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명 세 서

청구범위

청구항 1 

서열 번호 6에 나타나는 아미노산 서열로 이루어지는 중쇄 가변 영역, 및 서열 번호 4에 나타나는 아미노산 서

열로 이루어지는 경쇄 가변 영역을 포함하는 항 인간 NGF 항체 Fab' 프래그먼트.

청구항 2 

제1항에 있어서, 상기 Fab' 프래그먼트의 중쇄 정상 영역이 인간 Igγ1 정상 영역인 Fab' 프래그먼트.

청구항 3 

제1항에 있어서, 상기 Fab' 프래그먼트의 경쇄 정상 영역이 인간 Igκ 정상 영역인 Fab' 프래그먼트.

청구항 4 

제1항에 있어서, 상기 Fab' 프래그먼트의 중쇄 정상 영역이 인간 Igγ1 정상 영역이고, 상기 Fab' 프래그먼트의

경쇄 정상 영역이 인간 Igκ 정상 영역인 Fab' 프래그먼트.

청구항 5 

제1항에 있어서, 서열 번호 10, 서열 번호 14, 또는 서열 번호 16에 나타나는 아미노산 서열로 이루어지는 중쇄

프래그먼트, 및 서열 번호 12에 나타나는 아미노산 서열로 이루어지는 경쇄를 포함하는 Fab' 프래그먼트.

청구항 6 

제1항 내지 제5항 중 어느 한 항에 있어서, 힌지 영역 시스테인의 티올기를 공유 결합을 통해 결합시킨 티올 반

응기가 결합된 폴리에틸렌글리콜 유도체를 결합시킨 Fab' 프래그먼트.

청구항 7 

제1항의 Fab' 프래그먼트의 중쇄 프래그먼트를 코딩하는 서열 및 제1항의 Fab' 프래그먼트의 경쇄를 코딩하는

서열을 포함하는 폴리뉴클레오티드.

청구항 8 

제7항의 폴리뉴클레오티드를 포함하는 발현 벡터.

청구항 9 

이하의 (a) 및 (b)로 이루어지는 군으로부터 선택되는, 인간 세포를 제외한 숙주 세포.

(a) 제1항의 Fab' 프래그먼트의 중쇄 프래그먼트를 코딩하는 서열을 포함하는 폴리뉴클레오티드와 상기 Fab' 프

래그먼트의  경쇄를  코딩하는  서열을  포함하는  폴리뉴클레오티드를  포함하는  발현  벡터로  형질  전환된  숙주

세포; 및

(b) 제1항의 Fab' 프래그먼트의 중쇄 프래그먼트를 코딩하는 서열을 포함하는 폴리뉴클레오티드를 포함하는 발

현 벡터와 상기 Fab' 프래그먼트의 경쇄를 코딩하는 서열을 포함하는 폴리뉴클레오티드를 포함하는 발현 벡터로

형질 전환된 숙주 세포.

청구항 10 

제9항의 숙주 세포를 배양하여 항 인간 NGF 항체 Fab' 프래그먼트를 발현시키는 공정을 포함하는, 항 인간 NGF

항체 Fab' 프래그먼트를 생산하는 방법.

청구항 11 

제10항의 방법에 의해 생산되는 항 인간 NGF 항체 Fab' 프래그먼트.
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청구항 12 

제11항에 있어서, 힌지 영역 시스테인의 티올기를 공유 결합을 통해 결합시킨 티올 반응기가 결합된 폴리에틸렌

글리콜 유도체를 결합시킨 항 인간 NGF 항체 Fab' 프래그먼트.

청구항 13 

삭제

청구항 14 

삭제

청구항 15 

삭제

청구항 16 

삭제

청구항 17 

삭제

발명의 설명

기 술 분 야

본 발명은 신규한 항 인간 NGF 항체, 보다 구체적으로는 항 인간 NGF 항체의 Fab' 프래그먼트에 관한 것이다.[0001]

배 경 기 술

신경 성장 인자(nerve growth factor; NGF)는 신경 영양 인자(neurotrophic factor)라고 총칭되는 액성 인자의[0002]

하나이고, 생체 내에서 뉴런의 발생, 분화, 기능 유지에 있어서 중요한 역할을 담당하고 있다.  NGF의 수용체로

서는 고친화성의 trkA  수용체(수용체형 티로신키나아제)와 저친화성의 p75NTR  수용체가 알려져 있다.  이 중

p75NTR은 모든 신경 영양 인자와 결합하고, 뉴런의 발생 과정에서 아폽토시스에 관여하고 있는 것이 보고되어

있지만, 그 역할은 아직 충분히 해명되어 있지 않다.  한편, NGF와 trkA 수용체의 녹 아웃 마우스는 마찬가지의

피노타이프를 나타내는 것이 알려져 있고(비특허문헌 1), NGF의 생리 작용은 주로 trkA 수용체를 통하여 발현한

다고 생각되고 있다.

1993년에 래트에 대한 NGF의 투여에 의해 통증이 유발되는 것이 보고되어 있고(비특허문헌 2), 그 후 인간에 대[0003]

한 NGF의 정맥내 투여에 의해 전신성 근육통을 일으키는 것, 또한 국소 투여에 의해 전신적인 효과에 더하여 주

사 부위의 통각과민 및 이질통증을 유발하는 것이 보고되어 있다(비특허문헌 3).  또한, trkA 수용체의 녹 아웃

마우스에서 통각이 결여되는 것이 보고되어 있고(비특허문헌 4), NGF는 통증의 발현에 강하게 관여하는 분자라

고 생각되고 있다.  인간 동통 병태와의 관련성에 대해서는 변형성 관절증(osteoarthritis; OA)의 관절 연골에

서 NGF/trkA의 발현이 항진하고 있는 것이나(비특허문헌 6), 류마티스성 관절염(비특허문헌 7)이나 간질성 방광

염(비특허문헌 8)의 환자에서 NGF 레벨의 상승이 실증되어 있다.

이들 점으로부터 NGF에 특이적으로 결합하고, 그 작용을 저해하는 활성을 갖는 모노클로날 항체를 개발할 수 있[0004]

으면, 동통을 비롯한 NGF에 관련하는 각종 질환의 치료, 예방, 진단에 유용할 것으로 기대된다.

현재까지  임상  개발이  진행되고  있는  인간  NGF에  대한  항체로서는  인간화  항  인간  NGF  항체인  타네주맙[0005]

(Tanezumab)(특허문헌 1) 및 PG110(특허문헌 2), 완전 인간형 항 인간 NGF 항체인 REGN475(특허문헌 3), 플라

누맙(Fulranumab)(특허문헌 4), 및 MEDI-578(특허문헌 5)이 보고되어 있다.  그 중에서도 타네주맙은 가장 개발

이 선행하고 있어, 그 임상 결과로부터 변형성 관절증에 따른 관절통, 만성 요통, 간질성 방광염에 따른 방광통

등의 동통에 대하여 강력하고 폭넓은 진통 효과를 나타내는 것이 보고되어 있다(비특허문헌 9 내지 11).

일반적으로 항체 의약의 유효 투여량을 규정하는 주된 요인으로서는 항체가 갖는 항원에 대한 중화 활성이나 체[0006]
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내에 존재하는 항원의 양을 들 수 있지만, 중화 활성을 향상시키는 것은 투여량의 저감으로 이어지고, 결과적으

로 환자의 경제적인 부담이나 의료 비용의 저감에도 이어지는 매우 유익한 개량이라고 말할 수 있다.  또한, 투

여량의 저감을 실현할 수 있으면 피하 투여를 행하는 것도 가능해진다.  피하 투여는 일정한 조건을 만족시키면

집에서 자기 주사할 수 있는 최대의 장점을 갖고, 또한 일반적으로 정맥내 투여에서는 대부분의 경우, 일정 시

간을 들여 점적 투여되는 데 비하여 피하 투여에서는 볼러스로 투여할 수 있는 점도 유용하여, 의사와 환자 쌍

방에 있어서 정맥내 투여 제제와 피하 투여 제제를 선택할 수 있는 것은 바람직한 것이다.  그러나, 일반적으로

피하 투여에서는 1회에 투여할 수 있는 용량이 1mL 정도로 소량이고, 이 액량 중에 약효를 발현하기에 충분한

항체가 포함될 필요가 있다.  또한, 정맥내 투여와는 달리 생체 이용률도 고려해야 한다.  즉, 피하 투여의 제

제를 실현하기 위해서는 용해성이 우수하고, 또한 저용량이어도 충분한 약효를 발현하는 항체를 제작하는 것이

요구된다.  따라서, 종래의 항체보다도 NGF에 대한 중화 활성이 보다 높은 항체를 취득하는 것은 NGF에 관련된

질환의 치료 및 그 편리성 향상에 유용하다.

또한, 전술한 바와 같이 NGF는 뉴런의 발달에 중요한 인자이지만, NGF의 기능을 저해하는 의약품의 개발에 있어[0007]

서는 안전성의 관점에서도 충분한 검토가 필요하다.  특히, 안전성에 관하여 검토해야 할 사항의 하나로서 태아

에 대한 영향을 들 수 있다.  현재까지 NGF의 기능 저해에 대하여 NGF 변이가 선천성 무통증의 원인인 것이나

(비특허문헌 5), 동물 실험에 있어서 임신 모르모트에 NGF에 대한 자기 항체를 생산시켜 생체 내의 NGF를 저해

하면, 출산한 신생 모르모트가 무통 증상을 나타내는 것(비특허문헌 12)이 보고되어 있다.  또한, NGF나 trkA의

결손 마우스를 이용한 시험으로부터도 NGF 작용의 결실에 의해 배의 감각 신경 및 교감 신경의 뉴런의 발달이

저해되는 것이 실증되어 있고(비특허문헌 4 및 13), 이들 점으로부터도 NGF가 발생 초기의 신경 발달에 필수적

인 인자인 것이 이해된다.  한편, NGF가 관련된 질환에는 간질성 방광염(환자의 반수 이상이 44세 이하이고, 환

자의 90%가 여성(비특허문헌 14)), 만성 요통(평균 연령은 40 내지 50세이고, 환자의 50% 강이 여성(비특허문헌

15 내지 17)), 편두통(15 내지 40세에서 잘 발생하고, 환자의 80%가 여성(비특허문헌 18)) 등, 임신 적령기의

여성에게 높은 비율로 발생하는 질환도 포함된다.  이러한 상황에서 항 NGF 항체를 의약품으로서 개발하는 경우

에 임신 중인 여성에 있어서의 태아에 대한 부작용 리스크를 회피하는 것이 매우 중요해진다.

또한, 항 NGF 항체를 의약품으로서 개발하는 경우의 별도의 리스크 요인으로서, 면역 복합체(IC)의 형성을 들[0008]

수 있다.  항체와 항원이 결합한 면역 복합체는 통상 비장이나 간장 등의 망내계에서 처리되지만, 면역 이상 등

의 병태시나 형성되는 IC 크기가 큰 경우에는 IC가 가용성을 잃어 혈전 형성의 리스크가 높아지는 것 외에, 신

사구체에 축적하여 신장염의 발증에 관련한다고 여겨지고 있다.  IgG는 2가 항체이지만, 항원이 다가인 경우,

IC는 격자 형성(lattice formation)에 의해 여러 가지 크기를 취할 수 있다.  IC의 크기는 항체와 항원의 양이

나 비, 항체의 친화성 등에 의존하고, 예를 들면 항 VEGF 항체 베바시주맙(Bevacizumab)(상품명: 아바스틴)은

IgG1 항체이고, 이는 이량체의 VEGF와 결합하여 IC를 형성하여 혈전 형성을 유발한다는 보고가 있다.  구체적으

로는 인간 FcγRIIα 수용체 Tg 마우스에게 아바스틴과 VEGF를 투여하면 폐동맥 혈전이 형성되는 것이 관찰되고

있다(비특허문헌 19).  또한, 화학 요법과 아바스틴의 치료를 받은 전이성암의 환자는 화학 요법만의 플라세보

군과 비교하여 동맥 혈전의 발생률이 높은 것이 보고되어 있다(비특허문헌 20).  NGF도 생체 내에서는 이량체를

형성하여 생리 작용을 발휘하는 점으로부터, 항 NGF 항체의 의약품 개발에 있어서도 IC 형성의 리스크를 회피하

여 안전성을 보다 높이는 것이 바람직하다.

이들 점으로부터 높은 중화 활성을 유지하면서 태아에 대한 영향이나 혈전 형성 등의 부작용 리스크를 저감한[0009]

안전성이 우수한 항 NGF 항체를 취득하는 것이 NGF에 관련된 각종 질환의 치료 또는 예방에 있어서 매우 중요하

다.
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발명의 내용

해결하려는 과제

본 발명의 과제는 높은 중화 활성을 유지하면서 태아에 대한 영향이나 혈전 형성 등의 부작용 리스크를 저감한[0012]

안전성이 우수한 항 인간 NGF 항체 또는 그 항원 결합 프래그먼트를 제공하는 데에 있다.

과제의 해결 수단

본 발명은 의학상 또는 산업상 유용한 물질·방법으로서 이하의 발명을 포함하는 것이다.[0013]

[1] 서열 번호 6에 나타나는 아미노산 서열로 이루어지는 중쇄 가변 영역, 및 서열 번호 4에 나타나는 아미노산[0014]

서열로 이루어지는 경쇄 가변 영역을 포함하는 항 인간 NGF 항체 Fab' 프래그먼트.

[2] 상기 Fab' 프래그먼트의 중쇄 정상 영역이 인간 Igγ1 정상 영역인 [1]의 Fab' 프래그먼트.[0015]

[3] 상기 Fab' 프래그먼트의 경쇄 정상 영역이 인간 Igκ 정상 영역인 [1]의 Fab' 프래그먼트.[0016]

[4] 상기 Fab' 프래그먼트의 중쇄 정상 영역이 인간 Igγ1 정상 영역이고, 상기 Fab' 프래그먼트의 경쇄 정상[0017]
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영역이 인간 Igκ 정상 영역인 [1]의 Fab' 프래그먼트.

[5] 서열 번호 10, 서열 번호 14, 또는 서열 번호 16에 나타나는 아미노산 서열로 이루어지는 중쇄 프래그먼트,[0018]

및 서열 번호 12에 나타나는 아미노산 서열로 이루어지는 경쇄를 포함하는 [1]의 Fab' 프래그먼트.

[6] 폴리에틸렌글리콜을 결합시킨 [1] 내지 [5] 중 어느 하나의 Fab' 프래그먼트.[0019]

[7] [1] 내지 [6] 중 어느 하나의 Fab' 프래그먼트의 중쇄 프래그먼트를 코딩하는 서열을 포함하는 폴리뉴클레[0020]

오티드.

[8] [1] 내지 [6] 중 어느 하나의 Fab' 프래그먼트의 경쇄를 코딩하는 서열을 포함하는 폴리뉴클레오티드.[0021]

[9] [7] 및/또는 [8]의 폴리뉴클레오티드를 포함하는 발현 벡터.[0022]

[10] [9]의 발현 벡터로 형질 전환된 숙주 세포.[0023]

[11] 이하의 (a) 및 (b)로 이루어지는 군으로부터 선택되는 [10]의 숙주 세포.[0024]

(a) [1] 내지 [6] 중 어느 하나의 Fab' 프래그먼트의 중쇄 프래그먼트를 코딩하는 서열을 포함하는 폴리뉴클레[0025]

오티드와 상기 Fab' 프래그먼트의 경쇄를 코딩하는 서열을 포함하는 폴리뉴클레오티드를 포함하는 발현 벡터로

형질 전환된 숙주 세포; 및

(b) [1] 내지 [6] 중 어느 하나의 Fab' 프래그먼트의 중쇄 프래그먼트를 코딩하는 서열을 포함하는 폴리뉴클레[0026]

오티드를 포함하는 발현 벡터와 상기 Fab' 프래그먼트의 경쇄를 코딩하는 서열을 포함하는 폴리뉴클레오티드를

포함하는 발현 벡터로 형질 전환된 숙주 세포.

[12] [10] 또는 [11]의 숙주 세포를 배양하여 항 인간 NGF 항체 Fab' 프래그먼트를 발현시키는 공정을 포함하는[0027]

[1] 내지 [6] 중 어느 하나의 Fab' 프래그먼트를 생산하는 방법.

[13] [1] 내지 [6] 중 어느 하나의 Fab' 프래그먼트를 포함하는 동통 치료약.[0028]

[14] 상기 동통이 변형성 관절증에 따른 관절통인 [13]의 치료약.[0029]

[15] [1] 내지 [6] 중 어느 하나의 Fab' 프래그먼트를 투여하는 공정을 포함하는 동통을 예방 또는 처치하기 위[0030]

한 방법.

[16] 상기 동통이 변형성 관절증에 따른 관절통인 [15]의 방법.[0031]

[17] 동통의 예방 또는 처치에 사용하기 위한 [1] 내지 [6] 중 어느 하나의 Fab' 프래그먼트.[0032]

[18] 상기 동통이 변형성 관절증에 따른 관절통인 [17]의 Fab' 프래그먼트.[0033]

발명의 효과

본 발명의 항 인간 NGF 항체 Fab' 프래그먼트는 인간 NGF가 병태 형성에 관여하는 각종 질환의 예방 또는 치료[0034]

에 유용하다.  이러한 본 발명의 항 인간 NGF  항체 Fab'  프래그먼트는 그 높은 중화 활성에 의해 투여량의

감소, 투여 간격의 확대, 투여 방법의 개선 (예를 들면 피하 주사제) 등의 임상 적용에 있어서의 우수한 개선을

가져옴과 함께, 태아에 대한 영향이나 혈전 형성 등의 부작용 리스크가 저감된 안전성이 매우 우수한 것으로,

인간 NGF가 병태 형성에 관여하는 각종 질환의 예방이나 치료에 있어서 크게 공헌하는 것이다.

도면의 간단한 설명

도 1은 마우스 콜라겐 유발 관절염 모델의 발바닥에 있어서의 항체 체류량의 경시적 변화를 나타낸다.[0035]

발명을 실시하기 위한 구체적인 내용

이하, 본 발명에 대하여 상세하게 기술한다.[0036]

본 발명자들은 항 인간 NGF 항체 또는 그 항원 결합 프래그먼트의 제작에 있어서 상당한 예의 검토를 거듭한 결[0037]

과, 높은 중화 활성을 유지하면서 태아에 대한 영향이나 혈전 형성 등의 부작용 리스크를 저감한 안전성이 우수

한 항 인간 NGF 항체 Fab' 프래그먼트를 제작하는 것에 성공하였다.

항체 분자의 기본 구조는 각 클래스 공통으로 분자량 5만 내지 7만의 중쇄와 2 내지 3만의 경쇄로 구성된다.[0038]

중쇄는 통상 약  440개의  아미노산을 포함하는 폴리펩티드쇄를 포함하고,  클래스마다 특징적인 구조를 갖고,
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IgG, IgM, IgA, IgD, IgE에 대응하여 γ, μ, α, δ, ε쇄라고 불린다.  또한, IgG에는 IgG1, IgG2, IgG3,

IgG4가 존재하고, 각각 γ1, γ2, γ3, γ4라고 불리고 있다.  경쇄는 통상 약 220개의 아미노산을 포함하는 폴

리펩티드쇄를 포함하고, L형과 K형의 2종이 알려져 있고, 각각 λ, κ쇄라고 불린다.  항체 분자의 기본 구조의

펩티드 구성은 각각 상동인 2개의 중쇄 및 2개의 경쇄가 디술피드 결합(S-S 결합) 및 비공유 결합에 의해 결합

되고, 분자량 15만 내지 19만이다.  2종의 경쇄는 어떤 중쇄와도 쌍을 이룰 수 있다.  개개의 항체 분자는 항상

동일한 경쇄 2개와 동일한 중쇄 2개를 포함하고 있다.

쇄 내 S-S 결합은 중쇄에 4개(μ, ε쇄에는 5개), 경쇄에는 2개 있으며, 아미노산 100 내지 110 잔기마다 하나[0039]

의 루프를 이루고, 이 입체 구조는 각 루프 사이에서 유사하며, 구조 단위 또는 도메인이라고 불린다.  중쇄,

경쇄 모두 N 말단에 위치하는 도메인은 동종 동물의 동일 클래스(서브 클래스)로부터의 표품이어도 그 아미노산

서열이 일정하지 않고, 가변 영역이라고 불리고 있고, 각 도메인은 각각 중쇄 가변 영역(VH) 및 경쇄 가변 영역

(VL)이라고 불리고 있다.  이보다 C 말단측의 아미노산 서열은 각 클래스 또는 서브 클래스마다 거의 일정하여

정상 영역이라고 불리고 있고, 각 도메인은 각각 CH1, CH2, CH3 또는 CL로 표시된다.

항체의 항원 결정 부위는 VH 및 VL에 의해 구성되고, 결합의 특이성은 이 부위의 아미노산 서열에 의하고 있다.[0040]

한편, 보체나 각종 세포와의 결합이라는 생물학적 활성은 각 클래스 Ig의 정상 영역의 구조의 차를 반영하고 있

다.  중쇄와 경쇄의 가변 영역의 가변성은 어느 쇄에나 존재하는 3개의 작은 초가변 영역에 거의 한정되는 것을

알 수 있고, 이들 영역을 상보성 결정 영역(CDR; 각각 N 말단측부터 CDR1, CDR2, CDR3)이라고 부르고 있다.  가

변 영역의 나머지 부분은 프레임 워크 영역(FR)이라고 불리고, 비교적 일정하다.

항체의 중쇄 정상 영역의 CH1 도메인과 CH2 도메인의 사이에 있는 영역은 힌지 영역이라고 불리고, 이 영역은 프[0041]

롤린 잔기를 많이 포함하고, 2개의 중쇄를 연결하는 복수의 쇄 사이 S-S 결합을 포함한다.  예를 들면, 인간의

IgG1, IgG2, IgG3, IgG4의 각 힌지 영역에는 중쇄 사이의 S-S 결합을 구성하고 있는 각각 2개, 4개, 11개, 2개

의 시스테인 잔기를 포함한다.  힌지 영역은 파파인이나 펩신 등의 단백질 분해 효소에 대한 감수성이 높은 영

역이다.  항체를 파파인으로 소화한 경우, 힌지 영역의 중쇄 사이 S-S 결합보다도 N 말단측의 위치에서 중쇄가

절단되고, 2개의 Fab 프래그먼트와 1개의 Fc 프래그먼트로 분해된다.  Fab 프래그먼트는 경쇄와, 중쇄 가변 영

역(VH),  CH1  도메인과 힌지 영역의 일부를 포함하는 중쇄 프래그먼트로 구성된다.   항체를 펩신으로 소화한

경우, 힌지 영역의 중쇄 사이 S-S 결합보다도 C 말단측의 위치에서 중쇄가 절단되고, F(ab')2 프래그먼트가 생

성된다.  F(ab')2 프래그먼트는 2개의 Fab' 프래그먼트가 힌지 영역 중의 중쇄 사이 S-S 결합으로 결합한 이량

체 구조의 프래그먼트이다.  Fab' 프래그먼트는 경쇄와, 중쇄 가변 영역(VH), CH1 도메인과 힌지 영역의 일부를

포함하는 중쇄 프래그먼트로 구성되고, 이 힌지 영역의 부분에는 중쇄 사이 S-S 결합을 구성하고 있던 시스테인

잔기가 포함된다.  Fab 프래그먼트, F(ab')2 프래그먼트, Fab' 프래그먼트는 모두 가변 영역을 포함하고, 항원

결합 활성을 갖는다.

본 발명자들이 제작에 성공한 본 발명의 항 인간 NGF 항체 Fab' 프래그먼트는 이하의 특징을 갖는 Fab' 프래그[0042]

먼트이다.

서열 번호 6에 나타나는 아미노산 서열로 이루어지는 중쇄 가변 영역, 및 서열 번호 4에 나타나는 아미노산 서[0043]

열로 이루어지는 경쇄 가변 영역을 포함하는 항 인간 NGF 항체 Fab' 프래그먼트.

구체적으로는 본 발명자들은 인간 모노클로날 항체 개발 기술 「벨록이뮨」(VelocImmune antibody technology;[0044]

Regeneron사(미국 특허 6596541호)) 마우스를 이용하여 항체를 제작하고, 각종 생물학적 활성 시험 및 물성 시

험을  이용한  항체의  스크리닝에  의해  본  발명의  항  인간  NGF  항체  Fab'  프래그먼트를  동정하는  것에

성공하였다.  벨록이뮨 기술에서는 내인성의 면역 글로불린 중쇄 및 경쇄의 가변 영역이 대응하는 인간 가변 영

역으로 치환된 트랜스제닉 마우스를 목적의 항원(예를 들면 인간 βNGF)으로 면역한 후, 항체를 발현하는 마우

스의 림프계 세포를 취득하고, 마우스 미엘로마 세포와 세포 융합함으로써 하이브리도마를 제작한다.  이어서,

이 하이브리도마 세포를 목적의 항원에 특이적으로 결합하고, 원하는 중화 활성을 갖는 항체를 생산하는지 여부

에 대하여 스크리닝한다.  여기서 생산되는 항체는 인간 항체의 가변 영역과 마우스 항체의 정상 영역을 갖는

항체(본 명세서 중 키메라 항체라고도 칭함)이다.  이어서, 목적의 항원에 특이적으로 결합하고, 원하는 중화

활성을 갖는 항체가 동정된 경우, 그 하이브리도마 세포로부터 항체의 중쇄 및 경쇄의 가변 영역을 코딩하는

DNA를 단리하고, 그 DNA를 원하는 클래스의 인간 항체 중쇄 및 경쇄의 정상 영역을 코딩하는 DNA에 연결한다.

이와 같이 하여 얻어진 중쇄 및 경쇄를 코딩하는 유전자를 세포 내(예를 들면 CHO 세포)에서 발현시켜 항체 분
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자를 생산한다.  해당 방법에 의해 제작된 항체의 중쇄 및 경쇄는 인간 면역 글로불린 유전자에 유래하는 「완

전 인간형」항체의 중쇄 및 경쇄이다.

본 발명의 항 인간 NGF 항체 Fab' 프래그먼트는 본원 명세서에 개시되는 그 중쇄 가변 영역 및 경쇄 가변 영역[0045]

의 서열 정보에 기초하여 해당 분야에서 공지된 방법을 사용하여 당업자에 의해 용이하게 제작될 수 있다.  바

람직하게는 본 발명의 항 인간 NGF 항체 Fab' 프래그먼트는 그 중쇄 가변 영역 및 경쇄 가변 영역을 인간 항체

의 중쇄 정상 영역의 일부분(CH1 도메인과, 힌지 영역 시스테인을 포함하는 힌지 영역의 일부를 포함함) 및 경쇄

정상 영역에 각각 연결하여 완전 인간형 항체 Fab' 프래그먼트로서 제작할 수 있다.  구체적으로는 본 발명의

Fab' 프래그먼트의 중쇄 가변 영역 아미노산(서열 번호 6)을 코딩하는 염기 서열을 갖는 중쇄 가변 영역 유전자

단편, 및 본 발명의 Fab' 프래그먼트의 경쇄 가변 영역 아미노산(서열 번호 4)을 코딩하는 염기 서열을 갖는 경

쇄 가변 영역 유전자 단편을 제작한다.  그리고, 이 중쇄 및 경쇄의 가변 영역 유전자를 인간 항체의 적당한 클

래스의 중쇄 정상 영역 부분 및 경쇄 정상 영역의 각 유전자와 연결시켜 완전 인간형 항체 Fab' 프래그먼트의

유전자를 제작한다.  이어서, 이 유전자를 적당한 발현 벡터에 연결하고, 배양 세포 중에 도입한다.  마지막으

로 이 배양 세포를 배양하여 배양 상청으로부터 모노클로날 Fab' 프래그먼트를 얻을 수 있다.

본 발명의 Fab' 프래그먼트의 중쇄 가변 영역 및 경쇄 가변 영역의 아미노산을 코딩하는 유전자 단편은, 예를[0046]

들면 상기 중쇄 가변 영역 및 경쇄 가변 영역의 아미노산 서열에 기초하여 디자인된 염기 서열에 기초하여 해당

분야에서 공지된 유전자 합성 방법을 이용하여 합성하는 것이 가능하다.   이러한 유전자 합성 방법으로서는

WO90/07861에 기재된 항체 유전자의 합성 방법 등의 당업자에게 공지된 여러 가지 방법이 사용될 수 있다.

이어서, 상기한 가변 영역 유전자 단편과 인간 항체의 정상 영역 유전자를 연결시켜 완전 인간형 항체 Fab' 프[0047]

래그먼트 유전자를 제작한다.  인간 항체의 정상 영역은 어떠한 서브 클래스의 정상 영역(예를 들면, 중쇄로서

γ1, γ2, γ3 또는 γ4, 경쇄로서 λ 또는 κ쇄의 정상 영역)도 선택 가능할 수 있지만, 바람직하게는 중쇄 정

상 영역으로서는 인간 Igγ1을, 경쇄 정상 영역으로서는 인간 Igκ를 이용할 수 있다.

이 완전 인간형 항체 Fab' 프래그먼트 유전자의 제작에 이어지는, 해당 유전자의 발현 벡터로의 도입, 발현 벡[0048]

터의 배양 세포로의 도입, 배양 세포의 배양, Fab' 프래그먼트의 정제 등에 대해서는 해당 분야에서 공지된 여

러 가지 방법을 사용하여 행할 수 있다.

상기한 바와 같이 하여 얻어진 유전자와 연결되는 발현 벡터로서는 예를 들면 GS 벡터 pEE6.4나 pEE12.4(Lonza[0049]

Biologics사)를 들 수 있지만, 항체 유전자를 발현할 수 있는 것이면 특별히 제한되지 않다.  또한, AG-γ1이나

AG-κ(예를 들면 WO94/20632를 참조) 등의 미리 인간 Ig 정상 영역 유전자를 갖는 것을 이용할 수도 있다.

상기한 발현 벡터는 예를 들면 인산칼슘법, 전기 천공법 등에 의해 배양 세포 중에 도입된다.[0050]

발현 벡터를 도입하는 배양 세포로서는 예를 들면 CHO-K1SV 세포, CHO-DG44 세포, 293 세포 등의 배양 세포를[0051]

사용할 수 있고, 이것을 통상법에 의해 배양하면 된다.

상기 배양 후, 배양 상청 중에 축적된 Fab' 프래그먼트는 각종 컬럼 크로마토그래피에 의해 정제할 수 있고, 예[0052]

를 들면 카파셀렉트(KappaSelect) 등에 의한 컬럼 크로마토그래피를 사용할 수 있다.

본 발명의 Fab' 프래그먼트는 전술한 바와 같은 재조합 발현법을 이용하여 제작할 수도 있지만, 일단 전장 항체[0053]

로서 제작한 후에 펩신으로 소화하여 얻어진 F(ab')2  프래그먼트를 2-머캅토에탄올과 같은 환원제로 처리하여

Fab' 프래그먼트로서 제작할 수도 있다.

바람직하게는 본 발명의 항 인간 NGF 항체 Fab' 프래그먼트는, 해당 분야에서 공지된 방법을 이용하여 서열 번[0054]

호 6에 나타나는 중쇄 가변 영역 아미노산 서열을 코딩하는 염기 서열을 포함하는 DNA, 및 서열 번호 4에 나타

나는 경쇄 가변 영역 아미노산 서열을 코딩하는 염기 서열을 포함하는 DNA를 합성하고, 이들을 적당한 클래스의

인간 항체 정상 영역 유전자, 바람직하게는 중쇄에 대해서는 인간 Igγ1 정상 영역 유전자, 경쇄에 대해서는 인

간 Igκ 정상 영역 유전자와 연결하여 완전 인간형 항체 Fab' 프래그먼트 유전자를 구축하고, 해당 분야에서 공

지된 여러 가지 방법을 이용하여 상기 유전자를 발현 벡터에 도입하고, 상기 발현 벡터를 배양 세포에 도입하여

상기 배양 세포를 배양하고, 얻어지는 배양물로부터 Fab' 프래그먼트를 정제함으로써 용이하게 취득할 수 있다.

바람직하게는 서열 번호 6에 나타나는 중쇄 가변 영역 아미노산 서열을 코딩하는 염기 서열을 포함하는 DNA는

서열 번호 5에 나타나는 염기 서열을 포함한다.  바람직하게는 서열 번호 4에 나타나는 경쇄 가변 영역 아미노

산 서열을 코딩하는 염기 서열을 포함하는 DNA는 서열 번호 3에 나타나는 염기 서열을 포함한다.
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본 명세서 중 「Fab' 프래그먼트」란 경쇄와, 중쇄 가변 영역(VH), CH1 도메인과 힌지 영역의 일부를 포함하는[0055]

중쇄의 프래그먼트로 구성되는 1가의 항체의 프래그먼트이고, 이 힌지 영역의 부분에는 중쇄-경쇄 사이의 S-S

결합을 구성하고 있는 시스테인 잔기 이외의 적어도 1개의 시스테인 잔기(본 명세서 중 「힌지 영역 시스테인」

이라고도 칭함)가 포함된다.  힌지 영역 시스테인은 후술하는 폴리에틸렌글리콜에서의 수식 부위로서 사용할 수

있다.  Fab' 프래그먼트 중의 힌지 영역 시스테인의 수는 사용하는 항체의 클래스에 의해 1 내지 수개의 사이에

서 상이할 수 있지만, 당업자에 의해 용이하게 조정 가능하다.  예를 들면 인간의 IgG1 클래스(통상 힌지 영역

에 있어서 2개의 힌지 영역 시스테인을 가짐)의 Fab' 프래그먼트를 제작하는 경우, 중쇄의 힌지 영역에 있어서

최초의 힌지 영역 시스테인의 코딩 부위와 2번째 힌지 영역 시스테인의 코딩 부위의 사이에 정지 코돈을 삽입함

으로써, 힌지 영역 중에 1개의 힌지 영역 시스테인을 갖는 Fab' 프래그먼트를 제작할 수 있고, 2번째 힌지 영역

시스테인의 코딩 부위의 뒤에 정지 코돈을 삽입함으로써, 힌지 영역 중에 2개의 힌지 영역 시스테인을 갖는

Fab' 프래그먼트를 제작할 수 있다.

서열 번호 6에 나타나는 아미노산 서열을 포함하는 중쇄 가변 영역과 인간 Igγ1 정상 영역의 부분을 포함하는[0056]

본 발명의 바람직한 항 인간 NGF 항체 Fab' 프래그먼트의 중쇄 프래그먼트는, 서열 번호 10, 서열 번호 14, 또

는 서열 번호 16에 나타나는 아미노산 서열을 포함하는 중쇄 프래그먼트이다.  바람직하게는 서열 번호 10, 서

열 번호 14, 또는 서열 번호 16에 나타나는 아미노산 서열을 포함하는 항 인간 NGF 항체 Fab' 프래그먼트의 중

쇄 프래그먼트를 코딩하는 염기 서열을 포함하는 DNA는, 서열 번호 9, 서열 번호 13, 또는 서열 번호 15에 나타

나는 염기 서열을 포함한다.  서열 번호 4에 나타나는 아미노산 서열을 포함하는 경쇄 가변 영역과 인간 Igκ

정상 영역을 포함하는 본 발명의 바람직한 항 인간 NGF 항체 Fab' 프래그먼트의 경쇄는, 서열 번호 12에 나타나

는 아미노산 서열을 포함하는 경쇄이다.  바람직하게는 서열 번호 12에 나타나는 아미노산 서열을 포함하는 항

인간 NGF 항체 Fab' 프래그먼트의 경쇄를 코딩하는 염기 서열을 포함하는 DNA는 서열 번호 11에 나타나는 염기

서열을 포함한다.

서열 번호 10에 나타나는 아미노산 서열을 포함하는 중쇄 프래그먼트와, 서열 번호 12에 나타나는 아미노산 서[0057]

열을 포함하는 경쇄를 포함하는 본 발명의 바람직한 항 인간 NGF 항체 Fab' 프래그먼트로서는, 후술 실시예에

기재되는 완전 인간형 1-15(N52D) 항체 Fab' 프래그먼트를 들 수 있다.  서열 번호 14에 나타나는 아미노산 서

열을 포함하는 중쇄 프래그먼트와, 서열 번호 12에 나타나는 아미노산 서열을 포함하는 경쇄를 포함하는 본 발

명의 바람직한 항 인간 NGF 항체 Fab' 프래그먼트로서는, 후술 실시예에 기재되는 완전 인간형 1-15(N52D-A) 항

체 Fab' 프래그먼트를 들 수 있다.  서열 번호 16에 나타나는 아미노산 서열을 포함하는 중쇄 프래그먼트와, 서

열 번호 12에 나타나는 아미노산 서열을 포함하는 경쇄를 포함하는 본 발명의 바람직한 항 인간 NGF 항체 Fab'

프래그먼트로서는, 후술 실시예에 기재되는 완전 인간형 1-15(N52D-P) 항체 Fab' 프래그먼트를 들 수 있다.

본 발명은 서열 번호 6의 31 내지 35번째의 아미노산 서열을 포함하는 CDR1, 서열 번호 6의 50 내지 65번째의[0058]

아미노산 서열을 포함하는 CDR2, 및 서열 번호 6의 98 내지 110번째의 아미노산 서열을 포함하는 CDR3을 포함하

는 중쇄 가변 영역, 및 서열 번호 4의 24 내지 39번째의 아미노산 서열을 포함하는 CDR1, 서열 번호 4의 55 내

지 61번째의 아미노산 서열을 포함하는 CDR2, 및 서열 번호 4의 94 내지 102번째의 아미노산 서열을 포함하는

CDR3을 포함하는 경쇄 가변 영역을 포함하는 항 인간 NGF 항체 Fab' 프래그먼트도 포함한다.  이러한 Fab' 프래

그먼트도 또한 전술한 바와 같은 절차에 따라 당업자에게 용이하게 제작될 수 있다.

본 발명의 항 인간 NGF 항체 Fab' 프래그먼트는, 그 힌지 영역 시스테인을 통하여 폴리에틸렌글리콜(PEG)을 결[0059]

합시켜 수식할 수도 있다.  Fab' 프래그먼트에의 PEG의 결합은 해당 분야에서 공지된 방법을 사용하여 실시 가

능하다(예를 들면 유럽 특허 EP0948544).  본 발명에서는 직쇄 또는 분지쇄의 임의의 평균 분자량의 PEG 또는

그의 유도체가 사용 가능하고, 사용 목적에 따라 당업자에 의해 용이하게 선택될 수 있다.  예를 들면, 종양 조

직이나 염증 반응시에 있어서는 정상 조직과 비교하여 혈관 투과성이 현저히 항진하고 있어, 도달한 물질은 혈

관 밖에 누출하여 종양이나 염증 조직에 축적하는 경향이 있다(EPR 효과).  또한, 분자량이 작은 물질은 혈관에

재흡수되기 쉽고, 분자량이 큰 물질은 재흡수되기 어려운 것도 알려져 있다.  따라서, Fab' 프래그먼트의 병소

조직에서의 체류성을 개선하기 위해서 높은 평균 분자량(예를 들면 약 40000Da)의 PEG를 결합할 수도 있고, 체

외에의 빠른 배설이 바람직한 경우에는 낮은 평균 분자량(예를 들면 약 10000Da)의 PEG를 결합할 수도 있다.

또한, 힌지 영역 시스테인에 대한 PEG의 결합을 쉽게 하기 위해서 PEG의 유도체를 사용할 수도 있다.  예를 들

면 후술하는 실시예에 기재된 바와 같이 말레이미드와 같은 티올 반응기를 결합시킨 PEG 유도체를 사용하고, 힌

지 영역 시스테인의 티올기와 말레이미드기를 공유 결합시킬 수 있다.  일반적으로 PEG의 평균 분자량은 약

500Da 내지 약 50000Da이고, 바람직하게는 약 5000Da 내지 약 40000Da이고, 보다 바람직하게는 약 10000Da 내
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지 약 40000Da의 범위이다.

본 발명의 항 인간 NGF 항체 Fab' 프래그먼트는 인간 NGF에 결합한다.  얻어진 항 인간 NGF 항체 Fab' 프래그먼[0060]

트의 인간 NGF에 대한 결합 활성을 측정하는 방법으로서는 ELISA나 FACS 등의 방법이 있다.  예를 들면, ELISA

를 이용하는 경우, 인간 βNGF를 ELISA 플레이트에 고정화하고, 이에 대하여 Fab' 프래그먼트를 첨가하여 반응

시킨 후, 호스래디쉬 퍼옥시다제(HRP) 등의 효소로 표지한 항 카파 항체 등의 이차 항체를 반응시키고, 세정한

후, 그 활성을 검출하는 시약(예를 들면, HRP 표지의 경우, TMB 발색 시약) 등을 이용한 활성 측정에 의해 이차

항체의 결합을 동정한다.  또한, 본 발명의 항 인간 NGF 항체 Fab' 프래그먼트에는 인간 NGF에 더하여 다른 동

물 유래의 NGF(예를 들면 마우스 NGF)에도 결합하는 Fab' 프래그먼트도 포함되고, 이들 단백질에 대한 결합 활

성을 측정할 수도 있다.

본 발명의 항 인간 NGF 항체 Fab' 프래그먼트는 인간 NGF에 대한 중화 활성을 갖고 있다.  본 명세서 중에서 사[0061]

용되는 경우, 항 인간 NGF 항체 Fab' 프래그먼트의 「중화 활성」이란 NGF에 대한 결합에 의해 NGF를 통하여 초

래되는 임의의 생물 활성을 저해하는 활성을 의미하고, NGF의 1개 또는 복수의 생물 활성을 지표로 평가할 수

있다.  이러한 중화 활성으로서는 예를 들면 NGF와 그 수용체인 trkA의 결합 저해 활성, NGF-trkA 시그널 매개

세포 내 칼슘 유입 저해 활성, NGF 의존성의 세포 생존 시그널 저해 활성을 들 수 있고, 후술 실시예에 기재되

는 바와 같은 방법을 이용함으로써 평가할 수 있다.

본 발명의 항 인간 NGF 항체 Fab' 프래그먼트의 효과를 보다 상세하게 평가하기 위해서 생체 내 (in vivo)에서[0062]

의 시험을 이용할 수도 있다.  예를 들면 후술 실시예에 기재된 바와 같이 마우스 관절염 모델을 이용하는 진통

효과 시험 등을 이용하여 Fab' 프래그먼트의 생체 내에서의 약효를 평가할 수 있고, 또한 병소 이행성 시험을

이용하여 그 병소 조직 체류 효과를 평가할 수도 있다.

또한, 본 발명의 항 인간 NGF 항체 Fab' 프래그먼트에 대하여 부작용 리스크를 평가할 수도 있다.  예를 들면,[0063]

후술 실시예에 기재되는 바와 같이 임신 중인 동물에 있어서의 Fab' 프래그먼트 투여 후의 태반 통과 시험을 사

용함으로써, 본 발명의 항 인간 NGF 항체 Fab' 프래그먼트가 태아에게 영향을 미칠 가능성에 대하여 평가할 수

있다.  또한, 후술 실시예에 기재되는 바와 같이 NGF와의 면역 복합체(IC) 형성 시험을 이용하여 본 발명의 항

인간 NGF 항체 Fab' 프래그먼트와 NGF의 사이에서 형성되는 IC의 크기를 측정하고, 혈전 형성을 유발할 가능성

에 대하여 평가할 수 있다.

그 외, 본 발명의 항 인간 NGF 항체 Fab' 프래그먼트의 각종 안정성(예를 들면 열 안정성, 장기 보존 안정성,[0064]

고농도 안정성)을 평가하는 방법으로서는, 예를 들면 시차 주사 열량 측정이나 보존 중인 응집체 형성의 측정을

이용하는 방법을 들 수 있다.

본 발명의 항 인간 NGF 항체 Fab' 프래그먼트는 필요에 따라 정제된 후, 통상법에 따라 제제화되고, 변형성 관[0065]

절증에 따른 관절통(OA 동통), 류마티스에 따른 관절통, 암성 동통, 신경인성 동통, 만성 요통, 수술 후 동통,

대상포진 후 신경통, 유통성 당뇨병성 신경 장해, 골절통, 방광통 증후군 등의 동통이나 간질성 방광염, 급성

췌염, 만성 췌염, 자궁 내막증 등의 NGF가 병태 형성에 관련하는 질환의 치료에 이용할 수 있다.

본 발명의 항 인간 NGF 항체 Fab' 프래그먼트는 바람직하게는 동통 치료제, 보다 바람직하게는 변형성 관절증에[0066]

따른 관절통 치료제로서 이용할 수 있다.  이들 치료제 등의 제형의 예로서는 주사제, 점적용제 등의 비경구제

로 할 수 있고, 정맥내 투여, 피하 투여 등에 의해 투여하는 것이 바람직하다.  또한, 제제화시에는 약학적으로

허용되는 범위에서 이들의 제형에 따른 담체나 첨가제를 사용할 수 있다.

상기 제제화시의 본 발명의 항 인간 NGF 항체 Fab' 프래그먼트의 첨가량은 환자의 증상의 정도나 연령, 사용하[0067]

는 제제의 제형, 또는 항체의 결합 역가 등에 따라 다르지만, 예를 들면 0.001mg/kg 내지 100mg/kg 정도를 이용

하면 된다.

본 발명은 또한 본 발명의 항 인간 NGF 항체 Fab' 프래그먼트를 코딩하는 서열을 포함하는 폴리뉴클레오티드 및[0068]

그것을 포함하는 발현 벡터를 제공한다.  본 발명은 또한 본 발명의 항 인간 NGF 항체 Fab' 프래그먼트의 중쇄

가변 영역을 코딩하는 서열을 포함하는 폴리뉴클레오티드, 및 본 발명의 항 인간 NGF 항체 Fab' 프래그먼트의

경쇄 가변 영역을 코딩하는 서열을 포함하는 폴리뉴클레오티드, 및 이들 중 어느 하나 또는 양쪽을 포함하는 발

현 벡터를 제공한다.  본 발명의 발현 벡터는 원핵 세포 및/또는 진핵 세포의 각종 숙주 세포 중에서 본 발명의

Fab' 프래그먼트 또는 그 중쇄 가변 영역 및/또는 경쇄 가변 영역을 코딩하는 유전자를 발현하고, 이들 폴리펩

티드를 생산할 수 있는 것이면 특별히 제한되지 않다.  예를 들면 플라스미드 벡터, 바이러스 벡터(예를 들면

아데노바이러스, 레트로바이러스) 등을 들 수 있다.  바람직하게는 본 발명의 발현 벡터는 전술한 본 발명의
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Fab' 프래그먼트의 중쇄 프래그먼트 또는 경쇄를 코딩하는 서열을 포함하는 폴리뉴클레오티드를 포함하거나, 또

는 본 발명의 Fab' 프래그먼트의 중쇄 프래그먼트를 코딩하는 서열을 포함하는 폴리뉴클레오티드와 본 발명의

Fab' 프래그먼트의 경쇄를 코딩하는 서열을 포함하는 폴리뉴클레오티드를 포함한다.

본 발명의 발현 벡터는 본 발명의 항 인간 NGF 항체 Fab' 프래그먼트를 코딩하는 유전자, 또는 본 발명의 항 인[0069]

간 NGF 항체 Fab' 프래그먼트의 중쇄 가변 영역 및/또는 경쇄 가변 영역을 코딩하는 유전자, 및 해당 유전자에

기능 가능하게 연결된 프로모터를 포함할 수 있다.  세균 중에서 본 발명의 Fab' 프래그먼트 또는 그 중쇄 가변

영역  및/또는  경쇄  가변  영역을  코딩하는  유전자를  발현시키기  위한  프로모터로서는,  숙주가  에쉐리키아속

(Escherichia)균인 경우, 예를 들면 Trp 프로모터, lac 프로모터, recA 프로모터, λPL 프로모터, lpp 프로모

터, tac 프로모터 등을 들 수 있다.  효모 중에서의 발현용 프로모터로서는 예를 들면 PH05 프로모터, PGK 프로

모터, GAP 프로모터, ADH 프로모터를 들 수 있고, 바실러스속균에서의 발현용 프로모터로서는 SL01 프로모터,

SP02 프로모터, penP 프로모터 등을 들 수 있다.  또한, 숙주가 포유 동물 세포 등의 진핵 세포인 경우, SV40

유래의 프로모터, 레트로바이러스의 프로모터, 히트쇼크 프로모터 등을 들 수 있다.

숙주 세포로서 세균, 특히 대장균을 이용하는 경우, 본 발명의 발현 벡터는 개시 코돈, 종지 코돈, 터미네이터[0070]

영역 및 복제 가능 단위를 더 포함할 수 있다.  한편, 숙주로서 효모, 동물 세포 또는 곤충 세포를 이용하는 경

우, 본 발명의 발현 벡터는 개시 코돈, 종지 코돈을 포함할 수 있다.  또한, 이 경우 인핸서 서열, 본 발명의

Fab' 프래그먼트 또는 그 중쇄 가변 영역 또는 경쇄 가변 영역을 코딩하는 유전자의 5'측 및 3'측의 비번역 영

역, 분비 시그널 서열, 스플라이싱 접합부, 폴리아데닐레이션 부위, 또는 복제 가능 단위 등을 포함하고 있을

수도 있다.  또한, 목적에 따라 통상 이용되는 선택 마커(예를 들면 테트라사이클린 내성 유전자, 암피실린 내

성 유전자, 카나마이신 내성 유전자, 네오마이신 내성 유전자, 디히드로엽산 환원 효소 유전자)를 포함하고 있

을 수도 있다.

본 발명은 또한 본 발명의 항 인간 NGF 항체 Fab' 프래그먼트를 코딩하는 유전자 또는 본 발명의 항 인간 NGF[0071]

항체 Fab' 프래그먼트의 중쇄 가변 영역 및/또는 경쇄 가변 영역을 코딩하는 유전자가 도입된 형질 전환체를 제

공한다.  이러한 형질 전환체는 예를 들면 본 발명의 발현 벡터로 숙주 세포를 형질 전환함으로써 제작할 수 있

다.  형질 전환체의 제작에 이용되는 숙주 세포로서는 상기 발현 벡터에 적합하고, 형질 전환될 수 있는 것이면

특별히 한정되지 않으며, 본 발명의 기술 분야에 있어서 통상 사용되는 천연 세포 또는 인공적으로 수립된 세포

등 여러 가지 세포(예를 들면 세균(에쉐리키아속균, 바실러스속균), 효모(사카로마이세스속, 피키아속 등), 동

물 세포 또는 곤충 세포(예를 들면 Sf9) 등)가 예시된다.  형질 전환은 자체 공지된 방법에 의해 행해질 수 있

다.

바람직하게는 본 발명의 형질 전환체는 본 발명의 Fab' 프래그먼트의 중쇄 가변 영역을 코딩하는 서열을 포함하[0072]

는 폴리뉴클레오티드와 상기 Fab' 프래그먼트의 경쇄 가변 영역을 코딩하는 서열을 포함하는 폴리뉴클레오티드

를 포함하는 발현 벡터로 형질 전환된 숙주 세포이거나, 또는 본 발명의 Fab' 프래그먼트의 중쇄 가변 영역을

코딩하는 서열을 포함하는 폴리뉴클레오티드를 포함하는 발현 벡터와 상기 Fab' 프래그먼트의 경쇄 가변 영역을

코딩하는 서열을 포함하는 폴리뉴클레오티드를 포함하는 발현 벡터로 형질 전환된 숙주 세포이다.  보다 바람직

하게는 본 발명의 형질 전환체는 전술한 본 발명의 Fab' 프래그먼트의 중쇄 프래그먼트를 코딩하는 서열을 포함

하는 폴리뉴클레오티드와 상기 Fab' 프래그먼트의 경쇄를 코딩하는 서열을 포함하는 폴리뉴클레오티드를 포함하

는 발현 벡터로 형질 전환된 숙주 세포이거나, 또는 전술한 본 발명의 Fab' 프래그먼트의 중쇄 프래그먼트를 코

딩하는 서열을 포함하는 폴리뉴클레오티드를 포함하는 발현 벡터와 상기 Fab' 프래그먼트의 경쇄를 코딩하는 서

열을 포함하는 폴리뉴클레오티드를 포함하는 발현 벡터로 형질 전환된 숙주 세포이다.

본 발명은 또한 본 발명의 항 인간 NGF 항체 Fab' 프래그먼트를 코딩하는 유전자 또는 본 발명의 항 인간 NGF[0073]

항체 Fab' 프래그먼트의 중쇄 가변 영역 및/또는 경쇄 가변 영역을 코딩하는 유전자를 숙주 세포에 발현시키는

것, 즉 이러한 형질 전환체를 이용하는 것을 포함하는 본 발명의 항 인간 NGF 항체 Fab' 프래그먼트의 생산 방

법을 제공한다.  바람직하게는 상기 방법에서 사용되는 숙주 세포는 전술한 본 발명의 발현 벡터로 형질 전환된

숙주 세포이고, 본 발명의 Fab' 프래그먼트의 중쇄 가변 영역을 코딩하는 서열을 포함하는 폴리뉴클레오티드와

상기 Fab' 프래그먼트의 경쇄 가변 영역을 코딩하는 서열을 포함하는 폴리뉴클레오티드를 따로따로 또는 동시에

포함할 수도 있다.

본 발명의 항 인간 NGF  항체 Fab'  프래그먼트의 생산에 있어서 형질 전환체는 영양 배지 중에서 배양될 수[0074]

있다.  영양 배지는 형질 전환체의 생육에 필요한 탄소원, 무기 질소원 또는 유기 질소원을 포함하고 있는 것이

바람직하다.  탄소원으로서는 예를 들면 글루코오스, 덱스트란, 가용성 전분, 자당 등이, 무기 질소원 또는 유
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기  질소원으로서는  예를  들면  암모늄염류,  질산염류,  아미노산,  콘  스팁  리커,  펩톤,  카제인,  육엑기스,

대두박, 감자 추출액 등이 예시된다.  또한, 희망에 따라 다른 영양소(예를 들면 무기염(예를 들면 염화칼슘,

인산이수소나트륨, 염화마그네슘), 비타민류, 항생 물질(예를 들면 테트라사이클린, 네오마이신, 암피실린, 카

나마이신 등) 등)을 포함하고 있을 수도 있다.

형질 전환체의 배양은 자체 공지된 방법에 의해 행해진다.  배양 조건, 예를 들면 온도, 배지의 pH 및 배양 시[0075]

간은 적절하게 선택된다.  예를 들면, 숙주가 동물 세포인 경우, 배지로서는 약 5 내지 20%의 태아 소 혈청을

포함하는 MEM 배지(Science, Vol.122, p.501, 1952), DMEM 배지(Virology, Vol.8, p.396, 1959), RPMI1640 배

지(J. Am. Med. Assoc., Vol.199, p.519, 1967), 199 배지(proc. Soc. Exp. Biol. Med., Vol.73, p.1, 1950)

등을 이용할 수 있다.  배지의 pH는 약 6 내지 8인 것이 바람직하고, 배양은 통상 약 30 내지 40℃에서 약 15

내지 72시간 행해지고, 필요에 따라 통기나 교반을 행할 수도 있다.  숙주가 곤충 세포인 경우, 예를 들면 태아

소 혈청을 포함하는 그레이스(Grace's) 배지(Proc. Natl. Acad. Sci. USA, Vol.82, p.8404, 1985) 등을 들 수

있고, 그 pH는 약 5 내지 8인 것이 바람직하다.  배양은 통상 약 20 내지 40℃에서 15 내지 100시간 행해지고,

필요에 따라 통기나 교반을 행할 수도 있다.  숙주가 세균, 방선균, 효모, 사상균인 경우, 예를 들면 상기 영양

원을 함유하는 액체 배지가 적당하다.  바람직하게는 pH가 5 내지 8인 배지이다.  숙주가 이.콜라이(E.coli)인

경우, 바람직한 배지로서 LB  배지, M9  배지(Miller  등, Exp.  Mol.  Genet,  Cold  Spring  Harbor  Laboratory,

p.431, 1972) 등이 예시된다.  이러한 경우, 배양은 필요에 따라 통기, 교반하면서 통상 14 내지 43℃, 약 3 내

지 24시간 행할 수 있다.  숙주가 바실러스(Bacillus)속균인 경우, 필요에 따라 통기, 교반을 하면서 통상 30

내지 40℃, 약 16 내지 96시간 행할 수 있다.  숙주가 효모인 경우, 배지로서 예를 들면 버크홀더(Burkholder)

최소 배지(Bostian, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, Vol.77, p.4505, 1980)를 들 수 있고, pH는 5 내지 8인 것이

바람직하다.  배양은 통상 약 20 내지 35℃에서 약 14 내지 144시간 행해지고, 필요에 따라 통기나 교반을 행할

수도 있다.

본 발명의 항 인간 NGF 항체 Fab' 프래그먼트는 전술한 바와 같은 형질 전환체를 배양하고, 상기 형질 전환체로[0076]

부터 회수, 바람직하게는 단리, 정제할 수 있다.  단리, 정제 방법으로서는 예를 들면 염석, 용매 침전법 등의

용해도를 이용하는 방법, 투석, 한외여과, 겔 여과, 도데실황산나트륨-폴리아크릴아미드 겔 전기 영동 등 분자

량의 차를 이용하는 방법, 이온 교환 크로마토그래피나 히드록실 아파타이트 크로마토그래피 등의 하전을 이용

하는 방법, 어피니티 크로마토그래피 등의 특이적 친화성을 이용하는 방법, 역상 고속 액체 크로마토그래피 등

의 소수성의 차를 이용하는 방법, 등전점 전기 영동 등의 등전점의 차를 이용하는 방법 등을 들 수 있다.

본 발명에 대하여 전반적으로 기재하였으나, 더욱 이해를 얻기 위해서 참조하는 특정한 실시예를 여기에 제공하[0077]

되, 이들은 예시 목적으로 하는 것으로서 본 발명을 한정하는 것은 아니다.

<실시예>[0078]

시판되고 있는 키트 또는 시약 등을 이용한 부분에 대해서는 특별한 언급이 없는 한 첨부의 프로토콜에 따라 실[0079]

험을 행하였다.

(실시예 1: 벨록이뮨 마우스에 대한 면역)[0080]

인간 NGF에 대한 항체를 벨록이뮨 마우스에 면역함으로써 취득하였다.  본 발명자들은 얻어지는 항체의 다양성[0081]

을 높이기 위해서 복수의 면역 방법, 투여 경로, 아쥬반트, 면역 기간 등을 검토하였다.  면역원로서는 인간 β

NGF(R&D System사)를 사용하고, 인간 βNGF를 용해하여 아쥬반트와 혼화한 후에 면역에 사용하는 방법과, 인간

βNGF를  열  변성(0.5%  SDS  용액  하,  80℃,  10분  처리)한  후에  아쥬반트와  혼화하여  면역하는  방법을

검토하였다.   투여  경로로서는 족척 투여과 복강 내  투여를 검토하였다.   아쥬반트로서는 타이터맥스 골드

(TiterMax Gold)(CytRx Corporation), 완전 프로인트 아쥬반트(Sigma사), 불완전 프로인트 아쥬반트(Sigma사),

및 RIBI 아쥬반트(Corixa Corporation)를 검토하였다.  또한 첨가하는 면역 부활제로서는 CpG 올리고뉴클레오티

드와 알루미늄 포스페이트 겔(BRENNTAG사)을 검토하였다.  면역 기간으로서는 3주간 내지 14주간까지 검토하였

다.  수회 면역한 후, 마우스 미정맥으로부터 채혈을 행하고, 역가를 모니터함으로써 인간 NGF에 결합하는 항체

를 생산하는 벨록이뮨 마우스의 선택을 행하였다.

역가 측정은 이하의 표준적인 ELISA 방법을 이용하여 측정하였다.  맥시소프(Maxisorp) 384 플레이트(Nunc사)에[0082]

인간 βNGF를 1웰당 10ng 첨가하고, 4℃에서 밤새 인큐베이트하여 고상화하였다.  다음날, 플레이트를 세정액

(TBST: 0.05% Tween-20 함유 트리스 버퍼(TBS))으로 1회 세정 후, 블록킹제(20% Blocking One(나카라이테스크

사) 함유 TBST)를 첨가하여 실온에서 1시간 정치하였다.  TBST 세정액으로 1회 세정 후, 채혈한 혈액의 희석 계
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열을 제작하여 첨가하였다.   실온에서 1시간 인큐베이트 후,  TBST  세정액으로 3회 세정하고,  5%  블록킹 원

(Blocking  One)  함유 TBST  세정액으로 2000배에 희석한 호스래디쉬 퍼옥시다제 표지 염소 항마우스 Ig  항체

(HRP-goat anti-mouse Ig antibody; Zymed사)를 첨가하였다.  실온에서 1시간 인큐베이트한 후, TBST 세정액으

로 3회 세정하였다.   TMB  발색 시약(스미토모베이크라이트사)을 첨가하여 실온에서 10분 정치한 후,  정지액

(2mol/L 황산)을 첨가하여 반응을 정지시키고, 450nm의 흡광도를 측정하였다.

(실시예 2: 항 인간 NGF 항체 생산 하이브리도마의 제작)[0083]

항체가의 상승을 확인하여 선택한 마우스에게 최종 면역(항원의 정맥내 투여 또는 복강내 투여)을 행하였다.[0084]

정법에 따라 면역한 마우스의 비장이나 림프절 등을 적출하여 림프구를 수집하고, 이것을 마우스 미엘로마 세포

SP2/0과 세포 융합함으로써 하이브리도마를 제작하였다.  하이브리도마를 한계 희석하고, 단일 클론으로 한 후,

상청으로부터 프로테인 A 또는 프로테인 G 칼럼(GE헬스케어재팬사)을 이용하여 항체를 정제하였다.

(실시예 3: NGF-trkA 결합 저해 평가)[0085]

인간 βNGF(R&D  System사)와 EZ-LINK  5-(비오틴아미도)펜틸아민(5-(biotinamido)pentylamine)(PIERCE사)을 실[0086]

온 암소에서 30분 반응시켜 비오틴 표지를 행하고, 탈염 칼럼으로 과잉량의 비오틴을 제거하고, 비오틴 표지 인

간 βNGF를 취득하였다.  또한, 제작한 비오틴표지 인간 βNGF에 대해서는 생물 활성이 원래의 인간 βNGF와 동

등한 것을 이하의 실시예 6 및 실시예 7에서 확인하였다.

저해  활성을  이하의  방법을  이용하여  측정하였다.   백색  맥시소프  384  플레이트(Nunc사)에  인간  trkA(R&D[0087]

Systems사)를 1웰당 60ng 첨가하고, 4℃에서 밤새 인큐베이트하여 고상화하였다.  다음날, 플레이트를 TBST 세

정액으로 1회 세정 후, 블록킹제(20% Blocking One(나카라이테스크사) 함유 TBST)를 첨가하여 실온에서 1시간

정치하였다.  다음으로, 상기에서 제작한 비오틴 표지 인간 βNGF(0.2μg/ml)와 실시예 2에서 얻은 항체를 혼화

한 것을 블록킹 후의 trkA 고상 플레이트에 첨가하였다.  실온에서 1시간 인큐베이트 후, TBST 세정액으로 3회

세정하고, 알칼리 포스파타아제 표지 스트렙토아비딘(PIERCE사)을 첨가하였다.  실온에서 1시간 인큐베이트 후,

TBST  세정액으로 3회 세정하고, 화학 발광 검출 시약인 APU4(BioFX사)를 첨가하여 그 화학 발광량을 엔비젼

(EnVision) 카운터(퍼킨엘머사)로 측정하였다.

(실시예 4: 종 교차성 평가)[0088]

항체가 마우스 βNGF에 대하여 교차성을 갖는  경우, 해당 항체를 이용하여 마우스 병태 모델에서의 약효 평가[0089]

를 행하는 것이 가능해진다.  따라서, 실시예 3의 방법에 있어서 마우스 βNGF(R&D Systems사)를 이용하여 비오

틴 표지 마우스 βNGF를 제작함으로써 항체의 마우스 βNGF에 대한 교차성을 평가하였다.

(실시예 5: 결합 특이성 평가)[0090]

실시예 1에 기재된 ELISA법을 이용하여 항체의 NGF에 대한 결합 특이성을 평가하였다.  구체적으로는 NGF와 가[0091]

장 상동성이 높은 패밀리 분자인 NT-3을 이용하여 실시예 1의 방법에 있어서 인간 NT-3(PeproTech사)을 1웰당

20ng 첨가하여 플레이트에 고상화하여 평가하였다.

(실시예 6: NGF-trkA 시그널 저해 평가)[0092]

항체의 NGF-trkA 시그널의 저해 활성에 대하여 평가하였다.  NGF는 그 수용체인 trkA를 통하여 세포 내 칼슘[0093]

(Ca
2+
) 농도의 상승을 야기한다.  통상, 이 Ca

2+
 농도 변화는 칼슘 지시약 존재하에서 세포 내 Ca

2+
 농도 측정 시

스템(FLIPR; 몰리큘러디바이스사)을 이용하면 평가할 수 있다.

저해  활성을  이하의  방법을  이용하여  측정하였다.   인간  trkA를  안정적으로  발현시킨  HEK293  세포[0094]

(WO2009/054468)를 실험 전일에 2×10
4
 세포/웰이 되도록 96웰 폴리-D-리신-코팅 플레이트(닛본벡톤디킨슨사)에

분주하고, 밤새 배양하였다.  다음날, 배지를 칼슘 지시약(Fluo4-AM; 도진도사)을 포함하는 DMEM 배지(3.6mM 수

산화나트륨(NaOH), 2.5mM 프로베네시드(Sigma사) 함유)로 치환하고, 37℃에서 30분 정치하였다.  이어서, 세정

액(행크스 평형 염액(HBSS)(20mM 2-[4-(2-히드록시에틸)-1-피페라지닐]에탄술폰산(HEPES), 3.6mM 수산화나트륨,

2.5mM 프로베네시드(Sigma사), 0.1% 소 혈청 알부민))으로 세포를 2회 세정하고, 배지를 이 세정액150μl/웰로

치환하였다.  세포 플레이트를 FLIPR 내에 세팅하였다.  FLIPR의 조작에 의해, 실시예 2에서 얻은 항체와 NGF의

혼화액을 50μl/웰 첨가하고(NGF 최종 농도 100ng/ml), 세포 내 Ca
2+
 농도 변화를 측정하였다.  세포 내 Ca

2+
 농

도 변화의 최대값과 최소값의 차를 산출하고, 측정 데이터로서 보존하였다.
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(실시예 7: NGF 의존성 세포 생존 시그널 저해 평가)[0095]

천연에 trkA 및 p75 수용체를 발현하고 있는 PC12 세포를 무혈청 조건으로 배양한 경우, NGF는 세포의 생존을[0096]

수일간 유지할 수 있다.  이하의 방법을 이용하여 항체의 NGF 의존적 세포 생존 시그널에 대한 저해 활성을 평

가하였다.

96웰의 콜라겐 코팅 플레이트(아사히테크노사)에 PC12 세포를 1웰당 1×10
4
 세포로 뿌리고, 2.5% 소 태아 혈청[0097]

및 15% 말 비동화 혈청(Invitrogen사)을 포함하는 F12K 배지(Invitrogen사)에서 37℃, 5% CO2로 밤새 인큐베이

트하였다.  다음날, 배지를 F12K만의 무혈청 조건에 치환하였다.  1시간 후, 항체 및 인간 βNGF(최종 농도

50ng/ml)를 첨가하고, 72시간 배양을 행하였다.  그 후, 배양액을 아스피레이터로 제거하고, 세포의 내재성 ATP

정량 시약(CellTiter Glo; Promega사)에 의해 세포의 생존능을 측정하였다.

(실시예 8: Fab 프래그먼트의 제작)[0098]

Fab 프레파라트 키트(Pierce사)를 사용하고, 항체 1mg/ml에 소화 효소 파파인 결합 겔을 첨가하고, 37℃, 3시간[0099]

처리하였다.  처리한 반응액을 프로테인 G 칼럼(GE헬스케어재팬사)에 첨가하고, 절단된 Fc 및 미반응된 IgG를

칼럼에 흡착시켜 제거하고, 용출 분획을 회수함으로써 Fab 프래그먼트를 얻었다.  얻어진 Fab 프래그먼트에 대

하여 실시예 3, 실시예 6, 및 실시예 7에 기재한 시험으로 평가를 행하였다.

실시예 3 내지 8에 의한 평가의 결과, 1-15라고 명명한 항체(키메라 항체)가 높은 중화 활성, 종 교차성, 결합[0100]

특이성을 가짐과 함께, 1가의 항체 프래그먼트로 한 경우에도 높은 중화 활성을 유지하는 것이 확인되었다.

(실시예 9: 항체 유전자 서열의 결정)[0101]

동정된 1-15 항체에 대하여 본 발명자들은 하이브리도마로부터 항체의 중쇄 및 경쇄를 코딩하는 유전자를 클로[0102]

닝하였다.   구체적으로는  하이브리도마  클론을  1×10
5
 이상  준비하고,  알엔이지  미니  키트(RNeasy  Mini

Kit)(QIAGEN사)에 첨부한 RLT 버퍼로 현탁 후, 퀴아슈레더(QIAshredder)(QIAGEN사)를 이용하여 세포의 파쇄를

행하였다.  그 후 프로토콜에 따라 RNA를 추출하고, 추출한 RNA를 주형으로 하여 DNA 증폭 키트(SMARTer RACE

cDNA Amplification kit; Clontech사)를 이용하여 cDNA의 합성을 행하였다.  얻어진 cDNA를 이용여 PCR 반응을

행하고, 중쇄 및 경쇄의 가변 영역을 신장 및 증폭하였다.  이 PCR 산물을 직접 서열 분석기(ABI PRISM 3100;

Applied Biosystems사)로 서열 해석을 행하였다.  또한, PCR 산물을 pCR3.1-TOPO(Invitrogen사) 등의 PCR 산물

서브 클로닝용 벡터에 재조합한 후, 유전자 서열을 해석하여 서열 결정을 행하였다.

결정된 1-15 항체의 중쇄 가변 영역의 염기 서열을 서열 번호 1에, 아미노산 서열을 서열 번호 2에, 상기 항체[0103]

의 경쇄 가변 영역의 염기 서열을 서열 번호 3에, 아미노산 서열을 서열 번호 4에 각각 나타낸다.  1-15 항체의

중쇄 가변 영역의 CDR1, CDR2, 및 CDR3은 각각 카바트(Kabat) 번호 부여에 기초하는 중쇄 가변 영역의 31 내지

35번째,  50  내지 65번째,  및  95  내지 102번째의 영역이고,  각각 서열 번호 2의  31  내지 35번째,  50  내지

65번째, 및 98 내지 110번째의 아미노산 서열을 포함한다.  1-15 항체의 경쇄 가변 영역의 CDR1, CDR2, 및 CDR3

은 각각 카바트 번호 부여에 기초하는 경쇄 가변 영역의 24 내지 34번째, 50 내지 56번째, 및 89 내지 97번째의

영역이고, 각각 서열 번호 4의 24 내지 39번째, 55 내지 61번째, 및 94 내지 102번째의 아미노산 서열을 포함한

다.

(실시예 10: 가변 영역의 당쇄 수식 부위의 변이체 제작)[0104]

전술한 1-15 항체의 중쇄 가변 영역 아미노산(서열 번호 2)에는 N-X-(T/S)의 N형 당쇄 수식 모티프 서열이 포함[0105]

되어 있다.  구체적으로는 서열 번호 2로 나타내는 중쇄 가변 영역에 있어서의 카바트 번호 부여에 기초하는 52

번째의 Asn(N52)이 당쇄 수식 부위에 해당한다.  당쇄 수식 부위가 존재하면 세포 배양의 사이에 항체에 대한

당쇄의 부가가 발생하지만, 당쇄의 부가는 배양 조건이나 발현시키는 숙주에 의존하는 것이 알려져 있다.  즉,

수립한 동일한 항체 생산 세포이어도 배양 조건(배지, 세포 밀도 등)에 따라 당쇄 부가의 정도가 변할 가능성이

있고, 균일한 품질의 항체 의약품을 취득하기가 어려워질 가능성이 있다.  따라서, 본 발명자들은 1-15 항체의

중쇄 가변 영역에 있어서의 N52에 변이를 도입한 1-15(N52D)를 제작하였다.

제작한 1-15(N52D)의 중쇄 가변 영역의 염기 서열을 서열 번호 5에, 아미노산 서열을 서열 번호 6에 각각 나타[0106]

낸다.  1-15(N52D) 항체의 중쇄 가변 영역의 CDR1, CDR2, 및 CDR3은 각각 카바트 번호 부여에 기초하는 중쇄 가

변 영역의 31 내지 35번째, 50 내지 65번째, 및 95 내지 102번째의 영역이고, 서열 번호 6의 31 내지 35번째,

50 내지 65번째, 및 98 내지 110번째의 아미노산 서열을 포함한다.
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(실시예 11: 완전 인간형 항체 Fab' 프래그먼트의 제작)[0107]

전술한 1-15 및 1-15(N52D)의 중쇄 가변 영역과 1-15의 경쇄 가변 영역을 이용하여 각각의 완전 인간형 항체[0108]

Fab' 프래그먼트를 제작하였다.

1-15 및 1-15(N52D)의 각 중쇄 가변 영역 유전자의 5'측에 시그널 서열을, 그리고 3'측에 인간 Igγ1의 정상 영[0109]

역 유전자(Man Sung Co 등, (1992) J Immunol. Vol.148(4): 1149-1154)를 각각 연결하고, 이 중쇄 프래그먼트

유전자를 GS 벡터 pEE6.4(Lonza Biologics사)에 삽입하였다.  여기서, Fab' 프래그먼트로서 발현시키기 위해서

중쇄 정상 영역 유전자에 있어서 EU 인덱스에 기초하는 226번째의 Cys(후술하는 서열 번호 8 및 10의 아미노산

서열 중의 230번째의 Cys에 대응)의 코돈의 뒤에 정지 코돈을 삽입하였다.  또한, 1-15의 경쇄 가변 영역 유전

자의 5'측에 시그널 서열을, 그리고 3'측에 인간 κ쇄의 정상 영역 유전자(Man Sung Co 등, 앞에서 게재함)를

각각 연결하고, 이 경쇄 유전자를 GS 벡터 pEE12.4(Lonza Biologics사)에 삽입하였다.

일과성 발현 및 항상적 발현의 2종류의 방법으로 Fab' 프래그먼트의 발현을 행하였다.  일과성 발현에 대해서는[0110]

프리스타일 293 익스프레션 미디움(FreeStyle 293 Expression medium)(Invitrogen사)으로 약 100만개/mL에 배

양된 프리스타일 293  세포(Invitrogen사)에  대하여 전술한 중쇄 프래그먼트 및 경쇄의 GS  벡터를 293  펙틴

(Invitrogen사)을 이용하여 트랜스펙트하고, 7일간 배양하였다.  항상적 발현에 대해서는 전술한 양 GS 벡터를

NotI와 PvuI로 제한 효소 절단하고, DNA 라이게이션 키트(다카라바이오사)를 이용하여 라이게이션을 행하고, 중

쇄 프래그먼트와 경쇄의 양 유전자가 삽입된 GS 벡터를 구축하였다.  이 발현 벡터는 중쇄 프래그먼트 및 경쇄

와 글루타민 합성 효소(Glutamine synthetase)를 코딩하고 있고, CHO-K1SV 세포에 대한 트랜스펙션에 의해 발현

시켰다.  각 방법으로 발현시킨 후, 배양 상청을 카파셀렉트(GE헬스케어재팬사)를 이용하여 정제하고, 각 Fab'

프래그먼트를 얻었다.

제작한 완전 인간형 1-15 항체 Fab' 프래그먼트(1-15-Fab'라고도 칭함)의 중쇄 프래그먼트의 염기 서열을 서열[0111]

번호 7에, 아미노산 서열을 서열 번호 8에 각각 나타낸다.

제작한 완전 인간형 1-15(N52D) 항체 Fab' 프래그먼트(1-15(N52D)-Fab'라고도 칭함)의 중쇄 프래그먼트의 염기[0112]

서열을 서열 번호 9에, 아미노산 서열을 서열 번호 10에 각각 나타낸다.

각 Fab' 프래그먼트의 경쇄는 공통으로 그의 염기 서열은 서열 번호 11에, 아미노산 서열은 서열 번호 12에 각[0113]

각 나타낸다.

(실시예 12: 완전 인간형 항체 Fab' 프래그먼트의 중화 활성 및 발현량 평가)[0114]

실시예 11에서 취득한 1-15-Fab'와 1-15(N52D)-Fab'에 대하여 실시예 3 및 실시예 6에 기재한 시험으로 평가하[0115]

였다.   실시예  3의  시험에  있어서  1-15-Fab'  및  1-15(N52D)-Fab'의  IC50은  각각  0.17μg/ml  및

0.18μg/ml였다.   실시예 6의 시험에 있어서 1-15-Fab'  및 1-15(N52D)-Fab'의 IC50은 각각 0.021μg/ml  및

0.018μg/ml였다.  이들 결과로부터 1-15(N52D)-Fab'는 개변 전의 1-15-Fab'와 동일한 정도의 중화 활성을 유

지하고, 변이의 도입에 의해서도 중화 활성에 영향을 미치지 않는 것이 확인되었다.

또한, 각 Fab' 프래그먼트의 항상적 발현을 행하고, 안정 발현 세포 풀 배양의 상청 중에 있어서의 항체 생산량[0116]

을 측정하였다.  그 결과, 1-15-Fab' 및 1-15(N52D)-Fab'의 각 배양 상청 중의 농도는 각각 86mg/L 및 106mg/L

이고, 1-15(N52D)-Fab'는 개변 전의 1-15-Fab'보다도 높은 양으로 생산되는 항체인 것이 나타났다.

(실시예 13: PEG화 Fab' 프래그먼트의 제작과 중화 활성 평가)[0117]

이어서, 본 발명자들은 전술한 1-15(N52D)-Fab'에 대하여 PEG의 도입을 행하였다.  카파셀렉트로 정제 후, Fab'[0118]

프래그먼트를 TCEP  염산염(Tris(2-carboxyethyl)  phosphine  HCl)에 의해 환원 반응을 함으로써 PEG화 가능한

구조체로 하였다.

구체적으로는 20mM 인산나트륨 버퍼(pH 6.8)로 1.2mg/ml에 조정한 Fab' 프래그먼트 용액에 1mM이 되도록 TCEP를[0119]

첨가하여 37℃에서 2시간 반응시킨 후, 20mM 아세트산나트륨 버퍼(pH 5.0)로 희석하여 pH를 조정하였다.  이것

을 양이온 교환 수지(SP-5PW; 도소 제조)에 흡착시키고, NaCl 구배로 용출하고, 메인 피크를 회수하였다.  얻어

진 Fab' 프래그먼트를 20mM 인산나트륨 버퍼(pH 6.8)로 1mg/ml가 되도록 희석하고, pH를 6.8에 조정 후, 4℃에

서 하룻밤 이상 정치하여 자연 산화시켰다.   이것에 최종 농도 0.1mM이  되도록 40kDa  PEG(SUNBRIGHT  GL2-

400MA; NOF CORPORATION)를 첨가하고, 실온에서 2시간 정치 후, 4℃에서 밤새 정치하였다.  동 PEG는 말단에 말

레이미드기를 갖고 있기 때문에, 중쇄 프래그먼트의 카르복실 말단의 Cys(EU 인덱스에 기초하는 C226; 서열 번

호 10의 230번째의 Cys)와 빠르게 반응한다.  이것을 20mM 아세트산나트륨 버퍼(pH 4.5)로 희석하여 pH를 조정
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후, 재차 양이온 교환 수지(SP-5PW; 도소 제조)에 흡착시키고, NaCl의 구배로 용출하고, 메인 피크를 회수하였

다.   이와 같이 하여 PEG화한 Fab'  프래그먼트를 정제하였다.   이 PEG화한 1-15(N52D)-Fab'를 1-15(N52D)-

Fab'-PEG라고도 칭한다.

PEG화 전 및 PEG화한 1-15(N52D)-Fab'에 대하여 실시예 3에 나타내는 방법으로 중화 활성을 평가하였다.  그 결[0120]

과, 1-15(N52D)-Fab'의 IC50이 0.15μg/ml이었음에 비하여, 1-15(N52D)-Fab'-PEG의 IC50은 0.12μg/ml(Fab' 프

래그먼트 농도로서)이고, 1-15(N52D)-Fab'는 PEG의 부가에 의해서도 중화 활성에 영향을 받지 않는 것이 확인되

었다.

또한, 실시예 6의 방법을 이용하여 1-15(N52D)-Fab'-PEG와 선행 항 인간 NGF 항체 타네주맙의 인간 및 마우스[0121]

NGF에 대한 중화 활성을 비교하였다.   그 결과,  1-15(N52D)-Fab'-PEG의 IC50이 인간 NGF에 대하여 0.051μ

g/ml,  마우스 NGF에 대하여 0.069μg/ml이었음에 비하여, 타네주맙의 IC50은 인간 NGF에 대하여 0.17μg/ml,

마우스 NGF에 대하여 0.23μg/ml이고, 1-15(N52D)-Fab'-PEG가 인간 및 마우스의 어느 NGF에 대해서나 타네주맙

보다 3.3배 정도 강력한 중화 활성을 갖는 것이 확인되었다.

(실시예 14: 마우스 아쥬반트 유발 관절염 모델에 의한 진통 효과 시험)[0122]

본 발명자들은 전술한 1-15(N52D)-Fab'-PEG에 대하여 마우스 아쥬반트 유발 관절염 모델에 대한 진통 효과를 평[0123]

가하였다.

1-15(N52D)-Fab'-PEG를 마우스 정맥내에 투여하고(0.03mg/kg, 0.1mg/kg, 0.3mg/kg, 투여 용량은 10mL/kg), 후[0124]

지 족척에 프로인트 완전 아쥬반트(Sigma사) 1mg/mL를 25μL 투여하여 동통을 야기하였다.  야기 24시간에 20분

간의 상승 행동을 측정하였다.  구체적으로는 슈퍼멕스 자발 운동량 측정 시스템(무로마치기카이)을 이용하여

마우스의 자발적인 상승 행동의 횟수를 적외선 빔 센서로 20분간 자동 계측하였다(Matson 등, JPET 320: 194-

201, 2007).  비교 대조로서 선행 항체 타네주맙을 이용하였다.  그 결과, 타네주맙의 정맥내 투여에서의 진통

효과가 ED50=0.27mg/kg이었음에 비하여, 1-15(N52D)-Fab'-PEG는 ED50=0.11mg/kg으로 진통 효과를 발휘하고, 약

3배의 유효성을 나타냈다.

(실시예 15: 래트 태반 통과 시험)[0125]

암컷  래트의  임신  17일째에  1-15(N52D)-Fab'-PEG  또는  타네주맙을  정맥내에  투여하고(100mg/kg,  투여  용량[0126]

10mL/kg), 3일 후의 모체 및 태아의 혈액 중의 항체 농도를 측정하였다.

항체 농도의 측정은 이하와 같이 행하였다.  멀티-어레이 플레이트(MULTI-ARRAY Plate)(Standard) 96 플레이트[0127]

(Meso Scale Discovery사)에 인간 βNGF(R&D Systems사)를 1웰당 25ng 첨가하여 실온에서 1시간 정치함으로써

고상화하였다.  플레이트를 TBST 세정액으로 3회 세정 후, 블록킹제(1% 카제인 TBS; 서모피셔사)를 첨가하고,

실온에서 1시간 정치하였다.  다음으로, 경시적으로 채혈한 혈액을 희석한 혈액 샘플을 블록킹 후의 인간 βNGF

고상 플레이트에 첨가하였다.  실온에서 교반하면서 60분 반응 후, TBST 세정액으로 3회 세정하고, 비오틴 표지

항 인간 카파 항체(면역생물연구소)를 첨가하였다.  실온에서 교반하면서 60분 반응 후, TBST 세정액으로 3회

세정하고, 술포-태그(SULFO-TAG) 표지 스트렙토아비딘(Meso Scale Discovery사)을 첨가하였다.  실온에서 교반

하면서 60분 반응 후, TBST 세정액으로 3회 세정하고, 리드 버퍼(Read Buffer) T(Meso Scale Discovery사)를

첨가하여, 그 전기 화학 발광량을 섹터 이미저(SECTOR Imager) 6000(Meso Scale Discovery사)으로 측정하였다.

본 시험을 3마리의 래트 모체에 있어서 행한 결과, 3일 후의 래트 모체 혈중에 있어서의 1-15(N52D)-Fab'-PEG[0128]

및 타네주맙의 항체 농도는 각각 평균 12.1μg/ml 및 7.1μg/ml였다.  한편, 각 래트 모체로부터 3예씩 태아를

적출(합계 9예)한 태아 혈중에 있어서의 항체 농도에 대해서는 1-15(N52D)-Fab'-PEG의 혈중 농도가 전체 예에서

정량 한계의 0.01μg/ml 이하였던 것에 비하여, 타네주맙의 혈중 농도는 평균 5.39μg/ml였다.  즉, 타네주맙의

태아 이행율은 75.9%이었음에 비하여, 1-15(N52D)-Fab'-PEG의 태아 이행율은 검출 한계의 0.08% 이하의 이행율

이었다.  이로부터 1-15(N52D)-Fab'-PEG는 태아에 있어서의 NGF 저해에 의한 부작용 리스크를 회피하고, 안전성

이 우수한 약제인 것이 시사되었다.

(실시예 16: 면역 복합체(IC)의 형성)[0129]

1-15(N52D)-Fab'-PEG가 IC를 형성하는지의 여부 또는 형성되는 IC의 크기가 어느 정도가 되는지를 평가하였다.[0130]

구체적으로는 1-15(N52D)-Fab'-PEG를 1mg/ml와 인간 βNGF(R&D  Systems사)를 몰비로 1:1이 되도록 혼화하고,

실온에서 3시간 인큐베이트하여 IC를 형성시켰다.  이 반응액을 동적 광산란을 측정하는 기기 제타사이저 나노

(Zetasizer  Nano)(Malvern사)를 이용하여 IC의 입경과 분포를 측정하였다.  해석에는 제타사이저(Zetasizar)
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v6.01(Malvern사)을 이용하고, 입경은 강도(Intensity)(%)로 해석한 값(d.nm)으로 나타냈다.

측정된 입자 크기를 이하의 표 1에 나타낸다.  이 실험에 있어서 NGF 단독의 입경은 평균으로 6.2nm였다.  타네[0131]

주맙 단독으로는 11.7nm에 피크 직경이 출현하였다.  타네주맙과  NGF를 인큐베이트하여 IC를 형성시킨 것을 측

정하면,  피크  직경이 91.3nm에  시프트하였다.   한편,  컨트롤 항체로서 NGF와  결합하지 않은 항체를 이용한

경우, 피크 직경은 11.7nm 그대로였다.  시프트 폭으로부터 고려하면, 타네주맙과 NGF는 각각 복수 분자를 결합

한 거대 분자가 되고, 거대 크기의 IC를 형성하고 있다고 추측되었다.  이에 비하여 1-15(N52D)-Fab'-PEG와 NGF

의 IC의 형성을 측정한 결과, 피크 직경이 18.1nm 내지 24.4nm에 시프트하였다.  시프트 폭으로부터 고려하면,

1:1 결합만을 반영하여 1-15(N52D)-Fab'-PEG에서는 격자 형성되지 않는 것이 시사되었다.

표 1

[0132]

(실시예 17: 병소 조직 이행성)[0133]

수컷 DBA/1 마우스 족관절에 콜라겐(소 관절 유래 타입 2 콜라겐, 10mg/mL; 콜라겐기술연수회) 및 완전 프로인[0134]

트 아쥬반트(0.5mg/mL; DIFCO사)의 1:1의 에멀전을 피하 투여하여 콜라겐 유발 관절염 모델을 제작하였다.  야

기 4주일 후에 재차 에멀전을 투여하고, 관절염을 발증시켰다.  후지 관절염의 발증 정도(스코어·종창의 크

기)를 관찰하고,  마우스의 군을 나누었다.   1-15(N52D)-Fab'-PEG  및  타네주맙의 1mg/ml  PBS  용액에 대하여

SAIVI
TM
 신속  항체  표지  키트(Rapid  Antibody  Labeling  Kit),  알렉사  플루오르(Alexa  Fluor)(등록  상표)

680(Life Technologies사)을 이용하여 형광 표지를 행하였다.  각각을 2mg/kg으로 미정맥으로부터 투여를 행하

였다(N=4).  종창한 발바닥에 축적되는 형광을 IVIS 스펙트럼(Spectrum)(Caliper/Xenogen사)을 이용하여 투여

후 1시간부터 50시간까지 해석하고, 형광 강도를 수치화하였다.

도 1에 발바닥의 항체 체류량의 경시적 변화를 나타낸다.  1-15(N52D)-Fab'-PEG는 타네주맙에 비교하여 분명한[0135]

병소 조직 체류 효과를 나타내고, 그 효과는 48시간까지 지속되었다.  이 결과로부터 1-15(N52D)-Fab'-PEG는 효

율적으로 진통 효과를 발휘한다고 생각되고, 약효 강도 이상으로 저용량으로 진통 효과를 기대할 수 있고, 나아

가서는 병소 부위 선택적으로 집적하기 때문에 안전성이 우수한 약제가 될 수 있는 것을 기대할 수 있다.

(실시예 18: Fab' 프래그먼트의 아미노산 부가체의 제작)[0136]

본 발명자들은 1-15(N52D)-Fab'에 있어서 PEG의 도입 효율을 개선하기 위해서 중쇄 프래그먼트의 카르복실 말단[0137]

의  Cys  잔기의  뒤에  2개의  알라닌(A)  또는  프롤린(P)을  부가한  Fab'  프래그먼트를  제작하여  발현  및

정제하였다.  이들 Fab'  프래그먼트의 제작에 있어서는 실시예 11과 마찬가지의 방법을 이용하고, 여기서 1-

15(N52D)-Fab'의 중쇄 프래그먼트의 카르복실 말단 Cys 잔기의 코돈의 뒤에 2개의 알라닌 또는 프롤린의 코돈을

삽입하고, 그 후에 정지 코돈을 삽입하였다.

알라닌 부가한 1-15(N52D)-Fab'(완전 인간형 1-15(N52D-A) 항체 Fab' 프래그먼트; 1-15(N52D-A)-Fab'라고도 칭[0138]

함)의 중쇄 프래그먼트의 염기 서열을 서열 번호 13에, 아미노산 서열을 서열 번호 14에 각각 나타낸다.  프롤

린 부가한 1-15(N52D)-Fab'(완전 인간형 1-15(N52D-P) 항체 Fab' 프래그먼트; 1-15(N52D-P)-Fab'라고도 칭함)

의 중쇄 프래그먼트의 염기 서열을 서열 번호 15에, 아미노산 서열을 서열 번호 16에 각각 나타낸다.  또한, 각

Fab' 프래그먼트의 경쇄는 1-15(N52D)-Fab'의 경쇄와 동일하고, 그의 염기 서열은 서열 번호 11에, 아미노산 서
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열은 서열 번호 12에 각각 나타난다.

(실시예 19: PEG화 1-15(N52D-A)-Fab'의 제작 및 중화 활성 및 약리 평가)[0139]

1-15(N52D-A)-Fab'에 대하여 실시예 13과 마찬가지의 방법을 이용하여 40kDa  PEG를 결합시키고,  PEG화한 1-[0140]

15(N52D-A)-Fab'(이하, 1-15(N52D-A)-Fab'-PEG라고도 칭함)를 얻었다.

1-15(N52D-A)-Fab'-PEG에 대하여 실시예 3에 나타내는 방법을 이용하여 중화 활성을 평가하였다.  그 결과, 1-[0141]

15(N52D)-Fab'-PEG의 IC50이 0.081±0.034μg/ml였음에 비하여, 1-15(N52D-A)-Fab'-PEG의 IC50은 0.074±0.021

μg/ml였다.  또한, 이 때 타네주맙의 IC50은 0.410±0.099μg/ml였다.

다음으로, 실시예 6에 나타내는 방법을 이용하여 중화 활성을 비교하였다.  그 결과, 1-15(N52D)-Fab'-PEG의[0142]

IC50이 인간 NGF에 대하여 0.061±0.011μg/ml였음에 비하여, 1-15(N52D-A)-Fab'-PEG의 IC50은 0.064±0.028μ

g/ml였다.

또한, 실시예 14에 나타내는 방법을 이용하여 아쥬반트 유발 관절염 모델에 있어서의 진통 효과를 평가하였다.[0143]

그 결과, 1-15(N52D)-Fab'-PEG는 ED50=0.14mg/kg으로 진통 효과를 발휘하였음에 비하여, 1-15(N52D-A)-Fab'-

PEG는 ED50=0.21mg/kg으로 진통 효과를 발휘하였다.

이상으로부터 카르복실 말단의 Cys 잔기의 뒤에 2개의 알라닌을 부가함으로써도 중화 활성 및 약리 활성에 영향[0144]

을 받지 않는 것이 확인되었다.

(실시예 20: 1-15(N52D-A)-Fab'-PEG의 결합 친화성의 평가)[0145]

1-15(N52D-A)-Fab'-PEG  및  타네주맙의  NGF  항원에  대한  결합  열역학을  등온  적정형  열량  측정(Isothermal[0146]

titration  calorimetry;  ITC)에  의해  검토하였다(Scappaticci  FA,  J  Natl  Cancer  Inst.  2007,  99:1232-9.

Velazquez-Campoy, A., et al, Curr Protoc Cell Biol. 2004, Chapter 17, Unit 17-18.).  모든 측정은 GE 헬

스케어사 제조의 오토(Auto)-iTC200을 이용하여 행하였다.  실험에서는 1가의 Fab' 프래그먼트와 1분자의 항원

사이의 결합을 평가하기 위해서 이하의 농도로 시험을 행하고, 시험은 전부 PBS 용매 중에서 행하였다.  구체적

으로는 적정용 시린지에 들어있는 인간 βNGF 44μM(R&D systems사)를 1.4μL씩 30회에 걸쳐 항체 시료(3μM의

1-15(N52D-A)-Fab'-PEG  또는  1.5μM의  타네주맙)를  채운  열량계  셀에  적정하고,  이때에  생긴  열량을

검출하였다.   얻어진  데이터를  장치  부속의  소프트를  이용하여  단일  부위  결합  모델(Single  site  binding

model)에 의해 해석함으로써 항원-항체 결합에 수반되는 결합 친화력(Kd), 결합비(n), 결합 자유 에너지(ΔG),

결합 엔탈피(ΔH), 및 결합 엔트로피(-TΔS)를 어림하였다.  결과를 표 2에 나타낸다.

그 결과, 타네주맙의 Kd값이 20.41nM이었음에 비하여 1-15(N52D-A)-Fab'-PEG의 Kd값은 1.49nM이고, 1-15(N52D-[0147]

A)-Fab'-PEG의 결합 친화성은 타네주맙보다도 10배 이상 강력하였다.

표 2

[0148]

(실시예 21: 각종 PEG 크기의 PEG화 1-15(N52D-A)-Fab'의 제작 및 중화 활성 평가)[0149]

실시예 18에서 제작한 1-15(N52D-A)-Fab'에 대하여 실시예 13과 마찬가지의 절차를 이용하여 5kDa  PEG  또는[0150]

10kDa PEG를 결합시켰다.  구체적으로는 20mM 트리스 염산 버퍼(pH 7.4)로 제조한 Fab' 프래그먼트 용액을 TCEP

로  환원시킨  후,  탈염  칼럼을  이용하여  Fab'  프래그먼트를  회수하였다.   얻어진  Fab'  프래그먼트에

PEG(SUNBRIGHT GL2-50MA 또는 SUNBRIGHT GL2-100MA; 모두 NOF CORPORATION)를 첨가하여 4℃에서 밤새 정치하였

다.  이와 같이 하여 얻어진 5kDa PEG 또는 10kDa PEG를 결합시킨 1-15(N52D-A)-Fab'를 각각 1-15(N52D-A)-

Fab'-5kPEG, 1-15(N52D-A)-Fab'-10kPEG라고 칭한다.

다음으로, 실시예 6에 나타내는 방법을 이용하여 각 PEG화 Fab' 프래그먼트의 중화 활성을 비교하였다.  비교[0151]

대조로서 실시예 19에서 제작한 1-15(N52D-A)-Fab'-PEG(40kDa PEG를 결합; 이하, 1-15(N52D-A)-Fab'-40kPEG라

고도 칭함)를 이용하였다.  이번 실험에서는 NGF 최종 농도를 50ng/ml로 실시하였다.  그 결과, 1-15(N52D-A)-
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Fab'-5kPEG,  1-15(N52D-A)-Fab'-10kPEG,  및  1-15(N52D-A)-Fab'-40kPEG의  IC50은  각각 0.030μg/ml,  0.028μ

g/ml, 및 0.023μg/ml였다.  이 결과로부터, PEG 크기는 5kDa 내지 40kDa의 크기에 있어서는 Fab' 프래그먼트

의 중화 활성에 영향을 미치지 않는 것을 알았다.

(실시예 22: 각종 PEG 크기의 PEG화 1-15(N52D-A)-Fab'의 마우스 PK 평가)[0152]

각종  PEG화  1-15(N52D-A)-Fab'의  마우스  PK  평가를  행하였다.   구체적으로는  0.3mg/kg의  각종  PEG화  1-[0153]

15(N52D-A)-Fab'를 정맥내에 투여하고, 투여 후 1, 4, 8, 12, 24, 48, 72, 96, 및 168시간마다 채혈하였다.

얻어진 혈액 중의 피검 항체량을 샌드위치 ELISA법을 이용하여 측정하였다.  구체적으로는 피검 항체를 NGF를

고정화한 MSD 플레이트(Meso Scale Discovery사 제조)에 첨가하였다.  플레이트에 결합한 피검 항체를 비오틴

표지 항 인간 카파 항체로 인식하고, 이것을 술포-태그 표지 스트렙토아비딘으로 검출하였다.  혈중 농도의 산

출은 각 표준품으로 검량선을 제작하여 구하였다.  산출한 혈중 농도로부터 혈중 반감기(T1/2: 시간)를 계산하

였다.  그 결과, 1-15(N52D-A)-Fab'-5kPEG, 1-15(N52D-A)-Fab'-10kPEG, 및 1-15(N52D-A)-Fab'-40kPEG의 T1/2

은 각각 13.8±2.2시간, 17.7±0.4시간, 및 39.2±3.7시간이었다.

(실시예 23: 래트 발바닥 절개 모델에 의한 진통 효과 시험)[0154]

임상에 있어서의 수술 후 통증을 반영하는 래트 발바닥 절개 후통 모델(Brennan et al. Current Protocols in[0155]

Pharmacology  2004;  5.34.1-5.34.8)을 이용하여 1-15(N52D-A)-Fab'-5kPEG  및 1-15(N52D-A)-Fab'-10kPEG의 술

후통에 대한 진통 효과를 평가하였다.

구체적으로는  각  군  8마리로  하고,  1-15(N52D-A)-Fab'-5kPEG  또는  -10kPEG를  래트  정맥내에  투여하고[0156]

(0.1mg/kg, 0.3mg/kg, 1mg/kg, 투여 용량은 1mL/kg), 우후지 발바닥을 발뒤꿈치 선단으로부터 5mm 부분을 기점

으로 하여 10mm 발가락 방향으로 직선적으로 절개하여 즉시 나일론실로 2개소 매트리스 봉합함으로써 동통을 야

기하였다.  야기 5시간, 1일, 2일, 3일, 4일, 및 5일에 수술부위 부근의 동통역치를 측정하였다.  측정은 우고

바실(Ugo Basile)사 제조 다이나믹 플랜터 애너시져미터(Dynamic plantar anesthesiometer)를 이용하여 래트의

발바닥에의 가압에 대한 도피 행동을 나타내는 압력을 측정하였다.  비교 대조로서 선행 항체 타네주맙을 이용

하였다.

그 결과, 수술 후 1일의 타네주맙의 정맥내 투여에서의 진통 효과가 ED50=0.26mg/kg이었음에 비하여 1-15(N52D-[0157]

A)-Fab'-5kPEG 또는 -10kPEG는 모두 ED50=0.15mg/kg으로 진통 효과를 발휘하고, 약 2배의 유효성을 나타냈다.

또한, 1-15(N52D-A)-Fab'-5kPEG 또는 -10kPEG의 유의한 진통 효과는 각각 수술 후 3일 또는 4일까지 관찰되었

다.

(실시예 24: 응집 안정성 평가)[0158]

1-15(N52D-A)-Fab'-40kPEG를 pH 5, pH 6, pH 7.4, 및 pH 9의 각 조건으로 1mg/ml 및 10mg/ml에 용해하였다.[0159]

이들을 각각 50℃의 조건에 두고, 2주일 후의 응집 안정성에 대하여 평가를 행하였다.  응집성의 평가는 사이즈

배제 크로마토그래피에 의해 행하고, 애질런트(Agilent)사 제조 1100을 이용하여 측정하였다.  측정 조건은 이

동상의  버퍼로서  0.1M  인산나트륨(0.2M  아르기닌  함유)(pH  6.8)을  이용하고,  칼럼은  TSK  겔  수퍼(Super)

Sw3000(TOSOH, 2.0mmID×300mm)을 이용하였다.  검출 파장은 280nm에서 행하였다.  1mg/ml로의 시험에서는 비

교 항체로서 타네주맙을 이용하고, 그 결과를 표 3에 나타낸다.  10mg/ml로의 시험에서는 비교 항체로서 타네주

맙 및 REGN475를 이용하고, 그 결과를 표 4에 나타낸다.

그 결과, 타네주맙 및 REGN475는 2주일 후에 현저한 응집체의 생산 상승이 관찰되었음에 비하여, 1-15(N52D-A)-[0160]

Fab'-40kPEG에서는 응집체가 거의 검출되지 않았다.  이 결과로부터, PEG화 1-15(N52D-A)-Fab'는 보존 안정성이

우수한 의약품이 될 수 있을 가능성이 높은 것이 시사되었다.
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표 3

[0161]

표 4

[0162]

<산업상 이용가능성>[0163]

본 발명의 항 인간 NGF 항체, 보다 구체적으로는 항 인간 NGF 항체 Fab' 프래그먼트는 인간 NGF가 병태 형성에[0164]

관여하는 각종 질환의 예방 또는 치료에 유용하다.
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도면

도면1

서 열 목 록

                         SEQUENCE LISTING

<110>  Astellas Pharma Inc.

 

<120>  Novel anti-human NGF antibody

<130>  A12022A00

<150>  JP2011-176209

<151>  2011-08-11

<150>  JP2011-269215

<151>  2011-12-08

<160>  16    

<170>  PatentIn version 3.5

<210>  1

<211>  363

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  VH gene of anti-human NGF antibody

<400>  1

caggtgcagc tacagcagtg gggcgcagga ctgttgaagc cttcggagac cctgtccctc       60

acctgcgctg tctatggtgg gtccttcagt ggttactact ggagctgggt ccgccagccc      120

ccagggaagg ggctggagtg gattggggaa atcaatcata gtggaagcac caacaacaac      180

ccgtccctca agagtcgagt caccatatca gtaggcacgt ccaagaacca gttctccctg      240

aagctgagct ctgtgaccgc cgcggacacg gctgtgtatt actgttcgag agatgggggc      300
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cccgaatcgg ggatgggggc ttttgatatc tggggccaag ggacaatggt caccgtctcc      360

tca                                                                    363

<210>  2

<211>  121

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  VH of anti-human NGF antibody

<400>  2

Gln Val Gln Leu Gln Gln Trp Gly Ala Gly Leu Leu Lys Pro Ser Glu 

1               5                   10                  15      

Thr Leu Ser Leu Thr Cys Ala Val Tyr Gly Gly Ser Phe Ser Gly Tyr 

            20                  25                  30          

Tyr Trp Ser Trp Val Arg Gln Pro Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Ile 

        35                  40                  45              

Gly Glu Ile Asn His Ser Gly Ser Thr Asn Asn Asn Pro Ser Leu Lys 

    50                  55                  60                  

Ser Arg Val Thr Ile Ser Val Gly Thr Ser Lys Asn Gln Phe Ser Leu 

65                  70                  75                  80  

Lys Leu Ser Ser Val Thr Ala Ala Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Ser 

                85                  90                  95      

Arg Asp Gly Gly Pro Glu Ser Gly Met Gly Ala Phe Asp Ile Trp Gly 

            100                 105                 110         

Gln Gly Thr Met Val Thr Val Ser Ser 

        115                 120     

<210>  3

<211>  339

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  VL gene of anti-human NGF antibody

<400>  3

gatattgtga tgactcagtc tccactctcc ctgcccgtca cccctggaga gccggcctcc       60

atctcctgca ggtctagtca gagcctcctg catagtaatg gattcaacta tttgggttgg      120
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tacctgcaga agccagggca gtctccacag ctcctgatct atttgggttc taatcgggcc      180

tccggggtcc ctgacaggtt cagtggcagt ggatcaggca cagattttac tctgaaaatc      240

agcagagtgg aggctgagga tgttggggtt tattactgca tgcaagctct acaaactccg      300

tacacttttg gccaggggac caagctggag atcaaacgg                             339

<210>  4

<211>  113

<212>  PRT

<213

>  Artificial Sequence

<220><223>  VL of anti-human NGF antibody

<400>  4

Asp Ile Val Met Thr Gln Ser Pro Leu Ser Leu Pro Val Thr Pro Gly 

1               5                   10                  15      

Glu Pro Ala Ser Ile Ser Cys Arg Ser Ser Gln Ser Leu Leu His Ser 

            20                  25                  30          

Asn Gly Phe Asn Tyr Leu Gly Trp Tyr Leu Gln Lys Pro Gly Gln Ser 

        35                  40                  45              

Pro Gln Leu Leu Ile Tyr Leu Gly Ser Asn Arg Ala Ser Gly Val Pro 

    50                  55                  60                  

Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Lys Ile 

65                  70                  75                  80  

Ser Arg Val Glu Ala Glu Asp Val Gly Val Tyr Tyr Cys Met Gln Ala 

                85                  90                  95      

Leu Gln Thr Pro Tyr Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys 

            100                 105                 110         

Arg 

    

<210>  5

<211>  363

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  VH gene of anti-human NGF antibody

<400>  5
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caggtgcagc tacagcagtg gggcgcagga ctgttgaagc cttcggagac cctgtccctc       60

acctgcgctg tctatggtgg gtccttcagt ggttactact ggagctgggt ccgccagccc      120

ccagggaagg ggctggagtg gattggggaa atcgaccata gtggaagcac caacaacaac      180

ccgtccctca agagtcgagt caccatatca gtaggcacgt ccaagaacca gttctccctg      240

aagctgagct ctgtgaccgc cgcggacacg gctgtgtatt actgttcgag agatgggggc      300

cccgaatcgg ggatgggggc ttttgatatc tggggccaag ggacaatggt caccgtctcc      360

tca                                                                    363

<210>  6

<211>  121

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  VH of anti-human NGF antibody

<400>  6

Gln Val Gln Leu Gln Gln Trp Gly Ala Gly Leu Leu Lys Pro Ser Glu 

1               5                   10                  15      

Thr Leu Ser Leu Thr Cys Ala Val Tyr Gly Gly Ser Phe Ser Gly Tyr 

            20                  25                  30          

Tyr Trp Ser Trp Val Arg Gln Pro Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Ile 

        35                  40                  45              

Gly Glu Ile Asp His Ser Gly Ser Thr Asn Asn Asn Pro Ser Leu Lys 

    50                  55                  60                  

Ser Arg Val Thr Ile Ser Val Gly Thr Ser Lys Asn Gln Phe Ser Leu 

65                  70                  75                  80  

Lys Leu Ser Ser Val Thr Ala Ala Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Ser 

                85                  90                  95      

Arg Asp Gly Gly Pro Glu Ser Gly Met Gly Ala Phe Asp Ile Trp Gly 

            100                 105                 110         

Gln Gly Thr Met Val Thr Val Ser Ser 

        115                 120     

<210>  7

<211>  693

<212>  DNA
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<213>  Artificial Sequence

<220><223>  H-chain fragment gene of anti-human NGF antibody

<400>  7

caggtgcagc tacagcagtg gggcgcagga ctgttgaagc cttcggagac cctgtccctc       60

acctgcgctg tctatggtgg gtccttcagt ggttactact ggagctgggt ccgccagccc      120

ccagggaagg ggctggagtg gattggggaa atcaatcata gtggaagcac caacaacaac      180

ccgtccctca agagtcgagt caccatatca gtaggcacgt ccaagaacca gttctccctg      240

aagctgagct ctgtgaccgc cgcggacacg gctgtgtatt actgttcgag agatgggggc      300

cccgaatcgg ggatgggggc ttttgatatc tggggccaag ggacaatggt caccgtctcc      360

tcagcctcca ccaagggccc atcggtcttc cccctggcac cctcctccaa gagcacctct      420

gggggcacag cggccctggg ctgcctggtc aaggactact tccccgaacc ggtgacggtg      480

tcgtggaact caggcgccct gaccagcggc gtgcacacct tcccggctgt cctacagtcc      540

tcaggactct actcccttag tagcgtggtg accgtgccct ccagcagctt gggcacccag      600

acctacatct gcaacgtgaa tcacaagccc agcaacacca aggtggacaa gaaagttgag      660

cccaaatctt gtgacaaaac tcacacatgc tga                                   693

<210>  8

<211>  230

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  H-chain fragment of anti-human NGF antibody

<400>  8

Gln Val Gln Leu Gln Gln Trp Gly Ala Gly Leu Leu Lys Pro Ser Glu 

1               5                   10                  15      

Thr Leu Ser Leu Thr Cys Ala Val Tyr Gly Gly Ser Phe Ser Gly Tyr 

            20                  25                  30          

Tyr Trp Ser Trp Val Arg Gln Pro Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Ile 

        35                  40                  45              

Gly Glu Ile Asn His Ser Gly Ser Thr Asn Asn Asn Pro Ser Leu Lys 

    50                  55                  60                  

Ser Arg Val Thr Ile Ser Val Gly Thr Ser Lys Asn Gln Phe Ser Leu 

65                  70                  75                  80  

Lys Leu Ser Ser Val Thr Ala Ala Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Ser 
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                85                  90                  95      

Arg Asp Gly Gly Pro Glu Ser Gly Met Gly Ala Phe Asp Ile Trp Gly 

            100                 105                 110         

Gln Gly Thr Met Val Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser 

        115                 120                 125             

Val Phe Pro Leu Ala Pro Ser Ser Lys Ser Thr Ser Gly Gly Thr Ala 

    130                 135                 140                 

Ala Leu Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro Val Thr Val 

145                 150                 155                 160 

Ser Trp Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr Phe Pro Ala 

                165                 170                 175     

Val Leu Gln Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val Val Thr Val 

            180                 185                 190         

Pro Ser Ser Ser Leu Gly Thr Gln Thr Tyr Ile Cys Asn Val Asn His 

        195                 200                 205             

Lys Pro Ser Asn Thr Lys Val Asp Lys Lys Val Glu Pro Lys Ser Cys 

    210                 215                 220                 

Asp Lys Thr His Thr Cys 

225                 230 

<210>  9

<211>  693

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  H-chain fragment gene of anti-human NGF antibody

<400>  9

caggtgcagc tacagcagtg gggcgcagga ctgttgaagc cttcggagac cctgtccctc       60

acctgcgctg tctatggtgg gtccttcagt ggttactact ggagctgggt ccgccagccc      120

ccagggaagg ggctggagtg gattggggaa atcgaccata gtggaagcac caacaacaac      180

ccgtccctca agagtcgagt caccatatca gtaggcacgt ccaagaacca gttctccctg      240

aagctgagct ctgtgaccgc cgcggacacg gctgtgtatt actgttcgag agatgggggc      300

cccgaatcgg ggatgggggc ttttgatatc tggggccaag ggacaatggt caccgtctcc      360
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tcagcctcca ccaagggccc atcggtcttc cccctggcac cctcctccaa gagcacctct      420

gggggcacag cggccctggg ctgcctggtc aaggactact tccccgaacc ggtgacggtg      480

tcgtggaact caggcgccct gaccagcggc gtgcacacct tcccggctgt cctacagtcc      540

tcaggactct actcccttag tagcgtggtg accgtgccct ccagcagctt gggcacccag      600

acctacatct gcaacgtgaa tcacaagccc agcaacacca aggtggacaa gaaagttgag      660

cccaaatctt gtgacaaaac tcacacatgc tga                                   693

<210>  10

<211>  230

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  H-chain fragment of anti-human NGF antibody

<400>  10

Gln Val Gln Leu Gln Gln Trp Gly Ala Gly Leu Leu Lys Pro Ser Glu 

1               5                   10                  15      

Thr Leu Ser Leu Thr Cys Ala Val Tyr Gly Gly Ser Phe Ser Gly Tyr 

            20                  25                  30          

Tyr Trp Ser Trp Val Arg Gln Pro Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Ile 

        35                  40                  45              

Gly Glu Ile Asp His Ser Gly Ser Thr Asn Asn Asn Pro Ser Leu Lys 

    50                  55                  60                  

Ser Arg Val Thr Ile Ser Val Gly Thr Ser Lys Asn Gln Phe Ser Leu 

65                  70                  75                  80  

Lys Leu Ser Ser Val Thr Ala Ala Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Ser 

                85                  90                  95      

Arg Asp Gly Gly Pro Glu Ser Gly Met Gly Ala Phe Asp Ile Trp Gly 

            100                 105                 110         

Gln Gly Thr Met Val Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser 

        115                 120                 125             

Val Phe Pro Leu Ala Pro Ser Ser Lys Ser Thr Ser Gly Gly Thr Ala 

    130                 135                 140                 

Ala Leu Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro Val Thr Val 

145                 150                 155                 160 
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Ser Trp Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr Phe Pro Ala 

                165                 170                 175     

Val Leu Gln Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val Val Thr Val 

            180                 185                 190         

Pro Ser Ser Ser Leu Gly Thr Gln Thr Tyr Ile Cys Asn Val Asn His 

        195                 200                 205             

Lys Pro Ser Asn Thr Lys Val Asp Lys Lys Val Glu Pro Lys Ser Cys 

    210                 215                 220                 

Asp Lys Thr His Thr Cys 

225                 230 

<210>  11

<211>  660

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  L-chain gene of anti-human NGF antibody

<400>  11

gatattgtga tgactcagtc tccactctcc ctgcccgtca cccctggaga gccggcctcc       60

atctcctgca ggtctagtca gagcctcctg catagtaatg gattcaacta tttgggttgg      120

tacctgcaga agccagggca gtctccacag ctcctgatct atttgggttc taatcgggcc      180

tccggggtcc ctgacaggtt cagtggcagt ggatcaggca cagattttac tctgaaaatc      240

agcagagtgg aggctgagga tgttggggtt tattactgca tgcaagctct acaaactccg      300

tacacttttg gccaggggac caagctggag atcaaacgga ctgtggctgc accatctgtc      360

ttcatcttcc cgccatctga tgagcagttg aaatctggaa ctgcctctgt tgtgtgcctg      420

ctgaataact tctatcccag agaggccaaa gtacagtgga aggtggataa cgccctccaa      480

tcgggtaact cccaggagag tgtcacagag caggacagca aggacagcac ctacagcctc      540

agcagcaccc tgacgctgag caaagcagac tacgagaaac acaaagtcta cgcctgcgaa      600

gtcacccatc agggcctgag ctcgcccgtc acaaagagct tcaacagggg agagtgttag      660

<210>  12

<211>  219

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  L-chain of anti-human NGF antibody
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<400>  12

Asp Ile Val Met Thr Gln Ser Pro Leu Ser Leu Pro Val Thr Pro Gly 

1               5                   10                  15      

Glu Pro Ala Ser Ile Ser Cys Arg Ser Ser Gln Ser Leu Leu His Ser 

            20                  25                  30          

Asn Gly Phe Asn Tyr Leu Gly Trp Tyr Leu Gln Lys Pro Gly Gln Ser 

        35                  40                  45              

Pro Gln Leu Leu Ile Tyr Leu Gly Ser Asn Arg Ala Ser Gly Val Pro 

    50                  55                  60                  

Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Lys Ile 

65                  70                  75                  80  

Ser Arg Val Glu Ala Glu Asp Val Gly Val Tyr Tyr Cys Met Gln Ala 

                85                  90                  95      

Leu Gln Thr Pro Tyr Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys 

            100                 105                 110         

Arg Thr Val Ala Ala Pro Ser Val Phe Ile Phe Pro Pro Ser Asp Glu 

        115                 120                 125             

Gln Leu Lys Ser Gly Thr Ala Ser Val Val Cys Leu Leu Asn Asn Phe 

    130                 135                 140                 

Tyr Pro Arg Glu Ala Lys Val Gln Trp Lys Val Asp Asn Ala Leu Gln 

145                 150                 155                 160 

Ser Gly Asn Ser Gln Glu Ser Val Thr Glu Gln Asp Ser Lys Asp Ser 

                165                 170                 175     

Thr Tyr Ser Leu Ser Ser Thr Leu Thr Leu Ser Lys Ala Asp Tyr Glu 

            180                 185                 190         

Lys His Lys Val Tyr Ala Cys Glu Val Thr His Gln Gly Leu Ser Ser 

        195                 200                 205             

Pro Val Thr Lys Ser Phe Asn Arg Gly Glu Cys 

    210                 215                 

<210>  13

<211>  699
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<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  H-chain fragment gene of anti-human NGF antibody

<400>  13

caggtgcagc tacagcagtg gggcgcagga ctgttgaagc cttcggagac cctgtccctc       60

acctgcgctg tctatggtgg gtccttcagt ggttactact ggagctgggt ccgccagccc      120

ccagggaagg ggctggagtg gattggggaa atcgaccata gtggaagcac caacaacaac      180

ccgtccctca agagtcgagt caccatatca gtaggcacgt ccaagaacca gttctccctg      240

aagctgagct ctgtgaccgc cgcggacacg gctgtgtatt actgttcgag agatgggggc      300

cccgaatcgg ggatgggggc ttttgatatc tggggccaag ggacaatggt caccgtctcc      360

tcagcctcca ccaagggccc atcggtcttc cccctggcac cctcctccaa gagcacctct      420

gggggcacag cggccctggg ctgcctggtc aaggactact tccccgaacc ggtgacggtg      480

tcgtggaact caggcgccct gaccagcggc gtgcacacct tcccggctgt cctacagtcc      540

tcaggactct actcccttag tagcgtggtg accgtgccct ccagcagctt gggcacccag      600

acctacatct gcaacgtgaa tcacaagccc agcaacacca aggtggacaa gaaagttgag      660

cccaaatctt gtgacaaaac tcacacatgc gcagcctga                             699

<210>  14

<211>  232

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  H-chain fragment of anti-human NGF antibody

<400>  14

Gln Val Gln Leu Gln Gln Trp Gly Ala Gly Leu Leu Lys Pro Ser Glu 

1               5                   10                  15      

Thr Leu Ser Leu Thr Cys Ala Val Tyr Gly Gly Ser Phe Ser Gly Tyr 

            20                  25                  30          

Tyr Trp Ser Trp Val Arg Gln Pro Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Ile 

        35                  40                  45              

Gly Glu Ile Asp His Ser Gly Ser Thr Asn Asn Asn Pro Ser Leu Lys 

    50                  55                  60                  

Ser Arg Val Thr Ile Ser Val Gly Thr Ser Lys Asn Gln Phe Ser Leu 

65                  70                  75                  80  
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Lys Leu Ser Ser Val Thr Ala Ala Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Ser 

                85                  90                  95      

Arg Asp Gly Gly Pro Glu Ser Gly Met Gly Ala Phe Asp Ile Trp Gly 

            100                 105                 110         

Gln Gly Thr Met Val Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser 

        115                 120                 125             

Val Phe Pro Leu Ala Pro Ser Ser Lys Ser Thr Ser Gly Gly Thr Ala 

    130                 135                 140                 

Ala Leu Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro Val Thr Val 

145                 150                 155                 160 

Ser Trp Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr Phe Pro Ala 

                165                 170                 175     

Val Leu Gln Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val Val Thr Val 

            180                 185                 190         

Pro Ser Ser Ser Leu Gly Thr Gln Thr Tyr Ile Cys Asn Val Asn His 

        195                 200                 205             

Lys Pro Ser Asn Thr Lys Val Asp Lys Lys Val Glu Pro Lys Ser Cys 

    210                 215                 220                 

Asp Lys Thr His Thr Cys Ala Ala 

225                 230         

<210>  15

<211>  699

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  H-chain fragment gene of anti-human NGF antibody

<400>  15

caggtgcagc tacagcagtg gggcgcagga ctgttgaagc cttcggagac cctgtccctc       60

acctgcgctg tctatggtgg gtccttcagt ggttactact ggagctgggt ccgccagccc      120

ccagggaagg ggctggagtg gattggggaa atcgaccata gtggaagcac caacaacaac      180

ccgtccctca agagtcgagt caccatatca gtaggcacgt ccaagaacca gttctccctg      240

aagctgagct ctgtgaccgc cgcggacacg gctgtgtatt actgttcgag agatgggggc      300
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cccgaatcgg ggatgggggc ttttgatatc tggggccaag ggacaatggt caccgtctcc      360

tcagcctcca ccaagggccc atcggtcttc cccctggcac cctcctccaa gagcacctct      420

gggggcacag cggccctggg ctgcctggtc aaggactact tccccgaacc ggtgacggtg      480

tcgtggaact caggcgccct gaccagcggc gtgcacacct tcccggctgt cctacagtcc      540

tcaggactct actcccttag tagcgtggtg accgtgccct ccagcagctt gggcacccag      600

acctacatct gcaacgtgaa tcacaagccc agcaacacca aggtggacaa gaaagttgag      660

cccaaatctt gtgacaaaac tcacacatgc ccaccgtga                             699

<210>  16

<211>  232

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  H-chain fragment of anti-human NGF antibody

<400>  16

Gln Val Gln Leu Gln Gln Trp Gly Ala Gly Leu Leu Lys Pro Ser Glu 

1               5                   10                  15      

Thr Leu Ser Leu Thr Cys Ala Val Tyr Gly Gly Ser Phe Ser Gly Tyr 

            20                  25                  30          

Tyr Trp Ser Trp Val Arg Gln Pro Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Ile 

        35                  40                  45              

Gly Glu Ile Asp His Ser Gly Ser Thr Asn Asn Asn Pro Ser Leu Lys 

    50                  55                  60                  

Ser Arg Val Thr Ile Ser Val Gly Thr Ser Lys Asn Gln Phe Ser Leu 

65                  70                  75                  80  

Lys Leu Ser Ser Val Thr Ala Ala Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Ser 

                85                  90                  95      

Arg Asp Gly Gly Pro Glu Ser Gly Met Gly Ala Phe Asp Ile Trp Gly 

            100                 105                 110         

Gln Gly Thr Met Val Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser 

        115                 120                 125             

Val Phe Pro Leu Ala Pro Ser Ser Lys Ser Thr Ser Gly Gly Thr Ala 

    130                 135                 140                 

Ala Leu Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro Val Thr Val 
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145                 150                 155                 160 

Ser Trp Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr Phe Pro Ala 

                165                 170                 175     

Val Leu Gln Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val Val Thr Val 

            180                 185                 190         

Pro Ser Ser Ser Leu Gly Thr Gln Thr Tyr Ile Cys Asn Val Asn His 

        195                 200                 205             

Lys Pro Ser Asn Thr Lys Val Asp Lys Lys Val Glu Pro Lys Ser Cys 

    210                 215                 220                 

Asp Lys Thr His Thr Cys Pro Pro 

225                 230         

등록특허 10-1999867

- 34 -


	문서
	서지사항
	요 약
	청구범위
	발명의 설명
	기 술 분 야
	배 경 기 술
	발명의 내용
	해결하려는 과제
	과제의 해결 수단
	발명의 효과

	도면의 간단한 설명
	발명을 실시하기 위한 구체적인 내용
	산업상 이용가능성

	도면
	도면1

	서 열 목 록



문서
서지사항 1
요 약 1
청구범위 3
발명의 설명 4
 기 술 분 야 4
 배 경 기 술 4
 발명의 내용 6
  해결하려는 과제 6
  과제의 해결 수단 6
  발명의 효과 7
 도면의 간단한 설명 7
 발명을 실시하기 위한 구체적인 내용 7
 산업상 이용가능성 21
도면 22
 도면1 22
서 열 목 록 22
