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(54) 상피 성장 인자 수용체에 대한 인간의 모노클로날 항체

요약

본 발명은 인간의 상피 성장 인자 수용체(EGF-r)에 대한 완전한 인간 모노클로날 항체에 관한 것이다. 또한, 중쇄 및 경쇄

면역글로불린 분자를 함유하는 아미노산 서열 및 이를 암호하는 뉴클레오티드 서열, 구체적으로 CDR1 내지 CDR3의 인접

중쇄 및 경쇄 서열에 상응하는 서열도 제공한다. 이와 같은 면역글로불린 분자 및 모노클로날 항체를 발현하는 하이브리도

마도 제공한다.

대표도

도 36

명세서

기술분야

본 발명은 인간의 상피 성장 인자 수용체(EGF-r)에 대한 모노클로날 항체의 상보성 결정 영역에 전개되어 있는 완전한 인

간의 인접 중쇄 및 경쇄 서열에 관한 것이다. 또한, 중쇄 및 경쇄 면역글로불린 분자를 포함하는 아미노산 서열 및 이를 암

호하는 뉴클레오티드 서열, 구체적으로 CDR, 특히 CDR1 내지 CDR3에 상응하는 서열도 제공한다. 또한, 본 발명은 이와

같은 면역글로불린 분자 및 모노클로날 항체를 발현하는 하이브리도마도 제공한다.

배경기술

EGF-r은 다양한 종류의 인간 고체 종양에서 과잉발현되는 것으로 밝혀져 있다[Mendelsohn Cancer Cells 7:359(1989),

Mendelsohn Cancer Biology 1:339-344(1990), Modjtahedi and Dean Int'l J.Oncology 4:277-296(1994)]. EGF-r의

과잉발현은, 예컨대 특정 암인, 폐암, 유방암, 결장암, 위암, 뇌암, 방광암, 두부 및 경부 암, 난소암 및 전립선암에서 관찰되

었다[Modjtahedi and Dean Int'l J.Oncology 4:277-296(1994)]. 상피 성장 인자(EGF) 및 형질전환 성장 인자-알파

(TFG-α)는 둘다 EGF-r에 결합하고 세포 증식과 종양 성장을 유도하는 것으로 입증되었다.

따라서, 일부 연구진은 EGF-r을 발현 또는 과잉발현하는 종양 치료법에 EGF, TGF-α및 EGF-r에 대한 항체가 유용할 수

있다고 제안하였다[Mendelsohn Cancer Cells 7:359(1989), Mendelsohn Cancer Biology 1:339-344(1990),

Modjtahedi and Dean Int'l J.Oncology 4:277-296(1994), Tosi et al. Int'l J.Cancer 62:643-650(1995)]. 또한, 항

EGF-r 항체가 수용체에 대한 EGF 및 TGF-α의 결합을 차단하면서 종양 세포 증식을 억제한다는 증거도 제시되었다. 하

지만, 이와 동시에 항EGF-r 항체는 EGF 및 TGF-α독립적 세포 성장을 억제하지는 않는 것으로 나타났다[Modjtahedi

and Dean Int'l J.Oncology 4:277-296(1994)].

이와 같은 발견을 통해, EGF-r에 대한 다양한 쥐 및 래트의 모노클로날 항체도 개발되어 시험관내 및 생체내에서 종양 세

포의 성장을 억제하는 작용에 대하여 시험되었다[Modjtahedi and Dean Int'l J.Oncology 4:277-296(1994)]. 이 임상 분

야에서 명백하게 가장 발전된 항체는 C225라는 키메라 항체로서, 이 항체는 쥐의 가변 영역과 인간의 IgG1 불변 영역을

보유한다[Modjtahedi and Dean Int'l J.Oncology 4:277-296(1994)]. C225 항체를 기본으로 하는 225라고 표시되는 쥐

항체는 유니버시티 오브 캘리포니아 및 로러에 의해 개발되었다. 본 명세서에 참고 인용되는 미국 특허 제4,943,533호 및

유럽 특허 제359,282호를 참조하라. C225 항체는 시험관내에서 EGF 매개의 종양 세포 성장을 억제하고 누드 마우스의
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생체내에서 인간 종양이 형성되는 것을 억제하는 것으로 증명되어 있다. 또한, 이 항체는 특정 화학치료제와 상승 작용하

여 이종이식편 마우스 모델의 생체내에 존재하는 인간 종양을 근절시키는 것으로 밝혀져 있다[Modjtahedi and Dean Int'l

J.Oncology 4:277-296(1994)].

임클론(ImClone)은 C225라고 표시되는 항EGF-r 항체를 사용하여 인간의 임상 시험을 실시하였다. 지금까지, 명백히

C225를 이용하여 실시되었거나, 또는 현재 실시되고 있는 시험은 두경부암, 전립선암 및 폐암에 걸린 환자에 대한 제I단계

및 제I/II단계 임상 시험이다. 제I단계 임상 시험에서는 면역타협성 환자와 관련있는 경우에도 최대 약 400 ㎎/㎡의 투여량

을 수회 주사하여도 독성이 전혀 검출되지 않았다. 이 연구는 약 5 내지 약 200 ㎎/㎡의 투여량을 5회 투여하는 것을 포함

하는 용량의 단계적 확대 연구로 실시하였고, 화학치료법(즉, 독소루비신, 아드리아미신, 탁솔 및 시스플라틴)도 동시에 실

시하였다. 이 연구를 통해 얻어진 분명한 안전성 데이터외에도 이 연구의 예비 결과를 통해 전립선암 환자의 80%에서 종

양 축소의 증거가 일부 나타나는 것으로 밝혀졌다.

하지만, 전술한 각 항체는 쥐 또는 래트의 가변 영역 및/또는 불변 영역을 보유하고 있다. 이와 같은 쥐 또는 래트 유래의

단백질 존재로 인해 그 항체가 급속히 제거되거나 그 항체에 대한 환자의 면역 반응이 생성될 수 있다. 이러한 쥐 또는 래

트 유래의 항체 이용을 대체하기 위하여, 완전한 인간의 항체를 생성하는 설치류로 인간 항체 기능을 도입시키는 방안이

제시되었다.

또한, 매우 크거나 미완성적으로 지도화된 유전자좌의 기능적 성분을 해명하고 인간 질환의 유용한 모델을 만들기 위한 유

력한 방법으로 메가 염기 크기의 인간 좌를 YAC중에 클로닝 및 재구성하고 이 유전자좌를 마우스 배선으로 도입시키는 방

법이 제시되었다. 또, 이와 같은 기법을 이용하여 마우스 유전자좌 대신 이것의 인간 등가물을 사용하면 발육 동안 그 인간

유전자 생성물의 발현과 조절 및 다른 시스템과의 상호관계 및 질병 유도와 진행시의 관련성을 고유하게 관찰할 수 있다.

이 기법이 실제 적용되는 주요 예는 마우스 체액 면역계의 "인체화"이다. 내인성 Ig 유전자를 불활성화시킨 마우스 중에 인

간 면역글로불린(Ig) 유전자좌를 도입시킨 결과 항체의 프로그램된 발현과 어셈블리 뿐만 아니라 B 세포 발생에 대한 역할

에 기본이 되는 기작을 연구할 수 있는 기회를 얻게 되었다. 또한, 이 기법은 인간 질환의 항체 치료법의 가능성을 충족시

키는 중요한 이정표인 완전한 인간의 모노클로날 항체(Mab)를 생성하는 이상적인 공급원을 제공할 수 있다. 완전한 인간

항체는 마우스 Mab 또는 마우스 유도체화된 Mab 고유의 면역원성 반응 및 알레르기 반응을 최소로 줄이고, 이에 따라 투

여된 항체의 효능과 안정성을 증가시키는 것으로 예상된다. 따라서, 완전한 인간 항체의 이용은 만성 인간 질환 및 재발성

인간 질환, 예컨대 반복적인 항체 투여가 필요한 염증, 자가면역 및 암의 치료에 실질적인 잇점을 제공하는 것으로 예상된

다.

이와 같은 목표를 달성하기 위한 1가지 시도는 마우스 항체 생산성이 결손된 마우스 균주를 인간 Ig 유전자좌의 큰 단편으

로 유전자 조작하는 것인데, 그 이유는 이와 같은 마우스가 마우스 항체 대신 인간 항체를 다량의 집적물로 생성할 수 있을

것으로 예상되기 때문이다. 인간 Ig의 큰 단편은 항체 생성 및 발현의 적절한 조절 뿐 아니라 매우 큰 가변 유전자 다양성을

보유할 수 있다. 이와 같은 항체 다양화 및 선택에 대한 마우스 기구와 인간 단백질에 대한 면역학적 내성의 결실을 이용하

면, 이 마우스 균주내 복제된 인간 항체 목록으로는 인간 항원을 비롯한 임의의 목적 항원에 대한 높은 친화성의 항체가 생

성될 것이다. 또한, 하이브리도마 기법을 사용하면, 바람직한 특이성이 있는 항원 특이적 인간 Mab를 쉽게 제조 및 선택할

수 있다.

이와 같은 일반적인 전략의 유용성은 1994년에 공개된 최초 XenoMouse(등록상표명)의 생성을 통해 입증하였다[Green

et al. Nature Genetics 7:13-21(1994)]. 이 XenoMouse(등록상표명) 균주는 코어 가변 영역 서열과 불변 영역 서열을

각각 포함하는 인간 중쇄 좌 및 카파 경쇄 좌의 245 kb 및 190 kb 크기의 배선 형태 단편을 함유하는 효모 인공 염색체

(YAC)에 의해 유전자조작된 것이다(동일 서적). YAC를 포함하는 인간 Ig은 항체 재배열과 발현을 위한 마우스 시스템과

화합성인 것으로 입증되어 있으며, 불활성화된 마우스 Ig 유전자 대신 사용될 수 있다. 이것은 B 세포 발생을 유도하고, 성

인계 인간의 완전한 인간 항체 목록을 생성하고, 항원 특이적 인간 Mab를 생성하는 특성을 통해 입증되었다. 또한, 이와

같은 결과는 다수의 V 유전자, 부가 조절 인자 및 인간 Ig 불변 영역을 포함하는 인간 Ig 대유전자좌부 도입을 통해 감염 및

면역화에 대한 인간 체액 반응의 특징인 완전한 목록을 실질적으로 반복할 것이라는 암시를 제공하였다. 최근에는 그린 등

(Green et al)의 연구에 따라, 각각 인간 중쇄 좌 및 카파 경쇄 좌의 메가염기 크기의 배선 형태인 YAC 단편의 도입을 통해

인간 항체 목록의 약 80% 이상을 도입시킬 수 있게 되었다[본 명세서에 참고 인용되는 문헌 Mendez et al. Nature

Genetics 15:146-156(1997) 및 미국 특허 출원 일련 번호 08/759,620(1996.12.3)].

이와 같은 시도에 대해서는 미국 특허 출원 일련 번호 07/466,008(1990.1. 12), 07/610,515(1990.11.8), 07/919,297

(1992.7.24), 07/922,649(1992.7.30), 08/031,801(1993.3.15), 08/112,848(1993.8.27), 08/234,145(1994.4.28), 08/

376,279(1995.1.20), 08/430,938(1995.4.27), 08/464,584(1995.6.5), 08/464,582(1995.6.5), 08/463,191(1995.6.5)
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, 08/462,837(1995.6.5), 08/486,853(1995.6.5), 08/486,857(1995.6.5), 08/486,859(1995.6.5), 08/462,513

(1995.6.5), 08/724,752(1996.10.2) 및 08/759,620(1996.12.3)에 더욱 상세히 토론되고, 설명되어 있다. 또한, 문헌

[Mendez et al. Nature Genetics 15:146-156(1997)]과, 유럽 특허 EP 0 463 151 B1(1996.6.12 특허 허여 공개됨), 국

제 특허 출원 번호 WO94/02602(1994.2.3), 국제 특허 출원 번호 WO 96/34096(1996.10.31 공개) 및 PCT 출원 번호

PCT/US96/05928(1996.4.29)을 참조하라. 이와 같은 특허, 출원 및 참조 문헌들 각각의 명세서는 전체적으로 본 발명에

참고 인용되었다.

진팜 인터내셔널 인크.(GenPharm International Inc.)를 비롯한 다른 연구자들의 또 다른 시도로는, "미니좌(minilocus)"

시도의 이용이 있다. 미니좌 시도에서는 Ig 좌 유래의 조각(각 유전자)의 병입을 통해 외인성 Ig 좌를 유사하게 만들었다.

따라서, 1 이상의 VH 유전자, 1 이상의 DH 유전자, 1 이상의 JH 유전자, 뮤(mu) 불변 영역 및 제2 불변 영역(바람직하게는

감마 불변 영역)을 동물에 삽입시키기 위한 작제물로 만들었다. 이와 같은 시도에 대해서는 미국 특허 제5,545,807호

(Surani et al.) 및 미국 특허 제5,545,806호와 제5,625,825호(Lonberg and Kay) 및 진팜 인터내셔널 인크의 미국 특허

출원 일련 번호 07/574,748(1990.8.29), 07/575,962(1990.8.31), 07/810,279(1991.12.17), 07/853,408(1992.3.18),

07/904,068(1992.6.23), 07/990,860(1992.12.16), 08/053,131(1993.4.26), 08/096,762(1993.7.22), 08/155,301

(1993.11.18), 08/161,739(1993.12.3), 08/165,699(1993.12.10), 08/209,741(1994.3.9)[본 명세서에 참고 인용됨)에

기재되어 있다. 또한, 본 명세서에 참고 인용되는 국제 특허 출원 번호 WO 94/25585(공개일: 1994.11.10), WO 93/

12227(1993.6.24), WO 92/22645 (1999.12.23), WO 92/03918(1992.3.19), 문헌[Taylor et al., 1992, Chen et al.,

1993, Tuaillon et al., 1993, Choi et al., 1993, Lonberg et al.(1994), Taylor et al.(1994) 및 Tuaillon et al.(1995)]을

참조하라.

메디컬 리서치 카운슬("MRC")에 양도된 전술한 특허(Surani et al.)의 발명자들은 미니좌 시도를 사용하여 Ig 좌를 보유하

는 돌연변이 마우스를 제조하였다. 이 발명자들에 이어 전술한 진팜 인터내셔널의 작업에 참여한 발명자(Lonberg와 Kay)

는 상기 수라니 외 다수의 연구를 실질적으로 반복하면서 동시에 내인성 마우스 Ig좌의 불활성화를 제안하였다.

미니좌 시도의 장점은 Ig 좌의 일부를 포함하는 작제물을 제조하여 동물 중으로 도입시킬 때의 신속성이다. 하지만, 미니

좌 시도는 이론적으로 V, D 및 J 유전자를 소수 병입하여 충분한 다양성을 얻을 수 없다는 큰 단점이 있다. 이와 같은 사실

은 공개된 연구를 통해 지지되는데, 미니좌 시도의 이용을 통해 제조된 동물의 B 세포 발생 및 항체 생성은 저해된 상태인

것으로 나타난다. 따라서, 본 발명에 관한 연구는 주로 Ig 대유전자좌 부를 도입시켜 보다 큰 다양성을 얻고, 동물의 면역

목록을 재구성하려는 시도에 관한 것이다.

인간 항마우스 항체(HAMA) 반응은 키메라 항체 또는 다른 인체화된 항체 제조 산업의 주요 역할을 하고 있다. C225 항체

는 인간 불변 영역과 쥐의 가변 영역을 보유하는 키메라 항체인 바, 특히 이 항체의 만성 투여 또는 복수 투여량 이용시 특

정 인간 항키메라 항체(HACA) 반응이 관찰될 것으로 예상된다.

따라서, HAMA 또는 HACA 반응의 관여 및/또는 효과를 무효화하기 위하여 C225와 비교하여 유사하거나 향상된 활성을

보유하는 EGF-r에 대한 완전한 인간 항체를 제공하는 것이 바람직하다.

도면의 간단한 설명

도 1은 하이브리도마 E1.1에 의해 분비되는 중쇄 면역글로불린 분자의 아미노산 서열이다. 중쇄 가변 유전자 4-31에 의

해 암호화되는 서열과 E1.1 분비형 중쇄 서열 간의 차이는 굵고 큰 활자로 나타내었다. CDR1에서 CDR3까지의 인접 서열

은 밑줄을 그어 표시하고 CDR1, CDR2 및 CDR3 서열에는 각각 2중선 표시를 하였다.

도 2는 하이브리도마 E1.1로부터 클로닝된 도 1의 중쇄 면역글로불린 분자를 암호하는 cDNA의 뉴클레오티드 서열이다.

도 3은 하이브리도마 E1.1에 의해 분비되는 카파 경쇄 면역글로불린 분자의 아미노산 서열이다. 경쇄 가변 유전자 018에

의해 암호화되는 서열과 E1.1 분비형 경쇄 서열간의 차이는 굵고 큰 활자로 나타내었다. CDR1에서 CDR3까지의 인접 서

열은 밑줄을 그어 표시하고 CDR1, CDR2 및 CDR3 서열에는 각각 2중선 표시를 하였다.

도 4는 하이브리도마 E1.1로부터 클로닝된 도 3의 카파 경쇄 면역글로불린 분자를 암호하는 cDNA의 뉴클레오티드 서열

이다.
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도 5는 하이브리도마 E2.4에 의해 분비되는 중쇄 면역글로불린 분자의 아미노산 서열이다. 중쇄 가변 유전자 4-31에 의

해 암호화되는 서열과 E2.4 분비형 중쇄 서열간의 차이는 굵고 큰 활자로 나타내었다. CDR1에서 CDR3까지의 인접 서열

은 밑줄을 그어 표시하고 CDR1, CDR2 및 CDR3 서열에는 각각 2중선 표시를 하였다.

도 6은 하이브리도마 E2.4로부터 클로닝된 도 5의 중쇄 면역글로불린 분자를 암호하는 cDNA의 뉴클레오티드 서열이다.

도 7은 하이브리도마 E2.4에 의해 분비되는 카파 경쇄 면역글로불린 분자의 아미노산 서열이다. 경쇄 가변 유전자 018에

의해 암호화되는 서열과 E2.4 분비형 경쇄 서열간의 차이는 굵고 큰 활자로 나타내었다. CDR1에서 CDR3까지의 인접 서

열은 밑줄을 그어 표시하고 CDR1, CDR2 및 CDR3 서열에는 각각 2중선 표시를 하였다.

도 8은 하이브리도마 E2.4로부터 클로닝된 도 7의 카파 경쇄 면역글로불린 분자를 암호하는 cDNA의 뉴클레오티드 서열

이다.

도 9는 하이브리도마 E2.5에 의해 분비되는 중쇄 면역글로불린 분자의 아미노산 서열이다. 중쇄 가변 유전자 4-31에 의

해 암호화되는 서열과 E2.5 분비형 중쇄 서열간의 차이는 굵고 큰 활자로 나타내었다. CDR1에서 CDR3까지의 인접 서열

은 밑줄을 그어 표시하고 CDR1, CDR2 및 CDR3 서열에는 각각 2중선 표시를 하였다.

도 10은 하이브리도마 E2.5로부터 클로닝된 도 9의 중쇄 면역글로불린 분자를 암호하는 cDNA의 뉴클레오티드 서열이다.

도 11은 하이브리도마 E2.5에 의해 분비되는 카파 경쇄 면역글로불린 분자의 아미노산 서열이다. 경쇄 가변 유전자 018에

의해 암호화되는 서열과 E2.5 분비형 경쇄 서열간의 차이는 굵고 큰 활자로 나타내었다. CDR1에서 CDR3까지의 인접 서

열은 밑줄을 그어 표시하고 CDR1, CDR2 및 CDR3 서열에는 각각 2중선 표시를 하였다.

도 12는 하이브리도마 E2.5로부터 클로닝된 도 11의 카파 경쇄 면역글로불린 분자를 암호하는 cDNA의 뉴클레오티드 서

열이다.

도 13은 하이브리도마 E6.2에 의해 분비되는 중쇄 면역글로불린 분자의 아미노산 서열이다. 중쇄 가변 유전자 4-31에 의

해 암호화되는 서열과 E6.2 분비형 중쇄 서열간의 차이는 굵고 큰 활자로 나타내었다. CDR1에서 CDR3까지의 인접 서열

은 밑줄을 그어 표시하고 CDR1, CDR2 및 CDR3 서열에는 각각 2중선 표시를 하였다.

도 14는 하이브리도마 E6.2로부터 클로닝된 도 13의 중쇄 면역글로불린 분자를 암호하는 cDNA의 뉴클레오티드 서열이

다.

도 15는 하이브리도마 E6.2에 의해 분비되는 카파 경쇄 면역글로불린 분자의 아미노산 서열이다. 경쇄 가변 유전자 018에

의해 암호화되는 서열과 E6.2 분비형 경쇄 서열간의 차이는 굵고 큰 활자로 나타내었다. CDR1에서 CDR3까지의 인접 서

열은 밑줄을 그어 표시하고 CDR1, CDR2 및 CDR3 서열에는 각각 2중선 표시를 하였다.

도 16은 하이브리도마 E6.2로부터 클로닝된 도 15의 카파 경쇄 면역글로불린 분자를 암호하는 cDNA의 뉴클레오티드 서

열이다.

도 17은 하이브리도마 E6.4에 의해 분비되는 중쇄 면역글로불린 분자의 아미노산 서열이다. 중쇄 가변 유전자 4-31에 의

해 암호화되는 서열과 E6.4 분비형 중쇄 서열간의 차이는 굵고 큰 활자로 나타내었다. CDR1에서 CDR3까지의 인접 서열

은 밑줄을 그어 표시하고 CDR1, CDR2 및 CDR3 서열에는 각각 2중선 표시를 하였다.

도 18은 하이브리도마 E6.2로부터 클로닝된 도 17의 중쇄 면역글로불린 분자를 암호하는 cDNA의 뉴클레오티드 서열이

다.

도 19는 하이브리도마 E6.4에 의해 분비되는 카파 경쇄 면역글로불린 분자의 아미노산 서열이다. 경쇄 가변 유전자 018에

의해 암호화되는 서열과 E6.4 분비형 경쇄 서열간의 차이는 굵고 큰 활자로 나타내었다. CDR1에서 CDR3까지의 인접 서

열은 밑줄을 그어 표시하고 CDR1, CDR2 및 CDR3 서열에는 각각 2중선 표시를 하였다.

도 20은 하이브리도마 E6.4로부터 클로닝된 도 19의 카파 경쇄 면역글로불린 분자를 암호하는 cDNA의 뉴클레오티드 서

열이다.
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도 21은 하이브리도마 E2.11에 의해 분비되는 중쇄 면역글로불린 분자의 아미노산 서열이다. 중쇄 가변 유전자 4-61에

의해 암호화되는 서열과 E2.11 분비형 중쇄 서열간의 차이는 굵고 큰 활자로 나타내었다. CDR1에서 CDR3까지의 인접 서

열은 밑줄을 그어 표시하고 CDR1, CDR2 및 CDR3 서열에는 각각 2중선 표시를 하였다.

도 22는 하이브리도마 E2.11로부터 클로닝된 도 21의 중쇄 면역글로불린 분자를 암호하는 cDNA의 뉴클레오티드 서열이

다.

도 23은 하이브리도마 E2.11에 의해 분비되는 카파 경쇄 면역글로불린 분자의 아미노산 서열이다. 경쇄 가변 유전자 018

에 의해 암호화되는 서열과 E2.11 분비형 경쇄 서열간의 차이는 굵고 큰 활자로 나타내었다. CDR1에서 CDR3까지의 인접

서열은 밑줄을 그어 표시하고 CDR1, CDR2 및 CDR3 서열에는 각각 2중선 표시를 하였다.

도 24는 하이브리도마 E2.11로부터 클로닝된 도 23의 카파 경쇄 면역글로불린 분자를 암호하는 cDNA의 뉴클레오티드

서열이다.

도 25는 하이브리도마 E6.3에 의해 분비되는 중쇄 면역글로불린 분자의 아미노산 서열이다. 중쇄 가변 유전자 4-61에 의

해 암호화되는 서열과 E6.3 분비형 중쇄 서열간의 차이는 굵고 큰 활자로 나타내었다. CDR1에서 CDR3까지의 인접 서열

은 밑줄을 그어 표시하고 CDR1, CDR2 및 CDR3 서열에는 각각 2중선 표시를 하였다.

도 26은 하이브리도마 E6.3으로부터 클로닝된 도 25의 중쇄 면역글로불린 분자를 암호하는 cDNA의 뉴클레오티드 서열

이다.

도 27은 하이브리도마 E6.3에 의해 분비되는 카파 경쇄 면역글로불린 분자의 아미노산 서열이다. 경쇄 가변 유전자 018에

의해 암호화되는 서열과 E6.3 분비형 경쇄 서열간의 차이는 굵고 큰 활자로 나타내었다. CDR1에서 CDR3까지의 인접 서

열은 밑줄을 그어 표시하고 CDR1, CDR2 및 CDR3 서열에는 각각 2중선 표시를 하였다.

도 28은 하이브리도마 E6.3으로부터 클로닝된 도 27의 카파 경쇄 면역글로불린 분자를 암호하는 cDNA의 뉴클레오티드

서열이다.

도 29는 하이브리도마 E7.6.3에 의해 분비되는 중쇄 면역글로불린 분자의 아미노산 서열이다. 중쇄 가변 유전자 4-61에

의해 암호화되는 서열과 E7.6.3 분비형 중쇄 서열간의 차이는 굵고 큰 활자로 나타내었다. CDR1에서 CDR3까지의 인접

서열은 밑줄을 그어 표시하고 CDR1, CDR2 및 CDR3 서열에는 각각 2중선 표시를 하였다.

도 30은 하이브리도마 E7.6.3으로부터 클로닝된 도 29의 중쇄 면역글로불린 분자를 암호하는 cDNA의 뉴클레오티드 서

열이다.

도 31은 하이브리도마 E7.6.3에 의해 분비되는 카파 경쇄 면역글로불린 분자의 아미노산 서열이다. 경쇄 가변 유전자 018

에 의해 암호화되는 서열과 E7.6.3 분비형 경쇄 서열간의 차이는 굵고 큰 활자로 나타내었다. CDR1에서 CDR3까지의 인

접 서열은 밑줄을 그어 표시하고 CDR1, CDR2 및 CDR3 서열에는 각각 2중선 표시를 하였다.

도 32는 하이브리도마 E7.6.3으로부터 클로닝된 도 31의 카파 경쇄 면역글로불린 분자를 암호하는 cDNA의 뉴클레오티

드 서열이다.

도 33은 특정 항체의 중쇄를 암호하는 특정 VH 유전자의 아미노산 서열과 특정 항EGF-r 항체 중쇄 아미노산 서열을 비교

제시한 것이다.

도 34는 특정 항체의 경쇄를 암호하는 특정 VK 유전자의 아미노산 서열과 특정 항EGF-r 항체 경쇄 아미노산 서열을 비교

제시한 것이다.

도 35는 인간 항EGF-r 항체를 사용하여 시험관내 실험한 인간 유상피암 A431 세포에 대한 EGF 결합의 차단 결과를 도

시한 것이다. 이 도면에서 (□)는 본 발명에 따라 항EGF-r 항체에 의해 얻어지는 결과를 도시한 것이고, (●)은 쥐의 모노

클로날 항체 225에 의해 얻어지는 결과를 도시한 것이며, (▲)는 대조용의 비특이적 인간 IgG2 항체에 의해 얻어지는 결과

를 도시한 것이다.
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도 36은 인간 항EGF-r 항체를 사용하여 시험관내 실험한 인간 유상피암 A431 세포에 대한 EGF 결합의 억제 결과를 도

시한 것이다. 이 도면에서 (□)는 쥐의 모노클로날 항체 225에 의해 얻어지는 결과를 도시한 것이고, (○)은 쥐의 모노클로

날 항체 528에 의해 얻어지는 결과를 도시한 것이며, (▼)은 본 발명에 기재된 E1.1 항체를 사용하여 얻은 결과를 도시한

것이고, (▲)은 본 발명에 기재된 E2.4 항체를 사용하여 얻은 결과를 도시한 것이며, (▶)은 본 발명에 기재된 E2.5 항체를

사용하여 얻은 결과를 도시한 것이고, (◀)은 본 발명에 기재된 E2.6 항체를 사용하여 얻은 결과를 도시한 것이며, (◆)은

본 발명에 기재된 E2.11 항체를 사용하여 얻은 결과를 도시한 것이고, ( )은 대조용의 비특이적 인간 IgG2 항체를 사용

하여 얻은 결과를 도시한 것이다.

도 37은 인간 항EGF-r 항체를 사용하여 시험관내 실험한 인간 유상피암 A431 세포에 대한 TGF-α결합의 억제 결과를 도

시한 것이다. 이 도면에서 (□)는 쥐의 모노클로날 항체 225에 의해 얻어지는 결과를 도시한 것이고, (◆)은 본 발명에 기재

된 E6.2 항체를 사용하여 얻은 결과를 도시한 것이고, (●)은 본 발명에 기재된 E6.3 항체를 사용하여 얻은 결과를 도시한

것이며, (▲)은 본 발명에 기재된 E7.2 항체를 사용하여 얻은 결과를 도시한 것이고, (■)은 본 발명에 기재된 E7.10 항체

를 사용하여 얻은 결과를 도시한 것이며, (▼)은 E7.6.3 항체를 사용하여 얻은 결과를 도시한 것이고, ( )은 대조용의 비특

이적 인간 IgG2 항체를 사용하여 얻은 결과를 도시한 것이다.

도 38은 인간 항EGF-r 항체를 사용하여 시험관내 실험한 인간 결장암 SW948 세포에 대한 EGF 결합의 억제 결과를 도시

한 것이다. 이 도면에서, (●)은 본 발명에 기재된 항EGF-r 항체에 의해 얻어지는 결과를 도시한 것이고, (□)는 쥐의 모노

클로날 항체 225에 의해 얻어지는 결과를 도시한 것이며, (▲)는 대조용의 비특이적 인간 IgG2 항체를 사용하여 얻은 결과

를 도시한 것이다.

도 39는 제노마우스(XenoMouse) II 균주 유래의 인간 항EGF-r 항체가 시험관내에서 SW948 세포의 성장을 억제함을 도

시한 것이며, 이 도면에서 (○)는 본 발명에 기재된 항EGF-r 항체에 의해 얻어지는 결과를 도시한 것이고, (□)는 쥐의 모

노클로날 항체 225에 의해 얻어지는 결과를 도시한 것이며, (▲)는 대조용의 비특이적 인간 IgG2 항체에 의해 얻어지는 결

과를 도시한 것이다.

도 40은 본 발명에 기재된 인간 항EGF-r 항체를 생체내에서 이용하여 실험한 누드 마우스에 존재하는 인간 유상피암

A431 세포 성장의 억제 결과를 도시한 것이다. 이 도면에서 (▲)는 본 발명에 기재된 인간 항EGF-r 항체 1 ㎎을 투여하여

얻은 결과를 도시한 것이고, (▼)는 본 발명에 기재된 인간 항EGF-r 항체 0.2 ㎎을 투여하여 얻은 결과를 도시한 것이며,

(□)는 대조용의 비특이적 인간 IgG2 항체에 의해 얻어지는 결과를 도시한 것이고, (○)는 대조군으로 인산염 완충 식염수

를 이용하여 얻은 결과를 도시한 것이다.

도 41은 본 발명에 기재된 인간 항EGF-r 항체를 생체내에서 이용하여 얻은, 19일째 종양 발생도를 나타내는 누드 마우스

내 유상피암 형성의 억제에 관한 데이터를 도시한 것이다.

도 42는 본 발명에 기재된 인간 항EGF-r 항체를 생체내에서 이용하여 얻은, 120일째 종양 발생도를 나타내는 누드 마우

스내 유상피암 형성의 억제에 관한 데이터를 도시한 것이다.

도 43은 본 발명에 기재된 인간 항EGF-r 항체를 생체내에서 이용하여 얻은, 누드 마우스내 형성된 인간 유상피 종양의 근

절에 관한 데이터를 도시한 것이다. 이 도면에서 (▲)는 본 발명에 기재된 인간 항EGF-r 항체(E7.6.3)를 각각 1 ㎎씩 복수

투여하여 얻은 결과를 도시한 것이고, (×)는 독소루비신을 각각 125 ㎍씩 2회 투여하여 얻은 결과를 도시한 것이며, (××)

는 독소루비신을 각각 125 ㎍ 씩 2회 투여함과 동시에 본 발명에 기재된 인간 항EGF-r 항체(E7.6.3)를 각각 1 ㎎씩 복수

투여하여 얻은 결과를 도시한 것이며, (■)는 대조용의 비특이적 인간 IgG2 항체에 의해 얻어지는 결과를 도시한 것이고,

(◆)는 대조군으로 인산염 완충 식염수를 사용하여 얻은 결과를 도시한 것이다.

도 44는 본 발명에 기재된 인간 항EGF-r 항체를 생체내에서 이용하여 얻은, 누드 마우스내 형성된 인간 유상피 종양의 근

절에 관한 데이터를 도시한 것이다. 이 도면에서 (◆)는 본 발명에 기재된 인간 항EGF-r 항체(E2.5)를 각각 0.5 ㎎씩 복수

투여하여 얻은 결과를 도시한 것이고, (■)는 독소루비신을 각각 125 ㎍씩 2회 투여하여 얻은 결과를 도시한 것이며, (▲)

는 독소루비신을 각각 125 ㎍ 씩 2회 투여함과 동시에 본 발명에 기재된 인간 항EGF-r 항체(E2.5)를 각각 0.5 ㎎씩 복수

투여하여 얻은 결과를 도시한 것이며, (×)는 대조군으로 인산염 완충 식염수를 사용하여 얻은 결과를 도시한 것이고,

(××)는 대조용의 비특이적 인간 IgG2 항체를 1 ㎎의 투여량으로 사용하여 얻은 결과를 도시한 것이다.

발명의 상세한 설명
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발명의 개요

본 발명의 제1 목적은, 도 2, 6, 10, 14, 18, 22, 26 및 30에 도시된 뉴클레오티드 서열로 표시되는 인간 VH 4계 유전자 및

이것의 임의의 돌연변이에 의해 서열 중 일부가 암호화되는 중쇄 가변 영역 아미노산 서열을 포함하는 상피 성장 인자 수

용체에 대한 항체를 제공하는 것이다. 바람직한 양태로서, 중쇄 가변 영역의 아미노산 서열은 잔기 10번에 아스파르트산

아미노산 치환을 포함한다.

본 발명의 제2 목적은, 도 2, 6, 10, 14 및 18에 도시된 뉴클레오티드 서열로 표시되는 인간 VH 4-31 유전자 및 이것의 임

의의 돌연변이에 의해 서열 중 일부가 암호화되는 중쇄 가변 영역 아미노산 서열을 포함하는 상피 성장 인자 수용체에 대

한 항체를 제공하는 것이다. 바람직한 양태로서, 중쇄 가변 영역은 서열 23에 나타낸 바와 같은 CDR1에서 부터 CDR3까지

의 인접 서열을 포함한다. 또 다른 바람직한 양태로서, 이 항체는 서열 24에 나타낸 서열을 함유하는 경쇄 가변 영역을 더

포함한다. 또한, 중쇄 가변 영역은 서열 25에 나타낸 CDR1 내지 CDR3의 인접 서열을 포함하는 것이 바람직하다C또, 항체

는 서열 26에 나타낸 서열을 함유하는 경쇄 가변 영역을 더 포함하는 것이 바람직하다. 중쇄 가변 영역은 서열 27에 나타

낸 CDR1 내지 CDR3의 인접 서열을 포함하는 것도 좋다. 또 다른 바람직한 양태로서, 항체는 서열 28에 나타낸 서열을 함

유하는 경쇄 가변 영역을 더 포함하는 것이 좋다. 또 다른 바람직한 양태로서, 중쇄 가변 영역은 서열 29에 나타낸 CDR1

내지 CDR3의 인접 서열을 포함하는 것이 좋다. 또 다른 바람직한 양태로서, 항체는 서열 30에 나타낸 서열을 함유하는 경

쇄 가변 영역을 더 포함하는 것이 좋다. 또 다른 바람직한 양태로서, 중쇄 가변 영역은 서열 31에 나타낸 CDR1 내지 CDR3

의 인접 서열을 포함하는 것이 좋다. 또 다른 바람직한 양태로서, 항체는 서열 32에 나타낸 서열을 함유하는 경쇄 가변 영

역을 더 포함하는 것이 좋다.

본 발명의 제3 목적은, 도 22, 26 및 30에 도시된 뉴클레오티드 서열로 표시되는 인간 VH 4-61 유전자 및 이것의 임의의

돌연변이에 의해 서열 중 일부가 암호화되는 중쇄 가변 영역 아미노산 서열을 포함하는 상피 성장 인자 수용체에 대한 항

체를 제공하는 것이다. 바람직한 양태로서, 중쇄 가변 영역은 서열 33에 나타낸 바와 같은 CDR1 내지 CDR3의 인접 서열

을 포함하는 것이 좋다. 또 다른 바람직한 양태로서, 항체는 서열 34에 나타낸 서열을 함유하는 경쇄 가변 영역을 더 포함

하는 것이 좋다. 또한, 중쇄 가변 영역은 서열 35에 나타낸 CDR1 내지 CDR3의 인접 서열을 포함하는 것이 바람직하다.

또, 항체는 서열 36에 나타낸 서열을 함유하는 경쇄 가변 영역을 더 포함하는 것이 바람직하다. 중쇄 가변 영역은 서열 37

에 나타낸 CDR1 내지 CDR3의 인접 서열을 포함하는 것도 좋다. 또 다른 바람직한 양태로서, 항체는 서열 38에 나타낸 서

열을 함유하는 경쇄 가변 영역을 더 포함하는 것이 좋다.

본 발명의 제4 목적은, 도 4, 8, 12, 16, 20, 24, 28 및 32에 도시된 뉴클레오티드 서열로 표시되는 인간 VK I계 유전자 및

이것의 임의의 돌연변이에 의해 서열 중 일부가 암호화되는 경쇄 가변 영역 아미노산 서열을 포함하는 상피 성장 인자 수

용체에 대한 항체를 제공하는 것이다. 바람직한 양태로서, 경쇄 가변 영역은 서열 24에 나타낸 서열을 포함하는 것이 좋다.

또 다른 바람직한 양태로서, 경쇄 가변 영역은 서열 26에 나타낸 서열을 포함하는 것이 좋다. 또 다른 바람직한 양태로서,

경쇄 가변 영역은 서열 28에 나타낸 서열을 포함하는 것이 좋다. 또 다른 바람직한 양태로서, 경쇄 가변 영역은 서열 30에

나타낸 서열을 포함하는 것이 좋다. 또 다른 바람직한 양태로서, 경쇄 가변 영역은 서열 32에 나타낸 서열을 포함하는 것이

좋다. 또 다른 바람직한 양태로서, 경쇄 가변 영역은 서열 34에 나타낸 서열을 포함하는 것이 좋다. 또 다른 바람직한 양태

로서, 경쇄 가변 영역은 서열 36에 나타낸 서열을 포함하는 것이 좋다. 또 다른 바람직한 양태로서, 경쇄 가변 영역은 서열

38에 나타낸 서열을 포함하는 것이 좋다.

본 발명의 제5 목적은, 서열 23에 기재된 CDR1 내지 CDR3의 인접 서열을 함유하는 중쇄 가변 영역을 포함하는 상피 성장

인자 수용체에 대한 항체를 제공하는 것이다. 바람직한 양태로서, 항체는 서열 24에 기재된 서열을 함유하는 경쇄 가변 영

역을 더 포함하는 것이 좋다.

본 발명의 제6 목적은, 서열 25에 기재된 CDR1 내지 CDR3의 인접 서열을 함유하는 중쇄 가변 영역을 포함하는 상피 성장

인자 수용체에 대한 항체를 제공하는 것이다. 바람직한 양태로서, 항체는 서열 26에 기재된 서열을 함유하는 경쇄 가변 영

역을 더 포함하는 것이 좋다.

본 발명의 제7 목적은, 서열 27에 기재된 CDR1 내지 CDR3의 인접 서열을 함유하는 중쇄 가변 영역을 포함하는 상피 성장

인자 수용체에 대한 항체를 제공하는 것이다. 바람직한 양태로서, 항체는 서열 28에 기재된 서열을 함유하는 경쇄 가변 영

역을 더 포함하는 것이 좋다.
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본 발명의 제8 목적은, 서열 29에 기재된 CDR1 내지 CDR3의 인접 서열을 함유하는 중쇄 가변 영역을 포함하는 상피 성장

인자 수용체에 대한 항체를 제공하는 것이다. 바람직한 양태로서, 항체는 서열 30에 기재된 서열을 함유하는 경쇄 가변 영

역을 더 포함하는 것이 좋다.

본 발명의 제9 목적은, 서열 31에 기재된 CDR1 내지 CDR3의 인접 서열을 함유하는 중쇄 가변 영역을 포함하는 상피 성장

인자 수용체에 대한 항체를 제공하는 것이다. 바람직한 양태로서, 항체는 서열 32에 기재된 서열을 함유하는 경쇄 가변 영

역을 더 포함하는 것이 좋다.

본 발명의 제10 목적은, 서열 33에 기재된 CDR1 내지 CDR3의 인접 서열을 함유하는 중쇄 가변 영역을 포함하는 상피 성

장 인자 수용체에 대한 항체를 제공하는 것이다. 바람직한 양태로서, 항체는 서열 34에 기재된 서열을 함유하는 경쇄 가변

영역을 더 포함하는 것이 좋다.

본 발명의 제11 목적은, 서열 35에 기재된 CDR1 내지 CDR3의 인접 서열을 함유하는 중쇄 가변 영역을 포함하는 상피 성

장 인자 수용체에 대한 항체를 제공하는 것이다. 바람직한 양태로서, 항체는 서열 36에 기재된 서열을 함유하는 경쇄 가변

영역을 더 포함하는 것이 좋다.

본 발명의 제12 목적은, 서열 37에 기재된 CDR1 내지 CDR3의 인접 서열을 함유하는 중쇄 가변 영역을 포함하는 상피 성

장 인자 수용체에 대한 항체를 제공하는 것이다. 바람직한 양태로서, 항체는 서열 38에 기재된 서열을 함유하는 경쇄 가변

영역을 더 포함하는 것이 좋다.

본 발명의 제13 목적은, 전술한 본 발명의 항체 중 하나를 고체 종양이 있는 환자에게 투여하는 것을 특징으로 하여, 상피

성장 인자 수용체에 대한 항체를 사용하여 고체 종양을 치료하는 방법을 제공하는 것이다.

바람직한 양태의 상세한 설명

본 발명은 인간 상피 성장 인자 수용체(EGF-r)에 대한 완전한 인간 모노클로날 항체를 제공한다. 또한, 본 발명은 중쇄 및

경쇄 면역글로불린 분자를 포함하는 아미노산 서열 및 상기 면역글로불린 분자를 암호하는 뉴클레오티드 서열, 구체적으

로 CDR1에서 부터 CDR3까지의 인접 중쇄 및 경쇄 서열에 해당하는 서열도 제공한다. 이와 같은 면역글로불린 분자 및 모

노클로날 항체를 발현하는 하이브리도마 역시 제공한다.

정의

다른 표시가 없는 한, 본 명세서에 기재된 모든 과학적, 기술적 용어는 당해 기술 분야의 통상의 지식을 가진 자가 이해하

고 있는 의미를 나타내는 것이다. 또한, 문맥상 다른 의미가 필요 없는 한, 단수 표현은 복수의 의미도 포함하고, 복수 표현

은 단수의 의미도 포함한다. 일반적으로, 본 명세서에 기재된 세포 및 조직 배양, 분자 생물학, 단백질 및 올리고뉴클레오

티드 또는 폴리뉴클레오티드 화학 및 하이브리드화와 관련하여 사용된 명명법과 그 기법은 당해 기술 분야에 공지되고 널

리 사용되는 것이다. 재조합 DNA, 올리고뉴클레오티드 합성 및 조직 배양과 형질전환(예, 전기침투, 리포펙션)의 기법으

로는 표준 기법을 사용하였다. 효소 반응과 정제 기법은 당해 기술분야에 통상적인 방법이나 본 명세서에 기재된 방법 또

는 제조자의 설명에 따라 실시하였다. 전술한 기법과 절차는 일반적으로 당해 기술 분야에 공지된 통상적인 방법 및 본 명

세서에 기재된 여러 일반 문헌 및 구체적인 참조 문헌에 기재된 바와 같이 실시한다[예컨대, 본 명세서에 참고 인용되는

Sambrook et al. Molecular Cloning : A Laboratory Manual(2d ed., Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold

Spring Harbor, N.Y.(1989)]. 본 명세서에 기재된 분석 화학, 합성 유기 화학, 약제 및 의약 화학의 실험 절차와 기법, 및

이와 관련하여 사용되는 명명법들은 당해 기술 분야에 공지되고 일반적으로 사용되는 것이다. 화학 합성, 화학 분석, 약제

제조, 배합, 투여, 환자 치료에는 표준 기법을 사용하였다.

본 명세서에 사용된 바와 같이, 다음 용어는 다른 표시가 없는 한 다음과 같은 의미를 나타내는 것이다.

본 명세서에 사용된 "분리된 폴리뉴클레오티드"란 용어는 게놈, cDNA 또는 합성 기원의 폴리뉴클레오티드 또는 이것의

일부 조합체를 의미하며, 그 기원에 따라 "분리된 폴리뉴클레오티드"는 (1) 이 "분리된 폴리뉴클레오티드"가 천연에서 발

견되는 폴리뉴클레오티드 전체 또는 일부에 결합되어 있지 않거나, (2) 천연에서 결합되어 있지 않은 폴리뉴클레오티드에

작동가능하게 결합되어 있거나, 또는 (3) 보다 큰 서열의 일부로서 천연에서는 발견되지 않는 것이다.

등록특허 10-0558110

- 9 -



본 명세서에 사용된 "분리된 단백질"이란 용어는 cDNA, 재조합 RNA 또는 합성 오리진의 단백질이거나 이것의 일부 조합

체를 의미하며, 그 기원이나 유도체화 공급원에 따라 "분리된 단백질"은 (1) 천연에서 발견되는 단백질들에 결합되어 있지

않거나, (2) 같은 공급원 유래의 다른 단백질, 예컨대 쥐 단백질이 없거나, (3) 이종 유래의 세포에 의해 발현되거나 또는

(4) 천연에서는 발견되지 않는 것이다.

본 명세서에 사용된 "폴리펩티드"란 용어는 일반적인 용어로서 천연 단백질, 단편 또는 폴리펩티드 서열의 유사체를 의미

한다. 이와 같은 천연 단백질, 단편 및 유사체는 그 폴리펩티드 속의 종이다. 본 발명에 따른 폴리펩티드는 도 1, 도 5, 도

9, 도 13, 도 17, 도 21, 도 25 및 도 29에 도시된 인간의 중쇄 면역글로불린 분자 및 도 3, 도 7, 도 11, 도 15, 도 19, 도

23, 도 27 및 도 31에 기재된 인간 카파 경쇄 면역글로불린 분자, 뿐만 아니라 카파 경쇄 면역글로불린 분자와 같은 경쇄

면역글로불린 분자와 함께 중쇄 면역글로불린 분자를 포함하는 조합체로 형성된 항체 분자 및 그 반대의 양태로 형성된 항

체 분자, 이것의 단편 및 유사체를 포함하는 것이 바람직하다.

대상물에 대하여 본 명세서에 사용된 "천연 발생"이란 용어는 그 대상물이 천연에서 발견된다는 사실을 의미하는 것이다.

예컨대, 유기체(바이러스 포함) 중에 존재하고, 천연의 공급원으로부터 분리할 수 있으며, 실험실에서 사람에 의해 또는 다

른 방식으로 의도적으로 변형되지 않은 폴리펩티드 또는 폴리뉴클레오티드 서열은 천연 발생인 것이다.

본 명세서에 사용된 "작동가능하게 결합된"이란 용어는 기재된 성분의 위치가 의도된 방식으로 기능을 할 수 있는 관계에

있음을 의미하는 것이다. 암호 서열에 "작동가능하게 결합된" 조절 서열은 암호 서열의 발현이 조절 서열과 화합성인 조건

하에서 이루어질 수 있는 방식으로 결찰된 것이다.

본 명세서에 사용된 "조절 서열"이란 용어는 결찰된 암호 서열의 발현과 프로세싱을 실시하는데 필수적인 폴리뉴클레오티

드 서열을 의미한다. 이와 같은 조절 서열의 특성은 숙주 유기체에 따라 다른데, 원핵 세포의 경우 이러한 조절 서열로는

일반적으로 프로모터, 리보솜 결합 부위 및 전사 종지 서열을 포함하고, 진핵 세포의 경우 이러한 조절 서열로는 프로모터

및 전사 종지 서열을 포함한다. "조절 서열"이란 용어는 최소한의 범위로 그 존재가 발현 및 프로세싱에 필수적이고, 그 존

재가 잇점을 제공하는 부가 성분, 예컨대 리더 서열 및 융합 파트너 서열을 포함할 수 있다.

본 명세서에 사용된 "폴리뉴클레오티드"란 용어는 리보뉴클레오티드이거나 데옥시뉴클레오티드, 또는 이 중 어느 한 뉴클

레오티드 형태의 변형된 형태이거나 간에 염기 길이가 10개 이상인 뉴클레오티드의 중합체 형태를 의미한다. 이 용어는

DNA의 1본쇄 및 2본쇄 형태를 포함한다.

본 명세서에 사용된 "올리고뉴클레오티드"란 용어는 천연 발생의 뉴클레오티드 및 천연 발생의 올리고뉴클레오티드 연쇄

와 합성 올리고뉴클레오티드 연쇄에 의해 함께 결합된 변형된 뉴클레오티드를 포함한다. 올리고뉴클레오티드는 일반적으

로 염기 길이가 200 이하인 폴리뉴클레오티드 아군이다. 이 올리고뉴클레오티드의 염기 길이는 10 내지 60인 것이 바람직

하고, 특히 12 내지 40인 것이 가장 바람직하다. 올리고뉴클레오티드는 일반적으로 1본쇄(예, 프로브용)이지만, 2본쇄(예,

유전자 돌연변이체 작제용)일 수도 있다. 본 발명의 올리고뉴클레오티드는 센스 올리고뉴클레오티드 또는 안티센스 올리

고뉴클레오티드일 수 있다.

본 명세서에 사용된 "천연 발생의 뉴클레오티드"란 용어는 데옥시리보뉴클레오티드 및 리보뉴클레오티드를 포함한다. 본

명세서에 사용된 "변형된 뉴클레오티드"란 용어는 변형 또는 치환된 당 기 등을 보유하는 뉴클레오티드를 포함한다. 본 명

세서에 사용된 "올리고뉴클레오티드 연쇄"라는 용어는 포스포로티오에이트, 포스포로디티오에이트, 포스포로셀레노에이

트, 포스포로디셀레노에이트, 포스포로아닐로티오에이트, 포스포아닐라데이트, 포스포로아미데이트 등과 같은 올리고뉴

클레오티드 연쇄를 포함한다[예컨대, LaPlanche et al. Nucl. Acids Res. 14:9081(1986); Stec et al., J.Am.Chem.Soc.

106:6077(1984); Stein et al. Nucl.Acids Res. 16:3209(1988); Zon et al. Anti-Cancer Drug Design 6:539(1991);

Zon et al. Oligonucleotides and Analogues: A Practical Approach, pp. 87-108(F. Eckstein, Ed., Oxford University

Press, Oxford England(1991)); Stec et al., 미국 특허 제5,151,510호; Uhlmann and Peyman Chemical Reviews

90:543(1990), 본 발명에 참고 인용됨]. 이 올리고뉴클레오티드는 필요한 경우 검출용 표지를 포함할 수 있다.

본 명세서에 사용된 "선택적으로 하이브리드하는"이란 용어는 검출가능하고 특이적으로 결합하는 것을 의미한다. 본 발명

에 따른 폴리뉴클레오티드, 올리고뉴클레오티드 및 이의 단편은 비특이적 핵산에 대한 검출가능한 결합 양을 최소로 하는

하이브리드화 및 세척 조건하에 핵산 가닥에 선택적으로 하이브리드한다. 당해 기술 분야에 공지되어 있고 본 명세서에 기

재된 바와 같은 선택적 하이브리드화 조건을 얻기 위해서는 고 스트린젠시(stringency) 조건을 사용할 수 있다. 일반적으

로 본 발명의 폴리뉴클레오티드, 올리고뉴클레오티드 및 단편과 당해의 핵산 간의 핵산 서열 상동성은 80% 이상, 보다 일

반적으로 최소 85%, 90%, 95%, 99% 및 100%인 증가된 상동성을 보유하는 것이 좋다. 2개의 아미노산 서열은 그 서열간
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에 부분적 동일성 또는 완전한 동일성이 있다면 상동성이다. 예컨대, 85% 상동성이란 두 서열을 최대 정합 상태로 정렬하

였을 때 아미노산의 85%가 동일한 것을 의미한다. 정합을 최대화하기 위해서는 갭(정합되어 있는 두 서열 중 어느 한 서열

중에 존재)도 허용한다. 갭의 길이는 5 이하인 것이 바람직하고, 특히 2 이하인 것이 바람직하다. 또는, 두 단백질 서열이

돌연변이 데이터 매트릭스를 보유한 프로그램 ALIGN을 사용하였을 때 정렬 스코어가 5 이상(표준 편차 단위)이고, 갭 패

널티가 6 이상인 경우 이 두 단백질 서열(또는 이 서열에서 유래되고 아미노산 길이가 30 이상인 폴리펩티드 서열)은 상동

성이다(이 용어가 본 명세서에 사용됨)[Dayhoff, M.O., in Atlas of Protein Sequence and Structure, pp.101-110

(Volume 5, National Biomedical Research Foundation(1972)) 및 이 책의 증보판 2, pp 1-10]. 이 두 서열이나 이것의

단편은 ALIGN 프로그램을 사용하여 최적으로 정렬하였을 때 그 아미노산 동일성이 50% 이상이라면 상동성인 것으로 보

다 바람직하다. 본 명세서에 사용된 "에 상응하는"이란 용어는 폴리뉴클레오티드 서열이 대조 폴리뉴클레오티드 서열 전체

또는 일부와 상동성(또는 엄중하게 진화적으로 관련있는 것이 아니라 동일한 것)이거나 또는 폴리펩티드 서열이 대조 폴리

펩티드 서열과 동일한 것을 의미한다. 이와 대조적으로, 본 명세서에 사용된 "에 상보적인"이란 용어는 상보적 서열이 대조

폴리뉴클레오티드 서열 전체 또는 일부에 상동성임을 의미하는 것이다. 예컨대, 뉴클레오티드 서열 "TATAC"는 대조 서열

"TATAC"에 상응하고, 대조 서열 "GTATA"에 상보적이다.

2 이상의 폴리뉴클레오티드 서열이나 아미노산 서열 간의 서열 관계를 나타내기 위하여 다음과 같은 용어, "대조 서열", "

비교 윈도우", "서열 동일성", "서열 동일성%" 및 "실질적 동일성"을 사용하였다. "대조 서열"이란 서열 비교의 기준으로 사

용된 소정의 서열을 말하는 것으로, 대조 서열은 예컨대 전길이 cDNA의 분절 또는 서열 목록에 제공된 유전자 서열의 분

절로서 보다 큰 서열의 아군이거나 완전한 cDNA 또는 유전자 서열을 포함할 수 있다. 일반적으로, 대조 서열은 뉴클레오

티드 길이가 18개 이상 또는 아미노산 길이가 6개 이상이고, 바람직하게는 뉴클레오티드 24개 이상 또는 아미노산 8개 이

상이며, 보다 바람직하게는 뉴클레오티드 48개 이상 또는 아미노산 16개 이상이다. 2개의 폴리뉴클레오티드 서열이나 아

미노산 서열은 각각 (1) 두 분자 간에 유사한 서열(즉, 완전한 폴리뉴클레오티드 또는 아미노산 서열의 일부)을 포함하고

(2) 2개의 폴리뉴클레오티드 또는 아미노산 서열간에 상이한 서열을 더 포함할 수 있으므로, 두 분자(또는 그 이상의 분자)

간의 서열 비교는 일반적으로 두 분자의 "비교 윈도우" 상의 서열을 비교하여 서열 유사성이 있는 국소 영역을 동정하고 비

교하여 실시한다. 본 명세서에 사용된 "비교 윈도우"란 용어는 18개 이상의 인접 뉴클레오티드 또는 6개 이상의 아미노산

서열을 가진 대조 서열과 비교될 수 있고, 이 비교 윈도우 중의 일부 폴리뉴클레오티드 서열이 두 서열을 최적 정렬할 경우

대조 서열(첨가 또는 결실을 포함하지 않는 서열)에 비해 20% 이하의 첨가, 결실, 치환 등(즉, 갭)을 포함할 수 있는 18개

이상의 인접 뉴클레오티드 위치 또는 6개 이상의 아미노산으로 된 관념상의 분절을 의미한다. 비교 윈도우를 정렬시킬 경

우 서열의 최적 정렬은 문헌[Smith and Waterman Adv.Appl.Math. 2:482(1981)]에 기재된 국소 상동성 알고리듬이나,

문헌[Needleman and Wunsch J.Mol.Biol. 48:443(1970)]에 기재된 상동성 정렬 알고리듬, 문헌[Pearson and Lipman

Proc.Natl.Acad.Sci.(U.S.A) 85:2444(1988)]에 기재된 유사성 방법에 대한 연구, 이 알고리듬의 컴퓨터 연산 수행[위스

콘신 제네틱스 소프트웨어 팩키지 릴리즈 7.0(미국 위스콘신주 매디슨 사이언스 드라이브 575 소재, 제네틱스 컴퓨터 그

룹), 진웍스(Geneworks) 또는 맥벡터(MacVector) 소프트웨어 팩키지 중의 GAP, BESTFIT, FASTA 및 TFASTA] 또는

조사(inspection)를 통해 실시할 수 있으며, 그 결과 각종 방법으로 생성되는 최상의 정렬(즉, 비교 윈도우 상에서 최고의

상동률을 나타냄)을 선택한다.

"서열 동일성"이란 2개의 폴리뉴클레오티드 또는 아미노산 서열이 비교 윈도우 상에서 동일(즉, 뉴클레오티드 대 뉴클레오

티드 간에, 또는 잔기 대 잔기 간에)하다는 것을 의미한다. "서열 동일성 %"는 최적으로 정렬된 비교 윈도우 상의 두 서열

을 비교하고, 두 서열 중에 나타나는 동일한 핵산 염기(예, A, T, C, G, U 또는 I) 또는 잔기에 의해 정합된 위치의 수를 얻

고, 이 정합된 위치의 수를 비교 윈도우내 위치의 총 수(즉, 윈도우 크기)로 나눈 다음, 그 결과에 100을 곱하여 서열 동일

성 %를 얻는다. 본 명세서에 사용된 "실질적인 동일성"이란 용어는 서열 동일성%를 비교 윈도우 상에서 대조 서열의 총

20% 이하에 해당하는 결실이나 첨가를 포함할 수 있는 서열과 대조 서열을 비교하여 측정하고, 18개 이상의 뉴클레오티드

(6개 아미노산) 위치에 해당하는 비교 윈도우, 흔히 24개 내지 48개 이상의 뉴클레오티드(8개 내지 16개 아미노산) 위치

에 해당하는 윈도우 상에서 대조 서열과 비교하였을 때 폴리뉴클레오티드 또는 아미노산 서열이 85% 이상의 서열 동일성,

바람직하게는 90 내지 95% 이상의 서열 동일성, 보다 바람직하게는 99% 이상의 서열 동일성을 나타내는 서열을 포함하는

폴리뉴클레오티드 또는 아미노산 서열의 특징을 의미한다. 대조 서열은 보다 큰 서열의 아군일 수 있다.

본 명세서에 사용된 통상적인 20개 아미노산 및 이들의 약어는 통용되는 용법에 따라 사용하였다[Immunology - A

Synthesis(2nd Edition, E.S.Golub and D.R.Gren, Eds., Sinauer Associates, Sunderland, Mass.(1991), 본 발명에 참

고 인용됨]. 또한, 이와 같은 통상적인 20개 아미노산의 입체이성질체(예, D-아미노산), α-, α-이치환된 아미노산과 같은

비천연 아미노산, N-알킬 아미노산, 젖산 및 기타 통상적이지 않은 아미노산 역시 본 발명의 폴리펩티드에 사용하기에 적

합한 성분이다. 통상적이지 않은 아미노산의 예로는 4-히드록시프롤린, γ-카르복시글루타메이트, ε-N,N,N-트리메틸리

신, ε-N-아세틸리신, O-포스포세린, N-아세틸세린, N-포르밀메티오닌, 3-메틸히스티딘, 5-히드록시리신, σ-N-메틸아

르기닌 및 기타 유사 아미노산과 이미노산(예, 4-히드록시프롤린)을 포함한다. 본 명세서에 사용된 폴리펩티드 표기에 있

어서 표준 용법과 관례에 따라 좌측 방향은 아미노 말단 방향이고, 우측 방향은 카르복시 말단 방향이다.
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이와 유사하게, 다른 표시가 없는한 1본쇄 폴리뉴클레오티드 서열의 좌측 말단은 5' 말단이고, 2본쇄 폴리뉴클레오티드 서

열의 좌측 방향은 5' 방향이다. 발생 RNA 전사체의 5'에서 3'로의 첨가 방향은 전사 방향이라 하며, RNA와 동일한 서열을

보유하는 DNA 가닥 상에서 RNA 전사체의 5' 말단에 대해 5'쪽에 위치한 서열 영역은 "상류 서열"이라 부른다. RNA와 동

일한 서열을 보유하는 DNA 가닥 상에서 RNA 전사체의 3' 말단에 대해 3'쪽에 위치한 서열 영역은 "하류 서열"이라 부른

다.

폴리펩티드의 경우, "실질적인 동일성"이란 2개의 펩티드 서열을 최적 상태로 정렬했을 때, 예컨대 디폴트 갭 웨이트

(weight)를 사용하는 프로그램 GAP 또는 BESTFIT으로 정렬하였을 때 80% 이상의 서열 동일성, 바람직하게는 90% 이

상의 서열 동일성, 보다 바람직하게는 95% 이상의 서열 동일성, 가장 바람직하게는 99% 이상의 서열 동일성을 보유하는

것을 의미한다. 또한, 동일하지 않은 잔기 위치는 보존적 아미노산 치환으로 상이한 것이 바람직하다. 보존적 아미노산 치

환이란 유사한 측기를 가진 잔기의 상호교환가능성을 의미한다. 예컨대, 지방족 측쇄를 가진 아미노산 군은 글리신, 알라

닌, 발린, 로이신 및 이소로이신이고, 지방족 히드록실 측쇄를 가진 아미노산 군은 세린 및 트레오닌이며, 아미드 함유 측

쇄를 가진 아미노산 군은 아스파라긴 및 글루타민이고, 방향족 측쇄를 가진 아미노산 군은 페닐알라닌, 티로신 및 트립토

판이며, 염기성 측쇄를 가진 아미노산 군은 리신, 아르기닌 및 히스티딘이고, 황 함유 측쇄를 가진 아미노산 군은 시스테인

과 메티오닌이다. 바람직한 보존적 아미노산 치환 군은 발린-로이신-이소로이신, 페닐알라닌-티로신, 리신-아르기닌, 알

라닌-발린, 글루탐산-아스파르트산 및 아스파라긴-글루타민이다.

본 명세서에 기재된 바와 같이, 항체 또는 면역글로불린 분자의 아미노산 서열에 나타나는 작은 변형은 이 변형이 있어도

75% 이상, 보다 바람직하게는 80% 이상, 90% 이상, 95% 이상, 가장 바람직하게는 99% 이상의 아미노산 서열을 유지한

다면 본 발명에 포함되는 것으로 간주한다. 구체적으로, 보존적 아미노산 치환을 예로 들어 보면, 보존적 치환이란 측쇄에

관련성이 있는 아미노산 군 내에서 일어나는 것이다. 유전자적으로 암호된 아미노산은 일반적으로 다음과 같은 군으로 나

뉜다. (1) 산성 = 아스파테이트, 글루타메이트, (2) 염기성 = 리신, 아르기닌, 히스티딘, (3) 비극성 = 알라닌, 발린, 로이신,

이소로이신, 프롤린, 페닐알라닌, 메티오닌, 트립토판, (4) 하전을 띠지 않는 극성 = 글리신, 아스파라긴, 글루타민, 시스테

인, 세린, 트레오닌, 티로신. 보다 바람직한 군으로는 지방족 히드록시 군인 세린과 트레오닌, 아미드 함유 군인 아스파라

긴과 글루타민, 지방족 군인 알라닌, 발린, 로이신 및 이소로이신, 방향족 군인 페닐알라닌, 트립토판 및 티로신이 있다. 예

컨대, 로이신을 이소로이신이나 발린으로 단독 치환하거나, 아스파테이트를 글루타메이트로 단독 치환하거나, 트레오닌을

세린으로 단독 치환하거나, 또는 이와 유사하게 한 아미노산의 구조적 관련성이 있는 아미노산으로의 치환이, 특히 프레임

워크 부위내 아미노산의 치환이 아니라면 최종 분자의 결합이나 성질에 큰 영향을 미치지 않는 것으로 추정할 수 있다. 그

분석법에 대해서는 본 명세서에 상세하게 기재하고 있다. 항체 또는 면역글로불린 분자의 단편 또는 유사체는 당업자에 의

해 용이하게 제조될 수 있다. 단편이나 유사체의 바람직한 아미노 말단 및 카르복시 말단은 기능적 도메인의 경계 부근인

것이 좋다. 구조 도메인과 기능 도메인은 뉴클레오티드 및/또는 아미노산 서열 데이터를, 공지이거나 소유권이 있는 서열

데이터베이스와 비교하여 확인할 수 있다. 구조 및/또는 기능이 공지인 기타 다른 단백질에서 나타나는 소정의 단백질 형

태 도메인이나 서열 모티프를 동정하는데에는 컴퓨터 연산 처리된 비교 방법을 사용한다. 공지의 3차원 구조로 폴딩되는

단백질 서열을 동정하는 방법은 잘 알려져 있다[Bowie et al. Science 253:164(1991)]. 따라서, 전술한 예는 당업자라면

본 발명에 기재된 구조 도메인 및 기능 도메인을 한정하는데 사용할 수 있는 서열 모티프와 구조 형태를 충분히 알아낼 수

있다는 것을 나타내는 것이다.

바람직한 아미노산 치환이란, (1) 단백분해 작용에 대한 민감성을 감소시키고, (2) 산화 민감성을 감소시키며, (3) 단백질

복합체를 형성하기 위한 결합 친화성을 변화시키고, (4) 결합 친화성을 변화시키며, (5) 이와 같은 유사체의 다른 물리화학

적 성질이나 기능적 성질을 부여하거나 변화시키는 것이다. 유사체는 천연 발생의 펩티드 서열 이외에 서열의 다양한 뮤테

인을 포함할 수 있다. 예컨대, 단독 또는 복수의 아미노산 치환(바람직하게는 보존적 아미노산 치환)은 천연 발생의 서열

(바람직하게는 분자간 접촉을 형성하는 도메인 외측에 있는 폴리펩티드의 부분)에서 일어날 수 있다, 보존적 아미노산 치

환은 모 서열의 구조적 특징을 실질적으로 변화시키지 않아야 한다(예컨대, 치환 아미노산이 모 서열에서 나타나는 나선

구조를 파괴하거나 모 서열의 특징인 다른 종류의 2차 구조를 붕괴하지 않아야 한다). 당해 기술 분야에 공지된 폴리펩티

드 2차 구조 및 3차 구조의 예에 대해서는 문헌[Proteins, Structures and Molecular Principles(Creighton, Ed.,

W.H.Freeman and Company, New York(1984); Introduction to Protein Structure(C. Branden and J.Tooze eds.,

Garland Publishing, New York, N.Y.(1991)); 및 Thornton et al. Nature 354:105(1991), 본 발명에 참고 인용됨]에 기

재되어 있다.

본 명세서에 사용된 "폴리펩티드 단편"이란 용어는 아미노 말단 및/또는 카르복시 말단이 결실되고, 나머지 아미노산 서열

이 예컨대 전길이 cDNA 서열에서 추론된 천연 발생의 서열내의 상응하는 위치의 서열과 동일한 폴리펩티드를 의미한다.

단편은 일반적으로 아미노산 길이가 5개, 6개, 8개 또는 10개 이상, 바람직하게는 아미노산 길이가 14개 이상, 보다 바람

직하게는 아미노산 길이가 20개 이상, 보통 50개 이상, 보다 더 바람직하게는 70개 이상인 것이다. 본 명세서에 사용된 "유
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사체"란 용어는 (1) 적합한 결합 조건하에서 EGF-r에 대한 특이적 결합성, (2) 수용체에 대한 EGF 결합성 또는 (3) 시험

관내 또는 생체내에서 EGF-r을 발현하는 세포 성장의 억제성 중 1가지 이상의 성질을 보유하고 추론된 아미노산 서열 중

일부와 실질적인 동일성이 있는 25개 이상의 아미노산 단편으로 구성된 폴리펩티드를 의미하는 것이다. 일반적으로, 폴리

펩티드 유사체는 천연 발생의 서열에 대해 보존적 아미노산 치환(또는 결실이나 첨가)을 포함하는 것이다. 유사체는 일반

적으로 아미노산 길이가 20개 이상, 바람직하게는 50개 이상인 것이고, 종종 완전 길이의 천연 발생 폴리펩티드 만큼 긴

경우도 있다.

펩티드 유사체는 주형 펩티드와 유사한 성질이 있는 비펩티드성 약물로서 의약 산업에 널리 사용되는 것이다. 이와 같은

종류의 비펩티드성 화합물은 "펩티드 모방체" 또는 "펩티도미메틱"이라 불린다[Fauchere, J.Adv.Drug Res. 15:29(1986)

; Veber and Freidinger TINS p.392(1985); and Evans et al. J.Med.Chem. 30:1229(1987), 본 발명에 참고 인용됨].

이와 같은 화합물은 종종 컴퓨터 연산 처리된 분자 모델링의 도움으로 개발된다. 치료적으로 유용한 펩티드와 구조적으로

유사한 펩티드 모방체는 등가의 치료 또는 예방 효과를 제공하는데 사용할 수 있다. 일반적으로, 펩티도미메틱은 인간 항

체와 같은 표본 폴리펩티드와 구조적으로 유사하지만(즉, 생화학적 성질이나 약리적 활성이 있는 폴리펩티드), 경우에 따

라 당해 기술 분야에 공지된 방법으로 --CH2NH--, --CH2S--, --CH2-CH2 --, --CH=CH--(시스 및 트란스), --

COCH2--, --CH(OH)CH2-- 및 --CH2SO--로 구성된 군 중에서 선택되는 연쇄로 치환되는 1종 이상의 펩티드 연쇄를

보유한다. 콘센서스 서열의 1개 이상의 아미노산을 계획적으로 동일한 종류의 D-아미노산(예컨대, L-리신 대신 D-리신)

으로 치환시키면 보다 안정한 펩티드를 얻을 수 있다. 또한, 콘센서스 서열이나 실질적으로 동일한 콘센서스 서열의 변형

을 포함하는 제한된 펩티드는 당해 기술 분야에 공지된 방법[Rizo and Gierasch Ann. Rev. Biochem. 61:387(1992), 본

발명에 참고 인용됨], 예컨대 펩티드를 고리화시키는 분자간 이황화 가교를 형성할 수 있는 내부 시스테인 잔기를 첨가하

여 제조할 수 있다.

"항체" 또는 "항체 펩티드"는 본래의 항체 또는 특정 결합에 대해 본래의 항체와 경쟁하는 그 항체의 결합 단편을 의미한다.

결합 단편은 재조합 DNA 기법이나 본래 항체의 효소적 또는 화학적 절단을 통해 제조한다. 결합 단편으로는 Fab, Fab', F

(ab')2, Fv 및 1본쇄 항체를 포함한다. "이중특이적" 또는 "이작용성" 항체 이외에 기타 다른 항체는 각 결합 부위가 동일한

것을 의미한다. 과량의 항체가 대응수용체에 결합되는 수용체의 양을 최소 약 20%, 40%, 60% 또는 80%, 보다 일반적으

로 약 85% 이상(시험관내 경쟁 결합 분석법으로 측정) 감소시키는 경우, 그 항체는 대응수용체에 대한 수용체의 부착을 실

질적으로 억제하는 것이다.

"에피토프"란 용어는 면역글로불린 또는 T 세포 수용체에 특이적으로 결합할 수 있는 모든 단백질 결정인자를 포함한다.

에피토프성 결정인자는 일반적으로 아미노산이나 당 측쇄와 같은 분자의 화학적 활성 표면 기를 포함하며, 보통 특이적인

3차원 구조 특성 및 특이적 하전 특성을 보유하는 것이 일반적이다. 해리 상수가 ≤1 μM, 바람직하게는 ≤100 nM, 가장 바

람직하게는 ≤10 nM인 경우에 항체가 항원에 특이적으로 결합한다고 말한다.

본 명세서에 사용된 "제제"란 용어는 화합물이나, 화합물의 혼합물, 생물학적 거대 분자 또는 생물학적 물질로부터 제조된

추출물을 의미한다.

본 명세서에 사용된 "표지" 또는 "표지된"이란, 표식된 아비딘(예컨대, 광학법이나 비색법으로 검출될 수 있는 효소 활성이

나 형광성 마커를 포함하는 스트렙트아비딘)에 의해 검출될 수 있는 비오티닐 부를 폴리펩티드에 부착시키거나 또는 방사

능표지된 아미노산을 병입시키는 것과 같이 검출가능한 마커를 병입시키는 것을 의미한다. 특정 양태에서, 표지 또는 마커

는 치료제일 수도 있다. 폴리펩티드 및 당단백질을 표지하는 각종 방법에 대해서는 당해 기술 분야에 공지되어 있고, 이것

을 사용할 수 있다. 폴리펩티드용 표지의 예로는 방사능동위원소 또는 방사능핵종(예, 3H, 14C, 15N, 35S, 90Y, 99Tc,

111In, 125I, 131I), 형광성 표지(예, FITC, 로다민, 란타나이드 인광물질), 효소적 표지(예, 양고추냉이 퍼옥시다제, β-갈락

토시다제, 루시퍼라제, 알칼리성 포스파타제), 화학발광체, 비오티닐기, 제2 리포터(예, 로이신 지퍼 쌍 서열, 2차 항체의

결합 부위, 금속 결합 도메인, 에피토프 태그)에 의해 인식되는 소정의 폴리펩티드 에피토프를 포함하며, 이것에 국한되는

것은 아니다. 일부 양태에서, 표지는 다양한 길이의 스페이서 아암에 의해 부착되어 강력한 입체 방해를 감소시킬 수 있다.

본 명세서에 사용된 "약제 또는 약물"이란 용어는 환자에게 적당하게 투여하였을 때 목적하는 치료 효과를 유도할 수 있는

화합물이나 조성물을 의미한다. 본 명세서에 사용된 다른 화학 용어는 예컨대 서적[The McGraw-Hill Dictionary of

Chemical Terms(Parker, S., Ed., McGraw-Hill, San Francisco(1985), 본 발명에 참고 인용됨]에 기재된 바와 같이 당

해 기술 분야에 통상적인 용어를 사용하였다.
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본 명세서에 사용된 "항종양제"란 용어는 인체내 종양, 구체적으로 암종, 육종, 림프종 또는 백혈병과 같은 악성(암) 병변의

발생이나 진행을 억제하는 기능적 성질을 보유한 제제를 의미한다. 전이 억제 역시 종종 항종양제의 성질이다.

본 명세서에 사용된 "실질적으로 순수한"이란 대상 종이 존재하는 주요 종(즉, 몰 기준으로 조성물에 존재하는 임의의 기타

다른 각 종보다 더 풍부한 종)이라는 것을 의미하고, 바람직하게는 실질적으로 정제된 분획은 목적 종이 존재하는 모든 거

대분자 종의 약 50% 이상(몰 기준)을 차지하는 조성물인 것이 좋다. 일반적으로, 실질적으로 순수한 조성물은 조성물내 존

재하는 모든 거대분자 종의 약 80% 이상, 보다 바람직하게는 약 85%, 90%, 95% 및 99% 이상을 차지하는 것이다. 가장 바

람직하게는, 목적 종이 실질적으로 균질성이 되게 정제되어(즉, 통상적인 검출 방법을 통해 조성물내 오염종이 검출되지

않음), 조성물이 단독의 거대분자 종으로 실질적으로 구성되는 것이 좋다.

환자라는 용어는 인간 및 수의학적 검체를 포함하는 것이다.

항체 구조

공지된 기본적인 항체 구조 단위는 테트라머를 포함하는 것이다. 각 테트라머는 2개의 동일한 폴리펩티드쇄의 쌍으로 구

성되며, 각 쌍은 1개의 "경쇄"(약 25 kDa)와 1개의 "중쇄"(약 50 내지 70 kDa)를 보유한다. 각 쇄의 아미노 말단 부는 항원

인식에 주요 역할을 하는 약 100 내지 110개 또는 그 이상의 아미노산으로 된 가변 영역을 포함한다. 각 쇄의 카르복시 말

단부는 작동인자 기능에 주요 역할을 하는 불변 영역을 의미한다. 인간 경쇄는 카파 경쇄와 람다 경쇄로 나뉘어진다. 중쇄

는 뮤, 델타, 감마, 알파 또는 입실론으로 분류되어, 항체의 이소타입을 각각 IgM, IgD, IgA 및 IgE로 나눈다. 경쇄 및 중쇄

내에는 가변 영역과 불변 영역이 약 12개 이상의 아미노산으로 이루어진 "J" 영역에 의해 결합되어 있으며, 중쇄는 또 약

10개 이상의 아미노산으로 이루어진 "D" 영역을 포함하기도 한다. 그 개론적인 내용에 대해서는 문헌[Fundamental

Immunology Ch.7(Paul, W., ed., 2nd ed. Raven Press, N.Y.(1989), 본 발명에 참고 인용됨]을 참조하라. 각 경쇄/중쇄

쌍의 가변 영역은 항체 결합 부위를 형성한다.

따라서, 본래의 항체는 2개의 결합 부위를 보유한다. 이작용성 또는 이중특이적 항체를 제외한 항체의 2개의 결합 부위는

동일하다.

이 쇄들은 모두 비교적 보전적인 프레임워크 영역(FR)이 상보성 결정 영역, 또는 CDR이라고도 불리는 3개의 초가변 영역

을 통해 결합되어 있는 동일한 일반 구조를 나타낸다. 각 쌍의 양쇄에 존재하는 CDR은 프레임워크 영역과 정렬되어 특이

적 에피토프에 결합할 수 있게 된다. 경쇄와 중쇄는 N 말단에서 부터 C 말단까지 도메인 FR1, CDR1, FR2, CDR2, FR3,

CDR3 및 FR4를 포함한다. 각 도메인에 지정되는 아미노산은 문헌[Kabat, Sequences of Proteins of Immunological

Interest(National Institutes of Health, Bethesda, Md.(1987 및 1991)), 또는 Chothia & Lesk J.Mol.Biol. 196:901-

917(1987); Chothia et al. Nature 342:878-883(1989)]에 기재 내용에 따라 결정한다.

이중특이적 또는 이작용성 항체는 2개의 다른 중쇄/경쇄 쌍과 2개의 다른 결합 부위를 보유하는 합성 하이브리드 항체이

다. 이중특이적 항체는 하이브리도마의 융합이나 Fab' 단편의 결합을 비롯한 다양한 방법으로 제조할 수 있다[예컨대,

Songsivilai & Lachmann Clin.Exp.Immunol. 79:315-321(1990), Kostelny et al. J.Immunol. 148: 1547-1553(1992)]

. 이중특이적 항체의 제조는 종래 항체 제조 방법에 비해 비교적 노동집약적인 공정이며, 이중특이적 항체의 순도의 수율

과 정도는 일반적으로 낮다. 이중특이적 항체는 단독 결합 부위를 보유하는 단편 형태(예, Fab, Fab' 및 Fv)로 존재하지 않

는다.

항체 제조

본 발명에 기재된 항체는 인간 항체 생성 게놈의 실질적인 부분이 삽입되어 있고 내인성의 쥐 항체 생성은 결손되어 있는

돌연변이 마우스를 이용하여 제조하는 것이 바람직하다. 이와 같은 마우스는 인간 면역글로불린 분자와 항체를 생성할 수

있으나 쥐의 면역글로불린 분자와 항체는 생성하지 못한다. 이와 같은 방법에 사용되는 기법은 본 명세서의 배경 기술 부

문에 기재된 특허, 특허 출원 및 참조 문헌에 개시되어 있다. 특히, 마우스 돌연변이 제조 및 이로부터 항체 생성의 바람직

한 양태는 본 발명에 참고 인용되는 미국 특허 출원 번호 08/759,620호(1996.12.3)에 개시되어 있다. 또한, 본 발명에 참

고 인용되는 문헌[Mendez et al. Nature Genetics 15:146-156(1997)]도 참조하라.

이와 같은 기법을 이용하여 본 발명자들은 다양한 항원에 대한 완전한 인간 모노클로날 항체를 제조하였다. 실질적으로,

본 발명은 목적 항원으로 XenoMouse™계통의 마우스를 면역화시키고, 항체를 발현하는 마우스로부터 림프 세포(예, B

세포)를 회수하고, 이와 같이 회수된 세포를 골수종계 세포주와 융합시켜 무한증식성의 하이브리도마 세포주를 제조한 다
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음, 이러한 하이브리도마 세포주를 선별하고 선택하여 목적 항원에 특이적인 항체를 생성하는 하이브리도마 세포를 동정

한다. 본 발명자들은 본 발명에 있어서 EGF-r에 특이적인 항체를 제조하기 위하여 전술한 바와 같은 기법을 이용하였다.

본 발명자들은 본 명세서를 통해 EGF-r에 특이적인 항체를 생성하는 8종의 하이브리도마 세포주 생성에 대한 설명을 제

시한다. 또한, 이와 같은 세포주에 의해 생성되는 항체에 대한 중쇄 및 경쇄의 뉴클레오티드 및 아미노산 서열 분석을 비롯

한 특성도 제공한다.

본 명세서에 기재된 하이브리도마 세포주는 E1.1, E2.4, E2.5, E6.2, E6.4, E2.11, E6.3 및 E7.6.3으로 표시되는 것이다.

이 세포주들에 의해 생성되는 각 항체는 인간 카파 경쇄를 가진 완전한 인간 IgG2 중쇄이다. 일반적으로, 본 발명에 기재된

항체는 고체상과 용액상에서 측정하였을 때 일반적으로 약 10-9 내지 약 10-11 M의 Kd를 나타내는 매우 높은 친화성을 갖

고 있다.

또한, 본 발명에 기재된 항체는 하이브리도마 세포주 이외에 다른 세포주에서도 발현될 수 있다는 것은 자명한 것이다. 즉,

특정 항체를 암호하는 서열을 사용하여 적합한 포유류 숙주 세포를 형질전환시키는 방법이 있다. 형질전환은, 예컨대 바이

러스(또는 바이러스 벡터) 중에 폴리뉴클레오티드를 팩키징하고 이 바이러스(또는 벡터)로 숙주 세포를 형질도입시키는

것을 비롯하여, 숙주 세포 중으로 폴리뉴클레오티드를 도입시키는 임의의 공지된 방법이나, 또는 미국 특허 제4,399,216

호, 제4,912,040호, 제4,740,461호 및 제4,959,455호(본 명세서에 참조 인용됨)에 예시된 바와 같이 당해 기술 분야에 공

지된 형질감염 절차를 통해 실시할 수 있다. 사용되는 형질전환 절차는 형질전환될 숙주에 따라 달라진다. 이종의 폴리뉴

클레오티드를 포유류 세포 중으로 도입시키는 방법은 당해 기술 분야에 공지되어 있으며, 예컨대 덱스트란 매개의 형질감

염, 인산칼슘 침전, 폴리브렌 매개의 형질감염, 원형질 융합, 전기침투, 리포좀 중에 폴리뉴클레오티드의 캡슐화 및 핵 중

으로 DNA의 직접 미량주입을 포함한다.

발현용 숙주로서 유용한 포유류 세포주 역시 당해 기술 분야에 공지되어 있으며, 미국 모식균 배양물 수집소(ATCC)로부

터 입수용이한 다양한 무한증식성 세포주, 예컨대 중국 햄스터 난소(CHO) 세포, HeLa 세포, 어린 햄스터 신장(BHK) 세

포, 원숭이 신장 세포(COS), 인간 간세포 종양 세포(예, Hep G2) 및 다양한 기타 다른 세포주를 포함하며, 이것에 국한되

는 것은 아니다. 특히 바람직한 세포주는 세포주가 높은 발현율을 나타내고, 구성형 EGF-r 결합성이 있는 항체를 생성하

는지를 측정하여 선택한다.

본 발명에 따른 항체는 EGF의 수용체인 EGF-r에 대한 EGF 및 TGF-α결합의 강력한 억제제이다. 이와 같은 결과는 실시

예 5와 6에서 논의하고 도 35에서 도 38에 제시하였다. 이와 같은 결과와 일치하는 것으로 도 39에 도시되고 실시예 7에

서 논의되는 바와 같이, 본 발명에 기재된 항체는 특정 인간 암종 세포주의 성장을 시험관내에서 억제한다. 또, 본 발명의

항체는 생체내에서 특정 인간 암종의 성장을 억제하기도 한다. 이와 같은 결과는 실시예 8에서 논의되고 도 40 내지 도 42

에 도시되어 있다. 실시예 9에서는 본 발명의 항체가 최소한 항종양제와 조합하여 사용하면 동물 중에 존재하는 기존의 종

양을 근절시킨다는 것을 입증하고 있다. 또한, 단독치료법(즉, 항종양제와 조합하지 않음)과 같은 항체 치료법도 본 발명의

항체를 이용하여 실시할 수 있는 것으로 나타난다. 이와 같은 단독치료법은 종래 기술에서는, 예컨대 항체 225를 통해서는

가능하지 않았던 것이다. 이와 같은 결과는 실시예 9를 통해 논의되어 도 43과 44에 도시하였다.

본 발명에 따라 입증된 결과는 본 발명의 항체가 EGF-r에 대한 종래의 치료 항체, 예컨대 225보다 뛰어난 효능을 나타낼

수 있게 하는 특정 성질을 보유하고 있음을 시사한다. 임클론(Imclone)에 의해 임상 개발된 225 항체는 친화도가 2 x 10-

10M인 키메라 IgG1 항체로서, 항종양제와 조합하여 치료시 효능을 나타내지만 단독치료법으로 사용하면 크게 효능적이지

않은 것으로 나타난다. 이에 반해, 본 발명의 항체(특히, 본 발명의 E2.5 및 E7.6.3 항체)는 친화성이 매우 높고(E2.5 : 1.6

x 10-11M, E7.6.3 : 5.7 x 10-11M), C225 항체보다 낮은 투여량으로 사용하고, 항종양제와 조합 치료시 뿐만 아니라 단

독치료법으로 사용하여도 효능적인 것으로 나타난다.

실시예

이하, 실시된 실험과 이로부터 얻어진 결과를 포함하는 실시예는 단지 예시적인 목적으로 기재한 것으로, 본 발명은 이 실

시예에 의해 제한되지 않는다.

실시예 1

항EGF-r 항체 생성 하이브리도마의 제조
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본 발명의 항체는 이하 실시예에 따라 제조, 선택 및 분석하였다.

면역화 및 하이브리도마 생성

8주 내지 10주령의 XenoMouse(제노마우스)에게 인산염 완충 식염수(PBS)에 재현탁시킨 2 x 107 A431(ATCC CRL-

7907) 세포를 복강내 투여하여 면역화시켰다. 이 투여량을 3회 반복 투여하였다. PBS 중의 세포 주사액은 마지막으로 융

합하기 4일 전에 투여하였다. 면역화된 마우스 유래의 비장과 림프절 림프구를 비분비성 골수종 NSO-bcl2 주(Ray and

Diamond, 1994)와 융합하고, 전술한 바와 같이 HAT 선택하였다(Galfre and Milstein, 1981). EGF-r 특이적 인간

IgG2K 항체를 모두 분비하는 다수 패널의 하이브리도마(검출 방법은 이하 기재됨)를 회수하였다. 실시예 2에 기재되는 바

와 같이, 이 패널 중에서 선택되는 특정 항체는 225 항체와 경쟁하는 성질을 통해 선택한 것이다.

ELISA 분석법

마우스 혈청과 하이브리도마 상청액에 존재하는 항원 특이적 항체를 측정하기 위한 ELISA는 항체를 포획하기 위하여

A431 세포(시그마, E3641) 유래의 친화성 정제된 EGF-r을 사용하여 종래 개시된 바와 같이(Coligan et al., 1994) 실시

하였다. 인간 및 마우스 면역글로불린의 농도는 다음과 같은 포획 항체를 사용하여 측정하였다. 즉, 인간의 감마 Ig, 카파

Ig 및 뮤 Ig을 포획하기 위한 각 래빗 항인간 IgG(서던 바이오테크놀로지, 6145-01), 염소 항인간 Igκ(벡터 레보레이토리

즈, AI-3060), 마우스 항인간 IgM(CGI/ATCC, HB-57)과, 마우스 감마, 카파, 뮤 및 람다 Ig을 포획하기 위한 각 염소 항

마우스 IgG(칼태그, M30100), 염소 항마우스 Igκ(서던 바이오테크놀로지, 1050-01), 염소 항마우스 IgM(서던 바이오테

크놀로지, 1020-01) 및 염소 항마우스 λ(서던 바이오테크놀로지, 1060-01)를 사용하였다. ELISA 실험에 사용한 검출용

항체는 염소 항마우스 IgG-HRP(칼태그 M-30107), 염소 항마우스 Igκ-HRP(칼태그, M33007), 마우스 항인간 IgG2-

HRP(서던 바이오테크놀로지, 9070-05), 마우스 항인간 IgM-HRP(서던 바이오테크놀로지, 9020-05) 및 염소 항인간 카

파-비오틴(벡터, BA-3060)이다. 인간 및 마우스 Ig 정량시 사용된 표준물로는 인간 IgG2κ(칼바이오켐, 400122), 인간

IgMκ(카펠, 13000), 마우스 IgGκ(카펠 55939), 마우스 IgMκ(시그마, M-3795) 및 마우스 IgG3λ(시그마, M-9019)을 사

용하였다.

BIAcore에 의한 완전한 인간 Mab의 친화성 상수 측정

BIAcore 2000 기구를 사용하여 제조업자가 개략한 일반 절차에 따라 플라스몬 공명에 의해 정제된 인간 모노클로날 항

체, Fab 단편 또는 하이브리도마 상청액의 친화성 측정을 실시하였다.

항체의 동력학적 분석은 저밀도로 센서 표면 상에 고정된 항원을 사용하여 실시하였다. A431 세포막(시그마, E-3641)으

로부터 정제된 가용성 EGF-r은 일반적으로 228 RU의 표면 밀도로 사용하였다. 해리율(kd) 및 결합률(ka)은 제조업자가

제공한 소프트웨어(BIA 평가 방법 2.1)를 사용하여 측정하였다.

ELISA에 의한 용액내 친화성 상수 측정

용액내 항체 결합 친화성을 ELISA로 측정하기 위하여 EGF-r에 대한 다양한 농도의 모노클로날 항체와 일정 농도의

EGF-r을 평형에 이를 때까지 항온처리하였다. 그 다음, 반응 용액내 유리 EGF-r의 농도는 간접 ELISA법으로 측정하였

다. 그 결과, 3.0 x 10-11M 내지 2.7 x 10-7M 농도의 모노클로날 항체를 4 x 10-10M 농도의 EGF-r과 함께 0.5% BSA를

함유한 PBS 200 ㎕ 중에서 실온하에 15 시간 동안 항온처리하였다. 항온처리 후, 각 혼합물 70 ㎕를 동일 모노클로날 항

체(코팅 완충액내 2 ㎍/㎖ 농도, 100 ㎕/웰)로 미리 코팅되어 있는 96웰 미량역가 평판의 웰에 주입하고, 실온에서 15 분

동안 항온처리하였다. 세척 완충액으로 세척한 후, 평판 상에 보유된 EGF-r을 EGF-r 단백질의 탄수화물에 결합하는 마

우스 항EGF-r-HRP로 검출하였다. EGF-r의 농도를 그 표준물을 이용하여 측정하고, 측정된 농도를 이용하여 본래의 항

원-항체 반응 용액내 존재하는 결합 항체와 유리 항체의 농도를 계산하였다. EGF-r에 대한 각 모노클로날 항체의 결합 친

화성은 스캐챠드 분석법을 사용하여 계산하였다.

수용체 결합 분석
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EGF 수용체 결합 분석은 A431 세포 또는 SW948 세포(0.4 x 106 세포/웰)를 PBS 결합 완충액내 첨가된 다양한 농도의

항체와 4 ℃에서 30 분 동안 항온처리하여 실시하였다. 각 웰에 0.1 nM [125I]EGF(아머샴, IM-196) 또는 [125I]TGF-α

(아머샴)를 첨가하고, 평판을 4 ℃에서 90 분 동안 항온처리하였다. 이 평판을 5회 세척하고, 공기 건조한 뒤 신틸레이션

계수기로 계수하였다. 항EGF-r 마우스 항체 225 및 528(칼바이오켐)을 대조군으로 사용하였다.

실시예 2

m225 항체와 항EGF-r 항체의 동시선택

전술한 바와 같이, 항체 225는 EGF-r에 대해 높은 친화성을 보유하여, EGF-r에 대한 EGF 및 TGF-α의 결합을 효과적으

로 억제하는 것으로 입증되었다. 따라서, 경쟁 분석법으로 항체 225와 함께 본 발명에 따라 제조된 EGF-r에 대한 인간 항

체를 선택할 수 있다면 225 항체가 결합하는 동일 에피토프 또는 유사 에피토프에 대한 항체를 선택할 수 있을 것으로 예

상되었다.

따라서, 본 발명에서는 A431 세포막으로부터 정제된 가용성 EGF-r(시그마, E-3641)을 항체 225로 먼저 처리한 다음,

본 발명의 항체로 처리하는 BIAcore 분석을 실시하였다. 본 발명의 항체가 결합하지 않는 경우, 이와 같은 본 발명의 항체

를 전술한 바와 같은 결합 친화성 분석으로 선별하였다.

다음 표는, 이와 같은 방법으로 선택된 특정 항체의 친화성 측정치를 제시한 것이다.

[표 I]

  고상(BIAcore)  용액상(ELISA)

 하이브리도마 Kon(M
-1S-1) Koff(S

-1) KD(M)  표면 밀도(RU)  KD(M)

 E1.1 2.3 x 106 1.7 x 10-4 7.6 x 10-11  228 1.1 x 10-10

 E2.4 2.8 x 106 9.78 x 10-5 3.5 x 10-11  818 1.1 x 10-10

 E2.5 1.2 x 106 1.9 x 10-5 1.6 x 10-11  228 3.6 x 10-10

 E2.11 1.9 x 106 3.0 x 10-4 1.6 x 10-10  228 1.1 x 10-10

 E7.6.3 2.0 x 106 1.1 x 10-4 5.7 x 10-11  228  ND

상기 표를 통해 알 수 있듯이, 전술한 바와 같은 방법으로 선택된 항체는 예상외로 높은 친화성과 결합 상수를 나타낸다.

실시예 3

본 발명에 따라 제조된 항EGF-r 항체의 구조

이하에서는 본 발명에 따라 제조된 항체에 관한 구조 정보를 제공한다.

본 발명에 따라 제조된 항체의 구조를 분석하기 위하여, 본 발명자들은 특정 하이브리도마로부터 중쇄 단편과 경쇄 단편을

암호하는 유전자를 클로닝하였다. 유전자 클로닝과 서열분석은 다음과 같이 실시하였다.

면역화된 제노마우스 유래의 하이브리도마 세포 약 2 x 105 으로부터 파스트-트랙(Fast-Track) 키트(인비트로겐)를 사

용하여 폴리(A)+ mRNA를 분리하였다. 그 다음 PCR로 무작위 프라이밍된 cDNA를 얻었다. 인간 Cγ2 불변 영역(MG-

40d; 5'-GCTGAGGGAGTAGAGTCCTGAGGA-3'(서열 2) 또는 Cκ불변 영역(hκP2; Green et al. 1994에 종래 개시된

바 있음)에 특이적인 프라이머와 함께 인간 VH 또는 인간 Vκ계 특이적인 가변 영역 프라이머(Marks et al., 1991) 또는 보

편 인간 VH 프라이머 MG-30(CAGGTGCAGCTGGAGCAGTCIGG)(서열 1)을 사용하였다. 하이브리도마로부터 얻은 인
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간 Mab 유래의 중쇄 및 카파쇄 전사체의 서열은 전술한 프라이머를 사용하여 폴리(A+) RNA로부터 생성되는 PCR 생성물

을 직접 서열분석하여 얻었다. 또한, PCR 생성물을 TA 클로닝 키트(인비트로겐)를 사용하여 pCRII 중으로 클로닝하고 양

가닥을 프리즘 염료-종지인자 서열분석 키트 및 ABI 377 서열분석기를 사용하여 서열분석하였다. 모든 서열을

MacVector 소프트웨어 프로그램과 Geneworks 소프트웨어 프로그램을 사용하여 "V BASE 서열 디렉토리"(Tomlinson

et al., MRC Centre for Protein Engineering, 영국 캠브리지)에 정렬시켜 분석하였다.

하이브리도마 E1.1

하이브리도마 E1.1에 의해 분비되는 항체로는 인간 카파 경쇄를 보유한 인간 IgG2 항체를 포함한다. 이 항체를 분석하여

이 항체의 중쇄 및 경쇄 유전자 이용성에 관한 구조 정보 및 아미노산 서열을 알아내었다. 즉, 중쇄 VH, D 및 JH와 경쇄 Vκ

및 Jκ유전자의 유용성을 분석하고, 암호된 생성물과 특정 유전자 이용성 간의 차이도 분석하였다. 그 결과, 하이브리도마

E1.1에 의해 분비되는 항체는 다음과 같은 유전자의 이용성을 나타내었다.

VH - 4-31

D - 2

JH - 5

Vκ- 018

Jκ-4

V BASE 서열 디렉토리에 기록되어 있는 바와 같이, VH 4-31 유전자에 의해 암호화되는 아미노산 서열은 다음과 같은 것

으로 결정되었다.

(서열 19)

V BASE 서열 디렉토리에 기록되어 있는 바와 같이, Vκ(018) 유전자에 의해 암호화되는 아미노산 서열은 다음과 같은 것

으로 결정되었다.

(서열 20)

중쇄 및 경쇄에 관한 아미노산 및 뉴클레오티드 서열 정보는 도 1 내지 도 4와 관련하여 이하에 제공한다. 도 1은 하이브리

도마 E1.1에 의해 분비되는 중쇄 면역글로불린 분자의 아미노산 서열이다. 중쇄 가변 유전자 4-31에 의해 암호화되는 서

열과 E1.1 분비형 중쇄 서열 간의 차이는 굵은 큰 활자로 표시하였다. CDR1에서 부터 CDR3 까지의 인접 서열은 밑줄을

그어 표시하였고, CDR1, CDR2 및 CDR3 서열은 각각 2중선으로 표시하였다.

도 2는 하이브리도마 E1.1로부터 클로닝된 도 1에 도시한 중쇄 면역글로불린 분자를 암호하는 cDNA의 뉴클레오티드 서

열이다.

도 3은 하이브리도마 E1.1에 의해 분비되는 카파 경쇄 면역글로불린 분자의 아미노산 서열이다. 경쇄 가변 유전자 018에

의해 암호화되는 서열과 E1.1 분비형 경쇄 서열간의 차이는 굵은 큰 활자로 표시하였다. CDR1에서 부터 CDR3 까지의 인

접 서열은 밑줄을 그어 표시하였고, CDR1, CDR2 및 CDR3 서열은 각각 2중선으로 표시하였다.

도 4는 하이브리도마 E1.1로부터 클로닝된 도 3에 도시한 카파 경쇄 면역글로불린 분자를 암호하는 cDNA의 뉴클레오티

드 서열이다.
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하이브리도마 E2.4

하이브리도마 E2.4에 의해 분비되는 항체로는 인간 카파 경쇄를 보유한 인간 IgG2 항체를 포함한다. 이 항체를 분석하여

이 항체의 중쇄 및 경쇄 유전자 이용성에 관한 구조 정보 및 아미노산 서열을 알아내었다. 즉, 중쇄 VH, D 및 JH와 경쇄 Vκ

및 Jκ유전자의 이용성을 분석하고, 암호된 생성물과 특정 유전자 이용성 간의 차이도 분석하였다. 그 결과, 하이브리도마

E2.4에 의해 분비되는 항체는 다음과 같은 유전자의 이용성을 나타내었다.

VH - 4-31

D - A1/A4

JH - 3

Vκ- 018

Jκ-4

중쇄 및 경쇄에 관한 아미노산 및 뉴클레오티드 서열 정보는 도 5 내지 도 8과 관련하여 이하에 제공한다. 도 5는 하이브리

도마 E2.4에 의해 분비되는 중쇄 면역글로불린 분자의 아미노산 서열이다. 중쇄 가변 유전자 4-31에 의해 암호화되는 서

열과 E2.4 분비형 중쇄 서열 간의 차이는 굵은 큰 활자로 표시하였다. CDR1에서 부터 CDR3 까지의 인접 서열은 밑줄을

그어 표시하였고, CDR1, CDR2 및 CDR3 서열은 각각 2중선으로 표시하였다.

도 6은 하이브리도마 E2.4로부터 클로닝된 도 5에 도시한 중쇄 면역글로불린 분자를 암호하는 cDNA의 뉴클레오티드 서

열이다.

도 7은 하이브리도마 E2.4에 의해 분비되는 카파 경쇄 면역글로불린 분자의 아미노산 서열이다. 경쇄 가변 유전자 018에

의해 암호화되는 서열과 E2.4 분비형 경쇄 서열간의 차이는 굵은 큰 활자로 표시하였다. CDR1에서 부터 CDR3 까지의 인

접 서열은 밑줄을 그어 표시하였고, CDR1, CDR2 및 CDR3 서열은 각각 2중선으로 표시하였다.

도 8은 하이브리도마 E2.4로부터 클로닝된 도 7에 도시한 카파 경쇄 면역글로불린 분자를 암호하는 cDNA의 뉴클레오티

드 서열이다.

하이브리도마 E2.5

하이브리도마 E2.5에 의해 분비되는 항체로는 인간 카파 경쇄를 보유한 인간 IgG2 항체를 포함한다. 이 항체를 분석하여

이 항체의 중쇄 및 경쇄 유전자 이용성에 관한 구조 정보 및 아미노산 서열을 알아내었다. 즉, 중쇄 VH, D 및 JH와 경쇄 Vκ

및 Jκ유전자의 이용성을 분석하고, 암호된 생성물과 특정 유전자 이용시의 차이도 분석하였다. 그 결과, 하이브리도마

E2.5에 의해 분비되는 항체는 다음과 같은 유전자의 이용성을 나타내었다.

VH - 4-31

D - XP1/21-10

JH - 4

Vκ- 018

Jκ- 2
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중쇄 및 경쇄에 관한 아미노산 및 뉴클레오티드 서열 정보는 도 9 내지 도 12와 관련하여 이하에 제공한다. 도 9는 하이브

리도마 E2.5에 의해 분비되는 중쇄 면역글로불린 분자의 아미노산 서열이다. 중쇄 가변 유전자 4-31에 의해 암호화되는

서열과 E2.5 분비형 중쇄 서열 간의 차이는 굵은 큰 활자로 표시하였다. CDR1에서 부터 CDR3 까지의 인접 서열은 밑줄

을 그어 표시하였고, CDR1, CDR2 및 CDR3 서열은 각각 2중선으로 표시하였다.

도 10은 하이브리도마 E2.5로부터 클로닝된 도 9에 도시한 중쇄 면역글로불린 분자를 암호하는 cDNA의 뉴클레오티드 서

열이다.

도 11은 하이브리도마 E2.5에 의해 분비되는 카파 경쇄 면역글로불린 분자의 아미노산 서열이다. 경쇄 가변 유전자 018에

의해 암호화되는 서열과 E2.5 분비형 경쇄 서열간의 차이는 굵은 큰 활자로 표시하였다. CDR1에서 부터 CDR3 까지의 인

접 서열은 밑줄을 그어 표시하였고, CDR1, CDR2 및 CDR3 서열은 각각 2중선으로 표시하였다.

도 12는 하이브리도마 E2.5로부터 클로닝된 도 11에 도시한 카파 경쇄 면역글로불린 분자를 암호하는 cDNA의 뉴클레오

티드 서열이다.

하이브리도마 E6.2

하이브리도마 E6.2에 의해 분비되는 항체로는 인간 카파 경쇄를 보유한 인간 IgG2 항체를 포함한다. 이 항체를 분석하여

이 항체의 중쇄 및 경쇄 유전자 이용성에 관한 구조 정보 및 아미노산 서열을 알아내었다. 즉, 중쇄 VH, D 및 JH와 경쇄 Vκ

및 Jκ유전자의 이용성을 분석하고, 암호된 생성물과 특정 유전자 이용성 간의 차이도 분석하였다. 그 결과, 하이브리도마

E6.2에 의해 분비되는 항체는 다음과 같은 유전자의 이용성을 나타내었다.

VH - 4-31

D - ?(CNTCCCTT)

JH - 6

Vκ- 018

Jκ- 1

중쇄 및 경쇄에 관한 아미노산 및 뉴클레오티드 서열 정보는 도 13 내지 도 16과 관련하여 이하에 제공한다. 도 13은 하이

브리도마 E6.2에 의해 분비되는 중쇄 면역글로불린 분자의 아미노산 서열이다. 중쇄 가변 유전자 4-31에 의해 암호화되

는 서열과 E6.2 분비형 중쇄 서열 간의 차이는 굵은 큰 활자로 표시하였다. CDR1에서 부터 CDR3 까지의 인접 서열은 밑

줄을 그어 표시하였고, CDR1, CDR2 및 CDR3 서열은 각각 2중선으로 표시하였다.

도 14는 하이브리도마 E6.2로부터 클로닝된 도 13에 도시한 중쇄 면역글로불린 분자를 암호하는 cDNA의 뉴클레오티드

서열이다.

도 15는 하이브리도마 E6.2에 의해 분비되는 카파 경쇄 면역글로불린 분자의 아미노산 서열이다. 경쇄 가변 유전자 018에

의해 암호화되는 서열과 E6.2 분비형 경쇄 서열간의 차이는 굵은 큰 활자로 표시하였다. CDR1에서 부터 CDR3 까지의 인

접 서열은 밑줄을 그어 표시하였고, CDR1, CDR2 및 CDR3 서열은 각각 2중선으로 표시하였다.

도 16은 하이브리도마 E6.2로부터 클로닝된 도 15에 도시한 카파 경쇄 면역글로불린 분자를 암호하는 cDNA의 뉴클레오

티드 서열이다.

하이브리도마 E6.4
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하이브리도마 E6.4에 의해 분비되는 항체로는 인간 카파 경쇄를 보유한 인간 IgG2 항체를 포함한다. 이 항체를 분석하여

이 항체의 중쇄 및 경쇄 유전자 이용성에 관한 구조 정보 및 아미노산 서열을 알아내었다. 즉, 중쇄 VH, D 및 JH와 경쇄 Vκ

및 Jκ유전자의 이용성을 분석하고, 암호된 생성물과 특정 유전자 이용성 간의 차이도 분석하였다. 그 결과, 하이브리도마

E6.4에 의해 분비되는 항체는 다음과 같은 유전자의 이용성을 나타내었다.

VH - 4-31

D - A1/A4

JH - 4

Vκ- 012

Jκ- 2

V BASE 서열 디렉토리에 기록되어 있는 바와 같이, Vκ012 유전자에 의해 암호화되는 아미노산 서열은 다음과 같은 것으

로 결정되었다.

(서열 21)

중쇄 및 경쇄에 관한 아미노산 및 뉴클레오티드 서열 정보는 도 17 내지 도 20과 관련하여 이하에 제공한다. 도 17은 하이

브리도마 E6.4에 의해 분비되는 중쇄 면역글로불린 분자의 아미노산 서열이다. 중쇄 가변 유전자 4-31에 의해 암호화되

는 서열과 E6.4 분비형 중쇄 서열 간의 차이는 굵은 큰 활자로 표시하였다. CDR1에서 부터 CDR3 까지의 인접 서열은 밑

줄을 그어 표시하였고, CDR1, CDR2 및 CDR3 서열은 각각 2중선으로 표시하였다.

도 18은 하이브리도마 E6.4로부터 클로닝된 도 17에 도시한 중쇄 면역글로불린 분자를 암호하는 cDNA의 뉴클레오티드

서열이다.

도 19는 하이브리도마 E6.4에 의해 분비되는 카파 경쇄 면역글로불린 분자의 아미노산 서열이다. 경쇄 가변 유전자 012에

의해 암호화되는 서열과 E6.4 분비형 경쇄 서열간의 차이는 굵은 큰 활자로 표시하였다. CDR1에서 부터 CDR3 까지의 인

접 서열은 밑줄을 그어 표시하였고, CDR1, CDR2 및 CDR3 서열은 각각 2중선으로 표시하였다.

도 20은 하이브리도마 E6.4로부터 클로닝된 도 19에 도시한 카파 경쇄 면역글로불린 분자를 암호하는 cDNA의 뉴클레오

티드 서열이다.

하이브리도마 E2.11

하이브리도마 E2.11에 의해 분비되는 항체로는 인간 카파 경쇄를 보유한 인간 IgG2 항체를 포함한다. 이 항체를 분석하여

이 항체의 중쇄 및 경쇄 유전자 이용성에 관한 구조 정보 및 아미노산 서열을 알아내었다. 즉, 중쇄 VH, D 및 JH와 경쇄 Vκ

및 Jκ유전자의 이용성을 분석하고, 암호된 생성물과 특정 유전자 이용성 간의 차이도 분석하였다. 그 결과, 하이브리도마

E2.11에 의해 분비되는 항체는 다음과 같은 유전자의 이용성을 나타내었다.

VH - 4-61

D - XP1/21-10

JH - 4

Vκ- 018
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Jκ- 4

V BASE 서열 디렉토리에 기록되어 있는 바와 같이, VH 4-61 유전자에 의해 암호화되는 아미노산 서열은 다음과 같은 것

으로 결정되었다.

(서열 22)

중쇄 및 경쇄에 관한 아미노산 및 뉴클레오티드 서열 정보는 도 21 내지 도 24와 관련하여 이하에 제공한다. 도 21은 하이

브리도마 E2.11에 의해 분비되는 중쇄 면역글로불린 분자의 아미노산 서열이다. 중쇄 가변 유전자 4-31에 의해 암호화되

는 서열과 E2.11 분비형 중쇄의 서열 간의 차이는 굵은 큰 활자로 표시하였다. CDR1에서 부터 CDR3 까지의 인접 서열은

밑줄을 그어 표시하였고, CDR1, CDR2 및 CDR3 서열은 각각 2중선으로 표시하였다.

도 22는 하이브리도마 E2.11로부터 클로닝된 도 21에 도시한 중쇄 면역글로불린 분자를 암호하는 cDNA의 뉴클레오티드

서열이다.

도 23은 하이브리도마 E2.11에 의해 분비되는 카파 경쇄 면역글로불린 분자의 아미노산 서열이다. 경쇄 가변 유전자 018

에 의해 암호화되는 서열과 E2.11 분비형 경쇄 서열간의 차이는 굵은 큰 활자로 표시하였다. CDR1에서 부터 CDR3 까지

의 인접 서열은 밑줄을 그어 표시하였고, CDR1, CDR2 및 CDR3 서열은 각각 2중선으로 표시하였다.

도 24는 하이브리도마 E2.11로부터 클로닝된 도 23에 도시한 카파 경쇄 면역글로불린 분자를 암호하는 cDNA의 뉴클레

오티드 서열이다.

하이브리도마 E6.3

하이브리도마 E6.3에 의해 분비되는 항체로는 인간 카파 경쇄를 보유한 인간 IgG2 항체를 포함한다. 이 항체를 분석하여

이 항체의 중쇄 및 경쇄 유전자 이용성에 관한 구조 정보 및 아미노산 서열을 알아내었다. 즉, 중쇄 VH, D 및 JH와 경쇄 Vκ

및 Jκ유전자의 이용성을 분석하고, 암호된 생성물과 특정 유전자 이용성 간의 차이도 분석하였다. 그 결과, 하이브리도마

E6.3에 의해 분비되는 항체는 다음과 같은 유전자의 이용성을 나타내었다.

VH - 4-61

D - 1-2rc

JH - 4

Vκ- 018

Jκ- 4

중쇄 및 경쇄에 관한 아미노산 및 뉴클레오티드 서열 정보는 도 25 내지 도 28과 관련하여 이하에 제공한다. 도 25는 하이

브리도마 E6.3에 의해 분비되는 중쇄 면역글로불린 분자의 아미노산 서열이다. 중쇄 가변 유전자 4-61에 의해 암호화되

는 서열과 E6.3 분비형 중쇄 서열 간의 차이는 굵은 큰 활자로 표시하였다. CDR1에서 부터 CDR3 까지의 인접 서열은 밑

줄을 그어 표시하였고, CDR1, CDR2 및 CDR3 서열은 각각 2중선으로 표시하였다.

도 26은 하이브리도마 E6.3으로부터 클로닝된 도 25에 도시한 중쇄 면역글로불린 분자를 암호하는 cDNA의 뉴클레오티

드 서열이다.

도 27은 하이브리도마 E6.3에 의해 분비되는 카파 경쇄 면역글로불린 분자의 아미노산 서열이다. 경쇄 가변 유전자 018에

의해 암호화되는 서열과 E6.3 분비형 경쇄 서열간의 차이는 굵은 큰 활자로 표시하였다. CDR1에서 부터 CDR3 까지의 인

접 서열은 밑줄을 그어 표시하였고, CDR1, CDR2 및 CDR3 서열은 각각 2중선으로 표시하였다.

등록특허 10-0558110

- 22 -



도 28은 하이브리도마 E6.3으로부터 클로닝된 도 27에 도시한 카파 경쇄 면역글로불린 분자를 암호하는 cDNA의 뉴클레

오티드 서열이다.

하이브리도마 E7.6.3

하이브리도마 E7.6.3에 의해 분비되는 항체로는 인간 카파 경쇄를 보유한 인간 IgG2 항체를 포함한다. 이 항체를 분석하

여 이 항체의 중쇄 및 경쇄 유전자 이용성에 관한 구조 정보 및 아미노산 서열을 알아내었다. 즉, 중쇄 VH, D 및 JH와 경쇄

Vκ및 Jκ유전자의 이용성을 분석하고, 암호된 생성물과 특정 유전자 이용성 간의 차이도 분석하였다. 그 결과, 하이브리도

마 E7.6.3에 의해 분비되는 항체는 다음과 같은 유전자의 이용성을 나타내었다.

VH - 4-61

D - XP4rc-XP1

JH - 3

Vκ- 018

Jκ- 4

중쇄 및 경쇄에 관한 아미노산 및 뉴클레오티드 서열 정보는 도 29 내지 도 32와 관련하여 이하에 제공한다. 도 29는 하이

브리도마 E7.6.3에 의해 분비되는 중쇄 면역글로불린 분자의 아미노산 서열이다. 중쇄 가변 유전자 4-61에 의해 암호화

되는 서열과 E7.6.3 분비형 중쇄의 서열 간의 차이는 굵은 큰 활자로 표시하였다. CDR1에서 부터 CDR3 까지의 인접 서열

은 밑줄을 그어 표시하였고, CDR1, CDR2 및 CDR3 서열은 각각 2중선으로 표시하였다.

도 30은 하이브리도마 E7.6.3으로부터 클로닝된 도 29에 도시한 중쇄 면역글로불린 분자를 암호하는 cDNA의 뉴클레오

티드 서열이다.

도 31은 하이브리도마 E7.6.3에 의해 분비되는 카파 경쇄 면역글로불린 분자의 아미노산 서열이다. 경쇄 가변 유전자 018

에 의해 암호화되는 서열과 E7.6.3 분비형 경쇄 서열간의 차이는 굵은 큰 활자로 표시하였다. CDR1에서 부터 CDR3 까지

의 인접 서열은 밑줄을 그어 표시하였고, CDR1, CDR2 및 CDR3 서열은 각각 2중선으로 표시하였다.

도 32는 하이브리도마 E7.6.3으로부터 클로닝된 도 31에 도시한 카파 경쇄 면역글로불린 분자를 암호하는 cDNA의 뉴클

레오티드 서열이다.

실시예 4

중쇄 및 경쇄의 아미노산 치환 분석

도 33은 특정 항체의 중쇄를 암호하는 특정 VH 유전자의 아미노산 서열과 특정 항EGF-r 항체 중쇄 아미노산 서열을 비교

한 것이다. 이와 유사하게, 도 34는 특정 항체의 경쇄를 암호하는 특정 Vκ유전자의 아미노산 서열과 특정 항EGF-r 항체

경쇄 아미노산 서열을 비교한 것이다. 이 도면들을 통해 알 수 있듯이, 중쇄 서열과 경쇄 서열 간에는 여러 개의 매우 보존

적인 아미노산 치환이 존재한다. 구체적으로, 항체의 중쇄에서 모든 중쇄 분자는 VH 4계 유전자에 의해 암호되고 VH 4-

31 암호성 항체 중의 10번 위치에 글리신을 보유하고, VH 4-61 암호성 항체 중의 10번 위치에 있는 세린은 각각 아스파르

트산으로 치환되어 있다. 또한, VH 4-31 중쇄에서, 1개의 항체를 제외한 항체 모두는 7번 위치에 아스파라긴 대신 세린을

포함한다. 이와 유사하게, 주요 치환은 아니지만, VH 4-31 암호성 항체 2개와 VH 4-61 암호성 항체 2개 중에 존재하는

세린이 아스파라긴으로 치환되는 위치 35번이 관찰되기도 한다. 또, VH 4-31 암호성 항체 2개와 VH 4-61 암호성 항체 2

개에서는 각각 티로신이 세린(E2.4) 또는 히스티딘(E6.4, E2.11 및 E7.6.3)으로 치환되는 위치 28번의 치환이 관찰되고

있다. VH 4-31 암호성 항체 3개와 VH 4-61 암호성 항체 2개인 총 5개의 항체에서는, 위치 50번에 발린 대신 로이신

(E2.4 및 E2.11) 또는 이소로이신(E2.5, E6.2 및 E7.6.3)을 갖고 있다.
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카파 경쇄 아미노산 서열과 관련하여, 이 서열은 모두 VκI 계 유전자에 의해 암호되고, 이 분자 중 7개는 018 유전자에 의

해 암호되고 1개(E6.4)는 012 유전자에 의해 암호된다. 012 유전자 생성물과 018 유전자 생성물간에는, E6.4 분자를 다

른 분자와 함께 018 유전자 생성물과 비교해 볼 때 도 34를 통해 알 수 있듯이 고도의 상동성이 있는 것으로 나타난다.

E6.4 분자는 도 19에 도시되어 있듯이 012 유전자 생성물에 비해 단지 2개의 치환만을 갖고 있고, 018 유전자 생성물에

비해 13개의 치환을 보유한다. 이 항체들은 모두 CDR3 중의 74번 위치에 아스파라긴 대신 세린(E1.1, E2.5, E2.11 및

E6.3)이나, 히스티딘(E2.4, E6.2 및 E7.6.3) 또는 아르기닌(E6.4)이 존재하는 치환을 나타낸다. 나머지 치환은 고도로 보

존적이지 않다. 하지만, 다수의 항체들은 CDR 중에 치환을 나타내는 것으로 관찰된다. 그러나, 매우 높은 친화성이 있는

항체인 E7.6.3은 CDR3내 및 CDR3 근접 부위까지 경쇄 아미노산 서열에 아미노산 치환을 전혀 보유하지 않는다는 것은

흥미로운 사실이다.

전술한 각 아미노산 치환들은 CDR내 또는 CDR과 근접 부위에서 나타나는 것이다. 이러한 치환은 EGF 수용체 분자에 대

한 항체의 결합시 일부 영향을 미치는 것으로 보인다. 또한, 이러한 치환은 항체의 친화성에 유의적 효과를 나타내는 것이

다.

전술한 바와 같이, 항EGF-r 항체는 특정 항종양 활성을 나타내는 것으로 입증되었다. 이하 실시예는 본 발명의 항체가 이

와 같은 항종양 활성을 나타내는지를 측정하기 위한 것이다.

실시예 5

인간 항EGF-r 항체에 의한 인간 유상피암 A431 세포에 대한 EGF 및 TGF-α결합의 시험관내 차단 실험

본 발명의 항체가 인간 암종 세포주에 대한 EGF 결합을 차단할 수 있는지를 측정하기 위하여 시험관내 분석을 실시하였

다. 이 실험은 전술한 바와 같이 항암 활성이 종래 입증된 쥐의 모노클로날 항체 225와 본 발명에 기재된 항체의 결합을 비

교하기 위한 것이다.

이 실시예에서는 인간 유상피암 A431 세포주를 사용하였다. A431 세포주는 EGF-r을 다량 발현하는 것으로 알려져 있다

(세포 당 EGF-r 분자 약 2 x 106). 따라서, 항EGF-r 항체는 모든 결합 부위를 다 포화시키려면 상기 보다 더 높은 농도가

필요로 된다. 이 실시예의 결과는 도 35에 도시하였다. 이 도면을 통해, 인간 유상피암 A431 세포에 대한 I125 표지된 EGF

결합이 시험관내에서 인간 항EGF-r 항체에 의해 차단된다는 것을 관찰할 수 있다. 이 도면에서, (□)는 본 발명에 기재된

항EGF-r 항체(E7.6.3)에 의해 얻어지는 결과를 도시한 것이고, (●)은 쥐의 모노클로날 항체 225에 의해 얻어지는 결과

를 도시한 것이며, (▲)는 대조용의 비특이적 인간 IgG2 항체에 의해 얻어지는 결과를 도시한 것이다.

도 36은 인간 유상피암 A431 세포에 대한 EGF 결합이 본 발명에 따른 인간 항EGF-r 항체 패널에 의해 시험관내에서 억

제되는 지를 225, 528 및 비특이적 인간 IgG2 대조군과 비교하여 나타낸 것이다. 이 도면에서, (□)는 쥐의 모노클로날 항

체 225에 의해 얻어지는 결과를 도시한 것이고, (○)은 쥐의 모노클로날 항체 528에 의해 얻어지는 결과를 도시한 것이며,

(▼)는 본 발명에 기재된 E1.1 항체 사용시 얻어지는 결과를 도시한 것이고, (▲)는 본 발명의 E2.4 항체를 사용하여 얻은

결과를 도시한 것이며, (▶)는 본 발명의 E2.5 항체를 사용하여 얻은 결과를 도시한 것이고, (◀)은 본 발명의 E2.6 항체를

사용하여 얻은 결과를 도시한 것이며, (◆)는 본 발명의 E2.11 항체를 사용하여 얻은 결과를 도시한 것이고, ( )은 대조

용의 비특이적 인간 IgG2 항체를 사용하여 얻은 결과를 도시한 것이다.

이와 같은 결과를 통해, 본 발명의 항체가 A431 세포상에 표면 발현된 EGF-r에 대한 EGF 결합을 225 항체 및 528 항체

보다 더 우수하게 차단할 수 있다는 것을 알 수 있다. 구체적으로, 결합을 억제하기 시작하는 농도가 225 항체는 10 nM인

데 비해 본 발명의 항체는 8 nM인 것으로 나타난다.

TGF-α결합의 억제면에서는, 225 항체와 비교했을 때 본 발명의 항체 이용시 유사한 효능이 관찰되었다. 도 37은 인간 유

상피암 A431 세포에 대한 TGF-α결합이 인간 항EGF-r 항체에 의해 시험관내에서 억제되는지를 도시한 것으로, 여기에

서 (□)는 쥐 모노클로날 항체 225에 의해 얻어지는 결과를 도시한 것이고, (◆)는 본 발명의 E6.2 항체에 의해 얻어지는

결과를 도시한 것이며, (●)은 본 발명의 E6.3 항체에 의해 얻어지는 결과를 도시한 것이고, (▲)는 본 발명의 E7.2 항체에

의해 얻어진 결과를 도시한 것이며, (■)은 본 발명의 E7.10 항체에 의해 얻어지는 결과를 도시한 것이고, (▼)는 E7.6.3을

사용하여 얻어지는 결과를 도시한 것이며, ( )는 대조용의 비특이적 인간 IgG2 항체를 사용하여 얻어지는 결과를 도시한

것이다.
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이와 같은 결과를 통해, 본 발명의 항체가 A431 세포상에 표면 발현된 EGF-r에 대한 TGF-α결합을 225 항체에 비해 더

우수하게 차단한다는 것을 알 수 있다. 구체적으로, 결합을 억제하기 시작하는 농도가 225 항체는 1 nM인데 비해 본 발명

의 항체는 0.1 nM인 것으로 나타난다.

실시예 6

인간 항EGF-r 항체에 의한 시험관내 인간 결장 선암 SW948 세포에 대한 EGF 결합의 차단

또 다른 시험관내 분석으로 본 발명의 항체가 또 다른 인간 암종 세포주에 대한 EGF 결합을 차단할 수 있는지를 측정하였

다. 이 실험은 전술한 바와 같이 항암 활성이 종래 입증된 쥐의 모노클로날 항체 225와 본 발명에 기재된 항체의 결합을 비

교하기 위한 것이다.

이 실시예에서는 인간 결장 선암 SW948 세포주를 사용하였다. A431 세포주와는 반대로, SW948 세포주는 표면상에

EGF-r을 비교적 소량 발현한다(세포 당 약 40,000 분자). 따라서, 이보다 더 적은 농도의 항EGF-r 항체가 세포상의 수용

체 결합 부위를 다 포화시키는데 필요로 된다. 이 실시예의 결과는 도 38에 도시하였다. 이 도면을 통해, 인간 결장 선암

SW948 세포에 대한 I125 표지된 EGF 결합이 인간 항EGF-r 항체에 의해 시험관내에서 차단된다는 것을 관찰할 수 있다.

이 도면에서, (●)은 본 발명에 기재된 항EGF-r 항체(E7.6.3)에 의해 얻어지는 결과를 도시한 것이고, (□)는 쥐의 모노클

로날 항체 225에 의해 얻어지는 결과를 도시한 것이며, (▲)는 대조용의 비특이적 인간 IgG2 항체에 의해 얻어지는 결과를

도시한 것이다.

이와 같은 결과는 본 발명의 항체가 적어도 225 항체 뿐만 아니라 SW948 세포에 대한 EGF 결합을 차단한다는 것을 시사

한다. 사실상, 곡선은 본 발명의 항체에 의해 약간 개선된 것으로 보이나, 이것은 225 항체 보다 낮은 농도에서의 억제 결

과를 나타낸 것이다.

실시예 7

인간 항EGF-r 항체에 의한 시험관내 인간 결장 선암 SW948 세포 성장의 억제

본 발명자들은 본 발명의 항체가 암 세포 성장을 억제할 수 있는지, 그리고 억제 정도가 225 항체에 비해 어느 정도인지를

측정하기 위하여 시험관내 분석으로 실시하였다. 이 실험은 전술한 바와 같이 이미 입증된 바 있는 항암 활성이 있는 쥐의

모노클로날 항체 225에 의한 억제 정도와 본 발명의 항체에 의한 억제 정도를 비교하기 위하여 실시한 것이다.

이 실시예에서는 인간 결장 선암 SW948 세포주를 사용하였다. SW948 세포주만이 EGF 의존적 세포 성장을 나타내었다.

이와 반대로 A431 세포주는 시험관내 EGF의 존재하에 성장 억제를 나타내었다. 이와 같은 결과는 본 발명의 인간 항

EGF-r 항체가 시험관내 SW948 세포 성장을 억제함을 입증하고 있는 도 39에 도시되어 있다. 이 도면에서, (●)은 본 발

명에 기재된 항EGF-r 항체(E7.6.3)에 의해 얻어지는 결과를 도시한 것이고, (□)는 쥐의 모노클로날 항체 225에 의해 얻

어지는 결과를 도시한 것이며, (▲)는 대조용의 비특이적 인간 IgG2 항체에 의해 얻어지는 결과를 도시한 것이다.

이와 같은 결과는 본 발명의 항체가 적어도 225 항체 뿐만 아니라 SW948 세포의 성장을 억제한다는 것을 시사한다. 사실

상, 곡선은 본 발명의 항체에 의해 약간 개선된 것으로 보이나, 약 100 ㎍/㎖의 농도에서 본 발명의 항체는 세포 성장을 명

백히 100% 억제하는 반면, 225 항체는 동일 투여량 범위에서 80% 내지 90% 사이의 일정 억제율을 나타내는 것으로 관찰

된다.

실시예 8

인간 항EGF-r 항체에 의한 누드 마우스내 인간 유상피암 성장의 생체내 억제

본 실험은 본 발명의 항체가 생체내 종양 세포 성장을 억제할 수 있는지를 측정하기 위한 것이다. 이 실험에서, 8주령의 누

드 마우스에게 인간 유상피암 A431 세포주를 경피 접종하였다. 5 x 106 A431 세포를 마우스에 주사하였다. A431 세포를

접종한 날에 본 발명의 항체 2가지 투여량 중 1가지 투여량이나 2가지 대조군 중 1가지를 복강내 주사하였다. 이어서 항체

또는 대조군을 3회 투여하고, 경피 종양 형성과 크기를 측정하였다. 사용된 항체의 투여량은 1.0 ㎎ 또는 0.2 ㎎이다. 대조

군으로는 인산염 완충 식염수 또는 비특이적 인간 IgG2 항체를 사용하였다.
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이 실험의 결과는 도 40에 도시하였다. 이 도면을 통해 생체내 본 발명의 인간 항EGF-r 항체의 이용을 통한 누드 마우스

내 인간 유상피암 세포 성장의 억제를 명백히 관찰할 수 있다. 이 도면에서, (▲)는 본 발명의 인간 항EGF-r 항체(E7.6.3)

1.0 ㎎ 투여시 얻어지는 결과를 도시한 것이고(n=5), (▼)는 E7.6.3 항체 0.2 ㎎ 투여시 얻어지는 결과를 도시한 것이며

(n=4), (□)는 대조용의 비특이적 인간 IgG2 항체에 의해 얻어지는 결과를 도시한 것이고(n=6), (○)은 대조군으로 인산염

완충 식염수를 이용하여 얻은 결과를 도시한 것이다(n=6).

E7.6.3 항체로 처리한 동물에서는 종양 성장이 관찰되지 않은 반면, 대조군 동물은 종양 세포 접종 25일 이내에 유의적인

종양 성장을 나타내었다.

이와 같은 실험을 통해 본 발명에 기재된 3가지 항체를 비교하였다. 그 결과는 도 41에 도시하였다. 본 발명의 각 항체를,

즉 E7.6.3은 마우스 5 마리에게 1 ㎎, 4 마리에게 0.2 ㎎, E2.5는 마우스 3 마리에게 1 ㎎, 다른 3 마리에게 0.2 ㎎, E1.1

은 마우스 3 마리에게 1 ㎎ 투여한 결과 대조군에 비하여 마우스내 인간 유상피암 형성이 억제되는 것으로 나타났다. 대조

군 동물은 모두(PBS 처리 동물 6 마리와 인간 IgG2 처리 동물 6 마리) 접종 19일 이내에 유의적인 종양 형성을 나타내는

반면, 본 발명의 인간 항EGF-r 항체를 처리한 동물에서는 접종 19일 이내에 종양이 전혀 형성되지 않았다.

도 42는 인간 유상피암을 접종한 후 130일 동안 전술한 실험의 동물로부터 얻어지는 결과를 도시한 것이다. 이 실험의 결

과는 도 42에 도시하였다. 이 도면에서 모든 대조군의 마우스는 종양 세포 접종 20일 이내에 종양 형성을 나타내는 것으로

관찰되었다. 이와 반대로, 본 발명의 항체로 처리된 첫번째 마우스에게서 종양이 형성되는 시기는 70일이었다. 130일까

지, 실험 동물 15 마리중 4 마리에서만 종양 형성이 관찰되었다. 흥미로운 것은, E2.5 항체 0.2 ㎎을 투여한 실험 동물에서

는 시험 기간내에 종양 형성을 전혀 나타내지 않았다.

전술한 실험을 통해 본 발명의 항체가 종양 세포주 접종과 동시적으로 투여된다면 종양 세포 성장의 개시와 종양의 개시를

거의 완전하게 예방한다는 결론을 얻었다. 또한, 종양 세포 성장에 미치는 억제 효과는 장기 지속적인 것으로 관찰되었다.

실시예 9

인간 항EGF-r 항체에 의한 누드 마우스내 인간 유상피암 성장의 생체내 근절

상기 실시예를 통해 논의한 바와 같이, 종양 세포 성장 및/또는 종양 형성의 예방은 긍정적인 결과이지만, 치료적인 관점에

서는 형성되어 있는 종양의 근절이 더욱 절실히 요구된다. 따라서, 본 실험에서는 본 발명의 항체가 포유류내 형성된 종양

을 근절시킬 수 있는지를 조사하였다. 225 항체에 대하여 제시된 종래 데이터에서는 225 항체를 이용하여 형성된 종양을

효과적으로 근절시키기 위해서 항종양제로의 치료를 보충하는 것이 필수적임을 시사하였다. 따라서, 본 실험에서는 항체

처리를 단독 처리 및 항종양제와의 병용 처리로 실시하였다.

본 실험을 위해, 누드 마우스에게 A431 인간 유상피암 세포 5 x 106 을 0일째 경피 접종하였다. 이 마우스에게 종양이 형

성될 기회를 제공한 후(크기 ≥0.4 ㎤) 항체, 화학치료제 및/또는 대조군으로 치료하였다. 치료는 개시한 후 5일, 8일, 10

일, 14일, 16일 및 21일간 계속하고, 화학치료제는 5일 및 6일째에만 투여하였다. 치료에는 본 발명의 항체(E7.6.3), 항종

양제 독소루비신 및 항체와 독소루비신의 조합물을 사용하였다. 대조군으로는 인산염 완충 식염수 또는 비특이적 인간

IgG2 항체를 이용하였다. 각 치료군으로 5 마리의 동물을 사용하였다. 이 실험으로부터 얻어지는 결과를 도 43에 도시하

였고, 이 도면에서 (△)는 본 발명의 인간 항EGF-r 항체(E7.6.3)를 1 ㎎ 투여했을 때 얻어지는 결과를 도시한 것이고

(n=5), (5)는 독소루비신 125 ㎍을 투여하였을 때 얻어지는 결과를 도시한 것이며, (××)는 본 발명의 인간 항EGF-r 항체

1 ㎎과 함께 독소루비신 125 ㎍의 투여량을 투여하였을 때 얻어지는 결과를 도시한 것이고, (◆)은 대조용의 비특이적 인

간 IgG2 항체에 의해 얻어지는 결과를 도시한 것이며, (■)는 대조용으로 인산염 완충 식염수를 이용하였을 때 얻어지는 결

과를 도시한 것이다.

이 도면을 통해 관찰되는 바와 같이, 독소루비신과 조합하여 E7.6.3 항체를 투여한 경우에는 종양 성장의 완전한 근절을

보였다. 또한, E7.6.3 항체를 단독 투여한 경우에도 종양 성장이 완전 정지되었다.

이와 유사한 실험으로서, 종양을 접종한 후, 5마리 마우스에게 5일, 8일, 10일, 14일, 16일 및 21일째 E2.5 항체 0.5 ㎎을

투여하고, 다른 5마리 마우스에게는 5일, 8일, 10일, 14일, 16일 및 21일째 E2.5 항체와 함께 5일과 6일째 독소루비신을

조합 투여하고, 그 결과를 도 44에 도시하였다. 이 도면에서, (◆)는 본 발명의 인간 항EGF-r 항체(E2.5) 0.5 ㎎을 투여하

여 얻어지는 결과를 도시한 것이고, (■)은 독소루비신 125 ㎍을 투여하여 얻어지는 결과를 도시한 것이며, (△)는 독소루
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비신 125 ㎍과 함께 본 발명의 인간 항EGF-r 항체(E2.5) 0.5 ㎎을 투여하여 얻어지는 결과를 도시한 것이고, (×)는 대조

군으로 인산염 완충 식염수를 이용하여 얻어지는 결과를 도시한 것이며, (××)는 대조용의 비특이적 인간 IgG2 항체를 이

용하여 얻어지는 결과를 도시한 것이다.

이 도면을 통해 관찰되는 바와 같이, E2.5 항체 단독 투여 또는 독소루비신과의 조합 투여에 의해 마우스내 종양이 거의 완

전하게 근절되는 것으로 나타났다.

실시예 10

인간 항EGF-r 항체의 이용을 통해 생체내 인간 종양을 치료 및 진단하기 위한 인간에 대한 임상 시도

개요

본 발명의 항체는 특정 고체 종양의 치료에 효과가 있다. EGF-r 발현율을 비롯한 다수 인자에 근거할 때, 다음과 같은 종

양 종류, 즉 유방암, 난소암, 결장암, 전립선암, 방광암 및 비소(non-small) 세포 폐암에 대하여 바람직한 효과를 나타내는

것으로 보인다. 이와 같은 각 효과와 관련하여, 3가지 임상 경로가 임상적 성과에 각별한 가능성을 제공하는 것으로 보인

다.

보조 요법

보조 요법에서는 환자를 화학치료제 또는 항종양제 및/또는 방사선 요법과 함께 본 발명의 항체로 치료한다. 전술한 1차

표적은 본 발명의 항체를 표준 제1 및 제2 치료법에 부가하는 프로토콜하에 처리된다. 이 프로토콜은 표준 화학치료법의

통상의 투여량을 감소시키는 성질 뿐만 아니라 종양 질량의 감소로 측정되는 바와 같이 효과적임을 나타낸다. 이와 같은

투여량의 감소로 인하여 화학치료제의 용량 관련 독성을 감소시켜 추가 치료 및/또는 장기 치료의 가능성을 제공한다. 종

래 기술의 항EGF-r 항체는 화학치료제 또는 항종양제인 아드리아마이신(C225: 전진성 전립선암), 시스플라틴(C225: 전

진성 두경부 암과 폐암). 탁솔(C225: 유방암) 및 독소루비신(C225: 증상발현전)과 함께 여러 부속 임상 시도에 사용되었

고, 현재도 사용되고 있다.

단독 치료법

종양의 단독치료법으로 본 발명에 기재된 항체를 사용하는 경우에는 항체를 화학치료제 또는 항종양제 없이 환자에게 투

여한다. 본 명세서에 기재된 바와 같이 본 발명의 항체를 사용함에 따라 얻어지는 증상발현전 결과는 보조 요법 및/또는 독

립 요법과 유사한 결과를 나타내었다. 더욱이, 단독치료법은 상당한 전이 질병에 걸린 말기 암환자에 대하여 분명하게 실

시하였다. 환자들은 일부 질환에 대하여 안정화를 나타내는 것으로 밝혀졌다. 본 시험은, 종양(암)에 걸린 치료저항성 환자

에 대한 효과를 나타내기 위한 것이다.

영상화제

본 발명의 항체에 대하여 방사능핵종[예, 이트륨(90Y)]을 결합시키면, 방사능핵종 결합된 본 발명의 항체를 진단용 영상화

제로서 사용할 수 있다. 이 경우, 본 발명의 항체는 EGF 수용체를 발현하는 세포의 전이 병변부 뿐만 아니라 고체 종양에

도 국재화한다. 따라서, 본 발명의 항체를 영상화제로 사용하면, 이 항체는 외과 수술전 검색 뿐만 아니라 수술 후에 어떤

종양이 남아있고 재발하는지를 측정하는 경우와 같이 고체 종양의 외과적 치료를 보조하는데 사용할 수 있다. 예컨대,

(111In)-C225 항체는 절제할 수 없는 인상 세포 폐암에 걸린 환자의 제I 단계 인간 임상 시험에 영상화제로서 사용된 바 있

다(Divgi et al. J.Natl.Cancer Inst. 83:97-104(1991)]. 그 다음, 표준 전방 및 후방 감마 카메라를 사용하여 환자를 촬영

하였다. 예비 데이터 결과 모든 1차 병변과 대형 전이 병변은 확인되는 반면, 소형 전이 병변(1 ㎝ 이하)은 1/2 만이 검출되

었다.

투여량 및 투여 경로

본 발명에 기재된 항체의 구체적인 투여량은 아직 확정된 것은 아니지만, 특정 투여량은 임상적으로 유사 제품(ImClone

C225)과 비교하여 결정할 수 있다. C225 항체는 일반적으로 5 내지 400 ㎎/㎡ 범위의 투여량으로 사용될 수 있으나 안전

성 측면에서 보다 낮은 투여량을 사용한다. 본 발명의 항체는 C225 항체보다 1 로그 이상 높은 친화성을 나타낸다. 또한,

C225 항체는 키메라 항체인데 반하여 본 발명의 항체는 완전한 인간 항체로서, 항체 제거성이 보다 느릴 것으로 예상된다.
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따라서, 본 발명자들은 본 발명에 기재된 항체의 환자내 투여량이 보다 낮은, 50 내지 300 ㎎/㎡ 범위이고, 지속적으로 효

능을 유지할 것으로 예상한다. 통상적인 투여량 단위인 ㎎/㎏에 비하여 ㎎/㎡의 투여량은 표면적을 기준으로 한 측정 단위

로서 유아에서부터 성인에 이르기까지 모든 크기의 환자에 해당되도록 고안된 편리한 투여량 단위이다.

3가지 독특한 전달 방법은 본 발명의 항체 전달시 유용한 것으로 예상된다. 즉, 대부분의 종양에 대한 표준 전달 기법은 통

상적인 정맥내 전달이다. 하지만, 복강 종양, 예컨대 난소, 담즙관, 기타 관등의 종양의 경우에는 복강내 투여가 종양 부위

에 높은 투여량의 항체를 제공하고, 항체 제거율을 최소화하는데 바람직한 것으로 입증된다. 이와 유사하게 특정 고체 종

양은 국부적 관류에 적당한 맥관구조를 보유한다. 국부적 관류는 종양 부위에 높은 투여량의 항체를 제공하고 항체의 단기

제거를 최소화할 것이다.

임상 진행 계획(CDP)

개론 : CDP는 보조 요법, 단독 치료법 및 영상화제로서 본 발명에 기재된 항EGF-r 항체에 의한 치료 후 실시되고 진행되

는 것이다. 이 실험은 초기에는 안정성을 입증하기 위하여 이용되고, 그 후에는 반복 투여량의 효능을 나타내기 위하여 이

용되는 것이다. 이 실험은 본 발명의 항체를 이용한 표준 치료법과 표준 화학치료법을 비교하는 공개적인 지표이다. 환자

가입시 이용할 수 있는 1가지 기준은 잘 알려진 바와 같이, 생검시 측정되는 환자 종양의 EGF-r 발현율이다.

임의의 단백질이나 항체 주입을 기본으로 한 치료시 안전성의 문제는 주로 (i) 시토킨 방출 증후군, 즉 저혈압, 고열, 전율,

오한, (ii) 물질에 대한 면역원성 반응의 발생(즉, 인간 항체 치료제 또는 HAHA 반응에 대하여 환자에게 나타나는 인간 항

체의 발생) 및 (iii) EGF 수용체를 발현하는 정상 세포, 예컨대 EGF-r을 발현하는 간세포에 대한 독성에 관한 것이다. 표준

시험과 후속 시험은 이러한 각 안전성 문제를 모니터하는데 이용된다. 구체적으로, 간 손상을 측정하기 위하여 필요한 경

우 임상 시험 동안 간 기능을 종종 모니터한다.

인간 임상 시험 : 인간 항EGF-r 항체 및 화학치료제를 이용한 보조 요법

고체 종양, 예컨대 유방암의 치료와 관련하여 본 발명에 기재된 인간 항EGF-r 항체의 6회 정맥내 투여량의 안전성을 측정

하기 위하여 제I 단계 인간 임상 시험을 개시한다. 이 연구에서는, 항종양제 또는 화학치료제, 예컨대 시스플라틴, 토포테

칸, 독소루비신, 아드리아마이신, 탁솔 등에 대한 보조 요법으로 본 발명에 기재된 항체의 단독 투여량을 이용하여 그 안전

성을 시험한다. 이 시험은 다음과 같은 계획에 따라 치료하는 과정에 있어서 약 25 ㎎/㎡ 내지 약 275 ㎎/㎡으로 점증하는

항체 투여량으로 본 발명에 기재된 항체의 6가지 단독 투여량을 전달하는 것을 포함한다.

  0일  7일  14일  21일  28일  35일

 Mab 투여량  25 ㎎/㎡  75 ㎎/㎡  125 ㎎/㎡  175 ㎎/㎡  225 ㎎/㎡  275 ㎎/㎡

화학치료제

(표준 투여량)

 +  +  +  +  +  +

항체와 화학치료제를 각각 투여한 후 1주 동안 환자를 세밀하게 관찰한다. 구체적으로, 전술한 안전성 문제에 대하여 환자

를 평가한다. (i) 시토킨 방출 증후군, 즉 고혈압, 고열, 전율, 오한, (ii) 물질에 대한 면역원성 반응의 발생(즉, 인간 항체 치

료제 또는 HAHA 반응에 대하여 환자에게 나타나는 인간 항체의 발생) 및 (iii) EGF 수용체를 발현하는 정상 세포, 예컨대

EGF-r을 발현하는 간세포에 대한 독성. 이러한 각 안전성 문제를 표준 시험과 후속 시험을 이용하여 모니터한다. 특히, 간

기능은 필요한 경우 간 손상을 측정하기 위하여 임상 시험 동안 자주 모니터한다.

또한, 환자의 임상 결과, 구체적으로 MRI 또는 기타 영상화법으로 입증되는 종양 크기의 감소를 평가한다.

안전성과 효능 표시의 증거를 이용하여 제II 단계 시험을 실시하여 추가 효능과 최적 투여량을 평가한다.

인간 임상 시험 : 인간 항EGF-r 항체를 이용한 단독치료법

전술한 보조 시험에서 본 발명의 항체가 안전성을 나타냄을 고려하여 단독 치료법의 효능과 최적 투여량을 평가하기 위하

여 인간 임상 시험을 실시한다. 이 시험은 환자에게 본 발명의 항체 투여량의 제공과 동시에 화학치료제를 제공하지 않는

점을 제외하고는 전술한 보조 시험에서와 동일한 안전성 및 결과 분석을 수반하여 실시한다.

인간 임상 시험 : 항EGF-r 항체를 이용한 진단 영상화
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전술한 보조 요법을 통해 전술한 안전성 기준내에서 안전한 것으로 나타나는데 근거하여 본 발명의 항체를 진단 영상화제

로서 이용하여 인간 임상 시도를 실시할 수 있다. 프로토콜은 문헌[Divgi et al. J.Natl.Cancer Inst. 83:97-104(1991)]에

기재된 것과 실질적으로 유사한 방식으로 디자인하였다.
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등가물

전술한 상세한 설명과 실시예는 본 발명의 특정 바람직한 양태를 설명하고 본 발명자들에 의해 고찰된 최상의 양태를 기재

한 것이다. 하지만, 본 명세서에 상세히 기재된 것 외에도, 본 발명은 다양한 방식으로 실시될 수 있으며, 본 발명의 범위는

첨부되는 청구의 범위와 그 등가물로서 이해되어야 한다.

서열 목록

(1) 일반 정보 :

(i) 출원인 : 아브게닉스, 인크.

(ii) 발명의 명칭 : 상피 성장 인자 수용체에 대한 인간의 모노클로날 항체

(iii) 서열의 수 : 38

(iv) 서신 주소 :

(A) 수신인 : 피시 앤드 니브, 제임스 에프. 하레이

(B) 스트리트 : 애비뉴 오브 더 아메리카스 1251

(C) 도시 : 뉴욕

(D) 주 : 뉴욕

(E) 국가 : 미국

(F) 우편번호(ZIP) : 10020-1104

(v) 컴퓨터 판독 형태 :

(A) 매체 유형 : 디스켓

(B) 컴퓨터 : IBM 호환기종

(C) 작동 체계 : DOS

(D) 소프트웨어 : FastSEQ Version 1.5

(vi) 현 출원 데이터 :

(A) 출원 번호 :

(B) 출원일 :

(C) 분류 :
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(vii) 종래 출원 데이터 :

(A) 출원 번호 : US 08/851,362

(B) 출원일 : 1997.5.5

(viii) 변리사/대리인 정보:

(A) 성명 : 하레이 쥬니어, 제임스 에프.

(B) 등록 번호 : 27,794

(C) 참조 번호 : Cell 4.20 PCT

(ix) 통신 정보 :

(A) 전화 : (212)596-9000

(B) 팩스 : (212)596-9090

(C) 텔렉스 :

(2) 서열 번호 1 에 대한 정보 :

(i) 서열 특성 :

(A) 길이 : 22 염기쌍

(B) 서열의 타입 : 핵산

(C) 쇄의 수 : 1본쇄

(D) 토폴로지 : 직쇄상

(ii) 분자의 타입 : cDNA

(iii) 추정 서열 : 아니오

(iv) 안티센스 : 아니오

(v) 단편 타입 :

(vi) 기원 :

(xi) 서열 번호 1:

(2) 서열 번호 2에 대한 정보 :

(i) 서열 특성 :

(A) 길이 : 24 염기쌍
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(B) 서열의 타입 : 핵산

(C) 쇄의 수 : 1본쇄

(D) 토폴로지 : 직쇄상

(ii) 분자의 타입 : cDNA

(iii) 추정 서열 : 아니오

(iv) 안티센스 : 아니오

(v) 단편 타입 :

(vi) 기원 :

(xi) 서열 번호 2:

(2) 서열 번호 3에 대한 정보 :

(i) 서열 특성 :

(A) 길이 : 294 염기쌍

(B) 서열의 타입 : 핵산

(C) 쇄의 수 : 1본쇄

(D) 토폴로지 : 직쇄상

(ii) 분자의 타입 : cDNA

(iii) 추정 서열 : 아니오

(iv) 안티센스 : 아니오

(v) 단편 타입 :

(vi) 기원 :

(xi) 서열 번호 3:

(2) 서열 번호 4에 대한 정보 :

(i) 서열 특성 :

(A) 길이 : 264 염기쌍
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(B) 서열의 타입 : 핵산

(C) 쇄의 수 : 1본쇄

(D) 토폴로지 : 직쇄상

(ii) 분자의 타입 : cDNA

(iii) 추정 서열 : 아니오

(iv) 안티센스 : 아니오

(v) 단편 타입 :

(vi) 기원 :

(xi) 서열 번호 4:

(2) 서열 번호 5 에 대한 정보 :

(i) 서열 특성 :

(A) 길이 : 291 염기쌍

(B) 서열의 타입 : 핵산

(C) 쇄의 수 : 1본쇄

(D) 토폴로지 : 직쇄상

(ii) 분자의 타입 : cDNA

(iii) 추정 서열 : 아니오

(iv) 안티센스 : 아니오

(v) 단편 타입 :

(vi) 기원 :

(xi) 서열 번호 5:

(2) 서열 번호 6에 대한 정보 :
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(i) 서열 특성 :

(A) 길이 : 264 염기쌍

(B) 서열의 타입 : 핵산

(C) 쇄의 수 : 1본쇄

(D) 토폴로지 : 직쇄상

(ii) 분자의 타입 : cDNA

(iii) 추정 서열 : 아니오

(iv) 안티센스 : 아니오

(v) 단편 타입 :

(vi) 기원 :

(xi) 서열 번호 6:

(2) 서열 번호 7에 대한 정보 :

(i) 서열 특성 :

(A) 길이 : 288 염기쌍

(B) 서열의 타입 : 핵산

(C) 쇄의 수 : 1본쇄

(D) 토폴로지 : 직쇄상

(ii) 분자의 타입 : cDNA

(iii) 추정 서열 : 아니오

(iv) 안티센스 : 아니오

(v) 단편 타입 :

(vi) 기원 :

(xi) 서열 번호 7:
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(2) 서열 번호 8에 대한 정보 :

(i) 서열 특성 :

(A) 길이 : 262 염기쌍

(B) 서열의 타입 : 핵산

(C) 쇄의 수 : 1본쇄

(D) 토폴로지 : 직쇄상

(ii) 분자의 타입 : cDNA

(iii) 추정 서열 : 아니오

(iv) 안티센스 : 아니오

(v) 단편 타입 :

(vi) 기원 :

(xi) 서열 번호 8:

(2) 서열 번호 9에 대한 정보 :

(i) 서열 특성 :

(A) 길이 : 291 염기쌍

(B) 서열의 타입 : 핵산

(C) 쇄의 수 : 1본쇄

(D) 토폴로지 : 직쇄상

(ii) 분자의 타입 : cDNA

(iii) 추정 서열 : 아니오

(iv) 안티센스 : 아니오

(v) 단편 타입 :

(vi) 기원 :

(xi) 서열 번호 9:
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(2) 서열 번호 10에 대한 정보 :

(i) 서열 특성 :

(A) 길이 : 264 염기쌍

(B) 서열의 타입 : 핵산

(C) 쇄의 수 : 1본쇄

(D) 토폴로지 : 직쇄상

(ii) 분자의 타입 : cDNA

(iii) 추정 서열 : 아니오

(iv) 안티센스 : 아니오

(v) 단편 타입 :

(vi) 기원 :

(xi) 서열 번호 10:

(2) 서열 번호 11에 대한 정보 :

(i) 서열 특성 :

(A) 길이 : 291 염기쌍

(B) 서열의 타입 : 핵산

(C) 쇄의 수 : 1본쇄

(D) 토폴로지 : 직쇄상

(ii) 분자의 타입 : cDNA

(iii) 추정 서열 : 아니오

(iv) 안티센스 : 아니오

(v) 단편 타입 :

(vi) 기원 :
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(xi) 서열 번호 10:

(2) 서열 번호 12에 대한 정보 :

(i) 서열 특성 :

(A) 길이 : 270 염기쌍

(B) 서열의 타입 : 핵산

(C) 쇄의 수 : 1본쇄

(D) 토폴로지 : 직쇄상

(ii) 분자의 타입 : cDNA

(iii) 추정 서열 : 아니오

(iv) 안티센스 : 아니오

(v) 단편 타입 :

(vi) 기원 :

(xi) 서열 번호 12:

(2) 서열 번호 13에 대한 정보 :

(i) 서열 특성 :

(A) 길이 : 291 염기쌍

(B) 서열의 타입 : 핵산

(C) 쇄의 수 : 1본쇄

(D) 토폴로지 : 직쇄상

(ii) 분자의 타입 : cDNA

(iii) 추정 서열 : 아니오

(iv) 안티센스 : 아니오

(v) 단편 타입 :
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(vi) 기원 :

(xi) 서열 번호 13:

(2) 서열 번호 14에 대한 정보 :

(i) 서열 특성 :

(A) 길이 : 264 염기쌍

(B) 서열의 타입 : 핵산

(C) 쇄의 수 : 1본쇄

(D) 토폴로지 : 직쇄상

(ii) 분자의 타입 : cDNA

(iii) 추정 서열 : 아니오

(iv) 안티센스 : 아니오

(v) 단편 타입 :

(vi) 기원 :

(xi) 서열 번호 14:

(2) 서열 번호 15에 대한 정보 :

(i) 서열 특성 :

(A) 길이 : 288 염기쌍

(B) 서열의 타입 : 핵산

(C) 쇄의 수 : 1본쇄

(D) 토폴로지 : 직쇄상

(ii) 분자의 타입 : cDNA

(iii) 추정 서열 : 아니오

(iv) 안티센스 : 아니오
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(v) 단편 타입 :

(vi) 기원 :

(xi) 서열 번호 15:

(2) 서열 번호 16에 대한 정보 :

(i) 서열 특성 :

(A) 길이 : 264 염기쌍

(B) 서열의 타입 : 핵산

(C) 쇄의 수 : 1본쇄

(D) 토폴로지 : 직쇄상

(ii) 분자의 타입 : cDNA

(iii) 추정 서열 : 아니오

(iv) 안티센스 : 아니오

(v) 단편 타입 :

(vi) 기원 :

(xi) 서열 번호 16:

(2) 서열 번호 17에 대한 정보 :

(i) 서열 특성 :

(A) 길이 : 288 염기쌍

(B) 서열의 타입 : 핵산

(C) 쇄의 수 : 1본쇄

(D) 토폴로지 : 직쇄상

(ii) 분자의 타입 : cDNA

(iii) 추정 서열 : 아니오
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(iv) 안티센스 : 아니오

(v) 단편 타입 :

(vi) 기원 :

(xi) 서열 번호 17:

(2) 서열 번호 18에 대한 정보 :

(i) 서열 특성 :

(A) 길이 : 264 염기쌍

(B) 서열의 타입 : 핵산

(C) 쇄의 수 : 1본쇄

(D) 토폴로지 : 직쇄상

(ii) 분자의 타입 : cDNA

(iii) 추정 서열 : 아니오

(iv) 안티센스 : 아니오

(v) 단편 타입 :

(vi) 기원 :

(xi) 서열 번호 18:

(2) 서열 번호 19에 대한 정보 :

(i) 서열 특성 :

(A) 길이 : 76 아미노산

(B) 서열의 타입 : 아미노산

(C) 쇄의 수 : 1본쇄

(D) 토폴로지 : 직쇄상

(ii) 분자의 타입 : 펩티드
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(iii) 추정 서열 : 아니오

(iv) 안티센스 : 아니오

(v) 단편 타입 : 내부

(vi) 기원 :

(xi) 서열 번호 19:

(2) 서열 번호 20에 대한 정보 :

(i) 서열 특성 :

(A) 길이 : 76 아미노산

(B) 서열의 타입 : 아미노산

(C) 쇄의 수 : 1본쇄

(D) 토폴로지 : 직쇄상

(ii) 분자의 타입 : 펩티드

(iii) 추정 서열 : 아니오

(iv) 안티센스 : 아니오

(v) 단편 타입 : 내부

(vi) 기원 :

(xi) 서열 번호 20:

(2) 서열 번호 21에 대한 정보 :

(i) 서열 특성 :

(A) 길이 : 76 아미노산
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(B) 서열의 타입 : 아미노산

(C) 쇄의 수 : 1본쇄

(D) 토폴로지 : 직쇄상

(ii) 분자의 타입 : 펩티드

(iii) 추정 서열 : 아니오

(iv) 안티센스 : 아니오

(v) 단편 타입 : 내부

(vi) 기원 :

(xi) 서열 번호 21:

(2) 서열 번호 22에 대한 정보 :

(i) 서열 특성 :

(A) 길이 : 76 아미노산

(B) 서열의 타입 : 아미노산

(C) 쇄의 수 : 1본쇄

(D) 토폴로지 : 직쇄상

(ii) 분자의 타입 : 펩티드

(iii) 추정 서열 : 아니오

(iv) 안티센스 : 아니오

(v) 단편 타입 : 내부

(vi) 기원 :

(xi) 서열 번호 22:
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(2) 서열 번호 23에 대한 정보 :

(i) 서열 특성 :

(A) 길이 : 98 아미노산

(B) 서열의 타입 : 아미노산

(C) 쇄의 수 : 1본쇄

(D) 토폴로지 : 직쇄상

(ii) 분자의 타입 : 펩티드

(iii) 추정 서열 : 아니오

(iv) 안티센스 : 아니오

(v) 단편 타입 : 내부

(vi) 기원 :

(xi) 서열 번호 23:

(2) 서열 번호 24에 대한 정보 :

(i) 서열 특성 :

(A) 길이 : 105 아미노산

(B) 서열의 타입 : 아미노산

(C) 쇄의 수 : 1본쇄

(D) 토폴로지 : 직쇄상

(ii) 분자의 타입 : 펩티드
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(iii) 추정 서열 : 아니오

(iv) 안티센스 : 아니오

(v) 단편 타입 : 내부

(vi) 기원 :

(xi) 서열 번호 24:

(2) 서열 번호 25에 대한 정보 :

(i) 서열 특성 :

(A) 길이 : 97 아미노산

(B) 서열의 타입 : 아미노산

(C) 쇄의 수 : 1본쇄

(D) 토폴로지 : 직쇄상

(ii) 분자의 타입 : 펩티드

(iii) 추정 서열 : 아니오

(iv) 안티센스 : 아니오

(v) 단편 타입 : 내부

(vi) 기원 :

(xi) 서열 번호 25:

(2) 서열 번호 26에 대한 정보 :

(i) 서열 특성 :
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(A) 길이 : 105 아미노산

(B) 서열의 타입 : 아미노산

(C) 쇄의 수 : 1본쇄

(D) 토폴로지 : 직쇄상

(ii) 분자의 타입 : 펩티드

(iii) 추정 서열 : 아니오

(iv) 안티센스 : 아니오

(v) 단편 타입 : 내부

(vi) 기원 :

(xi) 서열 번호 26:

(2) 서열 번호 27에 대한 정보 :

(i) 서열 특성 :

(A) 길이 : 96 아미노산

(B) 서열의 타입 : 아미노산

(C) 쇄의 수 : 1본쇄

(D) 토폴로지 : 직쇄상

(ii) 분자의 타입 : 펩티드

(iii) 추정 서열 : 아니오

(iv) 안티센스 : 아니오

(v) 단편 타입 : 내부

(vi) 기원 :

(xi) 서열 번호 27:
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(2) 서열 번호 28에 대한 정보 :

(i) 서열 특성 :

(A) 길이 : 105 아미노산

(B) 서열의 타입 : 아미노산

(C) 쇄의 수 : 1본쇄

(D) 토폴로지 : 직쇄상

(ii) 분자의 타입 : 펩티드

(iii) 추정 서열 : 아니오

(iv) 안티센스 : 아니오

(v) 단편 타입 : 내부

(vi) 기원 :

(xi) 서열 번호 28:

(2) 서열 번호 29에 대한 정보 :

(i) 서열 특성 :

(A) 길이 : 97 아미노산

(B) 서열의 타입 : 아미노산

(C) 쇄의 수 : 1본쇄

(D) 토폴로지 : 직쇄상

(ii) 분자의 타입 : 펩티드
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(iii) 추정 서열 : 아니오

(iv) 안티센스 : 아니오

(v) 단편 타입 : 내부

(vi) 기원 :

(xi) 서열 번호 29:

(2) 서열 번호 30에 대한 정보 :

(i) 서열 특성 :

(A) 길이 : 105 아미노산

(B) 서열의 타입 : 아미노산

(C) 쇄의 수 : 1본쇄

(D) 토폴로지 : 직쇄상

(ii) 분자의 타입 : 펩티드

(iii) 추정 서열 : 아니오

(iv) 안티센스 : 아니오

(v) 단편 타입 : 내부

(vi) 기원 :

(xi) 서열 번호 30:

(2) 서열 번호 31에 대한 정보 :
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(i) 서열 특성 :

(A) 길이 : 97 아미노산

(B) 서열의 타입 : 아미노산

(C) 쇄의 수 : 1본쇄

(D) 토폴로지 : 직쇄상

(ii) 분자의 타입 : 펩티드

(iii) 추정 서열 : 아니오

(iv) 안티센스 : 아니오

(v) 단편 타입 : 내부

(vi) 기원 :

(xi) 서열 번호 31:

(2) 서열 번호 32에 대한 정보 :

(i) 서열 특성 :

(A) 길이 : 107 아미노산

(B) 서열의 타입 : 아미노산

(C) 쇄의 수 : 1본쇄

(D) 토폴로지 : 직쇄상

(ii) 분자의 타입 : 펩티드

(iii) 추정 서열 : 아니오

(iv) 안티센스 : 아니오

(v) 단편 타입 : 내부

(vi) 기원 :

(xi) 서열 번호 32:
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(2) 서열 번호 33에 대한 정보 :

(i) 서열 특성 :

(A) 길이 : 97 아미노산

(B) 서열의 타입 : 아미노산

(C) 쇄의 수 : 1본쇄

(D) 토폴로지 : 직쇄상

(ii) 분자의 타입 : 펩티드

(iii) 추정 서열 : 아니오

(iv) 안티센스 : 아니오

(v) 단편 타입 : 내부

(vi) 기원 :

(xi) 서열 번호 33:

(2) 서열 번호 34에 대한 정보 :

(i) 서열 특성 :

(A) 길이 : 105 아미노산

(B) 서열의 타입 : 아미노산

(C) 쇄의 수 : 1본쇄

(D) 토폴로지 : 직쇄상

(ii) 분자의 타입 : 펩티드
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(iii) 추정 서열 : 아니오

(iv) 안티센스 : 아니오

(v) 단편 타입 : 내부

(vi) 기원 :

(xi) 서열 번호 34:

(2) 서열 번호 35에 대한 정보 :

(i) 서열 특성 :

(A) 길이 : 96 아미노산

(B) 서열의 타입 : 아미노산

(C) 쇄의 수 : 1본쇄

(D) 토폴로지 : 직쇄상

(ii) 분자의 타입 : 펩티드

(iii) 추정 서열 : 아니오

(iv) 안티센스 : 아니오

(v) 단편 타입 : 내부

(vi) 기원 :

(xi) 서열 번호 35:

(2) 서열 번호 36에 대한 정보 :

(i) 서열 특성 :
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(A) 길이 : 105 아미노산

(B) 서열의 타입 : 아미노산

(C) 쇄의 수 : 1본쇄

(D) 토폴로지 : 직쇄상

(ii) 분자의 타입 : 펩티드

(iii) 추정 서열 : 아니오

(iv) 안티센스 : 아니오

(v) 단편 타입 : 내부

(vi) 기원 :

(xi) 서열 번호 36:

(2) 서열 번호 37에 대한 정보 :

(i) 서열 특성 :

(A) 길이 : 95 아미노산

(B) 서열의 타입 : 아미노산

(C) 쇄의 수 : 1본쇄

(D) 토폴로지 : 직쇄상

(ii) 분자의 타입 : 펩티드

(iii) 추정 서열 : 아니오

(iv) 안티센스 : 아니오

(v) 단편 타입 : 내부

(vi) 기원 :

(xi) 서열 번호 37:
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(2) 서열 번호 38에 대한 정보 :

(i) 서열 특성 :

(A) 길이 : 105 아미노산

(B) 서열의 타입 : 아미노산

(C) 쇄의 수 : 1본쇄

(D) 토폴로지 : 직쇄상

(ii) 분자의 타입 : 펩티드

(iii) 추정 서열 : 아니오

(iv) 안티센스 : 아니오

(v) 단편 타입 : 내부

(vi) 기원 :

(xi) 서열 번호 38:

(57) 청구의 범위

청구항 1.

(a) 도 30(서열 번호 17)에 기재된 바와 같은 cDNA에 의해 암호화된 중쇄 면역글로불린 분자; 및

(b) 도 32(서열 번호 18)에 기재된 바와 같은 cDNA에 의해 암호화된 카파 경쇄 면역글로불린 분자

를 포함하는, 인간 상피 성장 인자 수용체(EGF-r)에 대한 완전한 인간 모노클로날 항체.

청구항 2.

등록특허 10-0558110

- 54 -



제1항에 있어서,

(c) 도 29(서열 번호 37)에 기재된 바와 같은 중쇄 면역글로불린 분자의 아미노산 서열; 및

(d) 도 31(서열 번호 38)에 기재된 바와 같은 카파 경쇄 면역글로불린 분자의 아미노산 서열

을 포함하는, 항체.

청구항 3.

제1항 또는 제2항에 있어서, 상기 항체는 인간 IgG2 항체인 항체.

청구항 4.
삭제

청구항 5.
삭제

청구항 6.
삭제

청구항 7.
삭제

청구항 8.
삭제

청구항 9.
삭제

청구항 10.
삭제

청구항 11.
삭제

청구항 12.
삭제

청구항 13.
삭제

청구항 14.
삭제

청구항 15.
삭제
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청구항 16.
삭제

청구항 17.
삭제

청구항 18.
삭제

청구항 19.
삭제

청구항 20.
삭제

청구항 21.
삭제

청구항 22.
삭제

청구항 23.
삭제

청구항 24.
삭제

청구항 25.
삭제

청구항 26.
삭제

청구항 27.
삭제

청구항 28.
삭제

청구항 29.
삭제

청구항 30.
삭제

청구항 31.
삭제

청구항 32.
삭제
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청구항 33.
삭제

청구항 34.
삭제

청구항 35.
삭제

청구항 36.
삭제

청구항 37.
삭제

청구항 38.
삭제

청구항 39.
삭제

청구항 40.
삭제

청구항 41.
삭제

청구항 42.
삭제

청구항 43.
삭제

청구항 44.
삭제

청구항 45.
삭제

청구항 46.

제1항 또는 제2항의 항체를 포함하는, 고형 종양 치료용 약학 조성물.

청구항 47.

제3항의 항체를 포함하는, 고형 종양 치료용 약학 조성물.

청구항 48.
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(a) 도 30(서열 번호 17)에 기재된 바와 같은 cDNA; 및

(b) 도 32(서열 번호 18)에 기재된 바와 같은 cDNA

를 포함하는, 하이브리도마 세포주.

청구항 49.

제48항에 있어서, 제1항 또는 제2항의 항체를 분비하는 것인 하이브리도마 세포주.

청구항 50.

제48항에 있어서, 제3항의 항체를 분비하는 것인 하이브리도마 세포주.

도면

도면1

도면2

도면3

도면4

도면5

도면6
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