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(57) 요 약

본 발명은 11E10 항체에 대한 Stx2 단백질 내 에피토프의 발견에 기반한 것이다. 본 발명은 11E10 단일클론 항체

에피토프를 포함하는 비-전장 Stx2 폴리펩타이드를 함유하는 조성물을 특징으로 한다.  본 발명은 또한 Stx2 단

백질의 11E10 에피토프에 특이적인 항- Stx2 항체를 생산하는 방법을 특징으로 한다. 추가적으로, 본 발명은 시

가 독소 관련 질병 (예, 용혈성 요독 증후군 및 대장균 및 시겔라 이질균 감염과 연관된 질병)을 보유하고 있거

나 이의 발병 위험에 놓인 대상체를, 본 발명의 방법들을 이용하여 개발한 11E10 에피토프를 포함하는 폴리펩타

이드 또는 항-Stx2 항체로 치료하기 위한 방법을 특징으로 한다. 더욱이, 본 발명은 본 발명의 방법들을 이용하

여 개발한 항체들을 이용하여 시료 내에서 Stx2를 검출하는 것을 특징으로 한다.
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명 세 서

청구범위

청구항 1 

(i) 서열번호 1; 

(ii) 서열번호 1 및 2; 또는 

(iii) 서열번호 1, 2, 및 3; 및 

비-Stx2 단백질 스캐폴드

를 포함하고, Stx2의 항원성을 가지고, 서열번호 8에 나타난 아미노산 서열과 적어도 95% 서열 동일성을 갖는

아미노산 서열을 포함하며, 여기서 상기 서열번호 1; 서열번호 1 및 2; 또는 서열번호 1, 2 및 3은 상기 비-

Stx2 단백질 스캐폴드 내에 삽입되어 있는 것인, 정제된 폴리펩타이드.

청구항 2 

제1항에 있어서, 상기 스캐폴드가 Stx1 또는 그것의 단편을 포함하는 것인 정제된 폴리펩타이드.

청구항 3 

제1항에 있어서, 서열번호 8의 아미노산 64-122와 적어도 80% 서열 동일성을 갖는 아미노산 서열을 포함하는,

정제된 폴리펩타이드.

청구항 4 

제1항에 있어서, 변성독소화 상태인 정제된 폴리펩타이드.

청구항 5 

제1항 내지 제4항 중 어느 한 항의 폴리펩타이드를 암호화하는 단리된 핵산 분자.

청구항 6 

제5항의 핵산 분자를 포함하는, 폴리펩타이드를 발현할 수 있는 벡터.

청구항 7 

제6항의 벡터를 포함하는 숙주 세포.

청구항 8 

- 제1항 내지 제4항 중 어느 한 항의 폴리펩타이드로 인간을 제외한 포유동물을 면역화시키는 단계, 및

- 시가(Shiga) 독소 2형 (Stx2) 단백질의 11E10 에피토프에 특이적으로 결합하는 항-Stx2 항체를 상기 포유동물

의 조직 또는 상기 조직을 이용해서 만든 하이브리도마로부터 정제하는 단계

를 포함하는, 시가 독소 2형 (Stx2) 단백질의 11E10 에피토프에 특이적으로 결합하는 항-Stx2 항체를 생산하는

방법.

청구항 9 

제8항에 있어서, 상기 면역화시키는 단계가 항원보강제의 사용을 더 포함하는 것인 방법.

청구항 10 

제8항에 있어서, 시험관 내 중화 분석법에서 Stx2 및 Stx1에 대하여 상기 항체를 스크리닝하는 단계를 더 포함

하고, 여기서 Stx2의 세포독성 효과의 적어도 50%를 중화시키는 항체가 Stx2 단백질의 11E10 에피토프에 특이적

으로 결합하는 항-Stx2 항체인 방법.
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청구항 11 

제9항에 있어서, 시험관 내 중화 분석법에서 Stx2 및 Stx1에 대하여 상기 항체를 스크리닝하는 단계를 더 포함

하고, 여기서 Stx2의 세포독성 효과의 적어도 50%를 중화시키는 항체가 Stx2 단백질의 11E10 에피토프에 특이적

으로 결합하는 항-Stx2 항체인 방법.

청구항 12 

삭제

청구항 13 

삭제

청구항 14 

제1항 내지 제4항 중 어느 한 항의 폴리펩타이드를 포함하는, 대상체에서 시가 독소 매개 질병을 치료하거나 예

방하기 위한 의약.

청구항 15 

제14항에 있어서, 상기 시가 독소 매개 질병이 용혈성 요독 증후군 또는 대장균 (E. coli) 또는 시겔라 이질균

(S. dysenteriae) 감염과 연관된 질병인 의약.

청구항 16 

삭제

청구항 17 

삭제

청구항 18 

삭제

청구항 19 

삭제

청구항 20 

삭제

청구항 21 

삭제

청구항 22 

삭제

청구항 23 

삭제

청구항 24 

삭제

청구항 25 

삭제
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청구항 26 

삭제

청구항 27 

삭제

청구항 28 

삭제

청구항 29 

삭제

청구항 30 

삭제

청구항 31 

삭제

청구항 32 

삭제

청구항 33 

삭제

청구항 34 

삭제

청구항 35 

삭제

청구항 36 

삭제

청구항 37 

삭제

청구항 38 

삭제

청구항 39 

삭제

청구항 40 

삭제

청구항 41 

삭제
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청구항 42 

삭제

청구항 43 

삭제

청구항 44 

삭제

청구항 45 

삭제

청구항 46 

삭제

청구항 47 

삭제

청구항 48 

삭제

청구항 49 

삭제

청구항 50 

삭제

청구항 51 

삭제

청구항 52 

삭제

청구항 53 

삭제

청구항 54 

삭제

청구항 55 

삭제

청구항 56 

삭제

청구항 57 

삭제
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청구항 58 

삭제

청구항 59 

삭제

청구항 60 

삭제

청구항 61 

삭제

청구항 62 

삭제

발명의 설명

기 술 분 야

일반적으로 본 발명은 시가 독소 관련 질병을 치료하고 예방하는 기술분야에 관한 것이다.[0001]

배 경 기 술

미국에서 시가 독소(Shiga toxin, Stx)-생산 대장균 (STEC)은 매년 약 110,000건의 감염의 원인이 되고 있다.[0002]

특히 혈청형이 O157:H7인, 장출혈성 대장균(Enterohemorrhagic E. coli, EHEC)은 Stx 매개 질병을 생성하는 것

으로 유명한 STEC 소집단이다. Stx-생산 유기체 감염으로부터 가능한 합병증은 용혈성 요독 증후군(hemolytic

uremic syndrome, HUS)으로, 이는 용혈성 빈혈, 혈전성 저혈소판증, 및 신부전을 특징으로 한다. HUS 보유자들

의 경우 대략 5-10% 치사율을 보이며, 생존자들은 만성 신장 손상을 가질 수도 있다. 현재로서는 Stx 매개 질병

과 싸우거나 예방하기 위한 FDA 승인 치료법 또는 백신이 없지만, 장래에 몇가지 유망한 방법이 있는바, Stx2에

결합해서 그것을 중화시키는 인간화된 단일클론 항체 및 중화반응을 유도하여 Stx1  또는 Stx2  또는 Stx1  및

Stx2의 치사 가능성으로부터 보호하는 키메라 StxA2/StxB1 변성독소(toxoid)이다.

본질적으로  Stx에는  두  가지  주된  유형이  있는바,  Stx/Stx1  및  Stx2이다.  Stx는  시겔라  이질균(Shigella[0003]

dysenteriae) 1형으로부터 생산되는 한편, Stx1 및 Stx2는 대장균(Escherichia coli)에서 생산된다. Stx1 및

Stx2는 거의 동일하며, A 서브유닛(subunit)에 있어서 단지 1개의 아미노산만 다르다. Stx1 및 Stx2의 성숙 A

및 B 서브유닛들은 각각 68 및 73% 유사성을 갖는다. 상기 아미노산 서열 차이에도 불구하고, Stx1 및 Stx2의

결정 구조는 매우 흡사하다 (도 1). 이 독소들은 다클론 항혈청에 의해 구별될 수 있는데, Stx1에 대하여 생성

된 다클론 항혈청은 Stx2를 중화하지 않으며, 그 반대의 경우도 마찬가지이다. Stx1 및 Stx2의 변이체들이 존재

하며, Stx1c, Stx1d, Stx2c, Stx2d, Stx2d-활성형 (Stx2-act.), Stx2e, 및 Stx2f가 있다.

시가 독소는 AB5 구조를 갖는 복잡한 홀로톡신(holotoxin)이다. 이의 활성 도메인 (A)는, 60S 리보솜 서브유닛[0004]

의 28S rRNA에서 푸린을 제거하는 N-글리코시다아제를 함유하는데, 이 효소는 단백질 합성을 막아서, 궁극적으

로 세포사를 유발한다. 상기 A 서브유닛은 약 32 kDa이고, 트립신이나 퓨린(furin)에 의해서 단백질분해되면서,

단일 이황화 결합으로 연결되어 있는 약 28 kDa A1 서브유닛과 약 5 kDa A2 펩타이드로 잘려진다. A1 서브유닛은

상기 활성 도메인을 포함하고, A2 펩타이드는 비공유 방식으로 상기 활성 도메인을 결합 (B) 도메인에 연결한다.

상기 (B) 도메인은 상기 A2 펩타이드의 C 말단이 가로지르는 오량체를 형성하는 5 개의 동일한 약 7.7 kDa 단량

체로 이루어져 있다. 각각의 상기 B 서브유닛 단량체는 각 단량체 내에서 이황화 결합을 형성하는 2개의 시스테

인 잔기를 갖고 있다. 상기 B 오량체는 진핵성 수용체 글리보트리아오실 세라마이드(globotriaosyl ceramide,

Gb3) (Stx2e의 경우에는 Gb4임)에 결합한다.

이 독소들에 대한 노출에 대해 알려진 결과에도 불구하고, 현재로서는 Stx-매개 질병을 위해 알려진 치료법이나[0005]

백신이 없다. 항생제를 사용하게 되면 박테리아로부터 독소 방출을 증대시킴으로써 상황을 악화시키게 된다. 이
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에 따라, 시가 독소에 의해 형성되는 EHEC 감염 합병증들을 예방하거나 치료하기 위한 화합물이 요구되고 있다.

그러한 화합물은 감염된 대상체를 치료하고, CNS, 혈액, 및 신장에 대한 독소의 전신성 효과를 줄이는 데에 사

용될 수 있을 것이다. 추가적으로, 이 독소가 중화될 수 있다면, 위장관 내에서 박테리아를 죽이기 위해 항생제

를 안전하게 공급할 수 있을 것이다. STEC 감염에 대하여 항생제 처리하는 것은 금지되어 왔는데, 항생제가 독

소 유전자를 운반하는 파지를 유도하게 되어서 독소 생산을 증가시킬 우려가 있기 때문이다. 그런 화합물은 또

한 노출되었거나 고위험 대상체들을 EHEC 감염 전에 치료함으로써 감염 합병증들을 방지하는 데에도 사용될 수

있을 것이다. 이러한 대상체에는 탁아소 소아층 또는 양로원 장년층이 포함될 것이며, 이곳들에서 EHEC 설사 환

자가 발견된 바 있다. 이런 대상체들은 EHEC 감염이 발병할 위험이 큰데, 종종 심각한 합병증을 동반하며, 이런

환경들에서 EHEC가 퍼지는 것은 특이한 일이 아니다.

발명의 내용

발명의 요약[0006]

단일클론 항체 11E10는 Stx2의 A 서브유닛을 인식하고 그것의 세포독성을 중화시킨다. StxA1 및 StxA2 간의 68%[0007]

아미노산 (aa) 서열 유사성에도 불구하고, 상기 11E10 단일클론 항체는 StxA1에는 결합하지 않는다. 본 발명자

들은  11E10  에피토프가  상기  StxA2  단량체  상의  세군데  영역에  걸쳐  있는  불연속적이거나,  또는  배좌의

(conformational), 에피토프를 망라한다는 사실을 발겨하였다. 상기 세군데의 비유사영역에는, aa 42-49 (서열

번호 1), 96-100 (서열번호 2) 및 244-259 (서열번호 3)이 있는데, 상기 Stx2 A 서브유닛의 결정 구조 상에서

서로 근접하게 위치하는 것으로 나타나고 있다. 이에, 본 발명자들은 상기 11E10 에피토프가 서열번호 1, 2, 및

3에 나타난 서열 중에서 적어도 하나, 둘, 또는 세개 모두를 포함하는 것을 발견했다.

따라서, 본 발명은 서열번호 1, 2, 및 3에 나타난 아미노산 서열 중에서 적어도 하나, 둘, 또는 세개를 포함하[0008]

는 폴리펩타이드를 특징으로 하고, 여기서 상기 폴리펩타이드는 전장(full length) Stx2가 아니다.  상기 폴리

펩타이드는 적어도 서열번호 1에 나타난 아미노산 서열을 포함한다.  바람직하게는, 상기 폴리펩타이드는 서열

번호 1 및 2 또는, 더욱 바람직하게는, 서열번호 1, 2, 및 3에 나타난 아미노산 서열을 포함한다. 일 실시양태

에서는, 서열번호 1, 2, 및 3에 나타난 서열 중 하나 이상이 비-Stx2 단백질 스캐폴드(scaffold)에 삽입되어 있

다. 특정 실시양태들에서, 상기 단백질 스캐폴드는 Stx1 또는 그것의 단편과 실질적으로 동일한 단백질, 예를

들면, 적어도 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, 또는 100% 동일한 단백질이다. 일 실시양태

에서,  상기  단백질  스캐폴드는  Stx1,  Stx,  또는  하나  이상의  보존적  점  돌연변이(conservative  point

mutation)를 갖는 Stx1이다. 또 다른 실시양태에서, 본 발명의 폴리펩타이드는 서열번호 8에 나타난 아미노산

서열과 실질적으로 동일한 아미노산 서열을 포함하고 있다. 또 다른 실시양태에서, 상기 폴리펩타이드는 서열번

호 1, 2, 또는 3; 서열번호 1 및 2; 또는 서열번호 1, 2, 및 3을 포함하는 Stx2의 단편, 예를 들면, Stx2 폴리

펩타이드 서열 중 아미노산 29-297, 아미노산 1-158, 또는 아미노산 29-128을 포함할 수도 있고, 여기서 상기

단편은 전장 Stx2가 아니다. 몇몇 실시양태에서, 상기 단편은 단백질 스캐폴드, 예를 들면, Stx 또는 Stx1 내로

삽입되어 있다.

본 발명은 또한 서열번호 8에 나타난 아미노산 서열의 단편과 실질적으로 동일한 아미노산 서열을 포함하는 폴[0009]

리펩타이드를 특징으로 한다. 일 실시양태에서, 상기 단편은 서열번호 8의 아미노산 64-122와 적어도 80%, 85%,

90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% 또는 100% 동일한 서열을 포함하며, 적어도 서열번호 1에

나타난 아미노산 서열을 더욱 포함한다. 바람직하게는, 상기 단편은 서열번호 2 또는 서열번호 2 및 3에 나타난

아미노산 서열을 더욱 포함한다.  상기 단편은 예를 들면, 20, 40, 59, 60, 150, 200, 219, 236, 250, 300, 또

는 314개 아미노산 길이일 수도 있다. 특정 실시양태들에서, 상기 폴리펩타이드는 변성독소 상태이다.  상기에

서 언급된 모든 폴리펩타이드는 용어 "본 발명의 폴리펩타이드" 내에 포함된다. 

또한 본 발명은 핵산 분자를 포함하는데, 상기 핵산은 벡터 내 발현구조체에 연결되어 있으며, 여기서 이 벡터[0010]

는 본 발명의 폴리펩타이드 중 어느 하나를 암호화하면서, 숙주 세포 내로 삽입된다.  

관련된 일 측면에서, 본 발명은 본 발명의 폴리펩타이드 중 어느 하나를 사용하여 Stx2에 대한 면역 반응을 촉[0011]

진하기 위한 조성물을 특징으로 한다.  바람직하게는, 상기 폴리펩타이드는 서열번호 1 및 2 또는, 더욱 바람직

하게는, 서열번호 1, 2, 및 3에 나타난 서열을 포함한다. 이들 실시예 중 어느 하나에 있어서, 상기 조성물은

항원보강제(adjuvant)를 더 포함할 수 있다. 특정 실시양태들에서, 상기 조성물은 Stx1에 대한 면역 반응을 촉

진하지 않는다. 

또한 본 발명은 본 발명의 폴리펩타이드 중 어느 하나의 용도를 특징으로 한다 (예를 들면, 서열번호 1, 2, 또[0012]
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는 3 중 적어도 하나, 둘, 또는 셋 모두에 나타난 아미노산 서열이 삽입된 Stx1 등의 단백질 스캐폴드).  이 펩

타이드들은 용혈성 요독 증후군을 포함한 시가 독소 관련 질병 및 대장균 및 시겔라 이질균 감염과 연관된 질병

들에 대한 면역화 또는 치료에 유용할 수 있다.  일 실시양태에서, 상기 펩타이드는 서열번호 8에 나타난 아미

노산 서열과 적어도 75%, 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, 또는 100% 서열 동일

성을 갖는다. 또 다른 측면에서, 본 발명은 Stx2의 11E10 에피토프에 특이적으로 결합하는 항-Stx2 항체 (예,

단일클론 및 다클론 항체) 또는 그 단편을 생산하는 방법을 특징으로 한다.  이런 항체들 또는 단편들은 Stx2에

특이적으로 결합하지만, Stx1에는 그렇지 않다.  본 방법은 서열번호 1,  2,  및 3에 나타난 서열 중 적어도

하나, 둘, 또는 셋을 포함하는 Stx2 단편 (즉, 전장 Stx2가 아님)을 포함하는 폴리펩타이드로 포유동물을 면역

화하는 것을 포함하는데, 여기서 본 폴리펩타이드는 전장 Stx2를 포함하지 않는다.  바람직하게는 본 방법은 적

어도 서열번호 1에 나타난 서열, 더욱 바람직하게는 서열번호 1 및 2에 나타난 서열, 및 더더욱 바람직하게는

서열번호 1, 2, 및 3에 나타난 서열을 가지는 폴리펩타이드를 이용하는 것을 포함한다.  일 실시양태에서, 상기

펩타이드는 단백질 스캐폴드, 예를 들면 서열번호 1, 2, 및 3에 나타난 아미노산 서열 중 하나 이상이 삽입된,

Stx1과 실질적으로 동일한 단백질을 포함한다. 본 방법은, 예를 들면 본원에 설명된 바와 같이 11E10 에피토프

를 갖는 폴리펩타이드로 포유동물을 면역화시키는 것을 포함할 수도 있는데, 여기서 상기 폴리펩타이드는 전장

Stx2를 포함하고 있지 않다.  일 실시양태에서, 포유동물은 서열번호 8에 나타난 아미노산 서열과 실질적으로

동일한 아미노산 서열을 포함하는 폴리펩타이드로 면역화된다. 상기 방법들에 의해 생산된 항-Stx2 항체는 당업

계에 공지되었거나 예를 들면 시험관내 중화 실험을 포함하여 본원에 설명된 표준 방법을 사용하여 스크리닝되

어, Stx2에 특이적으로 결합하고 Stx1에는 그렇지 않은 항체를 동정할 수 있다.  면역원성 폴리펩타이드 및 이

폴리펩타이드를 제조하는 방법들 또한 이 폴리펩타이드를 암호화하는 핵산 분자와 함께 (이 핵산이 벡터 내 발

현 구조체에 연결되는 곳, 및 이 벡터가 숙주 세포 내로 삽입되는 곳을 포함함), 본 발명의 연관된 측면들로서

포함된다.

또한 본 발명은 Stx2의 11E10 에피토프에 특이적으로 결합하되, Stx2에 특이적으로 결합하고 Stx1에는 그렇지[0013]

않은 항-Stx2 항체 또는 그 단편을 특징으로 한다. 본 발명의 바람직한 항체는, 서열번호 1, 2, 및 3에 나타난

서열 중 하나, 둘, 또는 셋 모두를, 바람직하게는 적어도 서열번호 1을, 더욱 바람직하게는 적어도 서열번호 1

및 2를, 그리고 가장 바람직하게는 서열번호 1, 2, 및 3을 포함하는 에피토프에 결합한다. 상기 항체 에피토프

는 아미노산 서열이 상기 단백질 스캐폴드 구조에 기반하여 근접한, 예를 들면 본원에서 설명된 키메라 단백질

에서처럼 서열번호 1, 2, 및 3에 나타난 Stx2 서열 중 하나 이상이 Stx1과 실질적으로 동일한 단백질 스캐폴드

내로 삽입되어 있는, 배좌 에피토프일 수 있다. 상기 항체는 IgG, IgM, IgE, IgD, IgA, Fab, Fv, 단일클론 및

다클론 항체이거나, 항체 단편일 수 있으며, 본원에 설명된 방법들에 의해 개발된 것일 수 있다. 상기 항체는

바람직하게는 100 nM, 50 nM, 10 nM, 1 nM, 100 pM, 10 pM, 또는 1 pM 또는 그 이하의 Kd를 갖는 Stx2에 결합

한다.  일 실시양태에서 본 발명의 항체는 11E10 항체가 Stx2 또는 상기 11E10 에피토프를 갖는 키메라 단백질

에 결합하는 것을 억제하는데, 100 nM 내지 1 pM의 Kd 값으로 억제하는 것을 포함한다.  본 발명의 항체는 Stx2

가 진핵성 수용체 글리보트리아오실 세라마이드 (Gb3)에 결합하는 것을 억제할 수도 있다. 본 발명의 항-Stx2

항체는 구체적으로 하기 항체들 11E10, TMA-15, VTM1.1, 5C12 (5C12 인간 단일클론 항체 및 r5C12를 포함함),

6G3, 5H8, 11F11, 11G10, 2E1, 10E10, IG3, 2F10, 3E9, 4H9, 5A4, 5F3, 5C11, 1A4, 1A5, BC5 BB12, DC1 EH5,

EA5 BA3, ED5 DF3, GB6, BA4, 및 cαStx2 항체의 마우스, 인간화, 또는 키메라 형태를 배제한다.  본 발명은

본 발명의 항체 중 어느 하나를 생산하는 하이브리도마 세포주를 더 포함한다.

본 발명의 또 다른 측면은 본 발명의 항-Stx2 항체 중 어느 하나를 사용해서 생물학적 시료 (예, 조직, 세포,[0014]

세포 추출물, 체액, 및 생검 시료) 내에서 Stx2를 검출하는 방법을 특징으로 한다.  본 발명의 검출 방법은

ELISA,  RIA,  웨스턴  블롯(Western  blotting),  면역침강법(immunoprecipitation),  및  유세포분석(flow

cytometry)을 포함하나, 이에 한정되지 않는다.  본 발명은 시료 내 Stx2 동정을 기반으로 시가 독소-관련 질병

에 대해 진단하는 것을 포함한다.  본 발명은 또한 시가 독소-관련 질병을 검출하기 위한 면역학적 시험 키트를

특징으로 하는데, 상기 키트는 본 발명의 항체와, 상기 항체 및 상기 시료 내 존재하는 Stx2 간의 상호작용을

검출하기 위한 수단을 포함한다. 

본 발명의 또 다른 측면은 본원에 제공된 것 또는 상술한 방법들 중 어느 하나에 의해 생산된 것과 같은 항체를[0015]

사용하여 시가 독소 관련 질병을 치료하는 방법을 특징으로 한다. 시가 독소 관련 질병의 예로는 용혈성 요독

증후군(HUS) 및 대장균 및 시겔라 이질균 감염 연관 질병이 포함된다.  이 항체들은 다른 시가 독소 관련 단백

질 (예, Stx1)에 특이적으로 결합하는 항체들을 포함하나 이들에만 한정되지 않는, 다른 치료법들과 함께 투여

가능하다. 
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"11E10 에피토프"란, 선형 구조에 기인해서든지 삼차원 구조에 기인해서든지, 11E10 항체에 대한 결합 부위를[0016]

형성하는 아미노산 서열을 의미한다.  이 용어는 서열번호 1, 2, 및 3에 나타난 서열 중 하나, 둘, 또는 셋(예,

서열번호 1 및 2 또는 서열번호 1, 2, 및 3)과 동일하거나 실질적으로 동일한 서열을 포함하는, 임의의 비-전장

Stx2 단백질을 포함할 수도 있다.  바람직한 실시양태들에서, 상기 11E10 에피토프는 서열번호 1 및 2 또는 1,

2 및 3을 포함한다. 11E10 에피토프를 포함하는 단백질의 일례는 서열번호 8에 나타난 아미노산 서열과 실질적

으로 동일한 아미노산 서열을 포함하는 단백질이다.

용어 "Stx2의 11E10 에피토프에 특이적으로 결합하는 항체" 또는 "11E10 에피토프-특이적 항체"란 100 nM 내지[0017]

1 pM의 Kd 값으로 상기 11E10 에피토프를 포함하는 단백질에 결합하는 항체를 의미한다.　 그런 항체들은 또한

상기 Stx1 단백질에 대한 결합을 거의 또는 전혀 탐지할 수 없는 것을 특징으로 한다 (예, Stx1 경우, 100 nM,

200 nM, 500 nM, 1 μM, 10 μM, 100 μM, 1 mM 또는 그 이상의 Kd 값을 가짐).　 항체 친화도는 표면 플라즈몬

공명법(surface  plasmon  resonance  based  assay),  효소결합 면역흡착 분석법(ELISA), 및 경합법(competition

assay)(예, RIA)을 포함하지만 이들에만 한정되지 않는, 당업계에 공지된 임의의 분석법을 사용하여 결정할 수

도 있다.   또한, 상기 항체는 본원에 설명된 바와 같이 시험관 내 중화 분석법에 이용될 수도 있다. 상기

11E10 에피토프에 특이적으로 결합하는 항체는 본원에 설명되었거나 당업계에 공지된 분석법들을 이용해서 Stx2

의 세포독성 효과를 적어도 10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 75%, 또는 그 이상까지 중화시킬 수도 있다.   본 용어는

구체적으로 하기 항-Stx2 항체의 마우스, 키메라, 인간화 또는 인간 형태를 배제한다: 11E10, TMA-15, VTM1.1,

5C12 (5C12 인간 단일클론 항체 및 r5C12 (문헌 [아키요시 및 치포리(Akiyoshi and Tzipori) (2005) Infect.

Immun.  73:4054-4061])  포함),  6G3,  5H8,  11F11,  11G10,  2E1,  10E10  (문헌 [페레라(Perera)  등 (1988)  J.

Clin. Microbiol. 26:2127-2131]), IG3, 2F10, 3E9, 4H9, 5A4, 5F3, 5C11, 1A4, 1A5 (문헌 [마(Ma) 등 (2008)

Immunol.  Lett.  121:110-115  (2008)]),  BC5  BB12,  DC1  EH5,  EA5  BA3,  ED5  DF3,  GB6,  BA4  (문헌  [다운스

(Downes) 등 (1988) Infect. Immun. 56:1926-1933]), cαStx2 항체, 문헌 [스미스(Smith) 등 (2006) Vaccine

24:4122-4129]에 설명된 항체, 문헌 [도노휴-롤프(Donohue-Rolfe) 등 (1999) Infect Immun. 67:3645-364]에 설

명된 항체, 및 문헌 [셰오란(Sheoran) 등 (2003) Infect Immun. 71:3125-3130]에 설명된 항체.

"결합을 억제한다"란, 예를 들면, 본원에 설명된 웨스턴 블롯이나 당업계에 공지된 ELISA 또는 Gb3 수용체 결합[0018]

분석법으로 측정하였을 때, 하나의 단백질의 다른 단백질에 대한 결합을 적어도 50%, 바람직하게는 60%, 70%,

80%, 90%, 또는 그 이상까지 감소시키는 것을 의미한다.　 

용어 "항체"는 가장 광범위한 의미로 사용되며, 단일클론 항체 (전장 단일클론 항체를 포함함), 다클론 항체,[0019]

다중특이성 항체 (예, 이중특이성 항체), 또는 항체 단편을 포함하는데, 단, 이런 분자들은 원하는 생물학적 활

성을 갖는다(예, 본원에 설명된 것과 같은 상기 Stx2 독소의 중화).

본원에 사용된 바, "정제된" 또는 "분리된"이란 그 본래 환경의 구성요소로부터 동정되고 분리 및/또는 회수된[0020]

단백질을 가리킨다. 그 본래 환경의 오염 요소들은 일반적으로 상기 단백질에 대한 진단 또는 치료 용도를 방해

하게 되는 물질들이며, 효소, 호르몬, 및 기타 단백성 또는 비-단백성 용질들을 포함할 수도 있다.

"변성독소화된(toxoided)"이란, 예를 들면 돌연변이, 접합, 또는 가교에 의해서 항원성을 유지시키면서 세포독[0021]

성을 줄이는 식으로 변경된 것을 의미한다. Stx2의 변성독소화된 형태에는 포름알데히드 및 글루타르알데히드

처리된 Stx2 및 Y77S 돌연변이 보유 Stx2가 포함된다. 변성독소화된 Stx 단백질의 기타 비한정적 예에는 Y77S

및 E167Q 돌연변이 보유 Stx2 (문헌 [웬(Wen) 등 (2006) Vaccine 24: 1142-1148]), E167D 및 6 히스티딘 태그

보유 Stx2  (문헌  [로빈슨(Robinson)  등  (2006)  Proc.  Natl.  Acad.  Sci.  U.  S.  A  103:9667-9672]),  Y77S,

E167Q,  및  R170L  돌연변이  보유  StxA2/StxB1  변성독소  (문헌  [스미스(Smith)  등,  Vaccine  24:4122-4129

(2006)])가 있다. 다른 예들은 문헌 [고돈(Gordon) 등 (1992) Infect. Immunol. 60(2):485-490]에 설명되어 있

다. 

"비-전장(non-full length) Stx2"란 전장 Stx2 폴리펩타이드 보다 아미노산을 90%, 85%, 80%, 75%, 70%, 65%,[0022]

60% 미만, 또는 더 적게 포함하는 단백질을 의미한다.  비-전장 Stx2의 예에는 서열번호 4-8에 나타난 아미노산

서열이 포함되지만 이들에만 제한되는 것은 아니다.  다른 예로는 예를 들면 도 1a에 제시된 키메라 폴리펩타이

드를 비롯하여, Stx2의 29-297, 1-158, 또는 29-128 아미노산을 포함하거나 이들로 이루어진 폴리펩타이드가 있

다. 야생형 Stx1, Stx2의 A 서브유닛 또는 본 출원 내에 설명된 키메라 독소들은 모두, 제거되어서 성숙 A 서브

유닛 단백질을 생성하는 22개 아미노산 선도서열을 갖는다.

본 명세서를 위해서 용어 "전장(full-length) Stx2" 및 Stx2 단편들의 아미노산 번호는 전장 성숙 StxA2 서브유[0023]
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닛을 참조로 한 것이다.  이 성숙 A 서브유닛은 이후 트립신이나 퓨린에 의해서 A1 단편 (N-말단의 약 248 아미

노산) 및 A2 펩타이드 (C-말단의 약 50 아미노산)으로 비대칭적으로 잘린다.  상기 A 서브유닛은, 천연형이든

키메라 형태이든지, 홀로톡신 측면으로 존재하는 것이 일반적이다; 그러나, 단독 발현시 (예, B 서브유닛 없

이), A 서브유닛 또는 그 단편은 상기 11E10 에피토프에 대한 면역 반응을 유도할 수 있을 것이다. 

본원에 사용된 바, 용어 "단백질 스캐폴드" 또는 "스캐폴드"는 그 안에 이종 단백질의 하나 이상의 아미노산 서[0024]

열, 예를 들면 서열번호 1, 2, 또는 3에 나타난 Stx2 아미노산 서열이 삽입된 단백질 구조를 가리킨다. 바람직

하게는, 단백질 스캐폴드의 삼차원 구조가 공지되어 있고, 상기 이종 단백질의 단편은 전략적 위치, 예를 들면

표면이 노출된 루프 또는 상기 단백질 스캐폴드와 상기 이종 단백질 간에 구조적 상동성을 지닌 영역에 삽입된

다. Stx2의 단편 삽입은, 상기 단백질 스캐폴드의 특정 서열, 예를 들면 삽입될 서열과 구조적 상동성을 지닌

서열의 선택적 제거를 수반할 수도 있다. 본 예시에서, 단백질 스캐폴드에서 제거되지 않은 서열은 예를 들면

Stx1인 또 다른 단백질에 대한 서열 동일성 백분율을 결정하기 위해 사용될 수도 있다.  단백질 스캐폴드로서

사용된 예시적 단백질은 Stx 또는 Stx1 (본원에 설명됨), 녹색 형광 단백질 (문헌 [아베디(Abedi) 등 (1998)

Nucleic  Acids  Res.  26:623-630]),  및 세포독성 T-림프구-연관 항원 4  (CTLA-4)  (문헌 [후프톤(Hufton)  등

(2000) FEBS lett. 475:225-231])다.  단백질 스캐폴드들은 구체적으로는 단백질 태그, 예를 들면, 그 말단에

이종 단백질 서열이 융합되어 있는, FLAG 에피토프 또는 글루타치온-S-전이효소를 배제시킨다. 

"실질적으로 동일한"이란, 예를 들면 아래에 설명된 방법들을 사용하여, 최적 배열되었을때, 예를 들면 Stx2,[0025]

Stx1, 또는 서열번호 8에 나타난 것 같은 키메라 단백질인 제2 핵산 또는 아미노산 서열과 적어도 75%, 80%,

85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, 또는 100% 서열 동일성을 공유하는, 핵산 또는 아미

노산 서열을 의미한다. "실질적 동일성"은 전장 서열, 에피토프 또는 면역원성 펩타이드, 기능성 도메인, 암호

화 및/또는 조절 서열, 엑손, 인트론, 프로모터, 및 게놈 서열과 같은 다양한 종류 및 길이의 서열을 가리키기

위해서 사용될 수도 있다. 두 개의 폴리펩타이드 또는 핵산 서열 간의 동일성 백분율은 당업계의 기술 범위 내

에 있는 다양한 방식, 예를 들면 스미스 워터만 배열(Smith Waterman Alignment) (문헌 [스미스(Smith), T. F.

및 M. S. 워터만(Waterman) (1981) J. Mol. Biol. 147:195-7]); GeneMatcher Plus
TM
(문헌 [슈와츠와 데이호프

(Schwarz and Dayhof) (1979) Atlas of Protein Sequence and Structure, Dayhoff, M.O., Ed pp 353-358])에

통합된 것과 같은 "베스트 핏(Best Fit)" (문헌 [스미스 앤드 워터만(Smith and Waterman) (1981) Advances in

Applied  Mathematics,  482-489]);  BLAST  프로그램  (Basic  Local  Alignment  Search  Tool  (문헌  [알트츌

(Altschul),  S.  F., W. 기쉬(Gish), 등 (1990) J. Mol. Biol. 215: 403-10]), BLAST-2, BLAST-P, BLAST-N,

BLAST-X, WU-BLAST-2, ALIGN, ALIGN-2, CLUSTAL, 또는 메가얼라인(Megalign) (DNASTAR) 소프트웨어 등 공개적

으로 입수 가능한 컴퓨터 소프트웨어로 결정된다. 추가적으로, 당업자들이라면 비교되고 있는 서열의 길이 대비

최대한의 배열을 달성하는 데에 필요한 임의의 알고리즘을 포함하여, 배열 측정을 위한 적절한 파라미터를 결정

할 수 있다. 일반적으로, 단백질의 경우, 비교 서열의 길이는 상기 단백질의 적어도 5개 아미노산, 바람직하게

는 10, 25, 50, 100, 150, 200, 300, 또는 315개 아미노산 또는 그 이상으로 총 길이까지일 수 있다. 핵산의

경우, 비교 서열의 길이는 일반적으로 상기 핵산 분자의 적어도 15, 75, 150, 300, 450, 600, 900, 또는 945개

뉴클레오티드 또는 그 이상으로 총 길이까지일 수 있다. DNA 서열을 RNA 서열과 비교할 때에 서열 동일성을 결

정하기 위해서, 티민 뉴클레오티드가 우라실 뉴클레오티드에 대응되는 것은 이해될 것이다. 일 실시양태에서,

단백질, 예를 들면, 시가 독소 단백질의 성숙 A 서브유닛의 서열 동일성은 서열번호 8의 단편의 길이에 대하여,

예를 들면 서열번호 8의 64  내지 122  또는 64  내지 282  아미노산으로부터 측정 가능하다. 아미노산 서열의

경우, 일반적으로 보존적 치환에는 하기 그룹 이내에서의 치환이 포함된다: 글리신, 알라닌; 발린, 이소류신,

류신; 아스파르트산, 글루탐산, 아스파라긴, 글루타민; 세린, 트레오닌; 라이신, 아르기닌; 및 페닐알라닌, 티

로신.

"단편(fragment)"이란, 기준 핵산 분자 또는 폴리펩타이드의 전체 길이의 100% 미만, 바람직하게는 적어도 2%,[0026]

5%, 10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 95%를 포함하는 폴리펩타이드 또는 핵산 분자의 일부분을

의미한다. 하나의 단편은 예를 들면, 10, 15, 75, 150, 300, 450, 600, 900, 또는 945개 또는 그 이상의 뉴클

레오티드 또는 4, 5, 10, 25, 50, 100, 150, 200, 300, 315개 아미노산 또는 그 이상을 포함할 수도 있다. 시

가 독소 1형 또는 시가 독소 2형 단백질의 단편은 상기 전장 단백질보다 적은 임의의 부분, 예를 들면 4, 5, 8,

10, 25, 50, 100, 150, 200, 300, 315개, 또는 그 이상의 아미노산 길이의 단편을 포함할 수 있다. 하나의 예

에서, 단편은 서열번호 8의 64 내지 122 또는 64 내지 282 아미노산을 포함한다.

"시가 독소 관련 질병"은 시가 독소를 발현하는 병원균으로부터 야기되는 임의의 질병을 의미한다.  용어 "시가[0027]

독소 관련 질병" 용혈성 요독 증후군, 세균성이질, 및 시가 독소-생산 대장균 및 시겔라 이질균 감염에 기인한
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질병을 포함하는 것으로 의도되었다.

도면의 간단한 설명

도 1a는 초기 하이브리드 Stx1/Stx2 A 서브유닛을 도시한다.  Stx1은 검은색으로 나타나 있고, Stx2는 흰색으로[0028]

표시되어 있다. 키메라 독소들의 명칭이 각각의 키메라 단백질의 좌측에 제시되어 있고, Stx2의 영역들은 키메

라 A 서브유닛 아래에 나열되어 있다.

도 1b는 토끼 항-Stx1 및 항-Stx2 다클론 11E10 (상단 패널) 또는 단일클론 11E10 (하단 패널)으로 프로브시킨,

Stx1, Stx2 및 초기 키메라 독소에 대한 웨스턴 블롯 분석을 보여준다.  1 및 2 레인은 25 ng의 정제된 Stx1 또

는 Stx2를 각각 함유하고 있다. 3 내지 8 레인은 다음과 같은 키메라 독소를 함유하고 있다: 3 레인, Stx1(2A29-

297);  4  레인,  Stx1(2A1-158);  5  레인,  Stx1(2A29-128);  6  레인,  Stx1(2A29-76);  7  레인,  Stx1(2A42-76);  8  레인,

Stx1(2A42-49).

도 1c는 11E10 단일클론 항체에 의한 초기 키메라 독소의 중화 백분율을 보여준다.  상기 중화 데이터는 전장

Stx2의 중화 %가 100% (실제 중화 % = 65%)에 맞춰지도록 정규화되었고, 나머지 독소들에 대한 중화 수준은 상

기 정규화된 전장 Stx2 중화에 대한 백분율로 주어진다.  오차 선들은 상기 정규화된 값들의 표준 오차를 나타

낸다.  

도 2a는 11E10 단일클론 항체 에피토프를 포함하는 세 개의 영역에서의 StxA1 및 StxA2의 아미노산 배열을 보여

준다.  검은색과 회색 아미노산들은 각각 보존 및 비-보존 아미노산들을 나타내고; 점들은 동일한 잔기들을 나

타낸다. 11E10 단일클론 항체 에피토프의 세 개의 영역은 다음과 같다: A 영역 (StxA2 잔기 42-49), B 영역

(StxA2 잔기 96-100); C 영역 (StxA2 잔기 244-259).  본 배열에서 나타난 아미노산 번호는 StxA1 성숙 단백질

에 대한 것이다.  StxA1은 185번 위치에 추가(extra) 아미노산을 갖는다; 이러한 추가로 인해 StxA2에서 상기

에피토프 C 영역이 Stx1의 대응하는 영역에 비해 하나의 수가 차이나게 된다.

도 2b는 11E10 단일클론 항체 에피토프의 세 개 영역을 제외하고, Stx2 A1 및 B 서브유닛을 밝은 회색으로 보여

주는 Stx2 결정 구조의 리본 다이어그램을 보여준다. 영역 A (녹색), B (청색), 및 C (시안색)는 각각 검은색,

회색, 그리고 흰색 화살표로 표시되어 있다. A2 펩타이드는 검은색으로 나타나 있고, 활성 부위 (적색)는 별표로

표시되어 있다. 

도 2c는 Stx2 결정 구조에 대한 공간채움 도시이다. A, B, 및 C 영역은 화살표로 표시되어 있다. 

도 3a는 키메라 A 서브유닛을 함유하는 제2 세대 키메라 독소들을 도시하고 있다. Stx1은 검은색으로 나타나 있

고, Stx2는 흰색으로 보여진다. 키메라 독소들의 명칭은 각각의 키메라 단백질의 좌측에 나타나 있고, Stx2의

영역들은 키메라 A 서브유닛 아래에 나열되어 있다. A, B, 및 C 영역은 각각 StxA2의 아미노산 42-49 (서열번호

1), 96-100 (서열번호 2), 244-259 (서열번호 3)을 지칭한다.

도 3b는 토끼 항-Stx1 (상단 패널) 또는 11E10 단일클론 항체 (하단 패널)으로 프로브시킨, Stx1, Stx2 및 5개

의 2 세대 키메라 독소에 대한 웨스턴 블롯 분석을 보여준다. 1 레인은 25 ng의 정제된 Stx2를 함유하고 있다.

2 내지 6 레인은 다음과 같은 키메라 독소를 함유하고 있다: 2 레인, Stx1 +A; 3 레인, Stx1 +AB; 4 레인,

Stx1 +AC; 5 레인, Stx1 +BC; 6 레인, Stx1 +ABC.

도 3c는 11E10 단일클론 항체에 의한 제2 세대 하이브리드 독소의 중화를 보여준다. Stx2 중화 수준은 도 1c에

서처럼 100%로 정규화되었다. 오차 선들은 상기 정규화된 값들의 표준 오차를 나타낸다.

도 4A는 11E10 단일클론 항체와 함께 Stx2 및 Stx2 변이체의 웨스턴 블롯 분석을 보여준다. 1 레인은 25 ng의

정제된 Stx2를 함유하고 있다. 2 내지 5 레인은 다음과 같은 독소를 함유하고 있다:  2 레인, Stx2c; 3 레인,

Stx2d; 4 레인, Stx2dact; 5 레인, Stx2e. 본 웨스턴 블롯은 토끼 항-Stx2 다클론 항체 (상단 패널) 또는 단일클

론 항체 11E10 (하단 패널)으로 프로브되었다.

도 4B는 Stx2 변이체의 11E10에 의한 중화 백분율을 보여준다. Stx2 중화 수준은 도 1c에서처럼 100%로 정규화

되었다. 오차 선들은 상기 정규화된 값들의 표준 오차를 나타낸다.

도 5는 토끼 망상적혈구 용해물에서 루시페라제 mRNA의 번역에 의해 측정한 단백질 합성 억제를 도시한다. 0.2

ng 분취량(aliquot)의 정제된 Stx2를 0, 0.2, 또는 2 ng의 11E10과 혼합하고, 망상적혈구 용해물에 첨가하였다.
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단백질 합성 억제는 루시페라제 mRNA의 번역 감소로 지시되었으며, 독소-처리 용해물을 루시페라아제 기질에 첨

가한 후에 생물발광에 의하여 측정되었다. 아이소타입-매칭된(isotype-matched) 무관한 항체 13C4의 2 ng 시료

를 음성 대조군으로서 2 ng Stx2와 혼합하였다. 오차 선들은 평균 비율의 표준 오차로부터 산출된 95% 신뢰구간

을 나타낸다. 양측 스튜던트 t-검정 (two-tailed Student's t-Test)에서 유래한 확률 값(probability value)은

생물발광 신호에 있어서 항체가 있거나 없는 시료들 간에 유의미한 차이를 표시한다 (p < 0.005).

도 6A-6J는 단일클론 항체 11E10가 베로(Vero) 세포에서 Stx2의 총 세포내 분포를 변경시킨다는 것을 보여준다.

Stx2를 PBS (A, H-J) 또는 11E10 (B, C 및 E-G)과 혼합하고 나서, 베로 세포에 6h 동안 첨가하였다.  대조군으

로서, 11E10을 Stx2 부존재 상태에서 베로 세포에 첨가하였다 (D).  독소는 Stx2에 대한 다클론 항체, 이어서

AlexaFluor  488와 접합된 이차 항체로 검출되었으며 (A 및 B),  11E10은 AlexaFluor  488와 접합된 항-마우스

IgG로 검출되었다 (C 및 D).  초기 엔도좀 마커 EEA1와의 Stx2 공동국소화는 독소화된 세포의 더블 라벨링으로

평가되었다. 11E10 항체 존재 (E 패널) 및 부존재 (H 패널) 상태에서 Stx2 분포는 항-Stx2 단일클론 11F11 및

녹색 형광 이차 항체로 가시화되었다. 엔도좀 마커 EEA1의 분포는 염소 항-EEA1 및 적색 형광 이차 항체로 가시

화되었다 (F 및 I 패널). 이들 염색 패턴을 중첩시켰으며 (G 및 J 패널), 엔도좀과 독소의 공동국소화는 황색-

오렌지색의 유색화에 의해 지시되었고, 화살표로 표시되었다.

도 7A-7D는 Stx2 영역 A (서열번호 1) (도 7A), Stx2 영역 B (서열번호 2) (도 7B), Stx2 영역 C (서열번호 3)

(도 7C), 및 Stx2e 영역 B (서열번호 19) (도 7D)의 아미노산 서열을 보여준다.

도 8A는 Stx1+A 키메라 (서열번호 4)의 아미노산 서열을 보여준다.  가공된 선도 서열이 밑줄로 표시되고, Stx2

A 영역은 굵게 밑줄 표시되어 있다.  가공되지 않은 단백질은 315개 아미노산 길이이며; 성숙 단백질은 293개

아미노산 길이이다.

도 8B는 Stx1+AB  키메라 (서열번호 5)의 아미노산 서열을 보여준다.  가공된 선도 서열이 밑줄로 표시되고,

Stx2 A 및 B 영역은 굵게 밑줄 표시되어 있다. 가공되지 않은 단백질은 315개 아미노산 길이이며; 성숙 단백질

은 293개 아미노산 길이이다.

도 8C는 Stx1+AC 키메라 (서열번호 6) 의 아미노산 서열을 보여준다.  가공된 선도 서열이 밑줄로 표시되고,

Stx2 A 및 C 영역은 굵게 밑줄 표시되어 있다. 가공되지 않은 단백질은 315개 아미노산 길이이며; 성숙 단백질

은 293개 아미노산 길이이다.

도 8D는 Stx1+BC  키메라 (서열번호 7)의 아미노산 서열을 보여준다.  가공된 선도 서열이 밑줄로 표시되고,

Stx2 B 및 C 영역은 굵게 밑줄 표시되어 있다. 가공되지 않은 단백질은 315개 아미노산 길이이며; 성숙 단백질

은 293개 아미노산 길이이다.

도 8E는 Stx1+ABC 키메라 (서열번호 8) 의 아미노산 서열을 보여준다.  가공된 선도 서열이 밑줄로 표시되고,

Stx2 A, B 및 C 영역은 굵게 밑줄 표시되어 있다. 가공되지 않은 단백질은 315개 아미노산 길이이며; 성숙 단백

질은 293개 아미노산 길이이다.

도 9A는 StxA1 출발 코돈에서 시작하고 StxB1 정지 코돈에서 종료되는 Stx1 오페론의 DNA 서열을 보여준다 (서

열번호 9). 

도 9B는 StxA1 출발 코돈에서 시작하고 StxA1 정지 코돈에서 종료되는 StxA1 오페론의 DNA 서열을 보여준다 (서

열번호 10).

도 9C는 StxB1 출발 코돈에서 시작하고 StxB1 정지 코돈에서 종료되는 StxB1 오페론의 DNA 서열을 보여준다 (서

열번호 11).

도 10A는 StxA1의 아미노산 서열을 보여준다 (서열번호 12).  가공된 선도 서열이 밑줄로 표시되어 있다. 가공

되지 않은 단백질은 315개 아미노산 길이이며; 성숙 단백질은 293개 아미노산 길이이다.

도 10B는 StxB1의 아미노산 서열을 보여준다 (서열번호 13).  가공된 선도 서열이 밑줄로 표시되어 있다. 가공

되지 않은 단백질은 89개 아미노산 길이이며; 성숙 단백질은 69개 아미노산 길이이다.

도 11A는 StxA2 출발 코돈에서 시작하고 StxB2 정지 코돈에서 종료되는 Stx2 오페론의 DNA 서열을 보여준다 (서

열번호 14).

도 11B는 StxA2 출발 코돈에서 시작하고 StxA2 정지 코돈에서 종료되는 StxA2의 DNA 서열을 보여준다 (서열번호

15).
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도 11C는 StxB2 출발 코돈에서 시작하고 StxB2 정지 코돈에서 종료되는 StxB2의 DNA 서열을 보여준다 (서열번호

16).

도 12A는 StxA2의 아미노산 서열을 보여준다 (서열번호 17).  가공된 선도 서열이 밑줄로 표시되어 있다. 가공

되지 않은 단백질은 319개 아미노산 길이이며; 성숙 단백질은 297개 아미노산 길이이다. 

도 12B는 StxB2의 아미노산 서열을 보여준다 (서열번호 18).  가공된 선도 서열이 밑줄로 표시되어 있다. 가공

되지 않은 단백질은 89개 아미노산 길이이며; 성숙 단백질은 70개 아미노산 길이이다.

발명을 실시하기 위한 구체적인 내용

일반적으로 본 발명은 Stx2 단백질의 11E10 에피토프를 발견한 것과 관련한 조성물 및 방법을 특징으로 한다.[0029]

본 발명자들은 11E10 에피토프가 서열번호 1, 2, 및 3에 나타난 서열들 중 적어도 하나, 둘, 또는 셋을 포함한

다는 것을 발견해냈다.  본 발명의 조성물과 방법들은 시가 독소-관련 질병의 검출, 치료, 또는 예방에 유용할

수도 있다.  예를 들면, 시가 독소 관련 질병 (예, 용혈성 요독 증후군 및 대장균 및 시겔라 이질균 감염과 연

관된 질병들)을 가지고 있거나 발병 위험에 놓인 대상체를 11E10 에피토프 함유 펩타이드 또는 Stx2 단백질의

11E10 에피토프에 특이적으로 결합하는 항체로 치료할 수 있다.

I.  징후[0030]

시가 독소 관련 질병들에는, 시가 독소 생산 시겔라 이질균 또는 장출혈성 대장균(EHEC), 특히 혈청형 O157:H7[0031]

에 의한 감염이 원인이 되는 것들이 포함된다. 이러한 감염으로부터 종종 용혈성 요독 증후군(HUS)이 야기되는

데, 이는 용혈성 빈혈, 혈전성 저혈소판증, 및 신부전을 특징으로 한다.

본 발명의 화합물 및 방법들은 시가 독소 관련 질병을 보유하고 있거나 발병 위험에 처한 대상체를 치료하는 데[0032]

에 유용하다. 이러한 대상체에는 탁아소 소아층 또는 양로원 장년층이 포함될 것이다. 하나의 예에서, 대상체는

EHEC 설사 환자가 발견된 탁아소 또는 양로원에 있는 대상체이다. 이 예시에서, 대상체는 이 질병이 발병했을

수도 있고 아닐 수도 있다. 본 발명의 방법 및 조성물들은 EHEC에 감염된 대상체에서의 감염을 치료하고, 다른

감염된 대상체들을 검출하고, 탁아소 또는 양로원에서 EHEC가 퍼지는 것을 예방하는 데에 사용될 수도 있다.

II.  항체[0033]

본 발명은 시가 독소 2형 (Stx2) 단백질의 11E10 에피토프에 특이적으로 결합하는 항체의 생산 및 항체 자체를[0034]

포함한다. 바람직하게는, 이러한 항체는 Stx1에 검출가능하게 결합하지 않는다.  표적 단백질을 인식하고 특이

적으로 결합하는 항체의 독특한 능력은 시가 독소-생산 대장균 (STEC)과 관련된 질병들을 진단하고 치료하기 위

한  접근법을  모두  제공한다.  본  발명은  다클론  및  단일클론  항체,  항-유전자형  항체(anti-idiotypic

antibodies), 쥣과(murine) 및 기타 포유동물 항체, 항체 단편, 이중특이성 항체, 항체 이량체 또는 사량체, 단

쇄 항체 (예, scFv 및 항원-결합 항체 단편, 예컨대 Fab, 디아바디, 및 Fab'의 단편), 항체 결합 영역 기반 재

조합  결합  영역,  키메라  항체,  영장류화(primatized)  항체,  인간화  항체  및  완전  인간  항체(fully  human

antibodies), 도메인 제거 항체(domain deleted antibodies), 및 검출가능 마커 표지, 또는 독소 또는 방사성

핵종(radionuclide) 커플링 항체를 포함하지만, 이들에만 한정되지 않는 항체의 생산을 제공한다.  이런 항체들

은 당업계에 공지된 기존의 방법들을 이용해서 생산된다. 일 측면에서, 본 발명은 Stx2의 11E10 에피토프에 특

이적으로 결합하는 단일클론 항체 또는 항체 단편을 제조하는 것을 포함하는데, 여기서 제조는 서열번호 1, 2,

또는 3에 나타난 서열들로부터 선택된 적어도 하나, 둘, 또는 세 개의 서열을 함유하는 폴리펩타이드를 이용하

는 것을 포함한다. 하나의 예시는 서열번호 8에 나타난 단백질이다.

다클론 항체[0035]

다클론 항체는 항원을 주입하고 적정 간격으로 후속적으로 부스팅시키는 것에 의해서 토끼나 다른 동물을 면역[0036]

화시켜서 제조할 수 있다. 동물들을 출혈시키고, 혈청을 일반적으로 ELISA에 의해서, 정제 단백질에 대해서 검

정한다. 

상기 항원 및 항원보강제를 수 회 피하(sc) 또는 복강내(ip) 주사하여 동물에서 11E10 에피토프에 특이적으로[0037]

결합하는 다클론 항체를 일으킬 수 있다. 이중기능성 또는 유도체화 제제 (예, 말레이미도벤조일 설포숙신이미

드 에스테르 (시스테인 잔기를 통한 접합), N-하이드록시숙신이미드 (라이신 잔기를 통함), 글루타르알데히드,

또는 무수 숙신산)를 사용하여, 11E10 에피토프 함유 펩타이드를 면역화 대상 종 내에서 면역원성인 단백질에

접합시키는 데에 유용할 수도 있다 (예, 열쇠구멍 삿갓조개 헤모시아닌(keyhole limpet hemocyanin), 혈청 알부

등록특허 10-1832499

- 14 -



민, 소 티로글로불린(bovine thyroglobulin), 또는 대두 트립신 억제자(soybean trypsin inhibitor)).

예를 들면, 1 μg 내지 1 mg의 펩타이드 또는 접합체 (각각 토끼 또는 마우스용)를 3배 부피의 프로인트 완전[0038]

항원보강제와 조합하고, 상기 용액을 복수의 부위에 피내(intradermal) 주사함으로써, 동물들을 상기 11E10 에

피토프, 면역원성 접합체, 또는 유도체에 대하여 면역화시킬 수 있다. 한달 후에 프로인트 완전 항원보강제 내

의 펩타이드 또는 접합체의 원래 양의 1/5 내지 1/10으로, 복수의 부위에 피하 주사함으로써 상기 동물들을 부

스팅시킨다. 7 내지 14일 후에 상기 동물들을 출혈시키고, 혈청을 상기 항원 또는 그 단편에 대한 항체 역가에

대해 검정한다.  상기 역가가 고평부(plateau)에 달할 때까지 동물들을 부스팅시킨다. 바람직하게는, 상기 동물

은 동일한 폴리펩타이드의 접합체이지만, 상이한 단백질에 접합된 것 및/또는 상이한 가교 시약을 통해서 접합

된 것으로 부스팅시킨다. 접합체들은 또한 재조합 세포 배양물에 단백질 융합으로 형성될 수도 있다. 또한, 면

역 반응을 촉진하기 위해 명반(alum) 등의 응집제가 적절하게 사용된다.

키메라, 인간화, 또는 완전 인간 다클론 항체들은 인간 면역글로불린 유전자들이 이식된 동물에서 생산되거나,[0039]

2 이상의 Stx2 반응성 B-림프구를 대상체에게서 분리하여 출발물질로 사용함으로써 생산될 수도 있다. 

다클론 항체들은, 단일클론 항체를 공급하기 위해서, 필요하다면 반복적으로, (구조적으로 제한된 항원 펩타이[0040]

드에 대한 친화도를 통해서 등) 정제되고 선별될 수도 있다. 대안적으로든지 추가적으로, 림프구로부터 단일 항

체를 암호화하는 핵산을 클로닝해내는 것이 이용될 수도 있다.

단일클론 항체[0041]

본 발명의 또 다른 실시예에서, 단일클론 항체는 실질적으로 동종인 단일클론 항체 집단으로부터 획득된다 (즉,[0042]

상기 집단에 포함된 개별 항체들은 극소량 존재할 지도 모르는 가능한 자연발생 돌연변이를 제외하면 동일하

다).  따라서, 단일클론이라는 용어는 항체의 특성이 별개의 항체들의 혼합체가 아닌 것을 나타낸다. 

단일클론 항체는 당업계에 공지된 방법, 예를 들면 콜러(Kohler)와 밀스타인(Milstein)의 하이브리도마 방법에[0043]

의해, 면역화된 마우스의 비장세포(splenocyte)를 계속 복제하는 종양 세포, 예를 들면 골수종이나 림프종 세포

와 융합시킴에 의해서 제조 가능하다. (문헌 [콜러(Kohler)와 밀스타인(Milstein) (1975) Nature 256: 495 -

497]; [굴프레(Gulfre)와 밀스타인(Milstein) (1981) Methods in Enzymology: Immunochemical Techniques 73:

1 - 46, Langone and Banatis eds., Academic Press]).  그리고 나서, 한계 희석법에 의해 하이브리도마 세포

들을 클로닝하고, 상층액을 항체 생산을 위해서 ELISA, RIA, 또는 생물검정법으로 검정한다. 또 다른 실시양태

에서, 단일클론들은 재조합 DNA 방법에 의해 형성될 수도 있다.

상기 11E10 에피토프에 특이적으로 결합하는 단일클론 항체 (Mab)를 제조하기 위해서는, 배양 내 연속 세포주들[0044]

에 의한 항체 분자들의 생산을 제공하는 임의의 기술이 사용될 수도 있다. 예를 들면, 콜러(Kohler)와 밀스타인

(Milstein)에  의해  처음 개발된 하이브리도마 기술 (상기 문헌 (1975),  및  문헌 [콜러(Kohler)와  밀스타인

(Milstein) (1976) Eur J Immunol. 6: 511 - 519]; [콜러(Kohler) 등 (1976) Eur J Immunol. 6: 292 -295];

[해멀링(Hammerling) 등 (1981)의 Monoclonal Antibodies and T-Cell Hybridomas, Elsevier, N.Y., pp. 563 -

681]), 및 트리오마(trioma) 기술, 인간 B-세포 하이브리도마 기술 (문헌 [코즈보(Kozbor) 등 (1983) Immunol

Today  4:  72  -  79]),  및 인간 단일클론 항체 생산용 EBV-하이브리도마 기술 (문헌 [콜(Cole)  등 (1985)  in

Monoclonal  Antibodies  and  Cancer  Therapy,  Alan  R.  Liss,  Inc.,  pp.  77  -  96]).   이러한 항체들은 IgG,

IgM,  IgE,  IgA,  IgD  및 그들의 임의의 서브클래스를 포함하는 임의의 면역글로불린 클래스 중의 것일 수도

있다.  본 발명에서 상기 Mab를 생산하는 하이브리도마는 시험관 내에서 또는 생체 내에서 배양될 수도 있다.

본 발명의 추가 실시양태에서, 단일클론 항체는 당업계에 공지된 기술을 이용하여 무균 동물(germ-free anima

l)에서 생산될 수 있다.

일반적으로, 마우스나 햄스터 등의 기타 적당한 숙주 동물이 상기 11E10 에피토프를 포함하는 폴리펩타이드로[0045]

면역화되어, 면역화를 위해 사용되는 항원 또는 그 단편에 특이적으로 결합 가능한 항체를 생산하거나 이를 생

산할 능력이 있는 림프구들을 유도한다. 대안으로, 림프구는 시험관 내에서 면역화된다. 

면역화된 숙주 동물 (예, 마우스)의 비장세포를 추출하고, 폴리에틸렌 글리콜 같은 적정한 융합 보조제(fusing[0046]

agent)를 사용해서 적절한 세포주, 예를 들면, 골수종 세포주와 융합시켜서, 하이브리도마 세포를 형성한다 (문

헌  [고딩(Goding)  (1986)  Monoclonal  Antibodies:  Principles  and  Practice,  pp.  59  -  103,  Academic

Press]).  임의의 적절한 골수종 세포주를 본 발명에 따라 사용할 수도 있다; 그러나, 바람직한 골수종 세포는

효과적으로 융합하고, 선별된 항체-생산 세포에 의해서 안정적으로 고수준의 항체 생산을 지원하고, HAT 배지

등의 배지에 민감한 것들이다.  이들 중에서, 바람직한 골수종 세포주는 쥣과 골수종 세포주, 예를 들면 미국
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캘리포니아 샌디에고의 소크 연구소(Salk Institute) 세포 공급 센터(Cell Distribution Center)로부터 입수가

능한 MOPC-21 및 MPC-11 마우스 종양에서 유래한 것들, 및 미국 메릴랜드 록크빌의 ATCC로부터 입수가능한 SP-2

세포들이다.

이와 같이 준비한 하이브리도마 세포를 씨딩하고(seed), 바람직하게는 융합되지 않은 부모 골수종 세포의 생장[0047]

과 생존을 억제하는 하나 이상의 물질을 포함하고 있는 적절한 배양배지에서 생장시킬 수 있다.  그런 다음, 상

기 하이브리도마 세포가 보존되고 있는 선별 및/또는 배양 배지를 통해 획득한 하이브리도마 세포를 상기 11E10

에피토프에 특이적으로 결합하는 단일클론 항체의 생산 여부를 식별하기 위해 검정할 수 있다.  바람직하게는,

하이브리도마 세포에 의해 생산된 단일클론 항체의 결합 특이성을 면역침강법에 의하거나, 방사면역검정(RIA)

또는 효소-결합 면역흡착 검정 (ELISA) 등 시험관 내 결합 검정에 의해, 또는 바이아코어 (Biacore) 기기를 이

용해서 결정한다. 단일클론 항체의 결합 친화성은, 예를 들면 문슨(Munson)과 로드바드(Rodbard)의 스캐챠드 분

석(Scatchard analysis) (문헌 [(1980) Anal Biochem. 107: 220 - 239])에 의해 결정할 수 있다.

원하는 특이성, 친화성, 및/또는 활성을 갖는 항체를 생산하는 하이브리도마 세포를 식별한 후, 한계 희석 절차[0048]

에 의해서 클론을 이차 클로닝하고, 표준 방법 (고딩, 상기 참조)에 의해서 생장시킬 수도 있다. 추가적으로,

상기 하이브리도마 세포를 동물의 복수 종양(ascites tumor) 같은 생체 내에서 생장시킬 수도 있다. 단백질 A-

세파로오스(Sepharose), 하이드록시아파타이트(hydroxyapatite) 크로마토그래피, 겔 전기영동, 투석, 또는 친화

도 크로마토그래피 등의 기존의 면역글로불린 정제 공정을 이용하여, 상기 이차클론에 의해 분비된 단일클론 항

체를 상기 배양 배지, 복수액, 또는 혈청으로부터 적절하게 분리시킨다.

본 발명의 단일클론 항체를 암호화하는 DNA는 기존의 절차 (예, 쥣과 항체의 중쇄 및 경쇄를 암호화하는 유전자[0049]

에 특이적으로 결합할 수 있는 올리고뉴클레오티드 프로브를 이용함)를 이용해서 쉽게 단리되고 서열결정된다.

본 발명의 하이브리도마 세포는 이러한 DNA의 바람직한 공급원으로서 작용한다. 일단 단리되고 나면, 상기 DNA

는 발현 벡터 내에 놓일 수도 있는데, 이 벡터는 대장균 세포, COS 세포, 중국 햄스터 난소 (Chinese hamster

ovary, CHO) 세포, 또는 다른 방식으로는 면역글로불린 단백질을 생산하지 않는 골수종 세포 등의 숙주 세포 내

로 형질감염되고, 상기 재조합 숙조 세포 내에서 단일클론 항체의 합성을 획득하게 된다 (예, 문헌 [스케라

(Skerra) 등 (1993) Curr Opin Immunol. 5: 256 - 262] 및 [플럭툰(Pluckthun) (1992) Immunol Rev. 130: 151

- 188] 참조).

또한 상기 DNA는, 예를 들면 상동성 쥣과 서열 대신에 인간 중쇄 및 경쇄 불변 도메인에 대한 암호화 서열 중[0050]

전부 또는 일부로 치환함에 의해서나 (문헌 [모리슨(Morrison)  등 (1984)  Proc  Natl  Acad  Sci.  U.S.A.  81:

6851 - 6855]), 비-면역글로불린 폴리펩타이드에 대한 암호화 서열 중 전부 또는 일부를 상기 면역글로불린 암

호화 서열에 공유결합식으로 연결함에 의해서, 변형될 수도 있다.  그런 방식으로, 항-11E10 에피토프 단일클론

항체의 결합 특이성을 갖는 키메라 또는 혼성 항체를 제조한다. 일반적으로 이런 비-면역글로불린 폴리펩타이드

를 본 발명의 항체의 불변 도메인으로 치환하거나, 본 발명의 항체의 하나의 항원-결합 부위 중 가변 도메인으

로 치환해서, 본 발명에 따른 11E10 에피토프에 대해 특이성을 갖는 하나의 항원-결합 부위와, 다른 항원에 대

해 특이성을 갖는 또 다른 항원-결합 부위를 포함하는 키메라 이가 항체를 형성시킨다.

변형 항체[0051]

본 발명의 변형 항체로는, 키메라 단일클론 항체 (예, 인간-마우스 키메라), 인간 단일클론 항체, 및 인간화 단[0052]

일클론 항체가 포함되지만, 이들에만 한정되는 것은 아니다. 키메라 항체는 다양한 부위들이 상이한 동물종으로

부터 유도된 분자로서, 예를 들면 인간 면역글로불린 불변 영역과 쥣과 mAb로부터 유도된 가변 영역을 가지는

것들이다 (예, 미국특허번호 4,816,567 및 4,816,397 참조).  비-인간 (예, 쥣과) 항체의 인간화된 형태는 키메

라 면역글로불린, 면역글로불린 사슬, 또는 그들의 단편 (예, Fv, Fab, Fab', F(ab')2 또는 기타 항체의 항원-

결합 이차서열)으로, 이들은 비-인간 면역글로불린으로부터 유도된 최소한의 서열, 예를 들면 비-인간 종으로부

터의 하나 이상의 상보성 결정 영역(CDR) 및 인간 면역글로불린 분자로부터의 골격 영역(framework region)을

포함하고 있다 (미국특허번호 5,585,089 참조).

인간화 항체는 수용자의 상보성-결정 영역 (CDR) 유래 잔기들이 바람직한 특이성, 친화성, 및 성능을 갖는 마우[0053]

스, 랫 또는 토끼 등의 비-인간 종 (공여자 항체)의 CDR 유래 잔기들로 대체된, 인간 면역글로불린 (수용자 항

체)를 포함한다.  몇몇 예시에서, 상기 인간 면역글로불린의 Fv 골격부 잔기들은 대응하는 비-인간 잔기들로 대

체된다.  또한 인간화 항체는 상기 수용자 항체에서나 이입된 CDR 또는 골격부 서열 어디에서도 발견되지 않는

잔기를 포함할 수도 있다.  일반적으로, 상기 인간화 항체는 실질적으로 가변 도메인 중 최소한 하나, 보통은

두개 중 전부를 포함하는데, 이 도메인에서 상기 CDR 영역의 전부 또는 실질적 전부는 비-인간 면역글로불린의
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그것들에 상당하고, 상기 골격부 (FR) 영역의 전부 또는 실질적 전부는 인간 면역글로불린 공통 서열(consensus

sequence)의 그것들이다.  또한 상기 인간화 항체는 최적으로서는 면역글로불린 불변 영역 (Fc)의 적어도 일부

분, 일반적으로는 인간 면역글로불린의 불변 영역 (Fc)의 적어도 일부분을 포함할 것이다.

키메라 및 인간화 단일클론 항체는 당업계에 공지된 재조합 DNA 기술, 예를 들면 WO 87/02671; EP 184,187; EP[0054]

171,496;  EP  173,494;  WO  86/01533;  US  4,816,567;  EP  125,023;  문헌 [베테르(Better)  등 (1988)  Science

240:  1041  -  1043];  [리우(Liu)  등 (1987)  Proc  Natl  Acad  Sci.  U.S.A.  84:  3439  -  3443];  [리우(Liu) 등

(1987) J Immunol. 139: 3521 - 3526]; [선(Sun) 등 (1987) Proc Natl Acad Sci. U.S.A. 84: 214 - 218]; [니

시무라(Nishimura) 등 (1987) Cancer Res. 47: 999 - 1005]; [우드(Wood) 등 (1985) Nature 314: 446 - 449];

[쇼우(Shaw) 등 (1988) J Natl Cancer Inst. 80: 1553 - 1559]; [모리슨(Morrison) (1985) Science 229: 1202

- 1207]; [오이(Oi) 등 (1986) Biotechniques. 4: 214); US 5,225,539]; [존스(Jones) 등 (1986) Nature 321:

552  -  525];  [베르호이얀(Verhoeyan)  등 (1988)  Science  239:  1534];  및 [베이들러(Beidler)  등 (1988)  J

Immunol. 141: 4053 - 4060]에 설명된 방법들에 의해 생산 가능하다. 인간화 항체 및 이와 관련된 방법에 대한

심층 논의는 하기를 참조하도록 한다.

재조합 항체를 생성하기 위한 또 다른 매우 효율적인 수단은 문헌 [뉴먼(Newman) (1992) Biotechnology. 10:[0055]

1455  -  1460]에  개시되어  있다.   또한  미국특허번호  5,756,096;  5,750,105;  5,693,780;  5,681,722;  및

5,658,570를 참조한다. 

비-인간 항체를 인간화시키는 방법은 당업계에 주지되어 있다.  인간화는 본질적으로 상술한 바와 같은 윈터[0056]

(Winter)와 동료 연구자들 (문헌 [Jones 등 (1986) Nature 321: 522 - 525]; [리히만(Riechmann) 등 (1988)

Nature 332: 323 - 327]; [베르호이안(Verhoeyen) 등 (1988) Science 239: 1534 - 1536] 포함)의 방법을 따라

서 수행될 수도 있는데, 설치류 CDR 또는 CDR 서열을 대응하는 인간 항체 서열에 치환시키는 것에 의한다. 따라

서, 이런 인간화 항체는 키메라 항체이다 (미국특허번호 4,816,567 및 6,331,415 참조).  실제로, 인간화 항체

는 몇몇 CDR 잔기들과 가능하게는 몇몇 골격부 (FR) 잔기들이 설치류 항체 내 유사 부위로부터의 잔기들에 의해

서 치환되어 있는 인간 항체들인 것이 일반적이다.

상기 인간화 항체를 만드는 데 사용되는 인간 가변 도메인의 선택은, 경쇄 및 중쇄 모두, 항원성을 줄이기 위해[0057]

서 매우 중요하다. 소위 최적의 방법에 따라서, 설치류 항체의 가변 도메인 서열을 공지된 인간 가변 도메인 서

열의 전체 라이브러리에 대해 스크리닝한다. 그런 다음 설치류의 것과 가장 가까운 인간 서열을 상기 인간화 항

체를 위한 인간 골격부 (FR)로 수용한다. (문헌 [심스(Sims) 등 (1993) J Immunol. 151: 2296 - 2308]; [코티

아 및 레스크(Chothia and Lesk) (1987) J Mol Biol. 196: 901 - 917]).  또 다른 방법은 경쇄 또는 중쇄의 특

정 소그룹 중 모든 인간 항체의 공통 서열에서 유도된 특정한 골격부를 이용한다. 동일한 골격부를 여러가지 상

이한 인간화 항체 용으로 사용할 수도 있다. (문헌 [카터(Carter) 등 (1992) Proc Natl Acad Sci. U.S.A. 89:

4285 - 4289]; [프레스타(Presta) 등 (1993) J Immunol. 151: 2623 - 2632]).

또한 항체들은 상기 항원에 대한 높은 친화성 (즉, Stx2의 11E10 에피토프) 및 기타 우호적인 생물학적 특성들[0058]

을 보유하면서 인간화되는 것이 바람직하다. 이 목표를 달성하기 위해서 인간화 항체들은 부모 서열 및 인간화

서열에 대한 삼차원 모델을 이용한 부모 서열 및 다양한 개념적 인간화 산물들에 대한 분석을 통해서 준비된다.

삼차원 면역글로불린 모델은 통상적으로 이용 가능하며, 당업자들에게 익숙하다. 선별된 후보 면역글로불린 서

열의 개연성 있는 삼차원 입체형태 구조를 도시하고 디스플레이하는 컴퓨터 프로그램이 이용 가능하다. 이러한

디스플레이를 관찰함으로써 상기 후보 면역글로불린 서열의 기능에 있어서 잔기들의 잠재적 역할에 대한 분석,

즉,  상기  후보  면역글로불린이  그것의  항원에  결합하는  능력에  영향을  미치는  잔기들에  대한  분석이

가능해진다.  이런 식으로, 상기 공통 및 이입 서열로부터 FR 잔기들을 선별하고 조합해서, 원하는 항체 특성,

예를 들면 표적 항원(들)에 대한 친화성 증가를 달성한다. 일반적으로, CDR 잔기들이 직접적이면서 가장 실질적

으로 항원 결합에 영향을 미치는 것과 연관된다.

완전 인간 항체는 인간 대상체에 대한 치료적 처치에 유용하다. 그런 항체는 예를 들면, 트랜스제닉 마우스를[0059]

이용해서 생산될 수도 있는데, 이 마우스는 내인성 면역글로불린 중쇄 및 경쇄 유전자를 발현할 수 없지만, 인

간 중쇄 및 경쇄 유전자는 발현할 수 있다. 상기 트랜스제닉 마우스는 선별된 항원, 예를 들면 상기 11E10 에피

토프를 포함하는 폴리펩타이드로 보통의 방법으로 면역화될 수도 있다.  예를 들면, PCT 공개번호 WO 94/02602,

WO  00/76310;  미국특허번호 5,545,806;  5,545,807;  5,569,825;  6,150,584;  6,512,097;  및 6,657,103;  문헌

[자코보비츠(Jakobovits)  등  (1993)  Proc  Natl  Acad  Sci.  U.S.A.  90:  2551];  [자코보비츠(Jakobovits)  등

(1993) Nature 362: 255 - 258]; [브루게만(Bruggemann) 등 (1993) Year in Immunol. 7: 33 - 40]; [멘데즈
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(Mendez)  등 (1997)  Nat  Gene.  15:  146  -  156],  및 [그린(Green)과 자코보비츠(Jakobovits)  (1998)  J  Exp

Med. 188: 483 - 495].

또한 인간 단일클론 항체를 상기 하이브리도마 기술로 만들 수 있다. 인간 단일클론 항체 생산을 위한 인간 골[0060]

수종 및 마우스-인간 이형골수종 세포주가 예를 들면, 문헌 [코즈보어(Kozbor) (1984) J Immunol. 133: 3001 -

3005]; [브로듀(Brodeur) 등 (1987) Monoclonal Antibody Production Techniques and Applications, pp. 51 -

63, Marcel Dekker, Inc., New York]; 및 [붸르너(Boerner) 등 (1991) J Immunol. 147: 86 - 95]에 설명되어

있다. 

또한 가이드된 선별법으로 지칭되는 기술을 이용하여 선별된 에피토프를 인식하는 완전 인간 항체를 생성할 수[0061]

도 있다. 이 접근에 있어선, 선별된 비-인간 단일클론 항체, 예를 들면 마우스 항체를 동일한 에피토프를 인식

하는 완전 인간 항체의 선별을 가이드하는 데에 사용한다 (문헌 [제스퍼(Jespers) 등 (1994) Biotechnology.

12: 899 - 903]).

단쇄 Fv 및 항체를 생산하기 위해 사용 가능한 기술들의 예시로서 미국특허번호 4,946,778 및 5,258,498; 문헌[0062]

[휴스턴(Huston) 등 (1991) Meth Enzymol. 203: 46 - 88]; [슈(Shu) 등 (1993) Proc Natl Acad Sci. U.S.A.

90: 7995 - 7999]; 및 [스케라(Skerra) 등 (1988) Science 240: 1038 - 1040]에서 설명한 것들이 있다. 

이와 달리, 파지 디스플레이 기술(phage display technology) (문헌 [멕카퍼티(McCafferty) 등 (1990) Nature[0063]

348: 552 - 553])을 시험관 내에서 비-면역화 공여자 유래 면역글로불린 가변 (V) 도메인 유전자 저장소로부터

인간 항체 및 항체 단편을 생산하기 위해 사용할 수 있다. 파지 디스플레이는 다양한 형태로 수행 가능하다. 예

를 들면, 문헌 [존슨(Johnson)과 치스웰(Chiswell) (1993) Curr Opin Struct Biol. 3: 564 - 571]을 참조할 수

있다. 다양한 V-유전자 세그먼트들의 공급원이 파지 디스플레이를 위해 사용 가능하다. 문헌 [클락슨(Clackson)

등 (1991) Nature 352: 624 - 628]에서는, 면역화된 마우스의 비장에서 유래한 V 유전자들의 소규모 랜덤 조합

라이브러리로부터 다양한 안티-옥사졸론 항체들의 집합체를 단리시켰다. 비-면역화 인간 공여자 유래 V 유전자

저장소를 구축할 수 있으며, 다양한 항원들의 집합체에 대한 항체를 본질적으로 문헌 [막스(Marks) 등 (1991) J

Mol Biol. 222: 581 - 597], 또는 [그리피스(Griffith) 등 (1993) EMBO J. 12: 725 - 734]에서 설명된 기술을

따라서 단리할 수 있다.

본 발명은 상기 11E10 에피토프를 포함하는 단백질에 특이적으로 결합하는 면역글로불린 분자의 기능적으로-활[0064]

성이 있는 단편, 유도체 또는 유사체를 제공한다. 이 맥락에서 기능적으로-활성이 있다는 것은 상기 단편, 유도

체, 또는 유사체가 상기 단편, 유도체 또는 유사체가 유래된 항체에 의해 인식되는 동일한 항원을 인식하는, 안

티-안티-유전자형 항체 (즉, 4가 항체)를 유도할 수 있음을 의미한다. 구체적으로, 바람직한 실시양태에서, 상

기 면역글로불린 분자의 유전자형의 항원성은 상기 항원을 특이적으로 인식하는 CDR 서열의 C-말단인, 골격부와

CDR 서열의 결실에 의해서 강화될 수도 있다. 어떤 CDR 서열이 항원에 결합하는지를 결정하기 위해서, 상기 CDR

서열을 함유하는 합성 펩타이드를 당업계에 공지된 임의의 결합 분석법에 의해 상기 항원과 함께 결합 분석법에

사용할 수 있다.

본 발명은 F(ab')2, F(ab)2, Fab', Fab, 및 scFv 등이지만, 이들에만 한정되지 않는 항체 단편을 제공한다. 특[0065]

이적 에피토프를 인식하는 항체 단편을 공지 기술, 예를 들면 펩신 또는 파파인-매개 절단법에 의해 생성할 수

도 있다.

또한 본 발명은 본 발명의 항체들의 중쇄 및 경쇄 이량체, 또는 Fv 또는 단쇄 항체(SCA) 등 그들의 최소한의 단[0066]

편 (예,  미국특허번호 4,946,778;  문헌 [버드(Bird)  (1988)  Science  242:  423  -  42];  [허스톤(Huston)  등

(1988) Proc Natl Acad Sci. U.S.A. 85: 5879 - 5883]; 및 [와드(Ward) 등 (1989) Nature 334: 544 - 54]에

설명된 것과 같음), 또는 본 발명의 항체와 같은 특이성을 갖는 임의의 다른 분자를 제공한다. 단쇄 항체는 아

미노산 브릿지를 경유해서 상기 Fv 영역의 중쇄 및 경쇄 단편을 연결함에 의해서 형성되며, 그 결과 단쇄 폴리

펩타이드가 형성된다. 대장균 내 기능성 Fv 단편의 어셈블리에 대한 기술이 사용될 수도 있다 (문헌 [스케라

(Skerra) 등 (1988) Science 242: 1038 - 1041]).

이와 다르게는, 상기 항체의 적어도 Fab 부위를 암호화하는 클론이 Fab 발현 라이브러리를 특이적 항원에 결합[0067]

하는 Fab  단편의 클론들에 대해서 스크리닝함에 의하거나 (예,  문헌 [후즈(Huse)  등 ((1989)  Science  246:

1275  -  1281]에서  설명한 것과 같음)  항체  라이브러리를 스크리닝함에 의해서 (문헌 [클락슨(Clackson)  등

(1991) Nature 352: 624 - 628] 및 [한스(Hanes) 와 플럭툰(Pluckthun) (1997) Proc Natl Acad Sci. U.S.A.

94: 4937 - 4942] 참조) 획득될 수도 있다.

등록특허 10-1832499

- 18 -



다른 실시양태들에서, 본 발명은 본 발명의 면역글로불린의 융합 단백질, 또는 그것의 기능적으로 활성이 있는[0068]

단편을 제공한다. 하나의 예에서, 상기 면역글로불린은 상기 면역글로불린이 아닌 또 다른 단백질 (또는 그것의

일부분, 바람직하게는 상기 단백질의 최소한 10, 20 또는 50개 아미노산 부분)의 아미노산 서열의 N-말단 또는

C-말단에서 공유결합에 의해서 융합된다 (예, 펩타이드 결합). 바람직하게는 상기 면역글로불린, 또는 그것의

단편은 불변 도메인의 N-말단에서 다른 단백질에 공유적으로 연결된다. 상술한 바와 같이, 이러한 융합 단백질

은 정제를 촉진하고, 생체 내 반감기를 늘리고, 면역 시스템에 대한 상피 배리어를 가로지르는 항원의 전달을

촉진시킬 수도 있다.

또 다른 실시양태에서, 본 발명은 조성물 및 풀(pool)을 형성한 항체, 항체 단편, 및 본원에 설명된 기타 항체[0069]

변이체의 용도를 제공한다. 예를 들면, 둘 이상의 단일클론들이 이용을 위해 풀을 형성할 수도 있다. 하나의 특

정 실시양태에서, 본 발명의 항체는 Stx 또는 Stx1에 특이적으로 결합하는 항체와 함께 풀을 형성한다.

치료적 투여[0070]

또한 본 발명은 상기 방법들을 이용해서 개발된 항체 (예, Stx2의 11E10 에피토프에 특이적으로 결합하는 항[0071]

체)를 시가 독소 관련 질병을 보유하고 있거나 이의 발병 위험에 놓인 대상체에게 투여하는 것을 특징으로

한다.

본 발명의 항체는 양호한 의료 실무에 따른 방식으로 제형화, 투약, 및 투여될 것이다. 이런 맥락에서 고려 대[0072]

상 요소로는 치료 중인 특정 질환, 치료 중인 특정 대상체, 개개의 대상체의 임상 상태, 상기 장애의 원인, 작

용제 전달 부위, 투여 방법, 투여 일정, 및 의료 실무자들에게 알려진 기타 요소들이 있다. 투여 대상인 Stx2의

11E10 에피토프에 특이적으로 결합하는 항체의 치료상 유효한 양은 이런 고려대상들에 의해 조절될 것이며, 시

가 독소 관련 질병, 또는 이와 연관된 증상들을 예방, 감쇠, 치료, 또는 안정화하기 위해 필요한 최소한의 양이

다. 상기 11E10 에피토프에 특이적인 항체는 시가 독소 관련 질병을 예방하거나 치료하기 위해 현재 사용되는

하나 이상의 작용제와 함께, 반드시 그런 것은 아니지만, 선택적으로 제형화된다. (예, 13C4를 포함하여, Stx1

에 특이적인 항체, 또는 그것의 인간화 또는 키메라 유도체).  이런 다른 작용제의 유효한 양은 상기 제형에 존

재하는 Stx2의 11E10 에피토프에 특이적인 항체의 양, 장애 또는 치료의 종류, 및 상술한 기타 요소들에 따라

달라진다.

상기 항체는 비경구, 피하, 복강내, 폐내, 및 비강내 수단을 포함하는, 적정 수단에 의해 투여된다. 비경구 주[0073]

입에는 근육내,  정맥내,  동맥내,  복강내,  또는  피하 투여가 포함된다.  추가적으로,  상기 항체는 맥박 주입

(pulse infusion), 특별히 항체의 투여량을 줄이면서 적절하게 투여된다. 바람직하게 상기 투약은 부분적으로는

상기 투여가 일시적인지 장기적인지에 따라서, 주사, 바람직하게는 정맥내 또는 피하 주사로 제공된다. 

III.  백신[0074]

본 발명은 Stx2 단백질에 대한 면역 반응을 촉진하기 위한 조성물을 특징으로 한다.  [0075]

시가 독소 관련 질병을 보유하고 있거나 이의 발병 위험에 놓인 개체들은 본 발명의 11E10 에피토프 함유 조성[0076]

물 (예, 백신)을 투여해서 치료 가능한데, 여기서, 폴리펩타이드는 전장 Stx2 폴리펩타이드 또는 가공된 StxA2

서브유닛을, 바람직하게는 면역원성으로 유효한 양으로 포함하지 않는다. 상기 조성물은 예방차원 및/또는 치료

차원으로 투여 가능하다.

다양한 종류의 백신이 업계에 알려진 표준 공정들에 따라서 개발될 수 있다.  예를 들면, 백신은 펩타이드-기반[0077]

(예를 들면, 문헌 [스미스(Smith)  등 (2006)  Vaccine  24:4122-4129]  참조),  핵산-기반 (예, 문헌 [벤타코어

(Bentacor) 등, "DNA vaccine encoding the enterohemorragic Escherichia coli 1 (EHEC) Shiga-like toxin 2

(Stx2)  A2  and  B  subunits  confers  protective  immunity  to  Stx  challenge  in  the  murine  model"  Clin.

Vaccine Immunol. (인쇄 전 온라인 출판, PMID 19176691)] 참조), 박테리아- 또는 바이러스-기반 백신일 수도

있다. 11E10 에피토프를 포함하는 폴리펩타이드 또는 상기 폴리펩타이드를 암호화하는 핵산을 함유하는 백신 제

제는 안정화제를 포함하여 다양한 기타 성분을 함유할 수도 있다.  또한 상기 백신은 하나 이상의 적절한 항원

보강제를 포함하거나 이와 동시투여될 수 있다.  백신 내 11E10 에피토프 포함 폴립펩타이드 대비 항원보강제의

비율은 당업자들에 의해서 표준 방법을 이용하여 결정될 수도 있다.

또 다른 실시양태에서, 펩타이드 백신은 11E10 에피토프를 포함하는 펩타이드나 그것의 기능성 유도체들을 예방[0078]

또는  치료  백신으로서  다음과  같은  수많은  방식으로  활용할  수도  있다:  1)  동일  서열의  단량체  또는

다량체로서, 2) 응집을 촉진하고, 상기 에피토프의 제시 또는 가공을 촉진할 수도 있는 부가 서열(예, 클래스
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I/II 표적화 서열) 및/또는 부가 항체, T 헬퍼(helper) 또는 11E10 에피토프의 면역원성 증대를 위한 CTL 에피

토프와 인접하거나 인접하지 않게 조합된 방식, 3) 화학적으로 변형되거나 백신의 면역원성이나 전달을 촉진할

작용제에 접합된 방식 (예, 지방산 또는 아실 사슬, KLH, 파상풍 변성독소, 또는 콜레라 독소), 4) 상기한 것들

의 조합, 5) 수산화알루미늄 등의 무기 젤, 및 불완전 프로인트 항원보강제 등의 유중수형 에멀젼, 알루미늄염,

사포닌 또는 트리테르펜, MPL, 콜레라 독소, ISCOM'S®, PROVAX®, DETOX®, SAF, 프로인트 항원보강제, Alum

®, Saponin®, 기타 등등, 및 특히 미국특허번호 5,709,860; 5,695,770; 및 5,585,103에 설명된 것들을 포함

하지만 이들에만 한정되지 않는 항원보강제와 조합; 및/또는 리포좀, VPL 또는 바이러스 유사 입자, 마이크로에

멀젼, 약독화되었거나 죽은 박테리아 및 바이러스 벡터, 및 분해성 마이크로스피어를 포함하지만 이들에만 한정

되지  않는  전달  비히클과  조합된  상기한  것들  중  어느  것  (예,  문헌  [커스텐(Kersten)과  힐쉬베르그

(Hirschberg)  (2004)  Expert  Rev  of  Vaccines.  3:  453  -  462];  [쉐이키(Sheikh)  등 (2000)  Curr  Opin  Mol

Ther. 2: 37-54] 참조), 및 6) 임의의 경로에 의하거나 수단으로 투여되어 생체외 방식으로 항원을 갖는 세포를

탑재하는 방식.

시가 독소 관련 질병에 대한 예방적 치료나 치료로 개인에게 투여되는, 11E10 에피토프를 포함하는 폴리펩타이[0079]

드(여기서 상기 폴리펩타이드는 전장 Stx2이 아님)의 투여량은, 당업자에 의해 결정될 수 있다. 일반적으로, 투

여량에는 약 10 μg 내지 1,000 mg, 바람직하게는 약 10 mg 내지 500 mg, 더욱 바람직하게는 약 30 mg 내지

120 mg, 더욱 바람직하게는 약 40 mg 내지 70 mg, 가장 바람직하게는 약 60 mg의 11E10 에피토프 포함 폴리펩타

이드가 함유될 것이다. 

상기 11E10 에피토프 포함 폴리펩타이드의 적어도 1회의 투약, 바람직하게는 최소한 2회 투약, 더욱 바람직하게[0080]

는 4회 투약으로서, 총 6회 이상까지의 투약이 대상체에게 투여될 것이다.  상기 11E10 에피토프를 포함하는 폴

리펩타이드의 부스터 투약은 마지막 면역화 후에 1 또는 2주 간격을 두고 실시하는 것이 바람직할 수도 있는데,

일반적으로 한번의 부스터 투약은 초기 투여량보다 적거나 같은 양의 11E10 에피토프를 함유한다. 하나의 예에

서, 상기 면역화 요법은 1주일 간격으로 4회 투약으로 실시될 것이다. 폴리펩타이드나 핵산이 위에서 분해될 수

도 있기 때문에, 상기 면역화는 바람직하게는 비경구적 (예, 피하, 근육내, 정맥, 또는 피내 주사)으로 투여된

다. 면역화된 대상체의 경과에는 일반 의료 평가, 혈청테스트에 의한 감염 여부 스크리닝 및/또는 위경 검사가

이어질 수도 있다.

IV.  실시예[0081]

실시예 1[0082]

단일클론 항체 11E10은 Stx2의 A1 서브유닛을 인식한다.  Stx2에 대한 11E10의 결합은 Stx2의 세포독성 및 치사[0083]

활성 모두를 중화시키지만, 단일클론 항체는 성숙한 A 서브유닛들의 아미노산에서 55% 동일성 및 68% 유사성에

도 불구하고 Stx1에 결합하거나 또는 이를 중화시키지 않는다.  이 연구에서, 본 발명자들은 11E10 에피토프를

구성하는 Stx2에 대한 세그먼트(들)를 확인하고 어떻게 11E10에 의한 그 영역의 인식이 독소의 비활성화를 초래

하는지를 결정하고자 했다.  이들 목적을 위해, 본 발명자들은 키메라 Stx1/Stx2 분자 세트를 만든 후, 웨스턴

블롯 분석에 의해 이들 하이브리드 독소들을 인식하고 베로 세포 세포독성 검정에서 이들을 중화시는 11E10의

능력을 평가하였다.  또한 본 발명자들은, 11E10에 대한 Stx2 상의 결합 에피토프를 예측할 수 있는 비유사 영

역에 대해 Stx1 및 Stx2의 아미노산 서열들 및 결정 구조들을 비교하였다.  이들 평가를 통해, 본 발명자들은

11E10  에피토프가  Stx2  활성  부위를  둘러싸는  3개의  비연속적  영역들로 이루어져 있는 것으로 결론지었다.

11E10이 Stx2를 중화시키는 방법을 알기 위해, 본 발명자들은 표적 리보솜들에 대한 11E10/Stx2 복합체의 능력

을 조사하였다.  본 발명자들은, Stx2에 대한 11E10의 결합은 독소가 시험관 내 검정에서 단백질 합성을 억제하

는 것을 방지하지만 또한 베로 세포에서의 Stx2의 전반적인 세포 분포를 변경시켰음을 발견하였다.  본 발명자

들은 Stx2에 대한 11E10 단일클론 항체의 결합이 독소의 효과 전부는 아니더라도 적어도 일부를 중화시키며, 독

소가 리보솜들에 도달하거나 또는 이들을 비활성화시키는 것을 방지함으로써 중화시킬 수 있다고 제안한다.

본 발명자들은 STEC 감염들과 연관된 Stx들을 중화시키는 수동 면역 전략(passive immunization strategy)들을[0084]

연구하였다  (문헌  [다울링(Dowling)  등  (2005)  Antimicrob.  AgentsChemother.  49:1808-1812];  [에드워즈

(Edwards) 등 (1998) In J. B. Kaper and A. D. O'Brien (ed.), Escherichia coli O157:H7 and other Shiga

toxin-producing  E.  coli  strains.  ASM  Press,  Washington,  DC.];  [기무라(Kimura)  등  (2002)  Hybrid.

Hybridomics.  21:161-168];  [마(Ma)  등  (2008)  Immunol.  Lett.  121:110-115];  [무크헤르지(Mukherjee)  등

(2002) Infect. Immun. 70:612-619]; [무크헤르지 등 (2002) Infect. Immun. 70:5896-5899]).  본 발명자들의

수동 면역 전략은, Stx/Stx1 또는 Stx2에 특이적으로 결합하고 이를 중화시키는 실험실에서 개발된 쥣과 단일클
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론  항체들에  기초한  것이다(문헌  [스트록빈(Strockbine)  등  (1985)  Infect.  Immun.  50:695-700];  [페레라

(Perera) 등 (1988) J Clin. Microbiol. 26:2127-2131]).  단일클론 항체 11E10은 포름알데하이드로 처리함으

로써 변성독소화된(toxoid) Stx2를 사용하는 BALB/c 마우스의 접종에 의해 생성되었다(페레레 등의 문헌 참조,

상기한 바와 같음).  웨스턴 블롯 분석에 의하면, 11E10 단일클론 항체가 Stx2의 A1 단편을 특이적으로 인식하

고 베로 세포들 및 마우스의 Stx2를 중화시키지만, Stx/Stx1에 결합하거나 이를 중화시키지 않는다(에드워즈 등

의 문헌 및 페레라 등의 문헌 참조, 상기한 바와 같음).  쥣과 11E10 단일클론 항체는, 인간 불변 영역을 함유

하도록 개질되어서, 항체 수용자를 위한 포텐셜을 감소시켜서 항-마우스 항체 반응을 생성시키도록 하였다.  c

αStx2로 지칭되는 이 인간/마우스 키메라 항체는 제 I 단계 임상 시험을 성공적으로 거쳤다(다울링 등의 문헌

참조, 상기한 바와 같음).  이 보고서에서, 본 발명자들은, Stx2의 A 서브유닛 상의 쥣과 11E10 단일클론 항체

에 의해 (따라서, 또한 cαStx2에 의해) 인식된 Stx2의 A 서브유닛 상의 에피토프를 정의하고, 단일클론 항체가

시험관 내에서 독소의 효소적 작용을 차단하고 또한 베로 세포들에서 독소 트래피킹(trafficking)을 변경하는

증거를 제시한다.

재료 및 방법[0085]

박테리아 균주, 플라스미드, 정제된 Stx1 및 Stx2, 및 단일클론 항체들인 11E10 및 13C4.[0086]

재조합  플라스미드의  선택에  있어  필요에  따라  100  μg/ml의  암피실린이  보충된  루리아-버타니(Luria-[0087]

Bertani)(LB) 브로쓰 내 또는 LB 한천 (벡톤 디킨슨 앤드 캄파니(Becton Dickinson and Company), 미국 메릴랜

드주 스파크스 소재) 상에서 박테리아를 성장시켰다.  이 연구에서 사용된 박테리아 균주 및 플라스미드를 하기

표 1에 열거하였다.  종래 기재된 바와 같이 친화성 크로마토그래피에 의해 Stx1 및 Stx2를 정제시키고(문헌

[멜톤-셀사(Melton-Celsa)  및  오브라이언(O'Brien)  (2000)  385-406  페이지.  Handbook  of  Experimental

Pharmacology, 145 권. Springer-Verlag, Berlin]), 단일클론 항체들인 11E10, 11F11 (Stx2에 특이적임, 페레

라 등의 문헌 참조, 상기한 바와 같음), 및 13C4  (Stx1에 특이적임, 문헌 [스트록빈(Strockbine) 등 (1985)

Infect. Immun. 50:695-700] 참조)를 이 실험실에서 생산하여 BEI 리소스즈 (BEI Resources, 미국 버지니아주

마나사스 소재)에 기탁하였다.
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<표 1>[0088]

[0089]
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[0090]

키메라 독소 플라스미드의 제작.[0091]

stxA1  및  stxA2  모두의  일부분이  함유된  6개의  키메라  독소  유전자를,  오버랩  익스텐션에  의한  스플라이싱[0092]

(splicing by overlap extension; SOE) 프로토콜을 사용해 PCR로 생성하고 (문헌 [히구치(Higuchi) (1989) p.

61-70. H. A. Erlich (ed.), PCR technology. Stockton Press, New York]), PCR 생성물을 pBluescript II KS

(-) (스트라타진, 미국 캘리포니아주 라 졸라 소재)에 결찰시켰다. 키메라 독소 유전자들은 본래의 프로모터 및

샤인-달가르노(Shine-Dalgarno) 서열들을 함유하였고, 상기 클론들 중 5 개로부터 독소 발현의 수준은 이들 조

건 하에서 충분하였다.  하나의 클론(pMJS11)으로부터 A 서브유닛의 발현의 수준을 증가시키기 위해, 독소 오페

론을 PCR에 의해 재차 증폭시키고 최적화된 샤인-달가르노 서열 [TAAGGAGGACAGCTATG (최적화된 샤인-달가르노

서열은 밑줄 친 부분이며 StxA2에 대한 번역 시작 부위는 볼드체로 되어 있다) 서열번호: 20]을 stxA2의 상부

(upstream)에 추가하였다.  이 후자의 PCR 생성물을 이소프로필-β-D-티오갈락토피라노시드(IPTG)-유도성 프로

모터를 갖는 pTrcHis2 C 발현 벡터 (인비트로젠, 미국 캘리포니아주 칼스배드 소재)에 결찰하였다.  이 연구에

사용된 모든 프라이머들을 하기 표 2에 열거하였다.  이 연구를 위해 생성된 각 구축물의 DNA 서열은 사용 전에

확인하였다.
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<표 2>[0093]

[0094]
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[0096]

B 유전자의 바로 하부 (downstream)에 위치한 6개의 히스티딘 코돈을 함유하는 stx1 클론으로부터 5개의 His-태[0097]

그된 키메라 독소를 추가로 생성시켰다 (도 2a).   이들 키메라에 의해 생산된 독소들은, Stx1 내 필적하는 서

열 대신에 추정 11E10 단일클론 항체 에피토프를 포함하는 Stx2 A 서브유닛으로부터의 1, 2 또는 3개의 영역들

(이후 본원에서 영역 A, B 및 C로서 지칭함)을 함유한다. A, B 및 C 영역들은 각각 Stx2 A 서브유닛의 아미노산

42-49(서열번호 1), 96-100(서열번호 2), 및 244-259(서열번호 3)를 지칭한다.  제조된 5개의 키메라 독소를 다

음과 같이 명명하였다:  Stx1 +A(서열번호 4에 나타난 키메라 Stx2 A 서열 함유), Stx1 +AB(서열번호 5에 나타

난 키메라 Stx2 A 서열 함유), Stx1 +AC(서열번호 6에 나타난 키메라 Stx2 A 서열 함유), Stx1 +BC(서열번호 7

에 나타난 키메라 Stx2 A 서열 함유), 또는 Stx1 +ABC(서열번호 8에 나타난 키메라 Stx2 A 서열 함유).

일부 변성독소화된 Stx1 +ABC의 생성 및 정제.[0098]

A 서브유닛의 77 위치에 티로신 잔기를 SOE 프로토콜에 의해 세린 잔기로 변경시킴으로써 Stx1 +ABC 독소를 부[0099]

분적으로 변성독소화시켰다.  Y77S 돌연변이는 베로 세포들에 대한 50% 세포독성 투여량(CD50)을 유도된 배양액

ml당 10
6
 CD50으로부터 10

2
 CD50까지 감소시켰다.  Y77S 돌연변이가 도입된 후 이러한 세포독성의 4-log 감소는

Stx1에서의 Y77S  돌연변이에 대해 이전에 보고된 것과 유사하다 (문헌 [데레시위츠(Deresiewicz)  등 (1992)

Biochemistry 31:3272-3280]).

Stx1 +ABC 변성독소를 종래 기재된 바와 같이 니켈 친화성 칼럼을 사용하여 정제하였다 (문헌 [스미스(Smith)[0100]

등  (2006)  Infect.  Immun.  74:6992-6998]).   변성독소의  농도를  비신크로닌산  검정  (bicinchoninic  acid

assay; 피어스(Pierce), 미국 일리노이즈주 록포드 소재)에 의해 결정하였다.  소듐 도데실 설페이트-폴리아크

릴아미드 겔의 은-염색으로, 키메라 변성독소의 A 및 B 서브유닛들이 2개의 주요 밴드에 존재하는 것으로 밝혀

졌으며, 다른 비주요 밴드도 관찰되었다 (데이터는 제시되지 않음).

Stx2c 및 Stx2d 변이 클론의 제작.[0101]

His-태그된 Stx2c이 발현된 클론을 Stx2에 대해 종래 기재된 바와 같이 PCR에 의해 생성하였다 (문헌 [로빈슨[0102]

(Robinson) 등 (2006) Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A 103:9667-9672]).  stx2d 클론을 대장균 EH250으로부터

프라이머  2DF  및  2DR을  사용하여  PCR에  의해  생성하였다  (문헌  [피어라드(Pierard)  등  (1998)  J.  Clin.
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Microbiol. 36:3317-3322]).   PCR 생성물을 발현 벡터 pTrcHis2 C에 결찰하였다. 서열 분석에 의해 이 stx2c

및 stx2d가 올바르게 증폭된 것을 확인하였다.

웨스턴 블롯 분석[0103]

정제된 Stx1, Stx2, 또는 키메라 Stx1/Stx2 독소를 발현하는 박테리아의 음파 용해물 (sonic lysate)을 소듐[0104]

도데실 설페이트-폴리아크릴아미드 겔 전기영동 (SDS-PAGE)한 다음, 종래 기재된 바 (스미스 등의 문헌 참조,

상기한 바와 같음)와 같이 웨스턴 블롯으로 조사하였다.  Stx1, Stx2, 또는 키메라 독소를 함유하는 음파 용해

물 내의 A 서브유닛의 농도를 다음과 같이 추정하였다.  우선, Stx1 또는 Stx2 각각으로부터의 정제된 A 서브유

닛을 검출하는 토끼의 항-Stx1 및 항-Stx2 토끼 다클론 항체들의 비교적 등가 수준으로의 특정 희석액을 NIH 이

미지 J  소프트웨어(NIH  Image  J  software,  http://rsb.info.nih.gov/nih-image)의 사용을 통해 측정하였다.

둘째, 키메라-함유 음파 용해물들을 SDS-PAGE에 의해 분리하고, 상기 분리된 겔을 니트로셀룰로스로 옮긴 다음,

이들 블롯 (blot)을 상기 결정된 바와 같이 희석된 토끼의 항-Stx1 및 항-Stx2 토끼 다클론 항체들의 혼합물로

탐침하였다.  셋째, 각 레인에서 키메라 A 서브유닛에 상응하는 밴드들을 NIH 이미지 J 프로그램을 사용하여 정

량화하여서 각 용해물 샘플에서 독소 농도를 결정하였다.   넷째,  2개의 추가 폴리아크릴아미드 겔에 정제된

Stx1, Stx2, 또는 등가 농도를 함유하도록 정규화된 키메라-함유 용해물 (단계 3으로부터 결정된 바와 같음)의

시료를 로딩하였다.  그 다음, 독소 제조물을 SDS-PAGE한 후, 토끼 항-Stx1 및 토끼 항-Stx2 다클론 항체들 (도

1b의 상부 패널; 블롯 1) 또는 11E10 단일클론 항체(도 1b 하부 패널; 블롯 2)의 혼합물을 가지고 웨스턴 블롯

분석을 실시하였다.  이들 웨스턴에 사용된 2차 항체들은 블롯 1의 경우 1:15,000의 희석으로의 홀스래디쉬 퍼

옥시다제 [Horseradish peroxidase (HRP), 바이오-래드(Bio-Rad), 미국 캘리포니아주 허큘리스 소재]에 접합된

염소 항-토끼 면역글로불린 G (IgG, 도 1b의 상부 패널)이었고, 블롯 2의 경우 1:3,000의 희석으로의 HRP (바이

오-래드, 미국 캘리포니아주 허큘리스 소재)에 접합된 염소 항-마우스 IgG (도 1b 하부 패널)이었다.  결합된 2

차 항체들을 ECL-플러스 웨스턴 블로팅 검출 키트 (ECL-Plus Western blotting detection kit)를 사용하는 화

학발광(chemiluminescence)에 의해 검출하였다 (앰머샴 바이오사이언스(Amersham  Bioscience),  영국 버킹햄셔

주 리틀 챨폰트 소재).

또한, Stx2, Stx2c, Stx2d, Stx2dact 또는 Stx2e를 발현하는 클론들의 음파 용해물에 대해 웨스턴 블롯을 실시하[0105]

였다. 먼저, 프로브로서 토끼 항-Stx2 다클론 항체만을 사용한 것을 제외하고는 앞서 기재된 바와 같이 이들 독

소 시료들로부터의 A 서브유닛의 농도를 결정하였다.  그 다음, 2개의 추가 폴리아크릴아미드 겔에 등가량의 정

규화된 시료를 로딩하고, 1차 항체로서 토끼 항-Stx2 다클론 항체 또는 11E10 단일클론 항체를 사용하여 웨스턴

블롯을 실시하였다.  2차 항체 및 검출 방법은 앞서 기재된 바와 동일하였다.

베로 세포에 대한 시험관 내 중화 검정.[0106]

Stx1, Stx2, 키메라 Stx1/Stx2 독소, Stx2c, Stx2d, Stx2dact, 또는 Stx2e가 함유된 박테리아로부터의 음파 용[0107]

해물의 시험관 내 중화 검정을, 종래 기재된 바와 같이 (문헌 [마르크스(Marques) 등 (1986) J Infect. Dis.

154:338-341]; 스미스 등의 문헌, 상기한 바와 같음) 베로 세포들(ATCC, 미국 버지니아주 마나사스 소재) 상의

11E10을 사용하여 실시하였다.  요약하면, 이글 최소 필수 배지 (Eagle's Minimal Essential Medium; EMEM) 중

의 독소(1 내지 3 CD50) 및 EMEM 중의 정제된 11E10 단일클론 항체 (0.5 mg/ml)를 함유한 동일한 부피의 시료들

을 함께 혼합하고, 37℃에서 2시간 동안 5% CO2에서 인큐베이션하였다.  그 다음, 독소-항체 혼합물을 96-웰 플

레이트 내의 서브-합류성(subconfluent) 베로 세포들 상으로 중첩시킨 다음 48시간 동안 인큐베이션하였다.  그

다음, 베로 세포들을 고정시키고, 염색하고, 600 nm에서의 광학 밀도(OD600)를 측정하였다.  이들 중화 실험들을

적어도 이중으로 2회 실시하였다.  독소 단독 또는 독소 및 항체가 첨가된 웰 내에서 세포 생존성을 비교함으로

써 음파 용해물 중의 독소의 세포독성 효과를 중화시키는 11E10 단일클론 항체의 능력을 측정하였다.  항체에

의한 독소의 중화 백분율은 하기 식에 의해 계산하였다. 중화 백분율: [(독소+ 항체 웰의 평균 OD600 - 독소 단

독 웰의 평균 OD600)/(세포 단독 웰의 평균 OD600 - 독소 단독 웰의 평균 OD600)] x 100.  11E10 단일클론 항체는

Stx2를 야생형 활성의 약 65%까지 중화시켰다. 11E10 단일클론 항체에 의한 독소 유도체들의 중화 백분율을 더

욱 쉽게 비교하기 위해, 11E10에 의한 Stx2의 중화량을 100%로 설정하고 다른 독소들의 중화 수준들이 Stx2의

것과 비교하여 계산되도록 데이터를 정규화하였다.

마우스의 접종 및 챌린지(challenge)[0108]
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체중이 14 내지 16 g인 CD-1 수컷 마우스로부터 면역이전 혈청을 수거하였다 (챨스 리버 래버레토리즈(Charles[0109]

River Laboratories), 미국 메사추세츠주 보스턴 소재). 이들 혈청 시료를 효소-결합 면역흡착 검정(ELISA)에

사용하여서 마우스가 Stx1 또는 Stx2에 대해 선재 역가(pre-existing titer)를 갖는지 측정하였다.  연구 시작

시 독소에 대해 면역 반응을 나타내는 마우스는 없었다.  그 다음, 마우스를 2개의 군으로 나누었다: 샴(sham)-

접종된 군 (이후 본원에서 음성-대조군으로 지칭) 및 키메라 변성독소로 접종된 군.  음성 대조군 내의 마우스

에  PBS와  타이터맥스  (TiterMax)의  혼합물,  유중수형  항원보강제  (타이터맥스  유에스에이  인코포레이티드

(TiterMax, USA Inc.), 미국 조지아주 노크로스 소재)를 복강 내에 접종하였다.  제 2 군의 마우스에 타이터맥

스와 혼합된 변성독소 1 μg를 복강 내 접종하였다.  총 4번의 부스트를 위해 3주 간격으로 마우스를 부스팅하

였다.  최종 부스팅 2주 후, 5마리 음성-대조군 마우스 및 5마리 변성독소-접종된 마우스에 50% 치사 투여량

(LD50)의 Stx1(1,250 ng)를 복강 내로 10회 투여하고, 29마리 음성 대조군 마우스 및 34마리 변성독소-접종된

마우스에 5 LD50의 Stx2(5 ng)를 투여하였다.

시험관 내 단백질 합성 억제 검정.[0110]

토끼  망상적혈구  용해물,  개똥벌레  루시퍼라제  mRNA,  및  루시페린  기질을  프로메가  코포레이션  (Promega[0111]

Corporation, 미국 위스콘신주 메디슨 소재)으로부터 구입하였다.  Stx2(4 ng/μl)를 동일한 부피의 항체(4 또

는 40 ng/μl)와 조합하고, 1 μl의 독소/항체 혼합물을 9 μl 망상적혈구 용해물과 조합하였다.  혼합물을 30

℃에서 인큐베이션하여 독소가 용해물 중의 리보솜을 비활성화하도록 하였다.  1시간 후, 2분 동안 70℃까지 가

열된 분취량의 루시퍼라제 mRNA 및 아미노산을 첨가하고, 용액을 90분 더 인큐베이션하여 시험관 내 단백질 합

성이 진행되도록 하였다.  모든 검정은 3회 반복 실시하였다.  루시퍼라제 활성은, 1 μl의 용해물 혼합물을 깨

끗한 96 웰 플레이트(피셔 사이언티픽(Fisher Scientific), 미국 펜실베니아주 피츠버그 소재) 내의 20 μl의

루시페린 기질에 첨가함으로써 측정하였다.  생물발광 (Bioluminescent light emission)은 코닥 이미지 스테이

션 (Kodak Image Station) 440CF를 사용하여 10분 노출 후 검출하였다.  발광 신호는 단일 웰에 상응하는 원형

영역 내의 총 신호 세기의 합으로 분석하였다.

비독성화된 세포 중의 11E10의 국소화[0112]

베로 세포들을 8-웰 조직 배양 슬라이드 (써모 피셔 사이언티픽(Thermo Fisher Scientific), 미국 뉴욕주 로체[0113]

스터 소재) 내에 1 X 10
5
 세포/ml의 농도로 씨딩(seed)하고, 24시간 동안 37℃에서 5% CO2의 분위기 하에서 부

착시켰다.  Stx2 (0.2 ml의 10 ng/ml)를 10 ng의 정제된 11E10 단일클론 항체 또는 음성 대조군으로서의 PBS와

혼합하였다. 항체/독소 또는 PBS/독소 용액을 6시간 동안 베로 세포들과 함께 인큐베이션한 후, 세포들을 완충

된 포르말린 (포름알데-프레쉬(Formalde-Fresh), 피셔 사이언티픽, 미국 펜실베니아주 피츠버그 소재)으로 고정

하고, PBS 중의 0.001% 트리톤(Triton)-X100 (피어스, 미국 일리노이즈주 록포드 소재)을 이용해 투과시켰다.

모든 면역염색 절차들을 3% 소 혈청 알부민(BSA, 시그마(Sigma), 미국 미주리주 세인트 루이스 소재)을 사용해

PBS 내에서 실시하였다.  세포들 내 단일클론 항체 11E10의 존재는 알렉사-플루오르(Alexa-Fluor) 488 표지된

당나귀 항-마우스 IgG (인비트로젠, 미국 캘리포니아주 칼스배드 소재)로 검출하였다.  비독성화된 세포들 내의

총 Stx2를 토끼 항-Stx2 다클론 항체로 표지하고, 알렉사-플루오르 488-접합된 당나귀 항-토끼 IgG를 2차 항체

(인비트로젠, 미국 캘리포니아주 칼스배드 소재)로 사용하였다.  Stx2 및 엔도솜 이중 표지화는 항-Stx2 단일클

론 항체 11F11 (페레라 등의 문헌 참조, 상기한 바와 같음) (BEI 리소스즈, 미국 버지니아주 마나사스 소재) 및

항-EEA1 (C-15) 염소 다클론 항체 (산타 크루즈 바이오테크놀로지(Santa Cruz Biotechnology), 미국 캘리포니

아주 산타 크루즈 소재) 각각 및 알렉사-플루오르 표지된 2차 항체를 사용하여 수행하였다.  적절한 1차 및 2차

항체를 사용하여 인큐베이션한 후, 세포들을 20분 동안 37℃에서 포르말린으로 고정하고, 상기 슬라이드를 슬로

우페이드 배지 (SlowFade medium, 인비트로젠, 미국 캘리포니아주 칼스배드 소재)에 고정(mount)시켰다. 반사광

형광 부착물을 갖는 올림푸스 (Olympus) 현미경, 및 스폿(Spot) CCD 디지털 카메라 (다이어그노스틱 인스트루먼

트 프로덕츠(Diagnostic Instrument Products), 미국 미시건주 스털링 하이츠 소재)를 통해, 결합된 형광단-표

지된 2차 항체들의 40배 확대 이미지들을 수득하였다.  형광 이미지들을 어도비 포토샵 (어도비 시스템즈(Adobe

Systems), 미국 캘리포니아주 샌 조스 소재)을 사용해 가공하여 중첩시켰다.

결과[0114]

초기 키메라 독소와 단일클론 항체 11E10의 상호작용.[0115]

11E10 단일클론 항체와 상호작용하는 Stx2의 부분을 결정하기 위해, 본 발명자들은 stxA1의 상응 영역 대신에[0116]
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삽입된 stxA2 유전자의 다른 영역을 함유한 6개의 키메라 독소 오페론의 초기 세트를 제작하였다 (도 1a). 정제

된 Stx1, Stx2, 또는 6개의 상이한 키메라 Stx1/Stx2 독소 중 하나를 발현하는 대장균 DH5α로부터의 용해물의

웨스턴 블롯을 11E10 단일클론 항체로 탐침하였다.  상기 항체는 Stx2 A 서브유닛의 29-297, 1-158, 및 29-128

의 영역들로부터의 아미노산을 함유하는 키메라 독소 및 Stx2와 강하게 반응하였다 (도 1b).  11E10에 의해 약

하기는 하나 여전히 인식되는 최소 부분의 Stx2를 갖는 키메라 독소는 StxA2, 영역 42-49로부터의 8개의 아미노

산만을 함유하였다.

다음으로, Stx1, Stx2, 또는 베로 세포들에 대한 6개의 초기 키메라 독소들 중 하나를 함유하는 박테리아 용해[0117]

물의 독성을 중화시키는 11E10 단일클론 항체의 능력을 조사하였다.  예상되는 바와 같이, 11E10 단일클론 항체

는 Stx2를 중화시켰지만 Stx1은 중화시키지 않았다 (도 1c).  그러나, StxA2로부터의 영역 1-158 또는 29-297을

갖는 하이브리드 독소는 Stx2와 비교하면 11E10에 의해 약 85% 중화되었으며, 그 결과는 11E10 에피토프의 중요

한 성분들이 Stx2의 잔기 29-158 사이에 존재함을 시사하였다.  반면, Stx2로부터의 아미노산 29-128을 갖는 키

메라 독소는 면역블롯(immunoblot)에서 강하게 인식되었지만, Stx2 수준의 약 32%까지만 중화되었다.  이들 결

론을 종합하면, 11E10 중화 에피토프는 웨스턴 블롯에서 Stx1(2A29-128)에 대한 11E10의 결합에 요구되는 것보다

많은 수의 아미노산을 포함하므로, 상기 중화 에피토프의 일부가 이 하이브리드로부터 누락됨을 제시한다.  웨

스턴 블롯 분석에서 11E10 단일클론 항체에 의해 약하게 검출된 다른 3개의 키메라 독소는 Stx2 중화의 정규화

된 수준과 비교하여 11E10에 의해 현저하게 중화되지는 않았다 (15% 미만).  종합하면, 이들 결과는 Stx2 상의

11E10 중화 에피토프의 하나 이상의 주요 성분들이 아미노산 29-76의 외부에 존재함을 나타낸다.

Stx1 및 Stx2 A 서브유닛 아미노산 서열들 및 결정 구조들간 차이의 분석.[0118]

키메라 독소의 제 1 세트의 웨스턴 블롯 및 중화 분석에서는 11E10 에피토프가 독소 검출을 위해 적어도 Stx2 A[0119]

서브유닛의 아미노산 42-49 (서열번호 1)를 요구하는 것으로 나타나지만, 또한 완전한 인식 및 독소 중화를 위

해 추가 아미노산이 요구되는 것으로 드러났다.  따라서, 11E10에 의한 Stx2의 인식 및 중화에 관여하는 것일

수 있는 아미노산의 추가적인 독특한 영역을 확인하기 위해 Stx1 및 Stx2로부터의 성숙한 A 서브유닛의 아미노

산 서열들을 정렬하였다.  다음, Stx (프레서(Fraser) 등의 문헌 (1994) 참조, 상기한 바와 같음) 및 Stx2 (프

레서 등의 문헌 (2004) 참조, 상기한 바와 같음)의 결정 구조 (각각 단백질 데이터 뱅크(Protein Data Bank) 수

탁 번호 1RQ4 및 1R4P)를 딥 뷰/스위스-PDB 뷰어(Deep View/Swiss-PDB viewer)를 사용하여 상호 비교하여, 이

러한 영역들의 3차원적 구조 및 상호간의 근접성에서 독소들간의 서열 차이가 있는 영역 위치를 평가하였다.

이전에 구축되어 있는 바와 같이, Stx2 A 서브유닛 내 잔기 42-49에 포함된 8개의 아미노산은 11E10 결합 부위

의 일부를 형성하며, 이후 영역 A 또는 서열번호 1로서 지칭된다 (도 2a; 영역 A는 아미노산이 밑줄로 표시되어

있음).  영역 A로부터의 8개의 아미노산을 Stx2 결정 구조의 맥락에서 볼 경우, 이들은 독소 구조에서 주요 밴

드(bend)를 형성하는 것으로 보이며 (도 2b에서 녹색으로 및 흑색 화살표로 나타낸 것 및 또한 도 2c에서 나타

낸 바와 같음), 또한 아미노산 167 주위의 활성 부위 틈 근처, Stx2의 외부 표면 상에서 발견되었다.

Stx1 및 Stx2의 A 서브유닛들 사이의 제 2 비유사 영역은 이들 2개의 독소들의 아미노산 서열 및 결정 구조를[0120]

비교하여 확인되었으며, 이 세그먼트를 본 발명자들은 영역 B 또는 서열번호 2로 일컫는다 (도 2a 참고; 영역 B

는 아미노산이 밑줄로 표시되어 있음).  영역 B는 Stx2의 A 서브유닛 내 5개의 잔기들을 포함하며 (96THISV100)

(서열번호 2), 이 영역에서 5개의 아미노산 중 4개는 Stx1과 Stx2 사이에서 차이가 있다 (도 2a).  영역 B가 영

역 A로부터 약 50개의 아미노산만큼 떨어져 있으나, 이 부분의 아미노산은 Stx2 결정 구조 내의 영역 A를 향해

신장된다 (영역 B는 도 2b에서 청색으로 및 회색 화살표로 표시되어 있음).  3차원 구조에서 영역 B에 대한 영

역 A의 근접성은 공간-충전 모델(space-filling model)에서 더욱 분명해진다 (도 2c).

본 발명자들이 영역 C 또는 서열번호 3이라고 일컫는 Stx1 및 Stx2의 A 서브유닛들 사이의 제 3 비유사 영역은[0121]

Stx2의 잔기 246 주변의 퓨린 분할 부위와 중첩된다 (도 2a 참고; 영역 C는 아미노산이 밑줄로 표시되어 있음).

영역 C는, 그 위치에서 Stx1과 Stx2 사이의 아미노산 서열 차이뿐 아니라 Stx와 Stx2의 결정 구조의 비교에서

영역 C(도 2c에서 시안색으로 및 백색 화살표로 표시되어 있음)가 영역 A 및 B에 공간적으로 근접해 있는 것을

나타내기 때문에 확인되었다.  Stx 및 Stx2 결정 구조에 대한 본 발명자들의 분석으로부터, 본 발명자들은 Stx2

의 동일한 표면 상의 영역 A, B 및 C 클러스터가 촉매 활성 부위에 비교적 근접해 있다고 결론지었다 (도 2c에

서 가장 잘 나타남).

제2 세대 키메라 독소와 단일클론 항체 11E10의 상호작용.[0122]

영역 B 및 C가 11E10 에피토프의 일부인지를 결정하기 위해, 본 발명자들은, Stx1 상의 상응하는 영역들 대신에[0123]

등록특허 10-1832499

- 29 -



Stx2로부터의 영역 A, B 또는 C의 다양한 조합이 함유된 키메라 독소의 제 2 세트를 생산하였다 (도 3a).  다음

으로, Stx1, Stx2 또는 키메라 독소의 웨스턴 블롯을 11E10으로 탐침하였다 (도 3b, 하부 패널).  11E10 단일클

론 항체는 영역 A를 함유하는 모든 독소를 검출하였다 (Stx2, Stx1 +A, Stx1 +AB, Stx1 +AC, 및 Stx1 +ABC)

(도 3b, 하부 패널).  독소가 없는 영역 A는 11E10 단일클론 항체에 의해 검출되지 않았으며 (Stx1 및 Stx1

+BC), 이러한 발견은 영역 A가 11E10 에피토프의 본질적인 성분임을 확인해 준다.  그러나, 영역 A 및 B를 포함

하는 2개의 키메라 독소 (Stx1 +AB 또는 Stx1 +ABC)는 영역 A 단독 또는 영역 C와 조합된 영역 A를 포함하는 키

메라 독소보다 11E10 단일클론 항체에 의해 더 강하게 검출되는 것으로 보였다 (도 3b, 하부 패널).  종합해보

면, 이들 결과는 영역 A 및 B 모두가 독소의 완전한 11E10 인식에 중요한 것임을 나타낸다.

그 다음, 본 발명자들은 11E10 단일클론 항체에 의한 시험관 내 중화에 대해 5개의 제2 세대 키메라 독소(도[0124]

3a) 각각의 음파 용해물을 검정하였다.  항체는 영역 A, B 및 C를 함유하는 키메라 독소(Stx1 +ABC)를 Stx2 중

화 수준의 약 65%로 중화하였다.  반면, 영역 A 및 B(Stx1 +AB) 또는 A 및 C(Stx1 +AC)만을 함유하는 키메라

독소를 Stx1 +ABC 키메라의 중화 수준의 거의 절반으로 중화하였다 (도 3c). Stx1 +A 또는 Stx1 +BC 키메라 독

소에 대해서는 11E10에 의한 주목할 만한 중화가 관찰되지 않았다 (각각 약 6.9 및 4.3%).  키메라 독소의 더욱

집중적인 (> 50%) 중화를 위해서는 Stx2로부터의 영역 A, B 및 C가 요구되었기 때문에, 본 발명자들은 모든 3개

의 영역(A, B 및 C)이 11E10에 의한 50% 초과의 중화에 필요한 것으로 결론지었다.

Stx2 및 Stx2 변이체 및 11E10 단일클론 항체를 사용한 웨스턴 블롯 및 시험관 내 중화 검정 결과.[0125]

어떠한 Stx2 변이체가 11E10에 의해 인식되고/되거나 중화될 수 있는지를 결정하기 위해, Stx1, Stx2 또는 Stx2[0126]

변이체 (Stx2c, Stx2d, Stx2dact 및 Stx2e)를 웨스턴 블롯에 의해 분석하였다.  Stx2e는 훨씬 적은 양으로 검출

되었으나, Stx2 및 모든 Stx2 변이체는 11E10에 의해 인식되었다 (도 4A, 하부 패널).  웨스턴 블롯 형식에서

11E10에 의한 Stx2e의 이러한 약한 검출은, 11E10이 콜로니 블롯에 의해 Stx2e-생성 균주를 검출할 수 없다는

본 발명자들의 종래 보고와 일치된다 (페레라 등의 문헌 참조, 상기한 바와 같음).  Stx2e는 Stx2와 비교할 때

영역 B에서의 2개의 보존적 아미노산 차이를 갖는다 (THISV(서열번호 2)가 아닌 AHISL(서열번호 19)).  또한,

영역 A에 바로 인접한 몇몇 아미노산 서열 차이들도 존재한다 (미기재).  본 발명자들은 이들 차이가 웨스턴 블

롯에서 11E10에 의한 Stx2e의 감소된 인식때문일 수 있는 것으로 추측한다.

Stx2 변이체 독소에 대한 단일클론 항체 11E10의 중화 능력을 평가했을 때, 본 발명자들은 11E10이 모든 Stx2[0127]

변이체 독소를 Stx2의 중화 수준의 60% 이상으로 중화시키는 것을 밝혀냈다 (도 4B).  본 발명자들은 웨스턴 블

롯 형식에서 11E10에 의한 Stx2e의 제한된 인식으로 인해 Stx2e의 11E10에 의해 관찰되는 중화 수준에 놀랐다

(도 4A, 하부 패널).  그러나, 이 연구에서 11E10에 의한 Stx2e의 중화는 11E10이 Stx2e를 부분적으로 중화시킨

다는 것을 보여주는 본 발명자들의 종래 결과와 일치한다 (페레라 등의 문헌 참조, 상기한 바와 같음).  

마우스 내의 Stx1 +ABC 변성독소의 면역 및 보호 반응.[0128]

그 다음, 본 발명자들은 Stx1 +ABC 하이브리드 분자의 변성독소화된 유도체가 마우스에서 Stx2에 대한 혈청-중[0129]

화 또는 보호 반응을 이끌어내는 지를 확인하고자 하였다. 마우스의 군들에 키메라 변성독소 또는 대조군으로서

의 PBS를 접종하였다.  이후, 5마리 변성독소-접종된 마우스 및 5마리 PBS-접종된 마우스로부터의 혈청에 대해

항-Stx1 중화 반응을 평가하였다.  PBS-접종된 마우스로부터의 어떠한 혈청도 Stx1-중화 활성을 함유하지 않았

다.  종래 연구들로부터 예측된 바와 같이, 모든 5마리 변성독소-접종된 마우스는 Stx1에 대항하는 중화 항체를

가졌다 (문헌 [스미스 등 (2006) Vaccine 24:4122-4129], 상기한 웬(Wen) 등의 문헌 참조).  이들 5마리 마우

스로부터의 혈청에 대한 평균 항-Stx1 중화 역가는 배경보다 4.0±0.9 log 위였다.  나머지 34마리 변성독소-접

종된 마우스로부터의 혈청 중 11개는 Stx2에 대해 일부 중화 반응을 가졌지만, 29마리 PBS-접종된 마우스로부터

의 혈청에서는 어떠한 항-Stx2 반응도 나타나지 않았다 (데이터 미기재).

최종 부스팅 2주 후, 5마리 음성-대조군 마우스 및 5마리 변성독소-접종된 마우스에 10 LD50의 Stx1을 복강 내[0130]

접종하였다.  종래 연구의 결과들로부터 예측된 바와 같이 (스미스 등의 문헌 참조, 상기한 바와 같음, 웬 등의

문헌 참조, 상기한 바와 같음), 모든 음성-대조군 마우스는 죽었지만, 모든 변성독소-접종된 마우스는 치사 접

종에서 생존하였다 (표 3).  또한, Stx1로 접종된 변성독소-접종된 마우스의 생존은 이들 마우스로부터의 시험

관 내 중화 역가와 직접 연관되어 있었다.
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<표 3>[0131]

[0132]

낮은 Stx2 중화 항체 역가가 변성독소-접종된 군에서 관찰되었기 때문에, 본 발명자들은 나머지 마우스를 5 LD50[0133]

의 Stx2만으로 접종하기로 결정하였다.  29마리 음성-대조군 마우스 중 6마리 (20.7 %)가 Stx2의 접종에서 생존

한 반면, 34마리 변성독소-접종된 마우스 중 12마리 (35.3 %)가 생존하였으며 (표 3), 이러한 발견은 통계적으

로 유의적이지는 않지만 키메라 변성독소가 Stx2로부터 일부 보호를 제공했을 수 있음을 제시한다.

시험관 내 단백질 합성 억제 검정.[0134]

11E10 에피토프가 Stx2 활성 부위 틈 주변에 있는 표면 루프들로 이루어진 것으로 보인다는 본 발명자들의 발견[0135]

은, 본 발명자들로 하여금 11E10이 단백질 합성을 억제하는 독소의 능력을 차단함으로써 Stx2를 중화시킬 것이

라는 가설을 세우게 하였다.  따라서, 본 발명자들은 루시퍼라제 mRNA가 추가된 토끼 망상적혈구 단백질 합성

검정에서의 Stx2의 리보솜-비활성 효과를 11E10 단일클론 항체가 중화시킬 수 있는지 평가하였다.  독소의 농도

는, 독소가 전혀 첨가되지 않은 경우에 측정된 신호와 비교하여, 루시퍼라제 리포터(reporter) 단백질로부터의

신호가 약 60%까지 감소되도록 선택하였다 (도 5).  검정에 11E10을 첨가함으로 인해, 비록 Stx2가 존재하는 경

우에도 토끼 망상적혈구 용해물에서 단백질 합성이 허용되지만, 동종형-매칭된 비관련 항체는 그렇지 않았다(도

5).

단일클론 항체 11E10은 베로 세포에서 Stx2의 전체 분포를 변경시킨다[0136]

본 발명자들이 단일클론 항체 11E10이 시험관 내 단백질 합성 검정에서 Stx2에 의한 단백질 합성의 억제를 방지[0137]

한다는 것을 발견하였지만, 본 발명자들은 11E10이 비독성화된 베로 세포의 원형질에서 Stx2가 리보솜에 도달되

지 않게 할 수 있다는 가설도 세웠다.  따라서, 본 발명자들은 단일클론 항체 11E10이 표적 세포에서 Stx2 국소

화를 변경시키는지를 결정하고자 하였다.  (본 발명자들은 이전에 11E10-결합된 Stx2가 베로 세포들에 결합하고

11E10이 베로 세포들에 결합된 Stx2에 부착될 수 있다는 것을 발견하였다(데이터 미제시)).  Stx2를 11E10 또는

PBS와 혼합하고, 항체/독소 또는 PBS/독소 혼합물을 베로 세포와 함께 인큐베이션하였다.  그 다음, 표적 세포

들에서 Stx2의 분포를 토끼 다클론 항체 항-Stx2 및 형광단-표지된 항-토끼 IgG 2차 항체로 가시화하였다 (도

6).  Stx2는 11E10의 부재 하에서 원형질 전반에 걸쳐 분포되어 있는 것으로 보였지만 (도 6A), 11E10의 존재

하에는 주로 핵주변 몸체들에 농축된 채로 존재하는 것으로 보였다 (도 6B).  독소/11E10 혼합물로 인큐베이션

된 세포들을 항-마우스 IgG로 염색한 경우, 11E10은 Stx2와 동일한 핵주변 점모양 구조에서 관찰되었다 (도

6C).  11E10 단일클론 항체는 독소의 부재시 세포들 내로 진입할 수 없었다 (도 6D).  핵 주변의 점모양 몸체들

내의 11E10-결합된 Stx2의 국소화는 항체-독소 복합체가 세포 내로 진입하지만 원형질 내로의 교류가 이뤄지지

않았음을 암시하였다.  따라서, 본 발명자들은 비독소화된 세포를 초기 엔도솜 마커 단일클론 항체 EEA-1로 면

역염색시킴으로써 Stx2 또는 11E10-결합된 Stx2가 초기 엔도솜 내에서 국소화되는지 의문을 품게 되었다.  본

발명자들은, 염색 패턴들을 중첩한 경우 황색-주황색에 의해 제시되는 바와 같이, 11E10-결합된 Stx2로 비독성

화된 세포들 내의 다수의 Stx2가 초기 엔도솜 마커로 동시 국소화된다는 것을 발견하였다 (도 6E 내지 6G).  반

면, 베로 세포들이 Stx2 단독으로 인큐베이션되는 경우, 독소는 원형질 전반에 걸쳐 발견되었으며, 소량만이 초

기 엔도솜 마커로 동시 국소화되었다 (도 6H 내지 6J).

논의[0138]

본 발명자들의 결과는 11E10 단일클론 항체 에피토프가 입체형태적이며 결정 구조에서 독소의 활성 부위에 근접[0139]

한 것으로 보이는 Stx2 A 서브유닛 내 3개의 비선형 영역들을 포함함을 시사한다  (도 2c 참조).  11E10 에피토
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프를 확인하기 위한 본 발명자들의 전략은 키메라 Stx1/Stx2 독소의 생성을 수반하며, Stx2 서열들을 Stx1 주쇄

상에 배치시키는 것이 항체 에피토프의 3차원적 삼차 구조를 유지하고 11E10 단일클론 항체에 의해 인식될 수

있게 한다는 가정에 기초하였다.  본 발명자들은 웨스턴 분석에서 11E10에 의한 인식이 허용되는 StxA2의 최소

영역이 단지 8개의 Stx2 아미노산으로 이루어진다는 것을 밝혀냈다 (42NHTPPGSY49, 서열번호 1).  그러나, Stx2

로부터 8개의 아미노산 (영역 A)만을 갖는 키메라 Stx1/Stx2는 11E10 단일클론 항체에 의해 중화되지 않았다.

11E10이 Stx2를 중화시키기 때문에, 본 발명자들은 본인들이 확인한 8개의 아미노산이 11E10 에피토프의 중요

영역들로 이루어졌지만 완전한 중화 에피토프를 포함하지 않았다고 간주하였다. 본 발명자들은 또한 Stx1  및

Stx2의 아미노산 서열 및 결정 구조 모두에서의 차이점을 분석하여서, 11E10 인식 및 중화에 관여하는 것일 수

있는 Stx2 상의 추가 영역들을 확인하기 위한 시도를 하였다.  이들 비교를 통하여, 본 발명자들은 11E10 에피

토프에 잠재적으로 기여하는 Stx2의 2개 이상의 세그먼트를 확인하였다.  사실상, 본 발명자들은 모든 3개의 영

역들을 Stx1 상의 상응하는 세그먼트를 교체하는데 사용하였을 때 이들 영역이 11E10에 의한 가장 완전한 인식

및 중화에 요구된 것을 발견하였다.

완전한 11E10 중화 에피토프가 Stx2 상의 3개의 불연속 영역들을 포함한다는 본 발명자들의 결론은, 아마도 단[0140]

일클론 항체가 웨스턴 블롯의 추정적인 변성 조건들 하에서 Stx2를 인식하기 때문에 놀라운 것이다.  이 후자의

발견에 대한 일부 설명들은 상상이 가능하다.  이들 가능성들로는, 본 발명자들이 다른 연구에서 단일클론 항체

13C4에 대해 관찰한 바와 같이, 웨스턴 반응성이 주로 11E10과 영역 A (42NHTPPGSY49)의 상호작용 때문인 경우이

거나, 또는 웨스턴 블롯 과정 동안에 발생하는 A 서브유닛의 부분적 재폴딩 (refolding)의 경우가 포함된다 (문

헌 [스미스 등 [(2006) Infect. Immun. 74:6992-6998]).

Stx2 상의 11E10 단일클론 항체 중화 에피토프를 형성하는 3개의 표면 루프들의 서열은 Stx2 변이체들 중에서[0141]

보존되어 있다.  Stx2d 및 Stx2e에서의 이들 영역 내에서 상이한 일부 아미노산이 존재하며, 인간에게서 드물게

발견되는 2가지 독소가 단리되었다 (멜톤-셀사(Melton-Celsa) 등의 문헌 (2005) 참조, 상기한 바와 같음).  그

러나, 11E10 단일클론 항체는 이 보고서에서 분석된 Stx2 및 모든 Stx2 변이체의 세포독성 활성을 검출하고 부

분적으로 중화시켰다 (Stx2c, Stx2d, Stx2dact 및 Stx2e).  Stx2e가 베로 세포들 상에서 11E10에 의해 중화되지

만 Stx2와 비교할 때 웨스턴 형식에서는 불량하게 인식된다는 발견은, Stx2와 Stx2e 간에 차이가 나는 영역 B

중의 서열이 중화에 있어서보다는 웨스턴 블롯 상에서의 인식에 있어서 더욱 중요하다는 것을 나타내는 것일 수

있다.  그러나, 11E10이 이들 모든 변이체 독소를 중화시키는 능력을 갖는다는 사실은, 이것이 인간 내의 Stx2

및 Stx2-관련된 독소들에 의해 중재된 질병을 치료하기 위한 우수한 후보물질일 수 있음을 암시한다.  사실상,

본 발명자들은 11E10이 독소혈증(toxemia)(Stx2)  질병 모델 (문헌 [서터(Sauter)  등 (2008)  Infect.  Immun.

76:4469-4478])  및  Stx2dact를 생성시키는 균주를 갖는 질병을 가진 경구 식이 공급 마우스 모델 (에드워즈

(Edwards) 등의 문헌 참조, 상기한 바와 같음)에서 보호적이라는 것을 밝혀냈다.  본 발명자들은 현재 11E10의

인간화 버젼인 cαStx2에 대해 진행중인 실험실 평가에 관여하고 있는데, 여기서 제 I 단계 안전성 시험이 완료

되었다 (다울링 등의 문헌 참조, 상기한 바와 같음).

본  발명자들은,  11E10  에피토프를  포함하는  Stx2로부터  29개의  아미노산만을 함유하는 변성독소화된 키메라[0142]

Stx1 분자를 사용하는 접종에 의해 Stx2 접종으로부터 마우스를 보호하고자 시도하였다.  본 발명자들은, 비록

접종된 마우스가 Stx1에 대한 보호 반응을 일으켰지만, 단지 마우스 중 소수만이 Stx2-중화 항체를 생성시켰으

며, 이들은 낮은 역가였음을 발견하였다.  Stx2에 대한 반응은 키메라 변성독소의 추가 부스트로 개선될 수 있

었을 수 있다.

본 발명자들은, 11E10이 시험관 내의 Stx2의 효소적 활성을 차단한다는 것을 밝혀냈으며, 이러한 사실은 본 발[0143]

명자들이 독소 활성 부위에 대한 11E10 에피토프의 근접성에 기초하여 예측한 것이었다. 또한 본 발명자들은,

크라우츠-피터슨(Krautz-Peterson)  등의  문헌  [(2008)  Infect.  Immun.  76:1931-1939  참조]에  보고된  바와

같이, 11E10이 세포 내 독소의 전체 분포를 변경시킨다는 것을 관찰했으며, 이러한 발견은 상이한 StxA2 단일클

론 항체인 5C12에 의한 Stx2 중화에 대한 데이터와 유사하다.  이들 연구자들은, 단일클론 항체 5C12가 StxA2와

결합하는 경우, 이로 인해 독소의 세포내 트래피킹 패턴이 변경된다고 결론지었다 (크라우츠-피터슨 등의 문헌

참조, 상기한 바와 같음).  본 발명자들의 데이터에서는, 일단 11E10/Stx2 복합체가 숙주 세포와 결합하여 그

내부로 진입하면, 항체는 세포질 내의 표적 리보솜으로의 독소 트래피킹을 방지할 수 있다는 것을 나타낸다.

그러나, 본 발명자들은, 11E10이 시험관 내에서 독소의 효소적 기능을 방지하는 것을 입증하였기 때문에, 본 발

명자들은 11E10와 복합체를 형성한 Stx2의 A 서브유닛이 세포질 내의 그의 효소적 표적에 도달하게 되면, 독소

는 세포를 죽일 수 없을 것으로 예측한다.

등록특허 10-1832499

- 32 -



기타 실시양태들[0144]

본 발명의 범위 및 사상으로부터 벗어나지 않는 본 발명에 대한 상술한 방법들 및 조성물들의 다양한 변형예 및[0145]

변화가 당업자들에게 명백할 것이다. 비록 본 발명은 특정한 바람직한 실시양태들과 연계해서 설명되었지만, 청

구된 것과 같은 본 발명은 그런 특정한 실시양태들에 한정되지 않아야 함을 이해해야 한다.

본 명세서에 언급된 모든 특허, 특허출원, 및 공개물은 마치 개개의 독립된 공개문헌이 구체적이고 개별적으로[0146]

참조 병합된 것과 동일한 정도로 본원에 참조 병합된다.
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<110>  The Henry M. Jackson Foundation For The Advancement of 

       Military Medicine, Inc.

 

<120>  METHODS AND COMPOSITIONS BASED ON SHIGA TOXIN TYPE 2 PROTEIN

<130>  50111/117WO3

<160>  55    

<170>  PatentIn version 3.5

<210>  1

<211>  8

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic Construct

<400>  1

Asn His Thr Pro Pro Gly Ser Tyr 

1               5               

<210>  2

<211>  5

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic Construct

<400>  2

Thr His Ile Ser Val 

1               5   

<210>  3

<211>  16

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic Construct

<400>  3

Gln Gly Ala Arg Ser Val Arg Ala Val Asn Glu Glu Ser Gln Pro Glu 

1               5                   10                  15      

<210>  4

<211>  315

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence
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<220><223>  Synthetic Construct

<400>  4

Met Lys Ile Ile Ile Phe Arg Val Leu Thr Phe Phe Phe Val Ile Phe 

1               5                   10                  15      

Ser Val Asn Val Val Ala Lys Glu Phe Thr Leu Asp Phe Ser Thr Ala 

            20                  25                  30          

Lys Thr Tyr Val Asp Ser Leu Asn Val Ile Arg Ser Ala Ile Gly Thr 

        35                  40                  45              

Pro Leu Gln Thr Ile Ser Ser Gly Gly Thr Ser Leu Leu Met Ile Asn 

    50                  55                  60                  

His Thr Pro Pro Gly Ser Tyr Phe Ala Val Asp Val Arg Gly Ile Asp 

65                  70                  75                  80  

Pro Glu Glu Gly Arg Phe Asn Asn Leu Arg Leu Ile Val Glu Arg Asn 

                85                  90                  95      

Asn Leu Tyr Val Thr Gly Phe Val Asn Arg Thr Asn Asn Val Phe Tyr 

            100                 105                 110         

Arg Phe Ala Asp Phe Ser His Val Thr Phe Pro Gly Thr Thr Ala Val 

        115                 120                 125             

Thr Leu Ser Gly Asp Ser Ser Tyr Thr Thr Leu Gln Arg Val Ala Gly 

    130                 135                 140                 

Ile Ser Arg Thr Gly Met Gln Ile Asn Arg His Ser Leu Thr Thr Ser 

145                 150                 155                 160 

Tyr Leu Asp Leu Met Ser His Ser Gly Thr Ser Leu Thr Gln Ser Val 

                165                 170                 175     

Ala Arg Ala Met Leu Arg Phe Val Thr Val Thr Ala Glu Ala Leu Arg 

            180                 185                 190         

Phe Arg Gln Ile Gln Arg Gly Phe Arg Thr Thr Leu Asp Asp Leu Ser 

        195                 200                 205             

Gly Arg Ser Tyr Val Met Thr Ala Glu Asp Val Asp Leu Thr Leu Asn 

    210                 215                 220                 

Trp Gly Arg Leu Ser Ser Val Leu Pro Asp Tyr His Gly Gln Asp Ser 
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225                 230                 235                 240 

Val Arg Val Gly Arg Ile Ser Phe Gly Ser Ile Asn Ala Ile Leu Gly 

                245                 250                 255     

Ser Val Ala Leu Ile Leu Asn Cys His His His Ala Ser Arg Val Ala 

            260                 265                 270         

Arg Met Ala Ser Asp Glu Phe Pro Ser Met Cys Pro Ala Asp Gly Arg 

        275                 280                 285             

Val Arg Gly Ile Thr His Asn Lys Ile Leu Trp Asp Ser Ser Thr Leu 

    290                 295                 300                 

Gly Ala Ile Leu Met Arg Arg Thr Ile Ser Ser 

305                 310                 315 

<210>  5

<211>  315

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic Construct

<400>  5

Met Lys Ile Ile Ile Phe Arg Val Leu Thr Phe Phe Phe Val Ile Phe 

1               5                   10                  15      

Ser Val Asn Val Val Ala Lys Glu Phe Thr Leu Asp Phe Ser Thr Ala 

            20                  25                  30          

Lys Thr Tyr Val Asp Ser Leu Asn Val Ile Arg Ser Ala Ile Gly Thr 

        35                  40                  45              

Pro Leu Gln Thr Ile Ser Ser Gly Gly Thr Ser Leu Leu Met Ile Asn 

    50                  55                  60                  

His Thr Pro Pro Gly Ser Tyr Phe Ala Val Asp Val Arg Gly Ile Asp 

65                  70                  75                  80  

Pro Glu Glu Gly Arg Phe Asn Asn Leu Arg Leu Ile Val Glu Arg Asn 

                85                  90                  95      

Asn Leu Tyr Val Thr Gly Phe Val Asn Arg Thr Asn Asn Val Phe Tyr 

            100                 105                 110         

Arg Phe Ala Asp Phe Thr His Ile Ser Val Pro Gly Thr Thr Ala Val 
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        115                 120                 125             

Thr Leu Ser Gly Asp Ser Ser Tyr Thr Thr Leu Gln Arg Val Ala Gly 

    130                 135                 140                 

Ile Ser Arg Thr Gly Met Gln Ile Asn Arg His Ser Leu Thr Thr Ser 

145                 150                 155                 160 

Tyr Leu Asp Leu Met Ser His Ser Gly Thr Ser Leu Thr Gln Ser Val 

                165                 170                 175     

Ala Arg Ala Met Leu Arg Phe Val Thr Val Thr Ala Glu Ala Leu Arg 

            180                 185                 190         

Phe Arg Gln Ile Gln Arg Gly Phe Arg Thr Thr Leu Asp Asp Leu Ser 

        195                 200                 205             

Gly Arg Ser Tyr Val Met Thr Ala Glu Asp Val Asp Leu Thr Leu Asn 

    210                 215                 220                 

Trp Gly Arg Leu Ser Ser Val Leu Pro Asp Tyr His Gly Gln Asp Ser 

225                 230                 235                 240 

Val Arg Val Gly Arg Ile Ser Phe Gly Ser Ile Asn Ala Ile Leu Gly 

                245                 250                 255     

Ser Val Ala Leu Ile Leu Asn Cys His His His Ala Ser Arg Val Ala 

            260                 265                 270         

Arg Met Ala Ser Asp Glu Phe Pro Ser Met Cys Pro Ala Asp Gly Arg 

        275                 280                 285             

Val Arg Gly Ile Thr His Asn Lys Ile Leu Trp Asp Ser Ser Thr Leu 

    290                 295                 300                 

Gly Ala Ile Leu Met Arg Arg Thr Ile Ser Ser 

305                 310                 315 

<210>  6

<211>  315

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic Construct

<400>  6
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Met Lys Ile Ile Ile Phe Arg Val Leu Thr Phe Phe Phe Val Ile Phe 

1               5                   10                  15      

Ser Val Asn Val Val Ala Lys Glu Phe Thr Leu Asp Phe Ser Thr Ala 

            20                  25                  30          

Lys Thr Tyr Val Asp Ser Leu Asn Val Ile Arg Ser Ala Ile Gly Thr 

        35                  40                  45              

Pro Leu Gln Thr Ile Ser Ser Gly Gly Thr Ser Leu Leu Met Ile Asn 

    50                  55                  60                  

His Thr Pro Pro Gly Ser Tyr Phe Ala Val Asp Val Arg Gly Ile Asp 

65                  70                  75                  80  

Pro Glu Glu Gly Arg Phe Asn Asn Leu Arg Leu Ile Val Glu Arg Asn 

                85                  90                  95      

Asn Leu Tyr Val Thr Gly Phe Val Asn Arg Thr Asn Asn Val Phe Tyr 

            100                 105                 110         

Arg Phe Ala Asp Phe Ser His Val Thr Phe Pro Gly Thr Thr Ala Val 

        115                 120                 125             

Thr Leu Ser Gly Asp Ser Ser Tyr Thr Thr Leu Gln Arg Val Ala Gly 

    130                 135                 140                 

Ile Ser Arg Thr Gly Met Gln Ile Asn Arg His Ser Leu Thr Thr Ser 

145                 150                 155                 160 

Tyr Leu Asp Leu Met Ser His Ser Gly Thr Ser Leu Thr Gln Ser Val 

                165                 170                 175     

Ala Arg Ala Met Leu Arg Phe Val Thr Val Thr Ala Glu Ala Leu Arg 

            180                 185                 190         

Phe Arg Gln Ile Gln Arg Gly Phe Arg Thr Thr Leu Asp Asp Leu Ser 

        195                 200                 205             

Gly Arg Ser Tyr Val Met Thr Ala Glu Asp Val Asp Leu Thr Leu Asn 

    210                 215                 220                 

Trp Gly Arg Leu Ser Ser Val Leu Pro Asp Tyr His Gly Gln Asp Ser 

225                 230                 235                 240 

Val Arg Val Gly Arg Ile Ser Phe Gly Ser Ile Asn Ala Ile Leu Gly 
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                245                 250                 255     

Ser Val Ala Leu Ile Leu Asn Cys His His Gln Gly Ala Arg Ser Val 

            260                 265                 270         

Arg Ala Val Asn Glu Glu Ser Gln Pro Glu Cys Pro Ala Asp Gly Arg 

        275                 280                 285             

Val Arg Gly Ile Thr His Asn Lys Ile Leu Trp Asp Ser Ser Thr Leu 

    290                 295                 300                 

Gly Ala Ile Leu Met Arg Arg Thr Ile Ser Ser 

305                 310                 315 

<210>  7

<211>  315

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic Construct

<400>  7

Met Lys Ile Ile Ile Phe Arg Val Leu Thr Phe Phe Phe Val Ile Phe 

1               5                   10                  15      

Ser Val Asn Val Val Ala Lys Glu Phe Thr Leu Asp Phe Ser Thr Ala 

            20                  25                  30          

Lys Thr Tyr Val Asp Ser Leu Asn Val Ile Arg Ser Ala Ile Gly Thr 

        35                  40                  45              

Pro Leu Gln Thr Ile Ser Ser Gly Gly Thr Ser Leu Leu Met Ile Asp 

    50                  55                  60                  

Ser Gly Ser Gly Asp Asn Leu Phe Ala Val Asp Val Arg Gly Ile Asp 

65                  70                  75                  80  

Pro Glu Glu Gly Arg Phe Asn Asn Leu Arg Leu Ile Val Glu Arg Asn 

                85                  90                  95      

Asn Leu Tyr Val Thr Gly Phe Val Asn Arg Thr Asn Asn Val Phe Tyr 

            100                 105                 110         

Arg Phe Ala Asp Phe Thr His Ile Ser Val Pro Gly Thr Thr Ala Val 

        115                 120                 125             
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Thr Leu Ser Gly Asp Ser Ser Tyr Thr Thr Leu Gln Arg Val Ala Gly 

    130                 135                 140                 

Ile Ser Arg Thr Gly Met Gln Ile Asn Arg His Ser Leu Thr Thr Ser 

145                 150                 155                 160 

Tyr Leu Asp Leu Met Ser His Ser Gly Thr Ser Leu Thr Gln Ser Val 

                165                 170                 175     

Ala Arg Ala Met Leu Arg Phe Val Thr Val Thr Ala Glu Ala Leu Arg 

            180                 185                 190         

Phe Arg Gln Ile Gln Arg Gly Phe Arg Thr Thr Leu Asp Asp Leu Ser 

        195                 200                 205             

Gly Arg Ser Tyr Val Met Thr Ala Glu Asp Val Asp Leu Thr Leu Asn 

    210                 215                 220                 

Trp Gly Arg Leu Ser Ser Val Leu Pro Asp Tyr His Gly Gln Asp Ser 

225                 230                 235                 240 

Val Arg Val Gly Arg Ile Ser Phe Gly Ser Ile Asn Ala Ile Leu Gly 

                245                 250                 255     

Ser Val Ala Leu Ile Leu Asn Cys His His Gln Gly Ala Arg Ser Val 

            260                 265                 270         

Arg Ala Val Asn Glu Glu Ser Gln Pro Glu Cys Pro Ala Asp Gly Arg 

        275                 280                 285             

Val Arg Gly Ile Thr His Asn Lys Ile Leu Trp Asp Ser Ser Thr Leu 

    290                 295                 300                 

Gly Ala Ile Leu Met Arg Arg Thr Ile Ser Ser 

305                 310                 315 

<210>  8

<211>  315

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic Construct

<400>  8

Met Lys Ile Ile Ile Phe Arg Val Leu Thr Phe Phe Phe Val Ile Phe 

1               5                   10                  15      
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Ser Val Asn Val Val Ala Lys Glu Phe Thr Leu Asp Phe Ser Thr Ala 

            20                  25                  30          

Lys Thr Tyr Val Asp Ser Leu Asn Val Ile Arg Ser Ala Ile Gly Thr 

        35                  40                  45              

Pro Leu Gln Thr Ile Ser Ser Gly Gly Thr Ser Leu Leu Met Ile Asn 

    50                  55                  60                  

His Thr Pro Pro Gly Ser Tyr Phe Ala Val Asp Val Arg Gly Ile Asp 

65                  70                  75                  80  

Pro Glu Glu Gly Arg Phe Asn Asn Leu Arg Leu Ile Val Glu Arg Asn 

                85                  90                  95      

Asn Leu Tyr Val Thr Gly Phe Val Asn Arg Thr Asn Asn Val Phe Tyr 

            100                 105                 110         

Arg Phe Ala Asp Phe Thr His Ile Ser Val Pro Gly Thr Thr Ala Val 

        115                 120                 125             

Thr Leu Ser Gly Asp Ser Ser Tyr Thr Thr Leu Gln Arg Val Ala Gly 

    130                 135                 140                 

Ile Ser Arg Thr Gly Met Gln Ile Asn Arg His Ser Leu Thr Thr Ser 

145                 150                 155                 160 

Tyr Leu Asp Leu Met Ser His Ser Gly Thr Ser Leu Thr Gln Ser Val 

                165                 170                 175     

Ala Arg Ala Met Leu Arg Phe Val Thr Val Thr Ala Glu Ala Leu Arg 

            180                 185                 190         

Phe Arg Gln Ile Gln Arg Gly Phe Arg Thr Thr Leu Asp Asp Leu Ser 

        195                 200                 205             

Gly Arg Ser Tyr Val Met Thr Ala Glu Asp Val Asp Leu Thr Leu Asn 

    210                 215                 220                 

Trp Gly Arg Leu Ser Ser Val Leu Pro Asp Tyr His Gly Gln Asp Ser 

225                 230                 235                 240 

Val Arg Val Gly Arg Ile Ser Phe Gly Ser Ile Asn Ala Ile Leu Gly 

                245                 250                 255     

Ser Val Ala Leu Ile Leu Asn Cys His His Gln Gly Ala Arg Ser Val 

등록특허 10-1832499

- 50 -



            260                 265                 270         

Arg Ala Val Asn Glu Glu Ser Gln Pro Glu Cys Pro Ala Asp Gly Arg 

        275                 280                 285             

Val Arg Gly Ile Thr His Asn Lys Ile Leu Trp Asp Ser Ser Thr Leu 

    290                 295                 300                 

Gly Ala Ile Leu Met Arg Arg Thr Ile Ser Ser 

305                 310                 315 

<210>  9

<211>  1227

<212>  DNA

<213>  Escherichia coli

<400>  9

atgaaaataa ttatttttag agtgctaact tttttctttg ttatcttttc agttaatgtg       60

gtggcgaagg aatttacctt agacttctcg actgcaaaga cgtatgtaga ttcgctgaat      120

gtcattcgct ctgcaatagg tactccatta cagactattt catcaggagg tacgtcttta      180

ctgatgattg atagtggctc aggggataat ttgtttgcag ttgatgtcag agggatagat      240

ccagaggaag ggcggtttaa taatctacgg cttattgttg aacgaaataa tttatatgtg      300

acaggatttg ttaacaggac aaataatgtt ttttatcgct ttgctgattt ttcacatgtt      360

acctttccag gtacaacagc ggttacattg tctggtgaca gtagctatac cacgttacag      420

cgtgttgcag ggatcagtcg tacggggatg cagataaatc gccattcgtt gactacttct      480

tatctggatt taatgtcgca tagtggaacc tcactgacgc agtctgtggc aagagcgatg      540

ttacggtttg ttactgtgac agctgaagct ttacgttttc ggcaaataca gaggggattt      600

cgtacaacac tggatgatct cagtgggcgt tcttatgtaa tgactgctga agatgttgat      660

cttacattga actggggaag gttgagtagc gtcctgcctg actatcatgg acaagactct      720

gttcgtgtag gaagaatttc ttttggaagc attaatgcaa ttctgggaag cgtggcatta      780

atactgaatt gtcatcatca tgcatcgcga gttgccagaa tggcatctga tgagtttcct      840

tctatgtgtc cggcagatgg aagagtccgt gggattacgc acaataaaat attgtgggat      900

tcatccactc tgggggcaat tctgatgcgc agaactatta gcagttgagg gggtaaaatg      960

aaaaaaacat tattaatagc tgcatcgctt tcattttttt cagcaagtgc gctggcgacg     1020

cctgattgtg taactggaaa ggtggagtat acaaaatata atgatgacga tacctttaca     1080

gttaaagtgg gtgataaaga attatttacc aacagatgga atcttcagtc tcttcttctc     1140
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agtgcgcaaa ttacggggat gactgtaacc attaaaacta atgcctgtca taatggaggg     1200

ggattcagcg aagttatttt tcgttga                                         1227

<210>  10

<211>  948

<212>  DNA

<213>  Escherichia coli

<400>  10

atgaaaataa ttatttttag agtgctaact tttttctttg ttatcttttc agttaatgtg       60

gtggcgaagg aatttacctt agacttctcg actgcaaaga cgtatgtaga ttcgctgaat      120

gtcattcgct ctgcaatagg tactccatta cagactattt catcaggagg tacgtcttta      180

ctgatgattg atagtggctc aggggataat ttgtttgcag ttgatgtcag agggatagat      240

ccagaggaag ggcggtttaa taatctacgg cttattgttg aacgaaataa tttatatgtg      300

acaggatttg ttaacaggac aaataatgtt ttttatcgct ttgctgattt ttcacatgtt      360

acctttccag gtacaacagc ggttacattg tctggtgaca gtagctatac cacgttacag      420

cgtgttgcag ggatcagtcg tacggggatg cagataaatc gccattcgtt gactacttct      480

tatctggatt taatgtcgca tagtggaacc tcactgacgc agtctgtggc aagagcgatg      540

ttacggtttg ttactgtgac agctgaagct ttacgttttc ggcaaataca gaggggattt      600

cgtacaacac tggatgatct cagtgggcgt tcttatgtaa tgactgctga agatgttgat      660

cttacattga actggggaag gttgagtagc gtcctgcctg actatcatgg acaagactct      720

gttcgtgtag gaagaatttc ttttggaagc attaatgcaa ttctgggaag cgtggcatta      780

atactgaatt gtcatcatca tgcatcgcga gttgccagaa tggcatctga tgagtttcct      840

tctatgtgtc cggcagatgg aagagtccgt gggattacgc acaataaaat attgtgggat      900

tcatccactc tgggggcaat tctgatgcgc agaactatta gcagttga                   948

<210>  11

<211>  270

<212>  DNA

<213>  Escherichia coli

<400>  11

atgaaaaaaa cattattaat agctgcatcg ctttcatttt tttcagcaag tgcgctggcg       60

acgcctgatt gtgtaactgg aaaggtggag tatacaaaat ataatgatga cgataccttt      120

acagttaaag tgggtgataa agaattattt accaacagat ggaatcttca gtctcttctt      180
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ctcagtgcgc aaattacggg gatgactgta accattaaaa ctaatgcctg tcataatgga      240

gggggattca gcgaagttat ttttcgttga                                       270

<210>  12

<211>  315

<212>  PRT

<213>  Escherichia coli

<400>  12

Met Lys Ile Ile Ile Phe Arg Val Leu Thr Phe Phe Phe Val Ile Phe 

1               5                   10                  15      

Ser Val Asn Val Val Ala Lys Glu Phe Thr Leu Asp Phe Ser Thr Ala 

            20                  25                  30          

Lys Thr Tyr Val Asp Ser Leu Asn Val Ile Arg Ser Ala Ile Gly Thr 

        35                  40                  45              

Pro Leu Gln Thr Ile Ser Ser Gly Gly Thr Ser Leu Leu Met Ile Asp 

    50                  55                  60                  

Ser Gly Ser Gly Asp Asn Leu Phe Ala Val Asp Val Arg Gly Ile Asp 

65                  70                  75                  80  

Pro Glu Glu Gly Arg Phe Asn Asn Leu Arg Leu Ile Val Glu Arg Asn 

                85                  90                  95      

Asn Leu Tyr Val Thr Gly Phe Val Asn Arg Thr Asn Asn Val Phe Tyr 

            100                 105                 110         

Arg Phe Ala Asp Phe Ser His Val Thr Phe Pro Gly Thr Thr Ala Val 

        115                 120                 125             

Thr Leu Ser Gly Asp Ser Ser Tyr Thr Thr Leu Gln Arg Val Ala Gly 

    130                 135                 140                 

Ile Ser Arg Thr Gly Met Gln Ile Asn Arg His Ser Leu Thr Thr Ser 

145                 150                 155                 160 

Tyr Leu Asp Leu Met Ser His Ser Gly Thr Ser Leu Thr Gln Ser Val 

                165                 170                 175     

Ala Arg Ala Met Leu Arg Phe Val Thr Val Thr Ala Glu Ala Leu Arg 

            180                 185                 190         

Phe Arg Gln Ile Gln Arg Gly Phe Arg Thr Thr Leu Asp Asp Leu Ser 
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        195                 200                 205             

Gly Arg Ser Tyr Val Met Thr Ala Glu Asp Val Asp Leu Thr Leu Asn 

    210                 215                 220                 

Trp Gly Arg Leu Ser Ser Val Leu Pro Asp Tyr His Gly Gln Asp Ser 

225                 230                 235                 240 

Val Arg Val Gly Arg Ile Ser Phe Gly Ser Ile Asn Ala Ile Leu Gly 

                245                 250                 255     

Ser Val Ala Leu Ile Leu Asn Cys His His His Ala Ser Arg Val Ala 

            260                 265                 270         

Arg Met Ala Ser Asp Glu Phe Pro Ser Met Cys Pro Ala Asp Gly Arg 

        275                 280                 285             

Val Arg Gly Ile Thr His Asn Lys Ile Leu Trp Asp Ser Ser Thr Leu 

    290                 295                 300                 

Gly Ala Ile Leu Met Arg Arg Thr Ile Ser Ser 

305                 310                 315 

<210>  13

<211>  89

<212>  PRT

<213>  Escherichia coli

<400>  13

Met Lys Lys Thr Leu Leu Ile Ala Ala Ser Leu Ser Phe Phe Ser Ala 

1               5                   10                  15      

Ser Ala Leu Ala Thr Pro Asp Cys Val Thr Gly Lys Val Glu Tyr Thr 

            20                  25                  30          

Lys Tyr Asn Asp Asp Asp Thr Phe Thr Val Lys Val Gly Asp Lys Glu 

        35                  40                  45              

Leu Phe Thr Asn Arg Trp Asn Leu Gln Ser Leu Leu Leu Ser Ala Gln 

    50                  55                  60                  

Ile Thr Gly Met Thr Val Thr Ile Lys Thr Asn Ala Cys His Asn Gly 

65                  70                  75                  80  

Gly Gly Phe Ser Glu Val Ile Phe Arg 

                85                  
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<210>  14

<211>  1241

<212>  DNA

<213>  Escherichia coli

<400>  14

atgaagtgta tattatttaa atgggtactg tgcctgttac tgggtttttc ttcggtatcc       60

tattcccggg agtttacgat agacttttcg acccaacaaa gttatgtctc ttcgttaaat      120

agtatacgga cagagatatc gacccctctt gaacatatat ctcaggggac cacatcggtg      180

tctgttatta accacacccc accgggcagt tattttgctg tggatatacg agggcttgat      240

gtctatcagg cgcgttttga ccatcttcgt ctgattattg agcaaaataa tttatatgtg      300

gccgggttcg ttaatacggc aacaaatact ttctaccgtt tttcagattt tacacatata      360

tcagtgcccg gtgtgacaac ggtttccatg acaacggaca gcagttatac cactctgcaa      420

cgtgtcgcag cgctggaacg ttccggaatg caaatcagtc gtcactcact ggtttcatca      480

tatctggcgt taatggagtt cagtggtaat acaatgacca gagatgcatc cagagcagtt      540

ctgcgttttg tcactgtcac agcagaagcc ttacgcttca ggcagataca gagagaattt      600

cgtcaggcac tgtctgaaac tgctcctgtg tatacgatga cgccgggaga cgtggacctc      660

actctgaact gggggcgaat cagcaatgtg cttccggagt atcggggaga ggatggtgtc      720

agagtgggga gaatatcctt taataatata tcagcgatac tggggactgt ggccgttata      780

ctgaattgcc atcatcaggg ggcgcgttct gttcgcgccg tgaatgaaga gagtcaacca      840

gaatgtcaga taactggcga caggcctgtt ataaaaataa acaatacatt atgggaaagt      900

aatacagctg cagcgtttct gaacagaaag tcacagtttt tatatacaac gggtaaataa      960

aggagttaag catgaagaag atgtttatgg cggttttatt tgcattagct tctgttaatg     1020

caatggcggc ggattgtgct aaaggtaaaa ttgagttttc caagtataat gaggatgaca     1080

catttacagt gaaggttgac gggaaagaat actggaccag tcgctggaat ctgcaaccgt     1140

tactgcaaag tgctcagttg acaggaatga ctgtcacaat caaatccagt acctgtgaat     1200

caggctccgg atttgctgaa gtgcagttta ataatgactg a                         1241

<210>  15

<211>  960

<212>  DNA

<213>  Escherichia coli

<400>  15
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atgaagtgta tattatttaa atgggtactg tgcctgttac tgggtttttc ttcggtatcc       60

tattcccggg agtttacgat agacttttcg acccaacaaa gttatgtctc ttcgttaaat      120

agtatacgga cagagatatc gacccctctt gaacatatat ctcaggggac cacatcggtg      180

tctgttatta accacacccc accgggcagt tattttgctg tggatatacg agggcttgat      240

gtctatcagg cgcgttttga ccatcttcgt ctgattattg agcaaaataa tttatatgtg      300

gccgggttcg ttaatacggc aacaaatact ttctaccgtt tttcagattt tacacatata      360

tcagtgcccg gtgtgacaac ggtttccatg acaacggaca gcagttatac cactctgcaa      420

cgtgtcgcag cgctggaacg ttccggaatg caaatcagtc gtcactcact ggtttcatca      480

tatctggcgt taatggagtt cagtggtaat acaatgacca gagatgcatc cagagcagtt      540

ctgcgttttg tcactgtcac agcagaagcc ttacgcttca ggcagataca gagagaattt      600

cgtcaggcac tgtctgaaac tgctcctgtg tatacgatga cgccgggaga cgtggacctc      660

actctgaact gggggcgaat cagcaatgtg cttccggagt atcggggaga ggatggtgtc      720

agagtgggga gaatatcctt taataatata tcagcgatac tggggactgt ggccgttata      780

ctgaattgcc atcatcaggg ggcgcgttct gttcgcgccg tgaatgaaga gagtcaacca      840

gaatgtcaga taactggcga caggcctgtt ataaaaataa acaatacatt atgggaaagt      900

aatacagctg cagcgtttct gaacagaaag tcacagtttt tatatacaac gggtaaataa      960

<210>  16

<211>  270

<212>  DNA

<213>  Escherichia coli

<400>  16

atgaagaaga tgtttatggc ggttttattt gcattagctt ctgttaatgc aatggcggcg       60

gattgtgcta aaggtaaaat tgagttttcc aagtataatg aggatgacac atttacagtg      120

aaggttgacg ggaaagaata ctggaccagt cgctggaatc tgcaaccgtt actgcaaagt      180

gctcagttga caggaatgac tgtcacaatc aaatccagta cctgtgaatc aggctccgga      240

tttgctgaag tgcagtttaa taatgactga                                       270

<210>  17

<211>  319

<212>  PRT

<213>  Escherichia coli

<400>  17

Met Lys Cys Ile Leu Phe Lys Trp Val Leu Cys Leu Leu Leu Gly Phe 
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1               5                   10                  15      

Ser Ser Val Ser Tyr Ser Arg Glu Phe Thr Ile Asp Phe Ser Thr Gln 

            20                  25                  30          

Gln Ser Tyr Val Ser Ser Leu Asn Ser Ile Arg Thr Glu Ile Ser Thr 

        35                  40                  45              

Pro Leu Glu His Ile Ser Gln Gly Thr Thr Ser Val Ser Val Ile Asn 

    50                  55                  60                  

His Thr Pro Pro Gly Ser Tyr Phe Ala Val Asp Ile Arg Gly Leu Asp 

65                  70                  75                  80  

Val Tyr Gln Ala Arg Phe Asp His Leu Arg Leu Ile Ile Glu Gln Asn 

                85                  90                  95      

Asn Leu Tyr Val Ala Gly Phe Val Asn Thr Ala Thr Asn Thr Phe Tyr 

            100                 105                 110         

Arg Phe Ser Asp Phe Thr His Ile Ser Val Pro Gly Val Thr Thr Val 

        115                 120                 125             

Ser Met Thr Thr Asp Ser Ser Tyr Thr Thr Leu Gln Arg Val Ala Ala 

    130                 135                 140                 

Leu Glu Arg Ser Gly Met Gln Ile Ser Arg His Ser Leu Val Ser Ser 

145                 150                 155                 160 

Tyr Leu Ala Leu Met Glu Phe Ser Gly Asn Thr Met Thr Arg Asp Ala 

                165                 170                 175     

Ser Arg Ala Val Leu Arg Phe Val Thr Val Thr Ala Glu Ala Leu Arg 

            180                 185                 190         

Phe Arg Gln Ile Gln Arg Glu Phe Arg Gln Ala Leu Ser Glu Thr Ala 

        195                 200                 205             

Pro Val Tyr Thr Met Thr Pro Gly Asp Val Asp Leu Thr Leu Asn Trp 

    210                 215                 220                 

Gly Arg Ile Ser Asn Val Leu Pro Glu Tyr Arg Gly Glu Asp Gly Val 

225                 230                 235                 240 

Arg Val Gly Arg Ile Ser Phe Asn Asn Ile Ser Ala Ile Leu Gly Thr 

                245                 250                 255     
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Val Ala Val Ile Leu Asn Cys His His Gln Gly Ala Arg Ser Val Arg 

            260                 265                 270         

Ala Val Asn Glu Glu Ser Gln Pro Glu Cys Gln Ile Thr Gly Asp Arg 

        275                 280                 285             

Pro Val Ile Lys Ile Asn Asn Thr Leu Trp Glu Ser Asn Thr Ala Ala 

    290                 295                 300                 

Ala Phe Leu Asn Arg Lys Ser Gln Phe Leu Tyr Thr Thr Gly Lys 

305                 310                 315                 

<210>  18

<211>  89

<212>  PRT

<213>  Escherichia coli

<400>  18

Met Lys Lys Met Phe Met Ala Val Leu Phe Ala Leu Ala Ser Val Asn 

1               5                   10                  15      

Ala Met Ala Ala Asp Cys Ala Lys Gly Lys Ile Glu Phe Ser Lys Tyr 

            20                  25                  30          

Asn Glu Asp Asp Thr Phe Thr Val Lys Val Asp Gly Lys Glu Tyr Trp 

        35                  40                  45              

Thr Ser Arg Trp Asn Leu Gln Pro Leu Leu Gln Ser Ala Gln Leu Thr 

    50                  55                  60                  

Gly Met Thr Val Thr Ile Lys Ser Ser Thr Cys Glu Ser Gly Ser Gly 

65                  70                  75                  80  

Phe Ala Glu Val Gln Phe Asn Asn Asp 

                85                  

<210>  19

<211>  5

<212>  PRT

<

213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic Construct

<400>  19

Ala His Ile Ser Leu 
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1               5   

<210>  20

<211>  17

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic Construct

<400>  20

taaggaggac agctatg                                                      17

<210>  21

<211>  36

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic Construct

<400>  21

gatcggatcc ccctgtaacg aagtttgcgt aacagc                                 36

<210>  22

<211

>  39

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic Construct

<400>  22

gatcgaattc tcgcttacga tcatcaaaga gatcatacc                              39

<210>  23

<211>  38

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic Construct

<400>  23

gatcggatcc agcaagggcc accatatcac ataccgcc                               38

<210>  24

<211>  38

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic Construct

등록특허 10-1832499

- 59 -



<400>  24

caggggaatt caccatgcga aattttttta acaaatgc                               38

<210>  25

<211>  23

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic Construct

<400>  25

gaacatatat ctcaggggac cac                                               23

<210>  26

<211>  47

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic Construct

<400>  26

gtggtcccct gagatatatg ttctaatgga gtacctattg cagagcg                     47

<210>  27

<211>  29

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic Construct

<400>  27

ttacggtttg ttactgtgac agctgaagc                                         29

<210>  28

<211>  53

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic Construct

<400>  28

gcttcagctg tcacagtaac aaaccgtaaa actgctctgg atgcatctct ggt              53

<210>  29

<211>  22

<212>  DNA
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<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic Construct

<400>  29

cagataaatc gccattcgtt ga                                                22

<210>  30

<211>  43

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic Construct

<400>  30

tcaacgaatg gcgatttatc tgcattccgg aacgttccag cgc                         43

<210>  31

<211>  50

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic Construct

<400>  31

ggtacgtctt tactgatgat taaccacacc ccaccgggca gttattttgc                  50

<210>  32

<211>  50

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic Construct

<400>  32

gcaaaataac tgcccggtgg ggtgtggtta atcatcagta aagacgtacc                  50

<210>  33

<211>  26

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic Construct

<400>  33

tatgtgacag gatttgttaa caggac                                            26

<210>  34
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<211>  60

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic Construct

<400>  34

gtcctgttaa caaatcctgt cacatataaa ttattttgct caataatcag acgaagatgg       60

<210>  35

<211>  39

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic Construct

<400>  35

aggaggacag ctatgaaaat aattattttt agagtgcta                              39

<210>  36

<211>  36

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic Construct

<400>  36

gatcggatcc taaggaggac agctatgaaa ataatt                                 36

<210>  37

<211>  34

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic Construct

<400>  37

ggtggtggtg acgaaaaata acttcgctga atcc                                   34

<210>  38

<211>  32

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic Construct

<400>  38

cagtggtggt ggtggtggtg acgaaaaata ac                                     32
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<210>  39

<211>  31

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic Construct

<400>  39

gatcgaattc tcagtggtgg tggtggtggt g                                      31

<210>  40

<211>  45

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic Construct

<400>  40

aaccacaccc caccgggcag ttattttgca gttgatgtca gaggg                       45

<210>  41

<211>  45

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic Construct

<400>  41

ataactgccc ggtggggtgt ggttaatcat cagtaaagac gtacc                       45

<210>  42

<211>  44

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic Construct

<400>  42

acacatatat cagtgccagg tacaacagcg gttacattgt ctgg                        44

<210>  43

<211>  46

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic Construct
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<400>  43

acctggcact gatatatgtg taaaatcagc aaagcgataa aaaaca                      46

<210>  44

<211>  47

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic Construct

<400>  44

gtgaatgaag agagtcaacc agaatgtccg gcagatggaa gagtccg                     47

<210>  45

<211>  24

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic Construct

<400>  45

ttctggttga ctctcttcat tcac                                              24

<210>  46

<211>  46

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic Construct

<400>  46

ggcattaata ctgaattgtc atcatcaggg ggcgcgttct gttcgc                      46

<210>  47

<211>  25

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic Construct

<400>  47

atgatgacaa ttcagtatta atgcc                                             25

<210>  48

<211>  38

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence
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<220><223>  Synthetic Construct

<400>  48

aggaggacag ctatgaagtg tatattattt aaatgggt                               38

<210>  49

<211>  34

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic Construct

<400>  49

gatcggatcc taaggaggac agctatgaag tgta                                   34

<210>  50

<211>  31

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic Construct

<400>  50

ggtggtggtg gtcattatta aactgcactt c                                      31

<210>  51

<211>  32

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic Construct

<400>  51

cagtggtggt ggtggtggtg gtcattatta aa                                     32

<210>  52

<211>  32

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic Construct

<400>  52

gatcggatcc ctggtatcgt attacttcag cc                                     32

<210>  53

<211>  30
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<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic Construct

<400>  53

gatcgaattc ctgcacacta cgaaaccagc                                        30

<210>  54

<211>  26

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic Construct

<400>  54

tcagtgacag gatttgttaa caggac                                            26

<210>  55

<211>  53

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic Construct

<400>  55

gtcctgttaa caaatcctgt cactgataaa ttatttcgtt caacaataag ccg              53
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