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명 세 서

청구범위

청구항 1 

대상체에서 암을 치료하기 위한 세포독성 T 림프구(CTL)를 제조하는 방법으로서, 

(a) 대상체로부터 종양 및 정상 조직 샘플의 전체 게놈 또는 전체 엑솜(exome) 핵산 서열분석을 통해 대상체의

발현된 유전자 내 종양 돌연변이를 확인하는 단계로서, 돌연변이는 대상체의 암 세포의 게놈에는 존재하지만 대

상체의 정상 조직에는 존재하지 않으며, 상기 확인된 돌연변이가  

A. 점 돌연변이인 경우, 추가로 상기 점 돌연변이를 갖는 돌연변이 펩티드를 확인하고, 또는

B.  스플라이스  부위(splice-site),  프레임시프트(frameshift),  리드쓰루(read-through)  또는  유전자

융합(gene-fusion) 돌연변이인 경우, 추가로 상기 돌연변이에 의해 코딩된 돌연변이 폴리펩티드를 확인하는 것

인 단계;

(b) HLA 단백질에 결합하는 단계 (a)에서 확인된 돌연변이 펩티드 또는 폴리펩티드를 선별하는 단계; 

(c) 단계 (b)에서 선별된 돌연변이 펩티드 또는 폴리펩티드에 대한 CTL 반응을 생체외에서 이끌어내는 단계; 및

(d) CTL를 단리하는 단계

를 포함하는 방법. 

청구항 2 

제1항에 있어서, 단계 (b)는 검증된 펩티드-MHC 결합 예측 알고리즘을 적용하여 대상체에서 500 nM 미만의 예측

IC50으로, 또는 150 nM 미만의 예측 IC50으로 HLA 단백질에 결합하는 단계 (a)에서 확인된 돌연변이 펩티드 또는

폴리펩티드를 선별하는 것을 포함하는 것인 방법.

청구항 3 

제1항 또는 제2항에 있어서, 단계 (b)는 HLA 단백질에 결합하는 단계 (a)에서 확인된 다수의 돌연변이 펩티드

또는 폴리펩티드를 선별하는 것을 포함하는 것인 방법.

청구항 4 

제3항에 있어서, 단계 (c)는 단계 (b)에서 선별된 다수의 돌연변이 펩티드 또는 폴리펩티드에 대한 CTL 반응을

생체외에서 이끌어내는 것을 포함하는 것인 방법.

청구항 5 

제1항 또는 제2항에 있어서, 상기 방법은 단계 (b)에서 선별된 돌연변이 펩티드 또는 폴리펩티드를 포함하는 보

다 긴 펩티드를 생성하는 단계를 추가로 포함하고, 단계 (c)는 단계 (b)에서 선별된 돌연변이 펩티드 또는 폴리

펩티드를 포함하는 보다 긴 펩티드에 대한 CTL 반응을 생체외에서 이끌어내는 것을 포함하는 것인 방법.

청구항 6 

제1항 또는 제2항에 있어서, 단계 (c)는 전구체 CTL 또는 휴면 CTL을,

(i) 항원 제시 세포 및 단계 (b)에서 선별된 돌연변이 펩티드 또는 폴리펩티드 또는 단계 (b)에서 선별된 돌연

변이 펩티드 또는 폴리펩티드를 포함하는 보다 긴 펩티드; 

(ii) 단계 (b)에서 선별된 돌연변이 펩티드 또는 폴리펩티드 또는 단계 (b)에서 선별된 돌연변이 펩티드 또는

폴리펩티드를 포함하는 보다 긴 펩티드로 펄싱되거나(pulsed) 로딩된(loaded) 항원 제시 세포; 

(iii) 항원 제시 세포 및 단계 (b)에서 선별된 돌연변이 펩티드 또는 폴리펩티드 또는 단계 (b)에서 선별된 돌

연변이 펩티드 또는 폴리펩티드를 포함하는 보다 긴 펩티드를 코딩하는 폴리뉴클레오티드를 포함하는 발현 구축
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물; 또는

(iv) 단계 (b)에서 선별된 돌연변이 펩티드 또는 폴리펩티드 또는 단계 (b)에서 선별된 돌연변이 펩티드 또는

폴리펩티드를 포함하는 보다 긴 펩티드를 코딩하는 폴리뉴클레오티드를 포함하는 발현 구축물을 포함하는 항원

제시 세포

와 항온처리하는 것을 포함하는 것인 방법.

청구항 7 

제6항에 있어서, 단계 (c) 이후에, CTL이 항원 제시 세포로부터 분리되는 것인 방법.

청구항 8 

제6항에 있어서, 전구체 CTL  또는 휴면 CTL  및 항원 제시 세포는 30:1  내지 300:1의 비율로 존재하는 것인

방법. 

청구항 9 

제6항에 있어서, 항원 제시 세포는 대상체에 대해 자가성(autologous)인 것인 방법.

청구항 10 

제1항 또는 제2항에 있어서, 단계 (b)에서 선별된 돌연변이 펩티드 또는 폴리펩티드는 13개 이하의 아미노산 잔

기 길이 또는 15-24개의 아미노산 잔기의 길이를 갖는 것인 방법.

청구항 11 

제6항에 있어서, 전구체 CTL 또는 휴면 CTL은 대상체에 대해 자가성인 것인 방법. 

청구항 12 

삭제

청구항 13 

삭제

청구항 14 

삭제

청구항 15 

삭제

청구항 16 

삭제

청구항 17 

삭제

청구항 18 

삭제

청구항 19 

삭제

청구항 20 
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삭제

청구항 21 

삭제

청구항 22 

삭제

청구항 23 

삭제

청구항 24 

삭제

청구항 25 

삭제

청구항 26 

삭제

청구항 27 

삭제

청구항 28 

삭제

청구항 29 

삭제

청구항 30 

삭제

청구항 31 

삭제

청구항 32 

삭제

청구항 33 

삭제

청구항 34 

삭제

청구항 35 

삭제

청구항 36 

등록특허 10-2315754

- 5 -



삭제

청구항 37 

삭제

청구항 38 

삭제

청구항 39 

삭제

발명의 설명

기 술 분 야

[관련 출원][0001]

본원은 2010년 5월 14일자로 출원된 미국 가출원 제61/334,866호(전체적으로 본원에 참고로 도입됨)의 이익을[0002]

주장한다.

[발명의 분야][0003]

본 발명은 일반적으로 종양 특이적 신생항원의 확인 및 암 백신의 제조를 위한 이들 신생항원의 용도에 관한 것[0004]

이다.

배 경 기 술

종양 백신은 전형적으로 종양 세포를 인식하여 용해시키는 항원 특이적 세포독성 T 세포(CTL)를 유도하기 위해[0005]

함께 작용하는 종양 항원 및 면역자극 분자(예를 들면, 사이토카인 또는 톨(Toll) 유사 수용체(TLR) 리간드)로

구성된다. 현재, 거의 모든 백신들이 공유된 종양 항원 또는 전체 종양 세포 제제를 포함한다(Gilboa, 1999).

공유된 종양 항원은 많은 개체들 전체에 걸쳐 종양에서 선택적으로 발현되는 면역원성 단백질이고 통상적으로

합성 펩티드 또는 재조합 단백질로서 환자에게 전달된다(Boon et al., 2006). 대조적으로, 전체 종양 세포 제제

는 자가 방사선조사된 세포, 세포 용해물, 세포 융합체, 열 충격(heat-shock) 단백질 제제 또는 총 mRNA로서 환

자에게 전달된다(Parmiani et al., 2007). 전체 종양 세포가 자가 환자로부터 단리되기 때문에, 상기 세포는 환

자 특이적 종양 항원뿐만 아니라 공유된 종양 항원도 발현한다. 마지막으로, 종양 항원의 확인에 있어서의 기술

적 어려움으로 인해 백신에서 거의 사용되지 않고 있는 제3 클래스의 종양 항원이 있다(Sensi et al. 2006). 이

클래스는 아미노산 서열을 변경시키는 종양 특이적 돌연변이를 갖는 단백질들로 구성된다. 이러한 돌연변이된

단백질은 (a) 면역계에 의한 인식 및 파괴를 위해 (비종양 세포에 비해 상대적으로) 종양을 독특하게 표시할 수

있는 잠재력(Lennerz et al., 2005); 및 (b) 중추 및 종종 말초 T 세포 내성을 피함으로써 보다 효과적인 고 결

합력(avidity) T 세포 수용체에 의해 인식될 수 있는 잠재력(Gotter et al., 2004)을 갖는다.

따라서, 종양 백신으로서 유용한 네오에피토프를 확인하는 방법에 대한 필요성이 존재한다.[0006]

발명의 내용

해결하려는 과제

본 발명은 부분적으로, 종양 특이적 T 세포 반응을 이끌어낼 수 있는 펩티드를 확인하는 방법의 발견에 관한 것[0007]

이다. 

과제의 해결 수단

한 양태에서, 본 발명은 암을 갖는 대상체의 발현된 유전자에서 종양 특이적 돌연변이를 확인함으로써 신생항원[0008]

을 확인하는 방법을 제공한다. 몇몇 양태에서, 상기 돌연변이가 점 돌연변이인 경우, 상기 방법은 상기 돌연변

이를 갖는 돌연변이 펩티드를 확인하는 단계를 추가로 포함한다. 바람직하게는, 상기 돌연변이 펩티드는 야생형

펩티드보다  더  높은  친화성으로  클래스  I  HLA  단백질에  결합하고  500  nM  미만의  IC50을  나타내고,  다른
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양태에서,  상기  돌연변이가  스플라이스  부위(splice-site),  프레임시프트(frameshift),  리드쓰루(read-

through) 또는 유전자 융합(gene-fusion) 돌연변이인 경우, 상기 방법은 상기 돌연변이에 의해 코딩된 돌연변이

폴리펩티드를 확인하는 단계를 추가로 포함한다. 바람직하게는, 상기 돌연변이 폴리펩티드는 클래스 I HLA 단백

질에 결합한다.

임의적으로, 상기 방법은 항-종양 CD8 T 세포를 활성화시키는 펩티드 또는 폴리펩티드를 선택하는 단계를 추가[0009]

로 포함한다. 

상기 돌연변이 펩티드 또는 폴리펩티드는 바람직하게는 야생형 펩티드보다 더 높은 친화성으로 클래스 I HLA 단[0010]

백질에 결합하고 500 nM 미만의 IC50을 나타낸다. 바람직하게는, 상기 펩티드 또는 폴리펩티드는 250 nM 미만의

IC50을 나타낸다. 보다 바람직하게는, 상기 펩티드 또는 폴리펩티드는 100 nM 미만의 IC50을 나타낸다. 가장 바

람직하게는, 상기 펩티드 또는 폴리펩티드는 50 nM 미만의 IC50을 나타낸다.

상기 돌연변이 펩티드는 약 8개 내지 10개 아미노산의 길이를 갖는다. 또 다른 양태에서, 상기 돌연변이 펩티드[0011]

는 약 8개 내지 50개 아미노산의 길이를 갖는다. 예를 들면, 상기 돌연변이 펩티드는 10개 초과의 아미노산, 15

개 초과의 아미노산, 20개 초과의 아미노산 또는 30개 초과의 아미노산의 길이를 갖는다. 바람직하게는, 상기

돌연변이 펩티드는 약 24개 내지 40개 아미노산의 길이를 갖는다. 

추가 양태에서, 본 발명은 본 발명의 방법에 따라 확인된 하나 이상의 펩티드 또는 폴리펩티드 및 항원보강제[0012]

(adjuvant)를 투여함으로써 대상체에서 종양 특이적 면역 반응을 유도하는 방법을 제공한다. 상기 항원보강제는

예를 들면, TLR에 기초한 항원보강제 또는 광유(mineral oil)에 기초한 항원보강제이다. 몇몇 양태에서, 상기

펩티드  또는  폴리펩티드  및  TLR에  기초한  항원보강제는  광유에  기초한  항원보강제에  의해  유화된다.

임의적으로, 상기 방법은 항-면역억제제, 예컨대, 항-CTLA-4 항체, 항-PD1 항체, 항-PD-L1 항체, 항-CD25 항체

또는 IDO의 억제제를 투여하는 단계를 추가로 포함한다. 

또 다른 양태에서, 본 발명은 본 발명의 방법에 따라 확인된 하나 이상의 펩티드 또는 폴리펩티드로 펄싱된[0013]

(pulsed) 자가 수지상세포 또는 항원제시세포를 대상체에게 투여함으로써 상기 대상체에서 종양 특이적 면역 반

응을 유도하는 방법을 제공한다. 임의적으로, 상기 방법은 항원보강제, 예를 들면, TLR에 기초한 보강제 또는

광유에 기초한 보강제를 투여하는 단계를 추가로 포함한다. 몇몇 양태에서, 상기 펩티드 또는 폴리펩티드 및

TLR에 기초한 항원보강제는 광유에 기초한 항원보강제에 의해 유화된다. 몇몇 실시양태에서, 상기 방법은 항-면

역억제제를 투여하는 단계를 추가로 포함한다. 항-면역억제제는 예를 들면, 항-CTLA-4 항체, 항-PD1 항체, 항-

PD-L1 항체, 항-CD25 항체 또는 IDO의 억제제를 포함한다.

또 다른 양태에서, 본 발명은 대상체의 발현된 유전자에서 다수의 종양 특이적 돌연변이를 확인하고, 확인된 종[0014]

양 특이적 돌연변이를 갖는 돌연변이 펩티드 또는 폴리펩티드를 확인하고, 바람직하게는 야생형 펩티드보다 높

은 친화성으로 클래스 I HLA 단백질에 결합하고 항-종양 CD8 T 세포를 활성화시킬 수 있는 하나 이상의 상기 확

인된 돌연변이 펩티드 또는 폴리펩티드를 선택하고, 상기 하나 이상의 선택된 펩티드 또는 폴리펩티드, 또는 상

기 하나 이상의 확인된 펩티드 또는 폴리펩티드로 펄싱된 자가 수지상세포 또는 항원제시세포를 상기 대상체에

게 투여함으로써 암에 대해 상기 대상체를 백신접종하거나 치료하는 방법을 제공한다. 상기 돌연변이 펩티드는

약 8개 내지 10개 아미노산의 길이를 갖는다. 또 다른 양태에서, 상기 돌연변이 펩티드는 약 8개 내지 50개 아

미노산의 길이를 갖는다. 예를 들면, 상기 돌연변이 펩티드는 10개 초과의 아미노산, 15개 초과의 아미노산, 20

개 초과의 아미노산 또는 30개 초과의 아미노산의 길이를 갖는다. 바람직하게는, 상기 돌연변이 펩티드는 약 24

개 내지 40개 아미노산의 길이를 갖는다. 

임의적으로, 상기 방법은 항원보강제, 예를 들면, TLR에 기초한 보강제 또는 광유에 기초한 보강제를 투여하는[0015]

단계를 추가로 포함한다. 몇몇 양태에서, 상기 펩티드 또는 폴리펩티드 및 TLR에 기초한 항원보강제는 광유에

기초한 항원보강제에 의해 유화된다. 몇몇 실시양태에서, 상기 방법은 항-면역억제제를 투여하는 단계를 추가로

포함한다. 항-면역억제제는 예를 들면, 항-CTLA-4 항체, 항-PD1 항체, 항-PD-L1 항체, 항-CD25 항체 또는 IDO의

억제제를 포함한다.

제22항의 방법에 있어서, 상기 대상체는 조혈모세포 이식을 받았다.[0016]

상기 대상체는 인간, 개, 고양이 또는 말이다. 상기 암은 유방암, 난소암, 전립선암, 폐암, 신장암, 위암, 결장[0017]

암, 고환암, 두경부암, 췌장암, 뇌암, 흑색종, 림프종, 예컨대, B 세포 림프종 또는 백혈병, 예컨대, 급성 골수

성 백혈병, 만성 골수성 백혈병, 만성 림프구성 백혈병 또는 T 세포 림프구성 백혈병이다.
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본 발명의 방법에 따라 확인된 펩티드 또는 폴리펩티드 및 약학적으로 허용되는 담체를 포함하는 약학 조성물도[0018]

본 발명에 포함된다.

예를 들면, 본 발명은 2종 이상의 상이한 SF3B1 펩티드를 포함하는 조성물을 제공하고, 이때 각각의 펩티드는[0019]

50개 이하의 아미노산의 길이를 갖고 야생형 SF3B1에 따라 넘버링될 때 아미노산 위치 625에서 루신을 포함하거

나, 아미노산 위치 626에서 히스티딘을 포함하거나, 아미노산 위치 700에서 글루탐산을 포함하거나, 아미노산

위치 742에서 아스파르트산을 포함하거나, 아미노산 위치 903에서 아르기닌을 포함한다. 

또한, 본 발명은 2종 이상의 상이한 MYD88 펩티드를 포함하는 조성물을 제공하고, 이때 각각의 펩티드는 50개[0020]

이하의 아미노산의 길이를 갖고 야생형 MYD88에 따라 넘버링될 때 아미노산 위치 232에서 트레오닌을 포함하거

나, 아미노산 위치 258에서 루신을 포함하거나, 아미노산 위치 265에서 프롤린을 포함한다. 

추가로, 본 발명은 2종 이상의 상이한 TP53 펩티드를 포함하는 조성물을 제공하고, 이때 각각의 펩티드는 50개[0021]

이하의  아미노산의  길이를  갖고  야생형  TP53에  따라  넘버링될  때  아미노산  위치  111에서  아르기닌을

포함하거나, 아미노산 위치 215에서 아르기닌을 포함하거나, 아미노산 위치 238에서 세린을 포함하거나, 아미노

산 위치 248에서 글루타민을 포함하거나, 아미노산 위치 255에서 페닐알라닌을 포함하거나, 아미노산 위치 273

에서 시스테인을 포함하거나, 아미노산 위치 281에서 아스파라긴을 포함한다. 

추가로, 본 발명은 2종 이상의 상이한 ATM 펩티드를 포함하는 조성물을 제공하고, 이때 각각의 펩티드는 50개[0022]

이하의 아미노산의 길이를 갖고 야생형 ATM에 따라 넘버링될 때 아미노산 위치 1252에서 페닐알라닌을 포함하거

나, 아미노산 위치 2038에서 아르기닌을 포함하거나, 아미노산 위치 2522에서 히스티딘을 포함하거나, 아미노산

위치 2954에서 시스테인을 포함한다. 

추가로, 본 발명은 2종 이상의 상이한 ABL 펩티드를 포함하는 조성물을 제공하고, 이때 각각의 펩티드는 50개[0023]

이하의 아미노산의 길이를 갖고 야생형 ABL에 따라 넘버링될 때 아미노산 위치 244에서 발린을 포함하거나, 아

미노산 위치 248에서 발린을 포함하거나, 아미노산 위치 250에서 글루탐산을 포함하거나, 아미노산 위치 250에

서 알라닌을 포함하거나, 아미노산 위치 252에서 히스티딘을 포함하거나, 아미노산 위치 252에서 아르기닌을 포

함하거나, 아미노산 위치 253에서 페닐알라닌을 포함하거나, 아미노산 위치 253에서 히스티딘을 포함하거나, 아

미노산 위치 255에서 라이신을 포함하거나, 아미노산 위치 255에서 발린을 포함하거나, 아미노산 위치 276에서

글리신을 포함하거나, 아미노산 위치 315에서 이소루신을 포함하거나, 아미노산 위치 315에서 아스파라긴을 포

함하거나, 아미노산 위치 317에서 루신을 포함하거나, 아미노산 위치 343에서 트레오닌을 포함하거나, 아미노산

위치 351에서 트레오닌을 포함하거나, 아미노산 위치 355에서 글리신을 포함하거나, 아미노산 위치 359에서 발

린을 포함하거나, 아미노산 위치 359에서 알라닌을 포함하거나, 아미노산 위치 379에서 이소루신을 포함하거나,

아미노산 위치 382에서 루신을 포함하거나, 아미노산 위치 387에서 메티오닌을 포함하거나, 아미노산 위치 396

에서 프롤린을 포함하거나, 아미노산 위치 396에서 아르기닌을 포함하거나, 아미노산 위치 417에서 티로신을 포

함하거나, 아미노산 위치 486에서 세린을 포함한다.

2종 이상의 상이한 FBXW7 펩티드를 포함하는 조성물도 본 발명에 포함되고, 이때 각각의 펩티드는 50개 이하의[0024]

아미노산의 길이를 갖고 야생형 FBXW7에 따라 넘버링될 때 아미노산 위치 280에서 루신을 포함하거나, 아미노산

위치 465에서 히스티딘을 포함하거나, 아미노산 위치 505에서 시스테인을 포함하거나, 아미노산 위치 597에서

글루탐산을 포함한다. 

추가 양태에서, 본 발명은 2종 이상의 상이한 MAPK1 펩티드를 포함하는 조성물을 제공하고, 이때 각각의 펩티드[0025]

는 50개 이하의 아미노산의 길이를 갖고 야생형 MAPK1에 따라 넘버링될 때 아미노산 위치 162에서 아스파라긴을

포함하거나, 아미노산 위치 291에서 글리신을 포함하거나, 아미노산 위치 316에서 페닐알라닌을 포함한다.

또한, 본 발명은 2종 이상의 상이한 GNB1 펩티드를 포함하는 조성물을 제공하고, 이때 각각의 펩티드는 50개 이[0026]

하의 아미노산의 길이를 갖고 야생형 GNB1에 따라 넘버링될 때 아미노산 위치 180에서 트레오닌을 포함한다.

또한, 본 발명은 50개 이하의 아미노산의 길이를 갖고 야생형 BCR-ABL에 따라 넘버링될 때 위치 255에서 라이신[0027]

을  포함하는  BCR-ABL  펩티드의  조성물을  HLA-A3  양성  대상체에게  투여하는  단계를  포함하는,  이마티닙

(imatinib) 내성 종양을 갖는 대상체를 치료하는 방법을 제공한다.

추가로, 본 발명은 BCR-ABL 돌연변이를 포함하는 하나 이상의 펩티드를 이마티닙 내성 종양을 갖는 대상체에게[0028]

투여하는 단계를 포함하는, 이마티닙 내성 종양을 갖는 대상체를 치료하는 방법을 제공하고, 이때 상기 펩티드

는 50개 이하의 아미노산의 길이를 갖고 500 nM 미만의 IC50으로 클래스 I HLA 단백질에 결합한다. 
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달리 정의되어 있지 않은 한, 본원에서 사용된 모든 기술 용어들 및 과학 용어들은 본 발명이 속하는 분야의 당[0029]

업자에 의해 통상적으로 이해되는 의미와 동일한 의미를 갖는다. 본원에 기재된 방법 및 물질과 유사하거나 동

등한 방법 및 물질이 본 발명의 실시에서 사용될 수 있지만, 적합한 방법 및 물질이 하기에 기재된다. 본원에서

언급된 모든 공개문헌들, 특허출원들, 특허들 및 다른 참고문헌들은 전체적으로 명백히 참고로 도입된다. 불일

치가 있는 경우, 정의를 포함하는 본 명세서가 우선한다. 또한, 본원에 기재된 물질, 방법 및 예는 단지 설명을

위한 것이고 한정하기 위한 것이 아니다. 

본 발명의 다른 특징 및 이점은 하기 상세한 설명 및 특허청구범위로부터 명확해질 것이고 하기 상세한 설명 및[0030]

특허청구범위에 의해 포괄된다.

도면의 간단한 설명

도 1은 종양 백신을 위해 3개 클래스의 항원을 사용한 경우 특이성과 자가면역 독성의 균형을 보여준다. 종양[0031]

세포에서 발현된 전체 단백질 항원 셋(set)이 신체 내의 다른 세포에도 존재하는 수천 개의 단백질을 포함하기

때문에 전체 종양 세포는 종양 백신을 위한 최소 특이적 항원 제제일 수 있다. 과발현된 종양 항원은 신체 내의

다른 세포에 비해 종양에서 훨씬 더 높고 더 선택적인 발현에 대해 선택되었기 때문에 다소 더 특이적이다. 그

럼에도 불구하고, 이들 항원의 발현에 대해 신체 내의 모든 세포들을 테스트하는 것은 불가능하고 다른 세포들

이 이들을 발현할 상당한 위험이 존재한다. 마지막으로, 돌연변이된 단백질은 종양 세포에만 존재하는 네오에피

토프를 발생시키고 최고 수준의 특이성을 제공한다. 

도 2는 임의의 암의 치료에 적용될 수 있는 개인별맞춤 신생항원 백신접종 방법에 대한 개략도이다. 본 발명자

들은 2개의 독특한 시나리오에서 이 방법을 적용할 가능성도 강조한다. 첫 번째 경우, 환자는 조혈모세포 이식

(HSCT)(예를 들면, CLL, CML 및 다른 백혈병에 대해 수행됨) 후 초기 기간에서 백신접종된다. 면역계가 HSCT에

의한 재구성으로 인해 전능한 상태가 되어 종양 또는 치료에 의해 유도된 숙주 면역 결함을 극복하기 때문에,

초기 HSCT 후 기간은 독특한 치료 셋팅(setting)이다. 더욱이, 림프구감소증 환경, 예컨대, 초기 HSCT 후 셋팅

에서 항상성 사이토카인의 풍부함은 T  세포의 신속한 증폭에 기여할 수 있다. 두 번째 경우, 환자는 (예를

들면, 고형 종양 또는 조혈 종양의 경우) 화학요법에의 노출에 의한 손상 전에 면역 기능이 질환의 초기 단계에

서 보다 더 온전할 수 있을 때 질환 경과의 초기에 백신접종된다. 면역계가 이들 2가지 특정 상황에서 가장 높

은 활성을 나타낼 것이기 때문에, 본 발명자들은 이들 상황이 종양 백신접종 방법을 적용할 이상적인 상황이라

고 제안한다. 

도 3은 하기 3개의 단계로 기재된 종양 네오에피토프의 확인 방법을 보여준다: (1) 서열분석 기술을 이용하여

단일 환자의 종양에 존재하되 생식세포계 DNA에는 존재하는 않는 유전자 돌연변이를 검출하는 단계; (2) 예측

알고리즘을 이용하여 돌연변이된 펩티드가 개인별 HLA 대립유전자에 결합할 잠재력을 갖는지를 예측하는 단계

(이들 예측된 펩티드는 임의적으로 적절한 HLA 단백질과의 결합에 대해 실험적으로 테스트될 수 있다. 또한, 이

들 유전자도 종양 세포에서 발현되어야 한다.); 및 (3) 생체외에서 T 세포를 발생시키고 이 T 세포가 돌연변이

된 단백질을 발현하는 세포를 인식할 수 있는지를 테스트하는 단계(대안적으로, 질량 분광계를 이용하여 종양

세포 표면 HLA 단백질로부터 용출된 단백질을 검출할 수 있음). 만성 림프구성 백혈병에 대해, 현재까지 본 발

명자들의 연구는 환자당 평균 23개의 단백질 변경 돌연변이, 46개의 예측된 결합 돌연변이 펩티드 및 15개 내지

25개의 검증된 결합 돌연변이 펩티드가 존재한다는 것을 입증하였다. 본 발명자들은 이들 중 약 7개 내지 12개

의 펩티드가 종양 세포에서 발현되고 프로세싱된다고 예상한다(물론 이것은 종양 및 환자마다 상이할 수 있음).

도 4는 잠재적 종양 네오에피토프를 발생시키는 5개 클래스의 돌연변이를 보여준다. 신규 종양 특이적 에피토프

는 미스센스(missense), 스플라이스 부위, 프레임시프트 또는 리드쓰루 점 돌연변이(적색 별표)의 결과로서 발

생될 수 있거나, 2개의 유전자(또는 동일 유전자 내에서)의 융합으로부터 발생될 수 있다. 구체적으로, 스플라

이스 부위, 프레임시프트 및 리드쓰루 돌연변이, 및 유전자 융합은 정상적으로 번역되지 않으나 돌연변이의 결

과로서 발현되고 번역되는 신규 아미노산 스트레치(stretch)(자홍색으로 표시됨)를 각각 발생시킬 수 있다. 미

스센스 돌연변이는 단일 아미노산 변화를 갖는 펩티드를 발생시킨다.

도 5는 CLL 환자에서 클래스당 돌연변이의 빈도를 보여준다. 차세대 서열분석을 일련의 7개 CLL 종양에 적용하

는 본 발명자들의 연구는 CLL 세포가 가능한 돌연변이된 펩티드의 풍부한 공급원을 제공하는 많은 돌연변이를

보유한다는 것을 보여준다. 본 발명자들은 CLL에서 비침묵(nonsilent) 유전자 변경의 총 수가 개체당 17개 내지

155개이고, 이들 중 대다수가 체세포에서 변경된 점 돌연변이(미스센스)라는 것을 관찰하였다. 4명의 환자의 종

양은 스플라이스 부위 돌연변이도 보유하였고, 3명의 환자의 경우 신규 유전자 융합체가 RNA 서열분석에 의해
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확인되었다.

도 6은 환자의 6개 HLA(MHC 클래스 I) 대립유전자 각각에 대한 펩티드(특정 미스센스 돌연변이를 보유하는 펩티

드) 결합의 자동화된 예측(도 3에서 방법의 단계 2A)으로부터 수득된 데이터를 보여준다(자홍색 = 강한 결합제;

녹색 = 중간 결합제).

도 7은 돌연변이된 유전자의 RNA 발현을 확인하는 방법(도 3에서 방법의 단계 2B)을 보여준다. A. CLL 환자 7의

경우, 본 발명자들은 예측된 HLA 결합 펩티드를 발생시키는 돌연변이된 유전자의 절반 이상이 RNA 수준에서 발

현되었다는 것을 발견하였다. B. 본 발명자들은 DNA에서 발견된 특정 돌연변이를 보유하는 발현된 RNA를 검출하

기 위해 RNA 실시간서열분석(pyrosequencing)도 이용하였다. C. 본 발명자들은 절단점 영역의 PCR-TOPO 클로닝

을 이용한 DNA 서열분석에 의해 관찰된 신규 유전자 융합체(환자 2에 대해 발견된 융합체가 도시되어 있음)를

검증할 수 있다. 

도 8은 HLA-펩티드 결합의 실험적 검증을 위한 방법 및 데이터(도 3에서 방법의 단계 2C)를 보여준다. A. 특정

HLA 대립유전자에 결합하는 펩티드의 실험적 검증을 위한 개략도. B. 환자 1 및 2에서 확인된 후보 돌연변이된

펩티드의 요약. 음영으로 표시된 칸은 분석이 진행되고 있음을 표시한다. C. 환자 2에 대한 유전자 변경(미스센

스 돌연변이 또는 유전자 융합)으로부터 발생된 펩티드의 예측된 결합 친화성 대 실험적으로 검증된 결합 친화

성에 대한 데이터. 120 nM 미만의 IC50의 예측 컷오프(좌측에 있는 수직 직선)는 클래스 I HLA와의 실험적 결합

을 보이는 모든 펩티드들을 제공하였다. 

도 9는 HLA 대립유전자와의 결합에 있어서 돌연변이된 펩티드 대 생식세포계 펩티드(즉, 모 펩티드, 야생형 펩

티드 또는 정상 펩티드로도 지칭됨)의 예측된 차이를 보여준다. 환자 2의 25개의 예측된 HLA 결합 돌연변이된

펩티드들 중 12개의 돌연변이된 펩티드들이 모 펩티드보다 2배 초과의 더 높은 결합(컷오프 = 적색 점선)을 갖

는다. 이것은 돌연변이된 펩티드의 특이성을 추가로 증가시킨다. 돌연변이된 펩티드는 하기 2가지 이유로 특이

적 펩티드이다: 첫째, 돌연변이된 펩티드를 인식하는 T 세포 수용체의 대다수가 야생형 모 펩티드를 검출하지

않을 것이고; 둘째, 돌연변이된 펩티드들 중 몇몇 펩티드들은 모 펩티드보다 더 높은 친화성으로 HLA에 결합할

수 있다. 첫 번째 성질은 컴퓨터에 의해 예측될 수 없기 때문에, 본 발명자들은 두 번째 성질을 예측하고 야생

형 펩티드에 비해 상대적으로 더 높은 HLA와의 결합을 보이는 돌연변이된 펩티드만을 백신에 포함시키기 위해

선택하는 것에 초점을 맞출 것이다. 

도 10은 후보 개별 CLL 네오에피토프에 대한 T 세포 반응성을 보여준다(도 3에서 방법의 단계 3). 본 발명자들

은 (엘리스폿(Elispot)  분석을 이용하였을 때) 치료 1일 후 환자로부터 단리된 T  세포가 특이적 돌연변이된

TLK2 펩티드(펩티드 #7)를 검출할 수 있다는 것을 관찰하였다. 

도 11은 BCR-ABL 돌연변이가 HLA-A 및 HLA-B 대립유전자에 결합할 것으로 예측된 많은 펩티드를 발생시킨다는

것을 보여준다. 본 발명자들은 NetMHC 예측 알고리즘(Nielsen et al. PLoS One. 2007, 2(8):e796)을 적용함으

로써 8개의 공통된 HLA-A 및 HLA-B 대립유전자에 결합할 잠재력을 갖는, BCR-ABL 돌연변이로부터 발생된 펩티드

를 예측하였다. 가장 공통된 BCR-ABL 돌연변이들이 감소하는 빈도에 따라 (좌측에서 우측으로) 정렬되어 있고,

다양한 클래스 I MHC 결합 펩티드의 예측된 IC50이 표시되어 있다. 전체적으로, 본 발명자들은 광범위한 HLA 대

립유전자들 전체에 걸쳐 1000 nM 미만의 IC50으로서 정의된 우수한 친화성으로 결합할 84개의 펩티드들을 예측하

였다. 예측된 84개의 모든 펩티드들 중 24개(29%)의 펩티드들이 50 nM 미만의 IC50을 나타내는 강한 결합제인 것

으로 예측되었다. 42개(50%)의 펩티드들은 50 nM 내지 500 nM의 IC50으로서 정의된 친화성을 나타내는 중간 결합

제이었다. 18개(21%)의 펩티드들은 500 nM 내지 1000 nM의 IC50으로서 정의된 친화성을 나타내는 약한 결합제이

었다. 

도 12는 E255K 돌연변이를 보유하는 BCR-ABL 펩티드가 HLA 단백질에 결합하고 CML 환자에 존재하는 특정 다기능

성 T 세포와 관련되어 있다는 것을 보여준다. A. E255K-B(및 모 펩티드)와 HLA A3 및 수퍼타입(supertype) 구성

원의 실험적으로 유도된 결합 점수. B. 본 발명자들은 HSCT 후 HLAA3+ E255K+ 환자로부터 증폭된 CD8+ T 세포에

서 E255K-B(MUT) 펩티드, 및 E255K 미니유전자(minigene)(MG)를 발현하는 A3+ 발현 APC에 대한 IFNγ 분비를

검출하였다. 이 반응은 클래스 I 차단 항체(w6/32)의 존재 하에서 제거되었다. C. IFNγ 분비 세포는 돌연변이

된 펩티드에 대해 사량체+ 반응도 보였고, (루미넥스(Luminex) 분석에 기초할 때) IP10, TNFα 및 GM-CSF를 분

비하는 다기능성 세포이었다(D). 

도 13은 환자로부터 유래된 T 세포 클론이 종양 특이적 에피토프를 인식할 수 있고 이들 에피토프를 제시하는
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세포를 사멸시킬 수 있다는 것을 보여준다. A. CML66의 CD8+ T 세포 에피토프(펩티드 66-72C)에 대한 반응성이

HLA B-4403에 의해 제한된다. B. CML66 mRNA는 CD40L 증폭된 B 세포 내로 효율적으로 핵감염될 수 있다. C.

CML66 특이적 CD8+ T 세포는 RNA 핵감염 또는 펩티드 펄스에 의해 CML66을 발현하는 CD40L B 세포에 대한 세포

독성을 나타내지만 대조군 표적에 대해서는 세포독성을 나타내지 않는다. 

도 14는 CLL에서 유의하게 돌연변이된 유전자를 보여준다. A. 64개의 CLL 샘플들에서 9개의 가장 유의하게 돌연

변이된 유전자들. N - 64개의 서열분석된 샘플들 전체에 걸쳐 총 포함된 영역(염기쌍으로 표시됨), p 값 및 q

값은 관찰된 돌연변이 군을 볼 확률을 데이터셋 전체에 걸쳐 계산된 배경 돌연변이 비율과 비교함으로써 계산되

었다. 적색 막대 - CLL에서 돌연변이되는 것으로 종래 공지되어 있지 않은 유전자; 회색 막대 - CLL에서의 돌연

변이가 종래 보고되어 있는 유전자. B. 문헌 또는 COSMIC 데이터베이스에서 종래 보고된 돌연변이와 비교된, 64

개의 CLL 샘플들(CLL 샘플들에서 위치 및 돌연변이가 유전자 위에 표시되어 있음) 사이에서 발견된 ATM, SF3B1,

TP53, MYD88, FBXW7, DDX3X, MAPK1 및 GNB1에서의 돌연변이의 유형(미스센스, 스플라이스 부위, 넌센스) 및 위

치(유전자 아래의 선은 돌연변이의 위치를 보여줌).

도  15는  SF3B1이  CLL  샘플에서  발현되고(그래프에서  7번째  칸)  PBMC,  M(단핵구)  및  CC(암세포주)(K562,

Jurkat, IM9, MCF-7, Hela, Ovcar, RPMI, OTM, MCF-CAR, KM12BM 및 MM1S를 포함함)를 포함하는 많은 대조군 세

포에서의 발현보다 더 높은 발현을 보인다는 것을 보여준다. 

도 16은 SF3B1 돌연변이가 환자 특이적 HLA 대립유전자에 결합할 것으로 예측되는 펩티드를 발생시킨다는 것을

보여준다.  예를  들면,  공통된  SF3B1  K700E  돌연변이를  포함하는  펩티드는  HLA에  강하게  결합할  것으로

예측된다.

발명을 실시하기 위한 구체적인 내용

치유적 및 종양 특이적 면역요법을 개발하는 데 있어서 핵심적인 장벽 중 하나는 자가면역을 피하는 고도로 제[0032]

한된 종양 항원의 확인 및 선택이다. 악성 세포 내에서의 유전적 변화의 결과로서 발생하는 종양 신생항원은 가

장 종양 특이적인 클래스의 항원을 대표한다. 신생항원은 이의 확인에 있어서의 기술적 어려움으로 인해 백신에

서 거의 사용되지 않는다. 종양 특이적 네오에피토프를 확인하는 본 발명자들의 방법은 3개의 단계를 포함한다.

(1) 각각의 환자로부터의 종양 샘플 대 매칭된 생식세포계 샘플의 전체 게놈 또는 전체 엑솜(exome)(즉, 포획된

엑손만), 또는 RNA 서열분석을 이용하여 DNA 돌연변이를 확인하는 단계; (2) 검증된 펩티드-MHC 결합 예측 알고

리즘을 적용하여 환자 HLA 대립유전자에 결합할 수 있고 종양에 존재하는 비침묵 돌연변이에 기초한 후보 T 세

포 에피토프 셋을 발생시키는 단계; 및 (3) 임의적으로, 돌연변이된 펩티드에 대한 항원 특이적 T 세포를 입증

하거나 후보 펩티드가 종양 표면 상의 HLA 단백질에 결합한다는 것을 입증하는 단계.

따라서, 본 발명은 항원의 T 세포 에피토프를 확인하고/하거나 검출하는 방법에 관한 것이다. 구체적으로, 본[0033]

발명은 대상체에서 종양 특이적 면역 반응을 유도하는 데에 유용한 종양 특이적 신생항원을 확인하고/하거나 검

출하는 방법을 제공한다. 

구체적으로, 본 발명은 대상체의 게놈에서 다수의 종양 특이적 돌연변이를 확인함으로써 대상체를 백신접종하거[0034]

나 치료하는 방법을 제공한다. 확인된 돌연변이를 갖고 클래스 I HLA 단백질에 결합하는 돌연변이 펩티드 및 폴

리펩티드가 선택된다. 임의적으로, 이들 펩티드 및 폴리펩티드는 야생형 펩티드보다 더 높은 친화성으로 클래스

I HLA 단백질에 결합하고/하거나 항-종양 CD8 T 세포를 활성화시킬 수 있다. 이들 펩티드는 대상체에게 투여된

다. 대안적으로, 상기 펩티드로 펄싱된 자가 항원제시세포가 투여된다. 

종양의 면역 조절에 있어서 돌연변이된 항원 또는 네오에피토프의 중요성은 하기 (a) 내지 (d)를 보여주는 중대[0035]

한 연구에서 인식되었다: (a) 마우스 및 인간은 종종 돌연변이된 항원에 대한 T 세포 반응을 개시하고(Parmiani

et al., 2007; Sensi and Anichini, 2006); (b) 마우스는 종양에 존재하는 단일 돌연변이된 펩티드를 사용한

면역화에 의해 종양으로부터 보호될 수 있고((Mandelboim et al., 1995); (c) 자연발생적 또는 백신 매개 장기

간 흑색종 생존자는 돌연변이된 항원에 대한 강한 기억 세포독성 T 세포(CTL) 반응을 개시하고(Huang et al.,

2004; Lennerz et al., 2005; Zhou et al., 2005a); (d) 마지막으로, 소포성 림프종 환자는 자가 종양 세포에

존재하는 환자 특이적 돌연변이된 면역글로불린 단백질에 의해 면역화된 경우 분자 관해(molecular remission)

를 보인다(Baskar et al., 2004). 나아가, 이들 환자에서 CTL 반응은 상기 면역글로불린 단백질의 공유된 영역

보다 돌연변이된 영역으로 편향된다. 또한, 이러한 돌연변이된 펩티드는 (a) 면역계에 의한 인식 및 파괴를 위

해 종양을 독특하게 표시하여 자가면역에 대한 위험을 감소시킬 수 있는 잠재력; 및 (b) 중추 및 말초 T 세포

내성을 피하여 상기 항원이 보다 효과적인 고 결합력 T 세포 수용체에 의해 인식될 수 있게 하는 잠재력을 갖는
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다(도 1).

임의의  특정  유전자에서의  동일한  돌연변이는  종양  전체에  걸쳐  거의  발견되지  않는다(가장  공통된  발암[0036]

(driver) 돌연변이의 경우조차도 낮은 빈도로 존재함). 따라서, 본 발명의 방법은 환자 특이적 종양 돌연변이를

포괄적으로 확인할 것이다. 본 발명의 방법은 고도 병렬(highly parallel) 서열분석 기술, HLA-펩티드 결합 예

측 수단 및 생화학적 분석을 이용함으로써 하기 (1) 내지 (3)을 가능하게 할 것이다: (1) 발현되어 환자의 종양

에 존재하는 HLA 단백질에 결합하는 돌연변이된 펩티드의 포괄적인 확인; (2) 이들 확인된 네오에피토프에 대한

암 환자의 천연 면역 반응의 모니터링; 및 (3) 환자의 HLA 단백질과 관련된 이들 펩티드를 인식하는 세포독성 T

세포가 생체외에서 자가 종양 세포를 선택적으로 용해시킬 수 있는지의 확인. 이 방법은 암 환자의 면역계가 종

양 네오에피토프와 어떻게 상호작용하는지에 대한 여러 기본적인 의문을 해결한다. 이들 의문은 하기 의문을 포

함한다: 어떤 종양 네오에피토프가 어느 정도의 분율로 T 세포에 의해 검출되는지, 얼마나 많은 T 세포 전구체

가 네오에피토프에 반응할 수 있는지, 순환계 및 종양에서 네오에피토프 특이적 기억 및 이펙터 T 세포가 어느

정도의 빈도로 존재하는지, T 세포가 이들 에피토프에 대해 얼마나 높은 결합력을 나타내는지, 및 네오에피토프

특이적 T 세포가 작용하는지. 이들 의문에 대한 해답은 인간 백신에서의 종양 네오에피토프의 사용에 대한 근거

및 방법 둘 다를 제공한다.

인간의 면역계는 2개의 기능적 서브시스템, 즉 선천성 면역계 및 후천성 면역계으로 분류될 수 있다. 선천성 면[0037]

역계는 감염에 대한 방어의 제1선이고, 대다수의 잠재적 병원체들이 예를 들면, 인식가능한 감염을 야기할 수

있기 전에 신속히 중화된다. 후천성 면역계는 침입 유기체의 분자 구조체(항원으로 지칭됨)에 반응한다. 2가지

유형의 후천성 면역 반응, 즉 체액성 면역 반응 및 세포 매개 면역 반응이 존재한다. 체액성 면역 반응에서, B

세포에 의해 체액 내로 분비되는 항체는 병원체로부터 유래된 항원에 결합하여 다양한 기작, 예를 들면, 보체

매개 용해를 통해 상기 병원체를 제거한다. 세포 매개 면역 반응에서, 다른 세포를 파괴할 수 있는 T 세포가 활

성화된다. 예를 들면, 질환과 관련된 단백질이 세포에 존재하는 경우, 이 단백질은 세포 내에서 단백질분해에

의해 펩티드로 단편화된다. 그 다음, 특정 세포 단백질이 그 자신을 이러한 방식으로 형성된 항원 또는 펩티드

에 부착시켜 이 항원 또는 펩티드를 세포의 표면으로 수송하고, 이 표면에서 상기 항원 또는 펩티드가 신체 내

의 분자 방어 기작, 특히 T 세포에 제시된다. 세포독성 T 세포는 이들 항원을 인식하여 상기 항원을 보유하는

세포를 사멸시킨다. 

펩티드를 세포 표면 상으로 수송하여 상기 세포 표면 상에 제시하는 분자는 주조직적합성 복합체(MHC)의 단백질[0038]

로서 지칭된다. MHC 단백질은 클래스 I의 MHC 단백질과 클래스 II의 MHC 단백질로 분류된다. 2개의 MHC 클래스

의 단백질들의 구조는 매우 유사하나, 이들은 이들의 기능에 있어서 매우 상당히 상이하다. MHC 클래스 I의 단

백질은 대다수의 종양 세포를 포함하는 신체 내의 거의 모든 세포들의 표면 상에서 존재한다. MHC 클래스 I의

단백질들은 통상적으로 내인성 단백질로부터 유래되거나 세포 내부에 존재하는 병원체로부터 유래된 항원으로

로딩된 후 세포독성 T 림프구(CTL)로 제시된다. 클래스 II의 MHC 단백질은 수지상세포, B 림프구, 대식세포 및

다른 항원제시세포 상에만 존재한다. 이들은 주로 외부 항원 공급원, 즉 세포의 외부에 있는 항원 공급원으로부

터 프로세싱된 펩티드를 T 헬퍼(Th) 세포에 제시한다. 클래스 I의 MHC 단백질에 의해 결합된 펩티드의 대다수가

건강한 숙주 유기체 자체에서 생성된 세포질 단백질로부터 유래되고 정상적으로 면역 반응을 자극하지 않는다.

따라서, 클래스 I의 이러한 자가 펩티드 제시 MHC 분자를 인식하는 세포독성 T 림프구는 흉선에서 결실되거나

흉선으로부터 방출된 후 결실되거나 불활성화된다(즉, 내성화된다(tolerized)). MHC 분자는 이 분자가 펩티드를

비내성화된 세포독성 T 림프구에 제시한 경우 면역 반응을 자극할 수 있을 뿐이다. 세포독성 T 림프구는 그의

표면 상에서 T 세포 수용체(TCR) 및 CD8 분자 둘 다를 갖는다. T 세포 수용체는 MHC 클래스 I의 분자와 함께 복

합체를 형성한 펩티드를 인식하고 이 펩티드에 결합할 수 있다. 각각의 세포독성 T 림프구는 특정 MHC/펩티드

복합체에 결합할 수 있는 독특한 T 세포 수용체를 발현한다. 

펩티드는 세포 표면 상으로 제시되기 전에 소포체(endoplasmic reticulum) 내에서 경쟁적 친화성 결합을 통해[0039]

그 자신을 MHC 클래스 I의 분자에 부착시킨다. 여기서, 개별 펩티드의 친화성은 그의 아미노산 서열, 및 이 아

미노산 서열 내의 한정된 위치에서 특이적 결합 모티프의 존재와 직접적으로 관련되어 있다. 예를 들면, 이러한

펩티드의 서열이 공지되어 있는 경우, 예를 들면, 펩티드 백신을 사용하여 병든 세포에 대한 면역계를 조작할

수 있다. 

컴퓨터 알고리즘을 이용하여 잠재적 T 세포 에피토프, 즉 펩티드 제시 결합체의 형태로 클래스 I 또는 클래스[0040]

II의 MHC 분자에 의해 결합된 후 이 형태로 T 림프구의 T 세포 수용체에 의해 인식되는 펩티드 서열을 예측할

수 있다. 현재, 특히 2개의 프로그램, 즉 SYFPEITHI(Rammensee et al., Immunogenetics, 50 (1999), 213-219)

및 HLA_BIND(Parker et al., J. Immunol., 152 (1994), 163-175)가 이용된다. 그 다음, 이 방식으로 확인된 펩
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티드 서열로서, 클래스 I의 MHC 분자에 잠재적으로 결합할 수 있는 펩티드 서열은 그의 실제 결합 능력에 대해

시험관내에서 조사되어야 한다. 

본 발명의 기술적 목적은 종양 세포에 존재하는 잠재적 T 세포 에피토프를 확인하고 스크리닝하는 개선된 방법[0041]

을 제공하는 것이고, 이 방법은 많은 수의 펩티드 서열들을 특정 MHC 분자에 결합하는 그들의 능력에 대해 동시

적으로 신속하게 조사할 수 있게 한다. 

본 발명에서, 본 발명의 기초가 되는 상기 기술적 목적은 종양에 존재하나 정상 조직에는 존재하지 않는 돌연변[0042]

이된 항원을 확인하고/하거나 검출하는 방법을 제공함으로써 달성된다. 상기 방법은 암 환자 게놈의 전체 코딩

부분의 대규모 병렬 게놈 서열분석을 이용하여 종양에서 특정 돌연변이된 유전자를 확인한다. 돌연변이 펩티드

를 야생형 펩티드보다 HLA에 더 강하게 결합하여 종양 특이성을 부여할 잠재력을 갖는 돌연변이 펩티드로 좁히

기 위해, 잘 확립된 알고리즘이 각각의 환자의 6개의 독특한 클래스 I HLA 대립유전자들 중 임의의 HLA 대립유

전자에 결합하는 펩티드를 예측하는 데에 이용될 것이고, 종양 특이적 돌연변이 잔기를 갖는 모든 9머 또는 10

머 펩티드들 대 생식세포계 잔기를 갖는 모든 9머 또는 10머 펩티드들에 대한 예측된 IC50이 계산될 것이다. 전

형적으로, 50 nM 미만의 예측된 IC50을 나타내는 펩티드는 일반적으로 중간 친화성 내지 고 친화성 결합 펩티드

로서 간주되고 HLA 결합의 생화학적 분석을 이용하여 그들의 친화성을 실험적으로 테스트하기 위해 선택될 것이

다. 마지막으로, 인간 면역계가 이들 돌연변이된 종양 항원에 대한 효과적인 면역 반응을 개시하여 정상 세포를

사멸시키지 않으면서 종양 세포를 효과적으로 사멸시킬 수 있는지가 확인될 것이다. 

정의[0043]

"T 세포 에피토프"는 펩티드 제시 MHC 분자 또는 MHC 복합체의 형태로 클래스 I 또는 II의 MHC 분자에 의해 결[0044]

합된 후 이 형태로 각각 세포독성 T 림프구 또는 T 헬퍼 세포에 의해 인식되고 결합될 수 있는 펩티드 서열을

의미하는 것으로서 이해되어야 한다. 

"수용체"는 리간드에 결합할 수 있는 생물학적 분자 또는 분자 기를 의미하는 것으로서 이해되어야 한다. 수용[0045]

체는 세포, 세포 형성 또는 유기체에서 정보를 전달하는 데에 기여할 수 있다. 수용체는 하나 이상의 수용체 유

닛, 바람직하게는 2개의 수용체 유닛을 포함하고, 이때 각각의 수용체 유닛은 단백질 분자, 특히 당단백질 분자

로 구성될 수 있다. 수용체는 리간드의 구조에 상보적인 구조를 갖고 결합 파트너로서 리간드와 함께 복합체를

형성할 수 있다. 정보는 특히 세포 표면 상에서의 리간드의 복합체 형성 후 수용체의 입체구조적 변화에 의해

전달된다. 본 발명에 따르면, 수용체는 특히 리간드, 특히 적합한 길이의 펩티드 또는 펩티드 단편과 함께 수용

체/리간드 복합체를 형성할 수 있는 MHC 클래스 I 및 II의 단백질을 의미하는 것으로서 이해되어야 한다. 

"리간드"는 수용체의 구조에 상보적인 구조를 갖고 이 수용체와 함께 복합체를 형성할 수 있는 분자를 의미하는[0046]

것으로서 이해되어야 한다. 본 발명에 따르면, 리간드는 특히 그의 아미노산 서열에 있어서 적합한 길이 및 적

합한 결합 모티프를 가짐으로써 MHC 클래스 I 또는 MHC 클래스 II의 단백질과 함께 복합체를 형성할 수 있는 펩

티드 또는 펩티드 단편을 의미하는 것으로서 이해되어야 한다. 

또한, "수용체/리간드 복합체"는 "수용체/펩티드 복합체" 또는 "수용체/펩티드 단편 복합체", 특히 클래스 I 또[0047]

는 클래스 II의 펩티드 또는 펩티드 단편 제시 MHC 분자를 의미하는 것으로서 이해되어야 한다. 

"주조직적합성 복합체(MHC)의 단백질 또는 분자", "MHC 분자", "MHC 단백질" 또는 "HLA 단백질"은 특히 단백질[0048]

항원의 단백질분해 절단으로부터 발생되어 잠재적 T 세포 에피토프를 나타내는 펩티드에 결합하여 이 펩티드를

세포 표면으로 수송하고 세포 표면에서 상기 펩티드를 특정 세포, 특히 세포독성 T 림프구 또는 T 헬퍼 세포에

제시할 수 있는 단백질을 의미하는 것으로서 이해되어야 한다. 게놈에서 주조직적합성 복합체는 세포 표면 상에

서 발현되어 내인성 항원 및/또는 외래 항원에 결합하고 이 항원을 제시함으로써 면역학적 과정을 조절하는 데

있어서 중요한 유전자 생성물을 코딩하는 유전적 영역을 포함한다. 주조직적합성 복합체는 상이한 단백질, 즉

MHC 클래스 I의 분자 및 MHC 클래스 II의 분자를 코딩하는 2개의 유전자 군으로 분류된다. 상기 2개의 MHC 클래

스의 분자들은 상이한 항원 공급원에 대해 전문화되어 있다. MHC 클래스 I의 분자는 내인적으로 합성된 항원,

예를 들면, 바이러스 단백질 및 종양 항원을 제시한다. MHC 클래스 II의 분자는 외인성 공급원, 예를 들면, 박

테리아 생성물로부터 유래된 단백질 항원을 제시한다. 상기 2개의 MHC 클래스의 세포생물학 및 발현 패턴은 이

들의 상이한 역할에 맞게 조절된다. 

클래스 I의 MHC 분자는 중쇄 및 경쇄로 구성되고 약 8개 내지 11개의 아미노산, 통상적으로 9개 또는 10개의 아[0049]

미노산으로 구성된 펩티드(이 펩티드가 적합한 결합 모티프를 갖는 경우)에 결합하여 이 펩티드를 세포독성 T
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림프구에 제시할 수 있다. 클래스 I의 MHC 분자에 의해 결합된 펩티드는 내인성 단백질 항원으로부터 유래된다.

클래스 I의 MHC 분자의 중쇄는 바람직하게는 HLA-A, HLA-B 또는 HLA-C 단량체이고, 경쇄는 β-2-마이크로글로불

린이다. 

클래스 II의 MHC 분자는 α 쇄 및 β 쇄로 구성되어 있고 약 15개 내지 24개의 아미노산으로 구성된 펩티드(이[0050]

펩티드가 적합한 결합 모티프를 갖는 경우)에 결합하여 이 펩티드를 T 헬퍼 세포에 제시할 수 있다. 클래스 II

의 MHC 분자에 의해 결합된 펩티드는 통상적으로 외인성 단백질 항원의 세포외 부분으로부터 유래된다. α 쇄

및 β 쇄는 특히 HLA-DR, HLA-DQ 및 HLA-DP 단량체이다.

"백신"은 질환의 예방 및/또는 치료를 위해 면역을 발생시키는 조성물을 의미하는 것으로서 이해되어야 한다.[0051]

따라서, 백신은 항원을 포함하는 약제이고 백신접종을 통해 특이적 방어 및 보호 물질을 발생시키기 위해 인간

또는 동물에서 사용된다. 

"단리된"은 폴리뉴클레오티드 또는 폴리펩티드, 또는 이의 단편, 변이체 또는 유도체가 이것과 천연적으로 회합[0052]

되어 있는 다른 생물학적 물질로부터 본질적으로 제거되어 있거나, 예를 들면, 본 발명의 폴리펩티드를 발현하

도록 유전적으로 조작된 재조합 숙주 세포로부터 유래된 다른 생물학적 물질을 본질적으로 포함하지 않는다는

것을 의미한다.

"신생항원"은 발현된 단백질 내의 종양 특이적 돌연변이로부터 발생된 한 클래스의 종양 항원을 의미한다. [0053]

"정제된"은 폴리뉴클레오티드 또는 폴리펩티드, 또는 이의 단편, 변이체 또는 유도체가 이것과 천연적으로 회합[0054]

되어 있는 다른 생물학적 물질을 실질적으로 포함하지 않거나, 예를 들면, 본 발명의 폴리펩티드를 발현하도록

유전적으로 조작된 재조합 숙주 세포로부터 유래된 다른 생물학적 물질을 실질적으로 포함하지 않는다는 것을

의미한다. 즉, 예를 들면, 본 발명의 정제된 폴리펩티드는 약 70% 내지 100% 이상의 순도를 갖는 폴리펩티드이

다(즉, 상기 폴리펩티드는 조성물에 존재하고, 이때 이 폴리펩티드가 총 조성물의 약 70 중량% 내지 100 중량%

를 차지한다). 몇몇 실시양태에서, 본 발명의 정제된 폴리펩티드는 약 75 중량% 내지 99 중량%의 순도, 약 80

중량% 내지 99 중량%의 순도, 약 90 중량% 내지 99 중량%의 순도 또는 약 95 중량% 내지 99 중량%의 순도를 갖

는다.

종양 특이적 돌연변이의 확인[0055]

본 발명은 일부 돌연변이(예를 들면, 암세포에 존재하는 변이체 또는 대립유전자)의 확인에 기초한다. 구체적으[0056]

로, 이들 돌연변이는 암을 갖는 대상체의 암세포의 게놈에 존재하나 상기 대상체의 정상 조직에는 존재하지 않

는다. 

종양 내의 유전적 돌연변이는 이들 돌연변이가 종양에서만 단백질의 아미노산 서열의 변화를 유발하는 경우 종[0057]

양의 면역학적 표적화에 유용한 것으로 간주될 것이다. 유용한 돌연변이는 하기 (1) 내지 (5)의 돌연변이를 포

함한다: (1) 단백질에서 상이한 아미노산을 유발하는 비동질(nonsynonymous) 돌연변이; (2) 정지 코돈이 변형되

거나  결실되어  C  말단에서  신규  종양  특이적  서열을  갖는  보다  긴  단백질의  번역을  유발하는  리드쓰루

돌연변이; (3) 인트론을 성숙 mRNA 내에 포함시켜 독특한 종양 특이적 단백질 서열을 유발하는 스플라이스 부위

돌연변이; (4) 2개의 단백질의 연접부(junction)에서 종양 특이적 서열을 갖는 키메라 단백질을 발생시키는 염

색체 재배열(즉, 유전자 융합); 및 (5) 신규 종양 특이적 단백질 서열을 갖는 신규 개방 판독 프레임을 유발하

는 프레임시프트 돌연변이 또는 결실.

종양 세포에서 예를 들면, 스플라이스 부위, 프레임시프트, 리드쓰루 또는 유전자 융합 돌연변이로부터 발생된[0058]

돌연변이된 펩티드 또는 돌연변이된 폴리펩티드는 종양 세포 대 정상 세포에서 DNA, RNA 또는 단백질을 서열분

석함으로써 확인될 수 있다.

종래 확인된 종양 특이적 돌연변이를 포함하는 펩티드도 본 발명의 범위 내에 있다. 공지된 종양 돌연변이는 웹[0059]

사이트(http://www.sanger.ac.uk/cosmic)에서 발견될 수 있다.

다양한 방법들을 이용하여 개체의 DNA 또는 RNA에서 특정 돌연변이 또는 대립유전자의 존재를 검출할 수 있다.[0060]

이 분야에서의 진보는 정확하고 용이하고 저렴한 대규모 SNP 유전형분석(genotyping)을 제공하였다. 가장 최근

에, 예를 들면, 동적 대립유전자 특이적 혼성화(DASH), 마이크로플레이트 어레이 대각선 겔 전기영동(MADGE),

실시간서열분석, 올리고뉴클레오티드 특이적 결찰(ligation), 택만(TaqMan) 시스템 및 다양한 DNA "칩" 기술,

예컨대, 아피메트릭스(Affymetrix) SNP 칩을 포함하는 여러 신규 기법들이 기재되어 있다. 이들 방법은 전형적

으로 PCR에 의한 표적 유전적 영역의 증폭을 필요로 한다. 침윤성 절단에 의한 신호 소분자의 발생 후 질량 분
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광측정 또는 고정된 자물쇠(padloc) 프로브 및 회전 환(rolling-circle) 증폭에 기초한 다른 새로 개발된 방법

들이 궁극적으로 PCR에 대한 필요성을 제거할 것이다. 특정 단일 뉴클레오티드 다형성을 검출하는, 당업계에서

공지된 여러 방법들이 하기에 요약되어 있다. 본 발명의 방법은 모든 이용가능한 방법들을 포함하는 것으로 이

해된다. 

PCR에 기초한 검출 수단은 다수의 마커의 동시적인 다중 증폭을 포함할 수 있다. 예를 들면, 크기에서 중첩되지[0061]

않고 동시적으로 분석될 수 있는 PCR 생성물들을 발생시키기 위해 PCR 프라이머를 선택하는 것은 당업계에서 잘

공지되어 있다. 대안적으로, 차등적으로 표지되어 있어 차등적으로 검출될 수 있는 프라이머들을 사용하여 상이

한 마커들을 증폭시킬 수 있다. 물론, 혼성화에 기초한 검출 수단은 한 샘플에서 다수의 PCR 생성물들의 차등적

검출을 가능하게 한다. 다수의 마커의 다중 분석을 가능하게 하는 다른 기법들은 당업계에서 공지되어 있다. 

게놈 DNA 또는 세포 RNA 내의 단일 뉴클레오티드 다형성의 분석을 용이하게 하는 여러 방법들이 개발되었다. 한[0062]

실시양태에서, 단일 염기 다형성을 예를 들면, 문디 씨 알(Mundy, C. R.)(미국 특허 제4,656,127호)에 개시된

바와 같이 전문화된엑소뉴클레아제(exonuclease) 내성 뉴클레오티드를 사용하여 검출할 수 있다. 상기 방법에

따르면, 다형성 부위의 3' 말단에 바로 인접한 대립유전자 서열에 상보적인 프라이머를 특정 동물 또는 인간으

로부터 수득된 표적 분자에 혼성화시킨다. 표적 분자 상의 상기 다형성 부위가 존재하는 특정 엑소뉴클레아제

내성 뉴클레오티드 유도체에 상보적인 뉴클레오티드를 포함하는 경우, 상기 유도체는 혼성화된 프라이머의 말단

에 도입될 것이다. 이러한 도입은 상기 프라이머가 엑소뉴클레아제에 대한 내성을 나타내게 함으로써 그의 검출

을 허용한다. 샘플의 엑소뉴클레아제 내성 유도체의 본질(identity)이 공지되어 있기 때문에, 상기 프라이머가

엑소뉴클레아제에 대한 내성을 나타내게 된다는 발견은 표적 분자의 다형성 부위에 존재하는 뉴클레오티드가 반

응에 사용된 뉴클레오티드 유도체에 상보적이었다는 것을 암시한다. 이 방법은 다량의 외래 서열 데이터의 확인

을 필요로 하지 않는다는 이점을 갖는다.

본 발명의 또 다른 실시양태에서, 용액에 기초한 방법을 이용하여 다형성 부위의 뉴클레오티드의 본질을 확인한[0063]

다(코헨 디 등(Cohen, D. et al.)의 프랑스 특허 제2,650,840호 및 PCT 출원 공보 제WO 91/02087호). 미국 특

허 제4,656,127호의 문디 방법에서와 같이, 다형성 부위의 3' 말단에 바로 인접한 대립유전자 서열에 상보적인

프라이머를 사용한다. 상기 방법은 다형성 부위의 뉴클레오티드에 상보적인 경우 상기 프라이머의 말단에 도입

되게 될 표지된 디데옥시뉴클레오티드 유도체를 사용하여 상기 부위의 뉴클레오티드의 본질을 확인한다.

유전적 비트(Bit) 분석 또는 GBA
®
로서 공지된 대안적 방법이 고엘렛 피 등(Goelet, P. et al.)(PCT 출원 공보[0064]

제WO 92/15712호)에 의해 기재되어 있다. 상기 고엘렛 피 등의 방법은 표지된 종결자(terminator)와, 다형성 부

위의 3' 말단에 인접한 서열에 상보적인 프라이머의 혼합물을 사용한다. 따라서, 도입되는 표지된 종결자는 평

가될 표적 분자의 다형성 부위에 존재하는 뉴클레오티드에 의해 확인되고 이 뉴클레오티드에 상보적이다. 코헨

등(Cohen et al.)(프랑스 특허 제2,650,840호 및 PCT 출원 공보 제WO 91/02087호)의 방법과 대조적으로, 고엘

렛 피 등의 방법은 바람직하게는 프라이머 또는 표적 분자가 고체상에 고정되어 있는 이종상 분석이다. 

최근에, DNA 내의 다형성 부위를 분석하기 위해 여러 프라이머에 의해 안내된(guided) 뉴클레오티드 도입 절차[0065]

가 기재되었다(Komher, J. S. et al., Nucl. Acids. Res. 17:7779-7784 (1989); Sokolov, B. P., Nucl. Acids

Res. 18:3671 (1990); Syvanen, A.-C, et al., Genomics 8:684-692 (1990); Kuppuswamy, M. N. et al., Proc.

Natl. Acad. Sci. (U.S.A.) 88: 1143-1147 (1991); Prezant, T. R. et al., Hum. Mutat. 1: 159-164 (1992);

Ugozzoli, L. et al., GATA 9: 107-112 (1992); Nyren, P. et al., Anal. Biochem. 208: 171-175 (1993)). 이

들 방법은 이들 모두 다형성 부위에 존재하는 염기를 구별하기 위한 표지된 데옥시뉴클레오티드의 도입에 의존

한다는 점에서 GBA
®
와 상이하다. 이러한 형식에서, 신호는 도입된 데옥시뉴클레오티드의 수에 비례하기 때문에,

동일한 뉴클레오티드의 연속부(runs)에서 일어나는 다형성은 상기 연속부의 길이에 비례하는 신호를 발생시킬

수 있다(Syvanen, A.-C, et al., Amer. J. Hum. Genet. 52:46-59 (1993)). 

수백만 개의 개별 DNA 또는 RNA 분자들로부터 직접적으로 서열 정보를 동시에 수득하기 위해 다수의 시도가 현[0066]

재  진행되고  있다.  실시간  단일  분자  합성에  의한  서열분석(Real-time  single  molecule  sequencing-by-

synthesis) 기술은 형광 뉴클레오티드가 서열분석될 주형에 상보적인 DNA의 발생중인 가닥 내로 도입될 때 상기

형광 뉴클레오티드를 검출하는 것에 의존한다. 한 방법에서, 30개 내지 50개 염기의 길이를 갖는 올리고뉴클레

오티드가 5' 말단에서 유리 커버 슬립에 공유적으로 고착된다. 이들 고착된 가닥은 2종의 기능을 수행한다. 첫

째, 이들은 주형이 표면에 결합된 올리고뉴클레오티드에 상보적인 포획 꼬리를 갖도록 구성된 경우 표적 주형

가닥에 대한 포획 부위로서 작용한다. 또한, 이들은 서열 판독의 기초를 형성하는 주형 지정된 프라이머 연장을

위한 프라이머로서 작용한다. 포획 프라이머는 합성, 검출, 및 염료의 제거를 위한 염료-링커의 화학적 절단으
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로 구성된 다수의 주기를 이용한 서열 결정을 위한 고정된 위치 부위로서 작용한다. 각각의 주기는 중합효소/표

지된 뉴클레오티드 혼합물의 첨가, 세정, 이미지화 및 염료의 절단으로 구성된다. 대안적 방법에서, 중합효소는

형광 공여자 분자에 의해 변형되고 유리 슬라이드 상에 고정되는 반면, 각각의 뉴클레오티드는 감마 포스페이트

에 부착된 수용자 형광 부분(moiety)에 의해 색채 코딩된다. 이 시스템은 뉴클레오티드가 드 노보(de nove) 쇄

내로 도입될 때 형광 태깅된(tagged) 중합효소와 형광 변형된 뉴클레오티드 사이의 상호작용을 검출한다. 다른

합성에 의한 서열분석 기술도 존재한다.

바람직하게는, 임의의 적합한 합성에 의한 서열분석 플랫폼을 이용하여 돌연변이를 확인할 수 있다. 전술된 바[0067]

와  같이,  4종의  주요  합성에  의한  서열분석  플랫폼이  현재  이용가능하다:  로슈/454  라이프  사이언시스

(Roche/454 Life Sciences)로부터의 게놈 시퀀서(Genome Sequencer), 일루미나/솔렉사(Illumina/Solexa)로부터

의 1G 어날라이저(Analyzer), 어플라이드 바이오시스템스(Applied BioSystems)로부터의 SOLiD 시스템 및 헬리

코스 바이오사이언시스(Helicos Biosciences)로부터의 헬리스코프(Heliscope) 시스템. 합성에 의한 서열분석은

파시픽 바이오사이언시스(Pacific BioSciences) 및 비지젠 바이오테크놀로지스(visiGen Biotechnologies)에 의

해서도 기재되었다. 이들 플랫폼 각각이 본 발명의 방법에서 이용될 수 있다. 몇몇 실시양태에서, 서열분석될

다수의 핵산 분자들이 지지체(예를 들면, 고체 지지체)에 결합된다. 핵산을 지지체 상에 고정시키기 위해, 포획

서열/보편적인 프라이밍 부위가 주형의 3' 및/또는 5' 말단에 부가될 수 있다. 핵산은 포획 서열을 지지체에 공

유적으로 부착된 상보적인 서열에 혼성화시킴으로써 상기 지지체에 결합될 수 있다. 포획 서열(보편적인 포획

서열로도 지칭됨)은 보편적인 프라이머로서 이중으로 작용할 수 있는 지지체에 부착된 서열에 상보적인 핵산 서

열이다. 

포획 서열에 대한 대체물로서, 커플링 쌍(예를 들면, 미국 특허출원 공보 제2006/0252077호에 기재된 바와 같은[0068]

항체/항원, 수용체/리간드 또는 아비딘-바이오틴 쌍)의 한 구성원이 상기 커플링 쌍의 각각의 제2 구성원으로

코팅된 표면 상에 포획될 각각의 단편에 연결될 수 있다. 

포획 후, 서열은 예를 들면, 실시예 및 미국 특허 제7,283,337호에 기재된 바와 같이 합성에 의한 주형 의존적[0069]

서열분석을 포함하는 단일 분자 검출/서열분석에 의해 분석될 수 있다. 합성에 의한 서열분석에서, 표면에 결합

된 분자는 중합효소의 존재 하에서 다수의 표지된 뉴클레오티드 트리포스페이트에 노출된다. 주형의 서열은 성

장하는 쇄의 3' 말단에 도입된 표지된 뉴클레오티드의 순서에 의해 결정된다. 이것은 실시간으로 수행될 수 있

거나 단계 및 반복 방식으로 수행될 수 있다. 실시간 분석을 위해, 각각의 뉴클레오티드에 대한 상이한 광학 표

지를 도입할 수 있고, 다중 레이저를 이용하여 도입된 뉴클레오티드를 자극할 수 있다.

임의의 유형의 세포 또는 조직을 사용하여 본원에 기재된 진단에서 사용될 핵산 샘플을 수득할 수 있다. 바람직[0070]

한 실시양태에서, DNA 또는 RNA 샘플을 종양 또는 체액, 예를 들면, 공지된 기법(예를 들면, 정맥채혈)에 의해

수득된 혈액 또는 타액으로부터 수득한다. 대안적으로, 무수 샘플(예를 들면, 모발 또는 피부)에 대한 핵산 테

스트를 수행할 수 있다.

대안적으로, 단백질 질량 분광측정을 이용하여 종양 세포 상의 MHC 단백질에 결합된 돌연변이된 펩티드의 존재[0071]

를 확인하거나 검증할 수 있다. 산을 사용하여 펩티드를 종양 세포로부터 용출하거나 종양으로부터 면역침전된

HLA 분자로부터 용출한 후 질량 분광측정을 이용하여 확인할 수 있다. 

신생항원성 펩티드[0072]

본 발명은 본 발명의 방법에 의해 확인된 종양 특이적 돌연변이를 포함하는 단리된 펩티드, 공지된 종양 특이적[0073]

돌연변이를 포함하는 펩티드, 및 본 발명의 방법에 의해 확인된 돌연변이 폴리펩티드 또는 이의 단편을 추가로

포함한다. 이들 펩티드 및 폴리펩티드는 본원에서 "신생항원성 펩티드" 또는 "신생항원성 폴리펩티드"로서 지칭

된다. 용어 "펩티드"는 전형적으로 인접 아미노산의 α-아미노 기와 카르복실 기 사이의 펩티드 결합에 의해 서

로 연결된 일련의 잔기, 전형적으로 L-아미노산을 지칭하기 위해 본 명세서에서 "돌연변이 펩티드" 및 "신생항

원성 펩티드"와 상호교환적으로 사용된다. 유사하게, 용어 "폴리펩티드"는 전형적으로 인접 아미노산의 α-아미

노 기와 카르복실 기 사이의 펩티드 결합에 의해 서로 연결된 일련의 잔기, 전형적으로 L-아미노산을 지칭하기

위해 본 명세서에서 "돌연변이 폴리펩티드" 및 "신생항원성 폴리펩티드"와 상호교환적으로 사용된다. 상기 폴리

펩티드 또는 펩티드는 다양한 길이를 가질 수 있고, 그들의 중성(비하전된) 형태 또는 염 형태로 존재할 수 있

고, 변형, 예컨대, 글리코실화, 측쇄 산화 또는 인산화를 포함하지 않을 수 있거나 상기 변형이 본원에 기재된

바와 같은 상기 폴리펩티드의 생물학적 활성을 파괴하지 않는 조건 하에서 이들 변형을 포함할 수 있다. 

일부 실시양태에서, 하나 이상의 신생항원성 펩티드 분자의 크기는 약 5개, 약 6개, 약 7개, 약 8개, 약 9개,[0074]
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약 10개, 약 11개, 약 12개, 약 13개, 약 14개, 약 15개, 약 16개, 약 17개, 약 18개, 약 19개, 약 20개, 약

21개, 약 22개, 약 23개, 약 24개, 약 25개, 약 26개, 약 27개, 약 28개, 약 29개, 약 30개, 약 31개, 약

32개, 약 33개, 약 34개, 약 35개, 약 36개, 약 37개, 약 38개, 약 39개, 약 40개, 약 41개, 약 42개, 약

43개, 약 44개, 약 45개, 약 46개, 약 47개, 약 48개, 약 49개, 약 50개, 약 60개, 약 70개, 약 80개, 약

90개, 약 100개, 약 110개, 약 120개 또는 이보다 많은 수의 아미노산 분자 잔기, 및 이 범위 내에서 유도가능

한 임의의 범위를 포함할 수 있으나 이들로 한정되지 않는다. 특정 실시양태에서, 신생항원성 펩티드 분자는 50

개 이하의 아미노산을 갖는다. 

몇몇 실시양태에서, 본 발명의 특정 신생항원성 펩티드 및 폴리펩티드는 길이에 있어서 MHC 클래스 I의 경우 13[0075]

개 이하의 잔기를 갖고 통상적으로 약 8개 내지 약 11개, 특히 9개 또는 10개의 잔기로 구성되고, MHC 클래스

II의 경우 15개 내지 24개의 잔기를 갖는다.

보다 긴 펩티드는 여러 방식으로 디자인될 수 있다. 한 경우, HLA 결합 펩티드가 예측되거나 공지되어 있는 경[0076]

우, 보다 긴 펩티드는 (1) 각각의 상응하는 유전자 생성물의 N 말단 및 C 말단 쪽으로 2개 내지 5개의 아미노산

연장을 갖는 개별 결합 펩티드; 또는 (2) 각각에 대해 연장된 서열을 갖는 결합 펩티드들 중 일부 또는 전부의

연쇄연결(concatenatation)로 구성될 수 있다. 또 다른 경우, 서열분석이 (신규 펩티드 서열을 유발하는 프레임

시프트, 리드쓰루 또는 인트론 포함으로 인해) 종양에 존재하는 긴(10개 초과의 잔기) 네오에피토프 서열을 보

여주는 경우, 보다 긴 펩티드는 (3) 신규 종양 특이적 아미노산의 전체 스트레치로 구성되어 컴퓨터 예측 또는

펩티드와 HLA 단백질의 시험관내 결합 테스트의 필요성을 없앨 것이다. 두 경우에서, 보다 긴 펩티드의 사용은

환자 세포에 의한 내인성 프로세싱을 가능하게 하고 보다 효과적인 항원 제시 및 T 세포 반응의 유도를 유발할

수 있다. 

상기 신생항원성 펩티드 및 폴리펩티드는 HLA 단백질에 결합한다. 몇몇 양태에서, 상기 신생항원성 펩티드 및[0077]

폴리펩티드는 야생형 펩티드보다 더 높은 친화성으로 HLA 단백질에 결합한다. 신생항원성 펩티드 또는 폴리펩티

드는 적어도 5000 nM 미만, 적어도 500 nM 미만, 적어도 250 nM 미만, 적어도 200 nM 미만, 적어도 150 nM 미

만, 적어도 100 nM 미만 또는 적어도 50 nM 미만의 IC50을 나타낸다.

상기 신생항원성 펩티드 및 폴리펩티드는 대상체에게 투여된 경우 자가면역 반응을 유도하지 않고/않거나 면역[0078]

학적 내성을 유발하지 않는다.

본 발명은 적어도 2개 이상의 신생항원성 펩티드를 포함하는 조성물도 제공한다. 몇몇 실시양태에서, 상기 조성[0079]

물은 2종 이상의 상이한 펩티드를 포함한다. 바람직하게는, 상기 2종 이상의 상이한 펩티드는 동일한 폴리펩티

드로부터 유래된다. 상이한 폴리펩티드는 펩티드가 길이, 아미노산 서열 또는 이들 둘 다에서 상이하다는 것을

의미한다. 상기 펩티드는 종양 특이적 돌연변이를 포함하는 것으로 공지되어 있거나 본 발명의 방법에 의해 종

양 특이적 돌연변이를 포함하는 것으로 발견된 임의의 폴리펩티드로부터 유래된다. 신생항원성 펩티드가 유래될

수 있는 적합한 폴리펩티드는 예를 들면, COSMIC  데이터베이스(http://www.sanger.ac.uk/cosmic)에서 발견될

수 있다. COSMIC는 인간 암에서의 체세포 돌연변이에 대한 포괄적인 정보를 관리한다. 상기 펩티드는 종양 특이

적 돌연변이를 포함한다. 몇몇 양태에서, 종양 특이적 돌연변이는 특정 유형의 암에 대한 발암 돌연변이이다.

몇몇 양태에서, 상기 펩티드는 SF3B1 폴리펩티드, MYD88 폴리펩티드, TP53 폴리펩티드, ATM 폴리펩티드, ABL 폴

리펩티드, FBXW7 폴리펩티드, DDX3X 폴리펩티드, MAPK1 폴리펩티드 또는 GNB1 폴리펩티드로부터 유래된다. 

SF3B1 펩티드는 이 펩티드가 SF3B1 폴리펩티드의 일부를 포함한다는 것을 의미한다. 바람직하게는, SF3B1 펩티[0080]

드는 야생형 SF3B1에 따라 넘버링될 때 아미노산 위치 625에서 루신을 포함하거나, 아미노산 위치 626에서 히스

티딘을 포함하거나, 아미노산 위치 700에서 글루탐산을 포함하거나, 아미노산 위치 742에서 아스파르트산을 포

함하거나, 아미노산 위치 903에서 아르기닌을 포함한다. 야생형 SF3B1은 표 A(서열 번호 1)에 나타나 있다.
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[0081]

MYD88 펩티드는 이 펩티드가 MYD88 폴리펩티드의 일부를 포함한다는 것을 의미한다. 바람직하게는 MYD88 펩티드[0082]

는 야생형 MYD88에 따라 넘버링될 때 아미노산 위치 232에서 트레오닌을 포함하거나, 아미노산 위치 258에서 루

신을 포함하거나,  아미노산 위치 265에서 프롤린을 포함한다.  야생형 MYD88은  표  B(서열 번호 2)에  나타나

있다.

[0083]

TP53 펩티드는 이 펩티드가 TP53 폴리펩티드의 일부를 포함한다는 것을 의미한다. 바람직하게는, TP53 펩티드는[0084]

야생형 TP53에 따라 넘버링될 때 아미노산 위치 111에서 아르기닌을 포함하거나, 아미노산 위치 215에서 아르기

닌을 포함하거나, 아미노산 위치 238에서 세린을 포함하거나, 아미노산 위치 248에서 글루타민을 포함하거나,

아미노산 위치 255에서 페닐알라닌을 포함하거나, 아미노산 위치 273에서 시스테인을 포함하거나, 아미노산 위

치 281에서 아스파라긴을 포함한다. 야생형 TP53은 표 C(서열 번호 3)에 나타나 있다.

[0085]

ATM 펩티드는 이 펩티드가 ATM 폴리펩티드의 일부를 포함한다는 것을 의미한다. 바람직하게는, ATM 펩티드는 야[0086]

생형 ATM에 따라 넘버링될 때 아미노산 위치 1252에서 페닐알라닌을 포함하거나, 아미노산 위치 2038에서 아르

기닌을 포함하거나, 아미노산 위치 2522에서 히스티딘을 포함하거나, 아미노산 위치 2954에서 시스테인을 포함

한다. 
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야생형 ATM은 표 D(서열 번호 4)에 나타나 있다.[0087]

[0088]

ABL 펩티드는 이 펩티드가 ABL 폴리펩티드의 일부를 포함한다는 것을 의미한다. 바람직하게는, BCR-ABL 펩티드[0089]

는 야생형 ABL에 따라 넘버링될 때 아미노산 위치 244에서 발린을 포함하거나, 아미노산 위치 248에서 발린을

포함하거나, 아미노산 위치 250에서 글루탐산을 포함하거나, 아미노산 위치 250에서 알라닌을 포함하거나, 아미

노산 위치 252에서 히스티딘을 포함하거나, 아미노산 위치 252에서 아르기닌을 포함하거나, 아미노산 위치 253

에서 페닐알라닌을 포함하거나, 아미노산 위치 253에서 히스티딘을 포함하거나, 아미노산 위치 255에서 라이신

을 포함하거나, 아미노산 위치 255에서 발린을 포함하거나, 아미노산 위치 276에서 글리신을 포함하거나, 아미

노산 위치 315에서 이소루신을 포함하거나, 아미노산 위치 315에서 아스파라긴을 포함하거나, 아미노산 위치

317에서 루신을 포함하거나, 아미노산 위치 343에서 트레오닌을 포함하거나, 아미노산 위치 351에서 트레오닌을

포함하거나, 아미노산 위치 355에서 글리신을 포함하거나, 아미노산 위치 359에서 발린을 포함하거나, 아미노산

위치 359에서 알라닌을 포함하거나, 아미노산 위치 379에서 이소루신을 포함하거나, 아미노산 위치 382에서 루

신을 포함하거나, 아미노산 위치 387에서 메티오닌을 포함하거나, 아미노산 위치 396에서 프롤린을 포함하거나,

아미노산 위치 396에서 아르기닌을 포함하거나, 아미노산 위치 417에서 티로신을 포함하거나, 아미노산 위치
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486에서 세린을 포함한다. 야생형 ABL은 표 E(서열 번호 5)에 나타나 있다.

[0090]

FBXW7 펩티드는 이 펩티드가 FBXW7 폴리펩티드의 일부를 포함한다는 것을 의미한다. 바람직하게는, FBXW7 펩티[0091]

드는 야생형 FBXW7에 따라 넘버링될 때 아미노산 위치 280에서 루신을 포함하거나, 아미노산 위치 465에서 히스

티딘을 포함하거나, 아미노산 위치 505에서 시스테인을 포함하거나, 아미노산 위치 597에서 글루탐산을 포함한

다. 야생형 FBXW7은 표 F(서열 번호 6)에 나타나 있다.

[0092]

DDX3X  펩티드는 이 펩티드가 DDX3X  폴리펩티드의 일부를 포함한다는 것을 의미한다. DDX3X  펩티드는 야생형[0093]

DDX3X에 따라 넘버링될 때 아미노산 위치 24에서의 미스센스 돌연변이, 아미노산 위치 342에서의 스플라이스 부

위 돌연변이 또는 아미노산 위치 410에서의 프레임시프트으로부터 발생된 펩티드이다. 야생형 DDX3X는 표 G(서

열 번호 7)에 나타나 있다. 

[0094]

MAPK1 펩티드는 이 펩티드가 MAPK1 폴리펩티드의 일부를 포함한다는 것을 의미한다. 바람직하게는, MAPK1 펩티[0095]

드는 야생형 MAPK1에 따라 넘버링될 때 아미노산 위치 162에서 아스파라긴을 포함하거나, 아미노산 위치 291에

서 글리신을 포함하거나, 아미노산 위치 316에서 페닐알라닌을 포함한다. 야생형 MAPK1은 표 H(서열 번호 8)에

나타나 있다. 
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[0096]

GNB1 펩티드는 이 펩티드가 GNB1 폴리펩티드의 일부를 포함한다는 것을 의미한다. 바람직하게는, GNB1 펩티드는[0097]

야생형 GNB1에 따라 넘버링될 때 아미노산 위치 180에서 트레오닌을 포함한다. 야생형 GNB1은 표 I(서열 번호

9)에 나타나 있다. 

[0098]

원하는 활성을 나타내는 신생항원성 펩티드 및 폴리펩티드는 원하는 MHC 분자에 결합하고 적절한 T 세포를 활성[0099]

화시키는 비변형된 펩티드의 생물학적 활성의 전부를 실질적으로 증가시키거나 적어도 보유하면서 원하는 성질,

예를 들면, 개선된 약리학적 특성을 제공하도록 필요에 따라 변형될 수 있다. 예를 들면, 신생항원성 펩티드 및

폴리펩티드는 다양한 변화, 예컨대, 보존적 또는 비보존적 치환을 가질 수 있고, 이때 이러한 변화는 그들의 용

도에 있어서 일부 이점, 예컨대, 개선된 MHC 결합을 제공할 것이다. 보존적 치환은 아미노산 잔기를 생물학적으

로 및/또는 화학적으로 유사한 또 다른 아미노산 잔기로 치환시키는 것, 예를 들면, 소수성 잔기를 또 다른 소

수성 잔기로 치환시키거나 극성 잔기를 또 다른 극성 잔기로 치환시키는 것을 의미한다. 치환은 조합, 예컨대,

Gly, Ala; Val, Ile, Leu, Met; Asp, Glu; Asn, Gln; Ser, Thr; Lys, Arg; 및 Phe, Tyr을 포함한다. 또한, 단

일  아미노산  치환의  효과를  D-아미노산을  사용하여  입증할  수  있다.  이러한  변형은  예를  들면,  문헌

(Merrifield, Science 232:341-347 (1986), Barany & Merrifield, The Peptides, Gross & Meienhofer, eds.

(N.Y.,  Academic  Press),  pp.  1-284  (1979)),  및 문헌(Stewart  &  Young,  Solid  Phase  Peptide  Synthesis,

(Rockford, III., Pierce), 2d Ed. (1984))에 기재된 바와 같이 잘 공지되어 있는 펩티드 합성 절차의 이용을

통해 만들어질 수 있다. 

신생항원성 펩티드 및 폴리펩티드는 예를 들면, 아미노산의 부가 또는 결실을 통해 화합물의 아미노산 서열을[0100]

연장시키거나 감소시킴으로써 변형될 수도 있다. 상기 펩티드, 폴리펩티드 또는 유사체는 일부 잔기의 순서 또

는 조성을 변경시킴으로써 변형될 수도 있고, 생물학적 활성에 필수적인 일부 아미노산 잔기, 예를 들면, 핵심

적인 접촉 부위에 존재하는 일부 아미노산 잔기 또는 보존된 잔기는 일반적으로 생물학적 활성에 대한 불리한

영향을 미치지 않으면서 변경될 수 없다는 것이 용이하게 인식될 것이다. 비핵심적인 아미노산은 단백질에서 천

연적으로 발생하는 아미노산, 예컨대, L-α-아미노산 또는 이들의 D-이성질체로 한정될 필요가 없고 비천연 아

미노산, 예컨대, β-γ-δ-아미노산뿐만 아니라 L-α-아미노산의 많은 유도체들도 포함할 수 있다. 

전형적으로, 단일 아미노산 치환을 갖는 일련의 펩티드들을 사용하여 결합에 대한 정전하, 소수성 등의 효과를[0101]

측정할 수 있다. 예를 들면, 다양한 MHC 분자 및 T 세포 수용체에 대해 상이한 민감성 패턴을 나타내는 일련의

양으로 하전된 아미노산(예를 들면, Lys 또는 Arg) 또는 음으로 하전된 아미노산(예를 들면, Glu) 치환을 펩티

드의 길이를 따라 만든다. 또한, 상대적으로 중성을 띤 작은 부분, 예컨대, Ala, Gly, Pro 또는 유사한 잔기를

사용한 다중 치환을 이용할 수 있다. 상기 치환은 동종올리고머 또는 이종올리고머일 수 있다. 치환되거나 부가

된 잔기의 수 및 유형은 필수 접촉점 사이의 필요한 공간 및 추구되는 일부 기능적 성질(예를 들면, 소수성 대

친수성)에 의해 좌우된다. 모 펩티드의 친화성에 비해 증가한 MHC 분자 또는 T 세포 수용체에 대한 결합 친화성

은 이러한 치환에 의해 달성될 수도 있다. 임의의 경우, 이러한 치환은 예를 들면, 결합을 파괴할 입체적 간섭

및 전하 간섭을 피하도록 선택된 아미노산 잔기 또는 다른 분자 단편을 사용해야 한다. 

아미노산 치환은 전형적으로 단일 잔기의 치환이다. 치환, 결실, 삽입 또는 이들의 임의의 조합을 조합하여 최[0102]

등록특허 10-2315754

- 21 -



종 펩티드에 도달할 수 있다. 치환 변이체는 펩티드의 하나 이상의 잔기가 제거되고 상이한 잔기가 그 위치에

삽입되어 있는 변이체이다. 이러한 치환은 펩티드의 특성을 정교하게 조절하기를 원하는 경우 일반적으로 하기

표에 따라 만들어진다. 

[0103]

기능(예를 들면, MHC 분자 또는 T 세포 수용체에 대한 친화성)의 실질적인 변화는 상기 표에 기재된 치환보다[0104]

덜 보존적인 치환을 선택함으로써, 즉 (a) 치환 영역에서의 펩티드 골격의 구조, 예를 들면, 쉬트(sheet) 또는

나선 입체구조, (b) 표적 부위에서의 분자의 전하 또는 소수성, 또는 (c) 측쇄의 용적을 유지하는 것에 대한 잔

기의 효과에 있어서 보다 유의하게 상이한 잔기를 선택함으로써 만들어진다. 일반적으로 펩티드 성질에서의 최

대 변화를 생성하는 것으로 예측되는 치환은 (a) 친수성 잔기, 예를 들면, 세릴이 소수성 잔기, 예를 들면, 류

실, 이소류실, 페닐알라닐, 발릴 또는 알라닐을 치환시키거나 이 소수성 잔기로 치환되는 치환; (b) 양전성 측

쇄를 갖는 잔기, 예를 들면, 라이실, 아르기닐 또는 히스티딜이 음전성 잔기, 예를 들면, 글루타밀 또는 아스파

르틸을 치환시키거나 이 음전성 잔기로 치환되는 치환; 또는 (c) 용적이 큰 측쇄를 갖는 잔기, 예를 들면, 페닐

알라닌이 측쇄를 갖지 않는 잔기, 예를 들면, 글리신을 치환시키거나 이 잔기로 치환되는 치환일 것이다. 

상기  펩티드  및  폴리펩티드는  신생항원성  펩티드  또는  폴리펩티드  내의  2개  이상의  잔기의  등배전자체[0105]

(isostere)도 포함할 수 있다. 본원에서 정의된 등배전자체는 제1 서열의 입체구조가 제2 서열에 대한 특이성을

나타내는 결합 부위에 꼭 맞기 때문에 제2 서열을 치환시킬 수 있는, 2개 이상의 잔기로 구성된 서열이다. 상기

용어는 구체적으로 당업자에게 잘 공지되어 있는 펩티드 골격 변형을 포함한다. 이러한 변형은 아미드 질소, α

-탄소 또는 아미드 카르보닐의 변형, 아미드 결합의 완전한 치환, 연장, 결실 또는 골격 가교결합을 포함한다.

일반적으로 문헌(Spatola,  Chemistry  and  Biochemistry  of  Amino  Acids,  Peptides  and  Proteins,  Vol.  VII

(Weinstein ed., 1983))을 참조한다. 

다양한 아미노산 모방체(mimetics) 또는 비천연 아미노산을 사용한 펩티드 및 폴리펩티드의 변형은 상기 펩티드[0106]

및 폴리펩티드의 생체내 안정성을 증가시키는 데에 특히 유용하다. 안정성은 다수의 방식으로 분석될 수 있다.

예를 들면,  펩티다제 및 다양한 생물학적 매질,  예컨대,  인간 혈장 및 혈청이 안정성의 테스트에 사용되어

왔다. 예를 들면, 문헌(Verhoef et al., Eur. J. Drug Metab Pharmacokin. 11:291-302 (1986))을 참조한다. 본

발명의 펩티드의 반감기를 25% 인간 혈청(부피/부피) 분석을 이용하여 편리하게 측정한다. 프로토콜은 일반적으

로 다음과 같다. 풀링된 인간 혈청(AB형, 비가열 불활성화됨)을 사용 전에 원심분리로 탈지한다. 그 다음, 상기

혈청을 RPMI 조직 배양 배지를 사용하여 25%까지 희석하고 펩티드 안정성의 테스트에 사용한다. 예정된 시간 간

격을 두고, 소량의 반응 용액을 제거하고 6% 수성 트리클로르아세트산 또는 에탄올에 첨가한다. 흐린 반응 샘플

을 15분 동안 냉각시킨(4℃) 후 회전시켜 침전된 혈청 단백질을 펠렛화한다. 그 다음, 안정성 특이적 크로마토

그래피 조건을 이용하는 역상 HPLC로 상기 펩티드의 존재를 확인한다. 

상기 펩티드 및 폴리펩티드는 개선된 혈청 반감기 이외의 원하는 성질을 제공하도록 변형될 수 있다. 예를[0107]

들면, CTL 활성을 유도하는 상기 펩티드의 능력은 T 헬퍼 세포 반응을 유도할 수 있는 하나 이상의 에피토프를
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포함하는 서열과의 연결에 의해 증강될 수 있다. 특히 바람직한 면역원성 펩티드/T 헬퍼 접합체는 스페이서 분

자에 의해 연결된다. 상기 스페이서는 전형적으로 생리학적 조건 하에서 실질적으로 하전되지 않는 상대적으로

작은 중성 분자, 예컨대, 아미노산 또는 아미노산 모방체로 구성된다. 상기 스페이서는 전형적으로, 예를 들면,

Ala, Gly, 및 비극성 아미노산 또는 중성 극성 아미노산의 다른 중성 스페이서로부터 선택된다. 임의적으로 존

재하는 스페이서는 동일한 잔기로 구성될 필요가 없으므로 이종올리고머 또는 동종올리고머일 수 있다는 것이

이해될 것이다. 존재하는 경우, 스페이서는 통상적으로 1개 또는 2개 이상의 잔기, 보다 통상적으로 3개 내지 6

개의 잔기로 구성될 것이다. 대안적으로, 상기 펩티드는 스페이서 없이 T 헬퍼 펩티드에 연결될 수 있다. 

신생항원성 펩티드는 펩티드의 아미노 또는 카르복시 말단에서 직접적으로 또는 스페이서를 통해 T 헬퍼 펩티드[0108]

에 연결될 수 있다. 신생항원성 펩티드 또는 T 헬퍼 펩티드의 아미노 말단은 아실화될 수 있다. 예시적 T 헬퍼

펩티드는  파상풍  변독소(toxoid)  830-843,  인플루엔자 307-319,  및  말라리아 환상포자소체 82-398  및  378-

389를 포함한다. 

단백질 또는 펩티드는 표준 분자생물학적 기법을 통한 단백질, 폴리펩티드 또는 펩티드의 발현, 천연 공급원으[0109]

로부터의 단백질 또는 펩티드의 단리, 또는 단백질 또는 펩티드의 화학적 합성을 포함하는, 당업자에게 공지되

어 있는 임의의 기법에 의해 제조될 수 있다. 다양한 유전자에 상응하는 뉴클레오티드 및 단백질, 폴리펩티드

및 펩티드 서열은 이미 개시되어 있고 당업자에게 공지되어 있는 전산화된 데이터베이스에서 발견될 수 있다.

이러한 데이터베이스 중 하나는 국립보건원의 웹사이트에 위치하는 국립생물공학정보센터 유전자은행(National

Center for Biotechnology Information's Genbank) 및 진펩트(GenPept) 데이터베이스이다. 공지된 유전자에 대

한 코딩 영역은 본원에 개시된 기법을 이용함으로써 증폭될 수 있고/있거나 발현될 수 있거나, 당업자에게 공지

되어 있을 것이다. 대안적으로, 단백질, 폴리펩티드 및 펩티드의 다양한 상업적 제제가 당업자에게 공지되어 있

다.

본 발명의 추가 양태는 본 발명의 신생항원성 펩티드를 코딩하는 핵산(예를 들면, 폴리뉴클레오티드)을 제공한[0110]

다. 상기 폴리뉴클레오티드는 예를 들면, 단일 가닥 및/또는 이중 가닥의 DNA, cDNA, PNA, CNA 또는 RNA; 천연

또는 안정화된 형태의 폴리뉴클레오티드, 예컨대, 포스포로티오에이트 골격을 갖는 폴리뉴클레오티드; 또는 이

들의 조합물일 수 있고, 상기 폴리뉴클레오티드는, 상기 펩티드를 코딩하는 한, 인트론을 포함할 수 있거나 포

함하지 않을 수 있다. 물론, 천연 발생 펩티드 결합에 의해 연결된 천연 발생 아미노산 잔기를 포함하는 펩티드

만이 폴리뉴클레오티드에 의해 코딩될 수 있다. 본 발명의 추가 양태는 본 발명에 따른 폴리펩티드를 발현할 수

있는 발현 벡터를 제공한다. 상이한 유형의 세포에 대한 발현 벡터가 당업계에서 잘 공지되어 있고 과도한 실험

없이 선택될 수 있다. 일반적으로, DNA는 발현을 위해 적절한 배향 및 정확한 판독 프레임으로 발현 벡터, 예컨

대, 플라스미드 내로 삽입된다. 필요한 경우, DNA는 원하는 숙주에 의해 인식되는 적절한 전사 및 번역 조절 제

어 뉴클레오티드 서열에 연결될 수 있지만, 이러한 제어는 일반적으로 발현 벡터에서 이용될 수 있다. 그 다음,

상기  벡터는  표준  기법을  통해  숙주  내로  도입된다.  지침은  예를  들면,  문헌(Sambrook  et  al.  (1989)

Molecular Cloning, A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, N.Y)에서 발

견될 수 있다.

백신 조성물[0111]

본 발명은 면역원성 조성물, 예를 들면, 특이적 T 세포 반응을 일으킬 수 있는 백신 조성물에 관한 것이다. 상[0112]

기 백신 조성물은 본원에 기재된 방법에 의해 확인된 종양 특이적 신생항원에 상응하는 돌연변이 펩티드 및 돌

연변이 폴리펩티드를 포함한다. 

당업자는 예를 들면, T 세포에 의한 IFNγ 생성 또는 종양 사멸을 분석하여 T 세포의 시험관내 발생뿐만 아니라[0113]

그의 효능 및 총 존재도, 일부 펩티드에 대한 일부 T 세포의 증식, 친화성 및 증폭, 및 T 세포의 기능성을 테스

트함으로써 바람직한 펩티드, 폴리펩티드 또는 이들의 조합물을 선택할 수 있을 것이다. 그 다음, 통상적으로,

가장 효율적인 펩티드들이 백신으로서 조합된다.

적합한 백신은 바람직하게는 1개 내지 20개의 펩티드, 보다 바람직하게는 2개, 3개, 4개, 5개, 6개, 7개, 8개,[0114]

9개, 10개, 11개, 12개, 13개, 14개, 15개, 16개, 17개, 18개, 19개 또는 20개의 상이한 펩티드, 더 바람직하

게는 6개, 7개, 8개, 9개, 10개, 11개, 12개, 13개 또는 14개의 상이한 펩티드, 가장 바람직하게는 12개, 13개

또는 14개의 상이한 펩티드를 포함할 것이다.

본 발명의 한 실시양태에서, 상이한 펩티드 및/또는 폴리펩티드는 1개의 백신 조성물이 상이한 MHC 분자, 예컨[0115]

대, 상이한 MHC 클래스 I 분자와 회합할 수 있는 펩티드 및/또는 폴리펩티드를 포함하도록 선택된다. 바람직하
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게는, 1개의 백신 조성물은 가장 빈번하게 발생하는 MHC 클래스 I 분자와 회합할 수 있는 펩티드 및/또는 폴리

펩티드를 포함한다. 따라서, 본 발명에 따른 백신 조성물은 2개 이상의 바람직한 MHC 클래스 I 분자, 보다 바람

직하게는 3개 이상의 바람직한 MHC 클래스 I 분자, 보다 더 바람직하게는 4개 이상의 바람직한 MHC 클래스 I 분

자와 회합할 수 있는 상이한 단편을 포함한다.

상기 백신 조성물은 특이적 세포독성 T 세포 반응 및/또는 특이적 헬퍼 T 세포 반응을 일으킬 수 있다.[0116]

상기 백신 조성물은 항원보강제 및/또는 담체를 추가로 포함할 수 있다. 유용한 항원보강제 및 담체의 예는 본[0117]

원에서 하기에 제공되어 있다. 상기 조성물 중의 펩티드 및/또는 폴리펩티드는 담체, 예컨대, 단백질 또는 항원

제시세포, 예컨대, 펩티드를 T 세포에 제시할 수 있는 수지상세포(DC)와 회합될 수 있다. 

항원보강제는 백신 조성물 내로 혼합되어 돌연변이 펩티드에 대한 면역 반응을 증가시키거나 달리 변형시키는[0118]

임의의 물질이다. 담체는 신생항원성 펩티드와 회합될 수 있는 스카폴드 구조체, 예를 들면, 폴리펩티드 또는

다당류이다. 임의적으로, 항원보강제는 본 발명의 펩티드 또는 폴리펩티드에 공유적으로 또는 비공유적으로 접

합된다.

항원에 대한 면역 반응을 증가시키는 항원보강제의 능력은 전형적으로 면역 매개 반응의 유의한 증가 또는 질환[0119]

증상의 감소에 의해 표시된다. 예를 들면, 체액성 면역의 증가는 전형적으로 항원에 대해 발생된 항체의 역가의

유의한 증가에 의해 표시되고, T 세포 활성의 증가는 전형적으로 증가된 세포 증식, 세포 매개 세포독성 또는

사이토카인 분비에 의해 표시된다. 항원보강제는 예를 들면, 일차 체액성 또는 Th 반응을 일차 세포성 또는 Th

반응으로 변화시킴으로써 면역 반응을 변경시킬 수도 있다.

적합한 항원보강제는 1018 ISS; 알루미늄 염; 앰플리백스(Amplivax); AS15, BCG; CP-870,893; CpG7909; CyaA;[0120]

dSLIM; GM-CSF; IC30; IC31; 이미퀴모드(Imiquimod); 이뮤팩트(ImuFact) IMP321; IS 패취(Patch); ISS; 이스코

매트릭스(ISCOMATRIX);  주브이뮨(JuvImmune);  리포백(LipoVac);  MF59;  모노포스포릴  지질  A;  몬타니드

(Montanide) IMS 1312; 몬타니드 ISA 206; 몬타니드 ISA 50V; 몬타니드 ISA-51; OK-432; OM-174; OM-197-MP-

EC;  온택(ONTAK);  펩텔(PepTel).RTM.  벡터 시스템;  PLG  미세입자; 레스퀴모드(resiquimod);  SRL172;  비로좀

(Virosome) 및 다른 바이러스 유사 입자; YF-17D; VEGF 트랩(trap); R848; β-글루칸; Pam3Cys; 사포닌, 마이

코박테리아 추출물 및 합성 박테리아 세포벽 모방체로부터 유래된 아퀼라(Aquila's) QS21 스티뮬론(stimulon)

(아퀼라 바이오텍(Aquila Biotech), 미국 매사추세츠주 우스터 소재); 및 다른 전매특허 항원보강제, 예컨대,

리비 데톡스(Ribi's Detox), 퀼(Quil) 또는 수퍼포스(Superfos)를 포함하나 이들로 한정되지 않는다. 항원보강

제, 예컨대, 불완전 프로인트 항원보강제 또는 GM-CSF가 바람직하다. 수지상세포 및 이의 제제에 대한 특이성을

나타내는  여러  면역학적  항원보강제(예를  들면,  MF59)가  종래에  기재되어  있다(Dupuis  M,  et  al.,  Cell

Immunol. 1998; 186(1): 18-27; Allison A C; Dev Biol Stand. 1998; 92:3-11). 사이토카인도 사용될 수 있다.

여러 사이토카인들이 림프 조직으로의 수지상세포 이동에 대한 영향(예를 들면, TNF-α), T 림프구를 위한 효율

적인 항원제시세포로의 수지상세포의 성숙의 가속화(예를 들면, GM-CSF, IL-1 및 IL-4)(전체적으로 본원에 참고

로 구체적으로 도입되는 미국 특허 제5,849,589호) 및 면역보강제로서의 작용(예를 들면, IL-12)(Gabrilovich D

I, et al., J Immunother Emphasis Tumor Immunol. 1996 (6):414-418)과 직접적으로 연관되어 있다. 

백신 셋팅에서 항원보강제의 효과를 증강시키는 CpG 면역자극 올리고뉴클레오티드도 보고되었다. 이론에 구속받[0121]

고자 하는 것은 아니지만, CpG 올리고뉴클레오티드는 톨 유사 수용체(TLR), 주로 TLR9를 통해 선천성(비적응)

면역계를 활성화시킴으로써 작용한다. CpG에 의해 유발된 TLR9 활성화는 예방 백신 및 치료 백신 둘 다에서 펩

티드 또는 단백질 항원, 살아있는 또는 사멸된 바이러스, 수지상세포 백신, 자가 세포 백신 및 다당류 접합체를

포함하는 매우 다양한 항원들에 대한 항원 특이적 체액성 반응 및 세포성 반응을 증강시킨다. 보다 중요하게는,

상기 활성화는 CD4 T 세포 도움의 부재 하에서 조차도 수지상세포 성숙 및 분화를 증강시켜 TH1 세포의 활성화

를 증강시키고 강한 세포독성 T 림프구(CTL)를 발생시킨다. TLR9 자극에 의해 유도된 TH1 편향은 정상적으로

TH2 편향을 촉진하는 명반 또는 불완전 프로인트 항원보강제(IFA)의 존재 하에서 조차도 유지된다. CpG 올리고

뉴클레오티드는 다른 항원보강제와 함께, 또는 제제, 예컨대, 미세입자, 나노입자, 지질 유화액 또는 유사한 제

제로 제제화되거나 동시투여된 경우 훨씬 더 높은 항원보강제 활성을 보이는데, 이러한 활성은 특히 항원이 상

대적으로 약한 경우 강한 반응을 유도하기 위해 필요하다. 또한, 상기 CpG 올리고뉴클레오티드는 면역 반응을

가속화시키고 몇몇 실험에서 CpG를 갖지 않는 전체 투여량의 백신에 필적할만한 항체 반응을 나타내면서 항원

투여량을 대략 2자릿수 크기만큼 감소시킬 수 있다(Arthur  M.  Krieg,  Nature  Reviews,  Drug  Discovery,  5,

Jun. 2006, 471-484). 미국 특허 제6,406,705 B1호는 항원 특이적 면역 반응을 유도하기 위한 CpG 올리고뉴클

레오티드, 비핵산 항원보강제 및 항원의 조합된 사용을 기술한다. 상업적으로 입수가능한 CpG TLR9 길항제는 본
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발명의 약학 조성물의 바람직한 성분인 dSLIM(이중  줄기  루프 면역조절제)(몰로겐(Mologen)(독일 베를린 소

재))이다. 다른 TLR 결합 분자, 예컨대, RNA 결합 TLR7, TLR8 및/또는 TLR9도 사용될 수 있다.

유용한 항원보강제의 다른 예로는 치료제 및/또는 항원보강제로서 작용할 수 있는 화학적으로 변형된 CpG(예를[0122]

들면, CpR, 이데라(Idera)), 폴리(I:C)(예를 들면, 폴리I:CI2U), 비-CpG 박테리아 DNA 또는 RNA뿐만 아니라 면

역활성 소분자 및 항체, 예컨대, 사이클로포스프아미드, 수니티닙(sunitinib), 베바시주맙(bevacizumab), 셀레

브렉스(celebrex), NCX-4016, 실데나필(sildenafil), 타달라필(tadalafil), 바르데나필(vardenafil), 소라피닙

(sorafinib), XL-999, CP-547632, 파조파닙(pazopanib), ZD2171, AZD2171, 이필리무맙(ipilimumab), 트레멜리

무맙(tremelimumab) 및 SC58175가 있으나 이들로 한정되지 않는다. 본 발명의 내용에서 유용한 항원보강제 및

첨가제의 양 및 농도는 과도한 실험 없이 당업자에 의해 용이하게 결정될 수 있다. 추가 항원보강제는 콜로니

자극 인자, 예컨대, 과립구 대식세포 콜로니 자극 인자(GM-CSF, 사르그라모스팀(sargramostim))를 포함한다.

본 발명에 따른 백신 조성물은 하나 초과의 상이한 항원보강제를 포함할 수 있다. 나아가, 본 발명은 전술된 물[0123]

질들 중 임의의 물질 또는 이들의 조합물을 포함하는 임의의 항원보강제 물질을 포함하는 치료 조성물을 포괄한

다. 펩티드 또는 폴리펩티드 및 항원보강제는 임의의 적절한 순서로 별도로 투여될 수 있다는 것도 고려된다.

담체는 항원보강제와 독립적으로 존재할 수 있다. 담체의 기능은 예를 들면, 돌연변이체의 활성 또는 면역원성[0124]

을 증가시키기 위해, 안정성을 부여하기 위해, 생물학적 활성을 증가시키기 위해 또는 혈청 반감기를 증가시키

기 위해 특히 돌연변이체의 분자량을 증가시키는 것일 수 있다. 나아가, 담체는 펩티드를 T 세포에 제시하는 것

을 보조할 수 있다. 담체는 당업자에게 공지되어 있는 임의의 적합한 담체, 예를 들면, 단백질 또는 항원제시세

포일 수 있다. 담체 단백질은 키홀 림펫 헤모시아닌, 혈청 단백질, 예컨대, 트랜스페린, 소 혈청 알부민, 인간

혈청 알부민, 티로글로불린 또는 오브알부민, 면역글로불린 또는 호르몬, 예컨대, 인슐린 또는 팔미트산일 수

있으나 이들로 한정되지 않는다. 인간의 면역화를 위해, 담체는 인간에서 허용가능하고 안전한 생리학적으로 허

용되는 담체이어야 한다. 그러나, 본 발명의 한 실시양태에서 파상풍 변독소 및/또는 디프테리아 변독소가 적합

한 담체이다. 대안적으로, 담체는 덱스트란, 예를 들면, 세파로스일 수 있다. 

세포독성 T 세포(CTL)는 온전한 외래 항원 자체보다는 MHC 분자에 결합된 펩티드의 형태로 항원을 인식한다.[0125]

MHC 분자 자체는 항원제시세포의 세포 표면에 위한다. 따라서, CTL의 활성화는 펩티드 항원, MHC 분자 및 APC로

구성된 삼량체 복합체가 존재하는 경우에만 가능하다. 상응하게, 상기 활성화는 펩티드가 CTL의 활성화를 위해

사용되는 경우뿐만 아니라 각각의 MHC 분자를 갖는 APC가 추가로 첨가되는 경우에도 면역 반응을 증강시킬 수

있다.  따라서,  몇몇  실시양태에서,  본  발명에  따른  백신  조성물은  하나  이상의  항원제시세포를  추가로

포함한다. 

항원제시세포(또는 자극제 세포)는 전형적으로 그의 표면 상에 MHC 클래스 I 또는 II 분자를 갖고, 한 실시양태[0126]

에서 실질적으로 그 자체가 MHC 클래스 I 또는 II 분자를 선택된 항원으로 로딩할 수 없다. 하기에 보다 상세히

기재되어 있는 바와 같이, MHC 클래스 I 또는 II 분자는 시험관내에서 선택된 항원으로 용이하게 로딩될 수 있

다.

바람직하게는, 항원제시세포는 수지상세포이다. 적합하게는, 수지상세포는 신생항원성 펩티드로 펄싱된 자가 수[0127]

지상세포이다. 상기 펩티드는 적절한 T 세포 반응을 일으키는 임의의 적합한 펩티드일 수 있다. 종양 관련 항원

으로부터 유래된 펩티드로 펄싱된 자가 수지상세포를 사용하는 T 세포 요법은 문헌(Murphy et al. (1996) The

Prostate 29, 371-380 and Tjua et al. (1997) The Prostate 32, 272-278)에 개시되어 있다.

따라서, 본 발명의 한 실시양태에서, 하나 이상의 항원제시세포를 포함하는 백신 조성물이 하나 이상의 본 발명[0128]

의 펩티드로 펄스처리되거나 로딩된다. 대안적으로, 환자로부터 단리된 말초 혈액 단핵세포(PBMC)가 생체외에서

펩티드로 로딩된 후 환자 내로 다시 주입될 수 있다.

대안으로서, 항원제시세포는 본 발명의 펩티드를 코딩하는 발현 구축물을 포함한다. 폴리뉴클레오티드는 임의의[0129]

적합한 폴리뉴클레오티드일 수 있고 수지상세포를 형질도입시켜 펩티드의 제시 및 면역의 유도를 일으킬 수 있

는 것이 바람직하다. 

치료 방법[0130]

본 발명은 본 발명의 신생항원성 펩티드 또는 백신 조성물을 대상체에게 투여함으로써 대상체에서 종양 특이적[0131]

면역 반응을 유도하거나, 종양에 대해 백신접종하거나, 상기 대상체에서 암의 증상을 치료하고/하거나 완화시키

는 방법을 추가로 제공한다.
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상기 대상체는 암으로 진단받았거나 암을 발생시킬 위험이 있다. 상기 대상체는 이마티닙 내성 종양을 갖는다.[0132]

상기 대상체는 종양 특이적 면역 반응이 요구되는 인간, 개, 고양이, 말 또는 임의의 동물이다. 상기 종양은 임

의의 고형 종양, 예컨대, 유방암, 난소암, 전립선암, 폐암, 신장암, 위암, 결장암, 고환암, 두경부암, 췌장암,

뇌암, 흑색종, 및 조직 기관의 다른 종양 및 혈액 종양, 예컨대, 급성 골수성 백혈병, 만성 골수성 백혈병, 만

성 림프구성 백혈병, T 세포 림프구성 백혈병 및 B 세포 림프종을 포함하는 림프종 및 백혈병이다. 

본 발명의 펩티드 또는 조성물은 CTL 반응을 유도하기에 충분한 양으로 투여된다.[0133]

특정 실시양태에서, 본 발명은 BCR-ABL 돌연변이를 포함하는 하나 이상의 신생항원성 펩티드를 대상체에게 투여[0134]

함으로써 이마티닙 내성 종양을 치료하는 방법을 제공한다.  몇몇 실시양태에서,  상기 대상체는 HLA-A3이다.

BCR-ABL  돌연변이는 예를 들면, T315I,  E255K,  M351T,  Y253H,  Q252H,  F317L,  F359V,  G250E,  Y253F,  E355G,

E255V,  M244V,  L248V,  G250A,  Q252R,  D276G,  T315N,  M343T,  F359A,  V379I,  F382L,  L387M,  H396P,  H396R,

S417Y 및 F486S를 포함한다. 

본 발명의 신생항원성 펩티드, 폴리펩티드 또는 백신 조성물은 단독으로 또는 다른 치료제와 조합되어 투여될[0135]

수 있다. 상기 치료제는 예를 들면, 화학요법제, 방사선 또는 면역요법이다. 특정 암에 대한 임의의 적합한 치

료제가 투여될 수 있다. 화학요법제의 예로는 알데스류킨(aldesleukin), 알트레타민(altretamine), 아미포스틴

(amifostine), 아스파라기나제(asparaginase), 블레오마이신(bleomycin), 카페시타빈(capecitabine), 카르보플

라틴(carboplatin),  카르무스틴(carmustine),  클라드리빈(cladribine),  시사프리드(cisapride),  시스플라틴

(cisplatin),  사이클로포스프아미드(cyclophosphamide),  사이타라빈(cytarabine),  다카르바진

(dacarbazine)(DTIC)),  닥티노마이신(dactinomycin),  독세타셀(docetaxel),  독소루비신(doxorubicin),  드로나

비놀(dronabinol), 에포에틴 알파(epoetin alpha), 에토포시드(etoposide), 필그라스팀(filgrastim), 플루다라

빈(fludarabine), 플루오로우라실(fluorouracil), 젬시타빈(gemcitabine), 그라니세트론(granisetron), 하이드

록시우레아(hydroxyurea),  이다루비신(idarubicin),  이포스아미드(ifosfamide),  인터페론  알파,  이리노테칸

(irinotecan),  란소프라졸(lansoprazole),  레바미솔(levamisole),  류코보린(leucovorin),  메게스트롤

(megestrol),  메스나(mesna),  메토트렉세이트(methotrexate),  메토클로프라미드(metoclopramide),  미토마이신

(mitomycin),  미토탄(mitotane),  미톡산트론(mitoxantrone),  오메프라졸(omeprazole),  온단세트론

(ondansetron),  파클리탁셀(paclitaxel)(탁솔(Taxol)
®
),  필로카르핀(pilocarpine),  프로클로로페라진

(prochloroperazine),  리툭시마브(rituximab),  타목시펜(tamoxifen),  탁솔,  토포테칸  하이드로클로라이드

(topotecan  hydrochloride),  트라스투주마브(trastuzumab),  빈블라스틴(vinblastine),  빈크리스틴

(vincristine) 및 비노렐빈 타르트레이트(vinorelbine tartrate)가 있으나 이들로 한정되지 않는다. 전립선암

치료의 경우, 항-CTLA-4와 조합될 수 있는 바람직한 화학요법제는 파클리탁셀(탁솔
®
)이다.

추가로, 대상체는 항-면역억제제/면역조절제를 추가로 투여받을 수 있다. 예를 들면, 대상체는 항-CTLA 항체,[0136]

항-PD-1 항체 또는 항-PD-L1 항체를 추가로 투여받는다. 항체에 의한 CTLA-4 또는 PD-L1의 차단은 환자에서 암

세포에 대한 면역 반응을 증강시킬 수 있다. 특히, CTLA-4 차단은 백신접종 프로토콜 후 수행된 경우 효과적인

것으로 밝혀졌다. 

백신 조성물에 포함될 각각의 펩티드의 최적 양 및 최적 투약 섭생법은 과도한 실험 없이 당업자에 의해 결정될[0137]

수 있다. 예를 들면, 펩티드 또는 그의 변이체는 정맥내(i.v.) 주사, 피하(s.c.) 주사, 피내(i.d.) 주사, 복강

내(i.p.) 주사 또는 근육내(i.m.) 주사용으로 제조될 수 있다. 바람직한 펩티드 주사 방법은 피하, 피내, 복강

내, 근육내 및 정맥내 주사를 포함한다. 바람직한 DNA 주사 방법은 피내, 근육내, 피하, 복강내 및 정맥내 주사

를 포함한다. 예를 들면, 1 mg 내지 500 mg, 50 ㎍ 내지 1.5 mg, 바람직하게는 125 ㎍ 내지 500 ㎍의 투여량의

펩티드 또는 DNA가 제공될 수 있고 상기 투여량은 각각의 펩티드 또는 DNA에 의해 좌우될 것이다. 이 범위의 투

여량은 종래 테스트에서 성공적으로 사용되었다(Brunsvig  P  F,  et  al.,  Cancer  Immunol  Immunother.  2006;

55(12): 1553-1564; M. Staehler, et al., ASCO meeting 2007; Abstract No 3017). 백신 조성물의 다른 투여

방법은 당업자에게 공지되어 있다.

본 발명의 약학 조성물은 이 조성물에 존재하는 펩티드의 선택, 수 및/또는 양이 조직, 암 및/또는 환자에 대해[0138]

특이적인 선택, 수 및/또는 양이 되도록 구성될 수 있다. 예를 들면, 펩티드의 정확한 선택은 부작용을 피하기

위해 소정의 조직에서의 모 단백질의 발현 패턴에 의해 좌우될 수 있다. 상기 선택은 암의 구체적 유형, 질환의

상태, 선행 치료 섭생법, 환자의 면역 상태, 및 물론 환자의 HLA-일배체형(haplotype)에 의해 좌우될 수 있다.

나아가, 본 발명에 따른 백신은 특정 환자의 개별 요건에 따라 개별화된 성분들을 포함할 수 있다. 예를 들면,
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특정 환자에서 관련된 신생항원의 발현, 개별 알레르기 또는 다른 치료로 인한 원치 않는 부작용, 및 치료의 제

1 라운드 또는 일정 후 이차 치료에 대한 조정에 따라 펩티드의 양을 변경시킬 수 있다. 

암을 위한 백신으로서 사용될 조성물의 경우, 정상 조직에서 다량으로 발현되는 내인성 모 단백질의 펩티드는[0139]

본 발명의 조성물에서 사용되지 않거나 소량으로 존재할 것이다. 다른 한편으로, 환자의 종양이 다량의 특정 단

백질을 발현한다는 것이 공지되어 있는 경우, 이 암의 치료를 위한 각각의 약학 조성물에는 이 특정 단백질 또

는 이 단백질의 경로에 대한 특이성을 나타내는 펩티드가 다량으로 및/또는 1개 초과의 수로 존재할 수 있거나

포함될 수 있다. 

본 발명의 펩티드를 포함하는 약학 조성물은 이미 암을 앓는 개체에게 투여될 수 있다. 치료 적용에 있어서, 조[0140]

성물은 종양 항원에 대한 효과적인 CTL 반응을 이끌어내어 증상 및/또는 합병증을 치유하거나 적어도 부분적으

로 정지시키기에 충분한 양으로 환자에게 투여된다. 이를 달성하기에 적합한 양은 "치료 유효량"으로서 정의된

다. 이 용도에 효과적인 양은 예를 들면, 펩티드 조성, 투여 방식, 치료될 질환의 단계 및 중증도, 환자의 체중

및 일반적인 건강 상태, 및 처방 의사의 판단에 의해 좌우될 것이지만, 초기 면역화를 위한(즉, 치료 또는 예방

투여를 위한) 상기 효과적인 양은 일반적으로 70 kg 환자의 경우 약 1.0 ㎍ 내지 약 50,000 ㎍의 펩티드이고,

그 후 환자의 혈액에서 특이적 CTL 활성을 측정함으로써 환자의 반응 및 상태에 따라 수 주 내지 수 개월 동안

부스팅(boosting) 섭생법에 따라 부스팅 투여량 또는 약 1.0 ㎍ 내지 약 10,000 ㎍의 펩티드가 투여된다. 본 발

명의 펩티드 및 조성물은 일반적으로 심각한 질환 상태, 즉 특히 암이 전이된 경우 생명을 위협하는 또는 잠재

적으로 생명을 위협하는 상황에서 사용될 수 있다는 것을 명심해야 한다. 이러한 경우, 외래 물질의 최소화 및

펩티드의 상대적인 무독성 성질에 비추어 볼 때, 이들 펩티드 조성물을 상당한 과량으로 투여하는 것이 가능하

고 치료 의사에 의해 바람직하다고 판단될 수 있다. 

치료 용도의 경우, 투여는 종양의 검출 시점 또는 종양의 수술적 제거 시점에서 시작되어야 한다. 이 시작 후,[0141]

적어도 증상이 실질적으로 경감될 때까지 및 그 후 일정 기간 동안 부스팅 투여량이 투여된다. 

치유적 치료를 위한 약학 조성물(예를 들면, 백신 조성물)은 비경구, 국소, 비강, 경구 또는 국부 투여를 위한[0142]

것이다. 바람직하게는, 약학 조성물은 비경구, 예를 들면, 정맥내, 피하, 피내 또는 근육내로 투여된다. 상기

조성물은 종양에 대한 국부 면역 반응을 유도하기 위해 수술적 절개 부위에 투여될 수 있다. 본 발명은 허용되

는 담체, 바람직하게는 수성 담체에 용해되어 있거나 현탁되어 있는 펩티드의 용액 및 백신 조성물을 포함하는

비경구 투여용 조성물을 제공한다. 다양한 수성 담체, 예를 들면, 물, 완충된 물, 0.9% 식염수, 0.3% 글리신,

히알루론산 등이 사용될 수 있다. 이들 조성물은 잘 공지되어 있는 통상적인 멸균 기법에 의해 멸균될 수 있거

나 멸균 여과될 수 있다. 생성된 수용액은 사용을 위해 그 자체로서 포장될 수 있거나 동결건조될 수 있고, 동

결건조된 제제는 투여 전에 멸균 용액과 조합된다. 상기 조성물은 생리학적 조건에 가깝게 만드는 약학적으로

허용되는 보조 물질, 예컨대, pH 조절제 및 완충제, 긴장성 조절제, 습윤화제 등, 예를 들면, 아세트산나트륨,

젖산나트륨, 염화나트륨, 염화칼륨, 염화칼슘, 모노라우르산소르비탄, 올레산트리에탄올아민 등을 필요에 따라

포함할 수 있다. 

약학 제제 중의 본 발명의 펩티드의 농도는 광범위하게, 즉 약 0.1 중량% 미만, 통상적으로 약 2 중량% 이상부[0143]

터 20 중량% 내지 50 중량% 이상만큼 높은 농도까지 변경될 수 있고 선택된 구체적 투여 방식에 따라 주로 유체

부피, 점도 등에 의해 선택될 것이다. 

본 발명의 펩티드는 펩티드를 특정 세포 조직, 예컨대, 림프 조직으로 표적화하는 리포좀을 통해 투여될 수도[0144]

있다. 리포좀은 펩티드의 반감기를 증가시키는 데에도 유용하다. 리포좀은 유화액, 발포체(foams),  교질입자

(micelles), 불용성 단일층, 액체 결정, 인지질 분산액, 판형 층 등을 포함한다. 이들 제제에서, 전달될 펩티드

는 리포좀의 일부로서 도입되거나, 단독으로 도입되거나, 예를 들면, 림프 세포들 사이에서 우세한 수용체에 결

합하는 분자, 예컨대, CD45 항원에 결합하는 단일클론 항체, 또는 다른 치료 조성물 또는 면역원성 조성물과 함

께 도입된다. 따라서, 본 발명의 원하는 펩티드로 충전된 리포좀은 림프 세포 부위로 향할 수 있고, 그 후 이

부위에서 리포좀은 선택된 치료/면역원성 펩티드 조성물을 전달한다. 본 발명에서 사용될 리포좀은 일반적으로

중성 인지질 및 음으로 하전된 인지질, 및 스테롤, 예컨대, 콜레스테롤을 포함하는 표준 소포 형성 지질로부터

형성된다. 지질의 선택은 일반적으로 예를 들면, 리포좀 크기, 혈류 중의 리포좀의 산 불안정성 및 안정성의 고

려에 의해 좌우된다. 예를 들면, 문헌(Szoka et al., Ann. Rev. Biophys. Bioeng. 9;467 (1980), USA), 미국

특허 제4,235,871호, 제4,501,728호, 제4,837,028호 및 제5,019,369호에 기재된 바와 같이, 다양한 방법이 리

포좀의 제조에 이용될 수 있다. 

면역 세포로의 표적화를 위해, 리포좀 내로 도입될 리간드는 예를 들면, 원하는 면역계 세포의 세포 표면 결정[0145]
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인자에 대한 특이성을 나타내는 항체 또는 이의 단편을 포함할 수 있다. 펩티드를 포함하는 리포좀 현탁액은 특

히 투여 방식, 전달될 펩티드 및 치료될 질환의 단계에 따라 달라지는 투여량으로 정맥내, 국부, 국소 등으로

투여될 수 있다. 

고체  조성물의  경우,  예를  들면,  약학  등급의  만니톨,  락토스,  전분,  스테아르산마그네슘,  나트륨  사카린,[0146]

활석, 셀룰로스, 글루코스, 수크로스, 탄산마그네슘 등을 포함하는 통상적인 또는 나노입자 무독성 고체 담체가

사용될 수 있다. 경구 투여의 경우, 통상적으로 사용되는 부형제, 예컨대, 상기 나열된 담체들 중 임의의 담체

및 일반적으로 10% 내지 95%, 보다 바람직하게는 25% 내지 75% 농도의 활성 성분, 즉 하나 이상의 본 발명의 펩

티드를 도입함으로써 약학적으로 허용되는 무독성 조성물을 형성한다.

에어로졸 투여의 경우, 면역원성 펩티드는 바람직하게는 계면활성제 및 추진제와 함께 미분된 형태로 제공된다.[0147]

펩티드의 전형적인 백분율은 0.01 중량% 내지 20 중량%, 바람직하게는 1 중량% 내지 10 중량%이다. 물론, 계면

활성제는 무독성을 나타내어야 하고 바람직하게는 추진제에서 가용성을 나타내어야 한다. 이러한 물질의 대표적

인 예는 6개 내지 22개의 탄소 원자를 포함하는 지방산, 예컨대, 카프로산, 옥탄산, 라우르산, 팔미트산, 스테

아르산, 리놀레산, 리놀렌산, 올레스테르산 및 올레산과 지방족 다가 알코올 또는 이의 환형 무수물의 에스테르

또는 부분적 에스테르이다. 혼합된 에스테르, 예컨대, 혼합된 또는 천연 글리세리드가 사용될 수 있다. 계면활

성제는 조성물의 0.1 중량% 내지 20 중량%, 바람직하게는 0.25 중량% 내지 5 중량%를 차지할 수 있다. 조성물은

나머지는 통상적으로 추진제이다. 예를 들면, 비강내 전달을 위한 레시틴의 사용과 마찬가지로 원하는 경우 담

체도 포함될 수 있다. 

치료 또는 면역화를 위해, 본 발명의 펩티드 및 임의적으로 본원에 기재된 하나 이상의 펩티드를 코딩하는 핵산[0148]

을 환자에게 투여할 수도 있다. 다수의 방법이 핵산을 환자에게 전달하는 데에 편리하게 이용된다. 예를 들면,

핵산을 "네이키드(naked)  DNA"로서 직접적으로 전달할 수 있다. 이 방법은 예를 들면, 문헌(Wolff  et  al.,

Science 247: 1465-1468 (1990))뿐만 아니라 미국 특허 제5,580,859호 및 제5,589,466호에도 기재되어 있다.

예를 들면, 미국 특허 제5,204,253호에 기재된 바와 같이 탄도(ballistic) 전달을 이용하여 핵산을 투여할 수도

있다. DNA로만 구성된 입자를 투여할 수 있다. 대안적으로, DNA를 입자, 예컨대, 금 입자에 부착시킬 수 있다.

또한, 핵산을 양이온성 화합물, 예컨대, 양이온성 지질과의 복합체 형태로 전달할 수도 있다. 지질 매개 유전자[0149]

전달 방법은 예를 들면, 국제 특허출원 공보 제WO  96/18372호, 국제 특허출원 공보 제WO  93/24640호, 문헌

(Mannino & Gould-Fogerite, BioTechniques 6(7): 682-691 (1988)), 미국 특허 제5,279,833호, 국제 특허출원

공보 제WO 91/06309호 및 문헌(Feigner et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 84: 7413-7414 (1987))에 기재되

어 있다. 

본 발명의 펩티드 및 폴리펩티드는 약독화된 바이러스 숙주, 예컨대, 백시니아 또는 계두 바이러스에 의해 발현[0150]

될 수도 있다. 이 방법은 본 발명의 펩티드를 코딩하는 뉴클레오티드 서열을 발현시키기 위한 벡터로서 백시니

아 바이러스의 사용을 포함한다. 재조합 백시니아 바이러스는 급성적으로 또는 만성적으로 감염된 숙주 또는 비

감염된 숙주 내로 도입되었을 때 면역원성 펩티드를 발현하여 숙주 CTL 반응을 이끌어낸다. 면역화 프로토콜에

유용한 백시니아 벡터 및 방법은 예를 들면, 미국 특허 제4,722,848호에 기재되어 있다. 또 다른 벡터는 BCG(칼

메트-게랭간균(Bacille Calmette Guerin))이다. BCG 벡터는 문헌(Stover et al., Nature 351:456-460 (1991))

에 기재되어 있다. 본 발명의 펩티드의 치료 투여 또는 면역화에 유용한 매우 다양한 다른 벡터들, 예를 들면,

살모넬라 티피(Salmonella typhi) 벡터 등이 본원의 설명으로부터 당업자에게 자명해질 것이다.

본 발명의 펩티드를 코딩하는 핵산을 투여하는 바람직한 수단은 다수의 에피토프를 코딩하는 미니유전자 구축물[0151]

을 사용한다. 인간 세포에서의 발현을 위해 선택된 CTL 에피토프(미니유전자)를 코딩하는 DNA 서열을 생성하기

위해, 상기 에피토프의 아미노산 서열을 역으로 번역한다. 인간 코돈 사용 표가 각각의 아미노산에 대한 코돈

선택에 대한 지침으로서 사용된다. 이들 에피토프 코딩 DNA 서열을 직접적으로 연결하여 연속 폴리펩티드 서열

을 생성한다. 발현 및/또는 면역원성을 최적화하기 위해, 추가 요소를 미니유전자 디자인 내로 도입할 수 있다.

역 번역될 수 있고 미니유전자 서열 내에 포함될 수 있는 아미노산 서열의 예로는 헬퍼 T 림프구, 에피토프, 리

더 (신호) 서열 및 소포체 체류 신호가 있다. 추가로, CTL 에피토프에 인접한 합성(예를 들면, 폴리-알라닌) 또

는 천연 발생 플랭킹 서열을 포함시킴으로써 CTL 에피토프의 MHC 제시를 개선할 수 있다. 

미니유전자의 플러스 가닥 및 마이너스 가닥을 코딩하는 올리고뉴클레오티들을 조립함으로써 미니유전자 서열을[0152]

DNA로 전환시킨다. 잘 공지된 기법을 이용하여 중첩 올리고뉴클레오티드들(30개 내지 100개 염기 길이)을 적절

한  조건  하에서  합성하고  인산화하고  정제하고  어닐링한다.  올리고뉴클레오티드들의  말단을  T4  DNA  리가제

(ligase)를 사용하여 연결한다. 그 다음, CTL 에피토프 폴리펩티드를 코딩하는 이 합성 미니유전자를 원하는 발
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현 벡터 내로 클로닝할 수 있다. 

당업자에게 잘 공지되어 있는 표준 조절 서열을 벡터에 포함시켜 표적 세포에서의 발현을 보장한다. 여러 벡터[0153]

요소들이 요구된다: 미니유전자 삽입을 위한 다운스트림 클로닝 부위를 갖는 프로모터; 효율적인 전사 종결을

위한 폴리아데닐화 신호; 이. 콜라이의 복제 기점; 및 이. 콜라이 선택 마커(예를 들면, 앰피실린 또는 가나마

이신 내성). 이 목적을 위해 다수의 프로모터, 예를 들면, 인간 사이토메갈로바이러스(hCMV) 프로모터를 사용할

수 있다. 다른 적합한 프로모터 서열에 대해서는 예를 들면, 미국 특허 제5,580,859호 및 제5,589,466호를 참조

한다. 

미니유전자 발현 및 면역원성을 최적화하기 위해 추가 벡터 변형이 요구될 수 있다. 몇몇 경우, 효율적인 유전[0154]

자 발현을 위해 인트론이 요구되고, 하나 이상의 합성 또는 천연 발생 인트론을 미니유전자의 전사된 영역 내로

도입할 수 있다. mRNA 안정화 서열의 포함도 미니유전자의 발현 증가를 위해 고려할 수 있다. 최근에, 면역조절

서열(ISS 또는 CpG)이 DNA 백신의 면역원성에 있어서 일정한 역할을 수행한다고 제안되었다. 면역원성을 증강시

키는 것으로 밝혀진 경우 이들 서열을 미니유전자 코딩 서열의 외부에서 벡터 내에 포함시킬 수 있다. 

몇몇 실시양태에서, 미니유전자에 의해 코딩된 에피토프, 및 면역원성을 증강시키거나 감소시키기 위해 포함된[0155]

제2 단백질의 생성을 가능하게 하는 이시스트론성(bicistronic) 발현 벡터를 사용할 수 있다. 동시발현된 경우

면역반응을 유리하게 증강시킬 수 있는 단백질 또는 폴리펩티드의 예로는 사이토카인(예를 들면, IL2,  IL12,

GM-CSF), 사이토카인 유도 분자(예를 들면, LeIF) 또는 보조자극 분자가 있다. 헬퍼(HTL) 에피토프를 세포내 표

적화 신호에 연결할 수 있고 CTL 에피토프와 별도로 발현시킬 수 있다. 이것은 HTL 에피토프가 CTL 에피토프와

상이한 세포 구획으로 향하게 할 것이다. 요구되는 경우, 이것은 MHC 클래스 II 경로 내로의 HTL 에피토프의 보

다 효율적인 도입을 용이하게 하여 CTL 유도를 개선할 수 있다. CTL 유도와 대조적으로, 면역억제 분자(예를 들

면, TGF-β)의 동시발현에 의한 면역 반응의 특이적 감소가 일부 질환에서 유리할 수 있다. 

일단 발현 벡터가 선택되면, 미니유전자를 프로모터의 다운스트림에 위치한 폴리링커 영역 내로 클로닝한다. 이[0156]

플라스미드를 적절한 이. 콜라이 균주 내로 형질전환시키고, DNA를 표준 기법을 이용하여 제조한다. 미니유전자

의 배향 및 DNA 서열뿐만 아니라 벡터에 포함된 모든 다른 요소들을 제한 맵핑(mapping) 및 DNA 서열분석을 이

용하여 확인한다. 정확한 플라스미드를 보유하는 박테리아 세포를 마스터(master) 세포 뱅크 및 작업 세포 뱅크

로서 저장할 수 있다. 

정제된 플라스미드 DNA를 다양한 제제를 사용하여 주사용으로 제조할 수 있다. 이들 중 가장 단순한 것은 동결[0157]

건조된 DNA를 멸균 인산염 완충제 식염수(PBS)에서 재구성하는 것이다. 다양한 방법이 기재되어 있고, 신규 기

법이  이용가능해질  수  있다.  전술된  바와  같이,  핵산을  양이온성  지질을  사용하여  편리하게  제제화한다.

추가로, 당지질, 융합유도성(fusogenic) 리포좀, 펩티드, 및 보호 상호작용 비축합(PINC) 화합물로서 총칭되는

화합물도 정제된 플라스미드 DNA와 함께 복합체를 형성하여 안정성, 근육내 분산, 또는 특정 유형의 기관 또는

세포로의 수송과 같은 변수에 영향을 미칠 수 있다. 

표적 세포 감작이 미니유전자에 의해 코딩된 CTL 에피토프의 발현 및 MHC 클래스 I 제시에 대한 기능적 분석으[0158]

로서 이용될 수 있다. 플라스미드 DNA를, 표준 CTL 크로뮴 방출 분석을 위한 표적으로서 적합한 포유동물 세포

주 내로 도입한다. 이용되는 형질감염 방법은 최종 제제에 의해 좌우될 것이다. "네이키드" DNA의 경우 전기천

공이 이용될 수 있는 반면, 양이온성 지질은 직접적인 시험관내 형질감염을 가능하게 한다. 형광 활성화된 세포

분류(FACS)를 이용하여 형질감염된 세포를 풍부하게 하기 위해 녹색 형광 단백질(GFP)을 발현하는 플라스미드를

동시형질감염시킬 수 있다. 그 다음, 이들 세포를 크로뮴-51로 표지하고 에피토프 특이적 CTL 세포주에 대한 표

적 세포로서 사용한다. 
51
Cr 방출에 의해 검출된 세포용해는 미니유전자에 의해 코딩된 CTL 에피토프의 MHC 제시

의 달성을 표시한다. 

생체내 면역원성은 미니유전자 DNA 제제의 기능적 테스트를 위한 두 번째 방법이다. 적절한 인간 MHC 분자를 발[0159]

현하는  형질전환  마우스를  DNA  생성물로  면역화시킨다.  투여량  및  투여  경로는  제제에  의해  좌우된다(예를

들면, PBS 중의 DNA의 경우 근육내 투여, 지질과 복합체를 형성한 DNA의 경우 복강내 투여). 면역화로부터 21일

후, 비장세포를 회수하고 테스트될 각각의 에피토프를 코딩하는 펩티드의 존재 하에서 1주 동안 재자극한다. 표

준 기법을 이용하여 이들 이펙터 세포(CTL)를 펩티드로 로딩되고 크로뮴-51로 표지된 표적 세포의 세포용해에

대해 분석한다. 미니유전자에 의해 코딩된 에피토프에 상응하는 펩티드의 MHC 로딩에 의해 감작된 표적 세포의

용해는 CTL의 생체내 유도에 대한 DNA 백신 기능을 입증한다. 

펩티드는 생체외에서 CTL을 이끌어내는 데에도 사용될 수 있다. 발생된 CTL은 다른 통상적인 형태의 요법에 반[0160]
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응하지 않거나 펩티드 백신 요법에 반응하지 않을 환자에서 만성 종양을 치료하는 데에 사용될 수 있다. 조직

배양물에서 환자의 CTL 전구체 세포(CTLp)를 항원제시세포(APC)의 공급원 및 적절한 펩티드와 함께 항온처리함

으로써 특정 종양 항원에 대한 생체외 CTL 반응을 유도한다. CTLp가 활성화되고 이펙터 CTL로 성숙되고 증폭되

는 적절한 항온처리 시간(전형적으로 1주 내지 4주) 후, 상기 세포를 환자 내로 다시 주입하는데, 이때 상기 세

포는 상기 환자 내에서 그의 특이적 표적 세포(즉, 종양 세포)를 파괴할 것이다. 특이적 세포독성 T 세포의 발

생을 위한 시험관내 조건을 최적화하기 위해, 자극제 세포의 배양을 적절한 혈청 무함유 배지에서 유지한다.

자극제 세포를 활성화하고자 하는 세포, 예를 들면, 전구체 CD8+ 세포와 함께 항온처리하기 전, 자극제 세포의[0161]

표면 상에서 발현되는 인간 클래스 I 분자 상으로 로딩되기에 충분한 양의 항원성 펩티드를 자극제 세포 배양물

에 첨가한다. 본 발명에서, 펩티드의 충분한 양은 각각의 자극제 세포의 표면 상에서 발현되는 약 200개, 바람

직하게는 200개 이상의 인간 클래스 MHC 분자가 펩티드로 로딩되게 하는 양이다. 바람직하게는, 자극제 세포를

2 ㎍/㎖ 초과의 펩티드와 함께 항온처리한다. 예를 들면, 자극제 세포를 3 ㎍/㎖, 4 ㎍/㎖, 5 ㎍/㎖, 10 ㎍/㎖,

15 ㎍/㎖ 또는 이보다 많은 펩티드와 함께 항온처리한다.

그 다음, 휴면 또는 전구체 CD8+ 세포를 활성화시키기에 충분한 시간 동안 상기 CD8+ 세포를 배양물에서 적절한[0162]

자극제 세포와 함께 항온처리한다. 바람직하게는, 상기 CD8+ 세포를 항원 특이적 방식으로 활성화시킨다. 휴면

또는 전구체 CD8+(이펙터) 세포 대 자극제 세포의 비는 개체마다 다를 수 있고, 또한 개체의 림프구가 배양 조

건에 적응하는 능력, 및 본원에 기재된 치료 방법이 이용되는 질환 상태 또는 다른 상태의 성질 및 중증도와 같

은 변수에 의해 좌우될 수 있다. 그러나, 바람직하게는, 림프구 대 자극제 세포 비는 약 30:1 내지 300:1의 범

위 내에 있다. 치료적으로 사용가능한 또는 유효한 수의 CD8+ 세포를 자극하기 위해 필요한 시간만큼 오랫동안

이펙터/자극제 배양물을 유지할 수 있다.

시험관내 CTL의 유도는 APC 상의 대립유전자 특이적 MHC 클래스 I 분자에 결합되는 펩티드의 특이적 인식을 필[0163]

요로  한다.  APC당  특이적  MHC/펩티드  복합체의  수는  특히  일차  면역  반응에서  CTL의  자극을  위해  매우

중요하다. 세포당 소량의 펩티드/MHC 복합체가 세포를 CTL에 의한 용해에 민감하게 만들기에 충분하거나 이차

CTL 반응을 자극하기에 충분하지만, 일차 반응 동안 CTL 전구체(pCTL)의 성공적인 활성화는 유의하게 더 많은

수의 MHC/펩티드 복합체를 필요로 한다. 세포 상의 빈 주조직적합성 복합체 분자의 펩티드 로딩은 일차 세포독

성 T 림프구 반응의 유도를 가능하게 한다. 세포 상의 빈 주조직적합성 복합체 분자의 펩티드 로딩은 일차 세포

독성 T 림프구 반응의 유도를 가능하게 한다.

모든 인간 MHC 대립유전자들에 대해 돌연변이 세포주가 존재하지는 않기 때문에, MHC와 회합된 내인성 펩티드를[0164]

APC의 표면으로부터 제거한 후 발생된 빈 MHC 분자를 관심있는 면역원성 펩티드로 로딩하는 기법을 이용하는 것

이 유리하다. 비형질전환된(비종양발생성) 비감염된 세포 및 바람직하게는 환자의 자가 세포를 APC로서 사용하

는 것이 생체외 CTL 요법의 개발을 향한 CTL 유도 프로토콜의 디자인을 위해 바람직할 수 있다. 본원은 MHC와

회합된 내인성 펩티드를 APC의 표면으로부터 스트립핑(stripping)한 후 원하는 펩티드를 로딩하는 방법을 개시

한다. 

안정한 MHC 클래스 I 분자는 하기 요소들로 형성된 삼량체 복합체이다: 1) 통상적으로 8개 내지 10개의 잔기로[0165]

구성된 펩티드, 2)  그의 α1  도메인 및 α2  도메인 내에 펩티드 결합 부위를 보유하는 경막 다형성 단백질

중쇄, 및 3) 비공유적으로 회합된 비다형성 경쇄인 β2마이크로글로불린. 상기 복합체로부터 결합된 펩티드를

제거하고/하거나 β2마이크로글로불린을 해리시키는 것은 MHC 클래스 I 분자를 비기능적인 불안정한 상태로 만

들어 신속한 분해를 초래한다. PBMC로부터 단리된 모든 MHC 클래스 I 분자들이 그들에 결합된 내인성 펩티드를

갖는다. 따라서, 제1 단계는 외인성 펩티드가 MHC 클래스 I 분자에 첨가될 수 있기 전에 MHC 클래스 I 분자의

분해를 야기하지 않으면서 APC 상의 MHC 클래스 I 분자에 결합된 모든 내인성 펩티드들을 제거하는 것이다. 

결합된 펩티드의 MHC 클래스 I 분자를 자유롭게 하는 2종의 가능한 방법은 배양 온도를 밤새 37℃에서 26℃까지[0166]

낮추어 β2마이크로글로불린을 탈안정화시키는 단계 및 약산 처리를 이용하여 내인성 펩티드를 세포로부터 스트

립핑하는 단계를 포함한다. 상기 방법은 이미 결합된 펩티드를 세포외 환경으로 방출시켜 새로운 외인성 펩티드

가 빈 클래스 I 분자에 결합되게 한다. 냉온 항온처리 방법은 외인성 펩티드가 MHC 복합체에 효율적으로 결합할

수 있게 하지만 세포의 대사 속도를 늦출 수 있는 26℃에서의 밤샘 항온처리를 필요로 한다. 또한, MHC 분자를

활발히 합성하지 않는 세포(예를 들면, 휴면 PBMC)는 냉온 절차에 의해 다량의 빈 표면 MHC 분자를 생성하지 않

을 가능성이 있다. 

강산 스트립핑은 pH 2의 트리플루오로아세트산을 사용한 펩티드의 추출, 또는 면역친화성 정제에 의해 정제된[0167]

클래스 I-펩티드 복합체의 산 변성을 포함한다. 이들 방법은 APC의 생존력, 및 항원 제시에 있어서 핵심적인 최
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적 대사 상태를 보존하면서 내인성 펩티드를 제거하는 것이 중요하기 때문에 CTL 유도에 적합하지 않다. pH 3의

약산 용액, 예컨대, 글리신 또는 시트르산염-인산염 완충제가 내인성 펩티드를 확인하고 종양과 회합된 T 세포

에피토프를 확인하는 데에 이용되어 왔다. 이 처리는 MHC 클래스 II 분자를 포함하는 다른 표면 항원들이 온전

한 상태로 남아있는 동안 MHC 클래스 I 분자만이 탈안정화된다(그리고 회합된 펩티드가 방출된다)는 점에서 특

히 효과적이다. 가장 중요하게는, 약산 용액을 사용한 세포의 처리는 세포의 생존력 또는 대사 상태에 영향을

미치지 않는다. 약산 처리는 내인성 펩티드의 스트립핑이 4℃에서 2분 이내에 일어나기 때문에 신속하고 APC는

적절한 펩티드가 로딩된 후 그의 기능을 수행할 준비가 되어 있다. 이 기법은 본원에서 일차 항원 특이적 CTL의

발생을 위해 펩티드 특이적 APC를 만드는 데에 이용된다. 생성된 APC는 펩티드 특이적 CD8+ CTL의 유도에 있어

서 효율적이다. 

공지되어 있는 다양한 방법들 중 한 방법을 이용하여 자극제 세포로부터 활성화된 CD8+ 세포를 효과적으로 분리[0168]

할 수 있다. 예를 들면, 자극제 세포, 자극제 세포 상에 로딩된 펩티드, 또는 CD8+ 세포(또는 이의 절편)에 대

한 특이성을 나타내는 단일클론 항체를 사용하여 이들 세포를 이들의 적절한 상보적인 리간드에 결합시킬 수 있

다. 그 다음, 항체로 태깅된 분자를 적절한 수단, 예를 들면, 잘 공지되어 있는 면역침전 또는 면역분석 방법을

통해 자극제-이펙터 세포 혼합물로부터 추출할 수 있다.

활성화된 CD8+ 세포의 효과적인 세포독성 양뿐만 아니라 이들 살해(killer) 세포의 궁극적인 표적이 되는 세포[0169]

의 양 및 유형도 시험관내 사용과 생체내 사용 사이에 상이할 수 있다. 또한, 상기 양은 환자의 상태에 따라 상

이할 것이고 모든 적절한 인자들의 고려를 통해 실시자에 의해 결정될 것이다. 그러나, 마우스에서 사용되는 약

5×10
6
개 내지 5×10

7
개의 세포에 비해 바람직하게는 약 1×10

6
개 내지 약 1×10

12
개, 보다 바람직하게는 약 1×

10
8
개 내지 약 1×10

11
개, 보다 더 바람직하게는 약 1×10

9
개 내지 약 1×10

10
개의 활성화된 CD8+ 세포가 성인을

위해 사용된다.

바람직하게는, 전술된 바와 같이, 활성화된 CD8+ 세포를 치료될 개체에게 투여하기 전에 상기 CD8+ 세포를 세포[0170]

배양물로부터 회수한다. 그러나, 다른 현재 치료 방법 및 제안된 치료 방법과 달리, 본 방법은 종양발생성을 나

타내지 않는 세포 배양 시스템을 이용한다는 것을 주목하는 것이 중요하다. 따라서, 자극제 세포와 활성화된

CD8+ 세포의 완전한 분리가 달성되지 않은 경우, 소수의 자극제 세포의 투여와 관련되어 있는 것으로 공지된 내

재적인 위험은 존재하지 않는 반면, 포유동물 종양 촉진 세포의 투여는 매우 위험할 수 있다. 

세포 성분을 재도입하는 방법은 당업계에서 공지되어 있고 미국 특허 제4,844,893호(Honsik, et al.) 및 미국[0171]

특허 제4,690,915호(Rosenberg)에서 예시된 절차와 같은 절차를 포함한다. 예를 들면, 정맥내 관주를 통한 활성

화된 CD8+ 세포의 투여가 적절하다. 

본 발명은 특허청구범위에 기재된 본 발명의 범위를 한정하지 않는 하기 실시예에서 추가로 기재될 것이다.[0172]

실시예[0173]

실시예 1: 백신접종을 위한 네오에피토프를 확인하는 방법[0174]

종양 특이적 네오에피토프를 확인하기 위한 본 발명자들의 방법은 3개의 단계를 포함한다. (1) 각각의 환자로부[0175]

터의 종양 샘플 대 매칭된 생식세포계 샘플의 전체 게놈 또는 전체 엑솜(즉, 포획된 엑손만) 서열분석을 이용하

여 DNA 돌연변이를 확인하는 단계. 본 발명자들의 예비 연구는 CLL 세포가 아미노산 서열을 변경시키고 잠재적

신규 T 세포 에피토프를 발생시킬 수 있는 많은 상이한 유전적 변화를 포함한다는 것을 입증한다. (2) 고도로

검증된 펩티드-MHC 결합 예측 알고리즘을 적용하여 종양에 존재하는 비침묵 돌연변이에 기초한 후보 T 세포 에

피토프 셋을 발생시키는 단계. 본 발명자들은 CLL 샘플에서 돌연변이된 유전자의 발현을 RNA로서 확인한 후 실

험적 방법을 이용하여 펩티드-HLA 결합 예측을 확인함으로써 후보 펩티드와 HLA 대립유전자의 결합을 정량할 것

이다. (3) 돌연변이된 펩티드에 대한 항원 특이적 T 세포를 발생시키는 단계.

실시예 2: 만성 림프구성 백혈병을 갖는 환자의 종양에서 돌연변이된 유전자를 확인하기 위한 종양 게놈 및 정[0176]

상 게놈 서열분석(단계 1)

(정상 조직에 존재하지 않는) 종양 특이적 돌연변이를 검출하기 위해, 각각의 환자의 종양 및 정상 조직으로부[0177]

터 샘플을 수집하였다. 백혈병의 경우, 종양 세포, 예를 들면, CD5 및 CD19 표면 마커를 발현하는 만성 림프구

성 백혈병(CLL)을 갖는 환자의 종양 세포에 대한 특이성을 나타내는 항체를 사용하는 자기 비드 단리 또는 형광

활성화된 세포 분류를 이용하여 종양을 정제하였다. 피부 섬유모세포를 정상 조직 대조군으로서 사용하였다. 서

열분석을 위한 DNA 또는 RNA를 단리된 종양 또는 정상 조직 세포로부터 정제하였다. 흑색종, 난소 종양 및 다른
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고형 종양의 경우(이때, 비종양 세포에 의한 오염이 존재함), 종양 세포의 상대적으로 균질한 단기간 배양물 또

는 레이저에 의해 포획된 종양으로부터 DNA 및 RNA를 단리하였다. PBMC를 정상 대조군 세포로서 사용하였다. 모

든 샘플들에 대해, 돌연변이된 펩티드 특이적 T 세포의 증폭을 위해 필요할 때까지 PBMC를 냉동보존하였다. 최

종적으로, 종양 세포의 단기간 배양물도 증폭된 T 세포의 표적으로서 추후에 사용하기 위해 냉동보존하였다. 서

열분석 전, 단리된 게놈 DNA 또는 RNA를 핵산 무결성 및 순도에 대해 테스트하였다.

각각의 DNA 샘플에 대해, 전체 게놈 DNA를 전단하고 서열분석하였거나, 혼성체 선택을 이용하여 코딩 엑손을 상[0178]

보적인 올리고뉴클레오티드로 포획한 후 서열분석하였다(Gnirke et al., Nat Biotechnol. 2009, 27(2):182-9).

DNA 라이브러리 및 RNA 라이브러리를 발생시켰고 일루미나 차세대 서열분석 기구를 이용하여 서열분석하였다. 

만성 림프구성 백혈병(CLL)을 갖는 64명의 환자들의 서열분석은 생식세포계 DNA 서열에 비해 상대적으로 종양에[0179]

서 단백질 아미노산 서열을 변경시키는 평균 23개의 비침묵 돌연변이를 제공하였다(도 3). 네오에피토프를 발생

시킬 잠재력을 갖는 이들 비침묵 돌연변이는 5개의 상이한 클래스로 분류되었다: 미스센스, 스플라이스 부위,

프레임시프트(삽입결실, 삽입 및 결실), 리드쓰루 및 유전자 융합(도 4). 이들 돌연변이의 빈도는 개별 환자마

다 상이하다(도 5). 모든 이들 돌연변이들이 면역화를 위한 잠재적 네오에피토프를 제공하고, 이때 프레임시프

트, 리드쓰루 및 스플라이스 부위(예를 들면, 보유된 인트론을 사용함) 돌연변이는 보다 긴 신규 펩티드 스트레

치를 발생시키고, 미스센스 돌연변이는 단일 아미노산 변화를 갖는 짧은 펩티드를 발생시키고, 마지막으로 융합

유전자는 신규 연접 서열을 갖는 혼성체 펩티드를 발생시킨다. 

실시예 3: 종양 특이적 돌연변이를 보유하는 발현된 단백질로부터 유래된 HLA 결합 펩티드의 확인(단계 2)[0180]

다음 의문은 돌연변이된 유전자가 환자 MHC/HLA 단백질에 의해 제시될 수 있는 펩티드를 발생시킬 수 있는지이[0181]

다. 먼저, 여러 알고리즘을 이용하여 환자 1의 10개 미스센스 돌연변이로부터 500 nM 미만의 IC50 점수를 보이는

30개의 HLA 결합 펩티드, 및 환자 2의 53개 미스센스, 1개 삽입결실 및 2개 유전자 융합으로부터 500 nM 미만의

IC50 점수를 보이는 137개의 HLA 결합 펩티드를 예측하였다. 6개의 특이적 HLA 대립유전자를 갖는 환자에서 1개

의 미스센스 돌연변이에 대한 한 예가 도시되어 있고, 이때 9머 펩티드와 HLA 대립유전자의 54개 조합으로부터

2개의 결합 펩티드가 예측되었다(도 6). 이들 유전자가 종양에서 발현되는지를 확인하기 위해, 본 발명자들은

(돌연변이 클래스에 의해 좌우되는 여러 방법을 이용하여(도 7)) 돌연변이된 유전자들에 대한 RNA 수준을 측정

하였고 HLA 결합 펩티드를 발생시키는 돌연변이된 유전자의 98%가 발현되었다는 것을 발견하였다. 

그 다음, HLA 대립유전자에 결합하는 것으로 공지된 기준 펩티드 및 테스트 펩티드를 사용한 경쟁 결합 분석을[0182]

수행함으로써, RNA 발현 검증을 통과한 모든 예측된 펩티드들의 HLA 결합 능력을 실험적으로 검증하였다(Sidney

et al., Curr Protoc Immunol. 2001, Chapter 18:Unit 18.3)(도 8a). 본 발명자들이 HLA 결합의 실험적 확인을

위해 제출한 서브셋 중에서, 환자 1의 미스센스 돌연변이로부터 발생된 17개의 예측된 펩티드들 중 8개(47%)의

예측된 펩티드들이 HLA 대립유전자에 대한 높은 결합 친화성(IC50 <500 nM)을 나타낸다는 것이 확인되었다(도

8b). 환자 2의 경우, 49개의 예측된 펩티드들 중 25개의 예측된 펩티드들이 HLA 결합을 나타내는 것으로서 실험

적으로 확인되었다. 이들 결과는 예측된 IC50이 150 nM 미만인 모든 펩티드들이 실험적으로 HLA 결합을 보이지만

500 nM 미만의 컷오프가 그 당시에 40% 내지 50%의 진정한 결합 펩티드를 발생시킨다는 것을 암시한다(도 8c).

주목할 만한 것은 환자 2의 25개의 확인된 돌연변이된 펩티드가 생식세포계 펩티드보다 2배 이상 더 우수한 결

합 친화성을 나타낸다는 것이다(도 9). 이러한 펩티드를 종양 백신 내에 도입하여 T 세포가 생식세포계 펩티드

와 교차반응할 기회를 감소시키는 것이 바람직할 수 있지만, 차등적 결합을 보이지 않는 펩티드들은 T 세포 수

용체에 의한 돌연변이 펩티드 대 생식세포계 펩티드의 차등적 인식으로 인해 종양 특이적 반응을 여전히 제공할

수 있다. 

실시예 4: CLL 환자 샘플의 서열분석에 의해 확인된 돌연변이된 펩티드에 대한 CD8+ T 세포 반응(단계 3)[0183]

지금부터, 본 발명자들은 예측된 또는 실험적으로 검증된 HLA 결합 돌연변이된 펩티드에 기초하여 이들 종양 특[0184]

이적 돌연변이된 펩티드를 인식하는 T 세포가 발생될 수 있는지를 확인할 수 있다. 따라서, 본 발명자들은 종양

세포에서 발현되는 것으로 검증된 유전자로부터 유래된 펩티드(결합 점수가 1000 nM 미만인 펩티드)를 합성하였

다. 원하는 특이성을 나타내는 T 세포를 발생시키기 위해, 본 발명자들은 서열분석된 환자의 T 세포를 IL-2 및

IL-7의 존재 하에서 (개별 펩티드 또는 펩티드 풀의 사용을 통해) 펩티드로 펄싱된 자가 APC(수지상세포 및

CD40L 증폭된 자가 B 세포)를 사용하여 매주 자극하였다. 3회 또는 4회의 자극 후, 상기 펩티드에 대한 반응성

을 입증하기 위해 증폭된 CD8+ 세포를 INFγ 분비에 기초한 엘리스폿(ELISpot) 상에서 테스트하였다. 본 발명자

들은 환자 1의 17개 후보 펩티드들 중에서 TLK2 유전자로부터의 돌연변이된 펩티드로 펄싱된 자가 DC에 대한 T
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세포의 INFγ 분비를 검출하였다(도 10). 

실시예 5: 돌연변이된 BCR-ABL 유전자는 환자 MHC/HLA 단백질에 결합하고 돌연변이 펩티드 특이적 CD8+ T 세포[0185]

를 이끌어낼 수 있다. 

본 발명자들은 또 다른 유형의 백혈병인 만성 골수성 백혈병(CML)을 갖는 환자에서 종양 특이적 돌연변이 펩티[0186]

드에 대한 T 세포 반응의 보다 완전한 연구를 수행하였다. CML은 BCR-ABL 유전자 융합의 생성물인 종양 특이적

전위 단백질의 발현에 의해 정의된다. BCR-ABL의 돌연변이는 BCR-ABL을 표적화하는 이마티닙 메실레이트를 사용

한 제1선 약리요법에 대한 약물 내성을 발생시키는 CML 환자에서 발생된다. 잠재적으로, 이들 돌연변이는 숙주

또는 이식된 정상 공여자로부터의 T 세포가 MHC 단백질에 결합될 때 인식할 수 있는 네오에피토프를 발생시킬

수 있고, 이들 T 세포는 최소한으로 내성화될 것이다.

본 발명자들은 이마티닙에 대한 내성을 나타내는 환자에서 발생되는 20개의 가장 공통된 돌연변이를 고려하였고[0187]

각각의  돌연변이  주위에서  조합된  9머  펩티드  및  10머  펩티드의  결합을  예측하였다.  본  발명자들은

NetMHC(Nielsen et al., PLoS One. 2007, 2(8):e796) 또는 IEDB(Vita R et al., Nucleic Acids Res. 2010,

38:D854-62) 예측 알고리즘을 이용하여, 20개의 공통된 돌연변이로부터 유래된 84개의 펩티드와 하나 이상의 8

개 공통 HLA 대립유전자의 결합(IC50<1000 nM)을 예측하였고, 이때 많은 펩티드들이 3개의 가장 공통된 돌연변이

로부터 유래되었다. 84개의 펩티드들 중 24개의 펩티드들이 강한 결합제인 것으로 예측되었고(IC50<50  nM)(도

14), 42개의 펩티드들이 중간 결합제인 것으로 예측되었고(50 nM<IC50<500 nM), 18개의 펩티드들이 약한 결합제

로서 예측되었다(500 nM<IC50<1000 nM).

본 발명자들은 높은 친화성으로 HLA-A3에 결합할 것으로 예측되는, E255K(E255K-B255-263)  돌연변이(KVYEGVWKK)[0188]

(서열 번호 10)로부터 발생된 돌연변이 펩티드에 대해 관심을 집중시켰다(IC50=33.1 nM). 본 발명자들은 경쟁

MHC 결합 분석(도 8a)을 이용하여, HLA-A3에 대한 E255K-B의 높은 결합 친화성(IC50=17 nM)을 실험적으로 확인

하였는데, 이때 돌연변이 펩티드의 HLA 결합은 모(야생형) 펩티드에 비해 약 10배 더 강하였다(도 15a). E255K-

B는 다른 A3 수퍼타입 패밀리 구성원인 HLA-A*1101 및 HLA-A*68에도 결합하는 것으로 실험적으로 검증되었다.

그 다음, 본 발명자들은 1명의 정상 HLA-A3+ 공여자 및 2명의 E255K+/HLA-A3+ CML 환자로부터의 E255K-B에 대

한 T 세포주로서, 모 펩티드보다 돌연변이된 펩티드에 대해 더 높은 특이성을 각각 나타내는 T 세포주를 발생시

켰다(도 15b 및 15c). E255K-B에 대한 반응성을 나타내는 T 세포는 E255K 돌연변이를 둘러싼 227개의 염기쌍을

포함하는 미니유전자에 의해 형질감염된 HLA-A3+ APC에도 반응하였기 때문에 E255K-B는 내인적으로 프로세싱되

어 제시되는 것으로 보인다. 마지막으로, 1명의 환자에서의 E255K 반응성은 치유 동종-HSCT 후에만 발생되었다

(도 15d). 이들 연구는 백혈병에 의해 유도된 유전적 변경이 생체내에서 임상 반응과 관련된 신규 면역원성 종

양 특이적 항원 표적을 제공할 수 있다는 것을 입증한다. 따라서, 돌연변이된 BCR-ABL의 면역원성 T 세포 에피

토프를 확인하기 위한 본 발명자들의 방법은 생물정보학적 수단을 적용하여 돌연변이된 유전자로부터의 T 세포

에피토프를 발견하는 효과적인 방법을 나타낸다.

실시예 6: 종양 에피토프를 인식하는 환자의 T 세포 클론은 돌연변이된 에피토프를 제시하는 세포를 선택적으로[0189]

사멸시킬 수 있다.

T 세포의 표적 특이성의 확인은 개별 T 세포 클론의 특징규명에 의해 가장 잘 해결된다. 따라서, 본 발명자들은[0190]

전형적으로 반응성 T 세포주의 희석을 한정한 후, 돌연변이된 펩티드로 펄싱된 자가 APC 대 생식세포계 펩티드

로 펄싱된 자가 APC의 차등적 사멸을 나타내는 T 세포 클론을 표준 크롬 방출 분석을 이용하여 스크리닝함으로

써 돌연변이된 펩티드 특이적 T 세포 클론을 단리한다. 본 발명자들은 각각의 펩티드에 대한 일련의 표준 희석

을 이용하여 50% 사멸에 필요한 펩티드의 농도를 측정한다. 50% 사멸에 필요한 야생형 펩티드 대 돌연변이 펩티

드의 비가 10배를 초과하는 경우, 본 발명자들은 돌연변이된 종양 항원에 대해 이미 관찰된 바와 같이 T 세포에

의한 이들 펩티드의 차등적 인식이 존재한다는 결론을 내린다. 본 발명자들은 CML 종양 항원인 CML66에 대해 이

절차를 수행하였다. CML66 펩티드 특이적 T 세포가 프로세싱되어 제시된 에피토프를 인식하는지를 확인하기 위

해, CML66 펩티드 반응성 T 세포를 전체 CML66 단백질을 발현하도록 형질도입된 자가 APC와 함께 항온처리하였

다. 본 발명자들은 (DC, CD40L 증폭된 B 세포 또는 조작된 HLA 분자를 갖는 K562 세포에서) 플라스미드 DNA 또

는 시험관내 전사된 RNA를 핵감염시킴으로써 CML66을 발현시켰다. 도 12a에 나타낸 바와 같이, 자극된 T 세포는

HLA-B4403에 결합된 CML66 유래의 펩티드 에피토프(펩티드 66-72C)에 대한 특이성을 나타내었다. CD40L 증폭된

B 세포가 CML66 mRNA에 의해 핵감염되었을 때 전체 CML66 단백질이 효율적으로 발현되었기 때문에(도 12b), 본
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발명자들은 이들 세포(또는 펩티드로 펄싱된 세포)를 표준 크롬 방출 분석에서 표적으로서 사용할 수 있었고 T

세포가 이들 표적 세포를 효과적으로 용해시켰다는 것을 발견하였다(도 12c). 환자 매칭된 종양 세포의 용해를

포함하는  필적할만한  분석을  각각의  암  환자로부터  발생된,  돌연변이된  펩티드  특이적  T  세포주  각각(예를

들면, 실시예 6 및 7에 기재된 T 세포를 사용함)에 대해 수행한다.

실시예 7: 잠재적 종양 항원으로서 돌연변이된 종양 유발자[0191]

본  발명자들은  64명의  환자들  전체에 걸쳐 존재하는 1188개의  비침묵 돌연변이들 중에서 SF3B1(CLL  환자의[0192]

16%), TP53(12.5%), MYD88(9%), ATM(9%), FBXW7(6%), MAPK1(5%), GNB1(3%) 및 M6PR(3%)을 포함하는 8개의 재

발성 돌연변이를 확인하였다(도 11). 이들 돌연변이(특히 가장 빈번한 돌연변이: SF3B1, TP53, MYD88 및 ATM)는

종양 발생 또는 진행에 필수적인 발암 돌연변이인 것으로 예측된다. 이들 발암 유전자는 백신에 포함될 것으로

기대되는 종양 특이적 항원을 대표한다. 

SF3B1은 CLL에서 가장 빈번하게 돌연변이된 유전자이고 보존된 부위에서 돌연변이되고 CLL 환자에서 고도로 발[0193]

현되고(도 12) 종래에 기재되지 않았다. 가장 공통된 SF3B1 돌연변이는 K700E(SF3B1 돌연변이의 40%)이었고, 추

가 89명의 독립적인 CLL 환자들의 유전형분석은 이 돌연변이를 보유하는 6개의 추가 환자 종양을 포함하지 못하

였다. 본 발명자들은 펩티드-HLA 결합 알고리즘을 SF3B1 돌연변이에 적용함으로써 돌연변이된 펩티드와 가장 공

통된 HLA-A2 대립유전자의 결합을 예측하였다(도 13). CLL에서 가장 공통된 돌연변이(SF3B1 K700E)를 보유하는

펩티드가 가장 공통된 클래스 I HLA 대립유전자(HLA-A2)에 결합하는 경우, 이 펩티드는 많은 CLL 환자를 위한

CLL 백신에 포함될 훌륭한 후보물질이다. 

[0194]
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<130>  39564-502001WO

<140>  PCT/US2011/036665

<141>  2011-05-16

<150>  61/334866

<151>  2010-05-14

<160>  23    

<170>  PatentIn version 3.5

<210>  1

<211>  1304

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  1

Met Ala Lys Ile Ala Lys Thr His Glu Asp Ile Glu Ala Gln Ile Arg 

1               5                   10                  15      

Glu Ile Gln Gly Lys Lys Ala Ala Leu Asp Glu Ala Gln Gly Val Gly 

            20                  25                  30          

Leu Asp Ser Thr Gly Tyr Tyr Asp Gln Glu Ile Tyr Gly Gly Ser Asp 

        35                  40                  45              

Ser Arg Phe Ala Gly Tyr Val Thr Ser Ile Ala Ala Thr Glu Leu Glu 

    50                  55                  60                  

Asp Asp Asp Asp Asp Tyr Ser Ser Ser Thr Ser Leu Leu Gly Gln Lys 

65                  70                  75                  80  

Lys Pro Gly Tyr His Ala Pro Val Ala Leu Leu Asn Asp Ile Pro Gln 

                85                  90                  95      

Ser Thr Glu Gln Tyr Asp Pro Phe Ala Glu His Arg Pro Pro Lys Ile 

            100                 105                 110         

Ala Asp Arg Glu Asp Glu Tyr Lys Lys His Arg Arg Thr Met Ile Ile 

        115                 120                 125             

Ser Pro Glu Arg Leu Asp Pro Phe Ala Asp Gly Gly Lys Thr Pro Asp 

    130                 135                 140                 

Pro Lys Met Asn Ala Arg Thr Tyr Met Asp Val Met Arg Glu Gln His 

145                 150                 155                 160 
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Leu Thr Lys Glu Glu Arg Glu Ile Arg Gln Gln Leu Ala Glu Lys Ala 

                165                 170                 175     

Lys Ala Gly Glu Leu Lys Val Val Asn Gly Ala Ala Ala Ser Gln Pro 

            180                 185                 190         

Pro Ser Lys Arg Lys Arg Arg Trp Asp Gln Thr Ala Asp Gln Thr Pro 

        195                 200                 205             

Gly Ala Thr Pro Lys Lys Leu Ser Ser Trp Asp Gln Ala Glu Thr Pro 

    210                 215                 220                 

Gly His Thr Pro Ser Leu Arg Trp Asp Glu Thr Pro Gly Arg Ala Lys 

225                 230                 235                 240 

Gly Ser Glu Thr Pro Gly Ala Thr Pro Gly Ser Lys Ile Trp Asp Pro 

                245                 250                 255     

Thr Pro Ser His Thr Pro Ala Gly Ala Ala Thr Pro Gly Arg Gly Asp 

            260                 265                 270         

Thr Pro Gly His Ala Thr Pro Gly His Gly Gly Ala Thr Ser Ser Ala 

        275                 280                 285             

Arg Lys Asn Arg Trp Asp Glu Thr Pro Lys Thr Glu Arg Asp Thr Pro 

    290                 295                 300                 

Gly His Gly Ser Gly Trp Ala Glu Thr Pro Arg Thr Asp Arg Gly Gly 

305                 310                 315                 320 

Asp Ser Ile Gly Glu Thr Pro Thr Pro Gly Ala Ser Lys Arg Lys Ser 

                325                 330                 335     

Arg Trp Asp Glu Thr Pro Ala Ser Gln Met Gly Gly Ser Thr Pro Val 

            340                 345                 350         

Leu Thr Pro Gly Lys Thr Pro Ile Gly Thr Pro Ala Met Asn Met Ala 

        355                 360                 365             

Thr Pro Thr Pro Gly His Ile Met Ser Met Thr Pro Glu Gln Leu Gln 

    370                 375                 380                 

Ala Trp Arg Trp Glu Arg Glu Ile Asp Glu Arg Asn Arg Pro Leu Ser 

385                 390                 395                 400 

Asp Glu Glu Leu Asp Ala Met Phe Pro Glu Gly Tyr Lys Val Leu Pro 
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                405                 410                 415     

Pro Pro Ala Gly Tyr Val Pro Ile Arg Thr Pro Ala Arg Lys Leu Thr 

            420                 425                 430         

Ala Thr Pro Thr Pro Leu Gly Gly Met Thr Gly Phe His Met Gln Thr 

        435                 440                 445             

Glu Asp Arg Thr Met Lys Ser Val Asn Asp Gln Pro Ser Gly Asn Leu 

    450                 455                 460                 

Pro Phe Leu Lys Pro Asp Asp Ile Gln Tyr Phe Asp Lys Leu Leu Val 

465                 470                 475                 480 

Asp Val Asp Glu Ser Thr Leu Ser Pro Glu Glu Gln Lys Glu Arg Lys 

                485                 490                 495     

Ile Met Lys Leu Leu Leu Lys Ile Lys Asn Gly Thr Pro Pro Met Arg 

            500                 505                 510         

Lys Ala Ala Leu Arg Gln Ile Thr Asp Lys Ala Arg Glu Phe Gly Ala 

        515                 520                 525             

Gly Pro Leu Phe Asn Gln Ile Leu Pro Leu Leu Met Ser Pro Thr Leu 

    530                 535                 540                 

Glu Asp Gln Glu Arg His Leu Leu Val Lys Val Ile Asp Arg Ile Leu 

545                 550                 555                 560 

Tyr Lys Leu Asp Asp Leu Val Arg Pro Tyr Val His Lys Ile Leu Val 

                565                 570                 575     

Val Ile Glu Pro Leu Leu Ile Asp Glu Asp Tyr Tyr Ala Arg Val Glu 

            580                 585                 590         

Gly Arg Glu Ile Ile Ser Asn Leu Ala Lys Ala Ala Gly Leu Ala Thr 

        595                 600                 605             

Met Ile Ser Thr Met Arg Pro Asp Ile Asp Asn Met Asp Glu Tyr Val 

    610                 615                 620                 

Arg Asn Thr Thr Ala Arg Ala Phe Ala Val Val Ala Ser Ala Leu Gly 

625                 630                 635                 640 

Ile Pro Ser Leu Leu Pro Phe Leu Lys Ala Val Cys Lys Ser Lys Lys 

                645                 650                 655     
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Ser Trp Gln Ala Arg His Thr Gly Ile Lys Ile Val Gln Gln Ile Ala 

            660                 665                 670         

Ile Leu Met Gly Cys Ala Ile Leu Pro His Leu Arg Ser Leu Val Glu 

        675                 680                 685             

Ile Ile Glu His Gly Leu Val Asp Glu Gln Gln Lys Val Arg Thr Ile 

    690                 695                 700                 

Ser Ala Leu Ala Ile Ala Ala Leu Ala Glu Ala Ala Thr Pro Tyr Gly 

705                 710                 715                 720 

Ile Glu Ser Phe Asp Ser Val Leu Lys Pro Leu Trp Lys Gly Ile Arg 

                725                 730                 735     

Gln His Arg Gly Lys Gly Leu Ala Ala Phe Leu Lys Ala Ile Gly Tyr 

            740                 745                 750         

Leu Ile Pro Leu Met Asp Ala Glu Tyr Ala Asn Tyr Tyr Thr Arg Glu 

        755                 760                 765             

Val Met Leu Ile Leu Ile Arg Glu Phe Gln Ser Pro Asp Glu Glu Met 

    770                 775                 780                 

Lys Lys Ile Val Leu Lys Val Val Lys Gln Cys Cys Gly Thr Asp Gly 

785                 790                 795                 800 

Val Glu Ala Asn Tyr Ile Lys Thr Glu Ile Leu Pro Pro Phe Phe Lys 

                805                 810                 815     

His Phe Trp Gln His Arg Met Ala Leu Asp Arg Arg Asn Tyr Arg Gln 

            820                 825                 830         

Leu Val Asp Thr Thr Val Glu Leu Ala Asn Lys Val Gly Ala Ala Glu 

        835                 840                 845             

Ile Ile Ser Arg Ile Val Asp Asp Leu Lys Asp Glu Ala Glu Gln Tyr 

    850                 855                 860                 

Arg Lys Met Val Met Glu Thr Ile Glu Lys Ile Met Gly Asn Leu Gly 

865                 870                 875                 880 

Ala Ala Asp Ile Asp His Lys Leu Glu Glu Gln Leu Ile Asp Gly Ile 

                885                 890                 895     

Leu Tyr Ala Phe Gln Glu Gln Thr Thr Glu Asp Ser Val Met Leu Asn 
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            900                 905                 910         

Gly Phe Gly Thr Val Val Asn Ala Leu Gly Lys Arg Val Lys Pro Tyr 

        915                 920                 925             

Leu Pro Gln Ile Cys Gly Thr Val Leu Trp Arg Leu Asn Asn Lys Ser 

    930                 935                 940                 

Ala Lys Val Arg Gln Gln Ala Ala Asp Leu Ile Ser Arg Thr Ala Val 

945                 950                 955                 960 

Val Met Lys Thr Cys Gln Glu Glu Lys Leu Met Gly His Leu Gly Val 

                965                 970                 975     

Val Leu Tyr Glu Tyr Leu Gly Glu Glu Tyr Pro Glu Val Leu Gly Ser 

            980                 985                 990         

Ile Leu Gly Ala Leu Lys Ala Ile  Val Asn Val Ile Gly  Met His Lys 

        995                 1000                 1005             

Met Thr  Pro Pro Ile Lys Asp  Leu Leu Pro Arg Leu  Thr Pro Ile 

    1010                 1015                 1020             

Leu Lys  Asn Arg His Glu Lys  Val Gln Glu Asn Cys  Ile Asp Leu 

    1025                 1030                 1035             

Val Gly  Arg Ile Ala Asp Arg  Gly Ala Glu Tyr Val  Ser Ala Arg 

    1040                 1045                 1050             

Glu Trp  Met Arg Ile Cys Phe  Glu Leu Leu Glu Leu  Leu Lys Ala 

    1055                 1060                 1065             

His Lys  Lys Ala Ile Arg Arg  Ala Thr Val Asn Thr  Phe Gly Tyr 

    1070                 1075                 1080             

Ile Ala  Lys Ala Ile Gly Pro  His Asp Val Leu Ala  Thr Leu Leu 

    1085                 1090                 1095             

Asn Asn  Leu Lys Val Gln Glu  Arg Gln Asn Arg Val  Cys Thr Thr 

    1100                 1105                 1110             

Val Ala  Ile Ala Ile Val Ala  Glu Thr Cys Ser Pro  Phe Thr Val 

    1115                 1120                 1125             

Leu Pro  Ala Leu Met Asn Glu  Tyr Arg Val Pro Glu  Leu Asn Val 

    1130                 1135                 1140             
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Gln Asn  Gly Val Leu Lys Ser  Leu Ser Phe Leu Phe  Glu Tyr Ile 

    1145                 1150                 1155             

Gly Glu  Met Gly Lys Asp Tyr  Ile Tyr Ala Val Thr  Pro Leu Leu 

    1160                 1165                 1170             

Glu Asp  Ala Leu Met Asp Arg  Asp Leu Val His Arg  Gln Thr Ala 

    1175                 1180                 1185             

Ser Ala  Val Val Gln His Met  Ser Leu Gly Val Tyr  Gly Phe Gly 

    1190                 1195                 1200             

Cys Glu  Asp Ser Leu Asn His  Leu Leu Asn Tyr Val  Trp Pro Asn 

    1205                 1210                 1215             

Val Phe  Glu Thr Ser Pro His  Val Ile Gln Ala Val  Met Gly Ala 

    1220                 1225                 1230             

Leu Glu  Gly Leu Arg Val Ala  Ile Gly Pro Cys Arg  Met Leu Gln 

    1235                 1240                 1245             

Tyr Cys  Leu Gln Gly Leu Phe  His Pro Ala Arg Lys  Val Arg Asp 

    1250                 1255                 1260             

Val Tyr  Trp Lys Ile Tyr Asn  Ser Ile Tyr Ile Gly  Ser Gln Asp 

    1265                 1270                 1275             

Ala Leu  Ile Ala His Tyr Pro  Arg Ile Tyr Asn Asp  Asp Lys Asn 

    1280                 1285                 1290             

Thr Tyr  Ile Arg Tyr Glu Leu  Asp Tyr Ile Leu 

    1295                 1300                 

<210>  2

<211>  309

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  2

Met Arg Pro Asp Arg Ala Glu Ala Pro Gly Pro Pro Ala Met Ala Ala 

1               5                   10                  15      

Gly Gly Pro Gly Ala Gly Ser Ala Ala Pro Val Ser Ser Thr Ser Ser 

            20                  25                  30          
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Leu Pro Leu Ala Ala Leu Asn Met Arg Val Arg Arg Arg Leu Ser Leu 

        35                  40                  45              

Phe Leu Asn Val Arg Thr Gln Val Ala Ala Asp Trp Thr Ala Leu Ala 

    50                  55                  60                  

Glu Glu Met Asp Phe Glu Tyr Leu Glu Ile Arg Gln Leu Glu Thr Gln 

65                  70                  75                  80  

Ala Asp Pro Thr Gly Arg Leu Leu Asp Ala Trp Gln Gly Arg Pro Gly 

                85                  90                  95      

Ala Ser Val Gly Arg Leu Leu Glu Leu Leu Thr Lys Leu Gly Arg Asp 

            100                 105                 110         

Asp Val Leu Leu Glu Leu Gly Pro Ser Ile Glu Glu Asp Cys Gln Lys 

        115                 120                 125             

Tyr Ile Leu Lys Gln Gln Gln Glu Glu Ala Glu Lys Pro Leu Gln Val 

    130                 135                 140                 

Ala Ala Val Asp Ser Ser Val Pro Arg Thr Ala Glu Leu Ala Gly Ile 

145                 150                 155                 160 

Thr Thr Leu Asp Asp Pro Leu Gly His Met Pro Glu Arg Phe Asp Ala 

                165                 170                 175     

Phe Ile Cys Tyr Cys Pro Ser Asp Ile Gln Phe Val Gln Glu Met Ile 

            180                 185                 190         

Arg Gln Leu Glu Gln Thr Asn Tyr Arg Leu Lys Leu Cys Val Ser Asp 

        195                 200                 205             

Arg Asp Val Leu Pro Gly Thr Cys Val Trp Ser Ile Ala Ser Glu Leu 

    210                 215                 220                 

Ile Glu Lys Arg Cys Arg Arg Met Val Val Val Val Ser Asp Asp Tyr 

225                 230                 235                 240 

Leu Gln Ser Lys Glu Cys Asp Phe Gln Thr Lys Phe Ala Leu Ser Leu 

                245                 250                 255     

Ser Pro Gly Ala His Gln Lys Arg Leu Ile Pro Ile Lys Tyr Lys Ala 

            260                 265                 270         

Met Lys Lys Glu Phe Pro Ser Ile Leu Arg Phe Ile Thr Val Cys Asp 
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        275                 280                 285             

Tyr Thr Asn Pro Cys Thr Lys Ser Trp Phe Trp Thr Arg Leu Ala Lys 

    290                 295                 300                 

Ala Leu Ser Leu Pro 

305                 

<210>  3

<211>  393

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  3

Met Glu Glu Pro Gln Ser Asp Pro Ser Val Glu Pro Pro Leu Ser Gln 

1               5                   10                  15      

Glu Thr Phe Ser Asp Leu Trp Lys Leu Leu Pro Glu Asn Asn Val Leu 

            20                  25                  30          

Ser Pro Leu Pro Ser Gln Ala Met Asp Asp Leu Met Leu Ser Pro Asp 

        35                  40                  45              

Asp Ile Glu Gln Trp Phe Thr Glu Asp Pro Gly Pro Asp Glu Ala Pro 

    50                  55                  60                  

Arg Met Pro Glu Ala Ala Pro Pro Val Ala Pro Ala Pro Ala Ala Pro 

65                  70                  75                  80  

Thr Pro Ala Ala Pro Ala Pro Ala Pro Ser Trp Pro Leu Ser Ser Ser 

                85                  90                  95      

Val Pro Ser Gln Lys Thr Tyr Gln Gly Ser Tyr Gly Phe Arg Leu Gly 

            100                 105                 110         

Phe Leu His Ser Gly Thr Ala Lys Ser Val Thr Cys Thr Tyr Ser Pro 

        115                 120                 125             

Ala Leu Asn Lys Met Phe Cys Gln Leu Ala Lys Thr Cys Pro Val Gln 

    130                 135                 140                 

Leu Trp Val Asp Ser Thr Pro Pro Pro Gly Thr Arg Val Arg Ala Met 

145                 150                 155                 160 

Ala Ile Tyr Lys Gln Ser Gln His Met Thr Glu Val Val Arg Arg Cys 
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                165                 170                 175     

Pro His His Glu Arg Cys Ser Asp Ser Asp Gly Leu Ala Pro Pro Gln 

            180                 185                 190         

His Leu Ile Arg Val Glu Gly Asn Leu Arg Val Glu Tyr Leu Asp Asp 

        195                 200                 205             

Arg Asn Thr Phe Arg His Ser Val Val Val Pro Tyr Glu Pro Pro Glu 

    210                 215                 220                 

Val Gly Ser Asp Cys Thr Thr Ile His Tyr Asn Tyr Met Cys Asn Ser 

225                 230                 235                 240 

Ser Cys Met Gly Gly Met Asn Arg Arg Pro Ile Leu Thr Ile Ile Thr 

                245                 250                 255     

Leu Glu Asp Ser Ser Gly Asn Leu Leu Gly Arg Asn Ser Phe Glu Val 

            260                 265                 270         

Arg Val Cys Ala Cys Pro Gly Arg Asp Arg Arg Thr Glu Glu Glu Asn 

        275                 280                 285             

Leu Arg Lys Lys Gly Glu Pro His His Glu Leu Pro Pro Gly Ser Thr 

    290                 295                 300                 

Lys Arg Ala Leu Pro Asn Asn Thr Ser Ser Ser Pro Gln Pro Lys Lys 

305                 310                 315                 320 

Lys Pro Leu Asp Gly Glu Tyr Phe Thr Leu Gln Ile Arg Gly Arg Glu 

                325                 330                 335     

Arg Phe Glu Met Phe Arg Glu Leu Asn Glu Ala Leu Glu Leu Lys Asp 

            340                 345                 350         

Ala Gln Ala Gly Lys Glu Pro Gly Gly Ser Arg Ala His Ser Ser His 

        355                 360                 365             

Leu Lys Ser Lys Lys Gly Gln Ser Thr Ser Arg His Lys Lys Leu Met 

    370                 375                 380                 

Phe Lys Thr Glu Gly Pro Asp Ser Asp 

385                 390             

<210>  4

<211>  3056

<212>  PRT
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<213>  Homo sapiens

<400>  4

Met Ser Leu Val Leu Asn Asp Leu Leu Ile Cys Cys Arg Gln Leu Glu 

1               5                   10                  15      

His Asp Arg Ala Thr Glu Arg Lys Lys Glu Val Glu Lys Phe Lys Arg 

            20                  25                  30          

Leu Ile Arg Asp Pro Glu Thr Ile Lys His Leu Asp Arg His Ser Asp 

        35                  40                  45              

Ser Lys Gln Gly Lys Tyr Leu Asn Trp Asp Ala Val Phe Arg Phe Leu 

    50                  55                  60                  

Gln Lys Tyr Ile Gln Lys Glu Thr Glu Cys Leu Arg Ile Ala Lys Pro 

65                  70                  75                  80  

Asn Val Ser Ala Ser Thr Gln Ala Ser Arg Gln Lys Lys Met Gln Glu 

                85                  90                  95      

Ile Ser Ser Leu Val Lys Tyr Phe Ile Lys Cys Ala Asn Arg Arg Ala 

            100                 105                 110         

Pro Arg Leu Lys Cys Gln Glu Leu Leu Asn Tyr Ile Met Asp Thr Val 

        115                 120                 125             

Lys Asp Ser Ser Asn Gly Ala Ile Tyr Gly Ala Asp Cys Ser Asn Ile 

    130                 135                 140                 

Leu Leu Lys Asp Ile Leu Ser Val Arg Lys Tyr Trp Cys Glu Ile Ser 

145                 150                 155                 160 

Gln Gln Gln Trp Leu Glu Leu Phe Ser Val Tyr Phe Arg Leu Tyr Leu 

                165                 170                 175     

Lys Pro Ser Gln Asp Val His Arg Val Leu Val Ala Arg Ile Ile His 

            180                 185                 190         

Ala Val Thr Lys Gly Cys Cys Ser Gln Thr Asp Gly Leu Asn Ser Lys 

        195                 200                 205             

Phe Leu Asp Phe Phe Ser Lys Ala Ile Gln Cys Ala Arg Gln Glu Lys 

    210                 215                 220                 

Ser Ser Ser Gly Leu Asn His Ile Leu Ala Ala Leu Thr Ile Phe Leu 
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225                 230                 235                 240 

Lys Thr Leu Ala Val Asn Phe Arg Ile Arg Val Cys Glu Leu Gly Asp 

                245                 250                 255     

Glu Ile Leu Pro Thr Leu Leu Tyr Ile Trp Thr Gln His Arg Leu Asn 

            260                 265                 270         

Asp Ser Leu Lys Glu Val Ile Ile Glu Leu Phe Gln Leu Gln Ile Tyr 

        275                 280                 285             

Ile His His Pro Lys Gly Ala Lys Thr Gln Glu Lys Gly Ala Tyr Glu 

    290                 295                 300                 

Ser Thr Lys Trp Arg Ser Ile Leu Tyr Asn Leu Tyr Asp Leu Leu Val 

305                 310                 315                 320 

Asn Glu Ile Ser His Ile Gly Ser Arg Gly Lys Tyr Ser Ser Gly Phe 

                325                 330                 335     

Arg Asn Ile Ala Val Lys Glu Asn Leu Ile Glu Leu Met Ala Asp Ile 

            340                 345                 350         

Cys His Gln Val Phe Asn Glu Asp Thr Arg Ser Leu Glu Ile Ser Gln 

        355                 360                 365             

Ser Tyr Thr Thr Thr Gln Arg Glu Ser Ser Asp Tyr Ser Val Pro Cys 

    370                 375                 380                 

Lys Arg Lys Lys Ile Glu Leu Gly Trp Glu Val Ile Lys Asp His Leu 

385                 390                 395                 400 

Gln Lys Ser Gln Asn Asp Phe Asp Leu Val Pro Trp Leu Gln Ile Ala 

                405                 410                 415     

Thr Gln Leu Ile Ser Lys Tyr Pro Ala Ser Leu Pro Asn Cys Glu Leu 

            420                 425                 430         

Ser Pro Leu Leu Met Ile Leu Ser Gln Leu Leu Pro Gln Gln Arg His 

        435                 440                 445             

Gly Glu Arg Thr Pro Tyr Val Leu Arg Cys Leu Thr Glu Val Ala Leu 

    450                 455                 460                 

Cys Gln Asp Lys Arg Ser Asn Leu Glu Ser Ser Gln Lys Ser Asp Leu 

465                 470                 475                 480 
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Leu Lys Leu Trp Asn Lys Ile Trp Cys Ile Thr Phe Arg Gly Ile Ser 

                485                 490                 495     

Ser Glu Gln Ile Gln Ala Glu Asn Phe Gly Leu Leu Gly Ala Ile Ile 

            500                 505                 510         

Gln Gly Ser Leu Val Glu Val Asp Arg Glu Phe Trp Lys Leu Phe Thr 

        515                 520                 525             

Gly Ser Ala Cys Arg Pro Ser Cys Pro Ala Val Cys Cys Leu Thr Leu 

    530                 535                 540                 

Ala Leu Thr Thr Ser Ile Val Pro Gly Thr Val Lys Met Gly Ile Glu 

545                 550                 555                 560 

Gln Asn Met Cys Glu Val Asn Arg Ser Phe Ser Leu Lys Glu Ser Ile 

                565                 570                 575     

Met Lys Trp Leu Leu Phe Tyr Gln Leu Glu Gly Asp Leu Glu Asn Ser 

            580                 585                 590         

Thr Glu Val Pro Pro Ile Leu His Ser Asn Phe Pro His Leu Val Leu 

        595                 600                 605             

Glu Lys Ile Leu Val Ser Leu Thr Met Lys Asn Cys Lys Ala Ala Met 

    610                 615                 620                 

Asn Phe Phe Gln Ser Val Pro Glu Cys Glu His His Gln Lys Asp Lys 

625                 630                 635                 640 

Glu Glu Leu Ser Phe Ser Glu Val Glu Glu Leu Phe Leu Gln Thr Thr 

                645                 650                 655     

Phe Asp Lys Met Asp Phe Leu Thr Ile Val Arg Glu Cys Gly Ile Glu 

            660                 665                 670         

Lys His Gln Ser Ser Ile Gly Phe Ser Val His Gln Asn Leu Lys Glu 

        675                 680                 685             

Ser Leu Asp Arg Cys Leu Leu Gly Leu Ser Glu Gln Leu Leu Asn Asn 

    690                 695                 700                 

Tyr Ser Ser Glu Ile Thr Asn Ser Glu Thr Leu Val Arg Cys Ser Arg 

705                 710                 715                 720 

Leu Leu Val Gly Val Leu Gly Cys Tyr Cys Tyr Met Gly Val Ile Ala 
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                725                 730                 735     

Glu Glu Glu Ala Tyr Lys Ser Glu Leu Phe Gln Lys Ala Lys Ser Leu 

            740                 745                 750         

Met Gln Cys Ala Gly Glu Ser Ile Thr Leu Phe Lys Asn Lys Thr Asn 

        755                 760                 765             

Glu Glu Phe Arg Ile Gly Ser Leu Arg Asn Met Met Gln Leu Cys Thr 

    770                 775                 780                 

Arg Cys Leu Ser Asn Cys Thr Lys Lys Ser Pro Asn Lys Ile Ala Ser 

785                 790                 795                 800 

Gly Phe Phe Leu Arg Leu Leu Thr Ser Lys Leu Met Asn Asp Ile Ala 

                805                 810                 815     

Asp Ile Cys Lys Ser Leu Ala Ser Phe Ile Lys Lys Pro Phe Asp Arg 

            820                 825                 830         

Gly Glu Val Glu Ser Met Glu Asp Asp Thr Asn Gly Asn Leu Met Glu 

        835                 840                 845             

Val Glu Asp Gln Ser Ser Met Asn Leu Phe Asn Asp Tyr Pro Asp Ser 

    850                 855                 860                 

Ser Val Ser Asp Ala Asn Glu Pro Gly Glu Ser Gln Ser Thr Ile Gly 

865                 870                 875                 880 

Ala Ile Asn Pro Leu Ala Glu Glu Tyr Leu Ser Lys Gln Asp Leu Leu 

                885                 890                 895     

Phe Leu Asp Met Leu Lys Phe Leu Cys Leu Cys Val Thr Thr Ala Gln 

            900                 905                 910         

Thr Asn Thr Val Ser Phe Arg Ala Ala Asp Ile Arg Arg Lys Leu Leu 

        915                 920                 925             

Met Leu Ile Asp Ser Ser Thr Leu Glu Pro Thr Lys Ser Leu His Leu 

    930                 935                 940                 

His Met Tyr Leu Met Leu Leu Lys Glu Leu Pro Gly Glu Glu Tyr Pro 

945                 950                 955                 960 

Leu Pro Met Glu Asp Val Leu Glu Leu Leu Lys Pro Leu Ser Asn Val 

                965                 970                 975     
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Cys Ser Leu Tyr Arg Arg Asp Gln Asp Val Cys Lys Thr Ile Leu Asn 

            980                 985                 990         

His Val Leu His Val Val Lys Asn  Leu Gly Gln Ser Asn  Met Asp Ser 

        995                 1000                 1005             

Glu Asn  Thr Arg Asp Ala Gln  Gly Gln Phe Leu Thr  Val Ile Gly 

    1010                 1015                 1020             

Ala Phe  Trp His Leu Thr Lys  Glu Arg Lys Tyr Ile  Phe Ser Val 

    1025                 1030                 1035             

Arg Met  Ala Leu Val Asn Cys  Leu Lys Thr Leu Leu  Glu Ala Asp 

    1040                 1045                 1050             

Pro Tyr  Ser Lys Trp Ala Ile  Leu Asn Val Met Gly  Lys Asp Phe 

    1055                 1060                 1065             

Pro Val  Asn Glu Val Phe Thr  Gln Phe Leu Ala Asp  Asn His His 

    1070                 1075                 1080             

Gln Val  Arg Met Leu Ala Ala  Glu Ser Ile Asn Arg  Leu Phe Gln 

    1085                 1090                 1095             

Asp Thr  Lys Gly Asp Ser Ser  Arg Leu Leu Lys Ala  Leu Pro Leu 

    1100                 1105                 1110             

Lys Leu  Gln Gln Thr Ala Phe  Glu Asn Ala Tyr Leu  Lys Ala Gln 

    1115                 1120                 1125             

Glu Gly  Met Arg Glu Met Ser  His Ser Ala Glu Asn  Pro Glu Thr 

    1130                 1135                 1140             

Leu Asp  Glu Ile Tyr Asn Arg  Lys Ser Val Leu Leu  Thr Leu Ile 

    1145                 1150                 1155             

Ala Val  Val Leu Ser Cys Ser  Pro Ile Cys Glu Lys  Gln Ala Leu 

    1160                 1165                 1170             

Phe Ala  Leu Cys Lys Ser Val  Lys Glu Asn Gly Leu  Glu Pro His 

    1175                 1180                 1185             

Leu Val  Lys Lys Val Leu Glu  Lys Val Ser Glu Thr  Phe Gly Tyr 

    1190                 1195                 1200             

Arg Arg  Leu Glu Asp Phe Met  Ala Ser His Leu Asp  Tyr Leu Val 
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    1205                 1210                 1215             

Leu Glu  Trp Leu Asn Leu Gln  Asp Thr Glu Tyr Asn  Leu Ser Ser 

    1220                 1225                 1230             

Phe Pro  Phe Ile Leu Leu Asn  Tyr Thr Asn Ile Glu  Asp Phe Tyr 

    1235                 1240                 1245             

Arg Ser  Cys Tyr Lys Val Leu  Ile Pro His Leu Val  Ile Arg Ser 

    1250                 1255                 1260             

His Phe  Asp Glu Val Lys Ser  Ile Ala Asn Gln Ile  Gln Glu Asp 

    1265                 1270                 1275             

Trp Lys  Ser Leu Leu Thr Asp  Cys Phe Pro Lys Ile  Leu Val Asn 

    1280                 1285                 1290             

Ile Leu  Pro Tyr Phe Ala Tyr  Glu Gly Thr Arg Asp  Ser Gly Met 

    1295                 1300                 1305             

Ala Gln  Gln Arg Glu Thr Ala  Thr Lys Val Tyr Asp  Met Leu Lys 

    1310                 1315                 1320             

Ser Glu  Asn Leu Leu Gly Lys  Gln Ile Asp His Leu  Phe Ile Ser 

    1325                 1330                 1335             

Asn Leu  Pro Glu Ile Val Val  Glu Leu Leu Met Thr  Leu His Glu 

    1340                 1345                 1350             

Pro Ala  Asn Ser Ser Ala Ser  Gln Ser Thr Asp Leu  Cys Asp Phe 

    1355                 1360                 1365             

Ser Gly  Asp Leu Asp Pro Ala  Pro Asn Pro Pro His  Phe Pro Ser 

    1370                 1375                 1380             

His Val  Ile Lys Ala Thr Phe  Ala Tyr Ile Ser Asn  Cys His Lys 

    1385                 1390                 1395             

Thr Lys  Leu Lys Ser Ile Leu  Glu Ile Leu Ser Lys  Ser Pro Asp 

    1400                 1405                 1410             

Ser Tyr  Gln Lys Ile Leu Leu  Ala Ile Cys Glu Gln  Ala Ala Glu 

    1415                 1420                 1425             

Thr Asn  Asn Val Tyr Lys Lys  His Arg Ile Leu Lys  Ile Tyr His 

    1430                 1435                 1440             
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Leu Phe  Val Ser Leu Leu Leu  Lys Asp Ile Lys Ser  Gly Leu Gly 

    1445                 1450                 1455             

Gly Ala  Trp Ala Phe Val Leu  Arg Asp Val Ile Tyr  Thr Leu Ile 

    1460                 1465                 1470             

His Tyr  Ile Asn Gln Arg Pro  Ser Cys Ile Met Asp  Val Ser Leu 

    1475                 1480                 1485             

Arg Ser  Phe Ser Leu Cys Cys  Asp Leu Leu Ser Gln  Val Cys Gln 

    1490                 1495                 1500             

Thr Ala  Val Thr Tyr Cys Lys  Asp Ala Leu Glu Asn  His Leu His 

    1505                 1510                 1515             

Val Ile  Val Gly Thr Leu Ile  Pro Leu Val Tyr Glu  Gln Val Glu 

    1520                 1525                 1530             

Val Gln  Lys Gln Val Leu Asp  Leu Leu Lys Tyr Leu  Val Ile Asp 

    1535                 1540                 1545             

Asn Lys  Asp Asn Glu Asn Leu  Tyr Ile Thr Ile Lys  Leu Leu Asp 

    1550                 1555                 1560             

Pro Phe  Pro Asp His Val Val  Phe Lys Asp Leu Arg  Ile Thr Gln 

    1565                 1570                 1575             

Gln Lys  Ile Lys Tyr Ser Arg  Gly Pro Phe Ser Leu  Leu Glu Glu 

    1580                 1585                 1590             

Ile Asn  His Phe Leu Ser Val  Ser Val Tyr Asp Ala  Leu Pro Leu 

    1595                 1600                 1605             

Thr Arg  Leu Glu Gly Leu Lys  Asp Leu Arg Arg Gln  Leu Glu Leu 

    1610                 1615                 1620             

His Lys  Asp Gln Met Val Asp  Ile Met Arg Ala Ser  Gln Asp Asn 

    1625                 1630                 1635             

Pro Gln  Asp Gly Ile Met Val  Lys Leu Val Val Asn  Leu Leu Gln 

    1640                 1645                 1650             

Leu Ser  Lys Met Ala Ile Asn  His Thr Gly Glu Lys  Glu Val Leu 

    1655                 1660                 1665             

Glu Ala  Val Gly Ser Cys Leu  Gly Glu Val Gly Pro  Ile Asp Phe 
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    1670                 1675                 1680             

Ser Thr  Ile Ala Ile Gln His  Ser Lys Asp Ala Ser  Tyr Thr Lys 

    1685                 1690                 1695             

Ala Leu  Lys Leu Phe Glu Asp  Lys Glu Leu Gln Trp  Thr Phe Ile 

    1700                 1705                 1710             

Met Leu  Thr Tyr Leu Asn Asn  Thr Leu Val Glu Asp  Cys Val Lys 

    1715                 1720                 1725             

Val Arg  Ser Ala Ala Val Thr  Cys Leu Lys Asn Ile  Leu Ala Thr 

    1730                 1735                 1740             

Lys Thr  Gly His Ser Phe Trp  Glu Ile Tyr Lys Met  Thr Thr Asp 

    1745                 1750                 1755             

Pro Met  Leu Ala Tyr Leu Gln  Pro Phe Arg Thr Ser  Arg Lys Lys 

    1760                 1765                 1770             

Phe Leu  Glu Val Pro Arg Phe  Asp Lys Glu Asn Pro  Phe Glu Gly 

    1775                 1780                 1785             

Leu Asp  Asp Ile Asn Leu Trp  Ile Pro Leu Ser Glu  Asn His Asp 

    1790                 1795                 1800             

Ile Trp  Ile Lys Thr Leu Thr  Cys Ala Phe Leu Asp  Ser Gly Gly 

    1805                 1810                 1815             

Thr Lys  Cys Glu Ile Leu Gln  Leu Leu Lys Pro Met  Cys Glu Val 

    1820                 1825                 1830             

Lys Thr  Asp Phe Cys Gln Thr  Val Leu Pro Tyr Leu  Ile His Asp 

    1835                 1840                 1845             

Ile Leu  Leu Gln Asp Thr Asn  Glu Ser Trp Arg Asn  Leu Leu Ser 

    1850                 1855                 1860             

Thr His  Val Gln Gly Phe Phe  Thr Ser Cys Leu Arg  His Phe Ser 

    1865                 1870                 1875             

Gln Thr  Ser Arg Ser Thr Thr  Pro Ala Asn Leu Asp  Ser Glu Ser 

    1880                 1885                 1890             

Glu His  Phe Phe Arg Cys Cys  Leu Asp Lys Lys Ser  Gln Arg Thr 

    1895                 1900                 1905             
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Met Leu  Ala Val Val Asp Tyr  Met Arg Arg Gln Lys  Arg Pro Ser 

    1910                 1915                 1920             

Ser Gly  Thr Ile Phe Asn Asp  Ala Phe Trp Leu Asp  Leu Asn Tyr 

    1925                 1930                 1935             

Leu Glu  Val Ala Lys Val Ala  Gln Ser Cys Ala Ala  His Phe Thr 

    1940                 1945                 1950             

Ala Leu  Leu Tyr Ala Glu Ile  Tyr Ala Asp Lys Lys  Ser Met Asp 

    1955                 1960                 1965             

Asp Gln  Glu Lys Arg Ser Leu  Ala Phe Glu Glu Gly  Ser Gln Ser 

    1970                 1975                 1980             

Thr Thr  Ile Ser Ser Leu Ser  Glu Lys Ser Lys Glu  Glu Thr Gly 

    1985                 1990                 1995             

Ile Ser  Leu Gln Asp Leu Leu  Leu Glu Ile Tyr Arg  Ser Ile Gly 

    2000                 2005                 2010             

Glu Pro  Asp Ser Leu Tyr Gly  Cys Gly Gly Gly Lys  Met Leu Gln 

    2015                 2020                 2025             

Pro Ile  Thr Arg Leu Arg Thr  Tyr Glu His Glu Ala  Met Trp Gly 

    2030                 2035                 2040             

Lys Ala  Leu Val Thr Tyr Asp  Leu Glu Thr Ala Ile  Pro Ser Ser 

    2045                 2050                 2055             

Thr Arg  Gln Ala Gly Ile Ile  Gln Ala Leu Gln Asn  Leu Gly Leu 

    2060                 2065                 2070             

Cys His  Ile Leu Ser Val Tyr  Leu Lys Gly Leu Asp  Tyr Glu Asn 

    2075                 2080                 2085             

Lys Asp  Trp Cys Pro Glu Leu  Glu Glu Leu His Tyr  Gln Ala Ala 

    2090                 2095                 2100             

Trp Arg  Asn Met Gln Trp Asp  His Cys Thr Ser Val  Ser Lys Glu 

    2105                 2110                 2115             

Val Glu  Gly Thr Ser Tyr His  Glu Ser Leu Tyr Asn  Ala Leu Gln 

    2120                 2125                 2130             

Ser Leu  Arg Asp Arg Glu Phe  Ser Thr Phe Tyr Glu  Ser Leu Lys 
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    2135                 2140                 2145             

Tyr Ala  Arg Val Lys Glu Val  Glu Glu Met Cys Lys  Arg Ser Leu 

    2150                 2155                 2160             

Glu Ser  Val Tyr Ser Leu Tyr  Pro Thr Leu Ser Arg  Leu Gln Ala 

    2165                 2170                 2175             

Ile Gly  Glu Leu Glu Ser Ile  Gly Glu Leu Phe Ser  Arg Ser Val 

    2180                 2185                 2190             

Thr His  Arg Gln Leu Ser Glu  Val Tyr Ile Lys Trp  Gln Lys His 

    2195                 2200                 2205             

Ser Gln  Leu Leu Lys Asp Ser  Asp Phe Ser Phe Gln  Glu Pro Ile 

    2210                 2215                 2220             

Met Ala  Leu Arg Thr Val Ile  Leu Glu Ile Leu Met  Glu Lys Glu 

    2225                 2230                 2235             

Met Asp  Asn Ser Gln Arg Glu  Cys Ile Lys Asp Ile  Leu Thr Lys 

    2240                 2245                 2250             

His Leu  Val Glu Leu Ser Ile  Leu Ala Arg Thr Phe  Lys Asn Thr 

    2255                 2260                 2265             

Gln Leu  Pro Glu Arg Ala Ile  Phe Gln Ile Lys Gln  Tyr Asn Ser 

    2270                 2275                 2280             

Val Ser  Cys Gly Val Ser Glu  Trp Gln Leu Glu Glu  Ala Gln Val 

    2285                 2290                 2295             

Phe Trp  Ala Lys Lys Glu Gln  Ser Leu Ala Leu Ser  Ile Leu Lys 

    2300                 2305                 2310             

Gln Met  Ile Lys Lys Leu Asp  Ala Ser Cys Ala Ala  Asn Asn Pro 

    2315                 2320                 2325             

Ser Leu  Lys Leu Thr Tyr Thr  Glu Cys Leu Arg Val  Cys Gly Asn 

    2330                 2335                 2340             

Trp Leu  Ala Glu Thr Cys Leu  Glu Asn Pro Ala Val  Ile Met Gln 

    2345                 2350                 2355             

Thr Tyr  Leu Glu Lys Ala Val  Glu Val Ala Gly Asn  Tyr Asp Gly 

    2360                 2365                 2370             
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Glu Ser  Ser Asp Glu Leu Arg  Asn Gly Lys Met Lys  Ala Phe Leu 

    2375                 2380                 2385             

Ser Leu  Ala Arg Phe Ser Asp  Thr Gln Tyr Gln Arg  Ile Glu Asn 

    2390                 2395                 2400             

Tyr Met  Lys Ser Ser Glu Phe  Glu Asn Lys Gln Ala  Leu Leu Lys 

    2405                 2410                 2415             

Arg Ala  Lys Glu Glu Val Gly  Leu Leu Arg Glu His  Lys Ile Gln 

    2420                 2425                 2430             

Thr Asn  Arg Tyr Thr Val Lys  Val Gln Arg Glu Leu  Glu Leu Asp 

    2435                 2440                 2445             

Glu Leu  Ala Leu Arg Ala Leu  Lys Glu Asp Arg Lys  Arg Phe Leu 

    2450                 2455                 2460             

Cys Lys  Ala Val Glu Asn Tyr  Ile Asn Cys Leu Leu  Ser Gly Glu 

    2465                 2470                 2475             

Glu His  Asp Met Trp Val Phe  Arg Leu Cys Ser Leu  Trp Leu Glu 

    2480                 2485                 2490             

Asn Ser  Gly Val Ser Glu Val  Asn Gly Met Met Lys  Arg Asp Gly 

    2495                 2500                 2505             

Met Lys  Ile Pro Thr Tyr Lys  Phe Leu Pro Leu Met  Tyr Gln Leu 

    2510                 2515                 2520             

Ala Ala  Arg Met Gly Thr Lys  Met Met Gly Gly Leu  Gly Phe His 

    2525                 2530                 2535             

Glu Val  Leu Asn Asn Leu Ile  Ser Arg Ile Ser Met  Asp His Pro 

    2540                 2545                 2550             

His His  Thr Leu Phe Ile Ile  Leu Ala Leu Ala Asn  Ala Asn Arg 

    2555                 2560                 2565             

Asp Glu  Phe Leu Thr Lys Pro  Glu Val Ala Arg Arg  Ser Arg Ile 

    2570                 2575                 2580             

Thr Lys  Asn Val Pro Lys Gln  Ser Ser Gln Leu Asp  Glu Asp Arg 

    2585                 2590                 2595             

Thr Glu  Ala Ala Asn Arg Ile  Ile Cys Thr Ile Arg  Ser Arg Arg 
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    2600                 2605                 2610             

Pro Gln  Met Val Arg Ser Val  Glu Ala Leu Cys Asp  Ala Tyr Ile 

    2615                 2620                 2625             

Ile Leu  Ala Asn Leu Asp Ala  Thr Gln Trp Lys Thr  Gln Arg Lys 

    2630                 2635                 2640             

Gly Ile  Asn Ile Pro Ala Asp  Gln Pro Ile Thr Lys  Leu Lys Asn 

    2645                 2650                 2655             

Leu Glu  Asp Val Val Val Pro  Thr Met Glu Ile Lys  Val Asp His 

    2660                 2665                 2670             

Thr Gly  Glu Tyr Gly Asn Leu  Val Thr Ile Gln Ser  Phe Lys Ala 

    2675                 2680                 2685             

Glu Phe  Arg Leu Ala Gly Gly  Val Asn Leu Pro Lys  Ile Ile Asp 

    2690                 2695                 2700             

Cys Val  Gly Ser Asp Gly Lys  Glu Arg Arg Gln Leu  Val Lys Gly 

    2705                 2710                 2715             

Arg Asp  Asp Leu Arg Gln Asp  Ala Val Met Gln Gln  Val Phe Gln 

    2720                 2725                 2730             

Met Cys  Asn Thr Leu Leu Gln  Arg Asn Thr Glu Thr  Arg Lys Arg 

    2735                 2740                 2745             

Lys Leu  Thr Ile Cys Thr Tyr  Lys Val Val Pro Leu  Ser Gln Arg 

    2750                 2755                 2760             

Ser Gly  Val Leu Glu Trp Cys  Thr Gly Thr Val Pro  Ile Gly Glu 

    2765                 2770                 2775             

Phe Leu  Val Asn Asn Glu Asp  Gly Ala His Lys Arg  Tyr Arg Pro 

    2780                 2785                 2790             

Asn Asp  Phe Ser Ala Phe Gln  Cys Gln Lys Lys Met  Met Glu Val 

    2795                 2800                 2805             

Gln Lys  Lys Ser Phe Glu Glu  Lys Tyr Glu Val Phe  Met Asp Val 

    2810                 2815                 2820             

Cys Gln  Asn Phe Gln Pro Val  Phe Arg Tyr Phe Cys  Met Glu Lys 

    2825                 2830                 2835             
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Phe Leu  Asp Pro Ala Ile Trp  Phe Glu Lys Arg Leu  Ala Tyr Thr 

    2840                 2845                 2850             

Arg Ser  Val Ala Thr Ser Ser  Ile Val Gly Tyr Ile  Leu Gly Leu 

    2855                 2860                 2865             

Gly Asp  Arg His Val Gln Asn  Ile Leu Ile Asn Glu  Gln Ser Ala 

    2870                 2875                 2880             

Glu Leu  Val His Ile Asp Leu  Gly Val Ala Phe Glu  Gln Gly Lys 

    2885                 2890                 2895             

Ile Leu  Pro Thr Pro Glu Thr  Val Pro Phe Arg Leu  Thr Arg Asp 

    2900                 2905                 2910             

Ile Val  Asp Gly Met Gly Ile  Thr Gly Val Glu Gly  Val Phe Arg 

    2915                 2920                 2925             

Arg Cys  Cys Glu Lys Thr Met  Glu Val Met Arg Asn  Ser Gln Glu 

    2930                 2935                 2940             

Thr Leu  Leu Thr Ile Val Glu  Val Leu Leu Tyr Asp  Pro Leu Phe 

    2945                 2950                 2955             

Asp Trp  Thr Met Asn Pro Leu  Lys Ala Leu Tyr Leu  Gln Gln Arg 

    2960                 2965                 2970             

Pro Glu  Asp Glu Thr Glu Leu  His Pro Thr Leu Asn  Ala Asp Asp 

    2975                 2980                 2985             

Gln Glu  Cys Lys Arg Asn Leu  Ser Asp Ile Asp Gln  Ser Phe Asn 

    2990                 2995                 3000             

Lys Val  Ala Glu Arg Val Leu  Met Arg Leu Gln Glu  Lys Leu Lys 

    3005                 3010                 3015             

Gly Val  Glu Glu Gly Thr Val  Leu Ser Val Gly Gly  Gln Val Asn 

    3020                 3025                 3030             

Leu Leu  Ile Gln Gln Ala Ile  Asp Pro Lys Asn Leu  Ser Arg Leu 

    3035                 3040                 3045             

Phe Pro  Gly Trp Lys Ala Trp  Val 

    3050                 3055     

<210>  5

<211>  1130
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<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  5

Met Leu Glu Ile Cys Leu Lys Leu Val Gly Cys Lys Ser Lys Lys Gly 

1               5                   10                  15      

Leu Ser Ser Ser Ser Ser Cys Tyr Leu Glu Glu Ala Leu Gln Arg Pro 

            20                  25                  30          

Val Ala Ser Asp Phe Glu Pro Gln Gly Leu Ser Glu Ala Ala Arg Trp 

        35                  40                  45              

Asn Ser Lys Glu Asn Leu Leu Ala Gly Pro Ser Glu Asn Asp Pro Asn 

    50                  55                  60                  

Leu Phe Val Ala Leu Tyr Asp Phe Val Ala Ser Gly Asp Asn Thr Leu 

65                  70                  75                  80  

Ser Ile Thr Lys Gly Glu Lys Leu Arg Val Leu Gly Tyr Asn His Asn 

                85                  90                  95      

Gly Glu Trp Cys Glu Ala Gln Thr Lys Asn Gly Gln Gly Trp Val Pro 

            100                 105                 110         

Ser Asn Tyr Ile Thr Pro Val Asn Ser Leu Glu Lys His Ser Trp Tyr 

        115                 120                 125             

His Gly Pro Val Ser Arg Asn Ala Ala Glu Tyr Leu Leu Ser Ser Gly 

    130                 135                 140                 

Ile Asn Gly Ser Phe Leu Val Arg Glu Ser Glu Ser Ser Pro Gly Gln 

145                 150                 155                 160 

Arg Ser Ile Ser Leu Arg Tyr Glu Gly Arg Val Tyr His Tyr Arg Ile 

                165                 170                 175     

Asn Thr Ala Ser Asp Gly Lys Leu Tyr Val Ser Ser Glu Ser Arg Phe 

            180                 185                 190         

Asn Thr Leu Ala Glu Leu Val His His His Ser Thr Val Ala Asp Gly 

        195                 200                 205             

Leu Ile Thr Thr Leu His Tyr Pro Ala Pro Lys Arg Asn Lys Pro Thr 

    210                 215                 220                 
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Val Tyr Gly Val Ser Pro Asn Tyr Asp Lys Trp Glu Met Glu Arg Thr 

225                 230                 235                 240 

Asp Ile Thr Met Lys His Lys Leu Gly Gly Gly Gln Tyr Gly Glu Val 

                245                 250                 255     

Tyr Glu Gly Val Trp Lys Lys Tyr Ser Leu Thr Val Ala Val Lys Thr 

            260                 265                 270         

Leu Lys Glu Asp Thr Met Glu Val Glu Glu Phe Leu Lys Glu Ala Ala 

        275                 280                 285             

Val Met Lys Glu Ile Lys His Pro Asn Leu Val Gln Leu Leu Gly Val 

    290                 295                 300                 

Cys Thr Arg Glu Pro Pro Phe Tyr Ile Ile Thr Glu Phe Met Thr Tyr 

305                 310                 315                 320 

Gly Asn Leu Leu Asp Tyr Leu Arg Glu Cys Asn Arg Gln Glu Val Asn 

                325                 330                 335     

Ala Val Val Leu Leu Tyr Met Ala Thr Gln Ile Ser Ser Ala Met Glu 

            340                 345                 350         

Tyr Leu Glu Lys Lys Asn Phe Ile His Arg Asp Leu Ala Ala Arg Asn 

        355                 360                 365             

Cys Leu Val Gly Glu Asn His Leu Val Lys Val Ala Asp Phe Gly Leu 

    370                 375                 380                 

Ser Arg Leu Met Thr Gly Asp Thr Tyr Thr Ala His Ala Gly Ala Lys 

385                 390                 395                 400 

Phe Pro Ile Lys Trp Thr Ala Pro Glu Ser Leu Ala Tyr Asn Lys Phe 

                405                 410                 415     

Ser Ile Lys Ser Asp Val Trp Ala Phe Gly Val Leu Leu Trp Glu Ile 

            420                 425                 430         

Ala Thr Tyr Gly Met Ser Pro Tyr Pro Gly Ile Asp Leu Ser Gln Val 

        435                 440                 445             

Tyr Glu Leu Leu Glu Lys Asp Tyr Arg Met Glu Arg Pro Glu Gly Cys 

    450                 455                 460                 

Pro Glu Lys Val Tyr Glu Leu Met Arg Ala Cys Trp Gln Trp Asn Pro 
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465                 470                 475                 480 

Ser Asp Arg Pro Ser Phe Ala Glu Ile His Gln Ala Phe Glu Thr Met 

                485                 490                 495     

Phe Gln Glu Ser Ser Ile Ser Asp Glu Val Glu Lys Glu Leu Gly Lys 

            500                 505                 510         

Gln Gly Val Arg Gly Ala Val Ser Thr Leu Leu Gln Ala Pro Glu Leu 

        515                 520                 525             

Pro Thr Lys Thr Arg Thr Ser Arg Arg Ala Ala Glu His Arg Asp Thr 

    530                 535                 540                 

Thr Asp Val Pro Glu Met Pro His Ser Lys Gly Gln Gly Glu Ser Asp 

545                 550                 555                 560 

Pro Leu Asp His Glu Pro Ala Val Ser Pro Leu Leu Pro Arg Lys Glu 

                565                 570                 575     

Arg Gly Pro Pro Glu Gly Gly Leu Asn Glu Asp Glu Arg Leu Leu Pro 

            580                 585                 590         

Lys Asp Lys Lys Thr Asn Leu Phe Ser Ala Leu Ile Lys Lys Lys Lys 

        595                 600                 605             

Lys Thr Ala Pro Thr Pro Pro Lys Arg Ser Ser Ser Phe Arg Glu Met 

    610                 615                 620                 

Asp Gly Gln Pro Glu Arg Arg Gly Ala Gly Glu Glu Glu Gly Arg Asp 

625                 630                 635                 640 

Ile Ser Asn Gly Ala Leu Ala Phe Thr Pro Leu Asp Thr Ala Asp Pro 

                645                 650                 655     

Ala Lys Ser Pro Lys Pro Ser Asn Gly Ala Gly Val Pro Asn Gly Ala 

            660                 665                 670         

Leu Arg Glu Ser Gly Gly Ser Gly Phe Arg Ser Pro His Leu Trp Lys 

        675                 680                 685             

Lys Ser Ser Thr Leu Thr Ser Ser Arg Leu Ala Thr Gly Glu Glu Glu 

    690                 695                 700                 

Gly Gly Gly Ser Ser Ser Lys Arg Phe Leu Arg Ser Cys Ser Ala Ser 

705                 710                 715                 720 
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Cys Val Pro His Gly Ala Lys Asp Thr Glu Trp Arg Ser Val Thr Leu 

                725                 730                 735     

Pro Arg Asp Leu Gln Ser Thr Gly Arg Gln Phe Asp Ser Ser Thr Phe 

            740                 745                 750         

Gly Gly His Lys Ser Glu Lys Pro Ala Leu Pro Arg Lys Arg Ala Gly 

        755                 760                 765             

Glu Asn Arg Ser Asp Gln Val Thr Arg Gly Thr Val Thr Pro Pro Pro 

    770                 775                 780                 

Arg Leu Val Lys Lys Asn Glu Glu Ala Ala Asp Glu Val Phe Lys Asp 

785                 790                 795                 800 

Ile Met Glu Ser Ser Pro Gly Ser Ser Pro Pro Asn Leu Thr Pro Lys 

                805                 810                 815     

Pro Leu Arg Arg Gln Val Thr Val Ala Pro Ala Ser Gly Leu Pro His 

            820                 825                 830         

Lys Glu Glu Ala Gly Lys Gly Ser Ala Leu Gly Thr Pro Ala Ala Ala 

        835                 840                 845             

Glu Pro Val Thr Pro Thr Ser Lys Ala Gly Ser Gly Ala Pro Gly Gly 

    850                 855                 860                 

Thr Ser Lys Gly Pro Ala Glu Glu Ser Arg Val Arg Arg His Lys His 

865                 870                 875                 880 

Ser Ser Glu Ser Pro Gly Arg Asp Lys Gly Lys Leu Ser Arg Leu Lys 

                885                 890                 895     

Pro Ala Pro Pro Pro Pro Pro Ala Ala Ser Ala Gly Lys Ala Gly Gly 

            900                 905                 910         

Lys Pro Ser Gln Ser Pro Ser Gln Glu Ala Ala Gly Glu Ala Val Leu 

        915                 920                 925             

Gly Ala Lys Thr Lys Ala Thr Ser Leu Val Asp Ala Val Asn Ser Asp 

    930                 935                 940                 

Ala Ala Lys Pro Ser Gln Pro Gly Glu Gly Leu Lys Lys Pro Val Leu 

945                 950                 955                 960 

Pro Ala Thr Pro Lys Pro Gln Ser Ala Lys Pro Ser Gly Thr Pro Ile 
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                965                 970                 975     

Ser Pro Ala Pro Val Pro Ser Thr Leu Pro Ser Ala Ser Ser Ala Leu 

            980                 985                 990         

Ala Gly Asp Gln Pro Ser Ser Thr  Ala Phe Ile Pro Leu  Ile Ser Thr 

        995                 1000                 1005             

Arg Val  Ser Leu Arg Lys Thr  Arg Gln Pro Pro Glu  Arg Ile Ala 

    1010                 1015                 1020             

Ser Gly  Ala Ile Thr Lys Gly  Val Val Leu Asp Ser  Thr Glu Ala 

    1025                 1030                 1035             

Leu Cys  Leu Ala Ile Ser Arg  Asn Ser Glu Gln Met  Ala Ser His 

    1040                 1045                 1050             

Ser Ala  Val Leu Glu Ala Gly  Lys Asn Leu Tyr Thr  Phe Cys Val 

    1055                 1060                 1065             

Ser Tyr  Val Asp Ser Ile Gln  Gln Met Arg Asn Lys  Phe Ala Phe 

    1070                 1075                 1080             

Arg Glu  Ala Ile Asn Lys Leu  Glu Asn Asn Leu Arg  Glu Leu Gln 

    1085                 1090                 1095             

Ile Cys  Pro Ala Thr Ala Gly  Ser Gly Pro Ala Ala  Thr Gln Asp 

    1100                 1105                 1110             

Phe Ser  Lys Leu Leu Ser Ser  Val Lys Glu Ile Ser  Asp Ile Val 

    1115                 1120                 1125             

Gln Arg  

    1130 

<210>  6

<211>  707

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  6

Met Asn Gln Glu Leu Leu Ser Val Gly Ser Lys Arg Arg Arg Thr Gly 

1               5                   10                  15      

Gly Ser Leu Arg Gly Asn Pro Ser Ser Ser Gln Val Asp Glu Glu Gln 
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            20                  25                  30          

Met Asn Arg Val Val Glu Glu Glu Gln Gln Gln Gln Leu Arg Gln Gln 

        35                  40                  45              

Glu Glu Glu His Thr Ala Arg Asn Gly Glu Val Val Gly Val Glu Pro 

    50                  55                  60                  

Arg Pro Gly Gly Gln Asn Asp Ser Gln Gln Gly Gln Leu Glu Glu Asn 

65                  70                  75                  80  

Asn Asn Arg Phe Ile Ser Val Asp Glu Asp Ser Ser Gly Asn Gln Glu 

                85                  90                  95      

Glu Gln Glu Glu Asp Glu Glu His Ala Gly Glu Gln Asp Glu Glu Asp 

            100                 105                 110         

Glu Glu Glu Glu Glu Met Asp Gln Glu Ser Asp Asp Phe Asp Gln Ser 

        115                 120                 125             

Asp Asp Ser Ser Arg Glu Asp Glu His Thr His Thr Asn Ser Val Thr 

    130                 135                 140                 

Asn Ser Ser Ser Ile Val Asp Leu Pro Val His Gln Leu Ser Ser Pro 

145                 150                 155                 160 

Phe Tyr Thr Lys Thr Thr Lys Met Lys Arg Lys Leu Asp His Gly Ser 

                165                 170                 175     

Glu Val Arg Ser Phe Ser Leu Gly Lys Lys Pro Cys Lys Val Ser Glu 

            180                 185                 190         

Tyr Thr Ser Thr Thr Gly Leu Val Pro Cys Ser Ala Thr Pro Thr Thr 

        195                 200                 205             

Phe Gly Asp Leu Arg Ala Ala Asn Gly Gln Gly Gln Gln Arg Arg Arg 

    210                 215                 220                 

Ile Thr Ser Val Gln Pro Pro Thr Gly Leu Gln Glu Trp Leu Lys Met 

225                 230                 235                 240 

Phe Gln Ser Trp Ser Gly Pro Glu Lys Leu Leu Ala Leu Asp Glu Leu 

                245                 250                 255     

Ile Asp Ser Cys Glu Pro Thr Gln Val Lys His Met Met Gln Val Ile 

            260                 265                 270         
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Glu Pro Gln Phe Gln Arg Asp Phe Ile Ser Leu Leu Pro Lys Glu Leu 

        275                 280                 285             

Ala Leu Tyr Val Leu Ser Phe Leu Glu Pro Lys Asp Leu Leu Gln Ala 

    290                 295                 300                 

Ala Gln Thr Cys Arg Tyr Trp Arg Ile Leu Ala Glu Asp Asn Leu Leu 

305                 310                 315                 320 

Trp Arg Glu Lys Cys Lys Glu Glu Gly Ile Asp Glu Pro Leu His Ile 

                325                 330                 335     

Lys Arg Arg Lys Val Ile Lys Pro Gly Phe Ile His Ser Pro Trp Lys 

            340                 345                 350         

Ser Ala Tyr Ile Arg Gln His Arg Ile Asp Thr Asn Trp Arg Arg Gly 

        355                 360                 365             

Glu Leu Lys Ser Pro Lys Val Leu Lys Gly His Asp Asp His Val Ile 

    370                 375                 380                 

Thr Cys Leu Gln Phe Cys Gly Asn Arg Ile Val Ser Gly Ser Asp Asp 

385                 390                 395                 400 

Asn Thr Leu Lys Val Trp Ser Ala Val Thr Gly Lys Cys Leu Arg Thr 

                405                 410                 415     

Leu Val Gly His Thr Gly Gly Val Trp Ser Ser Gln Met Arg Asp Asn 

            420                 425                 430         

Ile Ile Ile Ser Gly Ser Thr Asp Arg Thr Leu Lys Val Trp Asn Ala 

        435                 440                 445             

Glu Thr Gly Glu Cys Ile His Thr Leu Tyr Gly His Thr Ser Thr Val 

    450                 455                 460                 

Arg Cys Met His Leu His Glu Lys Arg Val Val Ser Gly Ser Arg Asp 

465                 470                 475                 480 

Ala Thr Leu Arg Val Trp Asp Ile Glu Thr Gly Gln Cys Leu His Val 

                485                 490                 495     

Leu Met Gly His Val Ala Ala Val Arg Cys Val Gln Tyr Asp Gly Arg 

            500                 505                 510         

Arg Val Val Ser Gly Ala Tyr Asp Phe Met Val Lys Val Trp Asp Pro 
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        515                 520                 525             

Glu Thr Glu Thr Cys Leu His Thr Leu Gln Gly His Thr Asn Arg Val 

    530                 535                 540                 

Tyr Ser Leu Gln Phe Asp Gly Ile His Val Val Ser Gly Ser Leu Asp 

545                 550                 555                 560 

Thr Ser Ile Arg Val Trp Asp Val Glu Thr Gly Asn Cys Ile His Thr 

                565                 570                 575     

Leu Thr Gly His Gln Ser Leu Thr Ser Gly Met Glu Leu Lys Asp Asn 

            580                 585                 590         

Ile Leu Val Ser Gly Asn Ala Asp Ser Thr Val Lys Ile Trp Asp Ile 

        595                 600                 605             

Lys Thr Gly Gln Cys Leu Gln Thr Leu Gln Gly Pro Asn Lys His Gln 

    610                 615                 620                 

Ser Ala Val Thr Cys Leu Gln Phe Asn Lys Asn Phe Val Ile Thr Ser 

625                 630                 635                 640 

Ser Asp Asp Gly Thr Val Lys Leu Trp Asp Leu Lys Thr Gly Glu Phe 

                645                 650                 655     

Ile Arg Asn Leu Val Thr Leu Glu Ser Gly Gly Ser Gly Gly Val Val 

            660                 665                 670         

Trp Arg Ile Arg Ala Ser Asn Thr Lys Leu Val Cys Ala Val Gly Ser 

        675                 680                 685             

Arg Asn Gly Thr Glu Glu Thr Lys Leu Leu Val Leu Asp Phe Asp Val 

    690                 695                 700                 

Asp Met Lys 

705         

<210>  7

<211>  662

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  7

Met Ser His Val Ala Val Glu Asn Ala Leu Gly Leu Asp Gln Gln Phe 
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1               5                   10                  15      

Ala Gly Leu Asp Leu Asn Ser Ser Asp Asn Gln Ser Gly Gly Ser Thr 

            20                  25                  30          

Ala Ser Lys Gly Arg Tyr Ile Pro Pro His Leu Arg Asn Arg Glu Ala 

        35                  40                  45              

Thr Lys Gly Phe Tyr Asp Lys Asp Ser Ser Gly Trp Ser Ser Ser Lys 

    50                  55                  60                  

Asp Lys Asp Ala Tyr Ser Ser Phe Gly Ser Arg Ser Asp Ser Arg Gly 

65                  70                  75                  80  

Lys Ser Ser Phe Phe Ser Asp Arg Gly Ser Gly Ser Arg Gly Arg Phe 

                85                  90                  95      

Asp Asp Arg Gly Arg Ser Asp Tyr Asp Gly Ile Gly Ser Arg Gly Asp 

            100                 105                 110         

Arg Ser Gly Phe Gly Lys Phe Glu Arg Gly Gly Asn Ser Arg Trp Cys 

        115                 120                 125             

Asp Lys Ser Asp Glu Asp Asp Trp Ser Lys Pro Leu Pro Pro Ser Glu 

    130                 135                 140                 

Arg Leu Glu Gln Glu Leu Phe Ser Gly Gly Asn Thr Gly Ile Asn Phe 

145                 150                 155                 160 

Glu Lys Tyr Asp Asp Ile Pro Val Glu Ala Thr Gly Asn Asn Cys Pro 

                165                 170                 175     

Pro His Ile Glu Ser Phe Ser Asp Val Glu Met Gly Glu Ile Ile Met 

            180                 185                 190         

Gly Asn Ile Glu Leu Thr Arg Tyr Thr Arg Pro Thr Pro Val Gln Lys 

        195                 200                 205             

His Ala Ile Pro Ile Ile Lys Glu Lys Arg Asp Leu Met Ala Cys Ala 

    210                 215                 220                 

Gln Thr Gly Ser Gly Lys Thr Ala Ala Phe Leu Leu Pro Ile Leu Ser 

225                 230                 235                 240 

Gln Ile Tyr Ser Asp Gly Pro Gly Glu Ala Leu Arg Ala Met Lys Glu 

                245                 250                 255     
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Asn Gly Arg Tyr Gly Arg Arg Lys Gln Tyr Pro Ile Ser Leu Val Leu 

            260                 265                 270         

Ala Pro Thr Arg Glu Leu Ala Val Gln Ile Tyr Glu Glu Ala Arg Lys 

        275                 280                 285             

Phe Ser Tyr Arg Ser Arg Val Arg Pro Cys Val Val Tyr Gly Gly Ala 

    290                 295                 300                 

Asp Ile Gly Gln Gln Ile Arg Asp Leu Glu Arg Gly Cys His Leu Leu 

305                 310                 315                 320 

Val Ala Thr Pro Gly Arg Leu Val Asp Met Met Glu Arg Gly Lys Ile 

                325                 330                 335     

Gly Leu Asp Phe Cys Lys Tyr Leu Val Leu Asp Glu Ala Asp Arg Met 

            340                 345                 350         

Leu Asp Met Gly Phe Glu Pro Gln Ile Arg Arg Ile Val Glu Gln Asp 

        355                 360                 365             

Thr Met Pro Pro Lys Gly Val Arg His Thr Met Met Phe Ser Ala Thr 

    370                 375                 380                 

Phe Pro Lys Glu Ile Gln Met Leu Ala Arg Asp Phe Leu Asp Glu Tyr 

385                 390                 395                 400 

Ile Phe Leu Ala Val Gly Arg Val Gly Ser Thr Ser Glu Asn Ile Thr 

                405                 410                 415     

Gln Lys Val Val Trp Val Glu Glu Ser Asp Lys Arg Ser Phe Leu Leu 

            420                 425                 430         

Asp Leu Leu Asn Ala Thr Gly Lys Asp Ser Leu Thr Leu Val Phe Val 

        435                 440                 445             

Glu Thr Lys Lys Gly Ala Asp Ser Leu Glu Asp Phe Leu Tyr His Glu 

    450                 455                 460                 

Gly Tyr Ala Cys Thr Ser Ile His Gly Asp Arg Ser Gln Arg Asp Arg 

465                 470                 475                 480 

Glu Glu Ala Leu His Gln Phe Arg Ser Gly Lys Ser Pro Ile Leu Val 

                485                 490                 495     

Ala Thr Ala Val Ala Ala Arg Gly Leu Asp Ile Ser Asn Val Lys His 
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            500                 505                 510         

Val Ile Asn Phe Asp Leu Pro Ser Asp Ile Glu Glu Tyr Val His Arg 

        515                 520                 525             

Ile Gly Arg Thr Gly Arg Val Gly Asn Leu Gly Leu Ala Thr Ser Phe 

    530                 535                 540                 

Phe Asn Glu Arg Asn Ile Asn Ile Thr Lys Asp Leu Leu Asp Leu Leu 

545                 550                 555                 560 

Val Glu Ala Lys Gln Glu Val Pro Ser Trp Leu Glu Asn Met Ala Tyr 

                565                 570                 575     

Glu His His Tyr Lys Gly Ser Ser Arg Gly Arg Ser Lys Ser Ser Arg 

            580                 585                 590         

Phe Ser Gly Gly Phe Gly Ala Arg Asp Tyr Arg Gln Ser Ser Gly Ala 

        595                 600                 605             

Ser Ser Ser Ser Phe Ser Ser Ser Arg Ala Ser Ser Ser Arg Ser Gly 

    610                 615                 620                 

Gly Gly Gly His Gly Ser Ser Arg Gly Phe Gly Gly Gly Gly Tyr Gly 

625                 630                 635                 640 

Gly Phe Tyr Asn Ser Asp Gly Tyr Gly Gly Asn Tyr Asn Ser Gln Gly 

                645                 650                 655     

Val Asp Trp Trp Gly Asn 

            660         

<210>  8

<211>  360

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  8

Met Ala Ala Ala Ala Ala Ala Gly Ala Gly Pro Glu Met Val Arg Gly 

1               5                   10                  15      

Gln Val Phe Asp Val Gly Pro Arg Tyr Thr Asn Leu Ser Tyr Ile Gly 

            20                  25                  30          

Glu Gly Ala Tyr Gly Met Val Cys Ser Ala Tyr Asp Asn Val Asn Lys 
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        35                  40                  45              

Val Arg Val Ala Ile Lys Lys Ile Ser Pro Phe Glu His Gln Thr Tyr 

    50                  55                  60                  

Cys Gln Arg Thr Leu Arg Glu Ile Lys Ile Leu Leu Arg Phe Arg His 

65                  70                  75                  80  

Glu Asn Ile Ile Gly Ile Asn Asp Ile Ile Arg Ala Pro Thr Ile Glu 

                85                  90                  95      

Gln Met Lys Asp Val Tyr Ile Val Gln Asp Leu Met Glu Thr Asp Leu 

            100                 105                 110         

Tyr Lys Leu Leu Lys Thr Gln His Leu Ser Asn Asp His Ile Cys Tyr 

        115                 120                 125             

Phe Leu Tyr Gln Ile Leu Arg Gly Leu Lys Tyr Ile His Ser Ala Asn 

    130                 135                 140                 

Val Leu His Arg Asp Leu Lys Pro Ser Asn Leu Leu Leu Asn Thr Thr 

145                 150                 155                 160 

Cys Asp Leu Lys Ile Cys Asp Phe Gly Leu Ala Arg Val Ala Asp Pro 

                165                 170                 175     

Asp His Asp His Thr Gly Phe Leu Thr Glu Tyr Val Ala Thr Arg Trp 

            180                 185                 190         

Tyr Arg Ala Pro Glu Ile Met Leu Asn Ser Lys Gly Tyr Thr Lys Ser 

        195                 200                 205             

Ile Asp Ile Trp Ser Val Gly Cys Ile Leu Ala Glu Met Leu Ser Asn 

    210                 215                 220                 

Arg Pro Ile Phe Pro Gly Lys His Tyr Leu Asp Gln Leu Asn His Ile 

225                 230                 235                 240 

Leu Gly Ile Leu Gly Ser Pro Ser Gln Glu Asp Leu Asn Cys Ile Ile 

                245                 250                 255     

Asn Leu Lys Ala Arg Asn Tyr Leu Leu Ser Leu Pro His Lys Asn Lys 

            260                 265                 270         

Val Pro Trp Asn Arg Leu Phe Pro Asn Ala Asp Ser Lys Ala Leu Asp 

        275                 280                 285             
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Leu Leu Asp Lys Met Leu Thr Phe Asn Pro His Lys Arg Ile Glu Val 

    290                 295                 300                 

Glu Gln Ala Leu Ala His Pro Tyr Leu Glu Gln Tyr Tyr Asp Pro Ser 

305                 310                 315                 320 

Asp Glu Pro Ile Ala Glu Ala Pro Phe Lys Phe Asp Met Glu Leu Asp 

                325                 330                 335     

Asp Leu Pro Lys Glu Lys Leu Lys Glu Leu Ile Phe Glu Glu Thr Ala 

            340                 345                 350         

Arg Phe Gln Pro Gly Tyr Arg Ser 

        355                 360 

<210>  9

<211>  340

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  9

Met Ser Glu Leu Asp Gln Leu Arg Gln Glu Ala Glu Gln Leu Lys Asn 

1               5                   10                  15      

Gln Ile Arg Asp Ala Arg Lys Ala Cys Ala Asp Ala Thr Leu Ser Gln 

            20                  25                  30          

Ile Thr Asn Asn Ile Asp Pro Val Gly Arg Ile Gln Met Arg Thr Arg 

        35                  40                  45              

Arg Thr Leu Arg Gly His Leu Ala Lys Ile Tyr Ala Met His Trp Gly 

    50                  55                  60                  

Thr Asp Ser Arg Leu Leu Val Ser Ala Ser Gln Asp Gly Lys Leu Ile 

65                  70                  75                  80  

Ile Trp Asp Ser Tyr Thr Thr Asn Lys Val His Ala Ile Pro Leu Arg 

                85                  90                  95      

Ser Ser Trp Val Met Thr Cys Ala Tyr Ala Pro Ser Gly Asn Tyr Val 

            100                 105                 110         

Ala Cys Gly Gly Leu Asp Asn Ile Cys Ser Ile Tyr Asn Leu Lys Thr 

        115                 120                 125             
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Arg Glu Gly Asn Val Arg Val Ser Arg Glu Leu Ala Gly His Thr Gly 

    130                 135                 140                 

Tyr Leu Ser Cys Cys Arg Phe Leu Asp Asp Asn Gln Ile Val Thr Ser 

145                 150                 155                 160 

Ser Gly Asp Thr Thr Cys Ala Leu Trp Asp Ile Glu Thr Gly Gln Gln 

                165                 170                 175     

Thr Thr Thr Phe Thr Gly His Thr Gly Asp Val Met Ser Leu Ser Leu 

            180                 185                 190         

Ala Pro Asp Thr Arg Leu Phe Val Ser Gly Ala Cys Asp Ala Ser Ala 

        195                 200                 205             

Lys Leu Trp Asp Val Arg Glu Gly Met Cys Arg Gln Thr Phe Thr Gly 

    210                 215                 220                 

His Glu Ser Asp Ile Asn Ala Ile Cys Phe Phe Pro Asn Gly Asn Ala 

225                 230                 235                 240 

Phe Ala Thr Gly Ser Asp Asp Ala Thr Cys Arg Leu Phe Asp Leu Arg 

                245                 250                 255     

Ala Asp Gln Glu Leu Met Thr Tyr Ser His Asp Asn Ile Ile Cys Gly 

            260                 265                 270         

Ile Thr Ser Val Ser Phe Ser Lys Ser Gly Arg Leu Leu Leu Ala Gly 

        275                 280                 285             

Tyr Asp Asp Phe Asn Cys Asn Val Trp Asp Ala Leu Lys Ala Asp Arg 

    290                 295                 300                 

Ala Gly Val Leu Ala Gly His Asp Asn Arg Val Ser Cys Leu Gly Val 

305                 310                 315                 320 

Thr Asp Asp Gly Met Ala Val Ala Thr Gly Ser Trp Asp Ser Phe Leu 

                325                 330                 335     

Lys Ile Trp Asn 

            340 

<210>  10

<211>  9

<212>  PRT

<213>  Artificial sequence
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<220><223>  Chemically synthesized peptide

<400>  10

Lys Val Tyr Glu Gly Val Trp Lys Lys 

1               5                   

<210>  11

<211>  8

<212>  PRT

<213>  Artificial sequence

<220><223>  Parental peptide

<400>  11

Leu Met Pro Lys His Phe Ile Arg 

1               5               

<210>  12

<211>  8

<212>  PRT

<213>  Artificial sequence

<220><223>  Missense mutant peptide

<400>  12

Leu Met Pro Lys Leu Phe Ile Arg 

1               5               

<210>  13

<211>  9

<212>  PRT

<213>  Artificial sequence

<220><223>  Chemically synthesized peptide

<400>  13

Ala Ser Ile Leu Leu Met Thr Val Ile 

1               5                   

<210>  14

<211>  9

<212>  PRT

<213>  Artificial sequence

<220><223>  Chemically synthesized peptide

<400>  14
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Ser Ile Leu Leu Met Thr Val Thr Ser 

1               5                   

<210>  15

<211>  9

<212>  PRT

<213>  Artificial sequence

<220><223>  Chemically synthesized peptide

<400>  15

Ile Leu Leu Met Thr Val Thr Ser Ile 

1               5                   

<210>  16

<211>  9

<212>  PRT

<213>  Artificial sequence

<220><223>  Chemically synthesized peptide

<400>  16

Leu Leu Met Thr Val Thr Ser Ile Asp 

1               5                   

<210>  17

<211>  9

<212>  PRT

<213>  Artificial sequence

<220><223>  Chemically synthesized peptide

<400>  17

Leu Met Thr Val Thr Ser Ile Asp Arg 

1               5                   

<210>  18

<211>  9

<212>  PRT

<213>  Artificial sequence

<220><223>  Chemically synthesized peptide

<400>  18

Met Thr Val Thr Ser Ile Asp Arg Phe 
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1               5                   

<210>  19

<211>  9

<212>  PRT

<213>  Artificial sequence

<220><223>  Chemically synthesized peptide

<400>  19

Thr Val Thr Ser Ile Asp Arg Phe Leu 

1               5                   

<210>  20

<211>  9

<212

>  PRT

<213>  Artificial sequence

<220><223>  Chemically synthesized peptide

<400>  20

Val Thr Ser Ile Asp Arg Phe Leu Ala 

1               5                   

<210>  21

<211>  9

<212>  PRT

<213>  Artificial sequence

<220><223>  Chemically synthesized peptide

<400>  21

Thr Ser Ile Asp Arg Phe Leu Ala Val 

1               5                   

<210>  22

<211>  9

<212>  PRT

<213>  Artificial sequence

<220><223>  Chemically synthesized peptide

<400>  22

Ala Ser Ile Leu Leu Met Thr Val Thr 

1               5                   

등록특허 10-2315754

- 95 -



<210>  23

<211>  9

<212>  PRT

<213>  Artificial sequence

<220><223>  Chemically synthesized peptide

<400>  23

Glu Val Tyr Glu Gly Val Trp Lys Lys 

1               5
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