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명 세 서

청구범위

청구항 1 

EBV-LMP2/HLA 펩티드 복합체를 결합하는 인간 항체 제제로, 여기서 인간 항체 제제는 EBV-LMP2 펩티드 내의, 1

번 위치, 5번 위치, 8번 위치, 및 이들의 조합으로 이루어지는 그룹으로부터 선택되는 하나 이상의 위치에서 아

미노산 잔기와 직접 상호작용하는, 인간 항체 제제.

청구항 2 

EBV-LMP2/HLA 펩티드 복합체를 결합하는 인간 항체 제제로, 여기서 인간 항체 제제는 약 2.0 내지 약 170 nM의

KD를 갖는, 인간 항체 제제.

청구항 3 

제1항 또는 제2항에 있어서, EBV-LMP2 펩티드는 CLGGLLTMV (서열번호 1)이거나 이를 포함하는 아미노산 서열을

갖는, 인간 항체 제제.

청구항 4 

제3항에 있어서, 인간 항체 제제는 EBV-LMP2 펩티드 내의, 위치 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 및 이들의 조합으로

이루어지는 그룹으로부터 선택되는 하나 이상의 위치에서 아미노산 잔기와 직접 상호작용하는, 인간 항체 제제.

청구항 5 

제1항 내지 제4항 중 어느 한 항에 있어서, 인간 항체 제제는 

(a) 중쇄 서열번호 31의 CDR1, 서열번호 33의 CDR2 및 서열번호 35의 CDR3를 포함하고; 여기서 인간 항체 제제

는 경쇄 서열번호 73의 CDR1, 서열번호 75의 CDR2 및 서열번호 77의 CDR3을 포함하고; 

(b) 중쇄 서열번호 37의 CDR1, 서열번호 39의 CDR2 및 서열번호 41의 CDR3를 포함하고; 여기서 인간 항체 제제

는 경쇄 서열번호 79의 CDR1, 서열번호 81의 CDR2 및 서열번호 83의 CDR3을 포함하고; 

(c) 중쇄 서열번호 43의 CDR1, 서열번호 45의 CDR2 및 서열번호 47의 CDR3를 포함하고; 여기서 인간 항체 제제

는 경쇄 서열번호 85의 CDR1, 서열번호 87의 CDR2 및 서열번호 89의 CDR3을 포함하고; 

(d) 중쇄 서열번호 49의 CDR1, 서열번호 51의 CDR2 및 서열번호 53의 CDR3를 포함하고; 여기서 인간 항체 제제

는 경쇄 서열번호 91의 CDR1, 서열번호 93의 CDR2 및 서열번호 95의 CDR3을 포함하고; 

(e) 중쇄 서열번호 55의 CDR1, 서열번호 57의 CDR2 및 서열번호 59의 CDR3를 포함하고; 여기서 인간 항체 제제

는 경쇄 서열번호 97의 CDR1, 서열번호 99의 CDR2 및 서열번호 101의 CDR3을 포함하고; 

(f) 중쇄 서열번호 61의 CDR1, 서열번호 63의 CDR2 및 서열번호 65의 CDR3를 포함하고; 여기서 인간 항체 제제

는 경쇄 서열번호 103의 CDR1, 서열번호 105의 CDR2 및 서열번호 107의 CDR3을 포함하고; 또는

(g) 중쇄 서열번호 67의 CDR1, 서열번호 69의 CDR2 및 서열번호 71의 CDR3를 포함하고; 여기서 인간 항체 제제

는 경쇄 서열번호 109의 CDR1, 서열번호 111의 CDR2 및 서열번호 113의 CDR3을 포함하는, 인간 항체 제제.

청구항 6 

제1항 내지 제4항 중 어느 한 항에 있어서, 인간 항체 제제는 

(a) 표 3에 보이는 중쇄 가변 영역 서열과 적어도 95% 동일한 서열을 가지는 중쇄 가변 영역, 및 

(b) 표 3에 보이는 경쇄 가변 영역 서열과 적어도 95% 동일한 서열을 가지는 경쇄 가변 영역을 포함하는, 인간

항체 제제.
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청구항 7 

제1항 내지 제4항 중 어느 한 항에 있어서, 인간 항체 제제는 

(a) 서열번호 3의 경쇄 가변 영역 및 서열번호 5의 중쇄 가변 영역; 

(b) 서열번호 7의 경쇄 가변 영역 및 서열번호 9의 중쇄 가변 영역; 

(c) 서열번호 11의 경쇄 가변 영역 및 서열번호 13의 중쇄 가변 영역; 

(d) 서열번호 15의 경쇄 가변 영역 및 서열번호 17의 중쇄 가변 영역; 

(e) 서열번호 19의 경쇄 가변 영역 및 서열번호 21의 중쇄 가변 영역; 

(f) 서열번호 23의 경쇄 가변 영역 및 서열번호 25의 중쇄 가변 영역; 또는

(g) 서열번호 27의 경쇄 가변 영역 및 서열번호 29의 중쇄 가변 영역을 포함하는, 인간 항체 제제.

청구항 8 

제1항 내지 제7항 중 어느 한 항에 있어서, 인간 항체 제제는 말단 만노오스, N-아세틸글루코오스 또는 글루코

오스로 탈푸코실화(defucosylated) 및/또는 글리코실화(glycosylated)되는 인간 단일클론 항체인, 인간 항체 제

제.

청구항 9 

EBV-LMP2/HLA 펩티드 복합체를 결합하는 인간 항체 제제로, 인간 항체 제제는 EBV-LMP2/HLA 펩티드 복합체에 대

한 친화도를 증가시키는 하나 이상의 아미노산 치환을 포함하고, 여기서, 인간 항체 제제는 

(a) 참조 펩티드/HLA 복합체에 대한 친화도 보다 적어도 약 1.6 KA가 높다는 점, 및/또는 

(b) 참조 펩티드/HLA 복합체에 대한 교차 반응성이 없다는 점을 특징으로 하는, 인간 항체 제제.

청구항 10 

제9항에 있어서, 인간 항체 제제는 아미노산 위치 48, 52, 55, 66, 95 및 이들의 조합 중 어느 하나에서 하나

이상의 아미노산 치환을 포함하는 경쇄 가변 영역을 포함하는, 인간 항체 제제.

청구항 11 

제10항에 있어서, 하나 이상의 아미노산 치환은 I48V/S52G, P55H, K66R 또는 N95I인, 인간 항체 제제.

청구항 12 

제9항 내지 제11항 중 어느 한 항에 있어서, 인간 항체 제제는 아미노산 위치 5, 10, 26, 51, 78 및 이들의 조

합 중 어느 하나에서 하나 이상의 아미노산 치환을 포함하는 중쇄 가변 영역을 포함하는, 인간 항체 제제.

청구항 13 

제12항에 있어서, 하나 이상의 아미노산 치환은 V5E, E10D, G26E/I51V 또는 V78A인, 인간 항체 제제.

청구항 14 

제1항 내지 제13항 중 어느 한 항에 있어서, 인간 항체 제제는 인간 단일클론 항체 또는 그 단편인, 인간 항체

제제.

청구항 15 

제14항에 있어서, 인간 단일클론 항체는 IgG1인, 인간 항체 제제.

청구항 16 

제14항에 있어서, 인간 단일클론 항체 단편은 scFv인, 인간 항체 제제.
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청구항 17 

제1항 내지 제16항 중 어느 한 항의 인간 항체 제제를, 전체적으로 또는 부분적으로, 암호화하는 단리된 핵산

분자.

청구항 18 

EBV-LMP2/HLA 펩티드 복합체를 결합하는 제1 항원-결합 부위 및 제2 항원-결합 부위를 포함하는 이중특이적 항

체.

청구항 19 

제18항에 있어서, 이중특이적 항체는 EBV-LMP2 펩티드 CLGGLLTMV (서열번호 1)로 펄스된 T2 세포에서의 약 0.2

내지 약 135 pM의 EC50를 특징으로 하는, 이중특이적 항체.

청구항 20 

제18항 또는 제19항에 있어서, 제1 및/또는 제2 항원-결합 부위는 면역글로불린 분자, scFv, scFab, Fab, Fv 또

는 이들의 조합으로 이루어지는 그룹으로부터 선택되는, 이중특이적 항체.

청구항 21 

제18항 또는 제19항에 있어서, 제1 및 제2 항원-결합 부위는 그들이 단일 폴리펩티드 사슬을 형성하도록 구성되

어 있는, 이중특이적 항체.

청구항 22 

제21항에 있어서, 제1 및 제2 항원-결합 부위는 각각 scFv인, 이중특이적 항체.

청구항 23 

제18항 내지 제22항 중 어느 한 항에 있어서, 제2 항원-결합 부위는 T 세포, B 세포, NK 세포, 수지상 세포, 단

핵구, 대식세포, 호중구, 중간엽 줄기세포 및 신경 줄기세포로 이루어지는 그룹으로부터 선택되는 면역 세포를

결합하는, 이중특이적 항체.

청구항 24 

제23항에 있어서, 제2 항원-결합 부위는 T 세포 상의 CD3를 결합하는, 이중특이적 항체.

청구항 25 

제18항 내지 제24항 중 어느 한 항에 따른 이중특이적 항체를, 전체적으로 또는 부분적으로, 암호화하는 단리된

핵산 분자.

청구항 26 

EBV-LMP2/HLA 펩티드 복합체를 발현하는 표적 세포를 사멸시키도록 T 세포를 지시하는 방법으로, 상기 방법은

EBV-LMP2/HLA 펩티드 복합체를 발현하는 하나 이상의 표적 세포를 이중특이적 항체와 접촉시키는 단계를 포함하

며, 이중특이적 항체는 EBV-LMP2/HLA 펩티드 복합체를 결합하는 제1 항원-결합 부위 및 T 세포 상의 CD3를 결합

하는 제2 항원-결합 부위를 포함하고, 

상기 접촉은 이중특이적 항체가 결합한 T 세포가 표적 세포의 사멸을 매개하기에 충분한 조건 및 시간 동안 수

행되는, 방법.

청구항 27 

제26항에 있어서, EBV-LMP2 펩티드는 CLGGLLTMV (서열번호 1)이거나 이를 포함하는, 방법.

청구항 28 
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제26항 또는 제27항에 있어서, 이중특이적 항체의 제1 항원-결합 부위는 EBV-LMP2 펩티드 내의, 위치 1, 2, 3,

4, 5, 6, 7, 8, 및 이들의 조합으로 이루어지는 그룹으로부터 선택되는 하나 이상의 위치에서 아미노산 잔기와

직접 상호작용하는, 방법.

청구항 29 

HLA-A02 분자에 의해 제시되는 EBV-LMP2 펩티드 CLGGLLTMV (서열번호 1)에 결합하는 제1 scFv, 및 

T 세포 상의 CD3를 결합하는 제2 scFv를 포함하는 이중특이적 항체로, 

여기서 이중특이적 항체는 EBV-LMP2 펩티드로 펄스되는 T2 세포에서 약 0.2 내지 약 135 pM의 EC50를 특징으로

하는, 이중특이적 항체.

청구항 30 

제29항에 있어서, 제1 scFv는 

(a)  서열번호 3의 경쇄 가변 영역 및 서열번호 5의 중쇄 가변 영역;  

(b) 서열번호 7의 경쇄 가변 영역 및 서열번호 9의 중쇄 가변 영역;  

(c) 서열번호 11의 경쇄 가변 영역 및 서열번호 13의 중쇄 가변 영역;  

(d) 서열번호 15의 경쇄 가변 영역 및 서열번호 17의 중쇄 가변 영역;  

(e) 서열번호 19의 경쇄 가변 영역 및 서열번호 21의 중쇄 가변 영역;  

(f) 서열번호 23의 경쇄 가변 영역 및 서열번호 25의 중쇄 가변 영역; 또는

(g) 서열번호 27의 경쇄 가변 영역 및 서열번호 29의 중쇄 가변 영역을 포함하는, 이중특이적 항체.

청구항 31 

제29항 또는 제30항에 있어서, HLA-A02  분자는 HLA-A*02:01,  HLA-A*02:02,  HLA-A*02:03,  HLA-A*02:04,  HLA-

A*02:05 및 HLA-A*02:06로부터 선택되는, 이중특이적 항체.

청구항 32 

제29항 내지 제31항 중 어느 한 항에 있어서, 이중특이적 항체의 제1 scFv는 EBV-LMP2 펩티드의 적어도 5번 위

치와 직접 상호작용하는, 이중특이적 항체.

청구항 33 

EBV-LMP2/HLA 펩티드 복합체를 결합하는 인간 항체 제제의 항원-결합 부위를 포함하는 키메라 항원 수용체.

청구항 34 

관심있는 인간 HLA I 류 분자에 의해 제시되는 펩티드의 중심 잔기를 결합하는 항체 제제를 집단에서 선택하는

방법으로, 상기 방법은 

(a) 관심있는 펩티드/HLA I 류 복합체를 결합하는 하나 이상의 항체 제제를 집단에서 선택하는 단계; 및

(b) 1번 위치, 5번 위치, 8번 위치, 및 이들의 조합으로 이루어지는 그룹으로부터 선택되는 잔기에서 하나 이상

의 아미노산 치환을 갖는 펩티드를 포함하는 펩티드/HLA I 류 복합체를 결합하기 위해 (a)로부터의 하나 이상의

항체 제제를 스크리닝하는 단계를 포함하고; 

여기서 5번 위치에서 치환을 갖는 펩티드를 포함하는 펩티드/HLA I 류 복합체에 대한 항체 제제의 결합의 손실

은 인간 HLA I 류 분자에 의해 제공되는 펩티드의 중심 잔기를 결합하는 항체 제제를 나타내는, 방법.

청구항 35 

관심있는 인간 HLA I 류 분자에 의해 제시되는 펩티드의 중심 잔기를 결합하는 항체 제제를 집단에서 선택하는

방법으로, 상기 방법은 

공개특허 10-2018-0023949

- 6 -



(a) 제1 펩티드/HLA I 류 복합체를 결합하지 않는 하나 이상의 항체 제제를 집단에서 선택하는 단계로, 이때 제

1 펩티드/HLA I 류 복합체는 5번 위치에서 아미노산 치환 및/또는 펩티드의 N- 및/또는 C-말단에서 추가 아미노

산을 갖는 펩티드를 포함하는, 단계; 및

(b) 제2 펩티드/HLA I 류 복합체를 결합하기 위해 (a)로부터의 하나 이상의 항체 제제를 스크리닝하는 단계를

포함하고, 여기서 제2 펩티드/HLA I 류 복합체는 관심있는 야생형 서열을 갖는 펩티드를 포함하고; 

여기서 제2 펩티드/HLA I 류 복합체에 대한 항체 제제의 결합은 인간 HLA I 류 분자에 의해 제시되는 펩티드의

중심 잔기를 결합하는 항체 제제를 나타내는, 방법.

청구항 36 

EBV-LMP2/HLA 펩티드 복합체의 발현을 특징으로 하는 대상 내의 의학적 상태를 치료하는 방법으로, 제1항 내지

제16항 중 어느 한 항에 따른 인간 항체 제제; 제18항 내지 제24항 중 어느 한 항에 따른 이중특이적 항체, 또

는 제33항의 키메라 항원 수용체의 치료 유효량을 투여하는 단계를 포함하는, 방법.

발명의 설명

기 술 분 야

관련 출원에 대한 상호 참조[0001]

본 출원은 2015년 6월 9일자로 출원된, 미국 가출원 번호 62/173,330의 이익을 주장하며, 그 내용은 그 전체가[0002]

본 명세서에 통합된다. 

정부 지원[0003]

Memorial Sloan Kettering Small-Animal Imaging Core Facility 및 Molecular Cytology Core Facility에서 제[0004]

공한 기술 서비스는 부분적으로, NIH Cancer Center Support Grant P30 CA008748의 지원을 받았다.

배 경 기 술

T 세포 기반 면역요법은 키메라 항원 수용체, 이중특이적 항체 및 체크포인트 차단제 항체(checkpoint blockade[0005]

antibodies)에 대한 최근 보고서에 의해 입증되는 바와 같이 암 치료에 매우 효과적이다. 키메라 항원 수용체와

이중특이적 항체 모두 표면 항원의 항체-기반 표적화에 의존해 왔다. 하지만, T 세포 수용체 (TCR)-기반 접근법

은 부분적으로는 종양 특이적 T 세포의 클론 빈도 또는 클론 결실이 불충분한 것으로 인해 개발이 느려졌으며

항체 라이브러리 및 플랫폼 기술의 급속한 발전으로 인해 축소되었다. 불행하게도, 임상적으로 승인된 치료용

단일클론 항체는 세포 표면 단백질의 구조를 인식한다. 또한, 항체 기반 표적 가능한 항원의 수는 제한되어 있

다. 국립 암연구소(NCI) 암 항원 우선 순위 목록에 있는 후보자 중에서, 대다수는 세포질 구획에서 발견된다.

그러한 후보를 표적으로 하는 항체 제재의 개발은 여전히 어려운 과제이다.

발명의 내용

본 발명은, 다른 것들 중에서, 인간 MHC (예를 들어, I 류) 분자와 관련하여 엡스타인-바 바이러스(Epstein-[0006]

Barr virus, EBV) 잠복 막 단백질 2 (latent membrane protein 2, LMP2) 펩티드를 결합하는 인간 항체 제제

(및 그의 친화도 성숙 버전)를 제공한다. 일부 실시예에서, 제공된 항체 제제는 펩티드-MHC I 류 (예를 들어,

HLA-A02) 결합 포켓에서 EBV-LMP2 펩티드의 중심부 (예를 들어, 중심 펩티드 위치)에 대한 높은 특이성을 입증

한다. 일부 실시예에서, 제공된 항체 제제는 펩티드-MHC I 류 결합 포켓에서 EBV-LMP2 펩티드의 말단부 (예를

들어, 말단 펩티드 위치)에 대한 높은 특이성을 입증한다. 일부 실시예에서, 제공된 항체 제제는 그들의 표면에

서 HLA-A02 분자를 경유하여 EBV-LMP2 펩티드를 운반하는 표적 세포의 항체-의존성 세포-매개 세포독성 (ADCC)

을 효과적으로 수행한다. 일부 실시예에서, 제공된 항체 제제는 MHC 분자 (예를 들어, MHC I 류 분자)의 결합

포켓에 제시되는 펩티드의 중심부(들)에 대한 높은 특이성을 갖는 항체와 연관된 최적화되지 않은 친화도를 극

복한다. 

일부 실시예에서, 본 발명은 또한 EBV-LMP2/HLA-A02 복합체를 결합하는 인간 항체 제제를 제공한다. 일부 실시[0007]

예에서, 제공된 항체 제제는 EBV-LMP2/HLA-A02 복합체 내의 EBV-LMP2 펩티드의 중심부 (예를 들어, 5번 위치)를

결합한다. 일부 실시예에서, 제공된 항체 제제는 EBV-LMP2/HLA-A02 복합체 내의 EBV-LMP2 펩티드의 1번 위치

(P1), 5번 위치 (P5), 8번 위치 (P8), 및/또는 이들의 조합을 결합한다. 일부 실시예에서, 제공된 항체 제제는
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EBV-LMP2/HLA-A02 복합체 내의 EBV-LMP2 펩티드의 1-5번 위치 (P1-P5), 4-7번 위치 (P4-P7) 또는 4-8번 위치

(P4-P8)를 결합한다. 

본 발명은 또한 특정한 표적과 상호작용하는 결합 모이어티를 포함하는 다중특이적 결합제를 제공한다. 많은 실[0008]

시예에서, 그러한 결합 모이어티는 항체 성분이거나 이를 포함하고 있다. 일부 실시예에서, 다중특이적 결합제

는 이중특이적 결합제 (예를 들어, 이중특이적 항체)이다. 일부 실시예에서, 본 발명의 다중특이적 결합제는 펩

티드-MHC (예를 들어, MHC I 류) 결합 포켓에서 EBV-LMP2 펩티드의 중심부 및/또는 말단부에 대한 높은 특이성

을 갖는 항체 성분을 포함하고 있다. 일부 실시예에서, 본 발명의 다중특이적 결합제는 펩티드-MHC I 류 결합

포켓 (예를 들어, HLA-A02 결합 포켓)에서 EBV-LMP2 펩티드에 대한 높은 특이성을 갖는 항체 성분에 기반하는

제1 결합 모이어티 및 면역 효과기 세포 (예를 들어, T 세포)와 상호작용하는 제2 결합 모이어티를 포함한다.

일부 실시예에서, 제공된 다중특이적 결합제는 EBV
+
 및 종양 세포주에 대한 세포독성 분석에서 높은 효능을 갖는

다. 일부 실시예에서, 제공된 다중특이적 결합제는 TCR-유사 단일클론 항체와 연관된 낮은 친화도 장벽을 극복

한다. 이러한 제공된 제제는 본원에 기재된 성분들이 결핍된 모체 결합제에 비해 개선된 기능적 특징을 갖는다. 

본 발명은 또한 펩티드-MHC 결합 포켓 (예를 들어, MHC I 류 결합 포켓)에서 EBV-LMP2 펩티드를 결합하는 항체[0009]

제제 및/또는 다중특이적 결합제를 생성, 선택 및/또는 식별하는 방법을 제공한다. 많은 실시예에서, 본 발명의

방법들은 인간 MHC I 류 분자 (예를 들어, HLA-A02 분자)에 의해 제시되는 EBV-LMP2 펩티드의 중심부 및/또는

말단부를 결합하는 항체 제제 및/또는 다중특이적 결합제를 생성, 선택 및/또는 식별하는 단계를 포함한다. 

일부 실시예에서, 방법들은 MHC I 류 분자에 의해 제시되는 펩티드의 중심부 및/또는 말단부에서 비-천연 아미[0010]

노산 치환을 갖는 펩티드의 결합 (또는 결합의 부재)에 기반하여 항체 제제를 선택하는 단계를 포함한다. 일부

실시예에서, 방법들은 MHC I 류 분자에 의해 제시되는 펩티드의 중심부 및/또는 말단부에서 비-천연 아미노산

치환을 가지고 N- 및/또는 C-말단에서 잉여 천연 측부 잔기를 추가로 갖는 펩티드의 결합의 부재에 기반하여 항

체  제제를  선택하는  단계를  포함한다.  일부  실시예에서,  방법들은  펩티드의  중심부  외부의  위치(들)  (예를

들어, 5번 위치)에서 펩티드의 결합에 기반하여 항체 제제를 음성적으로 선택하는 단계를 포함한다. 일부 실시

예에서, 펩티드의 중심부 외부의 펩티드 위치들은 돌연변이된다. 일부 실시예에서, 펩티드는 9량체 또는 10량체

펩티드이다. 많은 실시예에서, MHC I 류 분자는 인간 HLA-A02 분자이다. 

일부 실시예에서, 본 발명은 EBV-LMP2/HLA 펩티드 복합체를 결합하는 인간 항체 제제를 제공하고, 여기서 인간[0011]

항체 제제는 EBV-LMP2 펩티드에서, 1번 위치, 5번 위치, 8번 위치, 및 이들의 조합으로 이루어지는 그룹으로부

터 선택되는 하나 이상의 위치에서 아미노산 잔기와 직접 상호작용한다. 

일부 실시예에서, 본 발명은 EBV-LMP2/HLA 펩티드 복합체를 결합하는 인간 항체 제제를 제공하고, 여기서 인간[0012]

항체 제제는 약 2.0 내지 약 170 nM의 KD를 갖는다. 

일부 실시예에서, EBV-LMP2 펩티드는 CLGGLLTMV (서열번호 1)이거나 이를 포함하는 아미노산 서열을 갖는다. [0013]

일부 실시예에서, 인간 항체 제제는 EBV-LMP2 펩티드에서, 위치 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 및 이들의 조합으로[0014]

이루어지는 그룹으로부터 선택되는 하나 이상의 위치에서 아미노산 잔기와 직접 상호작용한다. 

일부 실시예에서, 인간 항체 제제는 중쇄 서열번호 31의 CDR1, 서열번호 33의 CDR2 및 서열번호 35의 CDR3를 포[0015]

함하고; 여기서 인간 항체 제제는 경쇄 서열번호 73의 CDR1, 서열번호 75의 CDR2 및 서열번호 77의 CDR3을 포함

한다. 일부 실시예에서, 인간 항체 제제는 중쇄 서열번호 37의 CDR1,  서열번호 39의 CDR2  및 서열번호 41의

CDR3를 포함하고; 여기서 인간 항체 제제는 경쇄 서열번호 79의 CDR1, 서열번호 81의 CDR2 및 서열번호 83의

CDR3을 포함한다. 일부 실시예에서, 인간 항체 제제는 중쇄 서열번호 43의 CDR1, 서열번호 45의 CDR2 및 서열번

호 47의 CDR3를 포함하고; 여기서 인간 항체 제제는 경쇄 서열번호 85의 CDR1, 서열번호 87의 CDR2 및 서열번호

89의 CDR3을 포함한다. 일부 실시예에서, 인간 항체 제제는 중쇄 서열번호 49의 CDR1, 서열번호 51의 CDR2 및

서열번호 53의 CDR3를 포함하고; 여기서 인간 항체 제제는 경쇄 서열번호 91의 CDR1, 서열번호 93의 CDR2 및 서

열번호 95의 CDR3을 포함한다. 일부 실시예에서, 인간 항체 제제는 중쇄 서열번호 55의 CDR1, 서열번호 57의

CDR2 및 서열번호 59의 CDR3를 포함하고; 여기서 인간 항체 제제는 경쇄 서열번호 97의 CDR1, 서열번호 99의

CDR2 및 서열번호 101의 CDR3을 포함한다. 일부 실시예에서, 인간 항체 제제는 중쇄 서열번호 61의 CDR1, 서열

번호 63의 CDR2 및 서열번호 65의 CDR3를 포함하고; 여기서 인간 항체 제제는 경쇄 서열번호 103의 CDR1, 서열

번호 105의 CDR2 및 서열번호 107의 CDR3을 포함한다. 일부 실시예에서, 인간 항체 제제는 중쇄 서열번호 67의

CDR1, 서열번호 69의 CDR2 및 서열번호 71의 CDR3를 포함하고; 여기서 인간 항체 제제는 경쇄 서열번호 109의

CDR1, 서열번호 111의 CDR2 및 서열번호 113의 CDR3을 포함한다. 
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일부 실시예에서, 인간 항체 제제는 중쇄 CDR 및/또는 경쇄 CDR에서 하나 이상의 아미노산 치환을 포함한다. 일[0016]

부 소정의 실시예에서, 인간 항체 제제는 중쇄 CDR 및/또는 경쇄 CDR에서 적어도 1개 또는 최대 5개의 아미노산

치환을 포함한다. 일부 소정의 실시예에서, 인간 항체 제제는 중쇄 CDR 및/또는 경쇄 CDR에서 적어도 1개 또는

최대 3개의 아미노산 치환을 포함한다. 

일부 실시예에서, 인간 항체 제제는 표 3에 보이는 중쇄 가변 영역 서열과 적어도 95% 동일한 서열을 가지는 중[0017]

쇄 가변 영역을 포함한다. 일부 실시예에서, 인간 항체 제제는 표 3에 보이는 경쇄 가변 영역 서열과 적어도

95% 동일한 서열을 가지는 경쇄 가변 영역을 포함한다. 일부 실시예에서, 인간 항체 제제는 (a) 표 3에 보이는

중쇄 가변 영역 서열과 적어도 95% 동일한 서열을 가지는 중쇄 가변 영역 및 (b) 표 3에 보이는 경쇄 가변 영역

서열과 적어도 95% 동일한 서열을 가지는 경쇄 가변 영역을 포함한다. 일부 실시예에서, 인간 항체 제제는 표 3

에서 선택되는 중쇄 가변 영역 또는 경쇄 가변 영역을 포함한다. 

일부 실시예에서, 인간 항체 제제는 서열번호 3의 경쇄 가변 영역 및 서열번호 5의 중쇄 가변 영역을 포함한다.[0018]

일부 실시예에서, 인간 항체 제제는 서열번호 7의 경쇄 가변 영역 및 서열번호 9의 중쇄 가변 영역을 포함한다.

일부 실시예에서, 인간 항체 제제는 서열번호 11의 경쇄 가변 영역 및 서열번호 13의 중쇄 가변 영역을 포함한

다. 일부 실시예에서, 인간 항체 제제는 서열번호 15의 경쇄 가변 영역 및 서열번호 17의 중쇄 가변 영역을 포

함한다. 일부 실시예에서, 인간 항체 제제는 서열번호 19의 경쇄 가변 영역 및 서열번호 21의 중쇄 가변 영역을

포함한다. 일부 실시예에서, 인간 항체 제제는 서열번호 23의 경쇄 가변 영역 및 서열번호 25의 중쇄 가변 영역

을 포함한다. 일부 실시예에서, 인간 항체 제제는 서열번호 27의 경쇄 가변 영역 및 서열번호 29의 중쇄 가변

영역을 포함한다. 

일부  실시예에서,  인간  항체  제제는  말단  만노오스,  N-아세틸글루코오스  또는  글루코오스로  탈푸코실화[0019]

(defucosylated) 및/또는 글리코실화(glycosylated)되는 인간 단일클론 항체이다. 

일부 실시예에서, 본 발명은 EBV-LMP2/HLA 펩티드 복합체를 결합하는 인간 항체 제제를 제공하고, 인간 항체 제[0020]

제는 EBV-LMP2/HLA 펩티드 복합체에 대한 친화도를 증가시키는 하나 이상의 아미노산 치환을 포함하고, 여기서,

인간 항체 제제는 (a) 참조 펩티드/HLA 복합체에 대한 친화도 보다 적어도 약 1.6 KA 높다는 점, 및/또는 (b)

참조 펩티드/HLA 복합체에 대한 교차 반응성이 없다는 점을 특징으로 한다. 일부 실시예에서, 인간 항체 제제는

(a) 참조 펩티드/HLA 복합체에 대한 친화도 보다 적어도 약 1.6, 1.7, 1.8, 1.9, 2.0, 2.1, 2.2, 2.3, 2.4,

2.5, 2.6, 2.7, 2.8, 2.9, 3.0, 3.1, 3.2, 3.3, 3.4, 3.5, 3.6, 3.7, 3.8, 3.9, 4.0, 4.1, 4.2, 4.3, 4.4,

4.5, 4.6, 4.7, 4.8, 4.9, 5.0, 5.1, 5.2, 5.3, 5.4, 5.5, 5.6, 5.7, 5.8, 5.9, 6.0, 6.1, 6.2, 6.3, 6.4,

6.5, 6.6, 6.7, 6.8, 6.9, 7.0, 7.1, 7.2, 7.3, 7.4, 7.5, 7.6, 7.7, 7.8, 7.9, 8.0, 8.1, 8.2, 8.3, 8.4,

8.5, 8.6, 8.7, 8.8, 8.9, 또는 적어도 약 9.0 KA 높다는 점, 및/또는 (b) 참조 펩티드/HLA 복합체에 대한 교

차 반응성이 없다는 점을 특징으로 한다. 

일부 소정의 실시예에서, 인간 항체 제제는 아미노산 위치 48, 52, 55, 66, 95 및 이들의 조합 중 어느 하나에[0021]

서 하나 이상의 아미노산 치환을 포함하는 경쇄 가변 영역을 포함한다. 일부 실시예에서, 하나 이상의 아미노산

치환은 I48V/S52G, P55H, K66R 또는 N95I이다. 

일부 소정의 실시예에서, 인간 항체 제제는 아미노산 위치 5, 10, 26, 51, 78 및 이들의 조합 중 어느 하나에서[0022]

하나 이상의 아미노산 치환을 포함하는 중쇄 가변 영역을 포함한다. 일부 실시예에서, 하나 이상의 아미노산 치

환은 V5E, E10D, G26E/I51V 또는 V78A이다. 

다양한 실시예에서, 인간 항체 제제는 인간 단일클론 항체 또는 그 단편이다. 일부 실시예에서, 인간 단일클론[0023]

항체는 IgG1, IgG2, IgG3 또는 IgG4 항체이다. 일부 소정의 실시예에서, 인간 단일클론 항체는 IgG1이다. 일부

실시예에서, 인간 단일클론 항체 단편은 scFv이다. 

일부 실시예에서, 본 발명은 EBV-LMP2/HLA 펩티드 복합체를 결합하는 제1 항원-결합 부위 및 제2 항원-결합 부[0024]

위를 포함하는 이중특이적 항체를 제공한다. 

일부 실시예에서, 이중특이적 항체는 EBV-LMP2 펩티드 CLGGLLTMV (서열번호 1)로 펄스된 T2 세포에서의 약 0.2[0025]

내지 약 135 pM의 EC50를 특징으로 한다. 일부 실시예에서, 이중특이적 항체는 약 10 내지 약 130 nM의 KD 를 가

진다. 

일부 실시예에서, 제1 및/또는 제2 항원-결합 부위는 면역글로불린 분자, scFv, scFab, Fab, Fv 또는 이들의 조[0026]

합으로 이루어지는 그룹으로부터 선택된다. 일부 실시예에서, 제1 및 제2 항원-결합 부위는 그들이 단일 폴리펩
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티드 사슬을 형성하도록 구성되어 있다. 일부 실시예에서, 제1 및 제2 항원-결합 부위는 각각 scFv이다. 일부

실시예에서, 제1 및 제2 항원-결합 부위는 펩티드 링커에 의해 연결된다. 일부 실시예에서, 제2 항원-결합 부위

는 제1 항원-결합 부위의 C-말단 단부에 연결된다. 

일부 실시예에서, 제2 항원-결합 부위는 T 세포, B 세포, NK 세포, 수지상 세포, 단핵구, 대식세포, 호중구, 중[0027]

간엽 줄기세포 및 신경 줄기세포로 이루어지는 그룹으로부터 선택되는 면역 세포를 결합한다. 일부 소정의 실시

예에서, 제2 항원-결합 부위는 T 세포 상의 CD3를 결합한다. 일부 실시예에서, 제2 항원-결합 부위는 서열번호

124이거나 이를 포함한다. 

일부 실시예에서, 본 발명은 HLA-A02 분자에 의해 제시되는 EBV-LMP2 펩티드 CLGGLLTMV (서열번호 1)에 결합하[0028]

는 제1 scFv, 및 T 세포 상의 CD3를 결합하는 제2 scFv를 포함하는 이중특이적 항체를 제공하고, 여기서 이중특

이적 항체는 EBV-LMP2 펩티드로 펄스되는 T2 세포에서 약 0.2 내지 약 135 pM의 EC50를 특징으로 한다. 

일부 실시예에서, 제1 scFv는 (a) 서열번호 3의 경쇄 가변 영역 및 서열번호 5의 중쇄 가변 영역; (b) 서열번호[0029]

7의 경쇄 가변 영역 및 서열번호 9의 중쇄 가변 영역; (c) 서열번호 11의 경쇄 가변 영역 및 서열번호 13의 중

쇄 가변 영역; (d) 서열번호 15의 경쇄 가변 영역 및 서열번호 17의 중쇄 가변 영역; (e) 서열번호 19의 경쇄

가변 영역 및 서열번호 21의 중쇄 가변 영역; (f) 서열번호 23의 경쇄 가변 영역 및 서열번호 25의 중쇄 가변

영역; 또는 (g) 서열번호 27의 경쇄 가변 영역 및 서열번호 29의 중쇄 가변 영역을 포함한다. 

일부 실시예에서, 제2 scFv는 제1 scFv의 C-말단 단부에 연결된다. 일부 소정의 실시예에서, 제2 scFv는 서열번[0030]

호 124이거나 이를 포함한다. 

일부 실시예에서, 이중특이적 항체의 제1 scFv는 EBV-LMP2 펩티드에서, 위치 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 및 이들[0031]

의 조합으로 이루어지는 그룹으로부터 선택되는 하나 이상의 위치에서 아미노산 잔기와 직접 상호작용한다. 일

부 실시예에서, 이중특이적 항체의 제1 scFv는 EBV-LMP2 펩티드의 적어도 1번 위치, 적어도 5번 위치, 또는 적

어도 8번 위치와 직접 상호작용한다. 

일부 실시예에서, 본 발명은 EBV-LMP2/HLA 펩티드 복합체를 결합하는 인간 항체 제제의 항원-결합 부위를 포함[0032]

하는 키메라 항원 수용체를 제공한다. 

일부 실시예에서, 항원-결합 부위는 scFv이다. 일부 실시예에서, 항원-결합 부위는 면역 효과기 세포에 의해 발[0033]

현된다. 일부 실시예에서, 면역 효과기 세포는 T 세포이다. 

일부 실시예에서, 본 발명은 본원에 기재된 인간 항체 제제, 이중특이적 항체, 또는 키메라 항원 수용체를, 전[0034]

체적으로 또는 부분적으로, 암호화하는 단리된 핵산 분자를 제공한다. 

일부 실시예에서, 본 발명은 본원에 기재된 핵산 분자를 암호화하는 재조합 벡터를 제공한다. [0035]

일부 실시예에서, 본 발명은 본원에 기재된 재조합 벡터 또는 본원에 기재된 핵산 분자를 포함하는 숙주 세포를[0036]

제공한다. 일부 실시예에서, 숙주 세포는 박테리아, 효모, 곤충 또는 포유류 세포로부터 선택된다. 일부 실시예

에서, 숙주 세포는 E.coli, P.파스토리스(P.pastoris), Sf9, COS, HEK293, CHO 및 포유류 림프구로 이루어진

그룹으로부터 선택된다. 일부 소정의 실시예에서, 포유류 림프구는 인간 림프구이다. 

일부 실시예에서, 본 발명은 본원에 기재된 인간 항체 제제, 이중특이적 항체, 또는 키메라 항원 수용체를 생산[0037]

하기 위한 방법을 제공하며, 본원에 기재된 숙주 세포를 인간 항체 제제, 이중특이적 항체, 또는 키메라 항원

수용체의 발현에 적합한 조건 하에 배양 배지에서 배양하는 단계, 및 인간 항체 제제, 이중특이적 항체, 또는

키메라 항원 수용체 (또는 키메라 항원 수용체를 발현하는 숙주 세포)를 상기 배양 배지로부터 회수하는 단계를

포함한다. 

일부 실시예에서, 본 발명은 본원에 기재된 인간 항체 제제, 이중특이적 항체, 또는 키메라 항원 수용체를 포함[0038]

하는 조성물을 제공한다. 

일부 실시예에서, 본 발명은 본원에 기재된 인간 항체 제제, 이중특이적 항체, 또는 키메라 항원 수용체, 또는[0039]

본원에 기재된 조성물을 포함하고, 약제학적으로 허용가능한 담체 또는 희석제를 추가로 포함하는 약제학적 조

성물을 제공한다. 

일부 실시예에서, 본 발명은 본원에 기재된 인간 항체 제제, 이중특이적 항체, 또는 키메라 항원 수용체를 포함[0040]

하는 키트를 제공한다. 

공개특허 10-2018-0023949

- 10 -



일부 실시예에서, 본 발명은 EBV-LMP2/HLA 펩티드 복합체의 발현을 특징으로 하는 대상 내의 의학적 상태를 치[0041]

료하는 방법을 제공하며, 본원에 기재된 인간 항체 제제, 이중특이적 항체, 키메라 항원 수용체 (또는 키메라

항원 수용체를 발현하는 면역 효과기 세포), 본원에 기재된 조성물, 또는 본원에 기재된 약제학적 조성물의 치

료 유효량을 투여하는 단계를 포함한다. 

일부 실시예에서, 의학적 상태는 호지킨병(Hodgkin’disease), 비-호지킨병 또는 감염성 단핵구증이다. 일부 실[0042]

시예에서, 의학적 상태는 버킷 림프종(Burkitt’lymphoma),  면역 억제성 림프종, 미만성 거대 B-세포 림프종

(diffuse  large  B-cell  lymphom),  만성  염증과  연관된  미만성  거대  B-세포  림프종,  림프종양  육아종증

(lymphomatoid granulomatosis), 형질모세포 림프종, 원발성 삼출성 림프종(primary effusion lymphoma), 이식

후  림프  증식성  질환,  비인두  암종,  위  선암종,  림프상피종양-연관  암종  (lymphanepithelioma-associated

carcinoma), 및 면역 결핍-관련 평활근 육종으로부터 선택된다. 

일부 실시예에서, 본 발명은 EBV 감염과 관련된 상태의 치료 또는 검출을 위한 본원에 기재된 인간 항체 제제,[0043]

이중특이적 항체 또는 키메라 항원 수용체 (또는 키메라 항원 수용체를 발현하는 면역 효과기 세포)의 용도를

제공한다. 

일부 실시예에서, 본 발명은 EBV-LMP2/HLA 펩티드 복합체를 발현하는 표적 세포를 사멸시키도록 T 세포를 지시[0044]

하는 방법을 제공하되, 본 방법은 EBV-LMP2/HLA 펩티드 복합체를 발현하는 하나 이상의 표적 세포를 본원에 기

재된 이중특이적 항체와 접촉시키는 단계를 포함하며, 상기 접촉은 이중특이적 항체가 결합한 T 세포가 표적 세

포의  사멸을  매개하기에  충분한  조건  및  시간  동안  수행된다.  일부  실시예에서,  이중특이적  항체는  EBV-

LMP2/HLA 펩티드 복합체를 결합하는 제1 항원-결합 부위 및 T 세포 상의 CD3를 결합하는 제2 항원-결합 부위를

포함한다. 

일부 실시예에서, EBV-LMP2 펩티드는 CLGGLLTMV (서열번호 1)이거나 이를 포함한다. 일부 실시예에서, 이중특이[0045]

적 항체의 제1 항원-결합 부위는 EBV-LMP2 펩티드에서, 위치 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 및 이들의 조합으로 이

루어지는 그룹으로부터 선택되는 하나 이상의 위치에서 아미노산 잔기와 직접 상호작용한다. 

일부 실시예에서, 본 발명은 관심있는 인간 HLA I 류 분자에 의해 제시되는 펩티드의 중심 잔기를 결합하는 항[0046]

체 제제를 집단에서 선택하는 방법을 제공하되, 본 방법은 (a) 관심있는 펩티드-HLA I 류 복합체를 결합하는 하

나 이상의 항체 제제를 집단에서 선택하는 단계; 및 (b) 1번 위치, 5번 위치, 8번 위치, 및 이들의 조합으로 이

루어지는 그룹으로부터 선택되는 잔기에서 하나 이상의 아미노산 치환을 갖는 펩티드를 포함하는 펩티드-HLA I

류 복합체를 결합하기 위해 (a)로부터의 하나 이상의 항체 제제를 스크리닝하는 단계를 포함하고; 여기서 5번

위치에서 치환을 갖는 펩티드를 포함하는 펩티드-HLA I 류 복합체에 대한 항체 제제의 결합의 손실은 인간 HLA

I 류 분자에 의해 제공되는 펩티드의 중심 잔기를 결합하는 항체 제제를 나타낸다. 

일부 실시예에서, 본 발명은 관심있는 인간 HLA I 류 분자에 의해 제시되는 펩티드의 중심 잔기를 결합하는 항[0047]

체 제제를 집단에서 선택하는 방법을 제공하되, 본 방법은 (a) 제1 펩티드-HLA I 류 복합체를 결합하지 않는 하

나 이상의 항체 제제를 집단에서 선택하는 단계로, 이때 제1 펩티드-HLA I 류 복합체는 5번 위치에서 아미노산

치환 및/또는 펩티드의 N- 및/또는 C-말단에서 추가 아미노산을 갖는 펩티드를 포함하는, 단계; 및 (b) 제2 펩

티드-HLA I 류 복합체를 결합하기 위해 (a)로부터의 하나 이상의 항체 제제를 스크리닝하는 단계를 포함하고,

여기서 제2 펩티드-HLA I 류 복합체는 관심있는 야생형 서열을 갖는 펩티드를 포함하고; 여기서 제2 펩티드-HLA

I 류 복합체에 대한 항체 제제의 결합은 인간 HLA I 류 분자에 의해 제시되는 펩티드의 중심 잔기를 결합하는

항체 제제를 나타낸다. 

일부 실시예에서, 펩티드/HLA I 류 복합체의 펩티드는 엡스타인-바 바이러스 (EBV)-관련 펩티드이다. 일부 실시[0048]

예에서, 펩티드/HLA I 류 복합체는 EBV-LMP2/HLA-A02 복합체이다. 

일부 실시예에서, 항체 제제는 인간 단일클론 항체이다. 일부 실시예에서, 항체 제제는 인간 단일클론 항체 단[0049]

편이다. 

일부 실시예에서, 펩티드/HLA 복합체를 결합하는 고 친화도 인간 단일클론 항체를 제공하는 방법에 있어서, 본[0050]

발명은 펩티드/HLA 복합체에서 펩티드의 중심에서 하나 이상의 아미노산과 직접 상호작용하거나 이를 선호하는

인간 단일클론 항체를 제공하는 것을 포함하는 개선을 제공한다. 

일부 실시예에서, 펩티드/HLA 복합체를 결합하는 고 친화도 인간 단일클론 항체를 제공하는 방법에 있어서, 본[0051]

발명은 HLA 결합 포켓에서 펩티드의 중심에서 하나 이상의 아미노산과 직접 상호작용하거나 이를 선호하는 인간
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단일클론 항체를 제공하는 것을 포함하는 개선을 제공하고, 여기서 펩티드/HLA 복합체는 인 실리코(in silico)

예측 방법을 사용하여 생성되지 않는다. 

일부 실시예에서, 제1 및 제2 항원-결합 부위를 포함하는 이중특이적 항체를 포함하는 고 친화도 이중특이적 항[0052]

체 조성물을 제공하며, 제1 항원-결합 부위는 펩티드/HLA 복합체를 결합하는, 방법에 있어서, 본 발명은 펩티드

/HLA 복합체에서 펩티드의 중심에서 하나 이상의 아미노산과 직접 상호작용하는 인간 단일클론 항체 또는 그 단

편으로서 이러한 제1 항원-결합 부위 중 적어도 하나를 제공하는 것을 포함하는 개선을 제공한다. 

일부 실시예에서, 하나 이상의 항원-결합 부위를 포함하는 키메라 항원 수용체 조성물을 제공하며, 하나 이상의[0053]

항원-결합 부위 중 적어도 하나는 펩티드/HLA 복합체를 결합하는, 방법에 있어서, 본 발명은 HLA 결합 포켓에서

펩티드의 중심에서 하나 이상의 아미노산과 직접 상호작용하는 인간 항체 제제의 항원-결합 부위를 제공하는 것

을 포함하는 개선을 제공한다. 일부 소정의 실시예에서, 키메라 항원 수용체 조성물은 면역 효과기 세포에 의해

발현된다. 일부 실시예에서, 면역 효과기 세포는 T 세포이다. 

다양한 실시예에서, HLA는 I 류 HLA 분자이다. [0054]

다양한 실시예에서, 펩티드는 9량체 펩티드이다. [0055]

다양한 실시예에서, 펩티드는 10량체 펩티드이다. [0056]

다양한 실시예에서, 펩티드는 엡스타인-바 바이러스 (EBV)-관련 펩티드이다. [0057]

다양한 실시예에서, 펩티드/HLA 복합체는 EBV-LMP2/HLA-A02 복합체이다. [0058]

다양한 실시예에서, EBV-LMP2/HLA 펩티드 복합체의 HLA는 HLA I 류 분자이다. 다양한 실시예에서, HLA I 류 분[0059]

자는 HLA-A02이다. 다양한 실시예에서, HLA-A02는 HLA-A*02:01, HLA-A*02:02, HLA-A*02:03, HLA-A*02:04, HLA-

A*02:05 및 HLA-A*02:06로부터 선택된다. 

일부 실시예에서, 본 발명은 의약에 사용하기 위한 약제의 제조에서 본원에 기재된 인간 항체 제제, 이중특이적[0060]

항체, 또는 키메라 항원 수용체 (또는 키메라 항원 수용체를 발현하는 면역 효과기 세포)의 용도를 제공한다. 

일부 실시예에서, 본 발명은 진단 테스트 또는 분석에 사용하기 위한 약제의 제조에서 본원에 기재된 인간 항체[0061]

제제, 이중특이적 항체, 또는 키메라 항원 수용체 (또는 키메라 항원 수용체를 발현하는 면역 효과기 세포)의

용도를 제공한다. 

일부 실시예에서, 본 발명은 암의 진단 또는 치료에 사용하기 위한 약제의 제조에서 본원에 기재된 인간 항체[0062]

제제, 이중특이적 항체, 또는 키메라 항원 수용체 (또는 키메라 항원 수용체를 발현하는 면역 효과기 세포)의

용도를 제공한다. 

일부 실시예에서, 본 발명은 EBV-LMP2/HLA 펩티드 복합체의 발현을 특징으로 하는 의학적 상태의 진단 또는 치[0063]

료에 사용하기 위한 약제의 제조에서 본원에 기재된 인간 항체 제제, 이중특이적 항체, 또는 키메라 항원 수용

체 (또는 키메라 항원 수용체를 발현하는 면역 효과기 세포)의 용도를 제공한다.

도면의 간단한 설명

본원에 포함된 도면은, 다음의 도면들로 이루어지며, 단지 예시를 위한 것일 뿐이다. [0064]

도 1은 T 세포 수용체:9량체-펩티드/MHC I 류 복합체의 잔기 당 반데르 발스 상호작용 에너지 평균을 나타내는

그래프이다. 펩티드 위치 (P1, P2 등)는 그래프의 x-축에 표시된다. 

도 2는 T 세포 수용체:10량체-펩티드/MHC I 류 복합체의 잔기 당 반데르 발스 상호작용 에너지 평균을 나타내는

그래프이다. 펩티드 위치 (P1, P2 등)는 그래프의 x-축에 표시된다. 

도 3은 단량체 EBV-LMP2(CLG)/HLA-A*02:01 펩티드 복합체의 정제 중 관찰된 다양한 종을 도시한 크기 배제 크로

마토그램을 보여준다. 

도 4는 단량체 EBV-LMP2(CLG)/HLA-A*02:01 펩티드 복합체의 환원(좌) 및 비환원(우) 조건 하에서 SDS-PAGE 이

미지를 보여준다. 단량체 (EBV-LMP2/HLA-A*02:01), MHC 분자 (HLA-A*02:01) 및 β2 마이크로글로불린 (β2m)의

위치 뿐만 아니라 각 컬럼에 대한 각 샘플의 신원이 표시된다. 대조군 A 및 B: 무관한 펩티드/HLA-A02 펩티드

복합체. 
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도 5는 예 2에 기재된 파지 ELISA 분석에서 가용성 EBV-LMP2(CLG)/HLA-A*02:01 펩티드 복합체에 대한 선택된

인간 scFv  클론의 450nm에서의 광학 밀도 (OD450)에 대한 예시적인 그래프이다. EXT005:  EBV-LMP2(CLG)/HLA-

A*02:01 복합체; EXT007: 대조군 펩티드/HLA-A*02:01 복합체; EXT002 대조군 Ab: 양성 대조군 항-HLA-A*02:01

항체; 68-72: 항-EBV-LMP2(CLG)/HLA-A*02:01 항체 파지 클론. 대조군 펩티드: 무관한 펩티드. 

도 6은 유세포분석법에 의한 EBV-LMP2 펩티드-로딩 및 대조군 펩티드-로딩된 T2 세포의 예시적인 파지 결합을

보여준다. 대조군 펩티드: 무관한 펩티드; EXT005-57: 항-EBV-LMP2(CLG)/HLA-A*02:01 항체 파지 클론; K07: 헬

퍼 파지, 파지 음성 대조군; 세포 단독: 마우스 항-M13 단일클론 항체, 및 R-PE 접합된 말 항-마우스 IgG. 

도 7은 환원 조건 하에서 EBV-LMP2(CLG)/HLA-A*02:01 펩티드 복합체에 대해 특이적인 scFv로 만든 선택된 전장

인간 IgG1 항체의 SDS-PAGE의 예시적인 이미지를 보여준다. 

도 8은 환원 조건 하에서 선택된 항-EBV-LMP2(CLG)/HLA-A02 이중특이적 분자의 SDS-PAGE의 예시적인 이미지를

보여준다. 이중특이적 항체 분자들이 겔 이미지의 각 레인에 표시된다. 

도 9는 T2 세포의 표면 상에 EBV-LMP2 펩티드의 HLA-A02 제시에 대한 양성 염색을 설명하는 예시적인 FACS 히스

토그램 (각각의 페어링에서 좌측), 및 대조군 (YMLDLQPET; 서열번호 120) 또는 EBV-LMP2 펩티드 (CLGGLLTMV;

서열번호 1)로 펄스된 T2 세포의 항체-의존성 세포성 세포독성 (ADCC; 특이적 용해 %, 각각의 페어링에서 우

측)을 나타낸다. 대조군 Ab: 인간 IgG1 이소타입 매칭된 대조군; NK92 효과기 세포를 효과기 대 표적 (E:T) 비

20:1에서 FcγRIIIa 176V/V 변이체 대립 유전자 (CD16 176V/V)로 형질감염시킴; mAb: 단일클론 항체. 

도 10은 서로 다른 농도의 펩티드로 펄스된 T2 세포에서 EBV-LMP2 펩티드에 대한 선택된 항-EBV-LMP2(CLG)/HLA-

A02 항체의 예시적인 결합을 보여준다. 

도  11은  선택된  항-EBV-LMP2(CLG)/HLA-A02  IgG1  항체에  의해  매개되는  EBV-형질전환된  B-림프모구성  세포

(BLCL)의 예시적인 특이적 용해 %를 나타낸다. mAb: 단일클론 항체. 

도 12는 EBV-LMP2(CLG)/HLA-A02를 결합하는 제1 항원-결합 부위 및 CD3를 결합하는 제2 항원-결합 부위를 갖는

선택된 이중특이적 항체 (BsAb)를 사용하여 EBV-LMP2 펩티드 (실선; CLGGLLTMV, 서열번호 1) 또는 대조군 펩티

드 (점선; YMLDLQPET, 서열번호 120)로 펄스된 T2 세포에 대한 예시적인 T 세포 세포독성을 보여준다. 대조군

BsAb: 항-HER2xCD3 이중특이적 항체. 

도 13은 선택된 LMP2xCD3 이중특이적 항체 (BsAb)를 사용하여 EBV-형질전환된 HLA-A02
+
 (우측 패널) 및 HLA-

A02
-
 (좌측 패널) 세포의 예시적인 T 세포 세포독성을 보여준다. 도 13a: LMP2-38xCD3 (상단) 및 LMP2-63xCD3

(하단); 도 13b: LMP2-40xCD3 (상단) 및 LMP2-61xCD3 (하단); 도 13c: LMP2-21xCD3 (상단) 및 LMP2-26xCD3 (하

단); 도 13d: LMP2-77xCD3. KBAB: HLA-A02
-
; 900D: HLA-A02

-
; AK: HLA-A02

-
; KS: HLA-A02

-
; OKO: HLA-A02

+
; BV:

HLA-A02
+
; 6/28: HLA-A02

+
. 

도 14는 pdb 3REW를 사용하여 생성된 1.9Å해상도에서 EBV-LMP2/HLA-A02의 결정 구조를, 실제 축척이 아닌, 개

략도로 보여준다. HLA-A02 결합 포켓의 펩티드 위치의 배향이 보여진다. 

도 15는 선택된 항-EBV-LMP2(CLG)/HLA-A*02:01 특이적 IgG1 항체 (좌측 패널) 및 상응하는 이중특이적 항체의

BLCL에 대한 세포독성 (우측 패널)의 유세포분석법에 의한 예시적인 펩티드 결합을 보여준다.  대조군:  인간

IgG1 이소타입 매칭된 대조군. 

도 16는 외인성 EBV-LMP2 펩티드 존재 (점선) 및 부재 (실선)하는 HLA-A*02:01
+
 BLCL OKO 세포에 대해 선택된

EBV-LMP2(CLG)/HLA-A*02:01 특이적 IgG1 항체의 유세포분석법에 의한 예시적인 결합을 보여준다. 실선은 외인성

펩티드가 없는 세포에 대한 IgG1 항체의 결합을 나타내고, 점선은 펩티드 100 μg/mL로 밤새 배양한 후 동일한

OKO 세포를 나타낸다. 

도 17은 이중특이적 항체의 예시적인 세포독성 (각각의 페어링에서 좌측) 및 상이한 HLA-A02 서브-대립형질을

발현하는 펩티드 펄스된 항원 제시 세포에 대한 전장 IgG1 항체의 유세포분석법에 의한 결합 (각각의 페어링에

서 우측)을 보여준다. 이중특이적 항체는, 예를 들어, LMP2-38xCD3 이중특이적 항체 등에 대응하는 EXT005-38

BsAb로 표지되고; IgG1 항체는, 예를 들어, LMP2-21 IgG1 항체 등에 대응하는 EXT005-21로 표지된다. 

도 18은 상이한 HLA-A02 서브-대립형질을 발현하는 펩티드 펄스된 항원 제시 세포에 대한 선택된 전장 IgG1 항
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체의 유세포분석법에 의한 예시적인 결합을 보여준다. IgG1 항체는, 예를 들어, LMP2-21 IgG1 항체 등에 대응하

는 EXT005-21로 표지된다. 

도 19는 펩티드의 1, 5 및 8 위치에서 알라닌 치환을 갖는 9량체 펩티드를 사용하여 II 형 TCR-유사 단일클론

항체를 생성하기 위한 선별 전략에 대한, 실제 축척이 아닌, 예시이다. 

도 20은 펩티드의 N- 또는 C-말단에서 천연 잔기를 갖는 5번 위치에서 알라닌 치환을 갖는 9량체 펩티드를 사용

하여 II 형 TCR-유사 단일클론 항체를 생성하기 위한 선별 전략에 대한, 실제 축척이 아닌, 예시이다. 

도 21은 펩티드의 1, 5 및 8 위치에서 알라닌 치환을 갖는 10량체 펩티드를 사용하여 II 형 TCR-유사 단일클론

항체를 생성하기 위한 선별 전략에 대한, 실제 축척이 아닌, 예시이다. 

도 22 은 펩티드의 N- 또는 C-말단에서 잉여 본래의 잔기를 갖는 5번 위치에서 알라닌 치환을 갖는 10량체 펩티

드를 사용하여 II 형 TCR-유사 단일클론 항체를 생성하기 위한 선별 전략에 대한, 실제 축척이 아닌, 예시이다. 

도 23은 유세포분석법에 의해 검출된 HLA-A*02:01에 대해 Ala-치환된 CLG 펩티드의 예시적인 펩티드 로딩 효율

을 보여준다. 

도 24는 위치 P3-P8에서 야생형 CLG 펩티드 또는 Ala-치환된 CLG 펩티드로 로딩된 HLA-A*02:01에 대한 항-EBV-

LMP2(CLG)/HLA-A*02:01 IgG 항체 클론의 예시적인 펩티드 결합을 보여준다. 도 24a는 유세포분석법에 의해 검출

된 결합 데이터를 나타낸다. 도 24b는 도 24a의 결합 데이터를 나타내며, 이때 Ala-치환된 펩티드/HLA-A*02:01

복합체에 대한 결합을 야생형 CLG 펩티드에 대해 정규화하였다. 

도 25는 이들 샘플의 순도의 표시로서 LMP2 클론 38 (좌측 상단), 38-2 (우측 상단), 26 (좌측 중간), 61 (우측

중간) 및 40 (좌측 하단)의 이량체 이중특이적 항체의 예시적인 크로마토그램을 보여준다. 

도 26은 효과기로서 제대혈 T 세포를 사용하여 (10:1 ET 비), HLA-A*02(+) EBV (+) 종양 세포주에 대한 이량체

이중특이적 항체의 예시적인 세포독성을 나타낸다. 클론 26, 28, 28-2, 40, 61 유래 이량체 이중특이적 항체 및

대조군 각각 테스트했으며 특이적 용해 %가 하기 종양 세포주 각각에 나타나 있다: RPMI-6666 (좌측 상단), DT

BLCL (우측 상단), F BLCL (좌측 하단) 및 HONE-1-A2 (우측 하단). 

도 27은 면역결핍 마우스가 F BLCL로 이식되고 LMP2 이량체 이중특이적 항체 및 인간 성인 PBMC 효과기 세포로

처리된 마우스 이종이식 연구로부터의 예시적인 종양 정량화 데이터를 나타낸다. 

도 28은 면역결핍 마우스가 F BLCL로 이식되고 LMP2 이량체 이중특이적 항체 및 인간 성인 PBMC 효과기 세포로

처리된 마우스 이종이식 연구로부터의 예시적인 생존 데이터를 나타낸다. 

도 29는 면역결핍 마우스가 F BLCL로 이식되고 LMP2 이량체 이중특이적 항체 및 인간 제대혈 PBMC 효과기 세포

로 처리된 마우스 이종이식 연구로부터의 예시적인 종양 정량화 데이터를 나타낸다. 

도 30은 면역결핍 마우스가 F BLCL로 이식되고 LMP2 이량체 이중특이적 항체 및 인간 제대혈 PBMC 효과기 세포

로 처리된 마우스 이종이식 연구로부터의 예시적인 생존 데이터를 나타낸다.

발명을 실시하기 위한 구체적인 내용

정의[0065]

본 발명의 범위는 여기에 첨부된 청구범위에 의해 한정되며 본원에 설명된 특정 실시예들에 의해 한정되지는 않[0066]

는다; 본 개시물을 읽은 당업자라면, 상술한 실시예들과 균등할 수도 있거나, 청구범위의 범주 내에 있을 수도

있는, 다양한 변형예를 인지할 수 있을 것이다. 

일반적으로, 본원에서 사용되는 용어는 달리 명시되지 않는 한, 당해 분야에서 이해되는 의미에 따른 것이다.[0067]

특정 용어의 명시적인 정의가 아래에 제공되며; 본 명세서 전반에 걸친 특정 예시들에서 이들 및 다른 용어의

의미는 문맥으로부터 당업자에게 명백할 것이다. 

본 명세서, 또는 이의 관련 부분에 인용된 참고문헌들은 본원에 참고로 포함된다. [0068]

본 발명이 보다 쉽게 이해될 수 있도록 하기 위해, 특정 용어를 먼저 하기에 정의하기로 한다. 다음 용어들과[0069]

기타 용어들에 대한 추가 정의는 본 명세서 전반에 걸쳐 개시된다. 

투여: 본원에 사용된 용어 "투여"는 조성물을 대상 또는 시스템 (예를 들어, 세포, 기관, 조직, 유기체 또는 관[0070]
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련 성분 또는 그의 성분 세트)에 투여하는 것을 의미한다. 당업자라면 투여 경로가 예를 들어, 조성물이 투여되

고 있는 대상 또는 시스템, 조성물의 성질, 투여 목적 등에 따라 달라질 수 있음을 이해할 것이다. 예를 들어,

소정의 실시예들에서, 동물 대상 (예, 인간)에 대한 투여는 기관지 (기관지 점적을 포함함), 구강내(buccal),

장내, 피내(interdermal), 동맥 내, 피내, 위내(intragastric), 골수 내, 근육 내, 비강 내, 복강 내, 척수강

내, 정맥 내, 뇌실 내(intraventricular), 점막, 비강, 경구, 직장, 피하, 설하, 국소, 기도 (기도부 내 점적을

포함함), 경피, 질 및/또는 유리체강(vitreal) 투여일 수도 있다. 일부 실시예에서, 투여는 간헐적 투여를 포함

할 수도 있다. 일부 실시예에서, 투여는 적어도 선택된 기간 동안 연속 투여 (예, 관류)를 포함할 수도 있다. 

친화도: 당업계에 공지된 바와 같이, "친화도"는 특정 리간드가 그의 파트너에 결합하는 고정도(tightness)의[0071]

척도이다. 친화도는 여러 가지 방법으로 측정할 수 있다. 일부 실시예에서, 친화도는 정량 분석에 의해 측정된

다. 이러한 일부 실시예에서, 생리학적 조건을 모방하기 위해 결합 파트너 농도를 리간드 농도를 초과하도록 고

정시킬 수 있다. 대안적으로 또는 추가적으로, 일부 실시예에서, 결합 파트너 농도 및/또는 리간드 농도는 다양

할 수도 있다. 이러한 일부 실시예에서, 친화도는 필적 할만한 조건 (예, 농도) 하에서 기준과 비교될 수 있다. 

친화도 성숙 (또는 친화도 성숙된 항체): 본원에 사용된 바와 같이, 그러한 변경을 가지고 있지 않은 모체 항체[0072]

에  비해서,  항원에  대한  항체의  친화도의  개선을  초래하는  그  항체의  하나  이상의  CDR  (또는  일부

실시예에서는, 골격 영역)에서의 하나 이상의 변경을 갖는 항체를 지칭한다. 일부 실시예에서, 친화도 성숙된

항체는 표적 항원에 대해 나노 몰 또는 심지어 피코 몰 친화도를 가질 것이다. 친화도 성숙된 항체는 당업계에

공지된 임의의 다양한 절차에 의해 생산될 수 있다. Marks 등, 1992, BioTechnology 10:779-783에서는 VH 및 VL

도메인 셔플링에 의한 친화도 성숙을 기술한다. CDR 및/또는 골격 잔기의 무작위 돌연변이 유발이 하기에 의해

기술되어 있다: Barbas 등, 1994, Proc. Nat. Acad. Sci, U.S.A. 91:3809-3813; Schier 등, 1995, Gene 169:

147-155; Yelton 등, 1995. J. Immunol. 155:1994-2004; Jackson 등, 1995, J. Immunol. 154(7):3310-9; 및

Hawkins 등, 1992, J. Mol. Biol. 226:889-896. 

제제: 본원에서 사용된 바와 같이, 예를 들어, 폴리펩티드, 핵산, 사카라이드, 지질, 소형 분자, 금속 또는 그[0073]

의 조합을 포함하는 임의의 화학적 분류의 화합물 또는 실재물을 지칭할 수 있다. 일부 실시예에서, 제제는 자

연에서 발견되고 그리고/또는 얻어진다는 점에서 천연 산물이거나 이를 포함한다. 일부 실시예에서, 제제는 사

람의 손을 거쳐서 설계, 조작 및/또는 생산되고 그리고/또는 자연에서 발견되지 않는다는 점에서 사람이 만든

하나 이상의 실재물이거나 이를 포함한다. 일부 실시예에서, 제제는 단리되거나 순수한 형태로 이용될 수도 있

으며; 일부 실시예에서, 제제는 조(crude) 형태로 이용될 수 있다. 일부 실시예에서, 잠재적인 제제는 콜렉션이

나 라이브러리, 예를 들어, 그 안에 있는 활성 제제를 식별하거나 특징짓기 위해 스크리닝될 수 있는 것으로 제

공된다. 본 발명에 따라 사용될 수 있는 제제의 일부 특정 실시예는 소형 분자, 항체, 항체 단편, 앱타머, 핵산

(예를 들어, siRNA, shRNA, DNA/RNA 하이브리드, 안티센스 올리고뉴클레오티드, 리보자임), 펩티드, 펩티드 모

방체 등을 포함한다. 일부 실시예에서, 제제는 중합체이거나 중합체를 포함한다. 일부 실시예에서, 제제는 중합

체가 아니고 그리고/또는 어떠한 중합체도 실질적으로 없다. 일부 실시예에서, 제제는 적어도 하나의 중합체 모

이어티를 함유한다. 일부 실시예에서, 제제는 임의의 중합체 모이어티가 없거나 실질적으로 없다. 

개선(amelioration): 본원에 사용된 바와 같이, 대상의 상태의 예방, 감소 또는 완화, 또는 상태 개선을 의미한[0074]

다. 개선에는 질환, 장애 또는 상태의 완전한 회복 또는 완전한 예방이 포함되지만, 이를 요구하지는 않는다

(예, 방사선 상해). 

동물: 본원에서 사용된 바와 같이 동물계의 모든 구성원을 지칭한다. 일부 실시예에서, "동물"은 어느 한쪽 성[0075]

별 및 임의의 발달 단계에서의 인간을 의미한다. 일부 실시예에서, "동물"은 임의의 발달 단계에서의 비인간 동

물을 의미한다. 소정의 실시예들에서, 비인간 동물은 포유류이다 (예를 들어, 설치류, 마우스, 쥐, 토끼, 원숭

이, 개, 고양이, 양, 소, 영장류, 및/또는 돼지). 일부 실시예에서, 동물은 포유류, 조류, 파충류, 양서류, 어

류, 곤충류, 및/또는 벌레류를 포함하지만 이에 한정되지 않는다. 소정의 실시예들에서, 동물은 EBV 감염에 걸

리기 쉽다. 일부 실시예에서, 동물은 트랜스제닉 동물, 유전자 조작 동물, 및/또는 클론일 수 있다. 

항체: 본원에 사용된 바와 같이, 그의 당업계에 이해된 의미를 가지며, 특정 항원에 특이적으로 결합하는 면역[0076]

글로불린(Ig)을 지칭한다. 본 기술분야에서 통상의 기술을 가진 자들에 의해 공지된 바와 같이, 자연에서 생산

되는 항체는 통상적으로 4개의 폴리펩티드 사슬, 2개의 중쇄 (H) 및 2개의 경쇄 (L)로 구성된다. 각각의 중쇄

및 경쇄는 가변 영역 (본원에서는 HCVR 또는 VH 및 LCVR 또는 VL으로 약칭함) 및 불변 영역으로 구성된다. 중쇄

의 불변 영역은 CH1, CH2 및 CH3 도메인 (및 선택적으로 IgM 및 IgE의 경우에는 CH4 도메인)을 포함한다. 경쇄의
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불변 영역은 하나의 도메인, CL로 구성된다. VH 및 VL 영역은, 보다 보존성이 높고 골격 영역 (FR)이라고 불리는

영역이 산재된, 상보성 결정 영역 (CDR)으로 불리는, 초가변성 영역을 더 포함한다. 각각의 VH 및 VL는 아미노

말단에서 카르복시 말단으로 다음과 같은 순서로 배열된, 3개의 CDR과 4개의 FR로 구성된다: FR1, CDR1, FR2,

CDR2, FR3, CDR3, FR4. 면역글로불린 분자들은 임의의 유형 (예를 들어, IgM, IgD, IgG, IgA 및 IgE), 분류

(예를 들어, IgG1, IgG2, IgG3, IgG4, IgA1 및 IgA2) 또는 하위분류일 수 있다. 

항체 제제: 본원에 사용된 용어 "항체 제제"는 특정 항원에 특이적으로 결합하는 제제를 지칭한다. 일부 실시예[0077]

에서, 상기 용어는 특이적 결합을 부여하기에 충분한 면역글로불린 구조 요소를 갖는 임의의 폴리펩티드를 포함

한다. 다양한 실시예에서, 적절한 항체 제제로는 단일클론 항체, 다클론 항체, 인간화 항체, 영장류화 항체, 키

메라 항체, 인간 항체, 이중특이적 항체 또는 다중특이적 항체, 단일 도메인 항체 (예, 샤크 단일 도메인 항체

(예, IgNAR 또는 그 단편)), 접합 항체 (즉, 다른 단백질, 방사성 표지, 세포 독소에 접합되거나 융합된 항체),

소형 조절 면역 약제(“SMIPsTM”), 단일 사슬 항체, 카멜로이드 항체, 항체 단편 등을 포함할 수 있지만, 이에

한정되지는 않는다. 일부 실시예에서, 상기 용어는 스테이플 펩티드를 지칭할 수 있다. 일부 실시예에서, 상기

용어는 항체-유사 결합 펩티도모방체(peptidomimetic)를 지칭할 수 있다. 일부 실시예에서, 상기 용어는 항체-

유사 결합 스캐폴드 단백질을 지칭할 수 있다. 일부 실시예에서, 상기 용어는 모노바디(monobody) 또는 애드넥

틴(adnectins)을 지칭할 수 있다. 많은 실시예에서, 항체 제제는 그의 아미노산 서열이 상보성 결정 영역 (CD

R)으로서 당업자에 의해 인식되는 하나 이상의 구조 요소를 포함하는 폴리펩티드이거나 이를 포함하고; 일부 실

시예에서 항체 제제는 그의 아미노산 서열이 참조 항체에서 발견되는 것과 실질적으로 동일한 적어도 하나의

CDR (예, 적어도 하나의 중쇄 CDR 및/또는 적어도 하나의 경쇄 CDR)를 포함하는 폴리펩티드이거나 이를 포함한

다. 일부 실시예에서, 포함된 CDR은 서열이 동일하거나 참조 CDR과 비교하여 1 내지 5개의 아미노산 치환을 함

유한다는 점에서 참조 CDR과 실질적으로 동일하다. 일부 실시예에서, 포함된 CDR은 그것이 참조 CDR과 적어도

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

낸다는 점에서 참조 CDR과 실질적으로 동일하다. 일부 실시예에서, 포함된 CDR은 그것이 참조 CDR과 적어도

96%, 96%, 97%, 98%, 99% 또는 100% 서열 동일성을 나타낸다는 점에서 참조 CDR과 실질적으로 동일하다. 일부

실시예에서, 포함된 CDR은 포함된 CDR 내의 적어도 하나의 아미노산이 참조 CDR과 비교하여 결실, 부가 또는 치

환된다는 점에서 참조 CDR과 실질적으로 동일하지만, 포함된 CDR은 그렇지 않으면 참조 CDR의 그것과 동일한 아

미노산 서열을 갖는다. 일부 실시예에서, 포함된 CDR은 포함된 CDR 내의 1-5 아미노산이 참조 CDR과 비교하여

결실, 부가 또는 치환된다는 점에서 참조 CDR과 실질적으로 동일하지만, 포함된 CDR은 그렇지 않으면 참조 CDR

과 동일한 아미노산 서열을 갖는다. 일부 실시예에서, 포함된 CDR은 포함된 CDR 내의 적어도 하나의 아미노산이

참조 CDR과 비교하여 치환된다는 점에서 참조 CDR과 실질적으로 동일하지만, 포함된 CDR은 그렇지 않으면 참조

CDR의 그것과 동일한 아미노산 서열을 갖는다. 일부 실시예에서, 포함된 CDR은 포함된 CDR 내의 1-5 아미노산이

참조 CDR과 비교하여 결실, 부가 또는 치환된다는 점에서 참조 CDR과 실질적으로 동일하지만, 포함된 CDR은 그

렇지 않으면 참조 CDR과 동일한 아미노산 서열을 갖는다. 일부 실시예에서, 항체 제제는 그의 아미노산 서열이

면역글로불린 가변 도메인으로 당업자에 의해 인식되는 구조 요소를 포함하는 폴리펩티드이거나 이를 포함한다.

일부 실시예에서, 항체 제제는 면역글로불린 결합 도메인과 상동성이거나 대체로 상동성인, 결합 도메인을 갖는

폴리펩티드 단백질이다. 일부 실시예에서, 항체 제제는 특정 참조 항체 사슬 또는 사슬들(예를 들어, 중쇄 및/

또는 경쇄)에서 발견되는 모든 CDR을 포함하는 폴리펩티드이거나 이를 포함한다.

항체 성분: 본원에서 사용된 바와 같이, 에피토프 또는 항원에 특이적으로 결합하고 하나 이상의 면역글로불린[0078]

구조 특징부를 포함하는 (완전한 폴리펩티드, 또는 보다 큰 폴리펩티드의 일부, 예를 들어, 본원에 기재된 융합

폴리펩티드일 수도 있는) 폴리펩티드 요소를 지칭한다. 일반적으로 항체 성분은 그의 아미노산 서열이 항체-결

합 영역 (예, 선택적으로 하나 이상의 골격 영역의 존재 하에, 그의 항체 경쇄 또는 가변 영역 또는 하나 이상

의 상보성 결정 영역 ("CDR"), 또는 그의 항체 중쇄 또는 가변 영역 또는 하나 이상의 CDR)의 특징인 요소들을

포함하는 임의의 폴리펩티드이다. 일부 실시예에서, 항체 성분은 전장 항체이거나 이를 포함한다. 일부 실시예

에서, 항체 성분은 전장보다 작지만 적어도 하나의 결합 부위 (알려진 항체 "가변 영역"의 구조를 갖는 적어도

하나, 바람직하게는 적어도 두 개의 서열을 포함 함)를 포함한다. 일부 실시예에서, 용어 "항체 성분"은 면역글

로불린-결합 도메인과 상동성이거나 대체로 상동성인, 결합 도메인을 갖는 임의의 단백질을 포함한다. 특정 실

시예들에서, 포함된 "항체 성분"은 면역글로불린-결합 도메인과 적어도 99% 동일성을 나타내는 결합 도메인을

갖는 폴리펩티드를 포함한다. 일부 실시예에서, 포함된 "항체 성분"은 면역글로불린-결합 도메인, 예를 들어 참

조 면역글로불린-결합 도메인과 적어도 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95% 또는 98% 동일성을 나타내는 결합 도메인

을 갖는 임의의 폴리펩티드를 포함한다.  포함된 "항체  성분"은  자연  공급원에서 발견되는 항체 (또는 그의
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일부, 예를 들어, 그의 항원-결합 부분)와 동일한 아미노산 서열을 가질 수 있다. 항체 성분은 단일특이적, 이

중특이적 또는 다중특이적일 수 있다. 항체 성분은 인간 부류 중 어느 것을 포함한, 임의의 면역글로불린 부류

의 특징적인 구조 요소를 포함할 수 있다: IgG, IgM, IgA, IgD, 및 IgE. 항체의 항원-결합 기능은 전장 항체의

단편에 의해 수행될 수 있다는 것이 밝혀졌다. 그러한 항체의 실시예는 이중특이적, 중복특이적 또는 다중특이

적 포맷일 수도 있다; 2개 이상의 상이한 항원에 특이적으로 결합한다. 항체의 "항원 결합 부분"이라는 용어 내

에 포함되는 결합 단편의 예로는 (i) VH, VL, CH1 및 CL 도메인으로 구성된 일가 단편인, Fab 단편; (ii) 힌지

영역에서 이황화물 브릿지에 의해 연결된 2개의 Fab 단편을 포함하는 이가 단편인, F(ab')2 단편; (iii) VH 및

CH1 도메인으로 구성된 Fd 단편; (iv) 항체의 단일 암의 VH 및 VL 도메인으로 구성된 Fv 단편, (v) 단일 가변 도

메인을 포함하는, dAb 단편 (Ward 등, 1989, Nature 341:544-546); 및 (vi) 단리된 상보성 결정 영역 (CDR)을

포함한다. 더욱이, Fv 단편의 2개의 도메인, VH 및 VL이 별도의 유전자들에 의해 코딩되더라도, 그들은 재조합

방법을 사용하여, VH 및 VL 영역이 일가 분자를 형성하도록 쌍을 이루는 단일 단백질 사슬로 만들 수 있는 합성

링커에 의해, 연결될 수 있다 (단일 사슬 Fv (scFv)로 알려짐; 예를 들어 Bird 등, 1988, Science 242:423-

426; 및 Huston 등, 1988, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85:5879-5883 참조). 일부 실시예에서, 본원에 기재된

"항체  성분"은  그러한  단일  사슬  항체이거나  이를  포함한다.  일부  실시예에서,  "항체  성분"은  디아바디

(diabody)이거나 이를 포함한다. 디아바디는 VH 및 VL 도메인이 동일 사슬 상에서 2개의 도메인 사이에 쌍을 형

성할 수 있게 하기에는 너무 짧은 링커를 사용함으로써, 다른 사슬의 상보적 도메인과 쌍을 이루도록 강제하고,

2개의 항원-결합 부위를 생성하여, 단일 폴리펩티드 사슬에서 발현되는 이가, 이중특이적 항체이다 (예를 들어,

Holliger;  P.,  등,  1993,  Proc.  Natl.  Acad.  Sci.  USA  90:6444-6448;  Poljak,  RJ,  등,  1994,  Structure

2:1121-1123 참조). 이러한 항체 결합 부분은 당업계에 공지되어 있다 (Kontermann 및 Dubel eds., Antibody

Engineering, 2001,  Springer-Verlag. New York. 790 pp. ISBN 3-540-41354-5). 일부 실시예에서, 항체 성분

은 상보적인 경쇄 폴리펩티드와 함께, 한 쌍의 항원 결합 영역을 형성하는, 한 쌍의 탠덤 Fv 절편 (VH-CH1-VH-

CH1)을 포함하는 단일 사슬 "선형 항체”이거나 이를 포함한다 (Zapata 등, 1995, Protein Eng. 8(10):1057-

1062; 및 미국 특허 제5,641,870호). 일부 실시예에서, 항체 성분은 키메라, 인간화 또는 인간 항체의 특징인

구조 요소를 가질 수 있다. 일반적으로, 인간화 항체는 수혜자의 상보성 결정 영역 (CDR)으로부터의 잔기가, 원

하는 특이성, 친화도 및 수용량을 갖는 마우스, 쥐 또는 토끼와 같은 비인간 종 (공여자 항체)의 CDR로부터의

잔기로 대체되는 인간 면역글로불린(수혜자 항체)이다. 일부 실시예에서, 항체 성분은 인간 항체의 특징인 구조

요소를 가질 수 있다. 

항체 단편: 본원에서 사용된 "항체 단편"은 예를 들어, 항체의 항원 결합 영역 또는 가변 영역과 같은 비손상[0079]

(intact)  항체의  부분을  포함한다.  항체  단편의  예로는  Fab,  Fab’,  F(ab’),  및  Fv  단편;  트리아바디

(triabody); 테트라바디; 선형 항체; 단일 사슬 항체 분자; 및 항체 단편으로부터 형성된 다중특이적 항체에 포

함된 CDR 함유 모이어티를 포함한다. 당업자라면 용어 "항체 단편"이 임의의 특정 생성 모드를 의미하지 않으며

이에 한정되지 않음을 이해할 것이다. 항체 단편은 비손상 항체의 절단, 화학 합성, 재조합 생산 등을 포함하지

만, 이에 한정되지 않는 임의의 적절한 방법론을 사용하여 생산될 수 있다. 

생물학적 활성: 본원에 사용된 바와 같이, 관심있는 제제 또는 실재물에 의해 달성된 관찰 가능한 생물학적 효[0080]

과 또는 결과를 지칭한다. 예를 들면, 일부 실시예에서, 특이적 결합 상호작용은 생물학적 활성이다. 일부 실시

예에서, 생물학적 경로 또는 사건의 조절 (예를 들어, 유도, 증진 또는 억제)은 생물학적 활성이다. 일부 실시

예에서, 생물학적 활성의 존재 또는 범위는 관심있는 생물학적 경로 또는 사건에 의해 생성된 직접적 또는 간접

적 산물의 검출을 통해 평가된다. 

이중특이적 항체: 본원에서 사용된 바와 같이, 결합 모이어티의 적어도 하나, 및 통상적으로 둘 모두가 항체 성[0081]

분이거나 이를 포함하는 이중특이적 결합제를 의미한다. 다양한 상이한 이중특이적 항체 구조가 당업계에 공지

되어 있다. 일부 실시예에서, 항체 성분이거나 이를 포함하는 이중특이적 항체의 각각의 결합 모이어티는 VH 및/

또는 VL 영역을 포함하며; 일부 이러한 실시예에서, VH 및/또는 VL 영역은 특정 단일클론 항체에서 발견되는 영

역이다. 일부 실시예에서, 이중특이적 항체가 두 개의 항체 성분-결합 모이어티를 포함하고 있는 경우, 각각은

다른 단일클론 항체으로부터의 VH 및/또는 VL 영역을 포함한다. 일부 실시예에서, 이중특이적 항체는 이량체 이

중특이적 항체이다. 

이중특이적 결합제: 본원에서 사용된 바와 같이, 그 각각이 별도의 표적을 결합하는, 2개의 별도의 결합 모이어[0082]
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티를 갖는 폴리펩티드 제제를 지칭한다. 일부 실시예에서, 이중특이적 결합제는 단일 폴리펩티드이고; 일부 실

시예에서, 이중특이적 결합제는 그러한 일부 실시예예에서, 예를 들어 가교 결합에 의해 서로 공유 결합될 수

있는, 복수의 펩티드이거나, 이를 포함한다. 일부 실시예에서, 이중특이적 결합제의 2개의 결합 모이어티는 다

른 부위 (예를 들어, 에피토프) 동일한 표적 (예를 들어 들어, 항원)을 인식하고; 일부 실시예에서, 그들은 다

른 표적을 인식한다. 일부 실시예에서, 이중특이적 결합제는 다른 구조의 두 표적에 동시에 결합할 수 있다. 

담체: 본원에서 사용된 바와 같이, 조성물과 함께 투여되는 희석제, 어쥬번트(adjuvant), 부형제 또는 비히클을[0083]

의미한다. 일부 예시적인 실시예에서, 담체는 예를 들어 물 및 오일과 같은 무균 액체, 땅콩유, 대두유, 광유,

참깨 유 등과 같은 석유, 동물, 식물 또는 합성 유래의 오일을 포함할 수 있다. 일부 실시예에서, 담체는 하나

이상의 고체 성분이거나 이를 포함한다. 

CDR: 본원에 사용된 바와 같이, 항체 가변 영역 내의 상보성 결정 영역을 지칭한다. 각각의 가변 영역의 경우,[0084]

CDR1,  CDR2  및 CDR3으로 지정된, 중쇄 및 경쇄의 가변 영역 각각에 3개의 CDR이 있다. "CDR들의 세트”또는

"CDR 세트"는 항원을 결합할 수 있는 단일 가변 영역 또는 항원을 결합할 수 있는 동족의 중쇄 및 경쇄 가변 영

역의 CDR에서 발생하는 3개 또는 6개의 CDR 군을 의미한다. CDR의 경계는 시스템에 따라 다르게 정의되었으며,

그 중 몇 개는 당업계에 공지되어 있다 (예를 들어, Kabat, Chothia 등). 

CDR-이식 항체: 본원에 사용된 바와 같이, 그의 아미노산 서열이 한 종으로부터의 중쇄 및 경쇄 가변 영역 서열[0085]

을 포함하지만, VH 및/또는 VL의 CDR 영역 중 하나 이상의 서열이 다른 종의 CDR 서열로 대체되는 항체, 예컨대

쥐 CDR (예, CDR3)의 하나 이상이 인간 CDR 서열로 대체된 쥐 VH 및 VL 영역을 갖는 항체를 의미한다. 마찬가지

로, "CDR-이식 항체”는 또한 인간 CDR (예를 들어, CDR3)의 하나 이상이 마우스 CDR 서열로 대체된, 인간 VH

및 VL 영역을 갖는 항체를 의미할 수 있다. 

키메라 항체: 본원에 사용된 바와 같이, 그의 아미노산 서열이 제1 종에서 발견되는 VH 및 VL 영역 서열 및 제1[0086]

종과는 다른, 제2 종에서 발견되는 불변 영역 서열을 포함하는 항체를 의미한다. 많은 실시예에서, 키메라 항체

는 인간 불변 영역에 연결된 쥐 VH 및 VL 영역을 가지고 있다. 일부 실시예에서, 비인간 불변 영역(예를 들어,

마우스 불변 영역)에 연결된 인간 VH 및 VL 영역이 있는 항체를 "역 키메라 항체"라고 지칭한다. 

비교할만한: 본원에 사용된 바와 같이, 서로 동일하지 않을 수도 있지만 그 사이의 비교를 허용하기에 충분히[0087]

유사하여, 결론이 관찰된 차이점 또는 유사성에 기초하여 합리적으로 유도될 수 있도록 하는, 두 개 이상의 제

제, 실재물, 상황, 조건 세트 등을 의미한다. 당해 기술 분야의 통상의 기술을 가진 자라면, 문맥상, 두 개 이

상의 그러한 제제, 실재물, 상황, 조건 세트 등이 비교할만하다고 여겨지도록 임의의 주어진 상황에서 어떤 정

도의 동일성이 요구되는지를 이해할 것이다. 

대조군: 본원에 사용된 바와 같이, 결과가 비교되는 표준인 "대조군"의 당업계에서 이해되는 의미를 지칭한다.[0088]

일반적으로, 대조군은 이러한 변수에 대한 결론을 내리기 위해 변수를 격리하여 실험에서 온전함을 향상시키는

데 사용된다. 일부 실시예에서, 대조군은 비교자를 제공하기 위해 테스트 반응 또는 분석과 동시에 수행되는 반

응 또는 분석이다. 본원에서 사용된 "대조군"은 "대조군 항체"를 의미할 수 있다. "대조군 항체"는 인간, 비인

간 (예, 쥐), 키메라, 인간화, CDR-이식, 다중특이적 또는 본원에 기재된 이중특이적 항체, 본원에 기재된 바와

상이한 항체, 항체 단편 또는 항체 성분, 또는 모체 항체일 수 있다. 하나의 실험에서, "테스트"(즉, 테스트중

인 변수)가 적용된다. 두 번째 실험에서는 "대조군"은, 테스트중인 변수가 적용되지 않는다. 일부 실시예에서,

대조군은 과거의 대조군 (즉, 이전에 수행된 테스트 또는 분석, 또는 이전에 알려진 양 또는 결과)이다. 일부

실시예에서, 대조군은 인쇄되거나 이와 달리 저장된 기록이거나 이를 포함한다. 대조군은 양성 대조군 또는 음

성 대조군일 수 있다. 

~에 해당하는: 폴리펩티드 서열 내의 아미노산을 참조하여 본원에서 사용된 바와 같이, 관심있는 폴리펩티드의[0089]

아미노산 잔기의 위치/동일성을 지정한다. 당업자라면 간략화를 위해, 폴리펩티드의 잔기가 참조 관련 폴리펩티

드에 기초한 표준 번호 체계(canonical numbering system)를 사용하여 종종 지정되므로, 190번 위치에서의 잔기

에 "해당하는" 아미노산이, 예를 들어, 실제로 특정 아미노산 사슬에서 190번째 아미노산일 필요는 없으며, 오

히려 참조 폴리펩티드의 190번에서 발견되는 잔기에 해당한다는 것을 이해할 것이며; 당업자라면 "해당하는" 아

미노산을 어떻게 식별하는지 쉽게 이해할 것이다. 

효과기 기능: 본원에 사용된 바와 같이, 항체 Fc 영역과 Fc 수용체 또는 리간드의 상호작용으로부터 기인하는[0090]

생화학적 사건을 의미한다. 효과기 기능에는 항체-의존성 세포-매개 세포독성 (ADCC), 항체-의존성 세포-매개
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식균작용 (ADCP) 및 보체-매개 세포독성 (CMC)이 포함되나 이에 한정되지는 않는다. 일부 실시예에서, 효과기

기능은 항원의 결합 후에 작동하는 기능, 항원 결합과 무관하게 작동하는 기능, 또는 둘 다 작동하는 기능이다. 

효과기 세포: 본원에 사용된 바와 같이, 하나 이상의 Fc 수용체를 발현하고 하나 이상의 효과기 기능을 매개하[0091]

는 면역계의 세포를 지칭한다. 일부 실시예에서, 효과기 세포는 단핵구, 대식세포, 호중구, 수지상 세포, 호산

구, 비만 세포, 혈소판, 큰 과립 림프구, 랑게르한스 세포, 자연 살해(NK) 세포, T-림프구, B-림프구를 포함하

지만 이에 한정되지 않을 수도 있으며 인간, 마우스, 랫트, 토끼 및 원숭이를 포함하지만 이에 한정되지 않는

임의의 유기체로부터 유래될 수 있다. 

조작된: 본원에서 사용된 바와 같이, 일반적으로 사람의 손으로 조작된 양상을 가리킨다. 예를 들면, 일부 실시[0092]

예에서, 폴리뉴클레오티드는 자연에서는 이 순서로 함께 연결되지 않은 두 개 이상의 서열이 조작된 폴리뉴클레

오티드에서 서로에 직접 연결되도록 사람의 손에 의해 조작될 때 "조작된" 것으로 간주될 수 있다. 일부 특정

이러한 실시예에서, 조작된 폴리뉴클레오티드는 제1 코딩 서열과 작동적으로 연관되어 있지만 제2 코딩 서열과

작동적으로 연관되지 않은 자연에서 발견되는 조절 서열을 포함할 수 있으며, 이는 사람의 손에 의해 연결되어

작동적으로 제2 코딩 서열과 관련된다. 대안적으로 또는 추가적으로, 일부 실시예에서, 자연에서는 서로 연결되

어 있지 않은 폴리펩티드 요소 또는 도메인을 각각 코딩하는 제1 및 제2 핵산 핵산 서열은 단일의 조작된 폴리

뉴클레오티드에서 서로 연결될 수 있다. 비교할 만하게, 일부 실시예에서, 그 유전 정보가 변형되도록 조작된

경우 (예를 들어, 이전에 존재하지 않았던 새로운 유전 물질이 도입되었거나, 이전에 존재한 유전 물질이 변경

또는 제거된 경우) 세포 또는 유기체는 "조작된”것으로 간주될 수 있다. 통상적인 실무이며 당업자에 의해 이

해되는 바와 같이, 조작된 폴리뉴클레오티드 또는 세포의 자손은 실제 조작이 이전 실재물에 대해 수행되었다

하더라도  여전히  "조작된"  것으로  언급된다.  또한,  당업자라면  이해할  수있는  바와  같이,  본원에  기재된

“조작"이 달성될 수 있는 다양한 방법론이 이용 가능하다. 예를 들면, 일부 실시예에서, “조작”은 분석 또는

비교를 수행하거나, 또는 서열을, 변경 등을 분석, 권고 및/또는 선택하도록 프로그래밍된)컴퓨터 시스템을 사

용하여 (예를 들어, 핵산 서열, 폴리펩티드 서열, 세포, 조직 및/또는 유기체의) 선택 또는 설계를 수반할 수

있다. 대안적으로 또는 추가적으로, 일부 실시예에서, "조작”은 시험관 내 화학 합성 방법론 및/또는 재조합

핵산 기술, 예컨대, 예를 들어, (예, 중합 효소 연쇄 반응을 통한) 핵산 증폭 잡종화, 돌연변이, 형질전환, 형

질감염 등, 및/또는 다양한 제어된 교배 방법론의 사용을 포함할 수 있다. 당업자라면 이해할 수 있는 바와 같

이, 다양한 확립된 이러한 기술 (예, 재조합 DNA, 올리고뉴클레오티드 합성 및 조직 배양 및 형질전환 (예, 전

기천공, 리포펙션 등))이 당업계에 주지되어 있으며 본 명세서 전반에 걸쳐 인용되거나 및/또는 논의되는 다양

한  일반  및  보다  구체적인  참고문헌에  기술되어  있다.  예를  들어,  Sambrook  등,  Molecular  Cloning:  A

Laboratory Manual (2d ed., Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y., 1989)를 참고

한다. 

에피토프: 본원에 사용된 바와 같이, 면역글로불린 (예, 항체 또는 수용체) 결합 성분에 의해 특이적으로 인식[0093]

되는 임의의 모이어티를 포함한다. 일부 실시예에서, 에피토프는 항원 상의 다수의 화학적 원자 또는 기로 구성

된다. 일부 실시예에서, 항원이 관련 삼차원 형태를 채택하는 경우 이러한 화학적 원자 또는 기가 표면에 노출

된다. 일부 실시예에서, 항원이 그러한 형태를 취할 때 이러한 화학적 원자 또는 기는 물리적으로 공간 에서 서

로 가깝다. 일부 실시예에서, 항원이 대체 형태를 취할 때 (예를 들어, 선형화되어 있음) 적어도 일부의 이러한

화학적 원자는 서로 물리적으로 분리되어 있다. 

부형제: 본원에서 사용된 바와 같이, 예를 들어 원하는 일관성 또는 안정화 효과를 제공하거나 기여하기 위해,[0094]

약제학적 조성물에 포함될 수 있는 비-치료제를 의미한다. 적절한 약제학적 부형제로는, 예를 들어 전분, 글루

코오스, 락토오스, 수크로오스, 젤라틴, 맥아, 쌀, 밀가루, 백악, 실리카겔, 스테아르산 나트륨, 글리세롤 모노

스테아레이트, 탈크, 염화나트륨, 건조 탈지유, 글리세롤, 프로필렌, 글리세롤, 물, 에탄올 등을 들 수 있다. 

Fc 리간드: 본원에 사용된 바와 같이, 항체의 Fc 영역에 결합하여 Fc-리간드 복합체를 형성하는 임의의 유기체[0095]

로부터의, 분자, 바람직하게는 폴리펩티드를 지칭한다. Fc 리간드는 FcνRIIA (CD32A), FcνRIIB (CD32B), Fc

νRIIIA (CD16A), FcνRIIIB (CD16B), FcνRI (CD64), FcεRII (CD23), FcRn, Clq, C3, 포도상구균 단백질 A,

연쇄상구균 단백질 G 및 바이러스 FcνR를 포함하지만 이에 한정되지는 않는다. Fc 리간드는 Fc를 결합하는 발

견되지 않은 분자를 포함할 수 있다. 

골격 또는 골격 영역: 본원에 사용된 바와 같이, 가변 영역 마이너스 CDR의 서열을 지칭한다. CDR 서열은 상이[0096]

한 시스템들에 의해 결정될 수 있기 때문에, 마찬가지로 골격 서열은 대응해서 상이한 해석의 대상이 된다. 6개

의  CDR은  중쇄  및  경쇄의  골격  영역을  각각의  사슬  상에  4개의  하위  영역  (FR1,  FR2,  FR3  및  FR4)으로
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분할하며, CDR1은 FR1과 FR2 사이, CDR2는 FR2와 FR3 사이, 및 CDR3은 FR3 및 FR4 사이에 위치한다. 특정 하위

영역을 FR1, FR2, FR3 또는 FR4로 지정하지 않고, 골격 영역은 다른 것으로 언급되는 바와 같이, 단일의 자연

발생하는 면역글로불린 사슬의 가변 영역 내에서 조합된 FR을 나타낸다. 본원에 사용된 바와 같이, FR은 4개의

하위 영역 중 하나를 나타내며, 예를 들어 FR1은 가변 영역의 아미노 말단에 가장 가까운 제1 골격 영역을 나타

내고 CDR1에 대해 5'를 가지고, FR은 골격 영역을 구성하는 하위 영역 중 둘 이상을 나타낸다. 

숙주 세포: 본원에 사용된 바와 같이, 외인성 DNA (재조합 또는 기타)가 도입된 세포를 지칭한다. 본 개시물을[0097]

읽은  숙련자라면  이러한  용어들이  특정한  대상  세포뿐만  아니라,  이러한  세포의  자손을  언급함을  이해할

것이다. 돌연변이 또는 환경적 영향 중 하나로 인해 다음 세대에서 특정 변형이 일어날 수 있기 때문에, 이러한

자손은 사실상, 모체 세포와 동일할 수는 없지만, 본원에 사용된 용어 "숙주 세포"의 범위 내에 포함된다. 일부

실시예에서, 숙주 세포는 외인성 DNA (예, 재조합 핵산 서열)를 발현하는데 적합한 생명 계 중 어느 하나에서

선택된 원핵 세포와 진핵 세포를 포함한다. 대표적인 세포로는 원핵 세포 및 진핵 세포 (단일 세포 또는 다중

세포), 박테리아 세포 (예, E.coli 균주, 바실루스 종, 스트렙토미세스 종 등), 미코박테리아 세포, 진균 세포,

효모 세포 (예, S. 세레비시애, S. 폼베, P. 파스토리스, P. 메타놀리카, 등), 식물 세포, 곤충 세포 (예, SF-

9, SF-21, 바큘로바이러스-감염 곤충 세포, 트리코플루시아 니, 등), 비인간 동물 세포, 인간 세포, 또는 예를

들면, 하이브리도마 또는 쿼드로마와 같은 세포 융합체를 포함한다. 일부 실시예에서, 숙주 세포는 인간, 원숭

이, 유인원, 햄스터, 랫트 또는 마우스 세포이다. 일부 실시예에서, 숙주 세포는 진핵 세포이며 다음과 같은 세

포에서 선택된다: CHO (예를 들어, CHO Kl, DXB-1 1 CHO, Veggie-CHO), COS (예를 들어, COS-7), 망막 세포,

Vero,  CV1,  신장 (예를 들어, HEK293,  293  EBNA,  MSR  293,  MDCK,  HaK,  BHK),  HeLa,  HepG2,  WI38,  MRC  5,

Colo205, HB 8065, HL-60, (예를 들어, BHK21), Jurkat, Daudi, A431 (상피), CV-1, U937, 3T3, L 세포, C127

세포, SP2/0, NS-0, MMT 060562, 세르톨리 세포, BRL 3 A 세포, HT1080 세포, 골수종 세포, 종양 세포, 및 상

기에서 언급한 세포 유래 세포주. 일부 실시예에서, 숙주 세포는 하나 이상의 바이러스 유전자, 예를 들어, 바

이러스 유전자를 발현하는 망막 세포 (예, PER.C6™ 세포)를 포함한다. 

인간 항체: 본원에 사용된 바와 같이, 인간 면역글로불린 서열로부터 생성된 (또는 조립된) 가변 및 불변 영역[0098]

을 갖는 항체를 포함하고자 한다. 일부 실시예에서, 항체 (또는 항체 성분)는 비록 그 아미노산 서열이, 예를

들어 하나 이상의 CDR 및 특히 CDR3에서 인간 생식선 면역글로불린 서열에 의해 암호화되지 않은 잔기 또는 요

소를 포함하고 있지만 (예를 들어, 시험관 내 무작위 또는 자리 특이적 돌연변이 유발 또는 생체 내 체세포 돌

연변이에 의해 본래 도입되었을 수 있는 서열 변이를 포함함) "인간"인 것으로 간주될 수있다.

인간화: 당업계에 공지된 바와 같이, 용어 "인간화"란 그의 아미노산 서열이 비인간 종 (예, 마우스)에서 자란[0099]

참조 항체로부터의 VH 및 VL 영역 서열을 포함하지만, "인간-유사", 즉, 인간 생식선 가변 서열에 더욱 유사하게

만들기 위한 참조 항체에 대한 해당 서열의 변형도 포함하는 항체 (또는 항체 성분)을 지칭하는 데 통상적으로

사용된다.  일부 실시예에서, "인간화" 항체 (또는 항체 성분)는 관심 항원에 면역 특이적으로 결합하고 실질적

으로 인간 항체의 것과 동일한 아미노산 서열을 갖는 골격 (FR) 영역, 및 실질적으로 비인간 항체의 것과 동일

한 아미노산 서열을 갖는 상보성 결정 영역 (CDR)을 포함하는 항체이다. 인간화 항체는 모든 또는 실질적으로

모든 CDR 영역이 비인간 면역글로불린(즉, 공여자 면역글로불린)의 그것들에 해당하고, 모든 또는 실질적으로

모든 골격 영역이 인간 면역글로불린 컨센서스 서열의 그것들인, 적어도 하나, 통상적으로 2개의 가변 도메인

(Fab, Fab', F(ab')2, FabC, Fv) 중 실질적으로 전부를 포함한다. 일부 실시예에서, 인간화 항체는 또한 면역글

로불린 불변 영역 (Fc)의 적어도 일부, 통상적으로 인간 면역글로불린 불변 영역의 그것을 포함한다. 일부 실시

예에서, 인간화 항체는 경쇄뿐만 아니라 적어도 중쇄의 가변적인 영역을 포함한다. 항체는 또한 중쇄 불변 영역

의 CH1, 힌지, CH2, CH3, 및 선택적으로 CH4 영역을 포함할 수도 있다. 일부 실시예에서, 인간화 항체는 인간화

된 VL 영역만을 포함하고 있다. 일부 실시예에서, 인간화 항체는 인간화된 VH 영역만을 포함하고 있다. 일부 소

정의 실시예에서, 인간화 항체는 인간화된 VH 및 VL 영역을 포함하고 있다. 

개선, 증가 또는 감소: 본원에 사용된 바와 같이, 또는 그 문법적 등가물은, 본원에 기재된 치료의 개시 이전에[0100]

동일한 개체에서의 측정, 또는 본원에 기재된 치료의 부재 시에 대조군 개체 (또는 다수의 대조군 개체)에서의

측정과 같은, 기준선 측정에 대해 상대적인 값을 나타낸다. "대조군 개체"는 치료 중인 개체와 동일한 형태의

질병이나 상해를 겪는 개체이다. 

시험관 내: 본원에 사용된 바와 같이, 다세포성 유기체 내에서보다는 오히려, 인공 환경에서, 예를 들면 시험관[0101]

또는 반응 용기에서, 세포 배양 등에서 발생하는 사건을 의미한다. 
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생체 내: 본원에 사용된 바와 같이, 인간 및 비인간 동물과 같은, 다세포성 유기체 내에서 발생하는 사건을 지[0102]

칭한다. 세포 기반 시스템과 관련하여, 이 용어는 (예를 들어, 시험관 내 시스템과 반대로) 살아있는 세포 내에

서 발생하는 사건을 지칭하는 데 사용될 수 있다. 

단리된: 본원에 사용된 바와 같이, (1) 초기 생산시 (자연에서 및/또는 실험실 환경에서든지) 그것이 연관된 성[0103]

분의 적어도 일부로부터 분리되었으며 그리고/또는 (2) 사람의 손으로 설계, 생산, 준비 및/또는 제조된 물질

및/또는 실재물을 의미한다. 단리된 물질 및/또는 실재물은 그것들이 초기에 결합된 다른 성분들의 약 10%, 약

20%, 약 30%, 약 40%, 약 50%, 약 60%, 약 70%, 약 80%, 약 90%, 약 91% 약 92%, 약 93%, 약 94%, 약 95%, 약

96%, 약 97%, 약 98%, 약 99% 또는 99% 초과로부터 분리될 수도 있다. 일부 실시예에서 단리된 제제는 약 80%,

약 85%, 약 90%, 약 91% 약 92%, 약 93%, 약 94%, 약 95%, 약 96%, 약 97%, 약 98%, 약 99% 또는 99% 초과의

순도를 갖는다. 본원에 사용된 바와 같이, 물질은 다른 성분이 실질적으로 없는 경우 "순수"하다. 일부 실시예

에서, 당업자가 이해할 수있는 바와 같이, 물질은 예를 들어, 하나 이상의 담체 또는 부형제 (예를 들어, 완충

제, 용매, 물 등)와 같은 소정의 다른 성분들과 조합된 후에도 여전히 “단리된”또는 심지어 “순수한”것으로

간주될 수 있다; 그러한 실시예들에서, 물질의 단리% 또는 순도%는 이러한 담체 또는 부형제를 포함하지 않고

계산된다. 하나 이외의 예를 제공하기 위해, 일부 실시예에서, 자연에서 발생하는 폴리펩티드 또는 폴리뉴클레

오티드와 같은 생물학적 고분자는, a) 그것의 기원 또는 파생 원에 의해 자연에서 본래의 상태로 그것을 수반하

는 일부 또는 모든 성분과 연관되지 않으며; b) 자연에서 그것을 생산하는 종으로부터의 동일한 종의 핵산 또는

다른 폴리펩티드가 실질적으로 없으며; c) 자연에서 그것을 생산하는 종의 것이 아닌 세포 또는 다른 발현 시스

템으로부터의 성분들에 의해 발현되거나 그렇지 않으면 연관되는 경우, "단리된”것으로 간주된다. 따라서, 예

를 들어, 일부 실시예에서, 화학적으로 합성되거나, 자연에서 그것을 생산하는 것과 다른 세포 시스템에서 합성

되는 폴리펩티드를 "단리된" 폴리펩티드인 것으로 간주한다. 대안적으로 또는 추가적으로, 일부 실시예에서, 하

나 이상의 정제 기술을 거친 폴리펩티드는 a) 자연에서 그것이 연관되고; 그리고/또는 b) 초기에 생산되었을 때

그것이 연관되어 있는, 다른 성분으로부터 분리된 정도로 "단리된" 폴리펩티드인 것으로 간주될 수 있다. 

KA: 본원에 사용된 바와 같이, 그의 파트너 (예를 들어, 항체 제제 또는 그의 결합 성분이 결합하는 에피토프)[0104]

와의  복합체로부터  결합제  (예를  들어,  항체  제제  또는  그의  결합  성분)의  결합  (또는  친화도)  상수를

의미한다. 

KD: 본원에 사용된 바와 같이, 그의 파트너 (예를 들어, 항체 제제 또는 그의 결합 성분이 결합하는 에피토프)[0105]

와의 복합체로부터 결합제 (예를 들어, 항체 제제 또는 그의 결합 성분)의 분리 상수를 의미한다. 

k오프: 본원에 사용된 바와 같이, 그의 파트너 (예를 들어, 항체 제제 또는 그의 결합 성분이 결합하는 에피토[0106]

프)와의 복합체로부터 결합제 (예를 들어, 항체 제제 또는 그의 결합 성분)의 오프(off)율 상수를 의미한다. 

k온: 본원에 사용된 바와 같이, 그의 파트너 (예를 들어, 항체 제제 또는 그의 결합 성분이 결합하는 에피토프)[0107]

와의 복합체로부터 결합제 (예를 들어, 항체 제제 또는 그의 결합 성분)의 온(on)율 상수를 의미한다. 

링커: 본원에 사용된 바와 같이, 다른 요소를 서로 연결시키는 다수 요소 폴리펩티드의 부분을 지칭하는데 사용[0108]

된다. 예를 들면, 본 기술분야에서 통상의 기술을 가진 자들이라면 그 구조가 두 개 이상의 기능적 또는 조직적

도메인을 포함하는 폴리펩티드가 종종 서로 연결시키는 이들 도메인 간의 아미노산의 스트레치를 포함한다는 것

을  이해한다.  일부  실시예에서,  링커  요소를  포함하는  폴리펩티드는  일반  형태인  S1-L-S2의  전체  구조를

가지며, 여기서 S1 및 S2는 동일하거나 상이할 수 있고 링커에 의해 서로 결합된 2개의 도메인을 나타낼 수 있

다. 일부 실시예에서, 링커는 적어도 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20,

21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95, 100 또는

그 이상의 아미노산 길이이다. 일부 실시예에서, 링커는 단단한 삼차원 구조를 채택하지 않는 경향이 있지만,

오히려 폴리펩티드에 유연성을 제공한다는 점에 특징이 있다. 폴리펩티드(예, 융합 폴리펩티드)를 조작할 때 적

절하게 사용될 수 있는 다양한 링커 요소가 당업계에 공지되어 있다 (예를 들어, Holliger,  P.,  등,  1993,

Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 90:6444-6448; Poljak, R. J. 등, 1994, Structure 2:1121-1123 참고). 

다가 결합제 (또는 다중특이적 결합제): 본원에 사용된 바와 같이, 동일한 분자 또는 상이한 분자 상에 존재할[0109]

수 있는, 둘 이상의 항원에 결합할 수 있는 결합제를 의미한다. 본원에 기재된 바와 같은 다가 결합제는, 일부

실시예에서, 둘 이상의 항원-결합 부위를 갖도록 조작되고, 통상적으로 자연 발생 단백질이 아니다. 본원에 기

재된 바와 같은 다가 결합제는 둘 이상의 관련된 또는 비관련 표적을 결합할 수 있는 결합제를 지칭한다. 다가

결합제는 단일 항체 성분의 다중 사본 또는 상이한 항체 성분의 다중 사본으로 구성될 수 있다. 이러한 결합제
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는 둘 이상의 항원에 결합할 수 있고 4가 또는 다가 결합제이다. 다가 결합제는 예를 들어, 면역 조절제, 독소

또는  RNase와  같은  치료제를  추가로  포함할  수  있다.  본원에  기재된  바와  같은  다가  결합제는,  일부

실시예에서, 상이한 구조, 예를 들어, 2개의 상이한 항원, 동일한 항원 상의 2개의 상이한 에피토프, 또는 합텐

및/또는 항원 또는 에피토프를 갖는 적어도 2개의 표적에 동시에 결합할 수 있다. 많은 실시예에서, 본 발명의

다가 결합제는 본원에 기재된 바와 같은 다가 결합제의 특성을 갖도록 조작된 단백질이다. 본 발명의 다가 결합

제는 단일특이적 (하나의 항원을 결합할 수 있음) 또는 다중특이적 (둘 이상의 항원을 결합할 수 있음)일 수 있

으며, 2개의 중쇄 폴리펩티드 및 2개의 경쇄 폴리펩티드로 구성될 수 있다. 일부 실시예에서, 각각의 결합 부위

는 항원-결합 부위 당 항원 결합에 관여하는 총 6개의 CDR을 갖는 중쇄 가변 도메인 및 경쇄 가변 도메인으로

구성된다. 

핵산: 본원에 사용된 바와 같이, 최광의에서, 올리고뉴클레오티드 사슬에 혼입되거나 혼입될 수 있는 임의의 화[0110]

합물 및/또는 물질을 의미한다. 일부 실시예에서, 핵산은 포스포디에스테르 결합을 통해 올리고뉴클레오티드 사

슬에 혼입되거나 혼입될 수 있는 화합물 및/또는 물질이다. 문맥에서 분명히 알 수 있듯이, 일부 실시예에서,

 "핵산"은 개개의 핵산 잔기 (예, 뉴클레오티드 및/또는 뉴클레오시드)를 지칭하며; 일부 실시예에서, "핵산"은

개개의 핵산 잔기를 포함하는 올리고뉴클레오티드 사슬을 지칭한다. 일부 실시예에서, "핵산"은 RNA이거나 RNA

를 포함하며; 일부 실시예에서, "핵산”은 DNA이거나 DNA를 포함한다. 일부 실시예에서, 핵산은 하나 이상의 천

연 핵산 잔기이거나, 이를 포함하거나, 이것으로 구성된다. 일부 실시예에서, 핵산은 하나 이상의 핵산 유사체

이거나, 이를 포함하거나, 이것으로 구성된다. 일부 실시예에서, 핵산 유사체는 포스포디에스테르 백본을 사용

하지 않는다는 점에서 핵산과 다르다. 예를 들면, 일부 실시예에서, 핵산은 당업계에 공지되어 있고 백본에 포

스포디에스테르 결합 대신에 펩티드 결합을 갖는, 하나 이상의 "펩티드 핵산"이거나, 이를 포함하거나, 이것으

로 구성되며, 본 발명의 범위 내로 간주된다. 대안적으로 또는 추가적으로, 일부 실시예에서, 핵산은 포스포디

에스테르 결합 보다는 하나 이상의 포스포로티오에이트 및/또는 5'-N-포스포르아미다이트 결합을 갖는다. 일부

실시예에서, 핵산은 하나 이상의 천연 뉴클레오시드 (예, 아데노신, 티미딘, 구아노신, 시티딘, 우리딘, 데옥시

아데노신, 데옥시티미딘, 데옥시구아노신 및 데옥시시티딘)이거나, 이를 포함하거나, 또는 이들로 구성된다. 일

부 실시예에서, 핵산은 하나 이상의 뉴클레오시드 유사체 (예, 2-아미노아데노신, 2-티오티미딘, 이노신, 피롤

로-피리미딘, 3-메틸 아데노신, 5-메틸시티딘, C-5 프로피닐-시티딘, C-5 프로피닐-우리딘, 2-아미노아데노신,

C5-브로모우리딘, C5-플루오로우리딘, C5-요오도우리딘, C5-프로피닐-우리딘, C5- 프로피닐-시티딘, C5-메틸시

티딘, 2-아미노아데노신, 7-데아자아데노신, 7-데아자구아노신, 8-옥소아데노신, 8-옥소구아노신, 0(6)-메틸구

아닌, 2-티오시티딘, 메틸화 염기, 개재 염기(intercalated base) 및 이들의 조합)이거나, 이를 포함하거나, 또

는 이들로 구성된다. 일부 실시예에서, 핵산은 천연 핵산과 비교하여 하나 이상의 개질된 당 (예, 2'-플루오로

리보오스, 리보오스, 2'-데옥시리보오스, 아라비노오스 및 헥소오스)을 포함한다. 일부 실시예에서, 핵산은 RNA

또는 단백질과 같은 기능성 유전자 산물을 암호화하는 뉴클레오티드 서열을 가지고 있다. 일부 실시예에서, 핵

산은 하나 이상의 인트론을 포함한다. 일부 실시예에서, 핵산은 천연 공급원으로부터의 하나 이상의 단리, 상보

적인 주형에 기초한 중합화에 의한 효소적 합성 (생체 내 또는 시험관 내), 재조합 세포 또는 시스템에서의 재

생산, 그리고 화학 합성에 의해 제조된다. 일부 실시예에서, 핵산은 적어도 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 15, 20,

25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95, 100, 1 10, 120, 130, 140, 150, 160, 170,

180, 190, 20, 225, 250, 275, 300, 325, 350, 375, 400, 425, 450, 475, 500, 600, 700, 800, 900, 1000,

1500, 2000, 2500, 3000, 3500, 4000, 4500, 5000 또는 그 이상의 잔기 길이이다. 일부 실시예에서, 핵산은 단

일 가닥이며; 일부 실시예에서, 핵산은 이중 가닥이다. 일부 실시예에서 핵산은 폴리펩티드를 암호화하는 적어

도 하나의 요소를 포함하는 뉴클레오티드 서열을 갖거나, 폴리펩티드를 암호화하는 서열의 상보체이다. 일부 실

시예에서 핵산은 효소 활성을 가지고 있다. 

작동가능하게 연결된: 본원에 사용된 바와 같이, 기재된 성분이 의도된 방식으로 기능할 수 있게 하는 관계에[0111]

있는, 병치(juxtaposition)를 말한다. 코딩 서열에 "작동가능하게 연결된" 조절 서열은 조절 서열과 양립 가능

한 조건 하에서 코딩 서열의 발현이 달성되는 방식으로 연결(ligate)된다. "작동가능하게 연결된" 서열은 관심

유전자와 인접하는 발현 조절 서열 및 상기 관심 유전자를 조절하도록 트랜스 또는 거리에서 작용하는 발현 조

절 서열을 모두 포함한다. 본원에 사용된 용어 "발현 조절 서열"은 그들이 연결되는 코딩 서열의 발현 및 가공

을 수행하는데 필요한 폴리뉴클레오티드 서열을 지칭한다. 발현 조절 서열은 적절한 전사 개시, 종결, 프로모터

및 인핸서 서열; 스플라이싱 및 폴리아데닐화 신호와 같은 효율적인 RNA 가공 신호; 세포질 mRNA를 안정화시키

는 서열; 번역 효율을 향상시키는 서열 (즉, 코작(Kozak) 컨센서스 서열); 단백질 안정성을 향상시키는 서열;

및 원하는 경우, 단백질 분비를 향상시키는 서열을 포함한다. 이러한 조절 서열의 성질은 숙주 유기체에 따라

상이하다. 예를 들면, 원핵 세포에서, 이러한 조절 서열은 일반적으로 프로모터, 리보솜 결합 부위 및 전사 종
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결 서열을 포함하지만, 진핵 세포에서는 통상적으로, 이러한 조절 서열은 프로모터 및 전사 종결 서열을 포함한

다. "조절 서열"이라는 용어는 그 존재가 발현 및 가공에 필수적인 성분들을 포함하는 것으로 의도되며, 그 존

재가 유리한 추가 성분, 예를 들어 선도 서열 및 융합 파트너 서열을 또한 포함할 수 있다. 

펩티드: 본원에 사용된 바와 같이, 펩티드는 통상적으로 비교적 짧고, 예를 들어 약 100 아미노산 미만, 약 50[0112]

아미노산 미만, 20 아미노산 미만, 또는 10 아미노산 미만의 길이를 갖는 폴리펩티드를 의미한다. 일부 실시예

에서 펩티드는 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14 또는 15 아미노산 길이이다. 

생리학적 조건: 본원에 사용된 바와 같이, 세포 또는 유기체가 살고 및/또는 생식하는 조건을 참조하는 그 분야[0113]

에서 이해되는 의미를 갖는다. 일부 실시예에서, 이 용어는 유기체나 세포계에서 자연적으로 발생할 수 있는 외

부 또는 내부 환경의 상태를 의미한다. 일부 실시예에서, 생리학적 조건은 인간 또는 비인간 동물의 체내에 존

재하는 상태, 특히 수술 부위 지점 및/또는 내부에 존재하는 상태이다. 생리학적 조건은 통상적으로 20-40℃의

온도 범위, 1의 대기압, 6-8의 pH, 1-20 mM의 글루코오스 농도, 대기 수준의 산소 농도, 및 지구상에서 접하는

중력을 포함한다. 일부 실시예에서, 실험실에서의 조건은 생리학적 조건에서 조작되고 그리고/또는 유지된다.

일부 실시예에서, 생리학적 조건은 유기체에서 접하게 된다. 

폴리펩티드: 본원에 사용된 바와 같이, 임의의 아미노산 고분자 사슬을 의미한다. 일부 실시예에서, 폴리펩티드[0114]

는 자연에서 발생하는 아미노산 서열을 가지고 있다. 일부 실시예에서, 폴리펩티드는 자연에서 발생하지 않는

아미노산 서열을 가지고 있다. 일부 실시예에서, 폴리펩티드는 사람의 수작업을 통해 설계되고 및/또는 생산된

다는 점에서 조작된 아미노산 서열을 가지고 있다. 일부 실시예에서, 폴리펩티드는 천연 아미노산, 비 천연 아

미노산, 또는 이들 모두를 포함하거나 이들로 구성될 수 있다. 일부 실시예에서, 폴리펩티드는 오직 천연 아미

노산 만 또는 비 천연 아미노산 만을 포함하거나 이들로 구성될 수 있다. 일부 실시예에서, 폴리펩티드는 D-아

미노산, L-아미노산 또는 이들 모두를 포함할 수 있다. 일부 실시예에서, 폴리펩티드는 D-아미노산만을 포함할

수 있다. 일부 실시예에서, 폴리펩티드는 L-아미노산만을 포함할 수 있다. 일부 실시예에서, 폴리펩티드는 예를

들면, 폴리펩티드의 N-말단, 폴리펩티드의 C-말단에서 또는 이들의 임의의 조합에서, 하나 이상의 아미노산 측

쇄를 변형 또는 이에 부착되는, 하나 이상의 펜던트 기 또는 기타 변형을 포함할 수 있다. 일부 실시예에서, 이

러한 펜던트 기 또는 변형은 이들의 조합을 비롯해, 아세틸화, 아미드화, 지질화, 메틸화, 페길화 등으로 구성

되는 그룹으로부터 선택될 수 있다. 일부 실시예에서, 폴리펩티드는 환형일 수 있고, 및/또는 환형 부분을 포함

할 수 있다. 일부 실시예에서, 폴리펩티드는 환형이 아니며, 및/또는 임의의 환형 부분을 포함하지 않는다. 일

부 실시예에서, 폴리펩티드는 선형이다. 일부 실시예에서, 폴리펩티드는 스테이플 폴리펩티드일 수 있거나 또는

이를 포함할 수 있다. 일부 실시예에서, "폴리펩티드"라는 용어는 참조 폴리펩티드, 활성 또는 구조의 이름에

첨부될 수 있다; 그러한 예에서, 관련 활성 또는 구조를 공유하는 폴리펩티드를 지칭하기 위해 본원에서 사용되

며, 따라서 동일한 폴리펩티드 부류 또는 집단의 구성원으로 간주될 수 있다. 각각의 상기 부류에 대하여, 본

명세서는 제공하며 그리고/또는 당업계의 숙련자라면 그의 아미노산 서열 및/또는 기능이 공지된 부류 내의 예

시적인 폴리펩티드들을 알고 있을 것이며; 일부 실시예에서, 이러한 예시적인 폴리펩티드는 폴리펩티드 부류에

대한 참조 폴리펩티드이다. 일부 실시예에서, 폴리펩티드 부류 또는 집단의 구성원은 해당 부류의 참조 폴리펩

티드와; 일부 실시예에서, 부류 내의 모든 폴리펩티드와) 상당한 서열 상동성 또는 동일성을 보여주고, 공통 서

열 모티프(sequence motif) (예를 들어, 특징적인 서열 요소)를 공유하며, 그리고/또는 (일부 실시예에서 비교

할만한 수준에서 또는 지정된 범위 내에서) 공통 활성을 공유한다. 예를 들면, 일부 실시예에서, 구성원 폴리펩

티드는 적어도 약 30 내지 40%이고, 종종 약 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%,

98%, 99% 또는 그 보다 큰 참조 폴리펩티드와의 전체 상동성 또는 동일성 정도를 나타내고 및/또는 종종 90% 초

과, 심지어 95%, 96%, 97%, 98% 또는 99% 보다 큰 매우 높은 서열 동일성을 나타내는 적어도 하나의 영역 (즉,

일부 실시예에서 특징적인 서열 요소이거나 이를 포함할 수 있는 보존 영역)을 포함한다. 그러한 보존 영역은

대개 적어도 3 내지 4개, 종종 최대 20개 또는 그 이상의 아미노산을 포함하며; 일부 실시예에서, 보존 영역은

적어도 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15 또는 그 이상의 연속적인 아미노산의 적어도 하나의

스트레치를 포함한다. 일부 실시예에서, 유용한 폴리펩티드는 모체 폴리펩티드의 단편을 포함하거나 그 단편으

로 이루어질 수 있다. 일부 실시예에서, 유용한 폴리펩티드는 다수의 단편을 포함하거나 이들로 이루어질 수 있

는데, 이들 각각은 관심있는 폴리펩티드에서 발견되는 것보다 서로에 대해 다른 공간 배열로 동일한 모체 폴리

펩티드에서 발견되어서 (예를 들어, 모체에서 직접 연결된 단편은 관심있는 폴리펩티드에서 공간적으로 분리될

수 있거나 또는 그 반대일 수 있고, 및/또는 단편은 모체에서 보다는 관심있는 폴리펩티드에서 다른 순서로 존

재할 수 있음), 따라서 관심있는 폴리펩티드는 그의 모체 폴리펩티드의 유도체이다.

예방하다 또는 예방: 질환, 장애, 및/또는 상태의 발생과 관련하여 사용될 때, 본원에서 사용된 바와 같이, 질[0115]
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병, 장애 및/또는 상태의 발병 위험을 감소시키고 및/또는 질병, 장애 또는 상태의 하나 이상의 특성 또는 징후

의 발생을 지연시키는 것을 지칭한다. 예방은 질병, 장애 또는 상태의 발생이 미리 정의된 기간 동안 지연되었

을 때 완성된 것으로 간주될 수 있다. 

재조합: 본원에서 사용된 바와 같이, 재조합 수단에 의해 설계, 조작, 조제, 발현, 생성 또는 단리되는 폴리펩[0116]

티드(예를 들어, 항체 또는 항체 성분, 또는 본원에 기재된 다중특이적 결합제), 예컨대 숙주 세포 내로 형질감

염된 재조합 발현 벡터를 사용하여 발현된 폴리펩티드, 재조합 조합형 인간 폴리펩티드 라이브러리로부터 단리

된 폴리펩티드 (Hoogenboom H.R., 1997, TIB Tech. 15:62-70; Azzazy H., and Highsmith W.E., 2002, Clin.

Biochem. 35:425-445; Gavilondo J.V., and Larrick J.W., 2002, BioTechniques 29:128-145; Hoogenboom H.,

and Chames P., 2000, Immunol. Today 21:371-378), 인간 면역글로불린 유전자에 대해 트랜스제닉인 동물 (예

를 들어, 마우스)에서 단리된 항체 (예를 들어, Taylor,  L.D.,  등, 1992,  Nucl.  Acids  Res.  20:6287-6295;

Kellermann S-A., and Green L.L., 2002, Curr. Opin. Biotech. 13:593-597; Little, M. 등, 2000, Immunol.

Today 21:364-370; Murphy, A.J. 등, 2014, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 111(14):5153-5158 참고) 또는 선

택된 서열 요소를 서로 스플라이싱하는 것을 포함하는 임의의 다른 수단에 의해 제조, 발현, 생성 또는 단리된

폴리펩티드를 지칭하고자 한다. 일부 실시예에서, 이러한 선택된 서열 요소들 중 하나 이상이 자연에서 발견된

다. 일부 실시예에서, 이러한 선택된 서열 요소들 중 하나 이상이 인 실리코로 설계된다. 일부 실시예에서, 하

나 이상의 이러한 선택된 서열 요소는 공지된 서열 요소, 예를 들어, 천연 또는 합성 공급원의 돌연변이 유발

(예를 들어, 생체 내 또는 시험관 내)에서 유래한다. 예를 들면, 일부 실시예에서, 재조합 항체 폴리펩티드는

관심있는 공급원 유기체 (예를 들어, 인간, 마우스 등)의 생식선에서 발견되는 서열로 구성된다. 일부 실시예에

서, 재조합 항체는 돌연변이 유발에 기인한 아미노산 서열을 가져서 (예를 들어, 시험관 내 또는 생체 내, 예를

들어 트랜스제닉 동물에서), 재조합 항체의 VH 및 VL 영역의 아미노산 서열은, 생식선 VH 및 VL 서열에서 기원하

고 이와 관련되면서도, 생체 내 생식선 항체 레퍼토리 내에 자연적으로 존재하지 않을 수도 있는 서열이다. 

회수: 본원에 사용된 바와 같이, 예를 들어 당업계에 공지된 정제 기술을 사용하여, 단리에 의해 이전에 연관되[0117]

었던 다른 성분이 실질적으로 없는 제제 또는 실재물을 만드는 공정을 의미한다. 일부 실시예에서, 제제 또는

실재물은 천연 공읍원 및/또는 세포를 포함하는 공급원으로부터 회수된다. 

참조: 본원에 사용된 바와 같이, 본원에 기재된 바와 같이 비교가 이루어지는 표준, 대조군 또는 다른 적절한[0118]

참조를 기술한다. 예를 들면, 일부 실시예에서, 참조란 표준 또는 대조 제제, 동물, 개체, 집단, 샘플, 서열,

단계 시리즈, 상태 세트, 또는 관심있는 제제, 동물, 개체, 집단, 샘플, 서열, 단계 시리즈, 상태 세트, 또는

값이 비교되는 값이다. 일부 실시예에서, 참조는 관심있는 시험이나 결정과 사실상 동시에 시험되고 그리고/또

는 결정된다. 일부 실시예에서, 참조는 선택적으로 유형의 매체로 구현된, 역사적인 참조이다. 통상적으로, 당

업자가 이해할 수 있는 바와 같이, 참조는 관심있는 평가에서 이용되는 것과 비교할 만한 조건 하에서 결정되거

나 특징화된다. 

위험: 문맥상 이해되는 바와 같이, 질병, 장애, 및/또는 상태의 "위험"은 특정 개인이 질병, 장애, 및/또는 상[0119]

태 (예를 들어, 방사선 상해)가 발달하게 될 가능성을 포함한다. 일부 실시예에서, 위험은 백분율로 표시된다.

일부 실시예에서, 위험은 0, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 및 최대 100%이

다.  일부  실시예에서  위험은  참조  샘플  또는  참조  샘플  그룹과  연관된  위험에  대해  상대적인  위험으로

표시된다. 일부 실시예에서, 참조 샘플 또는 참조 샘플 그룹은 질병, 장애, 상태 및/또는 사건 (방사선 상해)의

알려진 위험을 가지고 있다. 일부 실시예에서 참조 샘플 또는 참조 샘플 그룹은 특정 개체에 비교할 만한 개체

으로부터 나온 것이다. 일부 실시예에서, 상대 위험도는 0, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 또는 그 이상이다. 

특이적 결합: 본원에 사용된 바와 같이, 결합이 일어날 환경에서 가능한 파트너를 구별하는 결합제의 능력을 의[0120]

미한다. 다른 잠재 표적이 존재할 때 하나의 특정한 표적과 상호작용하는 결합제는 그것이 상호작용하는 표적과

"특이적으로 결합한다"고 한다. 일부 실시예에서, 특이적 결합은 결합제와 그 파트너 사이의 연관 정도를 검출

하거나 결정함으로써 평가되며; 일부 실시예에서, 특이적 결합은 결합제-파트너 복합체의 해리 정도를 검출하거

나 결정함으로써 평가되며; 일부 실시예에서, 특이적 결합은 결합제가 파트너와 다른 실재물 사이의 대안적인

상호작용과 경쟁하는 능력을 검출하거나 결정함으로써 평가된다. 일부 실시예에서, 특이적 결합은 다양한 농도

범위에서 그러한 검출 또는 결정을 수행함으로써 평가된다. 

대상: 본원에 사용된 바와 같이, 인간을 비롯한 임의의 포유류를 의미한다. 본 발명의 소정의 실시예들에서 대[0121]

상은 성인, 청소년 또는 유아이다. 일부 실시예에서, "개체" 또는 "환자"라는 용어가 "대상"과 상호교환가능하

도록 사용되며 의도된다   또한, 본 발명에 의해 약제학적 조성물의 투여 및/또는 자궁 내 치료 방법의 수행이
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고려된다. 

실질적으로: 본원에 사용된 바와 같이, 용어 "실질적으로"는 관심있는 특징 또는 특성의 전체 또는 거의 전체[0122]

범위 또는 정도를 나타내는 정성적 상태를 의미한다. 생물학 기술 분야의 숙련자라면 생물학적 및 화학적 현상

이 거의 완성으로 가고 그리고/또는 완성으로 진행하거나 또는 절대적 결과를 달성하지 않거나 회피한다는 것을

이해할 것이다. 그러므로 "실질적으로"라는 용어는 많은 생물학적 및 화학적 현상에 내재된 완성의 잠재적인 부

족을 포착하기 위해 여기에서 사용된다. 

실질적인 서열 상동성: 본원에 사용된 바와 같이, 어구 "실질적인 상동성"은 아미노산 또는 핵산 서열 간의 비[0123]

교를 의미한다. 본 기술 분야에서 숙련자가 알 수 있는 바와 같이, 2개의 서열은 상응하는 위치에 상동성 잔기

를 함유하는 경우 일반적으로 "실질적으로 상동성"인 것으로 간주된다. 상동성 잔기는 동일한 잔기일 수 있다.

대안적으로, 상동성 잔기는 적절하게 유사한 구조적 및/또는 기능적 특성인 동일하지 않은 잔기일 수 있다. 예

를 들면, 본 기술 분야에서 숙련자가 알 수 있는 바와 같이, 소정의 아미노산은 통상적으로 "소수성”또는 "친

수성" 아미노산으로, 그리고/또는 "극성" 또는 "비극성" 측쇄를 갖는 것으로 분류된다. 동일한 유형의 다른 것

에 대한 하나의 아미노산의 치환은 종종 "동종"치환으로 간주될 수 있다. 통상적인 아미노산 분류체계는 다음과

같이 요약된다:

[0124]

당업계에 널리 공지된 바와 같이, 아미노산 서열 또는 핵산 서열은 뉴클레오티드 서열에 대한 BLASTN 및 아미노[0125]

산 서열에 대한 BLASTP, gapped BLAST 및 PSI-BLAST와 같은 상업적 컴퓨터 프로그램에서 이용가능한 것들을 포

함하는, 다양한 알고리즘 중 임의의 것을 사용하여 비교될 수 있다. 예시적인 이러한 프로그램은 Altschul 등,

1990,  J.  Mol.  Biol.,  215(3):403-410;  Altschul  등,  1996,  Meth.  Enzymology  266:460-480;  Altschul  등,

1997, Nucleic Acids Res. 25:3389-3402; Baxevanis 등, Bioinformatics: A Practical Guide to the Analysis

of  Genes  and  Proteins,  Wiley,  1998;  및  Misener,  등,  (eds.),  Bioinformatics  Methods  and  Protocols

(Methods  in  Molecular  Biology,  Vol.  132),  Humana  Press,  1999에  기술되어  있다.  상동성  서열의  확인

이외에,  상기  언급된  프로그램은  통상적으로  상동성의  정도의  지표를  제공한다.  일부  실시예에서,  2개의

서열은, 이들의 상응하는 잔기 중 적어도 50%, 적어도 55%, 적어도 60%, 적어도 65%, 적어도 70%, 적어도 75%,

적어도 80%, 적어도 85%, 적어도 90%, 적어도 91%, 적어도 92%, 적어도 93%, 적어도 94%, 적어도 95%, 적어도

96%, 적어도 97%, 적어도 98%, 적어도 99% 또는 그 이상이 잔기들 중 관련 스트레치에 대해 상동성인 경우 실질

적으로 상동성인 것으로 간주된다. 일부 실시예에서, 상기 관련 스트레치는 완전한 서열이다. 일부 실시예에서,

상기 관련 스트레치는 적어도 10, 적어도 15, 적어도 20, 적어도 25, 적어도 30, 적어도 35, 적어도 40, 적어도

45, 적어도 50, 적어도 55, 적어도 60, 적어도 65, 적어도 70, 적어도 75, 적어도 80, 적어도 85, 적어도 90,

적어도 95, 적어도 100, 적어도 125, 적어도 150, 적어도 175, 적어도 200, 적어도 225, 적어도 250, 적어도

275, 적어도 300, 적어도 325, 적어도 350, 적어도 375, 적어도 400, 적어도 425, 적어도 450, 적어도 475, 적

어도 500 또는 그 이상의 잔기이다.
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실질적인 동일성: 본원에 사용된 바와 같이, 어구 "실질적인 동일성"은 아미노산 또는 핵산 서열 간의 비교를[0126]

의미한다. 본 기술 분야에서 숙련자가 알 수 있는 바와 같이, 2개의 서열은 상응하는 위치에 동일한 잔기를 함

유하는 경우 일반적으로 "실질적으로 동일한" 것으로 간주된다. 당업계에 널리 공지된 바와 같이, 아미노산 서

열 또는 핵산 서열은 뉴클레오티드 서열에 대한 BLASTN 및 아미노산 서열에 대한 BLASTP, gapped BLAST 및 PSI-

BLAST와 같은 상업적 컴퓨터 프로그램에서 이용가능한 것들을 포함하는, 다양한 알고리즘 중 임의의 것을 사용

하여 비교될 수 있다. 예시적인 이러한 프로그램은 Altschul 등, 1990, J. Mol. Biol, 215(3):403-410, 1990;

Altschul 등, 1996, Methods in Enzymology 266:460-480; Altschul 등, 1997, Nucleic Acids Res. 25:3389-

3402; Baxevanis 등, Bioinformatics: A Practical Guide to the Analysis of Genes and Proteins, Wiley,

1998; 및 Misener, 등, (eds.), Bioinformatics Methods and Protocols (Methods in Molecular Biology, Vol.

132), Humana Press, 1999에 기술되어 있다. 동일성 서열의 확인 이외에, 상기 언급된 프로그램은 통상적으로

동일성의 정도의 지표를 제공한다. 일부 실시예에서, 2개의 서열은, 이들의 상응하는 잔기 중 적어도 50%, 55%,

60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% 또는 그 이상이 잔기들

중 관련 스트레치에 대해 동일성인 경우 실질적으로 동일성인 것으로 간주된다. 일부 실시예에서, 상기 관련 스

트레치는 완전한 서열이다. 일부 실시예에서, 상기 관련 스트레치는 적어도 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45,

50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95, 100, 125, 150, 175, 200, 225, 250, 275, 300, 325, 350, 375,

400, 425, 450, 475, 500 또는 그 이상의 잔기이다. CDR의 문맥에서, "실질적인 동일성"에 대한 참조는 통상적

으로 참조 CDR와 적어도 80%, 바람직하게는 적어도 85%, 적어도 90%, 적어도 95%, 적어도 98% 또는 적어도 99%

동일한 아미노산 서열을 갖는 CDR을 의미한다. 

표면  플라스몬  공명:  본원에서  사용된  바와  같이,  예를  들어,  BIAcore  시스템(Pharmacia  Biosensor  AB,[0127]

Uppsala, Sweden and Piscataway, N.J.)을 사용하는 것과 같이, 바이오센서 매트릭스 내의 단백질 농도의 변경

의 검출을 통해, 실시간으로 특이적 결합 상호작용의 분석을 가능하게 하는 광학 현상을 의미한다. 자세한 설명

은, Jonsson, U. 등, 1993, Ann. Biol. Clin. 51:19-26; Jonsson, U. 등, 1991, Biotechniques 11:620-627;

Johnsson, B. 등, 1995, J. Mol. Recognit. 8:125-131; 및 Johnnson, B. 등, 1991, Anal. Biochem. 198:268-

277을 참고한다. 

치료 유효량: 본원에 사용된 바와 같이, 투여에 대해 바람직한 효과를 생성하는 양을 의미한다. 일부 실시예에[0128]

서, 상기 용어는 치료학적 투여 요법에 따라 질환, 장애 및/또는 상태를 앓고 있거나 감염되기 쉬운 집단에 투

여될 때, 질환, 장애 및/또는 상태를 치료하기에 충분한 양을 지칭한다. 일부 실시예에서, 치료 유효량은 질병,

장애, 및/또는 상태의 하나 이상의 징후의, 발생률 및/또는 중증도를 낮추고 발병을 지연시키는 것이다. 당업자

라면 용어 "치료 유효량"이 사실상 특정 개체에서 달성될 성공적인 치료가 요구되지 않는다는 것을 이해할 것이

다. 오히려, 치료 유효량은 그러한 치료를 필요로 하는 환자에게 투여될 때 상당한 수의 대상에서 특정의 바람

직한 약리학적 반응을 제공하는 양일 수 있다. 일부 실시예에서, 치료 유효량에 대한 언급은 하나 이상의 특이

적 조직 (예를 들어, 질병, 장애 또는 상태에 의해 영향을 받은 조직) 또는 체액 (예를 들어, 혈액, 타액,

혈청, 땀, 눈물, 소변 등)에서 측정된 양에 대한 참조일 수 있다. 당업자라면 일부 실시예에서, 치료 유효성의

특정 제제 또는 치료가 단일 투여량으로 제형화될 수 있고 그리고/또는 투여될 수 있음을 인식할 것이다. 일부

실시예에서, 치료 유효성 제제는 예를 들어, 투여 요법의 일부로서, 복수의 투여량으로 제형화 및/또는 투여될

수 있다. 

형질전환: 본원에 사용된 바와 같이, 외인성 DNA가 숙주 세포 내로 도입되는 임의의 과정을 의미한다. 형질전환[0129]

은 당업계에 널리 공지된 다양한 방법을 사용하여 자연 조건 또는 인공 조건 하에서 발생할 수 있다. 형질전환

은 외래 핵산 서열을 원핵 또는 진핵 숙주 세포 내로 삽입하기 위한 임의의 공지된 방법에 의존할 수 있다. 일

부 실시예에서, 특정 형질전환 방법론은 형질전환되는 숙주 세포를 기반으로 선택되며, 바이러스 감염, 전기천

공(electroporation), 교배(mating), 리포펙션(lipofection)을 포함할 수 있지만 이에 한정되지 않는다. 일부

실시예에서, "형질전환”된 세포는 삽입된 DNA가 자율적으로 복제하는 플라스미드로서 또는 숙주 염색체의 일부

로서 복제할 수 있다는 점에서 안정적으로 형질전환된다. 일부 실시예에서, 형질전환된 세포는 제한된 기간 동

안 도입된 핵산을 일시적으로 발현한다. 

벡터: 본원에 사용된 바와 같이, 연결된 다른 핵산을 운반할 수 있는 핵산 분자를 의미한다. 한 유형의 벡터는[0130]

"플라스미드"이며, 추가 DNA 절편이 연결될 수 있는 원형의 이중 가닥 DNA 루프를 의미한다. 또 다른 유형의 벡

터는 바이러스 벡터이며, 추가 DNA 절편이 바이러스 게놈에 연결될 수 있다. 특정 벡터는 그들이 도입되는 숙주

세포에서 자율 복제가 가능하다 (예를 들어, 박테리아의 복제 기원을 갖는 박테리아 벡터 및 에피솜 포유류 벡

터). 다른 벡터 (예를 들어, 비-에피솜 포유류 벡터)는 숙주 세포 내로 도입되면 숙주 세포의 게놈에 통합될 수
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있으며, 따라서 숙주 게놈과 함께 복제된다. 또한, 특정 벡터는 작동 가능하게 연결되는 유전자의 발현을 지시

할 수 있다. 이러한 벡터를 본원에서 "발현 벡터"라고 부른다.  

소정의 실시예에 대한 상세한 설명[0131]

본 발명은 부분적으로, MHC 결합 포켓 내 펩티드의 말단 부분 (즉, 항원 펩티드의 N-말단 또는 C-말단 단부; 예[0132]

를 들면, 1번 위치 및 8번 위치)에 대한 우선적인 결합을 갖는, MHC 분자 (예를 들어, I 류 분자)에 의해 제시

되는 펩티드와의 TCR 상호작용을 모방하는 고 친화도 인간 항체 제제 (예를 들어, 인간 단일클론 항체)가 생성

될 수 있다는 인식에 기초한다 (본원에서 I 형 항체라고 함). 또한, MHC 결합 포켓 내 펩티드의 중간 또는 중앙

부분 (예를 들어, 5번 위치)에 대한 우선적인 결합을 갖는 항체 제제는 일반적으로 더욱 낮은 친화도를 나타내

며, 쉽게 친화도 성숙되지 않는다 (본원에서 II 형 항체라고 함). 본 발명은 또한 종양 세포주 상에서 자연 가

공된 펩티드가 인 실리코 예측과 다를 수 있고, 이러한 자연 가공된 펩티드가 Ⅰ 형 항체에 의해서가 아닌, II

형 항체에 의해 인지된다는 인식에 기초한다. 한 가지 예를 들자면, 본 발명은 인간 항체 제제가, (1) 인간 MHC

I 류 분자 (예를 들어, HLA-A02)에 의해 제시된 EBV 잠복 막 2 펩티드 및 (2) 비특이적 면역 효과기 세포 (예를

들어, T 세포)를 결합하는 다중특이적 결합제(예를 들어, 이중특이적 항체)와 관련하여 사용되는 경우, 엡스타

인-바 바이러스 (EBV)-감염 세포주가 Ⅰ 형 항체에 의해서가 아닌, II 형 항체에 의해 우선적으로 살해된다는

것을 입증한다. 

본 발명은 다른 것들 보다도, 인간 MHC 분자-결합 포켓에 제시되는 엡스타인-바 바이러스 (EBV)-연관 항원의 중[0133]

심 부분을 결합하는 II 형 인간 단일클론 항체의 성공적인 생산 및 선별을 입증한다. 본 발명은 부분적으로,

EBV-연관 항원에 특이적인 T 세포 수용체 (TCR)가 HLA-A02(예, HLA-A*02:01)와 관련하여 항원성 펩티드의 5번

위치와 우선적으로 상호작용한다는 인식에 기초한다. 따라서, 본 발명은 다른 것들 보다도, 여기에 기재된 인간

항체 제제가 HLA-A02 결합 포켓에 제시된 EBV 잠복 막 단백질 2 (LMP2) 펩티드의 중앙 부분 (예, 5번 위치)에

결합한다는 점에서 EBV-연관 항원과의 TCR 상호작용을 모방하는 인간 항체 제제를 제공한다. 본 발명은 인간

HLA-A02 (예, HLA-A*02:01) 분자와 관련하여 EBV-LMP2 (CLGGLLTMV; 서열 번호 1)에서 유래한 펩티드를 표적으

로 하는 인간 항체 제제를 제공한다. LMP2는 EBV 감염 B-세포와 비인두 및 위 상피 세포 모두에서 발현되므로,

상기 인간 항체 제제는 EBV-연관 질환 및 악성 종양의 치료 및 진단에 유용하다. 

다른 것들 보다도, 본 발명은 또한 인간 MHC 분자-결합 포켓에 제시된 EBV-LMP2 펩티드를 결합하는 다중특이적[0134]

결합제(예를 들어, 이중특이적 항체)의 성공적인 생산을 입증한다. 특히, 본 발명은 HLA-A02 결합 포켓에 제시

된 EBV-LMP2 펩티드의 중심 부분 (예를 들어, 5번 위치)에 결합하는 다중특이적 결합제를 구체적으로 제공한다.

이러한 다중특이적 결합제는 EBV
+
 B-림프모구성 세포주 (B-lymphoblastoid cell line, BLCL) 및 종양 세포주를

포함한 세포독성 검정에서 높은 특이성 및 효능을 특징으로 한다. 

특정 이론에 구속되기를 바라지는 않지만, 세포질 항원에 도달하는 유일한 알려진 방법론은 TCR과의 상호작용을[0135]

통해 처음 발견되는, 세포 표면에 제시된 펩티드-HLA 복합체를 이용하는 것임을 유의하기로 한다. TCR 모방체라

고 불리는,  특이적 항체가 보고되었지만,  임상 잠재력을 실현한 경우는 (있다 하더라도)  거의 없다. 알려진

TCR-펩티드-HLA 구조의 결정학상 구조에 대한 상세한 메타 분석과 EBV-LMP2 펩티드를 이용한 실험 데이터에 기

초하여, 본 발명은, 다른 것들 보다도, (1) TCR이 HLA 포켓에서 펩티드의 말단 위치가 아니라 중심부 (4-7번 위

치)의 우선적 결합을 일관되게 나타내고, (2) 펩티드-HLA 복합체의 4-7번 위치 (P4-P7)에 특이성을 갖는 항체

제제(즉, II 형 TCR 모방체)가 매우 특이적이지만, 일반적으로 천연 TCR과 유사한 낮은 친화도와 연관되고, (3)

HLA 포켓에서 펩티드의 말단 위치에 우선적으로 결합하는 항체(즉, I 형 TCR 모방체)는 높은 친화도와 연관되지

만, 펩티드 말단이 천연 아미노산(들)에 의해 차단되는 경우 친화도를 상실하고, (4) 그러한 세포에 제시된 펩

티드가 자유 단부를 가지고 있는 9량체를 제시할 가능성이 없지만, 오히려 10량체, 11량체, 또는 12량체 펩티드

를 제시하기 때문에, 형질전환된 세포에서 자연적으로 제시된 펩티드-HLA 복합체를 I 형 TCR 모방체가 인식하지

못하고, 그리고 (5) 펩티드-HLA 복합체에서 펩티드의 말단 부분에 대한 특이성을 갖는 TCR 모방체는 HLA-A02 대

립 유전자를 포함하는 무관한 펩티드-HLA 복합체와 교차-반응할 가능성이 더 높다는 점을 입증한다. 또한, 천연

TCR 및 II 형 TCR 모방체 모두의 낮은 친화도 특성은 잔기가 고정되는 말단 위치에 비해 펩티드의 중간 (또는

중심) 위치의 엔트로피 자유의 결과이다. 이렇게 낮은 친화도는 T 세포가 표적에서 해리되어 연쇄 살해를 계속

할 수 있도록 하며, 세포 표면에서 자유롭게 이동하는 TCR의 다중 사본의 존재에 의해 균형을 이루게 된다. 따

라서, 적어도 일부 실시예에서, 본 발명은 이러한 제제가 천연 TCR에 보다 특이적이고 유사하고 그러한 제제의

2가 및 4가 형태가 교차 반응을 겪지 않으면서 효능 및 임상 유용성을 향상시켜야 한다는 인식에 기초하여 암

진단 및 치료를 위한 II 형 TCR 모방체의 개발을 포함한다. 
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엡스타인-바 바이러스 감염과 암[0136]

엡스타인-바  바이러스  (EBV)와  악성  종양의  연관성이  보고되었다  (예를  들어,  Coghill,  A.E.  및  A.[0137]

Hildesheim, 2014, Am. J. Epidemiol. 180:687-95에 보고되었음). EBV는 발암 유전자로 확인된 최초의 바이러

스  중  하나였다.  EBV는  CD21과  MHC  II  류와의  상호작용을  통해  B  세포를  감염시키는데  극히  효과적이다

(Hislop, A.D., G.S. Taylor, 및 D. Sauce 등, 2007, Ann. Rev. Immunol. 25:587-617). 그러나 EBV는 또한 덜

효율적이며 잘 이해되지 않는 과정을 상피 세포에서 감염시키고 유지될 수 있다. 

거의 세계의 모든 성인이 EBV에 노출되었다. 면역 결핍이 없는 경우, 어린 시절의 초기 노출은 세포성 면역 반[0138]

응에  의해  조절되는  자가-치유  병(self-limited  illness)을  초래한다  (Hislop,  A.D.,  G.S.  Taylor,  및  D.

Sauce 등, 2007, Ann. Rev. Immunol. 25:587-617). 엡스타인-바 바이러스 (EBV) 및 EBV-연관 질환에 대한 면역

방어의 존재는 잘 알려져 있다 (Hislop,  A.D.  등,  2007,  Ann.  Rev.  Immunol.  25:587-617;  Long,  H.M.  등,

2011, J. Immunol. 187:92-101). 바이러스 단백질에 대해 숙주가 항원 특이적 T-세포를 생성하는 것은 바이러스

에 대해 매우 효과적이다. 그러나, EBV는 완전히 제거되지 않고 상피 세포 또는 B 세포에서 지속될 수 있다

(Long, H.M. 등, 2011, J. Immunol. 187:92-101). 숙주의 면역 상태의 임의의 변화는 재활성화로 이어질 수 있

으며 면역 결핍의 정도에 따라, 이러한 재활성화는 악성 종양을 유발할 수 있다. 

바이러스 복제는 용균 복제 또는 잠복기를 통한 복제와 같은 두 가지 메커니즘에 의해 일어날 수 있다. 전자는[0139]

선형 바이러스 게놈을 필요로 하며, 활성 비리온을 생산하고 숙주 세포를 파괴한다. 반대로, 잠복기를 통한 복

제는 바이러스 게놈이 숙주의 세포 DNA 중합효소에 의해 복제되는 에피솜을 생성할 때 일어난다. 그것은 세포의

복제를 영속시키며 그것과 함께 EBV 감염을 영속시킨다. 잠복기를 통한 복제는 발현되는 EBV 유전자 레퍼토리가

각각 다양한, 3가지 다른 잠복기 프로그램을 생성할 수 있다. 

EBV는 고형 기관 및 조혈모세포 이식 (HSCT)의 세팅에서 가장 잘 연구되어 왔으며, 이 경우 T-세포의 수가 감소[0140]

하거나 없어서 EBV를 포함하는 B-세포의 제한없는 증식을 유발할 수 있다 (Rasche, L. 등, 2014, Bone Marrow

Transplant 49:163-7). 이러한 조절되지 않는 확장은 가장 흔한 이식 후 악성 종양인, 이식 후 림프증식성 질환

(PTLD)으로 이어질 수 있다. 이 증후군의 빈도와 강도는 각 환자마다 다르며 면역 억제가 T 세포 집단에 미치는

영향도 다양하다 (Bollard, C.M. 등, 2012, Nat. Rev. Clin. Oncol. 9:510-9). 

그러나, EBV는 또한 다른 악성 종양에 연관된다. 다양한 연구가 EBV가 다양한 상피 세포 및 림프계 악성 종양의[0141]

발병 기전에 관여함을 의미한다. 예를 들면, 호지킨 (Glaser, S.L. 등, 1997, Int. J. Cancer 70:375-82)과 비

호지킨 림프종은 EBV와 관련이 있지만 이 질병의 발달에 있어서 그 역할은 잘 알려져 있지 않다는 것이 잘 알려

져 있다. 마찬가지로, EBV와 비인두강암 사이에 명확한 인과 관계가 있지만(NPC; Shanmugaratnam, K., 1978,

IARC Sci. Publ:3-12), 이 신생물의 발병 기전에 대한 EBV의 역할은 완전히 이해되지 않았다. 호지킨 림프종 및

NPC 환자의 종양 샘플은 잠복 막 단백질 2 (LMP2)을 포함한 EBV 유래 단백질을 발현한다. LMP-2는 또한 EBV 관

련 위암의 40%에서 발견되었다. 이들은 비-자립적이며 EBV에 대한 세포성 면역 반응의 주요 표적이기도 하기 때

문에, 면역요법에 대한 이상적인 표적이 된다.

EBV와 연관된 LMP2(+) 인간 악성 종양의 목록에는 버킷 림프종, 면역억제성 림프종, 미만성 거대 B세포 림프종[0142]

(diffuse  large  B-cell  lymphom),  만성  염증과  연관된  미만성  거대  B세포  림프종,  림프종양  육아종증

(lymphomatoid granulomatosis), 형질모세포 림프종, 원발성 삼출성 림프종(primary effusion lymphoma), 이식

후  림프  증식성  질환,  비인두  암종,  위  선암종,  림프상피종양-연관  암종  (lymphanepithelioma-associated

carcinoma),  및  면역  결핍-관련  평활근  육종을  포함한다  (Ok,  CY  등,  2015,  Exp.  Mol.  Med.  47:e132;

Grywalska,  E.  and  J.  Rolinski,  2015,  Semin.  Oncol.  42:291-303;  Petersson,  F,  2015,  Semin.  Diagn.

Pathol. 32:54-73; Tsao, S.W. 등, 2015, J. Pathol. 235(2):323-33). 

EBV 잠복 단백질의 발현[0143]

휴지중인  B-세포의  EBV  감염/형질전환은  잠복  림프모구성  세포주  (LCL)를  생산한다.  이  과정은  마모셋[0144]

(marmoset) B-림프모구성 세포주 B95-8에 존재하는 EBV의 B95-8 균주를 사용하여 시험관 내에서 정확하게 복제

되었다 (Menezes, J. 등, 1975, Biomedicine 22:276-84). 실험실에서의 BLCL 생산은 EBV 감염의 이해와 특성

규명 및 EBV 감염에 대한 면역 반응에서 매우 중요했다. 대조적으로, 상피 세포의 시험관 내 감염은 효과적이지

않으며, 이 상호작용을 이해할 수 있는 현재의 모델은 없다. 

LCL은 잠복 복제에 존재하고 바이러스 게놈의 다중 사본을 에피솜으로 소지하고 있다. 그들은 잠복기 단계에 따[0145]

라 달라지는 잠복 단백질이라는 수많은 바이러스 유전자 산물을 발현한다. 
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총 10개의 잠복기 단백질이 기술되었다: 6개의 엡스타인 바이러스 핵 항원 (EBNA 1, 2, 3A, 3B, 3C 및 LP), 3개[0146]

의 잠복 막 단백질 (LMP  1,  2A  및 2B)  및 BARF1.  초기 EBV  감염은 B-세포를 활성화시키고 EBNA1,  EBNA2,

EBNA3, LMP1, LMP2 및 BARF1이 발현될 때 잠복기 III를 유도한다 (Bollard 등, Nat. Rev. Clin. Oncol. 9:510,

2012). 그 다음에는 EBNA1, LMP1 및 LMP2가 발현되는, 잠복기 II라고 불리는, 바이러스 산물의 보다 제한된 발

현 및 감염된 B-세포의 메모리 B-세포로의 변환이 뒤따른다. 이들 항원의 발현에 대한 추가 제한은 EBNA-1,

LMP2 및 BARF1 만 발현되는 잠복기 I을 초래한다. 

B-세포는 I 내지 III의 잠복기 프로그램을 가질 수 있다. 그러나 상피 세포는 잠복기 I과 II 만 제시한다. LMP-[0147]

2A는 잠복기 I, II 및 III에서 발현되며 (Bollard, C.M. 등, 2012, Nat. Rev. Clin. Oncol. 9(9):510-9), 따라

서 다수의 고형 및 비-고형 악성 종양에 대한 매력적인 표적이다. 

EBV 및 적응 T 세포 치료에 대한 면역 반응[0148]

체내의 거의 모든 유핵 세포(nucleated cell)는 인간 백혈구 항원 - I 류 (HLA I 류) 분자를 발현한다. 이들 분[0149]

자는 단백질이 세포 표면에 존재하는지 또는 세포질 내에 존재하는지에 관계없이 세포에 의해 발현된 임의의 단

백질에서 유래된 펩티드를 제시할 수 있는 능력을 가지고 있다. 본 발명은 이러한 펩티드-HLA 복합체에 대해 탑

재된 면역 반응이 자기(self)를 비-자기(non-self)와 구별할 수 있는 성공적인 세포성 면역성에 대한 기반을 형

성한다는 인식에 기초한다. 예를 들어, 호지킨 림프종 (HL)과 비인두 암종 (NPC) 세포는 EBV 유래 단백질을 구

성적으로 발현하며, HLA 분자와 관련하여 제시된 이들 단백질 유래의 면역원성 펩티드는 이 EBV 연관 악성 종양

에 대한 치료 전략에서 세포성 면역을 활용할 수 있는 독특한 기회를 제공한다. 

T 세포는 클론 T 세포 수용체를 통해 이러한 펩티드-HLA 복합체를 인식한다(TCR; Haigh, T.A. 등, 2008, J.[0150]

Immunol. 180:1643-54.). 실제로, 동종이식 골수 또는 줄기세포 이식 (HSCT) 또는 고형 기관 이식의 수혜자에서

EBV-재발에 대한 매우 효과적인 치료는 적응성 T-세포 치료이다. 더 중요한 것은, 특히 T-결핍 이식편을 가진

이식 후 림프 증식성 질환 (PTLD)은, EBV 감염된 B 세포의 T 세포 조절이 손실되는 결과이고, 이제는 70% 사례

에서 공여자 T 세포 주입, 또는 EBV-특이적 동종이식 T 세포 주입에 의해 성공적으로 치료될 수 있다 (Bollard,

C.M. 등, 2012, Nat. Rev. Clin. Oncol. 9:510-9). 

엡스타인-바 바이러스 (EBV) 및 EBV-연관 질환에 대한 면역 방어는 잘 알려져 있다 (Hislop, A.D. 등, 2007,[0151]

Ann. Rev. Immunol. 25:587-617; Long, H.M. 등, 2011, Curr. Opin. Immunol. 23:258-64, 2011. EBV 담체는

EBV 단백질의 면역 우성 계급을 나타내는, EBV-특이적 CD4
+
 및 CD8

+
 다기능 T-세포 반응을 생성한다: (CD4+ T

세포  경우,  EBNA1  >  EBNA3/LMP2  및  CD8+  T  세포  경우,  EBNA3  >  LMP2  >  EBNA1;  Ning,  R.J.  등,  2011,

Immunology 134:161-71.). EBV-잠복 막 단백질 (LMP) 1 및 2는 EBV1과 함께, EBV-연관 호지킨 림프종 (HL) 및

비인두 암종 (NPC)에서 발현되는 세 가지 바이러스 단백질이다. 이 종양들은 HLA I 류 및 II 류-양성이므로,

LMP 및 EBNA1은 CD8 및 CD4 T 세포 표적으로서 작용할 수 있다 (Haigh, T.A. 등, 2008, J. Immunol. 180:1643-

54).  이들  잠복  유전자  산물  (0.05%-1%)에서  유래한  에피토프에  대해  특이적인  CTL의  우세한  빈도에도

불구하고, 생체 내 EBV 감염의 조절에 관여한다 (Hislop, A.D. 등, 2007, Ann. Rev. Immunol. 25:587-617). 이

세 가지 항원을 표적으로 하는 DNA  백신이 NPC  환자에서 테스트되었다 (Lutzky,  V.P.  등, 2010,  J.  Virol.

84:407-17). A11에 대한 LMP2 SSC 펩티드 (SSCSSCPLSK; 서열번호 121)는 대부분의 NPC 환자에서 반응을 유도했

다. B55(아시아 인구에서 고빈도 대립형질)에 대한 펩티드 APYL (APYLFWLAA; 서열번호 122)도 관심의 대상이다.

NPC를 위한 적응성 T 세포 치료 또한 안전하고 임상적 가능성이 있음이 입증되었다 (Louis, C.U. 등, 2010, J.

Immunother. 33:983-90). LMP2 및 EBNA3 특이적 T 세포는 EBNA1 또는 LMP1 특이적 T 세포보다 일반적이었다.

HLA-A02에 대한 LMP-2 펩티드 CLGGLLTMV (340-349; 서열번호 1) 및 HLA-A11에 대한 SSCSSCPLSK (426-434; 서열

번호 121)는 관련성이 매우 높은 T 세포 에피토프(TCE)이다. 

EBV 유래 단백질에 대해 특이적인 T 세포의 생성 및 활성화를 개선하기 위한 노력으로, LMP2를 표적으로 하는[0152]

백신이 NPC 환자에서 테스트되었다. Lutzky 등 (2010, 상기)은 정상 공여자와 NPC 환자에서 LMP2 특이적 반응을

생성하는, 아데노바이러스를 가진 EBNA1, LMP1 및 LMP2에 대한 서열을 포함하는 스크램블된 펩티드를 사용하였

다 (Lutzky,  V.P.  등, 2010,  J.  Virol.  84:407-17).  Cheung  등은 LMP2  유래 펩티드 (SSCSSCPLSK;  서열번호

121)가 금 나노입자를 사용하여 구축물에 사용했을 때 EBV 형질전환 세포에 대한 반응을 입증했다(Cheung, W.H.

등, 2009, Bioconjug. Chem. 20:24-31). 마찬가지로, EBNA1, LMP1 및 LMP2로부터의 서열을 함유하는, APYL 펩

티드 (서열번호 122)의 사용은 또한 몇가지 반응을 나타냈다. 또한, NPC에 대한 적응성 T 세포 치료는 안전하다

고 입증되었으며 임상 활성에 대한 제안을 가졌다 (Louis, C.U. 등, 2010, J. Immunother. 33:983-90). HLA-

A*02:01에 특이적인 LMP-2 펩티드 CLGGLLTMV (340-349; 서열번호 1)는 II 기 잠복기를 갖는 EBV 관련 고형 및
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비-고형 악성 종양에 대해 효과적인 것으로 보고되었다. 실제로, 이 펩티드는 HLA-A*02:01 공여자를 위한 LMP2A

의 전체 서열 내에서 가장 면역원성이 있다. 

이러한 전임상 및 임상적 성공에도 불구하고, EBV-연관 악성 종양에서의 EBV 잠복기 에피토프의 발현에 관한 불[0153]

확실성이 있다. 질량 분석기가 집단 수준에서 이러한 에피토프의 존재 또는 부재를 평가할 수 있지만 (Weidanz,

JA 등, 2011, Int. Rev. Immunol. 30:328-40), 종양 내 및 종양 사이의 세포에서 세포로의 이질성은 평가하기

어려웠다. 펩티드-HLA 복합체에 특이적인 항체 (TCR 모방체라고 함)의 발견은 그러한 문제를 재검토할 수 있는

새로운  기회를  제공한다  (Sim,  A.C.  등,  2013,  Sci.  Rep.  3:3232).  HLA-A*02:01과  연관된  잠복  에피토프

LMP1(125-133), LMP2A(340-349) 또는 EBNA1(562-570)을 표적으로 하는 세 가지 TCR-유사 쥐 단일클론 항체가

내인성으로  생성된  EBV  에피토프의  발현  계층구조를  맵핑하도록  최근에  기술되었다.  HLA-A*02:01과  연관된

EBNA(1562-570)의 우세가 세포주 및 EBV-연관 종양 생검에서 일관되게 관찰되었다. 

T 세포 수용체-유사 단일클론 항체[0154]

대부분의 세포질 단백질의 표면 발현이 없으면 일반 항체로 표적화하는 것이 거의 불가능해진다. 그러나, 이러[0155]

한 단백질에서 유래한 항원성 펩티드는 MHC I 류 분자 내의 세포 표면에 제시되며, TCR 결합과 닮았거나 이를

복제하는 항체로 표적화될 수 있다 (Dahan, R. 및 Y. Reiter, 2012, Expert Rev. Mol. Med. 14:e6; Denkberg,

G.  등,  2002,  Proc.  Natl.  Acad.  Sci.  U.S.A.  99:9421-6;  Sergeeva,  A.  등,  2011,  Blood  117:4262-72;

Tassev, D.V. 등, 2012, Cancer Gene Ther. 19:84-100; Dao, T. 등, 2013, Sci. Transl. Med. 5:176ra33). 이

펩티드-HLA 복합체는 길이가 다양할 수 있지만 I 류 대립형질에 대해 보통 9개 아미노산인, 짧은 펩티드 서열을

포함한다 (Townsend,  A.  및 H. Bodmer,  1989,  Ann.  Rev. Immunol. 7:601-24; Rudolph, M.G.등, 2005, Ann.

Rev. Immunol. 24:419-466). 이 9량체 내에는 보통 HLA-A*02:01 대립형질에 대해 2 및 9번 위치 (P2와 P9)에

있는 2개의 고정 잔기가 있다 (Parker, K.C. 등, 1992, J. Immunol. 149:3580-7). 여러 TCR-펩티드-HLA 복합체

의 공동-결정화 구조는 면역 시냅스에서 복합체 (펩티드, HLA, TCR)의 세 구성원의 상호작용에 대한 더 나은 이

해를 가능하게 했다. 

예를 들면, CD8
+
 T 세포의 TCR은 이 복합체의 3가지 구성원에 의해 운반되는 여러 상호작용 부위를 가지고 펩티[0156]

드-HLA 복합체에 대각선으로 평균 35 도의 각도로 결합한다. 그러나, T 세포 활성화 자체는 성공적인 면역 반응

을 일으키기 위해 없어서는 안되는 몇 가지 접촉 아미노산에만 의존한다. 이러한 일차 및 이차 접촉 부위는 항

원성 펩티드의 중간 부분에 위치하는 2개 내지 5개의 아미노산 잔기의 측쇄에 의해 결정된다(Rudolph, MG 및

Wilson  IA,  Curr.  Opin.  Immunol.  14(1):52-65,  2002),  이른바  기능성  핫스팟  (Massimo,  D.  등,  2000,

Immunity 12:251-261). I 류 대립형질에 제시된 가장 빈번한 펩티드 길이인, 9량체 펩티드의 경우에, TCR 상호

작용에 대한 가장 중요한 잔기는 P6, P7 및 P8이 보조 역할을 하면서, 항원성 펩티드의 5번 위치(P5)에 위치한

다  (Rudolph,  M.G.  등,  2005,  Ann.  Rev.  Immunol.  24:419-466;  Rudolph,  MG  및  Wilson  IA,  Curr.  Opin.

Immunol. 14(1):52-65, 2002; Massimo, D. 등, 2000, Immunity 12:251-261). 8량체 펩티드에서, 가장 관련이

있는 잔기는 P4, P6 및 P7이다 (Rudolph, M.G. 등, 2005, Ann. Rev. Immunol. 24:419-466; Rudolph, MG 및

Wilson IA, Curr. Opin. Immunol. 14(1):52-65, 2002; Massimo, D. 등, 2000, Immunity 12:251-261). 구조적

증거 외에도, 항원성 펩티드 내에서 이러한 영역들의 기능적 중요성이 일관되게 입증되었다. 예를 들면, EBV-특

이적 메모리 T-세포 활성화는 이 잔기가 일차 접촉 부위 중 하나인 한, 한 개의 아미노산 만큼 적게 일어날 수

있다 (Reali, E. 등, 1999, J. Immunol. 162:106-113). 

펩티드-MHC 복합체를 표적으로 하는 항체는 펩티드-MHC 복합체에 결합하기 때문에 적당히 "TCR 모방체"라고 불[0157]

리며, TCR 결합을 복제하는 것으로 생각된다. 처음에는 생성하기가 어려웠지만, 가용성 펩티드-MHC 단량체와 파

지 디스플레이 기술의 이용가능성이 그 생성을 크게 촉진시켰다 (Dahan,  R.  및 Y.  Reiter  Y,  2011,  Expert

Rev. Mol.Med. 14). 가용성 TCR은 성공적으로 생성되었고 친화도 성숙되었다 (Liddy, N. 등, 2012, Nat. Med.

18:980-987). 그러나, TCR 모방체 항체 시약은 다음과 같은 이유로 이들보다 뚜렷한 장점을 가지고 있다: (1)

스크리닝하기에 TCR 라이브러리보다 큰 라이브러리, (2) 천연 및 인공 라이브러리 모두 사용할 수 있으며, 이들

중 후자는 면역계의 성숙 과정에서 삭제된 클론을 찾는데 이상적이다, (3) 펩티드의 아미노산 위치 각각에서 지

시된 항체를 선택함에 의한 에피토프 선호도의 미세 조정, (4) 표준 파지 또는 효모 디스플레이 기술을 이용한

친화도 성숙, (5) Fab, scFv 또는 IgG, 또는 심지어 다중체 포맷을 사용한 원자가 제어, 및 (6) 항체-기반 대

TCR-기반 플랫폼에 대한 제조 및 유전자 조작의 용이성. 조작을 통해, 진단 및 치료 모두의 약물 후보물질은 T

세포 반응을 인공적으로 생성하기 위해 항체-약물 접합체, 방사능-접합체, 독소 접합체 및 이중특이적 항체를

포함하지만, 이에 한정되지 않는, 이러한 TCR 모방체로부터 유래할 수 있다. 
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Andersen  등이 TCR 특이성을 가진 단일클론 항체를 처음으로 생산한 이래 (Andersen, P.S. 등, 1996, Proc.[0158]

Natl. Acad. Sci. U.S.A. 93:1820-4), 60개가 넘는 TCR 모방체 단일클론 항체가 인간 펩티드-HLA I 류 복합체

에 대해 생성되었다. 이러한 단일클론 항체는 전임상 모델에서 항원 제시 및 치료제로서의 특성을 나타내기 위

해 성공적으로 사용되어 왔다. 그러나, 항원성 펩티드의 특이적 부분에 대한 이들 시약의 특이성에 대한 정보가

부족하며, 이들 중 어느 것도 일차 및 이차 접촉 잔기를 특이적으로 표적화하도록 생성되지 못했다 (Townsend,

A. 및 H. Bodmer, 1989, Ann. Rev. Immunol. 7:601-24; Willemsen, RA 등, 2001, Gene Ther. 8(21):1601-8,

2001; Low, JL 등, 2012, PLOS ONE 7(12):e51397; Miller, KR 등, 2012, PLOS ONE 7(8):e43746; Biddison, WE

등,  2003,  J.  Immunol.  171(6):3064-74;  Cohen,  CJ  등,  2002,  Cancer  Res.  62(20):5835-44;  Cohen,  CJ  등

2003, J. Immunol. 170(8):4349-61; Dao, T 등, 2013, Sci. Transl. Med. 5(176):176ra33; Denkberg, G 등,

2002,  Proc.  Natl.  Acad.  Sci.  U.S.A.  99(14):9421-6;  Epel,  M  등,  2008,  Eur.  J.  Immunol.  38:1706-20;

Zhang, G 등, 2014, Scientific Reports 4:3571; Klechevsky, E 등, 2008, Cancer Res. 68(15):6360-7; Oren,

R 등, 2014, J. Immunol. 193(11):5733-43; Sergeeva, A 등, 2011, Blood 117(16):4262-72; Stewart-Jones, G

등, 2009, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 106(14):5784-8; Verma, B 등, 2011, J. Immunol. 186(5):3265-76;

Weidanz,  JA  등,  2006,  J.  Immunol.  177(8):5088-97;  Ziegler,  A  등,  2007,  Recent  Results  Cancer  Res.

176:229-41). 따라서, 비록 이러한 단일클론 항체가 펩티드-HLA 복합체에 결합하더라도, TCR이 펩티드-HLA에 결

합하는 것을 반드시 복제하지는 않는다. 

항원 인식을 위한 가장 중요한 잔기를 표적으로 하지 않는 것은 TCR 모방체를 치료제로 개발할 때 특히 중요한[0159]

의미를 지닌다. 기능성 핫스팟을 표적으로 하지 않음으로써, 그러한 시약은 특히 다가 체결 (예, 키메라 항원

수용체)이 도입될 때, 비특이적인 상호작용이나 에피토프 스프레드가 일어나기 쉽다 (Oren, R. 등, 2014, J.

Immunol. 193:5733-43). 또한, TCR 단일클론 항체 모방체의 생성은 대개 관련성을 손상시킬 수 있는 선별 편견

을 만들어내면서 생체 내에서 제시된 항원성 펩티드와 다를 수 있는, 인 실리코에서 생성되는 펩티드 서열을 사

용한다 (Scott, R.B. 등, 2006, Trends Immunol. 27:11-16). 

진정한 2세대 T 세포 수용체 단일클론 항체 모방체의 생성[0160]

진정한 TCR-유사 단일클론 항체를 생성하기 위해, 본 발명자들은 먼저 TCR이 펩티드-HLA 복합체에 본래 어떻게[0161]

결합하는지를 결정하였다. 본 발명자들은 단백질 데이터 뱅크로부터 14가지의 독특한 TCR:9량체-펩티드/HLA I

류 공-결정 구조를 확인하였다 (표 1;  Stewart-Jones,  G.B.  등, 2003;  Nat.  Immunol.  4:657-63;  Garboczi,

D.N. 등, 1996, Nature 384:134-41; Ding, Y.H. 등, 1998, Immunity 8:403-11; Chen, J.L. 등, 2005, J. Exp.

Med.  201:1243-55;  Borbulevych,  O.Y.  등,  2009,  Immunity  31:885-96;  Borbulevych,  O.Y.  등,  2011,  J.

Immunol.  186:2950-8;  Gras,  S.  등  2009,  J.  Immunol.  183:430-7).  천연 인간 TCR:HLA  상호작용만 고려한

반면, 비인간 TCR, 비천연 펩티드 변형체 및 인공적으로 친화도 증진된 TCR은 제외하였다. 본 발명자들은 또한

단백질 데이터 뱅크 (표 2)로부터 5개의 독특한 TCR:10량체-펩티드/HLA I 류 공-결정 구조를 확인하였다. 10량

체-데이터 세트의 크기가 더 작기 때문에, 본 발명자들은 불규칙변화성(heteroclitic) 펩티드를 갖는 2가지 구

조를 포함하였다. 이러한 구조 전부는 TCR이 HLA 결합 포켓 (또는 갈라진 틈)에서 펩티드와 대각선으로 결합하

는 경우, 일반적인 결합 기하구조를 공유한다는 것을 보여주었다. 그런 다음 본 발명자들은 CHARMM 힘 필드 시

뮬레이션을 사용하여 결합된 TCR과 펩티드의 잔기 당 상호작용 에너지를 계산함으로써 이 상호작용에 대한 보다

상세한 분자 분석을 수행하였다. 

Discovery Studio 4.1 (Accelrys, 미국 캘리포니아 샌디에고)을 사용하여 분자 모델링 및 상호작용 에너지 계산[0162]

을 수행했다. TCR-펩티드-HLA 복합체의 결정 구조는 CHARMM (Chemistry at Harvard Molecular mechanics) 힘

필드 시뮬레이션을 사용하여 에너지-최소화되었고, 이어서 원자 상호작용 에너지를 반데르 발스와 정전기 에너

지의 합으로 계산하였다.

표 1

PDB[0163] MHC TCR 펩티드 출처 참조

1OGA HLA-A2 JM22 GILGFVFTL 바이러스 MP (58-66) (1)

1AO7 HLA-A2 A6 LLFGYPVYV Tax 바이러스 펩티드 (2)

1BD2 HLA-A2 B7 LLFGYPVYV Tax 바이러스 펩티드 (3)

2BNQ HLA-A2 1G4 SLLMWITQV NY-ESO-1 (4)

3H9S HLA-A2 A6 MLWGYLQYV Tel1p (5)

3PWP HLA-A2 A6 LGYGFVNYI Hud (6)

3GSN HLA-A2 RA14 NLVPMVATV CMV-pp65 (7)
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3QEQ HLA-A2 DMF4 AAGIGILTV MART-1 (8)

3QDJ HLA-A2 DMF5 AAGIGILTV MART-1 (8)

1MI5 HLA-B8 LC13 FLRGRAYGL EBV/EBNA-3 (9)

3SJV HLA-B8 RL42 FLRGRAYGL EBV/EBNA-3 (10)

4QRP HLA-B8 DD31 HSKKKCDEL HCV/NS3-4A (11)

3FFC HLA-B8 CF34 FLRGRAYGL EBV/EBNA-3 (12)

3KPS HLA-B44 LC13 EEYLQAFTY ABCD3 (13)

표 2

PDB[0164] MHC TCR 펩티드 출처 참조

3QDM HLA-A2 DMF4 ELAGIGILTV MART-1 (A2L) (8)

3QDG HLA-A2 DMF5 ELAGIGILTV MART-1 (A2L) (8)

3DXA HLA-B44 DM1 EENLLDFVRF EBV (14)

3UTT HLA-A2 1E6 ALWGPDPAAA 인슐린 (15)

3VXR HLA-A24 H27-14 RYPLTFGWCF HIV-1 Nef (16)

TCR-펩티드-HLA 계면에서의 단거리 분자 접촉을 이해하기 위해, 반데르 발스 상호작용 에너지를 9량체 및 10량[0165]

체 펩티드의 각각의 잔기에 대해 분석하였다. 잔기 당 반데르 발스 상호작용 에너지는 TCR:9량체-펩티드/HLA 구

조의 경우 도 1에, TCR:10량체-펩티드/HLA 구조의 경우 도 2에 제시되어 있다 (보다 음의 값일수록 보다 유리한

상호작용을 나타낸다). 9량체 구조에 대한 반데르 발스 상호작용 에너지는 잔기 P5에서 가장 높은 상호작용이

일어나면서, 잔기 P4-P7와 연관되는 우세한 상호작용 클러스터를 보여준다. 본 발명자들이 예상한 바와 같이,

TCR과의 최소 상호작용은 펩티드 앵커 잔기 P2 및 P9에서 일어난다. 10량체 구조의 경우, 유사한 패턴이 관찰되

었으며, P5에서 가장 높은 상호작용을 하면서, 잔기 P4-P7에서 일어나는 가장 큰 TCR과의 상호작용의 클러스터

가 일어난다. 마지막 앵커 잔기가 P9 대신에 P10인 10량체의 경우, 9량체 구조와 비교하여, 여분의 잔기가 존재

하기 때문에 P5와 P6 위치에서 높은 상호작용 에너지의 더 넓은 분포가 있었다. 많은 수의 천연 인간 TCR-펩티

드-HLA 복합체에 대한 이 독특한 구조 분석에 기초하여, 본 발명자들은 TCR의 정밀한 펩티드-MHC 결합 모드를

모방하는 인간 항체 제제(예, 인간 단일클론 항체)를 생성하였다. 

본 발명의 인간 항체 제제는 B 세포 수용체 및 항체에 의한 항원 인식과 비교하여 TCR에 의한 항원 인식이 다르[0166]

다는 인식에 기초한다. 특히, B 세포 수용체와 항체는 항원의 표면을 인식하며, 접힌 단백질 구조에서 함께 모

인 불연속의 아미노산을 종종 접촉한다. 통상적으로 항체는 종종 최고 친화도를 갖는 결합제를 "최상의" 치료제

로 선택하면서, 특정 항원에 대한 친화도에 기초하여 선택된다. 대조적으로, TCR은 접힌 단백질의 구조 내에 종

종 묻혀있는 짧은 연속적인 아미노산 (펩티드)을 인식하며, 이와 달리 MHC 분자를 통해 세포 표면에 그러한 펩

티드를 제시하지 않으면 인식가능하지 않을 것이다. TCR은 상대적으로 낮은 친화도를 가지고 MHC 결합 포켓에

제시된  펩티드에  결합한다  (보통  마이크로몰  범위로;  예를  들어,  Donermeyer,  DL  등,  2006,  J.  Immunol.

177(10):6911-9 참고). 또한 TCR의 다양성의 대부분은 펩티드와 직접 상호작용하는, CDR3에 존재하는 반면, 다

른 CDR (예, CDR1, CDR2)은 덜 가변적이며 MHC 아미노산과 직접 상호작용한다. 이러한 낮은 친화도는 다른 것들

중에서도, 펩티드-MHC 복합체와의 결합 해제해서 이러한 펩티드를 제시하는 세포 및 다른 T 세포 기능의 연속적

인 살해를 재개하기 위해 중요하다. 따라서, 본 발명의 인간 항체 제제는 MHC 분자에 의해 제시된 펩티드에 특

이적인 항체 제제를 생성할 때 중심 이론으로서 친화도에 대해 과도한 의존과 인 실리코 예측이 결함이 있고 잘

못된 방법론을 나타낸다는 인식을 포함한다. 이러한 방법론은 높은 친화도를 가지지만 MHC 분자에 의해 제시된

펩티드의 말단 부분과 우세하게 상호작용하고 무관한 펩티드-MHC 복합체와의 교차 반응성을 겪는 몇몇 항체의

생산을 유도한다. 

다른 것들 중에서, 본 발명은 구체적으로 MHC 분자에 의해 제시된 펩티드를 인식하는 인간 항체 제제를 개발하[0167]

기 위한 개선된 방법론을 제공한다. 특히, 본 발명은 생체 내에서 MHC 분자에 의해 제시된 펩티드의 중심 위치

에서 아미노산과의 상호작용에 초점을 맞추는 방법론을 사용하여 생성된 인간 항체 제제를 제공하며, 또한 펩티

드-MHC 복합체를 발현하는 세포에 대한 세포독성에서 높은 특이성 및 효능을 특징으로 하는 인간 항체 제제를

제공한다. 따라서, 적어도 일부 실시예에서, 본 개시는 원하지 않는 교차 반응 없이 자연적인 TCR-유사 상호작

용을 달성하기 위한 중심 이론으로서 생체 내 항체 제제-펩티드 상호작용 위치를 사용하여 인간 항체 제제의 개

발을 위한 개선된 방법론의 개발을 포함한다. 
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본원에 기재된 바와 같이, 파지 디스플레이 기술은 본 발명자들에 의해 사용되어, HLA-A*02:01 대립형질과 관련[0168]

하여 LMP2 유래 항원성 펩티드 (CLGGLLTMV, 340-349; 서열번호 1)에 특이적인 높은 친화도 인간 항체 제제 (예,

인간 단일클론 항체)를 생성하였다. 본 발명은 다른 HLA 대립형질 및 항원에 대한 일반화를 허용하는 뚜렷한 장

점을 제공한다: (1) 구조적 증거는 EBV-LMP2-HLA-A*02:01 복합체가 항원성 펩티드 내에서 중심에 위치하는 중요

영역에 대한 프로토타입 거동을 갖는다는 것을 입증함 (Simpson, AA 등, 2011, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A.

108(52):21176-81) 및 (2) HLA에 대해 완전히 유전자형이 결정되고 EBV 양성으로 시험관 내 형질전환된 여러 세

포주의 이용 가능성. 본원에 기재된 인간 단일클론 항체는 그들의 친화도 및 펩티드-HLA 복합체에 대한 특이성

에 대해 선택되었을 뿐만 아니라, 이러한 복합체에 존재하는 펩티드 내의 특이적 아미노산 잔기를 결합하는 그

들의 능력에 대해서도 특징지어졌다. 본 개시물에 제시된 데이터는 상이한 아미노산 위치를 표적으로 하는 것이

TCR 모방체의 특이성 및 친화도에 대한 중요한 함의를 가지며, 이는 EBV-연관 악성 종양의 진단 및 치료에서 유

용성을 확인할 뿐만 아니라 이들이 접근이 어떻게 다른 펩티드-HLA I 류 복합체에 적용될 수 있는지에 대한 중

요한 통찰을 제공한다는 것을 입증한다. 

항-EBV-LMP2/HLA I 류 항체 제제[0169]

본 발명은 항-EBV-LMP2/HLA-A02 항체 제제(예, 단일클론 항체)의 투여에 기초하여, EBV-연관 질환, 장애 및 상[0170]

태 및 관련 악성 종양을 치료하기 위한 방법 및 조성물, 및 일부 실시예에서는, EBV-LMP2/HLA-A02 복합체에 결

합하는 제1 항원-결합 부위와 면역 효과기 세포(예, T 세포)에 결합하는 제2 항원-결합 부위를 갖는 다중특이적

결합제 (예를 들어, 이중특이적 항체)를 제공한다. 

EBV-LMP2/HLA-A02 복합체에 결합하는 예시적인 인간 항체 제제(예, 인간 단일클론 항체)가 표 3에 제시되어 있[0171]

다 (LCVR: 경쇄 가변 영역; HCVR: 중쇄 가변 영역; scFv: 단일 사슬 가변 단편).

표 3

LMP2-21 LCVR DNA (서열번호 2)[0172]

ACCTATGAGCTGACTCAGCCACCCTCAGTGTCAGTGGCCCCAGGAGAGACGGCCAGGATTACCTGTGGGGGAAACAACATTGGAGGCAAAAGT
GTGCACTGGTACCAGCAGAAGCCAGGCCAGGCCCCTGTACTGGTCATCTCTTATGATAGCGACCGGCCCTCAGGGATCCCTGAGCGAATCTCC
GGCTCCAACTCTGGGAACACGGCCACCCTGACCATCAGCAGGGTCGAAGCCGGGGATGAGGCCGACTATTACTGTCAGGTGTGGGATAGTAGT
AGTGATCATTGGGTGTTCGGCGGAGGGACCAAGCTGACCGTCCTAGGT

LMP2-21 LCVR 아미노산 (서열번호 3)

SYELTQPPSVSVAPGETARITCGGNNIGGKSVHWYQQKPGQAPVLVISYDSDRPSGIPERISGSNSGNTATLTISRVEAGDEADYYCQVWDSS
SDHWVFGGGTKLTVLG

LMP2-21 HCVR DNA (서열번호 4)

TAGGTCCAGCTGGTGCAGTCTGGGGCTGAGGTGAAGAAGCCTGGGTCCTCGGTGAAGGTCTCCTGCAAGGCTTCTGGAGGCACCTTCAGCAGC
TATGCTATCAGCTGGGTGCGACAGGCCCCTGGACAAGGGCTTGAGTGGATGGGAAGGATCATCCCTATCCTTGGTATAGCAAACTACGCACAG
AAGTTCCAGGGCAGAGTCACGATTACCGCGGACAAATCCACGAGCACAGCCTACATGGAGCTGAGCAGCCTGAGATCTGAGGACACCGCCATG
TATTACTGTGCGCGCGGTTCTTACCATCAGCATTCTTACTCTGATGTTTGGGGTCAAGGTACTCTGGTGACCGTCTCCTCA

LMP2-21 HCVR 아미노산 (서열번호 5)

QVQLVQSGAEVKKPGSSVKVSCKASGGTFSSYAISWVRQAPGQGLEWMGRIIPILGIANYAQKFQGRVTITADKSTSTAYMELSSLRSEDTAM
YYCARGSYHQHSYSDVWGQGTLVTVSS

LMP2-26 LCVR DNA (서열번호 6)

ACCTATGTGCTGACTCAGCCACCCTCAGTCTCAGTGGCCCCAGGAAAGACGGCCAGAGTTACCTGTGGGGGAAATAAGATTGGAAGCAAACAT
GTGCACTGGTACCAACACAAGGCAGGCCAGGCCCCTGTGTTGGTCATCTATTATAATACTGACCGGCCCTCGGGGATCCCTGAGCGAATCTCT
GGCTCCAACTCTGGGGACACGGCCACCCTGACCATCACCGGGGTCGAGGCCGGCGATGAGGCCGACTATTACTGTCAGGTGTGGGATAGTAGT
TATGATCATGTGATATTCGGCGGAGGGACCAAGCTGACCGTCCTAGGT

LMP2-26 LCVR 아미노산 (서열번호 7)

SYVLTQPPSVSVAPGKTARVTCGGNKIGSKHVHWYQHKAGQAPVLVIYYNTDRPSGIPERISGSNSGDTATLTITGVEAGDEADYYCQVWDSS
YDHVIFGGGTKLTVLG

LMP2-26 HCVR DNA (서열번호 8)
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AAGGTGCAGCTGGTGCAGTCTGGGGCTGAGGTGAAGAAGCCTGGGTCCTCGGTGAAGGTCTCCTGCAAGGCTTCTGGAGGCACCTTCAGCAGC
TATGCTATCAACTGGGTGCGACAGGCCCCTGGACAAGGTCTTGAGTGGATGGGAAGGATCATCCCTATCCTTGGTATAGCAAACTACGCACAG
AAGTTCCAGGCCAGAGTCACGATTACCGCGGACAAATCCACGAGCACAGCCTACATGGAGCTGAGCAGCCTGAGATCTGAGGACACGGCCGTA
TATTACTGTGCGCGCTCTTACCCGCTGTACTCTGGTTGGGATTACTGGGGTCAAGGTACTCTGGTGACCGTCTCCTCA

LMP2-26 HCVR 아미노산 (서열번호 9)

QVQLVQSGAEVKKPGSSVKVSCKASGGTFSSYAINWVRQAPGQGLEWMGRIIPILGIANYAQKFQARVTITADKSTSTAYMELSSLRSEDTAV
YYCARSYPLYSGWDYWGQGTLVTVSS

LMP2-38 LCVR DNA (서열번호 10)

AAATCTGCCCTGACTCAGCCTGCCTCCGTGTCTGGGTCTCCAGGACAGTCGATCACCATCTCCTGCACTGGAACCAGCAGTGACGTTGGTAGT
TATAACGATGTCTCCTGGTACCAACAACACCCAGGCAAAGCCCCCAAACTCATGATTTATGATGTCAGTAATCGGCCCTCAGGGGTTTCTAAT
CGCTTCTCTGGCTCCAAGTCTGGCAACACGGCCTCCCTGACCATCTCTGGGCTCCAGACTGAGGACGAGGCTGATTATTACTGCAACTCATAT
ACAAGCAGCAACACTTATGTCTTCGGAACTGGGACCAAGGTCACCGTCCTAGGT

LMP2-38 LCVR 아미노산 (서열번호 11)

QSALTQPASVSGSPGQSITISCTGTSSDVGSYNDVSWYQQHPGKAPKLMIYDVSNRPSGVSNRFSGSKSGNTASLTISGLQTEDEADYYCNSY
TSSNTYVFGTGTKVTVLG

LMP2-38 HCVR DNA (서열번호 12)

TAGGTGCAGCTGGTGCAGTCTGGGGCTGAGGTGAAGAAGCCTGGGGCCTCAGTGCAGGTTTCCTGCAGGGCATCTGGATACACAATCACCTCC
TACTATATGCACTGGGTGCGACAGGCCCCTGGACAAGGGCTTGAGTGGATGGGAGTAATCAACCCTAATGCTGGCAGCACAAGATACGCACAG
AAATTCCAGGGCAGAGTCACCATGAGCACTGACACGTCCACGAGCACAGTCTACATGGCGCTGAGTAGTCTGAGATCTGACGACACTGCCGTG
TATTACTGTGCGCGCGGTATGTACCGTATGTACGATTGGGGTCAAGGTACTCTGGTGACCGTCTCCTCA

LMP2-38 HCVR 아미노산 (서열번호 13)

QVQLVQSGAEVKKPGASVQVSCRASGYTITSYYMHWVRQAPGQGLEWMGVINPNAGSTRYAQKFQGRVTMSTDTSTSTVYMALSSLRSDDTAV
YYCARGMYRMYDWGQGTLVTVSS

LMP2-40 LCVR DNA (서열번호 14)

AAGTCTGTGTTGACTCAGCCACCCTCAGTGTCAGTGGCCCCAGGAGAGACGGCCAGAATTACCTGTGGGGGAAACAACATTGGAAGTAGAAGT
GTGCACTGGTACCAGCAGAAGGCAGGCCAGGCCCCTGTTCTGGTCATCTCTTATAATAACGACCGGCCCTCAGGGATCCCTGAGCGAATCTCT
GGCTCCAACTCTGGGAACACGGCCACCCTGACCATCAGCAGGGTCGAAGCCGGGGATGAGGCCGACTTTTACTGTCAGGTGTGGGATAGTATT
AGTGACCATTATGTCTTCGGAACTGGGACCAAGGTCACCGTCCTAGGT

LMP2-40 LCVR 아미노산 (서열번호 15)

QSVLTQPPSVSVAPGETARITCGGNNIGSRSVHWYQQKAGQAPVLVISYNNDRPSGIPERISGSNSGNTATLTISRVEAGDEADFYCQVWDSI
SDHYVFGTGTKVTVLG

LMP2-40 HCVR DNA (서열번호 16)

TAGGTGCAGCTGGTGGAGTCTGGGGCTGAGGTGAAGAAACCTGGGTCCTCGGTGAAGGTCGCCTGCAAGGGTTCTGGAGGCACCTTCAGCAAC
TATCATATCAGCTGGGTGCGACAGGCCCCTGGACAAGGGCTTGAGTGGATGGGTGGGATCATCCCCATCCTTGGCACACCAAACTACGCACCG
AAATTCCTGGACAGAGTCACGATTTCCGCGGACGATTCCACGAGCACAGCCTACATGGAGCTGAGCAGCCTCACAGCTGACGACACGGCCGTA
TATTACTGTGCGCGCGGTCGTACTTGGTGGTCTGGTACTCTGGATTCTTGGGGTCAAGGTACTCTGGTGACCGTCTCCTCA

LMP2-40 HCVR 아미노산 (서열번호 17)

QVQLVESGAEVKKPGSSVKVACKGSGGTFSNYHISWVRQAPGQGLEWMGGIIPILGTPNYAPKFLDRVTISADDSTSTAYMELSSLTADDTAV
YYCARGRTWWSGTLDSWGQGTLVTVSS

LMP2-61 LCVR DNA (서열번호 18)

GCTTCTGAGCTGACTCAGGACCCTGCTGTGTCTGTGGCCTTGGGACAGACAGTCAGGATCACATGCCAAGGAGACAGCCTCAGAAGCTATTAT
GCAAGCTGGTACCAGCAGAAGCCAGGACAGGCCCCTGTACTTGTCATCTATGGTAAAAACAACCGGCCCTCAGGGATCCCAGACCGATTCTCT
GGCTCCAGCTCAGGAAACACAGCTTCCTTGACCATCACTGGGGCTCAGGCGGAAGATGAGGCTGACTATTACTGTAACTCCCGGGACAGCAGT
GGTAACCATCTGGTATTCGGCGGAGGGACCAAGCTGACCGTCCTAGGT

LMP2-61 LCVR 아미노산 (서열번호 19)

SSELTQDPAVSVALGQTVRITCQGDSLRSYYASWYQQKPGQAPVLVIYGKNNRPSGIPDRFSGSSSGNTASLTITGAQAEDEADYYCNSRDSS
GNHLVFGGGTKLTVLG

LMP2-61 HCVR DNA (서열번호 20)
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TAGGTGCAGCTGGTGCAGTCTGGGGCTGAGGTGAAGAGGCCTGGGGCCTCAGTGAAGGTCTCCTGCAAGGCATCTGGATACACCTTCACCAAC
TATTATATCCACTGGGTGCGACAGGCCCCTGGACAAGGGCTTGAGTGGATGGGAAGAATCAACCCTAGTGGTGGGAGCACAAATTACGCACCG
AAGTTCCAGGGCAGAGTCACCATGACCAGGGACACGTCCACGAACACAGTCTACATGGAACTGAGCAGCCTGAGATCTGAGGACACTGCCGTG
TATTACTGTGCGCGCTCTTACTACGGTTCTATGGATGCTTGGGGTCAAGGTACTCTGGTGACCGTCTCCTCA

LMP2-61 HCVR 아미노산 (서열번호 21)

QVQLVQSGAEVKRPGASVKVSCKASGYTFTNYYIHWVRQAPGQGLEWMGRINPSGGSTNYAPKFQGRVTMTRDTSTNTVYMELSSLRSEDTAV
YYCARSYYGSMDAWGQGTLVTVSS

LMP2-63 LCVR DNA (서열번호 22)

TCCTATGTGCTGACTCAGCCACCCTCGGTGTCAGTGGCCCCAGGAAAGACGGCCAGACTTACCTGTGGGGGAAACAACATTGGAAGTGAAAGT
GTACATTGGTACCAGCAGAAGCCAGGCCAGGCCCCTTTACTGGTCGTCTATGATGATGACGACCGGCCCTCCGGGATCCCTGAGCGATTCTCT
GGCTCCAACTCTGGGAACACGGCCACCCTGACCATCAGCAGGGTCGAGGCCGGCGATGAGGCCGACTATTACTGTCAGGTGTGGGATCGAAGT
AGTGATCATTGGTTTTTCGGCGGAGGGACCAAGGTCACCGTCCTAGGT

LMP2-63 LCVR 아미노산 (서열번호 23)

SYVLTQPPSVSVAPGKTARLTCGGNNIGSESVHWYQQKPGQAPLLVVYDDDDRPSGIPERFSGSNSGNTATLTISRVEAGDEADYYCQVWDRS
SDHWFFGGGTKVTVLG

LMP2-63 HCVR DNA (서열번호 24)

AAGGTCCAGCTGGTACAGTCTGGGGCTGAGGTGAAGAAGCCTGGGGCCTCAGTGCAGGTTTCCTGCAGGGCATCTGGATACACAATCACCTCC
TACTATATGCACTGGGTGCGACAGGCCCCTGGACAAGGGCTTGAGTGGATGGGAGTAATCAACCCTAATGCTGGCAGCACAAGATACGCACAG
AAATTCCAGGGCAGAGTCACCATGAGCACTGACACGTCCACGAGCACAGTCTACATGGCGCTGAGTAGTCTGAGATCTGACGACACGGCCGTG
TATTACTGTGCGCGCGGTGACGTTTACAACGGTTGGGATGAATGGGGTCAAGGTACTCTGGTGACCGTCTCCTCA

LMP2-63 HCVR 아미노산 (서열번호 25)

EVQLVQSGAEVKKPGASVQVSCRASGYTITSYYMHWVRQAPGQGLEWMGVINPNAGSTRYAQKFQGRVTMSTDTSTSTVYMALSSLRSDDTAV
YYCARGDVYNGWDEWGQGTLVTVSS

LMP2-77 LCVR DNA (서열번호 26)

GCTTCTGAGCTGACTCAGGACCCTGCTGTGTCTGTGGCCTTGGGACAGACAGTCAGGTTCACATGCCAAGGAGACAGCCTCAGAACGCATTAT
GCAAGTTGGTACCAGCAGAAGCCAGGACAGGCCCCTCAACTTGTCATCTATGGTAAAAACAGGCGGCCCTCAGGGATCCCAGACCGATTCTCT
GGCTCCACCTCAGGAAACACCGCTTCCTTGACCATCACTGGGGCTCAGGCGGAAGATGAGGGTGACTATTACTGTAACTCCCGGCACAGCAGT
GGTAATCATTGTGTGTTTGGCGGAGGGACCAAGCTGACCGTCCTAGGT

LMP2-77 LCVR 아미노산 (서열번호 27)

SSELTQDPAVSVALGQTVRFTCQGDSLRTHYASWYQQKPGQAPQLVIYGKNRRPSGIPDRFSGSTSGNTASLTITGAQAEDEGDYYCNSRHSS
GNHCVFGGGTKLTVLG

LMP2-77 HCVR DNA (서열번호 28)

TAGGTGCAGCTGGTGGAGTCTGGCCCAGGACTGGTGAAACCTTCACAGACCCTGTCCCTCACCTGCACTGTCTCTGGTGGCTCCATCACCAGT
GGTAATTACTACTGGAGCTGGATCCGTCAGCCCCCAGGGAAGGGGCTGGAGTGGATTGGGGAGATCAATCATAGCGGAAGCCCCAAGTACAAT
CCGTCCCTCAAGAGTCGAGTCACCATATCAGAAGACACGTCCCGGAACCAGTTCTCCCTGAAGCTGAGCTCTGTGACCGCCGCGGACACGGCC
GTGTATTACTGTGCGCGCCAGTCTTCTTACGGTGGTTACATAGATCAGTGGGGTCAAGGTACTCTGGTGACCGTCTCCTCA

LMP2-77 HCVR 아미노산 (서열번호 29)

EVQLVESGPGLVKPSQTLSLTCTVSGGSITSGNYYWSWIRQPPGKGLEWIGEINHSGSPKYNPSLKSRVTISEDTSRNQFSLKLSSVTAADTA
VYYCARQSSYGGYIDQWGQGTLVTVSS

항-CD3 scFv DNA (서열번호 123)

GACGTGCAGCTGGTGCAGAGCGGAGCTGAAGTGAAGAAACCTGGCGCCTCCGTGAAGGTGTCCTGCAAAGCTAGCGGCTATACCTTCACCCGG
TACACCATGCACTGGGTGCGCCAGGCACCTGGACAGGGACTGGAATGGATCGGCTACATCAACCCCTCCCGGGGCTACACCAACTACGCCGAC
TCTGTGAAGGGCCGGTTCACCATCACCACCGATAAGTCCACCAGCACCGCTTACATGGAACTGTCCTCCCTGAGATCCGAGGACACCGCTACC
TACTATTGCGCCCGGTACTACGACGACCACTACTGCCTGGACTACTGGGGACAGGGAACCACAGTGACCGTGTCCTCTGGCGAGGGCACCTCT
ACTGGATCTGGGGGAAGTGGTGGTTCTGGCGGCGCTGACGACATCGTGCTGACCCAGTCTCCAGCCACCCTGTCTCTGAGCCCAGGCGAGAGA
GCTACCCTGTCCTGCAGAGCCTCCCAGTCCGTGTCCTACATGAATTGGTATCAGCAGAAGCCTGGCAAGGCCCCTAAGCGGTGGATCTACGAC
ACCTCCAAGGTGGCCTCTGGCGTGCCAGCCCGGTTTTCCGGATCTGGCTCTGGCACCGACTACTCCCTGACCATCAACAGCCTGGAAGCCGAG
GACGCTGCCACCTATTACTGCCAGCAGTGGTCCTCCAACCCCCTGACCTTTGGAGGCGGCACCAAGGTGGAAATCAAG

항-CD3 scFv 아미노산 (서열번호 124)
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DVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTRYTMHWVRQAPGQGLEWIGYINPSRGYTNYADSVKGRFTITTDKSTSTAYMELSSLRSEDTAT
YYCARYYDDHYCLDYWGQGTTVTVSSGEGTSTGSGGSGGSGGADDIVLTQSPATLSLSPGERATLSCRASQSVSYMNWYQQKPGKAPKRWIYD
TSKVASGVPARFSGSGSGTDYSLTINSLEAEDAATYYCQQWSSNPLTFGGGTKVEIK

다양한 실시예에서, 본 발명에 따른 인간 항-EBV-LMP2/HLA-A02 단일클론 항체는 중쇄 및 경쇄 가변 영역으로 구[0173]

성되고, 여기서 중쇄 가변 영역은 표 3에 나타난 중쇄 가변 영역에서 발견되는 CDR 중 적어도 하나를 포함하고

경쇄 가변 영역은 표 3에 나타난 경쇄 가변 영역에서 발견되는 CDR 중 적어도 하나를 포함한다. 

다양한 실시예에서, 본 발명에 따른 인간 항-EBV-LMP2/HLA-A02 단일클론 항체는 중쇄 및 경쇄 가변 영역으로 구[0174]

성되고, 여기서 중쇄 가변 영역은 표 3에 나타난 중쇄 가변 영역에서 발견되는 CDR 중 적어도 두 개를 포함하고

경쇄 가변 영역은 표 3에 나타난 경쇄 가변 영역에서 발견되는 CDR 중 적어도 두 개를 포함한다. 

다양한 실시예에서, 본 발명에 따른 인간 항-EBV-LMP2/HLA-A02 단일클론 항체는 중쇄 및 경쇄 가변 영역으로 구[0175]

성되고, 여기서 중쇄 가변 영역은 표 3에 나타난 중쇄 가변 영역에서 발견되는 3개의 CDR을 포함하고 경쇄 가변

영역은 표 3에 나타난 경쇄 가변 영역에서 발견되는 3개의 CDR을 포함한다. 

다양한 실시예에서, 본 발명에 따른 인간 항-EBV-LMP2/HLA-A02 단일클론 항체는 중쇄 및 경쇄 가변 영역으로 구[0176]

성되고, 여기서 중쇄 가변 영역은 세 개의 CDR를 포함하는데, CDR은 각각 표 5에 나타난 중쇄 CDR과 적어도 약

50% (예를 들어, 적어도 약 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 또는 99%) 동일한

서열을 갖는다. 

다양한 실시예에서, 본 발명에 따른 인간 항-EBV-LMP2/HLA-A02 단일클론 항체는 중쇄 및 경쇄 가변 영역으로 구[0177]

성되고, 여기서 중쇄 가변 영역은 세 개의 CDR를 포함하는데, CDR은 각각 표 5에 나타난 중쇄 CDR과 실질적으로

동일하거나 동일한 서열을 갖는다. 

다양한 실시예에서, 본 발명에 따른 인간 항-EBV-LMP2/HLA-A02 단일클론 항체는 중쇄 및 경쇄 가변 영역으로 구[0178]

성되고, 여기서 경쇄 가변 영역은 세 개의 CDR를 포함하는데, CDR은 각각 표 6에 나타난 경쇄 CDR과 적어도 약

50% (예를 들어, 적어도 약 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 또는 99%) 동일한

서열을 갖는다. 

다양한 실시예에서, 본 발명에 따른 인간 항-EBV-LMP2/HLA-A02 단일클론 항체는 중쇄 및 경쇄 가변 영역으로 구[0179]

성되고, 여기서 경쇄 가변 영역은 세 개의 CDR를 포함하는데, CDR은 각각 표 6에 나타난 경쇄 CDR과 실질적으로

동일하거나 동일한 서열을 갖는다. 

다양한 실시예에서, 본 발명에 따른 인간 항-EBV-LMP2/HLA-A02 단일클론 항체는 중쇄 및 경쇄 가변 영역으로 구[0180]

성되고, 여기서 중쇄 가변 영역은 표 5에 나타난 세 개의 CDR를 포함하고, 경쇄 가변 영역은 표 6에 나타난 세

개의 CDR를 포함한다. 

다양한 실시예에서, 본 발명에 따른 인간 항-EBV-LMP2/HLA-A02 단일클론 항체는 중쇄 및 경쇄 가변 영역으로 구[0181]

성되고, 여기서 중쇄 가변 영역은 표 3에 나타난 중쇄 가변 영역과 적어도 약 50% (예를 들어, 적어도 약 55%,

60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 또는 99%) 동일한 서열을 갖는다. 

다양한 실시예에서, 본 발명에 따른 인간 항-EBV-LMP2/HLA-A02 단일클론 항체는 중쇄 및 경쇄 가변 영역으로 구[0182]

성되고, 여기서 중쇄 가변 영역은 표 3에 나타난 중쇄 가변 영역과 실질적으로 동일하거나 동일한 서열을 갖는

다. 

다양한 실시예에서, 본 발명에 따른 인간 항-EBV-LMP2/HLA-A02 단일클론 항체는 중쇄 및 경쇄 가변 영역으로 구[0183]

성되고, 여기서 경쇄 가변 영역은 표 3에 나타난 경쇄 가변 영역과 적어도 약 50% (예를 들어, 적어도 약 55%,

60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 또는 99%) 동일한 서열을 갖는다. 

다양한 실시예에서, 본 발명에 따른 인간 항-EBV-LMP2/HLA-A02 단일클론 항체는 중쇄 및 경쇄 가변 영역으로 구[0184]

성되고, 여기서 경쇄 가변 영역은 표 3에 나타난 경쇄 가변 영역과 실질적으로 동일하거나 동일한 서열을 갖는

다. 

다양한 실시예에서, 본 발명에 따른 인간 항-EBV-LMP2/HLA-A02 단일클론 항체는 중쇄 및 경쇄 가변 영역으로 구[0185]

성되는데, 중쇄 가변 영역은 표 3에 나타난 중쇄 가변 영역과 적어도 약 50% (예를 들어, 적어도 약 55%, 60%,

65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 또는 99%) 동일한 서열을 가지며, 경쇄 가변 영역은 표 3

에 나타난 경쇄 가변 영역과 적어도 약 50% (예를 들어, 적어도 약 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%,
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95%, 96%, 97%, 98%, 또는 99%) 동일한 서열을 갖는다. 

다양한 실시예에서 본 발명에 따른 인간 항-EBV-LMP2/HLA-A02 단일클론 항체는 중쇄 및 경쇄 가변 영역으로 구[0186]

성되는데, 중쇄 가변 영역은 표 3에 나타난 중쇄 가변 영역과 실질적으로 동일하거나 동일한 서열을 가지며, 경

쇄 가변 영역은 표 3에 나타난 경쇄 가변 영역과 실질적으로 동일하거나 동일한 서열을 갖는다. 

다양한 실시예에서, 본 발명에 따른 인간 항-EBV-LMP2/HLA-A02 단일클론 항체는 표 3에 나타난 중쇄 및 경쇄 가[0187]

변 영역 서열로부터 선택되는 중쇄 및 경쇄 가변 영역으로 구성된다. 

본원에 기재된 EBV-LMP2 펩티드, 또는 이의 단편은 당업자에게 공지된 방법에 의해 항체를 생성하는데 사용될[0188]

수  있다.  본원에  사용된  바와  같이,  항-EGV-LMP2/HLA-A02  항체는  HLA-A02와  관련하여  EBV-LMP2  펩티드

CLGGLLTMV (서열번호 1)의 임의의 잔기에 특이적으로 결합하는 임의의 항체 또는 항체의 단편을 포함한다. 

본원에 사용된 바와 같이, "항-EBV-LMP2/HLA-A02 항체", " 항-EBV-LMP2/HLA-A02 항체 부분," 또는 " 항-EBV-[0189]

LMP2/HLA-A02 항체 단편" 및/또는 "항-EBV-LMP2/HLA-A02 항체 변이체" 등등은 본 발명의 항체에 포함될 수 있

는, 비-쥐 기원, 바람직하게는 인간 기원의, 중쇄 또는 경쇄 가변 영역, 중쇄 또는 경쇄 불변 영역, 골격 영역

또는 그의 임의의 부분과 함께, 본원에 기재된 임의의 단일클론 항체로부터 유래한 중쇄 또는 경쇄 또는 그의

리간드 결합 부분의 적어도 하나의 상보성 결정 영역 (CDR)을 함유하는, 면역글로불린 분자의 적어도 일부분을

포함하는 임의의 단백질 또는 펩티드 함유 분자를 포함한다. 대안적으로, "항-EBV-LMP2/HLA-A02 항체"는 집합적

으로 또는 개별적으로 LMP2-21,  LMP2-21  IgG1,  LMP2-26,  LMP2-26  IgG1,  LMP2-38,  LMP2-38  IgG1,  LMP2-40,

LMP2-40 IgG1, LMP2-61, LMP2-61 IgG1, LMP2-63, LMP2-63 IgG1, LMP2-77, LMP2-77 IgG1, 및 이들의 조합, 그

리고 LMP2-21 scFv, LMP2-26 scFv, LMP2-38 scFv, LMP2-40 scFv, LMP2-61 scFv, LMP2-63 scFv, LMP2-77 scFv,

및 이들의 조합을 포함한 본 발명의 단일 사슬 가변 단편과 같은 이들의 단편 및 영역을 지칭하게 될 것이다.

이러한 인간 단일클론 항체는 적어도 하나의 세포 기능을 시험관 내, 계 내 및/또는 생체 내 조절, 감소, 길항,

완화, 경감, 차단, 억제, 폐색 및/또는 간섭할 수 있으며, 여기서 상기 세포는 EBV-LMP2/HLA-A02 복합체를 발현

한다. 비-제한적인 예로서, 본 발명의 적합한 항-EVV-LMP2/HLA-A02 항체, 특정 부분 또는 변이체는 인간 HLA I

류 분자에 의해 제시된 EBV-LMP2 펩티드의 에피토프, 특히 펩티드 에피토프에 높은 친화도를 가지고 결합할 수

있다. 

항-EBV-LMP2/HLA-A02 항체는 당업계에 공지된 방법을 사용하여 생성될 수 있다. 예를 들면, 항체 생산을 위한[0190]

프로토콜은 Harlow 및 Lane, Antibodies: A Laboratory Manual, (1988)에 의해 기술되어 있다. 일반적으로 항

체는 마우스, 쥐, 기니아 피그, 햄스터, 낙타, 라마, 상어 또는 다른 적절한 숙주에서 생성될 수 있다. 대안적

으로, 항체는 IgY 분자를 생산하는, 닭에서 생성될 수도 있다 (Schade 등, 1996, ALTEX 13(5):80-85). 일부 실

시예에서, 본 발명에 적합한 항체는 인간이 아닌 영장류 항체이다. 예를 들면, 비비(baboon)에서 치료학적으로

유용한 항체를 기르는 일반적인 기술은, 예를 들어 WO 91/11465 및 Losman 등, 1990, Int. J. Cancer 46:310에

서  발견될  수도  있다.  일부  실시예에서,  단일클론  항체는  하이브리도마  방법을  사용하여  제조될  수  있다

(Milstein 및 Cuello, 1983, Nature 305(5934):537-40). 일부 실시예에서, 또한 단일클론 항체는 재조합 방법

을 사용하여 제조될 수 있다 (예를 들어, 미국 특허번호 제4,166,452호 참고). 

B-세포 불멸화에 의한 단일클론 항체 생성과 관련된 많은 어려움은 파지 디스플레이를 사용하여, E.coli에서 항[0191]

체 단편을 조작하고 발현함으로써 극복될 수 있다. 고 친화도 단일클론 항체의 회수를 보장하기 위해, 조합적인

면역글로불린 라이브러리는 통상적으로 큰 레퍼토리 크기를 포함해야 한다. 통상적인 전략은 역전사 효소를 사

용하여 cDNA를 합성하기 위해 면역화된 마우스의 림프구 또는 비장 세포로부터 수득된 mRNA를 이용한다. 중쇄

및 경쇄 유전자는 PCR에 의해 개별적으로 증폭되고 파지 클로닝 벡터에 연결된다. 하나는 중쇄 유전자를 포함하

고 하나는 경쇄 유전자를 포함하는 두 개의 다른 라이브러리가 생산된다. 파지 DNA가 각각의 라이브러리로부터

단리되고, 중쇄 및 경쇄 서열이 함께 연결되고 패키징되어 조합적인 라이브러리를 형성한다. 각각의 파지는 중

쇄  및  경쇄  cDNA의  무작위  쌍을  포함하고  있으며,  E.coli  감염시  감염된  세포에서  항체  사슬의  발현을

지시한다. 관심있는 항원을 인식하는 항체를 식별하기 위해, 파지 라이브러리를 플레이팅하고 플라크에 있는 항

체 분자를 필터로 옮긴다. 필터를 방사능으로 표지된 항원과 함께 인큐베이팅한 다음 세척하여 과량의 비결합

리간드를 제거한다. 자가방사사진(autoradiogram) 상의 방사능 지점은 항원에 결합하는 항체가 들어있는 플라크

를 식별해낸다. 인간 면역글로불린 파지 라이브러리를 생산하는데 유용한 클로닝 및 발현 벡터는 예를 들어,

Stratagene Cloning Systems (캘리포니아 라 졸라)로부터 수득할 수 있다. 

비슷한 전략을 사용하여 고 친화도 scFv를 얻을 수 있다 (Vaughn 등, 1996, Nat. Biotechnol., 14:309-314 참[0192]

고). 모든 알려진 VH, Vk 및 Vν 유전자 군에 상응하는 PCR 프라이머를 사용하여 면역화되지 않은 인간 공여체
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로부터 V-유전자를 단리함으로써 큰 레퍼토리를 갖는 scFv 라이브러리를 구축할 수 있다. 증폭 후, Vk 및 Vν

풀을 하나의 풀을 형성하도록 합친다. 이들 단편을 파지미드(phagemid) 벡터에 연결시킨다. 그런 다음 scFv 링

커 (예, [G4S]3)를 VL 단편의 상류에 있는 파지미드에 연결한다. VH 와 링커-VL 단편은 JH 영역에 증폭되고 조립

된다. 생성 된 VH-링커-VL 단편을 파지미드 벡터에 연결시킨다. 파지미드 라이브러리는 위에서 설명한대로 필터

를 사용하거나 면역튜브 (Nunc; Maxisorp)를 사용하여 패닝할 수 있다. 면역화된 토끼의 림프구 또는 비장 세포

로부터 조합적 면역글로불린 라이브러리를 구축하고 P.파스토리스에서 scFv 구축물을 발현함으로써 유사한 결과

를 얻을 수 있다 (예를 들어 Ridder 등, 1995, Biotechnology, 13:255-260 참고). 또한, 적절한 scFv의 단리

후에, 보다 높은 결합 친화도 및 보다 느린 해리 속도를 갖는 항체 단편은 CDR3 돌연변이 유발 및 사슬-셔플링

과 같은 친화도 성숙 공정을 통해 수득될 수 있다 (예를 들어, Jackson  등, 1998,  Br. J. Cancer, 78:181-

188); Osbourn 등, 1996, Immunotechnology, 2:181-196 참고). 

항체 단편의 또 다른 형태는 단일 CDR을 코딩하는 펩티드이다. 관심있는 항체의 CDR을 암호화하는 유전자를 구[0193]

축함으로써 CDR 펩티드 ("최소 인식 단위")를 얻을 수 있다. 이러한 유전자는, 예를 들어, 항체 생산 세포의

RNA로부터 가변 영역을 합성하기 위해 중합효소 연쇄 반응을 사용하여 제조된다 (예를 들어, Larrick 등, 1991,

Methods:  A  Companion  to  Methods  in  Enzymology  2:106;  Courtenay-Luck,  "Genetic  Manipulation  of

Monoclonal  Antibodies,"  in  Monoclonal  Antibodies:  Production,  Engineering  And  Clinical  Application,

Ritter  등, eds., p. 166-179, Cambridge University Press 1995; 및 Ward 등, "Genetic Manipulation and

Expression  of  Antibodies,"  in  Monoclonal  항체: Principles  And  Applications,  Birch  등, eds.,  p. 137-

185, Wiley-Liss, Inc. 1995 참고). 

일부 실시예에서, 본 발명에 적합한 항체는 인간화된 항체 또는 인간 항체를 포함할 수 있다. 비인간 항체의 인[0194]

간화된 형태는 비인간 Ig로부터 유래한 최소 서열을 함유하고 있는, 키메라 면역글로불린 (Ig), Ig 사슬 또는

단편 (예컨대 항체의 Fv, Fab, Fab', F(ab')2 또는 다른 항원 결합 하위서열)이다. 일반적으로, 인간화된 항체

는 비-인간 기원으로부터 도입된 하나 이상의 아미노산 잔기를 갖는다. 이러한 비인간 아미노산 잔기는 흔히 "

도입(import)" 잔기라고 불리는데, 이는 일반적으로 "도입" 가변 도메인에서 취해진다. 인간화는 인간 항체의

상응하는 서열을 위한 설치류 상보성 결정 영역 (CDR) 또는 CDR 서열을 대체함으로써 달성된다 (Riechmann 등,

1988, Nature 332(6162):323-7; Verhoeyen 등, 1988, Science 239(4847):1534-6). 이러한 "인간화" 항체는 키

메라 항체 (예를 들어, 미국 특허번호 4,816,567; 5,693,762; 및 5,225,539)이며, 여기서 무손상인 인간 가변

도메인 보다 실질적으로 적게 비인간 종으로부터의 상응하는 서열에 의해 치환되었다. 일부 실시예에서, 인간화

항체는 통상적으로 일부 CDR 잔기 및 가능하게는 일부 골격 (FR) 잔기가 설치류 항체의 유사 부위의 잔기로 치

환되는 인간 항체이다. 인간화 항체는 수혜자의 CDR로부터의 잔기가 원하는 특이성, 친화도 및 용량을 갖는, 마

우스, 랫트 또는 토끼와 같은 비인간 종 (공여자 항체)의 CDR로부터의 잔기로 대체되는 인간 Ig (수혜자 항체)

를 포함한다. 일부 경우에는, 상응하는 비인간 잔기가 인간 Ig의 Fv 골격 잔기를 대체한다. 인간화 항체는 수혜

자 항체 또는 도입된 CDR 또는 골격 서열에서도 발견되지 않는 잔기를 포함할 수 있다. 일반적으로, 인간화 항

체는 적어도 하나, 통상적으로는 2개의, 가변 도메인 중 실질적으로 전부를 포함하며, CDR 영역의 전부는 아니

라도 대부분이 비인간 Ig의 영역에 상응하고, FR 영역의 전부는 아니라도 대부분이 인간 Ig 컨센서스 서열의 영

역이다. 인간화 항체는 또한 Ig 불변 영역 (Fc)의 적어도 일부분, 통상적으로는 인간 Ig의 그것을 포함하고 있

다 (Riechmann 등, 1988, Nature 332(6162):323-7; Verhoeyen 등, 1988, Science 239(4847): 1534-6). 

인간 항체는 파지 디스플레이 라이브러리 (Hoogenboom  등,  1991,  Mol.  Immunol.  28(9):1027-37;  Marks  등,[0195]

1991, J. Mol. Biol. 222(3):581-97) 및 인간 단일클론 항체의 제조 (Reisfeld 및 Sell, 1985, Cancer Surv.

4(l):271-90)를 포함한, 다양한 기술을 이용하여 생산될 수 있다. 마찬가지로, 내인성 Ig 유전자가 부분적으로

또는 완전히 불활성화된 트랜스제닉 동물에 인간 Ig 유전자를 도입하는 것을 사용하여 인간 항체를 합성할 수

있다  (예를  들어,  Fishwild  등,  1996,  Nat.  Biotechnol.  14(7):845-51;  Lonberg  등,  1994,  Nature

368(6474):856-9; Lonberg and Huszar, 1995, Int. Rev. Immunol. 13:65-93; Taylor, L.D., 등, 1992, Nucl.

Acids  Res.  20:6287-6295;  Kellermann  S-A.,  및 Green  L.L.,  2002,  Curr.  Opin.  Biotechnol.  13:593-597;

Little, M. 등, 2000, Immunol. Today 21:364-370; Murphy, A.J. 등, 2014, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A.

111(14):5153-5158  참고).  공격(challenge)  시,  인간  항체  생산이  관찰된다.  일부  실시예에서,  항-EBV-

LMP2/HLA-A02 인간 항체는 CLGGLLTMV (서열번호 1)이거나 이를 포함하는 아미노산 서열을 갖는 EBV-LMP2 펩티드

로 항원 공격에 응답하여 인간 항체를 제조하도록 조작된 비인간 동물의 면역화에 의해 제조된다.

일부 실시예에서, 본 발명에 따라 사용하기 위한 항-EBV-LMP2/HLA-A02 인간 단일클론 항체는 변이체 Fc 영역을[0196]
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포함하고, 여기서 상기 변이체 Fc 영역은 야생형 Fc 영역 (또는 모체 Fc 영역)에 비해 적어도 하나의 아미노산

변형을 포함함으로써, 상기 변이체 Fc 영역이 Sondermann 등, 2000, Nature, 406:267-273에 개시된 것과 같은

Fc-Fc 수용체 상호작용의 결정학적 및 구조적 분석에 기초하여 Fc 수용체와 직접 접촉하게 하는 위치에서 치환

체를 갖지 않는다는 가정 하에, 상기 분자는 Fc 수용체 (예, FcγR)에 대해 변경된 친화도를 가지게 된다. Fcγ

R과 같은 Fc 수용체와 직접 접촉하게 하는 Fc 영역 내의 위치의 예로는 아미노산 234-239 (힌지 영역), 아미노

산 265-269 (B/C 루프), 아미노산 297-299 (C'/E 루프), 및 아미노산, 그리고 327-332 (F/G) 루프가 있다. 일

부 실시예에서, 변이체 Fc 영역을 포함하는 본 발명의 항-EBV-LMP2/HLA-A02 인간 단일클론 항체는 구조적 및 결

정학적 분석에 기초하여 FcγR와 직접 접촉하게 하는 적어도 하나의 잔기의 변형을 포함한다. 

일부 실시예에서, 본 발명에 따라 사용하기 위한 항-EBV-LMP2/HLA-A02 인간 단일클론 항체는 하나 이상의 아미[0197]

노산 변형을 갖는 변이체 Fc 영역을 갖는, 억제 작용 및/또는 억제성 수용체에 대해 변경된 친화도를 갖는 항-

EBV-LMP2/HLA-A02 인간 단일클론 항체이며, 여기서 상기 하나 이상의 아미노산 변형은 297 위치에서 알라닌에

의한 치환이고; 일부 실시예에서, FcR 친화도를 강화하기 위한 239D, 330L, 332E에서의 치환; 일부 실시예에서,

FcR 결합을 줄이거나 없애기 위한 322K에서의 치환이다. 일부 실시예에서, 본 발명에 따라 사용하기 위한 항-

EBV-LMP2/HLA-A02 인간 단일클론 항체는 모체 Fc 영역에 비해 변이체 글리코실화를 갖는 Fc 영역을 가지며; 일

부  실시예에서,  변이체  글리코실화는  푸코오스의  부재를  포함하고;  일부  실시예에서,  변이체  글리코실화는

GnT1-결핍 CHO 세포에서의 발현으로부터 초래된다. 일부 실시예에서, 본 발명은 K322A 치환을 특징으로 하는 변

이체 Fc 영역을 포함하는 인간 항-EBV-LMP2/HLA-A02 항체 성분을 갖는 다중특이적 결합제를 제공한다. 일부 실

시예에서 제공된 다중특이적 결합제는 성분이 유도될 수 있는 모체 항체와 비교하여 변이체 글리코실화를 보여

주는(예를 들어, 비글리코실화됨 (aglycosylate)) 항체 성분을 포함하며; 일부 이러한 실시예에서, 이러한 변이

체는 K322A 치환을 특징으로 하는 변이체 Fc 영역이거나 이를 포함할 수도 있다. 

일부 실시예에서, 본 발명은 변경 효과기 기능 및/또는 FcR에 대한 친화도가 참조 Fc에 비해 증진되거나 감소된[0198]

다는 점에 특징이 있는 변이체 Fc 영역 (즉, Fc 영역은 적정한 참조 Fc에 비해 하나 이상의 첨가, 결실 및/또는

치환을 포함함)을 포함하는 항체 또는 항체 제제를 제공 및/또는 활용한다. 이러한 변이들은 당업자의 기술 범

위 내에 있다. 

따라서, 다른 것들 중에서, 본 발명은 하나 이상의 FcγR에 대해 보다 큰 친화도로 결합하는 변이체 Fc 영역을[0199]

포함하는 항체 제제 및 다중특이적 결합제 (예를 들어, 항체 제제)를 제공한다. 이러한 제제는 바람직하게 상기

에서 논의된 바와 같이 효과기 기능을 보다 효과적으로 매개한다. 일부 실시예에서, 본 발명은 하나 이상의 Fc

γR에 대해 보다 약한 친화도로 결합하는 변이체 Fc 영역을 포함하는 항체 제제 및 다중특이적 결합제 (예를 들

어, 이중특이적 항체)를 제공한다. 효과기 기능의 감소 또는 제거는 소정의 경우, 예를 들어 작용 기전이 표적

항원의 차단 또는 길항 작용을 포함하나 표적 항원을 갖는 세포의 살해를 포함하지 않는 항체의 경우에 바람직

하다. 또한, 일부 실시예에서, 상기에서 논의된 바와 같이 이중특이적 항체를 만들 때, 효과기 기능의 제거가

바람직하다. 효과기 세포의 FcγR 활성화 수용체를 차단하는 자가면역 질환의 경우에 효과기 기능의 감소 또는

제거가 바람직할 것이다 (이 유형의 기능은 숙주 세포에서 나타남). 일반적으로, 증가된 효과기 기능은 종양 및

외래 세포에 유도될 수 있다; 일부 실시예에서, 효과기 기능은 종양 세포에서 멀리 유도될 수 있다. 

본 발명에 따라 사용하기 위한 Fc 변이체는 효과기 기능을 변경시키는 변형을 포함하지만 이에 한정되지 않는,[0200]

다른 Fc 변형과 조합될 수 있다. 본 발명은 항체 또는 Fc 융합체에서 첨가제, 상승작용 또는 신규한 성질을 제

공하기 위해 본원에 기재된 바와 같은 Fc 변이체를 다른 Fc 변형체와 조합하는 것을 포함한다. 일부 이러한 실

시예에서, Fc 변이체는 이들이 조합되는 변형의 표현형을 강화시킬 수 있다. 예를 들면, Fc 변이체가 야생형 Fc

영역을 포함하는 비교가능한 분자보다 높은 친화도를 가지고 FcγRIIIA와 결합하는 것으로 알려진 돌연변이체와

조합되는 경우, 돌연변이체와의 조합은 FcγRIIIA 친화도의 보다 큰 배수 증가를 초래한다. 

일부 실시예에서, 본 발명에 따르면 본원에 기재된 Fc 변이체는 항체 또는 Fc 융합체에 혼입되어 Fc 영역을 포[0201]

함하는 분자에 대한 하나 이상의 Fc 글리코 형태 (즉, 하나 이상의 탄수화물이 공유 결합되는 하나 이상의 Fc

폴리펩티드)를 포함하는 조작된 제제를 생성시키고, 여기서 글리코 형태의 탄수화물 조성물은 Fc 영역을 포함하

는 모체 분자의 화학적 조성과 화학적으로 상이하다.

일부 실시예에서, 본원에 기재된 다중특이적 결합제(예를 들어, 항체 제제)는 변이체 글리코실화를 나타내는 Fc[0202]

변이체를 포함할 수 있고 및/또는 글리코실화 결핍 세포주 (예를 들어, GnT1-결핍 CHO 세포)에서 발현될 수 있

으며, 적정한 참조 Fc 영역 (예, 야생형), 또는 글리코실화가 결핍되지 않은 세포주에서 발현된 Fc 영역과 비교

하여 글리코실화가 결여된 채로 제제의 그러한 Fc 영역이 생산된다. 
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일부 실시예에서, 본 발명에 따라 사용되는 항체는, 바람직하게는 항체의 기능성, 예를 들면 항원에 대한 결합[0203]

활성을 변경시키지 않고, 관심있는 항원 (예를 들어, EBV-LMP2 펩티드)에 결합하는 적정 참조 항체에 비해 변형

된 글리코실화 부위를 가질 수 있다. 본원에 사용된 바와 같이, "글리코실화 부위"는 올리고사카라이드 (즉, 함

께 연결된 2개 이상의 단순 당을 함유하는 탄수화물)이 특이적으로 그리고 공유적으로 결합할 항체 중의 임의의

특이적 아미노산 서열을 포함한다. 올리고사카라이드 측쇄는 통상적으로 N- 또는 O-결합을 통해 항체의 백본에

연결된다. N-결합된 글리코실화는 올리고사카라이드 모이어티를 아스파라긴 잔기의 측쇄에 부착시키는 것을 말

한다. O-결합된 글리코실화는 올리고사카라이드 모이어티를 하이드록시아미노산, 예를 들어, 세린, 트레오닌에

부착시키는 것을 말한다. 예를 들면, 푸코오스 및 말단 N-아세틸글루코사민을 비롯한 소정의 올리고사카라이드

가 결여된 Fc-글리코 형은 특별한 CHO 세포에서 생산될 수 있고, 증진된 ADCC 효과기 기능을 나타낼 수 있다. 

일부 실시예에서, 본 발명은 글리코실화 부위를 첨가 또는 결실시킴으로써 본원에 기재된 바와 같은 항체의 탄[0204]

수화물 함량을 변형시키는 방법을 포함한다. 항체의 탄수화물 함량을 변형시키는 방법은 당업계에 잘 알려져 있

으며  본  발명에  포함된다  (예를  들어,  미국  특허  번호  6,218,149;  EP  0359096B1;  미국  특허출원 번호 US

2002/0028486;  국제 특허출원 공개 번호 WO  03/035835;  미국 특허공개 번호 2003/0115614;  미국 특허 번호

6,218,149; 미국 특허 번호 6,472,511 참고). 일부 실시예에서, 본 발명은 항체의 하나 이상의 내인성 탄수화물

모이어티를 제거함으로써 항체 (또는 그의 관련 부분 또는 성분)의 탄수화물 함량을 변형시키는 방법을 포함한

다. 일부 소정의 실시예에서, 본 발명은 아스파라긴으로부터 알라닌으로 위치 297을 변형시킴으로써, 항체의 Fc

영역의 글리코실화 부위를 결실시키는 것을 포함한다. 

조작된 글리코형은 효과기 기능의 강화 또는 감소를 포함하지만 이에 한정되지 않는, 다양한 목적에 유용할 수[0205]

있다. 조작된 글리코형은 당업자에게 공지된 임의의 방법, 예를 들어, 조작된 또는 변이체 발현 균주를 사용하

거나, 하나 이상의 효소, 예를 들어 DI N-아세틸글루코사민전이효소 III (GnTIII)와의 공동-발현에 의하거나,

다양한 유기체 또는 다양한 유기체로부터의 세포주에서 Fc 영역을 포함하는 분자를 발현시키거나, 또는 Fc 영역

을 포함하는 분자가 발현된 후에 탄수화물(들)을 변형시킴으로써 생성될 수 있다. 조작된 글리코형을 생성하는

방법은  당업계에  공지되어  있으며,  Umana  등,  1999,  Nat.  Biotechnol.  17:176-180;  Davies  등,  2001,

Biotechnol. Bioeng. 74:288-294; Shields 등, 2002, J. Biol. Chem. 277:26733-26740; Shinkawa 등, 2003,

J. Biol. Chem. 278:3466-3473; 미국 특허 번호 6,602,684; 미국 특허 출원 번호 10/277,370; 미국 특허 출원

번호 10/113,929; 국제 특허 출원 공개 번호 WO 00/61739A1; WO 01/292246A1; WO 02/311140A1; WO 02/30954A1;

POTILLEGENT™  기술  (Biowa,  Inc.  Princeton,  N.J.);  GLYCOMAB™  글리코실화  조작  기술  (GLYCART

biotechnology AG, 스위스 취리히)에 기재된 방법들을 포함하지만 이에 한정되지 않는다. 예를 들어, 국제 특허

출원 공개 번호 WO 00/061739; EA01229125; 미국 특허 출원 공개 번호 2003/0115614; Okazaki 등, 2004, JMB,

336:1239-49를 참고한다. 

다가 결합제[0206]

당업자가 알고 있는 바와 같이, 다가 결합제는 둘 이상의 표적 (예를 들어, 에피토프)에 특이적으로 결합하는[0207]

결합 성분을 포함하는 분자 실재물 또는 복합체이다. 이러한 다가 결합제는 치료 용도를 포함하여, 당업계에서

다양한 용도를 발견한다. 하나의 예를 들자면, 당업자가 알고 있는 바와 같이, 다가 결합제는 세포독성 T 세포

를 종양 부위로 유도 (또는 모집)함으로써 종양 세포의 살해를 용이하게 하도록 조작되었다. 종양 항원의 예로

는  알파  태아단백질  (AFP),  CA15-3,  CA27-29,  CA19-9,  CA-125,  칼레티닌(calretinin),  암  배아  항원

(carcinoembryonic antigen), CD34, CD99, CD117, 크로모그라닌(chromogranin), 시토케라틴(cytokeratin), 데

스민(desmin), 상피 막 단백질 (EMA), 인자 VIII, CD31 FL1, 신경 아교 섬유 산성 단백질 (glial fibrillary

acidic protein, GFAP), 총 낭포증 유체 단백질 (gross cystic disease fluid protein, GCDFP-15), HMB-45,

인간 융모성 성선자극 호르몬 (human chorionic gonadotropin, hCG), 인히빈(inhibin), 케라틴, CD45, 림프구

마커, MART-1 (Melan-A), Myo D1, 근육 특이적 액틴 (MSA), 신경섬유, 뉴런 특이적 엔올라제 (NSE), 태반 알칼

리성 포스포파타아제 (placental alkaline phosphatase, PLAP), 전립선 특이적 항원, S100 단백질, 평활근 액

틴 (SMA),  시냅토파이신(synaptophysin),  티로글로불린(thyroglobulin),  갑상선 전사 인자-1,  종양 M2-PK  및

비멘틴(vimentin)을 포함하지만 이에 한정되지 않는다. 

일부 실시예에서, 본 발명에 따라 사용하기 위한 다가 결합제는 이중특이적 결합제이다. 많은 실시예에서, 이러[0208]

한 이중특이적 결합제는 종양 세포에 결합할 수 있다. 많은 실시예에서, 이러한 이중특이적 결합제는 엡스타인-

바 바이러스 (EBV)-감염된, EBV
+
 세포, 또는 MHC 분자 (예를 들어, HLA I 류 분자)를 통해 종양 세포 표면에

EBV-관련 펩티드를 발현하는 세포에 결합할 수 있다. 
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일부 실시예에서, 본 발명에 의해 제공되는 다가 결합제(예를 들어, 이중특이적 결합제)는 항체 성분이거나 항[0209]

체 성분을 포함한다. 항체 성분을 포함하는 다중특이적 결합제를 설계, 구축 및/또는 생산하기 위한 다양한 기

술이 당업계에 공지되어 있다. 

예를 들면, 완전한 면역글로불린 골격 (예, IgG), 단일 사슬 가변 단편 (scFv), 또는 이들의 조합을 사용하는[0210]

다가 결합제가 구축되었다. 일렬로 된 2개의 scFv 유닛으로 구성된 이중특이적 결합제는 임상적으로 성공적인

이중특이적 항체 형태인 것으로 나타났다. 항 종양 면역 요법의 경우, 일렬로 된 2개의 단일 사슬 가변 단편

(scFv)을 포함하는 이중특이적 결합제는 종양 항원에 결합하는 scFv가, CD3를 결합하여 T 세포와 체결하는 scFv

와 연결되도록 설계되었다. 이런 식으로, T 세포는 소정의 T 세포가 가지고 있는 세포독성 성질에 의해 종양 세

포의 살해를 매개할 수 있다는 희망으로 종양 부위에 모집된다. 림프종에 대해 CD19와 CD3를 표적으로 하는 이

러한 이중특이적 결합제의 예가 만들어졌으며 (이중특이적 T 세포 체결, 또는 BiTE로 불림; 예를 들어, Dreier

등, 2003, J. Immunol. 170:4397-4402; Bargou 등, 2008, Science 321:974-977 참고), 이는 동물 이종이식 연

구에서 종양 성장을 예방하는데 성공적이었다. 인간 연구에서, 이 이중특이적 결합제는 5가지 부분적 및 2가지

완전 관해를 포함하여, 객관적인 종양 반응을 입증했다. 

예시적인 이중특이적 결합제는 종양 항원 (예, MHC 분자의 결합 포켓 내의 EBV-관련 펩티드)에 특이적인 제1 항[0211]

체 성분 및 면역 효과기 세포 (예, T 세포, NK 세포 등)에 특이적인 제2 항체 성분을 가진 것을 포함한다. 이중

특이적 결합제는 예를 들어, 동일하거나 상이한 항원의 상이한 에피토프를 인식하는 중쇄 및/또는 경쇄를 조합

함으로써 만들어 질 수 있다. 일부 실시예에서, 분자 기능에 의해, 이중특이적 결합제는 두 개의 결합 암(arm)

중 하나 (하나의 VH/VL 쌍)에 하나의 항원 (또는 에피토프)을 결합하고, 두 번째 암 (다른 VH/VL 쌍)에 다른 항

원 (또는 에피토프)을 결합한다. 이 정의에 의해, 이중특이적 결합제는 두 개의 별개의 항원 결합 암 (특이성

및 CDR 서열 모두에)을 가지며, 그것이 결합하는 각 항원에 대해 1가이다. 

일부 실시예에서, 본 발명의 이중특이적 결합제는 상이한 구조의 2개의 표적에 동시에 결합하는 능력을 특징으[0212]

로 한다. 일부 실시예에서, 본 발명의 이중특이적 결합제는 예를 들어, B-세포, T-세포, 골수, 혈장 또는 비만

세포 항원 또는 에피토프에 특이적으로 결합하는 적어도 하나의 성분, 및 펩티드-HLA 복합체에 특이적으로 결합

하는 적어도 하나의 다른 성분을 가지며, 상기 펩티드-HLA 복합체의 펩티드는 EBV 단백질로부터 유래된 것이다. 

본 발명의 이중특이적 결합제(예를 들어, 이중특이적 항체)는 소정의 포맷이 EBV-관련 질환 및 악성 종양의 진[0213]

단 및/또는 치료를 위해 사용될 때 소정의 표적 (예를 들어, 종양 항원)에 보다 유익할 수 있다는 특별한 통찰

력에 기초한다. 예를 들면, 본원에서 제공되는 이중특이적 항체는 별개의 결합 특성을 갖는 scFv의 조합을 이용

한다. 이러한 이중특이적 항체는 제1 scFv를 통한 EBV-펩티드/HLA 복합체에 대한 특이성 및 제2 (예를 들어, 항

-CD3)을 통한 T 세포에 대한 특이성을 입증한다. 본원에 기재된 바와 같이, 이 포맷을 갖는 이중특이적 항체는

먼저 제1 scFv(예, 항-EBV-LMP2/HLA-A02)를 통해 EBV-LMP2 펩티드/HLA 복합체를 발현하고 제2 scFv를 통해 T

세포 상의 CD3를 발현하는 세포에 결합한다. 이러한 이중특이적 결합제는 EBV-LMP2 펩티드/HLA 복합체와 CD3의

동시 결합을 통해 T 세포를 통해 EBV
+
 세포의 세포독성을 촉진시킨다. 또한, 본 발명의 이중특이적 항체는 진단

적 및 치료적 종양 표적화 특징을 제공한다. 

다양한 실시예에서, 본 발명에 따른 이중특이적 결합제(예를 들어, 이중특이적 항체)는 제1 결합 성분 및 제2[0214]

결합 성분으로 구성된다. 많은 실시예에서, 본원에 기재된 이중특이적 결합제의 제1 결합 성분 및 제2 결합 성

분은 각각 상이한 특이성을 특징으로 하는 항체 성분으로 구성된다. 많은 실시예에서, 항체 성분은 표 3에서 선

택된다. 

다양한 실시예에서, 본 발명에 따른 이중특이적 결합제는 제1 결합 성분 및 제2 결합 성분을 포함한다. 다양한[0215]

실시예에서, 본 발명에 따른 이중특이적 결합제는 제1 결합 성분, 제2 결합 성분 및 제1 결합 성분 및 제2 결합

성분 모두에 연결되는 (예를 들어, 제1 결합 성분 및 제2 결합 성분 사이에 위치하는) 링커를 포함한다. 

다양한 실시예에서, 본원에 기재된 제1 결합 성분 및/또는 제2 결합 성분은 항체 성분을 포함하거나 항체 성분[0216]

이다. 다양한 실시예에서, 본원에 기재된 제1 결합 성분 및/또는 제2 결합 성분은 링커 서열을 포함한다. 

일부 실시예에서, 링커는 적어도 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21,[0217]

22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95, 100 또는 그 이

상의 아미노산 길이이다. 일부 실시예에서, 링커는 단단한 삼차원 구조를 채택하지 않는 경향이 있지만, 오히려

폴리펩티드 (예를 들어, 제1 결합 성분 및/또는 제2 결합 성분)에 유연성을 제공한다는 점에서 특징이 있다. 일

부 실시예에서, 링커는 이중특이적 결합제에 부여된 특이적 성질, 예컨대 응집 감소 및/또는 안정성 증가에 기
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초하여 본원에 기재된 이중특이적 결합제에 사용된다. 일부 실시예에서, 본 발명의 이중특이적 결합제는 G4S 링

커를 포함한다. 일부 소정의 실시예에서, 본 발명의 이중특이적 결합제는 (G4S)n 링커를 포함하며, 여기서 n은

1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15 또는 그 이상이다. 

일부 실시예에서, 본원에 기재된 제1 결합 성분 및/또는 제2 결합 성분은 면역글로불린(예, IgG)을 포함하거나[0218]

또는 면역글로불린이다. 일부 실시예에서, 본원에 기재된 제1 결합 성분 및/또는 제2 결합 성분은 항체 단편

(예, scFv)을 포함하거나 또는 항체 단편이다. 일부 실시예에서, 본원에 기재된 제1 결합 성분은 면역글로불린

을 포함하거나 면역글로불린이고, 제2 결합 성분은 항체 단편을 포함하거나 또는 항체 단편이다. 일부 소정의

실시예에서, 제1 결합 성분은 면역글로불린이고 제2 결합 성분은 항체 단편이다. 일부 소정의 실시예에서, 제1

결합 성분은 IgG이고 제2 결합 성분은 scFv이다. 

일부 소정의 실시예에서, 본 발명에 따른 이중특이적 결합제는 제1 및 제2 scFv를 포함한다. 일부 소정의 실시[0219]

예에서, 제1 scFv는 제2 scFv의 C-말단 단부에 연결되어 있다. 일부 소정의 실시예에서, 제2 scFv는 제1 scFv의

C-말단 단부에 연결되어 있다. 일부 소정의 실시예에서, scFv는 링커 서열을 통해 서로 연결되어 있다. 

일부 실시예에서,  본 발명의 이중특이적 결합제는 표 3에 나타난 하나 이상의 서열과 적어도 약 50%  (예를[0220]

들어, 적어도 약 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98% 또는 99%) 동일한 하나 이상의

서열을 포함한다. 

일부 실시예에서, 본 발명의 이중특이적 결합제는 표 3에 나타난 하나 이상의 서열과 실질적으로 동일하거나 동[0221]

일한 하나 이상의 서열을 포함한다. 

일부 실시예에서, 본 발명의 이중특이적 결합제는 표 3에 나타난 하나 이상의 서열로부터 선택된다. 일부 소정[0222]

의 실시예에서, 본 발명의 이중특이적 결합제는 표 3에 나타난 2개의 서열, 예를 들어, 중쇄 서열 및 경쇄 서열

로부터 선택된다. 일부 소정의 실시예에서, 본 발명의 이중특이적 결합제는 표 3에 나타난 3개의 서열, 예를 들

어, 중쇄 서열, 경쇄 서열 및 scFv 서열로부터 선택된다. 

다양한 실시예에서, 본원에 기재된 이중특이적 결합제의 제1 결합 성분은 표 3에 나타난 항체 성분과 적어도 약[0223]

50% (예를 들어, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%,

99% 또는 그 이상) 동일한 서열을 갖는 항체 성분을 포함한다. 

다양한 실시예에서, 본원에 기재된 이중특이적 결합제의 제1 결합 성분은 표 3에 나타난 항체 성분과 실질적으[0224]

로 동일하거나 동일한 서열을 갖는 항체 성분을 포함한다. 

다양한 실시예에서, 본원에 기재된 이중특이적 결합제의 제2 결합 성분은 T 세포를 결합하는 항체 성분을 포함[0225]

한다. 본원에 기재된 이중특이적 결합제의 제2 결합 성분에 대한 표적으로 사용될 수 있는 예시적인 T 세포 마

커는 CD3, CD4, CD8, CD28 등을 포함한다. 일부 실시예에서, 본원에 기재된 이중특이적 결합제의 제2 결합 성분

은 CD3를 결합하는 항체 성분을 포함한다. 일부 소정의 실시예에서, 본원에 기재된 이중특이적 결합제의 제2 결

합 성분은 CD3ε를 결합하는 항체 성분을 포함한다. 

다양한 실시예에서, 본원에 기재된 이중특이적 결합제의 제2 결합 성분은 표 3에 나타난 항체 성분과 적어도 약[0226]

50% (예를 들어, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%,

99% 또는 그 이상) 동일한 서열을 갖는 항체 성분을 포함한다. 

다양한 실시예에서, 본원에 기재된 이중특이적 결합제의 제2 결합 성분은 표 3에 나타난 항체 성분과 실질적으[0227]

로 동일하거나 동일한 서열을 갖는 항체 성분을 포함한다. 일부 소정의 실시예에서, 본원에 기재된 이중특이적

결합제의 제2 결합 성분은 서열번호 124이거나 이를 포함한다. 

본원에 기재된 바와 같이, 본 발명자들은 HLA I 류 결합 포켓에 제시된 EBV-관련 펩티드를 표적으로 하는 개선[0228]

된 단일특이적 및 다중특이적 결합제(예를 들어, 이중특이적 항체)를 제공한다. 그러한 다중특이적 결합제는 일

부 실시예에서, HLA I 류 결합 포켓에 제시된 펩티드와 TCR 상호작용을 모방하는, 결합 성분을 포함한다. 따라

서, 본 발명의 다중특이적 결합제의 결합 성분은 HLA I 류 결합 포켓에 제시된 EBV-관련 펩티드에 특이적인 천

연 TCR에 더욱 특이적이고 유사하다고 설명될 수 있다. 본원에 기재된 바와 같이, 그러한 다중특이적 결합제는

그러한 결합 성분을 함유하지 않는 다중특이적 결합제와 비교하여 교차 반응성을 겪지 않으면서 증진된 결합력

및 임상적 유용성을 나타낸다. 따라서, 본 발명은 이가 및 다가 LMP2 (CLG)/HLA-A02 특이적 II 형 항체의 합성

을 구체적으로 입증하며, 항체는 시험관 내 및 생체 내에서 증진된 효능으로 특징지어진다. 또한, 본 발명은,

일부 실시예에서, 다른 HLA 대립형질 및 항원에 대한 일반화를 허용하는 별개의 이점을 제공하는, EBV-관련 펩
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티드의 표적 펩티드 4-7 위치에 대한 특이성으로 특징지어지는, II 형 TCR 항체 모방체를 개발하기 위한 선별

방법론을 특이적으로 입증한다. 

키메라 항원 수용체 (Chimeric Antigen Receptor, CAR)[0229]

본 발명은 또한 본원에 기재된 인간 항체 제제 및/또는 다중특이적 결합제를 포함하는 키메라 항원 수용체를 제[0230]

공한다. CAR은 당업계에 공지된 방법들에 의해 구축될 수 있다 (예를 들어, WO 2012/079000, 미국 특허 출원 공

개 번호 2012/0213783, WO 2013/126726, WO 2015/177789 및 WO 2015/080981 참고; 이들 모두는 본원에 참고 문

헌으로 포함된다). 면역 효과기 세포 (예를 들어, T 세포, NK 세포 등)는 본원에 기재된 항체 성분을 함유하는

키메라 항원 수용체를 발현하도록 조작되어서, 검출을 피하기 위해 암세포가 사용하는 면역계의 감시 메커니즘

을 극복하는 항-종양 면역 효과기 세포를 생성할 수 있다. 일부 실시예에서, 본 발명은 키메라 항원 수용체를

발현하는 면역 효과기 세포를 제공하는데, 키메라 항원 수용체는 본원에 기재된 인간 항체 제제 또는 다중특이

적 결합제의 하나 이상의 항원-결합 부위를 포함한다. 일부 실시예에서, 면역 효과기 세포는 본원에 기재된 항

체 성분의 항원-결합 부위를 발현하도록 조작된 T 세포를 포함한다. 일부 실시예에서, 항원-결합 부위는 본원에

기재된 항체 성분이거나 항체 성분을 포함한다. 

일부 실시예에서, 면역 효과기 세포는 키메라, 인간화된, 인간 및/또는 사람의 손에 의해 조작된 키메라 항원[0231]

수용체를 포함한다. 일부 실시예에서, 키메라 항원 수용체는 하나, 둘, 셋, 넷, 다섯 개 또는 그 이상의 성분

(예를 들어, 항체 성분, 결합 성분, 신호전달 성분 등)을 포함한다. 일부 실시예에서, 본원에 기재된 키메라 항

원 수용체의 성분들은 EBV
+
 또는 EBV-감염된 세포에 대한 면역 효과기 세포의 결합을 용이하게 한다. 일부 실시

예에서, 본원에 기재된 키메라 항원 수용체는 EBV-LMP2/HLA-A 복합체 (예를 들어, EBV-LMP2(CLG)/HLA-A02 복합

체)에 결합하는 항체 성분을 포함하고, 전체적으로 또는 부분적으로, 하나 이상의 세포질 신호전달 도메인, 및

전체적으로 또는 부분적으로, 하나 이상의 공동-자극성 분자를 추가로 포함한다. 일부 실시예에서, 본원에 기재

된 키메라 항원 수용체의 항체 성분은 scFv이거나 이를 포함하고; 일부 소정의 실시예에서, scFv는 표 3에서 선

택된다. 

표적[0232]

다른 것들 중에서, 본 발명은 다중특이적 결합제 (및/또는 키메라 항원 수용체), 특히 이중특이적 항체와 같은[0233]

이중특이적 결합제가, 세포 살해를 용이하게 하는데 유용하고 및/또는 효과적이라는 인식을 포함한다. 특히, 본

발명은 표적-세포-연관 에피토프 (예를 들어, EBV-연관 펩티드 항원) 및 림프구-연관 에피토프 (예를 들어, T

세포 표면 단백질) 모두에 특이적으로 결합하는 다가 결합제의 활성이 EBV-연관 질환 및 악성 종양에 대한 효과

적인 면역 요법이 될 수 있음을 나타낸다. 

예를 들면, 본 발명의 일부 실시예에서, 다가 결합제는 종양-세포-연관 에피토프 및 T 세포 에피토프에 특이적[0234]

으로 결합한다. 이러한 실시예들에 따라, 다가 결합제는 그의 표적 에피토프 중 하나 또는 둘 모두에 대한 제제

의 결합을 용이하게 할 수 있고 및/또는 표적 T 세포에 의해 매개되는 표적 종양 세포의 살해를 증진시킬 수 있

다. 다른 예시를 제공하기 위해, 본 발명의 일부 실시예에서, 키메라 항원 수용체는 EBV
+
 또는 EBV-감염된 세포

상의 EBV-연관 에피토프를 결합한다. 이러한 실시예들에 따라, 면역 효과기 세포는 키메라 항원 수용체와 그의

표적 에피토프의 체결 후에 EBV
+
 또는 EBV-감염된 세포의 살해를 용이하게 할 수 있다. 

일부 실시예에서, 살해될 표적 세포는 예를 들어, 바이러스 펩티드 항원 (예, EBV-연관 바이러스 펩티드 항원)[0235]

을 발현하는 세포를 포함한다. 당업자는 본원에 기재된 다가 결합제가 바람직하게 결합하는 그러한 세포 상의

적절한 표적 에피토프를 인식할 것이다. 

일부 실시예에서, 본원에 기재된 표적 세포의 살해를 매개할 수 있는 림프구 세포는 T 세포 (예, CD8
+
 T 세포),[0236]

자연 살해 세포 (NK 세포), 대식세포, 과립구 및 항체-의존성 세포독성 세포가 있다. 당업자는 본원에 기재된

다가 결합제가 바람직하게 결합하는 그러한 림프구 상의 적절한 표적 에피토프를 인식할 것이다. 그러한 에피토

프의 대표적인 것들은 항원, 예컨대, 예를 들면, IgG의 Fc 수용체 (예를 들어, FcνRIIB), CD1d, CD3, CD4,

CD7, CD8, CD13, CD14, CD16, CD31, CD38, CD56, CD68, MAC-l/MAC-3, IL-2Ra, OX40, Ly49, 및 CD94에서 발견

될 수 있다. 

핵산 구축 및 발현[0237]

본원에 기재된 인간 단일클론 항체, 다중특이적 결합제 (예를 들어, 이중특이적 항체) 및 키메라 항원 수용체는[0238]
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당업계에 공지된 분자 생물학적 방법들을 사용하여 핵산 분자로부터 생산될 수 있다. 핵산 분자는 적절한 숙주

세포 내로 도입될 때 융합 단백질을 발현할 수 있는 벡터 내로 삽입된다. 적절한 숙주 세포는 박테리아, 효모,

곤충 및 포유류 세포를 포함하지만, 이에 한정되지 않는다. DNA 단편을 벡터에 삽입하는 당업자에게 공지된 임

의의 방법을 사용하여 전사/번역 제어 신호의 조절 하에 본 발명의 융합 단백질을 암호화하는 발현 벡터를 구축

할 수 있다. 이 방법들은 시험관 내 재조합 DNA 및 합성 기술 및 생체 내 재조합을 포함할 수 있다 (Sambrook

등,  Molecular  Cloning,  A  Laboratory  Manual,  Cold  Spring  Harbor  Laboratory;  Current  Protocols  in

Molecular Biology, Eds. Ausubel, 등, Greene Publ. Assoc., Wiley-Interscience, NY 참고). 

본 발명에 따른 핵산 분자의 발현은 재조합 DNA 분자로 형질전환된 숙주에서 분자가 발현되도록 제2 핵산 서열[0239]

에 의해 조절될 수 있다. 예를 들어, 본 발명의 핵산 분자의 발현은 당업계에 공지된, 프로모터 및/또는 인핸서

요소에 의해 조절될 수 있다. 

핵산 구축물은 항체 및/또는 항체 성분으로부터 생성된 다중특이적 결합 단백질 (또는 키메라 항원 수용체)을[0240]

암호화하는 영역을 포함한다. 통상적으로, 그러한 다중특이적 결합 단백질 (또는 키메라 항원 수용체)은 VH 및/

또는 VL 영역으로부터 생성될 것이다. 원하는 결합 및/또는 기능적 성질을 나타내는 항체의 식별 및 선별 후에,

각 항체의 가변 영역은 단리, 증폭, 클로닝 및 서열 결정된다. 아미노산을 암호화하고 및/또는 제한 부위를 운

반하는 뉴클레오티드 서열의 첨가, 아미노산을 암호화하는 뉴클레오티드 서열의 결실, 또는 아미노산을 암호화

하는 뉴클레오티드 서열의 치환을 포함하여, VH 및 VL 뉴클레오티드 서열에 변형이 이루어질 수 있다. 항체 및/

또는 항체 성분은 인간, 비인간 (예, 설치류), 인간화 또는 키메라 항체로부터 생성될 수 있다. 

본 발명의 핵산 구축물은 당업계에 공지된 방법들에 의해 발현 벡터 또는 바이러스 벡터 내로 삽입되며, 핵산[0241]

분자는 발현 조절 서열에 작동 가능하게 연결된다. 

적절한 경우, 본원에 기재된 인간 단일클론 항체, 다중특이적 결합제 및 키메라 항원 수용체를 암호화하는 핵산[0242]

서열은 특정 세포 유형 또는 유기체에서의 발현에 최적화된 코돈을 포함하도록 변형될 수 있다 (예를 들어, 미

국 특허 번호 5,670,356 및 5,874,304 참고). 코돈 최적화 서열은 합성 서열이며, 바람직하게는 비-코돈 최적화

모체 폴리뉴클레오티드에 의해 암호화된 동일한 폴리펩티드(또는 전장 폴리펩티드와 실질적으로 동일한 활성을

갖는 전장 폴리펩티드의 생물학적 활성 단편)를 암호화한다. 일부 실시예에서, 전체적으로 또는 부분적으로, 항

체 성분을 암호화하는 유전 물질의 코딩 영역은 특정 세포 유형 (예, 진핵 세포 또는 원핵 세포)에 대한 코돈

사용을 최적화하기 위해 변경된 서열을 포함할 수 있다. 예를 들면, 본원에 기재된 인간 또는 인간화된 중쇄

(또는 경쇄) 가변 영역에 대한 코딩 서열은 박테리아 세포에서의 발현을 위해 최적화될 수 있다. 대안적으로,

코딩 서열은 포유류 세포(예를 들어, CHO)에서의 발현을 위해 최적화될 수 있다. 이러한 서열은 코돈-최적화 서

열로 설명될 수 있다. 

핵산 분자를 함유하는 발현 벡터는 핵산 구축물에 의해 암호화된 단백질의 생산을 허용하기 위해 적합한 숙주[0243]

세포로 형질전환된다. 예시적인 숙주 세포는 원핵 세포 (예를 들어, E. coli) 및 진핵 세포 (예를 들어, COS 또

는 CHO 세포)를 포함한다. 발현 벡터로 형질전환된 숙주 세포를 본 발명의 인간 단일클론 항체, 다중특이적 결

합제 및 키메라 항원 수용체의 생산을 허용하는 조건 하에서 생장시킨 다음, 인간 단일클론 항체, 다중특이적

결합제 및 키메라 항원 수용체의 회수가 뒤따른다. 

본 발명의 인간 단일클론 항체 및/또는 다중특이적 결합제는 안정적인 항체 또는 결합제 분자의 후속 형성을 가[0244]

능하게 하는, 임의의 기술에 의해 정제될 수 있다. 예를 들면, 이론에 구속되기를 바라지 않고, 인간 단일클론

항체 및/또는 다중특이적 결합제는 수용성 폴리펩티드로서 또는 봉입체로서 세포로부터 회수될 수 있으며, 이들

로부터 8M 염산 구아니디늄에 의해 정량적으로 추출 및 투석될 수 있다. 본 발명의 인간 단일클론 항체 및/또는

다중특이적 결합제를 추가로 정제하기 위해, 종래의 이온 교환 크로마토그래피, 소수성 상호작용 크로마토그래

피, 역상 크로마토그래피 또는 겔 여과가 사용될 수 있다. 본 발명의 인간 단일클론 항체 및/또는 다중특이적

결합제는 또한 진핵 세포 또는 원핵 세포로부터 분비 후 조건화된 배지로부터 회수될 수 있다.

면역 효과기 세포 표면 상에 발현되는 키메라 항원 수용체는 당업계에 공지된 방법들에 의해 달성될 수 있다.[0245]

통상적으로, 키메라 항원 수용체 폴리펩티드를 암호화하는 핵산 서열을 운반하는 발현 벡터는 발현을 위해 미생

물로 형질전환된다. 상술한 바와 같이, 이러한 미생물은 원핵 생물 (박테리아) 또는 진핵 생물 (예를 들어, 효

모)일 수 있다. 발현 벡터는 키메라 항원 수용체의 발현이 원하는 결과물에 따라 달라지는 세포막 또는 세포 이

하 위치로 표적화되도록 신호 펩티드를 암호화하는 서열을 또한 포함할 수 있다. 이러한 신호 펩티드는 당업자

에게 공지되어 있다. 키메라 항원 수용체 폴리펩티드를 암호화하는 발현 벡터는 당업계에 공지된 방법들에 의해
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숙주 세포 내로 도입되며, 이 방법들은 예를 들어, DNA 형질감염, 전기천공, 형질감염 및 감염 (예를 들어, 아

데노바이러스 또는 레트로 바이러스와 같은 바이러스에 의함)을 포함한다. 

일부 실시예에서, 본원에 기재된 키메라 항원 수용체를 암호화하는 핵산 분자는 T 세포에서의 발현을 제공하여[0246]

키메라 항원 수용체 T 세포를 생성한다. 키메라 항원 수용체를 암호화하는 핵산 분자는 T 세포와 같은 숙주 면

역 효과기 세포에서의 발현을 위한 벡터 (예를 들어, 렌티바이러스 또는 레트로바이러스 벡터)에 포함될 수 있

다. 예시적인 면역 효과기 세포는 T 세포, 자연 살해 (NK) 세포, 세포독성 T 림프구 (CTL) 및 조절성 T 세포가

포함된다. 키메라 항원 수용체 및 이러한 키메라 항원 수용체를 포함하는 T 세포를 암호화하는 핵산 분자를 생

성하는 방법은 당업계에 공지되어 있다 (예를 들어, Till, B.G. 등, 2008, Blood 112(6):2261-71; Brentjens,

R.  등,  2010,  Molecular  Therapy  18(4):666-8;  Morgan,  R.A.  등,  2010,  Molecular  Therapy  18(4):843-51;

Park,  T.S.  등,  2011,  Trends  Biotechnol.  29(11):550-7;  Grupp,  S.A.  등,  2013,  N.  Engl.  J.  Med.

368(16):1509-18; Han, E.Q. 등, 2013, J. Hematol. Oncol. 6:47; WO 2012/079000, WO 2013/126726; 및 미국

특허 출원 공개 번호 2012/0213783 참고, 이들 모두는 본원에 참고 문헌으로 포함된다). 

스크리닝 및 검출 방법[0247]

본 발명의 인간 단일클론 항체, 다중특이적 결합제 및/또는 키메라 항원 수용체는 또한 시험관 내 또는 생체 내[0248]

스크리닝 방법에서 사용될 수 있으며, 이때 세포 또는 세포들 (예를 들어, 세포사멸 또는 세포 성장)의 하나 이

상의 활성을 검출 및/또는 측정하는 것이 바람직하다. 스크리닝 방법은 당업계에 잘 알려져 있으며 세포-무, 세

포-기반 및 동물 분석을 포함한다. 시험관 내 분석은 고체 상태 또는 가용성 표적 분자 검출일 수 있으며 표적

분자(예를 들어, 세포 표면 항원)에 결합되는 인간 단일클론 항체 또는 다중특이적 결합제를 식별할 수 있는 표

지 또는 검출가능한 군의 사용을 포함하여, 당업계에 공지된 다수의 방법으로 달성될 수 있다.  검출가능한 표

지는 본 발명의 인간 단일클론 항체, 다중특이적 결합제 또는 키메라 항원 수용체를 사용하는 분석과 함께 사용

될 수 있다. 

치료 방법[0249]

표적 항원 중 하나에 대한 높은 친화도 결합을 나타낼 수 있는 본 발명의 인간 단일클론 항체, 다중특이적 결합[0250]

제 및/또는 키메라 항원 수용체의 능력은 그것들이 표적 항원(예를 들어, EBV-연관 펩티드)을 발현하는 세포를

효율적으로 표적화하는 데 치료학적으로 유용하게 한다. 따라서, 일부 실시예에서, 다중특이적 결합제 (또는 인

간 단일클론 항체의 경우 Fc 수용체)에 의해 또한 결합되는 다른 표적 항원이 아니라, 하나의 표적 항원에 대한

인간 단일클론 항체 또는 다중특이적 결합제의 친화도를 증가시키는 것이 바람직할 수 있다. 예를 들면, 종양

살해와 관련하여, 소정의 조건은 종양 살해를 매개할 수 있는 세포의 표면에 있는 항원이 아니라 (예, T 세포),

종양 항원에 대한 친화도의 증가로 인해 이득을 얻을 수 있다. 따라서, 본원에 기재된 인간 단일클론 항체, 다

중특이적 결합제 또는 키메라 항원 수용체의 사용을 통해 종양 항원을 발현하는 종양을 갖는 환자에서 종양 항

원에 대한 인간 단일클론 항체, 다중특이적 결합제 또는 키메라 항원 수용체의 결합 친화도를 증가시키는 것이

유익할 수 있다. 

본 발명은 이러한 다중특이적 결합제에 의해 결합될 수 있는 항원을 발현하는 종양을 갖는 환자의 치료를 위한[0251]

치료제로서 본원에 기재된 인간 단일클론 항체, 다중특이적 결합제 및/또는 키메라 항원 수용체를 제공한다. 이

러한 인간 단일클론 항체, 다중특이적 결합제 및/또는 키메라 항원 수용체는 인간 또는 동물 신체의 치료 방법,

또는 진단 방법에 사용될 수 있다. 

일부 실시예에서, 제공된 인간 단일클론 항체, 다중특이적 결합제 또는 키메라 항원 수용체는 의학에 유용하다.[0252]

일부 실시예에서, 제공된 인간 단일클론 항체, 다중특이적 결합제 또는 키메라 항원 수용체는 EBV-연관 질환 또

는 악성 종양 또는 EBV-연관 질환 또는 악성 종양과 연관되거나 상관 관계가 있는 음성 파급의 치료 또는 예방

에서의 예방제로서 유용하다. 일부 실시예에서, 제공된 인간 단일클론 항체, 다중특이적 결합제 또는 키메라 항

원 수용체는, 치료학적 응용분야, 예를 들어 EBV-연관 질환 또는 악성 종양을 앓고 있거나 걸리기 쉬운 개체에

서 유용하다. 

투여[0253]

본 발명은 치료를 필요로 하는 대상에게 유효량의 본원에 기재된 치료 활성제 (예를 들어, 인간 단일클론 항체,[0254]

다중특이적 결합제, 또는 키메라 항원 수용체)를 투여하는 방법을 제공한다. 

본원에 기재된 인간 단일클론 항체, 다중특이적 결합제, 또는 키메라 항원 수용체는 제제의 치료학적 전달을 위[0255]

해 당업계에 공지된 다양한 방법을 통해 투여될 수 있는데, 예컨대 단백질 또는 핵산은 인간 단일클론 항체, 다
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중특이적 결합제, 또는 키메라 항원 수용체의 치료학적 전달에 사용될 수 있거나, 대상에서 표적 세포의 살해

또는 성장 저해를 위한 본 발명의 인간 단일클론 항체, 다중특이적 결합제, 또는 키메라 항원 수용체를 암호화

하는 핵산, 예를 들어, 세포성 형질감염, 유전자 치료, 전달 비히클 또는 약제학적으로 허용가능한 담체와 함께

직접 투여, 본 발명의 다중특이적 결합제를 암호화하는 핵산을 포함하는 재조합 세포를 제공함에 의한 간접 전

달이 있다. 

다양한 전달 시스템이 공지되어 있고, 본 발명의 인간 단일클론 항체, 다중특이적 결합제, 또는 키메라 항원 수[0256]

용체를 투여하는데 사용될 수 있는데, 예를 들어, 리포솜, 미세입자, 미세캡슐, 화합물을 발현할 수 있는 재조

합 세포에의 캡슐화, 수용체-매개 엔도시토시스 (예를 들어, Wu and Wu, 1987, J. Biol. Chem. 262:4429-4432

참고), 레트로바이러스 또는 기타 벡터의 일부로서 핵산 구축 등이다. 투여 경로는 장내 또는 비경구일 수 있으

며, 정맥 내, 피하, 근육 내, 비경구, 경피 또는 경점막 (예를 들어, 경구 또는 비강)을 포함하지만 이에 한정

되지는 않는다. 일부 실시예에서, 본 발명의 다중특이적 결합제는 정맥 내 투여된다. 일부 실시예에서, 본 발명

의 다중특이적 결합제는 피하 투여된다. 일부 실시예에서, 다중특이적 결합제는 다른 생물학적 활성제와 함께

투여된다. 

약제학적 조성물[0257]

본 발명은 본 발명의 인간 단일클론 항체, 다중특이적 결합제, 또는 키메라 항원 수용체를 포함하는 약제학적[0258]

조성물 및 약제학적으로 허용가능한 담체 또는 부형제를 추가로 제공한다. 조성물은, 원하는 경우, 하나 이상의

추가의 치료 활성 물질을 또한 함유할 수 있다. 

일부 실시예에서, 키메라 항원 수용체를 포함하는 약제학적 조성물은 대상으로부터 단리된 자가 T 세포를 감염[0259]

시키는데 사용되는 바이러스 (예를 들어, 레트로바이러스)로서 제공될 수 있다. 이러한 실시예에서, 자가 T 세

포는  본원에  기재된  키메라  항원  수용체를  발현하도록  조작된  바이러스로  감염되어,  대상(예를  들어,  인간

환자) 내로의 재관류를 위한 키메라 항원 수용체 T 세포를 생성한다. 

본원에 제공되는 약제학적 조성물의 설명은 원칙적으로 인간에 대한 윤리적 투여에 적합한 약제학적 조성물에[0260]

관한 것이지만, 당업계의 숙련자는 이러한 조성물이 일반적으로 모든 종류의 동물에게 투여하기에 적절하다는

것을 이해할 것이다. 다양한 동물에 투여하기에 적합한 조성물을 부여하기 위해 인간에 투여하기에 적합한 약제

학적 조성물의 변형이 잘 이해되어 있으며, 통상적인 숙련된 약리학자는 단지 통상적인 실험을 통해 그러한 변

형을 설계 및/또는 수행할 수 있다. 

예를 들면, 본원에 제공되는 약제학적 조성물은 멸균 주사 형태 (예를 들어, 피하 주사 또는 정맥 내 주입에 적[0261]

합한 형태)로 제공될 수 있다. 예를 들면, 일부 실시예에서, 약제학적 조성물은 주사에 적합한 액상 투약 형태

로 제공된다. 일부 실시예에서, 약제학적 조성물은 (예를 들면, 동결 건조 및/또는 멸균된) 분말로서, 선택적으

로 진공 상태에서 제공되며, 주사 전에 수성 희석제 (예, 물, 완충액, 염 용액 등)로 재구성된다. 일부 실시예

에서, 약제학적 조성물은 물, 염화나트륨 용액, 초산 나트륨 용액, 벤질 알코올 용액, 인산염 완충 염수 등으로

희석 및/또는 재구성된다. 일부 실시예에서, 분말이 수성 희석제와 부드럽게 혼합되어야 한다 (예를 들어, 진탕

되지 않음). 

본원에 기재된 약제학적 조성물의 제형은 약리학 분야에서 공지되었거나 이후 개발된 임의의 방법에 의해 제조[0262]

될 수 있다. 일반적으로, 그러한 제조 방법은 활성 성분을 희석제 또는 다른 부형제 및/또는 하나 이상의 다른

보조 성분과 결합되게 하는 단계, 및 이어서, 필요하고 및/또는 바람직하다면, 생성물을 원하는 단일 또는 다중

투여량 단위로 성형 및/또는 포장하는 단계를 포함한다. 

본  발명에  따른  약제학적  조성물은  대량으로,  단일  단위  투여량으로서,  및/또는  복수의  단일  단위[0263]

투여량으로서, 제조, 포장 및/또는 판매될 수 있다. 본원에 사용된, "단위 투여량"은 소정 양의 활성 성분을 포

함하는 약제학적 조성물의 개별적인 양이다. 활성 성분의 양은 일반적으로 대상에게 투여될 활성 성분의 투여량

및/또는 그러한 투여량의 간편한 분획, 예를 들어 그러한 투여량의 1/2 또는 1/3과 동일하다. 

본 발명에 따른 약제학적 조성물에서 활성 성분, 약제학적으로 허용가능한 부형제 및/또는 임의의 추가 성분의[0264]

상대적인 양은 치료되는 대상의 정체, 크기 및/또는 상태에 따라 달라질 것이며, 추가로 조성물이 투여되는 경

로에 따라 달라질 것이다. 예로서, 조성물은 0.1% 내지 100% (w/w) 활성 성분을 포함할 수 있다. 

약제학적 제형은 본원에서 사용된 바와 같이, 임의의 모든 용매, 분산 매질, 희석제 또는 다른 액체 비히클, 분[0265]

산제 또는 현탁 보조제, 계면 활성제, 등장화제, 증점제 또는 유화제, 방부제, 고형 결합제, 윤활제 등을 포함

하는, 약제학적으로 허용가능한 부형제를, 원하는 특정 투여량 형태에 적합한 것으로서, 추가적으로 포함할 수
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있다.  Remington의  The  Science  and  Practice  of  Pharmacy,  21st  Edition,  A.  R.  Gennaro  (Lippincott,

Williams & Wilkins, Baltimore, MD, 2006)는 약제학적 조성물을 제형화하는 데 사용되는 다양한 부형제 및 그

의 제조를 위한 공지된 기술을 개시한다. 임의의 종래의 부형제 매질이 임의의 바람직하지 않은 생물학적 효과

를 생성시키거나 그렇지 않으면 약제학적 조성물의 임의의 다른 성분(들)과 유해한 방식으로 상호작용하는 것과

같이, 물질 또는 그의 유도체와 양립할 수 없는 한을 제외하고, 그의 용도는 본 발명의 범위 내인 것으로 고려

된다. 

일부 실시예에서, 약제학적으로 허용가능한 부형제는 적어도 95%, 적어도 96%, 적어도 97%, 적어도 98%, 적어도[0266]

99% 또는 100% 순도하다. 일부 실시예에서, 부형제는 인간에서 사용하고 수의학 용도를 위해 승인되었다. 일부

실시예에서, 부형제는 미국 식품의약국(the United States Food and Drug Administration)의 승인을 받았다.

일부 실시예에서, 부형제는 제약학적 등급이다. 일부 실시예에서, 부형제는 미국 약전 (USP), 유럽 약전 (EP),

영국 약전 (the British Pharmacopoeia) 및/또는 국제 약전 (the International Pharmacopoeia)의 기준을 충족

한다. 

약제학적 조성물의 제조에 사용되는 약제학적으로 허용가능한 부형제는, 불활성 희석제, 분산제 및/또는 과립화[0267]

제, 계면 활성제 및/또는 유화제, 붕해제, 결합제, 방부제, 완충제, 윤활제, 및/또는 오일을 포함하지만 이에

한정되지는 않는다. 이러한 부형제는 선택적으로 약제학적 제형에 포함될 수 있다. 코코아 버터 및 좌제 왁스와

같은 부형제, 착색제, 코팅제, 감미료, 향료 및/또는 방향제가 형성기의 판단에 따라, 조성물 중에 존재할 수

있다. 

일부 실시예에서, 제공된 약제학적 조성물은 하나 이상의 약제학적으로 허용가능한 부형제(예를 들어, 방부제,[0268]

불활성 희석제, 분산제, 계면 활성제 및/또는 유화제, 완충제 등)을 포함한다. 일부 실시예에서, 약제학적 조성

물은 하나 이상의 방부제를 포함한다. 일부 실시예에서, 약제학적 조성물은 방부제를 포함하지 않는다. 

일부 실시예에서, 약제학적 조성물은 냉장 및/또는 냉동될 수 있는 형태로 제공된다. 일부 실시예에서, 약제학[0269]

적 조성물은 냉장 및/또는 냉동될 수 없는 형태로 제공된다. 일부 실시예에서, 재구성된 용액 및/또는 액체 투

여량 형태는 재구성후 소정의 기간 동안 저장될 수 있다 (예, 2 시간, 12 시간, 24 시간, 2 일, 5 일, 7 일, 10

일, 2 주, 한 달, 두 달 또는 그 이상). 일부 실시예에서, 특정된 시간보다 오랫 동안 항체 조성물을 저장하면

항체가 분해된다. 

액체 투여량 형태 및/또는 재구성된 용액은 투여 전에 미립자 물질 및/또는 변색을 포함할 수 있다. 일부 실시[0270]

예에서,  변색되거나  흐려지는  경우  및/또는  여과  후에  미립자  물질이  남아  있는  경우  용액을  사용해서는

안된다. 

약제학적 제제의 제형 및/또는 제조에 대한 일반적인 고려사항은 예를 들어, Remington에서 찾을 수 있다: The[0271]

Science and Practice of Pharmacy 21st ed., Lippincott Williams & Wilkins, 2005. 

키트[0272]

본 발명은 본원에 기재된 적어도 하나의 인간 단일클론 항체, 다중특이적 결합제 (예를 들어, 이중특이적 항[0273]

체), 또는 키메라 항원 수용체 (또는 키메라 항원 면역 효과기 세포)가 채워진 하나 이상의 용기를 포함하는 약

제학적 팩 또는 키트를 추가로 제공한다. 키트는 예를 들어, 진단학적으로와 같은, 임의의 적용가능한 방법으로

사용될 수 있다. 선택적으로 그러한 용기(들)와 관련이 있는 것은 의약품 또는 생물학적 제품의 제조, 사용 또

는 판매를 규제하는 정부 기관이 규정한 형태의 통지일 수 있으며, 통지는 (a) 인간 투여를 위한 제조, 사용 또

는 판매에 대한 기관에 의한 승인, (b) 사용 지침, 또는 둘 다를 반영한다. 

본 발명의 다른 특징은 본 발명의 설명을 위해 제공된, 예시적인 실시예의 하기 설명의 과정에서 명백해질 것이[0274]

고, 본 발명을 제한하고자 하는 것은 아니다. 

예시적인 실시예[0275]

1. EBV-LMP2/HLA 펩티드 복합체를 결합하는 인간 항체 제제로, 여기서 인간 항체 제제는 EBV-LMP2 펩티드 내의,[0276]

1번 위치, 5번 위치, 8번 위치, 및 이들의 조합으로 이루어지는 그룹으로부터 선택되는 하나 이상의 위치에서

아미노산 잔기와 직접 상호작용하는, 인간 항체 제제. 

2. EBV-LMP2/HLA 펩티드 복합체를 결합하는 인간 항체 제제로, 여기서 인간 항체 제제는 약 2.0 내지 약 170 nM[0277]

의 KD를 갖는, 인간 항체 제제. 
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3. 예시적인 실시예 1 또는 2의 인간 항체 제제로, EBV-LMP2 펩티드는 CLGGLLTMV (서열번호 1)이거나 이를 포함[0278]

하는 아미노산 서열을 갖는다. 

4. 예시적인 실시예 3의 인간 항체 제제로, 인간 항체 제제는 EBV-LMP2 펩티드에서, 위치 1, 2, 3, 4, 5, 6,[0279]

7, 8, 및 이들의 조합으로 이루어지는 그룹으로부터 선택되는 하나 이상의 위치에서 아미노산 잔기와 직접 상호

작용한다. 

5. 예시적인 실시예들 1-4 중 어느 하나의 인간 항체 제제로, 인간 항체 제제는 중쇄 서열번호 31의 CDR1, 서열[0280]

번호 33의 CDR2 및 서열번호 35의 CDR3를 포함하고; 여기서 인간 항체 제제는 경쇄 서열번호 73의 CDR1, 서열번

호 75의 CDR2 및 서열번호 77의 CDR3을 포함한다. 

6. 예시적인 실시예들 1-4 중 어느 하나의 인간 항체 제제로, 인간 항체 제제는 중쇄 서열번호 37의 CDR1, 서열[0281]

번호 39의 CDR2 및 서열번호 41의 CDR3를 포함하고; 여기서 인간 항체 제제는 경쇄 서열번호 79의 CDR1, 서열번

호 81의 CDR2 및 서열번호 83의 CDR3을 포함한다. 

7. 예시적인 실시예들 1-4 중 어느 하나의 인간 항체 제제로, 인간 항체 제제는 중쇄 서열번호 43의 CDR1, 서열[0282]

번호 45의 CDR2 및 서열번호 47의 CDR3를 포함하고; 여기서 인간 항체 제제는 경쇄 서열번호 85의 CDR1, 서열번

호 87의 CDR2 및 서열번호 89의 CDR3을 포함한다. 

8. 예시적인 실시예들 1-4 중 어느 하나의 인간 항체 제제로, 인간 항체 제제는 중쇄 서열번호 49의 CDR1, 서열[0283]

번호 51의 CDR2 및 서열번호 53의 CDR3를 포함하고; 여기서 인간 항체 제제는 경쇄 서열번호 91의 CDR1, 서열번

호 93의 CDR2 및 서열번호 95의 CDR3을 포함한다. 

9. 예시적인 실시예들 1-4 중 어느 하나의 인간 항체 제제로, 인간 항체 제제는 중쇄 서열번호 55의 CDR1, 서열[0284]

번호 57의 CDR2 및 서열번호 59의 CDR3를 포함하고; 여기서 인간 항체 제제는 경쇄 서열번호 97의 CDR1, 서열번

호 99의 CDR2 및 서열번호 101의 CDR3을 포함한다. 

10.  예시적인 실시예들 1-4 중 어느 하나의 인간 항체 제제로, 인간 항체 제제는 중쇄 서열번호 61의 CDR1, 서[0285]

열번호 63의 CDR2 및 서열번호 65의 CDR3를 포함하고; 여기서 인간 항체 제제는 경쇄 서열번호 103의 CDR1, 서

열번호 105의 CDR2 및 서열번호 107의 CDR3을 포함한다.

11.  예시적인 실시예들 1-4 중 어느 하나의 인간 항체 제제로, 인간 항체 제제는 중쇄 서열번호 67의 CDR1, 서[0286]

열번호 69의 CDR2 및 서열번호 71의 CDR3를 포함하고; 여기서 인간 항체 제제는 경쇄 서열번호 109의 CDR1, 서

열번호 111의 CDR2 및 서열번호 113의 CDR3을 포함한다. 

12. 예시적인 실시예들 5-11 중 어느 하나의 인간 항체 제제로, 인간 항체 제제는 중쇄 CDR 및/또는 경쇄 CDR에[0287]

서 하나 이상의 아미노산 치환을 포함한다. 

13. 예시적인 실시예 12의 인간 항체 제제로, 인간 항체 제제는 중쇄 CDR 및/또는 경쇄 CDR에서 적어도 1개 또[0288]

는 최대 5개의 아미노산 치환을 포함한다. 

14. 예시적인 실시예 12의 인간 항체 제제로, 인간 항체 제제는 중쇄 CDR 및/또는 경쇄 CDR에서 적어도 1개 또[0289]

는 최대 3개의 아미노산 치환을 포함한다. 

15. 예시적인 실시예들 1-4 중 어느 하나의 인간 항체 제제로, 인간 항체 제제는 표 3에 보이는 중쇄 가변 영역[0290]

서열과 적어도 95% 동일한 서열을 가지는 중쇄 가변 영역을 포함한다. 

16. 예시적인 실시예들 1-4 중 어느 하나의 인간 항체 제제로, 인간 항체 제제는 표 3에 보이는 경쇄 가변 영역[0291]

서열과 적어도 95% 동일한 서열을 가지는 경쇄 가변 영역을 포함한다. 

17. 예시적인 실시예들 1-4 중 어느 하나의 인간 항체 제제로, 인간 항체 제제는 [0292]

(a) 표 3에 보이는 중쇄 가변 영역 서열과 적어도 95% 동일한 서열을 가지는 중쇄 가변 영역, 및 [0293]

(b) 표 3에 보이는 경쇄 가변 영역 서열과 적어도 95% 동일한 서열을 가지는 경쇄 가변 영역을 포함한다. [0294]

18. 예시적인 실시예들 1-4 중 어느 하나의 인간 항체 제제로, 인간 항체 제제는 표 3에서 선택되는 중쇄 가변[0295]

영역을 포함한다. 

19. 예시적인 실시예들 1-4 중 어느 하나의 인간 항체 제제로, 인간 항체 제제는 표 3에서 선택되는 경쇄 가변[0296]

영역을 포함한다. 
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20. 예시적인 실시예들 1-4 중 어느 하나의 인간 항체 제제로, 인간 항체 제제는 서열번호 3의 경쇄 가변 영역[0297]

및 서열번호 5의 중쇄 가변 영역을 포함한다. 

21. 예시적인 실시예들 1-4 중 어느 하나의 인간 항체 제제로, 인간 항체 제제는 서열번호 7의 경쇄 가변 영역[0298]

및 서열번호 9의 중쇄 가변 영역을 포함한다. 

22. 예시적인 실시예들 1-4 중 어느 하나의 인간 항체 제제로, 인간 항체 제제는 서열번호 11의 경쇄 가변 영역[0299]

및 서열번호 13의 중쇄 가변 영역을 포함한다. 

23. 예시적인 실시예들 1-4 중 어느 하나의 인간 항체 제제로, 인간 항체 제제는 서열번호 15의 경쇄 가변 영역[0300]

및 서열번호 17의 중쇄 가변 영역을 포함한다. 

24. 예시적인 실시예들 1-4 중 어느 하나의 인간 항체 제제로, 인간 항체 제제는 서열번호 19의 경쇄 가변 영역[0301]

및 서열번호 21의 중쇄 가변 영역을 포함한다. 

25. 예시적인 실시예들 1-4 중 어느 하나의 인간 항체 제제로, 인간 항체 제제는 서열번호 23의 경쇄 가변 영역[0302]

및 서열번호 25의 중쇄 가변 영역을 포함한다. 

26. 예시적인 실시예들 1-4 중 어느 하나의 인간 항체 제제로, 인간 항체 제제는 서열번호 27의 경쇄 가변 영역[0303]

및 서열번호 29의 중쇄 가변 영역을 포함한다. 

27. 전술한 예시적인 실시예들 중 어느 하나의 인간 항체 제제로, 인간 항체 제제는 말단 만노오스, N-아세틸글[0304]

루코오스 또는 글루코오스로 탈푸코실화(defucosylated) 및/또는 글리코실화(glycosylated)되는 인간 단일클론

항체이다. 

28. EBV-LMP2/HLA 펩티드 복합체를 결합하는 인간 항체 제제로, 인간 항체 제제는 EBV-LMP2/HLA 펩티드 복합체[0305]

에 대한 친화도를 증가시키는 하나 이상의 아미노산 치환을 포함하고, 여기서, 인간 항체 제제는 

(a) 참조 펩티드/HLA 복합체에 대한 친화도 보다 적어도 약 1.6 KA가 높다는 점, 및/또는 [0306]

(b) 참조 펩티드/HLA 복합체에 대한 교차 반응성이 없다는 점을 특징으로 한다. [0307]

29. 예시적인 실시예 28의 인간 항체 제제로, 인간 항체 제제는 아미노산 위치 48, 52, 55, 66, 95 및 이들의[0308]

조합 중 어느 하나에서 하나 이상의 아미노산 치환을 포함하는 경쇄 가변 영역을 포함한다. 

30. 예시적인 실시예 29의 인간 항체 제제로, 하나 이상의 아미노산 치환은 I48V/S52G, P55H, K66R 또는 N95I이[0309]

다. 

31. 예시적인 실시예들 28-30 중 어느 하나의 인간 항체 제제로, 인간 항체 제제는 아미노산 위치 5, 10, 26,[0310]

51, 78 및 이들의 조합 중 어느 하나에서 하나 이상의 아미노산 치환을 포함하는 중쇄 가변 영역을 포함한다. 

32. 예시적인 실시예 31의 인간 항체 제제로, 하나 이상의 아미노산 치환은 V5E, E10D, G26E/I51V 또는 V78A이[0311]

다. 

33. 전술한 예시적인 실시예들 중 어느 하나의 인간 항체 제제로, 인간 항체 제제는 인간 단일클론 항체 또는[0312]

그 단편이다. 

34. 예시적인 실시예 33의 인간 항체 제제로, 인간 단일클론 항체는 IgG1, IgG2, IgG3 또는 IgG4 항체이다. [0313]

35. 예시적인 실시예 34의 인간 항체 제제로, 인간 단일클론 항체는 IgG1이다. [0314]

36. 예시적인 실시예 33의 인간 항체 제제로, 인간 단일클론 항체 단편은 scFv이다. [0315]

37. 전술한 예시적인 실시예들 중 어느 하나의 인간 항체 제제로, EBV-LMP2/HLA 펩티드 복합체의 HLA는 HLA I[0316]

류 분자이다. 

38. 예시적인 실시예 37의 인간 항체 제제로, HLA I 류 분자는 HLA-A02이다. [0317]

39.  예시적인  실시예  38의  인간  항체  제제로,  HLA-A02는  HLA-A*02:01,  HLA-A*02:02,  HLA-A*02:03,  HLA-[0318]

A*02:04, HLA-A*02:05 및 HLA-A*02:06로부터 선택된다. 

40. 예시적인 실시예들 1-39 중 어느 하나의 인간 항체 제제를, 전체적으로 또는 부분적으로, 암호화하는 단리[0319]

된 핵산 분자. 
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41. 예시적인 실시예 40의 핵산 분자를 포함하는 재조합 벡터. [0320]

42. 제41항의 재조합 벡터 또는 예시적인 실시예 40의 핵산 분자를 포함하는 숙주 세포. [0321]

43. 예시적인 실시예 42의 숙주 세포로, 숙주 세포는 박테리아, 효모, 곤충 또는 포유류 세포로부터 선택된다. [0322]

44. 예시적인 실시예 43의 숙주 세포로, 숙주 세포는 E.coli, P.파스토리스(P.pastoris), Sf9, COS, HEK293,[0323]

CHO 및 포유류 림프구로 이루어진 그룹으로부터 선택된다. 

45. 예시적인 실시예 44의 숙주 세포로, 포유류 림프구는 인간 림프구이다. [0324]

46. 예시적인 실시예들 1-39 중 어느 하나에 따른 인간 항체 제제를 생산하기 위한 방법으로, [0325]

예시적인 실시예들 42-45 중 어느 하나에 따른 숙주 세포를 인간 항체 제제의 발현에 적합한 조건 하에 배양 배[0326]

지에서 배양하는 단계, 및

인간 항체 제제를 상기 배양 배지로부터 회수하는 단계를 포함한다. [0327]

47. 예시적인 실시예들 1-39 중 어느 하나에 따른 인간 항체 제제를 포함하는 조성물. [0328]

48. 예시적인 실시예들 1-39 중 어느 하나에 따른 인간 항체 제제 또는 예시적인 실시예 47에 따른 조성물을 포[0329]

함하고, 약제학적으로 허용가능한 담체 또는 희석제를 추가로 포함하는 약제학적 조성물. 

49. 예시적인 실시예들 1-39 중 어느 하나에 따른 인간 항체 제제를 포함하는 키트. [0330]

50. EBV-LMP2/HLA 펩티드 복합체의 발현을 특징으로 하는 대상 내의 의학적 상태를 치료하는 방법으로, [0331]

예시적인 실시예들 1-39 중 어느 하나에 따른 인간 항체 제제, 예시적인 실시예 47의 조성물, 또는 예시적인 실[0332]

시예 48의 약제학적 조성물의 치료 유효량을 투여하는 단계를 포함한다. 

51. 예시적인 실시예 50의 방법으로, 의학적 상태는 호지킨병(Hodgkin’disease), 비-호지킨병 또는 감염성 단[0333]

핵구증이다. 

52. 예시적인 실시예 50의 방법으로, 의학적 상태는 버킷 림프종(Burkitt’lymphoma), 면역 억제성 림프종, 미[0334]

만성 거대 B-세포 림프종(diffuse large B-cell lymphom), 만성 염증과 연관된 미만성 거대 B-세포 림프종, 림

프종양 육아종증(lymphomatoid granulomatosis), 형질모세포 림프종, 원발성 삼출성 림프종(primary effusion

lymphoma),  이식  후  림프  증식성  질환,  비인두  암종,  위  선암종,  림프상피종양-연관  암종

(lymphanepithelioma-associated carcinoma) , 및 면역 결핍-관련 평활근 육종으로부터 선택된다. 

53. 예시적인 실시예들 50-52 중 어느 하나의 방법으로, EBV-LMP2/HLA 펩티드 복합체의 HLA는 HLA I 류 분자이[0335]

다. 

54. 예시적인 실시예 53의 방법으로, HLA I 류 분자는 HLA-A02이다. [0336]

55. 예시적인 실시예 54의 방법으로, HLA-A02는 HLA-A*02:01, HLA-A*02:02, HLA-A*02:03, HLA-A*02:04, HLA-[0337]

A*02:05 및 HLA-A*02:06로부터 선택된다. 

56. EBV 감염과 관련된 상태의 치료 또는 검출을 위한 예시적인 실시예들 1-39 중 어느 하나에 따른 인간 항체[0338]

제제의 용도. 

57. EBV-LMP2/HLA 펩티드 복합체를 결합하는 제1 항원-결합 부위 및 제2 항원-결합 부위를 포함하는 이중특이적[0339]

항체. 

58. 예시적인 실시예 57의 이중특이적 항체로, 이중특이적 항체는 EBV-LMP2 펩티드 CLGGLLTMV (서열번호 1)로[0340]

펄스된 T2 세포에서의 약 0.2 내지 약 135 pM의 EC50를 특징으로 한다. 

59. 예시적인 실시예 57 또는 58의 이중특이적 항체로, 제1 및/또는 제2 항원-결합 부위는 면역글로불린 분자,[0341]

scFv, scFab, Fab, Fv 또는 이들의 조합으로 이루어지는 그룹으로부터 선택된다. 

60. 예시적인 실시예 57 또는 58의 이중특이적 항체로, 제1 및 제2 항원-결합 부위는 그들이 단일 폴리펩티드[0342]

사슬을 형성하도록 구성되어 있다. 

61. 예시적인 실시예 60의 이중특이적 항체로, 제1 및 제2 항원-결합 부위는 각각 scFv이다. [0343]
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62. 예시적인 실시예 60의 이중특이적 항체로, 제1 및 제2 항원-결합 부위는 펩티드 링커에 의해 연결된다. [0344]

63. 예시적인 실시예 61 또는 62의 이중특이적 항체로, 제2 항원-결합 부위는 제1 항원-결합 부위의 C-말단 단[0345]

부에 연결된다. 

64. 예시적인 실시예들 57-63 중 어느 하나의 이중특이적 항체로, 제2 항원-결합 부위는 T 세포, B 세포, NK 세[0346]

포, 수지상 세포, 단핵구, 대식세포, 호중구, 중간엽 줄기세포 및 신경 줄기세포로 이루어지는 그룹으로부터 선

택되는 면역 세포를 결합한다. 

65. 예시적인 실시예 64의 이중특이적 항체로, 제2 항원-결합 부위는 T 세포 상의 CD3를 결합한다. [0347]

66. 예시적인 실시예들 57-65 중 어느 하나의 이중특이적 항체로, EBV-LMP2/HLA 펩티드 복합체의 HLA는 HLA I[0348]

류 분자이다. 

67. 예시적인 실시예 66의 이중특이적 항체로, HLA I 류 분자는 HLA-A02이다. [0349]

68.  예시적인  실시예  67의  이중특이적  항체로,  HLA-A02는  HLA-A*02:01,  HLA-A*02:02,  HLA-A*02:03,  HLA-[0350]

A*02:04, HLA-A*02:05 및 HLA-A*02:06로부터 선택된다. 

69. 예시적인 실시예들 57-68 중 어느 하나에 따른 이중특이적 항체를, 전체적으로 또는 부분적으로, 암호화하[0351]

는 단리된 핵산 분자. 

70. 예시적인 실시예 69의 핵산 분자를 포함하는 재조합 벡터. [0352]

71. 예시적인 실시예 70의 재조합 벡터 또는 예시적인 실시예 69의 핵산 분자를 포함하는 숙주 세포. [0353]

72. 예시적인 실시예 71의 숙주 세포로, 숙주 세포는 박테리아, 효모, 곤충 또는 포유류 세포로부터 선택된다. [0354]

73. 예시적인 실시예 72의 숙주 세포로, 숙주 세포는 E.coli, P.파스토리스(P.pastoris), Sf9, COS, HEK293,[0355]

CHO 및 포유류 림프구로 이루어진 그룹으로부터 선택된다. 

74. 예시적인 실시예 73의 숙주 세포로, 포유류 림프구는 인간 림프구이다. [0356]

75. 예시적인 실시예들 57-68 중 어느 하나에 따른 이중특이적 항체를 포함하는 조성물. [0357]

76. 예시적인 실시예들 57-68 중 어느 하나에 따른 이중특이적 항체 또는 예시적인 실시예 75에 따른 조성물을[0358]

포함하고, 약제학적으로 허용가능한 담체 또는 희석제를 추가로 포함하는 약제학적 조성물. 

77. 예시적인 실시예들 57-68 중 어느 하나에 따른 이중특이적 항체를 포함하는 키트. [0359]

78. EBV-LMP2/HLA 펩티드 복합체의 발현을 특징으로 하는 대상 내의 의학적 상태를 치료하는 방법으로, 예시적[0360]

인 실시예들 57-68 중 어느 하나에 따른 이중특이적 항체, 예시적인 실시예 75의 조성물, 또는 예시적인 실시예

76의 약제학적 조성물의 치료 유효량을 투여하는 단계를 포함한다. 

79. 예시적인 실시예 78의 방법으로, 의학적 상태는 호지킨병(Hodgkin’disease), 비-호지킨병 또는 감염성 단[0361]

핵구증이다. 

80. 예시적인 실시예 78의 방법으로, 의학적 상태는 버킷 림프종(Burkitt’lymphoma), 면역 억제성 림프종, 미[0362]

만성 거대 B-세포 림프종(diffuse large B-cell lymphom), 만성 염증과 연관된 미만성 거대 B-세포 림프종, 림

프종양 육아종증(lymphomatoid granulomatosis), 형질모세포 림프종, 원발성 삼출성 림프종(primary effusion

lymphoma),  이식  후  림프  증식성  질환,  비인두  암종,  위  선암종,  림프상피종양-연관  암종

(lymphanepithelioma-associated carcinoma) , 및 면역 결핍-관련 평활근 육종으로부터 선택된다. 

81. 예시적인 실시예들 78-80 중 어느 하나의 방법으로, EBV-LMP2/HLA 펩티드 복합체의 HLA는 HLA I 류 분자이[0363]

다. 

82. 예시적인 실시예 81의 방법으로, HLA I 류 분자는 HLA-A02이다. [0364]

83. 예시적인 실시예 82의 방법으로, HLA-A02는 HLA-A*02:01, HLA-A*02:02, HLA-A*02:03, HLA-A*02:04, HLA-[0365]

A*02:05 및 HLA-A*02:06로부터 선택된다. 

84. EBV 감염과 관련된 상태의 치료 또는 검출을 위한 예시적인 실시예들 57-68 중 어느 하나에 따른 이중특이[0366]

적 항체의 용도. 
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85. EBV-LMP2/HLA 펩티드 복합체를 발현하는 표적 세포를 사멸시키도록 T 세포를 지시하는 방법으로, 상기 방법[0367]

은

EBV-LMP2/HLA 펩티드 복합체를 발현하는 하나 이상의 표적 세포를 이중특이적 항체와 접촉시키는 단계를 포함하[0368]

며, 이중특이적 항체는 EBV-LMP2/HLA 펩티드 복합체를 결합하는 제1 항원-결합 부위 및 T 세포 상의 CD3를 결합

하는 제2 항원-결합 부위를 포함하고, 

상기 접촉은 이중특이적 항체가 결합한 T 세포가 표적 세포의 사멸을 매개하기에 충분한 조건 및 시간 동안 수[0369]

행된다. 

86. 예시적인 실시예 85의 방법으로, EBV-LMP2 펩티드는 CLGGLLTMV (서열번호 1)이거나 이를 포함한다. [0370]

87. 예시적인 실시예 85 또는 86의 방법으로, 이중특이적 항체의 제1 항원-결합 부위는 EBV-LMP2 펩티드 내의,[0371]

위치 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 및 이들의 조합으로 이루어지는 그룹으로부터 선택되는 하나 이상의 위치에서 아

미노산 잔기와 직접 상호작용한다. 

88. 예시적인 실시예들 85-87 중 어느 하나의 방법으로, EBV-LMP2/HLA 펩티드 복합체의 HLA는 HLA I 류 분자이[0372]

다. 

89. 예시적인 실시예 88의 방법으로, HLA I 류 분자는 HLA-A02이다. [0373]

90. 예시적인 실시예 89의 방법으로, HLA-A02는 HLA-A*02:01, HLA-A*02:02, HLA-A*02:03, HLA-A*02:04, HLA-[0374]

A*02:05 및 HLA-A*02:06로부터 선택된다. 

91. HLA-A02 분자에 의해 제시되는 EBV-LMP2 펩티드 CLGGLLTMV (서열번호 1)에 결합하는 제1 scFv, 및 [0375]

T 세포 상의 CD3를 결합하는 제2 scFv를 포함하는 이중특이적 항체로, [0376]

여기서 이중특이적 항체는 EBV-LMP2 펩티드로 펄스되는 T2 세포에서 약 0.2 내지 약 135 pM의 EC50를 특징으로[0377]

한다. 

92. 예시적인 실시예 91의 이중특이적 항체로, 제1 scFv는 [0378]

(a) 서열번호 3의 경쇄 가변 영역 및 서열번호 5의 중쇄 가변 영역;  [0379]

(b) 서열번호 7의 경쇄 가변 영역 및 서열번호 9의 중쇄 가변 영역;  [0380]

(c) 서열번호 11의 경쇄 가변 영역 및 서열번호 13의 중쇄 가변 영역;  [0381]

(d) 서열번호 15의 경쇄 가변 영역 및 서열번호 17의 중쇄 가변 영역;  [0382]

(e) 서열번호 19의 경쇄 가변 영역 및 서열번호 21의 중쇄 가변 영역;  [0383]

(f) 서열번호 23의 경쇄 가변 영역 및 서열번호 25의 중쇄 가변 영역; 또는[0384]

(g) 서열번호 27의 경쇄 가변 영역 및 서열번호 29의 중쇄 가변 영역을 포함한다. [0385]

93. 예시적인 실시예 91 또는 92의 이중특이적 항체로, 제2 scFv는 제1 scFv의 C-말단 단부에 연결된다. [0386]

94.  예시적인 실시예들 91-93  중 어느 하나에 따른 이중특이적 항체로,  HLA-A02  분자는 HLA-A*02:01,  HLA-[0387]

A*02:02, HLA-A*02:03, HLA-A*02:04, HLA-A*02:05 및 HLA-A*02:06로부터 선택된다. 

95. 예시적인 실시예들 91-94 중 어느 하나에 따른 이중특이적 항체로, 이중특이적 항체의 제1 scFv는 EBV-LMP2[0388]

펩티드 내의, 위치 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 및 이들의 조합으로 이루어지는 그룹으로부터 선택되는 하나 이상

의 위치에서 아미노산 잔기와 직접 상호작용한다. 

96. 예시적인 실시예들 91-94 중 어느 하나에 따른 이중특이적 항체로, 이중특이적 항체의 제1 scFv는 EBV-LMP2[0389]

펩티드의 적어도 5번 위치와 직접 상호작용한다. 

97. 예시적인 실시예들 91-94 중 어느 하나에 따른 이중특이적 항체로, 이중특이적 항체의 제1 scFv는 EBV-LMP2[0390]

펩티드의 적어도 1번 위치와 직접 상호작용한다. 

98. 예시적인 실시예들 91-94 중 어느 하나에 따른 이중특이적 항체로, 이중특이적 항체의 제1 scFv는 EBV-LMP2[0391]

펩티드의 적어도 8번 위치와 직접 상호작용한다. 
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99. EBV-LMP2/HLA 펩티드 복합체를 결합하는 인간 항체 제제의 항원-결합 부위를 포함하는 키메라 항원 수용체. [0392]

100. 예시적인 실시예 99의 키메라 항원 수용체로, 항원-결합 부위는 scFv이다. [0393]

101. 예시적인 실시예 99 또는 100의 키메라 항원 수용체로, 항원-결합 부위는 면역 효과기 세포에 의해 발현된[0394]

다. 

102. 예시적인 실시예 101의 키메라 항원 수용체로, 면역 효과기 세포는 T 세포이다. [0395]

103. 예시적인 실시예들 99-102 중 어느 하나에 따른 키메라 항원 수용체로, EBV-LMP2/HLA 펩티드 복합체의 HLA[0396]

는 HLA I 류 분자이다. 

104. 예시적인 실시예 103의 키메라 항원 수용체로, HLA I 류 분자는 HLA-A*02이다. [0397]

105. 예시적인 실시예 104의 키메라 항원 수용체로, HLA-A02는 HLA-A*02:01, HLA-A*02:02, HLA-A*02:03, HLA-[0398]

A*02:04, HLA-A*02:05 및 HLA-A*02:06로부터 선택된다. 

106. 예시적인 실시예들 99-105 중 어느 하나에 따른 키메라 항원 수용체를, 전체적으로 또는 부분적으로, 암호[0399]

화하는 단리된 핵산 분자. 

107. 예시적인 실시예 106의 핵산 분자를 포함하는 재조합 벡터. [0400]

108. 예시적인 실시예 107의 재조합 벡터 또는 예시적인 실시예 106의 핵산 분자를 포함하는 숙주 세포. [0401]

109.  예시적인  실시예  108의  숙주  세포로,  숙주  세포는  박테리아,  효모,  곤충  또는  포유류  세포로부터[0402]

선택된다. 

110. 예시적인 실시예 109의 숙주 세포로, 숙주 세포는 E.coli, P.파스토리스(P.pastoris), Sf9, COS, HEK293,[0403]

CHO 및 포유류 림프구로 이루어진 그룹으로부터 선택된다. 

111. 예시적인 실시예 110의 숙주 세포로, 포유류 림프구는 인간 림프구이다. [0404]

112. 예시적인 실시예들 99-105 중 어느 하나에 따른 키메라 항원 수용체를 포함하는 조성물. [0405]

113. 예시적인 실시예들 99-105 중 어느 하나에 따른 키메라 항원 수용체 또는 예시적인 실시예 112에 따른 조[0406]

성물을 포함하고, 약제학적으로 허용가능한 담체 또는 희석제를 추가로 포함하는 약제학적 조성물. 

114. 예시적인 실시예들 99-105 중 어느 하나에 따른 키메라 항원 수용체를 포함하는 키트. [0407]

115. EBV-LMP2/HLA 펩티드 복합체의 발현을 특징으로 하는 대상 내의 의학적 상태를 치료하는 방법으로,  [0408]

예시적인 실시예들 99-105 중 어느 하나에 따른 키메라 항원 수용체, 예시적인 실시예 112의 조성물, 또는 예시[0409]

적인 실시예 113의 약제학적 조성물의 치료 유효량을 투여하는 단계를 포함한다. 

116. 예시적인 실시예 115의 방법으로, 의학적 상태는 호지킨병(Hodgkin’disease), 비-호지킨병 또는 감염성[0410]

단핵구증이다. 

117. 예시적인 실시예 115의 방법으로, 의학적 상태는 버킷 림프종(Burkitt’lymphoma), 면역 억제성 림프종,[0411]

미만성 거대 B-세포 림프종(diffuse large B-cell lymphom), 만성 염증과 연관된 미만성 거대 B-세포 림프종,

림프종양  육아종증(lymphomatoid  granulomatosis),  형질모세포  림프종,  원발성  삼출성  림프종(primary

effusion  lymphoma),  이식  후  림프  증식성  질환,  비인두  암종,  위  선암종,  림프상피종양-연관  암종

(lymphanepithelioma-associated carcinoma), 및 면역 결핍-관련 평활근 육종으로부터 선택된다. 

118. 예시적인 실시예들 115-117 중 어느 하나의 방법으로, EBV-LMP2/HLA 펩티드 복합체의 HLA는 HLA I 류 분[0412]

자이다. 

119. 예시적인 실시예 118의 방법으로, HLA I 류 분자는 HLA-A02이다. [0413]

120. 예시적인 실시예 119의 방법으로, HLA-A02는 HLA-A*02:01, HLA-A*02:02, HLA-A*02:03, HLA-A*02:04, HLA-[0414]

A*02:05 및 HLA-A*02:06로부터 선택된다. 

121. EBV 감염과 관련된 상태의 치료 또는 검출을 위한 예시적인 실시예들 99-105 중 어느 하나에 따른 키메라[0415]

항원 수용체의 용도. 

122. 관심있는 인간 HLA I 류 분자에 의해 제시되는 펩티드의 중심 잔기를 결합하는 항체 제제를 집단에서 선택[0416]
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하는 방법으로, 상기 방법은 

(a) 관심있는 펩티드/HLA I 류 복합체를 결합하는 하나 이상의 항체 제제를 집단에서 선택하는 단계; 및[0417]

(b) 1번 위치, 5번 위치, 8번 위치, 및 이들의 조합으로 이루어지는 그룹으로부터 선택되는 잔기에서 하나 이상[0418]

의 아미노산 치환을 갖는 펩티드를 포함하는 펩티드/HLA I 류 복합체를 결합하기 위해 (a)로부터의 하나 이상의

항체 제제를 스크리닝하는 단계를 포함하고; 

여기서 5번 위치에서 치환을 갖는 펩티드를 포함하는 펩티드/HLA I 류 복합체에 대한 항체 제제의 결합의 손실[0419]

은 인간 HLA I 류 분자에 의해 제공되는 펩티드의 중심 잔기를 결합하는 항체 제제를 나타낸다. 

123. 관심있는 인간 HLA I 류 분자에 의해 제시되는 펩티드의 중심 잔기를 결합하는 항체 제제를 집단에서 선택[0420]

하는 방법으로, 상기 방법은 

(a) 제1 펩티드-HLA I 류 복합체를 결합하지 않는 하나 이상의 항체 제제를 집단에서 선택하는 단계로, 이때 제[0421]

1 펩티드/HLA I 류 복합체는 5번 위치에서 아미노산 치환 및/또는 펩티드의 N- 및/또는 C-말단에서 추가 아미노

산을 갖는 펩티드를 포함하는, 단계; 및

(b) 제2 펩티드/HLA I 류 복합체를 결합하기 위해 (a)로부터의 하나 이상의 항체 제제를 스크리닝하는 단계를[0422]

포함하고, 여기서 제2 펩티드/HLA I 류 복합체는 관심있는 야생형 서열을 갖는 펩티드를 포함하고; 

여기서 제2 펩티드/HLA I 류 복합체에 대한 항체 제제의 결합은 인간 HLA I 류 분자에 의해 제시되는 펩티드의[0423]

중심 잔기를 결합하는 항체 제제를 나타낸다. 

124.  예시적인 실시예 122  또는 123의 방법으로, 펩티드/HLA  I  류 복합체의 펩티드는 엡스타인-바 바이러스[0424]

(EBV)-관련 펩티드이다. 

125. 예시적인 실시예 122 또는 123의 방법으로, 펩티드/HLA I 류 복합체는 EBV-LMP2/HLA-A02 복합체이다. [0425]

126. 예시적인 실시예 125의 방법으로, HLA-A02는 HLA-A*02:01, HLA-A*02:02, HLA-A*02:03, HLA-A*02:04, HLA-[0426]

A*02:05 및 HLA-A*02:06로 이루어지는 그룹으로부터 선택된다. 

127. 예시적인 실시예 125 또는 126의 방법으로, EBV-LMP2 펩티드는 CLGGLLTMV (서열번호 1)이거나 이를 포함한[0427]

다. 

128. 예시적인 실시예 122 또는 123의 방법으로, 펩티드는 9량체 펩티드이다. [0428]

129. 예시적인 실시예 122 또는 123의 방법으로, 펩티드는 10량체 펩티드이다. [0429]

130. 예시적인 실시예들 122-129 중 어느 하나의 방법으로, 항체 제제는 인간 단일클론 항체이다. [0430]

131. 예시적인 실시예들 122-129 중 어느 하나의 방법으로, 항체 제제는 인간 단일클론 항체 단편이다. [0431]

132. 펩티드/HLA 복합체를 결합하는 고 친화도 인간 단일클론 항체를 제공하는 방법에 있어서, 개선은[0432]

펩티드/HLA 복합체에서 펩티드의 중심에서 하나 이상의 아미노산과 직접 상호작용하거나 이를 선호하는 인간 단[0433]

일클론 항체를 제공하는 것을 포함한다. 

133. 펩티드/HLA 복합체를 결합하는 고 친화도 인간 단일클론 항체를 제공하는 방법에 있어서, 개선은[0434]

 HLA 결합 포켓에서 펩티드의 중심에서 하나 이상의 아미노산과 직접 상호작용하거나 이를 선호하는 인간 단일[0435]

클론 항체를 제공하는 것을 포함하고, 여기서 펩티드/HLA 복합체는 인 실리코(in silico) 예측 방법을 사용하여

생성되지 않는다. 

134. 제1 및 제2 항원-결합 부위를 포함하는 이중특이적 항체를 포함하는 고 친화도 이중특이적 항체 조성물을[0436]

제공하며, 제1 항원-결합 부위는 펩티드/HLA 복합체를 결합하는, 방법에 있어서, 개선은

펩티드/HLA 복합체에서 펩티드의 중심에서 하나 이상의 아미노산과 직접 상호작용하는 인간 단일클론 항체 또는[0437]

그 단편으로서 이러한 제1 항원-결합 부위 중 적어도 하나를 제공하는 것을 포함한다. 

135. 하나 이상의 항원-결합 부위를 포함하는 키메라 항원 수용체 조성물을 제공하며, 하나 이상의 항원-결합[0438]

부위 중 적어도 하나는 펩티드/HLA 복합체를 결합하는, 방법에 있어서, 개선은

HLA 결합 포켓에서 펩티드의 중심에서 하나 이상의 아미노산과 직접 상호작용하는 인간 항체 제제의 항원-결합[0439]
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부위를 제공하는 것을 포함한다. 

136. 예시적인 실시예 135의 방법으로, 키메라 항원 수용체 조성물은 면역 효과기 세포에 의해 발현된다. [0440]

137. 예시적인 실시예 136의 방법으로, 면역 효과기 세포는 T 세포이다. [0441]

138. 예시적인 실시예들 132-137 중 어느 하나의 방법으로, HLA는 I 류 HLA 분자이다. [0442]

139. 예시적인 실시예들 132-137 중 어느 하나의 방법으로, 펩티드는 9량체 펩티드이다. [0443]

140. 예시적인 실시예들 132-137 중 어느 하나의 방법으로, 펩티드는 10량체 펩티드이다. [0444]

141. 예시적인 실시예들 132-137 중 어느 하나의 방법으로, 펩티드는 엡스타인-바 바이러스 (EBV)-관련 펩티드[0445]

이다. 

142. 예시적인 실시예들 132-137 중 어느 하나의 방법으로, 펩티드/HLA 복합체는 EBV-LMP2/HLA-A02 복합체이다.[0446]

예[0447]

하기 예시들은 당업계의 통상의 기술을 가진 자들에게 본 발명의 방법 및 조성물을 제조하고 사용하는 방법을[0448]

기술하기 위해 제공되며, 본 발명자들이 그들의 발명으로 간주하는 것의 범위를 제한하고자 하는 것은 아니다.

달리 명시되어 있지 않는 한, 온도는 섭씨로 표시되고 압력은 대기 또는 대기 근처에 있다. 

예 1. 비오티닐화된 펩티드/HLA-A*02:01 복합체 단량체의 생산[0449]

본 예는 I류 인간 MHC 분자에 의해 제시된 EBV-관련 펩티드를 인식하는 항체 및 다중 특이적 결합제 (예컨대,[0450]

이중 특이적 항체)의 개발 및 식별에서의 MHC-펩티드 복합체의 생산을 보여준다. 특히, 본 예는 단량체 EBV-

LMP2(CLG)/HLA-A*02:01 복합체의 생산을 구체적으로 기술하며, 이는 인간 HLA-A02에 의해 제시된 EBV-LMP2 펩

티드를 인식하는 항체 (즉, 항체 제제 및 전장 IgG) 및 이중 특이적 항체를 생산하기 위해 따르는 예에서 사용

된다. 

요컨대,  당업계에  공지된  방법  (예컨대,  Altman,  J.D.  and  M.M.  Davis,  2003,  MHC-peptide  tetramers  to[0451]

visualize antigen-specific T cells. Curr. Protoc. Immunol. Chapter 17:Unit 173 참조)을 사용하여 비오티

닐화된 펩티드/HLA-A*02:01 복합체 단량체를 제조하였다. Genewiz에 의해 전장 인간 베타-2 마이크로글로불린

(β2m)을 코딩하는 DNA를 합성하고 pET-27b 벡터에 클로닝하였다. BirA 기질 펩티드 (BSP)를 HLA-A*02:01 세포

외  도메인 (ECD)의  C-말단에 첨가하였다.  Genewiz에  의해  HLA-A*02:01  ECD-BSP를  코딩하는 DNA를  합성하고

pET-27b 벡터에 클로닝하였다. 인간 β2m 및 HLA-A*02:01 ECD-BSP를 발현하는 벡터를 E. coli BL21에 각각 형

질전환하고, 박테리아 배양물로부터 봉입체로서 분리하였다. 펩티드 리간드 EBV-LMP2A(CLG) (전체 9량체 서열

CLGGLLTMV;  서열번호  1)를  인간  β2m  및  HLA-A*02:01  ECD-BSP와  함께  재접힘(refolding)되어  단량체  EBV-

LMP2(CLG)/HLA-A*02:01  펩티드 복합체를 형성하였다. 접힌 펩티드/HLA-A*02:01 단량체를 한외여과로 농축하고

크기 배제 크로마토그래피를 통해 추가로 정제하였다 (도 3). 정제된 펩티드/HLA-A*02:01 단량체를 또한 SDS-

PAGE를 통해 시각화하고 (도 4) BirA-매개 효소 반응을 통해 비오티닐화하고 후속하여 고 해상도 음이온 교환

크로마토그래피에  의해  정제하였다.  비오티닐화된  펩티드/HLA-A*02:01  단량체를  -80℃에서  PBS  중에

저장하였다. 

HiPrep  26/60  Sephacryl  S-300  HR을 Hyclone  Dulbecco의 인산 완충된 식염수 (Thermo  Scientific,  Cat  No.[0452]

SH3002802)로 1.5 컬럼 부피로 평형화하였다. 비정제된 샘플을 로딩하고 1 컬럼 부피로 용리하였다. 도 3에 나

타난 바와 같이, 잘못접힌 응집체로 이루어진 첫 번째 피크를 로딩 후 약 102.24 mL로 용리하였다. 적절하게 접

힌  MHC  복합체에  해당하는  피크가 201.24  mL에서  관찰되었다.  마지막으로,  유리  β2m으로  이루어진 피크가

254.85 mL에서 관찰되었다. 

전술된 정제된 EBV-LMP2(CLG)/HLA-A*02:01 복합체를 HLA-A02와 관련하여 LMP2 펩티드를 인식하는 인간 항체 구[0453]

성성분을 생산하기 위한 다음의 예에서 사용하였다. 

예 2. EBV-LMP2(CLG)/HLA-A*02:01 복합체에 특이적인 파지 scFv의 스크리닝[0454]

본 예는 인간 MHC I류 분자와 관련하여 EBV-LMP2 펩티드에 특이적인 인간 항체 제제의 구축을 보여준다. 특히,[0455]

본 예는, 인간 HLA-A02 분자에 의해 제시되는 서열 CLGGLLTMV (서열번호 1)을 갖는 EBV-LMP2 9량체 펩티드에 결

합하는, 인간 scFv의 생산, 및 전장 인간 IgG의 후속 생산을 보여준다. LMP2는 EBV 감염된 B-세포 및 비인두 및

위 상피 세포 둘 모두에서 발현된다. 따라서, 이러한 인간 항체 제제는 EBV-관련 질환 및 악성 종양의 치료 및
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진단에서 사용될 수 있다. 

요컨대,  EBV-LMP2(CLG)/HLA-A*02:01에  특이적인  인간  단일클론  항체를  선별하기  위해  Eureka  Therapeutics[0456]

(ALPHA™ 파지 디스플레이)에 의해 구축된 인간 scFv 항체 파지 디스플레이 라이브러리 (10x10
10
 클론)를 사용하

였다. 단백질 복합체를 플라스틱 표면 상에 고정시킴으로써 도입된 MHC I 복합체의 임의의 구조적 변화를 감소

시키기 위해, 종래의 플레이트 패닝 대신 용액 패닝을 사용하였다. 용액 패닝에서, 비오티닐화된 항원을 PBS 완

충액으로 장기간 세척한 후에 인간 scFv 파지 라이브러리와 먼저 혼합한 다음, 항원-scFv 항체 파지 복합체를

자성 랙을 통해 스트렙타비딘-접합된 Dynabeads M-280에 의해 풀 다운(pull down) 하였다. 결합된 클론을 용리

한 다음 E.coli XL1-Blue를 감염시키기 위해 사용하였다. 파지 클론을 박테리아에서 발현시킨 다음 정제하였다.

패닝을 3 내지 4회 수행하여 EBV-LMP2(CLG)/HLA-A*02:01에 특이적으로 결합하는 scFv 파지 클론을 풍부하게 하

였다. 표 4는 EBV-LMP2(CLG)/HLA-A*02:01에 대한 파지 패닝의 요약을 나타낸다. 양성 클론을 비오티닐화된 EBV-

LMP2(CLG)/HLA-A*02:01 복합체를 사용하여 ELISA 분석에 의해 결정하였다 (예컨대, 도 5 참조).

표 4

패닝 방법[0457] 단리된 클론 ELISA 양성 클론 특이 클론

용액 중 패닝 281 125 80

양성 클론을 TAP-결핍 HLA-A*02:01
+
 세포주인 T2를 사용하여 유세포분석법에 의해 살아있는 세포의 표면 상에[0458]

펩티드/HLA-A02 복합체의 결합에 대해 추가로 시험하였다. T2 세포는 단지 외인성 펩티드만을 제시하며, HLA-

A02 분자 상의 펩티드의 제시에 일상적으로 사용된다. 요컨대, T2 세포를 20 μg/mL의 β2m을 함유하는 무혈청

RPMI-1640 배지에서 50 μg/mL의 LMP2 펩티드 (CLGGLLTMV; 서열번호 1)로 밤새 펄스(pulse) 하였다. 이어서 세

포를 정제된 scFv 파지 클론으로 염색하고, 이어서 마우스 항-M13 단일클론 항체, 및 R-PE 접합된 말 항-마우스

IgG (Vector Labs)로 염색하였다. 염색의 각 단계를 약 30 내지 60분 인큐베이션으로 얼음 상에서 수행하였다.

세포를 염색의 각 단계 사이에서 2회 세척하였다. 도 6은 EBV-LMP2(CLG)/HLA-A*02:01가 로딩된 T2 세포로의 파

지 클론의 예시적인 결합을 나타낸다. 

ELISA 분석을 사용하여 스크리닝된 281개의 클론 중, 125개의 ELISA 양성 클론을 동정하였다. 125개의 동정된[0459]

양성 클론 중에, 80개의 특이적 클론을 단리하고 특성 분석 하였다. 80개의 특이적 클론 중에, 54개가 ELISA 및

FACS에 의해 단백질 수준 및 세포 표면 수준 모두에서 표적 복합체에 특이적으로 결합하는 것으로 확인되었다.

EBV-LMP2 펩티드의 위치에 대한 클론의 특이성은 알라닌 워킹을 사용하여 확인하였다 (예컨대 Liu, Z 외, 1999,

J.  Mol.  Recognit.  12(2):103-11;  Weiss,  GA  외,  2000,  Proc.  Nat.  Acad.  Sci.  U.S.A.  97(16):8950-4;

Morrison,  KL  및  GA  Weiss,  2001,  Curr.  Opin.  Chem.  Biol.  5(3):302-7  참조).  요컨대,  LMP2  펩티드

(CLGGLLTMV; 서열번호 1)를 1, 5 또는 8번 위치에서 알라닌 잔기로 치환하였다. T2 세포를 50 μg/mL으로 알라

닌 돌연변이 펩티드로 펄스하였다. 결합을 유세포분석법으로 측정하였다. 선택된 클론의 중쇄 및 경쇄 CDR의

DNA 및 아미노산 서열을 각각 표 5 및 표 6에 나타냈다.

표 5

항체[0460] HCDR DNA/아미노산 서열 (5’-3’)

LMP2-21 1 GGAGGCACCTTCAGCAGCTATGCT 서열번호 30

GGTFSSYA 서열번호 31

2 ATCATCCCTATCCTTGGTATAGCA 서열번호 32

IIPILGIA 서열번호 33

3 GCGCGCGGTTCTTACCATCAGCATTCTTACTCTGATGTT 서열번호 34

ARGSYHQHSYSDV 서열번호 35

LMP2-26 1 GGAGGCACCTTCAGCAGCTATGCT 서열번호 36

GGTFSSYA 서열번호 37

2 ATCATCCCTATCCTTGGTATAGCA 서열번호 38

IIPILGIA 서열번호 39

3 GCGCGCTCTTACCCGCTGTACTCTGGTTGGGATTAC 서열번호 40

ARSYPLYSGWDY 서열번호 41
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LMP2-38 1 GGATACACAATCACCTCCTACTAT 서열번호 42

GYTITSYY 서열번호 43

2 ATCAACCCTAATGCTGGCAGCACA 서열번호 44

INPNAGST 서열번호 45

3 GCGCGCGGTATGTACCGTATGTACGAT 서열번호 46

ARGMYRMYD 서열번호 47

LMP2-40 1 GGAGGCACCTTCAGCAACTATCAT 서열번호 48

GGTFSNYH 서열번호 49

2 ATCATCCCCATCCTTGGCACACCA 서열번호 50

IIPILGTP 서열번호 51

3 GCGCGCGGTCGTACTTGGTGGTCTGGTACTCTGGATTCT 서열번호 52

ARGRTWWSGTLDS 서열번호 53

LMP2-61 1 GGATACACCTTCACCAACTATTAT 서열번호 54

GYTFTNYY 서열번호 55

2 ATCAACCCTAGTGGTGGGAGCACA 서열번호 56

INPSGGST 서열번호 57

3 GCGCGCTCTTACTACGGTTCTATGGATGCT 서열번호 58

ARSYYGSMDA 서열번호 59

LMP2-63 1 GGATACACAATCACCTCCTACTAT 서열번호 60

GYTITSYY 서열번호 61

2 ATCAACCCTAATGCTGGCAGCACA 서열번호 62

INPNAGST 서열번호 63

3 GCGCGCGGTGACGTTTACAACGGTTGGGATGAA 서열번호 64

ARGDVYNGWDE 서열번호 65

LMP2-77 1 GGTGGCTCCATCACCAGTGGTAATTACTAC 서열번호 66

GGSITSGNYY 서열번호 67

2 ATCAATCATAGCGGAAGCCCC 서열번호 68

INHSGSP 서열번호 69

3 GCGCGCCAGTCTTCTTACGGTGGTTACATAGATCAG 서열번호 70

ARQSSYGGYIDQ 서열번호 71

표 6

항체[0461] LCDR DNA/아미노산 서열 (5’-3’)

LMP2-21 1 AACATTGGAGGCAAAAGT 서열번호 72

NIGGKS 서열번호 73

2 TATGATAGC 서열번호 74

YDS 서열번호 75

3 CAGGTGTGGGATAGTAGTAGTGATCATTGGGTG 서열번호 76

QVWDSSSDHWV 서열번호 77

LMP2-26 1 AAGATTGGAAGCAAACAT 서열번호 78

KIGSKH 서열번호 79

2 TATAATACT 서열번호 80

YNT 서열번호 81

3 CAGGTGTGGGATAGTAGTTATGATCATGTGATA 서열번호 82

QVWDSSYDHVI 서열번호 83

LMP2-38 1 AGCAGTGACGTTGGTAGTTATAACGAT 서열번호 84

SSDVGSYND 서열번호 85

2 GATGTCAGT 서열번호 86

DVS 서열번호 87

3 AACTCATATACAAGCAGCAACACTTATGTC 서열번호 88

NSYTSSNTYV 서열번호 89
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LMP2-40 1 AACATTGGAAGTAGAAGT 서열번호 90

NIGSRS 서열번호 91

2 TATAATAAC 서열번호 92

YNN 서열번호 93

3 CAGGTGTGGGATAGTATTAGTGACCATTATGTC 서열번호 94

QVWDSISDHYV 서열번호 95

LMP2-61 1 AGCCTCAGAAGCTATTAT 서열번호 96

SLRSYY 서열번호 97

2 GGTAAAAAC 서열번호 98

GKN 서열번호 99

3 AACTCCCGGGACAGCAGTGGTAACCATCTGGTA 서열번호 100

NSRDSSGNHLV 서열번호 101

LMP2-63 1 AACATTGGAAGTGAAAGT 서열번호 102

NIGSES 서열번호 103

2 GATGATGAC 서열번호 104

DDD 서열번호 105

3 CAGGTGTGGGATCGAAGTAGTGATCATTGGTTT 서열번호 106

QVWDRSSDHWF 서열번호 107

LMP2-77 1 AGCCTCAGAACGCATTAT 서열번호 108

SLRTHY 서열번호 109

2 GGTAAAAAC 서열번호 110

GKN 서열번호 111

3 AACTCCCGGCACAGCAGTGGTAATCATTGTGTG 서열번호 112

NSRHSSGNHCV 서열번호 113

항체 클론 38 및 63번은 펩티드 위치 8을 통해 펩티드 위치 5에 대한 선택적인 결합을 나타냈고 (P5-P8), 거의[0462]

동일한 중쇄를 가졌다 (약 75% 아미노산 동일성). 또한, 항체 클론 38 및 63번은 동일한 중쇄 CDR 1 및 CDR 2

서열 및 유사한 CDR3 서열을 보여주며; 경쇄 CDR 내에 일부 공통 잔기를 공유하였다. 항체 클론 21 및 26번은

펩티드 위치 8 (P8)에 대해 선택적인 결합을 나타냈고 유사한 중쇄(약 88% 아미노산 동일성)를 가지는 반면,

CDR1 및 CDR2는 동일하고 CDR3은 유사하였다. 항체 클론 21 및 26번에 대한 경쇄는 역시 유사하였다. 항체 클론

40 및 61번은 펩티드 위치 1 (P1)에 대해 선택적인 결합을 나타냈고 약 67%의 동일성을 가지며 전체적으로 유사

한 CDR을 가졌다. 항체 클론 77번은 펩티드 위치 5를 통해 펩티드 위치 1에 대해 (P1-P5) 선택적인 결합을 나타

내고 항체 클론 63번의 경쇄와 서열 유사성을 가졌다 (약 40% 동일성). 항체 클론 21, 26, 40 및 61번은 I형

TCR 모방체로 명명한 반면, 클론 38 및 63번은 II형 TCR 모방체로 명명하였다. 

종합하면, 본 예는 인간 MHC I류 분자와 관련하여 제시된 EBV-관련 펩티드에 결합하는 I형 및 II형 TCR 유사 단[0463]

일클론 항체 모두의 성공적인 생산을 보여준다. 특히, 본 예는 인간 HLA-A02 분자에 의해 제시된 펩티드의 중앙

영역 (예컨대, 펩티드 위치 5)을 선택적으로 표적화하는 항체의 생산을 기술한다. 하기와 같이, 이러한 항체는

EBV
+
 세포주에 대해 세포독성에서 높은 특이성 및 효능을 가지며, 다중 특이적 결합제 (예컨대, 이중 특이적 항

체)의 구축에 사용될 수 있다. 

예 3. scFv 단편을 사용하는 전장 단일클론 항체의 구축[0464]

본 예는 예 2에 기술된 선택된 인간 scFv를 사용하는 전장 항체의 구축을 보여준다. 특히, 본 예는 표 5 및 표[0465]

6에 나타난 인간 scFv 클론을 사용하는 전장 인간 IgG(예컨대, IgG1)의 구축을 구체적으로 기술한다. 

요컨대, 선택된 파지 클론의 전장 인간 IgG1을 이전에 기술된 바와 같이 HEK293 및 중국 햄스터 난소 (CHO)에서[0466]

생산하였다 (Tomimatsu, K. 외, 2009, Biosci. Biotechnol. Biochem. 73:1465-9). 항체 가변 영역을 동족 인간

람다 (λ) 또는 카파 (κ) 경쇄 불변 영역 및 인간 IgG1 불변 영역 서열을 갖는 포유류 발현 벡터 내에 서브클

로닝하였다.

인간 Cλ DNA (서열번호 114)[0467]

AAGCCTAAGGCCAACCCTACCGTGACCCTGTTCCCCCCATCCTCCGAGGAACTGCAGGCCAACAAGGCCACCCTCGTGTGCCTGATCTCCGACTTCTACCCT[0468]

GGCGCCGTGACCGTGGCCTGGAAGGCTGATGGATCTCCTGTGAAGGCCGGCGTGGAAACCACCAAGCCCTCCAAGCAGTCCAACAACAAATACGCCGCCTCC

TCCTACCTGTCCCTGACCCCTGAGCAGTGGAAGTCCCACCGGTCCTACAGCTGCCAAGTGACCCACGAGGGCTCCACCGTGGAAAAGACCGTGGCTCCTACC
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GAGTGCTCCTAG

인간 Cλ 아미노산 (서열번호 115)[0469]

QPKANPTVTLFPPSSEELQANKATLVCLISDFYPGAVTVAWKADGSPVKAGVETTKPSKQSNNKYAASSYLSLTPEQWKSHRSYSCQVTHEGSTVEKTVAPT[0470]

ECS

인간 Cκ DNA (서열번호 116)[0471]

ACCGTGGCCGCTCCCTCCGTGTTCATCTTCCCACCTTCCGACGAGCAGCTGAAGTCCGGCACCGCTTCTGTCGTGTGCCTGCTGAACAACTTCTACCCCCGC[0472]

GAGGCCAAGGTGCAGTGGAAGGTGGACAACGCCCTGCAGAGCGGCAACTCCCAGGAATCCGTGACCGAGCAGGACTCCAAGGACAGCACCTACTCCCTGTCC

TCCACCCTGACCCTGTCCAAGGCCGACTACGAGAAGCACAAGGTGTACGCCTGCGAAGTGACCCACCAGGGCCTGTCTAGCCCCGTGACCAAGTCTTTCAAC

CGGGGCGAGTGCTAG

인간 Cκ 아미노산 (서열번호 117)[0473]

TVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFN[0474]

RGEC

인간 IgG1 DNA (서열번호 118)[0475]

GTCTCCTCAGCTTCCACCAAGGGCCCATCGGTCTTCCCCCTGGCACCCTCCTCCAAGAGCACCTCTGGGGGCACAGCGGCCCTGGGCTGCCTGGTCAAGGAC[0476]

TACTTCCCCGAACCGGTGACGGTGTCGTGGAACTCAGGCGCCCTGACCAGCGGCGTGCACACCTTCCCGGCCGTCCTACAGTCCTCAGGACTCTACTCCCTC

AGCAGCGTGGTGACCGTGCCCTCCAGCAGCTTGGGCACCCAGACCTACATCTGCAACGTGAATCACAAGCCCAGCAACACCAAGGTGGACAAGAAGGTTGAG

CCCAAATCTTGTGACAAAACTCACACATGCCCACCGTGCCCAGCACCTGAACTCCTGGGGGGACCGTCAGTCTTCCTCTTCCCCCCAAAACCCAAGGACACC

CTCATGATCTCCCGGACCCCTGAGGTCACATGCGTGGTGGTGGACGTGAGCCACGAAGACCCTGAGGTCAAGTTCAACTGGTACGTGGACGGCGTGGAGGTG

CATAATGCCAAGACAAAGCCGCGGGAGGAGCAGTACAACAGCACGTACCGTGTGGTCAGCGTCCTCACCGTCCTGCACCAGGACTGGCTGAATGGCAAGGAG

TACAAGTGCAAGGTCTCCAACAAAGCCCTCCCAGCCCCCATCGAGAAAACCATCTCCAAAGCCAAAGGGCAGCCCCGAGAACCACAGGTGTACACCCTGCCC

CCATCCCGGGAGGAGATGACCAAGAACCAGGTCAGCCTGACCTGCCTGGTCAAAGGCTTCTATCCCAGCGACATCGCCGTGGAGTGGGAGAGCAATGGGCAG

CCGGAGAACAACTACAAGACCACGCCTCCCGTGCTGGACTCCGACGGCTCCTTCTTCCTCTACAGCAAGCTCACCGTGGACAAGAGCAGGTGGCAGCAGGGG

AACGTCTTCTCATGCTCCGTGATGCATGAGGCTCTGCACAACCACTACACGCAGAAGAGCCTCTCCCTGTCTCCGGGTAAATGA

인간 IgG1 아미노산 (서열번호 119)[0477]

ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKS[0478]

CDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKC

KVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVF

SCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

정제된 전장 IgG1 항체의 분자량을 전기영동에 의해 환원 및 비환원 조건 둘 모두에서 측정하였다 (도 7). 종합[0479]

하면, 본 예는 EBV-LMP2(CLG)/HLA-A02에 대해 특이적인 선택된 scFv의 가변 영역을 사용하여 전장 인간 IgG1의

성공적인 구축 및 발현을 보여준다. 

예 4. 단일 사슬 항체 구성성분을 사용하는 다중 특이적 결합제의 구축[0480]

본 예는 인간 MHC I류 분자에 의해 제시되는 EBV-LMP2 펩티드에 특이적인 scFv 단편을 사용하는 다중 특이적 결[0481]

합제의 구축을 보여준다. 특히, 본 예는 인간 HLA-A02 분자와 관련하여 EBV-LMP2 펩티드 (CLGGLLTMV; 서열번호

1)에 결합하는 제1 항원-결합 부위 및 T 세포 상의 CD3에 결합하는 제2 항원-결합 부위를 갖는 이중 특이적 항

체의 구축을 구체적으로 보여준다. 따라서, 본 예는 일부 예에서, 본원에 기술된 바와 같은 항체 구성성분을 함

유하는 다중 특이적 결합제를 사용하여, T 세포가 인간 MHC I류 분자 (예컨대, HLA-A02; 예컨대, Brischwein,

K. 외, 2006, Mol. Immunol. 43:1129-43 참조)를 통해 그 표면 상에 펩티드 (예컨대, EBV-LMP2)를 제시하는 표

적 세포를 사멸시키도록 지시될 수 있음을 설명한다. 

요컨대, EBV-LMP2(CLG)/HLA-A*02:01에 특이적인 scFv가 이의 C-말단에서 인간 CD3 (즉, CD3ε; DNA: 서열번호[0482]

123; 아미노산: 서열번호 124)에 특이적인 scFv와 연결되도록 단일 사슬 형태를 사용하여 이중 특이적 항체 구

축물을 구축하였다. EBV-LMP2(CLG)-특이적 scFv 및 인간 CD3-특이적 scFv를 코딩하는 DNA 단편을 Genewiz에 의

해 합성하고 포유류 발현 벡터 pGSN-Hyg (Eureka Therapeutics, Inc.)에 서브클로닝 하였다. 정제 및 검출을

위해 이중 특이적 구축물의 C-말단에 헥스-히스타민 태그를 삽입하였다. HEK293 세포를 일시적인 발현을 위한

이중 특이적 항체 발현 벡터로 형질감염하고 분비된 이중 특이적 항체 분자를 함유하는 상등액을 수집하였다.
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이중 특이적 항체 발현 벡터로 형질감염된 중국 햄스터 난소 (CHO) 세포를 사용하여 이중 특이적 항체 분자의

안정한 발현을 달성하였고 글루타민 합성효소 (GS)-기반 시스템을 사용하여 메티오닌 설폭시민 (MSX)으로 약물

선택 중에 성장시켰다. 분비된 항-EBV-LMP2(CLG) 이중 특이적 항체 분자를 함유하는 CHO 세포 상등액을 회수하

고 FPLC AKTA 시스템을 사용하여 HisTrap HP 컬럼 (GE healthcare)을 사용하여 정제하였다. CHO 세포 배양물을

정화하고 낮은 이미다졸 농도 (20 mM)를 갖는 컬럼 상에 로딩하고, 컬럼에 부착된 항-EBV-LMP2(CLG) 이중 특이

적  항체  분자를  등용매  고  이미다졸  농도  용리  완충액(500  mM)을  사용하여  용리하였다.  정제된  항-EBV-

LMP2(CLG) 이중 특이적 항체 분자의 분자량을 전기영동에 의해 비환원 조건 하에 측정하였다 (도 8). 

종합하면, 본 예는 HLA-A02 분자에 의해 제시된 EBV-LMP2 펩티드에 대해 특이적인 제1 항원-결합 부위 및 CD3에[0483]

특이적인 제2 항원-결합 부위를 갖는 이중 특이적 분자의 성공적인 구축을 보여준다. 이러한 이중 특이적 분자

의 추가의 특성분석이 다음의 예에 기술되어 있다. 

예  5.  TCR-유사  항-EBV-LMP2(CLG)  IgG1  항체에  의해  매개되는  T2  세포의  항체-의존성  세포-매개  세포독성[0484]

(ADCC)

본 예는 항-EBV-LMP2(CLG) 특이적 scFv로부터 제조된 전장 IgG1 항체가 표적 세포의 표면 상에 제시된 EBV-LMP2[0485]

펩티드를 특이적으로 인식하고 인간 HLA-A02 분자를 통해 EBV-LMP2 펩티드를 제시하는 표적 세포의 항체-의존성

세포-매개 세포독성 (ADCC)을 매개할 수 있음을 보여준다. 림프모구성 T2 세포주는 T1 세포주 (ATCC CRL-1991)

및 HLA-A*02:01
+
 TAP1

-
의 변이형이다. T2 세포는 내인성 펩티드를 제시할 수 없지만 이와 함께 인큐베이션 되는

경우 외인성 펩티드를 제시할 수 있다. T2 세포는 이를 자연적으로 생산하지 않기 때문에, β2m은 외인성 펩티

드와 함께 인큐베이션 되는 경우 첨가될 수 있다. 따라서, T2 세포는 형질 감염에 적절하고 항원 처리 및 MHC I

류 항원의 T 세포 인식에 일상적으로 사용된다 (예컨대, Salter, R.D. 외, 1985, Immunogenetics 21: 235-246

참조). 

요컨대,  T2  세포를 HLA-A*02:01에 의해 제시되는 대조군 펩티드 (YMLDLQPET,  IC50=7.5;  서열번호 120)  또는[0486]

EBV-LMP2 펩티드 (CLGGLLTMV, IC50=95.6; 서열번호 1) 및 무혈청 IMDM 배지 중의 외인성 β2m의 100 μg으로 밤

새 펄스하였다. 이어서 세포를 선택된 전장 IgG1 항-EBV-LMP2(CLG)/HLA-A*02:01 항체와 함께 1시간 동안 4℃에

서 5 μg/mL으로 인큐베이션 하였다. PE-표지된 2차 항체 항-인간 Fc 항체를 사용하였고 세포를 유세포분석법에

의해 분석하였다. 

유세포분석법을 위해, T2 세포를 한번 세척하여 과량의 펩티드를 제거하고 5 μg/mL의 주어진 항체 (또는 이소[0487]

타입 매칭된 대조군)와 함께 4℃에서 인큐베이션 하였다. 항-Fc PE-표지된 2차 항체를 사용하고 세포를 5의 MFI

에서 이소타입 대조군을 설정하는 FACS 칼리버 유동 세포 계측기에서 수행하였다. 데이터 및 오버레이를 Flowjo

소프트웨어 버전 6을 사용하여 준비하였다. 예시적인 결과를 도 9에 나타냈다. 

세포독성 분석을 위해, T2 세포를 전술된 바와 같이 인큐베이션 하고, 아침에 회수한 후 100 μCi의 
51
Cr로 1시[0488]

간 동안 표지한 후 각각의 단일클론 항체의 특정 농도를 갖는 둥근 바닥 96웰 플레이트 내에 웰 당 5x10
3
의 밀

도로 플레이팅 하였다. CD16 (FcνRIIIa)의 158V/V 동형접합체 변이체로 형질감염된 NK92 세포를 20:1의 E:T 비

율을 갖는효과기 세포로서 사용하였다. 플레이트를 37℃에서 4시간 동안 인큐베이션 하고, 상등액을 수집하고

이어서 섬광계수기를 사용하여 분석하였다. 결과를 PRISM-Graphpad 소프트웨어를 사용하여 플롯팅하였다. 세포

독성은 특이적 용해(lysis) % = ((실험 용해 - 자연적인 방출)/(최대 용해 - 자연적인 방출)) 공식을 사용하여

계산하였다. 최대 용해를 SDS 상에 표적 세포를 인큐베이션 함으로써 수득하였고; 자연적인 방출은 배지 단독으

로 인큐베이션한 표적 세포를 나타낸다. 예시적인 결과를 도 9에 나타냈다. 

도 9에 나타낸 바와 같이, 선택된 전장 IgG1 항-EBV-LMP2(CLG)/HLA-A*02:01 항체 각각은 T2 세포의 표면 상에[0489]

서 HLA-A02 분자에 의해 제시된 EBV-LMP2 펩티드에 대한 결합을 나타낸 반면 (히스토그램, 각각의 페어링에서

좌측면), 대조군 펩티드에 대한 결합은 어떠한 항체에 대해서도 관찰되지 않았다. 또한, ADCC는 각각의 항체에

대해 동등한 수준으로 나타났으며 (특이적 용해 %, 각각의 페어링에서 우측면), 각 항체에서 관찰된 펩티드 결

합과 관련있다. 

종합하면, 이러한 데이터는 예 3에 기술된 전장 IgG1 항체가 모 항체 구성성분 (즉 scFv)의 EBV-LMP2 펩티드에[0490]

대한 특이성을 유지함을 보여준다. 또한, 이러한 전장 항체는 이들의 표면 상에 HLA-A02 분자를 통해 EBV-LMP2

펩티드를 제시하는 표적 세포 (예컨대, T2 세포)의 ADCC를 효율적으로 매개할 수 있다. 
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예 6. TCR-유사 항-EBV-LMP2(CLG) IgG1 항체의 친화도 측정[0491]

본 예는 예 3에 기술된 전장 IgG1 항체가 T2 세포 표면 상의 HLA-A02 분자에 의해 제시된 다양한 농도의 EBV-[0492]

LMP2 펩티드에 결합하는 것을 보여준다. 

요컨대, 1x10
6
 T2 세포를 1 mL 무혈청 IMDM 배지에 재현탁하고 상이한 농도의 EBV-LMP2 펩티드 (0.0001 내지[0493]

100 μg/mL의 범위) 및 외인성 β2m (25 mg/mL)과 함께 로딩하고 37℃에서 밤새 인큐베이션 하였다. 이어서 세

포를 5 μg/mL의 선택된 항-EBV-LMP2(CLG)/HLA-A02 IgG1 항체와 함께 인큐베이션 하고 유세포분석법을 사용하여

분석하였다. 각각의 항체로 수득된 MFI를 펩티드 농도에 대해 플롯팅 하였다. 예시적인 결과를 도 10에 나타냈

다. 

도 10에 나타난 바와 같이, 각각의 항체는 T2 세포 표면 상의 HLA-A02를 통해 제시된 EBV-LMP2 펩티드에 대해[0494]

상이한 친화도로 결합하였다. 항체 결합에서의 편차를 결정하기 위해 결과를 정규화하였으며, 이는 일관적인 결

합을 나타냈다. 각각의 항체의 친화도를 또한 BIACORE를 사용하여 측정하였다 (표 7; nb: 결합 없음).

표 7

항체[0495]
K온 (s

-1
M
-1
) K오프 (s

-1
) KD (nM)

LMP2-21 IgG1 2.244106 1.85310-2 8.3

LMP2-26 IgG1 1.030107 2.10310-2 2.04

LMP2-38 IgG1 1.144104 5.97510-4 52.2

LMP2-40 IgG1 2.793107 1.46710-0 52.3

LMP2-61 IgG1 6.876106 1.81710-1 26.4

LMP2-63 IgG1 6.185104 7.77010-3 125.6

LMP2-77 IgG1 6.010105 1.01610-1 169.0

IgG1-대조군 nb

예 7. 항-EBV-LMP2(CLG)/HLA-A02 IgG 항체에 의해 매개되는 EBV-형질전환된 세포의 항체-의존성 세포-매개 세포[0496]

독성 (ADCC)

본 예는 EpsteinBarr 바이러스 (EBV)로 형질전환된 표적 세포의 항체-의존성 세포-매개 세포독성 (ADCC)을 매개[0497]

하는 항-EBV-LMP2(CLG) 특이적 scFv로부터 제조된 전장 IgG1 항체에 대한 가능성을 기술한다. 특히, 본 예는 예

3에 기술된 선택된 항-EBV-LMP2(CLG)/HLA-A02 IgG1 항체가 EBV-형질전환된 세포의 ADCC를 매개하지 않음을 구

체적으로 기술한다. 

요컨대, HLA-A*02:01
+
/EBV

+
 B 림프모구성 세포주 (BLCL), BV-를 건강한 공여자의 PBMC를 B95-8 마모셋 세포의[0498]

바이러스  상등액으로  형질전환함으로써  생성하였다.  이러한  조작된  BLCL  세포주를  상이한  농도의  항-EBV-

LMP2(CLG)/HLA-A02 IgG1 항체 및효과기로서 NK92 세포 (전술됨)와 함께 크롬-기반 세포독성 분석에서 표적으로

사용하였다. EBV-형질전환된 BLCL이 CD20
+
이기 때문에, 리툭시맙 (항-CD20  항체; 예컨대, Maloney,  D.G.  외,

1997, Blood 90 (6): 2188-95 참조)을 양성 대조군으로 사용하였다. 이소타입 매칭된 음성 대조군이 또한 상기

분석에 포함되어 있다. 예시적인 결과가 도 11에 나타나 있다. 

도 11에 나타난 바와 같이, ADCC가 리툭시맙® (항-CD20)에 존재하였다. 그러나, 이러한 IgG1 항체가 고농도(30[0499]

μg/mL)로 사용되더라도 항-EBV-LMP2 IgG1 항체에 대해서는 어떠한 ADCC도 관찰되지 않았다. 

예 8. 펩티드-펄스된 T2 세포를 이용한 T 세포 세포독성 분석[0500]

본 예는 EBV-LMP2/HLA-A02 펩티드 복합체에 결합하는 제1 항원-결합 부위 및 T 세포에 결합하는 제2 항원-결합[0501]

부위를 갖는 다중 특이적 결합제에 의해 매개되는 T 세포 세포독성에 대한 펩티드 로딩된 T2 세포의 민감성을

측정하기 위해 수행된 실험을 보여준다. 특히, 본 예는 EBV-LMP2(CLG)/HLA-A*02:01 펩티드 복합체에 결합하는

제1 항원-결합 부위 및 CD3에 효과적으로 결합하는 제2 항원-결합 부위를 갖는 이중 특이적 항체가 펨토몰 범위

로 펩티드 로딩된 T2 세포의 T세포 세포독성을 매개한다는 것을 구체적으로 보여준다. 

요컨대, 펩티드 로딩된 T2 세포 (전술됨)를 상이한 농도의 예 4에 기술된 EBV-LMP2(CLG)/HLA-A*02:01 이중 특이[0502]

적 항체 구축물을 사용하여 T 세포 세포독성에 대한 이의 민감도에 대해 시험하였다. 표적 T2 세포를 100 μ

g/mL의 LMP2 (CLGGLLTMV; 서열번호 1) 또는 대조군 (YMLDLQPET; 서열번호 120) 펩티드 및 20 μg/mL의 인간 β
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2m으로 밤새 펄스 하였다. 이중 특이적 항체 각각을 LMP2 펩티드에 대한 특이성 및 친화도에 대해 시험하였다

(표 8). BIACORE 기술을 사용하여 EBV-LMP2(CLG)/HLA-A*02:01에 대한 이중 특이적 항체 각각의 예시적인 친화

도 측정치를 표 9에 나타냈다. EBV-LMP2(CLG)/HLA-A*02:01 이중 특이적 항체를 사용하여 EBV-LMP2 펩티드로 펄

스된 T2 세포의 예시적인 T세포 세포독성을 도 12에 나타냈다.

표 8

이중 특이적 항체[0503] EC50

(ng/mL)

EC50

(pM)

LMP2-21xCD3 0.02059 0.4

LMP2-26xCD3 0.0109 0.2

LMP2-38xCD3 0.655 12.1

LMP2-40xCD3 0.02361 0.4

LMP2-61xCD3 0.4021 7.4

LMP2-63xCD3 7.222 133.6

LMP2-77xCD3 3.613 66.8

표 9

이중 특이적 항체[0504]
K온 (s

-1
M
-1
) K오프 (s

-1
) KD (nM)

LMP2-21xCD3
1.929x10

5
2.595x10

-3 20

LMP2-26xCD3
1.399x10

5
2.818x10

-3 13

LMP2-38xCD3
3.864x10

4
2.145x10

-3 117

LMP2-40xCD3
1.358x10

4
1.587x10

-3 31

LMP2-61xCD3
5.457x10

4
2.736x10

-3 128

LMP2-63xCD3
4.987x10

4
6.389x10

-3 56

LMP2-77xCD3
8.538x10

4
2.642x10

-3 50

표 8에 나타난 바와 같이, 이중 특이적 항체 각각은 LMP2 펩티드에 특이적이며 0.4 내지 약 133 pM 범위의 EC50[0505]

을 갖는다. 또한, 이중 특이적 항체 각각은 유사한 친화도를 가지며 (표 9), 펩티드 특이적 방식으로 T2 세포의

T 세포 사멸을 효과적으로 매개한다 (도 12). 

예 9. EBV-형질전환된 BLCL을 사용하는 T 세포 세포독성 분석[0506]

본 예는 본 발명의 다중 특이적 결합제가 다수의 상이한 EBV-형질전환된 세포를 사용하여 EBV 펩티드를 제시하[0507]

는 EBV-형질전환된 표적 세포의 T 세포 세포독성을 매개할 수 있음을 보여준다. 특히, 본 예는 선택된 EBV-

LMP2(CLG)/HLA-A02xCD3 이중 특이적 항체가 HLA-A02
+
 EBV-형질전환된 BLCL 패널에 대해 T 세포 세포독성을 매개

한다는 것을 구체적으로 기술한다. 

B95-8 마모셋 라인에 의해 시험관 내에서 생성되고 이전에 유세포분석법 및 시퀀싱 둘 모두에 의해 이의 HLA-[0508]

A*02:01 상태에 대해 유전형질 분석된 7개의 상이한 BLCL 패널을 상이한 농도의 EBV-LMP2(CLG)/HLA-A*02:01 이

중 특이적 항체를 사용하여 세포독성 분석에서 제대혈 기증자로부터 생성된 활성화된 T-세포 (ATC)를 사용하여

시험하였다. 제대혈 세포가 EBV에 대해 천연이기 때문에 제대혈 세포를 사용하였고 따라서 배양물에 존재하는

항원 특이적 T 세포로부터 교차 반응의 잠재성을 제거하였다. 

요컨대, BLCL을 건강한 기증자로부터 생성하였고 (전술됨) 이어서 10% FBS에서 배양하였다. 세포독성 분석을 위[0509]

해, 다른 곳에 기술된 바와 같이 1x10
6
 BLCL을 100 μCi 

51
Cr로 37℃에서 60분 동안 인큐베이션 하였다 (Xu, H.

외, 2015, Cancer Immunol. Res. 3(3):266-77). 이어서 BLCL을 2회 세척하고 둥근 바닥 96웰 플레이트에 웰 당

5x10
3
의 밀도로 플레이팅 하였다. 각각의 이중 특이적 항체를 10:1의 E:T 비율로 특정 농도로 첨가하고 37℃에
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서 4시간 동안 인큐베이션 하였다. 상층액을 수확하고 감마 계수기를 사용하여 판독하였다. 특이적 용해는 전술

한 바와 같이 계산하였다. 이펙터 세포를 생성하기 위해, NY 혈액 은행에서 제대혈 세포를 수득하여 피콜 구배

를 사용하여 처리하였다. 생성된 림프구가 풍부한 개체군은 CD3 마이크로비드 (Miltenyi Biotech)를 사용하여

자성  컬럼을  통해  CD3  발현을  풍부하게  하였다.  이어서  세포를  7일  동안  (x2)  CD3/CD28  자성  비드  (Life

Technologies)로 도금하여 ATC를 생성하였다. 예시적인 결과를 도 13a 내지 13d 및 표 10에 나타냈다(EBV-LMP2

펩티드의 아미노산에 대한 이의 특이성에 따라 분류된 이중 특이적 항체).

표 10

이중 특이적 항체[0510] 표적 펩티드 

위치(들)

LMP2-21xCD3 8

LMP2-26xCD3 8

LMP2-38xCD3 5-8

LMP2-40xCD3 1

LMP2-61xCD3 1

LMP2-63xCD3 5-8

LMP2-77xCD3 1-5

도 13a 내지 13d에 나타난 바와 같이, 이중 특이적 항체 각각에 의한 EBV-형질전환된 세포에 대한 세포독성은[0511]

가장 높은 세포독성을 나타내는 LMP2-38xCD3에 따라 다양하였다. LMP2-38xCD3 및 LMP2-63xCD3 이중 특이적 항

체는 HLA-A*02:01
+
 세포에서 가장 높은 특이성을 보였지만 몇몇 다른 이중 특이적 항체 (LMP2-21xCD3, LMP2-

26xCD3,  LMP2-40xCD3  및  LMP2-77xCD3)는  HLA-A*02:01  음성  세포  중  적어도  하나와  교차  반응을  나타냈다.

또한, EBV-LMP2 펩티드의 잔기 5 내지 8 (표 10)을 표적으로 하는 이중 특이적 항체는 HLA-A*02:01
+
 EBV

+
 세포

에 대해 가장 높은 특이성을 나타냈다. 

종합하면, 본 예는 EBV-LMP2(CLG)/HLA-A02xCD3 이중 특이적 항체가 HLA-A02
+
 EBV-형질전환된 BLCL 패널에 대해[0512]

T 세포 세포독성을 효과적으로 매개한다는 것을 확인한다. 

예 10. BLCL에서 HLA-A02에 의해 제시된 LMP-2 펩티드의 특성분석[0513]

본 예는 EBV-LMP2(CLG)/HLA-A*02:01 이중 특이적 항체를 사용하여 BLCL에서 HLA-A*02:01에 의해 제시된 LMP2[0514]

펩티드 (CLGGLLTMV; 서열번호 1)의 특성분석을 보여준다. 예시적인 결과가 도 15 및 도 16에 나타나 있다. 

도  15에  나타난  바와  같이,  EBV-LMP2  펩티드  (예컨대,  LMP2-21,  LMP2-26)의  위치  8을  표적으로하는  EBV-[0515]

LMP2(CLG)/HLA-A*02:01 IgG1 항체는 LMP2
+
 HLA-A*02:01

+
 세포에 대해 최소 세포독성을 나타냈다. 흥미롭게도,

이러한  동일한  구축물은  T2-펩티드  펄스된  세포  (전술됨)에  대해  시험했을  때  가장  낮은  EC50  (가장  높은

친화도)을 나타냈다. 이러한 관계의 잠재적인 이유를 확인하기 위해, HLA-A*02:01
+
/EBV

+
 BLCL OKO 세포를 HLA-

A*02:01
+
 BLCL에 대한 이의 결합을 결정하기 위해 상이한 펩티드 위치를 표적으로 하는 선택된 항체로 염색하였

다. EBV-LMP2  펩티드의 위치 1을 표적으로 하는 항체는 세포독성 분석에서 관찰된 결과와 상호 관련이 있는

BLCL에 대한 유세포분석법에 의한 최소 결합 내지 전혀 결합을 나타내지 않았다. HLA-A*02:01
-
 세포주 KBAB-1을

음성 대조군으로 사용하였다 (도 15, 하단 패널). 

도  16에  나타난 바와 같이,  BLCL  OKO  세포를 100  μg/mL의 EBV-LMP2  펩티드로 밤새 펄스하고 동일한 EBV-[0516]

LMP2(CLG)/HLA-A*02:01 특이적 IgG1 항체로 염색하였을 때, EBV-LMP2 펩티드의 위치 8을 표적으로 하는 구축물

의 결합이 재구성 되었다. 본 발명자들은 이러한 차이가 BLCL에서 CLGGLLTMV 펩티드의 제시에 의한 차이에 기인

한다고 추론하였다. 

예 11. 상이한 HLA-A02 하위-대립형질에 의해 제시된 EBV-LMP2 펩티드의 인식[0517]

본 예는 EBV-LMP2 펩티드의 특이성 치 5 내지 8을 갖는 EBV-LMP2(CLG)/HLA-A*02:01 이중 특이적 항체가 다수의[0518]

상이한 HLA-A02 분자의 하위-대립형질에 의해 제시될 때 EBV-LMP2 펩티드에 결합할 수 있음을 보여준다. 본 예

는 인공 항원 제시 세포 (aAPC)를 사용하는데, 이는 공동-자극 분자와 함께 특이적 HLA I류 대립형질을 안정적
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으로 발현하도록 조작된 3TC 마우스 섬유아세포 세포이다. 

요컨대, HLA-A02 (HLA-A*02:01, HLA-A*02:02, HLA-A*02:03, HLA-A*02:04, HLA-A*02:05 및 HLA-A*02:06)의 하[0519]

위-대립형질을 발현하는 6개의 상이한 aAPC를 100 μg/mL의 EBV-LMP2 펩티드로 37℃ 에서 밤새 펄스하고 EBV-

LMP2 펩티드의 위치 5 내지 8의 아미노산을 표적으로 하는 EBV-LMP2(CLG)/HLA-A*02:01 이중 특이적 항체를 이용

하는  세포독성  분석  (전술됨)에서  사용하였다.  이러한  동일한  세포를  전장  IgG1  항체로서  동일한  EBV-

LMP2(CLG)/HLA-A*02:01 이중 특이적 항체로 염색한 후 유세포분석법으로 분석하였다. 세포독성의 임의의 차이가

HLA-I류 분자의 발현 차이 때문이 아니라는 것을 확인하기 위해, aAPC를 판(pan)- HLA 항체 (W6/32)를 사용하여

유세포분석법으로 HLA 분자의 발현을 특성화 하였다. 예시적인 결과를 도 17에 나타냈다. 

도 17에 나타난 바와 같이, 몇몇 이중 특이적 및 IgG1 항체가 상이한 HLA-A02 대립형질에 의해 제시된 펩티드에[0520]

결합하였다. 특히, 본 예는 EBV-LMP2 펩티드의 위치 5 내지 8에 결합하는 EBV-LMP2(CLG)/HLA-A*02:01 이중 특

이적 항체가 또한 HLA-A*02:02 및 HLA-A*02:06 에 대해 반응성임을 보여준다. 

이러한  세포가  외인성  펩티드가  로딩되지  않은  aAPC와  교차  반응하지  않는다는  것을  보여주기  위해,  HLA-[0521]

A*02:01 세포 aAPC는 저농도로 (0.0001μg/mL) 또는 외인성 펩티드 없이 인큐베이션한 후 세포독성 분석 (전술

됨)에서  표적  세포로서  사용하였으며,  EBV-LMP2  펩티드의  상이한  위치에  결합하는  선택된  LMP2(CLG)/HLA-

A*02:01  이중 특이적 항체를 사용하여 ATC로 시험하였다. 이들을 또한 선택된 항-EBV-LMP2(CLG)/HLA-A*02:01

IgG1 항체를 사용하여 염색하고 유세포분석법으로 분석하였다. 예시적인 결과를 도 18에 나타냈다. 

도 18에 나타난 바와 같이, aAPC는 이중 특이적 또는 전장 IgG1 항체에 의해 인식될 수 있도록 펩티드 펄스된[0522]

T2 세포보다 높은 펩티드 농도를 필요로 한다. 또한, 본 예는 시험된 이중 특이적 및 IgG1 항체간에 유사한 세

포독성이 관찰되었음을 보여준다. 

예 12. I형 TCR 유사 항체의 친화도 성숙[0523]

본  예는  항-EBV-LMP2(CLG)/HLA-A02  항체의  친화도  성숙을  보여준다.  특히,  본  예는  선택된  항-EBV-[0524]

LMP2(CLG)/HLA-A02 항체 (LMP2-38)에 무작위 돌연변이를 도입하고 스크리닝하고 단량체 EBV-LMP2(CLG)/HLA-A02

를 사용하여 항체 변이체를 특성분석하는 일련의 항체 변이체 생산을 구체적으로 보여준다. 

ALPHA™  파지  디스플레이(전술됨)를  사용하여,  LMP2-38  IgG1  항체를  무작위로  돌연변이시키고  단량체  EBV-[0525]

LMP2(CLG)/HLA-A*02:01로 선택하였다. 스크리닝된 총 581개의 클론 중에, 111개가 펩티드-HLA 복합체에 대해 특

이적이었다. 펩티드-HLA 복합체에 대해 특이적인 111개에 중에, 34개가 독특한 결합제로 결정되었다. 11개는 펩

티드 로딩된 T2 세포에 대한 강한 결합을 나타냈다, 즉, [P19 펩티드 로딩된 T2 세포 파지 항체 FACS 신호] /

[음성 대조군 FACS 신호] < 5; 17개가 T2 세포 교차 결합을 나타냈다: [P19 펩티드 로딩된 T2 세포 파지 항체

FACS 신호] / [음성 대조군 FACS 신호] > 5. 종합하면, 9개의 클론은 모 항체보다 개선을 나타냈고, 즉, [LMP2-

38 모 IC50] / [돌연변이된 독특한 파지 항체 IC50] > 2, 24개는 개선을 나타내지 않았다, 즉, [EXT005-38 모

IC50] / [돌연변이된 독특한 파지 항체 IC50] < 2. 예시적인 결과를 표 11에 나타냈다 (세포 표면 결합: [특이적

파지 항체 FACS 신호] / [음성 대조군 FACS 신호] < 2;  +: [특이적 파지 항체 FACS 신호] / [음성 대조군

FACS 신호] = 2-10;  ++: [특이적 파지 항체 FACS 신호] / [음성 대조군 FACS 신호] >10; nd: 측정되지 않음;

친화도 개선: [LMP2-38 모 IC50] / [돌연변이된 독특한 파지 항체 IC50]; P19 펩티드: 19개의 내인성 대조군 펩

티드 혼합물) 및 12 (BIACORE; nd: 측정되지 않음).

표 11

항체 클론[0526] 세포 표면 결합 친화도 개선

LMP2 펩티드 로딩된 

T2 세포

P19 펩티드 로딩된 

T2 세포

LMP2-38 모 ++ - 1.00

1 ++ - 0.79

2 ++ - 1.67

3 ++ - 1.58

4 ++ + ND

5 ++ - 1.37

6 ++ - 1.29

7 nd nd 0.91
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8 ++ + 1.16

9 ++ ++ 2.19

10 ++ ++ 0.95

11 ++ + 2.65

12 ++ ++ 2.51

13 ++ - 0.55

14 nd nd 0.89

15 nd nd 0.78

16 ++ ++ 1.72

17 ++ ++ 1.39

18 nd nd 0.88

19 ++ ++ 1.12

20 nd nd 0.78

21 ++ - 0.74

22 ++ + 1.04

23 ++ ++ 2.85

24 ++ ++ 1.89

25 ++ + 1.44

26 ++ ++ 4.25

27 ++ + 1.37

28 ++ + 1.49

29 ++ + 1.46

30 ++ + 2.22

31 ++ ++ 2.36

32 ++ ++ 3.55

33 ++ ++ 6.20

34 ++ + 1.66

표 12

친화도 성숙된 클론[0527] 유지된 특이성 ELISA 향상 배수 개선

k온 k오프 KA

LMP2-38-1 있음 0.79 1.12 1.66 1.86

LMP2-38-2 있음 1.67 2.36 2.07 4.90

LMP2-38-3 있음 1.58 3.44 1.79 6.18

LMP2-38-5 있음 1.37 2.44 1.36 3.31

LMP2-38-6 있음 1.29 1.05 1.53 1.62

LMP2-38-11 없음 2.65 6.15 1.38 8.46

LMP2-38-13 nd 0.55 2.35 1.23 2.89

LMP2-38-21 있음 0.74 1.44 1.68 2.42

LMP2-38 모 - 1 1 1 1

LMP2-38의 친화도 향상은 특이성을 희생시켰으며, 즉, 친화도 향상이 1.0 초과인 경우, 다수의 항체 클론에 대[0528]

해 P19 펩티드와 교차반응이 관찰되었다. 4개의 항체 클론은 특이성을 유지하면서 ELISA에 의한 LMP2-38 모 항

체보다  결합에서  한계  개선을  나타냈다  (1.29,  1.37,  1.58,  1.67).  이러한  클론의  결합  동력학을  SPR

(BIACORE)로 상세하게 분석하였을 때, 친화도의 증가는 강력하지 못했다: k온의 경우 1.05-배 내지 3.44-배, 및

k오프의 경우 1.36 내지 2.07, 1.62-배 내지 6.2-배의 KA 개선을 가져옴 (표 12). 선택된 친화도 성숙된 항-EBV-

LMP2(CLG)/HLA-A02  IgG1  항체  클론의  VH  및  VL  영역에서의  예시적인  돌연변이를  표  13에  나타냈다  (카밧

(Kabat)에서와  같이  아미노산  번호매김;  예컨대 E.A.  Kabat  외,  Sequences  of  Proteins  of  Immunological

Interest, Fifth Edition, 1991, NIH 참조).
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표 13

[0529] VL VH

클론 FR1 CDR1 FR2 CDR2 FR3 CDR3 FR4 FR1 CDR1 FR2 CDR2 FR3 CDR3 FR4

38-1 K66R

38-2 P55H

38-3 N95I

38-5 V78A

38-6 I48V S52G

38-11 G26E I51V

38-13 V5E

38-21 E10D

본 예에 제시된 데이터는 KA의 친화도 성숙 및 특히 II형 TCR 모방체에 대한 k오프가 어려울 수 있음을 보여준다.[0530]

이는 펩티드의 중앙 위치 (즉, 위치 5 주위)에 대한 특이성 및 전형적으로 시험관 내 또는 생체 내 반복적인 도

전에 의한 낮은 친화도 (μM)를 갖는 TCR과 유사하다. 펩티드-HLA-A02 복합체의 결정 구조에 기초하여, 펩티드

P4-6의 중앙 (P2 및 P9에서 고정된 경우)은 MHC I류 단백질과의 접촉 수가 가장 적다 (Madden, D.R. 외, 1993,

Cell 75:693-708). 이는 위치 P5 주위의 펩티드 중dkd에서 높은 수준의 구조 유연성을 허용할 것이고, 이는 종

종 가장 덜 고정된 잔기이다. 펩티드 위치 P5 영역의 TCR 또는 항체 인식은 이러한 영역에 대한 엔트로피의 상

당한 손실을 초래할 것이다. 구조 연구 보고서는 높은 엔트로피 결합 비용이 단백질-리간드 상호작용의 낮은 친

화도와 관련되어 있음을 보여주었다 (Thorpe, I.F. and Brooks, C.L., 2007, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A.

104:8821-6). 본 발명의 발명자들은 일부 실시양태에서, 본원에 제시된 데이터에 기초하여, II형 TCR-유사 단일

클론 항체를 생성하기 위한 고유의 친화도 장벽이 있음을 인식하였다. 

예 13. TCR 유사 단일클론 항체의 생성을 위한 선택 전략[0531]

본 예는 TCR-유사 단일클론 항체, 특히 II형 TCR 모방체의 개발을 위한 다수의 선택 전략을 보여준다. [0532]

두 가지 선택 전략을 사용하여 중앙 에피토프 (P2 및 P9에 고정되었을 경우 위치 P5 펩티드; 예컨대 도 19 및[0533]

도 20 참조)에 특이적인 II형 TCR-유사 단일클론 항체를 효율적으로 생산할 수 있다. 

첫 번째 전략에서 (도 19), 후보 항체의 라이브러리는 부적절한 펩티드-MHC 복합체에 대한 결합에 대해 우선 음[0534]

성적으로 선택하였다. 남아있는 라이브러리는 이어서 관심의 표적-펩티드/MHC 복합체에 대한 결합에 대해 양성

적으로 선택하였다. 이어서, 위치 P1, P5, 또는 P8에서 Ala-치환된 펩티드를 사용하여 I형 (펩티드의 말단에 결

합하는 항체), 대 II형 (위치 P5에서 펩티드의 중앙 근처에 결합하는 항체)를 구별하기 위해 두 번째 스크리닝

단계를 이용하였다. P1-Ala 또는 P8-Ala 치환된 펩티드와만 결합을 잃는 항체는 I형으로 분류된다. P5-Ala 펩티

드와의 결합을 주로 잃는 항체는 II형으로 분류된다. 

두 번째 전략에서(도 20), P5-Ala 치환을 갖는 펩티드 및 펩티드의 N- 또는 C-말단에 부가적인 천연 플랭킹 잔[0535]

기를 포함하는 펩티드의 결합에 대해 항체 라이브러리가 우선 음성적으로 선택된다. 이어서, 항체 후보의 나머

지 라이브러리는 야생형 표적-펩티드/MHC 복합체에 대한 결합에 대해 양성적으로 선택된다. 확장된 펩티드의 사

용은 최종 항체 후보에 의해 결합될 천연의 중앙 에피토프 (위치 P5를 중심으로 함)만이 보장된다. 

전술된 전략의 조합이 또한 사용될 수 있다. 동일한 전략은 또한 Ala 이외의 다른 비-천연 아미노산 치환을 이[0536]

용할 수 있다. P1, P5, 또는 P8의 천연 서열이 알라닌인 경우, 상이한 아미노산이 사용될 수 있다. 고정된 부위

가 P1 및 P8인 경우, 중앙 위치는 P(1+3)=P4가 될 것이고, 병치터미널 위치는 P(8-1)=P7이 될 것이다. 데카펩티

드에 사용될 수 있는 전략이 도 21 및 도 22에 요약되어 있다. 

예 14. 항-EBV-LMP2(CLG)/HLA-A*02:01 클론의 에피토프 맵핑[0537]

본 예는 EBV-LMP2/HLA 펩티드 복합체를 결합하는 본원에 기술된 바와 같은 특정 항체 제제의 상세한 결합 특성[0538]

을 기술한다. 특히, 본 예에서 제공된 데이터는 펩티드-MHC I류 (예컨대, HLA-A02) 결합 포켓 내의 EBV-LMP2 펩

티드의 중앙 부분 내의 위치에 대한 결합의 중요성을 확인한다. 본원에 제공된 데이터는 또한 TCR 결합의 하나

이상의 속성을 모방한 특정 제제에 대한 결합 특성을 기술한다. 임의의 특정 이론에 구속되기를 바라지 않고,

본 발명은 잔기 P3-P8 에 걸친 Ala-치환 위치에 대한 결합 손실의 역종형 분포를 특징으로하는 결합을 나타내는
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항체 제제가 특히 관심이 있을 수 있음을 제안한다. 

특히, 본 예는 EBV-LMP2(CLG)/HLA-A*02:01 펩티드 복합체에 결합하는 본원에 기술된 바와 같은 전장 IgG1 항체[0539]

로 수행된 상세한 에피토프 맵핑 연구를 기술한다. 먼저, HLA-A*02:01에 대해 위치 P1, P2, P3, P4, P5, P6,

P7, P8 또는 P9 각각에서 알라닌 치환을 갖는 EBV-LMP2(CLG) 펩티드의 로딩 효율을 시험하였다 (도 23). T2 세

포를 CLG 야생형 펩티드 (서열번호 1) 또는 P1 내지 P9 Ala-치환된 펩티드로 각각 펄스한 다음, 항체 BB7.2와의

결합에 대해 염색하였고, 이는 펩티드 로딩된 상태에서 HLA-A*02:01 에 대한 향상된 결합을 나타냈다. BB7.2의

결합을 유세포분석법으로 탐지하였다 (도 23). 도 23에 제시된 유동 세포 계측 데이터는 위치 P3 내지 P9에서의

Ala-치환이 내약성이 우수하고 야생형 CLG 펩티드와 비교가능한 BB7.2 결합을 나타내지만, 위치 P1 또는 P2에서

의 Ala-치환은 HLA-A*02:01 상의 로딩을 불가능하게 한다. 

CLG 펩티드 위치 P1 및 P2에서의 Ala 치환은 HLA-A*02:01에 대한 로딩 손실을 초래하고, 위치 P2 및 P9는 T 세[0540]

포 수용체 또는 항체로부터 멀리 묻혀있는 고정된 잔기이기 때문에 (결정 구조 pdb 3REW에 예시된 바와 같이),

클론 21, 26, 38, 61, 63 및 77의 IgG 항체의 상세한 에피토프 맵핑을 위치 P3, P4, P5, P6, P7, 및 P8에서

Ala-치환된 펩티드를 사용하여 수행하였다 (도 24). 도 24a는 유세포분석법에 의해 검출된 바와 같이, 위치 P3-

P8에서 야생형 CLG 펩티드 또는 Ala-치환된 CLG 펩티드로 로딩된 HLA-A*02:01에 대한 항-EBV-LMP2(CLG)/HLA-

A*02:01  IgG  구축물의 결합을 나타낸다. 도 24b에서, IgG 구축물의 Ala-치환된 펩티드/HLA-A*02:01 복합체에

대한 결합을 각각의 IgG 클론의 야생형 CLG/HLA-A*02:01 복합체에 대한 결합에 대해 정규화하였다. 도 24a 및

도 24b에 제시된 데이터는 예 2 및 표 10에서 시험되지 않은 위치에서 알라닌 치환을 갖는 펩티드에 대한 결합

을 평가하는 것을 포함하여 상세한 에피토프 분석을 제공하며, 여기서, 초기 에피토프 맵핑은 CLG 펩티드 위치

P1, P5 및 P8에서만 알리닌 치환이 수행되었다. 

도 23의 데이터는 펩티드 위치 P1에서의 Ala-치환이 HLA-A*02:01로의 로딩을 금지한다는 것을 보여주고 도 24a[0541]

및 24b에 제시된 데이터는 시험된 LMP2 클론의 결합 특성에 대한 상세한 통찰을 제공한다. 따라서, 본원에 제공

된 데이터는 고 친화도 LMP2-21 및 LMP2-26 (이는 강한 서열 상동성을 공유함)이 CLG 펩티드의 C-말단에 우세하

게 결합하고, LMP2-38 및 LMP2-63 (이는 강한 서열 상동성을 공유함)이 CLG 펩티드의 중앙에 우세하게 결합함을

보여주고/주거나 확인한다. 

중요하게는, LMP2-38 및 LMP2-63에 대한 모든 잔기 P3 내지 P8에 걸쳐 Ala 치환된 위치에 대한 결합 손실의 역[0542]

종형 분포는 HLA I류 분자에 대한 천연 TCR의 접촉 에너지 (반 데르 발스)의 역종형 분포와 매우 유사하다 (도

1에 나타나 있음). 따라서, 본 발명은 LMP2-38 및 LMP2-63의 다양한 결합 특성이 TCR을 밀접하게 모방함을 나타

낸다. 임의의 특정 이론에 구속되기를 바라지 않고, 본 발명은 LMP2-38 및 LMP2-63이 천연 TCR의 MHC I류 포켓

을 가로지르는 유사한 교차 각도로 결합하는 경향이 있음을 제시한다. 본원에 제공된 에피토프 맵핑 데이터는

LMP2-40이 또한 CLG 펩티드의 중앙에 우세하게 결합하지만, P4 내지 P8 잔기를 중심으로 LMP2-38 및 LMP2-63에

대해 관찰된 것보다 더 좁은 분포를 갖는다는 것을 나타낸다. LMP2-61 및 LMP2-77은 또한 CLG 펩티드의 중앙 근

처에 에피토프를 나타내지만, 평평한 분포 (역종형이 아님)와 전반적으로 약한 결합을 갖는다. 

예 15. 이량체 이중 특이적 항체 제제의 생성[0543]

본 예는 본 발명에 의해 제공된 교시에 따라 인간 MHC I류 분자 및 CD3에 의해 제시된 EBV-LMP2 펩티드에 특이[0544]

적인 이량체 이중 특이적 항체의 구축을 보여준다. 

이론에 구속되지 않고, 적어도 일부 실시양태에서, 이량체화 형태는 이중 특이적 (또는 다른 다중 특이적) 항체[0545]

제제  형태에  안정하고/하거나  다른  유용한  특성을  제공할  수  있다고  생각된다.  몇  가지  예를  언급하면

되겠지만, 일부 실시양태에서, 이량체 이중 특이적 형태는 잠재적으로 적어도 부분적으로 이의 보다큰 크기로

인해 하나 이상의 결합 및/또는 약물동력학 특성의 분석을 개선 및/또는 단순화할 수 있다. 

다섯 개의 리드 항체인 LMP2 클론 (26, 38, 38-2, 40, 및 61)을 결합 특이성 및 전반적인 친화도에 기초하여 이[0546]

량체 이중 특이적 형태에서의 분석을 위해 선택하였다.  상기 다섯 개의 리드 항체인 LMP2  클론을 Ahmed  외

(2015) Oncoimmunology 4, e989776에 기술된 형태에 기초하여 이량체 이중 특이적 항체 (DiBsAb) 구축물로 재

구성하였다. LMP2 클론 26, 38, 38-2, 40 및 61의 이량체 BsAb를 생성하기 위해, 예 4에 기술된 LMP2xCD3 BsAb

에 두 가지 변화를 가하였다. 먼저, 항-CD3 scFv의 유리 시스테인(서열번호 124)을 세린(서열번호 125)으로 돌

연변이 시키고, 전사 인자 HNF1α를 기초로 하는 이량체화 태그를 항-CD3 scFv의 C-말단에 첨가하고 이어서 6x-

His 태그 (서열번호 126)를 첨가하였다. 

유리 시스테인 대 세린 돌연변이를 갖는 항-CD3 scFv 아미노산 서열 (서열번호 125)[0547]
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DVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTRYTMHWVRQAPGQGLEWIGYINPSRGYTNYADSVKGRFTITTDKSTSTAYMELSSLRSEDTATYYCARYYDD[0548]

HYSLDYWGQGTTVTVSSGEGTSTGSGGSGGSGGADDIVLTQSPATLSLSPGERATLSCRASQSVSYMNWYQQKPGKAPKRWIYDTSKVASGVPARFSGSGSG

TDYSLTINSLEAEDAATYYCQQWSSNPLTFGGGTKVEIK

HNF1α에 기초한 동종이량체화 태그 서열 (서열번호 126)[0549]

RTPLGDTTHTSGMVSKLSQLQTELLAALLESGLSKEALIQALGEGSGGAPHHHHHH[0550]

생성된 DiBsAb는 도 25에 제시된 크기 배제 크로마토그래피 데이터에서 볼 수 있는 바와 같이 매우 순도가 높았[0551]

다 (97 내지 100%). 

예 16. 종양 세포주를 사용한 특정 항체 제제의 T 세포 세포독성 분석[0552]

본 예는 본원에 제공된 특정 항체 제제가 종양 세포의 T 세포 세포독성을 매개할 수 있음을 보여준다. 특히, 본[0553]

예는 예 15에 기술된 바와 같이 이량체 형태로 사용되는 선택된 EBV-LMP2(CLG)/HLA-A02xCD3 이량체 이중 특이적

항체가 HLA-A*02(+) EBV (+) 종양 세포주의 패널에 대해 T 세포 세포독성을 매개한다는 것을 구체적으로 기술한

다. 

RPMI-6666  (호지킨  림프종),  DT  BLCL,  F  BLCL,  HONE-1-A2  (HLA-A*02:01로  형질감염된  비인두  암종)를[0554]

포함하여, HLA-A*02:01(+) EBV (+) 종양 세포주에 대한 LMP2 DiBsAb의 T 세포 의존성 세포독성 분석을 완료하

였다. 활성화된 제대혈 T 세포를 10:1효과기 대 표적 비율의효과기 세포로서 사용하였고, 4시간 치료 후에 
51
Cr

방출에 의해 세포독성을 측정하였다 (도 26). LMP2-38 및 LMP2-38-2 DiBsAb는 4종의 종양 세포주 모두에 대해

가장 높은 수준의 세포독성을 나타냈다. LMP2-26 및 LMP2-61은 대조군 BsAb에 비해 세포독성이 거의 나타나지

않았다. LMP-40 DiBsAb는 DT BLCL에 유의한 사멸을 보였지만 F BLCL, RPMI-6666 또는 HONE-1-A2에는 유의하지

않았다. EC50 및 비선형 4개 변수 가변 사면 회귀 분석(GraphPad Prism)에 기초한 최대 사멸 데이터를 표 14에

나타냈다. LMP2-38-2 DiBsAb는 0.003 내지 0.07 μg/mL의 EC50 값과 37 내지 55%의 최대 사멸을 가졌고 LMP2-

38 DiBsAb는 0.02 내지 0.04 μg/mL의 EC50 값과 17 내지 40%의 최대 사멸을 가졌다. 표 14는 LMP2 이량체 BsAb

로 수득된 시험관 내 세포독성 결과를 나타낸다. “nd”는 불량한 곡선 적합성으로 인한 비선형 회귀 분석에서

“측정되지 않음”을 나타낸다.

표 14

[0555] LMP2-26 이
량체 BsAb

LMP2-38 이
량체 BsAb

LMP2-38-2
이량체 BsAb

LMP2-40 이
량체 BsAb

LMP2-61 이
량체 BsAb

대조군 

BsAb

RPMI-6666 최대 사멸 % 12.6 26.5 53.5 10.6 3.9 4.1

EC50 (
μg/mL)

nd 3.7E-02 3.0E-03 nd nd nd

DT BLCL 최대 사멸 % 24.7 39.9 55.1 67.3 6.5 9.2

EC50 (
μg/mL)

nd 2.5E-02 4.7E-03 nd nd nd

F BLCL 최대 사멸 % 8.8 25.8 48.7 8.9 nd 3.5

EC50 (
μg/mL)

nd 3.3E-02 7.2E-03 nd nd nd

HONE-1-A2 최대 사멸 % nd 16.8 36.5 6.3 4.9 nd

EC50 (
μg/mL)

nd 2.4E-02 7.4E-02 1.4E-02 1.2E+00 nd

제대혈 T 세포를 효과기로 사용하여, HLA-A*02(-) EBV (+) 종양 세포주 KS BLCL 및 HLA-A*02(+) EBV(-) 종양[0556]

세포주 COLO205 (대장암), MCF-7 (유방암), 및 HepG2 (간세포암)를 포함하여, LMP2 이량체 BsAb의 T 세포 의존

성 세포독성 분석을 또한 항원 음성 종양 세포주에 대해 수행하였다. 대조군 BsAb와 비교하여 실질적인 사멸이

관찰되지 않았다. 

예 17. 본원에 기술된 바와 같은 특정 항체 제제의 마우스 이종이식 연구[0557]
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본 예는 본원에 기술된 2개의 예시적인 이중 특이적 항체 제제의 생체 내 효능을 보여준다. 특히, 본 예는 선택[0558]

된 EBV-LMP2(CLG)/HLA-A02xCD3 이중 특이적 항체 (이량체 형태로 평가됨) 가 마우스 이종이식 모델에서 종양 성

장 및 생존을 감소시키는데 매우 효과적임을 구체적으로 보여준다. 

본원에 기술된 바와 같이 강력한 시험관 내 활성을 나타내는 LMP-38 및 LMP2-38-2 후보를 마우스 이종이식 연구[0559]

에서 본원에 기술된 바와 같은 이량체 이중 특이적 형태로 시험하였다. 첫 번째 연구에서, 면역결핍성 DKO 마우

스 (군 당 5마리)에 1x10
6
 F BLCL (루시퍼라제 리포터 유전자가 포함됨)을 정맥 내로 주입한 후 7일차 (50% T

세포) 및 14일차 (50% T 세포)에 정맥 주사 2회 투여로 10x10
6
 백만 개의 인간 성인 PBMC로 처리하였다. 7, 8,

9, 10, 11, 14, 15, 17, 19, 22, 25, 28, 32, 및 39일차에 대조군 DiBsAb, LMP2-38 DiBsAb 또는 LMP2-38-2

DiBsAb의 20 μg 주사하였다. 종양 성장을 생물발광에 의해 모니터링하였으며 결과를 도 27에 나타냈다. 알 수

있는 바와 같이,  28일차 후에 비처리군의 발광 신호가 포화되었다. 28일차의 생물발광을 표 15에 나타냈다.

LMP2-38  및  LMP2-38-2  DiBsAb는  종양 성장을 감소시키는데 매우 효과적이었다 (대조군 DiBsAb에  비해 각각

98.8% 및 99.8% 감소). 표 15는 BLCL이 이식되고 인간 성인 PBMC 및 LMP2 DiBsAb로 처리한 면역결핍성 마우스

의 28일차에의 생물발광 정량의 결과를 포함한다.

표 15

군 [0560] 28일차에서의 

평균 생물발광 (광자/초)

표준 편차 3군과 비교한 변
화 %

3군과 비교
한 p 값

1. 종양 단독 3.44E+09 2.73E+09 - -

2. 종양 + 성인 PBMC 2.28E+09 3.73E+09 - -

3. 종양 + 성인 PBMC + 대
조군 BsAb

8.24E+09 5.83E+09 - -

4. 종양 + 성인 PBMC +
LMP2-38 DiBsAb

1.02E+08 5.73E+07 -98.8% 0.03

5. 종양 + 성인 PBMC +
LMP2-38-2 DiBsAb

1.79E+07 2.77E+07 -99.8% 0.01

생존 데이터를 도 28에 나타냈다. LMP2-38 DiBsAb 군 (p=0.04) 및 LMP2-38-2 DiBsAb 군 (p=0.03) 둘 모두에 대[0561]

해 생존에 있어 유의한 개선이 관찰되었다. 

2차 연구에서, 면역결핍성 DKO 마우스 (군 당 5마리)에게 1x10
6
 F BLCL (루시퍼라제 리포터 유전자가 포함됨)을[0562]

정맥내로 주입한 후 7일차 (20% T 세포) 및 14일차 (50% T 세포)에 10x10
6
 백만 개의 인간 제대혈 PBMC를 정맥

주사로 2회 투여량으로 처리하였다. 대조군 DiBsAb, LMP2-38 DiBsAb, 또는 LMP2-38-2 DiBsAb의 20 μg 주사를

7, 8, 9, 10, 11, 14, 15, 17, 19, 22, 25, 28, 32, 및 39일차에 주었다. 종양의 성장을 생물발광에 의해 모니

터링한 후 도 29에 나타냈다. 28일차 후에 포화된 비처리 군의 발광 신호 및 28일차의 생물발광을 표 16에 나타

냈다. LMP2-38 및 LMP2-38-2 DiBsAb는 종양 성장을 감소시키는데 매우 효과적이었다 (대조군 DiBsAb에 비해 각

각 91.2% 및 98.1% 감소). 표 16은 F BLCL로 이식되고 인간 제대혈 PBMC 및 LMP2 DiBsAb로 처리된 면역결핍성

마우스의 28일차의 생물발광 정량을 기술한다.

표 16

군 [0563] 28일차에서의 

평균 생물발광 (광자/초)

표준 편차 3군과 비교한 변
화 %

3군과 비교한 P
값

1. 종양 단독 3.44E+09 2.73E+09

2. 종양 + 제대혈 PBMC 5.97E+09 1.41E+09

3. 종양 + 제대혈 PBMC
+ 대조군 BsAb

6.52E+09 2.22E+09

4. 종양 + 제대혈 PBMC
+ LMP2-38 DiBsAb

5.75E+08 2.59E+08 -91.2% <0.001

5. 종양 + 제대혈 PBMC
+ LMP2-38-2 DiBsAb

1.27E+08 7.40E+07 -98.1% <0.001

생존 데이터를 도 30에 나타냈다. 나타난 바와 같이, LMP2-38 DiBsAb 군 (p=0.003) 및 LMP2-38-2 DiBsAb 군[0564]
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(p=0.003) 둘 모두에서 생존에 있어 유의한 개선이 관찰되었다. 
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균등물[0631]

청구항 요소를 변형하기 위해 청구범위에서 "제1", "제2", "제3" 등과 같은 서수 용어를 사용하는 것은 그 자체[0632]

로 다른 것에 비해 하나의 청구항 요소의 임의의 우선권, 우선 순위 또는 방법의 동작들이 수행되는 시간 순서

를 암시하지 않지만, 특정 명칭을 갖는 하나의 청구항 요소를 단지 동일한 명칭을 갖는 (그러나 상기 서수 용어

를 사용하는 경우) 다른 요소와 구별하기 위한 표지로서 사용되어서 청구항 요소들과 구별한다. 

본 명세서 및 청구범위에 사용된 바와 같이, "a" 및 "an"이라는 문구는 반대로 명백히 지시되지 않는 한 복수의[0633]

대상을 포함하는 것으로 이해되어야 한다. 그룹의 하나 이상의 구성원 사이에 "또는"을 포함하는 청구범위 또는

설명은 달리 문맥상 그 반대로 지시되거나 명백하지 않는 한, 그룹 구성원 중 하나, 둘 이상, 또는 전부가 주어

진 제품 또는 공정에 존재하거나, 사용되거나, 또는 관련이 있는 경우 만족되는 것으로 간주된다. 본 발명은 그

룹의 정확히 하나의 구성원이 주어진 제품 또는 공정에 존재하거나, 사용되거나, 관련이 있는 실시예를 포함한

다. 본 발명은 또한 하나 이상의 그룹 구성원 또는 전체 그룹 구성원이 주어진 제품 또는 공정에 존재하거나,

사용되거나, 관련이 있는 실시예를 포함한다. 또한, 달리 명시되지 않는 한 또는 모순 또는 불일치가 발생한다

는 것이 당업자에게 명백하지 않는 한, 본 발명은 열거된 청구항들 중 하나 이상으로부터, 하나 이상의 제한들,

요소들, 절들, 설명적인 용어들 등이 동일한 기본 청구항에 종속하는 다른 청구항들 (또는 관련이 있는, 임의의

다른 청구항)에 도입되는 모든 변형, 조합 및 순열을 포함하는 것으로 이해되어야 한다. 요소들이 목록으로 제

시되는 경우 (예, 마쿠쉬 그룹 또는 유사한 형식), 요소들의 각각의 하위 그룹도 개시되며, 그룹에서 모든 요소

(들)이 제거될 수 있음을 이해해야 한다. 일반적으로, 본 발명, 또는 본 발명의 측면들이, 특정 요소들, 특징들

등을 포함하는 것으로 언급되는 경우, 본 발명의 소정의 실시예들 또는 본 발명의 측면들은, 그러한 요소들, 특

징들 등으로 구성되거나, 필수적으로 구성되는 것으로 이해해야 한다. 단순화를 위해, 이들 실시예들은 모든 경

우에 본원에 그렇게 많은 단어로 구체적으로 설명되지는 않았다. 또한, 본 발명의 임의의 실시예 또는 측면은
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특이한 배제가 본 명세서에 인용되는지 여부에 관계없이, 청구범위로부터 명시적으로 배제될 수 있음을 이해해

야 한다. 본 발명의 배경을 설명하고 그 실시에 관한 추가 세부 사항을 제공하기 위해 본원에서 언급된 공개문

헌들, 웹사이트들 및 기타 참고 자료들은 본원에 참고로 포함된다. 

따라서, 본 발명의 적어도 하나의 실시예의 여러 측면을 설명하였으므로, 당업자라면 다양한 변경, 변형 및 개[0634]

선이 용이하다는 것을 알 수 있을 것이다. 이러한 변경, 변형 및 개선은 이 개시물의 일부로서 의도되며, 본 발

명의 사상 및 범위 내에 있는 것으로 의도된다. 따라서, 전술한 설명 및 도면들은 단지 예시하기 위한 것이며,

본 발명은 하기 청구범위에 의해 상세하게 설명된다.
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서 열 목 록

                               SEQUENCE LISTING

<110> MEMORIAL SLOAN KETTERING CANCER CENTER

      EUREKA THERAPEUTICS, INC.

 

<120> T CELL RECEPTOR-LIKE ANTIBODY AGENTS SPECIFIC FOR EBV LATENT 
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      MEMBRANE PROTEIN 2A PEPTIDE PRESENTED BY HUMAN HLA

<130> 2003080-1132

<140> PCT/US2016/036735

<141> 2016-06-09

<150> 62/173,330

<151> 2015-06-09

<160> 144   

<170> PatentIn version 3.5

<210> 1

<211> 9

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220><223> Description of Artificial Sequence: Synthetic

      EBV LMP2 peptide

<400> 1

Cys Leu Gly Gly Leu Leu Thr Met Val 

1               5                   

<210> 2

<211> 327

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220><223> Description of Artificial Sequence: Synthetic

      LMP2-21 LCVR polynucleotide

<400> 2

acctatgagc tgactcagcc accctcagtg tcagtggccc caggagagac ggccaggatt       60

acctgtgggg gaaacaacat tggaggcaaa agtgtgcact ggtaccagca gaagccaggc      120

caggcccctg tactggtcat ctcttatgat agcgaccggc cctcagggat ccctgagcga      180

atctccggct ccaactctgg gaacacggcc accctgacca tcagcagggt cgaagccggg      240

gatgaggccg actattactg tcaggtgtgg gatagtagta gtgatcattg ggtgttcggc      300

ggagggacca agctgaccgt cctaggt                                          327

<210> 3

<211> 109

<212> PRT
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<213> Artificial Sequence

<220><223> Description of Artificial Sequence: Synthetic

      LMP2-21 LCVR polypeptide

<400> 3

Ser Tyr Glu Leu Thr Gln Pro Pro Ser Val Ser Val Ala Pro Gly Glu 

1               5                   10                  15      

Thr Ala Arg Ile Thr Cys Gly Gly Asn Asn Ile Gly Gly Lys Ser Val 

            20                  25                  30          

His Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Ala Pro Val Leu Val Ile Ser 

        35                  40                  45              

Tyr Asp Ser Asp Arg Pro Ser Gly Ile Pro Glu Arg Ile Ser Gly Ser 

    50                  55                  60                  

Asn Ser Gly Asn Thr Ala Thr Leu Thr Ile Ser Arg Val Glu Ala Gly 

65                  70                  75                  80  

Asp Glu Ala Asp Tyr Tyr Cys Gln Val Trp Asp Ser Ser Ser Asp His 

                85                  90                  95      

Trp Val Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Thr Val Leu Gly 

            100                 105                 

<210> 4

<211> 360

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220><223> Description of Artificial Sequence: Synthetic

      LMP2-21 HCVR polynucleotide

<400> 4

taggtccagc tggtgcagtc tggggctgag gtgaagaagc ctgggtcctc ggtgaaggtc       60

tcctgcaagg cttctggagg caccttcagc agctatgcta tcagctgggt gcgacaggcc      120

cctggacaag ggcttgagtg gatgggaagg atcatcccta tccttggtat agcaaactac      180

gcacagaagt tccagggcag agtcacgatt accgcggaca aatccacgag cacagcctac      240

atggagctga gcagcctgag atctgaggac accgccatgt attactgtgc gcgcggttct      300

taccatcagc attcttactc tgatgtttgg ggtcaaggta ctctggtgac cgtctcctca      360

<210> 5
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<211> 120

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220><223> Description of Artificial Sequence: Synthetic

      LMP2-21 HCVR polypeptide

<400> 5

Gln Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Ser 

1               5                   10                  15      

Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Gly Thr Phe Ser Ser Tyr 

            20                  25                  30          

Ala Ile Ser Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Met 

        35                  40                  45              

Gly Arg Ile Ile Pro Ile Leu Gly Ile Ala Asn Tyr Ala Gln Lys Phe 

    50                  55                  60                  

Gln Gly Arg Val Thr Ile Thr Ala Asp Lys Ser Thr Ser Thr Ala Tyr 

65                  70                  75                  80  

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

                85                  90                  95      

Ala Arg Gly Ser Tyr His Gln His Ser Tyr Ser Asp Val Trp Gly Gln 

            100                 105                 110         

Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser 

        115                 120 

<210> 6

<211> 327

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220><223> Description of Artificial Sequence: Synthetic

      LMP2-26 LCVR polynucleotide

<400> 6

acctatgtgc tgactcagcc accctcagtc tcagtggccc caggaaagac ggccagagtt       60

acctgtgggg gaaataagat tggaagcaaa catgtgcact ggtaccaaca caaggcaggc      120

caggcccctg tgttggtcat ctattataat actgaccggc cctcggggat ccctgagcga      180
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atctctggct ccaactctgg ggacacggcc accctgacca tcaccggggt cgaggccggc      240

gatgaggccg actattactg tcaggtgtgg gatagtagtt atgatcatgt gatattcggc      300

ggagggacca agctgaccgt cctaggt                                          327

<210> 7

<211> 109

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220><223> Description of Artificial Sequence: Synthetic

      LMP2-26 LCVR polypeptide

<400> 7

Ser Tyr Val Leu Thr Gln Pro Pro Ser Val Ser Val Ala Pro Gly Lys 

1               5                   10                  15      

Thr Ala Arg Val Thr Cys Gly Gly Asn Lys Ile Gly Ser Lys His Val 

            20                  25                  30          

His Trp Tyr Gln His Lys Ala Gly Gln Ala Pro Val Leu Val Ile Tyr 

        35                  40                  45              

Tyr Asn Thr Asp Arg Pro Ser Gly Ile Pro Glu Arg Ile Ser Gly Ser 

    50                  55                  60                  

Asn Ser Gly Asp Thr Ala Thr Leu Thr Ile Thr Gly Val Glu Ala Gly 

65                  70                  75                  80  

Asp Glu Ala Asp Tyr Tyr Cys Gln Val Trp Asp Ser Ser Tyr Asp His 

                85                  90                  95      

Val Ile Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Thr Val Leu Gly 

            100                 105                 

<210> 8

<211> 357

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220><223> Description of Artificial Sequence: Synthetic

      LMP2-26 HCVR polynucleotide

<400> 8

aaggtgcagc tggtgcagtc tggggctgag gtgaagaagc ctgggtcctc ggtgaaggtc       60
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tcctgcaagg cttctggagg caccttcagc agctatgcta tcaactgggt gcgacaggcc      120

cctggacaag gtcttgagtg gatgggaagg atcatcccta tccttggtat agcaaactac      180

gcacagaagt tccaggccag agtcacgatt accgcggaca aatccacgag cacagcctac      240

atggagctga gcagcctgag atctgaggac acggccgtat attactgtgc gcgctcttac      300

ccgctgtact ctggttggga ttactggggt caaggtactc tggtgaccgt ctcctca         357

<210> 9

<211> 119

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220><223> Description of Artificial Sequence: Synthetic

      LMP2-26 HCVR polypeptide

<400> 9

Gln Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Ser 

1               5                   10                  15      

Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Gly Thr Phe Ser Ser Tyr 

            20                  25                  30          

Ala Ile Asn Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Met 

        35                  40                  45              

Gly Arg Ile Ile Pro Ile Leu Gly Ile Ala Asn Tyr Ala Gln Lys Phe 

    50                  55                  60                  

Gln Ala Arg Val Thr Ile Thr Ala Asp Lys Ser Thr Ser Thr Ala Tyr 

65                  70                  75                  80  

Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys 

                85                  90                  95      

Ala Arg Ser Tyr Pro Leu Tyr Ser Gly Trp Asp Tyr Trp Gly Gln Gly 

            100                 105                 110         

Thr Leu Val Thr Val Ser Ser 

        115                 

<210> 10

<211> 333

<212> DNA

<213> Artificial Sequence
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<220><223> Description of Artificial Sequence: Synthetic

      LMP2-38 LCVR polynucleotide

<400> 10

aaatctgccc tgactcagcc tgcctccgtg tctgggtctc caggacagtc gatcaccatc       60

tcctgcactg gaaccagcag tgacgttggt agttataacg atgtctcctg gtaccaacaa      120

cacccaggca aagcccccaa actcatgatt tatgatgtca gtaatcggcc ctcaggggtt      180

tctaatcgct tctctggctc caagtctggc aacacggcct ccctgaccat ctctgggctc      240

cagactgagg acgaggctga ttattactgc aactcatata caagcagcaa cacttatgtc      300

ttcggaactg ggaccaaggt caccgtccta ggt                                   333

<210> 11

<211> 111

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220><223> Description of Artificial Sequence: Synthetic

      LMP2-38 LCVR polypeptide

<400> 11

Gln Ser Ala Leu Thr Gln Pro Ala Ser Val Ser Gly Ser Pro Gly Gln 

1               5                   10                  15      

Ser Ile Thr Ile Ser Cys Thr Gly Thr Ser Ser Asp Val Gly Ser Tyr 

            20                  25                  30          

Asn Asp Val Ser Trp Tyr Gln Gln His Pro Gly Lys Ala Pro Lys Leu 

        35                  40                  45              

Met Ile Tyr Asp Val Ser Asn Arg Pro Ser Gly Val Ser Asn Arg Phe 

    50                  55                  60                  

Ser Gly Ser Lys Ser Gly Asn Thr Ala Ser Leu Thr Ile Ser Gly Leu 

65                  70                  75                  80  

Gln Thr Glu Asp Glu Ala Asp Tyr Tyr Cys Asn Ser Tyr Thr Ser Ser 

                85                  90                  95      

Asn Thr Tyr Val Phe Gly Thr Gly Thr Lys Val Thr Val Leu Gly 

            100                 105                 110     

<210> 12

<211> 348
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<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220><223> Description of Artificial Sequence: Synthetic

      LMP2-38 HCVR polynucleotide

<400> 12

taggtgcagc tggtgcagtc tggggctgag gtgaagaagc ctggggcctc agtgcaggtt       60

tcctgcaggg catctggata cacaatcacc tcctactata tgcactgggt gcgacaggcc      120

cctggacaag ggcttgagtg gatgggagta atcaacccta atgctggcag cacaagatac      180

gcacagaaat tccagggcag agtcaccatg agcactgaca cgtccacgag cacagtctac      240

atggcgctga gtagtctgag atctgacgac actgccgtgt attactgtgc gcgcggtatg      300

taccgtatgt acgattgggg tcaaggtact ctggtgaccg tctcctca                   348

<210> 13

<211> 116

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220><223> Description of Artificial Sequence: Synthetic

      LMP2-38 HCVR polypeptide

<400> 13

Gln Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Ala 

1               5                   10                  15      

Ser Val Gln Val Ser Cys Arg Ala Ser Gly Tyr Thr Ile Thr Ser Tyr 

            20                  25                  30          

Tyr Met His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Met 

        35                  40                  45              

Gly Val Ile Asn Pro Asn Ala Gly Ser Thr Arg Tyr Ala Gln Lys Phe 

    50                  55                  60                  

Gln Gly Arg Val Thr Met Ser Thr Asp Thr Ser Thr Ser Thr Val Tyr 

65                  70                  75                  80  

Met Ala Leu Ser Ser Leu Arg Ser Asp Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys 

                85                  90                  95      

Ala Arg Gly Met Tyr Arg Met Tyr Asp Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val 

            100                 105                 110         
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Thr Val Ser Ser 

        115     

<210> 14

<211> 327

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220><223> Description of Artificial Sequence: Synthetic

      LMP2-40 LCVR polynucleotide

<400> 14

aagtctgtgt tgactcagcc accctcagtg tcagtggccc caggagagac ggccagaatt       60

acctgtgggg gaaacaacat tggaagtaga agtgtgcact ggtaccagca gaaggcaggc      120

caggcccctg ttctggtcat ctcttataat aacgaccggc cctcagggat ccctgagcga      180

atctctggct ccaactctgg gaacacggcc accctgacca tcagcagggt cgaagccggg      240

gatgaggccg acttttactg tcaggtgtgg gatagtatta gtgaccatta tgtcttcgga      300

actgggacca aggtcaccgt cctaggt                                          327

<210> 15

<211> 109

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220><223> Description of Artificial Sequence: Synthetic

      LMP2-40 LCVR polypeptide

<400> 15

Gln Ser Val Leu Thr Gln Pro Pro Ser Val Ser Val Ala Pro Gly Glu 

1               5                   10                  15      

Thr Ala Arg Ile Thr Cys Gly Gly Asn Asn Ile Gly Ser Arg Ser Val 

            20                  25                  30          

His Trp Tyr Gln Gln Lys Ala Gly Gln Ala Pro Val Leu Val Ile Ser 

        35                  40                  45              

Tyr Asn Asn Asp Arg Pro Ser Gly Ile Pro Glu Arg Ile Ser Gly Ser 

    50                  55                  60                  

Asn Ser Gly Asn Thr Ala Thr Leu Thr Ile Ser Arg Val Glu Ala Gly 

65                  70                  75                  80  
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Asp Glu Ala Asp Phe Tyr Cys Gln Val Trp Asp Ser Ile Ser Asp His 

                85                  90                  95      

Tyr Val Phe Gly Thr Gly Thr Lys Val Thr Val Leu Gly 

            100                 105                 

<210> 16

<211> 360

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220><223> Description of Artificial Sequence: Synthetic

      LMP2-40 HCVR polynucleotide

<400> 16

taggtgcagc tggtggagtc tggggctgag gtgaagaaac ctgggtcctc ggtgaaggtc       60

gcctgcaagg gttctggagg caccttcagc aactatcata tcagctgggt gcgacaggcc      120

cctggacaag ggcttgagtg gatgggtggg atcatcccca tccttggcac accaaactac      180

gcaccgaaat tcctggacag agtcacgatt tccgcggacg attccacgag cacagcctac      240

atggagctga gcagcctcac agctgacgac acggccgtat attactgtgc gcgcggtcgt      300

acttggtggt ctggtactct ggattcttgg ggtcaaggta ctctggtgac cgtctcctca      360

<210> 17

<211> 120

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220><223> Description of Artificial Sequence: Synthetic

      LMP2-40 HCVR polypeptide

<400> 17

Gln Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Ser 

1               5                   10                  15      

Ser Val Lys Val Ala Cys Lys Gly Ser Gly Gly Thr Phe Ser Asn Tyr 

            20                  25                  30          

His Ile Ser Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Met 

        35                  40                  45              

Gly Gly Ile Ile Pro Ile Leu Gly Thr Pro Asn Tyr Ala Pro Lys Phe 

    50                  55                  60                  
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Leu Asp Arg Val Thr Ile Ser Ala Asp Asp Ser Thr Ser Thr Ala Tyr 

65                  70                  75                  80  

Met Glu Leu Ser Ser Leu Thr Ala Asp Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys 

                85                  90                  95      

Ala Arg Gly Arg Thr Trp Trp Ser Gly Thr Leu Asp Ser Trp Gly Gln 

            100                 105                 110         

Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser 

        115                 120 

<210> 18

<211> 327

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220><223> Description of Artificial Sequence: Synthetic

      LMP2-61 LCVR polynucleotide

<400> 18

gcttctgagc tgactcagga ccctgctgtg tctgtggcct tgggacagac agtcaggatc       60

acatgccaag gagacagcct cagaagctat tatgcaagct ggtaccagca gaagccagga      120

caggcccctg tacttgtcat ctatggtaaa aacaaccggc cctcagggat cccagaccga      180

ttctctggct ccagctcagg aaacacagct tccttgacca tcactggggc tcaggcggaa      240

gatgaggctg actattactg taactcccgg gacagcagtg gtaaccatct ggtattcggc      300

ggagggacca agctgaccgt cctaggt                                          327

<210> 19

<211> 109

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220><223> Description of Artificial Sequence: Synthetic

      LMP2-61 LCVR polypeptide

<400> 19

Ser Ser Glu Leu Thr Gln Asp Pro Ala Val Ser Val Ala Leu Gly Gln 

1               5                   10                  15      

Thr Val Arg Ile Thr Cys Gln Gly Asp Ser Leu Arg Ser Tyr Tyr Ala 

            20                  25                  30          

Ser Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Ala Pro Val Leu Val Ile Tyr 
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        35                  40                  45              

Gly Lys Asn Asn Arg Pro Ser Gly Ile Pro Asp Arg Phe Ser Gly Ser 

    50                  55                  60                  

Ser Ser Gly Asn Thr Ala Ser Leu Thr Ile Thr Gly Ala Gln Ala Glu 

65                  70                  75                  80  

Asp Glu Ala Asp Tyr Tyr Cys Asn Ser Arg Asp Ser Ser Gly Asn His 

                85                  90                  95      

Leu Val Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Thr Val Leu Gly 

            100                 105                 

<210>

 20

<211> 351

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220><223> Description of Artificial Sequence: Synthetic

      LMP2-61 HCVR polynucleotide

<400> 20

taggtgcagc tggtgcagtc tggggctgag gtgaagaggc ctggggcctc agtgaaggtc       60

tcctgcaagg catctggata caccttcacc aactattata tccactgggt gcgacaggcc      120

cctggacaag ggcttgagtg gatgggaaga atcaacccta gtggtgggag cacaaattac      180

gcaccgaagt tccagggcag agtcaccatg accagggaca cgtccacgaa cacagtctac      240

atggaactga gcagcctgag atctgaggac actgccgtgt attactgtgc gcgctcttac      300

tacggttcta tggatgcttg gggtcaaggt actctggtga ccgtctcctc a               351

<210> 21

<211> 117

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220><223> Description of Artificial Sequence: Synthetic

      LMP2-61 HCVR polypeptide

<400> 21

Gln Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Arg Pro Gly Ala 

1               5                   10                  15      

Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Asn Tyr 
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            20                  25                  30          

Tyr Ile His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Met 

        35                  40                  45              

Gly Arg Ile Asn Pro Ser Gly Gly Ser Thr Asn Tyr Ala Pro Lys Phe 

    50                  55                  60                  

Gln Gly Arg Val Thr Met Thr Arg Asp Thr Ser Thr Asn Thr Val Tyr 

65                  70                  75                  80  

Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys 

                85                  90                  95      

Ala Arg Ser Tyr Tyr Gly Ser Met Asp Ala Trp Gly Gln Gly Thr Leu 

            100                 105                 110         

Val Thr Val Ser Ser 

        115         

<210> 22

<211> 327

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220><223> Description of Artificial Sequence: Synthetic

      LMP2-63 LCVR polynucleotide

<400> 22

tcctatgtgc tgactcagcc accctcggtg tcagtggccc caggaaagac ggccagactt       60

acctgtgggg gaaacaacat tggaagtgaa agtgtacatt ggtaccagca gaagccaggc      120

caggcccctt tactggtcgt ctatgatgat gacgaccggc cctccgggat ccctgagcga      180

ttctctggct ccaactctgg gaacacggcc accctgacca tcagcagggt cgaggccggc      240

gatgaggccg actattactg tcaggtgtgg gatcgaagta gtgatcattg gtttttcggc      300

ggagggacca aggtcaccgt cctaggt                                          327

<210> 23

<211> 109

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220><223> Description of Artificial Sequence: Synthetic

      LMP2-63 LCVR polypeptide
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<400> 23

Ser Tyr Val Leu Thr Gln Pro Pro Ser Val Ser Val Ala Pro Gly Lys 

1               5                   10                  15      

Thr Ala Arg Leu Thr Cys Gly Gly Asn Asn Ile Gly Ser Glu Ser Val 

            20                  25                  30          

His Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Ala Pro Leu Leu Val Val Tyr 

        35                  40                  45              

Asp Asp Asp Asp Arg Pro Ser Gly Ile Pro Glu Arg Phe Ser Gly Ser 

    50                  55                  60                  

Asn Ser Gly Asn Thr Ala Thr Leu Thr Ile Ser Arg Val Glu Ala Gly 

65                  70                  75                  80  

Asp Glu Ala Asp Tyr Tyr Cys Gln Val Trp Asp Arg Ser Ser Asp His 

                85                  90                  95      

Trp Phe Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Thr Val Leu Gly 

            100                 105                 

<210> 24

<211> 354

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220><223> Description of Artificial Sequence: Synthetic

      LMP2-63 HCVR polynucleotide

<400> 24

aaggtccagc tggtacagtc tggggctgag gtgaagaagc ctggggcctc agtgcaggtt       60

tcctgcaggg catctggata cacaatcacc tcctactata tgcactgggt gcgacaggcc      120

cctggacaag ggcttgagtg gatgggagta atcaacccta atgctggcag cacaagatac      180

gcacagaaat tccagggcag agtcaccatg agcactgaca cgtccacgag cacagtctac      240

atggcgctga gtagtctgag atctgacgac acggccgtgt attactgtgc gcgcggtgac      300

gtttacaacg gttgggatga atggggtcaa ggtactctgg tgaccgtctc ctca            354

<210> 25

<211> 118

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

공개특허 10-2018-0023949

- 113 -



<220><223> Description of Artificial Sequence: Synthetic

      LMP2-63 HCVR polypeptide

<400> 25

Glu Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Ala 

1               5                   10                  15      

Ser Val Gln Val Ser Cys Arg Ala Ser Gly Tyr Thr Ile Thr Ser Tyr 

            20                  25                  30          

Tyr Met His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Met 

        35                  40                  45              

Gly Val Ile Asn Pro Asn Ala Gly Ser Thr Arg Tyr Ala Gln Lys Phe 

    50                  55                  60                  

Gln Gly Arg Val Thr Met Ser Thr Asp Thr Ser Thr Ser Thr Val Tyr 

65                  70                  75                  80  

Met Ala Leu Ser Ser Leu Arg Ser Asp Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys 

                85                  90                  95      

Ala Arg Gly Asp Val Tyr Asn Gly Trp Asp Glu Trp Gly Gln Gly Thr 

            100                 105                 110         

Leu Val Thr Val Ser Ser 

        115             

<210> 26

<211> 327

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220><223> Description of Artificial Sequence: Synthetic

      LMP2-77 LCVR polynucleotide

<400> 26

gcttctgagc tgactcagga ccctgctgtg tctgtggcct tgggacagac agtcaggttc       60

acatgccaag gagacagcct cagaacgcat tatgcaagtt ggtaccagca gaagccagga      120

caggcccctc aacttgtcat ctatggtaaa aacaggcggc cctcagggat cccagaccga      180

ttctctggct ccacctcagg aaacaccgct tccttgacca tcactggggc tcaggcggaa      240

gatgagggtg actattactg taactcccgg cacagcagtg gtaatcattg tgtgtttggc      300

ggagggacca agctgaccgt cctaggt                                          327
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<210> 27

<211> 109

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220><223> Description of Artificial Sequence: Synthetic

      LMP2-77 LCVR polypeptide

<400> 27

Ser Ser Glu Leu Thr Gln Asp Pro Ala Val Ser Val Ala Leu Gly Gln 

1               5                   10                  15      

Thr Val Arg Phe Thr Cys Gln Gly Asp Ser Leu Arg Thr His Tyr Ala 

            20                  25                  30          

Ser Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Ala Pro Gln Leu Val Ile Tyr 

        35                  40                  45              

Gly Lys Asn Arg Arg Pro Ser Gly Ile Pro Asp Arg Phe Ser Gly Ser 

    50                  55                  60                  

Thr Ser Gly Asn Thr Ala Ser Leu Thr Ile Thr Gly Ala Gln Ala Glu 

65                  70                  75                  80  

Asp Glu Gly Asp Tyr Tyr Cys Asn Ser Arg His Ser Ser Gly Asn His 

                85                  90                  95      

Cys Val Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Thr Val Leu Gly 

            100                 105                 

<210> 28

<211> 360

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220><223> Description of Artificial Sequence: Synthetic

      LMP2-77 HCVR polynucleotide

<400> 28

taggtgcagc tggtggagtc tggcccagga ctggtgaaac cttcacagac cctgtccctc       60

acctgcactg tctctggtgg ctccatcacc agtggtaatt actactggag ctggatccgt      120

cagcccccag ggaaggggct ggagtggatt ggggagatca atcatagcgg aagccccaag      180

tacaatccgt ccctcaagag tcgagtcacc atatcagaag acacgtcccg gaaccagttc      240
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tccctgaagc tgagctctgt gaccgccgcg gacacggccg tgtattactg tgcgcgccag      300

tcttcttacg gtggttacat agatcagtgg ggtcaaggta ctctggtgac cgtctcctca      360

<210> 29

<211> 120

<212> PRT

<213>

 Artificial Sequence

<220><223> Description of Artificial Sequence: Synthetic

      LMP2-77 HCVR polypeptide

<400> 29

Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Pro Gly Leu Val Lys Pro Ser Gln 

1               5                   10                  15      

Thr Leu Ser Leu Thr Cys Thr Val Ser Gly Gly Ser Ile Thr Ser Gly 

            20                  25                  30          

Asn Tyr Tyr Trp Ser Trp Ile Arg Gln Pro Pro Gly Lys Gly Leu Glu 

        35                  40                  45              

Trp Ile Gly Glu Ile Asn His Ser Gly Ser Pro Lys Tyr Asn Pro Ser 

    50                  55                  60                  

Leu Lys Ser Arg Val Thr Ile Ser Glu Asp Thr Ser Arg Asn Gln Phe 

65                  70                  75                  80  

Ser Leu Lys Leu Ser Ser Val Thr Ala Ala Asp Thr Ala Val Tyr Tyr 

                85                  90                  95      

Cys Ala Arg Gln Ser Ser Tyr Gly Gly Tyr Ile Asp Gln Trp Gly Gln 

            100                 105                 110         

Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser 

        115                 120 

<210> 30

<211> 24

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220><223> Description of Artificial Sequence: Synthetic

      LMP2-21 HCDR1 polynucleotide

<400> 30
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ggaggcacct tcagcagcta tgct                                              24

<210> 31

<211> 8

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220><223> Description of Artificial Sequence: Synthetic

      LMP2-21 HCDR1 polypeptide

<400> 31

Gly Gly Thr Phe Ser Ser Tyr Ala 

1               5               

<210> 32

<211> 24

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220><223> Description of Artificial Sequence: Synthetic

      LMP2-21 HCDR2 polynucleotide

<400> 32

atcatcccta tccttggtat agca                                              24

<210> 33

<211> 8

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220><223> Description of Artificial Sequence: Synthetic

      LMP2-21 HCDR2 polypeptide

<400> 33

Ile Ile Pro Ile Leu Gly Ile Ala 

1               5               

<210> 34

<211> 39

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220><223> Description of Artificial Sequence: Synthetic

      LMP2-21 HCDR3 polynucleotide
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<400> 34

gcgcgcggtt cttaccatca gcattcttac tctgatgtt                              39

<210> 35

<211> 13

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220><223> Description of Artificial Sequence: Synthetic

      LMP2-21 HCDR3 polypeptide

<400> 35

Ala Arg Gly Ser Tyr His Gln His Ser Tyr Ser Asp Val 

1               5                   10              

<210> 36

<211> 24

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220><223> Description of Artificial Sequence: Synthetic

      LMP2-26 HCDR1 polynucleotide

<400> 36

ggaggcacct tcagcagcta tgct                                              24

<210> 37

<211> 8

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220><223> Description of Artificial Sequence: Synthetic

      LMP2-26 HCDR1 polypeptide

<400> 37

Gly Gly Thr Phe Ser Ser Tyr Ala 

1               5               

<210> 38

<211> 24

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220><223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
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      LMP2-26 HCDR2 polynucleotide

<400> 38

atcatcccta tccttggtat agca                                              24

<210> 39

<211> 8

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220><223> Description of Artificial Sequence: Synthetic

      LMP2-26 HCDR2 polypeptide

<400> 39

Ile Ile Pro Ile Leu Gly Ile Ala 

1               5               

<210> 40

<211> 36

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>

<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic

      LMP2-26 HCDR3 polynucleotide

<400> 40

gcgcgctctt acccgctgta ctctggttgg gattac                                 36

<210> 41

<211> 12

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220><223> Description of Artificial Sequence: Synthetic

      LMP2-26 HCDR3 polypeptide

<400> 41

Ala Arg Ser Tyr Pro Leu Tyr Ser Gly Trp Asp Tyr 

1               5                   10          

<210> 42

<211> 24

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>
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<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic

      LMP2-38 HCDR1 polynucleotide

<400> 42

ggatacacaa tcacctccta ctat                                              24

<210> 43

<211> 8

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220><223> Description of Artificial Sequence: Synthetic

      LMP2-38 HCDR1 polypeptide

<400> 43

Gly Tyr Thr Ile Thr Ser Tyr Tyr 

1               5               

<210> 44

<211> 24

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220><223> Description of Artificial Sequence: Synthetic

      LMP2-38 HCDR2 polynucleotide

<400> 44

atcaacccta atgctggcag caca                                              24

<210> 45

<211> 8

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220><223> Description of Artificial Sequence: Synthetic

      LMP2-38 HCDR2 polypeptide

<400> 45

Ile Asn Pro Asn Ala Gly Ser Thr 

1               5               

<210> 46

<211> 27

<212> DNA

<213> Artificial Sequence
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<220><223> Description of Artificial Sequence: Synthetic

      LMP2-38 HCDR3 polynucleotide

<400> 46

gcgcgcggta tgtaccgtat gtacgat                                           27

<210> 47

<211> 9

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220><223> Description of Artificial Sequence: Synthetic

      LMP2-38 HCDR3 polypeptide

<400> 47

Ala Arg Gly Met Tyr Arg Met Tyr Asp 

1               5                   

<210> 48

<211> 24

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220><223> Description of Artificial Sequence: Synthetic

      LMP2-40 HCDR1 polynucleotide

<400> 48

ggaggcacct tcagcaacta tcat                                              24

<210> 49

<211> 8

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220><223> Description of Artificial Sequence: Synthetic

      LMP2-40 HCDR1 polypeptide

<400> 49

Gly Gly Thr Phe Ser Asn Tyr His 

1               5               

<210> 50

<211> 24

<212> DNA
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<213> Artificial Sequence

<220><223> Description of Artificial Sequence: Synthetic

      LMP2-40 HCDR2 polynucleotide

<400> 50

atcatcccca tccttggcac acca                                              24

<210> 51

<211> 8

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220><223> Description of Artificial Sequence: Synthetic

      LMP2-40 HCDR2 polypeptide

<400> 51

Ile Ile Pro Ile Leu Gly Thr Pro 

1               5               

<210> 52

<211> 39

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220><223> Description of Artificial Sequence: Synthetic

      LMP2-40 HCDR3 polynucleotide

<400> 52

gcgcgcggtc gtacttggtg gtctggtact ctggattct                              39

<210> 53

<211> 13

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220

><223> Description of Artificial Sequence: Synthetic

      LMP2-40 HCDR3 polypeptide

<400> 53

Ala Arg Gly Arg Thr Trp Trp Ser Gly Thr Leu Asp Ser 

1               5                   10              

<210> 54

<211> 24
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<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220><223> Description of Artificial Sequence: Synthetic

      LMP2-61 HCDR1 polynucleotide

<400> 54

ggatacacct tcaccaacta ttat                                              24

<210> 55

<211> 8

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220><223> Description of Artificial Sequence: Synthetic

      LMP2-61 HCDR1 polypeptide

<400> 55

Gly Tyr Thr Phe Thr Asn Tyr Tyr 

1               5               

<210> 56

<211> 24

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220><223> Description of Artificial Sequence: Synthetic

      LMP2-61 HCDR2 polynucleotide

<400> 56

atcaacccta gtggtgggag caca                                              24

<210> 57

<211> 8

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220><223> Description of Artificial Sequence: Synthetic

      LMP2-61 HCDR2 polypeptide

<400> 57

Ile Asn Pro Ser Gly Gly Ser Thr 

1               5               

<210> 58

공개특허 10-2018-0023949

- 123 -



<211> 30

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220><223> Description of Artificial Sequence: Synthetic

      LMP2-61 HCDR3 polynucleotide

<400> 58

gcgcgctctt actacggttc tatggatgct                                        30

<210> 59

<211> 10

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220><223> Description of Artificial Sequence: Synthetic

      LMP2-61 HCDR3 polypeptide

<400> 59

Ala Arg Ser Tyr Tyr Gly Ser Met Asp Ala 

1               5                   10  

<210> 60

<211> 24

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220><223> Description of Artificial Sequence: Synthetic

      LMP2-63 HCDR1 polynucleotide

<400> 60

ggatacacaa tcacctccta ctat                                              24

<210> 61

<211> 8

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220><223> Description of Artificial Sequence: Synthetic

      LMP2-63 HCDR1 polypeptide

<400> 61

Gly Tyr Thr Ile Thr Ser Tyr Tyr 

1               5               
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<210> 62

<211> 24

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220><223> Description of Artificial Sequence: Synthetic

      LMP2-63 HCDR2 polynucleotide

<400> 62

atcaacccta atgctggcag caca                                              24

<210> 63

<211> 8

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220><223> Description of Artificial Sequence: Synthetic

      LMP2-63 HCDR2 polypeptide

<400> 63

Ile Asn Pro Asn Ala Gly Ser Thr 

1               5               

<210> 64

<211> 33

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220><223> Description of Artificial Sequence: Synthetic

      LMP2-63 HCDR3 polynucleotide

<400> 64

gcgcgcggtg acgtttacaa cggttgggat gaa                                    33

<210> 65

<211> 11

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220><223> Description of Artificial Sequence: Synthetic

      LMP2-63 HCDR3 polypeptide

<400> 65

Ala Arg Gly Asp Val Tyr Asn Gly Trp Asp Glu 

1               5                   10      
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<210> 66

<211> 30

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220><223> Description of Artificial Sequence: Synthetic

      LMP2-77 HCDR1 polynucleotide

<400> 66

ggtggctcca tcaccagtgg taattactac                                        30

<210> 67

<211> 10

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220><223> Description of Artificial Sequence: Synthetic

      LMP2-77 HCDR1 polypeptide

<400> 67

Gly Gly Ser Ile Thr Ser Gly Asn Tyr Tyr 

1               5                   10  

<210> 68

<211> 21

<212>

 DNA

<213> Artificial Sequence

<220><223> Description of Artificial Sequence: Synthetic

      LMP2-77 HCDR2 polynucleotide

<400> 68

atcaatcata gcggaagccc c                                                 21

<210> 69

<211> 7

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220><223> Description of Artificial Sequence: Synthetic

      LMP2-77 HCDR2 polypeptide

<400> 69

Ile Asn His Ser Gly Ser Pro 
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1               5           

<210> 70

<211> 36

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220><

223> Description of Artificial Sequence: Synthetic

      LMP2-77 HCDR3 polynucleotide

<400> 70

gcgcgccagt cttcttacgg tggttacata gatcag                                 36

<210> 71

<211> 12

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220><223> Description of Artificial Sequence: Synthetic

      LMP2-77 HCDR3 polypeptide

<400> 71

Ala Arg Gln Ser Ser Tyr Gly Gly Tyr Ile Asp Gln 

1               5                   10          

<210> 72

<211> 18

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220><

223> Description of Artificial Sequence: Synthetic

      LMP2-21 LCDR1 polynucleotide

<400> 72

aacattggag gcaaaagt                                                     18

<210> 73

<211> 6

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220><223> Description of Artificial Sequence: Synthetic

      LMP2-21 LCDR1 polypeptide

<400> 73
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Asn Ile Gly Gly Lys Ser 

1               5       

<210> 74

<211> 9

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220><223> Description of Artificial Sequence: Synthetic

      LMP2-21 LCDR2 polynucleotide

<400> 74

tatgatagc                                                                9

<210> 75

<211> 3

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220><223> Description of Artificial Sequence: Synthetic

      LMP2-21 LCDR2 polypeptide

<400> 75

Tyr Asp Ser 

1           

<210> 76

<211> 33

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220><223> Description of Artificial Sequence: Synthetic

      LMP2-21 LCDR3 polynucleotide

<400> 76

caggtgtggg atagtagtag tgatcattgg gtg                                    33

<210> 77

<211> 11

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220><223> Description of Artificial Sequence: Synthetic

      LMP2-21 LCDR3 polypeptide
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<400> 77

Gln Val Trp Asp Ser Ser Ser Asp His Trp Val 

1               5                   10      

<210> 78

<211> 18

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220><223> Description of Artificial Sequence: Synthetic

      LMP2-26 LCDR1 polynucleotide

<400> 78

aagattggaa gcaaacat                                                     18

<210> 79

<211> 6

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220><223> Description of Artificial Sequence: Synthetic

      LMP2-26 LCDR1 polypeptide

<400> 79

Lys Ile Gly Ser Lys His 

1               5       

<210> 80

<211> 9

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220><223> Description of Artificial Sequence: Synthetic

      LMP2-26 LCDR2 polynucleotide

<400> 80

tataatact                                                                9

<210> 81

<211> 3

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220><223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
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      LMP2-26 LCDR2 polypeptide

<400> 81

Tyr Asn Thr 

1           

<210> 82

<211> 33

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220><223> Description of Artificial Sequence: Synthetic

      LMP2-26 LCDR3 polynucleotide

<400> 82

caggtgtggg atagtagtta tgatcatgtg ata                                    33

<210> 83

<211> 11

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220><223> Description of Artificial Sequence: Synthetic

      LMP2-26 LCDR3 polypeptide

<400> 83

Gln Val Trp Asp Ser Ser Tyr Asp His Val Ile 

1               5                   10      

<210> 84

<211> 27

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220><223> Description of Artificial Sequence: Synthetic

      LMP2-38 LCDR1 polynucleotide

<400> 84

agcagtgacg ttggtagtta taacgat                                           27

<210> 85

<211> 9

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220><223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
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      LMP2-38 LCDR1 polypeptide

<400> 85

Ser Ser Asp Val Gly Ser Tyr Asn Asp 

1               5                   

<210> 86

<211> 9

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220><223> Description of Artificial Sequence: Synthetic

      LMP2-38 LCDR2 polynucleotide

<400> 86

gatgtcagt                                                                9

<210> 87

<211> 3

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220><223> Description of Artificial Sequence: Synthetic

      LMP2-38 LCDR2 polypeptide

<400> 87

Asp Val Ser 

1           

<210> 88

<211> 30

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220><223> Description of Artificial Sequence: Synthetic

      LMP2-38 LCDR3 polynucleotide

<400> 88

aactcatata caagcagcaa cacttatgtc                                        30

<210> 89

<211> 10

<212> PRT

<213> Artificial Sequence
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<220><223> Description of Artificial Sequence: Synthetic

      LMP2-38 LCDR3 polypeptide

<400> 89

Asn Ser Tyr Thr Ser Ser Asn Thr Tyr Val 

1               5                   10  

<210> 90

<211>

 18

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220><223> Description of Artificial Sequence: Synthetic

      LMP2-40 LCDR1 polynucleotide

<400> 90

aacattggaa gtagaagt                                                     18

<210> 91

<211> 6

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220><223> Description of Artificial Sequence: Synthetic

      LMP2-40 LCDR1 polypeptide

<400> 91

Asn Ile Gly Ser Arg Ser 

1               5       

<210> 92

<211> 9

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220

><223> Description of Artificial Sequence: Synthetic

      LMP2-40 LCDR2 polynucleotide

<400> 92

tataataac                                                                9

<210> 93

<211> 3

<212> PRT
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<213> Artificial Sequence

<220><223> Description of Artificial Sequence: Synthetic

      LMP2-40 LCDR2 polypeptide

<400> 93

Tyr Asn Asn 

1           

<210> 94

<211> 33

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220><223> Description of Artificial Sequence: Synthetic

      LMP2-40 LCDR3 polynucleotide

<400> 94

caggtgtggg atagtattag tgaccattat gtc                                    33

<210> 95

<211> 11

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220><223> Description of Artificial Sequence: Synthetic

      LMP2-40 LCDR3 polypeptide

<400> 95

Gln Val Trp Asp Ser Ile Ser Asp His Tyr Val 

1               5                   10      

<210> 96

<211> 18

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220><223> Description of Artificial Sequence: Synthetic

      LMP2-61 LCDR1 polynucleotide

<400> 96

agcctcagaa gctattat                                                     18

<210> 97

<211> 6
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<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220><223> Description of Artificial Sequence: Synthetic

      LMP2-61 LCDR1 polypeptide

<400> 97

Ser Leu Arg Ser Tyr Tyr 

1               5       

<210> 98

<211> 9

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220><223> Description of Artificial Sequence: Synthetic

      LMP2-61 LCDR2 polynucleotide

<400> 98

ggtaaaaac                                                                9

<210> 99

<211> 3

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220><223> Description of Artificial Sequence: Synthetic

      LMP2-61 LCDR2 polypeptide

<400> 99

Gly Lys Asn 

1           

<210> 100

<211> 33

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220><223> Description of Artificial Sequence: Synthetic

      LMP2-61 LCDR3 polynucleotide

<400> 100

aactcccggg acagcagtgg taaccatctg gta                                    33

<210> 101

<211> 11
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<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220><223

> Description of Artificial Sequence: Synthetic

      LMP2-61 LCDR3 polypeptide

<400> 101

Asn Ser Arg Asp Ser Ser Gly Asn His Leu Val 

1               5                   10      

<210> 102

<211> 18

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220><223> Description of Artificial Sequence: Synthetic

      LMP2-63 LCDR1 polynucleotide

<400> 102

aacattggaa gtgaaagt                                                     18

<210> 103

<211> 6

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220><223> Description of Artificial Sequence: Synthetic

      LMP2-63 LCDR1 polypeptide

<400> 103

Asn Ile Gly Ser Glu Ser 

1               5       

<210> 104

<211> 9

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220><223> Description of Artificial Sequence: Synthetic

      LMP2-63 LCDR2 polynucleotide

<400> 104

gatgatgac                                                                9

<210> 105
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<211> 3

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220><223> Description of Artificial Sequence: Synthetic

      LMP2-63 LCDR2 polypeptide

<400> 105

Asp Asp Asp 

1           

<210> 106

<211> 33

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220><223> Description of Artificial Sequence: Synthetic

      LMP2-63 LCDR3 polynucleotide

<400> 106

caggtgtggg atcgaagtag tgatcattgg ttt                                    33

<210> 107

<211> 11

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220><223> Description of Artificial Sequence: Synthetic

      LMP2-63 LCDR3 polypeptide

<400> 107

Gln Val Trp Asp Arg Ser Ser Asp His Trp Phe 

1               5                   10      

<210> 108

<211> 18

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220><223> Description of Artificial Sequence: Synthetic

      LMP2-77 LCDR1 polynucleotide

<400> 108

agcctcagaa cgcattat                                                     18
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<210> 109

<211> 6

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220><223> Description of Artificial Sequence: Synthetic

      LMP2-77 LCDR1 polypeptide

<400> 109

Ser Leu Arg Thr His Tyr 

1               5       

<210> 110

<211> 9

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220><223> Description of Artificial Sequence: Synthetic

      LMP2-77 LCDR2 polynucleotide

<400> 110

ggtaaaaac                                                                9

<210> 111

<211> 3

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220><223> Description of Artificial Sequence: Synthetic

      LMP2-77 LCDR2 polypeptide

<400> 111

Gly Lys Asn 

1           

<210> 112

<211> 33

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220><223> Description of Artificial Sequence: Synthetic

      LMP2-77 LCDR3 polynucleotide

<400> 112
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aactcccggc acagcagtgg taatcattgt gtg                                    33

<210> 113

<211> 11

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220><223> Description of Artificial Sequence: Synthetic

      LMP2-77 LCDR3 polypeptide

<400> 113

Asn Ser Arg His Ser Ser Gly Asn His Cys Val 

1               5                   10      

<210> 114

<211> 318

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 114

aagcctaagg ccaaccctac cgtgaccctg ttccccccat cctccgagga actgcaggcc       60

aacaaggcca ccctcgtgtg cctgatctcc gacttctacc ctggcgccgt gaccgtggcc      120

tggaaggctg atggatctcc tgtgaaggcc ggcgtggaaa ccaccaagcc ctccaagcag      180

tccaacaaca aatacgccgc ctcctcctac ctgtccctga cccctgagca gtggaagtcc      240

caccggtcct acagctgcca agtgacccac gagggctcca ccgtggaaaa gaccgtggct      300

cctaccgagt gctcctag                                                    318

<210> 115

<211> 105

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 115

Gln Pro Lys Ala Asn Pro Thr Val Thr Leu Phe Pro Pro Ser Ser Glu 

1               5                   10                  15      

Glu Leu Gln Ala Asn Lys Ala Thr Leu Val Cys Leu Ile Ser Asp Phe 

            20                  25                  30          

Tyr Pro Gly Ala Val Thr Val Ala Trp Lys Ala Asp Gly Ser Pro Val 

        35                  40                  45              

Lys Ala Gly Val Glu Thr Thr Lys Pro Ser Lys Gln Ser Asn Asn Lys 
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    50                  55                  60                  

Tyr Ala Ala Ser Ser Tyr Leu Ser Leu Thr Pro Glu Gln Trp Lys Ser 

65                  70                  75                  80  

His Arg Ser Tyr Ser Cys Gln Val Thr His Glu Gly Ser Thr Val Glu 

                85                  90                  95      

Lys Thr Val Ala Pro Thr Glu Cys Ser 

            100                 105 

<210> 116

<211> 321

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 116

accgtggccg ctccctccgt gttcatcttc ccaccttccg acgagcagct gaagtccggc       60

accgcttctg tcgtgtgcct gctgaacaac ttctaccccc gcgaggccaa ggtgcagtgg      120

aaggtggaca acgccctgca gagcggcaac tcccaggaat ccgtgaccga gcaggactcc      180

aaggacagca cctactccct gtcctccacc ctgaccctgt ccaaggccga ctacgagaag      240

cacaaggtgt acgcctgcga agtgacccac cagggcctgt ctagccccgt gaccaagtct      300

ttcaaccggg gcgagtgcta g                                                321

<210> 117

<211> 106

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 117

Thr Val Ala Ala Pro Ser Val Phe Ile Phe Pro Pro Ser Asp Glu Gln 

1               5                   10                  15      

Leu Lys Ser Gly Thr Ala Ser Val Val Cys Leu Leu Asn Asn Phe Tyr 

            20                  25                  30          

Pro Arg Glu Ala Lys Val Gln Trp Lys Val Asp Asn Ala Leu Gln Ser 

        35                  40                  45              

Gly Asn Ser Gln Glu Ser Val Thr Glu Gln Asp Ser Lys Asp Ser Thr 

    50                  55                  60                  

Tyr Ser Leu Ser Ser Thr Leu Thr Leu Ser Lys Ala Asp Tyr Glu Lys 
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65                  70                  75                  80  

His Lys Val Tyr Ala Cys Glu Val Thr His Gln Gly Leu Ser Ser Pro 

                85                  90                  95      

Val Thr Lys Ser Phe Asn Arg Gly Glu Cys 

            100                 105     

<210> 118

<211> 1002

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 118

gtctcctcag cttccaccaa gggcccatcg gtcttccccc tggcaccctc ctccaagagc       60

acctctgggg gcacagcggc cctgggctgc ctggtcaagg actacttccc cgaaccggtg      120

acggtgtcgt ggaactcagg cgccctgacc agcggcgtgc acaccttccc ggccgtccta      180

cagtcctcag gactctactc cctcagcagc gtggtgaccg tgccctccag cagcttgggc      240

acccagacct acatctgcaa cgtgaatcac aagcccagca acaccaaggt ggacaagaag      300

gttgagccca aatcttgtga caaaactcac acatgcccac cgtgcccagc acctgaactc      360

ctggggggac cgtcagtctt cctcttcccc ccaaaaccca aggacaccct catgatctcc      420

cggacccctg aggtcacatg cgtggtggtg gacgtgagcc acgaagaccc tgaggtcaag      480

ttcaactggt acgtggacgg cgtggaggtg cataatgcca agacaaagcc gcgggaggag      540

cagtacaaca gcacgtaccg tgtggtcagc gtcctcaccg tcctgcacca ggactggctg      600

aatggcaagg agtacaagtg caaggtctcc aacaaagccc tcccagcccc catcgagaaa      660

accatctcca aagccaaagg gcagccccga gaaccacagg tgtacaccct gcccccatcc      720

cgggaggaga tgaccaagaa ccaggtcagc ctgacctgcc tggtcaaagg cttctatccc      780

agcgacatcg ccgtggagtg ggagagcaat gggcagccgg agaacaacta caagaccacg      840

cctcccgtgc tggactccga cggctccttc ttcctctaca gcaagctcac cgtggacaag      900

agcaggtggc agcaggggaa cgtcttctca tgctccgtga tgcatgaggc tctgcacaac      960

cactacacgc agaagagcct ctccctgtct ccgggtaaat ga                        1002

<210> 119

<211> 330

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 119
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Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val Phe Pro Leu Ala Pro Ser Ser Lys 

1               5                   10                  15      

Ser Thr Ser Gly Gly Thr Ala Ala Leu Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr 

            20                  25                  30          

Phe Pro Glu Pro Val Thr Val Ser Trp Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser 

        35                  40                  45              

Gly Val His Thr Phe Pro Ala Val Leu Gln Ser Ser Gly Leu Tyr Ser 

    50                  55                  60                  

Leu Ser Ser Val Val Thr Val Pro Ser Ser Ser Leu Gly Thr Gln Thr 

65                  70                  75                  80  

Tyr Ile Cys Asn Val Asn His Lys Pro Ser Asn Thr Lys Val Asp Lys 

                85                  90                  95      

Lys Val Glu Pro Lys Ser Cys Asp Lys Thr His Thr Cys Pro Pro Cys 

            100                 105                 110         

Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro 

        115                 120                 125             

Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys 

    130                 135                 140                 

Val Val Val Asp Val Ser His Glu Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp 

145                 150                 155                 160 

Tyr Val Asp Gly Val Glu Val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu 

                165                 170                 175     

Glu Gln Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu 

            180                 185                 190         

His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn 

        195                 200                 205             

Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly 

    210                 215                 220                 

Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Glu Glu 

225                 230                 235                 240 

Met Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr 
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                245                 250                 255     

Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn 

            260                 265                 270         

Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe 

        275                 280                 285             

Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn 

    290                 295                 300                 

Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr 

305                 310                 315                 320 

Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys 

                325                 330 

<210> 120

<211> 9

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220><223> Description of Artificial Sequence: Synthetic

      peptide

<400> 120

Tyr Met Leu Asp Leu Gln Pro Glu Thr 

1               5                   

<210> 121

<211> 10

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220><223> Description of Artificial Sequence: Synthetic

      peptide

<400> 121

Ser Ser Cys Ser Ser Cys Pro Leu Ser Lys 

1               5                   10  

<210> 122

<211> 9

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

공개특허 10-2018-0023949

- 142 -



<220><223> Description of Artificial Sequence: Synthetic

      peptide

<400> 122

Ala Pro Tyr Leu Phe Trp Leu Ala Ala 

1               5                   

<210> 123

<211> 729

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220><223> Description of Artificial Sequence: Synthetic

      Anti-CD3 scFv polynucleotide

<400> 123

gacgtgcagc tggtgcagag cggagctgaa gtgaagaaac ctggcgcctc cgtgaaggtg       60

tcctgcaaag ctagcggcta taccttcacc cggtacacca tgcactgggt gcgccaggca      120

cctggacagg gactggaatg gatcggctac atcaacccct cccggggcta caccaactac      180

gccgactctg tgaagggccg gttcaccatc accaccgata agtccaccag caccgcttac      240

atggaactgt cctccctgag atccgaggac accgctacct actattgcgc ccggtactac      300

gacgaccact actgcctgga ctactgggga cagggaacca cagtgaccgt gtcctctggc      360

gagggcacct ctactggatc tgggggaagt ggtggttctg gcggcgctga cgacatcgtg      420

ctgacccagt ctccagccac cctgtctctg agcccaggcg agagagctac cctgtcctgc      480

agagcctccc agtccgtgtc ctacatgaat tggtatcagc agaagcctgg caaggcccct      540

aagcggtgga tctacgacac ctccaaggtg gcctctggcg tgccagcccg gttttccgga      600

tctggctctg gcaccgacta ctccctgacc atcaacagcc tggaagccga ggacgctgcc      660

acctattact gccagcagtg gtcctccaac cccctgacct ttggaggcgg caccaaggtg      720

gaaatcaag                                                              729

<210> 124

<211> 243

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220><223> Description of Artificial Sequence: Synthetic

      Anti-CD3 scFv polypeptide

<400> 124
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Asp Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Ala 

1               5                   10                  15      

Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Arg Tyr 

            20                  25                  30          

Thr Met His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Ile 

        35                  40                  45              

Gly Tyr Ile Asn Pro Ser Arg Gly Tyr Thr Asn Tyr Ala Asp Ser Val 

    50                  55                  60                  

Lys Gly Arg Phe Thr Ile Thr Thr Asp Lys Ser Thr Ser Thr Ala Tyr 

65                  70                  75                  80  

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

                85                  90                  95      

Ala Arg Tyr Tyr Asp Asp His Tyr Cys Leu Asp Tyr Trp Gly Gln Gly 

            100                 105                 110         

Thr Thr Val Thr Val Ser Ser Gly Glu Gly Thr Ser Thr Gly Ser Gly 

        115                 120                 125             

Gly Ser Gly Gly Ser Gly Gly Ala Asp Asp Ile Val Leu Thr Gln Ser 

    130                 135                 140                 

Pro Ala Thr Leu Ser Leu Ser Pro Gly Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys 

145                 150                 155                 160 

Arg Ala Ser Gln Ser Val Ser Tyr Met Asn Trp Tyr Gln Gln Lys Pro 

                165                 170                 175     

Gly Lys Ala Pro Lys Arg Trp Ile Tyr Asp Thr Ser Lys Val Ala Ser 

            180                 185                 190         

Gly Val Pro Ala Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Tyr Ser 

        195                 200                 205             

Leu Thr Ile Asn Ser Leu Glu Ala Glu Asp Ala Ala Thr Tyr Tyr Cys 

    210                 215                 220                 

Gln Gln Trp Ser Ser Asn Pro Leu Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val 

225                 230                 235                 240 

Glu Ile Lys 
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<210> 125

<211> 243

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220><223> Description of Artificial Sequence: Synthetic

      Anti-CD3 scFv amino acid sequence with free cysteine to 

      serine mutation polypeptide

<400> 125

Asp Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Ala 

1               5                   10                  15      

Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Arg Tyr 

            20                  25                  30          

Thr Met His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Ile 

        35                  40                  45              

Gly Tyr Ile Asn Pro Ser Arg Gly Tyr Thr Asn Tyr Ala Asp Ser Val 

    50                  55                  60                  

Lys Gly Arg Phe Thr Ile Thr Thr Asp Lys Ser Thr Ser Thr Ala Tyr 

65                  70                  75                  80  

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

                85                  90                  95      

Ala Arg Tyr Tyr Asp Asp His Tyr Ser Leu Asp Tyr Trp Gly Gln Gly 

            100                 105                 110         

Thr Thr Val Thr Val Ser Ser Gly Glu Gly Thr Ser Thr Gly Ser Gly 

        115                 120                 125             

Gly Ser Gly Gly Ser Gly Gly Ala Asp Asp Ile Val Leu Thr Gln Ser 

    130                 135                 140                 

Pro Ala Thr Leu Ser Leu Ser Pro Gly Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys 

145                 150                 155                 160 

Arg Ala Ser Gln Ser Val Ser Tyr Met Asn Trp Tyr Gln Gln Lys Pro 

                165                 170                 175     

Gly Lys Ala Pro Lys Arg Trp Ile Tyr Asp Thr Ser Lys Val Ala Ser 
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            180                 185                 190         

Gly Val Pro Ala Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Tyr Ser 

        195                 200                 205             

Leu Thr Ile Asn Ser Leu Glu Ala Glu Asp Ala Ala Thr Tyr Tyr Cys 

    210                 215                 220                 

Gln Gln Trp Ser Ser Asn Pro Leu Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val 

225                 230                 235                 240 

Glu Ile Lys 

            

<210> 126

<211> 56

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220><223> Description of Artificial Sequence: Synthetic

      Homodimerization tag sequence based on HNF1-alpha

      polypeptide

<400> 126

Arg Thr Pro Leu Gly Asp Thr Thr His Thr Ser Gly Met Val Ser Lys 

1               5                   10                  15      

Leu Ser Gln Leu Gln Thr Glu Leu Leu Ala Ala Leu Leu Glu Ser Gly 

            20                  25                  30          

Leu Ser Lys Glu Ala Leu Ile Gln Ala Leu Gly Glu Gly Ser Gly Gly 

        35                  40                  45              

Ala Pro His His His His His His 

    50                  55      

<210> 127

<

211> 9

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220><223> Description of Artificial Sequence: Synthetic

      peptide

<400> 127
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Gly Ile Leu Gly Phe Val Phe Thr Leu 

1               5                   

<210> 128

<211> 9

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220><223> Description of Artificial Sequence: Synthetic

      peptide

<400> 128

Leu Leu Phe Gly Tyr Pro Val Tyr Val 

1               5                   

<210> 129

<211> 9

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220><223> Description of Artificial Sequence: Synthetic

      peptide

<400> 129

Ser Leu Leu Met Trp Ile Thr Gln Val 

1               5                   

<210> 130

<211> 9

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220><223> Description of Artificial Sequence: Synthetic

      peptide

<400> 130

Met Leu Trp Gly Tyr Leu Gln Tyr Val 

1               5                   

<210> 131

<211> 9

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220><223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
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      peptide

<400> 131

Leu Gly Tyr Gly Phe Val Asn Tyr Ile 

1               5                   

<210> 132

<211> 9

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220><223> Description of Artificial Sequence: Synthetic

      peptide

<400> 132

Asn Leu Val Pro Met Val Ala Thr Val 

1               5                   

<210> 133

<211> 9

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220><223> Description of Artificial Sequence: Synthetic

      peptide

<400> 133

Ala Ala Gly Ile Gly Ile Leu Thr Val 

1               5                   

<210> 134

<211> 9

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220><223> Description of Artificial Sequence: Synthetic

      peptide

<400> 134

Phe Leu Arg Gly Arg Ala Tyr Gly Leu 

1               5                   

<210> 135

<211> 9
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<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220><223> Description of Artificial Sequence: Synthetic

      peptide

<400> 135

His Ser Lys Lys Lys Cys Asp Glu Leu 

1               5                   

<210> 136

<211> 9

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220><223> Description of Artificial Sequence: Synthetic

      peptide

<400> 136

Glu Glu Tyr Leu Gln Ala Phe Thr Tyr 

1               5                   

<210> 137

<211> 10

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220><223> Description of Artificial Sequence: Synthetic

      peptide

<400> 137

Glu Leu Ala Gly Ile Gly Ile Leu Thr Val 

1               5                   10  

<210> 138

<211> 10

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220><223> Description of Artificial Sequence: Synthetic

      peptide

<400> 138

Glu Glu Asn Leu Leu Asp Phe Val Arg Phe 
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1               5                   10  

<210> 139

<211> 10

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220><223> Description of Artificial Sequence: Synthetic

      peptide

<400> 139

Ala Leu Trp Gly Pro Asp Pro Ala Ala Ala 

1               5                   10  

<210> 140

<211> 10

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220><223> Description of Artificial Sequence: Synthetic

      peptide

<400> 140

Arg Tyr Pro Leu Thr Phe Gly Trp Cys Phe 

1               5                   10  

<210> 141

<211> 15

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220><223> Description of Artificial Sequence: Synthetic

      3xGS linker 

<400> 141

Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser 

1               5                   10                  15  

<210> 142

<211> 6

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220><223> Description of Artificial Sequence: Synthetic

      6xHis tag
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<400> 142

His His His His His His 

1               5       

<210> 143

<211> 5

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220><223> Description of Artificial Sequence: Synthetic

      1xGS linker

<400> 143

Gly Gly Gly Gly Ser 

1               5   

<210> 144

<211> 75

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220><223> Description of Artificial Sequence: Synthetic

      polypeptide

<220><221> MISC_FEATURE

<222> (1)..(75)

<223> This sequence may encompass 1-15 "Gly Gly Gly Gly Ser"

      repeating units

<220> 

<223> See specification as filed for detailed description of

      substitutions and preferred embodiments

<400> 144

Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly 

1               5                   10                  15      

Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly 

            20                  25                  30          

Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly 

        35                  40                  45              

Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly 
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    50                  55                  60                  

Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser 

65                  70                  75  
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