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요약

  본 발명은 C형 간염 바이러스 (HCV) 감염 및 이와 관련된 증상 및 질병의 치료 및 예방에 유용한 방법 및 조성물에 관한

것이다. 특히, 본 발명은 HCV 단백질을 엔코딩하는 폴리뉴클레오티드 서열을 포함하는 DNA 백신, 및 본 발명의 백신을

투여하는 것을 포함하여 HCV로 감염된 개체를 치료하는 방법에 관한 것이다.

명세서

기술분야
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  본 발명은 C형 간염 바이러스 (HCV) 감염 및 이와 관련된 증상 및 질병을 치료하고 예방하는 데에 유용한 방법 및 조성

물에 관한 것이다. 특히, 본 발명은 HCV 코어 단백질을 엔코딩하는 폴리뉴클레오티드 서열 및 하나 이상의 추가의 HCV

단백질을 포함하는 DNA 백신, 및 본 발명의 백신을 투여하는 것을 포함하여 HCV로 감염된 개체를 치료하는 방법에 관한

것이다.

  HCV는 수혈후 및 지역사회 획득성 비 A, 비 B 간염의 주된 원인물질로서 최근 확인되었다. 약 1억 7천만명이 HCV로 만

성 감염되어 있고, 유병률은 1 내지 10% 이다. 유병률이 1.8%인 미국의 건강 관리 비용은 2십억 달러로 추산된다. 간 질환

의 40 내지 60%는 HCV로 인한 것이며, 30%의 UK 이식술은 HCV 감염에 따른 것이다. HCV가 초기에 무증상 감염이라

고 하더라도, 90%가 넘는 환자는 만성 질병으로 진행한다. 질환 경과는 통상적으로 만성 활동성 간염(70%)으로부터 섬유

증(fibrosis), 경변증(cirrhosis)(40%)에서 간세포암(60%)으로 진행한다. 감염에서 경변증까지의 정중 시간(median time)

은 20년이고, 간세포암종에 대한 이러한 시간은 20년이다 (Lauer G. and Walker B. 2001, N. Engl J. Med 345, 41,

Cohen J. 2001, Science 285 (5424) 26).

  HCV의 개선된 치료가 매우 필요한 실정이다. 현재 이용가능한 소분자 복제 억제제는 없다. 리바비린 및 페그인터페론

(PEGylated interferon)의 현재의 골드 스탠다드(gold standard)는 HCV 감염을 치료하기 위한 버팀줄이다. 그러나, 지속

된 반응을 달성하기 위한 현재의 방법의 능력은 부최적인 상태이다 (6개월 이하 동안 전체 50% 반응 속도이지만, 유전형

1b의 경우, 반응 속도는 보다 낮다(27%)). 이러한 치료는 또한 불쾌한 부작용과 관련된다. 이는 특히 치료한 지 최초 6개

월 후에 높은 폴 아웃 레이트(fall out rate)를 초래한다.

  몇몇 연구는 개개의 HCV 단백질이 DNA에 의한 면역화 후를 포함하여 정상 마우스에서 면역원성임을 밝혀내었다. 몇몇

HCV 백신은 현재 예방 또는 치료를 위한 임상 실험 단계에 있다. 현재 가장 진전된 임상 실험은 E1 또는 E2 외피 단백질

을 사용하는 카이론(Chiron) 및 인노제네틱스(Innogenetics)에 의한 2상 단계에 있는 것이다. 트랜스백스(Transvax)에

의한 에피토프 백신은 또한 2상 단계에 있다. DNA를 포함하는 다양한 전달 시스템을 사용하여 코어 및 비-구조 항원으로

부터의 서열을 사용하는 몇몇 백신은 전임상 개발 단계에 있다.

  HCV는 플라비비라대(flaviviradae) 과의 포지티브 스트란드 RNA 바이러스이며, 이의 게놈은 길이가 9.4kb이며 하나의

오픈 리딩 프레임을 지닌다. HCV 게놈은 하나의 폴리프로테인으로서 번역되며, 이는 그 후 숙주 및 바이러스 프로테아제

에 의해 프로세싱되어 구조 단백질 (코어, 외피 E1 및 E2, 및 p7) 및 다양한 효소 활성을 지닌 6개의 비-구조 단백질을 생

성시킨다. 1b 유전자형의 예인 HCV J4L6 단리물의 게놈은 수탁 번호 AF054247로서 발견되며 (Yanagi,M., St

Claire,M., Shapiro,M., Emerson,S.U., Purcell,R.H. and Bukh,J. "Transcripts of a chimeric cDNA clone of hepatitis

C virus genotype 1b are infectious in vivo". Virology 244 (1), 161-172 (1998)), 도 1에 도시되어 있다.

  외피 단백질은 인식, 결합 및 표적 세포상으로의 바이러스의 진입을 초래한다. 바이러스 복제에 관여하는 주요 비-구조

단백질로는 NS2 (Zn 의존성 메탈로프로테이나아제), NS3 (세린 프로테아제/헬리카나아제), NS4A (프로테아제 보조인

자), NS4B, NS5A 및 NS5B (RNA 중합효소)가 있다 (Bartenschlager B and Lohmann V. 2000. Replication of

hepatitis C virus. J. Gen Virol 81, 1631).

  HCV 폴리프로테인의 구조는 다음과 같이 표현될 수 있다 (숫자는 각각의 단백질의 최초 아미노산의 위치를 나타내고;

J4L6 단리물의 전체 폴리프로테인의 길이는 3010개 아미노산이다)

  

코어

1-191
 E1  E2  P7  NS2

NS3

1027-1657
 NS4A

NS4B

1712-1972
 NS5A

NS5B

2420-3010

  바이러스는 높은 돌연변이율을 지니며, 적어도 6개의 주요 유전자형이 보존적 영역 및 비보존적 영역의 뉴클레오티드 서

열을 기초로 하여 규정되었다. 그러나, 추가의 불균일성이 존재하는데, 이는 1명의 환자로부터 단리된 HCV가 항상 밀접하

게 관련된 게놈 또는 준-종 (quasi-species)의 혼합물로서 나타나기 때문이다.

  HCV 게놈은 고도의 유전자 변이를 나타내며, 이는 6개의 주요 유전자형 (1a, 1b, 2, 3, 4, 5 및 6)로 분류되어 있다. 유전

자형 1a, 1b, 2 및 3은 유럽, 북미 및 남미, 아시아, 중국, 일본 및 호주에서 가장 우세하다. 유전자형 4 및 5는 아프리카에

서 우세하며, 유전자형 6는 동남 아시아에서 우세하다.
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  HCV 감염의 개선된 치료법 및 다수의 HCV 유전자형을 치료할 수 있는 능력에 있어서 다양한 치료법을 제공하는 것이

매우 필요하다. 본 발명의 첫 번째 양태에 있어서, 다수의 유전자형에 대한 보호에 있어서 다양한 신규한 백신 제형이 제공

된다.

  하나 이상의 HCV 단백질을 엔코딩하는 폴리뉴클레오티드를 포함하는 HCV 백신은 공지되어 있다. NS3를 엔코딩하는

플라스미드 DNA 또는 세믈리키 포레스트 (Semliki Forest) 바이러스 벡터를 포함하는 백신이 브린스터(Brinster) 등에

의해 공지되었다 (2002, Journal of General Virology, 83, 369-381). NS5B를 엔코딩하는 폴리뉴클레오티드는 WO 99/

51781에 기재되어 있다. HCV E1, E1+E2 융합체, NS5A 및 NS5B 단백질을 엔코딩하는 코돈 최적화된 유전자 및 이를

포함하는 백신은 WO 97/47358에 기재되어 있다. WO 01/04149에는 코어, NS3, NS4 또는 NS5A 중에서 유래된 HCV

에피토프의 모자이크(mosaic)를 엔코딩하는 폴리펩티드 또는 폴리뉴클레오티드가 기재되어 있다. 백신에서 유용한 NS3,

NS4, NS5A 및 NS5B를 포함하는 융합 단백질, 및 이러한 융합 단백질을 엔코딩하는 DNA는 WO 01/30812에 기재되어

있으며; 임의로, 융합 단백질은 코어 단백질의 단편들을 포함하는 것으로 여겨진다. WO 03/031588에는 HCV 단백질

NS3-NS4A-NS4B-NS5A-NS5B를 엔코딩하는 백신으로서 사용하기에 적합한 아데노바이러스 벡터가 기재되어 있다.

  "프로세싱되지 않은" 코어 단백질 및 비-구조 단백질을 포함하는 폴리펩티드를 포함하는 백신은 WO 96/37606에 기재

되어 있다.

  본 발명은 코어, NS3, NS4B 및 NS5B인 HCV 단백질을 엔코딩하는 폴리뉴클레오티드 백신을 제공하는 것에 관한 것이

다. 본 발명의 폴리뉴클레오티드 백신은 NS4A HCV 단백질 및/또는 NS5A 단백질을 엔코딩하지 않는다. 바람직하게는,

본 발명의 폴리뉴클레오티드 백신은 코어, NS3, NS4B 및 NS5B HCV 단백질을 엔코딩하지만 그 밖의 HCV 단백질은 엔

코딩하지 않는다. 또한, 본 발명은 의학 및 HCV 감염의 치료 또는 예방을 위한 약제의 제조에서의 이들 항원을 엔코딩하는

폴리뉴클레오티드 백신의 용도를 제공한다.

  본 발명의 백신에서 사용되는 폴리뉴클레오티드 서열은 바람직하게는 DNA 서열이다.

  HCV 단백질을 엔코딩하는 폴리뉴클레오티드는 다수의 조합 또는 형태로 존재할 수 있다. 예를 들어, 단백질들은 개개의

단백질로서 발현되거나 융합 단백질로서 발현될 수 있다. DNA 또는 단백질 수준에서 존재할 수 있는 융합체의 예는

NS4B 및 NS5B (NS4B-NS5B)의 아미노산 서열을 함유하거나 이를 엔코딩하는 하나의 폴리펩티드 또는 폴리뉴클레오티

드로 구성된 이중 융합체, NS3-NS4B-NS5B의 아미노산 서열을 함유하거나 이를 엔코딩하는 삼중 융합체, 또는 본 발명

의 모든 4가지 항원의 융합체 (코어-NS3-NS4B-NS5B)일 것이다.

  본 발명의 바람직한 융합체는 NS4B 및 NS5B 사이 (NS4B-NS5B 또는 NS5B-NS4B); 및 코어 및 NS3 사이 (NS3-코어

또는 코어-NS3)의 이중 융합체를 엔코딩하는 폴리뉴클레오티드이다. 바람직한 삼중 융합체는 NS3-NS4B-NS5B의 아미

노산 서열을 엔코딩하는 폴리뉴클레오티드이다.

  단일 항원 또는 융합 단백질을 엔코딩하는 본 발명의 폴리뉴클레오티드는 하나의 발현 벡터 또는 다수의 발현 벡터들에

존재할 수 있다. 바람직하게는, 각각의 항원을 엔코딩하는 폴리뉴클레오티드는 동일한 발현 벡터 또는 플라스미드에 존재

한다. 이와 관련하여, HCV 단백질을 엔코딩하는 폴리뉴클레오티드는 하나의 발현 카세트, 또는 다수의 일련의 발현 카세

트내에 존재할 수 있다.

  다른 HCV 단백질의 발현을 최적화하기 위해, HCV 코어를 엔코딩하는 폴리뉴클레오티드는 바람직하게는 다른 HCV 단

백질 중 하나 이상을 엔코딩하는 폴리뉴클레오티드를 함유하는 발현 카세트의 다운스트림에 위치하는 발현 카세트에 존재

한다. 바람직하게는, HCV 코어 단백질은 NS5B를 엔코딩하는 폴리뉴클레오티드를 함유하는 발현 카세트의 다운스트림에

위치하는 발현 카세트에 바람직하게 존재한다.

  본 발명의 올리고뉴클레오티드 백신에 의해 엔코딩된 폴리펩티드는 전장 아미노산 서열을 포함할 수 있거나, 대안적으로

폴리펩티드는 짧아진 유전자의 발현 생성물이 전장 단백질과 교차 반응하는 면역 반응을 생성시킬 수 있기에 충분한 비율

의 전장 폴리뉴클레오티드 서열을 포함하는 한은 전장 단백질 보다 짧을 수 있다. 예를 들어, 본 발명의 폴리뉴클레오티드

는 최초 서열의 영역이 결실된 트렁케이팅된 HCV 단백질인 HCV 단백질의 단편을 엔코딩할 수 있으며, 최종 단편은 최초

의 전장 아미노산 서열의 90% 미만을 포함하고, 최초 서열의 70% 미만 또는 50% 미만일 수 있다. 또한, 길이가 8개 이상,

예를 들어 8개 내지 10개 아미노산 또는 20개, 50개, 60개, 70개, 80개, 100개, 150개 또는 200개 이하의 아미노산인 단
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편을 엔코딩하는 폴리뉴클레오티드는 엔코딩된 올리고 또는 폴리펩티드가 HCV 항원성을 나타내는 한은 본 발명의 범위

에 속하는 것으로 간주된다. 특히, 제한적이지는 않지만, 본 발명의 이러한 양태는 폴리뉴클레오티드가 완전한 HCV 단백

질 서열의 단편을 엔코딩하고 이러한 단백질의 하나 이상의 불연속 에피토프를 나타낼 수 있는 경우를 포함한다.

  본 발명의 바람직한 백신의 경우, HCV 폴리펩티드의 하나 이상, 바람직하게는 모두가 트렁케이션 또는 돌연변이에 의해

비활성화된다. 예를 들어, NS3의 헬리카아제 및 프로테아제 활성은 바람직하게는 유전자의 돌연변이에 의해 감소되거나

제거된다. 바람직하게는, 발현된 폴리펩티드의 NS5B 중합효소 활성은 돌연변이에 의해 감소되거나 제거된다. 바람직하게

는, 발현된 폴리펩티드의 NS4B 활성은 돌연변이에 의해 감소되거나 제거된다. 바람직하게는, 발현된 폴리펩티드의 코어

단백질의 활성은 트렁케이션 또는 돌연변이에 의해 감소되거나 제거된다. 이러한 견지에서 돌연변이는 폴리펩티드를 엔코

딩하는 폴리뉴클레오티드에 대한 첨가, 결실, 치환 또는 재배열 사건을 포함할 수 있다. 또한, 전장 서열은 두 개 이상의 별

도의 부분에서 발현될 수 이다.

  HCV 폴리펩티드인 NS3 및 NS5B의 기능적 구조 및 효소적 기능은 당 분야에 공지되어 있다.

  NS5B는 RNA-의존성 RNA 중합효소로서 공지되어 있다 (Qin et al., 2001, Hepatology, 33, pp 728-737; Lohmann et

al., 2000, Journal of Viral Hepatitis; Lohmann et al., 1997, Nov., Journal of Virology, 8416-8428; De Francesco et

al, 2000, Seminars in Liver Disease, 20(1), 69-83). NS5B 폴리펩티드는 4개의 기능적 모티프인 A, B, C 및 D를 지니

는 것으로 공지되어 있다.

  바람직하게는, 본 발명의 폴리뉴클레오티드 백신에 의해 엔코딩되는 NS5B 폴리펩티드 서열은 RNA-의존성 RNA 중합

효소 활성을 감소시키거나 제거하기 위해 변이된다. 바람직하게는, 폴리펩티드는 NS5B의 모티프 A를 붕괴시키도록 변이

되며, 예를 들어 위치 2639에서 아스파르트산 (D)이 글리신 (G)으로 치환되거나; 위치 2644에서 아스파르트산 (D)이 글

리신 (G)으로 치환된다. 바람직하게는, 백신 폴리뉴클레오티드에 의해 엔코딩되는 NS5B 폴리펩티드는 이러한 아스파르

트산 변이를 둘 모두 함유한다.

  바람직하게는, 엔코딩된 NS5B는 이의 모티프 C에서의 붕괴를 함유한다. 예를 들어, 불변 아스파르트산 잔기인 D2727가

H, N 또는 E로 변이되면 NS5B의 완전한 비활성화가 일어난다.

  바람직하게는, 본 발명의 DNA 백신에 의해 엔코딩된 NS5B는 모티프 A 돌연변이를 포함하며, 이는 모티프 C 돌연변이

를 임의로 포함할 수 있다. 모티프 A에서의 바람직한 변이는 아스파르트산 (D) 2639의 글리신으로의 돌연변이 및 아스파

르트산 (D) 2644의 글리신으로의 돌연변이를 포함한다. 바람직하게는, 둘 모두의 변이가 존재한다. 추가의 컨센서스 돌연

변이가 실시예 1의 하단부에 기술된 바와 같이 존재할 수 있다.

  NS3는 프로테아제 및 헬리카아제 활성 둘 모두를 지니는 것으로 공지되어 있다. 본 발명의 DNA 백신에 의해 엔코딩된

NS3 폴리펩티드는 바람직하게는 NS3의 프로테아제 및 헬리카아제 활성 둘 모두를 붕괴시키도록 변이된다. NS3의 프로

테아제 활성은 H-1083, D-1107 및 S-1165의 "세작용기 촉매 (catalytic triad)"에 연관된 것으로 알려져 있다. 바람직하

게는, 본 발명의 백신에 의해 엔코딩된 NS3는 세작용기 촉매 잔기에서 돌연변이를 포함하며, 가장 바람직하게는 NS3는

세린 1165에서 발린으로의 하나의 점 돌연변이를 포함한다 (De Francesco, R. Pessi, a and Steinkuhler C. 1998. The

hepatitis C Virus NS3 proteinase: structure and function of a zinc containing proteinase. Anti- Viral Therapy 3,

1-18).

  NS3의 구조 및 기능은 하기와 같이 표현될 수 있다:

  

 프로테아제  헬리카아제

  세작용기 촉매: 확립된 기능적 모티프:

  H-1083 I II III IV

  D-1107 GKS DECH TAT QRrGRtGR

  S-1165
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  NS3의 헬리카아제 활성에 대한 4개의 중요한 모티프 I, II, III 및 IV가 확인되었다. 바람직하게는, 본 발명의 DNA 백신에

의해 엔코딩된 NS3는 이들 모티프 중 하나 이상에 대한 붕괴성 돌연변이를 포함한다. 가장 바람직하게는, 아스파르트산

1316의 글루타민으로의 치환이 있다 (Paolini, C, Lahm A, De Francesco R and Gallinari P 2000, Mutational analysis

of hepatitis C virus NS3-associated helicase. J.Gen Virol. 81, 1649). 이러한 가장 바람직한 NS3 돌연변이인 S1165V

또는 D1316Q 중 어느 것도 공지되거나 추정된 T 세포 에피토프내에 존재하지 않는다.

  가장 바람직하게는, 본 발명의 DNA 백신에 의해 엔코딩된 NS3 폴리펩티드는 세린 (S) 1165에서 발린 (V)으로의 돌연변

이 및 아스파르트산 (D) 1316에서 글루타민 (Q)으로의 돌연변이를 포함한다. 또한, 실시예 1에 개시된 컨센서스 돌연변이

중 하나 이상이 존재할 수 있다.

  HCV 코어 단백질의 생물학적 기능은 복잡하고, 불연속적인 점 돌연변이와 상호관련되지 않는다 (McLauchlan J. 2000.

Properties of the hepatitis C virus core protein: a structural protein that modulates cellular processes. J of Viral

Hepatitis 7, 2-4). 코어가 림포톡신 β 수용체와 직접 상호작용하며, 또한 NFκB 및 PKR 경로를 간섭할 수 있고 세포 생존

및 아폽토시스에 영향을 미칠 수 있다는 증거가 있다. 코어를 발현하는 재조합 백시니아 작제물은 백시니아에 대한 세포성

반응을 억제하여 이를 생체내에서 보다 독성이 되게 하는 것으로 밝혀졌다.

  감염 동안, 코어 단백질은 숙주 세포 프로테아제에 의해 바이러스 폴리프로테인으로부터 2개의 부위에서 절단된다. 첫

번째 절단은 E1의 N-말단 단부를 생성시키는 191에서 이루어진다. 두 번째 절단이 일어나는 잔기는 그 위치가 정확히 결

정되지 않았고 아미노산 174 내지 191 사이에 존재하며, 이로써 길이가 약 17개 아미노산인 짧은 코어 펩티드 서열을 유

리시킨다 (McLauchlan J. (2000) J. Viral Hepatitis. 7, 2-14; YasuiK, Lau JYN, Mizokami M., et al., J. Virol 1998. 72

6048-6055).

  본 발명의 백신에서 사용되는 코어 폴리펩티드는 전장이거나 트렁케이팅된 형태이다. 코어 폴리펩티드는 전장일 수 있지

만, 코어 단백질의 임의의 활성을 제거하도록 재배열된 서열일 수 있다. 코어 폴리펩티드는 두 개 이상의 단편으로 스플릿

될 수 있으며, 가장 바람직하게는 코어 아미노산 1-65상으로 이어지는 아미노산 66-191으로 구성되고, 대안적으로 코어

아미노산 105-191에 이은 코어 아미노산 1-104로 구성된 폴리펩티드를 형성한다.

  가장 바람직하게는, 동일한 세포내에서 다른 HCV 단백질의 생성에 대한 코어의 네거티브 효과를 최소화시키기 위해, 사

용되는 코어 단백질은 트렁케이팅된 단백질이다. 본 발명의 이러한 양태에 있어서, 엔코딩되는 코어 단백질이 다른 HCV

단백질의 발현에 대한 코어의 억제 효과를 감소시키기에 충분한 양으로 카르복시 말단 단부로부터 트렁케이팅되는 것이

바람직하다. 가장 바람직하게는, 코어 단백질은 카르복시 말단 단부로부터 트렁케이팅되어, 생성된 단백질의 서열이 코어

의 두 번째 절단으로부터 생성된 천연 유리된 C-말단 펩티드를 결여하고; 더욱 바람직하게는, 단백질이 적어도 최종 10개

아미노산을 결여하고, 바람직하게는 적어도 최종 15개 아미노산을 결여하고, 더욱 바람직하게는 최종 20개 아미노산을 결

여하고, 더욱 바람직하게는 최종 26개 아미노산을 결여하고, 가장 바람직하게는 최종 40개 아미노산을 결여한다. 본 발명

에서 사용하기에 적합한 코어를 엔코딩하는 가장 바람직한 폴리뉴클레오티드는 아미노산 1-171, 1-165, 1-151을 함유

하는 트렁케이팅된 코어를 엔코딩하는 것들이다. 가장 바람직하게는, 본 발명에서 사용하기에 적합한 코어를 엔코딩하는

폴리뉴클레오티드는 아미노산 1-151 사이의 트렁케이팅된 코어 단백질을 엔코딩하는 폴리뉴클레오티드이다. 실시예 1에

개시된 하나 이상의 컨센서스 돌연변이 (consensus mutation)가 존재할 수 있다.

  본 발명의 폴리뉴클레오티드에 의해 엔코딩된 바람직한 NS4B 폴리펩티드는 HCV 단리물 및 유전자형 사이의 과가변성

인 영역을 제거하도록 N-말단 트렁케이션을 함유한다. 바람직하게는, NS4B 폴리펩티드는 N-말단으로부터 30 내지 100

개 아미노산, 더욱 바람직하게는 40 내지 80개 아미노산의 결실, 가장 바람직하게는 최초 N-말단 48개 아미노산의 결실을

함유한다 (J4 L6 단리물과 관련하여, 이것은 아미노산 1760에 대한 트렁케이션에 상응하며, 이는 NS4B의 최초 48개 아미

노산의 상실이다; 다른 HCV 단리물에서의 동등한 트렁케이션은 또한 본 발명의 일부를 형성한다). 추가로, NS4B 서열은

둘 이상의 단편으로 분할될 수 있고, 야생형 분자에서 발견되는 서열과 상이한 순서로 정렬된 NS4B의 서열을 지닌 폴리펩

티드로 발현될 수 있다.

  본 발명의 백신에 존재하는 폴리뉴클레오티드는 HCV 바이러스에서 발견되는 천연 뉴클레오티드 서열을 포함할 수 있지

만, 뉴클레오티드 서열은 포유동물 세포에서의 발현을 위해 코돈 최적화되는 것이 바람직하다.

  코돈 최적화 이외에, HCV 코어, NS3, NS4B 및 NS5B를 엔코딩하는 본 발명의 폴리뉴클레오티드에서의 코돈 유씨지

(usage)는 희귀(rare) 코돈이 집중된 클러스터에서 출현하지 않고, 대조적으로 폴리뉴클레오티드 서열 전체에 걸쳐 비교

적 균일하게 이격되거나 코돈 최적화된 유전자로부터 배제되도록 변경되는 것이 바람직하다.
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  DNA 코드는 4개의 문자 (A, T, C 및 G)를 지니며, 생물체의 유전자에서 엔코딩되는 단백질의 아미노산을 표현하는 3문

자 "코돈"을 규정하기 위해 이들을 사용한다. DNA 분자에 걸친 코돈의 선형 서열은 이러한 유전자에 의해 엔코딩되는 단

백질(들)의 아미노산의 선형 서열로 번역된다. 코드는 매우 축중성인데, 61개 코돈이 20개의 천연 아미노산 서열을 코딩하

며 3개의 코돈이 "정지" 신호를 나타낸다. 따라서, 대부분의 아미노산은 하나 이상의 코돈에 의해 코딩되며, 실제로 몇몇

아미노산은 4개 이상의 상이한 코돈에 의해 코딩된다.

  하나 이상의 코돈이 주어진 아미노산을 코딩하는 데에 이용될 수 있는 경우, 생물체의 코돈 유씨지 패턴은 매우 무작위적

이지 않은 것으로 관찰되었다. 상이한 종은 이들의 코돈 선택에서 상이한 편향을 나타내며, 추가로 코돈의 이용은 고수준

및 저수준으로 발현되는 유전자들 사이에서 하나의 종에서 현저히 상이할 수 있다. 이러한 편향은 바이러스, 식물, 세균 및

포유동물 세포에서 상이하며, 몇몇 종은 다른 종들 보다 무작위 코돈 선택에서 벗어난 다른 강력한 편향을 나타낸다. 예를

들어, 인간 및 다른 포유동물는 특정 세균 또는 바이러스 보다 덜 강력하게 편향된다. 이러한 이유로, 대장균에서 발현된

포유동물 유전자 또는 포유동물 세포에서 발현된 바이러스 유전자는 효율적 발현에 부적절한 코돈의 분포를 지닐 것이라

는 현저한 개연성이 존재한다. 그러나, 대장균 발현에 적합한 코돈 유씨지 패턴을 지닌 유전자는 인간에서 또한 효율적으

로 발현될 수 있다. 발현이 일어날 숙주에서 드물게 관찰되는 코돈의 클러스터의 이종성 DNA 서열의 존재는 그러한 숙주

에서의 낮은 이종 발현 수준을 예고하는 것으로 믿어진다.

  숙주에서 희귀한 코돈으로부터 숙주 우선적 코돈으로 코돈을 변화시키는 것 ("코돈 최적화")이 이종 발현 수준을 향상시

킨다는 다수의 예가 있고, 예를 들어 BPV (소과동물 파필로마 바이러스) 후기 유전자 L1 및 L2가 포유동물 코돈 유씨지

패턴을 위해 코돈 최적화되었고, 이는 포유동물 (Cos-1) 세포 배양에서 야생형 HPV 서열에 비해 증가된 발현 수준을 제

공하는 것으로 나타났다 (Zhou et. al. J. Virol 1999. 73, 4972-4982). 이러한 실험에서, 포유동물에서 보다 BPV에서 2

회 이상으로 빈번히 출현했던 각각의 BPV 코돈 (2 보다 큰 유씨지 비 (usage ratio)) 및 유씨지 비가 1.5 보다 큰 대부분의

코돈이 우선적으로 사용되는 포유동물 코돈에 의해 보존적으로 대체되었다. WO97/31115, WO97/48370 및 WO98/

34640 (Merck & Co., Inc.)에는, HIV 유전자 또는 이의 세그먼트의 코돈 최적화가 코돈 최적화된 서열이 최적화가 테일

러링(tailoring)된 숙주 포유동물에서 DNA 백신으로서 사용되는 경우에 증가된 단백질 발현 및 개선된 면역원성을 생성시

키는 것으로 밝혀졌다. 이들 문헌에 있어서, 서열은 전적으로 최적화된 코돈으로 구성되는데 (이것이 원하지 않는 제한 부

위, 인트론 스플라이스 부위 등을 도입시키는 경우를 제외함), 이는 각각의 바이러스 코돈이 의도된 숙주에 대한 최적의 코

돈으로 보존적으로 대체되기 때문이다.

  "코돈 유씨지 패턴"이란 용어는 해당 뉴클레오티드 서열, 유전자 또는 유전자의 부류 (예를 들어, 고도로 발현되는 포유동

물 유전자)의 모든 코돈에 대한 평균 빈도를 나타낸다. 인간을 포함하는 포유동물에 대한 코돈 유씨지 패턴은 이미 공지되

어 있다 (참조: Nakamura et. al. Nucleic Acids Research 1996, 24:214-215).

  본 발명의 폴리뉴클레오티드에 있어서, 코돈 유씨지 패턴은 바람직하게는 표적 생물체, 예를 들어 대장균 또는 포유동물,

특히 인간의 코돈 편형을 보다 가까이 나타내도록 HCV에 전형적인 코돈으로부터 변경된다. "코돈 유씨지 계수" 또는 코돈

어댑테이션(adaptation) 지수 (Sharp PM. Li WH. Nucleic Acids Research. 153:1281-95, 1987)은 주어진 폴리뉴클레

오티드 서열의 코돈 유씨지 패턴이 표적 종의 코돈 유씨지 패턴과 유사한 정도를 나타내는 척도이다. 61개 코돈 각각에 대

한 코돈 빈도 (선택된 부류의 유전자의 1000개 코돈 당 출현 횟수로서 표현됨)는 20개의 천연 아미노산 각각에 대해 표준

화되며, 이로써 각각의 아미노산에 대해 가장 빈번히 사용된 코돈에 대한 수치는 1로 설정되고 덜 흔한 코돈에 대한 빈도

는 0 내지 1 사이에 있게 되도록 비례적으로 스케일링된다. 따라서, 61개 코돈 각각에는 표적 종의 고도로 발현된 유전자

에 대해 1 이하의 수치가 할당된다. 이는 우선값 (W)으로서 언급된다. 동일한 종의 고도로 발현되는 유전자에 대한 특정

폴리뉴클레오티드에 대한 코돈 유씨지 계수를 계산하기 위해, 특정 폴리뉴클레오티드의 각각의 코돈에 대한 스케일링된

값을 기록하고, 이러한 모든 값의 기하 평균을 취한다 (이들 값의 자연 로그의 합을 전체 코돈 수로 나누고 역로그를 취함

으로써). 계수는 0 내지 1 사이의 값을 지니며, 계수가 클수록 폴리뉴클레오티드에서의 코돈이 더욱 빈번히 사용되는 코돈

이다. 폴리뉴클레오티드 서열이 1의 코돈 유씨지 계수를 지니는 경우, 모든 코돈은 표적 종의 고도로 발현된 유전자에 대

한 "가장 빈번한" 코돈이다.

  본 발명은 HCV 코어, NS3, NS4B 또는 NS5B 아미노산 서열을 엔코딩하는 폴리뉴클레오티드 서열을 제공하며, 여기서

폴리뉴클레오티드 서열의 코돈 유씨지 패턴은 고도로 발현되는 포유동물 유전자의 코돈 유씨지 패턴과 유사하다. 바람직

하게는, 폴리뉴클레오티드 서열은 DNA 서열이다. 바람직하게는, 폴리뉴클레오티드 서열의 코돈 유씨지 패턴은 고도로 발

현된 인간 유전자의 코돈 유씨지 패턴과 유사하다.

  HCV 코어 (1-191)를 엔코딩하는 코돈 최적화된 폴리뉴클레오티드 서열은 도 2에 도시되어 있다. S1165V 및 D1316Q

폴리펩티드 돌연변이를 포함하는 HCV NS3를 엔코딩하는 코돈 최적화된 폴리뉴클레오티드 서열은 도 3에 도시되어 있

공개특허 10-2005-0085009

- 6 -



다. 폴리펩티드의 N 말단 1-48 트렁케이션을 포함하는 HCV NS4B를 엔코딩하는 코돈 최적화된 폴리뉴클레오티드 서열

은 도 4에 도시되어 있다. D2639G 및 D2644G 폴리펩티드 돌연변이를 포함하는 HCV NS5B를 엔코딩하는 코돈 최적화

된 폴리뉴클레오티드 서열은 도 5에 도시되어 있다.

  따라서, 본 발명의 백신을 형성하기 위해 HCV 코어, NS3, NS4B 또는 NS5B 아미노산 서열을 엔코딩하는 다수의 코돈을

함께 포함하는 합성 유전자가 제공되며, 여기서 아미노산 서열을 엔코딩하기 위해 사용되는 가능한 코돈의 선택은 최적의

포유동물 코돈 유씨지와 유사하도록 변화되어, 합성 유전자내의 코돈 유씨지의 빈도가 C형 간염 바이러스 유전자 보다 고

도로 발현되는 포유동물 유전자의 코돈 유씨지의 빈도와 더욱 가깝게 유사해진다. 바람직하게는, 코돈 유씨지 패턴은 고도

로 발현되는 인간 유전자에 대한 코돈 유씨지 패턴과 실질적으로 동일하다. "천연" HCV 코어, NS3, NS4B 및 NS5B 서열

은 코돈 유씨지를 위해 분석되었다. HCV 단백질에 대한 코돈 유씨지 계수는 코어 (0.487), NS3 (0.482), NS4B (0.481)

및 NS5B (0.459) 이다. 본 발명의 폴리뉴클레오티드는 일반적으로 0.5 보다 크고, 바람직하게는 0.6 보다 크고, 가장 바람

직하게는 0.7 보다 크지만 1 보다 작은 고도로 발현되는 인간 유전자에 대한 코돈 유씨지 계수 (상기 정의된 바와 같음)를

지닐 것이다. 바람직하게는, 폴리뉴클레오티드는 또한 0.5 보다 크고, 바람직하게는 0.6 보다 크고, 가장 바람직하게는

0.7 보다 큰 고도로 발현된 대장균 유전자에 대한 코돈 유씨지 계수를 지닐 것이다.

  코돈 최적화 이외에, 합성 유전자는 희귀 코돈의 클러스터의 출현을 배제시키기 위해 또한 변이된다. 이는 두 가지 방법

중 하나로 달성될 수 있다. 이것을 달성하는 바람직한 방법은 유전자 서열로부터 희귀 코돈을 배제시키는 것이다. 희귀 코

돈을 규정하기 위한 한 가지 방법은 표적 생물체의 고도로 발현되는 유전자 중 특정 아미노산에 대해 사용되는 코돈 중

20% 미만을 나타내는 코돈, 바람직하게는 10% 미만을 나타내는 코돈이다. 또한, 희귀 코돈은 표적 생물체의 고도로 발현

되는 유전자에서 0.3 미만, 바람직하게는 0.2 미만의 상대적인 동의적(synonymous) 코돈 유씨지 (RSCU)를 지닌 코돈으

로서 규정될 수 있다. RSCU 값은 특정 아미노산에 대한 모든 코돈이 동일하게 빈번히 사용되는 경우에 예상되는 수로 나

누어진 관찰된 코돈 수이다. 희귀 코돈의 적절한 정의는 당업자에게 명백할 것이다.

  또한, HCV 코어, NS3, NS4B 및 NS5B 폴리뉴클레오티드는 집중된 영역에 존재하는 희귀한 비최적 코돈의 클러스터링

을 억제하도록 최적화된다. 따라서, 폴리뉴클레오티드는 RSCU가 0.4 미만 (더욱 바람직하게는 0.3 미만)인 코돈과 같은

개개의 희귀 코돈이 폴리뉴클레오티드 전체에 걸쳐 균일하게 이격되어 있게 되도록 최적화된다.

  코돈 최적화된 변이된 코어, NS3 및 NS5B의 발현 수준은 웨스턴 블롯에 의해 평가하여 야생형에 비해 증가된 것으로 밝

혀졌다. 트렁케이팅된 코돈 최적화된 NS4B는 NS5B와의 융합체로서 발현되었고, 융합체는 잘 발현된다.

  본 발명의 백신은 HCV 폴리펩티드의 개개의 발현을 유도하는 벡터를 포함할 수 있고, 대안적으로 HCV 폴리펩티드는 하

나 이상의 융합 단백질로서 발현될 수 있다.

  본 발명의 바람직한 백신은 하기 조합체들을 포함하는 단백질 또는 폴리뉴클레오티드 수준에서의 4중 융합체를 포함한

다:
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  그 밖의 바람직한 융합체는 HCV 조합체 1, 2 및 3과 유사하지만, 코어 단백질은 트렁케이팅된 코어 단백질, 전형적인 코

어 1-151이다. 본 발명의 다른 바람직한 백신은 하기 제공되며, 이들은 동일한 플라스미드내의 상이한 발현 카세트에 존

재하는 폴리뉴클레오티드 이중 및 삼중 융합체를 포함하며, 각각의 카세트는 프로모터 단위 (예를 들어, HCMV IE)의 독립

적인 제어를 받는다 (화살표로 표시됨).

  이러한 이중 프로모터 작제물은 동일한 세포내에서 두 개의 별도의 단백질 (하기 표시된 바와 같음)로서 4개의 단백질 항

원의 발현을 유도한다.

  

  

  바람직한 작제물은 HCV 조합체 7, 9, 11 또는 12 이다. 특히 바람직한 작제물은 7 및 11 이다.
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  본 발명의 또 다른 양태에 있어서, 폴리뉴클레오티드 백신은 임의로 코어 단백질을 엔코딩하는 폴리뉴클레오티드를 함유

하지 않는다. 예를 들어, 본 발명의 이러한 양태의 바람직한 폴리뉴클레오티드는 하기 조합체들을 포함한다:

  

  상기 HCV 조합체 E-L에 대해서, 사용되는 술어, 예를들어, (코어NS3) + (NS4B5B)는 개개의 프로모터에 의해 각각 독

립적으로 조절되는 두개의 발현 카세트를 포함하는 폴리뉴클레오티드 벡터를 나타내기 위한 것으로 해석되고, 이 예의 경

우에는, 하나의 발현 카세트는 코어NS3 이중 융합 단백질을 엔코딩하고 다른 하나는 NS4B-NS5B 이중 융합 단백질을 엔

코딩한다. 각각의 HCV 조합체 E-L은 이에 따라 해석되어야 한다.

  상기 HCV 조합체 A-L은 HCV 단백질, 폴리프로테인 융합체, 또는 폴리뉴클레오티드의 상대 배향(relative orientation)

을 나타낸다. 상기 HCV 조합체 A-L 모두는 또한 성분 단백질의 활성을 제거하기 위해 각각의 바람직한 돌연변이 또는 트

렁케이션(truncation)을 지니는 것으로 기술됨이 본원에 특히 기재되어 있다. 예를들어, 조합체 A-L의 바람직한 변형체

(다른 방법으로 달리 지시되지 않는 경우)는 코어(1-191(정확한 순서의 완전한 서열이거나 생물학적 활성을 무력화시키

기 위해 두개 이상의 단편으로 분할됨) 또는 바람직하게는, 이의 절단된 형태 1-151 또는 1-165 또는 1-171로 존재하는

코어);NS3 1027-1657(헬리카아제(아스파르트산 1316 대신 글루타민) 및 프로테아제(세린 1165 대신 발린) 활성을 비

활성화시키는 돌연변이); NS5B 2420-3010(중합효소 활성을 비활성시키는 아스파르트산 2639 대신 글리신 및 아스파르

트산 2644 대신 글리신으로의 돌연변이, 모티프A); 및 NS4B 1712-1972(N-말단의 고도로 가변성인 단편을 제거하기 위

해 임의로 1760-1972로 트렁케이션됨)에 대한 뉴클레오티드 서열을 포함한다.

  본 발명은 상기에 기재된 바와 같은 신규 DNA 백신 및 폴리펩티드를 제공한다. 또한 본 발명에 의해 제공되는 것은 기재

된 폴리펩티드의 유사체(analogue) 및 이를 포함하는 DNA 백신이다.

  용어 "유사체"는 본 발명의 또 다른 폴리뉴클레오티드와 같은 동일한 아미노산 서열을 엔코딩하지만 유전암호(genetic

code)의 중복성(redundancy)을 통해서 상이한 뉴클레오티드 서열을 지니며, 예를들어, 동일한 코돈 유씨지(codon

usage) 계수 또는 다른 폴리뉴클레오티드의 코돈 유씨지 계수의 0.1 이내, 바람직하게는 0.05이내의 코돈 유씨지 계수를

지니는 동일한 코돈 유씨지 패턴을 유지하는 폴리뉴클레오티드를 언급한다.

  HCV 폴리뉴클레오티드 서열은 임의의 다양한 HCV 유전자형(genotype), 스트레인(strain) 또는 단리물(isolate) 중 어

느 하나로부터 유도될 수 있다. HCV 단리물는 HCV 1(1a, 1b 또는 1c), HCV 2(2a, 2b 또는 2c), HCV 3(3a, 3b 또는

10a), HCV 4(4a), HCV 5(5a) 및 HCV 6(6a, 6b, 7b, 8b, 9a 및 11a)의 하나 이상의 서브타입(subtype)을 포함하는 6개

의 주요한 유전자형으로 분류될 수 있다(Simmonds, J. Gen. Virol., 2001, 693-712). 본 발명에서, 각 HCV 단백질은 동

일한 HCV 유전자형 또는 서브타입, 또는 대안적으로 HCV 유전자형 또는 서브유닛의 임의의 조합의 폴리뉴클레오티드 서

열로부터 유도될 수 있고, HCV 단백질이 사용될 수 있다. 바람직하게는, 유전자는 감염성의 클론 J4L6(수탁번호

AF0542478 - 도 1 참조)와 같은 유형 1b의 유전자형으로부터 유도된다.

  서열분석된 특정한 스트레인은 HCV-J(Kato et al., 1990, PNAS, USA, 87;9724-9528) 및 BK(Takamizawa et al.,

1991, J. Virol. 65:1105-1113)를 포함한다.

  본 발명에 따른 폴리뉴클레오티드는 엔코딩된 단백질의 발현에 의한 생산에 유용성을 지니고, 이러한 발현은 시험관내,

생체내 또는 생체외에서 일어날 수 있다. 그러므로, 뉴클레오티드는 예를들어, 수율을 증가시키기 위해 재조합 단백질 합

성에 포함될 수 있거나, 실제로 DNA 백신접종 기술에서 그 자체로 치료제로서 사용될 수 있다. 본 발명의 폴리뉴클레오티
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드가 시험관내 또는 생체외에서 엔코딩되는 단백질의 생성에 사용되는 경우, 예를들어, 세포 배양에서의 세포는 발현시키

려는 폴리뉴클레오티드를 포함하도록 변형될 것이다. 이러한 세포는 일시적, 또는 바람직하게는 안정적인 포유동물 세포

주(cell line)를 포함한다. 본 발명에 따른 폴리프로테인을 엔코딩하는 벡터의 삽입으로 변형될 수 있는 세포의 특정한 예는

포유동물 HEK293T, CHO, HeLa, 293 및 COS 세포를 포함한다. 바람직하게는, 선택된 세포주는 안정적일뿐만 아니라,

폴리프로테인의 성숙한 당화(glycosylation) 및 세포 표면 발현을 가능하게 하는 세포주일 것이다. 발현은 형질전환된 난

모세포에서 이루어질 수 있다. 폴리펩티드는 유전자이식된 비-인간 동물, 바람직하게는 마우스에서 본 발명의 폴리뉴클레

오티드로부터 발현될 수 있다. 본 발명의 폴리뉴클레오티드로부터 폴리펩티드를 발현하는 유전자이식된 비-인간 동물은

본 발명의 범위내에 포함된다.

  본 발명은 본 발명의 뉴클레오티드 서열을 포함하는 발현 벡터를 포함한다. 이러한 발현 벡터는 분자생물학의 분야에서

일상적으로 작제되고, 예를들어, 플라스미드 DNA 및 적합한 개시인자(initiator), 프로모터, 인핸서(enhancer) 및 단백질

을 발현시키기 위해 필요할 수 있고 정확한 배향으로 위치되는 폴리아데닐레이션 신호와 같은 기타 엘리먼트의 사용을 포

함할 수 있다. 다른 적합한 벡터는 당업자에게 명백할 것이다. 이에 관해 추가의 예로서, 본 발명자들은 샘브룩(Sambrook)

등의 문헌 [Molecular Cloning: a Laboratory Manual. 2nd Edition. CHS Laboratory Press.(1989)]을 참고한다.

  바람직하게는, 본 발명의 폴리뉴클레오티드, 또는 본 발명에서 벡터내에 사용되는 폴리뉴클레오티드는 숙주세포에 의한

코딩 서열의 발현을 제공할 수 있는 조절 서열에 작동가능하게 연결되는데, 즉 벡터는 발현 벡터다. 용어 "작동가능하게 연

결된"은 기재된 성분들이 이들의 의도된 방식으로 기능할 수 있게 하는 관계로 존재하는 병렬구조를 말한다. 코딩 서열에 "

작동가능하게 연결된" 프로모터와 같은 조절 서열은 코딩 서열의 발현이 조절 서열과 양립하는 상태하에서 이루어지는 방

식으로 배치된다.

  발현 카세트는 관심 서열 또는 관심 유전자의 발현을 유도할 수 있는 어셈블리이다. 발현 카세트는 관심 유전자에 작동가

능하게 연결된 프로모터와 같은 조절 요소를 포함한다.

  벡터는 예를들어, 복제 기점(replication origin), 임의로 폴리뉴클레오티드의 발현을 위한 프로모터 및 임의로 프로모터

의 조절물질을 갖춘 플라스미드, 인공 염색체(예를들어, BAC, PAC, YAC), 바이러스 또는 파지(phage) 벡터일 수 있다.

벡터는 하나 이상의 선택성 마커 유전자, 예를들어, 박테리아 플라스미드의 경우에서 앰피실린 또는 카나마이신 내성 유전

자 또는 진균 벡터를 위한 내성 유전자를 함유할 수 있다. 벡터는 예를들어, DNA 또는 RNA의 생성을 위해 시험관내에서

사용되거나, 예를들어, 벡터에 의해 엔코딩되는 단백질의 생성을 위한 숙주 세포, 예를들어, 포유동물 숙주 세포를 트랜스

펙션시키거나 형질전환시키기 위해 사용될 수 있다. 벡터는 또한, 예를들어, DNA 백신접종법 또는 유전자 요법에서 생체

내에서 사용되도록 개조될 수 있다.

  프로모터 및 기타 발현 조절 신호는 발현을 일으키고자 하는 숙주 세포와 양립가능하도록 선택될 수 있다. 예를들어, 포

유동물 프로모터는 카드뮴과 같은 중금속에 반응하여 유도될 수 있는 메탈로티오네인(metallothionein) 프로모터, 및 β-

액틴 프로모터를 포함한다. 바이러스 프로모터, 예를 들어 SV40 거대 T 항원(large T antigen) 프로모터, 인간 사이토메

갈로바이러스(CMV) 즉시형 초기(IE) 프로모터, 라우스 육종 바이러스(rous sarcoma virus) LTR 프로모터, 아데노바이

러스 프로모터, 또는 HPV 프로모터, 특히 HPV 업스트림 조절 업스트림 조절 영역(upstream regulatory region, UPR)이

또한 사용될 수 있다. 모든 이들 프로모터는 널리 공지되어 있고, 당 분야에서 쉽게 구입할 수 있다.

  적합한 바이러스 벡터의 예는 헤르페스 심플렉스 바이러스 벡터(herpes simplex viral vector), 백시니아(vaccinia) 또

는 알파-바이러스 벡터 및 렌티바이러스(lentivirus), 아데노바이러스 및 아데노-관련 바이러스를 포함하는 레트로바이러

스를 포함한다. 이들 바이러스를 사용하는 유전자 트랜스퍼(gene transfer) 기술은 당업자에게 공지되어 있다. 예를들어,

레트로바이러스 벡터는 본 발명의 폴리뉴클레오티드를 숙주 게놈(genome)으로 안정적으로 통합시키기 위해 사용될 수

있으나, 이러한 재조합은 바람직하지 않다. 대조적으로 복제 결핍 아데노바이러스 벡터는 에피솜(episome)적으로 유지되

므로, 일시적인 발현을 가능하게 한다. 곤충 세포(예를들어, 바큘로바이러스(baculovirus) 벡터), 인간 세포 또는 박테리아

에서 발현을 유도할 수 있는 벡터는 예를들어, 서브유닛 백신 또는 면역분석법(immunoassay)의 용도를 위해 본 발명의 폴

리뉴클레오티드에 의해 엔코딩되는 다량의 HCV 단백질을 생성하기 위해서 사용될 수 있다.

  추가의 양태에서, 본 발명은 본원에 기재된 바와 같은 폴리뉴클레오티드 서열을 포함하는 약학적 조성물을 제공한다. 바

람직하게는, 조성물은 본 발명의 두 번째 양태에 따른 DNA 벡터를 포함한다. 바람직한 구체예에서, 조성물은 다수의 입자,

바람직하게는, 폴리뉴클레오티드 서열의 코돈 유씨지 패턴이 고도로 발현된 포유동물 유전자, 특히 인간 유전자의 코돈 유
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씨지 패턴과 유사한 HCV 아미노산 서열을 엔코딩하는 폴리뉴클레오티드 서열을 엔코딩하는 벡터를 포함하는 DNA로 코

팅된 골드 입자(gold particle)를 포함한다. 대안적인 구체예에서, 조성물은 약학적으로 허용되는 부형제 및 본 발명의 두

번째 양태에 따른 DNA 벡터를 포함한다. 조성물은 또한 보조제를 포함할 수 있다.

  DNA 백신은 액체 백신의 근육으로의 간질성(interstitial) 투여(WO90/11092) 또는 근육내 주사와는 다른 메커니즘에 의

해 전달될 수 있다. 예를들어, 피부로의 전달은 면역 메커니즘이 피부 및 점막과 같은 감염에 대한 장벽인 조직에서 면역

메커니즘이 고도로 활발하다는 사실을 이용한다. 피부로의 전달은 주사, 제트 주사기(jet injector)(이는 피부, 또는 근육을

포함하는 하부조직으로 액체를 압력하에서 강제로 밀어넣음), 또는 입자 봄바드먼트(bombardment)에 의해 이루어질 수

있고, 여기서 DNA는 상피를 관통하기에 충분한 농도의 입자상으로 코팅될 수 있다(미국 특허 제 5371015호). 예를들어,

뉴클레오티드 서열은 예를들어, 문헌[Haynes et al J. Biotechnology 44: 37-42(1996)]에 기재된 바와 같이, 금 비드로

코팅된 후, 고압하에서 상피내로 투여되는 플라스미드로 혼입될 수 있다. 피부로의 이들 입자의 투입은 상피세포 및 상피

랑게르한스 세포(epidermal Langerhan cell)의 직접적 트랜스펙션을 일으킨다. 랑게르한스 세포는 DNA를 흡수하고, 엔

코딩된 펩티드를 발현하고, 이들을 세포 표면 MHC 단백질상에 디스플레이하기 위해 프로세싱하는 항원제시세포(antigen

presenting cell, APC)이다. 트랜스펙션된 랑게르한스 세포는 이들이 디스플레이된 항원 단편을 림프구(lymphocyte)에

제시하는 림프절(lymph node)로 이동하여, 면역 반응을 일으킨다. 피부로의 입자 매개 전달에 의해 면역 반응을 유도하기

위해 매우 적은 양의 DNA(1㎍ 미만, 종종 0.5㎍ 미만)가 필요하고, 이는 직접적인 근육내 주사 이후에 면역 반응을 생성하

기 위해 필요한 것으로 공지된 ㎎ 양의 DNA와 대조적이다.

  본 발명의 폴리뉴클레오티드가 예를들어, DNA 백신접종에서와 같이 치료제로서 사용되는 경우, 핵산이 백신접종시키려

는 포유동물 예를들어, 인간에게 투여될 것이다. RNA 또는 DNA, 바람직하게는 DNA와 같은 핵산은 상기에 기재된 벡터

와 같은 벡터의 형태로 제공되고, 이는 포유동물의 세포내에서 발현될 수 있다. 폴리뉴클레오티드는 임의의 이용가능한 기

술에 의해 투여될 수 있다. 예를들어, 핵산은 바람직하게는 피부내, 피하 또는 근육내로 바늘 주사에 의해 주입될 수 있다.

대안적으로, 핵산은 입자 매개 DNA 전달(particle-mediated DNA delivery, PMDD)과 같은 핵산 전달 장치를 사용하여

피부내로 직접적으로 전달될 수 있다. 이 방법에서, 비활성 입자(예를들어, 골드 비드)는 핵산으로 코팅되고, 예를들어, 투

입 장치로부터 고압하에서의 방출에 의해 입자를 수용자의 표면(예를들어, 피부)을 통과시킬 수 있기에 충분한 속도로 가

속된다. (본 발명의 핵산 분자로 코팅되는 입자는 본 발명의 범위 내이고, 이러한 입자가 로딩된 전달 장치도 마찬가지이

다.). 바람직하게는, 조성물은 0.5 내지 5㎛, 약 2㎛의 평균 직경을 지니는 골드 입자를 포함한다. 바람직한 구체예에서, 코

팅된 골드 비드는 카트리지로서 작용할 수 있는 튜브내로 로딩되어, 각 카트리지는 , 0.1 내지 5㎍, 바람직하게는 약 0.5㎍

DNA/카트리지로 코팅된 0.1 내지 1㎎, 바람직하게는 0.5㎎의 골드를 함유하게 된다.

  본 발명의 또 다른 양태에 따르면, 본원에 기재된 바와 같은 폴리뉴클레오티드 서열을 포함하는 숙주 세포가 제공된다.

숙주 세포는 박테리아, 예를들어, 대장균, 포유동물, 예를들어, 인간일 수 있거나 곤충 세포일 수 있다. 본 발명에 따른 벡터

를 포함하는 포유동물 세포는 시험관내에서 트랜스펙션된 배양된 세포일 수 있거나, 벡터를 포유동물에 투여함으로써 생

체내에서 트랜스펙션될 수 있다.

  추가의 양태에서, 본 발명은 고도로 발현되는 포유동물 유전자의 코돈 유씨지 패턴과 유사한 코돈 유씨지 패턴을 지니고,

야생형 HCV 아미노산 서열 또는 폴리펩티드의 하나 이상의 천연 기능을 비활성화시키기 충분한 아미노산 서열 변화를 지

닌 야생형 서열을 포함하는 돌연변이된 HCV 아미노산 서열을 엔코딩하는 서열을 생성하기 위해, 야생형 HCV 뉴클레오티

드 서열의 코돈 유씨지 패턴을 변경시키거나 합성적으로 폴리뉴클레오티드 서열을 생성하는 단계를 포함하여, 상기 기재

된 바와 같은 약학적 조성물의 제조 방법을 제공한다.

  또한, HCV 감염의 치료 또는 예방에 있어서 본원에 기재된 바와 같은 폴리뉴클레오티드 또는 백신의 용도가 제공된다.

  나출된(naked) 폴리뉴클레오티드 또는 벡터를 환자에게 도입하기 위한 적합한 기술은 적합한 비히클을 사용한 국소적

적용을 포함한다. 핵산은 피부, 또는 예를들어, 비내, 경구, 질내 또는 직장내 투여에 의해 점막 표면으로 국소적으로 투여

될 수 있다. 나출된 폴리뉴클레오티드 또는 벡터는 인산염 완충 식염수(PBS)와 같은 약학적으로 허용되는 부형제와 함께

존재할 수 있다. DNA 흡수는 부피바카인(bupivacaine)과 같은 촉진제를 단독으로 또는 DNA 제형에 포함시켜 사용함으

로써 추가로 촉진될 수 있다. 수용자로의 직접적인 핵산 투여의 기타 방법은 초음파, 전기 자극, 일렉트로포레이션

(electroporation) 및 US-5,697,901에 기재되어 있는 마이크로시딩(microseeding)을 포함한다.

  핵산 작제물의 흡수는 다양한 공지된 트랜스펙션 기술, 예를들어 트랜스펙션 작용제의 사용을 포함하는 기술에 의해 향

상될 수 있다. 이들 제제의 예는 양이온성 제제, 예를들어, 칼슘 포스페이트 및 DEAE-덱스트란 및 리포펙턴트

공개특허 10-2005-0085009

- 11 -



(lipofectant), 예를들어, 리포펙탐(lipofectam) 및 트랜스펙탐(transfectam)을 포함한다. 투여하려는 핵산의 용량은 변경

될 수 있다. 통상적으로, 핵산은 입자 매개 유전자 전달을 위해 1pg 내지 1㎎, 바람직하게는 1pg 내지 10㎍의 핵산 및 기타

경로를 위해 10㎍ 내지 1㎎의 양으로 투여된다.

  본 발명의 핵산 서열은 또한 유전자 요법에 유용한 특수화된 전달 벡터에 의해 투여될 수 있다. 유전자 요법 방법은 예를

들어, 문헌 [Verme et al, Nature 1997, 389:239-242]에 논의되어 있다. 바이러스 및 비-바이러스 벡터 시스템 둘 모두

가 사용될 수 있다. 바이러스 기초 시스템은 레트로바이러스, 렌티바이러스, 아데노바이러스, 아데노-관련 바이러스, 헤르

페스 바이러스, 카나리폭스(canarypox) 바이러스 및 백시니아-바이러스 기초 시스템을 포함한다. 바람직한 아데노바이러

스 벡터는 비-인간 영장류로부터 유도된 벡터이다. 특히 미국 특허 6083716에 기재된 바와 같은 Pan9(C68), WO03/

046124에 기재된 바와 같은 Pan5, 6 또는 7이다.

  비-바이러스 기초 시스템은 핵산의 직접적인 투여, 미소구체 캡슐화(microsphere encapsulation) 기술(폴리(락티드-코

-글리콜리드)) 및, 리포솜 기초 시스템을 포함한다. 바이러스 및 비-바이러스 전달 시스템이 조합될 수 있으며, 여기서 최

초의 백신접종후 부스터(booster) 주입, 예를들어, 플라스미드와 같은 비-바이러스 벡터를 사용하는 최초의 "프라임

(prime)" DNA 백신접종에 이은 바이러스 또는 비-바이러스 기초 시스템을 사용하는 하나 이상의 "부스트" 백신접종을 제

공하는 것이 바람직하다. 프라임 부스트 프로토콜은 또한 보조제내의 단백질로 프라이밍하고 본 발명의 폴리뉴클레오티드

를 엔코딩하는 DNA 또는 바이러스 벡터로 부스팅하는 것을 이용할 수 있다. 대안적으로, 단백질 기초 백신이 부스터로서

사용될 수 있다. 단백질 백신이 DNA/바이러스 벡터 백신이 함유하는 모든 항원을 함유하는 것이 바람직하다. 그러나, 단

백질은 개별적으로, 또는 폴리프로테인로 제공될 수 있다.

  본 발명의 핵산 서열은 또한 형질전환된 세포에 의해 투여될 수 있다. 이러한 세포는 환자로부터 수거된 세포를 포함한

다. 본 발명의 나출 폴리뉴클레오티드 또는 벡터는 시험관내에서 이러한 세포내로 도입될 수 있고, 형질전환된 세포는 후

에 환자에게 복귀될 수 있다. 본 발명의 폴리뉴클레오티드는 상동 재조합(homologous recombination) 사건에 의해 세포

내에 이미 존재하는 핵산내로 통합될 수 있다. 요망시, 형질전환된 세포는 시험관내에서 성장될 수 있고, 생성된 세포 중

하나 이상이 본 발명에 사용될 수 있다. 세포는 공지된 외과술 또는 미세수술 기술 (예를들어, 그래프팅, 미세주사 등)에 의

해 환자내의 적합한 부위에 제공될 수 있다.

  적합한 세포는 항원제시세포(APC), 예를들어, 수지상 세포(dendritic cell), 대식세포(macrophage), B 세포, 단핵구

(monocyte) 및 효과적인 APC가 되도록 공학처리될 수 있는 기타 세포를 포함한다. 이러한 세포는 항원을 제시하기 위한

능력을 증가시키고, T 세포 반응의 활성화 및/또는 유지를 개선시키고, 그 자체로 항-HCV 감염 효과를 지니고/지니거나

수여자와 면역학적으로 양립가능하게 되도록 유전학적으로 변형될 수 있지만 (즉, 매칭된 HLA 하플로타입(haplotype)),

이는 반드시 필요한 것은 아니다. APC는 일반적으로 종양 및 종양 주위(peri-tumoural) 조직을 포함하는 다양한 생물학

적 유체 및 기관 중 어느 하나부터 단리될 수 있고, 자가(autologous), 동종이형(allogeneic), 동계(syngeneic) 또는 이종

(xenogeneic) 세포일 수 있다.

  본 발명의 특정한 바람직한 구체예는 시험관내에서의 형질전환 및 환자로의 복귀를 위해 또는 예를들어, 입자 매개 DNA

전달에 의해 백신내에 함유되어 전달되는 뉴클레오티드의 생체내 표적으로서, 수지상 세포 또는 이의 프로제니터

(progenitor)를 항원제시세포로서 사용한다. 수지상 세포는 매우 효능 있는 APC이고(Banchereau and Steinman,

Nature 392:245-251, 1998), 예방적 또는 치료적 항종양 면역을 유도하기 위한 생리적 보조제로서 효과적인 것으로 밝

혀졌다(Timmerman and Levy, Ann. Rev. Med. 50:507-529, 1999 참조). 일반적으로, 수지상 세포는 이들의 통상적인

외형(시험관내에서 가시적인 현저한 세포질 프로세스(수상 돌기)과 함께 인 시튜 (in situ) 별 모양임), 고효율로 항원을 섭

취하고 프로세싱하고 제시하는 능력 및 나이브(naive) T 세포 반응을 활성화시키는 능력에 기초하여 확인될 수 있다. 당연

히, 수지상 세포는 생체내 또는 생체외에서 수지상 세포에서 일반적으로 발견되지 않는 특수한 세포 표면 수용체 또는 리

간드, 예를들어, 본 발명의 작제물내에서 엔코딩되는 항원(들)을 발현시키도록 고안될 수 있고, 이러한 변형된 수지상 세포

는 본 발명에 의해 고려된다. 수지상 세포의 대안으로서, 분비된 소포 항원-로딩된 수지상 세포(엑소좀이라 일컬어짐)가

백신내에 사용될 수 있다(참조: Zivogel et al., Nature Med. 4: 594-600, 1998).

  수지상 세포 및 프로제니터는 말초혈액, 골수, 종양-침윤 세포(tumour-infiltrating cell), 종양주위 조직-침윤 세포, 림

프절, 비장, 피부, 제대혈(umbilical cord blood) 또는 임의의 기타 적합한 조직 또는 유체로부터 수득될 수 있다. 예를들

어, 수지상 세포는 말초혈액으로부터 수거된 단핵구의 배양액에 GM-CSF, IL-4, IL-13 및/또는 TNF와 같은 사이토카인

의 조합물을 첨가함으로써 생체외에서 분화될 수 있다. 대안적으로, 말초혈액, 제대혈 또는 골수로부터 수거된 CD34 양성

세포는 배지에 GM-CSF, IL-3, TNF, CD40 리간드, 지질다당류(lipopolysaccharide, LPS), flt3 리간드 (전문 항원제시

세포, 특히 수지상 세포의 발생에서 중요한 사이토카인임) 및/또는 수지상 세포의 분화, 성숙 및 증식을 유도하는 기타 화

합물(들)의 조합물을 첨가함으로써 수지상 세포로 분화될 수 있다.
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  일반적으로, APC는 본 발명에서 고려되는 코돈-최적화된 폴리뉴클레오티드와 같은 항원성 HCV 아미노산 서열을 엔코

딩하는 폴리뉴클레오티드로 트랜스펙션될 수 있다. 이러한 트랜스펙션은 생체외에서 일어날 수 있고, 이후 이러한 트랜스

펙션된 세포를 포함하는 조성물 또는 백신은 본원에 기재된 바와 같이 치료 목적을 위해 사용될 수 있다. 대안적으로, 수지

상 세포 또는 기타 항원제시세포를 표적으로 하는 유전자 전달 비히클이 환자에게 투여되어, 생체내에서 발생하는 트랜스

펙션을 일으킬 수 있다. 예를들어, 수지상 세포의 생체내 및 생체외 트랜스펙션은 일반적으로 WO97/24447에 기재된 방법

과 같은 당 분야에 공지된 임의의 방법, 또는 문헌 [Mahvi et al., Immunology and cell Biology 75:456-460, 1997]에

기재된 입자 매개 방법을 사용하여 수행될 수 있다.

  본 발명의 백신 및 약학적 조성물은 α-인터페론, 바람직하게는 페길레이티드(PEGylated) α-인터페론, 및 리바비린과 같

은 항바이러스제와 함께 사용될 수 있다. 백신 및 약학적 조성물은 밀봉된 앰풀(ampoule) 또는 바이얼(vial)과 같은 일회

용량(unit-dose) 또는 다회용량(multi-dose) 용기내에 함유되어 제공될 수 있다. 이러한 용기는 바람직하게는 사용때까지

제형의 무균성을 보존하기 위해 밀봉된다. 일반적으로, 제형은 현탁액, 용액 또는 유성 또는 수성 비히클 중의 에멀션으로

서 보관될 수 있다. 대안적으로, 백신 또는 약학적 조성물은 사용되기 직전에 단지 멸균된 액체 담체의 첨가만을 필요로 하

는 동결-건조 상태에서 보관될 수 있다. 입자 매개 전달을 통해 투여하고자 하는 뉴클레오티드 서열을 포함하는 백신은 압

축된 가스 전달 기구와 함께 사용하기에 적합한 카트리지로서 제공될 수 있고, 이 경우의 카트리지는, 임의적으로 기타 약

학적으로 허용되는 성분의 존재하에서 내부 표면이 백신 뉴클레오티드 서열을 지니는 입자로 코팅된 중공 튜브로 구성될

수 있다.

  본 발명의 약학적 조성물은 보조 화합물, 또는 DNA에 의해 엔코딩되는 단백질에 의해 유도되는 면역반응을 조절하거나

증가시키는 작용을 할 수 있는 기타 물질을 포함할 수 있다. 이들은 항원과는 별개로 또는 항원과의 융합물로서 DNA에 의

해 엔코딩될 수 있거나, 제형의 비-DNA 엘리먼트로서 포함될 수 있다. 본 발명의 제형에 포함될 수 있는 보조제 타입 물질

의 예로는 유비퀴틴(ubiquitin), 리소좀 관련 막단백질(LAMP), B형 간염 바이러스 코어 항원, flt3-리간드 및 IFN-γ 및

GMCSF와 같은 기타 사이토카인이 있다.

  기타 적합한 보조제는 시판되며, 예를들어 프로인트 불완전 애쥬번트 및 완전 애쥬번트 (Difco Laboratories, Detroit,

MI); 이미퀴모드(Imiquimod) (3M, St. Paul, MN); 레시미퀴모드(Resimiquimod) (3M, St. Paul, MN); 머크 애쥬번트

(Merck Adjuvant) 65 (Merck and Company, Inc., Rahway, NJ); 알루미늄 히드록시드 겔(백반(alum)) 또는 알루미늄 포

스페이트와 같은 알루미늄 염; 칼슘, 철 또는 아연의 염; 아크릴화 티로신의 불용성 현탁액; 아크릴화 당; 양이온적 또는 음

이온적으로 유도체화된 다당류; 폴리포스파젠; 생분해성 미소 구체(microsphere); 모노포스포릴 지질 A 및 퀼(quil) A가

있다. GM-CSF 또는 인터루킨-2, -7 또는 -12와 같은 사이토카인이 또한 보조제로서 사용될 수 있다.

  본 발명의 제형에서, 보조제 조성물은 주로 Th1 유형의 면역 반응을 유도하는 것이 바람직하다. 따라서, 보조제는 주로

Th2에서 주로 Th1 유형의 반응으로 DNA 엔코딩된 항원에 반응하여 생성되는 면역 반응을 조절하는 기능을 할 수 있다.

높은 수준의 Th1 유형 사이토카인(예를들어, IFN-,TNF, IL-2 및 IL-12)은 투여되는 항원에 대한 세포 매개성 면역 반응

의 유도를 유리하게 하는 경향이 있다. 반응이 주로 Th1 유형인 바람직한 구체예내에서, Th1 유형 사이토카인의 수준이

Th2 유형 사이토카인의 수준보다 더 큰 범위로 증가할 것이다. 이들 사이토카인의 수준은 표준 검정을 이용하여 용이하게

평가될 수 있다. 사이토카인 패밀리의 검토를 위해, 문헌 [Mosmann and Coffman, Ann. Rev. Immunol. 7:145-173,

1989]를 참조하라.

  따라서, 주로 Th1 유형 반응을 유도하는데 사용되는 적합한 보조제는 예를들어, 알루미늄 염과 함께 모노포스포릴 지질

A, 바람직하게는 3-데-O-아실화 모노포스포릴 지질 A(3D-MPL)의 조합물을 포함한다. Th1 유형 면역 반응을 우선적으

로 유도하는 기타 공지된 보조제는 CpG 함유 올리고뉴클레오티드를 포함한다. 올리고뉴클레오티드는 CpG 디뉴클레오티

드가 메틸화되지 않는다는 점에서 특징이 있다. 이러한 올리고뉴클레오티드는 잘 공지되어 있고, 예를들어, WO96/02555

에 기재되어 있다. 면역자극(immunostimulatory) DNA 서열은 또한, 예를들어, 문헌 [Sato et al., Science 273:352,

1996]에 기재되어 있다. CpG 함유 올리고뉴클레오티드는 동일하거나 상이한 폴리뉴클레오티드 작제물내의 HCV 항원

(들)과 별도로 엔코딩될 수 있거나, 예를들어, 이들과의 융합체로서 이들 바로 근처에 위치할 수 있다. 대안적으로, CpG 함

유 올리고뉴클레오티드는 개별적으로, 즉 엔코딩된 항원을 포함하는 조성물의 일부로서가 아니게 투여될 수 있다. CpG 올

리고뉴클레오티드는 단독으로 또는 기타 보조제와 함께 사용될 수 있다. 예를들어, 향상된 시스템은 WO00/09159 및

WO00/62800에 기재된 바와 같이 CpG 함유 올리고뉴클레오티드 및 사포닌 유도체의 조합물, 특히 CpG 및 QS21의 조합

물을 포함한다. 바람직하게는, 제형은 부가적으로 수중유 에멀션 및/또는 토코페롤(tocopherol)을 포함한다.

  또 다른 바람직한 보조제는 사포닌, 바람직하게는 QS21(Aquila Biopharmaceuticals Inc., Framingham, MA)이고, 이는

단독으로 또는 기타 보조제와 함께 사용될 수 있다. 예를들어, 향상된 시스템은 WO94/00153에 기재된 바와 같은 QS21
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및 3D-MPL의 조합물과 같은 모노포스포릴 지질 A 및 사포닌 유도체의 조합물, 또는 WO 96/33739에 기재된 바와 같이

QS21이 콜레스테롤로 켄칭되는 덜 리액토제닉(reactogenic)한 조합물을 포함한다. 다른 바람직한 제형은 수중유 에멀션

또는 토코페롤을 포함한다. 수중유 에멀션 형태로 QS21, 3D-MPL 및 토코페롤을 포함하는 특히 효능있는 보조제 제형은

WO95/17210에 기재되어 있다.

  다른 바람직한 보조제는 몬타니드(Montanide) ISA 720(Seppic, France), SAF(Chiron, Califonia, United States),

ISCOMS(CSL), MF-59(Chiron), Detox(Ribi, Hamilton, MT), RC-529(Corixa, Hamilton, MT) 및 기타 아미노알킬 글

루코사미니드 4-포스페이트(AGP)를 포함한다.

  백신이 보조제를 포함하는 경우, 백신 제형은 두 부분으로 투여될 수 있다. 예를들어, 항원을 엔코딩하는 뉴클레오티드

작제물을 함유하는 제형의 일부가 예를들어, 피하 또는 근육내 주사, 또는 피내 입자 매개 전달에 의해 먼저 투여될 수 있

고, 이후 보조제를 함유하는 제형의 일부가 즉시 투여되거나 백신 분야의 숙련된 의사에게 명백할 적합한 기간 후에 계속

해서 투여될 수 있다. 이들 상황하에서, 보조제는 항원 제형과 동일한 경로 또는 대안적 경로에 의해 투여될 수 있다. 다른

구체예에서, 제형의 보조제 부분은 항원성 부분 전에 투여될 것이다. 한 구체예에서, 보조제는 항원의 입자 매개 전달 전

또는 후에 항원(들)을 엔코딩하는 뉴클레오티드 서열의 입자 매개 전달의 부위에서 피부에 적용되는 국소적 제형으로서 투

여된다.

  바람직하게는, 본 발명의 DNA 백신은 유효한 면역 반응, 통상적으로 HCV 항원, 바람직하게는, 광범위한 에피토프에 대

한 CD4+ 및 CD8+ 면역을 자극한다. 백신접종 후 간 섬유증 및/또는 염증이 감소되는 것이 치료 세팅에서 바람직하다.

  본원에서 사용되는 바와 같은, 용어 "포함하는"은 기타 엘리먼트의 존재가 배제되지 않도록 이의 비제한적인 의미로 사용

하고자 한다. 그러나, 단어 "포함하는"은 또한 이의 배타적인 의미로 이해될 수 있고, 이는 "구성하는" 또는 "~로 구성되는"

과 같은 정도임을 의도한다. 본 발명은 하기의 실시예에 의해 예시되나, 이에 제한되지 않는다.

실시예

  실시예 1, 항원 패널(panel)로 도입된 돌연변이:-

  1). 컨센서스(consensus) 돌연변이

  모든 공지된 HCV 단리물의 전체 게놈 서열의 비교를 수행했다. J4L6 폴리프로테인내의 특정 위치가 대다수의 다른

HCV 단리물과 다르고/특이한 것으로 확인되었다. 특히 중요한 것은 이들 위치가 1b-그룹 단리물 사이, 나아가 그룹 1a,

2, 3 및 그 밖의 그룹 사이에서 더욱 컨센서스인 잔기로부터 일탈된 것으로 밝혀졌다는 것인데, 여기서 하나 이상의 대안적

아미노산 잔기는 동등한 위치에서 다른 방법으로 우위를 점했다. 선택된 컨센서스 돌연변이 중 어느 것도 공지된 CD4 또

는 CD8 에피토프를 간섭하지 않았다. NS3내의 두개의 변화는 실제로 면역우성(immunodominant) HLA-B35-제한된

CD8 에피토프를 복원시켰다 [이소루신(I) 1365 대신 발린(V), 글리신(G) 1366 대신 알라닌(A)].

  NS4B의 최초의 48개의 아미노산은 무익한 변이성으로 인해 제거되었다.

  코어

  알라닌(A) 52 대신 트레오닌(T)

  NS3

  발린(V) 1040 대신 루신(L)

  루신(L) 1106 대신 글루타민(Q)

  세린(S) 1124 대신 트레오닌(T)

  발린(V) 1179 대신 이소루신(I)

  트레오닌(T) 1215 대신 세린(S)
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  글리신(G) 1289 대신 알라닌(A)

  세린(S) 1290 대신 프롤린(P)

  이소루신(I) 1365 대신 발린(V)

  글리신(G) 1366 대신 알라닌(A)

  트레오닌(T) 1408 대신 세린(S)

  프롤린(P) 1428 대신 트레오닌(T)

  이소루신(I) 1429 대신 세린(S)

  이소루신(I) 1636 대신 트레오닌(T)

  NS4B

  페닐알라닌(F) 1760에서 ORF 시작

  NS5B

  이소루신(I) 2824 대신 발린(V)

  트레오닌(T) 2892 대신 세린(S)

  트레오닌(T) 2918 대신 발린(V)

  주의. 넘버링은 J4L6 단리물에 대한 폴리프로테인에서의 위치를 따른다.

  실시예 2, 플라스미드 DNA 백신의 작제

  HCV 코어, NS3, 트렁케이팅된 NS4B, 및 NS5B를 엔코딩하는 폴리뉴클레오티드 서열을 SynGene 2e 소프트웨어를 사

용하여 포유동물 코돈 유씨지(usage)에 대해 코돈 최적화시켰다. 코돈 유씨지 계수는 각 폴리뉴클레오티드에 대해 0.7 이

상으로 개선되었다. 각코돈 최적화, 효소적 녹아웃(knockout) 돌연변이, 및 컨센서스 돌연변이를 포함하는 각각의 새로운

폴리뉴클레오티드 서열의 센스 및 안티센스 가닥을 20개의 뉴클레오티드 중첩을 지닌 40 내지 60개의 뉴클레오티드의 영

역으로 분할했다. 이들 영역을 상업적으로 합성하고, 올리고 어셈블리 PCR 방법으로 폴리뉴클레오티드를 생성했다.

  클로닝을 위해 사용되는 단일 제한 엔도뉴클레아제 부위를 예시하는 각 폴리뉴클레오티드에 대한 외측의 정방향 및 역방

향 PCR 프라이머는 하기와 같이 약술된다:
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  단일 항원을 엔코딩하는 모든 폴리뉴클레오티드는 NotⅠ 및 BamHⅠ 단일 클로닝 부위에 의해 포유동물 발현 벡터

p7313ie내로 클로닝했다(도 7 참조).

  엔코딩된 폴리프로테인은 하기와 같다(돌연변이 및 코돈 최적화를 포함함):

  HCV 코어 번역:

  

  HCV NS3 번역:
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  HCV NS4B 번역:

  

  HCV NS5B 번역:

  

  실시예 3, 면역 반응 검정

  C57BL 또는 BALB/c 마우스를 p7313 벡터내에서 개별적으로 발현되는 네개의 HCV 항원의 야생형 또는 코돈 최적화

+ 돌연변이된 변형체로 면역화시켰다. 마우스를 1.0㎍/카트리지의 표준량의 PMID로 면역화시키고, 21일째(부스팅1), 및

다시 49일째(부스팅2)에 부스팅시켰다. 비장 세포를 개개의 마우스로부터 수거하고, 다양한 HCV 항원 조제를 사용하여

ELISPOT로 재자극시켰다. IL-2 및 IFNγ 반응 둘 모두 측정했다. 면역 반응을 측정하는데 사용되는 시약은 미크로겐

(Mikrogen)으로부터의 정제된 HCV 코어, NS3, NS4 및 NS5B(유전자형 1b) 단백질, 백시니아-코어(Vaccinia Core) 및

백시니아 NS3-5(유전자형 1b 인 하우스 (in house))이다.

  HCV 코어

  야생형의 전장(FL-1-191) 또는 트렁케이팅된(TR 1-115) 코어로 면역화된 C57BL 마우스를 HCV 코어 단백질로 재자

극시켰고, 정제된 코어 단백질로 양호한 반응이 관찰되었다(도 8).

  HCV NS3

  PMID를 이용하여 7313 야생형 및 코돈 최적화된 NS3로 마우스를 면역화시켰다. 면역화 및 단일의 부스팅 후의 NS3에

대한 양호한 반응을 ELISPOT에 의한 반응을 판독하기 위한 NS3 단백질 및 백시니아 3-5 둘 모두를 사용하는 C57B1 마

우스에서 입증했다. IL-2 및 IFNγ 반응 둘 모두가 검출되었다. 이 실험에서 작제물의 야생형 및 코돈 최적화(co + m) 버

전 사이의 현저한 차이는 없었다(도 9). 그러나, 일시적 트랜스펙션 후의 시험관내 발현에서의 차이는 야생형 및 코돈 최적

화 작제물 사이에서 관찰되었다. 더 낮은 DNA 용량에서 또는 첫번째 반응에서 작제물을 비교하기 위한 실험은 플라스미

드의 효능에서의 차이를 나타낼 수 있다.

  HCV NS4B
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  BALB/c 마우스의 PMID 면역화 후에 전장 야생형 p7313 NS4B에 대한 반응을 관찰했다. NS4B 단백질 및 백시니아 3-

5으로 시험관내에서 재자극시킨 후의 IL-2 및 IFNγ ELISPOT 반응 둘 모두를 관찰했다(도 10).

  NS4B 단백질은 고도로 가변성인 영역을 제거하기 위해 N-말단에서 트렁케이팅되었으나, 시험관내 트랜스펙션 연구ㄹ

르 수행한 경우에 이 단백질의 발현은 관찰될 수 없었는데, 이는 이용가능한 항혈청(anti-sera)이 N-말단에 대해 생성되

었기 때문이다. 이 영역의 발현을 확증하기 위해 NS5B 단백질과 융합시켰다. 최근의 실험은 단독 또는 NS4B 단백질 및

NS3-5 백시니아를 이용하여 트렁케이팅된 NS4B 단백질 단독 또는 NS5B와의 융합체로서 이에 대한 면역 반응이 검출될

수 있다는 것을 확증한다. 야생형 및 코돈 최적화 NS4B에 대해 양호한 반응이 관찰되었다.

  HCV NS5B

  야생형 및 코돈 최적화(co + M) 서열에 의한 면역화 후에 PMID 후의 NS5B에 대한 면역 반응을 조사했다. ELISPOT에

의한 반응을 판독하기 위해 NS3 단백질 및 백시니아 3-5 둘 모두를 사용하여 C57BL 마우스에서 면역화 및 단일의 부스

트 후의 NS5B에 대한 양호한 반응을 입증했다. NS3을 사용할 때, 이 실험에서 작제물의 야생형 및 co + m 변형체 사이에

서 면역 반응의 차이는 관찰되지 않았다(도 11).

  실시예 4. HCV 폴리프로테인의 발현

  단일의 융합 폴리프로테인로서 발현시키기 위해 네개의 선택된 HCV 항원 코어, NS3, NS4B 및 NS5B를 p7313ie 내에

포맷팅(formatting)시켰다. 항원은 하기에 나타나는 바와 같이 상이한 작제물에서 상이한 순서로 발현되었다. 단일의 폴리

프로테인의 발현을 엔코딩하는 작제물 패널은 차례로 네개의 항원 각각에 의해 아미노-말단 위치가 점유되도록 설계했는

데, 이는 이러한 중요한 위치내에서 다른 항원에 비해 하나의 항원의 존재에 의해 발현의 수준이 더욱 현저하게 개선되는

지 또는 감소하는지 모니터하기 위해서 였다. 게다가, 코어 단백질이 2개의 단편, 즉 코어 66-191>1-65 및 105-191>1-

104를 통해 재배열된 두개의 작제물을 생성했다.

  

  

  

  

  

  

  표준 제조자 프로토콜에 따라, 리포펙타민(Lipofectamine) 2000 트랜스펙션 시약(Invitrogen/Life Technologies)을 이

용하여 HEK 293T 세포내로 표준화된 양의 DNA를 트랜스펙션시켰다. 트랜스펙션 후 24시간째에 세포를 수거하고,
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MOPS 또는 MES 기성 완충제(Invitrogen/Life Technologies)와 함께 미리 형성된 NuPAGE 4-12% 비스-트리스 겔을

사용하여 폴리아크릴아미드 겔 전기영동을 수행했다. 분리된 단백질을 PVDF막상으로 블롯팅하고, NS5B 전체 단백질에

대해 생성된 래빗 항혈청을 이용하여 단백질 발현을 모니터했다. 두번째 프로브는 양고추냉이 과산화효소(horseradish

peroxidase, hrp)에 컨쥬게이션된 항-래빗 면역글로불린 항혈청이고, 이어서 ECL 시약(Amersham Biosciences)을 이

용하여 화학-발광성(chemi-luminescent) 검출을 수행했다.

  이 발현 연구의 결과는 도 12에 나타냈다. 결과는 단일 항원 발현성 NS5B에 의해 관찰되는 수준보다 더 낮은 수준이지만

모든 폴리프로테인이 유사한 정도로 발현된 것을 나타낸다. HCV500의 약간 더 낮은 분자량은 N-말단 위치로부터의

HCV코어 분해로 인한 것이다. HCV502는 클로닝 에러로 인해 이 실험에서 검출되지 않았다. 다른 클론의 반복 실험에서,

HCV502의 발현 수준은 다른 폴리프로테인과 유사했다.

  실시예 5, HCV 폴리프로테인에 대한 면역 반응의 검출

  폴리프로테인의 각각을 엔코딩하는 DNA(1㎍)로 PMID에 의해 C57BL 마우스를 면역화시키고, 실시예 4에 기재된 바와

같이 3주 후에 부스팅했다. ELISPOT 또는 HCV 항원에 대한 세포내 사이토카인 생성을 이용하여 부스팅 후 7일째에 면역

반응을 모니터했다.

  HCV 유전자 생성물에 대한 T 세포 반응에 대한 ELISPOT 검정

  비장세포(splenocyte)의 준비

  부스팅 후 7일째에 면역된 동물로부터 비장을 수득했다. 세포 현탁액을 생성하기 위해 유리 슬라이드 사이에서 제분하여

비장을 처리했다. 염화암모늄 처리로 적혈구를 분해시키고, 비장세포의 미세한 현탁액을 남기기 위해 데브리스(debris)를

제거했다. 세포는 마우스가 단지 일차 면역화된 경우 ELISPOT 검정에 사용하기 위한 RPMI 완전배지내의 4×106/㎖의 농

도로 재현탁시키고, 마우스가 부스팅된 경우 2×106/㎖의 농도로 세포를 재현탁시켰다.

  ELISPOT 검정

  플레이트를 15㎍/㎖(PBS 중)의 래트 항 마우스 IFNγ 또는 래트 항 마우스 IL-2(Pharmingen)로 코팅했다. 플레이트를

+4℃에서 밤새 코팅했다. 사용하기 전, 플레이트를 PBS로 세번 세척했다. 4×105 세포/웰(well)로 플레이트에 비장세포

를 첨가했다. 재조합 HCV 항원을 미크로겐(Mikrogen)으로부터 수득하고, 1㎍/㎖로 사용했다. CD4 또는 CD8 반응을 측

정하기 위해 1 내지 10μM의 최종농도로 펩티드를 검정에 사용했다. 이들 펩티드는 제네메드 씬쎄시스(Genemed

Synthesis)에서 수득했다. 각 웰의 전체 부피는 200㎕였다. 항원 자극된 세포를 함유하는 플레이트를 가습된 37℃ 인큐베

이터에서 16시간 동안 인큐베이션시켰다. 몇몇 실험에서, NS3-5를 발현하는 재조합 백시니아 또는 백시니아 야생형으로

감염된 세포를 ELISPOT 검정에서 항원으로 사용했다.

  ELISPOT 검정 플레이트의 현상

  물(세포 분해를 확실하게 하기 위해 1분의 침지와 함께)로 한번 세척하고 PBS로 세번 세척함으로써 플레이트로부터 세

포를 분리했다. 바이오틴 컨쥬게이션된 래트 항 마우스 IFN-γ 또는 IL-2 (Phamingen)를 PBS중에 1㎍/㎖로 첨가시켰다.

플레이트를 실온에서 2시간 동안 진탕시키며 인큐베이션시켰다. 이후 1/1000 희석도에서 스트렙타비딘 알칼리 포스파타

아제(Caltag)의 첨가 전에, 플레이트를 PBS로 세번 세척했다. PBS로 세번 세척한 후, 14 내지 45분 동안 BCICP 기질

(Biorad)과 인큐베이션함으로써 스폿(spot)이 나타나게 하였다. 기질을 물로 세척하여 제거하고, 플레이트를 건조시켰다.

영상 분석 시스템을 사용하여 스폿을 세었다.

  펩티드 자극에 대해 반응하여 T 세포로부터의 IFNγ 및 IL2의 생성을 검출하기 위한 유동세포검사(flow cytometry).

  약 3×106개의 비장세포를 테스트 튜브 마다 등분하고, 펠레트로 스피닝시켰다. 상층액을 제거하고, 펠레트를 분쇄시키

기 위해 샘플을 볼텍스(vortex)시켰다. 0.5㎍의 항-CD28 + 0.5㎍의 항-CD49d(Pharmingen)를 각 튜브에 첨가하고, 10

분 동안 실온에서 인큐베이션시키기 위해 놔두었다. 1㎖의 배지를 적합한 튜브에 첨가하였는데, 이러한 튜브는 배지를 단

독으로 함유하거나 HCV 항원을 지닌 배지를 함유한다. 이후 샘플을 가열된 워터 배쓰(bath)내에서 37℃에서 1시간 동안

인큐베이션시켰다. 10㎍/㎖의 브레펠딘(Brefeldin) A를 각 튜브에 첨가시키고, 추가 5시간 동안 37℃에서 계속 인큐베이

션했다. 이후 프로그램된 워터 배쓰를 6℃로 복귀시키고, 이 온도로 밤새 유지시켰다.
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  이후 샘플을 항-마우스 CD4-싸이크롬(CyChrome)(Pharmingen) 및 항-마우스 CD8 비오틴(Immunotech)으로 염색시

켰다. 샘플을 세척하고, 스트렙타비딘-ECD로 염색시켰다. 샘플을 세척하고, 실온에서 15분 동안 "(인트라프렙 퍼미어빌

리제이션 리전트(Intraprep Permeabilization Reagent)" 키트(Immunotech)로부터 100㎕의 염착제(Fixative)를 첨가했

다. 세척후, 인트라프렙 키트로부터의 100㎕의 투과 시약(permeabilization reagent)를 항-IFN-γ-PE + 항-IL-2-FITC

와 함께 각각의 샘플에 첨가했다. 샘플을 15분 동안 실온에서 인큐베이션시키고, 세척했다. 샘플을 0.5㎖의 완충용액에 재

현탁하고, 유동세포분석기상에서 분석했다.

  샘플당 전체 500,000개의 세포를 수거했고, 이어서 자극에 대한 반응으로 IFNγ 및/또는 IL-2를 분비하는 세포의 개체군

을 결정하기 위해 CD4 및 CD8 세포를 게이트(gate)했다.

  결과는 상이한 순서에서 코어, NS3, NS4B 및 NS5B를 엔코딩하는 모든 폴리프로테인이 NS3에 대한 면역 반응을 자극

할 수 있음을 나타낸다 (즉, HCV 500, 510, 520, 530). 결과는 도 13에 나타냈다. IL2(도 13A) 및 IFNγ(도 13B)

ELISPOT에 의해 모니터되는 경우, NS3 단백질에 대한 반응은 각각의 HCV 폴리프로테인(HCV 500, 510, 520 및 530)

사이에서 유사했다.

  반응하는 세포의 표현형(phenotype)은 ICS에 의해 더욱 상세하게 분석했다. 양호한 CD4+ T 세포 반응이 면역우성

NS3 CD4 특이적 펩티드에 대해 유도되었고, 이는 HCV 500, 510, 520, 530 사이에서 유사했다.

  표 1. HCV 폴리프로테인에 의한 면역화 후의 IFNγ를 생성하는 NS3 특이적 CD4 및 CD8 T 세포의 빈도.

  

  6시간 동안은 항원의 존재 또는 부재하에서, 마지막 4시간 동안은 브레펠딘(Brefeldin) A의 존재하에서, 비장세포의 자

극 후에 IFNγ 특이적 T 세포 반응을 검출했다. IFNg는 CD4 또는 CD8 T 세포상에서 게이트(gate)하고 IFNγFITC로 염색

함으로써 검출했다.

  면역우성 NS3 특이적 펩티드에 대한 강한 CD8 반응이 HCV 500, 510, 520 및 530으로 면역화시킨 후에 또한 생성되었

고, 이는 CD8+ 세포의 2.5 내지 6% 사이의 빈도에 도달했다.

  HCV 500, 510, 520 및 530에 의한 면역화는 또한 NS4B 및 NS5B 항원 둘 모두에 대한 CD4 및 CD8 반응의 검출을 초

래하였으나, CD8 반응은 단일 항원에 의한 면역화 후에서 보다 폴리프로테인에 대해 더 약했다.

  표 2. HCV 폴리프로테인에 의한 면역화 후의 IFNγ를 생성하는 NS5B CD4 또는 CD8 특이적 T 세포의 빈도.
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  6시간 동안은 항원의 존재 또는 부재하에서, 마지막 4시간 동안은 브레펠딘 A의 존재하에서, 비장세포의 자극 후에

IFNγ 특이적 T 세포 반응을 검출했다. IFNg는 CD4 또는 CD8 T 세포상에서 게이트하고 IFNγFITC로 염색함으로써 검출

했다.

  표 3. HCV 폴리프로테인에 의한 면역화 후의 IFNγ를 생성하는 NS4B CD4 또는 CD8 특이적 T 세포의 빈도.

  

  6시간 동안은 항원의 존재 또는 부재하에서, 마지막 4시간 동안은 브레펠딘 A의 존재하에서, 비장세포의 자극 후에

IFNγ 특이적 T 세포 반응을 검출했다. IFNg는 CD4 또는 CD8 T 세포상에서 게이트하고 IFNγFITC로 염색함으로써 검출

했다.

  사용된 펩티드는 하기의 서열을 지닌다:

  

  내생적으로 프로세싱된 항원의 인지

  HCV 폴리프로테인에 의한 PMID 면역화가 내생적으로 프로세싱된 항원을 인지할 수 있는 반응을 유도하는지의 여부를

결정하기 위해, NS3-5를 발현하는 백시니아 재조합 바이러스로 감염된 표적 세포를 ELISPOT 검정에서 자극제로 사용했

다. 결과는 500, 510, 520 및 530에 의한 면역화 후에 양호한 IL-2 및 IFNγELISPOT 반응이 검출됨을 나타낸다(도 14).

  HCV 폴리프로테인에 의한 면역화는 기능적 CTL 활성을 유도한다.

  NS3 단독, HCV 500, 510 및 520을 엔코딩하는 0.01㎍의 DNA로 C57BL 마우스를 면역화시켰다. 프라임 및 단일 부스

팅 후에, 5일 동안 각 그룹의 비장 세포를 NS3 CD8 펩티드 및 IL2로 시험관내에서 재자극시켰다. 동일한 펩티드로 펄싱된

EL4 세포에 대하여 CTL 활성을 측정했다. 모든 작제물로 면역화된 마우스는 이 검정에서 유사한 치사 수준을 나타냈다.

  이는 HCV 폴리프로테인에 의한 PMID 면역화가 기능적 CD8 반응을 유도할 수 있음을 나타낸다. 결과는 도 15에 나타냈

다.

  실시예 6, 이중 프로모터 작제물에 의한 HCV 항원의 전달
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  하기의 방법을 이용하여 이중 프로모터 작제물을 생성했다. 발현 카세트 1(아이오와 길이(Iowa-length)의 CMV 프로모

터, 엑손 1, 관심 단백질/융합 단백질을 엔코딩하는 유전자, 및 래빗 글로빈 폴리-A 신호를 포함함)을 함유하는 단편을 단

일 제한 엔도뉴클레아제 부위 ClaⅠ 및 Xmn에 의해 이의 숙주 벡터, 즉 p7313ie로부터 절제했다. XmnⅠ은 절제된 단편의

3-프라임(prime) 단부에서 블런트(blunt) 단부를 생성한다. 수용 플라스미드 벡터는 발현 카세트 2를 함유하는 p7313ie

이다. 이는 단일 제한 엔도뉴클레아제 Sse8387I로 분해시킨 후, 생성된 3-프라임 오버행(overhang)을 제거하기 위해 T4

DNA 중합효소와 인큐베이션시켜서, 선형 분자의 5-프라임 및 3-프라임 둘 모두에서 블런트 단부를 생성시킴으로써 제조

했다. 이를 259bp의 단편을 제거하는 단일 제한 엔도뉴클레아제 ClaⅠ으로 절단했다.

  ClaⅠ/블런트 양립성 단부에 의해 발현 카세트 1을 p7313ie/발현 카세트 2로 클로닝하여, p7313ie/발현 카세트 1 + 발

현 카세트 2를 생성했고, 여기서 카세트 1은 카세트 2의 업스트림에 위치한다.

  하기를 포함하는 p7313ie 플라스미드를 생성했다.

  

  각주:

  화살표 = 인간 사이토메갈로바이러스 IE 유전자 프로모터 (HCMV IE)

  NS4B = 아미노산 49-260을 함유하는 트렁케이팅된 NS4B - 상기 약술된 바와 같음.

  코어 = 아미노산 1-191을 함유하는 코어 단백질.

  상기 제시된 작제물 패널은 완전하며, 이를 웨스턴 블롯에 의한 293T 세포에서의 일시적 트랜스펙션으로부터의 발현에

대해 모니터하였다. 웨스턴 블롯 분석의 결과는 도 16에 도시되어 있다: 레인 키이 (Lane key):

  1. p7313ie/코어 8. p7313ie/코어NS3+NS4B5B

  2. p7313ie/NS3 9. p7313ie/NS4B5B+코어NS3

  3.p7313ie/NS5B 10. p7313ie/NS3코어+NS4B5B

  4. p7313ie/코어NS4B5B 11. p7313ie/NS4B5B+NS3코어

  5. p7313ie/NS4B5B 12. p7313ie/코어+NS34B5B

  6. p7313ie/NS3코어 13. p7313ie/NS34B5B+코어

  7. p7313ie/NS34B5B
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  작제물의 각각의 쌍은 두 개의 독립적 발현 카세트를 함유한다. 카세트들이 벡터내로 삽입되는 순서가 둘 중 하나의 카세

트로부터의 발현에 대해 영향을 미칠 것이라는 것은 예측되지 않았다. 그러나, 이러한 결과는 이러한 각각의 발현 카세트

가 코어, NS3코어, 또는 코어NS3 카세트의 다운스트림에 위치하는 경우에 NS4B5B 또는 NS34B5B 융합 단백질의 발현

에 현저히 불리하다는 것을 나타내준다.

  발현 수준은 하나의 항원 작제물에 대한 경우만큼 포지티브하지 않지만, 크기의 현저한 증가 (175-228%)로 인해 어느

정도의 감소가 예측되며, 이는 동일한 질량의 DNA에 대해 약 50%의 세포로 전달되는 플라스미드의 복사체수의 감소에

해당한다.

  이중 프로모터 작제물에 의해 유도된 생체내 면역원성

  3개의 이중 프로모터 작제물을 면역원성 실험을 위해 선택하였고, 이들은 모든 4개의 항원의 최대 발현을 나타내었다. 이

들 작제물은 p7313ie NS4B/NS5B + 코어/NS3, p7313ieNS4B/NS5B + NS3코어 및 p7313ie NS3/NS4B/NS5B + 코

어 였다. C57BL 마우스를 PMID에 의해 1㎍ DNA로 면역화시키고, 반응을 IL2에 대한 ELISPOT를 사용하여 우세한 NS3

CD8 T 세포 에피토프에 대해 7일 후에 측정하였다. 결과 (도 17에 도시되어 있음)는 반응이 1회 면역화 후에 모든 3개의

이중 프로모터 작제물에 대해 관찰되었음을 보여준다 (CD4 및 Cd8 NS3 T 세포 특이적 펩티드로 자극된 비장세포).

  실시예 7, 코어의 결실 돌연변이.

  3' 단부로부터 시간 당 20개 아미노산을 스패닝하는 영역이 점진적으로 결실되는 코어의 ORF를 엔코딩하는 다수의 유전

자를 생성시키고, 완전히 서열분석하였다.

  

 코어 성분  명칭

15-191

1-191

1-171

1-151

1-131

1-111

1-91

1-71

1-51

코어 Δ15

코어 191

코어 171

코어 151

코어 131

코어 111

코어 91

코어 71

코어 51

  도 18은 코어의 단편들을 엔코딩하는 유전자들의 범위를 나타내는 DNA 아가로오스 겔을 도시한다. 이러한 작제물은,

292T 세포에서의 코-트랜스펙션에 의한 발현과 함께 NS4B5B 융합체 (p7313ie/NS4B5B)의 발현 수준에 대한 이들의

영향에 대해 시험되었다. 결과는 도 19에 도시되어 있다. 레인은 하기와 같이 로딩되었다:

  

 레인  하기 성분으로 로딩됨 (각각 0.5㎍ DNA를 포함함)

 1  p7313ie/NS4B5B  p7313ie

 2  p7313ie/NS4B5B  코어 191

 3  p7313ie/NS4B5B  코어 Δ15

 4  p7313ie/NS4B5B  코어 171

 5  p7313ie/NS4B5B  코어 151

 6  p7313ie/NS4B5B  코어 131

 7  p7313ie/NS4B5B  코어 111

 8  p7313ie/NS4B5B  코어 91

 9  p7313ie/NS4B5B  코어 71

 10  p7313ie/NS4B5B  코어 51

공개특허 10-2005-0085009

- 23 -



  코어191, 코어 Δ15, 코어171, 코어151 및 코어131의 발현은, NS4B5B의 발현의 항-NS5B 검출 후에, 웨스턴 블롯이 항

-코어로 프로빙되는 경우에 명확히 검출된다. 코어의 추가의 트렁케이팅된 형태는 검출되지 않았는데, 이는 아마도 사용

된 겔 시스템의 크기 포획 제한으로 인할 것이다.

  결과는 둘 모두의 코어 종의 강력한 발현에도 불구하고, 코어171과 함께 회복되고 다시 코어151과 함께 회복되는, 코어

191 및 Δ15의 존재하에서의 NS4B5B의 발현 수준의 현저한 감소를 나타낸다. 이러한 결과는 NS4B5B의 경우에 2회 반복

되었고, NS3 및 NS5B의 경우에 1회 반복되었다.

  실시예 8, NS3, NS5B, NS4B-NS5B 융합체 및 NS3-NS4B-NS5B 삼중 융합체의 발현에 대한 코어 및 코어 151의 효

과

  실험 1 트랜스 포맷 (Trans format)으로의 발현

  실험을 코어가 트랜스(trans)로 발현되거나 별도의 플라스미드상에서 엔코딩되는 경우, 비구조 항원의 발현에 대한 코어

191 대 코어151의 발현의 효과를 모니터하기 위해 수행하였다. 실험 프로토콜은 실시예 7에 기술된 바와 동일하였다. 요

약하면, 하기 표에 약술된 두 개의 DNA 플라스미드 벡터 각각 0.5㎍을 표준 프로토콜 (Invitrogen/Life Technologies)로

리포펙타민(Lipofectamine) 2000 트랜스펙션 시약을 사용하여 HEK 293T 세포내로 코트랜스펙션시켰다. (트랜스펙션

및 웨스턴 블롯 방법은 실시예 4와 같다)

  결과는 도 20에 도시되어 있으며, 여기서 레인들은 하기 표에 기재된 바와 같이 로딩되었고, 웨스턴 블롯 분석은 항-NS3

및 항-NS5B 항혈청을 사용하여 주로 비구조 단백질의 발현을 검출하고, 항-코어를 사용하는 동일한 블롯의 2차 프로브

에 의해 코어의 발현을 검출하기 위해 수행하였다.

  

 레인  비구조 엘리먼트  코어 엘리먼트

 1  NS3  공벡터 (Empty vector)

 2  NS3  코어 191

 3  NS3  코어 151

 4  NS5B  공벡터

 5  NS5B  코어 191

 6  NS5B  코어 151

 7  NS4B-NS5B  공벡터

 8  NS4B-NS5B  코어 191

 9  NS4B-NS5B  코어 151

 10  NS3-NS4B-NS5B  공벡터

 11  NS3-NS4B-NS5B  코어 191

 12  NS3-NS4B-NS5B  코어 151

  모든 경우, 코어 151과 트랜스 (trans)로 생성된 경우 비구조 단백질 또는 융합체 (NS3, NS5B, NS4B-5B)의 양은 코어

191과 트랜스로 발현된 경우에 생성된 수준과 비교하여 현저하게 증가된 것으로 나타났다.

  실험 2 - 시스 포맷 (Cis format)으로의 발현

  실험을 코어가 시스로 발현되거나 비구조 엘리먼트와 융합된 형태로 동일한 플라스미드상에서 엔코딩되는 경우에 비구

조 항원의 발현에 대한 코어191 대 코어151의 발현의 효과를 모니터하기 위해 수행하였다. 각각의 경우, 코어151을 특정

된 비구조 영역과의 카르복시-말단 융합체 형태로 코어191 대신 사용하였다.

  하기 표에 약술된 DNA 플라스미드 벡터 1㎍을 표준 프로토콜 (Invitrogen/Life Technologies)로 리포펙타민 2000 트

랜스펙션 시약을 사용하여 HEK 293T 세포내로 트랜스펙션시켰다. (트랜스펙션 및 웨스턴 블롯 방법은 실시예 4와 같다)
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  결과는 도 21에 도시되어 있다. 웨스턴 블롯 분석은 겔 A에서 항-NS3 및 항-NS5B 항혈청을 사용하여 주로 비구조 성분

들의 발현을 검출하고, 항-코어를 사용하는 동일한 블롯의 2차 프로브에 의해 코어의 발현을 검출하기 위해 수행하였다.

레인들은 하기 표에 기재된 바와 같이 로딩되었다:

  

 레인  비구조 엘리먼트  코어 엘리먼트

 1  -  코어 191

 3  NS5B  -

 4  NS3  코어 191

 5  NS3  코어 151

 6  NS5B  코어 191

 7  NS5B  코어 151

 8  NS4B-NS5B  코어 191

 9  NS4B-NS5B  코어 151

 10  NS3-NS4B-NS5B (HCV 510)  코어 191

 11  NS3-NS4B-NS5B (HCV 510c)  코어 151

  결과는 항원들이 폴리프로테인 융합체로 존재하는 시스 포맷의 경우에 코어의 트렁케이션이 융합 단백질의 발현을 증가

시킨다는 것을 나타낸다.

  NS3에 대한 면역 반응에 미치는 코어191 및 코어151의 효과 비교

  C57BL 마우스를 PMID에 의해 1.5ug x 2 샷(shot)의 전체 DNA로 면역화시켰다. 면역화된 군은 공벡터 p7313ie 단독,

p7313ieNS3, p7313ieNS5B 및 Pp7313ie코어 191 또는 p7313ieNS3, p7313ieNS5B 및 p7313ie코어151에 의한 골드

비드의 코-코팅(co-coating)을 포함하였다. 코-코팅은 이것이 상기 기술된 시험관내 코-트랜스펙션 실험을 의태할 수 있

는 동일한 세포에 모든 플라스미드를 전달할 수 있기 때문에 사용되었다. NS3로부터의 우세한 CD8 및 CD4 T 세포 에피

토프에 대한 면역 반응은 IFNγ 및 IL2 항원 특이적 반응을 측정하기 위해 세포내 사이토카인 염색을 사용하여 1차 면역화

한 지 14일 후에 측정하였다. 결과 (도 22에 도시됨)는 CD4 및 CD8 NS3 반응 둘 모두가 코어 191과 비교하여 코어151의

존재하에서 약 2배 높다는 것을 보여준다.

  또 다른 실험에서, C57BL 마우스를 코어 191 또는 코어 151과 함께 p7313ieNS3/NS4B/NS5B 삼중 융합체를 발현하는

플라스미드로 코-코팅된 골드 비드로 면역화시켰다. 동물들을 동일한 작제물로 추가로 부스팅시키고, 반응을 측정하기 위

해 세포내 사이토카인 염색을 사용하여 부스팅한 지 7일 후에 NS3에 대한 반응을 모니터하였다. 도 23에 도시된 결과는

NS3 항원 특이적 CD4 및 CD8 반응 둘 모두가 코어 191과 비교하여 코어 151의 존재하에서 약 2배 높음을 보여준다.

  전체적으로, 코어의 존재하에서 NS3에 대한 반응을 비교한 생체내 실험은 FL 코어 및 비구조 단백질의 공동 전달이 비

구조 항원의 발현을 감소시킬 수 있으며 이것이 작제물의 면역원성을 감소시킨다는 시험관내 발현 데이터를 뒷받침해준

다. 이러한 효과는 C 말단 40개 아미노산이 제거된 트렁케이팅된 코어로 코-코팅시킴으로써 적어도 부분적으로 극복될 수

있다.

  

(57) 청구의 범위

청구항 1.

  코어, NS3, NS4B 및 NS5B인 HCV 단백질의 폴리펩티드 서열을 엔코딩하는 폴리뉴클레오티드를 포함하는 의학용 HCV

백신.

청구항 2.
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  제 1항에 있어서, 폴리뉴클레오티드가 그 밖의 HCV 단백질을 엔코딩하지 않는 HCV 백신.

청구항 3.

  제 1항 또는 제 2항에 있어서, 폴리뉴클레오티드가 다른 HCV 단백질의 발현에 대한 코어의 억제 효과를 감소시키기에

충분한 양으로 카르복시 말단 단부로부터 트렁케이팅(truncating)된 코어 단백질을 엔코딩함을 특징으로 하는 HCV 백신.

청구항 4.

  제 3항에 있어서, 트렁케이팅된 코어 단백질이 적어도 C-말단 10개 아미노산의 결실을 지님을 특징으로 하는 HCV 백

신.

청구항 5.

  제 4항에 있어서, 트렁케이팅된 코어 단백질이 코어 1-151 서열로 구성됨을 특징으로 하는 HCV 백신.

청구항 6.

  제 1항에 있어서, HCV 단백질이 하나 이상의 HCV 단백질을 함유하는 융합 단백질의 형태로 존재함을 특징으로 하는

HCV 백신.

청구항 7.

  제 6항에 있어서, 융합 단백질이 NS4B 및 NS5B의 폴리펩티드 서열로 구성된 이중 융합체임을 특징으로 하는 HCV 백

신.

청구항 8.

  제 6항에 있어서, 융합 단백질이 NS3 및 코어의 폴리펩티드 서열로 구성된 이중 융합체임을 특징으로 하는 HCV 백신.

청구항 9.

  제 1항에 있어서, HCV 단백질이 하나 이상의 발현 카세트내에 폴리뉴클레오티드에 의해 엔코딩되어 있음을 특징으로 하

는 HCV 백신.

청구항 10.

  제 9항에 있어서, 코어 단백질을 엔코딩하는 발현 카세트가 다른 HCV 단백질 중 하나 이상을 엔코딩하는 발현 카세트의

다운스트림에 시스 위치로 존재함을 특징으로 하는 HCV 백신.

청구항 11.
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  제 10항에 있어서, 코어 단백질을 엔코딩하는 발현 카세트가 NS5B 단백질을 엔코딩하는 발현 카세트의 다운스트림에 위

치함을 특징으로 하는 HCV 백신.

청구항 12.

  제 1항에 있어서, 존재하는 HCV 단백질 중 하나 이상이 돌연변이에 의해 비활성화됨을 특징으로 하는 HCV 백신.

청구항 13.

  제 12항에 있어서, 폴리뉴클레오티드가 모티프 A에 돌연변이를 포함하는 NS5B 단백질을 엔코딩함을 특징으로 하는

HCV 백신.

청구항 14.

  제 12항에 있어서, 폴리뉴클레오티드가 프로테아제 활성이 세작용기 촉매 아미노산 중 어느 하나의 돌연변이에 의해 제

거된 NS3 단백질을 엔코딩함을 특징으로 하는 HCV 백신.

청구항 15.

  제 12항에 있어서, 폴리뉴클레오티드가 헬리카아제 활성이 헬리카아제 모티프 I, II, III 또는 IV 중 하나 이상의 돌연변이

에 의해 제거된 NS3 단백질을 엔코딩함을 특징으로 하는 HCV 백신.

청구항 16.

  제 12항에 있어서, 폴리뉴클레오티드가 고도로 가변성인 N-말단 영역을 제거하기 위한 트렁케이션을 포함하는 NS4B

단백질을 엔코딩함을 특징으로 하는 HCV 백신.

청구항 17.

  제 1항 내지 제 16항 중 어느 한 항에 있어서, 폴리뉴클레오티드 백신이 HCV 조합체 1 내지 19 중 어느 하나를 엔코딩함

을 특징으로 하는 HCV 백신.

청구항 18.

  제 1항에 있어서, 폴리뉴클레오티드가 DNA 서열임을 특징으로 하는 HCV 백신.

청구항 19.

  제 18항에 있어서, DNA 서열이 플라스미드 형태로 존재함을 특징으로 하는 HCV 백신.

청구항 20.
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  제 1항 내지 제 17항 중 어느 한 항에 있어서, 올리고뉴클레오티드가 포유동물 세포에서의 발현을 위해 코돈 최적화됨을

특징으로 하는 백신.

청구항 21.

  제 1항 내지 제 17항 중 어느 한 항에 따른 백신을 포유동물에게 투여하는 것을 포함하여, 포유동물의 HCV 감염을 예방

하거나 치료하는 방법.

청구항 22.

  제 1항 내지 제 17항 중 어느 한 항에 따른 폴리뉴클레오티드 백신을 제공하고, 폴리뉴클레오티드를 골드 비드 (gold

bead)상으로 코팅시키고, 골드 비드를 피부내로 전달하는 것을 포함하여, 개체를 백신접종시키는 방법.

청구항 23.

  HCV 치료용 약제의 제조에 사용되는 제 1항 내지 제 17항 중 어느 한 항에 따른 HCV 백신의 용도.
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