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본 발명은 HCV E2 당단백질을 표적하고 생체내 중화 활성을 보유하는 사람 항체 또는 이의 기능적 단편; 상기 항

체의 치료요법적 효과량을 함유하는 항-HCV 요법용 조성물; 겔, 크림, 연고, 소란 제제로서 국소용 조성물; 항-

HCV 백신을 검증하기 위한 상기 항체의 용도에 관한다.
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특허청구의 범위

청구항 1 

서열번호 7의 아미노산 서열을 중쇄 가변 영역으로 포함하고 서열번호 8의 아미노산 서열을 경쇄 가변 영역으로

포함하는 항체 또는 기능적 단편을 유효성분으로 포함하는 HCV 감염 억제용 조성물.

청구항 2 

제 1항에 있어서, 상기 항체는 인간 단클론 항체인 것을 특징으로 HCV 감염 억제용 조성물.

청구항 3 

제 1항에 있어서, 상기 항체는 IgG1 분자인 것을 특징으로 하는 HCV 감염 억제용 조성물.

청구항 4 

제 1항에 있어서, 상기 기능적 단편은 인간 단클론 항체의 FAb 단편인 것을 특징으로 하는 HCV 감염 억제용 조

성물.

청구항 5 

제 1항 내지 제 4항 중 어느 한 항에 있어서, 상기 조성물은 비경구용 형태 또는 국소용 형태인 것을 특징으로

하는 HCV 감염 억제용 조성물.

청구항 6 

서열번호 9의 아미노산 서열을 중쇄 가변 영역으로 포함하고 서열번호 10의 아미노산 서열을 경쇄 가변 영역으

로 포함하는 항체 또는 기능적 단편을 유효성분으로 포함하는 HCV 감염 억제용 조성물.

청구항 7 

제 6항에 있어서, 상기 항체는 인간 단클론 항체인 것을 특징으로 HCV 감염 억제용 조성물.

청구항 8 

제 6항에 있어서, 상기 항체는 IgG1 분자인 것을 특징으로 하는 HCV 감염 억제용 조성물.

청구항 9 

제 6항에 있어서, 상기 기능적 단편은 인간 단클론 항체의 FAb 단편인 것을 특징으로 하는 HCV 감염 억제용 조

성물.

청구항 10 

제 6항 내지 제 9항 중 어느 한 항에 있어서, 상기 조성물은 비경구용 형태 또는 국소용 형태인 것을 특징으로

하는 HCV 감염 억제용 조성물.

청구항 11 

(a) 서열번호 7의 아미노산 서열을 중쇄 가변 영역으로 포함하고 서열번호 8의 아미노산 서열을 경쇄 가변 영역

으로 포함하는 항체 또는 기능적 단편; 및

(b) 서열번호 9의 아미노산 서열을 중쇄 가변 영역으로 포함하고 서열번호 10의 아미노산 서열을 경쇄 가변 영

역으로 포함하는 항체 또는 기능적 단편;을 유효성분으로 포함하는 HCV 감염 억제용 조성물.

명 세 서

기 술 분 야

본 발명은 HCV E2 당단백질을 표적하고 시험관내 중화 활성을 보유하는 사람 단클론항체 Fab 단편에 관한다. C[0001]

형 간염 바이러스(VCV)는 세계 인구의 4% 정도를 감염시킨다. 상기 병원균과 접촉한 개체의 80% 이상은 숙주 면
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역 반응으로 이런 감염을 극복할 수 없기 때문에 만성 감염이 발생하고, 심각한 간 질환, 예를 들면 만성 간염,

간경변증, 간세포 암종의 위험에 노출된다[1, 2]. 

배 경 기 술

만성 감염의 치료는 인터페론 및 리바비린(rivavirin)과의 복합 요법에 기초하는데, 이런 복합 요법은 비용 측[0002]

면에서 상당한 부담을 유발하고 효과가 경미하다(4명중 1명만 장기적인 결과를 얻는다)[3,4]. 이런 바이러스 감

염은 면역 보호를 제공하지 않는다. 면역계에 의해 인식되는 항원 구조에서 상기 바이러스의 높은 변이성과 함

께, 이런 사실은 HCV 감염으로부터 개체를 보호하는데 효과적인 혈청 요법과 백신의 개발을 방해한다. 이런 이

유로, 새로운 항바이러스 전략이 강하게 요구되고 있다.

본 발명자는 면역 보호 반응의 가장 중요한 표적으로 간주되는 외부 E2 당단백질인 HCV 단백질중 하나를 표적하[0003]

는 다수의 사람 Fab 항체 단편을 코딩하는 유전자를 클론하였다[5]. 하지만, HCV에 대한 중화 활성을 결정하는

데 이용가능한 신뢰성 있는 시험관내 시스템이 없기 때문에, 이들 항체 단편의 생물학적 활성 평가가 간단하지

않다. 따라서, 본 발명자는 이런 활성과 혈청의 중화 활성간의 상관관계를 입증하지 않고, 표적 세포에 대한 단

백질 E2의 결합을 저해하는 서로 다른 Fab의 가변적 능력만을 평가하고 기술하였다[5]. 

기존 문헌에서 Burioni 등(2001)[6]은 HCV-감염된 환자에 의해 생산된 일부 항-E2 항체가 부정적인 효과를 나타[0004]

내고, 상기 바이러스가 아마도 E2 항원에 대한 결합 및 이의 형태 변화로 인하여 숙주 면역 반응에 덜 민감해진

다고 밝혔다[6]. 이는 높은 항-E2 항체 역가가 HCV 감염에 대한 보호와 직접적으로 상관하지 않는 이유를 설명

한다.

Bugli 등(2001)[7]은 항-E2 사람 Fab에 시험관내에서 결합할 수 있는 E2 단백질 에피토프의 지도를 만들고, 면[0005]

역 반응이 표적하는 4개의 구별된 영역을 보였다(도 2)[7]. 만성적으로 감염된 환자의 혈청에서 하나이상의 이

들 영역을 표적하는 항체의 존재는 합병증, 감소된 치료 효능, 상이한 예후와 연관할 수 있다. 이런 이유로,

HCV E2 단백질의 서로 다른 에피토프를 표적하는 항체를 생물 유체에서 확인하는 방법이 필요하다. 본 발명의

한 구체예서는 이런 방법을 제시한다.

또한, 본 발명자는 바이러스 가유형(viral pesudotype), 다시 말하면 HCV와 외적으로 동일하지만 표적 세포에[0006]

들어간 이후 형광을 발생시키는 단백질을 생산할 수 있는 바이러스 시스템에서 다양한 항-E2 항체의 중화 활성

을 평가하였다[8]. 세포에서 형광의 존부를 확인으로써, 상기 방법은 서로 다른 에피토프를 표적하는 항-E2 항

체의 생체내 중화 활성을 직접적으로 측정할 수 있다.

예상치 않게, 본 발명자는 분석된 항체중 2가지, e137과 e301이 항체 제형의 단일 장관외 투여로 획득가능한 농[0007]

도에서  상기  바이러스를  중화시킬  수  있다는  것을  발견하였다;  다른  2개의  항체는  중화  활성을  보유하지

않았고, 한 항체는 바이러스 감염을 오히려 촉진하였다.

환자에서 서로 다른 항체 집단을 적정하는 방법의 개발은 심각한 합병증이 발생할 위험이 있는 감염 개체와 좀[0008]

더 긍정적인 예후를 보이는 감염 개체를 구별할 수 있는 귀중한 진단과 예측 도구를 제공한다. 후자 군에서, 상

기 방법은 심각한 부작용과 연관하는 거의 무효한 치료제를 투여하는 필요를 배제하면서 비용을 현저하게 감소

시킨다. 

이렇게 동정된 E2 에피토프는 합성 펩티드를 합성하면 재현되지 않기 때문에[5], 상기 방법은 상관된 임상과 역[0009]

학(疫學) 데이터로 단백질 E2의 서로 다른 단편에 대한 항체의 양을 확인할 수 있는 유일한 방법이다.

우수한 중화 활성을 보유하는 사람 Fab형 항-E2 항체의 동정은 이들의 대규모 생산 및 항-HCV 치료에서 약물로[0010]

서 또는 위험 개체(HCV 상태가 부조화된 부부, 직업적으로 노출된 개체 등)에 바이러스 전파를 저해하는 국소형

예방제로서 이용을 가능하게 한다.

광범위한 범위의 바이러스를 인식할 수 있는 중화 사람 항체의 유효성은 인공 백신의 생산에 결정적이다. 본원[0011]

에 기술된 중화 항체는 중화 교차-반응을 촉진할 수 있는 백신(펩티드 또는 항-이디오타입 항체로부터) 개발의

주형으로 이용될 수 있다. 

발명의 상세한 설명

본 발명의 목적은 HCV E2 단백질을 표적하고 생체내 중화 활성을 보유하는 사람 항체 또는 이의 기능적 단편이[0012]

다.
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특정 구체예에서, 본 발명의 항체는 아래의 중쇄와 경쇄 가변 영역의 아미노산 서열로 특성화되는 항체 e137이[0013]

다:

e137 중쇄(HC)[0014]

LLEQSGSEVKVPGSSLKVSCKTSGGTFSTYTFSWVRQAPGQGLEWMG[0015]

GITPIIGIANYARNFQDRVTITADESTSTVYMEVRRLRSEDTAVYYCAKTS[0016]

EVTATRGRTFFYSAMDVWGQGT [0017]

e137 경쇄(LC) [0018]

MAELTQSPSFLSASVGDRVTITCRASQGISNYLAWYQQKPGKAPKLLIYA[0019]

ASTLQSGVPSRFSGSGSWTEFTLTISRLQPEDFATYYCQHLNTYPWTFG [0020]

QGT [0021]

다른 구체예에서, 본 발명의 항체는 아래의 중쇄와 경쇄 가변 영역의 아미노산 서열로 특성화되는 항체 e301이[0022]

다:

e301 중쇄(HC) [0023]

LLEQSGSEVKKPGSSVRVSCTTSGGTLSDYGFNWLRQAPGQGPEWMG[0024]

GIIPLFRRTTYGQKFQGRLTITADESTGATYMELSSLRSDDTAVYYCARE[0025]

KVSVLTGGKSLHYFEYWGKGT [0026]

e301 경쇄(LC)[0027]

MAELTQSPATLSVSPGERATLSCRASQSVSSRLAWYQQKRGQAPSLLIY [0028]

DTSSRATGVPARFSASGSGTQFTLTISSLQSEDFALYYCQQYNDWPSTF[0029]

GQGT [0030]

본 발명의 또 다른 목적은 항-HCV 요법용 조성물인데, 상기 조성물은 본 발명에 따른 적어도 한가지 항체의 치[0031]

료 효과량을 함유한다. 적절하게는, 상기 조성물은 당업자에 공지된 부형제와 함께, 장관외 투여용으로 정제된

형태, 또는 다른 국소용 제제, 예를 들면 겔, 크림, 연고, 소란(ovule)으로 제공된다. 

본 발명의 또 다른 목적은 본 발명의 항체 각각을 코딩하는 핵산이다. 적절하게는, 핵산은 진핵세포 또는 원핵[0032]

세포에서 본 발명의 항체를 효과적으로 발현할 수 있는 발현 벡터에 포함된다. 바람직한 형태에서, 재조합 벡터

는 본 발명의 항체에 대한 코딩 서열이 실질적으로 연속되는 단일 펩티드를 코딩하는 뉴클레오티드 서열을 포함

하고, 상기 항체를 세포 환경 외부로 내보낼 수 있다.

본 발명의 또 다른 목적은 유전자 요법에서 앞서 기술된 재조합 벡터의 실용이다.[0033]

본 발명은 아래의 도면을 참고로 하여 실험적 실시예를 기술하지만, 이들 실시예는 본 발명을 제한하지 않는다.[0034]

실 시 예

실시예 1  [0039]

재료와 방법[0040]

항-HCV Fab와 전장 IgG1 생산[0041]

항-HCV/E2 Fab의 생산, 정제, 특성화는 기존 문헌에서 기술하였다[5]. FLAG-Fab(펜타펩티드 가교로 중쇄 단편의[0042]

카르복시 말단에 융합된 FLAG  에피토프로 표지된 Fab)는 기존 문헌에서 밝힌 바와 같이 작제하고 정제하였다

[6]. 분석의 검증과 표준화는 전장 사람 단클론 항체(HuMab)를 작제하기 위한 Fab-코딩 유전자를 이용하여 실시

하였는데, 상기 유전자는 트랜스펙션된 세포에서 후속 생산에 적합한 진핵 벡터에 삽입되었다[9]. 배양 상층액

에 존재하는 HuMab는 기존 문헌에서 밝힌 바와 같이 면역친화성 정제하고 PAGE로 순도-확인하였다[10]. 사람 항

체의 양은 샌드위치 면역분석법으로 분석하였다. 모든 항체와 Fab는 사용 때까지 -70℃에 보관하였다.
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혈청과 시료 [0043]

건강한 공여자와 HCV-양성 환자로부터 얻은 혈청은 표준 절차에 따라 상용 진단 키트(Ortho, Raritan, NJ)를 이[0044]

용하여 분석하였다. 일정한 에피토프를 표적하는 공지된 함량의 항체로 가짜 시료를 제조하기 위하여, HCV-음성

혈청은 PBS에서 농축되고 정제된 HuMab를 조금 첨가하고 양성과 음성 혈청에서와 동일하게 처리하였다.

Fab 저해 역가(FIT) 분석법의 설계[0045]

본 분석법의 목적은 에피토프에 대한 표지된 Fab의 결합을 저해하는 혈청의 능력을 평가하고, 따라서 혈청에서[0046]

에피토프-결합 항체의 함량을 간접적으로 측정하는 것이다(도 1). 

FLAG-Fab는 정제하고[10], FLAG-Fab-특이적 ELISA에서 분석하여 저해 실험에 이용되는 정확한 농도를 결정하였[0047]

다.  간단히  말하면,  공지된  농도의  FLAG-Fab  제형은  ELISA로  적정하는데[11],  여기서  항원-피복된  평판은

PBS/1%BSA로 37℃에서 1시간동안 차단하였다. 차단 용액을 제거한 이후, PBS/BSA 1%에서 만들어진 FLAG-Fab 의

50 ㎕ 점진적 희석액을 웰에 첨가하고 37℃에서 2시간동안 배양하였다. 평판은 자동화 평판 세척기(DiaSorin,

Saluggia, Italy)에서 PBS/0.05% Tween-20으로 10회 세척하고, 이후 PBS/BSA 1%에 녹인 항-FLAG 생쥐 단클론

항체 M2(Sigma, St. Louis, MO; PBS에서 10 ㎍/㎖)의 10 ㎍/㎖ 용액 50 ㎕를 첨가하였다. 37℃에서 1시간 배양

한 이후, 웰은 전술한 바와 같이 PBS/Tween-20으로 10회 세척하고, 생쥐 단클론 항체 결합은 양고추냉이 과산화

효소-공액된 염소 항-생쥐 IgG(Pierce; PBS에서 1:8,000)으로 확인하였다. 기질을 첨가하고, 실온의 암실에서

30분동안 배양한 이후 자동화 평판 판독기에서 OD450에서 평판을 판독하였다. 모든 분석은 적어도 2회 실시하였

다. 음성 대조 항원(BSA)은 항상 포함시키고, OD 시도(reading)는 기준값(background)으로서 감하였다.

혈청의 Fab 저해 역가(FIT) 측정에서, 표준 조건에서 최대값의 50%에 상응하는 OD450 시도(reading)를 산출하는[0048]

농도의 정제된 FLAG-Fab는 Fab 저해 ELISA의 추후 실험에 사용하였다. 이들 실험에서, 평판은 전술한 바와 같이

피복하고 차단하였다. PBS/BSA 1%에서 점진적 1:4 혈청 희석액을 ELISA 웰당 50 ㎕ 양으로 첨가하였다. 37℃에

서 2시간 배양후, 정제된 FLAG-Fab는 최종 농도에 도달할 때까지 혈청 희석액에 직접 첨가하였다. 평판은 추가

로 30분동안 배양하고, 이후 FLAG-Fab ELISA에서 앞서 밝힌 바와 같이 처리하였다. 100% 저해에 해당하고 20:1

의 과다 정제된 표지되지 않은 Fab를 함유하는 양성 대조 시료를 포함시킨다. 0% 저해에 해당하고 과량의 대조

무관한 Fab[12]를 함유하는 음성 대조 시료 역시 포함시킨다. 최종 결과는 아래의 공식에 따라 저해 %로 나타낸

다: 100 x (프로브 FLAG-Fab 단독의 OD450 - 경쟁 혈청과 함께 프로브 FLAG-Fab의 OD450)/프로브 FLAG-Fab 단독

의 OD450 . 

FLAG-Fab 결합의 70% 초과 저해를 제공하는 최대 혈청 희석은 상기 에피토프와 혈청에 대한 Fab 저해 역가(FI[0049]

T)로 간주된다. 

결과[0050]

본 분석에 이용하기 적합한 FLAG-Fab  농도는 각 FLAG-Fab에서 측정하는데,  10  ㎍/㎖(e8,  e2O,  e137,  e301,[0051]

e5O9) 내지 0.1 ㎍/㎖(e1O-B)이다. 다양한 항체의 경쇄와 중쇄의 아미노산 서열은 아래에 제시한다:. 

e8 HC[0052]

LLEQSGAEVKMPGATVKVSCQSSRYTFTSYGIGWVRQAPGQGLEWMG[0053]

WISGYTHETKYAQSFQGRVTMTAETSTGTAYMELRSLRSDDTATYYCA[0054]

RDGGGRVVVPPTHLRAFDVWGQGT [0055]

e8 LC [0056]

MAELTQSPGTLSLSPGERATLSCRASHRVNNNFLAWYQQKPGQAPRLLI[0057]

SGASTRATGIPDRFSGSGSGTDFTLTISRLEPDDFAVYYCQQYGDSPLY[0058]

SFGQGT [0059]

e1O HC [0060]

LLESGPGLVKPSQTLSLTCTVSGVSISYGGRGVSYWGWVRQSPGKGLE[0061]
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WIGHIYYFGDTFYNPSLNNRATISIDSSKNQFSLKLKSVTASDTALYFCAR[0062]

STLQYFDWLLTREAAYSIDFWGQGI [0063]

e1O LC [0064]

MAELTQSPSFLSASVGDRVTITCRASQGVTILLAWYQQKPGKPPKALIYA[0065]

ASSLQSGVPSRFSGSGSDTDFTLTISSLQPEDSATYYCQQLNTYPWTFG [0066]

QGT [0067]

e2O HC [0068]

LLEQSGAEVKKPGSSVKVSCKASGDHYGINWVRQAPGQGLEWMGGIIP[0069]

VFGTTTYAQKFQGRATITADDSTGTAFLELTRLTFDDTAVYFCATPHQLH [0070]

VLRGGKALSPWDYWGQGT [0071]

e2O LC [0072]

MAELTQSPATLSVSPGERATLSCRASQSVSSNLAWYQQKRGQAPSLLIY[0073]

GTSTRATGIPARFSGSGSGTEFTLTISSLQSEDFAVYYCQQYNDWPSTF[0074]

GQGT [0075]

e137 HC [0076]

LLEQSGSEVKVPGSSLKVSCKTSGGTFSTYTFSWVRQAPGQGLEWMG[0077]

GITPIIGIANYARNFQDRVTITADESTSTVYMEVRRLRSEDTAVYYCAKTS[0078]

EVTATRGRTFFYSAMDVWGQGT [0079]

e137 LC [0080]

MAELTQSPSFLSASVGDRVTITCRASQGISNYLAWYQQKPGKAPKLLIYA[0081]

ASTLQSGVPSRFSGSGSWTEFTLTISRLQPEDFATYYCQHLNTYPWTFG [0082]

QGT [0083]

e301 HC [0084]

LLEQSGSEVKKPGSSVRVSCTTSGGTLSDYGFNWLRQAPGQGPEWMG[0085]

GIIPLFRRTTYGQKFQGRLTITADESTGATYMELSSLRSDDTAVYYCARE[0086]

KVSVLTGGKSLHYFEYWGKGT [0087]

e301 LC [0088]

MAELTQSPATL8VSPGERATLSCRASQSVSSRLAWYQQKRGQAPSLLIY[0089]

DTSSRATGVPARFSASGSGTQFTLTISSLQSEDFALYYCQQYNDWPSTF [0090]

GQGT [0091]

e5O9 HC [0092]

LLEESGAEVKKPGSSVKVSCKTSGDTFRYGITWVRQAPGQGLEWMGQI[0093]

MPTFATATYAQRFQGRVTISADESTSTAYLEVRSLRSEDTAVYYCATPR [0094]

QVTILRGPKALSPWDYWGQGT [0095]

e5O9 LC [0096]

MAELTQSPATLSASPGERASLSCRASQSVSSNLAWYQQKPGQAPRLLIS[0097]
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GASTRATGVPARFSGSGSGTEFTLTISSLQSEDFAVYYCQQYNNWPPH [0098]

FGQGT [0099]

앞서 밝힌 Fab 단편을 코딩하는 뉴클레오티드 서열은 아래와 같이 표시된다:[0100]

e8 HC [0101]

CTGCTCGAGCAGTCTGGAGCTGAGGTGAAGATGCCTGGGGCCACAG[0102]

TGAAGGTCTCCTGCCAGTCTTCCCGTTACACCTTCACCAGTTACGGT[0103]

ATCGGCTGGGTGCGACAGGCCCCTGGACAGGGGCTTGAGTGGATG[0104]

GGATGGATCAGCGGATACACCCATGAGACAAAATATGCACAGAGTTT[0105]

CCAGGGCAGAGTCACCATGACCGCAGAGACATCCACGGGCACAGCG[0106]

TATATGGAGTTGAGGAGCCTGCGGTCTGACGACACGGCCACATATTA[0107]

CTGCGCGAGAGATGGAGGAGGGAGGGTGGTAGTGCCGCCTACTCAT[0108]

CTACGTGCTTTTGATGTCTGGGGTCAAGGGACG [0109]

e8 LC [0110]

ATGGCCGAGCTCACCCAGTCTCCAGGCACCCTGTCTTTGTCTCCAGG[0111]

GGAAAGAGCCACCCTCTCCTGCAGGGCCAGTCACAGAGTCAATAACA[0112]

ACTTCTTAGCCTGGTATCAGCAGAAACCTGGCCAGGCTCCCAGGCTC [0113]

CTCATCTCTGGTGCATCTACCAGGGCCACTGGCATCCCAGACAGGTT [0114]

CAGTGGCAGTGGGTCTGGAACAGACTTCACTCTCACCATCAGCAGAC [0115]

TGGAGCCTGATGATTTTGCAGTTTATTATTGTCAGCAGTATGGTGACT [0116]

CACCTCTTTATTCTTTTGGCCAGGGGACC [0117]

e1O HC [0118]

CTGCTCGAGTCTGGCCCAGGACTGGTGAAGCCTTCACAGACCCTGT[0119]

CCCTCACCTGCACCGTCTCCGGTGTCTCCATCAGTTACGGTGGTCGT[0120]

GGCGTTTCCTACTGGGGTTGGGTCCGCCAGTCCCCAGGGAAGGGCC[0121]

TGGAGTGGATTGGCCACATCTACTACTTTGGAGACACCTTCTACAAC[0122]

CCGTCCCTCAACAATCGAGCTACCATATCAATAGACTCATCCAAAAAC[0123]

CAGTTCTCCCTCAAGCTCAAGTCTGTGACTGCCTCAGACACGGCCCT[0124]

GTATTTCTGTGCCAGGAGCACCCTACAGTATTTTGACTGGTTATTGAC[0125]

ACGGGAGGCTGCCTACTCCATTGACTTCTGGGGCCAGGGAATA [0126]

e1O LC [0127]

ATGGCCGAGCTCACCCAGTCTCCATCCTTCCTGTCTGCATCTGTTGG[0128]

AGACCGAGTCACCATCACTTGCCGGGCCAGTCAGGGCGTCACCATT[0129]

CTTTTAGCCTGGTATCAGCAAAAGCCAGGGAAACCCCCTAAGGCCCT[0130]

GATTTATGCTGCATCGTCTTTGCAAAGTGGGGTCCCATCAAGGTTCA[0131]

GCGGCAGTGGTTCTGACACAGATTTCACTCTCACAATCAGCAGCCTA[0132]

CAGCCTGAAGATTCTGCAACTTATTACTGTCAACAACTTAACACTTAC[0133]
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CCGTGGACGTTCGGCCAGGGGACC [0134]

e2O HC [0135]

CTGCTCGAGCAGTCAGGGGCTGAGGTGAAGAAGCCTGGGTCCTCGG[0136]

TGAAGGTCTCCTGCAAGGCTTCTGGAGACCACTATGGTATCAACTGG[0137]

GTGCGACAGGCCCCTGGACAAGGGCTGGAGTGGATGGGCGGTATCA[0138]

TCCCTGTCTTTGGCACAACTACCTACGCACAGAAGTTCCAGGGCAGA[0139]

GCCACCATTACCGCGGACGACTCCACGGGGACGGCCTTTTTGGAGC[0140]

TGACCAGACTGACATTTGACGACACGGCCGTCTATTTCTGTGCGACA[0141]

CCTCACCAACTGCATGTCCTCCGGGGCGGTAAAGCCCTCTCCCCCT [0142]

GGGACTACTGGGGCCAGGGAACC [0143]

e2O LC [0144]

ATGGCCGAGCTCACCCAGTCTCCAGCCACCCTGTCTGTGTCTCCAGG[0145]

GGAAAGAGCCACCCTCTCCTGCAGGGCCAGTCAGAGTGTTAGCAGT[0146]

AACTTAGCCTGGTACCAGCAGAAACGTGGCCAGGCTCCCAGTCTCCT[0147]

CATCTACGGAACATCTACCAGGGCCACTGGTATCCCAGCCAGGTTCA[0148]

GTGGCAGTGGGTCTGGGACAGAGTTCACTCTCACCATCAGCAGCCT[0149]

GCAGTCTGAAGATTTTGCAGTTTATTACTGTCAGCAGTATAATGATTG[0150]

GCCCTCCACCTTCGGCCAAGGGACA [0151]

e137 HC [0152]

CTGCTCGAGCAGTCTGGGTCTGAAGTAAAAGTGCCCGGGTCCTCGTT[0153]

GAAGGTCTCCTGCAAGACTTCTGGAGGCACCTTCAGCACCTATACTT[0154]

TCAGCTGGGTGCGACAGGCCCCTGGACAGGGACTTGAGTGGATGGG[0155]

GGGGATCACCCCTATCATTGGCATCGCAAACTACGCACGGAACTTCC[0156]

AGGACAGAGTCACCATCACCGCGGACGAATCCACGAGCACGGTCTA[0157]

CATGGAGGTGAGGAGGCTGAGATCTGAGGACACGGCCGTATATTATT[0158]

GTGCGAAAACTTCGGAAGTAACAGCCACTAGAGGGCGGACTTTCTTC[0159]

TACTCCGCTATGGACGTCTGGGGTCAAGGGACC [0160]

e137 LC [0161]

ATGGCCGAGCTCACCCAGTCTCCATCCTTCCTGTCTGCATCTGTAGG[0162]

AGACAGAGTCACCATCACTTGCCGGGCCAGTCAGGGCATAAGCAATT[0163]

ATTTAGCCTGGTATCAGCAAAAACCAGGGAAAGCCCCTAAGCTCCTG[0164]

ATCTATGCTGCATCCACTTTGCAAAGTGGGGTCCCATCGAGGTTCAG[0165]

CGGCAGTGGATCTTGGACAGAATTCACTCTCACAATCAGCCGCCTCC[0166]

AGCCTGAAGATTTTGCAACTTATTACTGTCAACACCTTAATACTTACCC[0167]

GTGGACGTTCGGCCAAGGGACC [0168]

e301 HC [0169]
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CTGCTCGAGCAGTCTGGGTCTGAGGTGAAGAAACCTGGGTCCTCGG[0170]

TGAGGGTCTCGTGCACGACTTCTGGAGGCACCTTGAGCGACTATGGT[0171]

TTCAACTGGTTACGACAGGCCCCTGGACAAGGGCCTGAGTGGATGG[0172]

GAGGGATCATCCCTTTGTTTCGAAGAACAACCTACGGACAGAAGTTC[0173]

CAGGGCAGACTCACCATTACCGCGGACGAGTCCACGGGCGCAACCT[0174]

ACATGGAGCTGAGCAGCCTGAGATCTGACGACACGGCCGTCTATTAC[0175]

TGTGCGAGAGAGAAAGTTTCGGTCCTCACAGGCGGAAAGTCACTCCA[0176]

TTACTTTGAATATTGGGGCAAGGGAACC [0177]

e301 LC [0178]

ATGGCCGAGCTCACGCAGTCTCCAGCCACCCTGTCTGTGTCTCCAG[0179]

GGGAAAGAGCCACCCTCTCCTGCAGGGCCAGTCAGAGTGTTAGCAG[0180]

CAGGTTAGCCTGGTACCAGCAGAAACGTGGCCAGGCTCCCAGTCTC[0181]

CTCATCTATGACACATCTTCCAGGGCCACTGGTGTCCCAGCCAGGTT[0182]

CAGTGCCAGTGGGTCTGGGACGCAGTTCACTCTCACCATCAGCAGC[0183]

CTGCAGTCTGAAGATTTTGCACTTTATTACTGTCAGCAGTATAATGATT[0184]

GGCCCTCCACCTTCGGCCAAGGGACA [0185]

e5O9 HC [0186]

CTGCTCGAGGAGTCTGGGGCTGAGGTGAAGAAGCCAGGGTCCTCGG[0187]

TGAAGGTCTCCTGCAAGACTTCTGGAGACACCTTCAGATATGGTATC[0188]

ACGTGGGTGCGACAGGCCCCTGGACAAGGGCTTGAGTGGATGGGAC[0189]

AGATCATGCCTACGTTTGCGACAGCAACCTACGCACAGAGGTTCCAG[0190]

GGCAGAGTCACGATTTCCGCGGACGAATCCACGAGCACAGCCTACTT[0191]

GGAGGTGCGCAGCCTGAGATCTGAAGACACGGCCGTCTATTACTGT[0192]

GCGACACCTCGCCAAGTTACTATACTTCGGGGACCTAAAGCCCTCTC[0193]

CCCTTGGGACTACTGGGGCCAGGGAACC [0194]

e5O9 LC[0195]

ATGGCCGAGCTCACCCAGTCTCCAGCCACCCTGTCTGCGTCTCCAG[0196]

GGGAAAGAGCCTCCCTCTCCTGCAGGGCCAGTCAGAGTGTTAGTAG[0197]

CAACTTAGCCTGGTACCAGCAGAAACCTGGCCAGGCTCCCAGGCTC[0198]

CTCATCTCTGGTGCATCCACCAGGGCCACTGGTGTCCCGGCCAGGT[0199]

TCAGTGGCAGTGGGTCTGGGACAGAGTTCACTCTCACCATCAGTAGC[0200]

CTGCAGTCTGAAGATTTTGCAGTTTATTACTGTCAGCAGTATAATAAC[0201]

TGGCCTCCCCACTTTGGCCAGGGGACC [0202]

정제된 표지된 Fab 분자에서 FLAG-Fab ELISA는 매우 특이적이고 재현가능한 결과를 산출한다. FIT 측정은 10개[0203]

의 HCV-음성 혈청에서 실시한다; 역가는 검사의 탐지 상한선인 >1:20으로 일관하는데, 이는 특이적인 항-HCV 항

체가 부재하는 경우에 저해가 발생하지 않음을 시사한다. 
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FIT가 본 발명의 FLAG-Fab에 의해 인식되는 에피토프를 표적하는 항체를 효과적으로 계량함을 입증하기 위하여,[0204]

음성 혈청과 일정한 특이성의 사람 단클론 항체를 혼합하고 본 발명의 Fab에 의해 인식되는 HCV E2 에피토프를

표적하는 공지된 함량의 IgG를 함유하는 가성 시료를 수득하여 준비한 가짜 시료에서 동일한 분석을 실시한다.

결과(도 2A와 B)는 FIT와 항체 함량간의 유효한 상관관계를 보여주는데, 이는 FIT가 환자의 혈청에서 에피토프-

특이적 항체의 함량에 관한 신뢰성 있는 정보를 제공할 수 있음을 시사한다.

최종적으로, FIT는 HCV-양성 혈청에서 항상 양성이고, 수치는 광범위한 희석을 포괄한다. FIT는 동일한 혈청 시[0205]

료에서 서로 다른 Fab에 대하여 극히 상이하고, 환자간 이질성(heterogeneity)이 상당하다.

실시예 2[0206]

재료와 방법[0207]

사람 항체 단편[0208]

본 실시예에서 사람 재조합 항체 단편은 Bugli et al. (2001)[7]에서 상세히 기술하는데, 실시예 1에 사용된 항[0209]

체 단편과 일치한다. 간단히 말하면, Fab를 코딩하는 유전자는 혈액에 1b 유전형의 HCV RNA가 지속적으로 존재

하는 58세의 만성 간염 여성의 IgG1/카파 레퍼토리를 보유하는 파지 전시 조합 라이브러리로부터 얻었다. 선택

된 유전자는 적합한 박테리아 발현 벡터에 삽입하고[13], 이후 형질전환된 세포는 재조합 Fab의 공급원으로 사

용하는데, 상기 재조합 Fab는 기존 문헌에서 밝힌 바와 같이 생산하고 정제한다[14]. 세포에 대한 E2 결합 중화

(NOB) 활성[5, 15] 및 이들 분자의 상호작용[7]이 기존 문헌에서 기술되었다. HCV-감염된 환자의 혈청에서 유사

한 항체의 존재는 저해 ELISA로 확인한다[7]. 

가유형과 중화 분석[0210]

본 실시예에 이용된 가유형은 완전하게 특성화되었고 Matsuura et al., 2001[8]에서 기술한다. 간단히 말하면,[0211]

VSV△G
*
/HCVE1-E2 가유형(VSV/HCV)은 수포성 구내염 바이러스로 구성되는데, 여기서 G 외피 단백질은 VSV G 단

백질의 막통과 세포질 도메인으로 N-말단 신호 서열에 융합된 1b형 HCV cDNA 클론(NIH-J1)의 E1과 E2 단백질의

엑토도메인(ectodomain)으로 구성되는 키메라 E1과 E2 HCV 외피 당단백질로 치환된다. 플라스미드[16]와 진핵

발현 벡터의 작제는 기존 문헌에서 기술하였다[8, 17]. VSV/HCV는 G 단백질-코딩 영역이 녹색 형광 단백질 유전

자(GFP)로 치환된 재조합 VSV로 키메라 E1과 E2  cDNA를 구성적으로 발현하는 CHO  세포를 감염시켜 준비한다

[18]. VSV/HCV 가유형을 생산하는데 이용되는 VSV△G
*
/HCVE1-E2(VSV/G) 가유형(대조)은 G 단백질을 일시적으로

발현하는 세포주를 VSV△G
*
로 감염시켜 생산한다. 중화 분석은 기존 문헌에서 밝힌 바와 같이 실시한다[8]. 정

제된 사람 재조합 Fab의 희석액은 가유형 VSV/HCV 또는 VSV/G의 2.4 X 10
3
 감염 단위(Infection Unit)(IU)로 37

℃에서 30분동안 배양하고, 96-웰 평판에 준비된 HepG2 세포(4 x 10
4
 세포)에 접종한다. 37℃에서 60분동안 흡

수이후, 세포는 10% FBS를 함유하는 DMEM으로 3회 세척하고 37℃에서 16시간동안 배양한다. 바이러스의 IU는 형

광 검경으로 GFP-발현 세포의 수를 계산하여 측정한다. 데이터는 항체가 첨가되지 않은 대조 웰과 비교하여 저

해 %로 나타낸다. 데이터는 이중으로 실시된 3회 실험의 평균이다.

결과[0212]

항-HCV/E2 사람 단클론 항체 패널 발생과 서열 특성화[0213]

사람 단클론 항체 Fab 단편의 패널은 1b 유전형의 HCV로 만성적으로 감염된 한 환자의 항-HCV/E2 면역 레퍼토리[0214]

를 나타낸다[5, 19]. CHO 세포에서 발현되는 1a 유전형(균주 H)[20]의 정제된 재조합 HCV/E2로 선별된 항체 단

편은 완전하게 특성화되었고 HCV/E2에 대한 공유된 동등한 친화성으로 만성 감염된 환자들의 혈청에 존재하는

클론과 일치한다. 5가지 항체 각각은 상기 환자의 항-E2 항체 레퍼토리가 분류되는 5가지 계통군중 하나를 대표

한다. 동일 계통군에 속하는 Fab는 유사한 생물학적 활성을 공유하고 DNA 서열의 강한 상동성을 보유한다[5]. 5

가지  Fab  각각은  E2의  표면에서  서로  다른  에피토프를  인식한다[7].  관련된  생식세포  서열로부터  분기

(divergence)는 항원-유도된 친화력 증진을 대표하고(표 1a와 1b), 항원에 대한 장기간 노출을 암시한다. 

 표 1A, B. 항-HCVE2 사람 단클론 항체의 가변 영역에서 생식세포와 V 유전자 돌연변이.[0215]

서열은 Burioni et al., 1998[5]에서 밝힌 바와 같이 확인하고 IMGT 데이터베이스에서 생식세포 서열과 정렬시[0216]

킨다[21]. 뉴클레오티드와 아미노산 돌연변이의 비율은 중쇄와 경쇄의 골격 영역(FR) 1, FR 2, FR 3; 중쇄의 상

보성 결정 영역(CDR) 1과 CDR 2; 경쇄의 CDR 1, CDR 2, CDR 3을 고려하여, Kabat와 Wu 정렬 방법[22]에 따라
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산정한다. 

표 1 a - 중쇄[0217]

항체[0218] V 유전자 돌연변이된 뉴클레오티드 % 돌연변이된 아미노산 %

FR CDR FR CDR

e8 VH1-18 9.5 22.2 14.9 33.3

e20 VH1-69 9.4 16.9 19 38

e137 VH1-69 11.5 15.3 14 41.7

e301 VH1-69 8.9 19.4 15.6 45.8

e509 VH1-69 5.2 15.9 10.9 33.3

표 1 b - 경쇄[0219]

항체[0220] V 유전자 돌연변이된 뉴클레오티드 % 돌연변이된 아미노산 %

FR CDR FR CDR

e8 KV 3-20 2.7 16 2.6 33.3

e20 KV 1-9 4.3 7.7 9.7 22.2

e137 KV 1-8 2.2 9 3.2 15.4

e301 KV 3-15 3.8 14.3 9.7 23

e509 KV 3-15 3.2 1.3 6.5 0

각 Fab의 결합 중화(NOB) 활성을 또한 측정하였는데[5], 일부 클론(e137과 e8)은 세포에 대한 HCV/E2 결합을 저[0221]

해할 수 없고 다른 클론은 매우 낮은 농도에서도 HCV/E2 결합을 저해하는 것으로 밝혀졌다.

사람 재조합 Fab에 의한 가유형 바이러스의 중화[0222]

HCV/E2의  표면에서  서로  다른  에피토프를  인식하는  2가지  Fab,  e8과  e2O[7]은  높은  농도(80  ㎍/㎖)에서도[0223]

VSV/HCV 가유형 감염을 중화시키지 않는다. 이들 2가지 Fab중에서 e2O은 강한 NOB 활성을 보유하는데[5], 이는

E2 결합을 저해하는 항체도 바이러스 감염을 예방하지 못할 수 있음을 확증한다.

2가지 다른 Fab, e137과 e301은 10 ㎍/㎖ 농도에서 VSV/HCV를 효과적으로 중화시키지만, VSV G 외피 단백질을[0224]

보유하는 VSV 가유형(VSV/G 가유형)은 영향을 받지 않는다(도 3a와 3b). 이들 데이터는 HCV/E2에서 사람 에피토

프의 2차원 표면 지도(도 4)에 지시된 바와 같이, 이들 2가지 클론이 중화 활성을 보유하는 사람 항체에 의해

인식되는 것으로 생각되는 동일한 E2 영역에 대하여 경쟁한다는 이전의 조사 결과와 일치한다. 

Fab 509는 NOB 활성의 측면에서 현재 가장 강한 항체이며, 매우 낮은 농도에서 E2와 세포 표적간 결합을 저해할[0225]

수 있다(표 2). VSV/HCV 가유형과 상기 Fab를 함께 배양하면, 간암 세포로 바이러스 유입이 1 ㎍/㎖ 농도로 강

화된다. VSV/G 가유형을 사용하는 경우에는 감염도(infectivity) 증가가 나타나지 않기 때문에, 상기 Fab와 세

포막의 비-특이적인 상호작용이 바이러스의 세포 유입을 촉진할 가능성은 배제된다(도 3C). 

표 2 - 항-HCV/E2 항체 특징[0226]

NOB 활성은 정제된 HCV/E2 제형의 세포 표적 결합의 50% 중화를 달성하는 농도(㎍/㎖)로 산정한다. [0227]

Fab 클론[0228] 50% NOB 농도(㎍/㎖) VSV/HCV 감염에 대한 효과

e8 >40(없음) 없음

e20 3(높음) 없음

e137 40(낮음) 저해

e301 3(높음) 강한 저해

e509 <0.035(최대) 강화

대조  항체[23]은  VSV/HCV와  VSV/G  가유형  모두를  중화시키지  않기  때문에,  가유형  시스템에  영향을  주지[0229]
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않는다. VSV/G 가유형은 이들 실험에서 중화 대조로 이용되고 VSV/HCV에 영향을 주지 않는 다클론 항-VSV 항혈

청의 최대 1:1000 희석액에 의해 적절히 중화된다[8]. 여러 숙주에서 발생된 다클론과 단클론 항-E1과 항-E2 항

체는 VSV/HCV 가유형에 중화 효과를 보이지 않는다.

일가(monovalent) Fab의 중화 활성은 HCV 유입이 바이러스 응집 또는 가교-결합 없이도 저해될 수 있음을 보여[0230]

준다; 더 나아가, 바이러스와 세포 표적간 상호작용의 차단은 HCV 중화에서 핵심 인자가 아닌 것으로 생각된다.

이들 데이터는 혈청에서 NOB 활성과 질병으로부터 보호간 상관관계의 부재를 분자 수준에서 설명할 수 있다.

1a 유전형의 E2로 선별된 항-E2 항체가 1b 유전형의 E2를 보유하는 가유형을 중화시킬 수 있기 때문에, 항-HCV[0231]

항체에 의해 상당한 교차-보호가 제공된다.

이런 결과는 VSV/G 구조체에 대한 효과가 명확하지는 않지만, Fab 509가 VSV/HCV 가유형 바이러스의 감염도를[0232]

강화시킬 수 있음을 보여준다. e5O9가 바이러스 유입을 촉진하는 능력을 설명할 수 있는 해답은 상기 항체가 바

이러스의 세포 부착에 관여하는 세포 구조인 CD81에 결합하는 E2의 영역에 특이적이고 매우 효과적으로 결합한

다는 관찰 결과에서 찾을 수 있다[24]. E2에 대한 e509의 결합은 세포 표적중 하나에 대한 E2의 결합을 모방하

고 CD81에 의해 유도되는 것과 유사한 E2 형태 변화를 촉진한다. E2는 적어도 2가지 구조 형태로 존재하는데,

상기 단백질에 항체를 결합시키면 결합 경쟁없이 사람 Fab의 NOB 활성을 조절함으로써 상기 단백질의 입체 상태

를 변화시킬 수 있다[6]. 따라서, Fab 509는 HCV와 세포 표면간 상호작용을 연구하기 위한 핵심 도구로 생각되

며, 백신용 분자를 평가하는 시험관내 모델에 사용될 수 있다. 
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도면의 간단한 설명

도 1 FIT: 이론적 기준. 패널 A는 경쟁 상대가 없는 상태에서 Fab-FLAG의 에피토프 결합을 보여준다. (A)에 존[0035]

재하는 동일 농도의 Fab를 사용하여 환자의 혈청과 항원을 사전배양하면, 혈청에서 Fab에 의해 인식되는 에피토

프를 표적하는 항체의 정량적 분석이 가능하다. 패널 B와 C에서, Fab와 경쟁하는 결합 항체는 패널 A와 비교하

여 결합량이 비례적으로 감소한다. 패널 D와 E에서, 특정 에피토프를 표적하지 않는 항체의 존재는 Fab 결합에

최소한의 영향도 주지 않는다. 

도 2A와 B: 공지된 농도의 e8-IgG1과 e509-IgG1(Fab에 의해 인식되는 에피토프를 표적하는 전체 항체)을 함유하[0036]

는 혈청에 의한 HCV/E2에 대한 e8-FLAG(A)와 e5O9-FLAG(B)의 결합 저해. 분명하게, Fab 결합의 저해는 동일 특

이성을 갖는 전체 항체의 존재하에서만 관찰될 수 있고 항체 농도에 좌우된다.  

도 3A, B, C: 서로 다른 농도의 정제된 항-HCV/E2 사람 재조합 Fab에 의한 VSV/HCV와 VSV/G 가유형의 감염 저[0037]

해. Fab-처리된 가유형으로 감염된 HepG2 세포는 16시간동안 배양하고, 녹색 형광 단백질-발현 세포의 수는 형

광 검경으로 측정하였다. 데이터는 대조 웰(Fab 첨가되지 않음)에서 탐지된 감염의 %로 나타낸다. 도시된 결과

는 이중으로 실시된 독립 분석의 평균이다.

도 4: 본 연구에 이용된 단클론 항체에 의해 인식되고 HCV/E2의 표면에 존재하는 사람 B 세포 에피토프의 2차원[0038]

표면-유사 지도. 부분적으로 겹쳐진 원은 상호 저해를 표시한다. VSV/HCV 가유형 중화 활성을 보유하는 Fab는
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밑줄로 표시한다. 세포 표적과 HCV/E2의 상호작용을 매개하는 추정 영역은 점선으로 표시한다. 중화 항체에 의

해 인식되는 추정 영역은 검은색 원으로 표시한다. 항원-항체 상호작용에 의해 유도되는 변형으로 인하여, 이런

다이어그램은 실제 물리 지도와 일치하지 않는다.  

도면

    도면1

    도면2a
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    도면2b

    도면3a
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    도면3b

    도면3c
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    도면4

서 열 목 록

                         SEQUENCE LISTING

<110>  Burioni, Roberto 

<120>  HUMAN MONOCLONAL ANTIBODY FAB FRAGMENTS DIRECTED AGAINST HCV E2 GLYCOPROTEIN AND ENDOWED WITH
IN VITRO NEUTRALIZING ACTIVITY

<130>  30068

<150>  IT RM2002A/000049

<151>  2002-01-30

<160>  24    

<170>  PatentIn version 3.1

<210>  1

<211>  119

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens
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<400>  1

Leu Leu Glu Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Met Pro Gly Ala Thr Val 

1               5                   10                  15      

Lys Val Ser Cys Gln Ser Ser Arg Tyr Thr Phe Thr Ser Tyr Gly Ile 

            20                  25                  30          

Gly Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Met Gly Trp 

        35                  40                  45              

Ile Ser Gly Tyr Thr His Glu Thr Lys Tyr Ala Gln Ser Phe Gln Gly 

    50                  55                  60                  

Arg Val Thr Met Thr Ala Glu Thr Ser Thr Gly Thr Ala Tyr Met Glu 

65                  70                  75                  80  

Leu Arg Ser Leu Arg Ser Asp Asp Thr Ala Thr Tyr Tyr Cys Ala Arg 

                85                  90                  95      

Asp Gly Gly Gly Arg Val Val Val Pro Pro Thr His Leu Arg Ala Phe 

            100                 105                 110         

Asp Val Trp Gly Gln Gly Thr 

        115                 

<210>  2

<211>  104

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  2

Met Ala Glu Leu Thr Gln Ser Pro Gly Thr Leu Ser Leu Ser Pro Gly 

1               5                   10                  15      

Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Arg Ala Ser His Arg Val Asn Asn Asn 
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            20                  25                  30          

Phe Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Ala Pro Arg Leu Leu 

        35                  40                  45              

Ile Ser Gly Ala Ser Thr Arg Ala Thr Gly Ile Pro Asp Arg Phe Ser 

    50                  55                  60                  

Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Arg Leu Glu 

65                  70                  75                  80  

Pro Asp Asp Phe Ala Val Tyr Tyr Cys Gln Gln Tyr Gly Asp Ser Pro 

                85                  90                  95      

Leu Tyr Ser Phe Gly Gln Gly Thr 

            100                 

<210>  3

<211>  124

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  3

Leu Leu Glu Ser Gly Pro Gly Leu Val Lys Pro Ser Gln Thr Leu Ser 

1               5                   10                  15      

Leu Thr Cys Thr Val Ser Gly Val Ser Ile Ser Tyr Gly Gly Arg Gly 

            20                  25                  30          

Val Ser Tyr Trp Gly Trp Val Arg Gln Ser Pro Gly Lys Gly Leu Glu 

        35                  40                  45              

Trp Ile Gly His Ile Tyr Tyr Phe Gly Asp Thr Phe Tyr Asn Pro Ser 

    50                  55                  60                  

Leu Asn Asn Arg Ala Thr Ile Ser Ile Asp Ser Ser Lys Asn Gln Phe 
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65                  70                  75                  80  

Ser Leu Lys Leu Lys Ser Val Thr Ala Ser Asp Thr Ala Leu Tyr Phe 

                85                  90                  95      

Cys Ala Arg Ser Thr Leu Gln Tyr Phe Asp Trp Leu Leu Thr Arg Glu 

            100                 105                 110         

Ala Ala Tyr Ser Ile Asp Phe Trp Gly Gln Gly Ile 

        115                 120                 

<210>  4

<211>  102

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  4

Met Ala Glu Leu Thr Gln Ser Pro Ser Phe Leu Ser Ala Ser Val Gly 

1               5                   10                  15      

Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg Ala Ser Gln Gly Val Thr Ile Leu 

            20                  25                  30          

Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys Pro Pro Lys Ala Leu Ile 

        35                  40                  45              

Tyr Ala Ala Ser Ser Leu Gln Ser Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly 

    50                  55                  60                  

Ser Gly Ser Asp Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Pro 

65                  70                  75                  80  

Glu Asp Ser Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Leu Asn Thr Tyr Pro Trp 

                85                  90                  95      

Thr Phe Gly Gln Gly Thr 

등록특허 10-1002791

- 20 -



            100         

<210>  5

<211>  116

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  5

Leu Leu Glu Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Ser Ser Val 

1               5                   10                  15      

Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Asp His Tyr Gly Ile Asn Trp Val 

            20                  25                  30          

Arg Gln Ala Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Met Gly Gly Ile Ile Pro 

        35                  40                  45              

Val Phe Gly Thr Thr Thr Tyr Ala Gln Lys Phe Gln Gly Arg Ala Thr 

    50                  55                  60                  

Ile Thr Ala Asp Asp Ser Thr Gly Thr Ala Phe Leu Glu Leu Thr Arg 

65                  70                  75                  80  

Leu Thr Phe Asp Asp Thr Ala Val Tyr Phe Cys Ala Thr Pro His Gln 

                85                  90                  95      

Leu His Val Leu Arg Gly Gly Lys Ala Leu Ser Pro Trp Asp Tyr Trp 

            100                 105                 110         

Gly Gln Gly Thr 

        115     

<210>  6

<211>  102

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens
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<400>  6

Met Ala Glu Leu Thr Gln Ser Pro Ala Thr Leu Ser Val Ser Pro Gly 

1               5                   10                  15      

Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Arg Ala Ser Gln Ser Val Ser Ser Asn 

            20                  25                  30          

Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Arg Gly Gln Ala Pro Ser Leu Leu Ile 

        35                  40                  45              

Tyr Gly Thr Ser Thr Arg Ala Thr Gly Ile Pro Ala Arg Phe Ser Gly 

    50                  55                  60                  

Ser Gly Ser Gly Thr Glu Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Ser 

65                  70                  75                  80  

Glu Asp Phe Ala Val Tyr Tyr Cys Gln Gln Tyr Asn Asp Trp Pro Ser 

                85                  90                  95      

Thr Phe Gly Gln Gly Thr 

            100         

<210>  7

<211>  120

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  7

Leu Leu Glu Gln Ser Gly Ser Glu Val Lys Val Pro Gly Ser Ser Leu 

1               5                   10                  15      

Lys Val Ser Cys Lys Thr Ser Gly Gly Thr Phe Ser Thr Tyr Thr Phe 

            20                  25                  30          
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Ser Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Met Gly Gly 

        35                  40                  45              

Ile Thr Pro Ile Ile Gly Ile Ala Asn Tyr Ala Arg Asn Phe Gln Asp 

    50                  55                  60                  

Arg Val Thr Ile Thr Ala Asp Glu Ser Thr Ser Thr Val Tyr Met Glu 

65                  70                  75                  80  

Val Arg Arg Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Ala Lys 

                85                  90                  95      

Thr Ser Glu Val Thr Ala Thr Arg Gly Arg Thr Phe Phe Tyr Ser Ala 

            100                 105                 110         

Met Asp Val Trp Gly Gln Gly Thr 

        115                 120 

<210>  8

<211>  102

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  8

Met Ala Glu Leu Thr Gln Ser Pro Ser Phe Leu Ser Ala Ser Val Gly 

1               5                   10                  15      

Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg Ala Ser Gln Gly Ile Ser Asn Tyr 

            20                  25                  30          

Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys Leu Leu Ile 

        35                  40                  45              

Tyr Ala Ala Ser Thr Leu Gln Ser Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly 

    50                  55                  60                  
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Ser Gly Ser Trp Thr Glu Phe Thr Leu Thr Ile Ser Arg Leu Gln Pro 

65                  70                  75                  80  

Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln His Leu Asn Thr Tyr Pro Trp 

                85                  90                  95      

Thr Phe Gly Gln Gly Thr 

            100         

<210>  9

<211>  118

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  9

Leu Leu Glu Gln Ser Gly Ser Glu Val Lys Lys Pro Gly Ser Ser Val 

1               5                   10                  15      

Arg Val Ser Cys Thr Thr Ser Gly Gly Thr Leu Ser Asp Tyr Gly Phe 

            20                  25                  30          

Asn Trp Leu Arg Gln Ala Pro Gly Gln Gly Pro Glu Trp Met Gly Gly 

        35                  40                  45              

Ile Ile Pro Leu Phe Arg Arg Thr Thr Tyr Gly Gln Lys Phe Gln Gly 

    50                  55                  60                  

Arg Leu Thr Ile Thr Ala Asp Glu Ser Thr Gly Ala Thr Tyr Met Glu 

65                  70                  75                  80  

Leu Ser Ser Leu Arg Ser Asp Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Ala Arg 

                85                  90                  95      

Glu Lys Val Ser Val Leu Thr Gly Gly Lys Ser Leu His Tyr Phe Glu 

            100                 105                 110         
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Tyr Trp Gly Lys Gly Thr 

        115             

<210>  10

<211>  102

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  10

Met Ala Glu Leu Thr Gln Ser Pro Ala Thr Leu Ser Val Ser Pro Gly 

1               5                   10                  15      

Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Arg Ala Ser Gln Ser Val Ser Ser Arg 

            20                  25                  30          

Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Arg Gly Gln Ala Pro Ser Leu Leu Ile 

        35                  40                  45              

Tyr Asp Thr Ser Ser Arg Ala Thr Gly Val Pro Ala Arg Phe Ser Ala 

    50                  55                  60                  

Ser Gly Ser Gly Thr Gln Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Ser 

65                  70                  75                  80  

Glu Asp Phe Ala Leu Tyr Tyr Cys Gln Gln Tyr Asn Asp Trp Pro Ser 

                85                  90                  95      

Thr Phe Gly Gln Gly Thr 

            100         

<210>  11

<211>  118

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

등록특허 10-1002791

- 25 -



<400>  11

Leu Leu Glu Glu Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Ser Ser Val 

1               5                   10                  15      

Lys Val Ser Cys Lys Thr Ser Gly Asp Thr Phe Arg Tyr Gly Ile Thr 

            20                  25                  30          

Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Met Gly Gln Ile 

        35                  40                  45              

Met Pro Thr Phe Ala Thr Ala Thr Tyr Ala Gln Arg Phe Gln Gly Arg 

    50                  55                  60                  

Val Thr Ile Ser Ala Asp Glu Ser Thr Ser Thr Ala Tyr Leu Glu Val 

65                  70                  75                  80  

Arg Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Ala Thr Pro 

                85                  90                  95      

Arg Gln Val Thr Ile Leu Arg Gly Pro Lys Ala Leu Ser Pro Trp Asp 

            100                 105                 110         

Tyr Trp Gly Gln Gly Thr 

        115             

<210>  12

<211>  102

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  12

Met Ala Glu Leu Thr Gln Ser Pro Ala Thr Leu Ser Ala Ser Pro Gly 

1               5                   10                  15      

Glu Arg Ala Ser Leu Ser Cys Arg Ala Ser Gln Ser Val Ser Ser Asn 
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            20                  25                  30          

Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Ala Pro Arg Leu Leu Ile 

        35                  40                  45              

Ser Gly Ala Ser Thr Arg Ala Thr Gly Val Pro Ala Arg Phe Ser Gly 

    50                  55                  60                  

Ser Gly Ser Gly Thr Glu Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Ser 

65                  70                  75                  80  

Glu Asp Phe Ala Val Tyr Tyr Cys Gln Gln Tyr Asn Asn Trp Pro Pro 

                85                  90                  95      

His Phe Gly Gln Gly Thr 

            100         

<210>  13

<211>  357

<212>  DNA

<213>  Homo sapiens

<400>  13

ctgctcgagc agtctggagc tgaggtgaag atgcctgggg ccacagtgaa ggtctcctgc     60

cagtcttccc gttacacctt caccagttac ggtatcggct gggtgcgaca ggcccctgga    120

caggggcttg agtggatggg atggatcagc ggatacaccc atgagacaaa atatgcacag    180

agtttccagg gcagagtcac catgaccgca gagacatcca cgggcacagc gtatatggag    240

ttgaggagcc tgcggtctga cgacacggcc acatattact gcgcgagaga tggaggaggg    300

agggtggtag tgccgcctac tcatctacgt gcttttgatg tctggggtca agggacg       357

<210>  14

<211>  312

<212>  DNA
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<213>  Homo sapiens

<400>  14

atggccgagc tcacccagtc tccaggcacc ctgtctttgt ctccagggga aagagccacc     60

ctctcctgca gggccagtca cagagtcaat aacaacttct tagcctggta tcagcagaaa    120

cctggccagg ctcccaggct cctcatctct ggtgcatcta ccagggccac tggcatccca    180

gacaggttca gtggcagtgg gtctggaaca gacttcactc tcaccatcag cagactggag    240

cctgatgatt ttgcagttta ttattgtcag cagtatggtg actcacctct ttattctttt    300

ggccagggga cc                                                        312

<210>  15

<211>  372

<212>  DNA

<213>  Homo sapiens

<400>  15

ctgctcgagt ctggcccagg actggtgaag ccttcacaga ccctgtccct cacctgcacc     60

gtctccggtg tctccatcag ttacggtggt cgtggcgttt cctactgggg ttgggtccgc    120

cagtccccag ggaagggcct ggagtggatt ggccacatct actactttgg agacaccttc    180

tacaacccgt ccctcaacaa tcgagctacc atatcaatag actcatccaa aaaccagttc    240

tccctcaagc tcaagtctgt gactgcctca gacacggccc tgtatttctg tgccaggagc    300

accctacagt attttgactg gttattgaca cgggaggctg cctactccat tgacttctgg    360

ggccagggaa ta                                                        372

<210>  16

<211>  306

<212>  DNA

<213>  Homo sapiens
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<400>  16

atggccgagc tcacccagtc tccatccttc ctgtctgcat ctgttggaga ccgagtcacc     60

atcacttgcc gggccagtca gggcgtcacc attcttttag cctggtatca gcaaaagcca    120

gggaaacccc ctaaggccct gatttatgct gcatcgtctt tgcaaagtgg ggtcccatca    180

aggttcagcg gcagtggttc tgacacagat ttcactctca caatcagcag cctacagcct    240

gaagattctg caacttatta ctgtcaacaa cttaacactt acccgtggac gttcggccag    300

gggacc                                                               306

<210>  17

<211>  348

<212>  DNA

<213>  Homo sapiens

<400>  17

ctgctcgagc agtcaggggc tgaggtgaag aagcctgggt cctcggtgaa ggtctcctgc     60

aaggcttctg gagaccacta tggtatcaac tgggtgcgac aggcccctgg acaagggctg    120

gagtggatgg gcggtatcat ccctgtcttt ggcacaacta cctacgcaca gaagttccag    180

ggcagagcca ccattaccgc ggacgactcc acggggacgg cctttttgga gctgaccaga    240

ctgacatttg acgacacggc cgtctatttc tgtgcgacac ctcaccaact gcatgtcctc    300

cggggcggta aagccctctc cccctgggac tactggggcc agggaacc                 348

<210>  18

<211>  306

<212>  DNA

<213>  Homo sapiens

<400>  18

atggccgagc tcacccagtc tccagccacc ctgtctgtgt ctccagggga aagagccacc     60
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ctctcctgca gggccagtca gagtgttagc agtaacttag cctggtacca gcagaaacgt    120

ggccaggctc ccagtctcct catctacgga acatctacca gggccactgg tatcccagcc    180

aggttcagtg gcagtgggtc tgggacagag ttcactctca ccatcagcag cctgcagtct    240

gaagattttg cagtttatta ctgtcagcag tataatgatt ggccctccac cttcggccaa    300

gggaca                                                               306

<210>  19

<211>  360

<212>  DNA

<213>  Homo sapiens

<400>  19

ctgctcgagc agtctgggtc tgaagtaaaa gtgcccgggt cctcgttgaa ggtctcctgc     60

aagacttctg gaggcacctt cagcacctat actttcagct gggtgcgaca ggcccctgga    120

cagggacttg agtggatggg ggggatcacc cctatcattg gcatcgcaaa ctacgcacgg    180

aacttccagg acagagtcac catcaccgcg gacgaatcca cgagcacggt ctacatggag    240

gtgaggaggc tgagatctga ggacacggcc gtatattatt gtgcgaaaac ttcggaagta    300

acagccacta gagggcggac tttcttctac tccgctatgg acgtctgggg tcaagggacc    360

<210>  20

<211>  306

<212>  DNA

<213>  Homo sapiens

<400>  20

atggccgagc tcacccagtc tccatccttc ctgtctgcat ctgtaggaga cagagtcacc     60

atcacttgcc gggccagtca gggcataagc aattatttag cctggtatca gcaaaaacca    120
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gggaaagccc ctaagctcct gatctatgct gcatccactt tgcaaagtgg ggtcccatcg    180

aggttcagcg gcagtggatc ttggacagaa ttcactctca caatcagccg cctccagcct    240

gaagattttg caacttatta ctgtcaacac cttaatactt acccgtggac gttcggccaa    300

gggacc                                                               306

<210>  21

<211>  354

<212>  DNA

<213>  Homo sapiens

<400>  21

ctgctcgagc agtctgggtc tgaggtgaag aaacctgggt cctcggtgag ggtctcgtgc     60

acgacttctg gaggcacctt gagcgactat ggtttcaact ggttacgaca ggcccctgga    120

caagggcctg agtggatggg agggatcatc cctttgtttc gaagaacaac ctacggacag    180

aagttccagg gcagactcac cattaccgcg gacgagtcca cgggcgcaac ctacatggag    240

ctgagcagcc tgagatctga cgacacggcc gtctattact gtgcgagaga gaaagtttcg    300

gtcctcacag gcggaaagtc actccattac tttgaatatt ggggcaaggg aacc          354

<210>  22

<211>  306

<212>  DNA

<213>  Homo sapiens

<400>  22

atggccgagc tcacgcagtc tccagccacc ctgtctgtgt ctccagggga aagagccacc     60

ctctcctgca gggccagtca gagtgttagc agcaggttag cctggtacca gcagaaacgt    120

ggccaggctc ccagtctcct catctatgac acatcttcca gggccactgg tgtcccagcc    180

aggttcagtg ccagtgggtc tgggacgcag ttcactctca ccatcagcag cctgcagtct    240
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gaagattttg cactttatta ctgtcagcag tataatgatt ggccctccac cttcggccaa    300

gggaca                                                               306

<210>  23

<211>  354

<212>  DNA

<213>  Homo sapiens

<400>  23

ctgctcgagg agtctggggc tgaggtgaag aagccagggt cctcggtgaa ggtctcctgc     60

aagacttctg gagacacctt cagatatggt atcacgtggg tgcgacaggc ccctggacaa    120

gggcttgagt ggatgggaca gatcatgcct acgtttgcga cagcaaccta cgcacagagg    180

ttccagggca gagtcacgat ttccgcggac gaatccacga gcacagccta cttggaggtg    240

cgcagcctga gatctgaaga cacggccgtc tattactgtg cgacacctcg ccaagttact    300

atacttcggg gacctaaagc cctctcccct tgggactact ggggccaggg aacc          354

<210>  24

<211>  306

<212>  DNA

<213>  Homo sapiens

<400>  24

atggccgagc tcacccagtc tccagccacc ctgtctgcgt ctccagggga aagagcctcc     60

ctctcctgca gggccagtca gagtgttagt agcaacttag cctggtacca gcagaaacct    120

ggccaggctc ccaggctcct catctctggt gcatccacca gggccactgg tgtcccggcc    180

aggttcagtg gcagtgggtc tgggacagag ttcactctca ccatcagtag cctgcagtct    240

gaagattttg cagtttatta ctgtcagcag tataataact ggcctcccca ctttggccag    300

gggacc                                                               306
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