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명 세 서

청구범위

청구항 1 

서열번호 1의 아미노산 서열을 갖는 FR-H1, 서열번호 2 또는 서열번호 3의 아미노산 서열을 갖는 FR-H2, 서열번

호 4의 아미노산 서열을 갖는 FR-H3 및 서열번호 5의 아미노산 서열을 갖는 FR-H4를 포함하는 중쇄가변영역; 및

서열번호 6의 아미노산 서열을 갖는 FR-L1, 서열번호 7의 아미노산 서열을 갖는 FR-L2, 서열번호 8의 아미노산

서열을 갖는 FR-L3 및 서열번호 9의 아미노산 서열을 갖는 FR-L4를 포함하는 경쇄가변영역;

을 포함하고,

TM4SF4(TransMembrane 4 Superfamily Member 4)에 특이적으로 결합하는, 인간화 항체 또는 이의 항원 결합 단

편.

청구항 2 

청구항 1에 있어서,

상기 중쇄가변영역은 서열번호 10의 아미노산 서열을 갖는 CDR-H1, 서열번호 77의 아미노산 서열을 갖는 CDR-H2

및 서열번호 14의 아미노산 서열을 갖는 CDR-H3로 이루어진 군으로부터 선택되는 적어도 하나의 CDR을 더 포함

하고,

상기 경쇄가변영역은 서열번호 79의 아미노산 서열을 갖는 CDR-L1, 서열번호 18의 아미노산 서열을 갖는 CDR-L2

및 서열번호 80의 아미노산 서열을 갖는 CDR-L3로 이루어지는 군으로부터 선택되는 적어도 하나의 CDR을 더 포

함하는 것인, 인간화 항체 또는 이의 항원 결합 단편.

청구항 3 

청구항 2에 있어서,

상기 CDR-H2는 서열번호 11, 서열번호 12 및 서열번호 13로 구성되는 군에서 선택되는 어느 하나의 아미노산 서

열을 갖는 것이거나,

상기 CDR-L1은 서열번호 15, 서열번호 16 및 서열번호 17로 구성되는 군에서 선택되는 어느 하나의 아미노산 서

열을 갖는 것이거나, 또는

상기 CDR-L3는 서열번호 19의 아미노산 서열을 갖는 것인, 인간화 항체 또는 이의 항원 결합 단편.

청구항 4 

청구항 3에 있어서,

상기 중쇄가변영역은 서열번호 10의 아미노산 서열을 갖는 CDR-H1, 서열번호 11의 아미노산 서열을 갖는 CDR-H2

및 서열번호 14의 아미노산 서열을 갖는 CDR-H3를 더 포함하고,

상기 경쇄가변영역은 서열번호 16의 아미노산 서열을 갖는 CDR-L1, 서열번호 18의 아미노산 서열을 갖는 CDR-L2

및 서열번호 19의 아미노산 서열을 갖는 CDR-L3를 더 포함하는 것인, 인간화 항체 또는 이의 항원 결합 단편.

청구항 5 

청구항 1에 있어서,

상기 중쇄가변영역은 서열번호 20, 서열번호 21, 서열번호 22 및 서열번호 23으로 이루어지는 군으로부터 선택

되는 어느 하나의 아미노산 서열을 갖는 것이고,

상기 경쇄가변영역은 서열번호 24, 서열번호 25 및 서열번호 26으로 이루어지는 군으로부터 선택되는 어느 하나

의 아미노산 서열을 갖는 것인, 인간화 항체 또는 이의 항원 결합 단편.
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청구항 6 

청구항 1 내지 5 중 어느 하나에 있어서,

상기 인간화 항체는 서열번호 27의 아미노산 서열을 갖는 중쇄불변영역 및 서열번호 28의 아미노산 서열을 갖는

경쇄불변영역으로 구성되는 군에서 선택되는 적어도 하나를 더 포함하는 것인, 인간화 항체 또는 이의 항원 결

합 단편.

청구항 7 

청구항 1 내지 5 중 어느 하나에 있어서,

상기 항원 결합 단편은 Fab, F(ab'), F(ab')2 및 Fv로 이루어진 군으로부터 선택되는 어느 하나인 것인, 항체

또는 이의 항원 결합 단편.

청구항 8 

청구항 1 내지 5 중 어느 하나에 있어서,

상기 항체 또는 이의 항원 결합 단편은 평형해리상수(KD)가 2.4X10
-8
 M이하인 것인, 항체 또는 이의 항원 결합

단편.

청구항 9 

청구항 1 내지 5 중 어느 한 항의 인간화 항체 또는 이의 항원 결합 단편을 암호화하는 염기서열을 포함하는 폴

리뉴클레오티드.

청구항 10 

청구항 9의 폴리뉴클레오티드를 포함하는, 발현 벡터.

청구항 11 

청구항 10의 발현 벡터를 포함하는, 숙주 세포.

청구항 12 

청구항 10의 숙주 세포를 배양하는 단계를 포함하는, 인간화 항체 또는 이의 항원 결합 단편을 생산하는 방법.

청구항 13 

청구항 1 내지 5 중 어느 한 항의 인간화 항체 또는 이의 항원 결합 단편을 포함하는, TM4SF4 검출용 조성물.

청구항 14 

청구항 13의 TM4SF4 검출용 조성물을 포함하는, TM4SF4 검출용 키트.

청구항 15 

청구항 1 내지 청구항 5 중 어느 한 항의 인간화 항체 또는 이의 항원 결합 단편을 TM4SF4가 포함되어 있을 것

으로 예상되는 검출 대상 시료와 접촉시키는 단계를 포함하는, TM4SF4를 검출하는 방법.

청구항 16 

청구항 1 내지 청구항 5 중 어느 한 항의 인간화 항체 또는 이의 항원 결합 단편을 포함하는, 암의 예방 또는

치료용 약학적 조성물.

청구항 17 

청구항 16에 있어서,

상기 암의 예방 또는 치료는, 암 치료 도중의 암 화학내성, 암 치료 후의 암 화학내성, 암 재발 및 암 전이로
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이루어진  군으로부터  선택되는  적어도  하나를  예방하거나  치료하는  것인,  암의  예방  또는  치료용  약학적

조성물.

청구항 18 

청구항 16에 있어서,

상기 암은 폐암, 위암, 난소암, 자궁경부암, 유방암, 췌장암, 대장암, 결장암, 식도암, 피부암, 갑상선암, 신장

암, 간암, 두경부암, 방광암, 전립선암, 혈액암, 다발성 골수종, 급성 골수성 백혈병, 악성 림프종, 흉선암, 골

육종, 섬유성 종양 및 뇌암으로 이루어진 군으로부터 선택되는 적어도 하나인 것인, 암의 예방 또는 치료용 약

학적 조성물.

청구항 19 

청구항 1 내지 청구항 5 중 어느 한 항의 인간화 항체 또는 이의 항원 결합 단편을 포함하는, 암 줄기세포 성장

억제용 조성물.

청구항 20 

청구항 1 내지 청구항 5 중 어느 한 항의 인간화 항체 또는 이의 항원 결합 단편을 포함하는, 방사선 항암 치료

보조용 조성물.

청구항 21 

청구항 20에 있어서,

상기 인간화 항체 또는 이의 항원 결합 단편은, 암 줄기세포를 포함하는 암세포들의 방사선에 대한 민감도를 증

진시키는 것인, 방사선 항암 치료 보조용 조성물.

발명의 설명

기 술 분 야

본 발명은 TM4SF4(TransMembrane 4 Superfamily Member 4)에 높은 친화도로 특이적 결합할 수 있으며, 인간에[0001]

게서 낮은 면역원성을 나타내는 인간화 항체 및 이를 포함하는 암의 예방 또는 치료용 조성물에 관한 것이다.

배 경 기 술

TM4SF4(TransMembrane  4  Superfamily  Member  4)는 테트라스파닌(tetraspanin) 단백질의 일종으로, 이 분류의[0002]

다른 단백질인 TM4SF1 및 TM4SF5는 다수의 종양에서 발현이 상향 조절되고, 상피-간엽 전이 및 세포 이동에 관

여함이 보고되었고 암세포 관련 연구가 다수 진행되었다. TM4SF4는 암세포에서 세포 사멸과 분화 그리고 세포의

침투 능력에 관여한다고 일부 보고되었으며, 최근 본 발명의 연구진은 인간 폐암세포에서 TM4SF4 단백질이 암

줄기세포 생장, 자가 복제(Self-renewal)능력 및 전이/침윤을 촉진시킨다고 보고하였으며, TM4SF4가 암 발생에

중요한 신호전달 시스템인 IGF1Rβ/AKT/NFκB 또는 JAK2(또는 FAK)/STAT3 활성화를 촉진시키고 그로 인해 촉진

되는 사이토카인 분비에 의해 암 줄기세포 특성을 강화시켜 종양을 더욱 악성화 시킴을 제시하였다(Choi SI et

al., Oncotarget. 2014; 5 (20):9823-9837, Choi SI et al., Oncotarget. 2017; 8 (60):101284-101297).

항체는 타겟 항원에 대한 높은 결합특이성과 인체 내 안정성으로 인해 치료제로서 활용되고 있다. 특히 항암 기[0003]

능의 항체들은 항체공학기술의 발전에 기반을 두고 인간화 항체, 단일쇄 항체, 이중 항체, 약물융합 항체 등으

로 개선하여 암 치료 효능을 크게 향상시켜 활용되고 있다. 그러나, 암 특성의 다양성과 새로운 항원 발현에 의

한 치료 저항성 유도 등으로 인해 기존에 암세포 타겟팅을 위해 활용되고 있는 항원의 종류에 한계성이 지적되

고 있으며, 신규 암 특이 항원을 탐색하고 이에 대한 항체를 도출하는 연구가 지속되고 있다.

특히 기존 암 치료법에 활용되고 있는 표적약물이나 방사선치료에 저항성을 보이고 재발하는 암의 경우, 암 줄[0004]

기세포의 특성이 중요하게 작용하는 것이 보고되고 있어서 암 줄기세포 타겟팅에 활용할 수 있는 항원 발굴 및

특이 항체 확보가 중요하게 부각되고 있다.

한편, 특정 항원에 대해 특이적으로 결합하는 단일클론항체를 개발하기 위해, 인간 이외의 동물을 대상으로 항[0005]

원을 주입시켜 동물의 면역 시스템을 통해 만들어지는 항체를 이용하는 방법이 주로 이용되고 있다. 그런데, 상
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기 방법을 통해 만들어지는 항체는, 인간 이외의 동물로부터 유래하는 항체라는 점에서 인간의 단백질이 아니므

로, 인체에 투여하였을 때 면역원성(immunogenicity)의 문제점이 발생할 수 있다. 즉, 인간 이외의 종으로부터

유래하는 항체가 인체에 투여될 경우, HAMA(Human Anti-Mouse Antibody)의 발생을 유도할 수 있으며, 상기 이종

유래 항체에 의한 치료 효능이 감소될 수 있다.

이에, 상기 인간 이외의 종으로부터 유래하는 항체를 구성하는 아미노산 서열 중에서, 항원과의 결합에 중요한[0006]

역할을 하는 서열을 얻고, 나머지 부분은 인간 항체의 서열로 대체함으로써, 앞서 설명한 문제점을 해결하고자

하는 방법이 제시된다. 그런데, 이러한 방법을 통해 제조되는 키메라 항체(chimeric antibody)나 인간화 항체

(humanized antibody)는, 서로 다른 두 단백질 영역을 융합시킨 것이라는 점에서, 항체로서 기능하지 못하거나

항원에 대한 결합 친화도가 감소할 가능성이 발생한다. 따라서, 인체에서 HAMA의 발생을 유도하지 않으면서도,

항원에 대한 높은 특이성과 친화도를 나타내는 인간화 항체를 개발하는 것에는 여전히 어려움이 따르는 것이 실

정이다.

발명의 내용

해결하려는 과제

본 발명은 암세포의 표면에 과발현되어 나타나는 TM4SF4(TransMembrane 4 Superfamily Member 4) 단백질에 높[0007]

은 친화도로 특이적으로 결합할 수 있으면서도, 인체에 투여되었을 때 낮은 면역원성을 나타낼 수 있는 신규한

인간화 항체 또는 이의 항원 결합 단편을 제공하는 것을 목적으로 한다.

또한, 본 발명은 상기 인간화 항체 또는 이의 항원 결합 단편을 암호화하여 이를 발현시킬 수 있는 폴리뉴클레[0008]

오티드, 발현 벡터, 숙주 세포, 그리고 상기 인간화 항체 또는 이의 항원 결합 단편을 생산하는 방법을 제공하

는 것을 목적으로 한다. 또한, 본 발명은 상기 숙주 세포를 배양하는 단계를 포함하는, 항체 또는 이의 항원 결

합 단편을 생산하는 방법을 제공한다.

또한, 본 발명은 TM4SF4를 검출하기 위한 용도의 조성물, 키트, 그리고 TM4SF4를 검출하는 방법을 제공하는 것[0009]

을 목적으로 한다.

또한, 본 발명은 암을 예방하거나 치료하기 위한 약학적 조성물, 암 줄기세포의 성장 억제용 조성물, 그리고 방[0010]

사선 항암 치료 보조용 조성물을 제공하는 것을 목적으로 한다.

과제의 해결 수단

상기의 목적을 달성하기 위하여, 서열번호 1의 아미노산 서열을 갖는 FR-H1, 서열번호 2 또는 서열번호 3의 아[0011]

미노산 서열을 갖는 FR-H2, 서열번호 4의 아미노산 서열을 갖는 FR-H3 및 서열번호 5의 아미노산 서열을 갖는

FR-H4를 포함하는 중쇄가변영역; 및 서열번호 6의 아미노산 서열을 갖는 FR-L1, 서열번호 7의 아미노산 서열을

갖는 FR-L2, 서열번호 8의 아미노산 서열을 갖는 FR-L3 및 서열번호 9의 아미노산 서열을 갖는 FR-L4를 포함하

는 경쇄가변영역; 을 포함하고, TM4SF4(TransMembrane 4 Superfamily Member 4)에 특이적으로 결합하는, 인간

화 항체 또는 이의 항원 결합 단편을 제공한다.

본 발명의 다른 측면은 상기 인간화 항체 또는 이의 항원 결합 단편을 암호화하는 염기서열을 포함하는 폴리뉴[0012]

클레오티드, 상기 폴리뉴클레오티드를 포함하는 발현 벡터, 그리고 상기 발현 벡터를 포함하는 숙주 세포를 제

공한다.

본 발명의 다른 측면은 상기 인간화 항체 또는 이의 항원 결합 단편을 포함하는 TM4SF4 검출용 조성물 및 상기[0013]

TM4SF4 검출용 조성물을 포함하는 TM4SF4 검출용 키트를 제공한다.

본 발명의 다른 측면은 상기 인간화 항체 또는 이의 항원 결합 단편을 포함하는 TM4SF4가 포함되어 있을 것으로[0014]

예상되는 검출 대상 시료와 접촉시키는 단계를 포함하는 TM4SF4 검출하는 방법을 제공한다.

본 발명의 다른 측면은 상기 인간화 항체 또는 이의 항원 결합 단편을 포함하는 암의 예방 또는 치료용 약학적[0015]

조성물, 암 줄기세포 성장 억제용 조성물 및 방사선 항암 치료 보조용 조성물을 제공한다.

발명의 효과

본 발명의 인간화 항체는 BSA와 같은 물질에는 결합하지 않으면서 TM4SF4에 특이적으로 결합할 수 있으므로,[0016]

TM4SF4를 검출하거나 TM4SF4를 과발현하는 암 세포, 암 줄기세포를 표적으로 유용하게 사용할 수 있다. 특히,
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본 발명의 인간화 항체는 생쥐 유래의 항체와 유사하거나, 키메라 항체에 비해 결합친화도가 현저하게 높은 특

징이 있어 우수한 효과를 나타낸다.

또한, 본 발명의 인간화 항체는 대부분의 CDR 서열을 제외한 나머지 서열들이 인간 항체 유래의 아미노산 서열[0017]

을 이용하거나 이의 일부를 변형한 것이므로, 인체에 투여하였을 때에도 HAMA(Human Anti-Mouse Antibody)를 유

도할 가능성이 낮아 면역원성(immunogenecity) 역시 낮다는 효과가 있다. 이에 따라, 본 발명의 인간화 항체는,

생쥐 유래의 항체를 이용함에 따라 발생할 수 있는 면역 반응의 문제점을 해결할 수 있다는 장점이 있다. 

다만, 본 발명의 효과는 상기에서 언급한 효과로 제한되지 아니하며, 언급되지 않은 또 다른 효과들은 하기의[0018]

기재로부터 당업자에게 명확히 이해될 수 있을 것이다.

도면의 간단한 설명

도 1은 본 발명의 인간화 항체 중 Hz2B7-1.0으로 지칭되는 중쇄가변영역을 암호화하는 유전자 서열을 제조하기[0019]

위한 재조합 PCR 과정에 대해 설명하고 있는 모식도이다.

도 2는 상기 Hz2B7-1.0 중쇄가변영역 유전자의 제조 결과를 나타낸 것으로, A는 T1, T2, T3 절편에 대한 아가로

오스 젤 전기영동 결과를 나타내고, B는 T, T2, T3를 연결한 최종 완성된 Hz2B7-1.0 중쇄가변영역 유전자가 포

함된 DNA의 전기영동 결과를 나타낸다.

도 3은 본 발명의 인간화 항체 중 Hz2B7-0.1로 지칭되는 경쇄가변영역을 암호화하는 유전자가 포함된 DNA의 아

가로오스 젤 전기영동 결과를 나타낸 것이다.

도  4는  본  발명의  인간화  항체인  Hz2B7-1.1  항체의  아미노산  서열과  항원인  TM4SF4의  에피토프  서열을

바탕으로, 도킹 시뮬레이션을 통해 이들의 상호작용을 분석한 결과로, 에피토프와 상호작용하는 항체의 주요한

아미노산 잔기와 결합 자유 에너지 값을 표시하였다. 표시한 항체 원자들 중에 핑크색은 탄소, 파란색은 질소,

빨간색은 산소를 가리킨다. 에피토프의 탄소원자는 녹색으로 표시하였다.

도 5는 본 발명의 인간화 항체인 Hz2B7 항체를 제조하는 과정에서 원래 생쥐 항체(2B7) 및 이와 유사한 인간항

체(human-3QRG) 중쇄(A) 경쇄(B) 아미노산 서열과 새롭게 제조한 인간화 항체 Hz2B7 중쇄 4종, 경쇄 3종의 아미

노산 서열을 서로 비교한 그림이다. 하이픈(-)은 원래 생쥐 항체 아미노산과 동일한 것을 의미하고 빨간색으로

표시한 것은 이 발명에서 에피토프와 결합에 중요하게 발굴한 아미노산의 위치이다.

도 6의 A는 본 발명의 인간화 항체들 중에서, Hz2B7-2.0으로 지칭되는 중쇄가변영역(Hz2B7 HC V46A), Hz2B7-

3.0으로 지칭되는 중쇄가변영역(Hz2B7 HC W55Y), Hz2B7-4.0으로 지칭되는 중쇄가변영역(Hz2B7 HC W55S) 유전자

를 포함하는 DNA의 아가로오스 젤 전기영동 결과를 나타낸 것이고, B는 Hz2B7-0.2로 지칭되는 경쇄가변영역

(Hz2B7 LC N31V), Hz2B7-0.3으로 지칭되는 경쇄가변영역(Hz2B7 LC N31F) 유전자를 포함하는 DNA의 아가로오스

젤 전기영동 결과를 나타낸 것이다.

도 7은 비교예로 사용된 키메라 항체의 중쇄 및 경쇄 유전자의 아가로오스 젤 전기영동 결과(A), 상기 중쇄 유

전자가  포함된  벡터의  전기영동  결과(B),  상기  경쇄  유전자가  포함된  벡터의  전기영동  결과(C)를  나타낸

것이다.

도 8은 상기 키메라 항체의 유전자를 포함하는 벡터의 구조를 나타낸 것이다.

도 9의 A는 본 발명의 인간화 항체들과 키메라 항체, 생쥐 유래 2B7 항체, 그리고 인간 항체인 IgG를 대상으로

SDS-PAGE 및 쿠마시 블루 염색을 수행한 결과를 나타낸 것이다. B는 상기 항체들을 대상으로 웨스턴 블랏팅을

수행한  결과를  나타낸  것으로,  2차  항체는  인간  항체의  IgG  감마  사슬과  카파  사슬에  결합하는  것을

이용하였다.

도 10은 본 발명의 10종의 인간화 항체, 키메라 항체(Chi2B7), 그리고 인간 IgG(Isotype hIgG)를 이용하여, 간

접 ELISA(Indirect ELISA)를 수행한 결과를 나타낸 것으로, A는 TM4SF4-BSA 항원에 대한 모든 항체들의 결합친

화도를, B는 인간화 항체중에서도 보다 높은 결합친화도를 보여주는 Hz2B7-1.1, Hz2B7-1.2, Hz2B7-1.3 의 결합

친화도를, C는 BSA에 대한 모든 항체들의 결합친화도를 나타내는 그래프이다. 

도 11은 표면 플라즈몬 공명(Surface plasmon resonance, SPR) 분석을 이용하여 항-TM4SF4 인간화 항체 5종의

TM4SF4 단백질 에피토프에 대한 항체 친화도를 비교 분석한것으로 먼저 바이오틴 결합된 TM4SF4 펩타이드를 센

서칩에 붙이고 5종의 인간화 항체를 흘려주면서 항체의 결합율(Association rate, Ka)과 해리율(Dissociation
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rate, Kd) 및 평형해리상수(KD, Kd/Ka) 값을 산출한 것을 나타낸 것이다. 

도 12는 본 발명의 인간화 항체(Hz2B7-1.1, Hz2B7-1.2, Hz2B7-1.3), 키메라 항체(Chi2B7), 그리고 인간 IgG를

이용하여 폐암, 인간 일차 간세포, 간암세포주들를 대상으로 유세포 분석기를 이용해 FACS 분석을 수행한 결과

를 나타낸다. A는 폐암세포주인 A549 세포와 Calu-3 세포주에서의 항체들의 결합능을 비교한 그래프이고, B는

Hz2B7-1.1 과 Hz2B7-1.2 항체의 결합능을 인간 일차 간 세포(hPH), 간암세포주인 Huh-7, SNU-387, SNU-449 세

포주에서 확인한 그래프이다.

도 13은 CHO-DG44 세포에 본 발명의 인간화 항체를 암호화하는 유전자를 도입시켜 형질전환시킨 후 G418 저항성

을 가지는 클론을 선별하여, ELISA를 통해 각 클론의 항체 생산량을 OD값을 측정하여 비교한 것이다. 양성대조

군으로는 1 ㎍의 인간 IgG를 이용하였다.

도 14는 MTX를 통해 항체 유전자를 증폭시킨 Hz2B7-1.1-4H12 클론 및 Hz2B7-1.2-4A12 클론을 대상으로 샌드위

치 ELISA(sandwich ELISA)를 통해 항체 생산량을 비교한 것으로, A는 Hz2B7-1.1-4H12 클론 중 MTX를 처리하지

않은 클론과 0.08μM의 MTX를 처리한 클론의 항체생산량을 비교하였으며 B는 Hz2B7-1.2-4A12 클론들의 항체생산

량을 비교하여 나타낸 것이다.

도 15는 0.08 μM의 MTX를 처리하여 항체 유전자를 증폭시킨 Hz2B7-1.1-4H12 클론 및 Hz2B7-1.2-4A12 클론의

항체 생산량(μg/10
6
cell/24hr)을 샌드위치 ELISA를 통해 측정하여 비교한 것이다.

도 16은 인간 혈청 내에서의 생쥐 및 인간화 항체의 안정성을 측정, 비교한 그래프이다.

발명을 실시하기 위한 구체적인 내용

이하, 본 발명을 상세히 설명한다.[0020]

1. TM4SF4에 특이적으로 결합하는 인간화 항체 및 이의 항원 결합 단편[0021]

본 발명의 일 측면은 TM4SF4에 특이적으로 결합하며 인체에서 낮은 면역원성을 나타내는 인간화 항체 또는 이의[0022]

항원 결합 단편을 제공한다.

본 발명에서 용어 "항체(antibody)"는 면역학적으로 항원의 에피토프(epitope)와 특이적 결합하여 반응성을 갖[0023]

는 면역글로불린 분자를 의미한다. 상기 항체는 단일클론항체, 다클론항체, 전체 길이의 사슬 구조를 가진 항체

(전장항체, full-length antibody), 적어도 항원 결합 기능을 갖는 기능적인 단편(항원 결합 단편) 및 재조합

항체를 모두 포함할 수 있으며, 구체적으로 본 발명의 항체는 단일클론항체 또는 이의 항원 결합 단편일 수 있

다. 상기 단일클론항체는 실질적으로 동일한 항체 집단에서 수득한 단일 분자 조성의 항체 분자를 지칭하고, 이

러한 단일클론항체는 특정 에피토프에 대해 단일 결합 특이성 및 친화도를 나타낸다. 상기 전장 항체는 2개의

전체 길이의 경쇄 및 2개의 전체 길이의 중쇄를 가지는 구조이며, 각각의 경쇄는 중쇄와 다이설파이드 결합으로

연결될 수 있다. 상기 항체는 중쇄(heavy chain, HC) 및 경쇄(light chain, LC) 폴리펩타이드를 포함하며, 상

기 중쇄 및 경쇄는 가변영역 및 불변영역을 포함할 수 있다.

상기 불변영역은 면역계의 다양한 종류의 세포(T-세포 등), 보체계의 성분을 포함하는 숙주 조직 등에, 상기 항[0024]

체가 결합할 수 있도록 매개하는 부위이다. 상기 불변영역은, 같은 종으로부터 유래하는 같은 종류의 항체라면

항원의 종류와 무관하게 동일한 기능을 하며, 이를 이루는 아미노산 서열 역시 항체마다 동일하거나 높은 유사

도를 갖는다. 상기 불변영역은 중쇄의 불변영역(CH로 약칭될 수 있음)과 경쇄 불변영역(CL로 약칭될 수 있음)으

로 나뉠 수 있다. 상기 중쇄불변영역은 감마(γ), 뮤(μ), 알파(α), 델타(δ) 및/또는 엡실론(ε) 타입을 가지

며, 서브클래스로 감마1(γ1), 감마2(γ2), 감마3(γ3), 감마4(γ4), 알파1(α1) 및/또는 알파2(α2)를 가진다.

경쇄불변영역은 카파(κ) 및 람다(λ) 타입을 가진다. IgG는 아형(subtype)으로, IgG1, IgG2, IgG3 및 IgG4를

포함한다.

상기 가변영역은 항원에 대해 특이성을 가지는 항체 부위로, 중쇄의 가변영역(VH로 약칭될 수 있음)과 경쇄의[0025]

가변영역(VL로 약칭될 수 있음)으로 나뉠 수 있다. 상기 가변영역에는 3개의 CDR(complementary-determining

regions, 또는 상보성 결정 영역)과 4개의 FR(framework regions)이 포함될 수 있다. 상기 CDR은 항원의 인식

에 관여하는 고리 형태의 부위일 수 있으며, 상기 CDR의 아미노산 서열에 따라 항원에 대한 특이성이 결정될 수

있다. 상기 CDR은 그 순서에 따라 CDR1, CDR2, CDR3로 지칭될 수 있으며, 중쇄 및 경쇄 중 어느 폴리펩타이드의

CDR인지 여부에 따라, 중쇄가변영역의 경우 CDR-H1, CDR-H2, CDR-H3로, 경쇄가변영역의 경우 CDR-L1, CDR-L2,

CDR-L3로 지칭될 수 있다. FR도 마찬가지로, 중쇄가변영역의 경우 FR-H1, FR-H2, FR-H3, FR-H4로, 경쇄가변영
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역의 경우 FR-L1, FR-L2, FR-L3, FR-L4로 지칭될 수 있다. 또한, 상기 CDR 및 FR은 각각의 가변영역에서 다음

과 같은 순서로 배열될 수 있다. 순서는 N-말단(아미노-말단)에서 C-말단(카르복시-말단) 방향: 중쇄가변영역의

경우 FR-H1, CDR-H1, FR-H2, CDR-H2, FR-H3, CDR-H3, FR-H4, 경쇄가변영역의 경우 FR-L1, CDR-L1, FR-L2, CDR-

L2, FR-L3, CDR-L3, FR-L4.

본 발명에서 용어 "항원 결합 단편"은, 항체의 항원 결합 기능을 보유하는, 본 발명 인간화 항체의 임의의 단편[0026]

을 의미한다. 상기 항원 결합 단편은 "단편", "항체 단편" 등의 용어와 호환되어 지칭될 수 있으며, 상기 항원

결합 단편은　Fab, Fab', F(ab')2, Fv 등일 수 있으나 이에 제한되는 것은 아니다.

상기 Fab는 경쇄 및 중쇄의 가변영역과 경쇄의 불변영역 및 중쇄의 첫 번째 불변영역(CH1 도메인)을 가지는 구[0027]

조로 1 개의 항원 결합 부위를 가진다. 상기 Fab'는 중쇄 CH1 도메인의 C 말단에 하나 이상의 시스테인 잔기를

포함하는 힌지 영역(hinge region)을 가진다는 점에서 상기 Fab와 차이가 있다. 상기 F(ab')2는 Fab'의 힌지 영

역의 시스테인 잔기가 디설파이드 결합을 이루면서 생성된다. 상기 Fv는 중쇄가변영역 및 경쇄가변영역만을 가

지고 있는 최소의 항체 조각을 의미한다. 이중쇄 Fv(two-chain Fv)는 비공유 결합으로 중쇄가변영역과 경쇄가변

영역이 연결되어 있고, 단쇄 Fv(single-chain Fv)는 일반적으로 펩타이드 링커를 통해 중쇄가변영역과 경쇄가변

영역이 공유결합으로 연결되거나 또는 C-말단에서 바로 연결되어 있어서 이중쇄 Fv와 같이 다이머와 같은 구조

를 이룰 수 있다. 상기 항원 결합 단편은, 단백질 가수분해 효소를 이용하거나(예를 들어, 전체 항체를 파파인

으로 제한 절단하면 Fab를 얻을 수 있고 펩신으로 절단하면 F(ab')2 단편을 얻을 수 있다.), 또는 유전자 재조

합 기술을 통하여 제작할 수 있으나, 이에 제한되는 것은 아니다.

본 발명에서 용어 "인간화 항체(humanized antibody)"는 인간에게 감소된 면역원성(immunogenicity)을 나타내[0028]

거나 비-면역원성(non-immunogenecity)인 항체를 의미한다. 상기 인간화 항체는 예컨대 인간 이외의 개체(비-인

간 종)로부터 유래하는 CDR(complementarity determining regions)을, 인간 항체 유래의 불변영역, 인간 항체

유래의 가변영역 중 FR(framework regions)과 결합하여 제조되는 것일 수 있다. 상기 인간화 항체는 CDR-이식

(CDR-grafting) 방법을 통해 비-인간 종 항체의 CDR이 인간 항체의 FR 서열 사이에 이식되어 제조될 수 있다.

본 발명에서 용어 "FR(framework regions)"는 면역 글로불린 분자의 가변 영역 중 상보성 결정 영역 이외의 부[0029]

분을 말한다. 프레임워크 영역은 경쇄, 중쇄 각각 4 개의 프레임워크 영역(프레임워크 영역 1, 프레임워크 영역

2, 프레임워크 영역 3 및 프레임워크 영역 4)이 있다.

본 발명에서 용어 "인간항체"는 경쇄, 중쇄 모두 인간 유래인 항체를 말한다. 인간 항체는 중쇄의 불변 영역의[0030]

차이에 따라, γ 사슬의 중쇄를 갖는 IgG(IgG1, IgG2, IgG3 및 IgG4 를 포함), μ 사슬의 중쇄를 갖는 IgM, α

사슬의 중쇄를 갖는 IgA(IgA1, IgA2 포함), δ 사슬의 중쇄를 갖는 IgD 또는 ε 사슬의 중쇄를 갖는 IgE 를 포

함한다. 또한 원칙적으로 경쇄는 κ 사슬 및 λ 사슬 중 하나 이상을 포함한다.

본 발명에서 용어 "키메라 항체(chimeric antibody)"는 항체의 가변영역이 인간 이외의 개체(비-인간 종)으로부[0031]

터 유래하고, 불변영역이 상기 개체와 다른 종, 예를 들어 인간으로부터 유래하는 항체를 의미한다.

상기 인간화 항체 및 키메라 항체에 대해 보다 자세하게 설명하면, 생쥐 유래의 항체와 인간 항체를 대상으로[0032]

비교할 때, 생쥐 항체 - 키메라 항체 - 인간화 항체 - 인간 항체 순으로 인간 항체와 서열 상의 유사성을 가지

게 된다. 따라서, 인간화 항체는 생쥐 항체나 키메라 항체와 비교할 때, 인간 항체와 유사성이 더 높아 인체에

투여되었을 때 면역원성이 낮다는 특징이 있다.

본 발명에서 용어, "에피토프(epitope)"는 면역글로불린, 항체 또는 이의 항원 결합 단편이 특이적으로 인식하[0033]

고 결합할 수 있는 항원 상의 특정 부위를 의미한다. 상기 에피토프는 연속 아미노산으로부터 또는 단백질의 3

차 접힘에 의해 병치된 불연속 아미노산으로부터 형성될 수 있다

본 발명의 인간화 항체 또는 이의 항원 결합 단편은 서열번호 1의 아미노산 서열을 갖는 FR-H1, 서열번호 2 또[0034]

는 서열번호 3의 아미노산 서열을 갖는 FR-H2, 서열번호 4의 아미노산 서열을 갖는 FR-H3, 서열번호 5의 아미노

산 서열을 갖는 FR-H4를 포함하는 중쇄가변영역을 포함하고, 서열번호 6의 아미노산 서열을 갖는 FR-L1, 서열번

호 7의 아미노산 서열을 갖는 FR-L2, 서열번호 8의 아미노산 서열을 갖는 FR-L3, 서열번호 9의 아미노산 서열을

갖는 FR-L4를 포함하는 경쇄가변영역을 포함하고, TM4SF4(TransMembrane 4 Superfamily Member 4)에 특이적으

로 결합한다.

상기  서열번호  1의  아미노산  서열을  갖는  FR-H1은  본  발명에서  'Hz2B7-1.0',  'Hz2B7-2.0',  'Hz2B7-3.0',[0035]

'Hz2B7-4.0'으로 지칭되는 중쇄가변영역의 FR1 서열일 수 있다. 상기 서열번호 2의 아미노산 서열을 갖는 FR-H2
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는 본 발명에서 'Hz2B7-1.0', 'Hz2B7-3.0', 'Hz2B7-4.0'으로 지칭되는 중쇄가변영역의 FR2 서열일 수 있고, 상

기 서열번호 3의 아미노산 서열을 갖는 FR-H2는 본 발명에서 'Hz2B7-2.0'으로 지칭되는 중쇄가변영역의 FR2 서

열일  수  있다.  상기  서열번호  4의  아미노산  서열을 갖는 FR-H3는  본  발명에서 'Hz2B7-1.0',  'Hz2B7-2.0',

'Hz2B7-3.0', 'Hz2B7-4.0'으로 지칭되는 중쇄가변영역의 FR3 서열일 수 있다. 상기 서열번호 5의 아미노산 서열

을 갖는 FR-H4는 본 발명에서 'Hz2B7-1.0', 'Hz2B7-2.0', 'Hz2B7-3.0', 'Hz2B7-4.0'으로 지칭되는 중쇄가변영

역의 FR4 서열일 수 있다.

상기 서열번호 6의 아미노산 서열을 갖는 FR-L1은 본 발명에서 'Hz2B7-0.1', 'Hz2B7-0.2', 'Hz2B7-0.3'으로 지[0036]

칭되는 경쇄가변영역의 FR1  서열일 수 있다. 상기 서열번호 7의 아미노산 서열을 갖는 FR-L2는 본 발명에서

'Hz2B7-0.1', 'Hz2B7-0.2', 'Hz2B7-0.3'으로 지칭되는 경쇄가변영역의 FR2 서열일 수 있다. 상기 서열번호 8의

아미노산 서열을 갖는 FR-L3는 본 발명에서 'Hz2B7-0.1', 'Hz2B7-0.2', 'Hz2B7-0.3'으로 지칭되는 경쇄가변영

역의 FR3 서열일 수 있다. 상기 서열번호 9의 아미노산 서열을 갖는 FR-L4는 본 발명에서 'Hz2B7-0.1', 'Hz2B7-

0.2', 'Hz2B7-0.3'으로 지칭되는 경쇄가변영역의 FR4 서열일 수 있다.

상기 TM4SF4는 tetraspanin 단백질의 일종으로, 암세포에서 세포사멸과 분화, 그리고 세포의 침투 능력에 관여[0037]

하는 것으로 알려진 단백질이다. 또한, 상기 TM4SF4는 암 줄기세포의 생장, 전이 등을 촉진하는 것으로 알려져

있으며, 암 줄기세포의 특성을 강화시켜 종양을 더욱 악성화시킬 수 있다. 상기 TM4SF4 단백질은 세포의 막에

존재하는 막단백질일 수 있으며, TM4SF4의 일부가 세포 외부로 노출되어 있을 수 있다. 상기 노출 부위는 2개의

루프 구조를 포함할 수 있으며, 상기 TM4SF4의 세포 외 노출 부위 중 일부 아미노산 서열이, 본 발명의 인간화

항체 또는 이의 항원 결합 단편이 특이적으로 인식하여 결합할 수 있는 에피토프가 될 수 있다. 상기 TM4SF4의

에피토프는  예컨대  'TWGYPFHDGDYLNDE'(N-말단에서  C-말단  방향  순서)의  아미노산  서열을  포함하는  것일  수

있다.

상기 중쇄가변영역은 서열번호 10의 아미노산 서열을 갖는 CDR-H1, 서열번호 77 의 아미노산 서열을 갖는 CDR-[0038]

H2 및 서열번호 14의 아미노산 서열을 갖는 CDR-H3로 이루어진 군으로부터 선택되는 적어도 하나의 CDR을 더 포

함하는 것일 수 있다. 특히, 상기 CDR-H2는 서열번호 78의 아미노산 서열을 가지는 것일 수 있고, 구체적으로

서열번호 11, 서열번호 12 및 서열번호 13으로 구성되는 군에서 선택되는 어느 하나의 아미노산 서열을 가지는

것일 수 있다.

상기 경쇄가변영역은 서열번호 79의 아미노산 서열을 갖는 CDR-L1, 서열번호 18의 아미노산 서열을 갖는 CDR-L2[0039]

및 서열번호 80의 아미노산 서열을 갖는 CDR-L3로 이루어지는 군으로부터 선택되는 적어도 하나의 CDR을 더 포

함하는 것일 수 있다. 특히, 상기 CDR-L1은 서열번호 15, 서열번호 16 및 서열번호 17로 구성되는 군에서 선택

되는 어느 하나의 아미노산 서열을 가지는 것일 수 있고, 상기 CDR-L3는 서열번호 19의 아미노산 서열을 가지는

것일 수 있다.

상기 서열번호 10의  아미노산 서열을 갖는 CDR-H1은  본  발명에서 'Hz2B7-1.0',  'Hz2B7-2.0',  'Hz2B7-3.0',[0040]

'Hz2B7-4.0'으로 지칭되는 중쇄가변영역의 CDR1  서열일 수 있다. 상기 서열번호 11의 아미노산 서열을 갖는

CDR-H2는 본 발명에서 'Hz2B7-1.0', 'Hz2B7-2.0'으로 지칭되는 중쇄가변영역의 CDR2 서열일 수 있고, 상기 서

열번호 12의 아미노산 서열을 갖는 CDR-H2는 본 발명에서 'Hz2B7-3.0'으로 지칭되는 중쇄가변영역의 CDR2 서열

일 수 있고, 상기 서열번호 13의 아미노산 서열을 갖는 CDR-H2는 본 발명에서 'Hz2B7-4.0'으로 지칭되는 중쇄가

변영역의 CDR2 서열일 수 있다. 상기 서열번호 14의 아미노산 서열을 갖는 CDR-H3는 본 발명에서 'Hz2B7-1.0',

'Hz2B7-2.0', 'Hz2B7-3.0', 'Hz2B7-4.0'으로 지칭되는 중쇄가변영역의 CDR3 서열일 수 있다. 

상기 서열번호 15의  아미노산 서열을 갖는 CDR-L1은 본 발명에서 'Hz2B7-0.1'으로 지칭되는 겅쇄가변영역의[0041]

CDR1 서열일 수 있고, 상기 서열번호 16의 아미노산 서열을 갖는 CDR-L1은 본 발명에서 'Hz2B7-0.2'으로 지칭되

는 겅쇄가변영역의 CDR1  서열일 수 있고, 상기 서열번호 17의 아미노산 서열을 갖는 CDR-L1은 본 발명에서

'Hz2B7-0.3'으로 지칭되는 경쇄가변영역의 CDR1  서열일 수 있다. 상기 서열번호 18의 아미노산 서열을 갖는

CDR-L2는 본 발명에서 'Hz2B7-1.0',  'Hz2B7-2.0',  'Hz2B7-0.3'으로 지칭되는 경쇄가변영역의 CDR2 서열일 수

있다. 상기 서열번호 19의 아미노산 서열을 갖는 CDR-L3는 본 발명에서 'Hz2B7-1.0',  'Hz2B7-2.0',  'Hz2B7-

0.3'으로 지칭되는 경쇄가변영역의 CDR3 서열일 수 있다.

상기 중쇄가변영역은 서열번호 20, 서열번호 21, 서열번호 22 및 서열번호 23으로 이루어지는 군으로부터 선택[0042]

되는 어느 하나의 아미노산 서열을 갖는 것일 수 있다.

상기 경쇄가변영역은 서열번호 24, 서열번호 25 및 서열번호 26으로 이루어지는 군으로부터 선택되는 어느 하나[0043]
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의 아미노산 서열을 갖는 것일 수 있다.

상기 서열번호 20의 아미노산 서열을 가지는 중쇄가변영역은 본 발명에서 'Hz2B7-1.0'으로 지칭되는 중쇄가변영[0044]

역의 서열일 수 있고, 상기 서열번호 21의 아미노산 서열을 가지는 중쇄가변영역은 본 발명에서 'Hz2B7-2.0'으

로 지칭되는 중쇄가변영역의 서열일 수 있고, 상기 서열번호 22의 아미노산 서열을 가지는 중쇄가변영역은 본

발명에서 'Hz2B7-3.0'으로 지칭되는 중쇄가변영역의 서열일 수 있고, 상기 서열번호 23의 아미노산 서열을 가지

는 중쇄가변영역은 본 발명에서 'Hz2B7-4.0'으로 지칭되는 중쇄가변영역의 서열일 수 있다.

상기 서열번호 24의 아미노산 서열을 가지는 경쇄가변영역은 본 발명에서 'Hz2B7-0.1'으로 지칭되는 경쇄가변영[0045]

역의 서열일 수 있고, 상기 서열번호 25의 아미노산 서열을 가지는 경쇄가변영역은 본 발명에서 'Hz2B7-0.2'으

로 지칭되는 경쇄가변영역의 서열일 수 있고, 상기 서열번호 26의 아미노산 서열을 가지는 경쇄가변영역은 본

발명에서 'Hz2B7-0.3'으로 지칭되는 경쇄가변영역의 서열일 수 있다.

본 발명의 인간화 항체 또는 이의 항원 결합 단편은, 인간으로부터 유래하는 항체의 중쇄불변영역 및/또는 경쇄[0046]

불변영역을 포함할 수 있으며, 상기 인간화 항체 또는 이의 항원 결합 단편이 TM4SF4에 대해 특이적으로 결합하

는 특성을 저해하지 않는 것이라면, 상기 인간으로부터 유래하는 항체의 중쇄불변영역 및/또는 경쇄불변영역은

제한없이 이용될 수 있다. 예를 들어, 상기 중쇄불변영역은 서열번호 27의 아미노산 서열을 갖는 중쇄불변영역

일 수 있으며, 상기 경쇄불변영역은 서열번호 28의 아미노산 서열을 갖는 경쇄불변영역일 수 있다.

앞서 설명한 아미노산 서열들은, 이를 포함하는 폴리펩타이드의 구조, 기능, 활성 등에 영향을 미치지 않는 범[0047]

위 내에서, 아미노산 잔기의 결실, 삽입, 치환 또는 이들의 조합에 의해 상이한 서열을 가지는 변이체를 포함할

수 있다. 또한, 상기 아미노산 서열들은 당업계에 알려진 통상적인 변형이 일어난 아미노산을 포함하는 것일 수

있으며, 상기 아미노산 변형은 예컨대 인산화(phosphorylation), 황화(sulfation), 아크릴화(acrylation), 당

화(glycosylation), 메틸화(methylation), 파네실화(farnesylation) 등일 수 있다. 본 발명의 인간화 항체 또

는 이의 항원 결합 단편은, 앞서 설명한 아미노산 서열들을 포함하는 것뿐만 아니라, 이와 실질적으로 동일한

아미노산 서열을 갖는 것이나 이의 변이체를 포함한다. 상기 실질적으로 동일한 아미노산 서열을 갖는 것의 의

미는, 앞서 설명한 아미노산 서열과 90% 이상, 91% 이상, 92% 이상, 93% 이상, 94% 이상, 95% 이상, 96% 이상,

97% 이상, 98% 이상, 99% 이상, 또는 99.5% 이상의 상동성을 가지는 아미노산 서열을 포함하는 것일 수 있으나,

이에 제한되는 것은 아니다. 

본 발명의 인간화 항체 또는 이의 항원 결합 단편은 평형해리상수(KD)가 3.0X10
-8
 M 이하일 수 있고, 예컨대[0048]

2.9X10
-8
 M 이하, 2.8X10

-8
 M 이하, 2.7X10

-8
 M 이하, 2.6X10

-8
 M 이하 또는 2.5X10

-8
 M 이하일 수 있고, 구체적으

로 2.4X10
-8
 M 이하일 수 있다.

본 발명의 구체적인 실시예에 따르면, 본 발명의 인간화 항체를 이용한 간접 ELISA를 통해 TM4SF4에 대한 결합[0049]

능을 측정하여 비교한 결과, 본 발명의 인간화 항체들은, 키메라 항체(생쥐 유래의 ECL-2B7 항체의 가변영역과

인간 항체의 불변영역을 조합한 항체)와 비교할 때, 현저하게 높은 결합력을 나타내는 것을 확인할 수 있었다

(도 10의 A, B). 특히, 경쇄가변영역과 중쇄가변영역의 다양한 조합 인간화 항체들 중에서도 Hz2B7-1.2로 지칭

되는 인간화 항체의 결합능이 가장 우수한 것으로 나타났다(도 10, 도 11). 또한, 본 발명의 인간화 항체는 BSA

를 대상으로 수행한 상기 간접 ELISA 실험에서는 결합력이 나타나지 않은 바, TM4SF4에 대해서만 특이적으로 결

합하는 항체라는 것도 확인할 수 있었다(도 10).

본 발명의 다른 구체적인 실시예에 따르면, 본 발명의 인간화 항체를 이용한 FACS 실험 결과, 본 발명의 인간화[0050]

항체들은 TM4SF4를 세포 표면에 과 발현하는 폐암세포주인 Calu-3 및 A549 세포에 대하여 우수한 결합능이 있는

것을 확인할 수 있었다(도 12). 상기 키메라 항체를 이용한 FACS 실험 결과와 비교할 때에도 본 발명의 인간화

항체를 이용하는 경우 폐암세포들과의 결합력이 더 높게 측정되었으며, 상기 간접 ELISA  실험과 마찬가지로

Hz2B7-1.2로 지칭되는 인간화 항체의 효과가 가장 우수한 것을 확인할 수 있었다(도 10 내지 도 12).

2. TM4SF4 특이적 인간화 항체를 발현하기 위한 기술[0051]

본 발명의 또 다른 측면은 상기 인간화 항체 또는 이의 항원 결합 단편을 발현하여 제조하기 위해 사용될 수 있[0052]

는, 폴리뉴클레오티드, 발현 벡터, 숙주 세포 및 생산 방법을 제공한다.

상기 인간화 항체, 이의 항원 결합 단편, TM4SF4 등에 관한 설명은 '1. TM4SF4에 특이적으로 결합하는 인간화[0053]

항체 및 이의 항원 결합 단편'에서 이들에 대해 설명한 것과 동일하므로, 반복 설명을 피하기 위해 기재를 생략
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하며, 이하에서는 폴리뉴클레오티드, 발현 벡터 및 숙주 세포와 관련된 내용에 대해서만 설명한다.

본 발명에서 용어 "폴리뉴클레오티드"는 DNA 및 RNA 분자를 포괄적으로 포함하는 것으로, 상기 폴리뉴클레오티[0054]

드의 기본 구성단위인 뉴클레오티드는 자연계에 존재하는 뉴클레오티드뿐만 아니라, 당 또는 염기 부위가 변형

된 유사체(analogue)도 포함될 수 있다. 

본 발명의 폴리뉴클레오티드는 인간화 항체 또는 이의 항원 결합 단편을 암호화하는 염기서열을 포함한다.[0055]

상기 인간화 항체 또는 이의 항원 결합 단편을 암호화한다는 것은, 상기 폴리뉴클레오티드가 전사, 번역 등의[0056]

통상적인 단백질 발현 과정을 거쳐, 본 발명의 인간화 항체 또는 이의 항원 결합 단편의 아미노산 서열을 갖는

단백질이 합성될 수 있는 유전 정보가 암호화되어 있다는 것을 의미한다. 이 때 상기 인간화 항체 또는 이의 항

원 결합 단편과 완전히 동일한 아미노산 서열을 갖는 단백질뿐만 아니라, 앞서 설명한 것과 같이 상기 단백질과

실질적으로 동일한 아미노산 서열을 갖는 단백질이나, 상기 단백질과 동일 및/또는 유사한 활성을 갖는 단백질

을 암호화하는 폴리뉴클레오티드까지 본 발명의 범위에 포함될 수 있다.

상기 폴리뉴클레오티드는 이를 도입시켜 발현시키고자 하는 생물의 종류와 상기 생물의 전사, 번역 등 발현 시[0057]

스템에 따라, 최적화된 염기서열을 포함할 수 있다.

구체적으로, 상기 폴리뉴클레오티드는 서열번호 29, 서열번호 30, 서열번호 31, 서열번호 32, 서열번호 33, 서[0058]

열번호 34, 서열번호 35, 서열번호 36, 서열번호 37, 서열번호 38, 서열번호 39, 서열번호 40, 서열번호 41, 서

열번호 42, 서열번호 43, 서열번호 44, 서열번호 45, 서열번호 46, 서열번호 47, 서열번호 48, 서열번호 49, 서

열번호 50, 서열번호 51, 서열번호 52, 서열번호 53, 서열번호 54, 서열번호 55 및 서열번호 56으로 이루어진

군으로부터 선택되는 적어도 하나의 염기서열을 포함하는 것일 수 있다.

상기 서열번호 29의 염기서열은 상기 서열번호 1의 아미노산 서열을 암호화하는 것일 수 있고, 상기 서열번호[0059]

30의 염기서열은 상기 서열번호 2의 아미노산 서열을 암호화하는 것일 수 있고, 상기 서열번호 31의 염기서열은

상기 서열번호 3의 아미노산 서열을 암호화하는 것일 수 있고, 상기 서열번호 32의 염기서열은 상기 서열번호 4

의 아미노산 서열을 암호화하는 것일 수 있고, 상기 서열번호 33의 염기서열은 상기 서열번호 5의 아미노산 서

열을 암호화하는 것일 수 있고, 상기 서열번호 34의 염기서열은 상기 서열번호 6의 아미노산 서열을 암호화하는

것일 수 있고, 상기 서열번호 35의 염기서열은 상기 서열번호 7의 아미노산 서열을 암호화하는 것일 수 있고,

상기 서열번호 36의 염기서열은 상기 서열번호 8의 아미노산 서열을 암호화하는 것일 수 있고, 상기 서열번호

37의 염기서열은 상기 서열번호 9의 아미노산 서열을 암호화하는 것일 수 있고, 상기 서열번호 38의 염기서열은

상기 서열번호 10의 아미노산 서열을 암호화하는 것일 수 있고, 상기 서열번호 39의 염기서열은 상기 서열번호

11의 아미노산 서열을 암호화하는 것일 수 있고, 상기 서열번호 40의 염기서열은 상기 서열번호 12의 아미노산

서열을 암호화하는 것일 수 있고, 상기 서열번호 41의 염기서열은 상기 서열번호 13의 아미노산 서열을 암호화

하는 것일 수 있고, 상기 서열번호 42의 염기서열은 상기 서열번호 14의 아미노산 서열을 암호화하는 것일 수

있고, 상기 서열번호 43의 염기서열은 상기 서열번호 15의 아미노산 서열을 암호화하는 것일 수 있고, 상기 서

열번호 44의 염기서열은 상기 서열번호 16의 아미노산 서열을 암호화하는 것일 수 있고, 상기 서열번호 45의 염

기서열은 상기 서열번호 17의 아미노산 서열을 암호화하는 것일 수 있고, 상기 서열번호 46의 염기서열은 상기

서열번호 18의 아미노산 서열을 암호화하는 것일 수 있고, 상기 서열번호 47의 염기서열은 상기 서열번호 19의

아미노산 서열을 암호화하는 것일 수 있고, 상기 서열번호 48의 염기서열은 상기 서열번호 20의 아미노산 서열

을 암호화하는 것일 수 있고, 상기 서열번호 49의 염기서열은 상기 서열번호 21의 아미노산 서열을 암호화하는

것일 수 있고, 상기 서열번호 50의 염기서열은 상기 서열번호 22의 아미노산 서열을 암호화하는 것일 수 있고,

상기 서열번호 51의 염기서열은 상기 서열번호 23의 아미노산 서열을 암호화하는 것일 수 있고, 상기 서열번호

52의 염기서열은 상기 서열번호 24의 아미노산 서열을 암호화하는 것일 수 있고, 상기 서열번호 53의 염기서열

은 상기 서열번호 25의 아미노산 서열을 암호화하는 것일 수 있고, 상기 서열번호 54의 염기서열은 상기 서열번

호 26의 아미노산 서열을 암호화하는 것일 수 있고, 상기 서열번호 55의 염기서열은 상기 서열번호 27의 아미노

산 서열을 암호화하는 것일 수 있고, 상기 서열번호 56의 염기서열은 상기 서열번호 28의 아미노산 서열을 암호

화하는 것일 수 있다.

본 발명의 폴리뉴클레오티드는 상기 나열된 염기서열과 실질적으로 동일한 염기서열을 포함할 수 있다. 상기 실[0060]

질적으로 동일한 염기서열이란, 예컨대 전사 및 번역되었을 때 동일한 아미노산이 합성될 수 있는 경우를 포함

하며, 상기 나열된 염기서열들과 90% 이상, 91% 이상, 92% 이상, 93% 이상, 94% 이상, 95% 이상, 96% 이상,

97% 이상, 98% 이상, 99% 이상, 또는 99.5% 이상의 상동성을 가지는 염기서열일 수 있으나, 이에 제한되는 것은

아니다.
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본 발명의 발현 벡터는 상기 폴리뉴클레오티드를 포함한다.[0061]

본 발명에서 용어 "발현 벡터"는 숙주 세포에서 특정 유전자를 발현시키기 위한 수단을 의미하며, 구체적으로[0062]

플라스미드 벡터; 코즈미드 벡터; 그리고 박테리오파아지 벡터, 아데노바이러스 벡터, 레트로바이러스 벡터 및

아데노-연관 바이러스 벡터 같은 바이러스 벡터 등을 포함하나, 이에 제한되지 않는다.

상기 발현 벡터는 상기 인간화 항체 또는 이의 항원 결합 단편을 암호화하는 염기서열 이외에도, 프로모터, 터[0063]

미네이터 등의 조절서열을 더 포함할 수 있으며, 상기 인간화 항체 또는 이의 항원 결합 단편을 암호화하는 염

기서열이 프로모터에 작동 가능하게 연결된(operatively linked) 것일 수 있다. 상기 작동가능하게 연결된 것은

조절 서열(예컨대, 프로모터, 시그널 서열, 전사조절인자 결합 위치의 어레이 등)과 다른 염기서열 사이의 기능

적인 결합을 의미하며, 이에 의해 상기 조절 서열은 상기 다른 염기서열의 전사 및/또는 번역을 조절할 수

있다.

본 발명의 발현 벡터 시스템은 당업계에 공지된 다양한 방법을 통해 구축될 수 있다.[0064]

상기 발현 벡터는 원핵 세포 또는 진핵 세포를 숙주로 하여 구축될 수 있다. [0065]

예를 들어, 상기 발현 벡터가 원핵 세포를 숙주로 하는 경우에는, 전사를 진행시킬 수 있는 강력한 프로모터(예[0066]

컨대, tac 프로모터, lac 프로모터, lacUV5 프로모터, lpp 프로모터, pLλ 프로모터, pRλ 프로모터, rac5 프로

모터, amp 프로모터, recA 프로모터, SP6 프로모터, trp 프로모터 및 T7 프로모터 등), 번역의 개시를 위한 리

보솜 결합 자리 및 전사/번역 종결 서열을 포함하는 것이 일반적이다. 숙주 세포로서 E.coli(예를 들어, HB101,

BL21, DH5α 등)가 이용되는 경우, E coli 트립토판 생합성 경로의 프로모터 및 오퍼레이터 부위(Yanofsky, C,

J  Bacteriol,  (1984)  158:1018-1024),  그리고 파지 λ의 좌향 프로모터(pLλ 프로모터, Herskowitz,  I  and

Hagen, D, Ann Rev Genet, (1980) 14:399-445)가 조절부위로서 이용될 수 있다. 숙주 세포로서 바실러스 균이

이용되는  경우,  바실러스  츄린겐시스의  독소단백질  유전자의  프로모터(Appl  Environ  Microbiol  (1998)

64:3932-3938; Mol Gen Genet (1996) 250:734-741) 또는 바실러스균에서 발현 가능한 어떠한 프로모터라도 조

절부위로 이용될 수 있다. 상기 발현 벡터는 당업계에서 종종 사용되는 플라스미드(예를 들어, pCL, pSC101,

pGV1106,  pACYC177,  ColE1,  pKT230,  pME290,  pBR322,  pUC8/9,  pUC6,  pBD9,  pHC79,  pIJ61,  pLAFR1,  pHV14,

pGEX 시리즈, pET 시리즈 및 pUC19 등), 파지(예를 들어, λgt4·λB, λ-Charon, λΔz1 및 M13 등) 또는 바

이러스(예를 들어, SV40 등)를 조작하여 제작될 수 있다.

상기 발현 벡터가 진핵 세포를 숙주로 하는 경우에는, 포유동물 세포의 지놈으로부터 유래된 프로모터(예를 들[0067]

어, 메탈로티오닌 프로모터, β-액틴 프로모터, 사람 헤로글로빈 프로모터 및 사람 근육 크레아틴 프로모터) 또

는 포유동물 바이러스로부터 유래된 프로모터(예를 들어, 아데노바이러스 후기 프로모터, 백시니아 바이러스

75K 프로모터, SV40 프로모터, 사이토메갈로바이러스(CMV) 프로모터, HSV의 tk 프로모터, 마우스 유방 종양 바

이러스(MMTV) 프로모터, HIV의 LTR 프로모터, 몰로니 바이러스의 프로모터 엡스타인바 바이러스(EBV)의 프로모

터 및 로우스 사코마 바이러스(RSV)의 프로모터)가 이용될 수 있으며, 전사 종결 서열로서 폴리아데닐화 서열을

일반적으로 가질 수 있다. 상기 발현 벡터는 CMV 프로모터를 갖는 것일 수 있다.

또한, 상기 발현 벡터는, 이로부터 발현되는 항체의 정제를 용이하게 하기 위하여 다른 서열과 융합될 수 있다.[0068]

융합되는  서열은,  예컨대  글루타티온  S-트랜스퍼라제(Pharmacia,  USA),  말토스  결합  단백질(NEB,  USA),

FLAG(IBI, USA) 및 6x His(hexahistidine; Quiagen, USA) 등이 있다. 또한, 본 발명의 발현 벡터에 의해 발현

되는 단백질이 인간화 항체 또는 이의 항원 결합 단편이므로 이의 특성을 고려할 때, 정제를 위한 추가적인 서

열 없이도 발현된 단백질을 단백질 A 컬럼 등을 통하여 용이하게 정제할 수도 있다.

상기 발현 벡터는 선택표지로서 당업계에서 통상적으로 이용되는 항생제 내성 유전자를 포함하며, 예를 들어 암[0069]

피실린, 겐타마이신, 카베니실린, 클로람페니콜, 스트렙토마이신, 카나마이신, 게네티신, 네오마이신 및 테트라

사이클린에 대한 내성 유전자를 포함할 수 있다.

상기 발현 벡터는, 경쇄와 중쇄가 하나의 벡터에서 동시에 발현되는 벡터 시스템이거나 또는 경쇄와 중쇄를 각[0070]

각  별도의  벡터에서  발현시키는  시스템일  수  있다.  후자의  경우,  두  벡터는  예컨대  동시  형질전환(co-

transfomation) 또는 표적 형질전환(targeted transformation)을 통하여 숙주 세포로 도입될 수 있다. 동시 형

질전환은 경쇄 및 중쇄를 코딩하는 각각의 벡터 DNA를 동시에 숙주 세포로 도입한 뒤 경쇄와 중쇄를 모두 발현

하는 세포를 선별하는 방법이다. 표적 형질전환은 경쇄(또는 중쇄)를 포함하는 벡터로 형질전환된 세포를 선별

하고 선별된 세포를 중쇄(또는 경쇄)를 포함하는 벡터로 다시 형질전환하여 경쇄 및 중쇄 모두를 발현하는 세포

를 최종적으로 선별하는 방법이다.
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본 발명의 숙주 세포는, 상기 발현 벡터를 포함한다.[0071]

상기 숙주 세포는, 본 발명의 상기 발현 벡터를 안정되면서 연속적으로 클로닝 및 발현시킬 수 있는 숙주 세포[0072]

라면 당업계에 공지된 어떠한 숙주 세포도 이용할 수 있으며, 예컨대, 에스케리치아 콜라이(Escherichia coli),

바실러스 서브틸리스(Bacillus  subtilis)  및 바실러스 츄린겐시스(Bacillus  thuringiensis)와 같은 바실러스

속 균주, 스트렙토마이세스(Streptomyces), 슈도모나스(Pseudomonas), 예컨대, 슈도모나스 푸티다(Pseudomonas

putida),  프로테우스 미라빌리스(Proteus mirabilis), 또는 스타필로코쿠스(Staphylococcus), 예컨대, 스타필

로코쿠스 카르노수스(Staphylococcus carnosus)와 같은 원핵 숙주 세포일 수 있으나, 이에 제한되는 것은 아니

다. 

상기 숙주 세포가 진핵 숙주 세포일 경우, 아스페르길러스 속(Aspergillus species)과 같은 진균, 피치아 파스[0073]

토리스(Pichia  pastoris),  사카로마이세스  세르비시아(Saccharomyces  cerevisiae),  쉬조사카로마세스

(Schizosaccharomyces) 및 뉴로스포라 크라사(Neurospora crassa)와 같은 효모, 그 밖의 하등 진핵 세포, 곤충

-유래 세포와 같은 고등 진핵생물의 세포, 그리고 식물 또는 포유동물로부터 유래한 세포를 이용할 수 있다. 상

기  숙주  세포는  COS7  세포(monkey  kidney  cells),  NSO  세포,  SP2/0,  차이니즈  햄스터  난소(CHO:  Chinese

hamster ovary) 세포, W138, 어린 햄스터 신장(BHK: baby hamster kidney) 세포, MDCK, 골수종 세포주, HuT 78

세포 또는 293 세포일 수 있으나, 이에 제한되지 않는다.

상기 숙주 세포로의 형질전환 및/또는 형질감염은 핵산을 유기체, 세포, 조직 또는 기관에 도입하는 어떤 방법[0074]

이든 이용될 수 있으며, 당 분야에서 공지된 바와 같이 숙주 세포에 따라 적합한 표준 기술을 선택하여 수행할

수 있다. 구체적으로, 전기충격유전자전달법(electroporation), 원형질 융합, 인산칼슘(CaPO4) 침전, 염화칼슘

(CaCl2) 침전, 실리콘 카바이드 섬유를 이용한 교반, 아그로 박테리아 매개 형질전환, PEG, 덱스트란 설페이트,

리포펙타민 및 건조/억제 매개 형질전환 방법 등이 포함되나, 이로 제한되지 않는다.

본 발명의 인간화 항체 또는 이의 항원 결합 단편을 생산하는 방법은, 상기 숙주 세포를 배양하는 단계를 포함[0075]

한다.

상기 인간화 항체 또는 이의 항원 결합 단편을 생산하는 방법은, 상기 숙주 세포에서 상기 인간화 항체 또는 이[0076]

의 항원 결합 단편을 발현시키는 단계를 더 포함할 수 있다.

상기 숙주 세포의 배양은 당업계에 알려진 적당한 배지와 배양조건에 따라 이루어질 수 있다. 이러한 배양과정[0077]

은 당업자라면 선택되는 균주에 따라 용이하게 조정하여 사용할 수 있다. 세포 배양은, 세포의 성장방식에 따라

현탁배양과 부착배양, 배양방법에 따라 회분식, 유가식 및 연속배양식의 방법으로 구분된다. 배양에 사용되는

배지는 특정한 균주의 요구조건을 적절하게 만족시켜야 한다.

동물 세포 배양에 있어, 상기 배지는 다양한 탄소원, 질소원 및 미량원소 성분을 포함한다. 사용될 수 있는 탄[0078]

소원의 예는, 포도당, 자당, 유당, 과당, 말토오스, 전분 및 셀룰로오스와 같은 탄수화물, 대두유, 해바라기유,

피마자유 및 코코넛유와 같은 지방, 팔미트산, 스테아린산 및 리놀레산과 같은 지방산, 글라이세롤 및 에탄올과

같은 알코올, 그리고 아세트산과 같은 유기산을 포함할 수 있으며, 이들 탄소원은 단독 또는 조합되어 사용될

수 있다.

상기 질소원은, 예컨대 펩톤, 효모 추출물, 육즙, 맥아 추출물, 옥수수 침지액(CSL) 및 대두밀과 같은 유기 질[0079]

소원 및 요소, 황산암모늄, 염화암모늄, 인산암모늄, 탄산암모늄 및 질산암모늄과 같은 무기 질소원을 포함할

수 있으며, 이들 질소원은 단독 또는 조합되어 사용될 수 있다. 

상기  배지에는  인원으로서,  인산이수소칼륨,  인산수소이칼륨  및  대응되는  소듐-함유  염이  포함될  수  있다.[0080]

또한, 황산마그네슘 또는 황산철과 같은 금속염을 포함할 수 있다. 그 외에, 아미노산, 비타민, 및 적절한 전구

체 등이 포함될 수 있다. 

상기 배양하는 단계에서, 배양 중에 수산화암모늄, 수산화칼륨, 암모니아, 인산 및 황산과 같은 화합물을 배양[0081]

물에 적절한 방식으로 첨가하여, 배양물의 pH를 조정할 수 있다. 또한, 배양 중에는 지방산 폴리글리콜 에스테

르와 같은 소포제를 사용하여 기포 생성을 억제할 수 있다. 또한, 배양물의 호기상태를 유지하기 위하여, 배양

물 내로 산소 또는 산소-함유 기체(예컨대, 공기)를 주입한다. 배양물의 온도는 보통 20 ℃ 내지 45 ℃ 또는 25

℃ 내지 40 ℃일 수 있다.

상기 생산방법은, 상기 숙주 세포에서 발현된 인간화 항체 또는 이의 항원 결합 단편을 회수하는 단계를 더 포[0082]

공개특허 10-2022-0169424

- 14 -



함할 수 있다. 상기 형질 전환된 숙주 세포를 배양하여 수득한 상기 인간화 항체 또는 이의 항원 결합 단편은

정제하지 않은 상태로 사용될 수 있으며, 또는 추가로 다양한 통상의 방법, 예를 들면 투석, 염 침전 및 크로마

토그래피 등을 이용하여 고순도로 정제하여 사용될 수 있다. 크로마토그래피를 이용하는 경우, 컬럼의 종류와

순서는 항체의 특성, 배양방법 등에 따라 이온교환 크로마토그래피, 크기배제 크로마토그래피, 친화성 크로마토

그래피 등에서 선택할 수 있다.

3. 본 발명 인간화 항체의 TM4SF4 검출 용도[0083]

본 발명의 또 다른 측면은 상기 인간화 항체 또는 이의 항원 결합 단편의 TM4SF4 검출 용도를 제공한다. 구체적[0084]

으로, 본 발명에서는 TM4SF4 검출용 조성물, TM4SF4 검출용 키트 및 TM4SF4를 검출하는 방법을 제공한다.

상기 인간화 항체, 이의 항원 결합 단편, TM4SF4 등에 관한 설명은 '1. TM4SF4에 특이적으로 결합하는 인간화[0085]

항체 및 이의 항원 결합 단편'에서 이들에 대해 설명한 것과 동일하므로, 반복 설명을 피하기 위해 기재를 생략

한다.

본 발명의 TM4SF4 검출용 조성물은 상기 인간화 항체 또는 이의 항원 결합 단편을 포함하며, 본 발명의 TM4SF4[0086]

검출용 키트는 상기 TM4SF4 검출용 조성물을 포함한다.

또한, 본 발명의 TM4SF4를 검출하는 방법은, 상기 인간화 항체 또는 이의 항원 결합 단편을 TM4SF4가 포함되어[0087]

있을 것으로 예상되는 검출 대상 시료와 접촉시키는 단계를 포함한다.

상기 TM4SF4 검출용 조성물, 이를 포함하는 키트는 TM4SF4에 특이적으로 결합하는 본 발명의 인간화 항체 또는[0088]

이의 항원 결합 단편을 검출 대상 시료에 접촉시켜 항원-항체 복합체를 형성함으로써 효과적으로 TM4SF4를 검출

할 수 있다.

상기 항원-항체 복합체는, 시료 중의 TM4SF4를 발현하는 종양 또는 암 세포를 확인하기 위한, TM4SF4와 이를 인[0089]

지하는 항체의 결합물을 의미한다.

TM4SF4 검출용 조성물, 이를 포함하는 키트 또는 상기 인간화 항체, 이의 항원 결합 단편을 이용한 TM4SF4 항원[0090]

의 정량방법은 항원-항체 복합체의 형성을 확인하여 수행될 수 있으며, 상기 항원-항체 복합체의 형성 확인은

효소면역분석법(ELISA),  웨스턴 블로팅(Western  Blotting),  면역형광(Immunofluorescence),  면역조직화학염색

(Immunohistochemistry staining), 유세포분석법(Flow cytometry), 면역세포화학법(Immunocytochemistry), 방

사능면역분석법(RIA),  면역침전분석법Immunoprecipitation  Assay),  면역확산분석법(Immunodiffusion  assay),

보체 고정 분석법(Complement Fixation Assay), 단백질 칩(Protein Chip) 등에 의해 이루어질 수 있으나, 이에

제한되는 것은 아니다. 상기 효소면역분석법(ELISA)에는 고체 지지체에 부착된 항원을 인지하는 표지된 항체를

이용하는 직접적 ELISA, 고체 지지체에 부착된 항원을 인지하는 항체의 복합체에서 포획 항체를 인지하는 표지

된 이차 항체를 이용하는 간접적 ELISA, 고체 지지체에 부착된 항체와 항원의 복합체에서 항원을 인지하는 표지

된 또 다른 항체를 이용하는 직접적 샌드위치 ELISA, 고체 지지체에 부착된 항체와 항원의 복합체에서 항원을

인지하는 또 다른 항체와 반응시킨 후 이 항체를 인지하는 표지된 2 차 항체를 이용하는 간접적 샌드위치 ELISA

등 다양한 ELISA 방법을 포함한다. 

항원-항체 복합체의 형성을 정성 또는 정량적으로 측정가능하게 하는 표지에는 효소, 형광물, 리간드, 발광물,[0091]

미소입자(microparticle), 레독스 분자 및 방사선 동위원소 등이 있으나, 이에 제한되는 것은 아니다. 상기 효

소에는 β-글루쿠로니다제, β-D-글루코시다제, β-D-갈락토시다제, 우레아제, 퍼옥시다아제, 알칼라인포스파타

아제, 아세틸콜린에스테라제, 글루코오스 옥시다제, 헥소키나제와 GDPase, RNase, 글루코오스 옥시다제와 루시

퍼라제, 포스포프럭토키나제, 포스포에놀피루베이트 카복실라제, 아스파르테이트 아미노트랜스페라제, 포스페놀

피루베이트 데카복실라제, β-라타마제 등이 있으나, 이에 제한되지 않는다.

4. 본 발명 인간화 항체의 암의 예방 또는 치료 용도, 암 줄기세포 성장 억제 용도 및 방사선 항암 치료 보조[0092]

용도

본 발명의 또 다른 측면은 상기 인간화 항체 또는 이의 항원 결합 단편을 포함하는 암의 예방 또는 치료용 약학[0093]

적 조성물, 암 줄기세포 성장 억제용 조성물 및 방사선 항암 치료 보조용 조성물을 제공한다.

상기 인간화 항체, 이의 항원 결합 단편, TM4SF4 등에 관한 설명은 '1. TM4SF4에 특이적으로 결합하는 인간화[0094]

항체 및 이의 항원 결합 단편'에서 이들에 대해 설명한 것과 동일하므로, 반복 설명을 피하기 위해 기재를 생략

한다.
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다만, 본 발명의 상기 인간화 항체 또는 이의 항원 결합 단편은, 2B7 항체의 CDR 서열과 동일하거나 이의 일부[0095]

서열을 변형시킨 CDR  서열을 포함할 수 있는데,  상기 2B7  항체의 특징 및 효과는,  한국 특허출원 제2020-

0168467호를 참고할 수 있다.

본 발명의 암의 예방 또는 치료용 약학적 조성물은, 상기 인간화 항체 또는 이의 항원 결합 단편을 포함한다.[0096]

상기 인간화 항체 또는 이의 항원 결합 단편은 TM4SF4에 높은 친화도로 결합할 수 있으며, 상기 TM4SF4는 암 세[0097]

포의 표면에 과발현되어 존재하는 것으로 알려져 있는바, 상기 인간화 항체 또는 이의 항원 결합 단편은 암 세

포를 표적으로 이용될 수 있다. 

상기 조성물은, 상기 인간화 항체 또는 이의 항원 결합 단편 단독으로 사용되거나 또는 통상의 약학적으로 허용[0098]

되는 담체와 함께 암과 같은 과증식성 질환의 치료, 예방 및 진단에 사용할 수 있다.

상기 암은 구체적으로 폐암, 위암, 대장암, 직장암, 삼중음성유방암, 교모세포종, 췌장암, 두경부암, 유방암,[0099]

난소암, 신장암, 방광암, 전립선암, 자궁내막암, 침샘암 또는 갑상선암일 수 있으며, 보다 구체적으로는 폐암,

유방암, 간암, 신장암, 위암, 췌장암, 뇌암일 수 있으나, 이에 제한되지 않는다. 본 발명에서 암은 특히 TM4SF4

의 과발현, 증폭, 돌연변이 또는 활성화에 의한 암일 수 있으나, 이에 제한되지 않는다. 즉, 본 발명의 인간화

항체 또는 이의 결합 단편을 포함하는 조성물은 TM4SF4의 이상 발현 또는 돌연변이와 관계없이 모든 암종에 대

해 증식 억제 효과를 가지므로, 본 발명의 의약용도가 TM4SF4의 발현 양태 또는 돌연변이 여부에 따라 제한되지

않는다.

상기 조성물은 약학적 조성물, 의약외품 조성물, 건강식품용 조성물의 형태일 수 있다.[0100]

본 발명의 암의 예방 또는 치료용 조성물은 약학적으로 허용되는 담체를 추가로 포함할 수 있다. 상기 '약학적[0101]

으로 허용 가능한'의 의미는 유효성분의 활성을 억제하지 않으면서 적용(처방) 대상이 적응 가능한 이상의 독성

을 지니지 않는다는 것이며, 상기 '담체'는 세포 또는 조직 내로의 화합물의 부가를 용이하게 하는 화합물로 정

의된다. 

본 발명의 상기 약학적 조성물은 단독으로 또는 어떤 편리한 담체 등과 함께 혼합하여 투여될 수 있고, 그러한[0102]

투여 제형은 단회 투여 또는 반복 투여 제형일 수 있다. 상기 약학 조성물은 고형 제제 또는 액상 제제일 수 있

다. 고형 제제는 산제, 과립제, 정제, 캅셀제, 좌제 등이 있으나, 이에 한정되는 것은 아니다. 고형 제제에는

담체, 착향제, 결합제, 방부제, 붕해제, 활택제, 충진제 등이 포함될 수 있으나 이에 제한되는 것은 아니다. 액

상 제제로는 물, 프로필렌 글리콜 용액 같은 용액제, 현탁액제, 유제 등이 있으나, 이에 한정되는 것은 아니며,

적당한 착색제, 착향제, 안정화제, 점성화제 등을 첨가하여 제조할 수 있다. 예를 들어, 산제는 본 발명의 유효

성분인 다중불포화지방산의 트리-하이드록시 유도체와 유당, 전분, 미결정셀룰로오스 등 약제학적으로 허용 가

능한 적당한 담체를 단순 혼합함으로써 제조될 수 있다. 과립제는 본 발명의 상기 다중불포화지방산의 트리-하

이드록시 유도체, 약학적으로 허용 가능한 적당한 담체 및 폴리비닐피롤리돈, 히드록시프로필셀룰로오스 등의

약학적으로 허용가능한 적당한 결합제를 혼합한 후, 물, 에탄올, 이소프로판올 등의 용매를 이용한 습식 과립법

또는 압축력을 이용한 건식 과립법을 이용하여 제조될 수 있다. 또한 정제는 상기 과립제를 마그네슘스테아레이

트 등의 약학적으로 허용 가능한 적당한 활택제와 혼합한 후, 타정기를 이용하여 타정함으로써 제조될 수 있다.

상기  약학적  조성물은  치료해야  할  질환  및  개체의  상태에  따라  경구제,  주사제(예를  들어,  근육주사,[0103]

복강주사, 정맥주사, 주입(infusion), 피하주사, 임플란트), 흡입제, 비강투여제, 질제, 직장투여제, 설하제,

트랜스더말제, 토피칼제 등으로 투여될 수 있으나, 이에 제한되는 것은 아니다. 투여 경로에 따라 통상적으로

사용되고 비독성인, 약학적으로 허용 가능한 운반체, 첨가제, 비히클을 포함하는 적당한 투여 유닛 제형으로 제

제화될 수 있다.

상기 약학적 조성물은 매일 약 0.0001 mg/kg 내지 약 10 g/kg이 투여될 수 있으며, 약 0.001 mg/kg 내지 약 1[0104]

g/kg의 1일 투여 용량으로 투여될 수 있다. 그러나 상기 투여량은 상기 혼합물의 정제 정도, 환자의 상태(연령,

성별, 체중 등), 치료하고 있는 상태의 심각성 등에 따라 다양할 수 있다. 필요에 따라 편리성을 위하여 1일 총

투여량을 하루 동안 여러 번 나누어 투여될 수 있다.

본 발명의 암 줄기세포 성장 억제용 조성물은, 상기 인간화 항체 또는 이의 항원 결합 단편을 포함한다. [0105]

상기 암 줄기세포(cancer stem cell, CSC)는 다양한 암 세포로 분화할 수 있는 능력을 가진 미분화 세포를 의미[0106]

한다. 암 줄기세포는 악성종양 조직 내에 1~2% 정도로 존재하며 정상 줄기세포의 특성인 자가 복제 능력과 전분

화능을 가지고 있으나 자가조절 기능에 이상이 있어 세포분열 활성화로 세포 수가 증가하게 되고 스스로 악성
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종양세포로 분화한다. 이와 같은 암 줄기세포의 특징에 의하여 항암 치료를 통하여 일반 암세포는 제거되지만

암 줄기세포는 살아남으며, 살아남은 일부의 암 줄기세포에 의하여 암의 재발 및 전이가 이루어진다고 알려져

있다.

구체적으로, 본 발명의 암 줄기세포는 암 줄기세포의 마커 중 하나인 ALDH1(aldehyde dehydrogenase 1) 단백질[0107]

이 과발현되거나 단백질 활성이 양성인 암 세포 일 수 있다. 

본 발명의 상기 인간화 항체 또는 이의 항원 결합 단편은, 암 줄기세포를 선택적으로 억제할 수 있으며, 특히[0108]

항암 치료 저항성이 높은 암 줄기세포가 포함된 암 세포군을 사멸시킴으로써 우수한 항암 효과를 얻을 수 있다.

상기 인간화 항체 또는 이의 항원 결합 단편은 암 줄기세포의 자가재생 능력, 침윤 능력 및 이주 능력을 감소시

킴으로써 암 줄기세포의 성장을 억제할 수 있다. 

상기 항체 또는 이의 항원 결합 단편은 암 줄기세포의 특성을 갖는 암을 예방 또는 치료하는데 사용할 수 있으[0109]

나, 이에 제한되는 것은 아니다. 상기 암 줄기세포의 특성을 갖는 암은 기존의 항암 치료에 대하여 저항성을 보

여서 그 예후가 좋지 않기 때문에 기존의 항암 치료와는 다른 치료가 적용되어야 한다. 예컨대, 동일한 암종의

환자라고 하여도, 그 암종이 암 줄기세포의 비율이 높은 경우에 해당된다면, 이 환자는 항암제 투여 또는 방사

선 치료와 같은 기존에 알려진 항암 치료로는 암 치료 효과를 얻을 수 없게 된다. 따라서, 동일한 종류의 암이

라고 하더라도 암 병변 부위의 세포에서 암 줄기세포의 비율이 높은 경우에는, 기존의 항암 치료와 다른 새로운

치료법을 적용하는 것이 매우 중요하다.

상기 암 줄기세포 특성을 갖는 암은 암을 구성하는 세포군에서 암 줄기세포의 비율이 높은 암일 수 있다. 일반[0110]

적인 암 세포 중의 암 줄기세포의 비율이 약 1% 이상 5% 미만 정도인 것을 고려할 때, 예컨대 암을 구성하는 세

포군에서 암 줄기세포의 비율이 5% 이상, 10% 이상, 30% 이상, 50% 이상, 70% 이상인 경우를 암 줄기세포 특성

을 갖는 암으로 정의할 수 있으며, 상술한 바와 같이 기존의 항암 치료에 대하여 저항성을 나타내어 항암 치료

예후가 좋지 않은 것을 특징으로 할 수 있다. 구체적으로, 본 발명에서 상기 암 줄기세포 특성을 갖는 암은

ALDH1을 과발현하는 암 일 수 있다. 상기 ALDH1을 과발현 하는 암은 ALDH1를 발현하거나 그 활성이 양성인 암

줄기세포의 비율이 일반적인 암 보다 상대적으로 높은 암 일 수 있다.

구체적으로, 상기 ALDH1을 과발현 하는 암은 폐암, 유방암, 간암, 신장암, 위암, 췌장암 및 뇌암으로 구성된 군[0111]

으로부터 선택되는 어느 하나 이상인 것일 수 있으나, 이에 제한되지 않는다.

상기 암의 예방 또는 치료는 암 줄기세포의 재생능, 성장능, 침윤능 또는 이동능을 감소시키는 것을 통해 암 치[0112]

료 도중 또는 암 치료 후의 암 화학 내성, 암 재발, 또는 암 전이를 예방 또는 치료하는 것일 수 있다.

본 발명의 방사선 항암 치료 보조용 조성물은, 상기 인간화 항체 또는 이의 항원 결합 단편을 포함한다. [0113]

상기 조성물은 상기 인간화 항체 또는 이의 항원 결합 단편을 암 관련 세포의 방사선 민감성 향상을 위한 유효[0114]

성분으로 포함한다. 

상기 암 관련 세포는 암을 구성하고 있는 세포로, 정상 세포에 비해 모양이 일정하지 않고, 무한정 증식을[0115]

하며, 주변 세포와의 결속력이 약한 특징을 가진 것일 수 있다. 구체적으로, 상기 암 관련 세포는 암 세포 또는

암 줄기세포일 수 있고, 구체적으로 암 줄기세포 일 수 있다.

상기 암 줄기세포는 다양한 암 세포로 분화할 수 있는 능력을 가진 미분화 세포일 수 있고, 구체적으로 ALDH1을[0116]

발현하거나 활성이 양성인 암 세포일 수 있다. 본 발명에서 상기 암 줄기세포는 방사선 조사에 의해서도 세포

증식이 억제되지 않고, 자가재생능력이 저하되지 않으며 이동 및 침윤 능력이 억제되지 않는 특징을 가진 것일

수 있다.

또한, 상기 암 관련 세포는 방사선에 대한 민감성이 낮은 것, 즉 방사선 치료에 대한 저항성이 높은 것일 수 있[0117]

고, 실질적으로 방사선에 대한 민감성이 없어서 방사선 조사에 의한 항암 치료가 불가능한 것일 수 있다.

상기 항암은 방사선 조사, 외과적 수술 및 화학 요법 등을 통해 암 관련 세포의 증식 억제, 전이 및 침윤 억제,[0118]

세포의 사멸을 유도하는 것일 수 있다. 본 발명에서 상기 항암은 방사선 조사와 함께 병용하여 상기 인간화 항

체 또는 이의 항원 결합 단편을 투여하는 것일 수 있다. 이와 같이 인간화 항체 또는 항원 결합 단편을 방사선

조사와 함께 병용하여 투여하는 경우, 상기 항체 또는 항원 결합 단편에 의해 암 관련 세포의 방사선 민감성이

향상되어, 방사선 조사에 의한 항암 치료 효과를 극대화시킬 수 있고, 나아가 암의 재발 및 전이를 막을 수 있

다.
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이하, 본 발명을 실시예에 의하여 상세히 설명한다.[0119]

단, 하기 실시예는 본 발명을 구체적으로 예시하는 것이며, 본 발명의 내용이 하기 실시예에 의해 한정되지 아[0120]

니한다.

[실시예 및 비교예][0121]

[실시예 1][0122]

TM4SF4에 특이적으로 결합하는 인간화 항체의 설계 및 발현 벡터 제조[0123]

TM4SF4 단백질에 대해 높은 친화도를 가지고 특이적으로 결합할 수 있는 인간화 항체를 제조하였다. 이를 위해,[0124]

TM4SF4와 특이적인 결합을 형성하기 위한 항체 부위 중 가변영역의 CDR(complementarity determining region

s)의 아미노산 서열을 인간 항체의 불변영역의 아미노산 서열과 가변영역의 FR(framework regions)의 아미노산

서열을  이용하여,  TM4SF4에  대한  특이적  결합성을  가지면서도  인체에  투여되었을  때  낮은  면역원성

(immunogenicity)을 나타낼 수 있는 신규한 인간화 항체를 제조하였다.

구체적으로, 본 발명의 인간화 항체의 CDR 서열은 TM4SF4에 특이적으로 결합 가능한 생쥐 유래 항체의 CDR 서열[0125]

로 다음 서열을 이용하였다. 중쇄가변영역의 CDR-H1(서열번호 10), CDR-H2(서열번호 11), CDR-H3(서열번호 14),

그리고 경쇄가변영역의 CDR-L1(서열번호 15), CDR-L2(서열번호 18), CDR-L3(서열번호 19)을 이용하였다. 또한,

FR 서열로는 중쇄가변영역의 FR-H1(서열번호 1), FR-H2(서열번호 2), FR-H3(서열번호 4), FR-H4(서열번호 5),

그리고 FR-L1(서열번호 6),  FR-L2(서열번호 7),  FR-L3(서열번호 8),  FR-L4(서열번호 9)를 이용하였다. 상기

CDR 서열들은 생쥐 유래의 TM4SF4 항체인 ECL-2B7 항체의 CDR 서열을 이용하였으며, 상기 FR 서열들은 인간 항

체인 3QRG 항체의 FR 서열을 이용하였다. 상기 3QRG 항체는, 미국국립생물공학정보센터(NCBI)의 BLASTP 분석 프

로그램을 이용하여 상기 ECL-2B7 항체의 중쇄 및 경쇄 아미노산 서열과 유사한 인간 항체 후보군 중에서 선별해

낸 것이다. 상기 CDR 서열을 CDR-이식(CDR-grafting) 방법으로 상기 FR 서열에 이식하여 본 발명의 인간화 항체

를 제조하였다. 먼저, 상기 CDR 서열들 중에서 중쇄가변영역의 CDR 서열들(서열번호 10, 서열번호 11 및 서열번

호 14)의 앞쪽에 신호 펩타이드 서열을 추가하여 얻은 CDR 서열의 아미노산 서열을 바탕으로 역번역(reverse

translate)  프로그램(https://www.bioinformatics.org/sms2/rev_trans.html)을 이용해, 이를 암호화하는 염기

서열로 변환하였다. 그런 다음, 재조합 PCR을 이용해, 상기 FR 서열들(서열번호 1, 서열번호 2, 서열번호 4 및

서열번호 5)과 연결하여 본 발명 인간화 항체의 중쇄가변영역을 암호화하는 유전자를 합성하였다. 약 450 bp 길

이의 유전자를 3개의 구간으로 나누어, 도 1에 나타낸 것과 같이 ECL-2B7-S-H-5' 및 ECL-2B7-S-H-3' 프라이머를

이용하여 T1(164 bp)을, ECL-2B7-HC-1-5' 및 ECL-2B7-HC-1-3' 프라이머를 이용하여 T2(167 bp)를, 그리고 ECL-

2B7-HC-2-5'  및 ECL-2B7-HC-2-3'  프라이머를 이용하여 T3(157  bp)에 해당하는 부위의 중쇄가변영역 유전자의

절편을 합성하였다. 그런 다음, T1 및 T2 절편을 재조합 PCR을 통해 연결하여 310 bp 크기의 절편으로 합성하였

고,  T1과  T2가  연결된  절편을  다시  T3  절편과  Ch57-H.C-5'  및  ECL-2B7-WH-3'  프라이머를  이용하여

연결함으로써, EcoRI과 ApaI 제한효소 절단부위를 양 말단에 가진 약 450bp의 본 발명 인간화 항체의 중쇄가변

영역(Hz2B7-1.0) 유전자를 합성하였다. 상기 중쇄가변영역은 FR-H1, CDR-H1, FR-H2, CDR-H2, FR-H3, CDR-H3,

FR-H4의 순서로 배열되도록 제작하였으며, 이를 아가로오스 젤에서 확인하였다(도 2). 이 과정에 사용된 상기

프라이머  서열들은  하기  표  1에  나타냈다.  그리고,  본  발명  인간화  항체의  경쇄가변영역(Hz2B7-0.1)의

유전자는, 유전자 합성 업체(Bionics, 한국)에 의뢰하여 FR-L1(서열번호 6), CDR-L1(서열번호 15), FR-L2(서열

번호 7), CDR-L2(서열번호 18), FR-L3(서열번호 8), CDR-L3(서열번호 19), FR-L4(서열번호 9)의 순서로 배열되

도록 하여 약 450 bp 길이의 경쇄가변영역(Hz2B7-0.1) 유전자를 합성하였고, 이를 아가로오스 젤에서 확인하였

다(도 3). 그리고, T4 연결효소(T4 ligase, NEB, 미국)를 이용해 상기 중쇄가변영역 유전자를 pdCMV-dhfr 벡터

의 EcoRI-ApaI 위치에, 상기 경쇄가변영역 유전자를 HindIII-BsiWI 위치에 T4 연결효소을 이용해 클로닝하여(도

8), 본 발명의 인간화 항체(Hz2B7-1.1)를 암호화하는 벡터 pdCMV-dhfrC-Hz2B7-1.1을 제조하였다. 

표 1

명칭[0126] 서열 (5'->3') 서열번호

ECL-2B7-S-H-5' primer GAC GAA TTC ACT CTA ACC ATG GAA TGG AGC TGG GTC
TTT CTC TTC TTC CTG TCA GTA ACT ACA GGT GTC CAC

TCC GAG ATC ACC CTG AA

서열번호 57

ECL-2B7-S-H-3' primer CTC AGG CTG AAG CCG CTG AAG GTG CAG GTC AGG GTC
AGG GTC TGG GTG GGC TTC ACC AGG GTG GGG CCG CTC

TCC TTC AGG GTG ATC TCG GAG

서열번호 58
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ECL-2B7-S-H-5' primer CAG CGG CTT CAG CCT GAG CAC TTA TGG TAT AGG AGT
AAG CTG GAT CAG GCA GCC CCC CGG CAA GGC CCT GGA

GTG GCT GGC CCA CAT TTG

서열번호 59

ECL-2B7-S-H-5' primer CCT GGT TCT TGC TGG TGT CCT TGG TGA TGG TCA GCC
TGC TCT TCA GGG CTG TGT TAT AGT ACT TAT TAT CAT

TCC ACC AAA TGT GGG CCA GCC AC

서열번호 60

ECL-2B7-S-H-5' primer ACA CCA GCA AGA ACC AGG TGG TGC TGA CCA TGA CCA
ACA TGG ACC CCG TGG ACA CCG CCA CCT ACT ACT GCG

CCA GGA AGG AGG GCA GCT

서열번호 61

ECL-2B7-S-H-5' primer GGG CCC TTG GTG GAG GCG CTG CTC ACG GTC ACC AGG
GTG CCC TGG CCC CAG TAA GCA AAG GGG GCC GAG CTG

CCC TCC TTC CTG G

서열번호 62

Ch57.H.C-5' primer GAC GAA TTC ACT CTA ACC AT 서열번호 63

ECL-2B7-WH-3' primer TTG GGC CCT TGG TGG AGG CGC TGC T 서열번호 64

[실시예 2][0127]

본 발명 인간화 항체의 변이체 항체의 설계 및 발현 벡터 제조[0128]

[2-1] 본 발명 인간화 항체와 에피토프의 상호작용 분석 및 분자 모델링[0129]

상기 실시예 1을 통해 설계한 본 발명의 인간화 항체의 아미노산 서열 중 일부 서열을 변형시킨 변이체 항체를[0130]

제조하기 위해, 먼저 상기 인간화 항체와 표적인 TM4SF4의 에피토프 사이의 상호작용을 확인하였다. 일반적으로

항원-항체의 결합력은 도킹 시뮬레이션(docking simulation)을 통해 정성적으로 예측할 수 있는데, 상기 실시예

1의 인간화 항체는 X-선 구조가 알려져 있지 않아 Homology 모델링을 통해 그 구조를 예측하였고 이를 바탕으로

상기 항체와 에피토프 사이의 결합력을 확인하였다. 이를 위해 MODELLER 프로그램의 8.2 버전을 사용하였으며,

상기 실시예 1의 인간화 항체와 아미노산 서열과의 유사도가 높은 마우스의 키메릭 항체 X836를 BLAST를 이용해

Homology 모델링의 템플릿으로 이용하였다. 상기 X836 항체의 235개 아미노산 중에서 실시예 1의 인간화 항체와

176개 아미노산이 일치하여 아미노산 서열 유사성이 75% 정도로 나타났으며, 이를 바탕으로 상기 실시예 1의 인

간화 항체의 3차원 구조를 예측할 수 있었다(도 4).

항원인 TM4SF4 단백질의 에피토프는 짧은 길이의 폴리펩타이드 사슬이므로 하나의 유기화합물로 간주하여 상기[0131]

실시예 1의 인간화 항체의 CDR 영역에서 도킹 시뮬레이션을 수행하였고, 결합 자유에너지와 결합 모드를 계산하

였다. 구체적으로, TM4SF4 단백질의 126번에서 140번까지의 아미노산 서열 Thr-Trp-Gly-Tyr-Pro-Phe-His-Asp-

Gly-Asp-Tyr-Leu-Asn-Asp-Glu로 구성된 15-mer 올리고펩티드를 전체 항원에 대한 단순화 모델로 삼아 계산을 수

행하였다. 상기 인간화 항체에 대한 에피토프의 결합 자유에너지는 -11.6 kcal/mol로 산출되었으며 Ki 값으로

환산하면 3 nM 정도로 계산되었다. 이는 본 발명의 인간화 항체와 TM4SF4의 에피토프 사이에 매우 강한 항원-항

체  결합이  형성될  것임을  의미한다.  도킹  프로그램으로는  미국  Scripps  Research  Institute에서  개발한

AutoDock version 4.2.6을 변형한 것을 사용하였고, 정확도 제고를 위해 단백질-리간드 결합자유에너지 함수의

일부 항을 개선하여 사용하였다. 구체적으로, 정전기적 상호작용 항과 수소결합 에너지 항 및 리간드의 수화에

너지 항에 들어있는 파라미터들을 보다 정확하게 최적화하여 도킹 시뮬레이션에 사용하였다. 항체와 에피토프

사이의 정전기적 상호작용 부분에서는 항체 분자의 유전상수 값을 직접 계산하여 사용하였고, 수소결합 에너지

항에서는 각도와 거리의 상호의존성도 반영하기 위해 Morse 함수의 곱으로 표현함으로써 계산의 정확도를 제고

하였다. 리간드 수화에너지 부분에서는 파라미터 수를 69개로 늘린 후에 유전 알고리즘을 통해 최적화하는 방법

으로 정확도를 개선하였다. 반데르발스 결합, 수소결합, 정전기적 상호작용, 엔트로피, 그리고 수화에너지 항에

대한 weighting factor 값은 각각 0.1485, 0.0656, 0.1146, 0.3113, 및 0.1711로서 기존의 AutoDock 프로그램

에 주어진 값을 그대로 사용하였다.

상기와 같은 도킹 시뮬레이션으로 얻은 실시예 1의 인간화 항체와 에피토프의 복합체 구조 분석 결과를 통해,[0132]

결합에 중요한 역할을 하는 아미노산 부위를 확인할 수 있었다. 상기 인간화 항체 Hz2B7-1.1의 아미노산 중에서

경쇄 99번 아르기닌(Arg, R), 중쇄 58번 아스파라긴(Asn, N), heavy chain 60번 타이로신(Tyr, Y), 중쇄 102번

글리신(Gly. G), 중쇄 103번 세린(Ser, S) 등 다섯 개가 CDR 영역에 속하면서 에피토프와 수소결합을 형성하면

서 항체의 기능에서 핵심역할을 수행하는 것으로 예상되었다(도 4, 도 5). 반데르발스 결합은 상대적으로 약한

것으로 나타났으며, 소수성 아미노산 중에 경쇄 38번 타이로신과 경쇄 98번 타이로신만 항체-에피토프 복합체의

경계면에서 관찰되었다(도 4, 도 5).
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에피토프와 수소결합 혹은 반데르발스 결합으로 직접 상호작용하는 아미노산들은 항체의 기능에 중요한 역할을[0133]

담당하므로 유지하고, 에피토프와의 결합력을 증대하기 위해서는 결합력이 약하거나 먼 거리에 있는 아미노산을

치환시킬 필요가 있다. 예를 들어, 도 4와 도 5에서 에피토프의 페닐알라닌 및 트립토판 잔기가 결합하는 부분

인, 상기 인간화 항체 Hz2B7-1.1의 경쇄가변영역의 CDR1에 해당하는 31번 아스파라긴(Asn, N)을, 보다 소수성을

띤 방향족성 아미노산으로 치환할 경우 에피토프와 항체 사이의 반데르발스 결합이 강화되면서 결합력이 증가할

것으로 예측되었다. 또한, 상기 인간화 항체 Hz2B7-1.1의 중쇄가변영역의 CDR2에 해당하는 55번 트립토판(Trp,

W)은 에피토프의 아스파르트산과 인접한 위치에 있으므로, 수소결합을 보다 강하게 형성할 수 있는 아미노산으

로 치환할 경우 결합력이 증가할 것으로 예측되었다. 따라서 경쇄가변영역의 CDR1에 해당하는 31번, 중쇄가변영

역의 CDR2에 해당하는 55번 위치는 에피토프와 친화도를 증가시킬 수 있는 중요한 위치이다(도 4, 도 5). 또한,

경쇄가변영역의 CDR3에 해당하는 100번 트레오닌(Thr, T), 중쇄가변영역의 CDR2에 해당하는 54번 트립토판, 중

쇄가변영역의 CDR2에 해당하는 56번 아스파라긴 등 세 아미노산도 에피토프와 비교적 가까운 거리에 위치하고

있으므로, 이들을 화학적 성질이 다른 아미노산으로 치환하면 에피토프와의 새로운 수소결합 또는 반데르발스

결합이 유도되어 항체의 효능을 증대시킬 수 있을 것으로 예상된다. 따라서 경쇄가변영역의 CDR3에 해당하는

100번, 중쇄가변영역의 CDR2에 해당하는 54번, 56번 위치 역시 에피토프와 친화도를 증가시킬 수 있는 또 다른

중요한 위치이다(도 4, 도 5).

[2-2] 변이체 인간화 항체 아미노산 서열의 설계 및 벡터의 제조[0134]

상기 실시예 2-1의 도킹 시뮬레이션 분석을 통해, 상기 실시예 1의 인간화 항체 중쇄가변영역의 46번 알라닌[0135]

(Ala, A)을 발린(Val, V)으로 치환함으로써, 상기 실시예 1의 인간화 항체 서열 중에서 FR-H2를 서열번호 3의

아미노산 서열로 하여 중쇄가변영역 Hz2B7-2.0(HC A46V)을 설계하였다(도 5).

또한, 상기 실시예 1의 인간화 항체 중쇄가변영역의 55번 트립토판(Trp, W)을 세린(Ser, S) 또는 타이로신(Tyr,[0136]

Y)으로 각각 치환함으로써, 상기 실시예 1의 인간화 항체 서열 중에서 CDR-H2를 각각 서열번호 12 또는 서열번

호 13의 아미노산 서열로 하여 중쇄가변영역 Hz2B7-3.0(HC W55S)과 중쇄가변영역 Hz2B7-4.0(HC W55Y)을 설계하

였다(도 5).  이를 위해, h2B7-H.C-W55S-5'와 h2B7-H.C-W55S-3'  프라이머, 그리고 h2B7-H.C-W55Y-5'와 h2B7-

H.C-W55Y-3' 프라이머를 합성하였고, 인-퓨전 클로닝(in-fusion cloning)을 위해 h2B7-H.C-SLIC-3' 프라이머와

h2B7-H.C-SLIC-3' 프라이머를 이용하여 재조합 PCR을 시행하였다(도 6의 A). 합성된 유전자의 서열을 키트(EZ-

Fusion
TM
 HT Cloning Kit, Enzymomics, 한국)를 이용하여 EcoR1과 ApaI으로 자른 pdCMV-dhfr-h2B7 벡터에 클로

닝하였다(도 8). 염기서열 분석으로 변이를 확인한 후에 상기 변이체 인간화 항체를 발현시킬 수 있는 pdCMV-

dhfr-Hz2B7-3.0과 pdCMV-dhfr-Hz2B7-4.0을 제조하였다.

또한, 상기 실시예 1의 인간화 항체 경쇄가변영역의 31번 아르파라긴(Asn, N)을 페닐알라닌(Phe, F) 또는 발린[0137]

(Val, V)으로 각각 치환함으로써, 상기 실시예 1의 인간화 항체 서열 중에서 CDR-L1을 각각 서열번호 16 또는

서열번호 17의 아미노산 서열로 하여 경쇄가변영역 Hz2B7-0.2(LC N31F)와 경쇄가변영역 Hz2B7-0.3(LC N31V)을

설계하여 이를 아가로오스 젤에서 확인하였다(도 5). 이를 위해, h2B7-L.C-N31F-5'와 h2B7-L.C-N31F-3' 프라이

머, 그리고 h2B7-L.C-N31V-5'와 h2B7-L.C-N31V-3'  프라이머를 합성하였고, 인-퓨전 클로닝(in-fusion clonin

g)을 위해 h2B7-L.C-SLIC-3' 프라이머와 h2B7-L.C-SLIC-3' 프라이머를 이용하여 재조합 PCR을 시행하였다(도 6

의 B).  합성된 유전자의 서열을 키트(EZ-Fusion
TM
 HT  Cloning  Kit,  Enzymomics,  한국)를 이용하여 HindIII와

BsiWI으로 자른 pdCMV-dhfr-h2B7-1.1 벡터에 클로닝하였다(도 8). 염기서열 분석으로 변이를 확인한 후에 상기

변이체 인간화 항체를 발현시킬 수 있는 pdCMV-dhfr-Hz2B7-0.2와 pdCMV-dhfr-Hz2B7-0.3을 제조하였다.

이 과정에 사용된 상기 프라이머 서열들은 하기 표 2에 나타냈다.[0138]

표 2

명칭[0139] 서열(5'->3') 서열번호

h2B7-H.C-W55Y-5` primer TTT GGT ATA ATG ATA ATA AGT A 서열번호 65

h2B7-H.C-W55Y-3` primer TCA TTA TAC CAA ATG TGG GCC A 서열번호 66

h2B7-H.C-W55S-5` primer TTT GGT CGA ATG ATA ATA AGT A 서열번호 67

h2B7-H.C-W55S-3` primer TCA TTC GAC CAA ATG TGG GCC A 서열번호 68

h2B7-H.C-SLIC-5` primer GCC AGT GTG CTG GAA TTC ACT CTA ACC 서열번호 69

h2B7-H.C-SLIC-3 primer AAG ACC GAT GGG CCC TTG GTG GAG 서열번호 70

h2B7-L.C-N31V-5` primer TTT TAG TAA GTA GCA ATC AA 서열번호 71

h2B7-L.C-N31V-3` primer CTA CTT ACT AAA AGG CTC TGA C 서열번호 72
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h2B7-L.C-N31F-5` primer TTT TAT TCA GTA GCA ATC AA 서열번호 73

h2B7-L.C-N31F-3` primer CTA CTG AAT AAA AGG CTC TGA C 서열번호 74

h2B7-L.C-SLIC 5` primer ATA GGG AGA CCC AAG CTT CGG CAC GAG CAG A 서열번호 75

h2B7-L.C-SLIC 3` primer TGG TGC AGC CAC CGT ACG CTT GAT CTC CA 서열번호 76

[비교예][0140]

TM4SF4를 표적으로 하는 키메라 항체의 설계 및 발현 벡터 제조[0141]

상기 실시예 1 및 2의 인간화 항체는, 항체의 중쇄/경쇄 가변영역 중에서 CDR 서열은 생쥐 항체의 CDR 서열을[0142]

이용하였고, 항체의 불변영역과 가변영역 중 FR 서열은 인간 항체의 서열을 이용하여 제조한 것이다. 이에, 본

발명의 인간화 항체와 비교하기 위해, 중쇄/경쇄 가변영역 전체는 생쥐 항체로부터 유래하고, 불변영역은 인간

항체로부터 유래하는 키메라 항체(chimeric antibody)를 제조하였다. 즉, 상기 키메라 항체는 인간 항체와의 유

사도의 측면에서, 생쥐 항체와 인간화 항체의 중간에 해당하는 항체라고 볼 수 있다.

먼저, 생쥐 유래의 상기 ECL-2B7 항체의 중쇄 및 경쇄 유전자를 대상으로, PCR을 수행하고 젤 추출 키트(gel[0143]

extraction kit, FAVORGEN, 대만)을 이용하여 약 400 bp와 390 bp의 DNA를 분리하였다. 그리고 중쇄 유전자의

신호서열을 합성하기 위하여 pdCMV-dhfr 벡터를 주형으로 하여 5'-signal-EcoR1(5`-GAC GAA TTC ACT CTA ACC

ATG GAA TGG A) 프라이머와 ECL-2B7-S-H-3'(CTT CAC CTC GGA GTG GAC ACC TGT AGT TA-3`) 프라이머를 이용하여

PCR을 수행하였다(도 7의 A). 그리고 중쇄가변영역을 증폭하기 위해 중쇄가변영역의 DNA를 주형으로 하여 2B7-

S-H-5'(5`-GTC CAC TCC GAG GTG AAG CTG GAG GAG TC) 프라이머와 ECL-2B7-HC-Chi-3'(TTG GGC CCT TGG TGG AGG

CTG CAG AGA CAG TGA CCA G-3`) 프라이머를 이용하여 PCR을 수행하였다(도 7의 A). 그런 다음, 상기 중쇄의 신

호서열과 중쇄가변영역 유전자를 연결하기 위해, 5'-signal-EcoR1 프라이머와 ECL-2B7-HC-Chi-3' 프라이머를 이

용하여 재조합 PCR을 수행하였다. 이를 통해 중쇄가변영역과 중쇄 신호서열이 연결된 유전자를 수득하여 1% 아

가로스 젤에 전개시켜 확인하였으며, DNA 분리 키트(FavorPrep GEL
TM 

PCR Purification Kit, Farvorgen, 대만)

를 이용해 약 450 bp에 해당하는 DNA를 분리하였다(도 7의 A). 상기 신호서열이 연결된 중쇄가변영역 유전자를

EcoRI 및 ApaI으로 처리한 후 상기 FavorPrep GEL
TM  

PCR Purification Kit를 이용하여 분리하였다(도 7의 B).

이렇게 얻은 중쇄가변영역 유전자를 인간 항체의 중쇄불변영역(IgG1) 유전자가 포함된 pdCMV-dhfr 벡터의 EcoRI

및 ApaI 자리에 T4 DNA 연결효소(T4 DNA ligase, NEB, 미국)를 이용하여 클로닝하였다(도 8). 경쇄 유전자의

경우에도  마찬가지로,  신호서열을  합성하기  위해  pdCMV-dhfr-ch57  벡터를  주형으로  하여,  ch57-LC-whole

5'(5`-CTG CAA AGC TTC GGC ACG AGC A) 프라이머와 ECL-2B7-S-L-3'(CAC AAT ATC TCC TTC AAC ACC AGA CAA CC-

3`)  프라이머를 이용해 PCR을 수행하고 경쇄가변영역 유전자의 증폭을 위해 ECL-2B7-S-L-5'(5`-GTT  GAA  GGA

GAT ATT GTG ATG ACC CAG TCT) 프라이머와 ECL-2B7-LC-chi-3'(CCA CCG TAC GTT TGA TTT CCA GCT T-3`) 프라이

머를 이용하여 PCR을 수행하였다(도 7의 A). 상기 신호서열과 경쇄가변영역의 연결을 위해, ch57-LC-whole 5'

프라이머와 ECL-2B7-LC-chi-3' 프라이머를 이용하여 재조합 PCR을 수행한 후, 1% 아가로스 젤에 전개시켜 확인

하였으며, 중쇄가변영역 유전자와 동일한 방법으로 분리하였다(도 7의 A). 상기 경쇄가변영역 유전자를 HindIII

및 BsiwI으로 처리하여 분리한 다음, 인간 항체의 경쇄불변영역(Ck) 유전자를 포함하고 앞서 제작한 중쇄 유전

자가 삽입된 pdCMV-dhfr-chi 2B7-HC 벡터의 HindIII 및 BisWI 자리에 클로닝함으로써(도 7의 C), 상기 키메라

항체를 발현시킬 수 있는 벡터를 제조하였다(pdCMV-dhfr-chi2B7, 도 8). 상기 벡터를 대장균 DH5α에 RbCl2 방

법으로 형질 전환한 다음, 약 450bp 크기를 가진 대장균들을 선발하였다. 이 대장균들을 50㎍/㎖의 암피실린이

함유된  5㎖의  LB배지에서  밤새  배양한  후  플라스미드  DNA  분리를  위한  키트(DNA-spin
TM

 Plasmid  DNA

purification kit, INTRON, 한국)을 이용하여 플라스미드 DNA를 분리하고 염기서열을 확인하였다(Bionics, 한

국). 그 결과, 상기 형질전환체로부터 분리된 cDNA의 염기서열은, 상기 ECL-2B7 항체의 가변영역 유전자와 동일

하고, 인간 항체의 중쇄 및 경쇄불변영역 유전자와 바르게 연결되어 있음을 확인하였다.

[실험예 1][0144]

인간화 항체 및 키메라 항체의 발현 및 정제[0145]

상기 실시예 1, 2를 통해 제조한 본 발명 인간화 항체의 벡터와, 상기 비교예의 키메라 항체 벡터로부터 항체[0146]

단백질을 발현시켜 정제하였다.

먼저, 상기 키메라 항체('Chi2B7')를 발현시켜 정제하기 위해, 150 ㎜ 배양 접시를 이용해 1×10
7
의 HEK293T 세[0147]
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포(인간 배아신장세포주)를 20 ㎖의 DMEM  배지(Biowest, 프랑스)에서 배양했다. 배양된 세포에 50 ㎍의 상기

pdCMV-dhfr-chi2B7 발현 벡터와 75 ㎕의 폴리에틸렌이민(polyethyleneimine, 1 ㎎/㎖)과 섞어준 뒤, 트랜스펙

션 최적화 배지 500 ㎕와 섞어 골고루 세포 배양 배지 위에 뿌려주었다. 다음날 상층액을 수집하고, 새로운 배

지를 채워 세포주로부터 발현되어 나온 키메라 항체를 수집하고 이의 상층액을 비드(Protein G agarose beads,

Amicogen, 한국)가 Packing 되어 있는 컬럼에 넣어주어 항체가 상기 비드와 결합할 수 있게 하였다. 그런 다음,

PBS(pH8.0)로 비드를 세척하고, 0.1M 글리신(pH2.8) 10 ㎖와 1M Tris-HCl(pH9.0)을 이용하여 항체를 비드로부

터 용출하여, Chi2B7 키메라 항체를 정제하였으며, SDS-PAGE와 쿠마시 블루(Coomassie blue) 염색법을 통해 이

를 확인하였다(도 9의 A). 또한, 상기 정제한 키메라 항체가 인간 항체의 불변영역을 가진 것인지 여부를 염소

의 항체(goat-α-hIgG-gamma chain-HRP, Invitrogen, 미국, 그리고 goat-α-hIgG-kappa chain-HRP, Bethyl, 미

국)를 2차 항체로 이용하여 웨스턴 블랏팅을 통해 검출한 결과, 상기 키메라 항체는 인간 항체의 불변영역을 포

함하는 항체인 것을 확인할 수 있었다(도 9의 B).

또한, 상기 실시예 1, 2의 인간화 항체를 발현, 정제하였다. 상기 실시예 1 및 2를 통해, 본 발명 인간화 항체[0148]

의 중쇄가변영역을 4가지 종류로, 경쇄가변영역을 3가지 종류로 제조하였는 바, 이들의 조합을 통해 다양한 형

태의 인간화 항체를 제조할 수 있다. 이에 따라, 상기 실시예 1, 2의 발현벡터를 HEK293T 세포에 도입시키고 상

기 키메라 항체와 동일한 방법을 통해 인간화 항체를 발현시키고, Protein G 비드 및 컬럼을 이용해 분리 및 정

제하였다.

정제된 상기 키메라 항체와 본 발명의 인간화 항체, 그리고 생쥐 유래의 2B7 항체의 정제 순도를 확인하기 위해[0149]

10% SDS-PAGE를 실시하였다. 전체 10종의 인간화 항체중에서 대표적인 6종 (Hz2B7-1.1, Hz2B7-1.2, Hz2B7-1.3,

Hz2B7-2.1, Hz2B7-3.2, Hz2B7-4.3)을 분석하였고, 이때 각 항체는 1 ㎍씩 이용하여 SDS-PAGE 이후 쿠마시 블루

염색과 웨스턴 블랏팅 분석을 수행하였다(도 9). 쿠마시 블루 염색을 위한 용액(PageBlue staining solution,

Thermo Scientific, 미국)을 처리해 염색을 수행한 결과, 각 항체의 중쇄 및 경쇄가 약 55 kDa, 25 kDa의 위치

에서 확인되었다(도 9의 A). 이는 상기 키메라 항체 및 인간화 항체가 모두 IgG 타입의 항체이며 인간 항체의

일부 서열을 가지는 것임을 의미한다. 웨스턴 블랏팅을 위해서 2차 항체로 염소의 항체(goat-α-hIgG-gamma

chain-HRP, Invitrogen, 미국, 그리고 goat-α-hIgG-kappa chain-HRP, Bethyl, 미국)를 이용하였으며, ECL 키

트(Western Bright ECL kit, advansta, 미국)를 이용하여 밴드를 검출하였다. 그 결과 ECL-2B7 항체는 생쥐 항

체이므로 웨스턴 블랏팅을 통해 검출되지 않았고, 다른 항체들(키메라 항체 및 인간화 항체)의 경우 SDS-PAGE

결과와 동일하게 각 항체의 중쇄 및 경쇄가 검출되어 이들이 인간 항체 서열을 가짐을 확인할 수 있었으며, 항

체의 정제 순도를 확인할 수 있었다(도 9의 B).

[실험예 2][0150]

ELISA를 통한 인간화 항체의 TM4SF4 항원 결합능 비교[0151]

본 발명의 인간화 항체, 그리고 키메라 항체를 이용하여 간접 ELISA(indirect ELISA)를 통해 TM4SF4에 대한 결[0152]

합능을 확인하였다.

구체적으로, 상기 인간화 항체는, 상기 실시예 1, 2를 통해 설계한 중쇄가변영역 변이종 4가지와 경쇄가변영역[0153]

변이종 3가지를 조합하여, Hz2B7-1.1, Hz2B7-1.2, Hz2B7-1.3, Hz2B7-2.1, Hz2B7-3.1, Hz2B7-3.2, Hz2B7-3.3,

Hz2B7-4.1, Hz2B7-4.2 및 Hz2B7-4.3의 10가지 형태로 제조하였다. 이를 위해 96-웰 플레이트의 각 웰의 바닥에

코팅 완충용액(100 mM carbonate/bicarbonate coating buffer, pH 9.6)으로 용해시킨 TM4SF4-BSA(1 ㎍/㎖) 또

는 BSA용액(1 ㎍/㎖) 100㎕를 가하여 4 ℃에서 16시간 이상 흡착시켰다. 그 다음, 코팅된 항원을 세척 완충용액

(wash buffer, 0.05% PBS-T, Tween-20)으로 3회 세척한 다음, 각 웰의 바닥에 항원이 흡착되지 않은 부분에 블

록 완충용액(blocking buffer, 5% skim milk in wash buffer) 200 ㎕를 가하여 4 ℃에서 16시간 이상 반응시킨

후, 다시 세척 완충용액으로 3회 씻어냈다. 그런 다음, 상기 실험예 1을 통해 정제시킨 상기 10가지 조합의 인

간화 항체와 키메라 항체를 블록 완충용액을 이용하여 다양한 농도로 희석하여 준비한 후, 농도 별로 각 웰에

100 ㎕씩 넣어 실온에서 2시간 동안 반응시켰다. 다시 3회 세척한 다음 이를 검출하기 위한 1 ㎎/㎖의 항체(α-

human IgG-Kappa chain-HRP, Bethyl, 미국)를 블록 완충용액을 이용하여 10,000배로 희석해 각 웰에 100 ㎕를

가하여  실온에서  1시간  동안  반응시켰다.  반응이  끝난  후  세척  완충용액으로  3회  씻어내고  기질  용액(OPD

solution, 30% H2O2 4 ㎕, 100 ㎕ OPD stock(40 ㎎/㎖), phosphate citrate buffer로 10 ㎖로 맞춤)을 각 웰에

100 ㎕씩 가하여 실온에서 반응시킨 후 2.5M H2SO4 50 ㎕를 가하여 반응을 종결시켰다. 마지막으로 고체상에 결

합된 효소의 활성을 측정하기 위해, ELISA 리더를 이용하여 490 ㎚에서 흡광도를 측정하였다(도 10). 
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그 결과 본 발명의 인간화 항체 10종은 모두 BSA에 결합하지 않았고, TM4SF4-BSA 항원에 대해서는 높은 특이성[0154]

을 가지고 결합하는 것으로 나타났다(도 10). 따라서, 본 발명의 인간화 항체는 TM4SF4에 대한 결합력을 가질

뿐만 아니라 이에 대해 특이적으로 결합하는 특성이 있음을 확인할 수 있었다. 또한, TM4SF4-BSA에 대한 친화도

를 비교하였을 때, 10종의 인간화 항체는 모두 키메라 항체 Chi2B7에 비해 현저하게 높은 TM4SF4 친화도를 나타

냈다.  그리고 10종의  인간화 항체들은 각기 다른 결합 친화도(binding  affinity)를  나타냈으며,  그  중에서

Hz2B7-1.2 인간화 항체의 경우 Hz2B7-1.1에 비해 명백히 증가된 결합친화도를 나타내, TM4SF4에 대한 결합력이

가장 우수함을 확인할 수 있었다(도 10의 A 및 B).

[실험예 3][0155]

SPR 분석을 통한 항-TM4SF4 인간화 단일클론 항체 민감도 비교[0156]

구축된 항-TM4SF4 인간화 단일클론 항체들의 인간 TM4SF4-펩타이드(hTM4SF4 aa 126-140) 항원에 대한 결합능력[0157]

을 비교하기 위해 표면 플라즈몬 공명(Surface plasmon resonance, SPR) 분석을 수행하였다.

애널라이트(Analyte)인 인간화 항체는 총 5종으로, 표 3과 같이 최초돌연변이형 1종(HzE2B7-1.1), 경쇄돌연변이[0158]

형  2종  (HzE2B7-1.2(LC  N31F),  HzE2B7-1.3(LC  N31V)),  중쇄/경쇄돌연변이형  2종  (HzE2B7-4.3(HC  W55Y,  LC

N31V), HzE2B7-3.2(HC W55S, LC N31F))이 분석되었고, 인간 TM4SF4 단백질의 126번에서 140번까지의 아미노산

서열에  비오틴(biotin)이  결합된  형태인  합성  펩타이드(Biotin-GSAGGSTWGYPFHDGDYLNDE,  GSAGGS:  Biotin과

TM4SF4 aa126-140인 TWGYPFHDGDYLNDE 사이의 스페이스 서열)를 리간드(Ligand)로 사용하였다.

표 3

Antibody[0159] Heavy Chain mutation Light Chain mutation KD (M)

HzE2B7-1.1(origin) - -
2.442 X 10

-8

HzE2B7-4.3(HC W55Y, LC N31V) W55Y N31V
8.165 X 10

-8

HzE2B7-1.2(LC N31F) - N31F
6.030 X 10

-9

HzE2B7-1.3(LC N31V) - N31V
3.542 X 10

-8

HzE2B7-3.2(HC W55S, LC N31F) W55S N31F
1.119 X 10

-7

먼저, 스트렙타아비딘 접합 센서칩(Series S Senser Chip SA, Cytiva社)을 Biacore T200(Cytiva 사)에 삽입하[0160]

고 활성화 버퍼(1M NaCl, 50mM NaOH)를 30초간 흘려준 후, HBS-EP 버퍼(Cytiva社)를 흘려 센서칩 표면의 활성

화와 안정화를 유도하였다. 안정된 센서칩에 리간드(Biotin-hTM4SF4 aa 126-140)를 1nM~128nM 농도로 흘려주어

리간드를 센서칩 표면에 고정시키고, 재생용액(Regeneration buffer, 20mM NaOH)을 흘려 바이오틴-펩타이드 리

간드가 안정적으로 결합된 스트렙타아비딘 접합 센서칩을 구축하였다.친화도 분석을 위한 애널라이트 항체는

512nmole/L부터 1/2 순차 희석하여 16nmol/L 농도까지 준비하였고, 구축된 리간드 결합 스트렙타이비딘 접합 센

서칩에 각 농도별 애널라이트 항체를 480초 동안 30ul/min 속도로 흘려 결합을 유도한 후 HBS-EP 완충용액을 동

일시간과 속도로 흘려 애널라이트 항체가 리간드 펩타이드로부터 해리되는 정도를 반응값(Response unit)의 형

태로 얻었고, 동일방법으로 얻어진 리간드 비결합 센서칩 반응값을 제외하는 방식으로 Biacore T200 평가 소프

트웨어(Cytiva社)를 사용하여 결합율(Association rate, Ka)과 해리율(Dissociation rate, Kd) 및 평형해리상수

(KD, Kd/Ka) 값을 산출하였다. 산출기준으로 리간드 펩타이드와 애널라이트 항체의 상호작용에 대한 물질전달피

팅 모델은 1:1 결합을 사용하여 분석되었다.

도  11에  표기된 평형 해리상수값(KD)을 기준으로 항-TM4SF4  인간화 단일클론 항체들의 인간TM4SF4-펩타이드[0161]

(hTM4SF4  aa  126-140)  항원에  대한  결합  능력은  HzE2B7-1.2(LC  N31F)  항체가  6.03X10
-9  

M로  가장  낮았고,

HzE2B7-1.1는 2.442X10
-8
 M, HzE2B7-1.3(LC N31V)는 3.542 X10

-8 
M, HzE2B7-4.3(HC W55Y LC N31V)은 8.165 X10

-8

M, HzE2B7-3.2(HC W55S LC N31F)은 1.119 X10
-7
 M로 평가되었다(표 3). 인간화 항체의 평형 해리상수(KD)값은

낮은 것이 보다 바람직하고 상업적으로 허가 받은 일반적인 인간화 항체에서 그 값이 보통 10
-8
 M 이하이며, 하

한은  특별히  한정되지  않는다.  따라서  처음에  디자인한  인간화  항체  (HzE2B7-1.1)의  KD가  이미  유용한

2.442X10
-8
 M를 가졌으며, 도킹모델을 통해 얻은 정보를 바탕으로 경쇄 31번째 아스파라긴(Asparagine, N)을 페
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닐알라닌(Phenylalanine,  F)으로  치환한  HzE2B7-1.2(LC  N31F)  항체가  항원에  대한  결합력이  최초  디자인한

HzE2B7-1.1보다 약 4배 더 증가되어 평형 해리상수 (KD) 값이 6.03X10
-9 

M에 이르고 있음을 보여주며 상업적인

가치가 보다 높은 항체임을 알 수 있다.

[실험예 4][0162]

FACS를 통한 인간화 항체의 암세포 결합능 비교[0163]

상기 실험예 2를 통해 본 발명 인간화 항체가 TM4SF4에 대해 높은 친화도를 가지고 특이적으로 결합함을 확인하[0164]

였으므로, 상기 TM4SF4를 과발현하는 특징이 있는 암세포에 본 발명의 인간화 항체를 처리하여 결합 여부를 확

인하였다. 

구체적으로, 폐암세포주인 Calu-3,  A549  세포주를 DMEM  배지(Biowest, 프랑스)에 10%  소태아혈청(WelGene)을[0165]

사용하여 배양하였다.  그리고 간암세포주인 Huh7,  SNU-387,  SNU-449  세포주들은 RPMI-1640  배지(Biowest)에

10% 소태아혈청을 사용하여 배양하였다. 이후 80% 정도 성장한 상기 세포들에 효소(TrypLE
TM
 Express Enzyme,

Gibco
TM
)를 처리하여 떼어주고, 이 세포를 PBS(pH7.4)로 세척한 다음, 4% 파라포름알데하이드(PFA)로 4℃에서

15분 동안 고정시켰다. 이 후 PBA(0.1% BSA in PBS)로 2회 세척 후 항체 별로 5×105개의 세포에 생쥐 유래의

2B7  항체(10㎍/㎖),  키메라  항체  Chi2B7(10㎍/㎖),  본  발명의  인간화  항체  Hz2B7-1.1(10㎍/㎖),  Hz2B7-

1.2(10㎍/㎖), Hz2B7-1.3(10㎍/㎖), 생쥐와 인간의 Isotype 대조군 IgG1 항체(10㎍/㎖)를 각각 포함하고 있는

PBA를 넣고 1시간 동안 4℃에서 반응시켰다. 반응 후 PBA로 2회 세척 후, 생쥐 유래 2B7 항체 및 생쥐 Isotype

IgG(2㎍/㎖, Invitrogen)가 들어있는 그룹에는 FITC 형광이 결합되어 있고 생쥐 IgG에 특이적인 α-mouse IgG-

FITC(2㎍/㎖) 항체를 넣어 주었다. 그리고 인간 Isotype IgG, 키메라 항체 및 인간화 항체들이 들어있는 그룹에

는 FITC 형광이 결합되어 있고 인간 IgG에 대해 특이적인 α-Human IgG-FITC(2 ㎍/㎖, Invitrogen) 항체를 넣

고 30분간 4℃에서 반응시켰다. 반응 이후에 PBA로 세척 후 500㎕의 PBA로 부유시킨 다음, 유세포 분석기(FACS

Calibur, BD, 미국)를 이용해 상기 항체들이 항원에 대해 특이성을 가지는지 확인하였다. 

그  결과,  생쥐  유래의  2B7  항체와  마찬가지로,  본  발명의  인간화  항체와  비교예의  키메라  항체는,  표면에[0166]

TM4SF4를 발현하는 Calu-3와 A549 폐암세포에 특이적으로 결합하는 것을 확인할 수 있었다. 또한 인간 일차 간

세포(human primary hepatocyte, hPH)의 표면에는 결합하지 않았으나, 간암세포주인 Huh7, SNU-387 및 SNU-449

간암세포에도 특이적으로 결합하는 것을 확인할 수 있었다. 그 중에서도 본 발명의 인간화 항체 Hz2B7-1.2의 경

우, 분석 결과 특히 A549세포주에서 현저하게 높은 결합능을 가지고 있음을 확인할 수 있었다(도 12).

[실험예 5][0167]

본 발명 인간화 항체를 높은 생산성으로 생산할 수 있는 세포주의 제조[0168]

본 발명의 인간화 항체를 생산할 수 있는 세포주를 제조하기 위하여, CHO 세포(Chinese ovary hamster cells)[0169]

중에서 디하이드로폴레이트 환원효소(dihydrofolate reductase)를 암호화하는 유전자가 결손되어 있는 DG44 세

포주를  이용하였다.  상기  DG44  세포는  IMDM  배지(Welgene,  한국)에  H.T.(hypoxanthine-thymidine,  sigma,

Germany) 및 Dialyed FBS(Gibco, USA)를 첨가하여 배양하였고 트립신-EDTA(welgene, 한국)으로 세포주를 떼어

낸 다음, 6웰 플레이트에 1×10
6
 cells/well 만큼 분주하였다. 여기에 본 발명의 인간화 항체 중에서 Hz2B7-1.1

및  Hz2B7-1.2(LC  N31F)를  암호화하는  발현벡터를  형질전환(transfection)하기  위해,  15㎍의  PvuI  제한효소

(Enzynomics,  한국)를  각각  처리해  선형화시킨  pdCMV-dhfr-hz2B7-1.1  및  pdCMV-dhfr-hz2B7-1.2를  TOM  배지

(transfection  optimized  medium)에  잘  섞어서  준비한  다음,  15㎕의  리포펙타민(lipofectamine)

2000(Invitrogen, USA)을 TOM 배지에서 반응시킨 후 상기 벡터가 함유된 배지와 혼합하여 20분간 반응시켰다.

그리고, 반응된 용액을 상기 DG44 세포에 방울로 떨어뜨려 형질전환을 수행하였다.

본 발명의 인간화 항체를 암호화하는 유전자가 도입된 상기 세포들은 100㎍/㎖ 농도의 G418이 함유된 배지에서[0170]

네오마이신(neomycin) 저항성 여부를 통해 스크리닝하여 콜로니가 형성된 세포의 상층액을 수득하였다. 상층액

에 포함된 본 발명의 인간화 항체를 이용하여 샌드위치 ELISA(Sandwich ELISA)를 수행하여 항체의 생산을 확인

하였다. 각각의 형질전환체 중에서 ELISA 결과 OD 값이 높은 결과를 보여 항체 발현량이 우수한 5개의 클론을

선발한 다음, MTX(methotrexate)를 처리하여 본 발명의 항체 유전자를 증폭시켰다. 0.02μM 농도로 MTX를 처리

하여 1주 동안 상기 항체 유전자를 증폭시킨 다음, 다시 ELISA를 통해 항체 생산량을 측정하여 생산량이 증가한

클론을 다시 5개씩 선별해 0.08μM 농도로 MTX를 증가시켜 유전자를 2차 증폭시켰다.
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이에 따라, Hz2B7-1.1 인간화 항체를 고생산하는 세포주로 3A12, H12, 4A12, 4B12 및 4H12의 총 5개 클론을 선[0171]

발하였다. 그리고 Hz2B7-1.2 항체(LC N31F)를 고생산하는 세포주로 4A9, 4A12, 4B9, 4C7 및 4H12 클론을 선발

하였고 추가적인 형질전환을 통해 얻은 7A8 및 6G10 클론을 포함해 총 7개의 클론을 선발하였다(도 13). 상기

12개 클론들의 세포 스탁을 만들고 이를 IMDM 배지에 10% Dialyzed FBS를 첨가하여 배양하여 세포가 50% 정도

자란 뒤 MTX를 2일마다 0.08μM의 농도로 처리하여 항체 유전자를 증폭시켰다. 약 30일 동안 MTX를 처리하며 배

양한 결과 0.08μM 농도의 MTX에서 저항성을 가지는 세포주를 획득할 수 있었으며, Hz2B7-1.1 항체 고발현 세포

주로 4H12클론을, Hz2B7-1.2 항체 고발현 세포주로는 4A12 클론을 선정하였다.

상기 0.08μM 농도의 MTX에서 살아남아 선정된 클론들을 단일클론 선별하기 위해 100 ㎜ 디쉬에 3×10
4
 cells[0172]

만큼 분주하였다.  약  10일  후  형성된 각 콜로니를 이용해 스탁을 만들어 보관하고 남은 세포들은 샌드위치

ELISA를 통해 항체 생산량의 증가 여부를 확인하였다. 구체적으로, 96웰 플레이트의 각 웰의 바닥에 코팅 완충

용액(100 mM carbonate/bicarbonate coating buffer, pH 9.6)으로 용해시킨 α-인간 IgG-Fc 특이적 항체(2㎍/

㎖)를 100㎕ 가해 4℃에서 16시간 이상 흡착시켰다. 세척 및 블락킹을 수행한 다음, 상기 4H12 클론(Hz2B7-1.1-

4H12), 4A12 클론(Hz2B7-1.2-4A12)과 MTX 0.08μM 농도에서 선별한 항체 유전자가 증폭된 각각의 단일클론들을

37℃ CO2 배양기에서 24시간 배양한 후 배양액을 수집하였다. 상기 배양액과 인간 IgG Isotype 대조군 항체를

다양한 농도로 희석하여 준비한 후 농도 별로 각 웰에 100㎕씩 넣고 실온에서 2시간 동안 반응시켰다. 그런 다

음, α-인간 IgG-Kappa 사슬-HRP(1㎎/㎖, Bethyl, 미국)를 블락킹 버퍼를 이용하여 10,000배로 희석해 각 웰에

100㎕ 가하여 실온에서 1시간 동안 반응시켰다. 반응이 끝난 후 기질인 OPD  용액(30%  H2O2  4㎕,  100㎕ OPD

stock(40㎎/㎖), phosphate citrate buffer로 10 ㎖ 맞춤)을 각 웰에 100㎕씩 가하여 실온에서 10분간 반응시

킨 후 2.5 M H2SO4 50 ㎕를 가해 반응을 종결시켰다.

ELISA 수행 결과, MTX에 의해 항체 유전자가 증폭된 Hz2B7-1.1-4H12-0.08 및 Hz2B7-1.2-4A12-0.08의 각 클론[0173]

중 MTX에 의해 증폭되기 전의 클론에 비해 보다 높은 흡광도를 나타낸 클론들을 확인하였다. 그리고 정량적 항

체 생산량 분석을 통해 항체 농도를 계산하였다(도 14 및 도 15). 그 결과, Hz2B7-1.1-4H12 클론의 경우, MTX에

의해 항체 유전자가 증폭되기 전의 세포의 항체 생산량이 약 2.8 ㎍/10
6
cell/24hr이었으나 MTX에 의해 항체 유

전자가 증폭된 Hz2B7-1.1-4H12-0.08-#1 클론의 항체 생산량은 약 3.8배 증가하여 10.8㎍/10
6
cell/24hr으로 나타

났고, Hz2B7-1.2-4A12  클론의 경우, 증폭 전 항체 생산량이 2.5㎍/10
6
cell/24hr이었으나 이 클론을 MTX 농도

0.08μM로 증폭한 Hz2B7-1.2-4A12-0.08  클론의 경우, #9  클론은 약 14.2㎍/10
6
cell/24hr,  #20  클론은 7.9㎍

/10
6
cell/24hr의 항체 생산량을 나타내어, 유전자가 증폭되지 않은 클론과 비교하여 각 약 5.7배, 3.1배 증가된

항체 생산량을 나타내어 최대 5.7배 항체 생산성이 증가되었음을 알 수 있다(도 15).

다음으로, 혈액내의 항체의 안정성을 측정하기 위해 혈청 안정성(serum stability) 실험을 진행하였다. 마우스[0174]

하이브리도마세포주에서 정제한 생쥐항체 2B7과 CHO세포주에서 정제한 인간화 항체 Hz2B7-1.1 및 Hz2B7-1.2를

각각 37℃의 60% 인간 혈청(human serum)(Sigma-Aldrich)에 최대 4일간 배양한 후 0, 3, 24, 48, 72, 96시간에

서의 항원결합능을 Indirect ELISA를 이용하여 측정하였다. 구체적으로 0.5㎍/ml의 TM4SF4-BSA 항원을 코팅 완

충용액(100mM carbonate/bicarbonate coating buffer, pH 9.6)을 이용하여 4℃에서 16시간 이상 흡착시킨 후

세척 및 블락킹 과정을 수행하였다. 이후 인간 혈청에서 배양한 항체를 일차항체로 이용하여 이전과 동일하게

ELISA 과정을 진행하여 시간에 따라 항원결합능이 유지되는지를 확인하였다. 흡광도를 측정한 후 0 시간에서의

항원결합능을 100%로 가정하고 비교한 결과, 생쥐항체 2B7은 인간의 혈청내에서 96시간까지 동등한 항원결합능

을 가지는 것을 확인하였다(도 16의 A). 또한 항체의 서열과 구조가 변화된 인간화항체 Hz2B7-1.1 및 Hz2B7-1.2

도 인간의 혈청내에서 약 4일까지 분해되지 않고 일정한 항원결합능이 유지되는 것으로 확인되었다(도 16의 B

및 C).

 따라서 본 발명의 인간화 항체 유전자 형질전환된 CHO-DG44 세포에서 MTX를 이용해 항체 유전자를 특이적으로[0175]

증폭함으로써 본 발명의 항체를 생산하는 세포주로 Hz2B7-1.1-4H12-0.08-#1, Hz2B7-1.2-4A12-0.08-#9 세포주를

확립할 수 있었다.

이상에서 본 발명은 기재된 실시예에 대해서만 상세히 설명되었지만 본 발명의 기술사상 범위 내에서 다양한 변[0176]

형 및 수정이 가능함은 당업자에게 있어서 명백한 것이며, 이러한 변형 및 수정이 첨부된 청구범위에 속함은 당

연한 것이다.
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도면16

서 열 목 록

<110>    KOREA ATOMIC ENERGY RESEARCH INSTITUTE

         INDUSTRY ACADEMY COOPERATION FOUNDATION OF SEJONG UNIVERSITY

<120>    ANTI-TM4SF4 HUMANIZED ANTIBODIES AND USE THEREOF

<130>    2022DPA4799

<150>    KR 10-2021-0079629

<151>    2021-06-18

<160>    80

<170>    KoPatentIn 3.0

<210>    1

<211>    30
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<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    Hz2B7-1.0~4.0 FR1

<400>    1

Glu Ile Thr Leu Lys Glu Ser Gly Pro Thr Leu Val Lys Pro Thr Gln

  1               5                  10                  15 

Thr Leu Thr Leu Thr Cys Thr Phe Ser Gly Phe Ser Leu Ser

             20                  25                  30

<210>    2

<211>    14

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    Hz2B7-1.0,3.0,4.0 FR2

<400>    2

Trp Ile Arg Gln Pro Pro Gly Lys Ala Leu Glu Trp Leu Ala

  1               5                  10                

<210>    3

<211>    14

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    Hz2B7-2.0 FR2

<400>    3

Trp Ile Arg Gln Pro Pro Gly Lys Val Leu Glu Trp Leu Ala

  1               5                  10                

<210>    4

<211>    32

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    Hz2B7-1.0~4.0 FR3

<400>    4

Arg Leu Thr Ile Thr Lys Asp Thr Ser Lys Asn Gln Val Val Leu Thr

  1               5                  10                  15 

Met Thr Asn Met Asp Pro Val Asp Thr Ala Thr Tyr Tyr Cys Ala Arg
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             20                  25                  30 

<210>    5

<211>    11

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>

    Hz2B7-1.0~4.0 FR4

<400>    5

Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser

  1               5                  10    

<210>    6

<211>    23

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    Hz2B7-0.1~0.3 FR1

<400>    6

Asp Ile Val Met Thr Gln Ser Pro Asp Ser Leu Ala Val Ser Leu Gly

  1               5                  10                  15 

Glu Arg Ala Thr Ile Asn Cys

             20            

<210>    7

<211>    15

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220

><223>    Hz2B7-0.1~0.3 FR2

<400>    7

Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Pro Pro Lys Leu Leu Ile Tyr

  1               5                  10                  15

<210>    8

<211>    32

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    Hz2B7-0.1~0.3 FR3

<400>    8
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Gly Val Pro Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr

  1               5                  10                  15 

Leu Thr Ile Ser Leu Met Gln Ala Glu Asp Val Ala Val Tyr Tyr Cys

             20                  25                  30 

<210>    9

<211>    10

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    Hz2B7-0.1~0.3 FR4

<400>    9

Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys

  1               5                  10

<210>    10

<211>    7

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    Hz2B7-1.0~4.0 CDR1

<400>    10

Thr Tyr Gly Ile Gly Val Ser

  1               5        

<210>    11

<211>    16

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    Hz2B7-1.0,2.0 CDR2

<400>    11

His Ile Trp Trp Asn Asp Asn Lys Tyr Tyr Asn Thr Ala Leu Lys Ser

  1               5                  10                  15 

<210>    12

<211>    16

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    Hz2B7-3.0 CDR2
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<400>    12

His Ile Trp Ser Asn Asp Asn Lys Tyr Tyr Asn Thr Ala Leu Lys Ser

  1               5                  10                  15 

<210>    13

<211>    16

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    Hz2B7-4.0 CDR2

<400>    13

His Ile Trp Tyr Asn Asp Asn Lys Tyr Tyr Asn Thr Ala Leu Lys Ser

  1               5                  10                  15 

<210>    14

<211>    10

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    Hz2B7-1.0~4.0 CDR3

<400>    14

Lys Glu Gly Ser Ser Ala Pro Phe Ala Tyr

  1               5                  10

<210>    15

<211>    17

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    Hz2B7-0.1 CDR1

<400>    15

Lys Ser Ser Gln Ser Leu Leu Asn Ser Ser Asn Gln Lys Asn Tyr Leu

  1               5                  10                  15 

Ala

   

<210>    16

<211>    17

<212>    PRT

<213

>    Artificial Sequence
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<220><223>    Hz2B7-0.2 CDR1

<400>    16

Lys Ser Ser Gln Ser Leu Leu Phe Ser Ser Asn Gln Lys Asn Tyr Leu

  1               5                  10                  15 

Ala

   

<210>    17

<211>    17

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    Hz2B7-0.3 CDR1

<400>    17

Lys Ser Ser Gln Ser Leu Leu Val Ser Ser Asn Gln Lys Asn Tyr Leu

  1               5                  10                  15 

Ala

   

<210>    18

<211>    7

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    Hz2B7-0.1~0.3 CDR2

<400>    18

Phe Ala Ser Thr Arg Glu Ser

  1               5        

<210>    19

<211>    9

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    Hz2B7-0.1~0.3 CDR3

<400>    19

Gln Gln His Tyr Arg Thr Pro Pro Thr

  1               5                

<210>    20

<211>    120
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<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    Hz2B7-1.0

<400>    20

Glu Ile Thr Leu Lys Glu Ser Gly Pro Thr Leu Val Lys Pro Thr Gln

  1               5                  10                  15 

Thr Leu Thr Leu Thr Cys Thr Phe Ser Gly Phe Ser Leu Ser Thr Tyr

             20                  25                  30 

Gly Ile Gly Val Ser Trp Ile Arg Gln Pro Pro Gly Lys Ala Leu Glu

         35                  40                  45 

Trp Leu Ala His Ile Trp Trp Asn Asp Asn Lys Tyr Tyr Asn Thr Ala

     50                  55                  60 

Leu Lys Ser Arg Leu Thr Ile Thr Lys Asp Thr Ser Lys Asn Gln Val

 65                  70                  75                  80 

Val Leu Thr Met Thr Asn Met Asp Pro Val Asp Thr Ala Thr Tyr Tyr

                 85                  90                  95 

Cys Ala Arg Lys Glu Gly Ser Ser Ala Pro Phe Ala Tyr Trp Gly Gln

            100                 105                 110 

Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser

        115                 120

<210>    21

<211>    120

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    Hz2B7-2.0

<400>    21

Glu Ile Thr Leu Lys Glu Ser Gly Pro Thr Leu Val Lys Pro Thr Gln

  1               5                  10                  15 

Thr Leu Thr Leu Thr Cys Thr Phe Ser Gly Phe Ser Leu Ser Thr Tyr

             20                  25                  30 

Gly Ile Gly Val Ser Trp Ile Arg Gln Pro Pro Gly Lys Val Leu Glu

         35                  40                  45 
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Trp Leu Ala His Ile Trp Trp Asn Asp Asn Lys Tyr Tyr Asn Thr Ala

     50                  55                  60 

Leu Lys Ser Arg Leu Thr Ile Thr Lys Asp Thr Ser Lys Asn Gln Val

 65                  70                  75                  80 

Val Leu Thr Met Thr Asn Met Asp Pro Val Asp Thr Ala Thr Tyr Tyr

                 85                  90                  95 

Cys Ala Arg Lys Glu Gly Ser Ser Ala Pro Phe Ala Tyr Trp Gly Gln

            100                 105                 110 

Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser

        115                 120

<210>    22

<211>    120

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    Hz2B7-3.0

<400>    22

Glu Ile Thr Leu Lys Glu Ser Gly Pro Thr Leu Val Lys Pro Thr Gln

  1               5                  10                  15 

Thr Leu Thr Leu Thr Cys Thr Phe Ser Gly Phe Ser Leu Ser Thr Tyr

             20                  25                  30 

Gly Ile Gly Val Ser Trp Ile Arg Gln Pro Pro Gly Lys Ala Leu Glu

         35                  40                  45 

Trp Leu Ala His Ile Trp Ser Asn Asp Asn Lys Tyr Tyr Asn Thr Ala

     50                  55                  60 

Leu Lys Ser Arg Leu Thr Ile Thr Lys Asp Thr Ser Lys Asn Gln Val

 65                  70                  75                  80 

Val Leu Thr Met Thr Asn Met Asp Pro Val Asp Thr Ala Thr Tyr Tyr

                 85                  90                  95 

Cys Ala Arg Lys Glu Gly Ser Ser Ala Pro Phe Ala Tyr Trp Gly Gln

            100                 105                 110 

Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser

        115                 120
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<210>    23

<211>    120

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    Hz2B7-4.0

<400>    23

Glu Ile Thr Leu Lys Glu Ser Gly Pro Thr Leu Val Lys Pro Thr Gln

  1               5                  10                  15 

Thr Leu Thr Leu Thr Cys Thr Phe Ser Gly Phe Ser Leu Ser Thr Tyr

             20                  25                  30 

Gly Ile Gly Val Ser Trp Ile Arg Gln Pro Pro Gly Lys Ala Leu Glu

         35                  40                  45 

Trp Leu Ala His Ile Trp Tyr Asn Asp Asn Lys Tyr Tyr Asn Thr Ala

     50                  55                  60 

Leu Lys Ser Arg Leu Thr Ile Thr Lys Asp Thr Ser Lys Asn Gln Val

 65                  70                  75                  80 

Val Leu Thr Met Thr Asn Met Asp Pro Val Asp Thr Ala Thr Tyr Tyr

                 85                  90                  95 

Cys Ala Arg Lys Glu Gly Ser Ser Ala Pro Phe Ala Tyr Trp Gly Gln

            100                 105                 110 

Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser

        115                 120

<210>    24

<211>    113

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    Hz2B7-0.1

<400>    24

Asp Ile Val Met Thr Gln Ser Pro Asp Ser Leu Ala Val Ser Leu Gly

  1               5                  10                  15 

Glu Arg Ala Thr Ile Asn Cys Lys Ser Ser Gln Ser Leu Leu Asn Ser

             20                  25                  30 
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Ser Asn Gln Lys Asn Tyr Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln

         35                  40                  45 

Pro Pro Lys Leu Leu Ile Tyr Phe Ala Ser Thr Arg Glu Ser Gly Val

     50                  55                  60 

Pro Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr

 65                  70                  75                  80 

Ile Ser Leu Met Gln Ala Glu Asp Val Ala Val Tyr Tyr Cys Gln Gln

                 85                  90                  95 

His Tyr Arg Thr Pro Pro Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile

            100                 105                 110 

Lys

   

<210>    25

<211>    113

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    Hz2B7-0.2

<400>    25

Asp Ile Val Met Thr Gln Ser Pro Asp Ser Leu Ala Val Ser Leu Gly

  1               5                  10                  15 

Glu Arg Ala Thr Ile Asn Cys Lys Ser Ser Gln Ser Leu Leu Phe Ser

             20                  25                  30 

Ser Asn Gln Lys Asn Tyr Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln

         35                  40                  45 

Pro Pro Lys Leu Leu Ile Tyr Phe Ala Ser Thr Arg Glu Ser Gly Val

     50                  55                  60 

Pro Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr

 65                  70                  75                  80 

Ile Ser Leu Met Gln Ala Glu Asp Val Ala Val Tyr Tyr Cys Gln Gln

                 85                  90                  95 

His Tyr Arg Thr Pro Pro Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile

            100                 105                 110 
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Lys

   

<210>    26

<211>    113

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    Hz2B7-0.3

<400>    26

Asp Ile Val Met Thr Gln Ser Pro Asp Ser Leu Ala Val Ser Leu Gly

  1               5                  10                  15 

Glu Arg Ala Thr Ile Asn Cys Lys Ser Ser Gln Ser Leu Leu Val Ser

             20                  25                  30 

Ser Asn Gln Lys Asn Tyr Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln

         35                  40                  45 

Pro Pro Lys Leu Leu Ile Tyr Phe Ala Ser Thr Arg Glu Ser Gly Val

     50                  55                  60 

Pro Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr

 65                  70                  75                  80 

Ile Ser Leu Met Gln Ala Glu Asp Val Ala Val Tyr Tyr Cys Gln Gln

                 85                  90                  95 

His Tyr Arg Thr Pro Pro Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile

            100                 105                 110 

Lys

   

<210>    27

<211>    330

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    Heavy chain constant regions

<400>    27

Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val Phe Pro Leu Ala Pro Ser Ser Lys

  1               5                  10                  15 
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Ser Thr Ser Gly Gly Thr Ala Ala Leu Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr

             20                  25                  30 

Phe Pro Glu Pro Val Thr Val Ser Trp Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser

         35                  40                  45 

Gly Val His Thr Phe Pro Ala Val Leu Gln Ser Ser Gly Leu Tyr Ser

     50                  55                  60 

Leu Ser Ser Val Val Thr Val Pro Ser Ser Ser Leu Gly Thr Gln Thr

 65                  70                  75                  80 

Tyr Ile Cys Asn Val Asn His Lys Pro Ser Asn Thr Lys Val Asp Lys

                 85                  90                  95 

Lys Val Glu Pro Lys Ser Cys Asp Lys Thr His Thr Cys Pro Pro Cys

            100                 105                 110 

Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro

        115                 120                 125 

Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys

    130                 135                 140 

Val Val Val Asp Val Ser His Glu Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp

145                 150                 155                 160 

Tyr Val Asp Gly Val Glu Val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu

                165                 170                 175 

Glu Gln Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu

            180                 185                 190 

His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn

        195                 200                 205 

Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly

    210                 215                 220 

Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Asp Glu

225                 230                 235                 240 

Leu Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr

                245                 250                 255 

Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn

            260                 265                 270 
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Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe

        275                 280                 285 

Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn

    290                 295                 300 

Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr

305                 310                 315                 320 

Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys

                325                 330

<210>    28

<211>    107

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    Light chain constant regions

<400>    28

Arg Thr Val Ala Ala Pro Ser Val Phe Ile Phe Pro Pro Ser Asp Glu

  1               5                  10                  15 

Gln Leu Lys Ser Gly Thr Ala Ser Val Val Cys Leu Leu Asn Asn Phe

             20                  25                  30 

Tyr Pro Arg Glu Ala Lys Val Gln Trp Lys Val Asp Asn Ala Leu Gln

         35                  40                  45 

Ser Gly Asn Ser Gln Glu Ser Val Thr Glu Gln Asp Ser Lys Asp Ser

     50                  55                  60 

Thr Tyr Ser Leu Ser Ser Thr Leu Thr Leu Ser Lys Ala Asp Tyr Glu

 65                  70                  75                  80 

Lys His Lys Val Tyr Ala Cys Glu Val Thr His Gln Gly Leu Ser Ser

                 85                  90                  95 

Pro Val Thr Lys Ser Phe Asn Arg Gly Glu Cys

            100                 105        

<210>    29

<211>    90

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence
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<220><223>    Hz2B7-1.0~4.0 FR1

<400>    29

gagatcaccc tgaaggagag cggccccacc ctggtgaagc ccacccagac cctgaccctg         60

acctgcacct tcagcggctt cagcctgagc                                          90

<210>    30

<211>    42

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    Hz2B7-1.0,3.0,4.0 FR2

<400>    30

tggatcaggc agccccccgg caaggccctg gagtggctgg cc                            42

<210>    31

<211>    42

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    Hz2B7-2.0 FR2

<400>    31

tggatcaggc agccccccgg caaggtcctg gagtggctgg cc                            42

<210>    32

<211>    96

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    Hz2B7-1.0~4.0 FR3

<400>    32

aggctgacca tcaccaagga caccagcaag aaccaggtgg tgctgaccat gaccaacatg         60

gaccccgtgg acaccgccac ctactactgc gccagg                                   96

<210>    33

<211>    33

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    Hz2B7-1.0~4.0 FR4

<400>    33

tggggccagg gcaccctggt gaccgtgagc agc                                      33
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<210>    34

<211>    69

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    Hz2B7-0.1~0.3 FR1

<400>    34

gacatcgtga tgacccagag ccccgacagc ctggccgtga gcctgggcga gagggccacc         60

atcaactgc                                                                 69

<210>    35

<211>    45

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    Hz2B7-0.1~0.3 FR2

<400>    35

tggtaccagc agaagcccgg ccagcccccc aagctgctga tctac                         45

<210>    36

<211>    96

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    Hz2B7-0.1~0.3 FR3

<400>    36

ggcgtgcccg acaggttcag cggcagcggc agcggcaccg acttcaccct gaccatcagc         60

agcctgcagg ccgaggacgt ggccgtgtac tactgc                                   96

<210>    37

<211>    30

<212

>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    Hz2B7-0.1~0.3 FR4

<400>    37

ttcggccagg gcaccaaggt ggagatcaag                                          30

<210>    38

<211>    21

<212>    DNA
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<213>    Artificial Sequence

<220><223>    Hz2B7-1.0~4.0 CDR1

<400>    38

acttatggta taggagtaag c                                                   21

<210>    39

<211>    48

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    Hz2B7-1.0,2.0 CDR2

<400>    39

cacatttggt ggaatgataa taagtactat aacacagccc tgaagagc                      48

<210>    40

<211>    48

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    Hz2B7-3.0 CDR2

<400>    40

cacatttggt cgaatgataa taagtactat aacacagccc tgaagagc                      48

<210>    41

<211>    48

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    Hz2B7-4.0 CDR2

<400>    41

cacatttggt ataatgataa taagtactat aacacagccc tgaagagc                      48

<210>    42

<211>    30

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    Hz2B7-1.0~4.0 CDR3

<400>    42

aaggagggca gctcggcccc ctttgcttac                                          30

<210>    43
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<211>    51

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    Hz2B7-0.1 CDR1

<400>    43

aagtccagtc agagcctttt aaatagtagc aatcaaaaga actatttggc c                  51

<210>    44

<211>    51

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    Hz2B7-0.2 CDR1

<400>    44

aagtccagtc agagcctttt attcagtagc aatcaaaaga actatttggc c                  51

<210>    45

<211>    51

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    Hz2B7-0.3 CDR1

<400>    45

aagtccagtc agagcctttt agtaagtagc aatcaaaaga actatttggc c                  51

<210>    46

<211>    21

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    Hz2B7-0.1~0.3 CDR2

<400>    46

tttgcatcca ctagggaatc t                                                   21

<210>    47

<211>    27

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    Hz2B7-0.1~0.3 CDR3

<400>    47
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cagcaacatt atagaactcc tccgacg                                             27

<210>    48

<211>    360

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    Hz2B7-1.0

<400>    48

gagatcaccc tgaaggagag cggccccacc ctggtgaagc ccacccagac cctgaccctg         60

acctgcacct tcagcggctt cagcctgagc acttatggta taggagtaag ctggatcagg        120

cagccccccg gcaaggccct ggagtggctg gcccacattt ggtggaatga taataagtac        180

tataacacag ccctgaagag caggctgacc atcaccaagg acaccagcaa gaaccaggtg        240

gtgctgacca tgaccaacat ggaccccgtg gacaccgcca cctactactg cgccaggaag        300

gagggcagct cggccccctt tgcttactgg ggccagggca ccctggtgac cgtgagcagc        360

                                                                         360

<210>    49

<211>    360

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    Hz2B7-2.0

<400>    49

gagatcaccc tgaaggagag cggccccacc ctggtgaagc ccacccagac cctgaccctg         60

acctgcacct tcagcggctt cagcctgagc acttatggta taggagtaag ctggatcagg        120

cagccccccg gcaaggtcct ggagtggctg gcccacattt ggtggaatga taataagtac        180

tataacacag ccctgaagag caggctgacc atcaccaagg acaccagcaa gaaccaggtg        240

gtgctgacca tgaccaacat ggaccccgtg gacaccgcca cctactactg cgccaggaag        300

gagggcagct cggccccctt tgcttactgg ggccagggca ccctggtgac cgtgagcagc        360

                                                                         360

<210>    50

<211>    360

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    Hz2B7-3.0
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<400>    50

gagatcaccc tgaaggagag cggccccacc ctggtgaagc ccacccagac cctgaccctg         60

acctgcacct tcagcggctt cagcctgagc acttatggta taggagtaag ctggatcagg        120

cagccccccg gcaaggccct ggagtggctg gcccacattt ggtcgaatga taataagtac        180

tataacacag ccctgaagag caggctgacc atcaccaagg acaccagcaa gaaccaggtg        240

gtgctgacca tgaccaacat ggaccccgtg gacaccgcca cctactactg cgccaggaag        300

gagggcagct cggccccctt tgcttactgg ggccagggca ccctggtgac cgtgagcagc        360

                                                                         360

<210>    51

<211>    360

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    Hz2B7-4.0

<400>    51

gagatcaccc tgaaggagag cggccccacc ctggtgaagc ccacccagac cctgaccctg         60

acctgcacct tcagcggctt cagcctgagc acttatggta taggagtaag ctggatcagg        120

cagccccccg gcaaggccct ggagtggctg gcccacattt ggtataatga taataagtac        180

tataacacag ccctgaagag caggctgacc atcaccaagg acaccagcaa gaaccaggtg        240

gtgctgacca tgaccaacat ggaccccgtg gacaccgcca cctactactg cgccaggaag        300

gagggcagct cggccccctt tgcttactgg ggccagggca ccctggtgac cgtgagcagc        360

                                                                         360

<210>    52

<211>    339

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    Hz2B7-0.1

<400>    52

gacatcgtga tgacccagag ccccgacagc ctggccgtga gcctgggcga gagggccacc         60

atcaactgca agtccagtca gagcctttta aatagtagca atcaaaagaa ctatttggcc        120

tggtaccagc agaagcccgg ccagcccccc aagctgctga tctactttgc atccactagg        180

gaatctggcg tgcccgacag gttcagcggc agcggcagcg gcaccgactt caccctgacc        240

atcagcagcc tgcaggccga ggacgtggcc gtgtactact gccagcaaca ttatagaact        300
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cctccgacgt tcggccaggg caccaaggtg gagatcaag                               339

<210>    53

<211>    339

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    Hz2B7-0.2

<400>    53

gacatcgtga tgacccagag ccccgacagc ctggccgtga gcctgggcga gagggccacc         60

atcaactgca agtccagtca gagcctttta ttcagtagca atcaaaagaa ctatttggcc        120

tggtaccagc agaagcccgg ccagcccccc aagctgctga tctactttgc atccactagg        180

gaatctggcg tgcccgacag gttcagcggc agcggcagcg gcaccgactt caccctgacc        240

atcagcagcc tgcaggccga ggacgtggcc gtgtactact gccagcaaca ttatagaact        300

cctccgacgt tcggccaggg caccaaggtg gagatcaag                               339

<210>    54

<211>    339

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    Hz2B7-0.3

<400>    54

gacatcgtga tgacccagag ccccgacagc ctggccgtga gcctgggcga gagggccacc         60

atcaactgca agtccagtca gagcctttta gtaagtagca atcaaaagaa ctatttggcc        120

tggtaccagc agaagcccgg ccagcccccc aagctgctga tctactttgc atccactagg        180

gaatctggcg tgcccgacag gttcagcggc agcggcagcg gcaccgactt caccctgacc        240

atcagcagcc tgcaggccga ggacgtggcc gtgtactact gccagcaaca ttatagaact        300

cctccgacgt tcggccaggg caccaaggtg gagatcaag                               339

<210>    55

<211>    990

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    Heavy chain constant regions

<400>    55

gcctccacca agggcccatc ggtcttcccc ctggcaccct cctccaagag cacctctggg         60
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ggcacagcag ccctgggctg cctggtcaag gactacttcc ccgaaccggt gacggtgtcg        120

tggaactcag gcgccctgac cagcggcgtg cacaccttcc cggctgtcct acagtcctca        180

ggactctact ccctcagcag cgtggtgacc gtgccctcca gcagcttggg cacccagacc        240

tacatctgca acgtgaatca caagcccagc aacaccaagg tggacaagaa agttgagccc        300

aaatcttgtg acaaaactca cacatgccca ccgtgcccag cacctgaact cctgggggga        360

ccgtcagtct tcctcttccc cccaaaaccc aaggacaccc tcatgatctc ccggacccct        420

gaggtcacat gcgtggtggt ggacgtgagc cacgaagacc ctgaggtcaa gttcaactgg        480

tacgtggacg gcgtggaggt gcataatgcc aagacaaagc cgcgggagga gcagtacaac        540

agcacgtacc gtgtggtcag cgtcctcacc gtcctgcacc aggactggct gaatggcaag        600

gagtacaagt gcaaggtctc caacaaagcc ctcccagccc ccatcgagaa aaccatctcc        660

aaagccaaag ggcagccccg agaaccacag gtgtacaccc tgcccccatc ccgggatgag        720

ctgaccaaga accaggtcag cctgacctgc ctggtcaaag gcttctatcc cagcgacatc        780

gccgtggagt gggagagcaa tgggcagccg gagaacaact acaagaccac gcctcccgtg        840

ctggactccg acggctcctt cttcctctac agcaagctca ccgtggacaa gagcaggtgg        900

cagcagggga acgtcttctc atgctccgtg atgcatgagg ctctgcacaa ccactacaca        960

cagaagagcc tctccctgtc tccgggtaaa                                         990

<210>    56

<211>    321

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    Light chain constant regions

<400>    56

cgtacggtgg ctgcaccatc tgtcttcatc ttcccgccat ctgatgagca gttgaaatct         60

ggaactgcct ctgttgtgtg cctgctgaat aacttctatc ccagagaggc caaagtacag        120

tggaaggtgg ataacgccct ccaatcgggt aactcccagg agagtgtcac agagcaggac        180

agcaaggaca gcacctacag cctcagcagc accctgacgc tgagcaaagc agactacgag        240

aaacacaaag tctacgcctg cgaagtcacc catcagggcc tgagttcgcc cgtcacaaag        300

agcttcaaca ggggagagtg t                                                  321

<210>    57

<211>    89

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence
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<220><223>    ECL-2B7-S-H-5' primer

<400>    57

gacgaattca ctctaaccat ggaatggagc tgggtctttc tcttcttcct gtcagtaact         60

acaggtgtcc actccgagat caccctgaa                                           89

<210>    58

<211>    93

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    ECL-2B7-S-H-3' primer

<400>    58

ctcaggctga agccgctgaa ggtgcaggtc agggtcaggg tctgggtggg cttcaccagg         60

gtggggccgc tctccttcag ggtgatctcg gag                                      93

<210>    59

<211>    90

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    ECL-2B7-HC-1-5' primer

<400>    59

cagcggcttc agcctgagca cttatggtat aggagtaagc tggatcaggc agccccccgg         60

caaggccctg gagtggctgg cccacatttg                                          90

<210>    60

<211>    95

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    ECL-2B7-HC-1-3' primer

<400>    60

cctggttctt gctggtgtcc ttggtgatgg tcagcctgct cttcagggct gtgttatagt         60

acttattatc attccaccaa atgtgggcca gccac                                    95

<210>    61

<211>    90

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    ECL-2B7-HC-2-5' primer
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<400>    61

acaccagcaa gaaccaggtg gtgctgacca tgaccaacat ggaccccgtg gacaccgcca         60

cctactactg cgccaggaag gagggcagct                                          90

<210>    62

<211>    85

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    ECL-2B7-HC-2-3' primer

<400>    62

gggcccttgg tggaggcgct gctcacggtc accagggtgc cctggcccca gtaagcaaag         60

ggggccgagc tgccctcctt cctgg                                               85

<210>    63

<211>    20

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    Ch57.H.C-5' primer

<400>    63

gacgaattca ctctaaccat                                                     20

<210>    64

<211>    25

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    ECL-2B7-WH-3' primer

<400>    64

ttgggccctt ggtggaggcg ctgct                                               25

<210>    65

<211>    22

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    h2B7-H.C-W55Y-5` primer

<400>    65

tttggtataa tgataataag ta                                                  22

<210>    66
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<211>    22

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    h2B7-H.C-W55Y-3` primer

<400>    66

tcattatacc aaatgtgggc ca                                                  22

<210>    67

<211>    22

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    h2B7-H.C-W55S-5` primer

<400>    67

tttggtcgaa tgataataag ta                                                  22

<210>    68

<211>    22

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    h2B7-H.C-W55S-3` primer

<400>    68

tcattcgacc aaatgtgggc ca                                                  22

<210>    69

<211>    27

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    h2B7-H.C-SLIC-5` primer

<400>    69

gccagtgtgc tggaattcac tctaacc                                             27

<210>    70

<211>    24

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    h2B7-H.C-SLIC-3 primer

<400>    70
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aagaccgatg ggcccttggt ggag                                                24

<210>    71

<211>    20

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    h2B7-L.C-N31V-5` primer

<400>    71

ttttagtaag tagcaatcaa                                                     20

<210>    72

<211>    22

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    h2B7-L.C-N31V-3` primer

<400>    72

ctacttacta aaaggctctg ac                                                  22

<210>    73

<211>    20

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    h2B7-L.C-N31F-5` primer

<400>    73

ttttattcag tagcaatcaa                                                     20

<210>    74

<211>    22

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    h2B7-L.C-N31F-3` primer

<400>    74

ctactgaata aaaggctctg ac                                                  22

<210>    75

<211>    31

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence
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<220><223>    h2B7-L.C-SLIC 5` primer

<400>    75

atagggagac ccaagcttcg gcacgagcag a                                        31

<210>    76

<211>    29

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    h2B7-L.C-SLIC 3` primer

<400>    76

tggtgcagcc accgtacgct tgatctcca                                           29

<210>    77

<211>    16

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    Hz2B7-1.0~4.0 CDR2

<400>    77

His Ile Xaa Xaa Xaa Asp Asn Lys Tyr Tyr Asn Thr Ala Leu Lys Ser

  1               5                  10                  15 

<210>    78

<211>    16

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    Hz2B7-1.0~4.0 CDR2

<400>    78

His Ile Trp Xaa Asn Asp Asn Lys Tyr Tyr Asn Thr Ala Leu Lys Ser

  1               5                  10                  15 

<210>    79

<211>    17

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    Hz2B7-0.1~0.3 CDR1

<400>    79

Lys Ser Ser Gln Ser Leu Leu Xaa Ser Ser Asn Gln Lys Asn Tyr Leu
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  1               5                  10                  15 

Ala

   

<210>    80

<211>    9

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    Hz2B7-0.1~0.3 CDR3

<400>    80

Gln Gln His Tyr Arg Xaa Pro Pro Thr

  1               5
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