
(19) 대한민국특허청(KR)
(12) 공개특허공보(A)

(11) 공개번호   10-2020-0112766

(43) 공개일자   2020년10월05일

(51) 국제특허분류(Int. Cl.)

     C07K 7/08 (2006.01)  A61K 38/00 (2006.01)

     A61K 39/00 (2006.01)  A61K 45/00 (2006.01)

     A61P 35/00 (2006.01)  C07K 16/18 (2006.01)

(52) CPC특허분류

     C07K 7/08 (2013.01)

     A61K 38/00 (2013.01)
(21) 출원번호       10-2020-0119181(분할)

(22) 출원일자       2020년09월16일

     심사청구일자   2020년09월16일 

(62) 원출원         특허  10-2019-0018119

     원출원일자     2019년02월15일

     심사청구일자   2019년02월15일

(71) 출원인

고려대학교 산학협력단

서울특별시 성북구 안암로 145, 고려대학교 (안암
동5가)

(72) 발명자

박경화

서울특별시 성북구 보국문로 116, (정릉동, 정릉
힐스테이트3차) 310-1004호

강진호

서울특별시 성북구 안암로 145(안암동5가) 3층
302호

(74) 대리인

특허법인 아이퍼스

전체 청구항 수 : 총 30 항

(54) 발명의 명칭 열충격단백질의 에피토프를 포함하는 백신 및 이의 용도

(57) 요 약

본 발명은 열충격단백질의 에피토프를 포함하는 백신 및 이의 병용 요법에 관한 것으로, 본 발명의 서열번호 1

또는 2의 아미노산 서열로 표시되는 열충격단백질 90의 에피토프인 폴리펩타이드를 포함하는 백신 조성물을 이용

하면, 대다수의 환자에서 범용으로 사용가능하고, 산업화가 용이하며, 항종양효과가 현저하게 우수하여, 경제적

으로 암을 예방 및 치료하는 데 사용할 수 있다.
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명 세 서

청구범위

청구항 1 

서열번호 1의 아미노산 서열로 표시되는 에피토프 및/또는 서열번호 2의 아미노산 서열로 표시되는 에피토프를

포함하는 다중　펩타이드 백신(multi-epitope vaccine(s)).

청구항 2 

제1항에 있어서, 서열번호 1의 아미노산 서열로 표시되는 에피토프를 코딩하는 핵산 및/또는 서열번호 2의 아미

노산  서열로  표시되는  에피토프를  코딩하는  핵산을  포함하는  다중　펩타이드  백신  유전자(multi-epitope

vaccine gene)에서 제조된 재조합 다중 에피토프 단백질(recombinant multi-epitope protein)을 포함하는 다중

　펩타이드 백신(multi-epitope vaccine(s)).

청구항 3 

제1항에 있어서, 암 예방 또는 치료하는 것이 특징인 다중 펩타이드 백신.

청구항 4 

제1항에 있어서, 열충격단백질 90을 항원으로 인식하는 항체 생산 및/또는 면역세포 활성화를 유도하는 것이 특

징인 다중 펩타이드 백신.

청구항 5 

제4항에 있어서, 항체 및/또는 면역세포는 열충격단백질 90을 세포막 표면에 발현하는 타겟 세포를 표적화하는

것이 특징인 다중 펩타이드 백신.

청구항 6 

서열번호 1의 아미노산 서열로 표시되는 에피토프를 코딩하는 핵산 및/또는 서열번호 2의 아미노산 서열로 표시

되는 에피토프를 코딩하는 핵산을 포함하는 것이 특징인 다중　펩타이드 백신 유전자(multi-epitope  vaccine

gene). 

청구항 7 

제6항에 있어서, 제1항 내지 제5항 중 어느 한 항에 기재된 다중 펩타이드 백신을 제조하기 위해 사용되는 것이

특징인 다중　펩타이드 백신 유전자.

청구항 8 

제6항에 있어서, 핵산은 재조합 벡터 또는 발현 벡터 형태인 것이 특징인 다중　펩타이드 백신 유전자.

청구항 9 

제6항에 있어서, 서열번호 1의 아미노산 서열로 표시되는 에피토프를 코딩하는 핵산은 서열번호 3의 염기서열로

표시되는 것이고/이거나, 서열번호 2의 아미노산 서열로 표시되는 에피토프를 코딩하는 핵산은 서열번호 4의 염

기서열로 표시되는 것이 특징인 다중　펩타이드 백신 유전자.

청구항 10 

(1) 서열번호 1의 아미노산 서열로 표시되는 에피토프 및/또는 서열번호 2의 아미노산 서열로 표시되는 에피토

프를 포함하는 다중　펩타이드 백신; 또는

(2) 서열번호 1의 아미노산 서열로 표시되는 에피토프를 코딩하는 핵산 및/또는 서열번호 2의 아미노산 서열로

표시되는 에피토프를 코딩하는 핵산을 포함하는 다중　펩타이드 백신 유전자; 및

공개특허 10-2020-0112766

- 3 -



면역보조제

를 포함하는 것이 특징인 백신 조성물.

청구항 11 

(1) 서열번호 1의 아미노산 서열로 표시되는 에피토프 및/또는 서열번호 2의 아미노산 서열로 표시되는 에피토

프를 포함하는 다중　펩타이드 백신; 또는

(2) 서열번호 1의 아미노산 서열로 표시되는 에피토프를 코딩하는 핵산 및/또는 서열번호 2의 아미노산 서열로

표시되는 에피토프를 코딩하는 핵산을 포함하는 다중　펩타이드 백신 유전자

를 함유하는 암 예방 또는 치료용 조성물.

청구항 12 

제11항에  있어서,  CTLA-4(cytotoxic  T-lymphocyte-associated  protein　4),  PD-1(Programmed  cell  death

protein  1),  LAG-3(Lymphocyte  Activation  Gene-3),  TIM-3(T-cell  Immunoglobulin  and  Mucin-domain

containing-3), TIGIT(T-cell Immunoreptor with IG and ITIM domain) 및 VISTA(V-domain Ig Suppressor of T

cell Activation)로 구성된 군에서 선택된 면역관문 억제제를 포함하는 것이 특징인 암 예방 또는 치료용 조성

물.

청구항 13 

제11항에 있어서, STING(STimulator of InterferoN Gene) 아고니스트를 더 포함하는 것이 특징인 암 예방 또는

치료용 조성물.

청구항 14 

제1항 내지 제5항 중 어느 한 항에 기재된 다중 펩타이드 백신 또는 제6항에 기재된 다중　펩타이드 백신 유전

자를 접종한 동물로부터 분리한 것이 특징인 다중 펩타이드 백신-특이 항체 (multi-epitope vaccine-specific

antibodies).

청구항 15 

제14항에  있어서,  상기  항체는  항체의존성세포매개성세포독성(antibody-dependent  cell-mediated

cytotoxicity, ADCC) 및/또는 보체-의존성 세포독성(complement-dependent cytotoxicity, CDC)을 유도하는 것

이 특징인 다중 펩타이드 백신-특이 항체.

청구항 16 

제14항에 있어서, 종양 세포를 표적화하는 것이 특징인 다중 펩타이드 백신-특이 항체.

청구항 17 

제14항에 기재된 다중 펩타이드 백신-특이 항체를 함유하는 암 예방 또는 치료용 조성물.

청구항 18 

서열번호 1의 아미노산 서열로 표시되는 에피토프 또는 서열번호 2의 아미노산 서열로 표시되는 에피토프에 특

이적으로 결합하는 항체(Ab) 또는 이의 단편.

청구항 19 

제18항에 있어서, 열충격단백질 90를 표적화하는 것이 특징인 항체 또는 이의 단편.

청구항 20 

제18항에 있어서, 종양 세포를 표적화하는 것이 특징인 항체 또는 이의 단편.

청구항 21 
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서열번호 1의 아미노산 서열로 표시되는 에피토프 및/또는 서열번호 2의 아미노산 서열로 표시되는 에피토프를

함유하는 것이 특징인 종양세포를 표적화하는 면역세포 및/또는 항체 검출용 조성물 또는 키트.

청구항 22 

서열번호 1의 아미노산 서열로 표시되는 에피토프 및/또는 서열번호 2의 아미노산 서열로 표시되는 에피토프를

사용하여, 분리된 시료로부터 종양 세포를 표적화하는 면역세포 및/또는 항체를 분리하는 단계를 포함하는 것이

특징인 종양 세포를 표적화하는 면역세포 및/또는 항체의 제조방법.

청구항 23 

서열번호 1의 아미노산 서열로 표시되는 에피토프 및/또는 서열번호 2의 아미노산 서열로 표시되는 에피토프를

함유하거나, 상기 에피토프에 결합하는 항체(Ab) 또는 이의 단편을 함유하는 것이 특징인 종양세포 항원에 대한

면역반응 모니터링용 조성물 또는 키트.

청구항 24 

제23항에 있어서, 상기 에피토프는 항체, B 세포, 및/또는 T 세포와 결합하거나, 상기 항체(Ab) 또는 이의 단편

은 종양세포에 결합하는 것이 특징인 종양세포 항원에 대한 면역반응 모니터링용 조성물 또는 키트.

청구항 25 

서열번호 1의 아미노산 서열 및/또는 서열번호 2의 아미노산 서열을 선택하는 단계; 및

전단계에서 선택된 아미노산 서열(들)을 사용하여, 종양세포를 표적화하는 면역세포 또는 항체를 유도하거나 종

양세포를 표적화하는 면역세포 또는 항체와 결합하는 에피토프를 합성하는 단계;

를 포함하는 것이 특징인 에피토프 제조방법.

청구항 26 

제25항에 있어서, 상기 에피토프는 항체에 결합하거나, T 세포 수용체, B 세포 수용체 및/또는 주요 조직적합성

복합체(Major Histocompatibility Complex, MHC)에 결합하는 것이 특징인 에피토프 제조방법.

청구항 27 

제25항에 있어서, 면역세포는 B 세포 또는 T 세포인 것이 특징인 에피토프 제조방법.

청구항 28 

서열번호 1, 2 및 5 ~ 14의 아미노산 서열로 구성된 군에서 선택된 서열을 사용하여 열충격단백질 90의 에피토

프(epitopes)를 설계하는 단계; 및

전단계에서 선택된 아미노산 서열(들)을 사용하여, MHC class II에 결합하는 에피토프를 합성하는 단계;

를 포함하는 것이 특징인 에피토프 제조방법.

청구항 29 

제28항에 있어서, 제조된 에피토프는 열충격단백질 90 또는 종양 세포를 표적화하는 항체(Ab) 또는 이의 단편을

제조하는데 사용되는 것이 특징인 에피토프 제조방법.

청구항 30 

제28항에 있어서, 제조된 에피토프는 종양 세포를 표적화하는 백신을 제조하는데 사용되는 것이 특징인 에피토

프 제조방법.

발명의 설명

기 술 분 야
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본 발명은 열충격단백질의 에피토프를 포함하는 백신 및 이의 병용 요법에 관한 것으로, 더욱 자세하게는 서열[0001]

번호 1 또는 2의 아미노산 서열로 표시되는 열충격단백질 90의 에피토프인 폴리펩타이드, 이를 포함하는 백신

조성물 및 상기 조성물을 이용하여 암을 치료 또는 예방하는 방법에 관한 것이다.

배 경 기 술

현대에 들어서 많은 질병들이 치료가 쉽게 가능하게 되었고, 치료가 불가능한 병은 거의 없어졌지만, 암은 다른[0002]

질병치료와는 달리 매우 힘들고 복잡한 치료가 요구되고 있으며, 그 복잡한 치료들 또한 완벽하게 효과적이지

못하다. 최근 면역치료 방법이 대두되고 있다. 면역치료는 환자 체내의 면역반응을 이용하여 암을 치료하는 방

법이다. 이 면역치료 방법을 통하여 암의 예방까지도 꾀할 수 있다. 암 면역치료는 백신의 원리와 같이 암의 원

인이 되는 항원을 투여하여 암에 특이적인 면역세포들을 활성화 시킨 후, 활성화된 면역세포들이 체내에서 암을

특이적으로 공격하게 하여 치료하는 방법이다. 또한, 암에 걸리지 않은 상태에서 암에 특이적인 항원을 몸 속에

투여하면, 활성화 되지 않았던 면역세포들이 암 특이적 기억면역세포로 활성화 되면서, 암에 걸렸을 시 암 세포

를 특이적으로 공격하게 된다.

열 충격 단백질 90(heat shock protein 90: Hsp90)은 많은 "클라이언트"(client) 단백질의 단백질 접힘, 성숙[0003]

및 입체 형태 안정화를 위해 요구되는 ATPase-의존형 분자 샤페론이다(Young  et  al.,  2000;  Kamal  et  al.,

2003). Hsp90은 성장 인자 수용체, 세포 주기 조절제 및 Akt와 유사한 신호전달 키나제, 안드로겐 수용체(AR)

또는 Raf-1을 비롯하여, CRPC에 연루된 수개의 단백질과 상호작용한다(Whitesell et al., 2005; Takayama et

al., 2003). 종양 세포는 양성 세포에 비해서 더 높은 Hsp90 수준을 발현하고(Kamal et al., 2003; Chiosis et

al., 2003), Hsp90 저해는 CRPC 및 기타 암에서 여기 상태의 표적(exciting target)으로서 생긴다. 많은 Hsp90

저해제는 겔다나마이신 및 그의 유사체, 또는 합성 화합물 등과 같은 천연 화합물을 비롯하여, 그의 ATP-결합

포켓을 표적화하면서 발달하였다. 이들 제제는 Hsp90 기능을 저해하여, 결장, 유방, PCa 및 기타 암의 임상 전

연구에서 아폽토시스를 유발하는 것으로 밝혀졌다(Kamal et al., 2003; Solit et al., 2003; Solit et al.,

2002).

최근, 자가종양세포 유래 gp96  HSP  peptide  complex를 포함하는 HSPPC-96  (Oncophage®, Antigenics,  Inc.,[0004]

New York, NY, USA)이 4기 전이성 신장암 환자에서 IL-2와 병합치료 시 우수한 치료 효과를 나타내며, 4기 흑색

종 환자에서 기존 치료법과 비교한 3상 임상시험에서 생존기간 연장효과는 없으나, 안전성, 효과적인 면역반응

유도 및 장기간 면역기억 현상 등이 보고되고 있다. 그러나, 자가 종양세포 유래이므로, 종양세포 획득이 어려

운 환자에서 적용 불가능하며, 백신 제조 원가가 비싸고 제조공정 및 효과에 대한 표준화가 어렵기 때문에 상업

화가 어렵고, 종양 특이 단백질의 epitope이 알려져 있지 않아 면역반응에 대한 모니터링이 불가능하다는 어려

운 문제점이 있다.

이에, 본 발명자들은 대다수의 환자에서 범용으로 사용할 수 있고, 항종양 효과가 우수한 백신 조성물을 찾고자[0005]

예의 노력한 결과, 서열번호 1 또는 2의 아미노산 서열로 표시되는 열충격단백질 90의 에피토프인 폴리펩타이드

를 포함하는 백신 조성물을 이용하면, 대다수의 환자에서 범용으로 사용가능하고, 산업화가 용이하며, 항종양효

과가 우수하다는 것을 확인하고, 본 발명을 완성하게 되었다.

발명의 내용

해결하려는 과제

본 발명의 목적은 열충격단백질 90의 에피토프인 폴리펩타이드를 제공하는데 있다.[0006]

본 발명의 다른 목적은 상기 폴리펩타이드를 유효성분으로 포함하는 암의 치료 또는 예방을 위한 백신 조성물을[0007]

제공하는데 있다.

본 발명의 또 다른 목적은 상기 폴리펩타이드를 유효성분으로 포함하는 항암 조성물을 제공하는데 있다.[0008]

본 발명의 또 다른 목적은 상기 백신 조성물을 암 환자에 투여하는 것을 포함하는 암을 치료 또는 예방하는 방[0009]

법을 제공하는데 있다.

본 발명의 또 다른 목적은 상기 폴리펩타이드를 특이적으로 인식하는 항체를 제공하는데 있다.[0010]

과제의 해결 수단
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상기 목적을 달성하기 위하여, 본 발명은 서열번호 1 또는 2의 아미노산 서열로 표시되는 열충격단백질 90의 에[0011]

피토프인 폴리펩타이드를 제공한다.

본 발명은 또한, 상기 폴리펩타이드를 코딩하는 유전자, 상기 유전자를 포함하는 재조합 벡터 및 상기 유전자[0012]

또는 상기 재조합 벡터가 도입된 재조합 미생물을 제공한다.

본 발명은 또한, (a) 상기 재조합 미생물을 배양하여 상기 폴리펩타이드를 생성시키는 단계; 및 (b) 상기 생성[0013]

된 폴리펩타이드를 수득하는 단계를 포함하는 상기 폴리펩타이드의 제조방법을 제공한다.

본 발명은 또한, 상기 폴리펩타이드를 유효성분으로 포함하는 암의 치료 또는 예방을 위한 백신 조성물 및 상기[0014]

백신 조성물을 암 환자에 투여하는 것을 포함하는 암을 치료 또는 예방하는 방법을 제공한다.

본 발명은 또한, 서열번호 1 또는 2의 아미노산 서열로 표시되는 열충격단백질 90의 에피토프를 특이적으로 인[0015]

식하는 항체를 제공한다.

발명의 효과

본 발명의 열충격단백질 90의 에피토프를 포함하는 백신 조성물은 대다수의 환자에서 범용으로 사용가능하고,[0016]

산업화가 용이하며, 항종양효과가 현저하게 우수하므로, 경제적으로 암을 예방 및 치료하는 데 사용할 수 있다.

도면의 간단한 설명

도 1은 본 발명에서 컴퓨터 알고리즘 프로그램을 이용하여 Hsp 90 단백질의 항원결정기를 예측한 결과이다.[0017]

도 2는 본 발명의 Hsp 90 다중 펩타이드 백신의 면역원성을 확인한 결과이다.

도 3은 본 발명의 마우스 모델에서 Hsp 90 다중 펩타이드 백신의 항종양 효과를 확인한 결과이다.

도 4는 마우스 모델에서 HSP90 다중 펩타이드 백신, STING 아고니스트 및 CTLA-4 억제제의 병합 치료 항종양 효

과를 확인한 결과이다.

발명을 실시하기 위한 구체적인 내용

본 발명에서는 서열번호 1 또는 2의 아미노산 서열로 표시되는 열충격단백질 90(heat shock protein 90: Hsp9[0018]

0)의 에피토프 폴리펩타이드를 포함하는 백신 조성물이 Th1 면역반응을 유도하며, 항종양 효과가 우수하다는 것

을 확인하였다. 

따라서, 본 발명은 일 관점에서, 서열번호 1 또는 2의 아미노산 서열로 표시되는 열충격단백질 90의 에피토프인[0019]

폴리펩타이드에 관한 것이다.

본 발명에서 용어, "에피토프"는 특정 항체에 의해 인식되는 항원결합부위의 아미노산 잔기 세트, 또는 T 세포[0020]

에서는 T 세포 수용체 단백질 및/또는 주요 조직적합성 복합체(Major Histocompatibility Complex, MHC)수용체

에 의해 인식되는 잔기이다. 에피토프는 항체, T 세포 수용체 또는 HLA 분자에 의해 인식되는 부위를 형성하는

분자로, 일차, 이차 및 삼차 펩티드 구조, 또는 전하를 의미한다.

발명의 일 실시예에서는, Hsp 90 풀 시퀀스를 5개의 알고리즘 프로그램을 이용하여 가장 흔한 MHC class II 대[0021]

립유전자(allele)에 결합 친화도(binding affinity)가 좋을 것으로 예상되는 15-mer 펩타이드 시퀀스 12개를 선

정한 후, MHC class II 대립형질에 결합친화성이 좋고, 항종양 효과가 우수한 2종류의 에피토프를 획득하였다.

본 발명은 다른 관점에서, 상기 폴리펩타이드를 코딩하는 유전자에 관한 것이다.[0022]

본 발명에 있어서, 상기 유전자는 서열번호 3 또는 서열번호 4의 염기서열로 표시되는 것을 특징으로 할 수 있[0023]

다.

본 발명은 또 다른 관점에서, 상기 유전자를 포함하는 재조합 벡터 및 상기 유전자 또는 상기 재조합 벡터가 도[0024]

입된 재조합 미생물에 관한 것이다.

본 발명은 또 다른 관점에서, (a) 상기 재조합 미생물을 배양하여 상기 폴리펩타이드를 생성시키는 단계; 및[0025]

(b) 상기 생성된 폴리펩타이드를 수득하는 단계를 포함하는 상기 폴리펩타이드의 제조방법에 관한 것이다.

본 발명에서, 벡터는 적당한 숙주세포에서 목적 단백질을 발현할 수 있도록 적합한 조절 서열에 작동 가능하게[0026]

연결된 상기 목적 단백질을 암호화하는 폴리뉴클레오타이드의 염기서열을 함유하는 DNA 제조물을 의미한다. 상
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기 조절 서열은 전사를 개시할 수 있는 프로모터, 그러한 전사를 조절하기 위한 임의의 오퍼레이터 서열, 적합

한 mRNA 리보좀 결합 부위를 코딩하는 서열 및 전사와 해독의 종결을 조절하는 서열을 포함할 수 있으며 목적에

따라 다양하게 제조될 수 있다. 벡터의 프로모터는 구성적 또는 유도성 일 수 있다. 벡터는 적당한 숙주 내로

형질전환 된 후, 숙주 게놈과 무관하게 복제되거나 기능할 수 있으며, 게놈 그 자체에 통합될 수 있다.

본 발명에서 사용되는 벡터는 숙주세포 중에서 복제 가능한 것이면 특별히 한정되지 않으며 당 업계에 알려진[0027]

임의의 벡터를 이용할 수 있다. 통상 사용되는 벡터의 예로는 천연 상태이거나 재조합 된 상태의 플라스미드,

파지미드, 코스미드, 바이러스 및 박테리오파지를 들 수 있다. 예를 들어, 파지 벡터 또는 코스미드 벡터로서

pWE15, M13, λMBL3, λMBL4, λIXII, λASHII, λAPII, λt10, λt11, Charon4A, 및 Charon21A을 사용할 수

있으며, 플라스미드 벡터로서 pBR계, pUC계, pBluescriptII계, pGEM계, pTZ계, pCL계 및 pET계를 사용할 수 있

다. 본 발명에서 사용 가능한 벡터는 특별히 제한되는 것이 아니며 공지된 발현 벡터를 사용할 수 있다.

“발현 조절 서열 (expression control sequence)”이라는 표현은 특정한 숙주 생물에서 작동가능하게 연결된[0028]

코딩 서열의 발현에 필수적인 DNA 서열을 의미한다. 그러한 조절 서열은 전사를 실시하기 위한 프로모터, 그러

한 전사를 조절하기 위한 임의의 오퍼레이터 서열, 적합한 mRNA 리보좀 결합 부위를 코딩하는 서열 및 전사 및

해독의 종결을 조절하는 서열을 포함한다. 예를 들면, 원핵생물에 적합한 조절 서열은 프로모터, 임의로 오퍼레

이터 서열 및 리보좀 결합 부위를 포함한다. 진핵세포는 프로모터, 폴리아데닐화 시그날 및 인핸서가 이에 포함

된다. 플라스미드에서 유전자의 발현 양에 가장 영향을 미치는 인자는 프로모터이다. 고 발현용의 프로모터로서

SRα 프로모터와 사이토메가로바이러스(cytomegalovirus) 유래 프로모터 등이 바람직하게 사용된다.

본 발명의 DNA  서열을 발현시키기 위하여, 매우 다양한 발현 조절 서열중 어느 것이라도 벡터에 사용될 수[0029]

있다. 유용한 발현 조절서열의 예에는, 예를 들어, SV40 또는 아데노바이러스의 초기 및 후기 프로모터들, lac

시스템, trp 시스템, TAC 또는 TRC 시스템, T3 및 T7 프로모터들, 파지 람다의 주요 오퍼레이터 및 프로모터 영

역, fd 코드 단백질의 조절 영역, 3-포스포글리세레이트 키나제 또는 다른 글리콜분해 효소에 대한 프로모터,

상기 포스파타제의 프로모터들, 예를 들어 Pho5, 효모 알파-교배 시스템의 프로모터 및 원핵세포 또는 진핵 세

포 또는 이들의 바이러스의 유전자의 발현을 조절하는 것으로 알려진 구성과 유도의 기타 다른 서열 및 이들의

여러 조합이 포함된다. T7 RNA 폴리메라아제 프로모터 Φ10은 대장균에서 단백질 NSP를 발현시키는데 유용하게

사용될 수 있다.

핵산은 다른 핵산 서열과 기능적 관계로 배치될 때 “작동가능하게 연결(operably linked)”된다. 이것은 적절[0030]

한 분자 (예를 들면, 전사 활성화 단백질)은 조절 서열(들)에 결합될 때 유전자 발현을 가능하게 하는 방식으로

연결된 유전자 및 조절 서열(들)일 수 있다. 예를 들면, 전서(pre-sequence) 또는 분비 리더(leader)에 대한

DNA는 폴리펩타이드의 분비에 참여하는 전단백질로서 발현되는 경우 폴리펩타이드에 대한 DNA에 작동가능하게

연결되고; 프로모터 또는 인핸서는 서열의 전사에 영향을 끼치는 경우 코딩서열에 작동가능하게 연결되거나; 또

는 리보좀 결합 부위는 서열의 전사에 영향을 끼치는 경우 코딩 서열에 작동가능하게 연결되거나; 또는 리보좀

결합 부위는 번역을 용이하게 하도록 배치되는 경우 코딩 서열에 작동가능하게 연결된다. 일반적으로, “작동가

능하게 연결된”은 연결된 DNA 서열이 접촉하고, 또한 분비 리더의 경우 접촉하고 리딩 프레임 내에 존재하는것

을 의미한다. 그러나, 인핸서(enhancer)는 접촉할 필요가 없다. 이들 서열의 연결은 편리한 제한 효소 부위에서

라이게이션(연결)에 의해 수행된다. 그러한 부위가 존재하지 않는 경우, 통상의 방법에 따른 합성 올리고뉴클레

오티드 어댑터(oligonucleotide adaptor) 또는 링커(linker)를 사용한다.

본원  명세서에  사용된  용어  “발현 벡터”는 통상 이종의 DNA의  단편이 삽입된 재조합 캐리어(recombinant[0031]

carrier)로서 일반적으로 이중 가닥의 DNA의 단편을 의미한다. 여기서, 이종 DNA는 숙주 세포에서 천연적으로

발견되지 않는 DNA인 이형 DNA를 의미한다. 발현 벡터는 일단 숙주 세포내에 있으면 숙주 염색체 DNA와 무관하

게 복제할 수 있으며 벡터의 수 개의 카피 및 그의 삽입된 (이종) DNA가 생성될 수 있다.

당업계에 주지된 바와 같이, 숙주세포에서 형질감염 유전자의 발현 수준을 높이기 위해서는, 해당 유전자가, 선[0032]

택된 발현 숙주 내에서 기능을 발휘하는 전사 및 해독 발현 조절 서열에 작동가능하도록 연결되어야만 한다. 바

람직하게는 발현 조절서열 및 해당 유전자는 세균 선택 마커 및 복제 개시점(replication origin)을 같이 포함

하고 있는 하나의 발현 벡터 내에 포함되게 된다. 발현 숙주가 진핵세포인 경우에는, 발현 벡터는 진핵 발현 숙

주 내에서 유용한 발현 마커를 더 포함하여야만 한다.

본 발명의 폴리펩타이드를 코딩하는 유전자를 발현시키기 위해 매우 다양한 발현 숙주/벡터 조합이 이용될 수[0033]

있다. 진핵 숙주에 적합한 발현 벡터에는, 예를 들어 SV40, 소 유두종바이러스, 아네노바이러스, 아데노-연관

바이러스(adeno-associated virus), 시토메갈로바이러스 및 레트로바이러스로부터 유래된 발현 조절 서열을 포
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함한다. 세균 숙주에 사용할 수 있는 발현 벡터에는 pBluescript,  pGEX2T,  pUC벡터, colE1,  pCR1,  pBR322,

pMB9 및 이들의 유도체와 같이 E. coli에서 얻는 것을 예시할 수 있는 세균성 플라스미드, RP4와 같이 보다 넓

은 숙주 범위를 갖는 플라스미드, λgt10과 λgt11, NM989와 같은 매우 다양한 파지 람다(phage lambda) 유도체

로  예시될  수  있는  파지  DNA,  및  M13과  필라멘트성  단일가닥의  DNA  파지와  같은  기타  다른  DNA  파지가

포함된다. 효모 세포에 유용한 발현 벡터는 2μ 플라스미드 및 그의 유도체이다. 곤충 세포에 유용한 벡터는

pVL 941이다.

상술한 발현 벡터에 의해 형질전환 또는 형질감염된 숙주 세포는 본 발명의 또 다른 측면을 구성한다. 본원 명[0034]

세서에 사용된 용어 “형질전환”은 DNA를 숙주로 도입하여 DNA가 염색체외 인자로서 또는 염색체 통합완성에

의해 복제가능하게 되는 것을 의미한다. 본원 명세서에 사용된 용어 “형질감염”은 임의의 코딩 서열이 실제로

발현되든 아니든 발현 벡터가 숙주 세포에 의해 수용되는 것을 의미한다.

본 발명의 숙주 세포는 하나 이상의 목적 단백질을 암호화하는 폴리뉴클레오타이드를 갖는 벡터가 도입된 재조[0035]

합 미생물이거나, 하나 이상의 목적 단백질을 암호화하는 폴리뉴클레오타이드가 미생물에 도입되어 폴리뉴클레

오타이드가 염색체에 통합되어 목적 단백질을 발현시키도록 형질이 감염된 재조합 미생물을 의미한다. 원핵 또

는 진핵생물 세포일 수 있다. 또한, DNA의 도입효율이 높고, 도입된 DNA의 발현효율이 높은 숙주가 통상 사용된

다. 대장균, 슈도모나스, 바실러스, 스트렙토마이세스, 진균, 효모와 같은 주지의 진핵 및 원핵 숙주들, 스포도

프테라 프루기페르다(SF9)와 같은 곤충 세포, CHO 및 생쥐 세포같은 동물 세포, COS 1, COS 7, BSC 1, BSC 40

및 BMT 10과 같은 아프리카 그린 원숭이 세포, 및 조직배양된 인간 세포는 사용될 수 있는 숙주 세포의 예이다.

COS 세포를 이용하는 경우에는 COS 세포에서 SV40 라지 T안티겐(large T antigen)이 발현하고 있으므로 SV40의

복제개시점을 갖는 플라스미드는 세포중에서 다수 카피(copy)의 에피솜(episome)으로 존재하도록 되고 통상보다

고 발현이 기대될 수 있다. 도입된 DNA 서열은 숙주 세포와 동일한 종으로부터 얻을 수 있거나, 숙주 세포와 다

른 종의 것일 수 있거나, 또는 그것은 어떠한 이종 또는 상동성 DNA를 포함하는 하이브리드 DNA  서열일 수

있다.

물론 모든 벡터와 발현 조절 서열이 본 발명의 DNA 서열을 발현하는데 모두 동등하게 기능을 발휘하지는 않는다[0036]

는 것을 이해하여야만 한다. 마찬가지로 모든 숙주가 동일한 발현 시스템에 대해 동일하게 기능을 발휘하지는

않는다. 그러나, 당업자라면 과도한 실험적 부담없이 본 발명의 범위를 벗어나지 않는 채로 여러 벡터, 발현 조

절 서열 및 숙주 중에서 적절한 선택을 할 수 있다. 예를 들어, 벡터를 선택함에 있어서는 숙주를 고려하여야

하는데, 이는 벡터가 그 안에서 복제되어야만 하기 때문이다. 벡터의 복제 수, 복제 수를 조절할 수 있는 능력

및 당해 벡터에 의해 코딩되는 다른 단백질, 예를 들어 항생제 마커의 발현도 또한 고려되어야만 한다. 발현 조

절 서열을 선정함에 있어서도, 여러 가지 인자들을 고려하여야만 한다. 예를 들어, 서열의 상대적 강도, 조절가

능성 및 본 발명의 DNA 서열과의 상용성 등, 특히 가능성있는 이차 구조와 관련하여 고려하여야 한다. 단세포

숙주는 선정된 벡터, 본 발명의 DNA 서열에 의해 코딩되는 산물의 독성, 분비 특성, 단백질을 정확하게 폴딩시

킬 수 있는 능력, 배양 및 발효 요건들, 본 발명 DNA 서열에 의해 코딩되는 산물을 숙주로부터 정제하는 것의

용이성 등의 인자를 고려하여 선정되어야만 한다. 이들 변수의 범위내에서, 당업자는 본 발명의 DNA 서열을 발

효 또는 대규모 동물 배양에서 발현시킬 수 있는 각종 벡터/발현 조절 서열/숙주 조합을 선정할 수 있다. 발현

클로닝에 의해 NSP  단백질의 cDNA를  클로닝 하려고 할 때의 스크리닝법으로서 바인딩법(binding법), 페닝법

(panning법), 필름에멀션법(film emulsion 법)등이 적용될 수 있다.

본 발명에서 상기 유전자를 숙주세포의 염색체상에 삽입하는 방법으로는 통상적으로 알려진 유전자조작방법을[0037]

사용할 수 있으며, 비바이러스 전달 방법은 전지천공법, 리포펙션, 미세주사, 탄도법, 비로솜, 리포솜, 면역리

포솜, 다가 양이온 또는 지질:핵산 접합체, 네이키드 DNA, 인공 바이론 및 화학물질 촉진 DNA 유입을 포함한다.

소소노포레이션, 예를 들어 Sonitron 2000 시스템(Rich-Mar)을 이용한 방법도 핵산의 전달에 사용할 수 있으며,

다른 대표적인 핵산 전달 시스템은 Amaxa Biosystems(Cologne, Germany), Maxcyte, Inc.(Rockville, Maryland)

및 BTX Molesular Syetem(Holliston, MA)의 방법을 포함한다. 리포펙션 방법은 미국특허 제5,049,386호, 미국

특허 제4,946,787호 및 미국특허 제4,897,355호에 명시되어 있으며 리포펙션 시약은 상업적으로 시판되고 있으

며, 예를 들어, TransfectamTM 및 LipofectinTM이 있다. 폴리뉴클레오티드의 효과적인 리셉터-인식 리포펙션에

적당한 양이온 또는 중성 지질은 Felgner의 지질을 포함하며(WO91/17424 및 WO91/16024), 생체 외 도입을 통해

세포로, 생체 내 도입을 통해 표적 조직으로 전달할 수 있다. 면역지질 복합체 등 표적 리포솜을 포함하는

지질:핵산 복합체의 제조 방법은 당해 업계에 잘 알려져 있다(Crystal, Science., 270:404-410, 1995; Blaese

et al., Cancer Gene Ther., 2:291-297, 1995; Behr et al., Bioconjugate Chem., 5:382389, 1994; Remy et

al., Bioconjugate Chem., 5:647-654, 1994; Gao et al., Gene Therapy., 2:710-722, 1995; Ahmad et al.,
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Cancer  Res.,  52:4817-4820,  1992;  미국특허  제4,186,183호;  미국특허  제4,217,344호;  미국특허

제4,235,871호;  미국특허  제4,261,975호;  미국특허  제4,485,054호;  미국특허  제4,501,728호;  미국특허  제

4,774,085호; 미국특허 제4,837,028호; 미국특허 제4,946,787호).

레트로바이러스의 친화성은 외부 외피 단백질과 일체화함으로써 변할 수 있어 표적 세포의 종류를 확대시킬 수[0038]

있다. 렌티바이러스 벡터는 비분열 세포를 형질도입 또는 감염시켜서 고바이러스 역가를 생성하는 레트로바이러

스 벡터이다. 표적 조직에 따라 레트로바이러스 유전자 잔달 시스템이 결정된다. 레트로바이러스 벡터는 6-10kb

외부 서열을 포장할 수 있는 시스 액팅 긴 말단 반복을 포함한다. 벡터의 복제와 포장을 위해 충분한 최소의 시

스 액팅 LTR은 영구적인 트랜스젠 발현을 위해 치료 유전자가 표적 세포로 통합되도록 사용할 수 있다. 널리 사

용되는 레트로바이러스 벡터는 쥐 백혈병 바이러스(MuLV), 긴팔원숭이 백혈병 바이러스(GaLV), 원숭이 면역결핍

바이러스(SIV),  인간  면역결핍  바이러스(HIV),  및  그들의  조합  바이러스를 포함한다(Buchscher  et  al.,  J.

Virol.,  66:2731-2739,  1992;  Johann  et  al.,  J. Virol., 66:1635-1640 1992; Sommerfelt et al., Virol.,

176:58-59, 1990; Wilson et al., J. Virol., 63:2374-2378, 1989; Miller et al., J. Virol., 65:2220-2224,

1991; PCT/US94/05700). 

수크로오스 포스포릴라아제 단백질을 일시적으로 발현하는 경우에는 아데노바이러스 기반 시스템을 더욱 많이[0039]

이용하며, 아데노바이러스계 벡터는 많은 세포들에서 고효율로 형질도입을 일으키지만 세포 분열을 필요로 하지

않는다. 상기 벡터를 이용하면 높은 역가와 높은 수준의 발현을 얻을 수 있고, 간단한 시스템에서 대량으로 생

산될 수 있다. 또한 아데노 부속 바이러스(AAV) 벡터는 표적 핵산을 가진 세포로 형질도입하는데 이용되는데,

예를 들면 생체 외 상에서 핵산과 펩티드의 생산 및 생체 내 및 생체 외 상에서 유전자 치료에 이용되며(West

et  al.,  Virology.,  160:38-47,  1987;  미국특허  제4,797,368호;  WO93/24641;  Kotin,  HumanGene  Therapy.,

5:793-801, 1994; Muzyczka,J. Clin. Invest., 94:1351, 1994), 재조합 AAV 벡터의 구성은 이미 알려져 있다

(미국특허 제 5,173,414호; Tratschin  et  al.,  Mol.  Cell.  Biol.,  5:3251-3260,  1985;  Tratschin,  et  al.,

Mol. Cell. Biol., 4:20722081, 1984; Hermonat & Muzyczka,PNAS., 81:6466-6470, 1984; Samulski et al., J

Virol., 63:038223828, 1989). 임상 실험에서는 적어도 6개의 바이러스 벡터를 이용한 유전자 전달 방법이 이용

되고 있는데 형질도입제를 생성하는 도움 세포 라인에 유전자를 삽입함으로써 결함이 있는 벡터를 보완하는 접

근법이다. pLASN과 MFG-S는 임상 실험에서 사용되고 있는 레트로바이러스의 예이고(Dunbar  et  al.,  Blood.,

85:3048-305, 1995; Kohn et al., Nat. Med., 1:1017-102, 1995; Malech et al., PNAS., 94:(22)12133-12138,

1997),  PA317/pLASN는  유전자  치료에  사용된  최초의  치료  벡터로(Blaese  et  al.,  Science.,  270:475-480,

1995) MFG-S 포장 벡터의 형질도입 효율은 50% 또는 그 이상을 보였다(Ellem et al., Immunol Immunother.,

44(1):10-20, 1997; Dranoff et al., Hum.Gene Ther., 1:111-2, 1997).

재조합 아데노 연관 바이러스 벡터(rAAV)는 결함 있고 비병원성인 제2형 파르보바이러스 아데노 연관 바이러스[0040]

를 기반으로 하는 유망한 대체 유전자 전달 시스템이다. 모든 벡터는 트랜스젠 발현 카세트 측면에 위치하는

AAV 145 bp 역위 말단 반복을 보유한 플라스미드로부터 유래한다. 형질도입된 세포의 게놈으로 통합에 기인하는

효율적인 유전자 전달 및 안정한 트랜스젠 전달은 상기 벡터 시스템의 큰 장점이다(Wagner et al., Lancet.,

351:9117-17023, 1998; Kearns et al., Gene Ther., 9:748-55, 1996). 

본 발명은 또 다른 관점에서, 상기 폴리펩타이드를 유효성분으로 포함하는 암의 치료 또는 예방을 위한 백신 조[0041]

성물에 관한 것이다.

본 발명에서, 상기 백신 조성물은 Th1 면역반응을 유도한다. [0042]

본 발명에서, 용어 “Th1 세포”는 유전자 발현, 단백질 분비 및 기능적 활성 측면에서 특정되는 헬퍼 T 세포[0043]

림포사이트의 서브세트를 의미한다. 예를 들어, Th1 세포는 IL-2 및 IFN-γ를 합성하지만 IL-4, IL-5, IL-10 및

IL-13는 합성하지 않는 사이토카인 발현 패턴을 나타낸다. Th1 세포는 다양한 세포내 병원균에 대한 세포-매개

면역반응, 기관-특이적 자가면역 질환 및 지연성 과민반응에 관여한다.

본 발명에서 “CTLA-4(cytotoxic T-lymphocyte-associated protein 4)”는 면역조절 억제제로서 CD152(Cluster[0044]

of  Differentiation  152)로도  알려져  있고,  면역  관문으로  작용하는  단백질  수용체로서  면역  반응을

감소시킨다. 

본 발명에서 “STING(STimulator of InterferoN Gene, 인터페론 유전자의 촉진제)”은 STING에 관련된 신호전[0045]

달 경로를 활성화하여 인터페론을 포함하는 염증성 사이토카인의 생산을 유도하여 항암 효과를 나타내는 물질을

의미한다.  
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본 발명에 있어서, 상기 암은 예컨대 편평세포 암(squamous cell cancer, 예를 들어, 상피의 편평세포 암), 소[0046]

형 세포 폐암, 비-소형 세포 폐암, 폐암, 복막암, 결장암, 담도 종양, 비인두암, 후두암, 기관지암, 구강암, 골

육종, 담낭암, 신장암, 백혈병, 방광암, 흑색종, 뇌암, 신경 교종, 뇌종양, 피부암, 췌장암, 유방암, 간암, 골

수암, 식도암, 대장암, 위암, 자궁경부암, 전립선암, 난소암, 두경부암 및 직장암으로 이루어진 군으로부터 선

택된 1종 이상인 것을 특징으로 할 수 있으나, 이에 한정되는 것은 아니다. 

본 발명의 백신 조성물은 초기 암에 적용가능하다.[0047]

본 발명에서 용어, “항암 보조제”는 항암제의 항암효과를 증대시키고, 항암제의 부작용을 억제하거나 개선시[0048]

키기 위하여 사용될 수 있으며, 항암제와 병용하여 환자에게 투여될 수 있다.

본 발명에서 용어, “예방”은 본 발명의 Hsp 90 에피토프 단백질을 발현하는 형질전환체 또는 상기 형질전환체[0049]

를 유효성분으로 하는 조성물의 투여로 상기 암을 억제 또는 지연시키는 모든 행위를 말한다.

본 발명에서 용어, “치료”는 본 발명의 Hsp 90 에피토프 단백질을 발현하는 형질전환체 또는 상기 형질전환체[0050]

를 유효성분으로 하는 조성물의 투여로 상기 암 또는 종양이 불사화되지 않고, 분열을 멈추거나 이롭게 되는 모

든 행위를 말한다.

본 발명에 있어서, 상기 조성물은 서열번호 1 및/또는 2의 아미노산 서열로 표시되는 열충격단백질 90의 에피토[0051]

프를 모두 포함하는 것을 특징으로 할 수 있다.

본 발명에서, 용어 “다중 펩타이드 백신”은 상술한 폴리펩타이드 에피토프가 2개 이상 포함되어 있는 백신을[0052]

나타내기 위하여 정의된 용어이다.

본 발명에 있어서, 상기 조성물은 면역 항암제를 추가로 포함하는 것을 특징으로 할 수 있다.[0053]

본  발명에  있어서,  상기  면역  항암제는  CTLA-4(cytotoxic  T-lymphocyte-associated  protein  4),  PD-[0054]

1(Programmed  cell  death  protein  1),  LAG-3(Lymphocyte  Activation  Gene-3),  TIM-3(T-cell Immunoglobulin

and Mucin-domain containing-3), TIGIT(T-cell Immunoreptor with IG and ITIM domain) 및 VISTA(V-domain

Ig Suppressor of T cell Activation)로 구성된 군으로부터 선택된 어느 하나에 대한 면역관문 억제제이고, 보

다 바람직하게는 CTLA-4 억제제이지만 이에 제한되지는 않는다. 

본 발명에 있어서, 상기 조성물은 항암 보조제를 추가로 포함할 수 있고, 보다 바람직하게는 상기 항암 보조제[0055]

는 STING(STimulator of InterferoN Gene) 아고니스트일 수 있으나 이에 제한되지는 않는다.

본 발명에서, 용어 “면역 항암제”는 암 자체를 공격하는 기존 항암제와는 달리 인공면역 단백질을 체내에 주[0056]

입하여 면역체계를 자극함으로써 면역세포가 선택적으로 암세포만을 공격하도록 유도하는 치료약제로서, 암세포

가 획득한 면역억제 또는 면역회피 기전을 극복하기 위하여 면역체계의 종양 인지능력 또는 파괴능력을 회복 또

는 강화시키는 기전의 항암제이다. 상기 면역항암제는 면역관문 억제제, 면역세포 치료제 및 면역바이러스 치료

제를 포함하지만 이에 제한되지는 않는다. 

본 발명에서, 용어 “면역관문 억제제”는 일부 암세포가 체내 면역세포인 T 세포의 면역체크포인트를 활용하면[0057]

서 면역을 회피하는 경우에, T 세포 억제에 관여하는 면역체크포인트 단백질(Immune Checkpoint Protein)의 활

성화를  차단하여  T  세포를  활성화시켜  암세포를  공격하는  작용을  하는  면역항암제의  일종으로서,  CTLA-4

억제제, PD-1 억제제, PD-1 억제제, LAG-3 억제제, TIM-3 억제제, TIGIT 억제제 및 VISTA 억제제를 포함하지만

이에 제한되지는 않는다. 

에피토프 펩타이드를 백신 조성물로 이용하는 경우, 상기 유효성분은 단독으로 이용되기 보다는 약학으로 허용[0058]

된 담체에 혼입시킨 형태로 이용하는 것이 적합하다. 여기서, 약학으로 허용된 담체는 제약 분야에서 통상 사용

되는 담체, 부형제 및 희석제를 포함한다.

본 발명의 백신 조성물에 이용할 수 있는 약제학적으로 허용된 담체는, 이에 제한되는 것은 아니지만, 락토스,[0059]

덱스트로스, 수크로스, 솔비톨, 만니톨, 자일리톨, 에리스리톨, 말티톨, 전분, 아카시아 고무, 알지네이트, 젤

라틴, 칼슘 포스페이트, 칼슘 실리케이트, 셀룰로스, 메틸 셀룰로스, 폴리비닐피롤리돈, 물, 메틸히드록시벤조

에이트, 프로필히드록시벤조에이트, 탈크, 마그네슘 스테아레이트 및 광물유를 들 수 있다.

본 발명의 백신 조성물은 각각 통상의 방법에 따라 산제, 과립제, 정제, 캡슐제, 현탁액, 에멀전, 시럽, 에어로[0060]

졸 등의 경구형 제형, 외용제, 좌제 또는 멸균 주사용액의 형태로 제형화하여 사용될 수 있다. 제제화할 경우에

는 통상 사용하는 충진제, 증량제, 결합제, 습윤제, 붕해제, 계면활성제 등의 희석제 또는 부형제를 사용하여
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조제될 수 있다. 경구투여를 위한 고형제제에는 정제, 환제, 산제, 과립제, 캡슐제 등이 포함되며, 그러한 고형

제제는 유효성분에 적어도 하나 이상의 부형제, 예를 들면 전분, 칼슘 카르보네이트, 수크로스, 락토오스, 젤라

틴 등을 섞어 조제될 수 있다. 또한, 단순한 부형제 이외에 마그네슘 스테아레이트, 탈크 같은 윤활제들도 사용

될 수 있다. 경구를 위한 액상 제제로는 현탁제, 내용액제, 유제, 시럽제 등이 해당되는데, 일반적으로 사용되

는 희석제인 물, 리퀴드 파라핀 이외에 여러 가지 부형제, 예를 들면 습윤제, 감미제, 방향제, 보존제 등이 포

함될 수 있다. 비경구 투여를 위한 제제에는 멸균된 수용액, 비수용성용제, 현탁제, 유제, 동결건조 제제 및 좌

제가 포함된다. 비수용성용제, 현탁제로는 프로필렌 글리콜, 폴리에틸렌 글리콜, 올리브유와 같은 식물성 기름,

에틸올레이트와 같은 주사 가능한 에스테르 등이 사용될 수 있다. 좌제의 기제로는 위텝솔(witepsol),  트윈

(tween) 61, 카카오지, 라우린지, 글리세로젤라틴 등이 사용될 수 있다. 특히, 액상 제제의 경우에는 박테리아

포획 필터 등을 통한 여과에 의해 살균제 등을 혼입시켜 살균하는 것이 바람직하다. 이렇게 살균된 조성물은 예

를 들면 동결건조에 의해 고형화시킬 수 있으며, 사용시에 이를 무균수 또는 무균 희석액에 용해시킨다.

본 발명에 따른 백신 조성물은 소, 쥐, 마우스, 가축, 개, 인간 등의 포유동물에 다양한 경로로 투여될 수[0061]

있다. 투여의 모든 방식이 예상될 수 있는데, 예를 들면 경구, 정맥, 근육, 피하, 복강내 주사에 의해 투여될

수 있다.

본 발명에 따른 백신 조성물의 투여량은 동물의 연령, 체중, 성별, 신체 상태 등을 고려하여 선택된다. 별다른[0062]

부작용 없이 동물에 면역보호반응을 유도하기에 필요한 양은 면역원으로서 사용된 에피토프 및 부형제의 임의

존재에 따라 다양할 수 있다. 일반적으로 각각의 용량은 본 발명의 폴리페타이드의 면역원량의 멸균 용액 ㎖ 당

0.1 내지 1000㎍의 단백질, 바람직하게는 0.1 내지 100㎍을 함유한다. 백신 조성물의 경우에는 필요에 따라 초

기 용량에 이어 임의로 반복된 항원 자극을 수행할 수 있다.

본 발명은 또 다른 관점에서, 상기 백신 조성물을 암 환자에 투여하는 것을 포함하는 암을 치료 또는 예방하는[0063]

방법에 관한 것이다.

본 발명에 있어서, 상기 백신 조성물은 면역항암제와 병용하여 투여하는 것을 특징으로 할 수 있으며, 항체치료[0064]

제와 병용하여 투여하는 것을 특징으로 할 수 있다.

발명의 백신 조성물과 병용하여 사용되는 면역항암제 또는 항체치료제는 상호 동시에 또는 시간 차를 두고 순차[0065]

적으로 투여될 수 있으며, 적절한 시간 및 주기에 따라 선택될 수 있다.

본 발명에 있어서,  상기 백신 조성물은 면역항암제와 병용하여 투여할 수 있다. 상기 면역 항암제는 CTLA-[0066]

4(cytotoxic  T-lymphocyte-associated  protein  4),  PD-1(Programmed  cell  death  protein  1),  LAG-

3(Lymphocyte Activation Gene-3), TIM-3(T-cell Immunoglobulin and Mucin-domain containing-3), TIGIT(T-

cell Immunoreptor with IG and ITIM domain) 및 VISTA(V-domain Ig Suppressor of T cell Activation)로 구

성된 군으로부터 선택된 어느 하나에 대한 면역관문 억제제이고, 보다 바람직하게는 CTLA-4 억제제이지만 이에

제한되지는 않는다. 

본  발명에  있어서,  상기  백신  조성물은  항암  보조제를  추가로  병용  투여할  수  있고,  상기  항암  보조제는[0067]

STING(STimulator of InterferoN Gene) 아고니스트일 수 있으나 이에 제한되지는 않는다.

본 발명에 있어서, 상기 암은 예컨대 편평세포 암(squamous cell cancer, 예를 들어, 상피의 편평세포 암), 소[0068]

형 세포 폐암, 비-소형 세포 폐암, 폐암, 복막암, 결장암, 담도 종양, 비인두암, 후두암, 기관지암, 구강암, 골

육종, 담낭암, 신장암, 백혈병, 방광암, 흑색종, 뇌암, 신경 교종, 뇌종양, 피부암, 췌장암, 유방암, 간암, 골

수암, 식도암, 대장암, 위암, 자궁경부암, 전립선암, 난소암, 두경부암 및 직장암으로 이루어진 군으로부터 선

택된 1종 이상인 것을 특징으로 할 수 있으나, 이에 한정되는 것은 아니다.

또한 본 발명은 서열번호 1 및/또는 2의 아미노산 서열로 표시되는 열충격단백질 90의 에피토프를 포함하는 항[0069]

암 조성물을 제공한다.

상기 조성물은 상기 에피토프 이외에 유효성분의 안정화를 위한 다른 성분이 더 포함될 수 있다. [0070]

본 발명에서 용어, "주사" 또는 "투여"는 투여대상의 나이, 성별, 체중 등에 따라 투여량이 달라질 수 있고, 투[0071]

여경로, 질병의 정도, 성별, 체중, 나이 등에 따라서도 백신의 투여량이 달라질 수 있다.

본 발명에서, 콘카나발린 A(concanavalin A; 양성대조군, Positive control)는 T세포를 활성화시키지만 B세포[0072]

는 활성화시키지 않는다(불용화하면 B세포도 활성화된다). 또 여러 암세포에서 정상세포에 비하여 Con A에 대한
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높은 응집성을 나타내기 때문에 암세포막 구조의 특이성을 연구하는 수단으로 이용되고 있다.  

본 발명은 또 다른 관점에서, 서열번호 1 또는 2의 아미노산 서열로 표시되는 열충격단백질 90의 에피토프를 특[0073]

이적으로 인식하는 항체에 관한 것이다.

본 발명에 있어서, 상기 항체는 단클론 또는 다클론 항체인 것을 특징으로 할 수 있다.[0074]

본 발명에서, 용어 “항체”는 면역계 내에서 항원의 자극에 의하여 만들어지는 물질로서, 면역글로불린이라고[0075]

도 하며, 특정한 항원과 특이적으로 결합하여 림프와 혈액을 떠돌며 항원-항체반응을 일으킨다. 항체가 특이적

항원에 대한 특이성을 나타내는 반면에, 면역글로불린은 항체, 및 항원 특이성이 결여된 항체 유사 물질 모두를

포함한다. 후자의 폴리펩티드는 예컨대 림프계에서는 낮은 수준으로 생산되며 골수종에 의해서 증가된 수준으로

생산된다. 본 발명에서는 Hsp 90 에피토프 단백질의 일부를 포함하는 유전자 서열의 항원에 대한 항체일 수 있

으며, 바람직하게는 서열번호 1의 아미노산 서열, 서열번호 2의 아미노산 서열 또는 서열번호 1 및 서열번호 2

의 아미노산 서열이 융합된 형태의 항원에 대한 항체일 수 있다.

본 발명에서 유효성분과 결합하여 사용된 "치료학적으로 유효한 양"이란 용어는 대상 질환을 예방 또는 치료하[0076]

는데 유효한 양을 의미하며, 본 발명의 조성물의 치료적으로 유효한 양은 여러 요소, 예를 들면 투여방법, 목적

부위, 환자의 상태 등에 따라 달라질 수 있다. 따라서, 인체에 사용 시 투여량은 안전성 및 효율성을 함께 고려

하여 적정량으로 결정되어야 한다. 동물실험을 통해 결정한 유효량으로부터 인간에 사용되는 양을 추정하는 것

도 가능하다.

이하, 실시예를 통하여 본 발명을 더욱 상세히 설명하고자 한다. 이들 실시예는 오로지 본 발명을 예시하기 위[0078]

한 것으로, 본 발명의 범위가 이들 실시예에 의해 제한되는 것으로 해석되지 않는 것은 당업계에서 통상의 지식

을 가진 자에게 있어서 자명할 것이다.

실시예 1: in silico 알고리즘을 이용한 Hsp 90 MHC class II 항원결정기 발굴[0080]

열충격단백질 90(Heat shock protein 90; Hsp 90)에서 사람에서 가장 흔한 MHC class II 대립형질(allele)에[0081]

결합친화성이 좋을 것으로 예상되는 15-mer 펩타이드 시퀀스를 선정하기 위하여, SYFPEITHI(Institute for Cell

Biology,  Heidelberg,  Germany),  Propred(Institute  of  Microbial  Technology,  Chandigarh,  India),  MHC-

Thread(University  of  Aberdeen,  AFPberdeen,  United  Kingdom),  Average  Binding  matrix  method,

Rankpep(Harvard, Boston, MA, USA)의 컴퓨터 알고리즘을 이용하였다(도 1).

사람에서  가장  흔한  MHC  class  II  대립형질은  DRB1*0101,  DRB1*1501,  DRB1*0301,  DRB1*0401,  DRB1*0404,[0082]

DRB1*0405,  DRB1*0701,  DRB1*0802,  DRB1*0901,  DRB1*1101,  DRB1*1201,  DRB1*1302,  DRB3*0101,  DRB4*0101,

DRB5*0101이다. 

그 결과, Hsp 90 15-mer 펩타이드 시퀀스를 12개를 획득하였다(표 1). 상기 획득한 15개의 펩타이드 시퀀스는[0083]

펩타이드 합성회사에 의뢰하여 펩타이드로 합성하였다.

이 후, 서열번호 1 및 2의 아미노산 서열로 표시되는 2가지(p485, p527)의 다중 펩타이드 시퀀스를 선정하였다.[0084]

하기 표 1은 선정한 Hsp 90 15-mer 펩타이드 시퀀스를 나타낸 것이다.[0085]

표 1

HSP90 15-mer 펩타이드[0086] 아미노산 서열

p485-499 LYVRRVFIMDNCEEL(서열번호 1)

p527-541 QSKILKVIRKNLVKK(서열번호 2)

p109-123 LYKDLQPFILLRLLM(서열번호 5)

p145-159 QAEIAQLMSLIINTF(서열번호 6)

p160-174 YSNKEIFLRELISNS(서열번호 7)

p220-234 MTKADLINNLGTIAK(서열번호 8)

p255-269 QFGVGFYSAYLVAEK(서열번호 9)

p296-310 TDTGEPMGRGTKVIL(서열번호 10)

p328-342 IVKKHSQFIGYPITL(서열번호 11)

p457-471 LEFRALLFVPRRAPF(서열번호 12)
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p582-596 SELLRYYTSASGDEM(서열번호 13)

p780-794 SVKDLVILLYETALL(서열번호 14)

실시예 2: 마우스 모델에서 Hsp 90 다중 펩타이드 백신의 면역원성 확인[0088]

마우스모델에서 Hsp 90 다중 펩타이드 백신의 면역원성을 확인하기 위하여, FVB 마우스 (6~8주령)를 각 군당 5[0089]

마리씩으로 생리식염수(PBS)와 면역 보조제(immune adjuvant, CFA/IFA) 군 또는 Hsp 90 펩타이드와 면역보조제

군으로 나누고, 10일 마다 3회씩 마우스 등에 피하주사로 투여하고 마지막 투여로부터 10일 후 마우스의 비장을

적출하여  비장세포를  분리하고  인터페론감마(IFNγ)-고착화효소항체법(EezymeLinked  Immuno-SPOT  assay,

ELISPOT)을 이용하여 Hsp 90 다중 펩타이드 특이 T 세포반응을 관찰하였다.

마우스 비장 세포 준비 및 동결 시, 기계장치 및 물질은 표 2에 나타난 바와 같다.[0090]

표 2

15ml and 50ml Falcon tubes,Sterile[0091] Varies -- RT

500ml glass bottles, Sterile In-house -- RT

Bottle top filters, 0.22 micron Millipore SCGPS05RE -- RT

Cell Strainer BD 352350 -- RT

Serological pipettes, Sterile Varies -- RT

Pipetmen and sterile pipetman tips Varies -- RT

3ml Transfer pipet BD 357575 -- RT

18G 1.5” hypodermic needle BD -- RT

Sterile square petri dishes Varies -- RT

Centrifuge Varies -- RT

Mr. Frosty containers w/isopropanol Nalgene -- RT to -80°C

-80C Freezer Varies -- -80°C

Water Bath Varies -- 37°C

Liquid Nitrogen storage tank Varies --

Mouse T Cell Media In-house * 4°C

Freezing Media In-house ** 4°C

ACK Lysis Buffer In-house *** RT

마우스 T 세포 배지(Mouse T Cell Media)는 500mL RPMI-1640(L-Glut + Hepes) [Mediatech Cellgro], 5mL 페니[0093]

실린 - 스트렙토 마이신 용액(penicillin-streptomycin solution)[Mediatech Cellgro, #30-002-CI], 50mL 열에

의해 불활성화된 태아 소 혈청(heat-inactivated fetal bovine serum)[SAFC Biosciences, 확인된 경우, 다른

것도 사용가능], 0.5mL 1000X 2-메르캅토에탄올(2-mercaptoethanol)[GIBCO, #21985]를 이용하였고, 플라스틱웨

어(plasticware)로 필터링(Filtering)하였다. 동결 배지(Freezing Media)는 45ml heat-inactivated FBS 및 5ml

DMSO를 포함하며, 필터링 후 4℃조건에서 보관하였다. ACK 용해 버퍼(Lysis Buffer)(RBC solution)는 1L ddH2O,

8.29g NH4Cl (final 150mM) 및 1g KHCO3 (최종 농도 10mM)를 포함하고, pH 7.2-7.4이며, 필터링하였다.

멸균 기술(sterile technique)은 어세이(assay)의 각 단계(step)마다 사용하였다. 모든 실험자들은 조직 배양[0094]

후드(tissue culturehood)에서 시행하였으며, 20개가 넘는 비장세포(splenocyte)를 준비해야 한다면 9-12단계

는 건너 뛰었다.

적출한 비장에서 비장세포를 분리하는 방법은, Mouse T cell 배지를 50ml 튜브에 적당량 덜어서 37℃ 항온수조[0095]

(water bath)에서 가열한 후, p100 dish에 3ml 배지와 신선한 비장(fresh spleen)만 남기고 버렸다. 이후, 비

장을 칼날을 이용하여 잘게 자른다. 50ml tube에 셀 스트레이너(cell strainer)를 끼고 잘게 잘린 비장과 배지

를 넣어주었다. 1.5ml tube끝으로 비장을 셀 스트레이너 위에서 갈아준 후 10ml warm T cell media로 셀 스트레

이너에 분주하여 세포들을 걸러내었다. 또한, p100  dish의 세포도 수득하였다. 이후, 원심분리기를 이용하여

1,200rpm조건에서 8분 동안 원심분리하였다. 상층액은 조심스럽게 제거한 후, 10ml warm Mouse T cell media

첨가하여 펠렛(pellet)을 리서스펜딩(resuspend)한다. 이후, 원심분리기를 이용하여 1,200rpm조건에서 8분 동안
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원심분리한 뒤, 상층액을 조심스럽게 제거하였다. ACK Lysis Buffer5ml로 서스펜딩(suspend)한 후에 5분 동안

배양(incubation)하였다. 이후, Mouse T cell media 10ml을 첨가하고, 원심분리기를 이용하여 1,200rpm조건에

서 8분 동안 원심분리하고, 상층액을 조심스럽게 최대한 완전히 제거하였다. 그 후, warm mouse matis media

10ml을  첨가하고,  15ul를  새로운  튜브로  옮겨  세포  카운팅(cell  counting)하였다.  원심분리기를  이용하여

1,200rpm조건에서 8분 동안 원심분리하고, 상층액을 조심스럽게 제거하였다.

같은 날에 비장세포(splenocyte)를 사용할 경우, 세포에 원하는 농도를 맞춰서 배지를 넣어준 후 suspension하[0096]

였다. 비장세포를 동결할 경우, 2ml의 freeze media를 넣고 resuspend한 후 2개의 tube에 1ml씩 할당(aliquo

t)하였다. 그 후에 -80도 냉동고(freezer)에 overnight으로 보관한 뒤 그 다음날 LN2로 옮겨주었다.

인터페론감마(IFNγ)-고착화효소항체법(EezymeLinked Immuno-SPOT assay, ELISPOT)을 수행 시, 기계장치 및 물[0097]

질은 표 3에 나타난 바와 같다.

표 3

15ml and 50ml Falcon tubes,Sterile[0098] Varies --

500ml glass bottles, Sterile In-house --

Bottle top filters, 0.22 micron Millipore SCGPS05RE --

Plastic Wrap Varies --

Serological pipettes, Sterile Varies --

Pipetmen and sterile pipetman tips Varies --

AID Plate Reader and   software AID --

Plate washer Varies --

37°C + 5% CO2 incubator Nuaire --

Multichannelaspirator (ethanol sterilized) Varies --

Mouse T cell Media In-house * 4°C

96-well MAIPS plate,   Sterile MilliPore MAIPS4510 --

1X PBS, 0.22 ㎛   filtered In-house --

35%  EtOH  (v/v)  in    deionized  water,  filter
sterilized

In-house --

1X PBS + 0.05%   Tween-20, 0.22 ㎛ filtered In-house --

Streptavidin-HRP MabTech 3310-9 -- 4°C

AEC Staining Kit 

--OR-- AEC   SubstrateKit

Sigma  OR  BD
Pharmingen

AEC101-KT
OR   551015

-20°C

Anti-mouse IFNγ coating   antibody, 1 mg/ml MabTech AN18 4°C

Anti-mouse  IFNγ   biotinylated  antibody,   1
mg/ml

MabTech R46A2 4°C

Antigens  (TT  peptide,  HSP90  peptide,
Concanavalin A)

Varies -- 4°C

Conclavin A Sigma C5275 -80°C

Mouse T Cell Media는 상기와 동일한 것을 사용하였다.[0100]

(Day  0)에  Prewet  MAIPS  96-웰  플레이트(well  plate)에  35%  에탄올 30ul  1분 배양(incubation)  후,  1xPBS[0101]

200ul  씩 분주하여 3회 세척하였다(Ultra purewater과 에탄올은 Merck를 사용하여 35% 에탄올을 제조하였고,

PBS는 1xPBS를 구입하여 사용하였다). 항 마우스 IFNγ 항체(anti-mouse IFNγ antibody)(1mg/ml, stored at 4

℃, green cap)를 1xPBS를 이용하여 10ug/ml로 희석하였다(10ul/ml). 제조한 solution을 각각의 well에 50ul씩

분주하였다. 96-웰 플레이트 당 5ml의 양이 필요하다. 플레이트 뚜껑을 닫고 랩으로 감싼 후 4℃조건에서 16~24

시간 동안 배양하였다(이 때, 반드시 랩을 씌워야한다).        

(Day 1)에 플레이트를 꺼내온 후 멀티채널 피펫(multichannel pipette)을 이용하여 항체(antibody)를 제거하였[0102]

다. 1xPBS 200ul 씩 분주하여 3회 세척하였다. 마지막 세척에서 plate에 막(membrane) 손상 없이 PBS를 완전히

제거하였다. Mouse T cell media 200ul씩 각각의 well에 분주하여 blocking 한다. 37℃ 인큐베이터(incubato

r)에서 2시간 동안 배양하였다. plate 뚜껑과 안쪽에 라벨링하였다.

샘플 플레이트 레이아웃(Sample Plate Layout):[0103]
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웰 A1-A6 (No Antigen) = 100uL cells + 100uL Mouse T-cell Media[0104]

웰 A7-A12 (Nonspecific peptide) = 100uL cells + 100uL 2X HIV p17[0105]

웰 B1-B6 (Positive Control) = 100uL cells + 100uL 2X Conclavin A[0106]

웰 B7-B12 (Vaccine Peptide) = 100uL cells + 100uL 2X Peptide [0107]

(Continuing for each mouse or pool of cells)[0108]

펩타이드의 농도를 mouse T cell media에 2배로 만든 후, 웰 당 100ul씩 분주 할 수 있게 만들고 +1개로 만들었[0109]

다(표 4).

표 4

항원[0110] 스톡(Stock) 농도 작용 (2X) 농도(Working
concentration)

최종 농도

no ag - - -

Conclavin A 1 mg/ml 5 ㎍/ml 2.5 ㎍/ml

peptides 10 mg/ml 20 ㎍/ml 10 ㎍/ml

peptides 5mg/ml 20 ㎍/ml 10 ㎍/ml

이후, 블랏킹 배지(blocking media)를 제거하고, 상기 제조한 항원 샘플(antigen sample)을 서로 적절한 웰에[0112]

100ul씩 분주하였다. 동결 또는 신선한 비장세포를 어세이(assay)에 사용하였다. 비장세포의 분리방법은 상기

SOP  IV-101(Mouse  Splenocyte  Preparation  and  Freezing  protocol)를 참고하여 실험을 진행하였다. Mouse  T

cell media에 ml당 3.0x10
6
~3.5x10

6
의 최종농도로 resuspend 하였다. 멀티채널 피펫을 이용하여 카운팅한 세포

를  웰  당  100ul  (3.0x10
5
~3.5x10

5
)씩  분주하였다.  단,  no  antigen  웰은  mouse  T-cell  media  100ul씩

분주하였다. 37℃ 인큐베이터에 넣고 70~72 시간 동안 배양하였다. 세포가 반응하면 배지 색이 진한 노란색으로

바뀌는 것을 확인하였다(Day 1 end).

(Day 4)에는 70-72 시간 동안 배양한 후 37℃ 인큐베이터에서 꺼내어 플레이트의 배지를 멀티채널 피펫으로 조[0113]

심스럽게 제거하였다. 1x PBS 200ul씩 2회 세척하고, 1x PBS+0.05% tween-20 200ul씩 3회 세척하였다. 단, 마

지막 세척은 조심스럽게 1x PBS+0.05% tween-20을 완전히 제거하였다.

바이오티닐화된  항-마우스  IFNγ  항체(biotinylated  anti-mouse  IFNγ  antibody)(1mg/ml,  stored  at  4℃,[0114]

yellow cap)를 1x PBS+0.05% tween-20을 이용하여 5ug/ml로 희석하였다(5ul/ml). 제조한 용액을 각 웰에 50ul

씩 분주하였다. 96-웰 플레이트 당 5ml의 양이 필요하다. 플레이트 뚜껑을 닫고 랩으로 감싼 후 4℃조건에서

16~24시간 동안 배양하였다(반드시, 랩을 씌어야 함) (Day 4 end).

(Day 5)에는 배양 후 플레이트의 배지를 멀티채널 피펫으로 조심스럽게 제거하였다. 1x PBS 200ul 씩 분주하여[0115]

4회 세척하였다. 마지막 세척 시, 플레이트에 막(membrane) 손상없이 PBS를 완전히 제거하였다. 1x PBS에 스트

렙타비딘-HRP(streptavidin-HRP)을 1:250으로 희석(4ul/ml)하였다. 제조한 용액을 각각의 웰에 50ul씩 분주하

였다. 96-웰 플레이트 당 5ml의 양이 필요하다. 플레이트 뚜껑을 닫고 랩으로 감싼 후 상온(room temperature)

에서 60분 동안 배양하였다(HRP 반응시키는 동안에 ABC kit를 상온에 꺼내 놓는다).

배양 후 플레이트의 배지를 멀티채널 피펫으로 조심스럽게 제거하였다. 1x PBS 200ul 씩 분주하여 4회 세척하였[0116]

다. 마지막 세척 시, 플레이트에 막(membrane) 손상없이 PBS를 완전히 제거하였다. 플레이트의 밑부분을 분리하

여 PBS의 물기를 휴지로 제거하였다.

ABC kit development solution(큰 bottle 1ml에 작은 것 한방울 mix) 50ul 씩 각 웰에 분주하였다. 96-웰 플레[0117]

이트 당 5ml의 양이 필요하다. positive control wells의 color를 확인하였다. Development 시간을 길게는 45

분을 넘기지 않는다. 보통은 5~10분 사이에 spot이 보이나, stop이 보이지 않으면 20~30분까지 늘린다. stop

reaction은  흐르는 차가운 수돗물 조심스럽게 세척하였다.  어두운 곳 상온에 자연 건조시켰다(이때, Stop이

light-sensitive 하여서 빛에 노출되지 않도록 한다).

그 결과, FVB 마우스 모델의 HSP90 펩타이드 반응에서 Hsp 90 다중 펩타이드 백신군이 대조군에 비해 인터페론[0118]
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감마(IFN-γ) 분비에 의한 특이(specific) 반응성이 높게 나타나는 것을 확인하였다(도 2).

실시예 3: 마우스 모델에서 HSP90 다중 펩타이드 백신의 항종양 효과 확인[0120]

항종양 효과를 확인하기 위하여, 마우스 유방암 세포주(mouse mamary  cancer  cell-FVB/N-Tg(MMTVneu)-202Mul[0121]

마우스 유래 HER-2 과발현 유방암 세포주)를 이용하였다. MMTVneu 형질전환 마우스 암컷 6주령을 각 군당 10마

리씩으로 생리식염수와 면역 보조제 군과 HSP90 펩타이드와 면역 보조제 군으로 나누고, 10일 마다 3회씩 피하

주사를 투여하고 마지막 투여로부터 10일 후 마우스 유방암 세포주를 마우스 옆구리에 피하 주사하여 접송하고

종양의 성장을 3~4일 간격으로 관찰하며 종양크기를 측정하여 HSP90 다중 펩타이드 백신의 항종양 효과 확인하

였다. 실험방법은 실시예 ２와 동일하다.

실험 결과, 마우스 모델에서 대조군에 비해 Hsp90 다중 펩타이드 백신군의 종양크기가 현저하게 작아지는 것을[0122]

확인하였다(도 3a). 또한, HSP90 펩타이드 반응에서 HSP90 다중 펩타이드 백신군이 대조군에 비해 인터페론감마

(IFN-γ) 분비에 의한 특이(specific) 반응성이 높게 나타나는 것을 확인하였다(도 3b).

따라서, 본 발명의 Hsp90 다중 펩타이드 백신 조성물은 면역원성을 나타내며, 항종양 효과가 우수하다는 것을[0123]

알 수 있다.

실시예 4: 마우스 모델에서 HSP90 다중 펩타이드 백신 / STING agonist / 면역조절 억제제(CTLA-4) 병용 투여의[0125]

항종양 효과 확인

4.1 종양 형성 및 항종양 측정[0126]

6주령의 암컷 MMTVneu 형질전환 마우스 옆구리에 마우스 유래 유방암 세포 5 X 10
5
개를 피하 주사하였다. 10일[0127]

후에  1개  대조군(PBS+면역보조제;  immune  adjuvant;  Complete  Freund’s  Adjuvant,  Incomplete  Freund’s

Adjuvant), 4개의 실험군으로서 1군 HSP90 다중펩타이드 백신군(HSP90 백신+immune adjuvant), 2군(HSP90 백신

+CTLA-4  억제제;  HSP90백신+CTLA-4  억제제+immune  adjuvant),  3군(STING  Agonist+CTLA-4  억제제;  STING

agonist+CTLA-4 억제제+immune adjuvant), 4군(HSP90 백신+STING agonist+CTLA-4 억제제)을 10일 간격으로 주

사하였다. HSP90 백신 및 STING agonist (DMXAA, 5,6-dimethylxanthenone-4-acetic acid, Invivogen제품)는 3

회 피하 주사 및 복강 주사하였고, anti-mouse CTLA-4 (CD152, Bioxcell 제품)는 주 2회씩 실험이 끝날 때까지

복강주사를 실시하였다. 실험 기간 동안, 종양의 성장을 3~4일 간격으로 측정하였다. 마지막 투여 10일 후 마우

스의 비장을 적출하여 비장세포를 분리하고 인터페론감마(IFNγ)-고착화효소항체법(EezymeLinked Immuno-SPOT

assay, ELISPOT)을 이용하여 HSP90 다중 펩타이드 특이적인 T 세포 반응을 확인하였다. 마우스 비장 세포 준비

및 동결, ELISPOT 실험방법은 실시예 ２와 동일하게 실시하였다.

4.2 HSP90 다중 펩타이드 백신 효과의 생물학적 표지자 측정[0129]

HSP90  다중  펩타이드  백신  효과의  생물학적  표지자로서  혈중  HER2  ECD(Human  Epidermal  growth  factor[0130]

Receptor type2 ExtraCellular Domain) 변화를 효소면역측정법 (EezymeLinked Immunosorbent assay, ELISA)에

의해 분석하였다.  구체적인 분석 방법은 다음과 같다. 

 가. 실험 재료[0131]

        a. 탄산염 완충액 (Carbonate buffer) : 1 리터 비커에  0.8g Na2CO3과 1.47g NAHCO3를 넣고 1차 증류[0132]

수  400ml을  넣고  용해시킨  후,  pH  9.6을  맞추고  1차  증류수를  500ml까지  채운다.  필터링  후  4℃에서

보관하였다.

         b. 희석 완충액 (Diluent buffer; 1X PBS / 1% BSA) : 10g BSA를 10x PBS에 100ml에 넣고 녹으면 1리[0133]

터의 볼륨까지 1차 증류수를 추가하였다. filtering 후에 4℃에서 보관하였다.

         c. 블랏킹 완충액 (Blocking Buffer ; 1X PBS / 5% BSA):  50g BSA를 10xPBS에 100ml에 넣고 녹으면[0134]

1리터의 볼륨까지 1차 증류수를 추가하였다. filtering 후에 4℃에서 보관하였다.

         d. 세척 완충액 (Wash Buffer; 1xPBS / 0.1% Tween-20): 100ml 10xPBS, 1ml Tween-20 및 1차 증류수[0135]
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899ml를 혼합하여 제조하였다. 

         e. 2차 항체 : Goat anti-mouse IgG (H+L) HRP 2차 항체는 ThermoFisher scientific사(cat# 62-[0136]

6520, 용량 1ml)로부터 구입하였다. 4℃에서 보관하였고, 사용 시에 세척 완충액을 사용하여 1:10,000으로 희석

하였다.

         f. 마우스 IgG 표준 항체: 마우스 IgG 표준 항체는 Sigma 사(cat# I-4506)로부터 구입하였다. 구입[0137]

후에, 항체는 150 mM NaCl를 희석 완충액으로 사용하여 최종 농도 2 mg/ml로 만들어서 -20℃에 보관하였다.

         g. TMB 용액:  TMB 용액 Sigma사(cat# T0440)에서 구입한 후, 4℃에서 보관하였다. [0138]

         h. 1N HCl 반응정지액(stop solution) :  1차 증류수 481.8 ml에 38% HCl 18.2 ml를 조심스럽게 천천[0139]

히 조금씩 첨가하여 스톡 용액(stock solution)을 제조하여 상온에 보관하였다. 

  나. 실험 방법 및 결과[0141]

 하기의 단계를 거쳐 ELISA 실험을 진행하였다. 단계 1 및 단계 2는 얼음 조건에서 실시하였다.[0142]

  탄산염 완충액을 A 튜브에는 2.5ml, 나머지 튜브에는 1ml씩 분주한다. 그리고 A 튜브에 마우스 IgG 스톡 용액[0143]

(2mg/ml) 10ul를 첨가한다. 보텍싱을 실시하고 A 튜브에서 1ml을 B 튜브로 옮겨서(1:1 dilution) B->C, C->D

순서로 L까지 1:1로 희석을 실시하였다(단계 1) .

[0144]

신선한 탄산염 완충액을 이용하여 1ug/ml 농도의 HSP90 재조합 단백질을 제조하였다. 상기 HSP90 재조합 단백질[0145]

은 Coat column #1 ~ #10에 well 당 50ul씩 분주하였다. column #11에는 carbonate buffer만을 분주하였고,

Microseal로 plates를 덮어준 후 4℃에서 하룻밤 동안 항원-항체 반응을 실시하였다(단계 2).         200ul

세척 버퍼를 사용하여 3회 세척하였고, 3회 세척시에는플레이트를 페이퍼 타올에 조심히 털어서 세척 버퍼를 완

전히 제거하였다(단계 3). 그 다음  블랏킹 용액을 웰당 100ul씩 분주하고 상온에서 1~2 시간 동안 반응시켰다

(단계 4). 상기 단계 3과 같은 세척을 실시하였다(단계 5). 새로운 1.5ml 튜브에 희석 버퍼: 세럼을 1:1 비율로

혼합하여 보텍싱 후 각각의 웰에 50ul씩 분주하였다(단계 6). 플레이트 컬럼 #11 및 #12에 희석 버퍼 50ul를 분

주하였다(단계 7). 마이크로실( microseal)을 사용하여 플레이트를 덮어준 후, 4℃에서 하룻밤 동안 반응시켰다

(단계  8).  상기  단계  3과  같은  세척을  실시하였다(단계 9).  HRP  컨쥬게이트 항체를 희석 버퍼를 사용하여

1:10,000로 희석하였고, 웰당 50ul씩 분주한 다음 상온에서 45 분 동안 교반하면서 반응시켰다(단계 10). 상기

단계 3과 같은 세척을 실시하였다(단계 11). TMB 용액을 상온으로 꺼내어 준비해 둔 다음, TMB 용액을 각각의

웰당 100ul씩 분주하였고, 빛이 없는 상온에서 20분 동안 반응시켰다.(단계 12). 반응정지액을 각각 웰당 50ul

씩 분주하였다(단계 13). 마이크로플레이트 리더 기기를 사용하여 450nm에서 형광세기를 측정하였다(단계 14).

 HSP90 다중 펩타이드 백신 투여 후 HER2 ECD 혈중 농도 변화를 효소면역측정법(EezymeLinked Immunosorbent[0147]

assay, ELISA)으로 측정한 결과, 본 발명에 따른 HSP90 백신을 사용한 결과 HER2 ECD가 낮게 측정되었다. 

4.3 HSP90 다중 펩타이드 백신의 병용 투여에 의한 효과[0149]

실험 결과, 마우스 모델에서 대조군, 1군(HSP90 다중 펩타이드 백신군), 2군(HPS90 다중 펩타이드 백신+CTLA-4[0150]

억제제) 및 3군(STING agonist+CTLA-4 억제제)에 비해 4군(HSP90 다중 펩타이드 백신+STING agonist+CTLA-4 억

제제)을 병합 치료하는 경우 종양크기가 현저히 감소하는 것을 확인하였다(도 4a). 또한, 대조군에 비해 모든

실험군에서 HER2-ECD 반응성이 감소하는 것을 확인하였다(도 4b). HSP90 펩타이드 반응은 4군(HSP90 다중 펩타

이드 백신+STING agonist+CTLA-4 억제제)에서 인터페론감마(IFN-γ) 분비에 의해 더 많은 특이(specific) 반응

성을 나타내었다(도 4c). 이를 통해, 본 발명의 HSP90 펩타이드 백신을 STING agonist / CTLA-4 엑제제를 병합

치료함으로써 HSP90 펩타이드 백신의 효과가 증감하므로 HSP90 펩타이드를 백신으로 사용할 수 있음을 알 수 있

다.
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이상으로 본 발명 내용의 특정한 부분을 상세히 기술하였는 바, 당업계의 통상의 지식을 가진 자에게 있어서 이[0152]

러한 구체적 기술은 단지 바람직한 실시 양태일 뿐이며, 이에 의해 본 발명의 범위가 제한되는 것이 아닌 점은

명백할 것이다. 따라서 본 발명의 실질적인 범위는 첨부된 청구항들과 그것들의 등가물에 의하여 정의된다고 할

것이다.

도면

도면1

도면2
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도면3

도면4a
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도면4b

도면4c

서 열 목 록

<110>    Korea University Research and Business Foundation

<120>    Vaccine Comprising Epitopes of Heat Shock Protein and Its Uses
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<150>    KR 18/019,123

<151>    2018-02-19

<160>    14

<170>    KoPatentIn 3.0

<210>    1

<211>    15

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    HSP90 p780-794

<400>    1

Leu Tyr Val Arg Arg Val Phe Ile Met Asp Asn Cys Glu Glu Leu

  1               5                  10                  15

<210>    2

<211>    15

<

212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    HSP90 p527-541

<400>    2

Gln Ser Lys Ile Leu Lys Val Ile Arg Lys Asn Leu Val Lys Lys

  1               5                  10                  15

<210>    3

<211>    45

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    HSP90 p485-499

<400>    3

ttgtatgtac gcagagtttt catcatggat aactgtgagg agcta                         45

<210>    4

<211>    47

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    HSP90 p527-541

<400>    4
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caaagcaaaa ttttgaaagt tatcaggaag aatttggtca aaaaatg                       47

<210>    5

<211>    39

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    HSP90 p109-123

<400>    5

Leu Glu Thr Tyr Arg Leu Tyr Ser Ala Ser Pro Leu Glu Gly Leu Asn

  1               5                  10                  15 

Pro Arg Pro His Glu Ile Leu Glu Leu Glu Leu Glu Ala Arg Gly Leu

             20                  25                  30 

Glu Leu Glu Ala Met Glu Thr

         35                

<210>    6

<211>    15

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    HSP90 p145-159

<400>    6

Gln Ala Glu Ile Ala Gln Leu Met Ser Leu Ile Ile Asn Thr Phe

  1               5                  10                  15

<210>    7

<211>    15

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    HSP90 p160-174

<400>    7

Tyr Ser Asn Lys Glu Ile Phe Leu Arg Glu Leu Ile Ser Asn Ser

  1               5                  10                  15

<210>    8

<211>    15

<212

>    PRT

<213>    Artificial Sequence
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<220><223>    HSP90 p220-234

<400>    8

Met Thr Lys Ala Asp Leu Ile Asn Asn Leu Gly Thr Ile Ala Lys

  1               5                  10                  15

<210>    9

<211>    15

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    HSP90 p255-269

<400>    9

Gln Phe Gly Val Gly Phe Tyr Ser Ala Tyr Leu Val Ala Glu Lys

  1               5                  10                  15

<210>    10

<211>    15

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    HSP90 p296-310

<400>    10

Thr Asp Thr Gly Glu Pro Met Gly Arg Gly Thr Lys Val Ile Leu

  1               5                  10                  15

<210>    11

<211>    15

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    HSP90 p328-342

<400>    11

Ile Val Lys Lys His Ser Gln Phe Ile Gly Tyr Pro Ile Thr Leu

  1               5                  10                  15

<210>    12

<211>    15

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    HSP90 p457-471
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<400>    12

Leu Glu Phe Arg Ala Leu Leu Phe Val Pro Arg Arg Ala Pro Phe

  1               5                  10                  15

<210>    13

<211>    15

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    HSP90 p485-499

<400>    13

Leu Tyr Val Arg Arg Val Phe Ile Met Asp Asn Cys Glu Glu Leu

  1               5                  10                  15

<210>    14

<211>    15

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    HSP90 p582-596

<400>    14

Ser Glu Leu Leu Arg Tyr Tyr Thr Ser Ala Ser Gly Asp Glu Met

  1               5                  10                  15
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