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명 세 서

청구범위

청구항 1 

세포내 신호전달 도메인, 경막 도메인, 및 탄산무수화효소 IX(G250) 특이적 수용체를 포함하는 세포외 도메인을

포함하는 키메라 항원 수용체(CAR).

청구항 2 

제1항에 있어서, 경막 도메인은 세포외 도메인과 경막 도메인 사이에 위치하는 줄기(stalk) 영역을 추가로 포함

하는 것인 CAR.

청구항 3 

제1항에 있어서, 경막 도메인이 CD28을 포함하는 것인 CAR.

청구항 4 

제1항에 있어서, 경막 도메인과 세포내 신호전달 도메인 사이에 위치하는 하나 이상의 추가 보조자극 분자를 추

가로 포함하는 CAR.

청구항 5 

제4항에 있어서, 보조자극 분자가 CD28, 4-1BB, ICOS 또는 OX40인 CAR.

청구항 6 

제1항에 있어서, 세포내 신호전달 도메인이 CD3 제타 쇄를 포함하는 것인 CAR.

청구항 7 

제1항에 있어서, 탄산무수화효소 IX(G250) 특이적 수용체가 항체인 CAR.

청구항 8 

제7항에 있어서, 항체가 Fab 또는 scFV인 CAR.

청구항 9 

제7항에 있어서, 항체가 

a) 아미노산 서열 SYAMS(서열번호 55)를 포함하는 CDR1,

b) 아미노산 서열 AISANGGTTYYADSVKG(서열번호 67)를 포함하는 CDR2, 및

c) 아미노산 서열 NGNYRGAFDI(서열번호 65)를 포함하는 CDR3

을 포함하는 중쇄; 및 

i) 아미노산 서열 TGSSSNIGAGFDVH(서열번호 68)를 포함하는 CDR1, 아미노산 서열 GNTNRPS(서열번호 69)를 포함

하는 CDR2, 및 아미노산 서열 QSYDSRLSAWV(서열번호 70)를 포함하는 CDR3을 가진 경쇄; 

ii) 아미노산 서열 TGSSSNIGAGYDVH(서열번호 61)를 포함하는 CDR1, 아미노산 서열 GNSNRPS(서열번호 72)를 포

함하는 CDR2, 및 아미노산 서열 QSYDRSLSWV(서열번호 73)를 포함하는 CDR3을 가진 경쇄; 

iii) 아미노산 서열 TGSSSNIGAGYDVH(서열번호 61)를 포함하는 CDR1, 아미노산 서열 GNTNRPS(서열번호 69)를 포

함하는 CDR2, 및 아미노산 서열 QSYDSTLRVWM(서열번호 74)을 포함하는 CDR3을 가진 경쇄; 

iv) 아미노산 서열 TGSSSNIGAGYDVH(서열번호 61)를 포함하는 CDR1, 아미노산 서열 GNNNRPS(서열번호 62)를 포
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함하는 CDR2, 및 아미노산 서열 QSYDKSLTWV(서열번호 76)를 포함하는 CDR3을 가진 경쇄; 

v) 아미노산 서열 TGTSSNIGAGYDVH(서열번호 81)를 포함하는 CDR1, 아미노산 서열 GNNNRPS(서열번호 62)를 포함

하는 CDR2, 및 아미노산 서열 QSYDKSLSWV(서열번호 80)를 포함하는 CDR3을 가진 경쇄;

vi) 아미노산 서열 TGSSSNIGAGFDVH(서열번호 68)를 포함하는 CDR1, 아미노산 서열 GNNNRPS(서열번호 62)를 포

함하는 CDR2, 및 아미노산 서열 QSYDSSLSAWV(서열번호 82)를 포함하는 CDR3을 가진 경쇄; 또는

vii) 아미노산 서열 TGSSSNIGAGYDVH(서열번호 61)를 포함하는 CDR1, 아미노산 서열 GNSNRPS(서열번호 72)를 포

함하는 CDR2, 및 아미노산 서열 QSYDSSLSAWV(서열번호 82)를 포함하는 CDR3을 가진 경쇄

를 갖는 것인 CAR.

청구항 10 

제1항에 있어서, scFv 항체는 서열번호 1 및 3 내지 23의 아미노산 서열들로 구성된 군으로부터 선택된 아미노

산 서열을 포함하는 중쇄를 갖고, 상기 scFv 항체는 서열번호 2 및 24 내지 44의 아미노산 서열들로 구성된 군

으로부터 선택된 아미노산 서열을 포함하는 경쇄를 갖는 것인 CAR.

청구항 11 

제1항의 키메라 항원 수용체를 세포 표면 막 상에서 발현하여 보유하는 유전자 조작 세포.

청구항 12 

제11항에 있어서, 세포가 T-세포 또는 NK 세포인 유전자 조작 세포.

청구항 13 

제12항에 있어서, T 세포가 CD4
+
 또는 CD8

+
인 유전자 조작 세포.

청구항 14 

제13항에 있어서, CD4
+
 및 CD8

+
 세포의 혼합된 집단을 포함하는 유전자 조작 세포.

청구항 15 

탄산무수화효소 IX(G250) 발현 종양을 가진 대상체를 치료하는 방법으로서, 제11항의 유전자 조작 세포를 상기

대상체에게 투여하는 단계를 포함하는 치료 방법.

청구항 16 

제15항에 있어서, 유전자 조작 세포는 대상체에 대해 자가유래성인 세포로부터 유래되는 것인 치료 방법.

청구항 17 

제15항에 있어서, 종양이 신장암, 난소암, 유방암, 식도암, 방광암, 대장암 또는 비소세포 폐암인 치료 방법.

청구항 18 

제17항에 있어서, 신장암이 신장 투명 세포 암인 치료 방법.

청구항 19 

제17항에 있어서, IL-2를 투여하는 단계를 추가로 포함하는 치료 방법.

청구항 20 

제17항에 있어서, 항-PD-1, 항-PDL-1 또는 항-CTL4 항체를 투여하는 단계를 추가로 포함하는 치료 방법.

발명의 설명
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기 술 분 야

관련 출원[0001]

본원은 2014년 12월 19일에 제출된 미국 가출원 제62/094,596호의 우선권 및 이익을 주장하며, 상기 가출원의[0002]

내용은 그 전체가 본원에 참고로 인용된다.

서열목록의 참고 인용[0003]

2015년 12월 21일에 생성된 텍스트 파일(파일명: "DFCI-092_001WO Final Seq Listing_ST25.txt")의 내용은 그[0004]

전체가 본원에 참고로 인용된다.

발명의 분야[0005]

본 발명은 일반적으로 탄산무수화효소 IX(CAIX)에 특이적인 키메라 항원 수용체 세포, 및 CAIX 발현 암, 예컨대[0006]

신장 세포 암종의 치료를 위해 상기 세포를 사용하는 방법에 관한 것이다.

정부 지원[0007]

본 발명은 미국 국립보건원에 의해 부여된 승인번호 R21DK07228 하에서 정부 지원으로 만들어졌다. 정부는 본[0008]

발명에서 일부 권리를 가진다.

배 경 기 술

탄산무수화효소는 살아있는 유기체에서 pH 균형을 유지하기 위해 이산화탄소의 가역적 수화를 촉진하는 아연 메[0009]

탈로효소의 한 패밀리이다. 탄산무수화효소 IX(CAIX)는 54/58 kDa의 분자량을 가진 경막 당단백질이다. 구조적

으로, CAIX는 4개의 도메인들로 구성된다: N-말단 프로테오글리칸 유사 도메인(PG)(aa 53-111), CA 촉매 도메인

(CA)(aa 135-391), 경막 나선형 분절(aa 415-434), 및 짧은 세포질내 꼬리(aa 434-459). 저산소성 조건에서,

CAIX 유전자는 저산소증 유도성 전사 인자 HIF-1α에 의해 전사 수준에서 직접적으로 활성화되어, 세포외 배지

로의 양성자의 수송 및 pH의 저하를 유발한다. 따라서, CAIX 발현은 다양한 종양들에서 저산소증에 대한 대용

마커로서 간주될 수 있다. 그 결과, CA 활성에 의한 종양 미세환경의 산성화 및 CAIX의 PG 도메인 내의 O-연결

된 글리칸 구조의 케라틴 설페이트 유닛은 세포 부착 및 종양 진행의 과정에서 중요한 역할을 수행하는 것으로

추정된다.

CAIX는 종양 관련 항원으로서 간주되고, 그의 과다발현은 여러 유형의 고형 종양, 특히 투명 세포 유형의 신장[0010]

세포 암종(RCC)뿐만 아니라, 난소, 유방, 식도, 방광, 대장, 비소세포 폐, 자궁경부의 이형성증 등을 비롯한 여

러 조직학적 유형의 암종에서 발견된다. CAIX 발현은 암 진단 및 발암의 초기 검출을 위한 마커로서 작용하는

것으로 제안되어 있고, 높은 반응률 및 낮은 독성을 유발하는, 흑색종 및 신장암의 IL-2 치료된 환자에서 유리

한 반응에 대한 예후 마커이기도 하다. 면역염색 및 웨스턴 블롯 연구는 고도의 CAIX  발현이 대다수의 일차

RCC(투명 세포 유형의 과립형 또는 방추 세포, 유두 유형의 호염색성 세포, 및 협염색성 세포를 제외한 집합

관), 낭포성 RCC 및 전이성 RCC로 제한되나, 정상 신장 조직, 양성 상피 낭포성 병변 또는 비-신장 세포 투명

세포 선암종에서는 관찰되지 않는다.

RCC는 전이성 병변이 신장절제 후 자연발생적으로 퇴행하고 면역조절 요법, 예컨대, 암 백신 및 IL-2에 반응한[0011]

다는 증거를 나타내는, 흑색종을 제외한 두 유형의 면역원성 종양들 중 하나이다. 생체외 증폭된 종양 침윤 림

프구(TIL)를 사용하는, 전이성 흑색종 및 RCC 환자를 위한 입양 T 세포 요법은 일부 성공을 보였다. 최근에,

TCR-변경된 T 세포(TCR α 및 β 쇄)도 효과적인 종양 표적화 T-세포 레퍼토리를 제공하는 데 사용되었다. 그러

나,  후-표적화 항-종양  활성은 MHC  클래스 I-제한된 항원 제시 기구의 모든 수준에서 하향조절을 수반하는

결핍, 종양 상의 보조자극 분자의 발현 상실로 인해 유도된 무감작뿐만 아니라 종양에 의한 면역억제 활성을 가

진 사이토카인의 분자 배출 및 분비에 의해 방해받을 수 있다.

발명의 내용

다양한 양태에서, 본 발명은 세포내 신호전달 도메인, 경막 도메인, 및 탄산무수화효소 IX(G250) 특이적 수용체[0012]

를 포함하는 세포외 도메인을 가진 키메라 항원 수용체(CAR)를 제공한다. 일부 양태에서, CAR은 세포외 도메인

과 경막 도메인 사이에 위치하는 줄기(stalk) 영역을 추가로 포함한다. 경막 도메인은 예를 들면, CD28이다. 다

른 양태에서, CAR은 경막 도메인과 세포내 신호전달 도메인 사이에 위치하는 하나 이상의 추가 보조자극 분자를

추가로 포함한다. 보조자극 분자는 예를 들면, CD28, 4-1BB, ICOS 또는 OX40이다. 세포내 신호전달 도메인은
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CD3 제타 쇄를 포함한다.

탄산무수화효소 IX(G250) 특이적 수용체는 항체, 예컨대, Fab 또는 scFV이다. 바람직하게는, 항체는 아미노산[0013]

서열 SYAMS(서열번호 55)를 포함하는 CDR1, 아미노산 서열 AISANGGTTYYADSVKG(서열번호 67)를 포함하는 CDR2,

및 아미노산 서열 NGNYRGAFDI(서열번호 65)를 포함하는 CDR3을 가진 중쇄; 및 아미노산 서열 TGSSSNIGAGFDVH

(서열번호 68)를  포함하는 CDR1,  아미노산 서열 GNTNRPS(서열번호 69)를  포함하는 CDR2,  및  아미노산 서열

QSYDSRLSAWV(서열번호 70)를 포함하는 CDR3을 가진 경쇄; 아미노산 서열 TGSSSNIGAGYDVH(서열번호 61)를 포함

하는 CDR1, 아미노산 서열 GNSNRPS(서열번호 72)를 포함하는 CDR2, 및 아미노산 서열 QSYDRSLSWV(서열번호 7

3)를 포함하는 CDR3을 가진 경쇄; 아미노산 서열 TGSSSNIGAGYDVH(서열번호 61)를 포함하는 CDR1, 아미노산 서열

GNTNRPS(서열번호 69)를 포함하는 CDR2, 및 아미노산 서열 QSYDSTLRVWM(서열번호 74)을 포함하는 CDR3을 가진

경쇄; 아미노산 서열 TGSSSNIGAGYDVH(서열번호 61)를 포함하는 CDR1,  아미노산 서열 GNNNRPS(서열번호 62)를

포함하는  CDR2,  및  아미노산  서열  QSYDKSLTWV(서열번호  76)를  포함하는  CDR3을  가진  경쇄;  아미노산  서열

TGTSSNIGAGYDVH(서열번호 79)를 포함하는 CDR1, 아미노산 서열 GNNNRPS(서열번호 62)를 포함하는 CDR2, 및 아

미노산 서열 QSYDKSLSWV(서열번호 80)를 포함하는 CDR3을 가진 경쇄; 아미노산 서열 TGSSSNIGAGFDVH(서열번호

81)를 포함하는 CDR1, 아미노산 서열 GNNNRPS(서열번호 62)를 포함하는 CDR2, 및 아미노산 서열 QSYDSSLSAWV

(서열번호 82)를 포함하는 CDR3을 가진 경쇄;  또는 아미노산 서열 TGSSSNIGAGYDVH(서열번호 61)를 포함하는

CDR1,  아미노산 서열 GNSNRPS(서열번호 72)를 포함하는 CDR2, 및 아미노산 서열 QSYDSSLSAWV(서열번호 82)를

포함하는 CDR3을 가진 경쇄를 가진다.

또 다른 양태에서, scFv 항체는 서열번호 1 및 3 내지 23의 아미노산 서열들로부터 선택된 아미노산 서열을 포[0014]

함하는 중쇄를 갖고, 이때 상기 scFv 항체는 서열번호 2 및 24 내지 44의 아미노산 서열들로부터 선택된 아미노

산 서열을 포함하는 경쇄를 가진다.

본 발명은 본 발명에 따른 키메라 항원 수용체를 세포 표면 막 상에서 발현하여 보유하는 유전자 조작 세포도[0015]

제공한다. 상기 세포는 T 세포 또는 NK 세포이다. T 세포는 CD4+ 또는 CD8+이다. 다른 양태에서, 세포는 CD4+

세포와 CD8+ 세포의 혼합된 집단이다.

추가  양태에서,  본  발명은  본  발명에  따른  유전자  조작  세포를  대상체에게  투여함으로써  탄산무수화효소[0016]

IX(G250) 발현 종양을 가진 대상체를 치료하는 방법을 제공한다. 유전자 조작 세포는 대상체에 대해 자가유래성

인 세포로부터 유래한다. 종양은 신장암, 난소암, 유방암, 식도암, 방광암, 대장암 또는 비소세포 폐암이다. 신

장암은 예를 들면, 신장 투명 세포 암이다. 일부 양태에서, 상기 방법은 IL-2, 항-PD-1, 항-PDL-1 또는 항-CTL4

항체를 투여하는 단계를 추가로 포함한다.

달리 정의되어 있지 않은 한, 본원에서 사용된 모든 기술 용어들 및 과학 용어들은 본 발명이 속하는 분야에서[0017]

통상의 기술을 가진 자에 의해 통상적으로 이해되는 의미와 동일한 의미를 가진다. 본원에 기재된 방법 및 재료

와 유사하거나 동등한 방법 및 재료가 본 발명의 실시에서 사용될 수 있지만, 적합한 방법 및 재료가 이하에 기

재되어 있다. 본원에서 언급된 모든 공개문헌들, 특허출원들, 특허들 및 다른 참고문헌들은 전체적으로 명백히

참고로 도입된다. 불일치의 경우, 정의를 포함하는 본 명세서가 좌우할 것이다. 추가로, 본원에 기재된 재료,

방법 및 예는 단지 예시적이고 한정하기 위한 것이 아니다.

본 발명의 다른 특징 및 장점은 하기 상세한 설명 및 청구범위로부터 자명할 것이고 이러한 설명 및 청구범위에[0018]

의해 포괄될 것이다.

도면의 간단한 설명

도 1: CAIX 특이적 Ab들의 ADCC. 1 ㎍/㎖의 CAIX 특이적 scFv-Fc 미니바디를 인간 PBMC(E:T 25:1)의 존재 하에[0019]

서 표적 종양 세포에 첨가하였다. 유사한 결과가 2회 실험에서 수득되었다. 무관한 항-SARS scFv-Fc(11A) 및 항

-CCR4 scFv-Fc(48) 미니바디는 음성 대조군으로서 사용되었다. A, CAIX+ sk-rc-09 세포; B, CAIX+ sk-rc-52 세

포; C, CAIX- sk-rc-59 세포.

도 2: CAIX 특이적 CAR들의 구축 및 발현. A. 구축: 제1세대 CAR인 scFv-CD8-TCRζ(CD8 CAR)는 절단된 인간

CD8α 세포외 도메인, 힌지(H), 경막(TM) 및 세포내 영역에 커플링된 후 인간 TCRζ의 신호전달 도메인에 커플

링되어 있는 특이적 항-CAIX scFv로 구성된다. 제2세대 CAR인 scFv-CD28-TCRζ(CD28 CAR)는 TCRζ에 대한 인간

CD28 세포외, TM 및 세포내 신호전달 도메인과 융합된 항-CAIX scFv를 함유한다. 항-CAIX CAR들 둘 다를 내부

eF1-α 프로모터에 의해 유발된 발현을 가진 비시스트론성(bicistronic) 자가-불활성화(SIN) 렌티바이러스 벡터

내로 클로닝하였다. CAR 조절 구축물은 무관한 항-HIV CCR5 특이적 A8 scFv 치환을 함유한다. B. FACS 분석: 레
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포터 유전자 ZsGreen을 사용하여 렌티바이러스 CAR 구축물에 의한 일차 T 세포 형질도입 효율을 정량화하였다.

추가로, 항-CAIX scFv CAR들을 CAIX-Fc 융합 단백질로 염색하였고 C9-태그(TETSQVAPA)를 1D4 항체로 염색하였

다. 형질도입되지 않은 활성화된 T-세포인 LAK만이 염색되지 않은 세포 대조군(i)으로서 사용되었거나, 2차 항

체(ii.  PE-항-인간  IgG  및  iii.  APC-항-마우스 IgG)로  염색되어 염색 대조군으로서 사용되었다.  C.  웨스턴

블롯: 항-CAIX(클론 G36) CD28 및 항-CCR5(클론 A8) CD28 CAR들의 단량체/이량체 구조물뿐만 아니라, 형질도입

되지 않은 T 세포의 내생성 TCRζ 쇄의 분자 크기도 표시되어 있다.

도 3: CAIX 특이적 CART들의 이펙터 기능. A. 사이토카인 분비. 사이토카인 생성을 위해 항-CAIX CART, 무관한

CART 또는 활성화된 대조군 T 세포(LAK)를 신장암 세포주 sk-rc-52(CAIX+) 및 sk-rc-59(CAIX-)와 함께 밤새 공

배양하였다. 2개 내지 3개의 결과를 대표하는 하나가 표시되어 있다. B. ELISPOT. G36 CART 또는 대조군 A8

CART 세포를 밤새 종양 세포에 첨가하였다. ELISPOT에 의해 검출된 IFN-γ 또는 그랜자임(granzyme) B 분비 T

세포.  유사한  결과가  2회  또는  3회  실험에서  수득되었다.  C.  CAIX  특이적  CART  세포의  특이적  항-종양

세포독성, 대조군 A8 CART 세포 또는 LAK 세포를 표시된 비로 표적 종양 세포의 다양한 양에서 4시간 세포독성

어세이에서 항온처리하였다. 2회 실험 중 하나가 표시되어 있다. 클론 4-1은 sk-rc-52의 생체내 계대배양된 서

브클론이다.

도 4: 종양 접촉 후 CART 세포의 클론 증폭. A. 증식. CAR-형질도입된 T 세포 또는 형질도입되지 않은 T 세포

(LAK)를 표시된 바와 같이 종양 대 T 세포의 세 상이한 비에서 방사선조사된 종양 세포(CAIX+ sk-rc-52 & CAIX-

sk-rc-59)와 함께 주마다 플레이팅하였다. T 세포의 수를 2개의 분리된 웰들로부터 삼중으로 3일 또는 4일마다

카운팅하였다. 유사한 결과가 2회 실험에서 수득되었다. B. 클론 농후화. 종양 자극 실험에서, CART-세포 및

LAK 세포로부터의 배양물을 CART 및 T-세포 서브세트의 발현에 대해 유세포측정(flow cytometry)으로 1주 및 2

주 동안 분석하였다. 2회 결과를 대표하는 하나가 표시되어 있다.

도 5: CART 세포에 의한 확립된 인간 RCC 이종이식물의 퇴행. 무흉선 널(null) 마우스를 좌측 옆구리 및 우측

옆구리에서 각각 7.5 x 10
6
개의 sk-rc-52 RCC 종양 세포 및 5 x 10

6
개의 sk-rc-59 RCC 종양 세포로 피하 접종하

였다. 6일의 종양 이식 후, 마우스를 50 x 10
6
개의 G36 CD28 CART 세포, A8 CD28 CART 세포(≥ 20% CAR+), LAK

또는 PBS 단독으로 정맥내 주사하였다. 고용량의 IL-2(1 x 10
5
 U/㎖)를 2일 또는 3일마다 주사하였다. 종양 크

기를 2일 또는 3일마다 칼리퍼로 측정하였다. 실험 1, n = 7 & 실험 2, n = 8. 이들 2회 실험의 종양 크기는 따

로 표시되었다. 이들 2회 시험에서 대조군인 T 세포 비치료 마우스에 비해 G36 탠덤 치료 마우스의 군들에서 +,

p<0.05; *, p<0.01; **, p<0.001. 다른 통계학적 계산은 본문에 보고되어 있다.

도 6: CAR+ T-세포의 생체내 항-종양 활성. A. CART 세포에 의한 ZsGreen의 발현은 상부 패널에 표시되어 있다.

CART 세포를 파 레드(Far Red) 염료로 미리 염색하였고 세포원심분리하였고 형광 현미경관찰로 조사하였다(하부

패널). B. 퇴행 종양에서 G36 CD28 CART 세포의 제자리(in situ) 염색. CART-세포를 RCC 확립된 마우스 내로

정맥내 주사하였고 종양 조직을 1일째 날 내지 3일째 날에 수집하였다. 공초점 현미경관찰을 이용하여 PE-Cy5

염료(적색으로서 표시됨)를 사용한 TUNNEL 어세이로 종양 세포의 아폽토시스를 측정하였다. 형질도입된 T 세포

는 ZsGreen으로 표시되었다. 핵을 DPAI로 반대염색하였다. 2개의 대표적인 슬라이드들은 각각 종양의 가장자리

(상부 패널) 및 종양 층의 내부(중간 패널)에서 종양 세포의 아폽토시스를 표시하기 위해 제시되었다. 확대된

영상(하부 패널)은 다수의 종양들과 상호작용한 CART 세포를 입증하는 반면, 몇몇 둘러싸는 종양 세포들은 염색

되어 있었다. C. 그랜자임 B+ T 세포 및 종양 괴사. CART 세포를 사용한 치료 후, 퇴행하는 CAIX+ sk-rc-52 종

양은 그랜자임 B 항체(갈색) 및 H&E로 염색되었다. 보다 높은 확대도(상부 패널에서의 구획 a 및 b인 중간 및

하부 패널)는 그랜자임 B+ T 세포(화살표로 표시됨)의 위치를 보여주고, 상응하는 H&E 슬라이드는 종양 괴사를

보여준다(n으로 표시됨). 그랜자임 B+ T 세포는 종양의 가장자리(중간 패널) 및 종양의 내부(하부 패널)에 분포

되어 있다.

도 7: 대조군 LAK 세포로 처리된 CAIX- sk-rc-52 종양은 음성 그랜자임 B 염색을 보였고(좌측)(상부 패널) 상응

하는 조직구조는 H&E로 표시되었다(우측). 

도 8: G36 CD28z CART 세포로 처리된 CAIX-sk-rc-59 종양에서 그랜자임 B의 낮은 배경 염색.

도 9: LAK 세포로 치료받은 CAIX-sk-rc-59 종양에서 그랜자임 B의 낮은 배경 염색.

도 10: G36 CD28z CART 세포가 국소적으로 주사된 sk-rc-52 종양에 대해 양성 대조군인 그랜자임 B 염색을 수행

하였고(좌측), 종양 형태구조를 H&E로 표시하였다(우측).
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발명을 실시하기 위한 구체적인 내용

본 발명은 특히 면역요법에서 사용되는 면역 세포에 적합화된 키메라 항원 수용체(CAR)에 관한 것이다. 구체적[0020]

으로, 본 발명은 탄산무수화효소 IX(CAIX) 특이적 CAR들을 제공한다.

보다 구체적으로, 본 발명은 CAIX(G36)-CD28z CART 세포가 보다 강한 세포독성 효능, 증가된 사이토카인 분비,[0021]

시험관내에서의 향상된 증식 및 클론 증폭, 및 IL-2 제공에 의한 생체내 종양의 개선된 억제의 조합된 효과에

의해 입증되었을 때 CAIX(G36)-CD8-TCRζ CART 세포에 비해 더 우수한 항-종양 반응을 보유한다는 놀라운 발견

에 근거한다.

종양을 향하는 키메라 항원 수용체(CAR)를 발현하기 위한 인간 림프구의 유전적 조작은 단백질-항원 프로세싱[0022]

및 제시에서의 비정상에 기인하는 종양 면역 탈출 기작을 우회하는 항종양 이펙터 세포를 생성할 수 있다. 더욱

이, 이들 형질전환 수용체는 단백질로부터 유래되지 않은 종양 관련 항원으로 향할 수 있다. 본 발명의 일부 실

시양태에서, 적어도 CAR을 포함하도록 변경되어 있는 림프구가 존재하고, 본 발명의 특정 실시양태에서 단일

CAR은 2개 이상의 항원들을 표적화한다.

특정 경우, 림프구는 키메라성을 나타내고 비-천연적이고 적어도 부분적으로 인간의 손에 의해 조작되는 수용체[0023]

를 포함한다. 특정 경우, 조작된 키메라 항원 수용체(CAR)는 1개, 2개, 3개 또는 4개 이상의 성분을 갖고, 일부

실시양태에서 하나 이상의 성분은 림프구가 하나 이상의 종양 항원 포함 암세포에 표적화되거나 결합하는 것을

용이하게 한다.

본 발명에 따른 CAR은 일반적으로 폴리펩티드들이 함께 조립되어 키메라 항원 수용체를 형성하도록 적어도 하나[0024]

의 세포외 리간드 결합 도메인을 포함하는 적어도 하나의 경막 폴리펩티드; 및 적어도 하나의 세포내 신호전달

도메인을 포함하는 1개의 경막 폴리펩티드를 포함한다.

본원에서 사용된 용어 "세포외 리간드 결합 도메인"은 리간드에 결합할 수 있는 올리고펩티드 또는 폴리펩티드[0025]

로서 정의된다. 바람직하게는, 도메인은 세포 표면 분자와 상호작용할 수 있을 것이다. 예를 들면, 세포외 리간

드 결합 도메인은 특정 질환 상태와 관련된 표적 세포 상의 세포 표면 마커로서 작용하는 리간드를 인식하도록

선택될 수 있다. 구체적으로, 세포외 리간드 결합 도메인은 표적의 항원에 대한 항체로부터 유래된 항원 결합

도메인을 포함할 수 있다.

특정 경우에, CAR은 탄산무수화효소 IX(G250)에 특이적이고, 일부 실시양태에서 본 발명은 보조자극 분자, 예컨[0026]

대, CD28의 엔도도메인으로 CAIX 특이적 항체로부터 유래한 세포외 항원 결합 도메인을 T-세포 수용체 제타-쇄

로부터 유래한 세포내 신호전달 도메인에 연결함으로써 탄산무수화효소 IX(G250)에 특이적인 키메라 세포를 제

공한다. 이 CAR은 인간 세포, 예컨대, T 세포, NK 세포 또는 NKT 세포에서 발현되고, CAIX 양성 암의 표적화가

본 발명에 포함된다.

바람직하게는, 항체는 아미노산 서열 SYAMS(서열번호 55)를 포함하는 CDR1, 아미노산 서열 AISANGGTTYYADSVKG[0027]

(서열번호 67)를 포함하는 CDR2, 및 아미노산 서열 NGNYRGAFDI(서열번호 65)를 포함하는 CDR3을 가진 중쇄; 및

아미노산 서열 TGSSSNIGAGFDVH(서열번호 68)를 포함하는 CDR1, 아미노산 서열 GNTNRPS(서열번호 69)를 포함하는

CDR2,  및  아미노산  서열  QSYDSRLSAWV(서열번호  70)를  포함하는  CDR3을  가진  경쇄;  아미노산  서열

TGSSSNIGAGYDVH(서열번호 61)를 포함하는 CDR1, 아미노산 서열 GNSNRPS(서열번호 72)를 포함하는 CDR2, 및 아

미노산 서열 QSYDRSLSWV(서열번호 73)를 포함하는 CDR3을 가진 경쇄; 아미노산 서열 TGSSSNIGAGYDVH(서열번호

61)를 포함하는 CDR1, 아미노산 서열 GNTNRPS(서열번호 69)를 포함하는 CDR2, 및 아미노산 서열 QSYDSTLRVWM

(서열번호 74)을 포함하는 CDR3을 가진 경쇄; 아미노산 서열 TGSSSNIGAGYDVH(서열번호 61)를 포함하는 CDR1,아

미노산 서열 GNNNRPS(서열번호 62)를 포함하는 CDR2,  및 아미노산 서열 QSYDKSLTWV(서열번호 76)를 포함하는

CDR3을 가진 경쇄; 아미노산 서열 TGTSSNIGAGYDVH(서열번호 79)를 포함하는 CDR1, 아미노산 서열 GNNNRPS(서열

번호 62)를 포함하는 CDR2, 및 아미노산 서열 QSYDKSLSWV(서열번호 80)를 포함하는 CDR3을 가진 경쇄; 아미노산

서열  TGSSSNIGAGFDVH를  포함하는  CDR1,  아미노산  서열  GNNNRPS를  포함하는  CDR2,  및  아미노산  서열

QSYDSSLSAWV(서열번호 82)를 포함하는 CDR3을 가진 경쇄; 또는 아미노산 서열 TGSSSNIGAGYDVH(서열번호 61)를

포함하는 CDR1, 아미노산 서열 GNSNRPS(서열번호 72)를 포함하는 CDR2, 및 아미노산 서열 QSYDSSLSAWV(서열번호

82)를 포함하는 CDR3을 가진 경쇄를 가진다.

일부 실시양태에서, 항체는 서열번호 1 및 3 내지 23의 아미노산 서열을 포함하는 중쇄, 및 서열번호 2 및 24[0028]

내지 44의 아미노산 서열을 포함하는 경쇄를 가진다.  아미노산 서열 및 핵산 서열은 하기 표 3에 예시되어
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있다.

[표 3][0029]

[0030]
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[0037]

[0038]

바람직한 실시양태에서, 상기 세포외 리간드 결합 도메인은 유연성 링커에 의해 연결된 표적 항원 특이적 단일[0039]

클론 항체의 경쇄(VL) 및 중쇄(VH) 가변 단편을 포함하는 단일 쇄 항체 단편(scFv)이다.

보다 바람직한 실시양태에서, 상기 scFv는 항-탄산무수화효소 IX scFv, 바람직하게는 scFV-G36(WO2007/065027[0040]

VH: 서열번호 1 및 VL: 서열번호 2)이다. 국제 특허출원 공보 제WO2007/065027호의 내용은 전체적으로 본원에

참고로 도입된다.
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scFv 이외의 다른 결합 도메인, 예컨대, 비-한정적 예로서 낙타 단일 도메인 항체 단편 또는 수용체 리간드, 항[0041]

체 결합 도메인, 항체 초가변 루프 또는 CDR도 림프구의 소정의 표적화를 위해 사용될 수 있다.

바람직한 실시양태에서, 상기 경막 도메인은 상기 세포외 리간드 결합 도메인과 상기 경막 도메인 사이에서 줄[0042]

기 영역을 추가로 포함한다. 본원에서 사용된 용어 "줄기 영역"은 일반적으로 경막 도메인을 세포외 리간드 결

합 도메인에 연결하는 데 작용하는 임의의 올리고펩티드 또는 폴리펩티드를 의미한다. 구체적으로, 줄기 영역은

세포외 리간드 결합 도메인에게 더 높은 유연성 및 접근성을 제공하는 데 사용된다. 줄기 영역은 최대 300개의

아미노산, 바람직하게는 10개 내지 100개의 아미노산, 가장 바람직하게는 25개 내지 50개의 아미노산을 포함할

수 있다. 줄기 영역은 천연 생성 분자의 전부 또는 일부, 예컨대, CD8, CD4 또는 CD28의 세포외 영역의 전부 또

는 일부, 또는 항체 불변 영역의 전부 또는 일부로부터 유래될 수 있다. 대안적으로, 줄기 영역은 천연 생성 줄

기 서열에 상응하는 합성 서열일 수 있거나, 완전히 합성 줄기 서열일 수 있다. 바람직한 실시양태에서, 상기

줄기 영역은 인간 CD8 알파 쇄의 일부이다.

본 발명의 CAR의 신호 전달도입 도메인 또는 세포내 신호전달 도메인은 면역 세포 및 면역 반응의 활성화를 야[0043]

기하는, 세포외 리간드 결합 도메인과 표적의 결합 후 세포내 신호전달을 담당한다. 다시 말해, 신호 전달도입

도메인은 CAR이 발현되는 면역 세포의 정상 이펙터 기능들 중 적어도 하나의 활성화를 담당한다. 예를 들면, T

세포의 이펙터 기능은 사이토카인의 분비를 포함하는 세포용해 활성 또는 헬퍼 활성일 수 있다. 따라서, 용어

 "신호 전달도입 도메인"은 이펙터 신호 기능 신호를 전달도입하고 세포가 전문화된 기능을 수행하도록 지시하

는 단백질의 부분을 지칭한다.

신호 전달도입 도메인은 세포질 신호전달 서열의 두 상이한 클래스들, 즉 항원 의존적 일차 활성화를 시작하는[0044]

클래스, 및 이차 또는 보조자극 신호를 제공하도록 항원 독립적 방식으로 작용하는 클래스를 포함한다. 일차 세

포질 신호전달 서열은 ITAM의 면역수용체 티로신-기저 활성화 모티프로서 공지되어 있는 신호전달 모티프를 포

함할 수 있다. ITAM은 syk/zap70 클래스 티로신 키나제에 대한 결합 부위로서 작용하는 다양한 수용체들의 세포

질내 꼬리에서 발견되는 잘 정의된 신호전달 모티프이다. 본 발명에서 사용되는 ITAM의 예로는 비-한정적 예로

서 TCR 제타, FcR 감마, FcR 베타, FcR 엡실론, CD3 감마, CD3 델타, CD3 엡실론, CD5, CD22, CD79a, CD79b 및

CD66d로부터 유래한 ITAM들이 있을 수 있다. 바람직한 실시양태에서, CAR의 신호 전달도입 도메인은 CD3 제타

신호전달 도메인, 또는 Fc 엡실론 RI 베타 또는 감마 쇄의 세포질내 도메인을 포함할 수 있다. 또 다른 바람직

한 실시양태에서, 신호전달은 예를 들면, CD28 및 종양 괴사 인자 수용체(TNFr), 예컨대, 4-1BB 또는 OX40에 의

해 제공된 보조자극과 함께 CD3 제타에 의해 제공된다.

특정 실시양태에서, 본 발명의 CAR의 세포내 신호전달 도메인은 보조자극 신호 분자를 포함한다. 일부 실시양태[0045]

에서, 세포내 신호전달 도메인은 2개, 3개 또는 4개 이상의 보조자극 분자를 직렬로 함유한다. 보조자극 분자는

효율적인 면역 반응을 위해 요구되는, 항원 수용체 또는 이의 리간드 이외의 세포 표면 분자이다.

"보조자극 리간드"는 예를 들면, TCR/CD3 복합체와 펩티드로 적재된 MHC 분자의 결합에 의해 제공된 일차 신호[0046]

이외에 증식 활성화, 분화 등을 포함하나 이들로 한정되지 않는 T 세포 반응을 매개하는 신호를 제공함으로써

T-세포 상의 동족 보조자극 분자에 특이적으로 결합하는 항원 제시 세포 상의 분자를 지칭한다. 보조자극 리간

드는 CD7, B7-1(CD80), B7-2(CD86), PD-L1, PD-L2, 4-1BBL, OX40L, 유도성 보조자극 리간드(ICOS-L), 세포내

부착 분자(ICAM, CD30L, CD40, CD70, CD83, HLA-G, MICA, M1CB, HVEM, 림포톡신 베타 수용체, 3/TR6, ILT3,

ILT4, Toll 리간드 수용체에 결합하는 아고니스트 또는 항체, 및 B7-H3에 특이적으로 결합하는 리간드를 포함할

수 있으나 이들로 한정되지 않는다. 보조자극 리간드는 특히, T 세포 상에 존재하는 보조자극 분자, 예컨대,

CD27,  CD28,  4-IBB,  OX40,  CD30,  CD40,  PD-1,  ICOS,  림프구 기능 관련 항원-1(LFA-1),  CD2,  CD7,  LTGHT,

NKG2C, B7-H3, 및 CD83에 특이적으로 결합하는 리간드(그러나, 이들로 한정되지 않음)에 특이적으로 결합하는

항체도 포괄한다.

"보조자극 분자"는 보조자극 리간드에 특이적으로 결합함으로써, 세포에 의한 보조자극 반응, 예컨대, 증식(그[0047]

러나, 이것으로 한정되지 않음)을 매개하는 T-세포 상의 동족 결합 파트너를 지칭한다. 보조자극 분자는 MHC 클

래스 1 분자, BTLA 및 Toll 리간드 수용체를 포함하나 이들로 한정되지 않는다. 보조자극 분자의 예로는 CD27,

CD28,  CD8,  4-1BB(CD137),  OX40,  CD30,  CD40,  PD-1,  ICOS,  림프구  기능  관련  항원-1(LFA-1),  CD2,  CD7,

LIGHT, NKG2C, B7-H3, 및 CD83에 특이적으로 결합하는 리간드 등이 있다. 또 다른 특정 실시양태에서, 상기 신

호 전달도입 도메인은 보조자극 TNFR 구성원 패밀리의 세포질내 꼬리인 TNFR 관련 인자 2(TRAF2) 결합 모티프이

다. 보조자극 TNFR 패밀리 구성원의 세포질 꼬리는 메이저 보조된 모티프(P/S/A)X(Q/E)E) 또는 마이너 모티프

(PXQXXD)로 구성된 TRAF2 결합 모티프를 함유하고, 이때 X는 임의의 아미노산이다. TRAF 단백질은 수용체 삼량
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체화에 반응하여 많은 TNFR들의 세포내 꼬리에 모인다.

적절한 경막 폴리펩티드의 구별되는 특징은 면역 세포, 특히 림프구 세포 또는 천연 킬러(NK) 세포의 표면에서[0048]

발현되고  소정의  표적  세포에  대한  면역  세포의  세포  반응을  유도하기  위해  함께  상호작용하는  능력을

포함한다. 세포외 리간드 결합 도메인 및/또는 신호 전달도입 도메인을 포함하는 본 발명의 CAR의 상이한 경막

폴리펩티드들은  표적  리간드와의  결합  후  신호  전달도입에  참여하고  면역  반응을  유도하도록  함께

상호작용한다. 경막 도메인은 천연 또는 합성 공급원으로부터 유래될 수 있다. 경막 도메인은 임의의 막-결합된

또는 경막 단백질로부터 유래될 수 있다.

본원에서 사용된 용어 "의 일부"는 보다 짧은 펩티드인, 분자의 임의의 서브세트를 지칭한다. 대안적으로, 폴리[0049]

펩티드의 아미노산 서열 기능성 변이체는 폴리펩티드를 코딩하는 DNA 내의 돌연변이에 의해 제조될 수 있다. 이

러한 변이체 또는 기능성 변이체는 예를 들면, 아미노산 서열 내의 잔기의 결실, 삽입 또는 치환을 포함한다.

최종 구축물이 원하는 활성을 보유하는 한, 최종 구축물에 도달하기 위해, 특히 특이적 항-표적 세포 면역 활성

을 나타내기 위해 결실, 삽입 및 치환의 임의의 조합도 만들 수 있다. 숙주 세포 내에서 본 발명의 CAR의 기능

성은 특정 표적의 결합 시 상기 CAR의 신호전달 잠재력을 입증하기에 적합한 어세이에서 검출될 수 있다. 이러

한 어세이는 당분야에서 숙련된 자에 의해 이용될 수 있다. 예를 들면, 이 어세이, 예컨대, 칼슘 이온 방출, 세

포내 티로신 인산화, 이노시톨 포스페이트 전환율, 또는 이로써 달성된 인터류킨(IL) 2, 인터페론 감마, GM-

CSF, IL-3, IL-4 생성의 증가를 측정하는 단계를 포함하는 어세이는 표적의 결합 시 유발된 신호전달 경로의 검

출을 가능하게 한다.

세포[0050]

본 발명의 실시양태는 CAR을 발현하는 세포를 포함한다. 상기 세포는 암 요법을 위한 CAR을 발현할 수 있는 면[0051]

역 세포 또는 CAR을 코딩하는 발현 벡터를 보유하는 세포, 예컨대, 세균 세포를 비롯한 임의의 종류의 세포일

수 있다. 본원에서 사용된 용어 "세포", "세포주" 및 "세포 배양물"은 상호교환적으로 사용될 수 있다. 이들 용

어들 전부가 임의의 모든 후속 세대들인 그들의 자손도 포함한다. 모든 자손들이 의도적 또는 우발적 돌연변이

로 인해 동일하지 않을 수 있다는 것이 이해된다. 이종 핵산 서열의 발현과 관련하여, "숙주 세포"는 벡터를 복

제할 수 있고/있거나 벡터에 의해 코딩된 이종 유전자를 발현할 수 있는 진핵 세포를 지칭한다. 숙주 세포는 벡

터를 위한 수용자로서 사용될 수 있고 사용되고 있다. 숙주 세포는 외생성 핵산이 숙주 세포 내로 전달되거나

도입되는 과정을 지칭하는 "형질감염된" 또는 "형질전환된" 세포일 수 있다. 형질전환된 세포는 일차 대상 세포

및 그의 자손을 포함한다. 본원에서 사용된 용어 "조작된" 및 "재조합" 세포 또는 숙주 세포는 외생성 핵산 서

열, 예를 들면, 벡터가 도입되는 세포를 지칭하기 위한 것이다. 따라서, 재조합 세포는 재조합적으로 도입된 핵

산을 함유하지 않는 천연 생성 세포와 구별될 수 있다. 본 발명의 실시양태에서, 숙주 세포는 세포독성 T 세포

(TC, 세포독성 T 림프구, CTL, T-킬러 세포, 세포용해성 T 세포, CD8+ T-세포 또는 킬러 T 세포로서도 공지되어

있음)를 포함하는 T 세포이고; NK 세포 및 NKT 세포도 본 발명에 포함된다.

일부 벡터들은 원핵 세포 및 진핵 세포 둘 다에서 복제될 수 있고/있거나 발현될 수 있게 하는 조절 서열을 사[0052]

용할 수 있다. 당업자는 모든 상기 숙주 세포들을 유지하고 벡터의 복제를 허용하도록 항온처리하는 조건도 이

해할 것이다. 벡터의 대규모 생산뿐만 아니라, 벡터에 의해 코딩된 핵산 및 이의 동족 폴리펩티드, 단백질 또는

펩티드의 생성도 가능하게 할 기법 및 조건도 이해되고 공지되어 있다.

세포는 자가유래성 세포, 동계 세포, 동종이계 세포 및 심지어 일부 경우 이종이계 세포일 수 있다. [0053]

많은 상황들에서, 치료를 종결하고자 하는 경우 변경된 CTL을 사멸시킬 수 있기를 원할 수 있고, 세포는 그의[0054]

존재 후 세포의 부재가 관심을 끄는 연구 또는 다른 경우에서 신생물성을 갖게 된다. 이 목적을 위해, 조절된

조건 하에서 변경된 세포를 사멸시킬 수 있는 일부 유전자 생성물, 예컨대, 유도성 자살 유전자의 발현을 제공

할 수 있다.

CTL 내로의 구축물의 도입[0055]

구축물(들)을 함유하는 숙주 세포의 선택을 가능하게 할 적어도 하나의 마커가 존재할 수 있는 경우, CAR을 코[0056]

딩하는 발현 벡터는 하나 이상의 DNA 분자 또는 구축물로서 도입될 수 있다. 유전자 및 조절 영역이 단리될 수

있고, 적절하게 라이게이션될 수 있고, 적절한 클로닝 숙주에 클로닝될 수 있고 제한 또는 서열결정 또는 다른

편리한 수단에 의해 분석될 수 있는 경우, 구축물은 편리한 방식으로 제조될 수 있다. 구체적으로, "프라이머

복구", 라이게이션, 시험관내 돌연변이유발 등을 적절하게 사용하여 하나 이상의 돌연변이를 도입할 수 있는 경

우, PCR을 이용하여 기능성 유닛의 전부 또는 일부를 포함하는 개별 단편을 단리할 수 있다. 그 다음, 일단 구
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축물(들)이 완성되고 적절한 서열을 가진 것으로 입증되면, 이 구축물(들)을 임의의 편리한 수단으로 CTL 내로

도입할 수 있다. 세포 내로의 감염 또는 형질도입을 위해, 레트로바이러스 벡터 또는 렌티바이러스 벡터를 포함

하는 비-복제 결함 바이러스 게놈, 예컨대, 아데노바이러스, 아데노 관련 바이러스(AAV) 또는 헤르페스 심플렉

스 바이러스(HSV) 등 내로 상기 구축물을 삽입할 수 있고 팩키징할 수 있다. 구축물은 원하는 경우 형질감염을

위한 바이러스 서열을 포함할 수 있다. 대안적으로, 구축물을 융합, 전기천공, 바이올리스틱(biolistics), 형질

감염, 지질감염 등으로 도입할 수 있다. 구축물(들)의 도입 전에 숙주 세포를 배양물에서 성장시키고 증폭시킨

후, 구축물(들)의 도입 및 구축물(들)의 삽입을 위해 적절히 처리할 수 있다. 그 다음, 세포를 증폭시키고 구축

물에 존재하는 마커로 스크리닝한다. 성공적으로 사용될 수 있는 다양한 마커들은 hprt, 네오마이신 내성, 타이

미딘 키나제, 하이그로마이신 내성 등을 포함한다. 

일부 경우, 구축물이 특정 좌위에서 삽입될 것이 요구되는 경우, 상동성 재조합을 위한 표적 부위를 가질 수 있[0057]

다. 예를 들면, 당업자는 상동성 재조합에 대해 당분야에서 공지되어 있는 재료 및 방법을 이용하여 내생성 유

전자를 넉-아웃시킬 수 있고 (동일한 좌위 또는 다른 부분에서) 이를 구축물에 의해 코딩된 유전자로 대체할 수

있다.  상동성 재조합을 위해,  당업자는 OMEGA  또는 O-벡터를 사용할 수 있다.  예를 들면,  문헌[Thomas  and

Capecchi, Cell (1987) 51, 503-512], 문헌[Mansour, et al., Nature (1988) 336, 348-352], 및 문헌[Joyner,

et al., Nature (1989) 338, 153-156]을 참조한다.

구축물은 적어도 CAR을 코딩하는 단일 DNA 분자 및 임의적으로 또 다른 유전자, 또는 하나 이상의 유전자를 가[0058]

진 상이한 DNA 분자로서 도입될 수 있다. 다른 유전자는 예를 들면, 치료 분자를 코딩하는 유전자 또는 자살 유

전자를 포함한다. 동일한 또는 상이한 마커를 각각 가진 구축물들은 동시에 또는 연속적으로 도입될 수 있다.

구축물 DNA들의 스톡(stocks)을 제조하고 형질감염을 수행하는 데 사용될 수 있는 유용한 요소, 예컨대, 세균[0059]

또는 효모 복제기점, 선택가능한 및/또는 증폭가능한 마커, 원핵생물 또는 진핵생물에서의 발현을 위한 프로모

터/인핸서 요소 등을 함유하는 벡터는 당분야에서 잘 공지되어 있고, 다수가 상업적으로 입수가능하다.

사용 방법[0060]

본 발명에 따른 세포는 암의 치료를 필요로 하는 환자에서 암을 치료하기 위해 사용될 수 있다. 또 다른 실시양[0061]

태에서, 본 발명에 따른 상기 단리된 세포는 암의 치료를 필요로 하는 환자에서 암의 치료용 약제의 제조에 사

용될 수 있다.

본 발명은 치료를 필요로 하는 환자를 치료하는 방법으로서, 하기 단계들 중 적어도 하나를 포함하는 방법에 의[0062]

존한다: (a) 본 발명에 따른 키메라 항원 수용체 세포를 제공하는 단계; 및 (b) 상기 세포를 상기 환자에게 투

여하는 단계.

환자는 암 환자, 또는 암에 민감하거나 암을 가진 것으로 의심받는 환자이다. 암은 CAIX 발현 암, 예컨대, 신장[0063]

암, 난소암, 유방암, 식도암, 방광암, 대장암 또는 비소세포 폐암이다. 일부 실시양태에서, 신장암은 신장 투명

세포 암이다.

세포의 투여[0064]

본 발명이 전형적으로 기증자로부터 수득된 T-세포가 비-동종반응성 세포 내로 형질전환될 수 있게 하는 한, 본[0065]

발명은 동종이계 면역요법에 특히 적합하다. 이것은 표준 프로토콜 하에서 수행될 수 있고 필요한 만큼 많은 횟

수로 재현될 수 있다. 생성된 변경된 T 세포는 풀링될 수 있고 한명 또는 여러 명의 환자들에게 투여될 수 있으

므로, "기성품"인 치료 제품으로서 입수가능하게 된다.

세포의 성질에 따라, 세포는 매우 다양한 방식으로 숙주 유기체, 예를 들면, 포유동물 내로 도입될 수 있다. 대[0066]

안적 실시양태에서 세포는 암에 민감하거나 암에 민감하도록 변경되지만, 특정 실시양태에서 세포는 종양의 부

위에서 도입될 수 있다. 사용되는 세포의 수는 많은 환경, 도입 목적, 세포의 수명, 사용될 프로토콜, 예를 들

면, 투여 횟수, 증식하는 세포의 능력, 재조합 구축물의 안정성 등에 의해 좌우될 것이다. 세포는 일반적으로

관심있는 부위 그 자체 또는 근처에서 주사되는 분산액으로서 적용될 수 있다. 세포는 생리학적으로 허용가능한

배지에 존재할 수 있다.

일부 실시양태에서, 세포는 면역 인식을 억제하도록 캡슐화되고 종양의 부위에 배치된다.[0067]

세포는 원하는 경우 투여될 수 있다. 원하는 반응, 투여 방식, 세포의 수명 및 존재하는 세포의 수에 따라, 다[0068]

양한 프로토콜들이 이용될 수 있다. 투여 횟수는 적어도 부분적으로 전술된 인자에 의해 좌우될 것이다.
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본 발명에 따른 세포 또는 세포 집단의 투여는 에어로졸 흡입, 주사, 섭취, 수혈, 주입 또는 이식을 비롯한 임[0069]

의의 편리한 방식으로 수행될 수 있다. 본원에 기재된 조성물은 피하, 피내, 종양내, 결절내, 수질내, 근육내,

정맥내 또는 림프내 주사, 또는 복강내로 환자에게 투여될 수 있다. 한 실시양태에서, 본 발명의 세포 조성물은

바람직하게는 정맥내 주사에 의해 투여된다.

세포 또는 세포 집단의 투여는 범위 이내의 세포 수의 모든 정수 값들을 포함하는, 체중 kg당 10
4
개 내지 10

9
개[0070]

의 세포, 바람직하게는 체중 kg당 10
5
개 내지 10

6
개의 세포의 투여로 구성될 수 있다. 세포 또는 세포 집단은 1

회분 이상의 용량으로 투여될 수 있다. 또 다른 실시양태에서, 세포의 상기 유효량은 1회분 용량으로서 투여된

다. 또 다른 실시양태에서, 세포의 상기 유효량은 일정 기간에 걸쳐 1회분 초과의 용량으로서 투여된다. 투여

시간조절은 주치의의 판단 이내에 있고 환자의 임상적 상태에 의해 좌우된다. 세포 또는 세포 집단은 임의의 공

급원, 예컨대, 혈액 은행 또는 기증자로부터 입수될 수 있다. 개별 필요성은 상이하지만, 특정 질환 또는 질병

에 대한 소정의 세포 유형의 유효량의 최적 범위의 결정은 당분야의 기술 이내에 있다. 유효량은 치료적 또는

예방적 이익을 제공하는 양을 의미한다. 투여되는 용량은 수용자의 연령, 건강 및 체중, 존재하는 경우 병행 치

료의 종류, 치료의 빈도 및 요구된 효과의 성질에 의해 좌우될 것이다.

시스템은 많은 변수들, 예컨대, 리간드에 대한 세포 반응, 발현의 효율 및 적절한 경우 분비의 수준, 발현 생성[0071]

물의 활성, 시간 및 환경에 따라 달라질 수 있는 환자의 구체적인 필요성, 세포 상실의 결과로서 세포 활성의

상실 또는 개별 세포의 발현 활성의 상실의 속도 등에 예속된다는 것을 인식해야 한다. 따라서, 각각의 개별 환

자에 대해 대규모로 집단에게 투여될 수 있는 보편적인 세포가 존재하는 경우조차도, 각각의 환자는 개체에 대

한 적절한 용량에 대해 모니터링될 것이라고 예상되고, 환자를 모니터링하는 이러한 관행은 당분야에서 관례적

이다. 

핵산-기저 발현 시스템[0072]

본 발명의 CAR들은 발현 벡터로부터 발현될 수 있다. 이러한 발현 벡터를 생성하는 재조합 기법은 당분야에서[0073]

잘 공지되어 있다. 

벡터[0074]

용어 "벡터"는 핵산 서열이 복제될 수 있는 세포 내로 도입하기 위해 핵산 서열이 삽입될 수 있는 담체 핵산 분[0075]

자를 지칭하는 데 사용된다. 핵산 서열은 "외생성" 핵산 서열일 수 있고, 이 용어는 상기 핵산 서열이 벡터가

도입되어 있는 세포에 대한 외래 물질임을 의미하거나, 상기 서열이 세포 내의 서열과 상동하되, 상기 서열이

통상적으로 발견되지 않는 숙주 세포 핵산 내의 위치에 존재한다는 것을 의미한다. 벡터는 플라스미드, 코스미

드, 바이러스(박테리오파지, 동물 바이러스 및 식물 바이러스), 및 인공 염색체(예를 들면, YAC)를 포함한다.

당업자는 표준 재조합 기법을 통해 벡터를 구축하도록 장비를 잘 갖출 것이다(예를 들면, 둘 다 본원에 참고로

도입되는 문헌(Maniatis et al., 1988) 및 문헌(Ausubel et al., 1994) 참조).

용어 "발현 벡터"는 전사될 수 있는 RNA를 코딩하는 핵산을 포함하는 임의의 유형의 유전적 구축물을 지칭한다.[0076]

그 다음, 일부 경우, RNA 분자는 단백질, 폴리펩티드 또는 펩티드로 번역된다. 다른 경우, 이들 서열들은 예를

들면, 안티센스 분자 또는 리보자임의 생성에서 번역되지 않는다. 발현 벡터는 특정 숙주 세포에서 작동가능하

게 연결된 코딩 서열의 전사 및 가능하게는 번역에 필요한 핵산 서열을 지칭하는 다양한 "조절 서열들"을 함유

할 수 있다. 전사 및 번역을 좌우하는 조절 서열 이외에, 벡터 및 발현 벡터는 다른 기능도 수행하고 이하에 기

재되어 있는 핵산 서열을 함유할 수 있다.

프로모터 및 인핸서[0077]

"프로모터"는 전사의 시작 및 속도가 조절되는 핵산 서열의 영역인 조절 서열이다. 이것은 핵산 서열의 특정 전[0078]

사를 시작하기 위해 조절 단백질 및 분자, 예를 들면, RNA 중합효소 및 다른 전사 요소가 결합할 수 있는 유전

적 요소를 함유할 수 있다. 어구 "작동가능하게 위치하는", "작동가능하게 연결된", "조절 하에서" 및 "전사 조

절 하에서"는 프로모터가 핵산 서열의 전사 시작 및/또는 발현을 조절하기 위해 그 핵산 서열과 관련하여 정확

한 기능적 위치 및/또는 배향으로 존재한다는 것을 의미한다.

프로모터는 일반적으로 RNA 합성을 위한 출발 부위를 위치시키는 작용을 하는 서열을 포함한다. 이것의 가장 잘[0079]

공지된 예는 TATA 박스이지만, TATA 박스를 결여하는 일부 프로모터들, 예를 들면, 포유동물 말단 데옥시뉴클레

오티딜 트랜스퍼라제 유전자에 대한 프로모터 및 SV40 후기 유전자에 대한 프로모터에서 상기 출발 부위 위에

놓인 별개의 요소 그 자체가 시작 위치를 고정시키는 데 도움을 준다. 추가 프로모터 요소는 전사 시작의 빈도
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를 조절한다. 전형적으로, 이들은 출발 부위의 30 내지 110 bp 업스트림에 있는 영역에 위치하지만, 다수의 프

로모터들은 출발 부위의 다운스트림에 있는 기능성 요소도 함유하는 것으로 밝혀져 있다. 코딩 서열을 프로모터

의 "조절 하에" 놓이게 하기 위해, 전사 판독 프레임의 전사 시작 부위의 5' 말단을 선택된 프로모터의 "다운스

트림"(즉, 3')에 위치시킨다. "업스트림" 프로모터는 DNA의 전사를 자극하고 코딩된 RNA의 발현을 촉진한다.

프로모터 요소들 사이의 간격은 종종 유연하므로, 프로모터 기능은 요소들이 서로에 대해 상대적으로 뒤집어지[0080]

거나 이동할 때 보존된다. tk 프로모터에서, 프로모터 요소들 사이의 간격은 활성이 감퇴하기 시작하기 전에 50

bp 간격까지 증가될 수 있다. 프로모터에 따라, 개별 요소들은 협력적으로 또는 독립적으로 작용하여 전사를 활

성화시킬 수 있는 듯하다. 프로모터는 핵산 서열의 전사 활성화에 관여된 시스-작용 조절 서열을 지칭하는 "인

핸서"와 함께 사용될 수 있거나 사용될 수 없다.

프로모터는 코딩 분절 및/또는 엑손의 업스트림에 위치한 5 프라임 비-코딩 서열을 단리함으로써 수득될 수 있[0081]

기 때문에 핵산 서열과 자연적으로 연결된 프로모터일 수 있다. 이러한 프로모터는 "내생성" 프로모터로서 지칭

될 수 있다. 유사하게, 인핸서는 핵산 서열의 다운스트림 또는 업스트림에 위치한, 그 핵산 서열과 자연적으로

연결된 인핸서일 수 있다. 대안적으로, 일부 장점은 코딩 핵산 분절을, 통상적으로 그의 천연 환경에서 핵산 서

열과 연결되어 있지 않은 프로모터를 지칭하는 재조합 또는 이종 프로모터의 조절 하에 위치시킴으로써 획득될

것이다. 재조합 또는 이종 인핸서는 통상적으로 그의 천연 환경에서 핵산 서열과 연결되어 있지 않은 인핸서도

지칭한다. 이러한 프로모터 또는 인핸서는 다른 유전자의 프로모터 또는 인핸서, 임의의 다른 바이러스, 또는

원핵 또는 진핵 세포로부터 단리된 프로모터 또는 인핸서, 및 "천연적으로 생성되지" 않는, 즉 상이한 전사 조

절 영역의 상이한 요소들, 및/또는 발현을 변경시키는 돌연변이를 함유하는 프로모터 또는 인핸서를 포함할 수

있다. 예를 들면, 재조합 DNA 구축에 가장 통상적으로 사용되는 프로모터는 락타마제(lactamase)(페니실리나제

(penicillinase)), 락토스 및 트립토판(trp) 프로모터 시스템을 포함한다. 프로모터 및 인핸서의 핵산 서열을

합성적으로 생성하는 것 이외에, 본원에 개시된 조성물과 관련하여 PCR.TM.을 비롯한 재조합 클로닝 및/또는 핵

산  증폭  기술을  이용하여  서열을  생성할  수  있다(예를  들면,  본원에  각각  참고로  도입되는  미국  특허  제

4,683,202호 및 제5,928,906호 참조).  나아가, 비-핵 세포소기관(organelle),  예컨대, 미토콘드리아, 엽록체

등의 내부에서 서열의 전사 및/또는 발현을 유도하는 조절 서열도 사용될 수 있을 것으로 예상된다.

자연적으로, 발현을 위해 선택된 세포소기관, 세포 유형, 조직, 장기 또는 유기체에서 DNA 분절의 발현을 효과[0082]

적으로 유도하는 프로모터 및/또는 인핸서를 사용하는 것이 중요할 것이다. 분자생물학 분야에서 숙련된 자는

일반적으로 단백질 발현을 위한 프로모터, 인핸서 및 세포 유형 조합의 사용을 알고 있다(예를 들면, 본원에 참

고로 도입되는 문헌(Sambrook et al. 1989) 참조). 사용된 프로모터는 예컨대, 재조합 단백질 및/또는 펩티드의

대규모 생성에서 유리한 도입된 DNA 분절의 고수준 발현을 유도하기에 적절한 조건 하에서 항시적일 수 있고/있

거나, 조직 특이적일 수 있고/있거나, 유도가능할 수 있고/있거나 유용할 수 있다. 프로모터는 이종 또는 내재

성 프로모터일 수 있다.

추가로, 임의의 프로모터/인핸서 조합물도 발현을 유도하는 데 사용될 수 있었다. T3, T7 또는 SP6 세포질 발현[0083]

시스템의 사용은 또 다른 가능한 실시양태이다. 적절한 세균 중합효소가 전달 복합체의 일부로서, 또는 추가 유

전적 발현 구축물로서 제공되는 경우, 진핵 세포는 일부 세균 프로모터들로부터의 세포질 전사를 뒷받침할 수

있다.

조직 특이적 프로모터 또는 요소의 본질뿐만 아니라 이들의 활성을 특징규명하는 어세이도 당업자에게 잘 공지[0084]

되어 있다.

특정 시작 신호도 코딩 서열의 효율적인 번역을 위해 요구될 수 있다. 이 신호는 ATC 시작 코돈 또는 인접 서열[0085]

을 포함한다. ATG 시작 코돈을 포함하는 외생성 번역 조절 신호가 제공될 필요가 있을 수 있다. 당분야에서 통

상의 기술을 가진 자는 용이하게 이것을 확인할 수 있을 것이고 필요한 신호를 제공할 수 있을 것이다.

본 발명의 일부 실시양태에서, 내부 리보좀 도입 부위(IRES) 요소의 사용은 다중유전자 또는 폴리시스트론성 메[0086]

신지를 생성하는 데 사용되고, 이들은 본 발명에서 사용될 수 있다.

벡터는 다수의 제한 효소 부위들을 함유하는 핵산 영역인 다중 클로닝 부위(MCS)를 포함할 수 있고, 상기 제한[0087]

효소 부위들 중 임의의 제한 효소 부위가 표준 재조합 기술과 함께 벡터를 분해하는 데 사용될 수 있다. "제한

효소 분해"는 핵산 분자의 특정 위치에서만 작용하는 효소를 사용한 핵산 분자의 촉매작용적 절단을 지칭한다.

이들 제한 효소들 중 대다수는 상업적으로 입수가능하다. 이러한 효소의 사용은 당업자에 의해 널리 이해된다.

종종, 외생성 서열이 벡터에 라이게이션될 수 있도록 MCS 내부에서 절단하는 제한 효소를 사용하여 벡터를 선형
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화하거나 단편화한다. "라이게이션"은 서로 인접할 수 있거나 인접하지 않을 수 있는 2개의 핵산 단편들 사이의

포스포디에스테르 결합을 형성하는 과정을 지칭한다. 제한 효소 및 라이게이션 반응을 포함하는 기법은 재조합

기술의 분야에서 숙련된 자에게 잘 공지되어 있다.

스플라이싱 부위, 종결 신호, 복제기점 및 선택 마커도 사용될 수 있다.[0088]

플라스미드 벡터[0089]

일부 실시양태에서, 플라스미드 벡터는 숙주 세포를 형질전환시키기 위해 사용될 것으로 예상된다. 일반적으로,[0090]

숙주 세포와 상용가능한 종으로부터 유래한 레플리콘 및 조절 서열을 함유하는 플라스미드 벡터는 이들 숙주들

과 함께 사용된다. 벡터는 통상적으로 복제 부위뿐만 아니라, 형질전환된 세포에서 표현형적 선택을 제공할 수

있는 표시 서열도 보유한다. 비-한정적 예에서, 이. 콜라이 종으로부터 유래한 플라스미드인 pBR322의 유도체를

사용하여 이. 콜라이를 종종 형질전환시킨다. pBR322는 앰피실린 및 테트라사이클린 내성에 대한 유전자를 함유

하므로, 형질전환된 세포를 확인하기 위한 용이한 수단을 제공한다. pBR 플라스미드, 또는 다른 미생물 플라스

미드 또는 파지는 예를 들면, 그 자신의 단백질의 발현을 위해 미생물 유기체에 의해 사용될 수 있는 프로모터

도 함유해야 하거나 함유하도록 변경되어야 한다.

추가로, 숙주 미생물과 상용가능한 레플리콘 및 조절 서열을 함유하는 파지 벡터는 이들 숙주들과 함께 형질전[0091]

환 벡터로서 사용될 수 있다. 예를 들면, 파지 람다 GEM.TM. 11은 숙주 세포, 예를 들면, 이. 콜라이 LE392를

형질전환시키는 데 사용될 수 있는 재조합 파지 벡터를 표시하는 데 사용될 수 있다.

추가 유용한 플라스미드 벡터는 추후 정제 및 분리 또는 절단을 위해 글루타티온 S 트랜스퍼라제(GST) 가용성[0092]

융합 단백질을 생성하는 데 사용될 pIN 벡터(Inouye et al., 1985) 및 pGEX 벡터를 포함한다. 다른 적합한 융합

단백질은 갈락토시다제(galactosidase), 유비퀴틴 등을 가진 융합 단백질이다.

발현 벡터를 포함하는 세균 숙주 세포, 예를 들면, 이. 콜라이는 다수의 적합한 배지들 중 임의의 적합한 배지,[0093]

예를 들면, LB에서 성장한다. 일부 벡터들에서 재조합 단백질의 발현은 당업자에 의해 이해될 바와 같이 숙주

세포를 일부 프로모터들에 특이적인 물질과 접촉시킴으로써, 예를 들면, IPTG를 배지에 첨가하거나 항온처리를

고온으로 전환시킴으로써 유도될 수 있다. 일반적으로 2시간 내지 24시간의 추가 기간 동안 세균을 배양한 후,

세포를 원심분리로 수집하고 세척하여 잔류 배지를 제거한다.

바이러스 벡터[0094]

수용체 매개 세포내이입을 통해 세포를 감염시키거나 세포 내로 들어가고 숙주 세포 게놈 내로 삽입되고 바이러[0095]

스 유전자를 안정하게 및 효율적으로 발현하는 일부 바이러스들의 능력으로 인해, 이들은 외래 핵산을 세포(예

를 들면, 포유동물 세포) 내로 전달하기 위한 흥미로운 후보가 된다. 본 발명의 성분은 본 발명의 하나 이상의

CAR을 코딩하는 바이러스 벡터일 수 있다. 본 발명의 핵산을 전달하는 데 사용될 수 있는 바이러스 벡터의 비-

한정적 예는 이하에 기재되어 있다.

아데노바이러스 벡터[0096]

핵산을 전달하는 구체적인 방법은 아데노바이러스 발현 벡터의 사용을 포함한다. 아데노바이러스 벡터가 게놈[0097]

DNA 내로 삽입되는 능력이 낮은 것으로 공지되어 있지만, 이 특징은 이들 벡터들에 의해 부여된 고효율의 유전

자 전달에 의해 균형이 잡힌다. "아데노바이러스 발현 벡터"는 (a) 구축물의 팩키징을 뒷받침하고 (b) 궁극적으

로 그 내부에 클로닝되어 있는 조직 또는 세포 특이적 구축물을 발현하기에 충분한 아데노바이러스 서열을 함유

하는 구축물을 포함하기 위한 것이다. 유전적 조직구성, 또는 36 kb 선형 이중 가닥 DNA 바이러스인 아데노바이

러스의 지식은 최대 7 kb의 외래 서열에 의해 아데노바이러스 DNA의 큰 조각의 치환을 가능하게 한다(Grunhaus

and Horwitz, 1992).

AAV 벡터[0098]

아데노바이러스 보조 형질감염을 이용하여 핵산을 세포 내로 도입할 수 있다. 증가된 형질감염 효율은 아데노바[0099]

이러스 커플링된 시스템을 사용하는 세포 시스템에서 보고되었다(Kelleher  and  Vos,  1994;  Cotten  et  al.,

1992; Curiel, 1994). 아데노 관련 바이러스(AAV)는 고빈도의 삽입을 갖고 비분열 세포를 감염시킴으로써, 예를

들면, 조직 배양물(Muzyczka, 1992) 또는 생체내에서 포유동물 세포 내로의 유전자의 전달에 유용할 수 있기 때

문에 본 발명의 세포에서 사용될 흥미로운 벡터 시스템이다. AAV는 감염성에 대한 넓은 숙주 범위를 가진다

(Tratschin et al., 1984; Laughlin et al., 1986; Lebkowski et al., 1988; McLaughlin et al., 1988). rAAV

벡터의 생성 및 사용에 관한 세부사항은 본원에 각각 참고로 도입되는 미국 특허 제5,139,941호 및 제4,797,368
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호에 기재되어 있다.

레트로바이러스 벡터[0100]

레트로바이러스는 그의 유전자를 숙주 게놈 내로 삽입하여 다량의 외래 유전적 물질을 전달하고 광범위한 종 및[0101]

세포 유형들을 감염시키고 특별한 세포주 내에 팩키징되는 그의 능력 때문에 전달 벡터로서 유용하다(Miller,

1992).

레트로바이러스 벡터를 구축하기 위해, 복제 결함 바이러스를 생성하기 위해 핵산(예를 들면, 원하는 서열을 코[0102]

딩하는 핵산)을 일부 바이러스 서열들 대신에 바이러스 게놈 내로 삽입한다. 비리온을 생성하기 위해, gag, pol

및 env 유전자를 함유하되 LTR 및 팩키징 성분을 갖지 않은 팩키징 세포주를 구축한다(Mann et al., 1983). 레

트로바이러스 LTR 및 팩키징 서열과 함께 cDNA를 함유하는 재조합 플라스미드가 (예를 들면, 인산칼슘 침전에

의해) 특별한 세포주 내로 도입될 때, 팩키징 서열은 재조합 플라스미드의 RNA 전사체가 바이러스 입자 내로 팩

키징될 수 있게 하고, 그 후 상기 바이러스 입자는 배양 배지 내로 분비된다(Nicolas and Rubenstein, 1988;

Temin, 1986; Mann et al., 1983). 그 다음, 재조합 레트로바이러스를 함유하는 배지를 수집하고 임의적으로 농

축하고 유전자 전달을 위해 사용한다. 레트로바이러스 벡터는 다양한 세포 유형들을 감염시킬 수 있다. 그러나,

삽입 및 안정한 발현은 숙주 세포의 분열을 요구한다(Paskind et al., 1975).

렌티바이러스는 공통된 레트로바이러스 유전자 gag, pol 및 env 이외에 조절 또는 구조적 기능을 가진 다른 유[0103]

전자를 함유하는 복합 레트로바이러스이다. 렌티바이러스 벡터는 당분야에서 잘 공지되어 있다(예를 들면, 문헌

(Naldini et al., 1996); 문헌(Zufferey et al., 1997); 문헌(Blomer et al., 1997); 미국 특허 제6,013,516

호 및 제5,994,136호 참조). 렌티바이러스의 일부 예들로는 인간 면역결핍 바이러스, 즉 HIV-1 및 HIV-2, 및 원

숭이 면역결핍 바이러스, 즉 SIV가 있다. 렌티바이러스 벡터는 HIV 병독성 유전자를 다중 약화시킴으로써 생성

되었고,  예를  들면,  유전자  env,  vif,  vpr,  vpu  및  nef가  결실되어,  상기  벡터를  생물학적으로  안전하게

만든다.

재조합 렌티바이러스 벡터는 비-분열 세포를 감염시킬 수 있고 핵산 서열의 생체내 및 생체외 유전자 전달 및[0104]

발현 둘 다를 위해 사용될 수 있다. 예를 들면, 비-분열 세포를 감염시킬 수 있는 재조합 렌티바이러스로서, 적

합한 숙주 세포가 팩키징 기능, 즉 gag, pol 및 env뿐만 아니라 rev 및 tat도 보유하는 2개 이상의 벡터들로 형

질감염되어 있는 것인 재조합 렌티바이러스는 본원에 참고로 도입되는 미국 특허 제5,994,136호에 기재되어 있

다. 특정 세포 유형의 수용체에 표적화하기 위해 외피(envelope) 단백질을 항체 또는 특정 리간드와 연결함으로

써 재조합 바이러스를 표적화할 수 있다. 예를 들면, 관심있는 서열(조절 영역을 포함함)이 특정 표적 세포 상

의 수용체에 대한 리간드를 코딩하는 또 다른 유전자와 함께 바이러스 벡터 내로 삽입됨으로써, 상기 벡터는 표

적 특이적이다.

다른 바이러스 벡터[0105]

다른 바이러스 벡터는 본 발명에서 백신 구축물로서 사용될 수 있다.  바이러스,  예컨대,  백시니아 바이러스[0106]

(Ridgeway, 1988; Baichwal and Sugden, 1986; Coupar et al., 1988), 신드비스(sindbis) 바이러스, 사이토메

갈로바이러스 및 헤르페스 심플렉스 바이러스로부터 유래한 벡터가 사용될 수 있다. 이들은 다양한 포유동물 세

포들에게 여러 매력적인 특징들을 제공한다(Friedmann,  1989;  Ridgeway,  1988;  Baichwal  and  Sugden,  1986;

Coupar et al., 1988; Horwich et al., 1990).

변경된 바이러스를 사용한 전달[0107]

전달될 핵산은 특정 결합 리간드를 발현하도록 조작되어 있는 감염성 바이러스 내부에 수용될 수 있다. 따라서,[0108]

바이러스 입자는 표적 세포의 동족 수용체에 특이적으로 결합하여 내용물을 세포에게 전달할 것이다. 바이러스

외피에의 락토스 잔기의 화학적 추가에 의한 레트로바이러스의 화학적 변경을 기반으로 레트로바이러스 벡터의

특이적 표적화를 가능하게 하도록 디자인된 신규 방법을 개발하였다. 이 변경은 시알로당단백질 수용체를 통한

간세포의 특이적 감염을 가능하게 할 수 있다.

레트로바이러스 외피 단백질 및 특정 세포 수용체에 대한 바이오티닐화된 항체가 사용되는 재조합 레트로바이러[0109]

스의 또 다른 표적화 방법을 디자인하였다. 상기 항체는 스트렙타비딘의 사용에 의해 바이오틴 성분을 통해 커

플링되었다(Roux et al., 1989). 주조직적합성 복합체 클래스 I 및 클래스 II 항원에 대한 항체를 사용하였을

때, 이들은 시험관내에서 동종지향성(ecotropic) 바이러스를 사용하여 표면 항원을 보유하는 다양한 인간 세포

들을 감염시켰음을 입증하였다(Roux et al., 1989).
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벡터 전달 및 세포 형질전환[0110]

세포의 형질감염 또는 형질전환을 위한 핵산 전달에 적합한 방법은 당분야에서 통상의 기술을 가진 자에게 공지[0111]

되어 있다. 이러한 방법은 예컨대, 생체외 형질감염, 주사 등에 의한 DNA의 직접적인 전달을 포함하나 이들로

한정되지 않는다. 당분야에서 공지되어 있는 기법의 적용을 통해 세포를 안정하게 또는 일시적으로 형질전환시

킬 수 있다.

생체외 형질전환[0112]

생체외 환경에서 유기체로부터 제거된 진핵 세포 및 조직을 형질감염시키는 방법은 당업자에게 공지되어 있다.[0113]

따라서, 세포 또는 조직을 제거할 수 있고 본 발명의 핵산을 사용하여 생체외에서 형질감염시킬 수 있다는 것이

예상된다. 특정 양태에서, 이식된 세포 또는 조직은 유기체 내에 배치될 수 있다. 바람직한 양태에서, 핵산은

이식된 세포에서 발현된다.

본 발명의 키트[0114]

본원에 기재된 조성물들 중 임의의 조성물이 키트에 포함될 수 있다. 비-한정적 예에서, 세포 요법에서 사용될[0115]

하나 이상의 세포, 및/또는 재조합 발현 벡터를 보유하는, 세포 요법에서 사용될 하나 이상의 세포를 생성하기

위한 시약이 키트에 포함될 수 있다. 키트 성분들은 적합한 용기 수단 내에 제공된다.

키트의 일부 성분들은 수성 매질 또는 동결건조된 형태로 포장될 수 있다. 키트의 용기 수단은 일반적으로 성분[0116]

이 배치될 수 있고 바람직하게는 적절하게 분취될 수 있는 적어도 하나의 바이알, 시험관, 플라스크, 병, 주사

기 또는 다른 용기 수단을 포함할 것이다. 키트 내에 하나 초과의 성분이 존재하는 경우, 키트는 일반적으로 추

가 성분이 따로 배치될 수 있는 제2, 제3 또는 다른 추가 용기도 함유할 것이다. 그러나, 성분들의 다양한 조합

물이 바이알에 포함될 수 있다. 본 발명의 키트는 전형적으로 상업적 판매를 위해 폐쇄된 구획 내부에 성분을

함유하기 위한 수단도 포함할 것이다. 이러한 용기는 원하는 바이알이 보유되어 있는 사출 또는 취입 성형 플라

스틱 용기를 포함할 수 있다.

키트의 성분들이 하나 및/또는 그 이상의 액체 용액으로 제공되어 있을 때, 액체 용액은 수용액이고, 이때 멸균[0117]

수용액이 특히 유용하다. 일부 경우, 용기 수단은 그 자체가 주사기, 피펫 및/또는 다른 장치, 예컨대, 유사한

장치일 수 있고, 제제는 이러한 장치로부터 신체의 감염된 부위에 적용될 수 있고/있거나, 동물 내로 주사될 수

있고/있거나, 심지어 키트의 다른 성분에 적용될 수 있고/있거나 키트의 다른 성분과 혼합될 수 있다.

그러나, 키트의 성분은 건조된 분말(들)로서 제공될 수 있다. 시약 및/또는 성분이 건조 분말로서 제공될 때,[0118]

분말은 적합한 용매의 첨가에 의해 재구성될 수 있다. 용매는 또 다른 용기 수단 내에 제공될 수도 있다는 것이

예상된다. 키트는 멸균 약학적으로 허용가능한 완충제 및/또는 다른 희석제를 함유하기 위한 제2 용기 수단도

포함할 수 있다.

본 발명의 특정 실시양태에서, 세포 요법을 위해 사용될 세포는 키트 내에 제공되고, 일부 경우 상기 세포는 본[0119]

질적으로 키트의 유일한 성분이다. 키트는 원하는 세포를 제조하기 위한 시약 및 재료를 포함할 수 있다. 특정

실시양태에서, 시약 및 재료는 원하는 서열을 증폭하기 위한 프라이머, 뉴클레오티드, 적합한 완충제 또는 완충

제 시약, 염 등을 포함하고, 일부 경우 시약은 본원에 기재된 CAR 및/또는 이에 대한 조절 요소를 코딩하는 벡

터 및/또는 DNA를 포함한다.

특정 실시양태에서, 개체로부터 하나 이상의 샘플을 추출하는 데 적합한 하나 이상의 장치가 키트에 존재한다.[0120]

상기 장치는 주사기, 메스 등일 수 있다.

본 발명의 일부 경우, 키트는 세포 요법 실시양태 이외에 제2 암 요법, 예컨대, 화학요법, 호르몬 요법 및/또는[0121]

면역요법도 포함한다. 키트(들)는 개체를 위해 특정 암에 맞게 조정될 수 있고 개체를 위해 각각의 제2 암 요법

을 포함할 수 있다.

조합 요법[0122]

본 발명의 일부 실시양태에서, 임상 양태에 대한 본 발명의 방법은 과다증식성 질환의 치료에 효과적인 다른 물[0123]

질, 예컨대, 항암제와 병용된다. "항암"제는 예를 들면, 암세포를 사멸시키거나, 암세포의 아폽토시스를 유도하

거나, 암세포의 성장 속도를 감소시키거나, 전이의 발생률 또는 수를 감소시키거나, 종양 크기를 감소시키거나,

종양 성장을 억제하거나, 종양 또는 암세포에게의 혈액 공급을 감소시키거나, 암세포 또는 종양에 대한 면역 반

응을 촉진하거나, 암의 진행을 예방하거나 억제하거나, 암을 가진 대상체의 수명을 증가시킴으로써 대상체에서
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암에 부정적으로 영향을 미칠 수 있다. 보다 일반적으로, 이들 다른 조성물들은 세포를 사멸시키거나 세포의 증

식을 억제하기에 효과적인 조합된 양으로 제공될 것이다. 이 과정은 암세포를 발현 구축물 및 약제(들) 또는 다

수의 인자(들)와 동시에 접촉시키는 단계를 포함할 수 있다. 이것은 세포를, 상기 약제들 둘 다를 포함하는 단

일 조성물 또는 약리학적 제제와 접촉시킴으로써, 또는 세포를 2개의 상이한 조성물들 또는 제제들과 동시에 접

촉시킴으로써 달성될 수 있고, 이때 한 조성물은 발현 구축물을 포함하고 다른 조성물은 제2 약제(들)을 포함한

다. 

화학요법제 및 방사선요법제에 대한 종양 세포 내성은 임상 종양학에서 주요 문제점을 대표한다. 현재의 암 연[0124]

구의 한 목적은 화학요법 또는 방사선요법을 다른 요법과 조합함으로써 화학요법 및 방사선요법의 효능을 개선

하는 방식을 찾는 것이다. 본 발명과 관련하여, 세포 요법은 유사하게 화학요법적, 방사선요법적 또는 면역요법

적 중재뿐만 아니라, 전구-아폽토시스 또는 세포 주기 조절제와도 함께 사용될 수 있다는 것이 예상된다.

대안적으로, 본 발명의 요법은 수분 내지 수주의 간격으로 다른 약제 치료에 앞설 수 있거나 뒤따를 수 있다.[0125]

다른 약제 및 본 발명이 개체에 따로 적용되는 실시양태에서, 일반적으로 상기 약제 및 본 발명의 요법이 세포

에 대한 유리하게 조합된 효과를 여전히 발휘할 수 있도록 각각의 전달 시간 사이에 유의한 시간이 만료하지 않

았다는 것을 보장할 것이다. 이러한 경우, 서로 약 12시간 내지 24시간 이내에, 보다 바람직하게는 서로 약 6시

간 내지 12시간 이내에 세포를 두 모달리티(modalities)와 접촉시킬 수 있다는 것이 예상된다. 일부 상황에서,

치료 기간을 유의하게 연장시키는 것이 바람직할 수 있으나, 수일(2일, 3일, 4일, 5일, 6일 또는 7일) 내지 수

주(1주, 2주, 3주, 4주, 5주, 6주, 7주 또는 8주)가 각각의 투여 사이에 경과된다.

치료 주기가 필요에 따라 반복될 것임이 예상된다. 다양한 표준 요법들뿐만 아니라 수술적 중재도 본 발명의 세[0126]

포 요법과 함께 적용될 수 있다는 것도 예상된다.

화학요법[0127]

암 요법은 화학적 기반 치료 및 방사선 기반 치료 둘 다를 사용한 다양한 조합 요법들도 포함한다. 조합 화학요[0128]

법은 예를 들면, 아브락산(abraxane),  알트레타민(altretamine),  도세탁셀(docetaxel),  헤르셉틴(herceptin),

메토트렉세이트(methotrexate),  노반트론(novantrone),  졸라덱스(zoladex),  시스플라틴(cisplatin)(CDDP),  카

보플라틴(carboplatin),  프로카바진(procarbazine),  메클로레타민(mechlorethamine),  사이클로포스파마이드

(cyclophosphamide),  캠토테신(camptothecin),  이포스파마이드(ifosfamide),  멜팔란(melphalan),  클로람부실

(chlorambucil),  부설판(busulfan),  니트로스우레아(nitrosurea),  닥티노마이신(dactinomycin),  다우노루비신

(daunorubicin),  독소루비신(doxorubicin),  블레오마이신(bleomycin),  플리코마이신(plicomycin),  미토마이신

(mitomycin),  에토포사이드(etoposide)(VP16),  타목시펜(tamoxifen),  랄록시펜(raloxifene),  에스트로겐 수용

체 결합 물질, 탁솔(taxol), 겜시타비엔(gemcitabien), 나벨빈(navelbine), 파르네실(farnesyl)-단백질 트랜스

퍼라제(tansferase)  억제제,  트랜스플라티눔(transplatinum),  5-플루오로우라실(fluorouracil),  빈크리스틴

(vincristin), 빈블라스틴(vinblastin) 및 메토트렉세이트(methotrexate), 또는 상기 물질들의 임의의 유사체

또는 유도체 변이체 및 이들의 조합물을 포함한다.

특정 실시양태에서, 개체를 위한 화학요법은 예를 들면, 본 발명의 투여 전, 동안 또는 후 본 발명과 함께 사용[0129]

된다.

방사선요법[0130]

DNA 손상을 야기하고 광범위하게 사용되는 다른 인자는 통상적으로 .감마.-선, X-선, 및/또는 종양 세포에게의[0131]

방사성동위원소의 유도된 전달로서 공지되어 있는 것을 포함한다. 다른 형태의 DNA 손상 인자, 예컨대, 마이크

로파 및 UV-방사선조사도 예상된다. 아마도 이들 인자들 전부가 DNA, DNA의 전구체, DNA의 복제 및 복구, 및 염

색체의 조립 및 유지에 대한 광범위한 손상을 미칠 것이다. X-선에 대한 선량 범위는 연장된 기간(3주 내지

4주) 동안 50 내지 200 뢴트겐의 1일 선량부터 2000 내지 6000 뢴트겐의 단일 선량까지 이른다. 방사성동위원소

에 대한 선량 범위는 광범위하게 다양하고, 동위원소의 반감기, 방사된 방사선의 강도 및 유형, 및 신생물성 세

포에 의한 흡수에 의해 좌우된다.

세포에 적용될 때 용어 "접촉된" 및 "노출된"은 치료 구축물 및 화학요법제 또는 방사선요법제가 표적 세포에게[0132]

전달되거나 표적 세포와 직접 병렬로 배치되는 과정을 기술하기 위해 본원에서 사용된다. 세포 사멸 또는 정체

를 달성하기 위해, 상기 요법제들 둘 다가 세포를 사멸시키거나 세포의 분열을 방해하기에 효과적인 조합된 양

으로 세포에게 전달된다.
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면역요법[0133]

면역요법제는 일반적으로 암세포를 표적화하고 파괴하기 위한 면역 이펙터 세포 및 분자의 사용에 의존한다. 면[0134]

역 이펙터는 예를 들면, 종양 세포의 표면 상의 일부 마커에 특이적인 항체일 수 있다. 항체 단독은 요법의 이

펙터로서 사용될 수 있거나 세포 사멸에 실제로 영향을 미치기 위해 다른 세포를 모집할 수 있다. 항체는 약물

또는 독소(화학요법제, 방사성핵종, 리신 A 쇄, 콜레라 독소, 백일해 독소 등)에 접합될 수도 있고 표적화제로

서만 사용될 수 있다. 대안적으로, 이펙터는 종양 세포 표적과 직접적으로 또는 간접적으로 상호작용하는 표면

분자를 보유하는 림프구일 수 있다. 다양한 이펙터 세포는 세포독성 T 세포 및 NK 세포를 포함한다.

따라서, 본원에 기재된 본 발명의 요법 이외의 면역요법은 본 세포 요법과 함께 조합된 요법의 일부로서 사용될[0135]

수 있다. 조합된 요법을 위한 일반적인 방법은 이하에 논의되어 있다. 일반적으로, 종양 세포는 표적화될 수 있

는, 즉 대다수의 다른 세포들 상에 존재하지 않는 일부 마커를 보유해야 한다. 많은 종양 마커들이 존재하고 이

들 중 임의의 종양 마커가 본 발명과 관련하여 표적화에 적합할 수 있다.  흔한 종양 마커는 PD-1,  PD-L1,

CTLA4, 발암배아 항원, 전립선 특이적 항원, 비뇨기 종양 관련 항원, 태아 항원, 티로시나제(tyrosinase)(p97),

gp68, TAG-72, HMFG, 시알릴 루이스 항원, MucA, MucB, PLAP, 에스트로겐 수용체, 라미닌 수용체, erb B 및

p155를 포함한다.

유전자[0136]

또 다른 실시양태에서, 이차 치료는 치료 폴리뉴클레오티드가 본 발명의 임상적 실시양태 전, 후 또는 동시에[0137]

투여되는 유전자 요법이다. 세포 증식의 유도제, 세포 증식의 억제제 또는 프로그래밍된 세포 사멸의 조절제를

포함하는 다양한 발현 생성물들이 본 발명에 포함된다.

수술[0138]

암을 가진 사람들의 대략 60%는 예방적, 진단적 또는 병기분류, 치유적 및 완화적 수술을 포함하는 일부 유형의[0139]

수술을 받을 것이다. 치유적 수술은 다른 요법, 예컨대, 본 발명의 치료, 화학요법, 방사선요법, 호르몬 요법,

유전자 요법, 면역요법 및/또는 대안적 요법과 함께 사용될 수 있는 암 치료이다. 

치유적 수술은 암성 조직의 전부 또는 일부가 물리적으로 제거되고/되거나, 절제되고/되거나 파괴되는 절제술을[0140]

포함한다. 종양 절제술은 종양의 적어도 일부의 물리적 제거를 지칭한다. 종양 절제술 이외에, 수술에 의한 치

료는 레이저 수술, 냉동수술, 전기수술, 및 미시적으로 제어된 수술(모즈 수술(Mohs' surgery))을 포함한다. 본

발명은 표피 암, 전구암 또는 우발적 양의 정상 조직의 제거와 함께 이용될 수 있다는 것도 예상된다.

암성 세포, 조직 또는 종양의 일부 또는 전부의 절제 시, 신체에 캐비티(cavity)가 형성될 수 있다. 치료는 추[0141]

가 항암 요법을 사용한 관류, 직접적인 주사 또는 영역의 국소 적용에 의해 달성될 수 있다. 이러한 치료는 예

를 들면, 1일, 2일, 3일, 4일, 5일, 6일 또는 7일마다, 1주, 2주, 3주, 4주 및 5주마다, 또는 1개월, 2개월, 3

개월, 4개월, 5개월, 6개월, 7개월, 8개월, 9개월, 10개월, 11개월 또는 12개월마다 반복될 수 있다. 이 치료는

상이한 용량의 치료일 수도 있다. 

다른 약제[0142]

다른 약제는 치료의 치료적 효능을 개선하기 위해 본 발명과 함께 사용될 수 있다는 것이 예상된다. 이 추가 약[0143]

제는 면역조절제, 세포 표면 수용체의 상향조절 및 GAP 연접에 영향을 미치는 약제, 세포증식억제성 및 분화 약

제, 세포 부착의 억제제, 또는 아폽토시스 유도제에 대한 과다증식성 세포의 민감성을 증가시키는 약제를 포함

한다. 면역조절제는 종양 괴사 인자; 인터페론 알파, 베타 및 감마; IL-2 및 다른 사이토카인; F42K 및 다른 사

이토카인 유사체; 또는 MIP-1, MIP-1베타, MCP-1, RANTES 및 다른 케모카인을 포함한다. 세포 표면 수용체 또는

이의 리간드, 예컨대, Fas/Fas 리간드, DR4 또는 DR5/TRAIL의 상향조절은 과다증식성 세포에 대한 자가분비 또

는 측분비 효과를 확립함으로써 본 발명의 아폽토시스 유도 능력을 증강시킬 것이라는 것도 예상된다. GAP 연접

의 수의 상승에 의한 세포내 신호전달의 증가는 인접 과다증식성 세포 집단에 대한 항-과다증식성 효과를 증가

시킬 것이다. 다른 실시양태에서, 세포증식억제성 또는 분화 약제는 치료의 항-과다증식성 효능을 개선하기 위

해 본 발명과 함께 사용될 수 있다. 세포 부착의 억제제는 본 발명의 효능을 개선할 것으로 예상된다. 세포 부

착 억제제의 예는 국소 부착 키나제(FAK) 억제제 및 로바스타틴이다. 아폽토시스에 대한 과다증식성 세포의 민

감성을 증가시키는 다른 약제, 예컨대, 항체 c225도 치료 효능을 개선하기 위해 본 발명과 함께 사용될 수 있다

는 것이 예상된다.

실시예[0144]
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실시예 1: 재료 및 방법[0145]

세포, 배양 배지 및 시약. 인간 CAIX+ 신장 세포 암종 세포주 sk-rc-52(본원에서 Skrc52로서도 지칭됨), sk-rc-[0146]

09  및  CAIX-  sk-rc-59(본원에서  Skrc59로서도  지칭됨)를  저드  리터(Gerd  Ritter)  박사(Memorial  Sloan-

Kettering Cancer Center, New York)로부터 입수하였다. 이들을, 10% FCS, 2 mmol/ℓ L-글루타민, 100 U/㎖ 페

니실린 및 100 ㎍/㎖ 스트렙토마이신(Sigma)으로 보충된 RPMI 1640 배지(Life Technologies)를 함유하는 R-10

완전 배지에서 5% CO2와 함께 37℃에서 배양하였다. 일차 인간 T 세포를, 10% 인간 혈청 및 100 IU/㎖ 재조합

인간 인터류킨 2(IL-2)(Chiron)를 가진 R-10에서 유지하였다. 인간 배아 신장 세포주 293T(ATCC) 및 마우스 섬

유모세포 NIH3T3 세포(ATCC)를, 10% FCS, 100 U/㎖ 페니실린 및 100 ㎍/㎖ 스트렙토마이신(Sigma)을 가진 DMEM

배지를 함유하는 D-10 완전 배지(Life Technologies)에서 성장시켰다. 보스톤 아동 병원의 혈액 은행으로부터

입수된 류코팩(Leukopacks)을, 사전 동의서를 작성한 건강한 자원자로부터 수집하였다.

scFv 단리 및 scFv-Fc로의 scFv의 전환. 이미 보고되어 있고 GQ903548-GQ903561
23
의 수탁번호(이의 내용은 전체[0147]

적으로 본원에 참고로 도입됨)로 진뱅크에 제출된 비-면역 인간 scFv 파지 라이브러리로부터 CAIX 특이적 scFv

항체를 단리하였다. pFarber 파지미드로부터의 scFv-코딩 DNA 단편을 SfiI/NotI 부위로 분해하였고, 인간 IgG1

F105 리더 서열 및 인간 IgG1 힌지-CH2-CH3 Fc 부분을 가진 포유동물 발현 벡터 pcDNA3.1-F105L-힌지-스튜퍼

(stuffer) 내로 서브클로닝하여 scFv-Fc 항체를 발현하였다. 리포펙타민(lipofectamine) 2000(Invitrogen)으로

scFv-Fc의  플라스미드를  293T  세포  내로  일시적으로  형질감염시켰고,  세파로스  단백질  A  비드(Amersham

Bioscience)를 사용하여 발현된 항체를 정제하였다. CAIX-발현 293T 및 sk-rc-52 세포주, 및 CAIX 음성 293T

및 sk-rc-59 세포주와 함께 항온처리함으로써, scFv-Fc 포맷 항체로 전환된 파지 scFv 항체 또는 scFv로 염색하

여 CAIX에의 특이적 결합을 시험하였다. 이들 실험에서, 무관한 항-HIV CCR5 항체(클론 A8)
25
 또는 항-SARS 항

체(11A)
24
 및 형광 접합된 이차 항체 단독을 음성 대조군으로서 사용하였다.

한 실시양태에서, 인간 ccRCC 세포주, Skrc52, 원래의 CAIX+/ PD-L1-, 및 Skrc59, 원래의 CAIX-/PD-L1+를 저드[0148]

리터(Gerd Ritter) 박사(Memorial Sloan-Kettering Cancer Center, New York)로부터 입수하였다. 이들 세포들

을 10%(v/v) 열-불활성화된 태아 소 혈청(FBS, Gibco), 100 IU/㎖ 페니실린 및 100 ㎍/㎖ 스트렙토마이신으로

보충된  RPMI  1640  배지(Life  Technologies)에서  배양하였다.  293T(CRL-11268,  ATCC)  및  Lenti-X

293T(Clontech) 세포를 10% FBS, 100 IU/㎖ 페니실린 및 100 ㎍/㎖ 스트렙토마이신으로 보충된 DMEM 배지(Life

Technologies)에서 성장시켰다. 이 프로젝트에서 사용된 모든 세포주들을, 렌티바이러스 형질도입을 통해 루시

퍼라제(luciferase)로 형질도입하였고 5% CO2와 함께 37℃에서 유지하였다. 형광 활성화된 세포 분류(FACS) 분

류로 CAIX-/PD-L1- 및 CAIX+/PD-L1- 세포 집단에 대해 Skrc52 세포를 선택하였다. 고수준의 인간 CAIX를 발현

하도록 Skrc59 세포를 조작하였고 CAIX+/PD-L1+을 FACS 분류로 선택하였다. 

scFv-CD8-TCRζ 및 scFv-CD28-TCRζ 구축물의 구축. 파지미드 벡터 pSL1180 내의 DNA 구축물인 Pz1, scFv-CD8-[0149]

TCRζ, 및 P28z, scFv-CD28-TCRζ를 미쉘 사델라인(Michel Sadelain) 박사(Memorial Sloan-Kettering Cancer

Center, New York)로부터 입수하였다. Pz1에서, scFv 및 TCRζ 세포내 도메인은 각각 인간 CD8α 쇄의 N-말단

및 C-말단에 추가되어 있다. 유사하게, P28z에서, scFv 및 TCRζ 서열은 각각 인간 CD28의 N-말단 및 C-말단에

추가되어 있다. 인간 CD8α의 아미노산 서열은 CD8α 세포외 및 힌지, 경막 및 세포질 도메인들의 각각 47개(aa

137-183),  23개(aa  184-206)  및 2개(aa  207-208)의 잔기로 구성된, 길이에 있어서 71개 잔기이다. P28z에서

CD28 서열은 CD28 세포외, 경막 및 세포질 도메인들의 각각 40개(aa 114-153), 23개(aa 154-176) 및 44개(aa

177-220)의 잔기로 구성된, 길이에 있어서 107개 잔기이다. 두 CAR들에 공통된 인간 CD3ζ 세포내 도메인은 112

개의 아미노산(aa 52-163)으로 구성된다.

GGGGS 링커를 가진 내부 C9-태그(인간 로돕신의 9-아미노산 펩티드, TETSQVAPA)를 코딩하는 핵산 서열을 PCR로[0150]

증폭하였고 5' NotI 부위 및 3' PacI 부위를 가진 CD8-TCRζ 및 CD28-TCRζ 서열과 업스트림에서 융합시켰다.

키메라 TCRζ 구축물을 클로닝하는 데 사용된 프라이머는 다음과 같다: 5' TAG GGC GCG GCC GCa acc gag acc

agc cag gtg gcg ccc gcc GGG GGA GGA GGC AGC CCC ACC ACG ACG CCA GCG CCG CGA 3'(서열번호 71)(CD8 구축물

에 대한 정방향 프라이머, 이때 이탤릭체는 NotI 부위이고, 대문자는 C9 태그 서열이고, 밑줄은 GGGGS 링커를

표시함), 5' TAG GGC GCG GCC GCa acc gag acc agc cag gtg gcg ccc gcc GGC GGA GGA GGC AGC ATT GAA GTT

ATG TAT CCT CCT CCT 3'(서열번호 75)(CD28 구축물에 대한 정방향 프라이머) 및 두 구축물들에 대한 역방향 프

라이머 CTA  GCC  TT  AAT  TAA  TTA  GCG  AGG  AGG  GGG  CAG  GGC  CTG  CAT(서열번호 77)(이때,  이탤릭체는 PacI

부위임).  이들  DNA  단편들은  하기  순서에  따라  정렬되어  있는  기능적  특징을  코딩한다:  NotI  -
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C9tag(TETSQVQPQ) - GGGGS - CD8 또는 CD28 - TCRζ - PacI. 서열 TETSQVQPQ는 서열 번호 78을 가진다. 서열

GGGGS는 서열번호 79를 가진다. NotI 및 PacI 제한 부위를 사용하여 내부 C9 펩티드 태그를 가진 키메라 TCR 구

축물을, 항-CXCR4 scFv-Fc를 함유하는 pcDNA3.1-F105L-힌지 스튜퍼 벡터 내로 클로닝하였다(클론 48). 이 디자

인은 본 발명자들로 하여금 Fc 부분 단편을 대체하도록 키메라 TCR 수용체 구축물을 삽입할 수 있게 한다. 그

후, SfiI/NotI 부위에서 항-CXCR4 scFv를 대체하도록 항-CAIX scFv(클론 G36) 및 항-CCR5 scFv(무관한 scFv 대

조군으로서 클론 A8) 항체 단편을 클로닝하여 CAIX 특이적 키메라 TCR 구축물을 생성하였다.

렌티바이러스 벡터 pHAGE-CMV-DsRed-IRES-ZsGreen,  및 4개의 HIV 헬퍼 플라스미드 pHDM-Hgpm2(HIV gag-pol),[0151]

pMD-tat, pRC/CMV-rev 및 Env VSV-G 슈도타입을 리차드 뮬리간(Richard Mulligan) 박사(Virus Production Core

at The Harvard Gene Therapy Initiative in Boston)로부터 입수하였다. pHAGE-CMV-IRES-ZsGreen의 CMV 프로모

터를 SpeI/NotI 부위에서 pSIN 렌티바이러스 벡터로부터 유래한 EF1α 프로모터로 대체하였다. 5개의 scFv-Fc

항체들 중 하나인 G36(CAIX+ 세포에 대한 고친화성을 갖고 CAIX+ 종양 세포에 대해서만 높은 ADCC를 가짐)을

AscI/BamHI에서 pHAGE-EF1α 렌티바이러스 벡터 내로 클로닝하여 DsRed 단백질의 첫 번째 카세트를 대체하였다.

렌티바이러스의 생성 및 인간 일차 T 세포의 형질도입. 제조자의 지시(Invitrogen)에 따라 리포펙타민 2000을[0152]

사용하여 5개의 플라스미드를 293T 세포 내로 일시적으로 형질감염시킴으로써 렌티바이러스를 생성하였다. 세포

를 15 cm 페트리 접시(Nalge Nunc)에서 80% 전면생장(confluence)에 도달하도록 준비하였고 총 30 ㎍의 플라스

미드 DNA로 형질감염시켰다. 벡터 플라스미드의 비(pHDM-Hgpm2(HIV gag-pol): pMD-tat: pRC/CMV-rev: Env VSV-

G 슈도타입)는 20:1:1:1:2이었다. D-10 배지로 바꾼 후, 바이러스 성청액을 3일째 날에 회수하였고 0.45 ㎛ 필

터를  통해  여과하였고  16,500  rpm(48,960  x  g,  Beckman  SW28  로터)  및  4℃에서  90분  동안  한외원심분리

(Beckman Coulter, Fullerton, CA)로 농축하였다. 바이러스 펠렛을 R-10 배지에 재현탁하였고 -80℃에서 동결

시켜 보관하였다.

한 실시양태에서, 폴리에틸렌이민(PEI)을 사용하여 5개의 플라스미드를 293T 세포 내로 일시적으로 형질감염시[0153]

킴으로써 렌티바이러스를 생성하였다. 요약하건대, 15 cm 플레이트(Nalge Nunc) 내의 각각의 80% 전면생장 293T

세포를  총  30  ㎍의  5개  플라스미드(5  ㎍의  각각의  구조  플라스미드  pHDH-Hgpm2(HIV  gag-pol),  pMD-tat;

pRC/CMV-rev 및 Env VSV-G, 및 CAR(항-CAIX/항-PD-L1 IgG1, 항-CAIX/항-PD-L1 IgG4, 항-CAIX/항-SARS IgG1 또

는  항-BCMA/항-SARS  IgG1)을  코딩하는  10  ㎍의  주요  플라스미드)로  형질감염시켰다.  제조자의  지시에  따라

Lenti-X 농축기(Clontech)를 이용하여 바이러스 상청액을 농축하였고 -80℃에서 동결시켜 보관하였다.

인간 PBMC를 피콜 밀도 구배 분리로 단리하였고 4일 동안 2 ㎍/㎖ PHA(Sigma) 플러스 100 IU/㎖ 인간 IL-2로 활[0154]

성화시켰다. 세포를 10 ㎍/㎖ DEAE의 존재 하에서 10 내지 20의 다중감염도(MOI)에서 2 또는 3 라운드의 렌티바

이러스 형질도입으로 감염시켰다. 형질도입한 지 3일 후, 시험관내에서의 표현형적 및 기능적 분석을 위해 형질

도입된 T 세포를 수집하였거나 생체내 실험을 위해 형질도입된 T 세포를 증폭시켰다.

유세포측정 분석. 인간 일차 T 세포의 형질도입 효율을 레포터 유전자(ZsGreen)의 발현으로 평가하였다. CAIX의[0155]

아미노산 38-397에 이어 인간 IgG1 힌지, CH2 및 CH3 도메인들을 코딩하는 pcDNA3.1 플라스미드로부터 CAIX-Fc

단백질을 발현하였고, CAIX 신호 펩티드(aa 1-37)를 Ig 리더 서열로 대체하였다. 세포를 1 ㎍의 CAIX-Fc 단백질

로 염색한 후 APC-접합된 마우스 항-인간 IgG 항체(Jackson ImmunoResearch)로 염색함으로써 형질도입된 T 세포

상에서의 scFv(G250)의 발현을 시험하였다. 추가로, 5 ㎍의 마우스 1D4 항체로 염색한 후, APC-접합된 염소 항-

마우스 IgG 항체(Jackson ImmunoResearch)로 염색함으로써, 형질도입된 T 세포 상에서의 TCR 구축물의 scFv 도

메인의 내부 로돕신 노나펩티드(TETSQVAPA) C9 태그의 발현을 검출하였다. 분석을 위해, 클론 증폭 실험 동안

배양물 중의 인간 세포의 서브세트를 CD3(클론 S4.1), CD4(클론 S3.5) 또는 CD8(클론 3B5)에 대한 형광 접합된

마우스 항-인간 항체(Invitrogen)로 염색하였다. 모든 세포 염색에서, 오십만 개의 세포를 회사의 지시에 따라

권고된  농도에서  항체로  염색하였다.  각각의  샘플에  대한  일치된  이소타입  대조군  항체를  사용하였고

FACSCalibur 사이토미터(Becton-Dickinson)를 이용하여 세포를 분석하였다.

한 실시양태에서, 293T 세포 또는 CD8+ T 세포의 형질도입을 항-CAIX 또는 항-BCMA 발현의 FACS 분석으로 확인[0156]

하였다.  세포를  본  발명자들의  실험실에서  제조된  10  ㎍/㎖의  인간  CAIX-Fc  또는  인간  BCMA-마우스-Fc(AB

Bioscience)로 염색한 후, 각각 1:250 APC-접합된 마우스 항-인간 IgG Ab(Southern Biotech) 또는 염소-항 마

우스 IgG Ab(Biolegend)로 현상하였다. CountBrightTM 절대 카운팅 비드(Molecular Probes)를 증식 및 클론 증

폭 어세이에 사용하였다. 모든 샘플들을 LSR 포르테사(Fortessa) 또는 FACSCalibur(BD Bioscience)로 분석하였

고 FlowJo  소프트웨어를 이용하여 데이터를 분석하였다. CART  세포의 T  세포 소진의 상태를 분석하기 위해,

CART 세포를 5일 동안 IL-21 50 U/㎖(Peprotech) 및 다이나비즈(Dynabeads) 인간 T 활성화제 CD3/CD28의 존재
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하에서 배양하였다. 이 기간 후, 소진을 자극하기 위해 CART 세포를 2일 동안 Skrc-59 CAIX+ PD-L1+ 세포와 함

께 공-배양하였다. 이 어세이로부터의 1x10
6
개의 CART 세포 및 생체내 어세이로부터 수집된 종양-침윤 림프구

(TIL)를  FITC-접합된  항-인간  PD-1,  PE-접합된  항-인간  Tim3,  PerCP/Cy5.5-접합된  항-인간  Lag3  항체

(Biolegend) 및 파시픽 블루(Pacific Blue)-접합된 항-인간 CD45로 염색하였고 FACS로 분석하였다. 이 프로젝

트에서 사용된 상이한 RCC 세포 계통에서 CAIX 및 PD-L1의 발현 수준을 검증하기 위해, 본 발명자들은 본 발명

자들의 실험실에서 제조된 10 ㎍/㎖의 항-인간 CAIX mAb(클론 G36) 및 10 ㎍/㎖의 바이오티닐화된 마우스 항-인

간 PD-L1(Biolegend)을 사용하였다. 각각 1:250 APC-접합된 항-인간 Ab 및 PE-접합된 아비딘을 사용하여 일차

항체를 검출하였고 FACS로 분석하였다.

렌티바이러스 형질도입된 T 세포의 ADCC 및 세포독성 어세이. 제조자의 지시에 따라 DELFIA EuTDA 세포독성 키[0157]

트(Perkin Elmer, Boston, MA)를 사용하여 세포독성 어세이를 수행하였다. 요약하건대, 표적 종양 세포를 37℃

에서 30분 동안 형광 리간드(BATDA)로 표지하였고 웰당 1 x 10
4
개의 표지된 세포를 96-웰 U-바닥 플레이트에 적

재하였다. 항체 의존적 세포 세포독성(ADCC) 어세이를 위해, 항-CAIX scFv-Fc 항체 또는 무관한 scFv-Fc 항체의

패널을 1 ㎍/㎖ 또는 5 ㎍/㎖의 농도로 따로 첨가하였다. 50:1, 25:1 및 12.5:1의 이펙터 세포(인간 PBMC) 대

표적 세포(E:T)의 비로 상기 어세이를 설정하였다. T 세포 세포독성 어세이를 위해, 이펙터 세포(형질도입되지

않았거나 형질도입된 T 세포) 대 표적 세포(E:T)의 상이한 비를 준비하였다(100:1, 50:1 및 25:1). 배양물을 37

℃에서 습윤화된 5% CO2와 함께 4시간 동안 항온처리하였다. 플레이트를 500x g에서 5분 동안 원심분리한 후,

20 ㎕의 상청액을 평저 플레이트로 옮겼다. 200 ㎕의 유로퓸 용액을 첨가하였고, 세포로부터 방출된 형광을 형

광측정기(Victor
TM,

 PerkinElmer)로 판독하였다. 표지 세포만을 배양함으로써 자연발생적 방출에 대한 대조군을

제조하였고, 용해 완충제(제공된 키트)를 표지 세포에 첨가함으로써 최대 방출에 대한 대조군을 제조하였다.

ELISA,  ELISPOT  어세이 및 웨스턴 블롯. 사이토카인 분비를 위해, RCC  세포주 sk-rc-52(CAIX+)  또는 sk-rc-[0158]

59(CAIX-)를 웰당 1 x 10
6
개씩 24-웰 플레이트에 밤새 시딩한 후, 1 x 10

6
개의 형질도입되지 않았거나 형질도입

된 T 세포를 시딩하였다. 종양 세포와 함께 공-배양하기 전, T 세포를 PBS로 2회 세척하여 인간 IL-2를 제거하

였다. 밤새 항온처리한 후, 상청액을 회수하였고 ELISA(e-Bioscience)로 IL-2  및 IFN-γ에 대해 분석하였다.

IFN-γ ELISPOT 어세이(e-Bioscience)를 위한 T 세포의 검출에서, AEC 기질 용액을 사용하여 막을 현상하였고

점의 수를 ELISPOT 플레이트 판독기(C.T.L. Cellular Technology)로 카운팅하였다.

웨스턴 블롯을 위해, 형질도입되지 않은 T 세포 및 형질도입된 T 세포의 제조를 기재하였다
50
. 백만 개의 세포를[0159]

비-환원 및 환원 완충제(0.1 M 디티오트레이톨)에서 제조하였고 10-20% 폴리아크릴아미드 구배 겔(Invitrogen)

상에서 런닝시켰다. 단백질을 100  V  및 4℃에서 밤새 폴리비닐리덴 플루오라이드 전달 막(NEN  Life  Science

Products,  Boston,  MA)으로  옮겼다.  상기  막을  1:2000  일차  항체,  항-인간  ζ-쇄  단일클론  항체  8D3(BD

Pharmingen, San Diego, CA) 및 이어서 1:3000 이차 항체 호스라디쉬 퍼록시다제(Caltag)와 함께 항온처리하였

다. ECL 플러스 웨스턴 블롯팅 검출 시스템(GE Healthcare, Piscataway, NJ) 및 x-선 필름 노출을 이용하여 면

역검출을 수행하였다.

종양 세포 접촉 후 증식, 클론 증폭 및 사이토카인 분비. 종양 세포를 방사선조사하였고(3,000 rads) 웰당 2.5[0160]

x 10
5
개씩 시딩하였다. 1주 배양을 위해 T 세포를, R-10 플러스 100 IU/㎖ 인간 IL-2를 함유하는 배양 배지에 1

x 10
6
개씩 첨가하였다. T 세포를 분할하여 적합한 밀도를 유지하였고 주마다 종양 세포로 재자극하였다. T 세포

의 수를 2주 동안 3일 또는 4일마다 카운팅하였다. 형질도입된 T 세포 및 T 세포 서브세트에 의한 ZsGreen의 백

분율 발현을 형광-활성화된 세포 분류(FACS)로 주마다 측정하였다. 종양 세포 접촉 후 사이토카인 분비 연구를

위해, 1주 또는 2주 동안 방사선조사된 종양 세포와 접촉한 T 세포를 세척하였고 새로운 종양 세포와 함께 밤새

항온처리하였고, 분석을 위해 배양 상청액을 24시간 후 수집하였다.

종양 확립 및 T 세포 요법. 한 실시양태에서, 6주령 내지 8주령의 암컷 BALB/c 누드 마우스에서의 sk-rc-52의[0161]

면역거부로 인해 생체내 성장 성질을 가속화하기 위해, 5백만 개의 세포를 마우스 내로 피하 접종하였고 회수하

였고 시험관내에서 증폭하였다. 그 다음, 세포주를 누드 마우스에서 2회 이상 계대배양하였고, 추가 실험을 위

해 계대배양된 세포를 증폭하였다(서브클론 4-1). 치료적 실험을 위해, 5백만 개의 sk-rc-59 및 7백 5십만 개의

계대배양된 sk-rc-52 세포를 대향하는 옆구리 상에서 누드 마우스 내로 피하 접종하여 필적할만한 종양 성장률

을 달성하였다. 7일 후, 종양은 약 6 mm의 크기까지 성장하였고, 5천만 개의 형질도입되지 않았거나 형질도입된

T 세포를 정맥내로 주사하였다. 또한, 마우스를 2일마다 복막 주사로 20,000 IU의 인간 IL-2로 치료하였다. 종
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양 크기를 2차원에서 칼리퍼로 측정하였고 2개의 종양 직경의 평균이 여기에 보고되었다.  동물 실험을 지침

(Dana Farber Cancer Institute Animal Care Committee)에 따라 수행하였다. 종양이 15-mm 직경 또는 2,000

mm
3
에 도달하였을 때, 마우스를 희생시켰고 종양을 회수하였다.

면역조직화학 및 면역형광 염색. 형질도입된 T 세포의 시험관내 조사를 위해, PBS를 사용하여 배양된 T 세포를[0162]

2회 세척하였고 37℃에서 15분 동안 PBS 중의 2 μM 파 레드(Far Red) DDAO-SE 셀트레이스(CellTrace) 염료

(Molecular Probe)에 재현탁하였다. 그 다음, 세포를 배양 배지로 2회 세척하였고 유리 슬라이드 상에서 세포원

심분리하였다. 공초점 현미경관찰(Zeiss)(Optical Imaging Core facility, Harvard NeuroDiscovery Center)을

이용하여 ZsGreen 공발현을 가진 파 레드 미리-염색된 CART 세포를 가시화하였다.

제자리 종양 층 내의 형질도입된 T 세포의 사멸 효과를 조사하기 위해, ApopTag 퍼록시다제 제자리 아폽토시스[0163]

검출  키트(Millipore)를  위한  동결된  박편용으로  종양을  준비하였다.  냉동박편을  1시간  동안  TdT  효소

(Millipore)와 함께 항온처리하였다. 토끼 항-DIG(Dako)를 첨가하였고 30분 동안 항온처리한 후, Cy3-접합된 항

-토끼 항체(Invitrogen)를 첨가하였고 30분 동안 항온처리하였다. 박편을 DAPI 안티페이드(antifade) 마운팅 배

지로 마운팅하였고 공초점 현미경관찰을 이용하여 형광 영상을 조사하였다.

이종이식물 종양 및 마우스 비장을 회수하였고 10% 포르말린/PBS 용액에서 고정시켰고 하바드 의과대학 설치류[0164]

조직병리학 핵심 시설(Harvard Medical School, Rodent Histopathology Core Facility)에 제출하였다. 파라핀-

매립된 박편을 자일렌으로 탈왁싱하였고 염색 전에 등급화된 알코올을 통해 재수화하였다. 1시간 동안 일차 항

체로서 항-인간 그랜자임 B 항체(Dako, 클론 GrB-7(1:200))와 함께 항온처리한 후, 30분 동안 이차 항-토끼 항

체(Pierce) 또는 항-마우스 항체(Dako)와 함께 항온처리함으로써 면역조직화학 염색을 수행하였다. DAB 기질을

사용하여 박편을 현상하였고 헤마톡실린으로 반대염색하였다.

한 실시양태에서, 고정된 종양을 파라핀-매립시켰고 4-마이크로미터로 박편화하였고 슬라이드 상에 배치하였고[0165]

IHQ를  위해  준비하였다.  조직을  항-인간  Ki67(벡터,  VP-K451),  PD-L1(클론  405.9A11,  고돈  프리만(Gordon

Freeman) 박사의 실험실에서 제조됨), 그랜자임 B(Abcam, ab4059) 또는 NCAM(CD56)(Abcam, ab133345) 항체로

염색한 후, 이차 HRP-접합된 항-토끼 Ab 또는 HRP-아비딘으로 염색하였다. DAB를 사용하여 슬라이드를 현상하였

고 헤마톡실린으로 반대염색하였다. DP71 디지털 카메라(Olympus)를 이용하여 올림푸스 BX51 현미경관찰에서 영

상을 수득하였고 DP 제어기 소프트웨어(Olympus)에서 분석하였다. 문헌(Varghese F, Bukhari AB, Malhotra R,

De  A.  IHC  Profiler:  an  open  source  plugin  for  the  quantitative  evaluation  and  automated  scoring  of

immunohistochemistry images of human tissue samples. PloS one. 2014;9:e96801)에 기재된 ImageJ 소프트웨

어의 IHC 프로파일러 플러긴(Profiler Plugin)을 이용하여 영상 정량을 수행하였다.

통계학적 분석[0166]

양측의 스튜던트 t-검정을 이용하여 통계학적 유의성을 측정하였다.[0167]

한 실시양태에서, ANOVA 및 Tukey 사후검정을 이용하여 데이터의 통계학적 유의성을 평가하였다. P<0.05는 유의[0168]

한 것으로서 간주되었다. IBM SPSS 통계학적 소프트웨어 버전 20을 이용하여 통계학적 분석을 수행하였다.

실시예 2: 항-CAIX 항체의 ADCC 매개 사멸 및 CAR 표적화 모이어티의 선택[0169]

본 발명자들은 그들의 에피토프 맵핑, 발현 수준 및 CAIX을 내재화하는 능력 면에서 상이한 고친화성 인간 항-[0170]

CAIX 항체의 패널에 대해 이미 보고하였다
23
. 본 발명자들의 첫 번째 목적은 CAR 구축을 위한 후보로서 이들 항-

CAIX 단일-쇄 항체들 중 5개의 항-CAIX 단일-쇄 항체들의 항-종양 활성을 조사하는 것이었다. 항-CAIX mAb 매개

ADCC에 대해 시험하기 위해, scFv를 scFv-Fc(hIgG1) 미니바디로 전환시켰다
23
. 본 발명자들은 모든 scFv-Fc들이

항원 특이적 종양 용해를 나타내었다는 것을 발견하였다.  높은 CAIX+  발현을 가진 종양 세포주 sk-rc-09의

경우, 특이적 용해는 40% 내지 57%이었고, 중간 CAIX+ 발현을 가진 sk-rc-52의 경우, 특이적 용해는 46% 내지

60%이었고, 이때 CAIX- 종양 세포주 sk-rc-59에 대한 용해의 배경 수준은 5% 미만이다. 음성 대조군 scFv-Fc,

예컨대, 항-CXCR4 48-Fc
23
 및 항-SARS 11A-Fc

24
의 경우, 단지 배경 수준의 세포 용해가 관찰되었다(도 1). ADCC

사멸 및 다른 공개된 분석을 근거로, scFvG36을 CAR 표적화 모이어티로서 추가 평가하기 위해 선택하였다.

CAIX 특이적 키메라 수용체의 구축 및 발현. 항-CAIX CAR의 두 세대를 구축하였다: CD8, 절단된 세포외, 힌지[0171]

및 경막 도메인 플러스 TCRζ의 신호전달 도메인에 연결된 scFvG36을 가진 제1세대 G36 CD8 CAR(G36-CD8z). 보

조자극 신호를 전달하기 위해, CD28의 절단된 세포외, 경막 및 세포내 도메인 플러스 TCRζ의 신호전달 도메인
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에 융합된 scFvG36으로 구성된 제2세대 CD28 CAR(G36-CD28z)을 생성하였다(도 2a). 항-HIV CCR5(클론 A8) scFv

를 대신 사용하여 무관한 제2세대 CD28 CAR을 제조하였다
25
. 이들 구축물들의 발현을 검출하기 위해, scFv와 CD8

또는 CD28 도메인 사이에 인간 로돕신 C9 태그를 삽입하였고, IRES 서열 후 ZsGreen이 발현되었다. 고농도의 바

이러스 스톡을 293T 세포 내로의 벡터 플라스미드의 공형질감염에 의해 시험된 상이한 구축물들 사이에 필적가

능한 수준에서 수득되었다(데이터는 제시되어 있지 않음).

형질도입을 위해, PHA 미토겐(mitogen)을 사용하여 3일 동안 말초혈 림프구를 자극하였다. 양이온성 시약 DEAE[0172]

가 폴리브렌과 비교될 때 1.5배 내지 2배의 형질도입률을 증가시켰기 때문에, 농축된 렌티바이러스 상청액을 사

용하여 양이온성 시약 DEAE의 존재 하에서 인간 일차 T 세포를 감염시켰다(데이터는 제시되어 있지 않음). 일차

T 세포의 형질도입률은 FACS 분석에서 ZsGreen 발현에 의해 17% 내지 45%이었다. 렌티바이러스 형질도입 후 일

차 CART 세포에 의한 약 25%의 ZsGreen 발현을 보여주는 대표적인 실험은 도 2b의 좌측 컬럼에 제시되어 있다.

CAIX-Fc 융합 단백질은 G36-CD8z 및 -CD28z CART 세포에 결합할 수 있으나 대조군 A8-CD28z CART 세포에는 결

합할 수 없다(도 2b, 중간 컬럼). mAb 1D4가 내부 폴리펩티드 서열에 비해 카복시-말단으로서 제시되었을 때(데

이터는 제시되어 있지 않음) 로돕신 노나펩티드 C9를 우선적으로 인식한다는 발견과 관련되어 있을 가능성이 높

은 CAIX-Fc 단백질의 약 3분의 1 수준에서 C9-태그 발현만이 검출되었다(도 2b, 우측 컬럼). 6주 동안 시험관내

에서 배양된 형질도입된 세포는 그의 ZsGreen 발현을 유지하였다.

환원 조건 하의 웨스턴 블롯 상에서, G36 및 A8 CD28z CAR들은 약 53 kD의 몰 중량으로 이동한 반면, 내생성[0173]

TCRζ는 16 kDa이었다. G36-CD8z CAR은 약 48 kD의 몰 중량으로 이동하였다. 비환원 조건 하에서, 이들 2개의

CD28z CAR들은 동종이량체를 형성하였다(도 2c, CD8z CAR의 데이터는 제시되어 있지 않음).

실시예 3: CAIX+ 종양과의 접촉 시 형질도입된 T 세포에 의한 향상된 사이토카인 분비[0174]

MHC 제시를 우회하고 제1세대 G36-CD8z CART 세포에 비해 T 세포 이펙터 기능을 향상시키기 위해 보조자극 분자[0175]

CD28의 신호전달 성분을 포함하는 제2세대 G36-CD28z CART 세포 사용의 보고된 뛰어난 효과를 비교하기 위한 연

구를 수행하였다. 도 3a에서 관찰된 바와 같이, CAIX+ sk-rc-52 세포와 함께 밤새 항온처리한 후, 대조군 A8

CD28z CART 세포 또는 LAK 세포 단독의 사용 시 낮은 수준의 I형 사이토카인 IL-2, IFNγ 및 IL-17 분비만이 관

찰되었다. 대조적으로, 제1세대 G36 발현 CART 세포 및 제2세대 G36 발현 CART 세포 둘 다가 제1세대 G36-CD8z

CART 세포에 비해 그의 보다 높은 활성화 상태를 반영하는 보다 높은 양의 I형 사이토카인을 분비하는 제2세대

G36-CD28z  CART  세포에 의한 상승된 수준의 사이토카인 분비를 보였다. 구체적으로, G36-CD28z  CART  세포는

G36-CD8z CART 세포보다 각각 6.5배, 2.3배 및 4배 더 많은 IL-2, IFNγ 및 IL-17을 분비하였다. 상기 2종의

G36 CART 세포들에 의한 사이토카인 분비 유도의 특이성은 CAIX- sk-rc-59 세포를 사용한 그들의 최소 자극에

의해 관찰된다.

Elispot 연구에서, CAIX+ sk-rc-52 종양과의 상호작용 후, G36-CD28z CART 세포는 고성능 IFN-γ 생성 세포가[0176]

되었다(도 3b). G36-CD28z CART 세포는 CAIX+ sk-rc 52 종양 세포와의 상호작용 시 G36-CD8z CART 세포에 대해

관찰된 점보다 6배 더 많은 점을 생성하였고 CAIX- sk-rc-59 종양 세포와의 상호작용 후 관찰된 점보다 12배 더

많은 점을 생성하였다. 유사하게, G36-CD28z CART 세포는 G36-CD8z CART 세포 및 대조군 T 세포에 비해 CAIX+

종양과의 접촉 후 보다 높은 양의 그랜자임 B-분비 점을 가졌다. PMA 및 이오노마이신(ionomycin)은 T 세포를

자극하여, 가장 많은 양의 IFN-γ 및 그랜자임 B 분비 T 세포를 생성하였다. 이들 연구들은 CAIX+ 종양 세포와

의 접촉에 의해 활성화되는 G36-CD28z CART 세포의 특이성 및 고성능 둘 다를 입증한다.

실시예 4: 형질도입된 T 세포에서 CAR 신호전달을 통한 특이적 세포독성[0177]

상이한 G36 CART 세포의 사멸 활성을 더 평가하기 위해 시험관내 세포독성 어세이를 확립하였다. 상이한 비의[0178]

이펙터-대-표적을 사용하여, G36-CD28z CART 세포 및 그의 2회 생체내 계대배양된 서브클론 4-1은 가장 많은 양

의 CAIX+  종양 sk-rc-52  세포용해를 나타내었다(도 3c).  25:1  초과의 높은 비를 사용하였을 때,  G36-CD28z

CART 세포는 G36-CD8z CART 세포보다 2배 내지 3배 더 높은 세포독성을 보였고, 5:1의 낮은 비를 사용하였을

때, G36-CD28z CART 세포는 G36-CD8z CART 세포보다 8배 내지 9배 더 높은 용해를 보였다. 그러나, G36-CD8z

CART 세포는 100:1의 E:T 비를 사용하였을 때 최대 60% 초과의 종양 용해로 여전히 우수한 세포독성을 나타내었

다. 무관한 A8-CD28z CART 세포 및 대조군 T 세포 LAK는 가장 높은 100:1의 E:T 비를 사용하였을 때 약 20% 용

해로 배경 비-특이적 종양 용해를 보였다. CAIX- 종양 sk-rc-59를 사용하는 모든 경우들에서, 형질도입된 T 세

포 및 형질도입되지 않은 T 세포는 배경 용해를 보였다.

실시예 5: 연장된 CAIX+ 종양을 가진 CART 세포에서 개선된 시험관내 증식[0179]
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단기간 CAIX+ 종양 세포 접촉 시 향상된 사이토카인 분비 및 세포독성 이외에, CAR 구축물 내로의 CD28 보조자[0180]

극 분자의 도입은 항원 특이적 종양 세포와의 연장된 접촉 시 개선된 증식을 입증하였다. 형질도입되지 않은 T

세포 및 형질도입된(약 20%) T 세포를 100 유닛/㎖ 인간 IL-2의 존재 하에서 주마다 새로 방사선조사된 종양 세

포와 혼합하였다. 고정된 양의 T 세포에서 상이한 수준의 항원 자극을 시험하기 위해, 본 발명자들은 1:8, 1:4

및 1:2의 종양 세포 대 T 세포 비를 사용하였다. T 세포 수를 트립판 배제로 카운팅하였고 CART 세포 분획을 유

세포측정으로 조사하였다. CAIX- sk-rc-59 종양 세포를 사용한 배양 하에서, 형질도입된 T 세포 및 형질도입되

지 않은 T 세포의 수는 유지되었다(도 4a 하부). 기저 수준의 대조군 T 세포 증식의 결여는 종양 세포주에 의해

분비된 다량의 억제성 사이토카인에 기인할 것이다. 대조적으로, CAIX+ sk-rc-52 종양 세포와 함께 2주 동안 배

양한 후, 1:8의 비에서 G36-CD28z CART 세포의 집단은 30배까지 증가되었고 G36-CD8z CART 세포는 17배까지 증

식된 반면, 1:4의 비에서 G36-CD28z CART 세포의 수는 19배 증가되었고 G36-CD8z CART 세포는 4배 증식되었다.

다량의 종양 세포를 사용하였을 때, G36-CD28z 또는 G36-CD8z CART 세포 중 어느 세포도 증식할 수 없었다. 무

관한 A8-CD28z CART 세포 및 대조군 T 세포 LAK는 종양 세포에 의한 증식을 전혀 보이지 않았다(도 4a 상부).

증식하는 T 세포도 회수하여, CAIX+ 종양 세포 접촉 시 그의 농후화를 조사하였다. CAIX- 종양 접촉 시, 집단[0181]

내에서 임의의 CART 세포의 백분율의 변화는 없었다. 그러나, CAIX+ sk-rc-52 종양 세포와의 접촉 시, G36 CART

세포의 두 집단들에서 농후화가 있었다. G36-CD28z CART 세포의 경우, 양성 집단은 0일째 날 18%부터 8일째 날

52%까지, 그리고 16일째 날 88%까지 농후화되었다. G36-CD8z CART 세포의 발현은 0일째 날 19%(T 세포에서만 동

일한 수준)부터 8일째 날 32%까지, 그리고 16일째 날 72%까지 농후화되었다. A8-CD28z CART 세포의 증폭은 2주

연구에 걸쳐 관찰되지 않았다(도 4b). CD8 세포의 백분율은 모든 조건들 하에서 16일 연구 전체에 걸쳐 일정하

게 유지되었다(도 4c).

실시예 6: 종양과의 재접촉 후 CART 세포의 지속적인 이펙터 기능[0182]

1주 또는 2주 동안 방사선조사된 종양 세포와 접촉한 형질도입된 T 세포를 새로운 비-방사선조사된 종양 세포와[0183]

24시간 동안 접촉시킨 후 사이토카인 분비에 대해서도 시험하였다. 1주 또는 2주 동안 CAIX+ 종양(sk-rc-52)과

의 접촉 시, G36-CD28z CART 세포 및 G36-CD8z CART 세포는 유사한 IFN-γ 분비 수준을 보였지만, G36-CD28z

CAR을 통한 보조자극 신호전달은 G36-CD8z CAR에 대해 관찰된 IFN-γ 분비보다 2배 내지 2.5배 더 많은 IFN-γ

분비를 제공하였다(표 1). IL-2 분비를 위해, G36-CD28z CART 세포 및 G36-CD8z CART 세포에 대한 2주의 종양

접촉은 1주의 접촉보다 더 많은 IL-2 분비를 나타내었다. G36-CD28z CART 세포는 1주 접촉 시 G36-CD8z CART

세포보다 5배 더 많은 IL-2를 제공하였고 2주 동안의 접촉 시 2.5배 더 많은 IL-2를 제공하였다. 추가로, 2주

동안 종양 세포와 접촉한 G36-CD28z CART 세포는 1시간 종양 접촉보다 3.3배 더 많은 IL-2를 분비한 반면, G36-

CD8z CART는 1주의 종양 접촉 후에 비해 2주 후 6.8배 더 많은 IL-2 분비를 제공하였다. 이 결과는 형질도입된

CART 세포가 제2 종양 자극 후 소진되지 않았고 기능적 활성을 유지하였다는 것을 시사한다. CAIX- sk-rc59 세

포와의  접촉  시  A8-CD28z,  LAK  및  G36  CART  세포  처리의  경우  배경  수준의  INF-γ  및  IL-2  분비만이

관찰되었다.

실시예 7: CART 세포에 의한 확립된 종양의 억제[0184]

다음으로, 본 발명자들은 CART 세포가 유사한 종양 곡선을 제공하도록 확립된 좌측 옆구리 및 우측 옆구리 상에[0185]

서 sk-rc-52 종양 세포(좌측 옆구리) 및 sk-rc-59 종양 세포(우측 옆구리)로 접종된 누드 마우스에서 확립된 종

양 세포 성장을 억제하는 지를 시험하였다. 약 6x6 mm의 전형적인 종양 크기를 가진 종양 이식 후 7일째 날, 5

천만 개의 G36-CD28z CART 세포, A8-CD28z CART 세포 또는 형질도입되지 않은 T 세포(LAK)를 정맥내로 주사하

였다. 고용량 IL-2(2 x 10
5
 IU)의 존재 하에서, 제1시험에서 n=7의 군 크기 및 제2시험에서 n=8의 군 크기를 사

용한 2회 별개의 실험에서 복막내 주사를 통해 입양 T-세포 요법을 수행하였다. 종양의 성장 및 세포 요법의 효

과를 비교하기 위해 T-세포 치료 부재를 포함시켰다.

시험 1에서, 치료된 CAIX- sk-rc-59 종양 및 비치료된 CAIX- sk-rc-59 종양은 (4개의 시험된 군들 내에서) 4일[0186]

째 날 6.09 ± 0.02 mm의 평균 크기를 가졌고 25일째 날 9.29 ± 0.12 mm의 평균 크기를 가졌다. 이들은 대조군

및 T-세포 치료군에서 동일한 종양 성장률을 나타내었다. T 세포를 제공받지 않은 비치료된 CAIX+ 종양은 4일째

날 6.09 ± 0.13 mm의 평균 크기 및 25일째 날 9.15 ± 0.11 mm의 평균 크기를 가지면서 CAIX- 종양과 유사한

종양 크기를 보였다. 그러나, G36-CD28z CART 세포 치료 마우스의 종양 크기는 25일 연구에 걸쳐 검사된 모든

시점에서 T-세포 비치료 마우스에 비해 크기의 통계학적으로 유의한 감소를 보였다(도 5). G36-CD28z CART 치료

는 양측 t 검정에 의해 계산되었을 때 7일째 날(p<0.05) 및 25일째 날(p<0.001) A8-CD28z CART 세포 및 LAK 치

료 마우스에서 관찰된 종양 크기의 감소보다 더 큰 종양 크기의 감소도 유발하였다. 시험 2에서, G36-CD28z
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CART 세포 치료 마우스의 종양 크기는 29일 실험을 통해 T-세포 비치료 마우스의 종양 크기보다 유의하게 더 작

았다.  G36-CD28z  CART  세포 치료 마우스는 8일째 날부터 26일째 날까지(p<0.01)  및 29일째 날(p<0.001)  A8

CD28z CART 세포 및 LAK 치료 마우스에서 관찰된 종양보다 더 작은 종양도 가졌다(도 5).

종양 크기가 동일한 T-세포를 제공받은 동일한 마우스에서 대조군 CAIX-  종양의 30%  부피보다 더 작았을 때[0187]

CAIX+ 종양의 부분적 퇴행이 인정되었다. 부분적 종양 퇴행은 G36-CD28z CART 세포를 사용한 사례들에서 높은

백분율로 관찰되었고(15 중 10, (67%)), 무관한 표적 A8-CD28z CART 세포(15 중 1, (7%)) 및 활성화된 T 세포

LAK(15 중 2, (13%))에서는 드물게만 관찰되었다(표 2). 부분적 퇴행 반응의 빈도는 피셔 검정에 의해 확인될

때 대조군 A8-CD28z CART 세포 및 LAK에 비해 G36-CD28z CART 세포로 치료된 마우스의 경우 통계학적으로 유의

한 것으로 발견되었다(각각 p<0.001 및 p<0.005).

실시예 8: CART 세포에 의한 제자리 세포독성[0188]

생체내 연구를 위해 사용된 형질도입된 T 세포의 전체 집단의 샘플을 파 레드 염료로 미리 염색하였고 상기 집[0189]

단 내에서 ZsGreen 단백질을 발현하는 CART 세포를 공초점 현미경관찰로 분석하였다. 이 결과는 본 발명자들의

FACS 분석과 일치하는 약 30% 형질도입 효율을 입증하였다(도 6a).

생체내에서 CAIX+ sk-rc-52 종양 세포의 G36-CD28z CART 세포 치료가 아폽토시스에 의한 사멸을 야기하였다는[0190]

증거를 제공하기 위해, 종양 박편을 터널(Tunnel) 어세이로 염색하였다. 입양 T 세포 치료 후 3일째 날, 터널

염색은 종양의 가장자리(도 6b 상부 열) 및 종양 층의 내부(도 6b 중간 열)에서 아폽토시스성 종양 세포(적색)

를 확인시켜주었다. 아폽토시스성 종양 세포는 DAPI 핵 염색을 상실하였다. 아폽토시스를 겪고 있는 2개의 종양

세포와 상호작용하는 ZsGreen 발현 CART 세포는 확대된 그래프에 표시되어 있다(도 6b 하부 열).

형광 신호의 한정으로 인해, ZsGreen  발현 CART  세포는 전체 조직 박편으로부터 관찰될 수 없었다. 따라서,[0191]

G36-CD28z CART 세포 또는 LAK 처리 후 3일째 날, 종양을 회수하였고 박편을 그랜자임 B 항체로도 염색하여 활

성화된 T 세포의 위치를 확인하였다. 도 6c에서, 암갈색 염색 영역은 CAIX+ sk-rc-52 종양 박편 내로 침윤하는

것으로 관찰된 그랜자임 B+ T 세포를 보여준다(도 6c 상부 좌측). 종양 주변(도 6c 상부 좌측(a) 및 중간) 및

종양 내부(도 6c 상부 좌측(b) 및 하부)에서 이 그랜자임 B+ T 세포가 관찰되었다. 괴사 영역을 가진 종양은

H&E 염색된 슬라이드에서 보여졌고(도 6c 우측 중간 및 하부 내에서 n으로서 표지됨) 그랜자임 B+ T 세포에 가

까운 위치에 놓여 있었다. 대조적으로, 대조군 활성화된 T 세포(LAK)로 처리된 CAIX+ sk-rc-52 종양(도 7)은 임

의의 그랜자임 B+ T 세포를 보이지 않았다. 유사하게, G36-CD28z CART 세포로 처리되었거나(도 8) LAK로 처리된

(도 9) CAIX- sk-rc-59는 낮은 배경 염색을 보인 반면, 종양은 증식하였다. 그랜자임 B 염색의 양성 대조군을

위해, CART 세포를 마우스 내의 확립된 sk-rc-52 종양 내로 국소적으로 주사하였다. 1일 후, 마우스를 희생시켰

고 이 염색을 위해 종양 조직을 박편화하였다(도 10).
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[0200]

[0201]

다른 실시양태[0202]

본 발명은 그의 상세한 설명과 함께 기재되어 있지만, 상기 설명은 예시하기 위한 것이고 첨부된 청구범위에 의[0203]

해 정의되는 본 발명의 범위를 한정하기 위한 것이 아니다. 다른 양태, 장점 및 변경은 하기 청구범위 이내에

있다. 
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도면9

도면10

서 열 목 록

                         SEQUENCE LISTING
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<151>  2014-12-19

<160>  110   

<170>  PatentIn version 3.5

<210>  1

<211>  121

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  1

Gln Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly 

1               5                   10                  15      

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

            20                  25                  30          

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

        35                  40                  45              

Ser Ala Ile Ser Gly Ser Gly Gly Ser Thr Tyr Tyr Ala Asp Ser Val 

    50                  55                  60                  

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

65                  70                  75                  80  

Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys 

                85                  90                  95      

Ala Arg Asn Gly Asn Tyr Arg Gly Ser Leu Ala Phe Asp Ile Trp Gly 

            100                 105                 110         

Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser 

        115                 120     

<210>  2

<211>  113

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  2

Gln Ser Val Leu Thr Gln Pro Pro Ser Val Ser Gly Ala Pro Gly Gln 

1               5                   10                  15      

Arg Val Thr Ile Ser Cys Thr Gly Ser Ser Ser Asn Ile Gly Ala Gly 
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            20                  25                  30          

Tyr Asp Val His Trp Tyr Gln Gln Leu Pro Gly Thr Ala Pro Lys Leu 

        35                  40                  45              

Leu Ile Tyr Gly Asn Asn Asn Arg Pro Ser Gly Val Pro Asp Arg Phe 

    50                  55                  60                  

Ser Gly Ser Lys Ser Gly Thr Ser Ala Ser Leu Ala Ile Thr Gly Leu 

65                  70                  75                  80  

Gln Ala Glu Asp Glu Ala Asp Tyr Tyr Cys Gln Ser Tyr Asp Ser Ser 

                85                  90                  95      

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

            100                 105                 110         

Gly 

    

<210>  3

<211>  119

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  3

Glu Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Gly Gly Val Val Gln Pro Gly Gly 

1               5                   10                  15      

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Pro Phe Ser Ser Tyr 

            20                  25                  30          

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

        35                  40                  45              

Ser Ala Ile Ser Ala Asn Gly Gly Thr Thr Tyr Tyr Ala Asp Ser Val 

    50                  55                  60                  

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

65                  70                  75                  80  

Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys 

                85                  90                  95      

Ala Asn Asn Gly Asn Tyr Arg Gly Ala Phe Asp Ile Trp Gly Gln Gly 

            100                 105                 110         
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Thr Met Val Thr Val Ser Ser 

        115                 

<210>  4

<211>  119

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  4

Gln Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly 

1               5                   10                  15      

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Pro Phe Ser Ser Tyr 

            20                  25                  30          

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

        35                  40                  45              

Ser Ala Ile Ser Ala Asn Gly Gly Thr Thr Tyr Tyr Ala Asp Ser Val 

    50                  55                  60                  

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

65                  70                  75                  80  

Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys 

                85                  90                  95      

Ala Asn Asn Gly Asn Tyr Arg Gly Ala Phe Asp Ile Trp Gly Gln Gly 

            100                 105                 110         

Thr Met Val Thr Val Ser Ser 

        115                 

<210>  5

<211>  119

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  5

Gln Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly 

1               5                   10                  15      

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Pro Phe Ser Ser Tyr 

            20                  25                  30          

공개특허 10-2017-0093248

- 57 -



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

        35                  40                  45              

Ser Ala Ile Ser Ala Asn Gly Gly Thr Thr Tyr Tyr Ala Asp Ser Val 

    50                  55                  60                  

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

65                  70                  75                  80  

Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys 

                85                  90                  95      

Ala Asn Asn Gly Asn Tyr Arg Gly Ala Phe Asp Ile Trp Gly Gln Gly 

            100                 105                 110         

Thr Met Val Thr Val Ser Ser 

        115                 

<210>  6

<211>  119

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  6

Gln Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly 

1               5                   10                  15      

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Glu Phe Thr Phe Gly Thr Tyr 

            20                  25                  30          

Ala Met Thr Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val 

        35                  40                  45              

Ser Ala Val Ser Gly Ser Gly Gly Ser Thr Tyr Tyr Ala Asp Ser Val 

    50                  55                  60                  

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

65                  70                  75                  80  

Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Asp Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys 

                85                  90                  95      

Ala Arg Gly Pro Val Leu Arg Tyr Gly Phe Asp Ile Trp Gly Gln Gly 

            100                 105                 110         

Thr Met Val Thr Val Ser Ser 
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        115                 

<210>  7

<211>  119

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  7

Gln Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Gly Gly Val Val Gln Pro Gly Gly 

1               5                   10                  15      

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Pro Phe Ser Ser Tyr 

            20                  25                  30          

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

        35                  40                  45              

Ser Ala Ile Ser Ala Asn Gly Gly Thr Thr Tyr Tyr Ala Asp Ser Val 

    50                  55                  60                  

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

65                  70                  75                  80  

Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys 

                85                  90                  95      

Ala Asn Asn Gly Asn Tyr Arg Gly Ala Phe Asp Ile Trp Gly Gln Gly 

            100                 105                 110         

Thr Met Val Thr Val Ser Ser 

        115                 

<210>  8

<211>  118

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  8

Gln Val Gln Leu Gln Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly 

1               5                   10                  15      

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Ile Tyr 

            20                  25                  30          

Ala Met Ser Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val 
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        35                  40                  45              

Ser Ala Ile Ser Gly Ser Gly Gly Gly Thr Tyr His Ala Asp Ser Val 

    50                  55                  60                  

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

65                  70                  75                  80  

Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys 

                85                  90                  95      

Ala Lys Phe Ser Ala Tyr Ser Gly Tyr Asp Leu Trp Gly Gln Gly Thr 

            100                 105                 110         

Leu Val Thr Val Ser Ser 

        115             

<210>  9

<211>  119

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  9

Gln Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Gly Gly Leu Val Arg Pro Gly Gly 

1               5                   10                  15      

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Pro Phe Ser Ser Tyr 

            20                  25                  30          

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

        35                  40                  45              

Ser Ala Ile Ser Ala Asn Gly Gly Thr Thr Tyr Tyr Ala Asp Ser Val 

    50                  55                  60                  

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

65                  70                  75                  80  

Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys 

                85                  90                  95      

Ala Asn Asn Gly Asn Tyr Arg Gly Ala Phe Asp Ile Trp Gly Gln Gly 

            100                 105                 110         

Thr Thr Val Thr Val Ser Ser 

        115                 
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<210>  10

<211>  119

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  10

Gln Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly 

1               5                   10                  15      

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Pro Phe Ser Ser Tyr 

            20                  25                  30          

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

        35                  40                  45              

Ser Ala Ile Ser Ala Asn Gly Gly Thr Thr Tyr Tyr Ala Asp Ser Val 

    50                  55                  60                  

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

65                  70                  75                  80  

Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys 

                85                  90                  95      

Ala Asn Asn Gly Asn Tyr Arg Gly Ala Phe Asp Ile Trp Gly Gln Gly 

            100                 105                 110         

Thr Met Val Thr Val Ser Ser 

        115                 

<210>  11

<211>  119

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  11

Glu Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly 

1               5                   10                  15      

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

            20                  25                  30          

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

        35                  40                  45              
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Ser Ala Ile Ser Ala Asn Gly Gly Thr Thr Tyr Tyr Ala Asp Ser Val 

    50                  55                  60                  

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

65                  70                  75                  80  

Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys 

                85                  90                  95      

Ala Asn Asn Gly Asn Tyr Arg Gly Ala Phe Asp Ile Trp Gly Gln Gly 

            100                 105                 110         

Thr Thr Val Thr Val Ser Ser 

        115                 

<210>  12

<211>  116

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  12

Gln Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly 

1               5                   10                  15      

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

            20                  25                  30          

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

        35                  40                  45              

Ser Ala Ile Ser Gly Ser Gly Gly Ser Thr Tyr Tyr Ala Asp Ser Val 

    50                  55                  60                  

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

65                  70                  75                  80  

Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys 

                85                  90                  95      

Ala Arg Ala Ala Ala Gly Phe Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val 

            100                 105                 110         

Thr Val Ser Ser 

        115     

<210>  13
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<211>  119

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  13

Gln Val Gln Leu Gln Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly 

1               5                   10                  15      

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

            20                  25                  30          

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

        35                  40                  45              

Ser Ala Ile Ser Gly Ser Gly Gly Ser Thr Tyr Tyr Ala Asp Ser Val 

    50                  55                  60                  

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

65                  70                  75                  80  

Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys 

                85                  90                  95      

Ala Lys Ile Gly Arg Tyr Ser Ser Ser Leu Gly Tyr Trp Gly Gln Gly 

            100                 105                 110         

Thr Leu Val Thr Val Ser Ser 

        115                 

<210>  14

<211>  122

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  14

Gln Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Gly Gly Val Val Gln Pro Gly Arg 

1               5                   10                  15      

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

            20                  25                  30          

Gly Met His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val 

        35                  40                  45              

Ala Val Ile Ser Tyr Asp Gly Ser Asn Lys Tyr Tyr Ala Asp Ser Val 
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    50                  55                  60                  

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

65                  70                  75                  80  

Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys 

                85                  90                  95      

Ala Arg Glu Ala Pro Tyr Ser Ser Ser Leu Asp Ala Phe Asp Ile Trp 

            100                 105                 110         

Gly Gln Gly Thr Met Val Thr Val Ser Ser 

        115                 120         

<210>  15

<211>  118

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  15

Gln Val Gln Leu Gln Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly 

1               5                   10                  15      

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

            20                  25                  30          

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

        35                  40                  45              

Ser Ala Ile Ser Gly Ser Gly Gly Ser Thr Tyr Tyr Ala Asp Ser Val 

    50                  55                  60                  

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

65                  70                  75                  80  

Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys 

                85                  90                  95      

Ala Arg Ser His Ser Ser Gly Gly Phe Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr 

            100                 105                 110         

Leu Val Thr Val Ser Ser 

        115             

<210>  16

<211>  118
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<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  16

Gln Val Gln Leu Gln Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly 

1               5                   10                  15      

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

            20                  25                  30          

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

        35                  40                  45              

Ser Ala Ile Ser Gly Ser Gly Gly Ser Thr Tyr Tyr Ala Asp Ser Val 

    50                  55                  60                  

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

65                  70                  75                  80  

Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys 

                85                  90                  95      

Ala Arg Ser His Ser Ser Gly Gly Phe Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr 

            100                 105                 110         

Leu Val Thr Val Ser Ser 

        115             

<210>  17

<211>  116

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  17

Gln Val Thr Leu Lys Glu Ser Gly Gly Gly Val Val Gln Pro Gly Thr 

1               5                   10                  15      

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Asn Tyr 

            20                  25                  30          

Ala Met Thr Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val 

        35                  40                  45              

Gly Leu Ile Ser Tyr Asp Gly Ser Val Thr His Tyr Thr Asp Ser Val 

    50                  55                  60                  
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Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ala Lys Asn Ser Leu Tyr 

65                  70                  75                  80  

Leu Gln Met Asn Thr Leu Arg Ala Asp Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys 

                85                  90                  95      

Ala Arg Gly Ser Gly Tyr Gln Glu His Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val 

            100                 105                 110         

Thr Val Ser Ser 

        115     

<210>  18

<211>  118

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  18

Gln Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly 

1               5                   10                  15      

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

            20                  25                  30          

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

        35                  40                  45              

Ser Ala Ile Ser Gly Ser Gly Gly Ser Thr Tyr Tyr Ala Asp Ser Val 

    50                  55                  60                  

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

65                  70                  75                  80  

Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys 

                85                  90                  95      

Ala Thr Tyr Gly Asp Tyr Gly Ser Leu Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr 

            100                 105                 110         

Leu Val Thr Val Ser Ser 

        115             

<210>  19

<211>  122

<212>  PRT
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<213>  Homo sapiens

<400>  19

Gln Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly 

1               5                   10                  15      

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

            20                  25                  30          

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

        35                  40                  45              

Ser Ala Ile Ser Gly Ser Gly Val Ser Thr Tyr Tyr Ala Asp Ser Val 

    50                  55                  60                  

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

65                  70                  75                  80  

Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys 

                85                  90                  95      

Ala Lys Tyr Cys Ser Ser Thr Ser Cys Tyr Arg Gly Met Asp Val Trp 

            100                 105                 110         

Gly Lys Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser 

        115                 120         

<210>  20

<211>  119

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  20

Gln Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Gly Gly Val Val Gln Pro Gly Arg 

1               5                   10                  15      

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

            20                  25                  30          

Gly Met His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val 

        35                  40                  45              

Ala Val Ile Ser Tyr Asp Gly Ser Asn Lys Tyr Tyr Ala Asp Ser Val 

    50                  55                  60                  

Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ser Lys Asn Thr Leu Tyr 
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65                  70                  75                  80  

Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys 

                85                  90                  95      

Ala Arg Gly Arg Ala Ala Arg Pro Pro Phe Asp Tyr Trp Gly Gln Gly 

            100                 105                 110         

Thr Leu Val Thr Val Ser Ser 

        115                 

<210>  21

<211>  119

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  21

Gln Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Gly Gly Val Val Gln Pro Gly Gly 

1               5                   10                  15      

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Pro Phe Ser Ser Tyr 

            20                  25                  30          

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

        35                  40                  45              

Ser Ala Ile Ser Ala Asn Gly Gly Thr Thr Tyr Tyr Ala Asp Ser Val 

    50                  55                  60                  

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

65                  70                  75                  80  

Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys 

                85                  90                  95      

Ala Asn Asn Gly Asn Tyr Arg Gly Ala Phe Asp Ile Trp Gly Gln Gly 

            100                 105                 110         

Thr Met Val Thr Val Ser Ser 

        115                 

<210>  22

<211>  121

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens
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<400>  22

Gln Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly 

1               5                   10                  15      

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Pro Glu Phe Thr Phe Ser Lys Tyr 

            20                  25                  30          

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

        35                  40                  45              

Ser Gly Ile Ser Gly Ser Gly Gly Ser Thr Tyr Tyr Ala Asp Ser Val 

    50                  55                  60                  

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

65                  70                  75                  80  

Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys 

                85                  90                  95      

Ala Lys Ser Ser Arg Ser Gly Tyr Phe Leu Pro Leu Asp Tyr Trp Gly 

            100                 105                 110         

Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser 

        115                 120     

<210>  23

<211>  118

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  23

Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Val Val Gln Pro Gly Arg 

1               5                   10                  15      

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

            20                  25                  30          

Gly Met His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val 

        35                  40                  45              

Ser Ala Ile Ser Gly Ser Gly Gly Ser Thr Tyr Tyr Ala Asp Ser Val 

    50                  55                  60                  

Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ala Lys Asn Thr Leu Tyr 

65                  70                  75                  80  
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Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys 

                85                  90                  95      

Ala Arg Ala Ala Val Thr Gly Gly Phe Asp Pro Trp Gly Gln Gly Thr 

            100                 105                 110         

Leu Val Thr Val Ser Ser 

        115             

<210>  24

<211>  112

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  24

Gln Ser Val Leu Thr Gln Pro Pro Ser Val Ser Gly Ala Pro Gly Gln 

1               5                   10                  15      

Arg Val Thr Ile Ser Cys Thr Gly Ser Ser Ser Asn Ile Gly Ala Gly 

            20                  25                  30          

Phe Asp Val His Trp Tyr Gln Gln Leu Pro Gly Thr Ala Pro Lys Leu 

        35                  40                  45              

Leu Ile Tyr Gly Asn Thr Asn Arg Pro Ser Gly Val Pro Asp Arg Phe 

    50                  55                  60                  

Ser Gly Ser Lys Ser Gly Thr Ser Ala Ser Leu Ala Ile Thr Gly Leu 

65                  70                  75                  80  

Gln Ala Glu Asp Glu Thr Asp Tyr Tyr Cys Gln Ser Tyr Asp Ser Arg 

                85                  90                  95      

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

            100                 105                 110         

<210>  25

<211>  111

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  25

Gln Ser Val Leu Thr Gln Pro Pro Ser Val Ser Gly Ala Pro Gly Gln 

1               5                   10                  15      
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Arg Val Thr Ile Ser Cys Thr Gly Ser Ser Ser Asn Ile Gly Ala Gly 

            20                  25                  30          

Tyr Asp Val His Trp Tyr Gln Gln Leu Pro Gly Thr Ala Pro Lys Leu 

        35                  40                  45              

Leu Ile Tyr Gly Asn Ser Asn Arg Pro Ser Gly Val Pro Asp Arg Phe 

    50                  55                  60                  

Ser Gly Ser Lys Ser Gly Ser Ser Ala Ser Leu Ala Ile Thr Gly Leu 

65                  70                  75                  80  

Gln Ala Glu Asp Glu Ala His Tyr Tyr Cys Gln Ser Tyr Asp Arg Ser 

                85                  90                  95      

Leu Ser Trp Val Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Thr Val Leu Gly 

            100                 105                 110     

<210>  26

<211>  112

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  26

Gln Ser Val Leu Thr Gln Pro Pro Ser Val Ser Gly Ala Pro Gly Gln 

1               5                   10                  15      

Arg Val Thr Ile Ser Cys Thr Gly Ser Ser Ser Asn Ile Gly Ala Gly 

            20                  25                  30          

Tyr Asp Val His Trp Tyr Gln Gln Leu Pro Gly Thr Ala Pro Lys Leu 

        35                  40                  45              

Leu Ile Tyr Gly Asn Thr Asn Arg Pro Ser Gly Val Pro Asp Arg Phe 

    50                  55                  60                  

Ser Gly Ser Lys Ser Gly Thr Ser Ala Ser Leu Ala Ile Ile Gly Leu 

65                  70                  75                  80  

Gln Ala Asp Asp Glu Ala Asp Tyr Tyr Cys Gln Ser Tyr Asp Ser Thr 

                85                  90                  95      

Leu Arg Val Trp Met Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Thr Val Leu Gly 

            100                 105                 110         

<210>  27
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<211>  112

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  27

Gln Ser Val Leu Thr Gln Pro Pro Ser Val Ser Gly Ala Pro Gly Gln 

1               5                   10                  15      

Arg Ile Thr Ile Ser Cys Thr Gly Ser Arg Ser Asn Ile Gly Ala Asp 

            20                  25                  30          

Tyr Asp Val His Trp Tyr Gln Gln Leu Pro Gly Thr Ala Pro Lys Leu 

        35                  40                  45              

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

    50                  55                  60                  

Ser Ala Ser Lys Ser Gly Thr Ser Ala Ser Leu Ala Ile Ser Gly Leu 

65                  70                  75                  80  

Gln Ala Glu Asp Glu Ala Asp Tyr Tyr Cys Gln Ser Tyr Asp Ser Ser 

                85                  90                  95      

Leu Arg Ala Trp Val Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Ala Val Leu Gly 

            100                 105                 110         

<210>  28

<211>  112

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  28

Gln Ser Val Leu Thr Gln Pro Pro Ser Val Ser Gly Ala Pro Gly Gln 

1               5                   10                  15      

Arg Ile Thr Ile Ser Cys Thr Gly Ser Arg Ser Asn Ile Gly Ala Asp 

            20                  25                  30          

Tyr Asp Val His Trp Tyr Gln Gln Leu Pro Gly Thr Ala Pro Lys Leu 

        35                  40                  45              

Leu Ile Tyr Ala Asn Asn Asn Arg Pro Ser Gly Val Pro Asp Arg Phe 

    50                  55                  60                  

Ser Gly Ser Lys Ser Gly Thr Ser Ala Ser Leu Ala Ile Thr Gly Leu 
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65                  70                  75                  80  

Gln Ala Glu Asp Glu Thr Asp Tyr Phe Cys Gln Ser Tyr Asp Ser Ser 

                85                  90                  95      

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

            100                 105                 110         

<210>  29

<211>  111

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  29

Gln Ser Val Leu Thr Gln Pro Pro Ser Val Ser Gly Ala Pro Gly Gln 

1               5                   10                  15      

Arg Val Thr Ile Ser Cys Thr Gly Ser Ser Ser Asn Ile Gly Arg Gly 

            20                  25                  30          

Tyr Asn Val His Trp Tyr Gln Gln Leu Pro Gly Thr Ala Pro Lys Leu 

        35                  40                  45              

Leu Ile Tyr Asp Asn Thr Asn Arg Pro Ser Gly Val Pro Ala Arg Phe 

    50                  55                  60                  

Ser Gly Ser Lys Ser Ala Thr Ser Ala Ser Leu Thr Ile Thr Gly Leu 

65                  70                  75                  80  

Gln Ala Asp Asp Glu Ala Asp Tyr Tyr Cys Gln Ser Tyr Asp Ser Gly 

                85                  90                  95      

Leu Arg Trp Val Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Thr Leu Leu Gly 

            100                 105                 110     

<210>  30

<211>  111

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  30

Gln Ser Val Leu Thr Gln Pro Pro Ser Val Ser Gly Ala Pro Gly Gln 

1               5                   10                  15      

Arg Ile Thr Ile Ser Cys Thr Gly Ser Ser Ser Asn Ile Gly Ala Gly 
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            20                  25                  30          

Tyr Asp Val His Trp Tyr Gln Gln Val Pro Gly Lys Ala Pro Lys Val 

        35                  40                  45              

Val Ile Tyr Gly Asn Asn Asn Arg Pro Ser Gly Val Pro Asp Arg Phe 

    50                  55                  60                  

Ser Gly Ser Lys Ser Gly Ala Ser Ala Ser Leu Ala Ile Thr Gly Leu 

65                  70                  75                  80  

Gln Thr Glu Asp Glu Ala Asp Tyr Tyr Cys Gln Ser Tyr Asp Lys Ser 

                85                  90                  95      

Leu Thr Trp Val Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Thr Val Leu Gly 

            100                 105                 110     

<210>  31

<211>  111

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  31

Gln Ser Val Leu Thr Gln Pro Pro Ser Val Ser Gly Ala Pro Gly Gln 

1               5                   10                  15      

Arg Ile Thr Ile Ser Cys Thr Gly Thr Ser Ser Asn Ile Gly Ala Gly 

            20                  25                  30          

Tyr Asp Val His Trp Tyr Gln Gln Leu Pro Gly Ala Ala Pro Arg Val 

        35                  40                  45              

Leu Ile Tyr Gly Asn Asn Asn Arg Pro Ser Gly Val Pro Asp Arg Phe 

    50                  55                  60                  

Ser Gly Ser Lys Ser Gly Thr Ser Ala Ser Leu Ala Ile Thr Gly Leu 

65                  70                  75                  80  

Gln Ser Glu Asp Glu Ala Asp Tyr Tyr Cys Gln Ser Tyr Asp Lys Ser 

                85                  90                  95      

Leu Ser Trp Val Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Thr Val Leu Arg 

            100                 105                 110     

<210>  32
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<211>  112

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  32

Gln Ser Val Leu Thr Gln Pro Pro Ser Val Ser Gly Ala Pro Gly Gln 

1               5                   10                  15      

Arg Val Thr Ile Ser Cys Thr Gly Ser Ser Ser Asn Ile Gly Ala Gly 

            20                  25                  30          

Phe Asp Val His Trp Tyr Gln Gln Leu Pro Gly Thr Ala Pro Arg Leu 

        35                  40                  45              

Leu Ile Tyr Gly Asn Asn Asn Arg Pro Ser Gly Val Pro Asp Arg Phe 

    50                  55                  60                  

Ser Gly Ser Lys Ser Gly Thr Ser Ala Ser Leu Ala Ile Thr Gly Leu 

65                  70                  75                  80  

Gln Ala Glu Asp Glu Thr Asp Tyr Phe Cys Gln Ser Tyr Asp Ser Ser 

                85                  90                  95      

Leu Ser Ala Trp Val Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Thr Val Leu Arg 

            100                 105                 110         

<210>  33

<211>  112

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  33

Gln Ser Val Leu Thr Gln Pro Pro Ser Val Ser Gly Ala Pro Gly Gln 

1               5                   10                  15      

Arg Val Thr Ile Ser Cys Thr Gly Ser Ser Ser Asn Ile Gly Arg Gly 

            20                  25                  30          

Tyr Asn Val His Trp Tyr Gln Gln Leu Pro Gly Thr Ala Pro Lys Leu 

        35                  40                  45              

Leu Ile Tyr Asp Asp Thr Asn Arg Pro Ser Gly Val Pro His Arg Phe 

    50                  55                  60                  

Ser Gly Ser Lys Ser Gly Thr Ser Ala Ser Leu Ala Ile Thr Gly Leu 
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65                  70                  75                  80  

Gln Ala Glu Asp Glu Ala Asp Tyr Tyr Cys Gln Ser Tyr Asp Ser Ser 

                85                  90                  95      

Leu Arg Ala Trp Val Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Ala Val Leu Gly 

            100                 105                 110         

<210>  34

<211>  111

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  34

Gln Ser Val Leu Thr Gln Pro Pro Ser Val Ser Gly Ala Pro Gly Gln 

1               5                   10                  15      

Arg Val Thr Ile Ser Cys Thr Gly Ser Ser Ser Asn Ile Gly Arg Gly 

            20                  25                  30          

Tyr Asn Val His Trp Tyr Gln Gln Leu Pro Gly Thr Ala Pro Lys Leu 

        35                  40                  45              

Leu Ile Tyr Asp Asn Thr Asn Arg Pro Ser Gly Val Pro Ala Arg Phe 

    50                  55                  60                  

Ser Gly Ser Lys Ser Ala Thr Ser Ala Ser Leu Ala Ile Thr Gly Leu 

65                  70                  75                  80  

Gln Ala Asp Asp Glu Ala Asp Tyr Tyr Cys Gln Ser Tyr Asp Ser Gly 

                85                  90                  95      

Leu Arg Trp Val Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Thr Leu Leu Arg 

            100                 105                 110     

<210>  35

<211>  111

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  35

Gln Ser Val Leu Thr Gln Pro Pro Ser Val Ser Gly Ala Pro Gly Gln 

1               5                   10                  15      

Arg Val Thr Ile Ser Cys Thr Gly Ser Ser Ser Asn Ile Gly Arg Gly 
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            20                  25                  30          

Tyr Asn Val His Trp Tyr Gln Gln Leu Pro Gly Thr Ala Pro Lys Leu 

        35                  40                  45              

Leu Ile Tyr Gly Asn Ser Asn Arg Pro Ser Gly Val Pro Asp Arg Phe 

    50                  55                  60                  

Ser Gly Ser Ser Ser Gly Asn Thr Ala Ser Leu Thr Ile Thr Gly Ala 

65                  70                  75                  80  

Gln Ala Glu Asp Glu Ala Asp Tyr Tyr Cys His Ser Arg Asp Asn Asn 

                85                  90                  95      

Gly His His Ile Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Thr Val Leu Ser 

            100                 105                 110     

<210>  36

<211>  112

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  36

Gln Ser Val Leu Thr Gln Pro Pro Ser Val Ser Gly Ala Pro Gly Gln 

1               5                   10                  15      

Arg Val Thr Ile Ser Cys Thr Gly Ser Ser Ser Asn Ile Gly Arg Gly 

            20                  25                  30          

Tyr Asn Val His Trp Tyr Gln Gln Leu Pro Gly Thr Ala Pro Lys Leu 

        35                  40                  45              

Leu Ile Tyr Gly Asn Thr Asn Arg Pro Ser Gly Val Pro Asp Arg Phe 

    50                  55                  60                  

Ser Gly Ser Lys Ser Gly Thr Ser Ala Ser Leu Ala Ile Thr Gly Leu 

65                  70                  75                  80  

Gln Ala Glu Asp Glu Gly Asp Tyr Tyr Cys Gln Ser Tyr Asp Ser Ser 

                85                  90                  95      

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

            100                 105                 110         

<210>  37

<211>  112
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<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<220><221>  misc_feature

<222>  (83)..(83)

<223>  Xaa can be any naturally occurring amino acid

<400>  37

Gln Ser Val Leu Thr Gln Pro Pro Ser Val Ser Gly Ala Pro Gly Gln 

1               5                   10                  15      

Arg Val Thr Ile Ser Cys Thr Gly Ser Ser Ser Asn Ile Gly Arg Gly 

            20                  25                  30          

Tyr Asn Val His Trp Tyr Gln Gln Leu Pro Gly Thr Ala Pro Lys Leu 

        35                  40                  45              

Leu Ile Tyr Gly Asn Thr Asn Arg Pro Ser Gly Val Pro Asp Arg Phe 

    50                  55                  60                  

Ser Gly Ser Lys Ser Gly Thr Ser Ala Ser Leu Ala Ile Thr Gly Leu 

65                  70                  75                  80  

Gln Ala Xaa Asp Glu Gly Asp Tyr Tyr Cys Gln Ser Tyr Asp Ser Ser 

                85                  90                  95      

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

            100                 105                 110         

<210>  38

<211>  110

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  38

Leu Pro Val Leu Thr Gln Pro Pro Ser Val Ser Val Ala Pro Gly Gln 

1               5                   10                  15      

Thr Ala Arg Ile Thr Cys Gly Gly Asn Asn Ile Gly Ser Lys Ser Val 

            20                  25                  30          

His Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Ala Pro Val Leu Val Ile Tyr 

        35                  40                  45              

Tyr Asp Ser Asp Arg Pro Ser Gly Ile Pro Glu Arg Phe Ser Gly Ser 
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    50                  55                  60                  

Asn Ser Gly Asn Thr Ala Thr Leu Thr Ile Ser Arg Val Glu Ala Gly 

65                  70                  75                  80  

Asp Glu Ala Asp Tyr Tyr Cys Gln Val Trp Asp Ser Ser Ser Asp His 

                85                  90                  95      

His Val Val Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Thr Val Leu Gly 

            100                 105                 110 

<210>  39

<211>  112

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  39

Gln Ser Val Leu Thr Gln Pro Pro Ser Val Ser Gly Ala Pro Gly Gln 

1               5                   10                  15      

Arg Val Thr Ile Ser Cys Thr Gly Ser Ser Ser Asn Ile Gly Ala Gly 

            20                  25                  30          

Tyr Asp Val His Trp Tyr Gln Gln Leu Pro Gly Thr Ala Pro Lys Leu 

        35                  40                  45              

Leu Ile Tyr Ala Asn Asn Asn Arg Pro Ser Gly Val Pro Asp Arg Phe 

    50                  55                  60                  

Ser Gly Ser Lys Ser Gly Thr Ser Ala Ser Leu Ala Ile Thr Gly Leu 

65                  70                  75                  80  

Gln Ala Glu Asp Glu Ala Asp Tyr Tyr Cys Gln Ser Tyr Asp Ser Ser 

                85                  90                  95      

Leu Arg Ala Trp Val Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Ala Val Leu Gly 

            100                 105                 110         

<210>  40

<211>  112

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  40

Gln Ser Val Leu Thr Gln Pro Pro Ser Val Ser Gly Ala Pro Gly Gln 
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1               5                   10                  15      

Arg Val Thr Ile Ser Cys Thr Gly Ser Ser Ser Asn Ile Gly Ala Gly 

            20                  25                  30          

Tyr Asp Val His Trp Tyr Gln Gln Leu Pro Gly Thr Ala Pro Lys Leu 

        35                  40                  45              

Leu Ile Tyr Ala Asn Asn Asn Arg Pro Ser Gly Val Pro Asp Arg Phe 

    50                  55                  60                  

Ser Gly Ser Lys Ser Gly Thr Ser Ala Ser Leu Ala Ile Thr Gly Leu 

65                  70                  75                  80  

Gln Ala Glu Asp Glu Ala Asp Tyr Tyr Cys Gln Ser Tyr Asp Ser Ser 

                85                  90                  95      

Leu Arg Ala Trp Val Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Ala Val Leu Gly 

            100                 105                 110         

<210>  41

<211>  111

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  41

Gln Pro Val Leu Thr Gln Pro Pro Ser Ala Ser Gly Thr Pro Gly Gln 

1               5                   10                  15      

Arg Val Thr Ile Ser Cys Ser Gly Ser Ser Ser Asn Ile Gly Ser Asn 

            20                  25                  30          

Tyr Val Tyr Trp Tyr Gln Gln Leu Pro Gly Thr Ala Pro Lys Leu Pro 

        35                  40                  45              

Ile Tyr Arg Asn Asn Gln Arg Pro Ser Gly Val Pro Asp Arg Phe Ser 

    50                  55                  60                  

Gly Ser Lys Ser Gly Thr Ser Ala Ser Leu Ala Ile Ser Gly Leu Arg 

65                  70                  75                  80  

Ser Glu Asp Glu Ala Asp Tyr Tyr Cys Ala Ala Trp Asp Asp Ser Leu 

                85                  90                  95      

Asn Gly Val Val Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Thr Val Leu Arg 
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            100                 105                 110     

<210>  42

<211>  112

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  42

Gln Ser Val Leu Thr Gln Pro Pro Ser Val Ser Gly Ala Pro Gly Gln 

1               5                   10                  15      

Arg Val Thr Ile Ser Cys Thr Gly Ser Ser Ser Asn Ile Gly Ala Gly 

            20                  25                  30          

Tyr Asp Val His Trp Tyr Gln His Leu Pro Gly Thr Ala Pro Lys Leu 

        35                  40                  45              

Leu Ile Tyr Gly Asn Ser Asn Arg Pro Ser Gly Val Pro Asp Arg Phe 

    50                  55                  60                  

Ser Gly Ser Lys Ser Gly Thr Ser Ala Ser Leu Ala Ile Thr Gly Leu 

65                  70                  75                  80  

Gln Ala Glu Asp Glu Thr Asp Tyr Phe Cys Gln Ser Tyr Asp Ser Ser 

                85                  90                  95      

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

            100                 105                 110         

<210>  43

<211>  109

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  43

Ser Ser Glu Leu Thr Gln Asp Pro Ala Val Ser Val Ala Leu Gly Gln 

1               5                   10                  15      

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

            20                  25                  30          

Ser Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Ala Pro Val Leu Val Ile Tyr 

        35                  40                  45              

Gly Lys Asn Asn Arg Pro Ser Gly Ile Pro Asp Arg Phe Ser Gly Ser 
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    50                  55                  60                  

Ser Ser Gly Asn Thr Ala Ser Leu Thr Ile Thr Gly Thr Gln Ala Glu 

65                  70                  75                  80  

Asp Glu Ala Asp Tyr Tyr Cys Ser Ser Arg Asp Asn Thr Asp Asn Arg 

                85                  90                  95      

Val Val Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Thr Val Leu Gly 

            100                 105                 

<210>  44

<211>  109

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  44

Gln Pro Gly Leu Thr Gln Pro Pro Ser Val Ser Val Ala Pro Gly Gln 

1               5                   10                  15      

Thr Ala Arg Ile Thr Cys Gly Gly Asp Asn Ile Gly Arg Lys Ser Val 

            20                  25                  30          

His Trp Tyr Gln Gln Arg Pro Gly Gln Ala Pro Ile Leu Val Ile Arg 

        35                  40                  45              

Asp Asp Arg Asp Arg Pro Ser Gly Ile Pro Glu Arg Phe Ser Gly Ser 

    50                  55                  60                  

Ser Ser Val Asn Thr Ala Thr Leu Ile Ile Ser Arg Val Glu Ala Gly 

65                  70                  75                  80  

Asp Glu Ala Asp Tyr Tyr Cys Gln Val Trp Asp Ser Ser Ser Lys His 

                85                  90                  95      

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

            100                 105                 

<210>  45

<211>  458

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  45

Met Ala Pro Leu Cys Pro Ser Pro Trp Leu Pro Leu Leu Ile Pro Ala 
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1               5                   10                  15      

Pro Ala Pro Gly Leu Thr Val Gln Leu Leu Leu Ser Leu Leu Leu Leu 

            20                  25                  30          

Met Pro Val His Pro Gln Arg Leu Pro Arg Met Gln Glu Asp Ser Pro 

        35                  40                  45              

Leu Gly Gly Gly Ser Ser Gly Glu Asp Asp Pro Leu Gly Glu Glu Asp 

    50                  55                  60                  

Leu Pro Ser Glu Glu Asp Ser Pro Arg Glu Glu Asp Pro Pro Gly Glu 

65                  70                  75                  80  

Glu Asp Leu Pro Gly Glu Glu Asp Leu Pro Gly Glu Glu Asp Leu Pro 

                85                  90                  95      

Glu Val Lys Pro Lys Ser Glu Glu Glu Gly Ser Leu Lys Leu Glu Asp 

            100                 105                 110         

Leu Pro Thr Val Glu Ala Pro Gly Asp Pro Gln Glu Pro Gln Asn Asn 

        115                 120                 125             

Ala His Arg Asp Lys Glu Gly Asp Asp Gln Ser His Trp Arg Tyr Gly 

    130                 135                 140                 

Gly Asp Pro Pro Trp Pro Arg Val Ser Pro Ala Cys Ala Gly Arg Phe 

145                 150                 155                 160 

Gln Ser Pro Val Asp Ile Arg Pro Gln Leu Ala Ala Phe Cys Pro Ala 

                165                 170                 175     

Leu Arg Pro Leu Glu Leu Leu Gly Phe Gln Leu Pro Pro Leu Pro Glu 

            180                 185                 190         

Leu Arg Leu Arg Asn Asn Gly His Ser Val Gln Leu Thr Leu Pro Pro 

        195                 200                 205             

Gly Leu Glu Met Ala Leu Gly Pro Gly Arg Glu Tyr Ala Leu Gln Leu 

    210                 215                 220                 

His Leu His Trp Gly Ala Ala Gly Arg Pro Gly Ser Glu His Thr Val 

225                 230                 235                 240 

Glu Gly His Arg Phe Pro Ala Glu Ile His Val Val His Leu Ser Thr 

                245                 250                 255     
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Ala Phe Ala Arg Val Asp Glu Ala Leu Gly Arg Pro Gly Gly Leu Ala 

            260                 265                 270         

Val Leu Ala Ala Phe Leu Glu Glu Gly Pro Glu Glu Asn Ser Ala Tyr 

        275                 280                 285             

Glu Gln Leu Leu Ser Arg Leu Glu Glu Ile Ala Glu Glu Gly Ser Glu 

    290                 295                 300                 

Thr Gln Val Pro Gly Leu Asp Ile Ser Ala Leu Leu Pro Ser Asp Phe 

305                 310                 315                 320 

Ser Arg Tyr Phe Gln Tyr Glu Gly Ser Leu Thr Thr Pro Pro Cys Ala 

                325                 330                 335     

Gln Gly Val Ile Trp Thr Val Phe Asn Gln Thr Val Met Leu Ser Ala 

            340                 345                 350         

Lys Gln Leu His Thr Leu Ser Asp Thr Leu Trp Gly Pro Gly Asp Ser 

        355                 360                 365             

Arg Leu Gln Leu Asn Phe Arg Ala Thr Gln Pro Leu Asn Gly Arg Val 

    370                 375                 380                 

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

385                 390                 395                 400 

Glu Pro Val Gln Leu Asn Ser Cys Leu Ala Ala Gly Asp Ile Leu Ala 

                405                 410                 415     

Leu Val Phe Gly Leu Leu Phe Ala Val Thr Ser Val Ala Phe Leu Val 

            420                 425                 430         

Gln Met Arg Arg Gln His Arg Arg Gly Thr Lys Gly Gly Val Ser Tyr 

        435                 440                 445             

Arg Pro Ala Glu Val Ala Glu Thr Gly Ala 

    450                 455             

<210>  46

<211>  437

<212

>  PRT

<213>  Mus musculus

<400>  46
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Met Ala Ser Leu Gly Pro Ser Pro Trp Ala Pro Leu Ser Thr Pro Ala 

1               5                   10                  15      

Pro Thr Ala Gln Leu Leu Leu Phe Leu Leu Leu Gln Val Ser Ala Gln 

            20                  25                  30          

Pro Gln Gly Leu Ser Gly Met Gln Gly Glu Pro Ser Leu Gly Asp Ser 

        35                  40                  45              

Ser Ser Gly Glu Asp Glu Leu Gly Val Asp Val Leu Pro Ser Glu Glu 

    50                  55                  60                  

Asp Ala Pro Glu Glu Ala Asp Pro Pro Asp Gly Glu Asp Pro Pro Glu 

65                  70                  75                  80  

Val Asn Ser Glu Asp Arg Met Glu Glu Ser Leu Gly Leu Glu Asp Leu 

                85                  90                  95      

Ser Thr Pro Glu Ala Pro Glu His Ser Gln Gly Ser His Gly Asp Glu 

            100                 105                 110         

Lys Gly Gly Gly His Ser His Trp Ser Tyr Gly Gly Thr Leu Leu Trp 

        115                 120                 125             

Pro Gln Val Ser Pro Ala Cys Ala Gly Arg Phe Gln Ser Pro Val Asp 

    130                 135                 140                 

Ile Arg Leu Glu Arg Thr Ala Phe Cys Arg Thr Leu Gln Pro Leu Glu 

145                 150                 155                 160 

Leu Leu Gly Tyr Glu Leu Gln Pro Leu Pro Glu Leu Ser Leu Ser Asn 

                165                 170                 175     

Asn Gly His Thr Val Gln Leu Thr Leu Pro Pro Gly Leu Lys Met Ala 

            180                 185                 190         

Leu Gly Pro Gly Gln Glu Tyr Arg Ala Leu Gln Leu His Leu His Trp 

        195                 200                 205             

Gly Thr Ser Asp His Pro Gly Ser Glu His Thr Val Asn Gly His Arg 

    210                 215                 220                 

Phe Pro Ala Glu Ile His Val Val His Leu Ser Thr Ala Phe Ser Glu 

225                 230                 235                 240 

Leu His Glu Ala Leu Gly Arg Pro Gly Gly Leu Ala Val Leu Ala Ala 
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                245                 250                 255     

Phe Leu Gln Glu Ser Pro Glu Glu Asn Ser Ala Tyr Glu Gln Leu Leu 

            260                 265                 270         

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

        275                 280                 285             

Gly Leu Asp Val Ser Ala Leu Leu Pro Ser Asp Phe Ser Arg Tyr Tyr 

    290                 295                 300                 

Arg Tyr Glu Gly Ser Leu Thr Thr Pro Pro Cys Ser Gln Gly Val Ile 

305                 310                 315                 320 

Trp Thr Val Phe Asn Glu Thr Val Lys Leu Ser Ala Lys Gln Leu His 

                325                 330                 335     

Thr Leu Ser Val Ser Leu Trp Gly Pro Arg Asp Ser Arg Leu Gln Leu 

            340                 345                 350         

Asn Phe Arg Ala Thr Gln Pro Leu Asn Gly Arg Thr Ile Glu Ala Ser 

        355                 360                 365             

Phe Pro Ala Ala Glu Asp Ser Ser Pro Glu Pro Val His Val Asn Ser 

    370                 375                 380                 

Cys Phe Thr Ala Gly Asp Ile Leu Ala Leu Val Phe Gly Leu Leu Phe 

385                 390                 395                 400 

Ala Val Thr Ser Ile Ala Phe Leu Leu Gln Leu Arg Arg Gln His Arg 

                405                 410                 415     

His Arg Ser Gly Thr Lys Asp Arg Val Ser Tyr Ser Pro Ala Glu Met 

            420                 425                 430         

Thr Glu Thr Gly Ala 

        435         

<210>  47

<211>  38

<212>  DNA

<213>  Artificial sequence

<220

><223>  Chemically synthesized primer

<400>  47
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atcgacgcgt gcctgagcga ggtgcagctg gtgcagtc                               38

<210>  48

<211>  32

<212>  DNA

<213>  Artificial sequence

<220><223>  Chemically synthesized primer

<400>  48

caatggtcac cgtctcttca gctagcacca gg                                     32

<210>  49

<211>  35

<212>  DNA

<213>  Artificial sequence

<220><223>  Chemically synthesized primer

<400>  49

atcccaagct taagccagtc tgtgctgact cagcc                                  35

<210>  50

<211>  31

<212>  DNA

<213>  Artificial sequence

<220><223>  Chemically synthesized primer

<400>  50

ggagggacca aattgaccgt cctaggtcag c                                      31

<210>  51

<211>  41

<212>  DNA

<213>  Artificial sequence

<220><223>  Chemically synthesized primer

<400>  51

tagggcacgc gtgtgctgag cgaggtgcag ctggtgcagt c                           41

<210>  52

<211>  32

<212>  DNA

<213>  Artificial sequence

<220><223>  Chemically synthesized primer
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<400>

  52

tctagtgcta gctgaagaga cggtgaccat tg                                     32

<210>  53

<211>  35

<212>  DNA

<213>  Artificial sequence

<220><223>  Chemically synthesized primer

<400>  53

ctagcaagct tatcccagtc tgtgctgact cagcc                                  35

<210>  54

<211>  26

<212>  DNA

<213>  Artificial sequence

<220><223>  Chemically synthesized primer

<400>  54

atagcaccta ggacggtcag cttggt                                            26

<210>  55

<211>  5

<212>  PRT

<213>  Artificial sequence

<220><223>  Portion of CDR1 heavy chain sequence

<400>  55

Ser Tyr Ala Met Ser 

1               5   

<210>  56

<211>  5

<212>  PRT

<213>  Artificial sequence

<220><223>  Portion of CDR1 heavy chain sequence

<220><221>  misc_feature

<222>  (1)..(1)

<223>  Xaa can be any naturally occurring amino acid

<220><221>  misc_feature
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<222>  (5)..(5)

<223>  Xaa can be any naturally occurring amino acid

<400>  56

Xaa Tyr Ala Met Xaa 

1               5   

<210

>  57

<211>  5

<212>  PRT

<213>  Artificial sequence

<220><223>  Portion of CDR1 heavy chain sequence

<220><221>  misc_feature

<222>  (3)..(3)

<223>  Xaa can be any naturally occurring amino acid

<220><221>  misc_feature

<222>  (5)..(5)

<223>  Xaa can be any naturally occurring amino acid

<400>  57

Ser Tyr Xaa Met Xaa 

1               5   

<210>  58

<211>  17

<212>  PRT

<213>  Artificial sequence

<220><223>  Portion of CDR2 heavy chain sequence

<220><221>  misc_feature

<222>  (4)..(5)

<223>  Xaa can be any naturally occurring amino acid

<220><221>  misc_feature

<222>  (8)..(8)

<223>  Xaa can be any naturally occurring amino acid

<220><221>  misc_feature

<222>  (10)..(11)

<223>  Xaa can be any naturally occurring amino acid
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<400>  58

Ala Ile Ser Xaa Xaa Gly Gly Xaa Thr Xaa Xaa Ala Asp Ser Val Lys 

1               5                   10                  15      

Gly 

    

<210>  59

<211>  17

<212>  PRT

<213>  Artificial sequence

<220><223>  Portion of CDR2 heavy chain sequence

<400>  59

Ala Ile Ser Gly Ser Gly Gly Ser Thr Thr Thr Ala Asp Ser Val Lys 

1               5                   10                  15      

Gly 

    

<210>  60

<211>  13

<212>  PRT

<213>  Artificial sequence

<220><223>  Portion of CDR3 heavy chain sequence

<220><221>  misc_feature

<222>  (9)..(9)

<223>  Xaa can be any naturally occurring amino acid

<400>  60

Asn Gly Asn Tyr Arg Gly Ser Leu Xaa Ala Phe Asp Ile 

1               5                   10              

<210>  61

<211>

  14

<212>  PRT

<213>  Artificial sequence

<220><223>  Portion of CDR1 light chain sequence

<400>  61

Thr Gly Ser Ser Ser Asn Ile Gly Ala Gly Tyr Asp Val His 
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1               5                   10                  

<210>  62

<211>  7

<212>  PRT

<213>  Artificial sequence

<220><223>  Portion of CDR2 light chain sequence

<400>  62

Gly Asn Asn Asn Arg Pro Ser 

1               5           

<210>  63

<211>  12

<212>  PRT

<213>  Artificial sequence

<220><223>  Portion of CDR3 light chain sequence

<400>  63

Gln Ser Tyr Asp Ser Ser Leu Ser Ala Trp Val Val 

1               5                   10          

<210>  64

<211>  6

<212>  PRT

<213>  Artificial sequence

<220><223>  Consensus sequence

<400>  64

Glu Glu Asp Leu Pro Glu 

1               5       

<210>  65

<211>  10

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Portion of the CDR3 heavy chain sequence

<400>  65

Asn Gly Asn Tyr Arg Gly Ala Phe Asp Ile 

1               5                   10  

<210>  66
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<400>  66

000

<210>  67

<211>  17

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic Oligopeptide

<400>  67

Ala Ile Ser Ala Asn Gly Gly Thr Thr Tyr Tyr Ala Asp Ser Val Lys 

1               5                   10                  15      

Gly 

    

<210>  68

<211>  14

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic Oligopeptide

<400>  68

Thr Gly Ser Ser Ser Asn Ile Gly Ala Gly Phe Asp Val His 

1               5                   10                  

<210>  69

<211

>  7

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic Oligopeptide

<400>  69

Gly Asn Thr Asn Arg Pro Ser 

1               5           

<210>  70

<211>  11

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic Oligopeptide
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<400>  70

Gln Ser Tyr Asp Ser Arg Leu Ser Ala Trp Val 

1               5                   10      

<210>  71

<211>  81

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic Oligonucleotide

<400>  71

tagggcgcgg ccgcaaccga gaccagccag gtggcgcccg ccgggggagg aggcagcccc       60

accacgacgc cagcgccgcg a                                                 81

<210>  72

<211>  7

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic Oligopeptide

<400>  72

Gly Asn Ser Asn Arg Pro Ser 

1               5           

<210>  73

<211>  10

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic Oligopeptide

<400>  73

Gln Ser Tyr Asp Arg Ser Leu Ser Trp Val 

1               5                   10  

<210>  74

<211>  11

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic Oligopeptide

<400>  74

공개특허 10-2017-0093248

- 93 -



Gln Ser Tyr Asp Ser Thr Leu Arg Val Trp Met 

1               5                   10      

<210>  75

<211>  81

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic Oligonucleotide

<400>  75

tagggcgcgg ccgcaaccga gaccagccag gtggcgcccg ccggcggagg aggcagcatt       60

gaagttatgt atcctcctcc t                                                 81

<210>  76

<211>  10

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic Oligopeptide

<400>  76

Gln Ser Tyr Asp Lys Ser Leu Thr Trp Val 

1               5                   10  

<210>  77

<211>  41

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic Oligonucleotide

<400>  77

ctagccttaa ttaattagcg aggagggggc agggcctgca t                           41

<210>  78

<211>  9

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic Oligopeptide

<400>  78

Thr Glu Thr Ser Gln Val Gln Pro Gln 

1               5                   

<210>  79
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<211>  5

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic Oligopeptide

<400>  79

Gly Gly Gly Gly Ser 

1               5   

<210>  80

<211>  10

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic Oligopeptide

<400>  80

Gln Ser Tyr Asp Lys Ser Leu Ser Trp Val 

1               5                   10  

<210>  81

<211>  14

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic Oligopeptide

<400>  81

Thr Gly Ser Ser Ser Asn Ile Gly Ala Gly Phe Asp Val His 

1               5                   10                  

<210>  82

<211>  11

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic Oligopeptide

<400>  82

Gln Ser Tyr Asp Ser Ser Leu Ser Ala Trp Val 

1               5                   10      

<210>  83

<211>  735
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<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic Polynucleotide

<400>  83

caggtgcagc tggtgcagtc tgggggaggc ttggtacagc ctggggggtc cctgagactc       60

tcctgtgcag cctctggatt cccctttagc agctatgcca tgagctgggt ccgccaggct      120

ccagggaagg ggctggagtg ggtctcagct attagtgcta atggtggtac cacatactac      180

gcagactccg tgaagggccg gttcaccatc tccagagaca attccaagaa cacgctgtat      240

ctgcaaatga acagcctgag agccgaggac acggccgtat attactgtgc gaataatggg      300

aactatcgcg gtgcttttga tatctggggc caagggacaa tggtcaccgt ctcttcaggt      360

ggcggcggtt ccggaggtgg tggttctggc ggtggtggca gccagtctgt gctgactcag      420

ccaccctcag tgtctggggc cccagggcag agggtcacca tctcctgcac tgggagcagc      480

tccaacatcg gggcaggtta tgatgtacac tggtaccagc agcttccagg aacagccccc      540

aaactcctca tctatggtaa cagcaatcgg ccctcagggg tccctgaccg attctctggc      600

tccaagtctg gctcctcagc ctccctggcc atcactgggc tccaggctga ggatgaggct      660

cattattact gccagtcata tgacagaagc ctgtcttggg tgttcggcgg agggaccaaa      720

ttgaccgtcc taggt                                                       735

<210>  84

<211>  245

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic Polypeptide

<400>  84

Gln Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly 

1               5                   10                  15      

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Pro Phe Ser Ser Tyr 

            20                  25                  30          

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

        35                  40                  45              

Ser Ala Ile Ser Ala Asn Gly Gly Thr Thr Tyr Tyr Ala Asp Ser Val 

    50                  55                  60                  

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

공개특허 10-2017-0093248

- 96 -



65                  70                  75                  80  

Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys 

                85                  90                  95      

Ala Asn Asn Gly Asn Tyr Arg Gly Ala Phe Asp Ile Trp Gly Gln Gly 

            100                 105                 110         

Thr Met Val Thr Val Ser Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly 

        115                 120                 125             

Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gln Ser Val Leu Thr Gln Pro Pro Ser Val 

    130                 135                 140                 

Ser Gly Ala Pro Gly Gln Arg Val Thr Ile Ser Cys Thr Gly Ser Ser 

145                 150                 155                 160 

Ser Asn Ile Gly Ala Gly Tyr Asp Val His Trp Tyr Gln Gln Leu Pro 

                165                 170                 175     

Gly Thr Ala Pro Lys Leu Leu Ile Tyr Gly Asn Ser Asn Arg Pro Ser 

            180                 185                 190         

Gly Val Pro Asp Arg Phe Ser Gly Ser Lys Ser Gly Ser Ser Ala Ser 

        195                 200                 205             

Leu Ala Ile Thr Gly Leu Gln Ala Glu Asp Glu Ala His Tyr Tyr Cys 

    210                 215                 220                 

Gln Ser Tyr Asp Arg Ser Leu Ser Trp Val Phe Gly Gly Gly Thr Lys 

225                 230                 235                 240 

Leu Thr Val Leu Gly 

                245 

<210>  85

<211>  732

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic Oligonucleotide

<400>  85

caggtgcagc tgcaggagtc ggggggaggc ttggtacagc ctggggggtc cctgagactc       60

tcctgtgcag cctctggatt cacctttagc atctatgcca tgagctgggt ccgccaggct      120
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ccagggaagg ggctggagtg ggtctcagct attagtggta gtggtggtgg cacataccac      180

gcagactccg tgaagggccg gttcaccatc tccagagaca attccaagaa cacgctgtat      240

ctgcaaatga acagcctgag agccgaggac acggccgtct attactgtgc gaaattctct      300

gcgtatagtg gctacgattt gtggggccag ggaaccctgg tcaccgtctc ctcaggtggc      360

ggcggttccg gaggtggtgg ttctggcggt ggtggcagcc agtctgtgct gactcagcca      420

ccctcagtgt ctggggcccc agggcagagg gtcacaatct cctgcactgg gagcagctcc      480

aacatcggga gaggttataa tgtacactgg taccagcagc ttccaggaac agcccccaaa      540

ctcctcatct atgataacac gaatcggccc tcaggggtcc ctgcccgatt ctctggctcc      600

aagtctgcca cgtcagcctc cctgaccatc actgggctcc aggctgacga tgaggctgat      660

tattactgcc agtcgtatga cagcggcctg aggtgggtgt tcggcggagg gaccaagctg      720

accctcctag gt                                                          732

<210>  86

<211>  244

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic Polypeptide

<400>  86

Gln Val Gln Leu Gln Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly 

1               5                   10                  15      

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Ile Tyr 

            20                  25                  30          

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

        35                  40                  45              

Ser Ala Ile Ser Gly Ser Gly Gly Gly Thr Tyr His Ala Asp Ser Val 

    50                  55                  60                  

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

65                  70                  75                  80  

Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys 

                85                  90                  95      

Ala Lys Phe Ser Ala Tyr Ser Gly Tyr Asp Leu Trp Gly Gln Gly Thr 

            100                 105                 110         

Leu Val Thr Val Ser Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser 
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        115                 120                 125             

Gly Gly Gly Gly Ser Gln Ser Val Leu Thr Gln Pro Pro Ser Val Ser 

    130                 135                 140                 

Gly Ala Pro Gly Gln Arg Val Thr Ile Ser Cys Thr Gly Ser Ser Ser 

145                 150                 155                 160 

Asn Ile Gly Arg Gly Tyr Asn Val His Trp Tyr Gln Gln Leu Pro Gly 

                165                 170                 175     

Thr Ala Pro Lys Leu Leu Ile Tyr Asp Asn Thr Asn Arg Pro Ser Gly 

            180                 185                 190         

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

        195                 200                 205             

Thr Ile Thr Gly Leu Gln Ala Asp Asp Glu Ala Asp Tyr Tyr Cys Gln 

    210                 215                 220                 

Ser Tyr Asp Ser Gly Leu Arg Trp Val Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu 

225                 230                 235                 240 

Thr Leu Leu Gly 

                

<210>  87

<211>  738

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic Polynucleotide

<400>  87

gaggtgcagc tggtgcagtc tgggggaggc ttggtacagc cgggggggtc cctgagactc       60

tcctgtgcag cctctggatt cacctttagc agctatgcca tgagctgggt ccgccaggct      120

ccagggaagg ggctggagtg ggtctcagct attagtgcta atggtggtac cacatactac      180

gcagactccg tgaagggccg gttcaccatc tccagagaca attccaagaa cacgctgtat      240

ctgcaaatga acagcctgag agccgaggac acggccgtat attactgtgc gaataatggg      300

aactatcgcg gtgcttttga tatctggggc caagggacca cggtcaccgt ctcctcaggt      360

ggcggcggtt ccggaggtgg tggttctggc ggtggtggca gccagtctgt gctgactcag      420

ccaccctcag tgtctggggc cccagggcag agggtcacca tctcctgcac tgggagcagc      480
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tccaacatcg gggcaggttt tgatgtacac tggtaccagc aacttccagg aacagccccc      540

agactcctca tctatggtaa caacaatcgg ccctcagggg tccctgaccg attctctggc      600

tccaagtctg gcacctcagc ctccctggcc atcactgggc tccaggctga ggatgagact      660

gattatttct gccagtccta tgacagcagc ctgagtgctt gggtattcgg cggagggacc      720

aaggtgaccg tcctacgt                                                    738

<210>  88

<211>  246

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic Polypeptide

<400>  88

Glu Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly 

1               5                   10                  15      

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

            20                  25                  30          

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

        35                  40                  45              

Ser Ala Ile Ser Ala Asn Gly Gly Thr Thr Tyr Tyr Ala Asp Ser Val 

    50                  55                  60                  

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

65                  70                  75                  80  

Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys 

                85                  90                  95      

Ala Asn Asn Gly Asn Tyr Arg Gly Ala Phe Asp Ile Trp Gly Gln Gly 

            100                 105                 110         

Thr Thr Val Thr Val Ser Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly 

        115                 120                 125             

Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gln Ser Val Leu Thr Gln Pro Pro Ser Val 

    130                 135                 140                 

Ser Gly Ala Pro Gly Gln Arg Val Thr Ile Ser Cys Thr Gly Ser Ser 

145                 150                 155                 160 
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Ser Asn Ile Gly Ala Gly Phe Asp Val His Trp Tyr Gln Gln Leu Pro 

                165                 170                 175     

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

            180                 185                 190         

Gly Val Pro Asp Arg Phe Ser Gly Ser Lys Ser Gly Thr Ser Ala Ser 

        195                 200                 205             

Leu Ala Ile Thr Gly Leu Gln Ala Glu Asp Glu Thr Asp Tyr Phe Cys 

    210                 215                 220                 

Gln Ser Tyr Asp Ser Ser Leu Ser Ala Trp Val Phe Gly Gly Gly Thr 

225                 230                 235                 240 

Lys Val Thr Val Leu Arg 

                245     

<210>  89

<211>  738

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic Polynucleotide

<400>  89

caggtgcagc tggtgcagtc tgggggaggc ttggtacagc ctggggggtc cctgagactc       60

tcctgtgcag cctctggatt cccctttagc agctatgcca tgagctgggt ccgccaggct      120

ccagggaagg ggctggagtg ggtctcagct attagtgcta atggtggtac cacatactac      180

gcagactccg tgaagggccg gttcaccatc tccagagaca attccaagaa cacgctgtat      240

ctgcaaatga acagcctgag agccgaggac acggccgtat attactgtgc gaataatggg      300

aactatcgcg gtgcttttga tatctggggc caagggacaa tggtcaccgt ctcttcaggt      360

ggcggcggtt ccggaggtgg tggttctggc ggtggtggca tccagtctgt gctgactcag      420

ccaccctcag tgtctggggc cccagggcag agggtcacca tctcctgcac tgggagcagc      480

tccaacatcg gggcaggtta tgatgtacac tggtaccagc agcttccagg aacagccccc      540

aaactcctca tctatggtaa caccaatcgg ccctcagggg tccctgaccg attctctggc      600

tccaagtctg gcacctcagc ctccctggcc atcattgggc tccaggctga cgatgaggct      660

gattattact gccagtccta tgacagcacc ctgagggtct ggatgttcgg cggagggacc      720

aagctgaccg tccttggt                                                    738

<210>  90
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<211>  246

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic Polypeptide

<400>  90

Gln Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly 

1               5                   10                  15      

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Pro Phe Ser Ser Tyr 

            20                  25                  30          

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

        35                  40                  45              

Ser Ala Ile Ser Ala Asn Gly Gly Thr Thr Tyr Tyr Ala Asp Ser Val 

    50                  55                  60                  

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

65                  70                  75                  80  

Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys 

                85                  90                  95      

Ala Asn Asn Gly Asn Tyr Arg Gly Ala Phe Asp Ile Trp Gly Gln Gly 

            100                 105                 110         

Thr Met Val Thr Val Ser Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly 

        115                 120                 125             

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

    130                 135                 140                 

Ser Gly Ala Pro Gly Gln Arg Val Thr Ile Ser Cys Thr Gly Ser Ser 

145                 150                 155                 160 

Ser Asn Ile Gly Ala Gly Tyr Asp Val His Trp Tyr Gln Gln Leu Pro 

                165                 170                 175     

Gly Thr Ala Pro Lys Leu Leu Ile Tyr Gly Asn Thr Asn Arg Pro Ser 

            180                 185                 190         

Gly Val Pro Asp Arg Phe Ser Gly Ser Lys Ser Gly Thr Ser Ala Ser 

        195                 200                 205             
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Leu Ala Ile Ile Gly Leu Gln Ala Asp Asp Glu Ala Asp Tyr Tyr Cys 

    210                 215                 220                 

Gln Ser Tyr Asp Ser Thr Leu Arg Val Trp Met Phe Gly Gly Gly Thr 

225                 230                 235                 240 

Lys Leu Thr Val Leu Gly 

                245     

<210>  91

<211>  726

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic Polynucleotide

<400>  91

gaggtgcagc tggtggagtc tgggggaggc gtggtccagc ctgggaggtc cctgagactc       60

tcctgtgcag cctctggatt caccttcagt agctatggca tgcactgggt ccgccaggct      120

ccagggaagg ggctggagtg ggtctcagct attagtggta gtggtggtag cacatactac      180

gcagactccg tgaagggccg attcaccatc tccagagaca acgccaagaa cacgctgtat      240

ctgcaaatga acagtctgag agccgaggac acggctgtgt attactgtgc aagagccgcg      300

gtaacaggag gcttcgaccc ctggggccag ggcaccctgg tcaccgtctc ctcaggtggc      360

ggcggttccg gaggtggtgg ttctggcggt ggtggcagcc agcctgggct gactcagcca      420

ccctcggtgt cagtggcccc aggacagacg gccaggatta cctgtggggg agacaatatt      480

ggaagaaaaa gtgtgcactg gtaccaacag aggccaggcc aggcccctat tctagtcatc      540

cgtgatgata gggatcggcc ctcagggatc cctgagcgat tctctggctc cagctctgtg      600

aatacggcca ccctgatcat cagcagggtc gaagccggag atgaggccga ctattattgt      660

caggtgtggg atagtagtag taaacattat gtcttcggac cagggaccaa ggtcaccgcc      720

ctaggt                                                                 726

<210>  92

<211>  242

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic Polypeptide

<400>  92

Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Val Val Gln Pro Gly Arg 

공개특허 10-2017-0093248

- 103 -



1               5                   10                  15      

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

            20                  25                  30          

Gly Met His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val 

        35                  40                  45              

Ser Ala Ile Ser Gly Ser Gly Gly Ser Thr Tyr Tyr Ala Asp Ser Val 

    50                  55                  60                  

Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ala Lys Asn Thr Leu Tyr 

65                  70                  75                  80  

Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys 

                85                  90                  95      

Ala Arg Ala Ala Val Thr Gly Gly Phe Asp Pro Trp Gly Gln Gly Thr 

            100                 105                 110         

Leu Val Thr Val Ser Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser 

        115                 120                 125             

Gly Gly Gly Gly Ser Gln Pro Gly Leu Thr Gln Pro Pro Ser Val Ser 

    130                 135                 140                 

Val Ala Pro Gly Gln Thr Ala Arg Ile Thr Cys Gly Gly Asp Asn Ile 

145                 150                 155                 160 

Gly Arg Lys Ser Val His Trp Tyr Gln Gln Arg Pro Gly Gln Ala Pro 

                165                 170                 175     

Ile Leu Val Ile Arg Asp Asp Arg Asp Arg Pro Ser Gly Ile Pro Glu 

            180                 185                 190         

Arg Phe Ser Gly Ser Ser Ser Val Asn Thr Ala Thr Leu Ile Ile Ser 

        195                 200                 205             

Arg Val Glu Ala Gly Asp Glu Ala Asp Tyr Tyr Cys Gln Val Trp Asp 

    210                 215                 220                 

Ser Ser Ser Lys His Tyr Val Phe Gly Pro Gly Thr Lys Val Thr Ala 

225                 230                 235                 240 

Leu Gly 

        

<210>  93
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<211>  723

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic Polynucleotide

<400>  93

caggtcacct tgaaggagtc tgggggaggc gtggtccagc ctgggacgtc cctgagactc       60

tcctgtgcag cctctggatt cacctttagc aactatgcca tgacgtgggt ccgccaggct      120

ccagggaagg ggctggagtg ggtgggtcta atatcttatg atggaagtgt tacacactac      180

acagactccg tgaagggccg attcaccatc tccagagaca acgccaagaa ctcactgtat      240

ttgcaaatga acaccctgag agccgacgac acggctgtgt attattgtgc gagaggctcc      300

ggctaccaag aacactgggg ccagggaacc ctggtcaccg tctcctcagg tggcggcggt      360

tccggaggtg gtggttctgg cggtggtggc agcctgcctg tgctgactca gccaccctcg      420

gtgtcagtgg ccccaggaca gacggccagg attacctgtg ggggaaacaa cattggaagt      480

aaaagtgtgc actggtacca gcagaagcca ggccaggccc ctgtgctggt catctattat      540

gatagcgacc ggccctcagg gatccctgag cgattctctg gctccaactc tgggaacacg      600

gccaccctga ccatcagcag ggtcgaagcc ggggatgagg ccgactatta ctgtcaggtg      660

tgggatagta gtagtgatca tcatgtggta ttcggcggag ggaccaagct gaccgtccta      720

ggt                                                                    723

<210>  94

<211>  241

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic Polypeptide

<400>  94

Gln Val Thr Leu Lys Glu Ser Gly Gly Gly Val Val Gln Pro Gly Thr 

1               5                   10                  15      

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Asn Tyr 

            20                  25                  30          

Ala Met Thr Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val 

        35                  40                  45              

Gly Leu Ile Ser Tyr Asp Gly Ser Val Thr His Tyr Thr Asp Ser Val 

    50                  55                  60                  

공개특허 10-2017-0093248

- 105 -



Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ala Lys Asn Ser Leu Tyr 

65                  70                  75                  80  

Leu Gln Met Asn Thr Leu Arg Ala Asp Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys 

                85                  90                  95      

Ala Arg Gly Ser Gly Tyr Gln Glu His Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val 

            100                 105                 110         

Thr Val Ser Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly 

        115                 120                 125             

Gly Gly Ser Leu Pro Val Leu Thr Gln Pro Pro Ser Val Ser Val Ala 

    130                 135                 140                 

Pro Gly Gln Thr Ala Arg Ile Thr Cys Gly Gly Asn Asn Ile Gly Ser 

145                 150                 155                 160 

Lys Ser Val His Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Ala Pro Val Leu 

                165                 170                 175     

Val Ile Tyr Tyr Asp Ser Asp Arg Pro Ser Gly Ile Pro Glu Arg Phe 

            180                 185                 190         

Ser Gly Ser Asn Ser Gly Asn Thr Ala Thr Leu Thr Ile Ser Arg Val 

        195                 200                 205             

Glu Ala Gly Asp Glu Ala Asp Tyr Tyr Cys Gln Val Trp Asp Ser Ser 

    210                 215                 220                 

Ser Asp His His Val Val Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Thr Val Leu 

225                 230                 235                 240 

Gly 

    

<210>  95

<211>  738

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic Polynucleotide

<400>  95

gaggtgcagc tggtgcagtc tgggggaggc gtggtacagc ctggggggtc cctgagactc       60
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tcctgtgcag cctctggatt cccctttagc agctatgcca tgagctgggt ccgccaggct      120

ccagggaagg ggctggagtg ggtctcagct attagtgcta atggtggtac cacatactac      180

gcagactccg tgaagggccg gttcaccatc tccagagaca attccaagaa cacgctgtat      240

ctgcaaatga acagcctgag agccgaggac acggccgtat attactgtgc gaataatggg      300

aactatcgcg gtgcttttga tatctggggc caagggacaa tggtcaccgt ctcttcaggt      360

ggcggcggtt ccggaggtgg tggttctggc ggtggtggca gccagtctgt gctgactcag      420

ccaccctcag tgtctggggc cccagggcag agggtcacca tctcctgcac tgggagcagc      480

tccaacatcg gggcaggttt tgatgtacac tggtaccagc agcttccagg aacagccccc      540

aaactcctca tctacggtaa caccaatcga ccctcagggg tccctgaccg attctctggc      600

tccaagtctg gcacctcagc ctccctggcc atcactgggc tccaggctga ggatgagact      660

gattattact gccagtccta tgacagtaga ctgagtgctt gggtgttcgg cggagggacc      720

aagctgaccg tcctaggt                                                    738

<210>  96

<211>  246

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic Polypeptide

<400>  96

Glu Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Gly Gly Val Val Gln Pro Gly Gly 

1               5                   10                  15      

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Pro Phe Ser Ser Tyr 

            20                  25                  30          

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

        35                  40                  45              

Ser Ala Ile Ser Ala Asn Gly Gly Thr Thr Tyr Tyr Ala Asp Ser Val 

    50                  55                  60                  

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

65                  70                  75                  80  

Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys 

                85                  90                  95      

Ala Asn Asn Gly Asn Tyr Arg Gly Ala Phe Asp Ile Trp Gly Gln Gly 

            100                 105                 110         
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Thr Met Val Thr Val Ser Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly 

        115                 120                 125             

Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gln Ser Val Leu Thr Gln Pro Pro Ser Val 

    130                 135                 140                 

Ser Gly Ala Pro Gly Gln Arg Val Thr Ile Ser Cys Thr Gly Ser Ser 

145                 150                 155                 160 

Ser Asn Ile Gly Ala Gly Phe Asp Val His Trp Tyr Gln Gln Leu Pro 

                165                 170                 175     

Gly Thr Ala Pro Lys Leu Leu Ile Tyr Gly Asn Thr Asn Arg Pro Ser 

            180                 185                 190         

Gly Val Pro Asp Arg Phe Ser Gly Ser Lys Ser Gly Thr Ser Ala Ser 

        195                 200                 205             

Leu Ala Ile Thr Gly Leu Gln Ala Glu Asp Glu Thr Asp Tyr Tyr Cys 

    210                 215                 220                 

Gln Ser Tyr Asp Ser Arg Leu Ser Ala Trp Val Phe Gly Gly Gly Thr 

225                 230                 235                 240 

Lys Leu Thr Val Leu Gly 

                245     

<210>  97

<211>  738

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic Polynucleotide

<400>  97

caggtgcagc tggtgcagtc tgggggaggc gtggtacagc ctggggggtc cctgagactc       60

tcctgtgcag cctctggatt cccctttagc agctatgcca tgagctgggt ccgccaggct      120

ccagggaagg ggctggagtg ggtctcagct attagtgcta atggtggtac cacatactac      180

gcagactccg tgaagggccg gttcaccatc tccagagaca attccaagaa cacgctgtat      240

ctgcaaatga acagcctgag agccgaggac acggccgtat attactgtgc gaataatggg      300

aactatcgcg gtgcttttga tatctggggc caagggacaa tggtcaccgt ctcttcaggt      360

ggcggcggtt ccggaggtgg tggttctggc ggtggtggca gccagtctgt gctgactcag      420
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ccaccctcag tgtctggggc cccagggcag agggtcacca tctcctgcac tgggagcagc      480

tccaacatcg gggcaggtta tgatgttcac tggtaccagc accttccagg aacagccccc      540

aaactcctca tctatggtaa tagcaatcga ccctcaggag tccctgaccg attctctggc      600

tccaagtctg gcacctcagc ctccctggcc atcactgggc tccaggctga ggatgagact      660

gattatttct gccagtccta tgacagcagc ctgagtgctt gggtattcgg cggagggacc      720

aaggtgaccg tcctaggt                                                    738

<210>  98

<211>  246

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic Polypeptide

<400>  98

Gln Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Gly Gly Val Val Gln Pro Gly Gly 

1               5                   10                  15      

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Pro Phe Ser Ser Tyr 

            20                  25                  30          

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

        35                  40                  45              

Ser Ala Ile Ser Ala Asn Gly Gly Thr Thr Tyr Tyr Ala Asp Ser Val 

    50                  55                  60                  

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

65                  70                  75                  80  

Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys 

                85                  90                  95      

Ala Asn Asn Gly Asn Tyr Arg Gly Ala Phe Asp Ile Trp Gly Gln Gly 

            100                 105                 110         

Thr Met Val Thr Val Ser Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly 

        115                 120                 125             

Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gln Ser Val Leu Thr Gln Pro Pro Ser Val 

    130                 135                 140                 

Ser Gly Ala Pro Gly Gln Arg Val Thr Ile Ser Cys Thr Gly Ser Ser 
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145                 150                 155                 160 

Ser Asn Ile Gly Ala Gly Tyr Asp Val His Trp Tyr Gln His Leu Pro 

                165                 170                 175     

Gly Thr Ala Pro Lys Leu Leu Ile Tyr Gly Asn Ser Asn Arg Pro Ser 

            180                 185                 190         

Gly Val Pro Asp Arg Phe Ser Gly Ser Lys Ser Gly Thr Ser Ala Ser 

        195                 200                 205             

Leu Ala Ile Thr Gly Leu Gln Ala Glu Asp Glu Thr Asp Tyr Phe Cys 

    210                 215                 220                 

Gln Ser Tyr Asp Ser Ser Leu Ser Ala Trp Val Phe Gly Gly Gly Thr 

225                 230                 235                 240 

Lys Val Thr Val Leu Gly 

                245     

<210>  99

<211>  735

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic Polynucleotide

<400>  99

caggtgcagc tgcaggagtc ggggggaggc ttggtacagc ctggggggtc cctgagactc       60

tcctgtgcag cctctggatt cacctttagc agctatgcca tgagctgggt ccgccaggct      120

ccagggaagg ggctggagtg ggtctcagct attagtggta gtggtggtag cacatactac      180

gcagactccg tgaagggccg gttcaccatc tccagagaca attccaagaa cacgctgtat      240

ctgcaaatga acagcctgag agccgaggac acggccgtat attactgtgc gaaaattgga      300

cggtatagca gcagcttggg gtactggggc cagggcaccc tggtcaccgt ctcctcaggt      360

ggcggcggtt ccggaggtgg tggttctggc ggtggtggca gccagtctgt gctgactcag      420

ccaccctcag tgtctggggc cccagggcag agggtcacaa tctcctgcac tgggagcagc      480

tccaacatcg ggagaggtta taatgtacac tggtaccagc agcttccagg aacagccccc      540

aaactcctca tctatgataa cacgaatcgg ccctcagggg tccctgcccg attctctggc      600

tccaagtctg ccacgtcagc ctccctggcc atcactgggc tccaggctga cgatgaggct      660

gattattact gccagtcgta tgacagcggc ctgagatggg tgttcggcgg ggggaccaag      720

ctgaccctcc tacgt                                                       735
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<210>  100

<211>  245

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic Polypeptide

<400>  100

Gln Val Gln Leu Gln Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly 

1               5                   10                  15      

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

            20                  25                  30          

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

        35                  40                  45              

Ser Ala Ile Ser Gly Ser Gly Gly Ser Thr Tyr Tyr Ala Asp Ser Val 

    50                  55                  60                  

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

65                  70                  75                  80  

Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys 

                85                  90                  95      

Ala Lys Ile Gly Arg Tyr Ser Ser Ser Leu Gly Tyr Trp Gly Gln Gly 

            100                 105                 110         

Thr Leu Val Thr Val Ser Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly 

        115                 120                 125             

Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gln Ser Val Leu Thr Gln Pro Pro Ser Val 

    130                 135                 140                 

Ser Gly Ala Pro Gly Gln Arg Val Thr Ile Ser Cys Thr Gly Ser Ser 

145                 150                 155                 160 

Ser Asn Ile Gly Arg Gly Tyr Asn Val His Trp Tyr Gln Gln Leu Pro 

                165                 170                 175     

Gly Thr Ala Pro Lys Leu Leu Ile Tyr Asp Asn Thr Asn Arg Pro Ser 

            180                 185                 190         

Gly Val Pro Ala Arg Phe Ser Gly Ser Lys Ser Ala Thr Ser Ala Ser 
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        195                 200                 205             

Leu Ala Ile Thr Gly Leu Gln Ala Asp Asp Glu Ala Asp Tyr Tyr Cys 

    210                 215                 220                 

Gln Ser Tyr Asp Ser Gly Leu Arg Trp Val Phe Gly Gly Gly Thr Lys 

225                 230                 235                 240 

Leu Thr Leu Leu Arg 

                245 

<210>  101

<211>  735

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic Polynucleotide

<400>  101

caggtgcagc tggtgcagtc tgggggaggc ttggtacagc ctggggggtc cctgagactc       60

tcctgtgcag cctctggatt cacctttagc agctatgcca tgagctgggt ccgccaggct      120

ccagggaagg ggctggagtg ggtctcagct attagtggta gtggtggtag cacatactac      180

gcagactccg tgaagggccg gttcaccatc tccagagaca attccaagaa cacgctgtat      240

ctgcaaatga acagcctgag agccgaggac acggccgtat attactgtgc gacgtacggt      300

gactacggca gcctcgacta ctggggccag ggcaccctgg tcaccgtctc ctcaggtggc      360

ggcggttccg gaggtggtgg ttctcgcggt ggtggcagcc agtctgtgct gactcagcca      420

ccctcagtgt ctggggcccc agggcagagg gtcaccatct cctgcactgg gagcagctcc      480

aacatcgggg caggttatga tgtacactgg taccagcagc ttccaggaac agcccccaaa      540

ctcctcatct atgctaacaa caatcggccc tcaggggtcc ctgaccgatt ctctggctcc      600

aagtctggca cctcagcctc cctggccatc actgggctcc aggctgagga tgaggctgat      660

tattactgcc agtcctatga cagcagcctg agggcttggg tgttcggcgg agggaccaag      720

ctggccgtcc tgggt                                                       735

<210>  102

<211>  245

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic Polypeptide

<400>  102
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Gln Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly 

1               5                   10                  15      

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

            20                  25                  30          

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

        35                  40                  45              

Ser Ala Ile Ser Gly Ser Gly Gly Ser Thr Tyr Tyr Ala Asp Ser Val 

    50                  55                  60                  

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

65                  70                  75                  80  

Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys 

                85                  90                  95      

Ala Thr Tyr Gly Asp Tyr Gly Ser Leu Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr 

            100                 105                 110         

Leu Val Thr Val Ser Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser 

        115                 120                 125             

Arg Gly Gly Gly Ser Gln Ser Val Leu Thr Gln Pro Pro Ser Val Ser 

    130                 135                 140                 

Gly Ala Pro Gly Gln Arg Val Thr Ile Ser Cys Thr Gly Ser Ser Ser 

145                 150                 155                 160 

Asn Ile Gly Ala Gly Tyr Asp Val His Trp Tyr Gln Gln Leu Pro Gly 

                165                 170                 175     

Thr Ala Pro Lys Leu Leu Ile Tyr Ala Asn Asn Asn Arg Pro Ser Gly 

            180                 185                 190         

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

        195                 200                 205             

Ala Ile Thr Gly Leu Gln Ala Glu Asp Glu Ala Asp Tyr Tyr Cys Gln 

    210                 215                 220                 

Ser Tyr Asp Ser Ser Leu Arg Ala Trp Val Phe Gly Gly Gly Thr Lys 

225                 230                 235                 240 

Leu Ala Val Leu Gly 
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                245 

<210>  103

<211>  735

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic Polynucleotide

<400>  103

caggtgcagc tggtgcagtc tgggggaggc ttggtacagc ctggggggtc cctgagactc       60

tcctgtgcag cctctggatt cccctttagc agctatgcca tgagctgggt ccgccaggct      120

ccagggaagg ggctggagtg ggtctcagct attagtgcta atggtggtac cacatactac      180

gcagactccg tgaagggccg gttcaccatc tccagagaca attccaagaa cacgctgtat      240

ctgcaaatga acagcctgag agccgaggac acggccgtat attactgtgc gaataatggg      300

aactatcgcg gtgcttttga tatctggggc caagggacaa tggtcaccgt ctcttcaggt      360

ggcggcggtt ccggaggtgg tggttctggc ggtggtggca gccagtctgt gctgactcag      420

ccaccctcag tgtctggggc cccagggcag aggatcacca tctcctgcac tgggaccagc      480

tccaacatcg gggcaggtta tgatgtacac tggtaccagc aacttccagg agcagccccc      540

agagtcctca tctatggtaa caacaatcgg ccctcagggg tccctgaccg attctctggc      600

tccaagtctg gcacctcagc ctccctggcc atcactgggc tccagtctga ggatgaggct      660

gattattact gtcagtccta tgacaagagt ctgagttggg tgttcggcgg agggaccaag      720

ctgaccgtcc tacgt                                                       735

<210>  104

<211>  245

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic Polynucleotide

<400>  104

Gln Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly 

1               5                   10                  15      

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Pro Phe Ser Ser Tyr 

            20                  25                  30          

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

        35                  40                  45              
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Ser Ala Ile Ser Ala Asn Gly Gly Thr Thr Tyr Tyr Ala Asp Ser Val 

    50                  55                  60                  

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

65                  70                  75                  80  

Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys 

                85                  90                  95      

Ala Asn Asn Gly Asn Tyr Arg Gly Ala Phe Asp Ile Trp Gly Gln Gly 

            100                 105                 110         

Thr Met Val Thr Val Ser Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly 

        115                 120                 125             

Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gln Ser Val Leu Thr Gln Pro Pro Ser Val 

    130                 135                 140                 

Ser Gly Ala Pro Gly Gln Arg Ile Thr Ile Ser Cys Thr Gly Thr Ser 

145                 150                 155                 160 

Ser Asn Ile Gly Ala Gly Tyr Asp Val His Trp Tyr Gln Gln Leu Pro 

                165                 170                 175     

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

            180                 185                 190         

Gly Val Pro Asp Arg Phe Ser Gly Ser Lys Ser Gly Thr Ser Ala Ser 

        195                 200                 205             

Leu Ala Ile Thr Gly Leu Gln Ser Glu Asp Glu Ala Asp Tyr Tyr Cys 

    210                 215                 220                 

Gln Ser Tyr Asp Lys Ser Leu Ser Trp Val Phe Gly Gly Gly Thr Lys 

225                 230                 235                 240 

Leu Thr Val Leu Arg 

                245 

<210>  105

<211>  747

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic Polynucleotide

<400>  105
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caggtgcagc tggtgcagtc tgggggaggc ttggtacagc ctggggggtc cctgagactc       60

tcctgtgcag cctctggatt cacctttagc agctatgcca tgagctgggt ccgccaggct      120

ccagggaagg ggctggagtg ggtctcagct attagtggta gtggtgttag cacatactac      180

gcagactccg tgaagggccg cttcaccatc tccagagaca attccaagaa cacgctgtat      240

ttgcaaatga acagcctgag agccgaggac acggccgtat attactgtgc gaaatattgt      300

agtagtacca gctgctatcg cggtatggac gtctggggca aaggcaccct ggtcaccgtc      360

tcctcaggtg gcggcggttc cggaggtggt ggttctcgcg gtggtggcag ccagtctgtg      420

ctgactcagc caccctcagt gtctggggcc ccagggcaga gggtcaccat ctcctgcact      480

gggagcagct ccaacatcgg ggcaggttat gatgtacact ggtaccagca gcttccagga      540

acagccccca aactcctcat ctatgctaac aacaatcggc cctcaggggt ccctgaccga      600

ttctctggct ccaagtctgg cacctcagcc tccctggcca tcactgggct ccaggctgag      660

gatgaggctg attattactg ccagtcctat gacagcagcc tgagggcttg ggtgttcggc      720

ggagggacca agctggccgt cctgggt                                          747

<210>  106

<211>  249

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic Polypeptide

<400>  106

Gln Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly 

1               5                   10                  15      

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

            20                  25                  30          

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

        35                  40                  45              

Ser Ala Ile Ser Gly Ser Gly Val Ser Thr Tyr Tyr Ala Asp Ser Val 

    50                  55                  60                  

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

65                  70                  75                  80  

Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys 

                85                  90                  95      
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Ala Lys Tyr Cys Ser Ser Thr Ser Cys Tyr Arg Gly Met Asp Val Trp 

            100                 105                 110         

Gly Lys Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly 

        115                 120                 125             

Gly Gly Gly Ser Arg Gly Gly Gly Ser Gln Ser Val Leu Thr Gln Pro 

    130                 135                 140                 

Pro Ser Val Ser Gly Ala Pro Gly Gln Arg Val Thr Ile Ser Cys Thr 

145                 150                 155                 160 

Gly Ser Ser Ser Asn Ile Gly Ala Gly Tyr Asp Val His Trp Tyr Gln 

                165                 170                 175     

Gln Leu Pro Gly Thr Ala Pro Lys Leu Leu Ile Tyr Ala Asn Asn Asn 

            180                 185                 190         

Arg Pro Ser Gly Val Pro Asp Arg Phe Ser Gly Ser Lys Ser Gly Thr 

        195                 200                 205             

Ser Ala Ser Leu Ala Ile Thr Gly Leu Gln Ala Glu Asp Glu Ala Asp 

    210                 215                 220                 

Tyr Tyr Cys Gln Ser Tyr Asp Ser Ser Leu Arg Ala Trp Val Phe Gly 

225                 230                 235                 240 

Gly Gly Thr Lys Leu Ala Val Leu Gly 

                245                 

<210>  107

<211>  738

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic Polynucleotide

<400>  107

caggtgcagc tggtgcagtc tgggggaggc ttggtacagc ctggggggtc cctgagactc       60

tcctgtgcag cctctgaatt cacctttggt acctatgcca tgacctgggt ccgccaggct      120

ccagggaagg ggctggagtg ggtctcggct gttagtggta gtggtggtag cacatactac      180

gcagactccg tgaagggccg gttcaccatc tccagagaca attccaggaa cacgctgtat      240

ctgcaaatga acagcctgag agccgatgac acggccgtgt attactgtgc aagaggcccg      300

gtattacgat atggctttga tatctggggc caagggacaa tggtcaccgt ctcttcaggt      360
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ggcggcggtt ccggaggtgg tggttctggc ggtggtggca gccagtctgt gctgactcag      420

ccaccctcag tctctggggc cccagggcag aggatcacca tctcctgcac tgggagcagg      480

tccaacatcg gggcagatta tgatgtacac tggtaccagc agcttccagg aacagccccc      540

aaactcctca tctatgctaa caacaatcgg ccctcagggg tccctggtcg attctctgcc      600

tccaagtctg gcacctcagc ctccctggcc atcagtgggc tccaggctga ggatgaggct      660

gattattact gccagtcgta tgacagcagc ctgagggctt gggtgttcgg cggagggacc      720

aagctggccg tcctgggt                                                    738

<210>  108

<211>  246

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic Polypeptide

<400>  108

Gln Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly 

1               5                   10                  15      

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Glu Phe Thr Phe Gly Thr Tyr 

            20                  25                  30          

Ala Met Thr Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val 

        35                  40                  45              

Ser Ala Val Ser Gly Ser Gly Gly Ser Thr Tyr Tyr Ala Asp Ser Val 

    50                  55                  60                  

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

65                  70                  75                  80  

Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Asp Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys 

                85                  90                  95      

Ala Arg Gly Pro Val Leu Arg Tyr Gly Phe Asp Ile Trp Gly Gln Gly 

            100                 105                 110         

Thr Met Val Thr Val Ser Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly 

        115                 120                 125             

Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gln Ser Val Leu Thr Gln Pro Pro Ser Val 

    130                 135                 140                 
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Ser Gly Ala Pro Gly Gln Arg Ile Thr Ile Ser Cys Thr Gly Ser Arg 

145                 150                 155                 160 

Ser Asn Ile Gly Ala Asp Tyr Asp Val His Trp Tyr Gln Gln Leu Pro 

                165                 170                 175     

Gly Thr Ala Pro Lys Leu Leu Ile Tyr Ala Asn Asn Asn Arg Pro Ser 

            180                 185                 190         

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

        195                 200                 205             

Leu Ala Ile Ser Gly Leu Gln Ala Glu Asp Glu Ala Asp Tyr Tyr Cys 

    210                 215                 220                 

Gln Ser Tyr Asp Ser Ser Leu Arg Ala Trp Val Phe Gly Gly Gly Thr 

225                 230                 235                 240 

Lys Leu Ala Val Leu Gly 

                245     

<210>  109

<211>  735

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic Polynucleotide

<400>  109

caggtgcagc tgcaggagtc ggggggaggc ttggtccagc ctggggggtc cctgagactc       60

tcctgtgcag cctctggatt cacctttagc agctatgcca tgagctgggt ccgccaggct      120

ccagggaagg ggctggagtg ggtctcagct attagtggta gtggtggtag cacatactac      180

gcagactccg tgaagggccg gttcaccatc tccagagaca attccaagaa cacgctgtat      240

ctgcaaatga acagcctgag agccgaggac acggccgtat attactgtgc gaggtcccat      300

agcagtggag gatttgacta ctggggccag ggaaccctgg tcaccgtctc ctcaggtggc      360

ggcggttccg gaggtggtgg ttctggcggt ggtggcagcc agtctgtgct gactcagcca      420

ccctcagtgt ctggggcccc agggcagagg gtcacaatct cctgcactgg gagcagctcc      480

aacatcggga gaggttataa tgtacactgg taccagcagc ttccaggaac agcccccaaa      540

ctcctcatct atggtaacac caatcggccc tcaggggtcc ctgaccgatt ctctggctcc      600

aagtctggca cctcagcctc cctggccatc actgggctcc aggctgagga tgagggtgat      660

tattactgcc agtcctatga cagcagcctg agtgcttggg tgttcggcgg ggggaccaag      720
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ctgaccgtcc taggt                                                       735

<210>  110

<211>  245

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic Polypeptide

<400>  110

Gln Val Gln Leu Gln Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly 

1               5                   10                  15      

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

            20                  25                  30          

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

        35                  40                  45              

Ser Ala Ile Ser Gly Ser Gly Gly Ser Thr Tyr Tyr Ala Asp Ser Val 

    50                  55                  60                  

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

65                  70                  75                  80  

Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys 

                85                  90                  95      

Ala Arg Ser His Ser Ser Gly Gly Phe Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr 

            100                 105                 110         

Leu Val Thr Val Ser Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser 

        115                 120                 125             

Gly Gly Gly Gly Ser Gln Ser Val Leu Thr Gln Pro Pro Ser Val Ser 

    130                 135                 140                 

Gly Ala Pro Gly Gln Arg Val Thr Ile Ser Cys Thr Gly Ser Ser Ser 

145                 150                 155                 160 

Asn Ile Gly Arg Gly Tyr Asn Val His Trp Tyr Gln Gln Leu Pro Gly 

                165                 170                 175     

Thr Ala Pro Lys Leu Leu Ile Tyr Gly Asn Thr Asn Arg Pro Ser Gly 

            180                 185                 190         
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Val Pro Asp Arg Phe Ser Gly Ser Lys Ser Gly Thr Ser Ala Ser Leu 

        195                 200                 205             

Ala Ile Thr Gly Leu Gln Ala Glu Asp Glu Gly Asp Tyr Tyr Cys Gln 

    210                 215                 220                 

Ser Tyr Asp Ser Ser Leu Ser Ala Trp Val Phe Gly Gly Gly Thr Lys 

225                 230                 235                 240 

Leu Thr Val Leu Gly 

                245 
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