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요약

본 발명은 인터페론-α 단백질의 C-말단영역 이 인터페론-τ의 C-말단영역 으로 치환된 인터페론-α 단백질로 형

성된 하이브리드 인터페론 하이브리드 단백질과 관련된다. 인터페론 하이브리드 단백질을 암호화하는 핵산 서열, 그

러한 서열을 함유하는 발현 벡터, 인터페론 하이브리드 단백질의 치료적 사용도 또한 기술되었다. 치료적 사용은 항

바이러스, 항세포 증식, 항염증 사용을 포함한다. 본 발명의 인터페론 하이브리드 폴리펩타이드의 한가지 잇점은 세포

를 치료하기 위해 사용했을 때 세포독성 부작용이 낮다는 것이다.
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본 발명은 인터페론-τ에서 유래한 C-말단 영역과 다른 인터페론에서 유래한영역으로 구성된 하이브리드 인터페론 

단백질에 관한 것이다.
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인터페론(IFN) 단백질은 여러 세포 유형의 성장과 기능에 다면적 효과를 나타내는 구조적 및 기능적으로 관련된 단백

질의 집단이다. 1957년에 항바이러스제로 발견된 이후에, IFN는 자연 킬러세포 활성의 조절과 주 조직적합성 항원 

발현의 조절, 악성 세포의 항-증식 활성의 조절을 포함한 다양한 효능있는 면역조절효과를 나타내는 것으로 드러났

다(Walter, et al., 1998).

IFN 의 주된 종류는 유형I (산에 안정한)으로 지정된 IFN-α, -β, -γ, -ω와 IFN-τ(유형II으로 지정된, 산에 불안

정)이다. 하기 표 1은 IFN 의 주된 종류의 양상을 요약한다.

[표 1]

단백질의 IFN-α 집단은 하나의 의사유전자와 같은 단백질을 암호하는 2개의 유전자를 포함하여 적어도 14 유전자

로 구성되어 있음이 알려져 있다. 따라서, 14 유전자로부터 생산된 12개의 독립적 IFN-α 단백질이 있다. 다양한 IF

N-α 은 아미노산 서열 수준에서 약 80% 유사성을 공유한다.

인터페론 α-D(IFNαD)으로 알려진 인터페론α-1 (IFNα1)는 연구와 임상적 관심인 유형I 인터페론이다. 최근의 보

고에 의하면 동물과 인간에서 다양한 바이러스 질병의 치료에서 재조합체 IFNαD의 효율성을 증명하였다(Noisakra

n and Carr, 2000; Noisakran, et al., 1999). 인간 IFNαD 에서 임상적 그리고 연구적인 관심 때문에 다른 발현 시

스템가 개발되고 사용되었다.

1982년에 재조합체인간 IFNαD (rHuIFNαD)의 발현이 lac 프로모터를 사용하는 Methylophilus methylotrophus
시스템와 E. coli 시스템에서 기술되었다(De Maeyer, 1982). 1984년에, 유전자 ntech 과학자들은 α-인자 신호 서
열과 하이브리드된 IFNαD 유전자가 비하여 낮은 생물학적 활성을 가진 분비된 IFNαD 단백질을 생성한 Saccharo
myces cerevisiae 시스템를 보고했다(Singh, 1984). 여러 해 후에, 1989년에 E. coli 와 Bacillus subtilis ( B. subtil
is )에서 스타필로키나아제 이종 발현-분비 신호를 이용한 인간 인터페론유전자의 분비 발현이 개발되었다(Breitling,
1989). 이러한 연구에서, E. coli 시스템는 아니고 오직 B. subtilis 시스템만 배양 배지로 rHuIFNαD 을 분비할 수 
있다. E. coli 에서 감소된 특정 성장 비율에서 단백질의 발현이 더 효과적으로 되게하는 발효동안에 페드 배치 모드
에서 정해진 배지를 사용하여 E. coli 에서 rHuIFNαD의 세포내 발현이 매우 향상된 것이 1990년에 보고되었다. 하
지만, 11년동안 인간 IFNαD의 생산에서 추가적인 중요한 개선은 없었다.

확인된 첫번째 IFN-τ는 18-19 kDa 단백질인 양 IFN-τ이었다(OvIFN-τ). 여러가지 동일형태가 태아(배와 주위

막) 동질체에서 확인되었다(Martal, et al., 1979). 후속하여, 태아 배양 배지로 방출된 분자량이 적은 단백질은 정제

되었고 열에 불안정하고 프로테아제에 민감한 것이 제시되었다(Godkin, et al., 1982). 양에서 모계 인지의 결정적 기

간동안에 양 태아의 영양아층에 의해 처음으로 생산된 일차 분비 단백질이기 때문에 OvIFN-τ는 원래 양 영양아층 

단백질-one (oTP-1)으로 불리었다. 후속하는 실험에 의하면 OvIFN-τ는 양과 소와 같은 반추동물에서 임신에 대한

생리적 반응을 설정하는데 필수적인 임신 인지 호르몬임을 결정하였다(Bazer and Johnson, 1991).

양 낭포 라이브러리를, N-말단 아미노산 서열을 대표하는 합성적 올리고뉴클레오티드로 프로브하여 획득한 IFN-τ 

cDNA는(Imakawa, et al., 1987) 인간, 생쥐, 쥐, 돼지 유래의 IFN-α와 45-55% 동일하고 IFN-Ω로 언급되는 소 IF

N-αII와 70% 동일한 예측된 아미노산 서열을 갖는다. 다른 동일형태를 대표하는 여러 cDNA 서열이 보고되었다(St

ewart, et al., 1989; Klemann, et al., 1990; and Charlier, M., et al., 1991). 모든 것은 23 아미노산 리더 서열과 1

72 아미노산 성숙한 단백질을 암호화하는 585 염기 공개 판독 구조가 있는 약 1 kb 이다. 아미노 말단과 카르복시 말

단과 병치인 4개의 나선 다발로서 IFN-τ의 예측된 구조는 유형I IFN 으로서 분류를 더 지지한다(Jarpe, et al., 199

4).

IFN-τ는 유형I IFN와 분류적으로 관련된 많은 활성을 보이지만(상기 표1 참조), 다른 유형I IFN 사이에 큰 차이점이

존재한다. 가장 현저한 차이점은 상기 상세화된 임신에서 역할이다. 또한 다른 것은 바이러스 유도이다. IFN-τ을 제
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외한 모든 유형I IFN 은 바이러스와 dsRNA 에 의해 쉽게 유도된다(Roberts, et al., 1992). 유도된 IFN-α와 IFN-β

발현은 일시적이고 약 몇 시간동안 지속된다. 반면에, 일단 유도되면 IFN-τ 합성은 몇 일동안 유지된다(Godkin, et 

al., 1982). 개개의 세포에서 다른 유형I IFN 보다 300배 이상의 IFN-τ가 생성된다(Cross and Roberts, 1991).

다른 차이점은 IFN-τ 유전자의 조절영역 에서 존재한다. 예를 들어, 소 IFN-Ω유전자로 트랜스펙션하면 항-바이러

스 활성이 나타나지 않는 반면 인간 영양아층 세포라인 JAR를 소 IFN-τ에 대한 유전자로 트랜스펙션하면 항-바이

러스 활성이 나타난다. 이는 IFN-τ 유전자 발현에 관련된 유일한 트랜스 작용성 인자를 암시한다.

관찰한 것에 의하면 IFN-τ의 인접하는 프로모터영역 (126으로부터 전사 시 작 부위까지)은 IFN-α 와 IFN-β의 

인접하는 프로모터영역 과 매우 동일한 반면; -126 부터 -450 까지의영역 은 동일하지 않고 오직 IFN-τ 발현만을 

향상시킨다. (Cross and Roberts, 1991). 따라서, 다른 유형 I IFN과 비교하여 다른 조절 인자는 IFN-τ 발현에 관련

되어 있는 것 같다.

IFN-τ 발현은 종마다 다르다. 예를 들어, IFN-τ 발현이 반추동물에서 태아 발전의 특정 단계(일차적으로 13-21일

)에 제한되어있을지라도 (Godkin, et al., 1982), 예비 연구는 IFN-τ의 인간 형태는 임신동안에 구조적으로 발현된

다는 것을 제시한다(Whaley, et al., 1994).

중요하게, 인터페론의 유용성은 독성 때문에 제한되었다. 암과 바이러스 질병의 치료에서 인터페론을 사용하면 심각

한 부작용이 나타난다. IFN-α는 1991 년에 미국과 1992년에 일본에서 임상적 간염C의 추가로 도입되었다(Saito, e

t al., 2000). 하지만, 임상적 효율성을 나타내기에 효율적인 투여량으로 IFN-α을 사용하는 것(즉, 상기 약 1×10 6

유닛/치료의 양)은 열, 두통, 무기력,관절통과 근육통의 특성이 있는 '감기 유사' 신드롬과 대개 관련있다(Tyring, et a

l., 1992).

5-10×10 6 유닛/치료 그리고 그 이상의 투여량에서 구역, 구토, 설사와 식욕부진과 같은 상기 다른 독성은 더 빈번

해진다. IFN-α 치료와 관련된 신경정신적 증상도 또한 보고되었다(Dieperink, et al., 2000). 추가로, 일부 연구는 I

FN-α 치료의 효율성이 투여량 의존적이지 않다는 것(Saito, et al., 2000)과 IFN-α로 치료하는 것이 종양 또는 바

이러스 간염이 있는 환자에서 자가면역 질병의 발전 또 는 악화와 관련되어 있다는 것(Jimenez-Saenz, et al., 2000)

을 제시하였다.

따라서, 높은 항-바이러스 활성과 낮은 세포독성이 있는 인터페론 단백질이 필요하다. 본 발명은 이러한 필요를 만족

시키도록 디자인되었다.

발명의 개요

따라서, 한 양태에서 본 발명의 목적은 인터페론 단백질을 포함한 인터페론/인터페론-τ 하이브리드 단백질을 제공

하는 것이고 여기서 상기 인터페론 단백질의 C-말단영역 은 인터페론-τ의 C-말단영역 으로 치환된다. 한 실시예에

서, 발명은 비-τ 인터페론 단백질을 포함하여 비-τ 인터페론/인터페론-τ 하이브리드 단백질을 제공하고 여기서 

상기 비-τ 인터페론 단백질의 C-말단영역 은 인터페론-τ의 C-말단영역 으로 대체된다. 또다른 실시예에서, 인터

페론 단백질은 유형I 인터페론 단백질이다. 유형I 인터페론 단백질은 인터페론-α이다. 바람직하게, 인터페론-α는 

인간 인터페론-α이다. 한 실시예에서, 인간 인터페론-α 은 인간 인터페론-αD이다. 또다른 실시예에서, 인터페론 

단백질은 인터페론-β이다.

한 실시예에서, 하이브리드 의 적어도 2000 항-바이러스 유닛/㎖을 포함하는 배양 배지에서 7일동안 PBMC의 첫번

째 샘플을 배양하는 것과 항-바이러스 유닛/㎖으로서 본래 IFN-α의 동등한 농도를 가진 배양 배지에서 7일동안 PB

MCs의 두번째 샘플을 배양하는 것을 포함하는 검정에서 두번째 샘플에서 생존가능한 세포의 비율과 첫번째 샘플에 

남아있는 생존가능한 세포의 비율과 비교하여 하이브리드 단백질은 본래 인터페론, 즉 인터페론-α에 비하여 낮은 

독성을 나타낼 수 있고 여 기에서, 생존가능한 세포의 비율이 높은 것은 배양 배지에서 IFN 종의 독성이 비하여 낮은 

것을 나타낸다.

발명의 한 실시예에서, 인터페론 단백질은 치환된 C-말단영역 의 어느 것도 갖지 않지만 그 대신에, 전체 길이 인터

페론 단백질에 첨가된 인터페론-τ의 C-말단영역 을 가진다. 따라서, 인터페론 단백질 치환된 C-말단의 아미노산을 

갖지 않는다. 또다른 실시예에서, 인터페론 단백질은 치환된 C-말단의 약 1-30 아미노산을 갖는다. 또다른 실시예에

서, 인터페론 단백질은 치환된 C-말단의 약 1-10 아미노산을 갖는다. 바람직하게, 인터페론 단백질은 치환된 C-말

단의 최종 4개의 아미노산을 가진다. 관련된 실시예에서, 인간 인터페론-αD의 C-말단영역 은 잔기 163-166에 해

당하는 서열에 해당한다.

한 실시예에서, 하이브리드 단백질은 인터페론-τ의 잔기 163-172 에 해당하는 서열에 해당하는 인터페론-τ의 C-

말단영역 을 포함한다. 바람직하게, 인터페론 단백질은 인간 인터페론-αD이고 인간 인터페론-αD 의 C-말단영역 
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은 잔기163-166에 해당하고 인터페론-τ의 C-말단영역 은 인터페론-τ의 잔기163-172에 해당하는 서열과 대응

한다.

한 실시예에서, 하이브리드 단백질은 인터페론 또는 비-τ 인터페론 단백질의 세포독성에 비하여 감소된 세포독성을

가진다. 또다른 실시예에서, 하이브리드 단백질은 인터페론 또는 비-τ 인터페론 단백질의 항-바이러스 활성과 비하

여 항-바이러스 활성을 증가시켰다. 관련된 실시예에서, 하이브리드 단백질은 MDBK/VSV 항-바이러스 시스템에서 

적어도 약 1×10 8 항-바이러스 유닛/mg의 항-바이러스 활성을 가진다. 또다른 관련된 실시예에서, 하이브리드 단

백질은 MDBK/VSV 항-바이러스 시스템에서 적어도 약 2×10 8 항-바이러스 유닛/mg의 항-바이러스 활성을 가진

다.

발명은 인터페론-τ 단백질은 반추동물 인터페론-τ임을 계획했다. 한 실시예에서,인터페론-τ는 양 또는 소 인터페

론-τ이다. 발명은 또한 상기 기술된 어떠한 하이브리드 단백질은 페길화된 것을 의도한다.

또다른 양태에서, 발명은 상기 기술된 하이브리드 단백질을 암호화하는 핵산 입자를 포함한다. 또다른양태에서, 발명

은 인터페론 하이브리드 단백질을 제조하는 방법을 포함한다. 방법을 실행하는데 관련된 단계는 재조합체발현 시스

템에서 상기 기술된 핵산 입자를 위치시키는 것; 하이브리드 단백질을 생산하기 위해서 핵산 입자의 발현에 영향을 

미치는 것; 하이브리드 단백질을 회복시키는 것을 포함한다. 한 실시예에서, 재조합체발현 시스템는 P. pastoris 을 
포함한다.

또 다른 양태에서, 본 발명에서 약학적 조성물은 상기 기술된 바와 같이 준비된 하이브리드 단백질과 약제학적으로 

수용가능한 담체를 포함한다. 조성물은 또한 리바비린을 포함한다.

한 양태에서, 발명은 또한 바이러스로 감염된 세포에서 바이러스 복제를 억제하는 방법을 포함한다. 방법은 세포에서

바이러스의 복제를 억제하기에 충분 한 양으로 세포를 하이브리드 단백질과 접촉시키는 것을 포함한다.

종양 세포의 성장을 억제하는 방법도 또한 계획되었다. 방법은 또한 성장을 억제하기에 충분한 양으로 하이브리드 단

백질과 종양 세포를 접촉시키는 것을 포함한다.

발명의 또다른 양태는 시험체에서 자가면역 질병을 치료하는 방법을 포함한다. 방법은 질병을 치료하기에 효과적인 

양으로 상기 기술된 바와 같이 준비된 하이브리드 단백질을 시험체에 투여하는 것을 포함한다.

발명의 또다른 양태는 시험체에서 임상적 염증을 치료하는 방법을 포함한다. 방법은 염증을 치료하기에 효과적인 양

으로 상기 기술된 바와 같이 제조된 하이브리드 단백질을 시험체에 투여하는 것을 포함한다.

발명의 또다른 양태는 인터페론에 반응하는 질병 상태를 치료하는 방법을 포함한다. 방법은 질병 상태를 치료하기에 

효과적인 양으로 상기 기술된 바와 같이 제조된 하이브리드 단백질을 질병이 있는 시험체에 투여하는 것을 포함한다.

상기 기술된 방법에서 투여는 구강, 국부적, 흡입, 코 그리고 주사로 구성된 집단에서 선택된 투여 방법으로 수행된다.

발명의 다음 상세한기술을 첨부한 도면과 함께 읽을 때 발명의 목적과 특징은 완전히 높게 평가된다.

도의 간단한 설명

도. 1 는 HVV 단편 1과 최종 연결된 산물을 생산하는데 사용되는 올리고뉴클레오티드의 서열을 제시한다;

도. 2 는 HVV 단편 2와 최종 연결된 산물을 생산하는데 사용되는 올리고뉴클레오티드의 서열을 제시한다;

도. 3 는 HVV 단편 3과 최종 연결된 산물을 생산하는데 사용되는 올리고뉴클레오티드의 서열을 제시한다;

도. 4 는 HVV 단편 4와 최종 연결된 산물을 생산하는데 사용되는 올리고뉴클레오티드의 서열을 제시한다;

도. 5A-5C는 HVV-pPICZ-α 구조물의 서열과 선택된제한 부위를 제시한다;

도. 6A-6B는 구성에서 선택된 HVV 단백질을 제시한다;

도. 7 은 1% 메탄올로 72시간 유도한 후 P. pastoris HVV 재조합체 배양 상청액의 SDS-PAGE 젤이다;

도. 8 은 P. pastoris 상청액 유래의 HVV 단백질의 부분 정제를 제시하는 SDS-PAGE 젤이다.
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도. 9 은 흐름 세포측정으로 분석한 PBMC 세포의 특이 세포 죽음의 비율을 예시한다.

도. 10은 선택된 인터페론 단백질의 아미노산 서열 정렬을 제시한다.

발명의 상세한 설명

I.  정의

다르게 제시되지 않으면, 여기서 사용된 모든 기술적 그리고 과학적 용어는 본 발명의 당업계에 능숙한 이들에게 알

려진 바와 같은 의미를 가진다. 당업계의 정의와 용어에 대해서 업계에 종사하는 이들은 특정하게 Sambrook et al., 

1989, 와 Ausubel F M et al., 1993, 을 참조한다. 본 발명은 기술된 특정 방법론, 프로토콜, 그리고 시약에 한정되지

않고 변할 수 있다는 것이 이해되어야 한다.

여기에 인용된 모든 출판과 특허는 발명과 관련하여 사용되는 조성물과 방법론을 기술하고 개시하는 목적으로 참고

문헌으로 통합된다.

'이종' 핵산 구조물 또는 서열은 발현되는 세포 그대로이지 않은 서열의 위치를 가진다. 조절 서열과 관련하여 이종은 

현재 조절하는 발현의 같은 유전자를 본래 조절하도록 기능하지 않는 조절 서열(즉 프로모터 또는 인핸서)을 말한다.

일반적으로, 이종 핵산 서열은 세포에 내생적이지 않거나 또는 그들이 존재하는 게놈의 일부이고 감염, 트랜스펙션, 

미세주입, 일렉트로포레이션, 또는 유사 방법으로 세포에 첨가된다. '이종' 핵산 구조물은 본래 세포에서 발견되는 조

절 서열/DNA 암호화서열 조합에서 유래한 것과 같은 것 또는 다른 조절 서열/DNA 암호화서열 조합을 포함한다.

여기에서 사용된 것과 같이, 용어 ' 벡터'는 다른 숙주 세포사이의 전이를 목적으로 한 핵산 구조물을 말한다. '발현 벡

터' 는 외부 세포에서 이종 DNA 단편을 통합하고 발현하는 능력을 가진 벡터를 말한다. 원핵과 진핵 발현 벡터는 시

중구입 가능하다. 적절한 발현 벡터를 선택하는 것은 당업계 숙련자의 지식 내이다.

여기에서 사용된 것과 같이, '발현 카세트' 또는 '발현 벡터'는 표적 세포 또는 시험관 내에서 특정 핵산의 전사를 허용

하는 일련의 지정된 핵산 요소가 있는, 재조합적으로 또는 합성적으로 생성된 핵산 구조물이다. 재조합체 발현 카세 

트는 플라스미드, 염색체, 미토콘드리아 DNA, 플라스티드 DNA, 바이러스, 또는 핵산 단편으로 통합될 수 있다. 전형

적으로, 발현 벡터의 재조합체 발현 카세트 위치는 다른 서열중에서 전사될 핵산 서열과 프로모터를 포함한다.

여기에서 사용된 것과 같이, 용어 '플라스미드' 는 벡터를 클로닝하는데 사용되고 많은 세균과 일부 진핵세포에서 염

색체외의 자가 복제적 유전적 요소를 형성하는 원형 이중 가닥(ds) DNA 구조물을 말한다.

여기에서 사용된 것과 같이, 용어 '선택가능한 마커-암호화 뉴클레오티드서열'은 숙주 세포에서 발현할 수 있고 선택

가능한 마커가 발현되면 해당하는 선택제가 존재할 때 자랄 수 있는 능력을, 발현된 유전자를 함유하는 세포에게 주는

뉴클레오티드서열을 말한다.

여기에서 사용된 것과 같이, 용어 '프로모터' 와' 전사 개시자'는 하류 유전자의 전사를 지시하는 기능을 하는 핵산 서

열을 말한다. 프로모터는 일반적으로 표적 유전자가 발현되는 숙주 세포에 적절할 것이다. 다른 전사와 번역 조절 핵

산 서열(또한 '조절 서열'이라 불리는)과 함께 프로모터는 주어진 유전자를 발현하는데 필요하다. 하류에서, 전사와 번

역 조절 서열은 제한되지 않고 모터 서열, 리보솜 결합 부위, 전사 시작과 종결 서열, 번역 시작과 종결 서열과 인핸서 

또는 활성자 서열을 포함한다.

여기서 정해진 바와 같이 '가공할 유전자' 또는 '이종 핵산 구조물'은 조절 요소를 포함한 다른 유전자의 부분으로 구

성된 비-본래유전자(즉, 숙주로 도입된 것)를 말한다. 숙주 세포의 형질전환에 대한 가공할 유전자 구조물은 전형적

으로 이종 단백질 암호화 서열에 작동가능하게 연결된 또는 선택가능한 마커 가공할 유전자에서, 형질전환된 숙주 세

포에 항생제 저항성을 주는 단백질을 암호화하는 선택가능한 마커 유전자에 연결된 전사 조절영역(프로모터)로 구성

되어 있다.

숙주 세포로 형질전환하기 위해서, 본 발명의 전형적 가공할 유전자는 구조적 또는 유도가능한 전사 조절영역 , 단백

질 암호화 서열과 터미네이터 서열을 포함한다. 표적 단백질의 분비가 바람직하면 가공할유전자 구조물은 신호 펩티

드를 암호화하는 두번째 DNA 서열을 포함한다.

다른 핵산 서열과 기능적 관계에 놓이면 핵산은 '작동가능하게 연결'된다. 예를 들어, 분비 리더를 암호화하는 DNA는

폴리펩티드의 분비에 참여하는 프레단백질로 발현되면 폴리펩티드의 DNA에 작동가능하게 연결된다; 프로모터 또는



공개특허 10-2004-0022244

- 11 -

인핸서는 서열의 전사에 영향을 미치면 암호화서열에 작동가능하게 연결된다; 또는 번역을 촉진하기 위해서 위치한

다면 리보솜 결합 부위는 암호화서열에 작동가능하게 연결된다. 일반적으로, '작동가능하게 연결된'은 연결된 DNA 

서열이 인접하고 분비 리더의 경우에, 판독 시기에서 인접하는 것을 의미한다. 하지만, 인핸서는 인접할 필요는 없다. 

편리한 제한 부위에서 라이게이션하여 연결을 달성한다. 그러한 부위가 존재하지 않는다면, 통상적 수행에 따라 합성

적 올리고뉴클레오티드 어뎁터 또는 링커가 사용된다.

여기에서 사용된 바와 같이, 용어 '유전자'는 암호화지역에 선행하고 후속하는영역 을 포함 또는 포함하지 않는 폴리

펩티드 체인을 생성하는데 관련되는 DNA의 단편, 즉 각 암호화 단편 (엑손)사이에 개재하는 서열(인트론)과 5' 번역

되지 않은 (5' UTR) 또는 '리더' 서열과 3' UTR 또는 '트레일러' 서열을 의미한다.

여기에서 사용된 것과 같이, '재조합체'는 세포 또는 이종 핵산 서열을 도입하여 변경된 또는 세포가 변경된 세포에서 

유래한 세포 또는 벡터를 언급하는 것을 포함한다. 따라서, 예를 들어, 고의적 인간이 개입하여 형성된 모든 것에서 발

현 또는 발현되지 않는 상태에서 재조합체세포는 세포의 본래 (비재조합체) 형태 내의 동일한 형태에서 발견되지 않

은 유전자를 발현하거나 또는 비정상적으로 발현된 본래 유전자를 발현한다.

핵산 서열을 세포에 삽입시킨다는 문맥에서 용어 '도입된'은 '트랜스펙션', 또는 '형질전환' 또는 '형질도입'을 의미하

고 핵산 서열이 자기 복제체로 전환된 또는 일시적으로 발현된(예를 들어, 트랜스펙트된 mRNA)세포의 게놈(예를 들

어, 염색체, 플라스미드, 플라스티드, 또는 미토콘드리아 DNA)으로 통합되는 진핵 또는 원핵 세포로 핵산 서열을 통

합하는 것을 언급함을 포함한다.

여기에서 사용된 것과 같이, 용어 '발현' 은 폴리펩티드가 유전자의 핵산 서열에 근거하여 생산되는 공정을 말한다. 공

정은 전사와 번역을 포함한다.

용어 '신호 서열' 은 세포 외부로 단백질의 성숙한 형태의 분비를 촉진하는 단백질의 N-말단 위치에서 아미노산의 서

열을 말한다. 세포외 단백질의 성숙한 형태는 분비 공정동안에 절단되는 신호 서열이 없다.

용어 '숙주 세포' 는 벡터를 포함하고 발현 구조물의 복제 및/또는 전사 또는 전사와 번역(발현)을 보조하는 세포를 의

미한다. 본 발명에 사용되는 숙주 세포는 E. coli 와 같은 원핵 세포 또는 효모, 식물, 곤충, 양서류, 또는 포유동물 세
포와 같은 진핵 세포가 될 수 있다.

여기에서 사용된 것과 같이, 용어 '활성적'와 '생물학적으로 활성적' 은 효소적 활성과 같은 특정 표적 단백질과 관련

된 생물학적 활성을 말한다. 주어진 단백질의 생물학적 활성은 당업계에서 능숙한 이들에 의해 단백질에 전형적으로 

부여된 생물학적 활성을 말한다.

'간염C 바이러스 또는 HCV' 는 병원성 유형의 바이러스 종은 비-A 비-B 간염(NANBH)과 감소된 유형 또는 거기서

부터 유도된 결손된 간섭 입자을 유도하는 바이러스 종을 말한다. HCV 게놈은 RNA로 구성되어 있다. 바이러스를 포

함하는 RNA는 보도에 따르면 통합된 핵산당 10 -3 에서 10 -4 의 크기로 비하여 자발적 돌연변이의 비율이 높다. 유

전형의 이질성과 유동성은 RNA 바이러스에서 선천적이기 때문에, 독성 또는 비독성인 HCV 종내에 다수의 유형/서

브타입이 있다. 다양한 HCV 유형 또는 균주의 전파, 동정, 검출, 분리가 본문에 문서로 증명되었다.

상태를 '처리'하는 것은 상태의 증상을 감소시키고/또는 상태의 강도를 경감시키기에 효율적인 치료 물질을 투여하는

것을 말한다.

'구강'은 입으로 투여 또는 위 투여를 포함한 위 또는 창자로 직접 투여와 관련된 어느 경로를 말한다.

'OAS 수준'은 혈액 2',5'-올리고아데닐레이트 합성효소 (OAS) 단백질의 농도 또는 활성을 말한다.

'효모'는 자낭홀씨생산 효모(Endomycetales), 담자홀씨생산 효모, 불완전균 류(Blastomycetes)에 속하는 효모를 말

한다. 자낭홀씨생산 효모는 Spermophthoraceae와 Saccharomycetaceae 두 집단으로 나누어진다. 후자는 4개의 하

부집단 Schizosaccharomycoideae (즉, 속 Schizosaccharomyces), Nadsonioideae, Lipomycoideae, 와 Saccharo

mycoideac (즉, 속 Pichia, Kllyveromyces, Saccharomyces)으로 구성되어 있다. 담자홀씨생산 효모는 속 Leucosp

oridium, Rhodosporidium, Sporiobolus, Filobasidium, Filobasidiella을 포함한다. 불완전균류에 속하는 효모는 두 

집단 Sporobolomycetacea (즉, 속 Sporoholomyces, Bullera) 와 Cryptococcaceae (즉, 속 Candida)으로 나누어

진다. 본 발명에서 매우 흥미로운 것은 속 Pichia , Kluyveromyces, Saccharomyces, Schizosaccharomyces, Cand
ida.내부의 종이다. 특히 흥미로운 것은 Pichia 종 P. pastoris 이다. 효모의 분류는 미래에 변하기 때문에, 본 발명의 
목적에 따라서 효모는 Skinner et al에 기술된 바와 같이 정해진다. 앞서 말한 것에 추가로, 당업계에서 능숙한 사람

들은 효모의 생물학과 효모 유전학의 조작에 익숙할 것이다. 여기에 참고문헌으로 통합된 예를 들어, Bacila et al.; R

ose and Harrison; Strathern et al.; 참조.
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본 발명의 뉴클레오티드서열은 효모 프로모터에 작동가능하게 연결되었을 때 효모 숙주 세포에서 해당하는 생물학적

으로 활성적인 성숙한 이종 단백질을 생산하는데 유용하다. 이러한 방식으로, 본 발명의 하이브리드 전구체 폴리펩티

드를 암호화하는 뉴클레오티드서열은 효모 숙주 세포로 도입하기 위해서 발현 카세트에 제공된다. 이러한 발현 카세

트는 하이브리드 전구체 폴리펩티드를 암호화하는 뉴클레오티드서열에 연결된 전사 시작영역 을 포함한다. 그러한 

발현 카세트에 조절영역 의 전사 조절하에서 뉴클레오티드서열의 삽입에 대해서 다수의 제한 부위가 제공된다. 발현 

카세트는 추가적으로 선택가능한 마커 유전자를 함유한다.

클로닝 또는 발현 벡터는 추가적 요소를 포함한다. 예를 들어, 발현 벡터에는 2개의 복제 시스템가 있기 때문에, 따라

서 두가지 유기체, 예를 들어 인간 또는 곤충 세포에서 발현을 위해서 그리고 원핵 숙주에서 클로닝과 증폭을 위해서 

유지되도록 한다.

클로닝과 발현 벡터는 하나 또는 그 이상의 선택된 숙주 세포에서 벡터가 복제되게 하는 핵산 서열을 함유한다. 게다

가, 발현 벡터를 통합하기 위해서, 발현 벡터는 숙주 세포 게놈과 동일한 적어도 한 서열, 그리고 바람직하게 발현 구

조물에 끼어든 두 개의 동일한 서열을 함유한다. 통합 벡터는 벡터에서 포함하기 위해서 적절한 동일한 서열을 선택

하여 숙주 세포의 특정 위치로 향한다. 통합 벡터에 대한 구조물은 기술서에 잘 공지되어 있다.

클로닝과 발현 벡터는 전형적으로 선택가능한 마커를 함유한다. 전형적 선택가능한 마커 유전자는 예를 들어, (a)암

피실린, 네오마이신, 트메토트렉사트, 제오신 또는 테트라사이클린과 같은 항생제 또는 다른 독신에 저항성을 주고 (b

) 영양 요구성의 부족을 보완 또는 (c) 예를 들어, Bacilli 에 대한 D-알라닌 라세마제을 암호화하는 유전자 같은 복합
배지로부터 유용하지 않은 중대한 영양분을 제공하는 단백질을 암호화한다.

'IFN-τ'는 인터페론 단백질의 한 집단은 여기서 전체가 참고문헌으로 통합 된 U.S. Pat. No. 5,939,286에 제시된 IF

N-τ 서열 또는 도. 10에 제시된 IFN-τ 와 양 IFN-τ 서열과 70% 이상, 또는 바람직하게 약 80% 이상, 또는 더 바

람직하게 약 90% 이상,그리고 더 바람직하게 약 95% 이상의 아미노산 유사성을 가진 단백질을 말한다. 디폴트 변수

를 가지고 있는 ALIGN 프로그램을 사용하여 아미노산 유사성을 결정할 수 있다.

이 프로그램은 서열 비교 프로그램의 FASTA 버전 1.7에서 발견할 수 있다(Pearson and Lipman, 1988; Pearson, 1

990; program available from William R. Pearson, Department of Biological Chemistry, Box 440, Jordan Hall, 

Charlottesville, Va.).

'IFN-α'은 도. 10 에 제시된 바와 같이 IFN-αD 아미노산 서열을 포함한 인터페론 단백질 집단 중 하나 그리고 아미

노산이 치환되고 단백질의 활성에 중요하게 영향을 미치지 않는 중성 아미노산 치환과 같은 변경이 있는 단백질을 말

한다. 바람직하게 서열은 도.10의 IFN-αD 서열과 도.10 에 제시된 서열과 약 70% 이상, 또는 바람직하게 약 80% 

이상, 또는 더 바람직하게 약 90% 이상, 더 바람직하게 약 95% 이상의 아미노산 서열 유사성을 가진 단백질을 포함

한다. 상기 기술된 바와 같이 예를 들어, 디폴트 매개변수가 있는 ALIGN 프로그램을 사용하여 아미노산 유사성을 결

정할 수 있다.

여기에서 사용된 것과 같이, 용어 'IFN 발현'은 상기 기술된 IFN 유전자, 전구체 RNA, mRNA, 폴리펩티드, 후 번역 

공정된 폴리펩티드와 유도체를 포함하는 산물의 전사와 번역을 말한다. 실시예를 통해서, IFN 발현에 대한 검정은 표

준 세포 변성 보호 검정, 웨스턴과 노던 블랏 분석과 IFN mRNA에 대한 역 전사 중합효소 연쇄 반응(RT-PCR)을 포

함한다.

여기에서 사용된 것과 같이, 용어 'IFN의 생물학적 활성'과 '생물학적으로 활성적 IFN'은 특정하게 표준 세포변성 보

호 검정으로 측정할 수 있는 항-바이러스 활성을 포함한, 효소적 활성과 같은 IFN, 또는 IFN의 단편, 유도체, 또는 유

사물과 관련된 생물학적 활성을 말한다.

여기에서 사용된 것과 같이, IFN과 관련된 단백질에 비하여 용어 '변경된 형태 '는 본래 단백질의 유도체 또는 변이 

형태를 의미한다. 즉, 단백질의 '변경된 형태'는 아미노산 치환이 특정하게 바람직하고 적어도 하나의 아미노산치환, 

삭제 또는 삽입을 함유하는 유도체 폴리펩티드 서열을 가진다. 아미노산 치환, 삽입 또는 삭제는 단백질의 생물학적 

활성을 방해하는 폴리펩티드 서열 내의 어떠한 잔기에서도 발생한다. 변이체 또는 유도체 단백질을 암호화하는 해당 

핵산 서열은 유전자 또는 그러한 암호화 서열의 '변이된' 또는 '변경된' 형태로 간주되고 본 발명의 범위 내에 포함된

다.

'변형'은 삭제(절단)으로 본래 폴리펩티드에서 유래한 폴리펩티드 또는 하나 또는 그 이상의 아미노산을 N-말단 및/

또는 본래 단백질의 C-말단에 첨가 및/또는 ; 본래 폴리펩티드의 하나 또는 그 이상의 부위에서 하나 또는 그 이상의 

아미노산의 삭제 또는 첨가; 또는 본래 폴리펩티드에서 하나 또는 그 이상의 부위에서 하나 또는 그 이상의 아미노산

의 치환을 말한다. 그러한 변형은 예를 들어, 유전적 다형 현상 또는 인간조작으로부터 생성된다. 그러한 조작 방법은 

일반적으로 당업계에 공지되어 있다.
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예를 들어, 폴리펩티드의 아미노산 서열 변형은 하이브리드 IFN의 어느 것을 암호화하는 클론된 DNA 서열에서 돌연

변이로 제조할 수 있다.

돌연변이와 뉴클레오티드서열 변경에 대한 방법은 당업계에 공지되어 있다. , 예를 들어, Walker and Gaastra, eds. 

(1983); Kunkel (1985); Kunkel et al. (1987); and Sambrook et al. (1989) 참조. 해당 단백질의 생물학적 활성에 

영향을 미치지 않는 적절한 아미노산 치환에 대한 지침서를 Dayhoff et al.의 모델(1978)에서 발견할 수 있고, 여기에

참고문헌으로 통합되어 있다. 유사한 성질을 가진 다른 것과 한 아미노산을 치환하는 것과 같은 보전된 치환이 바람

직하다. 보전된 치환의 실시예는 Gly⇔Ala, Val⇔Ile⇔Leu, Asp⇔Glu, Lys⇔Arg, Asn⇔Gln, Phe⇔Trp⇔Tyr을 포

함하지만 한정되지 않는다. 하이브리드 IFN의 변이체를 제조할 때, 바람직한 활성을 가지도록 변경된다. 명백하게, 

변형 단백질을 암호화하는 DNA에서 생성된 어떤 변이도 판독 구조 외부로 서열을 위치시키면 안되고 바람직하게 두

번째 mRNA 구조를 생성할 수 있는 보완적인 영역 을 생성하지 않을 것이다.

따라서, 본 발명의 단백질은 그러한 변형과 하이브리드 IFN/IFN-τ 단백질을 포함한다. 이러한 변형은 실질적으로 

동일하고 기능적으로 본래 단백질과 동일하다. 적어도 약 80%, 더 바람직하게 적어도 약 90%, 그리고 가장 바람직하

게 아미노산 서열과 적어도 약 95%이 본래 단백질의 아미노산 서열과 동일할 때 본래 단백질의 변형은 본래 단백질

과 '실질적으로 동일하다'. 변형은 1, 2, 3, 또는 4 아미노산만큼 다르다. '기능적으로 동등한'은 본래 IFN와 실질적으

로 같은 생물학적 활성을 가진 단백질을 생산하는 체인을 정의하는 것으로 의도한다.

실질적인 서열 변이를 포함하는 기능적으로 동등한 변형은 또한 발명에 포함된다. 따라서,기능적으로 동등한 하이브

리드 IFN 단백질의 변형은 치료적으로 유용한 충분한 생물학적 활성을 가진다. '치료적으로 유용한 '은 예를 들어, 허

피스 단순 바이러스유형1-유도된 뇌염에 대한 보호와 같은 치료 목적을 달성하려고 의도한다.

기능적 등가를 결정하는 방법이 당업계에서 유용하다. 본 발명과 여기에 참고문헌으로 전체 통합된 U.S. Pat. No. 6,

204,022에서 기술된 검정을 포함한, 특정하게 IFN 단백질의 활성을 측정하도록 고안된 검정을 이용하여 생물학적 활

성을 측정할 수 있다.

추가적으로, 생물학적으로 활성적 본래단백질에 대해 향상된 항체는, 효과적 결합이 본래 단백질의 입체 구조와 유사

한 입체 구조를 가진 단백질의 예시인 기능적으로 동등한 변형에 결합하는 능력에 대해서 시험될 수 있다.

II.  하이브리드 인터페론하이브리드 단백질

IFN-τ에서 유래한 C-말단 위치와 비-τ 인터페론유형I 폴리펩티드에서 유래한 N-말단 위치를 가진 하이브리드 인

터페론하이브리드 단백질을 생성하는데 사용되는 가공할 DNA 구조물을 지지하여 본 발명은 IFN-τ의 C-말단영역 

에 의해 부여된 감소된 독성에 대한 관찰을 사용한다. 그러한 비-τ 인터페론유형I 폴리펩티드의 실시예는 IFN-β 와

IFN-α의 다양한 동일형태를 포함한다.

도. 10을 참고하여, 가공할 핵산 입자로 암호화되는 또는 본래 화학적 라이게이션으로 생산되는, 그러한 하이브리드 

인터페론하이브리드 단백질 또는 폴리펩티드 HVV는 IFN-αD의 아미노산 위치 1로부터 IFN-αD의 아미노산 위치 

163까지를 포함하는 N-말단과 아미노산 위치 163 으로부터 IFN-τ의 아미노산 위치 172 을 포함하는 C-말단을 가

진다. N-말단 단편은 가공할 핵산 입자의 5' 말단 단편에 의해 암호화되는 비-τ 인터페론폴리펩티드의 N-말단 아미

노산 서열과 C-말단 단편을 함유한다. C-말단 단편은 가공할 핵산 입자의 3' 말단 단편에 의해 암호화되는 IFN-τ 

폴리펩티드의 C-말단 아미노산 서열을 함유한다.

서열의 상류가 비-τ 인터페론에 대응하고, 서열의 하류가 IFN-τ 에 대응하는 적정 결합 또는 아미노산 잔기 위치

를, 실시예 5에 기술된 항-바이러스 검정과 실시예 6에 기술된 독성 검정과 같은 여기에 기술된 기능적 검정과 조합

하여 IFN-τ(163-172)내부 또는 그 이상으로 확장하는 더 길고 짧은영역 에 해당하는 펩티드를 암호화하는 펩티드 

또는 DNA 서열을 사용하여 여기서 기술된 방법으로 확인할 수 있다. 예를 들어, 본 발명의 IFN-τ의 인간 IFN-αD 

와 10 최종 C-말단 아미노산의 아미노산1-166을 함유하는 하이브리드 또는 가공할 인터페론은 가짐을 의도한다. IF

N-τ의 10 최종 C-말단 아미노산은 관련된 생물학적 활성을 가지거나 또는 보통 IFN-α 에 기인하여 인터페론τ와

관련된 낮은 독성을 가진다. 예를 들어, IFN-α/IFN-τ 하이브리드 는 IFN-α의 독성을 감소시키지만 IFN-α 항-

바이러스 성질을 방해하지 않거나 증가시키지 않는다.

본 발명의 우선적 실시예는 N-말단 단편의 서열이 인간 IFN-αD으로부터 유 래하고 C-말단 단편은 양 IFN-τ으로

부터 유래하는 하이브리드 단백질이다. 다른적절한 IFN 서열은 GenBank 또는 다른 대중 서열 기탁소에서 획득한다.

상기 지적한 바와 같이, 본 발명의 하이브리드 인터페론하이브리드 단백질 조성물에 대해 의도된 상당한 잇점은 치료

제로 승인된 본래 비-τ 유형I 인터페론과 비하여 조성물의 감소된 독성이다. 하이브리드 조성물은 IFN-τ의 감소된

세포독성을 가진 비-τ 유형I IFN와 같은 생물학적 활성을 갖는다.
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III.  하이브리드 인터페론 단백질의 생산

한 양태에서 발명은 비-τ 인터페론/인터페론-τ 하이브리드 단백질을 생산하는 방법을 포함한다. P. pastoris 발현 
숙주가 적절한 핵산 서열을 함유하는 벡터로 형질전환되었을 때, 많은 양의 비하여 순수하고 기능적으로 활성적 비-

τ 인터페론/인터페론-τ 하이브리드 단백질의 생산이 가능하다는 것이 발견되어 왔다. 하기 고려되는 것은 발명을 

실행할 때 단계이다.

본 발명에 유용한 서열, 방법, 조성물은 Sep. 28, 1999에 발행된 U.S. Pat. Nos. 5,958,402,; Aug. 24, 1999에 발행

된 5,942,223; Apr. 14, 1998에 발행된 5,738,845,;Aug. 17, 1999에 발행된 5,939,286 ;March 20, 2001에 발행된

6,204,022,May 25, 1999에 발행된 5,906,816, ; May 9, 2000에 발행된 6,060,450, ; Apr. 16, 2002에 발행된 6,3

72,206;에서 발견되고 각각은 전체가 여기서 참고문헌으로 통합되어 있다. 본 발명에 유용한 추가적 서열, 방법과 조

성물은 현안인 Jul. 19, 2001에 출원된 U.S. 특허 출원 Ser. Nos. 09/910,406,; 와 May 2, 2002에 출원된 10/137,1

27에서 발견되고 ,각각은 여기에 전체가 참고문헌으로 통합되어 있 다.

A.  P. pastoris  숙주 세포

비-τ 인터페론/인터페론-τ 하이브리드 단백질의 발현에 선택된 숙주는 바람직하게 효모이다. 본 발명의 방법에서 

사용되는 효모는 Pichia 속 내의 종이다. 특별히 관심있는 것은 Pichia 종 P. pastoris 이다. 하나의 대표적인 P. past
oris 균주는 X-33이다.

P. pastoris 는 알콜 산화 효소를 유도하여 유일한 탄소 원천으로서 메탄올을 대사할 수 있다(Cregg, 1993). 대부분
P. pastoris 발현 균주는 형질전환 시 적절한 선택가능한 마커 유전자를 함유하는 발현 벡터의 선택을 허용하는 하나 
또는 그 이상의 영양 요구성의 돌연변이를 가진다. 형질전환 전에, 이러한 균주는 최소 배지에서 성장하기 위해서 적

절한 영양분으로 보충하는 것이 필요한 복합 배지에서 자란다.

본 발명의 P. pastoris 균주는 야생형(Mut)에서 메탄올 위에서 자라는 균주와 하나 또는 양 AOX 유전자에서 삭제 때
문에 메탄올을 이용하는 능력에 대해서 변하는 것들을 포함한다. 외부 단백질의 분해를 감소시키는 데 효과적인 프로

테아제-결핍 균주가 계획되었다(Brierley, 1998; and White et al., 1995).

본 발명을 실시하기 위해서 적절한 효모와 다른 유기체 숙주을 선택하는 것은 당업계의 능숙한 이들 내이다. 발현에 

대한 효모 숙주를 선택할 때, 적절한 숙주는 특히, 좋은 분비 능력, 낮은 단백질 분해 활성과 전체 활력을 가진 것들을 

포함한다. 효모와 다른 미생물은 일반적으로, Yeast Genetic Stock Center, Department of Biophysics and Medica

l Physics, University of California (Berkeley, Calif.); the American type Culture Collection (Manassas, Va.); 

Northern Regional Research Laboratories (Peoria, Ill.); 와 Invitrogen과 같은 판매상(San Diego, Calif.)을 포함

한 다양한 출처로부터 유용하다.

B.  효모 발현 벡터

본 발명에서 사용하기 위한 발현 벡터는 발현 카세트로부터 상류와 하류의 동반 서열이 있고 효모에서 작동하기 위해

고안된 가공할 유전자 (또는 발현 카세트)를 포함한다.

동반 서열은 플라스미드 또는 바이러스 기원이고 세균으로부터 바람직한 효모 숙주로 벡터가 DNA를 이동시키도록 

하는 필요한 특징을 제공한다.

적절한 형질전환 벡터는 하기 기술되어 있다. 전사와 번역 개시자, 신호 서열, 하이브리드 IFN에 대한 암호화서열, 적

절한 전사와 번역 터미네이터를 포함한 발현 플라스미드의 적절한 조성물이 하기 기술되어 있다. 하나의 대표적인 구

조물은 도. 5A-5C 에 제시된 pPICZα-HVV 플라스미드 서열이다.

i.  전사 amp; 번역 개시자

본 발명의 뉴클레오티드서열은 효모 프로모터에 작동가능하게 연결되었을 때

효모 숙주 세포에서 해당 생물학적으로 활성적으로 성숙한 이종 단백질을 생산하는데 유용하다. 이러한 방식으로, 본

발명의 하이브리드 전구체 폴리펩티드를 암호화하는 뉴클레오티드서열이 효모 숙주 세포로 도입하기 위한 발현 카세

트에 제공된다. 이러한 발현 카세트는 하이브리드 전구체 폴리펩티드를 암호화하는 핵산 서열에 연결된 전사 시작영

역 을 포함한다.

그러한 발현 카세트에 조절영역 의 전사 조절하에서 뉴클레오티드서열의 삽입에 대한 다수의 제한 부위가 제공된다.
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전사 시작영역 , 효모 프로모터는 암호화 서열의 하류(3') 번역을 시작하기 위한 RNA 폴리머라아제에 대한 결합 부위

를 제공한다. 프로모터는 구조적 또는 유도가능한 프로모터이고 특이적 효모 숙주에 그대로 또는 유사 또는 외부 또는

이종이다. 추가적으로, 프로모터는 자연적 서열 또는 대안적으로 합성적 서열이다. 외부는 전사 시작영역 이 도입되는

본래 해당 효모에서 전사 시작영역 이 발견되지 않는 것을 말한다.

적절한 본래 효모 프로모터는 하기 기술된 야생형α-인자 프로모터에 제한되지 않고 다른 효모 프로모터도 포함한다.

바람직하게 프로모터는 P. pastoris 글리세르알데히드 3-인산 디하이드로제나아제(GAP), 포름알데히드 디하이드로
제나아제(FLD1), 퍼옥시좀 기질 단백질 (PEX8), YPT1 프로모터를 암호화하는 GTPase를 포함하는 목록에서 선택

된다.

더 바람직하게 프로모터는 알코올 산화효소 AOX1 프로모터이다.

a.  AOX1 프로모터

Pichia 가 두 개의 알코올 산화효소 유전자, AOX1 와AOX2를 암호화해도, AOX1 유전자는 효모 세포에서 대부분의 
알코올 산화효소 활성에 책임이 있다. (Tschopp, et al ., 1987; Ellis, et al., 1985; and Cregg, et al ., 1989). AOX1
유전자의 발현은 AOX1 프로모터에 의한 전사 수준에서 엄격히 조절된다. 메탄올에 서 성장한 세포에서, poly(A) RN

A의 5%가 AOX1 유래이다; 하지만, 대부분의 다른 탄소 출처에서 성장한 세포에서, AOX1 메시지는 검출가능하지 

않다(Cregg, et al ., 1988). AOX1 유전자의 조절은 두 개의 기작과 관련되어 있는 것처럼 보인다: S. cerevisiae GA
L1 유전자의 조절과 비슷한 억제/활성화 기작과 유도 기작,

GAL1 조절과 다르게, 배지에서 글루코스와 같은 억제하는 탄소 원천이 없으면 AOX1의 실질적인 전사가 되지 않는

다. 메탄올이 존재하는 것은 전사의 높은 수준을 유도하는 것이 필수적이다(Tschopp, et al., 1987).

b.  GAP 프로모터

노던과 리포터 활성화 결과에 의하면 AOX1 프로모터를 가진 것과 비교가능한 수준의 글루코스에서 P. pastoris GA
P 유전자 프로모터가 강한 구조적발현을 제공한다(Waterham, et al., 1997). 글리세롤과 메탄올-성장한 세포에서 G
AP 프로모터 활성 수준은 각각 글루코스에서 관찰된 수준의 약 3분의 2 또는 3분의 1을 나타낸다. GAP 프로모터를 
사용하는 잇점은 균주 성장을 더 직접적으로 만들어서 메탄올이 유도에 필요하지 않고 하나의 탄소 출처로부터 다른 

것으로 배양물을 옮기는 것이 필요하다는 것이다. 하지만, 구조적으로 발현되는 GAP 프로모터는 효모에 독성인 단백

질을 생성하기 위한 좋은 선택이 아니다.

c.  FLD1 프로모터

FLD1 유전자는 글루타치온-의존적 포름알데히드 디하이드로제나아제, 질소 출처로서 특정 메틸화된 아민과 탄소 

출처로서 메탄올의 대사에 필요한 핵심 효소를 암호화한다.(Shen, et al ., 1998). FLD1 프로모터는 유일한 탄소 출
처(그리고 질소 출처로서 암모늄 설페이트)로서 메탄올과 또는 유일한 질소 출처로서 메틸아민(탄소 출처로서 글루코

스)으로 유도될 수 있다. 메탄올 또는 메틸아민으로 유도한 후, AOX1 프로모터로부터 유도된 메탄올로 획득한 것과 

유사한 β-락타마제 리포터 유전자의 수준을 PFLD1는 발현할 수 있다. FLD1 프로모터는 메탄올 또는 메틸아민을 

사용하여 값싼 비독성 질소 출처의 발현을 높은 수준으로 유도하는 탄력성을 제공한다.

d.  PEX8 와 YPT1 프로모터

일부 P. pastoris 균주에 대해서, 유전자를 매우 높은 수준에서 발현하여 AOX1, GAP, FLD1 프로모터는 매우 강할 
수 있다.

특정 외부 유전자에 대해서 ,P AOX1 로부터 발현 수준이 높으면 세포의 후-번역 기작을 압도하고 외부 단백질의 상당

부분이 잘못 접혀지고, 공정되지 않거나, 또는 잘못 위치한다(Thill, et al., 1990; Brierley, 1998)는 증거가 있다.

이러한 그리고 다른 응용에서, 적당히 프로모터를 발현시키는 것이 바람직하다. 이 말단 쪽으로, P. pastoris PEX8 
와 YPT1 프로모터가 사용된다. PEX8 유전자는 퍼옥시좀 생합성에 필수적인 퍼옥시좀 기질 단백질을 암호화한다(Li

u, et al., 1995). 이는 글루코스에서 낮지만 중요한 수준에서 발현되고 세포가 메탄올로 이동할 때 적당하게 유도된

다. 탄소 출처로서 글루코스, 메탄올, 또는 마니톨을 함유하는 배지에서 YPT1 유전자는 분비에 관련된 GTPase을 암

호화하고 이의 프로모터는 발현의 낮지만 구조적 수준을 제공한다(Sears, et al., 1998).

e.  대안적 프로모터
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하나의 유도가능한 발현이 되게 하는 효모 프로모터의 상류 활성자 서열과 다른 효모 프로모터의 전사 활성화영역 으

로 구성된 합성적 하이브리드 프로모터는 효모 숙주에서 또한 기능적 프로모터로 기능한다.

효모-인지된 프로모터는 또한 효모 RNA 폴리머라아제에 결합하고 암호화서열의 번역을 시작하는 자연적으로 발생

하는 비-효모 프로모터를 포함한다.

그러한 프로모터는 당업계에서 유용하다. 예를 들어, 각각은 여기서 참고문헌으로 통합된 Cohen et al. (1980); Merc

ereau-Puigalon et al. (1980); Panthier et al. (1980); Henikoff et al. (1981); and Hollenberg et al. (1981)을 참

조.

ii.  신호 서열과 리더 서열

해당 단백질을 암호화하는 것에 추가로, 발현 카세트의 가공할 유전자는 적절하게 하이브리드 IFN 단백질의 공정과 

전위를 허용하는 신호 펩티드를 암호화한다.

본 발명의 목적대로, 신호 펩티드는 효모 분비된 단백질의 성숙한 형태의 전구체 폴리펩티드에 대한 N-말단 서열인 

프레서열이다. 하이브리드 전구체 폴리펩티드를 암호화하는 뉴클레오티드서열이 형질전환된 효모 숙주 세포에서 발

현될 때, 신호 펩티드 서열은 해당 성숙한 이종 단백질을 포함한 하이브리드 전구체 폴리펩티드를 소포체(ER)로 이동

시키는 기능을 한다. ER 의 루멘으로 이동시키는 것은 효모 숙주 세포의 분비 경로로 초기 단계를 대표한다. 본 발명

의 신호 펩티 드는 효모 숙주 세포에 이종 또는 본래가 될 수 있다. 본 발명의 신호 펩티드 서열은 신호 펩티드의 기능

에 역으로 영향을 주지 않는 상기 기술된 바와 같은 공지된 자연적으로 발생하는 신호 서열 또는 어떠한 변형이다.

ER로 들어가는 동안, 신호 펩티드는 공정 부위에서 전구체 폴리펩티드로부터 절단된다. 공정 부위는 효모 단백질 분

해 효소에 의해 생체 내 인지된 펩티드서열을 포함한다. 이 공정 부위는 신호 펩티드에 대해서 자연적으로 발생하는 

공정 부위이다. 더 바람직하게, 자연적으로 발생하는 공정 부위는 변경되거나 또는 공정 부위는 우선적공정 부위가 

되도록 합성적으로 유도된다. '우선적 공정 부위'는 자연적으로 발생하는 부위보다 더 효과적으로 효모 단백질 분해 

효소에 의해 생체 내에서 절단되는 공정 부위를 의미한다.

우선적 공정 부위의 실시예는 Lys-Lys, Lys-Arg, Arg-Lys, 또는 Arg-Arg, 가장 바람직하게 Lys-Arg인 두 개의 

염기성 잔기 Lys 와Arg의 특정한 조합에 한정되지 않고 이중염기성 펩티드를 포함한다.

이러한 부위는 P. pastoris 의 KEX2 유전자에 의해 암호화되는 엔도펩티다아제에 의해 절단된다(Julius et al. (1983
). KEX2 엔도펩티다아제가 해당 성숙한 이종 단백질에 대한 펩티드서열 내의 부위를 절단하는 경우에, 다른 우선적 

공정 부위는 해당 펩티드서열이 완전히 남아 있도록 사용될 수 있다(참조, 예를 들어, Sambrook et al. (1989)).

기능적 신호 펩티드 서열은 효모 세포로부터 이종 단백질의 세포외 분비를 유도하는데 필수적이다. 추가적으로, 하이

브리드 전구체 폴리펩티드는 이 분비 공정을 더 촉진시키기 위해서 효모 분비된 단백질의 분비리더 펩티드서열을 포

함한다. 존재할 때, 리더 펩티드서열은 일반적으로 신호 펩티드 서열 공정 부위의 3'에 인접하여 위치한다. '분비리더 

펩티드서열'은 전구체 폴리펩티드의 이동을 지시하는 펩티드이고 본 발명의 목적이 ER로부터 골지체까지 그리고 골

지체부터 분비 소낭까지 세포벽영역 및/또는 성장 배지로 세포막을 가로질러 분비하기 위한 분비될 성숙한 이종 단백

질을 포함하는 하이브리드 전구체 폴리펩티드이다. 리더 펩티드서열은 효모 숙주 세포와 같거나 또는 이종이다.

본 발명의 리더 펩티드서열은 신호 펩티드 서열의 출처로 기능하는 같은 효모 분비된 단백질에 대해 자연적으로 발생

하는 서열, 다른 효모 분비된 단백질에 대해 자연적으로 발생하는 서열, 또는 합성적 서열, 또는 리더 펩티드의 기능에

역으로 영향을 미치지 않는 어떠한 변형이다.

a.  S. cerevisiae  α-인자 프레프로 펩티드

본 발명의 목적에 따라, 존재할 때 리더 펩티드서열은 바람직하게 신호 펩티드 서열의 출처로 기능하는 같은 효모 분

비된 단백질, 더 바람직하게 α-인자 단백질에서 유도된다. 전구체 α-인자 단백질을 암호화하는 많은 유전자가 클론

되었고 이들의 조합된 신호-리더 펩티드서열이 확인되었다. 예를 들어, Singh et al. (1983)참조. α-인자 신호-리더

펩티드서열이 효모에서 이종 단백질을 발현시키는데 사용되었다. 예를 들어, Elliott et al. (1983); Bitter et al. (198

4); 와Smith et al. (1985). 참조.

길이가 약 11 잔기인 α-인자, 올리고펩티드 교미 페로몬이 길이가 약 100 와 200 잔기 사이, 더 전형적으로 약 120

-160 잔기인 큰 전구체 폴리펩티드로부터 생성된다. 이 전구체 (프레) 폴리펩티드는 약 19-23 (더 전형적으로 20-2

2 잔기), 약 60-66 잔기인 리더 서열 (프로), 그리고 전형적으로 성숙한 페로몬 서열의 2-6 텐덤 리피트인 신호 서열

을 포함한다. 신호 펩티드 서열과 전-길이 α-인자 리더 펩티드서열이 사용될 수 있어도, 본 발명은 양 요소가 하이브
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리드 전구체 입자에 존재할 때 신호 펩티드와 사용될 수 있는 절단된 α-인자 리더 펩티드서열을 의도한다.

이 신호 서열의 공정은 세 단계와 관련되어 있다. 첫번째는 소포체에서 신호 펩티다아제로 pre 신호를 제거하는 것이

다. 두번째, Kex2 엔도펩티다아제는 pro 리더 서열의 Arg-Lys 사이를 절단한다. 그다음, 존재하면 Ste13 단백질에 

의한 빠르게 Glu-Ala 반복의 절단이 후속한다(Brake, et al, 1984).

본 발명의 하이브리드 전구체 폴리펩티드 서열이 α-인자 리더 서열과 같은 리더 펩티드서열을 포함할 때, 리더 펩티

드서열의 3' 말단에 매우 인접한 공정 부위가 있다. 이 공정 부위로 효모 숙주 세포에 본래적인 단백질 분해 효소가 성

숙한 해당 이종 단백질의 본래 N-말단 pro펩티드서열의 5' 말단으로부터 또는 성숙한 이종 하이브리드 IFN에 대한 

펩티드서열의 5' 말단으로부터 분비 리더 펩티드서열을 절단하게 한다. 공정 부위는 효모 단백질 분해 효소에 의해 생

체 내 인식되어 해당 성숙한 이종 단백질이 정확하게 공정되도록 하는 펩티드서열을 포함한다.

이 공정 부위에 대한 펩티드서열은 리더 펩티드서열의 본래 공정 부위에 대 한 자연적으로 발생하는 펩티드서열이다.

더 바람직하게, 자연적으로 발생하는 공정 부위는 상기 기술된 것과 같이 우선적 공정 부위가 되도록 변경되거나 또

는 공정 부위는 합성적으로 유도된다.

b.  대체적 신호 서열

적절한 신호 서열은 또한 식물 렉틴 Phaseolus vulgaris 어글루티닌 유래의 P. pastoris 산 포스파타아제 (PHO1)와 
PHA-E를 포함한다(Cereghino and Cregg, 2000; and Raemaekers, et al., 1999). 추가로, 당업계에서 유용한 혼성

화 프로브 기술을 사용하여 게놈 또는 cDNA 라이브러리로부터 신호 서열은 합성적으로 유도되거나 또는 결정된다( 

Sambrook et al. (1989)참조).

상기 기술된 바와 같이 본 발명에 따라, 효모 신호 펩티드와 분비리더 펩티드서열은 효모 숙주 세포의 분비경로를 통

해서 성숙한 이종 IFNαD에 대한 서열을 지시할 수 있는 본 발명의 하이브리드 전구체 폴리펩티드의 일부를 대표한

다.

iii.  하이브리드 IFN 펩티드암호화서열

대표적인 하이브리드 IFN 암호화서열은 표2-HVV에 제시되어 있다. 암호화 서열의 기원은 실시예 1에서 검토되고 

도 1-4에서 예시되었다.

적절할 때, 하이브리드 IFN 펩티드을 암호화하는 뉴클레오티드서열과 해당 추가적 뉴클레오티드서열은 형질전환된 

효모에서 증가된 발현에 대해 최적화된다. 즉, 이러한 뉴클레오티드 서열은 향상된 발현에 대한 효모-우선적 코돈을 

사용하여 합성될 수 있다. 해당 효모-우선적 뉴클레오티드서열을 합성하기 위한 방법은 당업계에서 유용하다. (참조, 

예를 들어, 전체가 참고문헌으로 통합된 U.S. Pat. Nos. 5,219,759 와 5,602,034 ).

추가적 서열 변경은 효모 숙주에서 뉴클레오티드 암호화서열의 발현을 향상시키는 것으로 알려져 있다. 이는 가짜의 

폴리아데닐화 신호를 암호화는 서열, 엑손-인트론 스플라이스 부위 신호, 트랜스포존 유사 반복과 유전자 발현에 해

로운 다른 잘 특성화된 서열을 제거하는 것을 포함한다. 서열의 G-C 양은 숙주 세포에서 발현된 알려진 유전자를 참

고하여 계산된 바와 같이 주어진 세포 숙주에 대한 수준 평균으로 조정된다. 가능하면, 뉴클레오티드 암호화서열은 

예측된 헤어핀 두번째 mRNA 구조를 회피하기 위해서 변경된다.

iv.  전사와 번역 터미네이터

발현 카세트의 종결 조절영역 은 효모 숙주에 의하여 인지된다는 것을 제공하여 전사 시작영역 과 함께 본래이거나 

또는 다른 출처로부터 유도된다. 종결영역 은 상기 언급된 효소의 종결영역 과 같은 본래 α-인자 전사 종결 서열, 또

는 다른효모-인지된 종결 서열의 종결영역 이다. 전사 종결영역 은 특정하게 mRNA의 안정성에 대해서 발현을 향상

시키도록 선택된다.

바람직하게 전사 터미네이터는 Mat-α (α-인자) 전사 터미네이터이다. 더 바람직하게 전사 종결 서열은 도.1에 제

시된 것과 같은 AOX1 전사 종결영역 이다.

v.  선택가능한 마커

선택가능한 마커는 P. pastoris 또는 S. cerevisiae, 유래의 생합성 경로 유전자 HIS4, S. cerevisiae 유래의 ARG4, 
블레오마이신-관련된 약물 제오신에 저항성을 주는 Streptoalloteichus hindustanus 유래의 Sh ble 유전자 (Cregg 
et al., 1985; Cregg and Madden, 1989; and Higgins, et al., 1998)를 포함한다. 더 최근에 개발된 생합성 마커 세
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트는 P. pastoris ADE1 (PR-,아미도이미다졸숙시노카복사마이드 합성효소), ARG4 (아르기노숙시네이트 라이아제),
URA3 (또는 오로티딘 5'-포스페이트 디카복시라아제) 유전자를 포함한다.

vi.  형질전환 벡터의 제조

이종 하이브리드 IFN 단백질의 경우처럼, 하이브리드 전구체 폴리펩티드에 존재하는 각 다른요소는 여기에 기술된 

것과 같은 요소의 기능에 역으로 영향을 미치지 않는 변형을 포함하여 알려진 자연적으로 발생하는 폴리펩티드 서열

일 수 있거나 또는 합성적으로 유도될 수 있다. '역으로 영향을 미치는'은 요소의 변형 형태를 포함시키면 요소의 본래

형태를 포함한 하이브리드 전구체 폴리펩티드에 상대적인 해당 분비된 성숙한 이종 단백질의 생물활성이 감소하는 

것을 의도한다.

발현 카세트를 제조할 때, 다양한 뉴클레오티드서열 단편은 적절한 배향의 서열을 제공하기 위해서 그리고 적절한 판

독 구조로 조작된다. 이 말단 쪽으로, 어뎁터 또는 링커가 사용된다. 뉴클레오티드단편을 연결하기 위해서 또는 편리

한 제한 부위를 제공하고, 과잉의 핵산을 제거, 제한 부위를 제거하기 위해서 다른 조작이 관련된다. 이 목적을 위해서

, 시험관 내 돌연변이, 프라이머 복구, 제한, 아닐링, 재치환, 즉, 변이와 전환이 관련된다. 특정하게 Sambrook et al. (

1989)참조.

본 발명의 발현 카세트는 생체 내 자가 DNA 복제할 수 있는 발현 벡터를 형 성하여 레플리콘(즉, 플라스미드, 코스미

드, 바이러스, 최소-염색체)으로 연결될 수 있다. 바람직하게 레플리콘은 플라스미드이다. 그러한 플라스미드 발현 벡

터는, 원핵 숙주 내에서 클로닝 목적으로 그리고 효모 숙주 세포 내에서 발현목적으로 통합하도록 하는 하나 또는 그 

이상의 복제시스템 바람직하게 두 개의 복제 시스템에서 유지된다.

추가적으로, 플라스미드 발현 벡터는 복사본 수가 많거나 작은 플라스미드로서 통합된다. 발현 카세트의 다수의 통합

된 복사본을 함유하는 균주는 때로 단일 복사본 균주보다 이종 단백질을 더 생성할 수 있다(Clare, et al., 1991).

B.  효모 세포의 형질전환

효모 세포는 리튬 클로라이드와 폴리에틸렌 글리콜과 연관된 것들과 같은 일렉트로포레이션, 미세입자 주사, 세포벽

불완전제거균 생성 방법, 또는 전체세포 방법을 포함한 다양한 표준 기술을 사용하여 상기 기술된 발현 구조물로 형

질전환된다. (Cregg et al., 1985; Liu et al., 1992; Waterham et al., 1996; and Cregg and Russell, 1998).

C.  분비된 하이브리드 IFN 단백질의 배양 및 획득

형질전환체는 적절한 영양분 배지에서 자라고 내생적인 DNA 보유를 확실히 하기 위해서 적절한 곳에서, 선택적 압

력하에서 유지된다. 발현이 유도되는 곳에서, 고밀도의 세포를 생성하기 위해서 효모 숙주의 성장이 허용되고 발현이

유도된다. 대표적인 하이브리드 IFN 단백질, HVV의 재조합체 생성이 실시예 2에 기술되어 있다. HVV의 부분 정제

가 실시예 3에 기술되어 있다.

본 발명의 중요한 양태에 따라, 형질전환된 P. pastoris 는 실시예 4에 개시된 바와 같이 약 2.75×10 8 U/mg 내지 
약 3×10 8 U/mg의 특이적 활성을 가진 하이브리드 IFN 단백질을 발현하고 분비할 수 있음이 발견되었다.

당업계에서 능숙한 이들에게 알려진 항-바이러스 검정으로 특이적 활성을 결정할 수 있다. 대표적인 항-바이러스 검

정이 실시예 5에 기술되어 있다. 다른항-바이러스 검정은 전체가 참고문헌으로 통합된 Pontzer and Johnson, 1985

에 기술되어 있다.

D.  분비된 인간 IFNαD의 분리

Pichia pastoris에서 분비된 단백질로서 rHuIFNαD을 발현하는 주된 잇점중 하나는 Pichia 가 배양 배지에서 오염시
키는 본래단백질의 낮은 수준을 분비하는 것이다. 단백질의 양이 적은 최소 Pichia 성장 배지를 사용하는 것과 조합하

여 이로 인해 배지에서 대부분의 전체 단백질을 구성하는 생물학적으로 활성적 rHuIFNαD 가 효과적으로 분비되도

록 한다.

본질적으로, 이 분비된 발현 시스템의 성질로 단백질을 정제 공정에서 첫번째 단계로 기능하는 배지로 분비할 수 있

다. 이로 인해 분자 체, 이온-교환 크로마토그래피, 전기영동 , 투석, 용매-용매 추출, 유사 방법과 같은 기술을 사용

하여 더 정제하기 위해서 직접적이고 단순한 공정이 된다. 그러한 방법은 당업계에 공지되어 있고 예를 들어 Deutsch

er, 1990 and Scopes, 1982 에 기술되어 있다.



공개특허 10-2004-0022244

- 19 -

실시예 3에 기술된 바와 같이, 분자 체 크로마토그래피를 1회전하면 실질적 으로 고분자량 오염단백질을 제거하고 높

은 항-바이러스 활성을 가진 순수한 하이브리드 IFN(도. 8) 를 남긴다.

IV.  응용

본 발명의 하이브리드 IFN 단백질은 다른 인터페론은 전에 제시된 활성을 갖는 것을 포함하여 다양한 암과 바이러스 

질병을 치료하는데 유용하다. 예를 들어, 전체가 참고문헌으로 통합된 U.S. Pat. Nos. 4,885,166, 4,975,276, 와 5,9

39,286, 참조. 본 발명에서 치료하려고 계획하는 하나의 대표적인 바이러스 병은 간염C 바이러스(HCV)이다.

HCV는 전세계적으로 추산된 1억 7천만 인구와 일부 국가에서 약 인구의 10% 이상에 영향을 주는 주된 공중 보건 문

제이다(Lechner, et al., 2000). HCV 는 감염된 혈액과 혈액 산물의 수혈로 일차적으로 전염된다(Cuthbert, et al., 1

994; Mansell, et al., 1995). The Centers for 질병 Control and Prevention에 의하면 HCV 가 매년 미국에서 급성 

간염의 160,000 새로운 건에 책임이 있는 것으로 예측한다. 따라서, 효과적인 항-HCV제가 긴급하게 의료적으로 필

요하다.

HCV는 길이가 약 만 뉴클레오티드인 Flaviviridae 집단의 양성-가닥, 지질-뚜껑이 있는 RNA 바이러스이다(Choo, 

et al., 1989). 간염B 바이러스와 다르게 HCV는 DNA 중간체가 없고 따라서 숙주 게놈으로 통합될 수 없다. (Bereng

uer, et al., 1996). HCV는 클론되었지만, 바이러스는 시험관 내에서 배양하기 힘들다 (Trepo, 2000). 이 지속성의 

기작은 알려져 있지 않지만 HCV 는 매우 지속적이어서, 감염된 개인의 85%에서 임상적 감염이 나타난다. (Trepo, 2

000).

HCV의 치료는 염증과 간 세포 손상을 감소시키는 목적이 있어서 경화증과 간세포 암종을 방지한다(Horiike, et al., 

1998; Benvegnu, et al., 1998). HCV 에 현재 유용한 치료는 작은 소집단의 감염된 환자에게만 유용하다(Magrin, et

al., 1994; Choo, et al., 1991; Choo, et al., 1989). IFN-α는 1991 년 미국과 1992년 일본에서 임상적 간염C 의 

치료로 도입되었다(Saito, et al., 2000). 하지만, 상기 기술된 바와 같이, 임상적 효율성을 나타낼 만큼 충분한 양(즉, 

약 1×10 6 유닛/치료 와 그 이상의 양)으로 IFN-α을 사용하는 것은 대개 많은 심한 부작용과 관련되어 있다.

본 발명의 하이브리드 단백질의 세포독성이 낮기 때문에 HCV와 같은 병의 매력적 지원자가 될 수 있다.

V.  약학적 조성물

약학적으로 유용한 조성물을 제조하기 위해서 본 발명의 하이브리드 인터페론 하이브리드 단백질은 알려진 방법에 

따라 제제될 수 있다. 인터페론 또는 인터페론 유사 화합물을 포함하는 제제를 앞서 기술하였다. 일반적으로, 본 발명

의 조성물은 조성물의 효과적 투여를 용이하게하기 위해서, 하이브리드 인터페론의 효과적인 양을 적절한 담체와 혼

합되도록 조제된다.

이러한 치료에서 사용되는 조성물은 다양한 형태가 될 수 있다. 이에는 예를 들어, 정제, 알약, 가루, 액체 용액 또는 

현탁액, 리포좀 , 좌약, 주사 용액, 및 주입 용액과 같은 고체, 반-고체 및 액체 투여 형태가 있다. 바람직한 형태는 투

여의 의도된 방식과 치료적 응용에 따라 달라진다. 조성물은 또한 당업자에게 알려진 통상적인 약학적으로 수용가능

한 담체와 보조약을 바람직하게 포함한다. 바람직하게, 발명의 조성물은 단위 복용량의 형태이고 환자에 하루에 한 번

또는 그 이상으로 투입한다.

하이브리드 인터페론 하이브리드 폴리펩티드 또는 관련된 폴리펩티드는 경 구 복용, 흡입, 비강내 스프레이, 복막내, 

정맥내, 근육내, 상처내, 또는 피하 주사를 포함한 약학적으로 수용가능한 투여량 형태로 환자에게 투여된다. 구체적

으로, 다른 인터페론 화합물에 사용되는 조성물과 방법이 이러한 화합물을 전달하는데 사용될 수 있다.

하지만, 본 발명의 화합물의 한가지 주 잇점은 본 발명의 하이브리드 IFN 단백질의 극도로 낮은 세포독성이다. 이러

한 낮은 세포독성 때문에, 다른인터페론(예를 들면, IFN α) 화합물에 일반적으로 이용될 수 있는 것들보다 더 높은 

농도로 하이브리드 인터페론 조성물을 투여하는 것이 가능하다. 따라서, 본 발명의 하이브리드 인터페론 조성물은 약

5×10 4 에서 2×10 7 유닛/day 또는 약 5×10 7 유닛/day 또는 바람직하게, 약 1×10 8 유닛/day, 또는 더 바람직

하게, 약 1×10 10 유닛/day의 비율로 투여될 수 있음이 의도된다. 또다른 실시예에서, 본 발명의 하이브리드 인터페

론 조성물은 약 5×10 11 유닛/day, 또는 바람직하게 약 5×10 12 유닛/day의 투여량으로 투여된다.

고투여량은 전신 투여에 선호된다. 물론, 본 발명의 조성물과 방법은 예를 들어 리바비린과 같은 다른 치료와 조합하

여 사용될 수 있음이 이해되어야 한다.

리바비린 (1-β-D-리보푸라노실-1,2,4-트리아졸-3-카복사마이드)은 바이러스 mRNA 합성을 방해하고 다양한 범

위의 RNA 와 DNA 바이러스의 생체 내 그리고 시험관 내 복제를 억제하는 것으로 발견된 퓨린 뉴클레오시드 유사물
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이다(Fernandez, et al., 1986; Balzarini, et al., 1991). 리바비린은 아미노트랜스퍼라아제 수준을 정상화하는데 효

과적인 것으로 제시되었지만, 임상적 간염C 환자에서 혈청 HCV RNA의 작은 활성을 가진다(Di Bisceglie, et al., 19

92). 하지만, 리바비린의 유리한 효과는 일시적 일지라도(Clarke, 2000; Koskinas, et al., 1995) 심각한 부작용 때문

에, IFN-α과의 조합한 리바비린은 허용되기 어려울 수 있다(Cotler, et al., 2000). 따라서, 본 발명의 하이브리드 IF

N 단백질과 조합한 리비비린은 본래 IFN-α과 조합한 리비비린에 바람직하다.

환자의 상태가 일단 개선되면, 필요할 때 유지 투여량이 투여된다. 후속하여, 증상의 기능으로서 투여량 또는 투여 빈

도, 또는 두가지 모두 개선된 상태가 유지되는 수준까지 감소한다. 증상이 바람직한 수준까지 경감되면, 치료는 멈춰

야 한다. 하지만, 환자 는 병 증상이 재발하면 긴 기간동안 간헐적인 치료가 필요하다.

다음부터, 발명의 다양한 목적과 특징이 어떻게 충족되는지 볼 수 있다.

[표 2]

실시예

VII.  실시예

다음 실시예는 여기에 기술된 발명을 더 예로 들었고 발명의 영역을 제한하지 않는다.

실시예 1

HVV 클로닝 전략

HVV 입자는 C-말단으로부터 최종 4개의 아미노산이 양 IFN-τ으로부터 10개의 6 C-말단 아미노산으로 대체된 H

uIFNαD 입자로 구성된 하이브리드 입자이다. 형성된 아미노산 암호화서열은, Pichia pastoris 에서 발현에 최적화
된 코돈 사용을 가진 해당하는 DNA 암호화서열을 생성하는데 사용한다. 올리고뉴클레오티드 단편 (길이가 약 150 
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염기쌍; 도. 1-4)을 G2라 불리는 세균 벡터로 연속적 클로닝하여 DNA 암호화서열을 합성적으로 형성한다(Operon 

Technologies, Alameda, Calif.).

벡터로 클로닝하는 것을 단순화하기 위해 특이적 제한 효소 5' 또는 3' 돌출로 디자인한 중복하는 합성적 올리고뉴클

레오티드(길이가 40 bp 이하)를 라이게이션하여 4개의 150염기쌍 단편의 각각 (HVV 단편 1-4)을 생성한다.

A.  클로닝 단계 #1

절단할 벡터:G2

효소로 절단:Xbal 와 BamHI

연결할 단편:단편 1 (도. 1)

새로운 벡터 이름:G2HVV1F1

B.  클로닝 단계 #2

절단할 벡터:G2HVV1F1

효소로 절단:EcorI 와 BamHI

연결할 단편:단편 2 (도. 2)

새로운 벡터 이름:G2HVV1F2

C.  클로닝 단계 #3

절단할 벡터:G2HVV1F2

효소로 절단 :Sac I 와 BamHI

연결할 단편:단편 3 (도. 3)

새로운 벡터 이름:G2HVV1F3

D.  클로닝 단계 #4

절단할 벡터:G2HVV1F3

효소로 절단:EcorI 와 BamHI

연결할 단편 :단편 4 (도. 4)

새로운 벡터 이름: G2HVV1F4

E.  최종 점검

효소로 절단: Sac II

플라스미드의 XhoI 와 NotI 부위를 사용하여 HVV 유전자를 G2HVV1F4 벡터로부터 절단하고 pPICZ-α□ 벡터(In

vitrogen, San Diego) 에 연결한다. HVV-pPICZ-α 구조물의 서열이 도. 5A-5.에 기술되어 있다.

실시예 2

P. pastoris  에서 HVV의 재조합체 생성
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선택된 양성 P.pastoris HVV 형질전환체는 BMGY배지안에서 밤새 성장하고, 그때 세포를 BMMY메탄올 포함 배지
안에 2의 OD 600 을 사용하여 유도하였다. 배양물에 24 그리고 48시간 후 유도에서 10% 메탄올의 1㎖을 첨가하였

다. 배양 72시간 후에, 전체 배양 상청액을 수확하고, 여과 멸균하여 Colloidal Coomassie (Novex, San Diego, Calif

.)로 염색된 14% Tris-glycine SDS-PAGE로 분석하였다. pPICZα 조절 플라스미드 형질전환체 유래의 상청액은 

음성 대조구로 사용했다. 도. 7에 제시된 바와 같이, 결과에 의하면 클론 HVV-16 는 HVV 발현이 가장 강하였다.

실시예 3

HVV 정제

도. 8은 P.pastoris 상청액 유래의 HVV단백질의 부분적인 정제를 설명한다. 배양 상청액(20㎖)을 10 밀리미터 Tris,
NaCl 150밀리미터와 버퍼 교환하고 HiPrep Sephacryl 26/60 S-100 크기-배제 컬럼에 로딩하기 전에 최종 부피 2 

㎖ (pre-부분)로 농축되었다. 샘플을 주사한 다음 첫번째 120 ㎖ 흐름을 1 ㎖/min에서 수집하고 부분 1으로 지정하

였다. 20 ㎖ 각각의 세 개의 부분을 수집하고 부분 2, 3, 와4로 각각 지정하였다. 부분 2, 3 와 4는 1 ㎖로 농축하고 1

4% SDS-PAGE 젤에서 작동시켰으며 Novex colloidal blue 염색 키트로 염색하였다.

실시예 4

HVV 항-바이러스 특이적 활성

실시예 3에 기술된 것과 같이 HVV 단백질을 크기-배제 젤 크로마토그래피를 사용하여 HVV 클론 16(도. 7) P. past
oris 재조합체 배양 상청액으로부터 부분적으로 정제하였다. 4개의 다른 정제 실험(샘플IDs: S-0018; S-0019; S-0
063; S-0064)유래의 부분 3(도. 8)을 1 ㎖으로 농축하고 각 샘플의 전체 단백질 농도와 항-바이러스 활성을 하기 실

시예 5에 기술된 바와 같이 결정하였다. 결과는 하기 표3에 제시되었다.

[표 3]

실시예 5

정량적 항-바이러스 검정

Madin Darby bovine kidney(MDBK)세포를 96-웰 평평한 바닥 플레이트에서 10% fetal 소 serum(FBS) 와 항생제

로 보완된 Eagle's MEM을 사용하여 합류점까지 배양한다. 세포가 합쳐지면, 검정 배지는 2%FBS과 항생제로 보충되

는 Eagle's MEM이다. 바이러스만(즉 16-24 시간) 밤새 배양한 후 합류 MDBK 세포의 100% CPE를 나타내는 최적 

작동 희석을 결정하기 위해서 VSV의 공격 바이러스 제조물을 사전 대수적 일련의 희석에서 시험한다. 96-웰 플레이

트에서 200㎕/웰 최종 전제 부피로 희석 당 4개의 복제 웰을 사용하여 VSV 희석은 50㎕/웰 당 10 -1 에서 10 -6 까

지의 범위이다. 100% CPE를 형성하는 바이러스의 희석에 근거하여, TCID50 을 결정한 다. 현재, 사용되는 스탁 바

이러스는 10 6.5 TCID 50 /㎖을 가지고 있다. 검정에서 사용되고 있는 전염 바이러스 입자의 실제 수는 10 
3.5 TCID 

50 /웰 이다.

인터페론을 시험하기 위해서, 성장 배지가 제거되고 세포를 멸균 PBS로 한 번 씻기 전에 MDBK 세포를 합류점까지 
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키운다. 대조구로서 인터페론 샘플이 있는 배지 또는 인터페론이 없는 배지를 상기 기술된 검정배지를 사용하여 100 

㎕/웰에서 일련의 10배 희석(즉 10 -1 에서 10 -10 까지)을 사용하여 3반복으로 첨가한다. 그 다음 세포를 18시간동

안 37℃에서 배양한다. 재조합체 HuIFNαA(Biosource Intl., Camarillo, CA)를 표준 인터페론 대조구로 사용할 수 

있다. 인터페론 배양 단계 후에, 미리 결정된 바이러스희석 ＠ 10 3.5 TCID 50 /웰의 웰 당 100 ㎕을 첨가하기 전에 

세포를 PBS로 두 번 씻는다. 바이러스를 인터페론 처리된 시험 웰과 비처리된 웰에 첨가하고 추가적 16-24 시간동안

37℃에서 배양한다. 배지의 100 ㎕을 각 웰에서 제거하고 0.2% neutral red solution (Gibco-BRL) 100 ㎕으로 대

체하고 37℃에서 1시간동안 배양한다. 산 알코올 100 ㎕(50% 에탄올, 1% 아세트산)을 첨가하기 전에 모든 배지를 

제거하고 세포를 가볍게 PBS로 2번 씻는다. 용해된 염색약의 A 550 을 Bio-Kinetics Reader로 읽는다 (Bio-Tek In

struments, Winooski Vt.). 보호 퍼센트는 다음 공식을 사용하여 계산한다:

1 항-바이러스 유닛(U)은 50% 보호로 정의된다. 인터페론 적정 농도 (유닛/㎖)를 세포 단일층의 50% 보호를 대표하

는 ( 0.1 ㎖ 샘플 당 )희석의 역수로 읽고 인자 10을 곱한다.

10-배 희석범위를 사용하여 인터페론의 항-바이러스 유닛/㎖을 결정하면, 본 검정에서 인터페론의 두 배 희석 범위(

최대 10 배 희석)에 대해서 이 데이타를 시작 희석을 결정하는데 사용한다. 이는 시험된 인터페론에 대해 더 정확한 

항-바이러스 유닛/㎖ 값을 제시한다. 이 열량측정 검정은 Crawford-Miksza (1994)가 출판한 검정을 개조한 것임을 

주의한다.

실시예 6

말초 혈액 단핵 세포에서 IFNα 유사물을 시험하는 시험관 내 독성 검정

말초 혈액 단핵 세포 (PBMC)을 사용하여 HuIFNα, OvIFNτ, IFN 하이브리드 단백질의 시험관 내 독성을 비교하였

다. 전체 혈액의 담황갈색 코팅 부분을 PBS로 1:4 희석하고 Nycoprep 1.077에 깐다(Nycomed Pharma, Oslo, Nor

way). 20 분 동안 20℃에서 600×g 에서 원심분리한 후에, 경계에서 띠를 이루는 PBMC를 피펫을 사용하여 제거한

다. 세포를 한번 PBS로 씻고 96-웰 플레이트에서 5×10세포/웰의 농도로 플레이트한다. 플레이팅한 후, 세포를 3반

복으로 IFNα, IFNτ, 또는 IFN 하이브리드 단백질 2000 U/㎖ 부터 128,000 U/㎖ 까지로 처리한다. 세포를 12일동

안 배양한 후에, 세포는 아넥신 V 검정을 사용하여 검정할 준비가 되어 있다(Pharmingen). 이러한 검정은 실험실에

서 통상적으로 사용되고 일관되며, 신뢰할만한 정량적 결과를 제시함을 주의한다.

아넥신 V 검정 :

아넥신 V 는 인지질 포스파티딜세린 (PS)에 대한 친화성이 높은 35-36 kD Ca 의존적, 인지질결합 단백질이다. 세포

자살 세포에서 원형질막의 내부층부터 바깥층으로 막 PS가 이동한다. 아넥신 V는 노출된 막PS를 가진 세포자멸사의

초기 단계를 경험하는 세포에 결합한다. 따라서, 중요한 염색약인 프로피디움 아이오다이드와 함께 아넥신 V로 염색

하면 초기 세포자살 세포를 확인할 수 있다. 이 검정으로 세포자멸사를 이미 겪은 세포와 괴사로 죽은 세포를 구별하

지 않는다.

PBMC를 3 웰에서 수확하고 Pharmingen 검정 안내서로 구체화된 아넥신 V 검정용으로 제조한다. 아넥신 V 검정 키

트는 세포염색에 필요한 모든 시약이 갖추어져 있다. Becton dickinson FACScan 와 세포 Quest Software을 사용하

여 염색된 세포를 획득하고 분석한다. PBMC 집단 내에 세포자멸사 (아넥신 V 양성, 프로피디움 아이오다이드 음성)

와 괴사(아넥신 V와 프로피디움 아이오다이드 이중 양성)의 기초 수준이 있고 이 수준은 각 기증자에 대해 약간 다르

다는 것을 인식하는 것이 중요하다. 따라서, 처리되지 않은 집단이 세포자살과 죽은 세포의 기초 수준을 정의하는데 

사용된다. 각 샘플에 대한 데이타를 다음 공식을 사용하여 획득된 전체 10,000 세포 유래의 특이적 세포 죽음(아넥신

V+ 또는 프로피디움 아이오다이드 +) 의 비율로 제시된다.

*주: 프로피디움 아이오다이드 염색에 근거하여 % 특이적 세포 죽음을 계산할 때 아넥신 V 값을 프로피디움 아이오

다이드 값으로 대체한다.
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실시예 7

1.5×10 5 항-바이러스 U/㎖에서 rHuIFN□ 또는 roIFN□와 함께 인간 PBMC (5×10 5 /웰 )을 12 일 동안 배양하

고 그 다음 아넥신 V-FITC과 프로피디움 아이오다이드로 이중-염색한다. 특이적 세포 죽음의 퍼센트를 다음 공식을

사용하여 계산한다: [(대조군 웰 유래의 % AV+ 또는 PI+ 세포)/(처리된 웰 유래의 % AV+ 또는 PI+ 세포 )×100].

[표 4]

[표 5]

실시예 8

흐름 세포측정으로 분석한 특이적 세포 죽음의 비율

도9 는 흐름 세포측정으로 분석한 특이적 세포 죽음을 제시한다. 인간 PBMC (5×10 5 /웰 )을 9, 10, 12 일 동안 1.5

×10 5 항-바이러스 U/㎖에서 rHuIFNα 또는 roIFNτ 로 배양하고 그다음 아넥신 V-FITC 와 프로피디움 아이오다

이드로 이중-염색한다. 특이적 세포 죽음의 비율은 다음 공식을 사용하여 계산한다: [(대조군 웰 유래의 % AV+ 또는

PI+ 세포)/(처리된 웰 유래의 % AV+ 또는 PI+ 세포)×100]. 칼럼과 기호는 아넥신 V와 프로피디움 아이오다이드 

계산을, 개별적으로 제시한다.

본 명세서에 언급된 모든 출판과 특허 출원은 본 발명이 관련되는 당업계에서 능숙한 이들의 기술 수준을 나타낸다. 

각 출판 또는 특허 출원이 특정하게 그리고 개별적으로 참고문헌으로 통합되어 예시되어 있어도 모든 출판과 특허 출

원은 여기에서 같은 정도로 참고문헌으로 통합되어 있다.

발명이 특정 실시예에 대해 기술되어 있어도, 당업계에서 능숙한 이들에게 본 발명에서 벗어나지 않고 다양한 변화와

변경을 할 수 있음이 명백하다.

(57) 청구의 범위

청구항 1.
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인터페론 단백질을 포함하는 인터페론/인터페론-τ 하이브리드 단백질로서,

상기 인터페론 단백질의 C-말단영역이 인터페론-τ의 C-말단영역으로 치환되고,

하이브리드 단백질은 인터페론 단백질의 세포독성에 비하여 감소된 세포독성을 갖는 것을 특징으로 하는 인터페론/

인터페론-τ 하이브리드 단백질.

청구항 2.
제 1 항에 있어서, 상기 인터페론 단백질은 유형Ⅰ 인터페론 단백질인 것을 특징으로 하는 하이브리드 단백질.

청구항 3.
제 2 항에 있어서, 상기 유형Ⅰ 인터페론 단백질은 인터페론-α인 것을 특징으로 하는 하이브리드 단백질.

청구항 4.
제 3 항에 있어서, 상기 인터페론-α 단백질은 인간 인터페론-α인 것을 특징으로 하는 하이브리드 단백질.

청구항 5.
제 4 항에 있어서, 상기 인터페론-α는 인간 인터페론-αD인 것을 특징으로 하는 하이브리드 단백질.

청구항 6.
제 1 항에 있어서, 상기 인터페론 단백질은 치환된 C-말단의 약 0-30 개의 아미노산을 가지는 것을 특징으로 하는 

하이브리드 단백질.

청구항 7.
제 6 항에 있어서, 상기 인터페론 단백질은 치환된 C-말단에서 약 1-10 개의 아미노산을 가지는 것을 특징으로 하는

하이브리드 단백질.

청구항 8.
제 7 항에 있어서, 상기 인터페론 단백질은 치환된 C-말단의 최종 4개의 아미노산을 가지는 것을 특징으로 하는 하이

브리드 단백질.

청구항 9.
제 5 항에 있어서, 상기 인간 인터페론-αD의 상기 C-말단 영역은 잔기 163-166에 해당하는 서열에 대응하는 것을 

특징으로 하는 하이브리드 단백질.

청구항 10.
제 1 항에 있어서, 인터페론-τ의 상기 C-말단 영역은 인터페론-τ의 잔기 163-172에 해당하는 서열에 대응하는 

것을 특징으로 하는 하이브리드 단백질.

청구항 11.
제 1 항에 있어서, 상기 인터페론 단백질은 인간 인터페론-αD이고 상기 인간 인터페론-αD의 상기 C-말단 영역은 

잔기 163-166에 해당하고, 인터페론-τ의 상기 C-말단 영역은 인터페론-τ의 잔기 163-172에 해당하는 서열에 

대응하는 것을 특징으로 하는 하이브리드 단백질.

청구항 12.
제 1 항에 있어서, 상기 하이브리드 단백질은 인터페론 단백질의 세포독성에 비해 감소된 세포독성을 가지는 것을 특

징으로 하는 하이브리드 단백질.

청구항 13.
제 1 항에 있어서, 상기 하이브리드 단백질은 MDBK/VSV 항바이러스 시스템에서 적어도 약 1×10 8 항바이러스 유

닛/㎎의 항바이러스 활성을 가지는 것을 특징으로 하는 하이브리드 단백질.

청구항 14.
제 1 항에 있어서, 상기 유형Ⅰ 인터페론은 인터페론-β인 것을 특징으로 하는 하이브리드 단백질.

청구항 15.
제 1 항에 있어서, 상기 인터페론-τ는 양 또는 소 인터페론-τ인 것을 특징으로 하는 하이브리드 단백질.
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청구항 16.
제 1 항에 있어서, 상기 하이브리드 단백질은 페길화되는 것을 특징으로 하는 하이브리드 단백질.

청구항 17.
제 1 항 내지 제 16 항 중 어느 한 항에 따른 하이브리드 단백질을 암호화하는 핵산 분자.

청구항 18.
제 17 항에 따른 핵산 분자를 재조합 발현 시스템에 놓는 단계와, 하이브리드 단백질을 생성하기 위해서 핵산 분자의 

발현에 영향을 주는 단계, 그리고 하이브리드 단백질을 회수하는 것을 포함하는 인터페론 하이브리드 단백질의 제조 

방법.

청구항 19.
제 18 항에 있어서, 상기 재조합 발현 시스템은 P.pastoris 을 포함하는 것을 특징으로 하는 방법.

청구항 20.
제 1 항에 따른 하이브리드 단백질과 약학적으로 수용가능한 담체를 포함하는 것을 특징으로 하는 약제 조성물.

청구항 21.
제 20 항에 있어서, 상기 조성물은 리바비린을 더 포함하는 것을 특징으로 하는 방법.

청구항 22.
세포에서 바이러스의 복제를 억제하기에 효과적인 양으로 제 1 항에 따른 하이브리드 단백질과 세포를 접촉시키는 

단계를 포함하는, 바이러스로 감염된 세포에서 바이러스 복제를 억제하는 방법.

청구항 23.
종양 세포의 성장을 억제하기에 효과적인 양으로 제 1 항에 따른 하이브리드 단백질과 세포를 접촉시키는 것을 포함

하는, 종양 세포의 성장을 억제하는 방법.

청구항 24.
제 1 항에 따른 하이브리드 단백질을 질병을 치료하기에 효과적인 양으로 시험체에 투여하는 것을 포함하는, 시험체

에서 자가면역 질병을 치료하는 방법.

청구항 25.
제 1 항에 따른 하이브리드 단백질을 염증을 치료하기에 효과적인 양으로 시험체에 투여하는 것을 포함하는, 시험체

에서 만성 염증을 치료하는 방법.

청구항 26.
제 1 항에 따른 하이브리드 단백질을 질병 상태를 치료하기에 효과적인 양으로 시험체에 투여하는 것을 포함하는, 인

터페론에 반응하는 질병 상태를 치료하는 방법.

청구항 27.
제 22 항 내지 제 26 항 중 어느 한 항에 있어서, 상기 투여는 경구, 국소, 흡입, 코 및 주사로 구성되는 군에서 선택된

투여 방법으로 수행되는 것을 특징으로 하는 방법.
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<210>    1

<211>    172

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220>

<223>    hybrid interferon

<400>    1

Cys Asp Leu Pro Glu Thr His Ser Leu Asp Asn Arg Arg Thr Leu Met

 1               5                  10                  15 

Leu Leu Ala Gln Met Ser Arg Ile Ser Pro Ser Ser Cys Leu Met Asp

            20                  25                  30 

Arg His Asp Phe Gly Phe Pro Gln Glu Glu Phe Asp Gly Asn Gln Phe

        35                  40                  45 

Gln Lys Ala Pro Ala Ile Ser Val Leu His Glu Leu Ile Gln Gln Ile

    50                  55                  60 

Phe Asn Leu Phe Thr Thr Lys Asp Ser Ser Ala Ala Trp Asp Glu Asp

65                  70                  75                  80 

Leu Leu Asp Lys Phe Cys Thr Glu Leu Tyr Gln Gln Leu Asn Asp Leu

                85                  90                  95 

Glu Ala Cys Val Met Gln Glu Glu Arg Val Gly Glu Thr Pro Leu Met

           100                 105                 110 

Asn Ala Asp Ser Ile Leu Ala Val Lys Lys Tyr Phe Arg Arg Ile Thr

       115                 120                 125 
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Leu Tyr Leu Thr Glu Lys Lys Tyr Ser Pro Cys Ala Trp Glu Val Val

   130                 135                 140 

Arg Ala Glu Ile Met Arg Ser Leu Ser Leu Ser Thr Asn Leu Gln Glu

145                 150                 155                 160 

Arg Leu Thr Lys Met Gly Gly Asp Leu Asn Ser Pro

               165                 170        

<210>    2

<211>    519

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220>

<223>    hybrid interferon

<400>    2

tgtgatttgc cagagactca ctctttggac aacagaagaa ctttgatgct tttggcccaa         60

atgtctagaa tctctccatc ctcttgtttg atggatagac acgatttcgg tttcccacaa        120

gaagaatttg acggtaacca attccaaaag gctcctgcta tttctgtttt gcacgagttg        180

attcaacaaa ttttcaactt gttcaccact aaggactctt ctgctgcctg ggacgaagac        240

ttgttggaca agttctgtac tgagctttac caacaattga acgacttgga ggcttgtgtt        300

atgcaagagg agagagtcgg tgagacccca ttgatgaacg ctgattccat cttggctgtc        360

aagaagtact tcagaagaat taccttgtac ttgaccgaaa agaagtactc cccatgtgcc        420
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tgggaagtcg ttagagccga aatcatgaga tctttgtcct tgtccactaa cttgcaagag        480

agacttacca agatgggtgg agacttgaac tctccataa                               519
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