된 치료 단백질의 지속

기간을 잠재적으로 증가시킬 수 있음을 시사한다.

인간 CTLA-4 노크-인 마우스에서, 항-마우스 4-1BB 및 항-인간 CTLA-4 항체의 조합은 종양 거부 및 오래 지속되[0191]

는 암 면역력을 유도하였다.

항-4-1BB가 항-CTLA4 항체에 대한 항체 생성을 감소시키기 때문에, 항-4-1BB에 의한 종양 거부의 증진이 항체[0192]

반응을 억제하는 효과에 단독으로 기인하는 것인지는 흥미로운 문제이다. 이 인간 CTLA4 유전자 노크-인 마우스

는 항-인간 CTLA4 항체의 항-종양 효과가 항-4-1BB 항체에 의해 증진될 수 있는지를 시험할 수 있게하였다. 도

64a에 도시된 바와 같이, 항-인간 CTLA-4(L3D10) 및 항-4-1BB 항체(2A)만이 종양 성장을 지연시켰지만, 두 항체

의 조합은 가장 중요한 종양 거부를 초래하였다. 항-CTLA-4, 4-1BB 또는 두 항체로 처리된 그룹에서 각각 1/7,

2/7, 5/7 마우스는 종양을 발생시키지 않았고, 처리되지 않은 그룹의 모든 마우스는 종양을 발생시켰다. 항-인

간 CTLA-4 항체는 마우스 기원이기 때문에, 4-1BB 항체의 영향은 치료용 항-CTLA-4 항체에 대한 항체의 억제에

기인할 수 없다. 또한, 본 발명자들의 데이터는 조합 요법의 우수한 효과가 항-인간 CTLA-4 항체-기반 면역요법

에 적용될 수 있을 것임을 입증하였다.

이중 항체 처리된 마우스가 종양 세포의 추가 도전에 면역이 되는지 여부를 테스트하기 위해, 첫 번째 종양 세[0193]

포 도전 후 110일째에 종양 세포로 도전시켰다. 도 64b에 도시된 바와 같이, 제1 라운드에서 종양 세포를 거부

한 5개의 이중 항체-처리된 마우스는 모두 종양이 없는 반면, 대조군의 나이브 마우스는 진행성 종양 성장을 보

였다. 따라서, 조합 요법은 또한 암세포에 오래 지속되는 면역력을 유도했다.

단백질-기반 면역요법의 장애물 중 하나는 치료용 단백질에 대한 숙주 면역력이다. 항체의 경우, 숙주는 이종형[0194]

(xenotypic), 동형(allotypic) 및 이디오타입(idiotypic) 에피토프에 대한 항체를 탑재할 수 있다.
81
 다른 항체

반응에는 특별한 고려가 필요하지만, 이종형 반응은 완전한 인간화에 의해 제거될 수 있다. 장애물은 항-CTLA-4

항체가 자체의 보조제이기 때문에 항-CTLA-4 항체의 경우 더 분명하다는 점이다. Mittler 등의 종래 문헌은 T-

세포 의존성 체액 면역 반응의 상당한 억제를 입증하였다.
83
 본 발명의 데이터는 항-4-1BB 항체의 동시-투여가

항-CTLA-4 항체에 대한 숙주 반응을 감소시킨다는 것을 입증하며, 이는 항-CTLA-4 및 항-4-1BB 항체를 사용하는

조합 요법의 또 다른 이점을 시사한다.

함께, 본 발명의 데이터는 항-CTLA-4와 항-4-1BB 항체와의 조합 요법이 암 면역력에 있어서 증가 효과, 자가면[0195]

역 부작용의 상호 억제, 및 항-항체 반응의 개선의 세가지 주요 이점을 제공한다는 것을 증명한다.

본 명세서에 언급된 모든 공보 및 특허는 각각의 공보 또는 특허 출원이 구체적으로 및 개별적으로 참조로서 그[0196]

의 전문이 포함되는 것과 동일한 범위에서 본원에 참고로 포함된다. 본 발명은 특정 구현예와 관련하여 설명되

었지만, 본 발명은 추가의 변형이 가능하며, 본 출원은 일반적으로 본 발명의 원리를 따르는 본 발명의 임의의

변형, 사용 또는 적용을 포함하는 것으로 의도되며, 본 발명이 속하는 기술 분야 내에서 공지된 또는 통상적인
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관행에 속하고 본원에서 설명된 본질적인 특징에 적용될 수 있는 본 발명으로부터의 이탈을 포함하는 것으로 이

해될 것이다.
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Glu Thr Val Thr Ile Thr Cys Arg Ala Ser Glu Asn Ile Tyr Ser Asn 
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            260                 265                 270         

Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe 

        275                 280                 285             

Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn 
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    290                 295                 300                 

Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr 

305                 310                 315                 320 

Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly 

                325                 

<210>  4

<211>  329

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Engineered fragment

<400

>  4

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 Asp Lys Thr His Thr Cys Pro Pro Cys 

            100                 105                 110         

Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro 

        115                 120                 125             

Lys Pro Lys Asp Thr Leu Tyr Ile Thr Arg Glu Pro Glu Val Thr Cys 

    130                 135                 140                 

Val Val Val Asp Val Ser His Glu Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp 

145                 150                 155                 160 

Tyr Val Asp Gly Val Glu Val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu 
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                165                 170                 175     

Glu Gln Tyr Asn Ala Thr Tyr Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu 

            180                 185                 190         

His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn 

        195                 200                 205             

Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile Ala Ala Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly 

    210                 215                 220                 

Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Asp Glu 

225                 230                 235                 240 

Leu Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr 

                245                 250                 255     

Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn 

            260                 265                 270         

Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe 

        275                 280                 285             

Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn 

    290                 295                 300                 

Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr 

305                 310                 315                 320 

Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly 

                325                 

<210>  5

<211>  1437

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Optimized fragment

<400>  5

atggacccca agggcagcct gagctggaga atcctgctgt tcctgagcct ggccttcgag       60

ctgagctacg gccaggtgca gctgaaagag tctggccctg gcctggtggc cccttcccag      120

tccctgtcta tcacctgtac cgtgtccggc ttctccctga cctcctacgg cctgtcttgg      180

gtgcgacagc ctcctggcaa gggcctggaa tggctgggag tgatttggta cgacggcaac      240
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accaacttcc actccgccct gatctcccgg ctgaccatct ccaaggacaa ctccaagtcc      300

caggtgttcc tggaactgaa ctccctgcag accgacgaca ccgccaccta ctactgcgct      360

aagaccgagg gccactacta cggctccaac tacggctact acgccctgga ctattggggc      420

cagggcacct ccgtgaccgt gtcctctgct agcaccaagg gccccagcgt gttccctctg      480

gcccccagca gcaagagcac cagcggcgga accgccgccc tgggctgcct ggtgaaggac      540

tacttccccg agcccgtgac cgtgtcctgg aacagcggcg ctctgaccag cggagtgcac      600

accttccctg ccgtgctgca gagcagcggc ctgtactccc tgagcagcgt ggtgaccgtg      660

cccagcagca gcctgggcac ccagacctac atctgcaacg tgaaccacaa gccctccaac      720

accaaggtgg acaagaaggt ggagcctaag agctgcgaca agacccacac ctgccctccc      780

tgccccgccc ccgagctgct gggcggaccc agcgtgttcc tgttccctcc caagcccaag      840

gacaccctgt acatcacccg cgaacccgag gtgacctgcg tggtggtgga cgtgagccac      900

gaggaccccg aggtgaagtt caactggtac gtggacggcg tggaggtgca caacgccaag      960

accaagcctc gggaggagca gtacaacgcc acctaccgcg tggtgagcgt gctgaccgtg     1020

ctgcaccagg actggctgaa cggcaaggag tacaagtgca aggtgagcaa caaggccctg     1080

cccgctccca tcgcagccac catcagcaag gccaagggcc agccccggga gcctcaggtg     1140

tacaccctgc cccccagccg cgacgagctg accaagaacc aggtgagcct gacctgcctg     1200

gtgaagggct tctacccctc cgacatcgcc gtggagtggg agagcaacgg ccagcctgag     1260

aacaactaca agaccacccc tcccgtgctg gacagcgacg gcagcttctt cctgtacagc     1320

aagctgaccg tggacaagtc ccggtggcag cagggcaacg tgttcagctg cagcgtgatg     1380

cacgaggccc tgcacaacca ctacacccag aagagcctga gcctgagccc cggatag        1437

<210>  6

<211>  478

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Optimized fragment

<400>  6

Met Asp Pro Lys Gly Ser Leu Ser Trp Arg Ile Leu Leu Phe Leu Ser 

1               5                   10                  15      

Leu Ala Phe Glu Leu Ser Tyr Gly Gln Val Gln Leu Lys Glu Ser Gly 

            20                  25                  30          

Pro Gly Leu Val Ala Pro Ser Gln Ser Leu Ser Ile Thr Cys Thr Val 
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        35                  40                  45              

Ser Gly Phe Ser Leu Thr Ser Tyr Gly Leu Ser Trp Val Arg Gln Pro 

    50                  55                  60                  

Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Leu Gly Val Ile Trp Tyr Asp Gly Asn 

65                  70                  75                  80  

Thr Asn Phe His Ser Ala Leu Ile Ser Arg Leu Thr Ile Ser Lys Asp 

                85                  90                  95      

Asn Ser Lys Ser Gln Val Phe Leu Glu Leu Asn Ser Leu Gln Thr Asp 

            100                 105                 110         

Asp Thr Ala Thr Tyr Tyr Cys Ala Lys Thr Glu Gly His Tyr Tyr Gly 

        115                 120                 125             

Ser Asn Tyr Gly Tyr Tyr Ala Leu Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Ser 

    130                 135                 140                 

Val Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val Phe Pro Leu 

145                 150                 155                 160 

Ala Pro Ser Ser Lys Ser Thr Ser Gly Gly Thr Ala Ala Leu Gly Cys 

                165                 170                 175     

Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro Val Thr Val Ser Trp Asn Ser 

            180                 185                 190         

Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr Phe Pro Ala Val Leu Gln Ser 

        195                 200                 205             

Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val Val Thr Val Pro Ser Ser Ser 

    210                 215                 220                 

Leu Gly Thr Gln Thr Tyr Ile Cys Asn Val Asn His Lys Pro Ser Asn 

225                 230                 235                 240 

Thr Lys Val Asp Lys Lys Val Glu Pro Lys Ser Cys Asp Lys Thr His 

                245                 250                 255     

Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser Val 

            260                 265                 270         

Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Tyr Ile Thr Arg Glu 

        275                 280                 285             
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Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser His Glu Asp Pro Glu 

    290                 295                 300                 

Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val His Asn Ala Lys 

305                 310                 315                 320 

Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Tyr Asn Ala Thr Tyr Arg Val Val Ser 

                325                 330                 335     

Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys 

            340                 345                 350         

Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile Ala Ala Thr Ile 

        355                 360                 365             

Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro 

    370                 375                 380                 

Pro Ser Arg Asp Glu Leu Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu 

385                 390                 395                 400 

Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn 

                405                 410                 415     

Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser 

            420                 425                 430         

Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg 

        435                 440                 445             

Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu 

    450                 455                 460                 

His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly 

465                 470                 475             

<210>  7

<211>  705

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Optimized fragment

<400>  7

atggagaccg acaccctgct gctctgggtg ctgctgctct gggtgcccgg ctccaccgga       60

gacatccaga tgacccagtc ccccgcctcc ctgtctgtgt ctgtgggcga gacagtgacc      120
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atcacctgtc gggcctccga gaacatctac tccaacctgg cctggtatca gcagaagcag      180

ggcaagtccc ctcagctgct ggtgtacgcc gccaccaatc tggctgatgg cgtgccctcc      240

agattctccg gctctggctc tggcacccag tactccctga agatcaactc cctgcagtcc      300

gaggacttcg gcacctactt ttgccagcac ctgtggggca ccccctacac ctttggcggc      360

ggaacaaagc tggaaatcaa gcggaccgtg gccgccccca gcgtgttcat cttccctccc      420

agcgacgagc agctgaagtc tggcaccgcc agcgtggtgt gcctgctgaa caacttctac      480

ccccgcgagg ccaaggtgca gtggaaggtg gacaacgccc tgcagagcgg caacagccag      540

gagagcgtga ccgagcagga ctccaaggac agcacctaca gcctgagcag caccctgacc      600

ctgagcaagg ccgactacga gaagcacaag gtgtacgcct gcgaggtgac ccaccaggga      660

ctgtctagcc ccgtgaccaa gagcttcaac cggggcgagt gctaa                      705

<210>  8

<211>  234

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Chimeric

<400>  8

Met Glu Thr Asp Thr Leu Leu Leu Trp Val Leu Leu Leu Trp Val Pro 

1               5                   10                  15      

Gly Ser Thr Gly Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ala Ser Leu Ser 

            20                  25                  30          

Val Ser Val Gly Glu Thr Val Thr Ile Thr Cys Arg Ala Ser Glu Asn 

        35                  40                  45              

Ile Tyr Ser Asn Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Gln Gly Lys Ser Pro 

    50                  55                  60                  

Gln Leu Leu Val Tyr Ala Ala Thr Asn Leu Ala Asp Gly Val Pro Ser 

65                  70                  75                  80  

Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Gln Tyr Ser Leu Lys Ile Asn 

                85                  90                  95      

Ser Leu Gln Ser Glu Asp Phe Gly Thr Tyr Phe Cys Gln His Leu Trp 

            100                 105                 110         

Gly Thr Pro Tyr Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys Arg 
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        115                 120                 125             

Thr Val Ala Ala Pro Ser Val Phe Ile Phe Pro Pro Ser Asp Glu Gln 

    130                 135                 140                 

Leu Lys Ser Gly Thr Ala Ser Val Val Cys Leu Leu Asn Asn Phe Tyr 

145                 150                 155                 160 

Pro Arg Glu Ala Lys Val Gln Trp Lys Val Asp Asn Ala Leu Gln Ser 

                165                 170                 175     

Gly Asn Ser Gln Glu Ser Val Thr Glu Gln Asp Ser Lys Asp Ser Thr 

            180                 185                 190         

Tyr Ser Leu Ser Ser Thr Leu Thr Leu Ser Lys Ala Asp Tyr Glu Lys 

        195                 200                 205             

His Lys Val Tyr Ala Cys Glu Val Thr His Gln Gly Leu Ser Ser Pro 

    210                 215                 220                 

Val Thr Lys Ser Phe Asn Arg Gly Glu Cys 

225                 230                 

<210>  9

<211>  478

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Humanized antibody fragment

<400>  9

Met Asp Pro Lys Gly Ser Leu Ser Trp Arg Ile Leu Leu Phe Leu Ser 

1               5                   10                  15      

Leu Ala Phe Glu Leu Ser Tyr Gly Gln Val Gln Leu Gln Glu Ser Gly 

            20                  25                  30          

Pro Gly Leu Val Lys Pro Ser Glu Thr Leu Ser Leu Thr Cys Thr Val 

        35                  40                  45              

Ser Gly Phe Ser Leu Thr Ser Tyr Gly Leu Ser Trp Ile Arg Gln Pro 

    50                  55                  60                  

Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Ile Gly Tyr Ile Trp Tyr Asp Gly Asn 

65                  70                  75                  80  

Thr Asn Phe His Pro Ser Leu Lys Ser Arg Val Thr Ile Ser Lys Asp 
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                85                  90                  95      

Thr Ser Lys Asn Gln Phe Ser Leu Lys Leu Ser Ser Val Thr Ala Ala 

            100                 105                 110         

Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Ala Lys Thr Glu Gly His Tyr Tyr Gly 

        115                 120                 125             

Ser Asn Tyr Gly Tyr Tyr Ala Leu Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Ser 

    130                 135                 140                 

Val Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val Phe Pro Leu 

145                 150                 155                 160 

Ala Pro Ser Ser Lys Ser Thr Ser Gly Gly Thr Ala Ala Leu Gly Cys 

                165                 170                 175     

Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro Val Thr Val Ser Trp Asn Ser 

            180                 185                 190         

Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr Phe Pro Ala Val Leu Gln Ser 

        195                 200                 205             

Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val Val Thr Val Pro Ser Ser Ser 

    210                 215                 220                 

Leu Gly Thr Gln Thr Tyr Ile Cys Asn Val Asn His Lys Pro Ser Asn 

225                 230                 235                 240 

Thr Lys Val Asp Lys Lys Val Glu Pro Lys Ser Cys Asp Lys Thr His 

                245                 250                 255     

Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser Val 

            260                 265                 270         

Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Tyr Ile Thr Arg Glu 

        275                 280                 285             

Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser His Glu Asp Pro Glu 

    290                 295                 300                 

Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val His Asn Ala Lys 

305                 310                 315                 320 

Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Tyr Asn Ala Thr Tyr Arg Val Val Ser 

                325                 330                 335     

등록특허 10-2830926

- 88 -



Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys 

            340                 345                 350         

Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile Ala Ala Thr Ile 

        355                 360                 365             

Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro 

    370                 375                 380                 

Pro Ser Arg Asp Glu Leu Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu 

385                 390                 395                 400 

Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn 

                405                 410                 415     

Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser 

            420                 425                 430         

Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg 

        435                 440                 445             

Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu 

    450                 455                 460                 

His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly 

465                 470                 475             

<210>  10

<211>  1440

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Humanized antibody fragment

<400>  10

atggacccca agggcagcct gagctggaga atcctgctgt tcctgagcct ggccttcgag       60

ctgagctacg gccaggtgca gctgcaggaa tctggccctg gcctcgtgaa gccctccgag      120

acactgtctc tgacctgcac cgtgtccggc ttctccctga cctcctacgg cctgtcttgg      180

atcagacagc cccctggcaa gggcctggaa tggatcggct acatttggta cgacggcaac      240

accaacttcc accccagcct gaagtccaga gtgaccatct ccaaggacac ctccaagaac      300

cagttctctc tgaagctgtc ctccgtgacc gccgctgaca ccgccgtgta ctactgtgct      360

aagaccgagg gccactacta cggctccaac tacggctact acgccctgga ctattggggc      420
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cagggcacct ctgtgaccgt gtcctctgct agcaccaagg gccccagcgt gttccctctg      480

gcccccagca gcaagagcac cagcggcgga accgccgccc tgggctgcct ggtgaaggac      540

tacttccccg agcccgtgac cgtgtcctgg aacagcggcg ctctgaccag cggagtgcac      600

accttccctg ccgtgctgca gagcagcggc ctgtactccc tgagcagcgt ggtgaccgtg      660

cccagcagca gcctgggcac ccagacctac atctgcaacg tgaaccacaa gccctccaac      720

accaaggtgg acaagaaggt ggagcctaag agctgcgaca agacccacac ctgccctccc      780

tgccccgccc ccgagctgct gggcggaccc agcgtgttcc tgttccctcc caagcccaag      840

gacaccctgt acatcacccg cgaacccgag gtgacctgcg tggtggtgga cgtgagccac      900

gaggaccccg aggtgaagtt caactggtac gtggacggcg tggaggtgca caacgccaag      960

accaagcctc gggaggagca gtacaacgcc acctaccgcg tggtgagcgt gctgaccgtg     1020

ctgcaccagg actggctgaa cggcaaggag tacaagtgca aggtgagcaa caaggccctg     1080

cccgctccca tcgcagccac catcagcaag gccaagggcc agccccggga gcctcaggtg     1140

tacaccctgc cccccagccg cgacgagctg accaagaacc aggtgagcct gacctgcctg     1200

gtgaagggct tctacccctc cgacatcgcc gtggagtggg agagcaacgg ccagcctgag     1260

aacaactaca agaccacccc tcccgtgctg gacagcgacg gcagcttctt cctgtacagc     1320

aagctgaccg tggacaagtc ccggtggcag cagggcaacg tgttcagctg cagcgtgatg     1380

cacgaggccc tgcacaacca ctacacccag aagagcctga gcctgagccc cggatagtaa     1440

<210>  11

<211>  478

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Humanized antibody fragment

<400>  11

Met Asp Pro Lys Gly Ser Leu Ser Trp Arg Ile Leu Leu Phe Leu Ser 

1               5                   10                  15      

Leu Ala Phe Glu Leu Ser Tyr Gly Gln Val Gln Leu Gln Glu Ser Gly 

            20                  25                  30          

Pro Gly Leu Val Lys Pro Ser Glu Thr Leu Ser Leu Thr Cys Thr Val 

        35                  40                  45              

Ser Gly Phe Ser Leu Thr Ser Tyr Gly Leu Ser Trp Ile Arg Gln Pro 

    50                  55                  60                  

Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Ile Gly Tyr Ile Trp Tyr Asp Gly Asn 
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65                  70                  75                  80  

Thr Asn Phe His Ser Ser Leu Lys Ser Arg Val Thr Ile Ser Lys Asp 

                85                  90                  95      

Thr Ser Lys Ser Gln Val Ser Leu Lys Leu Ser Ser Val Thr Ala Ala 

            100                 105                 110         

Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Ala Lys Thr Glu Gly His Tyr Tyr Gly 

        115                 120                 125             

Ser Asn Tyr Gly Tyr Tyr Ala Leu Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Leu 

    130                 135                 140                 

Val Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val Phe Pro Leu 

145                 150                 155                 160 

Ala Pro Ser Ser Lys Ser Thr Ser Gly Gly Thr Ala Ala Leu Gly Cys 

                165                 170                 175     

Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro Val Thr Val Ser Trp Asn Ser 

            180                 185                 190         

Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr Phe Pro Ala Val Leu Gln Ser 

        195                 200                 205             

Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val Val Thr Val Pro Ser Ser Ser 

    210                 215                 220                 

Leu Gly Thr Gln Thr Tyr Ile Cys Asn Val Asn His Lys Pro Ser Asn 

225                 230                 235                 240 

Thr Lys Val Asp Lys Lys Val Glu Pro Lys Ser Cys Asp Lys Thr His 

                245                 250                 255     

Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser Val 

            260                 265                 270         

Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Tyr Ile Thr Arg Glu 

        275                 280                 285             

Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser His Glu Asp Pro Glu 

    290                 295                 300                 

Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val His Asn Ala Lys 

305                 310                 315                 320 
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Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Tyr Asn Ala Thr Tyr Arg Val Val Ser 

                325                 330                 335     

Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys 

            340                 345                 350         

Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile Ala Ala Thr Ile 

        355                 360                 365             

Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro 

    370                 375                 380                 

Pro Ser Arg Asp Glu Leu Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu 

385                 390                 395                 400 

Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn 

                405                 410                 415     

Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser 

            420                 425                 430         

Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg 

        435                 440                 445             

Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu 

    450                 455                 460                 

His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly 

465                 470                 475             

<210>  12

<211>  1440

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Humanized antibody

<400>  12

atggacccca agggcagcct gagctggaga atcctgctgt tcctgagcct ggccttcgag       60

ctgagctacg gccaggtgca gctgcaggaa tctggccctg gcctcgtgaa gccctccgag      120

acactgtctc tgacctgcac cgtgtccggc ttctccctga cctcctacgg cctgtcttgg      180

atcagacagc cccctggcaa gggcctggaa tggatcggct acatttggta cgacggcaac      240

accaacttcc actcctccct gaagtccaga gtgaccatct ccaaggacac ctccaagtcc      300
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caggtgtctc tgaagctgtc ctccgtgacc gccgctgaca ccgccgtgta ctactgtgct      360

aagaccgagg gccactacta cggctccaac tacggctact acgccctgga ctattggggc      420

cagggcaccc tcgtgaccgt gtcctctgct agcaccaagg gccccagcgt gttccctctg      480

gcccccagca gcaagagcac cagcggcgga accgccgccc tgggctgcct ggtgaaggac      540

tacttccccg agcccgtgac cgtgtcctgg aacagcggcg ctctgaccag cggagtgcac      600

accttccctg ccgtgctgca gagcagcggc ctgtactccc tgagcagcgt ggtgaccgtg      660

cccagcagca gcctgggcac ccagacctac atctgcaacg tgaaccacaa gccctccaac      720

accaaggtgg acaagaaggt ggagcctaag agctgcgaca agacccacac ctgccctccc      780

tgccccgccc ccgagctgct gggcggaccc agcgtgttcc tgttccctcc caagcccaag      840

gacaccctgt acatcacccg cgaacccgag gtgacctgcg tggtggtgga cgtgagccac      900

gaggaccccg aggtgaagtt caactggtac gtggacggcg tggaggtgca caacgccaag      960

accaagcctc gggaggagca gtacaacgcc acctaccgcg tggtgagcgt gctgaccgtg     1020

ctgcaccagg actggctgaa cggcaaggag tacaagtgca aggtgagcaa caaggccctg     1080

cccgctccca tcgcagccac catcagcaag gccaagggcc agccccggga gcctcaggtg     1140

tacaccctgc cccccagccg cgacgagctg accaagaacc aggtgagcct gacctgcctg     1200

gtgaagggct tctacccctc cgacatcgcc gtggagtggg agagcaacgg ccagcctgag     1260

aacaactaca agaccacccc tcccgtgctg gacagcgacg gcagcttctt cctgtacagc     1320

aagctgaccg tggacaagtc ccggtggcag cagggcaacg tgttcagctg cagcgtgatg     1380

cacgaggccc tgcacaacca ctacacccag aagagcctga gcctgagccc cggatagtaa     1440

<210>  13

<211>  478

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Humanized antibody

<400>  13

Met Asp Pro Lys Gly Ser Leu Ser Trp Arg Ile Leu Leu Phe Leu Ser 

1               5                   10                  15      

Leu Ala Phe Glu Leu Ser Tyr Gly Gln Val Gln Leu Gln Glu Ser Gly 

            20                  25                  30          

Pro Gly Leu Val Lys Pro Ser Glu Thr Leu Ser Leu Thr Cys Thr Val 

        35                  40                  45              

Ser Gly Phe Ser Leu Thr Ser Tyr Gly Leu Ser Trp Ile Arg Gln Pro 
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    50                  55                  60                  

Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Ile Gly Tyr Ile Trp Tyr Asp Gly Asn 

65                  70                  75                  80  

Thr Asn Phe His Ser Pro Leu Lys Ser Arg Val Thr Ile Ser Val Asp 

                85                  90                  95      

Thr Ser Lys Asn Gln Phe Ser Leu Lys Leu Ser Ser Val Thr Ala Ala 

            100                 105                 110         

Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Ala Lys Thr Glu Gly His Tyr Tyr Gly 

        115                 120                 125             

Ser Asn Tyr Gly Tyr Tyr Ala Leu Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Leu 

    130                 135                 140                 

Val Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val Phe Pro Leu 

145                 150                 155                 160 

Ala Pro Ser Ser Lys Ser Thr Ser Gly Gly Thr Ala Ala Leu Gly Cys 

                165                 170                 175     

Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro Val Thr Val Ser Trp Asn Ser 

            180                 185                 190         

Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr Phe Pro Ala Val Leu Gln Ser 

        195                 200                 205             

Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val Val Thr Val Pro Ser Ser Ser 

    210                 215                 220                 

Leu Gly Thr Gln Thr Tyr Ile Cys Asn Val Asn His Lys Pro Ser Asn 

225                 230                 235                 240 

Thr Lys Val Asp Lys Lys Val Glu Pro Lys Ser Cys Asp Lys Thr His 

                245                 250                 255     

Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser Val 

            260                 265                 270         

Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Tyr Ile Thr Arg Glu 

        275                 280                 285             

Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser His Glu Asp Pro Glu 

    290                 295                 300                 
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Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val His Asn Ala Lys 

305                 310                 315                 320 

Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Tyr Asn Ala Thr Tyr Arg Val Val Ser 

                325                 330                 335     

Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys 

            340                 345                 350         

Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile Ala Ala Thr Ile 

        355                 360                 365             

Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro 

    370                 375                 380                 

Pro Ser Arg Asp Glu Leu Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu 

385                 390                 395                 400 

Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn 

                405                 410                 415     

Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser 

            420                 425                 430         

Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg 

        435                 440                 445             

Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu 

    450                 455                 460                 

His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly 

465                 470                 475             

<210>  14

<211>  1440

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Humanized antibody

<400>  14

atggacccca agggcagcct gagctggaga atcctgctgt tcctgagcct ggccttcgag       60

ctgagctacg gccaggtgca gctgcaggaa tctggccctg gcctcgtgaa gccctccgag      120

acactgtctc tgacctgcac cgtgtccggc ttctccctga cctcctacgg cctgtcttgg      180
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atcagacagc cccctggcaa gggcctggaa tggatcggct acatttggta cgacggcaac      240

accaacttcc actccccact gaagtccaga gtgaccatct ccgtggacac ctccaagaac      300

cagttctctc tgaagctgtc ctccgtgacc gccgctgaca ccgccgtgta ctactgtgct      360

aagaccgagg gccactacta cggctccaac tacggctact acgccctgga ctattggggc      420

cagggcaccc tcgtgaccgt gtcctctgct agcaccaagg gccccagcgt gttccctctg      480

gcccccagca gcaagagcac cagcggcgga accgccgccc tgggctgcct ggtgaaggac      540

tacttccccg agcccgtgac cgtgtcctgg aacagcggcg ctctgaccag cggagtgcac      600

accttccctg ccgtgctgca gagcagcggc ctgtactccc tgagcagcgt ggtgaccgtg      660

cccagcagca gcctgggcac ccagacctac atctgcaacg tgaaccacaa gccctccaac      720

accaaggtgg acaagaaggt ggagcctaag agctgcgaca agacccacac ctgccctccc      780

tgccccgccc ccgagctgct gggcggaccc agcgtgttcc tgttccctcc caagcccaag      840

gacaccctgt acatcacccg cgaacccgag gtgacctgcg tggtggtgga cgtgagccac      900

gaggaccccg aggtgaagtt caactggtac gtggacggcg tggaggtgca caacgccaag      960

accaagcctc gggaggagca gtacaacgcc acctaccgcg tggtgagcgt gctgaccgtg     1020

ctgcaccagg actggctgaa cggcaaggag tacaagtgca aggtgagcaa caaggccctg     1080

cccgctccca tcgcagccac catcagcaag gccaagggcc agccccggga gcctcaggtg     1140

tacaccctgc cccccagccg cgacgagctg accaagaacc aggtgagcct gacctgcctg     1200

gtgaagggct tctacccctc cgacatcgcc gtggagtggg agagcaacgg ccagcctgag     1260

aacaactaca agaccacccc tcccgtgctg gacagcgacg gcagcttctt cctgtacagc     1320

aagctgaccg tggacaagtc ccggtggcag cagggcaacg tgttcagctg cagcgtgatg     1380

cacgaggccc tgcacaacca ctacacccag aagagcctga gcctgagccc cggatagtaa     1440

<210>  15

<211>  234

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Humanized antibody

<400>  15

Met Glu Thr Asp Thr Leu Leu Leu Trp Val Leu Leu Leu Trp Val Pro 

1               5                   10                  15      

Gly Ser Thr Gly Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser 

            20                  25                  30          
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Ala Ser Val Gly Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg Ala Ser Glu Asn 

        35                  40                  45              

Ile Tyr Ser Asn Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala Pro 

    50                  55                  60                  

Lys Leu Leu Leu Tyr Ala Ala Thr Asn Leu Gln Ser Gly Val Pro Ser 

65                  70                  75                  80  

Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser 

                85                  90                  95      

Ser Leu Gln Pro Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln His Leu Trp 

            100                 105                 110         

Gly Thr Pro Tyr Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys Arg 

        115                 120                 125             

Thr Val Ala Ala Pro Ser Val Phe Ile Phe Pro Pro Ser Asp Glu Gln 

    130                 135                 140                 

Leu Lys Ser Gly Thr Ala Ser Val Val Cys Leu Leu Asn Asn Phe Tyr 

145                 150                 155                 160 

Pro Arg Glu Ala Lys Val Gln Trp Lys Val Asp Asn Ala Leu Gln Ser 

                165                 170                 175     

Gly Asn Ser Gln Glu Ser Val Thr Glu Gln Asp Ser Lys Asp Ser Thr 

            180                 185                 190         

Tyr Ser Leu Ser Ser Thr Leu Thr Leu Ser Lys Ala Asp Tyr Glu Lys 

        195                 200                 205             

His Lys Val Tyr Ala Cys Glu Val Thr His Gln Gly Leu Ser Ser Pro 

    210                 215                 220                 

Val Thr Lys Ser Phe Asn Arg Gly Glu Cys 

225                 230                 

<210>  16

<211>  705

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Humanized antibody
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<400>  16

atggagaccg acaccctgct gctctgggtg ctgctgctct gggtgcccgg ctccaccgga       60

gacatccaga tgacccagtc cccctccagc ctgtctgcct ctgtgggcga cagagtgacc      120

atcacctgtc gggcctccga gaacatctac tccaacctgg cctggtatca gcagaagccc      180

ggcaaggccc ctaagctgct gctgtacgcc gccaccaatc tgcagtctgg cgtgccctcc      240

agattctccg gctctggctc tggcaccgac tttaccctga ccatcagctc cctgcagccc      300

gaggacttcg ccacctacta ctgccagcat ctgtggggca ccccctacac ctttggcgga      360

ggcaccaagc tggaaatcaa gcggaccgtg gccgccccca gcgtgttcat cttccctccc      420

agcgacgagc agctgaagtc tggcaccgcc agcgtggtgt gcctgctgaa caacttctac      480

ccccgcgagg ccaaggtgca gtggaaggtg gacaacgccc tgcagagcgg caacagccag      540

gagagcgtga ccgagcagga ctccaaggac agcacctaca gcctgagcag caccctgacc      600

ctgagcaagg ccgactacga gaagcacaag gtgtacgcct gcgaggtgac ccaccaggga      660

ctgtctagcc ccgtgaccaa gagcttcaac cggggcgagt gctaa                      705

<210>  17

<211>  234

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Humanized Antibody

<400>  17

Met Glu Thr Asp Thr Leu Leu Leu Trp Val Leu Leu Leu Trp Val Pro 

1               5                   10                  15      

Gly Ser Thr Gly Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser 

            20                  25                  30          

Ala Ser Val Gly Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg Ala Ser Glu Asn 

        35                  40                  45              

Ile Tyr Ser Asn Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Gln Gly Lys Ala Pro 

    50                  55                  60                  

Lys Leu Leu Leu Tyr Ala Ala Thr Asn Leu Gln Asp Gly Val Pro Ser 

65                  70                  75                  80  

Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Tyr Thr Leu Thr Ile Ser 

                85                  90                  95      

Ser Leu Gln Pro Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Phe Cys Gln His Leu Trp 
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            100                 105                 110         

Gly Thr Pro Tyr Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys Arg 

        115                 120                 125             

Thr Val Ala Ala Pro Ser Val Phe Ile Phe Pro Pro Ser Asp Glu Gln 

    130                 135                 140                 

Leu Lys Ser Gly Thr Ala Ser Val Val Cys Leu Leu Asn Asn Phe Tyr 

145                 150                 155                 160 

Pro Arg Glu Ala Lys Val Gln Trp Lys Val Asp Asn Ala Leu Gln Ser 

                165                 170                 175     

Gly Asn Ser Gln Glu Ser Val Thr Glu Gln Asp Ser Lys Asp Ser Thr 

            180                 185                 190         

Tyr Ser Leu Ser Ser Thr Leu Thr Leu Ser Lys Ala Asp Tyr Glu Lys 

        195                 200                 205             

His Lys Val Tyr Ala Cys Glu Val Thr His Gln Gly Leu Ser Ser Pro 

    210                 215                 220                 

Val Thr Lys Ser Phe Asn Arg Gly Glu Cys 

225                 230                 

<210>  18

<211>  705

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Humanized antibody

<400>  18

atggagaccg acaccctgct gctctgggtg ctgctgctct gggtgcccgg ctccaccgga       60

gacatccaga tgacccagtc cccctccagc ctgtctgcct ctgtgggcga cagagtgacc      120

atcacctgtc gggcctccga gaacatctac tccaacctgg cctggtatca gcagaagcag      180

ggcaaggccc ctaagctgct gctgtacgcc gccaccaatc tgcaggatgg cgtgccctcc      240

agattctccg gctctggctc tggcaccgac tacaccctga ccatcagctc cctgcagccc      300

gaggacttcg ccacctactt ttgccagcat ctgtggggca ccccctacac ctttggccag      360

ggcaccaagc tggaaatcaa gcggaccgtg gccgccccca gcgtgttcat cttccctccc      420

agcgacgagc agctgaagtc tggcaccgcc agcgtggtgt gcctgctgaa caacttctac      480
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ccccgcgagg ccaaggtgca gtggaaggtg gacaacgccc tgcagagcgg caacagccag      540

gagagcgtga ccgagcagga ctccaaggac agcacctaca gcctgagcag caccctgacc      600

ctgagcaagg ccgactacga gaagcacaag gtgtacgcct gcgaggtgac ccaccaggga      660

ctgtctagcc ccgtgaccaa gagcttcaac cggggcgagt gctaa                      705

<210>  19

<211>  234

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Humanized antibody

<400>  19

Met Glu Thr Asp Thr Leu Leu Leu Trp Val Leu Leu Leu Trp Val Pro 

1               5                   10                  15      

Gly Ser Thr Gly Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser 

            20                  25                  30          

Ala Ser Val Gly Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg Ala Ser Glu Asn 

        35                  40                  45              

Ile Tyr Ser Asn Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala Pro 

    50                  55                  60                  

Lys Leu Leu Ile Tyr Ala Ala Thr Ser Leu Gln Ser Gly Val Pro Ser 

65                  70                  75                  80  

Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser 

                85                  90                  95      

Ser Leu Gln Pro Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln His Leu Trp 

            100                 105                 110         

Gly Thr Pro Tyr Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys Arg 

        115                 120                 125             

Thr Val Ala Ala Pro Ser Val Phe Ile Phe Pro Pro Ser Asp Glu Gln 

    130                 135                 140                 

Leu Lys Ser Gly Thr Ala Ser Val Val Cys Leu Leu Asn Asn Phe Tyr 

145                 150                 155                 160 

Pro Arg Glu Ala Lys Val Gln Trp Lys Val Asp Asn Ala Leu Gln Ser 

                165                 170                 175     
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Gly Asn Ser Gln Glu Ser Val Thr Glu Gln Asp Ser Lys Asp Ser Thr 

            180                 185                 190         

Tyr Ser Leu Ser Ser Thr Leu Thr Leu Ser Lys Ala Asp Tyr Glu Lys 

        195                 200                 205             

His Lys Val Tyr Ala Cys Glu Val Thr His Gln Gly Leu Ser Ser Pro 

    210                 215                 220                 

Val Thr Lys Ser Phe Asn Arg Gly Glu Cys 

225                 230                 

<210>  20

<211>  705

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Humanized antibody

<400>  20

atggagaccg acaccctgct gctctgggtg ctgctgctct gggtgcccgg ctccaccgga       60

gacatccaga tgacccagtc cccctccagc ctgtctgcct ctgtgggcga cagagtgacc      120

atcacctgtc gggcctccga gaacatctac tccaacctgg cctggtatca gcagaagccc      180

ggcaaggccc ctaagctgct gatctacgcc gccaccagtc tgcagtctgg cgtgccctcc      240

agattctccg gctctggctc tggcaccgac tttaccctga ccatcagctc cctgcagccc      300

gaggacttcg ccacctacta ctgccagcat ctgtggggca ccccctacac ctttggcgga      360

ggcaccaagg tggaaatcaa gcggaccgtg gccgccccca gcgtgttcat cttccctccc      420

agcgacgagc agctgaagtc tggcaccgcc agcgtggtgt gcctgctgaa caacttctac      480

ccccgcgagg ccaaggtgca gtggaaggtg gacaacgccc tgcagagcgg caacagccag      540

gagagcgtga ccgagcagga ctccaaggac agcacctaca gcctgagcag caccctgacc      600

ctgagcaagg ccgactacga gaagcacaag gtgtacgcct gcgaggtgac ccaccaggga      660

ctgtctagcc ccgtgaccaa gagcttcaac cggggcgagt gctaa                      705

<210>  21

<211>  11

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Peptide fragment

<400>  21

등록특허 10-2830926

- 101 -



Arg Ala Ser Glu Asn Ile Tyr Ser Asn Leu Ala 

1               5                   10      

<210>  22

<211>  7

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Peptide fragment

<400>  22

Ala Ala Thr Asn Leu Ala Asp 

1               5           

<210>  23

<211>  9

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Peptide fragment

<400>  23

Gln His Leu Trp Gly Thr Pro Tyr Thr 

1               5                   

<210>  24

<211>  10

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Peptide fragment

<400>  24

Gly Phe Ser Leu Thr Ser Tyr Gly Leu Ser 

1               5                   10  

<210>  25

<211>  17

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Peptide fragment

<400>  25

Val Ile Trp Tyr Asp Gly Asn Thr Asn Phe His Ser Ala Leu Ile Ser 
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1               5                   10                  15      

Arg 

    

<210>  26

<211>  17

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Peptide fragment

<400>  26

Thr Glu Gly His Tyr Tyr Gly Ser Asn Tyr Gly Tyr Tyr Ala Leu Asp 

1               5                   10                  15      

Tyr 

    

<210>  27

<211>  149

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Humanized antibody

<400>  27

Met Asp Pro Lys Gly Ser Leu Ser Trp Arg Ile Leu Leu Phe Leu Ser 

1               5                   10                  15      

Leu Ala Phe Glu Leu Ser Tyr Gly Gln Val Gln Leu Gln Glu Ser Gly 

            20                  25                  30          

Pro Gly Leu Val Lys Pro Ser Glu Thr Leu Ser Leu Thr Cys Thr Val 

        35                  40                  45              

Ser Gly Phe Ser Leu Thr Ser Tyr Gly Leu Ser Trp Ile Arg Gln Pro 

    50                  55                  60                  

Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Ile Gly Tyr Ile Trp Tyr Asp Gly Asn 

65                  70                  75                  80  

Thr Asn Phe His Pro Ser Leu Lys Ser Arg Val Thr Ile Ser Lys Asp 

                85                  90                  95      

Thr Ser Lys Asn Gln Phe Ser Leu Lys Leu Ser Ser Val Thr Ala Ala 

            100                 105                 110         
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Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Ala Lys Thr Glu Gly His Tyr Tyr Gly 

        115                 120                 125             

Ser Asn Tyr Gly Tyr Tyr Ala Leu Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Ser 

    130                 135                 140                 

Val Thr Val Ser Ser 

145                 

<210>  28

<211>  149

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Humanized antibody

<400>  28

Met Asp Pro Lys Gly Ser Leu Ser Trp Arg Ile Leu Leu Phe Leu Ser 

1               5                   10                  15      

Leu Ala Phe Glu Leu Ser Tyr Gly Gln Val Gln Leu Gln Glu Ser Gly 

            20                  25                  30          

Pro Gly Leu Val Lys Pro Ser Glu Thr Leu Ser Leu Thr Cys Thr Val 

        35                  40                  45              

Ser Gly Phe Ser Leu Thr Ser Tyr Gly Leu Ser Trp Ile Arg Gln Pro 

    50                  55                  60                  

Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Ile Gly Tyr Ile Trp Tyr Asp Gly Asn 

65                  70                  75                  80  

Thr Asn Phe His Ser Ser Leu Lys Ser Arg Val Thr Ile Ser Lys Asp 

                85                  90                  95      

Thr Ser Lys Ser Gln Val Ser Leu Lys Leu Ser Ser Val Thr Ala Ala 

            100                 105                 110         

Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Ala Lys Thr Glu Gly His Tyr Tyr Gly 

        115                 120                 125             

Ser Asn Tyr Gly Tyr Tyr Ala Leu Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Leu 

    130                 135                 140                 

Val Thr Val Ser Ser 

145                 
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<210>  29

<211>  149

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Humanized antibody

<400>  29

Met Asp Pro Lys Gly Ser Leu Ser Trp Arg Ile Leu Leu Phe Leu Ser 

1               5                   10                  15      

Leu Ala Phe Glu Leu Ser Tyr Gly Gln Val Gln Leu Gln Glu Ser Gly 

            20                  25                  30          

Pro Gly Leu Val Lys Pro Ser Glu Thr Leu Ser Leu Thr Cys Thr Val 

        35                  40                  45              

Ser Gly Phe Ser Leu Thr Ser Tyr Gly Leu Ser Trp Ile Arg Gln Pro 

    50                  55                  60                  

Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Ile Gly Tyr Ile Trp Tyr Asp Gly Asn 

65                  70                  75                  80  

Thr Asn Phe His Ser Pro Leu Lys Ser Arg Val Thr Ile Ser Val Asp 

                85                  90                  95      

Thr Ser Lys Asn Gln Phe Ser Leu Lys Leu Ser Ser Val Thr Ala Ala 

            100                 105                 110         

Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Ala Lys Thr Glu Gly His Tyr Tyr Gly 

        115                 120                 125             

Ser Asn Tyr Gly Tyr Tyr Ala Leu Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Leu 

    130                 135                 140                 

Val Thr Val Ser Ser 

145                 

<210>  30

<211>  127

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Humanized antibody

<400>  30
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Met Glu Thr Asp Thr Leu Leu Leu Trp Val Leu Leu Leu Trp Val Pro 

1               5                   10                  15      

Gly Ser Thr Gly Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser 

            20                  25                  30          

Ala Ser Val Gly Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg Ala Ser Glu Asn 

        35                  40                  45              

Ile Tyr Ser Asn Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala Pro 

    50                  55                  60                  

Lys Leu Leu Leu Tyr Ala Ala Thr Asn Leu Gln Ser Gly Val Pro Ser 

65                  70                  75                  80  

Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser 

                85                  90                  95      

Ser Leu Gln Pro Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln His Leu Trp 

            100                 105                 110         

Gly Thr Pro Tyr Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys 

        115                 120                 125         

<210>  31

<211>  127

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Humanized antibody

<400>  31

Met Glu Thr Asp Thr Leu Leu Leu Trp Val Leu Leu Leu Trp Val Pro 

1               5                   10                  15      

Gly Ser Thr Gly Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser 

            20                  25                  30          

Ala Ser Val Gly Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg Ala Ser Glu Asn 

        35                  40                  45              

Ile Tyr Ser Asn Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Gln Gly Lys Ala Pro 

    50                  55                  60                  

Lys Leu Leu Leu Tyr Ala Ala Thr Asn Leu Gln Asp Gly Val Pro Ser 

65                  70                  75                  80  
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Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Tyr Thr Leu Thr Ile Ser 

                85                  90                  95      

Ser Leu Gln Pro Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Phe Cys Gln His Leu Trp 

            100                 105                 110         

Gly Thr Pro Tyr Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys 

        115                 120                 125         

<210>  32

<211>  127

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Humanized antibody

<400>  32

Met Glu Thr Asp Thr Leu Leu Leu Trp Val Leu Leu Leu Trp Val Pro 

1               5                   10                  15      

Gly Ser Thr Gly Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser 

            20                  25                  30          

Ala Ser Val Gly Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg Ala Ser Glu Asn 

        35                  40                  45              

Ile Tyr Ser Asn Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala Pro 

    50                  55                  60                  

Lys Leu Leu Ile Tyr Ala Ala Thr Ser Leu Gln Ser Gly Val Pro Ser 

65                  70                  75                  80  

Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser 

                85                  90                  95      

Ser Leu Gln Pro Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln His Leu Trp 

            100                 105                 110         

Gly Thr Pro Tyr Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys 

        115                 120                 125         

<210>  33

<211>  17

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence
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<220><223>  Peptide fragment

<400>  33

Tyr Ile Trp Tyr Asp Gly Asn Thr Asn Phe His Pro Ser Leu Lys Ser 

1               5                   10                  15      

Arg 

    

<210>  34

<211>  17

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Peptide fragment

<400>  34

Tyr Ile Trp Tyr Asp Gly Asn Thr Asn Phe His Ser Ser Leu Lys Ser 

1               5                   10                  15      

Arg 

    

<210>  35

<211>  17

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Peptide fragment

<400>  35

Tyr Ile Trp Tyr Asp Gly Asn Thr Asn Phe His Ser Pro Leu Lys Ser 

1               5                   10                  15      

Arg 

    

<210>  36

<211>  7

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Peptide fragment

<400>  36

Ala Ala Thr Asn Leu Gln Ser 
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1               5           

<210>  37

<211>  7

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Peptide

<400>  37

Ala Ala Thr Asn Leu Gln Asp 

1               5           

<210>  38

<211>  7

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Peptide

<400>  38

Ala Ala Thr Ser Leu Gln Ser 

1               5           

<210>  39

<211>

  358

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Fusion protein

<400>  39

Ala Met His Val Ala Gln Pro Ala Val Val Leu Ala Ser Ser Arg Gly 

1               5                   10                  15      

Ile Ala Ser Phe Val Cys Glu Tyr Ala Ser Pro Gly Lys Ala Thr Glu 

            20                  25                  30          

Val Arg Val Thr Val Leu Arg Gln Ala Asp Ser Gln Val Thr Glu Val 

        35                  40                  45              

Cys Ala Ala Thr Tyr Met Met Gly Asn Glu Leu Thr Phe Leu Asp Asp 

    50                  55                  60                  

Ser Ile Cys Thr Gly Thr Ser Ser Gly Asn Gln Val Asn Leu Thr Ile 

65                  70                  75                  80  
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Gln Gly Leu Arg Ala Met Asp Thr Gly Leu Tyr Ile Cys Lys Val Glu 

                85                  90                  95      

Leu Met Tyr Pro Pro Pro Tyr Tyr Leu Gly Ile Gly Asn Gly Thr Gln 

            100                 105                 110         

Ile Tyr Val Ile Asp Pro Glu Pro Cys Pro Asp Ser Asp Gln Glu Pro 

        115                 120                 125             

Lys Ser Ser Asp Lys Thr His Thr Ser Pro Pro Ser Pro Ala Pro Glu 

    130                 135                 140                 

Leu Leu Gly Gly Ser Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp 

145                 150                 155                 160 

Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp 

                165                 170                 175     

Val Ser His Glu Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly 

            180                 185                 190         

Val Glu Val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Tyr Asn 

        195                 200                 205             

Ser Thr Tyr Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp 

    210                 215                 220                 

Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro 

225                 230                 235                 240 

Ala Pro Ile Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu 

                245                 250                 255     

Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Asp Glu Leu Thr Lys Asn 

            260                 265                 270         

Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile 

        275                 280                 285             

Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr 

    290                 295                 300                 

Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys 

305                 310                 315                 320 

Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys 
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                325                 330                 335     

Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu 

            340                 345                 350         

Ser Leu Ser Pro Gly Lys 

        355             

<210>  40

<211>  357

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Fusion protein

<400>  40

Ile Gln Val Thr Gln Pro Ser Val Val Leu Ala Ser Ser Arg Gly Ile 

1               5                   10                  15      

Ala Ser Phe Val Cys Glu Tyr Ala Ser Pro Gly Lys Ala Thr Glu Val 

            20                  25                  30          

Arg Val Thr Val Leu Arg Gln Ala Asp Ser Gln Val Thr Glu Val Cys 

        35                  40                  45              

Ala Ala Thr Tyr Met Met Gly Asn Glu Leu Thr Phe Leu Asp Asp Ser 

    50                  55                  60                  

Ile Cys Thr Gly Thr Ser Ser Gly Asn Gln Val Asn Leu Thr Ile Gln 

65                  70                  75                  80  

Gly Leu Arg Ala Met Asp Thr Gly Leu Tyr Ile Cys Lys Val Glu Leu 

                85                  90                  95      

Met Tyr Pro Pro Pro Tyr Tyr Leu Gly Ile Gly Asn Gly Thr Gln Ile 

            100                 105                 110         

Tyr Val Ile Asp Pro Glu Pro Cys Pro Asp Ser Asp Gln Glu Pro Lys 

        115                 120                 125             

Ser Ser Asp Lys Thr His Thr Ser Pro Pro Ser Pro Ala Pro Glu Leu 

    130                 135                 140                 

Leu Gly Gly Ser Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr 

145                 150                 155                 160 

Leu Met Ile Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val 
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                165                 170                 175     

Ser His Glu Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val 

            180                 185                 190         

Glu Val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Tyr Asn Ser 

        195                 200                 205             

Thr Tyr Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu 

    210                 215                 220                 

Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala 

225                 230                 235                 240 

Pro Ile Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro 

                245                 250                 255     

Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Asp Glu Leu Thr Lys Asn Gln 

            260                 265                 270         

Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala 

        275                 280                 285             

Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr 

    290                 295                 300                 

Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu 

305                 310                 315                 320 

Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser 

                325                 330                 335     

Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser 

            340                 345                 350         

Leu Ser Pro Gly Lys 

        355         

<210>  41

<211>  358

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Fusion protein

<400>  41

Ala Met His Val Ala Gln Pro Ala Val Val Leu Ala Ser Ser His Gly 
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1               5                   10                  15      

Leu Ala Ser Phe Pro Cys Glu Tyr Ala Ser Pro Gly Lys Ala Thr Glu 

            20                  25                  30          

Val Arg Val Thr Val Leu Arg Gln Ala Asp Ser Gln Val Thr Glu Val 

        35                  40                  45              

Cys Ala Ala Thr Tyr Met Met Gly Asn Glu Leu Thr Phe Leu Asp Asp 

    50                  55                  60                  

Ser Ile Cys Thr Gly Thr Ser Ser Gly Asn Gln Val Asn Leu Thr Ile 

65                  70                  75                  80  

Gln Gly Leu Arg Ala Met Asp Thr Gly Leu Tyr Ile Cys Lys Val Glu 

                85                  90                  95      

Leu Met Tyr Pro Pro Pro Tyr Tyr Leu Gly Ile Gly Asn Gly Thr Gln 

            100                 105                 110         

Ile Tyr Val Ile Asp Pro Glu Pro Cys Pro Asp Ser Asp Gln Glu Pro 

        115                 120                 125             

Lys Ser Ser Asp Lys Thr His Thr Ser Pro Pro Ser Pro Ala Pro Glu 

    130                 135                 140                 

Leu Leu Gly Gly Ser Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp 

145                 150                 155                 160 

Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp 

                165                 170                 175     

Val Ser His Glu Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly 

            180                 185                 190         

Val Glu Val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Tyr Asn 

        195                 200                 205             

Ser Thr Tyr Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp 

    210                 215                 220                 

Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro 

225                 230                 235                 240 

Ala Pro Ile Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu 

                245                 250                 255     
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Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Asp Glu Leu Thr Lys Asn 

            260                 265                 270         

Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile 

        275                 280                 285             

Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr 

    290                 295                 300                 

Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys 

305                 310                 315                 320 

Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys 

                325                 330                 335     

Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu 

            340                 345                 350         

Ser Leu Ser Pro Gly Lys 

        355             

<210>  42

<211>  359

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Fusion protein

<400>  42

Ala Met His Val Ala Gln Pro Ala Val Val Leu Ala Ser Ser Arg Gly 

1               5                   10                  15      

Ile Ala Ser Phe Val Cys Glu Tyr Ala Ser Pro Ser His Asn Thr Asp 

            20                  25                  30          

Glu Val Arg Val Thr Val Leu Arg Gln Ala Asp Ser Gln Val Thr Glu 

        35                  40                  45              

Val Cys Ala Ala Thr Tyr Met Met Gly Asn Glu Leu Thr Phe Leu Asp 

    50                  55                  60                  

Asp Ser Ile Cys Thr Gly Thr Ser Ser Gly Asn Gln Val Asn Leu Thr 

65                  70                  75                  80  

Ile Gln Gly Leu Arg Ala Met Asp Thr Gly Leu Tyr Ile Cys Lys Val 

                85                  90                  95      
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Glu Leu Met Tyr Pro Pro Pro Tyr Tyr Leu Gly Ile Gly Asn Gly Thr 

            100                 105                 110         

Gln Ile Tyr Val Ile Asp Pro Glu Pro Cys Pro Asp Ser Asp Gln Glu 

        115                 120                 125             

Pro Lys Ser Ser Asp Lys Thr His Thr Ser Pro Pro Ser Pro Ala Pro 

    130                 135                 140                 

Glu Leu Leu Gly Gly Ser Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys 

145                 150                 155                 160 

Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val 

                165                 170                 175     

Asp Val Ser His Glu Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp 

            180                 185                 190         

Gly Val Glu Val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Tyr 

        195                 200                 205             

Asn Ser Thr Tyr Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp 

    210                 215                 220                 

Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu 

225                 230                 235                 240 

Pro Ala Pro Ile Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg 

                245                 250                 255     

Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Asp Glu Leu Thr Lys 

            260                 265                 270         

Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp 

        275                 280                 285             

Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys 

    290                 295                 300                 

Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser 

305                 310                 315                 320 

Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser 

                325                 330                 335     

Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser 
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            340                 345                 350         

Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys 

        355                 

<210>  43

<211>  358

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Fusion protein

<400>  43

Ala Met His Val Ala Gln Pro Ala Val Val Leu Ala Ser Ser Arg Gly 

1               5                   10                  15      

Ile Ala Ser Phe Val Cys Glu Tyr Ala Ser Pro Gly Lys Ala Thr Glu 

            20                  25                  30          

Val Arg Val Thr Val Leu Arg Thr Asn Asp Gln Met Val Thr Glu Val 

        35                  40                  45              

Cys Ala Ala Thr Tyr Met Met Gly Asn Glu Leu Thr Phe Leu Asp Asp 

    50                  55                  60                  

Ser Ile Cys Thr Gly Thr Ser Ser Gly Asn Gln Val Asn Leu Thr Ile 

65                  70                  75                  80  

Gln Gly Leu Arg Ala Met Asp Thr Gly Leu Tyr Ile Cys Lys Val Glu 

                85                  90                  95      

Leu Met Tyr Pro Pro Pro Tyr Tyr Leu Gly Ile Gly Asn Gly Thr Gln 

            100                 105                 110         

Ile Tyr Val Ile Asp Pro Glu Pro Cys Pro Asp Ser Asp Gln Glu Pro 

        115                 120                 125             

Lys Ser Ser Asp Lys Thr His Thr Ser Pro Pro Ser Pro Ala Pro Glu 

    130                 135                 140                 

Leu Leu Gly Gly Ser Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp 

145                 150                 155                 160 

Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp 

                165                 170                 175     
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Val Ser His Glu Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly 

            180                 185                 190         

Val Glu Val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Tyr Asn 

        195                 200                 205             

Ser Thr Tyr Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp 

    210                 215                 220                 

Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro 

225                 230                 235                 240 

Ala Pro Ile Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu 

                245                 250                 255     

Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Asp Glu Leu Thr Lys Asn 

            260                 265                 270         

Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile 

        275                 280                 285             

Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr 

    290                 295                 300                 

Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys 

305                 310                 315                 320 

Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys 

                325                 330                 335     

Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu 

            340                 345                 350         

Ser Leu Ser Pro Gly Lys 

        355             

<210>  44

<211>  358

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Fusion protein

<400>  44

Ala Met His Val Ala Gln Pro Ala Val Val Leu Ala Ser Ser Arg Gly 
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1               5                   10                  15      

Ile Ala Ser Phe Val Cys Glu Tyr Ala Ser Pro Gly Lys Ala Thr Glu 

            20                  25                  30          

Val Arg Val Thr Val Leu Arg Gln Ala Asp Ser Gln Val Thr Glu Val 

        35                  40                  45              

Cys Ala Ala Thr Phe Thr Glu Lys Asn Thr Val Gly Phe Leu Asp Asp 

    50                  55                  60                  

Ser Ile Cys Thr Gly Thr Ser Ser Gly Asn Gln Val Asn Leu Thr Ile 

65                  70                  75                  80  

Gln Gly Leu Arg Ala Met Asp Thr Gly Leu Tyr Ile Cys Lys Val Glu 

                85                  90                  95      

Leu Met Tyr Pro Pro Pro Tyr Tyr Leu Gly Ile Gly Asn Gly Thr Gln 

            100                 105                 110         

Ile Tyr Val Ile Asp Pro Glu Pro Cys Pro Asp Ser Asp Gln Glu Pro 

        115                 120                 125             

Lys Ser Ser Asp Lys Thr His Thr Ser Pro Pro Ser Pro Ala Pro Glu 

    130                 135                 140                 

Leu Leu Gly Gly Ser Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp 

145                 150                 155                 160 

Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp 

                165                 170                 175     

Val Ser His Glu Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly 

            180                 185                 190         

Val Glu Val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Tyr Asn 

        195                 200                 205             

Ser Thr Tyr Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp 

    210                 215                 220                 

Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro 

225                 230                 235                 240 

Ala Pro Ile Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu 

                245                 250                 255     
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Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Asp Glu Leu Thr Lys Asn 

            260                 265                 270         

Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile 

        275                 280                 285             

Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr 

    290                 295                 300                 

Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys 

305                 310                 315                 320 

Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys 

                325                 330                 335     

Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu 

            340                 345                 350         

Ser Leu Ser Pro Gly Lys 

        355             

<210>  45

<211>  358

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Fusion protein

<400>  45

Ala Met His Val Ala Gln Pro Ala Val Val Leu Ala Ser Ser Arg Gly 

1               5                   10                  15      

Ile Ala Ser Phe Val Cys Glu Tyr Ala Ser Pro Gly Lys Ala Thr Glu 

            20                  25                  30          

Val Arg Val Thr Val Leu Arg Gln Ala Asp Ser Gln Val Thr Glu Val 

        35                  40                  45              

Cys Ala Thr Thr Tyr Met Met Gly Asn Glu Leu Thr Phe Leu Asp Asp 

    50                  55                  60                  

Ser Ile Cys Thr Gly Thr Ser Ser Gly Asn Gln Val Asn Leu Thr Ile 

65                  70                  75                  80  

Gln Gly Leu Arg Ala Met Asp Thr Gly Leu Tyr Ile Cys Lys Val Glu 
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                85                  90                  95      

Leu Met Tyr Pro Pro Pro Tyr Tyr Leu Gly Ile Gly Asn Gly Thr Gln 

            100                 105                 110         

Ile Tyr Val Ile Asp Pro Glu Pro Cys Pro Asp Ser Asp Gln Glu Pro 

        115                 120                 125             

Lys Ser Ser Asp Lys Thr His Thr Ser Pro Pro Ser Pro Ala Pro Glu 

    130                 135                 140                 

Leu Leu Gly Gly Ser Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp 

145                 150                 155                 160 

Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp 

                165                 170                 175     

Val Ser His Glu Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly 

            180                 185                 190         

Val Glu Val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Tyr Asn 

        195                 200                 205             

Ser Thr Tyr Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp 

    210                 215                 220                 

Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro 

225                 230                 235                 240 

Ala Pro Ile Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu 

                245                 250                 255     

Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Asp Glu Leu Thr Lys Asn 

            260                 265                 270         

Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile 

        275                 280                 285             

Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr 

    290                 295                 300                 

Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys 

305                 310                 315                 320 

Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys 

                325                 330                 335     
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Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu 

            340                 345                 350         

Ser Leu Ser Pro Gly Lys 

        355             

<210>  46

<211>  358

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Fusion protein

<400>  46

Ala Met His Val Ala Gln Pro Ala Val Val Leu Ala Ser Ser Arg Gly 

1               5                   10                  15      

Ile Ala Ser Phe Val Cys Glu Tyr Ala Ser Pro Gly Lys Ala Thr Glu 

            20                  25                  30          

Val Arg Val Thr Val Leu Arg Gln Ala Asp Ser Gln Val Thr Glu Val 

        35                  40                  45              

Cys Ala Ala Thr Tyr Met Met Gly Asn Glu Leu Thr Phe Leu Asp Tyr 

    50                  55                  60                  

Pro Phe Cys Ser Gly Thr Ser Ser Gly Asn Gln Val Asn Leu Thr Ile 

65                  70                  75                  80  

Gln Gly Leu Arg Ala Met Asp Thr Gly Leu Tyr Ile Cys Lys Val Glu 

                85                  90                  95      

Leu Met Tyr Pro Pro Pro Tyr Tyr Leu Gly Ile Gly Asn Gly Thr Gln 

            100                 105                 110         

Ile Tyr Val Ile Asp Pro Glu Pro Cys Pro Asp Ser Asp Gln Glu Pro 

        115                 120                 125             

Lys Ser Ser Asp Lys Thr His Thr Ser Pro Pro Ser Pro Ala Pro Glu 

    130                 135                 140                 

Leu Leu Gly Gly Ser Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp 

145                 150                 155                 160 

Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp 
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                165                 170                 175     

Val Ser His Glu Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly 

            180                 185                 190         

Val Glu Val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Tyr Asn 

        195                 200                 205             

Ser Thr Tyr Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp 

    210                 215                 220                 

Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro 

225                 230                 235                 240 

Ala Pro Ile Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu 

                245                 250                 255     

Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Asp Glu Leu Thr Lys Asn 

            260                 265                 270         

Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile 

        275                 280                 285             

Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr 

    290                 295                 300                 

Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys 

305                 310                 315                 320 

Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys 

                325                 330                 335     

Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu 

            340                 345                 350         

Ser Leu Ser Pro Gly Lys 

        355             

<210>  47

<211>  358

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Fusion protein

<400>  47

Ala Met His Val Ala Gln Pro Ala Val Val Leu Ala Ser Ser Arg Gly 
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1               5                   10                  15      

Ile Ala Ser Phe Val Cys Glu Tyr Ala Ser Pro Gly Lys Ala Thr Glu 

            20                  25                  30          

Val Arg Val Thr Val Leu Arg Gln Ala Asp Ser Gln Val Thr Glu Val 

        35                  40                  45              

Cys Ala Ala Thr Tyr Met Met Gly Asn Glu Leu Thr Phe Leu Asp Asp 

    50                  55                  60                  

Ser Ile Cys Thr Gly Thr Phe Asn Glu Ser Arg Val Asn Leu Thr Ile 

65                  70                  75                  80  

Gln Gly Leu Arg Ala Met Asp Thr Gly Leu Tyr Ile Cys Lys Val Glu 

                85                  90                  95      

Leu Met Tyr Pro Pro Pro Tyr Tyr Leu Gly Ile Gly Asn Gly Thr Gln 

            100                 105                 110         

Ile Tyr Val Ile Asp Pro Glu Pro Cys Pro Asp Ser Asp Gln Glu Pro 

        115                 120                 125             

Lys Ser Ser Asp Lys Thr His Thr Ser Pro Pro Ser Pro Ala Pro Glu 

    130                 135                 140                 

Leu Leu Gly Gly Ser Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp 

145                 150                 155                 160 

Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp 

                165                 170                 175     

Val Ser His Glu Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly 

            180                 185                 190         

Val Glu Val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Tyr Asn 

        195                 200                 205             

Ser Thr Tyr Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp 

    210                 215                 220                 

Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro 

225                 230                 235                 240 

Ala Pro Ile Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu 

                245                 250                 255     
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Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Asp Glu Leu Thr Lys Asn 

            260                 265                 270         

Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile 

        275                 280                 285             

Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr 

    290                 295                 300                 

Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys 

305                 310                 315                 320 

Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys 

                325                 330                 335     

Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu 

            340                 345                 350         

Ser Leu Ser Pro Gly Lys 

        355             

<210>  48

<211>  359

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Fusion protein

<400>  48

Ala Met His Val Ala Gln Pro Ala Val Val Leu Ala Ser Ser Arg Gly 

1               5                   10                  15      

Ile Ala Ser Phe Val Cys Glu Tyr Ala Ser Pro Gly Lys Ala Thr Glu 

            20                  25                  30          

Val Arg Val Thr Val Leu Arg Gln Ala Asp Ser Gln Val Thr Glu Val 

        35                  40                  45              

Cys Ala Ala Thr Tyr Met Met Gly Asn Glu Leu Thr Phe Leu Asp Asp 

    50                  55                  60                  

Ser Ile Cys Thr Gly Thr Ser Ser Gly Asn Gln Val Asn Leu Thr Ile 

65                  70                  75                  80  

Gln Gly Leu Arg Ala Met Val Asp Thr Gly Leu Tyr Ile Cys Lys Val 

                85                  90                  95      
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Glu Leu Met Tyr Pro Pro Pro Tyr Tyr Leu Gly Ile Gly Asn Gly Thr 

            100                 105                 110         

Gln Ile Tyr Val Ile Asp Pro Glu Pro Cys Pro Asp Ser Asp Gln Glu 

        115                 120                 125             

Pro Lys Ser Ser Asp Lys Thr His Thr Ser Pro Pro Ser Pro Ala Pro 

    130                 135                 140                 

Glu Leu Leu Gly Gly Ser Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys 

145                 150                 155                 160 

Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val 

                165                 170                 175     

Asp Val Ser His Glu Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp 

            180                 185                 190         

Gly Val Glu Val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Tyr 

        195                 200                 205             

Asn Ser Thr Tyr Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp 

    210                 215                 220                 

Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu 

225                 230                 235                 240 

Pro Ala Pro Ile Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg 

                245                 250                 255     

Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Asp Glu Leu Thr Lys 

            260                 265                 270         

Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp 

        275                 280                 285             

Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys 

    290                 295                 300                 

Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser 

305                 310                 315                 320 

Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser 

                325                 330                 335     

Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser 
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            340                 345                 350         

Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys 

        355                 

<210>  49

<211>  359

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Fusion protein

<400>  49

Ala Met His Val Ala Gln Pro Ala Val Val Leu Ala Ser Ser Arg Gly 

1               5                   10                  15      

Ile Ala Ser Phe Val Cys Glu Tyr Ala Ser Pro Gly Lys Ala Thr Glu 

            20                  25                  30          

Val Arg Val Thr Val Leu Arg Gln Ala Asp Ser Gln Val Thr Glu Val 

        35                  40                  45              

Cys Ala Ala Thr Tyr Met Met Gly Asn Glu Leu Thr Phe Leu Asp Asp 

    50                  55                  60                  

Ser Ile Cys Thr Gly Thr Ser Ser Gly Asn Gln Val Asn Leu Thr Ile 

65                  70                  75                  80  

Gln Gly Leu Arg Ala Met Met Asp Thr Gly Leu Tyr Leu Cys Lys Val 

                85                  90                  95      

Glu Leu Met Tyr Pro Pro Pro Tyr Tyr Leu Gly Ile Gly Asn Gly Thr 

            100                 105                 110         

Gln Ile Tyr Val Ile Asp Pro Glu Pro Cys Pro Asp Ser Asp Gln Glu 

        115                 120                 125             

Pro Lys Ser Ser Asp Lys Thr His Thr Ser Pro Pro Ser Pro Ala Pro 

    130                 135                 140                 

Glu Leu Leu Gly Gly Ser Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys 

145                 150                 155                 160 

Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val 

                165                 170                 175     

Asp Val Ser His Glu Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp 
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            180                 185                 190         

Gly Val Glu Val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Tyr 

        195                 200                 205             

Asn Ser Thr Tyr Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp 

    210                 215                 220                 

Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu 

225                 230                 235                 240 

Pro Ala Pro Ile Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg 

                245                 250                 255     

Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Asp Glu Leu Thr Lys 

            260                 265                 270         

Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp 

        275                 280                 285             

Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys 

    290                 295                 300                 

Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser 

305                 310                 315                 320 

Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser 

                325                 330                 335     

Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser 

            340                 345                 350         

Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys 

        355                 

<210>  50

<211>  358

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Fusion protein

<400>  50

Ala Met His Val Ala Gln Pro Ala Val Val Leu Ala Ser Ser Arg Gly 

1               5                   10                  15      

Ile Ala Ser Phe Val Cys Glu Tyr Ala Ser Pro Gly Lys Ala Thr Glu 
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            20                  25                  30          

Val Arg Val Thr Val Leu Arg Gln Ala Asp Ser Gln Val Thr Glu Val 

        35                  40                  45              

Cys Ala Ala Thr Tyr Met Met Gly Asn Glu Leu Thr Phe Leu Asp Asp 

    50                  55                  60                  

Ser Ile Cys Thr Gly Thr Ser Ser Gly Asn Gln Val Asn Leu Thr Ile 

65                  70                  75                  80  

Gln Gly Leu Arg Ala Met Asp Thr Gly Leu Tyr Ile Cys Lys Val Glu 

                85                  90                  95      

Leu Met Tyr Pro Pro Pro Tyr Phe Val Gly Met Gly Asn Gly Thr Gln 

            100                 105                 110         

Ile Tyr Val Ile Asp Pro Glu Pro Cys Pro Asp Ser Asp Gln Glu Pro 

        115                 120                 125             

Lys Ser Ser Asp Lys Thr His Thr Ser Pro Pro Ser Pro Ala Pro Glu 

    130                 135                 140                 

Leu Leu Gly Gly Ser Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp 

145                 150                 155                 160 

Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp 

                165                 170                 175     

Val Ser His Glu Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly 

            180                 185                 190         

Val Glu Val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Tyr Asn 

        195                 200                 205             

Ser Thr Tyr Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp 

    210                 215                 220                 

Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro 

225                 230                 235                 240 

Ala Pro Ile Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu 

                245                 250                 255     

Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Asp Glu Leu Thr Lys Asn 

            260                 265                 270         
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Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile 

        275                 280                 285             

Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr 

    290                 295                 300                 

Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys 

305                 310                 315                 320 

Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys 

                325                 330                 335     

Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu 

            340                 345                 350         

Ser Leu Ser Pro Gly Lys 

        355             

<210>  51

<211>  357

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Fusion protein

<400>  51

Ile Gln Val Thr Gln Pro Ser Val Val Leu Ala Ser Ser Arg Gly Ile 

1               5                   10                  15      

Ala Ser Phe Val Cys Glu Tyr Ala Ser Pro Gly Lys Ala Thr Glu Val 

            20                  25                  30          

Arg Val Thr Val Leu Arg Gln Ala Asp Ser Gln Val Thr Glu Val Cys 

        35                  40                  45              

Ala Ala Thr Phe Thr Glu Lys Asn Thr Val Gly Phe Leu Asp Asp Ser 

    50                  55                  60                  

Ile Cys Thr Gly Thr Phe Asn Glu Ser Arg Val Asn Leu Thr Ile Gln 

65                  70                  75                  80  

Gly Leu Arg Ala Met Asp Thr Gly Leu Tyr Ile Cys Lys Val Glu Leu 

                85                  90                  95      

Met Tyr Pro Pro Pro Tyr Phe Val Gly Met Gly Asn Gly Thr Gln Ile 

            100                 105                 110         
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Tyr Val Ile Asp Pro Glu Pro Cys Pro Asp Ser Asp Gln Glu Pro Lys 

        115                 120                 125             

Ser Ser Asp Lys Thr His Thr Ser Pro Pro Ser Pro Ala Pro Glu Leu 

    130                 135                 140                 

Leu Gly Gly Ser Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr 

145                 150                 155                 160 

Leu Met Ile Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val 

                165                 170                 175     

Ser His Glu Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val 

            180                 185                 190         

Glu Val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Tyr Asn Ser 

        195                 200                 205             

Thr Tyr Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu 

    210                 215                 220                 

Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala 

225                 230                 235                 240 

Pro Ile Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro 

                245                 250                 255     

Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Asp Glu Leu Thr Lys Asn Gln 

            260                 265                 270         

Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala 

        275                 280                 285             

Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr 

    290                 295                 300                 

Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu 

305                 310                 315                 320 

Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser 

                325                 330                 335     

Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser 

            340                 345                 350         

Leu Ser Pro Gly Lys 
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        355         

<210>  52

<211>  357

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Fusion protein

<400>  52

Met His Val Ala Gln Pro Ala Val Val Leu Ala Ser Ser Arg Gly Ile 

1               5                   10                  15      

Ala Ser Phe Val Cys Glu Tyr Ala Ser Pro Gly Lys Tyr Thr Glu Val 

            20                  25                  30          

Arg Val Thr Val Leu Arg Gln Ala Asp Ser Gln Val Thr Glu Val Cys 

        35                  40                  45              

Ala Ala Thr Tyr Met Met Gly Asn Glu Leu Thr Phe Leu Asp Asp Ser 

    50                  55                  60                  

Ile Cys Thr Gly Thr Ser Ser Gly Asn Gln Val Asn Leu Thr Ile Gln 

65                  70                  75                  80  

Gly Leu Arg Ala Met Asp Thr Gly Leu Tyr Ile Cys Lys Val Glu Leu 

                85                  90                  95      

Met Tyr Pro Pro Pro Tyr Phe Val Gly Met Gly Asn Gly Thr Gln Ile 

            100                 105                 110         

Tyr Val Ile Asp Pro Glu Pro Cys Pro Asp Ser Asp Gln Glu Pro Lys 

        115                 120                 125             

Ser Ser Asp Lys Thr His Thr Ser Pro Pro Ser Pro Ala Pro Glu Leu 

    130                 135                 140                 

Leu Gly Gly Ser Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr 

145                 150                 155                 160 

Leu Met Ile Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val 

                165                 170                 175     

Ser His Glu Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val 

            180                 185                 190         

등록특허 10-2830926

- 131 -



Glu Val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Tyr Asn Ser 

        195                 200                 205             

Thr Tyr Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu 

    210                 215                 220                 

Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala 

225                 230                 235                 240 

Pro Ile Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro 

                245                 250                 255     

Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Asp Glu Leu Thr Lys Asn Gln 

            260                 265                 270         

Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala 

        275                 280                 285             

Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr 

    290                 295                 300                 

Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu 

305                 310                 315                 320 

Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser 

                325                 330                 335     

Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser 

            340                 345                 350         

Leu Ser Pro Gly Lys 

        355         

<210>  53

<211>  357

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Fusion protein

<400>  53

Ile Gln Val Thr Gln Pro Ser Val Val Leu Ala Ser Ser Arg Gly Ile 

1               5                   10                  15      

Ala Ser Phe Val Cys Glu Tyr Ala Ser Pro Gly Lys Ala Thr Glu Val 
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            20                  25                  30          

Arg Val Thr Val Leu Arg Gln Ala Asp Ser Gln Val Thr Glu Val Cys 

        35                  40                  45              

Ala Ala Thr Phe Thr Glu Lys Asn Thr Val Gly Phe Leu Asp Asp Ser 

    50                  55                  60                  

Ile Cys Thr Gly Thr Ser Ser Gly Asn Gln Val Asn Leu Thr Ile Gln 

65                  70                  75                  80  

Gly Leu Arg Ala Met Asp Thr Gly Leu Tyr Ile Cys Lys Val Glu Leu 

                85                  90                  95      

Met Tyr Pro Pro Pro Tyr Phe Val Gly Met Gly Asn Gly Thr Gln Ile 

            100                 105                 110         

Tyr Val Ile Asp Pro Glu Pro Cys Pro Asp Ser Asp Gln Glu Pro Lys 

        115                 120                 125             

Ser Ser Asp Lys Thr His Thr Ser Pro Pro Ser Pro Ala Pro Glu Leu 

    130                 135                 140                 

Leu Gly Gly Ser Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr 

145                 150                 155                 160 

Leu Met Ile Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val 

                165                 170                 175     

Ser His Glu Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val 

            180                 185                 190         

Glu Val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Tyr Asn Ser 

        195                 200                 205             

Thr Tyr Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu 

    210                 215                 220                 

Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala 

225                 230                 235                 240 

Pro Ile Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro 

                245                 250                 255     

Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Asp Glu Leu Thr Lys Asn Gln 

            260                 265                 270         
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Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala 

        275                 280                 285             

Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr 

    290                 295                 300                 

Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu 

305                 310                 315                 320 

Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser 

                325                 330                 335     

Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser 

            340                 345                 350         

Leu Ser Pro Gly Lys 

        355         

<210>  54

<211>  357

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Fusion protein

<400>  54

Met His Val Ala Gln Pro Ala Val Val Leu Ala Ser Ser Arg Gly Ile 

1               5                   10                  15      

Ala Ser Phe Val Cys Glu Tyr Ala Ser Pro Gly Lys Tyr Thr Glu Val 

            20                  25                  30          

Arg Val Thr Val Leu Arg Gln Ala Asp Ser Gln Val Thr Glu Val Cys 

        35                  40                  45              

Ala Ala Thr Tyr Met Met Gly Asn Glu Leu Thr Phe Leu Asp Asp Ser 

    50                  55                  60                  

Ile Cys Thr Gly Thr Ser Ser Gly Asn Gln Val Asn Leu Thr Ile Gln 

65                  70                  75                  80  

Gly Leu Arg Ala Met Asp Thr Gly Leu Tyr Ile Cys Lys Val Glu Leu 

                85                  90                  95      

Met Tyr Pro Pro Pro Tyr Tyr Glu Gly Ile Gly Asn Gly Thr Gln Ile 
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            100                 105                 110         

Tyr Val Ile Asp Pro Glu Pro Cys Pro Asp Ser Asp Gln Glu Pro Lys 

        115                 120                 125             

Ser Ser Asp Lys Thr His Thr Ser Pro Pro Ser Pro Ala Pro Glu Leu 

    130                 135                 140                 

Leu Gly Gly Ser Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr 

145                 150                 155                 160 

Leu Met Ile Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val 

                165                 170                 175     

Ser His Glu Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val 

            180                 185                 190         

Glu Val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Tyr Asn Ser 

        195                 200                 205             

Thr Tyr Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu 

    210                 215                 220                 

Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala 

225                 230                 235                 240 

Pro Ile Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro 

                245                 250                 255     

Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Asp Glu Leu Thr Lys Asn Gln 

            260                 265                 270         

Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala 

        275                 280                 285             

Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr 

    290                 295                 300                 

Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu 

305                 310                 315                 320 

Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser 

                325                 330                 335     

Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser 

            340                 345                 350         

Leu Ser Pro Gly Lys 
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        355         

<210

>  55

<211>  357

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Fusion protein

<400>  55

Ile Gln Val Thr Gln Pro Ser Val Val Leu Ala Ser Ser Arg Gly Ile 

1               5                   10                  15      

Ala Ser Phe Val Cys Glu Tyr Ala Ser Pro Gly Lys Ala Thr Glu Val 

            20                  25                  30          

Arg Val Thr Val Leu Arg Gln Ala Asp Ser Gln Val Thr Glu Val Cys 

        35                  40                  45              

Ala Ala Thr Phe Thr Glu Lys Asn Thr Val Gly Phe Leu Asp Asp Ser 

    50                  55                  60                  

Ile Cys Thr Gly Thr Phe Asn Glu Ser Arg Val Asn Leu Thr Ile Gln 

65                  70                  75                  80  

Gly Leu Arg Ala Met Asp Thr Gly Leu Tyr Ile Cys Lys Val Glu Leu 

                85                  90                  95      

Met Tyr Pro Pro Pro Tyr Phe Val Gly Met Gly Asn Gly Thr Gln Ile 

            100                 105                 110         

Tyr Val Ile Asp Pro Glu Pro Cys Pro Asp Ser Asp Gln Glu Pro Lys 

        115                 120                 125             

Ser Ser Asp Lys Thr His Thr Ser Pro Pro Ser Pro Ala Pro Glu Leu 

    130                 135                 140                 

Leu Gly Gly Ser Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr 

145                 150                 155                 160 

Leu Tyr Ile Thr Arg Glu Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val 

                165                 170                 175     

Ser His Glu Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val 

            180                 185                 190         
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Glu Val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Tyr Asn Ser 

        195                 200                 205             

Thr Tyr Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu 

    210                 215                 220                 

Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala 

225                 230                 235                 240 

Pro Ile Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro 

                245                 250                 255     

Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Asp Glu Leu Thr Lys Asn Gln 

            260                 265                 270         

Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala 

        275                 280                 285             

Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr 

    290                 295                 300                 

Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu 

305                 310                 315                 320 

Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser 

                325                 330                 335     

Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser 

            340                 345                 350         

Leu Ser Pro Gly Lys 

        355         

<210>  56

<211>  357

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Fusion protein

<400>  56

Met His Val Ala Gln Pro Ala Val Val Leu Ala Ser Ser Arg Gly Ile 

1               5                   10                  15      

Ala Ser Phe Val Cys Glu Tyr Ala Ser Pro Gly Lys Tyr Thr Glu Val 

            20                  25                  30          
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Arg Val Thr Val Leu Arg Gln Ala Asp Ser Gln Val Thr Glu Val Cys 

        35                  40                  45              

Ala Ala Thr Tyr Met Met Gly Asn Glu Leu Thr Phe Leu Asp Asp Ser 

    50                  55                  60                  

Ile Cys Thr Gly Thr Ser Ser Gly Asn Gln Val Asn Leu Thr Ile Gln 

65                  70                  75                  80  

Gly Leu Arg Ala Met Asp Thr Gly Leu Tyr Ile Cys Lys Val Glu Leu 

                85                  90                  95      

Met Tyr Pro Pro Pro Tyr Phe Glu Gly Met Gly Asn Gly Thr Gln Ile 

            100                 105                 110         

Tyr Val Ile Asp Pro Glu Pro Cys Pro Asp Ser Asp Gln Glu Pro Lys 

        115                 120                 125             

Ser Ser Asp Lys Thr His Thr Ser Pro Pro Ser Pro Ala Pro Glu Leu 

    130                 135                 140                 

Leu Gly Gly Ser Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr 

145                 150                 155                 160 

Leu Met Ile Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val 

                165                 170                 175     

Ser His Glu Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val 

            180                 185                 190         

Glu Val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Tyr Asn Ser 

        195                 200                 205             

Thr Tyr Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu 

    210                 215                 220                 

Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala 

225                 230                 235                 240 

Pro Ile Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro 

                245                 250                 255     

Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Asp Glu Leu Thr Lys Asn Gln 

            260                 265                 270         

Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala 
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        275                 280                 285             

Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr 

    290                 295                 300                 

Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu 

305                 310                 315                 320 

Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser 

                325                 330                 335     

Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser 

            340                 345                 350         

Leu Ser Pro Gly Lys 

        355         

<210>  57

<211>  125

<212>  PRT

<213>  Mus musculus

<400>  57

Gln Val Gln Leu Lys Glu Ser Gly Pro Gly Leu Val Ala Pro Ser Gln 

1               5                   10                  15      

Ser Leu Ser Ile Thr Cys Thr Val Ser Gly Phe Ser Leu Thr Ser Tyr 

            20                  25                  30          

Gly Leu Ser Trp Val Arg Gln Pro Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Leu 

        35                  40                  45              

Gly Val Ile Trp Tyr Asp Gly Asn Thr Asn Phe His Ser Ala Leu Ile 

    50                  55                  60                  

Ser Arg Leu Thr Ile Ser Lys Asp Asn Ser Lys Ser Gln Val Phe Leu 

65                  70                  75                  80  

Glu Leu Asn Ser Leu Gln Thr Asp Asp Thr Ala Thr Tyr Tyr Cys Ala 

                85                  90                  95      

Lys Thr Glu Gly His Tyr Tyr Gly Ser Asn Tyr Gly Tyr Tyr Ala Leu 

            100                 105                 110         

Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Ser Val Thr Val Ser Ser 

        115                 120                 125 
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<210>  58

<211>  25

<212>  PRT

<213>  Mus musculus

<400>  58

Gln Val Gln Leu Gln Glu Ser Gly Pro Gly Leu Val Lys Pro Ser Glu 

1               5                   10                  15      

Thr Leu Ser Leu Thr Cys Thr Val Ser 

            20                  25  

<210>  59

<211>  14

<212>  PRT

<213>  Mus musculus

<400>  59

Trp Ile Arg Gln Pro Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Ile Gly 

1               5                   10                  

<210>  60

<211>  31

<212>  PRT

<213>  Mus musculus

<400>  60

Val Thr Ile Ser Val Asp Thr Ser Lys Asn Gln Phe Ser Leu Lys Leu 

1               5                   10                  15      

Ser Ser Val Thr Ala Ala Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Ala Arg 

            20                  25                  30      

<210>  61

<211>  11

<212>  PRT

<213>  Mus musculus

<400>  61

Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser 

1               5                   10      

<210>  62
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<211>  125

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Humanized

<400>  62

Gln Val Gln Leu Gln Glu Ser Gly Pro Gly Leu Val Lys Pro Ser Glu 

1               5                   10                  15      

Thr Leu Ser Leu Thr Cys Thr Val Ser Gly Phe Ser Leu Thr Ser Tyr 

            20                  25                  30          

Gly Leu Ser Trp Ile Arg Gln Pro Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Ile 

        35                  40                  45              

Gly Tyr Ile Trp Tyr Asp Gly Asn Thr Asn Phe His Pro Ser Leu Lys 

    50                  55                  60                  

Ser Arg Val Thr Ile Ser Lys Asp Thr Ser Lys Asn Gln Phe Ser Leu 

65                  70                  75                  80  

Lys Leu Ser Ser Val Thr Ala Ala Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Ala 

                85                  90                  95      

Lys Thr Glu Gly His Tyr Tyr Gly Ser Asn Tyr Gly Tyr Tyr Ala Leu 

            100                 105                 110         

Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Ser Val Thr Val Ser Ser 

        115                 120                 125 

<210>  63

<211>  125

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Humanized

<400>  63

Gln Val Gln Leu Gln Glu Ser Gly Pro Gly Leu Val Lys Pro Ser Glu 

1               5                   10                  15      

Thr Leu Ser Leu Thr Cys Thr Val Ser Gly Phe Ser Leu Thr Ser Tyr 

            20                  25                  30          

Gly Leu Ser Trp Ile Arg Gln Pro Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Ile 
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        35                  40                  45              

Gly Tyr Ile Trp Tyr Asp Gly Asn Thr Asn Phe His Ser Ser Leu Lys 

    50                  55                  60                  

Ser Arg Val Thr Ile Ser Lys Asp Thr Ser Lys Ser Gln Val Ser Leu 

65                  70                  75                  80  

Lys Leu Ser Ser Val Thr Ala Ala Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Ala 

                85                  90                  95      

Lys Thr Glu Gly His Tyr Tyr Gly Ser Asn Tyr Gly Tyr Tyr Ala Leu 

            100                 105                 110         

Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser 

        115                 120                 125 

<210>  64

<211>  125

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Humanized

<400>  64

Gln Val Gln Leu Gln Glu Ser Gly Pro Gly Leu Val Lys Pro Ser Glu 

1               5                   10                  15      

Thr Leu Ser Leu Thr Cys Thr Val Ser Gly Phe Ser Leu Thr Ser Tyr 

            20                  25                  30          

Gly Leu Ser Trp Ile Arg Gln Pro Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Ile 

        35                  40                  45              

Gly Tyr Ile Trp Tyr Asp Gly Asn Thr Asn Phe His Ser Pro Leu Lys 

    50                  55                  60                  

Ser Arg Val Thr Ile Ser Val Asp Thr Ser Lys Asn Gln Phe Ser Leu 

65                  70                  75                  80  

Lys Leu Ser Ser Val Thr Ala Ala Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Ala 

                85                  90                  95      

Lys Thr Glu Gly His Tyr Tyr Gly Ser Asn Tyr Gly Tyr Tyr Ala Leu 

            100                 105                 110         

Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser 
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        115                 120                 125 

<210>  65

<211>  107

<212>  PRT

<213>  Mus musculus

<400>  65

Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ala Ser Leu Ser Val Ser Val Gly 

1               5                   10                  15      

Glu Thr Val Thr Ile Thr Cys Arg Ala Ser Glu Asn Ile Tyr Ser Asn 

            20                  25                  30          

Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Gln Gly Lys Ser Pro Gln Leu Leu Val 

        35                  40                  45              

Tyr Ala Ala Thr Asn Leu Ala Asp Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly 

    50                  55                  60                  

Ser Gly Ser Gly Thr Gln Tyr Ser Leu Lys Ile Asn Ser Leu Gln Ser 

65                  70                  75                  80  

Glu Asp Phe Gly Thr Tyr Phe Cys Gln His Leu Trp Gly Thr Pro Tyr 

                85                  90                  95      

Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys 

            100                 105         

<210>  66

<211>  23

<212>  PRT

<213>  Mus musculus

<400>  66

Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly 

1               5                   10                  15      

Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys 

            20              

<210>  67

<211>  15

<212>  PRT
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<213>  Mus musculus

<400>  67

Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys Leu Leu Ile Tyr 

1               5                   10                  15  

<210>  68

<211>  32

<212>  PRT

<213>  Mus musculus

<400>  68

Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr 

1               5                   10                  15      

Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Pro Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys 

            20                  25                  30          

<210

>  69

<211>  10

<212>  PRT

<213>  Mus musculus

<400>  69

Phe Gly Gln Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys 

1               5                   10  

<210>  70

<211>  107

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Humanized

<400>  70

Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly 

1               5                   10                  15      

Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg Ala Ser Glu Asn Ile Tyr Ser Asn 

            20                  25                  30          

Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys Leu Leu Leu 

        35                  40                  45              

Tyr Ala Ala Thr Asn Leu Gln Ser Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly 
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    50                  55                  60                  

Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Pro 

65                  70                  75                  80  

Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln His Leu Trp Gly Thr Pro Tyr 

                85                  90                  95      

Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys 

            100                 105         

<210>  71

<211>  107

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Humanized

<400>  71

Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly 

1               5                   10                  15      

Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg Ala Ser Glu Asn Ile Tyr Ser Asn 

            20                  25                  30          

Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Gln Gly Lys Ala Pro Lys Leu Leu Leu 

        35                  40                  45              

Tyr Ala Ala Thr Asn Leu Gln Asp Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly 

    50                  55                  60                  

Ser Gly Ser Gly Thr Asp Tyr Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Pro 

65                  70                  75                  80  

Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Phe Cys Gln His Leu Trp Gly Thr Pro Tyr 

                85                  90                  95      

Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys 

            100                 105         

<210>  72

<211>  107

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Humanized
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<400>  72

Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly 

1               5                   10                  15      

Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg Ala Ser Glu Asn Ile Tyr Ser Asn 

            20                  25                  30          

Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys Leu Leu Ile 

        35                  40                  45              

Tyr Ala Ala Thr Ser Leu Gln Ser Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly 

    50                  55                  60                  

Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Pro 

65                  70                  75                  80  

Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln His Leu Trp Gly Thr Pro Tyr 

                85                  90                  95      

Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys 

            100                 105         

<210>  73

<211>  124

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  73

Met His Val Ala Gln Pro Ala Val Val Leu Ala Ser Ser Arg Gly Ile 

1               5                   10                  15      

Ala Ser Phe Val Cys Glu Tyr Ala Ser Pro Gly Lys Ala Thr Glu Val 

            20                  25                  30          

Arg Val Thr Val Leu Arg Gln Ala Asp Ser Gln Val Thr Glu Val Cys 

        35                  40                  45              

Ala Ala Thr Tyr Met Met Gly Asn Glu Leu Thr Phe Leu Asp Asp Ser 

    50                  55                  60                  

Ile Cys Thr Gly Thr Ser Ser Gly Asn Gln Val Asn Leu Thr Ile Gln 

65                  70                  75                  80  

Gly Leu Arg Ala Met Asp Thr Gly Leu Tyr Ile Cys Lys Val Glu Leu 

                85                  90                  95      
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Met Tyr Pro Pro Pro Tyr Tyr Leu Gly Ile Gly Asn Gly Thr Gln Ile 

            100                 105                 110         

Tyr Val Ile Asp Pro Glu Pro Cys Pro Asp Ser Asp 

        115                 120
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