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명 세 서

청구범위

청구항 1 

(a) 복수 개의 에피토프(epitope)를 포함하는 하나 또는 복수 개의 단리된 단백질(isolated protein)로서, 여기

서, 복수 개의 에피토프는 2개 이상의 상이한 CMV 항원으로부터 유래되는 하나 또는 복수 개의 단리된 단백질;

(b) CMV 외피 단백질(envelope protein), 또는 이의 단편, 변이체, 또는 유도체; 및

(c) TLR9 효능제(agonist)를 포함하는 제약 조성물.

청구항 2 

제1항에 있어서, 조성물이, 대상체(subject)에게 투여되는 경우, 체액성 면역 반응(humoral immune response)

및 세포 매개 면역 반응, 예컨대, 세포독성 T-림프구 면역 반응을 유도 또는 유발할 수 있는 제약 조성물.

청구항 3 

제1항에 있어서, 하나 또는 복수 개의 단리된 단백질이 2개 이상의 상이한 CMV 항원으로부터의 복수 개의 에피

토프 중 2개 이상을 포함하는 폴리토프(polytope) 단백질이거나, 또는 이를 포함하는 제약 조성물.

청구항 4 

제3항에 있어서, 폴리토프 단백질이 적어도 2개의 상기 에피토프 사이에 개재(intervening) 아미노산 서열을 포

함하고, 여기서, 개재 아미노산 서열이 프로테아좀 유리(liberation) 아미노산 서열을 포함하는 제약 조성물.

청구항 5 

제4항에 있어서, 프로테아좀 유리 아미노산 또는 아미노산 서열이 AD, K 및/또는 R을 포함하는 제약 조성물.

청구항 6 

제1항 내지 제5항 중 어느 한 항에 있어서, 에피토프가 HLA 클래스 I 특이성 HLA-A1, -A2, -A3, -A11, -A23,

-A24, -A26, -A29, -A30, -B7, -B8, -B18, -B27, -B35, -B38, -B40, -B41, -B44, -B51, -B57, -B58 및/또는

-CW6에 의해 제한되는 제약 조성물.

청구항 7 

제1항 내지 제6항 중 어느 한 항에 있어서, 에피토프가 pp50, pp65, pp150, DNAse 및/또는 IE-1로부터 유래되는

제약 조성물.

청구항 8 

제7항에 있어서, 에피토프가 표 1의 서열 번호: 1-20에 제시된 아미노산 서열, 이의 단편, 변이체 또는 유도체

및 이의 임의의 조합으로 구성된 군으로부터 선택되는 아미노산 서열을 갖는 제약 조성물.

청구항 9 

제8항에 있어서, 하나 또는 복수 개의 단리된 단백질이 서열 번호: 1-20에 제시된 각각의 에피토프 아미노산 서

열을 포함하는 제약 조성물.

청구항 10 

제1항 내지 제9항 중 어느 한 항에 있어서, 하나 또는 복수 개의 단리된 단백질이 서열 번호: 21에 제시된 아미

노산 서열 또는 이의 단편, 변이체, 또는 유도체를 포함하는 제약 조성물.

청구항 11 
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제1항 내지 제10항 중 어느 한 항에 있어서, 하나 또는 복수 개의 단리된 단백질이 스무 개 (20) 이하의 에피토

프를 포함하는 제약 조성물.

청구항 12 

제1항  내지  제11항  중  어느  한  항에  있어서,  약제학적으로  허용되는  담체(carrier),  희석제,  또는  부형제

(excipient)를 추가로 포함하는 제약 조성물.

청구항 13 

제1항 내지 제12항 중 어느 한 항에 있어서, CMV 외피 단백질이 CMV 당단백질 B, 또는 이의 단편, 변이체, 또는

유도체이거나, 또는 이를 포함하는 제약 조성물.

청구항 14 

제1항 내지 제13항 중 어느 한 항에 있어서, TLR9 효능제가 CpG ODN1018 및/또는 CpG ODN2006이거나, 또는 이

를 포함하는 제약 조성물.

청구항 15 

CMV에 대한 방어 면역 반응(protective immune response)을 유발하기 위한, 제1항 내지 제14항 중 어느 한 항

의 제약 조성물을 포함하는 백신(vaccine).

청구항 16 

대상체에게 치료 유효량의, 

(a) 복수 개의 에피토프를 포함하는 하나 또는 복수 개의 단리된 단백질로서, 여기서, 복수 개의 에피토프는 2

개 이상의 상이한 CMV 항원으로부터 유래되는 하나 또는 복수 개의 단리된 단백질;

(b) CMV 외피 단백질, 또는 이의 단편, 변이체, 또는 유도체; 및

(c) TLR9 효능제를 포함하는 제약 조성물을 투여함으로써, 대상체에서 CMV 감염을 예방 또는 치료하는 단계를

포함하는, 대상체에서 CMV 감염을 치료 또는 예방하는 방법.

청구항 17 

대상체에게 치료 유효량의, 

(a) 복수 개의 에피토프를 포함하는 하나 또는 복수 개의 단리된 단백질로서, 여기서, 복수 개의 에피토프는 2

개 이상의 상이한 CMV 항원으로부터 유래되는 하나 또는 복수 개의 단리된 단백질;

(b) CMV 외피 단백질, 또는 이의 단편, 변이체, 또는 유도체; 및

(c) TLR9 효능제를 포함하는 제약 조성물을 투여함으로써, 대상체에서 CMV 항원에 대한 면역 반응을 유발하는

단계를 포함하는, 대상체에서 CMV 항원에 대한 면역 반응을 유발하는 방법.

청구항 18 

제17항에 있어서, 면역 반응이 체액성 면역 반응 및 세포 매개 면역 반응, 예컨대, 세포독성 T-림프구 면역 반

응이거나, 또는 이를 포함하는 방법.

청구항 19 

제17항 또는 제18항에 있어서, 대상체에서 CMV 또는 CMV 감염에 대한 방어 면역 반응을 유발하는 방법.

청구항 20 

대상체에게 치료 유효량의, 

(a) 복수 개의 에피토프를 포함하는 하나 또는 복수 개의 단리된 단백질로서, 여기서, 복수 개의 에피토프는 2

개 이상의 상이한 CMV 항원으로부터 유래되는 하나 또는 복수 개의 단리된 단백질;
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(b) CMV 외피 단백질, 또는 이의 단편, 변이체, 또는 유도체; 및

(c) TLR9 효능제를 포함하는 제약 조성물을 투여함으로써, 대상체에서 CMV 감염에 대한 면역을 유도하는 단계를

포함하는, 대상체에서 CMV 감염에 대한 면역을 유도하는 방법.

청구항 21 

제16항 내지 제20항 중 어느 한 항에 있어서, 대상체가 인간인 방법.

청구항 22 

제16항 내지 제21항 중 어느 한 항에 있어서, 제약 조성물이 제1항 내지 제14항 중 어느 한 항의 것인 방법.

청구항 23 

서열 번호: 1-20에 제시된 각각의 에피토프 아미노산 서열, 또는 이의 단편, 변이체 또는 유도체를 포함하는 단

리된 단백질.

청구항 24 

제23항에 있어서, 단리된 단백질이 서열 번호: 21에 제시된 아미노산 서열, 또는 이의 단편, 변이체, 또는 유도

체를 포함하는 단리된 단백질.

청구항 25 

제23항 또는 제24항의 단리된 단백질을 코딩하는(encoding) 단리된 핵산.

발명의 설명

기 술 분 야

관련 출원[0001]

본 출원은 2020년 4월 28일 출원된 오스트레일리아 가출원 번호 2020901334  (발명의 명칭: "Pharmaceutical[0002]

Composition")를 우선권 주장하고, 상기 가출원의 전체 내용 그 전문이 본원에서 참조로 포함된다.

기술 분야[0003]

본 발명은 인간 헤르페스바이러스 면역요법에 관한 것이다.  특히, 본 발명은, 면역요법에서 사용될 때, 제한[0004]

없이, 방어 및 지속가능한 체액성 및 세포 매개 면역 반응을 유발할 수 있는, 다중 인간 사이토메갈로바이러스

(CMV) 항원으로부터 유래된 복수 개의 에피토프를 포함하는 하나 이상의 재조합 단백질, CMV 외피 당단백질, 및

TLR 효능제를 포함하는 백신 조성물에 관한 것이다. 

배 경 기 술

본 발명의 배경[0005]

건강한 개체에서 1차 CMV는 일반적으로 무증상이며, 때때로 재활성화되고, 점막 표면으로부터 배출되는 잠복 상[0006]

태를 확립한다.  일부 경우에, 1차 CMV 감염은 엡스타인-바(Epstein-Barr) 바이러스에 의해 유발되는 것과 유사

한 단핵구증(mononucleosis) 유사 질병의 임상 증상을 동반한다.  CMV가 심각한 이환율과 사망률을 유발하는 두

가지 중요한 임상 환경이 있다.  이는 선천적 1차 감염 및 면역억제된 성인에서 바이러스의 1차 또는 재활성화

를 포함한다.

CMV의 면역학, 병리학 및 분자 생물학에 대한 최근의 이해에 따르면, CMV 관련 질환으로부터의 방어는 체액성[0007]

및 세포성 면역, 둘 모두에 의해 매개되는 바, CMV에 대한 이상적인 백신(vaccine)은 체액성 및 세포성 반응,

둘 모두를 유도해야 하는 것으로 제안되었다.  불행하게도, CMV 백신을 개발하고자 하는 최근의 시도는 제한된

성공을 보여주었다.  이러한 CMV 백신 전략법은 당단백질 B (gB), pp65 및 IE-1을 잠재적 표적으로 평가했으며,

약독화된  CMV  Towne  균주  (문헌  [Jacobson,  Sinclair  et  al.  2006]),  전장  항원  및  에피토프를  코딩하는

(encoding) 재조합 바이러스 벡터 (문헌 [Bernstein, Reap et al. 2009], [Zhong and Khanna 2009], [La Rosa,

Longmate  et  al.  2017]),  DNA  (문헌 [Wloch,  Smith  et  al.  2008]),  치밀 소체 (문헌 [Pepperl-Klindworth,
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Frankenberg et al. 2002]), 서브유닛 (문헌 [Drulak, Malinoski et al. 2000]) 백신 및 가장 최근, AD169 균

주로부터 유래된 조건부 복제 결함 CMV 백신 (문헌 [Adler, Lewis et al. 2019])을 비롯한, 수많은 전달 플랫폼

에 의해 전달되었다.  수년에 걸쳐, 방어 CD8 세포독성 T 세포 반응을 유발하기 위해서는 바이러스 항원은 외인

성 전달 단백질이 아닌 핵산 형태로 (예컨대, 바이러스 벡터 전달 시스템 또는 DNA 플라스미드를 사용하여) 전

달되어 발현된 폴리펩티드가 적절하게 프로세싱되고, T 세포에 제시될 수 있게 하여야 한다고 믿어져 왔다.  그

러나, 이러한 백신 전달 플랫폼들은 대부분, 특히, 약독화 생백신 및 바이러스 벡터 기반 백신은 예컨대, 장기

간  이론적으로  인지되는  건강상  위험  및  기존  면역과  같은  몇  가지  규제  문제를  제기하였다  (문헌  [Lee,

Markham et al. 2012]).

따라서, 면역원성 및 이의 안전성 문제를 비롯한, 선행 기술의 백신이 갖는 하나 이상의 결함을 극복하는, CMV[0008]

감염 및 재활성화를 예방하기 위한 백신 제제가 여전히 요구되고 있다.

발명의 내용

요약[0009]

본 발명은 지속가능한 방어 면역 반응(protective immune response)을 유발할 수 있는 안전한 전달 기술을 이용[0010]

하는 헤르페스바이러스, 및 특히 CMV, 면역요법 개발에 대한 필요를 해결한다.  본 발명은 발육 중인 태아, 및

면역상 손상된 개체, 예컨대, 고형 장기 및 조혈 줄기 세포 이식체 수용자 및 진행성 HIV 질환 환자에의 CMV 연

관 손상 위험을 감소시키는 것에 관한 것이다.

본 발명은 놀랍게도, 개체에게 투여된, 톨-유사 수용체를 활성화시키는, 다중 인간 CMV 항원을 함유하는 폴리에[0011]

피토프 단백질, CMV 외피 당단백질 및 CpG 올리고뉴클레오티드를 포함하는 백신 조성물이 지속가능한 방어 체액

성 및 세포 매개 면역 반응을 유발할 수 있다는 발견으로부터 이루어지게 되었다. 

따라서, 본 발명은 광범위하게 2개 이상의 상이한 CMV 항원으로부터의 복수 개의 에피토프(epitope), 예컨대 세[0012]

포독성 T-림프구 (CTL) 에피토프를 포함하는 하나 이상의 단리된 단백질(isolated protein), CMV 외피 단백질

(envelope protein) 및 TLR 효능제를 포함하는 약제학적 조성물, 및 이의 사용 방법에 관한 것이다.

제1 측면에서, 본 발명은[0013]

(a) 복수 개의 에피토프를 포함하는 하나 또는 복수 개의 단리된 단백질로서, 여기서, 복수 개의 에피토프는 2[0014]

개 이상의 상이한 CMV 항원으로부터 유래되는 하나 또는 복수 개의 단리된 단백질;

(b) CMV 외피 단백질, 또는 이의 단편, 변이체, 또는 유도체; 및[0015]

(c) TLR9 효능제를 포함하는 제약 조성물에 관한 것이다.[0016]

한 실시양태에서, 조성물은 대상체에게 투여되는 경우, 체액성 면역 반응(humoral immune response) 및 세포 매[0017]

개 면역 반응, 예컨대 세포독성 T-림프구 면역 반응을 유도, 또는 유발할 수 있다.  이와 관련하여, 복수 개의

에피토프 중 하나 이상의 것은 CTL 에피토프일 수 있거나, 또는 이를 포함할 수 있다.

적합하게, 하나 또는 복수 개의 단리된 단백질은 2개 이상의 상이한 CMV 항원으로부터 유래되는 복수 개의 에피[0018]

토프 중 2개 이상을 포함하는 폴리토프(polytope) 단백질이거나, 또는 이를 포함한다.  폴리토프 단백질은 개재

(intervening) 아미노산 또는 아미노산 서열을 추가로 포함할 수 있다.  한 실시양태에서, 폴리토프 단백질은

프로테아좀 유리(liberation) 아미노산 또는 아미노산 서열, 예컨대, AD, K 및/또는 R을 포함하는 상기 에피토

프 중 적어도 둘 사이에 개재 아미노산 또는 아미노산 서열을 포함한다.

적합하게, 에피토프는 인간 집단을 광범위하게 커버할 수 있도록 선택된다.  특정 실시양태에서, 에피토프는[0019]

HLA 클래스 I 특이성 HLA-A1, -A2, -A3, -A11, -A23, -A24, -A26, -A29, -A30, -B7, -B8, -B18, -B27, -B35,

-B38, -B40, -B41, -B44, -B51, -B57, -B58 및/또는 -CW6에 의해 제한된다.  더욱 특히, 에피토프는 HLA 클래

스 I 특이성 HLA-A1, -A2, -A3, -A11, -A23, -A24, -B7, -B8, -B18, -B27, -B35, -B40, -B44, -B57, -B58 및/

또는 -CW6에 의해 제한될 수 있다.

적합하게, 에피토프는 하나 이상의 CMV 감염 단계, 예컨대, 감염, 복제 및/또는 패키징을 표적화하도록 선택된[0020]

다.  한 실시양태에서, 에피토프는 pp50, pp65, pp 150, DNAse 및/또는 IE-1로부터 유래되는 것이다.  더욱 특

히, 에피토프는 표 1에 제시된 것 (즉, 서열 번호: 1-20)으로부터 선택되는 아미노산 서열, 이의 단편, 변이체

또는 유도체 또는 이의 임의의 조합을 가질 수 있다.  한 구체적인 실시양태에서, 하나 또는 복수 개의 단리된

단백질은 표 1에 제시된 각각의 에피토프 아미노산 서열 (즉, 서열 번호: 1-20)을 포함한다.  이와 관련하여,
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적합하게는 하나 또는 복수 개의 단리된 단백질은 서열 번호: 21에 제시된 아미노산 서열 또는 이의 단편, 변이

체, 또는 유도체를 포함할 수 있다.

표 1

[0021]

특정 실시양태에서, 하나 또는 복수 개의 단리된 단백질은 스무 개 (20) 이하의 에피토프를 포함한다.[0022]

적합하게, CMV 외피 단백질은 당단백질 B (gB), 당단백질 H (gH), 당단백질 L (gL), 당단백질 M (gM), 당단백질[0023]

N (gN), 당단백질 O (gO), 이의 변이체, 단편 또는 유도체 및 이의 임의의 조합으로 구성된 군으로부터 선택된

다.  한 구체적인 실시양태에서, CMV 외피 단백질은 CMV 당단백질 B, 또는 이의 단편, 변이체, 또는 유도체이거

나, 또는 이를 포함한다.

적합하게, TLR9 효능제는 CpG ODN1018 및/또는 CpG ODN2006을 포함한다.  한 특정 실시양태에서, TLR9 효능제[0024]

는  CpG  ODN1018이거나,  또는  이를  포함한다.   일부  실시양태에서,  TLR9  효능제는  MPL,  CpG  ODN1826,  CpG

ODN2006, CpG ODN2216 및/또는 CpG ODN2336이 아니다.

적합하게, 본 측면의 제약 조성물은 약제학적으로 허용되는 담체(carrier), 희석제, 또는 부형제(excipient)를[0025]

추가로 포함한다.

일부 실시양태에서, 약제학적 조성물 예컨대, TLR9 효능제(agonist) 이외에도 하나 이상의 면역자극성 분자 또[0026]

는 애주번트(adjuvant)를 추가로 포함한다.
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적합하게, 본 측면의 제약 조성물은 대상체에서 CMV 감염과 연관된 질환, 장애 또는 병태의 예방적 또는 치료학[0027]

적 치료 또는 예방에 사용하기에 적합한 면역원성 조성물이다.

제2 측면에서, 본 발명은 CMV 또는 CMV 감염에 대한 방어 면역 반응을 유발하기 위한 제1 측면의 제약 조성물을[0028]

포함하는 백신을 제공한다.

제3 측면에서, 본 발명은 대상체에게 치료 유효량의[0029]

(a) 복수 개의 에피토프를 포함하는 하나 또는 복수 개의 단리된 단백질로서, 여기서, 복수 개의 에피토프는 2[0030]

개 이상의 상이한 CMV 항원으로부터 유래되는 하나 또는 복수 개의 단리된 단백질;

(b) CMV 외피 단백질, 또는 이의 단편, 변이체, 또는 유도체; 및[0031]

(c) TLR9 효능제를 포함하는 제약 조성물을 투여하여 대상체에서 CMV 감염을 예방 또는 치료하는 단계를 포함하[0032]

는, 대상체에서 CMV 감염을 치료 또는 예방하는 방법에 관한 것이다.

제4 측면에서, 본 발명은 대상체에게 치료 유효량의[0033]

(a) 복수 개의 에피토프를 포함하는 하나 또는 복수 개의 단리된 단백질로서, 여기서, 복수 개의 에피토프는 2[0034]

개 이상의 상이한 CMV 항원으로부터 유래되는 하나 또는 복수 개의 단리된 단백질;

(b) CMV 외피 단백질, 또는 이의 단편, 변이체, 또는 유도체; 및[0035]

(c) TLR9 효능제를 포함하는 제약 조성물을 투여하여 대상체에서 면역 반응을 유발하는 단계를 포함하는, 대상[0036]

체에서 CMV 항원에 대한 면역 반응을 유발하는 방법을 제공한다.

한 실시양태에서, 면역 반응은 체액성 면역 반응 및/또는 세포 매개 면역 반응, 예컨대, 세포독성 T-림프구 면[0037]

역 반응이거나, 또는 이를 포함한다.

본 측면의 방법은 적합하게 대상체에서 CMV 또는 CMV 감염에 대한 방어 면역 반응을 유발한다.[0038]

제5 측면에서, 본 발명은 대상체에게 치료 유효량의[0039]

(a) 복수 개의 에피토프를 포함하는 하나 또는 복수 개의 단리된 단백질로서, 여기서, 복수 개의 에피토프는 2[0040]

개 이상의 상이한 CMV 항원으로부터 유래되는 하나 또는 복수 개의 단리된 단백질;

(b) CMV 외피 단백질, 또는 이의 단편, 변이체, 또는 유도체; 및[0041]

(c) TLR9 효능제를 포함하는 제약 조성물을 투여하여 대상체에서 CMV 감염에 대한 유도하는 단계를 포함하는,[0042]

대상체에서 CMV 감염에 대한 유도하는 방법에 관한 것이다.

본 측면의 방법은 적합하게 CMV 감염에 대한 방어 면역 반응을 유도한다.[0043]

또 다른 실시양태에서, 본 방법은 적합하게 CMV 감염에 대한 체액성 면역 반응 및/또는 세포 매개 면역 반응,[0044]

예컨대, 세포독성 T-림프구 면역 반응을 유도한다.

적합하게, 상기 언급된 3개의 측면에 따라, 대상체는 포유동물이다.  더욱 바람직하게, 대상체는 인간이다.[0045]

제3, 제4 및 제5 측면의 방법을 참조하면, 제약 조성물은 적합하게는 제1 측면의 것이다[0046]

제6 측면에서, 본 발명은 서열 번호: 1-20에 제시된 각각의 에피토프 아미노산 서열 또는 이의 단편, 변이체,[0047]

또는 유도체를 포함하는 단리된 단백질에 관한 것이다.

적합하게, 단리된 단백질은 서열 번호: 21에 제시된 아미노산 서열 또는 이의 단편, 변이체, 또는 유도체를 포[0048]

함하거나, 본질적으로 이로 구성되거나, 또는 이로 구성된다.

특정 실시양태에서, 단리된 단백질은 상기 언급된 3개 측면의 방법에서 사용하기 위한 것이다.[0049]

제7 측면에서, 본 발명은 제6 측면의 단리된 단백질을 코딩하는 단리된 핵산을 제공한다.[0050]

제8 측면에서, 본 발명은 제7 측면의 단리된 핵산을 포함하는 유전자 작제물(construct)에 관한 것이다.[0051]

제9 측면에서, 본 발명은 제7 측면의 단리된 핵산 및/또는 제8 측면의 유전자 작제물을 포함하는 숙주 세포에[0052]

관한 것이다.

제10 측면에서, 본 발명은 (i) 제9 측면의 숙주 세포를 배양하는 단계; 및 (ii) 단계 (i)에서 배양된 상기 숙주[0053]
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세포로부터 상기 단리된 단백질을 단리시키는 단계를 포함하는, 제6 측면의 단리된 단백질을 제조하는 방법을

제공한다. 

본원에서 사용되는 바, '하나'('a' 및 'an')라는 부정관사는 본원에서 단수 또는 복수의 요소들 또는 특징들을[0054]

지칭하거나, 또는 포함하는 것으로 사용되며,  "하나" 또는 "단일" 요소 또는 특징을 의미하거나, 또는 정의하

는 것으로 간주되어서는 안된다.  예를 들어, "하나"의 단백질은 한 단백질, 하나 이상의 단백질 또는 복수 개

의 단백질을 포함한다.

문맥상 달리 요구하지 않는 한, "포함하다(comprise)," "포함하다(comprises)" 및 "포함하는(comprising)"이라[0055]

는 용어, 또는 유사 용어들은 비배타적 포함을 의미하며, 요소들 또는 특징들의 언급된 목록은 언급 또는 열거

된 요소들만을 포함하는 것이 아니라, 언급 또는 열거되지 않은 다른 요소들 또는 특징들도 포함할 수 있다.

아미노산 서열, 예컨대, 단리된 단백질과 관련하여 "본질적으로 ~으로 구성된"이란, N- 또는 C-말단에서 추가의[0056]

1개, 2개 또는 3개의 아미노산을 함께 갖는 언급된 아미노산 서열을 의미한다.

도면의 간단한 설명

도면의 간단한 설명[0057]

본 발명이 보다 쉽게 이해되고, 실제 효과가 발휘될 수 있도록 하기 위해, 본 발명의 바람직한 실시양태는 단지

예로서 첨부 도면을 참조하여 설명될 것이다.

도 1: CMVpoly20PL-NH 단백질을 코딩하는 뉴클레오티드 및 아미노산 서열.

도  2:  CMVpoly20PL-NH  단백질  발현,  세포  용해,  봉입체  세척  및  단백질  정제의  SDS-PAGE  겔  분석:

CMVpoly20PL-NH를 코딩하는 DNA 서열을 IPTG  유도성 플라스미드 pJexpress 404에 클로닝하고, 단백질 발현을

위해 화학적으로 적격한 E. 콜라이(E. coli) BL21-codonPlus (DE3) RP 숙주로 형질전환하였다.  CMVpoly20PL-

NH 단백질 발현은 mM/mL의 IPTG를 4시간 동안 첨가하여 수행하였다.  4시간 후, SDS-PAGE에서 비-유도 (ui) 및

유도 (ind) 샘플을 분석하여 단백질 유도 발현 수준을 측정하였다 (a).  CMVpoly20PL-NH의 용해도를 측정하기

위해, 세포를 용해하고, 상청액 및 펠릿 분획을 SDS-PAGE 겔 상에서 분석하였다 (b).  단백질이 봉입체 (IB)에

존재하기 때문에, 단백질을 TE 완충제로, 이어서, 100 mM NaH2PO4, 10 mM 트리스, 4M 우레아 pH 7.5를 함유하

는 완충제로 3회 세척하고 (W1 내지 W3), 단백질을 100 mM NaH2PO4, 10 mM 트리스, 2.5 mM DTT, 8M 우레아 pH

5.5 완충제 중에 가용화시킨 후, 이어서, 상청액 (sup) 및 펠릿 분획을 SDS-PAGE 상에서 분석하였다 (c).  IB

가용화 후, SP-세파로스(Sepharose) 및 Q-세파로스 크로마토그래피 기술을 이용하여 CMVpoly20PL-NH 단백질을

정제한 후, 정제된 단백질을 25 mM 글리신 pH 3.8 완충제에 대해 투석하고, 무스탕(Mustang) E 막 (D & E)을 통

해 통과시켰다.

도 3: CMVpoly20PL-NH의 단백질 무손상 질량 분석: 단백질 샘플을 2% 아세토니트릴 및 0.1% 포름산을 이용하여

대략 0.25 ug/uL 농도로 희석시켰다.  샘플 (5 ㎕)을 칼럼에 주입하였다.  칼럼에서 단백질을 탈염하고, 선형

용매 구배 (A: 99.9% 물 + 0.1% 포름산; B:99.9% 아세토니트릴 + 0.1% 포름산)를 사용하여 칼럼으로부터 용출시

켰다. 17,500 분해능으로 600 m/z에서 3800 m/z까지 스캐닝된 Q 이그제큐큐티브(Q Exactive)에서 용리제에 대해

양이온 전자분무 MS 분석을 수행하였다.  단백질 액체 크로마토그래피 용출 프로파일에 대해 단백질 ESI 스펙트

럼  평균을  구하였다.   다중  하전된  단백질  스펙트럼을  써모  프로테인  디컨볼루션  2.0(Thermo  Protein

Deconvolution 2.0) 소프트웨어에 의해 디컨볼루션하였다.

도 4:  CMVpoly20PL-NH  시험관내(in vitro)  면역원성 평가: 대수증식기(log phase)에서의 CMVpoly  단백질 T1

(HLA A2) 세포의 면역원성을 측정하기 위해, 혈청 무함유 RPMI 배지로 배양물을 세척한 후, 1시간 동안 25 ㎍의

CMVpoly20PL-NH 단백질을 펄싱(pulsing)하였다.  CMVpoly20PL-NH 펄싱된 T1 세포를 세척한 후, 10% FCS를 함유

하는 RPMI 중에서 밤새도록 인큐베이션시켰다.  밤새도록 인큐베이션시킨 후, 세포를 세척하고, 1 CD8+ T 세포

: 1 APC 및 4 CD8+ T 세포 : 1APC 비로 CMV HLA A2 제한 에피토프 NLVPMVATV(NLV)-특이적 CD8+ T 세포에 노출

시키고, 4시간 동안 인큐베이션시켰다. ICS 분석에 의해 세포내 IFN-g 발현을 측정하였다.  NLV 펩티드로 펄싱

된 T1 세포 및 펄싱되지 않은 T1 세포를 양성 대조군 및 음성 대조군으로 사용하였다.

도 5: 인간 HLA A24 트랜스제닉 마우스에서의 CpG 1018 단독으로, 또는 다양한 형태의 MPLA와 함께 이용하여 제

제화된 CMV 백신의 면역원성 평가: CMV gB (5 ㎍) 및 CMVpoly20PL-NH (30 ㎍) 단백질을 PHAD (25 ㎍) 및 CpG

1018 (50 ㎍) (G1V), 3D-PHAD (25 ㎍) 및 CpG 1018 (50 ㎍) (G2V), 3D(6-아실)-PHAD (25 ㎍) 및 CpG 1018 (50

㎍) (G3V)과 혼합하여 또는 CpG 1018 (50 ㎍) 단독으로 (G4V) CMV 백신 제제를 제조하였다. 본 발명자들은 양성
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대조군으로서 MPL (25 ㎍) 및 CpG 1826 (50 ㎍) (G5V)과 함께 CMV gB (5 ㎍) 및 CMVpoly20PL-NH (30 ㎍) 단백

질을 제제화하였고, 본 발명자들은 음성 대조군으로서 애주번트 단독으로 (G6C 내지 G10C) 제제화하였다.  인간

HLA A24 트랜스제닉 마우스를 0일째 피하로(subcutaneously) 면역화하고, 21일째 동일한 백신 제제 (V) 또는 애

주번트 단독으로 (C) 부스팅한 후, 28일째 희생시켜 ICS 검정법을 이용하여 CMV-특이적 CD4+ 및 CD8+ T 세포 반

응 및 ELISA를 이용하여 체액성 면역 반응을 평가하였다 (a).  28일째 비장세포를 제조한 후, 브레펠딘 A의 존

재하에 각 CMV CD8+ T 세포 펩티드 (HLA A24 제한 펩티드-QYD & AYA)로 또는 224개의 펩티드 (11개의 aa가 중

첩되는 15  mer)  풀로 구성된 CMV  gB  pepmix로 자극시키고, ICS  검정법을 이용하여 IFN-γ 생산 CMV-특이적

CD4+ T 및 CD8+ T 세포를 측정하였다.  (b)는 HLA A24 트랜스제닉 마우스에서 CMV CD8+ T 세포 펩티드로의 자

극 후의 IFN-γ 생산 CMV-특이적 CD8+ T 세포의 생체외(ex vivo) 비율(%)을 보여주는 것이다.  28일째, 백신접

종된 마우스 및 대조군 마우스로부터의 비장세포를 HLA A24 제한 펩티드로 자극시킨 후, 10일 동안 배양하였다.

10일째, ICS 검정법을 이용하여 T 세포 특이성을 평가하였다.  (c)는 시험관내 CMV HLA A24 제한 CD8+ T 세포

펩티드로의 자극 후 IFN-γ 생산 CMV-특이적 CD8+ T 세포의 비율(%)을 보여주는 것이고, (d)는 CMV 백신 제제로

면역화된 HLA A24 마우스로부터의 시험관내 확장된 CMV-특이적 CD8+ T 세포에 의한 IFN-γ, TNF-α, CD107a 및

IL-2 사이토카인의 발현을 보여주는 것이다.  (e 및 f)는 CMV 백신으로 또는 애주번트 단독으로 면역화한 후,

IFN-γ 생산 CMV gB-특이적 CD4+ T 및 CD8+ T 세포의 생체외 비율(%)을 보여주는 것이다.  오차 막대는 평균 ±

SEM을 나타내고, *, P < 0.05; **, P < 0.01; ***, P < 0.001, ns= 비유의적(not significant) (스튜던트 t 검

정에 의해 결정)인 것을 나타낸다.

도 6: 인간 HLA A24 트랜스제닉 마우스에서의 CMV-특이적 체액성 면역 반응 평가: 0일째 인간 HLA A24 트랜스제

닉 마우스에 CMV gB (5 ㎍) 및 CMVpoly20PL-NH (30 ㎍) 단백질을 PHAD (25 ㎍) 및 CpG 1018 (50 ㎍) (G1V),

3D-PHAD (25 ㎍) 및 CpG 1018 (50 ㎍) (G2V), 3D(6-아실)-PHAD (25 ㎍) 및 CpG 1018 (50 ㎍) (G3V), CpG 1018

(50 ㎍) 단독 (G4V), MPL (25 ㎍) 및 CpG 1826 (50 ㎍) (G5V)과 함께 또는 애주번트 단독으로 (G6C 내지 G10C)

백신접종하고, 21일째 마우스 꼬리를 출혈시키고, 부스터 용량을 제공하였다.  이어서, 28일째 마우스를 희생시

켜 ELISA를 사용하여 체액성 면역 반응을 평가하였다.  (a 및 b)는 21일째 (1차 면역화) 및 28일째 (부스트)의

A24 트랜스제닉 마우스의 혈청 샘플 중의 CMV gB-특이적 항체 역가를 보여주는 것이고, (c)는 21 및 28일째,

HLA  A24  마우스로부터 수득된 풀링된 혈청 샘플 중 CMV  gB-특이적 항체 이소타입 (IgM,  IgA,  IgG1,  IgG2a,

IgG2b 및 IgG3)의 우세도를 보여주는 것이다.

도 7: CMV gB, CMVpoly20PL-NH 및 CpG 1018 백신 제제로의 다중 HLA 트랜스제닉 마우스의 백신접종 후 CMV-특

이적 CD8+ T 세포 반응 평가.  0일째 다중 인간 HLA 트랜스제닉 마우스 (HLA A1, HLA 2, HLA A24, HLA B8 및

HLA B35)를 CpG 1018 (50 ㎍)과 함께 제제화된 CMV gB (5 ㎍) 및 CMVpoly20PL-NH (30 ㎍)로 면역화시켰다.  21

일째, 마우스 꼬리를 출혈시키고, 동일한 백신 제제로 부스팅하였다.  28일째, 마우스를 희생시켜 다중 인간

HLA 트랜스제닉 마우스에서의 CMV-특이적 CD8+ T 세포 면역 반응을 평가하였다 (a).  28일째, 마우스를 희생시

키고, 비장세포를 제조한 후, 이어서, 브레펠딘 A의 존재하에 각 CMV CD8+ T 세포 펩티드 (HLA A1-VTE & YSE;

HLA A2-NLV, VLE & YIL; HLA A24-QYD & AYA; HLA B8-QIK, ELR & ELK; HLA B35-FPT & IPS)로 자극시키고, ICS

검정법을 이용하여 IFN-γ 생산 CMV-특이적 CD8+ T 세포를 측정하였다.  (b)는 CMV CD8+ T 세포 펩티드로의 자

극 후, IFN-γ 생산 CMV-특이적 CD8+ T 세포의 생체외 비율(%)을 보여주는 것이다.  시험관내 자극받은 비장세

포에서의 CMV-특이적 CD8+ T 세포 반응 평가.  면역화 후, 비장세포를 시험관내에서 각 CMV CD8+ T 세포 펩티드

로 자극시키고, 세포를 10일 동안 배양하였다.  10일째, ICS 검정법을 이용하여 T 세포 특이성을 평가하였다.

(c)는 CMV CD8+ T 세포 펩티드로의 시험관내 자극 후, IFN-γ 생산 CMV-특이적 CD8+ T 세포의 비율(%)을 보여주

는 것이다.  (d)는 HLA 트랜스제닉 마우스 1마리로부터의 IFN-γ 생산 CMV-특이적 CD8+ T 세포 (생체외 및 시험

관내 확장)의 빈도의 대표적인 FACS 플롯을 보여주는 것이다.  (e)는 CMV gB, CMVpoly20PL-NH 및 CpG 1018 백

신 제제로 면역화된 HLA 트랜스제닉 마우스로부터의 생체외 및 시험관내 확장된 CMV-특이적 CD8+ T 세포에 의한

IFN-γ, TNF-α, CD107a 및 IL-2 사이토카인의 발현을 보여주는 것이다.  오차 막대는 평균 ± SEM을 나타낸다.

*, P < 0.05; **, P < 0.01; ***, P < 0.001, ns= 비유의적 (스튜던트 t 검정에 의해 결정).

도 8: CMV gB, CMVpoly20PL-NH 및 CpG 1018 백신 제제로의 다중 HLA 트랜스제닉 마우스의 백신접종 후의 CMV

gB-특이적 CD4+ T 세포 반응 평가.  0일째, 인간 HLA 트랜스제닉 마우스 (HLA A1, HLA 2, HLA A24, HLA B8 및

HLA B35)를 CpG 1018 (50 ㎍)과 함께 제제화된 CMV gB (5 ㎍) 및 CMVpoly20PL-NH (30 ㎍)로 면역화시켰다.  21

일째, 마우스 꼬리를 출혈시키고, 동일한 백신 제제로 부스팅하였다.  28일째, 마우스를 희생시켜 다중 인간

HLA 트랜스제닉 마우스에서의 CMV gB-특이적 CD4+ 및 CD8+ T 세포 면역 반응을 평가하였다 (a).  28일째, 마우

스를 희생시키고, 비장세포를 제조한 후, 이어서, 브레펠딘 A의 존재하에 224개의 펩티드 (11개의 aa가 중첩되

는 15 mer) 풀로 구성된 CMV gB pepmix로 자극시키고, ICS 검정법을 이용하여 IFN-γ 생산 CMV gB-특이적 CD4+
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T 세포를 측정하였다.  (a)는 다양한 HLA 트랜스제닉 마우스에서의 CMV gB pepmix로의 자극 후, IFN-γ 생산

CD4+ T 세포의 생체외 비율(%)을 보여주는 것이다.  시험관내 자극받은 비장세포에서의 CMV gB-특이적 CD4+ 및

CD8+ T 세포 반응 평가.  면역화 후, 비장세포를 시험관내에서 224개의 펩티드 (11개의 aa가 중첩되는 15 mer)

풀로 구성된 CMV gB pepmix로 자극시키고, 세포를 10일 동안 배양하였다.  10일째, ICS 검정법을 이용하여 T 세

포 특이성을 평가하였다.  (b)는 CMV gB pepmix로의 시험관내 자극 후, IFN-γ 생산 CMV gB-특이적 CD4+ T 세

포의 비율(%)을 보여주는 것이다.  (c)는 HLA  트랜스제닉 마우스 1마리로부터의 IFN-γ 생산 CMV  gB-특이적

CD4+ T 세포 (생체외 및 시험관내 확장)의 빈도의 대표적인 FACS 플롯을 보여주는 것이다.  (d)는 생체외 및 시

험관내 확장된 CMV gB-특이적 CD4+ T 세포에 의한 IFN-γ, TNF-α, CD107a 및 IL-2 사이토카인의 발현을 보여

주는 것이다.  (e)는 CMV gB, CMVpoly20PL-NH 및 CpG 1018 백신 제제로 면역화된 모든 HLA 트랜스제닉 마우스

로부터의 시험관내 확장된 CMV gB-특이적 CD8+ T 세포의 IFNγ 단독 발현 (막대 그래프) 또는 IFN-γ, TNF-α,

CD107a 및 IL-2 사이토카인 발현 (파이 차트) 또는 FACS 플롯을 보여주는 것이다.  오차 막대는 평균 ± SEM을

나타내고, *, P < 0.05; **, P < 0.01; ***, P < 0.001, ns= 비유의적 (스튜던트 t 검정에 의해 결정)인 것을

나타낸다.

도 9: 다중 인간 HLA 트랜스제닉 마우스에서의 CMV-특이적 체액성 면역 반응 평가.  0일째 인간 HLA 트랜스제닉

마우스 (HLA A1, HLA 2, HLA A24, HLA B8 및 HLA B35)를 CpG 1018 (50 ㎍)과 함께 제제화된 CMV gB (5 ㎍) 및

CMVpoly20PLNH  (30  ㎍)로  면역화시켰다.   21일째,  마우스  꼬리를  출혈시키고,  동일한  백신  제제로

부스팅하였다.  28일째, 마우스를 희생시켜 ELISA를 사용하여 CMV gB-특이적 체액성 면역 반응을 평가하였다.

(a 및 b)는 21일째 (1차 면역화) 모든 인간 HLA 트랜스제닉 마우스의 혈청 샘플 중 CMV gB-특이적 항체 역가 및

풀링된 혈청 샘플 중 CMV gB-특이적 항체 이소타입 (IgM, IgA, IgG1, IgG2a, IgG2b 및 IgG3)의 우세도를 보여

주는 것이다.  (c 및 d)는 28일째 모든 인간 HLA 트랜스제닉 마우스의 혈청 샘플 중 CMV gB-특이적 항체 역가

및 풀링된 혈청 샘플 중 CMV gB-특이적 항체 이소타입 (IgM, IgA, IgG1, IgG2a, IgG2b 및 IgG3)의 우세도를 보

여주는 것이다.  (e 및 f)는 섬유모세포의 AD 169 감염 및 성체 망막 색소 상피 세포 (ARPE-19)의 TB40/E 감염

을 중화시키는, 인간 HLA 트랜스제닉 마우스의 면역화 후 유도된 50% 중화 항체 역가를 보여주는 것이다.  28일

째, 개체 군으로부터의 혈청을 풀링하고, 연속 희석하고, CMV AD169 또는 TB40/E 균주와 함께 사전 인큐베이션

시켰다.  MRC-5 또는 ARPE 19 세포를 혈청 처리된 바이러스로 감염시키고, IE-1/IE-2 미세중화 검정법을 이용하

여 바이러스 감염도를 측정하였다.  오차 막대는 평균 ± SEM을 나타낸다.

도 10: HLA A24 트랜스제닉 마우스에서의 CMV gB, CMVpoly20PL-NH 및 CpG 1018 백신 제제에 의해 유도된 장기

간 지속가능한 CMV 특이적 면역 평가.  0일째 인간 HLA A24 트랜스제닉 마우스를 CpG 1018 (50 ㎍)과 함께 제제

화된 CMV gB (5 ㎍) 및 CMVpoly20PL-NH (30 ㎍)로 면역화시켰다.  21일째, 마우스 꼬리를 출혈시키고, 28일째

및 42일째 및 210일째 동일한 백신 제제로 부스팅하였다.  28, 42, 49, 84, 133, 203 및 217일째 마우스를 희

생시켜 종단 분석을 수행하여 CMV-특이적 T 세포 및 체액성 면역 반응을 평가하였다.  

도 11: HLA A24 트랜스제닉 마우스에서의 CMV gB, CMVpoly20PL-NH 및 CpG 1018 백신 제제에 의해 유도된 장기

간 지속가능한 CMV  특이적-CD8+ T  세포 면역 평가: 0일째 인간 HLA  A24  트랜스제닉 마우스를 CpG  1018  (50

㎍)과 함께 제제화된 CMV gB (5 ㎍) 및 CMVpoly20PL-NH (30 ㎍)로 면역화시켰다.  21 및 42일째, 마우스 꼬리

를 출혈시키고, 21 및 42 및 210일째, 동일한 백신 제제로 부스팅하였다.  28, 42, 49, 84, 133, 203 및 217일

째 마우스를 희생시켜 인간 HLA A24 트랜스제닉 마우스에서 종단 분석을 수행하여 CMV-특이적 CD8+ T 세포 면역

반응을 평가하였다.  희생 당일, 비장세포를 제조한 후, 이어서, 브레펠딘 A의 존재하에 각 CMV CD8+ T 세포 펩

티드 (HLA A24- QYD & AYA)로 자극시키고, ICS 검정법을 이용하여 IFN-γ 생산 CMV-특이적 CD8+ T 세포를 측정

하였다.  시험관내 자극받은 비장세포에서의 CMV-특이적 CD8+ T 세포 반응 평가.  면역화 후, 비장세포를 시험

관내에서 각 CMV CD8+ T 세포 펩티드 (HLA A24-QYD & AYA)로 자극시키고, 세포를 10일 동안 배양하였다.  10일

째, ICS 검정법을 이용하여 T 세포 특이성을 평가하였다.  (a 및 b)는 CMV CD8+ T 세포 펩티드로의 생체외 및

시험관내 자극 후, IFN-γ 생산 CMV-특이적 CD8+ T 세포의 비율(%)을 보여주는 것이다.  (c)는 다양한 조합의

IFNγ
+
/TNF

+
/IL2

+
 사이토카인으로 구성된 반응 비율을 생성하는 CMV-특이적 CD8+ T 세포의 심플리파이드 프리젠

테이션 오브 인크레더블리 콤플렉스 이벨루션즈(simplified presentation of incredibly complex evaluations:

SPICE) 분석을 보여주는 것이다.  Arc는 개별 사이토카인: IFNγ (적색), TNF (녹색) 및 IL2 (청색)를 생산하는

CMV-특이적 CD8+ T 세포의 비율을 나타낸다.  오차 막대는 평균 ± SEM을 나타내고, *, P < 0.05; **, P <

0.01; ***, P < 0.001, ns= 비유의적 (스튜던트 t 검정에 의해 결정)인 것을 나타낸다.

도 12: HLA A24 트랜스제닉 마우스에서의 CMV gB, CMVpoly20PL-NH 및 CpG 1018 백신 제제에 의해 유도된 장기

간 지속가능한 CMV gB-특이적 CD4+ T 세포 면역 평가.  0일째 인간 HLA A24 트랜스제닉 마우스를 CpG 1018 (50
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㎍)과 함께 제제화된 CMV gB (5 ㎍) 및 CMVpoly20PL-NH (30 ㎍)로 면역화시켰다.  21일째, 마우스 꼬리를 출혈

시키고, 28 및 42 및 210일째, 동일한 백신 제제로 부스팅하였다.  28, 42, 49, 84, 133, 203 및 217일째 마우

스를 희생시켜 종단 분석을 수행하여 CMV gB-특이적 CD4+ T 세포 면역 반응을 평가하였다.  희생 당일, 비장세

포를 제조한 후, 이어서, 브레펠딘 A의 존재하에 224개의 펩티드 (11개의 aa가 중첩되는 15 mer) 풀로 구성된

CMV gB pepmix로 자극시키고, ICS 검정법을 이용하여 IFN-γ 생산 CMV-특이적 CD8+ T 세포를 측정하였다.  시험

관내 자극 후 CMV gB-특이적 CD4+ T 세포 반응 평가.  면역화 후, 비장세포를 시험관내에서 224개의 펩티드 (11

개의 aa가 중첩되는 15 mer) 풀로 구성된 CMV gB pepmix로 자극시키고, 세포를 10일 동안 배양하였다.  10일째,

ICS 검정법을 이용하여 T 세포 특이성을 평가하였다.  (a 및 b)는 생체외 및 시험관내 자극 후, IFN-γ 생산

CMV gB-특이적 CD4+ T 세포의 비율(%)을 보여주는 것이다.  (c)는 다양한 조합의 IFNγ
+
/TNF

+
/IL2

+
 사이토카인으

로 구성된 반응 비율을 생성하는 CMV-특이적 CD4+ T 세포의 SPICE 분석을 보여주는 것이다.  Arc는 개별 사이토

카인: IFNγ (적색), TNF (녹색) 및 IL2 (청색)를 생산하는 CMV-특이적 CD4+ T 세포의 비율을 나타낸다.  오차

막대는 평균 ± SEM을 나타내고, *, P < 0.05; **, P < 0.01; ***, P < 0.001, ns= 비유의적 (스튜던트 t 검정

에 의해 결정)인 것을 나타낸다. 

도 13: HLA A24 트랜스제닉 마우스에서의 CMV gB, CMVpoly20PL-NH 및 CpG 1018 백신 제제에 의해 유도된 장기

간 지속가능한 배중심 B 세포 반응 평가: 0일째 인간 HLA A24 트랜스제닉 마우스를 CpG 1018 (50 ㎍)과 함께 제

제화된 CMV gB (5 ㎍) 및 CMVpoly20PL-NH (30 ㎍)로 면역화시켰다.  21일째 마우스 꼬리를 출혈시키고, 28 및

42 및 210일째, 동일한 백신 제제로 부스팅하였다.  28, 42, 49, 84, 133, 203 및 217일째 마우스를 희생시켜

인간 HLA A24 트랜스제닉 마우스에서 종단 분석을 수행하여 배중심 B 세포 반응 면역 반응을 평가하였다.  희생

당일, 비장 및 림프절로부터 단일 세포 현탁액을 제조한 후, PE 접합된 항-B220, FITC 접합된 항-GL7 및 APC 접

합된 항-CD95 항체로 염색하였다.  세포를 FACS에서 분석하여 배중심 B 세포의 빈도를 측정하였다.  (a)는 비장

에서 28, 42, 49, 84, 133, 203 및 217일째 CMV 백신 또는 CpG 1018 단독으로 백신접종된 인간 HLA A24 트랜스

제닉 마우스에서의 배중심 B 세포의 빈도를 보여주는 것이다.  (b)는 28 및 49일째 한 백신접종 및 대조군 마우

스로부터의 대표적인 FACS 플롯을 보여주는 것이다.  (c)는 림프절에서 28, 42, 49, 84, 133, 203 및 217일째

CMV 백신 또는 CpG 1018 단독으로 백신접종된 인간 HLA A24 트랜스제닉 마우스에서의 배중심 B 세포의 빈도를

보여주는 것이다.  (d)는 28 및 49일째 한 백신접종 및 대조군 마우스로부터의 대표적인 FACS 플롯을 보여주는

것이다.

도 14: HLA A24 트랜스제닉 마우스에서 CMV gB, CMVpoly20PL-NH 및 CpG 1018 백신 제제에 의해 유도된 장기간

지속가능한 CMV gB-특이적 항체 분비 B 세포 반응 평가: 0일째 인간 HLA A24 트랜스제닉 마우스를 CpG 1018 (50

㎍)과 함께 제제화된 CMV gB (5 ㎍) 및 CMVpoly20PL-NH (30 ㎍)로 면역화시켰다.  21일째 마우스 꼬리를 출혈

시키고, 28 및 42 및 210일째, 동일한 백신 제제로 부스팅하였다.  28, 42, 49, 84, 133, 203 및 217일째 마우

스를 희생시켜 종단 분석을 수행하여 CMV gB-특이적 항체 분비 B 세포 면역 반응을 평가하였다.  희생 당일, 비

장세포를 제조한 후, 이어서, ELISpot 검정법을 이용하여 gB-특이적 항체를 분비할 수 있는 이의 능려에 대해

평가하였다.  a 및 b는 생체외 및 기억 B 세포 ELISpot 분석에 따른, 28, 42, 49, 84, 133, 203 및 217일째

CMV 백신 제제 (V) 또는 CpG 1018 (C) 대조군으로 면역화된 마우스에서 3 x 105개의 비장세포당 항체 분비 B 세

포의 개수를 보여주는 것이다.  오차 막대는 평균 ± SEM을 나타내고, *, P < 0.05; **, P < 0.01; ***, P <

0.001, ****, P < 0.0001 ns = 비유의적 (스튜던트 t 검정에 의해 결정)인 것을 나타낸다.  

도 15: HLA A24 트랜스제닉 마우스에서 CMV gB, CMVpoly20PL-NH 및 CpG 1018 백신 제제에 의해 유도된 장기간

지속가능한 CMV gB-특이적 항체 반응 평가.  0일째 인간 HLA A24 트랜스제닉 마우스를 CpG 1018 (50 ㎍)과 함께

제제화된 CMV gB (5 ㎍) 및 CMVpoly20PL-NH (30 ㎍)로 면역화시켰다.  21일째 마우스 꼬리를 출혈시키고, 28

및 42 및 210일째, 동일한 백신 제제로 부스팅하였다.  28, 42, 49, 84, 133, 203 및 217일째 마우스를 희생시

켜 종단 분석을 수행하여 ELISA를 이용하여 CMV gB-특이적 항체 반응을 평가하였다.  희생 당일, 혈청 샘플을

수집하고, ELISA를 이용하여 분석하여 gB-특이적 항체 역가를 측정하였다.  (a)는 21, 28, 42, 49, 84, 133,

203 및 217일째 CMV 백신 (V) 또는 CpG 1018 단독 (C)으로 면역화된 인간 HLA A24 트랜스제닉 마우스의 혈청

샘플에서의 CMV gB-특이적 항체 역가의 선 그래프를 보여주는 것이다.  (b)는 21, 28, 42, 49, 84, 133, 203

및 217일째 CMV 백신 제제 또는 위약으로의 면역화 후에 유도된 CMV-gB 특이적 면역글로불린 이소타입 (풀링된

혈청 샘플 중) (IgA, IgM, IgG1, IgG2a, IgG2b 및 IgG3)의 우세도를 보여주는 것이다.  (c 및 d)는 21, 28,

42, 49, 84, 133, 203 및 217일째 CMV 백신 제제 또는 위약으로의 면역화 후에 유도된 50% 중화 항체 역가를 보

여주는 것이다.  섬유모세포에서 CMV AD 169 균주, 및 ARPE 19 세포에서 CMV TB40/E 균주에 대한 IE-1 염색에

의해 중화 항체 반응을 측정하였다.  (e 및 f)는 CMV AD169 균주로 감염된 섬유모세포에 결합하는 CMV 백신 또
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는 위약으로의 면역화 후에 유도된 gB-특이적 항체의 빈도의 유세포 분석법에 의한 분석을 보여주는 것이다.

도 16: HLA A1 트랜스제닉 마우스에서 CMV gB, CMVpoly20PL-NH 및 CpG 1018 백신 제제에 의해 유도된 장기간

지속가능한 CMV 특이적 면역 확인: 0일째 인간 HLA A1 트랜스제닉 마우스 CpG 1018 (50 ㎍)과 함께 제제화된

CMV gB (5 ㎍) 및 CMVpoly20PL-NH (30 ㎍)로 면역화시켰다.  21일째 마우스 꼬리를 출혈시키고, 28 및 42 및

210일째, 동일한 백신 제제로 부스팅하였다.  49 및 84일째 마우스를 희생시켜 종단 분석을 수행하여 CMV-특이

적 T 세포 및 체액성 면역 반응을 평가하였다.  

도 17: HLA A1 트랜스제닉 마우스에서 CMV gB, CMVpoly20PL-NH 및 CpG 1018 백신 제제에 의해 유도된 장기간

지속가능한 CMV 특이적-CD8+ T 세포 면역 평가.  0일째 인간 HLA A1 트랜스제닉 마우스를 CpG 1018 (50 ㎍)과

함께 제제화된 CMV gB (5 ㎍) 및 CMVpoly20PL-NH (30 ㎍)로 면역화시켰다.  21일째 마우스 꼬리를 출혈시키고,

28 및 42 및 210일째, 동일한 백신 제제로 부스팅하였다.  49, 84, 203 및 217일째 마우스를 희생시켜 종단 분

석을 수행하여 CMV-특이적 CD8+ T 세포 면역 반응을 평가하였다.  희생 당일, 단일 세포 현탁액을 제조한 후,

브레펠딘 A의 존재하에 각 CMV CD8+ T 세포 펩티드 (HLA A1-VTE & YSE)로 자극시키고, ICS 검정법을 이용하여

IFN-γ 생산 CMV 특이적 CD8+ T 세포를 측정하였다.  시험관내 자극 후 CMV-특이적 CD8+ T 세포 반응 평가.  면

역화 후, 비장세포를 시험관내에서 각 CMV CD8+ T 세포 14개의 펩티드 (HLA A1-VTE & YSE)로 자극시키고, 세포

를 10일 동안 배양하였다.  10일째, ICS 검정법을 이용하여 T 세포 특이성을 평가하였다.  (a 및 b)는 생체외

이후의 IFN-γ 생산 CMV-특이적 CD8+ T 세포의 비율(%)을 보여주는 것이다.  (c) CMV CD8+ T 세포 펩티드로의

시험관내 자극 후 IFN-γ 생산 CMV-특이적 CD8+ T 세포의 비율(%)을 보여주는 것이다.  (d)는 CMV CD8+ T 세포

펩티드로의  시험관내  자극  후  유세포  분석법  및  세포내  사이토카인  염색에  의해  측정된  다중  사이토카인

(CD107a
+
, IFNγ

+
, TNF

+
 또는 IL2

+
)을 분비할 수 있는  CMV-특이적 CD8+ T 세포의 능력을 보여주는 것이다.  파

이 차트는 49, 84, 203 및 217일째 4개의 사이토카인 (담청색), 3개의 사이토카인 (적색), 2개의 사이토카인

(녹색) 및 1개의 사이토카인 (보라색)을 나타낸다.  오차 막대는 평균 ± SEM을 나타내고, *, P < 0.05. ns= 비

유의적 5 (스튜던트 t 검정에 의해 결정)인 것을 나타낸다. 

도 18: HLA A1 트랜스제닉 마우스에서 CMV gB, CMVpoly20PL-NH 및 CpG 1018 백신 제제에 의해 유도된 장기간

지속가능한 CMV  gB-특이적 CD4+  T  세포 면역 평가.  0일째 인간 HLA A1  트랜스제닉 마우스를 CpG 1018  (50

㎍)과 함께 제제화된 CMV gB (5 ㎍) 및 CMVpoly20PL-NH (30 ㎍)로 면역화시켰다.   21일째 마우스 꼬리를 출혈

시키고, 28 및 42 및 210일째, 동일한 백신 제제로 부스팅하였다.  49 및 84일째 마우스를 희생시켜 종단 분석

을 수행하여 CMV gB-특이적 CD4+ T 세포 면역 반응을 평가하였다.  희생 당일, 비장세포를 제조한 후, 이어서,

브레펠딘 A의 존재하에 224개의 펩티드 (11개의 aa가 중첩되는 15 mer) 풀로 구성된 CMV gB pepmix로 자극시키

고, ICS 검정법을 이용하여 IFN-γ 생산 CMV-특이적 CD4+ T 세포를 측정하였다.  시험관내 자극받은 비장세포에

서의 CMV gB-특이적 CD4+ T 세포 반응 평가. 면역화 후, 비장세포를 시험관내에서 224개의 펩티드 (11개의 aa가

중첩되는 15 mer) 풀로 구성된 CMV gB pepmix로 자극시키고, 세포를 10일 동안 배양하였다.  10일째, ICS 검정

법을 이용하여 T 세포 특이성을 평가하였다.  (a 및 b)는 생체외 후, IFN-γ 생산 CMV gB-특이적 CD4+ T 세포의

비율(%)을 보여주는 것이다.  (c)는 CMV gB pepmix로의 시험관내 자극 후 IFN-γ 생산 CMV-특이적 CD4+ T 세포

의 비율(%)을 보여주는 것이다.  (d)는 CMV gB pepmix로의 비장세포의 시험관내 자극 후 유세포 분석법 및 세포

내 사이토카인 염색에 의해 측정된 다중 사이토카인 (CD107a
+
, IFNγ

+
, TNF

+
 또는 IL2

+
)을 분비하는 CMV-특이적

CD4+ T 세포의 능력을 보여주는 것이다.  파이 차트는 49, 84, 203 및 217일째 4개의 사이토카인 (담청색), 3개

의 사이토카인 (적색), 2개의 사이토카인 (녹색) 및 1개의 사이토카인 (보라색)을 나타낸다.  오차 막대는 평균

± SEM을 나타내고, *, P < 0.05. ns= 비유의적 5 (스튜던트 t 검정에 의해 결정)인 것을 나타낸다.

도 19: HLA A1 트랜스제닉 마우스에서 CMV gB, CMVpoly20PL-NH 및 CpG 1018 백신 제제에 의해 유도된 장기간

지속가능한 배중심 및 항체 분비 B 세포 반응의 평가: 0일째 인간 HLA A1 트랜스제닉 마우스를 CpG 1018 (50

㎍)과 함께 제제화된 CMV gB (5 ㎍) 및 CMVpoly20PL-NH (30 ㎍)로 면역화시켰다.  21일째 마우스 꼬리를 출혈

시키고, 28 및 42 및 210일째, 동일한 백신 제제로 부스팅하였다.  49 및 84일째 마우스를 희생시켜 종단 분석

을 수행하여 백신 유도성 배중심 B 세포 및 CMV gB30 특이적 항체 분비 B 세포 반응을 평가하였다.  희생 당일,

비장으로부터 단일 세포 현탁액을 제조한 후, PE 접합된 항-B220, FITC 접합된 항-GL7 및 APC 접합된 항-CD95

항체로 염색하였다.  세포를 FACS에서 분석하여 배중심 B 세포의 빈도를 측정하였다.  (a 및 b)는 비장에서 49,

84, 204 및 217일째 CMV 백신 (V) 또는 CpG 1018 단독 (C)으로 백신접종된 인간 HLA A1 트랜스제닉 마우스에서

의 배중심 B 세포의 빈도를 보여주는 것이다.  (b)는 49 및 84일째 한 백신접종 및 대조군 마우스로부터의 대표

적인 FACS 플롯을 보여주는 것이다.  (c 및 d)는 생체외 B 세포 ELISpot 분석에 따른, 49, 84 203 및 217일째

공개특허 10-2023-0005899

- 13 -



CMV 백신 제제 (V) 또는 CpG 1018 (C) 대조군으로 면역화된 마우스로부터의 3 x 10
5
개의 비장세포당 항체 분비

B 세포의 개수를 보여주는 것이다.  항체 분비 기억 B 세포를 측정하기 위해, 비장세포를 시험관내에서 4일 동

안 재조합 마우스 IL2 및 R848로 자극시킨 후, CMV gB-특이적 항체를 분비할 수 있는 이의 능력을 측정하였다.

(e 및 f)는 기억 B 세포 ELISpot 분석에 따른, 49, 84 203 및 217일째 CMV 백신 제제 (V) 또는 CpG 1018 (C)

대조군으로 면역화된 마우스로부터의 3 x 10
5
개의 비장세포당 항체 분비 B 세포의 개수를 보여주는 것이다.  오

차 막대는 평균 ± SEM을 나타내고, *, P < 0.05; **, P < 0.01; ***, P < 0.001, ****, P < 0.0001 ns = 비유

의적 (스튜던트 t 검정에 의해 결정)인 것을 나타낸다.  

도 20: HLA A1 트랜스제닉 마우스에서 CMV gB, CMVpoly20PL-NH 및 CpG 1018 백신 제제에 의해 유도된 장기간

지속가능한 CMV gB-특이적 항체 반응 평가.  0일째 인간 HLA A1 트랜스제닉 마우스를 CpG 1018 (50 ㎍)과 함께

제제화된 CMV gB (5 ㎍) 및 CMVpoly20PL-NH (30 ㎍) 로 면역화시켰다. 21 및 42일째, 마우스 꼬리를 출혈시키

고, 21 및 42 및 210일째, 동일한 백신 제제로 부스팅하였다.  49, 84, 203 및 217일째 마우스를 희생시켜 종단

분석을 수행하여 ELISA를 이용하여 CMV gB-특이적 항체 반응을 평가하였다.  희생 당일, 혈청 샘플을 수집하고,

ELISA를 이용하여 분석하여 gB-특이적 항체 역가를 측정하였다.  (a)는 21, 28, 42, 49, 84,  203 및 217일째

CMV 백신 (V) 또는 CpG 1018 단독 (C)으로 면역화된 인간 HLA A1 트랜스제닉 마우스의 혈청 샘플에서의 CMV gB-

특이적 항체 역가의 선 그래프를 보여주는 것이다.  (b)는 21, 28, 42, 49, 84, 203 및 217일째 CMV 백신 제제

또는 위약으로의 면역화 후에 유도된 CMV-gB 특이적 면역글로불린 (풀링된 혈청 샘플 중) 이소타입 (IgA, IgM,

IgG1, IgG2a, IgG2b 및 IgG3)의 우세도를 보여주는 것이다.  

서열의 간단한 설명

서열  번호:  1  =  표  1에서  pp65  에피토프  (HLA  B35)의  아미노산  서열  (에피토프  서열  검정색으로  표시;

FPTKDVAL).

서열  번호:  2  =  표  1에서  pp65  에피토프  (HLA  A11)의  아미노산  서열  (에피토프  서열  검정색으로  표시;

GPISHGHVLK).

서열  번호:  3  =  표  1에서  pp65  에피토프  (HLA  A24)의  아미노산  서열  (에피토프  서열  검정색으로  표시;

QYDPVAALF).

서열  번호:  4  =  표  1에서  pp65  에피토프  (HLA  A1)의  아미노산  서열  (에피토프  서열  검정색으로  표시;

YSEHPTFTSQY).

서열  번호:  5  =  표  1에서  pp65  에피토프  (HLA  B7)의  아미노산  서열  (에피토프  서열  검정색으로  표시;

TPRVTGGGAM).

서열  번호:  6  =  표  1에서  IE-1  에피토프  (HLA  B8)의  아미노산  서열  (에피토프  서열  검정색으로  표시;

QIKVRVDMV).

서열  번호:  7  =  표  1에서  pp65  에피토프  (HLA  B35)의  아미노산  서열  (에피토프  서열  검정색으로  표시;

IPSINVHHY).

서열  번호:  8  =  표  1에서  pp150  에피토프  (HLA  A3)의  아미노산  서열  (에피토프  서열  검정색으로  표시;

TTVYPPSSTAK).

서열  번호:  9  =  표  1에서  pp65  에피토프  (HLA  B7)의  아미노산  서열  (에피토프  서열  검정색으로  표시;

RPHERNGFTVL).

서열 번호: 10 = 표 1에서 IE-1 에피토프 (HLA B8/B18/B44)의 아미노산 서열 (에피토프 서열 검정색으로 표시;

DELRRKMMYM).

서열  번호:  11  =  표  1에서  pp50  에피토프  (HLA  A1)의  아미노산  서열  (에피토프  서열  검정색으로  표시;

VTEHDTLLY).

서열  번호:  12  =  표  1에서  pp65  에피토프  (HLA  A2)의  아미노산  서열  (에피토프  서열  검정색으로  표시;

NLVPMVATV).

서열  번호:  13  =  표  1에서  IE-1  에피토프  (HLA  A2)의  아미노산  서열  (에피토프  서열  검정색으로  표시;
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VLEETSVML).

서열 번호: 14 =  표 1에서 pp65  에피토프 (HLA  A23/A24)의 아미노산 서열 (에피토프 서열 검정색으로 표시;

AYAQKIFKIL).

서열  번호:  15  =  표  1에서  pp65  에피토프  (HLA  CW6)의  아미노산  서열  (에피토프  서열  검정색으로  표시;

TRATKMQVI).

서열  번호:  16  =  표  1에서  DNAse  에피토프  (HLA  B27)의  아미노산  서열  (에피토프  서열  검정색으로  표시;

ARVYEIKCR).

서열  번호:  17  =  표  1에서  IE-1  에피토프  (HLA  B40)의  아미노산  서열  (에피토프  서열  검정색으로  표시;

KEVNSQLSL).

서열  번호:  18  =  표  1에서  IE-1  에피토프  (HLA  B8)의  아미노산  서열  (에피토프  서열  검정색으로  표시;

ELKRKMIYM).

서열  번호:  19  =  표  1에서  IE-1  에피토프  (HLA  A2)의  아미노산  서열  (에피토프  서열  검정색으로  표시;

YILEETSVML).

서열 번호: 20 =  표 1에서 pp65  에피토프 (HLA  B57/B58)의 아미노산 서열 (에피토프 서열 검정색으로 표시;

QAIRETVEL).

서열 번호: 21 = 도 1에서 CMVpoly20PL-NH 폴리토프 단백질의 아미노산 서열.

서열 번호: 22 = 도 1에서 CMVpoly20PL-NH 폴리토프 단백질의 뉴클레오티드 서열.

발명을 실시하기 위한 구체적인 내용

본 발명의 상세한 설명[0058]

본 발명은 적어도 부분적으로는 복수 개의 CMV 에피토프를 포함하는 단리된 단백질, CMV 외피 단백질 및 TLR9[0059]

효능제를 포함하는 단백질 기반 백신이 개체에게 투여될 때 그 안에서 방어 및 지속가능한 면역 반응을 유발할

수 있다는 예상 밖의 발견에 입각한 것이다.  이와 관련하여, 본 발명의 백신 제제는 유리하게는 장수명 배중심

B 세포, 장기간 지속가능한 CMV-특이적 CD4+ 및 CD8+ T 세포, 항체 분비 B 세포 반응 및 중화 항체 반응 생성을

유도한다. 

한 측면에서, 본 발명은 [0060]

(a) 복수 개의 에피토프를 포함하는 하나 또는 복수 개의 단리된 단백질로서, 여기서, 복수 개의 에피토프는 2[0061]

개 이상의 상이한 CMV 항원으로부터 유래되는 하나 또는 복수 개의 단리된 단백질;

(b) CMV 외피 단백질, 또는 이의 단편, 변이체, 또는 유도체; 및[0062]

(c) TLR 효능제, 예컨대, TLR9 효능제를 포함하는 제약 조성물에 관한 것이다.[0063]

"단리된"이란, 자연 상태에서 제거되었거나 인간이 조작한 물질을 의미한다.  단리된 물질은 이의 자연 상태에[0064]

서 일반적으로 동반되는 성분이 실질적으로 또는 본질적으로 없을 수 있거나, 이의 자연 상태에서 일반적으로

동반되는 성분와 함께 인공 상태가 되도록 조작될 수 있다.

본 발명의 맥락에서, "외인성" 단백질 또는 폴리에피토프 단백질은 후속하여 투여 대상이 되는 동물의 외부에서[0065]

생산된 단백질이다.  효과적으로, 외인성 단백질은 동물에게 단백질을 코딩하는 핵산 또는 유전자 작제물 전달

한 후 동소에서(예컨대, 동물의 세포 또는 조직에 의해) 동물에 의해 생산되거나 발현되기보다는 동물에게 투여

되거나 투여될 수 있다.  바람직한 외인성 단백질은 박테리아 숙주 세포와 같은 생체외 단리된 숙주 세포에서

생산된 재조합 단백질이다. 

"단백질"은 당업계에 널리 공지된 천연 및/또는 비천연 아미노산, D- 또는 L-아미노산을 포함하는 아미노산 중[0066]

합체를 의미한다.

"펩티드"란, 오십 개 (50) 이하의 아미노산을 갖는 단백질이다.[0067]

"폴리펩티드"란, 오십 개 (50) 초과의 아미노산을 갖는 단백질이다.[0068]
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이의 단편, 변이체 및 유도체를 포함한, 본원에 기술된 단리된 단백질은 화학적 합성, 재조합 DNA 기술 및 펩티[0069]

드 단편을 생산하기 위한 단백질 분해 절단을 포함하나, 이에 제한되지 않는, 당업계에 공지된 임의의 수단에

의해 생산될 수 있다.

화학적  합성에는  고체상  및  용액상  합성이  포함된다.   상기  방법은  당업계에  널리  공지되어  있지만,  문헌[0070]

[Chapter 9 of SYNTHETIC VACCINES Ed. Nicholson (Blackwell Scientific Publications) and Chapter 15 of

CURRENT  PROTOCOLS  IN  PROTEIN  SCIENCE  Eds.  Coligan  et  al.,  (John  Wiley  &  Sons,  Inc.  NY  USA  1995-

2008)]에 제공된 바와 같은 화학적 합성 기술의 예를 참조한다.  이와 관련하여, 국제 공개 WO 99/02550 및 국

제 공개 WO 97/45444 또한 참조한다.

재조합 단백질은 예를 들어, 문헌 [Sambrook et al., MOLECULAR CLONING. A Laboratory Manual (Cold Spring[0071]

Harbor Press, 1989)], 특히 [Sections 16 and 17; CURRENT PROTOCOLS IN MOLECULAR BIOLOGY Eds. Ausubel et

al., (John Wiley & Sons, Inc. NY USA 1995-2008)], 특히 [Chapters 10 and 16; and CURRENT PROTOCOLS IN

PROTEIN SCIENCE Eds. Coligan et al., (John Wiley & Sons, Inc. NY USA 1995-2008)], 특히 [Chapters 1, 5

and 6]에 기술된 바와 같은 표준 프로토콜을 사용하여 당업자에 의해 편리하게 제조될 수 있다.  전형적으로,

재조합 단백질 제조는 적합한 숙주 세포에서 단백질을 코딩하는 핵산의 발현을 포함한다.

본원에서 사용되는 바, 용어 "에피토프"는 면역글로불린 또는 이의 단편, 또는 T-세포 수용체에 특이적으로 결[0072]

합할 수 있는 임의의 단백질 결정기를 지칭한다. 

특정  실시양태에서,  에피토프는  세포독성  T-림프구  (CTL)  에피토프이거나,  또는  이를  포함한다.   "CTL[0073]

에피토프"는 적절한 MHC 클래스 I 분자의 맥락에서 에피토프를 제시하는 표적 세포를 인식하기 위해 세포독성 T

림프구를 자극하거나, 또는 활성화시킬 수 있는 펩티드 또는 펩티드의 아미노산 서열이다.  표적 세포의 인식은

사이토카인 생산 (예컨대, IFN-γ, IL-2, MIP-1β 및/또는 TNF), 세포 표면 마커 발현 변경 (예컨대, CD107a)

및/또는 표적 세포의 용해 및/또는 사멸을 포함하거나, 또는 결과로 이를 초래할 수 있다.  이를 감안하면, 본

원에 기술된 조성물은 대상체에게 투여되는 경우, 세포독성 T-림프구 면역 반응을 유도, 또는 유발할 수 있다. 

또 다른 실시양태에서, 폴리에피토프 단백질을 비롯한 단리된 단백질은 하나 또는 복수 개의 CD4
+
 헬퍼 T 세포[0074]

에피토프 및/또는 B 세포 에피토프를 추가로 포함할 수 있다.

추가 실시양태에서, 폴리에피토프 단백질을 비롯한 단리된 단백질은 하나 또는 복수 개의 HLA 클래스 II 제한[0075]

CTL 에피토프를 추가로 포함할 수 있다. 

추가로, 제약 조성물의 구성 에피토프의 특정 개수 및/또는 타입은 광범위한 HLA 클래스 I-제한 면역원성을 유[0076]

지하면서 용이하게 변경될 수 있다는 것이 이해될 것이다. 

전형적으로, 배타적이지는 않지만, 예컨대, CTL 에피토프와 같은 에피토프는 상응하는 CMV 항원의, 그로부터 유[0077]

래되는, 그로부터 수득된, 또는 그에 기초한, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14 또는 15개의 연속된 아미노산을 포

함한다. 

당업자는 제약 조성물에 포함시키기 위해 선택된 에피토프는 임의의 집단, 인종 또는 다른 개체 군에 맞게, 적[0078]

합화될 수 있다는 것을 이해할 것이다. 

약제학적 조성물 내에 특정 에피토프를 포함시키기 위한 다른 기준은 (i) 서열 변이체를 최소로 갖거나, 또는[0079]

갖지 않는 것; (ii) 최소 서브타입을 갖는 HLA로부터 선택되는 것; 및 (iii) 건강한 혈청 양성 반응물에서 높은

빈도의 CTL 반응을 보이는 것을 포함한다.

본원에 기술된 폴리토프 단백질을 비롯한, 단리된 단백질은 바람직하게는 복수 개의 상이한 CMV 단백질 항원으[0080]

로부터 유래되는 복수 개의 CMV 에피토프를 포함한다.  바람직하게, 에피토프는 pp50, pp65, pp150, DNAse, IE-

1 및 이의 임의의 조합으로 구성된 군으로부터 선택된 CMV 항원이다. 

적합하게, 폴리토프 단백질을 비롯한, 하나 또는 복수 개의 단리된 단백질은 집단을 광범위하게 커버할 수 있도[0081]

록 선택된, 에피토프, 예컨대, CTL 에피토프를 포함한다.  인간에서, 이들은 HLA 클래스 I 특이성 HLA-A1, -A2,

-A3,  -A11,  -A23,  -A24,  -A26,  -A29,  -A30,  -B7,  -B8,  -B18,  -B27,  -B35,  -B38,  -B40,  -B41, -B44, -B51,

-B57, -B58 및 -CW6을 포함한다.  특정 실시양태에서, 에피토프는 표 1에 제시된 바와 같이 HLA 클래스 I 특이

성에 대해 제한된다.  따라서, 한 실시양태에서, 에피토프는 HLA-A1, -A2, -A3, -A11, -A23, -A24, -B7, -B8,

-B18, -B27, -B35, -B40, -B44, -B57, -B58 및 -CW6으로부터 선택되는 하나 또는 복수 개의 HLA 클래스 I 특이
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성에 의해 제한된다

특정 실시양태에서, 폴리토프 단백질을 포함하는 단리된 단백질은 표 1로부터 선택되는 복수 개의 HLA 클래스 I[0082]

제한 에피토프 (서열 번호: 1-20)를 포함한다.  한 특정 실시양태에서, 하나 또는 복수 개의 단리된 단백질 또

는 폴리토프 단백질은 서열 번호: 1-20에 제시된 각각의 에피토프 아미노산 서열, 또는 이의 단편, 변이체, 또

는 유도체를 포함한다.

일부 실시양태에서, 상기 복수 개의 에피토프는 총 서른 개 (30) 이하 (예컨대, 30, 29, 28, 27, 26, 25, 24,[0083]

23, 22, 21, 20, 19, 18, 17, 16, 15, 14, 13, 12, 11, 10개 등 또는 그 안의 임의의 범위)의 에피토프를 포함

한다.  다른 실시양태에서, 상기 복수 개의 에피토프는 총 스무 개 (20) 이하 (예컨대, 20, 19, 18, 17, 16,

15, 14, 13, 12, 11, 10개 등 또는 그 안의 임의의 범위)의 에피토프를 포함한다.

표  1에  제공된  것  이외의  다른  CMV  에피토프,  예컨대,  국제  공개  WO  03/000720  및  국제  공개  번호[0084]

WO2014/059489에 기술된 것도 사용될 수 있다는 것 역시 이해될 것이다.

특정 실시양태에서, 제약 조성물의 하나 또는 복수 개의 단리된 단백질은, 각각의 것이 복수 개의 에피토프 중[0085]

단 1개만을 포함하는 것인, 복수 개의 별개의 단리된 단백질을 포함한다.  그러나, 본 발명은 복수 개의 에피토

프 중 단 1개만을 포함하는 하나 이상의 단리된 단백질을 추가로 포함하거나, 또는 포함하지 않으면서, 동일한

또는 상이한 CMV 항원으로부터 유래되는 복수 개의 에피토프 중 2개 이상을 포함하는 하나 이상의 단리된 단백

질을 포함하는 것을 고려한다는 것도 이해할 것이다.

따라서, 하나 또는 복수 개의 단리된 단백질은 단리된 폴리에피토프 또는 폴리토프 단백질, 단리된 "CMV 폴리에[0086]

피토프" 또는 단리된 "CMV 폴리에피토프 단백질"일 수 있거나, 또는 이를 포함할 수 있다.  이와 관련하여, 폴

리토프 단백질은 적합하게는 본원 하기에서 기술되는 바와 같이, 2개 이상의 상이한 CMV 항원으로부터의 복수

개의 에피토프 중 2개 이상을 포함한다.

에피토프 이외에도, 폴리토프 단백질은 개재 아미노산 또는 아미노산 서열을 추가로 포함할 수 있다.  개재 아[0087]

미노산 또는 아미노산 서열은 적어도 2개의 에피토프 아미노산 서열 사이에, 또는 각 인접한 에피토프 아미노산

서열 사이에 존재할 수 있다.

적합하게, 개재 아미노산 또는 아미노산 서열은 프로테아좀 프로세싱이 가능하도록, 및 후속된 HLA-I 분자와의[0088]

제시를 위해 프로테아좀-생성 개별 에피토프 펩티드를 소포체 (ER) 내로 수송하기 위해 에피토프 아미노산 서열

기준으로 배치되거나, 또는 위치한다.

한 실시양태에서, 개재 아미노산 또는 아미노산 서열은 프로테아좀 유리(liberation) 아미노산 또는 아미노산[0089]

서열이다.  프로테아좀 유리 아미노산 또는 아미노산 서열 의 비제한적인 예는 AD, K 또는 R이거나, 또는 이를

포함한다.

한 형태에서, CMV 에피토프는 폴리토프 단백질의 각각의 각 에피토프의 카르복실 말단에서 프로테아좀 유리 아[0090]

미노산 서열에 의해 결합 또는 연결된다. 

일단 투여되고 나면, 개재 아미노산 또는 아미노산 서열을 포함하는 폴리토프 단백질은 예컨대, 프로테아좀 경[0091]

로에 의해 프로세싱된다.  이 결과로, 프로세싱된 CMV 에피토프는 HLA 클래스 I-의존적 방식으로 CD8
+
 세포독성

T 세포에 제시된다. 

폴리토프 단백질의 경우, 특정 에피토프의 포함은 에피토프 소수성 특성을 기반으로 할 수 있으며, 여기서, 개[0092]

별 에피토프의 순차적인 순서는 소수성이 폴리에피토프의 길이를 따라 균일하게 분포하여 세포간 이동성을 돕도

록 배열된다.

본 측면의 제약 조성물에 포함될 수 있는 전장의 연속된 폴리에피토프 단백질의 실시양태는 서열 번호: 21에 기[0093]

재되어 있다.  예컨대, 국제 공개 번호 WO2014/059489 (이는 그 전문이 본원에서 참조로 포함된다)에 기술된 것

과 같은 다른 폴리토프 단백질도 본 측면의 제약 조성물에 포함될 수 있다는 것도 추가로 이해할 것이다.

적합하게, 본 측면의 제약 조성물은 또한 하나 이상의 CMV 외피 단백질을 포함한다.  이해되는 바와 같이, 바이[0094]

러스 외피 단백질은 전형적으로 표적 세포에의 바이러스 결합 및/또는 감염성 바이러스의 표적 세포 내로의 진

입에 참여한다.  용어 "CMV 외피 단백질"은 CMV 바이러스 뉴클레오캡시드를 둘러싸는 막에 매립된 단백질(들)을

지칭한다.

특정 실시양태에서, CMV 외피 단백질은 CMV 외피 당단백질이다.  CMV 외피 당단백질은 바이러스 표면에 발현되[0095]
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고, 방어 바이러스 중화 체액성 면역 반응을 유발할 수 있기 때문에, 관심의 대상이 되는 백신 후보물질을 나타

낸다.  예시적인 CMV 외피 당단백질은 당단백질 B (gB), 당단백질 H (gH), 당단백질 L (gL), 당단백질 M (gM),

당단백질  N  (gN)  및  당단백질  O  (gO)를  포함한다.   한  특정  실시양태에서,  CMV  외피  단백질은  당단백질

B이거나, 또는 이를 포함한다.

예컨대, 본원에서 앞서 기술되고, 당업계에 공지된 것과 같은, gB의 단편, 변이체, 및 유도체 또한 본 측면의[0096]

약제학적 조성물 중에 포함시키는 데 적합한 것으로 구상된다.  예로서, CMV 당단백질 B 단백질은 변형된 세포

외 도메인 또는 변형된 내부단백질분해성 절단 부위를 포함할 수 있다.  추가로, CMV gB는 예컨대, 이의 막횡단

및/또는 세포질 도메인의 결실을 포함하는 C-말단에서의 말단절단과 같이 말단절단될 수 있다.  CMV gB 변이체

는 자연적으로 발생된 (예컨대, 대립유전자, 균주-특이적) 변이체, 오솔로그 (예컨대, 상이한 헤르페스 바이러

스로부터의 것) 및 예컨대, 돌연변이유발 기술을 사용하여 시험관내에서 제조된 것과 같은 합성 변이체를 를 포

함할 수 있다.  적합하게, gB의 상기 단편, 변이체 및 유도체는 대상체에게 투여되었을 때, 면역 반응, 예컨대,

세포 매개 및/또는 체액성 면역 반응을 유발할 수 있다.  이와 관련하여, gB의 단편, 변이체 및 유도체는 적합

하게 하나 이상의 T 세포 에피토프 및/또는 B 세포 에피토프를 포함한다.

상기에 기초하여, 본원에 기술된 폴리토프 단백질을 비롯한 하나 또는 복수 개의 단리된 단백질, 및/또는 CMV[0097]

외피 단백질은 본 발명의 개념을 벗어나지 않으면서, 추가 변형, 변이 및/또는 유도체화될 수 있다는 것도 이해

할 것이다.

아미노산 서열의 변이는 CMV 에피토프 또는 CMV 외피 단백질에서의 자연적으로 발생된 서열 변이의 결과일 수[0098]

있다.

일부 아미노산은 단리된 단백질의 활성 성질을 변경시키지 않으면서 광범위하게 유사한 특성을 갖는 다른 아미[0099]

노산으로 변이될 수 있다는 것 (보존적 치환)도 당업계에서 널리 이해되어 있다.  전형적으로, 보존적 치환은

예컨대, 전하, 친수성, 소수성 및/또는 측쇄 크기 또는 "벌키성"과 같은 아미노산 특성이 유지되거나, 또는 적

어도 최소한으로 변경되도록 이루어진다.

아미노산 치환의 도입은 펩티드 합성 동안, 또는 코딩 핵산의 돌연변이유발에 의해 쉽게 달성될 수 있다.  핵산[0100]

돌연변이유발 방법의 비제한적 예는 문헌 [Chapter 9 of CURRENT PROTOCOLS IN MOLECULAR BIOLOGY, Ausubel et

al.,  supra,  Stemmer,  1994,  Proc.  Natl.  Acad.  Sci.  USA  91  10747],  [Shafikhani  et  al.,  1997,

Biotechniques 23 304], [Jenkins et al., 1995, EMBO J. 14 4276-4287] 및 [Zaccolo et al., 1996, J. Mol.

Biol.  255  58]에  제공되어  있고,  키트,  예컨대,  키트,  예컨대,  퀵체인지™  부위-지정  돌연변이유발  키트

(QuickChange™ Site-Directed Mutagenesis Kit) (스트라타진(Stratagene)) 및 디버서파이™ 무작위 돌연변이

유발 키트(Diversify™ random mutagenesis kit) (클론테크(Clontech))가 있다.

일반적으로, 본 발명은 단독으로, 또는 CMV 외피 단백질과 조합하여, 구성 에피토프 서열과 적어도 75%, 바람직[0101]

하게, 적어도 80%, 더욱 바람직하게, 적어도 85% 또는 더욱더 바람직하게, 적어도 90, 91, 92, 93, 94, 95,

96, 97, 98 또는 99%의 아미노산 서열 동일성을 갖는 단백질 변이체를 고려한다.  다른 실시양태에서, 이는 CMV

에피토프 또는 CMV 외피 단백질 중 한 개 (1), 두 개 (2) 또는 세 개 (3)의 아미노산 잔기의 보존적 변이 또는

치환을 포함할 수 있다.

본원에서 사용되는 바, "서열 동일성"이라는 용어는 가장 넓은 의미에서 표준 알고리즘을 사용하여 적절한 정렬[0102]

을 고려하고, 비교 창에서 서열이 동일한 정도를 고려하여 정확한 아미노산 매치 개수를 포함한다.  서열 동일

성은 예를 들어, 문헌 [Altschul et al., 1997, Nucl. Acids Res. 25 3389]에 개시된 바와 같은 GAP, BESTFIT,

FASTA 및 BLAST 프로그램 패밀리와 같은 컴퓨터 알고리즘을 이용하여 결정될 수 있다.  서열 분석에 관한 상세

한 논의는 문헌 [Unit 19.3 of CURRENT PROTOCOLS IN MOLECULAR BIOLOGY Eds. Ausubel et al. (John Wiley &

Sons Inc NY, 1995-1999)]에서 살펴볼 수 있다.

본원에서 사용되는 바, "유도체"는 당업계에서 이해되는 바와 같이, 예를 들어, 다른 화학적 모이어티와의 접합[0103]

또는 착물화에 의해, 번역 후 변형 (예컨대, 인산화, 아세틸화 등), 글리코실화 변형 (예컨대, 예컨대, 부가,

제거 또는 변경), 지질화 및/또는 추가 아미노산 서열의 포함에 의해 변경된 단백질, 이의 단편 또는 변이체와

같은 분자이다. 

추가의 아미노산 서열은 융합 단백질을 생성하는 융합 파트너 아미노산 서열을 포함할 수 있다.  예로서, 융합[0104]

파트너 아미노산 서열은 단리된 융합 단백질의 검출 및/또는 정제에 도움을 줄 수 있다.  비제한적인 예로는 금

속-결합 (예컨대, 폴리히스티딘) 융합 파트너, 말토스 결합 단백질 (MBP), 단백질 A, 글루타티온 S-트랜스퍼라
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제 (GST), 형광 단백질 서열 (예컨대, GFP), 에피토프 태그, 예컨대, myc, FLAG 및 헤마글루티닌 태그를 포함한

다.

다른 추가 아미노산 서열은 예컨대, 국제 공개 WO2017/070735에 기술된 바와 같이, 캐리어 단백질, 예컨대, 디[0105]

프테리아 톡소이드 (DT) 또는 이의 단편, 또는 CRM 단백질 단편의 것일 수 있다.

본 발명에 의해 고려되는 다른 유도체로는 측쇄에 대한 변형, 펩티드 동안의 비천연 아미노산 및/또는 이의 유[0106]

도체의 도입, 또는 단백질 합성 및 가교제의 사용 및 본 발명의 단리된 단백질에 입체형태적 제약을 부과하는

다른 방법을 포함하나, 이에 제한되지 않는다.

이와 관련하여, 당업자는 단백질의 화학적 변형과 관련된 보다 광범위한 방법에 대해서는 문헌 [Chapter 15 of[0107]

CURRENT  PROTOCOLS  IN  PROTEIN  SCIENCE,  Eds.  Coligan  et  al.  (John  Wiley  &  Sons  NY  1995-2008)]을

참조한다. 

본 측면의 제약 조성물은 적합하게는 대상체에의 투여를 위해 하나 이상의 TLR 효능제를 포함한다.[0108]

본원에서 사용되는 바, 용어 "TLR 효능제"는 내인성 또는 외인성 리간드의 생성을 통해 직접적으로 또는 간접적[0109]

으로 리간드로서 TLR 신호전달 경로를 통해 신호전달 반응을 유발할 수 있는 분자를 지칭한다.  TLR 수용체의

효능제 리간드는 TLR 수용체의 천연 리간드, 또는 TLR 수용체에 결합하고, 그 안에서 공동자극 신호를 유도할

수 있는 능력을 유지하는 이의 기능적으로 등가인 변이체일 수 있다.  TLR 효능제는 또한 TLR 수용체, 및 더욱

특히, 상기 수용체의 세포외 도메인에 특이적으로 결합할 수 있고, 상기 수용체 및 연관된 단백질에 의해 제어

되는 면역 신호의 일부를 유도할 수 있는, TLR 수용체에 대한 효능제 항체, 또는 이의 기능적으로 등가인 변이

체일 수 있다.  결합 특이성은 인간 TLR  수용체 또는 상이한 종의 인간 동종성 TLR 수용체에 대한 것일 수

있다. 

특정 실시양태에서, 하나 이상의 TLR 효능제는 TLR4 효능제 및/또는 TLR9 효능제를 포함한다.  더욱 특히, TLR[0110]

효능제는 TLR9 효능제이거나, 또는 이를 포함한다. 

예시적인  TLR4  효능제는  지질다당류  (LPS)  또는  LPS의  유도체  또는  성분이다.   이는  살모넬라  미네소타[0111]

(Salmonella minnesota)로부터 유래된 모노포스포릴 지질 A (MPL
®
) 및 합성 TLR4 효능제, 예컨대, 아미노알킬

글루코사미니드 포스페이트 (AGP)  및  인산화된 헥사아실 이당류 (PHAD)  및  이의  유도체 (예컨대,  3D-PHAD,

3D(6-아실)-PHAD)를 포함한다.  바람직한 TLR4 효능제는 MPL이다. 

TLR9는  미생물  DNA를  포유동물  DNA와  구별하는  특정  비메틸화된  CpG  올리고뉴클레오티드  (ODN)  서열을[0112]

인식한다.  CpG ODN 올리고뉴클레오티드는 특정 서열 콘텍스트 (CpG 모티프)에서 비메틸화된 CpG 디뉴클레오티

드를 함유한다.  상기 CpG 모티프는 포유동물 DNA와 비교하여 박테리아 DNA에서 20배 더 높은 빈도로 존재한다.

타입 A, B 및 C인 3가지 타입의 자극 ODN이 기술되었다.

TLR9 효능제의 비제한적인 예로는 이로 제한되는 것은 아니지만, CpG ODN1018, CpG ODN2006, CpG ODN2216, CpG[0113]

ODN1826 및 CpG ODN2336을 포함한다.  일부 실시양태에서, TLR9 효능제는 CpG ODN1018 및/또는 CpG ODN2006이

거나, 또는 이를 포함한다.  한 바람직한 실시양태에서, TLR9 효능제는 CpG ODN1018이다. 

특정  실시양태에서,  TLR  효능제는  MPL,  CpG  ODN1826,  CpG  ODN2006,  CpG  ODN2216  및/또는  CpG  ODN2336이[0114]

아니다.

적합하게, 제약 조성물은 약제학적으로 허용되는 담체, 희석제, 또는 부형제를 추가로 포함한다.[0115]

"약제학적으로 허용되는 담체, 희석제, 또는 부형제"는 전신 투여에 안전하게 사용될 수 있는 고체 또는 액체[0116]

충전제, 희석제 또는 캡슐화 물질을 의미한다.  특정 투여 경로에 따라, 당업계에 널리 공지된 다양한 담체가

사용될 수 있다.  상기 담체는 당, 전분, 셀룰로스 및 이의 유도체, 맥아, 젤라틴, 활석, 황산칼슘, 식물성 오

일, 합성 오일, 폴리올, 알긴산, 포스페이트 완충처리된 용액, 유화제, 등장성 염수 및 염, 예컨대, 히드로클로

라이드, 브로마이드 및 술페이트를 비롯한 무기산 염, 예컨대, 아세테이트, 프로피오네이트 및 말로네이트와 같

은 유기산 및 발열성 물질 제거수를 포함하는 군으로부터 선택될 수 있다. 

약제학적으로  허용되는  담체,  희석제  및  부형제를  설명하는  유용한  참고문헌은  문헌  [Remington's[0117]

Pharmaceutical Sciences (Mack Publishing Co. N.J. USA, 1991)] (이는 본원에서 참조로 포함된다)이다.

본 발명의 제약 조성물은 "면역상 허용되는 담체, 희석제, 또는 부형제"를 포함할 수 있다는 것을 상기 내용에[0118]
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의해 이해할 수 있을 것이다.

유용한 담체는 당업계에 널리 공지되어 있으며, 예를 들어, 티로글로불린; 알부민 예컨대, 인간 혈청 알부민;[0119]

파상풍, 디프테리아, 백일해, 슈도모나스(Pseudomonas), E. 콜라이, 스타필로코쿠스(Staphylococcus) 및 스트렙

토코쿠스(Streptococcus)로부터의 독소(toxin), 톡소이드(toxoid) 또는 상기 독소의 임의의 돌연변이체 교차반

응성 물질 (CRM); 폴리아미노산, 예컨대, 폴리(리신:글루탐산); 인플루엔자; 로타바이러스 VP6, 파르보바이러스

VP1 및 VP2; B형 간염 바이러스 코어 단백질; B형 간염 바이러스 재조합 백신 등을 포함한다.  대안적으로, 담

체 단백질 또는 다른 면역원성 단백질의 단편 또는 에피토프가 사용될 수 있다.  예를 들면, 박테리아성 독소,

톡소이드 또는 CRM의 T 세포 에피토프가 사용될 수 있다.  이와 관련하여, 미국 특허 번호 5,785,973 (이는 본

원에서 참조로 포함된다)을 참조할 수 있다.

"면역상 허용되는 담체, 희석제, 또는 부형제"는 당업계에 널리 공지된 바와 같이 이의 범주 내에 물, 비카르보[0120]

네이트 완충제, 포스페이트 완충처리된 염수 또는 염수 및/또는 애주번트를 포함한다.  당업계에서 이해되는 바

와 같이, "애주번트"는 백신 조성물의 면역원성 및 효능을 증진시키는 하나 이상의 물질로 구성된 조성물을 의

미한다.

따라서, TLR 효능제 이외에도, 약제학적 조성물, 본원에 기술된 면역원성 조성물 및/또는 백신은 대상체에의 투[0121]

여를 위해 하나 이상의 추가의 면역자극성 분자 또는 애주번트를 포함할 수 있다.

적합한 면역자극성 분자 및 애주번트로는 추가의 TLR 효능제, 지질다당류 및 이의 유도체, 예컨대, MPL, 프로인[0122]

트  완전  또는  불완전  애주번트,  스쿠알란  및  스쿠알렌  (또는  식물  또는  동물  기원의  다른  오일);  블록

공중합체; 계면활성제, 예컨대, 트윈(Tween)®-80; 퀼(Quil)® A, 미네랄 오일, 예컨대, 드라케올(Drakeol) 또

는 마르콜(Marcol), 식물성 오일, 예컨대, 땅콩유;  코리네박테리움(Corynebacterium)-유래 애주번트, 예컨대,

코리네박테리움 파르붐(Corynebacterium  parvum);  프로피오니박테리움(Propionibacterium)-유래 애주번트, 예

컨대, 프로피오니박테리움 아크네스(Propionibacterium acne); 미코박테리움 보비스(Mycobacterium bovis) (바

실 칼메트 및 구에린(Bacille Calmette and Guerin) 또는 BCG); 보르데텔라 페르투시스(Bordetella pertussis)

항원; 테타누스 톡소이드; 디프테리아 톡소이드; 계면 활성 물질, 예컨대, 헥사데실아민, 옥타데실아민, 옥타데

실 아미노산 에스테르, 리소레시틴, 디메틸 디옥타데실암모늄 브로마이드, N,N-디옥타데실-N',N'비스(2-히드록

실에틸-프로판디아민), 메톡시헥사데실글리세롤 및 플루로닉 폴리올; 폴리아민, 예컨대, 피란, 덱스트란술페이

트, 폴리 IC 카르보폴; 펩티드, 예컨대, 무라밀 디펩티드 및 유도체, 디메틸글리신, 투프트신; 오일 에멀젼; 및

미네랄 겔, 예컨대, 인산알루미늄, 수산화알루미늄 또는 알룸; 인터루킨, 예컨대, 인터루킨 2 및 인터루킨 12;

모노카인, 예컨대, 인터루킨 1; 종양 괴사 인자; 인터페론, 예컨대, 감마 인터페론; 조합물, 예컨대, 사포닌-수

산화알루미늄 또는 퀼-A 수산화알루미늄; 리포솜; ISCOM® 및 ISCOMATRIX® 애주번트; 미코박테리아 세포벽 추

출물; 합성 글리코펩티드, 예컨대, 무라밀 디펩티드 또는 다른 유도체; 아브리딘(Avridine); 지질 A 유도체; 덱

스트란 술페이트; DEAE-덱스트란 단독 또는 인산알루미늄과의 DEAE-덱스트란; 카르복시폴리메틸렌, 예컨대, 카

르보폴(Carbopol)' EMA;  아크릴 코폴리머 에멀젼, 예컨대, 네오크릴(Neocryl) A640  (예컨대, 미국 특허 번호

5,047,238); 유중수 유화제, 예컨대, 몬타니드(Montanide) ISA 720; 폴리오바이러스, 백시니아(vaccinia) 또는

동물 폭스바이러스 단백질; 또는 이의 혼합물을 포함하나, 이에 제한되지 않는다.  

서브유닛 백신과 관련하여, 상기 백신의 예는 예컨대, 국제 공개 WO97/45444에 기술된 바와 같이 ISCOM으로 제[0123]

제화될 수 있다.

유중수 제제 형태의 백신의 예는 예컨대, 국제 공개 WO97/45444에 기술된 바와 같이 몬타니드 ISA 720을 포함한[0124]

다. 

백신  조성물을  생산하기  위한  임의의  적합한  방법이  고려된다.   예시적인  방법은  예를  들어,  문헌  [New[0125]

Generation Vaccines (1997, Levine et al., Marcel Dekker, Inc. New York, Basel, Hong Kong)] (상기 문헌

은 본원에서 참조로 포함된다)에 기술된 것을 포함한다. 

환자에게 본 발명의 조성물을 제공하기 위한 임의의 안전한 투여 경로가 사용될 수 있다.  예를 들어, 경구, 직[0126]

장, 비경구, 설하, 협측, 정맥내, 관절내, 근육내, 진피내, 피하, 흡입, 안내, 복강내, 뇌실내 및 경피 투여가

사용될 수 있다. 

투여 형태는 정제, 분산제, 현탁제, 주사제, 액제, 시럽, 트로키, 캡슐, 좌제, 에어로졸, 경피용 패치 등을 포[0127]

함한다.  상기 투여 형태는 또한 이러한 목적을 위해 특별히 디자인된 방출 조절형 주사 또는 임플란트 장치 또

는 이러한 방식으로 추가로 작용하도록 변형된 다른 형태의 임플란트를 포함할 수 있다.  치료제의 방출 조절은
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이를 예를 들어, 아크릴 수지, 왁스, 고급 지방족 알콜, 폴리락트산 및 폴리글리콜산 및 예컨대, 히드록시프로

필메틸 셀룰로스와 같은 특정 셀룰로스 유도체를 포함하는 소수성 중합체로 코팅함으로써 수행될 수 있다.  추

가로, 방출 조절은 다른 중합체 매트릭스, 리포솜 및/또는 미소구체를 사용하여 수행될 수 있다.

바람직한 제약 조성물은 반드시 방어 면역 반응을 유발하지 않으면서, 체액성 및/또는 세포 매개 면역 반응을[0128]

유발하여 상기 면역요법에 대해 반응성인 CMV 감염 또는 CMV 연관된 질환, 장애 또는 병태의 예방적 및/또는 치

료학적 치료를 제공하는 "면역원성 조성물"이다.

바람직한 형태에서, 면역원성 조성물은 CMV 감염으로부터 방어하거나, 또는 기존 CMV 감염 또는 CMV 연관된 질[0129]

환, 장애 또는 병태를 치료하는, 인간 대상체에서 방어 B-림프구- 및/또는 CD8
+
 CTL-기반 면역 반응을 유발하기

위한  백신일  수  있다.   특정  실시양태에서,  면역원성  조성물은  대상체에서  이의  투여  후  약  6개월  초과

(예컨대, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24개월 등 또는 그 안의 임

의의 범위) 동안 CMV 감염으로부터 방어하는 지속가능한 면역 반응을 유발한다.

본원에서 일반적으로 사용되는 바, "면역화하다," "백신접종하다" 및 "백신"이라는 용어는 CMV에 대한 방어 면[0130]

역 반응을 유발하여, CMV에 의한 후속 감염을 적어도 부분적으로 예방하거나, 또는 최소화하는 방법 및/또는 조

성물을 지칭한다.

따라서, 상기 조성물은 비록 이에 대해 제한되는 것은 아니지만, 대상체에게 투여되는 경우, 신규, 기존 또는[0131]

잠복 여부에 관계없이, CMV 감염에 대한 적어도 부분적인 면역, 및 바람직하게, 방어 면역을 생성하기 위한 목

적으로, 또는 CMV 감염에 대해 면역 반응, 바람직하게, 방어 면역 반응을 생성하기 위해 전달될 수 있다.

"방어 면역"은 항원 또는 항원들에 대한 반응성이 상기 항원의 신속한 결합 및/또는 제거를 유도하고, 이로써,[0132]

동물, 예컨대, 인간 대상체에서 후속되는 CMV 감염을 적어도 부분적으로 호전시키거나, 또는 예방하기에 충분한

수준의 면역을 의미한다.  

"방어 면역 반응"은 동물, 예컨대, 인간 대상체에서 현재 및/또는 미래의 CMV 감염의 중증도(severity), 증상,[0133]

측면 또는 특징을 예방하거나, 또는 감소시키기에 충분한 수준의 면역 반응을 의미한다. 

용어 "면역 반응"은 대상체(subject) (예컨대, 인간)의 면역계에 의한 항원 또는 항원 결정기에 대한 임의의 반[0134]

응을 지칭한다.  예시적인 면역 반응은 체액성 면역 반응 (예컨대, 항원 특이적 항체 생산) 및 세포 매개 면역

반응 (예컨대, 항원 특이적 T 세포 생성)을 포함한다.  면역 반응을 평가하기 위한 검정법은 당업계에 공지되어

있으며, 예컨대, 항체 반응 및 지연형 과민 반응을 측정하기 위한 검정법과 같은 생체내 검정법을 포함할 수 있

다.  예로서, 항체 반응을 측정하기 위한 검정은 B 세포 기능 뿐만 아니라, B 세포/T 세포 상호작용을 측정할

수 있다.  항체 반응 검정법의 경우, 항원 챌린지 후 혈중 항체 역가를 비교할 수 있다.  시험관내 검정법은 면

역 세포가 분열하는 능력, 또는 다른 세포가 분열하는 데 도움을 제공하거나, 림포카인 및 다른 인자를 방출하

고, 활성화 마커를 발현하고, 표적 세포를 용해시키는 능력을 결정하는 것을 포함할 수 있다.  T 림프구와 같은

면역 세포는 또한 미토겐 또는 특정 항원을 사용하여 증식할 수 있는 능력에 대해 시험관내에서 시험될 수도 있

다.  특정 림포카인을 분비할 수 있는 능력을 정량화하기 위해 배 양된 면역 세포의 상청액 또한 시험될 수 있

다.  추가로, 면역 세포는 배양물로부터 제거되고, 활성화 항원을 발현할 수 있는 이의 능력에 대해 시험될 수

있다.  이는 활성화 항원에 결합하는 항체 또는 리간드 및 활성화 항원을 코딩하는 RNA에 결합하는 프로브를 사

용하는 비제한적인 예에서와 같이 적합한 임의의 방법에 의해 수행될 수 있다.

용어 "체액성 면역 반응"은 중화 항체를 비롯한 항체 생산 자극을 지칭한다.  체액성 면역 반응은 또한 T 헬퍼[0135]

세포 활성화 및 사이토카인 생산, 친화성 성숙 및 기억 세포 생성을 비롯한, 항체 생산을 동반하는 보조 단백질

및 이벤트를 지칭한다. 

용어 "세포 매개 면역 반응"은 예컨대, 욍래 항원을 발현하는 세포를 직접 용해시키고, 사이토카인 (예컨대,[0136]

IFN-감마)를 분비할 때, 림프구에 의해 제공되는 면역학적 방어, 예컨대, 감작화된 T 림프구에 의해 제공되는

방어로서, 이는 대식세포 및 자연살해 (NK) 세포 이펙터 기능을 조정할 수 있고, T 세포 확장 및 분화를 증강시

킬 수 있는 것을 지칭한다.

실시예에서 더욱 상세하게 기술되는 바와 같이, 본 측면의 제약 조성물은 다중 인간 HLA 트랜스제닉 마우스에서[0137]

CMV-특이적 CD4+ 및 CD8
+
 T 세포 반응, B 세포 반응 및 중화 항체 반응을 생성하는 데 고도로 효과적이다.  추

가로, 제약 조성물은 장수명 CMV-특이적 배중심 B 세포 생성을 유도할 수 있다.  본 발명의 제약 조성물에 의해

생성된  면역  반응의  이러한  기능적  특징은  생성된  체액성  및  세포  매개  면역  반응의  효능  및  지속성,  및
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따라서, 후속되는 바이러스 제거에 중요한 것으로 제안된다.

일반적으로, 본원에 기술된 약제학적 조성물, 면역원성 조성물, 백신 및/또는 예방 또는 치료학적 치료 방법은[0138]

본 발명의 조성물을 환자에게 제공하는 데 사용될 수 있는 임의의 안전한 투여 경로를 사용할 수 있다.  예를

들어, 경구, 직장, 비경구, 설하, 협측, 정맥내, 관절내, 근육내, 진피내, 피하, 흡입, 안내, 복강내, 뇌실내,

경피 등이 사용될 수 있다.  근육내 및 피하 주사는 예를 들어, 면역원성 조성물, 단백질성 백신 및 DNA 백신의

투여에 적절하다. 

본 측면의 제약 조성물은 동물, 바람직하게, 인간에서 CMV 연관된 질환, 장애 또는 병태의 치료학적 및/또는 예[0139]

방적 치료에 유용할 수 있다는 것을 이해할 것이다.  특정 실시양태에서, 본원에 기술된 제약 조성물은 (a) 대

상체에서 CMV 감염을 치료 또는 예방하는 데; (b) 대상체에서 CMV 항원에 대한 면역 반응을 유발하는 데; 및/또

는 (c) 대상체에서 CMV 감염에 대한 면역을 유도하는 데 사용하기 위한 것이다.

인간에서, CMV 감염은 발열이 지속되는 단핵구증 유사 증후군 및/또는 경증 간염을 유발할 수 있다.  특정 고위[0140]

험군에서는 임신 중 태아가 감염되는 동안, 아동과 함께 일하는 사람, 및 예컨대, 노인, 장기 이식 수용자 및

인간 면역결핍 바이러스 (HIV)로 감염된 사람과 같이 면역손상된 사람에서 질환은 더 중증일 수 있다.  CMV는

또한 예컨대, 신경교종과 같은 일부 암과도 연관될 수 있다.  따라서, 본 발명은 바람직하게는 인간에서 CMV 감

염의 예방적 또는 치료학적 치료의 약제학적 조성물 및/또는을 제공한다. 

따라서, 관련된 측면에서, 본 발명은 대상체에게 치료 유효량의 본원에 기술된 제약 조성물을 투여하여 대상체[0141]

에서 면역 반응을 유발하는 단계를 포함하는, 대상체에서 면역 반응을 유발하는 방법을 제공한다.

적합하게, 방법은 상기 대상체에서 면역 반응을 유발 또는 증진시켜 대상체에서 CMV 연관된 질환, 장애 또는 병[0142]

태, 예컨대, CMV 감염을 예방하거나, 또는 예방적으로 또는 치료학적으로 치료한다.  더욱 특히, 제약 조성물의

투여는 적합하게는 대상체에서 CMV 또는 CMV 감염에 대한 방어 면역 반응을 유발한다.

한 실시양태에서, 면역 반응은 체액성 면역 반응 및/또는 세포 매개 면역 반응, 예컨대, 세포독성 T-림프구 면[0143]

역 반응이거나, 또는 이를 포함한다.

추가 측면에서, 대상체에게 치료 유효량의, 언급된 제1 측면의 제약 조성물을 투여하여 대상체에서 CMV 감염에[0144]

대한 면역을 유도하는 단계를 포함하는, 대상체에서 CMV 감염에 대한 면역을 유도하는 방법.

본 측면의 방법은 적합하게는 CMV 감염에 대한 방어 면역 반응을 유도한다.  이를 위해, CMV 또는 CMV 감염에[0145]

대한 면역 반응 또는 면역은 적합하게는 대상체가 CMV 연관된 질환, 장애 또는 병태에 걸리지 않게 예방한다.

또 다른 실시양태에서, 본 방법은 적합하게는 CMV 감염에 대한 체액성 면역 반응 및/또는 세포 매개 면역 반응,[0146]

예컨대, 세포독성 T-림프구 면역 반응을 유도한다.

또 다른 측면에서, 본 발명은 대상체에게 치료 유효량의, 언급된 제1 측면의 제약 조성물을 투여하여 대상체에[0147]

서 CMV 감염을 예방 또는 치료하는 단계를 포함하는, 대상체에서 CMV 감염을 치료 또는 예방하는 방법에 관한

것이다. 

본원에서 사용되는 바, "치료하는" (또는 "치료하다" 또는 "치료")이란, 이의 발병 후, CMV 연관된 질환, 장애[0148]

또는 병태를 포함하는, CMV 감염의 징후 또는 증상을 호전시키는 치료학적 개입을 지칭한다.  CMV 연관된 질환,

장애 또는 병태와 관련하여 "호전시키는"이라는 용어는 치료의 임의의 관찰가능한 유익한 효과를 지칭한다.  치

료가 대상체에게 절대적으로 유익할 필요는 없다.  유익한 효과는 일반 숙련가에게 공지된 임의의 방법 또는 표

준을 사용하여 결정될 수 있다. 

본원에서 사용되는 바, "예방하는" (또는 "예방하다" 또는 "예방")이란, CMV 감염 또는 CMV 연관된 질환, 장애[0149]

또는 병태의 증상, 측면 또는 특징을 예방하거나, 또는 감소시키기 위해 상기 증상, 측면 또는 특징이 발병되기

이전에 개시되는 조치 (예컨대, 본 발명의 약제학적 조성물 투여)를 지칭한다.  상기 예방이 대상체에게 절대적

으로 유익할 필요는 없다는 것을 이해하여야 한다.  "예방적" 치료는 CMV 감염 또는 CMV 연관된 질환, 장애 또

는 병태의 증상, 측면, 또는 특징이 발생할 위험을 감소시키기 위한 목적으로, CMV 감염 또는 CMV 연관된 질환,

장애 또는 병태의 징후를 보이지 않거나, 또는 오직 조기 징후만을 보이는 대상체에게 투여되는 치료이다. 

용어 "치료 유효량"은 언급된 작용제, 예컨대, 본원에 기술된 제약 조성물로 치료받은 대상체에서 원하는 효과[0150]

를 달성하는 데 충분한, 상기 작용제, 예컨대, 본원에 기술된 제약 조성물의 정량을 기술한다.  예를 들어, CMV

감염을 포함하는, CMV 연관된 질환, 장애 또는 병태를 감소, 경감 및/또는 예방하는 데 필요한, 본원에 기술된
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단리된 단백질, CMV 외피 단백질 및 TLR 효능제를 포함하는 조성물의 양일 수 있다.  일부 실시양태에서, "치료

유효량"은 CMV 감염 또는 CMV 연관된 질환, 장애 또는 병태의 증상을 감소 또는 제거하는 데 충분한다.  다른

실시양태에서, "치료 유효량"은 원하는 생물학적 효과를 달성하는 데 충분한 양, 예를 들어, CMV 감염을 억제

또는 예방하기 위해 대상체에서 방어 면역 반응을 유발하는 데 충분한 양이다.

이상적으로, 작용제의 치료 유효량은 대상체에서 상당한 세포독성 효과를 유발하지 않으면서, 원하는 결과를 유[0151]

도하는 데 충분한 양이다.  CMV 연관된 질환, 장애 또는 병태, 예컨대, CMV 감염을 감소, 경감 및/또는 예방하

는 데 유용한 작용제의 유효량은 치료받는 대상체, 임의의 연관된 질환, 장애 또는 병태 타입 및 중증도 (예컨

대, CMV 연관된 질환, 장애 또는 병태 타입 및/또는 CMV 균주 타입), 및 치료 조성물의 투여 방식에 의존할 것

이다.

본 발명과 관련하여, 'CMV 연관된 질환, 장애 또는 병태'란, 예컨대, 본원 상기 기술된 것과 같은, 사이토메갈[0152]

로바이러스에 의한 감염으로부터 발생하는 임의의 임상 병리를 포함하는 임의의 CMV 감염을 의미한다.

"투여하는" 또는 "투여"란, 본원에 개시된 조성물의 특정 선택된 경로에 의한 대상체 내로의 도입을 의미한다.[0153]

예컨대, 본원 상기 기술된 것과 같은, 임의의 안전한 투여 경로 및 투여 형태가 본 발명의 조성물을 환자에게

제공하기 위해 사용될 수 있다

본원에서 일반적으로 사용되는 바, 용어 "환자," "개체" 및 "대상체"는 본원에 개시된 치료 또는 조성물의 임의[0154]

의 포유동물 수용자와 관련하여 사용된다.  따라서, 본원에 개시된 방법 및 조성물은 의학적 및/또는 수의학적

적용을 가질 수 있다.  바람직한 형태에서, 포유동물은 인간이다. 

추가 측면에서, 본 발명은 서열 번호: 1-20에 제시된 각각의 에피토프 아미노산 서열 또는 이의 단편, 변이체,[0155]

또는 유도체를 포함하는 단리된 단백질에 관한 것이다.  따라서, 단리된 단백질은 예컨대, 본원 상기 기술된 것

과 같은 단리된 폴리에피토프 또는 폴리토프 단백질일 수 있거나, 또는 이를 포함할 수 있다. 

에피토프 아미노산 서열 이외에도, 단리된 단백질은 예컨대, 상기 기술된 것과 같은, 개재 아미노산 또는 아미[0156]

노산 서열을 추가로 포함할 수 있다.  적합하게, 개재 아미노산 또는 아미노산 서열은 프로테아좀 프로세싱이

가능하도록, 및 후속된 HLA-I 분자와의 제시를 위해 프로테아좀-생성 개별 에피토프 펩티드를 소포체 (ER) 내로

수송하기 위해 에피토프 아미노산 서열 기준으로 배치되거나, 또는 위치한다.

추가로, 서열 번호: 21에 제시된 것과 같이, 단리된 단백질의 구성 에피토프 (즉, 서열 번호: 1-20)의 특정 배[0157]

열 또는 순서는 광범위한 HLA 클래스 I-제한 면역원성을 유지하면서, 쉽게 변경될 수 있다는 것을 이해할 것이

다.

본 측면의 단리된 단백질은 서열 번호: 1-20에 제공된 것 이외의 다른 에피토프 아미노산 서열, 예컨대, 국제[0158]

공개 WO 03/000720 및 국제 공개 번호 WO2014/059489에 기술된 것도 포함할 수 있다는 것도 이해할 것이다. 

적합하게, 단리된 단백질은 서열 번호: 21에 제시된 아미노산 서열 또는 이의 단편, 변이체, 또는 유도체를 포[0159]

함하거나, 본질적으로 이로 구성되거나, 또는 이로 구성된다.

특정 실시양태에서, 단리된 단백질은 본원에서 앞서 기술된 방법에서 사용하기 위한 것이다.  이를 위해, 단리[0160]

된 단백질은 예컨대, 본원 상기 기술된 것과 같은 제약 조성물에 포함시키는 데 적합할 수 있다.

이의 단편, 변이체 및 유도체를 포함하는, 본 측면의 단리된 단백질은 화학적 합성, 재조합 DNA 기술 및 펩티드[0161]

단편을 생산하기 위한 단백질 분해 절단을 포함하나, 이에 제한되지 않는, 당업계에 공지된 임의의 수단에 의해

생산될 수 있다.

추가의  또  다른  측면에서,  본  발명은  상기  언급된  측면의  단리된  단백질을  코딩하는  단리된  핵산에  관한[0162]

것이다.

본원에서 사용되는 바, 용어 "핵산"은 단일 또는 이중 가닥 mRNA, RNA, cRNA, RNAi, siRNA 및 cDNA, 미토콘드[0163]

리아 DNA (mtDNA) 및 게놈 DNA를 포함하는 DNA를 지정한다.

"폴리뉴클레오티드"는 팔십 개 (80) 이상의 연속된 뉴클레오티드를 갖는 핵산인 반면, "올리고뉴클레오티드"는[0164]

팔십 개 (80) 미만의 연속된 뉴클레오티드를 갖는다.  "프라이머(primer)"는 일반적으로 상보성 핵산 "주형"에

어닐링할  수  있고,  DNA  폴리머라제,  예컨대,  Taq  폴리머라제,  RNA-의존성  DNA  폴리머라제  또는  시쿼나제

(Sequenase)™의 작용에 의해 주형 의존적 방식으로 연장될 수 있는, 바람직하게, 15-50개의 연속된 뉴클레오티

드를 갖는 단일 가닥 올리고뉴클레오티드이다.  "프로브(probe)"는 예를 들어, 노던 또는 써던 블롯팅에서 상보
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성 서열을 검출하기 위한 목적으로 적합하게 표지화된, 단일 또는 이중 가닥 올리고뉴클레오티드 또는 폴리뉴클

레오티드일 수 있다.

일부 실시양태에서, 단리된 핵산은 서열 번호: 22에 제시된 뉴클레오티드 서열 또는 이의 단편, 변이체, 또는[0165]

유도체를 포함하거나, 이로 구성되거나, 또는 이로 구성된다. 

단리된 핵산의 단편 및 변이체 또한 고려된다.[0166]

본 발명은 또한 단리된 핵산의 변이체 및/또는 단편을 제공한다.  변이체는 본 발명의 단리된 단백질을 코딩하[0167]

는 임의의 뉴클레오티드 서열 (예컨대, 서열 번호: 22)과 적어도 70%, 적어도 75%, 바람직하게, 적어도 80%, 적

어도 85%, 더욱 바람직하게, 적어도 90%, 91%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% 또는 99%의 뉴클레오티드 서열

동일성을 갖는 뉴클레오티드 서열을 포함할 수 있다.

단편은 본원에 개시된 임의의 뉴클레오티드 서열에 존재하는 최대 5%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%,[0168]

45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90% 또는 95-99%의 연속된 뉴클레오티드를 포함하거나, 또는

이로 구성될 수 있다.

단편은 본원에 개시된 임의의 뉴클레오티드 서열에 존재하는 최대 20,  50,  100,  150,  200,  250,  300,  350,[0169]

400, 450, 500, 550, 600, 650, 또는 660개의 연속된 뉴클레오티드를 포함하거나, 또는 이로 구성될 수 있다.

본 발명은 또한 예컨대, 코돈 서열 중복성을 이용함으로써 변형된 핵산을 고려한다.  보다 특정한 예에서, 코돈[0170]

사용 빈도는 특정 유기체 또는 세포 타입에서 핵산의 발현을 최적화하도록 변형될 수 있다.

본 발명은 추가로 본 발명의 단리된 핵산에서 변형된 퓨린 (예를 들어, 이노신, 메틸이노신 및 메틸아데노신)[0171]

및 변형된 피리미딘 (예를 들어, 티오우리딘 및 메틸시토신)의 용도를 제공한다. 

본 발명의 단리된 핵산은 예컨대, 문헌 [Chapter 2 and Chapter 3 of CURRENT PROTOCOLS IN MOLECULAR BIOLOGY[0172]

(Eds. Ausubel et al. John Wiley & Sons NY, 1995-2008)]에 기술된 것과 같은, 표준 프로토콜을 사용하여 편

리하게 제조될 수 있다는 것을 당업자는 잘 이해할 것이다. 

추가의 또 다른 실시양태에서, 상보성 핵산은 고도로 엄격한 조건하에서 본 발명의 핵산에 하이브리드화하다.[0173]

본원에서 사용되는 바, "하이브리드화하다 및 하이브리드화"란, 적어도 부분적으로 상보성 뉴클레오티드 서열이[0174]

쌍을 형성하여 DNA-DNA, RNA-RNA 또는 DNA-RNA 하이브리드를 생성하는 것을 의미한다.  상보성 뉴클레오티드 서

열을 포함하는 하이브리드 서열은 염기쌍 형성을 통해 존재한다.

본원에서 사용되는 바, "엄격도(stringency)"는 하이브리드화 동안의 온도 및 이온 강도 조건, 및 특정 유기 용[0175]

매 및/또는 계면활성제의 존재 또는 부재를 지칭한다.  엄격도가 높을수록, 하이브리드화하는 뉴클레오티드 서

열 사이에 요구되는 상보성 수준은 더 높아질 것이다.

"엄격한 조건"은 상보적인 염기의 빈도가 높은 핵산만이 하이브리드화하게 되는 조건을 지정한다.[0176]

엄격한 조건은 예컨대, 문헌 [Chapters 2.9 and 2.10 of Ausubel et al., 상기 문헌 동일] (상기 문헌은 본원[0177]

에서 참조로 포함된다)에 기술된 바와 같이, 당업계에 널리 공지되어 있다.  숙련된 수신인은 또한 다양한 인자

는 하이브리드화의 특이성을 최적화하기 위해 조작될 수 있다는 것을 인식할 것이다.  최종 세척의 엄격도를 최

적화함에 따라 고도의 하이브리드화를 보장할 수 있다.

상보성 뉴클레오티드 서열은 전형적으로, 표지화된 프로브 또는 다른 상보성 핵산을 사용하는, 뉴클레오티드를[0178]

매트릭스 (바람직하게, 합성 막, 예컨대, 니트로셀룰로스)에 고정화시키는 단계, 하이브리드화 단계, 및 검출

단계를  포함하는  블롯팅  기술에  의해  확인할  수  있다.   써던  블롯팅은  상보성  DNA  서열을  확인하는  데

사용되고; 노던 블롯팅은 상보성 RNA  서열을 확인하는 데 사용된다.  도트 블롯팅 및 슬롯 블롯팅은 상보성

DNA/DNA, DNA/RNA 또는 RNA/RNA 폴리뉴클레오티드 서열을 확인하는 데 사용될 수 있다.  상기 기술은 당업자에

의해 놀리 공지되어 있으며, 문헌 [Ausubel et al., supra, at pages 2.9.1 through 2.9.20]에 기술되어 있다.

상기 방법에 따라, 써던 블롯팅은 겔 전기영동에 의해 크기에 따라 DNA 분자를 분리하고, 크기에 따라 분리된

DNA을 합성 막으로 옮기고, 막 결합 DNA를 상보성 뉴클레오티드 서열에 하이브리드화하는 것을 포함한다.  대안

적 블롯팅 단계는 예컨대, 플라크 또는 클로니 하이브리드화 공정을 통해 cDNA 또는 게놈 DNA 라이브러리 중 상

보성 핵산을 확인할 때 사용된다.  상기 방법의 다른 전형적인 예는 문헌 [Chapters 8-12 of Sambrook et al.,

MOLECULAR CLONING. A Laboratory Manual (Cold Spring Harbor Press, 1989)]에 기술되어 있다. 
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고정화된 핵산에 하이브리드화된, 표지화된 핵산을 검출하는 방법은 당업계의 실무자에게 널리 공지되어 있다.[0179]

상기 방법은 방사능 사진 촬영술, 화학발광성, 형광성 및 비색 검출을 포함한다.

핵산은 또한 핵산 서열 증폭 기술을 사용하여 단리, 검출, 및/또는 재조합 DNA 기술의 대상이 될 수 있다.[0180]

열 및 등온 방법, 둘 모두를 커버하는 적합한 핵산 증폭 기술은 숙련된 수신인에게 널리 공지되어 있고, 이에[0181]

제한되는 것은 아니지만, 중합효소 연쇄 반응 (PCR); 가닥 변위 증폭(SDA); 롤링-서클 복제 (RCR); 핵산 서열-

기반 증폭(NASBA), Q-β 레플리카제 증폭, 레콤비나제 폴리머라제 증폭 (RPA) 및 헬리카제 의존성 증폭을 포함

한다.

본원에서 사용되는 바, "증폭 생성물"은 핵산 증폭에 의해 생성된 핵산 생성물을 지칭한다.[0182]

핵산 증폭 기술은 당업계에 놀리 공지된 바와 같이, 특정의 정량적 및 반-정량적 기술, 예컨대, qPCR, 실시간[0183]

PCR 및 경쟁적 PCR을 포함할 수 있다.

또 다른 추가 측면에서, 본 발명은 상기 측면의 단리된 핵산을 포함하는 유전자 작제물을 제공한다.[0184]

특정 실시양태에서, 유전자 작제물은 하나 이상의 다른 유전 성분에 작동가능하게 연결된 또는 이어진 단리된[0185]

핵산을 포함한다.  유전자 작제물은 숙주 세포에서 단리된 핵산의 치료학적 전달에, 또는 본 발명의 단리된 단

백질의 재조합 생산에 적합할 수 있다.

광범위하게, 유전자 작제물은 당업계에서 널리 이해되는 바와 같이, 플라스미드, 박테리오파지, 코스미드, 효모[0186]

또는 박테리아 인공 염색체의 형태이거나, 또는 이의 유전 성분을 포함할 수 있다.  유전자 작제물은 재조합

DNA 기술에 의한 조작 및/또는 본 발명의 핵산 또는 코딩된 단백질의 발현을 위해 박테리아 또는 다른 숙주 세

포에서 단리된 핵산의 유지 및 증식에 적합할 수 있다. 

숙주 세포의 발현을 위해, 유전자 작제물은 발현 작제물이다.  적합하게는, 발현 작제물은 발현 벡터에서 하나[0187]

이상의 추가 서열에 작동가능하게 연결된 본 발명의 핵산을 포함한다.  "발현 벡터"는 예컨대, 플라스미드와 같

은 자가 복제 염색체외 벡터 또는 숙주 게놈에 통합되는 벡터일 수 있다. 

"작동가능하게 연결된"이란, 상기 추가의 뉴클레오티드 서열(들)이 본 발명의 핵산 기준으로 바람직하게는 전사[0188]

를 개시, 조절, 또는 다르게는 제어할 수 있도록 배치되어 있다는 것을 의미한다.

조절 뉴클레오티드 서열은 일반적으로 발현에 사용된 숙주 세포에 적절할 것이다.  다양한 숙주 세포에 대한 많[0189]

은 타입의 적절한 발현 벡터 및 적합한 조절 서열이 당업계에 공지되어 있다.

전형적으로, 상기 하나 이상의 조절 뉴클레오티드 서열은 프로모터 서열, 리더 또는 신호 서열, 리보솜 결합 부[0190]

위, 폴리아데닐화 서열, 전사 시작 및 종결 서열, 번역 시작 및 종결 서열, 및 인핸서 또는 활성인자 서열을 포

함할 수 있지만, 이에 제한되지 않는다.

당업계에 공지되어 있는 바와 가은 구성적, 억제성 또는 유도성 프로모터가 본 발명에 의해 고려된다.[0191]

발현 작제물은 또한 재조합 단백질이 융합 단백질로서 발현되도록 (전형적으로, 발현 벡터에 의해 제공되는) 융[0192]

합 파트너를 코딩하는 추가의 뉴클레오티드 서열을 포함할 수 있다.

발현 작제물은 또한 이에 제한되는 것은 아니지만, 예컨대, amp
R
, neo

R
 또는 kan

R
과 같은, 선별 마커를 코딩하는[0193]

추가의 뉴클레오티드 서열을 포함할 수 있다.

특정 실시양태에서, 발현 작제물은 적합하게는 동물 세포에서 작동가능한 프로모터 (예컨대, CMV, A-결정형 또[0194]

는 SV40 프로모터)를 포함하는 플라스미드 DNA 형태일 수 있다.  다른 실시양태에서, 핵산은 예컨대, 아데노바

이러스, 백시니아, 렌티바이러스 또는 아데노 연관된 바이러스 벡터와 같은 바이러스 작제물 형태일 수 있다.

또 다른 측면에서, 본 발명은 본원에 기술된 핵산 분자 또는 유전자 작제물로 형질전환된 숙주 세포에 관한 것[0195]

이다.

발현에 적합한 숙주 세포는 원핵성 또는 진핵성 세포일 수 있다.  예를 들어, 적합한 숙주 세포는 포유동물 세[0196]

포 (예컨대, HeLa, Cos, NIH-3T3, HEK293T, Jurkat 세포), 효모 세포 (예컨대, 사카로마이세스 세레비시아에

(Saccharomyces cerevisiae)), 배큘로바이러스 발현 시스템과 함께 사용되거나, 또는 그 부재하에 사용되는, 곤

충 세포 (예컨대, Sf9,  트리코플러시아 니(Trichoplusia  ni)),  식물 세포 (예컨대, 클라미도모나스 레인하티
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(Chlamydomonas reinhardtii), 파에도닥틸룸 트리코르누툼(Phaeodactylum tricornutum)) 또는 박테리아 세포,

예컨대,  E.  콜라이를 포함할 수 있지만,  이에 제한되지 않는다.  예를 들어, 문헌 [CURRENT  PROTOCOLS  IN

MOLECULAR BIOLOGY Eds. Ausubel et al., (John Wiley & Sons, Inc. 1995-2015)], 특히 [Chapters 9 and 16]

에 기술되어 있는 바와 같이, (원핵성 또는 진핵성 세포인지와는 상관없이) 유전자 작제물의 숙주 세포 내로의

도입은 당업계에 널리 공지되어 있다.

본 발명의 관련된 측면은 (i) 상기 측면의 숙주 세포를 배양하는 단계; 및 (ii) 단계 (i)에서 배양된 상기 숙주[0197]

세포로부터 상기 단리된 단백질을 단리시키는 단계를 포함하는, 본원에 기술된 단리된 단백질을 제조하는 방법

을 제공한다.

이와 관련하여, 재조합 단백질은 예컨대, 본원 상기 제공된 것과 같은 표준 프로토콜을 이용하여 당업자에 의해[0198]

편리하게 제조될 수 있다.

본 발명이 용이하게 이해되고, 실제로 수행하기 위해, 이제 특정 실시양태는 하기 비제한적인 실시예에 의해 설[0199]

명될 것이다. 

실시예[0200]

본 실시예는 CMV 당단백질 B 및 TLR9 효능제 CpG 1018과 함께 광범위한 HLA 분자를 포함하는 5개의 상이한 CMV[0201]

항원으로부터 스무 개 (20)의 상이한 에피토프를 함유하는 폴리에피토프 단백질을 함유하는 백신 제제의 면역원

성을 조사하였다.

물질 및 방법[0202]

CMVpoly20PL-NH 단백질 발현 및 정제 [0203]

화학적으로 적격한 E. 콜라이 BL21-codonPlus (DE3) RP 세포 (애질런트 테크놀러지즈(Agilent Technologies))[0204]

를 CMVpoly20PL-NH 발현 벡터 (pJ404-아툼 바이오(pJ404-Atum Bio))로 형질전환시켰다.  형질전환된 세포를 암

피실린 (LB-Amp) 100 ㎍/mL로 보충된 루리아 베르타니(Luria Bertani: LB) 아가(agar)에 플레이팅하고, 플레이

트를 37℃에서 밤새도록 인큐베이션시켰다.  단리된 콜로니를 채취하고, 100 ㎍/mL 암피실린을 함유하는 10 ml

테리픽 브로쓰 (TB-Amp 브로쓰)에 접종하고, 진탕기에서 37℃하에 200 rpm으로 밤새도록 성장시켰다.  밤새도록

성장시킨 배양물 소량을 50 mL TB-Amp 브로쓰에 접종하고, 12시간 동안 성장시켰다.  50 mL 배양물로부터의 배

양물 중 약 1%를 3 L TB-Amp 브로쓰로 옮기고, 600 nm에서 0.6에 도달할 때까지 배양물을 성장시켰다.  1 mM/mL

의 IPTG를 첨가하여 CMVpoly20PL-NH 유도를 수행하였다.  상기 세포를 추가로 4시간 동안 성장시키고, 12% 소듐

도데실 술페이트 폴리아크릴아미드 겔 전기영동 (SDS-PAGE)에서 비유도 및 유도된 샘플을 분석하여 단백질 발현

수준을 측정하였다.

유도 단계 종료시, 15분 동안 13,000 rpm으로 원심분리하여 E. 콜라이 배양물을 수확하고, 세포 펠릿을 프로테[0205]

아제 억제제 칵테일 (로슈(Roche: 독일 만하임))로 보충된, 100 mL 용해 완충제 (25 mM 트리스 pH 7.5, 5 mM

EDTA, 0.5% 트리톤X 100, 0.5 mg/mL lysozyme) 중에 재현탁시키고, 얼음 상에서 30분 동안 인큐베이션시킨 후,

초음파발생장치를 사용하여 세포를 용해시켰다.  각 사이클 사이에 10분의 휴식 시간을 포함하면서, 6 x 8분 사

이클 (전원을 켜고, 끄는 데 1초)로 초음파처리를 수행하였다.  30분 동안 13,000 rpm으로 용해물을 원심분리하

고, 상청액 및 펠릿 분획을 SDS-PAGE 겔 상에서 분석하였다.

SDS-PAGE 분석 후, 단백질은 봉입체 (IB) 형태로 펠릿 중에서 발견되었고, 대략 2 그램 (습윤 중량)의 펠릿이[0206]

매 3 L의 유도된 배양물로부터 수득되었다.  IB 세척, 가용화 및 정제 단계 모두 냉동 실험실에서 수행하였다.

숙주 단백질 오염물질을 제거하기 위해, 대략 500 밀리그램의 IB를 2 x 600 mL의 TE 완충제 (25 mM 트리스 및 5

mM EDTA pH 7.5 - 3 x 200 mL 세척)로 세척하였다.  균질 현탁액을 제조하기 위해, IB를 TE 완충제 중에 현탁

시키고, 10분 동안 (전원을 켜고, 끄는 데 1초) 초음파처리한 후, 용액을 4℃에서 30분 동안 교반하면서, 인큐

베이션시켰다.  매 세척 종료시, 용액을 13,000 rpm으로 30분 동안 원심분리하였다.  TE 완충제 세척 후, IB를

상기 언급된 바와 같이 2 x 200 mL의 100 mM NaH2PO4, 10 mM 트리스, 4 M 우레아 pH 7.5 완충제로 세척하였다.

원심분리 후, 모든 세척으로부터 수득된 상청액을 SDS-PAGE 겔 상에서 분석하여 CMVpoly20PL-NH 단백질 손실을

체크하였다.  마지막으로, IB를 4℃에서 48시간 동안 교반하면서, 300 mL의 100 mM NaH2PO4, 10 mM 트리스, 2.5

mM DTT, 8 M 우레아 pH 5.5 완충제 중에 가용시켰다.  가용성 단백질을 13,000 rpm으로 30분 동안 원심분리하여

정화시키고,  모든  샘플을  SDS-PAGE  겔  상에서  분석하였다.   정화된  상청액을  CMVpoly20PL-NH  정제에

사용하였다.
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CMVpoly20PL-NH 단백질을 정제하기 위해, 7 mL의 SP-세파로스 매트릭스 (GE 헬쓰케어(GE healthcare))를 10 칼[0207]

럼 부피의 증류수, 5 칼럼 부피의 1 M NaOH로 세척하고, 증류수로 중화시키고, 5 칼럼 부피의 1 M NaCl로 재생

시킨  후,  5  칼럼  부피의  100  mM  NaH2PO4,  10  mM  트리스,  2.5  mM  DTT,  8  M  우레아  pH  5.5  완충제로

평형화시켰다.  가용성 단백질을 4℃에서 45분 동안 500 mL 듀란(Duran) 병 중에서 평형화된 매트릭스와 혼합하

였다.  이어서, 슬러리를 칼럼으로 옮기고, FT를 수집하였다.  비결합 단백질 및 불순물을 20 칼럼 부피의 세척

완충제; 100 mM NaH2PO4, 10 mM 트리스, 2.5 mM DTT, 8 M 우레아 pH 6.5로 세척하였다.  결합된 단백질을 용출

시키기 위해, 칼럼에 용출 완충제; 100 mM NaH2PO4, 10 mM 트리스, 2.5 mM DTT, 8 M 우레아 pH 7.5를 로딩하고,

2시간 동안 인큐베이션시킨 후, 단백질을 6 x 7 mL 분획 중에서 용출시켰다.  추가로, 칼럼에 용출 완충제; 100

mM NaH2PO4, 10 mM 트리스, 2.5 mM DTT, 8 M 우레아 pH 7.5를 로딩하고, 추가로 2시간 동안 인큐베이션시킨 후,

단백질을 추가의 6 x 7 mL 분획 중에서 용출시켰다.  모든 정제 단계로부터 수득된 샘플을 SDS-PAGE 상에서 분

석하였다.  모든 정제된 단백질 분획을 함께 풀링하고, 최종 부피 50 mL로 농축시켰다.

정제된 CMVpoly20PL-NH  단백질로부터 숙주 DNA  및 내독소 오염물을 제거하기 위해, 하이세린 Q-FF  세파로스[0208]

(HiSereen  Q-FF  Sepharose)  (5  mL-GE  헬쓰케어)를  10  칼럼  부피의  증류수,  5  칼럼  부피의  1  M  NaOH로

세척하고, 증류수로 중화시키고, 5 칼럼 부피의 1 M NaCl로 재생시킨 후, 5 칼럼 부피의 100 mM NaH2PO4, 10 mM

트리스, 2.5 mM DTT, 8 M 우레아 pH 7.5 완충제로 평형화시켰다.  농축된 CMVpoly20PL-NH 단백질을 Q-FF 상에

로딩하고, 통과액을 수집하였다.  비용출된 단백질을 회수하기 위해, 칼럼을 2 칼럼 부피의 100 mM NaH2PO4, 10

mM 트리스, 2.5 mM DTT, 8 M 우레아 pH 7.5 완충제로 세척하였다.  상이한 정제 단계의 모든 샘플을 SDS-PAGE

겔 상에서 분석하였다.  SDS-PAGE 분석 후, 통과액 및 세액을 함께 조합하고; 단백질 샘플의 pH를 7.5에서 3.8

로 감소시켰다.  CMVpoly20PL-NH  단백질을 4℃에서 밤새도록 스네이크스킨(SnakeSkin) 투석 튜빙 10000 MWCO

(써모 사이언티픽(Thermo Scientific: 미국 록퍼드))를 사용하여 pH 3.8에서 25 mM 글리신 완충제에 대해 투석

하였다.  투석 후, 단백질을 농축시키고, 무스탕 E 막 (PALL 코포레이션(PALL Corporation: 미국 뉴욕주))을 통

과시켜 내독소 오염물질을 추가로 제거하고, 단백질을 0.22 ㎛ 막 필터를 사용하여 여과 멸균시킨 후, BIO-RAD

브래드퍼드(Bradford) 단백질 검정 키트 및 280 nm에서의 UV 흡광도를 이용하여 전체 단백질을 추정하고, 정제

된 단백질을 -70℃에서 보관하였다.

단백질 무손상 질량 분석.[0209]

오스트랄리안 프로테옴 아날리시스 퍼실러티(Australian Proteome Analysis Facility)에서 단백질 무손상 질량[0210]

분석을 수행하였다.  간략하면, 단백질 샘플을 2% 아세토니트릴 및 0.1% 포름산을 이용하여 대략 0.25 ㎍/㎕ 농

도로 희석한 후, 샘플 (5  ㎕)을 칼럼 (워터스(Waters), X브릿지(XBridge) BEH300 C4 3.5 ㎛ 2.1 x 100 mm) 상

에 주입하였다.  단백질을 칼럼 상에서 탈염시키고, 선형 용매 구배 (A: 99.9% 물 + 0.1% 포름산; B: 99.9% 아

세토니트릴 + 0.1% 포름산)를 이용하여 칼럼으로부터 용출시켰다.  단백질 LC 용출 프로파일에 대해 단백질 전

자분무-이온화 질량 스펙트럼 평균을 구하였다.  다중 하전된 단백질 스펙트럼을 써모 프로테인 디컨볼루션 2.0

소프트웨어에 의해 디컨볼루션하였다.

시험관내 면역원성 평가.[0211]

CMVpoly20PL-NH 단백질의 면역원성을 측정하기 위해, 인간 백혈구 항원 A2 (HLA A2)를 발현하는 대수기 T1 세포[0212]

를  혈청  무함유  RPMI  배지로  세척한  후,  1시간  동안  25  ㎍의  CMVpoly20PL-NH  단백질을  펄싱하였다.

CMVpoly20PL-NH 펄싱된 T1 세포를 세척한 후, 이어서, 5% FCS를 함유하는 RPMI 중에서 밤새도록 인큐베이션시켰

다.  밤새도록 인큐베이션시킨 후, 세포를 세척하고, 1 CD8+ T 세포: 1 APC 및 4 CD8+ T 세포 : 1 APC 비로

CMV HLA A2 제한 에피토프 NLVPMVATV-특이적 CD8
+ 
T 세포에 노출시키고, 4시간 동안 인큐베이션시켰다.  ICS 분

석에 의해 세포내 IFN-g 발현을 측정하였다.  NLVPMVATV 펩티드로 펄싱된 T1 세포 및 펄싱되지 않은 T1 세포를

양성 대조군 및 음성 대조군으로 사용하였다.

유세포 분석법에 의한 분석.[0213]

비장세포를 사용하여 세포내 사이토카인 염색 (ICS) 검정법을 수행하여 IFN-γ 및 다중 사이토카인을 평가하였[0214]

다.  FACS 분석에 의해 배중심 B 세포 반응을 측정하였다.  백신접종 후, 비장세포를 0.2 ㎍/mL의 HLA 매칭 CMV

CD8+ T 세포 펩티드 (HLA A1-VTE & YSE; HLA A2-NLV, VLE & YIL; HLA A24-QYD & AYA; HLA B8-QIK, ELR & ELK;

HLA B35-FPT & IPS)로 자극시켜 CMV-특이적 CD8+ T 세포 반응을 측정하거나, 또는 0.2 ㎍/mL의 gB pepmix (gB
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중첩 펩티드 - 11개의 aa가 중첩되는 15 mer)로 자극시켜 6시간 동안 골지플러그(GolgiPlug)
®
 (BD 파마민겐(BD

PharMingen)) 존재하에 CMV-특이적 CD4+ T 세포 반응을 검출하고, 세포를 2회 세척한 후, APC-접합된 항-CD3,

FITC-접합된 항-CD4 및 PerCP 접합된 항-CD8과 함께 인큐베이션시켰다.  세포를 고정시키고, BD 사이토픽스/사

이토펌(Cytofix/Cytoperm) 키트를 이용하여 투과시킨 후, PE 접합된 항-IFN-γ와 함께 인큐베이션시켰다.  다중

사이토카인의 발현을 평가하기 위해, 세포를 PerCP 접합된 항-CD8 및 BV786 항-CD4 표면 마커로 염색한 후, 이

어서, PE-접합된 항-IFN-γ, PE-Cy7 접합된 항-TNF, FITC 접합된 CD017a 및 APC 접합된 항-IL2로 세포내에서

염색하였다.  배중심 B 세포 반응을 평가하기 위해, 백신접종된 마우스로부터의 비장세포 또는 림프절로부터의

세포를 PE 접합된 항-B220, FITC 접합된 항-GL7 및 APC 접합된 항-CD95로 염색하였다.  BD FACSCanto II 상에

서 세포를 획득하고, FlowJo 소프트웨어 (트리 스타(Tree Star))를 사용하여 데이터를 분석하였다.  다중 사이

토카인을 생산하는 CMV-특이적 CD4+ 및 CD8+ T 세포 분석을 심플리파이드 프리젠테이션 오브 인크레더블리 콤플

렉스 이벨루션즈 (SPICE) 소프트웨어 버전 5.1을 이용하여 수행하였다.

다양한 조합의 애주번트를 이용하여 제제화된 CMV 백신의 면역원성 평가.[0215]

모든 마우스 연구는 QIMR 버고퍼(QIMR Berghofer) 동물 윤리 위원회로부터 승인을 받았다.  모든 인간 HLA 트랜[0216]

스제닉 마우스 (HLA A1, HLA A2, HLA A24, HLA B8 및 HLA B35)를 QIMR 버고퍼에서 육종하고, 무병원체 환경하

에서 유지시켰다.  상기 트랜스제닉 마우스는 마우스 MHC 클래스 I 분자를 발현에 있어 결핍성을 보이고, 공통

적으로 발현된 인간 HLA 클래스 I 분자의 트랜스진을 함유한다.  CMVpoly20PL-NH 폴리펩티드 및 CMV 당단백질 B

(gB)에 대한 면역원성 반응을 평가하기 위해, 단백질을 3개의 상이한 형태의 모노포스포릴 리피드 A (신테틱

(Synthetic)) (아반티 폴라 리피즈(Avanti Polar Lipids)) 및 비메틸화된 CpG 올리고데옥시뉴클레오티드 1018

(CpG 1018) (트리링크 바이오테크놀러지즈(TriLink BioTechnologies)) 애주번트와 함께 이용하여 제제화하였다.

25 ㎍의 PHAD 및 50 ㎍의 CpG 1018, 25 ㎍의 3D-PHAD 및 50 ㎍의 CpG 1018, 25 ㎍의 3D(6-아실)-PHAD 및 50 ㎍

의 CpG 1018 또는 50 ㎍의 CpG 1018 단독으로 제제화된, 30 ㎍의 CMVpoly20PL-NH 및 5 ㎍의 gB 단백질을 함유

하는 CMV 백신 제제를 이용하여 6 내지 8주령된 마우스를 꼬리 기저부에 100 ㎕ 부피로 피하로 (s.c.) 면역화시

켰다.  25 ㎍의 MPL 및 50 ㎍의 CpG 1826 또는 애주번트 단독으로 제제화된, 30 ㎍의 CMVpoly20PL-NH 및 5 ㎍

의 gB 단백질로 면역화된 마우스를 양성 및 음성 대조군으로서 사용하였다.  21일째 마우스 꼬리를 출혈시키고,

부스터 용량을 제공하였다.  28일째 마우스를 희생시키고, 면역 반응에 대해 평가하였다.  대조군 마우스는 애

주번트를 단독으로 주사하였다.  CMV 백신 유도된 면역 반응의 장기간 지속성을 평가하기 위해, 0일째 HLA A24

및 HLA A1 인간 HLA 트랜스제닉 마우스를 50 ㎍의 CpG 1018과 함께 제제화된 30 ㎍의 CMVpoly20PL-NH 및 5 ㎍

의 gB 단백질을 함유하는 CMV 백신 제제로 면역화시킨 후, 이어서, 21 및 42 및 210일째, 부스팅하였다.  대조

군 마우스에는 CpG1018 애주번트를 단독으로 주?였다.  마우스를 28, 42, 49, 84, 133, 203 및 217일째 희생시

켜 장기간 CMV-특이적 면역 반응을 평가하였다.

IFN-γ, 다중 사이토카인, 배중심 B 세포 또는 T 여포 헬퍼 세포 반응을 평가하기 위한 세포내 사이토카인 염색[0217]

백신접종 후, 비장세포를 0.2 ㎍/mL의 HLA 매칭 CMV CD8+ T 세포 펩티드 (HLA A1-VTE & YSE; HLA A2-NLV, VLE[0218]

& YIL; HLA A24-QYD & AYA; HLA B8-QIK, ELR & ELK; HLA B35-FPT & IPS)로 자극시켜 CMV-특이적 CD8+ T 세포

반응을 측정하거나, 또는 0.2 ㎍/mL의 gB pepmix (gB 중첩 펩티드 - 11개의 aa가 중첩되는 15 mer)로 자극시켜

6시간 동안 골지플러그
®
 (BD 파마민겐) 존재하에 CMV-특이적 CD4+ T 세포 반응을 검출하고, 세포를 2회 세척한

후, APC-접합된 항-CD3, FITC-접합된 항-CD4 및 PerCP 접합된 항-CD8과 함께 인큐베이션시켰다.  세포를 고정시

키고, BD 사이토픽스/사이토펌 키트를 이용하여 투과시킨 후, PE 접합된 항-IFN-γ와 함께 인큐베이션시켰다.

다중 사이토카인의 발현을 평가하기 위해, 세포를 PerCP 접합된 항-CD8 및 BV786 항-CD4 표면 마커로 염색한

후, 이어서, PE-접합된 항-IFN-γ, PE-Cy7 접합된 항-TNF, FITC 접합된 CD017a 및 APC 접합된 항-IL2로 세포내

에서 염색하였다.  배중심 B 세포 반응을 평가하기 위해, 백신접종된 마우스로부터의 비장세포 또는 림프절로부

터의 세포를PE 접합된 항-B220, FITC 접합된 항-GL7 및 APC 접합된 항-CD95로 염색하였다.  BD FACSCanto II

상에서 세포를 획득하고, FlowJo 소프트웨어 (트리 스타)를 사용하여 데이터를 분석하였다.

백신접종 후 CMV-특이적 CD4+ 및 CD8+ T 세포의 시험관내 확장[0219]

백신접종 후, 면역화된 마우스로부터의 5 x 10
6
개의 비장세포를 단리시키고, 0.2 ㎍/mL의 매칭 CMV CD8+ T 세포[0220]

펩티드 또는 gB pepmix (gB 중첩 펩티드 - 11개의 aa가 중첩되는 15 mer)로 자극시키고, 세포를 37℃, 10% CO2

하에 10일 동안 24 웰 플레이트에서 배양하였다.  배양물을 3 및 6 및 10일째 재조합 IL-2로 보충하고, ICS 검

정법을 이용하여 T 세포 특이성을 평가하였다. 
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마우스 IgG ELISpot 검정법[0221]

생체외 gB-특이적 항체 분비 세포를 측정하기 위해, PVDF ELISpot 플레이트 (밀리포어(Millipore))를 70% 에탄[0222]

올로 처리하였다.  플레이트를 증류수로 5회 세척하고, 100 ㎕/웰 CMV gB 단백질 (25 ㎍/mL) 또는 항-IgG 항체

(15 ㎍/mL)로 코팅하고, 4℃에서 밤새도록 인큐베이션시켰다.  플레이트를 10% 혈청을 함유하는 DMEM로 차단하

고, 각 마우스로부터의 300,000개의 세포/웰을 삼중으로 첨가한 후, 이어서, 37℃에서 5% CO2하에 18시간 동안

습윤화된 인큐베이터에서 인큐베이션시켰다.  세포를 제거하고, 플레이트를 세척하였다.  HRP에 접합된 검출 항

체 항-IgG (MABTECH)를 첨가하고, 실온에서 2시간 동안 인큐베이션시켰다.  플레이트를 세척하고; 스트렙타비딘

-ALP를 첨가하고, 실온에서 1시간 동안 인큐베이션시킨 후, 세척하고, 뚜렷이 발색될 때까지, BCIP/NBT (시그마

-알드리치(Sigma-Aldrich))를 함유하는 기질 용액으로 플레이트를 처리하였다.  플레이트를 물로 세척하여 발색

을 중단시키고, 건조시키기 위해 플레이트를 밤새도록 유지시켰다.  기억 B 세포 반응을 측정하기 위해, 비장

세포 (5 x 10
5
)를 24 웰 플레이트에서 5일 동안 R484 및 재조합 마우스 IL-2 혼합물로 활성화시킨 후, 상기 언

급된 바와 같이 ELISpot를 수행하였다.  ELISpot 판독기에서 스폿 개수를 계수하였다.

ELISA [0223]

효소 결합 면역흡착 검정법 (ELISA)에 의해 총 혈청 항-gB 항체 및 항체 이소타입 역가를 평가하였다.  간략하[0224]

면, 50 ㎕의 재조합 HCMV gB 단백질 (카르보네이트 완충제 중에서 희석된 2.5 ㎍/mL의 gB 단백질)로 사전 코팅

된 96 웰 플레이트및 플레이트를 4℃에서 o/n에서 인큐베이션시켰다.  플레이트를 0.05% 트윈 20을 함유하는 포

스페이트 완충제 염수 (PBST) 완충제로 세척한 후, 5% 스킴 밀크로 차단하였다.  연속 희석된 혈청 샘플 (21 또

는 28일째)을 첨가하고, 실온에서 2시간 동안 인큐베이션시켰다.  PBST로 세척한 후, 플레이트를 1시간 동안

HRP-접합된 양 항-마우스 Ig 항체 (전체 항체 반응 측정을 위해) 또는 HRP-접합된 염소 항-마우스 IgA, IgM,

IgG1, IgG2a, IgG2b 또는 IgG3 항체 (써던바이오테크(SouthernBiotech)) (항체 이소타입 측정을 위해)와 함께

인큐베이션시켰다.  상기 플레이트를 세척하고, 10 min 동안 3,3',5,5'-테트라메틸벤지딘 기질 용액과 함께 인

큐베이션시킨 후, 이어서, 1 N HCl을 첨가하여 발색을 중단시켰다.  ELISA 판독기를 이용하여 450 nm에서의 OD

를 측정하였다.

미세중화 검정법[0225]

CMV의 AD169 및 TB40/E 균주에 대한 중화 활성을 측정하였다.  인간 섬유모세포 MRC-5 또는 성체 망막 색소 상[0226]

피 (ARPE-19) 세포를 96 웰 바닥이 평평한 플레이트에 플레이팅하였다.  다음날, CMV 백신 제제로 백신접종된

마우스로부터의 혈청 샘플을 연속 희석시키고, 96 웰 U-바닥 플레이트에서 D0 (혈청 무함유 DMEM) 중에 희석된

표준 개수의 바이러스 입자 (웰당 1000 p.f.u.)에 첨가하고, 37℃ 및 5% CO2하에 2 h 동안 인큐베이션시켰다.

양성 대조군으로서, 혈청 무함유 바이러스 및 음성 대조군인 바이러스 무함유 혈청 또한 본 시험에 포함시켰다.

이어서, 혈청/CMV 혼합물을 MRC-5 또는 ARPE-19 세포에 첨가하고, 37℃ 및 5% CO2하에 2 h 동안 인큐베이션시켰

다.  인큐베이션 후, 혼합물을 폐기하고, 10% FCS를 함유하는 DMEM (D10)로 세포를 5회에 걸쳐 부드럽게 세척하

고, 최종 200 ml의 R10을 각 웰에 첨가한 후, 이어서, 37℃ 및 5% CO2하에 16-18시간 동안 인큐베이션시켰다.

세포를 100 mL 냉 메탄올로 고정시키고, 실온에서 3시간 동안 퍼옥시다제 블록(Peroxidase Block) (다코(Dak

o))과 함께, 이어서, 마우스 항-CMV IE-1/IE2 mAb (케미콘(Chemicon))와 함께 인큐베이션시켰다.  이어서, 세

포를 실온에서 3시간 동안 웰당 50 ml HRP-접합된 염소 항-마우스 Ig (PBS 중 1:200 희석)와 함께 인큐베이션시

켰다.  세포를 실온에서 10 min 동안 웰당 20 ㎕ 디아미노벤지딘 + 기질 (다코)로 염색하고, 암갈색으로 염색된

양성 핵을 계수하였다.  IE-1/IE-2-발현 핵을 50% 억제시키는 혈청 희석률의 역수로서 중화 역가를 계산하였다.

CMV 감염된 섬유모세포 검정법에서의 세포 회합된 gB에 결합하는 CMV gB-특이적 항체.[0227]

인간 섬유모세포 세포주인 MRC-5 세포를 T75 플라스크에서 50% 전면생장(confluency)까지 성장시켰다.  37℃ 및[0228]

5% CO2하에 2시간 동안 감염 다중도 (MOI) 2.0으로 세포를 CMV AD169 균주로 감염시켰다.  감염 후, 세포를 세

척하고,  48시간  동안  10%  FCS를  함유하는  DMEM와  함께  인큐베이션시켜  세포-세포  바이러스  스페어링을

허용했다.  감염된 세포를 PBS로 세척한 후, 트립신-EDTA를 이용하여 세포를 이탈시켰다.  세포를 세척하고, 계

수한 후, 10
6
개의 생존가능한 세포/mL로 재현탁시켰다.  세포를 셀트레이스 바이올렛으로 염색하고, 실온에서

20분 동안 인큐베이션시켰다.  세포를 세척한 후, 실온에서 10분 동안 4% 파라포름알데히드로 고정시켰다.  세

포를 2회 세척하고, 96 웰 V-바닥 플레이트 중 20,000/웰로 플레이팅하고, 세포를 원심분리하여 펠릿화하고, 상

청액을 폐기하였다.  21, 28 42, 49, 84, 133, 203 및 217일째 CMV 백신 또는 위약으로 면역화한 후, HLA A24
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인간 트랜스제닉 마우스로부터 수득된 마우스 혈청 샘플을 풀링한 후, 1:512로 희석시켰다.  희석된 혈청 샘플

을 MRC-5 세포에 첨가하고, 37℃ 및 5% CO2하에 2시간 동안 인큐베이션시켰다.  세포를 세척한 후, 4℃에서 30

분 동안 항-마우스 AF488 IgG (H+L)로 염색하였다.   BD FACSCanto II 상에서 세포를 획득하고, FlowJo 소프트

웨어 (트리 스타)를 사용하여 데이터를 분석하였다.  생존가능한 AF 488 양성 세포의 비율(%)로부터 CMV 감염된

섬유모세포에 결합하는 CMV gB-특이적 항체의 비율(%)을 계산하였다.

결과[0229]

CMVpoly20PL-NH 단백질 작제물 디자인, 단백질 발현, 정제 프로세스 개발, 단백질 특징화 및 시험관내 면역원성[0230]

평가   

CMV-특이적 면역 반응은 이전에 이해된 바와 같이 gB, pp65 및 IE-1 항원으로 제한되지 않지만, CMV 리딩 프레[0231]

임 중 70% 초과의 것에 대한 것이다 (문헌 [Elkington, Walker et al. 2003], [Elkington, Shoukry et al.

2004], [Manley, Luy et al. 2004], [Sylwester, Mitchell et al. 2005]).  따라서, 광범위한 레퍼토리의 바이

러스 특이적 면역 반응을 유도할 수 있는 백신은 가능하게는 바이러스 연관된 발병기전에 대하여 더욱 효과적인

방어를  제공할  수  있다.   따라서,  광범위한  레퍼토리의  면역우세  CMV  항원을  표적화하기  위해,  다가  백신

(multivalent vaccine)이 1가 백신보다 더욱 긴 장수명의 면역을 제공할 수 있기 때문에, 본 발명자들은 인간

화합성 애주번트(들)와 함께 CMV 당단백질 B (gB) 및 폴리에피토프 (CMVpoly20PL-NH) 재조합 단백질로 구성된

신규한  다가  백신을  디자인하였다.   본  백신  제제에서  사용된   CMV  gB는  세포외  및  세포내  도메인으로

구성되고, 이는 중화 항체 및 CD4+ 및 CD8+ T 세포 반응에 대한 주된 표적이다.  또 다른 단백질은 CMV의 5개의

고도로 보존되는 면역우성 항원 (pp65, IE-1, pp150, pp50 및 DNAse)으로부터의 다중 HLA 클래스 I 제한 CD8+

T 세포 에피토프를 코딩하도록 디자인된 CMVpoly20PL-NH이다.  폴리에피토프 서열은 각 에피토프의 카르복실 말

단에서 프로테아좀 유리 아미노산 서열 (AD 또는 K 또는 R)에 의해 연결되는 방식으로 디자인되었다 (표 1).

본 발명자들의 이전 연구에서, 폴리에피토프 단백질의 프로테아좀 프로세싱을 증진시킴으로써 프로테아좀 유리

아미노산 서열이 면역원성 of CD8+ T 세포 에피토프를 개선시킨다는 것이 본 발명자들에 의해 밝혀졌다 (문헌

[Dasari, Smith et al. 2014]).  E. 콜라이 코돈 사용빈도에 기초하여 CMVpoly20PL-NH 작제물의 아미노산 서열

을 DNA 서열로 번역하고 (도 1), CMV 폴리에피토프 코딩 서열을 합성에 의해 구축하고, 이소프로필-β-D-티오갈

락토피라노시드  (IPTG)  유도성  프로모터하에  발현  플라스미드로  클로닝하였다.   합성에  의해  디자인된

CMVpoly20PL-NH 작제물을 화학적으로 적격한 E. 콜라이 DH5α 세포 내로 형질전환시킨 후, 이어서, 플라스미드

를 단리시키고, 정제하였다.

CMVpoly20PL-NH  발현  벡터를  E.  콜라이  BL21-codonPlus  (DE3)  RP  단백질  발현  숙주  내로  형질전환시켰다.[0232]

CMVpoly20PL-NH 발현 벡터를 E. 콜라이 내로 형질전환시킨 후, IPTG를 사용하여 CMVpoly20PL-NH 단백질 발현을

유도하였다.  유도 단계 종료시, E. 콜라이 배양물을 수확하고, 분석하여 단백질 발현 수준을 측정하였다.  상

기 분석으로부터 수득된 데이터에 따르면, CMVpoly20PL-NH 발현 벡터는 고수준의 CMVpoly20PL-NH 단백질을 생산

한 것으로 나타났다 (도 2a).  CMVpoly20PL-NH 단백질을 정제하기 위해 세포 용해를 수행하고, SDS-PAGE를 사용

하여 세포 용해물로부터의 상청액 및 펠릿 분획을 분석하였다.  선형 CD8+ T 세포 에피토프의 높은 소수성 성질

에 기인하여 CMVpoly20PL-NH 단백질은 봉입체 (IB) 형태로 응집되었다 (도 2b).  숙주 세포 단백질 및 DNA 오염

물을 제거하기 위해, IB를 TE 완충제로 세척한 후 (도 2c), 이어서, 가용화시켰다. 가용성 단백질을 SP-세파로

스 칼럼을 이용하여 배치 모드로 정제하고, SP-세파로스 칼럼으로부터 용출된 CMVpoly20PL-NH 단백질을 Q-세파

로스 칼럼 상에 로딩하여 숙주 DNA 및 내독소 오염물을 제거한 후, 정제된 CMVpoly20PL-NH 단백질을 25 mM 글리

신 pH3.8 완충제에 대해 투석한 후, 모든 샘플을 SDS-PAGE 상에서 분석하였다 (도 2d 및 e).  잔류 내독소 오염

물을 추가로 제거하기 위해, 투석된 단백질을 무스탕 E™ 0.22 ㎛ 막을 통해 여과하였다.  3회의 실험으로부터

수득된 데이터 결과, CMVpoly20PL-NH 단백질은 성공적으로 발현될 수 있고, 박테리아 발현 시스템을 사용하여

균질하게 정제될 수 있는 것으로 나타났다.  CMVpoly20PL-NH 단백질의 아이덴티티를 확인하기 위해, 본 발명자

들은 단백질 무손상 질량 분석을 수행하였고, 정제된 폴리펩티드의 CMVpoly20PL-NH의 질량은 아미노산 서열에

의해 예측된 분자량 이론치와 일치한다 (도 3).  CMVpoly20PL-NH 단백질의 면역원성을 측정하기 위해, 인간 림

프모구성 세포주 (LCLs)를 밤새도록 CMVpoly20PL-NH 단백질로 펄싱한 후, 이어서, 세포내 IFN-γ 분석을 이용하

여 CMV-특이적 CD8+ T 세포를 활성화시킬 수 있는 이의 능력에 대해 평가하였다.  NLV 에피토프로 펄싱된 LCLS

로 펄싱된 LCL과 비교하여 CMVpoly20PL-NH로부터의 HLA A2-제한 pp65 에피토프, NLVPMVATV (NLV로 지칭)가 더

욱 효율적으로 프로세싱되고, NLV-특이적 CD8+ T 세포에 제시되었다 (도 4).  

인간 HLA A24 트랜스제닉 마우스에서의 CMV 백신 제제 개발 및 면역원성 평가[0233]
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CMV의 면역학, 병리학 및 분자 생물학에 대한 최근의 이해에 따르면, CMV 관련 질환으로부터의 방어는 체액성[0234]

및 세포성 면역, 둘 모두에 의해 매개되는 바, CMV에 대한 이상적인 백신은 체액성 및 세포성 반응, 둘 모두를

유도해야 하는 것으로 제안되었다.  불행하게도, CMV 백신을 개발하고자 하는 최근의 시도는 제한된 성공을 보

여주었다.  이러한 CMV 백신 전략법은 당단백질 B (gB), pp65 및 IE-1을 잠재적 표적으로 평가했으며, 약독화된

CMV Towne 균주 (문헌 [Jacobson, Sinclair et al. 2006]), 전장 항원 및 에피토프를 코딩하는 재조합 바이러

스  벡터  (문헌  [Bernstein,  Reap  et  al.  2009],  [Zhong  and  Khanna  2009],  [La  Rosa,  Longmate  et  al.

2017]), DNA (문헌 [Wloch, Smith et al. 2008]), 치밀 소체 (문헌 [Pepperl-Klindworth, Frankenberg et al.

2002]), 서브유닛 (문헌 [Drulak, Malinoski et al. 2000]) 백신 및 가장 최근, AD169 균주로부터 유래된 조건

부 복제 결함 CMV 백신 (문헌 [Adler, Lewis et al. 2019])을 비롯한, 수많은 전달 플랫폼에 의해 전달되었다.

수년에 걸쳐, 방어 CD8 세포독성 T 세포 반응을 유발하기 위해서는 바이러스 항원은 외인성 전달 단백질이 아닌

핵산 형태로 (예컨대, 바이러스 벡터 전달 시스템 또는 DNA 플라스미드를 사용하여) 전달되어 발현된 폴리펩티

드가 적절하게 프로세싱되고, T 세포에 제시될 수 있게 하여야 한다고 믿어져 왔다.  그러나, 이러한 백신 전달

플랫폼들은 대부분, 특히, 약독화 생백신 및 바이러스 벡터 기반 백신은 예컨대, 장기간 이론적으로 인지되는

건강상 위험 및 기존 면역과 같은 몇 가지 규제 문제를 제기하였다 (문헌 [Lee, Markham et al. 2012]).  면역

원성 및 안전성 문제를 극복하기 위해, 본 발명자들은 상이한 CMV 감염 및 복제 단계에서 발현되는 6개의 항원

에 대한 CMV-특이적 중화 항체 반응, CD4+ 및 CD8+ T 세포 반응을 생성하는, 인간 화합성 애주번트 시스템을 이

용한 신규한 다가 백신 플랫폼 기술을 개발하였다.

CMV gB 및 CMVpoly20PL-NH 단백질에 대한 강건한 면역 반응을 생성하기 위해, 본 발명자들은 CpG 1018 단독으로[0235]

또는  3개의  상이한  형태의  MPLA  (PHAD,  3D-PHAD  및  3D(6-아실)-PHAD를  이용하여  상기  두  단백질을

제제화하였다.  0일째 인간 HLA 24 트랜스제닉 마우스를 상이한 CMV 백신 제제로 면역화하고, 21일째 상기 마우

스 꼬리를 출혈시키고, 동일한 백신 제제로 부스팅하였다.  28일째 면역화된 마우스를 희생시켜 CMV-특이적 면

역 반응을 평가하였다 (도 5a).  PHAD 및 CpG 1018, 3D-PHAD 및 CpG 1018, 3D(6-아실)-PHAD, CpG 1018 단독 또

는 MPL 및 CpG 1826으로 제제화된, CMV gB 및 CMVpoly20PL-NH 단백질로 면역화한 결과, 애주번트 단독 대조군

과 비교하여 강력한 생체외 IFN-γ  분비 CMV-특이적 CD8+  T  세포 반응 (HLA  A24  제한 QYD  및 AYA  펩티드

특이적)이  일어났다.   그러나,  3D-PHAD  및  CpG  1018  또는  CpG  1018  단독으로  제제화된,  CMV  gB  및

CMVpoly20PL-NH로 면역화된 마우스에서 IFN-γ 분비 CD8+ T 세포 반응이 유의적으로 증진되었다 (도 5b).  추가

로, 인간 HLA 트랜스제닉 마우스에서는 CD8+ T 세포 개수가 적기 때문에, 본 발명자들은 백신 유도된 CMV-특이

적 CD8+ T 세포를 생체외에서 확장시킴으로써 모든 백신 제제의 면역원성을 추가로 확인한다.  흥미롭게도, 시

험관내 확장 후, PHAD 및 CpG 1018, 3D-PHAD 및 CpG 1018, 3D(6-아실)-PHAD, CpG 1018 단독 또는 MPL 및 CpG

1826으로 제제화된, CMV gB 및 CMVpoly20PL-NH 단백질로 면역화된 마우스에서 IFN-γ 생산 CMV-특이적 CD8+ T

세포가 적어도 20배 증가한 것으로 관찰되었다 (도 5c).  IFN-γ 분비 외에도, 본 발명자들은 또한, 다기능성 T

세포가 CMV 감염을 제어하는 데 중요한 역할을 하기 때문에, 다중 사이토카인을 분비할 수 있는 이의 능력에 대

하여 백신 유도된 CMV-특이적 CD8+  T  세포를 평가하였다 (문헌 [Crough,  Beagley  et  al.  2012],  [Gibson,

Barysauskas et al. 2015]).  PHAD 및 CpG 1018, 3D-PHAD 및 CpG 1018, 3D(6-아실)-PHAD, CpG 1018 단독 또는

MPL 및 CpG 1826으로 제제화된, CMV gB 및 CMVpoly20PL-NH 단백질로 백신접종된 마우스로부터의 비장세포의 생

체외 확장 결과,  2 또는 3개의 매개인자 (IFN-γ, TNF 또는 IL-2)를 발현하는 CMV-특이적 CD8+ T 세포 집단이

상당한 수준으로 생성되었다 (도 5d).  다음 실험 세트에서, PHAD 및 CpG 1018, 3D-PHAD 및 CpG 1018, 3D(6-아

실)-PHAD, CpG 1018 단독 또는 MPL 및 CpG 1826으로 제제화된, CMV gB 및 CMVpoly20PL-NH 단백질로 마우스를

면역화시키고, gB-특이적 항체 및 CD4+ 및 CD8+ T 세포 반응을 유도할 수 있는 이의 능력을 평가하였다.  생체

외 분석 결과, 애주번트 단독 대조군과 비교하여 모든 백신 제제는 강력한 CMV-gB 특이적 CD4+ 및 CD8+ T 세포

반응을 유도하였지만; gB-특이적 CD4+ 및 CD8+ T 세포 반응의 유의적인 증진은 3D-PHAD 및 CpG 1018 또는 CpG

1018 단독으로 제제화된, CMV gB 및 CMVpoly20PL-NH 단백질로 백신접종된 마우스에서 관찰된 것으로 나타났다

(도 5e 및 5f).  이어서, 본 발명자들은 PHAD 및 CpG 1018, 3D-PHAD 및 CpG 1018, 3D(6-아실)-PHAD, CpG 1018

단독, MPL 및 CpG 1826 또는 애주번트 단독으로 제제화된, CMV gB 및 CMVpoly20PL-NH 단백질로 백신접종된 마

우스의 혈청 샘플에서의 gB-특이적 항체 반응을 평가하였다.  PHAD 및 CpG 1018, 3D-PHAD 및 CpG 1018, 3D(6-

아실)-PHAD, CpG 1018 단독 또는 MPL 및 CpG 1826으로 제제화된, gB 및 CMVpoly20PL-NH는 1차 면역화 (21일째)

후 gB-특이적 항체 역가를 유도하였고, 상기 역가는 애주번트 단독으로 면역화된 마우스로부터 수득된 혈청과

비교하여 모든 군에서 28일째 부스터 투약 후 추가로 증가하였다 (도6a 및 6b).  혈청 샘플 중 항-gB 항체의 이

소타입 또한 평가하였다.  PHAD 및 CpG 1018, 3D-PHAD 및 CpG 1018, 3D(6-아실)-PHAD, CpG 1018 단독 또는 MPL

및 CpG 1826으로 제제화된, CMV gB CMVpoly20PL-NH의 조합은 IgM, IgG1 (Th2 유사 Ig 이소타입), 및 IgG2b,
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IgG2a, IgG3 (Th1 유사 Ig 이소타입)을 비롯한, 다중 이소타입을 포함한 CMV-gB-특이적 항체 반응을 유도하였다

(도 6c).   종합하면, 본 결과들을 통해 3D-PHAD  및 CpG  1018  또는 CpG  1018  단독으로 제제화된 CMV  gB  및

CMVpoly20PL-NH  단백질이  3D-PHAD  및  CpG  1018  또는  3D(6-아실)-PHAD를  포함하는  제제와  비교하여  강건한

CMVpoly20PL-NH-특이적 CD8+ T 세포 반응 및 gB-특이적 CD4+ 및 CD8+ T 세포 및 항체 반응을 생성할 수 있다는

것이 입증되었다.  후속 실험에서 3D-PHAD 및 CpG 1018 또는 CpG 1018 단독으로 제제화되었을 때, CMV gB 및

CMVpoly20PL-NH 단백질에 대해 생성된 면역 반응에 있어 유의적인 차이는 없었기 때문에, 본 발명자들은 CpG

1018 단독으로 제제화된 CMV gB 및 CMVpoly20PL-NH 단백질을 사용하여 CMV 백신 유도된 면역 반응의 면역원성

및 지속성을 시험하였다.

다중 HLA 트랜스제닉 마우스에서의 CpG 1018 애주번트로 제제화된 CMV 백신의 확장된 임상적 평가[0236]

인간 HLA A24 트랜스제닉 마우스에서 CMV gB 및 CMVpoly20PL-NH 단백질에 대한 강건한 면역 반응이 관찰되었지[0237]

만, 다른 인간 HLA 트랜스제닉 마우스에서 gB 및 CMVpoly20PL-NH의 면역원성을 평가하는 것이 중요하다.  상기

다중 인간 HLA 트랜스제닉 마우스는 다양한 인간 HLA 클래스 I 분자에 대한 CMVpoly20PL-NH 단백질 CD8+ T 세포

에피토프 제한의 면역원성을 평가하는 데 있어 더욱 큰 이점을 제공한다.  CMV gB 및 CMVpoly20PL-NH 단백질의

면역원성을 평가하기 위해, 0일째 인간 HLA A1, A2, A24, B8 및 B35 트랜스제닉 마우스를 CpG 1018 단독 (백신

군) 또는 CpG 단독 (대조군)으로 제제화된 CMV gB 및 CMVpoly20PL-NH로 면역화하였다.  마우스 꼬리를 출혈시키

고, 21일째 부스팅하고, 28일째 희생시켰다 (도 7a).  인간 HLA A24 트랜스제닉 마우스에서 관찰된 면역원성 데

이터와 일치하게, 생체외 분석 결과, CpG 1018 단독과 CMV gB 및 CMVpoly20PL-NH의 제제가 CpG 1018 단독으로

면역화된 마우스와 비교하여 모든 인간 HLA 트랜스제닉 마우스에서 유의적으로 더 높은 CMV-특이적 CD8+ T 세포

반응 (HLA A1, A2, A24, B8 및 B35 에피토프에의 제한)을 유도한 것으로 명백히 나타났다 (도 7b 및 7d).  상

기 생체외 면역 반응은 시험관내에서 백신접종된 마우스 비장세포를 각 펩티드로 자극시키고, 이를 10일 동안

배양함으로써 추가로 확인되었다.  흥미롭게도, 생체외 자극 결과, CMV-특이적 CD8+ T 세포 반응이 유의적으로

확장되었다.  구체적으로, 시험관내 자극 후 생체외 반응과 비교하여, IFN-γ 분비 CD8+ T 세포는 40 내지 200

배 증가한 것으로 관찰되었다 (도 7c 및 7d).  추가로, CpG 1018 단독으로 제제화된 CMV gB 및 CMVpoly20PL-NH

는 또한 다기능성 CMV-특이적 CD8+ T 세포를 유도하였고, 생체외에서 32% 내지 59% 범위로, 및 시험관내 69% 내

지 98% 범위로 확장된 CMV-특이적 CD8+ T 세포는 적어도 2개의 사이토카인 (IFN-γ, TNF 또는 IL-2)을 분비한다

(도 7e).  CpG 1018 단독으로 제제화된 CMV gB 및 CMVpoly20PL-NH는 또한 CpG 1018 단독으로 면역화된 마우스

와 비교하여 HLA A1, A24, B8 및 B35 마우스에서 IFN-γ 생산 CMV-gB specific CD4+ T 세포를 유의적으로 더

높게 유도하였다 (도 8a 및 8c).  gB pepmix로의 시험관내 확장 후 이루어진 후속 분석에서는 생체외 반응과 비

교하여 HLA A1, A2, A24, B8 및 B35 트랜스제닉 마우스에서 IFN-γ 생산 CMV-gB 특이적 CD4+ T 세포의 확장은

20 내지 90배 증가하는 결과가 나타났다 (도 8b 및 8c).  놀랍게도, 생체외 및 시험관내 확장 분석 결과, CpG

1018 단독으로 제제화된 CMV gB 및 CMVpoly20PL-NH는 또한 모든 HLA 트랜스제닉 마우스에서 다기능성 gB-특이적

CD4+ T 세포 반응 또한 유도하였고, 특히, 적어도 43%의 생체외 및 62%의 gB-특이적 CD4+ T 세포가 적어도 2개

의 사이토카인 (IFN-γ, TNF 또는 IL2)을 분비하는 것으로 나타났다 (도 8d).  추가로, CMV gB, CMVpoly20PL-

NH 및 CpG 1018 제제는 HLA A1, A24 및 B35 마우스에서 CMV gB-특이적 CD8+ T 세포 반응을 유도할 수 있는 이

의 능력을 추가로 입증하였고, 상기 gB-특이적 CD8+ T 세포 중 상당부는 2개 이상의 사이토카인을 분비할 수 있

는 것으로 나타났다 (도 8e).  CMV gB, CMVpoly20PL-NH 및 CpG 1018 제제가 강력한 CMV-특이적 세포 면역 반응

이외에도, 강건한 항체 반응도 촉진시킬 수 있는지 여부를 확인하기 위해, 본 발명자들은 모든 인간 HLA 트랜스

제닉 마우스에서 ELISA를 이용하여 혈청 항-gB 항체 역가를 평가하였다.  CMVpoly20PL-NH, gB 및 CpG 1018 제

제는 모든 인간 트랜스제닉 마우스에서 1차 면역화 (21일째) 후 gB-특이적 항체 역가를 유도하였지만, 낮은 항

체 역가는 HLA A2, A24 및 B35 트랜스제닉 마우스와 비교하여 HLA A1 및 B8 트랜스제닉 마우스에서 관찰되었고,

1차 투약 후 21일째 우세한 항체 이소타입은 IgG2b (Th1 유사 Ig 이소타입)였다 (도 9a 및 9b).  그러나, 28일

째 부스터 투약으로 모든 인간 HLA 트랜스제닉 마우스에서 gB-특이적 항체 역가는 유의적으로 증진되었고 (도

9a 및 9b), 주요 항체 이소타입은 Th2 유사 IgM 및 IgG1 및 Th1 유사 IgG2b 및 IgG3이었다.  후속 분석에서,

본 발명자들은 미세중화 검정법에서 상기 항체의 기능성에 대해 시험하였다.  CMV gB, CMVpoly20PL-NH 및 CpG

1018 제제로 면역화된 모든 인간 HLA 트랜스제닉 마우스로부터의 혈청은 CpG 1018 단독으로 면역화된 마우스와

비교하여 HCMV AD169 균주에 대해 강력한 중화 항체 반응을 유도하였지만, HLA A24에서의 중화 항체 역가는 다

른 인간 HLA 트랜스제닉 마우스에서보다 현저히 더 높았다 (도 9e).

이어서, 본 발명자들은 ARPE-19 세포에서 상이한 CMV 균주 TB40/E에 대한 모든 인간 HLA 형질전환 마우스에서의[0238]

CMV 백신 유도된 중화 항체 반응의 능력을 조사하였다 (도 9f).  전체 중화 항체 역가는 AD 169 균주에 비해 낮

았지만, CMV 백신으로 면역화한 후 모든 인간 HLA 형질전환 마우스로부터 수득한 혈청은 위약으로 면역화된 마
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우스로부터 수득된 혈청과 비교하여 TB40/E 균주에 대해 강력한 중화 활성을 보였다.  흥미롭게도, HLA A1, B35

및 A24 마우스는 HLA A2 및 B8 마우스와 비교하여 더 높은 중화 항체 역가를 나타내었다.  종합하면, 상기 관찰

결과는 gB, CMVpoly20PL-NH  및 CpG  1018로 제제화된 CMV 백신이 다중 인간 HLA 트랜스제닉 마우스에서 다중

CMV 균주 (AD 169 및 TB40/E)에 대하여 강력한 중화 항체 반응을 유도할 수 있다는 것을 제안하며, 이는 CMV 백

신 효능을 결정하는 데 있어 종합적인 접근인 것으로 간주된다.

CMV gB, CMVpoly20PL-NH 및 CpG 1018 백신 제제에 의해 유도된 장기간 지속가능한 면역 평가[0239]

기존 CMV 백신의 주요 문제점 중 하나는 백신 유도 면역의 지속성과 낮은 효능이다.  실제로, 지속가능한 백신-[0240]

유도된  면역  반응은  다양한  병원체에  대한  백신의  약화  효과를  최소화하는  데  중요한  역할을  한다  (문헌

[Amanna, Carlson et al. 2007]).  따라서, CMV gB, CMVpoly20PL-NH 및 CpG1018 백신 제제 유도된 면역 반응의

장기간 지속성 및 CMV에 대한 지속적인 면역 반응을 유지시키는 데 필요한 부스터 투약수를 시험하는 데 중요하

다.  장기간 지속가능한 면역을 시험하기 위해, 본 발명자들은 21일째 인간 HLA A24 트랜스제닉 마우스를 CMV

gB, CMVpoly20PL-NH 및 CpG1018 백신 제제 (백신 군) 또는 CpG 1018 단독 (대조군)으로 면역화하고, 28 및 42

일째 부스팅하였다.  백신 유도된 기존 CMV-특이적 면역 반응을 회상시키기 위해, 210일째 마우스 서브군에 3차

부스트를 제공하였다.  본 발명자들은 CMVpoly20PL-NH-특이적 CD4+ T 세포 반응, gB-특이적 CD4+ 및 CD8+ T 세

포, B 세포 및 항체 반응을 종단적으로 (28, 42, 48, 84, 133, 203 및 217일째) 측정하여 백신접종된 인간 HLA

A24 트랜스제닉 마우스에서 CMV-특이적 면역 반응을 모니터링하였다 (도 10). 

생체외 분석 결과, CpG 1018 단독을 이용한 백신접종과 비교하여 CMV gB, CMVpoly20PL-NH 및 CpG 1018 백신 제[0241]

제가 유의적으로 더 높은 IFN-γ 생산 CMV-특이적 CD8+ T 세포 반응을 유도하였고, 이러한 강건한 면역 반응은

모든 시점에서 유지되는 것으로 나타났다.  흥미롭게도, 다른 시점과 비교하여 28, 49 및 217일째의 각 후속 백

신접종으로 IFN-γ 생산 CMV-특이적 CD8+ T 세포는 상당부 증가되었다 (도 11a).  210일째 3차 부스터 투약은

IFN-γ 생산 CMV-특이적 CD8+ T 세포 반응을 추가로 즉각적으로 증가시켰다.  특히, 생체외인 것과 비교하여

CMV HLA A24 제한 펩티드로의 비장세포의 시험관내 자극 후, IFN-γ 생산 CMV-특이적 CD8+ T 세포에서 유사한

경향이 관찰되었고 (D133 제외), IFN-γ 생산 CMV-특이적 CD8+ T 세포는 적어도 20배 증가된 것으로 관찰되었다

(도 11b).  흥미롭게도, CMV 펩티드로의 비장세포의 생체외 및 시험관내 자극 후, 모든 시점에서 CMV-특이적

CD8+ T 세포는 다중 사이토카인을 분비할 수 있는 이의 능력을 보인 것으로 나타났다 (도 11c).  42일째 생체외

및 시험관내 확장을 제외하면, 더 큰 비율의 세포가 IFN-γ (적색 arc) 및 TNF (녹색 arc)를 분비할 수 있다.

추가로, 49일째부터 217일째까지 상당부의 생체외 CMV-특이적 CD8+ T 세포 집단 또한 3개의 사이토카인, IFN-γ

(적색 arc), TNF (녹색 arc) 및 IL-2 (청색 arc)를 분비할 수 있는 이의 능력을 보였다.

추가로, CMV gB, CMVpoly20PL-NH 및 CpG 1018 백신 제제는 또한 CpG 1018 단독 면역화와 비교하여 유의적인 빈[0242]

도로 IFN-γ 생산 CMV gB-특이적 CD4+ T 세포를  유도하였다.  28, 49 및 84일째째의 각 후속 백신접종으로 생

체외 IFN-γ 생산 CMV gB-특이적 CD4+ T 세포는 상당부 증가되었고, 133 및 203일째 반응은 약간 감소하였고,

정체되었지만, 그럼에도 불구하고, 3차 부스터 후 IFN-γ 생산 CMV gB-특이적 CD4+ T 세포 반응의 급속한 증가

가 관찰되었다 (도 12a).  추가로, 133 및 203일째 IFN-γ 생산 CMV gB-특이적 CD4+ T 세포의 빈도가 낮음에도

불구하고, gB pepmix로의 비장세포의 시험관내 자극한 후 모든 시점에서 IFN-γ 생산 CMV gB-특이적 CD4+ T 세

포 반응의 더욱 큰 확장이 유도되었다 (도 12b). 

IFN-γ 이외에도, CMV-특이적 CD4+ T 세포는 또한 생체외 및 시험관내 확장 후 다중 사이토카인 (IFN-γ, TNF[0243]

및 IL-2)을 분비할 수 있는 이의 능력을 보였다 (도 12c).  특히, 28일째부터 217일째까지 gB pepmix로의 생체

외 자극 후 상당부의 CMV gB-특이적 CD4+ T 세포는 3개의 사이토카인 IFN-γ (적색 arc), TNF (녹색 arc) 및

IL-2 (청색 arc) 또는 IFN-γ (적색 arc) 및 TNF (녹색 arc)를 생산할 수 있다.  시험관내 확장 후, CMV gB-특

이적 CD4+ T 세포는 대개 IFN-γ 및 TNF (28, 42, 49, 84,203 및 217일째) 또는 TNF 및 IL-2 (133일째)를 분비

하였다.  모두 종합해 보면, 상기 결과는 gB, CMVpoly20PL-NH 및 CpG1018로 제제화된 CMV 백신이 지속가능한

CMV-특이적 CD4+ 및 CD8+ T 세포 반응을 유도할 수 있고, 동시에 고빈도의 상기 세포가 다중 사이토카인을 분비

할 수 있다는 것을 제안한다.

배중심 (GC)은 장기간 혈청 면역에 필요한 고친화성 항체를 분비하기 위해 기억 B 세포 및 장수명 형질 세포를[0244]

유도하는 데 중요한 역할을 한다 (문헌 [McHeyzer-Williams and McHeyzer-Williams 2005]).  따라서, 본 발명

자들은 백신 접종된  마우스 및 대조군 마우스의 비장에서 증가된 배중심 B 세포 반응을 유도할 수 있는 CMV

gB, CMVpoly20PL-NH 및 CpG1018 백신 제제의 능력을 검증하였다.  본 발명자들은 CMV gB, CMVpoly20PL-NH 및

CpG1018 백신 제제로 백신접종된 마우스의 비장에서 28, 49 및 84일째 유의적으로 더 높은 비율의 배중심 B 세
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포 (B220
+
GL7

+
Fas

+
)가 유도된 후, 이어서 감소되고, 정체되었지만 (도 13a 및 13b); CMV gB, CMVpoly20PL-NH 및

CpG1018 백신 제제로 백신접종된 마우스의 림프절은  49 및 84일째 약간의 증가를 보였다는 것을 관찰하게 되었

다 (도 13c 및 13d).  추가로, ELISpot 검정법에 의한 CMV gB-특이적 IgG 분비 형질 세포 평가 결과, CpG 1018

단독 면역화와 비교하여 CMV gB, CMVpoly20PL-NH 및 CpG1018 백신 제제는 유의적으로 더 높고, 지속가능한 형질

B 세포 반응을 유도한 것으로 나타났다.  본 발명자들은 또한 휴지기 B 세포의 생체외 폴리클로날 자극에 의한

장기간 기억 B 세포 반응을 평가하였고, 생체외와 비교하여 gB-특이적 IgG 분비 B 세포 반응이 상당부 증가하였

고, 지속되었다는 것을 발견하였다.  흥미롭게도, 생체외 및 기억 B 세포 분석 결과, 3차 면역화가 IgG 분비

gB-특이적  B  세포의  개수에서  급속하게  증진시킨  것으로  나타났다  (도  14a  및  14b).   추가로,  CMV  gB,

CMVpoly20PL-NH 및 CpG1018 백신 제제가 gB 단백질에 대하여 강력한 항체 반응 또한 유도할 수 있는지 확인하기

위해,  본  발명자들은  백신접종된  마우스  및  대조군  마우스로부터의  혈청  샘플을  시험하였다.   CMV  gB,

CMVpoly20PL-NH 및 CpG1018 백신 제제로 면역화된 마우스로부터의 혈청은 CpG 1018 단독으로 면역화된 마우스와

비교하여 유의적으로 더 높은 CMV gB-특이적 항체 역가를 보였고, 항체 역가는 28 및 49일째 매 부스터 투약으

로 증가하였지만, 203일째에는 약간의 감소를 보였다.  그러나, 3차 부스트 후 gB-특이적 항체 역가는 최고치에

도달하였다 (도 15a).

추가로, 항체 반응의 추가 특징화 결과, gB, CMVpoly20PL-NH 및 CpG 1018로 제제화된 CMV 백신은 지속가능한[0245]

gB-특이적 다중 항체 Th1 및 Th2 유사 Ig 이소타입 (IgA, IgM, IgG1, IgG2a, IgG2b 및 IgG3)을 유도할 수 있는

것으로 나타났다.  28일째 1차 부스터, 49일째 2차 부스터, 및 217일째 3차 부스터 후, 항체 역가가 추가로 증

진된 것이 관찰되었다 (도 15b).  비록 시점 21, 42, 84, 133 및 203일째에 항체 역가가 더 낮았지만, CMV gB-

특이적 항체 농도는 연구 전 기간 동안에 걸쳐 검출가능한 수준으로 유지되었다.  본 발명자들은 미세중화 검정

법으로 상기 항체를 추가로 특징화하여 섬유모세포의 CMV AD 169 균주 감염, 및 ARPE-19 세포의 CMV TB40/E 균

주 감염에 대하여 중화시킬 수 있는 이의 능력에 대해 측정하였다.  위약과 비교하여, CMV 백신으로의 면역화는

CMV AD169 및 TB40/E 균주에 대하여 강력한 중화 항체 반응을 유도하였다.  ELISA 항체 역가와 유사하게, 중화

항체 역가는 28일째 1차 부스터, 49일째 2차 부스터, 및 217일째 3차 부스터 후에 더 높았다.  마지막으로, 최

근 공개문헌에서 세포 회합된 gB에 결합하는 혈청 IgG가 백신 효능의 면역 상관관계인 것으로 나타났다 (문헌

[Jenks et al., Sci. Transl. Med. 12, eabb3611 (2020)] 참조).  따라서, 후속 분석에서, 본 발명자들은 CMV

AD169로  감염된 섬유모세포에 결합할 수 있는 마우스 혈청 항체의 능력을 측정하였다.  본 발명자들은 gB,

CMVpoly20PL-NH 및 CpG 1018로 제제화된 CMV 백신으로 면역화된 마우스로부터의 혈청 항체는 모든 시점에서 위

약과 비교하여 CMV AD 169 균주로 감염된 섬유모세포 상의 세포 회합된 gB에 강력하게 결합한다는 것을 발견하

였다.  그러나, 결합 강도는 21,  42,  84  및 133일째와 비교하여 28,  49  및 217일째 부스터 투약 후에 더

높았다.  종합하면, 상기 데이터는 gB, CMVpoly20PL-NH 및 CpG 1018로 제제화된 CMV 백신이 지속가능하고, 정성

적인 CMV-특이적 체액성 및 세포 면역 반응을 유도할 수 있는 이의 잠재능을 보였다는 것을 나타낸다. 

HLA A1 트랜스제닉 마우스에서의 장기간 지속가능한 CMV gB, CMVpoly20PL-NH 및 CpG 1018 백신 제제 유도된 면[0246]

역 반응 확인

인간 HLA A24 트랜스제닉 마우스 이외에도, 본 발명자들은 또한 인간 HLA A1 트랜스제닉 마우스에서의 CMV gB,[0247]

CMVpoly20PL-NH 및 CpG1018 백신 제제 유도된 면역 반응의 장기간 지속성도 시험하였다.  인간 HLA A1 트랜스제

닉 마우스를 21일째 CMV gB, CMVpoly20PL-NH 및 CpG1018 백신 제제 (백신 군) 또는 CpG 1018 단독 (대조군)으

로 면역화하고, 28, 42 및 210일째 부스팅하고, CMVpoly20PL-NH-특이적 CD4+ T 세포 반응, gB-특이적 CD4+ 및

CD8+ T 세포, B 세포 및 항체 반응을 종단적으로 (49, 84, 203 및 217일째) 측정하여 백신접종된 인간 HLA A1

트랜스제닉 마우스에서 CMV-특이적 면역 반응을 모니터링하였다 (도 16).  인간 HLA A24 트랜스제닉 마우스에서

관찰된 결과와 유사하게, CpG 1018 단독으로 면역화된 마우스와 비교하여 CMV gB, CMVpoly20PL-NH 및 CpG1018

백신 제제는 유의적으로 더 높고, 지속가능한 빈도로 IFN-γ 생산 CMV-특이적 CD8+ T 세포를 유도하였고 (도

17a 및 17b), 백신 유도된 항원 특이적 세포의 시험관내 자극 및 확장 후, IFN-γ 생산 CMV-특이적 CD8+ T 세포

는  상당부  증가하였다  (도  17c).   흥미롭게도,  CMV-특이적  CD8+  T  세포는  동시에  다중  사이토카인을

분비하였고, 상당부의 세포는 2개의 사이토카인 (IFN-γ 및 TNF)을 분비할 수 있다 (도 17d).  추가로, 본 발명

자들은 또한 생체외 (도 18a 및 18b) 및 시험관내 자극 (도 18c) 후, 더 높은 빈도의 IFN-γ 생산 CMV gB-특이

적 CD4+ T 세포 반응을 관찰하였다.  시험관내 확장 후, 높은 비율의 CMV gB-특이적 CD4+ T가 동시에 2개의 사

이토카인 (IFN-γ 및 TNF)을 분비할 수 있는 이의 능력을 보였다 (도 18d).  배중심 B 세포 추가 평가 및 항원-

특이적 IgG-분비 형질 B 세포 분석 결과, CMV gB, CMVpoly20PL-NH 및 CpG1018 백신 제제는 CpG 1018 단독으로

면역화된 마우스와 비교하여 49일째 유의적으로 더 높은 비율로 배중심 B 세포 (B220
+
GL7

+
Fas

+
)를 유도하였고,
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유의적으로 더 높고, 지속가능한 형질 세포 및 기억 B 세포 반응을 유도한 것으로 나타났다 (도 19a-19f).  마

지막으로, gB-특이적 항체 반응을 유도할 수 있는 CMV gB, CMVpoly20PL-NH 및 CpG 1018 제제의 능력을 확인하

기  위해,  본  발명자들은  백신접종된  마우스  및  대조군  마우스로부터의  혈청  샘플을  시험하였다.   CMV  gB,

CMVpoly20PL-NH 및 CpG 1018로 면역화된 마우스로부터의 혈청은 대조군 마우스와 비교하여 유의적으로 더 높은

gB-특이적 항체 역가를 보였고, 28, 49 및 217일째 부스터 투약 후 항체 역가는 뚜렷이 증가하는 경향을 보였다

(도 20a).  CMV gB, CMVpoly20PL-NH 및 CpG 1018 백신은 또한 다중 항체 Th1 유사 (IgG2a, IgG2b 및 IgG3) 및

Th2 유사 (IgM 및 IgG1) 이소타입 (도 20b)을 유도하였다.

종합하면, 상기 결과는 CMV gB 및 CMVpoly20PL-NH 재조합 단백질 및 CpG 1018 애주번트로 구성된 신규한 다가[0248]

CMV 백신 제제가 다중 인간 HLA 트랜스제닉 마우스에서 강건한 CMV-특이적 CD4+, CD8+ 및 중화 항체 반응을 유

도할 수 있다는 것을 나타낸다.  상기 백신은 전체 바이러스 또는 재조합 바이러스 벡터와 연관된 안전성 문제

를 극복하고, 백신 유도된 면역 반응의 지속성을 개선시키기 위해, 재조합 단백질 및 인간 화합성 애주번트를

기반으로 하여 개발된 제제인 바, 예컨대, 선천성 CMV 감염, 이식 및 교모세포종과 같은 예방적 및 치료학적인

임상적 환경에서 더욱 광범위한 임상적 의미를 가질 것이다.  CMV gB, CMVpoly20PL-NH 및 CpG 1018는 다중 인간

HLA 트랜스제닉 마우스에서 고도로 면역원성이고, 상기 CMV 백신에 의해 생성된 면역 반응의 가장 주목할만한

특징은 장수명 배중심 B 세포 및 장기간 지속가능한 CMV-특이적 CD4+, CD8+ T 세포, 항체 분비 B 세포 반응 및

중화 항체 반응의 유도이다.  흥미롭게도, 매 부스터 면역화 후 CMV-특이적 CD4+, CD8+ 및 B 세포 반응 유도는

점진적으로 증가하였다.  추가로, 본 백신 제제에서 표적화된 항원 (gB, pp65, IE1, pp50, pp150 및 DNAse)은

감염, 복제 및 패키징을 포함한, CMV 감염의 모든 단계에서 중요한 역할을 한다.  이들 항원은 대부분의 CMV 혈

청 양성의 건강한 개체 및 이식 환자에서 널리 인식되고 있으며, 방어 면역을 발생시키는 데 중요한 역할을 하

는 것으로 알려져 있다.  이러한 모든 특성으로 인해 CMV gB, CMVpoly20PL-NH 및 CpG 1018 백신 제제는 기존

제제와 비교하여 우수한 백신 후보물질이 된다.
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참고문헌[0249]

[0250]
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[0251]

본 명세서 전역에 걸쳐, 본 발명을 어느 한 실시양태로 또는 특정의 특징 집단으로 제한하지 않으면서, 본 발명[0252]

의 바람직한 실시양태를 기술하는 것이 목적이었다.  따라서, 본 개시내용에 비추어, 본 발명의 범주를 벗어나

지 않으면서, 예시된 특정 실시양태에서 다양한 변형 및 변경이 이루어질 수 있다는 것이 당업자에 의해 인식될

것이다.

본원에서 언급된 모든 컴퓨터 프로그램, 알고리즘, 특허 및 과학 문헌은 그 전문이 본원에서 참조로 포함된다.[0253]
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