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요약

사람의 인터페론 α/β수용체(IFNAR)의 IFN 결합 사슬과 복합체를 이룬 형태의 인터페론을 투여하여 타입 I 인터페론(IFN)

의 in vivo효과를 연장시킬 수 있다. 이와 같은 복합체는 IFN의 안정성을 개선시키고, IFN의 효과를 강화시킨다. 복합테는

비-공유 복합체 또는 IFN이 IFNAR에 공유 결합 또는 펩티드 결합에 의해 결합된 복합체가 될 수 있다. 융합 단백질에서

펩티드 결합에 의해 결합된 경우에 IFN은 펩티드 링커를 이용하여 IFNAR에서 분리될 수 있다. 이와 같은 융합 단백질은

재조합 DNA 기술을 이용하여 만들 수 있다. 이와 같은 복합체 형으로 저장되면, IFN의 저장 수명을 개선시키고, 어느 정

도의 조건에서도 저장할 수 있다.

대표도

도 1

명세서

기술분야

본 발명은 타입Ⅰ 인터페론에 관한 것으로 이는 사람의 인터페론 α/β 수용체(IFNAR2) 세포외 도메인과 타입 I 인터페론

(IFNα, IFNβ, IFNω)의 폴리펩티드 서열로 구성된다. 이와 같은 복합체는 항-바이러스, 항암 및 면역 조절 활성에 있어서,

in vivo상에서 자유 IFN의 약리역학 능력을 안정화, 강화 및 연장시킨다. 좀더 구체적으로는 복합체는 FINAR2의 전체 세

포외 도메인의 폴리펩티드 서열 또는 이의 임의 인터페론 결합 부분의 폴리펩티드 서열에 타입 I 인터페론(IFNα, IFNβ,

IFNω) 또는 이의 임의 생물학적 활성 부분이 복합된 것을 포함하는 융합 단백질 또는 결합 복합체 또는 비-결합 복합체를

말한다.

배경기술

인터페론은 백혈구세포 또는 섬유아세포에서 유도된 타입 I 인터페론 또는 미토겐에서 유도된 또는 면역 타입 Ⅱ 인터페론

(Pestka et al, 1987)으로 분류된다. 서열 분석을 통하여, 확인할 수 있고, 통상의 생물학적 활성을 확인하고, 타입 I 인터

페론에는 인터페론 알파(IFNα), 인터페론 베타(IFNβ), 인터페론 오메가(IFNω)가 포함되고, 타입 Ⅱ 인터페론에는 인터페

론 감마(IFNγ)가 포함된다. IFNα, IFNβ, IFNω유전자는 염색체 9의 짧은 쪽에 뭉쳐져 있다(Lengyl, 1982). 적어도 25개

의 비-대립형질 IFNα유전자, 6개의 비-대립형질 IFNω유전자, 단일 IFNβ유전자가 있다. 이들 모두가 한 개의 공통적인

조상 유전자로부터 진화된 것으로 보인다. 종내에서, IFNα유전자는 서로 서열이 적어도 80%의 상동성을 공유한다. IFNβ

유전자는 IFNα와 약 50%의 서열 상동성을 가지고; IFNω는 IFNα와 약 70%의 서열 유사성을 가진다(Weissman et al,

1986; Dron et al, 1992). IFNα는 분자량이 17-23kDa(165-166개 아미노산) 범위를 가지고, IFNβ는 약∼23kDa(166개

아미노산), IFNω는 약 ∼24 kDa(172개 아미노산) 범위를 가진다.

타입 I 인터페론은 항-암 사이토킨 및 면역 조절물질로써 바이러스 및 기생충 감염에 대해 숙주 방어에 다양한 능력을 가

지는 사이토킨이다(Baron et al, 1994; Baron et al, 1991). 타입 I 인터페론의 생리학적 반응에는 정상 세포 및 형질변환

된 세포에서 항-증식성 활성; 임파세포 및 천연 킬러 세포 및 식세포에서 세포독성 활성을 자극; 세포 분화 조절; class Ⅰ
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MHC 항원 발현 자극; class Ⅱ MHC의 저해; 다양한 세포 표면 수용체의 조절등이 포함된다. 정상적인 생리학적 조건하에

서, IFNα및 IFNβ(IFNα/β)는 매우 낮은 수준으로 대부분의 사람 세포에서 지속적으로 분비되는데, 이때 다양한 유도물질

을 첨가하면 발현이 상향조절된다. 이와 같은 기능을 하는 유도물질로는 감염성 물질(바이러스, 박테리아, 미코플라즈마,

프로토조아), dsRNA, 사이토킨(M-CSF, IL-1α, IL-2, TNFα)등이 포함된다. 대리 표식, 네오프테린, 2',5'올리고이데닐레

이트 합성효소, β2 마이크로글로블린을 이용하면, in vivo에서 타입 I 인터페론 작용을 모니터할 수 있다(Alam et al,

1997; Fierlbeck et al, 1996; Salmon et al, 1996).

타입 I 인터페론(IFNα/β/ω)은 세포 표면 수용체 복합체를 통하여 항-바이러스, 항-종양, 면역 조절 활성을 유도할 수 있도

록 작용한다. 타입 I 인터페론 수용체(IFNAR)는 적어도 두 개의 다른 폴리펩티드 쇄로 구성된 이형다중체 수용체 복합체

이다(Colamonici et al, 1992; Colamonici et al, 1993; Platanias et al, 1993). 이들 쇄의 유전자는 염색체 21에서 볼 수

있고, 이들 단백질은 대부분 세포의 표면에서 발현된다(Tan et al, 1973). 수용체 쇄는 원래 단클론 항체 IFNαR3 및

IFNaRβ1에 각각 인지되는 이들의 능력으로 알파와 베타로 지정하였다. 가장 최근에, 알파 소단위에 대해서는 IFNAR1로,

베타 소단위에 대해서는 IFNAR2로 다시 명명하였다. 대부분 세포에서, IFNAR1(알파 쇄, Uze 소단위)(Uze et al, 1990)

는 분자량이 100-300kDa이고, IFNAR2(베타 쇄, BL, IFNα/βR)는 분자량이 100kDa이 된다. 특정 세포 형(단세포주 및

정상적인 골수 세포)에서, 또다른 수용체 복합체가 확인되었는데, IFNAR2 소단위(βs)는 분자량이 51kDa을 가지는 절두

형 수용체로 발현된다. IFNAR1 및 IFNAR2 βs 및 βL 소단위가 클론되었다(Novick et al, 1994; Domanski et al, 1995).

IFNAR2 βs 및 βL 소단위는 동일한 세포외 및 막통과 도메인을 가지지만, 세포질 도메인에서는 이들은 처음 15개 아미노

산에서 상동성을 공유할 뿐이다. IFNAR2 소단위만 IFNα/β에 결합할 수 있고, IFNAR1 소단위는 IFNα/β에 결합할 수 없

다. 사람의 IFNAR1 수용체만을 뮤린 L-929 섬유아세포로 트랜스펙트시킬 경우에, IFNα8/IFNαB를 제외하고는 사람의

IFNαs는 세포에 결합하지 못한다(Uze et al, 1990). 사람의 IFNAR1 소단위 없이 L 세포로 트랜스펙트된 사람 IFNAR2

소단위는 약 0.45nM의 Kd로 사람의 IFNα2에 결합한다. 사람의 IFNAR2 소단위가 사람의 IFNAR1 소단위 존재하에 트랜

스펙트된 경우에는 매우 높은 친화성 결합을 나타낸다(Kd가 0.026-0.114nM)(Novick et al, 1994; Domanski et al,

1995). 대부분의 세포에서 500-20,000의 높은 친화력을 가지는 IFN 결합 부위와 2,000-100,000의 낮은 친화력을 가지

는 IFN 결합 부위가 있는 것을 알 수 있다. IFNAR1/2 복합체(α/βS 또는 α/βL) 소단위는 매우 높은 친화력으로 IFNα에 결

합하지만, α/βL쌍은 기능상의 시그날발생 수용체인 것으로 보인다.

IFNAR1 및 IFNAR2 βL 소단위를 생쥐의 L-929 세포에 트랜스펙션시키고, IFNAα2와 배양시키면, 항-바이러스 상태를

유도하고, 세포내 단백질 포스포릴화반응이 개시되어, 세포내 카이나제(Jak1 및 Tyk2) 및 전사 인자(STAT 1, 2, 3)를 활

성화시키는 원인이 된다(Novick et al, 1994; Domanski et al, 1995). 이에 상응하는 실험에서, IFNAR2 βS 소단위를 트

랜스펙션시켜도 유사한 반응을 시작시키지 못하였다. 따라서, IFNAR 소단위와 연합하여, 기능을 가지는 활성(항-바이러

스 반응)을 최대한 유도하기 위해서는 IFNAR2 βL 소단위가 필요하다.

막 결합된 세포 표면 IFNAR에 추가하여, 가용성 IFNAR도 사람의 뇨 및 혈청에서 모두 확인되었다(Novick et al, 1994;

Novick et al, 1995; Novick et al, 1992; Lutfalla et al, 1995). 혈청에서 분리한 가용성 IFNAR은 실제 분자량이 55kDa

(SDS-PAGE)이고, 반면에 뇨에서 분리된 가용성 IFNAR은 실제 분자량이 40-45kDa(p40)인 것으로 나타났다. 가용성

p40 IFNAR2에 대한 전사체는 mRNA 수준에서 존재하고, 이는 카르복시 말단에 있는 새로운 두 개 아미노산과 함께

IFNAR2 소단위의 전체 세포외 도메인을 거의 포함한다. 가용성 IFNAR2 수용체에는 5군데 가능성이 있는 글리코실화 부

위가 있다. 가용성 p40 IFNAR2은 IFNα2 및 IFNβ에 결합하고, in vitro에서 IFNα종("백혈구세포 IFN") 및 개별 타입 I

IFNs(Novick et al, 1995) 혼합물의 항-바이러스 활성을 저해시키는 것으로 나타났다. 재조합 IFNAR2 소단위 Ig 융합 단

백질은 Daudi 세포 및 α/βS 소단위 이중 트랜스펙트된 COS 세포에 다양한 타입 I IFN 종(IFNαA, IFNAαB, IFNαD, IFNβ,

IFNα Con1, IFNω)이 결합하는 것을 저해시키는 것으로 나타났다.

타입 I IFN 시그날 생성 경로에 대해서는 최근에 확인된 바 있다(Platanias et al, 1996; Yan et al, 1996; Qureshi et al,

1996; Duncan et al, 1996; Sharf et al, 1995; Yang et al, 1996). 시그날 발생을 유도하는 최초의 사건은 IFNα/β/ω가

IFNAR2 소단위에 결합하고, 이어서, IFNAR1 소단위가 연합하여, IFNAR1/2 복합체를 형성하는 과정이라고 본다

(Platanias et al, 1994). IFNα/β/ω가 IFNAR1/2에 결합함으로써, IFNAR1 및 IFNAR2 소단위의 특정 티로신을 포스포릴

화시키는 것으로 보이는 두 개 Janus 카이나제(Jak1 및 Tyk2)를 활성화시킨다. 이와 같은 소단위가 일단 포스포릴화되면,

STAT 분자(STAT 1, 2, 3)는 포스포릴화되어, STAT 전사 복합체가 이량체화되고, 전사 복합체에 핵이 위치를 잡고, 특

이적인 IFN 유도성 유전자를 활성화시킨다.
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사람에서 타입 IFNs의 약리역학에 대해서 평가하였다(Alan et al, 1997; Fierlbeck et al, 1996; Salmon et al, 1996).

IFNβ는 상당히 빠르게 제거되었고, 대부분의 사이토킨보다 IFNβ의 생체이용성이 더 낮았다. 사람에서 IFNβ의 약리역학

에 대해서 평가되었지만, IFNβ의 생체이용성과 임상적인 효과사이에 분명한 관계에 대해서는 아직 밝혀진 바 없다. 정상

인 지원자에 재조합 CHO에서 유도된 IFNβ의 1회 정맥(iv) 알약 약량(6 MIU)을 투여하였을 경우에, 5분정도의 신속한 분

포 상에 이어서 약 5시간 정도의 반감기를 가였다(Alam et al, 1997). 피하(sc) 또는 근육내(im)로 IFNβ을 투여하는 경우

에 혈청 수준이 전신으로 이용한 경우의 약∼15%와 같았다. iv, im 또는 sc 투여후에 IFN의 약리역학(PBMCs에서 2'5'-

올리고아데닐레이트 합성효소(2',5'-AS)의 변화를 측정하여 평가)는 처음 24동안에는 상승하고, 그 다음 4일을 경과하는

경우에 서서히 기저수준으로 감소되었다. 생물학적 효과의 정도 및 그 지속시간은 투여 경로와는 무관하게 동일하였다.

두 군데 다른 회사(REBIFR - Serono 및 AVONEXR -Biogen)에서 제조한 IFNβ의 약동학(PK) 및 약력학(PD)을 재조합

IFNβ 6MIU를 1회 약량으로 im 주사하여 평가하였다(Salmon, 1996). 시간에 따라 IFNβ및 IFNβ대용 표식, 네오프테린

혈청 농도를 모니터하였다. 두 가지 IFNβ준비물에서 유사한 PK 프로파일을 얻었는데, IFNβ의 혈청 피크는 약∼12-15시

간에 나타났다. 단, REBIFR의 경우에 최대 수준이 더 낮았다. im 주사후 처음 36시간에서는 적어도 REBIFR 및

AVONEXR IFNβ수준이 상승되었고, 그 다음 48시간경까지 기저 수준보다 약간 높은 정도로 감소되었다. 네오프테린 수준

은 REBIFR 및 AVONEXR의 경우에 주사후 약∼44-50시간에 최대 수준이 도달하고, 주사후 72시간까지 상승세를 유지하

였고, 약 144시간에서는 점진적으로 감소되는 유사한 프로파일을 나타내었다.

IFNβ의 다중 약량의 약력학 연구를 사람의 흑색종 환자에서 실시하였는데(Fierlbeck et al, 1996), IFNβ는 sc경로로 투

여되었고, 6개월간 주당 3 MIU/약량으로 3회씩 투여되었다. 약력학 표식인 2',5'-AS 합성효소, β2- 마이크로글로블린,

네오프테린, NK 세포 활성은 제2회 주사(4일)에 절정을 이루었고, 28일 경우 떨어져, 6개월까지 약간 상승된 수준을 유지

하였다.

요약하면, 사람에서 타입 I 인터페론은 상당히 신속하게 제거된다. 임상적으로 효과를 개선시키기 위해서는 장시간 작용할

수 있는 인터페론이 필요하다.

발명의 요약

가용성 IFNAR와 타입 I 인터페론(IFN)이 복합된 것으로 구성된 타입 I 인터페론은 in vivo 상에서의 항-바이러스, 항-암

및 면역 조절 활성을 자유 IFN과 비교하였을 때 안정성 및 능력이 개선되었고, 약력학도 연장된 것으로 나타났다.

따라서, 본 발명은 사람의 인터페론 α/β(IFNAR) 소단위 세포외 도메인과 타입 I 인터페론으로 구성된 타입 I 인터페론

(IFN) 복합체를 제공하는데, 이는 in vivo 상에서의 항-바이러스, 항-암 및 면역 조절 활성을 자유 IFN과 비교하였을 때

안정성 및 능력이 개선되었고, 약력학도 연장된 것으로 나타났다. 적절하게는 복합체는 임의 타입 I 인터페론과 IFNAR2

소단위 세포외 도메인 또는 IFNα와 IFNAR1 소단위로 구성된다.

좀더 구체적으로는, 복합체는 IFNα 또는 IFNβ또는 IFNω또는 이의 임의 생물학적 활성 분취물에 복합된 IFNAR 적절하게

는 IFNAR2의 전체 세포외 도메인의 폴리펩티드 서열 또는 이의 임의 인터페론-결합 분취물의 폴리펩티드 서열을 포함하

는 융합 단백질, 또는 결합 단백질 또는 비-결합 복합체로 구성된다.

IFNAR는 상기에서 정의한 임의 공지의 세포외 IFNAR 수용체뿐만 아니라 이의 임의 활성 단편으로 이해하면 된다.

IFNAR는 또 다른 단백질 예를 들면, IgG와 같은 이뮤노글로블린에 선택적으로 융합될 수 있다. IFN, IFNα, IFNβ, IFNω는

현재까지 확인된 20개 타입 I 인터페론 또는 미래에 확인될 임의 또 다른 타입 I 인터페론중에 하나로 이해하면 된다.

본 발명의 한 구체예에서 복합체는 화학적 결합을 통하여 IFNAR2에 공유적으로 연결된 IFNα 또는 IFNβ으로 구성된다.

또 다른 구체예에서는 IFNAR2에 비공유적으로 결합된 IFNα또는 IFNβ으로 구성된 복합체를 제공한다. 이 구체예에는 임

의 비율로 타입 I IFN 및 IFNAR2을 포함하는 조성물이 포함된다. 상기에서 정의한 과량의 IFNAR2와 타입 I IFN 조성물

은 본 출원에 "복합체" 정의에 포함된다. 두 성분을 별도로 투여하여 in vivo에서 복합체를 만들 수도 있다. 따라서, 또 다른

구체예에서, 복합체는 IFNα또는 IFNβ 및 가용성 IFNAR2를 동시에 또는 연속적으로 투여하여 수득할 수 있는 IFNAR2

및 IFN 혼합물이 된다. 또한, IFNAR은 임의 IFN의 투여없이 투여할 수 있는데 이 경우에 내생 순환하는 IFN과 함께 in

vivo에서 복합체가 형성되어, 내생 IFN의 효과를 강화시킨다.
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특정 구체예에서, 복합체는 IFNAR2에 용합된 IFNα또는 IFNβ또는 IFNω으로 구성된 재조합 단백질로써, 이때 IFN 및

IFNAR2 부분은 유연성있는 펩티드 링커 분자를 통하여 선택적으로 융합될 수 있다. 이와 같은 펩티드 링커는 in vivo에서

절단되거나 절단되지 않을 수 있다.

또한 본 발명은 이와 같은 융합 단백질을 인코드하는 DNA, 이와 같은 DNA을 포함하는 벡터, 이와 같은 벡터로 형질변환

된 숙주 세포, 이때 숙주 세포는 융합 단백질을 발현시켜, 숙주 세포를 배양하여 이와 같은 융합 단백질을 생산하여, 발현

된 융합 단백질을 분리하면 얻을 수 있다.

본 발명의 또 다른 특징은 본 발명의 복합체를 이용하여, IFN의 in vivo 효과를 연장시켜, IFN으로 치료할 수 있는 임의 질

환을 치료할 수 있다.

본 발명의 또 다른 특징은 IFN 조제물에서 안정화제로 IFNAR을 이용하는 것과 관계한다. 자유 IFNβ는 올리고머화되는

경향을 가진다. 일단 IFNAR 특히 IFNAR2에 복합되는 경우에 이와 같은 경향이 차단된다. 현재 재조합 IFNβ조제물은 산

성 pH를 가지고, 이는 투여하였을 경우에 일부 국소적인 자극의 원인이 된다. IFNAR을 안정화제로 이용하는 경우에 비-

산성 조제물로 제조할 수 있다.

도면의 간단한 설명

본 발명은 다음의 도면을 참고로 하면 이해하기가 더욱 쉽다.

도 1은 IFNβ존재하에서 약량-의존성이 있는 sIFNAR2 또는 IFNAR2Ig(사람 IgG1 힌지 CH2, CH3 도메인에 용합된

hIFNAR2 세포외 도메인으로 구성됨)의 항-바이러스 활성의 그래프이다.

도 2는 최적 수준 이하의 IFNβ약량에서 sIFNAR2 및 IFNβ의 항-바이러스 활성을 그래프로 나타낸 것이다. 한 시간-선배

양 후에 중간 수준의 IFNβ약량에서 IFNβ과 sIFNAR2의 시너지성 항-바이러스 활성이 나타났다.

도 4는 선배양 시간에 대한 함수로써 sIFNAR2 및 준-효과량인 IFNβ(0.95 IU/㎖)에서 항-바이러스 활성을 나타낸 그래

프이다. 지정한 시간동안 선 배양후에, WISH 세포를 IFNβ(0.95 IU/㎖ sub-effective dose)에 노출시킨다. 선배양 후 4시

간 경에서야 시너지성 항-바이러스 활성이 관찰되었다. 항-바이러스 활성은 VSV 도전 후 48시간경에 MTT 전환을 측정

하여 알 수 있다. IFNβ의 준-치료요법적 수준에서, IFNAR2/IFN 복합체 형성으로 항-바이러스 활성이 강화되었다.

도 4는 sIFNAR2로 선배양 시킨 후에 사람 IFNβ의 항-바이러스 활성이 강화되었음을 알 수 있다.

도 5는 sIFNAR과 연합된 사람 IFNβ의 강화된 항-바이러스 활성은 다른 단백질이 아닌 IFNAR2에 특이적이라는 것을 보

여주는 그래프이다.

도 6은 ELISA에 의해 측정한 결과 사람 IFNβ 및 IFNβ/IFNAR2 복합체의 약력학을 비교한 그래프이다.

도 7은 생검에 의해 측정한 결과 사람 IFNβ 및 IFNβ/IFNAR2 복합체의 약력학을 비교한 그래프이다.

도 8은 ELISA에 의해 측정한 결과 사람 IFNα 및 IFNα/IFNAR2 복합체의 약력학을 비교한 그래프이다.

도 9는 생검에 의해 측정한 결과 사람 IFNα 및 IFNα/IFNAR2 복합체의 약력학을 비교한 그래프이다.

도 10은 n=2 IFNAR2/IFNβ융합 단백질(서열:14)의 아미노산 서열을 나타낸 것이다. (GGGGS)2(서열 14의 잔기 240-

249) 링커는 밑줄을 한 것이다.

도 11은 10% PAG에서 pCMV-IFNAR2/IFNβ의 제한효소 분석을 한 겔을 나타낸 것이다; 라인 3-7: BamHI/XhoI 절단;

라인 2: SmaI/XhoI 절단; 라인1: pBR322 DNA-MspI 절단 표식; 라인 2: pCMV-IFNAR2/IFNβ, 0GS; 라인 3: 1GS; 라인

4: 2GS; 라인 5: 3GS; 라인 5: 4GS; 라인 7: 5GS; 라인 8: φX174 RFDNA HaeIII 절단 표식을 나타낸다.

도 12는 IFNAR2/ IFNβ발현벡터의 제한효소 엔도뉴클레아제 유전자지도이다.
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도 13은 IFNAR2/IFNβ융합 단백질의 웨스턴 블랏 분석을 한 것이다. 라인 1은 링커를 포함하지 않은 IFNAR2/IFNβ구조

체; 라인 2는 Gly4Ser(서열:1) 링커 한 개를 포함하는 IFNAR2/IFNβ구조체; 라인 3은 Gly4Ser(서열:1) 링커 2개를 포함하

는 IFNAR2/IFNβ구조체; 라인 4는 Gly4Ser(서열:1) 링커 3개를 포함하는 IFNAR2/IFNβ구조체; 라인 5는 Gly4Ser(서

열:1) 링커 4개를 포함하는 IFNAR2/IFNβ구조체; 라인 6은 Gly4Ser(서열:1) 링커 5개를 포함하는 IFNAR2/IFNβ구조체

이다.

도 14는 CHO 세포 상청액에서 발현된 인터페론 분자의 항-바이러스 활성을 IFNβ 표준 활성으로 표준화시킨 것을 나타낸

그래프이다.

도 15A는 IFNAR2을 정맥으로 투여한 후에 투여된 IFNAR2의 약력학을 나타낸 그래프이다. IFNβ를 IFNAR 복합체로 단

독으로 주사하가나 또는 i.v.로 IFNAR2를 투여한 후에 바로 투여하였다. IFNβ특이적인 ELISA(도 15A) 및 WISH 항-바

이러스 검사(도 15B)에서의 생활성으로 지정된 시간에서의 혈청 반감기를 측정하였다.

도 16은 통상의 IFN 단독 또는 기준을 투여한 것과 비교하였을 때, sIFNAR2 복합체로써 "통상의" IFN(사람 IFNαA/D) 복

합체를 다양한 약량으로 이용하였을 때 세포독성에 대한 보호 효과를 나타낸 그래프이다.

도 17은 인터퓨젼 GS5 또는 hIFNβ단독으로 단일 정맥 주사한 후에 시간에 대한 함수로써 IFN의 혈청 농도를 나타낸 그

래프이다.

발명의 상세한 설명

본 발명의 IFNAR/IFN 복합체 및 이 복합체를 생산하는데 요구되는 기술에 대해서 하기에서 설명한다. 대부분의 결과에서

IFNβ가 실시예로 선택되나 이에 한정되지는 않는다.

융합 단백질

IFNAR2의 C-말단 또는 이의 임의-인터페론 결합 부서열을 IFNβ의 N-말단 또는 이의 생물학적 활성 단편에 융합시키고,

이때 두 분자를 연결시키기 위해 최대로 짧은 거리를 요구한다. 가역적인 구조로 준비할 수 있는데, 즉 IFNβ의 C-말단 또

는 이의 단편은 IFNAR2의 N-말단 또는 이의 부서열에 융합될 수 있다.

IFNAR2/IFNβ복합체의 분자 모델로부터, 활성 복합체에서 IFNAR2의 C-말단 세포외 도메인과 IFNβ의 N-말단간의 거리

를 측정한 결과 ∼80Å가 되었다. 활성 복합체가 유지될 수 있도록 IFNAR2/IFNβ복합체를 작제하기 위해, 예를 들어,

Gly-Gly-Gly-Gly-Ser(GGGGS)(서열:1) 반복체와 같은 유연성있는 펩티드 링커를 이용할 수 있다. 또는, 링커는 유연성

이 있어, 혈청, 막결합된 또는 세포 프로테아제에 의한 단백질 분해 효소의 표적이 된다. 혈청 프로테아제 절단 부위의 경

우에, 조작된 IFNAR2/IFNβ복합체는 Factor Xa 절단 부위를 가질 수 있다. Factor Xa는 Arg273 및 Arg322의 두 위치에

서 프로트롬빈을 절단하고, 이는 4가 펩티드 인지 시그날 Ile-Glu-Glu-Arg(서열:2)을 가진다(Nagai et al, 1984). Factor

Xa 자체가 다양한 활성물질 가령, 조직 인자등에 의해 본질적으로 그리고 외부적인 경로에 의해 발생되고, 맥관 내피 세포,

대식세포 및 호중구에 의해 방출된다.

Factor Xa는 링커 도메인에 있는 Factor Xa 인지 서열을 포함하는 sIFNAR2/IFN 융합 단백질에 작용할 수 있고,

IFNAR2/IFN 복합체를 방출시켜, 복합체가 비-공유 복합체로 기능을 할 수 있도록 한다.

또는, IFNAR2/IFNβ융합 복합체는 세포 막 프로테아제(가령 헵신) 절단 부위를 가진다. 헵신은 간 조직에서 상당히 높은

수준으로 발현되는 51kDa의 막 결합된 세린 프로테아제 자이모겐으로써, 신장, 췌장, 폐, 갑상선, 뇌하수체 및 고환에서도

발견된다. 헵신에 의해 절단되는 것으로 알려진 한 가지 서열은 Factor Ⅶ에 있는 Arg152-Ile153 펩티드 결합이다. 헵신

은 종양 세포에서 트롬빈 형성에 얽혀있다(Kazam et al, 1995).

헵신은 또한 링커 도메인에 있는 헵신 인지 서열을 포함하는 sIFNAR2/IFN 융합 단백질에 작용할 수 있고, IFNAR2/IFN

복합체를 방출시켜, 복합체가 비-공유 복합체로 기능을 할 수 있도록 한다.

또는 IFNAR2/IFNβ복합체는 세포내 프로테아제 절단 부위를 가질 수 있다. 다양한 프로테아제가 세포의 괴사 및 아포프

토시스에 의해 방출된다. 여기에는 카스파제(인터루킨 1 베타-전환 효소형 프로테아제), 메탈로 프로테나제, 리소좀성 프
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로테아제(예를 들면, 카텝신 B), 엘라스타제등이 포함된다. 엘라스타제는 질병상태에서(가령 폐혈증) 과립세포에 의해 방

출되고, 아미노산 절단 서열에 대해 광범위한 특이성을 가지고, 트립신의 것과 동족이다(Ertel et al, 1994; Szilagyi et al,

1995).

세포내 프로테아제는 링커 도메인에 있는 헵신 인지 서열을 포함하는 sIFNAR2/IFN 융합 단백질에 작용할 수 있고,

IFNAR2/IFN 복합체를 방출시켜, 복합체가 비-공유 복합체로 기능을 할 수 있도록 한다.

몇 가지 융합 단백질 구조체를 준비할 수 있는데, sIFNAR2(p40-ESEFS)의 C-말단을 유연성 링커를 통하여 IFNβ(MSY)

의 N-말단에 연결되어 있다. 펩티드 링커의 예를 들면 다음과 같다;

ESEFS(GGGGS)nMSY 이때, n=5(서열:3), 4(서열:4), 3(서열:5), 2(서열:6), 1(서열:7);

ESEFS(hCG-CTP)MSY 이때, hCG-CTP=SSSSKAPPPSLPSPSRLPGPSDTPILPQ(서열:8);

ESEFS(EFM)nMSY 이때, n=5(서열:9), 4(서열:10), 3(서열:11);

ESEFS (EFGAGLVLGGQFM)nMSY 이때 n=1(서열:12), 2(서열:13) 및

복합체 모델에서 IFNAR2 결합 부위와 IFNβ사이에 거리를 연결시킬 수 있고, 인터페론과 수용체 부분 사이에 면역원성 에

피토프를 형성하지 않는 임의 적절한 링커등이 될 수 있다. 적절하게는 이와 같은 링커는 길이가 최고 30개 아미노산으로

구성된다.

공유 결합체

화학적으로 교차결합된 분자를 만드는 한 가지 예는 폴리에틸렌글림콜(PEG)과 같은 생분해가능한 링커를 IFNAR2에 있

는 또는 만든 시스테인과 반응시켜, Ser210을 Cys 또는 Asn89을 Cys으로 아미노산 치환시켜, 부위특이적으로 IFNAR2을

변형시키는 것이다. 다음과 같은 구조체를 만들 수 있다;

IFNAR2(S210C)-PEGn-IFNβ(Cys17) 이때 n=2000, 5000, 10,000 달톤, 또는

IFNAR(N89C)-PEGn-IFNβ(Cys17).

두 가지 다른(선택적으로 조작된) 부분 사이에 Cys에 공유적으로 이황화결합을 만드는 것도 본 발명의 범위에 속한다.

비-공유 복합체

활성 복합체가 발생될 수 있는 최대 조건하에서 사람의 IFNAR2는 IFNβ와 복합될 수 있다. In vitro에서 실시예에서 보고

된 바와 같이 최대 활성 복합체를 생산하는데에는 2.5ng의 IFNAR2에 대해 IFNβ(IN)의 비율이 요구된다. in vivo 활성에

대해 활성 복합체를 생산하는데 있어서 IFNAR2에 대해 IFNβ의 최대 비율을 결정해야 하는데, 최적 비율은 IFNβ의 농도

에따라 달라진다. 따라서, 항-종양 활성을 강화시키는데 있어서, 2 ×104IU/mouse/day IFNβ농도에서, IFNAR2:IFNβ의

최적 비율은 하루에 2.5ng IFNAR2/IFNβpg이고, 5 ×104IU/mouse/day IFNβ농도에서는 0.3ng IFNAR2/pg IFNβ이 된

다. in vitro에서 활성 복합체를 최대로 만드는데 이용되는 비율로 in vivo에서 IFN의 역력학을 연장시킬 수 있다.

적절하게는 복합체를 생산하는데 이용되는 IFNAR2 및 IFNβ는 재조합 분자이다. in vitro 항-바이러스 검사에서, IFNβ단

독의 활성과 비교하였을 때, 인터페론/수용체 복합체의 활성이 강화된 것으로 나타났다. IFNβ의 일정 농도를 다양한 농도

의 재조합 sIFNAR2과 혼합시키고, 이 혼합물(IFNAR2/IFN 복합체)를 WISH 세포(사람의 양막세포)에 첨가한다. 이와 같

은 WISH 세포에 수포성 내구염 바이러스(VSV)에 도전을 받도록 하고, IFN의 항-바이러스 활성은 48시간 배양후에 세포

생존도를 평가하여 측정하였다. 각 실험에서, 일정한 양의 IFNβ에 IFNAR2을 첨가하면 IFNAR2에 대해 IFN의 비율이 최

적일 경우에 VSV의 도전시에 세포 생존은 약량에 따라 증가되는 것을 알 수 있다. 이와 같은 결과로 인하여, IFNAR2 및

IFN 복합체는 항-바이러스 검사에서 자유 IFNβ와 비교하였을 경우에 활성이 강화되었다는 것을 알 수 있다. 이는

IFNAR2/IFNβ복합체는 IFN 자체의 활성을 가지는 것과 같은 다양한 치료요법적 지수에서 자유 IFN과 비교하였을 경우에
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능력이 강화되었다는 것을 알 수 있다. 이는 자유 IFN이 일부 치료요법적 활성 가령, 항-바이러스, 항-암 및 면역 조절 활

성을 나타낸다는 것을 알 수 있다. 실제 능력으로 IFNAR2/IFNβ복합체는 활성이 강화되었고, 약력학(반감기)의 개선으로

바이러스, 암 및 면역 질환을 치료하는데 좀더 효과가 있다는 것을 알 수 있다.

in vivo로 투여하였을 경우에, 인터페론 수용체 복합체는 IFN의 생체이용성, 약력학 및 약동학을 강화시켜, IFN의 항-바

이러스, 항-암 및 면역 조절 성질을 증가시켰다.

IFN 또는 IFNAR 성분의 연속적인 투여, IFN/IFNAR 공유 복합체의 투여 또는 IFNAR/IFN 융합 단백질의 투여를 통하여,

IFN/IFNAR 비-공유 복합체의 사전-형성, 자유 IFN과 IFNAR의 동시-투여에 의해 복합체에 의해 중개되는 IFN의 생체

이용성을 강화시킬 수 있다.

또 다른 구체예에서, 임의 IFN을 추가하지 않고서, IFNAR 성분을 단독으로 투여하여, 이와 같은 생체이용성을 강화시킬

수 있다. IFNAR은 in vivo에서 내생 IFN과 함께 "복합체"를 형성하여, 내생 IFN의 생체이용성, 약력학 및 약동학을 강화

시킬 수 있다. 이는 특히, 고유 IFN의 유도의 원인이 되는 질환을 가지는 환자를 치료하는데 유용한데, IFN은 이와 같은 질

환과 싸울 수 있는 고유의 효과를 위해 순환될 수 있다. 첨가된 IFNAR이 고유 IFN의 효과를 강화시킬 수 있다.

본 발명의 복합체에 이용할 수 있는 적절한 분자는 고유 IFN 및 IFNAR의 서열을 가지는 것이다. 고유 서열은 자연 발생하

는 사람의 IFN 또는 IFNAR의 것이 된다. 이와 같은 서열은 공지되어 있고, 이는 문헌에서 바로 찾을 수 있다. 자연 발생되

는 대립형질 변이체 또한 고유 서열인 것으로 간주된다.

또한 본 발명에는 본 발명의 상기 IFNAR2/IFN 복합체의 유사체에 관계한는데, 유사체는 필수적으로 고유 IFNAR2 및

IFN의 서열을 가지는 복합체의 동일한 생물학적 활성을 보유한다. 이와 같은 유사체는 최고 약 30개 아미노산이 결손되거

나, 첨가되거나 또는 복합체에 있는 IFNAR2 또는 IFN 부분에 있는 다른 것으로 치환될 수 있는데, 이와 같은 변화는 복합

체 자체와 비교하였을 때, 키메라 단백질 유사체의 생물학적 활성이 변화되지는 않는다. 다양한 유사체는 복합체에서 두

부분을 연결시키는 링커 펩티드 부위에서 서로 다르고, 기초가 되는 복합체 분자와도 상이하다(이는 IFNAR2 및 IFN 서열

에서 자연적으로 발생하는). 상기에서 보고된 바와 같이, 이와 같은 링커는 길이가 최고 30개 아미노산이 되고, 이는 복합

체에서 서로에서 IFNAR2 및 IFn 부분을 분리시키는 작용을 한다. 링커에 대해서는 이 서열을 선택하는데 있어서 신중해

야 하고(따라서, 적절한 표준 검사에서 이와 같은 유사체를 생물학적으로 테스트한다), 예를 들면 이는 복합체의 부적절한

폴딩을 시켜서는 안되고, 이와 같은 부적절한 폴딩은 비활성 복합체 유사체 또는 활성이 강화되지 않은 유사체를 만들어,

환자에서 이에 대한 항체를 유도하였을 때, 유사체는 중간 또는 장시간 치료용 약물로써 효과를 가지지 못한다. 본 발명의

복합체 유사체에 대해서, 이와 같은 유사체는 본 발명의 기초 복합체의 아미노산 잔기 한 개 이상 최고 30개가 다른 아미노

산 잔기로 대체되거나, 결손되거나, 또는 한 개이상의 아미노산 잔기가 본 발명의 고유 복합체에 추가될 수 있고(이는 고유

IFNAR2/IFN 서열에 필수적인 것만을 가지고), 이는 본 발명의 기본적인 복합체와 비교하였을 때 생성된 생성물의 활성에

는 큰 변화를 가지지 않는다. 이와 같은 유사체는 공지의 합성 또는 부위-직접적인 돌연변이 발생 기술 또는 임의 공지의

다른 적절한 기술을 이용하여 준비할 수 있다.

이와 같은 임의 적절한 유사체는 실제 유사한 활성을 가지기 위해 기본적인 IFNAR2/IFN 복합체의 것과 충분히 중복되는

아미노산 서열을 가진다. 따라서, 임의 주어진 유사체가 동일한 활성을 가지는지, 또는 본 발명의 기초 복합체와 같이 안정

한 것인지를 통상의 실험을 통하여 측정해야 하는데, 이 실험은 이와 같은 유사체를 하기에서 제시하는 실시예 2-7의 생물

학적 활성 및 안정성 테스트를 받게한다.

본 발명에 따라 이용되는 복합체 유사체, 이를 코드하는 핵산 서열에는 실제 과도한 실험없이 당업자가 용이하게 수득할

수 있는 치환 펩티드 또는 폴리뉴클레오티드와 같은 실제 이에 상응하는 서열을 포함한다. 단백질 화학 및 구조에 대해 상

세한 설명은 Schulz. et al, Principles of Protein Structure, Springer-Verlag, New York (1978); and Creighton,

T.E., Proteins: Structure and Molecular Properties, W.H. Freeman & Co, San Francisco (1983)을 참고로 한다. 코

드 선호도와 같은 뉴클레오티드 서열 치환에 대해서는 Ausubel et al (1987, 1992), ㎣ A. 1. I-A. 1.24, and Sambrook

et al (1987, 1992), ㎣ 6.3 and 6.4, at Appendics C and D에서 참고할 수 있다.

본 발명에 따른 유사체에 적절한 변화는 "보존성" 치환으로 공지된다. 기본적으로 자연 발생 IFNAR2 및 IFN 서열을 가지

는 복합체에서 이와 같은 보존성 아미노산 치환에는 충분하게 유사한 물리화학적인 성질을 가지는 군내에 동의 아미노산

으로 치환되면, 분자의 생물학적 기능을 보존한다(Grantham, 1974). 이들의 기능에 변화를 주지 않고, 상기 서열에서 아

미노산의 삽입 및 결손을 만들 수 있는데, 특히, 삽입 또는 결손은 몇 개 아미노산만 관련되는데, 예를 들면, 30개 미만, 적

절하게는 10개 정도가 되고, 기능을 가지는 모양에 중요한 아미노산 가령, 시스테인 잔기를 제거하거나 치환시키지는 않는

다(Anfinsen, 1973). 이와 같은 결손 또는 삽입에 의해 생산된 유사체는 본 발명의 범위에 속한다.

등록특허 10-0593981

- 8 -



적절하게는 동일한 아미노산 군은 표 1에 정의된 것과 같다. 좀더 적절하게는 유사한 아미노산 군은 표 2에 나타내었고, 가

장 적절한 아미노산 군은 표 3에 정의된 것과 같다.

[표 1]
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[표 2]
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[표 3]

본 발명에서 이용하기 위해 IFNAR2/IFN 복합체의 유사체를 수득하는데 이용될 수 있는 단백질에서의 아미노산 치환체를

만드는 예는 미국 특허 RE 33,653; 4,959,314; 4,588,585; 4,737,462, to Mark et al; 5,116,943 to Koths et al;

4,965,195 to Namen et al; 5,017,691 to Lee, et al,; 등에서 제시한 임의 공지의 단계 및 미국 특허 4,904,584 (Shaw et

al)에서 제시한 리신 치환된 단백질등이 포함된다.

본 발명의 또 다른 적절한 구체예에서, 본 발명에서 이용될 수 있는 복합체의 임의 유사체에는 본 발명의 상기 언급한 기초

복합체에 상응하는 필수 아미노산 서열을 가진다. 이때 "~에 상응하는"이한 기본적인 특징에 영향을 주지 않고, 기본 복합

체의 서열에 작은 변화를 가지는 유사체로 이해하면 되는데, 특히 특징이란 암 세포 증식을 저해하는 능력 또는 골수 이식

을 촉진시키는 것으로 이해하면 된다. "~에 상응하는"의 범위에 속하는 변화의 종류는 본 발명의 복합체를 인코드하는

DNA의 통상적인 돌연변이 형성으로 인하여, 작은 변화를 유도하는 것으로 이는 상기에서 설명하는 방식으로 원하는 활성

을 스크리닝할 수 있다.

적절하게는 복합체의 IFNAR2 부분은 고유 서열 또는 이의 생물학적 활성 단편 또는 고유 아미노산 서열에 적어도 70% 상

동성을 가지고, 이의 생물학적 활성을 보유하는 아미노산 서열을 포함하는 이들의 변이체과 동일한 핵심 서열을 가진다.

좀더 적절하게는 이와 같은 서열은 고유 서열에 대해 적어도 85%의 상동성, 적어도 90%의 상동성, 가장 적절하게는 적어

도 95%의 상동성을 가진다.
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복합체의 IFN 부분에 대해서, 이용되는 핵심 서열은 고유 서열 또는 이의 생물학적 활성 단편 또는 고유 서열에 대해 적어

도 70%, 적절하게는 적어도 85%의 상동성, 적어도 90%의 상동성, 가장 적절하게는 적어도 95%의 상동성을 가진다.

"서열 상동성"이란 서열을 다음과 같이 비교하였을 때를 말한다. 서열을 Genetic Computing Croup's GAP(global

alignment program), default(BLOSUM62) 매트릭스(값 -4 to +11) 이때 gap open penalty는 -12(gap의 처음 null),

gap 연장 penalty는 -4(gap에서 각 추가 연속 null)을 이용하여 배열한다. 배열한 다음에, 청구하는 서열에서 아미노산의

수에 대해 일치하는 수로 상동성을 나타낸다.

본 발명에서 유사체는 다음과 같은 공정으로 결정한다. 복합체의 IFNAR 부분 또는 복합체의 IFN 부분에 대해서, 고유 서

열의 DNA는 선행기술에서 공지된 것이거나 본 명세서의 뒷부분에서 언급하는 문헌에서 볼 수 있고, 또는 당업자가 바로

이용할 수 있는 것들이다. 임의 핵산 가령, DNA 또는 RNA에 의해 인코드된 폴리펩티드 및 고유 서열의 생물학적 활성을

보유하는 폴리펩티드의 경우에 매우 스트린젼트한 또는 중간 정도의 스트린젼트 조건하에 고유 DNA 또는 RNA의 상보체

에 하이브리드할 수 있는 핵산에 의해 인코드된 폴리펩티드등이 본 발명의 범위에 속한다.

스트린젼트 조건은 하이펩티드화 실험에 이용되는 온도, 하이펩티드 용액에서 포름아미드의 비율 및 단가 양이온의 양에

대한 함수가 된다. 임의 주어진 조건에 관여된 스트린젼트 정도를 결정하기 위해, 당업자는 우선 Meinkoth et al. (1984)

의 DNA-DNA 하이브리드의 용융 온도 Tm으로 나타내는 100% 상동성을 가지는 하이브리드의 안정성을 결정하는 공식

을 이용한다;

Tm=81.5℃ + 16.6(LogM) + 0.41(%GC) - 0.61(% form) - 500/ℓ

이때, M은 단가 양이온의 몰랄농도, GC%는 DNA에서 G 및 C 뉴클레오티드의 비율, % Form는 하이브리드 용액에서 포

름아미드의 농도, L은 염기쌍에서 하이브리드의 길이를 나타낸다. 각 경우에, 100% 상동성에 대해 계산된 것보다 Tm이

1℃ 감소되었고, 이는 허용된 불일치 양이 약 1%씩 증가된다는 것이다. 따라서, 임의 주어진 특정 염 및 포름아미드 농도

에서 하이브리드 실험에 이용된 Tm이 Meinkoth의 식에 따라 계산된 100% 하이브리드의 경우 Tm보다 10℃ 낮은 경우

에, 약 10% 미스메취가 발생되기는 하지만, 하이브리드 반응은 일어난다.

여기에서 이용된 것과 같이, 매우 엄격한 스트린젼트 조건은 최고 15%의 서열 다양성을 수용하고, 중간정도의 스트린젼트

조건은 약 20% 서열 다양성을 수용한다. 매우 엄격한 스트린젼트(하이브리드의 계산된 Tm보다 낮은 12-15℃) 및 중간정

도의 스트린젼트(하이브리드의 계산된 Tm보다 낮은 15-20℃) 조건은 하이브리드의 계산된 Tm이하의 적절한 온도에서

2 X SSC(표준 시트레이트 염) 및 0.5% SDS 용액을 이용한다. 최대 스트린젼트 조건은 주로 세척 조건 때문인데, 특히 이

용되는 하이브리드 반응 조건이 다소 불안정한 하이브리드를 허용하여, 안정한 하이브리드를 형성하는 경우가 된다. 그 다

음 좀더 높은 스트린젼트 조건에서 세척하면 다소 불안정한 하이브리드를 제거할 수 있다. 상기에서 설명하는 높은 스트린

젼트 조건에서 중간정도의 스트린젼트 조건에 이용되는 통상의 하이브리드 조건은 6 X SSC(또는 6 X SSPE), 5 X

Denhardt 시약, 0.5% SDS, 100㎍/㎖ 변성된 단편화된 연어 정자 DNA 용액에서 Tm이하의 온도인 약 20℃ 내지 25℃에

서 실시한다. 혼합형 프로브를 이용할 경우에, SSC(Ausubel, 1987, 1998)대신에 테트라메틸 염화암모늄(TMAC)을 이용

하는 것이 적절하다.

여기에서 사용된 것과 같은 "기능을 가진 유도체"는 당분야에 공지된 수단에 의해, 잔기의 측쇄 또는 N- 또는 C-말단기에

있는 기능기에서 준비하는데, 이또한 이들이 약리학적으로 수용가능한 활성 즉, 여기에서 설명하는 복합체의 이에 상응하

는 단백질의 생물학적 활성을 파괴시키지 않고, 이를 포함하는 또는 여기에서 만들어진 복합체를 포함하는 조성물에 독성

을 제공하지 않는 한 본 발명의 범위에 속한다. 유도체는 화학적 잔기 예를 들면 탄수화물 또는 인산염 잔기와 같은 화학적

잔기를 가질 수 있는데, 단 조건은 동일한 생물학적 활성을 가지거나 제약학적으로 수용가능해야 한다.

예를 들면, 유도체에는 카르복실기의 지방족 에스테르, 암모니아 또는 1차 또는 2차 아민과 반응한 카르복실기의 아미드,

아실 부분(가령, 알카노일 또는 카르보사이클 아로일 기)로 만들어진 N-아실 유도체 또는 자유 아미노기 또는 아실 부분과

함께 만들어진 자유 하이드록실의 O-아실 유도체(가령, 세릴 또는 트레오닐 잔기)등이 포함된다. 이와 같은 유도체는 항원

성 부분을 차단하고 체액에서 복합체 또는 이의 일부분으로 연장되는 폴리에틸렌 글리콜 측쇄가 포함될 수 있다.

"유도체"는 한 개의 아미노산이 20개의 통상 자연 발생 아미노산으로 변화되지 않은 유도체만을 포함한다.
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여기에서 이용된 "염"은 카르복실기의 염과 본 발명의 복합체의 아미노기의 산첨가염 또는 이의 유사체를 모두 말하는 것

이다. 카르복실기의 염은 당분야에 공지의 수단으로 만들어질 수 있고, 여기에는 무기염, 가령, 나트륨, 칼슘, 암모니움, 철

또는 아연염등이 포함되고, 트리에탄올아민, 아르기닌과 같은 아민으로 만들어진 유기염기 또는 리신, 피페리딘, 프로카인

등과 같은 유기염기가 포함된다. 산 첨가 염에는 염화수소산, 황산과 같은 미네랄산염이 포함되고, 아세트산 또는 옥살산

과 같은 유기산염이 포함된다. 물론 이와 같은 임의 염은 본 발명의 복합체 또는 이의 유사체에 유사한 생물학적 활성을 가

진다.

여기에서 사용된 "생물학적 활성"은 다음과 같이 해석될 수 있다. 본 발명의 IFNAR2 부분이 관계되는 한, 중요한 생물학적

활성은 타입 I 인터페론에 결합하는 능력이다. 따라서, 유사체, 변이체, 염, 기능적인 유도체는 인터페론-결합 활성을 유지

하는 것이어야 한다. 이는 통상의 결합 검사 실험을 이용하여 테스트할 수 있다. 또한, IFNAR2의 단편, 이의 유사체를 이

용할 수 있는데, 이들은 인터페론-결합 활성을 보유해야만 한다. 인터페론-결합 폴리펩티드의 어느쪽 단부에서 아미노산

을 제거하고, 인터페론-결합 성질에 대해 생성물을 테스트하여, 단편을 바로 준비할 수 있다. 폴리펩티드의 N-말단 또는

C-말단쪽에서 한 개 아미노산을 제거하는 공정은 공지의 것이고, 인터페론-결합 성질을 보유하는 단편을 결정하는 것도

통상의 실험만으로 가능하다.

추가로, 이와 같은 인터페론-결합 활성을 가지는 폴리펩티드는 IFNAR2, sIFNAR2, 이의 유사체, 변이체, 염, 기능적인 유

도체 및 이의 단편이 될 수 있는데, 이들은 인터페론-결합 폴리펩티드에 인접하여 추가 아미노산을 가질 수 있다. 생성된

분자가 핵심 폴리펩티드의 인터페론-결합 능력을 보유하는 한, 당업자는 이와 같은 인접하는 잔기가 핵심 펩티드의 기초

적이고, 새로운 특징 즉, 이의 인터페론-결합 특징에 영향을 끼치는지에 대해 통상의 실험으로 결정할 수 있다. 특정 서열

을 언급할 경우에 "기본적으로 구성된"이란 의미는 추가 인접하는 잔기가 특정 서열의 기초적이고, 신규한 특징에 영향을

주지 않으면서 존재한다는 것을 말한다. 이 용어는 특정 서열내에 치환, 결손 또는 추가된다는 것으로 이해하면 안된다.

이 명세서 및 실시예에서 IFNAR2 또는 sIFNAR2가 이용된 경우에, 이는 단지 적절한 예가 되고, IFNAR1 소단위 특히 이

의 세포외 도메인이 IFNAR2에 대체될 수 있지만, 본 명세서에서는 IFNAR2라 칭한다. IFNAR1은 이것이 결합하는 인터

페론과 결합하여서만 이용될 수 있다. IFNAR1은 IFNα에 결합하는 것으로 알려져 있다. IFNAR1을 이용한 임의 복합체는

인터페론 종이고, 적절하게는 IFNAR1이 결합하는 IFNα이다.

본 발명의 복합체의 일부인 인터페론에 있어서, 임의 유사체 또는 변이체, 염, 기능적인 유도체 또는 이의 단편에서 유지되

는 생물학적 활성은 사용되는 용도에 따라 인터페론 활성이 달라진다. 대부분의 경우에, 고유 세포 표면 수용체에 결합하

는 능력으로 수용체에 의해 시그날 발생을 중개할 수 있다. 따라서, 이와 같은 유사체, 유도체, 단편은 이들을 이용하기 위

한 본 발명에 유용한 수용체 작용 활성을 보유해야만 한다. 다른 한편으로, 어떤 경우에는 고유 인터페론의 생물학적 활성

을 방해하기 위해 수용체에서 길항 활성이 있는 분자를 가지는데 유용하다. 이와 같은 길항제는 본 발명의 복합체를 이용

하여 장시간의 유익한 효과를 위해 이용될 수 있다. 인터페론의 원하지 않은 효과를 제거하기 위해 이와 같은 용도로 이용

하기 위해서는 수용체에 의해 결합되어 있고, 복합체의 IFNAR 부분에 의해 결합되어 있으나, 수용체에서 고유 인터페론에

의한 시그날을 중개하지 않고, 시그날 발생을 차단하지 않는 유사체가 본 발명의 목적에 맞은 생물학적으로 활성이 있고,

이는 본 발명의 복합체에 대해 이용될 경우에 인터페론에 속한다는 것이다. 이와 같은 유사체의 임의 것이 수용체 작용 활

성을 보유하는지 또는 수용체 길항 활성을 보유하는지를 직접 실험으로 결정하여, 본 발명의 용도에 이용할 수 있는지를

결정할 수 있다.

본 발명은 본 발명의 상기 복합체 및 이의 유사체를 인코드하는 DNA 서열뿐만 아니라 적절한 진핵 또는 원핵 숙주 세포에

서 발현을 시키기 위한 이와 같은 DNA 서열을 가지는 DNA 벡터에 관계한다. 재조합 단백질 발현 시스템을 이용한 이형

단백질을 다량 만드는 능력으로 다양한 치료제 가령 t-PA 및 EPO(Edington, 1995)를 개발할 수 있다. 재조합 단백질을

만들 수 있는 다양한 발현 숙주의 범위는 고유의 원핵 숙주(가령, 박테리아)(Olins, 1993)에서부터, 하등 진핵 숙주

(Ratner, 1989)에서 고등 진핵 숙주 종(가령, 곤충 및 포유류 세포)(Reuveny, 1993; Reff, 1993) 범위가 된다. 이들 시스

템 모두는 동일한 원리를 이용하는데, 선택된 세포형으로 관심이 있는 부분의 DNA 서열을 삽입시키고(일시적인 또는 안

정된 방식으로 결합된 또는 에피좀성 요소로), 숙주 전사, 해독 및 운반 기작을 이용하여, 이형 단백질로 도입된 DNA 서열

을 과다 발현시킬 수 있다(Keown, 1990).

고유 유전자 서열의 발현에 추가하여, 뉴클레오티드 수준에서 DNA를 조절하는 능력은 새롭게 조작된 서열 개발을 촉진시

킬 수 있는데, 이는 천연 단백질에 기초하여, 1차 단백질 구조를 변형시킨 결과로 신규한 활성을 보유한다(Grazia, 1997).
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또한, 선택된 DNA 서열을 물리적으로 연결하여, 새로운 융합 단백질로 개발할 수 있는 전사체를 만들고, 일단 별개의 단백

질은 한 개의 폴리펩티드 단위로 발현된다(Ibanez, 1991). 이와 같은 융합 단백질의 활성은 다를 수 있는데, 가령 개별 단

백질보다 더 강할 수 있다(Curtis, 1991).

사람 IFNβ는 포유류 Chinese hamster 난 세포(CHO)를 이용하는 생산공정에 의해 유도될 수 있다. 타입 I 인터페론은 박

테리아(Utsumi, 1987), 곤충(Smith, 1983) 및 사람(Christofinis, 1981)을 포함하는 다양한 숙주 세포에서 발현될 수 있

다. 사람의 sIFNAR2는 CHO 숙주 세포를 이용하여 발현될 수 있다. 또는 sIFNAR2와 같은 가용성 수용체는 박테리아 발

현 시스템에서 성공적으로 발현되었다(Terlizzese, 1996). 각 유전자의 DNA를 트랜스펙션 공정을 이용하여 CHO 게놈으

로 도입시키면 재조합 및 발현벡터가 결합된다. 원하는 단백질을 발현시키는 세포를 분리시키고, 배양시켜, 단백질을 회수

하고 정제하는데, 이때는 당분야에 공지된 표준 공정을 이용한다.

본 발명은 또한, 활성 성분으로 IFNAR2/IFN 복합체 또는 이의 유사체 또는 이의 혼합물 또는 이의 염 및 제약학적 수용가

능한 담체, 희석제 또는 부형제로 구성된 제약학적 조성물 조성물에 관계한다. 본 발명의 제약학적 조성물로는 바이러스

질환의 치료 및 항-암 치료, 면역 조절 치료 및 다은 인터페론 및 이와 관련된 사이토킨을 이용하는 데 있어서 강화된 IFN

타입 작용을 위한 제약학적 조성물을 포함한다.

본 발명의 제약학적 조성물은 복합체 또는 이의 유사체를 생리학적으로 수용가능한 담체 또는 안정화제 또는 부형제와 혼

합하여, 약형 가령 약량 바이알에서 동결건조시켜 투여할 수 있도록 제조할 수 있다. 투여 방법은 유사한 물질을 투여하는

데 수용되는 방식이 될 수 있는데, 이는 치료할 질병에 따라 달라지지만, 정맥, 근육, 피하, 국소주사 또는 국소 제공 또는

주입등의 방식이 있다. 투여될 활성 화합물의 양은 투여 경로, 치료될 질환, 환자의 상태에 따라 달라진다. 가령, 국소 주사

의 경우에는 정맥을 통한 주입의 경우보다 체중을 기초로 하였을 경우에 더 적은 양의 단백질을 요구한다.

자유 IFNβ는 올리고머화되는 경향이 있다. 이와 같은 경향을 억제시키기 위해, IFNβ조제물은 산성 pH를 가지는데, 이것

으로 인하여, 투여하였을 경우에 일부 국소 자극의 원인이 되기도 한다. IFNAR이 IFNβ에 대해 안정화 인자로 작용하면,

올리고머화되는 것을 방지할 수 있고, IFNβ조제에 이를 이용하면, IFNβ를 안정화시켜, 산성 조제물의 필수성을 피할 수

있다. 따라서, IFNβ 및 IFNAR을 포함하고, 다른 통상의 제약학적으로 수용 가능한 부형제를 포함하는 비-산성 제약학적

조성물 또한 본 발명의 일부분이 된다.

본 발명은 또한, 본 발명의 복합체, 이의 유사체, 이의 혼합물을 항-바이러스, 항-암, 면역 조절 치료에 이용하는 것에 관계

한다. 특히, 본 발명의 인터페론 수용체-인터페론 복합체는 만성 육아종 질환, 첨규 습우, 청소년 후두 유두종증, 간염 A,

간염 B와 C에 만성 간염등의 치료에 항-바이러스 치료법으로 이용할 수 있다.

특히, 본 발명의 인터페론 수용체-인터페론 복합체는 모(毛) 세포 백혈병, 카포시 육종, 다발성 골수종, 만성 뇌척수 백혈

병, 비-호지킨스 임파종 및 흑색종과 같은 질환에 항-암 치료법으로 이용될 수 있다.

본 발명의 인터페론 수용체-인터페론 복합체는 다발성 경색, 류마티스 관절염, 위마비성중증성근무력증, 당뇨병, AIDS,

낭창등의 면역 조절 요법에 이용될 수 있다.

유사하게, 본 발명은 상기 언급한 질환을 치료하는 약물을 제조하는데 또는 상기 징후를 치료하는 약물을 준비하는데 복합

체, 이의 유사체 또는 이의 혼합물을 이용할 수 있다.

본 발명은 또한 첨부 도면과 함께 다음의 실시예에서 좀더 구체적으로 설명할 수 있다.

실시예

재료 및 방법

항-바이러스성 WISH 생검 및 복합체 생성

WISH 검사는 Novick et al.,(1982)의 프로토콜에 기초하여 개발되었다.

재료
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▶WISH 세포(ATCC CCL 25)

▶-70℃에 저장된 수포성 내구염 바이러스(ATCC V-520-001-522) 주(株)

▶IFNβ사람 재조합 InterPharm Laboratories LTD 90 ×106 IU/㎖, 특이 활성: 264.5 ×106 IU/㎎

▶가용성 사람 IFNAR2, PBS에서 주의 농도는 373 ㎍/㎖

▶WISH 생장 배지(MEM 고농도의 당+ Earls 염 + 10% FBS + 1.0% L-글루타민 + 페니실린/스트렙토마이신(100 U/

㎖, 100 ㎍/㎖),

▶WISH 검사 배지(MEM 고농도의 당+ Earls 염 + 5% FBS + 1.0% L-글루타민 + 페니실린/스트렙토마이신(100 U/㎖,

100 ㎍/㎖), MTT 5 ㎎/㎖ PBS), -70℃에 저장.

방법

▶WISH 검사 배지에 재조합 사람 IFNβ를 19IU/㎖(예정된 EC50 약량의 4배)로 희석한다

▶90㎍/㎖에서 시작하여, WISH 검사 배지에서 Eppindorf 튜브내에 세배 희석된 사람 재조합 sIFNAR2를 11개를 만든다.

12번째 튜브에는 WISH 검사 배지만 포함하고 있다.

▶편평한 바닥으로 된 96웰 플레이트상의 각 웰에 25㎕ IFNβ를 첨가한다(IFNβ없이 IFNAR2 효과를 조절하기 위해 한 개

3X12 웰 부분에만 25㎕ WISH 검사 배지를 첨가한다).

▶96-웰 플레이트의 12줄 아래에 3회씩 sIFNAR2 희석물(또는 12번째 줄에만 검사 배지를 첨가) 각 25㎕를 첨가.

▶WISH 세포를 첨가하기 전에, 37℃ 배양기에서 1-4시간동안 sIFNAR2로 IFNβ를 선배양시킨다.

▶로그 상태로 생장된 WISH 세포를 트립신/EDTA 용액을 이용하여 수득하고, WISH 검사 배지에서 세척하여, 최종 농도

가 0.8 ×106세포/㎖이 되도록 한다.

▶각 웰에 50㎕ WISH 세포 현탁액(4 ×104세포/웰)을 첨가한다. 최종 농도의 IFNβ 및 IFNAR2를 세포에 노출시켜, IFNβ

의 최종 농도가 4.75IU/㎖(1X)이 되게 하고, 첫째 줄에 있는 sIFNAR2의 최종 농도는 22.5㎍/㎖이 되도록 한다.

▶5% CO2습식 배양기에서 24시간 동안 배양한 후에, 50㎕ 1:10 희석물(WISH 검사 배지) VSV 주(48시간이내에 100%

WISH 세포를 용해시키는데 결정된 양)을 모든 웰에 첨가하는데 단 바이러스가 없는 기준 웰은 제외한다(이들은 동량의 검

사 배지만을 제공받는다).

▶추가 48 시간 배양 후에, 25㎕ MTT 용액을 모든 웰에 첨가하고, 플레이트는 배양기에서 추가 2시간 동안 배양한다.

▶플레이트를 뒤집어서 웰의 내용물을 버리고, 200㎕ 100% 에탄올을 웰에 첨가한다.

▶1시간 후에, 플레이트는 Soft max Pro 소프트웰어 패키지 및 Spectramax 분광광도계 시스템(Molecular Devices)을

이용하여 595㎚에서 읽는다.

모든 서열 반응은 ThermoSequenaseTM

방사능라벨된 종료물질 사이클 서열화 키트(Amersham Life Science;; Cleveland, OH)를 이용하여 실행하였다. 제조업

자가 공급하는 프로토콜을 이용하였다. 모든 서열화 반응은 6% 폴리아크릴아미드 및 7M 요소를 포함하는 CastAwayTM
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Precast 서열화 겔(Stratagene; LaJolla, CA)에서 분석하였다. 서열 반응은 A-C-G-T 순서로 적하시킨다. 서열화 겔의

자가방사사진은 수작업으로 읽는다. DNA 서열 분석에는 Genetics Computer Group Sequence Analysis Software

Package 및 UNIX 워크스테이션을 이용한다.

실시예 1

사람의 IFNAR2/IFNβ복함체 및 IFNAR2Ig-IFNβ복합체의 항-바이러스 활성을 평가하기 위해, 고정된 농도의 IFNβ(4.75

IU/㎖)를 3시간 동안 37℃에서 다양한 농도(0.25-30000 ng/㎖)의 사람 sIFNAR2(재조합 p40) 또는 사람 IFNAR2Ig와 선

배양시킨 다음, WISH-VSV 세포변성 효과 검사를 실시한다. IFN 없는 경우에, 항-바이러스 보호효과가 관찰되지는 않는

다(데이타는 나타내지 않음).

대략 30ng/㎖ sIFNAR2 존재하에서, 타입 I 인터페론(예정된 EC50 농도에서 이용된)의 항-바이러스 활성이 IFNβ와 함께

의 경우에 최적으로 나타났으나, 단독으로는 나타나지 않는다. 항-바이러스 활성은 VSV 도전 후에 48시간에 MTT 전환

으로 측정할 수 있다.

예측된 ED50 농도에서 IFN이 있는 경우에, 보호효과를 관찰할 수 있다(도 1; 0.45에 상응하는 흡수, 보호가 안되는 경우에

흡수도는 ∼0.0이 되고, 완전하게 보호되는 경우에 ∼1.8이 됨). IFNAR2 또는 IFNAR2Ig를 다양한 농도에서 역가를 측정

하였을 경우에, IFNβ활성이 32ng/㎖의 IFNAR2 및 IFNAR2Ig까지 ~4X 강화되었다(실시예 2 및 도 2 참고). 32ng/㎖

IFNAR 또는 IFNAR2Ig 이상에서, IFNβ활성은 예상한 것과 같이 감소되었는데 이는 아마도 sIFNAR의 IFNβ와 막에 있는

IFNAR와 경쟁하기 때문일 것이다. 따라서, 이 실험으로 IFNAR2/IFN 복합체에서 IFNβ능력의 증가 및 활성이 강화되었다

는 것을 알 수 있다.

실시예 2

ED50에 추가하여, 상이한 IFNβ농도에서, sIFNAR2/IFN 복합체 활성에서, IFNβ의 농도를 달리하였을 경우에 효과를 검

사하였다. 도 2에서 볼 수 있는 것과 같이 4.75IU/㎖ IFNβ농도에서, IFNAR2를 1시간 동안 선배양하였을 경우에, 최대

∼32ng/㎖ 농도에서 IFNβ활성이 약∼2X배 증가되었다. 각각 더 높은 농도의 IFNβ에서, 활성이 이미 최대가 되었기 때문

에 IFNβ항-바이러스 활성이 강화되었다는 것을 감지하는 것은 불가능하였다. 이와 같은 결과는 IFNAR2/IFNβ복합체가

IFN 활성을 강화시킨다는 내용을 뒷받침해 주는 것이다.

실시예 3

다양한 농도의 IFNAR2로 다양한 시간대에서 IFNβ(0.95 IU/㎖)의 준-효과 농도의 항-바이러스 활성을 평가함으로써,

IFNAR2/IFNβ복합체 형성의 역학을 검사하였다. 도 3에서 볼 수 있는 것과 같이 이와 같은 준-효과 약량에서 IFNβ의 항-

바이러스 활성을 강화시키기 위해서는 4시간의 선-배양이 필수적이다. 따라서, 이들 자체에 의해 비활성화되는 IFNβ수준

에서, IFNAR2를 첨가하면, 상당한 IFN 항-바이러스 활성을 가지는 복합체를 만들 수 있다. 이와 같은 실험으로 IFNAR2/

IFNβ복합체가 IFN 활성을 강화시킨다는 것을 추가로 뒷받침할 수 있다.

실시예 4

37℃에서 in vitro 재구성 후에(생리학적 염 완충액 pH 7.4) IFNβ활성이 급격하게 감소되었다. 적어도 부분적으로 IFNβ

올리고머 구조가 형성되어 활성이 감소되었기 때문이다. IFNAR2가 생리학적 pH에서 안정성을 강화시키는지를 확인하기

위해, 실험을 실시하였는데, 이때 다양한 농도의 IFNβ를 단독으로(RPMI 1640 배지, Gibco) 또는 동일한 배지에 IFNAR2

에 대한 IFNβ의 비율이 일정한 상태(2.5 ng/IU)에서 IFNAR2 존재하에 배양하였다.

IFNβ(500 IU/㎖)를 동량의 sIFNAR2(1.25 ㎍/㎖) 또는 RPMI만으로 3시간 동안 37℃에서 선-배양시켰다. 두 IFNβ용액

에서의 역가 측정을 실시하였는데, 이때 WISH 세포를 첨가시키기 전에 96-웰 플레이트에서 WISH 검사 배지에서 실시한

다. VSV를 24시간 후에 첨가하고, 추가 48시간 배양후에 MTT 전환으로 검사하였다.

도 4에서 볼 수 있는 것과 같이 IFNβ단독의 경우에, ED50은 ∼104IU/㎖이고, 가용성 IFNAR2와 함께 IFNβ를 선-배양한

경우에는 ED50 = ∼7IU/㎖가 되어 상당히 강화되었다. 이와 같은 IFNβ의 높은 ED50는 용액에서 IFNβ의 올리고머화반응

때문일 것이다. 상기 결과에서 IFNAR2와 복합되었을 때, IFNβ의 안정성이 강화되었다는 것을 다시 한번 보여준다.
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실시예 5

IFNAR2 존재하에서, IFNβ의 활성 강화가 IFNAR2의 특이적인 보호때문인지를 확인하기 위해, IFNAR2와 복합화 또는

동일 농도의 다른 무관한 단백질(사람 IgG, 소 혈청 알부민(BSA))과 복합화시켜, IFNβ의 활성을 평가하였다.

도 5에서 볼 수 있는 것과 같이, IFNβ(500IU/㎖)는 동양의 지적한 단백질(1.25㎍/㎖) 또는 RPMI만으로 37℃에서 4시간

동안 선-배양시켰다. WISH 검사 배지에서 이와 같은 IFNβ용액의 역가는 WISH 세포를 첨가시키기 전에 96-웰 플레이트

에서 실행하였다. 새로 준비된 IFNβ는 IFNβ활성에서 선-배양의 효과를 평가하기 위해 포함된다. 24시간 후에 VSV를 첨

가하고, CPE는 추가 48시간 배양한 후에 MTT 전환을 평가하여 측정하였다.

비-특이적인 단백질(가령, BSA 또는 사람 IgG) 2.5ng/IU IFNβ에서 IFNβ와 선-배양하여도 재구성 후에, IFNβ의 보호 효

과가 나타나지는 않았다. 이 검사에서 IFNAR2/IFNβ복합체의 활성은 새로 첨가된 IFNβ와 유사하였는데, 이는 sIFNAR2

가 IFNβ활성을 안정화시킨다는 발견을 뒷받침해주는 것이다.

실시예 6

IFNAR2/IFNβ복합체는 ELISA 및 생검 분석에서 생쥐에서 IFNβ의 상당히 연장된 약력학 프로파일을 보여주었다(도 6과

7).

B6D2F1 균주 생쥐에 사람 IFNβ(2.5 ×106 IU/㎏) EH는 사람 IFNAR2 (2.5 ng/IU IFN)로 4℃에서 1시간 동안 선-배양

된 동일한 농도의 IFNβ를 1회 정맥내 환약 주사를 하였다. 투여후 0.05 내지 48시간에 혈청은 안와후반 총으로부터 혈청

을 수집하고, IFNβ농도 및 IFNβ항-바이러스 활성은 ELISA(도 6) 또는 WISH 생검(도 7)을 이용하여 검사하였다. ELISA

검사에서 검사 감응도(7.55 IU/㎖)이하의 혈청 농도는 플롯팅을 하지 않았다.

복합체는 상당히 연장된 약력학 프로파일을 제공할 뿐만 아니라, WISH 항-바이러스 검사에서, 생쥐에 생물학적 IFNβ활

성의 수준이 시간에 따라 상당히 강화되었음을 볼 수 있고, 이는 IFNβ단독에 대해 본 발명의 IFNAR2/IFNβ복합체의 혈장

반감기가 상당히 연장되고, 안정성도 강화되었음을 나타낸다.

실시예 7

IFNAR2/IFNα2a 복합체는 ELISA 및 생검 테스트에 기초하면(도 8, 9), 생쥐에서 IFNα2a의 약력학 프로파일이 상당히 연

장되었음을 알 수 있다.

B6D2F1 균주 생쥐에 사람 IFNα(1.25 ×106 IU/㎏) 또는 사람 IFNAR2 (2.5 ng/IU IFN)로 4℃에서 1시간 동안 선-배양

된 동일한 농도의 IFNα를 1회 정맥내 환약 주사를 하였다. 투여후 0.05 내지 48시간에 혈청은 안와후반 총으로부터 혈청

을 수집하고, IFNα2a농도 및 IFNα항-바이러스 활성은 ELISA(도 8) 또는 WISH 생검(도 9)을 이용하여 검사하였다.

IFNα는 사람의 IFNα에 특이인 ELISA을 이용하여 평가하였다. ELISA 검사에서 검사 감응도(30IU/㎖)이하의 혈청 농도는

플롯팅을 하지 않았다.

복합체는 상당히 연장된 약력학 프로파일을 제공할 뿐만 아니라, WISH 항-바이러스 검사에서, 생쥐에 생물학적 IFNα활

성의 수준이 시간에 따라 상당히 강화되었음을 볼 수 있고, 이는 IFNα단독에 대해 본 발명의 IFNAR2/IFN 복합체의 혈장

반감기가 상당히 연장되고, 안정성도 강화되었음을 나타낸다.

실시예 8

IFNAR2/IFN 융합 단백질의 조작

구조를 조작하여, IFNAR2 세포외 도메인의 C-말단이 성숙한 IFN의 N-말단에 융합시키는데, 이때 다음의 펩티드 링커를

이용하고, 이때 G와 S는 각각 아미노산 글리신 및 세린을 나타낸다.

IFNAR2 세포외(링커) 성숙한 IFNβ
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...ESEFS (GGGGS)nMSY...

이때, n=0(서열:5), 1(서열:7), 2(서열:6), 3(서열:5), 4(서열:4), 5(서열:3)을 나타낸다.

n=2인 경우에 IFNAR2/IFNβ융합체의 전체 아미노산을 도 10(서열:14)에 나타내었다.

사람의 재조합 IFN을 발현시키는 유전자를 포함하는 발현벡터 pSVEIF를 PCR의 주형으로 이용하였다. 합성 프라이머를

고안하여, 사람의 IFN(MSY...)의 성숙한 단백질 코딩 부분만 주형으로부터 증폭될 수 있도록 한다. 5' 프라이머는 절단된

SmaI 부위의 서열, IFNAR2의 마지막 7개 아미노산(GQESEFS)(서열 14의 잔기 344-349) 및 (GGGGS)1(서열:1) 링커로

구성된다. BamHI 및 XhoI 부위 또한 5' PCR 프라이머로 도입되어 다른 카세트의 클로닝을 실행시킨다. 3' 프라이머에는

hIFNβ의 TGA 정지 코돈 다음에 바로 AvrⅡ 부위를 포함한다. PCR에는 약 1g의 주형 DNA, 1g의 각 PCR 프라이머,

0.2mM의 각 dATP, dCTP, dGTP, dTTP 및 1X ThermoPol 반응 완충액(10mM KCl, 20mM Tris-HCl(pH8.8 25℃),

10mM (NH4)2SO4, 2 mM MgSO4, 0.1% Triton X-100: New England Biolabs; Beverly, MA) 및 3mM MgSO4 (5 mM

MgSO4 최종 농도)가 100㎕ 반응 용적에 포함된다. 30초간 99.9℃에서 VENTRR 초기 배양 후에, 반응에 2Unit의

VENTR? DNA 폴리메라제를 첨가한다. PCR은 다음의 20 사이클로 구성된다; (a) 99.9℃에서 30초간, (b) 65℃-55℃에

서 30초간, 각 사이클에서 0.5℃씩 감소; (c) 75℃에서 40초간. 추가 15 사이클을 상기 프로파일과 같이 실시하나, 단 어닐

링 온도는 55℃에서 실시한다. PCR 반응은 WizardTM PCR Preps DNA 정제 시스템(Promega; Madison, WI)을 이용하여

정제하였다. PCR 생성물을 AvrⅡ로 절단한 후에, 반응물은 낮은 용융점 아가로즈 겔상에서 정제하였다. hIFNβ성숙한 단

백질 서열과 1개 GS 링커를 가지는 겔에 의해 정제된 단편을 (SmaⅠ + AvrⅡ)-절단된 발현벡터 pCMV-p40에 결찰시키

는데, 이때 이 발현벡터는 가용성 형태의 사람의 재조합 IFNAR2에 대한 코딩 유전자를 포함한다. 결찰 반응을 이용하여,

컴피턴트 대장균(E. coli) XL-1 Blue 세포를 형질변환시키는데, 이때는 표준 방법을 이용한다(Sambrook et al, 1989).

pCMV-IFNAR2/IFNAβGS라고 불리는 구조가 정확하게 어셈블리되었는 지는 제한효소 엔도뉴클라아제 절단 및

"Interfusion"의 PCR의해 발생된 부분을 서열화시켜 확인할 수 있다. 올리고뉴클레오티드 카세트를 이용하여 그 다음 구

조를 조작하는데, 각 카세트에는 BamHI overhang, 적절한 (GGGGS)n링커(서열:1 이때 n=1) 및 XhOI overhang을 포함

한다. 0 GS 카세트에는 SmaⅠ 및 XhoⅠoverhang을 포함한다. pCMV-IFNAR2/IFNAβ 1 GS 벡터의 모양을 확인한 후

에, BamHⅠ 및 XhoⅠ으로 절단한 후에, 적절한 카세트를 이 벡터에 결찰시킨다. 0 GS 구조체의 경우에, 벡터는 카세트의

결찰을 위해 SmaI 및 XhoI으로 절단한다.

총 6개 벡터가 만들어지는데, pCMV-IFNAR2/IFNβn(GS) 이때, n은 0,1,2,3,4, 5개의 GGGGS(서열:1) 링커 단위를 나타

낸다. 도 11에서는 이들 제한효소 절단 결과를 나타낸다. 서열용 프라이머를 고안하여, 각 구조에 대한 카세트를 완전하게

서열화시킨다. 시판되는 키트 및 제조업자가 설명하는 프로토콜에 따라 확인된 구조 각각에 대해, 대규모 플라스미드

DNA 배양물을 준비한다(Qiagen; Chatsworth, CA).

도 12에서는 pCMV-IFNAR2/IFNAβ"Interfusion" 발현벡터의 대표적인 플라스미드 유전자 지도를 나타낸다. 사람의 초

기 즉각 CMV 프로모터에 의해 IFNAR2/IFNβ융합 단백질을 전사한다. 벡터에 의해 제공되는 사람 생장 호르몬(hGH) 폴

리아데닐화 반응 시그날 서열을 이용하여, IFNAR2/IFNβ전사체의 3' 프로세싱을 실시한다.

벡터 리스트

번호 이름 실험벡터 GGGGS(서열 1)링커

1 pCMV-IFNAR2-IFNβ, 0GS pCMV.PA4 N/A

2 pCMV-IFNAR2-IFNβ, 1GS pCMV.PA4 1개

3 pCMV-IFNAR2-IFNβ, 2GS pCMV.PA4 2개

4 pCMV-IFNAR2-IFNβ, 3GS pCMV.PA4 3개

5 pCMV-IFNAR2-IFNβ, 4GS pCMV.PA5 4개
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6 pCMV-IFNAR2-IFNβ, 5GS pCMV.PA4 5개

IFNAR2/IFNβ1GS 융합체의 PCR에 의해 생성된 부분에 대한 서열 정보를 얻었다; 이 데이터에서는 예상한 것과 같은 서

열이 나타났다. 다른 구조에 대한 펩티드 링커 부분에 대한 서열 데이터를 얻었다. 이 서열 또는 예상한 것과 같았다.

각 구조체로 트랜스펙트된 세포에서 노던 블랏 분석을 실행하였다. IFNAR2 프로브 및 IFNβ프로브 모두에서 IFNAR2/

IFNβn GS를 포함하는 모든 라인에서 크기가 약 1.4kb인 밴드가 나타났다. IFNβ프로브의 경우에 약 0.9kb의 추가 밴드가

관찰되었다. 이 밴드의 크기는 IFNAR2의 마지막 6개 아미노산, (n) GS 펩티드 링커, hIFN 성숙한 단백질 코딩 서열을 포

함하는 또 다른 접합된 전사체에 상응하는 것이다. 실시예 9의 일시적으로 트랜스펙트된 CHO 세포로부터 분리된 총 RNA

에서 준비된 cDNA를 서열화시키면 이를 확인할 수 있다.

실시예 9

일시적인 트랜스펙션

CHO-DUKX 세포는 디하이드로폴레이트 환원효소 활성이 부족한 Chinese hamster 세포의 돌연변이 클론이다(Urlaub

et al (1980); Graff et al (1982)). 세포는 Alpha Minimum Essential Medium(αMEM)+리보뉴클레오시드 및 데옥시리보

뉴클레오시드+10% 태아 송아지 혈청(FBS)+1% L-글루타민(완전 배지)상에서 유지시킨다. 일시적인 트랜스펙션은 리포

펙타민 PLUSTM 시약(GibcoBRL Life Technologies; Gaithersburg, MD)을 이용하고, 제조업자가 제공하는 프로토콜을

이용하여 실시한다. 트랜스펙션 전 약 24시간에 세포는 100㎜ 직경의 접시에 밀도를 접시당 2 ×106세포가 되도록 도말시

킨다. 트랜스펙션의 경우에, 4㎍의 슈퍼코일된 벡터 플라스미드 DNA(pCMV-IFNAR2/IFN n GS, 이때 n=0, 1, 2, 3, 4,

5)을 이용한다. 제조업자가 제공하는 무혈청 배지를 이용하여, DNA와 PLUS 시약을 희석시킨다. ELISAs (IFNAR2,

IFNβ) 및 웨스턴 겔을 위해 완전 배지에서 37℃, 48시간동안 배양시킨 후에, 세포 상청액을 수집하였다.

RNA 추출 및 노던 분석

일시적으로 트랜스펙트된 CHO-DUKX 세포로부터 총 세포 RNA(Chomczynski et al, 1987)를 추출하였다. 라인당 10g

총 RNA를 변성제로 포름알데히드를 포함하는 아가로즈 겔상에서 크기에 따라 분리한다. 샘플은 이중으로 로딩한다. RNA

는 GeneScreen과 나일론 막으로 옮기는데(DuPont/NEN Medical Products; Boston, MA) capillary 블랏을 이용하고,

10 X SSC(1.5M 염화 나트륨, 0.15M 구연산 나트륨)에서 실시한다. 고정된 RNA를 32p-라벨된 hIFNAR2 및 hIFNβ PCR

단편을 포함하는 용액(Church and Gilbert (1984)의 것을 변형한 용액)에서 하이브리드시킨다. 완충액에는 0.25M 인산

나트륨, pH7.2, 0.25M 염화 나트륨, 7% 도데실 황산 나트륨(SDS), 1mM 에틸렌디아민테트라아세트산, 100㎍/㎖ E. coli

tRNA을 포함한다. 32p-라벨된 프로브는 통상의 시판되는 키트("High Prime" Boehringer Mannheim; Indianapolis, IN)

및 여기에 설명된 과정을 이용하여 만든다. Sephadex G-50 컬럼상에서 크로마토그래피에 의해 비-결합된 방사능활성을

제거한다. 하이브리드 반응 후에, 블랏을 세척하고, 이용된 가장 스트린젼트한 조건은 0.2 X SSC, 0.1% SDS, 65℃이다.

블랏은 자가방사선사진을 찍는다.

Interfusion 단백질의 발현

각각 IFNAR2 특이적인 ELISA 및 IFNβELISA(Toray)을 이용하여 IFNAR2 및 IFNβ 발현 수준에 대해 CHO 세포로 일시

적으로 트랜스펙션된 Interfusion 구조체 각각의 상청액을 분석하였다. 이 분석 결과는 다음의 표 4에 나타내었다.
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[표 4]

상기에서 볼 수 있는 것과 같이, 링커의 길이가 증가할수록 감지가능한 IFNAR2 및 IFNβ가 감소된다는 것을 알 수 있다.

이때, 이 것이 링커의 길이가 증가함에 따라 발현된 Interfusion 단백질의 양이 감소되기 때문인지 또는 링커의 길이가 증

가하기 때문인지는 밝히는 것이 불가능하고, IFNβ가 IFNAR2 결합 부위에 결합할 수 있기 때문에, ELISA 검사에서 완전

하게 감지되지는 않는다. IFNβ검사에서는 비-복합된 만을 감지하는 것으로 알려져 있다.

IFNAR2/IFNβ융합 단백질의 웨스턴 블랏 분석

Interfusion 단백질이 적절한 분자량으로 발현되는지 그리고 자유 IFNβ가 발현되지 않는지를 확인하기 위해, 트랜스펙트

된 세포의 상청액을 웨스턴 블랏으로 분석하는데 이때는 Interfusion을 감지하기 위해 항-IFNβ항체를 이용한다. 이 분석

결과는 도 13에 나타내었다.

IFNAR2/IFNβ구조체(라인 1-6) 또는 IFNAR2 구조체(라인 7), 배양 배지(라인 8) 또는 IFNβ(라인 9)로 일시적으로 트랜

스텍트된 CHO 세포의 배양 상청액 15㎕을 비-변성 조건에서 SDS-PAGE를 하고, 그 다음 전기 전달에 의해 PVDF 막으

로 옮긴다. 막은 토끼의 항-IFNβ항체로 프로브시키고, Western-Stae 발광 감지 키트를 이용하여 알칼리 포스포타제 공

액된 염소 항-토끼로 발생시킨다.

임의 Interfusion 구조체의 상청액에서는 자유 IFNβ가 감지되지는 않았다. 유사하게, 웨스턴 블랏에 의하면, 각 구조체에

서는 각 Interfusion 구조체에 대해 발현된 단백질은 적절한 MW을 가진다.

실시예 10

Interfusion 분자의 항-바이러스 활성

배양물 상청액을 포함하는 각 Interfusion은 세포 변성 검사에서 항-바이러스 활성에 대해 테스트하는데, 이때 WISH 세포

(사람의 양막 세포)를 IFNβ(기준) 또는 Interfusion 첨가후에 VSV에 노출시킨다. 그 결과는 도 14에 나타내었다.

발현된 재조합 단백질(ELISA 및 웨스턴 블랏에 의해 감지됨) 또는 CHO 배양 배지만을 포함하는 CHO 세포 상청액은 이

중으로 웰당 75㎕ 용적으로 96-웰의 바닥이 편평한 조직 배양 플레이트의 상측 줄에 첨가한다. 50㎕ WISH 세포 검사 배
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지를 플레이트의 나머지 웰에 첨가한다. 각 샘플을 3배 연속적으로 희석시키는데, 상청액을 포함하는 웰에서(윗줄) 25㎕

을 빼내어, 50㎕의 WISH 검사 배지를 포함하는 그 다음 줄에 첨가하면 희석이 된다. 양성 기준 웰에서, 윗줄의 상청액은

1000 IU/㎖ 사람 IFNβ를 포함하는 WISH 검사 배지로 대체하는데, 이는 플레이트의 길이로 아래에서 연속적으로 3배 희

석하는 것과 같다. 그 다음 각 웰에는 50㎕ WISH세포 현탁액(0.6 ×106 cells/㎖ WISH 검사 배지)를 넣고, REBIFR을 포

함하는 윗줄에서 최종 농도가 500IU/㎖이 되도록 하고, CHO 세포 현탁액에 있어서, 시작 희석비는 1:2이다. 5% CO2

37℃에서 24시간 배양한 후에, 각 웰(단 감염안된 기준 웰로 지정된 것은 제외)에는 50㎕ WISH 검사 배지(수포성 구내염

바이러스(원액의 1:10)을 포함)를 넣는다. WISH 세포의 생존은 배양물을 추가 48시간 배양 후에, MTT 전환으로 측정한

다.

정제된 사람의 IFNβ표준에서 결정된 EC50것에 대해 EC50을 얻는데 필수적인 상청액의 희석 인자를 표준화시켜,

Interfusion 분자에 의해 중개되는 항-바이러스 활성을 결정한다. 링커의 길이가 증가되면, Interfusion 구조체의 항-바이

러스 활성도 증가된다.

실시예 11

이 실시예에서는 정맥으로 투여하였을 경우에 사람의 IFNβ/sIFNAR2 복합체의 약력학 연구에 관한 것이다. 미리 준비된

그리고 별도로 주사한 복합체 성분사이에서 비교를 한다. 36마리의 D2F1 주 생쥐(주령이 6-8주)(각 20g)을 다음의 4군으

로 분리하였다;

집단 1에는 50,000IU/㎖ 사람 IFNβ(최종 약량이 생쥐 한 마리당10,000IU) 용액 200㎕를 1회 알약으로 정맥으로 주사받

은 생쥐가 포함된다.

집단 2에는 50,000 IU/㎖ 사람 IFNβ 및 125㎎/㎖ sIFNAR2(2.5ng/IU 비율) 용액 200㎕을 제공받은 9마리 생쥐가 포함된

다.

집단 3에는 (1) 200㎕의 125㎎/㎖ 용액 (2)50,000IU/㎖ 사람 IFNβ(2.5 ng/IU 비율) 용액 200㎖을 제공받은 9마리 생쥐

가 포함된다.

집단 4에는 (1) 200㎕의 625㎎/㎖ 용액 (2)50,000IU/㎖ 사람 IFNβ(10 ng/IU 비율) 용액 200㎖을 제공받은 9마리 생쥐가

포함된다.

모세관을 이용하여, 후측 안구종으로부터 특정 시간에 혈액 샘플(약 200㎕)을 수집하였다. 각 군에서 3마리 생쥐는 투여후

에, 0.05, 2, 12시간에 취한 샘플을 가진다. 각 군에서 3마리 생쥐는 투여후에 0.54 및 24시간에 취한 혈액 샘플을 가지고,

각 군의 3마리 생쥐는 투여 후에 1, 8, 48시간에 취한 혈액 샘플을 가진다. 혈액 샘플은 실온에서 1시간 가량 방치하여 덩

어리가 지도록 하고, 마아크로원심분리한다. 이로부터 제거한 혈청은 다른 모든 샘플이 수집될 때 까지 -70℃에 저장한다.

Toray 사람 IFNβ ELISA kit(TFB, Inc.)를 이용하여 IFNβ에 특이적인 ELISA을 이용하여 사람의 IFNβ가 존재하는지를

검사하고, WISH 항바이러스 검사를 이용하여 생활성을 검사하였다.

IFNβ 특이적인 ELISA 검사 결과를 도 15A에 나타내었고, WISH 항바이러스 검사 결과는 도 15B에 나타내었다.

IFNAR 복합체로써 주사하였을 경우에 IFNβ의 반감기는 별도의 IFNAR 주사후에 주사된 IFNβ의 것과 유사하다는 것을

볼 수 있다. 이와 같은 결과는 반감기가 강화된 IFNβ/IFNAR2 복합체의 in vivo 형성과 일치한다.

실시예 12

C57BL/6 생쥐는 "보편적인" IFN(사람IFNαA/D) 및 sIFNAR2 복합체로 처리하였다. 세포독성에 대한 보호 효과는 보편적

인 IFN 단독으로 또는 기준을 다양한 약량으로 투여한 것과 비교할 수 있다. 제 1 집단에는 5 ×103 IU 보편적인 IFN(5/ng

IU sIFNAR2와 복합을 이룸)을 제공하였다. 제 2 집단에는 5 ×103 IU 보편적인 IFN을 제공하였다. 제 3 집단에는 5×104

IU 보편적인 IFN을 제공하였고, 제 5 집단에는 PBS/2% NMS를 제공하였다. 각 생쥐에 있어서, NK 활성은 NK표적 세포

인 YAC-1에 대해서 비장 세포의 세포독성으로 측정하였다. 도 16에서 그 결과를 나타내었다. 보편적인 IFN만으로 처리

된 생쥐와 비교하였을 때 보편적인 IFN/sIFNAR2 복합체로 처리된 생쥐에서 NK 활성이 상당히 높았다.
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실시예 13

상기에서 지적한 것과 같이, 약력학 연구에 따르면, IFN 수용체 소단위의 가용성 형태인 sIFNAR2와 복합하여 투여하였을

경우에, 타입 I IFNs의 혈청 반감기는 극적으로 강화된다는 것이다. In vitro 결과에 따르면, IFNAR2와 물리적으로 연합된

경우에는 보통은 화학적으로 불안정한 IFN을 안정화시킨다는 것이다. 강화된 PK 프로파일 및 IFNAR2의 안정화 효과가

in vivo에서 IFN 중개된 효과의 강화 및 연장의 원인이 되는지를 결정하기 위해, 모델을 개발하였는데, 심각한 면역결핍

합병증(scid/scid)이 있는 생쥐에, 치사량의 IFN-감응성 Daudi 사람 B 세포 임파종 세포주(Ghetie, 1991; Ghetie, 1990)

의 도전을 받게한다. 이 생쥐는 확산된 임파종의 조직학적 증거와 관계하여 종양 세포 주사후에 14-20일 사이에 마비가

일어난다. 분명한 것은 매일 사람의 IFNβ를 피하로 투여하여 약량에 따라 이들 생쥐의 생존이 연정될 수 있다는 것이다.

이 모델을 이용하여, in vivo에서 타입 I IFNs과 연합된 생물학적 활성의 강화물질로의 IFNAR2을 평가할 수 있다.

Daudi Scid 모델에서 마비와 IFNβ약량사이의 평균 시간관계를 정립하기 위해, 5마리 BALB/cByJSmn-scid/scid 균주 생

쥐(주령이 4-5주, 암컷) 5군에 0일부터 30일까지 매일 사람의 IFNβ를 하루에 생쥐 한 마리당 200㎕씩 투여한다. 냉동된

원주에서 확장된 표준 Daudi 세포 약량은 0일째에 PBS를 이용하여 목에 생쥐 한 마리당 5 ×106세포가 된다. 생쥐 군은

다음의 IFN을 제공받았다.

Group 1: 135 ×104 IU/mouse (675 ×104 IU/㎖)

Group 2: 45 ×104 IU/mouse (225 ×104 IU/㎖)

Group 3: 15 ×104 IU/mouse (75 ×104 IU/㎖)

Group 4: 5 ×104 IU/mouse (25 ×104 IU/㎖)

Group 5: PBS with 2% NMS

개별적인 마비 시간 및 평균 치는 표 5에 나타내었다.

[표 5]

Daudi/Scid 이형이식편 모델에서 마비까지의 평균 시간이 사람 IFNβ를 매일 피하로 투여하는 약량에 따라 연장된다는 것

을 볼 수 있다.

실시예 14
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IFNβ의 항-종양 효과가 IFNAR2와 2.5 ng/IU농도에서 복합되었을 때 강화되는 지를 확인하기 위해, 5마리 생쥐로 된 7개

집단을 실시예 13에서 논의된 동일한 프로토콜을 이용하여 처리하는데, 단 각 집단에 투여되는 테스트 물질은 다음과 같

다;

생쥐에 IFNβ만 제공 IFNβ+ sIFNAR2/mouse

Group 1 2 ×102 IU Group 4 2 ×102 IU plus 0.5 ㎍

Group 2 2 ×103 IU Group 5 2 ×103 IU plus 5.0 ㎍

Group 3 2 ×104 IU Group 6 2 ×104 IU plus 50.0 ㎍

개별적인 마비 시간 및 평균 치는 표 6에 나타내었다.

[표 6]

낮은 약량의 IFNβ 2 ×104 IU/mouse/day의 항-종양 활성 및 Daudi/scid이형이식편 모델의 항-종양 활성은 IFNAR2와

복합되었을 때 상당히 강화된다는 것을 볼 수 있다.

추가 실험에서(나타내지 않음), 평균 마비 시간에서의 주사 빈도 효과를 연구하였다. Daudi/scid 이형이식편 모델에서 상

당히 강화된 항종양 활성을 수득할 수 있는데, 이는 하루에 1회 자유 IFNβ를 투여하였을 경우와 비교하였을 때, 일주일에

1회정도의 덜 빈번하게 주사하였을 경우 IFNβ/IFNAR G2 복합체로 처리하면 된다. 또한, 추가 실험(나타내지 않음)에서

IFNAR에 대한 IFNβ의 비율을 테스트하였다. IFNβ일회 농도(2 ×104/IU/mouse/day)에서 항종양 활성 강화시에

IFNAR2:IFNβ의 최적 비율은 IFNβpg당 2.5ng IFNAR2이 된다.

제 2 실험에서, IFNβ5×104 IU/생쥐/1일의 농도에서 항 종양 활성 강화시에 IFNAR2:IFNβ의 최적 비율은 IFNβpg당

0.3ng IFNAR2이 된다는 것을 밝혔다. 이와 같은 두 실험에서 최적 비율은 IFNβ농도에 따라 달라지고, 더 높은 농도의

IFNβ를 이용하는 경우에, 비율은 더 낮아진다는 것을 알 수 있다.

동일한 모델을 이용한 또 다른 실험에서, IFNAR2만을 투여하였을 경우에, 연구에서 생쥐의 생존이 강화되지는 않았다.

등록특허 10-0593981

- 23 -



실시예 15

이 실시예에서는 1회 알약을 정맥으로 주사하였을 경우에 생쥐 혈청에서 Interfusion 5GS 분자의 혈청 반감기를 결정하기

위한 약력학에 관한 것이다. 21마리 암컷 B6D2F1주 생쥐(6-8주령)(약 20g)을 다음과 같이 3집단으로 나누었다.

집단 1; 100,000 IU/㎖ Interfusion 5GS 용액(최종 약량은 20,000 IU/mouse 또는 5 ×106 IU/㎏) 용액 200㎕을 1회 알약

으로 정맥으로 주사를 받은 9마리 생쥐를 포함한다.

집단 2: 100,000 IU/㎖ 사람 IFNβ용액 200㎕을 제공받은 9마리 생쥐를 포함한다.

집단 3: 음성 기준으로 주사를 맞지 않은 3마리 생쥐를 포함한다.

생쥐당 약 2㎖ 혈액에서 이론적으로 Cmax 및 Tmax은 집단 1과 2에서10,000 IU/㎖이다. 각 집단 1과 2의 세 마리 생쥐는

투여후 각 0.05, 2, 12시간에 혈액 샘플을 가진다. 각 집단 1과 2의 각 세 마리 생쥐는 투여후 0.5, 4, 24 시간에 혈액 샘플

을 가지고, 각 집단 1과 2의 각 세 마리 생쥐는 투여후 1, 8, 48 시간에 혈액 샘플을 가진다. WISH 검사를 이용하여 생활성

사람 IFNβ가 존재하는지를 혈청 검사를 한다.

그 결과는 도 17에 나타내었다. IFNβ가 바로 제거되나, Interfusion 분자는 주사후 상당히 오래 유지된다. 이는 융합 단백

질이 원하는 안정화 효과를 가진다는 것을 보여주는 것이다.

전술한 특정 구체예는 본 발명의 일반적인 특징을 충분히 나타내는 것으로 과도한 실험없이 그리고 일반적인 개념을 벗어

나지 않고서도 이와 같은 구체예에 현재 지식을 이용하여 바로 변형시킬 수 있기 때문에, 이와 같은 변형은 상기 구체예와

동일한 범위로 이해하면 된다. 여기에서 이용된 구 또는 용어는 본 발명을 설명하기 위함이지 이에 본 발명을 한정시키고

자 함은 아니다. 본 발명의 다양한 기능을 실행하는데 있어서, 수단, 물질 및 단계는 본 발명의 범위를 벗어나지 않고 다양

하게 변화시킬 수 있다. 따라서, 상기 명세서에서 볼 수 있는 용어는 "~수단"등의 용어 및 임의 방법의 단계는 어떠한 구조,

물리적, 화학적 또는 전기적 요소 또는 임의 단계등은 본 발명의 범위에 속하는 것으로 이해하면 된다.
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(57) 청구의 범위

청구항 1.

타입 I 인터페론(IFN) 및 타입 I IFN에 결합할 수 있는 사람의 인터페론 α/β수용체(IFNAR)소단위로 구성된 복합체,

이때, 타입 I IFN은

a) 고유 타입 I IFN;

b) 타입 I IFN의 생물학적 활성을 가지는 (a)의 단편;

c) (a) 또는 (b)와 적어도 70% 서열 상동성을 가지고, 타입 I IFN의 생물학적 활성을 가지는 (a) 또는 (b)의 변이체;

d) 중간 정도의 스트린젼트 조건하에서 (a) 또는 (b)를 인코드하는 고유 DNA 서열의 상보체에 하이브리드할 수 있는 DNA

서열에 의해 인코드되고, 타입 I IFN의 생물학적 활성을 가지는 (a) 또는 (b)의 변이체;

e) 타입 I IFN의 생물학적 활성을 가지는 a), b), c), d)의 염 또는 이의 기능적 유도체에서 선택되고,

이때, IFNAR은

f) IFNAR 생물학적 활성을 가지는 고유 사람 IFNAR 폴리펩티드 쇄;

g) IFNAR의 생물학적 활성을 가지는 (f)의 단편;

h) (f) 또는 (g)와 적어도 70% 서열 상동성을 가지고 IFNAR의 생물학적 활성을 가지는 (f) 또는 (g)의 변이체;

i) 중간 정도의 스트린젼트 조건하에서 (f) 또는 (g)를 인코드하는 고유 DNA 서열의 상보체에 하이브리드할 수 있는 DNA

서열에 의해 인코드되고, IFNAR의 생물학적 활성을 가지는 (f) 또는 (g)의 변이체;
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j) IFNAR의 생물학적 활성을 가지는 (f), (g), (h), (i)의 염 또는 이의 기능적 유도체에서 선택되는 것을 특징으로 하는 복

합체.

청구항 2.
삭제

청구항 3.
삭제

청구항 4.

제 1 항에 있어서, 타입 I IFN이 공유 결합에 의해 IFNAR에 결합된 복합체.

청구항 5.

제 1 항에 있어서, 타입 I IFN이 펩티드 결합에 의해 IFNAR에 결합된 복합체.

청구항 6.

제 5 항에 있어서, 타입 I IFN이 펩티드 링커에 의해 IFNAR에 결합된 복합체.

청구항 7.

제 1 항에 있어서, 타입 I IFN은 IFNα, IFNβ, IFNω인 복합체.

청구항 8.

제 7 항에 있어서, 타입 I IFN은 IFNβ인 복합체.

청구항 9.

제 1 항에 있어서, IFNAR은 사람 인터페론 α/β수용체(IFNAR2)의 베타 소단위인 복합체.

청구항 10.
삭제

청구항 11.
삭제

청구항 12.
삭제

청구항 13.
삭제
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청구항 14.

제 6 항에 있어서, 펩티드 링커는 (GGGGS)n이고, 이때 n은 1-5인 복합체.

청구항 15.
삭제

청구항 16.
삭제

청구항 17.

제 5 항, 제 6 항, 또는 제 14 항에 따른 융합 단백질을 인코드하는 것을 특징으로 하는 DNA 분자.

청구항 18.

제 17 항에 따른 DNA를 포함하는 벡터.

청구항 19.

제 18 항에 따른 벡터에 의해 트랜스펙션되고, 벡터에 인코드된 복합체를 발현하는 숙주 세포.

청구항 20.

제 19 항에 따른 숙주 세포를 배양시키고,

이에 의해 발현된 융합 단백질을 회수하는 단계로 구성된 융합 단백질을 만드는 방법.

청구항 21.

제 1 항에 따른 복합체 형태로 인터페론을 저장하는 것으로 구성된 타입 I 인터페론의 저장 반감기를 개선시키는 방법.

청구항 22.

활성 성분으로 제 1 항에 따른 복합체와 약학적으로 수용가능한 캐리어로 구성된 항-바이러스, 항암, 면역 조절 요법용 약

학 조성물.

청구항 23.
삭제

청구항 24.
삭제

청구항 25.
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제 1 항에 있어서, 약물로 이용할 수 있는 복합체.

청구항 26.

제 25 항에 있어서, 항-바이러스, 항암, 면역 조절 요법에 약물로 이용할 수 있는 복합체.

청구항 27.

제 25 항 또는 제 26 항에 있어서, 환자에서 타입 I의 in vivo 효과를 연장시키는데 이용될 수 있는 복합체.

청구항 28.

활성 성분으로 타입 I 인터페론(IFN) 및 타입 I IFN에 결합할 수 있는 사람의 인터페론 α/β수용체(IFNAR)소단위를 포함하

는 항-바이러스, 항암 또는 면역 조절 요법 치료용 약물,

이때, 타입 I IFN은

a) 고유 타입 I IFN; 또는

b) 타입 I IFN의 생물학적 활성을 가지는 (a)의 단편이 되며, IFN과 IFNAR 소단위는 별도로 투여되거나 동시 또는 연속하

여 투여되는 것을 특징으로 하는 약물.

청구항 29.

제 28 항에 있어서, IFN과 IFNAR 소단위가 별도로 투여되어, 제1항에 따른 복합체가 생체내에서 형성되는 것을 특징으로

하는 약물.

청구항 30.
삭제

청구항 31.

제 28 항 또는 제 29 항에 있어서, 타입 I IFN은 IFNα, IFNβ, IFNω인 것을 특징으로 하는 약물.

청구항 32.

제 31 항에 있어서, 타입 I IFN은 IFNβ인 것을 특징으로 하는 약물.

청구항 33.

제 28 항에 있어서, IFNAR은 사람 인터페론 α/β수용체(IFNAR2)의 베타 소단위인 것을 특징으로 하는 약물.
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도면12

도면13
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도면14

도면15a
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도면15b

도면16
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도면17

서열목록

                               SEQUENCE LISTING                                 

<110> TEPPER, Mark                                                              

      CUNNINGHAM, Mark                                                          

      SHERRIS, David                                                            

      EL TAYAR, Nabil                                                           

      McKENNA, Sean                                                             

<120> IFNAR2/IFN COMPLEX                                                        

<130> TEPPER1A.SEQ                                                              

<140> not yet received                                                          

<141> 1998-12-18                                                                

<150> 60/068,295                                                                

<151> 1997-12-19                                                                

<160> 14                                                                        

<170> PatentIn Ver. 2.0                                                         

<210> 1                                                                         

<211> 5                                                                         

<212> PRT                                                                       

<213> Unknown                                                                   

<220>                                                                           

<223> Description of Unknown Organism:  Peptide                                 

<400> 1                                                                         

Gly Gly Gly Gly Ser                                                             

  1               5                                                             

<210> 2                                                                         

<211> 4                                                                         

<212> PRT                                                                       

<213> Unknown                                                                   

<220>                                                                           

<223> Description of Unknown Organism: Peptide                                  

<400> 2                                                                         
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Ile Glu Glu Arg                                                                 

  1                                                                             

<210> 3                                                                         

<211> 33                                                                        

<212> PRT                                                                       

<213> Unknown                                                                   

<220>                                                                           

<223> Description of Unknown Organism: Peptide                                  

<400> 3                                                                         

Glu Ser Glu Phe Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly                 

  1               5                  10                  15                     

Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Met Ser                 

             20                  25                  30                         

Tyr                                                                             

<210> 4                                                                         

<211> 28                                                                        

<212> PRT                                                                       

<213> Unknown                                                                   

<220>                                                                           

<223> Description of Unknown Organism: Peptide                                  

<400> 4                                                                         

Glu Ser Glu Phe Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly                 

  1               5                  10                  15                     

Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Met Ser Tyr                                 

             20                  25                                             

<210> 5                                                                         

<211> 23                                                                        

<212> PRT                                                                       

<213> Unknown                                                                   

<220>                                                                           

<223> Description of Unknown Organism: Peptide                                  

<400> 5                                                                         

Glu Ser Glu Phe Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly                 

  1               5                  10                  15                     

Gly Gly Gly Ser Met Ser Tyr                                                     

             20                                                                 

<210> 6                                                                         

<211> 18                                                                        

<212> PRT                                                                       

<213> Unknown                                                                   

<220>                                                                           

<223> Description of Unknown Organism: Peptide                                  

<400> 6                                                                         

Glu Ser Glu Phe Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Met                 

  1               5                  10                  15                     

Ser Tyr                                                                         

<210> 7                                                                         

<211> 13                                                                        

<212> PRT                                                                       

<213> Unknown                                                                   

<220>                                                                           

<223> Description of Unknown Organism: Peptide                                  
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<400> 7                                                                         

Glu Ser Glu Phe Ser Gly Gly Gly Gly Ser Met Ser Tyr                             

  1               5                  10                                         

<210> 8                                                                         

<211> 36                                                                        

<212> PRT                                                                       

<213> Unknown                                                                   

<220>                                                                           

<223> Description of Unknown Organism: Peptide                                  

<400> 8                                                                         

Glu Ser Glu Phe Ser Ser Ser Ser Ser Lys Ala Pro Pro Pro Ser Leu                 

  1               5                  10                  15                     

Pro Ser Pro Ser Arg Leu Pro Gly Pro Ser Asp Thr Pro Ile Leu Pro                 

             20                  25                  30                         

Gln Met Ser Tyr                                                                 

         35                                                                     

<210> 9                                                                         

<211> 23                                                                        

<212> PRT                                                                       

<213> Unknown                                                                   

<220>                                                                           

<223> Description of Unknown Organism: Peptide                                  

<400> 9                                                                         

Glu Ser Glu Phe Ser Glu Phe Met Glu Phe Met Glu Phe Met Glu Phe                 

  1               5                  10                  15                     

Met Glu Phe Met Met Ser Tyr                                                     

             20                                                                 

<210> 10                                                                        

<211> 20                                                                        

<212> PRT                                                                       

<213> Unknown                                                                   

<220>                                                                           

<223> Description of Unknown Organism: Peptide                                  

<400> 10                                                                        

Glu Ser Glu Phe Ser Glu Phe Met Glu Phe Met Glu Phe Met Glu Phe                 

  1               5                  10                  15                     

Met Met Ser Tyr                                                                 

             20                                                                 

<210> 11                                                                        

<211> 17                                                                        

<212> PRT                                                                       

<213> Unknown                                                                   

<220>                                                                           

<223> Description of Unknown Organism: Peptide                                  

<400> 11                                                                        

Glu Ser Glu Phe Ser Glu Phe Met Glu Phe Met Glu Phe Met Met Ser                 

  1               5                  10                  15                     

Tyr                                                                             

<210> 12                                                                        

<211> 21                                                                        

<212> PRT                                                                       

<213> Unknown                                                                   
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<220>                                                                           

<223> Description of Unknown Organism: Peptide                                  

<400> 12                                                                        

Glu Ser Glu Phe Ser Glu Phe Gly Ala Gly Leu Val Leu Gly Gly Gln                 

  1               5                  10                  15                     

Phe Met Met Ser Tyr                                                             

             20                                                                 

<210> 13                                                                        

<211> 34                                                                        

<212> PRT                                                                       

<213> Unknown                                                                   

<220>                                                                           

<223> Description of Unknown Organism: Peptide                                  

<400> 13                                                                        

Glu Ser Glu Phe Ser Glu Phe Gly Ala Gly Leu Val Leu Gly Gly Gln                 

  1               5                  10                  15                     

Phe Met Glu Phe Gly Ala Gly Leu Val Leu Gly Gly Gln Phe Met Met                 

             20                  25                  30                         

Ser Tyr                                                                         

<210> 14                                                                        

<211> 400                                                                       

<212> PRT                                                                       

<213> Unknown                                                                   

<220>                                                                           

<223> Description of Unknown Organism: Peptide                                  

<400> 14                                                                        

Met Leu Leu Ser Gln Asn Ala Phe Ile Val Arg Ser Leu Asn Leu Val                 

  1               5                  10                  15                     

Leu Met Val Tyr Ile Ser Leu Val Phe Gly Ile Ser Tyr Asp Ser Pro                 

             20                  25                  30                         

Asp Tyr Thr Asp Glu Ser Cys Thr Phe Lys Ile Ser Leu Arg Asn Phe                 

         35                  40                  45                             

Arg Ser Ile Leu Ser Trp Glu Leu Lys Asn His Ser Ile Val Pro Thr                 

     50                  55                  60                                 

His Tyr Thr Leu Leu Tyr Thr Ile Met Ser Lys Pro Glu Asp Leu Lys                 

 65                  70                  75                  80                 

Val Val Lys Asn Cys Ala Asn Thr Thr Arg Ser Phe Cys Asp Leu Thr                 

                 85                  90                  95                     

Asp Glu Trp Arg Ser Thr His Glu Ala Tyr Val Thr Val Leu Glu Gly                 

            100                 105                 110                         

Phe Ser Gly Asn Thr Thr Leu Phe Ser Cys Ser His Asn Phe Trp Leu                 

        115                 120                 125                             

Ala Ile Asp Met Ser Phe Glu Pro Pro Glu Phe Glu Ile Val Gly Phe                 

    130                 135                 140                                 

Thr Asn His Ile Asn Val Met Val Lys Phe Pro Ser Ile Val Glu Glu                 

145                 150                 155                 160                 

Glu Leu Gln Phe Asp Leu Ser Leu Val Ile Glu Glu Gln Ser Glu Gly                 

                165                 170                 175                     

Ile Val Lys Lys His Lys Pro Glu Ile Lys Gly Asn Met Ser Gly Asn                 

            180                 185                 190                         

Phe Thr Tyr Ile Ile Asp Lys Leu Ile Pro Asn Thr Asn Tyr Cys Val                 

        195                 200                 205                             
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Ser Val Tyr Leu Glu His Ser Asp Glu Gln Ala Val Ile Lys Ser Pro                 

    210                 215                 220                                 

Leu Lys Cys Thr Leu Leu Pro Pro Gly Gln Glu Ser Glu Phe Ser Gly                 

225                 230                 235                 240                 

Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Met Ser Tyr Asn Leu Leu Gly                 

                245                 250                 255                     

Phe Leu Gln Arg Ser Ser Asn Phe Gln Cys Gln Lys Leu Leu Trp Gln                 

            260                 265                 270                         

Leu Asn Gly Arg Leu Glu Tyr Cys Leu Lys Asp Arg Met Asn Phe Asp                 

        275                 280                 285                             

Ile Pro Glu Glu Ile Lys Gln Leu Gln Gln Phe Gln Lys Glu Asp Ala                 

    290                 295                 300                                 

Ala Leu Thr Ile Tyr Glu Met Leu Gln Asn Ile Phe Ala Ile Phe Arg                 

305                 310                 315                 320                 

Gln Asp Ser Ser Ser Thr Gly Trp Asn Glu Thr Ile Val Glu Asn Leu                 

                325                 330                 335                     

Leu Ala Asn Val Tyr His Gln Ile Asn His Leu Lys Thr Val Leu Glu                 

            340                 345                 350                         

Glu Lys Leu Glu Lys Glu Asp Phe Thr Arg Gly Lys Leu Met Ser Ser                 

        355                 360                 365                             

Leu His Leu Lys Arg Tyr Tyr Gly Arg Ile Leu His Tyr Leu Lys Ala                 

    370                 375                 380                                 

Lys Glu Tyr Ser His Cys Ala Trp Thr Ile Val Arg Val Glu Ile Leu                 

385                 390                 395                 400                 
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