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(74) 대리인 특허법인세신

전체 청구항 수 : 총 96 항

(54) 컨센서스／원형 면역원

(57) 요약

본발명은 면역원에 관한 것으로서, 특히 HIV 일차 아이솔레이트의 스펙트럼을 중화시키는 항체를 유도하는 면역원, 또는

T세포 면역반응을 유도하는 면역원에 관한 것이다. 본발명은 상기한 면역원을 이용하여 항-HIV 항체를 유도하는 방법 및

/또는 T세포 면역반응을 유도하는 방법에 관한 것이다. 본발명은 또한 본원 면역원을 인코딩하는 핵산 서열에 관한 것이

다.

특허청구의 범위

청구항 1.

도 1A에 개시된 아미노산 서열을 포함하는 분리된 단백질.

청구항 2.

CON6 HIV gp160 단백질을 인코딩하는 뉴클레오티드 서열을 포함하는 핵산으로서, 상기 뉴클레오티드 서열이 인간 세포

에서 발현하기 위해 최적화된 코돈을 포함하는 것을 특징으로 하는 핵산.

청구항 3.

제 2 항에 있어서, 상기 핵산은 도 1D에 개시된 뉴클레오티드 서열을 포함하는 것을 특징으로 하는 핵산.

청구항 4.

서브타입 C 원형(ancestral) HIV 외피(envelope) 단백질을 인코딩하는 뉴클레오티드 서열을 포함하는 핵산 서열로서, 상

기 뉴클레오티드 서열이 인간 세포에서 발현하기 위해 최적화된 코돈을 포함하는 것을 특징으로 하는 핵산.

청구항 5.

제 4 항에 있어서, 상기 핵산은 도6A에 개시된 뉴클레오티드 서열을 포함하는 것을 특징으로 하는 핵산.
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청구항 6.

서브타입 C 컨센서스(consensus) HIV 외피 단백질을 인코딩하는 뉴클레오티드 서열을 포함하는 핵산으로서, 상기 뉴클

레오티드 서열이 인간 세포에서 발현하기 위해 최적화된 코돈을 포함하는 것을 특징으로 하는 핵산.

청구항 7.

제 6 항에 있어서, 상기 핵산은 도 6B에 개시된 뉴클레오티드 서열을 포함하는 것을 특징으로 하는 핵산.

청구항 8.

도 6C 또는 도 6D에 개시된 아미노산 서열을 포함하는 분리된 단백질.

청구항 9.

서브타입 C 컨센서스 HIV gag 단백질을 인코딩하는 뉴클레오티드 서열을 포함하는 핵산으로서, 상기 뉴클레오티드 서열

이 인간 세포에서 발현하기 위해 최적화된 코돈을 포함하는 것을 특징으로 하는 핵산.

청구항 10.

제 9 항에 있어서, 상기 핵산은 도 13E에 개시된 뉴클레오티드 서열을 포함하는 것을 특징으로 하는 핵산.

청구항 11.

서브타입 C 컨센서스 HIV nef 단백질을 인코딩하는 뉴클레오티드 서열을 포함하는 핵산으로서, 상기 뉴클레오티드 서열

이 인간 세포에서 발현하기 위해 최적화된 코돈을 포함하는 것을 특징으로 하는 핵산.

청구항 12.

제 11 항에 있어서, 상기 핵산은 도 13F에 개시된 뉴클레오티드 서열을 포함하는 것을 특징으로 하는 핵산.

청구항 13.

그룹 M 컨센서스 HIV 외피 단백질을 인코딩하는 뉴클레오티드 서열을 포함하는 핵산으로서, 상기 뉴클레오티드 서열이

인간 세포에서 발현하기 위해 최적화된 코돈을 포함하는 것을 특징으로 하는 핵산.

청구항 14.

제 13 항에 있어서, 상기 핵산은 도 14B에 개시된 뉴클레오티드 서열을 포함하는 것을 특징으로 하는 핵산.

청구항 15.
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서브타입 A 컨센서스 HIV 외피 단백질을 인코딩하는 뉴클레오티드 서열을 포함하는 핵산으로서, 상기 뉴클레오티드 서열

이 인간 세포에서 발현하기 위해 최적화된 코돈을 포함하는 것을 특징으로 하는 핵산.

청구항 16.

제 15 항에 있어서, 상기 핵산은 도 18B에 개시된 뉴클레오티드 서열을 포함하는 것을 특징으로 하는 핵산.

청구항 17.

그룹 M 컨센서스 HIV gag 단백질을 인코딩하는 뉴클레오티드 서열을 포함하는 핵산으로서, 상기 뉴클레오티드 서열이 인

간 세포에서 발현하기 위해 최적화된코돈을 포함하는 것을 특징으로 하는 핵산.

청구항 18.

제 17 항에 있어서, 상기 핵산은 도 19A에 개시된 뉴클레오티드 서열을 포함하는 것을 특징으로 하는 핵산.

청구항 19.

그룹 M 컨센서스 HIV pol 단백질을 인코딩하는 뉴클레오티드 서열을 포함하는 핵산으로서, 상기 뉴클레오티드 서열이 인

간 세포에서 발현하기 위해 최적화된코돈을 포함하는 것을 특징으로 하는 핵산.

청구항 20.

제 19 항에 있어서, 상기 핵산은 도 19B에 개시된 뉴클레오티드 서열을 포함하는 것을 특징으로 하는 핵산.

청구항 21.

그룹 M 컨센서스 HIV nef 단백질을 인코딩하는 뉴클레오티드 서열을 포함하는 핵산으로서, 상기 뉴클레오티드 서열이 인

간 세포에서 발현하기 위해 최적화된 코돈을 포함하는 것을 특징으로 하는 핵산.

청구항 22.

제 21 항에 있어서, 상기 핵산은 도 19C에 개시된 뉴클레오티드 서열을 포함하는 것을 특징으로 하는 핵산.

청구항 23.

서브타입 C 컨센서스 HIV pol 단백질을 인코딩하는 뉴클레오티드 서열을 포함하는 핵산으로서, 상기 뉴클레오티드 서열

이 인간 세포에서 발현하기 위해 최적화된 코돈을 포함하는 것을 특징으로 하는 핵산.

청구항 24.

제 23 항에 있어서, 상기 핵산은 도 19D에 개시된 뉴클레오티드 서열을 포함하는 것을 특징으로 하는 핵산.
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청구항 25.

서브타입 B 컨센서스 HIV gag 단백질을 인코딩하는 뉴클레오티드 서열을 포함하는 핵산으로서, 상기 뉴클레오티드 서열

이 인간 세포에서 발현하기 위해 최적화된 코돈을 포함하는 것을 특징으로 하는 핵산.

청구항 26.

제 25 항에 있어서, 상기 핵산은 도 20A에 개시된 뉴클레오티드 서열을 포함하는 것을 특징으로 하는 핵산.

청구항 27.

서브타입 B 컨센서스 HIV 외피 단백질을 인코딩하는 뉴클레오티드 서열을 포함하는 핵산으로서, 상기 뉴클레오티드 서열

이 인간 세포에서 발현하기 위해 최적화된 코돈을 포함하는 것을 특징으로 하는 핵산.

청구항 28.

제 27 항에 있어서, 상기 핵산은 도 20B에 개시된 뉴클레오티드 서열을 포함하는 것을 특징으로 하는 핵산.

청구항 29.

도 20C 또는 20D에 개시된 아미노산 서열을 포함하는 분리된 단백질.

청구항 30.

도 26A에 개시된 아미노산 서열을 포함하는 분리된 단백질.

청구항 31.

제 30 항의 단백질을 인코딩하는 뉴클레오티드 서열을 포함하는 핵산.

청구항 32.

제 31 항에 있어서, 상기 핵산은 도 26B에 개시된 뉴클레오티드 서열을 포함하는 것을 특징으로 하는 핵산.

청구항 33.

도 28B에 개시된 아미노산 서열을 포함하는 분리된 단백질.

청구항 34.

제 33 항의 단백질을 인코딩하는 뉴클레오티드 서열을 포함하는 핵산.
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청구항 35.

제 34 항에 있어서, 상기 핵산은 도 28C에 개시된 뉴클레오티드 서열을 포함하는 것을 특징으로 하는 핵산.

청구항 36.

도 29B에 개시된 아미노산 서열을 포함하는 분리된 단백질.

청구항 37.

제 36 항의 단백질을 인코딩하는 뉴클레오티드 서열을 포함하는 핵산.

청구항 38.

제 37 항에 있어서, 상기 핵산은 도 29C에 개시된 뉴클레오티드 서열을 포함하는 것을 특징으로 하는 핵산.

청구항 39.

도 30B에 개시된 아미노산 서열을 포함하는 분리된 단백질.

청구항 40.

제39항의 단백질을 인코딩하는 뉴클레오티드 서열을 포함하는 핵산.

청구항 41.

제40항에 있어서, 상기 핵산은 도 30C에 개시된 뉴클레오티드 서열을 포함하는 것을 특징으로 하는 핵산.

청구항 42.

도 31B에 개시된 아미노산 서열을 포함하는 분리된 단백질.

청구항 43.

제42항의 단백질을 인코딩하는 뉴클레오티드 서열을 포함하는 핵산.

청구항 44.

제43항에 있어서, 상기 핵산은 도 31C에 개시된 뉴클레오티드 서열을 포함하는 것을 특징으로 하는 핵산.
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청구항 45.

도 32B에 개시된 아미노산 서열을 포함하는 분리된 단백질.

청구항 46.

제45항의 단백질을 인코딩하는 뉴클레오티드 서열을 포함하는 핵산.

청구항 47.

제46항에 있어서, 상기 핵산은 도 32C에 개시된 뉴클레오티드 서열을 포함하는 것을 특징으로 하는 핵산.

청구항 48.

도 33B에 개시된 아미노산 서열을 포함하는 분리된 단백질.

청구항 49.

제48항의 단백질을 인코딩하는 뉴클레오티드 서열을 포함하는 핵산.

청구항 50.

제49항에 있어서, 상기 핵산은 도 33C에 개시된 뉴클레오티드 서열을 포함하는 것을 특징으로 하는 핵산.

청구항 51.

도 34B에 개시된 아미노산 서열을 포함하는 분리된 단백질.

청구항 52.

제51항의 단백질을 인코딩하는 뉴클레오티드 서열을 포함하는 핵산.

청구항 53.

제52항에 있어서, 상기 핵산은 도 34C에 개시된 뉴클레오티드 서열을 포함하는 것을 특징으로 하는 핵산.

청구항 54.

도 35B에 개시된 아미노산 서열을 포함하는 분리된 단백질.

청구항 55.
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제54항의 단백질을 인코딩하는 뉴클레오티드 서열을 포함하는 핵산.

청구항 56.

제55항에 있어서, 상기 핵산은 도 35C에 개시된 뉴클레오티드 서열을 포함하는 것을 특징으로 하는 핵산.

청구항 57.

도 36B에 개시된 아미노산 서열을 포함하는 분리된 단백질.

청구항 58.

제57항의 단백질을 인코딩하는 뉴클레오티드 서열을 포함하는 핵산.

청구항 59.

제58항에 있어서, 상기 핵산은 도 36C에 개시된 뉴클레오티드 서열을 포함하는 것을 특징으로 하는 핵산.

청구항 60.

도 37B에 개시된 아미노산 서열을 포함하는 분리된 단백질.

청구항 61.

제60항의 단백질을 인코딩하는 뉴클레오티드 서열을 포함하는 핵산.

청구항 62.

제61항에 있어서, 상기 핵산은 도 37C에 개시된 뉴클레오티드 서열을 포함하는 것을 특징으로 하는 핵산.

청구항 63.

도 38B에 개시된 아미노산 서열을 포함하는 분리된 단백질.

청구항 64.

제63항의 단백질을 인코딩하는 뉴클레오티드 서열을 포함하는 핵산.

청구항 65.

제64항에 있어서, 상기 핵산은 도 38C에 개시된 뉴클레오티드 서열을 포함하는 것을 특징으로 하는 핵산.
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청구항 66.

도 39A 내지 127A 중 어느 한 도면에 개시된 아미노산 서열의 CF 또는 CFI 형(form)을 포함하는 분리된 단백질.

청구항 67.

도 39B에 개시된 뉴클레오티드 서열을 포함하는 핵산.

청구항 68.

도 40B에 개시된 뉴클레오티드 서열을 포함하는 핵산.

청구항 69.

도 41B에 개시된 뉴클레오티드 서열을 포함하는 핵산.

청구항 70.

도 42B에 개시된 뉴클레오티드 서열을 포함하는 핵산.

청구항 71.

도 43B에 개시된 뉴클레오티드 서열을 포함하는 핵산.

청구항 72.

도 44B에 개시된 뉴클레오티드 서열을 포함하는 핵산.

청구항 73.

도 45B에 개시된 뉴클레오티드 서열을 포함하는 핵산.

청구항 74.

도 46B에 개시된 뉴클레오티드 서열을 포함하는 핵산.

청구항 75.

도 47B에 개시된 뉴클레오티드 서열을 포함하는 핵산.
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청구항 76.

도 48B에 개시된 뉴클레오티드 서열을 포함하는 핵산.

청구항 77.

도 49B에 개시된 뉴클레오티드 서열을 포함하는 핵산.

청구항 78.

도 50B에 개시된 뉴클레오티드 서열을 포함하는 핵산.

청구항 79.

도 51B에 개시된 뉴클레오티드 서열을 포함하는 핵산.

청구항 80.

도 52B에 개시된 뉴클레오티드 서열을 포함하는 핵산.

청구항 81.

도 53B에 개시된 뉴클레오티드 서열을 포함하는 핵산.

청구항 82.

도 54B에 개시된 뉴클레오티드 서열을 포함하는 핵산.

청구항 83.

도 55B에 개시된 뉴클레오티드 서열을 포함하는 핵산.

청구항 84.

도 56B에 개시된 뉴클레오티드 서열을 포함하는 핵산.

청구항 85.

도 57B에 개시된 뉴클레오티드 서열을 포함하는 핵산.

청구항 86.
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도 58B에 개시된 뉴클레오티드 서열을 포함하는 핵산.

청구항 87.

도 59B에 개시된 뉴클레오티드 서열을 포함하는 핵산.

청구항 88.

도 60B에 개시된 뉴클레오티드 서열을 포함하는 핵산.

청구항 89.

도 61B에 개시된 뉴클레오티드 서열을 포함하는 핵산.

청구항 90.

도 62B에 개시된 뉴클레오티드 서열을 포함하는 핵산.

청구항 91.

도 63B 내지 84B, 65D, 67D 및 68D 중 어느 한 도면에 개시된 뉴클레오티드 서열을 포함하는 핵산.

청구항 92.

도 85B 내지 106B, 88D, 90D 및 92D 중 어느 한 도면에 개시된 뉴클레오티드 서열을 포함하는 핵산.

청구항 93.

도 107B 내지 127B, 109D, 111D 및 112D 중 어느 한 도면에 개시된 뉴클레오티드 서열을 포함하는 핵산.

청구항 94.

제 2 항 내지 제 7 항, 제 9 항 내지 제 28 항, 제 31, 32, 34, 35, 37, 38, 40, 41, 43, 44, 46, 47, 49, 50, 52, 53, 55, 56,

58, 59, 61, 62, 64, 65 항 및 제 67 항 내지 제 93 항 중 어느 한 항의 핵산을 포함하는 벡터.

청구항 95.

제 1 항 내지 제 93 항 중 어느 한 항에 따른 1 이상의 단백질 또는 핵산 및 담체(carrier)를 포함하는 조성물.

청구항 96.
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제 1 항 내지 제 93 항 중 어느 한 항에 따른 1 이상의 단백질 및/또는 핵산을, 면역반응을 유도하기에 충분한 양으로 포유

동물에 투여하는 단계를 포함하는, 포유동물에서의 면역 반응 유도 방법.

명세서

기술분야

본 출원은 2003년 9월 17일에 출원된 이전 출원 제60/503,460호 및 2004년 8월 27일에 출원된 이전 출원 제60/604,722

호를 우선권으로 청구하며, 이들의 전체 내용은 참조로서 본원에 삽입되어 있다.

본 발명은 일반적으로 면역원에 관한 것이고, 구체적으로는 광범위한 스펙트럼의 HIV 제1 분리물(isolates)을 중화시키는

항체를 유도하기 위한 면역원 및/또는 T 세포 면역 반응을 유도하는 면역원에 관한 것이다. 또한, 본 발명은 이러한 면역원

을 이용한, 항-HIV 항체의 유도 방법 및/또는 T 세포 면역 반응 유도 방법에 관한 것이다. 더불어, 본 발명은 본 발명의 면

역원을 인코딩하는 핵산 서열에 관한 것이다.

배경기술

HIV-1의 높은 레벨의 유전적 변이성은 AIDS 백신 개발의 주요 장애물로 여겨졌다. HIV 그룹 M, N 및 O 간의 유전적 차

이는 gag 및 env 유전자 각각에서 30% 내지 50%로 광범위하였다 (Gurtler et al, J. Virol. 68:1581-1585 (1994),

Vanden Haesevelde et al, J. Virol. 68:1586-1596 (1994), Simon et al, Nat. Med. 4:1032-1037 (1998), Kuiken et

al, Human retroviruses and AIDS 2000: a compilation and analysis of nucleic acid and amino acid sequences

(Theoretical Biology and Biophysics Group, Los Alamos National Laboratory, Los Alamos, New Mexico)). 그룹 M

내의 바이러스들은 추가로 9개의 유전적으로 차이나는 서브타입(A-D, F-H, J 및 K)으로 분류된다 (Kuiken et al, Human

retroviruses and AIDS 2000: a compilation and analysis of nucleic acid and amino acid sequences (Theoretical

Biology and Biophysics Group, Los Alamos National Laboratory, Los Alamos, New Mexico), Robertson et al,

Science 288:55-56 (2000), Robertson et al, Human retroviruses and AIDS 1999: a compilation and analysis of

nucleic acid and amino acid sequences, eds. Kuiken et al (Theoretical Biology and Biophysics Group, Los Alamos

National Laboratory, Los Alamos, New Mexico), pp. 492-505 (2000)). HIV-1 서브타입 내의 env 유전자의 유전적

변이가 30% 만큼 높아짐에 따라, 모든 HIV-1 서브타입에 대한 교차(cross)-서브타입 T 및 B 세포 면역 반응을 계속적으

로 유도하는 것이 어려워졌다. 또한, HIV-1은 다른 서브타입 내에서 종종 재조합함으로써, 순환 재조합 형태(circulating

recombinant forms, CRFs)를 만들어낸다 (Rprbertson et al, Science 288:55-56 (2000), Robertson et al, Human

retroviruses and AIDS 1999: a compilation and analysis of nucleic acid and amino acid sequences, eds. Kuiken et

al (Theoretical Biology and Biophysics Group, Los Alamos National Laboratory, Los Alamos, New Mexico), pp.

492-505 (2000), Carr et al, Human retroviruses and AIDS 1998: a compilation and analysis of nucleic acid and

amino acid sequences, eds, Korber et al (Theoretical Biology and Biophysics Group, Los Alamos National

Laboratory, Los Alamos, New Mexico), pp. III-10-III-19 (1998)). 20% 이상의 HIV-1 분리물은, 복합 서브타입이 공

통적인 지형 지역에서 재조합체이며 (Robertson et al, Nature 374:124-126 (1995), Cornelissen et al, J. Virol.

70:8209-8212 (1996), Dowling et al, AIDS 16:1809-1820 (2002)), 재조합 바이러스의 높은 유병률(prevalence rate)

은 추가로 실험적 HIV-1 면역원을 디자인하는 것을 복잡하게 할 수 있다.

AIDS 백신 개발에 있어서의 이러한 과제를 극복하기 위해, 3개의 컴퓨터 모델(트리(tree)의 컨센서스, 원형 및 중심)이 센

트럴화된 HIV-1 유전자를 생성하는데 사용되었다 (Gaschen et al, Science 296:2354-2360 (2002), Gao et al,

Science 299:1517-1518, Nickle et al, Science 299:1515-1517 (2003), Novitsky et al, J. Virol. 76:5435-5451

(2002), Ellenberger et al, Virology 302:155-163 (2002), Korber et al, Science 288:1789-1796 (2000)). HIV 생물

학은 성-형(star-like)의 계통발생(phylogenies)을 유발하며, 이 결과로서, 3 종류의 서열이 서로서로 2-5% 다르다 (Gao

et al, Science 299:1517-1518 (2003)). 3개의 센트럴화된 유전자 전략의 어느 것이든 면역원 및 공지된(filed) 바이러스

균주 사이의 단백질 거리를 줄여줄 것이다. 컨센서스 서열은 얼라인먼트의 각 포지션에 있는 가장 공통적인 아미노산을 기

초로 하여 인공 서열을 제작함으로써, 백신 균주 및 동시 순환(contemporary circulating) 바이러스 사이의 서열 비유사성

정도를 최소화시킨다 (Gaschen et al, Science 296:2354-2360 (2002)). 원형 서열들은 컨센서스 서열과 유사하지만 최

대-가능성(maximum-likelihood) 계통발생학적 분석 방법을 이용하여 생성된다 (Gaschen et al, Science 296:2354-

2360 (2002), Nickel et al, Science 299:1515-1517 (2003)). 이렇게 하는데 있어서, 이 방법은 분석된 최근의 야생형
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서열의 이론적 원형 서열을 재현한다 (도 26). Nickle 등은 센트럴화된 HIV-1 서열, 트리의 중심(center of the tree,

COT)-원형 서열과 유사하지만 아우트라이어(outlier)에 의해 영향을 적게 받음-을 형성하는 다른 방법을 제안하였다

(Science 299:1515-1517 (2003)).

본 발명은 만약 센트럴화된 면역원이 동물에서 T 세포 및 B 세포 면역 반응을 모두 유도할 수 있는지 확인하기 위해, 디자

인된 연구의 결과로부터 최소 일부분의 결과를 유발한다. 이 연구들은 인공 그룹 M 컨센서스 env 유전자 (CON6)의 제조

및 DNA 플라스미드 및 가용성 gp120 및 gp140CF 단백질로서 CON6 외피를 발현하는 재조합 백신 바이러스의 컨스트럭

션과 관련이 있다. 이 결과들은 CON6 Env 단백질이 생물학적으로 기능적이고, 야생형 HIV-1의 선형, 형태학적 및 글리

칸-의존성 에피토프를 가지며, HIV 서브타입 B 및 C 모두의 T 세포 에피토프를 인식하는 사이토카인-생성 T 세포를 유

도함을 설명해준다. 중요하게는, CON6 gp120 및 gp140CF 단백질이 서브타입 B 및 C HIV-1의 제1 분리물의 서브셋

(subset)을 중화하는 항체를 유도한다.

중심화된 HIV-1 유전자 어프로치 연구의 반복되는 특징은 HIV-1 서열의 빠르게 확장하는 진화 및 HIV 서열 데이터베이

스 (즉, Los Alamos National Database)에 수집된 서열이 매년 신규한 서열로서 꾸준히 업데이트되고 있다는 사실로부터

유래된다. CON6 gp120 외피 유전자는 1999년도의 Los Alamos 국립 데이터베이스 서열로부터 유래되며, Con-S는

2000년도의 Los Alamos 국립 데이터베이스 서열로부터 유래된다. 추가로, CON6는 중국의 서브타입 C V1, V2, V4 및

V5 Env 서열을 가지는 반면, Con-S는 모든 그룹 M 컨센서스 Env 일치 및 변형 부위-최소-길이 변형 루프까지 짧아짐-

를 가진다. 2003년도 그룹 M의 시리즈에 대해 코돈-최적화된 유전자 및 서브타입 컨센서스 서열이, HIV의 제1 분리물에

반응하는 광범위한 반응성 T 및 B 세포의 비교 및 이들 세포의 유도에서 사용하기 위한 야생형 HIV-1 Env 유전자의 대응

하는 시리즈를 가지는 것으로서 디자인되었다.

발명의 상세한 설명

발명의 요약

본 발명은 HIV의 제1 분리물의 광범위한 스펙트럼을 중화시키는 항체를 유도하기 위한 면역원 및/또는 T 세포 면역 반응

을 유도하는 면역원, 그리고 이를 인코딩하는 핵산 서열에 관한 것이다. 또한, 본 발명은 항-HIV 항체의 유도 방법, 및/또

는 이러한 면역원을 이용한 T 세포 면역 반응의 유도 방법에 관한 것이다.

본 발명의 목적 및 이점은 하기의 기재에 의해 명확해질 것이다.

발명의 상세한 설명

본 발명은 광범위한 스펙트럼의 인간 면역결핍 바이러스 (human immunodeficiency virus, HIV) 제1 분리물을 중화시키

는 항체를 유도하는 면역원 및/또는 T 세포 반응을 유도하는 면역원에 관한 것이다. 면역원은 1 이상의 컨센서스

(concensus) 또는 원형(ancestral) 면역원 (예, Env, Gag, Nef 또는 Pol) 또는 이의 일부 또는 변이체를 포함한다. 또한,

본 발명은 컨센서스 또는 원형 면역원, 또는 이의 일부 또는 변이체를 인코딩하는 핵산 서열에 관한 것이다. 더불어 본 발

명은 상기 면역원 및 이를 인코딩하는 서열 모두를 이용하는 방법에 관한 것이다. 본 발명이 특정 컨센서스 및 원형 면역원

에 대한 참조문헌 (예, 그룹 M 컨센서스 Env에 대해)과 함께 자세하게 기재되어 있지만, 본원에 개시된 시도가 다양한 컨

센서스 또는 원형 면역원 (예, 다른 HIV-1 그룹 (예, N 및 O)에 대한 외피)을 제조하는데 사용될 수 있는 것이 바람직할 것

이다.

본 발명의 일 구현예에 따르면, 컨센서스 env 유전자는 특정 HIV-1 그룹 (그룹 M은 서브타입 A-D, F-H, J 및 K로 분류

됨)의 서브타입 각각에 대한 env 유전자의 컨센서스 서열을 제조함으로써, 예를 들어 Los Alamos HIV 서열 데이터베이

스에 있는 서열로부터 (예컨대 MASE(Multiple Aligned Sequence Editor)를 이용하여) 컨스트럭트될 수 있다. 그 후, 대

량으로 서열분석된 서브타입을 피하기 위해, 모든 서브타입 컨센서스들의 컨센서스 서열이 제조될 수 있다 (Gaschen et

al, Science 296:2354-2360 (2002), Korber et al, Science 288:1789-1796 (2000)). 실시예 1에 개시된 그룹 M 컨센

서스 env 유전자 (CON6로 표시됨)의 경우, CRF08_BC 재조합 균주 (98CN006)의 5개 고변이성 부위 (V1, V2, V4, V5

및 gp41에 있는 세포질 도메인에 있는 부위)가 서열에 있는 결실 부위를 채우는데 사용된다 (참조, Con-S에 대한 대응되

는 부위). 높은 레벨의 발현을 위해, 고발현된 인간 유전자에 대한 코돈 사용에 기초하여 컨센서스 또는 원형 유전자의 코

돈이 최적화될 수 있다 (Haas et al, Curr. Biol. 6:315-324 (2000), Andre et al, J. Virol. 72:1497-1503 (1998)).
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1999년도 컨센서스 그룹 M env 유전자와 함께, CON6는, ELISPOT γ-인터페론 비장 스팟 형성 세포의 수 및 2개의 마우

스 균주에서 인식된 에피토프의 수를 이용함으로써, CON6 대(versus) 야생형 B 및 C env에 의한 상위(superior) T 세포

반응의 유도를 설명하는 것이 가능하였다 (표 1 및 2는 BALB/c 마우스의 데이터를 보여준다). HIV-1 제1 분리물에 대한

항체 중화를 유도하는 CON6 Env 단백질의 능력을 수개의 서브타입 B Env와 비교하였다. CON6에 의해 유도된 중화 항

체의 표적은 수개의 비-B HIV-1 균주를 포함한다.

[표 1]

[표 2]
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2000년도 컨센서스 그룹 M env 유전자인, Con-S에 대해, 2개의 마우스 균주에서의 T 세포 γ 인터페론 ELISPOT 분석에

서 Con-S 외피가 CON6 외피 유전자와 같은 면역원으로 밝혀졌다 (C57BL/6에 대한 데이터가 도 27에 나타나 있다). 더

불어, 기니아 피그에 있는 항체에 대한 단백질 면역원으로서 CON6 및 Con-S gp140 Envs의 비교에서 (표 3), gp140

Envs 모두는 중화된 서브타입 B 제1 분리물인 항체를 유도하는 것으로 밝혀졌다. 그러나, Con-S gp140도 서브타입 C 분

리물 TV-1 및 DU123 뿐만 아니라 하나의 서브타입 A HIV-1 제1 분리물의 강한(robust) 중화를 유도하였으나, CON6

는 그렇지 않았다.

[표 3]
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‡ 4회 및 5회 면역화 후의 50% 중화 역가

2000년도 Con-S 140CFI.ENV 서열이 도 26A에 표시되어 있다. Gp140 CFI는 막투과 및 세포질 도메인의 결실에 추가

로, 절단-위치가 결실되고 (c), 융합-위치가 결실되며 (F) gp41 면역우세(immunodominant) 부위가 결실되는 (I) HIV-1

외피 디자인을 지칭한다. 코돈-최적화된 2000년도 Con-S 140 CFI 서열이 도 26B에 표시되어 있다.

컨센서스 면역원의 다음 반복으로서, 그리고 실제의 HIV-1 면역원이 수개의 서브타입 컨센서스 유전자의 다가 혼합물이

될 수 있다는 사실의 인지에서, 서브타입 및 컨센서스 유전자의 혼합물 또는 센트럴화된 유전자 및 야생형 유전자의 혼합

물, 11개 서브타입 컨센서스의 시리즈 및 야생형 유전자들이, 2003년도 Los Alamos 국립 데이터베이스 서열로부터의 그

룹 M 컨센서스 유전자 뿐만 아니라 서브타입 A, B, C, CRF AE01 및 G로부터 디자인되었다. 야생형 서열들은, 이들이 초

기 유전된(transmitted) HIV-1 균주 (이들 균주들은 백신에 의해 대항하여 보호되어야 하는 필요성의 가능성이 가장 큼)

로부터 유발되는 것으로 알려져 있기 때문이나, 이 서브타입의 데이터베이스에 있는 가장 최근에 기탁된 균주이기 때문에

선택되었다. 이들 뉴클레오티드 및 아미노산 서열들이 도 28-38에 개시되어 있다 (표시된 모든 140CF 디자인에 대해,

140CF 유전자는 코작(Kozak) 서열 (GCCACCATGG/A) 및 SalI 위치를 포함하는 5' 서열 "TTCAGTCGACGGCCACC"

및 중지 코돈 및 BglII 위치를 포함하는 3' 서열 TAAAGATCTTACAA로 플랭킹될 수 있다). 도 39 - 62에 표시된 것은

2003 센트럴화된 (컨센서스 및 원형) HIV-1 외피 단백질 및 코돈 최적화된 유전자 서열이다.

CON6 gp140 (이는 비-클레이드 (clade) B HIV 균주를 중화시키지 않음) 및 Con-S gp140 (이는 비-클레이드 B HIV 균

주를 중화시키는 항체를 유도함) 사이의 주요한 차이가 Con-S V1, V2, V4 및 V5 부위에 있다. 클레이드 B 균주에 대해,

V3 부위의 펩타이드들이 중화 항체를 유도할 수 있다 (Haynes et al, J. Immunol. 151:1646-1653 (1993)). 그래서, Th-
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V1, Th-V2, Th-V4 및 Th-V5 펩타이드의 컨스트럭션은 광범위하게 활성을 띄는 요구되는 항-비-클레이드 B 중화 항

체를 유발하는 것으로 추측될 수 있다. 따라서, 표 4에 표시되어 있는 Th-V 펩타이드들은, Con-S gp140으로부터 유래되

는 펩타이드 면역원(들)으로서 사용하기 위해 고찰될 수 있다. gag Th 결정인자(determinant) (GTH, 표 4) 또는 다른

HIV 균주에 있는 모든 상동성 GTH 서열이, 면역원성을 촉진시키기 위해 사용될 수 있으며, HIV gp120의 C4 부위는 well

(KQIINMWQVVGKAMYA) 또는 다른 HIV 균주로부터의 상동성 C4 서열로서 사용될 수 있다 (Haynes et al, J. Immunol.

151:1646-1653 (1993)). N-말단 헬퍼 결정인자를 가진 Con-S V1, V2, V4 및 V5 펩타이드들은 Corixa's RC529

(Baldridge et al, J. Endotoxin Res. 8:453-458 (2002))와 같은 적합한 보체 (adjuvant)에서 제형화될 때 단독으로 또는

함께 사용될 수 있으며, 광범위하게 교차 반응하는 중화 항체를 비-클레이드 B 분리물로 유도하는데 사용될 수 있다.

[표 4]

본 발명은 본원에 구체적으로 개시된 서열의 부분 및 변이체를 포함하는 것이 바람직할 것이다. 예를 들어, 코돈 최적화된

컨센서스 인코딩 서열의 형태(forms)는, 절단되거나 비-절단된 gp120/41과 함께 gp140CF, gp140 CFI, gp120 또는

gp160 형태로서 컨스트럭트될 수 있다. 예를 들어, 그리고 컨센서스 및 원형 외피 서열에 관해서는, 본 발명은 V3이 전혀

없는 외피 서열을 포함한다. 선택적으로, V3 서열은 바람직한 서열, 예컨대 미합중국 특허 제10/431,596호 및 미합중국

우선특허 제60/471,327호에 개시된 바와 같은 서열로부터 선택될 수 있다. 게다가, 반응의 범위에 대한 최적의 면역원은

그룹 M 컨센서스 gag, pol, nef 및 env 인코딩 서열의 혼합을 포함할 수 있으며, 뿐만 아니라 gag, pol, nef 및 env HIV 유

전자에 대한 서브타입 컨센서스 또는 원형 인코딩 서열의 혼합을 포함할 수 있다. 바이러스 균주에 있는 부위적 차이를 이

용해 다루기 위해, 유효한 혼합물은 컨센서스/원형 및 야생형 인코딩 서열의 혼합을 포함할 수 있다.

본 발명의 컨센서스 또는 원형 외피는, 정상적으로는 HIV 비리온의 표면에 일시적으로만 노출되거나 거의 노출되지 않는

중화 에피토프의 중간 형태 (intermediate conformation)를 노출시키기 위해 "활성화" 될 수 있다. 상기 면역원은 B 림프

구에 대해 자극(presentation)하기 위한 이용가능한 특이 에피토프를 만드는 컨센서스 또는 원형 외피의 "동결(frozen)"

유도된 형태가 될 수 있다. 이에피토프 자극의 결과는 광범위하게 HIV를 중화하는 항체의 생산이다. (주의점이 WO 02/

024149 및 본원에 개시된 활성화된/유발된 외피에 개시되어 있다)

융합 중간체 면역원의 개념은, gp41 HR-2 부위 펩타이드인 DP178이 gp41의 꼬이지 않은 형태를 캡쳐할 수 있고

(Furata et al, Nature Struct. Biol. 5:276 (1998)), 포르말린-고정된 HIV-감염 세포가 광범위하게 중화 항체를 생산할

수 있다는 (LaCasse et al, Science 283:357 (1997)) 결과와 일치한다. 최근 꼬인-코일 (coiled-coil) 부위에 대한 모노클

로날 항체는, 꼬인-코일 gp41 구조의 HR1 및 HR2 부위에 있는 gp41의 형태적 결정인자에 결합하였으나 HIV를 중화시

키지는 않았다 (Jiang et al, J. Virol. 10213 (1998)). 그러나, 후자의 연구에서는 꼬인-코일 부위가, 정확한 항체가 생성

되는 경우에 결합하는 항체에 대해 이용가능한 것으로 증명되었다.

본 발명의 일 목적의 면역원은, 가용성 형태이거나 예를 들어 세포 소포에 또는 트랜스지질 이중층 외피를 포함하는 리포

좀에 고정된 컨센서스 또는 원형 외피를 포함한다. 훨씬 더 천연의 외피를 만들기 위해, gp140 또는 gp160 컨센서스 또는

원형 서열이, 천연의 3중 외피를 형성하기 위해 지질 이중층에 배열될 수 있다. 선택적으로는 알드리티오 (aldrithio) 1-2

불활성화된 HIV-1 비리온에 있는 유발된 gp160이 면역원으로서 사용될 수 있다. 또한, gp160은 gp160 또는 gp140

(gp140은 막투과 부위를 가지고 가능하게는 다른 gp41 부위가 결실된 gp160임) 중 어느 재조합 단백질로서도 존재할 수

있다. gp160 또는 gp140에 결합하는 것은, 재조합 CCR5 또는 CXCR4 공-수용체 단백질 (또는 이들의 세포외 도메인 펩

타이드 또는 단백질 단편), 또는 gp120 및/또는 가용성 CD4 상의 CXCR4 또는 CCR5 결합 위치에 결합하는 항체 또는

CD4의 결합 작용을 모방하는 항체 또는 다른 리간드가 될 수 있다. 선택적으로는 CD4, CCR5 (또는 CXCR4) 또는 가용성
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CD4를 포함하는 소포 또는 리포좀, 및 CCR5 또는 CXCR4 gp120 결합 위치의 반사 펩타이드이다. 선택적으로, 최적

CCR5 펩타이드 리간드는, 특정 티로신이 황산화된 CCR5의 N-말단 펩타이드가 될 수 있다 (Bormier et al, Proc. Natl.

Acad. Sci. USA 97:5762 (2001)). 유발된 면역원은 막에 결합할 필요가 없을 것이지만, 용액 내에 존재하고 용액에서 유

발될 수 있을 것이다. 선택적으로, 가용성 CD4 (sCD4)는, CD4 펩타이드 미메토프 (mimetopes)에 의해 유발된 외피

(gp140 또는 gp160)에 의해 치환될 수 있다 (Vitra et al, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 96:1301 (1999)). gp160 또는

gp140을, 세포 융합을 유도하는 gp160의 구조와 관련하여 변화하도록 "유발시키는", 다른 HIV 공-수용체 분자도 사용될

수 있다. 가용성 CD4 (sCD4)를 이용한 가용성 HIV gp140 제1 분리물 HIV 89.6 외피의 라이게이션은 gp41에서 형태적

변화를 유발하였다.

일 구현예에 따르면, 본 발명은 CD4 결합 위치가 차단된 CD4-연결된 단백질과는 달리, CCR5 결합 위치가 노출된 수용체

(CD4)-연결된 컨센서스 또는 원형 외피의 특성을 가진 면역원에 관한 것이며, 이 면역원은 CD4 결합 위치가 노출되어 있

다 (오픈). 더불어, 이 면역원은 숙주 CD4가 전혀 없을 수 있으며, 숙주에 투여되는 동안 잠재적으로 위해한 항-CD4 항체

의 생산을 피한다.

면역원은 A32 모노클로날 항체 (mab)에 의해 인식되는 gp120 상의 위치에 결합하는 리간드와 연결된 컨센서스 또는 원

형 외피를 포함할 수 있다 (Wyatt et al, J. Virol. 69:5723 (1995), Boots et al, AIDS Res. Hum. Retro. 13:1549 (1997),

Moore et al, J. Virol. 68:8350 (1994), Sullivan et al, J. Virol. 72:4694 (1998), Fouts et al, J. Virol. 71:2779 (1997),

Ye et al, J. Virol. 74:11955 (2000)). 한 A32 mab는 CD4를 모방하고, gp120에 결합할 때는, CCR5 결합 위치를 상향조

절 (노출)하는 것으로 밝혀졌다 (Wyatt et al, J. Virol. 69:5723 (1995)). 또한, 이러한 리간드를 이용한 gp120의 라이게

이션은 CD4 결합 위치를 상향조절하지만 gp120에 결합하는 CD4를 제어하지는 못한다. 선택적으로, 이러한 리간드들은

절단된 gp120, 비-절단된 gp140 및 절단된 gp41에 결합한 gp41의 HR-2 결합 위치도 상향조절하며, 이에 의해 이들 단

백질들-이들 각각은 항-HIV 중화 항체에 대한 잠재적 표적임-상의 HR-2 결합 위치를 노출시킨다.

본 구현예의 특정 목적에서, 면역원은 완전한 A32 mab, A32 mab의 Fab2 단편, 또는 A32 mab의 Fab 단편 중의 하나로

라이게이션된 가용성 HIV 컨센서스 또는 원형 gp120 외피를 포함하며, 그 결과, 컨센서스 또는 원형 외피 상의 CD4 결합

위치, CCR5 결합 위치 및 HR-2 결합 위치가 노출되고/상향조절된다. 면역원은 A32 mab (또는 이의 단편)가 결합된 컨센

서스 또는 원형 외피를 포함하거나, 0.3% 포름알데히드 또는 DTSSP (Pierce Chemical Company)와 같은 헤테로이중작

용 교차-링커와 같은 교차-링커로 교차-링크되고 결합된 A32 mab (또는 이의 단편)를 가진 컨센서스 또는 원형 외피를

포함할 수 있다. 또한, 면역원은 비-절단된 컨센서스 또는 원형 gp140 또는 비-절단된 gp140, 절단된 gp41 및 절단된

gp120의 혼합물을 포함할 수 있다. 컨센서스 또는 원형 gp140 및/또는 gp120에 결합되거나, gp41에 비-공유결합으로 결

합한 gp120에 결합된 A32 mab (또는 이의 단편)는, gp41, gp120 및 비-절단된 gp140에 있는 HR-2 결합 위치의 상향조

절 (노출)을 유발한다. 또한, gp120 또는 gp140에 대한 A32 mab (또는 이의 단편)의 결합은 CD4 결합 위치 및 CCR5 결

합 위치의 상향조절을 유발한다. gp120이 복합체 (complex)를 포함함에 따라, 비-절단된 gp140 및 A32 mab (또는 이의

단편)를 포함하는 복합체는 0.3% 포름알데히드 또는 DTSSP와 같은 교차-링커로 교차-링크되거나 교차-링크되지 않는

면역원으로서 사용될 수 있다. 일 구현예에서, 본 발명은 Fab 단편 또는 전체 A32 mab에 결합되고 교차 링크되며, 선택적

으로는 HR-2 결합 단백질에 결합되고 교차-링크된, 가용성 비-절단된 컨센서스 또는 원형 gp140을 포함하는 면역원에

관한 것이다.

gp120 상의 A32 mab 결합 위치에 결합하는 리간드로 유발된 컨센서스 또는 원형 외피 단백질은, mab 17b에 의해 인식

되는 CCR5 결합 위치와 같은 A32 mab 결합 위치와는 다른 위치에 결합하는 리간드에 의해 유발되는, 제2 외피를 포함하

는 최소 1개의 제2 면역원과 혼합하여 투여될 수 있다. 17b mab (Kwong et al, Nature 393:648 (1998) available from

the AIDS Reference Repository, NIAID, NIH)는 gp120에 대한 sCD4의 결합을 증가시킨다. 예를 들어, 이 제2 면역원은

(이는 단독으로 또는 상기에 기술된 것과는 다른 유발된 면역원과 조합하여 사용될 수 있음), 전체 17b mab, 17b mab의

Fab2 단편 또는 17b mab의 Fab 단편 중의 하나와 연결되는 가용성 HIV 컨센서스 또는 원형 외피를 포함할 수 있다. 다른

항체 (또는 이의 단편)를 포함하는 다른 CCR5 리간드가, 17b mab의 장소(lieu)에 사용될 수 있는 노출되는 CD4 결합 위

치를 유발하는 것이 바람직할 것이다. 이러한 추가의 면역원은 결합된 17b mab 또는 이의 단편 (또는 상기에 표시된 것과

같은 다른 CCR5 리간드)을 가진 gp120을 포함하거나, 0.3% 포름알데히드 또는 DTSSP (Pierce Chemical Company)와

같은 헤테로이중기능성 교차-링커와 같은 시약으로 교차-링크되고 결합된 17b mab 또는 이의 단편 (또는 상기에 표시된

것과 같은 다른 CCR5 리간드)을 가진 gp120을 포함할 수 있다. 선택적으로, 이 면역원은 추가로 비-절단된 gp140를 단독

으로 포함하거나, 절단된 gp41 및 절단된 gp120의 혼합물을 포함할 수 있다. 이러한 혼합물에 있는 gp140 및/또는 gp120

에 결합한 Mab 17b 또는 이의 단편 (또는 상기에 표시된 것과 같은 다른 CCR5 리간드)는 CD4 결합 부위의 노출을 유발

한다. 17b mab, 또는 이의 단편 (또는 상기에 표시된 것과 같은 다른 CCR5 리간드), gp140 복합체는 0.3% 포름알데히드

또는 DTSSP와 같은 제제로 교차-링크되거나 비교차-링크되어 존재할 수 있다.
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T649Q26L 및 DP178과 같은 가용성 HR-2 펩타이드는 상술한 복합체에 첨가됨으로써, 비-절단된 컨센서스 gp140 분자

뿐만 아니라 컨센서스 gp120 및 gp41 상의 에피토프를 안정화시킬 수 있으며, 복합체로 교차-링크되거나 비교차-링크되

어 투여될 수 있다.

모노클로날 항체 (mabs) 시리즈는, 상기에 기재한 17b mab에 추가로, gp120 상의 CD4 결합 위치에 결합하는 mab

IgG1b12 (Roben et al, J. Virol. 68:482 (1994), Mo et al, J. Virol. 71:6869 (1997), gp120 상의 형태학적 결정인자에

결합하는 mab 2G12 (Trkola et al, J. Virol. 70:1100 (1996)) 및 gp41의 막 근위 부위에 결합하는 mab 2F5 (Muster et

al, J. Virol. 68:4031 (1994))를 포함하는 많은 HIV 제1 분리물을 중화시키는 것으로 밝혀졌다.

상기에 표시한 바와 같이, 본 발명에 따른 퓨소제닉 (fusogenic) 에피토프를 "동결"하는데 다양한 시도가 사용될 수 있다.

예를 들어, "동결"은 꼬인 코일 부위의 부분을 나타내는 DP-178 또는 T649Q26L 펩타이드의 첨가에 의해 영향을 받을 수

있으며, CD4-유발된 컨센서스 또는 원형 외피에 추가될 때, 융합을 방해한다 (Rimsky et al, J. Virol. 72:986-993

(1998)). HR-2 펩타이드 결합된 컨센서스 또는 원형 gp120, gp140 또는 gp160은 면역원으로서 사용되거나 DTSSP 또

는 DSP (Pierce Co.)와 같은 제제, 포름알데히드 또는 유사한 효과를 가진 다른 교차링크 제제에 의해 교차링크될 수 있

다.

또한, "동결"은 0.1% 내지 3%의 포름알데히드 또는 파라포름알데히드, 단백질 교차-링크 제제 모두를 복합체에 첨가시킴

으로써 영향을 받을 수 있으며, 이에 의해 CD4, CCR5 또는 CXCR4, HR-2 펩타이드 gp160 복합체를 안정화시키거나, "

유발된" gp41 분자를 안정화시키거나, 또는 이 모두를 할 수 있다 (LaCasse et al, Science 283:357-362 (1999)).

더불어, 컨센서스 또는 원형 gp41 또는 gp120 융합 중간체의 "동결"은, 아미노 그룹과 반응하는 2개의 NHS 에스테르를

이용하는 DSP (dithiobis[succimidylproprionate]) (Pierce Co. Rockford, ILL., No. 22585ZZ) 또는 수용성 DTSSP

(Pierce Co.)와 같은 헤테로이중기능성 제제의 첨가에 의해 영향을 받을 수 있으며, 이에 의해 CD4, CCR5 또는 CXCR4,

HR-2 펩타이드 gp160 복합체를 교차 링크시키고 안정화하거나 또는 "유발된" gp41 분자를 안정화하거나 또는 이 작용을

모두 한다.

면역화되거나 백신화된 동물 및 인간에서의 T 세포 면역 반응의 분석에서는, 외피 단백질이 비록 중화 항체를 유도하는 유

일한 유전자더라도, 정상적으로는 T 세포 면역 반응에 대한 주요한 표적이 아님을 보여준다. HIV-1 Gag, Pol 및 Nef 단백

질은 잠재적 T 세포 면역 반응을 유도한다. 따라서, 본 발명은 체액성 및 세포성 면역 반응을 모두 유도할 수 있는 컨센서

스 또는 원형 면역원의 반복을 포함한다. 컨센서스 또는 원형 서열의 서브단위는 T 또는 B 세포 면역원으로서 사용될 수

있다 (실시예 6 및 7, 및 이에 참조된 도면 및 도 63 -127 참조).

본 발명의 면역원은 당업계에 공지된 기술을 이용하여, 약제학적으로 허용가능한 담체 및/또는 보체 (알룸(alum)과 같은)

를 사용하여 제형화될 수 있다. 본 발명의 면역원의 적합한 투여 경로는 전신 (예, 근육내 또는 피하)을 포함한다. 면역 반

응이 점막 (mucosal) 면역 시스템 (예, 비강내)에서 유발되는 경우 선택적인 경로가 이용될 수 있다.

본 발명의 면역원은 당업자에게 공지된 방법을 이용해 화학적으로 합성하고 정제될 수 있다. 또한, 면역원은 공지된 재조

합 DNA 기술에 의해 합성될 수 있다. 본 발명의 면역원을 인코딩하는 핵산은 예를 들어 인코딩 서열이 네이키드(naked)

DNA로서 투여되는 DNA 백신의 성분으로서 사용될 수 있거나, 예를 들어 면역원을 인코딩하는 미니유전자가 바이러스 벡

터에 존재할 수 있다. 상기 인코딩 서열은 예를 들어 복제 또는 비-복제 아데노바이러스 벡터, 아데노-연관 바이러스 벡터,

감쇠된 마이코박테리움 투베르쿨로시스 (mycobacterium tuberculosis) 벡터, 바실러스 칼메트 귀린 (Bacillus Calmette

Guerin, BCG) 벡터, 우두 또는 변형된 우두 안카라 (Modified Vaccinia Ankara, MVA) 벡터, 다른 폭스 바이러스 벡터,

재조합 폴리오 (polio) 및 다른 장관 (enteric) 바이러스 벡터, 살모넬라 종 박테리아 벡터, 시겔라 (Shigella) 종 박테리아

벡터, 베네주엘리안 에퀸 엔세팔리티스 바이러스 (Venezuelean Equine Encephalitis virus, VEE) 벡터, 셈리키 포레스트

(Semliki Forest) 바이러스 벡터, 또는 담배 모자이크 바이러스 벡터에 존재할 수 있다. 인코딩 서열은 예를 들어 CMV 프

로모터와 같은 활성 프로모터를 가진 DNA 플라스미드로서 발현될 수 있다. 또한, 다른 생 (live) 벡터가 본 발명의 서열을

발현하는데 사용될 수 있다. 본 발명의 면역원의 발현은, 면역원을 인코딩하는 핵산, 바람직하게는 인간 세포에서 발현을

최적화하는 코돈 및 프로모터를 이용해 이들 세포에 도입시킴으로써, 환자 자신의 세포에서 유도될 수 있다. DNA 백신을

제조하고 이용하는 방법의 예가 미합중국 특허 제5,580,859호, 제5,589,466호 및 제5,703,055호에 개시되어 있다.

본 발명의 조성물은 약제학적으로 허용가능한 전달 시스템에 있는 본원 발명의 면역원 또는 이를 인코딩하는 핵산 서열을

면역학적 유효량으로 포함한다. 상기 조성물은 면역결핍 바이러스 감염의 예방 및/또는 치료에 사용될 수 있다. 본 발명의

조성물은 보체, 유화제, 약제학적으로 허용가능한 담체 또는 백신 조성물에 통상적으로 사용되는 다른 성분을 이용해 제형
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화될 수 있다. 최적의 제형은 당업자에 의해 용이하게 디자인될 수 있으며, 즉시 분비 및/또는 지연된 분비를 위해, 그리고

전신성 면역의 유도 및/또는 국소적 점막 면역의 유도 (예, 제형은 비강내 투여용으로 디자인될 수 있다)를 위한 제형을 포

함할 수 있다. 본 발명의 조성물은 피하, 비강내, 경구, 근육내, 또는 다른 비경구 또는 소화관 경로를 포함하는 모든 통상적

인 경로에 의해 투여될 수 있다. 면역원은 단일 투여량 또는 복합 투여량으로 투여될 수 있다. 최적의 면역화 스케줄은 당

업자에 의해 용이하게 결정될 수 있으며, 환자, 조성물 및 예상되는 효과에 따라 달라질 수 있다.

본 발명은 본 발명의 면역원 및/또는 이를 인코딩하는 핵산 및/또는 상기에 표시된 벡터에 있는 미니유전자로서 발현된 면

역원 모두의 직접 사용을 고려한다. 예를 들어, 면역원을 인코딩하는 미니유전자는 프라임 (prime) 및/또는 추가접종

(boost)으로 사용될 수 있다.

본 발명은 본원에 개시된 어떠한 모든 아미노산 서열 및 적용가능한 것으로서, 이의 CF 및 CFI 형태 뿐만 아니라 이를 인

코딩하는 핵산 서열 (및 이러한 인코딩 서열에 상보적인 핵산)도 포함한다.

본 발명의 특정 요지는 하기의 비-제한적인 실시예에 훨씬 자세히 개시될 수 있다.

실시예

실시예 1

인공 HIV-1 그룹 M 컨센서스 외피

구체적 실험

재조합 우두 바이러스 (VV)에서의 CON6 gp120 및 gp140 단백질의 발현.

HIV-1 CON6 외피 단백질의 분비 형을 발현하고 정제하기 위해, 중지 코돈을 gp120 절단 위치 (REKR)의 뒤 및 막투과

도메인 (YIKIFIMIVGGLIGLRIVFAVLSIVN)의 앞에 각각 도입시킴으로써 CON6 gp120 및 gp140CF 플라스미드를 컨스

트럭트하였다. gp120/gp41 절단 위치 및 gp41의 융합 도메인을 gp140CF 단백질에서 결실시켰다. CON6 gp120 및

gp140CF DNA 컨스트럭트 모두를 pSC65 벡터 (Bernard Moss, NIH, Bethesda, MD로부터)의 SalI 및 KpnI 제한효소 위

치에 클로닝하였다. 이 벡터는 p7.5 프로모터에 의해 조절되는 lacZ 유전자를 포함한다. 등을 맞댄 (back-to-back) P E/L

프로모터를 CON6 env 유전자를 발현하는데 사용하였다. BSC-1 세포를 6웰 플레이트의 각 웰에 2×105 농도로 접종하

고, 0.1 pfu/세포의 MOI로 야생형 우두 바이러스 (WR)를 감염시켰으며, 감염 2시간 후에, CON6 env 유전자를 포함하는

pSC65-유도된 플라스미드를 VV-감염된 세포에 형질감염시키고, 공지된 바에 따라 재조합 (r) VV를 선별하였다 (Moss

and Earl, Current Protocols in Molecular Biology, eds, Ausubel et al (John Wiley & Sons, Inc. Indianapolis, IN) pp.

16.15.1-16.19.9 (1998)). CON6 env 유전자를 포함하는 재조합 VV를 PCR 및 서열 분석으로 확인하였다. CON6 외피

단백질의 발현은 SDS-PAGE 및 웨스턴 블랏 분석법으로 확인하였다. 재조합 CON6 gp120 및 gp140CF는 아가로즈 갈란

투스 니발리스 (galanthus Nivalis) 렉틴 비드 (Vector Labs, Burlingame, CA)를 이용하여 정제하였으며, 사용할 때까지

-70℃에 보관하였다. 재조합 VV 발현 JRFL (vCB-28) 또는 96ZM651 (vT241R) gp160은 NIH AIDS Research and

Reference Reagent Program (Bethesda, MD)로부터 얻었다.

모노클로날 항체 및 gp120 야생형 외피.

gp120 (A32), gp120 V3 루프 (F39F) 및 CCR5 결합 위치 (17b) 상의 형태적 결정인자에 대한 인간 mabs는 제임스 로빈

슨 (Tulane Medical School, New Orleans, LA) (Wyatt et al, Nature 393;705-711 (1998), Wyatt et al, J. Virol.

69:5723-5733 (1995))으로부터 받았다. Mabs 2F5, 447, b12, 2G12 및 가용성 CD4는 NIH AIDS Research and

Reference Reagent Program (Bethesda, MD) (Gorny et al, J. Immunol. 159:5114-5122 (1997), Nyambi et al, J.

Virol. 70:6235-6243 (1996), Purtscher et al, AIDS Res. Hum. Retroviruses 10:1651-1658 (1994), Trkola et al, J.

Virol. 70:1100-1108 (1996))으로부터 얻었다. T8은 gp120 C1 부위 (P. Earl, NIH, Bethesda, MD로부터 받음)에 위치

하는 쥐의 mab이다. BaL (서브타입 B), 96ZM651 (서브타입 C) 및 93TH975 (서브타입 E) gp120s는 QBI, Inc. 및 AIDS,

NIH 부서로부터 제공받았다. 92U037 (서브타입 A) 및 93BR029 (서브타입 F) gp140 (절단 및 비절단됨)을 발현하는

CHO 세포주는 NICBS, England로부터 수득하였다.

표면 플라스몬 공명 바이오센서 (Surface Plasmon Resonance Biosensor, SPR) 측정 및 ELISA.
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SPR 바이오센서 측정은 BIAcore 3000 기기 (BIAcore Inc., Uppsala, Sweden) 상에서 측정하였으며, 데이터 분석은

BIAevaluation 3.0 소프트웨어 (BIAcore Inc, Upsaala, Sweden)를 이용하여 수행하였다. 10 mM의 Na-아세테이트 버

퍼 (pH 4.5)에 있는 항-gp120 mabs (T8, A32, 17b, 2G12) 또는 sCD4를, 단백질을 고정하기 위한 표준 아민 커플링 프

로토콜을 사용하여 CM5 센서 칩에 직접 고정시켰다. FPLC 정제된 CON6 gp120 모노머 또는 gp140CF 올리고머 재조합

단백질을 100 및 300 ㎍/㎖의 농도로 각각 CM5 센서 칩 위에 흘려보냈다. 검은색 인-라인(in-line) 참조 표면 (아민 커플

링에 대해 활성화 및 비-활성화됨) 또는 비-결합 mab 대조군은 비-특이적 또는 벌크 반응을 빼는데 사용하였다. 가용성

89.6 gp120 및 부적절한 (irrelevant) IgG는, 각각 양성 대조군 및 음성 대조군으로서 사용하였으며, CON6 Env 단백질을

주입하기 전에 각 mab 표면을 활성화시키기 위해 사용하였다. CON6 외피 단백질의 결합은 10-30 ㎕/㎖의 속도로 연속적

으로 흘려보내는 PBS (150 mM NaCl, 0.005% 계면활성제 P20, pH 7.4)를 이용해 25℃에서 실시간으로 모니터하였다.

결합한 단백질을 제거한 뒤, 재생 용액 (10 mM 글리신-HCl, pH 2.9)을 5-10 ㎕ 펄스로 단독 또는 복수로 펄스시키는 각

결합 사이클을 수행함으로써 센서 표면을 재생시켰다. CON6 gp120 및 gp140CF 단백질에 대한 다양한 mabs의 반응성을

확인하기 위해, 개시된 바에 따라 (Haynes et al, AIDS Res. Hum. Retroviruses 11:211-221 (1995)) ELISA를 수행하였

다. rgp120 또는 gp140 단백질에 대한 인간 mab 결합력을 분석하기 위해, 말단-지점 역가를 가장 높은 mab 역가 (20 ㎍/

㎖에서부터 시작)로 정했으며, 여기서 mab 결합한 CON6 gp120 및 gp140CF Env 단백질은 백그라운드 대조군 (비-결합

인간 mab)보다 ≥3배이었다.

감염도 및 공-수용체 사용 분석.

HIV-1/SG3Δenv 및 CON6 또는 대조군 env 플라스미드를 인간 293T 세포로 동시 형질감염시켰다. 유사타입 바이러스

를 수득하고, 여과한 뒤 p24 농도를 정량하였다 (Dupont/NEN Life Sciences, Boston, MA). 각 유사 비리온에 대해 동량

의 p24 (5 ng)를 JC53-BL 세포를 감염시키는데 사용하고 감염도를 측정하였다 (Derdeyn et al, J. Virol. 74:8358-8367

(2000), Wei et al, Antimicrob Agents Chemother. 46:1896-1905 (2002)). JC53-BL 세포는 CD4, CCR5 및 CXCR4

수용체를 발현하며, HIV-1 긴 말단 반복 (long terminal repeat, LTR)의 전사 조절하에서 안정하게 삽입된 β-갈락토시다

아제 (β-gal) 유전자를 포함한다. 이들 세포들은, β-gal 발현에 대해 염색하고 p24 유사비리온 마이크로그램 당 푸른색 세

포 (감염 단위)의 수 (IU/㎍ p24)를 계수함으로써, 유사비리온 농축물 (stocks)의 감염 역가를 정량하는데 사용될 수 있다

(Derdeyn et al, J. Virol. 74:8358-8367 (2000), Wei et al, Antimicrob Agents Chemother. 46:1896-1905 (2002)).

CON6 env 유전자의 공-수용체 사용을 확인하기 위해, JC53BL 세포에 1.2 μM AMD3100 및 4 μM TAK-799를 1시간

동안 37℃에서 처리한 뒤, 동량의 각 Env 유사타입 바이러스 p24 (5 ng)로 감염시켰다. 차단 효율은 저해 실험으로부터 얻

은 감염 단위를 저해제가 없는 대조군 배양과 비교한 퍼센트로서 표시하였다. 대조군 (차단제가 없는)의 감염도를 임의로

100%로 정하였다.

면역화 (immunization).

모든 동물들은 듀크 대학 동물 사용 및 사육 위원회에 의해 승인된 동물 사용 프로토콜과 AALAC 지침하에서 듀크 대학 동

물 사육소에서 사육하였다. 판매처 (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO)에서 제공되는 프로토콜에 기초하여, 재조합

CON6 gp120 및 gp140CF 당단백질을 RIBI-CWS 보체와 함께 안정한 에멀젼으로 제형화하였다. 항-외피 항체를 유도시

키기 위해, 4마리의 무작위 교배계 기니아 피그 (Harlan Sprague, Inc., Chicago, IL) 각각에 100 ㎍의 정제된 CON6

gp120 또는 gp140CF를 3주마다 피하에 주입하였다 (전체 5회의 면역화). 혈청 샘플을 열-불활성화시켰으며 (56℃, 1시

간), 사용할 때까지 -20℃에 보관하였다.

항-외피 T 세포 반응을 유도하기 위해, 6-8 주령의 암컷 BALB/c 마우스 (Frederick Cancer Research and

Developmental Center, NCI, Frederick, MD)에 50 ㎍의 플라스미드 DNA를 무릎(quadriceps)에 있는 근육내 (i. m.)로

3주의 간격으로 3회로 면역화시켰다. 최종 DNA 면역화로부터 3주 후에, Env 단백질을 발현하는 rVV 107 PFU를 마우스

에 추가접종 (boost)시켰다. 추가접종 2주 후에, 모든 마우스들을 안락사시킨 뒤 비장세포 분리를 위해 비장을 적출하였

다.

중화 분석 (Neutralization assay).

중화 분석은, Bures et al, AIDS Res. Hum. Retroviruses 16:2019-2035 (2000)에 개시된 바와 같은 MT-2 분석법,

HIV-1 제1 분리물의 패널을 이용한 5.25.GFP.Luc.M7 세포에서의 루시퍼라아제-기초 다중 복제 사이클 HIV-1 감염 분

석법 (Bures et al, AIDS Res. Hum. Retroviruses 16:2019-2035 (2000), Bures et al, J. Virol. 76:2233-2244 (2002))

, 또는 불활성화된 HIV-1 비리온을 이용한 융합체 (아무것도 없는 것으로부터 융합) 저해 분석법 (Rossio et al, J. Virol.

72:7992-8001 (1998)) 중의 하나를 이용해 수행하였다. 루시퍼라아제-기초 분석법에서, 중화 항체는, Nathaniel R.
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Landau, Salk Institute, La Jolla, CA (Brandt et al, J. Biol. Chem. 277:17291-17299 (2002))에 의해 제공되는

5.25.EGFP.Luc.M7 세포에서의 루시퍼라아제 활성의 감소 작용으로서 측정하였다. 조직 배양 감염 용량 50 (TCID50)의

무-세포 바이러스 500개를, 96웰 평편한-바닥 배양 플레이트에 3개씩 있는 표시된 혈청 희석액 150 ㎕와 반응시켰다.

5.25.EGFP.Luc.M7 세포를 DEAE 덱스트란 (10 ㎍/㎖)을 포함하는 배지에 5×105/㎖ 농도로 현탁시켰다. 세포 (100 ㎕)

를 첨가하여, 대조군 웰 (혈청 샘플을 테스트하지 않음)에 있는 세포의 10%가, 형광 현미경에 의한 GFP 발현에 대해 양성

이 될때까지 첨가하였다. 이때, 배지 부피의 반을 제거함으로서 세포를 2배로 농축시켰다. Wallac 1420 멀티라벨 계수기

(PerkinElmer Life Sciences, Boston, MA) 상에 있는 Bright-Glo™ 기질 (Promega, Madison, MI)을 이용하여 루시퍼

라아제 활성을 측정하기 위해, 50 ㎕의 현탁 세포를 96웰 흰색 고체 플레이트 (Costar, Cambridge, MA)에 옮겼다. MT-2

및 루시퍼라아제 분석법에서의 중화 역가는 바이러스 감염의 ≥50%이 억제되는 것이었다. 역가가 1:20 이상 (즉, >1:30)

인 값만이 유의적으로 양성이라고 간주하였다. 융합체 저해 "아무것도 없는 것으로부터의 융합" 분석은, SupT1 세포로 첨

가된 HIV-1 서브타입 B 균주 ADA 및 AD8 (Larry Arthur and Jeffrey Lifson, Frederick Research Cancer Facility,

Frederick, AD로부터 받음)의 HIV-1 알드리티올-2 (aldrithiol-2, AT-2) 불활성화된 비리온을 이용하였으며, 융합체 저

해 역가는 전-채혈된 (prebleed) 혈청과 비교해 융합체의 ≥90%이 저해되는 역가로 결정하였다.

효소 링크된 면역 스팟 (Enzyme linked immune spot, ELISPOT) 분석.

면역화된 마우스 각각의 비장세포의 단일-세포 현탁액은, 잘게 다지고 70 ㎛ 나일론 세포 여과기 (BD Labware, Franklin

Lakes, NJ)를 통과시킴으로써 준비하였다. CON6 gp140의 중복 Env 펩타이드들 (159개 펩타이드, 11개에 의해 중복되

는 15머(mers))은 Boston Bioscence, Inc (Royal Oak, MI)로부터 구입하였다. MN gp140의 중복 Env 펩타이드들 (서브

타입 B; 170개 펩타이드, 11개에 의해 중복되는 15머) 및 Chn19 gp140의 중복 Env 펩타이드들 (서브타입 C; 69개 펩타

이드, 10개에 의해 중복되는 20머)은 NIH AIDS Research and Reference Reagent Program (Bethesda, MD)로부터 수

득하였다. 각 마우스의 비장세포 (5 생쥐/그룹)를, CON6, 서브타입 B 및 서브타입 C Env 단백질의 중복 Env 펩타이드 풀

(pool)을 사용하여 인 비트로에서 자극시켰다. 96웰 PVDF 플레이트 (MultiScreen-IP, Millipore, Billerica, MA)를 항-

IFN-γ mab (5 ㎍/㎖, AN18; Mabtech, Stockholm, Sweden)로 코팅하였다. Hepes 완충된 완전 RPMI 배지를 이용해

37℃에서 2시간 동안 플레이트를 블로킹한 후, 모아진 중복 외피 펩타이드 50 ㎕ (13 CON6 및 MN 풀, 각 풀에 13-14 펩

타이드; 9 Chn19 풀, 각 풀에 7-8 펩타이드)를 각각 최종 농도가 5 ㎍/㎖이 되도록 플레이트에 첨가하였다. 그리고 난 후,

1.0×107/㎖ 농도의 비장세포 50 ㎕를 2개씩 웰에 첨가한 뒤 16시간 동안 37℃에서 5% CO2에서 반응시켰다. 상기 플레

이트를 1:1000배로 희석한 스트렙타비딘 알칼라인 포스파타아제 (streptavidin alkaline phosphatase) (Mabtech,

Stockholm, Sweden) 100 ㎕로 반응시켰으며, BCIP/NBT (플러스) 알칼라인 포스파타아제 기질 (Moss, Pasadena, MD)

100 ㎕를 사용해 보라색 스팟을 현상하였다. 면역스팟 계수 시스템 (CTL Analyzers, Cleveland, OH)을 이용해 스팟 형

성 세포 (spot forming cells, SFC)를 측정하였다. 각 외피 펩타이드 풀에 대한 전체 반응도는 106 비장세포 당 SFCs로서

표시하였다.

결과

CON6 외피 유전자 디자인, 컨스트럭션 및 발현.

Los Alamos HIV 서열 데이터베이스에 있는 서열의 각 HIV-1 서브타입에 대한 env 유전자의 컨센서스 서열을 제조하고,

대량으로 서열분석된 서브타입을 피하기 위해 모든 서브타입 컨센서스의 컨센서스 서열을 제조함으로써, 인공 그룹 M 컨

센서스 env 유전자 (CON6)를 컨스트럭트하였다 (Gaschen et al, Science 296:2354-2360 (2002), Korber et al,

Science 288:1789-1796 (2000)). 그리고 난 뒤, CRF08_BC 재조합 균주 (98CN006)의 5개의 매우 다양한 부위 (V1,

V2, V4, V5 및gp41의 세포질 도메인에 있는 부위)를 CON6 서열에 있는 결실된 부위를 채우는데 사용하였다. CON6 V3

부위는 그룹 M 컨센서스이다 (도 1A). 높은 레벨의 발현을 위해, CON6 env 유전자의 코돈을 고발현된 인간 유전자에 대

한 코돈 사용에 기초하여 최적화하였다 (Haas et al, Curr. Biol. 6:315-324 (2000), Andre et al, J. Virol. 72:1497-

1503 (1998)). (도 1D 참조) 코돈 최적화된 CON6 env 유전자를 컨스트럭트하여 pcDNA3.1 DNA의 EcoRI 및 BamHI 위

치에 서브클로닝하였다 (Gao et al, AIDS Res. Hum. Retroviruses, 19:817-823 (2003)). 높은 레벨의 단백질 발현은,

293T 세포에 형질감염시키고 난 뒤 웨스턴-블랏 분석으로 확인하였다. 특성화하고 면역원으로서 사용하기 위한 재조합

CON6 Env 단백질을 얻기 위해, 분비된 gp120 및 미-절단된 gp140CF를 발현하도록 rVV를 제조하였다 (도 1B). 각 단백

질에 대한 순도는 환원 조건하에서 코마시 블루 젤에서 확인했을 때 ≥90%이었다 (도 1C).

CD4 결합 도메인 및 다른 야생형 HIV-1 에피토프는 CON6 단백질 상에 보존된다.
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CON6 단백질이 CD4에 결합하고 다른 야생형 HIV-1 에피토프를 발현하는지 확인하기 위해, CON6 gp120 및 gp140CF

의 가용성 CD4에 결합하는 능력, 수개의 잘-특성화된 항-gp120 mabs에 결합하는 능력 및 CD4-유도된 형태학적 변화를

수반하는 능력을 분석하였다. 첫번째로, BIAcore CM5 센서 칩을 다른 sCD4 또는 mabs로 코팅하여 CON6 Env 단백질에

결합하는 능력을 모니터하였다. 모노머 CON6 gp120 및 올리고머 gp140CF 모두는 sCD4에 효율적으로 결합하였으나,

항-gp120 mabs T8, 2G12 및 A32는, gp120의 CCR5 결합 위치에 있는 CD4 유도성 에피토프를 인식하는 mab 17b에

지속적으로 결합하지 못하였다 (도 2A 및 2B). sCD4 및 A32 모두는 야생형 gp120에 결합하고 난 뒤에 17b 결합 에피토

프를 노출시킬 수 있다 (Wyatt et al, Nature 393; 705-711 (1998), Wyatt et al, J. Virol. 69:5723-5733 (1995)).

sCD4 또는 A32에 의해 17b 에피토프가 CON6 Envs 상에서 유도되는지 확인하기 위해, sCD4, A32 및 T8를 센서 칩 상

에 코팅시키고, 그리고 난 후 CON6 gp120 또는 gp140CF를 캡쳐하였으며, mab 17b 결합 활성을 모니터하였다. sCD4

또는 mab A32를 결합시키고 난 뒤에, CON6 gp120 및 gp140CF를 형태학적 변화를 수반하고 mab 17b에 결합하도록 유

발하였다 (도 2C 및 2D). 반대로, mab T8을 결합시키고 난 뒤, 17b 에피토프는 노출되지 않았다 (도 2C 및 2D). 그 후,

ELISA는, gp120 V3 루프 (447, F39F), CD4 결합 위치 (b12) 및 CON6 gp120 및 gp140CF의 gp41 중화 결정인자

(2F5)에 대한 인간 mabs의 패널의 반응도를 결정하기 위해 사용하였다 (도 2E). CON6 rgp120 및 rgp140CF 단백질 모

두는 중화 V3 mabs 447 및 F39F, 그리고 잠재적 중화 CD4 결합 위치 mab b12에 잘 결합하였다. 또한, C-말단 gp41 에

피토프에 결합함으로써 HIV-1 제1 분리물을 중화시키는 Mab 2F5도 CON6 gp140CF에 잘 결합하였다 (도 2E).

CON6 env 유전자는 생물학적으로 기능적이며, 이의 공-수용체로서 CCR5를 이용한다.

CON6 외피 유전자가 생물학적으로 기능을 하는지 여부를 확인하기 위해, 이를 env-결핍성 SG3 프로바이러스 클론과 함

께 293T 세포에 동시-형질감염시켰다. 유사타입 바이러스를 회수한 뒤 JC53BL 세포를 감염시켰다. CON6 Env 유사비리

온으로 감염된 JC53-BL 세포에서 푸른색 세포가 검출되었으며, 이는 CON6 Env 단백질이 생물학적으로 기능을 함을 제

시해 준다 (도 3A). 그러나, 감염 역가는 YU2 또는 NL4-3 야생형 HIV-1 외피를 가지는 유사비리온보다 1-2 로그 (log)

가 더 낮았다.

CON6 env 유전자에 대한 공-수용체 사용은 다음에 확인하였다. CXCR4 저해제 AMD3100을 이용해 처리했을 때, NL4-

3 Env-유사비리온의 감염도가 차단되었으나, YU2 또는 CON6 Env-유사비리온의 감염도는 저해되지 않았다 (도 3B). 반

대로, CCR5 저해제 TAK-779로 처리했을 때에는, NL4-3 Env-유사비리온의 감염도는 영향을 받지 않았으나, YU2 또는

CON6 Env-유사비리온의 감염도는 저해되었다. 상기 저해제 모두를 처리했을 때에는, 모든 유사비리온의 감염도가 저해

되었다. 종합하면, 이들 데이터는 CON6 외피가 표적 세포로 유입하기 위해 CCR5 공-수용체를 이용함을 보여준다.

CON6 gp120의 다른 서브타입 혈청과의 반응.

다중 서브타입 선형 에피토프가 CON6 gp120 상에 보존되는지 확인하기 위해, 재조합 Env 단백질 패널 (gp120 및

gp140)을 제조하였다. 동량의 각 Env 단백질 (100 ng)을 SDS-폴리아크릴아마이드 젤에 로딩하고, 니트로셀룰로오스에

트랜스퍼한 뒤, 웨스턴 블랏 분석에서 항-CON6 gp120 기니아 피그 혈청 (1:1,000 희석) 뿐만 아니라 서브타입 A 내지 G

환자 혈청으로 반응시켰다. 각 HIV-1 서브타입에 대하여, 4 내지 6개의 환자 혈청을 테스트하였다. 각 서브타입에 대해

대표적인 1개의 혈청이 도 4에 표시되어 있다.

테스트된 모든 서브타입 혈청이 패널에 있는 Envs에서 다양한 반응도를 나타내었으나, 모든 그룹 M 서브타입 환자 혈청

은 CON6 gp120 Env 단백질과 동일하게 반응하는 것으로 확인되었으며, 이는 환자 혈청에 의해 인식되는 야생형 HIV-1

Env 에피토프가 CON6 Env 단백질에 잘 보존되어 있음을 설명해준다. 기니아 피그에서 유발된 CON6 gp120 항혈청이 다

른 서브타입 Env 단백질에 반응할 수 있는지 확인하는 실험을 다음에 수행하였다. CON6 혈청은 서브타입 A Env 단백질

을 제외한, 그 자신 및 다른 서브타입 Env 단백질과 동일하게 잘 반응하는 것으로 확인되었다 (도 4).

CON6, 서브타입 B 및 서브타입 C 외피 중첩 펩타이드에 대한 T 세포 반응의 유도.

CON6 Env 면역원에 의해 유도되는 T 세포 면역 반응을 서브타입 특이 면역원에 의해 유도되는 것과 비교하기 위해, 추가

로 2 그룹의 생쥐를 서브타입 B 또는 서브타입 C DNAs 및 서브타입 B 또는 C 외피 단백질을 발현하는 대응되는 rVV로

면역화시켰다. 서브타입 B (JRFL) 또는 서브타입 C (96ZM651) Env 면역원으로 면역화된 마우스는 제1 서브타입-특이

T 세포 반응을 갖는다 (도 5). JRFL (서브타입 B) 면역원으로 면역화된 마우스의 IFN-γ SFCs는, 서브타입 B (MN) 펩타

이드 풀로 자극시키고 난 뒤에 검출되었으나, 서브타입 C (Chn19) 또는 CON6 펩타이드 풀로는 검출되지 않았다.

96ZM651 (서브타입 C) 면역원으로 면역화된 마우스의 IFN-γ SFCs는, 서브타입 C (Chn19) 및 CON6 펩타이드 풀로 자

극시키고 난 뒤에 검출되었으나, 서브타입 B (MN) 펩타이드 풀로는 검출되지 않았다. 반대로, IFN-γ SFCs는, 서브타입 B
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또는 C 펩타이드 풀 뿐만 아니라 CON6 펩타이드 풀로 자극될 때, CON6 Env 면역원으로 면역화된 마우스로부터 확인되

었다 (도 5). CON6 gp140에 의해 유도된 T 세포 면역 반응은 CON6 gp120에 의해 유도된 것보다 훨씬 강력한 것으로 보

였다. 종합하자면, 이들 데이터는 CON6 gp120 및 gp140CF 면역원이, 야생형 서브타입 B 및 C 외피의 T 세포 에피토프

를 인식한 T 세포 반응을 유도하는 것이 가능함을 설명해준다.

HIV-1 서브타입 B 및 C 제1 분리물을 중화시키는 재조합 CON6 gp120 및 gp140CF 외피에 의한 항체의 유도.

CON6 외피 면역원이 HIV-1 제1 분리물을 중화시키는 항체를 유도할 수 있는지 확인하기 위해, 기니아 피그를 CON6

gp120 또는 gp140CF 단백질로 면역화시켰다. 4 또는 5회의 면역화 후에 수집한 혈청은, 중화 분석 및 대응되는 전-채혈

된 혈청과 비교하기 위해 사용하였다. 2개의 AT-2 불활성화된 HIV-1 분리물 (ADA 및AD8)을 융합체 저해 분석법에서

테스트하였다 (표 5A). 2개의 서브타입 B SHIV 분리물, 8개의 서브타입 B 제1 분리물, 4개의 서브타입 C 및 각 서브타입

A, D 및 E 제1 분리물 1개를 MT-2 또는 루시퍼라아제-기초 분석에서 테스트하였다 (표 5B). 융합체 저해 분석에서는,

CON6 gp120 및 gp140CF 단백질에 의해 유도된 항체가 AT-2 불활성화된 ADA 및 AD8-유도된 융합체를 강력하게 저

해시키는 것으로 확인되었다 (표 5A). MT-2 분석에서는, 2개의 gp120 및 1개의 gp140CF 혈청에 의해 SHIV 분리물 2개

중 1개 (SHIV SF162P3)에서 약한 중화가 확인되었다 (표 5B). 루시퍼라아제-기초 분석에서는, 모든 gp120 및 gp140CF

혈청에 의해 서브타입 B 제1 분리물 8개 중 4개 (BX08, SF162, SS1196 및 BAL)에서 강한 중화가 확인되었으며, gp120

및 gp140CF 혈청에 의해 서브타입 B 분리물 8개 중 2개 (6101, 0692)에서 약한 중화가 확인되었다. HIV-1 PAVO에 대

해서는 중화가 검출되지 않았다 (표 5B). 다음으로, 4개의 서브타입 C HIV-1 분리물에 대해 CON6 항-gp120 및

gp140CF 혈청이 테스트되었으며, 항-CON6 gp120 혈청에 의해 일차적으로 분리물 4개 중 3개 (DU179, DU368 및

S080)가 확인되었다. 1개의 gp140CF 혈청, 제653는 DU179를 강력하게 중화시켰으며 S080은 약하게 중화시켰다 (표

5B). 최종적으로, 항-CON6 Env 혈청은, 서브타입 D 분리물 (93ZR001)을 강력하게 중화시키고, 서브타입 E (CM244) 분

리물을 약하게 중화시키며, 서브타입 A (92RW020) 분리물을 중화시키지 않았다.

[표 5A]

1 Sup T1 세포의 HIV-유도된 융합체가 전-면역 혈청에 비해 >90% 저해되는 역의(reciprocal) 혈청 희석. 모든 전-채혈

된 혈청은 음성이었다 (역가<10).
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[표 5B]

* MT-2 분석; 다른 HIV 분리물 모두를 M7-루시퍼라아제 분석에서 테스트하였다.

HIV-1 분리물 QH0692, SS1196, SF162, 6101, BX08, BG1168 및 BAL은 후-주입 5개 혈청으로 분석하였으며; 다른

HIV-1 분리물은 후-주입 4개 혈청으로 분석하였다. ND = 수행하지 않음.

HIV ＋ 혈청은, HIV-1 ＋ HIV-1 분리물 SS1196에 대해 공지된 중화 활성을 갖는 인간 혈청 (LEH3) 또는 항-gp120 기

니아 피그 혈청(#)이다. GMT = 그룹 당 4마리 동물의 기하 평균 역가. 보고된 중화 역가는 전-채혈 혈청에 있는 모든 백그

라운드 중화를 제외하고 난 뒤의 것이다. ‡TriMab2 = 인간 mabs 2F5, b12 및 2G12의 혼합.

결론

기능적 Env 단백질을 인코딩하는 것으로 개시된 인공 HIV-1 그룹 M 컨센서스 env 유전자 (인코딩 서열) (CON6 및

Con-S)의 생산은, 바이러스의 삽입을 유발하기 위해 CCR5 공-수용체를 이용할 수 있다. 중요하게는, 이들 그룹 M 컨센

서스 외피 유전자는 T 및 B 세포 반응을 유발할 수 있으며, 서브타입 B 및 C HIV-1 제1 분리물의 에피토프를 인식하였다.

추가로, Con-S는 서브타입-C 및 A HIV-1 균주를 강력하게 중화시키는 항체를 유도한다 (표 3 참조).

HIV-1에 대한 보호의 관련성은 결론적으로 공지되어 있지 않다. 동물 모델로부터의 주목할 만한 데이터 및 HIV-1-감염

된 환자의 연구에서는, HIV-1 백신 개발의 목표가 광범위한-반응성의 CD4+ 및 CD8+ 항-HIV-1 T 세포 반응 (Letvin
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et al, Annu. Rev. Immunol. 20:73-99 (2002)) 및 다중 서브타입의 HIV-1 제1 분리물을 중화시키는 높은 레벨의 항체

(Mascola et al, J. Virol. 73:4009-4018 (1999), Mascola et al, Nat. Med. 6:270-210 (2000))를 유도해야 함을 제시한

다.

HIV-1의 높은 수준의 유전자 변이성은, 임상적으로 유용하여야 하는 충분한 범위의 면역 반응을 유도하는 것이 가능한 면

역원의 디자인을 어렵게 한다. T 및 B 세포 반응을 위한 에피토프 기초의 백신 (McMichael et al, Vaccine 20:1918-

1921 (2002), Sbai et al, Curr. Drug Targets Infect, Disord. 1:303-313 (2001), Haynes, Lancet 348:933-937

(1996)), 융합 중간체에 반사적인 구속된 (constrained) 외피 (Fouts et al, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 99:11842-

22847 (2002)) 뿐만 아니라 항-HIV-1 중화 항체를 유도하기 위한 보존된 고-순위 (high-order) 구조의 노출이, HIV-1

변이성을 극복하기 위해 제안되었다 (Roben et al, J. Virol. 68:4821-4828 (1994), Saphire et al, Science 293:1155-

1159 (2001)). 다양성이 끊임없이 증가하고 HIV-1이 급속히 진화함에 따라, 바이러스는 복합 표적으로 빠르게 이동하며,

HIV-1 변이 복잡성의 나머지는 이들 시도 모두가 문제가 있게 한다. HIV-1 면역원 디자인에 대한 최근의 가장 공통적인

시도는, 백신이 테스트되어야 하는 부위로부터 존재하거나 존재하지 않는 야생형 분야 HIV-1 분리물을 선택하는 것이다.

다가 외피 면역원은 다중 외피 면역원을 결합하도록 디자인되었다 (Bartlett et al, AIDS 12:1291-1300 (1998), Cho et

al, J. Virol. 75:2224-2234 (2001)).

상술한 연구에서는, 후보 면역원 및 야생형 분야 바이러스 균주 사이의 유전적 거리가 감소된 그룹 M 컨센서스 env 유전

자 (CON6)를 제조함으로써, HIV-1 면역원 디자인에 대한 새로운 전략을 테스트한다. CON6 env 유전자는 대부분의 위

치에 있는 가장 공통적인 아미노산을 선택하여 모든 서브타입에 대해 제조되었다 (Gaschen et al, Science 296:2354-

2360 (2002), Korber et al, Science 288:1789-1796 (2000)). 가장 공통적인 아미노산이 사용되었기 때문에, 다수의 항

체 및 T 세포 에피토프가 잘 보존되었다. 중요하게는, 그룹 M 컨센서스 env 서열 및 모든 서브타입 env 서열 사이의 유전

적 거리가 약 15%이었으며, 이는 야생형 서브타입 사이의 거리 (30%)의 절반이다 (Gaschen et al, Science 296:2354-

2360 (2002)). 이 거리는 동일한 서브타입 내의 바이러스에서와 거의 동일하다. 더불어, CRFs가 서브타입 중에서 전체적

으로 유전적 차이를 증가시키지 않았기 때문에, 그룹 M 컨센서스 env 유전자는 모든 재조합 바이러스 env 유전자와 약

15% 달랐다.

CON6-Env 유사비리온의 감염도는, 인공 외피가 "최적의" 기능적 형태에 있지 않지만 바이러스의 삽입을 유도할 수 있음

을 나타내는, 감염도가 포함된 싱글-라운드 감염 시스템을 이용해 확인하였다. 주요한 HIV-1 감염된 환자가 R 바이러스

로 최초에 감염되었기 때문에, 이의 공-수용체로서 CON6 외피 사용된 CCR5 (R5)가 중요하다.

BIAcore 분석에서는 CON6 gp120 및 gp140CF 모두가 결합한 sCD4 및 야생형 HIV-1 Env 단백질에 결합하는 mabs의

수를 보여준다. 야생형 HIV-1 외피에 대해 동일하게 항원성인 CON6 gp120 및 140CF 단백질의 발현은, HIV-1 면역원

개발에 있어서 중요한 단계이다. 그러나, 많은 야생형 외피 단백질은, 잠재적 중화 인간 mabs가 결합하는 에피토프를 발현

하나, 그 자체의 면역원으로서 사용될 때에는 중화 인간 mabs 특이성의 항-HIV-1 항체를 광범위하게 중화하지 않는다.

중화 항체 연구는, CON6 gp120, CON6 gp140CF 및 Con-S gp140CFI 유도된 중화된 항체가, 비-서브타입 B 제1 HIV

분리물의 가장 강력한 중화를 유도하는 Con-S gp140CF를 이용하여 서브타입 B, C 및 D HIV-1 제1 분리물을 선별하는

것을 촉진시킨다. 그러나, 가장 중화시키기 어려운 제1 분리물 (PAVO, 6101, BG1168, 92RW020, CM244)이 항-CON6

gp120 또는 gp140 혈청에 의해 단지 약하게 중화되거나 중화되지 않음이 확실하다 (표 4b). 그럼에도 불구하고, 중화 항

체를 유도하기 위한 Con-S 외피 면역원성이 기대되고 있으며, 반응의 범위는 비-서브타입 B HIV 분리물에 대한 Con-S

서브유니트 gp140CFI 외피 단백질을 이용해 형성되는 것으로 제시된다. gp120 및 gp160을 발현하는 폭스바이러스 컨스

트럭트를 이용한 기존의 연구에서는 높은 레벨의 중화 항체를 제조하지 못했다 (Evans et al, J. Infect. Dis. 180:290-298

(1999), Polacino et al, J. Virol. 73:618-630 (1999), Ourmanov et al, J. Virol. 76:292-302 (2002), Excler and

Plotkin, AIDS 11(Suppl A):S127-137 (1997)). 분비된 CON6 gp120 및 gp140을 발현하는 rVV가 컨스트럭트되었으며,

HIV-1 제1 분리물을 중화시키는 항체가 유도되었다. HIV 중화 항체 면역원은, Con-S gp140CF 또는 이의 서브유니트와

서브타입 B 분리물을 가장 잘 중화시키는 면역원의 조합이 될 수 있다.

올리고머 gp140 단백질의 구조는 단백질 면역원성을 평가하는데 있어서 중요하다. 이점에 있어서, 빠른 성능 액체 크로마

토그래피 (fast performance liquid chromatography, FPLC) 및 분석적 초원심분리 (analytical ultracentrifiguration)에

의한 정제된 CON6 gp140CF 단백질의 연구에서는, 정제된 gp140 피크가 작은 다이머 성분을 가지는 우세한 트리머

(trimer)를 포함함을 설명하였다.
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따라서, CON6, Con-S 또는 본원에 개시된 2003 그룹 M 또는 서브타입 컨센서스 또는 원형 인코딩 서열은, CD4-Env 복

합체를 포함하는 다양한 잠재적으로 "향상된" 외피 면역원, 경직된 외피 구조, 및 트리머형 (trimeric) 올리고머 형태를 제

조하기 위한 관심을 갖게 하는 후보이다. HIV-1 감염 및/또는 SHIV 챌린지 모델에서의 질병에 대해 방어하고자 하는

CON6-유도된 T 및 B 세포 반응의 능력은 비-인간 영장류에서 연구될 것이다.

상기 연구에서는, 그룹 M 컨센서스 env 유전자 (CON6) 및 Con-s와 같은 인공 센트럴화된 HIV-1 유전자가, 야생형 서브

타입 B 및 C Env 단백질에 있는 T 세포 에피토프 뿐만 아니라 그룹 M 컨센서스 Env 단백질에 대해 T 세포 반응을 유도한

다고 설명하였다 (도 5). DNA 프라임 및 CON6 gp140CF 면역원을 이용한 rVV 추가접종 요법이 서브타입 B 및 C 에피토

프를 인식하는 IFN-γ 생산 T 세포를 명확하게 유도하지만, CON6 외피에서 발견되는 것과 같은 센트럴화된 서열이 야생

형 HIV-1 유전자보다 교차-클레이드 T 세포 반응을 훨씬 더 유도하는지를 확인하기 위해 추가의 연구가 필요했다

(Ferrari et al, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 94:1396-1401 (1997), Ferrari et al, AIDS Res. Hum. Retroviruses

16:1433-1443 (2000)). 그러나, CON6 (및 Con-S env 인코딩 서열) 프라임 및 추가접종된 비장세포 T 세포가 HIV-1

서브타입 B 및 C T 세포 에피토프를 인식한다는 사실은, CON6 (및 Con-S)가 T 세포 반응을 유도할 수 있어 임상적으로

유용할 수 있음을 설명해주는데 있어서 중요한 단계가 된다.

3가지의 컴퓨터 모델 (컨센서스, 원형 및 트리의 중심 (COT))이, 센트럴화된 HIV-1 유전자를 제조하기 위해 제안되었다

(Gaschen et al, Science 296:2354-2360 (2002), Gao et al, Science 299:1517-1518 (2003), Nickle et al, Science

299:1515-1517 (2003), Korber et al, Science 288:1789-1796 (2000)). 이들 모두는 서브타입 내 또는 서브타입간의

대부분의 HIV-1 서열에 대한 성형(star-like)의 계통발생학 트리의 뿌리 부분에 위치하는 경향이 있다. 실험적 백신으로

서, 이들 모두는 면역원 및 필드 바이러스 균주 사이의 유전자 거리를 줄여줄 수 있다. 그러나, 컨센서스, 원형 및 COT 서

열 각각은 이점과 단점이 있다 (Gaschen et al, Science 296:2354-2360 (2002), Gao et al, Science 299:1517-1518

(2003), Nickle et al, Science 299:1515-1517 (2003)). 컨센서스 및 COT는 표본추출된 최근의 야생형 바이러스에 있는

서열 또는 에피토프를 나타내며, 아우트라이어(outlier) HIV-1 서열에 의해 거의 영향을 받지 않지만, 원형 서열을 나타내

는 원형은 아우트라이어 서열에 의해 상당히 영향을 받는다. 그러나, 최근에는, 센트럴화된 서열이, 다양한 HIV-1 균주에

대한 광범위한 면역 반응을 유발하기 위한 최상의 면역원으로서 제공될 수 있음이 공지되어 있지 않으며, 이러한 다른 계

획을 테스트하기 위해 연구가 진행되고 있다.

이와 함께, 상기 데이터는, HIV-1 인공 CON6 및 Con-S 외피가 야생형 HIV-1 에피토프에 대해 T 세포 반응을 유도할 수

있으며, HIV-1 제1 분리물을 중화하는 항체를 유도할 수 있음을 보여주며, HIV-1 백신 디자인에 있는 인공 센트럴화된

HIV-1 서열 이용의 실현가능성 및 가망을 설명해준다.

실시예 2

HIV-1 서브타입 C 원형 및 컨센서스 외피 당단백질

구체적 실험

HIV-1 서브타입 C 원형 및 컨센서스 env 유전자는 Los Alamos HIV 분자 면역학 데이터베이스 (http://hiv-

web.lanl.gov/immunology)에서 입수하였으며, 코돈-사용을 포유동물 세포 발현에 최적화시키고 합성하였다 (도 6). 최

적의 발현이 가능하게 하기 위해, 코작 (Kozak) 서열 (GCCGCCGCC)을 개시 코돈의 바로 업스트림에 삽입하였다. 전장

유전자에 추가로, gp41 막-스패닝 (spanning) 도메인 (IVNR) 및gp120/gp41 절단 위치 (REKR)의 바로 뒤에 중지 코돈을

삽입하여 2개의 절단된 env 유전자를 제조함으로써, gp140 및 gp120의 당단백질 형을 각각 제조하였다 (도 8).

유전자를 인 비트로 전사/번역 시스템에서의 통합성 (integrity)에 대해 테스트하였으며, 포유동물 세포에서 발현시켰다.

원형 및 컨센서스 서브타입 C 외피가 융합 및 삽입의 유도를 가능하게 하는지 확인하기 위해, gp160 및 gp140 유전자를

HIV-1/SG3Δenv 프로바이러스와 함께 동시-형질감염시켰으며, 제조된 유사비리온을 JV53-BL 세포 분석법을 이용해 감

염도를 테스트하였다 (도 7). 또한, 공-수용체 사용 및 외피 중화 감염도는 JC53-BL 분석법을 약간 변형시킨 것으로 확인

하였다. 코돈-사용 최적화되고 rev-의존성인 96ZAM651 env 유전자를 등가의(contemporary) 서브타입 C 대조군으로

서 사용하였다.

결과
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코돈-최적화된 서브타입 C 원형 및 컨센서스 외피 유전자 (gp160, gp140, gp120)는 포유동물 세포에서 env 당단백질을

높은 레벨로 발현한다 (도 9).

코돈-최적화된 서브타입 C gp160 및 gp140 당단백질은 바이러스 입자에 효율적으로 결합된다. 수크로즈-정제된 유사비

리온의 웨스턴 블랏 분석에서는, rev-의존성 등가의 외피 대조군의 비리온 결합과 비교해 코돈-최적화된 외피의 비리온

결합이 10배 높음을 보여준다 (도 10A).

서브타입 C 컨센서스 gp160 또는 gp140 외피로 유사타입된 비리온은 대응되는 gp160 및 gp140 원형 외피를 포함하는

유사비리온에 비해 훨씬 더 감염성이 있었다. 더불어, gp160 외피들은 이들 각각의 gp140 등가물에 비해 훨씬 더 지속적

으로 감염성이 있었다 (도 10B).

서브타입 C 원형 및 컨센서스 외피 모두는 바이러스 삽입을 유발하는 공-수용체로서 CCR5를 이용한다 (도 11).

유사비리온을 포함하는 서브타입 C 원형 및 컨센서스 gp160의 감염도는 서브타입 C 감염된 환자의 혈장에 의해 중화되었

다. 이는, 이러한 인공 외피가 천연 HIV-1 env 당단백질의 구조와 유사한 구조를 가지고, 공통의 중화 에피토프가 보존되

어 있음을 제시한다. 중화 포텐셜에서는 어떠한 유의적인 차이도, 서브타입 C 원형 및 컨센서스 env 당단백질 (gp160) 사

이에서 확인되지 않았다 (도 12).

결론

HIV-1 서브타입 C 바이러스는 가장 많이 발병하는 순환 분리물 중의 하나이며, 전세계의 신규 감염 중에서 약 50%를 차

지한다. 광역의 순환 HIV-1 균주 사이의 유전자 다양성은 백신 디자인에 대한 시도를 유발한다. 비록 HIV-1 Env 단백질

이 가변성이 높지만, 감염된 숙주에서 체액성 및 세포성 면역 반응 모두를 유도할 수 있다. 70개의 HIV-1 완전 서브타입 C

env 서열을 분석함으로써, 컨센서스 및 원형 서브타입 C env 유전자가 생성되었다. 이들 서열은 등가의 서브타입 C 균주

로부터 대략 등거리에 있으며, 교차-방어적 면역을 훨씬 더 유도하는 것으로 예측되었다. 재-컨스트럭트된 원형 또는 컨

센서스 서열 유도의-면역원은, 백신 후보자 및 등가의 분리물 사이의 유전적 차이의 확장을 최소화한다. 그러나, 컨센서스

및 원형 서브타입 C env 유전자는 아미노산 서열이 5% 다르다. 컨센서스 및 원형 서열 모두는 분석하기 위해 합성되었다.

코돈-최적화된 서브타입 C 원형 및 컨센서스 외피 유전자가 컨스트럭트되었으며, 발현된 당단백질의 인 비트로 생물학적

특성이 확인되었다. 합성 서브타입 C 컨센서스 및 원형 env 유전자는 등가의 서브타입 C 야생형 외피 당단백질과 유사한

구조, 기능 및 유사한 항원성을 가진 당단백질을 발현한다.

실시예 3

서브타입 C gag 및 nef 유전자의 컨센서스의 코돈-사용 최적화 (C.con.gag 및 C.con.nef)

서브타입 C 바이러스는 전세계에 있는 그룹 M 바이러스의 모든 서브타입 중에서 가장 많이 발병하는 바이러스가 되었다.

최근, HIV-1 감염된 사람의 50% 이상이 HIV-1 서브타입 C 바이러스를 가지고 있다. 또한, 상당한 내부(intra)-서브타입

C 변이성이 있다: 다른 서브타입 C 바이러스는 이의 Gag, Pol, Env 및 Nef 단백질과 각각 10%, 6%, 17% 및 16% 만큼 많

이 차이날 수 있다. 가장 중요하게는, 어느 한 나라로부터의 서브타입 C 바이러스가 전세계의 다른 나라로부터 분리된 바

이러스만큼 다양할 수 있다는 것이다. 단지 예외는, 서브타입 C가 훨씬 더 최근에 도입된 인도/중국, 브라질 및 에티오피아

/지부티로부터의 HIV-1 균주이다. 심지어 한 나라 내에서도 서브타입 C 바이러스의 유전적 다양성이 높기 때문에, 단일

바이러스 분리물 기초의 면역원이 동일 지역 내에서 순환하는 다른 분리물에 대해 방어적 면역성을 유발하지 않을 수도 있

다.

따라서, 서브타입 C 바이러스의 gag 및 nef 유전자 서열은, 50% 컨센서스 역치를 이용함으로써 상기 유전자 모두에 대한

컨센서스 서열을 제조하는데 사용되었다. 원조 (founder) 바이러스로의 잠재적 치우침을 피하기 위해, 오직 1개의 서열을

인도/중국, 브라질 및 에티오피아/지부티 각각으로부터 사용하여, 서브타입 C 컨센서스 서열을 제조하였다 (C.con.gag 및

C.con.nef). C.con.gag 및 C.con.nef 유전자 모두의 코돈은 고발현된 인간 유전자의 코돈 사용에 기초하여 최적화하였다.

293T 세포의 형질감염 후의 단백질 발현은 도 13에 표시되어 있다. 보여지는 바와 같이, 컨센서스 서브타입 C Gag 및 Nef

단백질 모두는, 효율적으로 발현되었으며, Gag- 및 Nef-특이 항체에 의해 인지되었다. C.con.gag 및 C.con.nef 유전자

모두의 단백질 발현 레벨은, 천연 서브타입 env 유전자 (96ZM651)의 발현과 비교할 만하였다.

실시예 4
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전장 "컨센서스 변이 위치를 가진 컨센서스 env 유전자의 컨센서스" (CON-S)의 합성

합성된 "컨센서스 env 유전자의 컨센서스 (CON-S)"에서, 다양한 부위를 등가의 서브타입 C 바이러스 (98CN006)의 대응

부위로 치환하였다. 또한, 디자인된 con/con 유전자도 컨센서스 변이 부위 (CON-s)를 추가로 포함한다. Con-S env 유전

자의 코돈을 고발현된 인간 유전자의 코돈 사용에 기초하여 최적화하였다. (아미노산 서열 및 핵산 서열 각각에 대해 도

14A 및 14B 참조)

3' 말단에 20 bp가 중복되고, 그의 5' 및 3' 말단에 제한효소 위치인 EcoRI 및 BbsI 뿐만 아니라 BsmBI 및 BamHI를 각각

포함하는 불변 서열을 포함하는 쌍을 이루는 올리고뉴클레오티드 (80머)를 디자인하였다. BbsI 및 BamHI은 그의 인식 서

열의 바깥을 절단하는 타입 II 제한효소이다. 상기 제한효소들은 이러한 방법에서 올리모머 내에 위치하며, 18 bp의 불변

위치에 인접한 4개의 잔기를 먼저 절단하고, 이후의 라이게이션 단계를 위해 각 단편의 말단에 있는 4 염기 5' 오버행을 남

긴다. 18 bp 불변 서열에 상보적인 프라이머와 PCR을 이용해 26개의 쌍을 이루는 올리고머를 각각 연결시켰다. T/A 클로

닝 방법을 이용해 각 쌍을 pGEM-T (Promega)에 클로닝시켰으며, 서열 분석하여 우연한 돌연변이/절단의 부재를 확인하

였다. 그리고 난 뒤, 적당한 인서트를 포함하는 pGEM-T 서브클론을 분해한 뒤, 1% 아가로즈 젤에서 이동시키고, 젤을 정

제하였다 (Qiagen). 4개의 108-머 각각을 pcDNA3.1 (Invitrogen)에 다중-단편 라이게이션 반응으로 라이게이션시켰다.

유전자의 5' 말단에서부터 3' 말단까지 단계별로 4회의 라이게이션을, 단편 그룹에서 유발시켰다. 이 과정은 전체 유전자

가 pcDNA3.1 벡터에 재컨스트럭트될 때까지 반복하였다.

코돈 사용 최적화된 올리고 쌍을 함께 라이게이션시킴으로서, 완전한 Con-S 유전자를 컨스트럭트하였다. 이의 개방 판독

프레임 (open reading frame)을 확인하기 위해, 인 비트로 전사 및 번역 분석을 수행하였다. 단백질 생성물은, 번역 단계

동안 S35-메티오닌으로 표지시키고, 10% SDS-PAGE에서 분리시킨 후 자가방사기록법 (radioautography)으로 판독하

였다. 발현된 Con-S gp160의 예측되는 사이즈를 7개의 클론 중 4개에서 확인하였다 (도 14C).

293T 세포로 형질감염되고 난 뒤 포유동물 세포에서의 CONs Env 단백질 발현을 웨스턴 블랏 분석법으로 확인하였다 (도

15). Con-S Env 단백질의 발현 레벨은, 컨센서스 보존적 부위 및 98CN006 바이러스 분리물의 다양한 루프를 포함하는

기존의 CON6 env 클론으로부터 관찰된 것과 매우 유사하였다.

Con-S env 클론 및 env-결핍 SG3 프로바이러스 클론을 293T 세포로 동시형질감염시킴으로써, Env-유사비리온을 생산

하였다. 형질감염 2일 후에, 유사비리온을 수득하여 JC53BL-13 세포에 감염시켰다. 감염 단위 (infectious uints, IU)는,

X-gal로 염색하고 난 뒤 푸른색 세포를 계수하는 3회의 단독 실험으로 측정하였다. CON-6 env 클론과 비교했을 때,

Con-S env 클론은 JC53BL-13 세포에서 유사한 수의 IU를 생산하였다 (도 16). 상기 2개 모두에 대한 IU 역가는 SG3 골

격 클론 대조군 (Env 없음)에 비해 약 3 log가 더 높다. 그러나, 역가는 양성 대조군 (천연 HIV-1 env 유전자, NL4-3 또는

YU2)에 비해 약 2 log가 더 낮다. 이들 데이터는 컨센서스 그룹 M env 클론 모두가 생물학적으로 기능을 함을 제시해 준

다. 그러나, 이들의 기능성(functionality)은 절충되었다. 기능적 컨센서스 env 유전자는, 이들 Env 단백질이 정확하게 접

히고, 천연 Env 단백질의 기본 형태를 보존하며, 통상적인 Env 면역원으로서 개발될 수 있음을 보여준다.

다음으로, JC53-BL 세포로 삽입되기 위한 공-수용체 Con-S Env의 사용을 확인하였다. CXCR4 저해제 AMD3100으로

처리될 때에는, NL4-3 Env-유사비리온의 감염도가 저해되었으나, YU2, Con-S 또는 CON6 Env-유사비리온의 감염도

는 저해되지 않았다. 반대로, CCR5 저해제 TAK779로 처리될 때에는, NL4-3 Env-유사비리온의 감염도는 영향을 받지

않았으나, YU2, Con-S 또는 CON6 Env-유사비리온의 감염도는 저해되었다. 상기 저해제 모두로 처리될 때에는, 모든 유

사비리온의 감염도가 저해되었다. 종합하자면, 이들 데이터는 Con-S 뿐만 아니라 CON6 외피가, 표적 세포로 삽입되기

위해 CCR5를 이용하나 CXCR4 공-수용체는 그렇지 않음을 보여준다.

다음으로, CON6 또는 Con-S Env 단백질이 유사비리온으로 동등하게 효과적으로 삽입될 수 있는지 여부를 확인하였다.

얼마나 많은 Env 단백질이 유사비리온으로 삽입되는지 정확하게 비교하기 위해, 각 유사비리온을 동일한 농도로 SDS-

PAGE에 로딩하였다: 세포 분해물에 대해 총 단백질 5 ㎍, 세포 배양 상등액에 대해 p24 25 ng, 또는 정제된 바이러스 농

축물 (고속으로 원심분리하고 나서 농축된 유사비리온)에 대해 p24 150 ng. 모든 표본 (세포 분해물, 세포 배양 상등액 또

는 정제된 바이러스 농축물)에서, CON6 또는 Con-S Env-유사비리온에 결합된 Env 단백질의 양은 차이가 없었다 (도

17).

실시예 5

컨센서스 서브타입 A 전장 env (A.con.env) 유전자의 합성
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서브타입 A 바이러스는, HIV-1 감염의 70% 이상이 보고된 아프리카 대륙에서 2번째로 가장 많이 발병하는 HIV-1이다.

아프리카 및 전세계에서 가장 많이 발병하는 바이러스인 서브타입 C 바이러스에 대한 컨센서스 gag, env 및 nef 유전자는

상기에서 제조하였다. 서브타입 A 및 C 바이러스 간의 유전자 거리가 env 유전자의 30% 만큼 높기 때문에, 상기 서브타입

모두에서의 교차 반응성 및 저해도는 최적화되지 않을 것이다. 또한, 모든 서브타입에 대한 2개의 그룹 M 컨센서스 env 유

전자도 제조하였다. 그러나, 모든 각각의 서브타입 바이러스들을 표적으로 하기 위해서는, 서브타입 컨센서스 유전자 및

동일한 서브타입의 필드 바이러스 간의 유전자 거리가 그룹 M 컨센서스 유전자와 이들 동일한 바이러스 간의 거리보다 작

을 것이기 때문에, 서브타입 특이 컨센서스 유전자가 훨씬 더 효과적일 것이다. 따라서, 컨센서스 유전자는, 서브타입 A 특

이 면역원의 개발을 위해 제조될 필요가 있다. A.con.env 유전자의 코돈은 고발현된 인간 유전자의 코돈 사용에 기초하여

최적화시켰다. (아미노산 및 핵산 서열에 대해 각각 도 18A 및 18B 참조)

올리고의 각 쌍을 증폭하고, 클로닝하며, 라이게이션하고 서열분석하였다. A.con env 유전자의 개방 판독 프레임을 인 비

트로 전사 및 번역 시스템으로 확인하고 난 뒤, A.con env 유전자를 293T 세포로 형질감염시키고, 단백질 발현 및 특이성

을 웨스턴 블랏 분석으로 확인하였다 (도 18). 그리고 난 뒤, A.con 외피가 생물학적으로 기능적인지 여부를 확인하였다.

이를 env-결핍 SG3 프로바이러스 클론과 함께 293T 세포에 동시-형질감염시켰다. 유사타입 바이러스를 수득한 뒤

JC53BL 세포를 감염시키는데 사용하였다. A.con Env-유사비리온으로 감염된 JC53-BL 세포에서 푸른색 세포가 검출되

었으며, 이는 A.con Env 단백질이 생물학적으로 기능을 함을 제시해 준다 (표 6). 그러나, A.con Env-유사비리온의 감염

역가는 야생형 서브타입 C 외피를 가진 유사비리온의 감염 역가보다 약 7배 낮았다 (표 6). 종합하자면, 생물학적 기능성

A.con Env 단백질은, 정확하게 폴드하고, Env 면역원으로서 사용되는 경우 선형(linear) 및 형태적 T 및 B 세포 에피토프

를 유도할 수 있음을 제시한다.

[표 6]

실시예 6

전장 "컨센서스 gag, pol 및 nef 유전자의 컨센서스" (M.con.gag, M.con.pol 및 M.con.nef) 및 서브타입 C 컨센서스 pol

유전자 (C.con.pol)의 디자인

그룹 M 컨센서스 유전자에 대해, 2개의 다른 env 유전자를, 1개는 바이러스 특이 변이 부위 (CON6)를 이용하고 다른 1개

는 컨센서스 변이 부위(Con-S)를 이용해 컨스트럭트하였다. 그러나, 면역화되고 백신화된 동물에서의 T 세포 면역 반응

의 분석에서는, env 유전자가 중화 항체를 유도하는 단 하나의 유전자라고 하더라도 정상적으로는 T 세포 면역 반응에 대

한 주요한 표적이 아님을 보여준다. 대신에, HIV-1 Gag, Pol 및 Nef 단백질이 잠재적 T 세포 면역 반응을 유도하는데 있

어서 중요한 것으로 밝혀졌다. 모든 서브타입에 대해 광범위한 체액성 및 세포성 면역 반응을 모두 유도할 수 있는 다양한

면역원을 제조하기 위해, env 유전자만이 아닌 다른 그룹 M 컨센서스 유전자를 컨스트럭트할 필요가 있을 것이다. "컨센

서스 gag, pol 및 nef 유전자의 컨센서스" (M.con.gag, M.con.pol 및 M.con.nef)를 디자인하였다. 서브타입 컨센서스 pol

유전자를 제조하기 위해, 서브타입 C 컨센서스 pol 유전자 (C.con.pol)도 디자인하였다. M.con.gag, M.con.pol,

M.con.nef 및 C.con.pol. 유전자의 코돈은 고발현된 인간 유전자의 코돈 사용에 기초하여 최적화하였다 (핵산 및 아미노

산 서열에 대해 도 19 참조).

실시예 7

합성 서브타입 B 컨센서스 gag 및 env 유전자

구체적 실험
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서브타입 B 컨센서스 gag 및 env 서열은 37개 및 137개의 등가의 HIV-1 균주로부터 각각 유도하였으며, 포유동물 세포

발현에 대해 코돈-사용을 최적화하고, 합성하였다 (도 20A 및 20B). 최적의 발현을 보증하기 위해, 코작 서열

(GCCGCCGCC)을 개시 코돈의 바로 업스트림에 삽입하였다. 전장 env 유전자에 추가로, gp41 막-스패닝 도메인 (IVNR)

의 바로 뒤에 중지 코돈을 삽입함으로써 절단된 env 유전자를 제조하였으며, 이에 의해 gp145 유전자가 제조되었다. 인

비트로 전사/번역 시스템에서, 유전자를 삽입성 (integrity)에 대해 테스트하였으며, 포유동물 세포에서 발현시켰다. (서브

타입 B 컨센서스 Gag 및 Env 서열이 도 20C 및 20D에 각각 표시되어 있다)

서브타입 B 컨센서스 외피가 융합과 삽입을 유도하는 것이 가능한지 여부를 확인하기 위해, gp160 및 gp145 유전자를

HIV-1/SG3Δenv 프로바이러스로 동시-형질감염시켰으며, JC53-BL 세포 분석을 이용해 제조된 유사비리온의 감염도를

측정하였다. JC53-BL 세포는 CD4 및 HIV-1 공-수용체 CCR5 및 CXCR4를 높은 레벨로 발현하는 HeLa 세포의 유도체

이다. 또한, 이들은 HIV-1 LTR로부터 발현되는 루시퍼라아제 및 β-갈락토시다아제의 리포터 카세트를 포함한다. 리포터

유전자의 발현은 HIV-Tat의 생산에 의존한다. 상세하게는, 세포를 24-웰 플레이트에 접종하여, 37℃에서 24시간 동안 배

양한 뒤 DEAE-덱스트란을 처리해 37℃에서 30분 동안 반응시켰다. 바이러스를 1% DMEM에 순차적으로 희석한 뒤,

DEAE-덱스트란에서 배양되고 있는 세포에 첨가하고, 추가의 세포 배지 500 ㎕를 각 웰에 첨가하고 난 뒤 37℃에서 3시

간 동안 반응시켰다. 37℃에서 마지막 48시간 반응시키고 난 뒤, 세포를 고정시키고, 푸른색 초점들 (foci)을 현미경으로

계수하기 위해 PBS로 덮었다. 백그라운드를 확인하기 위해 사용된, 모의-감염된 웰에 대한 계수를, 각 샘플 웰의 계수로

부터 뺐다. 또한, JC53-BL 분석을 약간 변형시켜 공-수용체 사용 및 외피 중화 민감도를 확인하였다.

서브타입 B 컨센서스 Gag 단백질이 Env 당단백질에 결합하는 바이러스-유사 입자 (virus-like particles, VLPs)를 생산

할 수 있는지 확인하기 위해, 293T 세포를 서브타입 B 컨센서스 gag 및 env 유전자로 동시-형질감염시켰다. 형질감염 후

48시간에, VLPs를 포함하는 세포 상등액을 수집하였으며, 테이블탑 원심분리기로 청정화하고, 0.2 mM 필터로 필터하였

으며, 20% 수크로즈 쿠션을 통해 펠렛화하였다. 상기 VLP 펠렛을 PBS로 재현탁하고 20-60% 연속 농도구배의 수크로즈

에 트랜스퍼하였다. 100,000 ×g의 속도로 밤새 원심분리하고 난 뒤, 0.5 ㎖ 분획을 수득하여 p24 함량을 분석하였다. 또

한, 각 분획의 굴절률을 측정하였다. VLPs에 대한 농도가 정확하고 높은 레벨의 p24를 포함하는 분획을 모든 뒤 마지막으

로 펠렛화하였다. VLP-포함 펠렛을 PBS에 재-현탁하고 4-20% SDS-PAGE 젤에 로딩하였다. 단백질을 PVDF 막에 트

랜스퍼한 뒤 서브타입 B HIV-1 감염된 환자의 혈청으로 탐침시켰다.

결과

코돈-사용 최적화된, 서브타입 B 컨센서스 외피 (gp160, gp145) 및 gag 유전자는 포유동물 세포에서 높은 레벨의 당단백

질을 발현한다 (도 21).

서브타입 B gp160 및 gp145 당단백질은 바이러스 입자에 효율적으로 결합되었다. 수크로즈-정제된 유사비리온의 웨스

턴 블랏 분석에서는, 컨센서스 B 외피 삽입 레벨이 rev-의존성 등가 외피의 삽입에 비해 최소한 5배 높음을 보여주었다

(도 23A). 서브타입 B 컨센서스 gp160 또는 gp145 외피로 유사타입된 비리온은 rev-의존성 등가 외피를 포함하는 유사

비리온에 비해 훨씬 더 감염성이 있었다 (도 23B).

서브타입 B 컨센서스 외피는 CD4 포함 표적 세포로 삽입되기 위해 공-수용체로서 CCR5를 이용한다 (도 22).

서브타입 B 컨센서스 gp160 외피를 포함하는 유사비리온의 감염도는, HIV-1 서브타입 B 감염된 환자의 혈장에 의해 중

화되었으며 (도 24C), 모노클로날 항체를 중화시켰다 (도 24A). 이는, 서브타입 B 합성 컨센서스 B 외피의 전체적인 구조

가 천연 HIV-1 Env 당단백질과 비슷하고, 공통적인 중화 에피토프가 완전한 상태로 남아 있음을 제시해 준다. 도 24B 및

24D에서는 서브타입 B 대조군 외피의 중화 프로파일 (NL4.3 Env)을 보여준다.

서브타입 B 컨세서스 Gag 단백질은 세포막으로부터 발아 (bud)할 수 있으며, 바이러스-유사 입자를 형성할 수 있다 (도

25A). 코돈-최적화된 서브타입 B 컨센서스 gag 및 gp160 유전자의 동시-형질감염에서는 결합된 외피를 가지는 VLPs를

생산한다 (도 25B).

결론

합성 서브타입 B 컨센서스 env 및 gag 유전자는 등가의 서브타입 B Env 및 Gag 단백질에 대한 구조, 기능 및 항원성이 유

사한 바이러스 단백질을 발현한다. 서브타입 B 컨센서스 유전자에 기초한 면역원이, CTL을 유발하고, 광범위한 HIV-1 분

리물 세트에 대해 방어적인 면역 반응을 중화할 것임이 예견된다.
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* * *

모든 문헌 및 상기에 기재된 다른 정보 원천은 그 전체가 참조로서 본원에 삽입된다. 또한 삽입되는 참조문헌은 Liao et al,

J. Virol. 78:5270 (2004)이다.

도면의 간단한 설명

도 1A - 1D: 그룹 M 컨센서스 env 유전자 (CON6)의 제조 및 발현. CON6 gp160의 완전 아미노산 서열이 표시되어 있다.

(도 1A) 야생형 CRF08_BC (98CN006) env 유전자의 5 부위가 밑줄친 글자로 표시되어 있다. 다양한 부위가 서열 위에

중괄호로 표시되어 있다. 잠재적 N-링크된 글리코실화 위치가 굵은 글씨로 강조되어 있다. (도 1B) CON6 gp120 및

gp140CF의 컨스트럭트. CON6 gp120 및 gp140CF 플라스미드는 중지 코돈을 gp120 절단 위치 뒤 또는 막투과 도메인의

앞에 각각 도입시킴으로써 제조하였다. gp120/gp41 절단 위치 및 gp41의 융합 도메인을 gp140CF 단백질에서 절단시켰

다. (도 1C) CON6 gp120 및 gp140CF의 발현. 갈란터스 니발리스 아가로즈 (galanthus Nivalis agarose) 렉틴 컬럼을 이

용하여 rVV-감염된 293T 세포의 세포배양 상등액으로부터 CON6 gp120 및 gp140CF를 정제하였다. gp120 및

gp140CF 모두를 10% SDS-폴리아크릴아미드 젤에서 분리하였으며 코마시 블루로 염색하였다. (도 1D) 고발현된 인간

유전자용 코돈 사용에 기초하여 최적화된 CON6 env 유전자.

도 2A - 2E. 가용성 CD4 (sCD4) 및 항-Env mAbs에 대한 CON6 gp120 gp140 CF의 결합. (도 2A - 2B) 표시된 mabs

및 sCD4 각각이 CM5 센서 칩 (BIAcore)에 공유결합으로 고정되어 있으며, CON6 gp120 (도 2A) 또는 gp140CF (도

2B) (각각 100 ㎍/㎖ 및 300 ㎍/㎖)이 각 표면 상에 주입되어 있다. 17b mab를 제외하고, 항-gp120 mabs와 반응한

gp120 및 gp140CF 단백질 모두를 테스트하였으며, 이들은 CON6 gp120 및 gp140CF 모두와 미약하게 결합하는 것으로

나타났다. CON6 gp120 및 gp140CF에 결합하는 17b mab의 유도를 확인하기 위해, CON6 gp120 (도 2C) 또는

gp140CF (도 2D) 단백질을 sCD4 또는 mabs A32 또는 T8로 고정된 각각의 유동(flow) 세포 상에 캡쳐시켰다 (400 -

580 RU). 각 표면을 안정화시킨 다음, mAb 17b를 주입한 뒤 고정된 각 유동 세포 상에 플로우시켰다. 표면 각각을 안정화

시키고 난 뒤, mAb 17b를 주입하고 고정된 유동 세포 각각에 흘려보냈다. 커브의 오버레이에서는, CON6 Env 단백질에

대한 mab 17b의 결합력이 sCD4 및 mab A32 표면 모두에서 두드러지게 향상되나 T8 표면에서는 그렇지 않음을 나타내

어 준다 (도 2C - 2D). 인간 mabs에 대한 CON6 gp120 및 gp140CF의 결합력을 ELISA에서 검증하기 위해, mabs 447,

F39F, A32, IgG1b12 및 2F5의 20 ㎍/㎖ 농축 용액을 CON6 gp120 및 gp140CF에 대해 적정하였다 (도 2E). Mabs 447

(V3), F39F (V3), A32 (gp120) 및 IgG1b12 (CD4 결합 위치) 각각은 CON6 gp120 및 140 웰에 모두 잘 결합하였으나,

2F5 (항-gp41 ELDKWAS)는 gp140CF에만 결합하였다. gp120의 mab 447 및 F39F 결합력에 대한 엔드포인트 역가 농

도는 각각 <0.003 ㎍/㎖ 및 0.006 ㎍/ml이었으며; mab A32에 대해서는 <0.125 ㎍/㎖이고; IgG1b12에 대해서는 <0.002

㎍/㎖이며; 2F5에 대해서는 0.016 ㎍/㎖이었다.

도 3A 및 3B. CON6 외피의 감염도 및 공-수용체(coreceptor) 사용. (도 3A) CON6 및 대조군 env 플라스미드를 HIV-

SG3Δenv 구조체와 함께 인간 293T 세포에 동시형질감염시킴으로써 Env-유사비리온(pseudovirions)를 제조하였다. 동

량의 유사비리온 각각 (5 ng p24)을 JC53-BL 세포를 감염시키는데 사용하였다. 감염된 세포를 β-gal 발현시키기 위해 염

색하고 난 뒤, 유사 비리온 p24 마이크로그램 당 푸른색 세포의 갯수 (감염 단위, IU)를 계수함으로써, 감염도(IU/㎍ p24)

를 측정하였다. (도 3B) AMD3100 및/또는 TAK-799를 1시간 동안 (37℃) JC53BL 세포에 처리한 뒤, 동량의 각 Env-유

사비리온 p24 (5 ng)로 감염시킴으로써, CON6 env 유전자의 공-수용체 사용을 확인하였다. 대조군 그룹 (저해제 없음)

에서의 감염도를 100%로 정하였다. 저해(blocking) 효율은, 저해제가 없는 대조군 배양물의 저해 실험에 대해 비교한 저

해 실험의 IU 백분율로서 나타내었다. 데이터는 평균 ± SD로 표시하였다.

도 4. 다중 서브타입 항혈청에 대한 다중 서브타입 Env 단백질의 웨스턴 블랏 분석. 동량의 Env 단백질 (100 ng)을 10%

SDS-폴리아크릴아미드 젤 상에서 분리하였다. 전기영동을 한 후에, 단백질을 Hybond ECL 니트로셀룰로오즈 막에 트랜

스퍼하고 HIV-1 감염된 환자의 혈청 (1:1,000) 또는 CON6 gp120 DNA 프라임으로 면역화되고 rVV로 추가접종시킨

(1:1,000) 기니아 피그의 혈청으로 반응시켰다. 단백질-결합된 항체를 형광-표지된 제2 항체로 탐침시킨 뒤, 이미지를 스

캔하고 적외선 이미지 기기(infrared imager Odyssey)(Li-Cor, Lincoln, NE)에 기록하였다. 서브 타입은 Env 단백질 및

혈청 IDs의 뒤에 단문자(single-letter)로 표시하였다. 4 내지 6개의 혈청을 각 서브 타입에 대해 테스트하였으며, 반응 패

턴은 동일 서브 타입의 모든 혈청 사이에서 유사하였다. 각 서브 타입 혈청에 대한 대표적인 하나의 결과가 표시되어 있다.
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도 5. 마우스에 있는 CON6 Env 면역원에 의해 유도된 T 세포 면역 반응. 비장 세포를 면역화된 마우스 각각 (5 마우스/그

룹)으로부터 분리하였다. CON6 (검은색 컬럼), 서브타입 B (빗금친 컬럼), 서브타입 C (흰색 컬럼) 및 배지 (펩타이드 없

음; 회색 컬럼)의 중복되는 Env 펩타이드 풀(pool)을 이용하여 인 비트로에서 비장 세포를 자극시키고 난 뒤, ELISPOT 분

석을 이용하여 INF-γ 생산 세포를 확인하였다. CON6 gp120 또는 gp140CF에 의해 유도된 T 세포 IFN-γ 반응을, 서브

타입 특이 Env 면역원 (JRFL 및 96ZM651)에 의해 유도된 것과 비교하였다. 각 외피 펩타이드 풀에 대한 전체 반응을 백

만개 비장세포 당 SFCs로 표시하였다. 각 컬럼에 대한 값은 IFN-γ SFCs (n=5 마우스/그룹)의 평균 ± SEM이다.

도 6A - 6E. 코돈 사용 최적화된 서브타입 C 원형 및 컨센서스 외피 유전자의 (도 6A 및 6B 각각) 컨스트럭션. 고발현된

인간 유전자의 코돈 사용을 반영하기 위해, 원형 및 컨센서스 아미노산 서열 (도 6C 및 6D 각각)을 전사하였다. 20 bp로

중첩되는 쌍으로된(paired) 올리고뉴클레오티드 (80-머)를, 제한효소 위치 EcoRI, BbsI, Bam HI 및 BsmBI를 포함하는

5' 불변 서열을 포함하도록 디자인하였다. BbsI 및 BsmBI는 이들의 인식 서열의 바깥을 절단하는 타입 II 제한 효소이다.

쌍으로된 올리고머를, PCR 및 18 bp 불변 서열에 대한 컴플리먼트 프라이머를 이용하여 단계별로 각각 연결시켰으며,

140 bp PCR 산물을 생산하였다. 이들을 pGEM-T에 서브클론하고 서열분석하여, 우연한 돌연변이/절단의 부재를 확인하

였다. 적당한 인서트를 포함하는 4개의 pEGM-T 서브클론 각각을 절단한 뒤 pcDNA3.1에 함께 라이게이션하였다. 전체

유전자가 pcDNA3.1에 재컨스트럭트될 때까지, 다중-단편 라이게이션을 유전자의 5'으로부터 3' 말단까지 단편 그룹 간

에 단계별로 반복적으로 발생시켰다 (도 6E에 있는 개념도 참조).

도 7. JC53-BL 세포는 CD4 및 HIV-1 공-수용체인 CCR5 및 CXCR4를 높은 레벨로 발현하는 HeLa 세포의 유도체이다.

또한, 이들은 HIV-1 LTR로부터 각각 발현되는 루시퍼라아제 및 β-갈락토시다아제의 리포터 카세트도 포함한다. 리포터

유전자의 발현은 HIV-1 Tat의 생산에 의존한다. 보다 상세하게는, 세포를 24웰 또는 96웰 플레이트에 접종하여 37℃에서

24시간 동안 배양한 뒤, DEAE-덱스트란을 37℃에서 30분간 처리하였다. 바이러스를 1% DMEM으로 순차적으로 희석한

뒤, DEAE-덱스트란에서 배양되는 세포에 첨가하여 3시간 동안 37℃에서 반응시키고, 각 웰에 추가로 세포 미디어를 첨가

하였다. 37℃에서 최종적으로 48시간 동안 배양하고 난 뒤, 세포를 고정하고, β-갈락토시다아제 발현 푸른색 초점들

(foci)을 시각화시키기 위해 X-gal을 이용해 염색하거나, 루시퍼라아제 활성을 측정하기 위해 동결-해동을 3회 반복하였

다.

도 8. 서브타입 C 원형 및 컨센서스 env 유전자의 서열 얼라인먼트. 서브타입 C 원형 env 서열 (하단 라인) 및 컨센서스

env 서열 (상단 라인)의 얼라인먼트에서는 95.5% 서열 상동성을 나타내었으며; 아미노산 서열 차이가 표시되어 있다. 표

시된 차이 하나는 V1 루프의 염기에서의 C 원형 env 유전자에 있는 글리코실화 위치의 추가이다. 플러스 표시는 표시된

위치에서의 아미노산의 내부-클래스 차이를 나타내고; 막대는 아미노산의 클래스에서의 변화를 나타낸다. 잠재적 N-글리

코실화 위치가 푸른색으로 표시되어 있다. gp140 유전자에 대한 절단 위치도 표시되어 있다.

도 9. 293T 세포에 있는 서브타입 C 원형 및 컨센서스 외피의 발현. 코돈-최적화된 gp160, gp140 또는 gp120 서브타입

C 원형 및 컨센서스 유전자를 포함하는 플라스미드를 293T 세포에 형질감염시켰으며, 웨스턴 블랏 분석을 이용해 세포

분해물로부터 단백질 발현을 측정하였다. 형질감염후 48시간에, 세포 분해물을 수득하였으며, BCA 단백질 분석을 이용해

전체 단백질 양을 측정하여, 전체 단백질의 2 ㎍을 4-20% SDS-PAGE 젤 상의 각 레인에 로딩하였다. 단백질을 PVDF 막

으로 트랜스퍼하고 서브타입 C 감염된 환자로의 HIV-1 혈장으로 탐침시켰다.

도 10A 및 10B. 도 10A. 코돈-외적화된 서브타입 C 원형 및 컨센서스 gp160 및 gp140을 이용한 env-결핍 HIV-1의 트

랜스 상보성. 코돈-최적화된 서브타입 C 원형 또는 컨센서스 gp160 또는 gp140 유전자를 포함하는 플라스미드를 HIV-

1/SG3Δenv 프로바이러스와 함께 293T 세포로 동시-형질감염시켰다. 형질감염후 48시간에, 유사타입 바이러스를 포함

하는 세포 상등액을 수득하여, 원심분리로 청정화시키고, 0.2 μM 필터를 통해 필터한 뒤, 20% 수크로즈 쿠션(cushion)을

통해 펠렛화시켰다. 각 바이러스 펠렛에 있는 p24의 정량화는 쿨터(Coulter) HIV-1 p24 항원 분석을 이용하여 확인하였

으며; 25 ng의 p24를 4-20% SDS-PAGE 젤 상의 코돈-최적화된 외피를 포함하는 입자에 대한 각 레인에 로딩하였다.

250 ng의 p24를 rev-의존성 야생형 서브타입 C 96ZAM651env 유전자의 동시-형질감염에 의해 생성된 입자에 대한 각

레인에 로딩하였다. 각 레인 당 로딩된 p24의 양에 있어서의 차이점은 웨스턴 블랏을 이용하여 rev-의존성 외피의 시각화

를 가능하게 하는데 필요하였다. 단백질을 PVDF 막에 트랜스퍼한 뒤, HIV-1 서브타입 B 및 서브타입 C 감염된 환자로부

터 모은 혈장으로 탐침시켰다. 도 10B. 서브타입 C 원형 및 컨센서스 외피 당단백질을 포함하는 바이러스 입자의 감염도.

원형 또는 컨센서스 gp160 또는 gp140 외피를 포함하는 유사타입 바이러스의 감염도를 JC53-BL 분석법을 이용하여 측

정하였다. 수크로즈 쿠션 정제된 바이러스 입자를 쿨터 p24 항원 분석법으로 분석하고, 각 펠렛의 5배 연속 희석액을

DEAE-덱스트란 처리된 JC53-BL 세포와 반응시켰다. 48시간의 배양 기간 후에, 세포를 고정한 뒤 염색하여 β-갈락토시

다아제 발현 세포를 시각화하였다. 감염도를 p24 ng 당 감염성 단위로서 표시함으로써, 주입 유사비리온의 농도 차이를

정량화하였다.
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도 11. 서브타입 C 원형 및 컨센서스 외피의 공-수용체 사용. 원형 또는 컨센서스 외피를 포함하는 유사타입 입자를

AMD3100 (CXCR4의 특이 저해제), TAK779 (CCR5의 특이 저해제), 또는 AMD3000＋TAK779의 존재하에서 DEAE-

덱스트란 처리된 JC53-BL 세포로 반응시켜 공-수용체 사용을 확인하였다. CXCR4를 사용하는 것으로 알려진 분리물인

NL4.3 및 CCR-5-사용 분리물로 알려진 YU-2를 대조군으로서 포함시켰다.

도 12A - 12C. 서브타입 C 원형 및 컨센서스 외피 당단백질의 중화 민감도. 원형, 컨센서스 또는 96ZAM651 gp160 외피

를 포함하는 등가량의 유사비리온 (1,500 감염 단위)를 HIV-1 서브타입 C 감염된 환자의 혈장 샘플의 패널과 전-반응시

킨 뒤, 96웰 플레이트에 있는 JC53-BL 세포 단일층에 첨가하였다. 플레이트를 2일 동안 배양시킨 뒤 바이러스 감염도의

표지자로서 루시퍼라아제 활성을 측정하였다. 바이러스 감염도는 각 항체 농도에서 생산된 루시퍼라아제 단위 (luciferase

units, LU)를 대조군 감염에 의해 생성된 LU로 나눔으로써 계산하였다. 평균 50% 저해 농도 (IC50) 및 각 항체 희석액에

서의 실제 % 중화를 각 바이러스에 대해 계산하였다. 모든 루시퍼라아제 실험에서의 결과는, 병행하는 감염에 있는 푸른색

초점을 직접 계수함으로써 확인하였다.

도 13A - 13F. 293T 세포로의 형질감염 이후의 컨센서스 서브타입 C Gag (도 13A) 및 Nef (도 13B)의 단백질 발현. 컨

센서스 서브타입 C Gag 및 Nef 아미노산 서열이 도 13C 및 13D에 각각 표시되어 있으며, 이를 인코딩하는 서열이 도 13E

및 13F에 각각 표시되어 있다.

도 14A - 14C. 도 14A 및 14B는 Con-S Env 아미노산 서열 및 이를 코딩하는 서열을 각각 나타낸다. 도 14C는 인 비트로

전사 및 번역 시스템을 이용한 그룹 M 컨센서스 Con-S Env 단백질의 발현을 나타낸다.

도 15A 및 15B. 포유동물 세포에서의 Con-S env 유전자의 발현. (도 15A- 세포 분해물, 도 15B-상등액)

도 16A 및 16B. CON6 및 Con-S env 유전자의 감염도 (도 16A) 및 공-수용체 사용 (도 16B).

도 17A - 17C. CON6 및 Con-S Env-유사비리온에서의 Env 단백질 결합 (도 17A - 분해물, 도 17B - 상등액, 도 17C -

펠렛).

도 18A - 18D. 도 18A 및 18B는 서브타입 A 컨센서스 Env 아미노산 서열 및 이를 인코딩하는 핵산 서열을 각각 나타낸

다. 도 18C 및 18D는 포유동물 세포에서의 A.con env 유전자의 발현을 나타낸다 (도 18C - 세포 분해물, 도 18D - 상등

액).

도 19A - 19H. M.con.gag (도 19A), M.con.pol (도 19B), M.con.nef (도 19C) 및 C.con.pol (도 19D) 핵산 서열 및 이에

대응되는 인코딩된 아미노산 서열 (도 19E - 19H, 각각).

도 20A - 20D. 서브타입 B 컨센서스 gag (도 20A) 및 env (도 20B) 유전자. 대응하는 아미노산 서열이 도 20C 및 20D에

표시되어 있다.

도 21. 293T 세포에서의 서브타입 B 컨센서스 env 및 gag 유전자의 발현. 코돈-최적화된 서브타입 B 컨센서스 gp160,

gp140 및 gag 유전자를 포함하는 플라스미드를 293T 세포에 형질감염시켰으며, 웨스턴 블랏 분석을 이용하여 세포 분해

물로부터 단백질 발현을 측정하였다. 형질감염후 48시간에, 세포 분해물을 수득한 뒤, 전체 단백질 양을 BCA 단백질 분석

법으로 측정하고, 전체 단백질 중 2 ㎍을 4-20% SDS-PAGE 젤의 각 레인에 로딩하였다. 단백질을 PVDF 막에 트랜스퍼

한 뒤 HIV-1 서브타입 B 감염된 환자의 혈청으로 탐침시켰다.

도 22. 서브타입 B 컨센서스 외피의 공-수용체 사용. 서브타입 B 컨센서스 gp160 Env를 포함하는 유사타입 입자를

AMD3100 (CXCR4의 특이 저해제), TAK779 (CCR5의 특이 저해제) 및 AMD3000＋TAK779의 존재하에서 DEAE-덱

스트란 처리된 JC53-BL 세포로 반응시켜 공-수용체 사용을 측정하였다. CXCR4를 이용하는 것으로 알려진 분해물인

NL4.3 및 CCR5-이용 분해물로 알려진 YU-2를 대조군으로 포함시켰다.

도 23A 및 23B. env-결핍 HIV-1의 코돈-최적화된 서브타입 B 컨센서스 gp160 및 gp140 유전자와의 트랜스 상보성. 코

돈-최적화된 서브타입 B 컨센서스 gp160 또는 gp140 유전자를 포함하는 플라스미드를 HIV-1/SG3Δenv 프로바이러스

(provirus)와 함께 293T 세포에 동시-형질감염시켰다. 형질감염후 48시간에 유사타입 바이러스를 포함하는 세포 상등액

을 수득한뒤, 원심분리로 청정화하고, 0.2 μM 필터를 통해 필터한후, 펠렛을 20% 수크로즈 쿠션으로 통과시켰다. 각 바이

러스 펠렛에서의 p24의 정량은 쿨터 HIV-1 p24 항원 분석법을 이용하여 확인하였으며; 25 ng의 p24를 4-20% SDS-
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PAGE 젤 상의 각 레인에 로딩시켰다. 단백질을 PVDF 막에 트랜스퍼하였으며, 감염된 HIV-1 서브타입 B 환자 혈청의 항

-HIV-1 항체로 탐침시켰다. rev-의존 NL4.3 env를 이용한 트랜스 상보성을 대조군으로 포함시켰다. 도 23B. 서브타입

B 컨센서스 외피를 포함하는 바이러스 입자의 감염도. 컨센서스 B gp160 또는 gp140을 포함하는 유사타입 바이러스는

JC53-BL 분석법을 이용하여 확인하였다. 수크로즈 쿠션 정제된 바이러스 입자들을 쿨터 p24 항원 분석법으로 분석하였

으며, 각 펠렛의 5배 연속 희석물을 DEAE-덱스트란 처리된 JC53-BL 세포와 반응시켰다. 48시간의 반응기간 후에, 세포

를 고정한 뒤 염색하여 β-갈락토시다아제 발현 세포를 시각화하였다. 감염도를 p24 ng 당 감염 단위로서 표현하였다.

도 24A - 24D. 서브타입 B 컨센서스 gp160 외피를 포함하는 비리온의 중화 민감도. 서브타입 B 컨센서스 또는 NL4.3

Env (gp160)를 포함하는 유사비리온 등가량 (1,500 감염 단위)을 3개의 다른 모노클로날 중화 항체 및 HIV-1 서브타입

B 감염된 환자의 혈장 샘플 패널과 전반응시켰으며, 이를 96웰 플레이트에 있는 JC53-BL 세포 단일층에 첨가하였다. 상

기 플레이트를 2일 동안 배양한 뒤 바이러스 감염도의 표지자로서 루시퍼라아제 활성을 측정하였다. 바이러스 감염도는

각 항체 농도에서 생산된 루시퍼라아제 단위 (LU)를 대조군 감염에서 생성된 LU로 나눔으로써 계산하였다. 평균 50% 저

해 농도 (IC50) 및 각 항체 희석액에서의 실제 % 중화를 각 바이러스에 대해 계산하였다. 모든 루시퍼라아제 실험에서의 결

과는, 병행하는 감염에 있는 푸른색 초점을 직접 계수함으로써 확인하였다. 도 24A. 서브타입 B 컨센서스 Env (gp160)를

포함하는 유사비리온의 중화. 도 24B. NL4.3 Env (gp160)을 포함하는 유사비리온의 중화. 도 24C. 서브타입 B 컨센서스

Env (gp160)를 포함하는 유사비리온의 중화. 도 24D. NL4.3 Env (gp160)을 포함하는 유사비리온의 중화.

도 25A 및 25B. 도 25A. 수크로즈 농도구배 분획의 농도 및 p24 분석. 0.5 ㎖ 분획을 20-60% 농도구배 수크로즈로부터

수득하였다. 분획 번호 1은 농도구배 튜브의 밑바닥으로부터 얻은 가장 농도가 짙은 분획을 나타낸다. 농도는 굴절계

(refractometer)를 이용하여 측정하였으며, 각 분획에서의 p24의 양은 쿨터 24 항원 분석법으로 확인하였다. 분획 6-9,

10-15, 16-21 및 22-25를 함께 모았으며, 웨스턴 블랏으로 분석하였다. 예측한 대로, 비리온은 1.16-1.18 g/㎖ 농도에서

침전되었다. 도 25B. 서브타입 B 컨센서스 gag 및 env 유전자의 동시-형질감염에 의한 VLP 생산. 293T 세포를 서브타입

B 컨센서스 gag 및 env 유전자로 동시-형질감염시켰다. 형질감염후 48시간에 세포 상등액을 수득하였으며, 20% 수크로

즈 쿠션을 통해 청정화하고, 20-60% 농도구배의 수크로즈를 통해 추가로 정제하였다. 농도구배로부터 선택된 분획을 모

아, 20 ㎖의 PBS에 첨가한 뒤, 100,000 ×g에서 밤새 원심분리하였다. 재현탁된 펠렛을 4-20% SDS-PAGE 젤 상에 로딩

하였으며, 단백질을 PVDF 막에 트랜스퍼하고, HIV-1 서브타입 B 감염된 환자로의 혈장으로 탐침시켰다.

도 26A 및 26B. 도 26A. 2000 Con-S 140CFI.ENV. 도 26B. 코돈-최적화된 2000년도 Con-S 140CFI.seq.

도 27. HIV-1 외피 펩타이드에 반응하는 각 C57BL/6 마우스 T세포. CON6 gp140CFI 및 Con-S gp140CFI의 C57BL/C

마우스에서의 비교 면역원성. 마우스를 DNA 프라임에 있는 HIV5305 (서브타입 A), 2801 (서브타입 B), CON6 또는

Con-S 외피 유전자로 그룹당 5마리씩 면역반응시키고, rVV 추가접종시켰다. rVV 추가접종(boost) 후 10일에, HIV-1

UG37 (A), MN (B), Ch19 (C), 89.6 (B), SF162 (B) 또는 펩타이드가 없는 음성 대조군의 Envs로부터의 중첩되는 펩타이

드 혼합물을 이용하여, 비장 세포를 IFN-γ 스팟-형성 세포에 대하여 분석하였다.

도 28A - 28C. 도 28A. Con-B 2003 Env. 펩타이드 (841개 아미노산). 밑줄친 아미노산 서열은 140CF 디자인에서 결실

된 융합 도메인이고, 밑줄친 "W"는 C-말단의 마지막 아미노산이며, "W" 이후의 모든 아미노산은 140CF 디자인에 결실되

어 있다. 도 28B. Con-B-140CF.펩타이드 (632개 아미노산). 굵게 표시된 아미노산은 결실된 융합 절단 위치의 경계

(junction)를 나타낸다. 도 28C. 코돈-최적화된 Con-B 140CF. 서열 (1927개 뉴클레오티드).

도 29A - 29C. 도 29A. CON_OF_CONS-2003 (829개 아미노산). 밑줄친 아미노산 서열은 140CF 디자인에서 결실된 융

합 도메인이고, 밑줄친 "W"는 C-말단의 마지막 아미노산이며, "W" 이후의 모든 아미노산은 140CF 디자인에 결실되어 있

다. 도 29B. ConS-2003 140CF.펩타이드 (620개 아미노산). 굵게 표시된 아미노산은 결실된 융합 절단 위치의 경계를 나

타낸다. 도 29C. 코돈-최적화된 ConS-2003 140CF. 서열 (1891개 뉴클레오티드).

도 30A - 30C. 도 30A. CONSESUS_A1-2003 (845개 아미노산). 밑줄친 아미노산 서열은 140CF 디자인에서 결실된 융

합 도메인이고, 밑줄친 "W"는 C-말단의 마지막 아미노산이며, "W" 이후의 모든 아미노산은 140CF 디자인에 결실되어 있

다. 도 30B. Con-A1-2003 140CF.펩타이드 (629개 아미노산). 굵게 표시된 아미노산은 결실된 융합 절단 위치의 경계를

나타낸다. 도 30C. 코돈-최적화된 Con-A1-2003 서열.
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도 31A - 31C. 도 31A. CONSESUS_C-2003 (835개 아미노산). 밑줄친 아미노산 서열은 140CF 디자인에서 결실된 융

합 도메인이고, 밑줄친 "W"는 C-말단의 마지막 아미노산이며, "W" 이후의 모든 아미노산은 140CF 디자인에 결실되어 있

다. 도 31B. Con-C-2003 140CF.펩타이드 (619개 아미노산). 굵게 표시된 아미노산은 결실된 융합 절단 위치의 경계를

나타낸다. 도 31C. 코돈-최적화된 Con-C-2003 140 CF (1,888개 뉴클레오티드).

도 32A - 32C. 도 32A. CONSESUS_G-2003 (842개 아미노산). 밑줄친 아미노산 서열은 140CF 디자인에서 결실된 융

합 도메인이고, 밑줄친 "W"는 C-말단의 마지막 아미노산이며, "W" 이후의 모든 아미노산은 140CF 디자인에 결실되어 있

다. 도 32B. Con-G-2003 140CF.펩타이드 (626개 아미노산). 굵게 표시된 아미노산은 결실된 융합 절단 위치의 경계를

나타낸다. 도 32C. 코돈-최적화된 Con-G-2003 서열.

도 33A - 33C. 도 33A. CONSESUS_01_AE-2003 (854개 아미노산). 밑줄친 아미노산 서열은 140CF 디자인에서 결실

된 융합 도메인이고, 밑줄친 "W"는 C-말단의 마지막 아미노산이며, "W" 이후의 모든 아미노산은 140CF 디자인에 결실되

어 있다. 도 33B. Con-AE01-2003 140CF.펩타이드 (638개 아미노산). 굵게 표시된 아미노산은 결실된 융합 절단 위치의

경계를 나타낸다. 도 33C. 코돈-최적화된 Con-AE01-2003 서열 (1945개 뉴클레오티드).

도 34A - 34C. 도 34A. 야생형 서브타입 A Env. 00KE_MSA4076-A (서브타입 A, 891개 아미노산). 밑줄친 아미노산 서

열은 140CF 디자인에서 결실된 융합 도메인이고, 밑줄친 "W"는 C-말단의 마지막 아미노산이며, "W" 이후의 모든 아미노

산은 140CF 디자인에 결실되어 있다. 도 34B. 00KE_MSA4076-A 140CF.펩타이드 (647개 아미노산). 굵게 표시된 아미

노산은 결실된 융합 절단 위치의 경계를 나타낸다. 도 34C. 코돈-최적화된 00KE_MSA4076-A 140CF 서열 (1972개 뉴

클레오티드).

도 35A - 35C. 도 35A. 야생형 서브타입 B. QH0515.1g gp160 (861개 아미노산). 밑줄친 아미노산 서열은 140CF 디자

인에서 결실된 융합 도메인이고, 밑줄친 "W"는 C-말단의 마지막 아미노산이며, "W" 이후의 모든 아미노산은 140CF 디자

인에 결실되어 있다. 도 35B. QH0515.1g 140CF (651개 아미노산). 굵게 표시된 아미노산은 결실된 융합 절단 위치의 경

계를 나타낸다. 도 35C. 코돈-최적화된 QH0515.1g 140CF 서열 (1984개 뉴클레오티드).

도 36A - 36C. 도 36A. 야생형 서브타입 C. DU123.6 gp160 (854개 아미노산). 밑줄친 아미노산 서열은 140CF 디자인

에서 결실된 융합 도메인이고, 밑줄친 "W"는 C-말단의 마지막 아미노산이며, "W" 이후의 모든 아미노산은 140CF 디자인

에 결실되어 있다. 도 36B. DU123.6 140CF (638개 아미노산). 굵게 표시된 아미노산은 결실된 융합 절단 위치의 경계를

나타낸다. 도 36C. 코돈-최적화된 DU123.6 140CF 서열 (1945개 뉴클레오티드).

도 37A - 37C. 도 37A. 야생형 서브타입 CRF01_AE. 97CNGX2F-AE (854개 아미노산). 밑줄친 아미노산 서열은

140CF 디자인에서 결실된 융합 도메인이고, 밑줄친 "W"는 C-말단의 마지막 아미노산이며, "W" 이후의 모든 아미노산은

140CF 디자인에 결실되어 있다. 도 37B. 97CNGX2F-AE 140CF 펩타이드 (629개 아미노산). 굵게 표시된 아미노산은 결

실된 융합 절단 위치의 경계를 나타낸다. 도 37C. 코돈-최적화된 97CNGX2F-AE 140CF 서열 (1921개 뉴클레오티드).

도 38A - 38C. 도 38A. 야생형 DRCBL-G (854개 아미노산). 밑줄친 아미노산 서열은 140CF 디자인에서 결실된 융합 도

메인이고, 밑줄친 "W"는 C-말단의 마지막 아미노산이며, "W" 이후의 모든 아미노산은 140CF 디자인에 결실되어 있다. 도

38B. DRCBL-G 140CF 펩타이드 (630개 아미노산). 굵게 표시된 아미노산은 결실된 융합 절단 위치의 경계를 나타낸다.

도 38C. 코돈-최적화된 DRCBL-G 140CF 서열 (1921개 뉴클레오티드).

도 39A 및 39B. 도 39A. 2003 Con-S Env. 도 39B. 2003 Con-S Env.seq.opt. (Seq.opt = 코돈 최적화된 인코딩 서열)

도 40A 및 40B. 도 40A. 2003 M.Group.Anc Env. 도 40B. 2003 M. Group.anc Env.seq.opt. (Seq.opt = 코돈 최적화된

인코딩 서열)

도 41A 및 41B. 도 41A. 2003 CON_A1 Env. 도 41B. 2003 CON_A1 Env.seq.opt. (Seq.opt = 코돈 최적화된 인코딩 서

열)

도 42A 및 42B. 도 42A. 2003 A1.Anc Env. 도 42B. 2003 A1.anc Env.seq.opt. (Seq.opt = 코돈 최적화된 인코딩 서열)

도 43A 및 43B. 도 43A. 2003 CON_A2. Env. 도 43B. 2003 CON_A2. Env.seq.opt. (Seq.opt = 코돈 최적화된 인코딩

서열)
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도 44A 및 44B. 도 44A. 2003 CON_B Env. 도 44B. 2003 CON_B Env.seq.opt. (Seq.opt = 코돈 최적화된 인코딩 서열)

도 45A 및 45B. 도 45A. 2003 B.anc Env. 도 45B. 2003 B.anc Env.seq.opt. (Seq.opt = 코돈 최적화된 인코딩 서열)

도 46A 및 46B. 도 46A. 2003 CON_C Env. 도 46B. 2003 CON_C Env.seq.opt. (Seq.opt = 코돈 최적화된 인코딩 서열)

도 47A 및 47B. 도 47A. 2003 C.anc Env. 도 47B. 2003 C.anc Env.seq.opt. (Seq.opt = 코돈 최적화된 인코딩 서열)

도 48A 및 48B. 도 48A. 2003 CON_D Env. 도 48B. 2003 CON_D Env.seq.opt. (Seq.opt = 코돈 최적화된 인코딩 서열)

도 49A 및 49B. 도 49A. 2003 CON_F1 Env. 도 49B. 2003 CON_F1 Env.seq.opt. (Seq.opt = 코돈 최적화된 인코딩 서

열)

도 50A 및 50B. 도 50A. 2003 CON_F2 Env. 도 50B. 2003 CON_F2 Env.seq.opt. (Seq.opt = 코돈 최적화된 인코딩 서

열)

도 51A 및 51B. 도 51A. 2003 CON_G Env. 도 51B. 2003 CON_G Env.seq.opt. (Seq.opt = 코돈 최적화된 인코딩 서

열)

도 52A 및 52B. 도 52A. 2003 CON_H Env. 도 52B. 2003 CON_H Env.seq.opt. (Seq.opt = 코돈 최적화된 인코딩 서

열)

도 53A 및 53B. 도 53A. 2003 CON_01_AE Env. 도 53B. 2003 CON_01_AE Env.seq.opt. (Seq.opt = 코돈 최적화된 인

코딩 서열)

도 54A 및 54B. 도 54A. 2003 CON_02_AG Env. 도 54B. 2003 CON_02_AG Env.seq.opt. (Seq.opt = 코돈 최적화된

인코딩 서열)

도 55A 및 55B. 도 55A. 2003 CON_03_AB Env. 도 55B. 2003 CON_03_AB Env.seq.opt. (Seq.opt = 코돈 최적화된

인코딩 서열)

도 56A 및 56B. 도 56A. 2003 CON_04_CPX Env. 도 56B. 2003 CON_04_CPX Env.seq.opt. (Seq.opt = 코돈 최적화

된 인코딩 서열)

도 57A 및 57B. 도 57A. 2003 CON_06_CPX Env. 도 57B. 2003 CON_06_CPX Env.seq.opt. (Seq.opt = 코돈 최적화

된 인코딩 서열)

도 58A 및 58B. 도 58A. 2003 CON_08_BC Env. 도 58B. 2003 CON_08_BC Env.seq.opt. (Seq.opt = 코돈 최적화된 인

코딩 서열)

도 59A 및 59B. 도 59A. 2003 CON_10_CD Env. 도 59B. 2003 CON_10_CD Env.seq.opt. (Seq.opt = 코돈 최적화된

인코딩 서열)

도 60A 및 60B. 도 60A. 2003 CON_11_CPX Env. 도 60B. 2003 CON_11_CPX Env.seq.opt. (Seq.opt = 코돈 최적화

된 인코딩 서열)

도 61A 및 61B. 도 61A. 2003 CON_12_BF Env. 도 61B. 2003 CON_12_BF Env.seq.opt. (Seq.opt = 코돈 최적화된 인

코딩 서열)

도 62A 및 62B. 도 62A. 2003 CON_14_BG Env. 도 62B. 2003 CON_14_BG Env.seq.opt. (Seq.opt = 코돈 최적화된

인코딩 서열)

도 63A 및 63B. 도 63A. 2003_CON_S gag.PEP. 도 63B. 2003_CON_S gag.OPT (OPT = 코돈 최적화된 인코딩 서열)
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도 64A 및 64B. 도 64A. 2003_M.GROUP.anc gag.PEP. 도 64B. 2003_M.GROUP.anc gag.OPT (OPT = 코돈 최적화된

인코딩 서열)

도 65A - 65D. 도 65A. 2003_CON_A1 gag.PEP. 도 65B. 2003_CON_A1 gag.OPT. 도 65C. 2003_A1.anc gag.PEP.

도 65D. 2003_A1.anc gag.OPT (OPT = 코돈 최적화된 인코딩 서열)

도 66A 및 66B. 도 66A. 2003_CON_A2 gag.PEP. 도 66B. 2003_CON_A2 gag.OPT (OPT = 코돈 최적화된 인코딩 서

열)

도 67A - 67D. 도 67A. 2003_CON_B gag.PEP. 도 67B. 2003_CON_B gag.OPT. 도 67C. 2003_B.anc gag.PEP. 도

67D. 2003_B.anc gag.OPT (OPT = 코돈 최적화된 인코딩 서열)

도 68A - 68D. 도 68A. 2003_CON_C gag.PEP. 도 68B. 2003_CON_C gag.OPT. 도 68C. 2003_C.anc gag.PEP. 도

68D. 2003_C.anc gag.OPT (OPT = 코돈 최적화된 인코딩 서열)

도 69A 및 69B. 도 69A. 2003_CON_D gag.PEP. 도 69B. 2003_CON_D gag.OPT (OPT = 코돈 최적화된 인코딩 서열)

도 70A 및 70B. 도 70A. 2003_CON_F gag.PEP. 도 70B. 2003_CON_F gag.OPT (OPT = 코돈 최적화된 인코딩 서열)

도 71A 및 71B. 도 71A. 2003_CON_G gag.PEP. 도 71B. 2003_CON_G gag.OPT (OPT = 코돈 최적화된 인코딩 서열)

도 72A 및 72B. 도 72A. 2003_CON_H gag.PEP. 도 72B. 2003_CON_H gag.OPT (OPT = 코돈 최적화된 인코딩 서열)

도 73A 및 73B. 도 73A. 2003_CON_K gag.PEP. 도 73B. 2003_CON_K gag.OPT (OPT = 코돈 최적화된 인코딩 서열)

도 74A 및 74B. 도 74A. 2003_CON_01_AE gag.PEP. 도 74B. 2003_CON_01_AE gag.OPT (OPT = 코돈 최적화된 인

코딩 서열)

도 75A 및 75B. 도 75A. 2003_CON_02_AG gag.PEP. 도 75B. 2003_CON_02_AG gag.OPT (OPT = 코돈 최적화된 인

코딩 서열)

도 76A 및 76B. 도 76A. 2003_CON_03_ABG gag.PEP. 도 76B. 2003_CON_03_ABG gag.OPT (OPT = 코돈 최적화된

인코딩 서열)

도 77A 및 77B. 도 77A. 2003_CON_04_CFX gag.PEP. 도 77B. 2003_CON_04_CFX gag.OPT (OPT = 코돈 최적화된

인코딩 서열)

도 78A 및 78B. 도 78A. 2003_CON_06_CPX gag.PEP. 도 78B. 2003_CON_06_CPX gag.OPT (OPT = 코돈 최적화된

인코딩 서열)

도 79A 및 79B. 도 79A. 2003_CON_07_BC gag.PEP. 도 79B. 2003_CON_07_BC gag.OPT (OPT = 코돈 최적화된 인

코딩 서열)

도 80A 및 80B. 도 80A. 2003_CON_08_BC gag.PEP. 도 80B. 2003_CON_08_BC gag.OPT (OPT = 코돈 최적화된 인

코딩 서열)

도 81A 및 81B. 도 81A. 2003_CON_10_CD gag.PEP. 도 81B. 2003_CON_10_CD gag.OPT (OPT = 코돈 최적화된 인

코딩 서열)

도 82A 및 82B. 도 82A. 2003_CON_11_CPX gag.PEP. 도 82B. 2003_CON_11_CPX gag.OPT (OPT = 코돈 최적화된

인코딩 서열)
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도 83A 및 83B. 도 83A. 2003_CON_12_BF gag.PEP. 도 83B. 2003_CON_12_BF gag.OPT (OPT = 코돈 최적화된 인

코딩 서열)

도 84A 및 84B. 도 84A. 2003_CON_14_BG gag.PEP. 도 84B. 2003_CON_14_BG gag.OPT (OPT = 코돈 최적화된 인

코딩 서열)

도 85A 및 85B. 도 85A. 2003_CONS nef.PEP. 도 85B. 2003_CONS nef.OPT (OPT = 코돈 최적화된 인코딩 서열)

도 86A 및 86B. 도 86A. 2003_M GROUP.anc nef.PEP. 도 86B. 2003_M GROUP.anc.nef.OPT (OPT = 코돈 최적화된

인코딩 서열)

도 87A 및 87B. 도 87A. 2003_CON_A nef.PEP. 도 87B. 2003_CON_A nef.OPT (OPT = 코돈 최적화된 인코딩 서열)

도 88A - 88D. 도 88A. 2003_CON_A1 nef.PEP. 도 88B. 2003_CON_A1 nef.OPT. 도 88C. 2003_A1.anc nef.PEP.

도 88D. 2003_A1.anc nef.OPT. (OPT = 코돈 최적화된 인코딩 서열)

도 89A 및 89B. 도 89A. 2003_CON_A2 nef.PEP. 도 89B. 2003_CON_A2 nef.OPT (OPT = 코돈 최적화된 인코딩 서

열)

도 90A - 90D. 도 90A. 2003_CON_B nef.PEP. 도 90B. 2003_CON_B nef.OPT.

도 90C. 2003_B.anc nef.PEP. 도 90D. 2003_B.anc nef.OPT. (OPT = 코돈 최적화된 인코딩 서열)

도 91A 및 91B. 도 91A. 2003_CON_02_AG nef.PEP. 도 91B. 2003_CON_02_AG nef.OPT (OPT = 코돈 최적화된 인

코딩 서열)

도 92A - 92D. 도 92A. 2003_CON_C nef.PEP. 도 92B. 2003_CON_C nef.OPT. 도 90C. 2003_C.anc nef.PEP. 도

92D. 2003_C.anc nef.OPT. (OPT = 코돈 최적화된 인코딩 서열)

도 93A 및 93B. 도 93A. 2003_CON_D nef.PEP. 도 93B. 2003_CON_D nef.OPT (OPT = 코돈 최적화된 인코딩 서열)

도 94A 및 94B. 도 94A. 2003_CON_F1 nef.PEP. 도 94B. 2003_CON_F1 nef.OPT (OPT = 코돈 최적화된 인코딩 서

열)

도 95A 및 95B. 도 95A. 2003_CON_F2 nef.PEP. 도 95B. 2003_CON_F2 nef.OPT (OPT = 코돈 최적화된 인코딩 서

열)

도 96A 및 96B. 도 96A. 2003_CON_G nef.PEP. 도 96B. 2003_CON_G nef.OPT (OPT = 코돈 최적화된 인코딩 서열)

도 97A 및 97B. 도 97A. 2003_CON_H nef.PEP. 도 97B. 2003_CON_H nef.OPT (OPT = 코돈 최적화된 인코딩 서열)

도 98A 및 98B. 도 98A. 2003_CON_01_AE nef.PEP. 도 98B. 2003_CON_01_AE nef.OPT (OPT = 코돈 최적화된 인

코딩 서열)

도 99A 및 99B. 도 99A. 2003_CON_03_AE nef.PEP. 도 99B. 2003_CON_03_AE nef.OPT (OPT = 코돈 최적화된 인

코딩 서열)

도 100A 및 100B. 도 100A. 2003_CON_04_CFX nef.PEP. 도 100B. 2003_CON_04_CFX nef.OPT (OPT = 코돈 최적

화된 인코딩 서열)

도 101A 및 101B. 도 101A. 2003_CON_06_CFX nef.PEP. 도 101B. 2003_CON_06_CFX nef.OPT (OPT = 코돈 최적

화된 인코딩 서열)
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도 102A 및 102B. 도 102A. 2003_CON_08_BC nef.PEP. 도 102B. 2003_CON_08_BC nef.OPT (OPT = 코돈 최적화

된 인코딩 서열)

도 103A 및 103B. 도 103A. 2003_CON_10_CD nef.PEP. 도 103B. 2003_CON_10_CD nef.OPT (OPT = 코돈 최적화

된 인코딩 서열)

도 104A 및 104B. 도 104A. 2003_CON_11_CFX nef.PEP. 도 104B. 2003_CON_11_CFX nef.OPT (OPT = 코돈 최적

화된 인코딩 서열)

도 105A 및 105B. 도 105A. 2003_CON_12_BF nef.PEP. 도 105B. 2003_CON_12_BF nef.OPT (OPT = 코돈 최적화

된 인코딩 서열)

도 106A 및 106B. 도 106A. 2003_CON_14_BG nef.PEP. 도 106B. 2003_CON_14_BG nef.OPT (OPT = 코돈 최적화

된 인코딩 서열)

도 107A 및 107B. 도 107A. 2003_CON_S pol.PEP. 도 107B. 2003_CON_S pol.OPT (OPT = 코돈 최적화된 인코딩 서

열)

도 108A 및 108B. 도 108A. 2003_M GROUP anc pol.PEP. 도 108B. 2003_M.GROUP anc pol.OPT (OPT = 코돈 최적

화된 인코딩 서열)

도 109A - 109D. 도 109A. 2003_CON_A1 pol.PEP. 도 109B. 2003_CON_A1 pol.OPT. 도 109C. 2003_A1.anc

pol.PEP. 도 109D. 2003_A1.anc pol.OPT. (OPT = 코돈 최적화된 인코딩 서열)

도 110A 및 110B. 도 110A. 2003_CON_A2 pol.PEP. 도 110B. 2003_CON_A2 pol.OPT (OPT = 코돈 최적화된 인코

딩 서열)

도 111A - 111D. 도 111A. 2003_CON_B pol.PEP. 도 111B. 2003_CON_B pol.OPT. 도 111C. 2003_B.anc pol.PEP.

도 111D. 2003_B.anc pol.OPT. (OPT = 코돈 최적화된 인코딩 서열)

도 112A - 112D. 도 112A. 2003_CON_C pol.PEP. 도 112B. 2003_CON_C pol.OPT. 도 112C. 2003_C.anc pol.PEP.

도 112D. 2003_C.anc pol.OPT. (OPT = 코돈 최적화된 인코딩 서열)

도 113A 및 113B. 도 113A. 2003_CON_D pol.PEP. 도 113B. 2003_CON_D pol.OPT (OPT = 코돈 최적화된 인코딩 서

열)

도 114A 및 114B. 도 114A. 2003_CON_F1 pol.PEP. 도 114B. 2003_CON_F1 pol.OPT (OPT = 코돈 최적화된 인코딩

서열)

도 115A 및 115B. 도 115A. 2003_CON_F2 pol.PEP. 도 115B. 2003_CON_F2 pol.OPT (OPT = 코돈 최적화된 인코딩

서열)

도 116A 및 116B. 도 116A. 2003_CON_G pol.PEP. 도 116B. 2003_CON_G pol.OPT (OPT = 코돈 최적화된 인코딩

서열)

도 117A 및 117B. 도 117A. 2003_CON_H pol.PEP. 도 117B. 2003_CON_H pol.OPT (OPT = 코돈 최적화된 인코딩

서열)

도 118A 및 118B. 도 118A. 2003_CON_01_AE pol.PEP. 도 118B. 2003_CON_01_AE pol.OPT (OPT = 코돈 최적화

된 인코딩 서열)

도 119A 및 119B. 도 119A. 2003_CON_02_AG pol.PEP. 도 119B. 2003_CON_02_AG pol.OPT (OPT = 코돈 최적화

된 인코딩 서열)
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도 120A 및 120B. 도 120A. 2003_CON_03_AB pol.PEP. 도 120B. 2003_CON_03_AB pol.OPT (OPT = 코돈 최적화

된 인코딩 서열)

도 121A 및 121B. 도 121A. 2003_CON_04_CPX pol.PEP. 도 121B. 2003_CON_04_CPX pol.OPT (OPT = 코돈 최적

화된 인코딩 서열)

도 122A 및 122B. 도 122A. 2003_CON_06_CPX pol.PEP. 도 122B. 2003_CON_06_CPX pol.OPT (OPT = 코돈 최적

화된 인코딩 서열)

도 123A 및 123B. 도 123A. 2003_CON_08_BC pol.PEP. 도 123B. 2003_CON_08_BC pol.OPT (OPT = 코돈 최적화

된 인코딩 서열)

도 124A 및 124B. 도 124A. 2003_CON_10_CD pol.PEP. 도 124B. 2003_CON_10_CD pol.OPT (OPT = 코돈 최적화

된 인코딩 서열)

도 125A 및 125B. 도 125A. 2003_CON_11_CPX pol.PEP. 도 125B. 2003_CON_11_CPX pol.OPT (OPT = 코돈 최적

화된 인코딩 서열)

도 126A 및 126B. 도 126A. 2003_CON_12_BF pol.PEP. 도 126B. 2003_CON_12_BF pol.OPT (OPT = 코돈 최적화된

인코딩 서열)

도 127A 및 127B. 도 127A. 2003_CON_14_BG pol.PEP. 도 127B. 2003_CON_14_BG pol.OPT (OPT = 코돈 최적화

된 인코딩 서열)
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